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ค าปรารภ (Foreword หรือ Preface) 
 

โครงการพัฒนาเทคโนโลยีเพ่ือเพ่ิมปริมาณสารส าคัญทางสมุนไพรในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย เป็นการ
น าเทคโนโลยีชีวภาพด้านเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชร่วมกับการใช้ปัจจัยจากภายนอกซึ่งเป็นตัวกระตุ้น 
(elicitor) เพ่ือกระตุ้นปริมาณสารส าคัญในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายให้สูงขึ้น การผลิตชุดตรวจสอบปริมาณ
สารส าคัญ Moscatilin ในกล้วยไม้  ซึ่งมีความจ าเป็นและมีประโยชน์ในการควบคุมคุณภาพของกล้วยไม้ การน า
กล้วยไม้ซึ่งทราบปริมาณสารออกฤทธิ์ที่แน่นอนไปใช้ จะสามารถลดปัญหาความไม่แน่นอนของสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ  การศึกษาและพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลของกล้วยไม้สกุลหวายด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์ เพ่ือ
เข้าใจหน้าที่ของยีนต่อการสร้างสาร Moscatilin และช่วยในการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลในการจ าแนกและ
ปรับปรุงพันธุ์กล้วยไม้สกุลหวายได้แม่นย าและรวดเร็วยิ่งขึ้น  ท าให้กล้วยไม้ของไทยมีแนวทางเพ่ือการใช้ประโยชน์
ได้หลากหลายขึ้น การตรวจหาปริมาณสารส าคัญในกล้วยไม้ก่อนการซื้อขาย ยังเป็นการเพ่ิมมูลค่าให้กล้วยไม้ ท า
ให้เกษตรกรมีรายได้เพ่ิมข้ึนด้วย  โครงการนี้ประกอบด้วย 3 การทดลอง คือ 

การทดลองที่ 1 เทคนิคการเพ่ิมปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายโดยการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

การทดลองที่ 2 การพัฒนาชุดตรวจสอบสารส าคัญ moscatilin ในกลว้ยไม้ลูกผสมสกุลหวายของไทย 
การทดลองที่ 3 การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลและการวิเคราะห์ยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารMoscatilin 

ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์ 
การทดลองทั้ง 3 การทดลองเริ่มด าเนินงานเดือนตุลาคม 2562 สิ้นสุดการทดลองเดือนกันยายน 2564 

ระยะเวลาด าเนินการ 2 ปี  หวังเป็นอย่างยิ่งว่าข้อมูลจากรายงานโครงการสิ้นสุดฉบับนี้จะเป็นข้อมูลส าหรับการ
พัฒนาศึกษาต่อยอดให้กับนักวิชาการของกรมวิชาการเกษตร และหน่วยงานอ่ืนๆ รวมทั้งผู้สนใจ ในด้านการ
กระตุ้นสารส าคัญด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ การตรวจสอบสารส าคัญด้วยชุดตรวจสอบ และพัฒนา
เครื่องหมายโมเลกุลเพื่อการปรับปรุงพันธุ์ของกล้วยไม้หรือพืชชนิดอื่นๆ ต่อไป 
 

 

                                                                    

                                                                                         ภุมรินทร์  วณิชชนานันท์ 
หัวหน้าโครงการ 
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กิตติกรรมประกาศ 

 
โครงการวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนทุนวิจัยจากส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ ขอขอบคุณ

ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร ที่ให้การสนับสนุนห้องปฎิบัติการและเครื่องมือในการ
ทดลองวิจัย นางปิยรัตน์ ธรรมกิจวัฒน์ (ผู้อ านวยการส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ) นางนุชนารถ ตั้งจิต
สมคิด (ผู้เชี่ยวชาญด้านจุลชีววิทยา) และ นางสาวมัลลิกา แก้ววิเศษ (ผู้อ านวยการกลุ่มวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพ
ทางการเกษตร ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ)  ที่ให้ค าปรึกษาในการด าเนินงานวิจัย  

ขอขอบคุณสถาบันวิจัยพืชสวน กรมวิชาการเกษตร, สวนกล้วยไม้คุณดวงพร บุญชัย จ.สมุทรสาคร       
ที่เอ้ือเฟ้ือตัวอย่างกล้วยไม้สกุลหวาย ขอขอบคุณ ดร.กฤตยา เพชรผึ้ง ฝ่ายเครื่องมือและวิจัยทางวิทยาศาสตร์ สถาบันวิจัย
และพัฒนาแห่งมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ บางเขน ที่กรุณาให้ค าปรึกษาด้านการการวิเคราะห์สารมอสคาติลินด้วย
เทคนิคทางเคมี ขอขอบคุณ คุณยุพิน กสินเกษมพงษ์ สถาบันวิจัยพืชสวน ที่ให้ค าปรึกษาเกี่ยวกับกล้วยไม้สมุนไพร 
และขอขอบคุณผู้ช่วยวิจัย นางสาววัชรินทร์ ศรีประยูร นายฉลาด ไหวติงนางสาวศุภรัสมิ์ พูลพัฒนสุวรรณ และ
นางสาวขวัญจิต  ชั้นปั้นแตง  และพนักงานอัตราจ้างของส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพทุกท่าน ที่กรุณาให้
การสนับสนุนและช่วยเหลือในด้านต่างๆ ท าให้งานวิจัยนี้ส าเร็จลุล่วงด้วยดี 
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ผู้วิจัย 
 

นางภุมรินทร์ วณิชชนานันท์  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
นางสาวอัจฉราพรรณ ใจเจริญ   ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
นางสาวอรุโณทัย ซาววา   ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
นางศศิมา เมืองแก้ว   สถาบันวิจัยพืชสวน 
นายไพฑูรย์  บุปผาดา   ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรอ านาจเจริญ 
นางสาวดวงพร บุญชัย   มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
นางสาวกฤตยา  เพชรผึ้ง   ฝ่ายเครื่องมือและวิจัยทางวิทยาศาสตร์  

สถาบันวิจัยและพัฒนาแห่งมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ บางเขน 
นางศิริวัลย์  สร้อยกล่อม ฝ่ายเครื่องมือและวิจัยทางวิทยาศาสตร์  

สถาบันวิจัยและพัฒนาแห่ง  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ บางเขน 
นางสาววิภาดา  ศิริอนุสรณ์ศักดิ์ ฝ่ายเครื่องมือและวิจัยทางวิทยาศาสตร์  

สถาบันวิจัยและพัฒนาแห่ง  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ บางเขน 
นายศรีเมฆ ชาวโพงพาง   ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 
 

LED   = Light Emitting Diode 
BA  = 6-Benzylaminopurine         
VW   = Vacin and Went  
Plbs  = protocorm-like bodies 
L  = Liters     
ml  = Milliliters  
kg  = Kilograms     
cm  = Centimeters  
hr  = Hour     
%  = Percentage  
0C  = Degree Celsius    
µl  = Microliters  
µM  = Micromoles    
mM  = Millimoles 
ng  = Nanograms     
mg  = Milligrams 
g  = Grams    
rpm  = Rounds per Minute 
U/mL = Unit/mL    
nm = nanometers 
OD600 = optical density ที่ความยาวคลื่น 600 nm 
SSR  = Simple Sequence Repeat 
SNP = Single Nucleotide Polymorphism 
In/Del  = Insertion/Deletion 
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บทน า 
ความส าคัญและที่มาของโครงการวิจัย 

ประเทศไทยนับเป็นประเทศหนึ่งในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ซึ่งยังคงอุดมสมบูรณ์ไปด้วย
ทรัพยากรธรรมชาติและสภาพแวดล้อมที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของพืชในวงศ์กล้วยไม้ (Orchidaceae) เป็น
แหล่งแพร่กระจายพันธุ์และมีความหลากหลายทางด้านชนิดพันธุ์ของพืชในวงศ์กล้วยไม้จ านวนมากมาย กล้วยไม้
สกุลหวายหลายชนิดมีฤทธิ์เป็นสมุนไพรในต ารายาจีน (Traditional Chinese Medicine (TCM)  กล้วยไม้ป่าที่ถูก
น ามาใช้เป็นสมุนไพรทางยาของจีนมีชื่อเรียกว่า “Shihu” ประกอบด้วย กล้วยไม้ 30 ชนิด ตัวอย่างเช่น D.  
nobile, D. chysotoxum และ D. frimbriatum เป็นต้น  โดยจะน ามาใช้ในต ารับยาเพ่ือเป็นยาบ ารุง  ยาสมาน
แผล  ยาแก้ปวด  ยาลดไข้  ยาลดอาการอักเสบ เป็นต้น   ในหลายประเทศ เช่น  อินโดนีเซีย มาเลเซีย ไต้หวัน 
เวียดนาม พม่า ศรีลังกา ฯลฯ ต่างก็มีการน ากล้วยไม้มาใช้ประโยชน์เป็นสมุนไพรรักษาโรคและพัฒนาเป็น
ผลิตภัณฑ์หลากหลายประเภท ยกตัวอย่างเช่น ยาสมุนไพร อัดแคปซูล ชา อาหารเสริม ในประเทศไทยเองก็มี
รายงานภูมิปัญญาพ้ืนบ้านเกี่ยวกับการใช้ประโยชน์จากพืชวงศ์กล้วยไม้เพ่ือรักษา อาการเจ็บป่วยกว่า 42 ชนิด 
(species) จาก 25 สกุล (genera) (Chuakul, 2002) ท าให้พ่อค้าชาวจีนมีความต้องการต้นกล้วยไม้สกุลหวายเพ่ือ
ไปสกัดสารและผลิตเป็นชาสมุนไพร 

ปัจจุบันมีการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางยาในกล้วยไม้สกุลหวายเพ่ือประโยชน์ในการต้านมะเร็ง  ยารักษา
โรคเบาหวาน ป้องกันสมองขาดเลือด และเกี่ยวกับระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย สารออกฤทธิ์  Moscatilin  จาก
กล้วยไม้สกุลหวาย พบใน  D. moscatum, D. pulchellum  และ D. loddigesii  สาร Moscatilin อยู่ในกลุ่ม 
bibenzyl ซึ่งเป็นสารที่มีหมู่ phenol ในโครงสร้าง ซึ่งมีผลการศึกษาทางเภสัชวิทยาแสดงให้เห็นว่ามีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่หลากหลาย เช่น ฤทธิ์ต้านการอักเสบ (anti-inflammation), ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant), ฤทธิ์
ต้านการเจริญของหลอดเลือดเลี้ยงเซลล์มะเร็ง (anti-angiogenesis) (Tsai et al., 2010) นอกจากนี้สาร 
Moscatilin ยังมีความเป็นพิษต่อเซลล์ NCI-H187 (มะเร็งปอด) และ KB (มะเร็งเยื่อบุช่องปาก และยังสามารถ
ยับยั้งการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งปอด  มะเร็งเต้านม  (Veronika et.al. 2017)  Moscatilin ถูกพบใน
กล้วยไม้สกุล Dendrobium หลายชนิด เช่นรายงานของ Chen et al. (2012) ท าการวิเคราะห์องค์ประกอบทาง
เคมีจากกล้วยไม้  Dendrobium species จ านวน 24 สายพันธุ์ พบสาร naringenin, DDB-2, gigantol และ 
moscatilin ซึ่งเป็นสารที่พบมากในกล้วยไม้สกุล Dendrobium และรายงานของ Kowitdamrong  et al. 
(2013) พบว่าสารส าคัญ moscatilin  ซึ่งสกัดได้จาก เอ้ืองช้างน้าว (Dendrobium pulchellum) สามารถยับยั้ง
การย้ายถิ่นและการบุกรุกของเซลล์ H23 ของเซลล์ปอดได้ นอกจากนี้ปัจจัยภายนอกได้แก่ อุณหภูมิ ความชื้น 
ปริมาณน้ า และธาตุอาหาร มีผลต่อการชักน าให้กล้วยไม้ผลิตสารส าคัญ moscatilin อีกด้วย สารส าคัญ 
moscatilin ที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาในกล้วยไม้ มักมีความแปรปรวน ซึ่งอาจมีสาเหตุจาก อุณหภูมิ ความชื้น 
ปริมาณน้ า และธาตุอาหาร ซึ่งมีผลต่อการชักน าให้กล้วยไม้ผลิตสารส าคัญ moscatilin (Akula et al., 2011)  
ส่งผลให้สารส าคัญ moscatilin ในกล้วยไม้มีปริมาณไม่สม่ าเสมอในแต่ละครั้งของการผลิต เมื่อน ากล้วยไม้ดังกล่าว
ไปใช้เป็นยา จะท าให้การรักษาล้มเหลวได้ 

ส าหรับกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายที่มีการปลูกเป็นการค้าในประเทศไทยได้มีการศึกษาปริมาณสารส าคัญ 
Moscatilin  พบสารดังกล่าวในกล้วยไม้หวายลูกผสมสีขาวได้แก่ ขาว 5N  0.04547  %W/W  ขาวสนาน 
0.00323 %W/W  และ เอียสกุล 0.0300 %W/W  (พรชัย และคณะ, 2560)  ซึ่งสามารถพัฒนาน ามาใช้
ประโยชน์เพื่อการรักษาโรค เพิ่มทางเลือกของการใช้กล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายให้มีคุณค่าและมูลค่าของกล้วยไม้ได้
มากกว่าการเป็นไม้ตัดดอก  จากแนวโน้มการส่งออกสินค้ากล้วยไม้ของไทยเดือนมกราคม-มิถุนายน 2561 เพ่ิมขึ้น 
6.69% เมื่อเทียบกับช่วงเวลาเดียวกันของปี 2560  แต่เนื่องจากเศรษฐกิจโลกยังอยู่ในช่วงชะลอตัว  ส่งผลให้ความ
ต้องการของตลาดต่างประเทศส่วนใหญ่ยังอยู่ที่ตลาดเดิม  และพฤติกรรมการบริโภคของตลาดต่างประเทศ
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ค่อนข้างหลากหลาย  ผู้บริโภคมีความต้องการดอกกล้วยไม้ที่มีคุณภาพ  กล้วยไม้สายพันธุ์ใหม่ๆ ท าให้
ผู้ประกอบการต้องรักษามาตรฐานการผลิต  รวมทั้งการพัฒนาสายพันธุ์ใหม่ๆ (ปรางนุช,2561)  จึงควรเพ่ิม
ทางเลือกการใช้ประโยชน์ของกล้วยไม้เพ่ือการตัดดอกของไทย  โดยการน าเทคโนโลยี ชีวภาพการใช้เทคนิคการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชร่วมกับการใช้ปัจจัยจากภายนอกซึ่งเป็นตัวกระตุ้นให้มีผลต่อปริมาณสารส าคัญให้สูงขึ้นได้นั้น  
จึงเป็นแนวทางเพ่ือการศึกษาวิจัย และการตรวจสอบปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ในกล้วยไม้นั้นมีความจ าเป็น
และมีประโยชน์ในการควบคุมคุณภาพของกล้วยไม้ การน ากล้วยไม้ซึ่งทราบปริมาณสารออกฤทธิ์ที่แน่นอนไปใช้ 
จะสามารถลดปัญหาความไม่แน่นอนของการออกฤทธิ์   นอกจากนี้การตรวจหาปริมาณสารส าคัญในกล้วยไม้ก่อน
การซื้อขาย ยังเป็นการเพ่ิมมูลค่าให้กล้วยไม้ ท าให้เกษตรกรมีรายได้เพ่ิมขึ้นด้วย  จึงมีวัตถุประสงค์ เพ่ือศึกษาวิจัย
พัฒนาชุดตรวจสอบสารส าคัญ Moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย ด้วยเทคนิค Enzyme-linked aptamer 
assay (ELAA) เพ่ือเป็นชุดตรวจสอบที่เกษตรกรสามารถใช้งานได้ง่าย สะดวก รวดเร็วและค่าใช้จ่ายไม่สูง  และใน
ด้านการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุ์กล้วยไม้สกุลหวายที่มีศักยภาพในการใช้เป็นสมุนไพรหรือใช้ประโยชน์ในทาง
เภสัชยังขาดแคลนข้อมูลทางพันธุกรรมที่เป็นประโยชน์ในการปรับปรุงพันธุ์ และมีความต้องการเครื่องหมาย
โมเลกุลในระดับดีเอ็นเอมาช่วยในคัดเลือกพันธุ์ จ าแนกพันธุ์ ปรับปรุงพันธุ์ เพ่ือประโยชน์ทางด้านสิทธิบัตร 
ปกป้องการแอบอ้างและปลอมปนวัตถุดิบที่ได้จากกล้วยไม้สกุลหวายที่มีศักยภาพเป็นสมุนไพร เป็นต้น 

ดังนั้นโครงการนี้จึงมีแนวทางเพ่ือการพัฒนาและเพ่ิมประสิทธิภาพการใช้ประโยชน์ของกล้วยไม้ลูกผสม
สกุลหวายของไทย  โดยการศึกษาการใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชร่วมกับการใช้ปัจจัยจากภายนอกซึ่งเป็น
ตัวกระตุ้นให้มีผลต่อปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ให้สูงขึ้น ร่วมกับการผลิตชุดตรวจสอบปริมาณสารส าคัญ 
Moscatilin ในกล้วยไม้  ซึ่งมีความจ าเป็นและมีประโยชน์ในการควบคุมคุณภาพของกล้วยไม้    และการพัฒนา
เครื่องหมายโมเลกุลของกล้วยไม้สกุลหวายด้วยเทคโนโลยี ทรานสคริบโตมิกส์   เป็นการศึกษาข้อมูลทางพันธุกรรม
ในระดับเอ็มอาร์เอ็นเอในภาพรวมทั้งหมด ให้เข้าใจหน้าที่ของยีนต่อการสร้างสาร Moscatilin และช่วยในการ
พัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลในการจ าแนกและปรับปรุงพันธุ์กล้วยไม้สกุลหวายได้แม่นย าและรวดเร็วยิ่งขึ้น          
 

วัตถุประสงค์ของโครงการ 
 1) เพ่ือเพ่ิมปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย จ านวน 2 พันธุ์ คือ ขาว 5N  
และเอียสกุล  โดยใช้ปัจจัยจากภายนอกเป็นตัวกระตุ้นในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 2) เพ่ือพัฒนาชุดตรวจสอบสารส าคัญ Moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายด้วยเทคนิค Enzyme-
linked aptamer assay (ELAA). 

3) เพ่ือพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลช่วยในการจ าแนกและปรับปรุงพันธุ์ และวิเคราะห์ยีนที่เก่ียวข้องกับการ
สร้างสาร Moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์ 

 
วิธีการด าเนินการวิจัย 

 

การทดลองที่ 1  เทคนิคการเพิ่มปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายโดยการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ      

1)   ศึกษาปริมาณสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ต่อการเพิ่มปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ร่วมกับชนิด
แสง LED สีขาว สีแดง และสีน้ าเงิน ในกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์ขาว 5N และ เอียสกุล   

น าหน่อของกล้วยไม้ลูกผสมสกุลจ านวน 2 พันธุ์ ประกอบด้วย ขาว 5N และ เอียสกุล  มาชักน าให้เกิด
เป็น protocorm-like bodies (plbs)  ในอาหารเหลวส าหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกล้วยไม้สูตร Vacin and 
Went ที่ประกอบด้วย น้ ามะพร้าว 150 มิลลิกรัมต่อลิตร  น้ าตาล 20 กรัมต่อลิตร เมื่อชิ้นส่วนตายอด/ตาข้างของ
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กล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายทั้ง 3 พันธุ์ เกิดเป็น plbs  จากนั้นเพ่ิมปริมาณ plbs ให้เพียงพอและชักน าให้เกิดเป็น
ต้นกล้วยไม้ที่มีขนาด 1 เซนติเมตร เพ่ือน ามาทดสอบตามกรรมวิธีที่ก าหนด  ระยะเวลาการทดสอบ 4 เดือน 
  วางแผนการทดลองแบบ factorial in CRD มีจ านวน 5 ซ้ า มีปัจจัยหลัก คือ ชนิดแสงจ านวน 3 ชนิด 
ปัจจัยรอง คือ สูตรอาหาร จ านวน 4 สูตรอาหาร บันทึกผลน้ าหนักสดและน้ าหนักแห้งของต้น ความสูงต้น ความ
ยาวราก พร้อมถ่ายภาพประกอบ    มีรายละเอียดของสูตรอาหารดังนี้  

กรรมวิธีที่ 1 สูตรอาหาร VW  (control) 
กรรมวิธีที่ 2 สูตรอาหาร VW  + BA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
กรรมวิธีที่ 3  สูตรอาหาร VW  + BA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร 
กรรมวิธีที่ 4 สูตรอาหาร VW  + BA 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 

2)  ศึกษาสภาพเครียด ต่อการเพิ่มปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ร่วมกับชนิดแสง LED สีขาว สีแดง และ  
สีน้ าเงิน ในกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์ขาวสนาน ขาว 5N และ เอียสกุล  
  น าต้นกล้วยไม้พันธุ์ขาว 5N และเอียสกุล ที่มีความสูงของต้นประมาณ 1 เซนติเมตร มาเลี้ยงทดสอบใน
สูตรอาหารและสภาพแสงที่ก าหนด  ระยะเวลา 4 เดือน  วางแผนการทดลองแบบ factorial in CRD มีจ านวน 5 
ซ้ า มีปัจจัยหลัก คือ ชนิดแสงจ านวน 3 ชนิด ปัจจัยรอง คือ สูตรอาหาร จ านวน 3 สูตรอาหาร บันทึกผลน้ าหนัก
สดและน้ าหนักแห้งของต้น ความสูงต้น ความยาวราก พร้อมถ่ายภาพประกอบ มีรายละเอียดของสูตรอาหารดังนี้  

 
กรรมวิธีที่ 1  สูตร VW (control) 
กรรมวิธีที่ 2  สูตร VW + PEG 5% 
กรรมวิธีที่ 3  สูตร VW + PEG 10% 

3)  การตรวจหาปริมาณสารส าคัญ Moscatilin  
การเตรียมสารสกัดของตัวอย่างกล้วยไม้  เพ่ือวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Ultra-High Liquid Chromatograph 
(UHPLC) 

น าตัวอย่างกล้วยไม้สับให้ละเอียด จากนั้นน าไปอบที่ 50๐C เป็นเวลา 12-15 ชั่วโมง  บดให้ละเอียด เก็บ
ไว้ในภาชนะท่ีแห้งและสะอาด 
การสกัด 
 สกัดตัวอย่าง 0.5 g ด้วย methanol 5 ml  โดยใช้วิธี ultrasonic extraction เป็นเวลา 15 นาที   เก็บ
ส่วนสารละลายส่วนใสกรองผ่าน membrane filter ขนาด 0.22 µm ก่อน น าไปฉีด UHPLC 
การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
 ละลายมาตรฐาน moscatilin (YAL chemicals, China) ด้วย methanol ให้ได้ความเข้มข้น 0.005 - 1 mg/ml   
การวิเคราะห์ประมาณสารประกอบ moscatilin 
 การวิเคราะห์สารประกอบ moscatilin ในสารสกัดกล้วยไม้ ด้วยเครื่อง Ultra High Liquid 
Chromatograph (UHPLC) ผลิตภัณฑ์ของ Shimadzu รุ่น Nexera-2 LD-30AD เครื่องตรวจวัดชนิด Photo 
diode array รุ่น SPD-M20A ระบบฉีดสารอัตโนมัติรุ่น SIL-30AC  
สภาวะเครื่อง UHPLC 
 คอลัมน์:    GL Sciences InertSustainSwift C18 (150mm × 2.1mm × 1.9 μm)  
 อุณหภูมิคอลัมน์:  30 oC 
 อัตราการไหล:   0.4 ml/min  
 ตัวพา:    1.5% acetic acid (ตัวพา A) และ methanol (ตัวพา B)  
    ด้วยระบบ gradient :  0–7 นาที 80% (A) และ 20% (B) 
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        7–14 นาที 68% (A) และ 32% (B) 
        14–17 นาท ี80% (A) และ 20% (B) 
 เครื่องตรวจวัด:   PDA 280 nm 
 ปริมาตรการฉีด:   5 μl 
 เวลาที่ใช้:   17 นาที 
บันทึกผล ค่าของสาร moscatilin แล้วน ามาวิเคราะห์ผลทางสถิติ  
 

 
 
 

การทดลองที่ 2 การพัฒนาชุดตรวจสอบสารส าคัญ moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายของไทย 
1.  การวิเคราะห์ปริมารสาร moscatilin จากกล้วยไม้สกุลหวาย 

1.1 เตรียมตัวอย่างกล้วยไม้สกุลหวาย โดยรวบรวมพันธุ์กล้วยไม้สกุลหวาย ที่มีสารส าคัญ moscatilin 
ปริมาณที่แตกต่างกัน ได้แก่ พันธุ์ขาวสนาน ขาว 5N และ เอียสกุล น าตัวอย่างกล้วยไม้สับให้ละเอียด จากนั้น
น าไปอบที่ 60๐C เป็นเวลา 12-15 ชั่วโมง  บดให้ละเอียด เก็บไว้ในภาชนะท่ีแห้งและสะอาด 

1.2 สกัดสาร moscatilin จากกล้วยไม้สกุลหวาย โดยชั่วตัวอย่าง 0.5 กรัม ด้วยในเมธานอล ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร โดยใช้วิธี ultrasonic extraction เป็นเวลา 15 นาที   เก็บส่วนสารละลายส่วนใสกรองผ่าน 
membrane filter ขนาด 0.22 µm ก่อน น าไปฉีด UHPLC  

1.3 เตรียมสารละลายมาตรฐาน ละลายมาตรฐาน moscatilin (YAL chemicals, China) ความบริสุทธิ์
มากกว่า 95% ด้วยเมธานอลให้ได้ความเข้มข้น 1, 5, 10, 25, 50 μg/ml   

1.4 วิเคราะห์ประมาณสารประกอบ moscatilin ในสารสกัดกล้วยไม้ ด้วยเครื่อง Ultra-High Liquid 
Chromatograph (UHPLC) ผลิตภัณฑ์ของ Shimadzu รุ่น Nexera-2 LD-30AD เครื่องตรวจวัดชนิด Photo 
diode array รุ่น SPD-M20A ระบบฉีดสารอัตโนมัติรุ่น SIL-30AC  

 สภาวะเครื่อง UHPLC 
 คอลัมน์:    GL Sciences InertSustainSwift C18 (150mm × 2.1mm × 1.9 μm)  
 อุณหภูมิคอลัมน์:  30o C 
 อัตราการไหล:   0.4 ml/min  
 ตัวพา:    1.5% acetic acid (ตัวพา A) และ methanol (ตัวพา B)  
    ด้วยระบบ gradient :  0–7 นาที 80% (A) และ 20% (B) 
        7–14 นาที 68% (A) และ 32% (B) 
        14–17 นาท ี80% (A) และ 20% (B) 
 เครื่องตรวจวัด:   PDA 280 nm 
 ปริมาตรการฉีด:   5 μl 
 เวลาที่ใช้:   17 นาที 
บันทึกผล ลักษณะโครมาโตแกรมและ retention time ของสาร moscatilin 

  
2. การเตรียมดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จ าเพาะต่อสาร moscatilun 

2.1 การเตรียมคลังดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ (DNA aptamer library)  
สังเคราะห์ดีเอ็นเอสายเดี่ยว (DNA aptamer) ขนาด 86 นิวคลีโอไทด์ ดังนี้                 
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5’-AAAGAATTCAAGCTTGCAAGCTTGTTCGAGCCAG-(N40)-TCGGATCCGCTATAGTGAGTCG TATTA-3’ ซึ่ง
ประกอบ ด้วยนิวคลีโอไทด์แบบสุ่มจ านวน 40 เมอร์ (N40) อยู่บริเวณกลางของ DNA aptamer ส่วนบริเวณ
ด้านข้างทั้งสองด้านเป็นล าดับนิวคลีโอไทด์ส าหรับเพ่ิมปริมาณด้วยไพรเมอร์ โดยวิธี PCR ดังนี้ forward primer 
(AptF), 5'-TTTCTGCAGGTCGACTAATACGACTCACTAT AGCGGA-3'; reverse primer (AptR), 5'-
AAAGAATTCAAGCTTGCAAGCTTGTTCGAGCCAG-3' เมอร์ และสังเคราะห์ไพรเมอร์ AptR–Biotin [(biotin)- 
5-AAAGAATTCAAGCTTGCAAGCTT GTTCGAGCCAG-3] ส าหรับติด biotin ที่ปลาย 5’ ของ DNA aptamer  

2.2 การคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับสารส าคัญ moscatilin 
2.2.1 คัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับสารมาตรฐาน moscatilin ด้วยวิธี SELEX 

น าคลังดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ 1 นาโนโมลลาร์ มาละลายใน Phosphate buffered saline (PBS: 
Sigma, USA) ที่เติม 0.05 เปอร์เซ็นต์ Tween-20 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร (PBST) ต้มที่อุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที และแช่ในน้ าแข็งทันที นาน 10 นาที จากนั้นเติมสารมาตรฐาน moscatilin 10 mg/ml 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เขย่าที่ 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ถ่ายลงคอลัมน์ Vivaspin 
500 (GE Healthcare, Sweden) ที่มี molecular weight cut off (MWCO) 30 กิโลดาลตัน หมุนเหวี่ยงด้วย
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ล้างคอลัมน์ด้วย PBST ปริมาตร 1 มิลลิลิตร หมุนเหวี่ยงเช่นเดิม 
เป็นเวลา 30 นาที ท าซ้ า 3 ครั้ง ละลาย aptamer- moscatilin complex ออกจากคอลัมน์ ด้วย PBST ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร น า aptamer- moscatilin complex ไปเพ่ิมปริมาณด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้1X GoTaq® 
Colorless Master Mix (Promega, USA) และไพรเมอร์ AptF และ AptR มีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในขั้นตอน
การท าปฏิกิริยาดังนี้ คือ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 120 วินาที ตามด้วย 35 รอบ ของอุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส 30 วินาที (denature) อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที (annealing) และอุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส 30 วินาที (extension) น าดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณแล้ว ตรวจสอบด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสบน 1 เปอร์เซ็นต์ 
อะกาโรสเจล ท าการคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับสารมาตรฐาน moscatilinจ านวน 14 รอบ 

2.2.2 การคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จ าเพาะต่อสารสารมาตรฐาน moscatilin 
ขั้นตอนนี้จะเป็นก าจัดดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่ไม่จ าเพาะต่อสารมาตรฐาน moscatilin ได้แก่ 

สารส าคัญที่มีโครงสร้างทางเคมีคล้ายกับสาร moscatilin ซึ่งพบในกล้วยไม้สกุลหวาย เช่น giantol กระท า
เช่นเดียวกับข้อ 3.1 โดยเติมสาร giantol จากนั้นเก็บดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่ออกจากคอลัมน์ ซึ่งเป็นดีเอ็นเอแอป
ตาเมอร์ที่จ าเพาะต่อสารมาตรฐาน moscatilin 

บันทึกผลแถบดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับสาร moscatilin 
2.2.3 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จ าเพาะต่อสารมาตรฐาน moscatilin 

น าผลผลิตจาก PCR จากข้อ 3.2 โคลนเข้ากับ pGEM®-T Vector (Promega, USA) และถ่ายฝาก
ใน E. coli สายพันธุ์ DH5α  ด้วยวิธีการ heat shock transformation น าโคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนอาหาร 2YT ที่
เติม ampicillin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มาตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่สอดแทรกอยู่ใน พลาส
มิดโดยเทคนิค colony PCR  ท าโดยใช้โคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนอาหารเป็นแม่แบบและใช้ไพรเมอร์ AptF และ 
AptR จากนั้นคัดเลือกโคโลนีเดี่ยวจ านวน 10 โคลน น ามาติด biotin ที่ปลาย 5' (DNA aptamer-biotin) ด้วย
เทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ AptR–Biotin ในการท าปฏิกิริยา และแยกให้เป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว  ด้วย 
Dynabeads® M-280 Streptavidin (Invitrogen, Norway) ตามวิธีการของผู้ผลิต 

บันทึกผลจ านวนโคโลนีของแบคทีเรียที่มีดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับสาร moscatilinสอดแทรก
อยู่ในพลาสมิด 

2.3 การคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับสารส าคัญ moscatilin ด้วยเทคนิค ELAA 
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น าดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับสารส าคัญ  moscatilin จ านวน 282 โคลน ไปทดสอบด้วยวิธี 
indirect ELAA โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Barthelmebse et al., (2011) โดยใช้สารมาตรฐาน moscatilin 
เคลือบลงในหลุมของถาด ELISA ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง เติมดี
เอ็นเอแอปตาเมอร์ที่ติดฉลาก biotin แล้ว ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่ 37องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 
ล้างถาด ELISA ด้วย PBST ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม จ านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที เติม AP-
Streptavidin Conjugate (Invitrogen, USA) เจือจาง 1:1,000 ใน PBS ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่ 
37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ล้างถาด ELISA และเติม substrate buffer  ที่มี PNPP 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง อ่านค่าความเข้มข้นของสีที่ได้ด้วย 
ELISA reader ที่ความยาวคลื่นแสง 405 นาโนเมตร (OD405)   

บันทึกผล ค่าความเข้มของสีที่ความยาวคลื่นแสง 620 นาโนเมตร ของปฏิกิริยาระหว่างดีเอ็นเอ
แอปตาเมอร์และสาร moscatilin 

 

3. การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยาของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ โดยใช้วิธี ELAA  
ใช้วิธี Checker board titration เพ่ือหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ โดยใช้สาร

มาตรฐาน moscatilin เคลือบลงในหลุมของถาด ELISA ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 1 ชั่วโมง เติมดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่ติดฉลาก biotin แล้ว ความเข้มข้นที่ระดับ 0.16  0.32  0.63  1.25  2.5   
5.0  10.0  20.0 และ 200.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรใน PBS  ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่ 37องศา
เซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ล้างถาด ELISA ด้วย PBST ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม จ านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 5 
นาที เติม AP-Streptavidin Conjugate (Invitrogen, USA) เจือจาง 1:1,000 ใน PBS ปริมาตร 50 
ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ล้างถาด ELISA และเติม substrate buffer  ที่มี 
PNPP 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง อ่านค่า
ความเข้มข้นของสีที่ได้ด้วย ELISA reader ที่ความยาวคลื่นแสง 405 นาโนเมตร (OD405)   

บันทึกผลสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการตรวจหาสาร moscatilin 
 

4. การหาสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ ด้วยตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า 
   4.1 การเตรียมขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน (Screen printed carbon electrode; SPCE) ด้วยวิธีของ 
Mishra et al. (2015) 

ล้าง SPCE ด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน ซับให้แห้งด้วยกระดาษทิชชู  ต่อ SPCE เข้ากับ
เครื่องตรวจสอบปริมาณสารส าคัญทางการเกษตรภาคสนาม (Zensor Simulator AC Impedance รุ่น 
ACIP100) ล้างปรับสภาพด้วย sulfuric acid ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ และ KCl ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์  ให้
ศักย์ไฟฟ้า -0.5 ถึง 0.5 โวลต์ จ านวน 12 รอบ โพแทสเซียเฟอโรไซยาไนด์ ความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ และ 
โพแทสเซียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 1 โมลาร์ บนขั้วไฟฟ้าทั้งสามภายใต้ศักย์ไฟฟ้า -0.5 ถึง 1.0 โวลต์ ล้างขั้วไฟฟ้า
ด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน แล้วเป่าให้แห้งด้วยเครื่องเป่าซับให้แห้งด้วยกระดาษทิชชู   
   4.2 การเคลือบขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนด้วย 4-carboxyphenyl diazonium salt 

จุ่มแผ่น SPCE จากข้อ 4.1 ลงในสารละลาย NaNo2 ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์  ปริมาตร 400 
ไมโครลิตร เติมลงใน electrolytic solution (2 mM 4-aminobenzoic acid และ 0.5 M HCl) ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง จากให้ศักย์ไฟฟ้า -0.5 ถึง 0.5 โวลต์ จ านวน 1 รอบ จะได้สาร 4-
carboxyphenyl diazonium salt (4-CP/SPCE) เคลือบบนแผ่น SPCE ล้างด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน เพ่ือใช้
ในขั้นตอนต่อไป 
   4.3 การยึดติดดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ต่อสาร moscatilin บนขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน 
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น าแผ่น SPCE ที่เคลือบแล้วจากข้อ 4.2 แช่ใน EDC เข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ และ MES เข้มข้น 
100 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 60 นาที ล้างขั้วไฟฟ้าด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน หยดดีเอ็นเอตาเมอร์ที่จ าเพาะต่อ
สาร moscatilin ซึ่งพ่วงด้วยสารกลุ่ม NH2 ทางด้านปลาย 5’ ขอเส้นดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ ความเข้มข้น 100 พิ
โคโมล ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนขั้วไฟฟ้า บ่มในกล่องความชื้นนาน 90 นาที ล้างขั้วไฟฟ้าด้วย binding 
buffer (1 mM MgCl2, 140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 0.1 mM Na2HPO4 and 1.8 mM, KH2PO4 pH 7.4) 
จากนั้นหยด ethanolamine เข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนขั้วไฟฟ้า บ่มนาน 60 นาที และล้าง
ขั้วไฟฟ้าด้วย BSA เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ บ่มนาน 60 นาที เก็บแผ่น SPCE ที่เคลือบด้วยดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ต่อ
สาร moscatilin ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

5. ทดสอบประสิทธิภาพของตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้าในการวิเคราะห์สาร moscatilin ในกล้วยไม้  
น าตัวอย่างกล้วยไม้ที่บดแห้งแล้ว โดยใช้ เอียสกุล ซึ่งวิเคราะห์ปริมาณสาร moscatilin ด้วยวิธี 

UHPLC ได้เท่ากับ 0.062 กรัมต่อตัวอย่าง 100 กรัม เป็นตัวอย่างควบคุมบวก และกล้วยไม้ ขาว 5N ที่ไม่สามารถ
ตรวจพบปริมาณสาร moscatilin ได้ เป็นตัวอย่างควบคุมลบ  

สกัดสาร moscatilin โดยชั่วตัวอย่าง 0.5 กรัม ด้วยในเมธานอล ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยใช้วิธี 
ultrasonic extraction เป็นเวลา 15 นาที   เก็บส่วนสารละลายส่วนใสกรองผ่าน membrane filter ขนาด 0.45 
µm น ามาเจือจางใน binding buffer หยอดลงบนแผ่น SPCE ที่เคลือบด้วยดีแอปตาเมอร์ต่อสาร moscatilin 
จากข้อ 4 จากนั้นวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ moscatilin ในสารสกัดกล้วยไม้  วัดค่าสเปตตรัมของอิมพีแดนซ์
ทางเคมีไฟฟ้า (Electrochemical Impedance Spectroscopy; EIS) ด้วยเครื่องตรวจสอบปริมาณสารส าคัญ
ทางการเกษตรภาคสนาม (Zensor Simulator AC Impedance รุ่น ACIP100)  

บันทึกผล ค่า EIS สาร moscatilin ในสารสกัดกล้วยไม้ 
 
 
 
 
 
การทดลองที่ 3 การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลและการวิเคราะห์ยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสาร Moscatilin 
ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์ 
 1. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีนจากกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายด้วยเทคโนโลยี 
ทรานสคริบโตมิกส์ 

1.1 ตัวอย่างพืช 
เลี้ยงต้นกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย ได้แก่ กล้วยไม้หวายขาว 5N (พบสาร moscatilin สูง) กล้วยไม้

หวายขาวสนาน (พบสาร moscatilin ต่ า) และกล้วยไม้หวายเอียสกุล ชนิดละ 6 ต้น ภายในตู้ควบคุมสภาวะ
แวดล้อม (Growth Chamber) ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสนาน 1 เดือน เก็บตัวอย่างใบเพ่ือสกัดอาร์เอ็นเอรวม
ส าหรับการวิเคราะห์ทรานสคริบโตมิกส์  

1.2 การสกัดอาร์เอ็นเอรวม   
การสกัดอาร์เอ็นเอรวมจากใบและล าต้นกล้วยไม้ โดยใช้ RNeasy Plant Mini Kit ของบริษัท 

Qiagen น าใบและล าต้น ปริมาณ 0.2 กรัม มาบดให้ละเอียดด้วยไนโตรเจนเหลว ใส่ลงในหลอดขนาด  1.5  
มิลลิลิตร ที่มีบัฟเฟอร์ RLT ปริมาตร 450 ไมโครลิตร และ ß-mercaptoethanol ผสมอยู่ความเข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต์ เขย่าสารละลายโดยการ vortex เป็นเวลา 10 วินาที จากนั้นดูดสารละลายลงไปใน QIAshredder 
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spin column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที ดูดส่วนน้ าใสที่ผ่านการกรองด้วย 
QIAshredder spin column (ปริมาตรประมาณ 450 ไมโครลิตร) มาเติมลงในหลอดขนาด 1.5  มิลลิลิตร 
หลอดใหม่ แล้วเติม absolute ethanol 0.5 เท่าของส่วนใส ผสมสารละลายให้เข้ากันด้วยวิธีดูดขึ้นและลง แล้ว
ดูดสารละลายดังกล่าวลงไปใน RNeasy spin column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที   
เทส่วนน้ าใสข้างล่างทิ้งไป ล้าง column ด้วยการเติมบัฟเฟอร์ RW1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร แล้วปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทส่วนน้ าใสข้างล่างทิ้ง ล้าง column อีกสองครั้งโดยการเติม
บัฟเฟอร์ RPE ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทส่วนน้ าใส
ข้างล่างทิ้ง ปั่นเหวี่ยง column ที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เพื่อก าจัดบัฟเฟอร์ที่เหลือค้างอยู่
บน column ให้หมดไป ย้ายเฉพาะในส่วนของ column ไปวางลง microcentrifuge tube ขนาด 1.5  
มิลลิลิตร ชะอาร์เอ็นเอออกจาก column ด้วยการเติม RNase free water ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ที่มี 
RiboLock™ RNase Inhibitor ของบริษัท Fermentas ผสมอยู่ความเข้มข้น 0.04 ยูนิตต่อไมโครลิตร 

1.3 การตรวจสอบอาร์เอ็นเอรวมด้วยวิธีเจลอิเลคโตโฟรีซีส (gel electrophoresis) 
ท าการตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟรีซีสโดยหยดผลผลิตพีซีอาร์ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ลงใน

แผ่นวุ้นอะกาโรสเจล 1 เปอร์เซ็นต์ใน 1xTBE buffer  ใช้แรงเคลื่อนไฟฟ้า100 โวลต ์เป็นเวลา 60 นาที ย้อมด้วยเอธิ
เดียมโบรไมด์ บันทึกแถบดีเอ็นเอด้วยชุดถ่ายภาพ UV Transilluminators (BIORAD) 

1.4 การก าจัดไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ (rRNA removal) 
ก าจัด rRNA ด้วยชุด RiboMinusTM Plant Kit for RNA-Seq โดยน าอาร์เอ็นเอรวมที่ได้มาติดกับโพ

รบ RiboMinusTM Probe ที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ปล่อยให้เย็น แล้วเติม RiboMinusTM 
Beads บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เพ่ือให้ rRNA ติดกับโพรบ แล้วเทสารละลายทิ้ง (ท าซ้ าอีก 1 รอบ) 
จากนั้นเติม glycogen 3 M sodium acetate และเอทานอล 100 เปอร์เซ็นต์ ผสมให้เข้ากันแล้วน าไปแช่ที่ -80 
องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง น าไปปั่น 15 นาที แล้วล้างด้วย เอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ 2 รอบ ทิ้งไว้ให้แห้ง ละลาย
ด้วยน้ า DEPC 

1.5 การสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายคู่สม (cDNA synthesis) 
ท าการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายคู่สมด้วยชุด RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit ยี่ห้อ 

Thermo โดยน าอาร์เอ็นเอรวมความเข้มข้น 100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 5 ไมโครลิตร เติมไพร์เมอร์ oligo(dT)18 1 
ไมโครลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้ า DEPC 6.5 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แล้ววางบน
น้ าแข็งนาน 5 นาที จากนั้นน ามาเติมบัปเฟอร์ 5X reaction 4.5 ไมโครลิตร Ribolock™ RNase inhibitor 1 
ไมโครลิตร 10mM dNTP mix 2 ไมโครลิตร และ ReverstAid M-MuLV 1 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มที่ 42 องศา
เซลเซียส นาน 90 นาที 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เก็บรักษาไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 

1.3 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเทคโนโลยีทรานสคริปโตมิกส์ 
 น าตัวอย่าง cDNA ที่ได้ใส่ในหลอด 1.5 ไมโครลิตร แล้วปิดฝาให้สนิทพันด้วยพาราฟิมส์ แล้วส่ง
ตัวอย่างไปวิเคราะห์ด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์โดยใช้เครื่อง Next Generation Sequencing รูปแบบ 
illuminar ของบริษัทโนโวยีน (Novogene) ประเทศจีน  

1.6 การวิเคราะห์การแสดงออกของยีน 
ท าการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน และเปรียบเทียบหน้าที่ของยีนจากฐานข้อมูล Swiss-Prot 

database, Gene Ontology (GO), Eukaryotic Orthologous Groups of protein (KOG) และ Kyoto 
Encyclopaedia of Genes and Genome (KEGG) 
 1.7 การค้นหาต าแหน่งเครื่องหมายโมเลกุล 
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น าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ท าการวิเคราะห์ข้อมูลและค้นหาต าแหน่ง SNP ที่เกิดการกลายไป และ
ลักษณะการขาดหายหรือการเพ่ิมเข้ามา (In/del) ของชิ้นส่วนยีนขนาดเล็กที่วิเคราะห์จากชิ้นส่วนของยีนหรือ 
mRNA โดยใช้ โปรแกรม Samtools และ Picard แล้วท าการคัดกรองการอ่านซ้ าด้ วยโปรแกรม 
Samtools/BCFtools ในการค้นหาต าแหน่งของเครื่องหมายโมเลกุลชนิด SNP และ In/Del โดยตั้งไดเรกทอรีตัว
แปรผลเป็น Result/10 variant และท าการค้นหาต าแหน่งเครื่องหมาย SSR หรือ simple sequence repeat ที่มี
ชุดซ้ าของล าดับเบส 1-6 คู่เบส ท าการค านวณความซ้ าของเบสด้วย MISA (V.1.0) ที่พารามิเตอร์ของล าดับเบสซ้ าที่ 
1-10; 2-6; 3-5; 4-5; 5-5; 6-5  
 

2. การทดสอบและประเมินความใช้ได้ของเครื่องหมายโมเลกุล  
2.1 ตัวอย่างพืช 

 ตัวอย่างใบกล้วยไม้สกุลหวายส าหรับการสกัดดีเอ็นเอ เป็นตัวอย่างกล้วยไม้สกุลหวายที่ท าการศึกษา
ปริมาณสารประกอบฟีนอลไว้แล้วจ านวน 5 ชนิดๆ ละ 2 ต้น ได้แก่ ขาว5N, ขาวสนาน, ขาวเลอเวีย, เอียสกุล และ 
D. officinale 

2.2 การสกัดดีเอ็นเอ 
น าใบกล้วยไม้หวายมาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB ตามรายงานของอรุโณทัยและคณะ (2552) ดังนี้ 

เตรียม Extraction buffer  [20 mM sodium EDTA and 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 1.4 M NaCl, 2%(W/V) 
CTAB(cetyltrimethylammonium bromide)] เติม 0.2% β-mercaptoethanol ก่อนใช้บ่มที่ 60 องศา
เซลเซียส ชั่งใบ 5 กรัม บดในโกร่งด้วยไนโตรเจนเหลวให้ละเอียดจนเป็นผงแป้ง ใส่หลอด 15 มิลลิลิตร เติม 
Extraction buffer 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มที่ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง (น ามาเขย่าทุก 20 นาที) 
แล้วน าตัวอย่างออกมาวางที่อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที แล้วเติม Choroform:Isoamyl alcohol(24:1) 5 มิลลิลิตร 
ผสมกลับหลอดไปมา 10 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูด
น้ าใส 750 ไมโครลิตร ใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 750 ไมโครลิตร ผสม
กลับหลอดไปมา 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดน้ าใสใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตรหลอด
ใหม่ เติม 3M NaOAC 0.1 เท่า และ Isopropanol 0.6 เท่า แล้วน าไปตกตะกอนดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส นาน 
30 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เทน้ าใสทิ้ง ล้างตะกอนดี
เอ็นเอด้วย 70% Ethanol 750 ไมโครลิตร สองครั้ง ทิ้งตะกอนดีเอ็นเอให้แห้งแล้วละลายด้วย TE 100 ไมโครลิตร 
และเติม RNaseA(10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 4 ไมโครลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที น าไปวัดค่า (O.D) 
โดยใช้เครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น A260/A280 ให้อยู่ในช่วง 1.8-2.0  แล้วปรับความเข้มข้นให้
ได้ 100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 

2.3 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร์ 
 เตรียมส่วนผสมปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดังนี้ ดีเอ็นเอต้นแบบ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 2 ไมโครลิตร, 10x 
PCR buffer((NH4)2SO4) 2 ไมโครลิตร, 25 mM MgCl2  2 ไมโครลิตร, 2mM dNTP 2 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ (5 
uM) อย่างละ 2 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase ยี่ห้อ Fermentas (0.5 unit) 0.15 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยา
ทั้งหมด 25 ไมโครลิตร โดยตั้งโปรแกรมการท างานของเครื่อง themal cycle, Gene Amp 9700 ดังนี้ 95 องศา
เซลเซียส 3 นาที จ านวน 1 รอบ ตามด้วย 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 52-57 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศา
เซลเซียส 1 นาที จ านวน 35 รอบ จากนั้นตั้งที่ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที 1 รอบ  

2.4 การตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ 
ท าการตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จากเครื่องหมายโมเลกุล SNPs หรือ SSR ด้วยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซีส 

(electropholesis) โดยหยดผลผลิตพีซีอาร์ 4 ไมโครลิตร ลงในแผ่นวุ้นอะกาโรสเจล 2 เปอร์เซ็นต์ใน 1xTBE 
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buffer  ใช้แรงเคลื่อนไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที ย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ บันทึกแถบดีเอ็นเอด้วยชุด
ถ่ายภาพ UV Transilluminators (BIORAD) และท าการตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จากเครื่องหมายโมเลกุล SSR 
ด้วยเครื่อง QIAxcel Advanced System 

 

3. การศึกษาการแสดงออกของยีนด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์ ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายที่กระตุ้น
ให้เพิ่มปริมาณสาร Moscatilin  

3.1 ตัวอย่างพืช 
 น า protocorm-like bodies (plbs) ของกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย ขาว5N มาเพาะเลี้ยงในระบบ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ คัดเลือกต้นที่มีขนาดใกล้เคียงกันมากระตุ้นให้เพ่ิมสาร moscatilin โดยใช้ข้อมูลและกรรมวิธี
จากการทดลองที่ 1 (เทคนิคการเพ่ิมปริมาณสารส าคัญ moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายโดยการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ) ที่มีการกระตุ้นให้สร้างสารมากที่สุด มาเปรียบเทียบกับชุดควบคุม จ านวน 5 ซ้ า ดังนี้  
 กรรมวิธีที่ 1 ชุดควบคุม (control) กล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายที่ให้แสง LED สีขาว และอาหาร
ปราศจากสาร BA นาน 4 เดือน 
 กรรมวิธีที่ 2 ชุดเปรียบเทียบ กล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายที่ให้แสง LED สีขาว และเติมสาร BA ความ
เข้มข้น 1 ml/l นาน 4 เดือน 
 3.2 การวิเคราะห์แสดงออกของยีนด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์  น าตัวอย่างกล้วยไม้ลูกผสม
สกุลหวาย ขาว5N ที่ผ่านกรรมวิธี ท าตามวิธีการในข้ันตอนข้อที่ 1 ดังนี้ 

- การสกัดอาร์เอ็นเอรวม 
- การตรวจสอบอาร์เอ็นเอรวมด้วยวิธีเจลอิเลคโตโฟรีซีส (gel electrophoresis) 
- การก าจัดไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ (rRNA removal) 
- การสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายคู่สม (cDNA synthesis) 
- การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์  
- การวิเคราะห์การแสดงออกของยีน 

3.3 วิเคราะห์ประมาณสารประกอบ moscatilin ในสารสกัดกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย ขาว5N ที่
ผ่านกรรมวิธี ด้วยเครื่อง Ultra-High Liquid Chromatograph (UHPLC) ผลิตภัณฑ์ของ Shimadzu รุ่น 
Nexera-2 LD-30AD เครื่องตรวจวัดชนิด Photo diode array รุ่น SPD-M20A ระบบฉีดสารอัตโนมัติรุ่น SIL-
30AC ตามสภาวะเครื่อง UHPLC ดังนี้ 

 สภาวะเครื่อง UHPLC 
 คอลัมน์:   GL Sciences InertSustainSwift C18 (150mm × 2.1mm × 1.9 μm)  
 อุณหภูมิคอลัมน์:  30o C 
 อัตราการไหล:   0.4 ml/min  
 ตัวพา:    1.5% acetic acid (ตัวพา A) และ methanol (ตัวพา B)  
    ด้วยระบบ gradient :  0–7 นาที 80% (A) และ 20% (B) 
        7–14 นาที 68% (A) และ 32% (B) 
        14–17 นาท ี80% (A) และ 20% (B) 
 เครื่องตรวจวัด:   PDA 280 nm 
 ปริมาตรการฉีด:   5 μl 
 เวลาที่ใช้:   17 นาที 

บันทึกผล ลักษณะโครมาโตแกรม  ค่า retention time และค านวณค่าปริมาณสาร moscatilin 
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บทคัดย่อ 

ประเทศไทยมีการใช้ประโยชน์จากกล้วยไม้เพ่ือรักษาอาการเจ็บป่วยกว่า 42 ชนิด สารออกฤทธิ์ 
moscatilin จากกล้วยไม้สกุลหวาย อยู่ในกลุ่ม bibenzyl มีหมู่ phenol ในโครงสร้าง มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่
หลากหลาย เช่น ต้านการอักเสบ ต้านอนุมูลอิสระ และต้านการเจริญเซลล์มะเร็ง มีศักยภาพในการใช้เป็นสมุนไพร
แตย่ังขาดแคลนข้อมูลทางพันธุกรรม การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือน าเทคโนโลยีชีวภาพการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช
ร่วมกับการใช้ปัจจัยจากภายนอกเป็นตัวกระตุ้นปริมาณสารส าคัญให้สูงขึ้น การผลิตชุดตรว จสอบปริมาณ
สารส าคัญ moscatilin ในกล้วยไม้ เพ่ือใช้ประโยชน์ในการควบคุมคุณภาพของกล้วยไม้ การศึกษาและพัฒนา
เครื่องหมายโมเลกุลของกล้วยไม้สกุลหวายด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์ เพ่ือเข้าใจหน้าที่ของยีนต่อการสร้าง
สาร moscatilin โดยการศึกษาแสง LED 3 สี ร่วมกับสูตรอาหารที่มี 6-benzylaminopurine (BA) พบว่า 
พันธุ์เอียสกุลปริมาณสารส าคัญ moscatilin จะตอบสนองต่อแสง LED สีขาว ร่วมกับ BA 1 mg/l  พันธุ์ขาว 5N 
จะพบได้มากในแสง LED สีน้ าเงิน ร่วมกับ BA 2 mg/l  การทดสอบสาร PEG ร่วมกับ LED พบว่า พันธุ์เอียสกุล
สูตรอาหารที่มี PEG 5% ในแสงสีน้ าเงินจะมีปริมาณสาร moscatilin สูงสุด 2.30 g/ 100 g sample  พันธุ์ขาว 
5N พบว่าในแสง LED สีน้ าเงิน ร่วมกับสูตรอาหารที่มี PEG 10% จะมีปริมาณสารส าคัญ Moscatilin สูงสุด  การ
ผลิตชุดตรวจสอบสารมาตรฐาน moscatilin ถูกน ามาใช้เป็นแอปตาเจนในการคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ด้วยวิธี 
Systematic evolution of ligands by exponential enrichment (SELEX) การทดสอบปฏิกิริยากับสาร
มาตรฐาน moscatilin คัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ ได้ 7 โคลน คือ MosA6 MosH4 MosH8 MosE6 MosB6  
MosA3 และ MosA7 เมื่อน าไปทดสอบด้วยวิธี indirect enzyme-linked aptamer assay (ELAA) พบว่า ดีเอ็น
เอแอปตาเมอร์ทั้ง 7 โคลน ให้ค่า S/N ratio อยู่ในช่วง 1.03-5.4  เมื่อน าไปพัฒนาวิธี electrochemical 
aptasensor พบว่า ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์โคลน MosH4 และ MosH8 สามารถตรวจจับสาร moscatilin ใน
กล้วยไม้สกุลหวายได้ จากงานวิจัยนี้สามารถใช้เป็นต้นแบบในการตรวจสอบสาร moscatilin ในกล้วยไม้สกุล
หวายของไทย ด้วยวิธี electrochemical impedimetric aptasensor ได้ และน าไปใช้ยังภาคสนามได้อีกด้วย        
การทดลองหาล าดับนิวคลีโอจากกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย 3 ชนิด ได้แก่ ขาว 5N ขาวสนาน และเอียสกุล         
มีลักษณะพันธุกรรมใกล้ชิดกับ Dendrobium catenatum ที่ค่าความเหมือน 80.6 เมื่อท าการวิเคราะห์การ
แสดงออกของยีนทั้งหมดพบการแสดงออกของยีนจ านวน 45,012 44,849 และ 29,209 ยีน ตามล าดับ และมีการ
แสดงออกของกลุ่มยีนมากที่สุด ได้แก่ กลุ่มยีนเกี่ยวกับ Cell wall organization (หรือ biogenesis) response 
to stress และ lipid binding ส าหรับการทดสอบและประเมินความใช้ได้ของเครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSR      
ในรูปแบบ di-repeat และ tri-repeat ที่ให้ความแตกต่างระหว่าง ขาว5N, ขาวสนาน และเอียสกุล จ านวน 30 คู่
ไพรเมอร์ พบมีเพียง 10 คู่ไพรเมอร์ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร์ นอกจากนี้ผลการแสดงออกของ
ยีนภายหลังการกระตุ้นด้วยแสง LED สีขาวร่วมกับสาร BA 1 mg/l พบสามารถเพ่ิมปริมาณสาร moscatilin มาก
ขึ้น เมื่อเทียบกับชุดควบคุม โดยการแสดงออกของยีนหลังการกระตุ้นด้วย BA พบว่ากล้วยไม้สกุลหวายเอียสกุลมี
การแสดงออกของยีนมากกว่าขาว5N ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณสาร moscatilin ที่พบในกล้วยลูกผสมเอียสกุล
มากกว่าขาว5N 

 
Abstract 

Thailand has reports about the use of Orchids for treatment more than 42 species. An 
active substance Moscatilin belongs to the bibenzyl group, a structural phenol group, which has 
results in pharmacological studies showing a wide range of biological activities such as anti-
inflammatory, antioxidant and anti-cancer cell proliferation. It has potential for medicinal uses 
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but lacks genetic information. The objectives of this study are (1) to apply plant tissue culture 
biotechnology in combination with the use of external factors as catalysts to increase the 
content of Moscatilin substances, (2) to produce of Moscatilin amount test kits in orchids, which 
is essential and useful in orchid quality control, (3) to study and development of molecular 
marker of Dendrobium orchids using transcriptomics technology. Besides, to understand the 
function of genes involving in the production of Moscatilin. The study of LED light 3 colors 
together with the medium containing various 6-benzylaminopurine (BA) concentration found 
that in Eia sakun cultivar, the amount of moscatilin was most responsive to white LED in 
combination with BA 1 mg/l, Khaow-5N cultivar moscatilin were produced most in blue LED in 
combination with BA 2 mg/l. Testing of PEG compounds with different color LED to activate the 
production of moscatilin found that in Eia sakun the blue LED in combination with 5% PEG in 
medium had a maximum moscatilin content of 2.3 g/ 100 g sample. In Khaow-5N, the 
moscatilin content was the highest in the blue LED combined with the 10% PEG in medium. In 
the production of Moscatilin amount test kits, Moscatilin was used as an aptagen to select 
specific DNA aptamers by systematic evolution of ligands by exponential enrichment (SELEX) 
method. Seven DNA aptamers designated MosA6 MosH4 MosH8 MosE6 MosB6 MosA3 and 
MosA7 were selected from the binding affinity test with moscatilin. By using seven DNA 
aptamers in indirect ELAA, the result showed the binding activity between an S/N ratio of 1.03-
5.48. When DNA aptamer clone MosH4 and MosH8 were tested in electrochemical impedimetric 
aptasensor, the result showed that both clone of DNA aptamers can detect moscatiln in orchid 
sample. The result from this research can be a model for the detection of moscatilin in Thai 
orchid Dendrobium species based on electrochemical impedimetric aptasensor. Besides, 
analysis can perform onsite with pre- constructed electrodes and modified aptamer employing 
a portable EIS set up. The nucleotide sequences from three Dendrobium hybrids, Khaow-Sanan, 
Khaow-5N and Eia-sakul were closely related to Dendrobium catenatum at 80.6 homologosity. 
The analysis of whole genes expression in these three hybrids showed 45,012 44,849 and 
29,209 genes, respectively. In addition, the gene groups with highest expression were cell wall 
organization (biogenesis), stress response, and lipid binding. In testing and evaluating the validity 
of 30 primer pairs of SSR markers in di-repeat and tri-repeat patterns that differentiates between 
species of three Dendrobium hybrids, it was found that 10 primer pairs could be amplified. 
Furthermore, the results of genes expression after stimulation by white LED light in combination 
with BA 1 ml/L revealed the increase of the amount of Moscatilin compared to the control. 
Earsakul have higher gene expression than Khaow-5N. consistant with the amount of Moscatilin 
found more in Earsakul than in Khaow-5N. 
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เทคนิคการเพิ่มปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ      
Techniques for Increasing the Active Substance Moscatilin in Dendrobium hybrid Orchids 

by Tissue Culture. 
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Secondary metabolite, Dendrobium sp., Elicitor 
 

บทคัดย่อ 
 

ประเทศไทยมีรายงานภูมิปัญญาพ้ืนบ้านเกี่ยวกับการใช้ประโยชน์จากพืชวงศ์กล้วยไม้เพ่ือรักษาอาการ
เจ็บป่วยกว่า 42 ชนิด (species) จาก 25 สกุล (genera)   สารออกฤทธิ์  Moscatilin  จากกล้วยไม้สกุลหวาย 
พบใน  D. moscatum, D. pulchellum  และ D. loddigesii  สาร Moscatilin อยู่ในกลุ่ม bibenzyl ซึ่งเป็น
สารที่มีหมู่ phenol ในโครงสร้าง  ซึ่งมีผลการศึกษาทางเภสัชวิทยาแสดงให้เห็นว่ามีฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลาย 
การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือน าเทคโนโลยีชีวภาพการใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชร่วมกับการใช้ปัจจัยจาก
ภายนอกซึ่งเป็นตัวกระตุ้นให้มีผลต่อปริมาณสารส าคัญให้สูงขึ้นในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายพันธุ์เอียสกุลและพันธุ์
ขาว 5N   โดยใช้ปัจจัยของแสง LED 3 สี คือ ขาว แดง และน้ าเงิน  ร่วมกับปัจจัยร่วมคือสูตรอาหารที่มีสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตชนิด BA ความเข้มข้น 0, 1, 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า แสง LED สีขาวเป็นปัจจัย
หลักท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตของต้นกล้วยไม้ และสูตรอาหารที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิด BA เป็นปัจจัย
ร่วมซึ่งจะมีผลต่อปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ที่เกิดขึ้น   พันธุ์เอียสกุลจะตอบสนองต่อแสง LED สีขาว ร่วมกับ
สารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่วนพันธุ์ขาว 5N จะเจริญเติบโตได้ดีเมื่อ
เพาะเลี้ยงในแสง LED สีขาว ร่วมกับสูตรอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร แต่ปริมาณสารส าคัญ 
Moscatilin จะพบได้มากเมื่อเลี้ยงในแสง LED สีน้ าเงิน ร่วมกับสูตรอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร การทดสอบสาร PEG ร่วมกับ LED สีต่างๆ ในการกระตุ้นสารส าคัญ Moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุล
หวายพันธุ์เอียสกุล และพันธุ์ขาว 5N พบว่า สูตรอาหารที่มี PEG 5% ในแสงสีน้ าเงินจะมีปริมาณสาร Moscatilin 
สูงสุด 2.30 g/ 100 g sample  ปัจจัยหลักคือสูตรอาหารที่มี PEG มีผลต่อการเจริญเติบโตของต้นกล้วยไม้และ
ปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ที่เกิดขึ้นอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ  แสงเป็นปัจจัยรองในการเพ่ิมปริมาณ
สารส าคัญในกล้วยไม้พันธุ์เอียสกุล   ส่วนในพันธุ์ขาว 5N พบว่า ปัจจัยของสูตรอาหารและแสงไม่มีความแตกต่าง
ทางสถิติต่อการเพ่ิมปริมาณสารส าคัญ Moscatilin โดยพบว่าในแสง LED สีน้ าเงิน ร่วมกับสูตรอาหารที่มี PEG 
10% จะมีปริมาณสารส าคัญ Moscatilin สูงสุด 

Abstract  
 

Thailand has reports about the use of Orchids for treatment more than 42 species 
from 25 genera. The active ingredient moscatilin from the Dendrobium is found in D. 
moscatum,      D. pulchellum and D. loddigesii. Moscatilin belongs to the bibenzyl group, a 
structural phenol group, which has results in pharmacological studies showing a wide range of 
biological activities such as anti-inflammatory and antioxidant. The objective of this study is to 
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apply plant tissue culture biotechnology in combination with the use of external factors as 
catalysts to increase the content of moscatilin substances. The factors of 3 color LED light 
(white, red and blue) were studied with cofactors which were formulated with BA growth 
regulators at concentrations of 0, 1, 2 and 3 mg/l. It was found that white LED is the main factor 
affecting plant growth and a formulation medium containing BA as a cofactor affected the 
amount of moscatilin active substance. “Eia sakun” and “Khaow-5N” cultivars responded to 
white LED light in combination with 1 mg/l BA. However, the moscatilin content is more 
abundant when cultured in blue LED light with medium containing 2 mg/l BA. Testing of PEG 
compounds in combination with different color LED to activate the production of moscatilin in 
Dendrobium hybrids “Eia sakun” and “Khaow-5N” found that in Eia sakun the blue LED in 
combination with 5% PEG in medium had a maximum moscatilin content of 2.3 g/ 100 g 
sample. PEG containing in medium as the main factor had a statistically significant effect on the 
orchid plant growth and the amount of moscatilin. Light is a secondary factor to increase the 
amount of secondary metabolite in the orchid. In Khaow-5N, various the medium and light 
conditions were not statistically different for the increase of moscatilin. It was found that the 
moscatilin content was the highest in the blue LED combined with the 10% PEG in medium. 
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บทน า  
กล้วยไม้สกุลหวาย (Dendrobium) ถูกน ามาใช้เป็นสมุนไพรในต ารายาจีน  (Traditional Chinese 

Medicine (TCM)  กล้วยไม้ป่าที่ถูกน ามาใช้เป็นสมุนไพรทางยาของจีนมีชื่อเรียกว่า “Shihu” ประกอบด้วย 
กล้วยไม้ 30 ชนิด ตัวอย่างเช่น  D.  nobile, D. chysotoxum และ D. frimbriatum เป็นต้น   โดยจะน ามาใช้ใน
ต ารับยาเพ่ือเป็นยาบ ารุง  ยาสมานแผล  ยาแก้ปวด  ยาลดไข้  ยาลดอาการอักเสบ เป็นต้น   ในหลายประเทศ 
เช่น  อินโดนีเซีย มาเลเซีย ไต้หวัน เวียดนาม พม่า ศรีลังกา ฯลฯ ต่างก็มีการน ากล้วยไม้มาใช้ประโยชน์เป็น
สมุนไพรรักษาโรคและพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์หลากหลายประเภท ยกตัวอย่างเช่น ยาสมุนไพร อัดแคปซูล ชา 
อาหารเสริม ในประเทศไทยเองก็มีรายงานภูมิปัญญาพ้ืนบ้านเกี่ยวกับการใช้ประโยชน์จากพืชวงศ์กล้วยไม้เพ่ือ
รักษา อาการเจ็บป่วยกว่า 42 ชนิด (species) จาก 25 สกุล (genera) (Chuakul, 2002)  

ปัจจุบันมีการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางยาในกล้วยไม้สกุลหวายเพ่ือประโยชน์ในการต้านมะเร็ง  ยารักษา
โรคเบาหวาน   ป้องกันสมองขาดเลือด และเก่ียวกับระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย  สารออกฤทธิ์  Moscatilin  จาก
กล้วยไม้สกุลหวาย พบใน  D. moscatum, D. pulchellum  และ D. loddigesii  มีฤทธิ์ในการยับยั้งมะเร็งปอด  
มะเร็งเต้านม  (Veronika et.al. 2017)  มีการน ากล้วยไม้มาใช้ในการป้องกันและรักษาโรค  เนื่องจากเป็นแหล่ง
ของสารพฤกษเคมีที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพต่างๆ  กล้วยไม้ในสกุล Dendrobium  มีสารที่มีหมู่ฟีนอลในโครงสร้าง 
ได้แก่ bibenzyl, phenanthrene และ fluorenone เป็นองค์ประกอบหลักซึ่งมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลาย  
ในประเทศไทยมีจ านวนกล้วยไม้สกุล Dendrobium มากกว่า 150 ชนิด  

เทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชจัดเป็นเครื่องมือที่มีประสิทธิภาพที่จะชักน าให้พืชผลิตสารส าคัญ 
(secondary metabolites) ภายใต้สภาพควบคุมได้  ปัจจัยภายนอกที่มีผลต่อการชักน าให้พืชผลิตสารส าคัญ 
ได้แก่ อุณหภูมิ  ความชื้น  ความเข้มแสง  ปริมาณน้ า ธาตุอาหาร และปริมาณ CO2  พบว่า สาร Moscatilin เป็น
สารในกลุ่ม Phenolic compound จะสามารถชักน าให้มีปริมาณสูงขึ้นได้เมื่อได้รับ Potassium, Sulfur และ 
Magnesium ทีสู่งขึ้น สภาพความแห้งแล้ง(ขาดน้ า) เป็นสาเหตุให้เกิดสภาพเครียดซึ่งมีผลท าให้ปริมาณ Phenolic 
acid และ Flavonoids สูงขึ้น  รวมทั้งความเข้มแสงที่สูงจะกระตุ้นให้มีการสร้างสาร Phenolic acid ที่สูงขึ้นได้  
ส าหรับสาร Methyl Jasmonate และ Jasmonic acid  สามารถกระตุ้นให้มีการผลิตสารประกอบ alkaloids, 
terpenoid, phenolic phytoalexins, coumarin และ taxanes ได้ในพืชหลายชนิด  และมีการรายงานว่า การ
ให้สาร Jasmonate จะกระตุ้นให้เกิดการสร้างสาระส าคัญในการเลี้ยงเซลล์แขวนลอยได้ (cell suspension 
culture) (Akula and Ravishankar, 2011) 

ไซโตไคนิน (cytokinins) (พีรเดช, 2537 ; พรพิมล, 2545)  เป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตพืช  มี
หน้าที่ควบคุมการแบ่งเซลล์  การเจริญเติบโตทางด้านกิ่งใบ  การแตกแขนง  สารกลุ่มนี้ส่วนใหญ่ใช้ในงาน
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือกระตุ้นการเจริญของแคลลัส (callus) ให้เติบโตขึ้นมาเป็นล าต้น  พืชสามารถสร้างไซโต
ไคนินขึ ้นมาเพื่อใช้ในการเจริญเตอบโตได้ คือ สาร zeatin  ส่วนสารสังเคราะห์ในกลุ ่มไซโตไคนินตาม
โครงสร้างทางเคมีเป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ กลุ่มสารประกอบ purine และกลุ่มสาร phenylureas โดย
สารประกอบ purine ที่เป็นสารสังเคราะห์  ได้แก่ 6-benzylaminopurine (BA) และ 6-furfuryl 3 
aminopurine (kinetin) มีราคาไม่แพง ส่วน purine ที่เป็นสารธรรมชาติ คือ N

6
-isopentenyladenine 

(2iP) มีราคาแพงมาก จึงนิยมใช้เฉพาะในงานวิจัยเท่านั้น ส่วนอีกกลุ่มหนึ่งเป็นสาร phenylureas เช่น 
thidiazuron (TDZ) ซึ่งเป็นสารออกฤทธิ์คล้ายไซโตไคนินที่มีฤทธิ์แรง แม้จะมีราคาสูง แต่การใช้งานอยู่ในระดับ
ความเข้มข้นต่ า 

การศึกษาผลกระทบเมื่อพืชได้รับภาวะความเครียด   ระบบเมตาโบลิซึมต่างๆ ของฮอร์โมนภายในพืช
มักจะเป็นสิ่งแรกที่มีการเปลี่ยนแปลงในการตอบสนองต่อการเปลี่ยนแปลงของภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมที่
เกิดขึ้น  ซึ่งหากภาวะเครียดด าเนินไปในช่วงระยะเวลาสั้นๆ การเปลี่ยนแปลงอ่ืนๆ ที่ตามมาอาจเกิดขึ้นเพียงใน
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ระดับของกระบวนการทางชีวเคมี หรือกระบวนการเมตาโบลิซึม แต่หากภาวะเครียดเกิดติดต่อกันเป็นระยะ
เวลานานๆ อาจพบการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้นกับลักษณะทางสัณฐาน (morphological character) หรือลักษณะ
ทางภายวิภาค (anatomical character) ของพืชเพ่ือลดภาวะความเครียด และท าให้พืชนั้นสามารถมีชีวิตอยู่รอด
ได้ (ชุมพล, 2549)     การสร้างสภาวะเครียดของพืชในห้องปฏิบัติการท าได้โดยใช้สารละลาย PEG 
(polyethylene glycol) เป็นตัวควบคุมให้พืชอยู่ในสภาวะเครียดในระดับต่างๆ ตามที่ต้องการ EG มีชื่อทาง
การค้าว่า Carbowaxes มีสูตรโครงสร้าง HOCH2(OCH2CH)nOH มีน้ าหนักโมเลกุลต่างกัน  ตั้งแต่ 300-20,000 
(Jackson, 1962)  เป็นสารที่มีพิษต่อคนและสัตว์น้อยมาก (Smyth et al, 1955) PEG ที่มีน้ าหนักโมเลกุล 6000 
นั้น ไม่สามารถซึมผ่าน เมมเบรนได้  สารละลาย PEG 6000 ที่มีความเข้มข้นสูงมีผลท าให้ osmotic potential 
ลดลงท าให้พืชได้รับสภาวะเครียด 

 เนื่องจากแสงจัดเป็นปัจจัยส าคัญท่ีมีอิทธิพลต่อการเกิดแคลลัส  ช่วงความยาวแสง (day length) ชนิด
แสง (light quality) และความเข้มแสง  (light intensity) ล้วนมีความส าคัญต่อพืชที่เลี้ยงในหลอดทดลอง   ช่วง
ความยาวแสงที่เลือกใช้โดยทั่วไปคือ 14-16 ชั่วโมง  แต่บางครั้งอาจมีการให้แสงตลอดเวลาหรือให้มืดตลอดเวลา 
ชนิดของแสงสีต่างๆ มีความส าคัญต่อการเจริญของพืชที่เลี้ยง เช่น   แสงสีส้มแดงมีผลต่อการเจริญเติบโตของพืช  
เพราะแสงสีส้มแดงเก่ียวข้องกับการท างานของ Phytochrome การสะสมไซโตไคนิน  เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์
คลอโรฟิลล์  และเกี่ยวข้องกับกระบวนการสังเคราะห์แสงด้วย   การเลี้ยงเนื้อเยื่อของต้นยาสูบในอาหารที่มี IAA 
พบว่า ถ้าน าไปเก็บเลี้ยงภายใต้แสงสีแดง และเขียว  จะกระตุ้นการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อได้ดีกว่าแสงสีน้ าเงิน  
เนื่องจาก IAA จะถูกท าลายโดยแสงสีน้ าเงิน ท าให้การเจริญเติบโตถูกจ ากัด  แสงสีน้ าเงิน มีผลต่อกระบวนการ
สังเคราะห์แสง  คือจะลดการสังเคราะห์ DNA  มีผลต่อการเพ่ิมการผลิตฟีนอลิค (phenolic compound)  และ
เพ่ิมการสังเคราะห์จิบเบอเรลลิค (Gibberellic)  ซึ่งท าให้รบกวนการท างานของสารควบคุมการเจริญเติบโต  
ส าหรับการเกิดยอดหรือรากจากแคลลัสยาสูบ  พบว่าแสงสีน้ าเงินและม่วงส่งเสริมการเกิดยอดในขณะที่แสงสีแดง
ส่งเสริมการเกิดราก เป็นต้น (ค านูณ, 2542)    

Adisa et. al. (2017) รายงานว่าการใส่สารควบคุมการเจริญเติบโต BA มีผลต่อการเจริญเติบโตของต้น   
เปปเปอร์มินต์  (Mentha piprita) และการใส่ BA ที่ความเข้มข้นสูงจะท าให้มีการผลิตสารประกอบกลุ่ม 
Phenolic เพ่ิมขึ้นด้วย ส่วนการเพาะเลี้ยงแคลลัสในเทคนิคปลอดเชื้อเป็นการพัฒนาการผลิตสารประกอบฟีโนลิ
คของกล้วยไม้ Habenaria  edgeworthii Hook. f. ex. Collett ซึ่งเป็นกล้วยไม้หายากและมีฤทธิ์ทางยา  การ
น าเมล็ดมาเพาะเลี้ยงให้เกิดแคลลัสชนิด friable ที่มีลักษณะสีเหลืองอ่อนสามารถเกิดขึ้นบนอาหารเพาะเลี้ยงสูตร 
MS หรือ ½ MS ร่วมกับการเติม NAA ความเข้มข้น 1 M และสามารถเพ่ิมปริมาณแคลลัสให้มีจ านวนมากโดยการ
เปลี่ยนอาหารทุก 4 สัปดาห์ ก่อนจะย้ายไปเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร ½ MS ที่มี BA 0.1 M ซึ่งแคลลลัสจะมี
น้ าหนักสดสูงสุด 2.61 กรัม   ปริมาณของสารประกอบฟีโนลิคมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเลี้ยงแคลลัสบน
อาหารที่มีการเติม BA โดยมีค่า gallic acid equivalent (GAE) 10.33 และ 14.30 mg ต่อค่าน้ าหนักแห้ง 
(เปรียบเทียบกับค่า control มีค่า 10.17 mg ต่อค่าน้ าหนักแห้ง) การตรวจสอบแคลลัสที่เลี้ยงบนอาหารที่มีการ
เติม BA 3.0 M ด้วยวิธี HPLC แสดงให้เห็นว่ามีปริมาณ gallic acid 143.63 /100 g DW เมื่อเปรียบเทียบกับส่วน
หัวของกล้วยไม้ป่า Habenaria edgeworthii Hook. f. ex. ที่มีปริมาณ gallic acid 5.5  /100 g DW  ดังนั้น 
BA สามารถเพ่ิมปริมาณของกสารประกอบฟีโนลิคและจากผลการศึกษาสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในผลิต
สารส าคัญในเชิงพาณิชย์ต่อไป (Lalit et. al. 2012)  เช่นเดียวกับ Ke et. al. (2015) ศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการ
สะสม curcumin ในเหง้า (microrhizomes) ของขมิ้น (Curcuma  aromatic Salisb) โดยศึกษาผลของปริมาณ
น้ าตาล, สัดส่วนของ 6-benzylaminopurine (BA) และ α-naphthalene acetic acid (NAA) และคุณภาพของ
แสงต่อการสะสม curcumin และ curcuminoids พบว่าการชักน า microrhizome ในอาหาร MS ที่มีปริมาณ
น้ าตาล 3% จะมีการสะสมของ curcumin และ curcuminoids มากกว่าการใช้ปริมาณน้ าตาลที่สูง 5%, 7% 
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และ 9%  และพบว่าการใช้ BA ความเข้มข้น 3 mg/L ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.5 mg/L ร่วมกับการให้แสงสี
แดง  จะมีผลการสร้าง curcumin และ curcuminoids เพ่ิมสูงขึ้นใน microrhizome 

Tanaka et al. (1998)  ได้ศึกษาแสงสีน้ าเงินและสีแดงในการเลี้ยงกล้วยไม้ Cymbidium  ภายใต้
โรงเรือนควบคุม  พบว่า  แสงสีน้ าเงินจะลดการเจริญเติบโตของใบ  และเพ่ิมปริมาณ chlorophyll ในใบเมื่อ
เปรียบเทียบกับแสงฟลูออเรสเซนส์  ซึ่งให้ผลตรงข้ามกันในแสงสีแดง  ต่อมา  Cybularz et al. (2007)  ได้
ทดสอบเลี้ยงกล้วยไม้ Cattleya  ในโรงเรือนควบคุมอุณหภูมิภายใต้สภาพแสงสีน้ าเงิน  พบว่า  แสงสีน้ าเงินจะ
ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกล้วยไม้ cattleya ใช้มีการสร้างส่วนของราก และเพ่ิมความยาวราก
อากาศของกล้วยไม้ได้    รวมทั้งเพ่ิมน้ าหนักแห้งและจ านวนรากต่อต้นได้ แต่ไม่มีผลต่อปริมาณ carotenoid และ 
chlorophyll เมื่อเปรียบเทียบกับแสงฟลูออเรสเซนส์ปกติ  Ouzounis et al. (2015) การผลิตไม้กระถางฟาแลน
นอปซิส (Phalaenopsis) ในโรงเรือนที่มีการควบคุม  โดยการทดสอบใช้แสง LEDs ที่มีความเข้มแสง 200 
umol/m2 s ระยะเวลา 16 ชั่วโมง/วัน  อุณหภูมิ 24๐C ในเวลากลางวัน และ 18๐C ในเวลากลางคืน โดยทดสอบ
ในเดือนมกราคม-เมษายน ปี 2013 ในสภาพแสง 3 ชนิด คือ 1) แสงสีน้ าเงิน (Blue) 40 % : สีแดง (Red) 60% 
2) แสงสีแดง 100% และ 3) แสงสีขาว 100% (Control)  ใช้กล้วยไม้  ฟาแลนนอปซิสพันธุ์ “Vivien” และพันธุ์ 
“Purple star” ตรวจสอบปริมาณ chlorophyll fluorescence ด้วยเครื่อง PAM-2001 พบว่า Phalaenopsis 
พันธุ์ “Vivien” จะมีปริมาณ chlorophyll fluorescence สูงสุดเมื่อเลี้ยงในสภาพแสงสีน้ าเงิน (Blue) 40 % : สี
แดง (Red) 60%  และในพันธุ์ “Purple star” จะพบ ปริมาณ chlorophyll fluorescence สูงสุดในแสงสีแดง 
100%  การตรวจสอบปริมาณสาระส าคัญด้วยวิธี HPLC แสดงให้เห็นว่าการให้แสงสีน้ าเงินจะท าให้มีค่า 
flavonoids และ carotenoid สูงที่สุด 

ส าหรับกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายที่มีการปลูกเป็นการค้าในประเทศไทยได้มีการศึกษาปริมาณสารส าคัญ 
Moscatilin  พบสารดังกล่าวในกล้วยไม้หวายลูกผสมสีขาวได้แก่ ขาว 5N  0.04547  %W/W  ขาวสนาน 
0.00323 %W/W  และ เอียสกุล 0.0300 %W/W  (พรชัย และคณะ, 2560)  ซึ่งสามารถพัฒนาน ามาใช้
ประโยชน์เพื่อการรักษาโรค เพิ่มทางเลือกของการใช้กล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายให้มีคุณค่าและมูลค่าของกล้วยไม้ได้
มากกว่าการเป็นไม้ตัดดอก  ดังนั้นการใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชร่วมกับการใช้ปัจจัยจากภายนอกซึ่งเป็น
ตัวกระตุ้นให้มีผลต่อปริมาณสารส าคัญให้สูงขึ้นได้นั้น  จึงเป็นแนวทางเพ่ือการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ 

 
วัตถุประสงค์ 

เพ่ือเพ่ิมปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย จ านวน 2 พันธุ์ คือ ขาว 5N  
และเอียสกุล  โดยใช้ปัจจัยจากภายนอกเป็นตัวกระตุ้นในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 
ขอบเขตการวิจัย  
 การเพ่ิมปริมาณสาระส าคัญ Moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย จ านวน 2 พันธุ์ คือ ขาว 5N 
และเอียสกุล โดยใช้ปัจจัยจากภายนอก ได้แก่ สารควบคุมการเจริญเติบโต (BA) และสารสร้างสภาพเครียด (PEG) 
รวมถึงการใช้แสงจากหลอด LED สีขาว (control) สีแดง และสีน้ าเงิน เป็นตัวกระตุ้นในขั้นตอนการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ  
 
  

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



21 

 

 

ระเบียบวิธีการวิจัย   
ประเด็นวิจัย 

การใช้ปัจจัยจากภายนอกเป็นสิ่งกระตุ้น (elicitor) เพ่ือเพ่ิมปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ในการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย จ านวน 2 พันธุ์ คือ ขาว 5N และเอียสกุล 
 

สถานที่ท าการวิจัย  
ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ กรมวิชาการเกษตร จ.ปทุมธานี 

 

ระยะเวลาด าเนินงาน 
 ตุลาคม  2562 – กันยายน 2564 (2 ปี) 
 
วิธีการด าเนินการ 
1)   ศึกษาปริมาณสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ต่อการเพิ่มปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ร่วมกับชนิด
แสง LED สีขาว สีแดง และสีน้ าเงิน ในกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์ขาว 5N และ เอียสกุล   

น าหน่อของกล้วยไม้ลูกผสมสกุลจ านวน 2 พันธุ์ ประกอบด้วย ขาว 5N และ เอียสกุล  มาชักน าให้เกิด
เป็น protocorm-like bodies (plbs)  ในอาหารเหลวส าหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกล้วยไม้สูตร Vacin and 
Went ที่ประกอบด้วย น้ ามะพร้าว 150 มิลลิกรัมต่อลิตร  น้ าตาล 20 กรัมต่อลิตร เมื่อชิ้นส่วนตายอด/ตาข้างของ
กล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายทั้ง 3 พันธุ์ เกิดเป็น plbs  จากนั้นเพ่ิมปริมาณ plbs ให้เพียงพอและชักน าให้เกิดเป็น
ต้นกล้วยไม้ที่มีขนาด 1 เซนติเมตร เพ่ือน ามาทดสอบตามกรรมวิธีที่ก าหนด  ระยะเวลาการทดสอบ 4 เดือน 
  วางแผนการทดลองแบบ factorial in CRD มีจ านวน 5 ซ้ า มีปัจจัยหลัก คือ ชนิดแสงจ านวน 3 ชนิด 
ปัจจัยรอง คือ สูตรอาหาร จ านวน 4 สูตรอาหาร บันทึกผลน้ าหนักสดและน้ าหนักแห้งของต้น ความสูงต้น ความ
ยาวราก พร้อมถ่ายภาพประกอบ    มีรายละเอียดของสูตรอาหารดังนี้  

กรรมวิธีที่ 1 สูตรอาหาร VW  (control) 
กรรมวิธีที่ 2 สูตรอาหาร VW  + BA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
กรรมวิธีที่ 3  สูตรอาหาร VW  + BA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร 
กรรมวิธีที่ 4 สูตรอาหาร VW  + BA 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 
2)  ศึกษาสภาพเครียด ต่อการเพิ่มปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ร่วมกับชนิดแสง LED สีขาว สีแดง และ  
สีน้ าเงิน ในกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์ขาวสนาน ขาว 5N และ เอียสกุล  
  น าต้นกล้วยไม้พันธุ์ขาว 5N และเอียสกุล ที่มีความสูงของต้นประมาณ 1 เซนติเมตร มาเลี้ยงทดสอบใน
สูตรอาหารและสภาพแสงที่ก าหนด  ระยะเวลา 4 เดือน  วางแผนการทดลองแบบ factorial in CRD มีจ านวน 5 
ซ้ า มีปัจจัยหลัก คือ ชนิดแสงจ านวน 3 ชนิด ปัจจัยรอง คือ สูตรอาหาร จ านวน 3 สูตรอาหาร บันทึกผลน้ าหนัก
สดและน้ าหนักแห้งของต้น ความสูงต้น ความยาวราก พร้อมถ่ายภาพประกอบ มีรายละเอียดของสูตรอาหารดังนี้  

กรรมวิธีที่ 1  สูตร VW (control) 
กรรมวิธีที่ 2  สูตร VW + PEG 5% 
กรรมวิธีที่ 3  สูตร VW + PEG 10% 

3)  การตรวจหาปริมาณสารส าคัญ Moscatilin  
การเตรียมสารสกัดของตัวอย่างกล้วยไม้  เพ่ือวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Ultra-High Liquid Chromatograph 
(UHPLC) 
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น าตัวอย่างกล้วยไม้สับให้ละเอียด จากนั้นน าไปอบที่ 50๐C เป็นเวลา 12-15 ชั่วโมง  บดให้ละเอียด เก็บ
ไว้ในภาชนะท่ีแห้งและสะอาด 
การสกัด 
 สกัดตัวอย่าง 0.5 g ด้วย methanol 5 ml  โดยใช้วิธี ultrasonic extraction เป็นเวลา 15 นาที   เก็บ
ส่วนสารละลายส่วนใสกรองผ่าน membrane filter ขนาด 0.22 µm ก่อน น าไปฉีด UHPLC 
การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
 ละลายมาตรฐาน moscatilin (YAL chemicals, China) ด้วย methanol ให้ได้ความเข้มข้น 0.005 - 1 mg/ml   
การวิเคราะห์ประมาณสารประกอบ moscatilin 
 การวิเคราะห์สารประกอบ moscatilin ในสารสกัดกล้วยไม้ ด้วยเครื่อง Ultra High Liquid 
Chromatograph (UHPLC) ผลิตภัณฑ์ของ Shimadzu รุ่น Nexera-2 LD-30AD เครื่องตรวจวัดชนิด Photo 
diode array รุ่น SPD-M20A ระบบฉีดสารอัตโนมัติรุ่น SIL-30AC  
 
 
สภาวะเครื่อง UHPLC 
 คอลัมน์:    GL Sciences InertSustainSwift C18 (150mm × 2.1mm × 1.9 μm)  
 อุณหภูมิคอลัมน์:  30 oC 
 อัตราการไหล:   0.4 ml/min  
 ตัวพา:    1.5% acetic acid (ตัวพา A) และ methanol (ตัวพา B)  
    ด้วยระบบ gradient :  0–7 นาที 80% (A) และ 20% (B) 
        7–14 นาที 68% (A) และ 32% (B) 
        14–17 นาท ี80% (A) และ 20% (B) 
 เครื่องตรวจวัด:   PDA 280 nm 
 ปริมาตรการฉีด:   5 μl 
 เวลาที่ใช้:   17 นาที 
บันทึกผล ค่าของสาร moscatilin แล้วน ามาวิเคราะห์ผลทางสถิติ  

 
ผลการวิจัย  

 

1)  ศึกษาปริมาณสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ต่อการเพิ่มปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ร่วมกับ  ชนิด
แสง LED สีขาว สีแดง และสีน้ าเงิน ในกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์ขาว 5N และ เอียสกุล   

1.1  การทดสอบปริมาณ BA ต่อการเพ่ิมปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ในกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์เอียสกุล 
การทดสอบปริมาณสารควบคุมการเจริญเติบโต BA และชนิดของแสง LED ต่อการเพ่ิมปริมาณ

สารส าคัญ Moscatilin ในกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์เอียสกุล เมื่อเลี้ยงทดสอบในอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 0, 
1, 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร  และแสง LED  สีขาว สีแดง และสีน้ าเงิน  ระยะเวลาการทดสอบ  4 เดือน  พบว่า 
ปัจจัยด้านแสงมีผลต่อค่าเฉลี่ยน้ าหนักสดของต้นกล้วยไม้พันธุ์เอียสกุล  โดยสีแสง LED สีขาวมีค่าเฉลี่ยน้ าหนักสด
สูงสุด 18.79 กรัม  แสง LED สีแดง มีค่าเฉลี่ยน้ าหนักสด 16.08 กรัม และแสง LED สีน้ าเงินมีค่าเฉลี่ยของน้ าหนัก
สดน้อยที่สุด 15.71 กรัม  โดยมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง  ในส่วนปัจจัยด้านสูตรอาหารที่มี BA ความ
เข้มขน้ต่างๆ ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ  เมื่อพิจารณาถึงปัจจัยทั้ง 2 ชนิดร่วมกัน พบว่า กล้วยไม้ลูกผสมพันธุ์เอีย
สกุลที่เพาะเลี้ยงทดสอบในสูตรอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ภายใต้สภาพแสง LED สีขาว จะท า
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ให้ค่าเฉลี่ยน้ าหนักสดของต้นสูงสุด 20.60 กรัม (ตารางที่ 1)  สอดคล้องกับค่าเฉลี่ยน้ าหนักแห้งที่พบว่า แสง LED 
สีขาว จะมีค่าเฉลี่ยน้ าหนักแห้งสูงสุด 1.30 กรัม และมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญยิ่งกับแสง LED สีอ่ืนๆ  โดย
ปัจจัยร่วมของ แสง LED สีขาวกับสูตรอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร จะมีค่าเฉลี่ยน้ าหนักแห้ง
สูงสุดเท่ากับ 1.50 กรัม  (ตารางที่ 2)  

การเจริญเติบโตด้านความสูงของต้นกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายพันธุ์เอียสกุล  พบว่า แสง LED สีขาว 
และสูตรอาหารเปรียบเทียบที่ไม่มีการเติม BA ท าให้ค่าเฉลี่ยความสูงต้นสูงสุดเท่ากับ 2.94 เซนติเมตร โดยต้นมี
ขนาดใหญ่แตกกอน้อยและมีรากขนาดใหญ่และมีปริมาณรากเกิดข้ึนจ านวนมากอย่างชัดเจน  (ภาพที่ 1)  และการ
เลี้ยงในสภาพแสง LED สีน้ าเงินมีค่าเฉลี่ยด้านความสูงต้นน้อยที่สุด คือ 2.32 เซนติเมตร โดยในสูตรอาหารที่มี BA 
ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร จะมีค่าเฉลี่ยความสูงต้นน้อยที่สุดเท่ากับ 2.01 เซนติเมตร ทั้งปัจจัยด้านแสงและ
สูตรอาหาร ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ  (ตารางที่ 3) แต่เมื่อเปรียบเทียบความสูงของต้นจะเห็นความแตกต่าง
อย่างชัดเจน (ภาพท่ี 1)  ในส่วนความยาวของรากพบว่า การเลี้ยงในแสง LED สีแดงจะท าให้ค่าเฉลี่ยความยาวราก
สูงสุดเท่ากับ 8.26 เซนติเมตร โดยมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง กับแสง LED สีขาว และสีน้ าเงิน  การเลี้ยง
ต้นกล้วยไม้เอียสกุลในสูตรอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ภายใต้แสง LED สีแดง จะมีค่าเฉลี่ย
ความยาวรากสูงสุด เท่ากับ 8.86 เซนติเมตร ในขณะที่การเลี้ยงต้นเอียสกุลในสูตรอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 2 
มิลลิกรัมต่อลิตร ในแสง LED สีน้ าเงินจะท าให้ค่าเฉลี่ยความยาวรากน้อยที่สุดเท่ากับ 5.36 เซนติเมตร (ตารางที่ 4)  
สอดคล้องกับ ค านูญ (2542) ที่รายงานว่า ช่วงความยาวแสง (day length) ชนิดแสง (light quality) และความ
เข้มแสง  (light intensity) ล้วนมีความส าคัญต่อพืชที่เลี้ยงในหลอดทดลอง ชนิดของแสงสีต่างๆ มีความส าคัญต่อ
การเจริญของพืชที่เลี้ยง เช่น   แสงสีส้มแดงมีผลต่อการเจริญเติบโตของพืช  เพราะแสงสีส้มแดงเกี่ยวข้องกับการ
ท างานของ Phytochrome การสะสมไซโตไคนิน  เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์คลอโรฟิลล์  และเกี่ยวข้องกับ
กระบวนการสังเคราะห์แสง  โดยแสงสีแดงส่งเสริมการเกิดราก แสงสีน้ าเงิน มีผลต่อกระบวนการสังเคราะห์แสง  
คือจะลดการสังเคราะห์ DNA  มีผลต่อการเพ่ิมการผลิตฟีนอลิค (phenolic compound)  และเพ่ิมการ
สังเคราะห์จิบเบอเรลลิค (Gibberellic)  ซึ่งท าให้รบกวนการท างานของสารควบคุมการเจริญเติบโต     
 

การทดสอบปริมาณสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ต่อการเพ่ิมปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ร่วมกับ
ชนิดแสง LED สีขาว สีแดง และสีน้ าเงิน ในกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุขาว 5N เมื่อเลี้ยงทดสอบในอาหารที่มี BA 
ความเข้มข้นต่างๆ  และแสง LED ทั้ง 3 สี ระยะเวลา  4 เดือน  พบว่า ต้นกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์ขาว 5N ที่
เพาะเลี้ยงในแสง LED สีขาวจะมีค่าเฉลี่ยน้ าหนักสดสูงสุดเท่ากับ 16.87 กรัม  การเลี้ยงในแสง LED สีน้ าเงินจะมี
ค่าเฉลี่ยน้ าหนักสดน้อยที่สุดเท่ากับ 11.17 กรัม โดยปัจจัยด้านแสงจะมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง ในขณะ
ที่ปัจจัยด้านสูตรอาหารไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญส าคัญ  เมื่อพิจารณาปัจจัยร่วมกัน พบว่า การเลี้ยงต้น
กล้วยไม้พันธุ์ขาว 5N ในสูตรอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ภายใต้แสง LED สีขาวจะท าให้มี
ค่าเฉลี่ยน้ าหนักสดสูงสุดเท่ากับ 19.97 กรัม  (ตารางที่ 5)  สอดคล้องกับค่าเฉลี่ยน้ าหนักแห้งของกล้วยไม้พันธุ์ขาว 
5N ที่พบว่า แสง LED สีขาวจะมีค่าเฉลี่ยน้ าหนักแห้งสูงสุดเท่ากับ 1.06 กรัม และแสง LED สีน้ าเงินให้ค่าเฉลี่ย
น้ าหนักแห้งน้อยที่สุดเท่ากับ 0.67 กรัม  โดยมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (ตารางที่ 6) ในด้านความสูง
ของต้นของกล้วยไม้พันธุ์ขาว 5N  พบว่า ปัจจัยด้านแสงและสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ไม่มีผลต่อความสูงต้น 
โดยไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ  ค่าเฉลี่ยความสูงของต้นจะมีค่าสูงสุดเท่ากับ 3.08 เซนติเมตร ในการเลี้ยง
บนสูตรอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ภายใต้แสง LED สีแดง (ตารางที่ 7)  เช่นเดียวกับความ
ยาวของรากในกล้วยไม้พันธุ์ขาว 5N ที่พบว่าปัจจัยด้านแสงและสูตรอาหาร ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ  
โดยพบว่าการเลี้ยงในแสง LED สีขาว มีค่าเฉลี่ยความยาวรากสูงสุด 11.71 เซนติเมตร ส่วนการเลี้ยงในแสง LED สี
น้ าเงินจะมีค่าเฉลี่ยความยาวรากน้อยที่สุด 9.81 เซนติเมตร  ปัจจัยด้านสูตรอาหารพบว่า สูตรอาหารที่มี BA ความ
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เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร จะมีผลท าให้ค่าเฉลี่ยความยาวรากมากที่สุด 11.72 เซนติเมตร  และในสูตรอาหารที่มี 
BA ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ในแสง LED สีแดง จะมีค่าเฉลี่ยความยาวรากน้อยที่สุดเท่ากับ 8.80 
เซนติเมตร (ตารางท่ี 8) รากมีลักษณะเป็นกระจุกสั้นๆ อย่างชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับสูตรอาหารอื่นๆ (ภาพท่ี 2)  

 
การตรวจสอบปริมาณสาร ปริมาณสาร Moscatilin โดยวิธกีาร HPLC  

การวิเคราะห์หาปริมาณสาร Moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายพันธุ์เอียสกุลและขาว 5N ที่เพาะเลี้ยง
ในอาหารที่มี BA ปริมาณ 0, 1, 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร  ร่วมกับการเลี้ยงในสภาพแสง LED จ านวน 3 สี คือ ขาว 
(control) สีแดง และสีน้ าเงิน  ด้วยวิธีการ HPLC  พบว่า การเลี้ยงต้นกล้วยไม้ในสภาพแสง LED สีขาวของสูตร
อาหารที่มีปริมาณ BA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร จะท าให้ต้นกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายพันธุ์เอียสกุลมีปริมาณสารส าคัญ 
moscatilin สูงสุดมีค่าเฉลี่ย เท่ากับ 0.0902 g/100 g sample  ซึ่งความสัมพันธ์ระหว่างสภาพแสง LED กับสูตร
อาหารที่มีปริมาณ BA ต่างๆ จะให้ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ  โดยพบว่าปัจจัยของสภาพแสง LED จ านวน 3 สี 
คือ ขาว แดงและน้ าเงินเป็นปัจจัยหลักท่ีมีผลอย่างมีนัยส าคัญยิ่งต่อปริมาณสารส าคัญ moscatilin  การเลี้ยงต้น
กล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายพันธุ์เอียสกุลในแสง LED สีขาว ซึ่งใช้เป็นแสงเปรียบเทียบ (control) จะให้ค่าเฉลี่ยของ
ปริมาณสารส าคัญ moscatilin สูงสุดเท่ากับ 0. 0412 g/100 g sample (ตารางที่ 9)  ในขณะที่กล้วยไม้ลูกผสมพันธุ์
ขาว 5N พบปริมาณสารส าคัญ moscatilin มีค่าเฉลี่ยสูงสุด เท่ากับ 0.0092 g/100 g sample  ในอาหารที่มี BA 2 
มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาพแสงสีน้ าเงิน แต่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติทั้งในด้านของปัจจัยหลักของสภาพแสง LED ทั้ง 
3 สี และปัจจัยรองคือ สูตรอาหารที่มีปริมาณ BA ความเข้มข้นต่างๆ  (ตารางที่ 10)  พบว่าการเลี้ยงต้นกล้วยไม้
ลูกผสมสกุลหวายทั้ง 2 พันธุ์ ในอาหารที่มี BA 1 มิลลิกรัมต่อลิตร สภาพแสงสีน้ าเงิน เมื่อตรวจหาปริมาณสาร 
moscatilin จะมีปริมาณน้อยมากจนไม่สามารถตรวจพบได้ (ตารางที่ 9 และ 10)   เมื่อเปรียบเทียบปริมาณ
สารส าคัญ moscatilin ของกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายพันธุ์เอียสกุลและพันธุ์ขาว 5N  พบว่า ในพันธุ์เอียสกุลจะมี
ปริมาณสารส าคัญ moscatilin ที่สูงกว่าพันธุ์ขาว 5N อย่างชัดเจน เมื่อเลี้ยงในสภาพแสง LED สีขาวและ สีแดง  แต่
ในแสง LED สีน้ าเงิน จะพบว่าพันธุ์ขาว 5N มีปริมาณสาร moscatilin สูงกว่าพันธุ์เอียสกุล  (ภาพที่ 3) สอดคล้องกับ       
หทัยรัตน์และคณะ (2563) รายงานการกระตุ้นสาร curcumin ในขมิ้นชัน โดยการใช้สารควบคุมการเจริญเติบโต 
BA ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร มีผลให้ปริมาณสารส าคัญ curcumin สูงสุด เท่ากับ 3.0639 mg/l (หรือ 
0.306% ของปริมาณน้ าหนักแห้ง 10 mg)  ในการศึกษาการใช้แสง LED สีต่างๆ มีผลต่อการเจริญเติบโตและการ
สะสมปริมาณสารส าคัญ curcumin ของ ขมิ้นชัน พบว่าแสง LED สีน้ าเงินมีผลต่อสารส าคัญ curcumin จะให้มี
ค่าปริมาณสารสูงสุด เท่ากับ 2.4487 mg/l (หรือ 0.2448% ของปริมาณน้ าหนักแห้ง 10 mg) Adisa et al., 
(2017) รายงานว่าการใส่สารควบคุมการเจริญเติบโต BA มีผลต่อการเจริญเติบโตของต้นเปปเปอร์มินต์  (Mentha 
piprita) และการใส่ BA ที่ความเข้มข้นสูงจะท าให้มีการผลิตสารประกอบกลุ่ม Phenolic เพ่ิมขึ้นด้วย เช่นเดียวกับ
ซึ่งสารส าคัญ Moscatilin อยู่ในกลุ่ม bibenzyl ซึ่งเป็นสารที่มีหมู่ phenol ในโครงสร้าง (Tsai et al., 2010)   

 

2)  ศึกษาสภาพเครียด ต่อการเพิ่มปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ร่วมกับชนิดแสง LED สีขาว สีแดง และ  
สีน้ าเงิน ในกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์ขาวสนาน ขาว 5N และ เอียสกุล    

  การทดสอบปริมาณสาร Polyehtylene glycol (PEG 6000)  ความเข้มข้น 0  5% และ 10% ในอาหาร
เพ่ือสร้างสภาพเครียดให้กับกล้วยไม้ ร่วมกับการเลี้ยงในสภาพแสงต่างๆ กันประกอบด้วยแสง LED สีขาว สีแดง 
และ สีน้ าเงิน ในกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์เอียสกุล และพันธุ์ขาว 5N พบว่า กล้วยไม้พันธุ์เอียสกุลเมื่อเลี้ยงใน
อาหารสูตร VW (control) แสง LED สีขาว มีค่าเฉลี่ยน้ าหนักสดสูงสุด 11.02 กรัม โดยปัจจัยด้านแสงจะมีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ และปัจจัยด้านสูตรอาหารจะมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (ตารางที่ 11) 
เช่นเดียวกับค่าเฉลี่ยน้ าหนักแห้งสูงสุด 1.02 กรัม ในอาหารสูตร VW ร่วมกับแสง LED สีขาว ซึ่งปัจจัยทั้งสองคือ
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สูตรอาหารและแสงจะมีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (ตารางที่ 12)  ด้านความสูงของต้นและความ
ยาวของราก พบว่า อาหารสูตร VW (control) ร่วมกับแสง LED สีแดง ต้นจะมีค่าความสูงของต้นเฉลี่ยสูงสุด 5 
เซนติเมตร ความยาวของรากสูงสุด 9.36 เซนติเมตร  และในสูตรอาหารที่มี PEG ความเข้มข้น 10% จะท าให้
ค่าเฉลี่ยความสูงของตน้และความยาวของรากน้อยที่สุด ต้นกล้วยไม้มีลักษณะแคระแกร็น รากเกิดจ านวนน้อยและ
สั้น (ภาพที่ 4)  ปัจจัยที่มีผลกับความสูงของต้นกล้วยไม้พันธุ์เอียสกุลคือ ปัจจัยของสูตรอาหารที่พบว่ามีความ
แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง และปัจจัยด้านแสงจะให้ความแตกต่างทางสถิติ อย่างมีนัยส าคัญ (ตารางที่ 
13) ส าหรับความยาวของรากนั้น พบว่า ปัจจัยของสูตรอาหารและแสงมีผลต่อความยาวของรากท าให้มีความ
แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (ตารางที่ 14) สอดคล้องกับรายงานของ Tanaka et al.,1998  ได้ศึกษาแสงสี
น้ าเงินและสีแดงในการเลี้ยงกล้วยไม้ Cymbidium ภายใต้โรงเรือนควบคุม พบว่าแสงสีน้ าเงินจะลดการเจริญเติบโต
ของใบ     
 เมื่อน าต้นกล้วยไม้พันธุ์เอียสกุลที่ได้รับการกระตุ้นในอาหารสูตรต่างๆ ร่วมกับการให้แสง 3 ชนิด ไป
ตรวจสอบปริมาณสารส าคัญ moscatilin ด้วยเทคนิค HPLC พบว่า ในสูตรอาหาร VW ร่วมกับ PEG 5% ในแสง 
LED  สีน้ าเงินมีค่าเฉลี่ยสารส าคัญสูงสุด 2.30 g/100 sample ซึ่งปัจจัยด้านสูตรอาหารที่มีการเติม PEG เพ่ือสร้าง
ความเครียดให้แก่กล้วยไม้มีผลต่อปริมาณสารส าคัญ moscatilin อย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ ส าหรับปัจจัยด้าน
แสง LED สีแดงและสีน้ าเงินมีผลต่อปริมาณสารส าคัญ moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายพันธุ์เอียสกุลมี
ความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ (ตารางที่ 15) เช่นเดียวกับหทัยรัตน์และคณะ (2563) รายงานการใช้สาร 
Polyethyleneglycol (PEG) ซึ่งมีผลต่อการเจริญเติบโตของขม้ินชัน และท าให้เฉลี่ยปริมาณสาร curcumin สูงสุด 
3.825 mg/l (0.3825% ของปริมาณน้ าหนักแห้ง 10 mg) ในการกระตุ้นสาร curcumin แต่ไม่มีความแตกต่างทาง
สถิต ิ

 

การทดสอบกระตุ้นสารส าคัญ moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายพันธุ์ขาว 5N พบว่า การ
เจริญเติบโตของต้นกล้วยไม้ในสูตรอาหาร VW ร่วมกับ LED สีขาว ซึ่งใช้เป็นสิ่งเปรียบเทียบ (control) มีค่าเฉลี่ย
น้ าหนักสดสูงสุด 8.75 กรัม ค่าเฉลี่ยน้ าหนักแห้งสูงสุด 0.75 กรัม โดยปัจจัยที่มีผลต่อค่าน้ าหนักสดและน้ าหนัก
แห้งอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ คือปัจจัยของสูตรอาหาร (ตารางที่ 16 และ 17)   ส่วนความสูงของต้นและความ
ยาวของราก พบว่า สูตรอาหาร VW (control) ร่วมกับแสง LED สีแดง ท าให้ค่าเฉลี่ยความสูงต้นสูงสุด 3.44 
เซนติเมตร ความยาวรากสูงสุด 7.7 เซนติเมตร  ปัจจัยหลักของสูตรอาหารมีมีการเติม PEG มีผลต่อความแตกต่าง
ทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่งต่อความสูงต้นและความยาวของกล้วยไม้พันธุ์ขาว 5N ท าให้ความสูงของต้นกล้วยไม้
และความยาวของรากรวมทั้งจ านวนของรากลดลงอย่างชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับสูตรอาหารที่ไม่มีการเติม PEG 
(ภาพที่ 5) ในขณะที่ปัจจัยด้านแสงไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (ตารางที่ 18 และ 19)  การตรวจสอบปริมาณ
สารส าคัญ moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายพันธุ์ขาว 5N พบว่า แสง LED สีน้ าเงินร่วมกับการเลี้ยงใน
สูตรอาหาร VW ที่มี PEG 10% จะมีค่าเฉลี่ยสารส าคัญ moscatilin สูงสุด 0.50 g/ 100 sample การเติม PEG 
เพ่ือสร้างสภาพเครียดให้กล้วยไม้พันธุ์ขาว 5N มีผลให้ปริมาณสารส าคัญ moscatilin สูงขึ้นได้ แต่ไม่มีความ
แตกต่างทางสถิติ  (ตารางที่ 20) เมื่อเปรียบเทียบการเพ่ิมปริมาณสารส าคัญ moscatilin ของกล้วยไม้ทั้ง 2 พันธุ์ 
พบว่า พันธุ์เอียสกุลจะตอบสนองต่อการกระตุ้นด้วย PEG ร่วมกับการใช้แสง LED สีแดงและสีน้ าเงิน ได้มากกว่า
พันธุ์ขาว 5N  (ภาพที่ 6)  ปัจจัยหลักของสูตรอาหารควรค านึงถึงการเลือกใช้ความเข้มข้นของสาร PEG ซึ่ง
สามารถกระตุ้นปริมาณสารส าคัญได้แต่หากมีการใช้ความเข้มข้นที่สูงจะมีผลต่อการเจริญเติบโตของต้น ปัจจัยด้าน
แสงเป็นปัจจัยรองแต่พบว่ามีผลต่อการเจริญเติบโตของต้นกล้วยไม้เช่น  และพันธุ์กล้วยไม้ยังคงเป็นปัจจัยส าคัญอีก
ประการหนึ่ง  ดังนั้นในการกระตุ้นปริมาณสารส าคัญ moscatilin จึงควรท าการศึกษาหาปัจจัยที่เหมาะสมใน
กล้วยไม้แต่ละพันธุ์ 
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อภิปรายผล  

กาตรอบสนองต่อแสง LED ที่แตกต่างกันของพันธุ์เอียสกุลและพันธุ์ขาว 5N ในการสะสมปริมาณสารส าคัญ 
Moscatilin เกิดจากพันธุกรรมที่แตกต่างกัน จึงมีความต้องการแสงที่ต่างกันไประหว่างพันธุ์ของกล้วยไม้ 
สอดคล้องกับ Hina et al., (2016)  ศึกษาความสัมพันธ์ความแตกต่างชนิดของแสงในการเพ่ิมปริมาณการสะสม
และการผลิตสารส าคัญ antioxidant ในการเลี้ยงแคลลัสของพืชสมุนไพรส าคัญ Prunella vulgaris L. พบว่าการ
เลี้ยงแคลลัสภายใต้แสงสีน้ าเงิน จะท าให้ค่า phenolics contents (TPC) สูงสุด 23.9 mg/g-DW  และมีปริมาณ 
flavonoids content (TFC) เท่ากับ 1.65 mg/g-DW  แสงสีน้ าเงินมีผลต่อ photosynthetic capacity จึงท าให้
มีสารชีวมวลเพ่ิมขึ้น (Hogewoning et al., 2010)  ส่วนการเจริญเติบโตของต้นต้องการแสง LED สีขาวทั้งสอง
พันธุ์ เนื่องจาก LED  สีขาว เป็นช่วงแสงกว้างที่ครอบคลุม ความยาวช่วงแสง 420-750 นาโนเมตร เป็นช่วงแสงที่
เหมาะสมกับการเจริญเติบโตของพืช (ค านูณ, 2542)   

การใช้ PEG เป็นสิ่งกระตุ้นให้เกิดการสะสมปริมาณสารส าคัญ Moscatilin มีแนวโน้มที่ท าให้สารส าคัญเพ่ิมขึ้น
ได้ จากรายงานของ Wang et al., 2020  ได้ศึกษาสารทุติยภูมิชนิดฟลาโวนอยด์ (flavonoids) ในเซลล์แขวนลอย
ของ  S. baicalensis  พบว่า ความเครียดที่เกิดจากการใช้ PEG ส่งเสริมให้เกิดการสังเคราะห์และการสะสมของ 
ฟลาโวนอยด์ได้ เมื่อใช้ PEG ความเข้มข้น 4% ระยะเวลา 24 ชั่วโมง  ทั้งนี้ควรเลือกใช้ PEG ในปริมาณที่เหมาะสม
ต่อพืชแต่ละชนิดเนื่องจาก PEG เป็นสารที่ใช้ในการสร้างสภาวะเครียดของพืชในห้องปฏิบัติการท าให้น้ าไม่สามารถ
ซึมผ่านเมมเบรนได้  มีผลท าให้ osmotic potential ลดลงท าให้พืชได้รับสภาวะเครียดมีผลต่อการเจริญเติบโตของ
ต้นพืช (ค านูญ, 2542)  

สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ  
การทดสอบแสง LED สีขาว แดง และน้ าเงิน  ร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิด BA เพ่ือหาปัจจัย

ที่มีผลต่อการเพ่ิมปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจ านวน 2 
พันธุ์ คือ เอียสกุล และขาว 5N  พบว่า แสงเป็นปัจจัยหลักที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของต้น และสูตรอาหารที่มี
สารควบคุมการเจริญเติบโตชนิด BA เป็นปัจจัยร่วม ซึ่งจะมีผลต่อปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ที่เกิดขึ้น   
พันธุ์เอียสกุลจะตอบสนองต่อแสง LED สีขาว ร่วมกับ สารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 1 mg/l  ส่วน
พันธุ์ขาว 5N จะเจริญเติบโตได้ดีเมื่อเพาะเลี้ยงในแสง LED สีขาว ร่วมกับสูตรอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 1 mg/l 
แต่ปริมาณสารส าคัญ Moscatilin จะพบได้มากเมื่อเลี้ยงในแสง LED สีน้ าเงิน ร่วมกับสูตรอาหารที่มี BA ความ
เข้มข้น 2 mg/l  ดังนั้นการเลือกใช้หลอด LED สีขาวซึ่งหาซื้อได้ง่ายและมีราคาถูกในปัจจุบันจึงเหมาะสมส าหรับ
การเจริญเติบโตของต้นกล้วยทั้ง 2 พันธุ์  และเหมาะส าหรับการเพ่ิมปริมาณสารส าคัญในกล้วยไม้ลูกผสมพันธุ์เอีย
สกุล  ส่วนพันธุ์ขาว 5N ควรเลือกใช้หลอด LED สีน้ าเงินเพ่ือการกระตุ้นปริมาณสารส าคัญ  

การทดสอบสาร PEG ร่วมกับ LED สีต่างๆ ในการกระตุ้นสารส าคัญ Moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสม
สกุลหวายพันธุ์เอียสกุล และพันธุ์ขาว 5N พบว่า สูตรอาหารที่มี PEG มีผลต่อการเจริญเติบโตของต้นกล้วยไม้และ
ปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ที่เกิดขึ้น จะเป็นปัจจัยรองในการเพ่ิมปริมาณสารส าคัญในกล้วยไม้พันธุ์เอียสกุล  
ส่วนในพันธุ์ขาว 5N พบว่า ปัจจัยของสูตรอาหารและแสงไม่มีความแตกต่างทางสถิติต่อการเพ่ิมปริมาณสารส าคัญ 
Moscatilin โดยพบว่าในแสง LED สีน้ าเงิน ร่วมกับสูตรอาหารที่มี PEG 10% จะมีปริมาณสารส าคัญ Moscatilin 
สูงสุด  การเลือกใช้สาร PEG ซึ่งมีผลต่อการเจริญเติบโตของต้นกล้วยไม้จึงควรเลือกใช้ความเข้มข้นให้เหมาะสมใน
แต่ละพันธุ์ 
 

การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
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สามารถน าข้อมูลของปัจจัยที่กระตุ้นการเพ่ิมปริมาณสารส าคัญ moscatilin ในกล้วยไม้ที่เกิดขึ้นจากการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาใช้ประโยชน์ในการพัฒนาการเพ่ิมปริมาณสารส าคัญในเชิงอุตสาหกรรม  สามารถน าไปเป็น
แนวทางในการผลิตสารส าคัญชนิดอื่นๆ ในกล้วยไม้ หรือการประยุกต์ใช้ในการผลิตสารส าคัญจากพืชสมุนไพรชนิด
อ่ืนๆ ต่อไป 
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ตารางและภาพ 
 

ตารางที่ 1 แสดงค่าเฉลี่ยน้ าหนักสด (กรัม) ของต้นกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์เอียสกุล ที่กระตุ้นปริมาณสาร 
moscatilin ในอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 0, 1, 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาพแสง LED สีขาว   
สีแดง และสีน้ าเงิน  

สูตรอาหาร น้ าหนักสด (กรัม) mean F-test 
LED สีขาว (control) LED สีแดง LED สีน้ าเงนิ 

VW (control) 17.23 15.79 14.10 15.88 b 1/  
VW + BA 1 mg/l 20.60 16.80 17.34 18.24 a  
VW + BA 2 mg/l 19.18 15.27 16.08 16.83 ab  
VW + BA 3 mg/l 18.18 16.48 14.85 16.49 ab  
mean 18.79 a 16.08 b 15.71 b  ** 
F-test    ns  
c.v (%) 21.77     

 

ns : ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
**  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/  : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s Multiple Range 

Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 

ตารางที่ 2 แสดงค่าเฉลี่ยน้ าหนักแห้ง (กรัม) ของต้นกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์เอียสกุล ที่กระตุ้นปริมาณสาร 
moscatilin ในอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 0, 1, 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาพแสง LED สีขาว        
สีแดง และสีน้ าเงิน  

สูตรอาหาร น้ าหนักแห้ง (กรัม) mean F-test 
LED สีขาว 
(control) 

LED สีแดง LED สีน้ าเงนิ 

VW (control) 1.27 0.97 0.81 1.03 b 1/  
VW + BA 1 mg/l 1.50 1.03 0.99 1.17 a  
VW + BA 2 mg/l 1.26 0.83 0.86 0.98 b  
VW + BA 3 mg/l 1.20 0.87 0.83 0.96 b  
mean 1.30 a 0.92 b 0.87 b  ** 
F-test    **  
c.v (%) 19.37     

 

**  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/  : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s Multiple 

Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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ตารางที่ 3  แสดงค่าเฉลี่ยความสูงต้น (cm.) ของต้นกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์เอียสกุล ที่กระตุ้นปริมาณสาร 
moscatilin ในอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 0, 1, 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาพแสง LED สีขาว 
สีแดง และสีน้ าเงิน  

สูตรอาหาร ความสูงต้น  (cm.) mean F-test 
LED สีขาว 
(control) 

LED สีแดง LED สีน้ าเงิน 

VW (control) 2.94 2.77 2.33 2.71 a 1/  
VW + BA 1 mg/l 2.51 2.77 2.66 2.64 a  
VW + BA 2 mg/l 2.93 2.10 2.01 2.35 a  
VW + BA 3 mg/l 2.46 2.27 2.32 2.34 a  
mean 2.71 a 2.47 ab 2.32 b  ns 
F-test    ns  
c.v (%) 29.33     

 

ns : ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
1/  : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s Multiple 

Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 

ตารางที่ 4  แสดงค่าเฉลี่ยความยาวราก (cm.) ของต้นกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์เอียสกุล ที่กระตุ้นปริมาณสาร 
moscatilin ในอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 0, 1, 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาพแสง LED       
สีขาว สีแดง และสีน้ าเงิน  

สูตรอาหาร ความยาวราก  (cm.) mean F-test 
LED สีขาว 
(control) 

LED สีแดง LED สีน้ าเงนิ 

VW (control) 7.90 8.80 7.29 8.07 a 1/  
VW + BA 1 mg/l 7.69 7.76 6.40 7.28 a  
VW + BA 2 mg/l 7.72 7.62 5.36 6.90 a  
VW + BA 3 mg/l 8.62 8.86 6.00 7.82 a  
mean 7.98 a 8.26 a 6.17 b  ** 
F-test    ns  
c.v (%) 35.71     
 

ns : ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
**  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/  : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s Multiple 

Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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ตารางที่ 5   แสดงค่าเฉลี่ยน้ าหนักสด (กรัม) ของต้นกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์ขาว 5N ที่กระตุ้นปริมาณสาร 
moscatilin ในอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 0, 1, 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาพแสง LED สีขาว   
สีแดง และสีน้ าเงิน  

สูตรอาหาร น้ าหนักสด (กรัม)   mean F-test 
LED สีขาว (control) LED สีแดง LED สีน้ าเงนิ 

VW (control) 16.75 15.24 11.40 14.46 ab 1/  
VW + BA 1 mg/l 19.97 15.66 10.11 15.24 a  
VW + BA 2 mg/l 16.80 14.93 13.16 14.96 a  
VW + BA 3 mg/l 13.98 11.65 10.03 11.88 b  
mean 16.87 a 14.37 b 11.17 c  ** 
F-test    ns  
c.v (%) 26.30     

 

ns :   ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
**  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/  :  ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s 

Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต ์

ตารางที่ 6   แสดงค่าเฉลี่ยน้ าหนักแห้ง (กรัม) ของต้นกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์ขาว 5N ที่กระตุ้นปริมาณสาร 
moscatilin ในอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 0, 1, 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาพแสง LED         
สีขาว สีแดง และสีน้ าเงิน  

 

สูตรอาหาร น้ าหนักแห้ง (กรัม)   mean F-test 
LED สีขาว 
(control) 

LED สีแดง LED สนี้ าเงิน 

VW (control) 1.18 0.76 0.66 0.86 a 1/  
VW + BA 1 mg/l 1.12 0.91 0.61 0.88 a  
VW + BA 2 mg/l 1.03 0.82 0.77 0.87 a  
VW + BA 3 mg/l 0.91 0.65 0.67 0.74 a  
mean 1.06 a 0.78 b 0.67 b  ** 
F-test    ns  
c.v (%) 22.37     
 

ns : ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
**  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/  : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s Multiple 

Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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ตารางที่ 7   แสดงค่าเฉลี่ยความสูงต้น (cm.) ของต้นกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์ขาว 5N ที่กระตุ้นปริมาณสาร 
moscatilin ในอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 0, 1, 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาพแสง LED สีขาว        
สีแดง และสีน้ าเงิน  

สูตรอาหาร ความสูงตน้ (cm.)   mean F-test 
LED สีขาว 
(control) 

LED สีแดง LED สีน้ าเงนิ 

VW (control) 2.84 2.48 2.30 2.54 a 1/  
VW + BA 1 mg/l 1.86 3.34 2.54 2.58 a  
VW + BA 2 mg/l 3.02 3.08 2.64 2.91 a  
VW + BA 3 mg/l 2.24 2.58 2.46 2.42 a  
mean 2.49 a 2.87 a 2.48 a  ns 
F-test    ns  
c.v (%) 50.32     
 

ns : ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
1/  : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s Multiple 

Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 

ตารางที่ 8   แสดงค่าเฉลี่ยความยาวราก (cm.) ของต้นกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์ขาว 5N ที่กระตุ้นปริมาณสาร 
moscatilin ในอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 0, 1, 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาพแสง LED สีขาว  
สีแดง และสีน้ าเงิน  

สูตรอาหาร ความยาวราก (cm.)   mean F-test 
LED สีขาว 
(control) 

LED สีแดง LED สีน้ าเงิน 

VW (control) 9.52 9.04 9.26 9.27 a  
VW + BA 1 mg/l 10.62 12.58 10.28 11.16 a  
VW + BA 2 mg/l 13.38 12.18 9.62 11.72 a  
VW + BA 3 mg/l 13.32 8.80 10.1 10.74 a  
mean 11.71 a 10.65 a 9.81 a  ns 
F-test    ns  
c.v (%) 30.63     
 

ns : ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
1/  : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s 

Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต ์
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ตารางท่ี 9  การตรวจหาปริมาณสารส าคัญ moscatilin (g/100 g sample) ของกล้วยไม้ลูกผสมพันธุ์เอียสกุลใน
อาหารที่มี BA 0, 1, 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับสภาพแสง LED คือ ขาว แดง และน้ าเงิน โดย
เทคนิค HPLC 

สูตรอาหาร สภาพแสง LED mean F-test 
LED สีขาว  
(control) 

LED สีแดง LED สีน้ าเงิน 

VW (Control) 0.0567 0.0105 0.0050 0.0241 ab  
VW + BA 1 mg/l 0.0902 0.0038 ND 0.0313 a  
VW + BA 2 mg/l 0.0095 0.0060 0.0030 0.0061 bc  
VW +BA 3 mg/l 0.0086 0.0020 0.0015 0.0040 c  

mean 0.0412 a 0.0055 b 0.0025 b  ** 
F-test    *  
c.v.(%) 92.38     

 

*  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
**  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/  : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s Multiple Range 

Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
ND :  not detected 

ตารางท่ี 10 การตรวจหาปริมาณสารส าคัญ moscatilin (g/100 g sample) ของกล้วยไม้ลูกผสมพันธุ์ขาว 5N ใน
อาหารที่มี BA 0, 1, 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับสภาพแสง LED คือ ขาว แดง และน้ าเงิน โดย
เทคนิค HPLC 

สูตรอาหาร สภาพแสง LED mean F-test 
LED สีขาว 
 (control) 

LED สีแดง LED สีน้ าเงิน 

VW (Control) 0.0020 0.0028 0.0018 0.0022  
VW + BA 1 mg/l 0.0026 0.0016 ND 0.0014  
VW + BA 2 mg/l 0.0011 0.0018 0.0092 0.0025  
VW +BA 3 mg/l 0.0024 0.0019 0.0040 0.0021  

mean 0.0020 0.0020 0.0021                        ns 
F-test    ns  
c.v.(%) 105.55     

 

ns :  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
ND : not detected 
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ตารางที่ 11  แสดงค่าเฉลี่ยน้ าหนักสด (กรัม) ของต้นกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์เอียสกุล ที่กระตุ้นปริมาณสาร 
moscatilin ในอาหารที่มี PEG ความเข้มข้น 0, 5 และ 10% ในสภาพแสง LED สีขาว สีแดง และ  
สีน้ าเงิน 

  

สูตรอาหาร น้ าหนักสด (กรัม)   mean F-test 
LED สีขาว 
(control) 

LED สีแดง LED สีน้ าเงิน 

VW (control) 11.02 4.91 6.35 7.43 a  
VW + PEG 5% 3.87 2.74 1.77 2.79 b  
VW + PEG 10% 1.18 1.14 1.08 1.13 b  
mean 5.36 a 3.06 b 3.06 b  * 
F-test    **  
c.v (%) 99.26     

 

*  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
**  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/  : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s 

Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต ์
 

ตารางที่ 12  แสดงค่าเฉลี่ยน้ าหนักแห้ง (กรัม) ของต้นกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์เอียสกุล ที่กระตุ้นปริมาณสาร 
moscatilin ในอาหารที่มี PEG ความเข้มข้น 0, 5 และ 10% ในสภาพแสง LED สีขาว สีแดง และ       
สีน้ าเงิน  

 

สูตรอาหาร น้ าหนักสด (กรัม)   mean F-test 
LED สีขาว 
(control) 

LED สีแดง LED สีน้ าเงิน 

VW (control) 1.02 0.42 0.51 0.65 a  
VW + PEG 5% 0.41 0.27 0.18 0.29 b  
VW + PEG 10% 0.14 0.18 0.14 0.15 b  
mean 0.52 a 0.30 b 0.28 b  ** 
F-test    **  
c.v (%) 91.26     

**  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/  : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้ งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s 

Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต ์
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ตารางที่ 13  แสดงค่าเฉลี่ยความสูงต้น (cm.) ของต้นกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์เอียสกุล ที่กระตุ้นปริมาณสาร 
moscatilin ในอาหารที่มี PEG ความเข้มข้น 0, 5 และ 10% ในสภาพแสง LED สีขาว สีแดง และ   
สีน้ าเงิน 

สูตรอาหาร น้ าหนักสด (กรัม)   mean F-test 
LED สีขาว 
(control) 

LED สีแดง LED สีน้ าเงิน 

VW (control) 3.94 5.00 4.40 4.44 a  
VW + PEG 5% 3.62 3.74 2.44 3.26 b  
VW + PEG 10% 1.10 2.04 1.96 1.70 c  
mean 2.88 b 3.59 a 2.93 b  * 
F-test    **  
c.v (%) 44.38     

 

*  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
**  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/  : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s 

Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต ์
 

ตารางท่ี 14  แสดงค่าเฉลี่ยความยาวราก (cm.) ของต้นกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์เอียสกุล ที่กระตุ้นปริมาณสาร 
moscatilin ในอาหารที่มี PEG ความเข้มข้น 0, 5 และ 10% ในสภาพแสง LED สีขาว สีแดง และ     
สีน้ าเงิน 

สูตรอาหาร น้ าหนักสด (กรัม)   mean F-test 
LED สีขาว 
(control) 

LED สีแดง LED สีน้ าเงิน 

VW (control) 8.46 9.36 5.32 7.71 a   
VW + PEG 5% 4.44 3.94 2.32 3.56 b  
VW + PEG 10% 2.40 3.02 2.68 2.70 b  
mean 5.10 a 5.44 a 3.44 b  ** 
F-test    **  
c.v (%) 59.96     
 

**  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/  : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s 

Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต ์
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ตารางท่ี 15  การตรวจหาปริมาณสารส าคัญ moscatilin (g/100 g sample) ของกล้วยไม้ลูกผสมพันธุ์เอียสกุล
ในอาหารที่มี PEG ความเข้มข้น 0, 5 และ 10% ร่วมกับสภาพแสง LED คือ ขาว แดง และน้ าเงิน 
โดยเทคนิค HPLC 

 

สูตรอาหาร สภาพแสง LED mean F-test 
LED สีขาว  
(control) 

LED สีแดง LED สีน้ าเงิน 

VW (Control) 0.04 0.17 0.09 0.10 b  
VW + PEG 5% 0.20 0.88 2.30 1.13 a  
VW + PEG 10% 0.74 1.83 1.38 1.28 a  

mean 0.33 b 0.90 ab 1.26 a  * 
F-test    **  
c.v.(%) 131.3     

 

*  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
**  :  แตกตา่งทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/  : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s Multiple 

Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
ตารางที่ 16  แสดงค่าเฉลี่ยน้ าหนักสด (กรัม) ของต้นกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์ขาว 5N ที่กระตุ้นปริมาณสาร 

moscatilin ในอาหารที่มี PEG ความเข้มข้น 0, 5 และ 10% ในสภาพแสง LED สีขาว สแีดง และ  
สีน้ าเงิน  

 

สูตรอาหาร น้ าหนักสด (กรัม)   mean F-test 
LED สีขาว  
(control) 

LED สีแดง LED สีน้ าเงิน 

VW (control) 8.75 7.42 5.27 7.15 a  
VW + PEG 5% 1.21 0.87 1.06 1.05 b  
VW + PEG 10% 0.08 0.23 0.92 0.41 b  
mean 3.34 2.84 2.42  ns 
F-test    **  
c.v (%) 118.09     

 

ns :  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
**  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/  : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s 

Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต ์
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ตารางที่ 17  แสดงค่าเฉลี่ยน้ าหนักแห้ง (กรัม) ของต้นกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์ขาว 5N ที่กระตุ้นปริมาณสาร 
moscatilin ในอาหารที่มี PEG ความเข้มข้น 0, 5 และ 10% ในสภาพแสง LED สีขาว สแีดง และ  
สีน้ าเงิน  

 

สูตรอาหาร น้ าหนักสด (กรัม)   mean F-test 
 LED สีขาว (control) LED สีแดง LED สีน้ าเงิน 
VW (control) 0.74 0.54 0.48 0.59 a  
VW + PEG 5% 0.12 0.07 0.13 0.11 b  
VW + PEG 10% 0.01 0.02 0.14 0.06 b  
mean 0.29 0.21 0.25  ns 
F-test    **  
c.v (%) 109.1     
 

ns :  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
**  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/  : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s Multiple 

Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 

ตารางที่ 18  แสดงค่าเฉลี่ยความสูงต้น (cm.) ของต้นกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์ขาว 5N  ที่กระตุ้นปริมาณสาร 
moscatilin ในอาหารที่มี PEG ความเข้มข้น 0, 5 และ 10% ในสภาพแสง LED สีขาว สแีดง และ  
สีน้ าเงิน 

สูตรอาหาร ความสูงตน้ (cm.) mean F-test 
LED สีขาว (control) LED สีแดง LED สีน้ าเงิน 

VW (control) 3.00 3.44 2.90 3.13 a  
VW + PEG 5% 1.82 1.16 2.04 1.82 b  
VW + PEG 10% 0.80 0.66 0.96 0.80 c  
mean 2.02 1.75 1.96  ns 
F-test    **  
c.v (%) 56.48     

 

ns :  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
**  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/  : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s 

Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต ์
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ตารางที่ 19  แสดงค่าเฉลี่ยความยาวราก (cm.) ของต้นกล้วยไม้หวายลูกผสมพันธุ์ขาว 5N  ที่กระตุ้นปริมาณสาร 
moscatilin ในอาหารที่มี PEG ความเข้มข้น 0, 5 และ 10% ในสภาพแสง LED สีขาว สีแดง และ   
สีน้ าเงิน         

 

สูตรอาหาร ความยาวราก (cm.) mean F-test 
LED สีขาว  
(control) 

LED สีแดง LED สีน้ าเงิน 

VW (control) 7.32 7.7 6.14 7.08 a  
VW + PEG 5% 4.66 2.90 3.88 3.81 b  
VW + PEG 10% 1.40 1.40 1.24 1.34 c  
mean 4.46 4.02 3.75  ns 
F-test    **  
c.v (%) 64.90     

 

ns :  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
**  :  แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ 
1/  : ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Ducan’s 

Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต ์
 

ตารางท่ี 20  การตรวจหาปริมาณสารส าคัญ moscatilin (g/100 g sample) ของกล้วยไม้ลูกผสมพันธุ์ขาว 5N  ใน
อาหารที่มี PEG ความเข้มข้น 0, 5 และ 10% ร่วมกับสภาพแสง LED คือ ขาว แดง และน้ าเงิน โดย
เทคนิค HPLC 

 

สูตรอาหาร สภาพแสง LED   
LED สีขาว 
(control)  

LED สีแดง LED สีน้ าเงิน mean F-test 

VW (Control) 0.01 0.02 0.07 0.04  
VW + PEG 5% 0.33 0.16 0.43 0.31  
VW + PEG 10% 0.19 0.17 0.50 0.29  

mean 0.18 0.12 0.33  ns 
F-test    ns  
c.v.(%) 170.17     

 

ns :  ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
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ภาพที่ 1   การเจริญเติบโตของต้นกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายพันธุ์เอียสกุล  อายุ 4 เดือน ในอาหารทดสอบที่มีสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 0, 1, 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ภายใต้การเพาะเลี้ยงใน
แสง LED 3 สี คือ ขาว แดง และน้ าเงิน 

  

LED White LED Red LED Blue 

VW 
(control) 

VW+BA 1 mg/l 

VW+BA 2 mg/l 

VW+BA 3 mg/l 
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ภาพที่ 2  การเจริญเติบโตของต้นกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายพันธุ์ขาว 5N อายุ 4 เดือน ในอาหารทดสอบที่มีสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 0, 1, 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ภายใต้การเพาะเลี้ยงในแสง 
LED 3 สี คือ ขาว แดง และน้ าเงิน 

 

 
 
ภาพที่ 3   ปริมาณสารส าคัญ moscatilin ที่ตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC ของกล้วยไม้ลูกผสมพันธุ์เอียสกุล 

และขาว 5N ในการทดสอบสูตรอาหารที่มี BA 0, 1, 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับแสง LED สีขาว 
แดง และน้ าเงิน  
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ปริมาณสาร Moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย   

เอียสกุล 

ขาว 5N 
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ภาพที่ 4  การเจริญเติบโตของต้นกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายพันธุ์เอียสกุล อายุ 4 เดือน ในอาหารทดสอบที่มีสาร  

PEG ความเข้มข้น 0, 5% และ 10% ภายใต้การเพาะเลี้ยงในแสง LED 3 สี คือ ขาว แดง และน้ าเงิน 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 5 การเจริญเติบโตของต้นกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายพันธุ์ขาว 5N อายุ 4 เดือน ในอาหารทดสอบที่มีสาร 
PEG ความเข้มข้น 0, 5% และ 10% ภายใต้การเพาะเลี้ยงในแสง LED 3 สี คือ ขาว แดง และน้ าเงิน 
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ปริมาณสาร Moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย   

เอียสกุล ขาว 5N 

LED White 

VW (control) 

VW + PEG 5% 

VW + PEG 10% 

LED Red LED Blue 

LED White LED Red LED Blue 

VW (control) 

VW + PEG 5% 
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ภาพที่ 6  ปริมาณสารส าคัญ moscatilin ที่ตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC ของกล้วยไม้ลูกผสมพันธุ์เอียสกุล และ
ขาว 5N ในการทดสอบสูตรอาหารที่มี PEG 0, 5% และ 10% ร่วมกับแสง LED สีขาว แดง และน้ าเงิน  
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การพัฒนาชุดตรวจสอบสารส าคัญ moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายของไทย 
Development of detection kit for moscatilin in Thai orchid Dendrobium species 

 
อัจฉราพรรณ ใจเจริญ  ภุมรินทร์ วณิชชนานันท์  อรุโณทัย ซาววา ศศิมา เมืองแก้ว                                   

ดวงพร บุญชัย กฤตยา  เพชรผึ้ง และศรีเมฆ ชาวโพงพาง  
Adcharapun CHAICHAROEN Phummarin WANICHANANAN  Aroonothai SAOWA   

Sasima MUANGKAEW Duangporn BOONCHAI Krittaya PETCHPOUNG and                        
Srimek CHOWPONGPANG   

 
ค าส าคัญ 

ต้านอนุมูลอิสระ, เดนโดเบียม, ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ 
antioxidant, Dendrobium, DNA aptamer 

 
บทคัดย่อ 

สาร Moscatilin อยู่ในกลุ่ม bibenzyl ซึ่ง Moscatilin ถูกพบในกล้วยไม้สกุล Dendrobium หลายชนิด 
เช่น เอ้ืองช้างน้าว (Dendrobium pulchellum) ซึ่งมีผลการศึกษาทางเภสัชวิทยาแสดงให้เห็นว่ามีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่หลากหลาย เช่น ฤทธิ์ต้านการอักเสบ (anti-inflammation) ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) และ 
ยังมีรายงานการมีฤทธิ์ต้านการเจริญเซลล์มะเร็ง (anti-angiogenesis) หลายชนิดอีกด้วย งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์
เพ่ือคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับสาร moscatilin  เพ่ือน าไปพัฒนาเป็นชุดตรวจสอบสาร moscatilin ใน
กล้วยไม้สกุลหวายของไทย สารมาตรฐาน moscatilin ถูกน ามาใช้เป็นแอปตาเจนในการคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตา
เมอร์ด้วยวิธี Systematic evolution of ligands by exponential enrichment (SELEX) การทดสอบปฏิกิริยากับสาร
มาตรฐาน moscatilin คัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ ได้ 7 โคลน คือ MosA6 MosH4 MosH8 MosE6 MosB6  
MosA3 และ MosA7 เมื่อน าไปทดสอบด้วยวิธี indirect enzyme-linked aptamer assay (ELAA) พบว่า ดีเอ็น
เอแอปตาเมอร์ทั้ง 7 โคลน ให้ค่า S/N ratio อยู่ในช่วง 1.03-5.48 เมื่อน าไปพัฒนาวิธี electrochemical 
aptasensor พบว่า ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์โคลน MosH4 และ MosH8 สามารถตรวจจับสาร moscatilin ใน
กล้วยไม้สกุลหวายได้ จากงานวิจัยนี้สามารถใช้เป็นต้นแบบในการตรวจสอบสาร moscatilin ในกล้วยไม้สกุล
หวายของไทย ด้วยวิธี electrochemical impedimetric aptasensor ได้ และยังสามารถน าวิธีการตรวจสอบนี้
พกพาไปใช้ยังภาคสนามได้อีกด้วย 
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Abstract 
Moscatilin is a bibenzyl derivative found in Thai orchid such as Dendrobium pulchellum, 

Which is “Ueang chang nao” in Thai. Moscatilin was reported to have various pharmacological 
properties such as anti-inflammatory and antioxidant. Recently, it has shown anticancer activity 
against many types of cancer. The aim of this study was the selection of DNA aptamers specific 
to moscatilin for applying in the development of detection kit for moscatilin in Thai orchid 
Dendrobium species.  Moscatilin was used as an aptagen to select moscatilin specific DNA 
aptamers by systematic evolution of ligands by exponential enrichment (SELEX) method. Seven 
DNA aptamers, namely MosA6 MosH4 MosH8 MosE6 MosB6 MosA3 and MosA7, were selected 
from the binding affinity test with moscatilin.  By using seven DNA aptamers in indirect ELAA, 
the result showed the binding activity between an S/N ratio in range of 1.03-5.48.  When DNA 
aptamer clone MosH4 and MosH8 were tested in electrochemical impedimetric aptasensor, the 
result showed that both clone of DNA aptamers can detect moscatiln in orchid sample. The 
result fromt his research can be a  model for the detection of moscatilin in Thai orchid 
Dendrobium species based on electrochemical impedimetric aptasensor. Besides, analysis can 
perform onsite with pre- constructed electrodes and modified aptamer employing a portable 
EIS set up. 
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บทน า 

1. ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
ปัจจุบันมีการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางยาในกล้วยไม้สกุลหวายเพ่ือประโยชน์ในการต้านมะเร็ง  ยารักษา

โรคเบาหวาน ป้องกันสมองขาดเลือด และเกี่ยวกับระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย  สารออกฤทธิ์ Moscatilin จาก
กล้วยไม้สกุลหวาย พบใน  D. moscatum, D. pulchellum  และ D. loddigesii  สาร Moscatilin อยู่ในกลุ่ม 
bibenzyl ซึ่งเป็นสารที่มีหมู่ phenol ในโครงสร้าง ซึ่งมีผลการศึกษาทางเภสัชวิทยาแสดงให้เห็นว่ามีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่หลากหลาย เช่น ฤทธิ์ต้านการอักเสบ (anti-inflammation), ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant), ฤทธิ์
ต้านการเจริญของหลอดเลือดเลี้ยงเซลล์มะเร็ง (anti-angiogenesis) นอกจากนี้สาร Moscatilin ยังมีความเป็น
พิษต่อเซลล์ NCI-H187 (มะเร็งปอด) และ KB (มะเร็งเยื่อบุช่องปาก และยังสามารถยับยั้งการแพร่กระจายของ
เซลล์มะเร็งปอด มะเร็งเต้านม Moscatilin ถูกพบในกล้วยไม้สกุล Dendrobium หลายชนิด เช่น พบสารส าคัญ 
moscatilin ซึ่งสกัดได้จาก เอ้ืองช้างน้าว (Dendrobium pulchellum) สามารถยับยั้งการย้ายถิ่นและการบุกรุก
ของเซลล์ H23 ของเซลล์ปอดได้ นอกจากนี้ปัจจัยภายนอกได้แก่ อุณหภูมิ ความชื้น ปริมาณน้ า และธาตุอาหาร   
มีผลต่อการชักน าให้กล้วยไม้ผลิตสารส าคัญ moscatilin อีกด้วย สารส าคัญ moscatilin ที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา
ในกล้วยไม้ มักมีความแปรปรวน ซึ่งอาจมีสาเหตุจาก อุณหภูมิ ความชื้น ปริมาณน้ า และธาตุอาหาร ซึ่งมีผลต่อ
การชักน าให้กล้วยไม้ผลิตสารส าคัญ moscatilin ส่งผลให้สารส าคัญ moscatilin ในกล้วยไม้มีปริมาณไม่สม่ าเสมอ
ในแต่ละครั้งของการผลิต เมื่อน ากล้วยไม้ดังกล่าวไปใช้เป็นยา จะท าให้การรักษาล้มเหลวได้    

ส าหรับกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายที่มีการปลูกเป็นการค้าในประเทศไทยได้มีการศึกษาปริมาณสารส าคัญ 
Moscatilin พบสารดังกล่าวในกล้วยไม้หวายลูกผสมสีขาวได้แก่ ขาว 5N  0.04547 %W/W ขาวสนาน 0.00323 
%W/W  และ เอียสกุล 0.0300 %W/W (พรชัย และคณะ, 2560)  ซึ่งสามารถพัฒนาน ามาใช้ประโยชน์เพ่ือการ
รักษาโรค เพิ่มทางเลือกของการใช้กล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายให้มีคุณค่าและมูลค่าของกล้วยไม้ได้มากกว่าการเป็น
ไม้ตัดดอก จากแนวโน้มการส่งออกสินค้ากล้วยไม้ของไทยเดือนมกราคม-มิถุนายน 2561 เพ่ิมขึ้น 6.69% เมื่อ
เทียบกับช่วงเวลาเดียวกันของปี 2560  แต่เนื่องจากเศรษฐกิจโลกยังอยู่ในช่วงชะลอตัว  ส่งผลให้ความต้องการ
ของตลาดต่างประเทศส่วนใหญ่ยังอยู่ที่ตลาดเดิม  และพฤติกรรมการบริโภคของตลาดต่างประเทศค่อนข้าง
หลากหลาย  ผู้บริโภคมีความต้องการดอกกล้วยไม้ที่มีคุณภาพ  กล้วยไม้สายพันธุ์ใหม่ๆ ท าให้ผู้ประกอบการต้อง
รักษามาตรฐานการผลิต รวมทั้งการพัฒนาสายพันธุ์ใหม่ๆ จึงควรเพ่ิมทางเลือกการใช้ประโยชน์ของกล้วยไม้เพ่ือ
การตัดดอกของ การน ากล้วยไม้ซึ่งทราบปริมาณสารออกฤทธิ์ที่แน่นอนไปใช้ จะสามารถลดปัญหาความไม่แน่นอน
ของการออกฤทธิ์ นอกจากนี้การตรวจหาปริมาณสารส าคัญในกล้วยไม้ก่อนการซื้อขาย ยังเป็นการเพ่ิมมูลค่าให้
กล้วยไม้ ท าให้เกษตรกรมีรายได้เพ่ิมขึ้นด้วย  จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาวิจัยพัฒนาชุดตรวจสอบสารส าคัญ 
Moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย ด้วยเทคนิค electrochemical aptasensor เพ่ือเป็นชุดตรวจสอบที่
เกษตรกรสามารถใช้งานได้ง่าย สะดวก รวดเร็วและค่าใช้จ่ายไม่สูง  ดังนั้นงานวนี้จิจัยนี้มีแนวทางเพ่ือการพัฒนา
และเพ่ิมประสิทธิภาพการใช้ประโยชน์ของกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายของไทย  โดยการผลิตชุดตรวจสอบปริมาณ
สารส าคัญ Moscatilin ในกล้วยไม้  ซึ่งมีความจ าเป็นและมีประโยชน์ในการควบคุมคุณภาพของกล้วยไม้ 

Moscatilin อยู่ในกลุ่ม bibenzyl ซึ่งเป็นสารที่มีหมู่ phenol ในโครงสร้าง (ภาพท่ี 1) ซึ่งมีผลการศึกษา
ทางเภสัชวิทยาแสดงให้เห็นว่ามีฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลาย เช่น ฤทธิ์ต้านการอักเสบ (anti-inflammation), 
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant), ฤทธิ์ต้านการเจริญของหลอดเลือดเลี้ยงเซลล์มะเร็ง (anti-angiogenesis) 
(Tsai et al., 2010) นอกจากนี้สาร moscatilin ยังมีความเป็นพิษต่อเซลล์ NCI-H187 (มะเร็งปอด) และ KB 
(มะเร็งเยื่อบุช่องปาก) (Thanawuth, 2011) และยังสามารถยับยั้งการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งปอด 
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(Akkarawut, 2012) Moscatilin ถูกพบในกล้วยไม้สกุล Dendrobium หลายชนิด เช่นรายงานของ Chen et al. 
(2012) ท าการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีจากกล้วยไม้  Dendrobium species จ านวน 24 สายพันธุ์ พบสาร 
naringenin, DDB-2, gigantol และ moscatilin ซึ่งเป็นสารที่พบมากในกล้วยไม้สกุล Dendrobium 
Dendrobium และรายงานของ Kowitdamrong  et al. (2013) พบว่าสาระส าคัญ moscatilin  ซึ่งสกัดได้จาก 
เอ้ืองช้างน้าว (Dendrobium pulchellum) สามารถยับยั้งการย้ายถิ่นและการบุกรุกของเซลล์ H23 ของเซลล์
ปอดได้ นอกจากนี้ปัจจัยภายนอกได้แก่ อุณหภูมิ ความชื้น ปริมาณน้ า และธาตุอาหาร มีผลต่อการชักน าให้
กล้วยไม้ผลิตสารส าคัญ moscatilin อีกด้วย 

การวิเคราะห์สาร  Moscatilin ในกล้วยไม้ โดยทั่วไปนิยมใชเทคนิคทางดานเคมี เชนวิธี High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) ซึ่งสามารถตรวจวิเคราะหปริมาณไดละเอียดและแมนย า 
ปริมาณต่ าสุดที่วิเคราะหไดคือระดับนาโนกรัม แตมีขอเสียคือที่มี คาใชจายสูง ตองการผูเชี่ยวชาญและช านาญ
เฉพาะทาง อีกท้ังขั้นตอนการสกัด Moscatilin ยุงยากไมเหมาะกับงานตัวอยางที่มีจ านวนมาก  

 
ปัจจุบันมีการน าล าดับนิวคลีโอไทด์สายสั้นๆ อาจเป็น RNA, ssDNA หรือ dsDNA ที่เรียกว่าแอปตาเมอร์ 

(Aptamer) มีคุณสมบัติม้วนพับเกิดเป็นโครงสร้างทุติยภูมิ (tertiary structure)  ซึ่งมีการท างานคล้ายกับโมโน
โคลนอลแอนติบอดี คือ สามารถจับกับโมเลกุลต่างๆ ได้อย่างจ าเพาะและหลากหลายชนิด  ขั้นตอนแรกของการ
ผลิตแอปตาเมอร์ จะต้องออกแบบล าดับนิวคลีโอไทด์สายเดี่ยวแบบสุ่ม (randomzed sequence) ซึ่งขนาบข้าง
ด้วยล าดับนิวโอไทด์ที่ทราบล าดับเบส จ านวนชนิดของแอปตาเมอร์นั้นจะมีความหลากหลายมาก เนื่อ งจากความ
หลากหลายของล าดับนิวคลีโอไทด์แบบสุ่มที่อยู่ตรงกลางล าดับนิวคลีโอไทด์  เมื่อแอปตาเมอร์แต่ละเส้นเกิดการ
ม้วนพับ จะเกิดเป็นโครงสร้างทุติยภูมิที่มีลักษณะต่างๆ กัน (ภาพที่ 2) ซึ่งคาดว่าน่าจะมีความหลากหลายมากกว่า 
1030 ชนิด จึงเสมือนเป็นคลังแอปตาเมอร์ (aptamer library)  โครงสร้างทุติยภูมิของแอปตาเมอร์ที่เกิดขึ้นนี้
สามารถเข้าจับโมเลกุลได้อย่างจ าเพาะเจาะจง (Michaud et al., 2003) (ภาพท่ี 3) 

จากนั้นท าการคัดเลือกแอปตาเมอร์ที่มีคุณสมบัติในการจับกับโมเลกุลที่ต้องการจากคลังแอปตาเมอร์
ด้วยเทคนิค Systematic evolution of ligands by exponential enrichment (SELEX) (Tuerk and Gold, 
1990) (ภาพที่ 4) ซึ่งมีเพียง 3 ขั้นตอนหลักๆ คือ 1. น าคลังแอปตาเมอร์จับกับโมเลกุลเป้าหมาย 2. คัดแยกแอป
ตาเมอร์ที่จับกับโมเลกุลเป้าหมาย และ 3. เพ่ิมปริมาณแอปตาเมอร์ที่จับกับโมเลกุลเป้าหมายด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
การคัดเลือกแอปตาเมอร์ด้วยวิธี SELEX ส่วนใหญ่จะคัดเลือกประมาณ 5-15 รอบ โดยรายงานของ Yan (2011) 
พบว่าเมื่อคัดเลือกแอปตาเมอร์ต่อโปรตีน CP4 EPSPS ด้วยวิธี SELEX จ านวน 15 รอบ แอปตาเมอร์ที่คัดเลือกได้
ให้ค่าการดูดกลืนแสง เพ่ิมขึ้นถึง 6.7 เท่า จาก 0.2257 ในการคัดเลือกรอบแรก และวัดได้ 1.5132 ในรอบที่ 15 

ด้วยคุณสมบัติของแอปตาเมอร์ที่มีความจ าเพาะสูงเสมือนโมโนโคลนอลแอนติบอดี แต่มีความคงทนกว่า
แอนติบอด ีและสามารถสังเคราะห์ได้ในปริมาณมากด้วยวิธีการทางเคมี และข้อดีอีกประการของแอปตาเมอร์ คือ 
ไม่จ าเป็นต้องใช้สัตว์ทดลอง มีค่าใช้จ่ายน้อย และใช้เวลาในการผลิตสั้นกว่าการผลิตแอนติบอดี โดยใช้เวลา
ประมาณ 4 เดือน ในขั้นตอนการคัดเลือกแอปตาเมอร์ ท าให้แอปตาเมอร์ถูกน ามาใช้ประโยชน์ในงานวิจัยที่
หลากหลาย เช่น น ามาใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรค และใช้ในการรักษาโรค โดยการน ายามาติดเข้ากับแอปตาเมอร์
เพ่ือให้แอปตาเมอร์ขนส่งยาไปยังเป้าหมายที่จ าเพาะ  ท าให้ยาออกฤทธิ์ตรงต าแหน่งที่ต้องการ (Tan et al., 
2011, Liu et al., 2016) ใช้แอปตาเมอร์ตรวจหาไอออนที่ปนเปื้อนในอาหารและสิ่งแวดล้อม (Cho et al., 2015, 
Yang et al., 2017) ตรวจหาสารพิษจากเชื้อราในอาหารและผลิตภัณฑ์ทางการเกษตร (Wang et al., 2011) การ
ใช้แอปตาเมอร์ตรวจสอบไวรัส apple stem pitting virus (ASPV) ด้วยเทคนิค Surface plasmon resonance 
(SPR)  (Lautner et al., 2010) และใช้ในการตรวจสอบพืชดัดแปลงพันธุกรรม เช่น รายงานของ Yan (2011) ที่
คัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์เพ่ือใช้ตรวจสอบโปรตีน CP4 EPSPS ในพืชดัดแปลงพันธุกรรม และรายงานของ Jin 
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et al. (2017) ที่ใช้แอปตาเมอร์ในการตรวจสอบโปรตีน Cry1Ab ในพืชดัดแปลงพันธุกรรมด้วยเทคนิค 
Impedimetric Microfluidic Analysis ส่วนในประเทศไทยนั้น พบว่าปัญญาวุฒิ (2559) คัดเลือกแอปตาเมอร์ที่
จ าเพาะต่อไวรัสใบด่างมันส าปะหลัง เพ่ือใช้ในการตรวจสอบโรค  

จากรายงานของ Pfeiffer และ Mayer (2016) มีการน าแอปตาเมอร์ไปใช้ในด้านต่างๆ หลากหลาย
รูปแบบ เช่น การใช้แอปตาเมอร์ตรวจสอบโคเคน การตรวจสอบการปนเปื้อน ochratoxin A ในอาหาร (ภาพที่ 5)  
และ Ruscito และ DeRosa (2016) รายงานงานวิจัยที่มีการใช้แอปตาเมอร์ ตั้งแต่ปี 2012 ถึงปี 2015 พบว่ามี
การใช้แอปตาเมอร์กับสารโมเลกุลขนาดเล็กจ านวนมาก ดังแสดงในตารางที่ 1 เช่น สารพิษจากเชื้อราอะฟลาทอก
ซินบี 1 (aflatoxin B1) โอคราทอกซินเอ (ochratoxin A) ซีราลีโนน (zearalenone) และสารก าจัดแมลง 
Acetamiprid ซึ่งล้วนแต่เป็นสารโมเลกุลที่มีขนาดเล็กใกล้เคียงกับสาร  moscatilin และยังมีอนุพันธ์เบนซีนเป็น
องค์ประกอบในโครงสร้างด้วย (ภาพท่ี 6)    

 

2. วัตถุประสงค์ที่เชื่อมโยงสัมพันธ์กับสาระของงานวิจัย 
เพ่ือคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ (DNA aptamer) ทีจ่ าเพาะต่อสารส าคัญ moscatilin และน าไปพัฒนาเป็น

ชุดตรวจสอบสารส าคัญ moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย 

3. ขอบเขตการวิจัย  
งานวิจัยนี้ออกแบบและสังเคราะห์คลังดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ น ามาคัดเลือกแอปตาเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อ

สารส าคัญ moscatilin และน าไปพัฒนาเป็นชุดตรวจสอบสารส าคัญ moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย 
 

ระเบียบวิธีการวิจัย   
1. ประเด็นวิจัย 

ออกแบบและสังเคราะห์คลังดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ คัดเลือกแอปตาเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อสารส าคัญ 
moscatilin ด้วยวิธี SELEX จานั้นคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับสารส าคัญ moscatilin ด้วยเทคนิค ELAA 
และน าไปพัฒนาเป็นชุดตรวจสอบสารส าคัญ moscatilin ด้วยตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า เพ่ือใช้ตรวจสอบ
สารส าคัญ moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุล 
 

2. สถานที่ท าการวิจัย  
ส านักวิจัยพัฒนา เทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร จ.ปทุมธานี 

3. ระยะเวลาด าเนินงาน 
 ตุลาคม  2562 – กันยายน 2564 (2 ปี) 
 

4. วิธีการด าเนินการ 
1.  การวิเคราะห์ปริมารสาร moscatilin จากกล้วยไม้สกุลหวาย 

1.1 เตรียมตัวอย่างกล้วยไม้สกุลหวาย โดยรวบรวมพันธุ์กล้วยไม้สกุลหวาย ที่มีสารส าคัญ  moscatilin 
ปริมาณที่แตกต่างกัน ได้แก่ พันธุ์ขาวสนาน ขาว 5N และ เอียสกุล น าตัวอย่างกล้วยไม้สับให้ละเอียด จากนั้น
น าไปอบที่ 60๐C เป็นเวลา 12-15 ชั่วโมง  บดให้ละเอียด เก็บไว้ในภาชนะท่ีแห้งและสะอาด 

1.2 สกัดสาร moscatilin จากกล้วยไม้สกุลหวาย โดยชั่วตัวอย่าง 0.5 กรัม ด้วยในเมธานอล ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร โดยใช้วิธี ultrasonic extraction เป็นเวลา 15 นาที   เก็บส่วนสารละลายส่วนใสกรองผ่าน 
membrane filter ขนาด 0.22 µm ก่อน น าไปฉีด UHPLC  
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1.3 เตรียมสารละลายมาตรฐาน ละลายมาตรฐาน moscatilin (YAL chemicals, China) ความบริสุทธิ์
มากกว่า 95% ด้วยเมธานอลให้ได้ความเข้มข้น 1, 5, 10, 25, 50 μg/ml   

1.4 วิเคราะห์ประมาณสารประกอบ moscatilin ในสารสกัดกล้วยไม้ ด้วยเครื่อง Ultra-High Liquid 
Chromatograph (UHPLC) ผลิตภัณฑ์ของ Shimadzu รุ่น Nexera-2 LD-30AD เครื่องตรวจวัดชนิด Photo 
diode array รุ่น SPD-M20A ระบบฉีดสารอัตโนมัติรุ่น SIL-30AC  

 สภาวะเครื่อง UHPLC 
 คอลัมน์:    GL Sciences InertSustainSwift C18 (150mm × 2.1mm × 1.9 μm)  
 อุณหภูมิคอลัมน์:  30o C 
 อัตราการไหล:   0.4 ml/min  
 ตัวพา:    1.5% acetic acid (ตัวพา A) และ methanol (ตัวพา B)  
    ด้วยระบบ gradient :  0–7 นาที 80% (A) และ 20% (B) 
        7–14 นาที 68% (A) และ 32% (B) 
        14–17 นาท ี80% (A) และ 20% (B) 
 เครื่องตรวจวัด:   PDA 280 nm 
 ปริมาตรการฉีด:   5 μl 
 เวลาที่ใช้:   17 นาที 
บันทึกผล ลักษณะโครมาโตแกรมและ retention time ของสาร moscatilin 

  
2. การเตรียมดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จ าเพาะต่อสาร moscatilun 

2.1 การเตรียมคลังดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ (DNA aptamer library)  
สังเคราะห์ดีเอ็นเอสายเดี่ยว (DNA aptamer) ขนาด 86 นิวคลีโอไทด์ ดังนี้    5’-

AAAGAATTCAAGCTTGCAAGCTTGTTCGAGCCAG-(N40)-TCGGATCCGCTATAGTGAGTCG TATTA-3’ ซึ่ง
ประกอบ ด้วยนิวคลีโอไทด์แบบสุ่มจ านวน 40 เมอร์ (N40) อยู่บริเวณกลางของ DNA aptamer ส่วนบริเวณ
ด้านข้างทั้งสองด้านเป็นล าดับนิวคลีโอไทด์ส าหรับเพ่ิมปริมาณด้วยไพรเมอร์ โดยวิธี PCR ดังนี้ forward primer 
(AptF),  5'-TTTCTGCAGGTCGACTAATACGACTCACTAT AGCGGA-3'; reverse primer (AptR), 5'-
AAAGAATTCAAGCTTGCAAGCTTGTTCGAGCCAG-3' เมอร์ และสังเคราะห์ไพรเมอร์ AptR–Biotin [(biotin)- 
5-AAAGAATTCAAGCTTGCAAGCTT GTTCGAGCCAG-3] ส าหรับติด biotin ที่ปลาย 5’ ของ DNA aptamer  

2.2 การคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับสารส าคัญ moscatilin 
2.2.1 คัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับสารมาตรฐาน moscatilin ด้วยวิธี SELEX 

น าคลังดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ 1 นาโนโมลลาร์ มาละลายใน Phosphate buffered saline (PBS: 
Sigma, USA) ที่เติม 0.05 เปอร์เซ็นต์ Tween-20 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร (PBST) ต้มที่อุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที และแช่ในน้ าแข็งทันที นาน 10 นาที จากนั้นเติมสารมาตรฐาน moscatilin 10 mg/ml 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เขย่าที่ 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ถ่ายลงคอลัมน์ Vivaspin 
500 (GE Healthcare, Sweden) ที่มี molecular weight cut off (MWCO) 30 กิโลดาลตัน หมุนเหวี่ยงด้วย
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ล้างคอลัมน์ด้วย PBST ปริมาตร 1 มิลลิลิตร หมุนเหวี่ยงเช่นเดิม 
เป็นเวลา 30 นาที ท าซ้ า 3 ครั้ง ละลาย aptamer- moscatilin complex ออกจากคอลัมน์ ด้วย PBST ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร น า aptamer- moscatilin complex ไปเพ่ิมปริมาณด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้1X GoTaq® 
Colorless Master Mix (Promega, USA) และไพรเมอร์ AptF และ AptR มีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในขั้นตอน
การท าปฏิกิริยาดังนี้ คือ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 120 วินาที ตามด้วย 35 รอบ ของอุณหภูมิ 95 องศา
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เซลเซียส 30 วินาที (denature) อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที (annealing) และอุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส 30 วินาที (extension) น าดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณแล้ว ตรวจสอบด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสบน 1 เปอร์เซ็นต์ 
อะกาโรสเจล ท าการคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับสารมาตรฐาน moscatilinจ านวน 14 รอบ 

2.2.2 การคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จ าเพาะต่อสารสารมาตรฐาน moscatilin 
ขั้นตอนนี้จะเป็นก าจัดดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่ไม่จ าเพาะต่อสารมาตรฐาน  moscatilin ได้แก่ 

สารส าคัญที่มีโครงสร้างทางเคมีคล้ายกับสาร moscatilin ซึ่งพบในกล้วยไม้สกุลหวาย เช่น giantol กระท า
เช่นเดียวกับข้อ 3.1 โดยเติมสาร giantol จากนั้นเก็บดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่ออกจากคอลัมน์ ซึ่งเป็นดีเอ็นเอแอป
ตาเมอร์ที่จ าเพาะต่อสารมาตรฐาน moscatilin 

บันทึกผลแถบดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับสาร moscatilin 
2.2.3 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จ าเพาะต่อสารมาตรฐาน moscatilin 

น าผลผลิตจาก PCR จากข้อ 3.2 โคลนเข้ากับ pGEM®-T Vector (Promega, USA) และถ่ายฝาก
ใน E. coli สายพันธุ์ DH5α  ด้วยวิธีการ heat shock transformation น าโคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนอาหาร 2YT ที่
เติม ampicillin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มาตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่สอดแทรกอยู่ใน พลาส
มิดโดยเทคนิค colony PCR  ท าโดยใช้โคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนอาหารเป็นแม่แบบและใช้ไพรเมอร์ AptF และ 
AptR จากนั้นคัดเลือกโคโลนีเดี่ยวจ านวน 10 โคลน น ามาติด biotin ที่ปลาย 5' (DNA aptamer-biotin) ด้วย
เทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ AptR–Biotin ในการท าปฏิกิริยา และแยกให้เป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว  ด้วย 
Dynabeads® M-280 Streptavidin (Invitrogen, Norway) ตามวิธีการของผู้ผลิต 

บันทึกผลจ านวนโคโลนีของแบคทีเรียที่มีดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับสาร moscatilinสอดแทรก
อยู่ในพลาสมิด 

2.3 การคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับสารส าคัญ moscatilin ด้วยเทคนิค ELAA 
น าดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับสารส าคัญ  moscatilin จ านวน 282 โคลน ไปทดสอบด้วยวิธี 

indirect ELAA โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Barthelmebse et al., (2011) โดยใช้สารมาตรฐาน moscatilin 
เคลือบลงในหลุมของถาด ELISA ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง เติมดี
เอ็นเอแอปตาเมอร์ที่ติดฉลาก biotin แล้ว ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่ 37องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 
ล้างถาด ELISA ด้วย PBST ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม จ านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที เติม AP-
Streptavidin Conjugate (Invitrogen, USA) เจือจาง 1:1,000 ใน PBS ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่ 
37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ล้างถาด ELISA และเติม substrate buffer  ที่มี PNPP 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง อ่านค่าความเข้มข้นของสีที่ได้ด้วย 
ELISA reader ที่ความยาวคลื่นแสง 405 นาโนเมตร (OD405)   

บันทึกผล ค่าความเข้มของสีที่ความยาวคลื่นแสง 620 นาโนเมตร ของปฏิกิริยาระหว่างดีเอ็นเอ
แอปตาเมอร์และสาร moscatilin 
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3. การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยาของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ โดยใช้วิธี ELAA  
ใช้วิธี Checker board titration เพ่ือหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ โดยใช้สาร

มาตรฐาน moscatilin เคลือบลงในหลุมของถาด ELISA ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 1 ชั่วโมง เติมดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่ติดฉลาก biotin แล้ว ความเข้มข้นที่ระดับ 0.16  0.32  0.63  1.25  2.5   
5.0  10.0  20.0 และ 200.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรใน PBS  ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่ 37องศา
เซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ล้างถาด ELISA ด้วย PBST ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม จ านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 5 
นาที เติม AP-Streptavidin Conjugate (Invitrogen, USA) เจือจาง 1:1,000 ใน PBS ปริมาตร 50 
ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ล้างถาด ELISA และเติม substrate buffer  ที่มี 
PNPP 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง อ่านค่า
ความเข้มข้นของสีที่ได้ด้วย ELISA reader ที่ความยาวคลื่นแสง 405 นาโนเมตร (OD405)   

บันทึกผลสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการตรวจหาสาร moscatilin 
 

4. การหาสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ ด้วยตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า 
   4.1 การเตรียมขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน (Screen printed carbon electrode; SPCE) ด้วยวิธีของ 
Mishra et al. (2015) 

ล้าง SPCE ด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน ซับให้แห้งด้วยกระดาษทิชชู  ต่อ SPCE เข้ากับ
เครื่องตรวจสอบปริมาณสารส าคัญทางการเกษตรภาคสนาม (Zensor Simulator AC Impedance รุ่น 
ACIP100) ล้างปรับสภาพด้วย sulfuric acid ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ และ KCl ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์  ให้
ศักย์ไฟฟ้า -0.5 ถึง 0.5 โวลต์ จ านวน 12 รอบ โพแทสเซียเฟอโรไซยาไนด์ ความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ และ 
โพแทสเซียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 1 โมลาร์ บนขั้วไฟฟ้าทั้งสามภายใต้ศักย์ไฟฟ้า -0.5 ถึง 1.0 โวลต์ ล้างขั้วไฟฟ้า
ด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน แล้วเป่าให้แห้งด้วยเครื่องเป่าซับให้แห้งด้วยกระดาษทิชชู   
   4.2 การเคลือบขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนด้วย 4-carboxyphenyl diazonium salt 

จุ่มแผ่น SPCE จากข้อ 4.1 ลงในสารละลาย NaNo2 ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์  ปริมาตร 400 
ไมโครลิตร เติมลงใน electrolytic solution (2 mM 4-aminobenzoic acid และ 0.5 M HCl) ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง จากให้ศักย์ไฟฟ้า -0.5 ถึง 0.5 โวลต์ จ านวน 1 รอบ จะได้สาร 4-
carboxyphenyl diazonium salt (4-CP/SPCE) เคลือบบนแผ่น SPCE ล้างด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน เพ่ือใช้
ในขั้นตอนต่อไป 
   4.3 การยึดติดดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ต่อสาร moscatilin บนขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน 

น าแผ่น SPCE ที่เคลือบแล้วจากข้อ 4.2 แช่ใน EDC เข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ และ MES เข้มข้น 
100 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 60 นาที ล้างขั้วไฟฟ้าด้วยน้ ากลั่นปราศจากไอออน หยดดีเอ็นเอตาเมอร์ที่จ าเพาะต่อ
สาร moscatilin ซึ่งพ่วงด้วยสารกลุ่ม NH2 ทางด้านปลาย 5’ ขอเส้นดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ ความเข้มข้น 100 พิ
โคโมล ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนขั้วไฟฟ้า บ่มในกล่องความชื้นนาน 90 นาที ล้างขั้วไฟฟ้าด้วย binding 
buffer (1 mM MgCl2, 140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 0.1 mM Na2HPO4 and 1.8 mM, KH2PO4 pH 7.4) 
จากนั้นหยด ethanolamine เข้มข้น            1 โมลาร์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนขั้วไฟฟ้า บ่มนาน 60 นาที 
และล้างขั้วไฟฟ้าด้วย BSA เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ บ่มนาน 60 นาที เก็บแผ่น SPCE ที่เคลือบด้วยดีเอ็นเอแอปตา
เมอร์ต่อสาร moscatilin ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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5. ทดสอบประสิทธิภาพของตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้าในการวิเคราะห์สาร moscatilin ในกล้วยไม้  

น าตัวอย่างกล้วยไม้ที่บดแห้งแล้ว โดยใช้เอียสกุล ซึ่งวิเคราะห์ปริมาณสาร moscatilin ด้วยวิธี 
UHPLC ได้เท่ากับ 0.062 กรัมต่อตัวอย่าง 100 กรัม เป็นตัวอย่างควบคุมบวก และกล้วยไม้ ขาว 5N ที่ไม่สามารถ
ตรวจพบปริมาณสาร moscatilin ได้ เป็นตัวอย่างควบคุมลบ  

สกัดสาร moscatilin โดยชั่วตัวอย่าง 0.5 กรัม ด้วยในเมธานอล ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยใช้วิธี 
ultrasonic extraction เป็นเวลา 15 นาที   เก็บส่วนสารละลายส่วนใสกรองผ่าน membrane filter ขนาด 0.45 
µm น ามาเจือจางใน binding buffer หยอดลงบนแผ่น SPCE ที่เคลือบด้วยดีแอปตาเมอร์ต่อสาร moscatilin 
จากข้อ 4 จากนั้นวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ moscatilin ในสารสกัดกล้วยไม้  วัดค่าสเปตตรัมของอิมพีแดนซ์
ทางเคมีไฟฟ้า (Electrochemical Impedance Spectroscopy; EIS) ด้วยเครื่องตรวจสอบปริมาณสารส าคัญ
ทางการเกษตรภาคสนาม (Zensor Simulator AC Impedance รุ่น ACIP100)  

บันทึกผล ค่า EIS สาร moscatilin ในสารสกัดกล้วยไม้ 
 

ผลการทดลองและอภิปรายผล 
  

1.  การวิเคราะห์ปริมารสาร moscatilin จากกล้วยไม้สกุลหวาย 
ท าการทดสอบการสกัดสาร moscatilin ด้วยเมธานอล โดยใช้กล้วยไม้จ านวน 3 สายพันธุ์ ได้แก่ ขาว

สนาน ขาว 5N และ เอียสกุล (ภาพที่ 7) น าส่วนล าต้นและใบ (ภาพท่ี 8) ของกล้วยไม้ทั้ง 3 สายพันธุ์ พบว่า แต่ละ
พันธุ์ให้น้ าหนักแห้งแตกต่างกัน โดยพบว่า ขาว5N มีน้ าหนักแห้งน้อยที่สุด รองลงมา คือ เอียสกุล ขาวสนานให้น้ า
แห้งสูงที่สุด  

เมื่อวิเคราะห์ปริมาณสาร moscatilin ด้วยเทคนิค UHPLC โดยฉีดสารมาตรฐาน moscatilin ความ
เข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร พบโครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน moscatilin มี
ค่า retention time เท่ากับ 12.18 (ภาพที่ 9) จากนั้นได้ฉีดตัวอย่างกล้วยไม้ ขาวสนาน เอียสกุล และขาว 5N 
พบว่ามีค่า  retention time เท่ากับ 12.37 12.12 และ 12.24 ตามล าดับ (ภาพที่ 10) ซึ่งแสดงว่าสามารถ
ตรวจสอบสาร  moscatilin ด้วยเทคนิค UHPLC ได้ เนื่องจากมีค่า retention time ของสาร moscatilin ใน
กล้วยไม้ ตรงกับค่า retention time สารมาตรฐาน moscatilin 

และเมื่อวิเคราะห์สาร moscatilin ในส่วนของล าต้นและส่วนใบของกล้วยไม้ พบสาร moscatilin ใน    
ล าต้นของขาวสนานและเอียสกุล เท่ากับ 0.015 และ 0.011 กรัมต่อตัวอย่าง 100 กรัม ตามล าดับ และ ปริมาณ
สาร moscatilin ในส่วนของใบในขาวสนานและเอียสกุล เท่ากับ 0.013 และ 0.062 กรัมต่อตัวอย่าง 100 กรัม 
ตามล าดับ ส่วนกล้วยไม้ ขาว 5N ไม่สามารถตรวจพบปริมาณสาร moscatilin ได้ (ตารางที่ 2) จากผลการ
วิเคราะห์ปริมาณสาร moscatilin ในส่วนต่างๆของกล้วยไม้นั้น โดยเฉพาะในส่วนของใบกล้วยไม้ ที่พบการสะสม
ของสาร moscatilin ในปริมาณที่สูงเทียบเคียงกับส่วนของล าต้น จะท าให้การตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร 
moscatilin ด้วยชุดตรวจสอบที่จะพัฒนาขึ้น สามารถใช้ใบกล้วยไม้มาตรวจวิเคราะห์ได้โดยตรง ซึ่งมีประโยชน์
อย่างมากในการตรวจวิเคราะห์สาร moscatilin ในแปลงปลูกได้ 
 
2.  การเตรียมดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จ าเพาะเจาะจงต่อสาร moscatilin 

2.1 การเตรียมคลังดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ 
ท าการสังเคราะห์ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ ขนาด 86 นิวคลีโอไทด์ โดยบริเวณส่วนกลางของดีเอ็นเอแอป

ตาเมอร์ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์แบบสุ่มจ านวน 40 เมอร์ (N40)  (ภาพที่ 11) ซึ่งสามารถค านวณความหลากหลาย
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ของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ตามสูตรการค านวณ คือ 4N    N คือ จ านวนนิวคลีโอไทด์แบบสุ่ม (Pan and Clawson, 
2009)  ดังนั้น ความหลากหลายของคลังดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่สังเคราะห์ได้ เท่ากับ 440 = 1.2 x 1024  จากนั้นจะ
น าคลังดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ไปคัดเลือกสาร moscatilin ต่อไป 

2.2 การคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับสารส าคัญ moscatilin 
คัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ ที่สามารถจับกับสารมาตรฐาน moscatilin จากคลังดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ โดย

ให้ท าปฏิกิริยากับสารมาตรฐาน moscatilin และปั่นแยกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่ไม่จับกับสารมาตรฐาน moscatilin 
ออกโดยใช้ Vivaspin 500 เนื่องจากดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับสารมาตรฐาน moscatilin มีน้ าหนักโมเลกุลมากกว่า 
30 กิโลดาลตัน  ซึ่งมีขนาดใหญ่กว่า MWCO ของ Vivaspin และยังคงอยู่ในหลอด จากนั้นน า aptamer- moscatilin 
complex ไปท าปฏิกิริยา PCR ด้วยไพรเมอร์ aptF และ aptR เพ่ือเพ่ิมปริมาณ  aptamer- moscatilin complex 
และน าไปใช้ในการคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ ที่สามารถจับกับสารมาตรฐาน moscatilin อีก 14 รอบ (ภาพท่ี 12) 
 

2.3 การคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับสารส าคัญ moscatilin ด้วยเทคนิค ELAA 
น าดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่คัดเลือกได้จากเทคนิค SELEX เชื่อมต่อกับ pGEM-T Vector คัดเลือกโคโลนีเดี่ยว

ได้ 282 โคโลนี น าไปพ่วงกับ Biotin ด้วยปฏิกิริยา PCR (DNA aptamer-biotin)  จากนั้นน าไปทดสอบความสามารถ
ในการจับกับสารมาตรฐาน moscatlin ด้วยเทคนิค ELAA พบดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ 7 โคลน สามารถจับกับสาร
มาตรฐาน moscatlin ได้  โดยมีค่า S/N ration อยู่ในช่วง 1.03-5.48 (ตารางที่ 3)  จึงคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์
ทั้ง 7 โคลน ใช้ในการทดสอบขั้นต่อไป 

2.4 การทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ต่อ moscatilin  ด้วยเทคนิค ELAA 
จากการท า checker board titration โดยเลือกใช้ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ต่อ moscatilin จ านวน 4 

โคลน ได้แก่  MosA6  MosH4  MosH8  และ MosE6  โดยเปรียบเทียบความเข้มข้นของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่
ความเข้มข้น 0.16  0.32  0.63  1.25  2.5   5.0  10.0  20.0 และ 200.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าดีเอ็นเอ
แอปตาเมอร์ทุกโคลนที่ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร   สามารถท าปฏิกิริยากับ moscatilin โดยให้ค่า 
S/N ratio อยู่ในช่วง 0. 96 – 1.50 นอกจากนี้ยังพบว่าดีเอ็นเอแอปตาเมอร์โคลน MosA6 ที่ความเข้มข้น 0.16 และ 
0.63 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ให้ค่า S/N ratio เท่ากับ 1.80 และ 1.72 ตามล าดับ (ภาพที่ 13) จึงท าการสกัดพลาสมิดของ
ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์แต่ละโคลน (ภาพที่ 14) เมื่อน าไปตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่า ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณสุ่ม
มีความแตกต่างกัน จึงท าให้ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์มีโครงสร้างตติยภูมิ (ภาพที่ 15) ที่ประกอบด้วย loop และ hairpin ที่
แตกต่างกัน ซึ่งโครงสร้างเหล่านี้มีส่วนส าคัญในการจับกับสารเป้าหมาย ล าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ของ
ทั้ง 4 โคลน ที่สามารถจับกับสารมาตรฐาน moscatilin มีล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณสุ่มที่แตกต่างกัน เมื่อน ามาหา
โครงสร้างตติยภูมิ จึงท าให้ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์แต่ละโคลนมีโครงสร้างที่แตกต่างกันด้วย ซึ่งโครงสร้างที่ประกอบด้วย 
loop และ hairpin เหล่านี้ เป็นโครงสร้างที่มีส่วนส าคัญในการจับกับสารเป้าหมายได้อย่างจ าเพาะเจาะจง (Michaud et 
al., 2003) 
4. การหาสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ด้วยตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า 

จากผลการวิจัยด้วยเทคนิค ELAA พบว่า มีความเป็นไปได้ของการตรวจสอบสาร moscatilin ด้วย 
ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ จึงน าดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ ทั้ง 4 โคลน มาใช้ตรวจสอบสาร moscatilin ด้วยวิธีการวิเคราะห์
ค่าสเปตตรัมของอิมพีแดนซ์ทางเคมีไฟฟ้า (Electrochemical Impedance Spectroscopy; EIS) เป็นการวัด
ความต้านทานในวงจรกระแสสลับ หลังจากการให้ความต่างศักย์แก่วงจรไฟฟ้า สัญญาณที่เกิดขึ้นด้วยวิธีนี้ จะ
แสดงผลเป็นตัวเลข ท าให้ง่ายต่อการวิเคราะห์ โดยเริ่มต้นต้องมีการเตรียมขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน (Screen 
printed carbon electrode; SPCE) (ภาพที่ 16) ที่จะใช้ตรวจวิเคราะห์สาร moscatilin โดยท าการตรึงดีเอ็นเอ
แอปตาเมอร์บนขั้วไฟฟ้า SPCE ที่เคลือบด้วย 4-carboxyphenyl diazonium salt  จากผลการวิจัย จะพบว่า ใน
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แต่ละขั้นตอนเริ่มด้วยการปรับสภาพ SPCE ด้วย sulfuric และ KCl จะมีค่า EIS ต่ าที่สุด (ภาพที่ 17a) เมื่อ
หลังจากเคลือบขั้วไฟฟ้า ด้วย 4-carboxyphenyl diazonium salt (ภาพที่ 17b) และตรึงดีเอ็นเอแอปตาเมอร์
บนขั้วไฟฟ้า SPCE (ภาพที่ 17d) จะมีค่า EIS สูงขึ้นตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Mishra et al. 
(2015) ที่ใช้วิธีการตรึงดีเอ็นเอแอปตาเมอร์บนขั้วไฟฟ้า SPCE วิธีเดียวกัน แสดงว่าการตรึงดีเอ็นเอแอปตาเมอร์บน 
ขั้วไฟฟ้า SPCE ประสบความส าเร็จ 

 

เมื่อท าการการตรึงดีเอ็นเอแอปตาเมอร์แต่ละโคลนบนขั้วไฟฟ้า SPCE แล้ว จึงน ามาตรวจวิเคราะห์
การจับกับสารมาตรฐาน moscatilin โดยเปรียบเทียบบัฟเฟอร์ที่ใช้ละลายสารมาตรฐาน หากค่าสัญญาณ EIS ของ
การตรวจจับสารมาตรฐาน moscatilin (ภาพที่ 18) เพ่ิมขึ้น จากค่าสัญญาณ EIS ของบัฟเฟอร์ (ภาพที่ 18a)  นั่น
แสดงว่า ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์บนแผ่น SPCE สามารถจับกับสารมาตรฐาน moscatilin ได้ จากการทดลอง พบว่า 
ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ โคลน MosH4  และ MosH8 มีค่าสัญญาณ EIS ของการตรวจจับสารมาตรฐาน moscatilin 
สูงกว่าค่าสัญญาณ EIS ของบัฟเฟอร์ (ภาพที่ 18) แสดงว่า ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ โคลน MosH4  และ MosH8 ที่
ถูกตรึงไว้บนขั้วไฟฟ้า SPCE ยังคงสามารถจับกับสารมาตรฐาน moscatilin ได้ ส่วนดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ โคลน 
MosA6  และ MosE6 มีค่าสัญญาณ EIS ของการตรวจจับสารมาตรฐาน moscatilin ต่ ากว่าค่าสัญญาณ EIS ของ
บัฟเฟอร์ (ภาพที่ 18) แสดงว่าดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ทั้งสองโคลน ไม่สามารถจับกับสารมาตรฐาน moscatilin ได้ 
ถึงแม้ว่าดีเอ็นเอแอปตาเมอร์โคลน MosA6  จะมีความสามารถในการจับกับสารมาตรฐาน moscatilin ด้วย
เทคนิค ELAA สูงที่สุด ซึ่งการตรึงดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ อาจท าให้การการม้วนพับของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์
เปลี่ยนไป อาจส่งผลท าให้สูญเสียโครงสร้างตติยภูมิในรูปแบบที่จะจับสาร moscatilin ได ้
 
5. ทดสอบประสิทธิภาพของตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้าในการวิเคราะห์สาร moscatilin ในกล้วยไม้  

เมื่อน าแผ่น SPCE ที่มีการตรึงดีเอ็นเอแอปตาเมอร์แต่ละโคลนแล้ว ทดสอบการจับกับสาร 
moscatilin ในกล้วยไม้สกุลหวาย เอียสกุล ซึ่งจากการวิเคราะห์สาร moscatilin ด้วยเทคนิค UHPLC มีค่าเท่ากับ 
0.062 กรัมต่อตัวอย่าง 100 กรัม เป็นตัวอย่างควบคุมบวก โดยเปรียบเทียบกล้วยไม้สกุลหวาย ขาว 5N เป็น
ตัวอย่างควบคุมลบ โดยอ่านผลจากค่าสัญญาณ EIS ของการตรวจจับสาร moscatilin ในกล้วยไม้สกุลหวายเอีย
สกุล (ภาพที่ 19b) หากเพ่ิมขึ้นจากค่าสัญญาณ EIS ของกล้วยไม้สกุลหวายขาว 5N (ภาพที่ 19a)  นั่นแสดงว่า ดี
เอ็นเอแอปตาเมอร์บนแผ่น SPCE สามารถจับกับสาร moscatilin ในกล้วยไม้สกุลหวายได้ จากผลการทดลอง 
พบว่า ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ โคลน MosH4  และ MosH8 บนแผ่น SPCE สามารถจับกับสาร moscatilin ใน
กล้วยไม้ได้ ส่วนดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ โคลน MosA6  และ MosE6 ไม่สามารถจับกับสาร moscatilin ในกล้วยไม้ 
(ภาพที่ 19) ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองก่อนหน้านี้ ที่มีเพียง ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ โคลน MosH4  และ MosH8 
เท่านั้นที่จับกับสารมาตรฐาน moscatilin ได้  

การพัฒนาชุดตรวจสอบสารส าคัญ moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายด้วยเครื่องตรวจสอบ
ปริมาณสารส าคัญทางการเกษตรภาคสนามนั้น ยังต้องศึกษาหาชนิดและความเข้มข้นของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่ใช้
ตรึงบนขั้วไฟฟ้า SPCE ที่เหมาะสมในการตรวจสาร moscatilin ในกล้วยไม้ จากงานวิจัยนี้ จะเห็นว่าค่าสัญญาณ 
EIS ที่ตรวจสอบสาร moscatilin ค่อนข้างต่ า ซึ่งเกิดจากการใช้ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ความเข้มข้นเพียง 100              
พิโคโมล ซึ่งไม่เพียงพอส าหรับการตรวจสอบสาร moscatilin ที่มีอยู่ในตัวอย่างได้  เมื่อเทียบกับงานวิจัยของ 
Mishra et al. (2015) ซึ่งใช้ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ ความเข้มข้นถึง 0.35 ไมโครโมล นอกจากนี้ยังต้องศึกษาหา
สภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์สาร เพ่ือปรับให้มีความเหมาะสมในการตรวจสาร moscatilin ในกล้วยไม้ที่ดี
ขึ้น โดยต้องปรับค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ได้แก่ ชนิดของบัฟเฟอร์ วิธีการเก็บรักษาแผ่น SPCE ที่ตรึงดีเอ็นเอแอปตา
เมอร์แล้ว เทคนิคท่ีใช้วัด เป็นต้น  

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



54 

 

 

 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

1. วิเคราะห์สาร moscatilin ในส่วนของล าต้นและส่วนใบของกล้วยไม้ ด้วยเทคนิค UHPLC พบสาร 
moscatilin ในล าต้นของขาวสนานและเอียสกุล เท่ากับ 0.015 และ 0.011 กรัมต่อตัวอย่าง 100 กรัม ตามล าดับ 
และ ปริมาณสาร moscatilin ในส่วนของใบในขาวสนานและเอียสกุล เท่ากับ 0.013 และ 0.062 กรัมต่อตัวอย่าง 
100 กรัม ตามล าดับ ส่วนกล้วยไม้ ขาว 5N ไม่สามารถตรวจพบปริมาณสาร moscatilin ได้ จากผลการวิเคราะห์
ปริมาณสาร moscatilin ในส่วนต่างๆของกล้วยไม้นั้น โดยเฉพาะในส่วนของใบกล้วยไม้ ที่พบการสะสมของสาร 
moscatilin ในปริมาณท่ีสูงเทียบเคียงกับส่วนของล าต้น จะท าให้การตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร moscatilin ด้วย
ชุดตรวจสอบที่จะพัฒนาขึ้น สามารถใช้ใบกล้วยไม้มาตรวจวิเคราะห์ได้โดยตรง ซึ่งมีประโยชน์อย่างมากในการ
ตรวจวิเคราะห์สาร moscatilin ในแปลงปลูกได้ 

2. ได้คลังของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ขนาด 1.2 x 1024  รูปแบบ ซึ่งดีเอ็นเอแอปตาเมอร์มีความยาว 86 นิวคลี
โอไทด์ โดยบริเวณส่วนกลางของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์แบบสุ่มจ านวน 40 เมอร์ ซึ่งคลังดี
เอ็นเอแอปตาเมอร์นี้ เป็นแหล่งของแอปตาเมอร์ ที่มีความหลากหลาย ดังนั้นเมื่อต้องการตรวจสอบสารส าคัญชนิด
อ่ืนๆ ในอนาคต จึงสามารถน าคลังของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์นี้มาใช้ได้ทันที  เป็นการสะดวกและประหยัดกว่า
วิธีการผลิตแอนติบอดีแบบเดิม ๆ 

3. คัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ ที่สามารถจับกับสารมาตรฐาน moscatilin จากคลังดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ ด้วย
วิธี SELEX จ านวน 14 รอบ น ามาดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่ผ่านการคัดเลือกเชื่อมต่อกับ pGEM-T Vector คัดเลือกโคโลนี
เดี่ยวได้ 282 โคโลนี น าไปทดสอบความสามารถในการจับกับสารมาตรฐาน moscatlin ด้วยเทคนิค ELAA พบดีเอ็น
เอแอปตาเมอร์ 7 โคลน สามารถจับกับสารมาตรฐาน moscatlin ได้  โดยมีค่า S/N ration อยู่ในช่วง 1.03-5.48 
สามารถน าไปใช้พัฒนาเป็นชุดตรวจหากล้วยไม้ที่มีสาร Moscatilin และคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ จ านวน 4 
โคลน ได้แก่  MosA6  MosH4  MosH8  และ MosE6 ท า checker board titration ด้วยเทคนิค ELAA พบว่าดี
เอ็นเอแอปตาเมอร์ทุกโคลนที่ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถท าปฏิกิริยากับ moscatilin ได้โดยให้
ค่า S/N ratio อยู่ในช่วง 0. 96 – 1.50  

4. การตรวจสอบสาร moscatilin ด้วยเครื่องตรวจสอบปริมาณสารส าคัญทางการเกษตรภาคสนาม 
(Zensor Simulator AC Impedance รุ่น ACIP100) โดยใช้ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ จ านวน 4 โคลน ได้แก่  MosA6  
MosH4  MosH8  และ MosE6 ตรึงบนขั้วไฟฟ้า SPCE พบว่า มีเพียงดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ โคลน MosH4  และ 
MosH8 ที่สามารถจับกับสาร moscatilin ได้ อย่างไรก็ตาม ค่าสัญญาณ EIS จากการตรวจสอบสารค่อนข้างต่ า 
อาจเกิดจากความเข้มข้นของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่ใช้ตรึงบนขั้วไฟฟ้า SPCE ต่ า จึงไม่เพียงพอในการตรวจจับสาร 
moscatilin ซึ่งจะด าเนินการพัฒนาการตรวจสอบโดยการเพ่ิมความเข้มข้นของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์และชนิดของดี
เอ็นเอแอปตาเมอร์ เพ่ือให้การตรวจสอบสาร moscatiln ในกล้วยไม้สกุลหวายมีประสิทธิภาพในอนาคตต่อไป 

 
การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

สามารถน าดีเอ็นเอแอปตาเมอร์โคลน MosH4  และ MosH8 ไปใช้ตรวจสอบสาร moscatilin ใน
กล้วยไม้สกุลหวาย โดยใช้เครื่องตรวจสอบปริมาณสารส าคัญทางการเกษตรภาคสนาม (Zensor Simulator AC 
Impedance รุ่น ACIP100) ซึ่งเป็นเครื่องมือที่แสดงผลการตรวจสอบเป็นตัวเลข ท าให้ง่ายต่อการวิเคราะห์ผลได้
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ด้วยตัวเองและทราบผลในเวลาอันรวดเร็ว นอกจากนี้ยังสามารถน าไปใช้ในภาคสนาม ท าให้ลดค่าใช้จ่ายและเวลา
ในการตรวจวิเคราะห์สารด้วยวิธีทางเคมีได้ 
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ตารางและภาพ 
 

ตารางท่ี 1 ตัวอย่างการใช้แอปตาเมอร์ตรวจสอบสารโมเลกุลเล็ก ตั้งแต่ปี 2012 ถึง 2015 
 

 
 
ที่มา: Ruscito และ DeRosa, 2016 

 
 
ตารางที่ 2 ปริมาณสาร moscatilin จากส่วนล าต้นและใบจากกล้วยไม้สกุลหวาย ขาวสนาน เอียสกุล และขาว 

5N วิเคราะห์ด้วยเทคนิค UHPLC  
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พันธุ์กล้วยไม้ 
ปริมาณสาร moscatilin (g/100g sample) 

ล าต้น ใบ 

ขาวสนาน 0.015 0.013 

เอียสกุล 0.011 0.062 

ขาว 5N ND ND 

 
 

 

 
 
ตารางท่ี 3 ผลการท าปฏิกิริยาของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ต่อสารมาตรฐาน moscatlin เทียบกับบัฟเฟอร์ ด้วยวิธี 

indirect ELAA 
 

DNA aptamer 
ค่า OD405 S/N ratio* 

สารมาตรฐาน moscatilin บัฟเฟอร์ 
MosA6 0.595 0.109 5.48 
MosH4 0.293 0.139 2.10 
MosH8 0.207 0.104 1.99 
MosE6 0.176 0.126 1.39 
MosB6 0.125 0.104 1.20 
MosA3 0.113 0.103 1.10 
MosA7 0.119 0.114 1.03 

*S/N ratio (signal-to-noise ratio) = OD405 ของสารมาตรฐาน moscatlin / OD405 ของบัฟเฟอร์ 
 

 
 

 
 
ภาพที่ 1   โครงสร้างทางเคมีของสารส าคัญ moscatilin  
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ภาพที่ 2   โครงสร้างทุติยภูมิของแอปตาเมอร์รูปแบบต่างๆ  
A. แอปตาเมอร์รูปแบบ Pseudoknot มีความจ าเพาะต่อ HIV-1 reverse transcriptase 
B. แอปตาเมอร์รูปแบบ G-quartet มีความจ าเพาะต่อ thrombin 
C. แอปตาเมอร์รูปแบบ Hairpin มีความจ าเพาะต่อ bacteriophage for T4 polymerase 
D. แอปตาเมอร์รูปแบบ Stem loop/bulge มีความจ าเพาะต่อ ATP 

  ที่มา:  McGown, et al. 1995  

 

ภาพที่ 3   กลไกการค้นหาแอปตาเมอร์ต่อโปรตีนเป้าหมายตามขั้นตอนของ SELEX   
ที่มา: Wolter and Mayer, 2017  กร
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ภาพที่ 4   กลไกการค้นหาแอปตาเมอร์ต่อโมเลกุลเป้าหมายตามขั้นตอนของ SELEX   

ที่มา: Wolter and Mayer, 2017  
 

 

 
 

ภาพที่ 5   การใช้ประโยชน์จากแอปตาเมอร์ในด้านต่างๆ   
ที่มา: Pfeiffer และ Mayer, 2016 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



61 

 

 

 
 
ภาพที่ 6   สารโมเลกุลขนาดเล็กที่มีอนุพันธ์เบนซีนเป็นองค์ประกอบในโครงสร้าง 

 
 

 
 

ภาพที่ 7 กล้วยไม้สกุลหวาย จ านวน 3 สายพันธุ์ ได้แก่ ขาวสนาน ขาว 5N และ เอียสกุล 
 
 
 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



62 

 

 

 
 

ภาพที่ 8 ส่วนล าต้นและใบของกล้วยไม้สกุลหวายที่ใช้ในการสกัดสาร moscatilin 
 

 
 
ภาพที่ 9   ลักษณะของโครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน moscatilin ที่มีค่า retention time เท่ากับ 12.18    
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



63 

 

 

 
 

ภาพที่ 10   ลักษณะของโครมาโตแกรมของสาร moscatilin ในกล้วยไม้ (ขาวสนาน เอียสกุล และขาว 5N) 
 
 
 
 
 

 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



64 

 

 

 
ภาพที่ 11 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ โดยบริเวณส่วนกลางประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์แบบสุ่ม
จ านวน 40 เมอร์ (N40) 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 12 ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จ าเพาะกับสารมาตรฐาน moscatilin ที่เพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค PCR หลังจาก
ผ่านการคัดเลือกด้วยวิธี SELEX รอบท่ี 14  
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ภาพที่ 13  ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ โคลน MosA6  MosH4  
MosH8 และ MosE6 ด้วยวิธี ELAA ที่ความเข้มข้น 0.16  0.32  0.63  1.25  2.5   5.0  10.0  20.0 และ 200.0 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
 

 
 

ภาพที่ 14  พลาสมิดของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ต่อ moscatilin โคลน MosA6  MosH4  MosH8 และ MosE6  
 
 

 

 
 
ภาพที่ 15  โครงสร้างทุติยภูมิของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จับกับสาร moscatilin โคลน MosA6  MosH4  MosH8 
และ MosE6 วิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม RNA structure Web server 
http://RNAstructureWeb/Servers/Predict1/ ). 
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ภาพที่ 16  ขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน (Screen printed carbon electrode; SPCE) แบบ 3 ขั้ว ได้แก่ 
ขั้วไฟฟ้าท างาน ขั้วไฟฟ้าเคาน์เตอร์ และขั้วไฟฟ้าอ้างอิง 
 

 
 
ภาพที่ 17  ค่าสเปตตรัมของอิมพีแดนซ์ทางเคมีไฟฟ้า (Electrochemical Impedance Spectroscopy; EIS) ใน
แต่ละข้ันตอนของการเตรียมขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน (Screen printed carbon electrode; SPCE)  
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(a)   ปรับสภาพ SPCE ด้วย sulfuric acid ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ และ KCl ความเข้มข้น 0.1 โม
ลาร์  
(b)  เคลือบขั้วไฟฟ้า SPCE ด้วย 4-carboxyphenyl diazonium salt 
(c)   กระตุ้นขั้วไฟฟ้า SPCE ด้วย EDC เข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์  
(d)  ตรึงดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ต่อสาร moscatilin บนขั้วไฟฟ้า SPCE  
 

 
 
ภาพที่ 18  ค่าสเปตตรัมของอิมพีแดนซ์ทางเคมีไฟฟ้า (Electrochemical Impedance Spectroscopy; EIS) 
ของการท าปฏิกิริยาระหว่างดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ MosA6  MosH4  MosH8  และ MosE6 กับบัฟเฟอร์ (a) และ
สารมาตรฐาน moscatilin  (b)   
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ภาพที่ 19  ค่าสเปตตรัมของอิมพีแดนซ์ทางเคมีไฟฟ้า (Electrochemical Impedance Spectroscopy; EIS) 
ของการท าปฏิกิริยาระหว่างดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ MosA6  MosH4  MosH8  และ MosE6 กับน้ าคั้นจากกล้วยไม้
สกุลหวาย ขาว 5N (a) และน้ าค้ันจากกล้วยไม้สกุลหวาย เอียสกุล ซึ่งมีสาร moscatilin (b)   
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การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลและการวิเคราะห์ยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสาร Moscatilin ในกล้วยไม้
ลูกผสมสกุลหวายด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์ 

Development of Molecular Markers and the Analysis of Gene Involving in Dendrobium sp. 
Using Transcriptomics Technology 
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บทคัดย่อ 

 

ประเทศไทยเป็นผู้ผลิตและส่งออกกล้วยไม้สกุลหวายมากที่สุดของโลก ปัจจุบันกล้วยไม้สกุลหวายที่มี
ศักยภาพในการใช้เป็นสมุนไพรยังขาดแคลนข้อมูลทางพันธุกรรมที่เป็นประโยชน์ในการปรับปรุงพันธุ์ และมีความ
ต้องการเครื่องหมายโมเลกุลในระดับดีเอ็นเอมาช่วยในคัดเลือกพันธุ์ จ าแนกพันธุ์ ปรับปรุงพันธุ์ เพ่ือประโยชน์
ทางด้านสิทธิบัตร ปกป้องการแอบอ้างและปลอมปนวัตถุดิบที่ได้จากกล้วยไม้สกุลหวายที่มีศักยภาพเป็นสมุนไพร 
ดังนั้นการทดลองนี้จึงได้ศึกษาและพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลของกล้วยไม้สกุลหวายด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโต
มิกส์ เพ่ือเข้าใจหน้าที่ของยีนต่อการสร้างสาร moscatilin และช่วยในการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลในการ
จ าแนกและปรับปรุงพันธุ์กล้วยไม้สกุลหวายได้แม่นย าและรวดเร็วยิ่งขึ้น จากการทดลองพบว่าล าดับนิวคลีโอจาก
กล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย 3 ชนิด ได้แก่ ขาว 5N ขาวสนาน และเอียสกุล มีลักษณะพันธุกรรมใกล้ชิดกับ 
Dendrobium catenatum ที่ค่าความเหมือน 80.6 เมื่อท าการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนทั้งหมดพบการ
แสดงออกของยีนจ านวน 45,012 44,849 และ 29,209 ยีน ตามล าดับ และมีการแสดงออกของกลุ่มยีนมากที่สุด 
ได้แก่ กลุ่มยีนเกี่ยวกับ Cell wall organization (หรือ biogenesis) response to stress และ lipid binding 
ส าหรับการทดสอบและประเมินความใช้ได้ของเครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSR ในรูปแบบ di-repeat และ tri-
repeat ที่ให้ความแตกต่างระหว่าง ขาว5N, ขาวสนาน และเอียสกุล จ านวน 30 คู่ไพรเมอร์ พบมีเพียง 10 คู่ไพร
เมอร์ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร์ นอกจากนี้ผลการแสดงออกของยีนภายหลังการกระตุ้นด้วยแสง 
LED สีขาวร่วมกับสาร BA 1 มิลลิลิตร/ลิตร พบสามารถเพ่ิมปริมาณสาร moscatilin มากขึ้น เมื่อเทียบกับชุด
ควบคุม โดยการแสดงออกของยีนหลังการกระตุ้นด้วย BA พบว่ากล้วยไม้สกุลหวายเอียสกุลมีการแสดงออกของ
ยีนมากกว่าขาว5N ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณสาร moscatilin ที่พบในกล้วยลูกผสมเอียสกุลมากกว่าขาว5N  
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Abstract 
Thailand is the world’s largest producer and exporter of Dendrobium orchids. Currently, 

the selection and breeding of these orchids with potential for herbal and medicinal use lack of 
genetic information. Moreover, there is a need for molecular markers at the DNA level to help 
in the selection of species, Classification, breeding, patents and plant protection, including of 
the impersonation and adulteration of raw materials obtained from potent herb Dendrobium. 
Therefore, the aims of this research were study and development of molecular marker of 
Dendrobium orchids using Transcriptomics technology. Including, to understand the function of 
genes involving the production of moscatilin, and assist in the development of molecular 
markers for more accurate and faster identification and reproduction of Dendrobium. Results, 
nucleotide sequences from three Dendrobium hybrids, Khaow-Sanan, Khaow-5N and Earsakul 
were closely related to Dendrobium catenatum at 80.6 homology. The analysis of whole genes 
expression showed 45,012 44,849 and 29,209 genes respectively. In addition, the highest 
expression of gene groups was Cell wall organization (biogenesis) response to stress, and lipid 
binding. Testing and evaluating the validity of 30 primer pairs of SSR markers in di-repeat and 
tri-repeat patterns that differentiates between species of three Dendrobium hybrids, were found 
10 primer pairs could be amplification. Furthermore, the results of genes expression after 
stimulation by white LED light including with BA 1 ml/L. This stimulated could be increasing the 
amount of Moscatilin when compared with control. Dendrobium hybrid, Earsakul have higher 
genes express than Dendrobium hybrid, Khaow-5N. Similarly, the amount of Moscatilin was 
found more in Dendrobium hybrid, Earsakul than Dendrobium hybrid, Khaow-5N. 
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บทน า  
 

ประเทศไทยเป็นผู้ผลิตและส่งออกกล้วยไม้สกุลหวายมากที่สุดของโลก โดยกล้วยไม้ที่ปลูกเป็นการค้าส่วน
ใหญ่มีการน ามาจากต่างประเทศเข้ามาพัฒนาจนได้พันธุ์ลูกผสมที่มีลักษณะเหมาะส าหรับปลูกเพ่ือตัดดอกและ
จ าหน่ายเป็นกล้วยไม้กระถางจ านวนมากมาย กล้วยไม้สกุลหวายตัดดอกที่ประเทศไทยส่งออกเป็นพันธุ์แรก คือ 
พันธุ์ปอมปาดัวร์ หรือหวายมาดาม ส่วนในปัจจุบันพันธุ์ที่นิยมปลูกกันมาก ได้แก่ พันธุ์บอมโจแดง บอม17 เอีย
สกุล ขาวสนาน ขาวประวิทย์ แอนนา ซากุระ บูรณะเจด มีพ้ืนที่ปลูกกล้วยไม้ตัดดอกประมาณ 20,000 ไร่ 
เกษตรกรผู้ปลูกเลี้ยงจ านวน 3,000 ราย ปัจจุบันสามารถผลิตกล้วยไม้ตัดดอกไม้ละกว่า 45,000 ตัน ผลผลิต
ประมาณครึ่งหนึ่งจ าหน่ายตลาดภายในประเทศ  ส่วนที่เหลือส่งไปจ าหน่ายต่างประเทศ ท ารายได้ให้ประเทศ
ประมาณ 2,500 ล้านบาท ตลาดที่ส าคัญ ได้แก่ ญี่ปุ่น สหรัฐอเมริกา อิตาลี สาธารณรัฐประชาชนจีนกล้วยไม้ตัด
ดอกท่ีผลิตและส่งออก ประมาณร้อยละ 90 เป็นกล้วยไม้สกุลหวาย รองลงมาเป็นสกุลม๊อคคาราออนซิเดียมอแรน
ดา และแวนดา (ศูนย์บริการการจัดการเครือข่ายข้อมูลกล้วยไม้, กรมส่งเสริมการเกษตร)  ชาวจีนน าเอากล้วยไม้
สกุลหวาย (Dendrobium) ใช้เป็นยาสมุนไพรมาหลายร้อยปีแล้ว ปัจจุบัน มีมากกว่า 50 ชนิด (species) ที่ใช้เป็น
ส่วนประกอบในต ารายาสมุนไพรจีน เช่น D. officinale,  D. loddigesii, D. fimbriatum, D. chrysanthum, D. 
candidum และ D. nobile เป็นต้น (Teoh, 2016) ส าหรับสรรพคุณมีหลากหลาย ได้แก่ การกระตุ้นภูมิคุ้มกัน
ของร่างกาย ต้านทานมะเร็ง เสริมสร้างการมองเห็น ลดระดับน้ าตาลในเลือด ส่งเสริมการหลั่งอินซูลินและเพ่ิม
ความไวของอินซูลินใน ลดความเครียด เป็นยาชูก าลัง ถูกน ามาเป็นยาเพื่อบรรเทาโรคกระเพาะอาหาร, ไข้, อักเสบ
, ปวดและโรคลมชัก นอกจากนี้ยังใช้ในการรักษา โรคไขข้อ, เหงื่อที่มากเกินไป, ความอ่อนแอทางร่างกายที่น ามา 
เกี่ยวกับความกระหาย การตกขาวช่องคลอดและอาการปวดประจ าเดือน ส่วนของกล้วยไม้ที่น ามาใช้ส่วนใหญ่ใช้
ล าต้น โดยหั่นเป็นชิ้นเล็กๆ น าไปตากแห้ง เวลารับประทานก็ชงน้ าร้อนแบบเดียวกับชา (Bulpitt et al., 2007) 
 Moscatilin เป็นอนุพันธ์ของสาร bibenzy มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง (Tsai 
et al., 2010) พรพรหม และคณะ (2557) ได้ศึกษาสารบริสุทธิ์จากเอ้ืองค าฝอย (Dendrobium brymerianum 
Rchb. f.) และประเมินฤทธิ์เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งในช่องปากชนิด KB ของสารสกัดที่แยกได้ สามารถแยกได้
ทั้งหมด 3 ชนิด ได้แก่ moscatilin, flavanthrinin และ lusianthridin เมื่อน าสารทั้ง 3 ชนิดมาทดสอบ พบว่า 
moscatilin มีฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งแรงที่สุด โดยมีค่าความเข้มข้นที่สามารถท าให้เกิดการตายของเซลล์ได้ 50% 
(IC50) คือ 2.62 μM ขณะที่ flavanthrinin และ lusianthridin มีฤทธิ์ปานกลาง โดยมีค่า IC50 79.67 และ 
44.50 μM ตามล าดับ โดยใช้ ellipticine (IC50 5.00 μM) และ doxorubicin (IC50 1.44 μM) เป็นชุดควบคุม
ผลบวก  

“โอมิกส์” หมายถึงการศึกษาแบบองค์รวมของสิ่งมีชีวิตบนฐานความรู้ด้านวิทยาศาสตร์ชีวภาพ 
ประกอบด้วย จีโนมิกส์ ว่าด้วยข้อมูลทางพันธุกรรมทั้งหมดของสิ่งมีชีวิต ทรานสคริปโตมิกส์ เป็นความรู้ในเรื่องการ
แสดงออกของยีนทั้งหมดจากจีโนมซึ่งได้จากการศึกษาเอ็ม-อาร์เอ็นเอทั้งหมด โปรตีโอมิกส์ เป็นความรู้ในเรื่องการ
แสดงออกของยีนทั้งหมดจากจีโนม ซึ่งได้จากการศึกษาโปรตีนทั้งหมด  ส่วนสุดท้ายคือ เมตาบอโลมิกส์ เป็น
การศึกษาความหลากหลายของสารเคมีในเซลล์ในขณะใดขณะหนึ่งว่ามีวิถีและกลไกที่สัมพันธ์กันอย่างไร ส าหรับ
เทคโนโลยีจีโนมิกส์ในพืช ได้เริ่มพัฒนามาจากการศึกษาจีโนมมนุษย์ ท าให้เราเริ่มเข้าใจข้อมูลล าดับของดีเอ็นเอ
และหน้าที่ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคและสุขภาพของมนุษย์ หลายปีต่อมาจึงได้มีการพัฒนาเทคโนโลยีและ
เครื่องมือส าหรับวิเคราะห์หน้าที่ของจีโนมขึ้นมาแทนที่วิธีการพีซีอาร์แบบเดิม เป็นแบบ  next-generation 
sequencing ที่สามารถท าการวิเคราะห์ได้จ านวนมากต่อครั้ง (high-throughput) (Gasperskaja and 
Kučinskas, 2017) การใช้เทคโนโลยีโอมิกส์ในกล้วยไม้สกุลหวายนิยมใช้กันอย่างแพร่หลายในการศึกษา
องค์ประกอบของยีนบนจีโนม หรือแม้แต่หน้าที่ของยีนต่อบทบาทการตอบสนองต่อสิ่งเร้าภายนอก การศึกษา
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จีโนมของกล้วยไม้หวายด้วยเทคโนโลยีโอมิกส์ ได้มีการศึกษาในกล้วยไม้หวาย  Dendrobium Officinale เป็น
ชนิดแรก ด้วยเทคโนโลยี Next Generation Sequencing (NGS) แบบ illumine Hiseq 2000 และ Third 
Generation Sequencing (TGS)  โดยใช้ PacBio ท าให้เราทราบถึงกระบวนการสร้างสารประกอบที่มีสรรพคุณ
ทางการแพทย์ ซึ่งพบว่ามียีน SPS และ SuSy จ านวน 2 copy ซึ่งยีนดังกล่าวเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์สาร 
alkaloid ท าให้สามารถสร้างสาร 16-epivellosimine ต่อไปได้ (Yan et al., 2015) นอกจากนี้การศึกษาจีโนมใน
กล้วยไม้หวาย Dendrobium catenatum Lindl. พบเครื่องหมายโมเลกุล SNPs ในส่วนของ exons ถึง 
139,830 ต าแหน่ง (Zhang et al., 2016) จะเห็นได้ว่าข้อมูลจากเทคโนโลยีโอมิกส์ท าให้ได้เครื่องหมายโมเลกุล
จ านวนมาก จึงเป็นทางเลือกที่ดีส าหรับการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลส าหรับการจ าแนกสาย พันธุ์ของกล้วยไม้
หวายที่มีศักยภาพเป็นสมุนไพรของไทยได้ 

ส าหรับการศึกษาทรานสคริปโตมิกส์เป็นการวิเคราะห์ หากลุ่มยีนเป้าหมายที่มีการแสดงออกของยีนใน 
เนื้อเยื่อ ในช่วงเวลาใดเวลาหนึ่ง หรือการเปรียบเทียบ การแสดงออกของกลุ่มยีนในเนื้อเยื่อ เป้าหมายภาย ใต้
เงื่อนไขสภาวะแวดล้อมที่แตกต่างกัน (Wolf, 2013) เทคโนโลยีทรานสคริปส์โตมิกส์ เป็นเทคนิคที่ใช้ศึกษา
องค์ประกอบรวมทั้งหมดของการสังเคราะห์เอ็ม-อาร์เอ็นเอ มีการศึกษาครั้งแรกในปี 1990 ซึ่งเป็นข้อมูลจากการ
ถอดรหัสบนดีเอ็นเอ จะได้มาทั้งในส่วนที่สามารถแปลเป็นรหัสโปรตีนได้ (coding RNA) และไม่ได้ (non-coding 
RNA) เช่นส่วนของโปรโมเตอร์และสายนิวคลีโอไทด์ทางด้านสายโพลีเอ นวัตกรรมของเทคโนโลยีดังกล่าวแบ่ง
ออกเป็นสองด้าน ได้แก่ เทคโนโลยีไมโครอะเรย์ (microarrays) เป็นเทคโนโลยีที่ท าการหาล าดับเบสที่คาดการณ์
ไว้ล่วงหน้า และ อาร์เอ็นเอเสค (RNA-seq) ซึ่งเป็นเทคโนโลยีที่ท าการจับทุกล าดับเบสแบบปริมาณมาก (high-
throughput sequencing) (Lowe et al., 2017) มีการศึกษาทรานส์คริปโตมิกส์ โดยวิเคราะห์ยีนที่เกี่ยวข้องกับ
การสร้าง dendrobine ในกล้วยไม้หวาย Dendrobium nobile Lindl. ที่ถูกท าลายด้วยเชื้อรา Mycena sp. พบ
มี 30 ยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสาร dendrobine ซึ่งยีน AACT, MVD, PMK และ TPS21 เพ่ิมขึ้นเมื่อถูกท าลาย
ได้ 9 วัน (Li et al., 2017)  และจากการศึกษาในกล้วยไม้ Dendrobium officinale Kimura et Migo ใน
กระบวนการสร้างสาร alkaloid ท าการวิเคราะห์ในส่วนของ ESTs พบมียีนทั้งหมด 25 ยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้าง 
alkaloid backbone นอกจากนี้ยังพบเครื่องหมาย SSR ถึง 36,407 ต าแหน่งบนยีน (Gao et al., 2013) 

ประเทศไทยนับเป็นประเทศหนึ่งในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ซึ่งยังคงอุดมสมบูรณ์ไปด้วย
ทรัพยากรธรรมชาติและสภาพแวดล้อมที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของพืชในวงศ์กล้วยไม้ (Orchidaceae) เป็น
แหล่งแพร่กระจายพันธุ์และมีความหลากหลายทางด้านชนิดพันธุ์ของพืชในวงศ์กล้วยไม้จ านวนมากมาย  กล้วยไม้
สกุลหวายหลายชนิดมีฤทธิ์เป็นสมุนไพรในต ารายาจีน ใช้เป็นยาลดไข้ สมานแผล ลดการอักเสบ และเป็นยาบ ารุง
ร่างกาย ท าให้พ่อค้าชาวจีนมีความต้องการต้นกล้วยไม้สกุลหวายเพ่ือไปสกัดสารและผลิตเป็นชาสมุนไพร 
การศึกษาสารออกฤทธิ์ทางยาในกล้วยสกุลหวาย เช่น ฤทธิ์ต้านทานการอักเสบ ฤทธิ์ในการต้านทานมะเร็ง ฤทธิ์
ต้านทานอนุมูลอิสระ การรักษาโรคเบาหวาน ป้องกันสมองขาดเลือด เป็นต้น ซึ่งพบว่ ากล้วยไม้สกุลหวายเป็น
แหล่งของสารส าคัญที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาต่างๆ รวมถึงมีสารที่มีหมู่ phenol ในโครงสร้างที่น่าสนใจได้แก่สาร 
moscatilin ที่มีฤทธิ์ในการต้านมะเร็งแรงที่สุดเมื่อเทียบกับสารอ่ืนทีสกัดได้จากกล้วยไม้สกุลหวาย  ปัจจุบันมี
การศึกษาสารออกฤทธิ์ทางเภสัชในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายหลายชนิดพบว่ากล้วยไม้หวายขาว 5N มีปริมาณสาร 
moscatilin สูงที่สุดเมื่อเทียบกับ ขาวสนานและเอียสกุล  
ปัจจุบันการคัดเลือกพันธุ์และปรับปรุงพันธุ์กล้วยไม้สกุลหวายที่มีศักยภาพในการใช้เป็นสมุนไพรหรือใช้ประโยชน์
ในทางเภสัชยังขาดแคลนข้อมูลทางพันธุกรรมที่เป็นประโยชน์ในการปรับปรุงพันธุ์ และมีความต้องการเครื่องหมาย
โมเลกุลในระดับดีเอ็นเอมาช่วยในคัดเลือกพันธุ์ จ าแนกพันธุ์ ปรับปรุงพันธุ์ เพ่ือประโยชน์ทางด้านสิทธิบัตร 
ปกป้องการแอบอ้างและปลอมปนวัตถุดิบที่ได้จากกล้วยไม้สกุลหวายที่มีศักยภาพเป็นสมุนไพร เป็นต้น ดังนั้น
การศึกษาและพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลของกล้วยไม้สกุลหวายด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์ จึงเป็นอีกหนึ่ง
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ทางเลือกที่ใช้ศึกษาข้อมูลทางพันธุ  กรรมในระดับเอ็มอาร์เอ็นเอในภาพรวมทั้งหมด ท าให้เข้าใจหน้าที่ของยีนต่อ
การสร้างสาร moscatilin และช่วยในการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลในการจ าแนกและปรับปรุงพันธุ์กล้วยไม้สกุล
หวายได้แม่นย าและรวดเร็วยิ่งขึ้น 
 

ระเบียบวิธีการวิจัย   
 

1.วิธีการด าเนินการวิจัย 
อุปกรณ์ 

1. สารเคมีที่ใช้ในงานทางชีววิทยาโมเลกุล ได้แก่ CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), Tris-
HCl, Tag DNA polymerase, sodium EDTA, PVP (Polyvinylpyrrolidone)}, Acetic acid และ Nacl ฯลฯ 

2. เครื่อง spectrophotometer 
3. เครื่องหมุนเหวี่ยงตะกอนความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ  
4. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง  
5. ชุดถ่ายภาพ UV Transilluminators  
6. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิต่ า -20 และ -80 องศาเซลเซียส  

 
วิธีการ 
1. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีนจากกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์ 

1.2 ตัวอย่างพืช 
เลี้ยงต้นกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย ได้แก่ กล้วยไม้หวายขาว 5N (พบสาร moscatilin สูง) กล้วยไม้

หวายขาวสนาน (พบสาร moscatilin ต่ า) และกล้วยไม้หวายเอียสกุล ชนิดละ 6 ต้น ภายในตู้ควบคุมสภาวะ
แวดล้อม (Growth Chamber) ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสนาน 1 เดือน เก็บตัวอย่างใบเพ่ือสกัดอาร์เอ็นเอรวม
ส าหรับการวิเคราะห์ทรานสคริบโตมิกส์  

1.2 การสกัดอาร์เอ็นเอรวม   
การสกัดอาร์เอ็นเอรวมจากใบและล าต้นกล้วยไม้ โดยใช้ RNeasy Plant Mini Kit ของบริษัท 

Qiagen น าใบและล าต้น ปริมาณ 0.2 กรัม มาบดให้ละเอียดด้วยไนโตรเจนเหลว ใส่ลงในหลอดขนาด  1.5  
มิลลิลิตร ที่มีบัฟเฟอร์ RLT ปริมาตร 450 ไมโครลิตร และ ß-mercaptoethanol ผสมอยู่ความเข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต์ เขย่าสารละลายโดยการ vortex เป็นเวลา 10 วินาที จากนั้นดูดสารละลายลงไปใน QIAshredder 
spin column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที ดูดส่วนน้ าใสที่ผ่านการกรองด้วย 
QIAshredder spin column (ปริมาตรประมาณ 450 ไมโครลิตร) มาเติมลงในหลอดขนาด 1.5  มิลลิลิตร หลอด
ใหม่ แล้วเติม absolute ethanol 0.5 เท่าของส่วนใส ผสมสารละลายให้เข้ากันด้วยวิธีดูดขึ้นและลง แล้วดูด
สารละลายดังกล่าวลงไปใน RNeasy spin column ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที   เท
ส่วนน้ าใสข้างล่างทิ้งไป ล้าง column ด้วยการเติมบัฟเฟอร์ RW1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร แล้วปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทส่วนน้ าใสข้างล่างทิ้ง ล้าง column อีกสองครั้งโดยการเติม
บัฟเฟอร์ RPE ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทส่วนน้ าใส
ข้างล่างทิ้ง ปั่นเหวี่ยง column ที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เพื่อก าจัดบัฟเฟอร์ที่เหลือค้างอยู่บน 
column ให้หมดไป ย้ายเฉพาะในส่วนของ column ไปวางลง microcentrifuge tube ขนาด 1.5  มิลลิลิตร ชะ
อาร์เอ็นเอออกจาก column ด้วยการเติม RNase free water ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ที่มี RiboLock™ RNase 
Inhibitor ของบริษัท Fermentas ผสมอยู่ความเข้มข้น 0.04 ยูนิตต่อไมโครลิตร 
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1.3 การตรวจสอบอาร์เอ็นเอรวมด้วยวิธีเจลอิเลคโตโฟรีซีส (gel electrophoresis) 
ท าการตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟรีซีสโดยหยดผลผลิตพีซีอาร์ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ลงใน

แผ่นวุ้นอะกาโรสเจล 1 เปอร์เซ็นต์ใน 1xTBE buffer  ใช้แรงเคลื่อนไฟฟ้า100 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที ย้อมด้วย
เอธิเดียมโบรไมด์ บันทึกแถบดีเอ็นเอด้วยชุดถ่ายภาพ UV Transilluminators (BIORAD) 

1.6 การก าจัดไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ (rRNA removal) 
ก าจัด rRNA ด้วยชุด RiboMinusTM Plant Kit for RNA-Seq โดยน าอาร์เอ็นเอรวมที่ได้มาติดกับโพ

รบ RiboMinusTM Probe ที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ปล่อยให้เย็น แล้วเติม RiboMinusTM 
Beads บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เพ่ือให้ rRNA ติดกับโพรบ แล้วเทสารละลายทิ้ง (ท าซ้ าอีก 1 รอบ) 
จากนั้นเติม glycogen 3 M sodium acetate และเอทานอล 100 เปอร์เซ็นต์ ผสมให้เข้ากันแล้วน าไปแช่ที่ -80 
องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง น าไปปั่น 15 นาที แล้วล้างด้วย เอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ 2 รอบ ทิ้งไว้ให้แห้ง 
ละลายด้วยน้ า DEPC 

1.7 การสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายคู่สม (cDNA synthesis) 
ท าการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายคู่สมด้วยชุด RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit ยี่ห้อ 

Thermo โดยน าอาร์เอ็นเอรวมความเข้มข้น 100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 5 ไมโครลิตร เติมไพร์เมอร์ oligo(dT)18 1 
ไมโครลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้ า DEPC 6.5 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แล้ววางบน
น้ าแข็งนาน 5 นาที จากนั้นน ามาเติมบัปเฟอร์ 5X reaction 4.5 ไมโครลิตร Ribolock™ RNase inhibitor 1 
ไมโครลิตร 10mM dNTP mix 2 ไมโครลิตร และ ReverstAid M-MuLV 1 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มที่ 42 องศา
เซลเซียส นาน 90 นาที 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เก็บรักษาไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 

1.4 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเทคโนโลยีทรานสคริปโตมิกส์ 
 น าตัวอย่าง cDNA ที่ได้ใส่ในหลอด 1.5 ไมโครลิตร แล้วปิดฝาให้สนิทพันด้วยพาราฟิมส์ แล้วส่ง
ตัวอย่างไปวิเคราะห์ด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์โดยใช้เครื่อง Next Generation Sequencing รูปแบบ 
illuminar ของบริษัทโนโวยีน (Novogene) ประเทศจีน  

1.6 การวิเคราะห์การแสดงออกของยีน 
ท าการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน และเปรียบเทียบหน้าที่ของยีนจากฐานข้อมูล Swiss-Prot 

database, Gene Ontology (GO), Eukaryotic Orthologous Groups of protein (KOG) และ Kyoto 
Encyclopaedia of Genes and Genome (KEGG) 
 1.7 การค้นหาต าแหน่งเครื่องหมายโมเลกุล 

น าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ท าการวิเคราะห์ข้อมูลและค้นหาต าแหน่ง SNP ที่เกิดการกลายไป และ
ลักษณะการขาดหายหรือการเพ่ิมเข้ามา (In/del) ของชิ้นส่วนยีนขนาดเล็กที่วิเคราะห์จากชิ้นส่วนของยีนหรือ 
mRNA โดยใช้โปรแกรม Samtools และ Picard แล้วท าการคัดกรองการอ่านซ้ าด้วยโปรแกรม 
Samtools/BCFtools ในการค้นหาต าแหน่งของเครื่องหมายโมเลกุลชนิด SNP และ In/Del โดยตั้งไดเรกทอรีตัว
แปรผลเป็น Result/10 variant และท าการค้นหาต าแหน่งเครื่องหมาย SSR หรือ simple sequence repeat ที่
มีชุดซ้ าของล าดับเบส 1-6 คู่เบส ท าการค านวณความซ้ าของเบสด้วย MISA (V.1.0) ที่พารามิเตอร์ของล าดับเบส
ซ้ าที่ 1-10; 2-6; 3-5; 4-5; 5-5; 6-5  
2. การทดสอบและประเมินความใช้ได้ของเครื่องหมายโมเลกุล  

2.1 ตัวอย่างพืช 
 ตัวอย่างใบกล้วยไม้สกุลหวายส าหรับการสกัดดีเอ็นเอ เป็นตัวอย่างกล้วยไม้สกุลหวายที่ท าการศึกษา
ปริมาณสารประกอบฟีนอลไว้แล้วจ านวน 5 ชนิดๆ ละ 2 ต้น ได้แก่ ขาว5N, ขาวสนาน, ขาวเลอเวีย, เอียสกุล และ 
D. officinale 
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2.2 การสกัดดีเอ็นเอ 
น าใบกล้วยไม้หวายมาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB ตามรายงานของอรุโณทัยและคณะ (2552) ดังนี้ 

เตรียม Extraction buffer  [20 mM sodium EDTA and 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 1.4 M NaCl, 2%(W/V) 
CTAB(cetyltrimethylammonium bromide)] เติม 0.2% β-mercaptoethanol ก่อนใช้บ่มที่ 60 องศา
เซลเซียส ชั่งใบ 5 กรัม บดในโกร่งด้วยไนโตรเจนเหลวให้ละเอียดจนเป็นผงแป้ง ใส่หลอด 15 มิลลิลิตร เติม 
Extraction buffer 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มที่ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง (น ามาเขย่าทุก 20 นาที) 
แล้วน าตัวอย่างออกมาวางที่อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที แล้วเติม Choroform:Isoamyl alcohol(24:1) 5 
มิลลิลิตร ผสมกลับหลอดไปมา 10 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที นาน 10 
นาที ดูดน้ าใส 750 ไมโครลิตร ใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 750 
ไมโครลิตร ผสมกลับหลอดไปมา 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดน้ าใสใส่หลอด 
1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ เติม 3M NaOAC 0.1 เท่า และ Isopropanol 0.6 เท่า แล้วน าไปตกตะกอนดีเอ็นเอที่ -
20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที 
เทน้ าใสทิ้ง ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% Ethanol 750 ไมโครลิตร สองครั้ง ทิ้งตะกอนดีเอ็นเอให้แห้งแล้วละลาย
ด้วย TE 100 ไมโครลิตร และเติม RNaseA(10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 4 ไมโครลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 30 
นาที น าไปวัดค่า (O.D) โดยใช้เครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น A260/A280 ให้อยู่ในช่วง 1.8-2.0  
แล้วปรับความเข้มข้นให้ได้ 100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 

2.3 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร์ 
 เตรียมส่วนผสมปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดังนี้ ดีเอ็นเอต้นแบบ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 2 ไมโครลิตร, 
10x PCR buffer((NH4)2SO4) 2 ไมโครลิตร, 25 mM MgCl2  2 ไมโครลิตร, 2mM dNTP 2 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ 
(5 uM) อย่างละ 2 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase ยี่ห้อ Fermentas (0.5 unit) 0.15 ไมโครลิตร ใน
ปฏิกิริยาทั้งหมด 25 ไมโครลิตร โดยตั้งโปรแกรมการท างานของเครื่อง themal cycle, Gene Amp 9700 ดังนี้ 
95 องศาเซลเซียส 3 นาที จ านวน 1 รอบ ตามด้วย 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 52-57 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 
72 องศาเซลเซียส 1 นาที จ านวน 35 รอบ จากนั้นตั้งที่ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที 1 รอบ  

2.4 การตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ 
ท าการตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จากเครื่องหมายโมเลกุล SNPs หรือ SSR ด้วยวิธอิีเล็คโทรโฟรี

ซีส (electropholesis) โดยหยดผลผลิตพีซีอาร์ 4 ไมโครลิตร ลงในแผ่นวุ้นอะกาโรสเจล 2 เปอร์เซ็นต์ใน 1xTBE 
buffer  ใช้แรงเคลื่อนไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที ย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ บันทึกแถบดีเอ็นเอด้วยชุด
ถ่ายภาพ UV Transilluminators (BIORAD) และท าการตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จากเครื่องหมายโมเลกุล 
SSR ด้วยเครื่อง QIAxcel Advanced System 
3 การศึกษาการแสดงออกของยีนด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์ ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายที่กระตุ้น
ให้เพิ่มปริมาณสาร Moscatilin  

3.1 ตัวอย่างพืช 
 น า protocorm-like bodies (plbs) ของกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย ขาว5N มาเพาะเลี้ยงในระบบ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ คัดเลือกต้นที่มีขนาดใกล้เคียงกันมากระตุ้นให้เพ่ิมสาร moscatilin โดยใช้ข้อมูลและกรรมวิธี
จากการทดลองที่ 1 (เทคนิคการเพ่ิมปริมาณสารส าคัญ moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายโดยการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ) ที่มีการกระตุ้นให้สร้างสารมากที่สุด มาเปรียบเทียบกับชุดควบคุม จ านวน 5 ซ้ า ดังนี้  
 กรรมวิธีที่ 1 ชุดควบคุม (control) กล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายที่ให้แสง LED สีขาว และอาหาร
ปราศจากสาร BA นาน 4 เดือน 
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 กรรมวิธีที่ 2 ชุดเปรียบเทียบ กล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายที่ให้แสง LED สีขาว และเติมสาร BA ความ
เข้มข้น 1 ml/l นาน 4 เดือน 

 3.2 การวิเคราะห์แสดงออกของยีนด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์  น าตัวอย่างกล้วยไม้ลูกผสม
สกุลหวาย ขาว5N ที่ผ่านกรรมวิธี ท าตามวิธีการในข้ันตอนข้อที่ 1 ดังนี้ 

- การสกัดอาร์เอ็นเอรวม 
- การตรวจสอบอาร์เอ็นเอรวมด้วยวิธีเจลอิเลคโตโฟรีซีส (gel electrophoresis) 
- การก าจัดไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ (rRNA removal) 
- การสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายคู่สม (cDNA synthesis) 
- การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์  
- การวิเคราะห์การแสดงออกของยีน 

3.3 วิเคราะห์ประมาณสารประกอบ moscatilin ในสารสกัดกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย ขาว5N ที่
ผ่านกรรมวิธี ด้วยเครื่อง Ultra-High Liquid Chromatograph (UHPLC) ผลิตภัณฑ์ของ Shimadzu รุ่น 
Nexera-2 LD-30AD เครื่องตรวจวัดชนิด Photo diode array รุ่น SPD-M20A ระบบฉีดสารอัตโนมัติรุ่น SIL-
30AC ตามสภาวะเครื่อง UHPLC ดังนี้ 

 สภาวะเครื่อง UHPLC 
 คอลัมน์:   GL Sciences InertSustainSwift C18 (150mm × 2.1mm × 1.9 μm)  
 อุณหภูมิคอลัมน์:  30o C 
 อัตราการไหล:   0.4 ml/min  
 ตัวพา:    1.5% acetic acid (ตัวพา A) และ methanol (ตัวพา B)  
    ด้วยระบบ gradient :  0–7 นาที 80% (A) และ 20% (B) 
        7–14 นาที 68% (A) และ 32% (B) 
        14–17 นาท ี80% (A) และ 20% (B) 
 เครื่องตรวจวัด:   PDA 280 nm 
 ปริมาตรการฉีด:   5 μl 
 เวลาที่ใช้:   17 นาที 

บันทึกผล ลักษณะโครมาโตแกรม  ค่า retention time และค านวณค่าปริมาณสาร moscatilin 
 

ผลการวิจัย 
 

1. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีนจากกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์ 
จากการคัดเลือกตัวอย่างกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย 3 ชนิด ได้แก่ ขาว 5N ขาวสนาน และเอียสกุล อายุ 

6 เดือน ที่มีขนาดล าต้นใกล้เคียงกันชนิดละ 6 ต้น ตามภาพที่ 1 เพ่ือน าไปเพาะเลี้ยงในตู้ควบคุมสภาพแวดล้อม 
(Growth Chamber) ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 1 เดือน แล้วท าการการทดสอบสกัดอาร์เอ็นรวมจาก
ชิ้นส่วนของต้นกล้วยไม้สกุลหวายขาว 5N ได้แก่ ใบ ต้น ราก พบว่าการสกัดอาร์เอ็นเอจากน้ าหนักชิ้นส่วนพืช 0.2 
กรัม ด้วยชุดสกัด RNeasy Plant Mini Kit พบมีอาร์เอ็นเอมีความบริสุทธิ์อยู่ในค่าที่เหมาะสม แต่ได้ปริมาณอาร์
เอ็นเอค่อนข้างน้อย (ภาพที่ 2) ทั้งนี้อาจเนื่องจากปริมาณชิ้นส่วนเริ่มต้นน้อยไป จึงได้ท าการทดสอบปริมาณการ
สกัดอาร์เอ็นเอจากใบของกล้วยไม้สกุลหวายขาว 5N ที่น้ าหนัก 0.1 0.2 0.3 0.4 พบว่าเมื่อปริมาณชิ้นส่วนที่
เพ่ิมขึ้นปริมาณอาร์เอ็นเอที่ได้ยังมีความบริสุทธิ์และมีปริมาณเพ่ิมขึ้นด้วย (ภาพที่ 3) ดังนั้นการใช้ตัวอย่างใบ
กล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายจึงอยู่ที่น้ าหนัก 0.4 กรัม และถูกน ามาใช้ในการทดลอง 
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 เมื่อทราบปริมาณที่เหมาะสมต่อการสกัดอาร์เอจากใบกล้วยแล้วจึงได้น าใบกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายทั้ง 
3 ชนิด ได้แก่ ขาว 5N ขาวสนาน และเอียสกุล ตัวอย่างละ 5 ซ้ า (ภาพที่ 4) เพ่ือให้ได้ปริมาณที่เพียงพอต่อการ
วิเคราะห์ โดยได้ท าการก าจัด rRNA และสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายคู่สม (cDNA) จากนั้นจึงจะน าตัวอย่างไปวิเคราะห์
ด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์โดยใช้เครื่อง Next Generation Sequencing 

 เทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์เป็นการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์องค์รวมของอาร์เอ็นเอทั้งหมดที่ได้ การ
วิเคราะห์ผลในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย ได้แก่ ขาว 5N ขาวสนาน และเอียสกุล พบล าดับนิวคลีโอไทด์ของกล้วยไม้
ทั้ง 3 ชนิด มีค่าความเหมือน (identity) กับ Dendrobium catenatum Phalaenopsis equestris Quercus 
suber Apostasia shenzhenica และ Vitis vinifera ที่ 80.6 7.1 1.8 1.6 และ 0.8 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
(ภาพท่ี 5) การแสดงออกของยีนในสภาพแวดล้อมเดียวกันพบกล้วยไม้สกุลหวาย ขาว 5N เอียสกุล และขาวสนาน 
มีการแสดงออกของยีนจ านวน 45,012 44,849 และ 29,209 ยีน ตามล าดับ โดยมียีนที่แสดงออกเหมือนกันใน
กล้วยไม้สกุลหวายทั้ง 3 ชนิด อยู่ที่ 23,158 ยีน (ภาพท่ี 6) 

การค้นหาหน้าที่และความสัมพันธ์ของกลุ่มยีนด้วย Gene Ontology (GO) เป็นการวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ของยีนที่แสดงออกในรูปแบบของปฏิสัมพันธ์กันของยีนในโครงข่ายแบบ GO ที่รวบรวมความหมาย
และหน้าที่ของยีนจากสิ่งมีชีวิตต่างๆ ไว้ เพ่ือช่วยในการค้นหาหน้าที่และความสัมพันธ์ของกลุ่มยีนที่ต้องการ เช่น 
การสร้างสารส าคัญ ความต้านทานโรค ความต้านทานต่อสภาวะเครียดต่างๆ เป็นต้น การวิเคราะห์ความสัมพันธ์
และปริมาณการแสดงออกของยีนทั้งหมดจากกล้วยไม้สกุลหวายลูกผสม 2 ชนิด ได้แก่ ขาว 5 N ที่มีสาร 
moscatilin สูง และขาวสนานที่มีสาร moscatilin ต่ า กับแหล่งข้อมูลยีนอ้างอิง Gene Ontology (GO) พบมี
การแสดงออกของกลุ่มยีนมากที่สุด ได้แก่ กลุ่มยีนเกี่ยวกับ Cell wall organization (หรือ biogenesis) 
response to stress และ lipid binding ตามล าดับ (ภาพท่ี 7) โดยมีอัตราส่วนของยีนในกลุ่ม oxidoreductase 
activity และ response to stress มากที่สุด (ภาพที่ 8) ซึ่งยีนในกลุ่มดังกล่าวพบเกี่ยวข้องกับการสร้างสารทุติย
ภูมิ (secondary metabolite) ในพืช มีทั้งลักษณะไปกระตุ้นให้เกิดการสร้างหรือลดระดับการสร้างสารทุติยภูมิได้  
(Zhang et al., 2013)  

จากนั้นเมื่อท าการวิเคราะห์ข้อมูลจากฐานข้อมูล KEGG หรือ Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes ซึ่งเป็นฐานข้อมูลที่รวบรวมข้อมูลทางชีวโมเลกุลเช่นเดียวกับ NCBI แต่มุ่งเน้นเพ่ือ สนับสนุนการศึกษา
ทางด้าน System Biology จึงมีข้อมูลที่ต่างกับ NCBI และมีฐานข้อมูลย่อยเป็นของ KEGG เอง เช่น REACTIONS 
หรือฐานข้อมูล ของปฏิกิริยาเคมีในกระบวนการของเซลล์และ PATHWAYS ซึ่งเป็น ฐานข้อมูลของกระบวนการ
ท างานของเซลล์ ที่แบ่งออกเป็นหมวดหมู่ และ เป็นฐานข้อมูลที่ IDEP ใช้เพ่ือเรียกดูข้อมูลการท างานร่วมกันของ
ยีน ทั้งนี้ KEGG สามารถเชื่อมต่อกับฐานข้อมูลยีนใน NCBI ด้วยข้อมูลของยีนและ สายดีเอ็นเอเท่านั้น และมี
จุดเด่นคือการเรียกดูข้อมูลทุกอย่างตามชนิดของ สิ่งมีชีวิตชนิดต่างๆ ได้ โดยสามารถเรียกดูข้อมูลได้จาก Web 
Services เช่นเดียวกับ NCBI พบการเปรียบเทียบระหว่างกล้วยไม้สกุลหวาย 2 ชนิด ที่มีสาร moscatilin สูง คือ 
ขาว 5 N และที่มีสาร moscatilin ต่ า คือ ขาวสนาน มีการท างานภายในเซลล์ของกลุ่มยีน Tryptophan 
metabolism Glyoxylate and dicaboxylate metabolism และ limonene and pinene degradation 
สูงสุดตามล าดับ (ภาพท่ี 9) และมีอัตราส่วนของกลุ่มยีน Cabon metabolism Glyoxylate and dicarboxylate 
metabolism และ Tryptophan metabolism มากที่สุด (ภาพที่ 10) มีการรายงานกลุ่มยีน Cabon 
metabolism Glyoxylate and dicarboxylate metabolism ว่าช่วยกระตุ้นการสร้างสารทุติยภูมิในพืชโดยผล
จากสภาวะเครียดของพืชต่อปัจจัยสิ่งแวดล้อมภายนอก เช่น แสง อุณหภูมิ เป็นต้น (Zandalinas et al., 2017) 
ส าหรับกลุ่มยีน Tryptophan metabolism มีรายงานว่าการเคลื่อนย้ายสาร Tryptophan ส่งผลให้กระบวนการ
สร้างสารอะโรมาติก (aromatic) ในข้าวซึ่งเป็นอีกหนึ่งกลไกในการสร้างสาระส าคัญส าหรับพืช ( Ishihara et 
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al.,2007) นอกจากนี้ยังมีรายงานเพ่ิมเติมว่าหน้าที่ของ Tryptophan เป็นอีกกลไกในการสร้างสารทุติยภูมิซึ่งเกิด
จากการตอบสนองความต้านทานต่อเชื้อโรคในข้าว (Ishihara et al.,2011) 

 
2. การวิเคราะห์และค้นต าแหน่งเครื่องหมายโมเลกุล 

การวิเคราะห์เครื่องหมายโมเลกุลชนิด SNP (Single Nucleotide Polymorphism) และ In/Del 
(Insertion/Deletion) น าข้อมูลการวิเคราะห์ล าดับเบสจากเครื่อง Next generation sequencing มาท าการ
วิเคราะห์ข้อมูลและค้นหาต าแหน่ง SNP ที่เกิดการกลายไป เมื่อเทียบกับตัวอย่างจีโนมอ้างอิง Dendrobium 
catenatum (assembly ASM160598v2) (ภาพท่ี 11) ร่วมกับวิเคราะห์หาการกลายในลักษณะการขาดหายหรือ
การเพ่ิมเข้ามา In/del ของชิ้นส่วนยีนขนาดเล็กที่วิเคราะห์จากชิ้นส่วนของ mRNA โดยใช้โปรแกรม Samtools 
และ Picard แล้วท าการคัดกรองการอ่านซ้ าด้วยโปรแกรม Samtools/BCFtools ในการค้นหาต าแหน่งของ
เครื่องหมายโมเลกุลชนิด SNP และ In/Del โดยตั้งไดเรกทอรีตัวแปรผลเป็น Result/10 variant ผลการวิเคราะห์
พบต าแหน่งเครื่องหมาย SNP จ านวน 518,051 ต าแหน่ง และเครื่องหมาย In/del จ านวน 49,159 ต าแหน่ง  

เครื่องหมายโมเลกุลในรูปแบบ In/del เป็นลักษณะของการแทรกเข้ามาของล าดับนิวคลีโอไทด์ 
(Insertion) หรือการขาดหายไปของล าดับนิวคลีโอไทด์ (deletion) อาจส่งผลต่อการแสดงออกของยีนในสิ่งมีชีวิต
ให้แตกต่างจากเดิมได้ การทดลองนี้จึงได้วิเคราะห์หาต าแหน่ง In/del ที่มีความเฉพาะเจาะจงต่อชนิดของกล้วยไม้
ลูกผสมสกุลหวายทั้ง 3 ชนิด ชนิดละ 4 ต าแหน่งจากข้อมูลที่ได้จากการวิเคราะห์ทรานสคริบโตมิกส์ เมื่อท าการ
คัดเลือกมาได้แล้วท าการค้นหาข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ (ภาพที่ 12) แล้วท าการออกแบบไพรเมอร์ที่
เฉพาะเจาะจงต่อกล้วยไม้ลูกผสมขาวสนาน ได้แก่ WS1T/A WS2T/G WS3A/A และ WS4G/A ไพรเมอร์ที่
เฉพาะเจาะจงต่อกล้วยไม้ลูกผสมขาว5N ได้แก่ 5N1A/C 5N2C/T 5N3T/C และ 5N4T/T ส าหรับไพรเมอร์ที่
เฉพาะเจาะจงต่อกล้วยไม้ลูกผสมเอียสกุล ได้แก่ ES1T/A ES2T/A ES3G/G และ ES4T/T (ตารางที่ 1) โดยไพร
เมอร์ที่ได้เป็นข้อมูลที่สามารถน าไปต่อยอดในการทดสอบหาลักษณะประจ าพันธุ์ของกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายได้
ในอนาคต 

ส าหรับเครื่องหมาย SSR หรือ simple sequence repeat ถูกพัฒนามาจากชุดล าดับเบสซ้ าที่กระจาย
ทั่วจีโนมของพืช ส าหรับเทคโนโลยีทรานสคริปโตมิกส์ การได้มาของเครื่องหมาย SSR พัฒนามาจากล าดับเบสซ้ า
บนยีน เนื่องการเป็นการวิเคราะห์จากชิ้นส่วน mRNA โดยมีชุดซ้ าของล าดับเบส 1-6 คู่เบส ท าการค านวณความ
ซ้ าของเบสด้วย MISA (V.1.0) ที่พารามิเตอร์ของล าดับเบสซ้ าที่ 1-10; 2-6; 3-5; 4-5; 5-5; 6-5 ได้ต าแหน่งล าดับ
เบสซ้ าที่เป็นตัวแทนของเครื่องหมาย SSR ทั้งสิ้นจ านวน 15,973 ต าแหน่ง จากนั้นน ามาวิเคราะห์และคัดเลือก
ต าแหน่งเบสซ้ า ในรูปแบบ di-repeat tri-repeat tetra-repeat และ penta-repeat แล้วเปรียบเทียบขนาดของ
ชิ้นส่วนยีนที่ได้จากกล้วยไม้สกุลหวายลูกผสมทั้ง 3 ชนิด และคัดเลือกเฉพาะ SSR ที่ให้ความแตกต่างระหว่างสาย
พันธุ์ของกล้วยไม้ พบมีจ านวน 9,064 ต าแหน่ง ซึ่งสามารถใช้เป็นฐานข้อมูลการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมต่อไป  
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2. การทดสอบและประเมินความใช้ได้ของเครื่องหมายโมเลกุล  
 เก็บตัวอย่างใบกล้วยไม้สกุลหวายได้จ านวน 5 ชนิดๆ ละ 2 ต้น ได้แก่ ขาว5N, ขาวสนาน, ขาวเลอเวีย, 
เอียสกุล และ D. officinale น าตัวอย่างใบกล้วยไม้ที่ได้มาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB ตามรายงานของอรุโณทัย
และคณะ (2552) ได้ดีเอ็นเอท่ีมีค่าความเข้มข้น (Optical Density) ที่ความยาวคลื่นแสงที่ A260/A280 อยู่ในช่วง 
1.8 -2.0 (ภาพท่ี 13) ซ่ึงดีเอ็นเอท่ีได้ถูกน าไปใช้ในการทดสอบไพรเมอร์เพ่ือประเมินลกัษณะทางพันธุกรรม 

 การศึกษาเครื่องหมายโมเลกุลท าการคัดเลือกต าแหน่งเครื่องหมายชนิด SSR (Simple Sequence 
Repeat) จากการวิเคราะห์ด้วยเทคโนโลยีทรานสคริปโตมิกส์พบต าแหน่ง SSR ในรูปแบบ di-repeat tri-repeat 
tetra-repeat และ penta-repeat ทั้งสิ้น 9,064 ต าแหน่ง ที่ให้ความแตกต่างระหว่าง ขาว5N, ขาวสนาน 
และเอียสกุล จึงท าการคัดเลือกมาทดสอบจ านวน 30 คู่ไพรเมอร์ (ตารางที่ 3.2) เพ่ือใช้ทดสอบและประเมิน
เครือ่งหมายดังกล่าวด้วยวิธีพีซีอาร์  

 การทดสอบและประเมินเครื่องหมายดังกล่าวด้วยวิธีพีซีอาร์ พบว่าคู่ไพรเมอร์ที่ได้จากเทคโนโลยีท
รานสคริบโตมิกส์จ านวน 30 คู่ สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร์เพียง 10 คู่ ได้แก่ คู่ที่ 2 5 8 12 13 14 
18 25 27 และ 29 (ภาพท่ี 14) ซึ่งผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้มีจ านวนซ้ าของต าแหน่ง Repeat ชนิด di-repeat และ tri-
repeat อาจให้ความแตกต่างของจ านวนเบสต่ ากว่า 20 เบส จึงท าให้การแสดงผลบนเจลอะกาโรสยังมองไม่เห็น
ความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอ ทั้งนี้การทดสอบเครื่องหมายชนิด SSR มีเทคโนโลยีและเครื่องมือที่สามารถ
ตรวจสอบความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ต่ ากว่า 20 เบส แต่มีค่าใช้จ่ายค่อนข้างสูง เนื่องด้วยในการวิจัยในปี 
2563 มีการปรับลดงบประมาณลง จึงได้เลือกการทดสอบด้วยวิธีพีซีอาร์ที่มีค่าใช้จ่ายน้อย อย่างไรก็ตามข้อมูลไพร
เมอร์ที่ได้จากเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์สามารถน ามาเป็นฐานข้อมูลเพ่ือน าไปศึกษาลักษณะพันธุกรรมของ
กล้วยไม้สกุลหวายได้ในอนาคต 

 
3. การศึกษาการแสดงออกของยีนด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์ ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายที่กระตุ้นให้
เพิ่มปริมาณสาร moscatilin  
  การศึกษาการแสดงออกของยีนในกล้วยไม้สกุลหวายที่ผ่ านการทดสอบว่าสามารถกระตุ้นให้เพ่ิมสาร 
moscatilin จากการทดลองท่ี 1 (เทคนิคการเพ่ิมปริมาณสารส าคัญ moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายโดย
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ) ซึ่งพบว่ามี 2 ชนิดที่สามารถกระตุ้นให้เพ่ิมสาร moscatilin ได้ คือ ขาว5N และเอียสกุล 
จึงได้น ามากระตุ้นด้วยแสง LED สีขาว ร่วมกับสาร BA 1 ml/l ในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร Vacin and 
Went  นาน 4 เดือน (ภาพที่ 15) เมื่อครบก าหนดระยะเวลาน าตัวอย่างกล้วยไม้ลูกผสมทั้งสองชนิดมาสกัดอาร์
เอ็นเอรวม (ภาพที่ 16) เพ่ือวิเคราะห์การแสดงออกของยีนและกลุ่มยีนด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์ และ
วิเคราะห์ปริมาณสาร moscatilin ด้วยเครื่อง Ultra-High Liquid Chromatograph (UHPLC) พบสาร BA 
สามารถกระตุ้นให้สาร moscatilin เพ่ิมขึ้นในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายทั้งสองชนิด ซึ่งกล้วยไม้ลูกผสมขาว5N 
เมื่อกระตุ้นด้วยสาร BA นาน 4 เดือน ปริมาณสาร moscatilin เพ่ิมขึ้นเมื่อเทียบกับชุดควบคุมจาก 0.0518 
กรัม/100 กรัมตัวอย่าง เป็น 0.1129 กรัม/100 กรัมตัวอย่าง ส าหรับกล้วยไม้ลูกผสมเอียสกุล ปริมาณสาร 
moscatilin เพ่ิมขึ้นเมื่อเทียบกับชุดควบคุมจาก 0.1078 กรัม/100 กรัมตัวอย่าง เป็น 0.1577 กรัม/100 กรัม
ตัวอย่าง (ตารางท่ี 3 และภาพท่ี 17) จะเห็นได้ว่าสาร BA ในสภาวะแสง LED สีขาวสามารถช่วยกระตุ้นให้กล้วยไม้
ลูกผสมสกุลหวายผลิตสาร moscatilin เพ่ิมข้ึน เป็นแนวทางในการช่วยกระตุ้นลูกไม้ลูกผสมสกุลหวายในการผลิต
สาร moscatilin ต่อไปในอนาคต 

เมื่อศึกษาองค์รวมของอาร์เอ็นเอทั้งหมดด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์ พบว่าการแสดงออกของยีนใน
กล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย ขาว5N มีการแสดงออกของยีนสูงสุดแบบ up-regulation ในกลุ่มยีน Quorum 
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sensing, Biosynthesis of amino acid, Phenylpropanoid biosynthesis และ Nitrogen metabolism 
ส าหรับการแสดงออกของยีนแบบ down-regulation ได้แก่ Vibrio cholera infection, Rheumatoid 
arthritis, Lysosome, Synaptic vesicle cycle, Epithetial cell signaling, Oxidative phosphorylation 
และ Collecting duct acid secretion (ภาพที่ 3.18) การวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนเมื่อเปรียบเทียบ
กับชุดควบคุม (control) ในกล้วยไม้ลูกผสมขาว5N พบเมื่อกระตุ้นด้วยแสง LED สีขาวร่วมกับสาร BA 1 ml/l 
นาน 4 เดือน มีการแสดงออกขอยีนจ านวน 9 ยีน และหายไปจ านวน 7 ยีน (ตารางที่ 4) 

การแสดงออกของยีนในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายเอียสกุล พบการแสดงออกของยีนสูงสุดแบบ up-
regulation ได้แก่ Phenylpropanoid biosynthesis, Flavonoid biosynthesis, Phenylalanine metabolism, 
Stilbenoid diarylthptanoid and gingerol และ pentose and glucuronate interconversions 
ส าหรับการแสดงออกของยีนสูงสุดแบบ down-regulation ได้แก่ Tropane piperidine and pyridine 
alkaloid, Isoquinoline alkaloid biosynthesis, Plant hormone signal transduction, Lysosome, 
Tyrosine metabolism และ Beta-Alanine metabolism (ภาพที่ 19) การวิเคราะห์ระดับการแสดงออก
ของยีนเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (control) ในกล้วยไม้ลูกผสมเอียสกุล พบเมื่อกระตุ้นด้วยแสง LED สี
ขาวร่วมกับสาร BA 1 ml/l นาน 4 เดือน มีการแสดงออกขอยีนจ านวน 79 ยีน และหายไปจ านวน 18 ยีน 
(ตารางที่ 5) จะเห็นได้ว่าการแสดงออกของยีนในกล้วยไม้ลูกผสมเอียสกุลมีการแสดงออกและหายไปมากกว่า
ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายขาว5N ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณสาร moscatilin ที่ได้ในกล้วยไม้ลูกผสมเอียสกุล
ที่มีมากกว่ากล้วยไม้ลูกผสมขาว5N นอกจากนี้การแสดงออกของยีนที่เพิ่มขึ้นมากที่สุดในกล้วยไม้ลูกผสมเอีย
สกุล คือ hypothetical protein ซึ่งมีรายงานว่าเกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้างสารทุติยภูมิภายใต้สภาวะ
เครียดจากความเป็นพิษของแมงกานีสในพืชตระกูลถั่ว (Jia et al., 2020) อย่างไรก็ตามสาร BA อยู่ในกลุ่ม
ฮอร์โมนไซโตไคนินที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของพืช เมื่อท างานร่วมกับสารเสริม (elicitor) ระหว่างการ
เพาะเลี ้ยงเนื ้อเยื ่อจะส่งผลต่อการสังเคราะห์สารทุติยภูมิโดยไม่จ าเป็นต้องดัดแปลง พันธุกรรมของพืชได้ 
(Govindaraju และ Indra Arulsevi, 2018) 

อภิปรายผล  
การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีนจากกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโต

มิกส์ ท าให้ทราบข้อมูลการแสดงออกของยีนแบบองค์รวมทั้งหมด พร้อมกับข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ให้ความ
แตกต่าง (Polymorphism) ระหว่างตัวอย่างกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายที่ท าการวิเคราะห์ ซึ่งการแสดงออกของยีน
ที่พบท าให้ทราบถึงหน้าที่และกลไกของยีนที่มีผลต่อกิจกรรมภายในพืช นอกจากนี้เครื่องหมายโมเลกุลที่วิเคราะห์
ได้เฉพาะเจาะจงต่อชนิดของกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย สามารถน าไปใช้เป็นฐานข้อมูลต าแหน่งเครื่องหมายเพ่ือ
ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม ประเมินลักษณะทางพันธุกรรม ระบุ หรือจ าแนกกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย
ได้ต่อไป 

 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย 
1. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีนจากกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโต

มิกส์ ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย 3 ชนิด ได้แก่ ขาว 5N ขาวสนาน และเอียสกุล มีการแสดงออกของยีนจ านวน 
45,012 44,849 และ 29,209 ยีน ตามล าดับ โดยมียีนที่แสดงออกเหมือนกันจ านวน 23,158 ยีน การวิเคราห์
ความสัมพันธ์ของยีนในตัวแทนกล้วยไม้หวายที่มีสาร moscatilin สูง คือ ขาว 5 N และสาร moscatilin ต่ า คือ 
ขาวสนาน มีการแสดงออกของกลุ่มยีนเกี่ยวกับ Cell wall organization (หรือ biogenesis) response to 
stress และ lipid binding มากที่สุดตามล าดับ มีอัตราส่วนของยีนในกลุ่ม oxidoreductase activity และ 
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response to stress มากที่สุด นอกจากนี้มีการท างานภายในเซลล์ของกลุ่มยีน Trytophan metabolism 
Glyoxylate and dicaboxylate metabolism และ limonene and pinene degradation สูงสุดตามล าดับ 
และมีอัตราส่วนของกลุ่มยีน Cabon metabolism Glyoxylate and dicarboxylate metabolism และ 
Trytophan metabolism มากที่สุด เมื่อวิเคราะห์หาเครื่องหมายโมเลกุล พบต าแหน่งเครื่องหมายชนิด SNP 
จ านวน 518,051 ต าแหน่ง เครื่องหมายชนิด SNP แบบ In/del จ านวน 49,159 ต าแหน่ง ซึ่งข้อมูลต าแหน่ง
เครื่องหมายโมเลกุลที่พบสามารถน าไปใช้เป็นฐานข้อมูลต าแหน่งเครื่องหมายเพ่ือศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรม ประเมินลักษณะทางพันธุกรรม ระบุ หรือจ าแนกกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายได้ต่อไป 

2. การทดสอบและประเมินความใช้ได้ของเครื่องหมายโมเลกุล ได้ออกแบบไพรเมอร์จากเครื่องหมาย
โมเลกุลที่มีความจ าเพาะต่อชนิดของกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย โดยคาดการณ์ด้วยเทคนิคทางด้านชีวสารสนเทศ 
และค้นหาชิ้นส่วนยีนที่มีต าแหน่งเครื่องหมายชนิด In/del ท าการออกแบบไพรเมอร์แบบจ าเพาะต่อชนิดได้
จ านวน 12 คู่ รวมถึงออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเครื่องหมายชนิด SSR (Simple Sequence Repeat) ในรูปแบบ 
di-repeat และ tri-repeat ที่ให้ความแตกต่างระหว่างชนิด ขาว5N, ขาวสนาน และเอียสกุล จ านวน 30 คู่ไพร
เมอร์ พบมีเพียง 10 คู่ไพรเมอร์ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร์ เนื่องจากการทดลองส่วนนี้มีต าแหน่ง
เครื่องหมายโมเลกุลจ านวนมาก แต่การด าเนินงานในปี 2563 มีการปรับลดงบประมาณลง จึงไม่เพียงพอต่อการ
ทดสอบและประเมินความใช้ได้ของไพรเมอร์เพ่ิมเติม อย่างไรก็ตามไพรเมอร์ที่ออกแบบได้สามารถน าไปต่อยอด
งานวิจัยในปี 2565 ได้ต่อไป 

3.  กล้วยไม้ลูกผสมสกุลขาว5N และเอียสกุล สามารถกระตุ้นให้เพ่ิมสาร moscatilin ได้โดยใช้แสง LED  สี
ขาว ร่วมกับสาร BA 1 ml/l ในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ นาน 4 เดือน เมื่อศึกษาองค์รวมของอาร์เอ็นเอทั้งหมด
ด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์ พบการแสดงออกของยีนเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (control) ในกล้วยไม้
ลูกผสมเอียสกุลมีการแสดงออกของยีนมากกว่ากล้วยไม้ลูกผสมขาว5N ได้แก่ กลุ่มยีน Phenylpropanoid 
biosynthesis, Flavonoid biosynthesis, Phenylalanine metabolism, Stilbenoid diarylthptanoid 
and gingerol และ pentose and glucuronate interconversions  ทั้งนี้การแสดงออกของยีนที่มากกว่า
สอดคล้องกับปริมาณสาร moscatilin ที่วิเคราะห์ได้ ซึ่งพบในกล้วยไม้ลูกผสมเอียสกุลมากกว่ากล้วยไม้ลูกผสม
ขาว5N เช่นกัน 

 
ข้อเสนอแนะ 

ข้อมูลและองค์ความรู้ล าดับนิวคลีโอจากกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย 3 ชนิด ได้แก่ ขาว 5N ขาวสนาน 
และเอียสกุล ข้อมูลต าแหน่งเครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSRs และ SNPs ที่เฉพาะเจาะจงต่อชนิดของกล้วยไม้
ลูกผสมสกุลหวาย เป็นฐานข้อมูลเป็นประโยชน์ต่อการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม ประเมินลักษณะทาง
พันธุกรรม ระบุ หรือจ าแนกกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย สามารถน าไปต่อยอดงานวิจัยกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย
เพ่ือวิเคราะห์หาเครื่องหมายโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับลักษณะประจ าพันธุ์ของกล้วยไม้สกุลหวาย หรือช่วยในการ
คัดเลือกและปรับปรุงพันธุ์กล้วยไม้สกุลหวายต่อไป รวมถึงข้อมูลการแสดงออกของยีนแบบองค์รวมทั้งหมดที่ได้
จากเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์สามารถน าไปคาดการณ์การใช้สารกระตุ้นให้กล้วยไม้สกุลหวายเพ่ือสร้างสาร 
moscatilin ต่อไป 

 
เอกสารอ้างอิง 
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ตารางและภาพ 
 

ตารางท่ี 1 ไพรเมอร์ที่ออกแบบจากต าแหน่ง In/del แบบเฉพาะเจาะจงต่อชนิดของกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย 
ชื่อไพรเมอร์ ต าแหน่ง In/del ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’-3’) 
WS1T/A_F WS_Cluster-9996.0:3429_AATTT/A_F CCATAGTCAGCCATGCAGAA 
WS1T/A_R WS_Cluster-9996.0:3429_AATTT/A_R TGATGCACCCCACAAGACTA 
WS2T/G_F WS_Cluster-11152.9728:1605_GTT/GTTTCTGCTT_F CAATGTCAGCGGTAAGCAAA 
WS2T/G_R WS_Cluster-11152.9728:1605_GTT/GTTTCTGCTT_R CCTTACTTTTGAAACTTGGCATTT 
WS3A/A_F WS_Cluster-22821.0:4050_AATA/AATATATATATA_F GATTGAGCTTGAAGGCGAAC 
WS3A/A_R WS_Cluster-22821.0:4050_AATA/AATATATATATA_R AAACCCTCAAGAGGGAAAGG 
WS4G/A_F WS_Cluster-6988.0:479_AGATTGTAGCGCTTATCTGAAG/A_F GCATGGTGGTACTGAACGTC 
WS4G/A_R WS_Cluster-6988.0:479_AGATTGTAGCGCTTATCTGAAG/A_R GAGCACAGGCTGCTTCAGAT 
5N1A/C_F 5N_Cluster-11152.2664:2262_CAAAAATGCTAAA/CAAA_F GGGGAGTATGGACCGAAAAG 
5N1A/C_R 5N_Cluster-11152.2664:2262_CAAAAATGCTAAA/CAAA_R ACCAGATCCACGATTTACGC 
5N2C/T_F 5N_Cluster-11152.12912:860_TTGGGTTAATC/T_F GGGCCATAGTCGAATGAATG 
5N2C/T_R 5N_Cluster-11152.12912:860_TTGGGTTAATC/T_R CTTCGCCTTCATCAGCTACC 
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5N3T/C_F 5N_Cluster-11152.428:1428_CT/CTCTATCAAAACTAT_F CAGTTACGGGAAGGCAGAAA 
5N3T/C_R 5N_Cluster-11152.428:1428_CT/CTCTATCAAAACTAT_R CATCTTTACGCATTTCCGAGT 
5N4T/T_F 5N_Cluster-11152.13516:870_TTGTTTTTTTTTTTGT/TT_F TTTTGGTATTGATCTCGTTGTGA 
5N4T/T_R 5N_Cluster-11152.13516:870_TTGTTTTTTTTTTTGT/TT_R TGGTGGGACATGGATTATGA 
ES1T/A_F ES_Cluster-11152.9283:4385_ATAATTCTCTAAAACCGAGGACT/AT_F TTTCACCTGAATCTGACAATGTG 
ES1T/A_R ES_Cluster-11152.9283:4385_ATAATTCTCTAAAACCGAGGACT/AT_R ATGATCAGGAGTCCTCGGTTT 
ES2T/A_F ES_Cluster-27000.0:1962_ATGCTAAATGCACTGCAGGTTTCTTGCT/ATGCT_F TGCATAATCACTGCCTAAAAACA 
ES2T/A_R ES_Cluster-27000.0:1962_ATGCTAAATGCACTGCAGGTTTCTTGCT/ATGCT_R GGTAGACCATTGCCACATCA 
ES3G/G_F ES_Cluster-19864.1:3792_GTTG/GTTGGTCTGAAAAAGAGGTCTATTTTG_F GGAGGAGGAGGTGATCCAAG 
ES3G/G_R ES_Cluster-19864.1:3792_GTTG/GTTGGTCTGAAAAAGAGGTCTATTTTG_R CAGCCAAACACCTGAAATGA 
ES4T/T_F ES_Cluster-11152.11187:4923_TGATTCAGTAAACTTCTTCCAGTCCTCAGAT/TGAT_F GGATCAAAATCCTGAATGTTACAGA 
ES4T/T_R ES_Cluster-11152.11187:4923_TGATTCAGTAAACTTCTTCCAGTCCTCAGAT/TGAT_R TGCGCTGAAACAGAATGCTA 
หมายเหตุ: อักษรย่อ หมายถึง ชนิดของกล้วยไม้ลูกผสม ดังนี้ WS=ขาวสนาน 5N=ขาว5N และ ES=เอียสกุล 

 
ตารางท่ี 2 คู่ไพรเมอร์ที่คัดเลือกจากข้อมูลการวิเคราะห์ด้วยเทคโนโลยีทรานสคริปโตมิกส์และท าการทดสอบด้วย

วิธีพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction) 
No. FORWARD PRIMER1 (5'-3') Tm(°C) REVERSE PRIMER1 (5'-3') Tm(°C) 
1 CTACAGCGGTAATGGCGTCT 59.898 CGAGAACCCCATTCCACCAA 59.962 
2 GAGTGTTCTTTTCGGCAGCC 59.761 TCCATACCTCTTCCTCCTCC 57.223 
3 GGCCTGAAACCCTCCAACTT 60.179 TTGTTCCCGCGAATGATGGA 60.036 
4 GTTTTCTTCCTCCACCGCCT 60.251 ATAGAGCGCCACTGATTCCG 59.967 
5 TCTGCTGCCGAAGAAACCTT 59.891 TTCTTCACCGGAATCAGGGC 60.035 
6 CCCAGCACCAGAAACCAGAA 60.179 GAATTGACGGCGATTGAGGC 59.972 
7 CATGTAGCCAACCCCACGTA 59.749 TACCAATGCCTGATGAGCGC 60.815 
8 CCTGCTAGCAATCCATGGCT 60.179 GCTGACCGGAAGTCCTTTGA 59.965 
9 TGAGCCACATCTACAGACCA 58.063 CCCTGCATACAAAGAGAACCCT 60.026 
10 GATGACCGTCGCCCTCTC 59.586 GAAGCCTTGGATGGGTCTCC 60.107 
11 CCACACGGAAGAATCGGAGG 60.46 AAGCGTCCTCTCCTGCTCTA 60.034 
12 TTTCTGGATGTGGACTCGCC 60.036 ATTGAGTGTGTTGGCCATGC 59.395 
13 AGATGAGCCAAAAGCCAAACT 58.398 GGAGGTGGCAGCAACAAATG 60.038 
14 GGAGGATGGTCAAGGTGCAA 59.962 GCTTCCTTACAGAATGGAGATGC 59.437 
15 TGATTCATATAGCCAACCCCACA 59.539 CAAGCAAAGCCGAGCAGAAG 60.11 
16 GCCTCAATCACCATCCCCAA 60.033 TGTTGATTGCGCGCTTCTTC 60.11 
17 CATGACCGTCATCGTGGTGA 60.109 CAACCGGAGAGGATTCAACCA 59.997 
18 CCCCTCCTCTTCTCTCTGCT 60.032 TGGTACAGCGCCTCTTCTTC 59.753 
19 TGGTACAGCGCCTCTTCTTC 59.753 CCCCTCCTCTTCTCTCTGCT 60.032 
20 GCTCGGTTTCTTCTCCCTCC 60.108 CAGATGATACGCAGACCCCC 59.966 
21 AGTGGGAGAGCTGAGCAAAC 59.964 CCACCTGCTAGCGATCAGAG 59.968 
22 CCCTGCGCTTCTTTCCCTAA 60.035 AGGAGGAGAAGCGCATGATG 59.894 
23 TCAAAGTCCTTCCGCTCCAC 59.965 GAGCTACCATTTTGCAGCCG 59.901 
24 TGTTGCACATTATCCATCTGGT 58.033 TTTCACCGCTTCCATCGACA 59.966 
25 TTCGGCTCTGCAATTTCGGA 60.321 AAATGACCCTGCTAGGCCTC 59.451 
26 CCCCGCCCATCTTCTTCTTT 60.034 CGGCGTTTTGTTTCCTCCTC 59.763 
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No. FORWARD PRIMER1 (5'-3') Tm(°C) REVERSE PRIMER1 (5'-3') Tm(°C) 
27 CATGGTGAATGGAGAGGGGG 59.816 TGACCAAGATTCACATCAGCCT 59.693 
28 AGTTCTCAGAAGCACTTCGG 57.553 CTGGTTGCCTCCACTTCGAT 60.036 
29 GCCTCTCATGGCCTTGTTCT 60.035 TCATTCATTTTGTTTTGAGTTCGACT 58.52 
30 AACGGCGGTGGATCACGTC 62.927 TGCGAGGAACCTGCTGAATT 59.963 
 
 
 
ตารางท่ี 3 ปริมาณสาร moscatilin ที่วิเคราะห์ได้จากตัวอย่างกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย ขาว5N และเอียสกุล 

ตัวอย่าง 
ปริมาณสาร
moscatilin  

ตัวอย่าง 
ปริมาณสาร
moscatilin  

ตัวอย่าง 
ปริมาณสาร
moscatilin  

ตัวยอย่าง 
ปริมาณสาร
moscatilin  

ขาว5N 
control 
 

0.0522 ข า ว 5 N 
(BA) 
 

0.1064 เอียสกุล 
control 
 

0.1122 เ อี ย ส กุ ล 
(BA) 
 

0.1573 
0.0554 0.1188 0.1024 0.1613 
0.0478 0.1135 0.1088 0.1546 

ค่าเฉลี่ย 0.0518 ค่าเฉลี่ย 0.1129 ค่าเฉลี่ย 0.1078 ค่าเฉลี่ย 0.1577 
หมายเหตุ: ปริมาณสาร moscatilin หน่วย g/100g sample (กรัม/100 กรัมตัวอย่าง) 
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ตารางท่ี 4 การแสดงออกของยีนแบบ up-regulation และ down-regulation ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย ขาว5N 

No GeneID NT GI NR Description 
ขาว5N 
control 

ขาว5N  
BA  

log2FoldChange 

Up-regulation 
1 Cluster-15830.0 XM_028697987.1 protein NRT1/ PTR FAMILY 7.2-like [Phalaenopsis equestris] 0 2.809 8.387 
2 Cluster-25357.3749 XM_020828886.2 Aquaporin TIP2-2 [Dendrobium catenatum] 0 1.330 7.313 

3 Cluster-9883.0 XM_020825823.2 
Glutamyl-tRNA(Gln) amidotransferase subunit A, 
chloroplastic/mitochondrial [Dendrobium catenatum] 

0 1.256 7.231 

4 Cluster-25357.4154 XR_003700082.1 
Eukaryotic translation initiation factor isoform 4G-1 
[Dendrobium catenatum] 

0 1.109 7.052 

5 Cluster-24101.0 XM_028697235.1 ATP-dependent DNA helicase DDM1 [Dendrobium catenatum] 0 1.035 6.953 
6 Cluster-18988.0 XM_020821191.2 protein SHORT-ROOT-like [Dendrobium catenatum] 0 0.961 6.847 

7 Cluster-23669.1 XM_020822451.2 
hypothetical protein MA16_Dca003298 [Dendrobium 
catenatum] 

0 0.961 6.847 

8 Cluster-23602.0 XM_028695183.1 
hypothetical protein MA16_Dca000496 [Dendrobium 
catenatum] 

0 0.961 6.847 

9 Cluster-23442.0 XM_020848043.2 
Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32-related protein 
1 [Dendrobium catenatum] 

0 0.961 6.847 

Down-regulation 

1 Cluster-25357.7283 XM_020848630.2 
KDEL-tailed cysteine endopeptidase CEP1 [Dendrobium 
catenatum] 

4.7 0 -9.128 

2 Cluster-25357.2413 XM_020735567.1 
uncharacterized protein LOC110032055 [Phalaenopsis 
equestris] 

1.546 0 -7.529 

3 Cluster-25357.5415 XM_020847422.2 cytochrome P450 71A9 [Dendrobium catenatum] 1.546 0 -7.529 

4 Cluster-574.0 XM_020840416.2 
hypothetical protein MA16_Dca027110 [Dendrobium 
catenatum] 

1.422 0 -7.409 

5 Cluster-25357.6879 XM_020726026.1 
uncharacterized protein LOC110025502 [Phalaenopsis 
equestris] 

1.051 0 -6.976 
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ตารางท่ี 4 การแสดงออกของยีนแบบ up-regulation และ down-regulation ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย ขาว5N 

No GeneID NT GI NR Description 
ขาว5N 
control 

ขาว5N  
BA  

log2FoldChange 

6 Cluster-22581.4 XM_028693005.1 UDP-glycosyltransferase 85A3 [Dendrobium catenatum] 0.989 0 -6.889 

7 Cluster-24121.0 XM_020830294.2 
Leucine-rich repeat receptor-like kinase protein THICK TASSEL 
DWARF1 [Dendrobium catenatum] 

0.989 0 -6.889 

 
 
ตารางท่ี 5 การแสดงออกของยีนแบบ up-regulation และ down-regulation ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายเอียสกุล 

No. GeneID NT GI NR Description 
เอียสกุล 
control 

เอียสกุล  
BA  

log2FoldChange 

Up-regulation 
1 Cluster-25357.2844 XM_020831817.2 hypothetical protein VITISV_036363 [Vitis vinifera] 0.000 196.034 13.475 
2 Cluster-19325.0 XM_020848595.2 MHC class II regulatory factor RFX1 [Dendrobium catenatum] 0.000 171.108 13.279 

3 Cluster-19282.0 XM_020835971.2 
Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase PXL2 [Dendrobium 
catenatum] 

0.000 27.003 10.616 

4 Cluster-16787.0 XM_020836624.2 subtilisin-like protease SBT1.5 [Phalaenopsis equestris] 0.000 25.056 10.508 
5 Cluster-24199.0 XM_020846040.2 Early nodulin-like protein 1 [Dendrobium catenatum] 0.000 21.681 10.299 

6 Cluster-14911.0 XM_020818644.2 
Leucine-rich repeat extensin-like protein 6 [Dendrobium 
catenatum] 

0.000 12.593 9.517 

7 Cluster-21586.0 XM_020846696.2 GDSL esterase/lipase [Dendrobium catenatum] 0.000 12.203 9.471 
8 Cluster-25357.4119 XM_020817725.2 aspartyl protease AED3 [Dendrobium catenatum] 0.000 11.554 9.393 
9 Cluster-25357.3991 XM_028697294.1 36.4 kDa proline-rich protein [Dendrobium catenatum] 0.000 9.867 9.165 
10 Cluster-16691.0 XM_020830034.2 transcription repressor OFP13 [Dendrobium catenatum] 0.000 9.477 9.107 
11 Cluster-11000.0 XM_020849232.2 Cysteine-rich repeat secretory protein 55 [Dendrobium catenatum] 0.000 9.088 9.047 
12 Cluster-11368.0 XM_020846126.2 cationic peroxidase 1-like [Dendrobium catenatum] 0.000 9.088 9.047 

13 Cluster-16851.0 XM_020821358.2 
DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 22 [Dendrobium 
catenatum] 

0.000 8.828 9.005 
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ตารางท่ี 5 การแสดงออกของยีนแบบ up-regulation และ down-regulation ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายเอียสกุล 

No. GeneID NT GI NR Description 
เอียสกุล 
control 

เอียสกุล  
BA  

log2FoldChange 

14 Cluster-9883.0 XM_020825823.2 
Glutamyl-tRNA(Gln) amidotransferase subunit A, 
chloroplastic/mitochondrial [Dendrobium catenatum] 

0.000 8.698 8.984 

15 Cluster-8188.0 XM_020846298.2 Subtilisin-like protease [Dendrobium catenatum] 0.000 7.919 8.848 
16 Cluster-23714.0 XM_020836257.2 syntaxin-related protein KNOLLE-like [Dendrobium catenatum] 0.000 6.881 8.646 
17 Cluster-1912.0 XM_020848244.2 GDSL esterase/lipase At1g71691-like [Phalaenopsis equestris] 0.000 6.621 8.591 
18 Cluster-12194.0 XM_020835955.2 U-box domain-containing protein 27-like [Dendrobium catenatum] 0.000 6.491 8.562 
19 Cluster-14525.0 XM_028697728.1 GDSL esterase/lipase [Dendrobium catenatum] 0.000 6.102 8.473 
20 Cluster-14145.0 XM_020846254.2 thaumatin-like protein [Dendrobium catenatum] 0.000 5.972 8.442 
21 Cluster-21008.0 XM_020820466.2 TORTIFOLIA1-like protein 3 [Dendrobium catenatum] 0.000 5.842 8.411 
22 Cluster-10968.1 XM_020838855.2 alpha-galactosidase-like [Phalaenopsis equestris] 0.000 5.582 8.345 
23 Cluster-19175.0 XM_020836946.2 High mobility group B protein 4 [Dendrobium catenatum] 0.000 5.582 8.345 
24 Cluster-12691.0 XM_020718358.1 hypothetical protein MA16_Dca009510 [Dendrobium catenatum] 0.000 5.582 8.345 
25 Cluster-22681.0 XM_020831432.2 ubiquitin-conjugating enzyme E2 20-like [Dendrobium catenatum] 0.000 5.323 8.277 

26 Cluster-19351.0 XM_020835287.2 
ethylene-responsive transcription factor WIN1 [Dendrobium 
catenatum] 

0.000 5.063 8.205 

27 Cluster-11245.0 XM_020818421.2 protein DROOPING LEAF [Dendrobium catenatum] 0.000 4.933 8.168 
28 Cluster-11757.0 XM_009388447.2 hypothetical protein MA16_Dca015902 [Dendrobium catenatum] 0.000 4.933 8.168 
29 Cluster-10670.0 MG702179.1 putative F-box protein [Dendrobium catenatum] 0.000 4.284 7.965 
30 Cluster-16835.0 XM_020835907.2 Peroxidase 4 [Dendrobium catenatum] 0.000 4.282 7.964 
31 Cluster-25357.3749 XM_020828886.2 Aquaporin TIP2-2 [Dendrobium catenatum] 0.000 4.025 7.875 
32 Cluster-2161.0 XM_020736646.1 Cysteine desulfurase 2, chloroplastic [Apostasia shenzhenica] 0.000 4.025 7.875 
33 Cluster-18639.0 XM_020821837.2 LOB domain-containing protein 15 [Dendrobium catenatum] 0.000 3.895 7.828 
34 Cluster-25357.6841 XM_020848815.2 Subtilisin-like protease SDD1 [Dendrobium catenatum] 0.000 3.765 7.779 

35 Cluster-7527.1 XM_020826235.2 
putative LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase 
[Dendrobium catenatum] 

0.000 3.765 7.779 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



89 

 

 

ตารางท่ี 5 การแสดงออกของยีนแบบ up-regulation และ down-regulation ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายเอียสกุล 

No. GeneID NT GI NR Description 
เอียสกุล 
control 

เอียสกุล  
BA  

log2FoldChange 

36 Cluster-11548.0 XM_020839154.2 Protein SOMBRERO [Dendrobium catenatum] 0.000 3.505 7.677 
37 Cluster-16109.0 XM_020838243.2 chalcone synthase [Dendrobium hybrid cultivar] 0.000 3.505 7.677 
38 Cluster-15587.0 XM_020834604.2 GDSL esterase/lipase APG [Dendrobium catenatum] 0.000 3.505 7.677 
39 Cluster-22132.0 XM_020830575.2 ABC transporter G family member 8 [Dendrobium catenatum] 0.000 3.505 7.677 
40 Cluster-16842.0 XM_020835907.2 peroxidase P7-like [Phalaenopsis equestris] 0.000 2.989 7.448 
41 Cluster-20977.0 XM_020848196.2 receptor-like protein kinase 2 [Dendrobium catenatum] 0.000 2.986 7.446 
42 Cluster-17032.0 XM_020847426.2 DNA topoisomerase 2 [Dendrobium catenatum] 0.000 2.986 7.446 
43 Cluster-25233.0 XM_020850313.2 hypothetical protein MA16_Dca016113 [Dendrobium catenatum] 0.000 2.856 7.383 
44 Cluster-25357.6061 XM_020821595.2 transmembrane protein 45B-like [Dendrobium catenatum] 0.000 2.856 7.383 

45 Cluster-25357.4381 XM_020837267.2 
probable xyloglucan glycosyltransferase 9 [Dendrobium 
catenatum] 

0.000 2.726 7.316 

46 Cluster-23238.0 XM_020718670.1 putative beta-D-xylosidase 2 [Apostasia shenzhenica] 0.000 2.726 7.316 
47 Cluster-19394.0 AJ294542.2 cytokinin oxidase [Dendrobium hybrid cultivar] 0.000 2.596 7.246 
48 Cluster-15319.0 XM_020846517.2 hypothetical protein MA16_Dca025097 [Dendrobium catenatum] 0.000 2.467 7.173 
49 Cluster-13182.0 XM_028701266.1 probable peroxidase 61 [Asparagus officinalis] 0.000 2.337 7.095 
50 Cluster-23061.0 XM_020848943.2 Non-symbiotic hemoglobin 2 [Dendrobium catenatum] 0.000 2.337 7.095 
51 Cluster-11714.0 XM_020844786.2 protein DETOXIFICATION 49 [Dendrobium catenatum] 0.000 2.337 7.095 
52 Cluster-3519.0 XM_020835955.2 U-box domain-containing protein 27 [Dendrobium catenatum] 0.000 2.337 7.095 
53 Cluster-9838.3 XR_003700879.1 ubiquitin-protein ligase E3 C [Dendrobium catenatum] 0.000 2.207 7.013 

54 Cluster-23563.0 XM_028695127.1 
Branched-chain-amino-acid aminotransferase-like protein 3, 
chloroplastic [Dendrobium catenatum] 

0.000 2.207 7.013 

55 Cluster-25357.7334 XM_020818925.2 protein PIN-LIKES 7-like isoform X2 [Dendrobium catenatum] 0.000 2.207 7.013 
56 Cluster-23357.1 XM_028697151.1 DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1 [Dendrobium catenatum] 0.000 2.077 6.927 

57 Cluster-23947.0 XM_028695340.1 
Pentatricopeptide repeat-containing protein [Dendrobium 
catenatum] 

0.000 2.077 6.927 
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ตารางท่ี 5 การแสดงออกของยีนแบบ up-regulation และ down-regulation ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายเอียสกุล 

No. GeneID NT GI NR Description 
เอียสกุล 
control 

เอียสกุล  
BA  

log2FoldChange 

58 Cluster-6983.3 XM_020846362.2 
RHOMBOID-like protein 12, mitochondrial isoform X1 [Dendrobium 
catenatum] 

0.000 2.077 6.927 

59 Cluster-13673.0 XM_020845306.2 hypothetical protein MA16_Dca011489 [Dendrobium catenatum] 0.000 2.077 6.927 

60 Cluster-25153.0 XM_020837468.2 
DUF21 domain-containing protein At2g14520 [Dendrobium 
catenatum] 

0.000 2.077 6.927 

61 Cluster-12245.0 XM_020830916.2 Pathogenesis-related protein 1 [Dendrobium catenatum] 0.000 2.077 6.927 
62 Cluster-10062.0 XM_020822198.2 gibberellin 3-oxidase [Dendrobium officinale] 0.000 2.077 6.927 
63 Cluster-14152.0 XM_020816092.2 Subtilisin-like protease [Dendrobium catenatum] 0.000 2.077 6.927 

64 Cluster-25357.394 XM_020841255.2 
Putative leucine-rich repeat receptor-like serine/threonine-protein 
kinase [Dendrobium catenatum] 

0.000 1.947 6.834 

65 Cluster-12672.0 XM_020828483.2 rho GTPase-activating protein REN1 [Dendrobium catenatum] 0.000 1.947 6.834 
66 Cluster-16259.0 XM_020849232.2 Cysteine-rich repeat secretory protein 55 [Dendrobium catenatum] 0.000 1.818 6.736 
67 Cluster-6557.0 XM_020845626.2 putative pectinesterase 68 [Dendrobium catenatum] 0.000 1.818 6.736 
68 Cluster-14759.0 XM_020843470.2 homologous-pairing protein 2 homolog [Dendrobium catenatum] 0.000 1.818 6.736 
69 Cluster-25357.3437 XM_020840114.2 CASP-like protein [Dendrobium catenatum] 0.000 1.818 6.736 
70 Cluster-21774.0 XM_020832918.2 pectinesterase [Dendrobium catenatum] 0.000 1.818 6.736 
71 Cluster-16496.1 XM_020830740.2 putative mannan synthase 11 [Dendrobium catenatum] 0.000 1.818 6.736 
72 Cluster-25235.0 XM_020821813.2 Transcription factor MYB39 [Dendrobium catenatum] 0.000 1.818 6.736 
73 Cluster-4489.0 XM_020821579.2 Protodermal factor 1 [Dendrobium catenatum] 0.000 1.818 6.736 
74 Cluster-3404.0 XM_028696526.1 F-box protein [Dendrobium catenatum] 0.000 1.688 6.630 
75 Cluster-16421.0 XM_020849738.2 Protein RALF-like 34 [Dendrobium catenatum] 0.000 1.688 6.630 
76 Cluster-14091.0 XM_020843831.2 Auxin response factor 2 [Dendrobium catenatum] 0.000 1.688 6.630 
77 Cluster-19275.0 XM_020821655.2 hypothetical protein MA16_Dca022029 [Dendrobium catenatum] 0.000 1.688 6.630 

78 Cluster-8349.0 CP025656.1 
Retrovirus-related Pol polyprotein from transposon RE1 [Vitis 
vinifera] 

0.000 1.688 6.630 
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ตารางท่ี 5 การแสดงออกของยีนแบบ up-regulation และ down-regulation ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายเอียสกุล 

No. GeneID NT GI NR Description 
เอียสกุล 
control 

เอียสกุล  
BA  

log2FoldChange 

79 Cluster-7548.4 XR_003702419.1 
ataxia telangiectasia mutated family protein [Dendrobium 
catenatum] 

0.000 1.593 6.547 

Down-regulation 
1 Cluster-25357.7283 XM_020848630.2 KDEL-tailed cysteine endopeptidase CEP1 [Dendrobium catenatum] 707.573 0 -15.327 

2 Cluster-25357.2406 XM_020849491.2 
zinc finger Ran-binding domain-containing protein 2 [Dendrobium 
catenatum] 

3.667 0 -7.741 

3 Cluster-25357.2087 XM_020831421.2 sm-like protein LSM3A [Dendrobium catenatum] 3.227 0 -7.558 
4 Cluster-25357.298 XM_020827682.2 auxin-responsive protein SAUR32 [Dendrobium catenatum] 3.080 0 -7.491 

5 Cluster-12972.0 XM_020846643.2 
probable CCR4-associated factor 1 homolog 11 [Dendrobium 
catenatum] 

2.934 0 -7.421 

6 Cluster-15252.0 XM_026581077.1 hypothetical protein MA16_Dca028650 [Dendrobium catenatum] 2.934 0 -7.421 
7 Cluster-12169.0 XM_020840020.2 hypothetical protein MA16_Dca024675 [Dendrobium catenatum] 2.494 0 -7.188 

8 Cluster-18443.0 XM_020833294.1 
pentatricopeptide repeat-containing protein At3g49240, 
mitochondrial [Dendrobium catenatum] 

2.200 0 -7.009 

9 Cluster-25357.2305 XM_020820327.2 
digalactosyldiacylglycerol synthase 2, chloroplastic-like [Phoenix 
dactylifera] 

2.200 0 -7.009 

10 Cluster-17952.0 XM_020835885.2 Abscisic acid receptor PYR1 [Dendrobium catenatum] 2.200 0 -7.009 
11 Cluster-16385.1 MK470581.1 protein arginine N-methyltransferase 7 [Dendrobium catenatum] 2.054 0 -6.910 

12 Cluster-8795.0 XM_020820171.2 
Pentatricopeptide repeat-containing protein [Dendrobium 
catenatum] 

1.907 0 -6.804 

13 Cluster-25357.3107 XM_020821248.2 arginase 1, mitochondrial [Dendrobium catenatum] 1.907 0 -6.804 
14 Cluster-13316.0 XM_020818931.2 ubiquitin-conjugating enzyme E2 5 [Dendrobium catenatum] 1.760 0 -6.690 

15 Cluster-12768.0 XM_020839645.2 
Heavy metal-associated isoprenylated plant protein 26 
[Dendrobium catenatum] 

1.760 0 -6.690 

16 Cluster-25357.1675 XM_020837355.2 cellulose synthase-like protein E6 [Phalaenopsis equestris] 1.760 0 -6.690 
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ตารางท่ี 5 การแสดงออกของยีนแบบ up-regulation และ down-regulation ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายเอียสกุล 

No. GeneID NT GI NR Description 
เอียสกุล 
control 

เอียสกุล  
BA  

log2FoldChange 

17 Cluster-13918.1 XM_004139859.3 ALA-interacting subunit 3 isoform X1 [Dendrobium catenatum] 1.760 0 -6.690 
18 Cluster-14413.0 XM_020834201.2 protein RADIALIS-like 3 [Dendrobium catenatum] 1.613 0 -6.565 
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ภาพที่ 1 ตัวอย่างกล้วยไม้สกุลหวายทั้ง 3 ชนิด  
 

 
ภาพที่ 2 การสกัดอาร์เอ็นเอรวมจากชิ้นส่วนใบ ต้น และราก ของกล้วยไม้สกุลหวายขาว 5N   

 

 
ภาพที่ 3 การสกัดอาร์เอ็นเอรวมจากใบกล้วยไม้สกุลหวายขาว 5N ที่น้ าหนัก 0.1 0.2 0.3 และ 0.4 กรัม 
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ภาพที่ 4 อาร์เอ็นเอจากใบกล้วยไม้สกุลหวาย 3 ชนิด ได้แก่ ขาว 5N ขาวสนาน และเอียสกุล 

ตัวอย่างละ 5 ซ้ า 
 
 

 
 

ภาพที ่5 ชนิดของพืชที่พบความใกล้ชิดทางพันธุกรรมกับกล้วยไม้สกุลหวายจากฐานข้อมูล BLAST 
 
 

 
 

ภาพที่ 6 จ านวนการแสดงออกของยีนในกล้วยไม้สกุลหวาย ขาว 5 N เอียสกุล และขาวสนาน 
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ภาพที่ 7 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของยีนระหว่างกล้วยไม้สกุลหวายขาว 5N ที่มีสาร moscatilin 

สูง และขาวสนานที่มีสาร moscatilin ต่ า กับแหล่งข้อมูลยีนอ้างอิง Gene Ontology (GO) 
 

 
ภาพที่ 8 อัตราส่วนของยีนระหว่างกล้วยไม้สกุลหวายขาว 5N ที่มีสาร moscatilin สูง และขาวสนาน

ที่มีสาร moscatilin ต่ า กับแหล่งข้อมูลยีนอ้างอิง Gene Ontology (GO) 
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ภาพที่ 9 การวิเคราะห์การท างานของยีนภายในเซลล์ระหว่างกล้วยไม้หวายที่มีสาร moscatilin สูง 

คือ ขาว 5 N และท่ีมีสาร moscatilin ต่ า คือ ขาวสนาน จากฐานข้อมูล KEGG 

 
ภาพที่ 10 อัตราส่วนของยีนระหว่างกล้วยไม้หวายที่มีสาร moscatilin สูง คือ ขาว 5 N และที่มีสาร 

moscatilin ต่ า คือ ขาวสนาน จากฐานข้อมูล KEGG 
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ภาพที่ 11 กล้วยไม้สกุลหวาย Dendrobium catenatum (assembly ASM160598v2) ที่ใช้เป็น

จีโนมอ้างอิง 
 

 
>WSCluster-9996.0:3429_AATTT/A  

CTCATGATGCTGTCGATGTGGAGCGAGGACTTGTGGAGCTGAGGAAGTTAGGCATCGAACAACAACTATGGGAAGCTTCACGTAGAGAAATTGATCCATCTTCTTCCATAGTCAG

CCATGCAGAAAGCTCTTAGTTTGAAAACTGGATAT[AATTT/A]ATTTTATTTTTTTATTGGTTCATTTATCCTTTCCATAAACATTAGTCTTGTGGGGTGCATCAATGCACCTA

AATCCGTATTTGTCATACAAAATATAAATATATTTGGCAGCATCAAAGCATTTTTCATTGTACATAACAAAATGAGTTT 

>WSCluster-11152.9728:1605_GTT/GTTTCTGCTT 

ATGATTTTAACAGAGATGACGCCCCAGAGGAAGACTACTACGACTGAAGGAGCAGCGCTTCAATGTCAGCGGTAAGCAAAGGCCATATGGCAGCTAAAACTGGACGCAGTTGCAG

GTGCATGTTATTCTCTTCTTCAAAAGGTACATTTG[GTT/GTTTCTGCTT]TTAAAATGCCAAGTTTCAAAAGTAAGGGATCTTAGATAATTGTGAAAGCTCTTTCATTTTAATA

CATAGTTCGTTTCTATGCTTGGAATCTATAAAATATTTGTAAAAATGGTGATATTATAAATAAGCAAAAAATTAATTTTCAAGTTA 

>WSCluster-22821.0:4050_AATA/AATATATATATA 

TGTATGCCTAAGGTCAACATACCCGTCATGTGATTTGTCCTCAAAGAGCTTCTTTTATACTTCAGTTTTTGATTGAGCTTGAAGGCGAACAAGAGCTGAAGTTAATTCAATAAAG

TTTCCCCTTAAGAATTTAGAGGTGAATCATGTAGG[AATA/AATATATATATA]ATAGAGAGAGAGAGAGGGAGAATCCTTTACCTTTCCCTCTTGAGGGTTTAAATGCATTTAA

ATGAATAATATTTTGGTGCTTTTGCGAATTTACAGTGGATGGATGAGCCATATCACCTTTTAGATCCATGCCAACCAAAATATCTCTTG 

>WSCluster-6988.0:479_AGATTGTAGCGCTTATCTGAAG/A 

TATAGCTGCAAATTCGTTTTTCATCATGAACATGCTTCAAGCATTTGATCCTCCTTTTGACATGAGTCAAGATATAGATCTTGATGGGCATGGTGGTACTGAACGTCTTCCTAAT

GGTCATCTCTTCTTGCAAGCTTCTCATCATACTCA[AGATTGTAGCGCTTATCTGAAG/A]GATTGTAGCGCTTATCTGAAGCAGCCTGTGCTCACGAGGCCCGAGTTATCTAGT

TGCGGTGGAGGATGTCATCATACTCCAAAAATAAATAATGAAAAACAGGAGATTTCAAGTGAAAGTTCTTGTACTCTTATTTTGAATGTGAACGCA 

>5NCluster-11152.2664:2262_CAAAAATGCTAAA/CAAA 

GATCCATCCGCAGCAGCAGCCTTTTGCATCGCACTGGACGAACTCATCAATAATTTCATCGACCCACCACAGGGTAATTTTTAAGGAGGAGCATCTTTTTGACTTATTTTATAGG

GGGGAGTATGGACCGAAAAGTTTTTTGGAAGGGAG[CAAAAATGCTAAA/CAAA]AAAAATGCTAAACAGTTTAGCATTTTTCTGTGCCAACATGAACAAGCCAAACAATTCGGC

GTATTTTATACAGGACGCGTAAATCGTGGATCTGGTCGGAGTGTTCGAGCGATTTTTTGCTTTAAAAGCTCGGAGTGCGAAGGAGCAGCT 

>5NCluster-11152.13516:870_TTGTTTTTTTTTTTGT/TT 

ATCTTCTTTTGGGATAAAAAAAAAGGAGTTCATCTGTTGTTGTTTTCCATGGTTTTGTTTCTTAAATGAACTCTTTGCGTTCTAACTTAGCAAATAAGTTGAGTGCTATTTTGGT

ATTGATCTCGTTGTGATACATTTTTGTTTTTGTTT[TTGTTTTTTTTTTTGT/TT]TGTTTTTTTTTTTGTTTTTTTCTGAGAATCATTGTATGTTCCTCTATTTTTCTGCTGTA

GCGTCATAATCCATGTCCCACCAATTTAATTTAAGATGTAGTCGGGTGAAAGGTCAGCCTTCCTCATAATTACTTTGAATTTTCTTTTTAT 

>5NCluster-11152.428:1428_CT/CTCTATCAAAACTAT 

GGGCCTTTTGCTGACCCGCCTATAAAAGAAGTTTGCTCGCATATACGAATCATCAGGGATGATCAGGCTCATAAGGTCGATGATGCCTGACGAAGATGCTAATCTGAACAGTTAC

AGTTACGGGAAGGCAGAAAATTTGAAAAAACAAAG[CT/CTCTATCAAAACTAT]TTGGGTTCCCTGATGCTATTCATCTGTTAATCCCTGCTATAAGCTCTATCAAAACTATAC

AGTATCTTAACTACTCGGAAATGCGTAAAGATGGACATGAACTCGCTAAACCCAATTCTTGTTTGTGGGTTTTCTAAAAACACTCCAAAT 

>5NCluster-11152.12912:860_TTGGGTTAATC/T 

TCCAACCGCCCTCATTACAGTGAGCATGCTGCAGATTCCAAAAACGTTGTAGTTGTTCAAATGTTTTTGCTTTTTTCAGCCGGGCCATAGTCGAATGAATGTCTGAATAGACCCC

AAAGTTCAGATTGTTGAAGAAGAACAGATTGAGAA[TTGGGTTAATC/T]TGGGTTAATCCTGACGAAGATGGTGAAGACGAGGCCGAGGATGCGGTAGCTGATGAAGGCGAAGC

TGTTTTTTGCATCTTAGAAAAGCTTTTACTAGCTCCTCCACAACCTGTTACCACTCAAACGGAATTCTATCTTCAGAACTGGCTG 

>ESCluster-11152.9283:4385_ATAATTCTCTAAAACCGAGGACT/AT 

AGATAATACTCCAGATGACTTCACCTCGTCTGATCAAGGAGGGAATACTGAGACTCAGATTCAGGAACTAGAAAGTTCACCTGTTTGTACAAAACTGGCTACTATACTTTCACCT

GAATCTGACAATGTGAATCCATTAGCTAGCCAATC[ATAATTCTCTAAAACCGAGGACT/AT]TAATTCTCTAAAACCGAGGACTCCTGATCATGAGGAGAAACCTAAAGAAAAA

GGAAGATAATTTGATGTTGACCATTCTTTTTGGTATGTAGCATCGAGCCATGGAACTGTGTTCAGTTGTGAGATGGAGCTAATGCTGCTGATTGGAAC 

>ESCluster-11152.11187:4923_TGATTCAGTAAACTTCTTCCAGTCCTCAGAT/TGAT 

CCTTGAAAGGCTGGCTGTGCCACAGGTTGAGGACATTGTTCGAGCTGCAAAGAGGGCCTGCTATCGCTTGGTGCCAAAATCTGCTGCAGCTTAGCTGCATGCTAATCTGTATGCA

TTCAGAGTAGGATCAAAATCCTGAATGTTACAGAC[TGATTCAGTAAACTTCTTCCAGTCCTCAGAT/TGAT]GATTCAGTAAACTTCTTCCAGTCCTCAGATAACATAAATATG

AGCTTTAGATTTTTTGCTAGCAGTTAGCATTCTGTTTCAGCGCAAATAATGTGCCAATTGTTGAGCAATGAATTTCTATAATGGAAAGCTTGAATTTTGTTCAACTAG 

>ESCluster-19864.1:3792_GTTG/GTTGGTCTGAAAAAGAGGTCTATTTTG 

CGGGTAAATTGGGAAGCTGCGGGGAGGACAGCAGTTCCGAGGCAGCAGCGGCATCATTCAACTAGTGGTTTTTATCCTGGCCACGGGAGGAGGAGGTGATCCAAGTAATAATAAC

AGCTGGTTCTCAGTAATTATTCATCTTGCTGTTGA[GTTG/GTTGGTCTGAAAAAGAGGTCTATTTTG]TTGCTCATATGGATGTCAGAAGAAAATCATTTCAGGTGTTTGGCTG

TATGTTATTGGAGAGGGAGAGAGAGAGAGAGAATTATTGGGGGAAATGGAAGTTTTATCGGTGAGGTGTTTCAAGCCAGTTTTGTATTGCGAGGACAAGTGAAC 

>ESCluster-27000.0:1962_ATGCTAAATGCACTGCAGGTTTCTTGCT/ATGCT 

AATAGTATTTTTATGTATTAAAAAAATTCACAAAATAGTATAACTAATAAGCAAAAATAAAAATTATTGTGAGAGAAACTGAAGTAAACAACTGCATAATCACTGCCTAAAAACA

ACAAAAGTATGAATAGAGCTACAACATAAAGTTGA[ATGCTAAATGCACTGCAGGTTTCTTGCT/ATGCT]TGCTAAATGCACTGCAGGTTTCTTGCTGAAAAGTCTACTGATGT

GGCAATGGTCTACCAAGCAATCTAATTGAACCTGTTATGAGAAAAGTTTTGTGAACATGTTAGTAATGCATTTGATATTTAAGTTTATGTTGCAATTCTTTTTCAT 

 

ภาพที่ 12 ตัวอย่างล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนที่มีต าแหน่ง In/del ที่มีความจ าเพาะต่อชนิดของ
กล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายวิเคราะห์ได้จากเทคโนโลยีทรานสคริปโตมิกส์ โดยอักษรย่อ 
หมายถึง ชนิดของกล้วยไม้ลูกผสม ดังนี้ WS=ขาวสนาน 5N=ขาว5N และ ES=เอียสกุล 
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ภาพที่ 13 ดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุลหวายที่สกัดด้วยวิธี  CTAB 
 
 

 
ภาพที่ 14 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์จากตารางที่ 1 คู่ท่ี 2 5 8 12 13 14 18 25 27 และ 

29 ตามล าดับ 
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ภาพที่ 15 ต้นกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย ขาว5N และเอียสกุล ที่กระตุ้นด้วยสาร BA 1 ml/l ใน

อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร Vacin and Went  นาน 4 เดือน 
 

 
ภาพที่ 16 อาร์เอ็นเอจากกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย ขาว5N และเอียสกุล 

 

 
ภาพที่ 17 ปริมาณสาร moscatilin ที่วิเคราะห์ได้จากตัวอย่างกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย ขาว5N 

และเอียสกุล 

0

0.05

0.1

0.15

0.2

ขาว5N 
control 

ขาว5N BA เอียสกุล 
control 

เอียสกุล BA 

ปริมาณสาร Moscatilin (g/100g ตัวอย่าง) กร
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ภาพที่ 18 การแสดงออกของยีนแบบ up-regulation และ down-regulation ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย ขาว5N 
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ภาพที่ 19 การแสดงออกของยีนแบบ up-regulation และ down-regulation ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายเอียสกุล 
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บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
 

1. การทดสอบแสง LED สีขาว แดง และน้ าเงิน ร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิด BA 
เพ่ือหาปัจจัยที่มีผลต่อการเพ่ิมปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายโดยการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจ านวน 2 พันธุ์ คือ เอียสกุล และขาว 5N  พบว่า แสงเป็นปัจจัยหลักที่มีผลต่อการ
เจริญเติบโตของต้น และสูตรอาหารที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิด BA เป็นปัจจัยร่วม ซึ่งจะมีผล
ต่อปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ที่เกิดขึ้น   พันธุ์เอียสกุลจะตอบสนองต่อแสง LED สีขาว ร่วมกับ 
สารควบคุมการเจริญเติบโต BA ความเข้มข้น 1 mg/l  ส่วนพันธุ์ขาว 5N จะเจริญเติบโตได้ดีเมื่อ
เพาะเลี้ยงในแสง LED สีขาว ร่วมกับสูตรอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 1 mg/l แต่ปริมาณสารส าคัญ 
Moscatilin จะพบได้มากเมื่อเลี้ยงในแสง LED สีน้ าเงิน ร่วมกับสูตรอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 2 
mg/l  ดังนั้นการเลือกใช้หลอด LED สีขาวซึ่งหาซื้อได้ง่ายและมีราคาถูกในปัจจุบันจึงเหมาะสม
ส าหรับการเจริญเติบโตของต้นกล้วยทั้ง 2 พันธุ์  และเหมาะส าหรับการเพ่ิมปริมาณสารส าคัญใน
กล้วยไม้ลูกผสมพันธุ์เอียสกุล  ส่วนพันธุ์ขาว 5N ควรเลือกใช้หลอด LED สีน้ าเงินเพ่ือการกระตุ้น
ปริมาณสารส าคัญ  

2. การทดสอบสาร PEG ร่วมกับ LED สีต่างๆ ในการกระตุ้นสารส าคัญ Moscatilin ใน
กล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายพันธุ์เอียสกุล และพันธุ์ขาว 5N พบว่า สูตรอาหารที่มี PEG มีผลต่อการ
เจริญเติบโตของต้นกล้วยไม้และปริมาณสารส าคัญ Moscatilin ที่เกิดขึ้น จะเป็นปัจจัยรองในการเพ่ิม
ปริมาณสารส าคัญในกล้วยไม้พันธุ์เอียสกุล  ส่วนในพันธุ์ขาว 5N พบว่า ปัจจัยของสูตรอาหารและแสง
ไม่มีความแตกต่างทางสถิติต่อการเพ่ิมปริมาณสารส าคัญ Moscatilin โดยพบว่าในแสง LED สีน้ าเงิน 
ร่วมกับสูตรอาหารที่มี PEG 10% จะมีปริมาณสารส าคัญ Moscatilin สูงสุด  การเลือกใช้สาร PEG 
ซึ่งมีผลต่อการเจริญเติบโตของต้นกล้วยไม้จึงควรเลือกใช้ความเข้มข้นให้เหมาะสมในแต่ละพันธุ์ 

3. วิเคราะห์สาร moscatilin ในส่วนของล าต้นและส่วนใบของกล้วยไม้ ด้วยเทคนิค UHPLC 
พบสาร moscatilin ในล าต้นของขาวสนานและเอียสกุล เท่ากับ 0.015 และ 0.011 กรัมต่อตัวอย่าง 
100 กรัม ตามล าดับ และ ปริมาณสาร moscatilin ในส่วนของใบในขาวสนานและเอียสกุล เท่ากับ 
0.013 และ 0.062 กรัมต่อตัวอย่าง 100 กรัม ตามล าดับ ส่วนกล้วยไม้ ขาว 5N ไม่สามารถตรวจพบ
ปริมาณสาร moscatilin ได้ จากผลการวิเคราะห์ปริมาณสาร moscatilin ในส่วนต่างๆของกล้วยไม้
นั้น โดยเฉพาะในส่วนของใบกล้วยไม้ ที่พบการสะสมของสาร moscatilin ในปริมาณที่สูงเทียบเคียง
กับส่วนของล าต้น จะท าให้การตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร moscatilin ด้วยชุดตรวจสอบที่จะ
พัฒนาขึ้น สามารถใช้ใบกล้วยไม้มาตรวจวิเคราะห์ได้โดยตรง ซึ่งมีประโยชน์อย่างมากในการตรวจ
วิเคราะห์สาร moscatilin ในแปลงปลูกได้ 

4. ได้คลังของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ขนาด 1.2 x 1024  รูปแบบ ซึ่งดีเอ็นเอแอปตาเมอร์มีความ
ยาว 86 นิวคลีโอไทด์ โดยบริเวณส่วนกลางของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์แบบสุ่ม
จ านวน 40 เมอร์ ซึ่งคลังดีเอ็นเอแอปตาเมอร์นี้ เป็นแหล่งของแอปตาเมอร์ ที่มีความหลากหลาย 
ดังนั้นเมื่อต้องการตรวจสอบสารส าคัญชนิดอ่ืนๆ ในอนาคต จึงสามารถน าคลังของดีเอ็นเอแอปตา
เมอร์นี้มาใช้ได้ทันที  เป็นการสะดวกและประหยัดกว่าวิธีการผลิตแอนติบอดีแบบเดิม ๆ 

5. คัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ ที่สามารถจับกับสารมาตรฐาน moscatilin จากคลังดีเอ็นเอ
แอปตาเมอร์ ด้วยวิธี SELEX จ านวน 14 รอบ น ามาดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่ผ่านการคัดเลือกเชื่อมต่อ
กับ pGEM-T Vector คัดเลือกโคโลนีเดี่ยวได้ 282 โคโลนี น าไปทดสอบความสามารถในการจับกับ
สารมาตรฐาน moscatlin ด้วยเทคนิค ELAA พบดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ 7 โคลน สามารถจับกับสาร
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มาตรฐาน moscatlin ได ้ โดยมีค่า S/N ration อยู่ในช่วง 1.03-5.48 สามารถน าไปใช้พัฒนาเป็นชุด
ตรวจหากล้วยไม้ที่มีสาร Moscatilin และคัดเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ จ านวน 4 โคลน ได้แก่  
MosA6  MosH4  MosH8  และ MosE6 ท า checker board titration ด้วยเทคนิค ELAA พบว่าดี
เอ็นเอแอปตาเมอร์ทุกโคลนที่ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถท าปฏิกิริยากับ 
moscatilin ได้โดยให้ค่า S/N ratio อยู่ในช่วง 0. 96 – 1.50  

6. การตรวจสอบสาร moscatilin ด้วยเครื่องตรวจสอบปริมาณสารส าคัญทางการเกษตร
ภาคสนาม (Zensor Simulator AC Impedance รุ่น ACIP100) โดยใช้ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ จ านวน 
4 โคลน ได้แก่  MosA6  MosH4  MosH8  และ MosE6 ตรึงบนขั้วไฟฟ้า SPCE พบว่า มีเพียงดีเอ็น
เอแอปตาเมอร์ โคลน MosH4  และ MosH8 ที่สามารถจับกับสาร moscatilin ได้ อย่างไรก็ตาม ค่า
สัญญาณ EIS จากการตรวจสอบสารค่อนข้างต่ า อาจเกิดจากความเข้มข้นของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่
ใช้ตรึงบนขั้วไฟฟ้า SPCE ต่ า จึงไม่เพียงพอในการตรวจจับสาร moscatilin ซึ่งจะด าเนินการ
พัฒนาการตรวจสอบโดยการเพ่ิมความเข้มข้นของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์และชนิดของดีเอ็นเอแอปตา
เมอร์ เพ่ือให้การตรวจสอบสาร moscatiln ในกล้วยไม้สกุลหวายมีประสิทธิภาพในอนาคตต่อไป 

7. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีนจากกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายด้วยเทคโนโลยี 
ทรานสคริบโตมิกส์ ในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย 3 ชนิด ได้แก่ ขาว 5N ขาวสนาน และเอียสกุล มีการ
แสดงออกของยีนจ านวน 45,012 44,849 และ 29,209 ยีน ตามล าดับ โดยมียีนที่แสดงออก
เหมือนกันจ านวน 23,158 ยีน การวิเคราห์ความสัมพันธ์ของยีนในตัวแทนกล้วยไม้หวายที่มีสาร 
moscatilin สูง คือ ขาว 5 N และสาร moscatilin ต่ า คือ ขาวสนาน มีการแสดงออกของกลุ่มยีน
เกี่ยวกับ Cell wall organization (หรือ biogenesis) response to stress และ lipid binding 
มากที่สุดตามล าดับ มีอัตราส่วนของยีนในกลุ่ม oxidoreductase activity และ response to stress 
มากที่สุด นอกจากนี้มีการท างานภายในเซลล์ของกลุ่มยีน Trytophan metabolism Glyoxylate 
and dicaboxylate metabolism และ limonene and pinene degradation สูงสุดตามล าดับ 
และมีอัตราส่วนของกลุ่มยีน Cabon metabolism Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 
และ Trytophan metabolism มากที่สุด เมื่อวิเคราะห์หาเครื่องหมายโมเลกุล พบต าแหน่ง
เครื่องหมายชนิด SNP จ านวน 518,051 ต าแหน่ง เครื่องหมายชนิด SNP แบบ In/del จ านวน 
49,159 ต าแหน่ง ซึ่งข้อมูลต าแหน่งเครื่องหมายโมเลกุลที่พบสามารถน าไปใช้เป็นฐานข้อมูลต าแหน่ง
เครื่องหมายเพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม ประเมินลักษณะทางพันธุกรรม ระบุ หรือ
จ าแนกกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายได้ต่อไป 

8. การทดสอบและประเมินความใช้ได้ของเครื่องหมายโมเลกุล ได้ออกแบบไพรเมอร์จาก
เครื่องหมายโมเลกุลที่มีความจ าเพาะต่อชนิดของกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย โดยคาดการณ์ด้วยเทคนิค
ทางด้านชีวสารสนเทศ และค้นหาชิ้นส่วนยีนที่มีต าแหน่งเครื่องหมายชนิด In/del ท าการออกแบบ
ไพรเมอร์แบบจ าเพาะต่อชนิดได้จ านวน 12 คู่ รวมถึงออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเครื่องหมายชนิด SSR 
(Simple Sequence Repeat) ในรูปแบบ di-repeat และ tri-repeat ที่ให้ความแตกต่างระหว่าง
ชนิด ขาว5N, ขาวสนาน และเอียสกุล จ านวน 30 คู่ไพรเมอร์ พบมีเพียง 10 คู่ไพรเมอร์ที่สามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร์ เนื่องจากการทดลองส่วนนี้มีต าแหน่งเครื่องหมายโมเลกุลจ านวนมาก 
แต่การด าเนินงานในปี 2563 มีการปรับลดงบประมาณลง จึงไม่เพียงพอต่อการทดสอบและประเมิน
ความใช้ได้ของไพรเมอร์เพิ่มเติม อย่างไรก็ตามไพรเมอร์ที่ออกแบบได้สามารถน าไปต่อยอดงานวิจัยใน
ปี 2565 ได้ต่อไป 
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9.  กล้วยไม้ลูกผสมสกุลขาว5N และเอียสกุล สามารถกระตุ้นให้เพ่ิมสาร moscatilin ได้โดย
ใช้แสง LED  สีขาว ร่วมกับสาร BA 1 ml/l ในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ นาน 4 เดือน เมื่อศึกษาองค์
รวมของอาร์เอ็นเอทั้งหมดด้วยเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์ พบการแสดงออกของยีนเมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (control) ในกล้วยไม้ลูกผสมเอียสกุลมีการแสดงออกของยีนมากกว่า
กล้วยไม้ลูกผสมขาว5N ได้แก่ กลุ่มยีน Phenylpropanoid biosynthesis, Flavonoid 
biosynthesis, Phenylalanine metabolism, Stilbenoid diarylthptanoid and gingerol และ 
pentose and glucuronate interconversions  ทั้งนี้การแสดงออกของยีนที่มากกว่าสอดคล้องกับ
ปริมาณสาร moscatilin ที่วิเคราะห์ได้ ซึ่งพบในกล้วยไม้ลูกผสมเอียสกุลมากกว่ากล้วยไม้ลูกผสมขาว
5N เช่นกัน 

10.   ข้อมูลและองค์ความรู้ล าดับนิวคลีโอจากกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย 3 ชนิด ได้แก่ ขาว 5N 
ขาวสนาน และเอียสกุล ข้อมูลต าแหน่งเครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSRs และ SNPs ที่เฉพาะเจาะจงต่อ
ชนิดของกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย เป็นฐานข้อมูลเป็นประโยชน์ต่อการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรม ประเมินลักษณะทางพันธุกรรม ระบุ หรือจ าแนกกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย สามารถน าไป
ต่อยอดงานวิจัยกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายเพ่ือวิเคราะห์หาเครื่องหมายโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับลักษณะ
ประจ าพันธุ์ของกล้วยไม้สกุลหวาย หรือช่วยในการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุ์กล้วยไม้สกุลหวายต่อไป 
รวมถึงข้อมูลการแสดงออกของยีนแบบองค์รวมทั้งหมดที่ได้จากเทคโนโลยีทรานสคริบโตมิกส์สามารถ
น าไปคาดการณ์การใช้สารกระตุ้นให้กล้วยไม้สกุลหวายเพื่อสร้างสาร moscatilin ต่อไป 
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