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ภาคผนวก ก 

 

การตรวจหาตัวอสุจิ  (sperm) 

 จากการศึกษาหลายแหงพบวาตัวอสุจิสามารถอยูในชองคลอดไดนานท่ีสุด 7-14 วัน 

สําหรับวิธีการตรวจทําได 2 วิธีคือ 

 1. วิธีเกล่ียปายเปยก (wet smear)  โดยปายส่ิงท่ีเก็บโดยกานไมพันสําลี (swab) ลงบนแผน

สไลดแลวหยดน้ําเกลือนอรแมล ลงบนคราบบนสไลด 1-2 หยด ปดดวยแผน cover slip แลวนําไป

ตรวจดวยกลองจุลทรรศนดูวาพบตัวอสุจิหรือไมและหากวาตรวจพบก็สามารถระบุไดวาตัวอสุจิ

เคล่ือนท่ีไดหรือไมซ่ึงอาจระบุถึงอายุของตัวอสุจิได การตรวจดวยวิธีนี้ทําไดงายและรวดเร็ว 

อยางไรก็ดีตองอาศัยส่ิงสงตรวจท่ีมีลักษณะเปนของเหลว หากเปนคราบท่ีแหงก็ไมสามารถใชวิธีนี้

ได นอกจากนี้ผูตรวจยังตองมีความชํานาญเปนพิเศษอีกดวย ดังนั้นหากการตรวจหาตัวอสุจิโดยวิธี

ดังกลาวนี้แลวไมพบก็ควรนําไปยอมสีตรวจดูอีกรอบ 

 2. วิธียอมสี (stain) ทําไดหลายวิธีแตวิธีท่ีนิยมไดแก การยอมดวย hematoxylin and eosin 

หรือ H&E stain เนื่องจากทําไดสะดวกและมองเห็นตัวอสุจิไดงายกวาวิธีการอ่ืนๆโดยหัวของ         

ตัวอสุจิจะติดสีน้ําเงินมวงในขณะท่ีพื้นหลังเปนสีชมพู นอกจากนี้วิธีใหมท่ีเร่ิมเปนท่ีนิยมคือ             

วิธี oppitz method ซ่ึงสวนหัวของตัวอสุจิจะติดสีแดงในขณะท่ีพื้นหลังจะเห็นเปนสีเขียว       

อยางไรก็ดีการตรวจดวยวิธีนี้ตองใชความชํานาญในการยอมสูง 

1. การตรวจหาตัวอสุจิดวบวิธี oppitz method 

สกัดตัวอสุจิออกจาก Swab  หรือวัตถุพยานท่ีสงสัย โดยการแช 1% NH4OH  ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 

ประมาณ 30-60 นาที น้ํายาจะเร่ิมเปนสีขุน 

 

นําไปปนตกท่ีความเร็ว 2,400 รอบตอวินาที นาน 5 นาที แลวดูดสวนน้าํท้ิงไป 
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นําสวนท่ีเปนตะกอนไปเกล่ียบน microscopic slide แลวผ่ึงใหแหง 

 

นําไปยอมสีดวยวิธีการ Oppitz’s test 

 

วิธีการยอมสีดวย Oppitz’s test  

 1.1. การเตรียมน้ํายา 

 สารละลาย A (Nuclear fast red) 

 - เตรียมสารละลาย   Nuclear fast red 0.1 g. ละลายใน 5% Aluminium sulfate 100 ml. แลว

นําไปตมนาน 5 นาที ท้ิงไวใหเย็นแลวกรองใหสารละลายมีความใส 

(การเตรียม 5% Aluminium sulfate  คือ ละลาย Aluminium sulfate 5 g. ในน้ํากล่ัน 100 ml. อุนให

รอนเพื่อชวยใหละลายดีข้ึน) 

สารละลาย B (Indigocarmin) 

 -ละลาย Indigocarmin 1 g. ใน Picric acid saturated solution 300 ml. แลวกรองให

สารละลายมีความใส 

1.2. วิธีการยอมสี 

Fix cell ท่ี smear บน slide โดยแชใน 95% Ethanol 15-30 นาที 

 

แชในสารลาย A (ท่ีเตรียมขางตน) นาน 15-30 นาที 

 

ลางน้ําเบาๆ 
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แชในสารลาย B (ท่ีเตรียมขางตน) นาน 10-20 นาที 

 

แชใน 95% Ethanol นาน 5 วินาที 

 

เม่ือ slide แหงแลวใหนําไปจุมใน Xylene แลวปดแผน slide ดวย cover slide 

 

หมายเหตุ : สวนหัวของตัวอสุจิ จะติดสีแดง, Nucleus จะติดสีมวง, Epithelial cell จะติดสีเขียวออน  

(ดังภาพท่ี 10) 
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ภาพท่ี 10  แสดงการติดสีของตัวอสุจิ จากการยอมสีดวยวิธี Oppitz’s test 

 

2. การตรวจ Acid phosphatase 

 2.1. การเตรียมน้ํายา 

 Stock สารละลาย A (Fast blue B salt) 

  Naphthanil Diazo Blue B   1    gm. 

  Sodium acetate (hydrated)  20  gm. 

  Glacial acetic acid   10  ml. 

  Distilled  water    100 ml. 

 Stock สารละลาย B  

  Sod-Alpha-Naphthyl acid phosphate 0.08 gm. 

  Distilled  water    90    ml. 
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Working solution  

  Stock  สารละลาย  A 1 ml. +   Stock  สารละลาย  B 9 ml. 

  จากนั้นผสมจนเขากันแลวกรอง 

  เก็บสารละลายในขวดสีน้ําตาล คงตัวเก็บไวใชได 1-2 สัปดาห 

  

 2.2. วิธีการตรวจ 

นํา Working solution หยดลงบนคราบท่ีสงสัย 

 

ถาผลเปน positive จะเปล่ียนเปนสีมวง ภายใน 60 วินาที 
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เกณฑการกําหนดปริมาณตัวอสุจิท่ีตรวจพบ 

 จากแผน Slide ท่ีไดยอมสีคราบอสุจิไวขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 1 เซนติเมตร นําไป

สองดูดวยกลองจุลทรรศนใหท่ัวท้ังคราบที่เกล่ียไว นับจํานวนตัวอสุจิท่ีพบโดยใชเกณฑการระบุ            

ปริมาณตัวอสุจิ ดังนี้ 

 -ตรวจพบตัวอสุจิ 1-2 ตัว ใหใชสัญลักษณแสดงปริมาณการตรวจพบเปน 1+ 

 -ตรวจพบตัวอสุจิ 3-5 ตัว ใหใชสัญลักษณแสดงปริมาณการตรวจพบเปน 2+ 

 -ตรวจพบตัวอสุจิ 6-8 ตัว ใหใชสัญลักษณแสดงปริมาณการตรวจพบเปน 3+ 

 

หมายเหตุ : ถาในตัวอยางตะกอนแขวนลอยจากแผน Slide ท่ีไดยอมสีคราบอสุจิไว ตรวจพบวามีตัว

อสุจิท่ีไมสมบรูณอยูเพียง 1 ตัวในคราบ จะถือวาน้ําซับชองคลอดนั้นเปนผลลบ (Negative)         

และถาพบตัวอสุจิเพียงตัวเดียวแตมีทุกสวนครบสมบรูณจะถือวาน้ําซับชองคลอดนั้นเปน                 

ผลบวก (Positive) ทันที 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสารเคมีตางๆสําหรับใชในขั้นตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ดวยเทคนิค PCR การแยก

แถบดีเอ็นเอโดยผานกระแสไฟฟา และการยอมเจลดวยวิธี Silver staining    

1.การเตรียมสารละลายในกระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (PCR)       

การเตรียมสวนผสมใน master mix 

1. การเตรียม Taq 10X buffer ช่ังสารปริมาณดังนี้     

  - 200 mM Tris pH 8.4   20.0  ml    

  - 500 mM KCl     12.5  ml    

  -15 mM MgCl2    5.0  ml    

  -1 mg/ml BSA     50.0 mg    

  - 0.5% Tween 20    0.25  ml      

   เติมน้ําใหมีปริมาตรรวมเปน    50.0  ml 

2. การเตรียม 100 mM Dilution of dNTPs ช่ังสารปริมาณดังนี ้   

  - 100 mM dATP    10.0  μl    

  - 100 mM dCTP    10.0  μl    

  - 100 mM dGTP    10.0  μl    

  - 100 mM dTTP     10.0  μl    

  - H2O                 960.0  μl 

ผสมใหเขากันจะไดสารละลายท่ีมีปริมาตรรวมเทากับ 1000.0 μl 

 3. การเตรียม DNA-polymerase เจือจาง (ปริมาณ 100 μl) 

ดูด Taq DNA-polymerase เขมขน 5 u/μl  มาปริมาณ 5 μl  จากนั้นเติมน้าํลงไป 95 μl จะได 

DNA-polymerase ปริมาณ 100 μl 
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อัตราสวนผสมใน Master mix สําหรับทํา PCR ดูดสารปริมาณดงันี ้

- water     2 μl   

 -10X buffer    1 μl   

 - dNTPs     1 μl   

 - Taq DNA-polymerase เจือจาง  1 μl   

 - peimer DYS 393   1 μl 

ผสมสารท้ังหมดรวมกนัจะไดปริมาตรรวมเทากับ 6  μl  (ท่ีใชตอ 1 ตัวอยาง) 

การเตรียมน้ํายา primer ผสม ความเขมขน 5 μM ของ primer แตละชนิด (ตําแหนง DYS390) 

 โดยเตรียมจาก stock ท่ีมีความเขมขน 10 μM  ของแตละ Primer (Forward และ Reverse) 

โดยเตรียมปริมาตรคร้ังละ 100 μl ดังน้ี        

 - นําสารละลายของ Primer Forward และ Primer Reverse  มาอยางละ 50 μl ผสมใน 

Microcentrifuge tube ก็จะได 5 μM each Primers mix ปริมาตร 100 μl 

2.การเตรียม loading dye สําหรับใชในการโหลดเจล 

 -ช่ัง bromophenol blue ปริมาตร 0.04 g   ละลายลงใน 87% glycerol ปริมาณ 500 μl และ

น้ํากล่ันปริมาณ 500 μl  

 -เขยาใหเขากนัจน bromophenol blue ละลายเปนเนื้อเดยีวกันกับ glycerol และ น้ํากล่ัน 

จากนั้นสามารถนําไปใชได 

3. การเตรียมสารเคมีท่ีใชในการยอมเจล 

 1.การเตรียม 1% Nitric acid        

  - เติม 65% nitric ปริมาตร 3 ml. ลงในน้ํากล่ันปริมาตร  200  ml. คนใหเขากัน 

 2.การเตรียม 0.012 M Silver  nitrate    
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  - ช่ังสาร silver  nitrate  0.4 g.  แลวเติมน้ํากล่ันลงไป  200  ml.  คนใหเขากันดวย

เคร่ืองเขยา (shaker)  จนละลาย 

3.การเตรียม 0.28 M Sodium   carbonate    

  - ช่ังสาร Sodium   carbonate  11.8  g.  แลวเติมน้ํากล่ันลงไป  390  ml.  คนใหเขา

กันดวยเคร่ืองเขยา (shaker)  จนละลายหมดแลวเติม  0.019% formalin  ลงไป 

4. การเตรียม 2.5X Running buffer (Stock solution) 

-Tris                     54.0  g   

 -EDTA                     3.73  g   

 -Boric acid                    27.5  g   

 -ละลายในน้ํากล่ัน                                   2 L  

กอนนํา Stock solution มาใชในการแยกแถบ DNA ตองนํา Stock solution ไปเจือจางดวย

น้ํากล่ันกอน ตามปริมาณ ดังนี้ 

-Running buffer (Stock solution)   1 L   

 -น้ํากล่ัน      1.5 L 

    

หนาท่ีของสารเคมีท่ีใชในการทํา PCR  

1. 10X Taq buffer - ชวยปรับการทํางานของเอนไซม DNA-polymerase 

 2. dNTPs  - เปรียบเสมือนวัตถุดิบท่ีใชในการสังเคราะหดเีอ็นเอสายใหม

 3. Primer  - เปนดเีอ็นเอสายส้ันๆ ท่ีมีการออกแบบมาใหเปนจุดเร่ิมตนของ

       การสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหม    

 4. DNA-polymerase - เปนเอนไซมสําคัญทําหนาท่ีในการสังเคราะห DNA 

 5. DNA template - เปนดเีอ็นเอแมแบบหรือตนฉบับท่ีตองการเพิ่มจํานวน 

 6. water   - ชวยปรับความเขมขนของสวนผสมทุกตัวใหมีความลงตัว 
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ภาคผนวก ค 

ตารางท่ี 5 ขอมูลตัวอยางน้ําซับชองคลอดของผูเสียหาย ท่ีมาตรวจท่ีภาควิชานิติเวชศาสตร

มหาวิทยาลัยเชียงใหม ตั้งแตชวง 1 มกราคม 2550 – 31 ธันวาคม 2551ท้ัง 60 ตัวอยาง ท่ีคัดเลือกมา

ทําการวิจัย 

 

ลําดับ
ท่ี 

เวลาท่ีมา
ตรวจหลังถูก
กระทําชําเรา 

(ชัง่โมง) 

เวลาท่ีใชตรวจ 
AP ดวย  color 

test (วินาที) 

ปริมาณ AP 
(u/ml) 

Sperm 
(0=ไมพบ, 1=พบ) 

ปริมาณท่ีตรวจ
พบตัวอสุจิ 

1 36 50 944 1 2+ 
2 

 
30 963 0 - 

3 
 

55 571 0 - 
4 18 12 1000 1 3+ 
5 

 
10 1000 1 2+ 

6 21 40 325 0 - 
7 

 
50 495 0 - 

8 33 35 565 0 - 
9 

 
35 416 0 - 

10 
 

40 410 0 - 
11 48 25 1000 1 2+ 
12 

 
55 466 0 - 

13 22 24 1000 1 2+ 
14 

 
17 1000 1 2+ 

15 
 

6 1000 1 3+ 
16 

 
14 1000 1 2+ 

17 4 25 641 1 1+ 
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ลําดับ
ท่ี 

เวลาท่ีมา
ตรวจหลังถูก
กระทําชําเรา 

(ชัง่โมง) 

เวลาท่ีใชตรวจ 
AP ดวย  color 

test (วินาที) 

ปริมาณ AP 
(u/ml) 

Sperm 
(0=ไมพบ, 1=พบ) 

ปริมาณท่ีตรวจ
พบตัวอสุจิ 

18 27 30 419 1 2+ 
19 

 
12 1000 1 2+ 

20 
 

33 1000 1 2+ 
21 18 35 1000 1 1+ 
22 

 
49 759 1 1+ 

23 36 10 866 1 1+ 
24 

 
9 1000 1 2+ 

25 
 

12 854 1 2+ 
26 20 ทันที 963 0 - 
27 

 
ทันที 495 0 - 

28 
 

ทันที 446 0 - 
29 12 28 291 1 1+ 
30 

 
26 668 1 1+ 

31 19 30 987 0 - 
32 

 
14 1000 0 - 

33 11 9 1000 1 2+ 
34 

 
4 1000 1 2+ 

35 
 

7 1000 1 2+ 
36 5 36 956 0 - 
37 

 
13 1000 0 - 

38 
 

28 1000 0 - 
39 2 ทันที 758 1 1+ 
40 24 9 1000 1 2+ 
41 

 
20 1000 0 - 

42 
 

27 1000 0 - 
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ลําดับ
ท่ี 

เวลาท่ีมา
ตรวจหลังถูก
กระทําชําเรา 

(ชัง่โมง) 

เวลาท่ีใชตรวจ 
AP ดวย  color 

test (วินาที) 

ปริมาณ AP 
(u/ml) 

Sperm 
(0=ไมพบ, 1=พบ) 

ปริมาณท่ีตรวจ
พบตัวอสุจิ 

43 5 10 1000 1 2+ 
44 

 
2 1000 1 2+ 

45 
 

5 1000 1 3+ 
46 27 40 644 0 - 
47 

 
ทันที 512 0 - 

48 
 

ทันที 572 0 - 
49 18 20 900 1 3+ 
50 

 
24 533 1 2+ 

51 
 

5 1000 1 3+ 
52 7 47 403 0 - 
53 

 
21 1000 0 - 

54 
 

32 767 0 - 
55 24 ทันที 382 0 - 
56 32 24 430 0 - 
57 

 
20 515 0 - 

58 
 

26 299 0 - 
59 23 40 300 0 - 
60 8 40 689 0 - 
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ภาคผนวก ง 

ภาพ  Electropherogram ของตัวอยาง DNA ตําแหนง DYS 393 

ท่ีนํามาเปน DNA มาตราฐาน 

 

 

                            A  แสดงตัวอยางเลือดจากชายคนท่ี 1 ซ่ึงมีจํานวนชุดเบสซํ้าๆกัน 12 ชุด 

 

                 

               B  แสดงตัวอยางเลือดจากชายคนท่ี 2 ซ่ึงมีจํานวนชุดเบสซํ้าๆกัน 13 ชุด 
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         C  แสดงตัวอยางเลือดจากชายคนท่ี 3 ซ่ึงมีจํานวนชุดเบสซํ้าๆกัน 14 ชุด 

  

  

      D  แสดงตวัอยางเลือดจากชายคนท่ี 4 ซ่ึงมีจํานวนชุดเบสซํ้าๆกัน 15 ชุด 

 

 ภาพท่ี  11   แสดง GeneMapper® ID electropherogram จากตัวอยางเลือดผูชายท้ังหมด           

            4 คน ในตําแหนง DYS 393 
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ภาคผนวก จ 

แสดงสูตรการวิเคราะหทางสถิติดวยวิธี  McNemar chi-square test 

 

 
DA

DA





2

2 1
  

 

 

เม่ือนําคาท่ีไดในตารางมาแทนคาสูตรการคํานวณจะได ดังนี้ 

 

 
233

1233
2

2




  

 

885.132   

 

ตารางท่ี 6 แสดงการเปรียบเทียบระหวางการตรวจ ตัวอสุจิกับดีเอ็นเอตําแหนง DYS393 

อสุจิ 
DYS390 

ผลลบ ผลบวก 

ผลลบ 7 (C) 23 (D) 

ผลบวก 3 (A) 27 (B) 
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ตารางท่ี 7 แสดงผลวิเคราะหทางสถิติดวย  McNemar chi-square test โดยใชโปรแกรม SPSS 16 

 

Sperm & DYS393 

Sperm 

DYS393 

- + 

- 7 23 

+ 3 27 

 

 

Test Statisticsb 

 Sperm & DYS393 

N 60 

Exact Sig. (2-tailed) .000a 

a. Binomial distribution used. 

b. McNemar Test 
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ตารางที่ 8 แสดงผลการวิเคราะหทางสถิติดวย t-test independent โดยใชโปรแกรม SPSS 16 

Independent Samples Test  (ระหวางกลุม sperm negative  กับ กลุม sperm positive ปริมาณ 1+) 

  Levene's Test for Equality of 

Variances t-test for Equality of Means 

  

F Sig. T df Sig. (2-tailed)

Mean 

Difference 

Std. Error 

Difference 

95% Confidence Interval of 

the Difference 

  Lower Upper 

con Equal variances 

assumed 
.282 .599 .283 35 .779 .05238 .18495 -.32309

.42785 

Equal variances not 

assumed 

  
.261 8.317 .800 .05238 .20045 -.40682 .51158 

 
 

Independent Samples Test  (ระหวางกลุม sperm negative  กับ กลุม sperm positive ปริมาณ 2+) 

  Levene's Test for Equality of 

Variances t-test for Equality of Means 

  

F Sig. T df Sig. (2-tailed)

Mean 

Difference 

Std. Error 

Difference 

95% Confidence Interval of 

the Difference 

  Lower Upper 

con1 Equal variances 

assumed 
14.556 .000 -1.610 46 .114 -.17778 .11043 -.40007 .04451 

Equal variances not 

assumed 

  
-1.848 45.744 .071 -.17778 .09620 -.37145 .01590 
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Independent Samples Test  (ระหวางกลุม sperm negative กับ กลุม sperm positive ปริมาณ 3+) 

  Levene's Test for Equality of 

Variances t-test for Equality of Means 

  

F Sig. T df Sig. (2-tailed)

Mean 

Difference 

Std. Error 

Difference 

95% Confidence Interval of 

the Difference 

  Lower Upper 

con2 Equal variances 

assumed 
11.859 .002 -1.198 33 .240 -.23333 .19480 -.62965 .16299 

Equal variances not 

assumed 

  
-2.971 29.000 .006 -.23333 .07854 -.39397

 

-.07270 

 
 

Independent Samples Test (ระหวางกลุม sperm positive ปริมาณ 1+ กับ กลุม sperm positive ปริมาณ 2+) 

  Levene's Test for Equality of 

Variances t-test for Equality of Means 

  

F Sig. T df Sig. (2-tailed)

Mean 

Difference 

Std. Error 

Difference 

95% Confidence Interval of 

the Difference 

  Lower Upper 

con3 Equal variances 

assumed 
10.567 .004 -1.609 23 .121 -.23016 .14308 -.52614 .06582 

Equal variances not 

assumed 

  
-1.195 7.118 .270 -.23016 .19261 -.68410 .22378 
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Independent Samples Test (ระหวางกลุม sperm positive ปริมาณ  2+  กับ กลุม sperm positive ปริมาณ 3+) 

  Levene's Test for Equality of 

Variances t-test for Equality of Means 

  

F Sig. T df Sig. (2-tailed)

Mean 

Difference 

Std. Error 

Difference 

95% Confidence Interval of 

the Difference 

  Lower Upper 

con6 Equal variances 

assumed 
1.213 .283 -.518 21 .610 -.05556 .10721 -.27850 .16739 

Equal variances not 

assumed 

  
-1.000 17.000 .331 -.05556 .05556 -.17277 .06166 

 

Independent Samples Test  (ระหวางกลุม sperm positive ปริมาณ 1+  กับ กลุม sperm positive ปริมาณ 3+) 

  Levene's Test for Equality of 

Variances t-test for Equality of Means 

  

F Sig. T df Sig. (2-tailed)

Mean 

Difference 

Std. Error 

Difference 

95% Confidence Interval of 

the Difference 

  Lower Upper 

con4 Equal variances 

assumed 
18.519 .002 -1.291 10 .226 -.28571 .22131 -.77883 .20740 

Equal variances not 

assumed 

  
-1.549 6.000 .172 -.28571 .18443 -.73699 .16556 
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ประวัติผูเขียน 
 
 
 

ชื่อ-สกุล   นางสาวศราลักษณ    ศักดิ์เกยีรติชัย 
 
วัน เดือน ป เกิด   5 เมษายน 2530 
 
ประวัติการศึกษา  สําเร็จการศึกษามัธยมศึกษาตอนตน โรงเรียนสันกําแพง   

ปการศึกษา 2545 
สําเร็จการศึกษามัธยมศึกษาตอนปลาย  โรงเรียนสันกําแพง   

             ปการศึกษา 2548 
สําเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาชีววิทยา  
มหาวิทยาลัยเชียงใหม  ปการศึกษา 2552 

 


