
 

 

 

 
ภาคผนวก 



 

 

 
ภาคผนวก ก 

 
การเตรียมสารละลายในกระบวนการเพิม่และตรวจสอบปริมาณดีเอน็เอ 

 
 
การเตรียมสารละลายในกระบวนการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอ 
 
        1. การเตรียม 10X Taq buffer 

500 mM Tris pH 8.4     20.0  ml 
2 M KCI      12.5  ml 
150 mM MgCI2      5.0  ml 
1% Bovine serum albumin    5.0   ml 
100% Tween 20      0.25  ml 

เติม Sterile water ใหค้รบ     50.0  ml 
 
        2. การเตรียม 1 mM each solution of dNTPs 

100 mM dATP      10.0   µl 
100 mM dCTP      10.0   µl 
100 mM dGTP      10.0   µl 
100 mM dTTP      10.0   µl 
Sterile water     960.0   µl 

ผสมใหเ้ขา้กนัไดเ้ป็นสารละลายท่ีมีปริมาตรรวมเท่ากบั   1,000  µl 
 

        3. การเตรียม 1:20 Taq DNA polymerase 
Taq DNA polymerase (5 U/µl)   5.0  µl 
Sterile water     95.0  µl 

ผสมใหเ้ขา้กนัไดเ้ป็นสารละลายท่ีมีปริมาตรรวมเท่ากบั   100   µl 
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        4. การเตรียม Human cytochorme b primers mix 
Primer F (100 mM)    3.0   µl 
Primer R (100 mM)    3.0   µl 
เติม Sterile water ใหค้รบ             100    µl  
 

        5. การเตรียม Gallus gallus cytochorme b primers mix 
Primer F (100 mM)    3.0   µl 
Primer R (100 mM)    3.0   µl 
เติม Sterile water ใหค้รบ             100    µl 

 
 
การเตรียมสารละลายในกระบวนการตรวจสอบปริมาณดีเอน็เอ 
 
       1. การเตรียม 0.5X TBE buffer 
  Tris        5.4       g 

Boric acid      2.75     g 
EDTA      0.373  g 
เติม Sterile water กลัน่ใหค้รบ    1,000  ml 
(รศ.อุไรวรรณ วจิารณกุล, 2545) 
 

       2. การเตรียม 10X Loading dye 
  Bromophenol blue    0.04  g 
  Glycerol 85%     500.0  µl 

Sterile water     500.0   µl 
ผสมใหเ้ขา้กนัไดเ้ป็นสารละลายท่ีมีปริมาตรรวมเท่ากบั   1,000  µl 

 
 3. การเตรียม Ethidium bromide 

 Ethidium bromide  (10 mg/ml)     10.0  µl 
  0.5X TBE (Tris-borate, EDTA) buffer   200.0  ml 
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ผสมใหเ้ขา้กนัไดเ้ป็นสารละลายเน้ือเดียวกนั แลว้เก็บไวใ้นท่ีมืด 
 (Ethidium bromide จะสลายตวัเม่ือโดนแสง) และระวงัอยา่ใหถู้กผวิหนงัโดยตรง เน่ืองจาก  
 Ethidium bromide เป็นสารก่อมะเร็ง 
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ภาคผนวก ข 

 
ขั้นตอนการแยกขนาดดีเอน็เอด้วย Agarose gel electrophoresis 

 
 
เทคนิคอเิลก็โทรโฟรีซีส (Electrophoresis) 
 
 อิเล็กโตรโฟรีซีส (Electrophoresis) มาจากค า 2 ค า คือ electron + phore โดย electron      
มาจากภาษากรีก หมายถึง อ าพนั สามารถท าให้เกิดไฟฟ้าสถิตได ้และ phore มาจากภาษาละติน 
หมายถึง ผูถื้อ หรือ ผูท่ี้มี เม่ือน ามารวมกนั จึงหมายถึง โมเลกุลท่ีมีประจุไฟฟ้า 
 ค าว่า อิเล็กโตรโฟรีซีส (Electrophoresis) มีการเร่ิมใช้ตั้งแต่ปี ค.ศ.1909 เป็นเทคนิคท่ีใช้
แยกโมเลกุลของสารท่ีมีประจุออกจากกนัโดยใชก้ระแสไฟฟ้า โดยใหส้ารท่ีมีประจุนั้นเคล่ือนท่ีผา่น
ตวักลางชนิดหน่ึงในสารละลาย สารท่ีมีประจุต่างกนัจะเคล่ือนท่ีไปในทิศทางตรงกนัขา้ม นอกจาก
ประจุแลว้อตัราการเคล่ือนท่ียงัข้ึนอยู่กบัขนาดรูปร่างโมเลกุล แรงเคล่ือนไฟฟ้า และตวักลางท่ีใช้
ดว้ย 

โมเลกุลของดีเอน็เอประกอบดว้ยหมู่ฟอสเฟตจ านวนมาก สารละลายของดีเอ็นเอจึงมีประจุ
ลบท่ี PH เป็นกลาง เม่ืออยูใ่นสนามไฟฟ้า โมเลกุลของดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ีจากขั้วลบไปยงัขั้วบวก 
เน่ืองจากหมู่ฟอสเฟตเป็นส่วนประกอบของนิวคลีโอไทดทุ์กชนิด ดีเอ็นเอท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กจะมี
หมู่ฟอสเฟตอยู่น้อยกว่าโมเลกุลขนาดใหญ่ ดังนั้น จะพบว่าประจุต่อมวลโมเลกุลของดีเอ็นเอ       
ทุกขนาดมีค่าเท่ากนั ความเร็วในการเคล่ือนท่ีของโมเลกุลดีเอ็นเอจึงข้ึนอยู่กบัขนาดเป็นส่วนใหญ่ 
อยา่งไรก็ตาม ยงัมีปัจจยัอ่ืนท่ีมีผลต่อการเคล่ือนท่ีของโมเลกุลดีเอน็เอดว้ย ดงัน้ี 

1. ขนาดของโมเลกุล ดีเอ็นท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกว่าดีเอ็นเอท่ีมีขนาด
โมเลกุลใหญ่ ดีเอน็เอท่ีมีโมเลกุลแบบเส้นตรง (Linear) เกลียวคู่จะเคล่ือนท่ีไดร้ะยะทางท่ีแปรผกผนั
กบัขนาดโมเลกุล  

2. โครงแบบของดีเอ็นเอ (Configuration) กรณีท่ีมีขนาดโมเลกุลเท่ากนันั้น ดีเอ็นเอท่ีมี
โครงแบบเป็นวงแหวนท่ีพนัเกลียวซ้อนจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกว่าดีเอ็นเอปลายเปิดแบบเส้นตรงและ    
ดีเอน็เอแบบเส้นตรงจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกวา่ดีเอน็เอแบบวงแหวนท่ีมีช่องเปิด  
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            3. เปอร์เซ็นต์ของชนิดเจล ถ้าเพิ่มความเขม้ขน้หรือเปอร์เซ็นต์เจลโมเลกุลของดีเอ็นเอ       
จะเคล่ือนท่ีไดช้า้ลง โดยเจลท่ีนิยมใชก้บักรดนิวคลีอิก คือ เจลพอลิอะครีลาไมด์ และ เจลอะกาโรส 
โดยเจลอะคริลาไมด์ใชแ้ยกดีเอ็นเอท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็กระหวา่ง 6-1,000 คู่เบส ส่วนเจลอะกาโรส
ใชแ้ยกดีเอน็เอท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่ประมาณ 100 คู่เบสจนถึงกวา่ 50,000 คู่เบส 

4. แรงเคล่ือนไฟฟ้า (Voltage) ถา้เพิ่มแรงเคล่ือนไฟฟ้าดีเอน็เอจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกวา่ ในการ
แยกขนาดดีเอ็นเอโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสน้ีต้องใช้แรงเคล่ือนไฟฟ้าท่ีเหมาะสม  ถ้าใช้
แรงเคล่ือนไฟฟ้าสูงเกินไป ดีเอน็เอเคล่ือนท่ีไดเ้ร็ว แต่การแยกตวัจะไม่ดีแต่ถา้ต ่าดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ี
ชา้แยกตวัไดดี้ แต่แถบดีเอน็เอจะไม่คมชดั เพราะเกิดการแพร่ของดีเอน็เอ 

5. บฟัเฟอร์ท่ีใช้ ชนิดของพปัเฟอร์มีผลต่อการเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอ บฟัเฟอร์ท่ีนิยมใช้มี      
3 ชนิด คือ TEA (Tris-acetate, EDTA), TBE (Tris- borate, EDTA), และ TPE (Tris- phosphate, 
EDTA) สามารถเกิดปฏิกิริยากบัเจลอะกาโรสได ้มีความสามารถเป็นบฟัเฟอร์ไดดี้ แยกดีเอ็นเอได้
เร็ว ดงัน้ีการเลือกใชบ้ฟัเฟอร์แต่ละชนิดจึงข้ึนอยูก่บัวตัถุประสงค ์
 
 
เจลอะกาโรส (Agarose gel) 
 

เจลอะกาโรสเป็นพอลิเมอร์ของ D-galactose สลบักบั 3, 6-anhydrogalactose (ภาพ 11) 
แยกไดจ้ากสาหร่ายทะเลเช่นเดียวกบัวุน้ (Agar) องคป์ระกอบหรือหน่วยยอ่ยโดยรวมจะเหมือนกนั 
แต่จะมีความแตกต่างกบับา้งท่ีหมู่ R ท่ีต่ออยูก่บัหมู่ไฮดรอกซีท่ีต าแหน่งคาร์บอนท่ี 6 ของน ้ าตาล  
กาแล็กโทส โดยช่ืออะกาโรสเป็นช่ือเรียกโดยรวม จึงประกอบดว้ยพอลิแซ็กคาไรด์หลายชนิด และ
อาจมีสารประกอบอ่ืนเจือปน เช่น ซลัเฟต โปรตีน สารท่ีเจือปนน้ีถา้เป็นสารท่ีมีประจุ จะท าให้เกิด
เหตุการณ์ท่ีเรียกวา่ Electroendosmosis (EEO) ซ่ึงขดัขวางการเคล่ือนท่ีของสารท่ีตอ้งการแยก เช่น 
ถา้มีหมู่ท่ีมีประจุลบในเน้ือเจล จะท าให้โมเลกุลของน ้ าท่ีจบัตวักบัไฮโดรเจนไอออน (H3O

+) เขา้มา
เกาะกบัประจุลบดงักล่าว เม่ือเปิดกระแสไฟฟ้า H3O

+ จะถูกผลกัให้เคล่ือนท่ีไปทางขั้วลบ ซ่ึงจะ 
สวนทางกบัสารท่ีมีประจุลบ ขดัขวางการเคล่ือนท่ีของสารหรือดีเอ็นเอท่ีตอ้งการแยก เปรียบเทียบ
ไดก้บัการพายเรือทวนน ้า ดงันั้น เจลอะกาโรสท่ีดีควรมีค่า EEO ต ่า ซ่ึงสังเกตไดจ้ากลลากท่ีขา้งขวด 
นอกจากน้ีการแยกดีเอ็นเอหรืออาร์เอ็นเอให้บริสุทธ์ิจากเจลอะกาโรสบางวิธี สารพอลิแซ็กคาไรด ์ 
ท่ีมีหมู่ซัลเฟตเหล่าน้ีจะติดปนมาพร้อมกบัดีเอ็นเอหรืออาร์เอ็นเอ และเป็นตวัยบัย ั้งปฏิกิริยาของ
เอนไซมห์ลายชนิด เช่น พอลิเมอเรส ไลเกส เอนไซมต์ดัจ าเพาะ การเลือกอะกาโรสจึงตอ้งใชช้นิดท่ี
มีความบริสุทธ์ิสูงส าหรับใชใ้นงานระดบัโมเลกุล โดยทัว่ไปตอ้งใชอุ้ณหภูมิ 80 - 90 องศาเซลเซียส 
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จึงจะหลอมละลายได ้และจะแข็งตวัท่ีอุณหภูมิประมาณ 35 องศาเซลเซียส ส่วนอะกาโรสชนิดท่ี
หลอมได้ท่ีอุณหภูมิต ่าเกิดจากการเติมหมู่ไฮดรอกซีเอทิล เข้าไปในสายพอลิแซ็กคาไรด์ท าให้
สามารถหลอมไดท่ี้อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส และไม่ท าใหโ้มเลกุลดีเอน็เอเสียสภาพ 

 
  

 

ภาพ 11 โครงสร้างทางเคมีของอะกาโรส ทีแ่สดงโมเลกุล    
D-galactose สลบักบั 3,6-anhydro L-galactose 

(ท่ีมา: สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2552) 
 
 

โดยทัว่ไปดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จะน ามาวิเคราะห์หาคุณภาพและปริมาณความเข้มข้นด้วย
วิธีการวิเคราะห์แถบผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ดว้ย Agarose gel electrophoresis ซ่ึงเป็นวิธีการท่ีท าไดง่้าย
และรวดเร็ว สามารถค านวณหาปริมาณความเขม้ขน้และตรวจสอบขนาดของผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีได้
โดยน าไปเทียบกบั 100 bp DNA ladder ท่ีทราบความเขม้ขน้อยูแ่ลว้ (จุฑารัตน์ ประภารัตนะพนัธ์ุ, 
2548) 

ดีเอน็เอจะสามารถเคล่ือนผา่นบนเจลอะกาโรสไดด้ว้ยกระแสไฟฟ้า ซ่ึงดีเอ็นเอมีประจุเป็น
ลบ จะเคล่ือนตวัจากขั้วลบไปทางขั้วบวก และเคล่ือนไปตามขนาดของโมเลกุล ดีเอ็นเอท่ีมีขนาด
เล็กจะเคล่ือนท่ีได้เร็วกว่าดีเอ็นเอท่ีมีขนาดใหญ่ การวิเคราะห์ขนาดและปริมาณดีเอ็นเอดงักล่าว    
จะใชป้ริมาณความเขม้ขน้ของเจลอะกาโรสระหวา่ง 0.5 - 6.0 % (w/v) ข้ึนอยูก่บัขนาดของดีเอ็นเอท่ี
ตอ้งการวเิคราะห์ (ตาราง 4) ประกอบกบัการใชบ้ฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสม 
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ตาราง 4 ช่วงขนาดโมเลกุลของดีเอน็เอทีแ่ยกได้โดยเจลอะกาโรส 
(ท่ีมา: สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2552) 

 
ความเขม้ขน้ของเจล (%) ขนาดท่ีเหมาะสมในการแยก (คู่เบส) 

0.3 
0.6 
0.7 
0.9 
1.2 
1.5 
2.0 

5,000 - 60,000 
1,000 - 20,000 
800 - 10,000 
500 - 7,000 
400 - 6,000 
200 - 4,000 
100 - 3,000 

 

 
ขั้นตอนการท า Agarose Gel Electrophoresis 

 
1. เตรียม 2% Agarose gel โดยชัง่ Agarose powder 0.8 g. เทใส่บีกเกอร์ แลว้เติม 0.5X TBE 

(Tris-borate, EDTA) Buffer 40 ml น าไปตม้เพื่อให้ Agarose powder ละลาย ท่ีอุณหภูมิ 60 °C      
ใช ้Magnetic stirrer คนผสมสารให้เขา้กนั จนสารละลายใสเป็นเน้ือเดียวกนั จากนั้นเทใส่ถาดเจลท่ี
วางบนพื้นเรียบ แลว้เสียบหวสี าหรับสร้างหลุม 13 หลุม ลงท่ีปลายดา้นหน่ึงของถาดเจล ให้ซ่ีหวีอยู่
ห่างจากปลายของเจล ประมาณ 1 cm. แลว้ทิ้งไวใ้หเ้จลแขง็ตวั ประมาณ 1-2 ชัว่โมง 

2. หลังจากเจลแข็งตัว ค่อยๆดึงหวีออก น าถาดเจลไปวางไว้ในเคร่ือง Agarose 
electrophoresis  

3. วางถาดเจลท่ีเตรียมไวล้งในเคร่ืองแลว้เติม 0.5X TBE buffer ให้ท่วมเจลข้ึนมาประมาณ 
1-2 mm. 

4. ผสมผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์กบัสียอ้ม(Loading dyes) 1 µl ต่อ 1 หลอดทดลอง น าไปป่ันเหวี่ยง
ประมาณ 30 วินาที แล้วหยอดผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ท่ีผสมสีย้อมแล้วลงในหลุมเจล โดยใช ้
Micropipette และเตรียมดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp ladder 

5.หยอดดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder 5 µl, Positive control, Negative control และ
ผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์อยา่งละ 5 µl ลงในหลุมเจล 
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6. เม่ือหยอดผลิตภณัฑ์พีซีอาร์เรียบร้อยทุกหลุมแล้ว ปิดฝาครอบเคร่ือง  Agarose 
electrophoresis แลว้ปรับตั้งค่าเคร่ือง โดยใช ้100 V 50 mA เป็นเวลา 25 นาที 

7. เม่ือครบเวลา จึงน าแผน่เจลออกมา แช่ในสารละลาย Ethidium bromide นาน 30 นาที 
8. น าแผ่นเจลมาส่องดูแถบดีเอ็นเอ ภายใตแ้สงอลัตร้าไวโอเล็ตดว้ยเคร่ือง Ultraviolet 

visible transilluminator เพื่อตรวจสอบผล 
 
 
หมายเหตุ     การตรวจสอบดีเอ็นเอหลงัจากการท าอิเล็กโตโฟริซิสดว้ยการยอ้มเจลโดยสีเรืองแสง  
สีเหล่าน้ีเม่ืออยู่อย่างอิสระในสารละลายจะเรืองแสงเพียงเล็กน้อยเท่านั้น แต่ถา้จบัตวักบัดีเอ็นเอ
หรืออาร์เอ็นเอ จะเรืองแสงเพิ่มข้ึนมาก เช่น เอธิเดียมโบรไมด์ ซ่ึงเป็นสีท่ีจะสอดแทรกตวัเขา้ไปอยู่
ระหว่างชั้นของคู่เบส (Intercalating dye) แลว้ท าให้เกิดการเรืองแสงเพิ่มข้ึนอย่างน้อย 10 เท่า 
สารประกอบเชิงซ้อนระหว่างดีเอ็นเอและเอธิเดียมโบรไมด์จะดูดแสงอัลตราไวโอเลตเกิด 
excitation และปล่อยพลงังานแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร ซ่ึงจะเห็นเป็นสีแดงส้ม      
หลอดแสงอลัตราไวโอเลตในเคร่ืองถ่ายภาพเจลบางรุ่น จะให้แสงท่ีมีความยาวคล่ืนถึง 3 ความยาว
คล่ืน คือ 254, 302 และ 366 นาโนเมตร แสงท่ีความยาวคล่ืนต ่าจะมีพลงังานสูงกวา่และท าให้เกิด
การเรืองแสงได้ดีกว่า ท าให้เห็นแถบดีเอ็นเอชัดเจนกว่าแต่ก็มีผลท าให้เกิดลีกขาดของดีเอ็นเอ
มากกว่าดว้ย จึงไม่เหมาะสมถา้ตอ้งการแยกดีเอ็นเอบริสุทธ์ิจากเจลเพื่อน าไปใช้ต่อ แต่ถา้ตอ้งการ
ตรวจดูอยา่งเดียว หรือตอ้งการยา้ยจากเจลไปบนแผน่เมมเบรนฟิลเตอร์ (Blotting) การขาดของสาย
ดีเอน็เอจะช่วยใหก้ารยา้ยจากเจลมีประสิทธิภาพดีข้ึน โดยทัว่ไปนิยมใชแ้สงอลัตราไวโอเลตท่ีความ
ยาวคล่ืน 302 นาโนเมตร เพราะไม่ท าให้ดีเอ็นเอเสียหายมากนกั แมว้่าการเรืองแสงของเอธิเดีย
มโบรไมดห์รือสีเรืองแสงท่ีใชจ้ะลดลงบา้ง 
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ล าดับเบสบริเวณดีเอน็เอของมนุษย์  ในยีนไซโตโครม บี บนไมโตคอนเดรีย 

 
 
Human cytochrome b gene มี Primer เร่ิมตน้ 2 ตวัคือ 

 Primer F : 5’ –TAGCAATAATCCCCATCCTCCATATAT- 3’ 
 Primer R : 3’ –ACTTGTCCAATGATGGTAAAAGG- 3’ 
 
โดยมีล ำดบัเบสดงัน้ี 
 
TTCTCACCAGACCTCCTAGGCGACCCAGACAATTATACCCTAGCCAACCCCTTAAAC 
ACCCCTCCCCACATCAAGCCCGAATGATATTTCCTATTCGCCTACACAATTCTCCGAT 
CCGTCCCTAACAAACTAGGAGGCGTCCTTGCCCTATTACTATCCATCCTCATCCTAGC 
AATAATCCCCATCCTCCATATATCCAAACAACAAAGCATAATATTTCGCCCACTAAG 
CCAATCACTTTATTGACTCCTAGCCGCAGACCTCCTCATTCTAACCTGAATCGGAGGA 
CAACAGTAAGCTACCCTTTTACCATCATTGGACAAGTAGCATCCGTACTATACTTCA 
CAACAATCCTAATCCTAATACCAACTATCTCCCTAATTGAAAACAAAATACTCAAAT 
GGGCCTGTCCTTGTAGTATAAACTAATACACCAGTCTTGTAAACCGGAGATGAAAAC 
CTTTTTCCAAGGACAAATCAGAGAAAAAGTCTTTAACTCCACCATTAGCACCCAAAG 
CTAAGATTCTAATTTAAACTATTCTCTGTTCTTTCATGGGGAAGCAGATTTGGGTACC 
ACCCAAGTATTGACTCACCCATCAA 
 
 
ท่ีมำ NCBI Reference Sequence: NC_001807 (15648-15804) 
> ref|NC_012920.1|Homo sapiens mitochondrion, complete genome, Length=16569 
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ล าดับเบสบริเวณดีเอน็เอของไก่ ในยนีไซโตโครม บี บนไมโตคอนเดรีย 
 
 
Gallus gallus cytochrome b gene มี Primer เร่ิมตน้ 2 ตวัคือ 
  Primer F : 5’ –GCCCCATCCAACATCTCTGC- 3’ 
  Primer R : 5’ –GGAGATTCCGGATGAGTCAG- 3’ 
 
โดยมีล ำดบัเบสดงัน้ี 
 
AACTCCCTAATCGACCTCCCAGCCCCATCCAACATCTCTGCTTGATGAAATTTCGGCT
CCCTATTAGCAGTCTGCCTCATGACCCAAATCCTCACCGGCCTACTACTAGCCATGCA
CTACACAGCAGACACATCCCTAGCCTTCTCCTCCGTAGCCCACACTTGCCGGAACGT
AACAATACGGCTGACTCATCCGGAATCTCCACGCAAACGGCGCCTCATTCTTCTTCAT
CTGTATCTTC 
 
 
ท่ีมำ NCBI Reference Sequence: NC_001323.1 (14962 – 15142 = 181 bp) 

ref|NC_001323.1| Gallus gallus mitochondrion, complete genome, Length=16775 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_001323.1?report=GenBank 

 



ประวตัิผู้เขียน 
 
 

ช่ือ - สกุล  นางสาวนบัดาว  ทองวนิิชศิลป 

วนั  เดือน  ปี  เกดิ  10 พฤศจิกายน 2526  

ประวตัิการศึกษา  ส าเร็จการศึกษามธัยมศึกษาตอนปลาย   
โรงเรียนล ำปำงกลัยำณี  
จงัหวดัล ำปำง  ปีการศึกษา  2543     
 

   ส าเร็จการศึกษา นิติศำสตรบณัฑิต  
มหาวทิยาลยัเชียงใหม่  ปีการศึกษา  2548 
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