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บุทคัดย่อ 
 พิืชุสกุ้ลกั้ญชุา มีสารอัอัก้ฤทธิิ์�หลัก้ก้ลุ�มแคนนาบิูนอัย์ด์ุ ไดุ้แก้� เติติร้าไฮโดุรแคนนาบิูนอัล (tetra-9-Tetrahy-
drocannabinol; THC) และแคนนาบูไิดุอัอัล (Cannabidiol; CBD) ทำใหส้ามารถแบู�งก้ลุ�มติามปรมิาณสาร THC และ 
CBD ดุังนั�นงานวิจััย์นี�นำเทคนิคทางโมเลกุ้ลมาใชุ้ระบุูก้ลุ�มขอังพืิชุสกุ้ลกั้ญชุาสาย์พัินธ์ุิ์หางก้ระรอัก้ภููพิาน พิบูว�าจััดุอัยู์�
ในแบูบูที� 2 (type 2) คือัมีย์ีนที�สังเคราะห์สารทั�ง THC และ CBD จัาก้นั�นนำมาใชุ้ในก้ารชุัก้นำให้เก้ิดุแคลลัส จัาก้ชุิ�น
ส�วนใบูที�ไดุ้จัาก้ก้ารเพิาะเลี�ย์งเนื�อัเย์ื�อัเมล็ดุพิืชุสกุ้ลกั้ญชุาบูนอัาหารสังเคราะห์สูติรขอัง Murashige and Skoog (MS) 
ที�ไม�มีก้ารเติิมสารควบูคุมก้ารเจัริญ เป็นระย์ะเวลา 4 สัปดุาห์ จัาก้นั�นนำชุิ�นส�วนขอังใบูในสภูาพิปลอัดุเชุื�อัไปชุัก้นำให้
เกิ้ดุแคลลัสในอัาหารสังเคราะห์สูติร MS ที�มีก้ารเติิมสารควบูคุมก้ารเจัริญก้ลุ�มอัอัก้ซิินชุนิดุ 2,4-dichlorophenoxy-
acetic acid (2,4-D) ที�ความเข้มข้น 0.5 1 และ 2 มิลลิก้รัมติ�อัลิติร เป็นระย์ะเวลา 4 สัปดุาห์ พิบูว�าทุก้ชุดุุก้ารทดุลอัง
สามารถชุัก้นำให้เก้ิดุแคลลัสไดุ้ และที�ความเข้มข้น 2,4-D 0.5 และ 1.0 มิลลิก้รัมติ�อัลิติร จัะให้แคลลัสที�มีขนาดุใหญ�
ที�สุดุ มีสีเขีย์วและเป็นชุนิดุเก้าะกั้นแน�น ดุังนั�นงานวิจััย์นี�จัึงสามารถระบุูชุนิดุขอังพิืชุสกุ้ลก้ัญชุา และสามารถชุัก้นำให้
เก้ิดุแคลลัส ซิึ�งสามารถใชุ้เป็นข้อัมูลสำหรับูก้ารขย์าย์พิันธิ์ุ์ และก้ารผลิติสารทุติิย์ภูมูิ
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Abstract
 Cannabis sp. has the main active ingredient in the cannabinoids, i.e. tetrahydrocannabinol 
(THC) and cannabidiol (CBD). It was grouped by the content of THC and CBD. This research used 
molecular techniques to classify group of the Thai stick “Phuphan” as type 2 because the genes 
that synthesize both THC and CBD were found. Then the leaves explant was used to induce callus. 
The leaves obtained from seed tissue culture on Murashige and Skoog (MS) for 4 weeks were induced 
callus formation in MS with 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) at concentrations of 0.5, 1.0, and 
2.0 mg/L for 4 weeks. The results showed that all experiments could induce callus, and at the 
concentration 1.0 mg/L 2,4-D the largest callus, green color and compact callus was produced. 
Therefore, the data of this research can be used as information for the production of secondary 
metabolites.

Keywords: Cannabis sp.; Callus culture; Tetrahydrocannabinol; Cannabidiol

1. บุทนิำ
 ปัจัจุับูันพืิชุสกุ้ลกั้ญชุาจััดุเป็นสมุนไพิรควบูคุม 

สำหรับูใชุ้รัก้ษาโรคอัย์�างหลาก้หลาย์ เชุ�น ระงับูปวดุ 

คลาย์ก้ลา้มเนื�อั เพิิ�มความอัย์าก้อัาหาร รกั้ษาอัาก้ารนอัน

ไม�หลับู ลดุก้ารอัาเจัีย์น และลดุอัาก้ารชุัก้ไดุ้ [1] ซิึ�งเป็น

ผลจัาก้สารอัอัก้ฤทธิ์ิ�ก้ลุ�มแคนนาบูินอัย์ดุ์ที�พิบูในพิืชุสกุ้ล

ก้ัญชุามาก้ก้ว�า 100 ชุนิดุ โดุย์มีสารที�เป็นอังค์ประก้อับู

หลัก้ ไดุ้แก้� เติติร้าไฮโดุรแคนนาบูินอัล (tetra-9-Tetra-

hydrocannabinol; THC) แคนนาบูนิอัล (Cannabinol; 

CBN) และแคนนาบิูไดุอัอัล (Cannabidiol; CBD) เป็นต้ิน 

[2] แติ�อัย์�างไรก็้ติามสารสำคัญดัุงก้ล�าวจัะมีปริมาณ 

แติก้ติ�างกั้น ซิึ�งแปรผันติามปัจัจััย์ติ�างๆ เชุ�น สาย์พัินธิ์ุ์

ปลกู้ สภูาพิแวดุลอ้ัมขอังพิื�นที�ปลกู้ และฤดุกู้าล [3] ดุงันั�น 

จัึงใชุ้เทคนิคก้ารเพิาะเลี�ย์งเซิลล์ เพิื�อัผลิติสารสำคัญ

ทดุแทนจัาก้ก้ารเพิาะปลูก้พืิชุติามธิ์รรมชุาติิ เนื�อังจัาก้

เซิลลพ์ิชืุมยี์นีครบูถว้น สามารถทำใหเ้ก้ดิุก้ารเปลี�ย์นแปลง

ในก้ระบูวนก้ารชีุวสังเคราะห์ติ�างๆ และสร้างสารสำคัญไดุ้

เชุ�นเดุยี์วก้บัูพิชืุที�ปลกู้ในสภูาพิธิ์รรมชุาติิ ซิึ�งขอ้ัดุขีอังก้าร

เพิาะเลี�ย์งเซิลล์พิืชุ คือั สามารถผลิติสารอัย์�างติ�อัเนื�อัง 

สามารถควบูคุมสภูาวะแวดุล้อัมในก้ารผลิติ ปราศ์จัาก้

เชุื�อัก้�อัโรคพืิชุ และไม�มีปัจัจััย์ก้ารผลิติอัันเนื�อังมาจัาก้

สิ�งแวดุล้อัมภูาย์นอัก้เข้ามาเก้ี�ย์วข้อัง อัีก้ทั�งขั�นติอันก้าร

สก้ัดุ และแย์ก้สารให้บูริสุทธิ์ิ�จัาก้ก้ารเพิาะเลี�ย์งเซิลล์พิืชุ

นั�นง�าย์ก้ว�าก้ารสกั้ดุจัาก้ชุิ�นส�วนพืิชุอัื�นๆ ในธิ์รรมชุาติ ิ[4] 

ปจััจุับูนัมีก้ารผลติิสารทตุิยิ์ภููมจิัาก้ก้ารเพิาะเลี�ย์งเซิลล์พิชืุ

หลาย์ชุนิดุ เชุ�น อังุ�น [5] ฟ้้าทะลาย์โจัร [6] และ บูัวบูก้ 

[7] เป็นต้ิน นอัก้จัาก้นี�มีก้ารศ์ึก้ษาก้ารเพิาะเลี�ย์งเซิลล์

จัาก้พิืชุสกุ้ลก้ัญชุา 3 สาย์พิันธิ์ุ์ พิบูว�าสามารถชุัก้นำแค

ลลัสไดุ้ดุีที�สุดุจัาก้ใบูเลี�ย์ง [8] ทั�งนี�สาย์พิันธิ์ุ์ขอังพิืชุสกุ้ล

ก้ัญชุา สามารถแบู�งก้ลุ�มติามปริมาณก้ารสะสมขอังสาร

ก้ลุ�มแคนาบูินอัย์ดุ์ 2 ชุนิดุ คือั THC และ CBD สามารถ

จัำแนก้ก้ลุ�มอัอัก้เป็น 3 ก้ลุ�มหลัก้ ไดุ้แก้� แบูบูที� 1 (type 

I) ก้ัญชุาที�ให้สาร THC สูง มาก้ก้ว�าร้อัย์ละ 0.3 โดุย์น�ำ

หนัก้ แบูบูที� 2 (type II) ก้ัญชุาที�ให้สาร THC มาก้ก้ว�า

ร้อัย์ละ 0.3 โดุย์น�ำหนัก้ และ CBD มาก้ก้ว�าร้อัย์ละ 0.5 

โดุย์น�ำหนกั้ และแบูบูที� 3 (type III) ก้ญัชุาที�ใหส้าร CBD 

สูงมาก้ก้ว�าร้อัย์ละ 0.5 โดุย์น�ำหนัก้ [9] ซิึ�งก้ลุ�มขอังสาย์

พินัธิ์ุส์�งผลโดุย์ติรงติ�อัสัดุส�วนขอังสารแคนนาบิูนอัย์ด์ุชุนิดุ 
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THC และ CBD และประสทิธิิ์ภูาพิในก้ารรกั้ษาโรค ซึิ�งก้าร

สังเคราะห์สารก้ลุ�มแคนนาบิูนอัย์ด์ุ เกิ้ดุจัาก้ก้ารควบูคุม

ในระดุับูย์ีนที�สังเคราะห์สาร THC (THCA synthase) 

และ CBD (CBDA synthase) [9] จัึงทำให้สามารถจััดุ

จัำแนก้ก้ลุ�มขอังพิชืุสก้ลุก้ญัชุาติามปรมิาณก้ารสะสมขอัง

สารก้ลุ�มแคนาบูินอัย์ดุ์ไดุ้ [10,11] 

 ดุังนั�นงานวิจััย์นี�จัึงสนใจัก้ารระบูุสาย์พิันธ์ุิ์พิืชุ

สกุ้ลก้ัญชุาในระดัุบูโมเลกุ้ล เพิื�อันำมาชัุก้นำให้เกิ้ดุแค

ลลสั ดุว้ย์เทคนิคก้ารเพิาะเลี�ย์งเนื�อัเย์ื�อั จัาก้นั�นติรวจัสอับู

ความแปรผันทางพัินธิ์กุ้รรมขอังเซิลลพ์ิชืุเพิาะเลี�ย์ง โดุย์ใชุ้

เครื�อังหมาย์โมเลก้ลุ RAPD เพิื�อันำขอ้ัขอ้ัมลูที�ไดุจ้ัาก้งาน

วจิัยั์นี� สำหรับูติ�อัย์อัดุในก้ารขย์าย์พัินธิ์ุ ์และผลิติสารทุติยิ์

ภููมิ ดุ้วย์เทคนิคก้ารเพิาะเลี�ย์งเซิลล์พิืชุ 

2. อุปกรณ์์ และวิธีการ
2.1 เก็บุตัวอย่างพืืชสกุลกัญชา 

 เก้บ็ูติวัอัย์�างพิชืุสก้ลุก้ญัชุาสาย์พินัธิ์ุห์างก้ระรอัก้

ภููพิาน สาย์พัินธิ์ุ์ควบูคุมเชุิงบูวก้ (positive control) 

แบูบูที� 2 (type II) คือั สาย์พิันธิ์ุ์หางก้ระรอัก้ภููพิาน 

เอัสที 1 และแบูบูที� 3 (type III) ก้ัญชุาที�ให้สาร CBD 

สาย์พิันธิ์ุ์ ชุาล็อัติ แอังเจัิ�ล (Charlotte’s angle) จัำนวน 

2 ติัวอัย์�าง โดุย์เลือัก้เก้็บูใบูจัาก้ส�วนย์อัดุขอังพิืชุที�อัาย์ุ

ประมาณ 3 สัปดุาห์ 

2.2 จำแนิกสายพืันิธุ์พืืชสกุลกัญชาในิระดับุโมเลกุล

ของยีนิสังเคราะห์สาร THC และCBD

 สก้ัดุดุีเอั็นเอัจัาก้ใบูอั�อันดุ้วย์วิธิ์ี Doyle and 

Doyle (1987) [12] ขอังติัวอัย์�างพิืชุสกุ้ลก้ัญชุา แล้วจัึง

นำมาปรับูความเข้มข้น 30 นาโนก้รัม เพิื�อัทำปฏิิก้ิริย์า

ก้ับูไพิรเมอัร์ขอังย์ีน THCA synthase [13] และ CBDA 

synthase [14] (Table 1) ดุ้วย์วิธิ์ีก้ารพีิซิีอัาร์ โดุย์

ปฏิกิ้ริยิ์าประก้อับูดุว้ย์สารละลาย์ดุเีอัน็เอั (30 นาโนก้รมั 

ติ�อัไมโครลิติร) 2 ไมโครลิติร ไพิรเมอัร์ (5 พิิโคโมล

ติ�อัไมโครลิติร) 2 ไมโครลิติร และ PCR master mix 

(dNTP (2 มิลลิโมลาร์) 2 ไมโครลิติร 10X PCR buffer 

2 ไมโครลิติร MgCl2 (50 มิลลิโมลาร์) 0.8 ไมโครลิติร 

Taq DNA polymerase (5 ย์ูนิติติ�อัไมโครลิติร) 0.1 

ไมโครลิติร และเติิมน�ำก้ลั�นให้มีปริมาติรรวม 20 

ไมโครลิติร ทำปฏิิก้ิริย์ารอับูแรก้ 94 อังศ์าเซิลเซิีย์ส 5 

นาที รอับูที� 2-30 ที�อัุณหภููมิ 94 อังศ์าเซิลเซิีย์ส 1 นาที 

55 อังศ์าเซิลเซิีย์ส 1 นาที 72 อังศ์าเซิลเซิีย์ส 1 นาที 

และรอับูสุดุท้าย์ 72 อังศ์าเซิลเซิีย์ส 10 นาที จัาก้นั�น

แย์ก้ขนาดุดีุเอัน็เอัโดุย์วธิิ์อีัเิลก็้โทรโฟ้รซีิสิโดุย์ใชุวุ้น้อัะก้า

โรสที�มีความเข้มข้น 1.5 เปอัร์เซิ็นติ์ ในบูัฟ้เฟ้อัร์ TAE ที�

แรงเคลื�อันไฟ้ฟ้้า 100 โวลติ์ เป็นเวลา 50 นาที และย์้อัม

ดุเีอัน็เอัดุว้ย์ส ีSYBR™ Gold Gel Stain จัาก้นั�นวิเคราะห์

ผลก้ารทดุลอัง โดุย์เปรีย์บูเทีย์บูขนาดุขอังยี์น เพิื�อัจััดุ

จัำแนก้ก้ลุ�มขอังพิืชุสกุ้ลก้ัญชุา 
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Table 1 Information of primers THCA synthase และ CBDA synthase genes used in this study. 

2. อุปกรณ1 และวิธีการ 
2.1 เก็บตัวอย;างพืชสกุลกัญชา  

       เก็บตัวอย6างพืชสกุลกัญชาสายพันธุ=หางกระรอกภูพาน สายพันธุ=ควบคุมเชิงบวก (positive control) แบบที่ 2 (type II) 

คือ สายพันธุ=หางกระรอกภูพาน เอสที 1 และแบบที่ 3 (type III) กัญชาที่ให?สาร CBD สายพันธุ= ชาล็อต แองเจิ้ล (Charlotte’s 

angle)  จำนวน 2 ตัวอย6าง โดยเลือกเก็บใบจากส6วนยอดของพืชที่อายุประมาณ 3 สัปดาห=  

 

2.2 จำแนกสายพันธุGพืชสกุลกัญชาในระดับโมเลกุลของยีนสังเคราะหGสาร THC และCBD 

            สกัดดีเอ็นเอจากใบอ6อนด?วยวิธี Doyle and Doyle (1987) [12] ของตัวอย6างพืชสกุลกัญชา แล?วจึงนำมาปรับความเข?มข?น 

30 นาโนกรัม เพื่อทำปฏิกิริยากับไพรเมอร=ของยีน THCA synthase [13]  และ CBDA synthase [14]  (Table 1) ด?วยวิธีการพีซี

อาร= โดยปฏิกิริยาประกอบด?วยสารละลายดีเอ็นเอ (30 นาโนกรัมต6อไมโครลิตร) 2 ไมโครลิตร ไพรเมอร= (5 พิโคโมลต6อไมโครลิตร) 2 

ไมโครลิตร และ PCR master mix (dNTP (2 มิลลิโมลาร=) 2 ไมโครลิตร 10X PCR buffer 2 ไมโครลิตร MgCl2 (50 มิลลิโมลาร=) 

0.8 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase (5 ยูนิตต6อไมโครลิตร) 0.1 ไมโครลิตร และเติมน้ำกลั่นให?มีปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ทำ

ปฏิกิริยารอบแรก 94 องศาเซลเซียส 5 นาที รอบที่ 2-30 ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 55 องศาเซลเซียส 1 นาที 72 องศา

เซลเซียส 1 นาที และรอบสุดท?าย 72 องศาเซลเซียส 10 นาที จากนั้นแยกขนาดดีเอ็นเอโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสโดยใช?วุ?นอะกาโรสที่

มีความเข?มข?น 1.5 เปอร=เซ็นต= ในบัฟเฟอร= TAE ที่แรงเคลื่อนไฟฟíา 100 โวลต= เปrนเวลา 50 นาที และย?อมดีเอ็นเอด?วยสี SYBR™ 

Gold Gel Stain จากนั้นวิเคราะห=ผลการทดลอง โดยเปรียบเทียบขนาดของยีน เพื่อจัดจำแนกกลุ6มของพืชสกุลกัญชา  

  

Table 1 Information of primers THCA synthase และ CBDA synthase genes used in this study    

 

Target 

genes 

Primer 

names 

Directions Sequences (5' to 3') Product 

lengths 

 (bp) 

References 

CBDAS 
CBDAS_F Forward AAGAAAGTTGGCTTGCAG 1080 [13]   

CBDAS_R Reverse ATCCAGTTTAGATGCTTTTCGT  

THCAS 
THCAS_F Forward CCTGAATTCGACAATACAAAATCTTAGATTCAT 589 [14]   

THCAS_R Reverse ACTGAATATAGTAGACTTTGATGGGACAGCAACC  

 

    2.3 วิเคราะหGปริมาณสารกลุ;มแคนนาบินอยดGชนิด THC และ CBD ด]วยเทคนิค HPLC 

          เตรียมตัวอย6างสำหรับวิเคราะห= นำสารสกัดความเข?มข?น 1 มิลลิกรัมต6อมิลลิลิตร จากนั้นนำไปกรองด?วย Membrane Filter 

0.45 ไมโครเมตร เก็บสารละลายที่ได?ใส6ขวดที่มีฝาป£ด แล?วนำตัวอย6างไปวิเคราะห=ด?วยเทคนิค HPLCโดยใช? Mobile phase ดังนี้ 

กรดฟอร=มิกร?อยละ 0.1 และ กรดฟอร=มิกในอะซิโตไนไตรล= โดยป£เปตกรดฟอร=มิก ร?อยละ 0.1 ด?วยอัตราการไหลที่มีผลต6อการแยก

ของที่ความเข?มข?น 10 ไมโครกรัมต6อมิลลิลิตร และใช?คอลัมน= C18 ขนาด 5 ไมโครเมตร (150 X 4.6 mm) ซึ่งมีการตรวจวัดค6าการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร จากนั้นวิเคราะห=ปริมาณโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของสาร THC และ CBD รวม 

 

 

 

 

2.3 วิเคราะห์ปริมาณ์สารกลุ่มแคนินิาบุินิอยด์ชนิิด 

THC และ CBD ด้วยเทคนิิค HPLC

 เติรีย์มติัวอัย์�างสำหรับูวิเคราะห์ นำสารสก้ัดุ

ความเข้มข้น 1 มิลลิก้รัมติ�อัมิลลิลิติร จัาก้นั�นนำไป

ก้รอังดุ้วย์ Membrane Filter 0.45 ไมโครเมติร เก็้บู

สารละลาย์ที�ไดุ้ใส�ขวดุที�มีฝาปิดุ แล้วนำตัิวอัย์�างไป

วิเคราะห์ดุ้วย์เทคนิค HPLCโดุย์ใชุ้ Mobile phase ดุังนี� 

ก้รดุฟ้อัร์มิก้ร้อัย์ละ 0.1 และ ก้รดุฟ้อัร์มิก้ในอัะซิิโติไน

ไติรล์ โดุย์ปิเปติก้รดุฟ้อัร์มิก้ ร้อัย์ละ 0.1 ดุ้วย์อััติราก้าร

ไหลที�มีผลติ�อัก้ารแย์ก้ขอังที�ความเข้มข้น 10 ไมโครก้รัม

ติ�อัมิลลิลิติร และใชุ้คอัลัมน์ C18 ขนาดุ 5 ไมโครเมติร 

(150 X 4.6 mm) ซิึ�งมีก้ารติรวจัวัดุค�าก้ารดุูดุก้ลืนแสงที�

ความย์าวคลื�น 220 นาโนเมติร จัาก้นั�นวเิคราะหป์รมิาณ

โดุย์เทีย์บูก้ับูก้ราฟ้มาติรฐานขอังสาร THC และ CBD 

รวม

2.4 เพืาะเลี�ยงเซลล์พืืชสกุลกัญชา 

	 2.4.1	ฟอกฆ่่าเชื้้�อและเพาะเล้�ยงเมล็ดกัญชื้า

 นำเมล็ดุกั้ญชุาล้างทำความสะอัาดุ ดุ้วย์น�ำ

สะอัาดุโดุย์ปล�อัย์ใหน้�ำไหลผ�านนาน 15 นาท ีนำมาฟ้อัก้

ฆ่�าเชุื�อัในสารละลาย์เอัธิ์ิล แอัลก้อัฮอัล์ ความเข้มข้น 75 

เปอัร์เซิ็นติ์ เป็นเวลา 30 วินาที จัาก้นั�นติามดุ้วย์สาร

ละลาย์คลอัร๊อัก้ซิ์ที�ความเข้มข้นร้อัย์ละ 5 โดุย์ปริมาติร 

พิรอ้ัมก้บัูหย์ดุ Tween 20 3 หย์ดุ เปน็เวลา 15 นาท ีโดุย์

ทำก้ารทดุลอังละ 3 ซิ�ำ แติ�ละชุุดุก้ารทดุลอังมี 9 เมล็ดุ 

จัาก้นั�นล้างดุ้วย์น�ำก้ลั�น 3 ครั�ง นานครั�งละ 5 นาที หลัง

จัาก้ฟ้อัก้ฆ่�าเชุื�อัแล้ว นำเมล็ดุไปเลี�ย์งในอัาหารสูติร ½ MS 

(Murashige and Skoog, 1962) [15] ภูาย์ใติ้อัุณหภููมิ 

25±2 อังศ์าเซิลเซิีย์ส ในสภูาพิแสง 16 ชุั�วโมงติ�อัวัน 

	 2.4.2	 ศึึกษาผลของสารควบคุมการเจริญ

เติิบโติที่้�เหมาะสมติ่อการเกิดแคลลัส	

 นำใบูแท้ติำแหน�งใบูแรก้ขอังต้ินที�งอัก้ในสภูาพิ

ปลอัดุเชุื�อั มาเพิาะเลี�ย์งบูนอัาหารสังเคราะห์สูติร MS ที�

เติมิสารควบูคมุก้ารเจัรญิเติบิูโติชุนดิุ 2,4-D ความเขม้ขน้ 

0.5 1.0 และ 2.0 มลิลกิ้รัมติ�อัลิติร โดุย์ทำก้ารทดุลอังม ี3 

ซิ�ำ ซิ�ำละ 3 ติวัอัย์�าง โดุย์ปลกู้ในสภูาวะควบูคมุที�อัณุหภูมูิ 

25±2 อังศ์าเซิลเซิีย์ส ในสภูาพิแสง 16 ชุั�วโมงติ�อัวัน  

วางเลี�ย์ง 4 สัปดุาห์ บูันทึก้ผลก้ารทดุลอัง ไดุ้แก้� ร้อัย์ละ

ก้ารเก้ิดุแคลลัส ลัก้ษณะขอังแคลลัสและสีขอังแคลลัส

2.5 ตรวจสอบุความแปรปรวนิทางพัืนิธุกรรมด้วย

เทคนิิค RAPD

 สก้ัดุดุีเอั็นเอัจัาก้ใบูอั�อันดุ้วย์วิธิ์ี Doyle and 

Doyle (1987) [12] ขอังติัวอัย์�างติ้นแม� และเซิลล์แค

ลลัสเพิาะเลี�ย์ง จัาก้นั�นปรับูความเข้มข้นดีุเอ็ันเอัเท�ากั้บู 

30 นาโนก้รัม เพิื�อัทำปฏิิกิ้ริย์า RAPD ก้ับูไพิรเมอัร์

แบูบูสุ�ม (random primer) ที�มีขนาดุ 10 เบูส จัำนวน 

5 ชุนิดุ ไดุ้แก้� OPA-05 OPA-09 OPA-10 OPB-02 

และOPH-17 ดุ้วย์วิธิ์ีก้ารพิีซิีอัาร์ โดุย์ปฏิิก้ิริย์าประก้อับู

ดุ้วย์สารละลาย์ดีุเอั็นเอั (30 นาโนก้รัมติ�อัไมโครลิติร) 

2 ไมโครลิติร ไพิรเมอัร์ (5 พิิโคโมลติ�อัไมโครลิติร) 2 

ไมโครลิติร และ PCR master mix (dNTP (2 มิลลิโม

ลาร์) 2 ไมโครลิติร 10X PCR buffer 2 ไมโครลิติร MgCl
2
 

(50 มิลลิโมลาร์) 0.8ไมโครลิติร TaqDNA polymerase 
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ปีที่ 31 ฉบับที่ 1 มกราคม-กุมภาพันธ์ 2566 วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

(5 ย์ูนิติติ�อัไมโครลิติร) 0.1 ไมโครลิติร และเติิมน�ำก้ลั�น

ใหม้ปีรมิาติรรวม 20 ไมโครลติิร ทำปฏิกิ้ริยิ์ารอับูแรก้ 94 

อังศ์าเซิลเซิีย์ส 5 นาที รอับูที� 2-30 ที�อัุณหภููมิ 94 อังศ์า

เซิลเซิีย์ส 1 นาที 35 อังศ์าเซิลเซิีย์ส 1 นาที 72 อังศ์า

เซิลเซิีย์ส 1 นาที และรอับูสุดุท้าย์ 72 อังศ์าเซิลเซิีย์ส 5 

นาที จัาก้นั�นแย์ก้ขนาดุดุีเอั็นเอัโดุย์วิธีิ์อัิเล็ก้โทรโฟ้รีซิิส

โดุย์ใชุ้วุ้นอัะก้าโรสที�มีความเข้มข้น 1.5 เปอัร์เซิ็นติ์ ใน

บูัฟ้เฟ้อัร์ TAE ที�แรงเคลื�อันไฟ้ฟ้้า 100 โวลติ์ เป็นเวลา 

50 นาที และย์้อัมดุีเอั็นเอัดุ้วย์สี SYBR™ Gold Gel 

Stain เปรีย์บูเทีย์บูแถบูดีุเอ็ันเอัที�ปราก้ฏิระหว�างแถบู

ดุเีอ็ันเอัที�ไดุ้ จัาก้ติน้แม� และเซิลลเ์พิาะเลี�ย์ง เพิื�อัประเมนิ

เสถีย์รภูาพิทางพิันธิ์ุก้รรม

2.6 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิิต 

 ก้ารวิเคราะห์ขอ้ัมลูทางสถิติ ิวางแผนก้ารทดุลอัง

แบูบูสุ�มสมบููรณ์ (Completely Randomized Design, 

CRD) นำข้อัมูลมาวิเคราะห์ผลทางสถิติิโดุย์ใชุ้ Analysis 

of variance (ANOVA) และเปรีย์บูเทีย์บูความแติก้ติ�าง

ขอังค�าเฉลี�ย์ดุ้วย์วิธิ์ี Duncan’s multiple range Test 

(DMRT) ที�ระดุับูความเชุื�อัมั�นร้อัย์ละ 95 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์์
3.1 เก็บุตัวอย่างพืืชสกุลกัญชา 

 นำตัิวอัย์�างใบูอั�อันขอังพืิชุที�อัายุ์ประมาณ 3 

สัปดุาห์ ขอังพิืชุสกุ้ลก้ัญชุาสาย์พัินธ์ุิ์หางก้ระรอัก้ภููพิาน 

และสาย์พัินธิ์ุ์ ชุาล็อัติ แอังเจัิ�ล (Charlotte’s angle)  

มาศ์ึก้ษาลัก้ษณะทางสัณฐานวิทย์าขอังใบู 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ1 
    3.1 เก็บตัวอย;างพืชสกุลกัญชา  

     นำตัวอย6างใบอ6อนของพืชที่อายุประมาณ 3 สัปดาห= ของพืชสกุลกัญชาสายพันธุ=หางกระรอกภูพาน และสายพันธุ= ชาล็อต 

แองเจิ้ล (Charlotte’s angle) มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของใบ  

 

 

 

 

 

 

 

 

                                              

                                               

Figure 1 Characteristics of Cannabis sp. leaves (A) Thai stick “Phuphan” (B) Charlotte’s angel 
 

พบว6าสายพันธุ=หางกระรอกภูพาน (A) เปrนใบเดี่ยว เล็ก แคบ และยาว แตกออกเปrนแฉก 5 แฉก แต6ละแฉกเปrนรูปยาวรี

ปลาย และ โคนสอบ ขอบใบทุกแฉกเปrนหยักแบบฟâนเลื่อย ขนาดกว?างประมาณ 0.3-1.5 เซนติเมตร และยาวประมาณ 6-10 

เซนติเมตร จากรายงานการวิจัย พบว6ากัญชาไทยสายพันธุ=หางกระรอก (Thai stick) เปrนสายพันธุ=แท?ดั้งเดิมขึ้นอยู6ตามธรรมชาติบน

เทือกเขาภูพาน จังหวัดสกลนคร มีลักษณะใบยาว 12 เซนติเมตร ก?านใบ 1-2 เซนติเมตร ใบย6อย 3-9 แฉกรูปหอก กว?าง 0.2-1.3 

เซนติเมตร [15] และสัณฐานวิทยาของใบของสายพันธุ= Charlotte’s angle (B) ใบเดี่ยว ใบใหญ6 เรียงชิดกัน แตกออกเปrน 5 แฉก 

แต6ละแฉกเปrนโคนและปลายสอบ ขอบใบทุกแฉกเปrนหยักแบบฟâนเลื่อย ขนาดกว?างประมาณ 3-4 เซนติเมตร และยาวประมาณ 10-

12 เซนติเมตร จากรายงานการวิจัยสายพันธุ= Charlotte’s angel มีลักษณะใบเดี่ยวรูปฝ≠ามือ แผ6นใบเปrนแฉก 5-11 แฉก ขอบใบ

จักรเปrนฟâนเลื่อย [16] จากข?อมูลสัณฐานวิทยาของใบสามารถจำแนกสายพันธุ=หางกระรอกภูพาน ออกจากสายพันธุ= Charlotte’s 

angel ซึ่งสายพันธุ= Charlotte’s angel ซึ่งจัดเปrนกลุ6ม CBD dominant (Type3)   

 

3.2 จำแนกสายพันธุGพืชสกุลกัญชาโดยใช]เครื่องหมายดีเอ็นเอจำเพาะกับยีนสังเคราะหGสาร THC และ CBD 

         สามารถจำแนกกลุ6มสายพันธุ=พืชสกุลกัญชาด?วยยีนที่สังเคราะห=สาร THC (THCA synthase) และ CBD (CBDA synthase) 

ซึ่งทำให?การสังเคราะห=สาร THC และ CBD ได?ต6างกัน จากตรวจสอบยีนสังเคราะห=สาร THC และ CBD โดยใช?เครื่องหมายดีเอ็นเอ 

THCA synthase และ CBDA synthase  ในพืชสกุลกัญชาสายพันธุ=หางกระรอกภูพาน พบว6าสามารถเพิ่มปริมาณให?แถบดีเอ็นเอได?

เหมือนกับสายพันธุ= positive control ที่มีการสังเคราะห= CBD และ THC ซึ่งให ?แถบดีเอ็นเอขนาด 559 bp และ 1080 bp 

ตามลำดับ (Figure 2) ดังนั้นจึงสามารถระบุชนิดของพืชสกุลกัญชาสายพันธุ=หางกระรองภูพานได?เปrนแบบที่ 2 คือ กัญชาที่ให?สาร

THC มากกว6าร?อยละ 0.3 โดยน้ำหนัก และ CBD มากกว6าร?อยละ 0.5 โดยน้ำหนัก ซึ่งสอดคล?องกับงานวิจัยของสถาบันวิจัยสมุนไพร 

กรมวิทยาศาสตร=การแพทย= ร6วมกับ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลอีสาน วิทยาเขตสกลนคร พบว6ากัญชาพันธุ=หางกระรอกภูพาน

จัดเปrนแบบที ่2 [15] 

 

(A)                                                     (B) 

Figure 1 Characteristics of Cannabis sp. leaves (A) Thai stick “Phuphan” (B) Charlotte’s angel.

 พิบูว�าสาย์พัินธิ์ุ์หางก้ระรอัก้ภููพิาน (A) เป็น

ใบูเดุี�ย์ว เล็ก้ แคบู และย์าว แติก้อัอัก้เป็นแฉก้ 5 แฉก้ 

แติ�ละแฉก้เป็นรูปย์าวรีปลาย์ และ โคนสอับู ขอับูใบูทุก้

แฉก้เป็นหย์ัก้แบูบูฟั้นเลื�อัย์ ขนาดุก้ว้างประมาณ 0.3-

1.5 เซินติิเมติร และย์าวประมาณ 6-10 เซินติิเมติร จัาก้

ราย์งานก้ารวิจััย์ พิบูว�ากั้ญชุาไทย์สาย์พัินธิ์ุ์หางก้ระรอัก้ 

(Thai stick) เป็นสาย์พัินธิ์ุแ์ท้ดุั�งเดิุมขึ�นอัย์ู�ติามธิ์รรมชุาติิ

บูนเทือัก้เขาภูพูิาน จังัหวัดุสก้ลนคร มลีกั้ษณะใบูย์าว 12 

เซินติิเมติร ก้้านใบู 1-2 เซินติิเมติร ใบูย์�อัย์ 3-9 แฉก้รูป

หอัก้ ก้ว้าง 0.2-1.3 เซินติิเมติร [15] และสัณฐานวิทย์า

ขอังใบูขอังสาย์พิันธ์ุิ์ Charlotte’s angle (B) ใบูเดุี�ย์ว 

ใบูใหญ� เรีย์งชุิดุก้ัน แติก้อัอัก้เป็น 5 แฉก้ แติ�ละแฉก้
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เป็นโคนและปลาย์สอับู ขอับูใบูทุก้แฉก้เป็นหยั์ก้แบูบู

ฟ้ันเลื�อัย์ ขนาดุก้ว้างประมาณ 3-4 เซินติิเมติร และย์าว

ประมาณ 10-12 เซินติิเมติร จัาก้ราย์งานก้ารวิจััย์สาย์

พิันธุิ์์ Charlotte’s angel มีลัก้ษณะใบูเดุี�ย์วรูปฝ่ามือั 

แผ�นใบูเป็นแฉก้ 5-11 แฉก้ ขอับูใบูจััก้รเป็นฟ้ันเลื�อัย์ 

[16] จัาก้ข้อัมูลสัณฐานวิทย์าขอังใบูสามารถจัำแนก้สาย์

พิันธิ์ุ์หางก้ระรอัก้ภููพิาน อัอัก้จัาก้สาย์พิันธิ์ุ์ Charlotte’s 

angel ซิึ�งสาย์พิันธิ์ุ์ Charlotte’s angel ซิึ�งจััดุเป็นก้ลุ�ม 

CBD dominant (Type3) 

3.2 จำแนิกสายพืันิธุ์พืืชสกุลกัญชาโดยใช้เครื�องหมาย

ดีเอ็นิเอจำเพืาะกับุยีนิสังเคราะห์สาร THC และ CBD

 สามารถจัำแนก้ก้ลุ�มสาย์พิันธ์ุิ์พิืชุสกุ้ลกั้ญชุา

ดุ้วย์ย์ีนที�สังเคราะห์สาร THC (THCA synthase) และ 

CBD (CBDA synthase) ซิึ�งทำให้ก้ารสังเคราะห์สาร 

THC และ CBD ไดุ้ติ�างก้ัน จัาก้ติรวจัสอับูย์ีนสังเคราะห์

สาร THC และ CBD โดุย์ใชุ้เครื�อังหมาย์ดุีเอั็นเอั THCA 

synthase และ CBDA synthase ในพิืชุสกุ้ลก้ัญชุาสาย์

พิันธิ์ุ์หางก้ระรอัก้ภููพิาน พิบูว�าสามารถเพิิ�มปริมาณให้

แถบูดีุเอ็ันเอัไดุ้เหมือันกั้บูสาย์พัินธิ์ุ์ positive control 

ที�มีก้ารสังเคราะห์ CBD และ THC ซิึ�งให้แถบูดีุเอั็นเอั

ขนาดุ 559 bp และ 1080 bp ติามลำดุับู (Figure 2) 

ดุงันั�นจังึสามารถระบูชุุนดิุขอังพิชืุสก้ลุก้ญัชุาสาย์พินัธิ์ุห์าง

ก้ระรอังภููพิานไดุ้เป็นแบูบูที� 2 คือั ก้ัญชุาที�ให้สารTHC 

มาก้ก้ว�าร้อัย์ละ 0.3 โดุย์น�ำหนัก้ และ CBD มาก้ก้ว�า

ร้อัย์ละ 0.5 โดุย์น�ำหนัก้ ซิึ�งสอัดุคล้อังกั้บูงานวิจััย์ขอัง

สถาบูันวิจััย์สมุนไพิร ก้รมวิทย์าศ์าสติร์ก้ารแพิทย์์ ร�วม

ก้ับู มหาวิทย์าลัย์เทคโนโลยี์ราชุมงคลอีัสาน วิทย์าเขติ

สก้ลนคร พิบูว�าก้ัญชุาพิันธ์ุิ์หางก้ระรอัก้ภููพิานจััดุเป็น

แบูบูที� 2 [15]

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        Figure 2 PCR results for (A) active THCAS band (B) active CBDAS band 

                    Lane M : DNA ladder (A) 1 kbp (B) 3,000 bp, 1 : Cannabis sp. Thai stick   

                     “Phuphan ST1”, 2 : Cannabis sp. Thai stick “Phuphan”, 3 : Cannabis sp.  

                        “Charlotte’s angel” (1) 4: Cannabis sp. “Charlotte’s angel” (2), 5 : Negative control 

 
3.3 วิเคราะหGปริมาณสารกลุ;มแคนนาบินอยดGชนิด THC และ CBD ด]วยเทคนิค HPLC 

      จากโครมาโทแกรมการแยกสารด?วยเทคนิค HPLC พบสารแคนนาบินอยด=กลุ6ม total CBD ประกอบด?วยสาร CBDA และ 

CBD ในพืชสกุลกัญชาสายพันธุ= Charlotte’s angel (Figure 3A) พบว6ามีปริมาณ total CBD และtotal THC เท6ากับร?อยละ 7.53 

และ 2.53 โดยน้ำหนัก ตามลำดับ ซึ่งจากสัดส6วนของ THC:CBD จัดเปrนแบบที่ 3 (type III) หรือกัญชาที่ให?สาร CBD สูงมากกว6าร?อย

ละ 0.5 โดยน้ำหนัก (Table 2) และในสายพันธุ=หางกระรอกภูพาน จะพบสารแคนนาบินอยด=ทั้งกลุ6ม total CBD และ total THC 

เท6ากับร?อยละ 0.50 และ 1.01 โดยน้ำหนัก ตามลำดับ ซึ่งจัดเปrนแบบที่ 2 (type II) คือกัญชาที่ให?สารTHC มากกว6าร?อยละ 0.3 โดย

น้ำหนัก และ CBD มากกว6าร?อยละ 0.5 โดยน้ำหนัก (Table 2) ดังนั้นจากผลการวิเคราะห=เชิงปริมาณสอดคล?องกันกับการแสดงออก

ของยีนสังเคราะห=สาร THC และ CBD  

สำหรับการวิเคราะห=ด?วยเทคนิคนี้เปrนวิธีมาตรฐานที่ใช�ตรวจยืนยันสารกลุ�มแคนนาบินอยด�ได�มีการระบุในประกาศ

กระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 425 และ 427 (พ.ศ. 2564) ให�ใช�เครื่องมือที่อาศัยหลักการโครมาโตกราฟ�แบบของเหลว

สมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) เนื่องจากสามารถวิเคราะห�สารหลายชนิดได�พร�อม

กัน มีความจําเพาะ และความไวสูง สามารถตรวจสอบสารที่มีปริมาณน�อยได�อย�างแม�นยํา ผลการวิเคราะห�ที่ได�จะเป

�นผลรวมในรูปของ total THC (THCA และ THC) และ total CBD (CBDA และ CBD) ซึ่งใช?คอลัมน�ในการแยกสารเป�

นประเภท C18 stationary phase เนื่องจากสารกลุ�มแคนนาบินอยด� มีคุณสมบัติเป�น hydrophobic นอกจากนี้สามารถ

แยก อนุพันธ�ในรูปกรดและกลางได� เนื่องจากไม�มีการให�ความร�อนสูง THCA และ CBDA จึงไม�เปลี่ยนแปลงไปอยู�

ในรูปอื่น  
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Figure 2 PCR results for (A) active THCAS band (B) active CBDAS band
   Lane M : DNA ladder (A) 1 kbp (B) 3,000 bp, 1 : Cannabis sp. Thai stick 
   “Phuphan ST1”, 2 : Cannabis sp. Thai stick “Phuphan”, 3 : Cannabis sp. 
   “Charlotte’s angel” (1) 4: Cannabis sp. “Charlotte’s angel” (2), 5 : Negative control

3.3 วิเคราะห์ปริมาณ์สารกลุ่มแคนินิาบุินิอยด์ชนิิด 

THC และ CBD ด้วยเทคนิิค HPLC

 จัาก้โครมาโทแก้รมก้ารแย์ก้สารดุ้วย์เทคนิค 

HPLC พิบูสารแคนนาบูนิอัย์ดุก์้ลุ�ม total CBD ประก้อับู

ดุ้วย์สาร CBDA และ CBD ในพิืชุสกุ้ลก้ัญชุาสาย์พัินธิ์ุ์ 

Charlotte’s angel (Figure 3A) พิบูว�ามีปริมาณ total 

CBD และtotal THC เท�าก้บัูรอ้ัย์ละ 7.53 และ 2.53 โดุย์

น�ำหนกั้ ติามลำดุบัู ซิึ�งจัาก้สดัุส�วนขอัง THC:CBD จัดัุเปน็
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ปีที่ 31 ฉบับที่ 1 มกราคม-กุมภาพันธ์ 2566 วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

แบูบูที� 3 (type III) หรือัก้ัญชุาที�ให้สาร CBD สูงมาก้ก้ว�า

ร้อัย์ละ 0.5 โดุย์น�ำหนัก้ (Table 2) และในสาย์พิันธิ์ุ์หาง

ก้ระรอัก้ภููพิาน จัะพิบูสารแคนนาบูินอัย์ดุ์ทั�งก้ลุ�ม total 

CBD และ total THC เท�าก้ับูร้อัย์ละ 0.50 และ 1.01 

โดุย์น�ำหนัก้ ติามลำดุับู ซิึ�งจััดุเป็นแบูบูที� 2 (type II) คือั

ก้ัญชุาที�ให้สารTHC มาก้ก้ว�าร้อัย์ละ 0.3 โดุย์น�ำหนัก้ 

และ CBD มาก้ก้ว�าร้อัย์ละ 0.5 โดุย์น�ำหนัก้ (Table 2) 

ดุังนั�นจัาก้ผลก้ารวิเคราะห์เชุิงปริมาณสอัดุคล้อังกั้นกั้บู

ก้ารแสดุงอัอัก้ขอังย์ีนสังเคราะห์สาร THC และ CBD 

 สำหรับูก้ารวิเคราะห์ดุ้วย์เทคนิคนี�เป็นวิธีิ์มาติร

ฐานที�ใชุ้ติรวจัย์ืนย์ันสารก้ลุ�มแคนนาบูินอัย์ดุ์ไดุ้มีก้าร

ระบูุในประก้าศ์ก้ระทรวงสาธิ์ารณสุข ฉบัูบูที� 425 

และ 427 (พิ.ศ์. 2564) ให้ใชุ้เครื�อังมือัที�อัาศ์ัย์หลัก้ก้าร 

โครมาโติก้ราฟี้แบูบูขอังเหลวสมรรถนะสูง (High Perfor-

mance Liquid Chromatography, HPLC) เนื�อังจัาก้

สามารถวิเคราะห์สารหลาย์ชุนิดุไดุ้พิร้อัมก้ัน มีความ

จัําเพิาะ และความไวสูง สามารถติรวจัสอับูสารที�มีปริ

มาณน้อัย์ไดุ้อัย์�างแม�นย์ํา ผลก้ารวิเคราะห์ที�ไดุ้จัะเป็น

ผลรวมในรูปขอัง total THC (THCA และ THC) และ 

total CBD (CBDA และ CBD) ซิึ�งใชุ้คอัลัมน์ในก้ารแย์ก้

สารเป็นประเภูท C18 stationary phase เนื�อังจัาก้ 

สารก้ลุ�มแคนนาบูนิอัย์ด์ุ มคีณุสมบูตัิเิป็น hydrophobic 

นอัก้จัาก้นี�สามารถแย์ก้ อันุพิันธิ์์ในรูปก้รดุและก้ลางไดุ้ 

เนื�อังจัาก้ไม�มีก้ารให้ความร้อันสูง THCA และ CBDA จัึง

ไม�เปลี�ย์นแปลงไปอัย์ู�ในรูปอัื�น 
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Figure 3 HPLC-UV chromatogram of (A) Cannabis sp. “Charlotte’s angel” detection at 220 nm. The compounds 

elute in the following order: CBD-acid (tR: 3.442 min), CBD (tR: 4.100 min), CBN (tR: 5.801 min), THC (tR: 

6.741 min), THC-acid A (tR: 7.858 min) (B) Cannabis sp. Thai stick “Phuphan” 

 

Table 2 Total THC and CBD contents (%w/w), ratio content of THC:CBD and type of Cannabis sp. 

 

Cultivars Total THC (%w/w) Total CBD (%w/w) Types 

Cannabis sp. Thai stick 

“Phuphan” 

1.01 0.50 II 

Cannabis sp. 

“Charlotte’s angel” 

2.87 7.53 III 

    

Figure 3 HPLC-UV chromatogram of (A) Cannabis sp. “Charlotte’s angel” detection at 220 nm. The  
  compounds elute in the following order: CBD-acid (tR: 3.442 min), CBD (tR: 4.100 min), CBN  
  (tR: 5.801 min), THC (tR: 6.741 min), THC-acid A (tR: 7.858 min) (B) Cannabis sp. Thai stick “Phuphan”
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Figure 3 HPLC-UV chromatogram of (A) Cannabis sp. “Charlotte’s angel” detection at 220 nm. The compounds 

elute in the following order: CBD-acid (tR: 3.442 min), CBD (tR: 4.100 min), CBN (tR: 5.801 min), THC (tR: 

6.741 min), THC-acid A (tR: 7.858 min) (B) Cannabis sp. Thai stick “Phuphan” 

 

Table 2 Total THC and CBD contents (%w/w), ratio content of THC:CBD and type of Cannabis sp. 

 

Cultivars Total THC (%w/w) Total CBD (%w/w) Types 

Cannabis sp. Thai stick 

“Phuphan” 

1.01 0.50 II 

Cannabis sp. 

“Charlotte’s angel” 

2.87 7.53 III 
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3.4 เพืาะเลี�ยงเซลล์พืืชสกุลกัญชา 

 นำเมล็ดุพัินธิ์ุ์ขอังสาย์พัินธิ์ุ์หางก้ระรอัก้ภููพิาน 

มาใชุ้ในก้ารเพิาะเลี�ย์งเนื�อัเย์ื�อั โดุย์มีขั�นติอัน ดุังนี� 

	 3.4.1	ฟอกฆ่า่เชื้้�อและการงอกของเมล็ดกญัชื้า

 นำเมล็ดุพิันธิ์ุ์สาย์พิันธิ์ุ์หางก้ระรอัก้ภููพิาน มา

ฟ้อัก้ฆ่�าเชุื�อั พิบูว�าให้เมล็ดุปลอัดุเชืุ�อัร้อัย์ละ 100 และ

มีร้อัย์ละก้ารงอัก้ ร้อัย์ละ 66 ที�ระย์ะเวลา 20 วัน โดุย์ที�

Table 2 Total THC and CBD contents (%w/w), ratio content of THC:CBD and type of Cannabis sp.
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Figure 3 HPLC-UV chromatogram of (A) Cannabis sp. “Charlotte’s angel” detection at 220 nm. The compounds 

elute in the following order: CBD-acid (tR: 3.442 min), CBD (tR: 4.100 min), CBN (tR: 5.801 min), THC (tR: 

6.741 min), THC-acid A (tR: 7.858 min) (B) Cannabis sp. Thai stick “Phuphan” 

 

Table 2 Total THC and CBD contents (%w/w), ratio content of THC:CBD and type of Cannabis sp. 

 

Cultivars Total THC (%w/w) Total CBD (%w/w) Types 

Cannabis sp. Thai stick 

“Phuphan” 

1.01 0.50 II 

Cannabis sp. 

“Charlotte’s angel” 

2.87 7.53 III 

    
เมล็ดุจัะเริ�มงอัก้ที�ระย์ะเวลา 5 วัน (Figure 3B) เก้ิดุใบู

เลี�ย์งที�ระย์ะเวลา 10 วัน (Figure 3C) และเก้ิดุใบูแท้ที�
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ภูาย์ใติ้อัุณหภููมิ 25±2 อังศ์าเซิลเซิีย์ส ในสภูาพิแสง 16 

ชุั�วโมงติ�อัวัน.
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Figure 3 Process of germination and seedling development of Cannabis sp. (A) 0 (B) 5 (C) 15 (D)        

                20 days on ½ MS at temperature 25±2 °C for 16 hours/day Bar represents 0.5 cm 

 

3.4.2 ศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เหมาะสมต;อการเกิดแคลลัส  

                   จากการศึกษาความเข?มข?นของสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ6มออกซิน ชนิด 2,4-D ต6อการชักนำให?เกิดแคลลัสจาก
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จากรายงานการวิจัย พบว6าแคลลัสที่มีสีเขียว และเปrนแบบเกาะกันแน6น เปrนลักษณะที่เหมาะแก6การพัฒนาเปrนต?นใหม6 [17] และ

แคลลัสที่มีลักษณะร6วนซุย เปrนสีครีม ซึ่งเปrนแคลลัสที่มีลักษณะที่ดี และมีความเหมาะสมสำหรับการใช?เปrนเซลล=เริ่มต?นสำหรับการ

เพาะเลี้ยงเซลล= แขวนลอย เนื่องจากเปrนแคลลัสที่มีการเจริญเติบโต และสามารถเพิ่มปริมาณได? มีการเกาะกลุ6มที่ไม6อัดแน6น จึงน6าจะ
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Figure 3 Process of germination and seedling development of Cannabis sp. (A) 0 (B) 5 (C) 15 (D) 20 days  
  on ½ MS at temperature 25±2 °C for 16 hours/day Bar represents 0.5 cm.

	 3.4.2	 ศึึกษาผลของสารควบคุมการเจริญ

เติิบโติที่้�เหมาะสมติ่อการเกิดแคลลัส	

 จัาก้ก้ารศ์ึก้ษาความเข้มข้นขอังสารควบูคุมก้าร

เจัรญิเติบิูโติก้ลุ�มอัอัก้ซินิ ชุนดิุ 2,4-D ติ�อัก้ารชุกั้นำใหเ้ก้ดิุ

แคลลัสจัาก้ชุิ�นส�วนใบูแท้ในสภูาพิปลอัดุเชุื�อั เพิาะเลี�ย์ง

บูนอัาหารสูติร MS ที�เติิมสารควบูคุมก้ารเจัริญเติิบูโติ

ขอังพิืชุ ชุนิดุ 2,4-D ที�ความเข้มข้น 0 0.5 1.0 และ 2.0 

มิลลิก้รัมติ�อัลิติร เพิาะเลี�ย์งเป็นเวลา 4 สัปดุาห์ พิบู

ว�าในสูติรอัาหารที�มีก้ารเติิม 2,4-D สามารถพิัฒนาเป็น

แคลลัสไดุ้ร้อัย์ละ 100 (Table 2) แคลลัสที�พิัฒนาบูน

อัาหารที�ม ี2,4-D ความเขม้ขน้ 0.5 และ 1.0 มลิลกิ้รมัติ�อั

ลติิร มขีนาดุใหญ� มสีเีขยี์ว และสีครีม และมีลกั้ษณะแบูบู

เก้าะก้ันแน�น (compact callus) และเป็นแบูบูร�วนซิุย์ 

(friable callus) ติามลำดุับู (Figure 4) จัาก้ราย์งานก้าร
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ปีที่ 31 ฉบับที่ 1 มกราคม-กุมภาพันธ์ 2566 วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

ไดุ ้มกี้ารเก้าะก้ลุ�มที�ไม�อัดัุแน�น จังึน�าจัะสามารถก้ระจัาย์

ติัวไดุ้เมื�อัทำก้ารเพิาะเลี�ย์งในอัาหารเหลว และไม�มีก้าร

เก้ดิุอัวยั์วะอัื�นๆ เชุ�น ย์อัดุ หรอืัราก้ [18] ดุงันั�นจัาก้ขอ้ัมลู

นี�สามารถเลือัก้ใชุส้ตูิรอัาหารที�เหมาะสมกั้บูวัติถุประสงค์

ขอังก้ารเพิาะเลี�ย์งเซิลล์พิืชุ 

วิจััย์ พิบูว�าแคลลัสที�มีสีเขีย์ว และเป็นแบูบูเก้าะก้ันแน�น 

เปน็ลกั้ษณะที�เหมาะแก้�ก้ารพัิฒนาเปน็ติน้ใหม� [17] และ

แคลลัสที�มีลัก้ษณะร�วนซิุย์ เป็นสีครีม ซิึ�งเป็นแคลลัสที�มี

ลกั้ษณะที�ดุ ีและมคีวามเหมาะสมสำหรบัูก้ารใชุเ้ปน็เซิลล์

เริ�มติ้นสำหรับูก้ารเพิาะเลี�ย์งเซิลล์ แขวนลอัย์ เนื�อังจัาก้

เปน็แคลลสัที�มกี้ารเจัรญิเติบิูโติ และสามารถเพิิ�มปรมิาณ

Table 2 Effect of 2,4-D on callus induction from leaf explant of Cannabis sp. after 4 week cultureTable 2  Effect of 2,4-D on callus induction from leaf explant of Cannabis sp. after 4 week culture 

 

 

                                                                  

 

 

 

 

               

 

 

The values are mean ± standard deviation (n=3). a-bMeans within each column followed by different letters are 

significantly different (p<0.05)  

 

 
  

 

Figure 4   Appearance of callus induced from Cannabis sp. leaves on MS with 2,4-D (A) 0 (B) 0.5 (C) 1.0 and (D)  

                 2.0 mg/L, respectively after 4 weeks. Bar represents 0.5 cm  
 

2.4 ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมด]วยเทคนิค RAPD  

เพื่อยืนยันว6าเซลล=เพาะเลี้ยงจะไม6มีความแปรปรวนทางพันธุกรรม เมื่อเทียบกับรุ6นพ6อแม6 จึงตรวจสอบความแปรปรวนทาง

พนัธกุรรมของแคลลัสพืชสกุลกัญชา จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เทียบกับต?นแม6ด?วยเครื่องหมาย RAPD ด?วยไพรเมอร=ต6าง ๆ  โดยหลัง

ทําปฏิกิริยา PCR แล?วตรวจสอบแถบดีเอ็นเอบนเจลอะกาโรส พบว6าไพรเมอร= OPA-05 OPA-09 และ OPB-02 ไม6สามารถแยกความ

แตกต6างของพืชสกุลกัญชาได? แต6ไพรเมอร= OPA-10 และOPH-17 ให?แถบดีเอ็นเอที่มีลักษณะ polymorphism สามารถแยกความ

แตกต6างของพืชสกุลกัญชาได?ดีที่สุด และเมื่อทดสอบความแปรปรวนระหว6างต?นแม6พันธุ= และแคลลัส พบแถบดีเอ็นเอที่ได?มีความ

เหมือนกัน และสม่ำเสมอที่สุด โดยแถบดีเอ็นเอเป็นลักษณะ monomorphism ทั้งหมด (Figure 5) สอดคล?องกับรายงานว6าการใช?

เครื่องหมาย RAPD  สามารถตรวจสอบเสถียรภาพของพันธุกรรมในพืชจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อได? [19] ดังนั้นจากการตรวจสอบไม6

พบการความแปรปรวนทางพันธุกรรมจากแคลลัสหรือโซมาติกเอ็มบริโอเหล6านี้  
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callus 

Color of  

callus 

0 0.00 0.00 - - 

0.5 100.00 0.50±0.03a compact Greenish 

1.0 100.00 0.64±0.04a friable creamnish 

2.0 100.00 0.20±0.01b friable Brownish 

(A)                                     (B)                                  (C)                                  (D) 

 The values are mean ± standard deviation (n=3). a-bMeans within each column followed by 

different letters are significantly different (p<0.05) 
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Figure 4 Appearance of callus induced from Cannabis sp. leaves on MS with 2,4-D (A) 0 (B) 0.5 (C)  

  1.0 and (D) 2.0 mg/L, respectively after 4 weeks. Bar represents 0.5 cm.
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2.4 ตรวจสอบุความแปรปรวนิทางพัืนิธุกรรมด้วย

เทคนิิค RAPD 

 เพิื�อัย์ืนย์ันว�าเซิลล์เพิาะเลี�ย์งจัะไม� มีความ

แปรปรวนทางพัินธิ์ุก้รรม เมื�อัเทีย์บูกั้บูรุ�นพิ�อัแม� จัึง

ติรวจัสอับูความแปรปรวนทางพัินธุิ์ก้รรมขอังแคลลัสพืิชุ

สกุ้ลก้ัญชุา จัาก้ก้ารเพิาะเลี�ย์งเนื�อัเย์ื�อั เทีย์บูกั้บูติ้นแม�

ดุ้วย์เครื�อังหมาย์ RAPD ดุ้วย์ไพิรเมอัร์ติ�างๆ โดุย์หลัง

ทําปฏิิก้ิริย์า PCR แล้วติรวจัสอับูแถบูดุีเอั็นเอับูนเจัลอัะ

ก้าโรส พิบูว�าไพิรเมอัร์ OPA-05 OPA-09 และ OPB-02  

ไม�สามารถแย์ก้ความแติก้ติ�างขอังพืิชุสกุ้ลกั้ญชุาไดุ้ แติ�

ไพิรเมอัร์ OPA-10 และOPH-17 ให้แถบูดุีเอั็นเอัที�

มีลัก้ษณะ polymorphism สามารถแย์ก้ความแติก้

ติ�างขอังพืิชุสกุ้ลก้ัญชุาไดุ้ดุีที�สุดุ และเมื�อัทดุสอับูความ

แปรปรวนระหว�างต้ินแม�พัินธิ์ุ์ และแคลลัส พิบูแถบู

ดุีเอั็นเอัที�ไดุ้มีความเหมือันก้ัน และสม�ำเสมอัที�สุดุ โดุย์

แถบูดีุเอ็ันเอัเป็นลัก้ษณะ monomorphism ทั�งหมดุ 

(Figure 5) สอัดุคล้อังกั้บูราย์งานว�าก้ารใชุ้เครื�อังหมาย์ 

RAPD สามารถติรวจัสอับูเสถีย์รภูาพิขอังพิันธิ์ุก้รรมใน

พิชืุจัาก้ก้ารเพิาะเลี�ย์งเนื�อัเย์ื�อัไดุ ้[19] ดุงันั�นจัาก้ก้ารติรวจั

สอับูไม�พิบูก้ารความแปรปรวนทางพินัธิ์กุ้รรมจัาก้แคลลสั

หรือัโซิมาติิก้เอั็มบูริโอัเหล�านี� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 Result of gel electrophoresis of PCR products obtained by using (A OPA-10, B OPH-17) RAPD primer  

            Lane M:  marker, 1:  Cannabis sp. Thai stick “Phuphan”, 2-4 callus of Cannabis sp. Thai stick  

                “Phuphan” 

 

 

4. สรุป 

การระบุสายพันธุ=พืชสกุลกัญชา โดยใช?เครื่องหมายดีเอ็นเอจำเพาะกับยีนสังเคราะห=สาร THC และCBD สามารถระบุกลุ6ม

สายพันธุ=หางกระรอกภูพานได? ซึ่งจัดอยู6ในแบบที่ 2 (type II) กัญชาที่ให?สาร THC และ CBD (THC : CBD = 1 : 1) ซึ่งสอดคล?องกับ

ผลการวิเคราะห=เชิงปริมาณของสาร THC และ CBD ด?วยเทคนิค HPLC จากนั้นนำมาชักนำให?เกิดแคลลัสบนอาหาร MS ร6วมกับสาร

ควบคุมการเจริญชนิด 2,4-D ที่ความเข?นข?น 0.5 และ1.0 มิลลิกรัมต6อลิตร ซึ่งแคลลัสที่ได?เหมาะต6อการขยายพันธุ= และเพาะเลี้ยง

เซลล=แขวนลอย เพื่อผลิตสารทุติยภูมิ ตามลำดับ นอกจากนี้แคลลัสที่ได? ไม6พบการความแปรปรวนทางพันธุกรรม 

 

5. กิตติกรรมประกาศ 

งานวิจัยนี้ได?รับทุนอุดหนุนการวิจัยโครงการวิจัย เงินรายได?มหาวิทยาลัยทักษิณ ประเภททุนพัฒนาแผนงานริเริ่มสำคัญ 

(Flagship) กองทุนวิจัยมหาวิทยาลัยทักษิณ ประจำปµงบประมาณ พ.ศ.2566 และขอขอบคุณข?อมูลสนับสนุนบางส6วนจากนางสาว

นิสรีน รอบคอบ 
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Figure 5 Result of gel electrophoresis of PCR products obtained by using (A OPA-10, B OPH-17) RAPD  
  primer Lane M: marker, 1: Cannabis sp. Thai stick “Phuphan”, 2-4 callus of Cannabis sp. Thai  
  stick  “Phuphan”
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4. สรุป
 ก้ารระบูุสาย์พิันธิ์ุ์ พิื ชุสกุ้ลก้ัญชุา โดุย์ใชุ้

เครื�อังหมาย์ดุีเอั็นเอัจัำเพิาะก้ับูย์ีนสังเคราะห์สาร THC 

และCBD สามารถระบุูก้ลุ�มสาย์พัินธิ์ุ์หางก้ระรอัก้ภููพิาน

ไดุ้ ซิึ�งจััดุอัย์ู�ในแบูบูที� 2 (type II) ก้ัญชุาที�ให้สาร THC 

และ CBD (THC : CBD = 1 : 1) ซิึ�งสอัดุคล้อังก้ับูผลก้าร

วเิคราะห์เชุงิปริมาณขอังสาร THC และ CBD ดุว้ย์เทคนิค 

HPLC จัาก้นั�นนำมาชุัก้นำให้เก้ิดุแคลลัสบูนอัาหาร MS 

ร�วมก้ับูสารควบูคุมก้ารเจัริญชุนิดุ 2,4-D ที�ความเข้นข้น 

0.5 และ1.0 มิลลิก้รัมติ�อัลิติร ซึิ�งแคลลัสที�ไดุ้เหมาะติ�อั

ก้ารขย์าย์พัินธิ์ุ์ และเพิาะเลี�ย์งเซิลล์แขวนลอัย์ เพืิ�อัผลิติ

สารทุติยิ์ภูมิู ติามลำดัุบู นอัก้จัาก้นี�แคลลัสที�ไดุ้ ไม�พิบูก้าร

ความแปรปรวนทางพิันธิ์ุก้รรม

5. กิตติกรรมประกาศ
 งานวจิัยั์นี�ไดุร้บัูทนุอัดุุหนนุก้ารวจิัยั์โครงก้ารวจิัยั์ 

เงนิราย์ไดุม้หาวทิย์าลยั์ทกั้ษณิ ก้อังทนุวิจิัยั์มหาวทิย์าลยั์

ทัก้ษิณ ประเภูททุนพัิฒนาแผนงานริเริ�มสำคัญ (Flag-

ship) ประจัำปีงบูประมาณ พิ.ศ์. 2566
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