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บทที ่4 

ผลการวจิยั 

4.1 Data Mining 

4.1.1 ค้นหาและรวบรวมข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ ITS1, ITS2, matK, rbcL, 

rpoC, trnH-psbA และ trnL 

จากการสืบคน้และรวบรวมขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของบริเวณ ITS1 และ ITS2 ซ่ึงอยูใ่น
นิวเคลียสจีโนม และบริเวณ matK, rbcL, rpoC, trnH-psbA และ trnL ซ่ึงอยู่ใน 
คลอโรพลาสต์จีโนมของพืชในวงศ์ขิงบนฐานข้อมูลของ National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) เครือข่าย http://www.ncbi.nlm.nih.gov  โดยใช้
ค  าคน้วา่ Zingiberaceae + บริเวณท่ีตอ้งการ ไดแ้ก่ ITS, matK, rbcL, rpoC, trnH-psbA 

และ trnL พบจ านวนตวัอยา่งทั้งหมด 930, 879, 425, 60, 647 และ 436 ตวัอยา่งตามล าดบั 
(ตาราง 4.1) พบพืชสกุล Curcuma มีจ านวนขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์มากท่ีสุด รองลงมาคือ 
Alpinia, Amomum, Globba, Zingiber และ Boesenbergia ตามล าดบั (ภาพ 4.1) โดย
ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ท่ีพบมีความยาวอยูร่ะหวา่ง 208-2661 เบส, บริเวณ matK มี
ความยาวอยูร่ะหวา่ง 209-3315 เบส, บริเวณ rbcL มีความยาวอยู่ระหวา่ง 153-1548 เบส, 

บริเวณ rpoC มีความยาว 501 เบส, บริเวณ trnH-psbA มีความยาวอยูร่ะหวา่ง 153-1243 
เบส และบริเวณ  trnL มีความยาวอยูร่ะหวา่ง 188-962 เบส (ตาราง 4.1) 
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ตารางท่ี 4.1 แสดงจ านวนนิวคลีโอไทดท์ั้งหมด และความยาวล าดบันิวคลีโอไทด์ 
ท่ีคน้หาไดจ้ากการใชค้  าคน้ Zingiberaceae + บริเวณท่ีตอ้งการ  

(ไดแ้ก่ ITS, matK, rbcL, rpoC, trnH-psbA และ trnL) 

 

บริเวณ จ านวนล าดับ 
นิวคลโีอไทด์ 

ความยาวล าดับนิวคลโีอไทด์ 
(เบส) 

สั้นสุด ยาวสุด 

ITS 930 208 2661 

matK 879 209 3315 

rbcL  425 153 1548 

rpoC 60 501 501 

trnH-psbA 647 153 1243 

trnL 436 191 1197 
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ภาพท่ี 4.1 ขอ้มูลปริมาณล าดบันิวคลีโอไทดแ์ต่ละต าแหน่ง  
ของพืชวงศขิ์งท่ีมีในฐานขอ้มูล GenBank 
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4.1.2 ตัดแต่งและคัดเลือกล าดับนิวคลโีอไทด์ 

ท าการคดัเลือกล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีเหมาะสมจากขอ้ 4.1.1 โดยมีเง่ือนไขในการเลือกล าดบั 
นิวคลีโอไทด์ คือ ตดัล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีมี %N มากกวา่ 3% ในกรณีท่ีมีล าดบันิวคลีโอไทด์
ของสปีชีส์นั้นๆ มากกวา่ 1 ล าดบันิวคลีโอไทด์ จะน าล าดบันิวคลีโอไทด์ของสปีชีส์นั้นมาท า
การวิเคราะห์ไม่เกิน 3 ซ ้ า ท าการ alignment และตดัล าดบันิวคลีโอไทด์ส่วนหัวและทา้ยให้
เท่ากนั หลงัจากท าการคดัเลือกแลว้ในแต่ละบริเวณพบตวัอย่างท่ีเหลือเพื่อใช้ในการวิเคราะห์
ต่อไป ดงัน้ี ITS จ านวน 252 ตวัอยา่ง มีความยาว 776 เบส, matK จ  านวน 342 ตวัอย่าง มี
ความยาว 686 เบส, rbcL จ  านวน 323 ตวัอย่าง มีความยาว 471 เบส, rpoC จ  านวน 60 

ตวัอยา่ง มีความยาว 501 เบส, trnH-psbA จ  านวน 87 ตวัอยา่ง มีความยาว 830 เบส และ 
trnL จ านวน 102 ตวัอยา่ง มีความยาว 976 เบส (ตาราง 4.2) 

ตารางท่ี 4.2  จ านวนนิวคลีโอไทดแ์ละความยาวของล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีถูกคดัเลือก 

ของพืชวงศขิ์งทั้งหมดจากต าแหน่ง ITS, matK, rbcL, rpoC, trnH-psbA และ trnL 

บริเวณ จ านวนตัวอย่างใช้วเิคราะห์ 
ความยาวล าดับ 

นิวคลโีอไทด์ทีใ่ช้วเิคราะห์ (เบส) 

ITS* 252 776 

matK 242 686 

rbcL 323 471 

rpoC 60 501 

trnH-psbA** 87 830 

trnL 102 976 

 

 *  ภาคผนวก (Supplementary Data 1.) 

 ** ภาคผนวก (Supplementary Data 2.) 
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4.2 การวเิคราะห์ผ่านคอมพวิเตอร์ (in silico analysis) 

 4.2.1 เปรียบเทยีบข้อมูลล าดับนิวคลโีอไทด์ 

จากการน าล าดบันิวคลีโอไทดข์องพืชวงศขิ์งท่ีถูกคดัเลือกจากบริเวณ 7 ต  าแหน่งมาวิเคราะห์ผล
โดยการท า alignment เพื่อวิเคราะห์และเปรียบเทียบจ านวนต าแหน่งท่ีเป็น conserved site, 

variable site, singleton และ ค่า GC content โดยคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ พบวา่ล าดบันิวคลีโอ
ไทดใ์นบริเวณ rpoC มีต าแหน่งท่ีเป็น conserved site มากท่ีสุด รองลงมาไดแ้ก่ rbcL, trnH-

psbA, trnL, matK, psbA-trnH และ ITS โดยคิดเป็น 96.21%,  86.84%, 83.97%, 

78.99%, 62.54 และ 27.71% ตามล าดบั ล าดบันิวคลีโอไทด์ในบริเวณ ITS มีต าแหน่งท่ีเป็น 
variable มากท่ีสุด รองลงมาไดแ้ก่ matK, trnL, rbcL, psbA-trnH และ rpoC โดยคิดเป็น 
69.075%, 36.88%,  16.49%, 12.95%, 11.69% และ 3.79% ตามล าดบั ส่วนค่าเฉล่ีย GC 

content พบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ในบริเวณ ITS มีค่าสูงสุดรองลงมาไดแ้ก่ rbcL, rpoC, 

trnL, psbA-trnH และ matK คิดเป็น 55.8%, 44.0%, 38.9%, 33.1%, 29.5% และ 

29.3% ตามล าดบั (ตารางท่ี 4.3)  
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ตารางท่ี 4.3 ผลการวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของพืชวงศขิ์งจากต าแหน่ง ITS, matK, rbcL, 

rpoC, trnH-psbA และ trnL ท่ีไดจ้ากการท า alignment  

 

 

ต าแหน่ง 
ความยาวของล าดับ
นิวคลโีอไทด์ (เบส) 

ต าแหน่ง 
conserved 

ต าแหน่ง 
variable 

ต าแหน่ง 
singleton 

ค่าเฉลีย่ GC 
content 

(%) 

ITS 776 
215/776 

(27.71%) 

536/776 

(69.07%) 

94/776 

(12.11%) 
55.8 

matK 686 
429/686 

(62.54%) 

253/686 

(36.88%) 

74/686 

(10.79%) 
29.3 

rbcL 471 
409/471 

(86.84%) 

61/471 

(12.95%) 

27/471 

(5.73%) 
44.0 

rpoC 501 
482/501 

(96.21%) 

19/501 

(3.79%) 

0/501 

(0%) 
38.9 

trnH-psbA 830 
697/830 

(83.97%) 

97/830 

(11.69%) 

22/830 

(2.65%) 
29.5 

trnL 976 
771/976 

(78.99%) 

161/976 

(16.49%) 

78/976 

(7.99%) 
33.1 
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4.3. การออกแบบไพรเมอร์ ITS1, ITS2 และ trnH-psbA  

จากการวิเคราะห์ขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์ผ่านคอมพิวเตอร์ (in silico analysis) จากขอ้ 4.2 ซ่ึง
พบวา่บริเวณท่ีมีความเหมาะสมและมีศกัยภาพในการน ามาใชเ้ป็นต าแหน่งคดัแยกพืชวงศขิ์งมากท่ีสุด
คือบริเวณ ITS รองลงมาได้แก่ trnH-psbA จึงได้ท าการออกแบบไพรเมอร์จากบริเวณทั้งสอง
ต าแหน่งโดยพิจารณาจากต าแหน่ง Conserved site ส าหรับการเขา้เกาะของไพรเมอร์ทั้ง Forward 

Primer และ Reverse Primer โดยต าแหน่ง conserved site จะอยูค่ร่อมต าแหน่ง variable site 

(ภาพท่ี 3.1) เน่ืองจากต าแหน่งท่ีเป็น variable site จะเป็นตวัก าหนดความแตกต่างของพืชแต่ละชนิด 
จากนั้นสั่งสังเคราะห์ไพรเมอร์จากบริษทั Pacific Science Co.,Ltd. (ตารางท่ี 4.4) 

ตารางท่ี 4.4  ไพรเมอร์ท่ีออกแบบไดจ้ากฐานขอ้มูลจ านวน 3 ไพรเมอร์  
ไดแ้ก่ trnH-psbA, ITS1 และ ITS2 

 

Region 
Primer 

(5’-3’) 
Tm (

o
C) 

trnH-psbA 

 

FW  GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTG 57 

RW  CCGAGATATCCATTGCCGAGAGTC 57 

ITS1 

 

FW  GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTG 57 

RW  CCGAGATATCCATTGCCGAGAGTC 57 

ITS2 

 

FW  CGCCTGCTTGGGCGTCATGGC 58 

RW  GGGCCTCGCCTGACTTGGGGCC 58 
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4.4 การวเิคราะห์ไพรเมอร์เพ่ือประเมินประสิทธิภาพการจ าแนกพืชวงศ์ขิง 

4.4.1 คน้ล าดบันิวคลีโอไทดข์องพืชตวัอยา่งท่ีใชใ้นการทดลอง 

ค้นหาล าดับนิวคลีโอไทด์โดยคัดเลือกเฉพาะพืชท่ีใช้ในการทดลองจ านวน 8 สปีชีส์  
(ตาราง 3.1) บนฐานขอ้มูล NCBI โดยใชค้  าคน้คือ ช่ือสปีชีส์ + บริเวณท่ีตอ้งการ (ไดแ้ก่ ITS, 

matK, rbcL, rpoC, trnH-psbA และ trnL) ท าการคดัเลือกล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีเหมาะสม
จากขอ้ 4.1.1 ผลจากการคน้หาและคดัเลือกล าดบันิวคลีโอไทด์ของพืชวงศ์ขิง (ภาคผนวก 
Supplementary Data 3.) สามารถพบล าดบันิวคลีโอไทด์ของพืชวงศ์ขิงทั้ง 8 ชนิดได ้6 

ต าแหน่ง คือ ต าแหน่ง ITS มีจ านวน 10 ตวัอยา่ง มีความยาว 570-654 เบส, matK มีจ  านวน 
12 ตวัอยา่ง มีความยาว 777-2704 เบส, rbcL มีจ  านวน 7 ตวัอยา่ง มีความยาว 524-703 เบส, 

, trnH-psbA มีจ  านวน 9 ตวัอยา่ง มีความยาว 647-774 เบส และ trnL มีจ านวน 9 ตวัอยา่ง มี
ความยาว 730-947 เบส ยกเวน้ต าแหน่ง rpoC ไม่พบล าดบันิวคลีโอไทด์ของพืชทั้ง 8 ชนิด
เลย ดงันั้นจึงท าการสุ่มเลือกพืชสมุนไพรท่ีมาจากพืชชนิดอ่ืนในวงศขิ์งมาทดแทน ซ่ึงมีจ านวน 
11 ตวัอยา่ง มีความยาว 501 เบส (ตารางท่ี 4.5) 

ตารางท่ี 4.5  จ านวนนิวคลีโอไทดแ์ละความยาวของล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีถูกคดัเลือกเพื่อน ามา
วเิคราะห์ของพืชวงศขิ์ง โดยคน้หาเฉพาะตวัอยา่งพืชท่ีใชท้ดลองจ านวน 8  
สปีชีส์ จากต าแหน่ง ITS, matK, rbcL, rpoC, trnH-psbA และ trnL 

 

Region จ านวนตัวอย่างทีใ่ช้วเิคราะห์ข้อมูล ความยาวล าดับนิวคลโีอไทด์ (เบส) 

สั้นสุด ยาวสุด 

ITS 10 570 654 

matK 12 777 2704 

rbcL 7 524 703 

rpoC* 11 501 501 

trnH-psbA 9 647 774 

trnL 9 730 947 

* เน่ืองจากในฐานขอ้มูล GenBank บริเวณต าแหน่ง rpoC ของพืชวงศ์ขิงจ านวน 8 ชนิดดงักล่าวไม่มีใน
ฐานขอ้มูล จึงเลือกล าดบันิวคลีโอไทดจ์ากพืชชนิดอ่ืนในวงศขิ์งมาทดแทน (ภาคผนวก) 



 

59 

4.4.2 วเิคราะห์การจบักนัของไพรเมอร์กบับริเวณท่ีเหมาะสม 

น าไพรเมอร์ท่ีมีในห้องปฏิบติัการจ านวน 4 คู่ไดแ้ก่ matK, rbcL, rpoC, และ trnL (ตารางท่ี 
3.2) และไพรเมอร์ท่ีออกแบบข้ึนมาใหม่จ  านวน 3 คู่ ไดแ้ก่ ITS1, ITS2 และ trnH-psbA มา
จบักบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องพืชตวัอยา่ง 8 สปีชีส์เพื่อท าการวเิคราะห์หาค่าเปอร์เซ็นตข์องการ
เขา้จบัทั้งสาย forward primer และ reverse primer หลงัจากนั้นน าช้ินส่วนล าดบันิวคลีโอ
ไทด์ท่ีได้จากการจับของไพรเมอร์ (amplicons) มาเปรียบเทียบจ านวนต าแหน่งท่ีเป็น 
conserved site, variable site, singleton และ ค่า GC content จากการวิเคราะห์
ประสิทธิภาพของไพรเมอร์ทั้ง 7 คู่ พบวา่ไพรเมอร์ ITS1, ITS2, trnH-psbA, rbcL, trnL 

สามารถเขา้เกาะ DNA template ได ้100% ทั้งสาย forward และสาย reverse ส่วนไพรเมอร์ 
rpoC สาย forward สามารถเขา้จบั DNA template ได ้100% แต่สาย reverse เขา้จบักบั 
DNA template ได้ 95% และไพรเมอร์ matK สาย forward สามารถเขา้จบั DNA 

template ได ้92.31% แต่สาย reverse เขา้จบักบั DNA template ได ้91.30% บริเวณ
ต าแหน่ง ITS2  ท่ีไพรเมอร์สามารถเขา้เกาะได้มี Variable sites มากท่ีสุดคือ 44.74% 

รองลงมาคือ ITS1, trnH-psbA, rpoC, matK และ rbcL มี Variable sites 26.71%, 

12.59%, 4.00% และ 1.30% ตามล าดบั ส่วนบริเวณ trnL ท่ีไพรเมอร์สามารถเขา้เกาะได้ไม่
มีต าแหน่งท่ีเป็น Variable sites ในพืชวงศขิ์งเลย (ตารางท่ี 4.6) 
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ตารางท่ี 4.6 ผลการวเิคราะห์การเขา้จบัของไพรเมอร์ 7 คู่  

Region Primer 

(5’-3’) 
ประสิทธิภาพ
การเข้าจับของ
ไพรเมอร์ (%) 

Tm  

(
o
C) 

Amplicon 

length 

(bp) 

G-C 

content 

(%) 

Conserved 

sites 

(%) 

Variable 

sites 

(%) 

matK FW CTTCTTATTTACGATTAACATCTTCT 92.31 
57 154 32 98.70 1.30 

RW TTTCTTTGATATCGAACATAATG 91.30 

rbcL FW GGTACATGGACAACTGTGTGGA 100.00 
57 149 42 99.33 0.67 

RW ACAGAACCTTCTTCAAAAAGGTCTA 100.00 

trnL FW TGGGCAATCCTGAGCCAAATC 100.00 
57 83-97 36-39 100.00 0.00 

RW AACAGCTTCCATTGAGTCTCTGCACCT 100.00 

rpoC 

 

FW CCSATTGTATGGGAAATACTT 100.00 
57 150 41-43 96.00 4.00 

RW CTTACAAACTAATGGATGTAA 95.24 

trnH-

psbA 

FW  GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTG 100.00 57 

 
124-141 17-20 87.41 12.59 

RW  CCGAGATATCCATTGCCGAGAGTC 100.00 

ITS1 

 

FW  GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTG 100.00 57 

 
213-237 53-60 63.18 26.71 

RW  CCGAGATATCCATTGCCGAGAGTC 100.00 

ITS2 

 

FW  CGCCTGCTTGGGCGTCATGGC 100.00 
58 264 - 289 60-67 54.61 44.74 

RW  CCGAGATATCCATTGCCGAGAGTC 100.00 

6
0
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4.5 ดีเอน็เอพืช  

น าตวัอยา่งพืชสด ตวัอยา่งพืชแห้งและตวัอยา่งผลิตภณัฑ์ชนิดผงแห้ง มาสกดัดีเอ็นเอ โดยใชชุ้ดสกดั
ส าเร็จรูป GF-1 Plant DNA Extraction Kit (Vivantis, USA) โดยดีเอ็นเอบางส่วนน าไป
ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกดัไดด้ว้ยวิธีอะกราโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (Agrarose 

gel electrophoresis) ร่วมกบัการตรวจสอบดว้ยสเปกโตรโฟโตรมิเตอร์ (BioDrop, UK) ผลการ
ตรวจสอบพบวา่ดีเอน็เอท่ีไดมี้คุณภาพดี และมีความบริสุทธ์ิสูง จากนั้นปรับปริมาณความเขม้ขน้ของดี
เอน็เอท่ีสกดัไดใ้หเ้ท่ากนัทุกตวัอยา่ง โดยก าหนดใหมี้ความเขม้ขน้ของดีเอน็เอท่ี 30 ng/µl 

 

4.6 Realtime PCR และ HRM analysis 

น าดีเอ็นเอของพืชตวัอย่างท่ีสกดัและปรับความเขม้ขน้เรียบร้อยแลว้มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณท่ี
ตอ้งการด้วยการใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบเรียลไทม์ (Realtime Polymerase Chain 

Reaction : Realtime PCR) จากนั้นท า HRM ผลท่ีไดจ้ากการท า HRM จะอยูใ่นรูปแบบของค่า 
Tm และ melting curve ซ่ึงจะถูกน ามาวิเคราะห์เพื่อหาความแตกต่างของตวัอยา่งแต่ละชนิด ความ
แตกต่างของตวัอย่างแต่ละชนิดจะข้ึนอยู่กบัค่า Tm และลกัษณะรูปร่างของกราฟ ท่ีค านวณจาก
โปรแกรม Eco Real-Time PCR System Software v5.0 โดยใชค้่าความเช่ือมัน่ α=0.1 พบวา่ 

4.6.1 ท า HRM เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของไพรเมอร์ทั้ง 7 คู่ โดยใชพ้ืชท่ีท าการทดลอง 3 

ชนิด ไดแ้ก่ Zingiber officinale, Curcuma longa และ Kaempferia parviflora (ใช้
ตวัอยา่งละ 3 ซ ้ า) 

เลือกตวัอยา่งตวัแทนพืชแต่ละสกุลของพืชวงศขิ์งซ่ึงไดแ้ก่ Zingiber officinale (Zingiber) 

Curcuma longa (Curcuma) และ Kaempferia parviflora (Kaempferia) พบวา่ เม่ือดู
จากค่า Tm (ตาราง 4.7) และรูปร่างลกัษณะของกราฟ  

ไพรเมอร์ matK (ภาพ 4.2 A และ B) สามารถจ าแนกพืช 3 ชนิดออกเป็น 2 กลุ่มไดแ้ก่ กลุ่มท่ี 
1 (Tm = 77.90 – 78.00 

o
C) : Zingiber officinale กลุ่มท่ี 2 (Tm = 78.30 – 78.50 

o
C) : 

Curcuma longa และ Kaempferia parviflora 

ไพรเมอร์ rpoC (ภาพ 4.3 A และ B) สามารถจ าแนกพืช 3 ชนิดออกเป็น 2 กลุ่มไดแ้ก่ กลุ่มท่ี 
1 (Tm = 79.60 – 79.70 

o
C) : Zingiber officinale และ Curcuma longa กลุ่มท่ี 2 (Tm = 

79.90 – 80.00 
o
C) : Kaempferia parviflora 
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ไพรเมอร์ rbcL (ภาพ 4.4 A และ B) สามารถจ าแนกพืช 3 ชนิดออกเป็น 2 กลุ่มไดแ้ก่ กลุ่มท่ี 
1 (Tm = 81.90 

o
C) : Zingiber officinale และ Kaempferia parviflora กลุ่มท่ี 2 (Tm = 

81.2 
o
C) : Curcuma longa  

ไพรเมอร์ trnL (ภาพ 4.5 A และ B) ไม่สามารถจ าแนกพืชทั้ง 3 ชนิดออกจากกนัได ้ 

ไพรเมอร์ ITS1 (ภาพ 4.6 A และ B)  สามารถจ าแนกพืชทั้ง 3 ชนิดออกจากกนัไดอ้ยา่งชดัเจน 
โดยแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มท่ี 1 (Tm = 89.60 – 89.70 

o
C) : Zingiber officinale 

กลุ่มท่ี 2 (Tm = 88.00 
o
C) : Curcuma longa กลุ่มท่ี 3 (Tm = 87.80  

o
C) : Kaempferia 

parviflora 

ไพรเมอร์ ITS2  (ภาพ 4.7 A และ B)  สามารถจ าแนกพืชทั้ง 3 ชนิดออกจากกนัไดอ้ยา่ง
ชดัเจน โดยแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มท่ี 1 (Tm = 90.60 – 90.70 

o
C) : Zingiber 

officinale กลุ่มท่ี 2 (Tm = 88.90 – 90.0 
o
C) : Curcuma longa กลุ่มท่ี 3 (Tm = 90.90 – 

91.00  
o
C) : Kaempferia parviflora 

ไพรเมอร์ trnH-psbA (ภาพ 4.8 A และ B)  สามารถจ าแนกพืชทั้ง 3 ชนิดออกจากกนัไดอ้ยา่ง
ชดัเจน โดยแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มท่ี 1 (Tm = 74.60 – 74.70 

o
C) : Zingiber 

officinale กลุ่มท่ี 2 (Tm = 72.50 – 72.60 
o
C) : Curcuma longa กลุ่มท่ี 3 (Tm = 73.40 – 

73.50  
o
C) : Kaempferia parviflora 

จากผลการทดลองดงักล่าวจะเห็นไดว้่า ไพรเมอร์ ITS1, ITS2 และ trnH-psbA เท่านั้นท่ี
สามารถแยกพืชทั้ง 3 ชนิดออกจากกนัได ้
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6
3
 

ตารางท่ี 4.7 ค่า Tm ของพืชแต่ละชนิดเม่ือท า HRM โดยใชไ้พรเมอร์ matK, rpoC, trnL, rbcL, trnH-psbA, ITS1 และ ITS2 

 

  

 

No. Name Mark Scientific Name Tm 

matK rpoC trnL rbcL ITS1 ITS2 trnH-psbA 

1 ขิง 

S1.1 

Zingiber officinale 

78.00 79.70 76.20 81.90 89.60 90.70 74.60 

S1.2 77.90 79.70 76.10 81.90 89.60 90.60 74.60 

S1.3 78.00 79.70 76.10 81.90 89.70 90.70 74.70 

Mean 77.97 79.70 76.13 81.90 89.63 90.67 74.63 

2 ขมิ้นชนั 

S2.1 

Curcuma longa 

78.50 79.60 76.50 81.20 88.00 89.10 72.60 

S2.2 78.30 79.60 76.60 81.20 88.00 88.90 72.50 

S2.3 78.40 79.70 76.60 81.20 88.00 88.90 72.60 

Mean 78.40 79.63 76.57 81.20 88.00 88.97 72.57 

3 กระชายด า 
S3.1 

Kaempferia 

parviflora 

78.40 80.00 76.50 81.90 87.80 90.90 73.50 

S3.2 78.40 80.00 76.40 81.90 87.80 90.90 73.50 

S3.3 78.50 79.90 76.40 81.90 87.80 91.00 73.40 

Mean 78.43 79.97 76.43 81.90 87.80 90.93 73.47 
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A. Normalized Melting Curve (matK) 

 

B. Difference Plot Curves (matK)

 
 

ภาพท่ี 4.2 ผลการท า HRM โดยใชไ้พรเมอร์ matK แสดงให้เห็นถึงรูปแบบของกราฟ melting 

curves (aligned melt curves) ของ amplicons ส าหรับพืช 3 ชนิด (ชนิดละ 3 ซ ้ า) A.แสดงผล
แบบ Normalized Melting Curve แกน Y คืออตัราการเรืองแสงของสี Fluorescence แกนX คือ 

degrees Celsius (
o
C) B. แสดงผลแบบ Difference Plot Curves เปรียบเทียบความแตกต่างของ

พืชแต่ละชนิดโดยใช้ Kaempferia parviflora เป็นตวัอา้งอิง โดยใช้ค่าความเช่ือมัน่ในการจ าแนก
พืชแต่ละชนิดท่ี 90% 
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A. Normalized Melting Curve (rpoC) 

 

B. Difference Plot Curves (rpoC) 

 

ภาพท่ี 4.3 ผลการท า HRM โดยใช้ไพรเมอร์ rpoC แสดงให้เห็นถึงรูปแบบของกราฟ melting 

curves (aligned melt curves) ของ amplicons ส าหรับพืช 3 ชนิด (ชนิดละ 3 ซ ้ า) A.แสดงผล
แบบ Normalized Melting Curve แกน Y คืออตัราการเรืองแสงของสี Fluorescence แกนX คือ 

degrees Celsius (
o
C) B. แสดงผลแบบ Difference Plot Curves เปรียบเทียบความแตกต่างของ

พืชแต่ละชนิดโดยใช ้Kaempferia parviflora เป็นตวัอา้งอิง โดยใชค้่าความเช่ือมัน่ในการจ าแนก
พืชแต่ละชนิดท่ี 90% 
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A. Normalized Melting Curve (trnL) 

 

B. Difference Plot Curves (trnL)

 

ภาพท่ี 4.4 ผลการท า HRM โดยใช้ไพรเมอร์ trnL แสดงให้เห็นถึงรูปแบบของกราฟ melting 

curves (aligned melt curves) ของ amplicons ส าหรับพืช 3 ชนิด (ชนิดละ 3 ซ ้ า) A.แสดงผล
แบบ Normalized Melting Curve แกน Y คืออตัราการเรืองแสงของสี Fluorescence แกนX คือ 

degrees Celsius (
o
C) B. แสดงผลแบบ Difference Plot Curves เปรียบเทียบความแตกต่างของ

พืชแต่ละชนิดโดยใช ้Kaempferia parviflora เป็นตวัอา้งอิง โดยใชค้่าความเช่ือมัน่ในการจ าแนก
พืชแต่ละชนิดท่ี 90% 
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A. Normalized Melting Curve (rbcL) 

 

B. Difference Plot Curves (rbcL)

 

ภาพท่ี 4.5 ผลการท า HRM โดยใชไ้พรเมอร์ rbcL แสดงให้เห็นถึงรูปแบบของกราฟ melting 

curves (aligned melt curves) ของ amplicons ส าหรับพืช 3 ชนิด (ชนิดละ 3 ซ ้ า) A.แสดงผล
แบบ Normalized Melting Curve แกน Y คืออตัราการเรืองแสงของสี Fluorescence แกนX คือ 

degrees Celsius (
o
C) B. แสดงผลแบบ Difference Plot Curves เปรียบเทียบความแตกต่างของ

พืชแต่ละชนิดโดยใช ้Kaempferia parviflora เป็นตวัอา้งอิง โดยใชค้่าความเช่ือมัน่ในการจ าแนก
พืชแต่ละชนิดท่ี 90% 
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A. Normalized Melting Curve (ITS1) 

 

B. Difference Plot Curves (ITS1)

 
 

ภาพท่ี 4.6 ผลการท า HRM โดยใชไ้พรเมอร์ ITS1 แสดงให้เห็นถึงรูปแบบของกราฟ melting 

curves (aligned melt curves) ของ amplicons ส าหรับพืช 3 ชนิด (ชนิดละ 3 ซ ้ า) A.แสดงผล
แบบ Normalized Melting Curve แกน Y คืออตัราการเรืองแสงของสี Fluorescence แกนX คือ 

degrees Celsius (
o
C) B. แสดงผลแบบ Difference Plot Curves เปรียบเทียบความแตกต่างของ

พืชแต่ละชนิดโดยใช้ Kaempferia parviflora เป็นตวัอา้งอิง โดยใช้ค่าความเช่ือมัน่ในการจ าแนก
พืชแต่ละชนิดท่ี 90% 
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A. Normalized Melting Curve (ITS2) 

 

B. Difference Plot Curves (ITS2)

 

ภาพท่ี 4.7 ผลการท า HRM โดยใชไ้พรเมอร์ ITS2 แสดงให้เห็นถึงรูปแบบของกราฟ melting 

curves (aligned melt curves) ของ amplicons ส าหรับพืช 3 ชนิด (ชนิดละ 3 ซ ้ า) A.แสดงผล
แบบ Normalized Melting Curve แกน Y คืออตัราการเรืองแสงของสี Fluorescence แกนX คือ 

degrees Celsius (
o
C) B. แสดงผลแบบ Difference Plot Curves เปรียบเทียบความแตกต่างของ

พืชแต่ละชนิดโดยใช ้Kaempferia parviflora เป็นตวัอา้งอิง โดยใชค้่าความเช่ือมัน่ในการจ าแนก
พืชแต่ละชนิดท่ี 90% 
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A. Normalized Melting Curve (trnH-psbA) 

 

B. Difference Plot Curves (trnH-psbA)

 

ภาพท่ี 4.8 ผลการท า HRM โดยใช้ไพรเมอร์ trnH-psbA แสดงให้เห็นถึงรูปแบบของกราฟ 

melting curves (aligned melt curves) ของ amplicons ส าหรับพืช 3 ชนิด (ชนิดละ 3 ซ ้ า) A.

แสดงผลแบบ Normalized Melting Curve แกน Y คืออตัราการเรืองแสงของสี Fluorescence 

แกนX คือ degrees Celsius (
o
C) B. แสดงผลแบบ Difference Plot Curves เปรียบเทียบความ

แตกต่างของพืชแต่ละชนิดโดยใช ้Kaempferia parviflora เป็นตวัอา้งอิง โดยใชค้่าความเช่ือมัน่ใน
การจ าแนกพืชแต่ละชนิดท่ี 90% 
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4.6.2. เลือกใชไ้พรเมอร์ท่ีดีท่ีสุดในการท า HRM เพื่อจ าแนกพืชวงศขิ์งจ านวน 8 ชนิด ไดแ้ก่ 
ขิง (Zingiber officinale) ขมิ้นชนั (Curcuma longa) ขมิ้นออ้ย (Curcuma zedoaria) 
กระชายด า (Kaempferia parviflora) กระชาย (Boesenbergia rotunda) ไพล (Zingiber 

montanum) ข่า (Alpinia galanga) และกระวาน (Amomum krervanh) 

ไพรเมอร์ท่ีมีประสิทธิภาพดีเพียงพอท่ีจะใช้ในการจดัจ าแนกพืชทั้ง 3 ชนิดออกจากกนัได ้
ไดแ้ก่ ITS1, ITS2 และ trnH-psbA เม่ือพิจารณาจากค่าความแตกต่างของค่า Tm ต าแหน่ง 
Variable site และความแตกต่างของรูปร่างลกัษณะของกราฟ จึงเลือกใชต้  าแหน่ง ITS2 มา
ท าการทดลองในขั้นตอนต่อไปในการท า HRM เพื่อจ าแนกพืชวงศขิ์งจ านวน 8 ชนิด ไดแ้ก่ ขิง 
(Zingiber officinale) ขมิ้นชนั (Curcuma longa) ขมิ้นออ้ย (Curcuma zedoaria)  
กระชายด า (Kaempferia parviflora) กระชาย (Boesenbergia rotunda) ไพล (Zingiber 

montanum) ข่า (Alpinia galanga) และกระวาน (Amomum krervanh) จากการทดลอง
พบวา่ไพรเมอร์ ITS2 มีประสิทธิภาพในการจดัจ าแนกพืชวงศขิ์งไดดี้มาก เม่ือพิจารณาจากค่า 
Tm  (ตาราง 4.8) และรูปร่างลกัษณะของกราฟ (ภาพ 4.9 A และ B)  โดยสามารถจดัจ าแนก
พืชสมุนไพรวงศขิ์ง 8 ชนิด ออกจากกนัไดอ้ยา่งชดัเจน  
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ตารางท่ี 4.8 ค่า Tm ของพืชสมุนไพรในวงศขิ์งแต่ละชนิดเม่ือท า HRM โดยใชไ้พรเมอร์ ITS2 

 

No. Scientific Name 
Tm (

o
C) 

Dried 

1 Zingiber officinale 89.40 ±0.10 

2 Curcuma longa 88.00 ±0.10 

3 Curcuma zedoaria 88.10 ±0.20 

4 Kaempferia parviflora 90.00 ±0.10 

5 Boesenbergia rotunda 89.00 ±0.10 

6 Zingiber montanum 89.60 ±0.10 

7 Alpinia galanga 86.90 ±0.10 

8 Amomum uliginosum 89.30 ±0.10 
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A. Normalized Melting Curve 

 

B. Difference Plot Curves 

 

ภาพท่ี 4.9 ผลการท า HRM โดยใชไ้พรเมอร์ ITS2 เพื่อแยกความแตกต่างของพืชสมุนไพรวงศขิ์ง
จ านวน 8 ชนิด แสดงให้เห็นถึงรูปแบบของกราฟ melting curves (aligned melt curves)  
ของ amplicons ส าหรับพืช 8 ชนิด A.แสดงผลแบบ Normalized Melting Curve แกน Y คือ
อตัราการเรืองแสงของสี Fluorescence แกนX คือ degrees Celsius (

o
C) B. แสดงผลแบบ 

Difference Plot Curves เปรียบเทียบความแตกต่างของพืชแต่ละชนิดโดยใช ้Zingiber officinale 
เป็นตวัอา้งอิง โดยใชค้่าความเช่ือมัน่ในการจ าแนกพืชแต่ละชนิดท่ี 90% 
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4.6.3. ท า HRM เพื่อเปรียบเทียบระหว่างการใช้ตวัอย่างพืชแบบสดและแบบแห้งโดยใช้
ตวัอยา่งพืชทั้ง 8 ชนิด 

ผลจากการทดลองเปรียบเทียบตวัอย่างสดท่ีไดร้ะบุชนิดพืชดว้ยลกัษณะสัณฐานวิทยาถูกตอ้ง
แลว้ โดยพิจารณาจากค่า Tm (ตาราง 4.9) และรูปร่างลกัษณะของกราฟ (ภาพ 4.10 A และ B)  

ใหผ้ลไม่แตกต่างกนั  

ตารางท่ี 4.9 การเปรียบเทียบค่า Tm ของพืชสมุนไพรในวงศขิ์งแบบสดและแบบแหง้  
เม่ือท า HRM โดยใชไ้พรเมอร์ ITS2 

 

No. Scientific Name 
Tm (

o
C) 

Dried Fresh 

1 Zingiber officinale 89.40 ±0.10 89.40 ±0.10 

2 Curcuma longa 88.00 ±0.10 87.90 ±0.20 

3 Curcuma zedoaria 88.10 ±0.20 88.10 ±0.20 

4 Kaempferia parviflora 90.00 ±0.10 90.00 ±0.10 

5 Boesenbergia rotunda 89.00 ±0.10 89.00 ±0.10 

6 Zingiber montanum 89.60 ±0.10 89.50 ±0.20 

7 Alpinia galanga 86.90 ±0.10 86.80 ±0.10 

8 Amomum uliginosum 89.30 ±0.10 89.30 ±0.10 
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A. Normalized Melting Curve 

 

B. Difference Plot Curves 

 

ภาพท่ี 4.10 ผลการท า HRM โดยใชไ้พรเมอร์ ITS2 เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของพืชสมุนไพร
วงศ์ขิงจ านวน 8 ชนิดแบบสดและแบบแห้ง แสดงให้เห็นถึงรูปแบบของกราฟ melting curves 

(aligned melt curves) ของ amplicons ส าหรับพืช 8 ชนิด A. แสดงผลแบบ Normalized 

Melting Curve แกน Y คืออตัราการเรืองแสงของสี Fluorescence แกน X คือ degrees Celsius 

(
o
C) B. แสดงผลแบบ Difference Plot Curves เปรียบเทียบความแตกต่างของพืชแต่ละชนิดโดยใช ้

Zingiber officinale เป็นตวัอา้งอิง โดยใชค้่าความเช่ือมัน่ในการจ าแนกพืชแต่ละชนิดท่ี 90% 
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4.6.4. ท า HRM เพื่อเปรียบเทียบระหว่างตวัอย่างอ้างอิงและตวัอย่างจากผลิตภณัฑ ์
(Commercial product) 

จากการทดลองใชไ้พรเมอร์ ITS2 ในการท า HRM เพื่อตรวจสอบความถูกตอ้งของผลิตภณัฑ์
สมุนไพรในทอ้งตลาดเทียบกบัตวัอย่างอา้งอิง พบว่าสามารถระบุและจดัจ าแนกพืชสมุนไพร
ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง จากการทดลองพบวา่พืชสมุนไพรท่ีซ้ือมาระบุหนา้ซองวา่เป็นชนิด Curcuma 

longa แต่เม่ือทดสอบดว้ยวธีิ HRM และพิจารณาจากค่า Tm (ตาราง 4.10) และรูปร่างลกัษณะ
ของกราฟ (ภาพ 4.11 A และ B)  ปรากฎวา่เป็นชนิด Curcuma zedoaria  

ตารางท่ี 4.10 การเปรียบเทียบค่า Tm ของพืชสมุนไพรท่ีวางขายในทอ้งตลาดเทียบกบั

ตวัอยา่งอา้งอิงเม่ือท า HRM โดยใชไ้พรเมอร์ ITS2 

No. Scientific Name 
Tm (

o
C) 

Reference Commercial 

1 Zingiber officinale 89.40 ±0.10 89.30 ±0.20 

2 Curcuma longa 88.00 ±0.10 88.30 ±0.30 

3 Curcuma zedoaria 88.10 ±0.20 88.10 ±0.20 

4 Kaempferia parviflora 90.00 ±0.10 90.00 ±0.10 

5 Boesenbergia rotunda 89.00 ±0.10 89.00 ±0.20 

6 Zingiber montanum 89.60 ±0.10 89.60 ±0.20 

7 Alpinia galanga 86.90 ±0.10 86.90 ±0.20 

8 Amomum uliginosum 89.30 ±0.10 89.40 ±0.20 
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A. Normalized Melting Curve 

 

B. Difference Plot Curves 

 

ภาพท่ี 4.11 ผลการท า HRM โดยใชไ้พรเมอร์ ITS2 เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของพืชสมุนไพร
วงศขิ์งจ านวน 8 ชนิด แบบท่ีวางขายในทอ้งตลาดเทียบกบัตวัอยา่งอา้งอิง แสดงให้เห็นถึงรูปแบบของ
กราฟ melting curves (aligned melt curves) ของ amplicons ส าหรับพืช 8 ชนิด A.แสดงผล
แบบ Normalized Melting Curve แกน Y คืออตัราการเรืองแสงของสี Fluorescence แกนX คือ 

degrees Celsius (
o
C) B. แสดงผลแบบ Difference Plot Curves เปรียบเทียบความแตกต่างของ

พืชแต่ละชนิดโดยใช ้Zingiber officinale เป็นตวัอา้งอิง โดยใชค้่าความเช่ือมัน่ในการจ าแนกพืชแต่
ละชนิดท่ี 90% 


