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อาจารยท่ี์ปรึกษา 

กระท่อมมีช่ือวทิยาศาสตร์วา่ Mitragynaspeciosa(Korth.) Havil.เป็นพืชในวงศ ์Rubiaceaeพบไดท้ัว่ไปในภาคกลาง
และภาคใตข้องประเทศไทย ใบกระท่อมนิยมใชใ้นกลุ่มคนใชแ้รงงานเพ่ือเพ่ิมก าลงั ท าใหท้นต่อการท างานกลางแดด
เป็นระยะเวลานาน การแพทยแ์ผนไทยใชเ้ป็นยาแกอ้าการทอ้งเสีย แกไ้อ และแกป้วด การแพทยแ์ผนปัจจุบนัใช ้บ าบดั
ผูป่้วยท่ีติดมอร์ฟีนสารหลกัท่ีตรวจพบในใบกระท่อมคือ mitragynine ซ่ึงเป็นสารในกลุ่มอลัคาลอยดแ์ต่เน่ืองจาก
กระท่อมมีคุณสมบติัท าใหเ้กิดการเสพติดไดป้ระเทศไทยจึงประกาศหา้มใชก้ระท่อม และจดัวา่เป็นยาเสพติดใหโ้ทษ 
ประเภทท่ี 5  พืชสกลุ Mitragyna ท่ีพบในประเทศไทยมี 4 ชนิด ไดแ้ก่ กระท่อม [M. speciosa(Korth.) Havil.], กระทุ่ม
โคก ]M. hirsutaHavil.], กระทุ่มนา  [M. diversifolia(Wall. ex G. Don) Havil.] และกระทุ่มข้ีหมู  
[M. rotundifolia(Roxb.) Kuntze.] ปัจจุบนัพบการใชส้บัสนกนัของพืชในสกลุน้ีจึงจ าเป็นท่ีจะตอ้งมีการพิสูจน์
เอกลกัษณ์ เพ่ือท าใหเ้กิดความปลอดภยัและประสิทธิผลในการใช ้การสร้างลายพิมพดี์เอน็เอจึงเป็นทางเลือกท่ี
น่าสนใจ เน่ืองจากเป็นวธีิการท่ีมีความถูกตอ้งแม่นย  าสูง นอกจากน้ีดีเอน็เอจะไม่ไดรั้บผลกระทบจากปัจจยัต่าง ๆ เช่น 
แหล่งท่ีอยู ่ฤดูกาล และระยะการเจริญเติบโตของพืช 
ลายพิมพดี์เอน็เอท่ีเลือกใช ้ไดแ้ก่ ลายพิมพดี์เอน็เอชนิดเอเอฟแอลพี PLFA)  -Amplified Fragment Length 

Polymorphism(ซ่ึงเป็นลายพิมพดี์เอน็เอท่ีสร้างจากจีโนมพืช และลายพิมพดี์เอน็เอชนิดบาร์โคด้ )DNsedocrab A) ซ่ึง 

สร้างจากดีเอน็เอ 4 บริเวณ คือ matK, rbcL, trnH-psbA spacer และ ITSในการศึกษาน้ีประสบความส าเร็จในการสร้าง

ลายพิมพดี์เอน็เอ โดยลายพิมพดี์เอน็เอทั้งสองชนิดน้ีสามารถใชพ้ิสูจน์เอกลกัษณ์ของพืชในสกลุ Mitragynaได ้รวมถึง

ใชแ้ยกกระท่อมออกจาก Mitragyna ชนิดอ่ืนไดช้ดัเจน ซ่ึงขอ้มูลท่ีไดเ้หล่าน้ีสามารถน าไปพฒันาหรือประยกุตใ์ชใ้น

งานตรวจสอบและควบคุมคุณภาพสมุนไพรต่อไปในอนาคต 
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Advisor 

Mitragynaspeciosa(Korth.) Havil., known as Kratom, is an evergreen tree in the Rubiaceae family native to the 

central and southern region of Thailand. Kratom leaves are often used by the labourers to enhance tolerance for 

working in long periods of time under the scorching sun. In Thai traditional medicine, the extract from the leaves are 

used for the treatment of diarrhea, cough and pain. Conventional medicine also uses it as a substitute when treating 

morphine withdrawals. The main constituent in Kratom leaves is mitragynine, an alkaloid. Because of the addiction 

effects, possession of Kratom leaves in Thailand is illegal according to the narcotic drug list relating to category 5 of 

the narcotic drug law.There are 4 Mitragyna species which are indigenous in Thailand; M. speciosa(Korth.) 

Havil.[Kratom], M. hirsutaHavil.,M. diversifolia (Wall. ex G. Don) Havil. and M. rotundifolia(Roxb.) Kuntze. 

Nowadays, many confused usages among Mitragyna species were found. Therefore, identification is needed for safe 

and effective use of Mitragyna. DNA fingerprint is onealternative method because of its high accuracy and 

precision. Moreover, DNA is not affected by habitat, season and the development of plants. 

In this study, the method used for creating DNA fingerprints areAFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 
and DNA barcoding. AFLP method generates DNA fingerprints from the whole genome while DNA barcoding 
creates DNA fingerprints from 4 loci: matK, rbcL, trnH-psbA spacer and ITS.The study was successful in DNA 
fingerprints creation. Both techniques are used not only for authentication of the Mitragyna species but also to 
differentiate Kratom from the other Mitragyna species. The data received from the study can be developed or 
applied to authenticate and control the quality of herb in the future. 
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ค าน า 
 

 โครงการปริญญานิพนธ์เรื่อง ดีเอ็นเอบาร์โค้ดของพืชสกุลกระท่อมและการประยุกต์ใช้  เป็นส่วน
หนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรเภสัชศาสตรบัณฑิต จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ประจ าปีการศึกษา 2557 
ซึ่งจัดท าข้ึนเพื่อค้นหาแนวทางในการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ของพืชในสกุลกระท่อม เนื่องจากยังไม่มีผู้
ศึกษาวิธีการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์พืชสกุลกระท่อมด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล ได้แก่ ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
ชนิด AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) และลายพิมพ์ดีเอ็นเอชนิด DNA 
barcode มาก่อน ทางผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษาการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์พืขสกุลกระท่อมด้วย
วิธีการทางชีวโมเลกุลทั้งสองวิธีนี้ 

ผู้วิจัยหวังเป็นอยางยิ่งว่าปริญญานิพนธ์ฉบับนี้ จะเป็นประโยชน์ต่อผู้ที่สนใจในการศึกษา 
หาข้อมูล และหากมีข้อผิดพลาดประการใดผู้วิจัยต้องขออภัยไว้ ณ ที่นี้ด้วย  
 
 
 
 
 

คณะผู้จัดท า 
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ค าย่อและสัญลักษณ์ 

 

bp    base pair 

BSA    bovine serum albumin 

DNA    deoxyribonucleic acid 

dNTPs    deoxynucleoside triphosphate 

EDTA    ethylenediaminetetraacetic acid 

Kb    kilobase 

M    molar 

MgCl2    magnesium chloride 

mL    milliliter 

µL       microliter 

µM       micromolar 

NCBI    National Center  Biotechnology Information 

PCR    polymerase chain reaction 

AFLP   Amplified Fragment Length Polymorphism 

TAE buffer   Tris-acetate-EDTA buffer 

TBE buffer   Tris-borate-EDTA buffer 

Tm    melting temperature 

Tris    Tris(hydroxymethyl)aminomethane 

U    unit 

∞    infinity 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ที่มาและความส าคัญ 
Mitragyna speciosa หรือกระท่อม เป็นพืชในสกุล  Rubiaceae พบได้ท่ัวไปในประเทศไทย 

โดยเฉพาะทางภาคกลางและภาคใต้  พืชกระท่อมเป็นที่นิยมใช้ในกลุ่มคนใช้แรงงานเพ่ือเพ่ิมก าลัง  และ    
ท าให้สามารถท างานได้อย่างทนทาน การแพทย์แผนไทยเดิมน ามาใช้เป็นยารักษาโรคท้องเสีย แก้ไอ      
แก้ปวด และการแพทย์แผนปัจจุบันยังคงน ามาใช้เป็นรักษาผู้ปุวยที่ติด  Morphine โดยสารที่ตรวจพบใน
กระท่อมคือสารในกลุ่ม Alkaloid ได้แก่ Mitragynine, Speciofoline, Rhychophylline และ 
Stipulatine แสดงภาพโครงสร้างดังภาพที่ 1 แต่เนื่องจากกระท่อมมีคุณสมบัติท าให้เกิดการเสพติดได้ i 
ประเทศไทยจึงประกาศห้ามใช้กระท่อม และจัดว่าเป็นยาเสพติดให้โทษประเภทที่ 5 ตามความใน 
พระราชบัญญัติยาเสพติดให้โทษ พ.ศ. 2522  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1 โครงสร้างของสารเคมีที่พบใน Mitragyna speciosaii 
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ส าหรับพืชสกุล Mitragyna มีหลายชนิดiii แต่ที่พบได้ในประเทศไทยมี 4 ชนิด ได้แก่             
M. speciosa (กระท่อม), M. hirsuta (กระทุ่มโคก), M. diversifolia (กระทุ่มนา)  และ                  
M. rotundifolia (กระทุ่มข้ีหมู) ซึ่งพืชทั้ง 3 ชนิดหลังนี้มักมีการน ามาใช้สับสนกับกระท่อม iv แม้ว่าสารที่    
ตรวจพบในพืชแต่ละชนิดจะมีชนิดและปริมาณของสารส าคัญท่ีแตกต่างกันไป3  

การพิสูจน์เอกลักษณ์ของพืชในสกุล Mitragyna สามารถท าได้หลายวิธี เช่น การใช้ลักษณะ
ทางมหทรรศน์หรือสัณฐานวิทยา (Macroscopic or morphological identification) จ าเป็นต้องอาศัย
ผู้เชี่ยวชาญในการตรวจสอบและจ าเป็นต้องใช้ส่วนประกอบของต้นหลายส่วนและหลายบริเวณพิจารณา
ประกอบกัน ซึ่งท าได้ยากล าบากในทางปฏิบัติ หรือการใช้เทคนิคทางเคมี เช่น การพิสูจน์เอกลักษณ์พืช
สกุล Mitragyna ด้วยวิธี TLCv ซึ่งก็มีข้อจ ากัดทางด้านปริมาณหรือชนิดของสารเคมีที่สามารถตรวจพบได้
อาจมีปริมาณการเปลี่ยนแปลงไปตามปัจจัยต่างๆ เช่น ฤดูกาล หรือแหล่งที่ปลูก เป็นต้น ดังนั้นการพิสูจน์
เอกลักษณ์ด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุลโดยใช้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ จึงเป็นทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจ  เนื่องจากเป็น
การใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ (Nucleotide sequence) และรูปแบบดีเอ็นเอ (DNA pattern) ในการระบุ
ชนิดของสิ่งมีชีวิต ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดอันได้รับการถ่ายทอดทางพันธุกรรมมาจาก
บรรพบุรุษ สามารถระบุชื่อสิ่งมีชีวิตได้จากทุกระยะของการเจริญ มีความคงตัว ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลง
ตามปัจจัยสภาพแวดล้อมดังกล่าว และแม้ว่าจะอยู่ในสภาพที่เป็นชิ้นส่วนขนาดเล็ก ทั้งที่เป็นตัวอย่างสด
และตัวอย่างท่ีถูกรักษาสภาพไว้vi ก็สามารถตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ได้และให้ผลคงเดิม 

ในการศึกษาครั้งนี้ได้เลือกสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลชนิดเอเอฟแอลพี (AFLP; 
Amplified Fragment Length Polymorphism) และจัดท าดีเอ็นเอบาร์โค้ดของพืชสกุล Mitragyna ใน 
4 บริเวณ ได้แก่ matK, rbcL, trnH-psbA spacer และ ITS ซึ่งจากการทบทวนวรรณกรรมยังไม่พบการ
พิสูจน์เอกลักษณ์ของพืชสกุล Mitragyna โดยอาศัยทั้ง 2 วิธีดังกล่าวมาก่อน 

 

1.2 วัตถุประสงค์ 

 เพ่ือตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์พืชในสกุล Mitragyna โดยใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุล โดยคัดเลือก
เครื่องหมายโมเลกุลที่เหมาะสมต่อการพิสูจน์เอกลักษณ์ และจัดท าดีเอ็นเอบาร์โค้ด  
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บทที่ 2  
การสร้างเครื่องหมายโมเลกุลชนิดเอเอฟแอลพี 

2.1 อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการสร้างเครื่องหมายโมเลกุลชนิดเอเอฟแอลพี 

อุปกรณ์ที่ใช้ในการศึกษา 
2.1.1 อุปกรณ์ส าหรับการสกัด วัดคุณภาพ และปริมาณดีเอ็นเอ 

- โกร่งกระเบื้องและลูกโกร่ง 
- ตู้แช่เย็นอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
- เครื่องปั่นเหวี่ยง (Microcentrifuge Model SD 220, qualitron, INC) 
- Water bath incubator 
- Incubator (STUART Scientific) 
- เตาไมโครเวฟ (Microwave (TURBORA TRX-1974i)) 
- เครื่องแยกขนาดดีเอ็นเอ (Gel electrophoresis) ส าหรับ Agarose gel (Gelmate 2000,     
MyRun) 
- อุปกรณ์ฉายแสงยูวีและถ่ายภาพเจล (Gel Documentation System) 
เช่น SONY Video graphic printer UP-897MD, Transiluminator (ECX), Electronic 
Case 

2.1.2 เครื่องพีซีอาร์ (GeneAmp PCR System 1700) ส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค   
พีซีอาร์ 

2.1.3 อุปกรณ์ส าหรับการวิเคราะห์เอเอฟแอลพี ได้แก่ ชุดแยกขนาดดีเอ็นเอแบบตั้งส าหรับ 
Polyacrylamide gel 

สารเคมีที่ใช้ในการศึกษา 
2.1.4 สารเคมีในการสกัดวัดคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ 

- Liquid nitrogen 
- CTAB (Cetytrimethyl ammonium bromide) 

- 2-Mercaptoethanol 
- TrisHCl 
- EDTA (Ethylenediaminetetraacetate acid) 
- Potassium acetate 
- Isoamylalchohol : chloroform (16 : 1) 
- Absolute ethanol 
- 70% Ethanol 
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- ผง Agarose (GeneMate)  

2.1.5 สารเคมีในปฏิกิริยาการตัดดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะและเชื่อมต่อกับ  Adapter  
- เอนไซม์ EcoRI, MseI 
- T4 DNA ligase 
- EcoRI adapter, MseI adapter 
- ATP  
- Buffer A  

2.1.6 สารเคมีในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอาร์  
- EcoRI primer, MseI primer 
- MgCl2 
- dNTP  
- เอนไซม์ Taq polymerase  

2.1.7 สารเคมีในการแยกขนาดดีเอ็นเอโดย Denaturated polyacrylamide gel  
- สารละลายโพลีอะคริลาไมด์ ( ACRYL/BIS Tm (°C) 19:1 40% (w/v) solution (Amresco) ) 
- TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylehtylenediamine),Ammonium 
peroxodisulphate (AnalaR®) 
- Bind silane 
- Acetic acid 
- Silver nitrate 
- Sodium carbonate 
- 37% Formaldehyde  
- Sodium thiosulfate  
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2.2 ตัวอย่างพืชท่ีใช้ในการสร้างเครื่องหมายโมเลกุลชนิดเอเอฟแอลพี 

ตัวอย่างที่ใช้ในการสร้างเครื่องหมายโมเลกุลชนิดเอเอฟแอลพี ประกอบด้วย ตัวอย่างพืชในสกุล 
Mitragyna 4 ชนิด ได้แก่ 1. M.speciosa จ านวน 4 ตัวอย่าง 2. M.diversifolia จ านวน 3 ตัวอย่าง     
3. M.rotundifolia จ านวน 1 ตัวอย่าง และ 4. M.hirsuta จ านวน 3 ตัวอย่าง ดังตารางที่ 1 

ตารางท่ี 1 ตัวอย่างพืชสกุล Mitragyna ที่ใช้ในศึกษาเครื่องหมายโมเลกุลชนิดเอเอฟแอลพี 

 

 

 

 

 

 

 

 

ชนิด ชื่อทั่วไป รหัส วันที่เก็บ สถานที่เก็บ 

M.speciosa กระท่อม MS1 08/05/2014 จังหวัดฉะเชิงเทรา 

M.speciosa  MS2 11/05/2014 จังหวัดยะลา 

M.speciosa  MS3 08/05/2014 จังหวัดปทุมธานี 

M.speciosa  MS4 15/05/2014 จังหวัดสมุทรปราการ 

M.diversifolia กระทุ่มนา MD1 08/05/2014 สวนหลวง ร.9  กรุงเทพมหานคร 
M.diversifolia  MD2 08/05/2014 คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

กรุงเทพมหานคร 
M.diversifolia  MD3 15/05/2014 จังหวัดอุตรดิตถ์ 
M.rotundifolia กระทุ่มเนิน MR1 08/05/2014 สวนหลวง ร.9  กรุงเทพมหานคร 
M.hirsuta กระทุ่มโคก MH1 08/05/2014 สวนหลวง ร.9  กรุงเทพมหานคร 
M.hirsuta  MH2 08/05/2014 คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

กรุงเทพมหานคร 
M.hirsuta  MH3 08/05/2014 สวนหลวง ร.9  กรุงเทพมหานคร 
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2.3 วิธีการศึกษา 

การสร้างเครื่องหมายโมเลกุลชนิดเอเอฟแอลพีมีข้ันตอนดังต่อไปนี้ 

2.3.1 การเก็บตัวอย่าง (Sample collection) 
การเก็บตัวอย่างท าโดยเก็บเอาใบที่ปลายยอด มีความสมบูรณ์ และเป็นโรคน้อยที่สุด เก็บไว้ใน

ถุงพลาสติกท่ีมีการพรมน้ ารักษาความชุ่มชื่น และเจาะรูระบายอากาศเล็กน้อย เมื่อน าตัวอย่างมายัง
ห้องปฏิบัติการแล้วจึงเลือกเอาใบที่สมบูรณ์ มีสีเขียว ไม่มีโรค ไม่แก่จนเกินไป น าไปสกัด genomic 
DNA 

2.3.2 การสกัด genomic DNA (genomic DNA extraction) 
น าใบของแต่ละตัวอย่างที่เก็บไว้มาตัดเป็นชิ้นส่วนที่เล็กพอสมควร บดกับไนโตรเจนเหลวด้วย

โกร่งและลูกโกร่งจนละเอียด ตักแบ่งใส่ Eppendrof หลอดละประมาณ 3 ใน 4  ของหลอด จากนั้น
น าไปท าการสกัดด้วยวิธี CTAB ที่ประยุกต์มาจากวิธีของ Doylevii ตามข้ันตอนดังนี้ 
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2X CTAB extraction buffer 650 μL + RNaseA 3 

μL 

Chloroform : isoamyl (24:1) 500 μL  

X 2 ครัง้  

TE Buffer 30 μL  

ใบพืช 0.5 กรัม 

บดด้วยไนโตรเจนเหลวจนละเอียด 
 
 

Incubate ใน Waterbath ที่อุณหภูมิ 60 °C นาน 1 ชั่วโมง 

ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง Vortex 

ปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 

ย้ายสารละลายตอนบนใส่หลอดใหม่ 
 

ตั้งในเครื่องเอียง (BIOSAN MR-1) เป็นเวลา 20 นาที 

ปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที 

ย้ายสารละลายตอนบนใส่หลอดใหม่ 

เติม Absolute alcohol ปริมาตร 1.5 เท่าของของเหลวในหลอดลงไป 

ปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที  

เทของเหลวในหลอดทิ้งไป 

ล้างตะกอนด้วย 70% Alcohol 650 μL 

ปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 rpm เป็นเวลา 5 นาท ี  

เทของเหลงทิ้งไป และผึ่งให้แห้ง 

 

 ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 1-2 ชั่วโมง และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 °C แต่ถ้าหากใช้งานบ่อยควรเก็บรักษาที่ – 20ºc 
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2.3.3 การตรวจสอบผลผลิตที่ได้จากการสกัด genomic DNA 
ท าการวัดปริมาณและตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ด้วยวิธีการวัดการเรืองแสง 

เมื่อน าไปส่องแสงอัลตราไวโอเลต โดยความเข้มของแสงเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณดีเอ็นเอ 
เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (Lambda DNA standard) ที่ทราบปริมาณแล้ว โดยน ามาท า 
อิเลคโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) บนอะกาโรสเจลที่มีความเข้มข้น 0.8 % เตรียมจาก       
อะกาโรส 0.8 กรัมใน 0.5x TBE buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท าการ Run โดยใช้          
ความต่างศักย์ไฟฟูา 100 Volts เป็นเวลา 20 นาที เมื่อได้ความเข้มข้นของดีเอ็นเอตัวอย่างแล้ว 
เจือจางดีเอ็นเอด้วยน้ ากลั่นให้มีความเข้มข้นตามต้องการ 

2.3.4 การตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอโดยเครื่องหมายเอเอฟแอลพี 
ปฏิบัติโดยน าดีเอ็นเอที่ต้องการตรวจสอบท าปฏิกิริยาตามข้ันตอน ดังนี้viii  

2.3.4.1 การตัดดีเอ็นเอด้วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะ และเชื่อมต่อกับ Adapter 
Digestion : น า genomic DNA พืชที่สกัดเข้มข้นประมาณ 100 ng/μL มาย่อย

ด้วยด้วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะ 2 ชนิดคือ EcoRI และ Tru9I ใน 10X bufferA ส่วนประกอบ
ดังแสดงในตารางที ่2 จากนั้นบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  

ตารางที ่2 ส่วนประกอบของปฏิกิริยา Digestion 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น Stock ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตรต่อหนึ่งปฏิกิริยา 
(1x) 

Tru9I 10 u/μL 5 u 0.5 μL 
EcoRI 10 u/μL 5 u 0.5 μL 
10X Buffer A 10X 1X 4 μL 
dH2O   30 μL 

รวม 35 μL 
DNA (100 ng/μL) 100 ng/μL 500 ng 5 μL 

รวม 40 μL 
 

Ligation   น าดีเอ็นเอท่ีที่ถูกย่อยแล้วจากข้ันตอน Digestion มาต่อด้วย     
ER-adapter และ MS-adapter  ล าดับของนิวคลีโอไทด์ของ Adapter  แสดงใน   
ตารางที่ 4 และส่วนประกอบของปฏิกิริยาแสดงในตารางที่ 3 จากนั้นบ่มให้ท าปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิ  37 °C เป็นเวลา 3 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา น ามาเจือจางด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ
ประมาณ 10 เท่า จากนั้นน าไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 °C   
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ตารางที ่3 ส่วนประกอบของปฏิกิริยา Ligation 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น 
Stock 

ความเข้มข้น
สุดท้าย 

ปริมาตรต่อหนึ่งปฏิกิริยา (1x) 

ER Adapter 50 pmol/μL  1 μL 
MS Adapter 50 pmol/μL  1 μL 
T4 DNA ligase 5u/μL  0.2 μL 
ATP 10 mM 1 mM 1 μL 
10X ligase buffer 10X 1X 1 μL 
dH2O   5.8 μL 

รวม 10 μL 

ส าหรับ Adapter ที่ใช้คือ EcoRI adpter และ MseI adapter ที่มีล าดับเบสดังตารางที่ 4 

ตารางที่ 4 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Adapter ในขั้นตอนการวิเคราะห์ด้วยเครื่องหมายเอเอฟแอลพี 

Adapter ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5′-3′) 
EcoRI adapter 

 
CTCGTAGACTGCGTACC 
CTGACGCATGGTTAA 

MseI adapter 
 

GACGATGAGTCCTGAG 
TACTCAGGACTCAT 

 

2.3.4.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอาร์ 
        - การเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอโดยใช้ไพร์เมอร์ที่มีการเพิ่มนิวคลีโอไทด์ 1 ตัวท่ี

ปลาย 3’ ของไพร์เมอร์ (Preselective amplification) เพ่ือลดจ านวนชิ้นดีเอ็นเอที่
สามารถเพ่ิมปริมาณได้และให้มีความจ าเพาะในขั้นหนึ่งก่อน  โดยส่วนประกอบและสภาวะ
ที่ใช้ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสแสดงรายละเอียดดังตารางที่ 5 และตารางท่ี 6 
ดังต่อไปนี้ 
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ตารางที ่5 ส่วนประกอบของปฏิกิริยา Pre-amplification (PCR I) 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น Stock ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตรต่อหนึ่งปฏิกิริยา 
(1X) 

PCR buffer 10X 1X 5 μL 
MgCl2 50 mM 1.5 mM 1.5 μL 
dNTPs 1 mM 0.2 mM 10 μL 
Primer ER-A 70 ng/μL 1.4 ng/μL 1 μL 
Primer MS-C 70 ng/μL 1.4 ng/μL 1 μL 
Taq DNA 
polymerase 

5 U/μL 1 U 0.2 μL 

dH2O   26.3 μL 
รวม 45 μL 

DNA   5 μL 
รวม 50 μL 

 

ตารางที ่6 สภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรส 

 

- การเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอโดยใช้ไพร์เมอร์ที่มีการเพิ่มนิวคลีโอไทด์ 3 ตัวท่ีปลาย 3′ ของ
ไพร์เมอร์ (Selective amplification) เพื่อลดจ านวนชิ้นดีเอ็นเอที่สามารถเพ่ิมปริมาณได้ และเพ่ือให้
เกิดการคัดเลือกการเพ่ิมปริมาณชนิดดีเอ็นเอบางส่วน ท าให้มีความจ าเพาะมากขึ้นโดยใช้คู่ไพร์เมอร์ทั้ง 2 
ชนิด (Forward และ Reverse primer) คือไพร์เมอร์ EcoRI + 3 กับ MseI + 3 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์
ของคู่ไพร์เมอร์ที่ใช้ศึกษาดังตารางที่ 9 และส่วนประกอบและสภาวะส าหรับปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส
แสดงรายละเอียดดังตารางที่ 7 และตารางท่ี 8 

 

กระบวนการ อุณหภูมิ (°C) เวลาที่ใช้ 
Predenaturation 94 5 Min 
Denaturation 94 30 sec  

รวมทั้งหมด 20 รอบ Annealing 56 1 Min 
Extension 72 1 Min 
Final Extension 72 5 Min 
Hold 4 α 
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ตารางที ่7 ส่วนประกอบของปฏิกิริยา Amplification 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น Stock ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตรต่อหนึ่งปฏิกิริยา 
(1X) 

PCR buffer 10X 1X 2 μL 
MgCl2 50 mM 1.5 mM 0.6 μL 
dNTPs 1 mM 0.2 mM 4 μL 
Primer ER-ANN 30 ng/μL 1.5 ng/μL 1 μL 
Primer MS-CNN 30 ng/μL 1.5 ng/μL 1 μL 
Taq DNA 
polymerase 

5 U/μL 0.5 U 0.1 μL 

dH2O   8.3 μL 
รวม 17 μL 

DNA(จากข้ัน PCR I)   3 μL 
รวม 20 μL 

 

ตารางที ่8 สภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรส 

กระบวนการ อุณหภูมิ (°C) เวลาที่ใช้ 
Predenaturation 94 2 Min 
Denaturation 94 30 sec  

รวม 12 รอบ Annealing 65* 30 sec 
Extension 72 1 Min 
Denaturation 94 30 sec  

รวม 23 รอบ Annealing 56 30 sec 
Extension 72 1 Min 
Hold 4 ∞ 
*Touchdown PCR ลดอุณหภูมิช่วง Annealing ลงรอบละ 0.7 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 9 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ในขั้นตอนการวิเคราะห์ด้วยเครื่องหมายเอเอฟแอลพี 

ไพร์เมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5′-3′) 

Primer+1 
ER1A 
MS1C 
Primer+3 
ER3AAG 
ER3AAC 
ER3ACA 
ER3ACT 
ER3AGG 
MS3CTA 
MS3CAG 
MS3CTT 
MS3CAT 
MS3CTG 
MS3CCA 
MS3CCT 
MS3CCC 
MS3CCG 
MS3CGA 
MS3CGC 

 
AGACTGCGTACCAATTCA 
GATGAGTCCTGAGTAAC 
 
AGACTGCGTACCAATTCAAG 
AGACTGCGTACCAATTCAAC 
AGACTGCGTACCAATTCACA 
AGACTGCGTACCAATTCACT 
AGACTGCGTACCAATTCAGG 
GATGAGTCCTGAGTAACTA 
GATGAGTCCTGAGTAACAG 
GATGAGTCCTGAGTAACTT 
GATGAGTCCTGAGTAACAT 
GATGAGTCCTGAGTAACTG 
GATGAGTCCTGAGTAACCA 
GATGAGTCCTGAGTAACCT 
GATGAGTCCTGAGTAACCC 
GATGAGTCCTGAGTAACCG 
GATGAGTCCTGAGTAACGA 
GATGAGTCCTGAGTAACGC 
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2.3.4.3 การแยกขนาดดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเลคโทรโฟรีซิสใน Denaturing polyacrylamide gel 

- การเตรียมกระจกส าหรับเทเจล 
 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2  การเตรียมกระจกส าหรับเทเจล 

ใช้กระจก 2 แผ่น ท าให้เกิดช่องว่างระหว่างกันโดยใช้ Spacer ซึ่งเป็นแผ่นพลาสติก
แถบยาวเท่ากับกระจก และมีความหนาเท่ากับเจลที่ต้องการ น าแผ่นกระจกส าหรับ
เตรียมเจลมาล้างให้สะอาด และเช็ดด้วยเอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์ 3 ครั้งให้สะอาด ทั้ง 2 
แผ่น เช็ดกระจกแผ่นหลังด้วย Bind silane เพื่อให้เจลเกาะติดกับกระจก และเช็ดด้วย
เอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์อีก 3 ครั้งส าหรับกระจกแผ่นหน้าที่ใช้เป็น Chamber จะเช็ดให้
ทั่วด้วย Repel silane เพ่ือไม่ให้เจลติดกับ Chamber จากนั้นน ากระจกทั้ง 2 แผ่น
ประกอบเข้าชุดโดยวาง Spacer ไว้ทั้งสองข้าง เพื่อให้เกิดช่องว่างระหว่างกระจกทั้งสอง
โดยหันด้านที่เช็ดด้วย Bind silane และ Repel silane เข้าหากันแล้วใช้ Clamp ยึดให้
อยู่ติดกับที่ 

- การเตรียม Denaturing polyacrylamide gel  
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3 ส่วนประกอบของ Denaturing polyacrylamide gel 
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ใช้ 4.5% Denaturing polyacrylamide gel ที่แช่เย็นปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
เติมสารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟตเข้มข้น 10 % (10%APS) ปริมาตร 300 
ไมโครลิตร และ TEMED ปริมาตร 100 ไมโครลิตร (อัตราส่วนนี้ใช้ส าหรับการเทเจลใน 
กระจกขนาด  21x40  cm. จ านวน 1กระจก) แกว่งภาชนะให้ผสมเป็นเนื้อเดียวกันอย่าง
รวดเร็วระวังอย่าให้เกิดฟองอากาศ ใช้กระบอกฉีดยาดูดสารละลายเจลและฉีดเจลใส่ลง
ในช่องว่างระหว่างกระจกจนเจลไหลถึงขอบแผ่นกระจกด้านบน จากนั้นเสียบหวีด้านที่
เรียบเป็นเส้นตรงลงไปด้านบน ปล่อยให้เจลแข็งตัวประมาณ 2 ชั่วโมง 

- การแยกขนาดดีเอ็นเอโดยใช้กระแสไฟฟูา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4 การแยกขนาดดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Polyacrylamide gel electrophoresis 

เมื่อเจลแข็งตัวดีแล้วดึงหวีออก และท าความสะอาดกระจกด้านนอกให้สะอาดด้วย
น้ าสะอาดแล้วประกอบกระจกเข้ากับชุดอิเลคโทรโฟรีซิสแนวตั้ง เติมบัฟเฟอร์ 1X TBE ลงใน
ช่องส าหรับใส่บัฟเฟอร์ทั้งด้านบนและด้านล่าง จากนั้นท าการต่อสายไฟเข้ากับเครื่อง       
อิเลคโทรโฟรีซิส ท าการ Pre-run ใช้ก าลังไฟฟูาคงที่ 50 วัตส์ เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบ
เวลาให้ปิดเครื่อง จากนั้นท าความสะอาดผิวหน้าของเจลให้สะอาด เสียบหวีด้านที่เป็นซี่หวี 
ลงไปให้ซี่หวีสัมผัสกับผิวหน้าเจล จากนั้นน า PCR II Product ที่ผ่านการท าการคลายเกลียว
ดีเอ็นเอแล้ว (โดยให้ความร้อนอุณหภูมิ 96 °C เป็นเวลานาน 3 นาที จากนั้นลดอุณหภูมิ
อย่างรวดเร็ว โดยวางบน Ice box ทันท)ี หยอดตัวอย่างดีเอ็นเอลงในช่องแต่ละช่องของหวี
พร้อมกับหยอดดีเอ็นเอมาตรฐาน (ØX174 DNA/HinfI) จากนั้นจึงเปิดเครื่อง โดยใช้
ก าลังไฟฟูาคงที่จนกว่า Loading buffer จะเคลื่อนที่ลงมาประมาณ 15-18 เซนติเมตร ปิด
เครื่องแยกกระจกทั้ง 2 แผ่นออกจากกันน าเจลไปย้อมด้วยสารละลายซิลเวอร์ไนเตรทต่อไป 
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- การย้อมเจลด้วยสารละลายซิลเวอร์ไนเตรท (Silver staining) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 5 การย้อมเจลด้วยสารละลายซิลเวอร์ไนเตรท (Silver staining) 
 

น าแผ่นกระจกที่มีเจลติดอยู่มาแช่ในสารละลาย Fixative (10% Acetic acid) นาน 
20 นาที เขย่าเบาๆ บนเครื่องเขย่า จากนั้นเขย่าล้างด้วยน้ า Deionized 3 ครั้ง นานครั้ง
ละ 2 นาที ต่อมาแช่กระจกต่อในสารละลายซิลเวอร์ไนเตรท เพื่อย้อมเจล เป็นเวลา 30 
นาที เขย่าอย่างสม่ าเสมอ เมื่อครบเวลาล้างแผ่นเจลด้วยน้ า Deionized อย่างรวดเร็วไม่
เกิน 5 วินาที และยกแผ่นกระจกใส่ในสารละลาย Developer ที่แช่เย็นเก็บไว้ เขย่า
จนกว่าจะปรากฏแถบดีเอ็นเอชัดเจนจึงท าการหยุดปฏิกิริยา โดยการเติมสารละลาย 
Fixative (10% Acetic acid) และเขย่าต่อเป็นเวลานาน 3-5 นาที จนกระท่ังหมดฟอง 
จากนั้นจึงน าแผ่นกระจกล้างด้วยน้ า Deionized และยกมาผึ่งให้แห้ง 

2.3.4.4 การวิเคราะห์ข้อมูลเครื่องหมายเอเอฟแอลพี 
- คัดเลือกคู่ไพร์เมอร์ที่เหมาะสมจากทั้งหมด 37 คู่ โดยเลือกเฉพาะคู่ท่ีให้แถบดีเอ็นเอ 

จ านวนมาก ชัดเจน และแสดงความแตกต่างระหว่าง Mitragyna แต่ละชนิด 
- ค านวณหาร้อยละของจ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงโพลีมอร์ฟิซึม (Percentage of 

polymorphism) และจ านวนแถบดีเอ็นเอเฉลี่ยต่อคู่ไพร์เมอร์ได้จาก 

percentage of polymorphism =  จ านวนของแถบดีเอ็นเอที่แสดงโพลีมอร์ฟิซึม x 100 
   จ านวนของแถบดีเอ็นเอทั้งหมดท่ีศึกษา 

         จ านวนแถบดีเอ็นเอเฉลีย่ต่อคูไ่พร์เมอร์ = จ านวนของแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 
จ านวนคู่ไพร์เมอร์ที่ศึกษา 
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- วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม ท าการแปลผลข้อมูลจากแถบดีเอ็นเอที่
สามารถใช้แยกความแตกต่างของ Mitragyna แต่ละชนิด โดยเปรียบเทียบจาก
ความเหมือนและความแตกต่างของรูปแบบของดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึน โดยต าแหน่งที่พบ
แถบดีเอ็นเอที่แถวหนึ่ง ๆ ให้มีสัญลักษณ์เป็น “1” ส่วนต าแหน่งที่ไม่พบแถบดีเอ็นเอ
ที่เกิดขึ้นที่แถวเดียวกันนั้นให้มีสัญลักษณ์เป็น “0” แล้วน าไปวิเคราะห์ค่า
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมโดยใช้ Jaccard’s similarity สร้าง Dendrogram ด้วย
วิธี UPGMAix โดยโปรแกรม SAHNx แสดงผลในรูปแบบของแผนภาพความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรม นอกจากนี้ ได้ท าการหาค่า Cophenetic correlation (r) เพ่ือ
ตรวจสอบความเหมาะสมในการจัดกลุ่มซึ่งดูจากค่า Goodness of fitxi โดยใช้
โปรแกรม COPH และ MXCOMP  
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2.4 ผลการศึกษาและการอภิปราย 

2.4.1 การคัดเลือกคู่ไพร์เมอร์ที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการศึกษา 
จากการน าไพร์เมอร์จ านวน 37 คู่ มาเพ่ิมจ านวนชิ้นดีเอ็นเอในขั้นตอน Selective 

amplification และแยกขนาดด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสภายใต้ตัวกลางชนิด Denaturing 
polyacrylamide gel แล้วคัดเลือกคู่ไพร์เมอร์ที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการศึกษา ซ่ึงในการศึกษา
ครั้งนี้ พบไพร์เมอร์ที่เหมาะสมจ านวน 18 คู่ ในแต่ละคู่ให้แถบดีเอ็นเอท่ีชัดเจน สามารถแสดง
ความแตกต่างของ Mitragyna แต่ละชนิด และมีจ านวนแถบดีเอ็นเอตั้งแต่ 16-46 แถบ ดังตาราง
ที่ 10 

ตารางที่ 10 คู่ไพร์เมอร์ที่คัดเลือกใช้ในการศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของพืชในสกุล Mitragyna 
 

No. Primer combination 
Number of 
AFLP bands 

Size range (bps) 
Percentage of 
polymorphic 

bands 
1 ER3AAG / MS3CTA 39 118-553 29 
2 ER3AAC / MS3CAG 29 118-726 20 
3 ER3AAC / MS3CTA 42 100-726 32 
4 ER3ACA / MS3CTA 32 200-1000 27 
5 ER3ACA / MS3CTT 39 140-1000 34 
6 ER3ACA / MS3CAT 38 151-1000 25 
7 ER3ACT / MS3CAT 46 140-1000 36 
8 ER3ACT / MS3CTG 42 118-1000 40 
9 ER3ACA / MS3CCA 30 151-726 23 
10 ER3ACA / MS3CCT 37 151-1000 32 
11 ER3ACA / MS3CCC 30 140-1000 24 
12 ER3ACA / MS3CCG 22 118-1000 16 
13 ER3ACA / MS3CGA 21 118-500 17 
14 ER3ACA / MS3CGC 16 151-1000 12 
15 ER3AGG / MS3CCA 22 200-553 15 
16 ER3AGG / MS3CCT 22 151-553 12 
17 ER3AGG / MS3CCC 37 151-1000 32 
18 ER3AGG / MS3CGA 44 118-1000 38 

Total 588  78.91 
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ภาพที่ 6 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีสร้างจากเครื่องหมายโมเลกุลเอเอฟแอลพี   
 โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ ER3AAG / MS3CTA 
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ค ำอธิบำยภำพท่ี 6 

Lane 1: phiX174 DNA/HinfI Marker Lane 2: M. speciosa MS1           
Lane 3: M. speciosa MS2  Lane 4: M. speciosa MS3            
Lane 5: M. speciosa MS4  Lane 6: M. diversifolia MD1        
Lane 7: M. diversifolia MD2  Lane 8: M. diversifolia MD3        
Lane 9: M. rotundifolia MR1  Lane 10: M. hirsuta MH1              
Lane 11: M. hirsuta MH2  Lane 12: M. hirsuta MH3 
Lane 13: phiX174 DNA/HinfI Marker 
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ภาพที่ 7  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีสร้างจากเครื่องหมายโมเลกุลเอเอฟแอลพี โดยใช้คู่ไพร์เมอร์  
  ER3AAC / MS3CAG และ ER3AAC / MS3CTA 
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ค ำอธิบำยภำพท่ี 7 

ต าแหน่งที่มีลูกศรชี้ แสดงถึงต าแหน่งที่มีแถบดีเอ็นเอท่ีเป็นเอกลักษณ์ของ M. speciosa 

Lane 1: phiX174 DNA/HinfI Marker 
Lane 2: M. speciosa MS1           Lane 3: M. speciosa MS2 
Lane 4: M. speciosa MS3           Lane 5: M. speciosa MS4 
Lane 6: M. diversifolia MD1        Lane 7: M. diversifolia MD2 
Lane 8: M. diversifolia MD3       Lane 9: M. rotundifolia MR1 
Lane 10: M. hirsuta MH1             Lane 11: M. hirsuta MH2 
Lane 12: M. hirsuta MH3 
Lane 13: phiX174 DNA/HinfI Marker 
Lane 14: M. speciosa MS1           Lane 15: M. speciosa MS2 
Lane 16: M. speciosa MS3           Lane 17: M. speciosa MS4 
Lane 18: M. diversifolia MD1        Lane 19: M. diversifolia MD2 
Lane 20: M. diversifolia MD3       Lane 21: M. rotundifolia MR1 
Lane 22: M. hirsuta MH1             Lane 23: M. hirsuta MH2 
Lane 24: M. hirsuta MH3 
Lane 25: phiX174 DNA/HinfI Marker 
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ภาพที่ 8  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีสร้างจากเครื่องหมายโมเลกุลเอเอฟแอลพี  
         โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ ER3ACA / MS3CTA และ ER3AGG / MS3CCC 
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ค ำอธิบำยภำพท่ี 8 

ต าแหน่งที่มีลูกศรชี้ แสดงถึงต าแหน่งที่มีแถบดีเอ็นเอท่ีเป็นเอกลักษณ์ของ M. speciosa 

Lane 1: phiX174 DNA/HinfI Marker 
Lane 2: M. speciosa MS1           Lane 3: M. speciosa MS2 
Lane 4: M. speciosa MS3           Lane 5: M. speciosa MS4 
Lane 6: M. diversifolia MD1        Lane 7: M. diversifolia MD2 
Lane 8: M. diversifolia MD3       Lane 9: M. rotundifolia MR1 
Lane 10: M. hirsuta MH1             Lane 11: M. hirsuta MH2 
Lane 12: M. hirsuta MH3 
Lane 13: phiX174 DNA/HinfI Marker 
Lane 14: M. speciosa MS1           Lane 15: M. speciosa MS2 
Lane 16: M. speciosa MS3           Lane 17: M. speciosa MS4 
Lane 18: M. diversifolia MD1        Lane 19: M. diversifolia MD2 
Lane 20: M. diversifolia MD3       Lane 21: M. rotundifolia MR1 
Lane 22: M. hirsuta MH1             Lane 23: M. hirsuta MH2 
Lane 24: M. hirsuta MH3 
Lane 25: phiX174 DNA/HinfI Marker 
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ภาพที่ 9 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีสร้างจากเครื่องหมายโมเลกุลเอเอฟแอลพี  
 โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ ER3ACA / MS3CTT 
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ค ำอธิบำยภำพท่ี 17 

Lane 1: phiX174 DNA/HinfI Marker 
Lane 2: M. speciosa MS1           Lane 3: M. speciosa MS2 
Lane 4: M. speciosa MS3           Lane 5: M. speciosa MS4 
Lane 6: M. diversifolia MD1        Lane 7: M. diversifolia MD2 
Lane 8: M. diversifolia MD3       Lane 9: M. rotundifolia MR1 
Lane 10: M. hirsuta MH1             Lane 11: M. hirsuta MH2 
Lane 12: M. hirsuta MH3 
Lane 13: phiX174 DNA/HinfI Marker 
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ภาพที่ 10 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีสร้างจากเครื่องหมายโมเลกุลเอเอฟแอลพี โดยใช้คู่ไพร์เมอร์  
  ER3ACA / MS3CAT และ ER3AGG / MS3CGA 
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ค ำอธิบำยภำพท่ี 10 

ต าแหน่งที่มีลูกศรชี้ แสดงถึงต าแหน่งที่มีแถบดีเอ็นเอท่ีเป็นเอกลักษณ์ของ M. speciosa 

Lane 1: phiX174 DNA/HinfI Marker 
Lane 2: M. speciosa MS1           Lane 3: M. speciosa MS2 
Lane 4: M. speciosa MS3           Lane 5: M. speciosa MS4 
Lane 6: M. diversifolia MD1        Lane 7: M. diversifolia MD2 
Lane 8: M. diversifolia MD3       Lane 9: M. rotundifolia MR1 
Lane 10: M. hirsuta MH1             Lane 11: M. hirsuta MH2 
Lane 12: M. hirsuta MH3 
Lane 13: phiX174 DNA/HinfI Marker 
Lane 14: M. speciosa MS1           Lane 15: M. speciosa MS2 
Lane 16: M. speciosa MS3           Lane 17: M. speciosa MS4 
Lane 18: M. diversifolia MD1        Lane 19: M. diversifolia MD2 
Lane 20: M. diversifolia MD3       Lane 21: M. rotundifolia MR1 
Lane 22: M. hirsuta MH1             Lane 23: M. hirsuta MH2 
Lane 24: M. hirsuta MH3 
Lane 25: phiX174 DNA/HinfI Marker 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

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

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



   28 

 

 

 

ภาพที่ 11 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีสร้างจากเครื่องหมายโมเลกุลเอเอฟแอลพี  
       โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ ER3ACT / MS3CAT และ ER3ACT / MS3CTG 
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ค ำอธิบำยภำพท่ี 11 

Lane 1: phiX174 DNA/HinfI Marker 
Lane 2: M. speciosa MS1           Lane 3: M. speciosa MS2 
Lane 4: M. speciosa MS3           Lane 5: M. speciosa MS4 
Lane 6: M. diversifolia MD1        Lane 7: M. diversifolia MD2 
Lane 8: M. diversifolia MD3       Lane 9: M. rotundifolia MR1 
Lane 10: M. hirsuta MH1             Lane 11: M. hirsuta MH2 
Lane 12: M. hirsuta MH3 
Lane 13: phiX174 DNA/HinfI Marker 
Lane 14: M. speciosa MS1           Lane 15: M. speciosa MS2 
Lane 16: M. speciosa MS3           Lane 17: M. speciosa MS4 
Lane 18: M. diversifolia MD1        Lane 19: M. diversifolia MD2 
Lane 20: M. diversifolia MD3       Lane 21: M. rotundifolia MR1 
Lane 22: M. hirsuta MH1             Lane 23: M. hirsuta MH2 
Lane 24: M. hirsuta MH3 
Lane 25: phiX174 DNA/HinfI Marker 
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ภาพที่ 12 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีสร้างจากเครื่องหมายโมเลกุลเอเอฟแอลพี  
  โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ ER3ACA / MS3CCA และ ER3ACA / MS3CCT 
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ค ำอธิบำยภำพท่ี 12 

ต าแหน่งที่มีลูกศรชี้ แสดงถึงต าแหน่งที่มีแถบดีเอ็นเอท่ีเป็นเอกลักษณ์ของ M. speciosa 

Lane 1: phiX174 DNA/HinfI Marker 
Lane 2: M. speciosa MS1           Lane 3: M. speciosa MS2 
Lane 4: M. speciosa MS3           Lane 5: M. speciosa MS4 
Lane 6: M. diversifolia MD1        Lane 7: M. diversifolia MD2 
Lane 8: M. diversifolia MD3       Lane 9: M. rotundifolia MR1 
Lane 10: M. hirsuta MH1             Lane 11: M. hirsuta MH2 
Lane 12: M. hirsuta MH3 
Lane 13: phiX174 DNA/HinfI Marker 
Lane 14: M. speciosa MS1           Lane 15: M. speciosa MS2 
Lane 16: M. speciosa MS3           Lane 17: M. speciosa MS4 
Lane 18: M. diversifolia MD1        Lane 19: M. diversifolia MD2 
Lane 20: M. diversifolia MD3       Lane 21: M. rotundifolia MR1 
Lane 22: M. hirsuta MH1             Lane 23: M. hirsuta MH2 
Lane 24: M. hirsuta MH3 
Lane 25: phiX174 DNA/HinfI Marker 
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ภาพที่ 13 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีสร้างจากเครื่องหมายโมเลกุลเอเอฟแอลพี  
   โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ ER3ACA / MS3CCC และ ER3ACA / MS3CCG 
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ค ำอธิบำยภำพท่ี 13 

ต าแหน่งที่มีลูกศรชี้ แสดงถึงต าแหน่งที่มีแถบดีเอ็นเอท่ีเป็นเอกลักษณ์ของ M. speciosa 

Lane 1: phiX174 DNA/HinfI Marker 
Lane 2: M. speciosa MS1           Lane 3: M. speciosa MS2 
Lane 4: M. speciosa MS3           Lane 5: M. speciosa MS4 
Lane 6: M. diversifolia MD1        Lane 7: M. diversifolia MD2 
Lane 8: M. diversifolia MD3       Lane 9: M. rotundifolia MR1 
Lane 10: M. hirsuta MH1             Lane 11: M. hirsuta MH2 
Lane 12: M. hirsuta MH3             
Lane 13: M. speciosa MS1           Lane 14: M. speciosa MS2 
Lane 15: M. speciosa MS3           Lane 16: M. speciosa MS4 
Lane 17: M. diversifolia MD1        Lane 18: M. diversifolia MD2 
Lane 19: M. diversifolia MD3       Lane 20: M. rotundifolia MR1 
Lane 21: M. hirsuta MH1             Lane 22: M. hirsuta MH2 
Lane 23: M. hirsuta MH3 
Lane 24: phiX174 DNA/HinfI Marker 
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ภาพที่ 14 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีสร้างจากเครื่องหมายโมเลกุลเอเอฟแอลพี  
     โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ ER3ACA / MS3CGA และ ER3ACA / MS3CGC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

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

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



   35 

 

ค ำอธิบำยภำพท่ี 14 

ต าแหน่งที่มีลูกศรชี้ แสดงถึงต าแหน่งที่มีแถบดีเอ็นเอท่ีเป็นเอกลักษณ์ของ M. speciosa 

Lane 1: phiX174 DNA/HinfI Marker 
Lane 2: M. speciosa MS1           Lane 3: M. speciosa MS2 
Lane 4: M. speciosa MS3           Lane 5: M. speciosa MS4 
Lane 6: M. diversifolia MD1        Lane 7: M. diversifolia MD2 
Lane 8: M. diversifolia MD3       Lane 9: M. rotundifolia MR1 
Lane 10: M. hirsuta MH1             Lane 11: M. hirsuta MH2 
Lane 12: M. hirsuta MH3 
Lane 13: phiX174 DNA/HinfI Marker 
Lane 14: M. speciosa MS1           Lane 15: M. speciosa MS2 
Lane 16: M. speciosa MS3           Lane 17: M. speciosa MS4 
Lane 18: M. diversifolia MD1        Lane 19: M. diversifolia MD2 
Lane 20: M. diversifolia MD3       Lane 21: M. rotundifolia MR1 
Lane 22: M. hirsuta MH1             Lane 23: M. hirsuta MH2 
Lane 24: M. hirsuta MH3 
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ภาพที่ 15 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีสร้างจากเครื่องหมายโมเลกุลเอเอฟแอลพี  
     โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ ER3AGG / MS3CCA และ ER3AGG / MS3CCT 
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ค ำอธิบำยภำพท่ี 15 

ต าแหน่งที่มีลูกศรชี้ แสดงถึงต าแหน่งที่มีแถบดีเอ็นเอท่ีเป็นเอกลักษณ์ของ M. speciosa 

Lane 1: phiX174 DNA/HinfI Marker 
Lane 2: M. speciosa MS1           Lane 3: M. speciosa MS2 
Lane 4: M. speciosa MS3           Lane 5: M. speciosa MS4 
Lane 6: M. diversifolia MD1        Lane 7: M. diversifolia MD2 
Lane 8: M. diversifolia MD3       Lane 9: M. rotundifolia MR1 
Lane 10: M. hirsuta MH1             Lane 11: M. hirsuta MH2 
Lane 12: M. hirsuta MH3 
Lane 13: phiX174 DNA/HinfI Marker 
Lane 14: M. speciosa MS1           Lane 15: M. speciosa MS2 
Lane 16: M. speciosa MS3           Lane 17: M. speciosa MS4 
Lane 18: M. diversifolia MD1        Lane 19: M. diversifolia MD2 
Lane 20: M. diversifolia MD3       Lane 21: M. rotundifolia MR1 
Lane 22: M. hirsuta MH1             Lane 23: M. hirsuta MH2 
Lane 24: M. hirsuta MH3 
Lane 25: phiX174 DNA/HinfI Marker 
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2.4.2 ร้อยละของจ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงโพลีมอร์ฟิซึม (Percentage of  
polymorphism) และจ านวนแถบดีเอ็นเอเฉลี่ยต่อคู่ไพร์เมอร์ 

เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบรูปแบบและจ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏใน Mitragyna ทั้ง 
11 ตัวอย่าง โดยใช้ไพร์เมอร์จ านวน 18 คู่ พบว่า ที่ต าแหน่งแถบดีเอ็นเอ 100 bp – 1 kbp ส่วน
ใหญ่มีความแตกต่างกัน จากจ านวนแถบดีเอ็นเอท้ังหมด 588 แถบ แบ่งเป็นแถบดีเอ็นเอท่ี
เหมือนกัน 124 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน 464 แถบ เมื่อน ามาค านวณหาจ านวนแถบดี
เอ็นเอเฉลี่ยต่อคู่ไพร์เมอร์มีค่าเท่ากับ 32.67 แถบ คิดเป็นสัดส่วนค่าโพลีมอร์ฟิซึม 
(Polymorphism) ที่เกิดขึ้นเท่ากับ 78.91 เปอร์เซ็นต์ รูปแบบความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอที่
เกิดข้ึน อาจเกิดการกลายของเบสที่ต าแหน่งจดจ าของ เอ็นไซม์ตัดจ าเพาะโดยการเปลี่ยนแปลง
ขาดหายไปหรือเกิดต าแหน่งเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะเพ่ิมข้ึนมาใหม่ การมีชิ้นส่วนของดีเอ็นเอเพ่ิมข้ึน
หรือขาดหายไป และมีการจัดเรียงตัวของโมเลกุลดีเอ็นเอใหม่ในช่วงระหว่างต าแหน่งจ าเพาะเดิม 
ท าให้ขนาดชิ้นดีเอ็นเอเกิดการเปลี่ยนแปลงxii,xiii,xiv 

 
2.4.3 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 

ท าการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของพืชในสกุล Mitragyna ทั้ง 4 ชนิด รวม
ทั้งหมด 11 ตัวอย่าง โดยน าข้อมูลของขนาดและจ านวนชิ้นดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณด้วยเครื่องหมาย
เอเอฟแอลพี จากทั้งหมด 18 คู่ไพร์เมอร์ พบแถบดีเอ็นเอท้ังหมด 588 แถบ โดยแถบดีเอ็นเอท่ี
แตกต่างกันจ านวน 464 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันจ านวน 124 แถบ เมื่อน าข้อมูลที่
ได้มาวิเคราะห์ความสัมพันธ์โดยใช้ Jaccard’s similarity matrix สร้าง Dendrogram และ วิธี 
UPGMA พบว่ามีค่าสัมประสิทธิ์ความคล้ายคลึงของ Jaccard (Jaccard’s similarity) อยู่ระหว่าง 
0.15-0.93 แสดงผลในรูปแบบของ Phylogenetic tree สามารถแบ่ง Mitragyna ออกเป็น 2 
กลุ่มตามความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมที่ปรากฎ (ภาพที่ 16) ดังต่อไปนี้ 
กลุ่มท่ี 1 ประกอบด้วย Mitragyna speciosa หรือ กระท่อม จากทั้ง 4 แหล่งตัวอย่าง  
กลุ่มท่ี 2 แบ่งเป็น 2 กลุ่มย่อย ได้แก่  

- Mitragyna diversifolia  
- Mitragyna rotundifolia และ Mitragyna hirsuta 
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ภาพที่ 16  Dendrogram แสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของพืชสกุล Mitragyna 11 ตัวอย่าง  
ที่ได้มาจากการโดยใช้ Jaccard’s similarity matrix และ วิธี UPGMA 

 

จากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมข้างต้น พบว่า มีค่า Cophenetic correlation (r) 
เท่ากับ 0.99  ซึ่งถือว่าเป็นการจัดกลุ่มที่ดีมากxv ตามเกณฑ์ค่าประสิทธิภาพของการจัดกลุ่มของ Rohlf11

คือ  
r ≥ 0.9   ถือว่าการจัดกลุ่มมีความเหมาะสมมาก 
0.8 < r ≤ 0.9  ถือว่ามีความเหมาะสม  
0.7 < r ≤ 0.8 ถือว่ามีความเหมาะสมน้อย 
r ≤ 0.7   ถือว่ามีความเหมาะสมน้อยมาก  
และส าหรับค่า r ที่มีค่ามาก อาจเนื่องมาจาก 

I. จ านวนตัวอย่างของพืชที่ศึกษา (n) หากมีจ านวนตัวอย่างพืชที่ใช้ในการศึกษามาก จะ
ช่วยให้ข้อมูลที่ได้มีความน่าเชือถือมากยิ่งขึ้น  

II. ความแตกต่างทางพันธุกรรมของกลุ่มตัวอย่าง หากพืชที่ต้องการศึกษามีความแตกต่าง
กันทางพันธุกรรมมาก จะท าให้สามารถจัดกลุ่มพืชได้อย่างชัดเจน 
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2.4.4 การน าแถบดีเอ็นเอที่เป็นเอกลักษณ์ของ Mitragyna speciosa ไปใช้ในการพัฒนาเป็น 
         เครื่องหมายโมเลกุลที่มีความจ าเพาะเจาะจงมากข้ึน 

จากสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเครื่องหมายโมเลกุลชนิดเอเอฟแอลพีของพืช
สกุล Mitragyna ทั้ง 4 ชนิดพบว่า จากไพร์เมอร์ที่ใช้จ านวน 18 คู่ มีไพร์เมอร์จ านวน 
11 คู่ ที่ให้แถบดีเอ็นเอของ Mitragyna speciosa แตกต่างจาก Mitragyna ชนิดอื่น ๆ  
แสดงในตารางที่ 11 

ตารางท่ี 11 ไพร์เมอร์ทั้ง 11 คู่ ที่ให้แถบดีเอ็นเอของ Mitragyna speciosa แตกต่างจาก Mitragyna  
     ชนิดอื่น ๆ   

 
Primers Size Number of unique bands 

AGG / CGA 100-118 1 
ACA / CGC 200 1 
ACA / CCT 151-200 1 
ACA / CCC 151-200 2 
AGG / CCA 151-200 1 
ACA / CGA 151 1 
AGG / CCC 200-249 1 
AGG / CCC 249-311 1 
AAC / CTA 249-311 1 
ACA / CCG 249-311 2 
AGG / CCT 311-427 1 
Total  13 

 
ซึ่งแถบดีเอ็นเอดังกล่าวสามารถพัฒนาต่อไปเป็นเครื่องหมายโมเลกุลชนิดสคาร์ ( SCAR; 

Sequence Characterized Amplified Regions) ซึ่งเป็นเครื่องหมายโมเลกุลที่มีข้อดีคือ  มี
ความจ าเพาะเจาะจงในการพิสูจน์xvi มีความเสถียร สามารถท าซ้ าได้ผลเหมือนเดิม และสะดวกใน
การใช้ตรวจพิสูจน์พืชxvii 
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บทที่ 3 
การสร้างดีเอ็นเอบาร์โค้ด 

3.1  อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการสร้างดีเอ็นเอบาร์โค้ด 
 อุปกรณ์ที่ใช้ในการศึกษา 
3.1.1 อุปกรณ์ส าหรับการสกัด วัดคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ 

- โกร่งกระเบื้องและลูกโกร่ง 
- ถุงมือปราศจากแปูง 
- กระติกเก็บความเย็น 
- เครื่องชั่งดิจิตอล ทศนิยมสี่ต าแหน่ง 
- เครื่อง Digital dry bath (AccublockTM (°C); Elite, Major sciences) 
- เครื่องผลิตน้ า DI (Deionize water, Millipore®) 
- 1.5 mL Microcentrifuge tube 
- Micropipette และ Micropipette tip 
- ลังโฟมส าหรับใส่น้ าแข็ง 
- ถาดแม่พิมพ์เจล (Tray) และหวี (Comb) 
- แผ่นถุงพลาสติก 
- ตู้แช่เย็นอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
- เครื่องปั่นเหวี่ยง (Microcentrifuge, Denville 260D) 
- เตาไมโครเวฟ (Sharp Microwave Oven) 
- เครื่องแยกขนาดดีเอ็นเอ (Gel electrophoresis) ส าหรับ Agarose gel (Biorad) 
- อุปกรณ์ฉายแสงยูวีและถ่ายภาพเจล (GelDocTM (°C)XR, Biorad) 

3.1.2 อุปกรณ์ส าหรับเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอาร์ 
- เครื่องพีซีอาร์ (C1000TM (°C) Thermal cycler, Biorad) 
- PCR tube (Strip) 

3.1.3 โปรแกรมท่ีใช้ในการวิเคราะห์ และหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
- โปรแกรม Quantity one® 1-D Analysis (BioRad) 
- GenBank®, NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) 
- โปรแกรม DNA star® Lasergene 8.0 (DNASTAR, Inc) 
- โปรแกรม FinchTV 
- โปรแกรม Multalin 
- โปรแกรม Clustalx 2.1  
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สารเคมีที่ใช้ในการศึกษา 
3.1.4 สารเคมีในการสกัด และตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ 

- Liquid nitrogen 
- ผง Agarose  (Molecular Biology Grade Vivantis) 
- Ultrapure water 
- 50X Tris-Acetate-EDTA (TAE) buffer, pH 8.0  (Invitrogen) 
- Ethidium bromide solution (Biorad) 
- 6X loading dye (Vivantis) 
- Hind III ladder (Vivantis) 
- VC 100 bp plus ladder (Vivantis) 
- Genomic DNA Mini Kit (Geneaid)  

3.1.5 สารเคมีในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอาร์  
- PCR buffer (Invitrogen) 
- Ultrapure water 
- 50 mM MgCl2 (Invitrogen) 
- 10 mM dNTPs (Invitrogen) 
- Taq DNA polymerase (5U/µL) (Invitrogen) 
- Primers (Eurofins MWG Operon) แสดงรายละเอียดดังตารางที่ 12 

ตารางที่ 12 ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการศึกษาปริญญานิพนธ์ 

ไพร์เมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5′-3′) 
trnK3914F 
matKmit(-56)F 
matKmit483F 
matKmit1166R  
trnK2R 
trnHF 
psbA-diR 
rbcL-Mit-f1 
rbcL-Mit-r1 
rbcL-Mit-f2  
rbcL-Mit-r2 

TGGGTTGCTAACTCAATGG 
CTTTGGTTTGACTATATCGCACTA 
CCCACCCCGTCCATCTA 
CGGCTTACTAACGGGATGTC 
AACTAGTCGGATGGAGTAC 
CGCGCATGGTGGATTCACAATCC 
GTAATGCATGAACGTAATGCTC 
TGTCACCACAAACAGAAACTAAAGCAAGT 
CTTTTAGTAAAGATTGGGCCGAG 
CGAGTAGCTCTAGAAGCATGTGTAAAAG 
TTTGTAACGATCAAGGCTGGTAAGTAA 

3.2 ตัวอย่างพืชท่ีใช้ในการสร้างดีเอ็นเอบาร์โค้ด 
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ตัวอย่างที่ใช้ในการสร้างดีเอ็นเอบาร์โค้ดประกอบด้วย ตัวอย่างพืชในสกุล Mitragyna จ านวน 4 
ชนิด ได้แก่ M. speciosa จ านวน 1 ตัวอย่าง, M. diversifolia จ านวน 1 ตัวอย่าง, M. rotundifolia 
จ านวน 1 ตัวอย่าง และ M. hirsuta จ านวน 1 ตัวอย่าง และเนื่องจากการศึกษาเครื่องหมายโมเลกุลชนิด
เอเอฟแอลพีพบว่าพืชแต่ละชนิดมีความเหมือนกัน จึงสามารถใช้ตัวอย่างของพืชเพียงแหล่งเดียวเป็น
ตัวอย่างในการท าการศึกษา ดังแสดงในตารางที่ 13 

ตารางที ่13 ตัวอย่างพืชสกุล Mitragyna ที่ใช้ในโครงการปริญญานิพนธ์ 

ชื่อวิทยาศาสตร์ ชื่อทั่วไป code  วันที่เก็บ สถานที่เก็บ 

M. speciosa  กระท่อม MS1  27/06/2013 คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาฯ 

M. diversifolia กระทุ่มนา MD1  26/06/2013 สวนหลวง ร.9 

M. rotundifolia  กระทุ่มเนิน MR1  26/06/2013 สวนหลวง ร.9 

M. hirsuta  กระทุ่มโคก MH1  26/06/2013 คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาฯ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3 การจัดท าดีเอ็นเอบาร์โค้ด 
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การจัดท าดีเอ็นเอบาร์โค้ดมีข้ันตอน ดังนี้ 
3.3.1 การเก็บตัวอย่าง (Sample collection) 

การเก็บตัวอย่างท าโดยเก็บเอาใบที่ปลายยอด มีความสมบูรณ์ และเป็นโรคน้อยที่สุด เก็บไว้ใน
ถุงพลาสติก ที่มีการพรมน้ ารักษาความชุ่มชื่น และเจาะรูระบายอากาศเล็กน้อย เมื่อน าตัวอย่างมายัง
ห้องปฏิบัติการแล้วจึงเลือกเอาใบที่สมบูรณ์ มีสีเขียว ไม่มีโรค ไม่แก่จนเกินไป  น าไปสกัด     
genomic DNA 

3.3.2 การสกัด genomic DNA (genomic DNA extraction) 
น าใบของแต่ละตัวอย่างที่เก็บไว้มาตัดเป็นชิ้นส่วนที่เล็กพอสมควร บดกับไนโตรเจนเหลวด้วย

โกร่งและลูกโกร่งจนละเอียด ชั่งประมาณ 100 มิลลิกรัมใส่ในหลอด แล้วท าการสกัด genomic DNA 
ของแต่ละตัวอย่างด้วย Genomic DNA Mini Kit โดยวิธีการแสดงไว้ในรูปที่ 17 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 17 การสกัด genomic DNA ด้วยชุดสกัด Genomic DNA Mini Kit xviii  
 
 

3.3.3 การตรวจสอบผลผลิตที่ได้จากการสกัด genomic DNA 
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หลังเสร็จสิ้นการสกัด ท าการตรวจสอบผลผลิตที่ได้จากการสกัด genomic DNA ของแต่ละ
ตัวอย่างโดยใช้ Agarose gel electrophoresis เริ่มจากเตรียมสารละลาย 0.8% Agarose ใน     
1X TAE buffer อุ่นด้วยไมโครเวฟให้ Agarose ละลายจนหมด (หรือจากการให้ความร้อนเจล   
0.8% Agarose ใน 1X TAE buffer ที่แข็งอยู่ให้เหลว) ทิ้งให้อุณหภูมิลดลงเหลือประมาณ 60    
องศาเซลเซียส จึงเทสารละลาย Agarose ลงบนถาดท่ีอยู่ในแม่พิมพ์เจลซึ่งใส่หวีไว้ เทให้สูงประมาณ 
0.5 เซนติเมตร รอให้เจลคงรูปดีแล้วจึงน าหวีออก วางถาดเจลใน Gel electrophoresis chamber 
แล้วเท 1x TAE buffer ลงใน Chamber จนระดับ Buffer อยู่เหนือผิวหน้าเจลเล็กน้อย ใช้ 
Micropipette ผสมผลผลิตที่ได้กับ Loading dye บนแผ่นพลาสติกและหยอดลงในหลุมของ 
Agarose gel ต่อขั้วไฟฟูา ตั้งค่าความต่างศักย์ท่ี 100 โวลต์ รอจนกระทั่งแถบสีตัวล่างและตัวบนของ 
Loading dye เคลื่อนที่ไปได้ระยะเหมาะสมจึงปิดกระแสไฟฟูา น าเจลออกมาจาก Chamber ย้อม 
ดีเอ็นเอในเจลด้วยสารละลาย Ethidium bromide ทิ้งไว้ประมาณ 15  นาที แล้วจึงน ามาแช่ต่อใน 
Ultrapure water ประมาณ 10  นาที ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอบน Agarose gel ด้วยแสง
อัลตราไวโอเลตผ่านเครื่องถ่ายภาพ GelDoc™ XR (Biorad) และโปรแกรม Quantity one ® 1-D 
เมื่อได้ภาพแล้วจึงท าการบันทึกภาพที่ถ่ายได้ลงในคอมพิวเตอร์  

3.3.4 การคัดเลือกยีนส์ที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการพิสูจน์เอกลักษณ์ , การออกแบบไพร์เมอร์ และ
การส่งสังเคราะห์ไพร์เมอร์ 

การสร้างและพัฒนา DNA barcode จ าเป็นจะต้องมีการเลือกบริเวณของดีเอ็นเอท่ีเหมาะสม 
เพ่ือให้บาร์โค้ดท่ีพัฒนาขึ้นมานั้นมีความน่าเชื่อถือ ซึ่งหลักเกณฑ์ที่ใช้ในการประเมินเพื่อหาบริเวณของ
ดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมเป็นไปตาม CBOL Plant Working Group, 2009xix คือ มีคุณลักษณะ 3 ประการ 
ได้แก่ 1.บริเวณท่ีเป็นมาตรฐานสากล (Universality) 2. บริเวณท่ีสามารถให้คุณภาพของล าดับ       
นิวคลีโอไทด์ที่ชัดเจน (Sequence quality) และ 3. บริเวณดังกล่าวมีประสิทธิภาพในการแยกชนิด
พืช (Species discrimination) สามารถให้ผลการแยกและระบุชนิดพืชได้ดี หรือมีความแม่นย าสูง 
แต่จากการวิจัยของนักวิจัยในกลุ่ม CBOL Plant Working Group พบว่าไม่มีดีเอ็นเอบริเวณใดใน
จีโนมของพืชที่มีคุณลักษณะเป็นไปตามเกณฑ์ที่ก าหนดไว้ครบทุกข้อ xx และการใช้ดีเอ็นเอมาตรฐาน
มากกว่า 1 บริเวณ (Multi-loci DNA barcode) มีความเหมาะสมต่อการน าไปใช้ระบุพืชกลุ่มต่างๆ  
ได้ดีกว่าการใช้เพียงบริเวณเดียว (Single-locus DNA barcode) ดังนั้นในการคัดเลือกบริเวณของ    
ดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมที่จะน ามาใช้ในการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอในการศึกษาในครั้งนี้  ได้แก่ 4 บริเวณ 
ดังนี้  
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3.3.4.1 maturase K (matK) 
ยีน matK มีขนาดประมาณ 1,550 คู่เบส แทรกตัวอยู่ในส่วน Intron ระหว่าง 5′ 

และ 3′ ของยีน trnK ซึ่งมีขนาดประมาณ 2,600 คู่เบส ดังภาพ 18 เมื่อถอดรหัสและแปลรหัส
ยีนจะได้เป็นเอนไซม์ Maturase ซึ่งเก่ียวข้องกับการสร้างกรดอะมิโนไลซีน (Lysine: K)xxi เมื่อ
เปรียบเทียบกันกับยีนที่อยู่ในคลอโรพลาสต์จีโนมด้วยกันแล้วพบว่ายีน matK เป็นยีนที่มี
วิวัฒนาการเร็วที่สุด 

ยีน matK เป็นยีนที่เพิ่มปริมาณด้วยวิธีพีซีอาร์ได้ง่าย โดยอาจจะใช้ไพร์เมอร์ที่มี
ต าแหน่งจับอยู่ในส่วนของยีนเอง หรือใช้ไพร์เมอร์คู่ที่จับที่ต าแหน่ง rps16 กับ psbA ซึ่งเป็น
ยีนที่อยู่ถัดจาก matK ไปทางด้านซ้าย และขวา ตามล าดับ หรือจะใช้ไพร์เมอร์ที่จับต าแหน่ง 
5′ trnK กับ 3′ trnK ซึ่งอยู่ใกล้กันก็ได้ แต่เนื่องจาก matK เป็นยีนที่มีวิวัฒนาการเร็ว ดังนั้นจึง
ต้องออกแบบไพร์เมอร์จ าเพาะส าหรับพืชแต่ละชนิดเพื่อหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย  

 

ภาพที่ 18 ต าแหน่งของ ยีน matK xxii 

3.3.4.2 ยีน rbcL 
ยีน rbcL เป็นยีนในส่วนของคลอโรพลาสต์จีโนม ท าหน้าที่ถอดรหัสเอนไซม์ 

Ribolose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco) หน่วยย่อยขนาดใหญ่ 
(Large subunit) เอนไซม์ Rubisco ที่สมบูรณ์ (หน่วยย่อยขนาดใหญ่ และขนาดเล็กรวมตัว
กัน) จะท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการรวมตัวของ Rubisco กับ CO2 ในวัฏจักรคาลวิน (Calvin 
cycle)21 ความยาวของยีนมีความแปรผันเล็กน้อยในพืชแต่ละชนิด โดยทั่วไปมีความยาวเฉลี่ย 
1400 คู่เบสxxiii  

ดีเอ็นเอในส่วนของยีน rbcL จะได้รับการถ่ายทอดมาจากฝุายแม่เพียงฝุายเดียว 
(Uniparental inheritance) ท าให้รูปแบบของดีเอ็นเอเป็นแบบโฮโมโลกัส (Homozygous)16 

คือยีนทุกคู่เหมือนกันหมด และไม่พบสภาวะเฮทเทอโรไซกัส (Heterozygous) ท าให้สามารถ
อ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ได้ง่าย นอกจากนี้เนื่องจากจ านวนของโมเลกุลของคลอโรพลาสต์ต่อ
จ านวนเซลล์สูง ท าให้สามารถตรวจสอบได้ง่ายยิ่งขึ้น 

3.3.4.3 ส่วนของนิวคลีโอไทด์ที่อยู่ระหว่างยีน trnH และ psbA (trnH – psbA spacer) 
ยีน trnH เป็นยีนในส่วน Non-coding region ของคลอโรพลาสต์ ถูกถอดรหัสได้เป็น 

tRNAhis (GUG) และจับกับกรดอะมิฮิสทิดีน (Histidine: H) เพ่ือน าไปสู่การต่อสายพอลิเปป
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ไทด์และกลายเป็นโปรตีน ส่วนยีน psbA เป็นยีนที่สร้างโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของ 
Photosystem II ในกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงของพืช 

trnH – psbA spacer มีขนาดประมาณ 450 คู่เบส ประกอบด้วยยีนขนาดเล็กอีก 2 
ยีนแทรกอยู่ ได้แก่ rps19 และ rps 12 ดังภาพ 19 trnH–psbA spacer เป็นส่วนของดีเอ็นเอ
ที่นิยมใช้ในการพิสูจน์เอกลักษณ์บริเวณหนึ่ง เนื่องจากมีการแปรผันของดีเอ็นเอในสปีชีส์สูง
ที่สุดในพลาสติดจีโนมของพืชดอก16 แต่หากให้ trnH – psbA เพียงบริเวณเดียวในการระบุ
ชนิดของพืชพบว่ามีศักยภาพในการระบุชนิดได้ต่ ากว่าการใช้ร่วมกับบริเวณอ่ืน 21 ดังนั้นจึงมัก
ใช้ trnH – psbA ร่วมกับบริเวณอ่ืนๆ เช่น ยีน rbcLxxiv หรือยีน matKxxv เป็นต้น  

 

 

 

 

ภาพที่ 19 ส่วนประกอบต่างๆของยีน trnH–psbA spacerxxvi  
 

3.3.4.4 บริเวณ Internal transcribed spacer (ITS) 
บริเวณ ITS เป็นบริเวณท่ีแรกอยู่ภายในชุดยีน Ribosomal DNA ขนาด 18S, 5.8S 

และ 26S ความยาวของดีเอ็นเอบริเวณ ITS มีความยาวและล าดับนิวคลีโอไทด์ไม่แน่นอน
ขึ้นกับชนิดของพืช 

 ดีเอ็นเอบริเวณ ITS แบ่งได้เป็น 2 บริเวณ คือ ITS1 และ ITS2 ซึ่งอยู่ระหว่าง 18S-
5.8S และ 5.8S-26S ตามล าดับ ดังภาพที่ 19 ITS1 และ ITS2 เป็นส่วนหนึ่งของไรโบโซมอล   
ดีเอ็นเอท่ีถูกถอดรหัสเป็นไรโบโซมอาร์เอ็นเอแต่ไม่ได้ถูกรวมอยู่ในโครงสร้างของไรโบโซมที่เป็น
ส่วนหนึ่งของการสร้างโปรตีน แต่ท าหน้าที่เพียงช่วยให้ 5.8S และ 26S ซึ่งรวมกับเป็น Large 
subunit rRNA และ 18S ซึ่งท าหน้าที่เป็น Small subunit rRNA ของไรโบโซมเข้ามาใกล้กัน
มากขึ้นจนมีโครงสร้างเป็นโดเมนส่งผลให้สามารถท าหน้าที่ในการสร้างโปรตีนได้ 

ดีเอ็นเอบริเวณ ITS เป็นบริเวณหนึ่งที่ถูกใช้ในการพิสูจน์เอกลักษณ์พืชสมุนไพร     
มากที่สุด เนื่องจากมีบริเวณอนุรักษ์ จึงสามารถใช้เป็นต าแหน่งเกาะของยูนิเวอร์ซอลไพร์เมอร์ 
(Universal primer) ส าหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสิ่งมีชีวิตชนิดต่างๆได้ นอกจากนี้      
ดีเอ็นเอบริเวณนี้ยังสามารถเพ่ิมปริมาณด้วยวิธีพีซีอาร์ได้ง่าย ดีเอ็นเอมีความยาวก าลังพอดี
ส าหรับการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยทั่วไปแต่ส่วนของ ITS1 และ ITS2 จะยาวไม่เกิน 300   
คู่เบส และความยาวรวมของ ITS1, ITS และ 5.8S ประมาณ 600-700 คู่เบส16 นอกจากนี้
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของITS ยังมีความแปรผันสูงเพียงพอที่จะใช้แยกและระบุชนิดพืชได้ดี 
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แต่ส าหรับการศึกษาปริญญานิพนธ์ในครั้งนี้ ได้น าข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน
ส่วน ITS จากการศึกษาของ Suchada Sukrong และคณะ4 เพ่ือน ามาสร้างเป็นดีเอ็นเอ
บาร์โค้ด 

 
 
 

ภาพที่ 20 ส่วนประกอบของยีน ITSxxvii 
 

3.3.5 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณท่ีสนใจ (DNA Amplification) 
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณท่ีสนใจ โดยอาศัยปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส หรือพีซีอาร์ 

(Polymerase Chain Reaction : PCR) เพ่ือเพ่ิมปริมาณของดีเอ็นเอในบริเวณท่ีต้องการศึกษาให้เพิ่มมาก
ขึ้นส าหรับการศึกษาในขั้นตอนต่อไป ซึ่งขั้นตอนในการเตรียมปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสประกอบด้วย
ส่วนประกอบต่างๆ ดังตารางที่ 14 

ตารางที ่14 ส่วนประกอบต่างๆในการเตรียมปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส 

 ความเข้มข้นของสาร ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตรสารที่เติม (µL) 

dIwater   13.3 

PCR buffer 5x 1x 5 

MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.5 

dNTPs mix 2.5 mM 0.2 mM 2 

Forward primer 10 mM 10 pmol 1 

Reverse primer 10 mM 10 pmol 1 

Tag DNA polymerase 5 U/µL 1 U 0.2 

Master mix volume 24 

DNA template 1 

Final volume 25 
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ท าการผสมส่วนประกอบต่างๆลง PCR tube จากนั้นน า PCR tube ที่ได้ท าการเพ่ิมปริมาณชิ้น    
ดีเอ็นเอโดยการพีซีอาร์ด้วยเครื่องพีซีอาร์ และก าหนดสภาวะต่างตามตารางท่ี 15 ทั้งนี้อุณหภูมิ และ
ระยะเวลาที่ใช้ในขั้นตอนต่างๆจะขึ้นกับขนาดของยีนที่ต้องการเพิ่มปริมาณ ซึ่งจะกล่าวต่อไปในบทถัดไป 

ตารางที ่15 สภาวะที่ก าหนดในการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอโดยการพีซีอาร์ด้วยเครื่องพีซีอาร์ 

 Temperature (ºC) Time (min.) 
Predenaturation 96 3 
Denaturation 96 1 
Annealing … 1 
Extension 72 … 
Final Extension 72 … 
cycle … 

 

3.3.6 การตรวจสอบ PCR Products ที่ได้จากปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส 
เมื่อครบเวลาของปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสตามที่ได้ตั้งโปรแกรมไว้ ท าการเก็บ PCR tube ออก

จากเครื่องพีซีอาร์ จากนั้นท าการตรวจสอบคุณภาพของ PCR product ด้วยวิธี Agarose gel 
electrophoresis (1% Agarose gel, 1XTAE buffer) 

3.3.7 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) 
ท าการส่ง PCR product และ Sequencing primer ที่ออกแบบ ไปยังบริษัท AIT biotech 

สาธารณรัฐสิงคโปร์ เพ่ือท าการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ และเม่ือได้รับไฟล์ผลการหาล าดับนิวคลีโอไทด์จาก
บริษัท AIT biotech ท าการจัดเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ และคัดเลือกช่วงล าดับนิวคลีโอไทด์ที่น่าเชื่อถือโดย
อาศัยโปรแกรม Finch TV จากนั้นน าล าดับที่ได้เปรียบเทียบกับพืช Reference เพ่ือตรวจสอบต าแหน่ง
หรือบริเวณของล าดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวด้วยโปรแกรม Multalin และ 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov 

3.3.8 การจัดท าดีเอ็นเอบาร์โค้ด 
ท าการเปรียบเทียบ วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์เต็มความยาวยีนของยีน matK, rbcL และบริเวณ 

trnH-psbA spacer และ ITS ของแต่ละตัวอย่าง และท าการเลือกวิธีการแสดงผลบาร์โค้ด ส าหรับ
โครงการปริญญานิพนธ์นี้ รูปแบบของบาร์โค้ดท่ีเลือกใช้คือบาร์โค้ดดีเอ็นเอรหัสสี (Colour-coded DNA 
barcodes)  

ในการสร้างบาร์โค้ดดีเอ็นเอรหัสสีเป็นการแสดงการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของพืช สกุล 
Mitragyna ทั้ง 4 ชนิด โดยอักษร 4 ตัว ที่แสดงชนิดของเบส (A, T, C และ G) จะถูกแปลงไปเป็นแถบสีที่
ต่างกัน เพ่ือให้ง่ายต่อการสังเกตด้วยตา ส าหรับโปรแกรมท่ีใช้ในการสร้างบาร์โค้ด คือ โปรแกรม   
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Clustalx 2.1 ท าการเปลี่ยนล าดับนิวคลีโอไทด์ของพืชในสกุล Mitragyna ทั้ง 4 ชนิด ที่แสดงผลเป็น
ล าดับของตัวอักษรในรูปแบบ FASTA format ให้เป็นแถบของรหัสสี 4 แถบเรียงเทียบกัน ทั้งนี้แถบรหัสสี
ที่ใช้แทนล าดับนิวคลีโอไทด์ Adenine, Thymine, Cytosine และ Guanine ได้แก่ สีแดง, สีเขียว, สีน้ า
เงิน และสีส้ม ตามล าดับ 
 

3.4 ผลการจัดท าดีเอ็นเอบาร์โค้ด 

3.4.1. การสกัด genomic DNA 
จากการน าใบสดของตัวอย่างพืชในสกุล Mitragyna ที่พบในประเทศไทย จ านวน 4 ชนิด 

น ามาท าการสกัด genomic DNA ด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป Geneaid kit จากนั้นน าสารสกัดของแต่ละ
ตัวอย่างท าการตรวจสอบขนาดของ genomic DNA ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis พบว่า
ได้ผล ดังภาพที่ 21 คือขนาดของ genomic DNA ที่สกัดมีขนาดอยู่ระหว่าง 9.4 kb ถึง 23.1 kb  

 

 

 

 

 

 
 

 

ภาพที ่21 ภาพแสดงผลการตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอของพืชทั้ง 4 ชนิด จากการสกัด 
ด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป Genomic DNA Mini Kit ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis 
(1% Agarose, 0.5X TAE buffer) 

 

3.4.2 ผลการออกแบบไพร์เมอร์ 
   ยีนที่ได้ท าการศึกษาในปริญญานิพนธ์ฉบับนี้ประกอบด้วย 4 บริเวณ ได้แก่ matK, rbcL, 

trnH-psbA spacer และ ITS แต่ส่วนบริเวณ ITS ได้น าล าดับนิวคลีโอไทด์จากการศึกษาของ 
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Suchada Sukrong และคณะ4 มาใช้ในการท าดีเอ็นเอบาร์โค้ด ดังนั้นบริเวณท่ีได้ท าการออกแบบ
ไพร์เมอร์จึงมีเพียง 3 บริเวณ คือ matK, rbcL และ trnH-psbA spacer ทั้งนี้เพื่อหาล าดับ          
นิวคลีโอไทด์ของยีนดังกล่าวใช้ในการพิสูจน์เอกลักษณ์ของพืชสกุล Mitragyna ทั้ง 4 ชนิดด้วยกัน  
จึงได้ท าการสืบค้นข้อมูลเพื่อหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของพืชสกุล Mitragyna ที่มีอยู่ใน GenBank® 
และวางแผนการท าการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนต่างๆ ดังนี้ 

3.4.2.1 ยีน matK 
ส าหรับการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน matK ของพืชสกุล Mitragyna ได้ท าการศึกษา

วิธีการพีซีอาร์ยีน matK จากงานวิจัยของ Leigh A. Johnson and Douglas E. Soltis22
 จึงได้

ท าการเลือกใช้คู่ไพร์เมอร์ trnK3914F และ trnK2R ส าหรับเป็น Amplifying primers และน า
ล าดับของนิวคลีโอไทด์จากการพีซีอาร์ด้วย Amplifying primers มาออกแบบ Sequencing 
primer โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์แสดงดังตารางที่ 15 โดยใช้น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของพืช Nicotiana sylvestris (GenBank®: NC_007500.1) ซึ่งเป็น Complete genome 
มาเป็นพืชต้นแบบส าหรับการเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ในการออกแบบไพร์เมอร์ ซึ่งรายละเอียด
ของ       ไพร์เมอร์ที่ออกแบบแสดงในภาคผนวก(ล าดับที่ 1, 2, 3) ส าหรับรายละเอียดอย่างย่อ
ของ      ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้แสดงดังตารางที่16 และภาพท่ี 22 

 ตารางที ่16 ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการสร้างดีเอ็นเอบาร์โค้ด  

 

 

 

 

 

ไพร์เมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5′-3′) Tm 
(°C) 

trnK3914F TGGGTTGCTAACTCAATGG (19) 54.5 
matKmit(-56)F CTTTGGTTTGACTATATCGCACTA (24) 57.6 
matKmit483F CCCACCCCGTCCATCTA (17) 57.6 
matKmit1166R CGGCTTACTAACGGGATGTC (20) 59.4 
trnK2R AACTAGTCGGATGGAGTAC (19) 54.5 
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ภาพที่ 22 ต าแหน่งของไพร์เมอร์ที่เข้าจับชิ้นดีเอ็นเอ22 

3.4.2.2 ยีน rbcL 
ส าหรับการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนส่วน rbcL ของ Mitragyna ทั้ง 4 ชนิด ได้ท า

การสืบค้นข้อมูลจาก GenBank® เพ่ือหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของพืชสกุล Mitragyna ที่มีอยู่ 
พบว่าพบล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของ M. speciosa, M. diversifolia และ M. rotundifolia 
และได้ท าการสืบค้นข้อมูลเพื่อหาไพรเมอร์ที่ได้มีการใช้ในการท าการศึกษาของ Korapin Srisiri 
และคณะxxviii มีการใช้คู่ไพรเมอร์ rbcL-Mit-f1 และ rbcL-Mit-r1 ส าหรับหาล าดับนิวคลีโอไทด์
ของพืชกระท่อม แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ดังตารางที่ 17 ดังนั้น จึงได้น าล าดับไพร
เมอร์ดังกล่าวใช้เป็น Amplifying primers และเม่ือได้ล าดับของนิวคลีโอไทด์จากการพีซีอาร์ด้วย 
Amplifying primers มาแล้วจะน ามาเทียบหาต าแหน่งหรือบริเวณของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้กับ
ล าดับนิวคลีโอไทด์พืช Coffea arabica (GenBank®: EF044213.1) ซึ่งเป็นพืชที่มีล าดับ       
นิวคลีโอไทด์ในส่วนของคลอโรพลาสต์ครบถ้วน สมบูรณ์ และมีความคล้ายคลึงกับล าดับ          
นิวคลีโอไทด์พืชกระท่อมมากท่ีสุด จากนั้นจึงท าการออกแบบ Sequencing primer ต่อเพ่ือเติม
ล าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนที่ขาดหายไป โดยรายละเอียดของของไพร์เมอร์ที่ออกแบบแสดงใน
ภาคผนวก (ล าดับที่ 3 และ 4) ส าหรับรายละเอียดอย่างย่อของไพร์เมอร์ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้
แสดงดังตารางที่ 17 และภาพท่ี 23 

ตารางที่ 17 ตารางแสดงไพร์เมอร์ที่ใช้ในการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL 

ไพร์เมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์  (5′-3′) Tm (°C) 

rbcL-Mit-f1 TGTCACCACAAACAGAAACTAAAGCAAGT (29) 62.4 

rbcL-Mit-r1 CTTTTAGTAAAGATTGGGCCGAG (23) 58.9 
rbcL-Mit-f2 CGAGTAGCTCTAGAAGCATGTGTAAAAG (28) 63.7 
rbcL-Mit-r2 TTTGTAACGATCAAGGCTGGTAAGTAA (27) 63.4 
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ภาพที่ 23 ต าแหน่งของไพร์เมอร์ที่เข้าจับชิ้นดีเอ็นเอ26 
 

3.4.2.3 ส่วนของนิวคลีโอไทด์ที่อยู่ระหว่างยีน trnH และ psbA (trnH – psbA spacer) 
  ส าหรับการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่อยู่ระหว่างยีน trnH และ psbA ของพืชสกุล 
Mitragyna ได้ศึกษาข้อมูลมาจากงานวิจัยของ Boonyadist Vongsak และคณะ26 ซึ่งมีการใช้ไพร์เมอร์ 
trnHF คู่กับ psbA-diR ในการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของพืช Stemona tuberosa แสดงล าดับดังตารางที่ 
18 จึงได้น ามาเป็นข้อมูลส าหรับ Amplifying primers ในการพีซีอาร์ และใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์พืช 
Coffea arabica (GenBank®: EF044213.1) ซึ่งเป็นพืชที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของคลอโรพลาสต์
ครบถ้วน สมบูรณ์ และมีความคล้ายคลึงกับล าดับนิวคลีโอไทด์พืชกระท่อมมากท่ีสุด เป็นตัวเทียบหา
ต าแหน่งหรือบริเวณของนิวคลีโอไทด์ที่ท าการหาล าดับนิวคลีโอไทด์มาได้  
 

ตารางที ่18 ไพร์เมอร์ที่ใช้ในการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ trnH – psbA spacer 

ไพร์เมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5′-3′) Tm (°C)  
trnHF CGCGCATGGTGGATTCACAATCC (21) 62.6 
psbA-diR GTAATGCATGAACGTAATGCTC (22) 58.9 

 

 

 

 

ภาพที่ 24 ต าแหน่งของไพร์เมอร์ที่เข้าจับชิ้นดีเอ็นเอของไพร์เมอร์ trnHF และ psbA-diR 

 

3.4.3 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

3.4.3.1 ยีน matK 
ชิ้นดีเอ็นเอที่ท าการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ได้มาจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอใน

บริเวณท่ีเราสนใจ คือส่วนของดีเอ็นเอของยีน matK โดยอาศัยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส 
ตามส่วนประกอบและเงื่อนไข ดังตารางที่ 19 และตารางที่ 20 จากนั้นท าการตรวจสอบ
คุณภาพและปริมาณของชิ้นดีเอ็นเอท่ีได้ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis ดังแสดงใน
ภาพที่ 25 
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ตารางที ่19 ส่วนประกอบของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสส าหรับการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน matK 

 

 

ตารางที ่20 สภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส 
 

 Temperature (ºC) Time (min.) 
Predenaturation 96 3 
Denaturation 96 1 
Annealing 55 1 
Extension 72 45 sec. 
Final Extension 72 7 
Cycle 29X 

 
 
 
 

 ความเข้มข้นของสาร ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตรสารที่เติม (µL) 

dIwater   13.3 

PCR buffer 5x 1x 5 

MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.5 

dNTPs mix 2.5 mM 0.2 mM 2 

Forward primer 10 mM 10 pmol 1 

Reverse primer 10 mM 10 pmol 1 

Tag DNA polymerase 5 U/µL 1 U 0.2 

Master mix volume 24 

DNA template 1 

Final volume 25 
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ภาพที่ 25 ผลการตรวจ PCR product ของยีน matK ด้วยวิธี Gel electrophoresis  
    (1%agarose 0.5XTAE buffer) 

 

จากผลการตรวจสอบปริมาณของดีเอ็นเอท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสของยีน 
matK ของพืชสกุล Mitragyna โดยใช้ Amplifying primer คือ trnK3914F และ trnK2R 
พบว่าชิ้นดีเอ็นเอที่เพ่ิมจ านวนมีขนาดอยู่ที่ประมาณ 2500 bp ซึ่งเป็นขนาดที่ใกล้เคียงกับ 
Expected size คือ 2574 bp และเป็นขนาดท่ีอยู่ช่วงก าหนดของยีน matK (ตามข้อความในข้อ 
2.4.4 การคัดเลือกยีนส์ที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการพิสูจน์) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าไพร์เมอร์ที่เลือกใช้
ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสสามารถเข้าจับกับชิ้นดีเอ็นเอตามต าแหน่งที่คาดไว้ แสดงดังภาพท่ี  
26 ท าให้มั่นใจได้ว่าชิ้นดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสคือยีน matK ส าหรับการหา
ล าดับนิวคลีโอไทด์เพ่ิมเติมส่วนที่ยังไม่ครบโดยใช้ Sequencing primer จะใช้ PCR product ที่
ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสด้วย Amplifying primer คือ trnK3914F และ trnK2R น าส่ง
ให้กับบริษัท AIT biotech พร้อมกับ Sequencing primer ที่ได้ออกแบบ 
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ภาพที่ 26 ภาพแสดงการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในปฏิกิริยาลูกโช่พอลิเมอร์เรส  
โดยใช้ไพร์เมอร์ trnK3914F และ trnK2R22 

 

3.4.3.2 ยีน rbcL 
ชิ้นดีเอ็นเอที่ท าการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ได้มาจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ

ที่เราสนใจ คือยีน rbcL โดยอาศัยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ตามส่วนประกอบ และเงื่อนไข  
ดังตารางที่ 21 และตารางที่ 22 จากนั้นท าการตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของชิ้นดีเอ็นเอท่ีได้
ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis ได้ผลดังภาพที่ 27 
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ตารางที ่21 ส่วนประกอบของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสส าหรับการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน rbcL 

 
 
 

ตารางที ่22 สภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส 

 Temperature (ºC) Time (min.) 
Predenaturation 96 3 
Denaturation 96 1 
Annealing 57 1 
Extension 72 2 
Final Extension 72 10 
Cycle 34X 

 
 
 

 
 

 ความเข้มข้นของสาร ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตรสารที่เติม (µL) 

dIwater   13.3 

PCR buffer 5x 1x 5 

MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.5 

dNTPs mix 2.5 mM 0.2 mM 2 

Forward primer 10 mM 10 pmol 1 

Reverse primer 10 mM 10 pmol 1 

Tag DNA polymerase 5 U/µL 1 U 0.2 

Master mix volume 24 

DNA template 1 

Final volume 25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

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

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



   58 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 27 ผลการตรวจสอบ PCR product ของยีน rbcL ด้วยวิธี Gel electrophoresis 

จากผลการตรวจสอบปริมาณของดีเอ็นเอท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสของยีน 
rbcL ของพืชสกุล Mitragyna โดยใช้ Amplifying primer คือ rbcL-Mit-f1 และ rbcL-Mit-r1 
พบว่าชิ้นดีเอ็นเอที่เพ่ิมจ านวนมีขนาดอยู่ที่ประมาณ 1500 bp ซึ่งเป็นขนาดเดียวกับ Expected 
size คือ 1504 bp และเป็นขนาดท่ีอยู่ช่วงก าหนดของยีน rbcL (ตามข้อความในข้อ 2.4.4 การ
คัดเลือกยีนส์ที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการพิสูจน์เอกลักษณ์) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าไพร์เมอร์ที่เลือกใช้
ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสสามารถเข้าจับกับชิ้นดีเอ็นเอตามต าแหน่งที่คาดไว้ แสดงดังภาพท่ี  
28 และท าให้มั่นใจได้ว่าชิ้นดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสคือยีน rbcL ส าหรับการ
หาล าดับนิวคลีโอไทด์เพ่ิมเติมส่วนที่ยังไม่ครบโดยใช้ Sequencing primer จะใช้ PCR product 
ที่ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสด้วย Amplifying primer คือ rbcL-Mit-f1 และ rbcL-Mit-
r1 น าส่งให้กับบริษัท AIT biotech พร้อมกับ Sequencing primer ที่ได้ออกแบบ 

 

 

 

 

ภาพที่ 28 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในปฏิกิริยาลูกโช่พอลิเมอร์เรส  
      โดยใช้ไพร์เมอร์ rbcL-Mit-f1 และ rbcL-Mit-r126 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

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

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



   59 

 

3.4.3.3 ส่วนของดีเอ็นเอท่ีอยู่ระหว่างยีน trnH และ psbA 
ชิ้นดีเอ็นที่ท าการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ได้มาจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณท่ีเรา

สนใจ คือส่วนของดีเอ็นเอท่ีอยู่ระหว่างยีน trnH และ psbA โดยอาศัยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส 
ตามส่วนประกอบ และเงื่อนไข ดังตารางที่ 23 และตารางที่ 24 จากนั้นท าการตรวจสอบคุณภาพและ
ปริมาณของชิ้นดีเอ็นเอท่ีได้ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis แสดงผลการตรวจสอบดังภาพที่ 
29 

 

ตารางที ่23 ส่วนประกอบของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสส าหรับการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอท่ีอยู่ระหว่างยีน 
trnH และ psbA 

 

ตารางท ี24 ตารางแสดงสภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส 

 Temperature (ºC) Time (min.) 
Predenaturation 96 3 
Denaturation 96 1 
Annealing 55 1 
Extension 72 45 sec. 
Final Extension 72 7 
Cycle 29X 

 ความเข้มข้นของสาร ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตรสารที่เติม (µL) 

dIwater   13.3 

PCR buffer 5x 1x 5 

MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.5 

dNTPs mix 2.5 mM 0.2 mM 2 

Forward primer 10 mM 10 pmol 1 

Reverse primer 10 mM 10 pmol 1 

Tag DNA polymerase 5 U/µL 1 U 0.2 

Master mix volume 24 

DNA template 1 

Final volume 25 
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ภาพที ่29 ผลการตรวจสอบ PCR product บริเวณ trnH-psbA spacer ด้วยวิธี Gel electrophoresis 

จากผลการตรวจสอบปริมาณของดีเอ็นเอท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสของบริเวณ     
trnH-psbA spacer ของพืชสกุล Mitragyna โดยใช้ Amplifying primer คือ trnHF และ psbA-diR 
พบว่าชิ้นดีเอ็นเอที่เพ่ิมจ านวนมีขนาดอยู่อยู่ในช่วง 300 bp ถึง 500 bp ซึ่งเป็นขนาดเดียวกับ Expected 
size คือ 362 bp และเป็นขนาดท่ีอยู่ช่วงก าหนดของบริเวณ trnH-psbA (ตามข้อความใน 2.4.4 การ
คัดเลือกยีนส์ที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการพิสูจน์เอกลักษณ์) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าไพร์เมอร์ที่เลือกใช้ใน
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสสามารถเข้าจับกับชิ้นดีเอ็นเอตามต าแหน่งที่คาดไว้ แสดงดังภาพท่ี  30 และท า
ให้มั่นใจได้ว่าชิ้นดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสคือ บริเวณ trnH-psbA spacer 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 30 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในปฏิกิริยาลูกโช่พอลิเมอร์เรส 
      โดยใช้ไพร์เมอร์ trnHF และ psbA-diR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

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

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



   61 

 

3.4.4. การจัดท าดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcoding) 

3.4.4.1 การจัดล าดับนิวคลีโอไทด์ให้อยู่ในรูปแบบ FASTA 
ภายหลังจากการจัดท าล าดับนิวคลีโอไทด์เต็มความยาวยีน (Full length sequence) 

ของยีน matK, rbcL และ trnH-psbA spacer ของแต่ละตัวอย่างแล้ว จึงท าการแปลงล าดับเบส
ทั้งหมดให้อยู่ในรูปแบบ FASTA เนื่องจาก FASTA format เป็นหนึ่งในรูปแบบของไฟล์น าเข้าท่ี
โปรแกรม Clustalx 2.1 สามารถน าไปประมวลผลได้ นอกจากนี้แล้ว ท าการสืบค้นล าดับ         
นิวคลีโอไทด์ของบริเวณ ITS ของพืชในสกุล Mitragyna ทั้ง 4 ชนิดจาก GenBank® 

ประกอบด้วย  
1. Mitragyna speciosa genes for ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, partial and 
complete sequence [AB249645.1] 
2. Mitragyna diversifolia genes for ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, partial and 
complete sequence [AB249646.1] 
3. Mitragyna rotundifolia genes for ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, partial and 
complete sequence [AB249648.1] 
4. Mitragyna hirsuta genes for ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, partial and complete 
sequence [AB249647.1] 
และบันทึกข้อมูลทั้งหมดในรูปแบบของ FASTA 

3.4.4.2 การสร้างบาร์โค้ดดีเอ็นเอรหัสสี (Colour-coded DNA barcodes) ด้วยโปรแกรม 
Clustalx 2.1 

ท าการสร้างบาร์โค้ดดีเอ็นเอรหัสสีครั้งละ 1 ยีน โดยเริ่มจากการน าเข้าไฟล์ FASTA ของ
พืชสกุล Mitragyna ทั้ง 4 ชนิด จะปรากฎภาพของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ถูกแปลงอักษรเป็นรหัสสี
แล้ว ดังแสดงในภาพที ่31 
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ภาพที่ 31  ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK ของพืชในสกุล Mitragyna ที่ถูกแปลงเป็นรหัสสี 
ด้วยโปรแกรม Clustalx 2.1 

จากนั้นท าการเลือกฟังก์ชั่น Do complete alignment จะได้ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ผ่าน 
alignment แล้ว ดังแสดงในภาพที่ 32 

 

ภาพที่ 32  ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK ของพืชในสกุล Mitragyna ที่ Alignment แล้ว 

 

บันทึกบาร์โค้ดดีเอ็นเอรหัสสีที่ได้ ด้วยการเลือกฟังก์ชั่น Write alignment as postscript 
โปรแกรมจะท าการบันทึกให้ในรูปแบบไฟล์ PDF ดังแสดงในภาพที่ 33 
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ภาพที่ 33  บาร์โค้ดดีเอ็นเอรหัสสีของยีน matK ของพืชในสกุล Mitragyna ในรูปแบบไฟล์ PDF 

 

เมื่อท าการสร้างบาร์โค้ดดีเอ็นเอรหัสสีด้วยโปรแกรม Clustalx 2.1 ครบทั้ง 4 บริเวณแล้ว แล้วท า
การสังเกตความแตกต่างระหว่างชนิดของพืชในสกุล Mitragyna  

- ยีน matK 
สังเกตความแตกต่างซึ่งเป็นเอกลักษณ์ของ M. speciosa พบว่าต าแหน่งที่มีจุดแตกต่างของรหัสสี

มีทั้งหมด 5 ต าแหน่ง ได้แก่ ต าแหน่งที่ 593, 684, 920, 1411 และ 1421-1426 ดังแสดงในภาพที่ 34 ถึง 
38 ตามล าดับ ซึ่งจุดต่างในภาพที่ 34-38 เป็นความแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการแทนที่กันของเบส 
(Substitution) ในขณะที่จุดต่างในภาพที่ 38 เป็นความแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการเพ่ิมของเบส 
(Insertion) 
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ภาพที่ 34 แสดงจุดแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการแทนที่กันของเบส (Substitution) 
  ในต าแหน่งที่ 593 

 

ภาพที่ 35 แสดงจุดแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการแทนที่กันของเบส (Substitution) 
     ในต าแหน่งที่ 684 

 

ภาพที่ 36 แสดงจุดแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการแทนที่กันของเบส (Substitution) 
  ในต าแหน่งที่ 920 

 

ภาพที่ 37 แสดงจุดแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการแทนที่กันของเบส (Substitution) 
    ในต าแหน่งที่1411 

 

ภาพที่ 38 แสดงจุดแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการเพ่ิมของเบส ( Insertion)  
   ในต าแหน่งที่ 1421-1426 (เพ่ิมทั้งหมด 6 เบส) 
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- ยีน rbcL 
สังเกตความแตกต่างซึ่งเป็นเอกลักษณ์ของ M. speciosa พบว่าต าแหน่งที่มีจุดแตกต่างของรหัสสี

มี 1 ต าแหน่ง คือ ต าแหน่งที่ 1316  ดังแสดงในภาพที่ 39 จัดเป็นความแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบ
การแทนที่กันของเบส (Substitution)  

 

ภาพที่ 39 แสดงจุดแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการแทนที่กันของเบส (Substitution) 
 ในต าแหน่งที่ 1316 

 

- trnH-psbA spacer 
สังเกตความแตกต่างซึ่งเป็นเอกลักษณ์ของ M. speciosa พบว่าต าแหน่งที่มีจุดแตกต่างของรหัสสี

มีทั้งหมด 6 ต าแหน่ง คือ ต าแหน่งที่ 17 และ 23 ดังแสดงในภาพที่ 40 ต าแหน่งที่ 25-26, 35, 115 และ 
262-270 ดังแสดงในภาพที่ 41 ถึง 44 ตามล าดับ ซึ่งจุดต่างในรูปที่ 40 และ 42 เป็นความแตกต่างของ   
ดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการแทนที่กันของเบส (Substitution) ในขณะที่จุดต่างในภาพที่ 41, 43 และ 44 เป็น
ความแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการเพ่ิมของเบส (Insertion) 

 

 

 

ภาพที่ 40  แสดงจุดแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการแทนที่กันของเบส (Substitution)  
   ในต าแหน่งที่ 17 และ 23 
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ภาพที่ 41  แสดงจุดแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการเพ่ิมของเบส ( Insertion) 
    ในต าแหน่งที่ 25-26 (เพ่ิมทั้งหมด 2 เบส) 

 

 

ภาพที่ 42 แสดงจุดแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการแทนที่กันของเบส (Substitution)  
  ในต าแหน่งที่ 35 

 

 

ภาพที่ 43 แสดงจุดแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการเพ่ิมของเบส ( Insertion) 
   ในต าแหน่งที่ 115  (เพ่ิมทั้งหมด 1 เบส) 

 

ภาพที่ 44  แสดงจุดแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการเพ่ิมของเบส ( Insertion) 
    ในต าแหน่งที่ 262-270  (เพ่ิมทั้งหมด 9 เบส) 
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- Internal Transcribed Spacer (ITS) 
สังเกตความแตกต่างซึ่งเป็นเอกลักษณ์ของ M. speciosa พบว่าต าแหน่งที่มีจุดแตกต่างของรหัสสี

มีทั้งหมด 9 ต าแหน่ง คือ ต าแหน่งที่ 42, 101, 118, 171, 510, 514 และ 516, 564 และ 565 ดังแสดง
ในภาพที่ 45 ถึง 51 ตามล าดับ   ซึ่งจุดต่างในภาพที่ 45, 46, 50 และ 51 เป็นความแตกต่างของดีเอ็นเอท่ี
เป็นแบบการแทนที่กันของเบส (Substitution) ในขณะที่จุดต่างในภาพที่ 47, 48 และ 49 เป็นความ
แตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการเพ่ิมของเบส ( Insertion) 

 

ภาพที่ 45 แสดงจุดแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการแทนที่กันของเบส (Substitution)  
  ในต าแหน่งที่ 42 

 

ภาพที่ 46  แสดงจุดแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการแทนที่กันของเบส (Substitution) 
  ในต าแหน่งที่ 101 

 

ภาพที่ 47 แสดงจุดแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการเพ่ิมของเบส ( Insertion)  
   ในต าแหน่งที่ 118 (เพ่ิมทั้งหมด 1 เบส) 

 

ภาพที่ 48  แสดงจุดแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการเพ่ิมของเบส ( Insertion) 
    ในต าแหน่งที่ 171 (เพ่ิมทั้งหมด 1 เบส) 
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ภาพที่ 49  แสดงจุดแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการเพ่ิมของเบส ( Insertion) 
    ในต าแหน่งที่ 510 (เพ่ิมทั้งหมด 1 เบส) 

 

ภาพที่ 50 แสดงจุดแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการแทนที่กันของเบส (Substitution) 
  ในต าแหน่งที่ 514 และ 516 

 

 

ภาพที่ 51 แสดงจุดแตกต่างของดีเอ็นเอท่ีเป็นแบบการแทนที่กันของเบส (Substitution) 
ในต าแหน่งที่ 564 และ 565 
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บทที่ 4 สรุปผลการทดลอง 

ในการพิสูจน์เอกลักษณ์สมุนไพร สามารถใช้ชนิดของลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกัน หรือใช้ลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอหลายชนิดประกอบกัน เพื่อให้ได้ข้อมูลที่มีความครบถ้วนสมบูรณ์มากยิ่งขึ้น ส าหรับโครงการ
ปริญญานิพนธ์นี้ได้ใช้เทคนิคการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ของพืชในสกุล Mitragyna 2 วิธี ได้แก่ การสร้าง
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอชนิดเอเอฟแอลพี (AFLP; Amplified Fragment Length Polymorphism) และการ
สร้างดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcoding) 

4.1. การสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอชนิดเอเอฟแอลพี (AFLP; Amplified Fragment Length  
Polymorphism) 
จากการศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของพืชสกุล Mitragyna โดยใช้เครื่องหมายเอเอฟแอลพี พบว่า มี

ไพร์เมอร์ 18 คู่ไพร์เมอร์ จากจ านวน 37 คู่ไพร์เมอร์ ที่สามารถสร้างเป็นลายพิมพ์ดีเอ็นเอ เพ่ือใช้พิสูจน์
เอกลักษณ์ และจ าแนกความแตกต่างของพืชสกุล Mitragyna  ได้ มีเปอร์เซ็นต์โพลีมอร์ฟิซึมเท่ากับ 
78.035 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นเมื่อสร้างเป็น Dendrogram ด้วย Jaccard’s similarity matrix และ 
UPGMA method พบว่าสามารถจ าแนกพืชออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่  

1) กลุ่มของ Mitragyna speciosa หรือ กระท่อม  
2) กลุ่มของ Mitragyna อ่ืนๆ แบ่งเป็น 2 กลุ่มย่อย ได้แก่ 

a. Mitragyna diversifolia 
b. Mitragyna rotundifolia และ Mitragyna hirsuta 

โดยค่าของ Cophenetic correlation coefficient (r) มีค่าเท่ากับ 0.99148 ซึ่งถือว่ามีประสิทธิภาพ
ในการกลุ่มได้ดีมาก 

นอกจากนี้แล้ว มีไพร์เมอร์จ านวน 11 คู่ ที่สามารถให้แถบดีเอ็นเอท่ีเป็นเอกลักษณ์ของพืช 
Mitragyna speciosa ซึ่งจะสามารถน าไปใช้ออกแบบไพร์เมอร์ของเครื่องหมายโมเลกุลชนิดสคาร์ 
(Sequence Characterized Amplified Regions) ต่อไป 
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4.2 การสร้างดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcoding) 
จากการศึกษาข้างต้นสามารถสร้างดีเอ็นเอบาร์โค้ดในรูปแบบของบาร์โค้ดดีเอ็นเอรหัสสีเพ่ือใช้ในการ

ตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ของพืชในสกุล Mitragyna โดยใช้บริเวณมาตรฐาน 4 บริเวณ ได้แก่ matK, rbcL, 
trnH-psbA spacer และ ITS ดังแสดงในภาพที่ 52 ถึง 55 

ดีเอ็นเอบาร์โค้ดของพืชในสกุล Mitragyna ที่สร้างขึ้น สามารถแสดงและพิสูจน์เอกลักษณ์พืชในสกุล 
Mitragyna รวมถึงแสดงความแตกต่างระหว่าง Mitragyna speciosa กับ Mitragyna ชนิดอื่น ๆ อีก 3 
ชนิดได้ชัดเจน ดังนั้นสามารถสรุปผลได้ว่า บริเวณมาตรฐานทั้ง 4 บริเวณ ที่เลือกมาท าดีเอ็นเอบาร์โค้ดนั้น 
มีความเหมาะสมในการพิสูจน์เอกลักษณ์ของพืชในสกุล Mitragyna 

ดีเอ็นเอบาร์โค้ดของพืชในสกุล Mitragyna มีประโยชน์ในการพิสูจน์เอกลักษณ์ของพืชในสกุล 
Mitragyna เพ่ือน ามาใช้ประโยชน์ในการแยก Mitragyna speciosa หรือกระท่อมออกจากต้นอื่น ๆ ใน
สกุลเดียวกัน เพื่อปูองกันการน าพืชกระท่อมมาใช้โดยอาจมีสาเหตุทั้งจากความสับสน เนื่องจากลักษณะ
ทางพฤกษศาสตร์ที่มีความคล้ายคลึงกัน หรือโดยความตั้งใจ ซึ่งการน าพืชกระท่อมไปใช้นั้นเป็นการกระท า
ทีผ่ิดต่อกฏหมายประเทศไทย เนื่องจากเป็นยาเสพติดให้โทษประเภทที่ 5 ตามความใน พระราชบัญญัติยา
เสพติดให้โทษ พ.ศ. 2522  

ลายพิมพ์ดีเอ็นเอชนิดเอเอฟแอลพี และดีเอ็นเอบาร์โค้ดนั้น มีข้อดีและข้อจ ากัดที่แตกต่างกัน  โดยลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอชนิดเอเอฟแอลพีเป็นลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอได้ครั้งละหลายต าแหน่ง
พร้อมกันทั่วทั้งจีโนมพืช แต่มีข้อจ ากัดคือ แถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนจ านวนมากและมีขนาดเท่ากันในลายพิมพ์
ดีเอ็นเอ อาจเกิดมาจากการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอคนละต าแหน่งได้  

ส่วนดีเอ็นเอบาร์โค้ดท่ีสร้างข้ึนมาจากการหาล าดับเบสนั้น เป็นวิธีที่สามารถตรวจสอบความแตกต่าง
ของพืชได้อย่างละเอียด สามารถทราบได้ถึงความแตกต่างในระดับเบส เช่น จากการศีกษาพบว่าการเกิด
การแทนที่กันของเบส (Substitution) หรือ การเพ่ิมของเบส (Insertion) ของดีเอ็นเอของต้นกระท่อม 
อย่างไรก็ตามวิธีนี้มีข้อจ ากัดคือ ดีเอ็นบาร์โค้ดเป็นการศึกษาในบริเวณใดบริเวณหนึ่งของดีเอ็นเอ ท าให้
ข้อมูลที่ได้อาจจะไม่ได้เป็นตัวแทนของจีโนมทั้งหมด ซึ่งการตรวจสอบทั้งจีโนมด้วยวิธีการหาล าดับเบสนั้น
ท าได้ล าบากเนื่องจากใช้ทุนสูง 

ดังนั้นแนวทางการพัฒนาการตรวจสอบเอกลักษณ์ของพืชกระท่อม อาจท าได้โดยน าข้อมูลของแถบดี
เอ็นเอท่ีเป็นเอกลักษณ์ของพืชกระท่อมที่ได้ไปพัฒนาต่อให้เป็นเครื่องหมายโมเลกุลที่มีความจ าเพาะ
เจาะจงในการพิสูจน์เอกลักษณ์มากขึ้น เช่น ลายพิมพ์ดีเอ็นเอชนิดสคาร์ จะท าให้สามารถค้นพบความ
แตกต่างของล าดับเบสบนยีนอ่ืน ๆ ในจีโนมได้ 
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ภาพที่ 52 บาร์โค้ดดีเอ็นเอรหัสสีส่วนที่สร้างจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK  

 ของพืชในสกุล Mitragyna 
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ภาคผนวก 

รายละเอียดของไพร์เมอร์ที่ออกแบบ 

1. ชื่อไพร์เมอร์   : matKmit483F 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5′-3′)  : CCCACCCCGTCCATCTA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. ชื่อไพร์เมอร์   : matKmit(-56)F   
ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5′-3′)  : CTTTGGTTTGACTATATCGCACTA  
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3. ชื่อไพร์เมอร์   : matKmit1166R 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5′-3′)  :  CGGCTTACTAACGGGATGTC  

 

 

 

 

4. ชื่อไพร์เมอร์   : rbcL-mit-F2  
ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5′-3′)  : CGAGTAGCTCTAGAAGCATGTGTAAAAG 
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5. ชื่อไพร์เมอร์  : rbcL-mit-R2     
ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5′-3′)  : TTTGTAACGATCAAGGTGGTAAGTCC 
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