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บทคัดย่อ  

 สลอดเป็นพืชสมุนไพรชนิดหนึ่งที่ใกลู้ญพันธุ์ การส่ารวจและเก็บรวบรวมทั้งศึกษากระบวนการสร้าง
สารพิษจึงมีความส่าคัญดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือ เพ่ือรวบรวมต้นสลอดในประเทศไทยและคัดเลือก
ต้นที่มีการแสดงออกของยีน Geranylgeranyl diphosphate synthase (GGPPS) และ Casbene synthase 
(CS) ต่่า หรือมีสารพิษ phorbol esters น้อย พบว่า การส่ารวจต้นสลอดสามารถรวบรวมได้ 9 ตัวอย่าง จาก
พ้ืนที่ต่างๆดังนี้ จ.ระยอง จ่านวน 1 ตัวอย่าง  จ.สมุทรสงคราม จ่านวน 1 ตัวอย่าง  จ.พัทลุง จ่านวน 2 ตัวอย่าง  
จ.สงขลา  จ่านวน 2 ตัวอย่าง จ.สุราษฎร์ธานี  จ่านวน 2 ตัวอย่าง และ จ.ตรัง   จ่านวน 1  ตัวอย่าง เมื่อ
สังเคราะห์ยีน GGPPS และ CS ในสลอดพบว่าสามารถสังเคราะห์ยีน GGPPS ได้ขนาด1,100 นิวคลีโอไทด์ ซึ่ง
ประกอบด้วยส่วน start codon และ stop codon ส่วนยนี CS สังเคราะห์ได้ยีนขนาด 254 นิวคลีโอไทด์ ส่วน
ระดับการแสดงออกของยีน GGPPS และ CS ในใบ ดอก และเมล็ดสลอด ที่ส่ารวจได้จากสวนสมุนไพร จ.
ระยอง พบว่าในดอกของสลอดนั้นมีการแสดงออกของยีนทั้ง 2 สูงสุด ส่วนในใบและเมล็ดมีการแสดงออกของ
ยีนต่่า และการแสดงออกของของยีนทั้ง 2 ในใบของสลอดจากทั้ง 9 ตัวอย่างพบว่าการแสดงออกของต้นจาก จ.
สงขลามีการแสดงออกน้อยที่สุด 

 

Abstract 

 The Croton tiglium L. is extinction in near future. Survey and collection for study the 
toxic synthesis are important.  The objective of this research is collect Croton tiglium L. in 
Thailand and select the plant that low expression of  Geranylgeranyl diphosphate synthase 
(GGPPS) and Casbene synthase (CS) gene. The result show that 9 plants were collected from 
Rayong 1 sample, Samut Songkhram 1 sample, Phattalung 2 samples, Songkhla 2 sample, 
Suratthani 2 samples and Trang 1 sample. Cloning GGPPS and CS from Croton tiglium 
revealed 1,100 and 254 nucleotide, respectively. The expression levels of the gene were 
compare from leaves flower and seed from Rayong. It was found that the expression in 
flower was higest and while leaves and seed were low. The expression level of Croton tiglium 
leave from 9 samples, leaves from Songkhla revealed the lowest expression. 
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บทน า 

1. ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 
         สมุนไพรหลายชนิดที่มีความเป็นพิษ หรือมีฤทธิ์แรง การน่าสมุนไพรเหล่านี้มาใช้ประโยชน์ทางยา
จึงต้องระมัดระวังเป็นพิเศษ ส่านักงานคณะกรรมการอาหารและยาได้ประกาศให้สมุนไพรหลายชนิดเป็น
ยาสมุนไพรอันตราย (มูลนิธิฟ้ืนฟูส่งเสริมการแพทย์แผนไทยเดิมฯ, 2541; 2548) ลูกสลอดเป็นสมุนไพร
อีกชนิดหนึ่งที่ถูกประกาศให้เป็นยาอันตราย ไม่อนุญาตให้ใช้เมล็ดสลอดหรือน้่ามันสลอดในยาแผนโบราณ
ซึ่งมีอยู่หลายต่ารับที่มีลูกสลอดเป็นส่วนประกอบ โดยในทางการแพทย์แผนไทยจะใช้ลูกสลอดเป็นยาถ่าย
อย่างแรง แก้ลม แก้หืดไอ แก้เสมหะ แก้พยาธิ ถ่ายน้่าเหลืองเสีย ถ่ายโลหิต เป็นต้น (วุฒิ, 2540) สาเหตุที่
ลูกสลอดนั้นถูกควบคุมเพราะก่าหนดขนาดยายากและมีฤทธิ์แรงเกินไป 

เมล็ดสลอดมีสารส่าคัญหลายชนิด เช่น กรดไขมัน ตัวอย่างเช่น oleic acid และ linoleic acid 
ส่วนที่เป็นพิษคือสารในกลุ่ม phorbol และกลุ่ม phorbol esters หลายชนิด ซึ่งสารกลุ่ม phorbol มี
ฤทธิ์ระคายเคืองผิวหนังอย่างรุนแรง มีฤทธิ์เป็น tumor promoter และ เป็นสารก่อมะเร็ง (carcinogen) 
ก่อให้เกิดเนื้องอก และมะเร็ง (Duuren et al., 1966; Duuren and Sivak, 1968; Baird and 
Boutwell, 1971; Raick et al., 1972; Goel et al., 2007) มีฤทธิ์ต้านเชื้อ HIV-1 นอกจากนี้ยังมีฤทธิ์
ต้านเชื้อจุลินทรีย์ (Shahid et al., 2008) และฤทธิ์อ่ืน ๆ (Duuren et al., 1966; Duuren and Sivak, 
1968; Baird and Boutwell, 1971; Raick et al., 1972; Goel et al., 2007)   

สลอดเป็นยาที่มีพิษแต่ในขณะเดียวกันกลับให้คุณมากมาย ในต่างประเทศได้น่าสลอดไปวิจัยและ
พบว่ามีฤทธิ์ทางเภสัชว่าสามารถฆ่าเซลล์มะเร็งและเนื้องอกได้ (Duuren et al.,1966 ; Baird and 
Boutwell ,1971; Raick et al., 1972 ; Goel et al., 2007 ) แต่เป็นที่น่าเสียดายที่เราไม่สามารถหาซื้อ
สลอดได้ตามร้านขายยาแผนโบราณเหมือนสมัยก่อน เนื่องจากประชาชนรับรู้เพียงว่าสลอดนั้นมีโทษ แต่
ไม่ทราบถึงประโยชน์ จึงท่าให้ปัจจุบันนี้สลอดกลายเป็นพืชหายากจนเกือบสูญพันธุ์ ดังนั้นในงานวิจัยนี้จะ
ท่าการส่ารวจและเก็บรวบรวมต้นสลอดในบริเวณป่าชุมชนของ จ.สระแก้ว ทางการแพทย์แผนไทยไม่ได้
น่าสลอดมาใช้รักษาโรคโดยตรง แต่ต้องน่ามาผ่านกรรมวิธีการแปรสภาพเพ่ือให้สาร phorbol esters 
ลดลง แต่พบว่าเมื่อมีการแปรสภาพจะท่าให้สารส่าคัญชนิดอ่ืนที่มีประโยชน์ลดลงไปด้วย ซึ่งถ้ามีสายพันธุ์
สลอดที่มี สาร phorbol esters น้อยลงหรือมีการศึกษาค้นคว้าวิจัยให้สาร phorbol esters มีฤทธิ์เจือ
จางลง จะท่าให้มีการน่าสลอดมาเป็นส่วนผสมในต่ารับยาที่แพร่หลายมากข้ึนด้วย โดยยีนที่ควบคุมการ
สร้างสารที่เป็นพิษในสลอดในคือยีน Geranylgeranyl diphosphate synthase (GGPPS) และ 
Casbene synthase (CS) ดังนั้นจึงจะรวบรวมสลอดในหลายๆ พ้ืนที่และตรวจสอบการแสดงออกของ
ยีน GGPPS และ ยีน CS ร่วมกับการวิเคราะห์หาปริมาณสาร phorbol esters เพ่ือคัดเลือกต้นที่มีการ
แสดงออกของยีนต่่า ที่สัมพันธ์กับการสะสมสาร phorbol esters ต่่า เนื่องจากสลอดในแต่ละพ้ืนที่อาจ
เกิดการเปลี่ยนแปลงพันธุกรรมท่าให้การท่างานของยีนใดยีนหนึ่งหรือทั้ง 2 ยีนนี้ลดลงได้  และน่าต้นที่มี
การแสดงออกของทั้ง 2 ยีนต่่า หรือมีสาร phorbol esters น้อยมาท่าการขยายพันธุ์โดยการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ โดยหาสูตรอาหารที่เหมาะสมส่าหรับการชักน่าแคลลัส การชักน่าต้นจากแคลลัส และการเพิ่ม
ปริมาณต้นสลอดผ่านการชักน่ายอดจ่านวนมาก (multiple shoot) นอกจากนี้ยังจะมีการประยุกต์การ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือการอนุรักษ์พันธุกรรมของสลอดด้วยเช่นกัน เนื่องจากปัจจุบันจ่านวนต้นสลอดนั้น
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ลดลง เพราะประชาชนรู้เพียงว่าต้นสลอดนั้นมีพิษ จึงไม่เป็นที่นิยมปลูกกัน เพ่ือเป็นการอนุรักษ์พันธุกรรม
สลอดอันเป็นการสนองพระราชด่าริของสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯสยามบรมราชกุมารี ตามโครงการ
อนุรักษ์พันธุกรรมพืชฯ ในการน่าพันธุกรรมพืชที่มีอยู่ในประเทศมาใช้ให้เกิดประโยชน์สูงสุดอีกทางหนึ่ง
ด้วย ดังนั้นการเพาะเลี้ยงเนื้อจึงเป็นอีกวิธีที่ช่วยในการอนุรักษ์พันธุกรรมของสลอดไว้ โดยการขยายพันธุ์
ต้นที่คัดเลือกไว้แล้วน่าไปปลูกป่าชุมชน สวนสมุนไพรต่างๆ และสวนพฤกษศาสตร์ ในภาคตะวันออก 

2. วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

2.1 เพ่ือสนองพระราชด่าริโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืช อันเนื่องมาจากพระราชด่าริสมเด็จ
พระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี 

              2.2  เพ่ือรวบรวมต้นสลอดในประเทศไทยและคัดเลือกต้นที่มีการแสดงออกของยีน 
Geranylgeranyl diphosphate synthase (GGPPS) และ Casbene synthase (CS) ต่่า หรือมี
สารพิษ phorbol esters น้อย 

3. ขอบเขตของโครงการวิจัย 

  การศึกษานี้จะท่าการส่ารวจต้นสลอดจากพ้ืนที่อุทยานและสวนสมุนไพรต่างๆ ในภาค
ตะวันออกแล้วคัดเลือกต้นที่มีการแสดงออกของยีน Geranylgeranyl diphosphate synthase (GGPPS) 
และ Casbene synthase (CS) ต่่า เนื่องจากเป็นยีนที่ควบคุมการสร้างสาร phorbol esters ซึ่งเป็นสารพิษ 
โดยจะมีการวิเคราะห์หาปริมาณสาร phorbol esters เพ่ือเปรียบเทียบกับระดับการแสดงออกของยีนทั้งสอง 
หลังจากนั้นน่าต้นที่มีการแสดงออกของยีนใดยีนหนึ่งหรือทั้งสองยีนในระดับต่่า และมีสารปริมาณ phorbol 
esters ต่่ามาขยายพันธุ์ด้วยวิธีเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยศึกษาหาประเภทของเนื้อเยื่อที่เหมาะสมต่อการ
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรต่างๆ เพื่อเป็นการผลิตแคลลัสและต้นสลอด ให้ได้ปริมาณมากเพียงพอต่อการ
น่าไปใช้ในการปลูกอนุรักษ์ หรือใช้ประโยชน์ต่อไป  
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ภาพที่ 1 แผนภูมิแสดงขอบเขตและความเชื่อมโยงของขั้นตอนในของการวิจัย 

 

4. ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถ้ามี) และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  
 สมมุติฐานของการวิจัยนี้คือ สลอดเป็นพืชที่มีประโยชน์ทางยาเป็นอย่างมาก แต่พบว่ามี

สารพิษจึงท่าให้ไม่มีการน่ามาใช้ประโยชน์ทางยาอย่างจริงจัง แต่กลับถูกตัดท่าลายจนสลอดเป็นพืชที่
ใกล้จะสูญพันธุ์ ดังนั้นจึงมีแนวคิดที่จะท่าการส่ารวจสลอดในพ้ืนที่ป่าชุมชนของจังหวัดสระแก้ว เพ่ือ
น่ามาคัดเลือกต้นที่มีปริมาณสารพิษ phorbol esters ต่่า เนื่องจากสลอดในแต่ละพ้ืนที่อาจเกิดการ
เปลี่ยนแปลงพันธุกรรมท่าให้ยีนที่ควบคุมการผลิตสารพิษนี้ผลิตสารพิษได้ลดลง  และน่าต้นที่มีการ
แสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับการบวนการสร้างสาร phorbol esters ต่่ามาเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือเพ่ิม
ปริมาณ โดยการหาประเภทของเนื้อเยื่อและสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และน่าไป
ปลูกกลับคืนสู่ป่าชุมชน สวนสมุนไพร และสวนพฤษศาสตร์ของโรงเรียนของจังหวัดสระแก้วต่อไป 

 

 

 

 

ส่ารวจและรวบรวมพันธุส์ลอดจากพ้ืนท่ีต่างๆ 
ในประเทศไทย 

  หาปรมิาณสาร phorbol esters โคลนบางส่วนของยีน GGPPS และ CS 

ศึกษาการแสดงออกของยีน GGPPS และ CS 

  คัดเลือกสายพันธ์ุที่มีสาร phorbol esters ต่่า 

  ขยายพันธุ์โดยวิธีเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

น่าปลูกกลับคืนสู่ป่าชุมชน เก็บรวบรวมไว้ในสวนป่ามหาวิทยาลัย
บูรพา วิทยาเขตสระแก้ว 
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5. การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ที่เกี่ยวข้อง 

ชื่อวิทยาศาสตร์ของสลอดคือ Croton tiglium Linn. มีชื่อพ้องว่า Croton birmanicus 
Müll.Arg, Croton himalaicus D.G. Long อยู่ในวงศ์ Euphorbiaceae มีชื่ออ่ืน ๆ ได้แก่ Purging 
Croton, Croton Oil Plant, สลอด, มะข่าง, มะคัง (เชียงใหม่), มะตอด, ลูกผลาญศัตรู (เหนือ), สลอด
ต้น, หมากทาง, หมากหลอด (กลาง), หมากยอง (แม่ฮ่องสอน), หัสคึน (เหนือ), บะกั้ง (แพร่) (วุฒิ, 2540; 
National Herbarium Nederland, 2012) 

สรรพคุณทางยา (วุฒิ, 2540; นันทวัน และอรนุช, 2543)  

 ใบ รสฝาดเมา แก้ตะมอย แก้ไส้ด้วน ไส้ลาม แก้พยาธิไส้เดือน แก้ลมอัมพฤกษ์ แก้กลากเกลื้อน 
คุดทะราด ดับเตโชธาตุมิให้เจริญ ท่าให้ผิวงาม 

ดอก รสฝาดเมาเย็น ฆ่าเชื้อโรคกลากเกลื้อน แก้คุดทะราด แก้ลมอัมพฤกษ์ ดับเตโชธาตุมิให้
เจริญ ถ่ายอย่างแรง ถ่ายพิษต่าง ๆ 

เมล็ด รสร้อนเผ็ดมัน เป็นยาถ่ายอย่างแรง ถ่ายร้อนคอ ปวดมวน แก้ลม แก้หืดไอ แก้เสมหะ  แก้
พยาธิ ถ่ายน้่าเหลืองเสีย ถ่ายลม ถ่ายเสมหะ ถ่ายโลหิต ถ่ายพยาธิ  

 เปลือกต้น รสเฝื่อน แก้เสมหะอันคั่งค้างอยู่ในอกและล่าคอ เป็นยาถ่ายอย่างแรง 
 ราก ไส้ รสเมาร้อน แก้โรคเรื้อน แก้ริดสีดวงผอมเหลือง รักษาริดสีดวง คุมก่าเนิด 

องค์ประกอบทางเคมีของเมล็ดสลอด 

เมล็ดสลอดมีปริมาณน้่ามันร้อยละ 30-56 น้่าร้อยละ 6.29 ปริมาณเถ้าร้อยละ 3.6 ปริมาณโปรตีน
ร้อยละ 11.98  เส้นใยร้อยละ 8.25 และคาร์โบไฮเดรตร้อยละ 16.15 และประกอบด้วย isoguanosine; 
berberine (Liebich et al., 1998) purine nucleoside isoguanosine, alkaloid berberine; 
tigliane; crotin (Stirpe et al., 1976); crotin 1 (Sperti et al., 1976; นันทวัน และอรนุช , 2543) 
crotin 2 (Ferreras et al., 1995; นันทวัน และคณะ, 2543) crotin 3 (Ferreras et al., 1995); 
angelic; crotin tiglium lectin; Croton tiglium lectin; crotonoside (นันทวัน และคณะ, 2543) 
croton globulin และ croton albumin, arginine และ lysine, alkaloid ricinine (toxic), lipase, 
invertase, amylase, raffinase, proteolytic enzyme, crotone resin, tiglic acid, croton oleic 
acid, linoleic acid, stearic, palmitic, myristic acid, lauric, oenanthrallic, capronic valerianic, 
butyric, isobutyric, acetic, formic acids และ tannin โดยมี oleic acid และ linoleic acid เป็น
กรดไขมันที่พบเป็นปริมาณมากท่ีสุด (Saputera, 2006; Stuartxchange, 2011; Ahmadi, n.d.) 
นอกจากนี้ยังพบสารกลุ่ม diterpene ester เช่น Phorbol (Baird and Boutwell, 1971; นันทวันและ
คณะ, 2543; Matsuya et al., 2005; Goel et al., 2007); phorbol esters (Duuren and Sivak, 
1968; Sivak et al,  1969; Blumberg, 1988; Nelson and Alkon, 2009) 

สาร Phorbol esters เป็นสารพิษที่พบได้ในเมล็ดและน้่ายางของพืชวงศ์ Euphorbiaceae และ
Thymelaeceae (Ahmed and Salimon, 2009) ซึ่งในสลอดจะพบสาร phorbol esters มากในเมล็ด 
phorbol esters จัดเป็นสารที่อยู่ในกลุ่มทิกเลน (tigliane) หรือเตตราไซคลิกไดเทอร์พีนส์ (tetracyclic 
diterpene) ซึ่งมีโครงสร้างทางเคมีแบบ tigliane skeletal ประกอบด้วยวงคล้ายคลึงกันกับโครงสร้าง
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ของสารในกลุ่มทิกเลนโดยโครงสร้างพื้นฐานของสารในกลุ่มทิกเลนประกอบด้วยวงแหวน 4 วง และมี
แอลกอฮอล์เป็นส่วนหนึ่งภายในโครงสร้าง ขณะที่โครงสร้างพ้ืนฐานของสาร phorbol esters 
ประกอบด้วยหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ซึ่งจะเข้าจับกับโครงสร้างด้วยพันธะเอสเทอร์ในต่าแหน่งต่างกัน ส่งผล
ให้เกิดความหลากหลายของชนิดสาร phorbol esters  

เมื่อได้รับพิษจากสาร phorbol esters จะส่งผลโดยตรงกับคนและสัตว์ โดยสาร phorbol 
esters นี้สามารถส่งเสริมให้เกิดเนื้องอก (tumor promoting activity) โดยจะไปกระตุ้น protein 
kinase C ส่งผลให้การท่างานของเอนไซม์การสังเคราะห์โปรตีนรวมถึงดีเอ็นเอผิดปกติไป นอกจากนี้ยัง
ส่งผลต่อการเพ่ิมจ่านวนเม็ดเลือดขาวลิมโฟไซต์ (lymphocyte) และชักน่าให้เกิดลิ่มเลือดได้ (Ahm and 
Salimon, 2009) ดังนั้นผลสลอดจึงเป็นสมุนไพรอีกชนิดหนึ่งที่ถูกประกาศให้เป็นยาอันตราย ไม่อนุญาต
ให้ใช้เมล็ดสลอดหรือน้่ามันสลอดในยาแผนโบราณ เพราะควบคุมขนาดยายากและมีฤทธิ์แรงเกินไป 

 

ภาพที ่2 กระบวนการสังเคราะห์สารในกลุ่ม phobal ester (Nakano et al., 2012) 

ปัจจุบันยังไม่มีรายงานการวิจัยที่สามารถอธิบายได้อย่างชัดเจนถึงวิถีชีวสังเคราะห์สาร phorbol 
esters (Devappa et al., 2011) แต่เป็นที่ทราบกันโดยทั่วไปว่าสารphorbol estersเป็นอนุพันธ์ของ
สารประเภทสารพิษในกลุ่มทิกเลนซึ่งเป็นอนุพันธ์ของสารในกลุ่มไดเทอร์พีนส์ (diterpenes) และไดเท
อร์หนึ่งที่อยู่ในกลุ่มเทอร์พีนอยด์ (terpenoid) ดังนั้นความเข้าใจในวิถีชีวสังเคราะห์เทอร์พีนอยด์อาจ
น่ามาใช้ในการอธิบายและท่านายยีนที่น่าจะเกี่ยวข้องกับวิถีชีวสังเคราะห์สาร phorbol esters ได้จาก
ข้อมูลการแสดงออกของโปรตีนในสลอดที่เป็นผลมาจากการท่างานของยีนต่างๆจึงมีความเป็นไปได้ที่จะ
น่าเอารูปแบบการแสดงออกของโปรตีนมาใช้หาความสัมพันธ์กับยีนที่คาดว่าน่าจะเกี่ยวข้องกับการชีว
สังเคราะห์สาร phorbol esters โดยยีนที่พบในสลอดได้คือยีน Geranylgeranyl diphosphate 
synthase (GGPPS) และCasbene synthase (CS) 

Lin et al. (2010) ได้ศึกษาลักษณะและหน้าที่ของยีน GGPPS โดยยีนจะสร้างเอนไซม์ที่มีชื่อว่า
geranylgeranyldiphosphate synthase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ส่าคัญในวิถีชีวสังเคราะห์เทอร์พีนอยด์โดยมี 
geranyl diphosphate (GPP) เป็นสารตั้งต้นในการสร้างสาร geranylgeranyl diphosphate (GGPP) 
จากการโคลนยีนดังกล่าวจากเมล็ดสบู่ด่าด้วยเทคนิค RACE พบว่ายีนมีความยาวของ cDNA ทั้งหมด 
1414 คู่เบสและจากการศึกษาการแสดงออกของยีนใน E. coli พบว่ายีน Jc-GGPPS จะท่าให้มีการสะสม
ของเบตาแคโรทีนโดยสังเกตได้จากสีโคโลนีของแบคทีเรียที่เปลี่ยนจากสีขาวไปเป็นสีเหลืองดังนั้นจึงคาด
ว่าGGPPS จะเป็นเอนไซม์ที่มีความสาคัญในการชีวสังเคราะห์สาร phorbol esters 

Nakano et al. (2012) ได้ศึกษาลักษณะและหน้าที่ของยีน casbene synthase ที่แยกได้จาก
ใบสบู่ด่าพบว่าสัมพันธ์กับวิถีชีวสังเคราะห์สารในกลุ่มไดเทอพีนส์รวมถึงการชีวสังเคราะห์สาร  phorbol 
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esters โดยยีนสร้างเอนไซม์ที่มีชื่อว่า Jatropha curcas casbene synthase homolog (JcCSH)) จาก
การโคลนยีนด้วยเทคนิค RACE พบว่ามีความยาวของ cDNA ทั้งหมด 2016 คู่เบสผลการวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค quantitative RT-PCR พบการแสดงออกของยีนในตัวอย่างต้นกล้า ใบแก่ และระยะพัฒนาการ
ของผลสด 

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงท่าการส่ารวจสลอดและท่าการคัดเลือกต้นที่มีปริมาณสารพิษ phorbol 
esters ต่่า ร่วมกับการศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องโดยเทคนิค real time PCR แล้วน่ามา
ขยายพันธุ์โดยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อต่อไป จากการค้นคว้าเอกสารงานวิจัยยังไม่พบผลงานตีพิมพ์ที่
เกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสลอด แต่ก็พบว่ามีการท่าในพืชหลายชนิดที่อยู่ในวงศ์ Euphorbiaceae ซึ่ง
เป็นวงศ์เดียวกับสลอด  

นันท์นภัส และคณะ (2549) ศึกษาการเพาะเลี้ยงเนือเยื่อสบู่ด่า โดยใช้ชิ้นส่วนก้านใบ โดย
เพาะเลี้ยงชิ้นส่วนพืชเริ่มต้นบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 0.44-17.76  ไมโครโมลาร์ 
ร่วมกับ IBA ความเข้มข้น 0.049-9.80 ไมโครโมลาร์ พบว่าสารควบคุมการเติบโตที่เหมาะสมที่สุดส่าหรับ
การชักน่าให้เกิดแคลลัสและเกิดยอดจากก้านใบคือ BA ความเข้มข้น 4.44 ไมโครโมลาร์ ร่วมกับ IBA 
ความเข้มข้น 2.46 ไมโครโมลาร์ โดยแคลลัสจากก้านใบข้อที่ 2 มีการพัฒนาเป็นยอดได้ดีที่สุดคือ 70 
เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือก้านใบของข้อที่ 3 และ 4 มีการพัฒนาเป็นยอด 60 และ 40 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล่าดับ 

สุนทรียา และสมปอง (2557) ได้เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพารา ซึ่งอยู่ในวงศ์เดียวกับสลอดคือวงศ์ 
Euphorbiaceae  โดยใช้คัพภะท่ีสุกแก่ ที่มีเอ็นโดสเปิร์มมาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS เติม BA ความ
เข้มข้น1 5 และ 10 มิลลิกรัมต่อลิตร และ/หรือ IAA ความเข้มข้น 1 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาพให้
แสง เป็นเวลา 14 ชั่วโมง หรือมืด เป็นระยะเวลา 13 วัน พบว่าอาหารเติม BA เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และ IAA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาพให้แสงให้เปอร์เซ็นต์การงอกสูงสุดที่ 93.3 เปอร์เซ็นต์ 
ส่วนในมืดให้แสงให้เปอร์เซ็นต์การงอก 46.67 เปอร์เซ็นต์ สาหรับการชักน่ายอดท่าโดยน่าชิ้นส่วนยอด 
และส่วนข้อใต้ใบเลี้ยงมาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS เติม BA (1 10 และ 15 มิลลิกรัมต่อลิตร) และ/
หรือ IBA (1 5 และ 10 มิลลิกรัมต่อลิตร) เป็นเวลา 40 วัน พบว่าชิ้นส่วนยอดท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารเติม 
BA เข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IBA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ่านวนยอดต่อชิ้นส่วนสูงสุด คือ 
4.67 ยอดต่อชิ้นส่วน นอกจากนี้การวางเลี้ยงเนื้อเยื่อบนอาหารที่ไม่เติมผงถ่านแบบแนวนอน ช่วยเพิ่ม
จ่านวนยอด (2.3 ยอดต่อชิ้นส่วน) ความยาวยอด (0.26 ซม.) และจ่านวนใบ (5.33 ใบต่อชิ้นส่วน) 

ปี 2011 Salamma and Prasad RAO ได้เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเอมบริโอของ Croton scabiosus 
ในอาหารสูตร MS ที่เติม BAP IAA  2-ip และ NAA ความเข้มข้น 0.5 1 1.75 2.5 และ 3.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร พบว่าอาหารสูตร MS ที่เติม BAP 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ IAA 3 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชัก
น่าให้เกิดต้นได้มากที่สุด และ Salamma and Prasad RAO (2013) ได้ท่าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อต้น
Croton scabiosus เนื่องจากมีการรายงานว่าพืชชนิดนี้มีการขยายพันธุ์โดยการเพาะเมล็ดได้ยาก 
เนื่องจากอัตราการงอกต่่า ผู้ทดลองจึงน่าชิ้นส่วนของพืชชนิดนี้คือใบอ่อน ก้านใบ และ ปล้อง 
(internode) มาฟอกฆ่าเชื้อและเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม 2, 4 5-T, NAA และ dicamba 
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พบว่าทุกฮอร์โมนสามารถชักน่าให้เกิดแคลลัสได้ยกเว้น NAA และอาหารที่เติม dicamba 0.5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร จะให้แคลลัสมากท่ีสุด 

Ashish และ Sharma (2011)ได้ท่าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  Croton bonplandinum BAIL.เป็น
พืชที่พบได้ในแถบประเทศอินเดีย บังคลาเทศ และเอเชียใต้ ซึ่งมีคุณสมบัติทางยาคือสามารถรักษา
โรคมะเร็ง โรคผิวหนัง ต้านทานแบคทีเรีย จึงท่าให้มีความต้องการสูง แต่พบว่าพืชชนิดนี้มีอัตราการ
เจริญเติบโตที่ช้าไม่เพียงพอต่อความต้องการจึงใช้วิธีเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในการขยายพันธุ์โดยใช้ส่วนของใบ 
ข้อ และปล้อง พบว่าส่วนของข้อสามารถสามารถชักน่าให้เกิดแคลลัสได้เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS 
ที่เติมฮอร์โมน  BAP  ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร  

Rajore and Batra (2005) ศึกษาการเพ่ิมจ่านวนต้นของสบู่ด่าโดยใช้ส่วนปลายยอด (shoot 
tip)เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรดัดแปลงของ MS ที่ม ี BA, Kinetin และ indole-3-aceticacid (IAA) 
ความเข้มข้นระดับต่าง ๆ พบว่าสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักน่าปลายยอดให้เกิดยอดคือ อาหารแข็ง
สูตรดัดแปลงของ MS ที่มี BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตรร่วมกับ IAA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักน่ายอดให้เกิดรากคือ อาหารแข็งครึ่งสูตรของ MS ที่ม ี IBA 
ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากนั้นน่าต้นที่ได้มาปลูกในแปลงทดลองพบว่ามีอัตราการรอดชีวิต
สูงถึง 90 เปอร์เซ็นต์ 

Sujatha et al. (2005) ศึกษาการเพ่ิมจ่านวนต้นสบู่ด่าในหลอดทดลอง โดยใช้ชิ้นส่วนตาข้าง 
(axillary bud) และใบของสบู่ด่าพันธุ์ไม่มีพิษ น่ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ดัดแปลง  ร่วมกับ 
BA kinetin และ TDZ ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ จากนั้นจึงย้ายมาเพาะเลี้ยงบนอาหารที่มี BA ความ
เข้มข้นตั้งแต่ 4.4-8.9 ไมโครโมลาร์ ซึ่งเมื่อไม่ค่านึงถึงความเข้มข้นของ BA ที่ใช้ พบว่า อัตราการชักน่าให้
เกิดยอดจ่านวนมากที่เหมาะสม (เฉลี่ย 10-12.30 ยอด) พบในการเพาะเลี้ยงบนอาหารเริ่มต้นที่มี TDZ 
ความเข้มข้น 2.3-4.5 ไมโครโมลาร์ และประสิทธิภาพของการชักน่าให้เกิดยอดจากส่วนใบ พบในการ
เพาะเลี้ยงบนอาหารที่มี BA ความเข้มข้น 8.9-44.4 ไมโครโมลาร์ 

นอกจากนี้ยังมีรายงานเกี่ยวกับความส่าเร็จของการเกิดแคลลัสและต้นได้ในพืช วงศ์ 
Euphorbiaceae  อีกมากมาย ดังนั้นผลงานการวิจัยต่าง ๆ ที่กล่าวมาแล้วนั้นจึงอาจน่ามาประยุกต์ใช้ให้เป็น
ประโยชน์ส่าหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสลอดได้ 

 Mathew และ Krishnapriya (2012) ได้เพาะเลี้ยงใบอ่อนของ Codiaeum Variegatum หรือ 
Croton พบว่าอาหารสูตร MS ที่เติม KIN และ BA 2 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน่าให้เกิดต้นได้และเมื่อเพ่ิม
ความเข้มข้นของ BA เป็น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน่าให้ได้ multiple shoot และสามารถชักน่าให้เกิด
รากด้วย 2,4-D ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร 

Kongduang และคณะ (2014) เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อใบอ่อนเปล้าน้อย  (Croton stellatopilosus) 
ซึ่งมีสาร plaunotol ที่มีฤทธิ์สมานแผลในกระเพาะอาหาร และล่าไส้ โดยพบว่าใบที่เพาะเลี้ยงในอาหาร
สูตร MS ที่เติม NAA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร BA ความเข้มข้น  0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ
น้่าตาลทราย 1% สามารถชักน่าให้เกิดแคลลัสที่มีสีเขียวและเซลล์แขวนลอยได้ และเม่ือน่าแคลลัสและ
เซลล์แขวนลอยไปตรวจสอบการแสดงออกของยีน DXS MEPS  และ GGPPS  ซึ่งยีน 3 ชนิดนี้จะควบคุม
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การผลิตสาร plaunotol พบว่าแคลลัสที่มีสีเขียวจะมีการแสดงออกของยีนทั้ง 3 นี้มากขึ้น แต่เซลล์
แขวนลอยไม่มีการแสดงออกของยีนทั้ง 3 นี้ 

6. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

6.1 ประโยชน์ในแง่วิชาการได้แก่ น่าเสนอผลงานในวารสารวิชาการระดับชาติ หรือ
นานาชาติ อย่างน้อย 1 เรื่อง  

6.2 ประโยชน์ในแง่การประยุกต์ สามารถน่าสลอดมาผสมในต่ารับยาไทยได้ 
                 6.3 หน่วยงานที่เกี่ยวข้องสามารถน่าองค์ความรู้ที่ได้ไปใช้ได้ เช่น มหาวิทยาลัยและสถาน

การศึกษาท่ีมี  การศึกษาทางด้านวิทยาศาสตร์ เภสัช พฤกษศาสตร์เคมี เภสัชพฤกษศาสตร์ และ
หน่วยงานที่มีหน้าที่ในการให้การศึกษาด้านแพทย์แผนไทย 
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วิธีการด าเนินการวิจัย 

อุปกรณ์ 

 1. ต้นสลอดที่ใช้ศึกษาประกอบด้วยอ้อย 3 สายพันธุ์ คือ พันธุ์การค้า KPS 94-13 อ้อยป่า 
(Saccharum sapontaneum) และอ้อยลูกผสมระหว่างอ้อยปลูกและอ้อยป่า (พันธุ์ไบโอเทค 2) 

 2. อุปกรณ์ส่าหรับการค้นหายีน และการแสดงออกของยีน CS และ GGPPS 
 2.1  เครื่องแก้วต่าง ๆ เช่น ขวดแก้วขนาด 4 ออนซ์  บีกเกอร์ กระบอกตวง 
 2.2  หม้อนึ่งความดันไอ (autoclave) 
 2.3  ตู้อบ (hot air oven) 
 2.4  เครื่องวัดความเป็นกรดด่าง (pH - meter) 
 2.5  เครื่องชั่งสาร (balance) 
 2.6  เตาไมโครเวฟ (microwave) 
  2.7  โกร่งบดตัวอย่าง  
 2.8  เครื่องปั่นเหวี่ยง (centrifuge)  และเครื่องกวนตะกอน (vortex®) 
 2.9  เครื่อง Thermal Cycler ส่าหรับท่าปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR)
 2.10  ชุดเครื่องมือ gel documentation system พร้อมอุปกรณ์ถ่ายภาพเจล 
 2.11  ชุดเครื่องมืออะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส  
 2.12  เครื่อง real time Biorad CFX96®.  
 2.13  เครื่อง NanoDrop รุ่น 8000 
    2.14  เครื่องเขย่า (shaker) 
    2.15  เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิได้ (refrigerated centrifuge) 
3. สารเคมีสารเคมีท่ีใช้ในการสกัดอาร์เอ็นเอและ สังเคราะห์ first stranded cDNA จากพืช 
4. สารเคมีตามสูตร Hoagland ส่าหรับการปลูกอ้อยในสารละลายแบบ hydroponic  
5. สารเคมีและอุปกรณ์ส่าหรับเตรียมอาหารสูตร LB ส่าหรับโคลนยีน MIPS 

  6.  ไพรเมอร์ส่าหรับโคลนยีน และตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
                ไพรเมอร์ส่าหรับโคลนยีน full length  GGPPS 
   CT-GGPPS2 F  ATGAGTTCTGTGAATTTAG 
   CT-GGPPS2 R  TTAGTTTTGCCTGTATGC 
                ไพรเมอร์ส่าหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
                 Mip RT (inositol) F 5’CCCCAAGTCCGTCAAGTACA 
                 Mip RT (inositol) R 5’CTTGGTCGCCCATGAGATCC 

วิธีการ 

1.  ส ารวจต้นสลอด 

         ส่ารวจต้นสลอดในเขตป่าชุมชนของอ่าเภอในจังหวัดสระแก้วและในบริเวณ
มหาวิทยาลัยบูรพา วิทยาเขตสระแก้ว โดยคณะส่ารวจจะประกอบไปด้วย อาจารย์และนิสิตจากคณะ
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เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยบูรพา วิทยาเขตสระแก้ว ตัวแทนจากองค์การบริหารส่วนต่าบล (อบต) 
ในแต่ละพ้ืนที่ที่ท่าการส่ารวจ และครูและนักเรียนจากโรงเรียนในพ้ืนที่ที่ท่าการส่ารวจ ส่าหรับพ้ืนที่ป่า
ชุมชนเป้าหมายจะประกอบไปด้วยพื้นที่ป่าชุมชนดังต่อไปนี้ 

13.2.1 อ่าเภอตาพระยา ได้แก่ ป่าชุมชนบ้านไทยสามัคคี และป่าชุมชนบ้านทับทิมสยาม    
13.2.2 อ่าเภอเมืองสระแก้ว ได้แก่ ป่าชุมชนบ้านท่าระพา ป่าชุมชนบ้านใหญ่ และป่า

ชุมชน 
         บ้านคลองส่าอางค์ ป่าชุมชนบ้านหนองผูกเต่าพัฒนา  

                   13.2.3 อ่าเภอวัฒนานคร ได้แก่ ป่าชุมชนบ้านนางาม ป่าชุมชนบ้านพร้าว และป่าชุมชน
บ้านโนน  

        13.2.4 อ่าเภอโคกสูง ได้แก่ ป่าชุมชนบ้านอ่างศิลา 
  13.2.5 อ่าเภอวังน้่าเย็น ได้แก่ ป่าชุมชนบ้านคลองตะขบ และป่าชุมชนบ้านทัพหลวง  

    13.2.6 อ่าเภออรัญญประเทศ ได้แก่ โครงการพัฒนาป่า ชุมชนบ้านสลองคอง   
    13.2.7 อ่าเภอคลองหาด ได้แก่โครงการพัฒนาป่า ชุมชนบ้านคลองวังจิก  
    13.2.8 อ่าเภอกิ่งวังสมบูรณ์ ได้แก่ โครงการพัฒนาป่า ชุมชนบ้านวังน้่าฝน  

   13.2.9 พ้ืนที่ในมหาวิทยาลัยบูรพา วิทยาเขตสระแก้ว  

       2.  การโคลนยีน GGPPSและ CS 

    2.1 การสกัด total RNA โดยสกัด total RNA จากส่วนใบอ่อน ดอก และเมล็ดของสลอด 
ตามวิธีการของ Laksana and Sontichai (2015) ดังนี้ น่าใบอ่อน ดอก และเมล็ดสลอดมาบดใน
ไนโตรเจนเหลวให้ละเอียด ย้ายตัวอย่างที่บดแล้วลงหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม extraction 
buffer ที่ประกอบด้วย 2% CTAB, 2% PVP, 2M NaCl, 25mM EDTA และ 100 mM Tris-HCl pH 
8.0 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร แล้วเติม β-mercaptonethanol ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นผสมให้
เข้ากันด้วย Vortex และบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที เติม chloroform:isoamyl alcohol 
(24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยเขย่าแรงๆ แล้วน่าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 
รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ แล้วเติม 
chloroform:isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตรหนึ่งเท่าของปริมาตรส่วนใส ผสมให้เข้ากัน โดยเขย่า
แรงๆ แล้วน่าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ แล้วเติม isopropanol ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และ 5M NaCl ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มในน้่าแข็งเป็นเวลา 10 นาทีแล้วหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง แล้วล้างตะกอนด้วย 70% ethanol ที่เย็น
ปริมาตร 300 ไมโครลิตร แล้วน่าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที เทส่วนใสทิ้ง แล้วตากตะกอนประมาณ 10 นาที และละลายตะกอนด้วยการ
เติมน้่ากลั่นที่ผ่านการท่าลายเอนไซม์ RNase (DEPC-dH2O) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และเก็บตัวอย่างไว้
ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

น่า total RNA ที่สกัดได้มาตรวจสอบคุณภาพและความเข็มข้นโดยการท่าเจลอีเล็กโทรโพรีซีส
ด้วย 1.5% อะกาโรสใน 0.5X TBE buffer ที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที 
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การก่าจัดจีโนมิคดีเอ็นเอออกจากตัวอย่าง total RNA ท่าโดยน่า total RNA ที่สกัดได้ 1 
ไมโครกรัม เติม 10X DNase I reaction buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร DNaseI ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
DEPC-dH2O ปริมาตร 10 ไมโครลิตร น่าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วเติม 
0.5 M EDTA 1 ไมโครลิตร แล้วน่ามาแช่ในน้่าแข็ง 1 นาที เพ่ือหยุดปฏิกิริยาของเอ็นไซม์ DNase I แล้ว
ท่าการตรวจสอบผลการก่าจัดจีโนมิคดีเอ็นเอด้วยการท่าเจลอีเล็กโทรโพรีซีสโดยใช้ 0.8% อะกาโรสใน 
0.5X TBE buffer ที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์เป็นเวลา 40 นาท ี

2.2 การสังเคราะห์ first strand cDNA จาก total RNA น่า total RNA ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 
(1 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) ผสมกับ 100 µM oligo (dT)20ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 10 mM dNTP 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วย DEPC-dH2O จนครบปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร ในหลอด
ทดลองขนาด 0.5 มิลลิลิตร แล้วน่าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และบ่มต่อที่ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นเติม 5x reaction buffer ปริมาตร 4 ไมโครลิตร RiboLock 
RNase inhibitor ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 10 mM dNTP ปริมาตร 2 ไมโครลิตร Revert Aid M-MuL 
VRT ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แล้วน่าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมงและบ่มต่อที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และน่าไปแช่ในน้่าแข็ง 

2.3 การออกแบบไพรเมอร์ให้มีความจ่าเพาะเจาะจงกับยีน GGPPS และ CS ซ่ึงเกี่ยวข้องใน
กระบวนการสังเคราะห์สารพิษ phobal ester โดยใช้ข้อมูลล่าดับนิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมูลสาธารณะ 
เช่น Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) และโปรแกรมที่เก่ียวข้องกับการออกแบบไพรเมอร์เช่น 
Primer3 จาก web site http://simgene.com/Primer3 เพ่ือใช้โคลนยีนดังกล่าวจากอ้อยที่ได้รับสภาพ
เลียนแบบดินเค็ม จากนั้นท่าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ่าเพาะเจาะจงกับยีนที่ออกแบบไว้
เพ่ือสร้าง cDNA บางส่วนของยีนเป้าหมาย  

2.4 clone cDNA บางส่วนของยีนเป้าหมายเข้าสู่ cloning vector  pGem-T easy จากนั้น 
transform เข้าสู่ E. coli แล้วสุ่มเลือก colony เพ่ือน่าไปวิเคราะห์ล่าดับ 
นิวคลีโอไทด์และเปรียบเทียบล่าดับนิวคลีโอไทด์กับข้อมูลสาธารณะเพ่ือบ่งชี้ยีนโดยการใช้โปรแกรม 
BLAST จาก www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/  

2.5 หาล่าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน GGPPS และ  CS จากนั้นจึงตรวจสอบล่าดับนิวคลีไทด์และ
เทียบกับฐานข้อมูลอีกครั้ง เพื่อความถูกต้อง และการวิเคราะห์ล่าดับนิวคลีโอไทด์ ส่ง DNA คู่สมผลผลิต
จากปฏิกิริยา PCR ที่ท่าให้บริสุทธิ์ไปวิเคราะห์ล่าดับนิวคลีโอไทด์ที่ 1st BASE (First BASE 
Laboratories, Selangor DarulEhsan, Malaysia) แล้วน่าล่าดับนิวคลีโอไทด์ที่วิเคราะห์ได้มา
เปรียบเทียบกับล่าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน GGPPS  CS และ Eaf1a ที่มีการรายงานในฐานข้อมูลสากล 
ด้วยโปรแกรม BLAST จากเว็บไซต์ http://blast.ncbi.nih.gov/Blast.cgi  และ ท่า phylogenic tree 
โดยใช้โปรแกรม clustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)และ Phylodendron 
(http://iubio.bio.indiana.edu/treeapp/treeprint-form.html) การวิเคราะห์ข้อมูลล่าดับนิวคลีโอ
ไทด์และ bioinfinformatics น่าล่าดับนิวคลีโอไทด์ของ full-length ของยีน MIPS ที่ได้ เปลี่ยนเป็น
ล่าดับกรดอะมิโนด้วยโปรแกรม MEGA6 จากนั้นน่าไปวิเคราะห์ multiple sequence alignment ด้วย
โปรแกรม Protein BLAST ในฐานข้อมูล GenBank  (www.blast .ncbi.nlm.nih.gov) และ 

http://simgene.com/Primer3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://blast.ncbi.nih.gov/Blast.cgi%20%20และ
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)และ
http://iubio.bio.indiana.edu/treeapp/treeprint-form.html
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ClustalW2 (www.ebi.ac.uk) สร้าง phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA6 (bootstrap value 
1,000 replicate)  

 2.6 ส่งข้อมูลล่าดับนิวคลีโอไทด์ไปเก็บนฐานข้อมูล GenBank (National Center for 

Biotechnology Information (NCBI), Madison, USA.) 

 

3. ตรวจสอบการแสดงออกของยีน GGPPS และ CS  

 ออกแบบไพรเมอร์ที่จ่าเพาะกับยีน GGPPS และ CS ด้วยโปรแกรม primer 3 
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/ primer3plus.cgi/) โดยใชข้้อมูลล่าดับนิวคลี
โอไทด์ของยีนที่เป็น full length ที่หาได้ โดยก่าหนดให้ DNA ที่เป็นผลผลิตของปฏิกิริยามีขนาด 150-
200 คู่เบส จากนั้นน่ามาท่าปฏิกิริยา real-time PCR กับ cDNA ของใบและรากที่สังเคราะห์จาก RNA 
ของอ้อยที่ได้รับสภาพเครียดจากเกลือโซเดียมตลอไรด์ 100 และ 200 มิลลิโมลาร์ นาน 0-5 วัน โดยใช้ยีน 
GADPH (Accession number : CA254672) เป็นยีนอ้างอิง ท่าปฏิกริยา real-time PCR ด้วยเครื่อง 
Mastercycler® ep realplex บริษัท Eppendorf ( Thailand )  ใช้น้่ายาชุด SensiFAST™ SYBR® No-
ROX Kit บริษัท BIOLIN โดยการเติม 2X SensiFAST SYBR No-ROX  Mix ปริมาตร 5 ไมโครลิตร แล้ว
เติม forward primer และ reverse primer ความเข้มข้นชนิดละ 10 มิลลิโมลาร์ ปริมาตรชนิดละ 0.4 
ไมโครลิตร เติม first stranded cDNA ความเข้มข้น 300 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
และเติม DEPC - treated water ปริมาตร 3.2 ไมโครลิตร   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/
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ผลการวิจัย  
 

  จากการส่ารวจต้นสลอดในภาคตะวันออกสามารถพบได้ที่สวนสมุนไพรสมเด็จพระเทพ
รตันราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี อ.เมือง จ.ระยอง ส่วนพื้นที่อ่ืนๆที่ได้ท่าการส่ารวจในทุกอ่าเภอของ
จังหวัดสระแก้วและจ.จันทบุรีรวมทั้งจากอุทยานแห่งชาติและจากการสอบถามจากหมอชาวบ้านไม่พบต้น
สลอด โดยได้ให้ข้อมูลว่าในอดีตนั้นพบมีต้นสลอด แต่จากท่ีทราบกันดีว่าต้นสลอดมีสารพิษถ้ากินแล้วมี
อันตรายชาวบ้านจึงท่าลายต้นสลอดจนสูญพันธุ์ ดังนั้นจากการเก็บตัวอย่างสามารถเก็บจากภาค
ตะวันออกได้เพียง 1 ตัวอย่าง ผู้ทดลองจึงขยายพ้ืนที่ส่ารวจทั่วประเทศท้ังจากการส่ารวจเอง สอบถาม
จากหมอพื้นบ้าน และเจ้าหน้าที่อุทยานแห่งชาติ และขณะนี้สามารถเก็บตัวอย่างได้จากทั่วประเทศ
จ่านวน 9 ตัวอย่าง และจะน่ามาท่าการปลูกเพ่ือวิเคราะห์การแสดงออกของยีนและหาปริมาณสารที่
เกี่ยวข้องกับการสร้างสารพิษ (phorbal ester) ในสลอดต่อไป 
 

 
ภาพที่ 3 ต้นสลอดที่พบในสวนสมุนไพรสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี อ.เมืองระยอง          
จ.ระยอง 
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 ต้นสลอดได้มาจากพ้ืนที่ 
- จ.ระยอง          จ่านวน 1 ตัวอย่าง 
- จ.สมุทรสงคราม จ่านวน 1 ตัวอย่าง  
- จ.พัทลุง           จ่านวน 2 ตัวอย่าง 
- จ.สงขลา          จ่านวน 2 ตัวอย่าง 
- จ.สุราษฎร์ธาน ี  จ่านวน 2 ตัวอย่าง 
- ตรัง                จ่านวน 1   ตัวอย่าง 
 
 ลักษณะทางสัณฐานของต้นสลอดในแต่ละพ้ืนที่นั้นไม่มีความแตกต่างกัน แต่ในส่วนของดอกและผล
นั้นจะต้องศึกษาต่อไป 
 
การโคลนบางส่วนของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสาร phorbal ester 
 
  การสกัด total RNA 
  น่าใบอ่อนของสลอดมาสกัด total RNA พบว่า สามารถสกัด total RNA ทีม่ีคุณภาพดีได้
เพียงพอต่อการน่าไปใช้ศึกษาในขั้นตอนต่อไป แต่พบว่ามีการปนเปื้อนของ DNA ดังนั้นจึงต้องก่าจัด DNA 
ออกด้วยเอมไซม์ DNaseI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4 total RNA ที่สกัดได้จากใบอ่อนของต้นสลอดที่ได้จากการส่ารวจที่สวนสมุนไพร จ.ระยอง      

(lane 1) และ จากจ.พัทลุง (lane 2) 
 
 
 

18s RNA 
28s RNA 

           1     2 
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 หลังจากก่าจัดดีเอ็นเอออกแล้วก็ท่าการสังเคราะห์ first strand cDNA โดยใช้ SuperScript III First-
Strand Synthesis (Invitrogen) จึงค้นหายีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสาร phorbal ester ซึ่งจาก
การศึกษาพบว่ามี 2 ยีนที่เกี่ยวข้องคือ ยีน GGPPS และยีน CS  

 
การค้นหายีน GGPPS (Geranylgeranyl Pyrophosphate Synthase) โดยใชเ้ทคนิค PCR 
 ออกแบบไพรเมอร์โดยใช้ข้อมูลล่าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน GGPPS จากพืชชนิดต่าง ๆ ในฐานข้อมูล 
Genbank ออกแบบไพรเมอร์จากบริเวณอนุรักษ์ได้ดังนี้ CT-GGPPS1 Forward 
5’TGYATGGAYAACGAYGAT CT-GGPPS1 Reverse 5’ATATCATCCACYACYTGAAA ได้ผลผลิตจาก
ปฏิกิริยาขนาดประมาณ 300 bp ใช้โปรแกรมการท่า PCR ดังนี้ pre-denaturation 95 องศาเซลเซียส 
นาน 2 นาที จากนั้นท่า 30 รอบตั้งแต่ denaturation ที่ 95 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที annealing 
ที่ 56 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที extension ที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที และ รอบสุดท้าย
เป็น final extension ที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที โดยใช้ first strand cDNA เป็นแม่แบบ ได้
ผลผลิตจากปฏิกิริยาเป็น DNA ขนาดประมาณ 300 bp (ภาพท่ี 3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่5 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใช้ first strand cDNA ที่สังเคราะห์จาก total RNA จากใบสลอด

เป็นแม่แบบและท่าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ่าเพาะกับยีน GGPPS ตรวจสอบด้วยวิธ ี
electrophoresis (0.8% agarose ใน 0.5xTBE buffer ที่ 100 volt นาน 40 นาท)ี 1= 1 kb 
marker  2= negative control 3= ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ่าเพาะกับ
ยีน GGPPS 

 
 

จากนั้นสกัดแถบดีเอ็นเอจากเจลแล้วน่า DNA ที่สกัดจากเจลไปวิเคราะห์ล่าดับนิวคลีไทด์โดย
บริษัท 1st BASE (ประเทศมาเลเซีย) น่าล่าดับนิวคลีโอไทด์ที่วิเคราะห์ได้มาเปรียบเทียบกับข้อมูลล่าดับ 
นิวคลีโอไทด์ของยีน GGPPS ในฐานข้อมูลสาธารณะโดยใช้โปรแกรมส่าเร็จรูป BLASTN ในฐานข้อล 
NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) พบว่า ล่าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้น DNA ที่สังเคราะห์จาก

500 bp 

  1      2       3 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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ปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ่าเพาะกับบริเวณอนุรักษ์ของยีน GGPPS ในพืชหลายชนิดนั้นมีความ
เหมือนกับยีน GGPPS ในพืชชนิดต่าง ๆ ในเปอร์เซนต์ที่สูงตั้งแต่ 83-99 % (ตารางท่ี 1) 
 
ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน GGPPS 
TGTGGCGGTTCTTGCAGGTGATGCGCTTCTTGCTTTTGCTTTTGAACATATTGCTGTTTCTACTTTA
AATGTTTCTCCTGCCAGAATTGTTCGGGCGGTAGGTGAATTGGCTAAGGCGATTGGTGCTGAAGGA
TTGGTTGCTGGACAGGTTGTTGATATCGGTTCTGAAGGTTTATCTGAAGTAGATTTAGAAAAGCTTG
AATTTATTCATATTCATAAGACAGCAAAATTGCTGGAAGGAGCGGTGGTGTTAGGGGCAATTATGG
GCGGAGGAACCGATGAGGAGGTGGAAAAAT 
 
ตารางท่ี 1 ผลการเปรียบเทียบล่าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้น DNA ทีส่ังเคราะห์ได้จากปฏิกิริยา PCR เมื่อใช้ 

first strand cDNA ที่ได้จากใบสลอดโดยใช้โปรแกรมส่าเร็จรูป BLASTN ในฐานข้อล NCBI  
 

Description Max 
score  

Total 
score  

Query 
cover  

E-
value Ident  Accession 

Croton sublyratus 517 517 100% 1e-
142 99% AB034249.1  

Jatropha curcas 401 401 99% 5e-
108 90% XM_012223700.2  

 Manihot esculenta 307 307 99% 9e-80 83% XM_021791278.1  

Hevea brasiliensis 307 307 99% 9e-80 83% KT447237.1  

 
  
  หลังจากนั้นน่าล่าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาบางส่วนไป blast กับฐาข้อมูล NCBI เพ่ือน่าไปเปรียบ
เที่ยบกับยีน GGPPS ในพืชชนิดอื่นมาออกแบบไพรเมอร์เพ่ือหา full length ของยีน GGPPS จากการ
ทดลองนี้ได้ออกแบบจากพืชหลายชนิดทั้ง Croton sublyratus (AB034249.1) Jatropha curcas 
(XM_012223700.2)   Hevea brasiliensis (KT447237.1) และ Ricinus communis 
(XM_002525050.2)  ซึ่งได้ล่าดับไพรเมอร์ดังนี้ CT-GGPPS2 Forward 5’  
ATGAGTTCTGTGAATTTAG CT-GGPPS2 reverse  5’ TTAGTTTTGCCTGTATGC พบว่าได้ผลผลิต
จากปฏิกิริยาขนาดประมาณ 1,100 bp โดยใช้ปฏิกิริยา PCR เช่นเดียวกับการหาบางส่วนของยีน GGPPS 
(ภาพท่ี 4)  
 
 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB034249.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8FDK5E8201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_012223700.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=8FDK5E8201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_021791278.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=8FDK5E8201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT447237.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=8FDK5E8201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB034249.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8FDK5E8201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_012223700.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=8FDK5E8201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT447237.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=8FDK5E8201R
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ภาพที่ 6 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใช้ first strand cDNA ที่สังเคราะห์จาก total RNA จากใบสลอด

เป็นแม่แบบและท่าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ่าเพาะกับยีน GGPPS ตรวจสอบด้วยวิธ ี
electrophoresis ใน 0.8% agarose ใช้ 0.5xTBE buffer ที่ 100 volt นาน 25 นาที) 1= 1 
kb marker  2= ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ่าเพาะกับยีน GGPPS 

 
  หลังจากนั้นน่าแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการท่าปฏิกิริยา PCR ไปหาล่าดับนิวคลีโอไทด์พบว่าได้
จ่านวนนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 1,110 bp และได้ทั้งส่วน start และ stop codon และน่าล่าดับนิวคลีโอ
ไทด์ที่ได้ไป Blast ในฐานข้อมูล NCBI พบว่ามีความเหมือนกับพืชหลายชนิด ดังตารางที่ 2 
 
 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ full length ของยีน GGPPS 
 
ATGAGTTCTGTGAATTTAGGGTTCATGGGTTCATACTTTCCTCTGTTATAAGTCAAGCTACCAGATC
CAGATCCAAATCCAAATCCTTATCGTTTTTCTCCTGTTTCGATTCCTCTGTTTTACAGAAACTCAAA
ACGCAGCGTTTCGTATGTTTCAGCGATCGTGACTAAGGATGAGGAGACGATTCAGGAAGAACAGAA
TAAGAATTCAAGTTCTTCTCCTGGTTTTGATTTCAAATCTTATATGGTTCAAAAGGCTAGTGCTATT
AATCAAGCTTTGGAAGCTGCTGTTTCGCTTCGCGAGCCTCTTAAAATTCATGAATCTATGCGGTACT
CACTTTTGGCCGGCGGTAAGCGGGTCCGGCCGGCTTTATGTCTTGCTGCGTGTGAACTTGTTGGCG
GAGATGAATCTATGGCGATGCCTGCTGCTTGTGCTGTTGAAATGATACATACTATGTCGCTTATACA
TGATGATCTTCCTTGCATGGATAACGACGATCTCCGTCGTGGTAAGCCGACGAATCATATTGTGTTT
GGTGAAAATGTGGCGGTTCTTGCAGGTGATGCGCTTCTTGCTTTTGCTTTTGAACATATTGCTGTTT

  1             2        

1,000 bp 
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CTACTTTAAATGTTTCTCCTGCCAGAATTGTTCGGGCGGTAGGTGAATTGGCTAAGGCGATTGGTGC
TGAAGGATTGGTTGCTGGACAGGTTGTTGATATCGGTTCTGAAGGTTTATCTGAAGTAGATTTAGAA
AAGCTTGAATTTATTCATATTCATAAGACAGCAAAATTGCTGGAAGGAGCGGTGGTGTTAGGGGCA
ATTATGGGCGGAGGAACCGATGAGGAGGTGGAAAAATTGAGGAAATATGCGAGGGATATTGGGTTG
TTGTTTCAGGTATGGATGATATTCTTGATGTGACCAAATCGTCTCAAGAATTGGGGAAAACTGCAGG
AAAGGATTTGGTGGCGGATAAGGTTACTTATCCTAAGTTAATGGGGATTGAGAAATCAAGGGAATTT
GCTGAGAAGTTGAATAAAGAAGCTCAGGATCAATTGGCTGGTTTCGATCCTGAGAAGGCGGCTCCA
TTGATTGCTTTAGCTAATTATATTGCATACAGGCAAAACTAA 
 
ตารางท่ี 2 ผลการเปรียบเทียบล่าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้น DNA ของยีน GGPPS ที่สังเคราะห์ได้จาก

ปฏิกิริยา PCR เมื่อใช้ first strand cDNA ที่ได้จากใบสลอดโดยใช้โปรแกรมส่าเร็จรูป 
BLASTN ในฐานข้อล NCBI  

 

Description Max 
score  

Total 
score  

Query 
cover  

E-
value Ident  Accession 

Croton sublyratus 1898 1898 100% 0 98% AB034249.1  

Jatropha curcas 1223 1223 100% 0 84% XM_012223700.2  

 Manihot esculenta 1027 1027 
100% 

0 81% XM_021791278.1  

Hevea brasiliensis 1021 1021 
100% 

0 80% KT447237.1  

Ricinus communis  1009 1009 100% 0 80% XM_002525050.2  

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB034249.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8FDK5E8201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_012223700.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=8FDK5E8201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_021791278.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=8FDK5E8201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT447237.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=8FDK5E8201R
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การค้นหายีน CS (Casbene Synthase) 
 ออกแบบไพรเมอร์โดยใช้ข้อมูลล่าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CS จากพืชชนิดต่าง ๆ ในฐานข้อมูล 
Genbank ออกแบบไพรเมอร์จากบริเวณอนุรักษ์ได้ดังนี้  
 
CT-CS14 Forward 5’ CTBAGCCTTTWTGAAGC 
CT-CS7  Reverse 5’  RTCCAACTTKGCAARCTC  
 
  ได้ผลผลิตจากปฏิกิริยาขนาดประมาณ 300 bp ใช้โปรแกรมการท่า PCR ดังนี้ pre-
denaturation 95 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที จากนั้นท่า 30 รอบตั้งแต่ denaturation ที่ 95 องศา
เซลเซียส นาน 45 วินาที annealing ที่ 54 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาท ี extension ที่ 72 องศา
เซลเซียส นาน 45 วินาที และ รอบสุดท้ายเป็น final extension ที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที โดย
ใช้ first strand cDNA เป็นแม่แบบ ได้ผลผลิตจากปฏิกิริยาเป็น DNA ขนาดประมาณ 250 bp (ภาพท่ี 
5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 7 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใช้ first strand cDNA ที่สังเคราะห์จาก total RNA จากใบสลอด

เป็นแม่แบบและท่าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ่าเพาะกับยีน CS ตรวจสอบด้วยวิธ ี
electrophoresis ใน 0.8% agarose ใช้ 0.5xTBE buffer ที่ 100 volt นาน 25 นาท)ี 1= 
1kb marker  2= negative control 3=ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ่าเพาะ
กับยีน CS 

  
 หลังจากนั้นน่าแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการท่าปฏิกิริยา PCR ไปหาล่าดับนิวคลีโอไทด์พบว่าได้จ่านวนนิ
วคลีโอไทด์ทั้งหมด 254 และน่าล่าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไป Blast ในฐานข้อมูล NCBI พบว่ามีความ
เหมือนกับพืชหลายชนิด ดังตารางที่  3 
 

  1           2         
3 

250 bp 
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ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน CS 
 CTGAGCCTTTTTGAAGCTACACATGTGAGCATGCCCAATGAAGACATTTTAGAAGAGGCCT
TAGCTTTCACCAAGGCTTTCTTGGAAAGCTCTAAGGCTCTGGAGTCTTTCCCAAATTTTGCAAAGAA
CATAAGCGATGCCTTGGAGCAGCCCGTACACAAAGGCATACCTAGGCTTGAGGCAAGAAAGTTCAT
CGATTTGTATGAAGCTGATGAAGGTCGAAATGAGATTCTACTTGAGCTTGCCAAGTTGGA 
 
 
ตารางท่ี 3 ผลการเปรียบเทียบล่าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้น DNA ของยีน CS ที่สังเคราะห์ได้จากปฏิกิริยา 

PCR เมื่อใช้ first strand cDNA ที่ได้จากใบสลอดโดยใช้โปรแกรมส่าเร็จรูป BLASTN ในฐาน
ข้อล NCBI  

 

Description Max 
score  

Total 
score  

Query 
cover  

E-
value Ident  Accession 

Jatropha curcas 271 271 100% 6e-69 84% XM_012211452.2  

Ricinus communis  141 141 100% 7e-30 72% XM_002513288.2  

Triadica sebifera  122 122 
 

99% 6e-24 71% GU332590.1  

Homalanthus 
nutans  

116 116 
100% 3e-22 

 
71% GU332592.1  

Euphorbia lathyris  113 113 100% 3e-21 
 

71% 
 

KR350667.1 
 

 

3. 3 ตรวจสอบการแสดงออกของยีน GGPPS และ CS  

ออกแบบไพรเมอร์ที่จ่าเพาะกับยีน GGPPS และ CS ด้วยโปรแกรม primer 3 
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/ primer3plus.cgi/) โดยใชข้้อมูลล่าดับนิวคลี
โอไทด์ของยีนที่เป็น full length ที่หาได้ โดยก่าหนดให้ DNA ที่เป็นผลผลิตของปฏิกิริยามีขนาด 150-
200 คู่เบส จากนั้นน่ามาท่าปฏิกิริยา real-time PCR กับ cDNA ที่สังเคราะห์จาก RNA ของใบของสลอด
ที่เก็บมาจากสถานที่ต่างๆ รวมทั้งผล และเมล็ดของต้นที่เก็บได้จากสวนสมุนไพร จ.ระยอง โดยใช้ยีน 
eEf1a1 (Elongation factor 1-alpha 1 ) เป็นยีนอ้างอิง ที่ออกแบบมาจากยีน ของพืชต่างๆคือ 
Jatropha curcus (Accession number : XM_012226913.2)  Hevea brasiliensis (Accession 
number : XM_021785551.1) Populus trichocarpa (Accession number : XM_006381425.2) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_012211452.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=9A4DAVW7015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_002513288.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=9A4DAVW7015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_284468414
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU332590.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=9A4DAVW7015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_284468418
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_284468418
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU332592.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=9A4DAVW7015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1019982240
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR350667.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=9A4DAVW7015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR350667.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=9A4DAVW7015
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_012226913.2?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PWPE12RS01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_021785551.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=PWPE12RS01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_006381425.2?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=7&RID=PWPE12RS01R
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และ Ziziphus jujube (Accession number : NM_001323857.1) แล้วท่าปฏิกริยา real-time PCR 
ด้วยเครื่อง Mastercycler® ep realplex บริษัท Eppendorf ( Thailand )  ใช้น้่ายาชุด SensiFAST™ 
SYBR® No-ROX Kit บริษัท BIOLIN โดยการเติม 2X SensiFAST SYBR No-ROX  Mix ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร แล้วเติม forward primer และ reverse primer ความเข้มข้นชนิดละ 10 มิลลิโมลาร ์
ปริมาตรชนิดละ 0.4 ไมโครลิตร เติม first stranded cDNA ความเข้มข้น 300 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และเติม DEPC - treated water ปริมาตร 3.2 ไมโครลิตร   
 จากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน CS และ GGPPS พบว่าทั้ง 2 ยีนมีการแสดงออกของยีน
สูงสุดในดอก ส่วนในใบ และดอกมีการแสดงออกของยีนน้อยที่สุด ดังภาพที่ 8 และ 9 

 
 

 
 
ภาพที่ 8 การแสดงออกของยีน CS ในใบ ราก และเมล็ด ของต้นสลอดที่ได้จากพ้ืนที่สวนสมุนไพร จ.

ระยอง 
 
 

 
 

ภาพที ่9 การแสดงออกของยีน GGPPS  ในใบ ราก และเมล็ด ของต้นสลอดที่ได้จากพ้ืนที่สวนสมุนไพร 
จ.ระยอง 
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 เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน CS และ GGPPS ในใบของสลอดที่ได้จากการส่ารวจทั้งหมด
พบว่าใบของต้นที่ได้จากการส่ารวจใน จ. สุราษฎร์ธาน ี มีการแสดงออกของยีนทั้ง 2 มากที่สุด และใบ
จากต้นสลอดทีส่่ารวจได้ใน จ.สงขลา มีการแสดงออกของยีนทั้ง 2 ยีนน้อยที่สุด จากข้อมูลนี้เบื้องต้นนี้จะ
น่าไปสู่การทดลองต่อไปจะน่าส่วนอื่นๆท้ังดอก ล่าต้น และเมล็ด มาตรวจสอบการแสดงออกของยีนเพ่ือ
คัดเลือกต้นที่ให้การแสดงออกของยีน  CS และ GGPPS และน่าไปใช้ประโยชน์ต่อไป 

 

 
ภาพที่ 10 การแสดงออกของยีน CS ในใบ ของต้นสลอดที่ได้จากแต่ละพ้ืนที่ที่ส่ารวจได้ 

1= ใบสลออดจาก จ.ระยอง 2= ใบสลออดจาก จ.สมุทรสงคราม 3 และ 4 ใบสลออดจาก จ.พัทลุง  
5 และ 6 = ใบสลออดจาก จ.สงขลา  7 และ 8 = ใบสลออดจาก จ.สุราษฎร์ธาน ี 9 = ใบสลออดจากจ. 
ตรัง    

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่11 การแสดงออกของยีน GGPPS ในใบของต้นสลอดที่ได้จากแต่ละพ้ืนที่ที่ส่ารวจได้ 

1= ใบสลออดจาก จ.ระยอง 2= ใบสลออดจาก จ.สมุทรสงคราม 3 และ 4 ใบสลออดจาก จ.พัทลุง  
5 และ 6 4 ใบสลออดจาก จ.สงขลา  7 และ 8 4 ใบสลออดจาก จ.สุราษฎร์ธาน ี 9 = ใบสลออดจากจ. 
ตรัง    
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วิจารณ์ผลการวิจัย 
 

 ลูกสลอดเป็นสมุนไพรอีกชนิดหนึ่งที่ถูกประกาศให้เป็นยาอันตราย ไม่อนุญาตให้ใช้เมล็ดสลอด
หรือน้่ามันสลอดในยาแผนโบราณ เพราะควบคุมขนาดยายากและมีฤทธิ์แรงเกินไป เนื่องจากมีสารกลุ่ม 
phorbol มีฤทธิ์ระคายเคืองผิวหนังอย่างรุนแรง มีฤทธิ์เป็น tumor promoter และ เป็นตัวก่อมะเร็ง 
(carcinogen) ก่อให้เกิดเนื้องอก และมะเร็ง มีฤทธิ์ต้านเชื้อ HIV-1 นอกจากนี้ลูกสลอดยังมีฤทธิ์ต้าน
เชื้อจุลินทรีย์ (Shahid et al., 2008) และฤทธิ์อ่ืน ๆ  
 

การน่าสลอดมาใช้ประโยชน์ทางการแพทย์แผนไทยไม่สามารถน่าลูกสลอดมาใช้รักษาโรค
โดยตรง แต่ต้องน่ามาผ่านกรรมวิธีการแปรสภาพให้มีความเหมาะสมก่อนที่จะน่ามาใช้เป็นยารักษาโรค 
วิธีการแปรสภาพสมุนไพรให้เหมาะต่อการผลิตยาทางการแพทย์แผนไทย โดยมีวิธีการแปรสภาพสลอดให้
มีพิษน้อยลง หรือมีฤทธิ์เหมาะสมต่อการน่าไปใช้ผลิตยา การลดสารพิษในลูกสลอดสามารถท่าได้หลายวิธี 
เช่น เอาลูกสลอดใส่รวมกับข้าวเปลือก ใส่เกลือพอควร น่าไปใส่หม้อดิน ต้ม จนข้าวเปลือกบานทั่วกัน จึง
เอาลูกสลอดมาล้างน้่าให้สะอาด ตากแดดให้แห้ง แล้วจึงน่าไปใช้ปรุงยา หรือใหเ้อาลูกสลอดต้มกับใบ
มะขาม 1 ก่ามือใบส้มป่อย 1 ก่ามือ เมื่อสุกดีแล้วจึงแกะเอาเนื้อในมาใช้ท่ายา หรือให้ปลอกเปลือกลูก
สลอดเอาไส้ในออกแช่น้่าปลาร้าปากไหไว้ 1 คืน แล้วเอายัดใส่ในผลมะกรูด ใส่หม้อดินปิดฝา สุมด้วยไฟ
แกลบ เมื่อสุกดีแล้ว จึงน่าไปใช้ปรุงยา พร้อมทั้งผลมะกรูด ซึ่งวิธีการดังกล่าวนั้นอาจไม่สามารถลดปริมาณ
สารพิษได้เพียงพอ  

 การท่าให้สลอดผลิตสารพิษลดน้อยลงโดยใช้วิธีทางชีวโมเลกุลเป็นอีกทางนึงในการ
แก้ปัญหานี้ การสร้างสารพิษในสลอดนั้นถูกควบคุมด้วยยีน Geranylgeranyl diphosphate synthase 
(GGPPS) และ Casbene synthase (CS) ดังนั้นจึงจะรวบรวมสลอดในหลายๆ พื้นที่และตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน GGPPS และ ยีน CS ร่วมกับการวิเคราะห์หาปริมาณสาร phorbol esters เพ่ือ
คัดเลือกต้นที่มีการแสดงออกของยีนต่่า ที่สัมพันธ์กับการสะสมสาร phorbol esters ต่่า เนื่องจากสลอด
ในแต่ละพ้ืนที่อาจเกิดการเปลี่ยนแปลงพันธุกรรมท่าให้การท่างานของยีนใดยีนหนึ่งหรือทั้ง 2 ยีนนี้ลดลง
ได้  และน่าต้นที่มีการแสดงออกของทั้ง 2 ยีนต่่า หรือมีสาร phorbol esters น้อยมาท่าการขยายพันธุ์
โดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อต่อไป จากการส่ารวจสลอดในพ้ืนที่ จ.สระแก้วและภาคตะวันออกนั้น สามารถ
พบสลอดได้แค่เพียงสวนสุมนไพร ในจ. ระยองเท่านั้น ซึ่งจากการสอบถามจากประชาชนหรือเจ้าหน้าที่ใน
พ้ืนที่ที่ไปท่าการส่ารวจทั้งจากป่าชุมชน บ้านชาวบ้าน และอุทยานแห่งชาติได้ให้ข้อมูลว่าเคยพบเห็นใน
อดีตแต่เมื่อทราบว่ามีพิษก็ได้มีการท่าลายไปหมดจึงสามารถพบสลอดได้แค่ในพ้ืนที่สวนสมุนไพรเท่านั้น 
ซึ่งจะท่าให้สลอดนั้นสูญพันธุ์ได้ในอนาคต ดังนั้นจึงท่าการส่ารวจในพื้นที่ท่ัวประเทศไทย ทั้งส่ารวจโดย
การลงในพ้ืนที่ที่ทราบว่ามีสลอด หรือหาข้อมูลจากอินเทอร์เนทสามารถพบสลอดได้จาก 9 พ้ืนที่ ซึ่ง
สถานที่ส่ารวจเจอนั้นทั้งจากหน่วยงานราชการ ป่าชุมชน และจากร้านที่ขายสมุนไพร หลังจากนั้นน่าต้น
สลอดทั้งจาก 9 แหล่งมาปลูกในแปลงรวบรวมสลอดเพ่ือศึกษายีนที่เก่ียวข้องกับการสร้างสารพิษในสลอด
โดยสารพิษนั้นเป็นสาร phobal ester จัดเป็นสารที่อยู่ในกลุ่มทิกเลน (tigliane) หรือเตตราไซคลิกได
เทอร์พีนส์ (tetracyclic diterpene) ซึ่งมีโครงสร้างทางเคมีแบบ tigliane skeletalประกอบด้วยวง
คล้ายคลึงกันกับโครงสร้างของสารในกลุ่มทิกเลนโดยโครงสร้างพ้ืนฐานของสารในกลุ่มทิกเลนประกอบ
ด้วยวงแหวน 4 วงและมีแอลกอฮอล์เป็นส่วนหนึ่งภายในโครงสร้าง ขณะที่โครงสร้างพ้ืนฐานของสาร
phorbol esters ประกอบด้วยหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ซึ่งจะเข้าจับกับโครงสร้างด้วยพันธะเอสเทอร์ใน
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ต่าแหน่งต่างกันส่งผลให้เกิดความหลากหลายของชนิดสาร phorbol esters มีรายงานว่าสาร phorbol 
esters ที่แยกได้จากน้่ามันสบู่ด่ามีอยู่ทั้งหมด 6 แบบ (Goel et al., 2007; Ahmed and Salimon, 
2009) 

 สาร phorbol esters เป็นอนุพันธ์ของสารประเภทสารพิษในกลุ่มทิกเลนซึ่งเป็น
อนุพันธ์ของสารในกลุ่มไดเทอร์พีนส์ (diterpenes) และไดเทอร์หนึ่งที่อยู่ในกลุ่มเทอร์พีนอยด์ 
(terpenoid) ดังนั้นความเข้าใจในวิถีชีวสังเคราะห์เทอร์พีนอยด์อาจน่ามาใช้ในการอธิบายและท่านายยีน
ที่น่าจะเกี่ยวข้องกับวิถีชีวสังเคราะห์สารphorbol estersได้ ซึ่งยีนที่คาดว่าน่าจะเกี่ยวข้องกับการชีว
สังเคราะห์สารphorbol estersในสบู่ด่าได้คือยีน Geranylgeranyl diphosphate synthase (GGPPS) 
และCasbene synthase (CS) Lin et al.(2010) จากการทดลองสามารถสังเคราะห์ยีน CS และ GGPPS 
ได้ โดยสังเคราะห์ยีน GGPPS ได้ขนาด1,100 นิวคลีโอไทด์ ซึ่งประกอบด้วยส่วน start codon และ stop 
codon ส่วนยีน CS สังเคราะห์ได้ยีนขนาด 254 นิวคลีโอไทด์ จากข้อมูลนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวสามารถ
น่าไปออกแบบไพรเมอร์เพ่ือน่าไปศึกษาการแสดงออกของยีนทั้งสองในสลอดได้ โดยได้ท่าการตรวจสอบ
การแสดงออกของยีน GGPPS และ CS ในใบ ดอกและเมล็ดสลอดที่ส่ารวจได้จากสวนสมุนไพร จ.ระยอง 
ซึ่งพบว่าในดอกของสลอดนั้นมีการแสดงออกของยีนทั้ง 2 สูงสุด ส่วนในใบและเมล็ดมีการแสดงออกของ
ยีนต่่า จากการปลูกสลอดในขณะนี้มีเพียงต้นสลอดที่ส่ารวจได้จากสวนสมุนไพร จ.ระยองเท่านั้น 
เนื่องจากเป็นต้นเดียวที่มีดอกและผล ในอนาคตถ้าทุกต้นมีดอกและผลจะท่าการหาการแสดงออกของยีน
ต่อไป ในขณะนี้จึงหาการแสดงออกของยีนทั้ง 2 จากใบสลอด โดยจะน่าข้อมูลที่ได้นี้ไปเปรียบเทียบกับ
ดอกและผลสลอดของทุกต้นที่ส่ารวจได้จากที่ต่างๆต่อไป  
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สรุปผลการทดลอง 

 1. การส่ารวจต้นสลอดสามารถเก็บได้ 9 ตัวอย่าง จากพ้ืนที่ต่างๆดังนี้ 

 - จ.ระยอง จ่านวน 1 ตัวอย่าง 
 - จ.สมุทรสงคราม จ่านวน 1 ตัวอย่าง  
 - จ.พัทลุง จ่านวน 2 ตัวอย่าง 
 - จ.สงขลา  จ่านวน 2 ตัวอย่าง 
 - จ.สุราษฎร์ธาน ี จ่านวน 2 ตัวอย่าง 
 - จ.ตรัง   จ่านวน 1  ตัวอย่าง 
 
  2. สามารถสังเคราะห์ยีน GGPPS และ CS ในสลอดได้ โดยสังเคราะห์ยีน GGPPS ได้ขนาด
1,100 นิวคลีโอไทด์ ซึ่งประกอบด้วยส่วน start codon และ stop codon ส่วนยีน CS สังเคราะห์ได้ยีน
ขนาด 254 นิวคลีโอไทด์ 
 
  3. ระดับการแสดงออกของยีน GGPPS และ CS ในใบ ดอก และเมล็ดสลอด ท่ีส ารวจได้จาก
สวนสมนุไพร จ.ระยอง พบวา่ในดอกของสลอดนัน้มีการแสดงออกของยีนทัง้ 2 สงูสดุ สว่นในใบและ
เมล็ดมีการแสดงออกของยีนต ่า และการแสดงออกของของยีนทั้ง 2 ในใบของสลอดจากท้ัง 9 ตัวอย่าง
พบว่าการแสดงออกของต้นจาก จ.สงขลามีการแสดงออกน้อยที่สุด 
 
ข้อเสนอแนะเกี่ยวกับการวิจัยในขั้นตอนต่อไป 

 
น่าข้อมูลที่ได้จากการทดลองนี้ทั้งล่าดับนิวคลีโอไทด์และล่าดับอะมิโน รวมทั้งผลการแสดงออก

ของยีนในสลอดแต่ละต้นไปคัดเลือกสลอดที่ให้ปริมาณสารในกลุ่ม phobal ester ต่่า 
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ผลผลิต (Output) 
 

1.  ผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชาการท้ังในระดับชาติ และนานาชาติ  อยู่ระหว่างการเขียน เรื่อง 
 Molecular cloning and functional analysis of the gene encoding g eranylgeranyl 
diphosphate synthase and casbene synthase from Croton tiglium  
2. การจดสิทธิบัตร  - 
3. ผลงานเชิงพาณิชย์ (มีการนาเสนอไปผลิต/ ขาย/ ก่อให้เกิดรายได้ หรือมีการนาไปประยุกต์ใช้โดย  
       ภาคธุรกิจ หรือบุคคลทั่วไป - 
4. ผลงานเชิงสาธารณะ (เน้นประโยชน์ต่อสังคม ชุมชน ท้องถิ่น) - 
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รายงานการเงิน 
 

โครงการ สัญญาเลขที่ 119/2561 โครงการวิจัยประเภท งบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล 
(งบประมาณแผ่นดิน) ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2560  มหาวิทยาลัยบูรพา 
ชื่อโครงการ การส่ารวจ การโคลนยีนที่เก่ียวข้องกับการสร้างสารพิษ เพ่ือใช้คัดเลือกสายพันธุ์สลอดที่มี
สารพิษต่่าและการอนุรักษ์และขยายพันธุ์โดยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน อ.ชนากานต์ ลักษณะ  
รายงานในช่วงตั้งแต่วันที่ 1 ต.ค. 60  ถึงวันที่   30 ก.ย. 61 
ระยะเวลาด าเนินการ 1 ต.ค. 60 ถึงวันที่ 30 ก.ย. 61  
รายรับ     
จ านวนเงินที่ได้รับ  
งวดที่ 1 (50%)           134,400  บาท  เมื่อ วันที่ 22 ธ.ค. 2560 
งวดที่ 2 (40%)           107,520  บาท  เมื่อ วันที่ 13 มี.ค. 2560  
งวดที่ 3 (10%)           26,880  บาท  ยังไม่ได้รับ  
รวม                           268,800 บาท  

รายจ่าย รายการ งบประมาณที่ตั้งไว้ งบประมาณที่ใช้จริง จ านวนเงินคงเหลือ/เกิน 
1. ค่าตอบแทน 26,880 26,880 - 
2. ค่าจ้าง - - - 
3. ค่าวัสดุ 116,320 116,320 - 
4. ค่าใช้สอย 98,800 

 
98,800 

 
- 

5. ค่าครุภัณฑ์ - - - 
6. ค่าใช้จ่ายอ่ืน ๆ 
   ค่าธรรมเนียมอุดหนุน  
    สถาบัน (10%) 

26,880 26,880 - 

รวม 268,800 268,800 - 
 

 
 

    (นางสาวชนากานต์ ลักษณะ)  
 ลงนามหัวหน้าโครงการวิจัย    
       ผู้รับทุน 
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7.3  งานวิจัยท่ีก าลังท า : ชื่อข้อเสนอการวิจัย แหล่งทุน และสถานภาพในการท าวิจัยว่า ได้

ท าการวิจัยลุล่วงแล้วประมาณร้อยละเท่าใด  
       - 

7.4  งานวิจัยท่ีก าลังท า : ชื่อโครงการวิจัย แหล่งทุน และสถานภาพในการท าวิจัย (ผู้บริหาร
โครงการ หัวหน้าโครงการ และ/หรือผู้ร่วมวิจัย) ระบุเดือน และปีที่เริ่มต้นและสิ้นสุด 

ชื่อโครงการ สถานภาพ ปี 
การบ่งชี้ยีนที่อ้อยใช้ตอบสนองต่อสภาพแล้ง ผู้ร่วมโครงการ 2556 
การบ่งชี้ยีนที่อ้อยใช้ตอบสนองต่อสภาพดินเค็มน้อยถึงปานกลาง หัวหน้าโครงการ 2557 
โครงการการพัฒนา gene targeted marker เพ่ือใช้คัดเลือกอ้อยทนดินเค็ม หัวหน้าโครงการ 2559 
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