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บทคัดย่อ

	 บทนำ�: เรว่นอ้ยเปน็เครือ่งยาทีไ่ดจ้ากสว่นผลของพชืชนดิ Amomum uliginosum K.D.Koenig (Zingiber-

aceae) มีสรรพคุณขับลม บรรเทาอาการคลื่นไส้ อาเจียน การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจเอกลักษณ์เครื่องยา

เรว่นอ้ยโดยอาศยัการเปรยีบเทยีบเครือ่งหมายดเีอน็เอตำ�แหนง่ internal transcribed spacer1 (ITS1) ของนวิเคลยีร์

ดเีอน็เอ ซึง่ ITS1 เปน็ชว่งดเีอน็เอทีม่คีวามยาวไมม่ากและขอ้มลูพนัธกุรรมมคีวามผนัแปรสงู จงึนยิมใชใ้นการตรวจ

เอกลักษณ์เครื่องยา วิธีดำ�เนินการวิจัย: เครื่องยาเร่วน้อยที่ใช้ในการศึกษาแบ่งเป็นตัวอย่างอ้างอิง 4 ตัวอย่าง

และตัวอย่างที่ได้จากร้านขายยาแผนโบราณ 11 ตัวอย่าง ศึกษาเครื่องหมายดีเอ็นเอตำ�แหน่ง ITS1 ด้วยเทคนิค 

Polymerase Chain Reaction (PCR) และเทคนคิการหาลำ�ดบันวิคลโีอไทด ์นอกจากนีไ้ดว้เิคราะหอ์งคป์ระกอบทาง

เคมีนํ้ามันเร่วน้อยด้วยเครื่อง Gas Chromatography Mass Spectroscopy (GC-MS) ผลการวิจัย: เครื่องหมาย

ดีเอ็นเอตำ�แหน่ง ITS1 ของเครื่องยาเร่วน้อยทุกตัวอย่างมีความยาวเท่ากับ 180 คู่เบสและมีส่วนประกอบ G+C 

คิดเป็นร้อยละ 57.22-60.56 ผลการตรวจเอกลักษณ์พบว่าเครื่องยาจากร้านขายยาแผนโบราณจำ�นวน 7 ตัวอย่าง  

มีเครื่องหมายดีเอ็นเอตรงกับ A. uliginosum และนํ้ามันที่สกัดได้มีสาร bornyl acetate, camphor และ nerolidol 

เปน็องคป์ระกอบหลกั สว่นเครือ่งยาจากรา้นขายยาแผนโบราณทีเ่หลอืจำ�นวน 4 ตวัอยา่งเปน็เครือ่งยาปลอมปนและ

ในนํ้ามันมีสาร nerolidol เป็นองค์ประกอบหลัก สรุปผลการวิจัย: ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันของเครื่องหมาย

ดีเอ็นเอตำ�แหน่ง ITS1 แสดงถึงชนิดพืชซึ่งเป็นแหล่งที่มาของเครื่องยาที่แตกต่างกัน ทำ�ให้สามารถใช้เครื่องหมาย

ดีเอ็นเอนี้ในการตรวจสอบเอกลักษณ์เครื่องยาเร่วน้อยได้ และสามารถประยุกต์ใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอตำ�แหน่งดัง

กล่าวเพื่อตรวจเอกลักษณ์เครื่องยาหรือสมุนไพรชนิดอื่นต่อไป 
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Identification of Reo noi (Amomum uliginosum K.D.Koenig) Crude Drug 

using ITS1 DNA Marker of Nuclear DNA
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Abstract

	 Introduction: Reo noi is a crude drug derived from the ripe fruit of Amomum uliginosum K.D.Koenig 

(Zingiberaceae). It is generally used for carminative, antinausea and antivomiting purposes. This study 

aimed to identify Reo noi crude drugs by using the internal transcribed spacer1 (ITS1) DNA Marker of 

nuclear DNA. This DNA region is small size and highly genetic variation. It has been widely used for crude 

drug identification. Methods: Four authentic and 11 commercial crude drug samples were examined. The 

ITS1 DNA markers were performed by using polymerase chain reaction (PCR) and direct sequencing  

techniques. The obtained volatile oils were also analyzed for the chemical components by Gas Chromatography 

Mass Spectroscopy (GC-MS). Results: The ITS1 DNA markers of all samples were 180 bp in lengths 

and G+C contents were 57.22-60.56%. Seven commercial samples showed their DNA markers identical 

to A. uliginosum. Major constituents of their volatile oils were bornyl acetate, camphor and nerolidol. The 

remained commercial samples were adulterants which nerolidol was a major compound of their volatile 

oils. Conclusion: The nucleotide sequence variation of ITS1 DNA marker indicated botanical origin of Reo 

noi crude drugs. As results, the ITS1 DNA marker was successfully used as a tool for identifying Reo noi 

crude drugs. This DNA marker can be used to identify another crude drugs and medicinal plants.
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บทนำ�

	 เร่วน้อยหรือ Amomum uliginosum K. D. 

Koenig จัดอยู่ในวงศ์ Zingiberaceae เป็นพืชที่มีลำ�ต้น

เทยีมซึง่เกดิจากกาบใบทีอ่ดักนัแนน่ ใบเปน็ใบเดีย่ว รปู

ร่างคล้ายหอกและปลายใบแหลม ใบออกแบบสลับ ช่อ

ดอกแทงตรงจากเหง้า มีดอกย่อยสีขาว เหง้าและไหลสี

ขาวอมเหลอืง (Holttum, 1950) ผลของเรว่นอ้ยลกัษณะ

ทรงกลมและมีขนคล้ายผลเงาะ เมื่อผลสุกเปลือกผลจะ

มีสีแดงและเมล็ดสีนํ้าตาล เร่วน้อยเจริญเติบโตได้ดีใน

สภาพภูมิประเทศที่เป็นป่าดงดิบ ป่าดิบแล้ง ป่าละเมาะ
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และบริเวณร่มรำ�ไรที่มีความชื้นพอเหมาะ พบการกระ

จายพันธุ์ในเขตประเทศไทย ลาว กัมพูชาและมาเลเซีย 

ซึ่งในประเทศไทยพบเร่วน้อยมากแถบภาคตะวันออก 

(จันทบุรี ตราด ระยอง) และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 

(มุกดาหาร ยโสธร) ผลเร่วน้อยถูกนำ�มาใช้เป็นเครื่อง

ยาซึ่งมีรสร้อนเผ็ดปร่า มีสรรพคุณขับลมในลำ�ไส้ แก้

ท้องขึ้น ท้องอืดเฟ้อ ช่วยบรรเทาอาการคลื่นไส้อาเจียน 

(Thiangburanatham, 1988) สามารถใช้เป็นเครื่องยา

เดี่ยวหรือใช้ร่วมกับเครื่องยาเร่วใหญ่ (Alpinia sp. วงศ์ 

Zingiberaceae) โดยเรยีกวา่ “เรว่ทัง้สอง” ผลการศกึษา

ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของเครื่องยาเร่วน้อย พบว่ามีฤทธิ์

ต้านการบีบตัวของมดลูก ออกฤทธิ์คล้ายสารฮีสตามีน 

ลดความดนัโลหติและมฤีทธิต์า้นเชือ้รา (Department of 

Pharmacognosy and Pharmaceutical Botany, 2008) 

นอกจากนี้นํ้ามันที่สกัดได้จากผลเร่วน้อยยังมีฤทธิ์ต้าน

แบคทีเรียที่ทำ�ให้เกิดความผิดปกติในระบบทางเดิน

อาหาร ฤทธิ์ต้านการก่อกลายพันธุ์และมีความเป็นพิษ

ต่อเซลล์มะเร็ง (Pulbutr et al., 2012) 

การตรวจเอกลักษณ์สมุนไพรถือเป็นขั้นตอนที่มีความ

สำ�คัญในการควบคุมมาตรฐานสมุนไพร การตรวจ

เอกลักษณ์ที่ถูกต้องจะสัมพันธ์กับฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา

และความปลอดภัยของสมุนไพร ตำ�รามาตรฐานยา

สมนุไพรไทยไดก้ำ�หนดวธิตีรวจเอกลกัษณส์มนุไพรโดย

อาศยัขอ้มลู 3 สว่นประกอบกนั คอื 1) ขอ้มลูลกัษณะทาง

จุลทรรศน์, 2) มหทรรศน์ของสมุนไพร และ 3) ข้อมูล

สารสำ�คัญที่มีในสมุนไพร (Sittichai, 2004) ซึ่งเครื่อง

ยาเร่วน้อยมีลักษณะทางมหทรรศน์ ได้แก่ ผลมีรูปร่าง

กลมจนถึงรูปไข่ ถูกออกแบ่งเป็น 3 พูโดยมีเยื่อบางๆ 

กั้น เมล็ดมีสีนํ้าตาลและไม่มีขีด ซึ่งแตกต่างจากเมล็ด

ของเครื่องยาเร่วใหญ่ที่แต่ละเมล็ดจะมีขีด สารสำ�คัญ

ที่เป็นองค์ประกอบหลักในนํ้ามันเร่วน้อยที่สกัดได้จาก

การกลั่นด้วยไอนํ้า ได้แก่ bornyl acetate และ cam-

phor (Rattarom, 2004; Pulbutr et al., 2012 ) อย่างไร

ก็ตาม การตรวจเอกลักษณ์เครื่องยาเร่วน้อยที่จำ�หน่าย

ในรา้นขายยาสมนุไพรในประเทศไทยนัน้ เบือ้งตน้อาศยั

การสังเกตลักษณะภายนอกด้วยตาเปล่า ซึ่งเป็นวิธีที่

อาศัยทักษะความชำ�นาญส่วนบุคคลและมีข้อจำ�กัดใน

กรณีที่เครื่องยามีสภาพผลแตกหัก ผลไม่สมบูรณ์หรือ

เครื่องยาถูกปลอมปนด้วยสมุนไพรชนิดอื่นที่มีลักษณะ

ภายนอกใกล้เคียงกัน ทำ�ให้การประยุกต์ใช้ลำ�ดับ 

นวิคลโีอไทดข์องดเีอน็เอเพือ่เปน็เครือ่งหมายบง่ชีค้วาม

เปน็เอกลกัษณข์องสิง่มชีวีติหรอืทีเ่รยีกวา่ “เครือ่งหมาย

ดีเอ็นเอ (DNA marker)” เข้ามามีบทบาทด้านการตรวจ

เอกลักษณ์สมุนไพรมากขึ้น เนื่องจากมีความถูกต้อง 

แม่นยำ�สูงและยังเป็นข้อมูลสำ�คัญในการจดสิทธิบัตร

พนัธุพ์ชือกีดว้ย การศกึษาเครือ่งหมายดเีอน็เอโดยอาศยั

ข้อมูลลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของนิวเคลียร์ดีเอ็นเอบริเวณ 

internal transcribed spacer1 (ITS1) ที่อยู่ระหว่าง 

ไรโบโซมอลดเีอน็เอชนดิ 18S และ 5.8S (รปูที ่1) ถกูนำ�

มาประยุกต์ใช้เพื่อพิสูจน์เอกลักษณ์พืชหลายชนิด เช่น 

ถั่งเช่า (Cordyceps species) (Yue-Qin et al., 2002), 

ขิง (Zingiber officinale Rosc.) (Jiang et al., 2006), 

เรว่ (A. Villosum) (Qiao et al., 2009) เปน็ตน้ เนือ่งจาก

เป็นดีเอ็นเอส่วนที่มีความผันแปรทางพันธุกรรมสูงและ

มีความยาวไม่มาก สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย

เทคนิคพีซีอาร์ได้ง่าย แม้ว่าจีโนมิค ดีเอ็นเอต้นแบบที่

ใช้ในการเพิ่มปริมาณจะมีสภาพไม่สมบูรณ์ (Sukrong 

et al., 2007)

รูปที่ 1 นิวเคลียร์ดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 ที่อยู่ระหว่างไรโบโซมอลดีเอ็นเอชนิด 18S และ 5.8S
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	 งานวจิยันีจ้งึมวีตัถปุระสงคเ์พือ่สรา้งเครือ่งหมาย 

ดีเอ็นเอตำ�แหน่ง ITS1 ของเครื่องยาเร่วน้อยโดยเพิ่ม

จำ�นวนนวิเคลยีรด์เีอน็เอบรเิวณ ITS1 ดว้ยเทคนคิพซีอีาร์

และวิเคราะห์ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของนิวเคลียร์ดีเอ็นเอ

บริเวณดังกล่าวด้วยเทคนิคการหาลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ 

(direct sequencing) ตรวจเอกลักษณ์เครื่องยาเร่ว

น้อยด้วยการศึกษาเปรียบเทียบลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของ

เครื่องหมายดีเอ็นเอตำ�แหน่ง ITS1 ระหว่างตัวอย่าง

อ้างอิงและตัวอย่างที่ได้จากร้านขายยาแผนโบราณใน

ประเทศไทย นอกจากนีศ้กึษาองคป์ระกอบทางเคมขีอง

นํา้มนัเรว่นอ้ย โดยสกดันํา้มนัจากตวัอยา่งเครือ่งยาดว้ย

วธิกีารกลัน่ดว้ยไอนํา้และวเิคราะหอ์งคป์ระกอบทางเคมี

ด้วยเครื่อง Gas Chromatography Mass Spectros-

copy (GC-MS) เพือ่ใชเ้ปน็ขอ้มลูเชือ่มโยงความสมัพนัธ์

ระหว่างผลการตรวจเอกลักษณ์เครื่องยาเร่วน้อยโดย

อา้งองิจากลำ�ดบันวิคลโีอไทดน์วิเคลยีรด์เีอน็เอตำ�แหนง่ 

ITS1 กับสารสำ�คัญที่มีในนํ้ามันเร่วน้อย

วิธีดำ�เนินการวิจัย
	 1.	 ตัวอย่างพืช

		  เครื่องยาเร่วน้อยที่ใช้ในการศึกษานี้มี

จำ�นวนทัง้สิน้ 15 ตวัอยา่ง (ตารางที ่1) แบง่เปน็ตวัอยา่ง

เครื่องยาที่เก็บตัวอย่างจากร้านขายยาแผนโบราณใน

ภมูภิาคตา่งๆ ของประเทศไทยจำ�นวน 11 ตวัอยา่ง และ

ตวัอยา่งอา้งองิจำ�นวน 4 ตวัอยา่ง ตวัอยา่งอา้งองิพสิจูน์

เอกลกัษณโ์ดย ภญ.รจุลิกัขณ ์รตัตะรมณ ์อาจารยป์ระจำ�

คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหาสารคามและถูก

ทำ�ให้แห้งโดยอบในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิประมาณ 50 

องศาเซลเซยีส นาน 48 ชัว่โมง เครือ่งยาเรว่นอ้ยทัง้หมด

ที่ใช้ในการศึกษานี้รวมทั้งตัวอย่างพรรณไม้แห้งของ

ตัวอย่างอ้างอิงถูกเก็บรักษาที่หน่วยวิจัยเภสัชเคมีและ

ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัย

มหาสารคาม เครื่องยาเร่วน้อยในแต่ละตัวอย่างจะถูก

คัดเลือกแบบสุ่มมาจำ�นวน 20 ผล เพื่อสังเกตลักษณะ

ทางกายภาพด้วยตาเปล่าและบันทึกผล

ตารางที่ 1 แหล่งที่มาและชนิดตัวอย่างเครื่องยาเร่วน้อยที่ใช้การศึกษา

ที่ ตัวอย่างรหัส ชนิดตัวอย่าง แหล่งที่มา Herbarium voucher NO.

1 RN01

ตัวอย่างจาก

ร้านขายยาแผน

โบราณ

(Commercial 

samples)

ร้านขายยาแผนโบราณ ชม.01 จ.เชียงใหม่ MSU.PH-Reonoi-R1

2 RN02 ร้านขายยาแผนโบราณ จ.อุดรธานี MSU.PH-Reonoi-R2

3 RN03 ร้านขายยาแผนโบราณ จ.นครราชสีมา MSU.PH-Reonoi-R3

4 RN04 ร้านขายยาแผนโบราณ กท.01 กรุงเทพมหานคร MSU.PH-Reonoi-R4

5 RN05 ร้านขายยาแผนโบราณ กท.02 กรุงเทพมหานคร MSU.PH-Reonoi-R5

6 RN06 ร้านขายยาแผนโบราณ ชม.02 จ.เชียงใหม่ MSU.PH-Reonoi-R6

7 RN07 ร้านขายยาแผนโบราณ กท.03 กรุงเทพมหานคร MSU.PH-Reonoi-R7

8 RN08 ร้านขายยาแผนโบราณ จ.ชลบุรี MSU.PH-Reonoi-R8

9 RN09 ร้านขายยาแผนโบราณ กท.04 กรุงเทพมหานคร MSU.PH-Reonoi-R9

10 RN10 ร้านขายยาแผนโบราณ จ.สงขลา MSU.PH-Reonoi-R10

11 RN11 ร้านขายยาแผนโบราณ กท.05 กรุงเทพมหานคร MSU.PH-Reonoi-R11

12 RN12
ตัวอย่างอ้างอิง

(Authentic 

samples)

อ.เขาสอยดาว จ.จันทบุรี No.MSU.PH-ZIN-A2-1-1

13 RN13 อ.เลิงนกทา จ.ยโสธร No.MSU.PH-ZIN-A2-2

14 RN14 อ.เมือง จ.มุกดาหาร No.MSU.PH-ZIN-A2-3

15 RN15 อ.เขาสอยดาว จ.จันทบุรี No.MSU.PH-ZIN-A2-1-2
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	 2. 	 การศกึษาเครือ่งหมายดเีอน็เอโดยวเิคราะห ์

ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของนิวเคลียร์ดีเอ็นเอบริเวณ ITS1

	 	 2.1	 การสกัดจีโนมิคดีเอ็นเอ

			   เครือ่งยาเรว่นอ้ยแตล่ะตวัอยา่งนำ�

มาบดให้เป็นผงละเอียดโดยใช้โกร่งและลูกโกร่งร่วมกับ

การใชไ้นโตรเจนเหลว ชัง่นํา้หนกัผงยาประมาณ 50 mg 

เพื่อนำ�มาสกัดจีโนมิคดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดสำ�เร็จรูป 

DNeasy Plant Mini kit (QiaGen®, Germany) วเิคราะห์

คุณภาพและปริมาณของจีโนมิคดีเอ็นเอที่สกัดได้ด้วย 

Agarose gel electrophoresis โดย Agarose gel ความ

เข้มข้นร้อยละ 2 (w/v) เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอด้วย

ดีเอ็นเอมาตรฐานชนิด 1kb ladder (Invitrogen Corp., 

USA)

	 	 2.2	 การเพิม่ปรมิาณนวิเคลยีรด์เีอน็เอ

บริเวณ ITS1 ด้วยเทคนิคพีซีอาร์

			   นำ�จีโนมิคดีเอ็นเอที่ได้มาสกัด

เพิ่มปริมาณนิวเคลียร์ดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 โดยไพร

เมอร์ ITS1F (5¢-TCC GTA GGT GAA CCT GCG 

GAA GGA TCA-3¢) ซึ่งมีลำ�ดับนิวคลีโอไทด์เป็นคู่สม

กับตำ�แหน่งขนาบข้างปลาย 3¢ ของRibosomal DNA 

ชนิด 18S และไพรเมอร์ In 5.8R (5¢-GAC TCG ATG 

GTT CAC GGG ATT CT-3¢) (Rinthong, 2007) ที่มี

ลำ�ดบั นวิคลโีอไทดเ์ปน็คูส่มกบัตำ�แหนง่ขนาบขา้งปลาย 

5¢ ของ Ribosomal DNA ชนิด 5.8S ส่วนประกอบ

สำ�หรับเพิ่มจำ�นวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR ประกอบ

ด้วย PCR buffer ความเข้มข้น 10X ปริมาตร 3 ml., 

dNTPs 0.15 ml., 0.20 mmol. ของไพรเมอร์แต่ละชนิด

และเอนไซมด์เีอน็เอโพลเีมอเรส ชนดิ Taq polymerase 

1 หนว่ย (Promega, USA) ปรบัปรมิาตรดว้ยนํา้กลัน่จน

ครบ 50 ml. การเพิ่มปริมาณนิวเคลียร์ดีเอ็นเอบริเวณ 

ITS1 ด้วยเทคนิค PCR ทำ�ปฏิกิริยาทั้งสิ้น 30 รอบภาย

ใต้สภาวะดังนี้ Pre-cycling 95 °C นาน 5 min., Dena-

turation 95 °C นาน 50 s., Annealing 55 °C นาน 30 

s., Elongation 72 °C นาน 1 min. และ Final elongation 

72 °C นาน 5 min. ตรวจสอบผลผลิตของเทคนิค PCR 

โดยเทคนิค Agarose gel electrophoresis โดยใช้ gel 

ความเข้มข้นร้อยละ 1 (w/v) เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอ

ดว้ยดเีอน็เอมาตรฐานชนดิ 1kb plus ladder (Invitrogen 

Corp., USA) เก็บรักษาผลผลิตของเทคนิค PCR ที่

อุณหภูมิ 4 °C จนกว่าจะนำ�ไปวิเคราะห์ลำ�ดับนิวคลีโอ

ไทด์ในขั้นตอนต่อไป

	 2.3	 การวิเคราะห์ลำ�ดับนิวคลีโอไทด ์

		  ผลผลิตของเทคนิคพีซีอาร์ที่เพิ่มจำ�นวน

ได้ทั้งหมดจะถูกส่งไปวิเคราะห์ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ที่

บริษัทวาร์ดเมดิก กรุงเทพมหานคร วิเคราะห์ลำ�ดับ 

นวิคลโีอไทดโ์ดยใชไ้พรเมอรค์ูเ่ดยีวกนักบัทีใ่ชใ้นขัน้ตอน

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอทั้งทิศทาง forward และ reverse 

ข้อมูลลำ�ดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 ของเครื่องยา

เรว่นอ้ยทัง้หมดถกูวเิคราะหด์ว้ยโปรแกรมคอมพวิเตอร ์

BioEdit (Hall, 1999) และนำ�มาเปรียบเทียบกับลำ�ดับ 

นิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 ของพืชชนิด A. uliginosum 

ที่มีการรายงานในฐานข้อมูล GenBank

	 3.	 การศกึษาองคป์ระกอบทางเคมขีองนํา้มนั

เร่วน้อย

		  3.1	 การสกัดนํ้ามันเร่วน้อย

			   นำ�เครื่องยาเร่วน้อยมาบดให้เป็น

ผงและนำ�ไปผ่านแร่งเบอร์ 18 ชั่งนํ้าหนักผงแห้ง 15 g. 

และเติมนํ้ากลั่นปริมาตร 200 ml. กลั่นนํ้ามันเร่วน้อย

โดยใชว้ธิกีลัน่ดว้ยไอนํา้นาน 2.5 ชัว่โมง บนัทกึปรมิาตร 

นํ้ามันที่สกัดได้ เครื่องยาเร่วน้อยแต่ละตัวอย่างจะถูก

สกัดนํ้ามันจำ�นวน 3 ซํ้า (n=3)

		  3.2 	 วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี

ของนํ้ามันเร่วน้อยละลายนํ้ามันเร่วน้อยในเฮกเซนให้

ได้ความเข้มข้น 10 ml/ml. และวิเคราะห์หาองค์ประ

กอบในนํ้ามันเร่วน้อยโดยใช้เครื่อง Gas Chromato-

graph - Mass Spectrometer รุ่น GCMS-QP 2010 

(Shimadzu®, Japan) ซึ่งต่อกับเครื่องฉีดสารอัตโนมัติ

รุ่น AOC-5000 (Shimadzu®, Japan) มีรายละเอียดคือ 

ใช้ Capillary column ชนิด RtX® -5 MS (ความยาวของ

คอลัมน์ 30 m., เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.25 mm., ความ

หนาของฟลิม์ 0.25 mm.) ระบบการฉดีสารประกอบดว้ย

อุณหภูมิของส่วนฉีดสาร 250 °C อุณหภูมิของคอลัมน์
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โดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอตำ�แหน่ง ITS1 ของนิวเคลียร์ดีเอ็นเอ

ประสบอร รินทอง และคณะ
ปีที่ 10 ฉบับที่ 1 ม.ค. - เม.ย. 2557

ว. เภสัชศาสตร์อีสาน

เริ่มต้นจาก 80 °C (คงไว้ 2 นาที) และเพิ่มขึ้นในอัตรา 

10 °C/min จนเป็น 280 °C (คงไว้ 1 นาที) ก๊าซพาเป็น

ก๊าซฮีเลียม อัตราการไหล 1 ml/min ปริมาตรที่ฉีด 1 

ml. ใช้ Split mode ในอัตราส่วน 1:100 และ ionization 

0 kV อุณหภูมิของส่วน ionization 230 °C ช่วงมวลใน

การวิเคราะห์ 35-550 amu ทำ�การเปรียบเทียบ Mass 

spectrum ขององค์ประกอบในนํ้ามันเร่วน้อยกับสาร

มาตรฐานใน NIST Libraries ของเครื่อง GC-MS เพื่อ

ให้ทราบชนิดขององค์ประกอบในนํ้ามันดังกล่าว

ผลการวิจัย
	 1. 	 ลกัษณะทางกายภาพของเครือ่งยาเรว่

น้อย 

		  เครือ่งยาเรว่นอ้ยทีใ่ชใ้นการศกึษานีท้ัง้ 15 

ตวัอยา่งมลีกัษณะทางกายภาพคลา้ยคลงึกนั คอื ผลเปน็

ทรงกลมมี 3 พู นํ้าหนักต่อผลอยู่ในช่วง 0.21-0.51 กรัม

และมีเส้นผ่าศูนย์กลางต่อผลในช่วง 8.7-9.7 มิลลิเมตร 

เมล็ดมีลักษณะเป็นก้อนที่มีเหลี่ยม สีนํ้าตาลอ่อนจนถึง

นํ้าตาลเข้ม แต่ละเมล็ดไม่มีขีด

	 2. 	 ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์นิวเคลียร์ดีเอ็นเอ

บริเวณ ITS1 

		  Genomic DNA ของเครือ่งยาเรว่นอ้ยทกุ

ตัวอย่างสามารถเพิ่มปริมาณนิวเคลียร์ดีเอ็นเอบริเวณ 

ITS1 ได้ด้วยเทคนิค PCR ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์นิวเคลียร์

ดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 ของเครื่องยาเร่วน้อยทั้งตัวอย่าง

อ้างอิงและตัวอย่างที่ได้จากร้านขายยาแผนโบราณมี

ความยาวเท่ากับ 180 คู่เบส และมีส่วนประกอบ G+C 

ร้อยละ 57.22-60.56 ผลการศึกษาเปรียบเทียบข้อมูล

ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของเครื่องยาทั้งหมด พบว่าตัวอย่าง

อ้างอิงจำ�นวน 4 ตัวอย่าง ได้แก่ ตัวอย่างรหัส RN12 

RN13 RN14 และ RN15 มลีำ�ดบันวิคลโีอไทดน์วิเคลยีร์ 

ดเีอน็เอบรเิวณ ITS1 เหมอืนกนัในทกุตำ�แหนง่นวิคลโีอไทด ์

(ตารางที่ 2) และตรงกับข้อมูลลำ�ดับนิวคลีโอไทด์

นวิเคลยีรด์เีอน็เอบรเิวณ ITS1 ของพชืชนดิ A. uliginosum 

ที่มีการรายงานในฐานข้อมูล GenBank (Accession 

number AY76827) อีกด้วย ซึ่งบ่งชี้ว่าเครื่องยาเร่ว

น้อยตัวอย่างอ้างอิงทั้งหมดเป็นส่วนผลของพืชชนิด 

A. uliginosum 

		  เมือ่นำ�ขอ้มลูลำ�ดบันวิคลโีอไทดน์วิเคลยีร์

ดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 ของเครื่องยาที่เก็บตัวอย่างจาก

ร้านขายยาแผนโบราณจำ�นวน 11 ตัวอย่างมาเปรียบ

เทียบกับข้อมูลลำ�ดับนิวคลีโอไทด์นิวเคลียร์ดีเอ็นเอ

บริเวณเดียวกันของตัวอย่างอ้างอิง (ตารางที่ 2) ทำ�ให้

สามารถแบ่งเครื่องยาเร่วน้อยที่เก็บตัวอย่างจากร้าน

ขายยาแผนโบราณได้เป็น 2 กลุ่ม กำ�หนดชื่อเรียกเป็น 

“Commercial กลุ่มที่ 1” และ “Commercial กลุ่มที่ 2” 

ตามลำ�ดับ “Commercial กลุ่มที่ 1” ประกอบด้วยเครื่อง

ยาเรว่นอ้ย 7 ตวัอยา่ง ไดแ้ก ่ตวัอยา่งรหสั RN01 RN02 

RN04 RN08 RN09 RN10 และ RN11 ซึ่งมีลำ�ดับ 

นิวคลีโอไทด์เหมือนกันทุกตำ�แหน่งนิวคลีโอไทด์และ

ข้อมูลลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวตรงกับลำ�ดับนิวคลีโอ

ไทดข์องตวัอยา่งอา้งองิทกุตำ�แหนง่นวิคลโีอไทดเ์ชน่กนั 

ทำ�ให้สามารถสรุปได้ว่าตัวอย่างเร่วน้อย “Commercial 

กลุ่มที่ 1” มีแหล่งที่มาทางพฤกษศาสตร์จากพืชชนิด 

A. uliginosum ส่วน “Commercial กลุ่มที่ 2” ประกอบ

ด้วย 4 ตัวอย่าง ได้แก่ ตัวอย่างรหัส RN03 RN05 

RN06 และ RN07 มีข้อมูลลำ�ดับนิวคลีโอไทด์นิวเคลียร์

ดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 เหมือนกันทุกตำ�แหน่งนิวคลีโอ

ไทด์ แต่ข้อมูลดังกล่าวมีความแตกต่างจากข้อมูลลำ�ดับ 

นวิคลโีอไทดข์องตวัอยา่งอา้งองิและ “Commercial กลุม่ที ่1”  

จำ�นวน 11 ตำ�แหน่งนิวคลีโอไทด์ ได้แก่ นิวคลีโอไทด์ 

ตำ�แหน่งที่ 13, 51, 53, 65, 70, 128, 129, 136, 151, 

157 และ 169 ตามลำ�ดับ เห็นได้ว่าตัวอย่างเครื่องยา 

“Commercial กลุ่มที่ 2” มีแหล่งที่มาทางพฤกษศาสตร์

จากพืชชนิดเดียวกัน แต่ไม่ใช่พืชชนิด A. uliginosum
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ตารางที่ 2 	 ผลเปรยีบเทยีบลำ�ดบันวิคลโีอไทดน์วิเคลยีรด์เีอน็เอบรเิวณ ITS1 ของตวัอยา่งเรว่นอ้ยทีศ่กึษากบัพชื

ชนิด A. uliginosum ที่มีการรายงานในฐานข้อมูล GenBank

ตัวอย่าง
ชนิด

ตัวอย่าง

ตำ�แหน่งนิวคลีโอไทด์

13 51 53 65 70 128 129 136 151 157 169

A. uliginosum

(RN12 RN13 RN14 RN15)
Authentic T C A T T G A T A C C

A. uliginosum (AY76827) Gen Bank * * * * * * * * * * *

RN01 RN02 RN04 RN08 

RN09 RN10 RN11 

Commercial

กลุ่มที่ 1
* * * * * * * * * * *

RN03 RN05 RN06 RN07
Commercial

กลุ่มที่ 2
C T C G C A G C G T T

หมายเหตุ

กำ�หนดให้ตำ�แหน่งของนิวคลีโอไทด์เริ่มต้นนับจากตำ�แหน่งที่ 1 ของนิวเคลียร์ดีเอ็นเอบริเวณ ITS1

* แทนนิวคลีโอไทด์ที่เหมือนกับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างรหัส RN12 RN13 RN14 และ RN15 

	 3.	 องคป์ระกอบทางเคมขีองนํา้มนัเรว่นอ้ย

		  เครื่องยาเร่วน้อยทั้งตัวอย่างอ้างอิงและ

ตัวอย่างที่ได้จากร้านขายยาแผนโบราณมีปริมาตรโดย

นํ้าหนักของนํ้ามันที่สกัดได้จากการกลั่นด้วยไอนํ้าอยู่

ในช่วงร้อยละ 2.60-4.89 (ตารางที่ 3) ผลการวิเคราะห์

องค์ประกอบในนํ้ามันเร่วน้อยโดยใช้เครื่อง GC-MS 

พบว่าเครื่องยาเร่วน้อยที่เป็นตัวอย่างอ้างอิงมีสาร 

bornyl acetate และ camphor เป็นองค์ประกอบหลัก

ทุกตัวอย่าง ส่วนเครื่องยาเร่วน้อยที่ถูกแบ่งกลุ่มเป็น 

“Commercial กลุ่มที่ 1” นํ้ามันที่สกัดได้จากเครื่องยา

แต่ละตัวอย่างมีสารองค์ประกอบหลักที่แตกต่างออกไป 

กลา่วคอื ตวัอยา่งรหสั RN08 มสีาร bornyl acetate และ 

camphor เป็นองค์ประกอบหลักเช่นเดียวกับตัวอย่าง

อ้างอิง ตัวอย่างรหัส RN01 RN09 RN12 และ RN14 

มีสาร bornyl acetate camphor และ nerolidol เป็น 

องค์ประกอบหลัก ตัวอย่างรหัส RN10 และ RN11  

มีสาร nerolidol เป็นองค์ประกอบหลักเช่นเดียวกับ

เครื่องยาเร่วน้อยในกลุ่ม“Commercial กลุ่มที่ 2” 

ตัวอย่างรหัส RN03 RN05 RN06 และ RN07

ตารางที่ 3	 ร้อยละสุทธิของนํ้ามันเร่วน้อยที่สกัดได้จากการกลั่นด้วยไอนํ้าและองค์ประกอบทางเคมี

ตัวอย่าง
ชนิด

ตัวอย่าง

ร้อยละสุทธิของนํ้ามันที่

กลั่นได้ (%v/w)

สารสำ�คัญที่เป็นองค์ประกอบ (ร้อยละสัมพัทธ์)

Camphor Borneol
Bornyl 

acetate
Nerolidol Farnesol รวม

RN12

Authentic

2.93±0.00 25.50 2.64 34.96 0.74 7.03 70.87

RN13 2.60±0.00 35.65 10.14 50.71 0.00 0.00 96.50

RN14 3.13±0.00 32.53 4.52 29.59 0.79 16.15 83.58

RN15 3.46±0.00 28.95 1.99 33.75 0.90 6.21 71.80
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RN01 

Commercial

กลุ่มที่ 1

3.67±0.03 18.13 5.00 16.24 28.64 8.09 76.10

RN02 3.46±0.00 21.54 3.97 20.96 48.13 0.00 94.60

RN04 4.17±0.08 12.21 1.14 18.08 52.91 0.48 84.82

RN08 3.64±0.04 33.14 11.81 39.77 0.91 4.77 90.40

RN09 3.40±0.07 26.64 2.33 29.6 21.13 3.78 83.48

RN10 4.75±0.07 5.45 0.46 4.87 37.42 1.42 49.62*

RN11 4.73±0.00 0.00 0.00 0.00 92.21 0.00 92.21

RN03

Commercial

กลุ่มที่ 2

4.89±0.00 7.49 0.59 5.42 71.64 0.00 85.14

RN05 4.74±0.04 0.48 0.00 0.58 65.02 0.25 66.33

RN06 4.24±0.04 8.09 1.52 7.55 67.00 1.64 85.80

RN07 4.53±0.00 0.00 0.00 0.00 91.43 0.00 91.43

* บาง peak ของ GC-MS chromatogram ไม่สามารถระบุชนิดสารได้

อภิปรายและสรุปผลการวิจัย
	 ตวัอยา่งเครือ่งยาเรว่นอ้ยทีใ่ชใ้นการวจิยันี ้ทกุ

ตัวอย่างมีลักษณะทางกายภาพตรงตามผลการศึกษา

ลักษณะทางเภสัชเวทของผลเร่ว (Rattarom, 2004) 

ขนาดผลและนํ้าหนักต่อผลใกล้เคียงกัน อย่างไรก็ตาม 

เมือ่ตรวจเอกลกัษณเ์ครือ่งยาเรว่นอ้ยทีเ่กบ็ตวัอยา่งจาก

ร้านขายยาแผนโบราณโดยอาศัยเครื่องหมายดีเอ็นเอ

ตำ�แหน่ง ITS1 ของนิวเคลียร์ดีเอ็นเอเปรียบเทียบกับ

ตวัอยา่งอา้งองิ พบวา่ตวัอยา่งเครือ่งยาเรว่นอ้ยจากรา้น

ขายยาแผนโบราณทีใ่ชใ้นการศกึษาจากจำ�นวนทัง้หมด 

11 ตวัอยา่ง พบเครือ่งยาจำ�นวน 4 ตวัอยา่งทีไ่มไ่ดม้ทีีม่า

ทางพฤกษศาสตร์จากพืชชนิด A. uliginosum ซึ่งเป็น

เครื่องยาที่เก็บตัวอย่างจากร้านขายยาแผนโบราณที่ตั้ง

อยูใ่นจงัหวดันครราชสมีาและเชยีงใหมจ่งัหวดัละ 1 แหง่

และร้านขายยาแผนโบราณที่ตั้งอยู่ในกรุงเทพมหานคร

จำ�นวน 2 แห่ง และเมื่อนำ�ข้อมูลลำ�ดับนิวคลีโอไทด์

นิวเคลียร์ดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 ของเครื่องยาที่มีการ

ปลอมปนมาเปรียบเทียบกับข้อมูลลำ�ดับนิวคลีโอไทด์

ในนวิเคลยีรด์เีอน็เอบรเิวณเดยีวกนัของสมนุไพรจำ�นวน 

3 ชนิด ซึ่งมีลักษณะภายนอกใกล้เคียงกับเครื่องยา 

เรว่นอ้ย ไดแ้ก ่Amomum villosum (Thiangburanatham, 

1988), Alpinia nigra (Phonsena, 2007) และ Alpinia 

allughas (Saralamp, 1992)   เพือ่คน้หาแหลง่ทีม่าทาง

พฤกษศาสตรข์องพชืถกูนำ�มาปลอมปน พบวา่ไมต่รงกบั

ข้อมูลของพืชทั้งสามชนิดดังกล่าว จึงไม่สามารถหาข้อ

สรุปได้ว่าสมุนไพรที่มีการปลอมปนเป็นส่วนผลของพืช

ชนดิใด อยา่งไรกต็าม จากผลการตรวจเอกลกัษณเ์ครือ่ง

ยาเร่วน้อยโดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 นี้

แสดงให้เห็นว่าในปัจจุบันเครื่องยาเร่วน้อยที่มีจำ�หน่าย

ในร้านขายยาแผนโบราณในประเทศไทย มีแหล่งที่มา

ทางพฤกษศาสตร์จากส่วนผลของ A. uliginosum และ

พืชชนิดอื่นอีกหนึ่งชนิด ซึ่งส่วนผลของพืชชนิดนี้มี

ลักษณะภายนอกเมื่อสังเกตด้วยตาเปล่าเหมือนกับผล

ของ A. uliginosum 

	 ผลการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีในนํ้ามัน

เรว่นอ้ย พบวา่องคป์ระกอบทางเคมใีนนํา้มนัเรว่นอ้ยซึง่

กลัน่จากตวัอยา่งอา้งองิในการศกึษานีม้คีวามคลา้ยคลงึ

กับสารสำ�คัญที่พบในนํ้ามันเร่วน้อยจากงานวิจัยของ 

Rattarom (2004) และ Pulbutr et al. (2012) คือ มี

สาร bornyl acetate และ camphor เป็นองค์ประกอบ

หลัก แต่เครื่องยาเร่วน้อยที่เก็บตัวอย่างจากร้านขาย

ยาแผนโบราณบางตัวอย่างพบสาร bornyl acetate 

camphor และ nerolidol เป็นองค์ประกอบหลัก บาง

ตัวอย่างพบ nerolidol เพียงสารเดียวเป็นองค์ประกอบ

หลัก ซึ่งชนิดและปริมาณของสารสำ�คัญที่แตกต่างกัน

ในนํ้ามันที่กลั่นได้จากพืชชนิดเดียวกันนี้อาจเป็นผล

จากปัจจัยหลายประการ เช่น แหล่งเพาะปลูกสมุนไพร 

วิธีการเก็บสมุนไพร เป็นต้น (Janssen, 1987; Garcia, 
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2002) นอกจากนี้ เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์ระหว่าง

ชนิดพืชซึ่งเป็นแหล่งที่มาทางพฤกษศาสตร์ของเครื่อง

ยากับองค์ประกอบทางเคมีในนํ้ามันที่สกัดได้ พบว่า

เครื่องยาที่มีแหล่งที่มาจากพืชชนิดอื่นที่ไม่ใช ่ A. uligi-

nosum มี nerolidol เพียงสารเดียวเป็นองค์ประกอบ

หลักในทุกตัวอย่าง ส่วนเครื่องยาที่มีแหล่งที่มาจากพืช

ชนิด A. uliginosum มีเพียงหนึ่งตัวอย่างเท่านั้นที่มี 

nerolidol เปน็องคป์ระกอบหลกั เหน็ไดว้า่แหลง่ทีม่าทาง

พฤกษศาสตรข์องเครือ่งยาทีแ่ตกตา่งกนัจะมสีารสำ�คญั

ทีเ่ปน็องคป์ระกอบหลกัในนํา้มนัแตกตา่งกนัดว้ย ซึง่อาจ

ส่งผลต่อฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของเครื่องยาได้
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