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บทที ่5 

อภปิรายผลการทดลอง 

5.1 Data Mining 

จากการสืบคน้ขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์บนฐานขอ้มูล NCBI ในบริเวณต าแหน่ง matK, trnH-

psbA, rbcL, trnL ในคลอโรพลาสตจี์โนม และต าแหน่ง ITS ในนิวเคลียสจีโนม ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีถูก
น าเสนอให้ใชเ้ป็นดีเอ็นเอมาตรฐานในการคดัแยกหรือระบุชนิดของพืช  (CBOL Plant Working 

Group, 2009) เน่ืองจากบริเวณดงักล่าวขา้งตน้มีความแปรผนัของล าดบันิวคลีโอไทด์สูง เพียง
พอท่ีจะน ามาใชใ้นการจดัจ าแนกพืชได้ โดยใชค้  าคน้วา่ Zingiberaceae + บริเวณท่ีตอ้งการ ไดแ้ก่ 
ITS, matK, rbcL, rpoC, trnH-psbA และ trnL พบจ านวนตวัอยา่งทั้งหมด 930, 879, 425, 60, 

647 และ 436 ตวัอยา่งตามล าดบั พบพืชสกุล Curcuma มีจ านวนขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์มากท่ีสุด 
รองลงมาคือ Alpinia, Amomum, Globba, Zingiber และ Boesenbergia ตามล าดบั โดยล าดบั 
นิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS มีความยาว 208-2661 เบส, บริเวณ matK มีความยาว 209-3315 เบส, 

บริเวณ rbcL มีความยาว 153-1548 เบส, บริเวณ rpoC มีความยาว 501 เบส, บริเวณ trnH-psbA 

มีความยาว 153-1243 เบส, และบริเวณ  trnL มีความยาว 188-962 เบส สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ 
Maknoi ในปี 2006 พืชสกุล Curcuma, Alpinia, Amomum, Globba, Zingiber และ 
Boesenbergia เป็นสกุลท่ีใหญ่ท่ีสุดของพืชวงศ์ขิง อีกทั้งพืชในสกุลดงักล่าวส่วนมากเป็นพืชท่ีมี
สรรพคุณเป็นสมุนไพร จึงท าให้มีผูส้นใจและท าให้มีขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์ใน GenBank มาก 
หลังจากนั้ นท าการคัดเลือกล าดับนิวคลีโอไทด์ เน่ืองจากล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีถูกบันทึกไว้ใน
ฐานขอ้มูล GenBank เช่น NCBI, DDBJ และ EMBL ไม่ไดมี้ความน่าเช่ือถือเสมอไป เพราะอาจมี
ตวัอย่างท่ีระบุชนิดผิดพลาด มีการปนเป้ือนของดีเอ็นเอจากชนิดอ่ืน หรือมีล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไม่
ตรงกบัความจริง (Harris, 2003; Vilgalis, 2003; Valentini et al., 2009) นอกจากน้ีขอ้มูลท่ีไม่มี
ความน่าเช่ือถือ เพราะล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีบันทึกไว้ไม่มี voucher specimens และ 
electrophoregrams แสดงไว ้(Chase et al., 2007; Ford et al., 2009) และท่ีส าคญัคือไม่ทราบวา่
ผูท่ี้น าล าดับนิวคลีโอไทด์มาบันทึกไว้ ระบุชนิดพืชได้อย่างถูกต้องหรือไม่ เพราะมีรายงานว่า 
ประมาณ 20% ของล าดบันิวคลีโอไทดใ์น GenBank มีการระบุชนิดผิด (Vilgalis, 2003) จึงตอ้งท า
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การคดัเลือกโดยตดัพืชตวัอยา่งท่ีมี %N มากกวา่ 3% ออกไป เน่ืองจากล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีมี %N 

มากกวา่ 3% ถือวา่เป็นล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไม่มีคุณภาพ จึงไม่เหมาะสมในการน ามาเปรียบเทียบ อีก
ประการหน่ึงคือบริเวณต าแหน่งต่างๆ มีความยาวค่อนขา้งมาก แต่คณะนกัวิจยัหลายๆ คณะอาจจะใช้
ไพรเมอร์ท่ีต่างกนัท าให้ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้มีความแตกต่างกนัถึงแมว้่าจะใช้ต าแหน่งเดียวกนั 
หลงัจากคดัเลือกล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีเหมาะสมแลว้ พบตวัอยา่งท่ีเหลือเพื่อใชใ้นการวิเคราะห์ต่อไป 
ดงัน้ี ITS1 และ ITS2 จ านวน 252 ตวัอยา่ง มีความยาว 776 เบส, matK จ  านวน 342 ตวัอยา่ง มี
ความยาว 686 เบส, rbcL จ  านวน 323 ตวัอยา่ง มีความยาว 471 เบส, rpoC จ  านวน 60 ตวัอยา่ง มี
ความยาว 501 เบส, trnH-psbA จ  านวน 87 ตวัอยา่ง มีความยาว 830 เบส และ trnL จ านวน 102 
ตวัอยา่ง มีความยาว 976 เบส ซ่ึงเพียงพอต่อการน ามาวิเคราะห์ประสิทธิภาพเพื่อใชเ้ป็นต าแหน่งใน
การพฒันาออกแบบไพรเมอร์ท่ีมีประสิทธิภาพท่ีใชจ้ดัจ าแนกพืชวงศขิ์ง 
 

5.2 การวเิคราะห์ผ่านคอมพวิเตอร์ (in silico analysis) 

น าล าดบันิวคลีโอไทด์ของตวัอย่างพืชวงศ์ขิง ทั้ง 6 บริเวณท่ีคดัเลือก มาวิเคราะห์ผลโดยการท า 
alignment (ClustralW; MEGA6 software) โดยพิจารณาจากบริเวณท่ีมีค่า variable สูงสุด  
เพราะดีเอน็เอมาตรฐานท่ีดีนั้นจะตอ้งมีความแปรผนัระหวา่งสปีชีส์สูงพอจึงจะใชแ้ยกหรือระบุชนิดท่ี
แตกต่างกนัได ้(วุฒิพงษ,์ 2554) ล าดบันิวคลีโอไทด์ในบริเวณ ITS มีต าแหน่งท่ีเป็น variable มาก
ท่ีสุด รองลงมาไดแ้ก่ matK, trnL, rbcL, psbA-trnH และ rpoC โดยคิดเป็น 69.07%, 36.88%,  

16.49%, 12.95%,11.69% และ 3.79% ตามล าดบั ซ่ึงแต่ละต าแหน่งสามารถน ามาพฒันาออกแบบ
ไพรเมอร์เพื่อใช้จ  าแนกพืชวงศ์ขิงด้วยเทคนิค HRM ได ้ผูว้ิจยัจึงไดอ้อกแบบไพรเมอร์จากขอ้มูล
ดงักล่าว 
 

5.3 การวเิคราะห์ไพรเมอร์เพ่ือประเมินประสิทธิภาพการจ าแนกพืชวงศ์ขิง 

ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการทดลองมีทั้งหมด 7 คู่ ไดแ้ก่ ITS1, ITS2, trnH-psbA, matK, rbcL, rpoC 

และ trnLจากการวิเคราะห์ประสิทธิภาพของไพรเมอร์ทั้ง 7 คู่ พบวา่ไพรเมอร์ ITS1, ITS2, trnH-

psbA, rbcL, trnL สามารถเขา้เกาะ DNA template ได ้100% ทั้งสาย forward และสาย reverse 
ไพรเมอร์ rpoC สาย forward สามารถเขา้จบั DNA template ได ้100% แต่สาย reverse เขา้จบักบั 
DNA template ได ้95% และไพรเมอร์ matK สาย forward สามารถเขา้จบั DNA template ได ้
92.31% แต่สาย reverse เขา้จบักบั DNA template ได ้91.30% บริเวณต าแหน่ง ITS2  ท่ีไพร
เมอร์สามารถเขา้เกาะไดมี้ Variable sites มากท่ีสุดคือ 44.74% รองลงมาคือ ITS1, trnH-psbA, 
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rpoC, matK และ rbcL มี Variable sites 26.71%, 12.59%, 4.00% และ 1.30% ตามล าดบั 
ส่วนบริเวณ trnL ท่ีไพรเมอร์สามารถเขา้เกาะไดไ้ม่มีต าแหน่งท่ีเป็น Variable sites ในพืชวงศขิ์งเลย 
ดงันั้นจึงคาดวา่ผลท่ีไดจ้ากการท า HRM ไพรเมอร์ ITS2 จะมีศกัยภาพในการจ าแนกพืชวงศขิ์งไดดี้
ท่ีสุด รองลงมาคือ ITS1, trnH-psbA, rpoC, matK และ rbcL ส่วนไพรเมอร์ trnL คาดวา่ไม่
สามารถแยกความแตกต่างของพืชแต่ละชนิดในวงศขิ์งได ้

 

5.4 การวเิคราะห์ผล HRM   

จากการวเิคราะห์ประสิทธิภาพของไพรเมอร์และจากการท า HRM เพื่อจ าแนกพืชสมุนไพรในวงศขิ์ง 
พบวา่ค่า Tm มีความสอดคลอ้งกบัเปอร์เซ็นตค์วามผนัแปรใน sequence หากมีค่าความผนัแปรมาก
จะท าให้ค่า Tm มีความแตกต่างกนัมาก ซ่ึงจะมีประสิทธิภาพในการจ าแนกพืชมาก ส่วนลกัษณะ
รูปร่างของเส้นกราฟจะข้ึนอยูก่บั Amplicon length และค่า GC content จากการทดสอบไพรเมอร์
ทั้ง 7 คู่ไดแ้ก่ ITS1, ITS2, trnH-psbA, matK, rbcL, rpoC และ trnL ดว้ยวิธีการท า HRM เพื่อ
จ าแนกพืชสมุนไพร 3 ชนิดไดแ้ก่ Zingiber officinale, Curcuma longa และ Kaempferia 

parviflora สามารถจดัแบ่งประสิทธิภาพของไพรเมอร์ออกเป็น 3 ระดบั  

ระดับที ่1 : ไม่ดี ไดแ้ก่ไพรเมอร์ trnL  กล่าวคือ เม่ือพิจารณาจากค่า Tm และลกัษณะรูปร่างของกราฟ 
(ภาพ 4.1 C1 และ C2) ไม่สามารถจ าแนกพืชทั้ง 3 ชนิดออกจากกนัได ้ เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบค่า
ความแปรผนัภายใน sequence ของบริเวณต าแหน่ง trnL มีค่าเท่ากบั 0% จึงท าให้ค่า Tm ใกลเ้คียง
กนัในพืชแต่ละชนิด มีการน าต าแหน่ง trnL มาศึกษา และพบว่าสามารถตรวจสอบการกระจายของ
ประชากรและวิวฒันาการของพืชไดดี้ (Taberlet et al., 1991) แต่ในภายหลงัมีงานวิจยัท่ีพบว่า
บริเวณต าแหน่ง trnL  มีขนาดผนัแปรตั้งแต่ 990-1090 คู่เบส โดยขนาดท่ีแตกต่างกนัน้ีเกิดจากการ
เพิ่มเขา้มาหรือขาดหายไปของช้ินส่วนดีเอ็นเอเป็นส่วนใหญ่ และเป็นลกัษณะของเบสซ ้ าๆ ตั้งแต่  
2-13 คู่ เบสท าให้การระบุชนิดมีโอกาสผิดพลาดได้สูง จึงไม่เป็นท่ีนิยมมากนักเน่ืองจากมี
ประสิทธิภาพ ในการระบุชนิดพืชไดไ้ม่ดี (Hollingsworth, 2008).  

ระดับที่ 2 : พอใช ้ไดแ้ก่ไพรเมอร์ matK, rpoC และ rbcL กล่าวคือ เม่ือพิจารณาจากค่า Tm และ
ลกัษณะรูปร่างของกราฟ สามารถจ าแนกพืชได ้2 ชนิดในพืช 3 ชนิด  

ไพรเมอร์ matK สามารถจ าแนกพืช 3 ชนิดออกเป็น 2 กลุ่มไดแ้ก่ กลุ่มท่ี 1 (Tm = 77.90 –  

88.00 
o
C) : Zingiber officinale กลุ่มท่ี 2 (Tm = 78.30 – 78.50 

o
C) : Curcuma longa และ 

Kaempferia parviflora เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบค่าความแปรผนัภายใน sequence ของบริเวณ
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ต าแหน่ง matK มีค่าความผนัแปรภายใน sequence เท่ากบั 1.30% ท าให้ค่า Tm ของพืชแต่ละชนิดมี
ค่าใกลเ้คียงกนั แต่ยงัไม่ดีพอท่ีจะน ามาใช้แยกพืชในวงศ์ขิง อีกทั้งยงัมีขอ้จ ากดัคือการเพิ่มปริมาณดี
เอน็เอจากยนีน้ีใหผ้ลส าเร็จนอ้ยมาก (CBOL Plant Working Group, 2009)  

ไพรเมอร์ rpoC สามารถจ าแนกพืช 3 ชนิดออกเป็น 2 กลุ่มไดแ้ก่ กลุ่มท่ี 1 (Tm = 79.60 – 79.70 

o
C) : Zingiber officinale และCurcuma longa กลุ่มท่ี 2 (Tm = 79.90 – 80.00 

o
C) : 

Kaempferia parviflora เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบค่าความแปรผนัภายใน sequence ของบริเวณ
ต าแหน่ง rpoC มีค่าความผนัแปรภายใน sequence เท่ากบั 4% ท าให้ค่า Tm ของพืชแต่ละชนิดมีค่า
ใกลเ้คียงกนั แต่ยงัไม่ดีพอท่ีจะน ามาใชแ้ยกพืชในวงศขิ์งได ้ 

ไพรเมอร์ rbcL 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 

เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบค่าความแปรผนัภายใน sequence ของบริเวณต าแหน่ง rbcL มีค่าความผนั
แปรภายใน sequence เท่ากบั 0.67% ท าให้ค่า Tm ของพืชแต่ละชนิดมีค่าใกลเ้คียงกนั แมว้่า
ประสิทธิภาพในการน าไปใชแ้ยกและระบุชนิดพืชจะค่อนขา้งต ่า แต่ใหล้ าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีมีคุณภาพ
ดีมาก (Ford et al., 2009) 

ระดับที่ 3 : ดี ไดแ้ก่ไพรเมอร์ ITS1, ITS2 และ trnH-psbA กล่าวคือเม่ือพิจารณาจากค่า Tm และ
ลกัษณะรูปร่างของกราฟ สามารถจ าแนกพืชทั้ง 3 ชนิดออกจากกนัไดท้ั้งหมด  

ไพรเมอร์ ITS1 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 สามารถจ าแนกพืชทั้ง 3 ชนิดออกจากกนัไดอ้ยา่งชดัเจน 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 

เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบค่าความแปรผนัภายใน sequence ของบริเวณต าแหน่ง ITS1 และ ITS2 มี
ค่าความผนัแปรใน sequence เท่ากบั 26.71% และ 44.74% ตามล าดบั จึงให้ค่า Tm ท่ีมีความ
แตกต่างกนัเพียงพอท่ีจะจ าแนกพืชทั้ง 3 ชนิดออกจากกนัได ้มีการน าบริเวณ ITS มาใชใ้นการศึกษา
ทางอนุกรมวิธานและสายสัมพนัธ์วิวฒันาการของพืชอย่างกวา้งขวาง ท าให้มีข้อมูลจากพืช
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หลากหลายชนิดท่ีถูกบนัทึกเก็บไวใ้นฐานขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์สากล หรือ GenBank จึงท าให้
ง่ายต่อการน ามาพฒันาสรัางไพรเมอร์ ส าหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Hajibabaei et al., 2007) 

นอกจากน้ีล าดบันิวคลีโอไทดข์อง ITS ยงัมีความแปรผนัสูงเพียงพอท่ีจะใชแ้ยกและระบุชนิดพืชไดดี้ 
(Kress et al., 2005) โดยพบวา่มีความแปรผนัของล าดบั นิวคลีโอไทด์ สูงกวา่คลอโรพลาสตดี์เอ็น
เอ 3-4 เท่า และการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS ดว้ยเทคนิค PCR จากดีเอ็นเอท่ีสกดัมาจาก
ตวัอยา่งพนัธ์ุไมแ้ห้งหรือจากตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ีมีคุณภาพไม่ดีสามารถท าไดง่้าย (Kress et al., 2005; 

Chase et al., 2007)  

ไพรเมอร์ trnH-psbA สามารถจ าแนกพืชทั้ง 3 ชนิดออกจากกนัไดอ้ยา่งชดัเจน 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 

เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบค่าความแปรผนัภายใน sequence ของบริเวณต าแหน่ง trnH-psbA  มีค่า
ความผนัแปรภายใน 12.59% จึงให้ค่า Tm ท่ีมีความแตกต่างกนัเพียงพอท่ีจะจ าแนกพืชทั้ง 3 ชนิด
ออกจากกนัได ้เช่นเดียวกบั ITS1 และ ITS2 บริเวณต าแหน่ง trnH-psbA เป็น intergenic spacer 

(non-coding region) ในคลอโรพลาสตจี์โนม มีความแปรผนัของล าดบันิวคลีโอไทด์ค่อนขา้งสูง
เพียงพอท่ีจะน ามาใชแ้ยกและระบุชนิดของพืชไดดี้ (Kress et al., 2005; Kress et al., 2007)  

ไพรเมอร์ท่ีมีประสิทธิภาพดีเพียงพอท่ีจะใช้ในการจดัจ าแนกพืชทั้ง 3 ชนิดออกจากกนัได ้ได้แก่ 
ITS1, ITS2 และ trnH-psbA เน่ืองจากต าแหน่ง trnH-psbA มี indel สูงมาก จนท าให้มีความแปร
ผนัของความยาวของล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ trnH-psbA ในพืชแต่ละชนิดมาก ซ่ึงพบวา่มีความ
ยาวตั้งแต่ 200 จนถึงมากกวา่ 1,000 คู่เบส (Kress et al., 2005) เม่ือพิจารณาจากค่าความแตกต่าง
ของค่า Tm และความแตกต่างของรูปร่างลกัษณะของกราฟ จึงเลือกใชต้  าแหน่ง ITS2 มาท าการศึกษา
ต่อไป 

ไพรเมอร์ ITS2 มีประสิทธิภาพในการจดัจ าแนกพืชวงศ์ขิงได้ดีท่ีสุด โดยสามารถจดัจ าแนกพืช
สมุนไพรวงศขิ์ง 8 ชนิด ออกจากกนัไดอ้ยา่งชดัเจนท่ีระดบัความเช่ือมัน่ α = 0.1 และเม่ือทดลอง
เปรียบเทียบตวัอยา่งสดและตวัอยา่งแหง้ใหผ้ลไม่แตกต่างกนั เป็นเพราะพืชทั้งตวัอยา่งสดและตวัอยา่ง
แห้งเป็นพืชชนิดเดียวกนั และดีเอ็นเอท่ีสกดัได้มีความบริสุทธ์ิสูง ถึงแมว้่าพืชตวัอย่างแห้งจะผ่าน
กระบวนการทางเคมี หรือผ่านความร้อนมา จึงไม่มีสารเคมีจากตัวอย่างมารบกวนปฏิกิริยาใน
กระบวนการ PCR และ HRM  



   

83 

จากการทดลองเปรียบเทียบตวัอยา่งสดและตวัอยา่งแห้งให้ผลไม่แตกต่างกนั ดงันั้นจึงสามารถพฒันา
เทคนิค HRM มาใชร้ะบุและจดัจ าแนกพืชวงศขิ์งท่ีเป็นผลิตภณัฑ์สมุนไพรแปรรูปในลกัษณะผงแห้ง
โดยใช้ไพรเมอร์ ITS2 ในการท า HRM เพื่อตรวจสอบความถูกตอ้งของผลิตภณัฑ์สมุนไพรใน
ทอ้งตลาด พบวา่สามารถระบุและจดัจ าแนกพืชสมุนไพรไดอ้ยา่งถูกตอ้ง มีความแม่นย  าสูง แต่จากการ
ทดลองยงัพบพืชสมุนไพรท่ีมีการระบุช่ือในผลิตภณัฑ์ผิดหรือมีการปลอมปนพืชสมุนไพรชนิดอ่ืน 
กล่าวคือผลิตภณัฑ์ท่ีซ้ือมาระบุหนา้ซองวา่เป็นชนิด  Curcuma longa แต่เม่ือทดสอบดว้ยวิธี HRM 

และพิจารณาจากค่า Tm และรูปร่างลกัษณะของกราฟ ปรากฎวา่เป็นชนิด Curcuma zedoaria  ซ่ึง
จากผลการทดลองดว้ยวิธี HRM ให้ผลท่ีแม่นย  าและน่าเช่ือถือกว่า แสดงว่าในทอ้งตลาดยงัมีการ
ปลอมปนของสมุนไพรบางชนิด ท่ีอาจเกิดจากความผดิพลาด หรือความไม่รู้ของผูข้าย  

การใชพ้ืชสมุนไพรส่วนใหญ่มกัเป็นภูมิปัญญาชาวบา้น โดยบางชนิดมีช่ือเรียกท่ีหลากหลายและในแต่
ละทอ้งท่ีอาจมีช่ือเรียกต่างกนัจึงท าให้เกิดความสับสนไดง่ัาย นอกจากน้ียงัพบว่าพืชสมุนไพรท่ีนิยม
ใชห้ลายชนิดอยูใ่นรูปของผลิตภณัฑท่ี์ถูกแปรรูป ตวัอยา่งแห้งท่ีมีขนาดเล็ก หรือช้ินส่วนท่ีไม่สมบูรณ์
ท าใหก้ารระบุชนิดดว้ยวธีิการทางสัณฐานวิทยาท าไดย้าก ระบบ Bar-HRM จึงเป็นเคร่ืองมือส าคญัท่ี
จะช่วยระบุชนิดพืชใหไ้ดผ้ลถูกตอ้งและรวดเร็วกวา่เทคนิดทางอณูชีววทิยาอ่ืนๆ 

 


