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การตรวจสอบเอกลักษณ์ของสมุนไพรมีความส าคัญเพื่อให้มั่นใจชนิดของสมุนไพรเพื่อไม่ให้เกิดการ

ผิดพลาดในการน ามาใช้ บัวบก พรมมิ และแว่นแก้วเป็นสมุนไพรท่ีพบว่ามีความสับสนในการน ามาใช้ งานวิจัยนีจ้ึงมี
วตัถุประสงคเ์พื่อจ าแนกบวับก พรมมิ และแว่นแกว้โดยใชล้กัษณะเนือ้เยื่อภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ลายพิมพส์ารเคมีโดย
ใชเ้ทคนิค high-performance thin-layer chromatography (HPTLC) และลายพิมพด์ีเอ็นเอท่ีสรา้งดว้ยวิธี polymerase 
chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) และเพื่อตรวจสอบความถูกตอ้งของการระบุ
ชนิดของผลิตภัณฑส์มุนไพรท่ีมีจ าหน่ายในทอ้งตลาด การศึกษาลักษณะเนือ้เยื่อภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนพ์บว่าพรมมิมี
ลกัษณะเนือ้เยื่ออีพิเดอรม์ิส และเซลลข์นแตกต่างจากบัวบกและแว่นแก้ว จึงสามารถใชเ้นือ้เยื่อดังกล่าวจ าแนกพรมมิ
ออกจากบวับกและแว่นแกว้ได ้การศกึษาลายพิมพส์ารเคมี ใช ้asiaticoside เป็นสารเทียบของบวับก bacoside A3 เป็น
สารเทียบของพรมมิ และ quercetin เป็นสารเทียบของแว่นแกว้ รูปแบบของลายพิมพส์ารเคมีสามารถจ าแนกสมนุไพรทัง้
สามชนิดได ้การศึกษาลายพิมพด์ีเอ็นเอดว้ยวิธี PCR-RFLP โดยการเพิ่มปริมาณชิน้ส่วนดีเอ็นเอบริเวณยีน maturase K 
(matK) ดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอเรส จากนัน้ตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ และตรวจสอบรูปแบบดีเอ็นเอดว้ยอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส พบว่าเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamH1, Sph1 และ BspD1 มีความจ าเพาะกบับวับก พรมมิ และแว่นแกว้ 
ตามล าดบั การศึกษาลายพิมพด์ีเอ็นเอจึงสามารถจ าแนกสมนุไพรทัง้สามชนิดได้ เมื่อทดสอบผลิตภณัฑส์มนุไพรจ านวน 
8 ตวัอย่าง ดว้ย 3 วิธีดงักล่าว พบว่ามีผลิตภณัฑส์มนุไพร 2 ตวัอย่างท่ีมีชนิดไม่ตรงตามท่ีระบุในฉลาก ไดแ้ก่ ชาสมนุไพร
บวับก 1 ตวัอย่างท่ีผลการทดสอบพบว่าเป็นแว่นแกว้ และชาชงพรมมิ 1 ตวัอย่างท่ีผลการทดสอบพบว่าเป็นบวับก ดงันัน้
จึงจ าเป็นต้องตรวจสอบเอกลักษณ์ของบัวบก  พรมมิและแว่นแก้ว เพื่อให้มั่นใจว่าสมุนไพรท่ีน ามาใช้ในการผลิต
ผลิตภณัฑส์ขุภาพถกูตอ้งและเกิดประโยชนต์่อผูบ้ริโภค 
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The Identification of herbs is important to ensure their correct use. Centella asiatica L., 

Bacopa monnieri L., and Hydrocotyle umbellata L. have been used with some confusion. This study aimed to 
identify C. asiatica L., B. monnieri L., and H. umbellata L. using morphological characteristics under a 
microscope, chemical fingerprint using high-performance thin-layer chromatographic (HPTLC), and a DNA 
fingerprint created by polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP), and 
to validate the identification of herbal products available on the market. Microscopic analysis found that B. 
monnieri L. has epidermis and trichome characteristics different from C. asiatica L. and H. umbellata L. 
Therefore, these tissues can be used to classify B. monnieri L. from C. asiatica L. and H. umbellata L. 
Chemical fingerprint analysis used asiaticoside as a marker for C. asiatica L., bacoside A3 for B. monnieri L., 
and quercetin for H. umbellata L. Chemical fingerprint patterns were able to identify the three herbal species. 
The DNA fingerprint analysis used PCR-RFLP by amplifying DNA fragments of the maturase K (matK) gene 
using polymerase chain reaction. Then the DNA fragments were cut with a restriction enzyme and the DNA 
pattern was examined by agarose gel electrophoresis. It was found that restriction enzymes BamH1, Sph1, 
and BspD1 were specific to C. asiatica L., B. monnieri L., and H. umbellata L., respectively. DNA fingerprint 
was able to identify the three herbs. The results of testing eight samples of herbal products using these three 
methods were that two samples of herbal products were not as specified on the label: a sample of C. 
asiatica L. tea that the test results found to be H. umbellata L. and a sample of B. monnieri L. tea that the test 
results found that it was C. asiatica L. This study showed that it is necessary to identify C. asiatica L., B. 
monnieri L., and H. umbellata L. to ensure that the herbs used in the production of health products are of the 
correct type and are beneficial to consumers. 
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บทที ่1 
บทน า 

ทีม่าและความส าคัญของปัญหา 

ปัญหาจากการเลือกใชส้มนุไพรผิดชนิดจะท าใหเ้กิดโทษต่อตวัผูใ้ช ้ซึ่งอาจเกิดจากความ
เขา้ใจผิดเก่ียวกบัชนิดของสมนุไพรที่มีลกัษณะที่คลา้ยคลงึกนั หรือมีชื่อที่ใกลเ้คียงกนั ปัจจบุนัการ
ใชส้มนุไพรไดร้บัความนิยมมากขึน้เพื่อเป็นทางเลือกในการดูแลสขุภาพ และมักพบการปลอมปน
ของสมนุไพรที่จ  าหน่ายในทอ้งตลาดเนื่องจากการทดแทนโดยเจตนาเพื่อเพิ่มผลก าไรหรือการระบุ
ผิดดว้ยความไม่รู ้โดยเฉพาะเครื่องยาสมนุไพรเป็นสว่นของพืชที่ใชเ้ป็นยาและมกัถกูตดัเป็นชิน้แลว้
ท าใหแ้หง้ซึ่งยากต่อการระบุชนิดของพืชที่ใช้เป็นเครื่องยาจึงมักเกิดปัญหาในการใช ้ท าให้เกิด
ความกงัวลเก่ียวกบัความปลอดภยัและประสิทธิภาพของผลิตภณัฑ์สมนุไพร ในตลาดโลกมีความ
สับสนในการน าบัวบกและพรมมิมาใช้ในการบ ารุงประสาทและความจ า (1, 2) เนื่องจากในบาง
ทอ้งถิ่นมีการเรียกชื่อบวับก (Centella asiatica L.) และพรมมิ (Bacopa monnieri. L.) ว่าพรมมิ 
(Brahmi)(3) ส่วนบวับกและแว่นแกว้ (Hydrocotyle umbellata L.) มีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาที่
คลา้ยคลงึกนัจึงอาจท าใหม้ีความสบัสนในการน าไปใช ้  

เมื่อเกิดการปลอมปนชนิดของสมุนไพรและไม่มีการตรวจสอบวัตถุดิบสมุนไพรก่อนจะ
น ามาผลิตผลิตภณัฑส์มนุไพรนัน้ จะท าใหป้ระสิทธิผลของผลิตภณัฑไ์ม่เป็นไปตามที่ตอ้งการ และ
การใช้สมุนไพรผิดชนิดอาจเกิดอาการไม่พึงประสงค์อันมาจากการรบัประทานเนื่องจากผู้รับ
ประทานอาจแพส้มุนไพรชนิดดงักล่าวแต่อาจรบัประทานไปดว้ยความไม่รู ้ รวมถึงการรบัประทาน
ร่วมกับสมุนไพรอ่ืนที่หา้มรบัประทานร่วมกนั หรืออาจเกิดปฏิกิริยากับสมุนไพรหรือตัวยาชนิดอ่ืน
จนท าให้ประสิทธิภาพลดลง เช่น บัวบกอาจเพิ่มระดับน ้าตาลและคอเลสเตอรอล จึงไม่ควร
รบัประทานร่วมกับยาลดน า้ตาลและยาลดคอเลสเตอรอล เพราะจะท าใหป้ระสิทธิผลของยาลด
น า้ตาลและยาลดคอเลสเตอรอลลดลง และควรระวังการใชบ้ัวบกร่วมกับยาที่มีกระบวนการ เม
แทบอลิซึมผ่าน cytochrome P450 (CYP 450) เน่ืองจากบัวบกมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม ์CYP 2C9 
และ CYP 2C19 จึงมีความส าคัญในการตรวจสอบเอกลกัษณ์ของสมุนไพร เพื่อใหม้ั่นใจในชนิด
ของสมนุไพรเพื่อไม่ใหเ้กิดการผิดพลาดในการน ามาใช้(4) 
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งานวิจัยนี ้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาเอกลักษณ์สมุนไพรบัวบก (Centella asiatica L.) 
พรมมิ  (Bacopa monnieri. L.) และแว่นแก้ว (Hydrocotyle umbellata L.) ด้วยการตรวจดู
ลักษณะเนือ้เยื่อภายใต้กล้องจุลทรรศน์ การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิค High-
Performance Thin-Layer Chromatography (HPTLC) เนื่ อ งจากองค์ป ระกอบทางเคมี ใน
สมุนไพรมีคุณสมบัติทางเคมีต่างกัน (5) และการศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอ เนื่องจากดีเอ็นเอของ
สมุนไพรแต่ละชนิดมีลักษณะเฉพาะตัว และลายพิมพ์ดีเอ็นเอไม่เปลี่ยนแปลงตามระยะการ
เจรญิเติบโตของพืชหรือตามสภาวะแวดลอ้ม สามารถท าซ า้ ๆ กนั และไดผ้ลเหมือนเดิมทกุครัง้(6) 

วัตถุประสงค ์

1. เพื่อจ าแนกบวับก พรมมิ และแว่นแกว้โดยใช ้ 

- ลกัษณะเนือ้เยื่อภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน ์

- เทคนิค high-performance thin-layer chromatography (HPTLC) 

- ลายพิมพดี์เอ็นเอที่สรา้งดว้ย PCR-RFLP 

2. เพื่อตรวจสอบผลิตภณัฑส์มนุไพรที่มีจ าหน่ายในทอ้งตลาดว่าชนิดสมนุไพรตรงตามที่
ระบไุวใ้นฉลากหรือไม่ 

สมมติฐานการวิจัย 

ลกัษณะเซลลพ์ืช องคป์ระกอบทางเคมี และลายพิมพดี์เอ็นเอของบวับก พรมมิ และแว่น
แกว้ ที่ต่างกนั สามารถจ าแนกสมนุไพรทัง้สามชนิดนีไ้ด ้

ขอบเขตของการวิจัย 

การตรวจสอบเนือ้เยื่อพืชส่วนเหนือดินภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์การวิเคราะหอ์งคป์ระกอบ
ทางเคมีดว้ยเทคนิค HPTLC โดยใช ้asiaticoside เป็น marker ของบวับก ใช ้bacoside A3 เป็น 
marker ของพรมมิ และใช ้quercetin เป็น marker ของแว่นแกว้ และลายพิมพดี์เอ็นเอที่สรา้งดว้ย 
PCR-RFLP ซึ่งใชย้ีน maturase K (matK) โดยศึกษาจากพืชที่เป็นมาตรฐาน (authentic plants) 
ไดแ้ก่ บวับก พรมมิ และแว่นแกว้ที่ปลกูที่คณะเภสชัศาสตร ์มหาวิทยาลยัศรีนครนิทรวิโรฒ เมื่อได้
วิธีที่เหมาะสมจึงทดสอบกบัผลิตภณัฑส์มนุไพรที่มีจ  าหน่ายในทอ้งตลาด  
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ตัวแปรทีเ่กี่ยวข้อง 

ตวัแปรตน้:  ชนิดของสมนุไพร 

ตวัแปรตาม:  ลกัษณะเนือ้เยื่อพืช องคป์ระกอบทางเคมี ลายพิมพดี์เอ็นเอ 

กรอบแนวคิดการวิจัย 
 

 

 

 

ภาพประกอบ 1 กรอบแนวคิดการวิจยั 

หมายเหต ุ: เมื่อทดสอบในสมนุไพรทัง้สามชนิดไดแ้ลว้ จึงทดสอบกบัผลิตภณัฑส์มนุไพร
ที่มีจ  าหน่ายในทอ้งตลาด 

ประโยชนท์ีค่าดว่าจะได้รับ 

1. โรงงานผลิตผลิตภณัฑส์มนุไพรสามารถน าวิธีการจ าแนกสมนุไพรบวับก พรมมิ และ
แว่นแกว้มาใชใ้นการตรวจสอบเอกลกัษณข์องวตัถุดิบและผลิตภณัฑส์มนุไพรได ้

2. ผูบ้รโิภคสามารถใชส้มนุไพรไดอ้ย่างมีความปลอดภยัมากยิ่งขึน้ 
 

 

 

 

 

 

 

จ าแนกสมนุไพรทัง้สามชนิด

ดว้ยลกัษณะเนือ้เยื่อ 

ลายพิมพส์ารเคมี 

ลายพิมพด์ีเอ็นเอ 

สมนุไพรที่ศกึษา ไดแ้ก ่

บวับก 

พรมมิ 

แว่นแกว้ 

ลกัษณะเนือ้เยื่อพืชต่างกนั ตรวจสอบโดยใชก้ลอ้งจลุทรรศน ์

องคป์ระกอบทางเคมีต่างกนั ตรวจสอบโดยใช ้HPTLC 

ดีเอ็นเอต่างกนั ตรวจสอบโดยใช ้PCR-RFLP 



 

บทที ่2 
ทบทวนวรรณกรรม 

1. บัวบก 

เป็นสมุนไพรที่ใชป้ระโยชน์ในการบ ารุงประสาทและความจ า บ ารุงหัวใจ ตา้นอนุมูล
อิสระ ตา้นเชือ้แบคทีเรีย ตา้นเชือ้รา ตา้นเบาหวาน ตา้นการอกัเสบ เป็นตน้(1) 

 

ภาพประกอบ 2 ลกัษณะทั่วไปของบวับก (7) 

1.1 ข้อมูลท่ัวไป 

ชื่อวิทยาศาสตร:์ Centella asiatica (L.) Urb.(8) 

วงศ:์ Apiaceae(8, 9)  

พืชที่ใช้ชื่อว่าบัวบก ตามสารานุกรมพืชแห่งประเทศไทย มี 7 ชนิด ดังนี ้Centella 
asiatica (L.) Urb (วงศ ์Apiaceae), Crinum wattii Baker (วงศ ์Amaryllidaceae), Desmodium 
renifolium (L.) Schindl. (ว ง ศ์  Fabaceae), Hydrocotyle umbellata L. (ว ง ศ์  Apiaceae), 
Proiphys amboinensis (L.) Herb. (ว ง ศ์  Amaryllidaceae), Stephania pierrei Diels (ว ง ศ ์
Menispermaceae) และ Uvaria lurida Hook.f. & Thomson (วงศ ์Annonaceae)(9) 

โดยที่ Hydrocotyle umbellata L. (วงศ ์Apiaceae) มักถูกน ามาใชผ้ิดโดยเขา้ใจว่า
เป็น Centella asiatica (L.) Urb (วงศ ์Apiaceae) 

1.2 ลักษณะทางพฤกษศาสตร ์ 

พืชลม้ลกุ ล าตน้เรียวยาวประมาณ 12 ถึง 15 เซนติเมตร ใบงอกจากขอ้ ขอ้ละ 2 ถึง 
10 ใบ ใบมีลักษณะกลมเป็นรูปไต ขอบหยักมน   มี เส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ  1.5 ถึง 5 
เซนติเมตร และมีความยาวประมาณ 2-6 เซนติเมตร(1, 7) 
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1.3 องคป์ระกอบทางเคมี 

ส า รที่ พ บ ใน บั ว บ ก จั ด อ ยู่ ใ น ก ลุ่ ม  triterpenoid glycoside ป ระก อบ ด้ ว ย 
asiaticoside, asiatic acid, madecassoside และ madecassic acid(10) 

 

ภาพประกอบ 3 โครงสรา้ง (A) asiaticoside, (B) asiatic acid, (C) madecassoside,  
(D) madecassic acid (11) 

1.4 ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา 

asiaticoside มีความสามารถสูงในการผ่าน blood–brain barrier (BBB) จึงท าให้

สามารถรกัษาโรคเก่ียวกบัระบบประสาทได้(12) ปกติร่างกายมีกระบวนการก าจดั amyloid-β แต่ถา้

กระบวนการนัน้บกพร่อง amyloid-β จะสะสมอยู่ที่เซลลป์ระสาทในสมองและท าใหเ้กิดการตาย
ของเซลลป์ระสาท ซึ่งเป็นสาเหตุหนึ่งของการเกิดโรคอัลไซเมอรห์รือภาวะสมองเสื่อม เมื่อท าการ
ทดลองในหลอดทดลองพบว่า asiaticoside จะช่วยลดความเสียหายของเซลลป์ระสาทในหลอด

ทดลองที่เกิดจากการสมัผสักบั amyloid-β(2, 13) และทดลองในหนูโดยฉีด Aβ 1‑42 oligomers ให้
หนู ประเมินประสิทธิภาพการเรียนรูแ้ละความจ าที่ดีขึน้โดยการทดสอบ Morris water maze 
(MWM) และเมื่อท าการย้อมสี H&E (hematoxylin and eosin) ของเนือ้เยื่อ hippocampal และ
สอ่งกลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบสอ่งผ่าน พบว่าโครงสรา้งของเนือ้เยื่อที่เสียหายไดร้บัการรกัษา
โดย asiaticoside นอกจากนี ้ยงัพบว่า asiaticoside ช่วยลดระดบัของ cytokines ที่ก่อใหเ้กิดการ
อกัเสบ(14) 
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ความจ าบกพร่องเกิดจากการขาดเลือดในสมอง การทดลองในหลอดทดลองพบว่า  
asiaticoside ช่วยป้องกันเซลลป์ระสาทขาดเลือดในหลอดทดลองได้ (15) และเมื่อทดลองในหนู
พบว่า asiaticoside ช่วยลดความบกพร่องของหน่วยความจ าที่เกิดจากการขาดเลือดในสมอง
ชั่วคราวในหนู โดยใชก้ลไกตา้นการอกัเสบผ่านการยบัยัง้การท างานที่มากเกินไปของ p38 MAPK 
pathway(16) อีกทั้ง asiaticoside ยังสามารถรกัษาหนูที่มีภาวะสมองเสื่อมจากโรคหลอดเลือด
สมอง vascular dementia (VD) ไดอี้กดว้ย(17) 

ในการศึกษานีใ้ช ้asiaticoside เป็น marker ในการวิเคราะห์คุณภาพทางเคมีของ
บวับก asiaticoside มีคณุสมบติัดงันี ้

 

ภาพประกอบ 4 โครงสรา้ง asiaticoside (18) 

IUPAC Name [6-[[3,4-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)-5-(3,4,5-trihydroxy-
6-methyloxan-2-yl)oxyoxan-2-yl]oxymethyl]-3,4,5-trihydroxyoxan-2-yl]10,11-dihydroxy-9-
(hydroxymethyl)-1,2,6a,6b,9,12a-hexamethyl-2,3,4,5,6,6a,7,8,8a,10,11,12,13,14b-
tetradecahydro-1H-picene-4a-carboxylate 

Molecular Formula C48H78O19 

Molecular Weight  959.1 

CAS Number   16830-15-2(18) 

Solubility   ละลายไดดี้ในเมทานอล(19) 
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2. พรมมิ 

เป็นพืชสมุนไพรชนิดหนึ่งที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในการบ ารุงประสาทและความจ า  
คลายกงัวล ตา้นเชือ้แบคทีเรีย ตา้นเชือ้รา ตา้นการอกัเสบ เป็นตน้(2, 20) 

 

ภาพประกอบ 5 ลกัษณะทั่วไปของพรมมิ (21) 

2.1 ข้อมูลท่ัวไป 

ชื่อวิทยาศาสตร:์ Bacopa monnieri (L.) Wettst.(22) 

วงศ:์ Scrophulariaceae(22) 

สารานกุรมพืชแห่งประเทศไทย จดัพืชชนิดนีไ้วใ้นวงศ ์Plantaginaceae(9) 

2.2 ลักษณะทางพฤกษศาสตร ์

พืชลม้ลุก ล าตน้ยาวเรียว สีเขียว แตกกิ่งก้านตามขอ้ปลอ้ง ใบมีความมันเงา หนา
และมีขนาดเล็ก ขอบใบเรียบมน มีเส้นกลางที่เด่นชัด เสน้ผ่านศูนย์กลางประมาณ  0.6 ถึง 0.9 
มิลลิเมตร และมีความยาวประมาณ 4 ถึง 5 มิลลิเมตร เรียงเป็นคู่ตามล าตน้(21) 

2.3 องคป์ระกอบทางเคมี 

พรมมิมีองค์ประกอบทางเคมีหลักเป็นสารกลุ่ม  triterpenoid saponin ได้แก่ 
bacoside (เ ช่ น  bacosides A1-A3, แ ล ะ  bacoside B), bacopasaponin (เ ช่ น 
bacopasaponins A-F), bacopaside (เช่น bacopasides I-V)(20, 23) 
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ภาพประกอบ 6 โครงสรา้ง bacoside A3, bacopaside II, jujubogenin, bacopasaponin C, 
bacopaside I (23) 

หมายเหตุ โครงสรา้ง bacoside A3: R1=H, R2=CHC(CH3)2, R3=CH2OH, R4=H, 
R5=OH, R6=OH, bacopaside II: R1=CHC(CH3)2, R2=H, R3: CH2OH, R4=H, R5=OH, 
R6=OH, jujubogenin: R1=H, R2=CHC(CH3)2, R3=H, R4=OH, R5=H, R6=OH, 
bacopasaponin C: R1=CHC(CH3)2, R2=H, R3=H, R4=OH, R5=H, R6=OH, bacopaside I: 
R1=CHC(CH3)2, R2=H, R3=H, R4=OH, R5=H, R6=SO3OH 

2.4 ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา 

bacoside A ประกอบด้วยสี่องค์ประกอบ ได้แก่ bacoside A3, bacopaside II, 
jujubogenin และ bacopasaponin C โดย bacoside A สามารถป้องกันระบบประสาทได้จาก
การควบคุม  mRNA translation และการแสดงออกของตัวรับ (neuroreceptors) เช่น alpha-
amino-3 -hydroxy-5 -methyl-4 -isoxazole propionic acid receptor (AMPAR), N-methyl-D-
aspartate receptor (NMDAR) และ gamma-aminobutyric acid receptor (GABAR) ในส่วน

ต่างๆ ของสมอง(24) อีกทัง้ bacoside A ชว่ยปอ้งกนัการสะสมของ amyloid-β และการสรา้ง fibrils 
ซึ่งเป็นปัจจยัที่เป็นสาเหตขุองภาวะสมองเสื่อม และสามารถลดการเสื่อมของระบบประสาทในหนู
ได้(2) 

ภาวะความจ าเสื่อมเกิดจากหลายปัจจยั เช่น ภาวะเครียดจากปฏิกิรยิาออกซิเดชนัที่
เพิ่มขึน้ (oxidative stress) สารสื่อประสาทที่เปลี่ยนแปลงไป และการตายของเซลล ์(apoptosis) 
เมื่อท าการประเมินในหนู พบว่า bacoside สามารถลดภาวะเครียดจากปฏิกิริยาออกซิเดชนั และ
ลดความเสื่อมของเสน้ประสาทได้(25) โดย bacoside A สามารถป้องกันระบบประสาทโดยการลด
ภาวะเครียดจากปฏิกิรยิาออกซิเดชนัของ H2O2 ในเซลลป์ระสาท(26) 
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ภาวะน า้ตาลในเลือดต ่าในทารกแรกเกิดสามารถท าใหเ้กิดการตายของเซลลป์ระสาท 
สารสื่อประสาทจะเสียสมดุลส่งผลใหก้ารเรียนรูแ้ละความจ าบกพร่อง เมื่อทดลองในหนูที่มีภาวะ
น า้ตาลในเลือดต ่า พบว่า bacoside A จะช่วยปรบัสมดลุของสารสื่อประสาทได ้โดย bacoside A 
ช่วยปรบัปรุงความไม่สมดลุของ dopamine และ cyclic adenosine monophosphate (cAMP) ที่
เกิดจาก oxidative stress ดงันัน้ bacoside A จะช่วยบ ารุงประสาทและความจ าได้(27) 

ในการศึกษานีใ้ช ้bacoside A3 เป็น marker ในการวิเคราะหค์ุณภาพทางเคมีของ
พรมมิ bacoside A3 มีคณุสมบติัดงันี ้

 

ภาพประกอบ 7 โครงสรา้ง bacoside A3 (28) 

IUPAC Name (2S,3R,4S,5S,6R)-2-[(2R,3R,4S,5R,6R)-5-[(2S,3R,4R,5S)-
3,4-dihydroxy-5-(hydroxymethyl)oxolan-2-yl]oxy-3-hydroxy-2-(hydroxymethyl)-6-
[[(1S,2R,5R,7S,10R,11R,14R,15S,16S,18R,20S)-16-hydroxy-2,6,6,10,16-pentamethyl-18-
(2-methylprop-1-enyl)-19,21-dioxahexacyclotricosan-7-yl]oxy]oxan-4-yl]oxy-6-
(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-triol 

Molecular Formula C47H76O18 

Molecular Weight  929.1 

CAS Number   157408-08-7(28) 

Solubility   ละลายไดดี้ในเมทานอลและเอทานอล(29) 
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3. แว่นแก้ว 

เป็นสมุนไพรที่มีคุณสมบัติในการเพิ่มความจ า ต้านการอักเสบ แก้อาการช า้ใน และ
คลายกงัวล(30-32) 

 

ภาพประกอบ 8 ลกัษณะทั่วไปของแว่นแกว้ (33) 

3.1 ข้อมูลท่ัวไป 

ชื่อวิทยาศาสตร:์ Hydrocotyle umbellata L.(34) 

วงศ:์ Apiaceae(9, 34) 

3.2 ลักษณะทางพฤกษศาสตร ์

พืชล้มลุก ใบสีเขียวมีลักษณะกลม ผิวเรียบ ขอบหยัก พืน้ผิวด้านบนมีสีเข้มกว่า
ดา้นล่าง และมีเสน้ผ่านศูนยก์ลางประมาณ 2-6 เซนติเมตร ก้านใบทรงกระบอกยาวเรียวติดกับ 
ตัวใบที่บริเวณกลางใบ มีสีเขียวถึงม่วงแกมเขียว ความยาวประมาณ 16 ถึง 20 เซนติเมตร และ
กวา้งประมาณ 0.5 ถึง 0.7 เซนติเมตร(33) 

3.3 องคป์ระกอบทางเคมี 

แว่นแก้วมีองค์ประกอบทางเคมีหลักเป็นสารกลุ่ม flavonoids เช่น quercetin(32), 
avicularin, quercitrin, hyperoside, neochlorogenic acid(35) และองคป์ระกอบทางเคมีกลุ่มอ่ืน 
เช่น hibalactone(36) 

 

ภาพประกอบ 9 โครงสรา้ง quercetin, avicularin, quercitrin, hyperoside (35) 

หมายเหตุ โครงสรา้ง quercetin: R = H, avicularin: R = arabinose, quercitrin: R 
= rhamnose, hyperoside: R = galactose 
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ภาพประกอบ 10 โครงสรา้ง neochlorogenic acid (35) 

 

 

ภาพประกอบ 11 โครงสรา้ง hibalactone (36) 

3.4 ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา 

ภาวะสมองเสื่อมเกิดจากการเสื่อมของเซลลป์ระสาท โดยสามารถชะลอการเสื่อมได้
หลายวิธี เช่น การให้สารตา้นอนุมูลอิสระ เนื่องจากอนุมูลอิสระท าให้เซลลป์ระสาทถูกท าลาย 
เกิ ดภาวะ  oxidative stress quercetin เป็นฟลาโวนอยด์ที่ พบ ได้ในสมุน ไพรหลายชนิ ด 
มีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ ปกป้องเซลล์ประสาทโดยลดภาวะเครียดจากปฏิกิริยา
ออกซิเดชันและการอักเสบของเสน้ประสาท แต่ความสามารถในการผ่าน blood–brain barrier 
(BBB) ของ quercetin ต ่า จะตอ้งปรบัปรุงการดูดซึมผ่าน BBB จึงจะเพิ่มความสามารถในการ
ต่อตา้นความผิดปกติของระบบประสาทได้(37) 

quercetin ช่ ว ย เพิ่ ม ค ว า ม จ า ไ ด้  เนื่ อ ง จ า ก ส า ม า ร ถ ยั บ ยั้ ง เ อ น ไ ซ ม ์
acetylcholinesterase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการสลายตัวของสารสื่อประสาท 
acetylcholine ภายในสมอง ท าใหป้ริมาณสารสื่อประสาทลดลงซึ่งเป็นสาเหตุของความจ าเสื่อม 
สัตวท์ี่ได้รบัการบ าบัดด้วย Hydrocotyle umbellata L. จะมีการพัฒนากระบวนการเรียนรูแ้ละ
ความจ า และยบัยัง้เอนไซม ์acetylcholinesterase ได้(38) 
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ในการศึกษานี ้ใช้ quercetin เป็น marker ในการวิเคราะห์คุณภาพทางเคมีของ 
แว่นแกว้ quercetin มีคณุสมบติัดงันี ้

 

ภาพประกอบ 12 โครงสรา้ง quercetin dihydrate (39) 

IUPAC Name 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxychromen-4-one; 
dihydrate 

Molecular Formula C15H14O9 

Molecular Weight  338.27 

CAS Number   6151-25-3(39) 

Solubility ละลายไดดี้ในเมทานอล เอทานอล DMSO และ DMF(40, 41) 

4. การศึกษาลักษณะเซลลพ์ืชภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

การตรวจสอบคณุภาพสมนุไพรไทยจะตอ้งอา้งอิงขอ้ก าหนดมาตรฐานสมนุไพรตามต ารา
มาตรฐานยาสมุนไพรไทย (thai herbal pharmacopoeia) โดยก าหนดให้ศึกษาลักษณะเซลล ์
เนือ้เยื่อของพืชสมุนไพรภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์(microscopic method) ตรวจสอบไดโ้ดยการตัด
ชิน้ส่วนของสมุนไพรให้บาง โดยตัดตามขวางหรือตามยาว เพื่อดูส่วนประกอบภายในเซลล ์
ลกัษณะเซลล ์การเรียงตวัของเนือ้เยื่อ หรือตรวจสอบลกัษณะของผงยา เพื่อดคูณุลกัษณะจ าเพาะ 
เพื่อที่จะสามารถระบุชนิดสมุนไพร การศึกษาผงยา อาจตอ้งใชน้ า้ยาเคมีช่วยเพื่อใหเ้ห็นลกัษณะ
เซลลไ์ดช้ดัเจนขึน้ เช่น chloral hydrate, HCl, aniline sulfate, safranin หรือ fast green(42, 43) 
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ต ารามาตรฐานยาสมนุไพรไทย (thai herbal pharmacopoeia 2018) มีการระบุลกัษณะ
เซลลข์องผงบวับกภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน ์ไวด้งัภาพ(44) 

 

ภาพประกอบ 13 ลกัษณะเซลลข์องผงบวับกภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนต์ามต ารามาตรฐานยา
สมนุไพรไทย1. upper epidermis, 2. lower epidermis, 3. lamina in sectional view, 

4. epidermis with stomata from petiole, 5. pitted vessels, 6. fibres, 7. spiral vessels, 

8. epidermis and collenchyma in sectional view, 9. unicellular trichome, 10. prismatic 

crystals, 11. rosette aggregate crystals, 12. scalariform and pitted vessels (44) 

จากการสืบค้นมีงานวิจัยที่ศึกษาลักษณะเนื ้อเยื่อของผงบัวบก พรมมิและแว่นแก้ว
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์โดยจะกล่าวถึงไวใ้นหวัขอ้ 9.1 การพิสูจนเ์อกลกัษณด์ว้ยลกัษณะเนือ้เยื่อ
ภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน ์
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5. thin-layer chromatography 

5.1 หลักการของเทคนิค thin-layer chromatography 

เป็นเทคนิคในการแยกสารผสม อาศัยหลักการที่ว่าองคป์ระกอบในสารผสมแต่ละ
ชนิดมีคุณสมบัติที่แตกต่างกันในการกระจายอยู่ใน  2 วัฏภาค ได้แก่ วัฏภาคคงที่  (stationary 
phase) ซึ่งท าหนา้ที่เป็นตวัดดูซบัสารที่ตอ้งการแยก โดยใช้วฏัภาคคงที่ คือ แผ่นแกว้บางที่เคลือบ
ดว้ย aluminum oxide หรือ silica gel และวฏัภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) ท าหนา้ที่เป็นตัวพา
หรือตัวท าละลายสารที่ต้องการแยกให้เคลื่อนที่ ไปบนตัวดูดซับ  ที่ เลือกตามคุณสมบัติของ
องคป์ระกอบในสารผสม อาศัยหลกัการ “like dissolves like” คือองคป์ระกอบในสารผสมที่มีขัว้
ใกลเ้คียงกับวฏัภาคคงที่จะถูกดูดซบัในวัฏภาคคงที่ และองคป์ระกอบในสารผสมที่มีขัว้ใกลเ้คียง
กบัวฏัภาคเคลื่อนที่จะเคลื่อนที่ไปตามวฏัภาคเคลื่อนที่(45, 46) 

หากแบ่งประเภทตามขัว้ของวฏัภาคคงที่จะแบ่งได ้2 แบบ คือ normal phase และ 
reversed phase โดย normal phase คือวฏัภาคคงที่มีขัว้มากกว่าวฏัภาคเคลื่อนที่ วฏัภาคคงที่ที่
นิ ยม ใช้ได้แก่  silica gel, alumina และ  magnesium oxide และวัฏภาค เคลื่ อนที่ นิ ยม ใช ้
ตัวท าละลายอินทรีย์ เช่น hexane, tetrahydrofuran ท าให้สารที่มีขั้วจะเคลื่อนที่ออกมาชา้กว่า 
สารที่ไม่มีขัว้ ส่วน reversed phase คือวัฏภาคคงที่มีขัว้นอ้ยกว่าวัฏภาคเคลื่อนที่ วัฏภาคคงที่ที่
นิยมใช้ได้แก่ octadecyl (C18), octyl (C8) และวัฏภาคเคลื่อนที่ เป็นตัวท าละลายที่มีขั้ว เช่น 
acetonitrile น า้ และสว่นผสมของน า้กบัตวัท าละลายอินทรีย์(47, 48) 
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6. high-performance thin layer chromatography 

6.1 หลักการของเทคนิค high-performance thin layer chromatography 

โครมาโตกราฟีแบบชั้นบางที่มีประสิทธิภาพสูง (high-performance thin layer 
chromatography, HPTLC) เป็นเทคนิคที่ซบัซอ้น การแยกสารผสมเกิดขึน้จากการที่สารเคลื่อนที่
ไปตามวฏัภาคเคลื่อนที่ผ่านวฏัภาคคงที่ ถา้สารผสมมีขัว้ใกลเ้คียงกบัวฏัภาคเคลื่อนที่ก็จะเคลื่อนที่
ไปตามวฏัภาคเคลื่อนที่ แต่ถา้สารผสมมีขัว้ใกลเ้คียงกบัวฏัภาคคงที่จะถกูดดูซบัอยู่กบัวฏัภาคคงที่
และเคลื่อนที่ไปตามวัฏภาคเคลื่อนที่ไดช้า้กว่า เทคนิค HPTLC นั้นมีประสิทธิภาพการแยกและ 
ขีดความสามารถในการตรวจวัดที่สูงกว่าเทคนิค  TLC โดย detection limit (absorption) ของ 
HPTLC มี ค่า 100 - 500 pg(49) มี ค่าต ่ ากว่า  detection limit ของ TLC ซึ่ งมี ค่า 1 - 5 ng และ 
detection limit (fluorescence) ของ HPTLC มีค่า 5 - 10 pg มีค่าต ่ากว่า detection limit ของ 
TLC ซึ่งมีค่า 50 - 100 pg เนื่องจากขนาดอนภุาคของ HPTLC plate (ขนาดอนภุาคเฉลี่ย 5-6 µm) 
ละเอียดกว่า TLC plate (ขนาดอนุภาคเฉลี่ย 10-12 µm) และ HPTLC มีการควบคมุความชืน้และ
pre-conditioning ดว้ยเครื่อง auto developing chamber ใหค้วามสามารถในการท าซ า้ไดดี้ และ
ป้องกันการรบกวนจากสภาพแวดลอ้มส่งผลใหก้ารแยกมีประสิทธิภาพ และการ spot สารโดยใช ้
auto sampler ท าให้ควบคุมขนาด spot ให้มีขนาดเล็ก และการ spot สารมีความสม ่าเสมอ 
ใชส้ารปรมิาณนอ้ยในการวิเคราะห ์รวมถึงเวลาในการวิเคราะหต์ ่ากว่าอีกดว้ย(5, 48) 

เมื่อเปรียบเทียบกับ high-performance liquid chromatography (HPLC) พบว่า 
HPTLC เป็ น  planar chromatography ต่ า งจ าก  HPLC ซึ่ ง เป็ น  column chromatography 
โดย HPLC มีประสิทธิภาพในการแยกสูงกว่า HPTLC เนื่องจากวัฏภาคคงที่แบบ column 
มีขอ้ไดเ้ปรียบกว่า planar เนื่องจากสามารถเพิ่มความยาวคอลมันเ์พื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการ
แยกได ้และสามารถใช ้guard column ในการกรองสิ่งสกปรกที่อาจปนมาในตัวอย่างได ้อีกทั้ง 
HPLC มีป๊ัมที่สามารถควบคุมความดันและอัตราการไหลของวัฏภาคเคลื่อนที่ได ้และถ้าใชป๊ั้ม
ระบบ gradient elution จะสามารถแยกสารที่มีขัว้ต่างกนัไดดี้ขึน้ แมป้ระสิทธิภาพในการแยกของ 
HPTLC จะต ่ากว่า แต่มีราคาถกูกว่าและใชง้านง่าย(47) 
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6.2 วัฏภาคคงที ่(stationary phase) 

การเลือกชนิดของวฏัภาคคงที่ขึน้อยู่กบัคณุสมบติัของสารที่ตอ้งการวิเคราะห์ ไดแ้ก่ 
ความมีขัว้ของสาร เพื่อใหส้ามารถแยกองคป์ระกอบในสารผสมออกจากกนัไดอ้ย่างชดัเจน 

ตาราง 1 แนวทางการเลือกวฏัภาคคงที่ (50) 

type of sample stationary phases 

all classes of compounds silica gel 
basic compounds (alkaloids, amines, etc.), steroids, 

terpenes, aromatic and aliphatic hydrocarbons 
aluminium oxide 

sugars, carboxylic acids, sulfonic acids, phenols, 
purines, pyrimidines, nucleotides 

amino phase 

all classes of compounds, PHB esters cyano phase 
all classes of compounds, steroids, hormones diol phase 

polar substances, separation according to lipophilic 
properties and chain length, steroids, tetracyclins, 

phthalates, barbiturates, nucleo bases, aminophenols 

rp c-2, c-8, c-18 
phases 

phenols, flavonoids, nitro compounds polyamide 
poly cyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), number of 

diol groups (boric acid), number of isolated double 
bonds. 

silica gel impregnated 
with silver nitrate 

enantiomers chiral phase 
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6.3 วัฏภาคเคล่ือนที ่(mobile phase) 

ตัวท าละลายแต่ละชนิดจะมีขั้วและความสามารถในการแยกสารแตกต่างกัน  
การเลือกวัฏภาคเคลื่อนที่จึงขึน้อยู่กับชนิดของวัฏภาคคงที่และคุณสมบัติของสารที่ต้องการ
วิเคราะหว์ฏัภาคเคลื่อนที่ตอ้งละลายสารที่ตอ้งการวิเคราะหไ์ด ้แต่ไม่ท าปฏิกิริยากบัสารที่ตอ้งการ
วิเคราะห ์และมีความเป็นพิษนอ้ย(5, 48, 51) 

ตาราง 2 แนวทางการเลือกวฏัภาคเคลื่อนที่ (48) 

chemical compounds mobile phase 
polar compounds ethyl acetate: methanol: water [100:13.5:10] 
lipophilic compounds toluene: ethyl acetate [93:7] 
alkaloids toluene: ethyl acetate: diethyl amine [70:20:10] 
flavonoids ethyl acetate: formic acid: glacial acetic acid: water 

[100:11:11:26] 
saponin chloroform: glacial acetic acid: methanol: water 

[64:32:12:8] 
coumarin diethyl ether: toluene [1:1] saturated with 10% acetic acid 
bitter drug ethyl acetate: methanol: water [77:15:8] 
cardiac glycosides ethyl acetate: methanol: water [100:13.5:10] or [81:11:8] 

essential oil toluene: ethyl acetate [93:7] 
lignans chloroform: methanol: water [70:30:4] chloroform: 

methanol [90:10] toluene: ethyl acetate [70:30] 
pigments ethyl acetate: formic acid: glacial acetic acid: water 

[100:11:11:26 
pungent testing toluene: ethyl acetate [70:30] 
terpenes chloroform: methanol: water [65:25:4] 
triterpenes ethyl acetate: toluene: formic acid [50:50:15] toluene: 

chloroform: ethanol [40:40:10] 

relative polarity ของ dichloromethane, เมทานอล และน า้ เท่ากับ 0.309, 0.762 
และ 1.000 ตามล าดบั(52) 
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6.4 การเลือกความยาวคล่ืนทีใ่ช้ในการตรวจวัด (detection wavelength)  

สารอินทรียท์ี่มีพันธะคู่สลับเด่ียว (conjugated double bond) จะสามารถดูดกลืน
แสงในช่วง uv-visible เช่น anthraglycosides, coumarins, flavonoids และ alkaloid บางชนิด 
จะสามารถดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 254 และ 366 นาโนเมตร  

ส่วนสารที่สามารถมองเห็นสีไดใ้นแสงธรรมชาติ จะสามารถดดูกลืนแสงขาว (white 
light) ได้(48) 

6.5 สารเคมีทีใ่ช้ในการเตรียมสารอนุพันธ ์(derivatization reagent) 

สารที่ไม่มีสีและไม่สามารถมองเห็นไดด้ว้ยรงัสี UV หรือการเรืองแสง สามารถท าให้
ตรวจวัด ได้โดยใช้  derivatization reagent ใช้ในการพ่ นหรือแช่ เพลต เพื่ อ เปลี่ ยนแปลง
องคป์ระกอบทางเคมีของสารใหเ้ป็นอนพุนัธท์ี่ตรวจวดัได ้

ตาราง 3 แนวทางการเลือกใช ้derivatization reagent (48) 

colour reagent chemical compounds colour 
dragendroff reagent alkaloids red-brown zone (vis) 
natural products- 
polyethylene glycol reagent 

flavonoids intense yellow, orange and green  
fluorescent zones in uv 366 nm 

vanillin sulphuric acid or 
anisaldehyde sulphuric acid 

bitter principle red-brown, yellow-brown, dark green 
zone (vis) 

saponin coloured zones (vis) 
essential oil blue, brown or red zones (vis) 

10 % ethanolic koh anthraquinones (emodin, rhein) red zones (vis), red fluorescence (uv 
366 nm) 

anthrones (aloin, cascarosides) yellow zones (vis), yellow fluorescence 
(uv 366 nm) 

coumarins, scopoletin, umbelliferone bright blue fluorescent zone (uv 366 
nm) 

ninhydrin reagent amino acids, peptides, amines and 
amino-sugars 

yellow, brown to pink and violet (vis) 

iodine indole, quinoline derivative, thiols and 
all organic compounds 

dark zone (uv 254) 
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7. เทคนิคพีซีอาร ์(polymerase chain reaction, PCR) 

ปฏิกิรยิาลกูโซ่พอลีเมอเรสหรือพีซีอาร ์(polymerase chain reaction, PCR) เป็นเทคนิค
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA) ให้ได้จ านวนมากภายในระยะเวลารวดเร็ว ไพรเมอรจ์ะสรา้ง 
ดีเอ็นเอสายใหม่ในบริเวณที่จ  าเพาะบนดีเอ็นเอต้นแบบ โดยใช้เอนไซม์ taq polymerase น า 
นิวคลีโอไทด์ที่ประกอบด้วยเบสทั้ง 4 ได้แก่ อะดีนีน (A) ไทมีน (T) ไซโตซีน (C) และกัวนีน (G) 
มาต่อเป็นเบสคู่สมกบัดีเอ็นเอตน้แบบในต าแหน่งที่ปลาย 3’ ของไพรเมอร ์จะสรา้งดีเอ็นเอสายใหม่
ในทิศทางจากปลาย 5’ ไป 3’(53) 

7.1 ขั้นตอนในการท า PCR 

7.1.1 ขั้นตอน denaturation เป็นการแยกดีเอ็นเอเกลียวคู่เป็นสายเด่ียวสองสาย 
ใชอ้ณุหภมูิประมาณ 90-97 องศาเซลเซียส  

7.1.2 ขัน้ตอน primer annealing ใชอ้ณุหภูมิประมาณ 50-60°C เพื่อใหไ้พรเมอรจ์บั
กบัดีเอ็นเอตน้แบบ บรเิวณที่มีล  าดบัเบสคู่สมกนั 

7.1.3 ขัน้ตอน primer extension จะใชเ้อนไซม ์taq polymerase สรา้งสายดีเอ็นเอ
สายใหม่ต่อที่ปลาย 3’ ของไพรเมอร ์ใชอ้ณุหภมูิประมาณ 72°C เป็นเวลา 2-5 นาท ี

ไพรเมอรจ์ะจับกับทั้งดีเอ็นเอตน้แบบและดีเอ็นเอสายที่สรา้งขึน้ใหม่ ท าใหจ้ านวน  
ดีเอ็นเอที่เพิ่มขึน้ในแต่ละรอบปฏิกิริยาจะเพิ่มเป็นสองเท่าอย่างต่อเนื่อง จนจ านวนเท่ากับ 2n 
(เมื่อ n คือจ านวนรอบของการท า PCR)(53) 

7.2 องคป์ระกอบในการท า PCR 

7.2.1 ดีเอ็นเอตน้แบบ (DNA template) 

7.2.2 ไพรเมอร ์(primer) 

ไพรเมอรจ์ะตอ้งมีเบสคู่สมกันในต าแหน่งปลาย 3’ และต าแหน่งปลาย 5’ ของ 
ดีเอ็นเอตน้แบบ โดยการจบัของไพรเมอรต่์อดีเอ็นเอเป้าหมายคือ forward primer จะจบัที่ปลาย 3’ 
ของดีเอ็นเอตน้แบบสายเดี่ยวสายหนึ่ง และ reverse primer จะจบัที่ปลาย 5’ ของดีเอ็นเอตน้แบบ
สายเดี่ยวอีกสายหนึ่ง ซึ่งไพรเมอรเ์ป็นโอลิโกนิวคลีโอไทด ์(oligonucleotides) ความยาวประมาณ 
20-24 bp ไพรเมอร์ที่ ดีจะมีองค์ประกอบของ G และ C อยู่ระหว่าง 40-60% และควรมี ค่า 
melting temperature (Tm) ของทัง้สองเสน้ใกลเ้คียงกนั ค านวณค่า Tm โดยประมาณไดจ้ากสตูร 
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Tm =  [4  x (G+C)] + [2  x (A+T)] โดย G, C, A และ T คือจ านวน เบสแต่ละชนิดในสาย 
โอลิโกนิวคลีโอไทด์(54, 55) 

7.2.3 เอนไซมดี์เอ็นเอโพลีเมอเรส (DNA polymerase) 

เอนไซมดี์เอ็นเอโพลีเมอเรสควรเลือกใชช้นิดที่ทนความรอ้นไดดี้ (thermostable 
DNA polymerase) เนื่องจากขัน้ตอนในการสงัเคราะหดี์เอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอารต์อ้งมีการท าให้ 
ดีเอ็นเอแยกเป็นสายเด่ียวด้วยความรอ้น เอนไซม์ที่ นิยมใช้คือ taq polymerase แยกได้จาก
แบคทีเรีย Thermus aquaticus ที่เจริญในน า้พุรอ้น สามารถทนความรอ้นไดท้ี่อณุหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส(56) 

7.2.4 ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไตรฟอสเฟต (deoxynucleotide triphosphate, 
dNTPs) 

dNTPs ประกอบดว้ย dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ซึ่งเป็นนิวคลีโอไทดข์อง
เบส 4 ชนิดคือ A, T, C, G ที่จะใชใ้นการสรา้งดีเอ็นเอสายใหม่ โดยจะเตรียมเป็นสารผสมที่มีความ
เขม้ขน้ในช่วง 20-200 µM(55) 

7.2.5 บฟัเฟอร ์(PCR buffer) 

โดยทั่ ว ไป  PCR buffer ประกอบด้วย  50 mM KCl และ  10 mM Tris-HCl, 
pH 8.3 ที่อุณหภูมิห้อง เตรียม buffer ความเข้มข้น 10 เท่าของที่ ใช้จริง (10X) ซึ่งจะต้องใช ้
1 ใน 10 ของปรมิาตรรวมในปฏิกิรยิา PCR เพื่อท าใหค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยเท่ากบั 1X(55) 

7.2.6 แมกนีเซียมคลอไรด ์(MgCl2) 

แมกนีเซียมคลอไรดใ์ชเ้ร่งปฏิกิริยาของเอนไซมดี์เอ็นเอโพลีเมอเรส ความเขม้ขน้
ของแมกนีเซียมคลอไรด์มีผลต่อการจับกันของไพรเมอรแ์ละดีเอ็นเอต้นแบบ และมีผลต่อการ
ท างานของเอนไซมด์ว้ย ถา้ความเขม้ขน้นอ้ยเกินไปจะท าใหก้ารจบัคู่ระหว่างไพรเมอรแ์ละดีเอ็นเอ
ตน้แบบเกิดขึน้นอ้ย ปฏิกิริยาจะไม่เกิดขึน้หรือเกิดไดไ้ม่ดี ถา้ความเขม้ขน้มากเกินไปจะท าใหก้าร
จบัคู่ระหว่างไพรเมอรแ์ละดีเอ็นเอตน้แบบมีความจ าเพาะนอ้ย ท าใหไ้ดผ้ลผลิตที่ไม่ใช่เป้าหมายที่
แทจ้ริงมากขึน้ ซึ่งความเขม้ขน้ของแมกนีเซียมคลอไรดท์ี่เหมาะสมส าหรบัใชใ้นปฏิกิริยาโดยทั่วไป 
คือ 1.5 mM(55) 
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7.3 เทคนิคอารเ์อฟแอลพี (restriction fragment length polymorphism, RFLP)  

เป็นเทคนิคที่อาศัยความแตกต่างของขนาดชิน้ดีเอ็นเอที่ตัดดว้ยเอนไซมต์ัดจ าเพาะ 
(restriction enzyme) โดยเมื่อใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิดหนึ่งตัดดีเอ็นเอของพืชชนิดหนึ่งจะได้ 
ชิน้ดีเอ็นเอที่มีขนาดและจ านวนคงที่เสมอ พืชต่างชนิดกันจะมีล าดับเบสที่แตกต่างกนั เมื่อน ามา
ตัดดว้ยเอนไซม์ตัดจ าเพาะชนิดเดียวกันจะได้ชิน้ดีเอ็นเอที่มีขนาดและจ านวนที่แตกต่างกัน (57) 
เมื่อตดัดีเอ็นเอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะจึงท าใหเ้ห็น polymorphism ของดีเอ็นเอ ขอ้จ ากดัของวิธีนี ้
คือตอ้งใชดี้เอ็นเอปริมาณมาก แกไ้ขขอ้จ ากัดนัน้ไดโ้ดยใชเ้ทคนิค PCR-RFLP มาช่วยในการเพิ่ม
ปรมิาณดีเอ็นเอ(58) 

7.4 PCR-RFLP (PCR – restriction fragment length polymorphism)  

เป็นวิธีที่ใช้หาความแตกต่างทางพันธุกรรม โดยอาศัยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
เป้าหมายแบบเฉพาะเจาะจงโดยใชป้ฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอเรส และตัดดว้ยเอนไซมต์ัดจ าเพาะ 
จากนัน้เปรียบเทียบชิน้ดีเอ็นเอที่ตดัดว้ยการท าเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (gel electrophoresis)(59) 

7.5 อิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis) 

ดีเอ็นเอที่เกิดจากปฏิกิรยิาพีซีอารใ์นหลอดทดลองจะไม่สามารถมองเห็นดว้ยตาเปล่า
ได ้ดงันัน้เพื่อตรวจหาดีเอ็นเอจะใชว้ิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส เป็นวิธีที่ใชแ้ยกโมเลกุลของสารที่มีประจโุดย
ใชก้ระแสไฟฟ้า เมื่อใส่สารที่มีประจุลงในตัวกลางในสนามไฟฟ้าที่เกิดจากขัว้ไฟฟ้า 2 ขัว้ โมเลกุล
ของสารที่มีประจุจะเคลื่อนเขา้หาประจตุรงขา้ม โดยโมเลกลุที่มีประจบุวกจะเคลื่อนไปที่ขัว้ลบ และ
โมเลกุลที่มีประจุลบจะเคลื่อนไปที่ขัว้บวก สารแต่ละชนิดจะสามารถแยกออกจากกนัได ้เนื่องจาก
โมเลกลุของสารต่างๆ จะมีความแตกต่างของประจ ุขนาด และรูปร่างโมเลกุล ท าใหค้วามสามารถ
ในการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าต่างกนั(54) 

7.6 เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (gel electrophoresis) 

อิเล็กโทรโฟรีซิสที่มีตัวกลางเป็นเจลนิยมใชใ้นการแยกกรดนิวคลีอิก เจลเกิดจาก
ปฏิกิรยิาพอลิเมอไรสเ์ซชนั (polymerization) แบบสายตรง (linear) และระหว่างสาย (cross-link) 
ท าให้เกิดสารประกอบพอลิเมอร์ซึ่งมีลักษณะเป็นร่างแหสามมิติที่มี รูพ รุน รูพรุนของเจล  
ต้องมีขนาดเหมาะสมกับขนาดของสารที่ ต้องการแยก ปัจจัยที่มีผลต่อการแยกด้วยวิ ธี  
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิสคือ ประจุ ขนาด และรูปร่างโมเลกุลของสาร ชนิดของบัฟเฟอร ์ความต่าง
ศกัยไ์ฟฟ้า และความเขม้ขน้ของตวักลาง(60, 61) 
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เจลที่นิยมใชใ้นการตรวจหาดีเอ็นเอ คือเจลพอลิอะครีลาไมด ์(polyacrylamide gel) 
และเจลอะกาโรส (agarose gel) โดยเจลพอลิอะครีลาไมด์จะมีประโยชน์ในการแยกชิน้ส่วน 
ดีเอ็นเอขนาดเล็ก (น้อยกว่า 300–500 คู่เบส) และใช้ส  าหรับงานที่ต้องการความละเอียดสูง 
สามารถจ าแนกชิน้ส่วนดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกต่างกนัแมเ้พียง 1 bp อีกทัง้ยงัท างานไดเ้ร็วกว่าและ 
ที่อุณหภูมิสูงกว่าเจลอะกาโรส แต่เจลพอลิอะครีลาไมด์เป็นสารพิษต่อระบบประสาทและ  
เป็นอันตราย ส่วนเจลอะกาโรสใชแ้ยกดีเอ็นเอที่มีขนาดโมเลกุลใหญ่ จะมีอ านาจจ าแนกต ่ากว่า 
เจลพอลิอะครีลาไมดแ์ต่มีช่วงการจ าแนกสูงกว่า การตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอจึงนิยมใช้ 
อะกาโรสเป็นตวักลาง(55, 61) 

7.7 เจลอะกาโรส (agarose gel) 

อิเล็กโทรโฟรีซิสที่ใช้เจลอะกาโรสเป็นตัวกลาง อะกาโรสเป็นโพลิเมอรท์ี่สกัดจาก
สาหรา่ยทะเล ซึ่งก่อตวัเป็นเจลไดโ้ดยใชบ้ฟัเฟอรแ์ละใหค้วามรอ้นจากนัน้ปลอ่ยใหเ้ย็นลง สามารถ
เตรียมไดง้่ายและรวดเร็ว นิยมใชใ้นการศึกษากรดนิวคลีอิก เนื่องจากเจลอะกาโรสไม่เป็นพิษ และ
ขนาดรูพรุนที่เกิดขึน้มีความสม ่าเสมอ ความเขม้ขน้ของอะกาโรสที่ใชข้ึน้อยู่กบัขนาดของชิน้ส่วน  
ดีเอ็นเอ ถ้าตอ้งการแยกชิน้ส่วนดีเอ็นเอขนาดใหญ่ควรใชอ้ะกาโรสที่มีความเขม้ข้นต ่า และถ้า
ตอ้งการแยกชิน้สว่นดีเอ็นเอขนาดเล็กควรใชอ้ะกาโรสที่มีความเขม้ขน้สงู การตรวจดดีูเอ็นเอใชส้าร
เรืองแสงที่สามารถแทรกอยู่ในเกลียวคู่ของดีเอ็นเอ เช่น เอธิเดียมโบรไมด ์เมื่อน าไปส่องภายใตแ้สง 
UV จะเกิดการเรืองแสง (fluorescence)(62) 

ตาราง 4 แนวทางการเลือกใชค้วามเขม้ขน้ของอะกาโรสตามขนาดของชิน้สว่นดีเอ็นเอ (62) 

ความเข้มข้นของอะกาโรส (%) ขนาดของชิน้ส่วนดีเอ็นเอ (bp) 
0.2 5000-40000 
0.4 5000-30000 
0.6 3000-10000 
0.8 1000-7000 
1 500-5000 

1.5 300-3000 
2 200-1500 
3 100-1000 
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7.8 การใส่ดีเอ็นเอลงในเจล 

เมื่อจะใสดี่เอ็นเอลงในเจล ตอ้งผสมดีเอ็นเอกบั loading dye ซึ่งประกอบดว้ยสารที่มี
ความหนาแน่นสูงและสารยอ้ม (dye) เพื่อไม่ให้ดีเอ็นเอฟุ้งกระจาย ท าให้สามารถติดตามการ
เคลื่อนที่ของดีเอ็นเอระหว่างการท าอิเล็กโทรโฟรีซิสได้(62) 

8. ยีนหรือดีเอ็นเอที่ใช้ในการระบุชนิดพืช 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) คือ ล าดับนิวคลีโอไทดช์่วงหนึ่งของดีเอ็นเอ ซึ่งการ
จดัเรียงตวัของล าดับนิวคลีโอไทดใ์นโมเลกุลของดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดแตกต่างกัน หรือ
เรียกว่าการเกิดโพลีมอรฟิ์ซึม (polymorphism) จึงสามารถใชเ้ครื่องหมายดีเอ็นเอในการจ าแนก
ความแตกต่างระหว่างพืชแต่ละชนิดไดแ้ละไม่มีอิทธิพลของสิ่งแวดลอ้มเขา้มาเก่ียวขอ้ง ในงานวิจยั
นีจ้ะใชล้  าดับนิวคลีโอไทดข์องยีน maturase K (matK) เป็น DNA marker ซึ่งเป็นยีนที่แทรกอยู่ใน
ส่วนอินทรอน ( intron) ของยีน  trnK ในพลาสติด (plastid) มีขนาดประมาณ 1,500 คู่ เบส 
เนื่องจากยีน matK มีความแปรผนัของล าดบันิวคลีโอไทดส์งูจึงใชจ้ าแนกชนิดพืชไดดี้(54, 63, 64) 

9. งานวิจัยทีเ่กี่ยวข้องกับการพิสูจนเ์อกลักษณบ์ัวบก พรมมิ และแว่นแก้ว 

9.1 การพิสูจนเ์อกลักษณด์้วยลักษณะเนือ้เย่ือภายใต้กล้องจุลทรรศน ์

9.1.1 จากการสืบคน้มีการศึกษาลกัษณะเนือ้เยื่อของบัวบกภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์
ดงันี ้

บัวบกพบ stomata type หลายแบบ มีขนแบบเซลลเ์ดียว และมีท่อล าเลียงน า้
หลายแบบ ดงัตาราง 5 และพบผลกึแคลเซียมออกซาเลต ดงัภาพประกอบ 15 (d)(65) 

ตาราง 5 เนือ้เยื่อภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนข์องบวับก 

ปากใบ (stomata type) ขน (trichome) ท่อล าเลียงน ้า 
(vessel and tracheid) 

anisotricytic, isotricytic, 
tetracytic และ anomocytic 
ดงัภาพประกอบ 14 (12 - 
13) 

ขนเซลลเ์ดียว (unicellular 
hair) ดงัภาพประกอบ 14 
(10, 11, 15) 

annular, helical และ pitted 
thickening ดงัภาพประกอบ 
14 (23 - 25)(66) 

anomocytic และ paracytic 
ดงัภาพประกอบ 15 (e, j) 

ขนเซลลเ์ดียว (unicellular 
hair) ดงัภาพประกอบ 15 
(a - c) 

tracheid แบบ spiral 
thickening ดงัภาพประกอบ 
15 (g)(65) 
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ภาพประกอบ 14 ลกัษณะเซลลข์องบวับกภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน ์
(10 - 11)uniseriate flagellate conial hairs of adaxial leaf lamina, (12 - 13) pieces of 

epidermal cells showing stomata, (14) pieces of costal cells, (15) bits of conical hairs, 
(16 - 17) pieces of leaf lamina showing epidermis and palisade parenchyma, (18) group 
of spongy parenchyma,(19) ground tissue showing sphaero - crystal, (20) collenchyma 
and parenchyma, (21) isolated sphaero – crystal, (22) ground tissue of rhizome showing 

starch grains, (23 – 25) pieces of tracheary elements (66) 

 

 

ภาพประกอบ 15 ลกัษณะเซลลข์องบวับกภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน ์
(a-c) trichomes, (d) calcium oxalate crystal, (e) anomocytic stomata, 

(f) spongy parenchyma with chloroplast, (g) tracheid with spiral thickening, 
(h) parenchyma cell,(j) paracytic stomata (65) 
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9.1.2 จากการสืบคน้มีการศึกษาลกัษณะเนือ้เยื่อของพรมมิภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์
ดงันี ้

พรมมิพบ  stomata type หลายแบบ มีขนแบบ glandular trichome และมี 
ท่อล าเลียงน า้หลายแบบ ดงัตาราง 6 และพบผลึกแคลเซียมดงัภาพประกอบ 18 (d)(67) ผลึกปริซึม
ดงัภาพประกอบ 20 (e)(68) 

ตาราง 6 เนือ้เยื่อภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนข์องพรมมิ 

ปากใบ (stomata type) ขน (trichome) ท่อล าเลียงน ้า (vessel) 
anomocytic ดงัภาพประกอบ 

17 (a, b, c) 
glandular trichome ดงั
ภาพประกอบ 16(69) และ 

17(67) (d, e, f) 

spiral xylem vessel ดงั
ภาพประกอบ 18 (e)(67) 

anomocytic ดงัภาพประกอบ 
19 (c) 

- scalariform vessel ดงั
ภาพประกอบ 19 (f)(70) 

anisocytic และ diacytic ดงั
ภาพประกอบ 20 (a, b) 

- annular vessel ดงั
ภาพประกอบ 20 (f)(68) 

 

ภาพประกอบ 16 ลกัษณะเซลลข์องพรมมิภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์แสดง glandular trichome (69) 



  26 

 

ภาพประกอบ 17 ลกัษณะเซลลข์องพรมมิภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์
(A) upper epidermal cells, (B) lower epidermal cells, (C) lower epidermal cells near 

midrib, (D) a portion of leaf showing vein islet patterns and glandular trichomes 
(E) arrangement of cells in glandular trichome (F) lateral view of glandular trichome. (67) 

 
ภาพประกอบ 18 ลกัษณะเซลลข์องพรมมิภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์

(A) starch granules, (B) a portion of sclerenchymatous cells, (C) series of oil globules, 
(D) calcium crystals, raphides and druses, (E) spirally appearing xylem vessels for water 

and mineral conduction, (F) calcium and magnesium deposits in the lining of wall, 
(G) starch and other grains, (H) upper view of trichome 

(I) a portion of stomata along with guard cells (67) 
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ภาพประกอบ 19 ลกัษณะเซลลข์องพรมมิภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์
(a) epidermis, (b) parenchyma with starch grains, (c) anomocytic stoma, 

(d) lignified fibers, (e) sieve tube, and (f) scalariform vessel (70) 

 

ภาพประกอบ 20 ลกัษณะเซลลข์องพรมมิภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์
(a) anisocytic stomata, (b) diacytic stomata, (c) lignified fibre, (d) oil globules, 

(e) prismatic crystals, (f) annular vessels from vascular bundle (68) 
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9.1.3 จากการสืบคน้มีการศกึษาลกัษณะเนือ้เยื่อของแว่นแกว้ภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน ์
ดงันี ้

แว่นแก้วพบ stomata type ดังภาพประกอบ 21 (b, c, d, g) พบ vessels ดัง
ภาพประกอบ 21 (i, j) และพบ wood fibres และ pericyclic fibres ดงัภาพประกอบ 21 (a, e)(33) 

 

ภาพประกอบ 21 ลกัษณะเซลลข์องแว่นแกว้ภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน ์
(a) wood fiber, (b) upper leaf epidermis, (c) lower leaf epidermis, (d) petiole epidermis, 

(e) pericyclic fibres, (f) tannin cells, (g) neural epidermis, (h) secretory ducts, 
(i-j) xylem vessels, (k) wood parenchyma, and (l) palisade cells (33) 

หมายเหตุ : X คือ ก าลังขยายของเลนสใ์กลต้าคูณกับก าลงัขยายของเลนสใ์กล้
วตัถ ุ

 

 

    a         b                c     d             e 

 

 

              f         g 

          h 

           l             

             i        j           k  
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จากการสืบค้นงานวิจัยที่เก่ียวขอ้งกับการศึกษาลักษณะเนือ้เยื่อภายใตก้ลอ้ง
จลุทรรศนพ์บว่าพรมมิมีลกัษณะพิเศษคือขนแบบ glandular trichome ขอบของปากใบมีลกัษณะ
หยัก พบผลึกแคลเซียมและผลึกปริซึม ส่วนบัวบกนั้นพบผลึกแคลเซียมออกซาเลต และในส่วน 
แว่นแกว้พบงานวิจยัที่เก่ียวขอ้งเพียง 1 งานวิจยั ซึ่งไม่มีการระบุลกัษณะพิเศษที่จะท าใหส้ามารถ
แยกออกจากบวับกและพรมมิได ้จึงควรท าการศึกษาลกัษณะเนือ้เยื่อพืชภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
เพื่อหาลกัษณะพิเศษของพืชแต่ละชนิดต่อไป 

9.2 การพิสูจนเ์อกลักษณด์้วยเทคนิค HPTLC 

มีการศึกษาวิจัยน าสมุนไพรบัวบก พรมมิ และแว่นแก้วมาวิเคราะห์ด้วย HPTLC 
จึงได้น ามาเสนอข้อมูลการใช้วัฏภาคคงที่ วัฏภาคเคลื่อนที่ ความยาวคลื่นที่ใชใ้นการตรวจวัด 
สารเคมีที่ใชใ้นการเตรียมสารอนพุนัธ ์ดงัตารางต่อไปนี ้ 

ตาราง 7 สภาวะการวิเคราะหส์ารสกดับวับกดว้ยเทคนิค HPTLC 

Stationary phase Mobile phase Detection 
wavelength 

Derivatization 
reagent 

silica gel 60F254 

aluminum sheets 

dichloromethane: methanol: 

water (14:6:1) 

254 nm, 

366 nm, 

white light 

anisaldehyde 

sulphuric acid(71) 

silica gel 60F254 

aluminum sheets 

toluene: ethyl acetate: methanol: 

glacial acetic acid (2:7:3:1) 

595 nm anisaldehyde 

sulphuric acid(72) 

silica gel 60F254 

aluminum sheets 

chloroform: glacial acetic acid 

methanol: water (5.5:3:0.5:0.4) 

254 nm, 

366 nm 

p-anisaldehyde 

reagent(73) 

silica gel 60F254 

aluminum sheets 

ethyl acetate: methanol: water 

(10:2.5:1) 

254 nm, 

366 nm, 

visible light 

5% aqueous 

H2SO4
(74) 

silica gel 60F254 

aluminum sheets 

n-butanol: ethyl acetate: water 

(4:1:5) 

600 nm -(10) 
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ตาราง 8 สภาวะการวิเคราะหส์ารสกดัพรมมิดว้ยเทคนิค HPTLC 

Stationary phase Mobile phase Detection 
wavelength 

Derivatization 
reagent 

silica gel 60F254 

aluminum sheets 

dichloromethane: methanol: water 

(14:6:1) 

254 nm, 

366 nm, 

white light 

anisaldehyde 

sulphuric acid(75) 

silica gel 60F254 

aluminum sheets 

chloroform: methanol: water 

(18: 9: 0.6) 

540 nm -(76) 

silica gel 60F254 

aluminum sheets 

dichloromethane: methanol: water 

(4.5: 1.0: 0.1) 

225 nm -(77) 

silica gel 60F254 

aluminum sheets 

butanol: acetic acid: water (4:1:5) 580 nm anisaldehyde-

sulfuric acid(23) 

silica gel 60F254 

aluminum sheets 

dichloromethane: methanol: 

water (4.5:1.0:0.1) 

254 nm, 

366 nm 

vanillin sulfuric 

acid(68) 

ตาราง 9 สภาวะการวิเคราะหส์ารสกดัแว่นแกว้ดว้ยเทคนิค HPTLC 

Stationary phase Mobile phase Detection 
wavelength 

Derivatization 
reagent 

silica gel 60F254 

aluminum sheets 

ไม่ระบ ุ 254 nm, 

366 nm 

p-anisaldehyde 

/sulfuric acid(33) 
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จากการสืบค้นมีงานวิจัย (71) ที่ วิเคราะห์บัวบกและพรมมิด้วยเทคนิค HPTLC 
เปรียบเทียบกนั โดยน าสมนุไพรบวับกและพรมมิมาสกัดโดยผสมตวัอย่างผง 1 กรมักบัเมทานอล 
10 มิลลิลิตร sonicate เป็นเวลา 10 นาทีและป่ันเหวี่ยงสารละลายดว้ย centrifuge และใชส้่วน
ลอย เห นื อ ต ะกอน เป็ นส ารล ะล ายทดสอบ ด้วย เท คนิ ค  high-performance thin-layer 
chromatographic (HPTLC)  โดยใช้ mobile phase เป็น dichloromethane, methanol, water 
อัตราส่วน 14:6:1 (v/v/v) ศึกษาภายใต้แสง UV ที่ความยาวคลื่น 254, 366 นาโนเมตร และ 
แสงขาว จากนั้นใช้ derivatization reagent เป็น anisaldehyde และให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 
100°C เป็นเวลา 3 นาที น ามาศึกษาภายใตแ้สง UV ที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร และภายใต้
แสงขาว โดยใช ้specific marker(s) เป็นสารเปรียบเทียบ ไดแ้ก่ madecassoside, asiaticoside, 
bacopaside I, bacopaside II, bacoside A3 , bacopasaponin C, bacopaside X, 
madecassic acid, asiatic acid แ ล ะ  bacosine เ มื่ อ ใ ช้  derivatization reagent เ ป็ น 
anisaldehyde ให้ความรอ้นที่อุณหภูมิ 100°C เป็นเวลา 3 นาที เพื่อเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบ
ทางเคมีของสารใหเ้ป็นอนุพนัธท์ี่ตรวจวดัได ้จากนัน้น ามาศึกษาภายใตแ้สงขาว ท าใหส้ามารถเห็น
แถบที่ชดัเจน พบว่า HPTLC profiles ของ Centella asiatica และ Bacopa monnieri มีแถบตรง
กับ specific marker(s) ต่างชนิดกัน แสดงว่าสภาวะการวิเคราะหท์ี่ใช้มีความเหมาะสมในการ
แยกบวับกออกจากพรมมิ 

9.3 การพิสูจนเ์อกลักษณด์้วยลายพิมพด์ีเอ็นเอ 

จากการสืบค้นขอ้มูลพบว่างานวิจัยที่เก่ียวข้องกับการสรา้งลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ
บวับก 3 รายการ(78-80) งานวิจยัที่เก่ียวขอ้งกบัการสรา้งลายพิมพดี์เอ็นเอของพรมมิ 4 รายการ(81-84) 
และงานวิจยัที่เก่ียวขอ้งกบัการสรา้งลายพิมพดี์เอ็นเอของแว่นแกว้ 1 รายการ(33) งานวิจยัเหล่านัน้
ใชล้ายพิมพดี์เอ็นเอในการวิเคราะหพ์ืชชนิดเดียวกนั แต่มาจากแหล่งปลกูหรือชนิดพนัธุ ์ (variety) 
ต่างกัน และเป็นการสรา้งลายพิมพ์ดีเอ็นเอโดยการวิเคราะห์สารพันธุกรรมทั้งหมด  (Whole 
genome) จึงมีโอกาสพบการเปลี่ยนแปลงหรือความผันแปรของล าดับเบสได้ง่าย  จึงสามารถ
จ าแนกพืชจากแหล่งต่าง ๆ หรือชนิดพันธุต่์าง ๆ ได ้แต่ในงานวิจัยนีจ้ะใชย้ีนใดยีนหนึ่งที่ไม่มีการ
เปลี่ยนแปลงล าดบันิวคลีโอไทด ์แมว้่าพืชนัน้ ๆ จะมาจากแหลง่ปลกูต่างกนัหรือต่างชนิดพนัธุ์ 
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จากการสืบคน้มีงานวิจัยที่ประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของบัวบกจาก
หลายแหล่ง พบว่าล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน matK ของบวับกทุกแหล่งเหมือนกนั(85) และจากการ
สืบค้นข้อมูลบัวบกในฐานข้อมูล GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) มี
รายงานล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน matK จ านวน 20 ขอ้มูล เมื่อท าการเปรียบเทียบล าดบัเบสโดย
ใชโ้ปรแกรม blastn พบว่ามีล  าดบัเบสที่เหมือนกนัมากกว่า 99% จ านวน 19 ขอ้มลู ขอ้มลูพรมมิใน
ฐานขอ้มูล GenBank มีรายงานล าดับนิวคลีโอไทดข์องยีน matK จ านวน 12 ขอ้มูล เมื่อท าการ
เปรียบเทียบล าดับเบสโดยใช้โปรแกรม blastn พบว่ามีล  าดับเบสที่เหมือนกันมากกว่า 99% 
จ านวน 11 ขอ้มูล ขอ้มูลแว่นแก้วในฐานขอ้มูล GenBank มีรายงานล าดับนิวคลีโอไทดข์องยีน 
matK จ านวน 4 ขอ้มูล เมื่อท าการเปรียบเทียบล าดับเบสโดยใชโ้ปรแกรม blastn พบว่ามีล  าดับ
เบสที่เหมือนกนั 100% จ านวน 4 ขอ้มลู 

เมื่อน าขอ้มูลล าดับนิวคลีโอไทดข์องยีน matK ของพืชทั้ง 3 ชนิดมาเปรียบเทียบกัน
ดว้ยโปรแกรม Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) พบว่ายีน matK มี
ค่าเปอรเ์ซ็นตค์วามเหมือน (% identity) ระหว่างบัวบกกับพรมมิ เท่ากับ 80.72 % ค่าเปอรเ์ซ็นต์
ความเหมือนระหว่างบวับกกับแว่นแกว้ เท่ากับ 81.53 % และค่าเปอรเ์ซ็นตค์วามเหมือนระหว่าง
พรมมิกบัแว่นแกว้ เท่ากบั 80.22 % แสดงว่ายีน matK น่าจะสามารถแยกความแตกต่างของพืชทัง้ 
3 ชนิดได ้
 

 

 

 

 

 

 



 

บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

1. อุปกรณ ์เคร่ืองมือ และสารเคม ี

1.1 สมุนไพรทีใ่ช้ในการศึกษา 

1) พืชต้นแบบ (authentic plants) ได้แก่ บัวบก พรมมิ และแว่นแก้ว ปลูกที่คณะ
เภสชัศาสตร ์มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ และไดจ้ดัเก็บตัวอย่างพืชแหง้ไวท้ี่ภาควิชาเภสชัเวท 
คณะเภสชัศาสตร ์มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ องครกัษ์ โดยมีหมายเลขส าหรบับวับก พรมมิ 
และแว่นแกว้ ดงันี ้WSCA01, WSBM01 และ WSHU01 ตามล าดบั 

2) ผลิตภัณฑส์มุนไพร เลือกผลิตภัณฑส์มุนไพรที่จ  าหน่ายทางอินเตอรเ์นต โดยใช้
ค าคน้ สมนุไพรบวับก และสมนุไพรพรมมิ คัดเลือกตวัอย่างที่ราคาไม่เกิน 100 บาท จากรา้นคา้ที่
น่าเชื่อถือ ไดต้วัอย่างจ านวน 8 ตวัอย่าง ดงันี ้ 

2.1) ผงสมนุไพรบวับกบรรจแุคปซูล (ปราจีนบรุี ประเทศไทย) 

2.2) ผงสมนุไพรบวับกบรรจแุคปซูล (ปราจีนบรุี ประเทศไทย) 

2.3) ชาสมนุไพรบวับก บรรจซุอง (ประเทศไทย) 

2.4) ชาสมนุไพรบวับก บรรจซุอง (นครปฐม ประเทศไทย) 

2.5) ชาสมนุไพรบวับก บรรจซุอง (ปราจีนบรุี ประเทศไทย) 

2.6) ผงสมนุไพรบวับกส าหรบัแบ่งบรรจ ุ(กรุงเทพฯ ประเทศไทย) 

2.7) ชาสมนุไพรพรมมิ (ศรีสะเกษ ประเทศไทย) 

2.8) ตน้แหง้พรมมิ (ประเทศไทย) 

1.2 อุปกรณแ์ละเคร่ืองมือ 
ส าหรับการศึกษาลักษณะเซลล ์

1) กลอ้งจลุทรรศน ์พรอ้มชดุถ่ายภาพ (Nikon eclipse, E200, Japan) 

2) กระจกสไลด ์และ cover slip 
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ส าหรับการศึกษาลายพิมพส์ารเคมี 

1) TLC sampler (CAMAG, Linomat 5, Switzerland) 

2) automatic developing chamber (CAMAG, ADC 2, Switzerland) 

3) derivatizer (CAMAG, Switzerland) 

4) TLC plate heater (CAMAG 3, Switzerland) 

5) TLC visualizer (CAMAG 2, Switzerland) 

6) twin trough chamber (CAMAG, Switzerland) 

7) HPTLC silica gel 60 F254 plates (Merck, Germany) 

8) เครื่องชั่งทศนิยม 6 ต าแหน่ง (Mettler Toledo, XPR26, Switzerland) 

9) บีกเกอร ์(Duran, Germany) 

10) ปิเปต (HBG, Germany) 

11) กระดาษกรอง (Whatman, England) 
ส าหรับการศึกษาลายพิมพด์ีเอ็นเอ 

1) เครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง (Mettler Toledo, ML204, Switzerland) 

2) micropipettes (Biohit, Proline, Finland) 

3) micropipettes (NICHIRYO, Nichipet EX, Japan) 

4) microwave oven (Turbora, TRX-4314) 

5) centrifuge (Hettich Zentrifugen, Universal 32 R, Germany) 

6) FastPrep-24™ Classic bead beating grinder and lysis system (MP 
Biomedicals, USA) 

7) electrophoresis system (Advance, Mupid®-exu, Japan) 

8) dry bath incubator (Major Science, cool-hotter, Taiwan) 

9) vortex mixer (witeg Wisd, Germany) 

10) PCR thermocycler (Biometra, T-Gradient, Germany) 
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11) ImageQuant LAS 4000 mini (GE Healthcare, Sweden) 

12) ขวดแกว้ 250 mL (Duran, Germany) 

13) เม็ด bead 

14) pipette tips  

15) paraffin film 

16) 1.5 ml microcentrifuge tube 

17) 2 ml collection tube 

1.3 สารเคมี 
ส าหรับการศึกษาลักษณะเซลล ์

1) chloral hydrate 

2) glycerin water 
ส าหรับการศึกษาลายพิมพส์ารเคมี 

1) สารมาตรฐาน asiaticoside (Lot No. 17606, PhytoLab, Germany) 

2) สารมาตรฐาน bacoside A3 (Lot No. CFS202201, ChemFaces, China) 

3) ส า ร ม า ต ร ฐ า น  quercetin dihydrate (Lot No. 0 0 G706, European 
Pharmacopoeia Reference Standard, France) 

4) methanol 

5) ethanol 

6) dichloromethane 

7) p-anisaldehyde 
ส าหรับการศึกษาลายพิมพด์ีเอ็นเอ 

1) agarose (GeneMate, USA) 

2) TAE buffer (Invitrogen, USA) 

3) SYBR Safe DNA gel stain 10,000X concentrate in DMSO (Invitrogen, 
USA) 
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4) gel loading dry purple (6X) (BioLabs, England) 

5) genomic DNA mini kit (plant) (Geneaid, Taiwan) 

6) AccuStartTM II GelTrackTM PCR SuperMix (2X) (Quantabio, Germany) 

7) universal DNA purification kit (Tiangen, China) 

8) 10X rCutSmart™ buffer (New England Biolabs, England) 

9) DNA marker 100 bp DNA ladder (Invitrogen, USA) 

10) forward primer และ reverse primer (Eurofins Scientific, Luxembourg) 

11) เอนไซมต์ดัจ าเพาะ (BamH1, Sph1 และ BspD1) (New England Biolabs, 
England) 

2. วิธีด าเนินงานวิจัย 

2.1 การศึกษาลักษณะเซลลพ์ืชของบัวบก พรมมิ และแว่นแก้วด้วยกล้อง
จุลทรรศน ์

2.1.1 วิธีการเตรียมสไลดแ์บบลอกผิวใบ 

1) น าใบมาแช่ใน chloral hydrate 

2) หยิบใบมาวางบนสไลด ์และหยด glycerin water 1-2 หยด  

3) ปิดดว้ย cover slip แลว้ซบัน า้ยาที่ลน้ออกมา ดว้ยกระดาษทิชช ู

2.1.2 วิธีการเตรียมสไลดแ์บบผงจากสว่นเหนือดิน 

1) น าผงสมนุไพรตกัไวบ้นสไลดท์ี่เตรียมไว ้

2) หยด chloral hydrate ลงบนสไลด ์1-2 หยด 

3) น าไปองักบัเปลวไฟ และใชเ้ข็มเขี่ย 

4) หยด glycerine water 1-2 หยด 

5) ปิดดว้ย cover slip แลว้ซบัน า้ยาที่ลน้ออกมา ดว้ยกระดาษทิชชู 

2.1.3 ถ่ายภาพดว้ยชดุถ่ายภาพจากกลอ้งจลุทรรศน ์

2.1.4 วาดภาพจากรูปที่ถ่ายได ้
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2.2 การศึกษาลายพิมพส์ารเคมีของบัวบกออกจากพรมมิและแว่นแก้ว  

โดยใช้เทคนิค high-performance thin-layer chromatography (HPTLC) 

2.2.1 การเตรียมสารมาตรฐาน 

1) ชั่ง asiaticoside 1 มิลลิกรมั ลงในหลอดที่มีฝาปิด เติมเมทานอล 1 มิลลิลิตร 

2) ชั่ง bacoside A3 1 มิลลิกรมั ลงในหลอดที่มีฝาปิด เติมเมทานอล 1 มิลลิลิตร 

3) ชั่ ง quercetin dihydrate 1 มิลลิกรัม ลงในหลอดที่มีฝาปิด เติมเมทานอล 
1 มิลลิลิตร 

4) น าทัง้ 3 หลอดมา sonicate เป็นเวลา 10 นาท ี

2.2.2 การเตรียมตวัอย่าง 

เก็บตัวอย่างพืชสดทั้ง 3 ชนิด คือบัวบก พรมมิ  และแว่นแก้ว จากคณะ 
เภสชัศาสตร ์มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ มาเตรียมโดยน ามาอบที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ป่ันดว้ยโถป่ันและน ามาชั่ง 1 กรมั เติมเมทานอล 10 มิลลิลิตร sonicate เป็น
เวลา 10 นาที และป่ันเหวี่ยงสารละลายด้วย centrifuge และใช้ส่วนลอยเหนือตะกอนเป็น
สารละลายทดสอบ 

การเตรียมตัวอย่างจากผลิตภัณฑส์มุนไพร ท าไดโ้ดยน าตัวอย่างสมุนไพรมาชั่ง  
1 กรมั เติมเมทานอล 10 มิลลิลิตร sonicate เป็นเวลา 10 นาที และป่ันเหวี่ยงสารละลายด้วย 
centrifuge และใชส้ว่นลอยเหนือตะกอนเป็นสารละลายทดสอบ 

2.2.3 การวิเคราะหห์าระบบวัฏภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสมในการจ าแนกบัวบกออก
จากพรมมิและแว่นแกว้ดว้ยเทคนิค HPTLC 

ฉีดพ่นสารมาตรฐานและสารสกดัจากสมนุไพรทัง้ 3 ชนิด ปรมิาตร 10 ไมโครลิตร 
บน HPTLC plates silica gel 60 F254 ด้วยเครื่อง TLC sampler และน าแผ่นมา developing 
ด้วยเครื่อง auto developing chamber เป็นระยะทาง 9 เซนติเมตร โดยใช้ mobile phase 
dichloromethane: methanol: water ปรับอัตราส่วนเป็น 14:6:1, 15:5:1 และ  17:3:1 (v/v/v) 
จากนัน้น าแผ่นมาพ่นดว้ย p-anisaldehyde และใหค้วามรอ้นที่อุณหภูมิ 100°C เป็นเวลา 3 นาที 
แล้วน ามาถ่ายรูปด้วยเครื่อง TLC visualizer ซึ่งกระบวนการทั้งหมดควบคุมโดยโปรแกรม 
visionCATS 
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2.3 การศึกษาลายพิมพด์ีเอ็นเอของบัวบก พรมมิ และแว่นแก้ว 

2.3.1 การสกดั DNA จาก authentic plant และผลิตภณัฑส์มนุไพร 

วิธีสกดัเป็นไปตามวิธีของชดุ genomic DNA mini kit (plant) ดงันี ้

ขัน้ตอนที่ 1 tissue dissociation 
น าใบพืชสด/ผลิตภัณฑ์สมุนไพรมาใส่ลงใน  1.5 ml microcentrifuge tube 

พรอ้มเม็ด bead ปิเปต GP1 buffer 400 ไมโครลิตร ลงในหลอด และผสมใหเ้ขา้กันดว้ย vortex 
บดโดยใชเ้ครื่อง FastPrep-24™ ความเร็วรอบ 4.0 เมตรต่อวินาที เป็นเวลา 10 วินาที บ่มโดยใช้
เครื่อง cool-hotter dry bath incubator ที่ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที กลบัหลอดไป-มา
ทกุ ๆ 5 นาท ี

ขัน้ตอนที่ 2 lysis 
ปิเปต GP2 buffer 100 ไมโครลิตรลงในตัวอย่าง ผสมใหเ้ขา้กันดว้ย vortex 

น าไป incubate on ice เป็นเวลา 3 นาที น ามา centrifuge อัตราเร็ว 12,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 
1 นาที น ามากรองโดยเทสารละลายลงใน filter column ที่อยู่ใน 2 ml collection tube จากนั้น 
centrifuge เป็นเวลา 1 นาที ทิ ้ง filter column เทสารละลายจาก 2 ml collection tube ลงใน 
1.5 ml microcentrifuge tube ใหม่ 

ขัน้ตอนที่ 3 DNA binding 
ปิเปต GP3 buffer ปริมาตร 3 เท่าของปริมาตรสารละลาย ผสมให้เข้ากัน

ดว้ย vortex ทนัที เป็นเวลา 5 วินาที ปิเปตสารละลายปริมาตร 700 ไมโครลิตรลงใน GD column 
ที่ อยู่ ใน  2 ml collection tube จากนั้น  centrifuge เป็นเวลา 2 นาที  เทสารละลายใน 2 ml 
collection tube ทิ ้ง ปิเปตสารละลายที่ เหลือลงใน GD column centrifuge เป็นเวลา 2 นาที 
เทสารละลายใน 2 ml collection tube ทิง้ 

ขัน้ตอนที่ 4 wash 
ปิเปต W1 buffer 400 ไมโครลิตรลงใน GD column และ centrifuge เป็น

เวลา 1 นาที เทสารละลายใน 2 ml collection tube ทิง้ ปิเปต wash buffer 600 ไมโครลิตรลงใน 
GD column และ centrifuge เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายใน 2 ml collection tube ทิง้ จากนัน้ 
centrifuge เป็นเวลา 3 นาท ี
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ขัน้ตอนที่ 5 DNA elution 
น า GD column ย้ายมาใส่ใน 1.5 ml microcentrifuge tube ใหม่  ปิ เปต 

elution buffer ที่ ให้ความร้อนที่  60 องศาเซลเซียสไว้ 100 ไมโครลิตร ลงตรงกลางของ GD 
column ตัง้ทิง้ไว ้3-5 นาที จากนัน้ centrifuge เป็นเวลา 1 นาท ี

2.3.2 การท า polymerase chain reaction (PCR)  

การท า PCR เป็นไปตามวิธีของชดุ AccuStart™ II GelTrack™ PCR SuperMix 
(2X) ดงันี ้

จากการเปรียบเทียบตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทดข์องสมนุไพรทัง้ 3 ชนิด 

การสงัเคราะหดี์เอ็นเอใชย้ีน matK เป็น DNA template และใช ้

forward primer CENMATKS 5’-TATGTGAATACGAATCCATCTTCGTC-3’ 
และ reverse primer CENMATKR 5’-TTACAAAATTTCGCTTTAGCCAATGA-3’ 

ขั้น ตอนการท า  PCR ส าห รับ  1 reaction คื อ  ปิ เปตน ้า  38 ไม โค รลิ ต ร , 
AccuStart™ II GelTrack™ PCR SuperMix (2X) 50 ไมโครลิตร, forward primer 4 ไมโครลิตร 
และ reverse primer 4 ไมโครลิตร ลงใน tube ผสมใหเ้ขา้กัน centrifuge 20 วินาที ปิเปตดีเอ็นเอ 
4 ไมโครลิตร ลงไปใน tube ผสมใหเ้ขา้กนั และ centrifuge 20 วินาที 

น า tube มาใสใ่นเครื่อง PCR thermocycler ตัง้ค่าอณุหภมูิและเวลา ดงันี ้
- initial DNA denaturation  94°C, 3 นาท ี
- DNA denaturation  94°C, 30 วินาที 
- primer annealing   50°C, 30 วินาที   30 รอบ 
- primer extension   72°C, 1 นาท ี
- final primer extension  72°C, 3 นาท ี

2.3.3 การท า PCR product ใหบ้รสิทุธิ์ 

การท า  PCR product ให้บ ริสุ ท ธิ์ เป็ น ไปตาม วิ ธี ของชุ ด  universal DNA 
purification kit ดงันี ้

1) ปิ เปต buffer BL 500 ไมโครลิตรลงใน spin column CB2 ที่ อยู่ ใน  2 ml 
collection tube น าไป centrifuge เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายใน 2 ml collection tube ทิง้ 
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2) ปิเปต PCR product และ buffer PC ในปริมาตรเท่า ๆ กัน ผสมให้เข้ากัน 
ปิเปตสารละลายดังกล่าวลงใน spin column CB2 ตั้งทิง้ไว ้2 นาที น าไป centrifuge เป็นเวลา 
1 นาที เทสารละลายใน 2 ml collection tube ทิง้ 

3) ปิเปต buffer PW 600 ไมโครลิตร ลงใน spin column CB2 น าไป centrifuge 
เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายใน 2 ml collection tube ทิง้ ท าซ า้อีก 1 ครัง้ จากนั้น centrifuge 
เป็นเวลา 2 นาที น า 2 ml collection tube ทิง้ 

4) น า spin column CB2 มาใส่ใน 1.5 ml microcentrifuge tube ปิเปต buffer 
EB 50 ไมโครลิตรลงตรงกลางของ spin column CB2 ตั้งทิ ้งไว้ 2 นาที  centrifuge เป็นเวลา 
2 นาที  น า  spin column CB2 ทิ ้ง  และน าสารละลายใน 1.5 ml microcentrifuge tube มา
ตรวจสอบดว้ยวิธี agarose gel electrophoresis 

2.3.4 การตรวจสอบคุณภาพของ DNA ที่สกัดไดแ้ละการตรวจสอบ PCR product 
ดว้ยวิธี agarose gel electrophoresis 

1) เตรียม 1.2% agarose gel โดยชั่งผงวุน้ agarose 0.30 กรมั ใส่ในขวดเตรียม 
agarose gel เติมสารละลาย 1X TAE buffer 25 มิลลิลิตร ส าหรบัตรวจสอบคณุภาพของดีเอ็นเอ
ที่สกดัไดแ้ละ PCR product  

2) เตรียม 2.5% agarose gel โดยชั่ งผงวุ้น  agarose 0.625 กรัม ใส่ในขวด
เตรียม agarose gel เติมสารละลาย 1X TAE buffer 25 มิลลิลิตร ส าหรบัตรวจสอบคุณภาพของ 
ดีเอ็นเอที่ตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ  

3) ใหค้วามรอ้นโดยใช ้microwave จนกระทั่งสารละลายใสเป็นเนือ้เดียวกนั เมื่อ
สารละลายเย็นลงจนมีอุณหภูมิประมาณ 60°C เติม SYBR Safe DNA gel stain 0.1 µL จากนั้น
เท agarose gel ลงในถาดเตรียมเจล แลว้ทิง้ไวใ้หเ้จลแข็งตวัที่อณุหภมูิหอ้ง 

4) วางถาดเจลที่ เตรียมไว้ลงในเครื่อง mupid-exu electrophoresis system 
แลว้เติมสารละลาย 1X TBE buffer ใหท้่วมเจลพอดี 

5) น าตัวอย่างดี เอ็น เอและ PCR product ที่ ต้องการตรวจสอบปริมาตร 
4 ไมโครลิตร ผสมกบั loading dye 1 ไมโครลิตร แลว้ปิเปตลงในหลมุเจลจนครบทกุตวัอย่าง 

6) ปิเปต DNA marker (100 bp DNA ladder) 5 ไมโครลิตรลงในหลมุ 
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7) เปิดเครื่อง mupid-exu electrophoresis system โดยการปรบัการท างานที่ 
100 โวลตเ์ป็นเวลา 20 นาท ี

8) น า agarose gel มาถ่ายภาพภายใตร้งัสี UV โดยใชเ้ครื่อง ImageQuant LAS 
4000 mini 

2.3.5 การจ าแนกพืชทัง้ 3 ชนิดดว้ย PCR-RFLP 

1) ตรวจสอบยืนยันล าดับเบสของพืชทัง้ 3 ชนิด โดยการท า DNA sequencing 
(สง่วิเคราะหท์ี่บรษิัท macrogen) 

2) ตรวจสอบความถกูตอ้ง โดยใชโ้ปรแกรม blastn 

3) เลือกเอนไซมต์ัดจ าเพาะโดยวิเคราะหห์าเอนไซมท์ี่จ  าเพาะในพืชแต่ละชนิด 
โดยใชโ้ปรแกรม webcutter 

4) ตัดดีเอ็นเอที่ เลือกไว้ของพืชต้นแบบและผลิตภัณฑ์สมุนไพรด้วยเอนไซม์ 
ตัดจ าเพาะ (BamH1, Sph1 และ BspD1) โดยใช ้10X rCutSmart™ buffer ในการเกิดปฏิกิริยา 
บ่มที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
 

 

 

 

 



 

บทที ่4 
ผลการด าเนินงานวิจัย 

1. ลักษณะตัวอย่างของบัวบก พรมมิ แว่นแก้วและผลิตภัณฑส์มุนไพร 

ต ารายามาตรฐานสมุนไพรไทยก าหนดให้ใช้ส่วนเหนือดินของบัวบกในการผลิต
ผลิตภัณฑ์สมุนไพร บัวบกมีใบเด่ียวก้านใบยาว ใบรูปกลม (orbicular) หรือรูปไต (reniform) 
ขอบใบหยกั ผิวเรียบ ส่วนพรมมิและแว่นแกว้ไม่ไดถู้กก าหนดไวใ้นต ารายามาตรฐานสมนุไพรไทย 
พรมมิมีใบเด่ียวขนาดเล็กมีความมันเงาเรียงตรงขา้มกันบนล าตน้ ขอบใบเรียบมน แว่นแกว้มีใบ
เด่ียวรูปกลม ผิวเรียบ ขอบใบหยัก ก้านใบทรงกระบอกยาวเรียวติดกับตัวใบที่บริเวณกลางใบ  
ลกัษณะทางกายภาพของตวัอย่างบวับก พรมมิ และแว่นแกว้ (authentic plants) ดงัภาพประกอบ 
22 

   
ภาพประกอบ 22 แสดงตวัอย่างสมนุไพร (authentic plants) ไดแ้ก่ (a) บวับก (b) พรมมิ 

และ (c) แว่นแกว้ 

ผลิตภัณฑส์มุนไพรที่ใชใ้นการศึกษา ไดจ้ากการคัดเลือกผลิตภัณฑส์มุนไพรที่จ  าหน่าย
ทางอินเตอรเ์นต โดยใชค้ าคน้ สมุนไพรบวับก และสมุนไพรพรมมิ คดัเลือกตัวอย่างที่ราคาไม่เกิน 
100 บาท จากรา้นค้าที่น่าเชื่อถือ ส าหรบัผลิตภัณฑ์สมุนไพรพรมมิที่มีจ าหน่าย ส่วนใหญ่เป็น  
สารสกัด จึงไม่ไดน้ ามาศึกษา ไดต้ัวอย่างจ านวน 8 ตัวอย่าง ดังนี ้ผงสมุนไพรบวับกบรรจุแคปซูล 
จ านวน 2 ตัวอย่าง (ก าหนดให้เป็นตัวอย่างหมายเลข 1 และ 2) ชาสมุนไพรบัวบกบรรจุซอง 
จ านวน 3 ตัวอย่าง (ก าหนดใหเ้ป็นตัวอย่างหมายเลข 3, 4 และ 5) ผงสมุนไพรบวับกส าหรบัแบ่ง
บรรจุ จ านวน 1 ตัวอย่าง (ก าหนดให้เป็นตัวอย่างหมายเลข 6) ชาสมุนไพรพรมมิ จ านวน 1 
ตัวอย่าง (ก าหนดใหเ้ป็นตัวอย่างหมายเลข 7) และตน้แหง้พรมมิ จ านวน 1 ตัวอย่าง (ก าหนดให้
เป็นตัวอย่างหมายเลข 8) ทุกตัวอย่างมีฉลากระบุชื่อสมุนไพรชัดเจน ยกเวน้ตัวอย่างหมายเลข 3 

(a) (b) (c) 
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เมื่อได้รับผลิตภัณฑ์พบว่าไม่มีฉลาก ลักษณะทางกายภาพของตัวอย่างผลิตภัณฑ์สมุนไพร 
ภาพประกอบ 23 

   

   

  
ภาพประกอบ 23 แสดงตวัอย่างผลิตภณัฑส์มนุไพร ไดแ้ก่ (a, b) ตวัอย่างหมายเลข 1 และ 2 
ผงสมนุไพรบวับกบรรจแุคปซูล (c, d, e) ตวัอย่างหมายเลข 3, 4 และ 5 ชาสมนุไพรบวับกบรรจุ
ซอง (f) ตวัอย่างหมายเลข 6 ผงสมนุไพรบวับกส าหรบัแบ่งบรรจุ (g) ตวัอย่างหมายเลข 7 

ชาสมนุไพรพรมมิ และ (h) ตวัอย่างหมายเลข 8 ตน้แหง้พรมมิ  

 

(a) (b) (c) 

(d) (e) (f) 

(g) (h) 
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2. ผลการศึกษาลักษณะเซลลพ์ืชของบัวบก พรมมิ แว่นแก้วและผลิตภัณฑส์มุนไพร 

ด้วยกล้องจุลทรรศน ์

ศึกษาลักษณะเซลลพ์ืชของบัวบก พรมมิ และแว่นแก้วด้วยกลอ้งจุลทรรศน์ ไดผ้ลดัง
ตาราง 10 

ตาราง 10 แสดงลกัษณะเนือ้เยื่อของบวับก พรมมิ และแว่นแกว้ภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน ์

 บัวบก พรมมิ แว่นแก้ว 
ปากใบ 

(stomata type) 

 
 

 (400X) 
anomocytic stomata 

 (400X) 
anomocytic stomata 

 (400X) 
paracytic stomata 

ขน (trichome) 

 

 
(400X) 

unicellular trichome 
 (400X) 

glandular trichome 

 
(400X) 

unicellular trichome 
ท่อล าเลียงน ้า 

(vessel) 

 (400X) 
spiral vessel 

 (400X) 
spiral vessel  (400X) 

spiral vessel 
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ตาราง 10 (ต่อ) 

เส้นใย (fibers) 

 (400X) 
 (100X) 

 (400X) 

epidermis 
(บริเวณก้าน

ใบ) 
 

 
(400X) 

 

 
(400X) 

 

 
(400X) 

ผลึก (crystals) 
พบที ่

epidermis 
บริเวณแผ่นใบ  

 
(400X) 

 

 
(400X) 

 

 
(400X) 

หมายเหต ุเครื่องหมายขีดในรูปแสดงถึง scale ขนาด 0.01 มิลลิเมตร 
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เมื่อน าใบบวับกมาลอกผิวใบ จะพบ epidermis โดยพบปากใบ (stomata) ซึ่งปากใบจะ
ประกอบดว้ย guard cell, subsidiary cell และ epidermal cell ที่มีเซลลล์อ้มรอบปากใบจ านวน
ตั้งแต่ 3 เซลล์ขึน้ไป ซึ่งไม่ได้เรียงตัวอย่างมีลักษณะเฉพาะ (anomocytic stomata) ลักษณะ
เนือ้เยื่อของบวับกเมื่อบดเป็นผง จะพบ epidermis พบปากใบ และพบขน (trichome) ที่เป็นเซลล ์
1 เซลล ์(unicellular trichome) พบท่อล าเลียงน า้มีลกัษณะเป็นเกลียว (spiral vessel) พบเสน้ใย 
(fibers) ซึ่งมีลักษณะเป็นกลุ่มเซลลย์าวเรียวแหลม  และพบผลึก (crystals) ที่คล้ายกับ rosette 
aggregate crystals ที่มีรายงานไวใ้น THP ว่าพบในบวับก 

เมื่อลอกผิวใบของพรมมิ จะพบ epidermis โดยพบปากใบที่มีเซลลล์้อมรอบปากใบ
จ านวนตั้งแต่ 3 เซลลข์ึน้ไป ซึ่งไม่ไดเ้รียงตัวอย่างมีลักษณะเฉพาะ (anomocytic stomata) และ
ขอบปากใบมีลกัษณะหยกั ลกัษณะเนือ้เยื่อของพรมมิเมื่อบดเป็นผง จะพบ epidermis พบปากใบ 
และพบขนชนิดมีต่อม (glandular trichome) พบท่อล าเลียงน ้ามีลักษณะเป็นเกลียว (spiral 
vessel) พบเสน้ใย (fibers) ซึ่งมีลกัษณะเป็นกลุม่เซลลย์าวเรียวแหลม และพบผลกึ (crystals) 

เมื่อน าใบแว่นแก้วมาลอกผิวใบ จะพบ epidermis โดยพบปากใบที่มีเซลล์ล้อมรอบ 
ปากใบจ านวน 2 เซลลข์นานกบัปากใบ (paracytic stomata) ลกัษณะเนือ้เยื่อของแว่นแกว้เมื่อบด
เป็นผง จะพบ epidermis พบปากใบ และพบขนที่ เป็นเซลล์ 1 เซลล์ (unicellular trichome) 
พบท่อล าเลียงน า้มีลกัษณะเป็นเกลียว (spiral vessel) พบเสน้ใย (fibers) ซึ่งมีลกัษณะเป็นกลุ่ม
เซลลย์าวเรียวแหลม และพบผลกึ (crystals) 

จากตาราง 10 พบว่าพรมมิมีลักษณะเนือ้เยื่อที่แตกต่างจากบัวบกและแว่นแก้วอย่าง
ชัดเจน เนื่องจาก epidermal cell ของพรมมิมีลักษณะหยัก อีกทั้งพรมมิมีขนแบบ glandular 
trichome แต่บัวบกและแว่นแก้วพบว่ามีขนแบบเซลล์เดียว ในส่วนที่แตกต่างของบัวบกและ 
แว่นแก้วที่พบคือ บัวบกพบ stomata type แบบ anomocytic ส่วนแว่นแก้วพบ stomata type 
แบบ paracytic แต่จากการทบทวนวรรณกรรมบัวบกมีการพบ stomata type หลายแบบ โดยมี
แบบ paracytic ดว้ย จากการศึกษาลกัษณะเนือ้เยื่อภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนข์องบวับก พรมมิ และ
แว่นแกว้ สามารถจ าแนกพรมมิออกจากบวับกและแว่นแกว้ได ้แต่ยงัไม่สามารถจ าแนกบวับกและ
แว่นแกว้ออกจากกนัได ้
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3. การศึกษาลายพิมพส์ารเคมีของบัวบก พรมมิ แว่นแก้วและผลิตภัณฑส์มุนไพร 

โดยใช้เทคนิค high-performance thin-layer chromatography (HPTLC) 

3.1 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมของวัฏภาคเคล่ือนที ่

เมื่อน าสมุนไพรบัวบก พรมมิ แว่นแก้ว มาสกัดโดยผสมตัวอย่างผง 1 กรัมกับ 
เมทานอล 10 มิลลิลิตร sonicate เป็นเวลา 10 นาทีและป่ันเหวี่ยงสารละลายดว้ย centrifuge และ
ใช้ส่วนลอยเหนือตะกอนเป็นสารละลายทดสอบด้วยเทคนิค high-performance thin-layer 
chromatography (HPTLC) โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ เป็น dichloromethane: methanol: water 
จากนัน้ใช ้derivatization reagent เป็น p-anisaldehyde และใหค้วามรอ้นที่อณุหภูมิ 100°C เป็น
เวลา 3 นาที น ามาศึกษาภายใต้แสง UV ที่ความยาวคลื่น 254, 366 นาโนเมตร และแสงขาว 
โดยใช ้specific marker(s) เป็นสารเปรียบเทียบ ไดแ้ก่ asiaticoside ส  าหรบับวับก, bacoside A3 
ส  าหรบัพรมมิ และ quercetin dihydrate ส  าหรบัแว่นแกว้ 

ศึกษาอัตราส่วนของวฏัภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสม กล่าวคือหาความมีขัว้ของวัฏภาค
เคลื่อนที่ที่เหมาะสม โดยลดความมีขั้วของวัฏภาคเคลื่อนที่จากอัตราส่วน 14:6:1 เป็น 15:5:1, 
17:3:1, 16:4:1 และ 16:5:1 (v/v/v) ดงัตาราง 11 
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ตาราง 11 แสดง HPTLC profiles โดย spot เรียงจากซา้ยไปขวา: asiaticoside, บวับก, 
bacoside A3, พรมมิ, quercetin dihydrate และแว่นแกว้ ตามล าดบั 

อัตราส่วน 

วัฏภาค
เคลื่อนที ่

ศึกษาภายใต้แสงขาว ศึกษาภายใต้แสง UV ที่
ความยาวคลื่น 254 นาโน

เมตร 

ศึกษาภายใต้แสง UV ที่
ความยาวคลื่น 366 นาโน

เมตร 
14:6:1 

   
15:5:1 

   
17:3:1 

   
16:4:1 

   
16:5:1 
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จากการตรวจสอบลกัษณะลายพิมพอ์งคป์ระกอบทางเคมีของ asiaticoside, บวับก, 
bacoside A3, พรมมิ , quercetin dihydrate และแว่นแก้วบนแผ่น HPTLC (HPTLC profiles) 
ตามตาราง 11 วิเคราะหผ์ลไดด้งันี ้

วฏัภาคเคลื่อนที่ dichloromethane, methanol, water อตัราสว่น 14:6:1 

แถบของ asiaticoside, bacoside A3 และ  quercetin dihydrate มี ค่า Rf สูง 
อยู่บรเิวณดา้นบนของแผ่น HPTLC และแยกออกจากกนัไม่ชดัเจน  

วฏัภาคเคลื่อนที่ dichloromethane, methanol, water อตัราสว่น 15:5:1 

แถบของ asiaticoside, bacoside A3 และ  quercetin dihydrate มี ค่า Rf สูง 
อยู่บรเิวณดา้นบนของแผ่น HPTLC และแยกออกจากกนัไม่ชดัเจน  

วฏัภาคเคลื่อนที่ dichloromethane, methanol, water อตัราสว่น 17:3:1 

แถบของ asiaticoside, bacoside A3 และ  quercetin dihydrate มี ค่า Rf ต ่ า 
อยู่บรเิวณดา้นลา่งของแผ่น HPTLC และแยกออกจากกนัไม่ชดัเจน  

วฏัภาคเคลื่อนที่ dichloromethane, methanol, water อตัราสว่น 16:4:1 

แถบของ asiaticoside, bacoside A3 และ  quercetin dihydrate มี ค่า Rf ต ่ า 
อยู่บรเิวณดา้นลา่งของแผ่น HPTLC และแยกออกจากกนัไม่ชดัเจน  

วฏัภาคเคลื่อนที่ dichloromethane, methanol, water อตัราสว่น 16:5:1 

แถบของ asiaticoside, bacoside A3 และ quercetin dihydrate อยู่ตรงกลาง
ของแผ่น HPTLC และแถบทั้งสามแยกจากกันชัดเจน โดยพบแถบของ asiaticoside ปรากฎที่ 
Rf 0.137 ใกลเ้คียงกบับวับก (Rf 0.128) แถบของ bacoside A3 ขึน้ที่ Rf 0.283 ใกลเ้คียงกบัพรมมิ 
(Rf 0.281) และแถบของ quercetin dihydrate ปรากฎที่  Rf 0.582 ใกล้ เคี ยงกับ แว่นแก้ว 
(Rf 0.591) 
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จากนั้นน าแผ่น HPTLC ที่ใชว้ัฏภาคเคลื่อนที่ dichloromethane, methanol, water 
อตัราส่วน 16:5:1 มาแสกนที่ความยาวคลื่น 200-700 นาโนเมตร เพื่อตรวจสอบการดูดกลืนแสง
ขององค์ประกอบทางเคมีของสมุนไพรบัวบก พรมมิและแว่นแก้ว เทียบกับสารมาตรฐาน 
asiaticoside, bacoside A3 และ quercetin dihydrate ดงัภาพประกอบ 24 
 

   

   
ภาพประกอบ 24 แสดงผลการแสกนที่ 200-700 นาโนเมตรของ (a) asiaticoside,  

(b) bacoside A3, (c) quercetin dihydrate, (d) บวับก, (e) พรมมิ และ (f) แว่นแกว้ 

จะเห็นว่า asiaticoside ดดูกลืนแสงไดส้งูที่สดุที่ความยาวคลื่น 282 นาโนเมตร และ
รูปแบบการดูดกลืนแสงของ asiaticoside ที่ เป็นสารมาตรฐานและในสมุนไพรเหมือนกัน 
การดูดกลืนแสงของสารมาตรฐาน bacoside A3 และ bacoside A3 ในสมุนไพรเป็นรูปแบบ
เดียวกัน และดูดกลืนแสงได้ดีที่ความยาวคลื่น 388 และ 373 นาโนเมตร ตามล าดับ และการ
ดูดกลืนแสงของสารมาตรฐาน quercetin และ quercetin ในสมุนไพรเป็นรูปแบบเดียวกัน และ
ดดูกลืนแสงไดดี้ที่ความยาวคลื่น 294 และ 289 นาโนเมตร ตามล าดบั  

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) (c) 

(d) (e) (f) 
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3.2 การศึกษาลายพิมพส์ารเคมีของผลิตภัณฑส์มุนไพร 

น าอัตราส่วนวัฏภาคเคลื่อนที่ที่ เหมาะสม  dichloromethane, methanol, water 
เท่ากับ 16:5:1 มาทดสอบกับผลิตภัณฑ์สมุนไพร 8 ตัวอย่างเทียบกับ authentic plants ดัง
ภาพประกอบ 25-27  
              1       2      3      4       5       6       7       8       9     10     11     12     13     14 

 
ภาพประกอบ 25 แสดงลายพิมพส์ารเคมีภายใตแ้สงขาว หลงัจากฉีดพ่นดว้ย p-anisaldehyde

สารมาตรฐาน ไดแ้ก่ (แถว 1) asiaticoside (แถว 3) bacoside A3 (แถว 5) quercetin dihydrate 

สมนุไพรอา้งอิง (authentic plants) ไดแ้ก่ (แถว 2) บวับก (แถว 4) พรมมิ (แถว 6) แว่นแกว้ 

ผลิตภณัฑส์มนุไพร ไดแ้ก่ (แถว 7) ตวัอย่างหมายเลข 1 ผงสมนุไพรบวับกบรรจแุคปซูล 

(แถว 8) ตวัอย่างหมายเลข 2 ผงสมนุไพรบวับกบรรจแุคปซูล (แถว 9) ตวัอย่างหมายเลข 3 

ชาสมนุไพรบวับกบรรจซุอง (แถว 10) ตวัอย่างหมายเลข 4 ชาสมนุไพรบวับกบรรจซุอง 

(แถว 11) ตวัอย่างหมายเลข 5 ชาสมนุไพรบวับกบรรจซุอง (แถว 12) ตวัอย่างหมายเลข 6 

ผงสมนุไพรบวับกส าหรบัแบ่งบรรจุ (แถว 13) ตวัอย่างหมายเลข 7 ชาสมนุไพรพรมมิ 

(แถว 14) ตวัอย่างหมายเลข 8 ตน้แหง้พรมมิ 
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              1       2      3      4       5       6       7       8       9     10     11     12     13     14 

 
ภาพประกอบ 26 แสดงลายพิมพส์ารเคมีภายใตแ้สง UV ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 

หลงัจากฉีดพ่นดว้ย p-anisaldehyde (ล าดบัตวัอย่างเหมือนภาพประกอบ 25) 

              1       2      3      4       5       6       7       8       9     10     11     12     13     14 

 
ภาพประกอบ 27 แสดงลายพิมพส์ารเคมีภายใตแ้สง UV ที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร 

หลงัจากฉีดพ่นดว้ย p-anisaldehyde (ล าดบัตวัอย่างเหมือนภาพประกอบ 25) 
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จากภาพประกอบ 27 พบว่า asiaticoside และบัวบกปรากฎที่ Rf ใกลเ้คียงกัน (0.371 
และ 0.359 ตามล าดับ) bacoside A3 และพรมมิปรากฎที่  Rf ใกล้เคียงกัน (0.582 และ 0.588 
ตามล าดบั) quercetin dihydrate และแว่นแกว้ปรากฎที่ Rf เท่ากนั (0.708)  

เมื่อพิจารณาลายพิมพ์สารเคมีของผลิตภัณฑ์สมุนไพร 8 ตัวอย่างเทียบกับ specific 
markers พบว่าผลิตภัณฑส์มุนไพรทัง้ 8 ตัวอย่างมีแถบ (Rf 0.353, 0.353, 0.353, 0.359, 0.360, 
0.367, 0.371 และ 0.371) ที่ปรากฎตรงกบั asiaticoside (Rf 0.371) ผลิตภณัฑส์มนุไพรหมายเลข 
1, 7 และ 8 มีแถบ (Rf 0.584, 0.589 และ  0.585) ที่ปรากฎตรงกับ bacoside A3 (Rf 0.582) 
ผลิตภัณฑ์สมุนไพรหมายเลข  1-6 มีแถบ (Rf 0.708) ที่ปรากฎตรงกับ quercetin dihydrate 
(Rf 0.708) 

แต่เมื่อพิจารณาจากรูปแบบลายพิมพ์สารเคมี เทียบกับ authentic plants พบว่า
ผลิตภณัฑส์มนุไพรหมายเลข 1 และ 7 มีรูปแบบเหมือนบวับกผสมพรมมิ หมายเลข 2 และ 4-6 มี
รูปแบบเหมือนบวับก หมายเลข 3 มีรูปแบบเหมือนแว่นแกว้ หมายเลข 8 มีรูปแบบเหมือนพรมมิ 
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4. ผลการศึกษาลายพิมพด์ีเอ็นเอของบัวบก พรมมิ แว่นแก้วและผลิตภัณฑส์มุนไพร 

4.1 ผลการศึกษาลายพิมพด์ีเอ็นเอของบัวบก พรมมิ และแว่นแก้ว 

การคัดเลือกส่วนของดีเอ็นเอที่มีล  าดับเบสจ าเพาะต่อบัวบก พรมมิ และแว่นแก้ว 
และการเลือกเอนไซมต์ดัจ าเพาะ ในการศึกษานีเ้ลือกยีน maturase K (matK) เนื่องจากการสืบคน้
ข้ อ มู ล ยี น  matK ข อ ง ส มุ น ไ พ ร ทั้ ง ส า ม ช นิ ด ใ น ฐ า น ข้ อ มู ล ยี น  (GenBank, 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) และเมื่อน าขอ้มูลล าดับนิวคลีโอไทดข์องยีน matK 
ของพืชทั้งสามชนิด  ได้แก่ บัวบก (JQ024945.1, MH621592.1 และ MN886299.1) พรมมิ 
(KP844742.1, MK578173.1 และ KP844739.1) และแว่นแก้ว (MF350202.1, MH552087.1 
และ KJ772840.1) มาเปรียบเทียบกัน (sequence alignment) ดว้ยโปรแกรม Clustal Omega 
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) พบว่ายีน matK มีส่วนของดีเอ็นเอที่มีล  าดับเบส
จ าเพาะต่อบวับก พรมมิ และแว่นแกว้ 

จากนัน้เลือกเอนไซมต์ดัจ าเพาะที่สามารถตดัส่วนของดีเอ็นเอแลว้ใหรู้ปแบบดีเอ็นเอ
ที่จ  าเพาะส าหรบัพืชแต่ละชนิด โดยใชโ้ปรแกรม webcutter (http://heimanlab.com/cut2.html) 
เลือกใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะตามตาราง 12 และต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ (recognition site) 
แสดงในภาพประกอบ 28  

ตาราง 12 เอนไซมต์ดัจ าเพาะที่เลือกใช ้

เอนไซมต์ัดจ าเพาะ ต าแหน่งทีต่ัด ความจ าเพาะต่อพืช 
BamH1 G/GATCC บวับก 
Sph1 GCATG/C พรมมิ 

BspD1 AT/CGAT แว่นแกว้ 
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ภาพประกอบ 28 แสดงการเปรียบเทียบล าดบัเบส (sequence alignment) ของสว่นของดีเอ็นเอ
บรเิวณยีน maturase K (matK) ของบวับก พรมมิ และแว่นแกว้ จากฐานขอ้มลูยีน GenBank 
ล าดบัเบสที่ตวัหนาแสดง forward primer และ reverse primer ล าดบัเบสที่ขีดเสน้ใตแ้สดง
ต าแหน่งตดัของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamH1 (G/GATCC) Sph1 (GCATG/C) และ BspD1 

(AT/CGAT) เครื่องหมาย*แสดงต าแหน่งที่มีเบสเหมือนกนัในพืชทัง้สามชนิด 

KP844742B      TTCAAAAAAAAATCCAAGATTCTTCTTATTCTTATATAATTATCATGTATGTGAATACGA 152 

MK578173B      TTCAAAAAAAAATCCAAGATTCTTCTTATTCTTATATAATTATCATGTATGTGAATACGA 188 

KP844739B      TTCAAAAAAAAATCCAAGATTCTTCTTATTCTTATATAATTATCATGTATGTGAATACGA 162 

MF350202H      TTCAAAAAGAAATAAAAGACTATTCTTCTTCCTATATAATTCTTATCTATGTGAATACGA 147 

MH552087H      TTCAAAAAGAAATAAAAGACTATTCTTCTTCCTATATAATTCTTATCTATGTGAATACGA 146 

KJ772840H      -TCAAAAAGAAATAAAAGACTATTCTTCTTCCTATATAATTCTTATCTATGTGAATACGA 59 

JQ024945C      TTCAAAAAGATCTCAAAGATTCTTCTTCTTCCTATATAATTCTTATCTATGTGAATACGA 137 

MH621592C      TTCAAAAAGATCTCAAAGATTCTTCTTCTTCCTATATAATTCTTATCTATGTGAATACGA 224 

MN886299C      TTCAAAAAGATCTCAAAGATTCTTCTTCTTCCTATATAATTCTTATCTATGTGAATACGA 231 

                ******* *  *  **** * ***** *** ********* * ** ************* 

 

KP844742B      ATCCATTTTCGTCTTTCTACGTGCACAATCTTATCATTTACGATCAATATCTTCTCGACT 212 

MK578173B      ATCCATTTTCGTCTTTCTACGTGCACAATCTTATCATTTACGATCAATATCTTCTCGACT 248 

KP844739B      ATCCATTTTCGTCTTTCTACGTGCACAATCTTATCATTTACGATCAATATCTTCTCGACT 222 

MF350202H      ATCCATCTTCGTCTTTCTCCGTAACCAATCTTCTCGTTTACGCTCAACATCTTCTGGAAC 207 

MH552087H      ATCCATCTTCGTCTTTCTCCGTAACCAATCTTCTCGTTTACGCTCAACATCTTCTGGAAC 206 

KJ772840H      ATCCATCTTCGTCTTTCTCCGTAACCAATCTTCTCGTTTACGCTCAACATCTTCTGGAAC 119 

JQ024945C      ATCCATCTTCGTCTTTTTCCGCAACCAATCTTCTCATTTACGCTCAACATCTTCTAGAAC 197 

MH621592C      ATCCATCTTCGTCTTTTTCCGCAACCAATCTTCTCATTTACGCTCAACATCTTCTAGAAC 284 

MN886299C      ATCCATCTTCGTCTTTTTCCGCAACCAATCTTCTCATTTACGCTCAACATCTTCTAGAAC 291 

               ****** ********* * **    ******* ** ****** **** ******* **   

 

KP844742B      TCTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGCCAAAATAGAGCGTCTTGTTAACCTTTTTATTAA 272 

MK578173B      TCTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGCCAAAATAGAGCGTCTTGTTAACCTTTTTATTAA 308 

KP844739B      TCTTCTTGAACGAATCTATTTCTATGCCAAAATAGAGCGTCTTGTTAACCTTTTTATTAA 282 

MF350202H      CCTTCTTGAACGAATATATTTCTATGGAAAAATAAACTATCTTGTAGAAGTCTTTGTT-- 265 

MH552087H      CCTTCTTGAACGAATATATTTCTATGGAAAAATAAACTATCTTGTAGAAGTCTTTGTT-- 264 

KJ772840H      CCTTCTTGAACGAATATATTTCTATGGAAAAATAAACTATCTTGTAGAAGTCTTTGTT-- 177 

JQ024945C      CCTTCTTGAACGAGTATATTTCTATGGAAAAATAGAACATCTTGGAGAAGTCTTTGCT-- 255 

MH621592C      CCTTCTTGAACGAGTATATTTCTATGGAAAAATAGAACATCTTGGAGAAGTCTTTGCT-- 342 

MN886299C      CCTTCTTGAACGAGTATATTTCTATGGAAAAATAGAACATCTTGGAGAAGTCTTTGCT-- 349 

                ************ * **********  ****** *   *****   *  * ***  *   

 

KP844742B      GGTTAAGCATTTTCAGGTGAATCTATGGTTGGTCAAGGAGCCTTGCATGCTTTATGTTAG 332 

MK578173B      GGTTAAGCATTTTCAGGTGAATCTATGGTTGGTCAAGGAGCCTTGCATGCTTTATGTTAG 368 

KP844739B      GGTTAAGCATTTTCAGGTGAATCTATGGTTGGTCAAGGAGCCTTGCATGCTTTATGTTAG 342 

MF350202H      ----AAGGTTTTTCAGGTCAATCTATTCTTGTTGAAGGACCCTTTCATGCATTATGTTAG 321 

MH552087H      ----AAGGTTTTTCAGGTCAATCTATTCTTGTTGAAGGACCCTTTCATGCATTATGTTAG 320 

KJ772840H      ----AAGGTTTTTCAGGTCAATCTATTCTTGTTGAAGGACCCTTTCATGCATTATGTTAG 233 

JQ024945C      ----AAGGCTTTTCAAGTCAATCTATGGTTATTGAAGGATCCTTTCATGCATTACGTTAG 311 

MH621592C      ----AAGGCTTTTCAAGTCAATCTATGGTTATTGAAGGATCCTTTCATGCATTACGTTAG 398 

MN886299C      ----AAGGCTTTTCAAGTCAATCTATGGTTATTGAAGGATCCTTTCATGCATTACGTTAG 405 

                   ***  ****** ** *******  **  * ***** **** ***** *** ***** 

 

KP844742B      GTATCAAAAAAAATTGATTCTGGCTTCAAAAGGGACGTCTTTTTTGCTAAAGAAATGGAA 392 

MK578173B      GTATCAAAAAAAATTGATTCTGGCTTCAAAAGGGACGTCTTTTTTGCTAAAGAAATGGAA 428 

KP844739B      GTATCAAAAAAAATTGATTCTGGCTTCAAAAGGGACGTCTTTTTTGCTAAAGAAATGGAA 402 

MF350202H      GTATCAAGGAAAATCGATTCTCGCTTCAAAAGAGACGCCCCTTTTGATGAAAAAATGGAC 381 

MH552087H      GTATCAAGGAAAATCGATTCTCGCTTCAAAAGAGACGCCCCTTTTGATGAAAAAATGGAC 380 

KJ772840H      GTATCAAGGAAAATCGATTCTCGCTTCAAAAGAGACGCCCCTTTTGATGAAAAAATGGAC 293 

JQ024945C      GTATCAAGGAAAATCAATTCTCACATCAAAAGGGACGCCTCTTTTGATGAAAAAATGGGT 371 

MH621592C      GTATCAAGGAAAATCAATTCTCACATCAAAAGGGACGCCTCTTTTGATGAAAAAATGGGT 458 

MN886299C      GTATCAAGGAAAATCAATTCTCACATCAAAAGGGACGCCTCTTTTGATGAAAAAATGGGT 465 

               *******  *****  *****  * ******* **** *  ***** * ** ******   
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ภาพประกอบ 28 (ต่อ) แสดงการเปรียบเทียบล าดบัเบส (sequence alignment) ของสว่นของดี
เอ็นเอบรเิวณยีน maturase K (matK) ของบวับก พรมมิ และแว่นแกว้ จากฐานขอ้มลูยีน 

GenBank ล าดบัเบสที่ตวัหนาแสดง forward primer และ reverse primer ล าดบัเบสที่ขีดเสน้ใต้
แสดงต าแหน่งตดัของเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamH1 (G/GATCC) Sph1 (GCATG/C) และ BspD1 

(AT/CGAT) เครื่องหมาย*แสดงต าแหน่งที่มีเบสเหมือนกนัในพืชทัง้สามชนิด 

 

KP844742B      GTCTTACCTTGTCGCTTTTTGGCAATCGCACTTTTTAATGTGGTTTCATCCAAAAAGGAT 452 

MK578173B      GTCTTACCTTGTCGCTTTTTGGCAATCGCACTTTTTAATGTGGTTTCATCCAAAAAGGAT 488 

KP844739B      GTCTTACCTTGTCGCTTTTTGGCAATCGCACTTTTTAATGTGGTTTCATCCAAAAAGGAT 462 

MF350202H      ATATTATTTTGTTAATTTCTGGCAATGTCATTTTTATCTGTGGTCTCAACCGGGACGTAT 441 

MH552087H      ATATTATTTTGTTAATTTCTGGCAATGTCATTTTTATCTGTGGTCTCAACCGGGACGTAT 440 

KJ772840H      ATATTATTTTGTTAATTTCTGGCAATGTCATTTTTATCTGTGGTCTCAACCGGGACGTAT 353 

JQ024945C      ATATTACTTTGTTAATTTATGGCAATGTCATTTTTACCTGTGGTCTCAACCGAGAAGGAT 431 

MH621592C      ATATTACTTTGTTAATTTATGGCAATGTCATTTTTACCTGTGGTCTCAACCGAGAAGGAT 518 

MN886299C      ATATTACTTTGTTAATTTATGGCAATGTCATTTTTACCTGTGGTCTCAACCGAGAAGGAT 525 

                * ***  ****   *** *******  ** ****   ****** *** **   * * ** 

 

KP844742B      TTCTATAAACCAATTATCCAACTATTCTCTTGAATTTTTGGGCTATCTTTCAAGTGTGCG 512 

MK578173B      TTCTATAAACCAATTATCCAACTATTCTCTTGAATTTTTGGGCTATCTTTCAAGTGTGCG 548 

KP844739B      TTCTATAAACCAATTATCCAACTATTCTCTTGAATTTTTGGGCTATCTTTCAAGTGTGCG 522 

MF350202H      CTATATAAACCAATTCTACAACCATTCCCTTGATCTTTTGGGCTATTTATCAAGTGCGCG 501 

MH552087H      CTATATAAACCAATTCTACAACCATTCCCTTGATCTTTTGGGCTATTTATCAAGTGCGCG 500 

KJ772840H      CTATATAAACCAATTCTACAACCATTCCCTTGATCTTTTGGGCTATTTATCAAGTGCGCG 413 

JQ024945C      CTGTATAAACCAATTATATAATTATTCGCTCGACTTTCTGGGCTATCTATCAAGTGCACG 491 

MH621592C      CTGTATAAACCAATTATATAATTATTCGCTCGACTTTCTGGGCTATCTATCAAGTGCACG 578 

MN886299C      CTGTATAAACCAATTATCTAATTATTCGCTCGACTTTCTGGGCTATCTATCAAGTGCACG 585 

                * ************ *  **  **** ** **  ** ******** * *******  ** 

 

KP844742B      AATGAACCCTTCAGTAGTACGGAGTCAAATTCTAGAAAATTCATTTCTAATTAATAATCC 572 

MK578173B      AATGAACCCTTCAGTAGTACGGAGTCAAATTCTAGAAAATTCATTTCTAATTAATAATCC 608 

KP844739B      AATGAACCCTTCAGTAGTACGGAGTCAAATTCTAGAAAATTCATTTCTAATTAATAATCC 582 

MF350202H      GTTAAACCCTTCAATGATACGTGGTCAAATGCTAGAAAATGTATTTCTAATTGATAATGC 561 

MH552087H      GTTAAACCCTTCAATGATACGTGGTCAAATGCTAGAAAATGTATTTCTAATTGATAATGC 560 

KJ772840H      GTTAAACCCTTCAATGATACGTGGTCAAATGCTAGAAAATGTATTTCTAATTGATAATGC 473 

JQ024945C      GCTAAACCCTTCAATGGTACGCGGTCAAATGCTAGAAAATTCATTTCTAATTGATAATAC 551 

MH621592C      GCTAAACCCTTCAATGGTACGCGGTCAAATGCTAGAAAATTCATTTCTAATTGATAATAC 638 

MN886299C      GCTAAACCCTTCAATGGTACGCGGTCAAATGCTAGAAAATTCATTTCTAATTGATAATAC 645 

                 * ********* *  ****  ******* *********  ********** ***** * 

 

KP844742B      TATTAAGAAATTCGATACCTTTGTTCCAATTATTCCTCTGATTGCGTCATTAGCTAAAGC 632 

MK578173B      TATTAAGAAATTCGATACCTTTGTTCCAATTATTCCTCTGATTGCGTCATTAGCTAAAGC 668 

KP844739B      TATTAAGAAATTCGATACCTTTGTTCCAATTATTCCTCTGATTGCGTCATTAGCTAAAGC 642 

MF350202H      TATTAAAAAGGTTGAGACTATTGTTCCAATTAGTCCTCTGATTGGATCATTGGCTAAAGC 621 

MH552087H      TATTAAAAAGGTTGAGACTATTGTTCCAATTAGTCCTCTGATTGGATCATTGGCTAAAGC 620 

KJ772840H      TATTAAAAAGGTTGAGACTATTGTTCCAATTAGTCCTCTGATTGGATCATTGGCTAAAGC 533 

JQ024945C      TATTAATAAGTTCGATACTCTTATTCCAATTATTCCTCTGATTGCATCATTGGCTAAAGC 611 

MH621592C      TATTAATAAGTTCGATACTCTTATTCCAATTATTCCTCTGATTGCATCATTGGCTAAAGC 698 

MN886299C      TATTAATAAGTTCGATACTCTTATTCCAATTATTCCTCTGATTGCATCATTGGCTAAAGC 705 

               ****** **  * ** **  ** ********* ***********  ***** ******** 

 

KP844742B      GAAATTTTGTAACCTATTGGGGCATCCCACTAGTAAGCCGGTTTGGGCGGATTTATCTGA 692 

MK578173B      GAAATTTTGTAACCTATTGGGGCATCCCACTAGTAAGCCGGTTTGGGCGGATTTATCTGA 728 

KP844739B      GAAATTTTGTAACCTATTGGGGCATCCCACTAGTAAGCCGGTTTGGGCGGATTTATCTGA 702 

MF350202H      GAAATTTTGTAATGTATTGGGGCATCCTATTAGTAAGGCGGTTTGGTCTGATTTATCAGA 681 

MH552087H      GAAATTTTGTAATGTATTGGGGCATCCTATTAGTAAGGCGGTTTGGTCTGATTTATCAGA 680 

KJ772840H      GAAATTTTGTAATGTATTGGGGCATCCTATTAGTAAGGCGGTTTGGTCTGATTTATCAGA 593 

JQ024945C      GAAATTTTGTAACATGTTGGGGCATCCTATTAGTAAGGTGGTTTGGGCCGATTTATCAGA 671 

MH621592C      GAAATTTTGTAACATGTTGGGGCATCCTATTAGTAAGGTGGTTTGGGCCGATTTATCAGA 758 

MN886299C      GAAATTTTGTAACATGTTGGGGCATCCTATTAGTAAGGTGGTTTGGGCCGATTTATCAGA 765 

               ************  * *********** * *******  ******* * ******** ** 



  57 

กระบวนการสรา้งลายพิมพดี์เอ็นเอของ สมนุไพรอา้งอิง ด าเนินการดงันี ้ 

ท าการสกดัดีเอ็นเอจากพืชสดแต่ละชนิด ดีเอ็นเอที่ไดไ้ม่มีการแตกหกั แต่มีความ
เขม้ต ่า แสดงว่าดีเอ็นเอมีคุณภาพดีแต่มีปริมาณนอ้ย สงัเคราะหส์่วนของยีน matK ดว้ย PCR ใช ้
forward primer CENMATKS 5’-TATGTGAATACGAATCCATCTTCGTC-3’ แ ล ะ  reverse 
primer CENMATKR 5’-TTACAAAATTTCGCTTTAGCCAATGA-3’ ซึ่งเป็นไพรเมอรท์ี่มีอยู่แล้ว
ในห้องปฏิบัติการ ได้ดีเอ็นเอของบัวบก พรมมิ และแว่นแก้ว ที่มีขนาดประมาณ  500 bp ซึ่ง
สอดคลอ้งกบัขนาดที่วางแผนไว ้ดงัภาพประกอบ 29 

 
ภาพประกอบ 29 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสรูปแบบดีเอ็นเอที่สกดัได ้
ของ (1) บวับก (2) พรมมิ (3) แว่นแกว้ (4) DNA marker และ PCR product 

ของ (5) บวับก (6) พรมมิ (7) แว่นแกว้ 

เมื่อพบว่าไพรเมอรท์ี่ใช้สามารถสังเคราะห์ส่วนของยีน matK ได้ตามขนาดที่
ต้องการ จึงสังเคราะห์ส่วนของยีน matK ให้มีปริมาณเพิ่มมากขึน้ และท าส่วนของยีนที่ได้ให้
บริสุทธิ์ โดยใช ้DNA purification kit ได้ดีเอ็นเอที่มีคุณภาพดี เนื่องจากเห็นแถบสว่างชัดเจนที่
ขนาด 500 bp และไม่ปรากฎแถบสว่างขนาดอ่ืน ดงัภาพประกอบ 30 

 
ภาพประกอบ 30 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส Purify PCR Product ของ (1) บวับก 

(2) พรมมิ (3) แว่นแกว้ และ (4) DNA marker 

1     2     3     4     5     6     7 

1     2     3     4 

(bp) 

600 

300 

100 
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จากนัน้น าไปศึกษาล าดับนิวคลีโอไทดแ์ละสรา้งลายพิมพดี์เอ็นเอ การศึกษาล าดับ  
นิวคลีโอไทดท์ าเพื่อตรวจสอบยืนยนัล าดบัเบสของพืชทัง้ 3 ชนิด  

ในการสรา้งลายพิมพ์ดีเอ็นเอและตรวจสอบรูปแบบดีเอ็นเอของบัวบก พรมมิ และ
แว่นแกว้ดว้ยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสปรากฎรูปแบบดีเอ็นเอดงัภาพประกอบ 31 

 
ภาพประกอบ 31 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสรูปแบบดีเอ็นเอของบวับก พรมมิ และ 

แว่นแกว้ (1) ก่อนและหลงัตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ (2) BamH1, (3) Sph1 และ (4) BspD1 
อกัษร M (bp) หมายถึงเครื่องหมายบอกขนาดดีเอ็นเอมีหน่วยเป็นจ านวนเบส (base pair, bp) 

จากภาพประกอบ 31 แสดงใหเ้ห็นว่าในขัน้ตอนพีซีอารซ์ึ่งเป็นการสงัเคราะหส์ว่นของ
ดีเอ็นเอบริเวณยีน matK ไดดี้เอ็นเอของบัวบก พรมมิ และแว่นแกว้ ที่มีขนาดประมาณ 500 เบส 
หลงัจากบ่มดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะที่ไดก้ าหนดไวส้  าหรบัพืชแต่ละชนิด เอนไซมต์ดัจ าเพาะจะตัด
ชิน้ส่วนดีเอ็นเอของพืชที่ก าหนดเท่านัน้ แต่จะไม่ตดัชิน้ส่วนดีเอ็นเอของพืชอีก 2 ชนิด กล่าวคือเมื่อ
ใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ BamH1 ตดัชิน้ส่วนดีเอ็นเอของบวับก พรมมิ และแว่นแกว้ พบว่า BamH1 
มีความจ าเพาะกับบัวบกเท่านั้นโดยท าให้ดีเอ็นเอที่มีขนาด 500 bp ขาดออกจากกันเป็น 
ชิน้ดีเอ็นเอที่มีขนาด 150 bp และ 350 bp แต่เอนไซม์นี ้ไม่มีผลต่อพรมมิและแว่นแก้ว เมื่อใช้
เอนไซมต์ัดจ าเพาะ Sph1 ตัดชิน้ส่วนดีเอ็นเอ พบว่า Sph1 มีความจ าเพาะกับพรมมิเท่านั้นโดย 
ท าใหเ้กิดดีเอ็นเอที่มีขนาด 170 bp และ 330 bp และเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BspD1 มีความจ าเพาะ
กบัแว่นแกว้เท่านัน้โดยท าใหเ้กิดดีเอ็นเอที่มีขนาด 200 bp และ 300 bp  
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4.2 ผลการศึกษาลายพิมพด์ีเอ็นเอของผลิตภัณฑส์มุนไพร 

น าผลิตภัณฑส์มุนไพรมาสกัดดีเอ็นเอ ดีเอ็นเอที่ไดแ้ตกหักมีลักษณะเป็นป้ืนและมี
ความเข้มต ่า แสดงว่าดีเอ็นเอที่สกัดได้มีคุณภาพไม่ดี  แต่ยังสามารถน ามาใช้ในการศึกษาได ้
ดงัภาพประกอบ 32  

 
ภาพประกอบ 32 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสรูปแบบดีเอ็นเอที่สกดัไดจ้ากผลิตภณัฑ์
สมนุไพร 8 ตวัอย่าง ตวัอย่างที่ 1-6 แสดงในแถบที่ 1-6 ตวัอย่างที่ 7-8 แสดงในแถบที่ 8 และ 9 

และ DNA marker แสดงในแถบที่ 7 

สังเคราะหส์่วนของยีน matK ดว้ย PCR ได้ดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ์สมุนไพรที่มี
ขนาดประมาณ 500 bp ดงัภาพประกอบ 33 

 
ภาพประกอบ 33 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส PCR Product ของผลิตภณัฑส์มนุไพร 

8 ตวัอย่าง ตวัอย่างที่ 1-4 แสดงในแถบที่ 1-4 ตวัอย่างที่ 5-8 แสดงในแถบที่ 6-9 และ 
DNA marker แสดงในแถบที่ 5 

1     2     3     4     5     6     7     8     9 

1    2    3    4    5    6     7    8    9 
1500 

600 
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ท าส่วนของยีนท่ีได้ให้บริสุทธิ์  โดยใช้ DNA purification kit ได้ดี เอ็นเอที่ มี
คุณภาพดี แถบสว่างชัดเจนที่ขนาด 500 bp และไม่ปรากฎแถบสว่างขนาดอ่ืน ดังภาพประกอบ 
34 

 
ภาพประกอบ 34 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส Purify PCR Product ของผลิตภณัฑส์มนุไพร 

8 ตวัอย่าง ตวัอย่างที่ 1-4 แสดงในแถบที่ 1-4 ตวัอย่างที่ 5-8 แสดงในแถบที่ 6-9 และ 
DNA marker แสดงในแถบที่ 5 

การตรวจสอบรูปแบบดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ์สมุนไพรหมายเลข 1, 2, 3 และ 4 
ดว้ยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสปรากฎรูปแบบดีเอ็นเอดงัภาพประกอบ 35 

 
ภาพประกอบ 35 แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสรูปแบบดีเอ็นเอของผลิตภณัฑส์มนุไพร
หมายเลข 1, 2, 3 และ 4; (1) ก่อนและหลงัตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ (2) BamH1, (3) Sph1 
และ (4) BspD1 อกัษร M (bp) หมายถึงเครื่องหมายบอกขนาดดีเอ็นเอมีหน่วยเป็นจ านวนเบส 

(base pair, bp) 

 

ตวัอย่าง 1 

1      2      3      4 

ตวัอย่าง 2 ตวัอย่าง 3 ตวัอย่าง 4 

1      2      3      4 1      2      3      4 1      2      3      4 

1     2    3    4     5     6    7    8     9 

M (bp) 
1500 
1000 

600 

1500 

600 
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จากภาพประกอบ 35 แสดงใหเ้ห็นว่าในขัน้ตอนพีซีอารซ์ึ่งเป็นการสงัเคราะหส์ว่นของ
ดีเอ็นเอบริเวณยีน matK ไดดี้เอ็นเอของผลิตภัณฑ์สมุนไพรที่มีขนาดประมาณ 500 เบส เมื่อใช้
เอนไซมต์ัดจ าเพาะ BamH1 ตัดชิน้ส่วนดีเอ็นเอของผลิตภัณฑส์มุนไพรหมายเลข 1, 2, 3 และ 4 
พบว่า BamH1 มีความจ าเพาะกบัผลิตภณัฑส์มนุไพรหมายเลข 1, 2 และ 4 โดยท าใหดี้เอ็นเอที่มี
ขนาด 500 bp ขาดออกจากกนัเป็นชิน้ดีเอ็นเอที่มีขนาด 350 bp และ 150 bp แต่เอนไซมน์ีไ้ม่มีผล
ต่อผลิตภัณฑ์สมุนไพรหมายเลข 3 เมื่อใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Sph1 ตัดชิน้ส่วนดีเอ็นเอ พบว่า 
Sph1 ไม่มีผลต่อผลิตภัณฑ์สมุนไพรหมายเลข 1, 2, 3 และ 4 และเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BspD1 
มีความจ าเพาะกับผลิตภัณฑส์มุนไพรหมายเลข 3 โดยท าใหเ้กิดดีเอ็นเอที่มีขนาด 300 bp และ 
200 bp แต่เอนไซมน์ีไ้ม่มีผลต่อผลิตภณัฑส์มนุไพรหมายเลข 1, 2 และ 4  

การตรวจสอบรูปแบบดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ์สมุนไพรหมายเลข 5, 6, 7 และ 8 
ดว้ยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสปรากฎรูปแบบดีเอ็นเอดงัภาพประกอบ 36 

 

ภาพประกอบ 36 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสรูปแบบดีเอ็นเอของผลิตภณัฑส์มนุไพรหมายเลข 
5, 6, 7 และ 8; (1) ก่อนและหลงัตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ (2) BamH1, (3) Sph1 และ 

(4) BspD1 อกัษร M (bp) หมายถึงเครื่องหมายบอกขนาดดีเอ็นเอมีหน่วยเป็นจ านวนเบส 
(base pair, bp) 

 

 

 

 

 

ตวัอย่าง 5 
1      2      3      4 1      2      3      4 1      2      3      4 

 

ตวัอย่าง 6 ตวัอย่าง 7 
M (bp) 

1500 

600 

1000 
1      2      3      4 

 

ตวัอย่าง 8 
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จากภาพประกอบ 36 แสดงใหเ้ห็นว่าในขัน้ตอนพีซีอารซ์ึ่งเป็นการสงัเคราะหส์ว่นของ
ดีเอ็นเอบริเวณยีน matK ไดดี้เอ็นเอของผลิตภัณฑ์สมุนไพรที่มีขนาดประมาณ 500 เบส เมื่อใช้
เอนไซมต์ัดจ าเพาะ BamH1 ตัดชิน้ส่วนดีเอ็นเอของผลิตภัณฑส์มุนไพรหมายเลข 5, 6, 7 และ 8 
พบว่า BamH1 มีความจ าเพาะกบัผลิตภณัฑส์มนุไพรหมายเลข 5, 6 และ 7 โดยท าใหดี้เอ็นเอที่มี
ขนาด 500 bp ขาดออกจากกนัเป็นชิน้ดีเอ็นเอที่มีขนาด 400 bp และ 100 bp แต่เอนไซมน์ีไ้ม่มีผล
ต่อผลิตภัณฑ์สมุนไพรหมายเลข 8 เมื่อใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Sph1 ตัดชิน้ส่วนดีเอ็นเอ พบว่า 
Sph1 มีความจ าเพาะกบัผลิตภณัฑส์มนุไพรหมายเลข 8 โดยท าใหดี้เอ็นเอของสมนุไพรหมายเลข 
8 ที่มีขนาด 500 bp ขาดออกจากกันเป็นชิน้ดีเอ็นเอที่มีขนาด 350 bp และ 150 bp แต่ไม่มีผลต่อ
ผลิตภัณฑส์มุนไพรหมายเลข 5, 6 และ 7 และเอนไซมต์ัดจ าเพาะ BspD1 ไม่มีผลต่อผลิตภัณฑ์
สมนุไพรหมายเลข 5, 6, 7 และ 8  

5. ผลการศึกษาเพ่ิมเติมของผลิตภัณฑส์มุนไพรทีไ่ม่ตรงตามฉลากและผลิตภัณฑ ์

ทีม่ีลายพิมพด์ีเอ็นเอไม่ตรงกับสมุนไพรมาตรฐาน 

จากผลการศกึษาลายพิมพดี์เอ็นเอของผลิตภณัฑส์มนุไพรหมายเลข 3 ชาสมนุไพรบวับก 
พบว่าผลิตภัณฑ์สมุนไพรหมายเลข 3 ไม่ใช่บัวบกตามฉลากแต่เป็นแว่นแก้ว และผลการศึกษา 
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ์สมุนไพรหมายเลข 7 ชาชงพรมมิ พบว่าผลิตภัณฑ์สมุนไพร
หมายเลข 7 ไม่ใช่พรมมิตามฉลากแต่เป็นบัวบก และจากการศึกษาลายพิมพ์สารเคมีพบว่า
ผลิตภัณฑ์สมุนไพรหมายเลข 1 ผงสมุนไพรบัวบกบรรจุแคปซูล และหมายเลข 7 ชาชงพรมมิ 
มีลายพิมพท์ี่มีลกัษณะผสมระหว่างบวับกและพรมมิ จึงน าสมนุไพรหมายเลข 1, หมายเลข 3 และ
หมายเลข 7 มาศึกษาลักษณะเนื ้อเยื่อภายใต้กล้องจุลทรรศน์เพื่อช่วยในการระบุชนิดของ
ผลิตภณัฑส์มนุไพรดงักลา่ว 
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ตาราง 13 แสดงลกัษณะเนือ้เยื่อของสมนุไพรหมายเลข 1, หมายเลข 3 และหมายเลข 7 ภายใต้
กลอ้งจลุทรรศน ์

 ผลิตภัณฑห์มายเลข 1 ผลิตภัณฑห์มายเลข 3 ผลิตภัณฑห์มายเลข 7 
ปากใบ 

(stomata type) 

 

 
(400X) 

anomocytic stomata 

 
(400X) 

paracytic stomata  

 

 
(400X) 

anomocytic stomata 
ขน (trichome) 

 

 
(400X) 

unicellular trichome 

 
(400X) 

unicellular trichome 

 

 
(400X) 

unicellular trichome 
ผลึก (crystals) 

 
 

(400X) 

 
 

(400X) 

 

 
(400X) 

หมายเหต ุเครื่องหมายขีดในรูปแสดงถึง scale ขนาด 0.01 มิลลิเมตร 
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จากผลการตรวจสอบลกัษณะเนือ้เยื่อ พบว่าผลิตภัณฑส์มุนไพรหมายเลข 1 มีขนแบบ
เซลลเ์ดียวเหมือนบวับกและแว่นแกว้ และขอบของปากใบไม่มีลกัษณะหยักจึงไม่ใช่พรมมิ อีกทัง้
พบ stomata type แบบ anomocytic เหมือนกับบัวบก ผลิตภัณฑ์สมุนไพรหมายเลข 1 จึงเป็น
บวับก ไม่ใช่พรมมิ และไม่ใช่ผลิตภัณฑท์ี่เกิดจากสมุนไพรทัง้สองชนิดผสมกัน เนื่องจากการตรวจ
ลกัษณะเนือ้เยื่อไม่พบเนือ้เยื่อที่มีลักษณะเหมือนพรมมิ และผลการตรวจดว้ยลายพิมพดี์เอ็นเอ 
โดยใชเ้อนไซม ์Sph1 ซึ่งจ าเพาะกบัพรมมิก็ไม่เกิดแถบดีเอ็นเอ 

จากการตรวจสอบลกัษณะเนือ้เยื่อ พบว่าผลิตภณัฑส์มนุไพรหมายเลข 3 มีขนแบบเซลล์
เดียวเหมือนบัวบกและแว่นแก้ว และขอบของปากใบไม่มีลักษณะหยักจึงไม่ใช่พรมมิ อีกทั้งพบ 
stomata type แบบ paracytic เหมือนกับแว่นแก้ว ต่างจากบัวบกที่พบ stomata type แบบ 
anomocytic ประกอบกับผลการศึกษาลายพิมพ์สารเคมีผลิตภัณฑ์สมุนไพรหมายเลข 3 ม ี
ลายพิมพส์ารเคมีเหมือนแว่นแกว้ และจากการศึกษาลายพิมพดี์เอ็นเอพบว่ามีความจ าเพาะกับ
เอนไซม ์BspD1 ดงันัน้สมนุไพรหมายเลข 3 จึงเป็นแว่นแกว้ ไม่ใช่บวับก 

และพบว่าผลิตภัณฑ์สมุนไพรหมายเลข 7 พบ stomata type แบบ anomocytic 
เหมือนกบับวับกและพรมมิ แต่ขอบปากใบของผลิตภัณฑส์มนุไพรหมายเลข 7 ไม่มีลกัษณะหยัก
เหมือนกับขอบปากใบของพรมมิ และพบว่ามีขนแบบเซลลเ์ดียวเหมือนบัวบก ไม่พบ glandular 
trichome เหมือนที่พบในพรมมิ และพบผลึกที่คลา้ยกบั rosette aggregate crystals ที่มีรายงาน
ไวใ้น THP ว่าพบในบัวบก ดังภาพประกอบ 13 ผลการศึกษาลายพิมพส์ารเคมีพบว่า ผลิตภัณฑ์
สมุนไพรหมายเลข 7 มีลายพิมพท์ี่มีลักษณะผสมระหว่างบัวบกและพรมมิ แต่จากผลการตรวจ
ลายพิมพดี์เอ็นเอและผลการตรวจสอบลกัษณะเนือ้เยื่อ พบว่าผลิตภณัฑส์มนุไพรหมายเลข 7 เป็น
บวับก ไม่ใช่พรมมิ และไม่ใช่ผลิตภัณฑท์ี่เกิดจากสมุนไพรทัง้สองชนิดผสมกัน เนื่องจากการตรวจ
ลกัษณะเนือ้เยื่อไม่พบเนือ้เยื่อที่มีลักษณะเหมือนพรมมิ และผลการตรวจดว้ยลายพิมพดี์เอ็นเอ 
โดยใชเ้อนไซม ์Sph1 ซึ่งจ าเพาะกบัพรมมิก็ไม่เกิดแถบดีเอ็นเอ 

 

 

 



 

บทที ่5 
สรุปและอภปิรายผล 

การศึกษาวิจัยนีม้ีวัตถุประสงค์เพื่อจ าแนกบัวบก พรมมิ และแว่นแก้วโดยใช้ลักษณะ
เนือ้เยื่อภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ลายพิมพ์สารเคมีที่สรา้งด้วยเทคนิค high-performance thin-
layer chromatography (HPTLC) ลายพิมพ์ ดี เอ็น เอที่ ส ร้างด้วย  PCR-RFLP และน ามาใช้
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์สมุนไพรที่มีจ าหน่ายในท้องตลาดจ านวน 8 ตัวอย่างว่าชนิดสมุนไพร 
ตรงตามที่ระบไุวใ้นฉลากหรือไม่ 

ต ารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย (Thai Herbal Pharmacopoeia, THP) มีการระบุ
ลักษณะเนื ้อเยื่อของบัวบกไว้ว่าพบ epidermis และพบปากใบหลายแบบ เช่น anisocytic, 
paracytic และ anomocytic stomata แต่ในการศกึษานีพ้บเฉพาะ anomocytic stomata และพบ
ผลึกในรูปแบบ rosette aggregate ตรงกับที่ระบุใน THP และใน THP ระบุว่าพบท่อล าเลียงน า้
แบบ annular, spiral, scalariform หรือ reticulate vessel แต่การศึกษานีพ้บเพียง spiral vessel 
สว่นขนพบ unicellular trichome เหมือนที่ระบใุน THP  

ลกัษณะเซลลข์องพรมมิภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนอ์า้งอิงงานวิจยั(67, 68, 70) จะพบ epidermis 
และพบปากใบหลายแบบ เช่น anomocytic, anisocytic และ diacytic stomata แต่ในการศึกษา
นีพ้บเฉพาะ anomocytic stomata และพบว่า epidermal cell ของพรมมิมีลักษณะหยัก และมี 
ขนแบบ glandular trichome เหมือนกบัที่ระบุในงานวิจยัและสอดคลอ้งกบัที่ระบุไวใ้น American 
Herbal Products Association Botanical Identity References Compendium(69) ซึ่ ง เ ป็ น
ลกัษณะเด่นที่ชดัเจนที่ไม่พบในบวับกและแว่นแกว้ งานวิจยัระบวุ่าพบท่อล าเลียงน า้แบบ annular, 
spiral และ scalariform vessel แต่การศึกษานีพ้บเพียง spiral vessel และพบผลึกแต่ไม่สามารถ
ระบไุดว้่าเป็นผลกึชนิดใด และไม่พบ sieve tube ตามที่ระบใุนการทบทวนวรรณกรรม 

ส่วนแว่นแกว้พบ epidermis, paracytic stomata, unicellular trichome, spiral vessel 
และ fibers เมื่อเทียบกับงานวิจัยที่พบเพียง 1 งานวิจัย(32) ที่ศึกษาลักษณะเนือ้เยื่อภายใตก้ลอ้ง
จลุทรรศน ์ซึ่งงานวิจยันีร้ะบเุพียงว่าพบ epidermis, fibers และ vessel 

จากการศึกษาลักษณะเซลลพ์ืชของบัวบก พรมมิ และแว่นแก้วภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์
พบว่าพรมมิมีลักษณะเด่นที่ชัดเจนที่ไม่พบในบัวบกและแว่นแก้ว  ท าให้สรุปได้ว่าการศึกษา
ลกัษณะเนือ้เยื่อภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์สามารถจ าแนกพรมมิออกจากบวับกและแว่นแกว้ได ้แต่
ไม่สามารถจ าแนกบวับกออกจากแว่นแกว้ได ้
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จากการศึกษาลายพิมพ์สารเคมีของบัวบก พรมมิ  และแว่นแก้วโดยใช้เทคนิค  
high-performance thin-layer chromatography (HPTLC) โด ย อ้ า ง อิ ง วั ฏ ภ า ค เค ลื่ อ น ที่ 
dichloromethane: methanol: water อัตราส่วน  14 :6:1 จากการสืบค้นงานวิจัย (71) และใช ้
derivatization reagent เป็น anisaldehyde จากนั้นให้ความรอ้นที่อุณหภูมิ  100°C เป็นเวลา 
3 นาที น ามาศกึษาภายใตแ้สง UV ที่ความยาวคลื่น 254, 366 นาโนเมตร และแสงขาว 

บวับกมีองคป์ระกอบทางเคมีหลายชนิดที่สามารถใชเ้ป็นสารเทียบ (specific markers) 
ได้ เช่น asiaticoside, asiatic acid, madecassoside และ madecassic acid ในการศึกษานี ้
เลือกใช้ asiaticoside เป็นสารเทียบในการวิเคราะห์คุณภาพทางเคมีของบัวบกเนื่ องจาก 
asiaticoside เป็นสารเทียบที่แนะน าโดย THP องคป์ระกอบทางเคมีของพรมมิมีหลายชนิด เช่น 
bacoside A3, bacopaside II, jujubogenin และ bacopasaponin C ในการศึกษานี ้เลือกใช ้
bacoside A3 เป็นสารเทียบของพรมมิเน่ืองจากเป็นสารท่ีมีฤทธิ์น่าสนใจและมีปริมาณมากใน
พรมมิท าใหส้ามารถตรวจวดัไดง้่าย แว่นแกว้มีองคป์ระกอบทางเคมีหลกัเป็นสารกลุ่ม flavonoids 
เช่น quercetin, avicularin, quercitrin, hyperoside, neochlorogenic acid และองค์ประกอบ
ทางเคมีกลุ่มอ่ืน เช่น hibalactone ในการศึกษานี ้เลือกใช้ quercetin dihydrate เป็นสารเทียบ
เนื่องจากมีงานวิจัยที่ศึกษาสารดังกล่าวในแว่นแกว้ (32) และสารเทียบที่เลือกควรมี Rf ต่างกันเมื่อ
ใชว้ฏัภาคเคลื่อนที่ที่ก  าหนด เพื่อใหส้ามารถจ าแนกพืชทัง้สามชนิดได ้

เมื่อน าอัตราส่วนวัฏภาคเคลื่อนที่ดังกล่าวมาปรับใช้ท าให้แถบของ asiaticoside, 
bacoside A3 และ quercetin dihydrate มีค่า Rf สงู อยู่บรเิวณดา้นบนของแผ่น HPTLC และแยก
ออกจากกันไม่ชัดเจน แถบของ asiaticoside, bacoside A3 และ quercetin dihydrate มีค่า Rf 
สูง อยู่บริเวณด้านบนของแผ่น HPTLC และแยกออกจากกันไม่ชัดเจน เนื่องจากสภาวะการ
วิเคราะหไ์ม่ไดท้ าตามงานวิจัยที่อา้งอิงทั้งหมด ไดแ้ก่ ระยะทางที่ตัวท าละลายเคลื่อนที่ และการ
ควบคุมความชืน้ จึงปรบัวัฏภาคเคลื่อนที่ใหม้ีขัว้ลดลง เป็น 15:5:1, 17:3:1, 16:4:1 และ 16:5:1 
พบว่าอัตราส่วนวัฏภาคเคลื่อนที่ที่ เหมาะสม คือ 16:5:1 เนื่ องจากแถบของ asiaticoside, 
bacoside A3 และ quercetin dihydrate อยู่ตรงกลางของแผ่น HPTLC และแถบทัง้สามแยกจาก
กันชัดเจน โดยพบแถบของ asiaticoside ใกล้เคียงกับแถบของบัวบก แถบของ bacoside A3 
ใกลเ้คียงกับแถบของพรมมิ และแถบของ quercetin dihydrate ใกล้เคียงกับแถบของแว่นแก้ว 
และเมื่ อน าแผ่น  HPTLC ดังกล่าวไปแสกนที่ ความยาวคลื่น  200-700 นาโนเมตร พบว่า 
asiaticoside และบัวบกดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงสุดเท่ากัน bacoside A3 และพรมมิ
ดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงสดุใกลเ้คียงกนั quercetin dihydrate และแว่นแกว้ดูดกลืนแสงที่
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ความยาวคลื่นสงูสดุใกลเ้คียงกนั จึงท าใหส้รุปไดว้่าพบสาร asiaticoside ในบวับก สาร bacoside 
A3 ในพรมมิ และสาร quercetin dihydrate ในแว่นแกว้ 

asiaticoside เป็นสารที่จ  าเพาะกบับวับก และ bacoside A3 เป็นสารที่จ  าเพาะกบัพรมมิ 
การพบสารชนิดนีจ้ึงสามารถระบุชนิดพืชได ้แต่ quercetin เป็นฟลาโวนอยดแ์ละพบไดใ้นพืชหลาย
ชนิด จากการศึกษานีพ้บแถบที่ตรงกับ quercetin ในบัวบกและพรมมิดว้ย ดังนั้น quercetin ไม่
เหมาะสมที่จะใชเ้ป็นสารเทียบส าหรบัแว่นแกว้ ซึ่งตอ้งพิจารณาสารชนิดอ่ืนต่อไป อย่างไรก็ตาม 
ลายพิมพส์ารเคมีของพืชแต่ละชนิดมีความจ าเพาะและสามารถใชจ้ าแนกชนิดพืชได ้

จากการศึกษาลายพิมพดี์เอ็นเอของบวับก พรมมิ และแว่นแกว้ ดว้ยวิธี  PCR-RFLP โดย
การเพิ่ ม ป ริม าณ ชิ ้น ส่ วน ดี เอ็ น เอ บ ริ เวณ ยีน  maturase K (matK) ด้วยปฏิ กิ ริย าลู ก โซ่ 
พอลีเมอเรส ซึ่งบริเวณยีนนีม้ีส่วนของดีเอ็นเอที่มีล  าดบัเบสจ าเพาะต่อบวับก พรมมิ และแว่นแกว้ 
ในการศึกษานี ้ไดศ้ึกษาล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน matK ที่ไดจ้ากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลีเมอเรส และ
เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลี โอไทด์ในฐานข้อมูลยีนโดยใช้โปรแกรม  nucleotide BLAST 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast&P
AGE_TYPE=BlastSearch) เพื่อยืนยันว่าส่วนของดีเอ็นเอที่ไดจ้ากพืชทัง้ 3 ชนิด เป็นดีเอ็นเอของ
ยีน matK และไดล้งทะเบียนล าดับนิวคลีโอไทดไ์วใ้นฐานขอ้มลูโดยมีรหัสในฐานขอ้มูลยีนส าหรบั
บวับก พรมมิ และแว่นแกว้ คือ LC778269, LC778271, LC778270  ตามล าดบั 

จากนัน้เลือกเอนไซมต์ัดจ าเพาะที่สามารถตัดส่วนของดีเอ็นเอแลว้ใหรู้ปแบบดีเอ็นเอที่
จ  าเพาะส าหรบัพืชแต่ละชนิด ไดแ้ก่ เอนไซมต์ัดจ าเพาะ BamH1 (ต าแหน่งตัด G/GATCC) Sph1 
(GCATG/C)  แ ล ะ  BspD1 (AT/CGAT)  แล ะต รวจส อบ รูป แบบ ดี เอ็ น เอ ด้ ว ย อ ะก า โรส 
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส พบว่าเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamH1 มีความจ าเพาะกับบัวบกเท่านั้น แต่
เอนไซมน์ีไ้ม่มีผลต่อพรมมิและแว่นแกว้ เอนไซมต์ดัจ าเพาะ Sph1 มีความจ าเพาะกบัพรมมิเท่านัน้ 
และเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BspD1 มีความจ าเพาะกบัแว่นแกว้เท่านัน้ 

เมื่อทดสอบกับผลิตภัณฑ์สมุนไพร 8 ตัวอย่างด้วยเทคนิค HPTLC โดยใช้อัตราส่วน 
วัฏภาคเคลื่อนที่ที่ เหมาะสม (dichloromethane, methanol, water เท่ากับ 16:5:1) เทียบกับ 
specific markers และ authentic plants พบว่าผลิตภัณฑส์มุนไพรหมายเลข 1 และ 7 มีรูปแบบ
เหมือนบัวบกผสมพรมมิ มีแถบที่ขึน้ตรงกับ asiaticoside และมีแถบที่ขึน้ตรงกับ bacoside A3 
สมุนไพรหมายเลข 2, 4, 5 และ 6 มีรูปแบบเหมือนบัวบก และมีแถบที่ขึน้ตรงกับ asiaticoside 
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สมุนไพรหมายเลข 3 มีรูปแบบเหมือนแว่นแก้ว และมีแถบที่ขึน้ตรงกับ quercetin dihydrate 
สมนุไพรหมายเลข 8 มรูีปแบบเหมือนพรมมิ และมีแถบที่ขึน้ตรงกบั bacoside A3  

ผลจาก HPTLC คาดว่าสมุนไพรหมายเลข 1 และ 7 อาจจะเป็นบัวบกหรือพรมมิ 
สมุนไพรหมายเลข 2, 4, 5 และ 6 อาจจะเป็นบัวบกตรงตามฉลากที่ระบุ สมุนไพรหมายเลข  3 
อาจจะเป็นแว่นแกว้ซึ่งไม่ตรงตามฉลากที่ระบุว่าเป็นบวับก สมนุไพรหมายเลข 8 อาจจะเป็นพรมมิ
ตรงตามฉลากที่ระบ ุทัง้นีต้อ้งพิจารณาผลการศกึษาอีก 2 วิธีรว่มดว้ยเพื่อระบชุนิดของสมนุไพร 

จากการศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่สร้างด้วย PCR-RFLP ของผลิตภัณฑ์สมุนไพร 
8 ตัวอย่าง พบว่าเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamH1 มีความจ าเพาะกับผลิตภัณฑ์สมุนไพรหมายเลข 
1, 2, 4, 5, 6 และ 7 แสดงว่าสมุนไพรหมายเลข 1, 2, 4, 5 และ 6 เป็นบวับกตรงตามฉลากที่ระบ ุ
ส่วนสมุนไพรหมายเลข 7 เป็นบัวบกไม่ตรงตามฉลากที่ระบุว่าเป็นพรมมิ  เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
BspD1 มีความจ าเพาะกับผลิตภัณฑ์สมุนไพรหมายเลข 3 แสดงว่าสมุนไพรหมายเลข 3 เป็น 
แว่นแกว้ ซึ่งไม่ตรงตามฉลากที่ระบุว่าเป็นบวับก สว่นเอนไซมต์ดัจ าเพาะ Sph1 มีความจ าเพาะกบั
ผลิตภณัฑส์มนุไพรหมายเลข 8 แสดงว่าสมนุไพรหมายเลข 8 เป็นพรมมิตรงตามฉลากที่ระบ ุ 

จากผลการศึกษาผลิตภัณฑ์สมุนไพร 8 ตัวอย่างดว้ยลายพิมพ์สารเคมีและลายพิมพ์ 
ดีเอ็นเอ พบว่ามีผลิตภัณฑ์สมุนไพรที่ไม่ตรงตามฉลากระบุคือหมายเลข 3 และหมายเลข 7 จึง
น ามาศึกษาลักษณะเนือ้เยื่อภายใต้กล้องจุลทรรศน์เพื่อระบุชนิดของสมุนไพร พบว่าสมุนไพร
หมายเลข 3 มีขนแบบเซลล์เดียวเหมือนบัวบกและแว่นแก้ว และพบ stomata type แบบ 
paracytic เหมือนกับแว่นแก้ว แต่จากการทบทวนวรรณกรรมของบวับกมีการพบ stomata type 
หลายแบบ โดยมีแบบ paracytic ดว้ย ดังนัน้สมนุไพรหมายเลข 3 อาจจะเป็นบวับกหรือแว่นแกว้ 
และพบว่าสมนุไพรหมายเลข 7 พบ stomata type แบบ anomocytic เหมือนกบับวับกและพรมมิ 
แต่ขอบปากใบของสมุนไพรหมายเลข 7 ไม่มีลกัษณะหยักเหมือนกับขอบปากใบของพรมมิ และ
พบว่ามีขนแบบเซลลเ์ดียวเหมือนบัวบก ไม่พบ glandular trichome เหมือนที่พบในพรมมิ จึง
สามารถระบไุดว้่าสมนุไพรหมายเลข 7 อาจจะเป็นบวับก 

และเมื่อน าผลการศึกษาผลิตภณัฑส์มนุไพร 8 ตวัอย่างดว้ยลายพิมพส์ารเคมี ลายพิมพ์ 
ดีเอ็นเอ และลกัษณะเนือ้เยื่อภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนม์าพิจารณาร่วมกนั แสดงดงัตาราง 14 
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ตาราง 14 แสดงผลการศกึษาผลิตภณัฑส์มนุไพร 8 ตวัอย่างดว้ยลายพิมพส์ารเคมี ลายพิมพ ์
ดีเอ็นเอ และลกัษณะเนือ้เยื่อภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน ์

ผลิตภัณฑส์มุนไพร
หมายเลข 

การศึกษาลายพิมพ์
สารเคมี 

การศึกษาลายพิมพ์
ดีเอ็นเอ 

การศึกษาลักษณะ
เนือ้เย่ือ 

1 ผงสมนุไพรบวับก
บรรจแุคปซูล 

บวับกผสมพรมมิ บวับก บวับกหรือแว่นแกว้ 

2 ผงสมนุไพรบวับก
บรรจแุคปซูล 

บวับก บวับก - 

3 ชาสมนุไพรบวับก 
บรรจซุอง 

แว่นแกว้ แว่นแกว้ บวับกหรือแว่นแกว้ 

4 ชาสมนุไพรบวับก 
บรรจซุอง 

บวับก บวับก - 

5 ชาสมนุไพรบวับก 
บรรจซุอง 

บวับก บวับก - 

6 ผงสมนุไพรบวับก
ส าหรบัแบ่งบรรจุ 

บวับก บวับก - 

7 ชาสมนุไพรพรมม ิ บวับกผสมพรมมิ บวับก บวับก 
8 ตน้แหง้พรมมิ พรมมิ พรมมิ - 

พบถึงความสอดคลอ้งกันของผลการศึกษาและท าใหส้ามารถระบุชนิดของสมุนไพรหมายเลข 3 
และหมายเลข 7 ไดว้่าสมุนไพรหมายเลข 3 คือแว่นแกว้ไม่ใช่บวับกตามที่ฉลากระบุ และสมุนไพร
หมายเลข 7 คือบวับกไม่ใช่พรมมิตามที่ฉลากระบุ ส่วนสมุนไพรหมายเลข 1, 2, 4, 5 และ 6 เป็น
บวับกตรงตามฉลากที่ระบ ุและสมนุไพรหมายเลข 8 เป็นพรมมิตรงตามฉลากที่ระบ ุ

จากผลการศึกษาท าใหท้ราบว่าผลิตภณัฑส์มนุไพรที่มีจ าหน่ายในทอ้งตลาดยงัมีการพบ
การระบุชนิดของสมุนไพรไม่ถูกตอ้ง ดังนั้นการศึกษาเอกลักษณ์สมุนไพรจึงเป็นสิ่งส าคัญ ท าให้
สามารถน าสมุนไพรไปใช้ได้ถูกชนิด โดยการศึกษาเอกลักษณ์สมุนไพรมีหลายวิธี ซึ่งในการ
ศึกษาวิจัยนีน้  าเสนอ 3 วิธี คือ ลกัษณะเนือ้เยื่อภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์ลายพิมพส์ารเคมีที่ไดม้า
จากเทคนิค HPTLC ลายพิมพดี์เอ็นเอที่สรา้งดว้ย PCR-RFLP  
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ขอ้ดีของวิธีการศึกษาลกัษณะเนือ้เยื่อภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนคื์อพรมมิมีลกัษณะเด่นคือ  
epidermal cell ของพรมมิมีลักษณะหยัก และมีขนแบบ glandular trichome จึงแยกออกจาก
บวับกและแว่นแกว้ได ้แต่วิธีนีไ้ม่สามารถแยกแว่นแกว้และบวับกได ้วิธีนีม้ีขอ้จ ากดัคืออาศยัทกัษะ
และความช านาญของผูว้ิเคราะห ์เนื่องจากอาจมีเซลลบ์างอย่างที่สามารถช่วยในการระบชุนิดของ
พืชได ้แต่ผูว้ิเคราะหอ์าจไม่พบเซลลด์งักลา่ว 

ขอ้ดีของเทคนิค HPTLC คือรูปแบบของลายพิมพส์ารเคมีของสมนุไพรมาตรฐานต่างกัน 
ขอ้เสียของวิธีนีคื้อ มีปัจจยัหลายอย่างที่ส่งผลต่อสารเคมีในสมุนไพร ทัง้สถานที่ปลูก เวลาในการ
เก็บเก่ียว อายุของสมุนไพร และกระบวนการผลิตผลิตภัณฑก์็อาจส่งผลต่อองคป์ระกอบทางเคมี
ดว้ย ดงัเห็นไดจ้ากตัวอย่างผลิตภณัฑส์มนุไพรหมายเลข 1 และหมายเลข 7 ที่มีลายพิมพส์ารเคมี
ไม่ชดัเจน มีรูปแบบเหมือนทัง้บวับกและพรมมิ อาจมีปัจจยับางอย่างที่กล่าวมาส่งผลใหล้ายพิมพ์
สารเคมีเปลี่ยนแปลง แต่เมื่อใชว้ิธีตรวจสอบลกัษณะเนือ้เยื่อไม่พบว่ามีเนือ้เยื่อของพรมมิปน และ
การตรวจสอบด้วย PCR-RFLP ก็ไม่พบว่ามีดีเอ็นเอของพรมมิ และในงานวิจัยนี ้สารเทียบไม่
สามารถช่วยยืนยนัชนิดสมนุไพรไดเ้นื่องจากผลิตภณัฑส์มุนไพรทั้ง 8 ตวัอย่างมีแถบที่ปรากฎตรง
กบั asiaticoside ผลิตภัณฑส์มนุไพรหมายเลข 1, 7 และ 8 มีแถบที่ปรากฎตรงกบั bacoside A3 
ผลิตภณัฑส์มนุไพรหมายเลข 1-6 มีแถบที่ปรากฎตรงกบั quercetin dihydrate  

การศึกษาลายพิมพดี์เอ็นเอมีขอ้ดีคือดีเอ็นเอของสมนุไพรแต่ละชนิดมีลกัษณะเฉพาะตัว 
ดีเอ็นเอไม่เปลี่ยนแปลงตามสภาพแวดลอ้ม ไม่เปลี่ยนแปลงตามอายุพืช และกระบวนการผลิตไม่
สง่ผลใหดี้เอ็นเอเปลี่ยนแปลง ท าใหส้ามารถระบชุนิดของสมนุไพรไดช้ดัเจนกว่าอีก 2 วิธีขา้งตน้ 

เมื่อใชท้ัง้ 3 วิธีในการศึกษาเอกลกัษณส์มุนไพรจะช่วยจ าแนกและยืนยนัชนิดของบวับก 
พรมมิ แว่นแกว้และผลิตภณัฑส์มนุไพรได้ ขอ้ควรระวงัในการตรวจสอบพืชทัง้ 3 วิธี คือ ความเป็น
เนือ้เดียวกันของตัวอย่างและความทั่วถึงในการสุ่มตัวอย่าง ซึ่งจ าเป็นตอ้งสุ่มตัวอย่างจากหลาย
บริเวณและปฏิบติัตามขอ้ก าหนดในการสุ่มตัวอย่าง นอกจากนีห้ากพบตัวอย่างที่มีปัญหาควรท า
การตรวจสอบตวัอย่างนัน้ซ  า้และใชห้ลายวิธีในการตรวจสอบรว่มกนั 
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ภาพประกอบ 37 แสดงต าแหน่งเอนไซมต์ดัจ าเพาะตดัชิน้สว่นดีเอ็นเอของบวับก โดยใชโ้ปรแกรม 
webcutter 

Enzyme       No.  Positions                        Recognition 

name         cuts of sites                         sequence 

AcsI          8   62 618 703 886 1442 1527 2207    r/aatty 

                  2292 

AcyI          3   436 1260 2025                    gr/cgyc 

AflIII        3   713 1537 2302                    a/crygt 

Alw21I        3   579 1403 2168                    gwgcw/c 

Alw44I        3   575 1399 2164                    g/tgcac 

AlwNI         3   763 1587 2352                    cagnnn/ctg 

ApaLI         3   575 1399 2164                    g/tgcac 

ApoI          8   62 618 703 886 1442 1527 2207    r/aatty 

                  2292 

AseI          3   644 1468 2233                    at/taat 

AsnI          3   644 1468 2233                    at/taat 

Asp700I       3   801 1625 2390                    gaann/nnttc 

AspHI         3   579 1403 2168                    gwgcw/c 

BamHI         5   378 1202 1644 1967 2409          g/gatcc 

BbiII         3   436 1260 2025                    gr/cgyc 

Bbv12I        3   579 1403 2168                    gwgcw/c 

BglII         3   175 999 1764                     a/gatct 

BsaHI         3   436 1260 2025                    gr/cgyc 

BsaI          3   508 1332 2097                    ggtctc 

BsiHKAI       3   579 1403 2168                    gwgcw/c 

BspLU11I      3   713 1537 2302                    a/catgt 

BsrDI         3   488 1312 2077                    gcaatg 

BstI          5   378 1202 1644 1967 2409          g/gatcc 

BstX2I        11  175 378 518 999 1202 1342 1644   r/gatcy 

                  1764 1967 2107 2409 

BstYI         11  175 378 518 999 1202 1342 1644   r/gatcy 

                  1764 1967 2107 2409 

Eam1104I      2   823 1684                         ctcttc 

EarI          2   823 1684                         ctcttc 

Eco31I        3   508 1332 2097                    ggtctc 

EcoT22I       3   392 1216 1981                    atgca/t 

Hin1I         3   436 1260 2025                    gr/cgyc 

HindIII       1   817                              a/agctt 

Hsp92I        3   436 1260 2025                    gr/cgyc 

Ksp632I       2   823 1684                         ctcttc 

MflI          11  175 378 518 999 1202 1342 1644   r/gatcy 

                  1764 1967 2107 2409 

Mph1103I      3   392 1216 1981                    atgca/t 

Msp17I        3   436 1260 2025                    gr/cgyc 

NsiI          3   392 1216 1981                    atgca/t 

NspI          3   717 1541 2306                    rcatg/y 

Ppu10I        3   388 1212 1977                    a/tgcat 

PshBI         3   644 1468 2233                    at/taat 

VneI          3   575 1399 2164                    g/tgcac 

VspI          3   644 1468 2233                    at/taat 

XbaI          3   280 1104 1869                    t/ctaga 

XhoII         11  175 378 518 999 1202 1342 1644   r/gatcy 

                  1764 1967 2107 2409 

XmnI          3   801 1625 2390                    gaann/nnttc 

Zsp2I         3   392 1216 1981                    atgca/t 
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ภาพประกอบ 38 แสดงต าแหน่งเอนไซมต์ดัจ าเพาะตดัชิน้สว่นดีเอ็นเอของพรมมิ โดยใชโ้ปรแกรม 
webcutter 

Enzyme       No.  Positions                        Recognition 

name         cuts of sites                         sequence 

AatII         3   409 1233 2079                    gacgt/c 

AclNI         3   700 1524 2370                    a/ctagt 

AcsI          16  523 578 588 619 673 1347 1402    r/aatty 

                  1412 1443 1497 1695 2193 2248 

                  2258 2289 2343 

AcyI          3   406 1230 2076                    gr/cgyc 

Alw21I        3   216 1040 1886                    gwgcw/c 

Alw44I        3   212 1036 1882                    g/tgcac 

ApaLI         3   212 1036 1882                    g/tgcac 

ApoI          16  523 578 588 619 673 1347 1402    r/aatty 

                  1412 1443 1497 1695 2193 2248 

                  2258 2289 2343 

AseI          3   602 1426 2272                    at/taat 

AsnI          3   602 1426 2272                    at/taat 

Asp700I       3   771 1595 2441                    gaann/nnttc 

AspHI         3   216 1040 1886                    gwgcw/c 

BbiII         3   406 1230 2076                    gr/cgyc 

BbuI          3   360 1184 2030                    gcatg/c 

Bbv12I        3   216 1040 1886                    gwgcw/c 

Bpu14I        3   733 1557 2403                    tt/cgaa 

BsaAI         3   211 1035 1881                    yac/gtr 

BsaBI         3   237 1061 1907                    gatnn/nnatc 

BsaHI         3   406 1230 2076                    gr/cgyc 

Bse118I       3   708 1532 2378                    r/ccggy 

Bse8I         3   237 1061 1907                    gatnn/nnatc 

Bsh1365I      3   237 1061 1907                    gatnn/nnatc 

BsiHKAI       3   216 1040 1886                    gwgcw/c 

Bsp119I       3   733 1557 2403                    tt/cgaa 

BsrBRI        3   237 1061 1907                    gatnn/nnatc 

BsrFI         3   708 1532 2378                    r/ccggy 

BssAI         3   708 1532 2378                    r/ccggy 

BstBI         3   733 1557 2403                    tt/cgaa 

Cfr10I        3   708 1532 2378                    r/ccggy 

Csp45I        3   733 1557 2403                    tt/cgaa 

Eam1104I      1   25                               ctcttc 

EarI          1   25                               ctcttc 

Eco57I        3   565 1389 2235                    ctgaag 

EcoT22I       3   45 869 1715                      atgca/t 

Hin1I         3   406 1230 2076                    gr/cgyc 

HincII        3   297 1121 1967                    gty/rac 

HindII        3   297 1121 1967                    gty/rac 

HindIII       1   1696                             a/agctt 

HpaI          3   297 1121 1967                    gtt/aac 

Hsp92I        3   406 1230 2076                    gr/cgyc 

Ksp632I       1   25                               ctcttc 

LspI          3   733 1557 2403                    tt/cgaa 

MamI          3   237 1061 1907                    gatnn/nnatc 

Mph1103I      3   45 869 1715                      atgca/t 

MslI          3   179 1003 1849                    caynn/nnrtg 

Msp17I        3   406 1230 2076                    gr/cgyc 

NsiI          3   45 869 1715                      atgca/t 

NspI          3   360 1184 2030                    rcatg/y 

NspV          3   733 1557 2403                    tt/cgaa 

PaeI          3   360 1184 2030                    gcatg/c 

Ppu10I        3   41 865 1711                      a/tgcat 

PshBI         3   602 1426 2272                    at/taat 

SfuI          3   733 1557 2403                    tt/cgaa 

SpeI          3   700 1524 2370                    a/ctagt 

SphI          3   360 1184 2030                    gcatg/c 

SspI          3   738 1562 2408                    aat/att 

VneI          3   212 1036 1882                    g/tgcac 

VspI          3   602 1426 2272                    at/taat 

XbaI          3   582 1406 2252                    t/ctaga 

XmnI          3   771 1595 2441                    gaann/nnttc 

Zsp2I         3   45 869 1715                      atgca/t 
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ภาพประกอบ 39 แสดงต าแหน่งเอนไซมต์ดัจ าเพาะตดัชิน้สว่นดีเอ็นเอของแว่นแกว้ โดยใช้
โปรแกรม webcutter 

Enzyme       No.  Positions                        Recognition 

name         cuts of sites                         sequence 

AcsI          3   625 1366 2061                    r/aatty 

AcyI          3   358 1099 1794                    gr/cgyc 

AgeI          3   698 1439 2134                    a/ccggt 

AlwNI         3   685 1426 2121                    cagnnn/ctg 

ApoI          3   625 1366 2061                    r/aatty 

Asp700I       3   723 1464 2159                    gaann/nnttc 

BamHI         1   1483                             g/gatcc 

BanIII        3   337 1078 1773                    at/cgat 

BbiII         3   358 1099 1794                    gr/cgyc 

Bsa29I        3   337 1078 1773                    at/cgat 

BsaAI         3   523 1264 1959                    yac/gtr 

BsaHI         3   358 1099 1794                    gr/cgyc 

BsaI          3   430 1171 1866                    ggtctc 

BsaWI         3   698 1439 2134                    w/ccggw 

BscI          3   337 1078 1773                    at/cgat 

Bse118I       3   698 1439 2134                    r/ccggy 

BseCI         3   337 1078 1773                    at/cgat 

BsiI          2   48 789                           ctcgtg 

BsmBI         3   360 1101 1796                    cgtctc 

Bsp106I       3   337 1078 1773                    at/cgat 

BspDI         3   337 1078 1773                    at/cgat 

BspXI         3   337 1078 1773                    at/cgat 

BsrDI         3   410 1151 1846                    gcaatg 

BsrFI         3   698 1439 2134                    r/ccggy 

BssAI         3   698 1439 2134                    r/ccggy 

BssSI         2   48 789                           ctcgtg 

BstI          1   1483                             g/gatcc 

BstX2I        1   1483                             r/gatcy 

BstYI         1   1483                             r/gatcy 

Bsu15I        3   337 1078 1773                    at/cgat 

Cfr10I        3   698 1439 2134                    r/ccggy 

ClaI          3   337 1078 1773                    at/cgat 

DraII         3   300 1041 1736                    rg/gnccy 

Eco31I        3   430 1171 1866                    ggtctc 

EcoO109I      3   300 1041 1736                    rg/gnccy 

EcoT22I       3   314 1055 1750                    atgca/t 

Esp3I         3   360 1101 1796                    cgtctc 

Hin1I         3   358 1099 1794                    gr/cgyc 

Hsp92I        3   358 1099 1794                    gr/cgyc 

MflI          1   1483                             r/gatcy 

Mph1103I      3   314 1055 1750                    atgca/t 

MslI          2   5 746                            caynn/nnrtg 

Msp17I        3   358 1099 1794                    gr/cgyc 

NsiI          3   314 1055 1750                    atgca/t 

PinAI         3   698 1439 2134                    a/ccggt 

Ppu10I        3   310 1051 1746                    a/tgcat 

PpuMI         3   300 1041 1736                    rg/gwccy 

Psp5II        3   300 1041 1736                    rg/gwccy 

XhoII         1   1483                             r/gatcy 

XmnI          3   723 1464 2159                    gaann/nnttc 

Zsp2I         3   314 1055 1750                    atgca/t 
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ภาพประกอบ 40 แสดงส าเนาค าขอรบัอนสุิทธิบตัร กรรมวิธีการจ าแนกบวับก พรมมิ และแว่นแกว้ 
โดยใชพ้ีซีอาร-์อารเ์อฟแอลพี (PCR-RFLP) เลขที่ 2303003219 
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ภาพประกอบ 40 (ต่อ) แสดงส าเนาค าขอรบัอนสุิทธิบตัร กรรมวิธีการจ าแนกบวับก พรมมิ และ
แว่นแกว้ โดยใชพ้ีซีอาร-์อารเ์อฟแอลพี (PCR-RFLP) เลขที่ 2303003219 
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ภาพประกอบ 40 (ต่อ) แสดงส าเนาค าขอรบัอนสุิทธิบตัร กรรมวิธีการจ าแนกบวับก พรมมิ และ
แว่นแกว้ โดยใชพ้ีซีอาร-์อารเ์อฟแอลพี (PCR-RFLP) เลขที่ 2303003219 

 



 

ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล มณิสร สขุสวสัดิ ์
วัน เดือน ปี เกิด 7 กนัยายน 2538 
สถานทีเ่กิด เพชรบรุี 
วุฒกิารศึกษา พ.ศ. 2561 วิทยาศาสตรบณัฑิต จากจฬุาลงกรณม์หาวิทยาลยั   
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