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การตรวจต�ำแหน่งสนิปด้วยการประยุกต์ใช้วิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสแบบเวลาจริงร่วมกับ

เทคนิคการวิเคราะห์การคลายเกลียวของสายดีเอ็นเอเพือ่ระบุชนิดของพชืสมุนไพร 

Detection of SNP by Application of Real-Time PCR Couple High Resolution Melting 

Analysis for Authentication of Medicinal Plants 

บทคัดย่อ

การใชว้ิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสแบบเวลาจริงน�ำมาใชร่้วมกบัการวิเคราะห์ดว้ยการคลายเกลียวของสาย

ดีเอน็เอ จะส่งผลให้การตรวจสอบสมุนไพรมีความรวดเร็ว ถูกตอ้งแม่นย �ำและเป็นวิธีท่ีท�ำไดจ้ �ำนวนมาก ตวัอยา่งใน

การตรวจสอบความถูกตอ้งของพืชสกุล Hypericum เน่ืองจากมีฤทธ์ิเป็นยาและมีรายงานประโยชน์ต่อสุขภาพของพืช

สกุลน้ีมากข้ึนจึงส่งผลให้มีการใชพ้ืชสกุลน้ีมากข้ึนดว้ย โดยเฉพาะ Hypericum perforatum (St john’s wort) เป็นท่ี

รู้จกักนัดีว่ามีฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ ตา้นอาการซึมเศร้า ฤทธ์ิตา้นเช้ือไวรัส ต�ำรายาโบราณของโปรตุเกส ใช ้Hypericum 

androsaemum อยา่งแพร่หลาย ในการปกป้องตบัและขบัปัสสาวะ โดยในการวิจยัจะศึกษาดีเอน็เอในส่วน ITS1 และ 

matK ท่ีมีศกัยภาพในการน�ำมาท�ำดีเอน็เอมินิบาร์โคด้ โดยจะน�ำมาใชใ้นการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของ H. perforatum และ 

H. androsaemum ท่ีอยูใ่นรูปแบบชาชงได ้ผลจากการเปรียบเทียบล�ำดบันิวคลีโอไทดข์อง ITS1 และ matK สามารถ 

น�ำไปพฒันาต่อเป็นไพรเมอร์ท่ีมีความจ�ำเพาะเพื่อใชใ้นวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสแบบเวลาจริงร่วมกบัการวิเคราะห์

ดว้ยการคลายเกลียวของสายดีเอน็เอ จากผลการทดลองพบวา่ไพรเมอร์ท่ีใชมี้ความจ�ำเพาะในการเพิม่ผลผลิตดว้ยปฏิกิริยา

ลูกโซ่โพลิเมอเรสของดีเอน็เอในแต่ละส่วน รวมทั้งการวิเคราะห์ล�ำดบัดีเอน็เอในส่วน ITS1 มีความเหมาะสมในการ 

น�ำมาใชแ้ยกพืชในระดบัชนิด ส�ำหรับผลการวิเคราะห์ล�ำดบัเอ็นเอในส่วน matK เหมาะสมท่ีจะน�ำมาใชท้�ำดีเอ็นเอ 

มินิบาร์โคด้ ซ่ึงดีเอน็เอทั้ง 2 ส่วนเม่ือน�ำมาใชก้บัวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสแบบเวลาจริงสามารถน�ำมาใชร่้วมกบัการ

วิเคราะห์ดว้ยการคลายเกลียวของสายดีเอน็เอ โดยวิธีดงักล่าวมีประสิทธิภาพในการแยกสมุนไพรท่ีผสมกนัในรูปแบบ

ชาชงได ้อีกทั้งยงัสามารถประยกุตใ์ชว้ิธีน้ีในการตรวจสอบชนิดของพืชท่ีระบุไวบ้นฉลากเพื่อแยกพืชท่ีปนปลอมได้

ค�ำส�ำคัญ: การตรวจต�ำแหน่งสนิป, วิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสแบบเวลาจริง, เทคนิคการวิเคราะห์การคลายเกลียว

ของสายดีเอน็เอ, ระบุชนิดของพืชสมุนไพร

Abstract

Real-time PCR technique couple with high resolution melting (HRM) are rapid, accuracy and high-through 

put for detection of medicinal plants. For example, Hypericum species are among the medicinal plants that are being 

increasingly used due to their reported health benefits. Hypericum perforatum (St. John’s wort) is well known for its 

anti-inflammatory, anti-depressive and anti-viral properties. In Portuguese folk medicine, Hypericum androsaemum 
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บทน�ำ

ปัจจุบนัพืชสมุนไพรก�ำลงัไดรั้บความนิยมน�ำมา

ใชเ้ป็นวตัถุดิบส�ำคญัในการผลิตยาแผนโบราณ ผลิตภณัฑ์

เสริมอาหาร และเคร่ืองส�ำอาง แต่พชืสมุนไพรจ�ำนวนมาก

ยงัไม่มีขอ้มูลทางวิทยาศาสตร์ท่ีน่าเช่ือถือ เช่นชนิดหรือ

พนัธ์ุของพชื เน่ืองจากสมุนไพรบางชนิดมีช่ือไทยเดียวกนั 

แต่อาจมาจากต้นไม้คนละชนิด (species) คนละสกุล  

(genus) หรือคนละวงศ ์(family) หากจะแยกโดยวธีิพิสูจน์

เอกลกัษณ์ทางมหทรรศน์ (macroscopic identification)  

แต่พืชอาจมีลกัษณะภายนอก (phenotype) คลา้ยกนัมาก 

ยากต่อการระบุว่าเป็นพืชตน้ใดหรือมาจากตน้ใดของพืช 

หากแยกโดยการใชป้ริมาณสารส�ำคญัหรือองคป์ระกอบ

ทางเคมีเพยีงอยา่งเดียว กอ็าจไม่แน่นอนเน่ืองจากปัจจยัทาง

ส่ิงแวดลอ้ม เช่น บริเวณท่ีปลูกและสภาพภูมิอากาศ อาจมี

ผลต่อการสร้างปริมาณสารส�ำคญัใหม้ากข้ึนหรือนอ้ยลงได ้

รวมทั้งอาจพบสมุนไพรท่ีแปรรูปแลว้ เช่น อยูใ่นรูปแบบ

ช้ินหรือรูปแบบผง การตรวจสอบท�ำไดจ้ากการดูลกัษณะ

ของเซลล์ท่ีเป็นองค์ประกอบนั้น ๆ ท่ีเรียกว่าวิธีพิสูจน์

เอกลกัษณ์ทางจุลทรรศน์ (microscopic identification)  

แต่ผูต้รวจตอ้งมีประสบการณ์และมีขอ้มูลอา้งอิง หาก

ไม่มีขอ้มูลดังกล่าวก็เป็นการยากในการระบุชนิดของ

สมุนไพร สมุนไพรท่ีอยูใ่นรูปผงจะไม่เหลือเคา้โครงเดิม

อยู่เลย ท�ำให้ยากต่อการตรวจสอบว่าเป็นพืชสมุนไพร

ชนิดใด ดงันั้นการยนืยนัความถกูตอ้งของสมุนไพรจึงเป็น 

ส่ิงส�ำคัญและจ�ำเป็นท่ีต้องค�ำนึงถึงการท�ำมาตรฐาน

สมุนไพรโดยใชข้อ้มลูทางพนัธุกรรม เช่น ดีเอน็เอ (DNA) 

ซ่ึงเป็นลกัษณะเฉพาะของส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิดและไม่ข้ึน

กบัสภาพแวดลอ้ม จึงเขา้มามีบทบาทเป็นอีกวิธีหน่ึงใน

การช่วยจ�ำแนกและพิสูจน์เอกลกัษณ์ (identification) ของ

ชนิดหรือสายพนัธ์ุพืช 

การพฒันาการตรวจสอบเชิงวิทยาศาสตร์ จ�ำเป็น

ต้องลดขั้นตอนวิธีการตรวจลงเพื่อให้มีความรวดเร็ว  

แม่นยาํ และทาํไดจ้าํนวนมาก (high-throughput) ในการ

ท�ำมาตรฐานสมุนไพรโดยใชข้อ้มูลทางพนัธุกรรมมีหลาย

วธีิในการศึกษาแต่วธีิปฏิกิริยาลกูโซ่โพลีเมอเรสแบบเวลา

จริง (real-time polymerase chain reaction, real-time 

PCR) ก็เป็นวิธีทาํไดจ้าํนวนมากวิธีหน่ึง ซ่ึงการใชเ้คร่ือง 

real-time PCR จะสามารถวดัปริมาณดีเอ็นเอในแต่ละ

รอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ และสามารถยนืยนัความถูกตอ้ง

ของผลผลิตพีซีอาร์ (PCR product) ท่ีผลิตข้ึนได ้ปัจจุบนั

มีการน�ำวิธี real-time PCR มาประยุกต์กบัเทคนิคการ

วเิคราะห์การคลายเกลียวของสายดีเอน็เอ (High Resolution 

Melting Analysis--HRM) เพือ่ตรวจหายนีท่ีสนใจหรือการ

ตรวจหา single nucleotide polymorphism (SNP) ซ่ึงทั้ง

สองวิธีท่ีกล่าวมาขา้งตน้มีตวัอย่างการนาํมาประยุกต์ใช้

ตรวจพืชดดัแปลงพนัธุกรรม (Nettuwakul, et al., 2013) 

การตรวจหายนีความหอมของขา้วหอม (Soontrajarn, et al.,  

2013) การตรวจแยกสายพนัธ์ุของเช้ือไวรัส Human 

is largely used for its hepatic protective and diuretic properties. This work aimed at searching the potential use of 

two DNA mini-barcode candidates (ITS1 and matK) for the authentication of H. perforatum and H. androsaemum in 

herbal infusions. The sequencing results from ITS1 and matK regions were the basis for the development of species-

specific PCR and real-time PCR assays coupled to high resolution melting (HRM) analysis, as simple approaches 

for the reliable discrimination of both species. The barcode regions were successful in the species-specific PCR 

identification of each target. ITS1 region revealed some intra-species variability from sequencing results, which 

compromises HRM analysis, while matK showed to be an adequate mini-barcode for the differentiation of both  

species by real-time PCR coupled to HRM analysis. The assays were effectively applied to commercial herbal infu-

sions, enabling the consistent identification of two labels with non-declared Hypericum species.

Keywords: detection of SNP, real-time PCR, high resolution melting analysis, authentication of medicinal plants
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Papillomavirus ชนิดเส่ียงสูงต่อการเกิดมะเร็งปากมดลูก 

(Uthaiwat, et al., 2015) เป็นตน้ ซ่ึงวิธีน้ีไดรั้บการยอมรับ

กนัอยา่งกวา้งขวาง 

ในบทความวิชาการน้ี ผูเ้ขียนขอน�ำเสนอการ

ตรวจต�ำแหน่ง SNP ดว้ยการประยกุตใ์ชว้ธีิปฏิกิริยาลูกโซ่ 

โพลิเมอเรสแบบเวลาจริงร่วมกบัเทคนิคการวิเคราะห์ 

การคลายเกลียวของสายดีเอ็นเอ เพื่อระบุชนิดของพืช

สมุนไพร

เทคนิคปฏิกริิยาลูกโซ่โพลเีมอเรสแบบเวลาจริง (real- 

time polymerase chain reaction, real-time 

PCR) และเทคนิคการวิเคราะห์การคลายเกลียวของ 

สายดเีอน็เอ (high resolution melting analysis--HRM)

โดยทัว่ไปการตรวจมาตรฐานสมุนไพรโดยใช้

ขอ้มูลพนัธุกรรมเพื่อแยกสายพนัธ์ุของพืชสมุนไพรหรือ

ส่ิงมีชิวิตอ่ืน นิยมใชเ้ทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส 

(polymerase chain reaction-PCR) แต่พบปัญหาคือใช้

เวลานาน ค่าใชจ่้ายสูง และเส่ียงต่อสารเคมีท่ีอาจก่อให้

เกิดมะเร็ง เทคนิคปฏิกิริยาลกูโซ่โพลีเมอเรสแบบเวลาจริง 

(real-time polymerase chain reaction, real-time PCR) 

จึงเป็นเทคนิคท่ีไดพ้ฒันาข้ึนจากขอ้จ�ำกดัของวิธีพีซีอาร์

แบบดั้งเดิม (conventional PCR) โดยการพฒันาเทคนิค 

real-time PCR หรือ kinetics PCR ข้ึน เกิดจากการพฒันา

เทคโนโลย ี2 ส่วนใหญ่ ๆ  คือ การพฒันาเทคโนโลยใีนการ

ตรวจหาผลผลิตพีซีอาร์ (PCR products) ในสารละลายโดย

การใชส้ารเรืองแสง (fluorescence reporters) ต่าง ๆ และ

การพฒันาเคร่ือง thermocycler ซ่ึงแต่เดิมเป็นเพียงเคร่ือง

ควบคุมอุณหภูมิใหข้ึ้นลงตามโปรแกรมท่ีก�ำหนด มาเป็น

เคร่ือง real time thermocycler โดยเพิ่มส่วนท่ีเป็นแหล่ง

ก�ำเนิดแสงเพื่อไปก่อให้เกิดการเรืองแสงของผลผลิตพีซี

อาร์ และส่วนตรวจวดัการเรืองแสงท่ีเกิดจากผลผลิตพีซี

อาร์ในหลอดปฏิกิริยา ดงันั้นการท�ำ real-time PCR จึง

เป็นการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอและสามารถตรวจวดัปริมาณ

ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีเกิดข้ึนจริง ณ เวลานั้น ๆ  ซ่ึงต่างจากวิธีพี

ซีอาร์แบบดั้งเดิมท่ีการตรวจผลผลิตพีซีอาร์ จะท�ำไดห้ลงั

จากปฏิกิริยาการเพิ่มผลผลิตพีซีอาร์ส้ินสุดลง การวดัผล

ผลิตพีซีอาร์เกิดจากการท�ำใหผ้ลผลิตพีซีอาร์เกิดสญัญาณ

การเรืองแสงได ้โดยการเรืองแสงไดเ้กิดจากการใชสี้และ

การติด probe ซ่ึงมีอยู ่2 วิธีใหญ่ ๆ  คือการใช ้SYBR green 

I dye และการใช ้probes ติดฉลากสาร fluorochrome โดย

อาศยัเทคโนโลยีของ fluorescence resonance energy 

transfer (FRET) เช่น hybridization probe, hydrolysis 

probe (Taqman) และ molecular beacons 

โดยวิธี real-time PCR สามารถประยุกตใ์ชไ้ด้

กบัหลายงาน เช่น การตรวจวินิจฉยัโรคอยา่งรวดเร็ว การ

ตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณ การวิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ 

โดย melting curve และการตรวจหาการกลายพนัธ์ุของยนี 

ท่ีสนใจหรือการตรวจหา single nucleotide polymorphism 

(SNP) โดยในส่ิงมีชีวิตการเรียงตวักนัของดีเอน็เอ พบว่า

มีนิวคลีโอไทดท่ี์มีเบส 4 ชนิด คือเบสกลุ่มพิวรีน (purine) 

ไดแ้ก่ อะดีนีน (adenine; A) และกวานีน (quinine; G) กบัเบส

กลุ่มไพริมิดีน (pyrimidine) ไดแ้ก่ ไซโทซีน (cytocine; C)  

และไทมีน (thymine; T) ในส่ิงมีชีวติชนิดเดียวกนัการเรียง

ตวัของล�ำดบัเบสบนดีเอน็เอแทบจะเหมือนกนัทั้งหมด แต่

จะมีบางต�ำแหน่งท่ีล�ำดบัเบสแตกต่างกนัไป ความแตก

ต่างน้ีเกิดจากการแทนท่ีคู่เบส (base-pair substitution) ซ่ึง

อาจเกิดข้ึนได ้ 4 รูปแบบจากการแทนท่ีคู่เบสทั้ง 4 ชนิด 

ในประชากรหน่ึง ๆ ถา้พบต�ำแหน่งของเบส 1 เบสถูก

แทนท่ีบนสายดีเอน็เอบริเวณเดียวกนั นอ้ยกว่าร้อยละ 1 

ของจ�ำนวนประชากรและมกัท�ำให้เกิดความผิดปกติใน

ส่ิงมีชีวิต จดัเป็นการกลายพนัธ์ุ (mutation) เช่น คนท่ีเป็น

โรค sickle cell anemia เกิดจากการแทนท่ีไทมีนดว้ยอะดี

นีนในยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างเซลลเ์มด็เลือดแดง ท�ำให้

เกิดการสังเคราะห์กรดอะมิโนเปล่ียนแปลงไปจากเดิม 

ส่งผลให้เกิดการสร้างเซลลเ์ม็ดเลือดแดงท่ีมีลกัษณะผิด

ปกติ แต่ในกรณีท่ีประชากรหน่ึง ๆ พบว่าต�ำแหน่งของ

เบส 1 เบสถูกแทนท่ีในบริเวณเดียวกนับนสายดีเอ็นเอ 

มากกว่าร้อยละ 1 ของจ�ำนวนประชากรและมกัไม่ท�ำให้

เกิดความผิดปกติในส่ิงมีชีวิต จดัเป็น single nucleotide 

polymorphism ใชค้ �ำยอ่วา่ SNP และนิยมอ่านวา่สนิป โดย 

SNP เป็นความแปรผนัหลากหลายทางพนัธุกรรม (genetic 

polymorphism) รูปแบบหน่ึง

ส่วนเทคนิคการวิเคราะห์การคลายเกลียวของ

สายดีเอน็เอ (High Resolution Melting Analysis--HRM) 

เป็นเทคนิคท่ีสามารถวิเคราะห์ต�ำแหน่ง SNP ได ้หลงัจาก
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เทคนิค real-time PCR เม่ือทาํพีซีอาร์เสร็จส้ินสามารถทาํ

การวิเคราะห์ HRM ต่อซ่ึงสามารถแยกสายพนัธ์ุของส่ิงมี

ชีวิตทนัที โดยท�ำการวิเคราะห์ melting curve ท่ีจะค่อย ๆ  

เพิ่มอุณหภูมิให้กบัผลผลิตพีซีอาร์ จาก 56-95 °C และวดั

สัญญาณ fluorescence ท่ีลดลงตลอดเวลา เน่ืองจากการ

เพิ่มข้ึนของอุณหภูมิจะทาํให้ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีเดิมเป็น

ดีเอน็เอสายคู่ แยกตวัออกจากกนัมากข้ึน (ทาํให้ SYBR 

green หลุดเป็นอิสระไม่สามารถเรืองแสงได)้ ทั้งน้ีดีเอน็เอ

สายคู่จากผลผลิตพีซีอาร์ของส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิดจะมี 

ค่า melting temperature (T
m
) เป็นค่าเฉพาะตวั ดงันั้นเม่ือ

ท�ำ HRM แลว้พบ melting peak ท่ีแตกต่างกนั ก็สามารถ

แยกชนิดหรือสายพนัธ์ุของส่ิงมีชีวติได ้ซ่ึงเป็นวธีิท่ีสะดวก 

รวดเร็ว ราคาเหมาะสม ลดการสมัผสักบัสารเคมีท่ีเป็นพิษ 

โดยการแบ่งระดบัของ SNP แบ่งไดเ้ป็น 4 ระดบัคือ SNP 

class 1, 2, 3, 4 ซ่ึงเม่ือมีการเกิดต�ำแหน่ง SNP ข้ึนแลว้มี

การวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค HRM จะพบวา่มีการเปล่ียนแปลง

ไปของอุณหภูมิ melting (ตาราง 1)

ตาราง 1

การแบ่งชนิดของ SNP และการเพ่ิมหรือลดของอุณหภูมิ melting (T
m
)

ชนิดของ SNP เบสทีเ่ปลีย่นแปลง การเพิม่หรือลดของอุณหภูม ิ(Tm) โอกาสทีพ่บการเกดิในจโีนมของมนุษย์

1 C/T และ G/A Large (> 0.5, ค่าเฉล่ีย 1.0 ºC) 64%

2 C/A และ G/T Large (> 0.5, ค่าเฉล่ีย 1.0 ºC) 20%

3 C/G Small (0.2-0.5 ºC) 9%

4 A/T Very small (< 0.2 ºC) 7%

ดัง นั้ น ก า ร พัฒ น า เ ท ค นิ ค ป ฏิ กิ ริ ย า ลู ก โ ซ่ 

โพลีเมอเรสแบบเวลาจริงร่วมกบัเทคนิคการวิเคราะห์ 

การคลายเกลียวของสายดีเอน็สามารถใชต้รวจสอบความ

ผิดปกติของยีนและใชห้าจีโนไทป์ของยีนต่าง ๆ ท่ีสนใจ 

ได ้(Wittwer, et al., 2003) ตวัอยา่งงานวจิยัของ Costa, et al.  

(2016) ท�ำการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของสมุนไพร 2 ชนิด

ในสกุล Hypericum คือ Hypericum perforatum และ 

Hypericum androsaemum เป็นพืชในวงศ ์Hypericaceae 

ท่ีมีอยูป่ระมาณ 450 ชนิด ทัว่โลก พบว่ามี 27 ชนิดท่ีมี

คุณสมบติัทางยา (Penso, 1983) โดยชนิดท่ีรู้จกักนัดีและ

มีความส�ำคญัทางเศรษฐกิจ คือ Hypericum perforatum  

(St. John’s wort) เน่ืองจากมีการน�ำมาใช้เป็นยารักษา

โรควิตกกงัวล (anxiety) โรคซึมเศร้า (depression) และ

รักษาแผลท่ีผิวหนัง (topical wounds) กันอย่างแพร่

หลาย (Guedes, Franklin & Fernandes-Ferreira, 2012) 

ในช่วงทศวรรษท่ีผ่านมามีการศึกษาสารส�ำคญัจากพืช  

H. perforatum ท่ีน�ำมาใช้ในการรักษาทางคลินิกของ 

โรคซึมเศร้าเพิ่มมากข้ึน โดยพบว่าไดผ้ลดีกว่ายาหลอก 

(placebo) (Woelk, 2000; Sarris, 2007) ปัจจุบนัในประเทศ

ท่ีพฒันาแลว้มีการน�ำสารส�ำคญัจากพชืน้ีมาใชม้ากข้ึนและ

มีการพฒันาต�ำรับยาหลายชนิดออกมาจ�ำหน่ายเพิม่มากข้ึน

ทั้งในรูปยาแผนโบราณและผลิตภณัฑเ์สริมอาหาร (Franz, 

et al., 2011) ส่วน Hypericum ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีนิยมน�ำมาใช ้

คือ Hypericum androsaemum (sweet-amber หรือ tutsan) 

พบในประเทศโปรตุเกส โดยใชส่้วนเหนือดิน (arial parts) 

พบว่ามีฤทธ์ิในการขบัปัสสาวะ (diuretic) และปกป้อง

ตบั (hepatoprotective effects) (Almeida, et al., 2009) 

พืชชนิดน้ีอาจมีจ�ำนวนนอ้ยแต่ไดรั้บความนิยมในการน�ำ

มาใชเ้พิ่มข้ึนมาก ส่งผลให้ราคาสูงกว่า St. John’s wort 

(Valentao, et al., 2003) เน่ืองจากพืชทั้งสองชนิดมีความ

ตอ้งการในตลาดสูง และมกัถกูขายในรูปแบบช้ินส่วนหรือ

ผงแหง้ จึงมีแนวโนม้ท่ีจะมีความปนเป้ือนสูงทั้งโดยตั้งใจ

คือ ใส่พืชชนิดอ่ืนท่ีมีราคาถูกกวา่ไปแทนหรือพืชในสกลุ

เดียวกนัท่ีมีลกัษณะคลา้ยกนัไปแทน หรือโดยไม่ตั้งใจคือ 

การระบุชนิดผิดพลาดเน่ืองลกัษณะท่ีคลา้ยกนัของพืช ดงั

นั้นการหาวิธีท่ีน่าเช่ือถือท่ีสามารถระบุชนิดของพืชได้

ทั้งวตัถุดิบสมุนไพรและผลิตภณัฑส์มุนไพรจึงเป็นส่ิงท่ี

มีความส�ำคญัและจ�ำเป็นโดยเทคนิคท่ีนิยมใชคื้อเทคนิค 
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real-time PCR ร่วมกบัการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค HRM 

โดยขั้นตอนการท�ำดงัน้ี

การเตรียมตัวอย่าง การสกัดดีเอ็นเอและคุณภาพของ 

ดีเอ็นเอ (sample preparation, DNA extraction and 

quality of DNA)

ปกติการสกดัดีเอ็นเอจะเลือกส่วนท่ีมีการเจริญ 

เช่นใบอ่อนหรือยอดอ่อนของพืช แต่หากตอ้งการขอ้มูล

ของดีเอ็นเอท่ีเป็นตน้ก�ำเนิดจะตอ้งสกัดจากเมล็ดท่ีได้

จากสถานท่ีเก็บพนัธ์ุพืชแห่งชาติ เพ่ือใช้เป็นดีเอ็นเอ

ตน้แบบ ตวัอยา่งงานวิจยัจะใชเ้มล็ดของพืช 2 ชนิด คือ  

H. perforatum และ H. androsaemum โดยเมลด็ตวัอยา่ง

ไดม้าจาก 3 แหล่งและ 2 แหล่งท่ีต่างกนัตามล�ำดบั โดยการ

สกดัดีเอน็เอมี 2 วิธี คือการสกดัดว้ยวิธี (Cetyltrimethyl 

ammonium bromide-polyvinylpyrrolidone) CTAB-PVP 

ใช้สกดัส่วนใบและจากตวัผลิตภณัฑ์ในทอ้งตลาดและ

วิธีการสกดัดว้ย Nucleospin Plant kit ใชส้กดัจากส่วน

เมล็ด ส่วนการประเมินคุณภาพของดีเอ็นเอ โดยการใช ้

UV spectrophotometric ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร 

ส่วนการประเมินคุณภาพของสารสกัดดีเอ็นเอจาก 

ส่วนต่าง ๆ ของพืช แสดงให้เห็นว่าจากส่วนใบและจาก

ตวัผลิตภณัฑ์ในท้องตลาดมีปริมาณเพียงพอ (89-355  

นาโนกรัม / มิลลิลิตร) และมีความบริสุทธ์ิ (1.8 ± 0.2) ซ่ึง

ไดจ้ากค่าวดัการดูดกลืนแสง (Absorbance; A) และน�ำมา

เขา้สมการA
260

/A
280

 (A
260

 คือค่าการดูดกลืนแสงของดีเอน็

เอท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร และ A
280

 คือค่าการ

ดูดกลืนแสงของโปรตีนท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร

ถา้ไดค่้าระหว่าง 1.65-1.85 แสดงว่าไดดี้เอน็เอท่ีบริสุทธ์ิ 

ถา้หากไดค้่ามากกว่า 1.85 แสดงว่าในการเตรียมดีเอน็เอ

มีอาร์เอน็เอผสมอยู ่ ถา้หากไดค่้านอ้ยกว่า 1.65 แสดงว่า

มีโปรตีนหรือฟีนอลปะปนอยู่) ส่วนสารสกดัจากเมล็ด

แสดงให้เห็นว่าไดดี้เอน็เอปริมาณนอ้ย (< 5 ng/mL) แต่มี 

ความบริสุทธ์ิสูง (1.9 ± 0.2) สาเหตุท่ีสกดัดีเอน็เอจากส่วน

เมลด็ไดป้ริมาณนอ้ยอาจเกิดจาก ความแขง็ของเปลือกเมลด็

ท�ำใหบ้ดไดย้ากและส่วนมากในเมลด็มีปริมาณโปรตีนท่ี

เป็นแหล่งอาหารของ endosperm จ�ำนวนมาก

การเลอืกต�ำแหน่งของดีเอน็เอเพือ่น�ำมาวิเคราะห์และ

การออกแบบไพรเมอร์ที่จ�ำเพาะ (DNA regions for 

design specific primers) 

ปัจจุบนัมีดีเอ็นเอหลายบริเวณท่ีสามารถพิสูจน์

เอกลักษณ์ของพืชสมุนไพร โดยดีเอ็นเอในส่วนท่ีไม่

ถูกถอดรหสัพนัธุกรรม (noncoding intergenic spacers) 

เช่น ITS, trnH-psbA และส่วนท่ีถูกถอดรหสัพนัธุกรรม  

(plastidial coding sequences) เช่น matK, rbcL โดยดีเอน็เอ

ท่ีไดรั้บความนิยมส�ำหรับแยกความแตกต่างของพืชแต่ละ

ชนิด จะมี 2 ส่วน คือ matK และ rbcL ซ่ึงไดรั้บการรับรอง

ว่าเป็นส่วนท่ีดีท่ีจะใช้ในการวิเคราะห์ดีเอ็นเอบาร์โคด้

ของพืช นอกจากนั้นในดีเอน็เอส่วน internal transcribed 

spacer (ITS) ซ่ึงอยูร่ะหวา่งยนี 18S และ 5.8S rRNA จะพบ

ดีเอน็เอส่วน ITS1 ส่วนระหว่างยีน 5.8S และ 28S rRNA 

จะพบดีเอน็เอส่วน ITS2 ซ่ึงไดรั้บความนิยมให้เป็นบาร์

โคด้เน่ืองจากมีศกัยภาพในการระบุชนิดของพืชสมุนไพร

ในปัจจุบันมีการน�ำข้อมูล เ ก่ียวกับดี เอ็นเอ 

บาร์โคด้ของพืชไปใช้ เพื่อช่วยแยกพืชท่ีมีลกัษณะทาง

พฤกษศาสตร์คลา้ยกนั โดยการแยกพชืในสกลุ Hypericum 

คือ H. perforatum และ H. androsaemum และใชดี้เอน็เอ

จาก 2 ยีน ท่ีไดรั้บความนิยม คือ ITS1 ซ่ึงถูกพิจารณา

ว่ามีศกัยภาพท่ีสามารถแยกความแตกต่างของพืชแต่ละ 

สายพนัธ์ุได ้ และ matK ซ่ึงมีวิวฒันาการสูง มีความยาว

เหมาะสม และมีอตัราการเปล่ียนแปลงต�่ำ (Little, 2014) 

ข้อมูลของดีเอ็นเอส่วน ITS1 และ matK ของพืชทั้ ง 

2 ชนิด ไดม้าจาก NCBI database (ตาราง 2) หลงัจาก

นั้นน�ำสายดีเอ็นเอมาเปรียบเทียบกนั (alignment) เพ่ือ

ออกแบบไพรเมอร์ใหม่ท่ีสามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอของ

พืชสกุล Hypericum ไดซ่ึ้งไพรเมอร์ท่ีไดถู้กสังเคราะห์

โดยบริษทั Eurofins MWG Operon นอกจากน้ีไพรเมอร์ 

ท่ีสังเคราะห์ได้ยงัน�ำไปท�ำการวิเคราะห์การข้ามสาย

พนัธ์ุของพืช (cross-reaction) กับข้อมูลดีเอ็นเอของ

พืชอีก 37 ชนิด เพื่อใช้วิเคราะห์การขา้มสายพนัธ์ุของ

พืช ผลการทดลองพบว่าไม่เกิดการขา้มสายพนัธ์ุ และ

ในการท�ำ real-time PCR จะใช้ปฏิกิริยา (ตาราง 3)  

โดยแยกการด�ำเนินการตามไพรเมอร์ท่ีออกแบบมาให้

จ�ำเพาะกบัพืชแต่ละชนิด
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ตาราง 2

ไพรเมอร์ท่ีใช้ในการเพ่ิมปริมาณผลผลิตพีซีอาร์ของพืชสกุล Hypericum

ต�ำแหน่งเป้าหมาย ไพรเมอร์ ล�ำดบันิวคลโีอไทด์

(5’     3’)

ขนาดผลผลติ

พซีีอาร์ (bp)

อ้างองิและ Genbank  

accession no.

ITS1 sequencing –

H. androsaemum/

H. perforatum

ITS1-F

ITS1-R

TGAACCTGCGGAAGGATCATT

AGATATCCGTTGCCGAGAGT
297/298 AY573012.1/

EU796888.1

ITS1 species-specific

H. androsaemum HA-ITS-F2

HA-ITS-R2

TTTATCCCCGTAACCCCGTG

AGGTTCCTTGGCGCGTGCC
116 Costa, et al. (2016)

H. perforatum FO2

HRI-S

CATAAGAAGTGTAAGGCTCCCGG

AGAGTCGTTATTGTTATGAA-

CAGAACAGAAGGAG

85 Crockett, et al. 

(2004)

matK sequencing

H. androsaemum/

H. perforatum

matK-F

matK-R

ATCCAACCATTTTCGGGTTC

TCGTATCGCTGAAGGAGTGA
358 HM850934/

HQ331618

matK species-specific

H. androsaemum HA-matK-F1

HA-matK-R1

TACTATAGAGTTGTTCAAGGACCC

TCATTAAAGTGGCGTACTCCTG
92 Costa, et al. (2016)

H. perforatum HP-matK-F1

HP-matK-R1

TTAATATACAGTTGTTCAAGGACC

CATTATAAGTGGCGTACTCCTT
92 Costa, et al. (2016)

ตาราง 3

ขั้นตอนการท�ำ real-time PCR แยกตามไพรเมอร์ท่ีจ�ำเพาะกับพืชแต่ละชนิด

ขั้นตอนพซีีอาร์

ไพรเมอร์ทีจ่�ำเพาะกบัพชืในสกลุ 

Hypericum

ไพรเมอร์ทีจ่�ำเพาะกบัในระดบัชนิด (species) ในพชืสกลุ 

Hypericum

ไพรเมอร์ ITS1-F/ITS1-R 

หรือ matK-F/matK-R

ไพรเมอร์ FO2/HRI-S, HA-ITS1-F2/HA-ITS1-R2,  

HAmatK-F1/HA-matK-R1 หรือ HP-matK-F1/HP-matK-R1

Pre-Denaturation อุณหภมิู 95 ºC ใชเ้วลา 5 นาที อุณหภมิู 95 ºC ใชเ้วลา 5 นาที

Denaturation อุณหภมิู 95 ºC ใชเ้วลา 30 วนิาที อุณหภมิู 95 ºC ใชเ้วลา 30 วนิาที

Annealing อุณหภมิู 61 ºC หรือ 59 ºC 

ใชเ้วลา 45 วนิาที

อุณหภมิู 65 ºC , 64 ºC , 62 ºC หรือ 59 ºC 

ใชเ้วลา 30 วนิาที ตามล�ำดบัของไพรเมอร์

Extension อุณหภมิู 72 ºC ใชเ้วลา 1 นาที อุณหภมิู 72 ºC ใชเ้วลา 30 วนิาที

Final Extension อุณหภมิู 72 ºC ใชเ้วลา 5 นาที อุณหภมิู 72 ºC ใชเ้วลา 5 นาที
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การหาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ (sequencing)

การศึกษาล�ำดบันิวคลีโอไทด์ เม่ือสามารถเพิ่ม

ผลผลิตพีซีอาร์ได ้ จะน�ำไปหาล�ำดบันิวคลีโอไทด์โดย

เคร่ือง Sequencer โดยดีเอน็เอส่วน ITS1 ของ H. perforatum  

3 ตวัอยา่ง และ H. androsaemum 2 ตวัอยา่ง ท่ีใชไ้พรเมอร์ 

ท่ีมีความจ�ำเพาะกบัดีเอน็เอส่วน ITS1 ไดผ้ลผลิตพีซีอาร์

ขนาด 297-298 bp เม่ือไดล้ �ำดบัดีเอ็นเอของส่วน ITS1 

ของพืช H. androsaemum และ H. perforatum (ภาพ 1)  

น�ำมาเปรียบเทียบกันพบว่ามีความแตกต่างกันหลาย 

ต�ำแหน่งของสายนิวคลีโอไทด ์จากความแตกต่างของล�ำดบั

เบสของสายนิวคลีโอไทด ์สามารถน�ำมาออกแบบไพรเมอร์

ท่ีมีความจ�ำเพาะกบัพชืแต่ละชนิด ส�ำหรับ H. androsaemum  

ไพรเมอร์ท่ีจ�ำเพาะคือ HA-ITS1-F2/HA-ITS1-R2 เม่ือ

ท�ำพีซีอาร์จะไดผ้ลผลิตพีซีอาร์ขนาดเท่ากบั 116 bp และ 

ไพรเมอร์ท่ีจ�ำเพาะกบั H. perforatum คือ FO2/HRI-S 

เม่ือท�ำพีซีอาร์มีขนาดผลผลิตพีซีอาร์ขนาดเท่ากบั 85 bp

ภาพ 1 การเปรียบเทียบล�ำดบันิวคลีโอไทดข์องส่วน ITS1 ของพชื Hypericum androsaemum และ Hypericum perforarum
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จากผลการทดลองพบวา่ ไพรเมอร์ HA-ITS1-F2 

/HA-ITS1-R2 และ FO2/HRI-S สามารถเพิ่มปริมาณ

ดีเอน็เอเป้าหมายของพืชในสกุล Hypericum ได ้และพบ

ว่ามี 2 ตวัอยา่งท่ีผลการทดลองไม่สอดคลอ้งกบัฉลากคือ

ตวัอยา่งใน lane 8 เป็นผลิตภณัฑใ์นทอ้งตลาดมีการเขียน

ฉลากระบุไวว้่าเป็น 100% H. androsaemum แต่ผลการ

ทดลองพบว่ามีแบนเกิดข้ึน 2 แบนแสดงว่า ตรวจพบพืช

ทั้งสองชนิด (ภาพ 2) และตวัอยา่งใน lane 18 ระบุในฉลาก

ว่าคือ H. perforatum แต่ผลการทดลองพบว่ายงัปรากฏ

แถบดีเอน็เอจาง ๆ ของ H. androsaemum (ภาพ 2) แสดง

ให้เห็นว่ามีการผสมกนัของพืชทั้ง 2 ชนิด

ภาพ 2 ผลผลิตพีซีอาร์ของดีเอ็นเอส่วน ITS1 โดยผลผลิตพีซีอาร์ของดีเอ็นเอส่วน matK (A) Hypericum sp.  

(B) H. androsaemum และ (C) H. perforatum โดย Lane 1 คือ H. perforatum 100%, Lane 2 คือ H. androsaemum 100%, 

Lane 3-5 คือ H. perforatum ท่ีไดจ้าก USDA-ARS Germplasm, Lane 6-7 คือ H. androsaemum ท่ีไดจ้าก USDA-ARS 

Germplasm และ Kew garden, Lane 8 คือ H. androsaemum 100%, Lane 9-18 คือ H. perforatum ท่ีไดจ้ากผลิตภณัฑ์

ในทอ้งตลาด

ส่วนการศึกษาล�ำดบันิวคลีโอไทดข์องยีน matK 

ซ่ึงเป็นยีนได้รับเลือกว่าเป็นยีนท่ีเหมาะสมท่ีจะน�ำมา

ท�ำดีเอ็นเอบาร์โคด้ ไดรั้บความนิยมเป็นอนัดบัสองใน

การน�ำมาใช้ในการระบุความแตกต่างของพืช โดยการ

ทดลองพืชในสกุล Hypericum ใชไ้พรเมอร์ท่ีจ�ำเพาะกบั

พืชสกุล Hypericum จะไดผ้ลผลิตพีซีอาร์ขนาด 358 bp 

แต่เน่ืองจากการอ่านล�ำดบัเบสในช่วง 50 bp มีความไม่

แน่นอนจึงท�ำให้เหลือขนาดล�ำดบัเบสท่ีมีความถูกตอ้ง

คือ 320 bp หลงัจากนั้นน�ำมาออกแบบไพรเมอร์ใหม่ท่ีมี

ความจ�ำเพาะให้ไดช้ิ้นดีเอน็เอขนาด 92 bp 

ภาพ 3 ผลผลิตพีซีอาร์ของดีเอน็เอส่วน matK (A) Hypericum sp. (B) H. androsaemum และ (C) H. perforatum โดย 

Lane 1 คือ H. perforatum 100%, Lane 2 คือ H. androsaemum 100%, Lane 3-5 คือ H. perforatum ท่ีไดจ้าก USDA-ARS  

Germplasm, Lane 6-7 คือ H. androsaemum ท่ีไดจ้าก USDA-ARS Germplasm และ Kew garden, Lane 8 คือ  

H. androsaemum 100%, Lane 9-18 คือ H. perforatum ท่ีไดจ้ากผลิตภณัฑใ์นทอ้งตลาด
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ภาพ 4 การเปรียบเทียบล�ำดบันิวคลีโอไทดข์องส่วน matK ของพชื Hypericum androsaenum และ Hypericum perforarum

การประยุกต์ใช้วธีิปฏิกริิยาลูกโซ่โพลเิมอเรสแบบเวลา

จริงร่วมกับเทคนิคการวิเคราะห์การคลายเกลียวของ

สายดีเอน็เอ (application of Real-Time PCR couple 

high resolution melting analysis)

จากหลกัการดงักล่าวขา้งตน้สามารถประยกุตใ์ช้

กบัพืชสมุนไพร โดยในการท�ำ real-time PCR จะแสดง

ผลการทดลองเม่ือจบในแต่ละรอบของปฏิกิริยา และ

ประมวลผลโดยใชโ้ปรแกรม Bio-Rad CFX Manager 3.1 

และการวิเคราะห์ HRM จะน�ำผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดม้าให้

อุณหภูมิเพิ่มข้ึนคร้ังละ 0.02 ºC/s จนถึง 95 ºC น�ำขอ้มูล

ท่ีไดม้าหาค่า melting curve ค่าท่ีไดส้ามารถระบุความ

แตกต่างของพืชแต่ละชนิดได ้ เน่ืองจากความแปรปรวน

ของดีเอ็นเอภายในส่วน ITS1 จะมีความแปรปรวนสูง

กว่าส่วน matK เม่ือท�ำ real-time PCR โดยใช ้Evagreen 

เป็นสียอ้มเรืองแสงเพื่อหาเป้าหมายในพืชแต่ละชนิดคือ 

H. androsaemum หรือ H. perforatum ผลการทดลองพบ

ว่าพืช H. androsaemum มีอุณหภูมิ melting คือ 89.6 ◦C  

(ภาพ 5) ซ่ึงไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่าพืชท่ี

เป็นตน้แบบและตวัอยา่งผลิตภณัฑจ์ากทอ้งตลาดได ้ แต่

เม่ือวิเคราะห์ต่อโดยใช ้ HRM พบว่ามีกลุ่มท่ีแตกต่างกนั 

2 กลุ่ม มีความแม่นย �ำในระดบัสูง (> 98.8%) โดยผล 

การวิเคราะห์ HRM จะสามารถแยกพืชท่ีไดม้าจาก NCBI 

database accession no.0122906 และ herbal infusion 
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ของ H. androsaemum ท่ีระบุว่ามีความบริสุทธ์ิ 100% 

เป็นกลุ่มท่ี 1 ในขณะท่ีพืชอีกชนิดท่ีไดข้อ้มูลจาก NCBI 

database accession no. PI618712 จะแยกออกมาอยูเ่ป็น 

กลุ่มท่ี 2 (ภาพ 5)

ส่วนผลการทดลอง real-time PCR ส�ำหรับ  

H. perforatum พบว่ามีอุณหภูมิ melting คือ 82.0 ◦C และ

จุดรองคือ 79.6 ◦C (ภาพ 5) หลงัจากนั้นน�ำไปท�ำการ

วิเคราะห์ต่อดว้ยเทคนิค HRM พบว่าผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได้

สามารถแยกความแตกต่างของพืชได ้3 กลุ่ม (ภาพ 5) โดย

มีระดบัความน่าเช่ือถือสูง (98.0 %) ผลของการวิเคราะห์ 

HRM สามารถอธิบายไดว้า่มีความแปรปรวนสูงภายส่วน

ของ ITS1 ส่งผลให้เทคนิค HRM สามารถแยกความแตก

ต่างระดบั intra-species ได ้(ภาพ 5) โดยการวิเคราะห์ดว้ย 

HRM นั้น เป็นวธีิการวเิคราะห์ขั้นสูงท่ีใชส้�ำหรับบอกความ

แตกต่างของพืชสองชนิดท่ีมีล�ำดบัเบสท่ีใกลเ้คียงกนัมาก 

ๆ เป็นวธีิท่ีรวดเร็วและแม่นย �ำ จึงถกูน�ำมาใชเ้ป็นเคร่ืองมือ

ส�ำหรับยนืยนัการประเมินผลของ DNA mini-barcode ใน

ส่วน ITS1 ส�ำหรับพืช Hypericum ทั้ง 2 ชนิด

ภาพ 5 ผลจากการท�ำ real-time PCR (A, C) และการวิเคราะห์ผลดว้ยเทคนิค HRM (B, D) ของดีเอน็เอในส่วน ITS1 ส่วน 

(A, B) คือ H. androsaemum และ (C, D) คือ H. perforatum หมายเลข 1, 2 คือ H. androsaemum (accessions PI618712 

และ 0122906 provided by USDA-ARS Germplasm (Beltsville, MD, USA) และ by RBG (Kew, Ardingly, UK) ตาม

ล�ำดบั); หมายเลข 3 คือ 100% H. androsaemum (commercial herbal infusion) หมายเลข 4 คือ 100% H. perforatum 

(commercial herbal infusion) หมายเลข 5-7 คือ H. perforatum (accessions PI325351, Ames27495 และ PI664858 

provided by USDA-ARS Germplasm (Beltsville, MD, USA)
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ผลการทดลองจาก real-time PCR พบวา่มีอุณหภมิู 

melting คือ 75.8 ◦C ส�ำหรับพืช H. androsaemum และ

อุณหภูมิ melting คือ 75 ◦C ส�ำหรับพืช H. perforatum 

(ภาพ 6) ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบจาก peak ท่ีไดจ้ะมีลกัษณะ

ของ peak ท่ีคลา้ยกนัจึงไม่สามารถแยกความแตกต่าง

ของพืชได ้ เม่ือน�ำมาวิเคราะห์ต่อดว้ยเทคนิค HRM พบ

ว่าลกัษณะของ peak มีความแตกต่างกนั สามารถแยก

ความแตกต่างกนัระหว่างพืชทั้ง 2 ชนิดได ้ (ภาพ 6) ซ่ึง

มีความน่าเช่ือถือสูง (> 99.5%) นอกจากน้ีการวิเคราะห์

ดว้ยเทคนิค HRM ยงัสามารถน�ำไปประยุกต์ใช้ในการ

พิสูจน์เอกลกัษณ์ของพืชสมุนไพรในทอ้งตลาดเพื่อระบุ

ความถูกตอ้งของพืช Hypericum ทั้ง 2 ชนิดไดแ้ละมี 

ความน่าเช่ือถือสูง (ตาราง 4)

ภาพ 6 ผลจากการท�ำ real-time PCR (A) และการวิเคราะห์ผลดว้ยเทคนิค HRM (B) ของดีเอน็เอในส่วน matK หมายเลข 

1, 2 คือ H. androsaemum (accessions PI618712 และ 0122906, provided by USDA-ARS Germplasm (Beltsville, 

MD, USA) และ by RBG (Kew, Ardingly, UK) หมายเลข 3-5 คือ H. perforatum (accessions PI325351, Ames27495 

และ PI664858, respectively provided by USDA-ARS Germplasm (Beltsville, MD, USA)), using specific primers 

for each species in single assay

บทสรุป

การใช้วิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสแบบเวลา

จริงน�ำมาใชร่้วมกบัการวิเคราะห์ดว้ยการคลายเกลียวของ

สายดีเอ็นเอ จะส่งผลให้การตรวจสอบสมุนไพรมีความ

รวดเร็ว ถกูตอ้งแม่นย �ำและเป็นวธีิท่ีท�ำไดจ้ �ำนวนมาก เป็น

วิธีท่ีน่าสนใจ สามารถน�ำมาประยกุตใ์ชก้บัพืชสมุนไพร

ท่ีตอ้งการระบุความถูกตอ้งได ้การศึกษาดีเอน็เอในส่วน 

ITS1 และ matK ท่ีมีศกัยภาพในการน�ำมาท�ำดีเอน็เอมินิ

บาร์โคด้ สามารถน�ำมาใช้ในการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของ  

H. perforatum และ H. androsaemum ท่ีอยูใ่นรูปแบบชาชง

ได ้จากล�ำดบันิวคลีโอไทดข์อง ITS1 และ matK สามารถ

น�ำไปพฒันาต่อเป็นไพรเมอร์ท่ีมีความจ�ำเพาะต่อพชืแต่ละ

ชนิดเพื่อใชใ้นวธีิปฏิกิริยาลกูโซ่โพลิเมอเรสแบบเวลาจริง

ร่วมกบัการวิเคราะห์ดว้ยการคลายเกลียวของสายดีเอน็เอ 

โดยวธีิดงักล่าวมีประสิทธิภาพในการแยกสมุนไพรท่ีผสม

กนัในรูปแบบชาชงได ้อีกทั้งยงัสามารถประยกุตใ์ชว้ิธีน้ี

ในการตรวจสอบชนิดของพืชท่ีระบุไวบ้นฉลากเพื่อแยก

พืชท่ีปนปลอมได้
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การประยกุต์ใช้วิธี RT-PCR ร่วมกับ HRM ในการตรวจสอบความถกูต้องของผลิตภณัฑ์สมนุไพร 18 ตัวอย่างในท้องตลาด

ตวัอย่าง

Species declared in label H. perforatum H. androseamum

H. perforatum H. androseamum PCR

results

HRM (% of  

confidence ± SDd)

PCR

results

HRM (% of  

confidence ± SDd)

1 X + 99.3 ± 0.2 -

2 X - - 98.7 ± 0.4

3 Xa + 99.9 ± 0.0 -

4 Xb + 99.5 ± 0.2 -

5 Xa + 99.9 ± 0.1 -

6 Xa - + 99. ± 0.1

7 Xd - + 99.8 ± 0.2

8 X + 98.5 ± 0.1 + 99.1 ± 0.5

9 X + 99.8 ± 0.1 -

10 X + 99.7 ± 0.1 -

11 X + 98.9 ± 0.2 -

12 X + 99.7 ± 0.1 -

13 X + 99.7 ± 0.3 -

14 X + 99.8 ± 0.1 -

15 X + 99.9 ± 0.1 -

16 X + 99.8 ± 0.2 -

17 Xc + 99.5 ± 0.3 -

18 X + 99.5 ± 0.4 + 98.9 ± 0.1

aVoucher seeds provided by USDA-ARS Gemplasm (Beltsville, MD, USA) and by.
bRBG (Kew, Ardingly, UK).
cLabels state the presence of “Hipericao” without specifying Hypericum species.
dMean of % of confidence ± standard deviation.

โดย หมายเลข 1 คือ H. perforatum 100%, หมายเลข 2 คือ H. androsaemum 100%, หมายเลข 3-5 คือ H. perforatum  

ท่ีไดจ้าก USDA-ARS Germplasm, หมายเลข 6-7 คือ H. androsaemum ท่ีไดจ้าก USDA-ARS Germplasm และ  

Kew garden, หมายเลข 8 คือ H. androsaemum 100%, หมายเลข 9-18 คือ H. perforatum ท่ีไดจ้ากผลิตภณัฑใ์นทอ้งตลาด 
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