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ค าน า 
 

 โครงการปริญญานิพนธ์เรือ่งการพสิูจน์อัตลักษณ์ของพืชสมนุไพรไทยที่ใช้ช่ือพ้อง “โคคลาน” 
โดยแถบรหสัดีเอ็นเอร่วมกบัเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความละเอียดสงู เป็นส่วนหนึ่งของ
การศึกษาตามหลักสูตรเภสัชศาสตร์บัณฑิต จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ประจ าปกีารศึกษา 2561 ซึ่งจัดท า
ข้ึนเพื่อค้นหาแนวทางในการตรวจพิสจูน์อัตลักษณ์ของพืชทีใ่ช้ช่ือพ้อง "โคคลาน" เนื่องจากยังไมม่ีผู้ศึกษา
การพสิูจน์อัตลักษณ์ของพืชที่ใช้ช่ือพ้อง "โคคลาน” โดยการใช้แถบรหัสดเีอ็นเอและน ามาประยุกต์ใช้ด้วย
เทคนิคการสร้างแถบรหัสดเีอ็นเอร่วมกับเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความละเอียดสูงมา
ก่อน ทางผู้วิจัยจงึมีความสนใจทีจ่ะศึกษาการตรวจพสิูจนอ์ัตลักษณ์ของพืชที่ใช้ช่ือพ้อง “โคคลาน” 
 ผู้วิจัยหวังไว้เป็นอย่างยิง่ว่าปรญิญานิพนธ์ฉบบันี้ จะเป็นประโยชน์ต่อผู้ทีส่นใจในการศึกษาหา
ข้อมูล และหากมีข้อผิดพลาดประการใด ผู้วิจัยต้องขออภัยไว้ ณ ที่นี้ 
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บทท่ี 1 
บทน า 

 

1.1   ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
หลังจากที่ได้มีการประกาศใช้แผนแม่บทว่าด้วยการพัฒนาสมุนไพรไทย ฉบับที่ 1 

พุทธศักราช 2560 – 2564 ส่งผลให้วงการแพทย์แผนไทยและการแพทย์ทางเลือกมีการพัฒนา
สมุนไพรมากยิ่งข้ึนเพื่อตอบสนองต่อวัตถุประสงค์ของแผนแม่บทในข้อที่ 1 ซึ่งเป็นการพัฒนา
สมุนไพรต่อยอดทั้งด้านการรักษาและผลิตภัณฑ์ประเภทอื่น1 ในการใช้สมุนไพรเพื่อให้ได้ผลดีที่สุด
จะต้องยึดหลักดังต่อไปนี้คือ 1. ใช้ให้ถูกต้น 2. ใช้ให้ถูกส่วน 3. ใช้ให้ถูกขนาด 4. ใช้ให้ถูกวิธี และ  
5. ใช้ให้ถูกโรค โดยที่การปฏิบัติตามหลักการเพื่อให้เกิดประสิทธิผลสูงสุดคือการเริ่มต้นด้วยการใช้
สมุนไพรที่ถูกต้อง อย่างไรก็ดีสมุนไพรที่มีช่ือพ้องหรอืช่ือเรียกทีเ่หมอืนกันอาจเป็นปญัหาทีท่ าใหเ้กดิ
ความสับสนและความผิดพลาดในการใช้สมุนไพรชนิดนั้น เนื่องจากการขาดความ รู้ในด้าน
อนุกรมวิธาน (taxonomy) และการใช้สมุนไพรที่ผิดชนิดนี้อาจส่งผลเสียต่อสุขภาพของผู้ที่ใช้
สมุนไพรหรืออาจท าให้ไม่ได้ผลการรักษาตามที่คาดหวัง 
  จากที่กล่าวมาข้างต้นว่าการใช้สมุนไพรที่ผิดชนิดนั้นสามารถส่งผลต่อผลของการรักษา 
นอกจากนั้นยังอาจท าให้เกิดพิษต่อผู้ที่ใช้สมุนไพรได้ ดังนั้นการพิสูจน์เอกลักษณ์ของสมุนไพรนี้จึง
เป็นส่วนส าคัญในการตรวจความถูกต้องของสมุนไพรก่อนที่จะมีการน ามาใช้ซึ่งจะสามารถช่วยลด
อุบัติการณ์การเกิดการใช้สมุนไพรที่ไม่ถูกต้องได้  

วิธีที่ใช้ในการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ของสมุนไพรมีหลายวิธี ได้แก่ การตรวจทางเภสัช
เวท ซึ่งประกอบด้วยวิธีทางมหทรรศน์และจุลทรรศน์ การตรวจทางเคมี และการใช้ข้อมูลทาง
พันธุกรรม  โดยวิธีทางมหทรรศน์หรือการใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาเป็นวิธีที่ไม่ต้องใช้เครื่องมือ
หรืออุปกรณ์พิเศษ แต่มีข้อจ ากัดในเรื่องของความเหมือนกันของลักษณะสมุนไพรบางชนิด และ
สามารถเปลี่ยนแปลงไปได้ตามสภาพแวดล้อมจึงต้องอาศัยผู้เช่ียวชาญ วิธีทางจุลทรรศน์เป็นวิธีส่อง
ดูเนื้อเยื่อชนิดต่างๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ วิธีวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีเป็นวิธีตรวจสารเคมี
ของสมุนไพร เนื่องจากสมุนไพรแต่ละชนิดมีสารเคมีที่เป็นองค์ประกอบแตกต่างกัน แต่มีข้อจ ากัด
คือปริมาณสารส าคัญข้ึนอยู่กับสิ่งแวดล้อม และการใช้ข้อมูลทางพันธุกรรม เช่น ใช้ดีเอ็นเอ ซึ่งเป็น
วิธีที่ไม่ข้ึนกับสิ่งแวดล้อม โดยดีเอ็นเอสามารถแสดงเอกลักษณ์ของแต่ละสิ่งมีชีวิตและจะถูกเก็บ
ข้อมูลในรูปของลายพิมพ์ดีเอ็นเอ2 
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ตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบันมีการน าสมุนไพรมาใช้ในการรักษาแก้ปวดเมื่อยอยู่หลายชนิด 
ซึ่ง โคคลานเป็นพืชชนิดหนึ่งในน้ัน แต่อย่างไรก็ดีในประเทศไทย มีพืชที่ใช้ช่ือว่าโคคลานอยู่ด้วยกัน 
3 สปีชีส์ ได้แก่ Croton caudatus Geiseler, Mallotus repandus (Rottler) Mull. Arg. และ 
Anamirta cocculus (L.) Wight & Arn. โดย Croton caudatus Geiseler เป็นพืชชนิดหนึ่งที่อยู่
ในวงศ์ Euphorbiaceae โดยมีช่ือไทยว่า โคคลานใบขน และในจังหวัดนครราชสีมาได้เรียกช่ือพืช
ชนิดนี้ว่าโคคลาน3 พืชชนิดนี้มีสรรพคุณในการใช้เแก้ปวดเมื่อยกล้ามเนื้อและแก้ปวดช้อโดยการใช้
ใบในการรักษา และส าหรับรากนั้นจะใช้เป็นยาระบายและลดไข้4 ส าหรับ Mallotus repandus 
(Rottler) Mull. Arg. เป็นพืชที่อยู่ในวงศ์ Euphorbiaceae เช่นเดียวกัน โดยมีช่ือไทยว่าโพคาน
และโคคลาน3 สรรพคุณของพืชนี้คือการใช้ล าต้นแก้ปวดเมื่อยตามร่างกายและปวดกระดูก5 ในขณะ
ที่ Anamirta cocculus (L.) Wight & Arn. เป็นพืชที่อยู่ในวงศ์ Menispermaceae ซึ่งในภาค
กลางได้เรียกช่ือพืชชนิดนี้ว่าโคคลาน3  โดยพืชชนิดนี้มีข้อบ่งใช้ในการน ามาเบื่อปลา6 และใช้ในการ
รักษาผู้ที่รับประทานยานอนหลับจ าพวก barbiturate ที่รับประทานเกินขนาด7 เนื่องจากมีสาร 
picrotoxin ซึ่งมีฤทธ์ิในการยับยั้ง GABA receptor8 โดยปัญหาช่ือไทยที่พ้องกันว่าโคคลานน้ีและ
ข้อบ่งใช้ที่แตกต่างกันนี้ อาจส่งผลท าใหเ้กิดการน าสมุนไพรผดิชนิดไปใช้เป็นวัตถุดิบของผลิตภัณฑท์ี่
มีการจ าหน่ายในท้องตลาด  

งานวิจัยนี้จึงได้ท าการการพิสูจน์อัตลักษณ์ของพืชสมุนไพรไทยที่ ใช้ช่ือคล้ายกันนี้ โดย
การใช้แถบรหัสดีเอ็นเอ เพื่อที่ในอนาคตจะสามารถน ามาพัฒนาสร้างเครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA 
Signature) ซึ่งใช้ในการตรวจความถูกต้องของวัตถุดิบที่น ามาใช้เป็นผลิตภัณฑ์ที่ใช้ช่ือว่าโคคลานได้ 

 

1.2    วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
เพื่อสร้างแถบรหัสของพืชสมุนไพรไทยที่ใช้ช่ือพ้อง “โคคลาน” ซึ่งใช้ในการพิสูจน์       

อัตลักษณ์ได้ทั้ง 3 สปีชีส์ ได้แก่ Croton caudatus Geiseler, Mallotus repandus (Rottler) 
Mull. Arg. และ Anamirta cocculus (L.) Wight & Arn. 
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บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

 

ในการจัดท าโครงการปริญญานิพนธ์เรื่องการพิสูจน์อัตลักษณ์ของพืชสมุนไพรไทยที่ใช้ช่ือพ้อง 
“โคคลาน” โดยแถบรหัสดีเอ็นเอร่วมกับเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความละเอียดสูง 
คณะผู้วิจัยได้ศึกษาเอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง และได้น าเสนอตามหัวข้อเรียงตามล าดับ ดังนี้ 

2.1       เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวกับพืชสมุนไพรไทยท่ีใช้ชื่อพ้อง “โคคลาน” 
ในประเทศไทยมีพืชสมุนไพรไทยที่ใช้ช่ือพ้อง “โคคลาน” อยู่ 3 ชนิดได้แก่ Croton 

caudatus Geiseler, Mallotus repandus (Rottler) Mull. Arg. และ Anamirta cocculus (L.) 
Wight & Arn. โดยมีรายละเอียดดังนี้ 

2.1.1 Croton caudatus Geiseler มีช่ือสามัญว่าโคคลานใบขน เป็นพืชที่อยู่ในวงศ์ 
Euphorbiaceae ถูกจัดเป็นพืชประเภทไม้พุ่ม (shrub) มีความสูงประมาณ 2-3 เมตร พบใน
ประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ได้แก่ พม่า ไทย กัมพูชา ลาว เวียดนาม มาเลเซีย อินโดนีเซีย 
และฟิลิปปินส์ ส่วนเถายาวได้ถึง 27 เมตร มีฤทธ์ิในการเป็นยาระบายและลดไข้ ส่วนรากพบว่ามี
การน าไปใช้เป็นยารักษาโรคกันอย่างแพร่หลาย มีฤทธ์ิในการบรรเทาอาการปวดเมื่อยตามตัวและ
ปวดกระดูก9  

2.1.2 Mallotus repandus (Rottler) Mull. Arg. มีช่ือสามัญว่าโคคลานและโพคาน 
อยู่ในวงศ์ Euphorbiaceae เป็นไม้พุ่ม (shrub) พบมากในประเทศบังกลาเทศและประเทศอื่นๆ ใน
แถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ เช่น พม่า กัมพูชา จีน อินเดีย ลาว มาเลเซีย ศรีลังกา ไทย และ
เวียดนาม พืชชนิดนี้ประกอบด้วยสารประเภท terpenoids, polyphenols และ benzopyrans 
ซึ่งในประเทศไทยได้มีการน าใบของพืชชนิดนี้มาใช้ในการบรรเทาอาการปวดกล้ามเนื้อ10 

2.1.3 Anamirta cocculus (L.) Wight & Arn. มี ช่ือสามัญว่าโคคลาน อยู่ ในวง ศ์ 
Menispermaceae เป็นไม้เถา (Climber) เถามีลักษณะกลม ยาว และเลื้อยตามพื้นดินหรือตาม
ต้นไม้ชนิดอื่น มีความยาวได้ถึง 15 เมตร  สีผิวของเถาจะเป็นสีด าแดงคร่ า ปลายใบแหลมยาว
ประมาณ 7-10 เซนติเมตร ผลของพืชชนิดนี้มีช่ือเรียกว่า “Poison berry” เนื่องจากประกอบด้วย
สาร picrotoxin ซึ่งมีฤทธ์ิในการยับยั้ง GABA receptor ส่งผลต่อระบบประสาทส่วนกลาง ท าให้
พืชชนิดนี้ถูกจัดเป็นพืชพิษอยู่ในฐานข้อมูล FDA Poisonous Plant Database แต่อย่างไรก็ตาม
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ได้มีการพืชชนิดนี้มาใช้ประโยชน์โดยการน ามารักษาพิษในคนที่รับประทานยาจ าพวก 
Barbiturate เกินขนาด11 

 

2.2     เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวกับสาร picrotoxin 
สาร picrotoxin เป็นสารที่ถูกจัดอยู่ในกลุ่ม sesquiterpene glycoside มีช่ือเรียกอื่น

ว่า Cocculus, Indian berry และ Fish berry มีสูตรโมเลกลุคือ C30H34O13 และมีน้ าหนักโมเลกลุ
เท่ากับ 602.589 กรัมต่อโมล พบสารชนิดนี้ในใบและผลของ Anamirta cocculus มีฤทธ์ิในการ
ยับยั้งการท างานของ GABAA receptor แบบ non-competitive ซึ่งส่งผลให้ระบบประสาทถูก
กระตุ้น ในปัจจุบันได้มีการน าเมล็ด Anamirta cocculus มาใช้เป็นยาเบื่อปลาและในทาง
การแพทย์ถูกน ามาใช้เป็น CNS stimulant และเป็น antidote ในผู้ป่วยที่รับประทานยา 
barbiturate เกินขนาด8,12-13 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 1 โครงสร้างของสาร picrotoxin8 

 

2.3 แนวคิดและทฤษฎีท่ีเกี่ยวกับการพิสูจน์อัตลักษณ์ของพืช 

ในปัจจุบันประเทศไทยมีการน าพืชและสมุนไพรมาใช้ในอุตสาหกรรม ทั้งเป็น
ส่วนประกอบในผลิตภัณฑ์อาหารเสริม หรือเป็นสารส าคัญในยาบางต ารับ ทั้งนี้จึงมีความ
จ าเป็นต้องมีการพิสูจน์อัตลักษณ์ของพืชและสมุนไพรที่น ามาใช้เพื่อให้เกิดการน ามาใช้ผิดต้นจน
น าไปการเกิดอันตรายต่อผู้บริโภคได้ โดยทั่วไปแล้วการพิสูจน์อัตลักษณ์ของพืชนั้นมีอยู่หลายวิธี 
ซึ่งแต่ละวิธีก็มีข้อดีและข้อเสียที่แตกต่างกันไป เพื่อการพิสูจน์อัตลักษณ์พืชได้อย่างแม่นย า
จ าเป็นต้องใช้ข้อมูลจากหลายๆ วิธีมาประกอบกัน ส าหรับกระบวนการที่เป็นมาตรฐานที่สามารถ
ใช้จ าแนกชนิดของพืชได้อย่างมีประสิทธิภาพและปลอดภัยประกอบไปด้วยวิธีดังต่อไปนี้14-17 
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1. วิธีทางมหทรรศน์ (Macroscopic method) เป็นเทคนิคในการพสิูจน์อัตลักษณ์
ของพืชที่ต้องใช้ความรู้ความช านาญทางด้านอนุกรมวิธาน (Taxonomy) โดยต้องมีการวิเคราะห์
ลักษณะภายนอกของพืช (Morphological features)18 โดยการใช้ประสาทสัมผัสทั้งห้าในการ
ประเมิน (Organoleptic evaluation)19 เพื่อใช้เป็นข้อมูลในการพสิูจน์อัตลักษณ์ของพิช โดยการ
น าไปเปรียบเทียบกับข้อมลูของการถูกจัดจ าแนกสายพันธ์ุของพืช (Classification)  

2. วิธีทางจุลทรรศน์ (Microscopic method) เป็นการวิเคราะห์องค์ประกอบ
ภายในเซลล์โดยใช้กล้องจลุทรรศน์ อาจตอ้งมกีารการย้อมสตีัวอย่าง (straining reagents) เช่น สี
ซาฟรานิน (safranin) หรือสฟีาสต์กรีน (fast green) ในการส่องดูตัวอย่าง นอกจากนั้นการใช้
กล้องจลุทรรศน์เพื่อให้ได้ข้อมลูที่ครบถ้วนจ าเป็นต้องดทูั้งแบบภาพตัดขวางและภาพตัดตามยาว19 

3. การศึกษาองค์ประกอบทางเคมี (Chemical constituent investigation) เป็น
เทคนิคการวิเคราะหส์ารส าคัญทีอ่ยู่ในพืช โดยพืชที่มีสายพันธ์ุใกล้เคียงกันอาจจะมสีารตัวเดียวกัน
2 แต่อย่างไรก็ตามเทคนิคนี้มีข้อจ ากัดในเรื่องสิง่แวดล้อม เนือ่งจากปรมิาณสารส าคัญข้ึนอยูก่ับ
สิ่งแวดล้อมท าใหอ้าจเกิดความคลาดเคลื่อนในจัดหมวดหมูพ่ืชได้ 

4. การวิเคราะห์คุณสมบัติทางเคมีฟสิิกส์ (Physio-chemical analysis) เป็น
การศึกษาคุณสมบัติทางเคมีฟสิิกส์ของพืช โดยดูปรมิาณความช้ืน (moisture content) ปริมาณ
เถ้า (Total ash) และปริมาณของสารสกัดด้วยตัวท าละลายที่ก าหนด (Extractive value)2,20 

5. การใช้ข้อมูลทางพันธุกรรม เช่น ใช้ดีเอ็นเอ ซึ่งเป็นวิธีที่ไม่ข้ึนกับสิง่แวดล้อม 
โดยดีเอ็นเอสามารถแสดงเอกลักษณ์ของแตล่ะสิง่มีชีวิตและจะถูกเก็บข้อมลูในรปูของลายพิมพ์ดี
เอ็นเอ2 
 

2.4      แนวคิดและทฤษฎีท่ีเกี่ยวกับแถบรหัสดีเอ็นเอหลัก 

ส าหรับพืชบก มีดีเอ็นเอ 4 บริเวณทีเ่หมาะสมในการใช้เป็นแถบรหสัดีเอ็นเอหลกั ได้แก่ 
rbcL, matK, psbA-trnH intergenic spacer, internal transcribed spacer (ITS) 
2.4.1      ยีน rbcL 

เป็นยีนชนิดนึ่งทีบ่รรจอุยู่ในคลอโรพลาสต์ มีขนาดของล าดับนิวคลีโอไทด์ 

1431 คู่เบส อาจมีขนาดมากหรอืน้อยกว่าน้ีข้ึนกับการเกิด Indel 

(Insertions/deletions) ในยีน จะมีหน้าที่ถอดและแปลรหสัเป็นเอนไซม์รบูิสโกหน่วย

ย่อยขนาดใหญ่ โดยปกติการแปลรหสัจากยีนที่มาจากคลอโรพลาสต์มักเกิดการรบกวน
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จากส่วนทีเ่รียกว่าอินทรอน (Intron)21 แต่จะไม่เกิดกับยีน rbcL มีบางงานวิจัยกล่าวว่า

ยีน rbcL มีอัตราการเกิดวิวัฒนาการช้า (rbcL Genes Evolve at a Slow Rate) ท า

ให้มีความสามารถในการน ามาใช้ประโยชน์ในการแยกสปีชีส ์(discrimination power)

ของพืชได้น้อยเนื่องจากยีนส่วนน้ีเกิดความแตกต่างของยีนนอ้ยในพืชดอก (Flowering 

plant taxa) เป็นส่วนใหญ่ แต่ข้อดีของการใช้ประโยชน์ของยีน rbcL นั้นมีประโยชน์

อยู่ 2 ประเด็นหลัก คือ สามารถน ามาใช้ในการท า phylogeny และสามารถอ่านล าดับ

นิวคลีโอไทด์ได้ครบทัง้ยีนด้วย Sanger sequencing22 

 
 
 

 
ภาพท่ี 2 ต าแหน่งของยีน rbcL 

2.4.2      ยีน matK  
ยีน matK (maturaseK gene) เป็นยีนทีบ่รรจอุยู่ในคลอโรพลาสต์ มสี่วนที่

เป็นบริเวณอนรุักษ์(highly conserved seguence) มีขนาดความยาวของยีน 1500 คู่

เบส มีต าแหน่งที่บริเวณ trnK23 ยีนส่วนน้ีเป็นตัวเลือกที่ดทีี่จะน ามาใช้ในการศึกษา

ความแตกต่างของสิง่มีชีวิตแต่ละชนิด24 เนื่องจากยีน matK มีขนาดตามอุดมคติ มี

อัตราการแทนทีสู่ง มีความแปรผันของระดบักรดนิวคลอีิกทีโ่คดอนต าแหน่งทีห่นึ่งและ

สองสูง มีอัตราการเกิด transition/transversion ที่ค่อนข้างต่ า.นอกจากนั้นการเกิด 

Polymorphism ที่บรเิวณ trnK, matK และ intergenic trnL - trnF ท าให้มีการน า

ยีน matK มาศึกษาความสัมพันธ์ทางสายวิวัฒนาการ (study the phylogeny of 

various plants)25 

 

 
ภาพท่ี 3 ต าแหน่งของยีน matK 

matK 5’-trnK trnK-3’ 

rbcL atpB accD 
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2.4.3      psbA-trnH intergenic spacer 
เป็นส่วนที่บรรจุอยู่ในคลอโรพลาสต์ ที่ไม่ได้มกีารถอดรหสั ขนาดของดีเอ็นเอ

มีความแตกต่างกันสงูข้ึนกับชนิดของพืช ช่วงความยาวของดีเอ็นเอมีตั้งแต่ 100 คู่เบส

ไปจนถึงมากกว่า 1000 คู่เบส เป็นส่วนของดีเอ็นเอทีส่ามารถน ามาศึกษาพืชดอกได้

แทบจะทั้งหมด เนื่องจากมีนิวคลีไทด์อนรุักษ์ขนาบข้างคือ trnH และ psbA ท าให้ง่าย

ในการออกแบบไพร์เมอร์มาเกาะเพื่อเพิ่มปรมิาณของดีเอ็น ข้อจ ากัดของดเีอ็นเอส่วนน้ี

คือ เป็นส่วนของดเีอ็นเอที่มีความแปรผันสูงภายในสปีชีสเ์พราะมีการเกิด Indel 

(Insertion and deletion)ท าให้ความสามารถในการแยกชนิดของสิ่งมีชีวิตได้ไม่ค่อยดี 

และมลี าดับนิวคลีโอไทด์ซ้ ากันท าให้ได้นิวคลีโอไทดส์ายสั้นกว่าที่ควรจะเป็น จึงต้อง

แก้ปญหาด้วยการใช้ไพร์เมอรห์ลายเส้นอ่านไปกลับเพื่อไม่ให้เกิดปัญหาดังกล่าว2 

 
 
 

ภาพท่ี 4 ต าแหน่งของ psbA-trnH intergenic spacer 
 

2.4.4      Internal transcribed spacer (ITS) 
ดีเอ็นเอส่วนน้ีจะมีอยู่ 2 บริเวณ คือ ITS1 และ ITS2 จากรูปที่แสดงจะเห็นว่า

ส่วน ITS1 จะอยู่ระหว่าง 18s กับ 5.8s ส าหรับบรเิวณ ITS2 จะมีต าแหน่งอยูร่ะหว่าง 

5.8s กับ 28s เป็นดีเอ็นเอที่อยู่ในนิวเคลียส จากหลายๆงานวิจัยมีการน าดเีอ็นส่วนน้ีมา

ใช้ประโยชน์การอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ทั่วไป และใช้แยกความแตกตางของสิง่มีชีวิตที่มี

ความยาวของงนิวคลีโอไทด์ไม่มาก26 

 

 
ภาพท่ี 5 ต าแหน่งของ ITS 

 

5.8S ITS1 18S 26S 

psbA trnH 
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2.5 แนวคิดและทฤษฎีท่ีเกี่ยวกับปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction: 
PCR)  

ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลเิมอเรส (Polymerase Chain Reaction) เป็นเทคนิคที่ถูกคิดค้น
โดย Kary Mullis โดยอาศัยหลักการท างานของเอนไซม์ DNA polymerase ในการสร้างดีเอ็น
เอสายใหม่ ซึ่งเทคนิคนี้ได้ถูกน ามาใช้ในการเพิม่ปริมาณของดีเอ็นเอในหลอดทดลองจากปริมาณ
น้อยจนได้ผลผลิตเป็นพันล้านโมเลกลุ27 

ข้ันตอนการปฏิกริิยาลูกโซ่พอลเิมอเรสในหนึง่รอบของการท างานของปฏิกริิยาลูกโซ่
พอลิเมอเรสจะประกอบไปด้วย 3 ข้ันตอน2,27 ได้แก่ 

1) การแยกของสายดีเอ็นต้นแบบ (denaturing) ในข้ันตอนน้ีดีเอ็นเอต้นแบบที่เป็น
สายคู่จะถูกท าลายพันธะและแยกออกเป็นสายเดี่ยว อุณหภูมิที่อยู่ข้ันตอนน้ีอยู่
ที่ประมาณ 94-96 องศาเซลเซียส ใช้ระยะเวลานาน 30-60 วินาที 

2) การจบัของไพร์เมอร์กบัดีเอ็นเอต้นแบบ (annealing) เปน็ข้ันตอนที่ไพร์เมอร์
เข้าจับกบัเบสคู่สมบนดีเอ็นเอ โดยทั่วไปจะใช้อุณหภูมิประมาณ 50-65 องศา
เซลเซียส ใช้ระยะเวลา 30-60 วินาที 

3) การสงัเคราะห์ดเีอ็นเอสายใหม่ (Extension) ในข้ันตอนน้ี DNA polymerase 
จะท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการเตมิเบสที่ปลาย 3’ ของไพรเ์มอร์ทีเ่ข้าคู่กับดีเอ็นเอ
ต้นแบบ อุณหภูมิที่ใช้ในข้ันตอนน้ีอยู่ที่ 72 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่
เหมาะกับการก างานของเอนไซม์ ใช้ระยะเวลา 30-120 นาที ซึ่งข้ึนอยู่กบัความ
ยาวของช้ินส่วนดีเอ็นเอที่ต้องการ 

องค์ประกอบในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส2,27 

1) ดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA template) เป็นสายต้นแบบทีม่ี target sequence ที่
ต้องการอยู่ ปกติจะใช้ 10-50 นาโนกรัม ในการท าปฏิกิริยา 

2) เอนไซม์ดเีอ็นเอพอลเิมอร์เรส (DNA polymerase) เป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ใน
การสงัเคราะห์ดเีอ็นเอสายใหม่ 

3) ไพร์เมอร ์(Primer) เป็นล าดับนิวคลีโอไทด์สายสั้น ขนาด 18-25 เบส ซึ่งจะมีอยู่
สองแบบ คือ ไพร์เมอร์ไปข้างหน้า (Forward Primer) กับไพรเ์มอร์ผันกลบั 
(Reverse Primer) ไพร์เมอร์คู่นี้จะท าหน้าทีจ่ับกบัต าแหน่งขนาบข้าง 
(Flanking region) กับส่วนที่ต้องการเพิ่มจ านวน  
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4) ดีออกซีนิวคลีโอไทด์ไทรฟอสเฟต (dNTPs) ประกอบไปด้วย 4 ชนิด ดังนี้ ดีออก
ซีอะดีโนซีนไทรฟอสเฟต (dATP) ดีออกซีกัวนิดีนไทรฟอสเฟต (dGTP) ดีออกซี
ไทมิดีนไทรฟอสเฟต (dTTP) และเบสไซโทซีนไทรฟอสเฟต (dCTP)  

5) สารละลายบัฟเฟอร์ (Buffer) ปรบัสภาวะความเป็นกรด-ด่างให้เหมาะสม 
6) น้ า (H2O) ใช้ในการปรบัปริมาตรในข้ันตอนการท าปฏิกิริยา  
7) แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) ท าหน้าที่เป็นตัวเร่งปฏิกริิยา 

 

2.6      แนวคิดและทฤษฎีเกี่ยวกับการอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธีของแซงเกอร์ (Sanger   

          sequencing) 
การอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธีของแซงเกอร์ (Sanger sequencing) หรือ

ที่เรียกว่า “chain termination method” ถูกพัฒนาข้ึนโดย Fred Sanger และคณะ 
ในปีคริสตศักราช 1977 ซึ่งวิธีนี้จะใช้ เอนไซม์ DNA polymerase ไพร์เมอร์ ดีออกซีนิ
วคลีโอไทด์ไทรฟอสเฟต (dNTPs) ดีเอ็นเอต้นแบบ และ ไดดีออกซีนิวคลีโอไทด์ไทร
ฟอสเฟต (ddNTPs) ที่ติดฉลากสารเรืองแสง ซึ่งท าให้หยุดการต่อสายของนิวคลีโอไทด์ 
โดยไดดีออกซีนิวคลีโอไทด์ไทรฟอสเฟตมีความแตกต่างจากดีออกซีนิวคลีโอไทด์ไทร
ฟอสเฟตดังภาพที่ 2 
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dNTPs 
 

ภาพท่ี 6 โครงสร้างของ Dideoxynucleotidetriphosphate (ddNTPs) และ 
Deoxynucleotidetriphosphate (dNTPs) 

 
ปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดีเอ็นเอจะด าเนินต่อไปจนกระทั่งไดดีออกซีนิวคลีโอ

ไทด์ไทรฟอสเฟตเข้ามาต่อ ท าให้การสร้างสายดีเอ็นเอหยุดลง ดังนั้นสายดีเอ็นเอที่ได้
จึงมีความยาวที่แตกต่างกัน เมื่อน าไปแยกนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่องอัตโนมัติ สายดีเอ็น
เอที่มีสารเรืองแสงจะถูกอ่านตามเป็นล าดับนิวคลีโอไทด์ของสายดีเอ็นเอในรูปของ 
Electropherogram2,28  

 

2.7 แนวคิดและทฤษฎีเกี่ยวกับเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความละเอียดสูง 
 เทคนิคการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความละเอียดสูง เป็นเทคนิคที่ใช้แยกความแตกต่าง
ของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันเพียงเลก็น้อย ในข้ันตอนการเกิดปฏิกิริยาพีซีอาร์ สีไซเบอร์กรีนจะเข้า
ไปแทรกตัวอยู่ในดีเอ็นเอสายคู่และเกิดการเปล่งแสง หลังจากปฏิกิริยาพีซีอาร์เสร็จสิ้นลง จะเข้าสู่ข้ันตอน
ของการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความละเอียดสูง โดยการเพิ่มอุณหภูมิข้ึน 0.1 องศาเซียลเซียสต่อ
นาที อุณหภูมิที่สูงข้ึนจะท าให้ดีเอ็นเอสายเกลียวคู่คลายตัว ส่งผลให้สีหลุดออก การเปล่งแสงจึงลดลง ผล
การทดลองที่ได้จะอยู่ในรูปของเส้นโค้งการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความละเอียดสูงที่ผ่านการปรับ
ให้ เป็นมาตรฐาน (normalized HRM curve) และเส้นโค้งแสดงความแตกต่างของเอชอาร์ เอ็ม 
(Difference HRM curve) รวมถึงค่าอุณหภูมิหลอมเหลว (Melting temperature: Tm) ซึ่งคืออุณหภูมิที่
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อัตราการลดลงของการเรืองแสงมากที่สุด โดยเมื่อออกแบบไพร์เมอร์ให้ได้ช้ินส่วนของผลผลิตพีซีอาร์ที่มี
ล าดับนิวคลีโอไทด์แตกต่างกันของพืชแต่ละชนิด จากนั้นน ามาตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความ
ละเอียดสูง จะท าให้สามารถพิสูจน์อัตลักษณ์ของพืชได้ โดยสังเกตได้จากเส้นโค้งและค่าอุณหภูมิ
หลอมเหลวที่แตกต่างกัน2,29 

 การใช้แถบรหัสดีเอ็นเอร่วมกับเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความละเอียดสูงนี้มีข้อดี
คือ เป็นเทคนิคที่ง่ายและรวดเร็ว ใช้สารน้อย และมีความคุ้มค่าเมื่อเปรียบเทียบระหว่างต้นทุนและ
ประสิทธิภาพของการทดลองที่ได้ 
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บทท่ี 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 

3.1 การสรา้งแถบรหัสดีเอ็นเอ 

 3.1.1 อุปกรณ์ท่ีใช้ในการสร้างแถบรหัสดีเอ็นเอ 
3.1.1.1 อุปกรณ์ส าหรับการสกัด วัดคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ 
- โกร่งกระเบือ้งและลกูโกร่ง 
- ถุงมือปราศจากแป้ง 
- ภาชนะเก็บความเย็น 
- เครื่องช่ังน้ าหนักแบบดจิิตอล 
- Micropipette และ Micropipette tube 
- ถาดแม่พิมพ์เจล (Tray) และหวี (Comb) 
- ตู้แช่เย็นอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
- เครื่องปั่นเหว่ียง (Microcentrifuge, Denville 260D) 
- Microwave 
- เครื่องแยกขนาดดีเอ็นเอ (Gel electrophoresis) 
- อุปกรณ์ฉายแสงยูวีและถ่ายภาพเจล (GelDocTMXR, Biorad) 
3.1.1.2 อุปกรณ์ส าหรับเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอโดยเทคนิคพซีีอาร์ 

     -    เครื่องพีซีอาร์ (C1000TM Thermal cycler cycler, Biorad) 
     -    PCR Tube (strip) 

3.1.1.3 โปรแกรมที่ใช้ในการวิเคราะห ์

3.1.2 สารเคมีท่ีใช้ในการศึกษา 
3.1.2.1 สารเคมทีี่ในการสกัด และตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ 
- Liquid nitrogen 
- ผง Agarose 
- Ultrapure water 
- 50x Tris-Acetate-EDTA (TAE) buffer, pH 8.0 (Invitrogen) 
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- Ethidium bromide solution 
- 10X loading dye 
- VC 100 bp plus ladder 
- Genomic DNA Mini Kit 
3.1.2.2 สารเคมีในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอาร์ 
- PCR buffer 
- Ultrapure water 
- 50 mM MgCl2 
- 10 mM dNTPs 
- Taq DNA polymerase (5 U/microliter) 
- Forward primer 
- Reverse primer 

3.1.3 ตัวอย่างของพืชที่ใช้ในการสรา้งแถบรหัสดีเอ็นเอ 
ตัวอย่างของพืชที่ใช้ในการสร้างแถบรหัสดเีอ็นเอในการทดลองนี้คือพืชสมุนไพรไทยที่ใช้ช่ือ

พ้อง “โคคลาน” ดังตารางที่ 1  
ตารางท่ี 1 ตัวอย่างของพืชที่ใช้ช่ือพ้อง “โคคลาน” ที่ใช้ในการสร้างแถบรหสัดีเอ็นเอ 
ช่ือวิทยาศาสตร ์ ช่ือทั่วไป สถานที่เกบ็ตัวอย่าง 
Croton caudatus โคคลานใบขน จังหวัดฉะเชิงเทรา 
Mallotus repandus โคคลาน, โพคาน จังหวัดฉะเชิงเทรา 

จังหวัดปราจีนบรุ ี
จังหวัดกรุงเทพมหานคร 
จังหวัดนนทบุร ี

Anamirta cocculus โคคลาน จังหวัดอบุลราชธานี 
จังหวัดนครนายก 

จังหวัดจันทบรุ ี
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3.1.4 การจัดท าแถบรหัสดีเอ็นเอ 
การจัดท าแถบรหัสดเีอ็นเอมีข้ันตอน ดังนี ้
3.1.4.1 เก็บตัวอย่างพืช 

เก็บตัวอย่างใบอ่อนของพืชสมุนไพรไทยที่ใช้ช่ือพ้อง “โคคลาน” ที่สมบูรณ์ ไม่มี
แมลงหรือโรคพืชรบกวน ไว้ในถุงพลาสตกิ จากนั้นพรมน้ าเลก็น้อย มัดถุงให้แน่น และเก็บ
รักษาในตู้เย็น จนกระทัง่ถึงเวลาท าการสกัดดีเอ็นเอ ท าการบันทึกช่ือสปีชีส์ของพืช รหสั 
วันที่ และสถานที่เก็บเพื่อใช้เป็นข้อมลูอ้างองิ  
3.1.4.2 สกัดดีเอ็นเอ 

สกัดดีเอ็นเอโดยการใช้ QIAgen Kit ซึ่งมีขั้นตอนดงันี้ บดเนือ้เยื่อพืชที่มีน้ าหนัก
เปียก (wet weight) ไม่มากกว่า 100 มิลลิกรัมด้วย TissueRuptor® หรอืโกร่งและลกู
โกร่งบดยา จากนั้นเติม buffer AP1 400 ไมโครลิตร และ RNase A 400 ไมโครลิตร ผสม
ให้เข้ากันด้วย Vortex และบ่มที่อุณหภูมิ 65oC เป็นเวลา 10 นาท ีโดยพลกิกลบัหลอดไป
มา 2-3 ครั้งระหว่างทีม่ีการบ่ม จากนั้นเติม buffer P3 130 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและ
บ่มในน้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที น าไปปั่นเหว่ียงที่ 20,000 xg เป็นเวลา 5 นาที ปิเปต
สารละลายที่ได้ใสล่งใน QIAshredder spin column ที่วางใน collection tube ขนาด 
2 มิลลลิิตร จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงที่ 20,000 xg เป็นเวลา 2 นาท ีปิเปตสารละลายทีผ่่าน
ลงมาใน collection tube ลงยงัหลอดใหม่ และเตมิ buffer AW1 ปริมาตร 1.5 เท่าของ
สารละลาย ผสมให้เข้ากันโดยการใช้ปเิปต ปเิปตสารละลายผสมนี้ 650 ไมโครลิตรลงใน 
DNeasy Mini spin column ที่วางใน collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร จากนั้นน าไป
ปั่นเหว่ียงที่ 6,000 xg เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งสารละลายที่ผ่านมาใน collection tube ย้าย 
spin column เดิมนี้ใน collection tube หลอดใหม่ จากนั้นเติม buffer AW2 500 
ไมโครลิตร และน าไปปั่นเหว่ียงที่ 6,000 xg เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งสารละลายทีผ่่านมาใน 
collection tube จากนั้นเติม buffer AW2 อีก 500 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหว่ียงที่ 
20,000 xg เป็นเวลา 2 นาที ย้าย spin column ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 
1.5 หรือ 2 มิลลลิิตร จากนั้นเตมิ buffer AE 100 ไมโครลิตร เพื่อใช้ในการชะสาร บม่ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที น าไปปั่นเหว่ียงที่ 6,000 xg เป็นเวลา 1 นาที และท าใน
ข้ันตอนต้ังแต่เติม buffer AE 100 ไมโครลิตร ใหม่อกีครัง้30 
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3.1.4.3 ท าดีเอ็นเอให้บริสทุธ์ิมากขึ้น 
เติม NaI ปริมาตร 3 เท่าของปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอที่ตอ้งการ จากนั้นเติม 

GLASSMILK suspension 5 ไมโครลิตรในสารละลายที่มีดีเอ็นเอเข้มข้น 5 ไมโครกรัม
หรือน้อยกว่า ผสมให้เข้ากัน บม่ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที ผสมทุกๆ 1-2 นาที ปั่นเหว่ียงที่
ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที นาน 5 วินาทีเพื่อตกตะกอน ดดูสารละลายส่วนบนออก เติม 
NEW Wash ประมาณ 500 ไมโครมิตร เพื่อกระจาย pellet ปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 
รอบ/นาที นาน 5 วินาที ดูดสาระลายส่วนบนทิง้ ล้าง pellet ด้วย NEW Wash ประมาณ 
200-700 ไมโครลิตร อีก 2 ครั้ง ปล่อยให้แห้ง จากนั้นชะด้วย TE ประมาณ 20 ไมโครลิตร 
โดยปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 rpm นาน 30 วินาที เพื่อให้ pellet ตกตะกอนแข็ง ปิ
เปตดูดสารละลายส่วนบนซึง่เป็นสารละลายดเีอ็นเอที่บริสทุธ์ิมากขึ้น3 

3.1.4.4 ตรวจสอบผลผลิตจากการสกัดดีเอ็นเอ โดยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซสี  
ช่ังอะกาโรสส าหรับเตรียมเจลใส่ในฟลาสก์ที่แห้ง เติมบัฟเฟอร์ TBE ลงไป เขย่า 

ฟลาสก์เบาๆ มักเตรียมให้อยู่ในความเข้มข้น 0.5% - 2% w/v น าไปหลอมในตู้ไมโครเวฟ 
ปล่อยให้เย็นลง 5-10 นาที เติมสีย้อมเรอืงแสงเอธิเดียมโบรไมด์ 2 ไมโครลิตร เทลงในถาด
ที่เตรียมไว้ น าตัวอย่างดีเอ็นเอมาผสมกบั loading dye หยอดดีเอ็นเอลงในหลมุอย่างช้าๆ 
ผ่านกระแสไฟฟ้าเข้าสู่เจล น าเจลออกจากถาด จากนั้นตรวจสอบด้วยการย้อมเอธิเลียม
โบรไมด์ บันทึกแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตร้าไวโอเลตด้วยเครื่องบันทึกภาพเจล31

 

3.1.4.5 คัดเลือกบริเวณแถบรหสัดีเอ็นเอที่ตอ้งการศึกษาและออกแบบไพรเ์มอร ์
เลือกท าการศึกษาแถบรหัสดเีอ็นเอบริเวณ rbcL, matK, trnH-psbA spacer 

และ internal transcribed spacer (ITS) จากนั้นเลือกใช้ universal primer ที่มีอยูห่รือ
ออกแบบไพร์เมอร์ที่จ าเพาะข้ึนมา 
3.1.4.6 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ PCR (Polymerase Chain Reaction) 

เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอโดนการท าปฏิกริิยาลูกโซ่พอลิเมอรเ์รสหรือที่เรียกว่า PCR 
(Polymerase Chain Reaction) ซึ่งมีขั้นตอนหลกั 3 ข้ันตอนในการท างานพีซีอาร์แต่ละ
รอบคือ การแยกสายดเีอ็นเอต้นแบบ การจบัของสารไพร์เมอร์ และการสงัเคราะห์ดเีอ็นเอ
สายใหม่โดยการต่อสายไพรเ์มอร ์โดยสารที่ใช้ในข้ันตอนการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอมีดัง
ตารางที่ 2 
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ตารางท่ี 2 สารที่ใช้ในการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ 
สารที่ใช้ ปริมาณสารที่เติม (µl)  
PCR buffer, 10x 2.5 
Forward primer 0.25 
Reverse primer 0.25 
2 mM DNTPs 0.6 
50 mM MgCl2 0.75 
Platinum Taq DNA Polymerase 0.1 
Deionized water 19.55 
Template DNA 1 
Total volume 25 

 
เติมสารดังกล่าวลงใน PCR tube และผสมให้เข้ากัน จากนัน้ให้เพิ่มปรมิาณดีเอ็น

เอโดยการน า PCR tube ที่ได้ใส่ในเครือ่งพซีีอาร์ (C1000TM Thermal cycler cycler, 
Biorad) โดยในแต่ละการทดลองจะมีการปรบัอุณหภูมิและเวลาให้เหมาะสมกบั primer 
และขนาดของยีนที่ต้องการเพิ่มปรมิาณ  

 

ตารางท่ี 3 สภาวะของปฏิกริิยาลกูโซ่พอลเิมอร์เรส 
ข้ันตอน จ านวนรอบ อุณหภูม ิ(oC) เวลา (นาที : วินาที) 
Pre-denaturation 1 94 3 : 00 
Denaturation 29 x 94 0 : 30 
Annealing …  0 : 30 
Extension 72 ... 
Final Extension 1 72 5 : 00 
Hold  12 ∞ 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of Senior Project in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the Senior Project authors' files submitted through the faculty. 



   17 
 

3.1.4.7 ตรวจสอบผลผลิตที่ได้โดยใช้เจลอิเล็กโทรโฟรีซสี  
ช่ังอะกาโรสส าหรับเตรียมเจลใส่ในฟลาสก์ที่แห้ง เติมบัฟเฟอร์ TBE ลงไป เขย่า 

ฟลาสก์เบาๆ มักเตรียมให้อยู่ในความเข้มข้น 0.5% - 2% w/v แล้วแต่ความเหมาะสมของ
ขนาดช้ินส่วนดีเอ็นเอ น าไปหลอมในตู้ไมโครเวฟ ปล่อยใหเ้ยน็ลง 5-10 นาที เติมสีย้อม
เรืองแสงเอธิเดียมโบรไมด ์2 ไมโครลิตร เทลงในถาดที่เตรียมไว้ น าตัวอย่างดีเอ็นเอมาผสม
กับ loading dye หยอดดีเอ็นเอลงในหลุมอย่างช้าๆ ผ่านกระแสไฟฟ้าเข้าสูเ่จล น าเจ
ลออกจากถาด จากนั้นตรวจสอบด้วยการยอ้มเอธิเลียมโบรไมด์ บันทึกแถบดเีอ็นเอภายใต้
แสงอลัตร้าไวโอเลตด้วยเครือ่งบันทึกภาพเจล31 
3.1.4.8 หาล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) 

หาล าดับนิวคลีโอไทด์โดยการใช้เครื่องหาล าดับนิวคลีโอไทดอ์ัตโนมัติ ซึ่งจะอ่าน
ออกเป็นล าดับเบสของสายดีเอ็นเอนั้นๆ  
3.1.4.9 การจัดท าแถบรหสัดีเอ็นเอ 

เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ จากนั้นแสดงผลเป็นล าดับเบสในรปูแบบ 
FASTA โดยมีการจัดท าในโปรแกรม Bioedit ซึ่งมีการแสดงลักษณะสทีี่แตกต่างกันดงันี ้
Adenine สีแดง Thymine สีน้ าเงิน Guanine สีเหลือง และ Cytosine สีเขียว จากนั้นน า
ล าดับเบสฝากไว้ในฐานข้อมลู Genbank  

3.2 การสรา้งแถบรหัสดีเอ็นเอร่วมกับเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความละเอียดสูง 
(Bar-HRM analysis) 

3.2.1 อุปกรณ์ท่ีใช้ในการสร้างแถบรหัสดีเอ็นเอร่วมกับเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การ
หลอมเหลวความละเอียดสูง 

- ถุงมือปราศจากแป้ง 
- ภาชนะเก็บความเย็น 
- Micropipette และ Micropipette tube 
- ตู้แช่เย็นอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
- เครื่องปั่นเหว่ียง (Microcentrifuge, Denville 260D) 

     -    เครื่องพีซีอาร์ (C1000TM Thermal cycler cycler, Biorad) 
     -    PCR Tube (strip) 
     - โปรแกรมที่ใช้ในการวิเคราะห ์
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3.2.2 สารเคมีท่ีในการสร้างแถบรหัสดีเอ็นเอร่วมกับเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การ
หลอมเหลวความละเอียดสูง 

- SsoFastTM EvaGreen Supermix, Biorad 
- Forward primer 
- Reverse primer 
- Deionized water 

3.2.3 ตัวอย่างของพืช 

ตัวอย่างของพืชที่ใช้ในการสร้างแถบรหัสดเีอ็นเอในการทดลองนี้คือพืชสมุนไพรไทยที่ใช้ช่ือ
พ้องโคคลาน ดังตารางที่ 1  

3.2.4 การจัดท าแถบรหัสดีเอ็นเอร่วมกับเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความ

ละเอียดสูง (Bar-HRM analysis) 

3.2.4.1 คัดเลือกบริเวณแถบรหสัดีเอ็นเอที่ตอ้งการศึกษาและออกแบบไพรเ์มอร์ 
เลือกท าการศึกษาแถบรหัสดเีอ็นเอบริเวณ rbcL ของพืชทั้ง 3 ชนิด จากนั้น

ออกแบบไพร์เมอร์ที่จ าเพาะข้ึนมา 
3.2.4.2 การเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอโดยใช้ PCR (Polymerase Chain Reaction) และตรวจ 
วิเคราะห์การหลอมเหลวความละเอียดสูง (Bar-HRM analysis) 

สารที่ใช้ในข้ันตอนการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ PCR (Polymerase Chain 
Reaction) และตรวจวิเคราะหก์ารหลอมเหลวความละเอียดสูง (Bar-HRM analysis) มีดัง
ตารางที่ 4 

ตารางท่ี 4 สารที่ใช้ในการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอและตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความละเอียดสูง  
สารที่ใช้ ปริมาณสารที่เติม (µl)  
SsoFastTM EvaGreen Supermix, 
Biorad 

5 

Forward primer 0.5 
Reverse primer 0.5 
Deionized water 3 
Template DNA 1 
Total volume 10 
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เติมสารดังกล่าวลงใน PCR tube และผสมให้เข้ากัน จากนัน้ให้เพิ่มปรมิาณดีเอ็น
เอโดยการน า PCR tube ที่ได้ใส่ในเครือ่งพซีีอาร์ (C1000TM Thermal cycler cycler, 
Biorad) โดยในการท างานหนึง่รอบจะประกอบไปด้วย ข้ันตอนในส่วนแรกคือการเพิม่
ปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ PCR (Polymerase Chain Reaction) และข้ันตอนในส่วนทีส่อง
ตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความละเอียดสงู (Bar-HRM analysis) โดยการเพิ่ม
อุณหภูมิจาก 65 องศาเซลเซียสจนถึง 95 องศาเซลเซียส เมือ่ให้ได้ผลออกมาเป็น 
melting curve 

 
ภาพท่ี 7 สภาวะของปฏิกริิยาลกูโซ่พอลเิมอณืเรสและการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลว 

ความละเอียดสูง  

 
 

3.3 การน า Bar-HRM analysis มาประยุกต์ใช้ในการพิสจูน์อัตลักษณ์ของพืชสมุนไพรท่ีใช้ชื่อพ้อง 
“โคคลาน” รวมถึงในรูปแบบของ crude drug 

 3.3.1 อุปกรณ์ท่ีใช้ในการพิสูจน์อัตลักษณ์ของพืชสมุนไพรท่ีใช้ชื่อพ้อง “โคคลาน” รวมถึงใน 

รูปแบบของ crude drug 
 3.3.1.1 อุปกรณ์ส าหรับการสกัด วัดคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ 

- โกร่งกระเบือ้งและลกูโกร่ง 
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- ถุงมือปราศจากแป้ง 
- ภาชนะเก็บความเย็น 
- เครื่องช่ังน้ าหนักแบบดจิิตอล 
- Micropipette และ Micropipette tube 
- ถาดแม่พิมพ์เจล (Tray) และหวี (Comb) 
- ตู้แช่เย็นอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
- เครื่องปั่นเหว่ียง (Microcentrifuge, Denville 260D) 
- Microwave 
- เครื่องแยกขนาดดีเอ็นเอ (Gel electrophoresis) 
- อุปกรณ์ฉายแสงยูวีและถ่ายภาพเจล (GelDocTMXR, Biorad) 
3.3.1.2 อุปกรณ์ที่ใช้ในการสร้างแถบรหสัดีเอ็นเอร่วมกับเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การ
หลอมเหลวความละเอียดสูง 
- ถุงมือปราศจากแป้ง 
- ภาชนะเก็บความเย็น 
- Micropipette และ Micropipette tube 
- ตู้แช่เย็นอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
- เครื่องปั่นเหว่ียง (Microcentrifuge, Denville 260D) 

        -    เครื่องพซีีอาร์ (C1000TM Thermal cycler cycler, Biorad) 
                  -    PCR Tube (strip) 

3.3.1.3 โปรแกรมที่ใช้ในการวิเคราะห ์

3.3.2 สารเคมีท่ีใช้ในการพิสูจน์อัตลักษณ์ของพืชสมุนไพรท่ีใช้ชื่อพ้อง “โคคลาน” 
3.3.2.1 สารเคมทีี่ในการสกัด และตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ 
- Liquid nitrogen 
- ผง Agarose 
- Ultrapure water 
- 50x Tris-Acetate-EDTA (TAE) buffer, pH 8.0 (Invitrogen) 
- Ethidium bromide solution 
- 10X loading dye 
- VC 100 bp plus ladder 
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- Genomic DNA Mini Kit 
3.3.2.2 สารเคมทีี่ใช้ในการสร้างแถบรหัสดเีอ็นเอร่วมกบัเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การ
หลอมเหลวความละเอียดสูง 
- SsoFastTM EvaGreen Supermix, Biorad 
- Forward primer 
- Reverse primer 
- DI water 

3.3.3 ตัวอย่างของพืชที่ใช้ในการสรา้งแถบรหัสดีเอ็นเอ 
ตัวอย่างของพืชที่ใช้ในการสร้างแถบรหัสดเีอ็นเอในการทดลองนี้คือพืชสมุนไพรไทยที่ใช้ช่ือ

พ้องโคคลาน ดังตารางที่ 5 
 

ตารางท่ี 5 ตัวอย่างของพืชที่ใช้ช่ือพ้อง “โคคลาน” ที่จะน ามาพิสจูน์อัตลกัษณ์ 
ตัวอย่าง สถานที่เกบ็ตัวอย่าง ชนิดของพืชที่ได้มีการระบุไว้ 
ตัวอย่างที่ 1  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย Croton caudatus 
ตัวอย่างที่ 2  มุกดาหาร โคคลาน 
ตัวอย่างที่ 3  เวชพงศ์โอสถ โคคลาน 
ตัวอย่างที่ 4  ปราจีนบุร ี โคคลาน 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of Senior Project in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the Senior Project authors' files submitted through the faculty. 



   22 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

                      ตัวอย่างที่ 1                                             ตัวอย่างที่ 2        
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                            ตัวอย่างที่ 3                                             ตัวอย่างที่ 4 

ภาพท่ี 8 ตัวอย่างของพืชที่ที่น ามาพิสจูน์อัตลักษณ์ 

3.3.4 วิธีการน า Bar-HRM analysis มาประยุกต์ใช้ในการพิสูจน์อัตลักษณ์ของพืชท่ีใช้ชื่อ

พ้อง “โคคลาน” รวมถึงในรูปแบบของ crude drug 

3.3.4.1 เก็บตัวอย่างพืช 
เก็บตัวอย่างใบอ่อนของพืชสมุนไพรไทยที่ใช้ช่ือพ้อง “โคคลาน” ที่สมบูรณ์ ไม่มี

แมลงหรือโรคพืชรบกวน ไว้ในถุงพลาสตกิ จากนั้นพรมน้ าเลก็น้อย มัดถุงให้แน่น และเก็บ
รักษาในตู้เย็น จนกระทัง่ถึงเวลาท าการสกัดดีเอ็นเอ ท าการบันทึกช่ือสปีชีส์ของพืช รหสั 
วันที่ และสถานที่เก็บเพื่อใช้เป็นข้อมลูอ้างองิ หรอืหากอยู่ในรูปเครื่องยาให้เก็บไว้
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ถุงพลาสติก และท าการบันทึกช่ือสปีชีส์ของพืช รหสั วันที่ และสถานทีเ่กบ็เพือ่ใช้เป็น
ข้อมูลอ้างอิงเช่นเดียวกับใบอ่อน 
3.3.4.2 สกัดดีเอ็นเอ 

สกัดดีเอ็นเอโดยการใช้ QIAgen Kit ซึ่งมีขั้นตอนดงันี้ บดเนือ้เยื่อพืชที่มีน้ าหนัก
เปียก (wet weight) ไม่มากกว่า 100 มิลลิกรัมด้วย TissueRuptor® หรอืโกร่งและลกู
โกร่งบดยา จากนั้นเติม buffer AP1 400 ไมโครลิตร และ RNase A 400 ไมโครลิตร ผสม
ให้เข้ากันด้วย Vortex และบ่มที่อุณหภูมิ 65oC เป็นเวลา 10 นาท ีโดยพลกิกลบัหลอดไป
มา 2-3 ครั้งระหว่างทีม่ีการบ่ม จากนั้นเติม buffer P3 130 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและ
บ่มในน้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที น าไปปั่นเหว่ียงที่ 20,000 xg เป็นเวลา 5 นาที ปิเปต
สารละลายที่ได้ใสล่งใน QIAshredder spin column ที่วางใน collection tube ขนาด 
2 มิลลลิิตร จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงที่ 20,000 xg เป็นเวลา 2 นาท ีปิเปตสารละลายทีผ่่าน
ลงมาใน collection tube ลงยงัหลอดใหม่ และเตมิ buffer AW1 ปริมาตร 1.5 เท่าของ
สารละลาย ผสมให้เข้ากันโดยการใช้ปเิปต ปเิปตสารละลายผสมนี้ 650 ไมโครลิตรลงใน 
DNeasy Mini spin column ที่วางใน collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร จากนั้นน าไป
ปั่นเหว่ียงที่ 6,000 xg เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งสารละลายที่ผ่านมาใน collection tube ย้าย 
spin column เดิมนี้ใน collection tube หลอดใหม่ จากนั้นเติม buffer AW2 500 
ไมโครลิตร และน าไปปั่นเหว่ียงที่ 6,000 xg เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งสารละลายทีผ่่านมาใน 
collection tube จากนั้นเติม buffer AW2 อีก 500 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหว่ียงที่ 
20,000 xg เป็นเวลา 2 นาที ย้าย spin column ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 
1.5 หรือ 2 มิลลลิิตร จากนั้นเตมิ buffer AE 100 ไมโครลิตร เพื่อใช้ในการชะสาร บม่ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที น าไปปั่นเหว่ียงที่ 6,000 xg เป็นเวลา 1 นาที และท าใน
ข้ันตอนต้ังแต่เติม buffer AE 100 ไมโครลิตร ใหม่อกีครัง้30 

  3.3.4.3 การเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอโดยใช้ PCR (Polymerase Chain Reaction) และตรวจ
วิเคราะห์การหลอมเหลวความละเอียดสูง (Bar-HRM analysis) 

สารที่ใช้ในข้ันตอนการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ PCR (Polymerase Chain 
Reaction) และตรวจวิเคราะหก์ารหลอมเหลวความละเอียดสูง (Bar-HRM analysis) 
เหมอืนกับการเพิ่มปริมาณดเีอ็นและตรวจวิเคราะหก์ารหลอมเหลวความละเอียดสงู 
ตารางที ่4 
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จากนั้นเตมิสารดังกล่าวลงใน PCR tube และผสมให้เข้ากัน จากนั้นให้เพิม่
ปริมาณดีเอ็นเอโดยการน า PCR tube ที่ได้ใส่ในเครื่องพีซอีาร์ (C1000TM Thermal 
cycler cycler, Biorad) โดยในการท างานหนึง่รอบจะประกอบไปด้วย ข้ันตอนในส่วน
แรกคือการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอโดยใช้ PCR (Polymerase Chain Reaction) และ
ข้ันตอนในส่วนที่สองตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความละเอียดสงู (Bar-HRM analysis) 
โดยการเพิ่มอุณหภูมจิาก 65 องศาเซลเซียสจนถึง 95 องศาเซลเซียส เมือ่ให้ได้ผลออกมา
เป็น melting curve ซึ่งสภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอรเ์รสและการตรวจวิเคราะห์
การหลอมเหลวความละเอียดสงูเหมือนดังภาพที่ 7 
3.3.4.4 การตรวจสอบ melting temperature (Tm) ของตวัอย่าง 

ตรวจสอบ melting temperature ที่ได้จากตัวอย่าง 1 2 3 และ 4 ว่าอยู่
ในช่วง melting temperature ของพืชที่มีใช้ช่ือพ้องว่า “โคคลาน” ชนิดใดใน 3 ชนิด ซึ่ง
ได้จากการสร้างแถบรหัสดเีอ็นเอร่วมกับเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความ
ละเอียดสูง (Bar-HRM analysis) ของการศึกษาก่อนหน้าที่ได้ใช้พืชที่ทราบชนิดอย่างแน่
ชัด 
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บทท่ี 4 
ผลการศึกษาและการอภิปรายผลการวิจัย 

 

4.1 ผลการสรา้งแถบรหัสดีเอ็นเอ 

4.1.1 ผลการเลือกใช้ universal primer หรือการออกแบบไพร์เมอร์ 

4.1.1.1 ยีน rbcL 
จากการศึกษาล าดับนิวคลโีอไทด์ในส่วนของยีน rbcL ของพืชสมุนไพรทัง้ 3 ชนิด

ที่มีอยู่ใน GenBank® พบข้อมูลดงัตารางที ่6 
ตารางท่ี 6 แหลง่อ้างองิของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ที่พบใน  GenBank® 
ชนิด GenBank Accession แหล่งอ้างองิ 
Croton caudatus KP789662.1 

KP789661.1 
Osathanunkul M, 2015 

Mallotus repandus GU441787.1 
KU564820.1 
KP094979.1 

Chen S, Pang X, 2016 
Howard et al., 2016 
Liu et al., 2015 

Anamirta cocculus EU526983.1 
FJ626591.1 
FJ026461.1 

Jacques F, Bertolino P, 2016 
Wang et al., 2016 
Hoot et al., 2016 

 
จากนั้นจงึน าล าดับนิวคลีโอไทด์ทีก่ล่าวมานี้ใช้ในการเลอืก universal primer 

หรือการออกแบบไพร์เมอร์ เพื่อให้ได้ยีน rbcL ที่ครบถ้วนและสมบรูณ์ โดยรายละเอียด
ของไพร์เมอรท์ี่ใช้ในการศึกษาแสดงในตารางที ่7 
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ตารางท่ี 7 ไพร์เมอรท์ี่ใช้ในการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยนี rbcL  
ไพร์เมอร ์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’ – 3’) 
rbcL_aF ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC 
rbcL_aR GTAAAATCAAGTCCACCR(G/A)CG 
rbcL-Uro-569F ATGAATGTCTTCGCGGTGGAC 
rbcL_R23 TTTTAGTAAAAGATTGGGCCG 

 

4.1.1.2 ยีน matK 
จากการศึกษาล าดับนิวคลโีอไทด์ในส่วนของยีน matK ของพืชสมุนไพรทั้ง 3 

ชนิดที่มีอยู่ใน GenBank® พบข้อมลูดังตารางที่ 8 
ตารางท่ี 8 แหลง่อ้างองิของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK ที่พบใน GenBank® 
ชนิด GenBank Accession แหล่งอ้างองิ 
Croton caudatus MG816884 Amandita et al., 2019 
Mallotus repandus EF582678 Kulju K, Sierra S, 2016 
Anamirta cocculus EF143856.1 

KC494022.1 
Wang et al., 2016 
Wefferling K, 2013 

 
จากนั้นจงึน าล าดับนิวคลีโอไทด์ทีก่ล่าวมานี้ใช้ในการเลอืก universal primer หรอืการ

ออกแบบไพร์เมอร์ เพื่อให้ได้ยีน matK ที่ครบถ้วนและสมบรูณ์ โดยรายละเอียดของไพร์เมอรท์ี่
ใช้ในการศึกษาแสดงในตารางที่ 9 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of Senior Project in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the Senior Project authors' files submitted through the faculty. 



   27 
 

 
 

ตารางท่ี 9 ไพร์เมอรท์ี่ใช้ในการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยนี matK 
ไพร์เมอร ์ ล าดับนิวคลีโอไทด์  (5’ – 3’) 
matK_390F CGATCTATTCATTCAATATTTC 
matK_MALPR ACAAGAAAGTCGAAGTAT 
trnK72_F TCCGAGGTATCTACTCTTTT 
trnK1895_F CGCTCAATCCTTACTCGTAT 
matK52_F GGGAGGATGGAAATCCGTTG 
matK701_F CGCTATTGGGTGAAAGATCCCT 
matK1253_R GCATTTGACTCCGTACCAACA 
matK1920_R CCCAGTTCCCTTCCTAGACG 
trnK_3914F TGGGTTGCTAACTCAATGG 
matK_aF CTATATCCACTTATCTTTCAGGAGT 
matK_8R AAAGTTCTAGCACAAGAAAGTCGA 
trnK_2R AACTAGTCGGATGGAGTAG 

 

4.1.1.3 psbA-trnH intergenic spacer 
จากการศึกษาล าดับนิวคลโีอไทด์ในส่วนของ psbA-trnH intergenic spacer 

ของพืชสมุนไพรทั้ง 3 ชนิดที่มีอยู่ใน GenBank® พบข้อมลูดังตารางที่ 10  
ตารางท่ี 10 แหล่งอ้างองิของล าดับนิวคลีโอไทด์ของ psbA-trnH intergenic spacer ที่พบใน 

GenBank® 
ชนิด GenBank Accession แหล่งอ้างองิ 
Mallotus repandus KP095645.1 Liu et al., 2015 

 
จากนั้นจงึน าล าดับนิวคลีโอไทด์ทีก่ล่าวมานี้ใช้ในการเลอืก universal primer 

หรือการออกแบบไพร์เมอร์ เพื่อให้ได ้psbA-trnH intergenic spacer ที่ครบถ้วนและ
สมบรูณ์ โดยรายละเอียดของไพรเ์มอร์ที่ใช้ในการศึกษาแสดงในตารางที่ 11 
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ตารางท่ี 11 ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการหกล าดับนิวคลโีอไทด์ของ psbA-trnH intergenic spacer 
ไพร์เมอร ์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’ – 3’) 
psbA-trnHF GTTATGCATGAACGTAATGCTC 
psbA-trnHR CGCGCATGGTGGATTCACAATC 

 

4.1.1.4 ITS 
จากการศึกษาล าดับนิวคลโีอไทด์ในส่วนของ ITS ของพืชสมนุไพรทั้ง 3 ชนิดที่มี

อยู่ใน GenBank® พบข้อมลูดังตารางต่อที่ 12 
ตารางท่ี 12 แหล่งอ้างองิของล าดับนิวคลีโอไทด์ของ ITS ที่พบใน GenBank® 
ชนิด GenBank Accession แหล่งอ้างองิ 
Croton caudatus AY971192.1 

KP878329.1 
Berry et al., 2011 
Van ee et al., 2015 

Mallotus repandus DQ866617.1 
DQ813305.1 
KP092940.1 

Kulju K, Van welzen P, 2007 
Hsieh et al, 2006 
Liu et al, 2015 

Anamirta cocculus FN870379.1 Mati E, Boer HJ, 2010 
 

จากนั้นจงึน าล าดับนิวคลีโอไทด์ทีก่ล่าวมานี้ใช้ในการเลอืก universal primer หรอืการ
ออกแบบไพร์เมอร์ เพื่อให้ไดส้่วนของ ITS ที่ครบถ้วนและสมบูรณ์ โดยรายละเอียดของไพร์เมอร์
ที่ใช้ในการศึกษาแสดงในตารางที่ 13 

 
ตารางท่ี 13 ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของ ITS 
ไพร์เมอร ์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’ – 3’) 
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 
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4.1.2 ผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

4.1.2.1 ผลการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ rbcL 
4.1.2.1.1 ผลการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในส่วน rbcLa ของ Croton caudatus 
และ Mallotus repandus 
ไพร์เมอร์ที่ใช้ : rbcL_aF กับ rbcL_aR  
ปฏิกิริยา PCR ใช้รอบอุณหภูมิดังนี ้

  
ตารางท่ี 14 สภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอรเ์รสในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในส่วน rbcLa ของ 

Croton caudatus และ Mallotus repandus  
 

ข้ันตอน จ านวนรอบ อุณหภูม ิ(oC) เวลา (นาที : วินาที) 
Pre-denaturation 1 94 3 : 00 
Denaturation 29 x 94 0 : 30 
Annealing 55 0 : 30 
Extension 72 1 : 00 
Final Extension 1 72 5 : 00 
Hold  12 ∞ 
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ภาพท่ี 9 ผลการตรวจสอบ PCR product บรเิวณ rbcLa ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรซีีสของ Croton 
caudatus และ Mallotus repandus 

 
 

4.1.2.1.2 ผลการเพิม่ปริมาณ DNA ในส่วน rbcL ตั้งแต่ต าแหน่งที่ 569 ของ 
Croton caudatus และ Mallotus repandus   
ไพร์เมอร์ที่ใช้ : rbcL_569F กับ rbcL_R23  
ปฏิกิริยา PCR ใช้รอบอุณหภูมิดังนี ้          
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ตารางท่ี 15 สภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอรเ์รสในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในส่วน rbcL ของ 
Croton caudatus และ Mallotus repandus (Rottler)  
 

ข้ันตอน จ านวนรอบ อุณหภูม ิ(oC) เวลา (นาที : วินาที) 
Pre-denaturation 1 94 3 : 00 

Denaturation 29 x 94 0 : 30 
Annealing 58 0 : 30 
Extension 72 1 : 30 

Final Extension 1 72 5 : 00 
Hold  12 ∞ 

                                            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ภาพท่ี 10 ผลการตรวจสอบ PCR product บริเวณ rbcL ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรซีีสของ  
Croton caudatus และ Mallotus repandus 
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4.1.2.1.3 ผลการเพิม่ปริมาณ DNA ในส่วน rbcL ของ Anamirta cocculus 
ไพร์เมอร์ที่ใช้ : rbcL_aF และ rbcL_R23 Primer  
ปฏิกิริยา PCR ใช้รอบอุณหภูมิดังนี้          
 

ตารางท่ี 16 สภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอรเ์รสในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในส่วน rbcL ของ 
Anamirta cocculus 

ข้ันตอน จ านวนรอบ อุณหภูม ิ(oC) เวลา (นาที : วินาที) 
Pre-denaturation 1 94 3 : 00 
Denaturation 29 x 94 0 : 30 
Annealing 56 0 : 30 
Extension 72 1 : 30 
Final Extension 1 72 5 : 00 
Hold  12 ∞ 

                                                                                                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 11 ผลการตรวจสอบ PCR product บริเวณ rbcL ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรซีีสของ  
Anamirta cocculus 
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4.1.2.2   ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบรเิวณ matk 
4.1.2.2.1 ผลการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ matk ของ Croton caudatus  
ไพร์เมอร์ที่ใช้ : matK_390F กับ matK _MALPR 
ปฏิกิริยา PCR ใช้รอบอุณหภูมิดังนี ้        
 

ตารางท่ี 17 สภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอรเ์รสในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในส่วน matK ของ 
Croton caudatus 

          
ข้ันตอน จ านวนรอบ อุณหภูม ิ(oC) เวลา (นาที : วินาที) 
Pre-denaturation 1 94 3 : 00 
Denaturation 29 x 94 0 : 30 
Annealing 55 - 65 0 : 30 
Extension 72 1 : 00 
Final Extension 1 72 5 : 00 
Hold  12 ∞ 

 
 

ตารางท่ี 18 อุณหภูมิในแต่ละหลมุปฏิกริิยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสในการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในส่วน 
matK ของ Croton caudatus 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

หลุม อุณหภูม ิ
A 65.0 oC 
B 64.3 oC 
C 63.0 oC 
D 61.1 oC 
E 58.8 oC 
F 56.9 oC 
G 55.7 oC 
H 55.0 oC 
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ภาพท่ี 12 ผลการตรวจสอบ PCR product บริเวณ matK ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรซีีสของ  
Croton caudatus  

 
4.1.2.2.2 ผลการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ matk ของ Mallotus 
repandus 
ไพร์เมอร์ที่ใช้ : matK52_F กับ matK1253_R 
         matK701_F กับ matK1920_R 

matK701_F กับ matK1253_R 
ปฏิกิริยา PCR ใช้รอบอุณหภูมิดังนี ้     
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ตารางท่ี 19 สภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอรเ์รสในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในส่วน matK ของ 
Mallotus repandus 

       
ข้ันตอน จ านวนรอบ อุณหภูม ิ(oC) เวลา (นาที : วินาที) 
Pre-denaturation 1 94 3 : 00 
Denaturation 29 x 94 0 : 30 
Annealing 50, 56 0 : 30 
Extension 72 1 : 30 
Final Extension 1 72 5 : 00 
Hold  12 ∞ 

                                           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 13 ผลการตรวจสอบ PCR product บริเวณ matK ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรซีีสของ  
Mallotus repandus 
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4.1.2.2.2 ผลการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ matk ของ Anamirta 
cocculus 
ไพร์เมอร์ที่ใช้ : trnK_3914F กับ matK_8R 
        matK_aF กับ trnK_2R 
ปฏิกิริยา PCR ใช้รอบอุณหภูมิดังนี ้     
 

ตารางท่ี 20 สภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอรเ์รสในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในส่วน matK ของ 
Anamirta cocculus       

ข้ันตอน จ านวนรอบ อุณหภูม ิ(oC) เวลา (นาที : วินาที) 
Pre-denaturation 1 94 3 : 00 
Denaturation 29 x 94 0 : 30 
Annealing 55 0 : 30 
Extension 72 1 : 30 
Final Extension 1 72 5 : 00 
Hold  12 ∞ 
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ภาพท่ี 14 ผลการตรวจสอบ PCR product บริเวณ matK ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรซีีสของ  
Anamirta cocculus 

 

4.1.2.3 ผลการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ psbA-trnH intergenic spacer 
4.1.2.3.1 ผลการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ psbA-trnH intergenic spacer 
ของ Croton caudatus และ Mallotus repandus 
ไพร์เมอร์ที่ใช้ : psbA-trnH_F กับ psbA-trnH_R 

 ปฏิกิริยา PCR ใช้รอบอุณหภูมิดังนี ้    
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ตารางท่ี 21 สภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอรเ์รสในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในส่วน psbA-trnH 
intergenic spacer ของ Croton caudatus และ Mallotus repandus 

         
ข้ันตอน จ านวนรอบ อุณหภูม ิ(oC) เวลา (นาที : วินาที) 
Pre-denaturation 1 94 3 : 00 
Denaturation 29 x 94 0 : 30 
Annealing 50 - 60 0 : 30 
Extension 72 1 : 00 
Final Extension 1 72 5 : 00 
Hold  12 ∞ 
                                        

ตารางท่ี 22 อุณหภูมิในแต่ละหลมุปฏิกริิยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสในการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในส่วน psbA-
trnH intergenic spacer ของ Croton caudatus และ Mallotus repandus 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หลุม อุณหภูม ิ
A 60.0 oC 
B 59.2 oC 
C 58.0 oC 
D 56.1 oC 
E 53.8 oC 
F 51.9 oC 
G 50.7 oC 
H 50.0 oC 
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ภาพท่ี 15 ผลการตรวจสอบ PCR product บริเวณ psbA-trnH intergenic spacer ด้วยวิธี
เจลอิเล็กโทรโฟรซีีสของ Croton caudatus และ Mallotus repandus 

 
4.1.2.3.2 ผลการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ psbA-trnH intergenic spacer 
ของ Anamirta cocculus 
ไพร์เมอร์ที่ใช้ : psbA-trnHF และ psbA-trnHR 
ปฏิกิริยา PCR ใช้รอบอุณหภูมิดังนี้                    
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ตารางท่ี 23 สภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอรเ์รสในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในส่วน             
psbA-trnH intergenic spacer ของ Anamirta cocculus 
ข้ันตอน จ านวนรอบ อุณหภูม ิ(oC) เวลา (นาที : วินาที) 
Pre-denaturation 1 94 3 : 00 
Denaturation 29 x 94 0 : 30 
Annealing 56 0 : 30 
Extension 72 0 : 45 
Final Extension 1 72 5 : 00 
Hold  12 ∞ 

                                   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 16 ผลการตรวจสอบ PCR product บริเวณ psbA-trnH intergenic spacer ด้วยวิธี
เจลอิเล็กโทรโฟรซีีสของ Anamirta cocculus 
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4.1.2.4 ผลการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ Internal transcribed spacer (ITS) 
4.1.2.4.1 ผลการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ ITS ของ Mallotus repandus  
ไพร์เมอร์ที่ใช้: ITS1 กับ ITS4 
ปฏิกิริยา PCR ใช้รอบอุณหภูมิดังนี ้
 

ตารางท่ี 24 สภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอรเ์รสในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในส่วน ITS ของ 
Mallotus repandus 

 

 

 

 

 

 
   

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 17 ผลการตรวจสอบ PCR product บริเวณ ITS ด้วยวิธีเจลอเิลก็โทรโฟรีซสีของ  
Mallotus repandus 

ข้ันตอน จ านวนรอบ อุณหภูม ิ(oC) เวลา (นาที : วินาที) 
Pre-denaturation 1 94 3 : 00 
Denaturation 29 x 94 0 : 30 
Annealing 56 0 : 30 
Extension 72 0 : 45 
Final Extension 1 72 5 : 00 
Hold  12 ∞ 
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4.1.2.4.1 ผลการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ ITS ของ Anamirta cocculus 
ไพร์เมอร์ที่ใช้: ITS1 กับ ITS4 
ปฏิกิริยา PCR ใช้รอบอุณหภูมิดังนี ้
 

ตารางท่ี 25 สภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอรเ์รสในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในส่วน ITS ของ 
Anamirta cocculus 

 

 

 

 

 

 
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 18 ผลการตรวจสอบ PCR product บริเวณ ITS ด้วยวิธีเจลอเิลก็โทรโฟรีซสีของ  
Anamirta cocculus 

ข้ันตอน จ านวนรอบ อุณหภูม ิ(oC) เวลา (นาที : วินาที) 
Pre-denaturation 1 94 3 : 00 
Denaturation 29 x 94 0 : 30 
Annealing 55 0 : 30 
Extension 72 0 : 45 
Final Extension 1 72 5 : 00 
Hold  12 ∞ 
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4.1.3 ผลการจัดท าแถบรหัสดีเอ็นเอ 
4.1.3.1 ยีน rbcL 

 
ภาพท่ี 19 แถบรหสัดีเอ็นเอของยีน rbcL ของพืชที่ใช้ช่ือพ้อง “โคคลาน” ในรูปแบบ FASTA 

 จากภาพแสดงให้เห็นถึงล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนยีน rbcL ของพืชทั้งสามชนิด
ที่ใช้ช่ือพ้อง “โคคลาน” โดยจะเห็นว่าพืชทั้งสามชนิดมีแถบรหสัดีเอ็นเอในส่วนยีน rbcL 
มีล าดับเบสที่แตกต่างกัน ท าใหส้ามารถแยกพืชทั้งสามชนิดออกจากกันได้อย่างชัดเจน 
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4.1.3.2 ยีน matK 

 
ภาพท่ี 20 แถบรหสัดีเอ็นเอของยีน matK ของพืชที่ใช้ช่ือพอ้ง “โคคลาน” ในรูปแบบ FASTA 
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จากภาพแสดงให้เห็นถึงล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วน matK ของพืชทั้งสามชนิด
ที่ใช้ช่ือพ้อง “โคคลาน” โดยจะเห็นว่าพืชทั้งสามชนิดมีแถบรหสัดีเอ็นเอในส่วน matK 
ที่มีความยาวของล าดับนิวคลโีอไทด์ที่แตกต่างกัน รวมถึงพบล าดับเบสที่แตกต่างกัน ท า
ให้สามารถแยกพืชทั้งสามชนิดออกจากกันได้อย่างชัดเจน 

 
4.1.3.3 ยีน psbA-trnH intergenic spacer 

 

ภาพท่ี 21 แถบรหสัดีเอ็นเอของ psbA-trnH intergenic spacer ของพืชที่ใช้ช่ือพ้อง “โคคลาน”  
ในรูปแบบ FASTA 

 
จากภาพแสดงให้เห็นถึงล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วน psbA-trnH intergenic 

spacer ของพืชทั้งสามชนิดที่ใช้ช่ือพ้อง “โคคลาน” โดยจะเห็นว่าพืชทั้งสามชนิดมีแถบ
รหสัดีเอ็นเอในส่วน psbA-trnH intergenic spacer ที่มีความยาวของล าดับนิวคลโีอ
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ไทด์ที่แตกต่างกัน รวมถึงพบล าดับเบสที่แตกต่างกัน ท าให้สามารถแยกพืชทั้งสามชนิด
ออกจากกันได้อย่างชัดเจน 
 
4.1.3.4 ITS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 22 แถบรหสัดีเอ็นเอของ ITS ของพืชที่ใช้ช่ือพ้อง “โคคลาน” ในรูปแบบ FASTA 
 

จากภาพแสดงให้เห็นถึงล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วน ITS ของพืชทั้งสามชนิดที่
ใช้ช่ือพ้อง “โคคลาน” โดยจะเห็นว่าพืชทัง้สามชนิดมีแถบรหัสดเีอ็นเอในส่วน ITS ที่มี
ความยาวของล าดับนิวคลีโอไทดท์ี่แตกต่างกัน รวมถึงพบล าดับเบสที่แตกต่างกัน ท าให้
สามารถแยกพืชทั้งสามชนิดออกจากกันได้อย่างชัดเจน 

 

4.2 ผลการสรา้งแถบรหัสดีเอ็นเอร่วมกับเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความละเอียดสูง 

4.2.1 การเลือก primer 

จากการศึกษาล าดับนิวคลโีอไทด์ในส่วนของยีน rbcL ของพืชสมุนไพรทัง้ 3 สปีชีส์ ที่ได้
จากการสร้างแถบรหสัดีเอ็นเอ จงึได้ท าการออกแบบไพรเ์มอร์ เพื่อให้ได้ช้ินส่วนยีน rbcL ที่มี

5.8S 
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ขนาด 100 ถึง 200 คู่เบส เพื่อใช้ส าหรับการสร้างแถบรหสัดีเอ็นเอร่วมกบัเทคนิคการตรวจ
วิเคราะห์การหลอมเหลวความละเอียดสูง โดยรายละเอียดของไพรเ์มอร์ที่ใช้ในการศึกษา
แสดงในตารางที ่26 

 
ตารางท่ี 26 ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการสร้างแถบรหสัดีเอ็นร่วมกบัเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลว
ความละเอียดสูง 
ไพร์เมอร ์ ล าดับนิวคลีโอไทด์  (5’ – 3’) 
KK-rbcLF TGCATGCAGTTATTGATAGACAGA 
KK-rbcLR CCTACTACGGTACCAGCGTG 

 

4.2.2 ผลการสรา้งแถบรหัสดีเอ็นเอร่วมกับเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความ
ละเอียดสูง 

จากการสร้างแถบรหสัดีเอ็นร่วมกบัเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความ

ละเอียดสูง ผลการทดลองที่ได้จะอยู่ในรูปของเส้นโค้งการตรวจวิเคราะหก์ารหลอมเหลวความ

ละเอียดสูงที่ผ่านการปรบัให้เป็นมาตรฐาน (Normalized HRM curve) และเส้นโค้งแสดง

ความแตกต่างของเอชอาร์เอม็ (Difference HRM curve) ดังภาพที่ 23 และ 24 
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ภาพท่ี 23 เส้นโค้งการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความละเอียดสูงที่ผ่านการปรบัให้เป็นมาตรฐาน 

ของพืชสมุนไพรที่ใช้ช่ือพ้องว่า “โคคลาน” 

 
 

ภาพท่ี 24 เส้นโค้งแสดงความแตกต่างของเอชอาร์เอ็มของพืชสมุนไพรที่ใช้ช่ือพ้องว่า “โคคลาน” 

M. repandus 

C. caudatus 

A. cocculus 

M. repandus 

A. cocculus 

C. caudatus 
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จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าเส้นโค้งการหลอมเหลม (Melting curve) ของพืชทั้ง 3 
ชนิดมีความแตกต่างกัน โดยแบ่งออกเป็น 3 cluster อย่างเห็นได้ชัด ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่า rbcL 
amplicon ขนาด 109 คู่เบสที่เลือกใช้นั้นมปีระสิทธิภาพในการการพิสจูน์อัตลักษณ์ของพืช
สมุนไพรไทยที่ใช้ช่ือพ้อง “โคคลาน”  

นอกจากนั้น เมื่อพจิารณาค่าอุณหภูมหิลอมเหลว (Tm) ซึ่งคืออุณหูมิทีท่ าใหส้ายดีเอ็นเอ
เกลียวคู่ออกจากกันครึ่งหนึ่ง พบว่าค่าอุณหภูมิหลอมเหลวของผลผลิต PCR ของพืชทั้ง 3 
ชนิดมีค่าแตกต่างกันเนื่องจากองค์ประกอบของนิวคลีโอไทดท์ี่มีเบสที่แตกต่างกัน ดังตารางที่ 
27 

 
     ตารางท่ี 27 ค่าอุณหภูมิหลอมเหลว (Tm) ของพืชทั้ง 3 ชนิดที่ใช้ช่ือพ้อง “โคคลาน” 

ตัวอย่าง ค่าอุณหภูมิหลอมเหลว (oC) 

Croton caudatus 78.80 ± 0.20 

Mallotus repandus 79.80 ± 0.10 

Anamirta cocculus 79.33 ± 0.13 

 

4.3 ผลการสรา้งแถบรหัสดีเอ็นเอร่วมกับเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความละเอียดสูง 

   จากการสร้างแถบรหสัดีเอ็นเอร่วมกับเทคนิคของการตรวจวิเคราะหก์ารหลอมเหลว
ความละเอียดสูงของตัวอย่างที่น ามาพิสจูน์อัตลกัษณ์ทั้ง 4 ตัวอย่าง พบว่าค่าอุณหภูมิหลอมเหลว 
(Tm) ของตัวอย่างที ่1, 2 และ 3 นั้นอยู่ในช่วงค่าอุณหภูมิหลอมเหลวของ Mallotus repandus จึง
สรปุได้ว่า ตัวอย่างที่ 1, 2 และ 3 คือ Mallotus repandus  ในขณะที่ค่าอุณหภูมิหลอมเหลว (Tm) 
ของตัวอย่างที่ 4 นั้นอยู่ในช่วงค่าอุณหภูมิหลอมเหลวของ Anamirta cocculus จึงสรปุได้ว่า 
ตัวอย่างที่ 4 คือ Anamirta cocculus ดังตารางที่ 28 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of Senior Project in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the Senior Project authors' files submitted through the faculty. 



   50 
 

ตารางท่ี 28 ค่าอุณหภูมิหลอมเหลว (Tm) และการพสิูจนอ์ัตลักษณ์ของพืชตัวอย่าง 
ตัวอย่าง สถานที่เกบ็ตัวอย่าง ชนิดของพืชที่ได้มีการ

ระบุไว้ 
ชนิดของพืชที่ตรวจสอบได ้

ตัวอย่างที่ 1  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย Croton caudatus Mallotus repandus 
ตัวอย่างที่ 2  มุกดาหาร โคคลาน Mallotus repandus 
ตัวอย่างที่ 3  เวชพงศ์โอสถ โคคลาน Mallotus repandus 
ตัวอย่างที่ 4  ปราจีนบุร ี โคคลาน Anamirta cocculus 

 
 

จากข้อมลูแสดงให้เห็นว่า ตัวอย่างที ่1 นั้นมีการแปะป้ายบอกช่ือชนิดของพืชผิด ส าหรับ 
ตัวอย่างที่ 2 และ 3 นั้นมีการใช้ที่ถูกตอ้งเนือ่งจากเป็นเครื่องยาที่มีการระบุให้ใช้ส่วนรากต้มเพื่อ
รักษาอาการปวดเมือ่ย และตัวอย่างที่ 4 แสดงให้เห็นถึงความอันตรายของการใช้พืชที่เรียกว่า
โคคลาน หากไม่ทราบแน่ชัดว่าเป็นชนิดใด เนื่องจากหากบรโิภคพืชตัวอย่างที่ 4 โดยคิดว่าเป็น 
Croton caudatus หรอื Mallotus repandus อาจท าใหผู้้บริโภคได้รับสาร picrotoxin ได ้
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บทท่ี 5 
สรุปผลและข้อเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

งานวิจัยนี้เป็นงานวิจัยแรกที่มีการพิสูจน์อัตลักษณ์ของพืชสมุนไพรไทยที่ใช้ช่ือพ้อง “โคคลาน” 
โดยแถบรหัสดีเอ็นเอร่วมกับเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความละเอียดสูง ซึ่งประสบ
ความส าเร็จโดยการใช้ช้ินส่วนดีเอ็นเอในส่วนของ rbcL ร่วมกับเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การ
หลอมเหลวความละเอียดสงู โดยวิธีดังกล่าวนี้สามารถน าไปประยุกต์เพื่อใช้ในการควบคุมคุณภาพของ
สมุนไพรได้ในอนาคต 

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

อย่างไรก้ตามวิธีการใช้แถบรหสัดีเอ็นเอร่วมกับเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความ
ละเอียดสูงในพิสจูน์อัตลกัษณ์ของพืชสมุนไพรนี้ ไม่เหมาะสมกับการน าไปตรวจสมุนไพรทีอ่ยู่ใน
รูปแบบผสม หากต้องการตรวจสารดังกล่าว แนะน าให้ใช้เทคนิค next generation sequencing 
(NGS) แทน 
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  ภาคผนวก ก 
 

ภาพต้นไม้ในงานวิจัยน้ี                              
 
 
 
 
 
     Mallotus repandus (Rottler) Mull. Arg.  
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ภาคผนวก ข 

ไพร์เมอร์ท่ีใช้ส าหรับการสร้างแถบรหัสดีเอ็นร่วมกับเทคนิคการตรวจวิเคราะห์การหลอมเหลวความ

ละเอียดสูง 
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