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 เทคนิคไอเอสเอสอาร (Inter simple sequence repeats, ISSRs) เปนเทคนิคที่อาศัยพีซ-ี
อารในการเพิม่จํานวนชิ้นดีเอ็นเอระหวางไมโครแซทเทิลไลท 2 ตําแหนง  เนื่องจากเทคนิคนีม้ี
ความสามารถในการทําซ้าํ และบอกความแตกตางไดสูง  จงึนาํเทคนิคไอเอสเอสอารมาใชใน
การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเปลาใหญ (Croton oblongifolius) ในประเทศไทย  
ในการศึกษาครั้งนี้ใชตัวอยางเปลาใหญ 115 ตัวอยาง  เอสเอสอารไพรเมอร 3 ชนิด ประกอบดวย 
A(GA)7GT, CRN2(CTT)2 และ BSC(GA)8  สามารถสรางแถบดีเอน็เอได 213 แถบ  ไฟโลแกรม
จากไพรเมอรทั้ง 3 ชนิด  แสดงใหเห็นวาเปลาใหญ 115 ตัวอยางจําแนกเปน 83 แบบแผนดีเอ็นเอ 
และจัดกลุมไดเปน 2 กลุมหลัก  นอกจากนี้ผลของไอเอสเอสอาร  แสดงใหเหน็ถงึความแตกตาง
ภายในสปชีสของเปลาใหญสูง  ทาํการศึกษาความสัมพนัธแบบแผนดเีอ็นเอ และองคประกอบทาง
เคมีจากเปลือกตนเปลาใหญ  โดยเทคนคิ 1H-NMR และ TLC พบวาเปลาใหญทีม่ีแบบแผนดีเอ็น-
เอตางกนั องคประกอบทางเคมจีะตางกัน และเปลาใหญทีม่ีแบบแผนดีเอ็นเอเหมือนกัน 
องคประกอบทางเคมีจะเหมือนกนั  ดังนัน้ความสัมพนัธระหวางแบบแผนดีเอ็นเอและองคประกอบ
ทางเคมีจากเปลือกตนเปลาใหญนาจะมคีวามสอดคลองกัน 
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Inter simple sequence repeats (ISSRs) technique is a PCR based method for 

amplification of DNA segment between two microsatellite repeats regions. Due to this 
technique has high reproducibility and polymorphism, ISSRs was employed to study 
genetic diversity of Croton oblongifolius (Plao-Yai) in Thailand. One-hundred and fifteen 
accessions of Plao-Yai were sampled in this study. Three SSR primers, G(GA)7GT, 
CRN2(CTT)2 and BSC(GA)8, generated 213 bands. Phylogram from three primers 
revealed that 115 accessions of Plao-Yai have identified to 83 DNA patterns  and 
classified as 2 major groups. The results of ISSRs showed high polymorphism within 
Croton oblongifolius species. The relationship of DNA patterns and chemical 
constituents from bark of Plao-Yai were studied using 1H-NMR and TLC technique. Plao-
Yai with different DNA patterns had different major chemical constituents. Plao-Yai with 
same DNA patterns had same chemical constituents. Therefor, chemical constituent  
data were concordant with DNA patterns. 
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บทที่1 

 
บทนํา 

 
ประเทศไทยตัง้อยูบริเวณเขตรอนชื้น และในแตละภาคก็มีลักษณะภูมิอากาศที่แตกตาง

กัน ทําใหพืชบางชนิดที่อยูในจังหวัด หรือแหลงตางกนัมีรูปรางภายนอกแตกตางกนั  ซึ่งแตเดิมการ
จําแนกพืชจะทําโดยดูลักษณะทางสัณฐานวทิยา (Morphology) เปนหลกั แตเนือ่งจากอาจไดรับ
ปจจัยภายนอก เชน อิทธิพลจากสิง่แวดลอม  อายุพืช  และอื่นๆ ดังนัน้ลักษณะภายนอกจงึไมเพยีง
พอที่จะใชจําแนกพืชเหลานี้ไดอยางถกูตอง จึงนําเทคนิคระดับโมเลกุลมาใชในการตรวจสอบซึ่ง
เปนวธิีที่สามารถใหขอมูลทีม่ีความนาเชื่อถือมากกวา  คือ สามารถวิเคราะหจากสวนใดสวนหนึ่ง
ของพืชก็ไดโดยไมข้ึนกับเนื้อเยื่อ ระยะการเจริญเติบโต และสภาพแวดลอม ทั้งยังสามารถ
ตรวจสอบไดทั้งสวนของยนี และสวนที่ไมใชยีน  และนอกจากนี้ยงัสามารถจัดกลุมพืชดวยกลุมของ
องคประกอบทางเคมีทีพ่บในพืช (chemotaxonomy) พืชที่เลือกในการศึกษาครั้งนีค้ือ เปลาใหญ 
(Croton oblongifolius Roxb.) เปนหนึ่งในสมุนไพรทีน่าสนใจ เนื่องจากแทบทุกสวนของตนเปลา
ใหญสามารถพบสารประกอบประเภทไดเทอรปนอยด (diterpenoids) ซึง่ตนไมชนิดนี้สามารถพบ
ไดทั่วไปตามแหลงตางๆของประเทศไทย  จึงเปนตวัอยางทีน่าสนใจทีจ่ะนํามาศึกษา 

เทคนิคระดับโมเลกุลในปจจุบันมหีลากหลายวธิีทีน่ํามาใชในการศึกษาความหลากหลาย
ของพืช  เชน อารเอพีดี  (random amplified polymorphic DNA, RAPDs), อารเอฟแอลพี
(restriction fragment length polymorphisms, RFLPs), เอเอฟแอลพี (amplifies fragment 
length polymorphisms, AFLPs), ไมโครแซทเทิลไลท  (microsatellite หรือ  simple sequence 
repeat, SSRs หรือ short tendem repeats, STRs) และ  ไอเอสเอสอาร (inter simple sequence 
repeats, ISSRs)   เปนตน ซึ่งแตละเทคนคิก็มีขอดีและขอดอยแตกตางกนัออกไป ซึ่งในการศึกษา
คร้ังนี้ไดทําการศึกษาโดยเทคนิค ไอเอสเอสอาร เนื่องจากไพรเมอรที่ใชเปนแบบสุมคลายกบั
เทคนิคอารเอพีดีแตมีความจําเพาะมากกวา   มีความสามารถในการทําซ้ํา (reproducibility) เกิด
ความแตกตาง(polymorphism) สูง  ใชเวลานอย  วิธีการไมยุงยากซับซอน  

เปลาใหญ จัดอยูในสกุล Croton  วงศ Euphorciaceae  ซึ่งประเทศไทยมีชื่อเรียกพืชที่
นําหนาวา เปลา  พบไดประมาณ  7 ชนิด  ประกอบดวย เปลา (Croton argyratus Bl หรือ Croton 
budopensis Gagnep), เปลาน้าํเงิน (Croton cumimgiis Arg., Croton  cascarilloides 
Raeusch  หรือ Croton pierrei Gangnep), เปลาคํา (Croton columnaris Airy), เปลาแพะ 
(Croton hutchinsonianus Hoss), เปลานอย (Croton sublyratus Kurz., Croton longissimus 



Airy หรือ Croton joufra Roxb.), เปลาเลอืด (Croton robustus Horz.) และเปลาใหญ หรือเปลา
หลวง (Croton oblongifolius Roxb.) 

ไดมีการศึกษาองคประกอบทางเคมีจากเปลือกตนเปลาใหญ โดยกลุมวิจยัของ ศ.ดร.
โสภณ  เริงสาํราญ  จากหลายแหลงในประเทศไทย  พบสารประกอบ cembranoid 2 ชนิดคือ  
crotocembraneic acid และ neocrotocembraneic acid  จากอําเภอวิเชยีรบุรี  จังหวัด
เพชรบูรณ     พบสารประกอบ labda-7,12(E),14-triene-17-al , labda-7,12(E),14-triene-17-ol 
และ labda-7,12(E),14-triene-17-oic acid  จากอําเภอปราณบุรี  จงัหวัดประจวบคีรีขันธ    พบ
สารประกอบ  labdane 2 ชนิด คือ Labda-7,13(Z)-diene-17,12-olide   และ labda-7,13-(Z)-
diene-17,12-olide-5-ol  และพบสารประกอบ clerodane 2 ชนดิคือ (—)-20-
benzyloxyhardwickiic acid และ  hardwickiic acid  จากอาํเภอเมอืง  จงัหวัดอดุรธานี     พบ
สารประกอบ 4 ชนิดคือ (—)-pimara-9(11),15-diene-19-oic acid, (—)-pimara-9(11),15-
diene-19-ol, (2E,7E,11E)-1-isopropyl-1,4-dihydroxy-4,8-dimethylcyclotetradeca-2,7,11-
triene-12-carboxylic acid และ methyl-15,16-epoxy-12-oxo-3,13(16),14-clerodatriene-
20,19-olide-17-oate  จากอําเภอเมือง  จังหวัดอุตรดิตถ    พบสารประกอบ labdane 3 ชนิด คือ 
3-acetoxy-labda-8(17),12(E)-triene-2-ol , 2-acetoxy-labda-8-(17),12(E)-triene-3-ol  และ 
labda-8(17)-12(E)-triene-2,3-diol จากอําเภอวงัสะพุง  จงัหวดัเลย เปนตน จากความ
หลากหลายขององคประกอบทางเคมีในเปลาใหญดังกลาว  อีกทัง้การศึกษาดานพนัธวุิศวกรรม
ของเปลาใหญยังไมเคยมีรายงานมากอน  จงึเปนมลูเหตุจูงใจใหเกิดงานวิจยัชิน้นี้ขึน้ โดยใช
เทคนิคระดับโมเลกุลเปนตัวบอกความแตกตางระหวางตัวอยางเปลาใหญ และศึกษา
ความสัมพันธระหวางแบบแผนดีเอ็นเอของเปลาใหญโดยใชเทคนิคอารเอพีดี และเทคนิคไอเอส
เอสอาร กับองคประกอบทางเคมีจากเปลอืกตนเปลาใหญ  
 
1.1 วัตถุประสงคของงานวิจัย 

      1. เพื่อศึกษาความหลากหลายของเปลาใหญจากแหลงตางๆในประเทศไทย โดยใช
เทคนิค random amplified polymorphic DNA (RAPD) 

2. เพื่อศึกษาความหลากหลายของเปลาใหญจากแหลงตางๆในประเทศไทย โดยใช
เทคนิค inter simple sequence repeats (ISSRs) 

3. เพื่อศึกษาความสัมพนัธระหวางแบบแผนดีเอ็นเอ กับองคประกอบทางเคมีจาก
เปลือกตนเปลาใหญ 



 
บทที่2 

 
ปริทัศนวรรณกรรม 

 
2.1 ความหลากหลายทางชีวภาพ (biodiversity) 
ความหลากหลายทางชีวภาพ (biodiversity) แบงออกเปน 3 ระดับ 

ความหลากหลายทางพนัธกุรรม (genetic diversity)  เปนพืน้ฐานของความหลากหลาย
ทางชีวภาพ ความหลากหลายขององคประกอบทางพันธุกรมในสิง่มีชวีิต เกิดจากการเปลี่ยนแปลง
ของหนวยพันธุกรรม หรือยีน (mutation) ซึ่งเปนสาเหตุเบื้องตนของความหลากหลายทาง
พันธกุรรม และเมื่อรวมกบัปจจัยตางๆ ก็ทาํใหเกิดความหลากหลายของสิ่งมีชวีิต และระบบนิเวศ
ได  ระดับความแตกตางนี้ใชกําหนดความใกลชิด หรือความหางของสิ่งมีชวีิตในสายววิัฒนาการ 
เทคนิควัดความหลากหลายทางพนัธุกรรมมีหลายวธิ ี  แตทุกวธิีอาศัยความแตกตางของ
องคประกอบทางพนัธุกรรมเปนดัชนีในการวัด  หากสิง่มีชีวิตชนิดใดมีองคประกอบทางพนัธกุรรม
เปนแบบเดียวกันทั้งหมด  ยอมแสดงวาสิง่มีชีวิตนัน้ไมมคีวามหลากหลายทางพนัธกุรรม 

ความหลากหลายของชนิด หรือชนิดพนัธุของสิ่งมีชวีิต (species diversity)  เกิดจาก
กระบวนการววิัฒนาการที่คอยๆ สะสมองคประกอบทางพนัธุกรรมทีละนอยๆ ในเวลาหลายชัว่รุน  
จนกระทั่งสิง่มชีีวิตมีความสามารถในการปรับตัวไดดีตอส่ิงแวดลอม  การเปลีย่นแปลงทีท่ําใหเกดิ
สิ่งมีชีวิตใหม  จึงเปนกระบวนการที่ทาํใหเกิดความหลากหลายของสิง่มีชีวิต                               

ความหลากหลายของระบบนิเวศ (ecological diversity)  ระบบนเิวศแตละระบบเปน
แหลงของถิน่ที่อยูอาศัย (habitat) ของสิ่งมีชวีิตตางๆ ซึ่งมีปจจยัทางกายภาพ และชีวภาพที่
เหมาะสมกับส่ิงมีชีวิตแตละชนิดในระบบนิเวศนั้น  ความหลากหลายของระบบนเิวศขึ้นอยูกบัชนิด 
และจํานวนประชากรของสิง่มีชีวิตที่อาศัยอยูในระบบนิเวศนัน้ๆ   

 
2.2  ลกัษณะของตนเปลาใหญ 

เปลาใหญ เปนพืชในสกุล Croton  จัดอยูในวงศ Euphorciaceae  สามารถพบไดทั่วไป
ตามแหลงตางๆของประเทศไทย เชน ปาดงดิบ ปาผลัดใบหรือปาละเมาะ เหนือระดับน้ําทะเลไม
เกิน 700 เมตร   
ชื่อสามัญ เปลาใหญ  เปลาหลวง 
ชื่อวิทยาศาสตร Croton oblongifolius Roxb. 
ชื่อพอง  ควะรุ (กระเหรี่ยง-กาญจนบรีุ)  

เซงเคคัง  สะกาวา  สากวูะ (กระเหรี่ยง-แมฮองสอน)  



เปาะ (กําแพงเพชร) 
    หาเยิ่ง (เงี้ยว-แมฮองสอน)  
 

          
 

 
 

รูปที ่2.1  ลักษณะตน ใบ และชอดอกของเปลาใหญ Croton oblongifolius. 
 
2.2 .1  ลักษณะทางพฤกษศาสตรของเปลาใหญ 

เปนไมผลัดใบขนาดเล็ก สงูประมาณ 8-20 เมตร กิ่งกานคอนขางใหญ  ยอดออน ใบออน 
และชอดอกมีเกล็ดสีเทาเปนแผนเล็กๆ ปกคลุมทั่วไป   

ใบเปนใบเดี่ยว เรียงสลับกนัรูปขอบขนาน รูปไข หรือรูปหอก  โคนใบและปลายใบแหลม 
หรือมน  ขอบใบหยักกวาง 5-10 เซนติเมตร ยาว 9-30 เซนติเมตร  มีเสนแขนงใบ 12-16 คู  ใบแก
คอนขางเกลี้ยง กานใบยาว 1.3-6 เซนติเมตร  ที่ฐานดอกมีตอม 2 ตอม    

ดอกจะออกเปนชอหลายชอที่ปลายกิ่งยาว 12-22 เซนติเมตร  จะทยอยบานจากโคนไปหา
ปลายชอ  ดอกเพศผูและเพศเมียอยูบนตนเดียวกัน หรือตางตนกนัก็ได  ดอกเพศผูจะมีกลีบรอง
กลีบดอกเปนรูปขอบขนาดกวางๆ มีเกลด็  กลีบดอกยาวเทากับกลบีรองดอก มขีนหนาแนน ที่
ฐานรองดอกมตีอมกลมเล็กๆ 5 ตอม มเีกสรตัวผู 12 อัน  เกลีย้ง  ดอกเพศเมยี กลีบรองกลีบดอก
เล็ก รูปยาวแคบ ขอบมีขน รังไขมีรูปขอบขนาน มเีกล็ด ทอรังไขมี 2 แฉก 

ผลกลมมี 3 พ ู เสนผานศนูยกลางประมาณ 1 เซนติเมตร ดานบนแบน และมีเกล็ด (เต็ม  
สมิตินันท, 2523 และ ลีนา  ผูพัฒนพงศ, 2530) 



 
2.2.2  สรรพคณุของเปลาใหญ 

ราก แกน้ําเหลืองเสีย แกโรคผิวหนงั รักษาคุดทะราด แกมะเร็ง แกโรคเรื้อน แกคัน ขับ
ระดู ขับลม แกลมในทองเปนกอนเถาดาน บํารุงกาํลัง แกกระหายน้ํา แกเสมหะ
และลม 

เปลือก ชวยยอยอาหาร ทาํใหเลือดเย็น ลดไข ทาํใหอาหารงวด แกเสมหะใหตก ขับ
เสมหะ ขับลม แกโลหิตในทองใหตก แกโรคผิวหนัง และแกดีพิการ  

 กระพี ้ ชวยยอยอาหาร ทาํใหเลือดเย็น ลดไข และแกเสมหะใหตก  
 แกน  ขับเลือด หนองใหตก ขับพยาธิไสเดือน ขับลม แกลม และกระจายลม  

ใบ แกธาตุไมปรกติ บํารุงธาตุ แกคันตามตัว รักษามะเร็งเพลิง แกลมจกุเสียด บํารุง
กําลัง และแกกระหาย  

 ดอก แกพยาธิ และทําลายเชื้อโรค 
 ผล แกไขสตรีในเรือนไฟ ขับโลหติระดู และขับหนองใหกระจาย 
 เมล็ด เปนยาถาย 
 ลูก ดองสุราดื่ม  ขบัโลหิตในเรือนไฟ 
 เนื้อไม แกริดสีดวงลําไส และริดสีดวงทวารหนัก 
 ตน น้ําตมเปลือก กินเปนยาลดไข แกตับอักเสบ ปวดขอ และปวดเมื่อกลามเนื้อ 
 

แตเดิมการศึกษา และการจาํแนกพืชจะทาํโดยดูลักษณะทางสัณฐานวิทยา(morphology)
เปนหลกั แตเนื่องจากความแตกตางทีเ่กิดขึ้น  อาจไดรับอิทธิพลจากสิง่แวดลอม  อายุพชื  ซึง่ยาก
ที่จะจาํแนก (Jou-ann, Wei-chen และ Ju-ying, 2001)  จึงนําเทคนิคระดับโมเลกุลซึ่งเปนวธิีที่
สามารถใหขอมูลที่มีความนาเชื่อถือมากกวา  และยงัมีผลกระทบจากปจจัยทางสิง่แวดลอมนอย  

 ในปจจุบนันยิมใชดีเอ็นเอเครื่องหมาย (DNA marker) จัดอยูในกลุมของ genetic 
marker หรือ  molecular marker ซึ่งแบงออกเปน 3 กลุมใหญ ไดแก morphological markers 
(chlorophyll deficiency) , biochemical markers (isozyme,  terpenes) และ DNA markers 
(RFLPs,  RAPDs,  SSRs,  ISSRs)  ซึ่งสามารถใชเปนเครื่องชี้บอก  จัดจําแนก ตรวจสอบสาย
พันธุ และเปรียบเทียบความแตกตางของสิ่งมีชีวิตสามารถศึกษาทั้งในระดับโปรตีน และดีเอ็นเอ  
แตการศึกษาในระดับดีเอ็นเอจะมีขอไดเปรียบกวาคือ สามารถวเิคราะหจากสวนใดสวนหนึ่งของ
พืชก็ไดโดยไมขึ้นกับเนื้อเยื่อ ระยะการเจรญิเติบโต และสภาพแวดลอม ทั้งยังสามารถตรวจสอบได
ทั้งสวนของยีน และสวนที่ไมใชยีน เนื่องจากดีเอ็นเอเปนองคประกอบพื้นฐานที่สาํคัญของสิ่งมีชีวติ
ทุกชนิด สามารถจําลองโมเลกุลถายทอดสูเซลลลูก และคงลักษณะที่เหมือนเดิมตลอดไป แต



บางครั้งอาจมกีารเปลี่ยนแปลงของเบสแตละตัวแลวอาจมีการเปลี่ยนแปลงของชิน้ดีเอ็นเอได  หรือ
การหายไปของชิ้นดีเอน็เอ (deletion)  การมีชิ้นสวนดีเอ็นเอบางสวนเพิ่มข้ึนมา (insertion)  มกีาร
จัดเรียงตัวใหมของชิ้นสวนดีเอ็นเอภายในโครโมโซม (chromosome rearrangement)  หรือมีการ
เปลี่ยนตําแหนงของดีเอน็เอบางสวนภายในโครโมโซม หรือตางโครโมโซม (transposition) ซึ่ง
สามารถเกิดขึ้นได แตอยางไรก็ตามดีเอ็นเอยังคงเปนตัวแทนที่เหมาะสมในการจัดจําแนกสิง่มีชวีติ
สายพนัธุตางๆ ดีเอ็นเอเครื่องหมาย (DNA marker) ทีน่ิยมนํามาใชในการจาํแนกความแตกตาง 
ปจจุบันเทคนคิในการศึกษาในดานชวีโมเลกุล  บางเทคนิคอยูบนหลกัการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวย
ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (polymerase chain reaction, PCR) ซึ่งมีรายละเอียดดงันี ้

 
2.3   ปฏกิิริยาลูกโซโพลเีมอเรส (polymerase chain reaction, PCR) 

Polymerase chain reaction หรือ PCR หรือ พีซีอาร  เปนเทคนิคสาํหรับเพิ่มปริมาณดี-
เอ็นเอ  โดยการสังเคราะหสายดีเอน็เอสายใหมจากดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) ใน
ระยะเวลาสั้น   ปจจุบนันีเ้ทคนิคพีซีอารไดรับการปรับปรุง และพัฒนาในหลายๆ ดานจนกระทั่ง
ไดรับการยอมรับวาเปนเทคนิคที่สําคัญมากตองานดานชีวโมเลกุล  สามารถนําไปใชประโยชนได
ทั้งกับงานวิจัยทางชีวโมเลกลุ และพนัธุวิศวกรรม เชน การโคลนยนี (cloning)  การวเิคราะหลําดับ
เบสของยีน (sequencing)  การสรางดีเอน็เอติดตาม(DNA probe)  เปนตน 
 การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายใหไดปริมาณมากขึ้นเปนหลายเทาโดยอาศัยการทํางาน
ของเอ็นไซม ดีเอ็นเอโพลเีมอเรส (DNA polymerase)  ใชปริมาณดีเอ็นเอตนแบบเพียงเล็กนอย  
ซึ่งจะเพิ่มเปนทวีคูณจนมีปริมาณนับลานชดุ  ซึง่สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอที่เพิ่มข้ึนไดทันทีโดย
วิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส   ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด  แลวดูผลภายใตแสงยูว ี  
 ปฏิกิริยาพีซีอาร แบงออกเปน 3 ขัน้ตอนคอื 

1.  Denature:   การทําใหดีเอ็นเอเสียสภาพจากเกลียวคูแยกตัวเปนสายเดี่ยวโดยใชความรอน 
โดยใชอุณหภูมิ 92-95 องศาเซลเซียส 

2.  Annealing:   การลดอณุหภูมิลงอยางรวดเร็ว  เพื่อใหไพรเมอรซึ่งมีเบสคูสมกับบริเวณของ
ชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการ  จะเขาจับคูกับดีเอ็นเอเปาหมาย  ซึง่อุณหภมูิสวนใหญอยูในชวง 25-65 
องศาเซลเซยีส  ขึ้นกับขนาด และองคประกอบของเบสในไพรเมอรที่ใช   อุณหภูมทิี่ใชเพื่อทําใหดี
เอ็นเอเกลยีวคูแยกเปนสายเดี่ยว 50 เปอรเซ็นต  เรียกวา Melting point  หรือ Tm  คํานวนไดจาก
สูตร    Tm  =  4(G+C) + 2(A+T)   โดยที ่G, C, A และ T คือ จํานวนเบสแตละชนิดที่มีในสายโอลิ
โกนวิคลีโอไทด คาที่ไดจะมีหนวยเปนองศาเซลเซียส  ซึ่งอุณหภูมิ annealing ทีเ่หมาะสมแตละ
ไพรเมอรจะอยูที่ Tm ± 4 องศาเซลเซยีส 



3.   Extension:  การสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมโดยเอ็นไซม ดีเอ็นเอโพลีเมอเรส  จะทํางาน
โดยเติมนวิคลโีอไทดเขาที่ปลาย 3’ ของไพรเมอร  สายดีเอ็นเอที่เกดิขึ้นใหมจะยาวไปเรื่อยๆ จาก
บริเวณที่ปลายทัง้สองของไพรเมอรที่จับคูอยูบนสายดีเอ็นเอแมแบบทัง้สองสาย  ทาํใหบริเวณที่
ตองการจะถูกจําลองไดโดยสมบูรณ  โดยอุณหภูมิที่ 70-75 องศาเซลเซียส 

เมื่อส้ินสุดการทําปฏิกิริยาจากขั้นที่ 1-3 รวมกันเปนหนึ่งรอบ (one cycle) จะไดผลผลิต
เปนดเีอ็นเอ 2 สายที่มีลําดับเบสเปนคูสมกับดีเอ็นเอทีเ่ปนตนแบบ  เมื่อจัดใหเกดิปฏิกิริยาลูกโซ
หมุนเวียนไปอกีหลายๆรอบ  จะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดจํานวนมาก (วจิิตรา สมรรคนัฎ, 2543) ดี
เอ็นเอเครื่องหมายที่นยิมใช เชน 
 
2.4  ดีเอ็นเอเครื่องหมาย  (DNA markers) 

1. อารเอพีดี (random amplified polymorphic DNA, RAPDs) เทคนิคนี้มีการเรียกชือ่แบบ
อ่ืนไดอีกเชน  arbitrary primers PCR (AR-PCR)  DNA amplification fingerprinting (DAF) หรือ 
Multiple arbitary amplicon profiling (MAAP) จะแตกตางกนัที่ขนาดไพรเมอรที่ใช และวธิีการ
วิเคราะหผล  อารเอพีดีเปนเทคนิคทีเ่พิ่มขยายจโีนมกิ ดีเอ็นเอ (genomic DNA) โดยอาศัยเทคนคิ
พีซีอาร ใชไพรเมอรแบบสุม(arbitrary primer) ซึ่งจะเขาไปเกาะกับดีเอ็นเอเปาหมายในบริเวณทีม่ี
เบสคูสมกัน โดยไมจําเปนตองทราบตําแหนงที่ไพรเมอรจะเขาไปจับกับดีเอ็นเอเปาหมายวาเปน
สวนใด  โอกาสที่จะพบลําดบัเบสที่เปนคูสมกับไพรเมอรคือ  1 ใน 410  สวนใหญไพรเมอรที่ใชจะมี
ความยาวประมาณ 10 นวิคลีโอไทด แตมี % CG มากกวาหรือเทากับ 50 (Williams และคณะ
,1990) ความแตกตาง (polymorphism)  ทีเ่กิดขึ้นจะเกิดขึ้นในลักษณะการมีแถบ และไมมีแถบดี
เอ็นเอที่ตาํแหนงหนึง่ๆ มากกวาการเปลยีนขนาดของแถบดีเอ็นเอ  เนื่องจากดีเอ็นเอของพืชพลทั้ง
จากนิวเคลียส คลอโรพลาสต และไมโตคอนเดรีย  ซึ่งในการสกัดดีเอ็นเอจากเซลลทั้งหมดนาํมา
วิเคราะหอารเอพีดี  พบวาแถบดีเอ็นเอบางสวนประมาณ 5 เปอรเซ็นต เกิดจากการเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอในสวนของไมโตคอนเดรีย และนอยกวา 5 เปอรเซ็นต มาจากดีเอ็นเอในคลอโรพ-ลาสต      
ดังนัน้สวนใหญจึงมาจากดีเอ็นเอในนิวเคลียสซึ่งมกีารถายทอดมาจากทัง้พอ และแม (วจิิตรา 
สมรรคนัฎ, 2543) อารเอพีดีเปนเทคนิคทีส่ามารถทําไดงาย  รวดเร็ว และไมจําเปนที่ตองทราบ
ลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมาย ราคาถกู ขอเสียคือ เปนเครื่องหมายพันธุกรรมที่แสดงเฉพาะ
ลักษณะเดน (dominance marker) (อัญชลี  ทัศนาขจร, วิเชียร  ริมพณิชยกิจ  และ   ศิราวุธ  กล่ิน
บุหงา) มีความสามารถในการทําซ้าํไดต่ํา (low reproducibility)   ทําใหรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่
ไดจากไพรเมอรหนึ่งๆ ไมมคีวามสม่าํเสมอ (non-inconsistency)  

2. อารเอฟแอลพ ี(restriction fragment length polymorphisms, RFLPs)  เปนเทคนิคที่ใช
เอมไซมที่มีความจําเพาะ (restriction enzyme) ตัดดีเอ็นเอ และอาศัยความแตกตาง หรือความ



หลากหลายของชิ้นสวนดีเอน็เอจําเพาะทีต่ัดไดตามชนิดของเอนไซม ใชในการสราง genetic 
linkage map สามารถใชตดิตามการถายทอดยีนที่สนใจไปยังรุนลูกหลาน  และยงัสามารถใชใน
การจําแนกสายพนัธุพชื สัตว และมนุษย เพื่อตรวจสอบความใกลเคยีงกนัทางพันธกุรรม ขอเสียคือ 
ตองมpีrobe และในบางครั้งติดฉลากของ probe ดวยสารกัมมนัตภาพรังส ี นอกจากนีย้ังตองใช
เวลานาน และเสียคาใชจายสูง 

3. เอเอฟแอลพ ี (amplified fragment length polymorphisms, AFLPs)  ความแตกตาง 
(polymorphism) ที่เกิดขึ้นไมไดเกิดจากความแตกตางของขนาดดีเอ็นเอเหมือนในอารเอฟแอลพี 
แตจะเกิดจากการมี และไมมีแถบดีเอ็นเอที่เพิม่ปริมาณขึ้น ใชในการศึกษาพันธศุาสตรประชากร 
เอกลักษณของส่ิงมีชวีิต  ความสัมพนัธทางวิวัฒนาการ  ความหลากหลายทางชวีภาพ และใชทาํ
แผนที่ของจโีนมไดเปนอยางดี เปนเครื่องหมายพนัธกุรรมที่แสดงเฉพาะลักษณะเดน ขอดีคือ ไม
จําเปนที่ตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมายเหมือนกับอารเอพีด ี  รวดเร็ว ใชปริมาณดีเอ็นเอ
เร่ิมตนจํานวนนอย   เปนเทคนคิที่มีความสามารถในการทาํซ้ําไดดีปานกลาง (Medium 
reproducibility)   แตมีขอเสียคือ  คาใชจายคอนขางสงู  ไมเหมาะสาํหรับใชเปรียบเทียบสิง่มีชวีติ
ที่มีความแตกตาง หรือเหมอืนกนัมากๆ (อัญชลี  ทัศนาขจร และคณะ) 

4. ไมโครแซทเทลไลท  (microsatellite หรือ  simple sequence repeat, SSRs หรือ short 
teandem repeats, STRs)  เปนดีเอ็นเอที่มีการเรียงตัวของเบสซ้ําชวงสัน้ๆ   ในหนึ่งหนวยซ้าํ
ประกอบดวยลําดับเบส 1-6 คูเบส พบได 103-105 ตําแหนง  กระจายอยูทั่วไปในจีโนมของยูคาริ-
โอต  ความผันแปรของไมโครแซทเทิลไลทเกิดจากการเพิ่มข้ึน หรือลดลงจํานวนซ้ํา  เปน
เครื่องหมายพนัธุกรรมที่มีขอดีคือ มีความผันแปรของจํานวนซ้าํสูง  มีความหลากหลายของ
จํานวนอัลลีล (alelle) ที่สําคัญคืออยูกระจายหลายตําแหนงในจีโนม  จึงสามารถใชเลือกตรวจ
ความแตกตางทางพนัธุกรรมไดทีละหลายตําแหนง  ทําใหการตรวจมคีวามละเอยีดมาก (อัญชลี  
ทัศนาขจร และคณะ)  เปนเครื่องหมายพนัธุกรรมทีแ่สดงแบบขมรวมกัน (codominance) มี
ความจาํเฉพาะเจาะจง และสามารถบอกความแตกตางไดดี (specific and highly polymorphus) 
(Karp และคณะ, 1997) แตเปนเทคนิคที่ตองทราบถึงลาํดับเบสของตัวอยางกอน เพื่อที่จะ
ออกแบบไพรเมอรที่เหมาะสมเพื่อใชในการเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอ  

5. ไอเอสเอสอาร (inter simple sequence repeats, ISSRs หรือ microsatellite primer 
PCR, MP-PCR หรือ SSR-anchored PCR, inter-SSR amplification หรือ   single primer 
amplification reaction, SPAR หรือ random amplified microsatellite polymorphisms, 
RAMPs หรือ randomly amplified microsatellite, RAMs หรือ anchored microsatellite primer 
PCR, AMP-PCR หรือ Anchored simple sequence repeats, ASSR )  เปนตําแหนงทีอ่ยู
ระหวางไมโครแซทเทิลไลท 2 ตําแหนง  (Beckman และ Soller, 1990; Lagercrantz, Ellegren 



และ Anderson, 1993; Tautz และ Renz, 1984) เปนเทคนิคปรับปรุงมาจากเทคนิคไมโครแซท
เทลไลท (Bao และ Jonathan, 2001) เปนเทคนิคที่รวมเอาขอดีของ ไมโครแซทเทิลไลท เอเอฟ
แอลพี และอารเอพีดี  และปจจุบันนิยมกนัอยางกวางขวาง โดยอาศยัเทคนิคพีซีอารเพิ่มจาํนวนดี
เอ็นเอที่บริเวณระหวางไมโครแซทเทิลไลท 2 ตําแหนง (รูปที่ 2.1)   ใชลําดับไมโครแซทเทิลไลทเปน
ไพรเมอร (SSR primer)โดยสวนใหญจะมคีวามยาวประมาณ 16-25 นิวคลีโอไทด   ซึ่งจะเปนแบบ  
unanchored  (Gupta และคณะ,1994; Myer และคณะ, 1993)   จะเปนไดนวิคลีโอไทด (di-
nucleotide) เชน (GA)8  ,  (CT)4  , (AG)6   ไตรนิวคลีโอไทด (tri-nucleotide) เชน (ATA)2 , (CGT)4, 
(CTT)7  เตตระนิวคลีโอไทด(tetra-nucleotide) เชน (CTCA)2,  (ATTA)2 , (CGTG)7  หรือ เพนตะนิ
วคลีโอไทด (penta-nucleotide) เชน (CTCAT)2,  (ATGTA)2, (CGTTG)7  ก็ได (Pradeep, Sarla 
และ Siddig, 2002)    หรือจะเปน ไพรเมอรที่ถกูเติมดวย1-4 เบส ไดแก  3’-anchored เชน  
(CTT)7 GC , (AG)6AT  หรือเปน  5’-anchored เชน  CA(CGTG)7, GC(ATA)2   ถาเติมที่ปลาย5’ 
ของไพรเมอร จะทาํใหเกิดจํานวนแถบดีเอ็นเอมากขึ้น และเกิดความแตกตางมากขึน้ดวย (highly 
polymorphic) ถาเติมกิง่ที่ปลาย 3’  ของไพรเมอร จะทาํใหแถบดีเอ็นเอที่เกิดมีความชัดเจนขึ้นเมื่อ
เทียบกับ 5’-anchoredไพรเมอร (Pradeep และคณะ, 2002)  ไอเอสเอสอารเปนเครื่องหมาย
พันธกุรรมที่แสดงเฉพาะลักษณะเดน  เปนเทคนิคทีม่คีวามคลายคลึงกับเทคนิคอารเอพีดี แตใช
ไพรเมอรที่ใชมีความยาวมากกวา จึงทาํใหอุณหภูมิ annealing ที่ใชสูงกวาเพราะอุณหภูมิข้ึนกับ 
GC content ซึ่งโดยทั่วไปจะอยูในชวง 45-65 องศาเซลเซียส (Pradeep และคณะ, 2002)  จึงมี
ความหลากหลายมากกวา  และมีความสามารถในการทําซ้ํา ดีกวา (Fang และ Roose, 1997: 
GE and Sun, 1999: Ratnaparke, Tekeoglu และ Muehlbauxcer, 1998) ขอดีของเทคนิคนี้คอื 
ไมจําเปนตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมายที่เราตองการศึกษากอน ไมตองใชสาร
กัมมันตรงัสีเพือ่ติดฉลาก(Probe) มีความสามารถในการทําซ้ําสงู  เกดิความแตกตางสงู (Bao และ 
Jonathan, 2001)  ใชเวลาในการตรวจสอบผลสั้น สามารถตรวจสอบไดทั้งอะกาโรสเจล และโพ
ลีอคริลาไมดเจล  ราคาถูก ซึ่งความสามารถของไอเอสเอสอารจะขึ้นอยูกับความหลากหลาย และ
ความถี่ของไมโครแซทเทลไลท  โดยจะแตกตางกนัไปตามแตละสปชีส (Morgante และ Olivivieri, 
1993) 
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 รูปที่ 2.2   แสดงแผนภาพการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณตําแหนงไอเอสเอสอาร 
 
2.5   รายงานการศึกษาเกี่ยวกับเทคนคิไอเอสเอสอาร 

Yang และคณะ (1996) และ Nagaoka และ Olihara (1997) ไดศึกษาเปรียบเทียบ
ระหวางเทคนคิอารเอพีดี และ ไอเอสเอสอาร  พบวา ไอเอสเอสอาร  บอกความแตกตาง และมี
ความสามารถในการทําซ้าํดกีวา อารเอพีดี 

Hiromi และคณะ (1996)  ไดศึกษา closely linked ของ nuclear restore gene (Rf-1) 
ของขาว  โดยศึกษาเปรียบเทียบควมแตกตางระหวาง near-isogenic lines ที่มี Rf-1 gene คือ 
MTC-10R  และไมมี Rf-1 gene คือ MTC-10A  โดยใชเทคนิคไอเอสเอสอาร   ซึ่งในการทดลองได
ใชเอสเอสอารไพรเมอรทั้งหมด 76 ตัว  พบวามีเพียงไพรเมอรตัวเดยีวที่คือ (GA)8YC  ที่สามารถ
บอกความแตกตางระหวาง MTC-10R และ  MTC-10A ได แถบดีเอ็นที่บอกความแตกตาง 2 แถบ 
จากนั้นนําไปโคลนเขาพาหะ(vector) แลวนําไปหาลาํดับนิวคลีโอไทด เพื่อสรางไพรเมอรที่
เหมาะสมสาํหรับตรวจสอบความแตกตางระหวางยีน 2 ตัวนี ้

Ge and Sun (1999) ไดศึกษา genetic diversity ของ cryptovovoparous mangrove 
Aegiceras corniculatum  โดยใชเทคนิค allozyme และ ISSR  พบวา เทคนิค ISSR เปนเทคนคิที่
มี polymorphism สูง และเปน fingerprinting method ที่ดีสําหรับศึกษา สายพนัธุของพืช  

Lai และคณะ (2001) ไดศึกษา  genetic relationships ของชา (Camellia sinensis [L.] 
O. Kuntze) ระหวางสายพนัธุโคลน กับสายพนัธุพืน้เมอืง โดยใชเทคนิค อารเอพีดี และ ไอเอสเอส
อาร ทัง้หมด 37 ตัวอยาง ซึ่งประกอบดวย สายพันธุโคลนของจนี 21 ตัวอยาง สายพันธุโคลน
ของอัสสัม 3 ตัวอยาง สายพันธุลกูผสมระหวางจีน และแควนอัสสัม  และ สายพนัธุพืน้เมืองจาก
ไตหวัน 6 ตัวอยาง พบวาเกดิแถบที่บอกความแตกตาง (polymorphic band) ของ  อารเอพีดี และ 
ไอเอสเอสอาร  คือ 53 และ 56 แถบ ตามลําดับ   พบวาจาก แผนภาพของอารเอพีดี สามารถ



แบงกลุมชาทีศ่ึกษาออกเปน 3 กลุมใหญ  ไดแก สายพนัธุโคลนของจีน กับ สายพนัธุลูกผสม
ระหวางจนี และอัสสัม, สายพนัธุโคลนของอัสสัม และ สายพนัธุพื้นเมืองจากไตหวนั สวนผลจาก
แผนภาพของไอเอสเอสอาร แบงออกเปน 2 กลุมใหญ ไดแก สายพันธุโคลนของจนี กับ สายพันธุ
ลูกผสมระหวางจีน และอัสสัม และ สายพนัธุโคลนของอสัสัม กับ สายพันธุดัง้เดิมจากไตหวนั  และ
เมื่อนําผล ของ อารเอพีดี และ ไอเอสเอสอาร มาสรางแผนภาพรวมกนั ผลที่ไดแบงออกเปน 2กลุม
ใหญ เหมือนกับผลที่ไดจาก ไอเอสเอสอาร สามารถกลาวไดวาวาเทคนิคไอเอสเอสอาร สามารถ
จําแนกไดดีกวา และสามารถบอกความแตกตางไดดีสูงกวาอารเอพีด ี   และไดกลาววาเทคนิคไอ
เอสเอสอาร เหมาะสมที่ใชในการศึกษา genetic relationship และ genetic diversity ของสาย
พันธุชาที่มีความใกลชิดกนั  

Raina และคณะ (2001)  ไดศึกษาความเปลีย่นแปลงทางพันธุกรรม, ความสมัพันธ
ระหวางภายในสปชีส, ความหลากหลายของสายพันธุถั่วลิสง และ ความสัมพันทางพันธุกรมของ
ถั่วลิสง (Arachis hypogaea) และ สายพนัธุพืน้เมือง  โดยใชเทคนิคอารเอพีดี และไอเอสเอสอาร   
พบวาเกิดเปอรเซ็นตความแตกตาง (%polymorphism) เปน 42.7 และ 54.4 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ  และผลจากแผนภาพของอารเอพีดี , ไอเอสเอสอาร และ อารเอพีดี รวมกับ ไอเอสเอส
อาร พบวาสามารถแบงตัวอยางที่ศึกษาทัง้หมด 13 ตัวอยางออกเปน 4 กลุม ซึ่งสอดคลองกับการ
จัดกลุมทาง taxonomic  สามารถบอกความแตกตางภายในสปชีสได และยังสามารถบอกถงึบรรพ
บุรุษของสายพันธุถั่วลิสงไดดวย 

Bornet และคณะ (2002)  ไดศึกษาความหลากหลายทางพันธกุรรมของมันฝร่ังในยุโรป 
และอารเจนตนิา ทั้งหมด 28 ตัวอยาง แบงเปนยุโรป 24 ตัวอยาง และ อารเจนตินา 4 ตวัอยาง  
โดยใชเทคนิคไอเอสเอสอาร  ใชเอสเอสอารไพรเมอร 3 ชนิด ไดแก (GAG(CAA))5 , CTG(AG)8  
และ (AG)8  พบวาสามารถเกิดแถบที่บอกความแตกตางได  25 , 26 และ 26  แถบตามลาํดับ   
เมื่อนํามาจัดกลุมสามารถแบงออกเปน 2 กลุมไดตามแหลงพื้นที่คือ ยุโรป และอารเจนตินา   

Paulo และคณะ (2003) ไดศึกษาความสัมพนัธทางพันธกุรรม (Genetic relationship) 
ของสายพันธุกาแฟ และ ตรวจหาบรรพบรุุษ (Parantage determination) ของลูกผสมระหวางสป
ชีส (interspecific hybrid)  โดยเทคนิคไอเอสเอสอาร   ใชเอสเอสอารไพรเมอรในการศึกษา 14 
ชนิด จะมทีั้งการใชไพรเมอรตัวเดียว หรือผสมกัน 2 ไพรเมอร  เมื่อทาํการทดลองแลวพบวา มีแถบ
ดีเอ็นเอทัง้หมดที่เกิดขึ้น 230 แถบ และไพรเมอรที่ดีที่สดุ คือ ไดนิวคลีโอไทด คือ (GA)9T  รวมกบั 
ได-, ไตร- และเตตระ- นิวคลีโอไทด จะทาํใหเกิดชิน้สวนดีเอ็นเอ (DNA fragments) มากขึ้น และ
ยังบอกความแตกตางไดดีทีสุ่ดดวย  ทําใหทราบวา เทคนิคไอเอสเอสอารมีประสิทธิภาพที่ใชใน
การศึกษาสัมพันธทางพันธกุรรมของสายพันธุกาแฟ และ ยงัสามารถใชเทคนิคนี้ในการตรวจหา
บรรพบุรุษของสายพนัธุลูกผสมระหวางสปชีสได    



Gang และคณะ (2002) ไดศึกษาความสัมพนัธระหวาง Korean Allium sect. 
Sacculiferum  โดยเทคนิคไอเอสเอสอาร  ศึกษา 34 ตัวอยางซึง่เปนตวัแทน 6  taxa  พบวาความ
แตกตางกนัอยางมากระหวาง taxa  ซึ่งสามารถแบงออกเปน 2 กลุมใหญ คือ 23 กบั 11 ตัวอยาง 
ภายใน 11 ตวัอยางแบงออกเปน 6 กับ 5 ตัวอยาง ภายใน23ตัวอยางแบงออกเปน 18 กับ 5 
ตัวอยาง และใน 18 ตัวอยางแบงออกเปน 14 กับ 4 ตวัอยาง และใน 14 ตัวอยางแบงออกเปน 2 
กับ12 ตัวอยาง และใน 12 ตัวอยางแบงออกเปน 6 กับ 6 ตัวอยาง 

Adams และคณะ (2003) ไดศึกษาความสัมพนัธระหวางสารเทอรปนอยด  โดยใชเทคนิค
ไอเอสเอสอาร  อารเอพีด ี และไอทีเอส (internal transcribed spacer, ITS) ระหวางตนสน 
(Juniperus) 12 จีโนไทป  ซึ่งพบวามีความสัมพันธกันอยางมาก  โดยทัง้ 3 เทคนิค  ซึ่งตรงขามกนั
สารเทอรปนอยด มีความสมัพันธกนันอยมาก เนื่องมาจากทั้ง 12 จีโนไทปมาจากสปชีสที่แตกตาง
กัน  

Rakhee และคณะ (2004) ไดศึกษาความหลากหลายทางพนัธกุรรมของ Trigonella 
foenum–graecum และ Trigonella caerulea โดยเทคนิคอารเอพีด ีและ ไอเอสเอสอาร  ทัง้หมด 
26 ตัวอยาง  ซึ่งมาจากประเทศตางกัน  พบวา Trigonella foenum–graecum มีเปอรเซ็นตความ
แตกตางของอารเอพีดี และไอเอสเอสอาร คือ 70.12 และ 72 เปอรเซ็นต ตามลาํดับ  สวน 
Trigonella caerulea graecum มีเปอรเซ็นตความแตกตางของอารเอพีดี และไอเอสเอสอาร คอื 
94.83 และ 93.64 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  ผลจากการศึกษาแผนภาพ (Dendrogram) ของอารเอพี
ดี, ไอเอสเอสอาร และ อารเอพีดี รวมกับ ไอเอสเอสอาร พบวา ความสัมพันธุระหวาง geographic 
distance กับ ความหลากหลายทางพันธกุรรมของ Trigonella foenum–graecum และ 
Trigonella caerulea ไมสอดคลองกัน 

Terzopoulos และคณะ (2005)   โดยใชเทคนิคไอเอสเอสอาร  จําแนกความแตกตาง
ระหวางมะกอก (Olea europaea L.) 31 พื้นที่  ซึงเจริญเติบโตในประเทศกรีซ  เอสเอสอารไพร
เมอรที่ใชในการศึกษาม ี2 ชนิดคือ UBC-818 และ UBC-849 ซึ่งสามารถสราง 51 และ 33 แถบดี
เอ็นเอตามลาํดับ เมื่อนํามาสรางแผนภาพของทัง้ 31 พื้นที่จากการรวมไพรเมอรทั้ง 2 ชนิดเขา
ดวยกนั  พบวาทัง้ 31 พื้นทีแ่ตกตางกนัทัง้หมด   

Cano และคณะ (2005)  ใชเทคนิคไอเอสเอสอารในการจําแนก Microsporus canis 
strains ซึ่งเปนเชื้อราที่ทาํใหเกิดโรคกลาก  ทัง้หมด 24 ไอโซเลต (Isolated)  มาจากคนไขที่เปนคน
ผูปวย และสัตวเลี้ยง (สุนัข และแมว) ที่อยูใกลชิดกับผูปวย  โดยใชเอสเอสอารไพรเมอร 2 ชนิด คือ 
ACA(5’BDB(ACA)5) และ  CAA(5’DDB(CAA)5)  สามารถจัดออกเปน 21 จีโนไทป จาก 24 ไอโซ
เลต  ซึ่งพบวาตัวทีม่ีจีโนไทปเดียวกนั คือ ผูปวย และสตัวเลี้ยงที่มีความใกลชิดกนั  เทคนิคไอเอส
เอสอารสามารถจําแนก Microsporus canis strains ไดอยางมีประสิทธิภาพ 



 ดังที่กลาวมาขางตน จงึเปนเหตุผลที่เลอืกเทคนิคไอเอสเอสอาร เพื่อใชศึกษาความ
หลากหลายของเปลาใหญในประเทศไทย และยงัไมมรีายงานการศกึษาเปลาใหญในประเทศไทย
ในระดับชีวโมเลกุล นอกจากนี้มีรายงานกอนหนานี้วา องคประกอบของสารจากเปลือกตนเปลา
ใหญ ทีม่าจากพืน้ที่แตกตางกนั จะมีองคประกอบทางเคมีที่แตกตางกันดวย  จงึเปนมูลเหตุจูงใจ
ในการทําการศึกษา ความสัมพนัธระหวางขอมูลทางชีวโมเลกุลของเปลาใหญ กับองคประกอบ
ทางเคมีจากเปลือกตนเปลาใหญ   

  
2.6   องคประกอบทางเคมีที่พบในตนเปลาใหญ 
 จากการรวบรวมขอมูลองคประกอบทางเคมีของเปลาใหญ ตั้งแตป คศ.1968 ถึง 2004 
แสดงในตารางที ่2.1  
 Rao, Sachdev และ Singh (1968) ไดพบ diterpene alcohol, oblongifoiol ซึ่งรวมอยู
กับ β-sitosterol  จากเปลือกตนเปลาใหญ  
 Aiyar, Rao, Sachev และ  Seshadri (1969)  ไดพบ deoxyoblongifoliol จาก เปลอืกตน
เปลาใหญ  

Aiyar และ Seshadri (1971)   ไดพบ 3 ชนิด ไดแก  ent-isopimara-7,15-diene  
19-hydroxy-ent-isopimara-7,15-diene  และ   ent-isopimara-7,15-diene-19-aldehyde จาก
เปลือกลําตนเปลาใหญ 

Aiyar และ Seshadri (1971)   ไดพบ oblongifeiol  และ deoxyoblongifoliol  ซึ่งระบุได
วาเปน  ent-isopimara-7,15-diene-3β-ol  และ    ent-isopimara-7,15-diene-3β ,19-diol  
ตามลําดับ 

Aiyar และ Seshadri (1971)   ไดพบ Acetyl aleuritolic acid และ 3β-acetoxy-olean-
14(15)-ene-28-oic acid พบ จาก เปลือกลําตนเปลาใหญ 

Aiyar และ Seshadri (1972)   ไดพบสาร 2 ชนิดที่ใกลเคียงกับ furanoid diterpenes จาก
เปลือกตนเปลาใหญ  ตัวแรกไดแก ent-15,16-epoxy-3,11,13(16),14-clerodatetraen-19-oic 
acid  ซึ่งมีชือ่สามัญคือ 11-dehydro-(—)–hardwickiic acid  และอีกตัวคือ (—)-hardwickiic 
acid   

โสภณ เริงสาํราญ และคณะ (1998) ไดพบ cembranoid 2 ชนิด คือ  crotocembraneic 
acid และ neocrotocembraneic acid  จากเปลือกลาํตนัเปลาใหญ จงัหวัด เพชรบูรณ  

โสภณ เริงสําราญ และคณะ (1999)  ไดพบสารประกอบ  labdane diterpene  ไดแก 
labda-7,12(E),14-triene  labda-7,12(E),14-triene-17-al  labda-7,12(E)-14-triene-17-ol  และ 



labda-7,12(E),14-triene-17-oic acid  จาก เปลาใหญ อําเภอปราณบุรี  จังหวัดประจวบคีรีขันธ   
และในปเดียวกัน   

โสภณ เริงสาํราญ และคณะ (1999) ไดพบ cembranoid diterpenoids  และ 
neocrotocemcranal  จากเปลือกลําตนเปลาใหญ  อําเภอบึงสามพัน  จงัหวัดเพชรบูรณ   

โสภณ เริงสําราญ และคณะ (1999)  ไดพบ labdane diterpenoids 3 ชนิด ไดแก  
2-acetoxy-3-hydrosy-labda-8(17),12(E),14-triene,3-acetoxy-2-hydroxy-labda-
8(17),12(E),14-triene  และ   2,3-dihydroxy-labda-8(17),12(E),14-triene   จากเปลือกลําตน
เปลาใหญ  อําเภอวังสะพุง  จังหวัดเลย  
 โสภณ เริงสาํราญ และคณะ (2003)  ไดพบ halimane diterpenoids 3 ชนิด  ไดแก 
crotohalimaneic acid,    crotohalimoneic acid   และ 12-benzoyloxycrotohalimaneic acid  
จากเปลือกลาํตนเปลาใหญ  อําเภอปากชอง  จงัหวัดนครราชสีมา  

สารประกอบทีเ่ปนองคประกอบหลักในเปลอืกตนเปลาใหญเปนสารประกอบประเภทได-
เทอรปนอยด แบงออกเปน 10 กลุม คือ cembrane diterpenoids, pimarane diterpenoids, 
clerodane diterpenoids, isopimarane diterpenoids, labdane diterpenoids,  halimane 
diterpenoids, cleistanthane diterpenoids, kaurane diterpenoids, trachylobane 
diterpenoids และ abeitane diterpenoids  (พัชรา บุญญามณี, 2001 และ Praworada 
chonsuk, 2004) 
 
2.7  โครงสรางองคประกอบทางเคมีในกลุมไดเทอรปนอยดที่พบในเปลือกตนเปลาใหญ 
1.  Cembrane diterpenoid 
 

COOH                                      COOH  
 

crotocembraneic acid         poilaneic acid 
 



COOH                                 CHO  
 

             neocrotocembraneic acid                    neocrotocembranal 
 
2.  Pimarane diterpenoids 
 

HOOC

H

                             OH

H

 
  

oblongofolic acid    19-deoxyoblongifoliol 
 

HOH2C

H

 
 

oblongifoliol 
 
3.  Clerodane diterpenoids 
 

H

COOH

O

                                                           

H

COOH

O

 
         

(-)-Hardwickiic acid        11-dehydro-(-)-hardwickiic acid 



4.  Isopimarane diterpenoids 
 

H

                                                       

H

CHO  
 
ent-isopimara-7,15-diene   ent-isopimara-7,15-diene-19-aldehyde 
 
5.  Labdane diterpenoids 
 

R

 
 
 

                               R = CH3     labda-7,12(E),14-triene 
         CH2OH labda-7,12(E),14-triene-17-ol 
         CHO labda-7,12(E),14-triene-17-al 
         CO2H labda-7,12(E),14-triene-17-oic acid 
 
 

R1O

R2O
H  

 
 
  R1  R2 
  CH3CO  H      2-acetoxy-labda-8(17),12(E),14-triene-3-ol 
  H  CH3CO      3-acetoxy-labda-8(17),12(E),14-triene-2-ol 
  H  H      labda-8(17),12(E),14-triene-2,3-diol 



6.  Halimane diterpenoids 

O

COOH

O

                                                              COOH

O

 
        

crotohalimoneic acid                crotohalimaneic acid 
 
7.  Cleistanthane diterpenoids 
 

HOOC

 
                                            

cleistantha-4,13,15-triene-3-oic acid 
 
8.  Kaurane diterpenoids 
 

COOH  
 

ent-kaur-16-en-19-oic acid 
9. Trachylobane diterpenoids 

 

HOOC  
 

trachyloban-19-oic-acid 



10.  Abeitane diterpenoids 
 

O  
 

abeita-7,13-dien-3-one 
 
ตารางที ่2.1   แสดงองคประกอบทางเคมขีองตนเปลาใหญ 

องคประกอบทางเคม ี บริเวณ เอกสารอางอิง 
Diterpenoids 
1. Cembrane diterpenoid 

 
 

 
 

crotocembraneic acid เปลือกลําตน Surachetthapan, 1996; 
Roengsumran และคณะ., 1998 

neocrotocembraneic acid ใบ Achayindee, 1996 
 เปลือกลําตน Roengsumran และคณะ., 1998 

neocrotocembranal เปลือกลําตน Roengsumranและคณะ., 1998b 
polianeic acid เปลือกลําตน Boontha, 2000 
(2E,7E,11E)1-isopropyl-1,4-           
dihydroxy-4,8-
dimethycyclotetradeca-2,7,11-
triene-12-carboxylic acid 

 
 
 
 

เปลือกลําตน 

 
 
 
 
Tanwattanakun, 1999 

2.  Pimarane diterpenoids   
oblongifoliol เปลือกลําตน Rao และคณะ., 1968 

 เปลือกราก,ไม Aiyar และ Seshadri ,1972b 
19-Deoxyoblongifoliol เปลือกลําตน Rao และคณะ., 1968 

 เปลือกราก,ไม Aiyar และ Seshadri ,1972b 
oblongifolic acid เปลือกลําตน Aiyar และ Seshadri ,1970 

 เปลือกราก,ไม Aiyar และ Seshadri ,1972b 



ตารางที่ 2.1 แสดงองคประกอบทางเคมีของตนเปลาใหญ (ตอ) 
องคประกอบทางเคม ี บริเวณ เอกสารอางอิง 

ent-isopimara-7,15-diene เปลือกลําตน Aiyar และ Seshadri ,1971b 
 เปลือกราก,ไม Aiyar และ Seshadri ,1972b 

ent-isopimara-7,15-diene-19-
aldehyde 

 
เปลือกลําตน 

 
Aiyar และ Seshadri ,1971b 

 เปลือกราก,ไม Aiyar และ Seshadri ,1972b 
19-hydroxy-ent-Isopimara-7,15-
diene 

เปลือกลําตน Aiyar และ Seshadri ,1971b 

3-Deoxyoblongifoliol เปลือกลําตน Aiyar และ Seshadri ,1971a 
 เปลือกราก,ไม Aiyar และ Seshadri ,1972b 

(—)-Pimara-9(11),15-diene-19-
oic acid (Acanthoic acid) 

 
เปลือกลําตน 

 
Tanwattanakun, 1999 

(—)-Pimara-9(11),15-diene-19-ol เปลือกลําตน Tanwattanakun, 1999 
3.  Clerodane diterpenoids   

isokolavenol เปลือกลําตน Singtothong P,1999 
nasimalun A เปลือกลําตน Hasan C.M,2000: 

Ruangraweewat N,2001 
crovatin เปลือกลําตน Siriwat, 2000 
croblongifolin เปลือกลําตน Roengsumran และคณะ., 2002 
(—)-hardwickiic acid เปลือกราก,ไม Aiyar และ Seshadri ,1972b 

 เปลือกลําตน Aiyar และ Seshadri ,1972a; 
Surachethapan, 1996; 
Baiagern, 1999; 
Sirimongkun, 2000; 
Sriyangnok, 2000 

11-dehydro-(—)- hardwickiic 
acid 

เปลือกลําตน Aiyar และ Seshadri ,1972a 

 เปลือกราก,ไม Aiyar และ Seshadri ,1972b 
 
 



ตารางที่ 2.1 แสดงองคประกอบทางเคมีของตนเปลาใหญ (ตอ) 
องคประกอบทางเคม ี บริเวณ เอกสารอางอิง 

(—)-20benxyloxyhardwickiic acid เปลือกลําตน Baiagern, 1999 
methyl-15,16-epoxy-12-oxo-
3,13(16),14-clerodatriene-20,19-
olide-17-oate 

 
 

เปลือกลําตน 

 
 
Tanwattanakun, 1999 

4.  Isopimarane diterpenoids   
ent-isopimara-7,15-diene เปลือกลําตน Aiyar และ Seshadri, 1971b 
ent-isopimara-7,15-diene-19-
aldehyde 

เปลือกลําตน 
เปลือกราก 

Aiyar และ Seshadri, 1972b 
Aiyar และ Seshadri, 1971b 

5.  Labdane diterpenoid   
labda-7,12(E),14-triene เปลือกลําตน Roengsumran และคณะ, 1999a 
labda-7,12(E),14-triene-17-al เปลือกลําตน Roengsumran และคณะ, 1999a 
labda-7,12(E),14-triene-17-ol เปลือกลําตน Roengsumran และคณะ, 1999a 
labda-7,12(E),14-triene-17-oic 
acid 

 
เปลือกลําตน 

 
Roengsumran และคณะ, 1999a 

3-acetoxy-labda-8,(17),12(E),14-
triene-2-ol 

 
เปลือกลําตน 

Kuptiyanuwat, 1999; 
Roengsumran และคณะ, 2001 

2-acetoxy-labda-8,(17),12(E),14-
triene-3-ol 

 
เปลือกลําตน 

Kuptiyanuwat, 1999; 
Roengsumran และคณะ, 2001 

labda-8(17),12(E),14-triene-2,3-
diol 

 
เปลือกลําตน 

Kuptiyanuwat, 1999; 
Roengsumran และคณะ, 2001 

labda-7,13(Z)-diene-17,12-olide  
เปลือกลําตน 

 
Baiagern, 1999 

labda-7,13(Z)-diene-17,12-olide-
15-ol 

 
เปลือกลําตน 

 
Baiagern, 1999 

6-acetoxy-12(E),14-labdadiene-
7,8-diol 

 
เปลือกลําตน 

 
Boontha, 2000 

12(E),14-labdadiene-6,7,8-triol  
เปลือกลําตน 

 
Boontha, 2000 

nidorellol เปลือกลําตน Roengsumran และคณะ., 2002 



ตารางที่ 2.1 แสดงองคประกอบทางเคมีของตนเปลาใหญ (ตอ) 
องคประกอบทางเคม ี บริเวณ เอกสารอางอิง 

ent-8(17),12E,14-labdatrien-18-
oic acid 

 
เปลือกลําตน 

 
Pattamadilok, 1998 

12,15-epoxy-8(17),12,14-
labdatriene 

 
เปลือกลําตน 

Pattamadilok, 1998 

12(E),14-labdadiene-7,8-diol เปลือกลําตน Boontha, 2000 
(5S,8S,9S,10R,12S,13S)-8,13-
epoxy-12-hydroxy-labda-1,14-
dien-3- 

 
 

เปลือกลําตน 

 
 
Permpanya, 2003 

(5S,8S,9S,10R,12S,13S)-8,13-
epoxy-12-hydroxy-labda-1,-14-
dien-3-one 

 
 

เปลือกลําตน 

 
 
Permpanya, 2003 

6.  Halimane diterpenoids   
cotohalimaneic acid                       เปลือกลําตน Roengsumranและคณะ 

Singtothong P , 1999 
bnzoyl crotohalimaneic acid  

เปลือกลําตน 
Roengsumran และคณะ  และ
Singtothong P , 1999 

crotohalimoneic acid เปลือกลําตน Singtothong P , 1999 
7.  Cleistanthane diterpenoids   

cleistantha-4,13(17),15-triene-3-
oic acid 

 
เปลือกลําตน 

 
Siriwat, 2000 

3,4-seco-cleistantha-
4(18),13(17),15-trien-3-oic acid 

 
เปลือกลําตน 

 
Siriwat, 2000; 
Sriyangnok, 2000 

8.  Kaurane diterpenoids   
kaur-16-en-19-oic acid เปลือกลําตน Sirimongkhon, 2000 
kuar-16-en-19-ol เปลือกลําตน Sirimongkhon, 2000 
16,17-epoxy-kuar-19-oic acid เปลือกลําตน Sirimongkhon, 2000 
17-hydroxykaur-15-en-19-oic 
acid 

เปลือกลําตน Sirimongkhon, 2000 



ตารางที่ 2.1 แสดงองคประกอบทางเคมีของตนเปลาใหญ (ตอ) 
องคประกอบทางเคม ี บริเวณ เอกสารอางอิง 

9.  Trachylobane diterpenoids   
trachyloban-19-oic acid เปลือกลําตน Boontha, 2000 

10.  Abeitane diterpenoids   
aeita-7,13-diene-3-one เปลือกลําตน Sirimongkhon,  2000 

Triterpenoids 
acetyl aleuritolic acid 

 
เปลือกลําตน 

 
Aiyar และคณะ., 1971c 

Coumarin 
7-hydroxy-6-methoxycoumarin 

 
ไม 

 
Chaicharoenpong, 1996 

Steroids 
β-sitosterol 

 
เปลือกลําตน 

 
Rao และคณะ., 1968 

 ไม Chaicharoenpong, 1996 
 ใบ Achayindee, 1996 

campesterol ไม Chaicharoenpong, 1996 
 เปลือกลําตน Patamadilok, 1998 
stigmasterol ไม Chaicharoenpong, 1996 

 ใบ Achayindee, 1996 
 เปลือกลําตน Patamadilok, 1998 
Steroid Glucoside 

β-sitosteryl-3-O-β-D-
glucopyranoside 

 
 
ไม 

 
 
Chaicharoenpong, 1996 

 เปลือกลําตน Surachethapan, 1996 
campestery 3-O-β-D- 
glucopyranoside 

 
ไม 

 
Chaicharoenpong, 1996 

 เปลือกลําตน Surachethapan, 1996 
stigmateryl-3-O-β-D- 
glucopyranoside 

 
ไม 

 
Chaicharoenpong, 1996 

 เปลือกลําตน Surachethapan, 1996 
 
 



ตารางที่ 2.1 แสดงองคประกอบทางเคมีของตนเปลาใหญ (ตอ) 
องคประกอบทางเคม ี บริเวณ เอกสารอางอิง 

Miscellaneous 
Mixture of long chain aliphatic 
hydrocarbon (C27-C33) 

 
 
ไม 

 
 
Chaicharoenpong, 1996 

 ใบ Achayindee, 1996 
Mixture of long chain aliphatic 
carboxylic acids (C18, C22-C34) 

 
ไม 

 
Chaicharoenpong, 1996 

Mixture of long chain alcohols 
 (C28-C29, C31-C32, C34)  

 
ใบ 

 
Achayindee, 1996 

6,10,14-trimethyl-2-
pentadecanone 

ใบ Achayindee, 1996 

potassium chloride ใบ Achayindee, 1996 
 



 
บทที่3 

 
อุปกรณ และวิธกีารทดลอง 

 
3.1  เครื่องมือ และอุปกรณในการทดลอง 
      3.1.1  วัสดุ และเครื่องมือ   
          3.1.1.1  เครื่อง PCR T Gradient software version4.220 ของบริษัท Whatman  

Biometra 
3.1.1.2 เครื่อง Electrophoresis รุน AE-6111 ของบริษัท ATTO 
3.1.1.3 เครื่อง Micro centrifuge 220 VAC 
3.1.1.4 เครื่อง Water bath 
3.1.1.5 เครื่อง Mini Sub DNA cell ของบริษัท BIO-RAD 
3.1.1.6 เครื่อง Microwave ของบริษัท Sharp 
3.1.1.7 เครื่อง Rotary vacuum evaporator ของบริษัท Buchi 
3.1.1.8 เครื่อง Power supply Model 200/2.0 ของบริษัท Bio-rad 
3.1.1.9 เครื่อง UV Transilluminator ของบริษัท Bio-rad 
3.1.1.10 เครื่อง Vortex-Genie 2 ของบริษัท Scitific industries 
3.1.1.11 เครื่อง Autoclave 
3.1.1.12 เครื่อง UV-Lamp 
3.1.1.13 เครื่อง Varian NMR spectrometer 400 MHz 
3.1.1.14 กระบอกตวง 
3.1.1.15 หลอดไมโครเซนติฟวส ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (1.5 mL Microcentrifuge tube) 
3.1.1.16 ถุงมือยางผาตดั 
3.1.1.17 ตูแช -20 องศาเซลเซียส ของบริษัท Sharp 
3.1.1.18 ตูเย็น ของบริษัท Sharp 
3.1.1.19 โกรงบดยา (Motar) 
3.1.1.20 หลอดพีซีอาร ขนาด 200 ไมโครลิตร (200 µL PCR) 
3.1.1.21 หลอด NMR (NMR tube) 
3.1.1.22 ปเปตตทิป (Pipette tip) 
3.1.1.23 แผน TLC aluminum sheets 20x20 mm silica gel 60F254 ของบริษัท Merck 
3.1.1.24 ไมโครไปเปตต (Micro pipette) ของบริษัท Gilson 



3.1.1.25  บิกเกอร (Beaker) 
3.1.1.26 กระดาษกรอง (Filter papers 93 wet strengthened circles 125 mm dia                    

ของบริษัท Whatman 
3.1.1.27  จุกยาง (Dropper) 
3.1.1.28  หลอดหยด (Pastuer pipette) 
 

    3.1.2  สารเคมี  
3.1.2.1.   อะกาโรสเจล  (Agarose gel  A low EEO research grade) ของบริษทั Serva 
3.1.2.2   บอริค แอซิด (Boric acid) ของบริษัท Sigma 
3.1.2.3   โบรโมฟนอลหลู (Bromophenol blue) ของบริษัท Scharlau 
3.1.2.4   โบรวีน ซีรัม อัลบูมิน (Brovine serum albumine, BSA) 
3.1.2.5   (Cetytrimethylammonium bromide, CTAB)  
3.1.2.6   คลอโรฟอรม (Chloroform)  ของบริษัท Scharlau 
3.1.2.7   คลอโรฟอรม-ด1ี (Chloroform-D1 deuteration degree min 99.8% for NMR     

spectroscopy) ของบริษัท Merk  
3.1.2.8   ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด (Deoxyribonucleotide, dNTP)  
3.1.2.9   เอธิลีนไดเอมีนเตตระอะซตีิก แอซิท (Ethylenediaminetetraacetic acid, 

EDTA)  ของบริษัท Scharlau 
3.1.2.10 แอบโซลูท เอธานอล (Absolute ethanol)  ของบริษัท Merk 
3.1.2.11 เอธิเดียม โบรไมด (Ethidium bromide)  ของบริษัท Scharlau 
3.1.2.12 เอทิล อะซเิตท (Ethyl acetate analysis grade) ของบริษัท Merk 
3.1.2.13 กลีเซอรอล (Glycerol) ของบริษัท Scharlau 
3.1.2.14 เฮกเซน (Hexane analysis grade) ของบริษัท Merk   
3.1.2.15 เมธานอล (Methanol analysis grade) ของบริษัท Merk 
3.1.2.16 ไอโซเอมลิ แอลกอฮอล (Isoamyl alcohol)  ของบริษทั Scharlau 
3.1.2.17 แมกนีเซยีม คลอไรด (Magnesium chloride)  ของบริษทั Sigma 
3.1.2.18 ไพรเมอร  :  ไพรเมอร 820  5’- GTGTGTGTGTGTGTGTC -3’   

                     ไพรเมอร 823 5’- TCTCTCTCTCTCTCTCC -3’ 
                     ไพรเมอร 857 5’- ACCACACACACACACYG -3’ 
                     ไพรเมอร 818  5’- CACACACACACACACAG -3’ 

                        ไพรเมอร 807 5’- AGAGAGAGAGAGAGAGT -3’ 



         ไพรเมอร GR(TC)5         5’- GRTCTCTCTCTC -3’  
                                              ไพรเมอร CRN2(CTT)5   5’- CRNNCTTCTTCTTCTTCTT -3’ 
                                              ไพรเมอร BSC(GA)8       5’- BSCGAGAGAGAGAGAGAGA -3’ 
            ไพรเมอร G-02          5’- GGGAGTGAGG -3’ 
            ไพรเมอร G-06               5’- GTGCTTAAGC -3’   

ไพรเมอร G-08               5’- TCACGTCCAC -3’ 
ไพรเมอร G-13               5’- GTCTCCGCGA -3’ 
ไพรเมอร G-17            5’- GTATCAGAGC -3’ 
ไพรเมอร OPD-05          5’- TGAGCGGACA -3’ 
ไพรเมอร OPC-02          5’- GTGAGGCGTC -3’ 
ไพรเมอร OPC-05          5’- GATGACCGGC -3’ 
ไพรเมอร OPC-11          5’- AAAGCTGCGG -3’ 

หมายเหต ุ R = G หรือ A ;  S = C หรือ G ; B = C และ G หรือ T ; N = A และ C และ G  
และ G หรือ T     

3.1.2.19 โพลีไวนิว ไพโรลิโดน 6000  (Polyvinyl pyrolidone 6000, PVP)  ของบริษัท 
Serva 

3.1.2.20 ไรโบนิวคลีเอส (Ribonuclease, RNase)   
3.1.2.21 แทค โพลเีมอเรส (Tag DNA polymerase (recombinant) concentration 

5U/µL)ของบริษัท Fermentas 
3.1.2.22 ทริส เบส Tris-base  ของบริษัท Scharlau  
3.1.2.23 100 bp + 1.5 kb  DNA ladder  ของบริษัท Sibenzyne 
3.1.2.24 2- เมอรแคปโตเอธานอล (2- mercapthoethanol)  ของบริษัท Scharlau 
3.1.2.25 ไอโซโพรพานอล  (Isopropanol) ของบริษัท Scharlau 
3.1.2.26 แอสคอบิค แอซิด (Ascorbic acid) ของบริษัท Scharlau 
 

3.2   วธิีการทดลอง 
3.2.1    การเกบ็ตัวอยาง 
   3.2.1.1  ใบ 

ในการวิจัยนี้ไดเก็บตัวอยางใบเปลาใหญจากแหลงตางๆในประเทศไทย (ตารางที่
3.1) เชน  เชียงใหม  ชัยภมูิ  กาฬสินธุ  ขอนแกน  กาญจนบุรี  มหาสารคาม  นครราชสีมา  
ประจวบคีรีขันธ  พะเยา  เพชรบูรณ  ราชบรีุ  สระแกว  สกลนคร  สระบุรี  อุดรธาน ีเปนตน  เก็บ



ตัวอยางโดยตดัใบเปลาใหญเปนชิ้นขนาด 1 x 1 เซนติเมตร ทาํใหแหงโดยเก็บในถุงพลาสตกิที่
บรรจุซิลิกาเจล เพื่อนํามาสกัดดีเอ็นเอ 

 3.2.1.2   เปลอืก 
ในการวิจัยนี้ไดเก็บตัวอยางเปลือกตนเปลาใหญจากแหลงตางๆ เพื่อใชในการ

วิเคราะหองคประกอบทางเคมี  โดยใชเปลือกที่บริเวณลําตน นาํมาบดดวยเครือ่งบด แลวอบให
แหงที่อุณหภมูิ 60 องศาเซลเซียส  นาน 72 ชั่วโมง แลวนาํมาใชในการวิเคราะห (ถาหากยังไมใช .
ในทนัทีจะเก็บตัวอยางเปลือกไวในตู -20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะทาํมาวิเคราะห) 
ตารางที่3.1  ตัวอยางเปลาใหญที่ศึกษา และแหลงที่มา 
 
ตัวอยางที ่ รหัส แหลงที่มา 

1 CH1 วัดทุงหลวง  ตาํบลแมแตง  อําเภอแแมแตง  จังหวัดเชยีงใหม 
2 CP1 ตําบลภูพระ    อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
3 CP2 ตําบลภูพระ    อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
4 CP3 ตําบลภูพระ    อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
5 CP4 ตําบลภูพระ    อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
6 CP5 ตําบลภูพระ    อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
7 CP6 ตําบลภูพระ    อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
8 CI1 บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
9 CI2 บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
10 CI3 บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
11 KA1 หมู13  ตาํบลยางตลาด  อําเภอยางตลาด  จงัหวัดกาฬสินธุ 
12 KA2 บานเปอย  ตําบลหัวงัว  อําเภอยางตลาด  จังหวัดกาฬสนิธุ 
13 KH3 อําเภอเมือง  ตําบลศิลา  จงัหวัดขอนแกน 
14 KY1 บานยางโทน  จังหวัดกาญจนบุรี 
15 KY3 บานยางโทน  จังหวัดกาญจนบุรี 
16 KY4 บานยางโทน  จังหวัดกาญจนบุรี 
17 KY5 บานยางโทน  จังหวัดกาญจนบุรี 
18 KY6 บานยางโทน  จังหวัดกาญจนบุรี 
19 KY7 บานยางโทน  จังหวัดกาญจนบุรี 
20 KY8 บานยางโทน  จังหวัดกาญจนบุรี 
21 KS1 อําเภอไทรโยคนอย  จังหวัดกาญจนบุรี 



ตัวอยางที ่ รหัส แหลงที่มา 
22 MA1 ตําบลตลาด  อําเภอเมือง  จังหวัดมหาสารคาม 
23 MA2 ตําบลปะหลาน  อําเภอพยคัฒภูมิพิสัย  จังหวัดมหาสารคาม 
24 UN1 จังหวัดประจวบคีรีขันธ 
25 UN2 จังหวัดประจวบคีรีขันธ 
26 PK เขาแดง จงัหวดัประจวบคีรีขันธ 
27 PU1 คายพระมงกฎุ  จังหวัดประจวบคีรีขันธ 
28 P1.5 คายพระมงกฎุ  จังหวัดประจวบคีรีขันธ 
29 P400 คายพระมงกฎุ  จังหวัดประจวบคีรีขันธ 
30 PA1 277 หมู5  ตาํบลหวยลาน  อําเภอดอกคําใต  จังหวัดพะเยา 
31 PA2 277 หมู5  ตาํบลหวยลาน  อําเภอดอกคําใต จังหวัดพะเยา 
32 PL1 น้ําตกปาละอู  ตําบลหวยสัตวใหญ  อําเภอหัวหิน  จงัหวดั

ประจวบคีรีขันธ 
33 PL2 น้ําตกปาละอู  ตําบลหวยสัตวใหญ  อําเภอหัวหิน จังหวัด

ประจวบคีรีขันธ 
34 PM1 อาวมะนาว  จงัหวัดประจวบคีรีขันธ 
35 PM2 อาวมะนาว  จงัหวัดประจวบคีรีขันธ 
36 PH1 บานปรางไม ตําบลสระประดู   อําเภอวิเชยีรบุรี  จังหวัดเพชรบูรณ 
37 PH2 อําเภอเมือง  จังหวัดเพชบูรณ 
38 PH3 อําเภอเมือง  จังหวัดเพชบูรณ 
39 PH4 อําเภอเมือง  จังหวัดเพชบูรณ 
40 PH5 อําเภอเมือง  จังหวัดเพชบูรณ 
41 RA1 อําเภอเมือง  จังหวัดราชบุรี 
42 SA1 ปาชุมชนบานน้ําลอม  ตําบลทาแยก  อําเภอเมือง  จงัหวัดสระแกว 
43 SK1 จังหวัดสกลนคร 
44 SU1 อําเภอเมือง  จังหวัดสิงหบุรี 
45 CA1 ตําบลนาเสี่ยว  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
46 CA2 ตําบลนาเสี่ยว  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
47 CA3 ตําบลนาเสี่ยว  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
48 UD1 บานหนองบัว  จังหวัดอุดรธาน ี



ตัวอยางที ่ รหัส แหลงที่มา 
49 NP บานปอแดง  จังหวัดนครราชสีมา 
50 NR3 อําเภอปกธงชยั  สะแกราช  จังหวัดนครราชสีมา 
51 NR4 อําเภอปกธงชยั  สะแกราช  จังหวัดนครราชสีมา 
52 NR5 อําเภอปกธงชยั  สะแกราช  จังหวัดนครราชสีมา 
53 NR7 อําเภอปกธงชยั  สะแกราช  จังหวัดนครราชสีมา 
54 NR8 อําเภอปกธงชยั  สะแกราช  จังหวัดนครราชสีมา 
55 NR10 อําเภอปกธงชยั  สะแกราช  จังหวัดนครราชสีมา 
56 TA1 อําเภอภูพาน  จังหวัดสกลนคร 
57 TA2 อําเภอภูพาน  จังหวัดสกลนคร 
58 TA3 อําเภอภูพาน  จังหวัดสกลนคร 
59 TA5 อําเภอภูพาน  จังหวัดสกลนคร 
60 TA6 อําเภอภูพาน  จังหวัดสกลนคร 
61 TA7 อําเภอภูพาน  จังหวัดสกลนคร 
62 TA24 กองบนิ 56  อาวมะนาว  จงัหวัดประจวบคีรีขันธ 
63 CHe1 อําเภอบึงสามพัน  จงัหวัดเพชรบูรณ 
64 SN1 อําเภอเมือง  จังหวัดสกลนคร 
65 SB1 อําเภอแกงคอย  ตาํบลบานผักแพว  จงัหวดัสระบุรี 
66 KH1 หมู 6 บานหนองใหญ ตาํบลในเมือง   อําเภอเมือง  จงัหวัดขอนแกน 
67 JA บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
68 JB บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
69 JC บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
70 JD บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
71 JE บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
72 JF บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
73 JG บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
74 JH บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
75 JI บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
76 JJ บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
77 JK บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 



ตัวอยางที ่ รหัส แหลงที่มา 
78 JL บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
79 JM บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
80 JN บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
81 JO บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
82 JP บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
83 JQ บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
84 JR บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
85 HA บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
86 HB บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
87 HC บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
88 HD บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
89 HE บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
90 HF บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
91 HG บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
92 HH บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
93 HI บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
94 HG บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
95 HK บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
96 HL บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
97 HM บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
98 HN บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
99 HO บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ

100 HP บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
101 HQ บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
102 HR บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
103 HS บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
104 HT บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
105 HU บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
106 QA ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ



ตัวอยางที ่ รหัส แหลงที่มา 
107 QB ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
108 QC ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
109 QD ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
110 QE ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
111 QF ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
112 QG ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
113 QH ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
114 QI ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
115 QJ ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ

 
3.2.2  วิเคราะหดีเอ็นเอ 

3.2.2.1 สกัดดเีอ็นเอ (Zhou และคณะ, 1999) 
   ทําการสกัดดีเอ็นเอจากใบเปลาใหญ ชั่งใบเปลาใหญแหง 20–50 
มิลลิกรัม บดใบโดยใชโกรงเติมสารละลาย washing buffer ปริมาตร 1000 ไมโครลติร จนละเอยีด 
แลวถายลงในหลอดไมโครเซนติฟวสขนาด 1.5 ไมโครลิตร (1.5 mL microcentrifuge tube)  ปน
เหวีย่งที1่5000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 3 นาที เทสวนในทิ้ง  เตมิ สารละลาย washing buffer แลว
ทําตามขั้นตอนซ้ําอกี 2 คร้ัง  เติมสารละลาย CTABปริมาตร 700 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูม ิ 65 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 60 นาท ี  เติมสารละลายผสมระหวางคลอโรฟอรม กบั ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล (Chloroform : Isoamyl alcohol)  ในอัตราสวน 24:1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสม
ใหเขากนัโดยใชวอรเทค (Vortex)  ปนเหวีย่งที ่15000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 8 นาท ี ถายสวนใสที่
อยูชั้นบนใสหลอดไมโครเซนติฟวสหลอดใหม  เติมคลอโรฟอรม ตอ ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
อัตราสวน 24:1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร อีกครั้งผสมใหเขากันโดยใชวอรเทค  ปนเหวี่ยงที ่15000 
รอบตอนาที เปนเวลา 8 นาที  ถายสวนใสที่อยูชัน้บนใสหลอดไมโครเซนติฟวสหลอดใหม  เติมไอ
โซโพรพานอล (Isopropanol) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร แชในน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที  ปนเหวีย่ง
ที่ 8000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 10 นาท ี  เทสวนใสทิง้ เติมสารละลายเอทานอล 80 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที ่ 8000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาท ี เทสวนใสทิง้  ทิ้งให
ตะกอนใหแหงที่อุณหภูมหิอง  เติมน้าํกลัน่ปริมาตร 100 ไมโครลิตร   เติม RNase 1 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากนับมที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  เติม PEG 60 ไมโครลิตร ผสม
ใหเขากนัแชในน้าํแข็งเปนเวลา 30 นาท ี  ปนเหวี่ยงที ่15000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาท ีถาย
สวนใสทิ้ง  เตมิ เอธานอล 80 เปอรเซ็นต ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  ปนเหวี่ยงที ่ 15000 รอบตอ



นาที เปนเวลา 5 นาที  ทิ้งใหตะกอนใหแหงที่อุณหภูมหิอง     เติมสารละลาย TE buffer ปริมาตร  
100 ไมโครลิตร  เก็บดีเอ็นเอตัวอยางไวที่ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนาํมาใชศึกษาในขัน้ตอน
ตอไป 
 

3.2.2.2  เทคนิคอารเอพีดี 
3.2.2.2.1 คัดเลือกอารเอพีดีไพรเมอร (RAPD primers)ที่เหมาะสมในการ

เพิ่มจํานวนชิน้ดีเอ็นเอของเปลาใหญ 
 ทําการคัดเลือกเอสเอสอารไพรเมอรทีน่ํามาทดสอบทั้งหมด 9 ชนิด 

(ตารางที ่ 3.2) เพื่อหาไพรเมอรที่เหมาะสมในการบอกความแตกตางระหวางตัวอยางเปลาใหญที่
นํามาศึกษา  โดยอาศัยหลกัการคัดเลือกจาก ความสามารถในการเพิ่มจํานวนชิน้ดีเอ็นเอ  ความ
ชัดเจนของแถบดีเอ็นเอที่เกดิขึ้น  และมคีวามสามารถในการบอกความแตกตางระหวางตัวอยางที่
ศึกษา 
ตารางที่ 3.2  ลําดับเบสของอารเอพีดีไพรเมอรที่ใชในการทดลอง 

 
ไพรเมอร ลําดับเบส 

G-02 GGGAGTGAGG 
G-06 GTGCTTAAGC 
G-08 TCACGTCCAC 
G-13 GTCTCCGCGA 
G-17 GTATCAGAGC 

OPD-05 TGAGCGGACA 
OPC-02 GTGAGGCGTC 
OPC-05 GATGACCGGC 
OPC-11 AAAGCTGCGG 

 
3.2.2.2.2 การเพิม่จํานวนชิ้นดีเอน็เอโดยเทคนิคอารเอพีดี 

ทําการเพิม่ช้ินสวนดีเอน็เอของเปลาใหญในจีโนมิกดีเอ็นอโดยใช 
อารเอพีดีไพรเมอรที่คัดเลือกแลววาเปนไพรเมอรที่เหมาะสม 

ทําสารละลายพีซีอารโดยมปีริมาตรรวมเปน 10 ไมโครลิตร โดยมี
สวนประกอบดังแสดงในตารางที ่ 3.3  โดยใช เอสเอสอารไพรเมอรทีค่ัดเลือกแลว   สภาวะในการ
ทําพีซีอารดังแสดงใน 3.2.2.2.3 



 
ตารางที ่3.3  ตารางแสดงสวนประกอบของพีซีอารของเทคนิคอารเอพีดี 

 
สารประกอบ ความเขมขนสดุทาย ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

2X PCR Master mix 1X 5.0 
20µM Primer 0.2 µM 0.2 
DNA  template  10-50 ng 1.0 
Distilled water  3.8 
ปริมาตรรวม  10 

 
3.2.2.2.3 สภาวะในการทําพีซีอาร 

เร่ิมตนที่ 94 องศาเซลเซยีส 3 นาที  47องศาเซลเซียส 1 นาที  70
องศาเซลเซยีส 1 นาที  30รอบของ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 47 องศาเซลเซียส 1 นาที  70 องศา
เซลเซียส 1 นาท ีและ 94 องศาเซลเซยีส 1 นาที  47 องศาเซลเซียส 1 นาท ี (แผนภูมิที่1) 
แผนภูมิที่ 3.1 แสดงสภาวะในการทําพีซอีารสําหรับเทคนิคอารเอพีด ี

94 องศาเซลเซียส  3 นาที   
47 องศาเซลเซียส 1 นาที   
70 องศาเซลเซียส  1 นาท ี

94 องศาเซลเซียส   1 นาท ี
47 องศาเซลเซียส   1 นาที   
70 องศาเซลเซียส   1 นาท ี

94 องศาเซลเซียส  1 นาที   
47 องศาเซลเซียส  1 นาที   
70 องศาเซลเซียส  8 นาท ี

3.2.2.2.4 ตรวจสอบผลพีซีอารโดยอีเล็กโตรโฟรีซีส 
ตรวจสอบผลพีซีอารโดยวิธอีีเล็กโตรโฟรีซสี โดยการแยกขนาด

ชิ้นสวนดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจล1.5 เปอรเซนต ใน 0.5X TBE buffer  เติมเอธิเดียมโบรไมด 1
ไมโครลิตรตออะกาโรสเจล 30 มิลลิลิตร  ใชกระแสไฟฟา 60 โวลล เวลา 210 นาท ีและใชชิ้นสวนดี
เอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp + 1.5 kb ladder  ตรวจสอบขนาดชิน้ดีเอ็นเอที่เกดิขึ้นภายใตแสง 
UV 
 

30รอบ 



3.2.2.3 เทคนิคไอเอสเอสอาร 
3.2.2.3.1 คัดเลือกเอสเอสอารไพรเมอรที่เหมาะสมในการเพิม่จํานวนชิ้นดี

เอ็นเอของเปลาใหญ 
      ทําการคัดเลือกเอสเอสอารไพรเมอรทีน่ํามาทดสอบทั้งหมด 8 ชนิด 

(ตารางที ่ 3.4) เพื่อหาไพรเมอรที่เหมาะสมในการบอกความแตกตางระหวางตัวอยางเปลาใหญที่
นํามาศึกษา  โดยอาศัยหลกัการคัดเลือกจาก ความสามารถในการเพิ่มจํานวนชิน้ดีเอ็นเอ  ความ
ชัดเจนของแถบดีเอ็นเอที่เกดิขึ้น  และมคีวามสามารถในการบอกความแตกตางระหวางตัวอยางที่
ศึกษา 
ตารางที่ 3.4  ลําดับเบสของเอสเอสอาร ไพรเมอรที่ใชในการทดลอง 
 

ไพรเมอร ลําดับเบส 5’          3’  
1 GTGTGTGTGTGTGTGTC (GT)8C 
2 TCTCTCTCTCTCTCTCC (TC)8C 
3 ACCACACACACACACYG AC(CA)6CYG 
4 CACACACACACACACAG (CA)8G 
5 AGAGAGAGAGAGAGAGT A(GA)7GT 
6 GRTCTCTCTCTC GR(TC)5 
7 CRNNCTTCTTCTTCTTCTT CRN2(CTT)2 
8 BSCGAGAGAGAGAGAGAGA BSC(GA)8 
 

หมายเหต ุไพรเมอรที่ 6 ,  7 และ 8   R = G หรือ A ;  S = C หรือ G ; B = C และ G หรือ 
T ; N = A และ C และ G และ G หรือ T                              

 3.2.2.3.2  การเพิ่มจํานวนชิน้ดีเอ็นเอที่ตําแหนงไอเอสเอสอาร  
ทําการเพิม่ชิ้นสวนดีเอ็นเอของเปลาใหญที ่ บริเวณตําแหนงไอเอส-

เอสอาร  ซึง่เปนตําแหนงที่อยูระหวางไมโครแซทเทลไลท 2 ตาํแหนง โดยใช เอสเอสอารไพรเมอรที่
คัดเลือกแลววาเปนไพรเมอรที่เหมาะสม 

 
ทําสารละลายพีซีอารโดยมปีริมาตรรวมเปน 10 ไมโครลิตร โดยมีสวนประกอบดัง

แสดงในตารางที ่ 3.5  โดยใช เอสเอสอารไพรเมอรทีค่ัดเลือกแลว   สภาวะในการทําพีซีอารดัง
แสดงใน 3.2.2.3.3  

 



ตารางที่ 3.5  ตารางแสดงสวนประกอบของพีซีอารของเทคนิคไอเอสเอสอาร 
 

สารประกอบ ความเขมขนสดุทาย ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
10X PCR  buffer  without  MgCl2 1x 1.0 
10 mM dNTP  mix 0.2 µM 0.2 
500 uTaq  DNA  polymerase  5 unit / µL 0.1 
50 mM  MgCl2 2.5 mM 1.0 
Bovin  Serum   Albumin 400 ng 0.6 
20µM Primer 1.0 µM 0.5 
DNA  template  10-50 ng 1.0 
Distilled water  6.1 
ปริมาตรรวม  10 
 

3.2.2.3.3 สภาวะในการทําพีซีอาร 
 เร่ิมตนที่ 95 องศาเซลเซยีส 3 นาที  10 รอบของ 57 องศาเซลเซียส 1 
นาที  70 องศาเซลเซียส 2 นาที 95 องศาเซลเซียส 30 วินาท ี  (แตละรอบอุณหภูมิของ annelling 
ลดลง0.5 องศาเซลเซียส)  30 รอบของ 52  องศาเซลเซยีส 1 นาที  70 องศาเซลเซยีส 2 นาที 95 
องศาเซลเซยีส 30 วนิาที และ 70 องศาเซลเซียส 8 นาที  (แผนภูมิที ่2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



แผนภูมิที่ 3.2 แสดงสภาวะในการทําพีซอีารสําหรับเทคนิคไอเอสเอสอาร 
Preheat  95 องศาเซลเซียส    3 นาท ี

  Annealing *  57 องศาเซลเซียส    1 นาท ี           
  Extension  70 องศาเซลเซียส    2 นาที                  10 รอบ 
  Denaturation  95 องศาเซลเซียส       30 วนิาท ี

 *อุณหภูมิ  Annealing  ลดลง   0.5  องศาเซลเซียส ทุกๆ รอบ                56.5         56.0          
  55.5            55.0           54.5         54.0          53.5         53.0          52.5 

Annealing  52 องศาเซลเซียส    1 นาท ี
  Extension  70 องศาเซลเซียส  2 นาท ี                30 รอบ
  Denaturation  95 องศาเซลเซียส    30 วินาท ี
  Final  Extension 70 องศาเซลเซียส    8 นาท ี
    

   3.2.2.3.4  ตรวจสอบผลพีซีอารโดยอีเล็กโตรโฟรีซีส 
ตรวจสอบผลพีซีอารโดยวิธอีีเล็กโตรโฟรีซสี โดยการแยกขนาด

ชิ้นสวนดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจล1.5 เปอรเซนต ใน 0.5X TBE buffer  เติมเอธิเดียมโบรไมด 1
ไมโครลิตรตออะกาโรสเจล 30 มิลลิลิตร  ใชกระแสไฟฟา 60 โวลล เวลา 210 นาท ีและใชชิ้นสวนดี
เอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp + 1.5 kb ladder  ตรวจสอบขนาดชิน้ดีเอ็นเอที่เกดิขึ้นภายใตแสง 
UV 

3.2.2.3.5   ทดสอบความสามารถในการทําซ้ํา (Reproducibility) 
  ทดสอบโดยการนําตวัอยางที่ใชในการศึกษาบางตัวอยางมาเพิ่ม
จํานวนดวยไพรเมอร สภาวะพีซีอาร และสภาวะอิเลก็โตรโฟรีซีสเดมิ เพื่อดูความสามารถของ
เทคนิคไอเอสเอสอาร และเอสเอสอารไพรเมอรที่ใช  
 

3.2.2.3.6  การวิเคราะหผลไอเอสเอสอาร 
ทําการวิเคราะหผลไอเอสเอสอาร ไดจากใชผลของชิ้นสวนดีเอ็นเอ

ที่ถูกเพิ่มจาํนวนในตําแหนงไอเอสเอสอาร  จากไพรเมอรที่เหมาะสมทีค่ัดเลือกจากหวัขอ 3.2.2.3.1  
โดยจัดกลุมตัวอยางทีม่ีแถบดีเอ็นเอเหมอืนกนั จะถกูจัดอยูในกลุมดียวกนั  จากนัน้ทาํการ
วิเคราะหความสัมพนัธของแตละกลุมที่จดัขึ้น  โดยใชโปรแกรม neighbour-join, Phylip 3.63 
 
 
 



3.2.3  การวิเคราะหทางเคมจีากเปลือกเปลาใหญ 
ทําการศึกษาองคประกอบของสารเคมีจากเปลือกของตนเปลาใหญ โดยนํา

เปลือกตนเปลาใหญมาบดใหละเอียด อบใหแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง 
จากนั้นทําการสกัดดวยเฮกเซน โดยใชอัตราสวนเปลือกเปลาใหญตอเฮกเซนเปน  1:12  แชทิ้งไว 3 
คืน จากนัน้นาํมากรอง แลวนาํมาระเหยเฮกเซนออกดวยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน 
(Rotary vacuum evaporator) จนไดสารสกัดเฮกเซน  จากนัน้นาํไปวิเคราะหดวย เทคนิค
นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโตสโคป (Nuclear magnetic resonance spectroscopy, 
NMR)  และโครมาโทกราฟแบบแผนบาง (Thin layer chromatography, TLC)    

3.2.3.1 นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโตสโคป (Nuclear magnetic 
resonance spectroscopy, NMR)   

ทําโดยนาํสารสกัดเฮกเซนทีไ่ดจากเปลือกตนเปลาใหญ ประมาณ 15-20 
มิลลิกรัมมาละลายใน  CDCl3 ประมาณ 0.75 มิลลิลิตร มาวิเคราะหดวยเทคนิค 1H-NMR ดวย
Mercury+400NMR spectrometer, varian ซึ่งทาํงานที่ 400 MHz   
 

3.2.3.2  โครมาโทกราฟแบบแผนบาง (Thin layer chromatography, TLC)   
วิเคราะหสารสกัดเฮกเซนทีไ่ดจากเปลือกตนเปลาใหญดวยTLC โดย

ใชวัฏภาคเคลื่อนที่ (Mobile phase) เปนเฮกเซน-เอธิลอะซิเตท (Hex–EtOAc) อัตราสวน 60:40
แลวตรวจสอบตําแหนงสารดวยเครื่อง UV-Lamp ที่ความยาวคลืน่ 254 นาโนเมตร, ไอของไอโอดีน 
และ Vanillin/H2SO4  ตามลาํดับ 
 
 

 
 
 
 
 
 



 
บทที่4 

 
ผลการทดลอง และ วิจารณผลการทดลอง 

 
4.1  ศึกษาความหลากหลายของเปลาใหญโดยเทคนิคอารเอพีดี 

4.1.1   คัดเลือกไพรเมอรที่เหมาะสมในการเพิ่มจาํนวนชิ้นดีเอ็นเอของเปลาใหญ 
 ทําการคัดเลือกไพรเมอรที่เหมาะสมในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ โดยใชอารเอพีดี

ไพรเมอร 9 ชนิด (ตารางที่ 3.2)  พบวาไพรเมอรที่สามารถบอกความแตกตางระหวางตัวอยางเปลา
ใหญได คือ ไพรเมอร G-2 [GGGAGTGAGG],  ไพรเมอร G-17 [GTATCAGAGC] และไพรเมอร 
OPC-11 [AAAGCTGCGG]  
 

 
 
  
 
 
 
 

รูปที่ 4.1   แสดงแถบดีเอ็นของเปลาใหญ โดยไพรเมอร G-17(A และ B) และ OPC-11(C     
และ D)  

การศึกษาความหลากหลายของเปลาใหญในประเทศไทย โดยใชเทคนิคอารเอพีด ี  ซึง่
เทคนิคอารเอพีดี เปนเทคนคิที่สามารถทาํไดงาย รวดเร็ว และมีราคาถูก ใชไพรเมอรแบบสุม พบวา
ผลแถบดีเอ็นเอของเปลาใหญ 10 ตัวอยางที่ถูกเพิ่มจาํนวนโดยใชอารเอพีดีไพรเมอร G-17 และ 
OPC-11  ศึกษาใน (รูปที ่4.1A และ C)  และการทาํซ้ําในครั้งที ่2 (รูปที ่4.1B และ D) ซึ่งแตกตาง
กันอยางมาก  เมื่อทาํการศึกษาโดยใชเทคนิคไอเอสเอสอาร ผลการทดลองเปรียบเทียบกับเทคนคิ
อารเอพีดีพบวา ไอเอสเอสอารมีความสม่ําเสมอของแถบดีเอ็นเอมากกวา และมกีารทําซ้าํที่ดกีวา

A B

D 
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C D



เทคนิคอารเอพีดี (Yang และคณะ, 1996 และ  Nagaoka และ Olihara,1997)    จึงไดใชเทคนคิ
ไอเอสเอสอารในการศึกษาความหลากหลายของเปลาใหญในประเทศไทย 
 
4.2  ศึกษาความหลากหลายของเปลาใหญโดยเทคนคิไอเอสเอสอาร 

4.2.1 คัดเลือกไพรเมอรที่เหมาะสมในการเพิ่มจํานวนชิน้ดีเอ็นเอของเปลาใหญ 
จากการเพิม่ชิน้สวนดีเอ็นเอที่ตําแหนงไอเอสเอสอาร โดยใชเอสเอสอารไพรเมอร (ตารางที ่

3.3) พบวาไพรเมอร 1 (GT)8C  และ ไพรเมอร 3 AC(CA)6CYG  ไมสามารถเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอ
ของเปลาใหญได (ไมไดแสดงผล) สวนไพรเมอร 2 [(TC)8C] , ไพรเมอร 4 [(CA)8G] , ไพรเมอร 5 
[A(GA)7GT] ,ไพรเมอร 7 [CRN2(CTT)2] และ ไพรเมอร 8 [BSC(GA)8] สามารถเพิ่มจํานวนชิน้ดี
เอ็นเอของเปลาใหญได (รูปที ่4.2) 

 

 
 

 
 

 
 
 

รูปที่ 4.2  แสดงผลการเพิ่มจํานวนดีเอน็เอ โดยใชไพรเมอร 2 (A), ไพรเมอร 4 (B), ไพร
เมอร 5 (C) และ ไพรเมอร 7 (D) 
 

การคัดเลือกเอสเอสอารไพรเมอรที่เหมาะสม ในการเพิม่จํานวนชิ้นดีเอ็นเอของเปลาใหญ
คัดเลือกจากจาํนวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น  ความชัดเจน และสามารถบอกความแตกตางระหวาง
ตัวอยางทีท่ําการศึกษาได  พบวา ไพรเมอร 2 (รูปที่ 4.2A)  และ ไพรเมอร 4 (รูปที่ 4.2B)  สามารถ
เพิ่มจํานวนชิน้ดีเอ็นเอได แตแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นมีจํานวนนอย และไมสามารถบอกความแตกตาง
ระหวางตัวอยางที่ทาํการศึกษาได  จึงไมนาํมาใช สวนไพรเมอร 5 (รูปที่ 4.2C) , ไพรเมอร 7 (รูปที ่
4.2D)  และ ไพรเมอร 8  ดงันัน้ในการศึกษางานวิจัยชิน้นี้ไดคัดเลือกเอสเอสอารไพรเมอร 3 ตัวใน

B 

C D 

E 

1500 bp 
1000 bp 
700 bp 
500 bp 
300 bp 

1500 bp 
1000 bp 
700 bp 
500 bp 
300 bp 

A B 

C 

D 

C D 



การศึกษาคือ ไพรเมอร 5 , 7 และ 8 (Frank และคณะ, 2001) เมื่อนาํดีเอ็นเอของตัวอยางทัง้หมด
มาเพิม่จํานวน (รูปที่ 4.3 – 4.21)  
4.2.2 การเพิม่จํานวนชิ้นดีเอ็นเอของเปลาใหญโดยใชเทคนิคไอเอสเอสอาร 
ไพรเมอร 5 [A(GA)7GT] 
 ผลการเพิม่จํานวนดีเอ็นเอของเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 แสดงดังรูปที่ 4.3-4.8 พบวา
สามารถสรางแถบดีเอ็นเอไดทั้งหมด 64 แถบ และสามารถแบงกลุมของเปลาใหญออกเปน 72 
กลุม  แสดงตารางที่ 4.1  
 

 
 

 
 

 
 

รูปที่ 4.3  แสดงแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 [A(GA)7GT] โดย M คือ 100 
bp + 1.5kb ladder; A: ตัวอยางที่ 1-11; B: ตัวอยางที่12-22; C: ตัวอยางที่ 23-33; D: ตัวอยางที่
34-44; E: ตัวอยางที ่45-55 และ F: ตัวอยางที ่56-66 

  
   

 M    PM1  PM2 OH1  PH2  PH3   PH4  PH5 RA1  SA1 SK1   SU1    
M    

 M    KA2  KH3 KY1  KY3  KY4 KY5 KY6  KY7 KY8  KS1 MA1   M      M    CH1   CP1   CP2 CP3   CP4  CP5  CP6   CI1    CI2   CI3  KA1   M    

  M    TA1  TA2  TA3  TA5  TA6  TA7 TA24CHe1 SN1   SB1  KH1    M      M    CA  1 CA2 CA3  UD1 NP   NR3  NR4  NR5  NR7 NR8  NR10   M    

  M   MA2  UN1 UN2   PK    PU1  P1.5  P400  PA1 PA2   PL1   PL2    M    
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รูปที่ 4.3 (ตอ) แสดงแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 [A(GA)7GT] โดย M คือ 
100 bp + 1.5kb ladder; G: ตัวอยางที ่ 67-75; H: ตัวอยางที ่ 76-84; I: ตัวอยางที ่ 85-95; J: 
ตัวอยางที ่96-105 และ K: ตัวอยางที ่106-115 
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รูปที่ 4.3A   แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 

[A(GA)7GT]  ตัวอยางที ่1-11                                                                                                                            
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.3B    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 
[A(GA)7GT] ตัวอยางที ่12-22       
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รูปที่ 4.3C    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 
[A(GA)7GT] ตัวอยางที ่23-33                

                                                                                                                                              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.3D    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 
[A(GA)7GT]   ตัวอยางที่ 34-44        
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PL2    M    

 M    PM1   PM2   PH1    PH2  PH3   PH4    PH5   RA1   SA1    SK1   
SU1     M    



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.3E    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 

[A(GA)7GT]  ตัวอยางที ่45-55                 
                                                                                                                                              
 

 
 
 
 
 
 
     
 
 
 
 

รูปที่ 4.3F    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 
[A(GA)7GT]  ตัวอยางที ่56-66                                                                                                                          
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รูปที่ 4.3G    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 

[A(GA)7GT]  ตัวอยางที ่67-75                                                                                                                          
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.3H    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 
[A(GA)7GT]  ตัวอยางที ่76-84                                                                                                                          
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รูปที่ 4.3I    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 
[A(GA)7GT]   ตัวอยางที่ 85-95                    

                                                                                                                                              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.3J    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 
[A(GA)7GT]   ตัวอยางที่ 96-105                    
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รูปที่ 4.3K    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 
[A(GA)7GT]   ตัวอยางที่ 106-115                                                                                                                     
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ไพรเมอร 7 [CRN2(CTT)2] 
ผลการเพิม่จํานวนดีเอ็นเอของเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 แสดงดังรูปที่ 4.3-4.8 พบวา

สามารถสรางแถบดีเอ็นเอไดทั้งหมด 93 แถบ และสามารถแบงกลุมของเปลาใหญออกเปน 75 
กลุม  แสดงตารางที่ 4.2  

 

 
 

 
 

 
 

 
รูปที่ 4.4  แสดงแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 [CRN2(CTT)2]  โดย M คือ 100 

bp + 1.5kb ladder; A: ตัวอยางที่ 1-11; B: ตัวอยางที่12-22; C: ตัวอยางที่ 23-33; D: ตัวอยางที่
34-44; E: ตัวอยางที ่45-55; F: ตัวอยางที ่56-66; G: ตัวอยางที ่67-75 และ H: ตัวอยางที ่76-84 
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 M    PM1  PM2 OH1  PH2  PH3   PH4  PH5 RA1  SA1 SK1   SU1    
M    

  M   MA2  UN1 UN2   PK    PU1  P1.5  P400  PA1 PA2   PL1   PL2    M    
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รูปที่ 4.4 (ตอ)   แสดงแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 [CRN2(CTT)2]  โดย M 
คือ 100 bp + 1.5kb ladder; I: ตัวอยางที ่85-95; J: ตัวอยางที ่96-105 และ K: ตัวอยางที ่106-
115 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.4A    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 
[CRN2(CTT)2]  ตัวอยางที่ 1-11            
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    M    CH1   CP1   CP2    CP3  CP4   CP5   CP6   CI1    CI2    CI3    KA1    
M    

  M    HA     HB   HC   HD     HE   HF    HG    HH    HI     HJ    HK      
M    



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.4B    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 
[CRN2(CTT)2]    ตัวอยางที่ 12-22                      

                                                                                                                                 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.4C    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 
[CRN2(CTT)2]   ตัวอยางที ่23-33                
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 M    KA2   KH3   KY1  KY3  KY4   KY5  KY6  KY7  KY8  KS1    MA1   M  

  M    MA2  UN1   UN2   PK     PU1    P1.5  P400   PA1   PA2    PL1    
PL2    M    



                                                                                                            
 
 
 
 
                   
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.4D    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 
[CRN2(CTT)2]    ตัวอยางที่ 34-44                                                                                                                     

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.4E    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 

[CRN2(CTT)2]  ตัวอยางที่ 45-55                                                                                                                       
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 M     PM1  PM2  PH1    PH2   PH3  PH4   PH5   RA1  SA1   SK1   SU1     
M    

  M      CA1   CA2  CA3   UD1   NP    NR3  NR4   NR5  NR7  NR8  NR10 
M    



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.4F    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 

[CRN2(CTT)2]    ตัวอยางที่ 56-66            
                                                                                                                                           

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.4G    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 

[CRN2(CTT)2]   ตัวอยางที ่67-75                                                                                                                      
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   M        JA        JB        JC       JD       JE        JF       JG       JH      
JI         M     

  M     TA1   TA2    TA3  TA5    TA6   TA7  TA24 CHe1  SN1   SB1    KH1    
M    



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.4H    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 

[CRN2(CTT)2]   ตัวอยางที ่76-84                                
                                                             
                                                           

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.4I    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 
[CRN2(CTT)2]   ตัวอยางที ่85-95                                                                                                                      
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   500 bp 

1500 bp 
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   500 bp 

   300 bp 

 M        JJ        JK        JL       JM       JN        JO      JP        JQ      
JR        M     

  M      HA     HB    HC    HD     HE     HF    HG     HH    HI      HJ      
HK     M    



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.4J    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 
[CRN2(CTT)2]   ตัวอยางที ่96-105                                                        

                                                                                   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.4K    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 
[CRN2(CTT)2]   ตัวอยางที ่106-115                                                                                                                  
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   M       HL      HM     HN    HO      HP     HQ      HR       HS     HT      
HU      M    

 M      QA      QB      QC     QD     QE      QF      QG     QH      QI     
QJ       M    



ไพรเมอร 8 
 ผลการเพิม่จํานวนดีเอ็นเอของเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 8 แสดงดังรูปที่ 4.3-4.8 พบวา
สามารถสรางแถบดีเอ็นเอไดทั้งหมด 59 แถบ และสามารถแบงกลุมของเปลาใหญออกเปน 69 
กลุม  แสดงตารางที่ 4.3  

 
 

 
 

 
 

 
รูปที่ 4.5   แสดงแถบดีเอ็นเอเปลาใหญโดยใชไพรเมอร 8 [BSC(GA)8]  โดย M คือ 100 bp 

+ 1.5kb ladder; A: ตัวอยางที่ 1-11; B: ตัวอยางที1่2-22; C: ตัวอยางที่ 23-33; D: ตัวอยางที3่4-
44; E: ตัวอยางที ่ 45-55; F: ตัวอยางที ่ 56-66; G: ตัวอยางที ่ 67-75 และ H: ตัวอยางที่76-84 

 M    PM1  PM2 OH1  PH2  PH3   PH4  PH5 RA1  SA1 SK1   SU1    
M    

  M   MA2  UN1 UN2   PK    PU1  P1.5  P400  PA1 PA2   PL1   PL2    M    

  M    CA  1 CA2 CA3  UD1 NP   NR3  NR4  NR5  NR7 NR8  NR10   M      M   TA1  TA2  TA3  TA5  TA6  TA7 TA24CHe1 SN1  SB1 KH1   M    

 M    KA2  KH3 KY1 KY3  KY4 KY5 KY6 KY7 KY8  KS1 MA1   M      M    CH1   CP1   CP2 CP3   CP4  CP5  CP6   CI1    CI2   CI3  KA1   M    

   M       JA       JB      JC        JD      JE      JF      JG     JH      JI        M        M        JJ       JK       JL      JM       JN      JO      JP        JQ       JR      
M     
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รูปที่ 4.5 (ตอ) แสดงแถบดีเอ็นเอเปลาใหญโดยใชไพรเมอร 8 [BSC(GA)8]  โดย M คือ 
100 bp + 1.5kb ladder; I: ตัวอยางที ่85-95; J: ตัวอยางที ่96-105 และ K: ตัวอยางที ่106-115 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.5A    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอน็เอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 
[BSC(GA)8]    ตัวอยางที ่1-11                                                                                                                          
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  M     HL    HM    HN    HO    HP      HQ    HR     HS     HT    HU      M      M    HA     HB   HC   HD     HE   HF    HG    HH    HI     HJ    HK      
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    M     CH1   CP1   CP2   CP3   CP4   CP5   CP6   CI1    CI2    CI3    KA1   
M    



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.5B    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 
[BSC(GA)8]    ตัวอยางที ่12-22                                                                                                                        
 
 
 
 
 
 
                               
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.5C    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 
[BSC(GA)8]    ตัวอยางที ่23-33                  
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 M     KA2   KH3   KY1  KY3  KY4   KY5 KY6  KY7   KY8   KS1   MA1   
M    

  M     MA2  UN1   UN2   PK    PU1   P1.5  P400   PA1   PA2   PL1   PL2   
M    



 
 
 
 
 
 
 
               
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.5D   แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 

[BSC(GA)8]  ตัวอยางที ่34-44                                                                                                                          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.5E    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 

[BSC(GA)8]  ตัวอยางที ่45-55                                                                                                                          
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 M    PM1  PM2   PH1   PH2   PH3  PH4  PH5   RA1  SA1   SK1   SU1     
M    

  M     CA1   CA2   CA3   UD1   NP     NR3   NR4   NR5   NR7  NR8  
NR10   M    



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.5F    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 

[BSC(GA)8]  ตัวอยางที ่56-66                                                                                                                          
 
 
 
                
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.5G    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 

[BSC(GA)8]    ตัวอยางที ่67-75                                  
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   M        JA        JB        JC       JD        JE        JF        JG       JH    
JI         M     

  M     TA1   TA2    TA3   TA5   TA6   TA7  TA24 CHe1  SN1   SB1    KH1    
M    



 
 
 
 
 
                          
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.5H   แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 
[BSC(GA)8]    ตัวอยางที ่76-84                                                                                                                        
 
 
 
                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.5I    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 
[BSC(GA)8]   ตัวอยางที่ 85-95  
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 M        JJ        JK        JL       JM       JN        JO      JP        JQ      
JR        M     

  M      HA     HB    HC    HD     HE     HF    HG     HH    HI      HJ      
HK     M    



                                                                                                                            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.5J    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 
[BSC(GA)8]   ตัวอยางที่ 96-105  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.5K    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 
[BSC(GA)8]   ตัวอยางที่ 96-115 
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 M      QA      QB      QC     QD     QE      QF      QG     QH      QI     
QJ       M    

   M       HL      HM     HN     HO      HP     HQ      HR       HS     HT     
HU      M    



4.2.3  ทดสอบความสามารถในการทําซํ้า (Reproducibility) 
  ผลการทดสอบความสามารถในการทาํซ้ําของการเพิ่มจํานวนดีเอน็เอของเปลาใหญจาก
แหลงตางๆ ในประเทศไทย โดยเทคนิคไอเอสเอสอาร  และใชเอสเอสอารไพรเมอรทั้ง 3 ชนิดคือ 
ไพรเมอร 5 [A(GA)7GT] , ไพรเมอร 7 [CRN2(CTT)2]  และ ไพรเมอร 8 [BSC(GA)8]  โดยใช
ตัวแทนของกลุมตัวอยางบางกลุมมาทําการเพิม่จํานวนดีเอ็นเอซ้าํอกีครั้ง  ภายใตสภาวะพีซีอาร 
และอิเล็กโตรโฟรีซีสเดิม (รูปที่ 4.21, 4.22  และ 4.2)  โดยใช 22 ตัวอยางไดแก  
 1   =  CH1    12   =  PA1 
 2   =  CP2    13   =  PL1 
 3   =  CI1      14   =  PH2 
 4   =  KA1    15   =  PH5 
 5   =  KH3    16   =  SA1 
 6   =  KY1    17   =  CA1 
 7   =  MA1    18   =  NR3 
 8   =  PU1    19   =  TA1 
 9   =  P1.5    20   =  TA24 
 10 =  P400    21   =  CHe1 
 11 =  PK    22   =  SN1 
 

 
รูปที่ 4.6   แสดงแถบดีเอ็นเอของเปลาใหญ 22 ตัวอยาง ที่เปนตัวแทนในการทดสอบ

ความสามารถในการทําซ้าํโดยไพรเมอร 5 [A(GA)7GT]  โดย M คือ  100 + 1.5 bp ladder; A:   
1-11 และ B: 12-22   

 

   M  CH1  CP2  CI1  KA1  KH3 KY1 MA1 PU1 P1.5 P400  PK   M 
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1500 bp 
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 M   PA1 PL1 PH2PH5 SA1 CA1NR3 TA1TA24CHe1SN1 M 

A B 



 
รูปที่ 4.7   แสดงแถบดีเอ็นเอของเปลาใหญ 22 ตัวอยาง ที่เปนตัวแทนในการทดสอบ

ความสามารถในการทําซ้าํโดยไพรเมอร 7 [CRN2(CTT)2]  โดย M คือ  100 + 1.5 bp ladder; A: 
1-11 และ B: 12-22   

 

 
รูปที่ 4.8  แสดงแถบดีเอ็นเอของเปลาใหญ 22 ตัวอยาง ที่เปนตัวแทนในการทดสอบ

ความสามารถในการทําซ้าํโดยไพรเมอร 8 [BSC(GA)8]  โดย M คือ  100 + 1.5 bp ladder; A:   
1-11 และ B: 12-22   

 
จากรูปที ่ 4.6-4.8  พบวาไพรเมอรทัง้ 3 ชนิดมีความสามารถในการทําซ้ํา และมคีวาม

สม่ําเสมอในการเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอของเปลาใหญ และเทคนิคไอเอสเอสอาร มีประสิทธิภาพใน
การทาํซ้ํา และความสามารถในการจําแนกความแตกตางระหวางเปลาใหญทีท่าํการศึกษา 

 
4.2.4 วิเคราะหผลไอเอสเอสอาร 
จากผลการเพิม่จํานวนชิ้นดีเอ็นเอของเปลาใหญทัง้หมด 115 ตัวอยาง ที่ตําแหนงไอเอส

เอสอาร โดยใชไพรเมอรที่เหมาะสม 3 ชนิดคือ ไพรเมอร 5 [A(GA)7GT], ไพรเมอร 7 
[CRN2(CTT)2] และไพรเมอร 8  [BSC(GA)8]  ตรวจสอบผลโดยอะกาโรสเจล อิเล็กโตรโฟรีซีส 
แสดงดังรูปที่ 4.5-4.8  และตรวจสอบความสามารถในการทําซ้าํของไพรเมอรทัง้ 3 ชนิด แสดงดัง
รูปที่ 4.2-4.23  จากนัน้วเิคราะหผลโดยการจัดกลุม โดยจะจัดภายในแตละไพรเมอร  โดยจัดให
ตัวอยางที่มีแบบแผนดีเอ็นเอเหมือนกันอยูภายในกลุมเดียวกนั  เมื่อทําการรวมกลุมเพื่อหาแบบ
แผนดีเอ็นเอแลวพบวา  ไพรเมอร 5 (ตารางที ่ 4.1), ไพรเมอร 7 (ตารางที่ 4.2) และไพรเมอร 8 
(ตารางที่4.3)สามารถจัดกลุมได 72, 75 และ 69 กลุมตามลําดับ    

 M   PA1 PL1 PH2PH5 SA1 CA1NR3 TA1TA24CHe1SN1 M 

   M  CH1  CP2  CI1  KA1  KH3 KY1 MA1 PU1 P1.5 P400  PK   M  M   PA1 PL1 PH2PH5 SA1 CA1NR3 TA1TA24CHe1SN1 M 
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   M  CH1  CP2  CI1  KA1  KH3 KY1 MA1 PU1 P1.5 P400  PK   M 

C D 

E E 



ตารางที่ 4.1  ตารางการแบงกลุม  115 ตวัอยางของไพรเมอร 5 [A(GA)7GT] 
กลุม ตัวอยาง กลุม ตัวอยาง 
1 CH1 29 PL2 
2 CP1  CP3  CP4 30 PM1 
3 CP2  CP6 31 PM2 
4 CP5 32 PH1 
5 CI1 33 PH2  PH3  PH4  PH5 
6 CI2 34 RA1 
7 CI3 35 SA1 
8 KA1 36 SK1 
9 KA2 37 SU1 
10 KH3 38 CA1 
11 KY1 39 CA2  CA3 
12 KY3 40 UD1 
13 KY4 41 NP 
14 KY5 42 NR3 
15 KY6 43 NR4 
16 KY7 44 NR5 
17 KY8 45 NR7 
18 KS1 46 NR8 
19 MA1 47 NR10 
20 MA2 48 TA1  TA3 
21 UN1  UN2 49 TA2 
22 PK  50 TA5 
23 PU1 51 TA6  TA24 
24 P1.5 52 TA7 
25 P400 53 CHe1 
26 PA1 54 SN1 
27 PA2 55 SB1 
28 PL1 56 KH1 



ตารางที่ 4.1  ตารางการแบงกลุม  115 ตวัอยางของไพรเมอร 5 [A(GA)7GT] (ตอ) 
กลุม ตัวอยาง กลุม ตัวอยาง 
57 JA  JB  JC  JK  JL  JM  JN  

JR 
65 HR 

58 JD  JE  JF  JG  JH  JI JJ  JO  
JP 

66 HS 

59 JQ 67 HT 
60 HA  HB  HC  HH HM 68 HU 
61 HD 69 HO 
62 HE  HG  HI  HN 70 QA QB  QC  QD 
63 HJ  HK  HL  HP  HF 71 QE 
64 HQ 72 QF  QG  QH  QI  QJ 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ 4.2  ตารางการแบงกลุม  115 ตวัอยางของไพรเมอร 7 [CRN2(CTT)2] 
กลุม ตัวอยาง กลุม ตัวอยาง 
1 CH1 29 PM1 
2 CP1  30 PM2 
3 CP2  CP6 31 PH1 
4 CP3  CP4 32 PH2  PH3 
5 CP5 33 PH4  PH5 
6 CI1 34 RA1 
7 CI2 35 SA1 
8 CI3 36 SK1 
9 KA1 37 SU1 
10 KA2 38 CA1 
11 KH3 39 CA2  CA3 
12 KY1  KY5  KY6 40 UD1 
13 KY3 41 NP 
14 KY4 42 NR3 
15 KY7 43 NR4 
16 KY8 44 NR5 
17 KS1 45 NR7 
18 MA1 46 NR8 
19 MA2 47 NR10 
20 UN1  UN2 48 TA1  TA3  TA24 
21 PK 49 TA2  TA7 
22 PU1 50 TA5 
23 P1.5 51 TA6 
24 P400 52 CHe1 
25 PA1 53 SN1 
26 PA2 54 KH1 
27 PL1 55 SB1 
28 PL2 56 JA  JB  JC  JK  JL  JM  JN  JR 



ตารางที่ 4.2  ตารางการแบงกลุม  115 ตวัอยางของไพรเมอร 7 [CRN2(CTT)2] (ตอ) 
กลุม ตัวอยาง กลุม ตัวอยาง 
57 JD  JE  JF  JG  JH  JI  JJ  JO  

JP 
67 HO  HT  HU 

58 JQ 68 HP 
59 HA  HB  HC  HH  HJ 69 HQ 
60 HD 70 HS 
61 HE  HG 71 HR 
62 HF 72 HL 
63 HK 73 QA  QB  QC  QD   
64 HI   74 QE 
65 HM 75 QF  QG  QH  QI  QJ 
66 HN     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



ตารางที่ 4.3  ตารางการแบงกลุม  115 ตวัอยางของไพรเมอร 8 [BSC(GA)8] 
กลุม ตัวอยาง กลุม ตัวอยาง 
1 CH1 29 PL2 
2 CP1  CP3 30 PM1 
3 CP2  CP4 31 PM2 
4 CP5 32 PH1 
5 CP6 33 PH2 
6 CI1 34 PH3  PH4  PH5 
7 CI2 35 RA1 
8 CI3 36 SA1 
9 KA1 37 SK1 
10 KA2 38 SU1 
11 KH3 39 CA1 
12 KY1  KY5 40 CA2  CA3 
13 KY3 41 UD1 
14 KY4 42 NP 
15 KY6 43 NR3 
16 KY7 44 NR4 
17 KY8 45 NR5 
18 KS1 46 NR7 
19 MA1 47 NR8 
20 MA2 48 NR10 
21 UN1  UN2 49 TA1  TA3 
22 PK 50 TA2 
23 PU1 51 TA5 
24 P1.5 52 TA6  TA24 
25 P400 53 TA7 
26 PA1 54 CHe1 
27 PA2 55 SN1 
28 PL1 56 SB1 



ตารางที่ 4.3  ตารางการแบงกลุม  115 ตวัอยางของไพรเมอร 8 [BSC(GA)8] (ตอ) 
กลุม ตัวอยาง กลุม ตัวอยาง 
57 KH1 64 HL  HQ  HR 
58 JA  JB  JC  JK  JL  JM  JN  JR 65 HM 
59 JD  JE  JF  JG  JH  JI  JJ  JO  

JP 
66 HN 

60 JQ 67 QA  QB  QC  QD 
61 HA  HB  HC  HJ  HK  HH  68 QE 
62 HD HE HG 69 QF  QG  QH  QI  QJ 
63 HF  HI  HO  HP  HS  HT  HU   

 
จากผลการทดลองการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5  [A(GA)7GT] 

, ไพรเมอร 7 [CRN2(CTT)2] และ ไพรเมอร 8 [BSC(GA)8] ซึ่งแสดงผลในรูปที ่ 4.3–4.5 พบวา
สามารถจัดกลุมแบบแผนดีเอ็นเอได 72, 75 และ 69 กลุมตามลําดับ ซึ่งแตละแหลงของเปลาใหญ
ที่มาจากแตละแหลงจะมีแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกัน แมแตภายในอําเภอเดียวกัน เชน ตัวอยางที่ 
11–17 (KY1–KY7) เปนตัวอยางที่เกบ็จากบานยางโทน จังหวัดกาญจนบุรี แตในตาํแหนงตางกนั 
พบวาในไพรเมอร 5 ถูกจัดอยูในตางกลุม (ตารางที่ 4.1), ไพรเมอร 7 พบวา KY1, KY5 และ KY6 
จัดอยูในกลุมเดียวกนั และ ไพรเมอร 8 พบวา KY1, KY5 จัดอยูในกลุมเดยีวกนั เปนตน ทําให
ทราบวาตนเปลาใหญมีความหลากหลายมาก ในแตละพื้นที่ของตนเปลาใหญจะมีลักษณะจีโน
ไทปเปนเอกลกัษณของแตละแหลงซึง่แตกตางกนัออกไป  แมภายในพื้นที่เดียวกนัมีทั้งที่จีโนไทป
เหมือน และตางกนั , ไพรเมอรทั้ง 3 ชนิดที่ใชศึกษาในการทดลองครั้งนี้มีความสามารถในการบอก
ความแตกตางของเปลาใหญไดแตกตางกัน  และเทคนิคไอเอสเอสอารมีประสิทธิภาพในการศึกษา
ความหลากหลายของเปลาใหญจากแหลงตางๆ ในประเทศไทย 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่4.4  แสดงกลุมของ 115 ตัวอยาง โดยรวม ไพรเมอร5 [A(GA)7GT] ไพรเมอร7 
[CRN2(CTT)2] และ ไพรเมอร8 [BSC(GA)8]  
 
กลุม ไพรเมอร 

)5 / 7  /8(  
ตัวอยาง กลุม ไพรเมอร 

)5 / 7 / 8(  
ตัวอยาง 

1  1 / 1 / 1 CH1 26 23 / 22 / 23 PU1 
2 2 / 2 / 2 CP1 27 24 / 23 / 24 P1.5 
3 2 / 3 / 2 CP3 28 25 / 24 / 25 P400 
4 2 / 3 / 3 CP4 29 26 / 25 / 26 PA1 
5 3 / 4 / 3 CP2 30 27 / 26 / 27 PA2 
6 3 / 4 /5 CP6 31 28 / 27 / 28 PL1 
7 4 / 5 / 4 CP5 32 29 / 28 / 29 PL2 
8 5 / 6 / 6 CI1 33 30 / 29 / 30 PM1 
9 6 / 7 / 7 CI2 34 31 / 30 / 31 PM2 
10 7 / 8 / 8 CI3 35 32 / 31 / 32 PH1 
11 8 / 9 / 9 KA1 36 33 / 32 / 33 PH2 
12 9 / 10 / 10 KA2 37 33 / 32 / 34 PH3 
13 10 / 11 / 11 KH3 38 33 / 33 / 34 PH4  PH5 
14 11 / 12 / 12 KY1 39 34 / 34 / 35 RA1 
15 12 / 13 / 13 KY3 40 35 / 35 / 36 SA1 
16 13 / 14 / 14 KY4 41 36 / 36 / 37 SK1 
17 14 / 12 / 12 KY5 42 37 / 37 / 38 SU1 
18 15 / 12 / 15 KY6 43 38 / 38 / 39 CA1 
9 16 / 15 / 16 KY7 44 39 / 39 / 40 CA2  CA3 
20 17 / 16 / 17 KY8 45 40 / 40 / 41 UD1 
21 18 / 17 / 18 KS1 46 41 / 41 / 42 NP 
22 19 / 18 / 19 MA1 47 42 / 42 / 43 NR3 
23 20 / 19 / 20 MA2 48 43 / 43 / 44 NR4 
24 21 / 20 / 21 UN1  UN2 49 44 / 44 / 45 NR5 
25 22 / 21 / 22 PK 50 45 / 45 / 46 NR7 



กลุม ไพรเมอร 
)5 / 7 / 8(  

ตัวอยาง กลุม ไพรเมอร 
)5 / 7 / 8(  

ตัวอยาง 

51 46 / 46 / 47 NR8 68 61 / 60 / 62 HD 
52 47 / 47 / 58 NR10 69 62 / 61 / 62 HE  HG 
53 48 / 48 / 49 TA1  TA3 70 62 / 64 / 63 HI   
54 49 / 49 / 50 TA2 71 62 / 66 / 66 HN 
55 50 / 50 / 51 TA5 72 63 / 59 / 61 HJ 
56 51 / 51 / 52 TA6 73 63 / 63 / 61 HK 
57 52 / 49 / 53 TA7 74 63 / 72 / 64 HL 
58 51 / 48 / 52 TA24 75 69 / 67 / 63 HO 
59 53 / 52 / 54 CHe1 76 63 / 62 / 63 HF HP 
60 54 / 53 / 55 SN1 77 64 / 69 / 64 HQ 
61 55 / 54 / 56 SB1 78 65 / 71 / 64 HR 
62 56 / 55 / 57 KH1 79 67 / 67 / 63 HT 
63 57 / 56 / 58 JA  JB  JC  JK  JL  

JM  JN  JR 
80 68 / 67 / 63 HU 

64 58 / 57 / 59  JD  JE  JF  JG  JH  
JI  JJ  JO  JP 

81 70 / 73 / 67 QA  QB  QC  QD 

65 59 / 58 / 60 JQ 82 71 / 74 / 68 QE 
66 60 / 59 / 61 HA  HB  HC  HH 83 72 / 75 / 69 QF  QG  QH  QI  

QJ 
67 60 / 65 / 66 HM    

 
ผลจากการจัดกลุม โดยรวมไพรเมอรทั้ง 3 ชนิดเขาดวยกัน สามารถจัดกลุมไดเปน 83 

กลุม แสดงดังตารางที ่4.4  สรางแผนภาพ (Phylogram) โดยใชใช neighbour-join, Phylip 3.6 ซึง่
ผลที่ไดจากการสรางแผนภาพ สามารถแบงเปลาใหญทัง้ 115 ตัวอยางออกเปน 2 กลุมใหญ (รูปที่ 
4.9) 
 
 
 
 



 
 

รูปที่ 4.9  แสดง Phylogram ของเปลาใหญ 115 ตัวอยาง โดยใช neighbour-join, 
Phylip 3.63 
 
 
 



ตารางที่ 4.5  แสดงกลุมและตัวอยางที่ไดจากการสรางแผนภาพ (Phylogram) 
กลุม ตัวอยาง 

A CP1  CH1  CP3  CP4  KA1  KA2 KH3 CA1  TA2  TA5  JQ  TA7 
 

B CP2 CP6 CP5 CI1 CI2 CI3 KY1 KY3 QF QG QH QI QJ NP KY6 KY4 KY5 
KY7 KY8 KS1 MA1 MA2 UN1 UN2 PK PU1 P1.5 P400 PA1 PA2 PL1 PL2 
PM1 PM2 PH1 PH2 PH3 PH4 PH5 RA1 SA1 SK1 SU1 CA2 CA3 UD1 NR3 
NR4 NR5 NR7 NR8 NR10 TA1 TA3 TA6 TA24 CHe1 SN1 SB1 KH1 JA JB 
JC JK JL JM JN JR JD JE JF JG JH JI JJ JO JP HA HB HC HH HM HD HE 
HG HI HN HJ HK HL HO HF HP HQ HR HT HU QA QB QC QD QE 

 
นําทั้ง 83 กลุมที่ไดมาศึกษาความสัมพนัธของเปลาใหญโดยสรางแผนภาพความสมัพันธ

โดยใช neighbour-join, Phylip 3.63 พบวา สามารถแบงออกเปน 2 กลุมใหญ (ตารางที ่4.5)  โดย
กลุม A ประกอบดวยตัวอยางทั้งหมด12 ตัวอยาง  ไดแก CP1, CH1, CP3, CP4, KA1, KA2 , 
CA1, TA2, TA5, JQ และ TA7 และกลุมบี103 ตัวอยาง ซึง่ภายในกลุม B ตัวอยางเปลาใหญจาก
ชัยภูมิ (QF, QG, QH และ QI) , นครราชสีมา (NP) และ กาญจนบรีุ (KY4, KY5 และ KY6 ) มี
ความใกลชิดกนัมากถงึแมจะมาจากแหลงที่ตางกัน และในตัวอยางอืน่ก็มีความสมัพันธใกลชิดกัน
มาก  จากแผนภาพความสมัพันธที่สรางไดสามารถบอกไดวา เปลาใหญในแตละพืน้ทีน่าจะมีแบบ
แผนดีเอ็นเอทีจ่ําเฉพาะและเปนเอกลกัษณของแตละแหลง   

 
4.3 การวิเคราะหทางเคม ี

จากมีรายงานกอนหนานี้มีผูศึกษาถงึองคประกอบทางเคมีจากเปลือกตนเปลาใหญ  
พบวาโดยสวนใหญเปนสารประกอบไดเทอรปนอยด ซึ่งสามารถแบงออกเปน 10 กลุม (พัชรา 
บุญญามณี, 2001 และ Praworada chonsuk, 2004) และในแตละแหลงของเปลาใหญมี
องคประกอบทางเคมีที่แตกตางกนั เชน crotohalimaneic acid,    crotohalimoneic acid   และ 
12-benzoyloxycrotohalimaneic acid  จากเปลือกลาํตนเปลาใหญ  อําเภอปากชอง  จงัหวัด
นครราชสีมา (โสภณ เริงสําราญ และคณะ, 2003), cembranoid diterpene  และ 
neocrotocemcranal  จากเปลือกลําตนเปลาใหญ  อําเภอบึงสามพัน  จังหวัดเพชรบูรณ  (โสภณ 
เริงสําราญ และคณะ ,1999)  และ labda-7,12(E),14-triene,  labda-7,12(E),14-triene-17-al,  
labda-7,12(E)-14-triene-17-ol  และ labda-7,12(E),14-triene-17-oic acid  จากเปลาใหญ 
อําเภอปราณบุรี  จังหวัดประจวบคีรีขันธ  (โสภณ เริงสาํราญ และคณะ, 1999) เปนตน เมื่อนาํมา



เปรียบเทยีบกบัแบบแผนดีเอ็นเอที่ไดทาํการศึกษาโดยเทคนิคไอเอสเอสอารที่พบวา แตละแหลง
ของตนเปลาใหญที่มาจากแหลงที่ตางกนัจะมีแบบแผนดีเอ็นเอตางกนั ซึ่งอาจจะสอดคลองกับ
องคประกอบทางเคมีทีพ่บในเปลือกตนเปลาใหญ ซึง่จากที่รายงานกอนหนานี้วาพบองคประกอบ
ทางเคมีแตกตางกนัจากตนเปลาใหญในแตละแหลง  จึงไดคัดเลือกตัวอยางเปลาใหญมาทําการ
วิเคราะหองคประกอบเคมีของเปลือกตนเปลาใหญ  19 ตัวอยาง  จากตัวอยางทั้งหมด 115 
ตัวอยาง โดย 18 ตัวอยางจะอยูในกลุม B (ตารางที่ 4.5)  สวนอีก 1 ตัวอยางทีจ่ัดอยูในกลุม A โดย
จะทาํการศึกษา นิวเคลยีรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโตสโคป (Nuclear magnetic resonance 
spectroscopy, NMR)  และโครมาโทกราฟแบบแผนบาง (Thin layer chromatography, TLC) 
 ตัวอยางทีน่ํามาศึกษาองคประกอบทางเคมี 19 ตัวอยางแสดงแหลงที่มา ดังตารางที ่4.6 

แถบดีเอ็นเอของเปลาใหญ19 ตัวอยางทีน่าํมาศึกษาองคประกอบทางเคมี ซึง่สามารถแบง
ออกเปน 3 กลุม ไดแก  (รูปที่ 4.10) 

1. มาจากแหลงเดียวกันแตแถบดีเอ็นเอแตกตางกนั   
2. มาจากตางแหลงแถบดีเอ็นเอแตกตางกนั และ  
3. มาจากแหลงเดียวกันและแถบดีเอ็นเอเหมือนกัน   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่4.6  แสดงรหัส แหลงที่มา และกลุมของตัวอยางของ 19 ตวัอยาง  
ตัวอยาง แหลงที่มา กลุม (phylogram) 

1.    KY3 บานยางโทน  จังหวัดกาญจนบุรี B 
2.    KY7 บานยางโทน  จังหวัดกาญจนบุรี B 
3.    P1.5 จังหวัดประจวบคีรีขันธ B 
4.    PU จังหวัดประจวบคีรีขันธ B 
5.    PK เขาแดง  จงัหวัดประจวบคีรีขันธ                    B 
6.    SB1 อําเภอแกงคอย  จงัหวัดสระบุรี                               B 
7.    UD2 ตําบลหนองบวั  จงัหวัดอุดรธาน ี                          B 
8.    KA2 อําเภอยางลาด  จังหวัดกาฬสินธุ                          A 
9.    TA1 อําเภอภูพาน จังหวัดสกลนคร                                   B 
10.  CHe1   อําเภอบึงสามพัน  จงัหวัดเพชรบูรณ    B 
11  QA ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ B 
12.  QB ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ B 
13.  QC ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ B 
14.  QD ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ B 
15.  QE  ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ              (1) B 
16.  QF ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ B 
17.  QG ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ B 
18.  QH ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ B 
19.  QI ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ B 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(1) 

(1) 

(2) 

(3) 

(3) 



 
 

 
 

 
 
รูปที่ 4.10  แสดงแถบดีเอ็นเอของเปลาใหญ 19 ตัวอยาง โดยใชไพรเมอร 5 (A, B), ไพร-

เมอร 7 (C, D) และ ไพรเมอร 8 (E, F)  M คือ  100 + 1.5 bp ladder 
  

ศึกษาองคประกอบทางเคมดีวย 1H-NMR และ TLC 
  การศึกษาองคประกอบทางเคมีของเปลาใหญ 19 ตวัอยางที่สุมมาจาก 115 
ตัวอยาง  โดยเลือก 1 ตัวอยางจากกลุม A  และ 18 ตัวอยางจากกลุม B  โดยใน 18 ตัวอยางจาก
กลุม B ประกอบดวยเปลาใหญที่มาจากแหลงเดียวกนั แตมีแบบแผนดีเอ็นเอตางกัน 5 ตัวอยาง
ไดแก KY3, KY7, P1.5, PU และ QE   เปลาใหญที่มาจากตางแหลง และมีแบบแผนดีเอ็นเอ
ตางกนั 6 ตัวอยาง ไดแก PK, SB1, UD1, KA2, TA1 และ CHe1  เปลาใหญที่มาจากแหลง
เดียวกนั และมีแบบแผนดีเอ็นเอเหมือนกนั 8 ตัวอยาง ไดแก QA, QB, QC, QD, QF, QG, QH 
และ QI  ในการศึกษาใชสารสกัดเฮกเซนจากเปลือกของเปลาใหญที่บด และอบแหง ดงัแสดง
ตารางที่ 4.7 
 

 KY3    KY7    P1.5     PU1    PK      SB1     UD1   KA2    TA1   CHe1    M    

 KY3    KY7    P1.5    PU1    PK      SB1     UD1   KA2    TA1   CHe1     M    

 KY3    KY7    P1.5    PU1    PK      SB1    UD1   KA2   TA1   CHe1     M    

     M        QA       QB        QC      QD      QE       QF       QG       QH       QI   

     M        QA       QB        QC      QD      QE       QF       QG       QH       QI   

     M        QA       QB        QC      QD      QE       QF       QG       QH       QI   

A B 

C D 

E F 

     M        QA       QB        QC      QD      QE       QF       QG       QH       QI   



ตารางที่ 4.7   แสดงลักษณะของสารสกัดเฮกเซนจากเปลือกเปลาใหญ 
ตัวอยาง ลักษณะสารสกัดเฮกเซน 

1.    KY3 สารสีเหลือง  แหงไมเหนยีวขน  มีผลึก 
2.    KY7 สารเหนียวขน  สีเหลืองปนน้าํตาลเขม 
3.    P1.5 สารเหนียวขน  สีเหลืองเขม 
4.    PU1 สารเหนียวขน  สีเหลืองปนน้าํตาลเขม 
5.    PK สารเหนียวขน  สีเหลืองเขม 
6.    SB1 สารสีเหลือง  แหงไมเหนยีวขน   
7.    UD1 สารเหนียวขน  สีน้าํตาลเขม 
8.    KA2 สารเหนียวขน  สีเหลืองออน 
9.    TA1 สารเหนียวขน  สีเหลืองเขม 
10.  CHe1   สารเหนียวขน  สีเหลืองเขม 
11.  QA สารเหนียวขน  สีเหลืองปนน้าํตาลเขม 
12.  QB สารเหนียวขน  สีเหลืองปนน้าํตาลออน 
13.  QC สารเหนียวขน  สีเหลืองปนน้าํตาลออน 
14.  QD สารเหนียวขน  สีเหลืองปนน้าํตาลเขม 
15.  QE สารเหนียวขน  สีเหลืองปนน้าํตาลออน 
16.  QF สารเหนียวขน  สีเหลืองออน 
17.  QG สารเหนียวขน  สีเหลืองออน  มีผลึก 
18.  QH สารเหนียวขน  สีเหลืองออน  มีผลึก 
19.  QI สารเหนียวขน  สีเหลืองออน 

  
นําสารสกัดเฮกเซนที่ไดมาละลายในคลอโรฟอรม-ดี1 (CDCl3) แลวนําไปวิเคราะหดวย 

1H-NMR พบวาสเปกตรัม1H-NMR ที่ไดในตัวอยางที่ศึกษาทัง้ 19 ตัวอยางมีองคประกอบสารเคมทีี่
ทั้งเหมือน และแตกตางกนั (รูปที่ 4.10)   เนื่องจากสารสกัดเฮกเซนทีไ่ดจากเปลือกตนเปลาใหญ 
ยังไมเปนสารที่บริสุทธิ์ ในการจัดกลุมจึงไดจัดกลุมโดยใชโครงสรางของสารหลกัทีพ่บในสารสกัดเฮ
กเซนในแตละตัวอยาง และเปรียบเทยีบขอมูลสเปกตรัม1H-NMR จากผูทีเ่คยศึกษาองคประกอบ
ทางเคมีจากเปลือกตนเปลาใหญ ที่มีรายงานแลว 

เมื่อเปรียบเทยีบกับสเปกตรัม1H-NMR  สามารถจัดกลุมได 4 กลุมใหญ ไดแก กลุมเปลา
ใหญที่สราง Cembrane diterpenoids (CHe1, QA, QB, QC และ QD) (รูปที่ 4.11), กลุมเปลา
ใหญที่สราง Labdane diterpenoids (QG, QH, QI และ KY7) (รูปที่ 4.12), กลุมเปลาใหญที่สราง



Clerodane diterpenoids (QE, PU, P1.5 และPK) (รูปที่ 4.13) และกลุมที่ยังไมสามารถจาํแนก
กลุมได (QF, KA2, KY3, SB1และ UD1)  

COOH                                                         COOH  
neocrotocembraneic acid (1)                                              crotocembraneic acid (2) 

OH

H

                                            

H

COOH

O

 
    kalavenol (3)       hardwickiic acid (4) 

 

   COOH                                                                           

HO

AcO H  
    kaurenoic acid (5)      labdane compound (6)   

AcO

HO H                                                               

O

H

Me
COOH    

  labdane compound (7)        hardwickiic acid(8) 

      

O

O

COOH                                                                  
hardwickiic acid(9)                         
 
 



  
รูปที่ 4.11   แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของกลุมเปลาใหญที่สราง Cembrane diterpenoids เปนองคประกอบหลัก 
 

CHe1 

QA 

QB 

QC 

QD 

(1) (2) (3) 

(1) (2) 

(1) 

(1) 

(1) (2) 

(2) 

(2) 



 
รูปที่ 4.12   แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของกลุมเปลาใหญที่สราง Labdane diterpenoids เปนองคประกอบหลกั 

 

KY7 

QG 

QH 

QI 

(6) 
(7) 

(6) 

(6) 

(6) 



 
 

รูปที่ 4.13  แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของกลุมเปลาใหญที่สราง Clerodane diterpenoids เปนองคประกอบ  

QE 

PU 

P1.5 

PK 

(8) 

(8) 

(9) (5) 

(8) 
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ผลการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีโดยเทคนิค TLC ที่ตรวจสอบดวย UV (λ = 254), 
ไอโอดีนและ vanillin/H2SO4 reagent  แสดงใหเหน็วา  เปลาใหญ 2 กลุมที่มีแบบแผนดีเอ็นเอ
เหมือนกนั  ไดแก QA, QB, QC และ QD  กับ QE, QF, QG, QH และ QI จะใหตาํแหนงสารที่เปน
องคประกอบทางเคมีเหมือนกนั  สวนเปลาใหญที่มีแบบแผนดีเอ็นเอตางกนั ไดแก KY3, KY7, 
P1.5, PU1, PK, SB1, UD1, KA2, TA1, CHe1 และ QE  TLC จะมีโครมาโตแกรมแตกตางกนั  
โดยเปลาใหญบางชนิดจะมโีครมาโตแกรมที่คลายคลงึกนัในบางสวน (รูปที่ 4.14, 4.15 และ 4.16) 
  
 

 
 
 รูปที่ 4.14   แสดงผลการตรวจสอบตําแหนงสารที่ไดจากสารสกัดเฮกเซน ภายใตรังสียูว ี
ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 
 

 
 

รูปที่ 4.15 แสดงผลการตรวจสอบตําแหนงสารที่ไดจากสารสกัดเฮกเซน โดยยอมไอโอดีน 

KY3 KY7 P1.5 PU1 PK SB1 UD1 KA2 TA1 CHe1   QA   QB   QC   QD    QE   QF    QG   QH    
QI 

KY3 KY7 P1.5 PU1 PK SB1 UD1 KA2 TA1 CHe1    QA   QB    QC    QD   QE   QF    QG    QH    
QI 
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รูปที่ 4.16 แสดงผลการตรวจสอบตําแหนงสารที่ไดจากสารสกัดเฮกเซน โดยยอม vanillin 
/ H2SO4 reagent  
 

KY3 KY7 P1.5 PU1 PK SB1 UD1 KA2 TA1 CHe1    QA   QB   QC    QD     QE    QF    QG   QH   
QI 
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บทที่5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
 การศึกษาความหลากหลายของเปลาใหญในประเทศไทยโดยเทคนิคอารเอพีดี  โดยใช
อารเอ-พีดีไพรเมอร ทั้งหมด 9 ชนิด (ตารางที ่ 3.2)  พบวาสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของเปลา
ใหญได แตไมมีความแนนอนในการทาํซ้าํ โดยไมสามารถสรางแถบดีเอ็นเอไดเหมอืนเดิม ขณะที่
เทคนิคไอเอสเอสอารจะมีความแนนอนในการทาํซ้ําสงู  ดังนัน้เทคนคิไอเอสเอสอารจึงเปนเทคนคิ
ที่เหมาะสมในการศึกษาความหลากหลายของเปลาใหญในประเทศไทยโดยเทคนิคไอเอสเอสอาร 
จากการเพิม่จาํนวนชิน้ดีเอ็นเอของตนเปลาใหญทัง้ 115 ตัวอยาง โดยใชเอสเอสอารไพรเมอร 3 
ชนิด คือ ไพรเมอร 5 [A(GA)7GT], ไพรเมอร 7 [CRN2(CTT)2] และ ไพรเมอร 8 [BSC(GA)8]  
สามารถเพิ่มจาํนวนแถบดีเอน็เอได 64  , 93  และ 56 แถบตามลําดบั  และสามารถแบงกลุมแบบ
แผนดีเอ็นเอภายในของแตละไพรเมอรได 72  , 75  และ 68 กลุมตามลําดับ  เมื่อจัดกลุมโดยใชผล
จากแตละไพรเมอร สามารถจัดกลุมได 83 กลุม  เปลาใหญที่มาจากแหลงตางกันจะมีลักษณะ
แบบแผนดีเอ็นเอตางกนั และเปลาใหญทีม่าจากแหลงเดยีวกนัจะมีแบบแผนดีเอ็นเอทั้งเหมือน 
และแตกตางกนั จากนัน้สรางแบบแผนความสัมพนัธรวมกนั (Phylogram)ของเปลาใหญทั้ง 83 
กลุม โดยใชโปรแกรม neighbour-join, Phylip 3.63 สามารถแบงกลุมได 2 กลุมใหญ 
ประกอบดวย กลุม A12 และกลุม B 103 ตัวอยาง ทําใหทราบวาเปลาใหญแตละแหลงมีความ
ใกลชิดกันมาก 

จากการสุมตัวอยางเปลาใหญมาศึกษาองคประกอบทางเคมีโดยใชสวนเปลือกตนเปลา
ใหญ 19 ตัวอยาง  ซึง่มีแบบแผนดีเอ็นเอที่เหมือนกัน และตางกนั เพือ่ศึกษาความสัมพันธระหวาง 
แบบแผนดีเอ็นเอของเปลาใหญ กับองคประกอบทางเคมีของเปลอืกตนเปลาใหญ โดยอาศัย
เทคนิค1H-NMR  และ TLC  พบวาตวัอยางเปลือกเปลาใหญที่มาจากแหลงที่ตางกนั มีแบบแผนดี
เอ็นเอตางกนั จะมีองคประกอบทางเคมีตางกนั   เปลาใหญทีม่าจากแหลงเดยีวกนั มีแบบแผนดี
เอ็นเอตางกนั จะมีองคประกอบทางเคมีตางกนั และเปลาใหญทีม่าจากแหลงเดยีวกนั มีแบบแผน
ดีเอ็นเอเหมือนกนั จะมีองคประกอบทางเคมีเหมือนกนั  จากขอมูลไดมาทําใหทราบวาผลระหวาง
แบบแผนดีเอ็นเอที่ไดจากไพรเมอร 5 [A(GA)7GT], ไพรเมอร 7 [CRN2(CTT)2] และ ไพรเมอร 8 
[BSC(GA)8]   และองคประกอบทางเคมีจากเปลือกตนเปลาใหญนาจะมีความสอดคลองกัน 
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รายการอางอิง 
 

ภาษาไทย 
เต็ม สมิตินนัท. 2523. ชื่อพนัธุไมแหงประเทศไทย (ชื่อพฤกษศาสตร-ชื่อพื้นเมือง). พิมพคร้ังที่ 2, 

กรุงเทพมหานคร: หจก.แฟนนี่พับลิชชิง่. 
พัชรา  บุญญามณี.2543.  ความเปนพษิของเซลลมะเรง็ของสารประกอบไดเทอรพนีของเปลือกตน

เปลาใหญ Croton oblongifolius จังหวัดฉะเชิงเทรา. วทิยานพินธปริญญามหาบัณฑิต. 
ภาควิชาเคม ี คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 

ลีนา ผูพัฒนพงศ และ ธวัชชัย วงศประเสริฐ. 2530. สมุนไพรไทย ตอนที่ 5. กรุงเทพมหานคร: หจก 
ชุติมาการพิมพ. 

วิจิตร  สมรรคนัฎ. 2543. เครื่องหมายพนัธุกรรมของขาวทนเค็มที่คัดเลือกจากการเลี้ยงเนื้อเยื่อ . 
วิทยานิพนธปริญญามหาบณัฑิต. สหสาขาเทคโนโลยชีีวภาพ  คณะวิทยาศาสตร  
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

อัญชลี  ทัศนาขจร, วิเชียร  ริมพณิชยกิจ  และ   ศิราวุธ  กลิ่นบุหงา.  การวิเคราะหลักษณะและ
ความแปรผันของไมโครแซเทลไลตในจีโนมของกุงกุลาดาํและความเปนไปไดในการใชจําแนก
พันธกุรรม  หนา 54. 
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ภาคผนวก ก 
 

1.   สารเคมใีนการสกัดดีเอ็นเอ 
1.1   Washing buffer 

สารเคมี    ความเขมขนสดุทาย     ปริมาตรสารละลาย 200 มิลลิลิตร 
PVP          1 เปอรเซ็นต   2 กรัม 
Ascorbic acid    0.05 โมลาร   1.76 กรัม 
Tris-HCl (pH 8.0)   0.1 โมลาร20       มิลลิลิตร  (1 โมลาร -   

สารละลายตัง้ตน) 
2-mercaptoethanol   2 เปอรเซ็นต   4 มิลลิลิตร 
Autoclaved water  
 

1.2  2X CTAB lysis buffer 
สารเคมี    ความเขมขนสดุทาย       ปริมาตรสารละลาย 200 มิลลิลิตร 
CTAB     2 เปอรเซ็นต   4 กรัม 
Tris-HCl (pH 8.0) 0.1 โมลาร    20 มิลลิลิตร  (1 โม                            

ลาร สารละลายตั้งตน) 
EDTA (pH 8.0)   20 มิลลิโมลาร   8 มิลลิลิตร  (0.5 โม

ลาร สารละลายตั้งตน) 
NaCl     1.4 โมลาร   16.36 กรัม 
2-mercaptoethanol   0.5 เปอรเซ็นต   1 มิลลิลิตร 
Autoclaved water  

 
1.3 Chloroform:Isoamyl alcohol (24:1)   

สารเคมี       ปริมาตรสารละลาย 200 มิลลิลิตร 
Cholroform       192 มิลลิลิตร 
Isoamyl alcohol      8 มิลลิลิตร 
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1.4  20 % Polyethylene glycol 6000  
สารเคมี    ความเขมขนสดุทาย ปริมาตรสารละลาย 200มิลิลิตร 
Polyethylene glycol   20 เปอรเซ็นต  40 กรัม 
NaCl     2.5 โมลาร  14.61 กรัม 
Autoclaved water  

 
1.5   Tris-EDTA  buffer  (TE buffer) 

สารเคมี                    ปริมาตรสารละลาย 
10 mM  Tris-Cl ; pH 8.0     10 มิลลิลิตร 
1 mM  EDTA ; pH 8.0       2 มิลลิลิตร 
Autoclaved water  
 
2. สารเคมีในการทําพีซีอาร และอิเล็คโตรโฟรีซีส 

2.1 10x TBE buffer 
สารเคมี                 ปริมาตรสารสารละลาย 500  มิลลิลิตร 
Tris base       54 กรัม 
EDTA        4.65 กรัม 
Boric acid       27.5 กรัม 
Autoclaved water  
 

2.2 Loading dye 
สารเคมี       ปริมาตรสารละลาย 50 มิลลิลิตร 
Glycerol       25 มิลลิลิตร 
Bromophenol blue      0.125 กรัม 
0.5 M EDTA                  100 ไมโครลิตร 
Autoclaved water  
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3.  สารเคมีในการทาํ TLC 
 4.1 Vanillin/H2SO4  
สารเคมี      ปริมาตรสารละลาย 100 มิลลิลิตร 
เอธานอล      95 มิลลิลิตร 
กรดซัลฟวริกเขมขน     4.5 มิลลิลิตร 
วานิลิน       0.5 กรัม 
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รูปที่ ข.1     แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของตัวอยาง KY3 

ภาคผนวก ข 
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รูปที่ ข.2     แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของตัวอยาง KY7 
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รูปที่ ข.3     แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของตัวอยาง P1.5 
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รูปที่ ข.4    แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของตัวอยาง PK 
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รูปที่ ข.5     แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของตัวอยาง PU 
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รูปที่ ข.6     แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของตัวอยาง KA2 
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รูปที่ ข.7     แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของตัวอยาง SB1 
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รูปที ่ข.8     แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของตัวอยาง TA1 
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รูปที ่ข.9     แสดงสเปกตรัม1H-NMR ของตัวอยาง CHe1 
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รูปที่ ข.10     แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของตัวอยาง UD1 
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รูปที่ ข.11     แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของตัวอยาง QA 
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รูปที่ ข.12     แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของตัวอยาง QB 
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รูปที่ ข.13    แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของตัวอยาง QC 
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รูปที่ ข.14     แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของตัวอยาง QD 
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รูปที่ ข.15     แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของตัวอยาง QE 
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รูปที่ ข.16    แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของตัวอยาง QF 
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รูปที่ ข.17     แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของตัวอยาง QG 
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 รูปที่ ข.18    แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของตัวอยาง QH 
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รูปที่ ข.19     แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของตัวอยาง QI 
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