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บทคัดย่อ 
	พื ืชสกุุลกััญชา มีีสารออกฤทธ์ิ์�หลัักกลุ่่�มแคนนาบิินอยด์ ได้้แก่่ เตตร้าไฮโดรแคนนาบิินอล (tetra-9-Tetrahy-
drocannabinol; THC) และแคนนาบิไิดออล (Cannabidiol; CBD) ทำให้ส้ามารถแบ่่งกลุ่่�มตามปริมิาณสาร THC และ 
CBD ดัังนั้้�นงานวิิจััยนี้้�นำเทคนิิคทางโมเลกุุลมาใช้้ระบุุกลุ่่�มของพืืชสกุุลกััญชาสายพันธุ์์�หางกระรอกภููพาน พบว่่าจััดอยู่่�
ในแบบที่่� 2 (type 2) คืือมียีีนที่่�สัังเคราะห์์สารทั้้�ง THC และ CBD จากนั้้�นนำมาใช้้ในการชัักนำให้้เกิิดแคลลััส จากชิ้้�น
ส่่วนใบที่่�ได้้จากการเพาะเลี้้�ยงเนื้้�อเยื่่�อเมล็็ดพืืชสกุุลกััญชาบนอาหารสัังเคราะห์์สููตรของ Murashige and Skoog (MS) 
ที่่�ไม่่มีีการเติิมสารควบคุุมการเจริิญ เป็็นระยะเวลา 4 สััปดาห์์ จากนั้้�นนำชิ้้�นส่่วนของใบในสภาพปลอดเชื้้�อไปชัักนำให้้
เกิิดแคลลััสในอาหารสัังเคราะห์์สููตร MS ที่่�มีีการเติิมสารควบคุมการเจริิญกลุ่่�มออกซิินชนิิด 2,4-dichlorophenoxy-
acetic acid (2,4-D) ที่่�ความเข้้มข้้น 0.5 1 และ 2 มิิลลิิกรััมต่่อลิิตร เป็็นระยะเวลา 4 สััปดาห์์ พบว่่าทุุกชุดุการทดลอง
สามารถชัักนำให้้เกิิดแคลลััสได้้ และที่่�ความเข้้มข้้น 2,4-D 0.5 และ 1.0 มิิลลิิกรััมต่่อลิิตร จะให้้แคลลััสที่่�มีีขนาดใหญ่่
ที่่�สุุด มีีสีีเขีียวและเป็็นชนิิดเกาะกัันแน่่น ดัังนั้้�นงานวิิจััยนี้้�จึึงสามารถระบุุชนิิดของพืืชสกุุลกััญชา และสามารถชัักนำให้้
เกิิดแคลลััส ซึ่่�งสามารถใช้้เป็็นข้้อมููลสำหรัับการขยายพัันธุ์์� และการผลิิตสารทุุติิยภูมูิิ
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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. บทนำ
	ปั ัจจุบัันพืืชสกุุลกััญชาจััดเป็็นสมุุนไพรควบคุม 

สำหรัับใช้้รัักษาโรคอย่่างหลากหลาย เช่่น ระงัับปวด 

คลายกล้า้มเนื้้�อ เพิ่่�มความอยากอาหาร รักัษาอาการนอน

ไม่่หลัับ ลดการอาเจีียน และลดอาการชัักได้้ [1] ซึ่่�งเป็็น

ผลจากสารออกฤทธิ์์�กลุ่่�มแคนนาบิินอยด์์ที่่�พบในพืืชสกุุล

กััญชามากกว่่า 100 ชนิิด โดยมีีสารที่่�เป็็นองค์์ประกอบ

หลััก ได้้แก่่ เตตร้้าไฮโดรแคนนาบิินอล (tetra-9-Tetra-

hydrocannabinol; THC) แคนนาบินิอล (Cannabinol; 

CBN) และแคนนาบิิไดออล (Cannabidiol; CBD) เป็็นต้้น 

[2] แต่่อย่่างไรก็็ตามสารสำคััญดัังกล่่าวจะมีีปริิมาณ 

แตกต่่างกััน ซึ่่�งแปรผัันตามปััจจััยต่่างๆ เช่่น สายพันธุ์์�

ปลูกู สภาพแวดล้อ้มของพื้้�นที่่�ปลูกู และฤดูกูาล [3] ดังันั้้�น 

จึึงใช้้เทคนิิคการเพาะเลี้้�ยงเซลล์์ เพื่่�อผลิิตสารสำคััญ

ทดแทนจากการเพาะปลููกพืชตามธรรมชาติิ เนื่่�องจาก

เซลล์พ์ืชืมียีีนีครบถ้ว้น สามารถทำให้เ้กิดิการเปลี่่�ยนแปลง

ในกระบวนการชีีวสัังเคราะห์์ต่่างๆ และสร้้างสารสำคััญได้้

เช่่นเดียีวกับัพืชืที่่�ปลูกูในสภาพธรรมชาติิ ซึ่่�งข้อ้ดีขีองการ

เพาะเลี้้�ยงเซลล์์พืืช คืือ สามารถผลิิตสารอย่่างต่่อเนื่่�อง 

สามารถควบคุมสภาวะแวดล้อมในการผลิิต ปราศจาก

เชื้้�อก่่อโรคพืืช และไม่่มีปััจจััยการผลิิตอัันเนื่่�องมาจาก

สิ่่�งแวดล้้อมภายนอกเข้้ามาเกี่่�ยวข้้อง อีีกทั้้�งขั้้�นตอนการ

สกััด และแยกสารให้้บริิสุุทธิ์์�จากการเพาะเลี้้�ยงเซลล์์พืืช

นั้้�นง่่ายกว่่าการสกััดจากชิ้้�นส่่วนพืืชอื่่�นๆ ในธรรมชาติ ิ[4] 

ปัจัจุบันัมีีการผลิติสารทุตุิยิภููมิจิากการเพาะเลี้้�ยงเซลล์์พืชื

หลายชนิิด เช่่น องุ่่�น [5] ฟ้้าทะลายโจร [6] และ บััวบก 

[7] เป็็นต้้น นอกจากนี้้�มีีการศึึกษาการเพาะเลี้้�ยงเซลล์์

จากพืืชสกุุลกััญชา 3 สายพัันธุ์์� พบว่่าสามารถชัักนำแค

ลลััสได้้ดีีที่่�สุุดจากใบเลี้้�ยง [8] ทั้้�งนี้้�สายพัันธุ์์�ของพืืชสกุุล

กััญชา สามารถแบ่่งกลุ่่�มตามปริิมาณการสะสมของสาร

กลุ่่�มแคนาบิินอยด์์ 2 ชนิิด คืือ THC และ CBD สามารถ

จำแนกกลุ่่�มออกเป็็น 3 กลุ่่�มหลััก ได้้แก่่ แบบที่่� 1 (type 

I) กััญชาที่่�ให้้สาร THC สููง มากกว่่าร้้อยละ 0.3 โดยน้้ำ

หนััก แบบที่่� 2 (type II) กััญชาที่่�ให้้สาร THC มากกว่่า

ร้้อยละ 0.3 โดยน้้ำหนััก และ CBD มากกว่่าร้้อยละ 0.5 

โดยน้้ำหนักั และแบบที่่� 3 (type III) กัญัชาที่่�ให้ส้าร CBD 

สููงมากกว่่าร้้อยละ 0.5 โดยน้้ำหนััก [9] ซึ่่�งกลุ่่�มของสาย

พันัธุ์์�ส่่งผลโดยตรงต่่อสัดส่่วนของสารแคนนาบิินอยด์ชนิด 
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THC และ CBD และประสิทิธิิภาพในการรักัษาโรค ซึ่่�งการ

สัังเคราะห์์สารกลุ่่�มแคนนาบิินอยด์ เกิิดจากการควบคุม

ในระดัับยีีนที่่�สัังเคราะห์์สาร THC (THCA synthase) 

และ CBD (CBDA synthase) [9] จึึงทำให้้สามารถจััด

จำแนกกลุ่่�มของพืชืสกุลุกัญัชาตามปริมิาณการสะสมของ

สารกลุ่่�มแคนาบิินอยด์์ได้้ [10,11] 

	ดั ังนั้้�นงานวิิจััยนี้้�จึึงสนใจการระบุุสายพัันธุ์์�พืืช

สกุุลกััญชาในระดัับโมเลกุุล เพื่่�อนำมาชัักนำให้้เกิิดแค

ลลัสั ด้ว้ยเทคนิิคการเพาะเลี้้�ยงเนื้้�อเยื่่�อ จากนั้้�นตรวจสอบ

ความแปรผัันทางพัันธุกุรรมของเซลล์พ์ืชืเพาะเลี้้�ยง โดยใช้้

เครื่่�องหมายโมเลกุลุ RAPD เพื่่�อนำข้อ้ข้อ้มูลูที่่�ได้จ้ากงาน

วิจิัยันี้้� สำหรัับต่่อยอดในการขยายพันธุ์์� และผลิิตสารทุุติยิ

ภููมิิ ด้้วยเทคนิิคการเพาะเลี้้�ยงเซลล์์พืืช 

2. อุุปกรณ์์ และวิิธีีการ
2.1 เก็็บตััวอย่่างพืืชสกุุลกััญชา 

	 เก็บ็ตัวัอย่่างพืชืสกุลุกัญัชาสายพันัธุ์์�หางกระรอก

ภููพาน สายพันธุ์์�ควบคุมเชิิงบวก (positive control) 

แบบที่่� 2 (type II) คืือ สายพัันธุ์์�หางกระรอกภููพาน 

เอสทีี 1 และแบบที่่� 3 (type III) กััญชาที่่�ให้้สาร CBD 

สายพัันธุ์์� ชาล็็อต แองเจิ้้�ล (Charlotte’s angle) จำนวน 

2 ตััวอย่่าง โดยเลืือกเก็็บใบจากส่่วนยอดของพืืชที่่�อายุุ

ประมาณ 3 สััปดาห์์ 

2.2 จำแนกสายพัันธุ์์�พืืชสกุุลกััญชาในระดัับโมเลกุุล

ของยีีนสัังเคราะห์์สาร THC และCBD

	 สกััดดีีเอ็็นเอจากใบอ่่อนด้้วยวิิธีี Doyle and 

Doyle (1987) [12] ของตััวอย่่างพืืชสกุุลกััญชา แล้้วจึึง

นำมาปรัับความเข้้มข้้น 30 นาโนกรััม เพื่่�อทำปฏิิกิิริิยา

กัับไพรเมอร์์ของยีีน THCA synthase [13] และ CBDA 

synthase [14] (Table 1) ด้้วยวิิธีีการพีีซีีอาร์์ โดย

ปฏิกิิริิยิาประกอบด้ว้ยสารละลายดีเีอ็น็เอ (30 นาโนกรัมั 

ต่่อไมโครลิิตร) 2 ไมโครลิิตร ไพรเมอร์ (5 พิิโคโมล

ต่่อไมโครลิิตร) 2 ไมโครลิิตร และ PCR master mix 

(dNTP (2 มิิลลิิโมลาร์์) 2 ไมโครลิิตร 10X PCR buffer 

2 ไมโครลิิตร MgCl2 (50 มิิลลิิโมลาร์์) 0.8 ไมโครลิิตร 

Taq DNA polymerase (5 ยููนิิตต่่อไมโครลิิตร) 0.1 

ไมโครลิิตร และเติิมน้้ำกลั่่�นให้้มีีปริิมาตรรวม 20 

ไมโครลิิตร ทำปฏิิกิิริิยารอบแรก 94 องศาเซลเซีียส 5 

นาทีี รอบที่่� 2-30 ที่่�อุุณหภููมิิ 94 องศาเซลเซีียส 1 นาทีี 

55 องศาเซลเซีียส 1 นาทีี 72 องศาเซลเซีียส 1 นาทีี 

และรอบสุดท้าย 72 องศาเซลเซีียส 10 นาทีี จากนั้้�น

แยกขนาดดีเอ็น็เอโดยวิธิีอีิเิล็ก็โทรโฟรีซีิสิโดยใช้วุ้้้�นอะกา

โรสที่่�มีีความเข้้มข้้น 1.5 เปอร์์เซ็็นต์์ ในบััฟเฟอร์์ TAE ที่่�

แรงเคลื่่�อนไฟฟ้้า 100 โวลต์์ เป็็นเวลา 50 นาทีี และย้้อม

ดีเีอ็น็เอด้ว้ยสี ีSYBR™ Gold Gel Stain จากนั้้�นวิิเคราะห์์

ผลการทดลอง โดยเปรีียบเทีียบขนาดของยีีน เพื่่�อจััด

จำแนกกลุ่่�มของพืืชสกุุลกััญชา 
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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 วิิเคราะห์์ปริิมาณสารกลุ่่�มแคนนาบิินอยด์์ชนิิด 

THC และ CBD ด้้วยเทคนิิค HPLC

	 เตรีียมตััวอย่่างสำหรัับวิิเคราะห์์ นำสารสกััด

ความเข้้มข้้น 1 มิิลลิิกรัมต่่อมิิลลิิลิิตร จากนั้้�นนำไป

กรองด้้วย Membrane Filter 0.45 ไมโครเมตร เก็็บ

สารละลายที่่�ได้้ใส่่ขวดที่่�มีีฝาปิิด แล้้วนำตััวอย่่างไป

วิิเคราะห์์ด้้วยเทคนิิค HPLCโดยใช้้ Mobile phase ดัังนี้้� 

กรดฟอร์มิิกร้้อยละ 0.1 และ กรดฟอร์มิิกในอะซิิโตไน

ไตรล์์ โดยปิิเปตกรดฟอร์์มิิก ร้้อยละ 0.1 ด้้วยอััตราการ

ไหลที่่�มีีผลต่่อการแยกของที่่�ความเข้้มข้้น 10 ไมโครกรััม

ต่่อมิิลลิิลิิตร และใช้้คอลััมน์์ C18 ขนาด 5 ไมโครเมตร 

(150 X 4.6 mm) ซึ่่�งมีีการตรวจวััดค่่าการดููดกลืืนแสงที่่�

ความยาวคลื่่�น 220 นาโนเมตร จากนั้้�นวิเิคราะห์ป์ริมิาณ

โดยเทีียบกัับกราฟมาตรฐานของสาร THC และ CBD 

รวม

2.4 เพาะเลี้้�ยงเซลล์์พืืชสกุุลกััญชา 

	 2.4.1 ฟอกฆ่่าเชื้้�อและเพาะเลี้้�ยงเมล็็ดกััญชา

	 นำเมล็็ดกัญชาล้้างทำความสะอาด ด้้วยน้้ำ

สะอาดโดยปล่่อยให้น้้้ำไหลผ่่านนาน 15 นาที ีนำมาฟอก

ฆ่่าเชื้้�อในสารละลายเอธิิล แอลกอฮอล์์ ความเข้้มข้้น 75 

เปอร์์เซ็็นต์์ เป็็นเวลา 30 วิินาทีี จากนั้้�นตามด้้วยสาร

ละลายคลอร๊๊อกซ์์ที่่�ความเข้้มข้้นร้้อยละ 5 โดยปริิมาตร 

พร้อ้มกับัหยด Tween 20 3 หยด เป็น็เวลา 15 นาที ีโดย

ทำการทดลองละ 3 ซ้้ำ แต่่ละชุุดการทดลองมีี 9 เมล็็ด 

จากนั้้�นล้้างด้้วยน้้ำกลั่่�น 3 ครั้้�ง นานครั้้�งละ 5 นาทีี หลััง

จากฟอกฆ่่าเชื้้�อแล้้ว นำเมล็็ดไปเลี้้�ยงในอาหารสููตร ½ MS 

(Murashige and Skoog, 1962) [15] ภายใต้้อุุณหภููมิิ 

25±2 องศาเซลเซีียส ในสภาพแสง 16 ชั่่�วโมงต่่อวััน 

	 2.4.2 ศึึกษาผลของสารควบคุุมการเจริิญ

เติิบโตที่่�เหมาะสมต่่อการเกิิดแคลลััส 

	 นำใบแท้้ตำแหน่่งใบแรกของต้้นที่่�งอกในสภาพ

ปลอดเชื้้�อ มาเพาะเลี้้�ยงบนอาหารสัังเคราะห์์สููตร MS ที่่�

เติมิสารควบคุมุการเจริญิเติบิโตชนิดิ 2,4-D ความเข้ม้ข้น้ 

0.5 1.0 และ 2.0 มิลิลิกิรัมต่่อลิตร โดยทำการทดลองมี ี3 

ซ้้ำ ซ้้ำละ 3 ตัวัอย่่าง โดยปลูกูในสภาวะควบคุมุที่่�อุณุหภูมูิิ 

25±2 องศาเซลเซีียส ในสภาพแสง 16 ชั่่�วโมงต่่อวัน  

วางเลี้้�ยง 4 สััปดาห์์ บัันทึึกผลการทดลอง ได้้แก่่ ร้้อยละ

การเกิิดแคลลััส ลัักษณะของแคลลััสและสีีของแคลลััส

2.5 ตรวจสอบความแปรปรวนทางพัันธุุกรรมด้้วย

เทคนิิค RAPD

	 สกััดดีีเอ็็นเอจากใบอ่่อนด้้วยวิิธีี Doyle and 

Doyle (1987) [12] ของตััวอย่่างต้้นแม่่ และเซลล์์แค

ลลััสเพาะเลี้้�ยง จากนั้้�นปรัับความเข้้มข้้นดีีเอ็็นเอเท่่ากัับ 

30 นาโนกรัม เพื่่�อทำปฏิิกิิริิยา RAPD กัับไพรเมอร์

แบบสุ่่�ม (random primer) ที่่�มีีขนาด 10 เบส จำนวน 

5 ชนิด ได้้แก่่ OPA-05 OPA-09 OPA-10 OPB-02 

และOPH-17 ด้้วยวิิธีีการพีีซีีอาร์์ โดยปฏิิกิิริิยาประกอบ

ด้้วยสารละลายดีเอ็็นเอ (30 นาโนกรัมต่่อไมโครลิิตร) 

2 ไมโครลิิตร ไพรเมอร์ (5 พิิโคโมลต่่อไมโครลิิตร) 2 

ไมโครลิิตร และ PCR master mix (dNTP (2 มิิลลิิโม

ลาร์์) 2 ไมโครลิิตร 10X PCR buffer 2 ไมโครลิิตร MgCl
2
 

(50 มิิลลิิโมลาร์์) 0.8ไมโครลิิตร TaqDNA polymerase 
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ปีที่ 31 ฉบับที่ 1 มกราคม-กุมภาพันธ์ 2566	 วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

(5 ยููนิิตต่่อไมโครลิิตร) 0.1 ไมโครลิิตร และเติิมน้้ำกลั่่�น

ให้ม้ีปีริมิาตรรวม 20 ไมโครลิติร ทำปฏิกิิริิยิารอบแรก 94 

องศาเซลเซีียส 5 นาทีี รอบที่่� 2-30 ที่่�อุุณหภููมิิ 94 องศา

เซลเซีียส 1 นาทีี 35 องศาเซลเซีียส 1 นาทีี 72 องศา

เซลเซีียส 1 นาทีี และรอบสุุดท้้าย 72 องศาเซลเซีียส 5 

นาทีี จากนั้้�นแยกขนาดดีีเอ็็นเอโดยวิิธีีอิิเล็็กโทรโฟรีีซิิส

โดยใช้้วุ้้�นอะกาโรสที่่�มีีความเข้้มข้้น 1.5 เปอร์์เซ็็นต์์ ใน

บััฟเฟอร์์ TAE ที่่�แรงเคลื่่�อนไฟฟ้้า 100 โวลต์์ เป็็นเวลา 

50 นาทีี และย้้อมดีีเอ็็นเอด้้วยสีี SYBR™ Gold Gel 

Stain เปรีียบเทีียบแถบดีเอ็็นเอที่่�ปรากฏระหว่่างแถบ

ดีเีอ็็นเอที่่�ได้้ จากต้น้แม่่ และเซลล์เ์พาะเลี้้�ยง เพื่่�อประเมินิ

เสถีียรภาพทางพัันธุุกรรม

2.6 การวิิเคราะห์์ข้้อมููลทางสถิิต 

	ก ารวิิเคราะห์์ข้อ้มูลูทางสถิิติ ิวางแผนการทดลอง

แบบสุ่่�มสมบููรณ์์ (Completely Randomized Design, 

CRD) นำข้้อมููลมาวิิเคราะห์์ผลทางสถิิติิโดยใช้้ Analysis 

of variance (ANOVA) และเปรีียบเทีียบความแตกต่่าง

ของค่่าเฉลี่่�ยด้้วยวิิธีี Duncan’s multiple range Test 

(DMRT) ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�นร้้อยละ 95 

3. ผลการวิิจััยและวิิจารณ์์
3.1 เก็็บตััวอย่่างพืืชสกุุลกััญชา 

	 นำตััวอย่่างใบอ่่อนของพืืชที่่�อายุุประมาณ 3 

สััปดาห์์ ของพืืชสกุุลกััญชาสายพันธุ์์�หางกระรอกภููพาน 

และสายพันธุ์์� ชาล็็อต แองเจิ้้�ล (Charlotte’s angle)  

มาศึึกษาลัักษณะทางสััณฐานวิิทยาของใบ 

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.

	พบว่่ าสายพันธุ์์�หางกระรอกภููพาน (A) เป็็น

ใบเดี่่�ยว เล็็ก แคบ และยาว แตกออกเป็็นแฉก 5 แฉก 

แต่่ละแฉกเป็็นรููปยาวรีีปลาย และ โคนสอบ ขอบใบทุุก

แฉกเป็็นหยัักแบบฟันเลื่่�อย ขนาดกว้างประมาณ 0.3-

1.5 เซนติิเมตร และยาวประมาณ 6-10 เซนติิเมตร จาก

รายงานการวิิจััย พบว่่ากััญชาไทยสายพันธุ์์�หางกระรอก 

(Thai stick) เป็็นสายพันธุ์์�แท้้ดั้้�งเดิิมขึ้้�นอยู่่�ตามธรรมชาติิ

บนเทืือกเขาภูพูาน จังัหวััดสกลนคร มีลีักัษณะใบยาว 12 

เซนติิเมตร ก้้านใบ 1-2 เซนติิเมตร ใบย่่อย 3-9 แฉกรููป

หอก กว้้าง 0.2-1.3 เซนติิเมตร [15] และสััณฐานวิิทยา

ของใบของสายพัันธุ์์� Charlotte’s angle (B) ใบเดี่่�ยว 

ใบใหญ่่ เรีียงชิิดกััน แตกออกเป็็น 5 แฉก แต่่ละแฉก
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เป็็นโคนและปลายสอบ ขอบใบทุกแฉกเป็็นหยัักแบบ

ฟัันเลื่่�อย ขนาดกว้้างประมาณ 3-4 เซนติิเมตร และยาว

ประมาณ 10-12 เซนติิเมตร จากรายงานการวิิจััยสาย

พัันธุ์์� Charlotte’s angel มีีลัักษณะใบเดี่่�ยวรููปฝ่่ามืือ 

แผ่่นใบเป็็นแฉก 5-11 แฉก ขอบใบจัักรเป็็นฟัันเลื่่�อย 

[16] จากข้้อมููลสััณฐานวิิทยาของใบสามารถจำแนกสาย

พัันธุ์์�หางกระรอกภููพาน ออกจากสายพัันธุ์์� Charlotte’s 

angel ซึ่่�งสายพัันธุ์์� Charlotte’s angel ซึ่่�งจััดเป็็นกลุ่่�ม 

CBD dominant (Type3) 

3.2 จำแนกสายพัันธุ์์�พืืชสกุุลกััญชาโดยใช้้เครื่่�องหมาย

ดีีเอ็็นเอจำเพาะกัับยีีนสัังเคราะห์์สาร THC และ CBD

	 สามารถจำแนกกลุ่่�มสายพัันธุ์์�พืืชสกุุลกััญชา

ด้้วยยีีนที่่�สัังเคราะห์์สาร THC (THCA synthase) และ 

CBD (CBDA synthase) ซึ่่�งทำให้้การสัังเคราะห์์สาร 

THC และ CBD ได้้ต่่างกััน จากตรวจสอบยีีนสัังเคราะห์์

สาร THC และ CBD โดยใช้้เครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอ THCA 

synthase และ CBDA synthase ในพืืชสกุุลกััญชาสาย

พัันธุ์์�หางกระรอกภููพาน พบว่่าสามารถเพิ่่�มปริิมาณให้้

แถบดีเอ็็นเอได้้เหมืือนกัับสายพันธุ์์� positive control 

ที่่�มีีการสัังเคราะห์์ CBD และ THC ซึ่่�งให้้แถบดีเอ็็นเอ

ขนาด 559 bp และ 1080 bp ตามลำดัับ (Figure 2) 

ดังันั้้�นจึงึสามารถระบุชุนิดิของพืชืสกุลุกัญัชาสายพันัธุ์์�หาง

กระรองภููพานได้้เป็็นแบบที่่� 2 คืือ กััญชาที่่�ให้้สารTHC 

มากกว่่าร้้อยละ 0.3 โดยน้้ำหนััก และ CBD มากกว่่า

ร้้อยละ 0.5 โดยน้้ำหนััก ซึ่่�งสอดคล้้องกัับงานวิิจััยของ

สถาบัันวิิจััยสมุุนไพร กรมวิิทยาศาสตร์การแพทย์์ ร่่วม

กัับ มหาวิิทยาลััยเทคโนโลยีีราชมงคลอีีสาน วิิทยาเขต

สกลนคร พบว่่ากััญชาพัันธุ์์�หางกระรอกภููพานจััดเป็็น

แบบที่่� 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  

bp 

500 

1,000 

1,500 

3,000 
 M     1         2          3        4        5   M        1        2           3        4        5                                       

(A)                                                                                     (B) 

1080 

bp 

250 

500 

750 
1,000 

1,500 
2,000 
3,000 

589 

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 วิิเคราะห์์ปริิมาณสารกลุ่่�มแคนนาบิินอยด์์ชนิิด 

THC และ CBD ด้้วยเทคนิิค HPLC

	จ ากโครมาโทแกรมการแยกสารด้้วยเทคนิิค 

HPLC พบสารแคนนาบินิอยด์ก์ลุ่่�ม total CBD ประกอบ

ด้้วยสาร CBDA และ CBD ในพืืชสกุุลกััญชาสายพันธุ์์� 

Charlotte’s angel (Figure 3A) พบว่่ามีีปริิมาณ total 

CBD และtotal THC เท่่ากับัร้อ้ยละ 7.53 และ 2.53 โดย

น้้ำหนักั ตามลำดับั ซึ่่�งจากสัดัส่่วนของ THC:CBD จัดัเป็น็
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ปีที่ 31 ฉบับที่ 1 มกราคม-กุมภาพันธ์ 2566	 วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

แบบที่่� 3 (type III) หรืือกััญชาที่่�ให้้สาร CBD สููงมากกว่่า

ร้้อยละ 0.5 โดยน้้ำหนััก (Table 2) และในสายพัันธุ์์�หาง

กระรอกภููพาน จะพบสารแคนนาบิินอยด์์ทั้้�งกลุ่่�ม total 

CBD และ total THC เท่่ากัับร้้อยละ 0.50 และ 1.01 

โดยน้้ำหนััก ตามลำดัับ ซึ่่�งจััดเป็็นแบบที่่� 2 (type II) คืือ

กััญชาที่่�ให้้สารTHC มากกว่่าร้้อยละ 0.3 โดยน้้ำหนััก 

และ CBD มากกว่่าร้้อยละ 0.5 โดยน้้ำหนััก (Table 2) 

ดัังนั้้�นจากผลการวิิเคราะห์์เชิิงปริิมาณสอดคล้้องกัันกัับ

การแสดงออกของยีีนสัังเคราะห์์สาร THC และ CBD 

	 สำหรัับการวิิเคราะห์์ด้้วยเทคนิิคนี้้�เป็็นวิิธีีมาตร

ฐานที่่�ใชตรวจยืืนยัันสารกลุุ�มแคนนาบิินอยดไดมีีการ

ระบุุในประกาศกระทรวงสาธารณสุุข ฉบัับที่่� 425 

และ 427 (พ.ศ. 2564) ให้ใชเครื่่�องมืือที่่�อาศััยหลัักการ 

โครมาโตกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสููง (High Perfor-

mance Liquid Chromatography, HPLC) เนื่่�องจาก

สามารถวิิเคราะห์สารหลายชนิดไดพรอมกััน มีีความ

จํําเพาะ และความไวสููง สามารถตรวจสอบสารที่่�มีีปริิ

มาณนอยไดอยางแม�นยํํา ผลการวิิเคราะหที่่�ไดจะเป็น

ผลรวมในรููปของ total THC (THCA และ THC) และ 

total CBD (CBDA และ CBD) ซึ่่�งใช้้คอลััมน์ในการแยก

สารเป็นประเภท C18 stationary phase เนื่่�องจาก 

สารกลุุ�มแคนนาบินิอยด มีคีุณุสมบัตัิเิป็น hydrophobic 

นอกจากนี้้�สามารถแยก อนุุพัันธในรููปกรดและกลางได 

เนื่่�องจากไมมีีการให้ความรอนสููง THCA และ CBDA จึึง

ไม�เปลี่่�ยนแปลงไปอยูู�ในรููปอื่่�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 
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“Phuphan” 

1.01 0.50 II 
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“Charlotte’s angel” 

2.87 7.53 III 
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3.4 เพาะเลี้้�ยงเซลล์์พืืชสกุุลกััญชา 

	 นำเมล็็ดพันธุ์์�ของสายพันธุ์์�หางกระรอกภููพาน 

มาใช้้ในการเพาะเลี้้�ยงเนื้้�อเยื่่�อ โดยมีีขั้้�นตอน ดัังนี้้� 

	 3.4.1 ฟอกฆ่า่เชื้้�อและการงอกของเมล็็ดกัญัชา

	 นำเมล็็ดพัันธุ์์�สายพัันธุ์์�หางกระรอกภููพาน มา

ฟอกฆ่่าเชื้้�อ พบว่่าให้้เมล็็ดปลอดเชื้้�อร้้อยละ 100 และ

มีีร้้อยละการงอก ร้้อยละ 66 ที่่�ระยะเวลา 20 วััน โดยที่่�

Table 2	 Total THC and CBD contents (%w/w), ratio content of THC:CBD and type of Cannabis sp.
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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” 
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เมล็็ดจะเริ่่�มงอกที่่�ระยะเวลา 5 วััน (Figure 3B) เกิิดใบ

เลี้้�ยงที่่�ระยะเวลา 10 วััน (Figure 3C) และเกิิดใบแท้้ที่่�

ระยะเวลา 20 วันั (Figure 3D) บนอาหารเพาะเลี้้�ยงสูตูร 

½ MS ที่่�ไม่่มีีการเติิมสารควบคุุมการเจริิญ เพาะเลี้้�ยง 

ภายใต้้อุุณหภููมิิ 25±2 องศาเซลเซีียส ในสภาพแสง 16 

ชั่่�วโมงต่่อวััน.

 3.4 เพาะเลี้ยงเซลลGพืชสกุลกัญชา  

     นำเมล็ดพันธุ=ของสายพันธุ=หางกระรอกภูพานมาใช?ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยมีขั้นตอน ดังนี้  

          3.4.1 ฟอกฆ;าเชื้อและการงอกของเมล็ดกัญชา 

                  นำเมล็ดพันธุ=สายพันธุ=หางกระรอกภูพาน มาฟอกฆ6าเชื้อ พบว6าให?เมล็ดปลอดเชื้อร?อยละ 100 และมีร?อยละการงอก    
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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 
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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 ศึึกษาผลของสารควบคุุมการเจริิญ

เติิบโตที่่�เหมาะสมต่่อการเกิิดแคลลััส 

	จ ากการศึึกษาความเข้้มข้้นของสารควบคุุมการ

เจริญิเติบิโตกลุ่่�มออกซินิ ชนิดิ 2,4-D ต่่อการชักันำให้เ้กิดิ

แคลลััสจากชิ้้�นส่่วนใบแท้้ในสภาพปลอดเชื้้�อ เพาะเลี้้�ยง

บนอาหารสููตร MS ที่่�เติิมสารควบคุมการเจริิญเติิบโต

ของพืืช ชนิิด 2,4-D ที่่�ความเข้้มข้้น 0 0.5 1.0 และ 2.0 

มิิลลิิกรััมต่่อลิิตร เพาะเลี้้�ยงเป็็นเวลา 4 สััปดาห์์ พบ

ว่่าในสููตรอาหารที่่�มีีการเติิม 2,4-D สามารถพััฒนาเป็็น

แคลลััสได้้ร้้อยละ 100 (Table 2) แคลลััสที่่�พััฒนาบน

อาหารที่่�มี ี2,4-D ความเข้ม้ข้น้ 0.5 และ 1.0 มิลิลิกิรัมัต่่อ

ลิติร มีขีนาดใหญ่่ มีสีีเีขียีว และสีีครีีม และมีีลักัษณะแบบ

เกาะกัันแน่่น (compact callus) และเป็็นแบบร่่วนซุุย 

(friable callus) ตามลำดัับ (Figure 4) จากรายงานการ
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ได้ ้มีกีารเกาะกลุ่่�มที่่�ไม่่อัดัแน่่น จึงึน่่าจะสามารถกระจาย

ตััวได้้เมื่่�อทำการเพาะเลี้้�ยงในอาหารเหลว และไม่่มีการ

เกิดิอวัยัวะอื่่�นๆ เช่่น ยอด หรือืราก [18] ดังันั้้�นจากข้อ้มูลู

นี้้�สามารถเลืือกใช้สู้ตูรอาหารที่่�เหมาะสมกัับวัตถุประสงค์์

ของการเพาะเลี้้�ยงเซลล์์พืืช 

วิิจััย พบว่่าแคลลััสที่่�มีีสีีเขีียว และเป็็นแบบเกาะกัันแน่่น 

เป็น็ลักัษณะที่่�เหมาะแก่่การพััฒนาเป็น็ต้น้ใหม่่ [17] และ

แคลลััสที่่�มีีลัักษณะร่่วนซุุย เป็็นสีีครีีม ซึ่่�งเป็็นแคลลััสที่่�มีี

ลักัษณะที่่�ดี ีและมีคีวามเหมาะสมสำหรับัการใช้เ้ป็น็เซลล์์

เริ่่�มต้้นสำหรัับการเพาะเลี้้�ยงเซลล์์ แขวนลอย เนื่่�องจาก

เป็น็แคลลัสัที่่�มีกีารเจริญิเติบิโต และสามารถเพิ่่�มปริมิาณ

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  
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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 ตรวจสอบความแปรปรวนทางพัันธุุกรรมด้้วย

เทคนิิค RAPD 

	 เพื่่�อยืืนยัันว่่าเซลล์์เพาะเลี้้�ยงจะไม่่มีความ

แปรปรวนทางพัันธุุกรรม เมื่่�อเทีียบกับรุ่่�นพ่่อแม่่ จึึง

ตรวจสอบความแปรปรวนทางพัันธุุกรรมของแคลลััสพืืช

สกุุลกััญชา จากการเพาะเลี้้�ยงเนื้้�อเยื่่�อ เทีียบกับต้้นแม่่

ด้้วยเครื่่�องหมาย RAPD ด้้วยไพรเมอร์์ต่่างๆ โดยหลััง

ทํําปฏิิกิิริิยา PCR แล้้วตรวจสอบแถบดีีเอ็็นเอบนเจลอะ

กาโรส พบว่่าไพรเมอร์์ OPA-05 OPA-09 และ OPB-02  

ไม่่สามารถแยกความแตกต่่างของพืืชสกุุลกััญชาได้้ แต่่

ไพรเมอร์์ OPA-10 และOPH-17 ให้้แถบดีีเอ็็นเอที่่�

มีีลัักษณะ polymorphism สามารถแยกความแตก

ต่่างของพืืชสกุุลกััญชาได้้ดีีที่่�สุุด และเมื่่�อทดสอบความ

แปรปรวนระหว่่างต้้นแม่่พันธุ์์� และแคลลััส พบแถบ

ดีีเอ็็นเอที่่�ได้้มีีความเหมืือนกััน และสม่่ำเสมอที่่�สุุด โดย

แถบดีเอ็็นเอเป็็นลัักษณะ monomorphism ทั้้�งหมด 

(Figure 5) สอดคล้้องกัับรายงานว่่าการใช้้เครื่่�องหมาย 

RAPD สามารถตรวจสอบเสถีียรภาพของพัันธุุกรรมใน

พืชืจากการเพาะเลี้้�ยงเนื้้�อเยื่่�อได้ ้[19] ดังันั้้�นจากการตรวจ

สอบไม่่พบการความแปรปรวนทางพันัธุกุรรมจากแคลลัสั

หรืือโซมาติิกเอ็็มบริิโอเหล่่านี้้� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 
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(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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ปีที่ 31 ฉบับที่ 1 มกราคม-กุมภาพันธ์ 2566	 วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

4. สรุุป
	ก ารระบุุสายพัันธุ์์�พื ื ชสกุุลกััญชา โดยใช้้

เครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอจำเพาะกัับยีีนสัังเคราะห์์สาร THC 

และCBD สามารถระบุุกลุ่่�มสายพันธุ์์�หางกระรอกภููพาน

ได้้ ซึ่่�งจััดอยู่่�ในแบบที่่� 2 (type II) กััญชาที่่�ให้้สาร THC 

และ CBD (THC : CBD = 1 : 1) ซึ่่�งสอดคล้้องกัับผลการ

วิเิคราะห์์เชิงิปริิมาณของสาร THC และ CBD ด้ว้ยเทคนิิค 

HPLC จากนั้้�นนำมาชัักนำให้้เกิิดแคลลััสบนอาหาร MS 

ร่่วมกัับสารควบคุุมการเจริิญชนิิด 2,4-D ที่่�ความเข้้นข้้น 

0.5 และ1.0 มิิลลิิกรััมต่่อลิตร ซึ่่�งแคลลััสที่่�ได้้เหมาะต่่อ

การขยายพันธุ์์� และเพาะเลี้้�ยงเซลล์์แขวนลอย เพื่่�อผลิิต

สารทุุติยิภูมิูิ ตามลำดัับ นอกจากนี้้�แคลลััสที่่�ได้้ ไม่่พบการ

ความแปรปรวนทางพัันธุุกรรม

5. กิิตติิกรรมประกาศ
	 งานวิจิัยันี้้�ได้ร้ับัทุนุอุดุหนุนุการวิจิัยัโครงการวิจิัยั 

เงินิรายได้ม้หาวิทิยาลัยัทักัษิณิ กองทุนุวิิิ�จัยัมหาวิทิยาลัยั

ทัักษิิณ ประเภททุุนพััฒนาแผนงานริิเริ่่�มสำคััญ (Flag-

ship) ประจำปีีงบประมาณ พ.ศ. 2566
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