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 เทคนิคไอเอสเอสอาร (Inter simple sequence repeats, ISSRs) เปนเทคนิคที่อาศัยพีซ-ี
อารในการเพิม่จํานวนชิ้นดีเอ็นเอระหวางไมโครแซทเทิลไลท 2 ตําแหนง  เนื่องจากเทคนิคนีม้ี
ความสามารถในการทําซ้าํ และบอกความแตกตางไดสูง  จงึนาํเทคนิคไอเอสเอสอารมาใชใน
การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเปลาใหญ (Croton oblongifolius) ในประเทศไทย  
ในการศึกษาครั้งนี้ใชตัวอยางเปลาใหญ 115 ตัวอยาง  เอสเอสอารไพรเมอร 3 ชนิด ประกอบดวย 
A(GA)7GT, CRN2(CTT)2 และ BSC(GA)8  สามารถสรางแถบดีเอน็เอได 213 แถบ  ไฟโลแกรม
จากไพรเมอรทั้ง 3 ชนิด  แสดงใหเห็นวาเปลาใหญ 115 ตัวอยางจําแนกเปน 83 แบบแผนดีเอ็นเอ 
และจัดกลุมไดเปน 2 กลุมหลัก  นอกจากนี้ผลของไอเอสเอสอาร  แสดงใหเหน็ถงึความแตกตาง
ภายในสปชีสของเปลาใหญสูง  ทาํการศึกษาความสัมพนัธแบบแผนดเีอ็นเอ และองคประกอบทาง
เคมีจากเปลือกตนเปลาใหญ  โดยเทคนคิ 1H-NMR และ TLC พบวาเปลาใหญทีม่ีแบบแผนดีเอ็น-
เอตางกนั องคประกอบทางเคมจีะตางกัน และเปลาใหญทีม่ีแบบแผนดีเอ็นเอเหมือนกัน 
องคประกอบทางเคมีจะเหมือนกนั  ดังนัน้ความสัมพนัธระหวางแบบแผนดีเอ็นเอและองคประกอบ
ทางเคมีจากเปลือกตนเปลาใหญนาจะมคีวามสอดคลองกัน 
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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 

 
ประเทศไทยตัง้อยูบริเวณเขตรอนชื้น และในแตละภาคก็มีลักษณะภูมิอากาศที่แตกตาง

กัน ทําใหพืชบางชนิดที่อยูในจังหวัด หรือแหลงตางกนัมีรูปรางภายนอกแตกตางกนั  ซึ่งแตเดิมการ
จําแนกพืชจะทําโดยดูลักษณะทางสัณฐานวทิยา (Morphology) เปนหลกั แตเนือ่งจากอาจไดรับ
ปจจัยภายนอก เชน อิทธิพลจากสิง่แวดลอม  อายุพืช  และอื่นๆ ดังนัน้ลักษณะภายนอกจงึไมเพยีง
พอที่จะใชจําแนกพืชเหลานี้ไดอยางถกูตอง จึงนําเทคนิคระดับโมเลกุลมาใชในการตรวจสอบซึ่ง
เปนวธิีที่สามารถใหขอมูลทีม่ีความนาเชื่อถือมากกวา  คือ สามารถวิเคราะหจากสวนใดสวนหนึ่ง
ของพืชก็ไดโดยไมข้ึนกับเนื้อเยื่อ ระยะการเจริญเติบโต และสภาพแวดลอม ทั้งยังสามารถ
ตรวจสอบไดทั้งสวนของยนี และสวนที่ไมใชยีน  และนอกจากนี้ยงัสามารถจัดกลุมพืชดวยกลุมของ
องคประกอบทางเคมีทีพ่บในพืช (chemotaxonomy) พืชที่เลือกในการศึกษาครั้งนีค้ือ เปลาใหญ 
(Croton oblongifolius Roxb.) เปนหนึ่งในสมุนไพรทีน่าสนใจ เนื่องจากแทบทุกสวนของตนเปลา
ใหญสามารถพบสารประกอบประเภทไดเทอรปนอยด (diterpenoids) ซึง่ตนไมชนิดนี้สามารถพบ
ไดทั่วไปตามแหลงตางๆของประเทศไทย  จึงเปนตวัอยางทีน่าสนใจทีจ่ะนํามาศึกษา 

เทคนิคระดับโมเลกุลในปจจุบันมหีลากหลายวธิีทีน่ํามาใชในการศึกษาความหลากหลาย
ของพืช  เชน อารเอพีดี  (random amplified polymorphic DNA, RAPDs), อารเอฟแอลพี
(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)   เปนตน ซึ่งแตละเทคนคิก็มีขอดีและขอดอยแตกตางกนัออกไป ซึ่งในการศึกษา
คร้ังนี้ไดทําการศึกษาโดยเทคนิค ไอเอสเอสอาร เนื่องจากไพรเมอรที่ใชเปนแบบสุมคลายกบั
เทคนิคอารเอพีดีแตมีความจําเพาะมากกวา   มีความสามารถในการทําซ้ํา (reproducibility) เกิด
ความแตกตาง(polymorphism) สูง  ใชเวลานอย  วิธีการไมยุงยากซับซอน  

เปลาใหญ จัดอยูในสกุล Croton  วงศ Euphorciaceae  ซึ่งประเทศไทยมีชื่อเรียกพืชที่
นําหนาวา เปลา  พบไดประมาณ  7 ชนิด  ประกอบดวย เปลา (Croton argyratus Bl หรือ Croton 
budopensis Gagnep), เปลาน้าํเงิน (Croton cumimgiis Arg., Croton  cascarilloides 
Raeusch  หรือ Croton pierrei Gangnep), เปลาคํา (Croton columnaris Airy), เปลาแพะ 
(Croton hutchinsonianus Hoss), เปลานอย (Croton sublyratus Kurz., Croton longissimus 



Airy หรือ Croton joufra Roxb.), เปลาเลอืด (Croton robustus Horz.) และเปลาใหญ หรือเปลา
หลวง (Croton oblongifolius Roxb.) 

ไดมีการศึกษาองคประกอบทางเคมีจากเปลือกตนเปลาใหญ โดยกลุมวิจยัของ ศ.ดร.
โสภณ  เริงสาํราญ  จากหลายแหลงในประเทศไทย  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 เปนตน จากความ
หลากหลายขององคประกอบทางเคมีในเปลาใหญดังกลาว  อีกทัง้การศึกษาดานพนัธวุิศวกรรม
ของเปลาใหญยังไมเคยมีรายงานมากอน  จงึเปนมลูเหตุจูงใจใหเกิดงานวิจยัชิน้นี้ขึน้ โดยใช
เทคนิคระดับโมเลกุลเปนตัวบอกความแตกตางระหวางตัวอยางเปลาใหญ และศึกษา
ความสัมพันธระหวางแบบแผนดีเอ็นเอของเปลาใหญโดยใชเทคนิคอารเอพีดี และเทคนิคไอเอส
เอสอาร กับองคประกอบทางเคมีจากเปลอืกตนเปลาใหญ  
 
1.1 วัตถุประสงคของงานวิจัย 

      1. เพื่อศึกษาความหลากหลายของเปลาใหญจากแหลงตางๆในประเทศไทย โดยใช
เทคนิค random amplified polymorphic DNA (RAPD) 

2. เพื่อศึกษาความหลากหลายของเปลาใหญจากแหลงตางๆในประเทศไทย โดยใช
เทคนิค inter simple sequence repeats (ISSRs) 

3. เพื่อศึกษาความสัมพนัธระหวางแบบแผนดีเอ็นเอ กับองคประกอบทางเคมีจาก
เปลือกตนเปลาใหญ 



 
บทที่2 

 
ปริทัศนวรรณกรรม 

 
2.1 ความหลากหลายทางชีวภาพ (biodiversity) 
ความหลากหลายทางชีวภาพ (biodiversity) แบงออกเปน 3 ระดับ 

ความหลากหลายทางพนัธกุรรม (genetic diversity)  เปนพืน้ฐานของความหลากหลาย
ทางชีวภาพ ความหลากหลายขององคประกอบทางพันธุกรมในสิง่มีชวีิต เกิดจากการเปลี่ยนแปลง
ของหนวยพันธุกรรม หรือยีน (mutation) ซึ่งเปนสาเหตุเบื้องตนของความหลากหลายทาง
พันธกุรรม และเมื่อรวมกบัปจจัยตางๆ ก็ทาํใหเกิดความหลากหลายของสิ่งมีชวีิต และระบบนิเวศ
ได  ระดับความแตกตางนี้ใชกําหนดความใกลชิด หรือความหางของสิ่งมีชวีิตในสายววิัฒนาการ 
เทคนิควัดความหลากหลายทางพนัธุกรรมมีหลายวธิ ี  แตทุกวธิีอาศัยความแตกตางของ
องคประกอบทางพนัธุกรรมเปนดัชนีในการวัด  หากสิง่มีชีวิตชนิดใดมีองคประกอบทางพนัธกุรรม
เปนแบบเดียวกันทั้งหมด  ยอมแสดงวาสิง่มีชีวิตนัน้ไมมคีวามหลากหลายทางพนัธกุรรม 

ความหลากหลายของชนิด หรือชนิดพนัธุของสิ่งมีชวีิต (species diversity)  เกิดจาก
กระบวนการววิัฒนาการที่คอยๆ สะสมองคประกอบทางพนัธุกรรมทีละนอยๆ ในเวลาหลายชัว่รุน  
จนกระทั่งสิง่มชีีวิตมีความสามารถในการปรับตัวไดดีตอส่ิงแวดลอม  การเปลีย่นแปลงทีท่ําใหเกดิ
สิ่งมีชีวิตใหม  จึงเปนกระบวนการที่ทาํใหเกิดความหลากหลายของสิง่มีชีวิต                               

ความหลากหลายของระบบนิเวศ (ecological diversity)  ระบบนเิวศแตละระบบเปน
แหลงของถิน่ที่อยูอาศัย (habitat) ของสิ่งมีชวีิตตางๆ ซึ่งมีปจจยัทางกายภาพ และชีวภาพที่
เหมาะสมกับส่ิงมีชีวิตแตละชนิดในระบบนิเวศนั้น  ความหลากหลายของระบบนเิวศขึ้นอยูกบัชนิด 
และจํานวนประชากรของสิง่มีชีวิตที่อาศัยอยูในระบบนิเวศนัน้ๆ   

 
2.2  ลกัษณะของตนเปลาใหญ 

เปลาใหญ เปนพืชในสกุล Croton  จัดอยูในวงศ Euphorciaceae  สามารถพบไดทั่วไป
ตามแหลงตางๆของประเทศไทย เชน ปาดงดิบ ปาผลัดใบหรือปาละเมาะ เหนือระดับน้ําทะเลไม
เกิน 700 เมตร   
ชื่อสามัญ เปลาใหญ  เปลาหลวง 
ชื่อวิทยาศาสตร Croton oblongifolius Roxb. 
ชื่อพอง  ควะรุ (กระเหรี่ยง-กาญจนบรีุ)  

เซงเคคัง  สะกาวา  สากวูะ (กระเหรี่ยง-แมฮองสอน)  



เปาะ (กําแพงเพชร) 
    หาเยิ่ง (เงี้ยว-แมฮองสอน)  
 

          
 

 
 

รูปที ่2.1  ลักษณะตน ใบ และชอดอกของเปลาใหญ Croton oblongifolius. 
 
2.2 .1  ลักษณะทางพฤกษศาสตรของเปลาใหญ 

เปนไมผลัดใบขนาดเล็ก สงูประมาณ 8-20 เมตร กิ่งกานคอนขางใหญ  ยอดออน ใบออน 
และชอดอกมีเกล็ดสีเทาเปนแผนเล็กๆ ปกคลุมทั่วไป   

ใบเปนใบเดี่ยว เรียงสลับกนัรูปขอบขนาน รูปไข หรือรูปหอก  โคนใบและปลายใบแหลม 
หรือมน  ขอบใบหยักกวาง 5-10 เซนติเมตร ยาว 9-30 เซนติเมตร  มีเสนแขนงใบ 12-16 คู  ใบแก
คอนขางเกลี้ยง กานใบยาว 1.3-6 เซนติเมตร  ที่ฐานดอกมีตอม 2 ตอม    

ดอกจะออกเปนชอหลายชอที่ปลายกิ่งยาว 12-22 เซนติเมตร  จะทยอยบานจากโคนไปหา
ปลายชอ  ดอกเพศผูและเพศเมียอยูบนตนเดียวกัน หรือตางตนกนัก็ได  ดอกเพศผูจะมีกลีบรอง
กลีบดอกเปนรูปขอบขนาดกวางๆ มีเกลด็  กลีบดอกยาวเทากับกลบีรองดอก มขีนหนาแนน ที่
ฐานรองดอกมตีอมกลมเล็กๆ 5 ตอม มเีกสรตัวผู 12 อัน  เกลีย้ง  ดอกเพศเมยี กลีบรองกลีบดอก
เล็ก รูปยาวแคบ ขอบมีขน รังไขมีรูปขอบขนาน มเีกล็ด ทอรังไขมี 2 แฉก 

ผลกลมมี 3 พ ู เสนผานศนูยกลางประมาณ 1 เซนติเมตร ดานบนแบน และมีเกล็ด (เต็ม  
สมิตินันท, 2523 และ ลีนา  ผูพัฒนพงศ, 2530) 



 
2.2.2  สรรพคณุของเปลาใหญ 

ราก แกน้ําเหลืองเสีย แกโรคผิวหนงั รักษาคุดทะราด แกมะเร็ง แกโรคเรื้อน แกคัน ขับ
ระดู ขับลม แกลมในทองเปนกอนเถาดาน บํารุงกาํลัง แกกระหายน้ํา แกเสมหะ
และลม 

เปลือก ชวยยอยอาหาร ทาํใหเลือดเย็น ลดไข ทาํใหอาหารงวด แกเสมหะใหตก ขับ
เสมหะ ขับลม แกโลหิตในทองใหตก แกโรคผิวหนัง และแกดีพิการ  

 กระพี ้ ชวยยอยอาหาร ทาํใหเลือดเย็น ลดไข และแกเสมหะใหตก  
 แกน  ขับเลือด หนองใหตก ขับพยาธิไสเดือน ขับลม แกลม และกระจายลม  

ใบ แกธาตุไมปรกติ บํารุงธาตุ แกคันตามตัว รักษามะเร็งเพลิง แกลมจกุเสียด บํารุง
กําลัง และแกกระหาย  

 ดอก แกพยาธิ และทําลายเชื้อโรค 
 ผล แกไขสตรีในเรือนไฟ ขับโลหติระดู และขับหนองใหกระจาย 
 เมล็ด เปนยาถาย 
 ลูก ดองสุราดื่ม  ขบัโลหิตในเรือนไฟ 
 เนื้อไม แกริดสีดวงลําไส และริดสีดวงทวารหนัก 
 ตน น้ําตมเปลือก กินเปนยาลดไข แกตับอักเสบ ปวดขอ และปวดเมื่อกลามเนื้อ 
 

แตเดิมการศึกษา และการจาํแนกพืชจะทาํโดยดูลักษณะทางสัณฐานวิทยา(morphology)
เปนหลกั แตเนื่องจากความแตกตางทีเ่กิดขึ้น  อาจไดรับอิทธิพลจากสิง่แวดลอม  อายุพชื  ซึง่ยาก
ที่จะจาํแนก (Jou-ann, Wei-chen และ Ju-ying, 2001)  จึงนําเทคนิคระดับโมเลกุลซึ่งเปนวธิีที่
สามารถใหขอมูลที่มีความนาเชื่อถือมากกวา  และยงัมีผลกระทบจากปจจัยทางสิง่แวดลอมนอย  

 ในปจจุบนันยิมใชดีเอ็นเอเครื่องหมาย (DNA marker) จัดอยูในกลุมของ genetic 
marker หรือ  molecular marker ซึ่งแบงออกเปน 3 กลุมใหญ ไดแก morphological markers 
(chlorophyll deficiency) , biochemical markers (isozyme,  terpenes) และ DNA markers 
(RFLPs,  RAPDs,  SSRs,  ISSRs)  ซึ่งสามารถใชเปนเครื่องชี้บอก  จัดจําแนก ตรวจสอบสาย
พันธุ และเปรียบเทียบความแตกตางของสิ่งมีชีวิตสามารถศึกษาทั้งในระดับโปรตีน และดีเอ็นเอ  
แตการศึกษาในระดับดีเอ็นเอจะมีขอไดเปรียบกวาคือ สามารถวเิคราะหจากสวนใดสวนหนึ่งของ
พืชก็ไดโดยไมขึ้นกับเนื้อเยื่อ ระยะการเจรญิเติบโต และสภาพแวดลอม ทั้งยังสามารถตรวจสอบได
ทั้งสวนของยีน และสวนที่ไมใชยีน เนื่องจากดีเอ็นเอเปนองคประกอบพื้นฐานที่สาํคัญของสิ่งมีชีวติ
ทุกชนิด สามารถจําลองโมเลกุลถายทอดสูเซลลลูก และคงลักษณะที่เหมือนเดิมตลอดไป แต



บางครั้งอาจมกีารเปลี่ยนแปลงของเบสแตละตัวแลวอาจมีการเปลี่ยนแปลงของชิน้ดีเอ็นเอได  หรือ
การหายไปของชิ้นดีเอน็เอ (deletion)  การมีชิ้นสวนดีเอ็นเอบางสวนเพิ่มข้ึนมา (insertion)  มกีาร
จัดเรียงตัวใหมของชิ้นสวนดีเอ็นเอภายในโครโมโซม (chromosome rearrangement)  หรือมีการ
เปลี่ยนตําแหนงของดีเอน็เอบางสวนภายในโครโมโซม หรือตางโครโมโซม (transposition) ซึ่ง
สามารถเกิดขึ้นได แตอยางไรก็ตามดีเอ็นเอยังคงเปนตัวแทนที่เหมาะสมในการจัดจําแนกสิง่มีชวีติ
สายพนัธุตางๆ ดีเอ็นเอเครื่องหมาย (DNA marker) ทีน่ิยมนํามาใชในการจาํแนกความแตกตาง 
ปจจุบันเทคนคิในการศึกษาในดานชวีโมเลกุล  บางเทคนิคอยูบนหลกัการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวย
ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (polymerase chain reaction, PCR) ซึ่งมีรายละเอียดดงันี ้

 
2.3   ปฏกิิริยาลูกโซโพลเีมอเรส (polymerase chain reaction, PCR) 

Polymerase chain reaction หรือ PCR หรือ พีซีอาร  เปนเทคนิคสาํหรับเพิ่มปริมาณดี-
เอ็นเอ  โดยการสังเคราะหสายดีเอน็เอสายใหมจากดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) ใน
ระยะเวลาสั้น   ปจจุบนันีเ้ทคนิคพีซีอารไดรับการปรับปรุง และพัฒนาในหลายๆ ดานจนกระทั่ง
ไดรับการยอมรับวาเปนเทคนิคที่สําคัญมากตองานดานชีวโมเลกุล  สามารถนําไปใชประโยชนได
ทั้งกับงานวิจัยทางชีวโมเลกลุ และพนัธุวิศวกรรม เชน การโคลนยนี (cloning)  การวเิคราะหลําดับ
เบสของยีน (sequencing)  การสรางดีเอน็เอติดตาม(DNA probe)  เปนตน 
 การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายใหไดปริมาณมากขึ้นเปนหลายเทาโดยอาศัยการทํางาน
ของเอ็นไซม ดีเอ็นเอโพลเีมอเรส (DNA polymerase)  ใชปริมาณดีเอ็นเอตนแบบเพียงเล็กนอย  
ซึ่งจะเพิ่มเปนทวีคูณจนมีปริมาณนับลานชดุ  ซึง่สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอที่เพิ่มข้ึนไดทันทีโดย
วิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส   ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด  แลวดูผลภายใตแสงยูว ี  
 ปฏิกิริยาพีซีอาร แบงออกเปน 3 ขัน้ตอนคอื 

1.  Denature:   การทําใหดีเอ็นเอเสียสภาพจากเกลียวคูแยกตัวเปนสายเดี่ยวโดยใชความรอน 
โดยใชอุณหภูมิ 92-95 องศาเซลเซียส 

2.  Annealing:   การลดอณุหภูมิลงอยางรวดเร็ว  เพื่อใหไพรเมอรซึ่งมีเบสคูสมกับบริเวณของ
ชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการ  จะเขาจับคูกับดีเอ็นเอเปาหมาย  ซึง่อุณหภมูิสวนใหญอยูในชวง 25-65 
องศาเซลเซยีส  ขึ้นกับขนาด และองคประกอบของเบสในไพรเมอรที่ใช   อุณหภูมทิี่ใชเพื่อทําใหดี
เอ็นเอเกลยีวคูแยกเปนสายเดี่ยว 50 เปอรเซ็นต  เรียกวา Melting point  หรือ Tm  คํานวนไดจาก
สูตร    Tm  =  4(G+C) + 2(A+T)   โดยที ่G, C, A และ T คือ จํานวนเบสแตละชนิดที่มีในสายโอลิ
โกนวิคลีโอไทด คาที่ไดจะมีหนวยเปนองศาเซลเซียส  ซึ่งอุณหภูมิ annealing ทีเ่หมาะสมแตละ
ไพรเมอรจะอยูที่ Tm ± 4 องศาเซลเซยีส 



3.   Extension:  การสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมโดยเอ็นไซม ดีเอ็นเอโพลีเมอเรส  จะทํางาน
โดยเติมนวิคลโีอไทดเขาที่ปลาย 3’ ของไพรเมอร  สายดีเอ็นเอที่เกดิขึ้นใหมจะยาวไปเรื่อยๆ จาก
บริเวณที่ปลายทัง้สองของไพรเมอรที่จับคูอยูบนสายดีเอ็นเอแมแบบทัง้สองสาย  ทาํใหบริเวณที่
ตองการจะถูกจําลองไดโดยสมบูรณ  โดยอุณหภูมิที่ 70-75 องศาเซลเซียส 

เมื่อส้ินสุดการทําปฏิกิริยาจากขั้นที่ 1-3 รวมกันเปนหนึ่งรอบ (one cycle) จะไดผลผลิต
เปนดเีอ็นเอ 2 สายที่มีลําดับเบสเปนคูสมกับดีเอ็นเอทีเ่ปนตนแบบ  เมื่อจัดใหเกดิปฏิกิริยาลูกโซ
หมุนเวียนไปอกีหลายๆรอบ  จะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดจํานวนมาก (วจิิตรา สมรรคนัฎ, 2543) ดี
เอ็นเอเครื่องหมายที่นยิมใช เชน 
 
2.4  ดีเอ็นเอเครื่องหมาย  (DNA markers) 

1. อารเอพีดี (random amplified polymorphic DNA, RAPDs) เทคนิคนี้มีการเรียกชือ่แบบ
อ่ืนไดอีกเชน  arbitrary primers PCR (AR-PCR)  DNA amplification fingerprinting (DAF) หรือ 
Multiple arbitary amplicon profiling (MAAP) จะแตกตางกนัที่ขนาดไพรเมอรที่ใช และวธิีการ
วิเคราะหผล  อารเอพีดีเปนเทคนิคทีเ่พิ่มขยายจโีนมกิ ดีเอ็นเอ (genomic DNA) โดยอาศัยเทคนคิ
พีซีอาร ใชไพรเมอรแบบสุม(arbitrary primer) ซึ่งจะเขาไปเกาะกับดีเอ็นเอเปาหมายในบริเวณทีม่ี
เบสคูสมกัน โดยไมจําเปนตองทราบตําแหนงที่ไพรเมอรจะเขาไปจับกับดีเอ็นเอเปาหมายวาเปน
สวนใด  โอกาสที่จะพบลําดบัเบสที่เปนคูสมกับไพรเมอรคือ  1 ใน 410  สวนใหญไพรเมอรที่ใชจะมี
ความยาวประมาณ 10 นวิคลีโอไทด แตมี % CG มากกวาหรือเทากับ 50 (Williams และคณะ
,1990) ความแตกตาง (polymorphism)  ทีเ่กิดขึ้นจะเกิดขึ้นในลักษณะการมีแถบ และไมมีแถบดี
เอ็นเอที่ตาํแหนงหนึง่ๆ มากกวาการเปลยีนขนาดของแถบดีเอ็นเอ  เนื่องจากดีเอ็นเอของพืชพลทั้ง
จากนิวเคลียส คลอโรพลาสต และไมโตคอนเดรีย  ซึ่งในการสกัดดีเอ็นเอจากเซลลทั้งหมดนาํมา
วิเคราะหอารเอพีดี  พบวาแถบดีเอ็นเอบางสวนประมาณ 5 เปอรเซ็นต เกิดจากการเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอในสวนของไมโตคอนเดรีย และนอยกวา 5 เปอรเซ็นต มาจากดีเอ็นเอในคลอโรพ-ลาสต      
ดังนัน้สวนใหญจึงมาจากดีเอ็นเอในนิวเคลียสซึ่งมกีารถายทอดมาจากทัง้พอ และแม (วจิิตรา 
สมรรคนัฎ, 2543) อารเอพีดีเปนเทคนิคทีส่ามารถทําไดงาย  รวดเร็ว และไมจําเปนที่ตองทราบ
ลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมาย ราคาถกู ขอเสียคือ เปนเครื่องหมายพันธุกรรมที่แสดงเฉพาะ
ลักษณะเดน (dominance marker) (อัญชลี  ทัศนาขจร, วิเชียร  ริมพณิชยกิจ  และ   ศิราวุธ  กล่ิน
บุหงา) มีความสามารถในการทําซ้าํไดต่ํา (low reproducibility)   ทําใหรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่
ไดจากไพรเมอรหนึ่งๆ ไมมคีวามสม่าํเสมอ (non-inconsistency)  

2. อารเอฟแอลพ ี(restriction fragment length polymorphisms, RFLPs)  เปนเทคนิคที่ใช
เอมไซมที่มีความจําเพาะ (restriction enzyme) ตัดดีเอ็นเอ และอาศัยความแตกตาง หรือความ



หลากหลายของชิ้นสวนดีเอน็เอจําเพาะทีต่ัดไดตามชนิดของเอนไซม ใชในการสราง genetic 
linkage map สามารถใชตดิตามการถายทอดยีนที่สนใจไปยังรุนลูกหลาน  และยงัสามารถใชใน
การจําแนกสายพนัธุพชื สัตว และมนุษย เพื่อตรวจสอบความใกลเคยีงกนัทางพันธกุรรม ขอเสียคือ 
ตองมpีrobe และในบางครั้งติดฉลากของ probe ดวยสารกัมมนัตภาพรังส ี นอกจากนีย้ังตองใช
เวลานาน และเสียคาใชจายสูง 

3. เอเอฟแอลพ ี (amplified fragment length polymorphisms, AFLPs)  ความแตกตาง 
(polymorphism) ที่เกิดขึ้นไมไดเกิดจากความแตกตางของขนาดดีเอ็นเอเหมือนในอารเอฟแอลพี 
แตจะเกิดจากการมี และไมมีแถบดีเอ็นเอที่เพิม่ปริมาณขึ้น ใชในการศึกษาพันธศุาสตรประชากร 
เอกลักษณของส่ิงมีชวีิต  ความสัมพนัธทางวิวัฒนาการ  ความหลากหลายทางชวีภาพ และใชทาํ
แผนที่ของจโีนมไดเปนอยางดี เปนเครื่องหมายพนัธกุรรมที่แสดงเฉพาะลักษณะเดน ขอดีคือ ไม
จําเปนที่ตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมายเหมือนกับอารเอพีด ี  รวดเร็ว ใชปริมาณดีเอ็นเอ
เร่ิมตนจํานวนนอย   เปนเทคนคิที่มีความสามารถในการทาํซ้ําไดดีปานกลาง (Medium 
reproducibility)   แตมีขอเสียคือ  คาใชจายคอนขางสงู  ไมเหมาะสาํหรับใชเปรียบเทียบสิง่มีชวีติ
ที่มีความแตกตาง หรือเหมอืนกนัมากๆ (อัญชลี  ทัศนาขจร และคณะ) 

4. ไมโครแซทเทลไลท  (microsatellite หรือ  simple sequence repeat, SSRs หรือ short 
teandem repeats, STRs)  เปนดีเอ็นเอที่มีการเรียงตัวของเบสซ้ําชวงสัน้ๆ   ในหนึ่งหนวยซ้าํ
ประกอบดวยลําดับเบส 1-6 คูเบส พบได 103-105 ตําแหนง  กระจายอยูทั่วไปในจีโนมของยูคาริ-
โอต  ความผันแปรของไมโครแซทเทิลไลทเกิดจากการเพิ่มข้ึน หรือลดลงจํานวนซ้ํา  เปน
เครื่องหมายพนัธุกรรมที่มีขอดีคือ มีความผันแปรของจํานวนซ้าํสูง  มีความหลากหลายของ
จํานวนอัลลีล (alelle) ที่สําคัญคืออยูกระจายหลายตําแหนงในจีโนม  จึงสามารถใชเลือกตรวจ
ความแตกตางทางพนัธุกรรมไดทีละหลายตําแหนง  ทําใหการตรวจมคีวามละเอยีดมาก (อัญชลี  
ทัศนาขจร และคณะ)  เปนเครื่องหมายพนัธุกรรมทีแ่สดงแบบขมรวมกัน (codominance) มี
ความจาํเฉพาะเจาะจง และสามารถบอกความแตกตางไดดี (specific and highly polymorphus) 
(Karp และคณะ, 1997) แตเปนเทคนิคที่ตองทราบถึงลาํดับเบสของตัวอยางกอน เพื่อที่จะ
ออกแบบไพรเมอรที่เหมาะสมเพื่อใชในการเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอ  

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 )  เปนตําแหนงทีอ่ยู
ระหวางไมโครแซทเทิลไลท 2 ตําแหนง  (Beckman และ Soller, 1990; Lagercrantz, Ellegren 



และ Anderson, 1993; Tautz และ Renz, 1984) เปนเทคนิคปรับปรุงมาจากเทคนิคไมโครแซท
เทลไลท (Bao และ Jonathan, 2001) เปนเทคนิคที่รวมเอาขอดีของ ไมโครแซทเทิลไลท เอเอฟ
แอลพี และอารเอพีดี  และปจจุบันนิยมกนัอยางกวางขวาง โดยอาศยัเทคนิคพีซีอารเพิ่มจาํนวนดี
เอ็นเอที่บริเวณระหวางไมโครแซทเทิลไลท 2 ตําแหนง (รูปที่ 2.1)   ใชลําดับไมโครแซทเทิลไลทเปน
ไพรเมอร (SSR primer)โดยสวนใหญจะมคีวามยาวประมาณ 16-25 นิวคลีโอไทด   ซึ่งจะเปนแบบ  
unanchored  (Gupta และคณะ,1994; Myer และคณะ, 1993)   จะเปนไดนวิคลีโอไทด (di-
nucleotide) เชน (GA)8  ,  (CT)4  , (AG)6   ไตรนิวคลีโอไทด (tri-nucleotide) เชน (ATA)2 , (CGT)4, 
(CTT)7  เตตระนิวคลีโอไทด(tetra-nucleotide) เชน (CTCA)2,  (ATTA)2 , (CGTG)7  หรือ เพนตะนิ
วคลีโอไทด (penta-nucleotide) เชน (CTCAT)2,  (ATGTA)2, (CGTTG)7  ก็ได (Pradeep, Sarla 
และ Siddig, 2002)    หรือจะเปน ไพรเมอรที่ถกูเติมดวย1-4 เบส ไดแก  3’-anchored เชน  
(CTT)7 GC , (AG)6AT  หรือเปน  5’-anchored เชน  CA(CGTG)7, GC(ATA)2   ถาเติมที่ปลาย5’ 
ของไพรเมอร จะทาํใหเกิดจํานวนแถบดีเอ็นเอมากขึ้น และเกิดความแตกตางมากขึน้ดวย (highly 
polymorphic) ถาเติมกิง่ที่ปลาย 3’  ของไพรเมอร จะทาํใหแถบดีเอ็นเอที่เกิดมีความชัดเจนขึ้นเมื่อ
เทียบกับ 5’-anchoredไพรเมอร (Pradeep และคณะ, 2002)  ไอเอสเอสอารเปนเครื่องหมาย
พันธกุรรมที่แสดงเฉพาะลักษณะเดน  เปนเทคนิคทีม่คีวามคลายคลึงกับเทคนิคอารเอพีดี แตใช
ไพรเมอรที่ใชมีความยาวมากกวา จึงทาํใหอุณหภูมิ annealing ที่ใชสูงกวาเพราะอุณหภูมิข้ึนกับ 
GC content ซึ่งโดยทั่วไปจะอยูในชวง 45-65 องศาเซลเซียส (Pradeep และคณะ, 2002)  จึงมี
ความหลากหลายมากกวา  และมีความสามารถในการทําซ้ํา ดีกวา (Fang และ Roose, 1997: 
GE and Sun, 1999: Ratnaparke, Tekeoglu และ Muehlbauxcer, 1998) ขอดีของเทคนิคนี้คอื 
ไมจําเปนตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมายที่เราตองการศึกษากอน ไมตองใชสาร
กัมมันตรงัสีเพือ่ติดฉลาก(Probe) มีความสามารถในการทําซ้ําสงู  เกดิความแตกตางสงู (Bao และ 
Jonathan, 2001)  ใชเวลาในการตรวจสอบผลสั้น สามารถตรวจสอบไดทั้งอะกาโรสเจล และโพ
ลีอคริลาไมดเจล  ราคาถูก ซึ่งความสามารถของไอเอสเอสอารจะขึ้นอยูกับความหลากหลาย และ
ความถี่ของไมโครแซทเทลไลท  โดยจะแตกตางกนัไปตามแตละสปชีส (Morgante และ Olivivieri, 
1993) 
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 รูปที่ 2.2   แสดงแผนภาพการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณตําแหนงไอเอสเอสอาร 
 
2.5   รายงานการศึกษาเกี่ยวกับเทคนคิไอเอสเอสอาร 

Yang และคณะ (1996) และ Nagaoka และ Olihara (1997) ไดศึกษาเปรียบเทียบ
ระหวางเทคนคิอารเอพีดี และ ไอเอสเอสอาร  พบวา ไอเอสเอสอาร  บอกความแตกตาง และมี
ความสามารถในการทําซ้าํดกีวา อารเอพีดี 

Hiromi และคณะ (1996)  ไดศึกษา closely linked ของ nuclear restore gene (Rf-1) 
ของขาว  โดยศึกษาเปรียบเทียบควมแตกตางระหวาง near-isogenic lines ที่มี Rf-1 gene คือ 
MTC-10R  และไมมี Rf-1 gene คือ MTC-10A  โดยใชเทคนิคไอเอสเอสอาร   ซึ่งในการทดลองได
ใชเอสเอสอารไพรเมอรทั้งหมด 76 ตัว  พบวามีเพียงไพรเมอรตัวเดยีวที่คือ (GA)8YC  ที่สามารถ
บอกความแตกตางระหวาง MTC-10R และ  MTC-10A ได แถบดีเอ็นที่บอกความแตกตาง 2 แถบ 
จากนั้นนําไปโคลนเขาพาหะ(vector) แลวนําไปหาลาํดับนิวคลีโอไทด เพื่อสรางไพรเมอรที่
เหมาะสมสาํหรับตรวจสอบความแตกตางระหวางยีน 2 ตัวนี ้

Ge and Sun (1999) ไดศึกษา genetic diversity ของ cryptovovoparous mangrove 
Aegiceras corniculatum  โดยใชเทคนิค allozyme และ ISSR  พบวา เทคนิค ISSR เปนเทคนคิที่
มี polymorphism สูง และเปน fingerprinting method ที่ดีสําหรับศึกษา สายพนัธุของพืช  

Lai และคณะ (2001) ไดศึกษา  genetic relationships ของชา (Camellia sinensis [L.] 
O. Kuntze) ระหวางสายพนัธุโคลน กับสายพนัธุพืน้เมอืง โดยใชเทคนิค อารเอพีดี และ ไอเอสเอส
อาร ทัง้หมด 37 ตัวอยาง ซึ่งประกอบดวย สายพันธุโคลนของจนี 21 ตัวอยาง สายพันธุโคลน
ของอัสสัม 3 ตัวอยาง สายพันธุลกูผสมระหวางจีน และแควนอัสสัม  และ สายพนัธุพืน้เมืองจาก
ไตหวัน 6 ตัวอยาง พบวาเกดิแถบที่บอกความแตกตาง (polymorphic band) ของ  อารเอพีดี และ 
ไอเอสเอสอาร  คือ 53 และ 56 แถบ ตามลําดับ   พบวาจาก แผนภาพของอารเอพีดี สามารถ



แบงกลุมชาทีศ่ึกษาออกเปน 3 กลุมใหญ  ไดแก สายพนัธุโคลนของจีน กับ สายพนัธุลูกผสม
ระหวางจนี และอัสสัม, สายพนัธุโคลนของอัสสัม และ สายพนัธุพื้นเมืองจากไตหวนั สวนผลจาก
แผนภาพของไอเอสเอสอาร แบงออกเปน 2 กลุมใหญ ไดแก สายพันธุโคลนของจนี กับ สายพันธุ
ลูกผสมระหวางจีน และอัสสัม และ สายพนัธุโคลนของอสัสัม กับ สายพันธุดัง้เดิมจากไตหวนั  และ
เมื่อนําผล ของ อารเอพีดี และ ไอเอสเอสอาร มาสรางแผนภาพรวมกนั ผลที่ไดแบงออกเปน 2กลุม
ใหญ เหมือนกับผลที่ไดจาก ไอเอสเอสอาร สามารถกลาวไดวาวาเทคนิคไอเอสเอสอาร สามารถ
จําแนกไดดีกวา และสามารถบอกความแตกตางไดดีสูงกวาอารเอพีด ี   และไดกลาววาเทคนิคไอ
เอสเอสอาร เหมาะสมที่ใชในการศึกษา genetic relationship และ genetic diversity ของสาย
พันธุชาที่มีความใกลชิดกนั  

Raina และคณะ (2001)  ไดศึกษาความเปลีย่นแปลงทางพันธุกรรม, ความสมัพันธ
ระหวางภายในสปชีส, ความหลากหลายของสายพันธุถั่วลิสง และ ความสัมพันทางพันธุกรมของ
ถั่วลิสง (Arachis hypogaea) และ สายพนัธุพืน้เมือง  โดยใชเทคนิคอารเอพีดี และไอเอสเอสอาร   
พบวาเกิดเปอรเซ็นตความแตกตาง (%polymorphism) เปน 42.7 และ 54.4 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ  และผลจากแผนภาพของอารเอพีดี , ไอเอสเอสอาร และ อารเอพีดี รวมกับ ไอเอสเอส
อาร พบวาสามารถแบงตัวอยางที่ศึกษาทัง้หมด 13 ตัวอยางออกเปน 4 กลุม ซึ่งสอดคลองกับการ
จัดกลุมทาง taxonomic  สามารถบอกความแตกตางภายในสปชีสได และยังสามารถบอกถงึบรรพ
บุรุษของสายพันธุถั่วลิสงไดดวย 

Bornet และคณะ (2002)  ไดศึกษาความหลากหลายทางพันธกุรรมของมันฝร่ังในยุโรป 
และอารเจนตนิา ทั้งหมด 28 ตัวอยาง แบงเปนยุโรป 24 ตัวอยาง และ อารเจนตินา 4 ตวัอยาง  
โดยใชเทคนิคไอเอสเอสอาร  ใชเอสเอสอารไพรเมอร 3 ชนิด ไดแก (GAG(CAA))5 , CTG(AG)8  
และ (AG)8  พบวาสามารถเกิดแถบที่บอกความแตกตางได  25 , 26 และ 26  แถบตามลาํดับ   
เมื่อนํามาจัดกลุมสามารถแบงออกเปน 2 กลุมไดตามแหลงพื้นที่คือ ยุโรป และอารเจนตินา   

Paulo และคณะ (2003) ไดศึกษาความสัมพนัธทางพันธกุรรม (Genetic relationship) 
ของสายพันธุกาแฟ และ ตรวจหาบรรพบรุุษ (Parantage determination) ของลูกผสมระหวางสป
ชีส (interspecific hybrid)  โดยเทคนิคไอเอสเอสอาร   ใชเอสเอสอารไพรเมอรในการศึกษา 14 
ชนิด จะมทีั้งการใชไพรเมอรตัวเดียว หรือผสมกัน 2 ไพรเมอร  เมื่อทาํการทดลองแลวพบวา มีแถบ
ดีเอ็นเอทัง้หมดที่เกิดขึ้น 230 แถบ และไพรเมอรที่ดีที่สดุ คือ ไดนิวคลีโอไทด คือ (GA)9T  รวมกบั 
ได-, ไตร- และเตตระ- นิวคลีโอไทด จะทาํใหเกิดชิน้สวนดีเอ็นเอ (DNA fragments) มากขึ้น และ
ยังบอกความแตกตางไดดีทีสุ่ดดวย  ทําใหทราบวา เทคนิคไอเอสเอสอารมีประสิทธิภาพที่ใชใน
การศึกษาสัมพันธทางพันธกุรรมของสายพันธุกาแฟ และ ยงัสามารถใชเทคนิคนี้ในการตรวจหา
บรรพบุรุษของสายพนัธุลูกผสมระหวางสปชีสได    



Gang และคณะ (2002) ไดศึกษาความสัมพนัธระหวาง Korean Allium sect. 
Sacculiferum  โดยเทคนิคไอเอสเอสอาร  ศึกษา 34 ตัวอยางซึง่เปนตวัแทน 6  taxa  พบวาความ
แตกตางกนัอยางมากระหวาง taxa  ซึ่งสามารถแบงออกเปน 2 กลุมใหญ คือ 23 กบั 11 ตัวอยาง 
ภายใน 11 ตวัอยางแบงออกเปน 6 กับ 5 ตัวอยาง ภายใน23ตัวอยางแบงออกเปน 18 กับ 5 
ตัวอยาง และใน 18 ตัวอยางแบงออกเปน 14 กับ 4 ตวัอยาง และใน 14 ตัวอยางแบงออกเปน 2 
กับ12 ตัวอยาง และใน 12 ตัวอยางแบงออกเปน 6 กับ 6 ตัวอยาง 

Adams และคณะ (2003) ไดศึกษาความสัมพนัธระหวางสารเทอรปนอยด  โดยใชเทคนิค
ไอเอสเอสอาร  อารเอพีด ี และไอทีเอส (internal transcribed spacer, ITS) ระหวางตนสน 
(Juniperus) 12 จีโนไทป  ซึ่งพบวามีความสัมพันธกันอยางมาก  โดยทัง้ 3 เทคนิค  ซึ่งตรงขามกนั
สารเทอรปนอยด มีความสมัพันธกนันอยมาก เนื่องมาจากทั้ง 12 จีโนไทปมาจากสปชีสที่แตกตาง
กัน  

Rakhee และคณะ (2004) ไดศึกษาความหลากหลายทางพนัธกุรรมของ Trigonella 
foenum–graecum และ Trigonella caerulea โดยเทคนิคอารเอพีด ีและ ไอเอสเอสอาร  ทัง้หมด 
26 ตัวอยาง  ซึ่งมาจากประเทศตางกัน  พบวา Trigonella foenum–graecum มีเปอรเซ็นตความ
แตกตางของอารเอพีดี และไอเอสเอสอาร คือ 70.12 และ 72 เปอรเซ็นต ตามลาํดับ  สวน 
Trigonella caerulea graecum มีเปอรเซ็นตความแตกตางของอารเอพีดี และไอเอสเอสอาร คอื 
94.83 และ 93.64 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  ผลจากการศึกษาแผนภาพ (Dendrogram) ของอารเอพี
ดี, ไอเอสเอสอาร และ อารเอพีดี รวมกับ ไอเอสเอสอาร พบวา ความสัมพันธุระหวาง geographic 
distance กับ ความหลากหลายทางพันธกุรรมของ Trigonella foenum–graecum และ 
Trigonella caerulea ไมสอดคลองกัน 

Terzopoulos และคณะ (2005)   โดยใชเทคนิคไอเอสเอสอาร  จําแนกความแตกตาง
ระหวางมะกอก (Olea europaea L.) 31 พื้นที่  ซึงเจริญเติบโตในประเทศกรีซ  เอสเอสอารไพร
เมอรที่ใชในการศึกษาม ี2 ชนิดคือ UBC-818 และ UBC-849 ซึ่งสามารถสราง 51 และ 33 แถบดี
เอ็นเอตามลาํดับ เมื่อนํามาสรางแผนภาพของทัง้ 31 พื้นที่จากการรวมไพรเมอรทั้ง 2 ชนิดเขา
ดวยกนั  พบวาทัง้ 31 พื้นทีแ่ตกตางกนัทัง้หมด   

Cano และคณะ (2005)  ใชเทคนิคไอเอสเอสอารในการจําแนก Microsporus canis 
strains ซึ่งเปนเชื้อราที่ทาํใหเกิดโรคกลาก  ทัง้หมด 24 ไอโซเลต (Isolated)  มาจากคนไขที่เปนคน
ผูปวย และสัตวเลี้ยง (สุนัข และแมว) ที่อยูใกลชิดกับผูปวย  โดยใชเอสเอสอารไพรเมอร 2 ชนิด คือ 
ACA(5’BDB(ACA)5) และ  CAA(5’DDB(CAA)5)  สามารถจัดออกเปน 21 จีโนไทป จาก 24 ไอโซ
เลต  ซึ่งพบวาตัวทีม่ีจีโนไทปเดียวกนั คือ ผูปวย และสตัวเลี้ยงที่มีความใกลชิดกนั  เทคนิคไอเอส
เอสอารสามารถจําแนก Microsporus canis strains ไดอยางมีประสิทธิภาพ 



 ดังที่กลาวมาขางตน จงึเปนเหตุผลที่เลอืกเทคนิคไอเอสเอสอาร เพื่อใชศึกษาความ
หลากหลายของเปลาใหญในประเทศไทย และยงัไมมรีายงานการศกึษาเปลาใหญในประเทศไทย
ในระดับชีวโมเลกุล นอกจากนี้มีรายงานกอนหนานี้วา องคประกอบของสารจากเปลือกตนเปลา
ใหญ ทีม่าจากพืน้ที่แตกตางกนั จะมีองคประกอบทางเคมีที่แตกตางกันดวย  จงึเปนมูลเหตุจูงใจ
ในการทําการศึกษา ความสัมพนัธระหวางขอมูลทางชีวโมเลกุลของเปลาใหญ กับองคประกอบ
ทางเคมีจากเปลือกตนเปลาใหญ   

  
2.6   องคประกอบทางเคมีที่พบในตนเปลาใหญ 
 จากการรวบรวมขอมูลองคประกอบทางเคมีของเปลาใหญ ตั้งแตป คศ.1968 ถึง 2004 
แสดงในตารางที ่2.1  
 Rao, Sachdev และ Singh (1968) ไดพบ diterpene alcohol, oblongifoiol ซึ่งรวมอยู
กับ β-sitosterol  จากเปลือกตนเปลาใหญ  
 Aiyar, Rao, Sachev และ  Seshadri (1969)  ไดพบ deoxyoblongifoliol จาก เปลอืกตน
เปลาใหญ  

Aiyar และ Seshadri (1971)   ไดพบ 3 ชนิด ไดแก  ent-isopimara-7,15-diene  
19-hydroxy-ent-isopimara-7,15-diene  และ   ent-isopimara-7,15-diene-19-aldehyde จาก
เปลือกลําตนเปลาใหญ 

Aiyar และ Seshadri (1971)   ไดพบ oblongifeiol  และ deoxyoblongifoliol  ซึ่งระบุได
วาเปน  ent-isopimara-7,15-diene-3β-ol  และ    ent-isopimara-7,15-diene-3β ,19-diol  
ตามลําดับ 

Aiyar และ Seshadri (1971)   ไดพบ Acetyl aleuritolic acid และ 3β-acetoxy-olean-
14(15)-ene-28-oic acid พบ จาก เปลือกลําตนเปลาใหญ 

Aiyar และ Seshadri (1972)   ไดพบสาร 2 ชนิดที่ใกลเคียงกับ furanoid diterpenes จาก
เปลือกตนเปลาใหญ  ตัวแรกไดแก 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) ไดพบ cembranoid 2 ชนิด คือ  crotocembraneic 
acid และ neocrotocembraneic acid  จากเปลือกลาํตนัเปลาใหญ จงัหวัด เพชรบูรณ  

โสภณ เริงสําราญ และคณะ (1999)  ไดพบสารประกอบ  labdane diterpene  ไดแก 
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 เปลาใหญ อําเภอปราณบุรี  จังหวัดประจวบคีรีขันธ   
และในปเดียวกัน   

โสภณ เริงสาํราญ และคณะ (1999) ไดพบ cembranoid diterpenoids  และ 
neocrotocemcranal  จากเปลือกลําตนเปลาใหญ  อําเภอบึงสามพัน  จงัหวัดเพชรบูรณ   

โสภณ เริงสําราญ และคณะ (1999)  ไดพบ labdane diterpenoids 3 ชนิด ไดแก  
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   จากเปลือกลําตน
เปลาใหญ  อําเภอวังสะพุง  จังหวัดเลย  
 โสภณ เริงสาํราญ และคณะ (2003)  ไดพบ halimane diterpenoids 3 ชนิด  ไดแก 
crotohalimaneic acid,    crotohalimoneic acid   และ 12-benzoyloxycrotohalimaneic acid  
จากเปลือกลาํตนเปลาใหญ  อําเภอปากชอง  จงัหวัดนครราชสีมา  

สารประกอบทีเ่ปนองคประกอบหลักในเปลอืกตนเปลาใหญเปนสารประกอบประเภทได-
เทอรปนอยด แบงออกเปน 10 กลุม 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  โครงสรางองคประกอบทางเคมีในกลุมไดเทอรปนอยดที่พบในเปลือกตนเปลาใหญ 
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   แสดงองคประกอบทางเคมขีองตนเปลาใหญ 

องคประกอบทางเคม ี บริเวณ เอกสารอางอิง 
Diterpenoids 
1. Cembrane diterpenoid 

 
 

 
 

crotocembraneic acid เปลือกลําตน Surachetthapan, 1996; 
Roengsumran และคณะ., 1998 

neocrotocembraneic acid ใบ Achayindee, 1996 
 เปลือกลําตน Roengsumran และคณะ., 1998 

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

 
 
 
 

เปลือกลําตน 

 
 
 
 
Tanwattanakun, 1999 

2.  Pimarane diterpenoids   
oblongifoliol เปลือกลําตน Rao และคณะ., 1968 

 เปลือกราก,ไม Aiyar และ Seshadri ,1972b 
19-Deoxyoblongifoliol เปลือกลําตน Rao และคณะ., 1968 

 เปลือกราก,ไม Aiyar และ Seshadri ,1972b 
oblongifolic acid เปลือกลําตน Aiyar และ Seshadri ,1970 

 เปลือกราก,ไม Aiyar และ Seshadri ,1972b 



ตารางที่ 2.1 แสดงองคประกอบทางเคมีของตนเปลาใหญ (ตอ) 
องคประกอบทางเคม ี บริเวณ เอกสารอางอิง 

ent-isopimara-7,15-diene เปลือกลําตน Aiyar และ Seshadri ,1971b 
 เปลือกราก,ไม Aiyar และ Seshadri ,1972b 

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

 
เปลือกลําตน 

 
Aiyar และ Seshadri ,1971b 

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

เปลือกลําตน Aiyar และ Seshadri ,1971b 

3-Deoxyoblongifoliol เปลือกลําตน Aiyar และ Seshadri ,1971a 
 เปลือกราก,ไม Aiyar และ Seshadri ,1972b 

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

 
เปลือกลําตน 

 
Tanwattanakun, 1999 

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

isokolavenol เปลือกลําตน Singtothong P,1999 
nasimalun A เปลือกลําตน Hasan C.M,2000: 

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

 เปลือกลําตน Aiyar และ Seshadri ,1972a; 
Surachethapan, 1996; 
Baiagern, 1999; 
Sirimongkun, 2000; 
Sriyangnok, 2000 

11-dehydro-(—)- hardwickiic 
acid 

เปลือกลําตน Aiyar และ Seshadri ,1972a 

 เปลือกราก,ไม Aiyar และ Seshadri ,1972b 
 
 



ตารางที่ 2.1 แสดงองคประกอบทางเคมีของตนเปลาใหญ (ตอ) 
องคประกอบทางเคม ี บริเวณ เอกสารอางอิง 

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

 
 

เปลือกลําตน 

 
 
Tanwattanakun, 1999 

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

เปลือกลําตน 
เปลือกราก 

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

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

 
เปลือกลําตน 

 
Roengsumran และคณะ, 1999a 

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

 
เปลือกลําตน 

Kuptiyanuwat, 1999; 
Roengsumran และคณะ, 2001 

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

 
เปลือกลําตน 

Kuptiyanuwat, 1999; 
Roengsumran และคณะ, 2001 

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

 
เปลือกลําตน 

Kuptiyanuwat, 1999; 
Roengsumran และคณะ, 2001 

labda-7,13(Z)-diene-17,12-olide  
เปลือกลําตน 

 
Baiagern, 1999 

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

 
เปลือกลําตน 

 
Baiagern, 1999 

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

 
เปลือกลําตน 

 
Boontha, 2000 

12(E),14-labdadiene-6,7,8-triol  
เปลือกลําตน 

 
Boontha, 2000 

nidorellol เปลือกลําตน Roengsumran และคณะ., 2002 



ตารางที่ 2.1 แสดงองคประกอบทางเคมีของตนเปลาใหญ (ตอ) 
องคประกอบทางเคม ี บริเวณ เอกสารอางอิง 

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

 
เปลือกลําตน 

 
Pattamadilok, 1998 

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

 
เปลือกลําตน 

Pattamadilok, 1998 

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

 
 

เปลือกลําตน 

 
 
Permpanya, 2003 

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

 
 

เปลือกลําตน 

 
 
Permpanya, 2003 

6.  Halimane diterpenoids   
cotohalimaneic acid                       เปลือกลําตน Roengsumranและคณะ 

Singtothong P , 1999 
bnzoyl crotohalimaneic acid  

เปลือกลําตน 
Roengsumran และคณะ  และ
Singtothong P , 1999 

crotohalimoneic acid เปลือกลําตน Singtothong P , 1999 
7.  Cleistanthane diterpenoids   

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

 
เปลือกลําตน 

 
Siriwat, 2000 

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

 
เปลือกลําตน 

 
Siriwat, 2000; 
Sriyangnok, 2000 

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

เปลือกลําตน Sirimongkhon, 2000 



ตารางที่ 2.1 แสดงองคประกอบทางเคมีของตนเปลาใหญ (ตอ) 
องคประกอบทางเคม ี บริเวณ เอกสารอางอิง 

9.  Trachylobane diterpenoids   
trachyloban-19-oic acid เปลือกลําตน Boontha, 2000 

10.  Abeitane diterpenoids   
aeita-7,13-diene-3-one เปลือกลําตน Sirimongkhon,  2000 

Triterpenoids 
acetyl aleuritolic acid 

 
เปลือกลําตน 

 
Aiyar และคณะ., 1971c 

Coumarin 
7-hydroxy-6-methoxycoumarin 

 
ไม 

 
Chaicharoenpong, 1996 

Steroids 
β-sitosterol 

 
เปลือกลําตน 

 
Rao และคณะ., 1968 

 ไม Chaicharoenpong, 1996 
 ใบ Achayindee, 1996 

campesterol ไม Chaicharoenpong, 1996 
 เปลือกลําตน Patamadilok, 1998 
stigmasterol ไม Chaicharoenpong, 1996 

 ใบ Achayindee, 1996 
 เปลือกลําตน Patamadilok, 1998 
Steroid Glucoside 

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

 
 
ไม 

 
 
Chaicharoenpong, 1996 

 เปลือกลําตน Surachethapan, 1996 
campestery 3-O-β-D- 
glucopyranoside 

 
ไม 

 
Chaicharoenpong, 1996 

 เปลือกลําตน Surachethapan, 1996 
stigmateryl-3-O-β-D- 
glucopyranoside 

 
ไม 

 
Chaicharoenpong, 1996 

 เปลือกลําตน Surachethapan, 1996 
 
 



ตารางที่ 2.1 แสดงองคประกอบทางเคมีของตนเปลาใหญ (ตอ) 
องคประกอบทางเคม ี บริเวณ เอกสารอางอิง 

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 และอุปกรณในการทดลอง 
      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 รุน 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 หลอดไมโครเซนติฟวส ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (1.5 mL Microcentrifuge tube) 
3.1.1.16 ถุงมือยางผาตดั 
3.1.1.17 ตูแช -20 องศาเซลเซียส ของบริษัท Sharp 
3.1.1.18 ตูเย็น ของบริษัท Sharp 
3.1.1.19 โกรงบดยา (Motar) 
3.1.1.20 หลอดพีซีอาร ขนาด 200 ไมโครลิตร (200 µL PCR) 
3.1.1.21 หลอด NMR (NMR tube) 
3.1.1.22 ปเปตตทิป (Pipette tip) 
3.1.1.23 แผน 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   โบรโมฟนอลหลู (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   คลอโรฟอรม (Chloroform)  ของบริษัท Scharlau 
3.1.2.7   คลอโรฟอรม-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- เมอรแคปโตเอธานอล (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    การเกบ็ตัวอยาง 
   3.2.1.1  ใบ 

ในการวิจัยนี้ไดเก็บตัวอยางใบเปลาใหญจากแหลงตางๆในประเทศไทย (ตารางที่
3.1) เชน  เชียงใหม  ชัยภมูิ  กาฬสินธุ  ขอนแกน  กาญจนบุรี  มหาสารคาม  นครราชสีมา  
ประจวบคีรีขันธ  พะเยา  เพชรบูรณ  ราชบรีุ  สระแกว  สกลนคร  สระบุรี  อุดรธาน ีเปนตน  เก็บ



ตัวอยางโดยตดัใบเปลาใหญเปนชิ้นขนาด 1 x 1 เซนติเมตร ทาํใหแหงโดยเก็บในถุงพลาสตกิที่
บรรจุซิลิกาเจล เพื่อนํามาสกัดดีเอ็นเอ 

 3.2.1.2   เปลอืก 
ในการวิจัยนี้ไดเก็บตัวอยางเปลือกตนเปลาใหญจากแหลงตางๆ เพื่อใชในการ

วิเคราะหองคประกอบทางเคมี  โดยใชเปลือกที่บริเวณลําตน นาํมาบดดวยเครือ่งบด แลวอบให
แหงที่อุณหภมูิ 60 องศาเซลเซียส  นาน 72 ชั่วโมง แลวนาํมาใชในการวิเคราะห (ถาหากยังไมใช .
ในทนัทีจะเก็บตัวอยางเปลือกไวในตู -20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะทาํมาวิเคราะห) 
ตารางที่3.1  ตัวอยางเปลาใหญที่ศึกษา และแหลงที่มา 
 
ตัวอยางที ่ รหัส แหลงที่มา 

1 CH1 วัดทุงหลวง  ตาํบลแมแตง  อําเภอแแมแตง  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 บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
9 CI2 บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
10 CI3 บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
11 KA1 หมู13  ตาํบลยางตลาด  อําเภอยางตลาด  จงัหวัดกาฬสินธุ 
12 KA2 บานเปอย  ตําบลหัวงัว  อําเภอยางตลาด  จังหวัดกาฬสนิธุ 
13 KH3 อําเภอเมือง  ตําบลศิลา  จงัหวัดขอนแกน 
14 KY1 บานยางโทน  จังหวัดกาญจนบุรี 
15 KY3 บานยางโทน  จังหวัดกาญจนบุรี 
16 KY4 บานยางโทน  จังหวัดกาญจนบุรี 
17 KY5 บานยางโทน  จังหวัดกาญจนบุรี 
18 KY6 บานยางโทน  จังหวัดกาญจนบุรี 
19 KY7 บานยางโทน  จังหวัดกาญจนบุรี 
20 KY8 บานยางโทน  จังหวัดกาญจนบุรี 
21 KS1 อําเภอไทรโยคนอย  จังหวัดกาญจนบุรี 



ตัวอยางที ่ รหัส แหลงที่มา 
22 MA1 ตําบลตลาด  อําเภอเมือง  จังหวัดมหาสารคาม 
23 MA2 ตําบลปะหลาน  อําเภอพยคัฒภูมิพิสัย  จังหวัดมหาสารคาม 
24 UN1 จังหวัดประจวบคีรีขันธ 
25 UN2 จังหวัดประจวบคีรีขันธ 
26 PK เขาแดง จงัหวดัประจวบคีรีขันธ 
27 PU1 คายพระมงกฎุ  จังหวัดประจวบคีรีขันธ 
28 P1.5 คายพระมงกฎุ  จังหวัดประจวบคีรีขันธ 
29 P400 คายพระมงกฎุ  จังหวัดประจวบคีรีขันธ 
30 PA1 277 หมู5  ตาํบลหวยลาน  อําเภอดอกคําใต  จังหวัดพะเยา 
31 PA2 277 หมู5  ตาํบลหวยลาน  อําเภอดอกคําใต จังหวัดพะเยา 
32 PL1 น้ําตกปาละอู  ตําบลหวยสัตวใหญ  อําเภอหัวหิน  จงัหวดั

ประจวบคีรีขันธ 
33 PL2 น้ําตกปาละอู  ตําบลหวยสัตวใหญ  อําเภอหัวหิน จังหวัด

ประจวบคีรีขันธ 
34 PM1 อาวมะนาว  จงัหวัดประจวบคีรีขันธ 
35 PM2 อาวมะนาว  จงัหวัดประจวบคีรีขันธ 
36 PH1 บานปรางไม 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 ปาชุมชนบานน้ําลอม  ตําบลทาแยก  อําเภอเมือง  จงัหวัดสระแกว 
43 SK1 จังหวัดสกลนคร 
44 SU1 อําเภอเมือง  จังหวัดสิงหบุรี 
45 CA1 ตําบลนาเสี่ยว  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
46 CA2 ตําบลนาเสี่ยว  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
47 CA3 ตําบลนาเสี่ยว  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
48 UD1 บานหนองบัว  จังหวัดอุดรธาน ี



ตัวอยางที ่ รหัส แหลงที่มา 
49 NP บานปอแดง  จังหวัดนครราชสีมา 
50 NR3 อําเภอปกธงชยั  สะแกราช  จังหวัดนครราชสีมา 
51 NR4 อําเภอปกธงชยั  สะแกราช  จังหวัดนครราชสีมา 
52 NR5 อําเภอปกธงชยั  สะแกราช  จังหวัดนครราชสีมา 
53 NR7 อําเภอปกธงชยั  สะแกราช  จังหวัดนครราชสีมา 
54 NR8 อําเภอปกธงชยั  สะแกราช  จังหวัดนครราชสีมา 
55 NR10 อําเภอปกธงชยั  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  อาวมะนาว  จงัหวัดประจวบคีรีขันธ 
63 CHe1 อําเภอบึงสามพัน  จงัหวัดเพชรบูรณ 
64 SN1 อําเภอเมือง  จังหวัดสกลนคร 
65 SB1 อําเภอแกงคอย  ตาํบลบานผักแพว  จงัหวดัสระบุรี 
66 KH1 หมู 6 บานหนองใหญ ตาํบลในเมือง   อําเภอเมือง  จงัหวัดขอนแกน 
67 JA บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
68 JB บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
69 JC บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
70 JD บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
71 JE บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
72 JF บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
73 JG บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
74 JH บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
75 JI บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
76 JJ บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
77 JK บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 



ตัวอยางที ่ รหัส แหลงที่มา 
78 JL บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
79 JM บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
80 JN บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
81 JO บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
82 JP บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
83 JQ บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
84 JR บานสามพนัตา  อําเภอเมือง  จงัหวัดชัยภมูิ 
85 HA บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
86 HB บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
87 HC บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
88 HD บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
89 HE บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
90 HF บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
91 HG บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
92 HH บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
93 HI บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
94 HG บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
95 HK บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
96 HL บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
97 HM บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
98 HN บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
99 HO บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ

100 HP บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
101 HQ บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
102 HR บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
103 HS บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
104 HT บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
105 HU บานหินหนีบ  ตําบลทาโงม  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
106 QA ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ



ตัวอยางที ่ รหัส แหลงที่มา 
107 QB ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
108 QC ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
109 QD ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
110 QE ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
111 QF ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
112 QG ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
113 QH ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
114 QI ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ
115 QJ ตําบลบานเลา  อําเภอเมือง  จังหวัดชัยภูม ิ

 
3.2.2  วิเคราะหดีเอ็นเอ 

3.2.2.1 สกัดดเีอ็นเอ (Zhou และคณะ, 1999) 
   ทําการสกัดดีเอ็นเอจากใบเปลาใหญ ชั่งใบเปลาใหญแหง 20–50 
มิลลิกรัม บดใบโดยใชโกรงเติมสารละลาย washing buffer ปริมาตร 1000 ไมโครลติร จนละเอยีด 
แลวถายลงในหลอดไมโครเซนติฟวสขนาด 1.5 ไมโครลิตร (1.5 mL microcentrifuge tube)  ปน
เหวีย่งที1่5000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 3 นาที เทสวนในทิ้ง  เตมิ สารละลาย washing buffer แลว
ทําตามขั้นตอนซ้ําอกี 2 คร้ัง  เติมสารละลาย CTABปริมาตร 700 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูม ิ 65 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 60 นาท ี  เติมสารละลายผสมระหวางคลอโรฟอรม กบั ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล (Chloroform : Isoamyl alcohol)  ในอัตราสวน 24:1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสม
ใหเขากนัโดยใชวอรเทค (Vortex)  ปนเหวีย่งที ่15000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 8 นาท ี ถายสวนใสที่
อยูชั้นบนใสหลอดไมโครเซนติฟวสหลอดใหม  เติมคลอโรฟอรม ตอ ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
อัตราสวน 24:1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร อีกครั้งผสมใหเขากันโดยใชวอรเทค  ปนเหวี่ยงที ่15000 
รอบตอนาที เปนเวลา 8 นาที  ถายสวนใสที่อยูชัน้บนใสหลอดไมโครเซนติฟวสหลอดใหม  เติมไอ
โซโพรพานอล (Isopropanol) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร แชในน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที  ปนเหวีย่ง
ที่ 8000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 10 นาท ี  เทสวนใสทิง้ เติมสารละลายเอทานอล 80 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที ่ 8000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาท ี เทสวนใสทิง้  ทิ้งให
ตะกอนใหแหงที่อุณหภูมหิอง  เติมน้าํกลัน่ปริมาตร 100 ไมโครลิตร   เติม RNase 1 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากนับมที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  เติม PEG 60 ไมโครลิตร ผสม
ใหเขากนัแชในน้าํแข็งเปนเวลา 30 นาท ี  ปนเหวี่ยงที ่15000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาท ีถาย
สวนใสทิ้ง  เตมิ เอธานอล 80 เปอรเซ็นต ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  ปนเหวี่ยงที ่ 15000 รอบตอ



นาที เปนเวลา 5 นาที  ทิ้งใหตะกอนใหแหงที่อุณหภูมหิอง     เติมสารละลาย TE buffer ปริมาตร  
100 ไมโครลิตร  เก็บดีเอ็นเอตัวอยางไวที่ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนาํมาใชศึกษาในขัน้ตอน
ตอไป 
 

3.2.2.2  เทคนิคอารเอพีดี 
3.2.2.2.1 คัดเลือกอารเอพีดีไพรเมอร (RAPD primers)ที่เหมาะสมในการ

เพิ่มจํานวนชิน้ดีเอ็นเอของเปลาใหญ 
 ทําการคัดเลือกเอสเอสอารไพรเมอรทีน่ํามาทดสอบทั้งหมด 9 ชนิด 

(ตารางที ่ 3.2) เพื่อหาไพรเมอรที่เหมาะสมในการบอกความแตกตางระหวางตัวอยางเปลาใหญที่
นํามาศึกษา  โดยอาศัยหลกัการคัดเลือกจาก ความสามารถในการเพิ่มจํานวนชิน้ดีเอ็นเอ  ความ
ชัดเจนของแถบดีเอ็นเอที่เกดิขึ้น  และมคีวามสามารถในการบอกความแตกตางระหวางตัวอยางที่
ศึกษา 
ตารางที่ 3.2  ลําดับเบสของอารเอพีดีไพรเมอรที่ใชในการทดลอง 

 
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 การเพิม่จํานวนชิ้นดีเอน็เอโดยเทคนิคอารเอพีดี 

ทําการเพิม่ช้ินสวนดีเอน็เอของเปลาใหญในจีโนมิกดีเอ็นอโดยใช 
อารเอพีดีไพรเมอรที่คัดเลือกแลววาเปนไพรเมอรที่เหมาะสม 

ทําสารละลายพีซีอารโดยมปีริมาตรรวมเปน 10 ไมโครลิตร โดยมี
สวนประกอบดังแสดงในตารางที ่ 3.3  โดยใช เอสเอสอารไพรเมอรทีค่ัดเลือกแลว   สภาวะในการ
ทําพีซีอารดังแสดงใน 3.2.2.2.3 



 
ตารางที ่3.3  ตารางแสดงสวนประกอบของพีซีอารของเทคนิคอารเอพีดี 

 
สารประกอบ ความเขมขนสดุทาย 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 

เร่ิมตนที่ 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 แสดงสภาวะในการทําพีซอีารสําหรับเทคนิคอารเอพีด ี

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 ตรวจสอบผลพีซีอารโดยอีเล็กโตรโฟรีซีส 
ตรวจสอบผลพีซีอารโดยวิธอีีเล็กโตรโฟรีซสี โดยการแยกขนาด

ชิ้นสวนดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจล1.5 เปอรเซนต ใน 0.5X TBE buffer  เติมเอธิเดียมโบรไมด 1
ไมโครลิตรตออะกาโรสเจล 30 มิลลิลิตร  ใชกระแสไฟฟา 60 โวลล เวลา 210 นาท ีและใชชิ้นสวนดี
เอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp + 1.5 kb ladder  ตรวจสอบขนาดชิน้ดีเอ็นเอที่เกดิขึ้นภายใตแสง 
UV 
 

30รอบ 



3.2.2.3 เทคนิคไอเอสเอสอาร 
3.2.2.3.1 คัดเลือกเอสเอสอารไพรเมอรที่เหมาะสมในการเพิม่จํานวนชิ้นดี

เอ็นเอของเปลาใหญ 
      ทําการคัดเลือกเอสเอสอารไพรเมอรทีน่ํามาทดสอบทั้งหมด 8 ชนิด 

(ตารางที ่ 3.4) เพื่อหาไพรเมอรที่เหมาะสมในการบอกความแตกตางระหวางตัวอยางเปลาใหญที่
นํามาศึกษา  โดยอาศัยหลกัการคัดเลือกจาก ความสามารถในการเพิ่มจํานวนชิน้ดีเอ็นเอ  ความ
ชัดเจนของแถบดีเอ็นเอที่เกดิขึ้น  และมคีวามสามารถในการบอกความแตกตางระหวางตัวอยางที่
ศึกษา 
ตารางที่ 3.4  ลําดับเบสของเอสเอสอาร ไพรเมอรที่ใชในการทดลอง 
 

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 ุไพรเมอรที่ 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  การเพิ่มจํานวนชิน้ดีเอ็นเอที่ตําแหนงไอเอสเอสอาร  
ทําการเพิม่ชิ้นสวนดีเอ็นเอของเปลาใหญที ่ บริเวณตําแหนงไอเอส-

เอสอาร  ซึง่เปนตําแหนงที่อยูระหวางไมโครแซทเทลไลท 2 ตาํแหนง โดยใช เอสเอสอารไพรเมอรที่
คัดเลือกแลววาเปนไพรเมอรที่เหมาะสม 

 
ทําสารละลายพีซีอารโดยมปีริมาตรรวมเปน 10 ไมโครลิตร โดยมีสวนประกอบดัง

แสดงในตารางที ่ 3.5  โดยใช เอสเอสอารไพรเมอรทีค่ัดเลือกแลว   สภาวะในการทําพีซีอารดัง
แสดงใน 3.2.2.3.3  

 



ตารางที่ 3.5  ตารางแสดงสวนประกอบของพีซีอารของเทคนิคไอเอสเอสอาร 
 

สารประกอบ ความเขมขนสดุทาย 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 
 เร่ิมตนที่ 95 องศาเซลเซยีส 3 นาที  10 รอบของ 57 องศาเซลเซียส 1 
นาที  70 องศาเซลเซียส 2 นาที 95 องศาเซลเซียส 30 วินาท ี  (แตละรอบอุณหภูมิของ 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 แสดงสภาวะในการทําพีซอีารสําหรับเทคนิคไอเอสเอสอาร 
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  ตรวจสอบผลพีซีอารโดยอีเล็กโตรโฟรีซีส 
ตรวจสอบผลพีซีอารโดยวิธอีีเล็กโตรโฟรีซสี โดยการแยกขนาด

ชิ้นสวนดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจล1.5 เปอรเซนต ใน 0.5X TBE buffer  เติมเอธิเดียมโบรไมด 1
ไมโครลิตรตออะกาโรสเจล 30 มิลลิลิตร  ใชกระแสไฟฟา 60 โวลล เวลา 210 นาท ีและใชชิ้นสวนดี
เอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp + 1.5 kb ladder  ตรวจสอบขนาดชิน้ดีเอ็นเอที่เกดิขึ้นภายใตแสง 
UV 

3.2.2.3.5   ทดสอบความสามารถในการทําซ้ํา (Reproducibility) 
  ทดสอบโดยการนําตวัอยางที่ใชในการศึกษาบางตัวอยางมาเพิ่ม
จํานวนดวยไพรเมอร สภาวะพีซีอาร และสภาวะอิเลก็โตรโฟรีซีสเดมิ เพื่อดูความสามารถของ
เทคนิคไอเอสเอสอาร และเอสเอสอารไพรเมอรที่ใช  
 

3.2.2.3.6  การวิเคราะหผลไอเอสเอสอาร 
ทําการวิเคราะหผลไอเอสเอสอาร ไดจากใชผลของชิ้นสวนดีเอ็นเอ

ที่ถูกเพิ่มจาํนวนในตําแหนงไอเอสเอสอาร  จากไพรเมอรที่เหมาะสมทีค่ัดเลือกจากหวัขอ 3.2.2.3.1  
โดยจัดกลุมตัวอยางทีม่ีแถบดีเอ็นเอเหมอืนกนั จะถกูจัดอยูในกลุมดียวกนั  จากนัน้ทาํการ
วิเคราะหความสัมพนัธของแตละกลุมที่จดัขึ้น  โดยใชโปรแกรม neighbour-join, Phylip 3.63 
 
 
 



3.2.3  การวิเคราะหทางเคมจีากเปลือกเปลาใหญ 
ทําการศึกษาองคประกอบของสารเคมีจากเปลือกของตนเปลาใหญ โดยนํา

เปลือกตนเปลาใหญมาบดใหละเอียด อบใหแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง 
จากนั้นทําการสกัดดวยเฮกเซน โดยใชอัตราสวนเปลือกเปลาใหญตอเฮกเซนเปน  1:12  แชทิ้งไว 3 
คืน จากนัน้นาํมากรอง แลวนาํมาระเหยเฮกเซนออกดวยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน 
(Rotary vacuum evaporator) จนไดสารสกัดเฮกเซน  จากนัน้นาํไปวิเคราะหดวย เทคนิค
นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโตสโคป (Nuclear magnetic resonance spectroscopy, 
NMR)  และโครมาโทกราฟแบบแผนบาง (Thin layer chromatography, TLC)    

3.2.3.1 นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโตสโคป (Nuclear magnetic 
resonance spectroscopy, NMR)   

ทําโดยนาํสารสกัดเฮกเซนทีไ่ดจากเปลือกตนเปลาใหญ ประมาณ 15-20 
มิลลิกรัมมาละลายใน  CDCl3 ประมาณ 0.75 มิลลิลิตร มาวิเคราะหดวยเทคนิค 1H-NMR ดวย
Mercury+400NMR spectrometer, varian ซึ่งทาํงานที่ 400 MHz   
 

3.2.3.2  โครมาโทกราฟแบบแผนบาง (Thin layer chromatography, TLC)   
วิเคราะหสารสกัดเฮกเซนทีไ่ดจากเปลือกตนเปลาใหญดวยTLC โดย

ใชวัฏภาคเคลื่อนที่ (Mobile phase) เปนเฮกเซน-เอธิลอะซิเตท (Hex–EtOAc) อัตราสวน 60:40
แลวตรวจสอบตําแหนงสารดวยเครื่อง UV-Lamp ที่ความยาวคลืน่ 254 นาโนเมตร, ไอของไอโอดีน 
และ Vanillin/H2SO4  ตามลาํดับ 
 
 

 
 
 
 
 
 



 
บทที่4 

 
ผลการทดลอง และ วิจารณผลการทดลอง 

 
4.1  ศึกษาความหลากหลายของเปลาใหญโดยเทคนิคอารเอพีดี 

4.1.1   คัดเลือกไพรเมอรที่เหมาะสมในการเพิ่มจาํนวนชิ้นดีเอ็นเอของเปลาใหญ 
 ทําการคัดเลือกไพรเมอรที่เหมาะสมในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ โดยใชอารเอพีดี

ไพรเมอร 9 ชนิด (ตารางที่ 3.2)  พบวาไพรเมอรที่สามารถบอกความแตกตางระหวางตัวอยางเปลา
ใหญได คือ ไพรเมอร G-2 [GGGAGTGAGG],  ไพรเมอร G-17 [GTATCAGAGC] และไพรเมอร 
OPC-11 [AAAGCTGCGG]  
 

 
 
  
 
 
 
 

รูปที่ 4.1   แสดงแถบดีเอ็นของเปลาใหญ โดยไพรเมอร G-17(A และ B) และ OPC-11(C     
และ D)  

การศึกษาความหลากหลายของเปลาใหญในประเทศไทย โดยใชเทคนิคอารเอพีด ี  ซึง่
เทคนิคอารเอพีดี เปนเทคนคิที่สามารถทาํไดงาย รวดเร็ว และมีราคาถูก ใชไพรเมอรแบบสุม พบวา
ผลแถบดีเอ็นเอของเปลาใหญ 10 ตัวอยางที่ถูกเพิ่มจาํนวนโดยใชอารเอพีดีไพรเมอร G-17 และ 
OPC-11  ศึกษาใน (รูปที ่4.1A และ C)  และการทาํซ้ําในครั้งที ่2 (รูปที ่4.1B และ D) ซึ่งแตกตาง
กันอยางมาก  เมื่อทาํการศึกษาโดยใชเทคนิคไอเอสเอสอาร ผลการทดลองเปรียบเทียบกับเทคนคิ
อารเอพีดีพบวา ไอเอสเอสอารมีความสม่ําเสมอของแถบดีเอ็นเอมากกวา และมกีารทําซ้าํที่ดกีวา
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เทคนิคอารเอพีดี (Yang และคณะ, 1996 และ  Nagaoka และ Olihara,1997)    จึงไดใชเทคนคิ
ไอเอสเอสอารในการศึกษาความหลากหลายของเปลาใหญในประเทศไทย 
 
4.2  ศึกษาความหลากหลายของเปลาใหญโดยเทคนคิไอเอสเอสอาร 

4.2.1 คัดเลือกไพรเมอรที่เหมาะสมในการเพิ่มจํานวนชิน้ดีเอ็นเอของเปลาใหญ 
จากการเพิม่ชิน้สวนดีเอ็นเอที่ตําแหนงไอเอสเอสอาร โดยใชเอสเอสอารไพรเมอร (ตารางที ่

3.3) พบวาไพรเมอร 1 (GT)8C  และ ไพรเมอร 3 AC(CA)6CYG  ไมสามารถเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอ
ของเปลาใหญได (ไมไดแสดงผล) สวนไพรเมอร 2 [(TC)8C] , ไพรเมอร 4 [(CA)8G] , ไพรเมอร 5 
[A(GA)7GT] ,ไพรเมอร 7 [CRN2(CTT)2] และ ไพรเมอร 8 [BSC(GA)8] สามารถเพิ่มจํานวนชิน้ดี
เอ็นเอของเปลาใหญได (รูปที ่4.2) 

 

 
 

 
 

 
 
 

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

การคัดเลือกเอสเอสอารไพรเมอรที่เหมาะสม ในการเพิม่จํานวนชิ้นดีเอ็นเอของเปลาใหญ
คัดเลือกจากจาํนวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น  ความชัดเจน และสามารถบอกความแตกตางระหวาง
ตัวอยางทีท่ําการศึกษาได  พบวา ไพรเมอร 2 (รูปที่ 4.2A)  และ ไพรเมอร 4 (รูปที่ 4.2B)  สามารถ
เพิ่มจํานวนชิน้ดีเอ็นเอได แตแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นมีจํานวนนอย และไมสามารถบอกความแตกตาง
ระหวางตัวอยางที่ทาํการศึกษาได  จึงไมนาํมาใช สวนไพรเมอร 5 (รูปที่ 4.2C) , ไพรเมอร 7 (รูปที ่
4.2D)  และ ไพรเมอร 8  ดงันัน้ในการศึกษางานวิจัยชิน้นี้ไดคัดเลือกเอสเอสอารไพรเมอร 3 ตัวใน
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การศึกษาคือ ไพรเมอร 5 , 7 และ 8 (Frank และคณะ, 2001) เมื่อนาํดีเอ็นเอของตัวอยางทัง้หมด
มาเพิม่จํานวน (รูปที่ 4.3 – 4.21)  
4.2.2 การเพิม่จํานวนชิ้นดีเอ็นเอของเปลาใหญโดยใชเทคนิคไอเอสเอสอาร 
ไพรเมอร 5 [A(GA)7GT] 
 ผลการเพิม่จํานวนดีเอ็นเอของเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 แสดงดังรูปที่ 4.3-4.8 พบวา
สามารถสรางแถบดีเอ็นเอไดทั้งหมด 64 แถบ และสามารถแบงกลุมของเปลาใหญออกเปน 72 
กลุม  แสดงตารางที่ 4.1  
 

 
 

 
 

 
 

รูปที่ 4.3  แสดงแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 [A(GA)7GT] โดย M คือ 100 
bp + 1.5kb ladder; A: ตัวอยางที่ 1-11; B: ตัวอยางที่12-22; C: ตัวอยางที่ 23-33; D: ตัวอยางที่
34-44; E: ตัวอยางที ่45-55 และ F: ตัวอยางที ่56-66 

  
   

 M    PM1  PM2 OH1  PH2  PH3   PH4  PH5 RA1  SA1 SK1   SU1    
M    
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รูปที่ 4.3 (ตอ) แสดงแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 [A(GA)7GT] โดย M คือ 
100 bp + 1.5kb ladder; G: ตัวอยางที ่ 67-75; H: ตัวอยางที ่ 76-84; I: ตัวอยางที ่ 85-95; J: 
ตัวอยางที ่96-105 และ K: ตัวอยางที ่106-115 
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รูปที่ 4.3A   แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 

[A(GA)7GT]  ตัวอยางที ่1-11                                                                                                                            
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.3B    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 
[A(GA)7GT] ตัวอยางที ่12-22       
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รูปที่ 4.3C    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 
[A(GA)7GT] ตัวอยางที ่23-33                

                                                                                                                                              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.3D    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 
[A(GA)7GT]   ตัวอยางที่ 34-44        
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รูปที่ 4.3E    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 

[A(GA)7GT]  ตัวอยางที ่45-55                 
                                                                                                                                              
 

 
 
 
 
 
 
     
 
 
 
 

รูปที่ 4.3F    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 
[A(GA)7GT]  ตัวอยางที ่56-66                                                                                                                          
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รูปที่ 4.3G    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 

[A(GA)7GT]  ตัวอยางที ่67-75                                                                                                                          
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.3H    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 
[A(GA)7GT]  ตัวอยางที ่76-84                                                                                                                          
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รูปที่ 4.3I    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 
[A(GA)7GT]   ตัวอยางที่ 85-95                    

                                                                                                                                              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.3J    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 
[A(GA)7GT]   ตัวอยางที่ 96-105                    
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รูปที่ 4.3K    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 
[A(GA)7GT]   ตัวอยางที่ 106-115                                                                                                                     
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ไพรเมอร 7 [CRN2(CTT)2] 
ผลการเพิม่จํานวนดีเอ็นเอของเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5 แสดงดังรูปที่ 4.3-4.8 พบวา

สามารถสรางแถบดีเอ็นเอไดทั้งหมด 93 แถบ และสามารถแบงกลุมของเปลาใหญออกเปน 75 
กลุม  แสดงตารางที่ 4.2  

 

 
 

 
 

 
 

 
รูปที่ 4.4  แสดงแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 [CRN2(CTT)2]  โดย M คือ 100 

bp + 1.5kb ladder; A: ตัวอยางที่ 1-11; B: ตัวอยางที่12-22; C: ตัวอยางที่ 23-33; D: ตัวอยางที่
34-44; E: ตัวอยางที ่45-55; F: ตัวอยางที ่56-66; G: ตัวอยางที ่67-75 และ H: ตัวอยางที ่76-84 
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รูปที่ 4.4 (ตอ)   แสดงแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 [CRN2(CTT)2]  โดย M 
คือ 100 bp + 1.5kb ladder; I: ตัวอยางที ่85-95; J: ตัวอยางที ่96-105 และ K: ตัวอยางที ่106-
115 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.4A    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 
[CRN2(CTT)2]  ตัวอยางที่ 1-11            
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    M    CH1   CP1   CP2    CP3  CP4   CP5   CP6   CI1    CI2    CI3    KA1    
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  M    HA     HB   HC   HD     HE   HF    HG    HH    HI     HJ    HK      
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รูปที่ 4.4B    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 
[CRN2(CTT)2]    ตัวอยางที่ 12-22                      

                                                                                                                                 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.4C    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 
[CRN2(CTT)2]   ตัวอยางที ่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    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 
[CRN2(CTT)2]    ตัวอยางที่ 34-44                                                                                                                     

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.4E    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 

[CRN2(CTT)2]  ตัวอยางที่ 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    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 

[CRN2(CTT)2]    ตัวอยางที่ 56-66            
                                                                                                                                           

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.4G    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 

[CRN2(CTT)2]   ตัวอยางที ่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    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 

[CRN2(CTT)2]   ตัวอยางที ่76-84                                
                                                             
                                                           

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.4I    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 
[CRN2(CTT)2]   ตัวอยางที ่85-95                                                                                                                      
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 M        JJ        JK        JL       JM       JN        JO      JP        JQ      
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  M      HA     HB    HC    HD     HE     HF    HG     HH    HI      HJ      
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รูปที่ 4.4J    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 
[CRN2(CTT)2]   ตัวอยางที ่96-105                                                        

                                                                                   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.4K    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร7 
[CRN2(CTT)2]   ตัวอยางที ่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 
 ผลการเพิม่จํานวนดีเอ็นเอของเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 8 แสดงดังรูปที่ 4.3-4.8 พบวา
สามารถสรางแถบดีเอ็นเอไดทั้งหมด 59 แถบ และสามารถแบงกลุมของเปลาใหญออกเปน 69 
กลุม  แสดงตารางที่ 4.3  

 
 

 
 

 
 

 
รูปที่ 4.5   แสดงแถบดีเอ็นเอเปลาใหญโดยใชไพรเมอร 8 [BSC(GA)8]  โดย M คือ 100 bp 

+ 1.5kb ladder; A: ตัวอยางที่ 1-11; B: ตัวอยางที1่2-22; C: ตัวอยางที่ 23-33; D: ตัวอยางที3่4-
44; E: ตัวอยางที ่ 45-55; F: ตัวอยางที ่ 56-66; G: ตัวอยางที ่ 67-75 และ H: ตัวอยางที่76-84 

 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    
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รูปที่ 4.5 (ตอ) แสดงแถบดีเอ็นเอเปลาใหญโดยใชไพรเมอร 8 [BSC(GA)8]  โดย M คือ 
100 bp + 1.5kb ladder; I: ตัวอยางที ่85-95; J: ตัวอยางที ่96-105 และ K: ตัวอยางที ่106-115 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.5A    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอน็เอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 
[BSC(GA)8]    ตัวอยางที ่1-11                                                                                                                          
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รูปที่ 4.5B    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 
[BSC(GA)8]    ตัวอยางที ่12-22                                                                                                                        
 
 
 
 
 
 
                               
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.5C    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 
[BSC(GA)8]    ตัวอยางที ่23-33                  
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 M     KA2   KH3   KY1  KY3  KY4   KY5 KY6  KY7   KY8   KS1   MA1   
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รูปที่ 4.5D   แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 

[BSC(GA)8]  ตัวอยางที ่34-44                                                                                                                          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.5E    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 

[BSC(GA)8]  ตัวอยางที ่45-55                                                                                                                          
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 M    PM1  PM2   PH1   PH2   PH3  PH4  PH5   RA1  SA1   SK1   SU1     
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  M     CA1   CA2   CA3   UD1   NP     NR3   NR4   NR5   NR7  NR8  
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รูปที่ 4.5F    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 

[BSC(GA)8]  ตัวอยางที ่56-66                                                                                                                          
 
 
 
                
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.5G    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 

[BSC(GA)8]    ตัวอยางที ่67-75                                  
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รูปที่ 4.5H   แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 
[BSC(GA)8]    ตัวอยางที ่76-84                                                                                                                        
 
 
 
                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.5I    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 
[BSC(GA)8]   ตัวอยางที่ 85-95  
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รูปที่ 4.5J    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 
[BSC(GA)8]   ตัวอยางที่ 96-105  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.5K    แสดงแผนภาพผลแถบดีเอ็นเอเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร8 
[BSC(GA)8]   ตัวอยางที่ 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) 
  ผลการทดสอบความสามารถในการทาํซ้ําของการเพิ่มจํานวนดีเอน็เอของเปลาใหญจาก
แหลงตางๆ ในประเทศไทย โดยเทคนิคไอเอสเอสอาร  และใชเอสเอสอารไพรเมอรทั้ง 3 ชนิดคือ 
ไพรเมอร 5 [A(GA)7GT] , ไพรเมอร 7 [CRN2(CTT)2]  และ ไพรเมอร 8 [BSC(GA)8]  โดยใช
ตัวแทนของกลุมตัวอยางบางกลุมมาทําการเพิม่จํานวนดีเอ็นเอซ้าํอกีครั้ง  ภายใตสภาวะพีซีอาร 
และอิเล็กโตรโฟรีซีสเดิม (รูปที่ 4.21, 4.22  และ 4.2)  โดยใช 22 ตัวอยางไดแก  
 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   แสดงแถบดีเอ็นเอของเปลาใหญ 22 ตัวอยาง ที่เปนตัวแทนในการทดสอบ

ความสามารถในการทําซ้าํโดยไพรเมอร 5 [A(GA)7GT]  โดย M คือ  100 + 1.5 bp ladder; A:   
1-11 และ B: 12-22   
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รูปที่ 4.7   แสดงแถบดีเอ็นเอของเปลาใหญ 22 ตัวอยาง ที่เปนตัวแทนในการทดสอบ

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

 

 
รูปที่ 4.8  แสดงแถบดีเอ็นเอของเปลาใหญ 22 ตัวอยาง ที่เปนตัวแทนในการทดสอบ

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  พบวาไพรเมอรทัง้ 3 ชนิดมีความสามารถในการทําซ้ํา และมคีวาม

สม่ําเสมอในการเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอของเปลาใหญ และเทคนิคไอเอสเอสอาร มีประสิทธิภาพใน
การทาํซ้ํา และความสามารถในการจําแนกความแตกตางระหวางเปลาใหญทีท่าํการศึกษา 

 
4.2.4 วิเคราะหผลไอเอสเอสอาร 
จากผลการเพิม่จํานวนชิ้นดีเอ็นเอของเปลาใหญทัง้หมด 115 ตัวอยาง ที่ตําแหนงไอเอส

เอสอาร โดยใชไพรเมอรที่เหมาะสม 3 ชนิดคือ ไพรเมอร 5 [A(GA)7GT], ไพรเมอร 7 
[CRN2(CTT)2] และไพรเมอร 8  [BSC(GA)8]  ตรวจสอบผลโดยอะกาโรสเจล อิเล็กโตรโฟรีซีส 
แสดงดังรูปที่ 4.5-4.8  และตรวจสอบความสามารถในการทําซ้าํของไพรเมอรทัง้ 3 ชนิด แสดงดัง
รูปที่ 4.2-4.23  จากนัน้วเิคราะหผลโดยการจัดกลุม โดยจะจัดภายในแตละไพรเมอร  โดยจัดให
ตัวอยางที่มีแบบแผนดีเอ็นเอเหมือนกันอยูภายในกลุมเดียวกนั  เมื่อทําการรวมกลุมเพื่อหาแบบ
แผนดีเอ็นเอแลวพบวา  ไพรเมอร 5 (ตารางที ่ 4.1), ไพรเมอร 7 (ตารางที่ 4.2) และไพรเมอร 8 
(ตารางที่4.3)สามารถจัดกลุมได 72, 75 และ 69 กลุมตามลําดับ    

 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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ตารางที่ 4.1  ตารางการแบงกลุม  115 ตวัอยางของไพรเมอร 5 [A(GA)7GT] 
กลุม ตัวอยาง กลุม ตัวอยาง 
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  ตารางการแบงกลุม  115 ตวัอยางของไพรเมอร 5 [A(GA)7GT] (ตอ) 
กลุม ตัวอยาง กลุม ตัวอยาง 
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  ตารางการแบงกลุม  115 ตวัอยางของไพรเมอร 7 [CRN2(CTT)2] 
กลุม ตัวอยาง กลุม ตัวอยาง 
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  ตารางการแบงกลุม  115 ตวัอยางของไพรเมอร 7 [CRN2(CTT)2] (ตอ) 
กลุม ตัวอยาง กลุม ตัวอยาง 
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  ตารางการแบงกลุม  115 ตวัอยางของไพรเมอร 8 [BSC(GA)8] 
กลุม ตัวอยาง กลุม ตัวอยาง 
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  ตารางการแบงกลุม  115 ตวัอยางของไพรเมอร 8 [BSC(GA)8] (ตอ) 
กลุม ตัวอยาง กลุม ตัวอยาง 
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   

 
จากผลการทดลองการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของเปลาใหญ โดยใชไพรเมอร 5  [A(GA)7GT] 

, ไพรเมอร 7 [CRN2(CTT)2] และ ไพรเมอร 8 [BSC(GA)8] ซึ่งแสดงผลในรูปที ่ 4.3–4.5 พบวา
สามารถจัดกลุมแบบแผนดีเอ็นเอได 72, 75 และ 69 กลุมตามลําดับ ซึ่งแตละแหลงของเปลาใหญ
ที่มาจากแตละแหลงจะมีแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกัน แมแตภายในอําเภอเดียวกัน เชน ตัวอยางที่ 
11–17 (KY1–KY7) เปนตัวอยางที่เกบ็จากบานยางโทน จังหวัดกาญจนบุรี แตในตาํแหนงตางกนั 
พบวาในไพรเมอร 5 ถูกจัดอยูในตางกลุม (ตารางที่ 4.1), ไพรเมอร 7 พบวา KY1, KY5 และ KY6 
จัดอยูในกลุมเดียวกนั และ ไพรเมอร 8 พบวา KY1, KY5 จัดอยูในกลุมเดยีวกนั เปนตน ทําให
ทราบวาตนเปลาใหญมีความหลากหลายมาก ในแตละพื้นที่ของตนเปลาใหญจะมีลักษณะจีโน
ไทปเปนเอกลกัษณของแตละแหลงซึง่แตกตางกนัออกไป  แมภายในพื้นที่เดียวกนัมีทั้งที่จีโนไทป
เหมือน และตางกนั , ไพรเมอรทั้ง 3 ชนิดที่ใชศึกษาในการทดลองครั้งนี้มีความสามารถในการบอก
ความแตกตางของเปลาใหญไดแตกตางกัน  และเทคนิคไอเอสเอสอารมีประสิทธิภาพในการศึกษา
ความหลากหลายของเปลาใหญจากแหลงตางๆ ในประเทศไทย 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่4.4  แสดงกลุมของ 115 ตัวอยาง โดยรวม ไพรเมอร5 [A(GA)7GT] ไพรเมอร7 
[CRN2(CTT)2] และ ไพรเมอร8 [BSC(GA)8]  
 
กลุม ไพรเมอร 

)5 / 7  /8(  
ตัวอยาง กลุม ไพรเมอร 

)5 / 7 / 8(  
ตัวอยาง 

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 



กลุม ไพรเมอร 
)5 / 7 / 8(  

ตัวอยาง กลุม ไพรเมอร 
)5 / 7 / 8(  

ตัวอยาง 

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    

 
ผลจากการจัดกลุม โดยรวมไพรเมอรทั้ง 3 ชนิดเขาดวยกัน สามารถจัดกลุมไดเปน 83 

กลุม แสดงดังตารางที ่4.4  สรางแผนภาพ (Phylogram) โดยใชใช neighbour-join, Phylip 3.6 ซึง่
ผลที่ไดจากการสรางแผนภาพ สามารถแบงเปลาใหญทัง้ 115 ตัวอยางออกเปน 2 กลุมใหญ (รูปที่ 
4.9) 
 
 
 
 



 
 

รูปที่ 4.9  แสดง Phylogram ของเปลาใหญ 115 ตัวอยาง โดยใช neighbour-join, 
Phylip 3.63 
 
 
 



ตารางที่ 4.5  แสดงกลุมและตัวอยางที่ไดจากการสรางแผนภาพ (Phylogram) 
กลุม ตัวอยาง 

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 กลุมที่ไดมาศึกษาความสัมพนัธของเปลาใหญโดยสรางแผนภาพความสมัพันธ

โดยใช neighbour-join, Phylip 3.63 พบวา สามารถแบงออกเปน 2 กลุมใหญ (ตารางที ่4.5)  โดย
กลุม A ประกอบดวยตัวอยางทั้งหมด12 ตัวอยาง  ไดแก CP1, CH1, CP3, CP4, KA1, KA2 , 
CA1, TA2, TA5, JQ และ TA7 และกลุมบี103 ตัวอยาง ซึง่ภายในกลุม B ตัวอยางเปลาใหญจาก
ชัยภูมิ (QF, QG, QH และ QI) , นครราชสีมา (NP) และ กาญจนบรีุ (KY4, KY5 และ KY6 ) มี
ความใกลชิดกนัมากถงึแมจะมาจากแหลงที่ตางกัน และในตัวอยางอืน่ก็มีความสมัพันธใกลชิดกัน
มาก  จากแผนภาพความสมัพันธที่สรางไดสามารถบอกไดวา เปลาใหญในแตละพืน้ทีน่าจะมีแบบ
แผนดีเอ็นเอทีจ่ําเฉพาะและเปนเอกลกัษณของแตละแหลง   

 
4.3 การวิเคราะหทางเคม ี

จากมีรายงานกอนหนานี้มีผูศึกษาถงึองคประกอบทางเคมีจากเปลือกตนเปลาใหญ  
พบวาโดยสวนใหญเปนสารประกอบไดเทอรปนอยด ซึ่งสามารถแบงออกเปน 10 กลุม (พัชรา 
บุญญามณี, 2001 และ Praworada chonsuk, 2004) และในแตละแหลงของเปลาใหญมี
องคประกอบทางเคมีที่แตกตางกนั เชน crotohalimaneic acid,    crotohalimoneic acid   และ 
12-benzoyloxycrotohalimaneic acid  จากเปลือกลาํตนเปลาใหญ  อําเภอปากชอง  จงัหวัด
นครราชสีมา (โสภณ เริงสําราญ และคณะ, 2003), cembranoid diterpene  และ 
neocrotocemcranal  จากเปลือกลําตนเปลาใหญ  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  จากเปลาใหญ 
อําเภอปราณบุรี  จังหวัดประจวบคีรีขันธ  (โสภณ เริงสาํราญ และคณะ, 1999) เปนตน เมื่อนาํมา



เปรียบเทยีบกบัแบบแผนดีเอ็นเอที่ไดทาํการศึกษาโดยเทคนิคไอเอสเอสอารที่พบวา แตละแหลง
ของตนเปลาใหญที่มาจากแหลงที่ตางกนัจะมีแบบแผนดีเอ็นเอตางกนั ซึ่งอาจจะสอดคลองกับ
องคประกอบทางเคมีทีพ่บในเปลือกตนเปลาใหญ ซึง่จากที่รายงานกอนหนานี้วาพบองคประกอบ
ทางเคมีแตกตางกนัจากตนเปลาใหญในแตละแหลง  จึงไดคัดเลือกตัวอยางเปลาใหญมาทําการ
วิเคราะหองคประกอบเคมีของเปลือกตนเปลาใหญ  19 ตัวอยาง  จากตัวอยางทั้งหมด 115 
ตัวอยาง โดย 18 ตัวอยางจะอยูในกลุม B (ตารางที่ 4.5)  สวนอีก 1 ตัวอยางทีจ่ัดอยูในกลุม A โดย
จะทาํการศึกษา นิวเคลยีรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโตสโคป (Nuclear magnetic resonance 
spectroscopy, NMR)  และโครมาโทกราฟแบบแผนบาง (Thin layer chromatography, TLC) 
 ตัวอยางทีน่ํามาศึกษาองคประกอบทางเคมี 19 ตัวอยางแสดงแหลงที่มา ดังตารางที ่4.6 

แถบดีเอ็นเอของเปลาใหญ19 ตัวอยางทีน่าํมาศึกษาองคประกอบทางเคมี ซึง่สามารถแบง
ออกเปน 3 กลุม ไดแก  (รูปที่ 4.10) 

1. มาจากแหลงเดียวกันแตแถบดีเอ็นเอแตกตางกนั   
2. มาจากตางแหลงแถบดีเอ็นเอแตกตางกนั และ  
3. มาจากแหลงเดียวกันและแถบดีเอ็นเอเหมือนกัน   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่4.6  แสดงรหัส แหลงที่มา และกลุมของตัวอยางของ 19 ตวัอยาง  
ตัวอยาง แหลงที่มา กลุม (phylogram) 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(1) 

(1) 

(2) 

(3) 

(3) 



 
 

 
 

 
 
รูปที่ 4.10  แสดงแถบดีเอ็นเอของเปลาใหญ 19 ตัวอยาง โดยใชไพรเมอร 5 (A, B), ไพร-

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

ศึกษาองคประกอบทางเคมดีวย 1H-NMR และ TLC 
  การศึกษาองคประกอบทางเคมีของเปลาใหญ 19 ตวัอยางที่สุมมาจาก 115 
ตัวอยาง  โดยเลือก 1 ตัวอยางจากกลุม A  และ 18 ตัวอยางจากกลุม B  โดยใน 18 ตัวอยางจาก
กลุม B ประกอบดวยเปลาใหญที่มาจากแหลงเดียวกนั แตมีแบบแผนดีเอ็นเอตางกัน 5 ตัวอยาง
ไดแก KY3, KY7, P1.5, PU และ QE   เปลาใหญที่มาจากตางแหลง และมีแบบแผนดีเอ็นเอ
ตางกนั 6 ตัวอยาง ไดแก PK, SB1, UD1, KA2, TA1 และ CHe1  เปลาใหญที่มาจากแหลง
เดียวกนั และมีแบบแผนดีเอ็นเอเหมือนกนั 8 ตัวอยาง ไดแก QA, QB, QC, QD, QF, QG, QH 
และ QI  ในการศึกษาใชสารสกัดเฮกเซนจากเปลือกของเปลาใหญที่บด และอบแหง 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   แสดงลักษณะของสารสกัดเฮกเซนจากเปลือกเปลาใหญ 
ตัวอยาง ลักษณะสารสกัดเฮกเซน 

1.    KY3 สารสีเหลือง  แหงไมเหนยีวขน  มีผลึก 
2.    KY7 สารเหนียวขน  สีเหลืองปนน้าํตาลเขม 
3.    P1.5 สารเหนียวขน  สีเหลืองเขม 
4.    PU1 สารเหนียวขน  สีเหลืองปนน้าํตาลเขม 
5.    PK สารเหนียวขน  สีเหลืองเขม 
6.    SB1 สารสีเหลือง  แหงไมเหนยีวขน   
7.    UD1 สารเหนียวขน  สีน้าํตาลเขม 
8.    KA2 สารเหนียวขน  สีเหลืองออน 
9.    TA1 สารเหนียวขน  สีเหลืองเขม 
10.  CHe1   สารเหนียวขน  สีเหลืองเขม 
11.  QA สารเหนียวขน  สีเหลืองปนน้าํตาลเขม 
12.  QB สารเหนียวขน  สีเหลืองปนน้าํตาลออน 
13.  QC สารเหนียวขน  สีเหลืองปนน้าํตาลออน 
14.  QD สารเหนียวขน  สีเหลืองปนน้าํตาลเขม 
15.  QE สารเหนียวขน  สีเหลืองปนน้าํตาลออน 
16.  QF สารเหนียวขน  สีเหลืองออน 
17.  QG สารเหนียวขน  สีเหลืองออน  มีผลึก 
18.  QH สารเหนียวขน  สีเหลืองออน  มีผลึก 
19.  QI สารเหนียวขน  สีเหลืองออน 

  
นําสารสกัดเฮกเซนที่ไดมาละลายในคลอโรฟอรม-ดี1 (CDCl3) แลวนําไปวิเคราะหดวย 

1H-NMR พบวาสเปกตรัม1H-NMR ที่ไดในตัวอยางที่ศึกษาทัง้ 19 ตัวอยางมีองคประกอบสารเคมทีี่
ทั้งเหมือน และแตกตางกนั (รูปที่ 4.10)   เนื่องจากสารสกัดเฮกเซนทีไ่ดจากเปลือกตนเปลาใหญ 
ยังไมเปนสารที่บริสุทธิ์ ในการจัดกลุมจึงไดจัดกลุมโดยใชโครงสรางของสารหลกัทีพ่บในสารสกัดเฮ
กเซนในแตละตัวอยาง และเปรียบเทยีบขอมูลสเปกตรัม1H-NMR จากผูทีเ่คยศึกษาองคประกอบ
ทางเคมีจากเปลือกตนเปลาใหญ ที่มีรายงานแลว 

เมื่อเปรียบเทยีบกับสเปกตรัม1H-NMR  สามารถจัดกลุมได 4 กลุมใหญ ไดแก กลุมเปลา
ใหญที่สราง Cembrane diterpenoids (CHe1, QA, QB, QC และ QD) (รูปที่ 4.11), กลุมเปลา
ใหญที่สราง Labdane diterpenoids (QG, QH, QI และ KY7) (รูปที่ 4.12), กลุมเปลาใหญที่สราง



Clerodane diterpenoids (QE, PU, P1.5 และPK) (รูปที่ 4.13) และกลุมที่ยังไมสามารถจาํแนก
กลุมได (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 ของกลุมเปลาใหญที่สราง Cembrane diterpenoids เปนองคประกอบหลัก 
 

CHe1 

QA 

QB 

QC 

QD 

(1) (2) (3) 

(1) (2) 

(1) 

(1) 

(1) (2) 

(2) 

(2) 



 
รูปที่ 4.12   แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของกลุมเปลาใหญที่สราง Labdane diterpenoids เปนองคประกอบหลกั 

 

KY7 

QG 

QH 

QI 

(6) 
(7) 

(6) 

(6) 

(6) 



 
 

รูปที่ 4.13  แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของกลุมเปลาใหญที่สราง Clerodane diterpenoids เปนองคประกอบ  

QE 

PU 

P1.5 

PK 

(8) 

(8) 

(9) (5) 

(8) 
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ผลการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีโดยเทคนิค TLC ที่ตรวจสอบดวย UV (λ = 254), 
ไอโอดีนและ vanillin/H2SO4 reagent  แสดงใหเหน็วา  เปลาใหญ 2 กลุมที่มีแบบแผนดีเอ็นเอ
เหมือนกนั  ไดแก QA, QB, QC และ QD  กับ QE, QF, QG, QH และ QI จะใหตาํแหนงสารที่เปน
องคประกอบทางเคมีเหมือนกนั  สวนเปลาใหญที่มีแบบแผนดีเอ็นเอตางกนั ไดแก KY3, KY7, 
P1.5, PU1, PK, SB1, UD1, KA2, TA1, CHe1 และ QE  TLC จะมีโครมาโตแกรมแตกตางกนั  
โดยเปลาใหญบางชนิดจะมโีครมาโตแกรมที่คลายคลงึกนัในบางสวน (รูปที่ 4.14, 4.15 และ 4.16) 
  
 

 
 
 รูปที่ 4.14   แสดงผลการตรวจสอบตําแหนงสารที่ไดจากสารสกัดเฮกเซน ภายใตรังสียูว ี
ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 
 

 
 

รูปที่ 4.15 แสดงผลการตรวจสอบตําแหนงสารที่ไดจากสารสกัดเฮกเซน โดยยอมไอโอดีน 

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 แสดงผลการตรวจสอบตําแหนงสารที่ไดจากสารสกัดเฮกเซน โดยยอม 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 
 
 การศึกษาความหลากหลายของเปลาใหญในประเทศไทยโดยเทคนิคอารเอพีดี  โดยใช
อารเอ-พีดีไพรเมอร ทั้งหมด 9 ชนิด (ตารางที ่ 3.2)  พบวาสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของเปลา
ใหญได แตไมมีความแนนอนในการทาํซ้าํ โดยไมสามารถสรางแถบดีเอ็นเอไดเหมอืนเดิม ขณะที่
เทคนิคไอเอสเอสอารจะมีความแนนอนในการทาํซ้ําสงู  ดังนัน้เทคนคิไอเอสเอสอารจึงเปนเทคนคิ
ที่เหมาะสมในการศึกษาความหลากหลายของเปลาใหญในประเทศไทยโดยเทคนิคไอเอสเอสอาร 
จากการเพิม่จาํนวนชิน้ดีเอ็นเอของตนเปลาใหญทัง้ 115 ตัวอยาง โดยใชเอสเอสอารไพรเมอร 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  และสามารถแบงกลุมแบบ
แผนดีเอ็นเอภายในของแตละไพรเมอรได 72  , 75  และ 68 กลุมตามลําดับ  เมื่อจัดกลุมโดยใชผล
จากแตละไพรเมอร สามารถจัดกลุมได 83 กลุม  เปลาใหญที่มาจากแหลงตางกันจะมีลักษณะ
แบบแผนดีเอ็นเอตางกนั และเปลาใหญทีม่าจากแหลงเดยีวกนัจะมีแบบแผนดีเอ็นเอทั้งเหมือน 
และแตกตางกนั จากนัน้สรางแบบแผนความสัมพนัธรวมกนั (Phylogram)ของเปลาใหญทั้ง 83 
กลุม โดยใชโปรแกรม neighbour-join, Phylip 3.63 สามารถแบงกลุมได 2 กลุมใหญ 
ประกอบดวย กลุม A12 และกลุม B 103 ตัวอยาง ทําใหทราบวาเปลาใหญแตละแหลงมีความ
ใกลชิดกันมาก 

จากการสุมตัวอยางเปลาใหญมาศึกษาองคประกอบทางเคมีโดยใชสวนเปลือกตนเปลา
ใหญ 19 ตัวอยาง  ซึง่มีแบบแผนดีเอ็นเอที่เหมือนกัน และตางกนั เพือ่ศึกษาความสัมพันธระหวาง 
แบบแผนดีเอ็นเอของเปลาใหญ กับองคประกอบทางเคมีของเปลอืกตนเปลาใหญ โดยอาศัย
เทคนิค1H-NMR  และ TLC  พบวาตวัอยางเปลือกเปลาใหญที่มาจากแหลงที่ตางกนั มีแบบแผนดี
เอ็นเอตางกนั จะมีองคประกอบทางเคมีตางกนั   เปลาใหญทีม่าจากแหลงเดยีวกนั มีแบบแผนดี
เอ็นเอตางกนั จะมีองคประกอบทางเคมีตางกนั และเปลาใหญทีม่าจากแหลงเดยีวกนั มีแบบแผน
ดีเอ็นเอเหมือนกนั จะมีองคประกอบทางเคมีเหมือนกนั  จากขอมูลไดมาทําใหทราบวาผลระหวาง
แบบแผนดีเอ็นเอที่ไดจากไพรเมอร 5 [A(GA)7GT], ไพรเมอร 7 [CRN2(CTT)2] และ ไพรเมอร 8 
[BSC(GA)8]   และองคประกอบทางเคมีจากเปลือกตนเปลาใหญนาจะมีความสอดคลองกัน 
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รายการอางอิง 
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ภาคผนวก ก 
 

1.   สารเคมใีนการสกัดดีเอ็นเอ 
1.1   Washing buffer 

สารเคมี    ความเขมขนสดุทาย     ปริมาตรสารละลาย 200 มิลลิลิตร 
PVP          1 เปอรเซ็นต   2 กรัม 
Ascorbic acid    0.05 โมลาร   1.76 กรัม 
Tris-HCl (pH 8.0)   0.1 โมลาร20       มิลลิลิตร  (1 โมลาร -   

สารละลายตัง้ตน) 
2-mercaptoethanol   2 เปอรเซ็นต   4 มิลลิลิตร 
Autoclaved water  
 

1.2  2X CTAB lysis buffer 
สารเคมี    ความเขมขนสดุทาย       ปริมาตรสารละลาย 200 มิลลิลิตร 
CTAB     2 เปอรเซ็นต   4 กรัม 
Tris-HCl (pH 8.0) 0.1 โมลาร    20 มิลลิลิตร  (1 โม                            

ลาร สารละลายตั้งตน) 
EDTA (pH 8.0)   20 มิลลิโมลาร   8 มิลลิลิตร  (0.5 โม

ลาร สารละลายตั้งตน) 
NaCl     1.4 โมลาร   16.36 กรัม 
2-mercaptoethanol   0.5 เปอรเซ็นต   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    ความเขมขนสดุทาย ปริมาตรสารละลาย 200มิลิลิตร 
Polyethylene glycol   20 เปอรเซ็นต  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 
กรดซัลฟวริกเขมขน     4.5 มิลลิลิตร 
วานิลิน       0.5 กรัม 
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รูปที่ ข.1     แสดงสเปกตรัม 1H-NMR ของตัวอยาง KY3 

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