
 
 

 

 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์    
 
 

โครงการ 
ปัจจัยที่มีผลต่อสารส าคัญและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบขลู่ 
Factors affecting bioactive compounds and free radical 

scavenging activities of Pluchea indica leaf extract 
 
 
 

หัวหน้าโครงการ  
ภก.ผศ.ดร.บุญดิศย์  วงศ์ศักดิ์  

 
 
 
 

โครงการวิจัยประเภท งบประมาณเงินรายได้ จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) 
 ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. ๒๕๕๙  มหาวิทยาลัยบูรพา 

 



 
 

รหัสโครงการ 2559A10802033 
สัญญาเลขท่ี 23/2559 

 
 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์    
 
 
 
 

โครงการ 

ปัจจัยที่มีผลต่อสารส าคัญและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบขลู่ 
Factors affecting bioactive compounds and free radical 

scavenging activities of Pluchea indica leaf extract 
 
 
 
 

หัวหน้าโครงการ  
ภก.ผศ.ดร.บุญดิศย์  วงศ์ศักดิ์  

คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 
 
 

กรกฎาคม 2561 
 



 
 

i 
กิตติกรรมประกาศ 

 
 งานวิจัยฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงไปด้วยดี โดยได้รับความกรุณาและความช่วยเหลือจากบุคคลหลายท่าน 
ทั้งในด้านการเก็บตัวอย่าง การใช้เครื่องมือวิจัยได้แก่ คุณอุดม วงศ์ศักดิ์ คุณกนกพร ก้อนทรัพย์ คุณณัฐสุดา 
อินสอน คุณกรวิชญ์ ช่องดารากุล  คุณธนวัฒน์  บรรณวัฒน์ คุณธัญชนิต คุ้มฮ้ิน และได้รับความอนุเคราะห์
ของห้องปฏิบัติการคณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบู รพา และศูนย์วิจัยค้นคว้าและพัฒนายา 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ (ศูนย์รังสิต) และขอขอบคุณมหาวิทยาลัยบูรพาที่ให้การประสานงานอย่างดี จน
ได้รับทุนสนับสนุนการวิจัย ซึ่งงานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนจาก งบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนจาก
รัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) ประจ าปีงบประมาณ 2559 มหาวิทยาลัยบูรพา ผ่านส านักงานคณะกรรมการ
วิจัยแห่งชาติ เลขท่ีสัญญา 23/2559 จึงขอขอบคุณทุกท่านมา ณ ที่นี้ 
 
                         คณะผู้วิจัย 



 
 

ii 

บทคัดย่อ 
 

ขลู่ (Pluchea indica (L.) Less วงศ์ Asteraceae) ใช้เป็นยาพ้ืนบ้านและผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร
ในประเทศแถบร้อนและกึ่งร้อน ซึ่งในประเทศไทยใบขลู่จัดเป็นสมุนไพรในสาธารณสุขมูลฐาน และยังนิยม
บริโภคเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารเช่นในรูปแบบของชาสมุนไพร นอกจากนี้ยังมีรายงานเกี่ยวกับฤทธิ์การ
ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบขลู่อยู่จ านวนมาก อย่างไรก็ตามยังไม่ปรากฏรายงานเกี่ยวกับปัจจัยที่มี
ผลต่อฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบขลู่ ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษา
ถึงปัจจัยที่มีผลต่อฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของใบขลู่ ในปีที่สองเป็นการศึกษาถึงพันธุกรรม ฤดูกาล และระยะ
การเจริญเติบโต ด้านพันธุกรรมได้พัฒนาเครื่องหมายทางพันธุกรรมและวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของขลู่
จากแหล่งต่างๆและได้ขึ้นทะเบียนที่ธนาคารพันธุกรรมโลก (GenBank) เพ่ือใช้ประโยชน์ในการอนุรักษ์สาย
พันธุ์ ด้านปริมาณสารส าคัญและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระพบว่า ปัจจัยด้านฤดูกาลในการเก็บเกี่ยวไม่มีผล
โดยตรงอย่างมีนัยส าคัญ แต่ปัจจัยด้านระยะการเจริญเติบโตเป็นปัจจัยส าคัญที่ส่งผลโดยตรงกับคุณภาพของ
สารสกัด โดยใบอ่อนของขลู่จากทุกตัวอย่างให้ผลทั้งปริมาณสารส าคัญและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าสาร
สกัดจากใบที่เจริญเติบโตเต็มที่อย่างมีนัยส าคัญ ด้านการน าสารสกัดใบขลู่มาพัฒนาเป็นลูกอมเม็ดนิ่มได้ท า
การทดสอบทั้งสิ้น 12 สูตรต ารับและประเมินคุณภาพในด้านความแปรปรวนของน้ าหนัก ขนาด เนื้อสัมผัส 
การละลาย และความคงตัว พบว่าในต ารับที่ดีควรใส่ talcum และ HPMC ลงไปเป็นสารช่วยในปริมาณที่
เหมาะสมเพ่ือให้ต ารับมีความคงตัวและไม่รบกวนการปลดปล่อยสารส าคัญ โดยต ารับที่พัฒนาขึ้นมีความคง
ตัวดีถึงแม้จะเก็บไว้ในสภาวะเร่งที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 75%RH เป็นเวลา 6 เดือน อย่างไรก็ตามใน
โครงการต่อไปควรท าการศึกษาถึงความพึงพอใจของผู้ใช้ผลิตภัณฑ์เพ่ิมเติม 
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Abstract 
 

Pluchea indica (L.) Less (Asteraceae) has been used as traditional medicine in 
many tropical and sub-tropical countries. The leaf powder and leaf extracts are popularly 
consumed as a food supplement in Thailand in herbal tea preparation. Although, the free 
radical activities of the plant were also extensively investigated, the factor affecting these 
biological activities have not been reported. Thus, the aims of this study in the second 
year were to explore the influence of genetic, season and maturity stage. DNA sequences 
and DNA fingerprints of P. indica from different areas in Thailand were evaluated. These 
data of ITS regions were registered and deposited in GenBank for conservation benefit. For 
bioactive constituent content and free radical scavenging activity, the seasonal parameter 
exhibited low effect, while stage of maturity demonstrated significant different between 
juvenile leaf extract and mature leaf extract. The juvenile leaf extract illustrated significant 
higher bioactive content and free radical scavenging activity than mature leaf extract for 
every samples. For product development, the extract was formulated to pastilles in 12 
formulations. The weigh variation, thickness, texture property, dissolution, and stability 
study of the products were evaluated. The results indicated that talcum and HPMC 
should be added as excipient for enhancing product stability. The developed formulation 
expressed a good stability in accelerated condition at 40 degrees Celsius, and humidity 
75% for six months. In further study, the product satisfaction should be investigated.  
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บทน า  
 
1. เนื้อหาของเรื่องที่มีผู้เคยท าวิจัยมาก่อน   
ความหมายและความส าคัญของภาวะความเครียดจากออกซิเจน 

ภาวะความเครียดจากออกซิเจน (Oxidative stress) หมายถึง สภาวะที่ขาดความสมดุล
ระหว่างสารอนุมูลอิสระและสารต้านอนุมูลอิสระ ส่งผลให้เกิดสารอนุมูลอิสระหรือเกิดการสร้างอนุมูล
อิสระ (free radicals) มากเกินไป (1) ท าให้สารอนุมูลอิสระเหล่านี้เข้าไปท าลายสารชีวโมเลกุลต่างๆ 
ที่อยู่ภายในเซลล์ เนื้อเยื่อและท าให้เยื้อหุ้มเซลล์เกิดการแตกหัก โมเลกุลถูกย่อยสลาย ดีเอ็นเอและ
โปรตีนเกิดการตาย ส่งผลให้ไขมันเปลี่ยนไปเป็น lipid peroxidation และโครงสร้างดีเอ็นเอแตกหัก
ออกจากกัน ซึ่งจะมีอยู่  3 pathway หลักที่จะท าให้เกิดภาวะความเครียดออกซิเจนได้ ได้แก่ 
reactive pathway, energetic pathway และ metabolic pathway (2-4) 

Reactive pathway นั้นจะท างานร่วมกับออกซิเดชันที่มีอยู่เป็นอย่างมากในกระบวนการ 
ยกตัวอย่างเช่น ในกรณีที่ไวรัส แบคทีเรียเข้าไปกระตุ้นแมคโครฟาจหรือเซลล์เม็ดเลือดขาวเกิดการ
ท างาน หรือการออกซิไดซ์ไลโพโปรตีน สิ่งเหล่านี้จะท าให้เกิดการกระตุ้น superoxide radicals 
(O2•-) ได้ เป็นอย่างดีและส่งผลให้มีการผลิต เอนไซม์  nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate (NADPH) oxidase ขึ้นมา โดยที่เอนไซม์นี้จะอยู่ที่ เยื่อหุ้มเซลล์และท าหน้าที่ขนส่ง
อิเล็คตรอนจาก NADPH เข้าไปยังไซโตรพลาซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์แล้วจะดึงโมเลกุลของออกซิเจน
ออกมา ออกซิเจนจะท าหน้าที่รีดิวซ์อิเล็ค-    ตรอนออก 1 ตัว ก่อให้เกิด superoxide anion อีกทั้ง
ยังส่งผลต่อให้เกิดปฏิกิริยาต่อเป็น hydrogen peroxide (H2O2) หลังจากเกิดปฏิกิริยา dismutation 
ของ H2O2   เอนไซม์ myeloperoxidase และ chlorine (Cl-) จะท าให้กระบวนการผลิต hydroxyl 
radicals เพ่ิมมากขึ้นในสภาวะเป็นกรดและเกิดอนุมูล hypochlorite ซึ่ง hydroxyl radicals เป็น
สารที่สามารถท าลายจุลชีพและเป็นสารออกซิไดซ์ได้ดี 

Energetic pathway จะมีความเกี่ยวข้องกันกับ ATP ที่อยู่ในไมโทคอนเดรีย เมื่อมีการผลิต
พลังงานขึ้น มันจะสามารถก่อให้เกิด oxidative stress ได้เมื่อ quenching system มีการรั่วไหล
และท าให้ไม่สามารถผลิตหรือผลิต ATP ออกมาได้มากเกินไป ทั้งนี้จะเกิดขึ้นในเมทริกซ์ที่อยู่ภายในไม
โทคอนเดียเมื่อโครงสร้างของเมทริกซ์นั้นมีความบกพร่องและมีการขัดขวางการผลิตพลังงานขึ้น เซลล์
จะไม่มีการสร้างพลังงาน ATP ขึ้นมาได้อย่างปกติและกระตุ้นให้เซลล์เกิดความแก่และตายแบบอะ
พอพโทซิส  

Metabolic pathway เป็นวิถีหนึ่งที่มีความหลากหลายของปฏิกิริยา ซึ่งอาจจะมีการผลิต 
superoxide radicals ขึ้นมา โดยทั่วไปปฏิกิริยาจะมีการเปลี่ยนแปลงของ arachidonic ในพรอสตา
แกลนดินหรือการสร้าง norepinephrine จากโดปามีน ในการสร้างกรดยูริคจากแซนทีนนั้น ROS 
(reactive oxygen species) ถูกสร้างขึ้นเมื่อเกิดปฏิกิริยาการเปลี่ยน hypoxantine เป็น xantine
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และหลังจากขั้นตอนการเปลี่ยน xanthine ไปเป็นกรดยูริค ท าให้มีการสร้าง hydrogen peroxide 
และ superoxide radicals ออกมาตามมาตามล าดับ โดยที่ xanthine oxidase จะท าหน้าที่เร่ง
ปฏิกิริยาคล้ายกับเอนไซม์ทั่วไป  

ปฏิกิริยาออกซิเดชั่นเป็นส่วนประกอบหนึ่งของสิ่งมีชีวิตที่มีความส าคัญ ที่จะช่วยให้เกิดความ
สมดุลระหว่างสารอนุมูลอิสระและสารต้านอนุมูลอิสระในส่วนต่างๆ ของร่างกาย โดยทั่วไปแล้วภาวะ
ความเครียดออกซิเจนจะเกิดข้ึนเพียงชั่วคราวแต่จะยืดอาการเจ็บป่วยขึ้น 

ภาวะความเครียดจากออกซิเจนสามารถท าให้สารชีวโมเลกุลถูกท าลายได้ เช่น ลิพิด น้ าตาล 
ไขมัน และดีเอ็นเอ เพราะการขาดความสมดุลระหว่างอนุมูลอิสระและสารต้านอนุมูลอิสระ (2) 

การก่อให้เกิด Lipid peroxidation นั้น มาจากการที่อนุมูลอิสระเข้าไปจับกรดไขมันตรงหมู่ 
s side และท าการเคลื่อนย้ายไฮโดรเจนอะตอมออกจาก methylene carbon หลังจากนั้น lipid 
radical จะเข้าท าปฏิกิริยากับออกซิเจนเกิดเป็น peroxyl radical ซึ่งการเกิด lipid peroxidation นี้
เป็นปฏิกิริยาที่รุนแรงมากในการท าลายไฮโดรเจนอะตอมและเกิดการถ่ายทอดเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ โดย
ที่ hydroxyl radicals ถือเป็นสารอนุมูลอิสระตัวหลักๆ ในปฏิกิริยาการเกิด lipid peroxidation ที่
สามารถเข้าท าลายระบบสรีรวิทยาได้ (4)  

น้ าตาลมีการสร้างออกซิเจนที่เป็นอนุมูลอิสระขึ้นในกระบวนการไกลเคชั่น (glycation) ซึ่ง
สามารถท าลาย glycoxidative ได้  ขั้นต้นของเกิดปฏิกิริยาไกลโคซิเลชัน (glycosylation) คือ การ
เติมหมู่น้ าตาลไปยังอะตอมต่างๆ ท าให้โมเลกุลน้ าตาลเกิดการแตกหักกลายเป็นโมเลกุลเล็กๆ เป็น 
glycoaldehyde โดยที่ สารตัวนี้ ส ามารถก่อให้ เกิดปฏิกิ ริยาออกซิ เดชัน ได้ เองและจะผลิต 

superoxide radical ออกมา ผลกระทบของการเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่นี้จะท าให้อนุมูลอิสระสร้าง α 
และ ß-dicarbonyls ซึ่งสารเหล่านี้ก็คือสารที่ก่อให้เกิดการกลายพันธุ์ (5) 

โปรตีนจะประกอบไปด้วยกรดอะมิโนต่างๆ ยกอย่างเช่น arginine, cysteine, histidine 
และ methionine กรดอะมิโนเหล่านี้จะมีความไวต่อการเกิดอนุมูลอิสระเป็นอย่างมาก  อนุมูลอิสระ
จะเป็นตัวกลางที่ท าให้โปรตีนเกิดการแปรสภาพ ท าให้มีความไวต่อเอนไซม์ในกระบวนการโปรติโอไล
ซิส (proteolysis) ปฏิกิริยาออกซิเดชันอาจจะท าให้โปรตีนเกิดการผลิต receptors, enzyme และ 
membrane transportors บกพร่องไป ซึ่ง peroxyl radicals นี้จะเป็นสารอนุมูลอิสระที่มักเกิดขึ้น
เป็นประจ าในปฏิกิริยาออกซิเดชันของโปรตีน สารอนุมูลอิสระจะลบข้อมูลของโปรตีนและผลิต 
carbonyls หรือกรดอะมิโนอ่ืนๆ ที่เกิดการเปลี่ยนแปลงไป การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของโปรตีน
จะส่งผลต่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงการท างานของเอนไซม์ กลไกการส่งสัญญาณ  ความไวต่อ
กระบวนการย่อยสลายโปรตีน และความเสถียรต่อความร้อน (6) 

ดีเอ็นเอจะถูกท าลายได้นั้นขึ้นเกิดจากการเร่งปฏิกิริยาโดยอนุมูลอิสระทั้งในด้านโครงสร้าง
และสารเคมี เกิดลักษณะพิเศษแตกต่างกันไปของโครโมโซม เช่น การเรียงตัว การตัดออก การ
เชื่อมต่อกันระหว่างดีเอ็นเอและโปรตีน การเพ่ิมหรือหายไปของนิวคลีโอไทด์ การผลิต base free 
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site การเปลี่ยนแปลงของเบส และการแตกหักของสายดีเอ็นเอ ซึ่งการเร่งปฏิกิริยาโดยอนุมูลอิสระนี้
จะท าให้ดีเอ็นเอมีการผลิต hydroxyl radicals ออกมา ตัวอนุมูลอิสระนี้จะเข้าไปเปลี่ยนแปลง
องค์ประกอบภายในโมเลกุลของดีเอ็นเอ เช่น เบสไพริมิดีน เบสเพียวรีน และน้ าตาลดีออกซีไรโบสที่
เป็นโครงสร้างหลักของดีเอ็นเอ 

การที่โมเลกุลดังกล่าวมาข้างต้นนั้นถูกท าลายลงจะส่งผลร้ายให้เกิดโรคท่ีรุนแรงมากมาย เช่น 
อาการหายใจล าบากในผู้ใหญ่ ภาวะหายใจล าบาก โรคอัลไซเมอร์ โรคภูมิคุ้มกันท าลายตั วเอง  โรค
ออทิสซึม โรคมะเร็ง ต้อกระจก โรคหัวใจ เช่น หลอดเลือดแดงตีบ และ สมองขาดเลือด ความโรคชรา
ที่มาพร้อมกับความแก่ โรคเบาหวาน ภาวะแทรกซ้อนที่เกิดจากการเป็นโรคเบาหวาน ความดันโลหิต-
สูง การอักเสบ การท างานของตับ ระบบประสาทและไตผิดปรกติ โรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ โ รคอ้วน 
โรคพาคินสันและฮันทิงตัน โรคหลอดเลือดอักเสบ โรคไตอักเสบเฉียบพลัน เกิดผื่นแดงคัน และเกิด
แผลในกระเพาะอาหาร (6-11) 

 
สารต้านอนุมูลอิสระ 

 1. ความหมายของสารต้านอนุมูลอิสระ 
 สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) คือ โมเลกุลหนึ่งที่มีความส าคัญในการลดการท างานของ 
ROS, RNS หรือทั้งสองในกระบวนการท างานของอวัยวะต่างๆ ในร่างกาย สารต้านอนุมูลอิสระจะเข้า
ไปลดไม่ให้สารอนุมูลอิสระท างาน โดยการก าจัดสารอนุมูลอิสระก่อนที่จะเข้าไปจับกับสารชีวโมเลกุล
และป้องกันไม่ให้ออกซิเจนเกิด reactive species ในร่างกายของเราจะได้รับสารต้านอนุมูลอิสระ
จากที่ต่างๆ ไม่ว่าจะเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่อยู่ภายในเนื้อเยื่อ เช่น เอนไซม์และสารต้านอนุมูล
อิสระที่ได้จากการรับประทานอาหารเข้าไป ซึ่งเชื่อว่าสามารถควบคุมการท างานของ ROS ได้ มี
นักวิทยาศาสตร์บางท่านคาดว่า การขาดสมดุลระหว่างสารต้านอนุมูลอิสระที่ได้รับเข้ าและสารต้าน
อนุมูลอิสระร่างกายต้องการนั้น ส่งผลให้มนุษย์ป่วยเป็นโรคต่างๆ ได้ (12-14) 
 2. ประเภทของสารต้านอนุมูลอิสระ 
 สารต้านอนุมูลอิสระสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภท คือ ชนิดที่เป็นเอนไซม์และชนิดที่ไม่
เป็นเอนไซม์ สารต้านอนุมูลอิสระบางชนิดมาจากการผลิตขึ้นในเนื้อเยื่อ เช่น เอนไซม์ สารโมเลกุล
เดี่ยว และเอนไซม์โคแฟคเตอร์ ในส่วนของสารต้านอนุมูลชนิดที่ไม่เป็นเอนไซม์นั้น อาจจะได้รับมา
จากแหล่งอาหารต่างๆ ซึ่งโดยส่วนใหญ่ก็จะเป็นสารในกลุ่มโพลีฟีนอล (15) 
 2.1 สารต้านอนุมูลอิสระชนิดที่เป็นเอนไซม์ 
 สารต้านอนุมูลอิสระชนิดที่เป็นเอนไซม์ ได้แก่ superoxide dismutase (SOD), catalase 
(CAT), glutathione peroxidase (GPx), Glutathione reductase (GRe), Glutathione S-
transferase (GST) และ heme oxygenase 1 (HO-1) 
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 SOD และ CAT มีความสามารถสูงในการเข้าท าปฏิกิริยากับ ROS โดยที่ SOD แบ่งถูกจะ
ออกได้เป็น 3 ชนิดในร่างกาย ได้แก่ CuZn-SOD อยู่ในไซโตซอล, Mn-SOD อยู่ในไมโทคอนเดรีย 
และ SOD ที่อยู่ภายนอกเซลล์ SOD ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาไม่ให้ออกซิเจนเกิด superoxide และ 
hydrogen peroxide และจะพบ SOD ได้มากในสิ่งมีชีวิตที่เป็นยูคาริโฮตและโปรคาริโอต ส่วน CAT 
จะพบได้มากมายในร่ากาย ซึ่งจะท างานได้ดีในตับ เซลล์เม็ดเลือดแดงและปอด ตามล าดับ CAT จะ
ปกป้องเซลล์ด้วยการกระตุ้นไม่ให้ hydrogen peroxide เข้าไปเปลี่ยนออกซิเจนในโมเลกุลและไม่ให้
น้ าผลิตอนุมูลอิสระออกมา อย่างไรก็ตาม CAT ก็สามารถเป็นสารประกอบที่มีพิษได้ เช่น แอลกอฮอล์ 
กรดฟอร์มิค ฟอร์มาลดีไฮด์ และฟีนอลในปฏิกิริยา peroxidation โดยที่ CAT ที่เป็นสารประกอบที่มี
พิษนี้จะพบได้ในไมโตคอนเดรีย ที่เป็นแหล่งผลิตและเป็นเป้าหมายหลักของ ROS การที่ไมโท-คอนเด
รียผลิต ROS และสารอนุมูลอิสระมากเกินไป ส่งผลให้  Mn-SOD แสดงออกมากขึ้น เมื่อเกิด 
oxidative stress มากจะท าให้ยีนเกิดการแสดงออกของ Mn-SOD  เป็นกลไกในการป้องกันตัวเอง
ท าให้ oxidative ท าลายไมโทคอนเดรียได้น้อยลง (16-17) 
 GPx และ GRe มีบทบาทส าคัญในกระบวนการย่อยสลาย H2O2 และกระบวนการขับสารพิษ
ของ metabolic peroxide และ hydroperoxide ที่เกิดขึ้นภายในสิ่งมีชีวิต ซึ่งจะร่วมมือกันผลิ
ตกลูต้าไทโอนให้อยู่ในรูปรีดิวซ์ กลายเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่มีประสิทธิภาพ GST มีหน้าที่เป็น
เหนี่ยวน าในกระบวนการขับสารพิษของสาร alkylating และสารออกซิไดซ์ GPx GRe และ GST ได้มี
รายงานออกมาถึงความสามารถในการลดแอลกอฮอล์เมื่อทดสอบในหนูและจะมีประสิทธิภาพมาขึ้น
เมื่อทดสอบร่วมกับสารประกอบฟีนอลิค (18-19) 
 HO-1 มีความส าคัญในกระบวนการท างานของอวัยวะต่างๆ ในร่างกาย อย่างเช่น การน าเอา
เหล็กกลับมาใช้ใหม่ในช่วงที่มีการสร้างเซลล์เม็ดเลือดแดงและการตอบสนองต่อความเครียด เช่น 
ภาวะเลือดมีออกซิเจนน้อย HO-1 ก็มีส่วนร่วมในการต้านความเครียดของกระบวนการท างานของ
อวัยวะต่างๆ ในร่างกาย เช่นเดียวกัน รวมทั้งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระและต้านการอักเสบ สารที่มี
ประโยชน์เหล่านี้คือ สารสื่อกลางที่เกิดจากการผลิตของ HO-1 และปรับปรุงให้เนื้อเยื่อของเซลล์ที่
รอดตายและมีการพัฒนาให้มีความจ าเพาะมากขึ้น นักวิทยาศาสตร์ส่วนใหญ่ต่างมุ่งให้ความส าคัญไป
ความหลากหลายของผลผลิตที่เกิดจากการย่อยสลายและการเสื่อมสภาพโดย HO-1 ใน heme 
โดยเฉพาะอย่างยิ่ง carbonmonoxide และ biliverdin ที่จะแสดงออกในโมเลกุล biliverdin ถือ
เป็นสารที่มีความสามารถในการต้านการอักเสบและมีศักยภาพเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (20-23) 
 2.2 สารต้านอนุมูลอิสระชนิดที่ไม่เป็นเอนไซม์ 
 มนุษย์มีกลไกในการป้องกันสารต้านอนุมูลอิสระ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากได้รับสารต้านอนุมูล
อิสระที่ไม่เพียงพอที่ไม่เกี่ยวกับการอดอาหาร ในการเปลี่ยนแปลงบางจุดที่กรดยูริคถูกแทนที่ด้วย
วิตามินซี (ascorbic acid) ซึ่งวิตามินซีเป็นสารที่สามารถละลายน้ าได้ในของเหลวของมนุษย์ มนุษย์ไม่
สามารถสร้างวิตามินซีขึ้นมาเองได้ ดังนั้นจึงได้รับจากการรับประทานอาหารเท่านั้น นอกเหนือจาก
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วิตามินซีแล้วสารต้านอนุมูลอิสระชนิดอ่ืนๆ เช่น วิตามินอี แคโรทีนอยด์ และโพลีฟีนอล ต่างก้ได้รับมา
จากแหล่งภายนอกต่างๆ และเป็นสารหลักที่มีส่วนช่วยให้มนุษย์มีสุขภาพที่ดี มีการคาดคะไว้ว่าการ
เปลี่ยนแปลงการใช้ชีวิตประจ าวัน รวมทั้งการปรับเปลี่ยนการรับประทานอาหารนั้น ส่งผลให้สารต้าน
อนุมูลอิสระเข้าไปกีดขวางการเกิดมะเร็งได้มากกว่า 2-3 ชนิดในมนุษย์ โดยสมมติแล้วการเกิดกลไก
เพ่ือป้องกันการเกิดโรค รวมทั้งการปรับปรุงเอนไซม์ให้ดีขึ้นในกระบวนการขับสารพิษและการยับยั้ง
ไม่ให้เกิดการเข้าจับโมเลกุลโดยสารต้านอนุมูลอิสระที่ได้จากธรรมชาติ (24) 
 

การวิเคราะห์ความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระ 
 1. การวิเคราะห์ทางเคมี (chemical base assay) 
 DPPH radical scavenging assay (25, 26) 
 โมเลกุลของ 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl มีลักษณะเป็น stable free radicals ซึ่งวิธีนี้
ถูกใช้อย่างกว้างขวางในการวิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ DPPH radicals มี
ลักษณะพิเศษคือ ละลายในเอทานอลจะมีสีม่วงและดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร 
เมื่อสารละลาย DPPH เข้าท าปฏิกิริยากับสารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลิสระ สารต้านอนุมูลอิสระให้
ไฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูลอิสระและเปลี่ยนให้อยู่ในรูปรีดิวซ์ ท าให้จากสีม่วงของ DPPH radicals จะ
จางลง ดังนั้น การวิเคราะห์นี้จึงประเมินความสามารถของสารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสังเกตได้จาก
การเปลี่ยนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงของ DPPH radicals อนึ่ง วิธี DPPH นี้ยังเป็นวิธีที่ง่ายต่อการ
วิเคราะห์ รวดเร็วและมีราคาถูกเม่ือเทียบกับการวิเคราะห์อ่ืนๆ  

ABTS radical scavenging assay หรือ TEAC assay (27, 28) 
Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) คือ การตรวจวัดความสามารถในการ

ยับยั้งของสารต้านอนุมูลอิสระจากค่าการดูกลืนแสงของ 2, 2-azinobis (3-ethylbenzothiazoline 
6-sulphonate) radicals (ABTS) ABTS ละลายในเอทานอลและน้ า มีค่าการดูดกลืนแสงสูงถึง 734 
นาโนเมตร โดยการทดลองนี้วิเคราะห์ความสามารถรวมของสารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยการไม่มีสี
ของ ABTS radicals ซึ่งเก่ียวข้องกับการสร้าง ABTS ให้มีโครงสร้างที่ท าให้มองเห็นเป็นสี จากการเกิด
ออกซิเดชันของ ABTS และ potassium –persulfate การวิเคราะห์นี้สามารถประยุกต์เข้าได้กับ
สารประกอบ lipophilic และ hydrophilic สารละลาย ABTS ที่เจือจางแล้ว จะท าการวิเคราะห์ได้
หลังจากผ่านไป 120 นาที ที่มีการผสมเข้ากับสารสกัดที่ความเข้มข้นต่างๆ ในขั้นตอนแรก trolox 
เป็นแอนาลอกของวิตามินอีที่สามารถละลายน้ าได้ โดยทั่วไปก็จะใช้ trolox ในการวัดเทียบค่า
มาตรฐาน 

Reducing power method (29, 30) 
Reducing power method เป็นหลักการพ้ืนฐานของการเปลี่ยนแปลงค่าการดูดกลืนแสง

ของปฏิกิริยารวมของการเปลี่ยนรูปจาก Fe3+ ไปเป็น Fe2+ ในการทดลองนี้สารต้านอนุมูลอิสระจะอยู่

https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Trolox_equivalent_antioxidant_capacity&action=edit&redlink=1
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ในรูปสารเชิงซ้อนที่มีสีกับ potassium ferricyanide, trichloro acetic acid และ ferric chloride 
ซึ่งจะวิเคราะห์ได้ที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร จะแสดงผลของสารรีดิวซ์ที่เข้าไปเปลี่ยน Fe3+  

(ferric cyanide complex) เป็น Fe2+ (Perl’s Prussian blue formation)  ค่าการดูดกลืนแสงที่
เปลี่ยนไปจะแสดงให้เห็นถึงความสามารถในการเป็นสารรีดิวซ์ของตัวอย่าง 

Ferric reducing antioxidant power assay (31, 32) 
Ferric reducing antioxidant power assay เป็นเทคนิคที่ใช้วัดความสามารถรวมของสาร

ต้านอนุมูลอิสระที่สามารถรีดิวซ์เหล็ก ferric ได้ โดยพ้ืนฐานของการวิเคราะห์นี้คือการเกิดปฏิกิริยา
รีดักชันของโครงสร้างเชิงซ้อนระหว่างเหล็กและ TPTZ เกิดเป็นสารสีน้ าเงินเมื่ออยู่ในรูป ferrous ใน
สภาวะที่เป็นกรด ซึ่งไม่เกี่ยวข้องกับค่า pH ในร่างกาย ข้อดีของการทดลองนี้คือ ง่าย และไม่
จ าเป็นต้องใช้อุปกรณ์พิเศษ ซึ่งการเกิดปฏิกิริยารีดักชั้นนี้ สามารถวัดได้จากการเปลี่ยนแปลงของค่า
การดูดกลืนแสงที่ 593 นาโนเมตร 

2. การวิเคราะห์ทางเซลล์ (cell base assay) 
Cellular antioxidant activity (CAA) assay (33, 34) 
dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) เป็ นสารที่ ถู กออกซิ ไดซ์ ได้ ง่ าย แล้ วจะ

กลายเป็นสารเรืองแสง dichlorofluorescein (DCF) โดยอนุมูลอิสระ ที่จะใช้ส าหรับทดสอบ
ความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระในเซลล์มนุษย์ วิธีการทดสอบนี้จะวิเคราะห์ความสามารถของ
สารที่จะท าหน้าที่ป้องกันไม่ให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันภายในเซลล์ โดยจะใช้สารเรืองแสงในการ
ติดตาม DCFH-DA  การวิเคราะห์นี้ก็จะเป็นการทดสอบหนึ่งที่ใช้วิเคราะห์ความสามารถในการเป็น
สารต้านอนุมูลอิสระของผลิตภัณฑ์ที่ได้จากธรรมชาติในระดับเซลล์ อนุมูลอิสระที่อยู่ในเยื่อหุ้มเซลล์
หรืออยู่ภายในเซลล์สามารถเกิดออกซิไดซ์ DCFH-DA ได้ทันที โดย peroxyl, peroxynitrite หรือ 
hydroxyl radicals เปลี่ยน DCFH-DA เป็น DCF ซึ่งเป็นสารเรืองแสงที่มีการกระตุ้นพลังงานที่ 480 
นาโนเมตร และปลดปล่อยพลังงานที่ 526 นาโนเมตร เซลล์จะดูดซึม DCFH-DA ที่อยู่ในรูปเสถียร แต่
จะเกิดการรั่วไหลอย่างรวดเร็วสังเกตได้หลังผ่านไป 1 ชั่วโมง การทดลองนี้ใช้เวลาในการทดสอบนาน
มากจึงควรหลีกเลี่ยง การเกิดปฏิกิริยารีดักชั้นของสารเรืองแสงสามารถเกิดขึ้นได้หลายวิธี เช่น การ
เกิดปฏิกิริยาโดยตรงซึ่งก็จะเกี่ยวกับอนุมูลอิสระหรือ ROS หรือจะเป็นสารต้านอนุมูลอิสระในเซลล์ที่
จะเข้าไปลดระดับสารอนุมูลอิสระในเซลล์ 

Expression of antioxidant enzyme assay (35, 36) 
CAA เป็นการทดสอบที่ใช้ประมาณความสามารถของสารประกอบหรือสารเชิงซ้อนที่จะท า

หน้าเป็นสารรีดิวซ์การเกิดออกซิเดชันภายในเซลล์แต่ไม่สามารถบอกถึงกลไกการท างานของสารต้าน
อนุมูลอิสระได้ ดังนั้น จึงค้นหาเอนไซม์บางตัวที่สามารถเข้าจับกับตัวเป้าหมาย ตัวอย่างเช่น ยับยั้ง 
NADPH oxidase ที่จะท าหน้าที่ในการผลิต superoxide หรือก่อให้เกิดการแสดงออกของเอนไซม์ที่
เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ เช่น SOD และ CAT ส่งผลให้ระดับ superoxide/H2O2 ลดลง เอนไซม์ที่
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เกี่ยวข้องกับการเผาพลาญของกลูตาไทโอน (GSH) นี้ยังช่วยปกป้องเซลล์ GRe และ GPx จะท าหน้าที่
ควบคุมให้เกิดความสมดุลระหว่างกลูตาไทโอนในรูป รีดิวซ์ (GSH) และกลูตาไทโอนในรูปออกซิไดซ์ 
(GSSG) ในขั้นตอนการให้พลังงาน NADPH สัดส่วนของ GSH/GSSG จะถูกใช้เป็นตัวบ่งบอกถึงดัชนี
การเกิดภาวะความเครียดออกซิเดชัน 
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งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องของต้นขลู ่
 งานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับความสามารถในการยับยั้งหรือต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากพืช
สมุนไพรมีมากมาย ดังเช่น ขลู่ (Pluchea indica Less) เป็นพืชในวงศ์ Asteraceae (Compositae) 
ที่ได้รับความสนใจเป็นวงกว้างในการศึกษาหาฤทธิ์ต่อการต้านอนุมูล อิสระหรือต้านแบคทีเรีย 
ยกตัวอย่างเช่น Roslida AH (2008) ได้ท าการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบและยับยั้งความปวดของสาร
สกัดใบขลู่ที่สกัดด้วยเอทานอลในหนูขาว ในการทดสอบการต้านการอักเสบของสารสกัดใบขลู่ เมื่อ
ความเข้มข้นของสารสกัดเท่ากับ 300 mg/kg  หลังจากให้สารสกัดผ่านทางปากนาน 180 นาที พบว่า 
สามารถยับยั้งอาการบวมได้ดีที่สุด มีเปอร์เซ็นต์ยับยั้งเท่ากับ 87.9%  ส าหรับการทดสอบการยับยั้ง
ความเจ็บปวด ได้ให้ผลการทดลองเช่นเดียวกันกับการทดสอบการยับยั้งการอักเสบ คือที่ความเข้มข้น
ของสารสกัดเท่ากับ 300 mg/kg  และหลังให้สารสกัดผ่านทางปากนาน 15 นาที พบว่า สามารถฤทธิ์
ยับยั้งความเจ็บปวดได้ดีที่สุด โดยมีเปอร์เซ็นต์ยับยั้งเท่ากับ 60.7% (37) ต่อมา Faridah A. และคณะ 
(2011) ได้ท าการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ จากสารสกัดใบและรากของขลู่  โดยใช้เมทานอลและเฮ
กเซนเป็นตัวท าละลาย แล้วน ามาทดสอบด้วยวิธี DPPH พบว่า สารสกัดใบที่ใช้เมทานอลเป็นตัวท า
ละลายมีความสามารในการต้านอนุมูลได้ดีที่สุด มีค่า IC50 อยู่ที่  24.45±0.34 µg/ ml และมี
ปริมาณฟีนอลิครวมสูงที่สุดคือ 573.53±6.3 mg GAE/ 100 g crude extract (38) และในปีเดียวกัน 
Noorzuraini A.R. S และคณะ (2011) ท าการทดสอบหาโพลีฟีนอลและฤทธิ์ต้านอนุมูลของผัก
พ้ืนบ้าน โดยท าการเปรียบเทียบฤทธิ์ของ-ผักที่น ามาทดสอบใน 2 ฤดู คือ ฤดูฝนและฤดูร้อน และใช้ 
acidified methanol (0.1% HCl) เป็นตัวท าละลาย พบว่า สารสกัดขลู่ A ในฤดูฝนและฤดูร้อน มี
ปริมาณฟีนอลิครวมเท่ากับ 294±39 mg/Kg GAE fw และ 316±18 mg/Kg GAE fw ส่วนสารสกัด
ขลู่ B ในฤดูฝนมีปริมาณฟีนอลิครวมเท่ากับ 62±2.5 mg/Kg GAE fw และในฤดูฝนมีเท่ากับ 97±27 
mg/Kg GAE fw ส าหรับการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP จากผลการทดลองพบว่า สาร
สกัดขลู่ A ทั้งในฤดูฝนและฤดูร้อน มีฤทธิ์ก าจัดอนุมูลอิสระได้ดี คือ ก าจัด Fe2+ ไปได้เท่ากับ 0.851 
mM Fe2+ และ 0.921 mM Fe2+ ตามล าดับ ส่วนสารสกัดขลู่ B ของทั้ง 2 ฤดู มีฤทธิ์ก าจัดอนุมูล
อิสระได้น้อยกว่าสารสกัดขลู่ A โดยที่สารสกัดขลู่ B มีฤทธิ์ยับยั้ง Fe2+ เท่ากับ 0.101 mM Fe2+ และ 
0.149 mM Fe2+ (39) และในปีต่อมา Srisook K. และคณะ (2012) ท าการศึกษาความสามารถใน
การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดใบขลู่ที่สกัดด้วยการต้มน้ าแบบชาสมุนไพร  จากการทดลองพบว่า 
สารสกัดชาใบขลู่มีฤทธิ์ต้านสารอนุมูลอิสระได้ดี ด้วยวิธี DPPH และ Metal chelating มีค่า EC50 
เท่ากับ 23.8±0.1 µg/ml และ 4.2±0.1 µg/ml ตามล าดับ(40) อีกงานวิจัยหนึ่งที่ได้ท าการศึกษาฤทธิ์
ยับยั้งการเพ่ิมจ านวนและการย้ายของเซลล์มะเร็งโดยผ่านตัวเหนี่ยวน า p53 ของสารสกัดใบและราก
ขลู่ที่สกัดด้วยน้ า ผลการทดลองพบว่า สารสกัดรากและใบของขลู่สามารถยับยั้งการเพ่ิมจ านวน การ
ย้ายและความอยู่รอดของเซลล์เนื้องอก (GBM8401 cell ) และเซลล์มะเร็งปากมดลูก (HeLa cell)  
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โดยที่ความเข้มข้นของสารสกัดเท่ากับ 0.5 mg/ml และบ่มนาน 48 ชั่วโมง สารสกัดใบและรากขลู่
สามารถยับยั้งการเพ่ิมจ านวนและความมีชีวิตรอดของเซลล์ทั้ง 2 ได้ มีเปอร์เซ็นต์ยับยั้งเท่ากับ 75% 
และ 70% ตามล าดับ นอกจากนี้ยังท าการทดสอบหารสารเคมีในสารสกัดรากของขลู่อีกด้วย พบว่า 
ในสารสหักรากดขลู่มีปริมาณสารฟีนอลิครวมเท่ากับ 78.9±0.6 mg GAE/g DW ปริมาณสารฟลาโว
นอยด์รวมเท่ากับ 40.4±0.3 mg CE/g DW และปริมาณของสารโปรแอนโทไซยานิดินเท่ากับ 
4.248±0.068 mg CE/g DW  Chunglung C. แ ล ะ ค ณ ะ  (2012) ร ว ม ทั้ ง  ใน ปี  ค .ศ . 2014 
Widyamati PS. และคณะ ได้ท าการทดสอบความสามารถในการต้านสารอนุมูลอิสระและทดสอบ
ทางพฤกษเคมีของสารสกัดใบขลู่ที่ใช้ตัวท าละลายหลายชนิด ได้แก่ น้ า เมทานอล เอทิลอะซีเตท เอ
ทานอล และเฮกเซน จากผลการทดลอง พบว่า สารสกัดใบจากเมทานอลมีประสิทธิภาพในการต้าน
สารอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด ด้วยวิธี DPPH และ FRAP ที่ความเข้มข้นของสารสกัดมีค่าเท่ากับ 794.9 
mg GAE/g sample db (dry base) และ 2.14 mg GAE/g sample db ส าห รับ การทดสอบ
ทางพฤกษเคมี พบว่า สารสกัดใบจากเมทานอลมีปริมาณฟีนอลิครวมและฟลาโวนอยด์รวมมากที่สุด
เช่ นกัน  คื อ  1185.2 mg GAE/g sample db และ 911.9 mg GAE/g sample db ตามล าดั บ
(41,42)  เช่นเดียวกันกับ Suriyaphan O. (2014) ที่ท าการทดสอบหาปริมาณฟีนอลิครวม ปริมาณฟ
ลาโวนอยด์รวมและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH, ABTS, FRAP และ Lipid peroxidation ของ
สารสกัดใบขลู่ที่สกัดด้วยน้ า พบว่า สารสกัดใบขลู่มีปริมาณฟีนอลิคและฟลาโวนอยด์รวมเท่ากับ 
0.831±0.129 mg GAE/g fw และ 6.39±0.27 mg/g fw ตามล าดับ และผลการทดสอบฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH พบว่า สารสกัดใบขลู่มีฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระได้ดีที่ความเข้มข้นของสาร
สกัดเท่ากับ 96.4±15.2 µmole TE/g fw ตามมาด้วยวิธี ABTS ที่สารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้งได้ดีที่ความ
เข้มข้นเท่ากับ 3.75±0.16 µmole TE/g fw ส่วนฤทธิ์ก าจัด Fe2+ พบว่าสามารถก าจัดอนุมูลได้ดีที่
ความเข้มข้นเท่ากับ 81.1±0.6 µmole TE/g fw ส าหรับฤทธิ์ก าจัดอนุมูลอิสระด้วยวิธี  Lipid 
peroxidation นั้น พบว่าสามารถยับยั้งอนุมูลอิสระไปได้ดี คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ยับยั้งได้ 98.5±0.4% 
(43) 
 นอกจากการศึกษาหาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากขลู่แล้วก็ยังมีอีกหลายงานวิจัยที่ ได้
ท าการศึกษาหาสารประกอบบริสุทธิ์ในขลู่และน าเอาสารเหล่านั้นมาทดสอบฤทธิ์ต่างๆ อีกด้วย เช่น 
ในปี 2007 Chatterjee TK. และคณะ ได้ท าการทดสอบแยกจากสารสกัดรากขลู่และน าที่ได้มา
ทดสอบฤทธิ์ต้านอะมีบา โดยสารประกอบบริสุทธิ์ที่ได้คือ R/J/3 ถูกน ามาทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้ออะมีบา
ก่อโรค ซึ่งก็คือ E. histolytica จากผลการทดลองพบว่า เมื่อให้ความเข้มข้นของสาร R/J/3 เท่ากับ 
50 µg/ml และบ่มนาน 2-4 ชั่วโมง จ านวนเซลล์ของเชื้อมีการลดลงเมื่อเทียบกับตัวควบคุม โดยที่บ่ม
นาน 2 ชั่วโมง จ านวนเซลล์ของเชื้อ E. histolytica ลดลงเหลือ 1 x 104 cell/ml เทียบกับตัว
ควบคุมที่มีอยู่ 5.8 x 104 cell/ml และเมื่อบ่มนาน  4 ชั่วโมง เชื้อมีการลดจ านวนลงเหลือ 0.3 x 104 
cell/ml เมื่อเทียบกับตัวควบคุมที่มีจ านวนเชื้อเท่ากับ 4.87 x 104 cell/ml (44) ในขณะเดียวกัน 
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Gomes A. (2007) ได้ศึกษาความสามารถในการต้านพิษงูจาก ß-sitosterol และ stigmasterol ที่
แยกได้จากสารสกัดรากขลู่ที่สกัดด้วยเมทานอล และน ามาทดสอบกับหนู (mice) เพศผู้ โดยใช้งู 2 
สายพันธุ์ ได้แก่ Dabodia russeil และ Naja kaouthia พบว่า ß-sitosterol และ stigmasterol 
สามารถต้านพิษงูได้อย่างมีนัยส าคัญ ทั้งในการทดสอบ Lethal activity,  Hemorrahagic action, 
Defibrinogenation action, Edema และ PLA2 activity ส าหรับงู D. russeil และ การทดสอบ 
Lethal activity, Cardiotoxic activity, Respiratory activity และ PLA2 activity ส าหรับ งู  N. 
kaouthia (45) ต่อมาในปี ค.ศ. 2008 Ishibashi M. และคณะ ได้ท าการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการท างาน
ของเอนไซม์คอลลาจีเนส MMP-2 และ MMP-9 ของสารประกอบทางเคมีที่แยกได้จากสารสกัดใบขลู่
ที่ ส กั ดด้ วย เมทานอล  ได้ แก่  1,3,4,5-tetra-O-caffeoylquinic acid (1), 3,4,5-tri-O-caffeoyl 
quinic acid (2) และ Quercetin (3) ซึ่งผลการทดลองนี้จะวิเคราะห์ออกมาเป็นค่า IC50 โดยเทียบ
กับยา Phorphramidon ส าหรับการทดสอบการยับยั้งการท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนสและ 
Chlorhexidine ส าหรับการทดสอบการยับยั้งการท างานของ MMP-2 และ MMP-9 จากการทดสอบ
การยับยั้งการท างานของเอนไซม์คอลลาจีเนส พบว่า สารประกอบ 1-3 สามารถยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ได้ดี โดยที่สารประกอบ (1) มีค่า IC50 อยู่ที่ 1.5±0.1 µM ตามมาด้วย สารประกอบ (2) และ 
(3) มีค่า IC50 เท่ากับ 6.3±0.4 µM และ 15.9±1.8 µM ตามล าดับ จะเห็นว่าสารประกอบ (1) และ 
(2) มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ได้ดีที่สุด จึงน าสารทั้ง 2 มาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของ MMP-2 และ 
MMP-9 พบว่า ในการทดสอบการยับยั้งการท างานของ MMP-2 นั้น สารประกอบ (1) สามารถยับยั้ง
การท างานของ MMP-2 ได้ดีที่สุด มีค่า IC50 เท่ากับ 2.5±0.6 µM และสารประกอบ (2) มีค่า IC50 
เท่ากับ 18.4±1.0 µM และการทดสอบการยับยั้งของ MMP-9 ก็ให้ผลเช่นเดียวกันกับการทดสอบการ
ยับยั้ง MMP-2 คือ สารประกอบ (1) ออกฤทธิ์ยับยั้งได้ดีที่สุด มีค่า IC50 เท่ากับ 6.4±0.4 µM และ
สารประกอบ (2) มีค่า IC50 เท่ากับ 16.8±1.8 µM (46) ในปีต่อมา Srisook k. และคณะ (2013) ได้
ท าการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดใบขลู่ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 โดยใช้เอทา
นอลเป็นตัวท าละลาย จากนั้นเอามาแยกให้ได้ส่วนสกัดโดยใช้ เฮกเซน เอทิลอะซีเตทและน้ า แล้ว
น ามาทดสอบการยับยั้งการเกิดไนตริกออกไซด์เทียบกับ aminoguanidine ซึ่งเป็นตัวควบคุมผลบวก 
จากการทดลองพบว่า ส่วนสกัดเอทิลอะซีเตท (EFPI) มียับยั้งการเกิดไนตริกออกไซด์ได้ดีที่สุด มี่ค่า 
IC50 เท่ากับ 19.11±2.58 µg/ml ตามมาด้วยส่วนสกัดเฮกเซน (HFPI) และ ส่วนสกัดน้ า (WFPI) มีค่า 
IC50 เท่ า กั บ  26.08±2.80 µg/ml แ ล ะ  33.17±3.22 µg/ml ต าม ล า ดั บ  แ ล ะค่ า  IC50 ข อ ง 
aminoguanidine เท่ากับ 20.66±2.80 µg/ml จะเห็นได้ว่า EFPI มีความสามารถในการยับยั้งการ
เกิดไนตริกออกไซด์ได้ดีเมื่อเทียบกับ amino guanidine ดังนั้น จึงน าเอา EFPI มาทดสอบการฤทธิ์
ยับยั้งการท างานของ iNOS, PGE2 รวมถึงน ามาทดสอบการยับยั้งภาวะบวมน้ าโดยท าการทดสอบใน
หนู (rat) พบว่า EFPI สามารถยับยั้งการท างานของ iNOS ได้อย่างมีนัยส าคัญ เมื่อความเข้มข้นของ 
EFPI อยู่ในช่วงระหว่าง 12.5-50 µg/ml และผลทดสอบการยับยั้งการผลิตสาร PGE2 พบว่า EFPI 
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สามารถลดการเกิด  PGE2 ได้ที่ความเข้มข้นอยู่ในช่วงระหว่าง 6.25±50 µg/ml โดยเมื่อความเข้มข้น
เท่ากับ 50 µg/ml สามารถลดการผลิตสาร PGE2 ได้ดีที่สุด ซึ่งลดการเกิดของสารไปได้ 59±4 pg/ml 
ส าหรับการทดสอบภาวะบวมน้ าโดยการฉีดสารเข้าทางหูของหนูโดยใช้ความเข้มข้นของสารเท่ากับ 3 
mg/ear และบ่มที่เวลาต่างๆ กันคือ 15, 30, 60 และ 120 นาที พบว่า หลังฉีดสารเข้าไปแล้ว 15 
นาทีสามารถลดภาวะบวมน้ า (ED) ได้ 8.3±7.53 µm มี %EI เท่ากับ 93.24 ส าหรับการทดสอบ
ภาวการณ์บวมน้ าด้วยการฉีดสารคาราจีแนนเข้าทางอุ้งเท้าของหนู โดยที่ความเข้มข้นของ EFPI เป็น 
150, 300 และ 600 mg/kg และบ่มที่เวลาต่างกัน คือ 1, 3 และ 5 ชั่วโมง พบว่า ที่ความเข้มข้น
เท่ากับ 600 mg/kg สามารถลดภาวะการบวมได้ดีที่สุดทั้ง 3 ช่วงเวลา (47) และในปี ค.ศ. 2014 Jun 
K. ได้ท าการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์แอลฟ่ากลูโคซิเดสจากสารประกอบที่ได้จากส่วน
สกัดของสารสกัดใบขลู่ที่สกัดด้วย 50% เมทานอล โดยใช้เอทิลอะซีเตทและน้ าในการแยกส่วนสกัด 
จากการทดลองพบว่า ส่วนสกัดเอทิลอะซีเตทมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมมอลเทสได้ดีกว่าส่วนสกัดน้ า ดังนั้น
จึงน าเอาส่วนสกัดเอทิลอะซีเตทมาท าการแยกสารประกอบด้วยวิธี Column chromatography ได้
สารประกอบในกลุ่ม caffeoylquinic acid ออกมา5 ชนิด ได้แก่ 3,5-Di-O-caffeoylquinic acid 
(1), 4,5-di-O-caffeoyliquinic ester (2), 3,4,5-tri-O-caffeoylquinic acid methyl ester (3), 
3,4,5-tri-O-caffeoylquinic acid (4), 1,3,4,5-tetra-O-caffeoyquinic acid (5) แล้วน าสารเหล่านี้
มาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์มอลเทสและแสดงผลการทดลองออกมาในค่า IC50 พบว่า 
สารประกอบ (1) มีความสามารถในการยับยั้ งได้ดีที่สุด มีค่า IC50 เท่ากับ 2 µM ตามมาด้วย
สารประกอบ (5), (4), (2) และ (1) มีค่า IC50 เท่ากับ 11 µM, 13 µM, 208 µM และ 1166 µM 
ตามล าดับ (48) 
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2.ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 

 ประเทศไทยถือเป็นประเทศหนึ่งที่มีความหลากหลายทางชีวภาพสูง  พืชสมุนไพรที่มีการ
น ามาใช้ประโยชน์จึงมีหลากหลายชนิด บางชนิดมีหลักฐานการใช้ประโยชน์ในเชิงพ้ืนบ้านมาอย่าง
ยาวนาน และมีข้อมูลสนับสนุนทางวิทยาศาสตร์ จึงได้รับการส่งเสริมให้ใช้ในงานสาธารณสุขมูลฐาน 
เช่น ขมิ้นชัน ฟ้าทะลายโจร ขลู่ คูน และ มะระ เป็นต้น อย่างไรก็ตามพืชสมุนไพรบางชนิดที่ใช้ในงาน
สาธารณสุขมูลฐานและปัจจุบันมีการจ าหน่ายอยู่ในท้องตลาดยังขาดการศึกษาข้อมูลด้านคุณภาพของ
วัตถุดิบสมุนไพร คุณภาพของสมุนไพรนั้นขึ้นอยู่กับหลายปัจจัยเช่น แหล่งที่ปลูก พันธุกรรม สภาพ
อากาศ และระยะการเจริญเติบโต เป็นต้น และเมื่อน าสมุนไพรมาใช้เป็นยาหรือผลิตภัณฑ์เสริม
สุขภาพ ตัวชี้วัดคุณภาพที่ส าคัญของสมุนไพรนั้นๆก็คือปริมาณสารส าคัญและฤทธิ์ทางชีวภาพ 
เนื่องจากจะเป็นสิ่งบ่งชี้ถึงประสิทธิภาพและประสิทธิผลในการใช้สมุนไพร และยังสามารถใช้เป็น
แนวทางในการควบคุมคุณภาพสมุนไพรได้อีกด้วย ในประเทศไทยสมุนไพรจ านวนหนึ่งได้ถูกก าหนด
มาตรฐานไว้ใน Thai Herbal Pharmacopoeia ซึ่งอาศัยแนวทางตามองค์การอนามัยโลกแต่บางชนิด
ก็ยังไม่มีการระบุมาตรฐานวัตถุดิบไว้ 
 ขลู่มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Pluchea indica (L.) Less. อยู่ในวงศ์ Asteraceae เป็นสมุนไพรใน
สาธารณสุขมูลฐานต้นหนึ่ง ในต ารายาของไทยใช้ต้มกินเป็นยาขับปัสสาวะ แก้เบาหวาน แก้อักเสบ 
และเป็นยาอายุวัฒนะ พืชชนิดนี้พบได้ทั่วไปบริเวณป่าชายเลนและบริเวณน้ ากร่อย ชาวบ้านน าใบขลู่
มาจิ้มน้ าพริกกินและแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ท้องถิ่นของชุมชนเกษตรกรชายฝั่งทะเล เช่นในจังหวัด
จันทบุรีสมุทรสงคราม และเพชรบุรี โดยท าออกมาในรูปแบบชาชงเพ่ือออกจ าหน่ายไปทั่วประเทศ 
ฐานข้อมูลของส านักงานพัฒนาเศรษฐกิจจากฐานชีวภาพได้รายงานห่วงโซ่อุปทานของธุ รกิจชาขลู่ว่า 
ในปี พ.ศ. 2555  มีมูลค่าชาใบขลู่รวมมากกว่าแปดล้านบาท จาก 5 กลุ่มเกษตรกรทั่วประเทศ และมี
ศักยภาพที่จะเติบโตขึ้นเรื่อยๆ อีกทั้งยังต้องการการสนับสนุนทางวิชาการด้านประสิทธิภาพและ
คุณภาพของวัตถุดิบ  
 จากข้อมูลเหล่านี้ในฐานะของนักวิชาการจึงเห็นช่องทางการเพ่ิมมูลค่าให้กับสมุนไพรใบขลู่ 
โดยใช้วิธีการตามองค์ความรู้ปัจจุบันและเทคโนโลยีของเครื่องมือวิเคราะห์ต่างๆจะช่วยให้ทราบถึง
ปริมาณสารส าคัญที่แน่นอนและทราบถึงฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบขลู่ ซึ่งน่าจะ
แตกต่างกันไปตามปัจจัยแวดล้อมต่างๆดังกล่าวแล้วข้างต้น อีกทั้งพัฒนาใบขลู่ เป็นผลิตภัณฑ์ที่
เหมาะสมมีคุณภาพดี โดยข้อมูลที่ได้มาจะสามารถใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานเพ่ือให้เป็นประโยชน์ต่อผู้ผลิต
และผู้บริโภคชาใบขลู่ เป็นแนวทางในการเลือกวัตถุดิบจากแหล่งปลูกท่ีมีคุณภาพ สายพันธุ์ดี เก็บเกี่ยว
ในฤดูกาลระยะการเจริญเติบโตที่เหมาะสม และการแปรรูปผลิตภัณฑ์ให้มีคุณภาพ เพ่ือเพ่ิมคุณค่า
และมูลค่าของผลิตภัณฑ์ใบขลู่ อีกทั้งการหาปริมาณสารส าคัญในใบขลู่ยังสามารถใช้เป็นแนวทางใน
การควบคุมคุณภาพสารสกัดและเตรียมสารสกัดมาตรฐานที่มีคุณภาพดีต่อไป   



 

13 
 

 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัยในปีท่ี 1 และ 2 

1. เพ่ือศึกษาปัจจัยต่างๆเช่น แหล่งที่ปลูก พันธุกรรม ฤดูกาลเก็บเกี่ยว และช่วงการ
เจริญเติบโตที่ส่งผลให้ได้ใบขลู่ที่มีสารส าคัญและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระท่ีดีที่สุด  

2. เพ่ือพัฒนาผลิตภัณฑ์จากสารสกัดใบขลู่ 
 

ขอบเขตของการวิจัยและวิธีด าเนินการโดยสรุป 
ปีที่ 1  
1. เกบ็ใบขลู่โดยใช้ใบเพสลาด (ใบที่ไม่อ่อนและแก่เกินไป) ปริมาณไม่น้อยกว่า ยี่สิบกิโลกรัมแล้วน ามา
สกัดด้วยน้ าร้อน 
2. พิสูจน์เอกลักษณ์และพัฒนาวิธีวิเคราะห์ของสารส าคัญท่ีแยกได้โดยวิธี HPLC เพ่ือใช้เป็น marker 
เปรียบเทียบปริมาณในสารสกัดต่างๆ 
3. เก็บใบขลู่โดยใช้ใบเพสลาด จากแหล่งต่างๆ แล้วน ามาสกัดด้วยน้ าร้อน 
4. ระเหยแห้งสารสกัดแล้วเปรียบเทียบปริมาณสารสกัดหยาบที่ได้ วิเคราะห์ปริมาณสาร total 
phenolics, total flavonoids, ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและหาปริมาณสารส าคัญจากวิธี HPLC ที่ได้
พัฒนามาแล้วข้างต้น 
5. รวบรวมข้อมูลและสรุปผล  
 
ปีที่ 2  
1. พัฒนาเครื่องหมายทางพันธุกรรมและวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของใบขลู่จากแหล่งต่างๆ เพื่อใช้
ในการอนุรักษ์และอ้างอิงสายพันธุ์ขลู่ในประเทศไทย 
2. เก็บตัวอย่างใบขลู่ในฤดูกาลต่างๆ เพื่อให้ทราบฤดูกาลเก็บเกี่ยวใบขลู่ที่ดีที่สุด 
3. เก็บตัวอย่างใบขลู่ในช่วงเวลาการเจริญเติบโตที่ต่างกัน สกัดสารแล้วเปรียบเทียบปริมาณสารสกัด
หยาบที่ได้ วิเคราะห์ปริมาณสาร total phenolics, total flavonoids ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและ
ปริมาณสารส าคัญ 
4. พัฒนาสารสกัดใบขลู่เป็นผลิตภัณฑ์ 



 

14 
 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 

1. ท าให้ได้ข้อมูลองค์ความรู้ทางวิทยาศาสตร์ เช่น ทราบปริมาณสารสกัดหยาบที่ได้ ทราบ
ปริมาณ total phenolics และ total flavonoids ทราบสารส าคัญ วิธีวิเคราะห์สารและปริมาณ
สารส าคัญในใบขลู่ ทราบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของขลู่ ทราบปัจจัยที่มีผลต่อปริมาณสารส าคัญและฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระของใบขลู่ เพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการก าหนดมาตรฐานและอนุรักษ์พันธุกรรมของ
ขลู่ในประเทศไทย  

2. สามารถเผยแพร่ผลงานในวารสารวิชาการ และเผยแพร่ในที่ประชุมวิชาการทั้งในหรือ
ต่างประเทศ 

3. สามารถถ่ายทอดความรู้ เทคนิคการวิเคราะห์และเสริมสร้างนักศึกษาระดับปริญญาตรีให้
เป็นนักวิจัย 

4. สามารถใช้เป็นแนวทางในการเลือกวัตถุดิบที่ดีเพ่ือน าไปสู่การพัฒนาสารสกัดใบขลู่เป็น
ผลิตภัณฑ์เพ่ิมมูลค่าผลผลิตของเกษตรกรในชุมชนที่มีการแปรรูปใบขลู่ 
 



 

15 
 

วิธีด าเนินการวิจัย 
 

1. เก็บตัวอย่างขลู่จ านวน 15 จังหวัดของประเทศไทย และตัวอย่างเก็บเป็น herbarium 
specimen ไว้ที่คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 
 
       ตารางที่ 1. ตัวอย่างขลู่ที่ใช้ในการทดลองพัฒนาเครื่องหมายพันธุกรรม 

ล าดับที ่ จังหวัด สถานท่ีเก็บ วันท่ีเก็บ Voucher No. 

1 ภูเก็ต ซ. ร่วมใจอ่าวยนต์ ต. วิชิต  อ.เมือง 06/07/59 JAM-001 

2 สุราษฎร์ธานี ต.สินปุน อ.พระแสง 19/08/59 JAM-002 

3 นครราชสีมา ต.ประโดก-โคกไผ่ อ.เมือง 03/08/59 JAM-003 

4 ประจวบคีรีขันธ์ ต.ปากน้ าปราณ อ.ปราณบุรี 29/07/59 JAM-004 

5 เพชรบุรี 1016 ต.ปึกเตียน อ.ท่ายาง 29/07/59 JAM-005 

6 นนทบุรี ต.บางกระสอ อ.เมือง 07/08/59 JAM-006 

7 ราชบุรี ทางหลวงสายเอเชียหมายเลข 2 ต.ดอน
ทราย อ.ปากท่อ 

30/07/59 JAM-007 

8 สงขลา ถ.ลพบุรีราเมศวร์ ต.น้ าน้อย อ.หาดใหญ่ 08/08/59 JAM-008 

9 ฉะเชิงเทรา ถ.สุขุมวิทย์ ต.ท่าข้าม อ.บางปะกง 06/08/59 JAM-009 

10 จันทบุรี ต.บางกะไชย อ.แหลมสิงห์ 26/08/59 JAM-010 

11 ชลบุรี ถ.ข้าวหลาม ต.บ้านปกึ อ.เมืองชลบุรี 08/08/59 JAM-011 

12 สมุทรสงคราม ต.บางแก้ว อ.เมืองสมุทรสงคราม 29/08/59 JAM-012 

13 สมุทรสาคร ถ.ธนบุรี-ปากท่อ ต.บางกระเจ้า อ.เมือง 29/07/59 JAM-013 

14 ระยอง ถ.เฉลิมบูรพาชลทิต ต.พังราด อ.แกลง 26/08/59 JAM-014 

15 อุตรดิตถ์ ต.ทุ่งยั้ง อ.ลับแล 02/08/59 JAM-015 
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2. การสกัดดีเอ็นเอโดยชุดเครื่องมือ DNeasy® Plant Mini Kit 
(1) ใส่วัตถุดิบพืชตัวอย่าง (≤ 100 mg wet weight หรือ ≤ 20 mg lyophilized tissue) ลงใน 

collection tube ขนาด 2 ml เติมบัฟเฟอร์ AP1 (Lysis buffer) 400 µl ตามลงไป แล้วท าให้เซลล์
แตกออก(disrupt) ด้วยเครื่อง TissueRuptor เป็นเวลาประมาณ 30 วินาทีด้วยความเร็วสูงสุด (full 
speed) แล้วย้ายสารไปใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ (microcentrifuge tube) 

(2) เติมสารละลาย RNase A stock solution 4 µl (100 mg/ml) ตามลงในเนื้อเยื่อพืชที่ถูกท า
ให้แตกออกแล้วทันที เพ่ือให้เนื้อเยื่อเซลล์แตกและแยกออกจากกัน ไม่ให้มีการจับเป็นกลุ่มก้อน ถ้า
หากมีกลุ่มก้อนของเนื้อเยื่อเกิดข้ึน จะท าให้ปริมาณของ DNA ที่จะสกัดนั้น มีปริมาณต่ า 

(3) น าสารผสมไปบ่ม (Incubate) เป็นเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
(4) เติมสารละลายบัฟเฟอร์ P3 ปริมาตร 130 µl ลงไปใน lysate จากนั้นผสมให้เข้ากันด้วย

เทคนิคปิเปต แล้วน าไปบ่ม (incubate) ต่อเป็นเวลา 5 นาทีบนน้ าแข็ง เพ่ือช่วยในการตกตะกอนของ
สารจ าพวกสารชะล้าง (detergent), โปรตีน (proteins) และโพลิแซ็คคาไรด์(polysaccharide) 

(5) ปั่นเหวี่ยง lysate เป็นเวลา 5 นาทีที่ 20,000 x g (14,000 rpm)  
(6) ปิ เปต lysate ที่ ได้ ไปยัง QIAshredder Mini spin column ที่บรรจุอยู่ ใน collection 

tube ขนาด 2 ml และน าไปปั่นเหวี่ยงต่ออีกครั้งเป็นเวลา 2 นาที ที่ 20000 x g (14000 rpm) 
(7) วัดปริมาตรที่ได้ของเหลว (flow-through) จากขั้นตอนที่ 6 ย้ายไปใส่ลงในหลอดอันใหม่ ที่

ปราศจากการรบกวนของเศษซากจากเซลล์  
(8) เติมบัฟเฟอร์ AW1 ลงในส่วนใส (cleared lysate) ในปริมาตร 1.5 เท่าของ lysate แล้ว

ผสมด้วยเทคนิคปิเปตทันที  
(9) ปิเปตสารละลายผสมจากข้ันตอนที่ 8 มา 650 µl รวมถึงตะกอนต่างๆใส่ลงใน DNeasy Mini 

spin column จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 1 นาที ที่แรงเหวี่ยง ≥ 6000 x g และทิ้งของเหลว 
(flow-through) ไป ซึ่งในของเหลวนั้นจะประกอบด้วยบัฟเฟอร์ AW1 

(10)  ท าซ้ าขั้นตอนที่ 9 ด้วยตัวอย่างที่เหลืออยู่ภายในหลอดเดิม ทิ้งของเหลว (flow-through) 
และ collection tube ไป 

(11)  วาง DNeasy Mini spin column ใส่ ใน  collection tube อัน ใหม่ ขนาด  2 ml เติ ม
บัฟเฟอร์ AW2 ปริมาณ 500 µl แล้วปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 1 นาทีที่  ≥ 6000 x g ทิ้งของเหลว (flow-
through) ไปและน า collection tube กลับมาใช้ใหม่ในขั้นตอนที่ 12 

(12)  เติมบัฟเฟอร์ AW2 500 µl ลงใน DNeasy Mini spin column แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงเป็น
เวลา 2 นาทีที่ 20000 x g (14000 rpm) 

(13)  ย้าย DNeasy Mini spin column มาใส่บนหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 
หรือ 2.0 ml แล้วปิเปตสารละลายบัฟเฟอร์ AE มา 50 µl ใส่ลงบน membrane ของ DNeasy 



 

17 
 

จากนั้นน าไป incubate ต่อเป็นเวลา 5 นาทีที่อุณหภูมิห้อง (15–25 องศาเซลเซียส) แล้วน าไปปั่น
เหวี่ยงต่อเป็นเวลา 1 นาที ที่ ≥ 6000 x g เพ่ือชะสิ่งที่เหลืออยู่ ซึ่งในขั้นปิเปตสารละลายบัฟเฟอร์ AE 
สามารถเลือกเติม 50, 100, 200 µl โดยการเติมแค่ 50 µl จะท าให้ได้ความเข้มข้นของสารละลายดี
เอ็นเอสูงแต่ได้ปริมาตรรวมน้อย 

(14)  ท าซ้ าขั้นตอนที่ 13 อีกครั้ง โดยใช้หลอด microcentrifuge tube อันใหม่ในการชะครั้งที่
สอง 
     
3. การวัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอด้วยชุด Qubit® assays 

(1) จัดเตรียมหลอดซึ่ งบรรจุสารละลาย Standard A ปริมาตร 10 µl และ Standard B 
ปริมาตร 10 µl ไว้อย่างละหลอด และจัดเตรียมหลอดซึ่งบรรจุสารละลาย Sample ปริมาตร 1-20 
µl 

(2) เตรียมสารละลาย working solution โดยการผสม Qubit® reagent ปริมาตร 1xn µl กับ 
Qubit®  Buffer ปริมาตร 199xn µl (n= จ านวน Standards รวมกับ จ านวน Samples) 

(3) แบ่งสารละลาย working solution ออกเป็นสองส่วนหลักคือ ส่วนที่ เป็น  Standard 
(Standard A, Standard B) และส่วน Sample โดยให้แบ่งใส่ส่วน Standard อย่างละปริมาตร 190 
µl และส่วน Sample ปริมาตร 199 µl 

(4) ผสมให้เข้ากันโดยเทคนิคปิเปตหรือ vortex 
(5) บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาท ี
(6) ใส่หลอดทดสอบเข้าไปในเครื่อง Qubit® Fluorometer แล้วอ่านค่าที่ได้ โดยวัดหลอดที่เป็น 

Standard A และ Standard B ก่อนแล้วค่อยวัด Samples ตามล าดับ 
 
4. การตรวจสอบคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอโดยการใช้ เทคนิค Gel electrophoresis 

1) เตรียมอะกาโรสที่ความเข้มข้น 0.8% (หากเตรียมเจลส าหรับท า PCR ใช้ 1% แต่หากเตรียม
เพ่ือท า ISSR ใช้ 2%) โดยชั่งผงอะกาโรส 0.8 

2) น าผงอะกาโรสในสารละลายบัฟเฟอร์ไปอุ่นในเครื่องไมโครเวฟ จนผงอะกาโรสละลายจน
หมดและได้สารละลายที่ใส 

3) เติมสี SYBR ใช้เป็น 1x ของปริมาตรสารละลายอะกาโรส 
4) รอให้สารละลายอะกาโรสลดอุณหภูมิลง แล้วเทสารละลายลงถาดที่มีหวีอยู่ (โดยวางหวีให้

ห่างจากขอบถาดประมาณ 1 เซนติเมตร)  
หมายเหตุ ระวังการเกิดฟองอากาศขณะเทเจลลงในถาดรอจนเจลแข็งตัวดี 

5) รอให้เนื้อเจลแข็งตัวและลดอุณหภูมิลง จากนั้นดึงหวีอออก 
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6) แกะเจลออกจากถาดแล้วน าก้อนเจลไปวางในถังอิเล็กโทรโฟรีซีส (electrophoresis tank) 
แล้วเทบัฟเฟอร์ TAE ให้ท่วมเจล 1-2 มิลลิเมตร  

7) น าสารละลายดีเอ็นเอ 5 µl มาผสมสี Novel juice DNA staining dye, GeneDireX® 1 
µl 

8) เติมสารละลายดีเอ็นเอลงในหลุมอย่างระมัดระวัง (ระวังสารละลายดีเอ็นเอ กระจายออกจาก
หลุม) โดยช่องแรกเติมเป็น DNA Ladder 

9) ผ่านกระแสไฟฟ้าความต่างศักดิ์ 35 V เข้าสู่เจลโดยก าหนดเวลา 20 นาที (หากเตรียมเพ่ือท า 
ISSR ผ่านกระแสไฟฟ้าความต่างศักดิ์ 75 V เข้าสู่เจลโดยก าหนดเวลา  45 นาท)ี 
 

5. การพิสูจน์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของขลู่ที่ต าแหน่ง ITS โดยใช้เทคนิค PCR 
1) เตรียมส่วนประกอบก่อนเข้าปฏิกริยา PCR ลงใน PCR tube ขนาด 0.2 ml โดยใส่

ส่วนประกอบที่มีปริมาตรมากก่อน ซึ่งส่วนประกอบมีดังนี้  One PCR Plus 25.0 µl, ultrapure 
water 18.0 µl, DNA template 5.0 µl, 10  µM Forward primer 1.0 µl, 10  µMReverse 
primer 1.0 µl 

Forward primer (18sF) = 5’-GAA CCT TAT CGT TTA GAG GAA GG-3’ 
Reverse primer (26sR) = 5’-CCG CCA GAT TTT CAC GCT GGG C-3’ 
2) น า  PCR tube ไป ใส่ ล งใน เค รื่ อ ง  Thermal cycler ซึ่ งก าห น ดสภ าวะดั งนี้  initial 

denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ขั้น denaturation 94 องศาเซลเซียส นาน 30 
วินาที ขั้น annealing 55  องศาเซลเซียส นาน  30 วินาที ขั้น extension 72 องศาเซลเซียส นาน 
1.5 นาที ขั้น final extension 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที และก าหนดให้ขั้น denaturation, 
annealing และ extension ท าซ้ า 35 รอบ 

3) ตรวจสอบคุณภาพของ PCR ด้วยเทคนิค gel electrophoresis  
4) ตรวจสอบล าดับดีเอ็นเอด้วยเทคนิค capillary electrophoresis 
5) น าล าดับดีเอ็นเอที่ถอดรหัสได้มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BioEdit version 7.2 
6) น าผลผลิต PCR ที่ได้ท าให้บริสุทธิ์ยิ่งขึ้นโดยการใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอโดยชุดเครื่องมือ DNeasy 

Plant Mini Kit (ดูในหัวข้อ การสกัดดีเอ็นเอโดยชุดเครื่องมือ DNeasy Plant Mini Kit โดยเริ่มท า
ตั้งแตข่้อ 4.) 

 
6. การวิเคราะห์ความหลากหลายทางสายพันธุ์ของขลู่ด้วยเทคนิค ISSR  
1) เตรียมส่วนประกอบก่อนเข้าปฏิกริยา PCR ลงใน PCR tube ขนาด 0.2 ml โดยใส่

ส่วนประกอบที่มีปริมาตรมากก่อน ซึ่งส่วนประกอบมีดังนี้  One PCR Plus 12.5 µl, ultrapure 
water 9.0 µl, DNA template 2.5 µl, ISSR primer 1.0 µl  
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ISSR primer 5 ชนิด ได้แก่ 
ISSR 1 = 5’-ACC ACC ACC ACC ACC ACC G-3’ 
ISSR 2 = 5’-GAG AGA GAG AGA GAG AGA C-3’ 
ISSR 3 = 5’-AGA GAG AGA GAG AGA GAG C-3’ 
ISSR 4 = 5’-ACA CAC ACA CAC ACA CAC G-3’ 
ISSR 8 = 5’-CGT CAC ACA CAC ACA CAC A-3’ 
2) น า   PCR tube ไป ใส่ ล งใน เครื่ อ ง  Thermal cycler ซึ่ งก าหนดสภ าวะดั งนี้  initial 

denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที ขั้น denaturation 94 องศาเซลเซียส นาน 1 
นาที ขั้น annealing  56,60  องศาเซลเซียส นาน  50 วินาที ขั้น extension 72 องศาเซลเซียส 
นาน 1.0 นาที  ขั้ น  final extension 72 องศาเซล เซียส  นาน 10 นาที  และก าหนดให้ ขั้ น 
denaturation, annealing และ extension ท าซ้ า 40 รอบ(39) 

3) ตรวจสอบคุณภาพของผลผลิต PCR ที่ได้ด้วยเทคนิค gel electrophoresis  
4)  นับแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏ 
5) วิเคราะห์ข้อมูลที่ได้โดยการใช้โปรแกรมบนเว็บไซต์ http://genomes.urv.cat/UPGMA/  
 

 
7. การเปรียบเทียบฤดูกาลต่างๆ  โดยจัดเตรียมตัวอย่างใบขลู่โดยใช้ใบเพสลาดของจังหวัด 

นนทบุรี อุตรดิตถ์ นครราชสีมา สุราษฏร์ธานี ในเดือนเมษายนเป็นตัวแทนส าหรับฤดูร้อน เดือน
สิงหาคมเป็นตัวแทนของฤดูฝน และเดือนธันวาคมเป็นตัวแทนของฤดูหนาว อบแห้งใบขลู่ที่ล้างสะอาด
แล้วที่ 50 องศาเซลเซียส แล้วน าใบขลู่มาสกัดด้วยน้ าร้อน (1 :10 w/v) โดยต้มเป็นเวลา 15 นาที 
ระเหยแห้งสารสกัดแล้วเปรียบเทียบปริมาณสารสกัดหยาบที่ได้ วิเคราะห์ปริมาณสาร total 
phenolics และ total flavonoids  และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ดังต่อไปนี้ 
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7.1 Total phenolics 

7.1.1. Folin–Ciocalteu reagent  
เตรียมได้ โดยน าสารสะลาย Folin–Ciocalteu มาเจือจางด้วยน้ ากลั่น ในอัตราส่วน

สารละลาย Folin– Ciocalteu 1 มิลลิลิตรกับน้ ากลั่น 10 มิลลิลิตร 
7.1.2. 7.5 % w/v Sodium bicarbonate solution 
เตรียมโดยชั่ง Sodium bicarbonate 7.5 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
7.1.3. สารสกัดเข้มข้น 500 µg/ml 
เตรียมจาก stock เข้มข้น 1000 µg/ml โดยชั่งสารสกัด 0.001 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่นหรือ 

DMSO ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นดูดมา 500 ไมโครลิตร ผสมกับน้ าหรือ DMSO 500 ไมโครลิตร 
ได้สารสกัดเข้มข้น  500 µg/ml 

7.1.4. Gallic acid (Standard solution) 500 µg/ml  
 เตรียมจาก stock เข้มข้น 5000 µg/ml  ที่ได้จากการชั่ง gallic acid 0.025 กรัม ละลาย
ด้วยเมทานอล 5 มิลลิลิตร แล้วดูดมา 100 ไมโครลิตร ผสมกับเมทานอล 900 ไมโครลิตร ได้ Gallic 
acid  ความเข้มข้น 500 µg/ml 

ขั้นตอนทดสอบ เติมสารตามหลุมที่ก าหนดดังนี้ 
หลุมที่ 1 = สารสกัด (500 µg/ml) 20 ไมโครลิตร ผสมกับ สารละลาย Folin–Ciocalteu 50 
ไมโครลิตร และ 7.5% NaHCO3 80 ไมโครลิตร 
หลุมที่ 2 = กรดแกลลิค (500-3.9 µg/ml) 20 ไมโครลิตร ผสมกับ สารละลาย Folin–Ciocalteu 50 
ไมโครลิตร และ 7.5% NaHCO3 80 ไมโครลิตร 
 จากนั้นน าไปบ่มในท่ีมืด 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง เขย่าเป็นระยะ แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืน
สารที่ 765 นาโนเมตร และค านวณหาปริมาณฟีนอลิครวม  

 
7.2 Total flavonoids  

7.2.1. 2% Aluminium chloride  
ชั่ง AlCl3 2 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร 
7.2.2. สารสกัดเข้มข้น 500 µg/ml 
เจือจางจาก stock เข้มข้น 1000 µg/ml โดยปิเปตมามา 500 ไมโครลิตร ละลายกับน้ ากลั่น

หรือ DMSO 500 ไมโครลิตร 
7.2.3. Quercetin 100 µg/ml 
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 เตรียม Quercetin เข้มข้น 1000 µg/ml โดยชั่ง Quercetin 0.001 กรัม ละลายในเมทา
นอล 1 มิลลิลิตร จากนั้นปิเปตมา 100 ไมโครลิตร ผสมกับเมทานอล 900 ไมโครลิตร จะได้ความ
เข้มข้นเป็น 100 µg/ml 

ขั้นตอนทดสอบ 
เติมสารตามหลุมที่ก าหนดดังนี้ 
หลุมที่ 1 = สารสกัด (500 µg/ml) 100 ไมโครลิตร ผสมกับ 2% AlCl3 100 ไมโครลิตร 
หลุมที่  2 = Quercetin (100 - 0.78 µg/ml) 100 ไมโครกรัม ผสมกับ 2% AlCl3 100 

ไมโครลิตรจากนั้นน าไปบ่ม 10 นาที ที่อุณหภูมิห้อง  เขย่าเป็นระยะๆ แล้วน าไปค่าการดูดกลืนแสงที่ 
415 นาโนเมตรวิเคราะห์ผลจากสมการเส้นตรงจากกราฟมาตรฐาน  

 
7.3. ศึ ก ษ าฤ ท ธิ์ ต้ า น อนุ มู ล อิ ส ระข อ งส ารส กั ด ใบ ข ลู่  โด ย วิ ธี  DPPH (1, 1-diphenyl-2-
picrylhydrazy), ABTS (2,2′-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) และ FRAP 
(ferric reducing antioxidant power) ดังนี้ 

7.3.1 DPPH scavenging assay สารที่ต้องใช้และการเตรียมสาร 
1). DPPH solution working 

 ชั่ง DPPH 0.003 กรัม ละลายกับเมทานอล 50 มิลลิลิตร 
2). Ascorbic acid 50 µg/ml  

 เตรียมจาก stock เข้มข้น 1000 µg/ml โดยชั่ง Ascorbic acid มา 0.001 กรัม 
ละลายด้วยน้ ากลั่น 1 มิลลิลิตร จากนั้นปิเปตมา 50 ไมโครลิตร ผสมกับน้ ากลั่น 950 ไมโครลิตร ได้ 
Ascorbic acid เข้มข้น 50 µg/ml 

3). สารสกัด 1000 µg/ml 
 ชั่งสารสกัด 0.001 g ละลายด้วยน้ ากลั่นหรือ DMSO ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร 

4). สารสกัด 250 µg/ml 
 ปิเปตจาก stock 1000 µg/ml มา 250 ไมโครลิตร ผสมกับน้ ากลั่นหรือ DMSO 

750 ไมโครลิตร 
เติมสารตามที่ก าหนด ดังนี้ 

หลุมที่ 1 = DPPH solution 100 ไมโครลิตร ผสมกับเมทานอล 100 ไมโครลิตร 
หลุมที่ 2 = สารสกัด (125  - 0.976 µg/ml) 100 ไมโครลิตร ผสมกับ DPPH solution 

100 ไมโครลิตร 
หลุมที่ 3 = Ascorbic acid (25 – 0.3 µg/ml) 100 ไมโครลิตร ผสมกับ DPPH solution 

100 ไมโครลิตร 
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 บ่มนาน 20 นาทีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แล้วน าออกมาวัดค่าการดูดกลืนแสง
ที่ 517 นาโนเมตร 

%inhibition = (Abs. Control – Abs. Sample)/Abs. Control x 100 
ค่า IC50 คือ ความเข้มข้นของสารสกัดที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระได้ 

50% หาได้จากการพลอตกราฟระหว่างแกน y คือ %inhibition และ X คือ ความเข้มข้น จากนั้น
ค านวณหาสมการเส้นตรง แล้วแทนค่าลงในสมการ 

 
7.3.2 ABTS radical scavenging assay สารที่ใช้และการเตรียมสาร 

1). ABTS solution working 
 Stock ABTS 1 มิลลิลิตร ผสมกับ เมทานอล 39 มิลลิลิตร 

2). สารสกัด 50 µg/ml 
 เจือจางจาก 1000 µg/ml โดยปิเปตมา 50 ไมโครลิตรผสมกับน้ ากลั่นหรือ DMSO 

950 ไมโครลิตร 
3). Ascorbic acid 50 µg/ml  

 เตรียมจาก stock เข้มข้น 1000 µg/ml โดยชั่ง Ascorbic acid มา 0.001 กรัม 
ละลายด้วยน้ ากลั่น 1 มิลลิลิตร จากนั้นปิเปตมา 50 ไมโครลิตร ผสมกับน้ ากลั่น 950 ไมโครลิตร ได้ 
Ascorbic acid เข้มข้น 50 µg/ml 

ขั้นตอนการทดลอง 
เติมสารตามที่ก าหนดดังนี้ 

หลุมที่ 1 = ABTS solution 100 ไมโครลิตร ผสมกับ เมทานอล 100 ไมโครลิตร 
หลุมที่ 2 = สารสกัด (25 – 0.19 µg/ml) 100 ไมโครลิตร ผสมกับ ABTS Solution 

100 ไมโครลิตร 
หลุมที 3 = Ascorbic acid (50 – 0.3 µg/ml) 100 ไมโครลิตร ผสมกับ ABTS 

solution 100 ไมโครลิตร 
 บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสในที่มืด นาน 6 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 

734 นาโนเมตร  
%inhibition = (Abs. Control – Abs. Sample)/Abs. Control x 100  
ค่า IC50 คือ ความเข้มข้นของสารสกัดที่น้อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระได้ 

50% หาได้จากการพลอตกราฟระหว่างแกน y คือ %inhibition และ X คือ ความเข้มข้น จากนั้น
ค านวณหาสมการเส้นตรง แล้วแทนค่าลงในสมการ  
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7.3.3  Ferric reducing antioxidation power (FRAP) assay สารที่ ต้ องใช้ และการ
เตรียมสาร  

1). สารละลาย FRAP 
เตรียมได้จากการผสม 300 mM acetate buffer pH. 3.6, 10 mM TPTZ ใน 40 

mM HCl และ 20 mM FeCl3 ในอัตราส่วน 10:1:1 
2). Ferrous sulfate (FeSO4.7H2O) 500 µg/ml (Standard solution) 

 เตรียมความเข้มข้น 1000 µg/ml โดยชั่ง FeSO4 มา 0.001 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 
1 มิลลิลิตร จากนั้นปิเปตมา 500 ไมโครลิตร ละลายกับน้ ากลั่นอีก 500 ไมโครลิตร  

3). สารสกัดเข้มข้น 250 µg/ml 
 เจือจางจาก stock เข้มข้น 1000 µg/ml ท าได้โดยปิเปตมา 250 ไมโครลิตร ผสม

กับน้ ากลั่นหรือ DMSO 750 ไมโครลิตร  
4). Ascorbic acid (Vitamin C) 50 µg/ml (positive control) 

 เตรียมวิตามินซีให้มีความเข้มข้นเป็น 1000 µg/ml โดยชั่งวิตามินซี 0.001 กรัม 
ละลายในน้ ากลั่น  1 มิลลิลิตร จากนั้นปิเปตมา 50 ไมโครลิตร ละลายในน้ ากลั่น 950 ไมโครลิตร ได้
ความเข้มข้น 50 µg/ml 

ขั้นตอนทดสอบ 
เติมสารตามหลุมที่ก าหนดดังนี้ 
หลุมที่  1 = สารสกัด (250 µg/ml) 50 ไมโครลิตร ผสมกับ สารละลาย FRAP 150 

ไมโครลิตร 
หลุมที่ 2 = FeSO4 (500 – 0.78 µg/ml) 50 ไมโครลิตร ผสมกับ สารละลาย FRAP 150 

ไมโครลิตร 
หลุมที่  3 = วิตามินซี  (50 µg/ml) 50 ไมโครลิตร ผสมกับ สารละลาย FRAP 150 

ไมโครลิตร 
หลุมที่  4 = น้ ากลั่ นหรือ  DMSO 50 ไมโครลิตร ผสมกับ  สารละลาย FRAP 150 

ไมโครลิตร 
น าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 8 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 
 
การค านวณสามารถหาได้จากสมการเส้นตรงจากกราฟมาตรฐาน จากนั้นน าค่าการดูดกลืน

แสงของสารสกัดมาแทนลงในสมการ ผลที่ได้รายงานเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยใช้ 
one-way analysis of variance (ANOVA) with least significant difference (LSD) โ ด ย
โปรแกรม SPSS ส าหรับ Windows® 16.0 ค่าความเชื่อม่ันร้อยละ95 
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8. เปรียบเทียบช่วงเวลาการเจริญเติบโตที่ต่างกัน 
เก็บตัวอย่างใบขลู่จากจังหวัดชลบุรี  เพชรบุรีและประจวบคีรีขันธ์ ในช่วงเวลาการ

เจริญเติบโตที่ต่างกันคือ ใบอ่อนขณะยังไม่ออกดอก ใบแก่ขณะออกดอก และใบแก่ขณะยังไม่ออก
ดอก สกัดสารแล้วเปรียบเทียบปริมาณสารสกัดหยาบที่ได้ วิเคราะห์ปริมาณสาร total phenolics, 
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและปริมาณสารส าคัญจากวิธี HPLC ที่ได้พัฒนาไว้แล้วในปีแรกของการวิจัยแล้ว
จึงรวบรวมข้อมูลและสรุปผล ผลที่ได้รายงานเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยใช้ one-way 
analysis of variance (ANOVA) with least significant difference (LSD) โดยโปรแกรม SPSS 
ส าหรับ Windows® 16.0 ค่าความเชื่อม่ันร้อยละ95  

 
9 การพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์โดยตั้งต ารับยาอมเม็ดนิ่มจากสารสกัดขลู่ (PLE pastilles) 
 การเตรียมต ารับยาอมเม็ดนิ่มสามารถท าได้โดย หลอมเจลาตินและน้ าตาล หลังจาก

นั้นเติมเจลาตินและสารสกัดขลู่ (PLE) ผสมให้เข้ากัน เติมสารช่วยอ่ืน ๆ ในต ารับ ตั้งทิ้งไว้จนมี
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส แต่งกลิ่นด้วย เทลงแม่พิมพ์ รอจนเย็น แกะจากแม่พิมพ์ และน ายาอมเม็ด
นิ่มไปประเมิน 

9.1 ผลของปริมาณเจลาติน  
 9.1.1 ศึกษาปริมาณเจลาตินที่ส่งผลต่อสมบัติทางกายภาพของยาอมเม็ดนิ่ม ที่ร้อย

ละ 10,15,20 และ 25 โดยน้ าหนัก หลังจากนั้นน าไปประเมินผลตามข้อ 9.2  
9.1.2 ผลของปริมาณทัลคัม (Talcum) 

 ศึกษาปริมาณทัลคัมที่ส่งผลต่อสมบัติทางกายภาพของยาอมเม็ดนิ่ม ที่ร้อยละ 1, 2.5 
และ 5 โดยน้ าหนัก หลังจากนั้นน าไปประเมินผลตามข้อ 9.2  

9.1.3 ผลของปริมาณไฮดรอกซีโพรพิลเมธิลเซลลูโลส  (เอชพีเอ็มซี:HPMC) 
 ศึกษาปริมาณเอชพีเอ็มซีที่ส่งผลต่อสมบัติทางกายภาพของยาอมเม็ดนิ่ม ที่ร้อยละ 

5,10 และ 15 โดยน้ าหนัก หลังจากนั้นน าไปประเมินผลตามข้อ 9.2  
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ตารางที ่2 สูตรต ารับยาอมเม็ดนิ่ม 
 % w/w 

Ingredient F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 

PLE 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 
Gelatin 10 15 20 25 20 20 20 20 20 20 20 20 

Sucrose 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 
Glycerol 40 40 40 40 30 50 40 40 40 40 40 40 

Talcum - - - - - - 1 2.5 5 1 1 1 

HPMC - - - - - -    -    - - 5 10 15 
Sodium benzoate 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

Chocolate flavor qs qs qs qs qs qs qs qs qs qs qs qs 

Water qs to 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
 
 9.2 การประเมินต ารับยาอมเม็ดนิ่ม  
  9.2.1 การประเมินน้ าหนัก (weight variation)  
   ชั่งน้ าหนักยาอมเม็ดนิ่ม 20 เม็ด ค านวณหาค่าเฉลี่ย บันทึกผล mean±SD 
  9.2.2 การประเมินขนาด  
   วัดความกว้าง ความยาว และความสูงของ ยาอมเม็ดนิ่ม จ านวน 10 เม็ด 
โดยใช้ Thickness Gauge ค านวณหาค่าเฉลี่ย บันทึกผล mean±SD 
  9.2.3 การประเมินเนื้อสัมผัส (Texture property)  
   ประเมินยาอมเม็ดนิ่มสูตรละ 3 เม็ด โดยใช้เครื่อง texture analyzer 
(TA_XT plus, Stable micro system, UK) ขนาด cylindrical probe 2 มม. บันทึกแรงที่ใช้ในการ
ท าให้ยาอมเม็ดนิ่มแตก  
  9.2.4 การทดสอบการละลาย (In vitro dissolution study)  
   ศึกษาการละลายโดยใช้ยาอมสูตรละ 3 เม็ดทดสอบด้วย dissolution 
apparatus II ใน SGF pH 1.2 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส วัดการละลายของ 3-O-
caffeoylquinic acid (3-CQ) โดยใช้ High performance liquid chromatography (HPLC)  
  9.2.5 ความคงตัว (stability test) 
   ทดสอบความคงตัวที่ 40 องศาเซลเซียส 75% RH เป็นเวลา 6 เดือน 
หลังจากนั้นประเมินหาปริมาณสารส าคัญ 
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ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
 

1. การสกัดดีเอ็นเอ 
1.1 การสกัดดีเอ็นเอโดยชุดเครื่องมือ DNeasy® Plant Mini Kit 

 
รูปที่ 1. ผลการทดสอบของดีเอ็นเอขลู่ที่สกัดได้;  0=DNA Ladder, 1=นนทบุรี การชะครั้งที่1, 2=
นนทบุรี การชะครั้งที่2, 3=ประจวบคีรีขันธ์ การชะครั้งที่1, 4=ประจวบคีรีขันธ์ การชะครั้งที่2, 5=
ราชบุรี การชะครั้งที่1, 6=ราชบุรี การชะครั้งที่2, 7=เพชรบุรี การชะครั้งที่1, 8=เพชรบุรี การชะ
ครั้งที2่, 9=สมุทรสาคร การชะครั้งที่1, 10=สมุทรสาคร การชะครั้งที่2 
 

 
รูปที่ 2. ผลการทดสอบดีเอ็นเอที่สกัดได้;  0=DNA Ladder, 1=ระยอง การชะครั้งที่1, 
 2=ระยอง การชะครั้งที่2, 3= สมุทรสงคราม การชะครั้งที่1, 4=สมุทรสงคราม การชะครั้งที่2, 5=
ฉะเชิงเทรา การชะครั้งที่1, 6=ฉะเชิงเทรา การชะครั้งที่2, 7=ราชบุรี การชะครั้งที่1,  
8=ราช บุ รี  ก า รช ะค รั้ งที่ 2, 9=จั น ท บุ รี  ก า รช ะค รั้ งที่ 1, 10=จั น ท บุ รี  ก ารช ะค รั้ งที่ 2
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รูปที่ 3. ผลการทดสอบดีเอ็นเอที่สกัดได้; 0=DNA Ladder, 1=สุราษฎร์ธานี  การชะครั้งที่1, 2=สุราษฎร์
ธานี  การชะครั้งที่2, 3=อุตรดิตถ์ การชะครั้งที่1, 4=อุตรดิตถ์ การชะครั้งที่2,  
5=ภูเก็ต การชะครั้งที่1, 6=ภูเก็ต การชะครั้งที่2, 7=นครราชสีมา การชะครั้งที่1, 8=นครราชสีมา การ
ชะครั้งที2่ 
 

 
รูปที่ 4. ผลการทดสอบดีเอ็นเอที่สกัดได้; 0=DNA Ladder, สงขลา  การชะครั้งที1่,  
2=สงขลา การชะครั้งที่2, 3=ชลบุรีการชะครั้งที่1, 4=ชลบุรี การชะครั้งที่2 
 
1.2 การวัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอด้วยชุด Qubit® assays 
ตารางที่ 3. ปริมาณความเข้มข้นดีเอ็นเอของขลู่จาก 15 จังหวัด 

 
ล าดับ 

 
จังหวัด 

ปริมาณดีเอ็นเอ(µg/ml) 

การชะครั้งที่ 1 การชะครั้งที่ 2 

1 ประจวบคีรีขันธ์ 18.4 14.0 

2 ชลบุรี 25.1 4.29 

3 นนทบุรี 25.8 23.3 

4 ภูเก็ต 40.9 30.2 

5 ราชบุรี 26.3 8.08 

6 ระยอง 43.8 39.1 
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7 สมุทรสาคร 39.3 32.9 

8 สมุทรสงคราม 24.2 14.7 

9 สงขลา 25.5 19.8 

10 จันทบุรี 25.4 21.1 

11 นครราชสีมา 27.0 30.0 

12 เพชรบุรี 45.8 39.6 

13 สุราษฎร์ธานี 19.0 6.69 

14 ฉะเชิงเทรา 22.0 21.4 

15 อุตรดิตถ์ 4.05 0.313 

 
 จากการทดสอบตัวอย่างจีโนมิกส์ดีเอ็นเอ (genomics DNA) ที่สกัดได้จากขลู่ทั้ง 15 จังหวัด ซึ่งมี
ตัวอย่างจีโนมิกส์ดีเอ็นเอ 13 จังหวัด คือ ประจวบคีรีขันธ์ ชลบุรี นนทบุรี ภูเก็ต ราชบุรี ระยอง สงขลา 
จันทบุรี นครราชสีมา เพชรบุรี ฉะเชิงเทรา สมุทรสงคราม และสมุทรสาคร ที่ถูกสกัดมาจากส่วนของดอก
สดและยอดอ่อนสด ส่วนอีก 2 จังหวัดนั้น คือ อุตรดิตถ์ และสุราษฎร์ธานี ถูกสกัดมาจากส่วนของดอก
แห้งและใบแห้งด้วยชุดเครื่องมือ DNeasy Plant Mini Kit® เมื่อน าไปวัดความเข้มข้นโดยใช้ Qubit  
assay® ผลที่ได้พบว่า ตัวอย่างจีโนมิกส์ดีเอ็นเอจากแต่ละจังหวัดมีความเข้มข้นแตกต่างกัน โดยจะมี
ความเข้มข้นอยู่ในช่วง 0.313-45.8 ng/µl  แต่มีแนวโน้มว่าความเข้มข้นจากการชะครั้งที่ 1 (ความ
เข้มข้นอยู่ในช่วง 4.05-45.8 ng/µl) จะมีความเข้มข้นสูงกว่าการชะครั้งที่ 2 (ความเข้มข้นอยู่ในช่วง 
0.313-39.6 ng/µl) และจังหวัดที่มีความเข้มข้นต่ าที่สุดคือ อุตรดิตถ์ และสุราษฎร์ธานี เนื่องจากเป็น
ตัวอย่างแห้ง 
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2. การพิสูจน์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของขลู่ที่ต าแหน่ง ITS โดยใช้เทคนิค PCR 
 

 
 
รูปที่ 5. แถบดีเอ็นเอในต าแหน่ง ITS ของ Pluchea indica  ทั้ง 15 จังหวัด 
 
ผลการเพ่ิมปริมาณล าดับเบสในต าแหน่ง ITS พบว่าล าดับดีเอ็นเอในต าแหน่ง ITS1 อยู่ในช่วงที่ 2-256 
และต าเหน่ง ITS2 อยู่ในช่วงที่  421-644 โดยการทดลองในครั้งนี้สามารถเพ่ิมปริมาณล าดับเบสได้
นอกเหนือจาก ITS ด้วย เนื่องจากมีการใช้ primer ที่จะเข้าจับบริเวณ 18S และ 26S จึงท าให้สามารถ
เพ่ิมปริมาณล าดับเบสบริเวณ 18S และ 26S ได้บางส่วนโดยสามารถเพ่ิมล าดับเบสบริเวณ 18S คือล าดับ
เบสในต าเหน่งที่ 1 และเพ่ิมปริมาณล าดับเบสบริเวณ 26S ได้ 50 ล าดับเบสคือช่วงที่ 645-695 แต่มี
ตัวอย่างขลู่จากจังหวัดสมุทรสาครที่ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณล าดับเบสในต าแหน่ง ITS2 ได้ครบถ้วนและ
ตัวอย่างขลู่จากจังหวัดสมุทรสงครามไม่สามารถเพ่ิมปริมาณล าดับเบสบริเวณ 26S ได้ 
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รูปที่ 6 การเปรียบเทียบล าดับเบสดีเอ็นเอของตัวอย่าง Pluchea indica ทั้ง 15 จังหวัด 
 

จากผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของดีเอ็นเอของขลู่ที่ต าแหน่ง ITS ด้วยโปรแกรม BioEdit  version 7.2 
แสดงให้เห็นว่าล าดับเบสดีเอ็นเอของขลู่ทั้ง 15 จังหวัดนั้นเหมือนกันทั้งหมดทั้งต าแหน่ง ITS1 และ ITS2 
เมื่อเปรียบเทียบกับล าดับเบสดีเอ็นเอของขลู่ที่น ามาอ้างอิงจากฐานข้อมูลรหัสพันธุกรรมของ DNA Data 
Bank of Japan (DDBJ) แต่อย่างไรก็ตามล าดับเบสดีเอ็นเอของจังหวัดสมุทรสาครนั้นไม่สามารถสังเคราะห์
ไดค้รบสมบูรณ์ของล าดับเบสดีเอ็นเอต าแหน่ง ITS2  

จากงานวิจัยของ Endashaw Bekele ในปี 2007 ศึกษาล าดับเบสในต าแหน่ง ITS เพ่ือใช้อธิบาย
ความสัมพันธ์ของพืชจ านวน 5 species ในสกุล Guizotia ซึ่งเป็นพืชในวงศ์เดียวกับขลู่ โดยใช้ล าดับเบสใน
ต าแหน่ง ITS ที่แตกต่างกันยืนยันสปีชีส์ของพืชที่เก็บมาและยังสามารถระบุได้ถึงระดับซับสปีชีส์ นอกจากนี้
ยังสามารถใช้ล าดับเบสในต าแหน่ง ITS ที่แตกต่างกัน จัดกลุ่มความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมได้ (50) เมื่อท า
การเพ่ิมปริมาณล าดับเบสดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง ITS ด้วยเทคนิค PCR gel electrophoresis แล้วพบว่าแถบดี
เอ็นเอของตัวอย่างขลู่ที่เก็บมาทั้งหมด 15 จังหวัดนั้นขึ้นที่ต าแหน่งเดียวกันทั้งหมด ที่ขนาด 750-1,000 bp 
เมื่ อ เที ย บ กั บ  marker จ าก ก า ร ใช้  Forward primer (18sF) แ ล ะ  Reverse primer (26sR) ที่ มี
ความจ าเพาะในการเข้าจับกับดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง ITS นั่นหมายความว่าสารสกัดดีเอ็นเอที่สกัดมาได้จาก
ตัวอย่างขลู่ทั้ง 15 จังหวัดนั้น มีแนวโน้มว่าจะเป็น Pluchea indica เหมือนกันทั้งหมด และเพ่ือเป็น
หลักฐานที่ยืนยันถึงการเป็นสารสกัดดีเอ็นเอของ Pluchea indica จึงมีการส่งสารไปท า Capillary 
electrophoresis (CE) จนได้สายล าดับเบสดีเอ็นเอที่แสดงการเรียงของเบสแต่ละตัวออกมาของแต่ละ
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จังหวัดพร้อมกับยืนยันว่าเป็น Pluchea indica ซึ่งเป็นสายของ Forward primer 1 สาย และสายของ 
Reverse primer 1 สาย  หลังจากนั้นน าสายล าดับเบสดีเอ็นเอที่ได้มาวิเคราะห์ที่ต าแหน่ง 18S, ITS1, 
5.8S, ITS2 และ 26S ด้วยโปรแกรม Bioedit version 7.2 และท าการเปรียบเทียบกับล าดับเบสดีเอ็นเอ
ของ Pluchea indica ที่มีเลข Accession number AF429876 (51)  โดยน ามาอ้างอิงจากฐานข้อมูลรหัส
พันธุกรรมของ DNA Data Bank of Japan (DDBJ) ซึ่งในระหว่างการวิเคราะห์นั้นพบว่าสายล าดับเบสดี
เอ็นเอที่มีปัญหาคือตัวอย่างขลู่จากจังหวัดสมุทรสาคร ฉะเชิงเทรา และอุตรดิตถ์ ซึ่งสายล าดับเบสดีเอ็นเอ
ขลู่ของจังหวัดสมุทรสาครนั้น ไม่สามารถรวมสาย Forward primer และ Reverse primer ได้อย่าง
สมบูรณ์ เพราะมีล าดับเบสดีเอ็นเอบางส่วนในต าแหน่ง ITS2 ไม่น่าเชื่อถือท าให้ต้องตัดล าดับเบสดีเอ็นเอ
บางส่วนนั้นออกไป ส่วนตัวอย่างขลู่จากจังหวัดฉะเชิงเทราและอุตรดิตถ์นั้นพบปัญหาที่คล้ายคลึงกันคือ 
ล าดับเบสดีเอ็นเอที่สาย Forward primer จะมีบางส่วนในต าแหน่ง ITS2 ที่ไม่น่าเชื่อถือเมื่อเทียบกับล าดับ
เบสดีเอ็นเอที่น ามาอ้างอิง แต่เมื่อมาดูล าดับเบสดีเอ็นเอที่สาย Reverse primer แล้วพบว่ามีความ
น่าเชื่อถือเมื่อเทียบกับล าดับเบสดีเอ็นเอที่น ามาอ้างอิง จึงสามารถแก้ไขและรวมสายล าดับเบสเข้ากันได้ 
โดยเมื่อน าไปเทียบร่วมกับจังหวัดอ่ืนๆก็พบว่ามีล าดับเบสดีเอ็นเอที่เหมือนกันช่วยเพ่ิมความน่าเชื่อถือได้มาก
ขึ้นทั้งล าดับเบสในต าแหน่ง 18S, ITS1, 5.8S, ITS2 และ 26S ท าให้สามารถรวมสายล าดับเบสดีเอ็นเอได้
อย่างสมบูรณ์ 
 หลังจากที่ได้จีโนมิกส์ดีเอ็นเอแล้ว จึงน ามาพิสูจน์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ โดยพิสูจน์ในต าแหน่ง ITS โดย
มีการใช้ primer ที่มีความจ าเพาะต่อขลู่ โดยอ้างอิงจาก genbank ที่มี accession number LN607524 
(51) ซึ่งเป็น primer ที่จะเข้าจับบริเวณ 18S และ 26S เพ่ือเพ่ิมปริมาณล าดับเบสในต าแหน่ง ITS และเมื่อ
น าล าดับเบสของ Pluchea indica ที่ต าแหน่ง ITS ที่ถอดรหัสได้มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Bioedit โดยมี
การใช้ล าดับดีเอ็นเออ้างอิงจาก genbank ที่มี accession number AF429876 แล้วพบว่าตัวอย่างของขลู่
ที่มีอยู่ทั้ง 15 จังหวัดนั้นมีล าดับเบสเหมือนกับตัวเปรียบเทียบที่เลือกมาจาก Genbank ซึ่งได้มีการระบุถึง
ต าแหน่งเริ่มต้นของดีเอ็นเอบริเวณ ITS1, 5.8S และ ITS2  ไว้อย่างชัดเจน จึงสามารถยืนยันได้ว่าตัวอย่าง
ขลู่ที่เก็บมาทั้ง 15 จังหวัดคือ Pluchea indica จริงและได้ท าการฝากข้อมูลไว้ที่ DNA Data Bank of 
Japan (DDBJ) 
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3. การวิเคราะห์ความหลากหลายทางสายพันธุ์ของขลู่ด้วยเทคนิค ISSR  
 

 
 
รูปที่ 7 แถบดีเอ็นเอของ Pluchea indica จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ISSR โดยการใช้ primer 
ISSR3; แถบที่ 0=DNA Ladder, 1= ภูเก็ต 2= สุราษฎร์ธานี 3= นครราชสีมา 4= ประจวบคีรีขันธ์ 5=
เพชรบุรี 6 =นนทบุรี 7= ราชบุรี 8= สงขลา 9= ฉะเชิงเทรา 10= จันทบุรี 11= ชลบุรี 
12= สมุทรสงคราม 13= สมุทรสาคร 14= ระยอง 15= อุตรดิตถ ์
 
 

 
รูปที่ 8. แถบดีเอ็นเอของ Pluchea indica จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ISSR โดยการใช้ primer 
ISSR3 ของจังหวัดสุราษฎร์ธานี; แถบที่ 0= DNA Ladder, 1= สุราษฎร์ธานี ISSR1,  
2= สุราษฎร์ธานี ISSR2, 3= สุราษฎร์ธานี ISSR3, 4= สุราษฎร์ธานี ISSR4, 5= สุราษฎร์ธานี ISSR8, 6= 
ภู เก็ต ISSR1, 7= ภู เก็ต  ISSR2, 8= ภู เก็ต ISSR3, 9= ภู เก็ต ISSR4, 10= ภู เก็ต ISSR8, 11 โคราช 
ISSR1, 12= โคราช ISSR2, 13= โคราช ISSR3, 14= โคราช ISSR4,  
15= โคราช ISSR8 
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รูปที่ 9. แถบดีเอ็นเอของ Pluchea indica จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ISSR โดยการใช้ primer 
ISSR4; แถบที่ 0=DNA Ladder, 1= ภูเกต็ 2= สุราษฎร์ธานี 3= นครราชสีมา 4= ประจวบคีรีขันธ์  
5=เพชรบุรี 6 =นนทบุรี 7 =ราชบุรี 8= สงขลา 9= ฉะเชิงเทรา 10= จันทบุรี 11= ชลบุรี 
12= สมุทรสงคราม 13= สมุทรสาคร 14= ระยอง 15= อุตรดิตถ ์
 

 
รูปที่ 10. แถบดีเอ็นเอของ Pluchea indica จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ISSR โดยการใช้ primer 
ISSR8; แถบที่ 0=DNA Ladder, 1= ภูเก็ต 2= สุราษฎร์ธานี 3= นครราชสีมา 4= ประจวบคีรีขันธ์ 5=
เพชรบุรี 6= นนทบุรี 7= ราชบุรี 8= สงขลา 9= ฉะเชิงเทรา 10= จันทบุรี 11= ชลบุรี 
12= สมุทรสงคราม 13= สมุทรสาคร 14= ระยอง 15= อุตรดิตถ ์
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รูปที่ 11.  แถบดีเอ็นเอของ Pluchea indica จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ISSR 
แถบที่ 0= DNA Ladder, 1= อุตรดิตถ์ ISSR1, 2= อุตรดิตถ์ ISSR1, 3= สมุทรสาคร ISSR4, 
 4= สมุทรสาคร ISSR4 
 

 
รูปที่ 12. ISSR ของพังกาดอกช่อ (Bruguiera hainesii C.G.Roger) 
แถบที่ 0= DNA Ladder, 1= พังกาดอกช่อ ISSR1, 2= พังกาดอกช่อ ISSR2, 3= พังกาดอกช่อ ISSR3, 
4= พังกาดอกช่อ ISSR4, 5= พังกาดอกช่อ ISSR 8 
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ตารางที่ 4. จ านวนแถบดีเอ็นเอ monomorphic, polymorphic  ของตัวอย่างขลู่ 15 จังหวัดโดยใช้
เทคนิค ISSR จาก 5 primer 

Primer ขนาดของแถบDNA 
(base pair) 

จ านวน  
polymorphic 

จ านวน
monomorphic 

จ านวนแถบ
ทั้งหมด 

ISSR3 250-750 9(100%) 0 9 

ISSR4 250-1,500 8(89%) 1(11%) 9 

ISSR8 250-1,000 6(86%) 1(14%) 7 

รวม  23 2 25 

  
 ตัวอย่างขลู่ที่เก็บมาจาก 15 จังหวัดได้น ามาวิเคราะห์หาความหลากหลายทางสายพันธุ์ด้วยเทคนิค 
ISSR โดยมีการใช้ primer จ านวน 5 ชนิดโดยคัดเลือกมาจากงานวิจัยของ Dogan Bekir (52) เมื่อท าการ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของขลู่ทั้ง 15 ตัวอย่างพบว่า primer ทั้ง 5 ชนิด สามารถเพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอได้ ซึ่งประกอบไปด้วยแถบดีเอ็นเอทั้งชนิดที่เห็นแถบดีเอ็นเอชัดเจนและชนิดที่เห็นแถบดีเอ็นเอไม่
ชัดเจน จึงมีการให้คะแนนของการนับแถบดีเอ็นเอแบบ Binary เฉพาะแถบดีเอ็นเอที่มีความชัดเจนเป็นหลัก 
ซึ่งจากการนับแถบดีเอ็นเอของ primer ทั้ง 5 ชนิด พบว่า แถบดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่มปริมาณโดย primer ISSR1 
และ ISSR2 ไม่สามารถน ามานับจ านวนแถบดีเอ็นเอได้เนื่องจากแถบที่ได้ไม่ชัดเจน จึงคัด primer ISSR1 
และ ISSR2 ออกจากการศึกษา  แต่ส าหรับ primer ISSR3, ISSR4 และ ISSR8 สามารถนับแถบดีเอ็นเอได้
ชัดเจนดังนั้นการศึกษานี้จึงคัดเลือก primers 3 ชนิดนี้มาใช้ในการศึกษา 

 จ านวนแถบดีเอ็นเอรวมทั้งหมดมี 25 แถบ และให้แถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน (polymorphic) เป็น
จ านวน 23 แถบ มีขนาดอยู่ระหว่าง 250-1,500 bp เมื่อเปรียบเทียบกับ marker ที่มีขนาดอยู่ระหว่าง 
250-10,000 bp 
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4. ผลของฤดูกาลในการเก็บเกี่ยวใบขลู่ 
ศึกษาเปรียบเทียบปริมาณสารสกัดหยาบที่ได้ วิเคราะห์ปริมาณสาร total phenolics, total 

flavonoids ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของใบขลู่จากจังหวัดต่างๆ ซึ่งเก็บในช่วงเวลาที่ต่างกันคือ เดือนเมษายน
เป็นตัวแทนของฤดูร้อน เดือนสิงหาคมเป็นตัวแทนของฤดูฝน เดือนธันวาคมเป็นตัวแทนของฤดูหนาว ผล
การทดลองพบว่า จากการศึกษาพบว่า ตัวอย่างจากจังหวัดอุตรดิตถ์ แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่สูงที่สุด 
ในขณะที่จังหวัดนครราชสีมา แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ต่ าที่สุด ดังตารางที่ 5 ส าหรับผลของฤดูกาล 
พบว่า ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ทั้งด้านปริมาณสารส าคัญและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ดังตารางที่ 
6 จากการทดลองนี้พบว่า บริเวณการปลูกมีผลต่อฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและปริมาณสารส าคัญมากกว่า
ฤดูกาลเก็บเกี่ยว โดยใบขลู่ในภาคเหนือ พบว่ามีฤทธิ์มากกว่าในภาคอ่ืนอ่ืน อย่างไรก็ตามพืชบางชนิดพบว่า
ฤดูการเก็บเกี่ยวมีผลต่อปริมาณสารส าคัญและฤทธิ์ทางเภสัชวิทยายกตัวอย่างเช่นเมล็ดของมะรุม และ 
Strawberry เป็นต้น (53-54) เพ่ือเป็นการยืนยันผลการทดลองในการทดลองต่อไปอาจเพ่ิมระยะเวลา
การศึกษาเป็น 2 ถึง 3 ปีเพ่ือดูแนวโน้มและความเป็นไปได้ของปริมาณสารส าคัญและฤทธิ์ทางชีวภาพ ว่ามี
ความเกี่ยวเนื่องกันอย่างมีนัยส าคัญหรือไม ่

 
ตารางท่ี 5 แสดงค่าเฉลี่ยร้อยละของสารสกัดที่ได้ ปริมาณฟีโนลิกรวม ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม ของ
สารสกัดจากใบขลู่ในแหล่งและฤดูกาลต่างๆ 
 

จังหวัด/ฤดูกาล (เดือนที่เก็บเกี่ยว) ร้อยละของสาร
สกัด 
(น้ าหนักแห้ง)* 

ฟีโนลิกรวม  
(g GAE/100 g 

extract)* 

ฟลาโวนอยด์รวม 
(g QE/100 g 

extract)* 
นนทบุรี ฤดูร้อน (เมษายน) 21.24 ± 0.01 a 13.45 ± 0.59 a 7.49 ± 0.54 a 

ฤดูฝน (สิงหาคม) 34.61 ± 0.73 b 16.86 ± 1.84 b 7.88 ± 0.68 a 

ฤดูหนาว (ธันวาคม) 32.47 ± 0.67 c 14.24 ± 1.45 ab 7.65 ± 0.94 a 
เฉลี่ย 29.44 ± 7.18 14.85 ± 1.79 7.67 ± 0.19 

อุตรดิตถ์ ฤดูร้อน (เมษายน) 32.50 ± 0.03 c 18.28 ± 0.73 b 10.26 ± 0.66 b 

ฤดูฝน (สิงหาคม) 35.43 ± 1.02 b 18.44 ± 1.66 b 11.78 ± 1.23 b 

ฤดูหนาว (ธันวาคม) 29.40 ± 0.36 d 18.15 ± 1.59 b 10.21 ± 0.66 b 
เฉลี่ย 32.44 ± 3.02 18.29 ± 0.15 10.75 ± 0.89 

นครราชสีมา ฤดูร้อน (เมษายน) 29.00 ± 0.05 d 3.49 ± 0.32 c 2.23 ± 0.19 c 

ฤดูฝน (สิงหาคม) 29.37 ± 0.70 d 2.34 ± 0.15 c 2.24 ± 0.72 c 
ฤดูหนาว (ธันวาคม) 32.23 ± 0.96 c 3.27 ± 0.48 c 2.79 ± 0.40 c 

เฉลี่ย 30.20 ± 1.77 3.03 ± 0.61 2.42 ± 0.32 
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สุราษฏร์ธานี ฤดูร้อน (เมษายน) 26.80 ± 0.07 e 10.91 ± 0.36 d 5.70 ± 0.29 d 

ฤดูฝน (สิงหาคม) 25.17 ± 0.30 e 11.95 ± 1.71 ad 5.54 ± 1.11 d 

ฤดูหนาว (ธันวาคม) 27.47 ± 0.96 de 11.76 ± 1.06 d 5.84 ± 0.53 d 
เฉลี่ย 26.48 ± 1.18 11.54 ± 0.55 5.69 ± 0.15 
 

ตารางท่ี 6 แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบขลู่ในแหล่งและฤดูกาลต่างๆ 
 

จังหวัด/ฤดูกาล (เดือนที่เก็บเกี่ยว) 
DPPH assay 
IC50 (µg/ml)* 

ABTS assay 
IC50 (µg/ml)* 

FRAP assay 
(µg/ml of ascorbic 
acid equivalent/ 
100 g extract)* 

นนทบุรี ฤดูร้อน (เมษายน) 4.82 ± 0.23 a 13.55 ± 0.59 a 8.67 ± 0.78 a 
ฤดูฝน (สิงหาคม) 5.34 ± 0.42 a 14.44 ± 0.53 a 8.33 ±0.61 a 

ฤดูหนาว (ธันวาคม) 11.22 ± 0.75 b 15.71 ± 1.19 a 7.56 ± 0.66 a 
เฉลี่ย 7.12 ± 3.55 14.57 ± 1.09 8.19 ± 0.57 

อุตรดิตถ์ ฤดูร้อน (เมษายน) 3.45 ± 0.19 c 10.95 ± 0.50 b 13.21 ± 0.20 b 

ฤดูฝน (สิงหาคม) 4.14 ± 0.26 c 13.40 ± 0.67 a 11.26 ± 0.38 c 

ฤดูหนาว (ธันวาคม) 4.17 ± 0.65 ad 13.85 ± 1.09 a 9.57 ± 0.28 a 
เฉลี่ย 3.92 ± 0.41 12.73 ± 1.56 11.35 ± 1.83 

นครราชสีมา ฤดูร้อน (เมษายน) 28.95 ± 2.55 e 25.64 ± 0.01 d 2.53 ± 0.16 d 

ฤดูฝน (สิงหาคม) 16.05 ± 1.16 f 23.88 ± 1.44 d 1.00 ± 0.37 e 

ฤดูหนาว (ธันวาคม) 69.51 ± 4.44 g 84.16 ± 4.9 e 1.53 ±0.16 e 
เฉลี่ย 38.17 ± 27.90 44.56 ± 34.30 1.69 ± 0.78 

สุราษฏร์ธานี ฤดูร้อน (เมษายน) 7.09 ± 0.05 d 15.47 ± 1.78 a 10.41 ± 0.15 c 

ฤดูฝน (สิงหาคม) 8.36 ± 0.78 d 19.37 ± 0.94 c 8.10 ± 0.85 a 
ฤดูหนาว (ธันวาคม) 15.13 ± 2.72 f 19.58 ± 0.84 c 6.91 ± 0.19 a 

เฉลี่ย 10.19 ± 4.32 18.14 ± 2.31 8.47 ± 1.78 

ผลที่ได้รายงานเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยใช้ one-way analysis of variance 
(ANOVA) with least significant difference (LSD) โดยโปรแกรม SPSS ส าหรับ Windows® 16.0 
ค่าความเชื่อมั่นร้อยละ95 
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5 เปรียบเทียบช่วงเวลาการเจริญเติบโตที่ต่างกัน 
เก็บตัวอย่างใบขลู่จากจังหวัดชลบุรี เพชรบุรีและประจวบคีรีขันธ์ ในช่วงเวลาการเจริญเติบโตที่

ต่างกันคือ ใบอ่อนขณะยังไม่ออกดอก ใบแก่ขณะออกดอก และใบแก่ขณะยังไม่ออกดอกให้ผลดังนี้ 
จากตัวอย่างใบขลู่ทั้งหมดสารสกัดจากใบอ่อนขณะยังไม่ออกดอกของจังหวัดเพชรบุรีให้ร้อยละของ

สารสกัดที่ได้สูงกว่าจังหวัดอ่ืนๆคือ ร้อยละ 47.81 ในขณะที่ตัวอย่างใบแก่ขณะออกดอกจากจังหวัด
ประจวบคีรีขันธ์ให้ร้อยละของสารสกัดที่ได้ต่ ากว่าจังหวัดอ่ืนๆคือ ร้อยละ 34.83 เมื่อพิจารณาถึงค่าของ
total phenolics ตัวอย่างจากสกัดจากใบอ่อนให้ค่าสูงสุดในทุกจังหวัด ดังตารางที่ 7 ด้านฤทธิ์การต้าน
อนุมูลอิสระต่างๆ จากตัวอย่างใบขลู่ทั้งหมดสารสกัดจาก เมื่อพิจารณาจาก DPPH Assay สารสกัดจากใบ
อ่อนในจังหวัดเพชรบุรีให้ค่า IC50 ต่ าที่สุดที่ 16.09 µg/ml ซึ่งถือว่าให้ค่าการต้านอนุมูลอิสระในระดับสูง
มาก ในขณะที่กรดแอสคอบิก ให้ค่า IC50 ที่ 8.77 µg/ml ในขณะทีใ่บแก่ขณะยังไม่ออกดอกในจังหวัด
ประจวบคีรีขันธ์ให้ค่า IC50 มากที่สุดคือ 28.05 µg/ml เมื่อประเมินโดยวิธี ABTS assay พบว่าสารสกัดจาก
ใบอ่อนในทุกจังหวัดยังคงแสดงฤทธิ์สูงมากท่ีสุด อีกท้ังตัวอย่างจากจังหวัดเพชรบุรีและประจวบคีรีขันธ์ยังมี
ฤทธิ์ดีกว่ากรดแอสคอบิก (ตัวควบคุมบวก) ส่วนส าหรับ Ferric reducing antioxidant power assay 
(FRAP assay) สารสกัดจากใบอ่อนให้ค่า FRAP value สูงกว่าใบแก่ทั้งในสองระยะการเจริญเติบโต ดัง
ตารางที่ 8 ด้านปริมาณสารส าคัญของสารสกัดจากใบขลู่จากการศึกษาของ M.A. Mohd Shukri และคณะ 
พบว่าสารส าคัญในใบขลู่ได้แก่อนุพนัธุ์ของสารกลุ่ม caffeoylquinic acid และ dicaffeoylquinic acid ซ่ึง
เมื่อน าตัวอย่างทั้ง 7 แหล่งจากประเทศไทยไปทดสอบเปรียบเทียบด้วยเทคนิค LC-MS พบว่ามีสารส าคัญ
ได้แก่ 3-O-caffeoylquinic acid, 4-O-caffeoylquinic acid, 5-O-caffeoylquinic acid, 3,4-O-
dicaffeoylquinic acid, 3,5-O-dicaffeoylquinic acid, 4,5-O-dicaffeoylquinic acid เป็น
องค์ประกอบ โดยเมื่อน าสารเหล่านี้พัฒนาวิธีการวิเคราะห์ให้ถูกต้องเหมาะสมโดยเทคนิค HPLC สามารถ
หาปริมาณสารเหล่านี้ในสารสกัดจากแหล่งต่างๆ ได้ดังตารางที่ 7 โดยสารสกัดจากใบอ่อนมีสารกลุ่ม 
caffeoylquinic acid มากกว่าใบแก่ในทุกระยะ จากการศึกษาพืชชนิดอื่นเช่น มันฝรั่งและฝรั่งพบว่า
ระยะเวลาการเจริญเติบโตของพืชมีผลต่อปริมาณสารส าคัญและฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา (55-56) ซึ่งจากการ
ทดลองของสารสกัดใบขลู่สรุปได้ว่าสารสกัดจากใบอ่อนมีสารส าคัญและฤทธิ์ทางเภสัชวิทยามากกว่าใบแก่ท่ี
โตเต็มที่แล้วดังตารางที่ 7-8 
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ตารางที่ 7 แสดงค่าเฉลี่ยร้อยละของสารสกัดท่ีได้ ปริมาณฟีโนลิกรวม และปริมาณสารส าคัญในส่วนของใบอ่อน(1) ใบแก่ระยะก่อนออกดอก(2) ใบแก่ระยะออกดอก (3) ของ
สารสกัดจากใบขลู่ในประเทศไทย 
  

ระยะการ
เจริญเติบโต 

ร้อยละของสาร
สกัดที่ได้ * 

ฟีโนลิกรวม  
(g GAE.100g-1 

extract) * 

 ร้อยละของอนุพันธ์ caffeoylquinic acid (% w/w) * 

3 CQ 4 CQ 5 CQ 3,4 diCQ 3,5 diCQ 4,5 diCQ 

1 
2  
3 

จากชลบุรี 

45.18 ± 2.39 a 
42.40 ± 2.66 a  

7.38 ± 0.23 a 

6.13 ± 0.10 b 
3.38 ± 0.07 a 

1.03 ± 0.05 b 
1.69 ± 0.10 a 
0.47 ± 0.03 b 

0.72 ± 0.04 a 
0.19 ± 0.01 b 

1.91 ± 0.08 a 
0.52 ± 0.03 b 

6.32 ± 0.67 a 

1.00 ± 0.06 b 
19.33 ± 1.06 a 

4.35 ± 0.25 b 
38.22 ± 1.67 ab 5.81 ± 0.19 c 2.19 ± 0.13 c 0.93 ± 0.04 c 

 
0.34 ± 0.02 c 

 
0.81 ± 0.03 c 

 
1.94 ± 0.10 c 7.84 ± 0.37 c 

1 
2  
3 

จากเพชรบุรี 

47.81± 3.97 a 
41.99 ± 2.11 b 

8.09 ± 0.65 a  

5.70 ± 0.95 b 
7.27 ± 0.50 a 
2.87 ± 0.42 b 

3.07 ± 0.22 a 
0.84 ± 0.20 b 

1.61 ± 0.01a 
0.33 ± 0.06 b 

2.14 ± 0.11 a 
0.76 ± 0.07 b 

11.68 ± 0.04 a 

2.91 ± 0.25 b 
28.28 ± 1.16 a 

7.99 ± 0.64 b 
38.59 ± 1.75 b 6.28 ± 0.23 b 3.09 ± 0.03 b 0.85 ± 0.02 b 

 
0.33 ± 0.03 b 

 
0.80 ± 0.02 b 2.60 ± 0.04 c 9.35 ± 0.16 c 

1 
2  
3 

ประจวบคีรีขันธ์ 

45.05 ± 2.91 a 
40.00 ± 2.04 b 

7.98 ± 0.86 a 

5.09 ± 0.23 b 
3.83 ± 0.26 a 

1.35 ± 0.33 b 
1.98 ± 0.07 a 
0.72 ± 0.18 b 

0.86 ± 0.06 a 
0.23 ± 0.06 b 

1.85 ± 0.14 a 
0.62 ± 0.13 b 

6.24 ± 0.88 a 

1.64 ± 0.34 b 
21.53 ± 1.35 a 

5.59 ± 1.08 b 
34.83 ± 2.41 c 6.20 ± 0.71 c 1.18 ± 0.16 b 0.59 ± 0.10 b 

 
0.19 ± 0.02 b 

 
0.49 ± 0.04 b 

 
1.52 ± 0.12 b 4.94 ± 0.44 b 

* แสดงเป็นค่าเฉลี่ยเลขคณิต ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3), CQ = O-caffeoylquinic acid.  
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ตารางท่ี 8 แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในส่วนของใบอ่อน(1) ใบแก่ระยะก่อนออกดอก(2) ใบแก่ระยะออก

ดอก (3) ของสารสกัดจากใบขลู่ในประเทศไทยโดยวิธี DPPH, ABTS, and FRAP assays  

 

ระยะการ

เจริญเติบโต 

DPPH assay 

IC50 (µg.ml-1) * 

ABTS assay 

IC50 (µg.ml-1) * 

FRAP Assay 

(g FeSO4 equivalent. 

100 g-1 extract) * 

1 

2  

3 

จากชลบุรี 

17.84 ± 0.27 a 

21.74 ± 0.24 b  

22.88 ± 2.22 b 

9.11 ± 1.69 a 

17.23 ± 3.50 b  

16.77 ± 1.10 b  

 

3.97± 0.35 a 

2.30± 0.31 b  

2.10± 0.21 b  

 

1 

2  

3 

จากเพชรบุรี 

16.09 ± 0.32 a 

21.33 ± 1.10 b 

21.59 ± 0.83 b  

6.44 ± 2.30 a 

13.42 ± 2.50 b  

14.85 ± 2.20 b  

3.84 ± 0.32 a 

2.13± 0.45 b  

2.76 ± 0.31b  

1 

2  

3 

ประจวบคีรีขันธ์ 

20.55 ± 0.15 a 

28.05 ± 1.35 b  

25.40 ± 0.40 c 

6.22 ± 0.63 a 

15.03 ± 1.81 b  

14.60 ± 1.40 b 

3.64 ± 0.77 a 

1.78± 0.14 b  

2.38 ± 0.13 c 

Ascorbic acid 8.77 ± 0.14  7.26 ± 0.28  498.05 ± 52.73  

 

* แสดงเป็นค่าเฉลี่ยเลขคณิต ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=3) 
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6.การพัฒนาและทดสอบผลิตภัณฑ์ 
6.1 ลักษณะทางกายภาพของยาอมเม็ดนิ่ม  
 การศึกษาลักษณะทางกายภาพของยาอมเม็ดนิ่ม เป็นยาอมสีน้ าตาล ทรงสี่เหลี่ยม ความยากง่ายใน
การแกะออกจากแม่พิมพ์ แตกต่างกันขึ้นกับปริมาณเจลาติน พบว่าสูตร F3-F12 สามารถแกะออกจาก
แม่พิมพ์ได้ง่าย ส่วน F1และ F2  (ปริมาณร้อยละเจลาติน 10 และ 15 โดยน้ าหนัก) ไม่สามารถแกะจาก
แม่พิมพ์ได้ เนื่องจากปริมาณเจลาตินต่ าเกินไป ท าให้ยาอมเม็ดนิ่มไม่สามารถคงรูปร่างได้ การประเมิน
น้ าหนักและขนาดของยาอมเม็ดนิ่มพบว่า สูตร F3-F12 มีน้ าหนักและขนาดอยู่ในเกณฑ์ ดังแสดงใน
ตาราง 9  
 
ตารางที ่9 ลักษณะทางกายภาพของยาอมเม็ดนิ่ม 

Formulations Weight (g) Size (mm) 

Width Length Thickness 

F3 1.0509±0.0385 9.571±0.145 9.453±0.393 9.634±0.155 

F4 1.0946±0.0356 9.589±0.240 9.572±0.273 9.352±0.281 

F5 1.0638±0.0313 9.510±0.274 9.610±0.207  9.469±0.237  

F6 0.9817±0.0489 9.484±0.284 9.471±0.286 9.013±0.448 

F7 1.0806±0.0419 9.531±0.225 9.472±0.253  9.419±0.218 

F8 1.0912±0.0298 9.415±0.186 9.520±0.228 9.359±0.229 

F9 
F10 
F11 
F12 

1.1012±0.0416 
1.0659±0.0516 
1.0470±0.0318 
1.0728±0.0520 

9.497±0.152 
9.532±0.112 
9.547±0.107 
9.543±0.146 

9.513±0.177 
9.504±0.164 
9.413±0.133 
9.617±0.106 

9.469±0.226 
9.485±0.187 
9.516±0.229 
9.736±0.441 

 
 
 6.2 เนื้อสัมผัสยาอมเม็ดนิ่ม 
  เนื้อสัมผัสยาอมเม็ดนิ่มเป็นสมบัติส าคัญของยาอมที่ใช้อมหรือเคี้ยวภายในช่องป าก 
โดยเฉพาะอย่างเด็กและผู้สูงอายุ ยาอมเม็ดนิ่มที่ดีควรคงรูปอยู่ได้แม้อยู่ในช่องปาก และไม่แข็งเกินไปจน
ไม่สามารถกัดได้ การประเมินเนื้อสัมผัสยาอมโดยใช้ Texture analyzer พบว่าเมื่อเพ่ิมปริมาณเจลาติน 
จะท าให้ความแข็งของเม็ดยาเพ่ิมมากขึ้น สูตร F4 มีความแข็งของเม็ดยาสูงสุด และไม่เหมาะสมในการ
น ามาพัฒนาต่อเนื่องจากมีความแข็งมากเกินไป ดังนั้นสูตร F3 ถูกเลือกเพ่ือศึกษาผลของปริมาณ 
glycerol โดยผันแปรปริมาณ เป็นร้อยละ 30, 40 และ 50 ผลการศึกษาพบว่าปริมาณกลีเซอรอลไม่
ส่งผลต่อเนื้อสัมผัสของยาอมเม็ดนิ่ม ซึ่งผลที่ได้แตกต่างกับรายงานการศึกษาก่อนหน้าของ Nixon และ
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คณะ (57) และ การศึกษาของ Gekko และคณะ (58) อาจเนื่องมากจากปริมาณของกลีเซอรอลที่ไม่แต่
ต่างมากพอจนส่งผลต่อความแข็งของเจลเมื่อทดสอบด้วยเครื่อง Texture analyzer หากเตรียมในรูป
สารละลายและทดสอบโดยใช้เครื่องมือที่ละเอียดอาจมากขึ้น อย่างไรก็ตามเมื่อตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องยา
อมเม็ดนิ่มมีการเยิ้มเหลว จึงได้เติม talcum และ HPMC  ลงในต ารับ พบว่าเมื่อเพ่ิมปริมาณ talcum ยา
อมเม็ดนิ่มจะมีความแข็งเพ่ิมมากขึ้น และเมื่อเพ่ิมปริมาณ HPMC จะส่งผลให้ยาอมเม็ดนิ่มมีความแข็ง
เพ่ิมมากข้ึนดังแสดงในรูปที่ 13 สูตร F11 และ 12 มีความแข็งมากเกินไปไม่เหมาะสมในการน ามาเตรียม
ต ารับ จึงได้เลือกสูตร F7,F8,F9, F12  ไปทดสอบการละลายของ 3-CQ ออกจากต ารับ จากรายงาน
การศึกษาพบว่าการเพ่ิมปริมาณความเข้มข้นของเจลาตินส่งผลให้เจลที่ได้มีความหนืดและการไหลที่ยาก
ขึ้น (59,60) จากการศึกษาของ Chen และคณะ (61) พบว่าการการผสมกันระหว่างเจลาตินและ HPMC 
จะท าให้เจลได้ดี (storage modulus (G’) เพ่ิมมากขึ้น) มีจุดหลอมเหลว (melting point) เพ่ิมมากขึ้น
ส่งผลให้มี enthalpy สูงขึ้น ท าให้ต ารับที่ผสมพอลิเมอร์ 2 ชนิดนี้มีความคงตัวด้านการไหลต่ออุณหภูมิ
มากขึ้น แต่การเติมทัลคัมเป็นการลดปริมาณน้ าที่ใช้ในต ารับซึ่งท าให้ความเข้มข้นของพอลิเมอร์ในต ารับ
สูงขึ้นและส่งผลให้ต ารับมีความแข็งมากขึ้น 

 
รูปที ่13 ความแข็งของยาอมเม็ดนิ่ม 
 
 
6.3 การศึกษาการละลายของยาอมเม็ดนิ่ม 
 การศึกษาการละลายของยาอมเม็ดนิ่ม สูตร F7, F8,F9, F10 พบว่าสูตร F7-F10 มีการปลดปล่อย 
3-CQ  ที่ 100 % ภายใน 10 นาที ซึ่งแสดงให้เห็นว่า talcum และ HPMC ไม่รบกวนการปลดปล่อย
สารส าคัญออกจากต ารับ 
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รปูที ่14 ร้อยละการละลายของ 3-CQ ที่เวลาต่าง ๆ ของสูตร F7, F8, F9 และ F10 
 
6.4 ความคงตัว 
จากการเก็บผ่านอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 75% RH เป็นเวลา 6 เดือน 
ปริมาณ 3-CQ ในต ารับเมื่อผ่านการเก็บเพ่ือทดสอบความคงตัว (ตาราง 10) พบว่าปริมาณสารส าคัญที่
ตรวจพบมีค่าใกล้เคียงกับวันที่เตรียมผลิตภัณฑ์เสร็จใหม่ๆ เมื่อน าไปทดสอบความแข็ง การละลายของ
สารส าคญแล้วพบว่ามีความแข็งและค่าการละลายใกล้เคียงกับผลิตภัณฑ์ที่เตรียมเสร็จใหม่เช่นเดียวกัน 
สรุปได้ว่า ผลิตภัณฑ์ที่ได้พัฒนาชึ้นมีความคงตัวดีเมื่อเก็บผ่านเวลา 6 เดือน 
 
ตารางที ่10 ปริมาณ 3-CQ ในต ารับเมื่อผ่านการเก็บเพื่อทดสอบความคงตัว 

Formulations 3-CQ content ± S.D. (%) 

Freshly 
prepared 
products  

Long term 
stability 
testing 

Accelerated 
stability 
testing 

F7 99.84±0.21 99.82±0.34 99.54±0.41 
F8 99.86±0.50 99.84±0.27 99.45±0.29 
F9 101.13±0.50 99.93±0.55 99.96±0.64 
F10 100.00±0.25 99.89±0.65 99.90±0.22 
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สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
จากผลการทดลองพบว่า เมื่อพัฒนาเครื่องหมายทางพันธุกรรมลักษณะของล าดับเบสในส่วน ITS

ของขลู่ในเมืองไทยทั้ง 15 แหล่งไม่มีความแตกต่างกัน แต่เมื่อวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของขลู่จากแหล่ง
ต่างๆโดยเทคนิค ISSR พบว่ามีความต่างกัน ทั้ งนี้แสดงว่าขลู่อาจมีลักษณะทางพันธุกรรมที่มีความ
หลากหลายไปในระดับต่ ากว่าชนิดของพืชได้แต่จากการศึกษาไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์และฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ ทั้งนี้ข้อมูลด้านพันธุกรรมได้น าขึ้นทะเบียนที่ธนาคารพันธุกรรมโลก (GenBank) เพ่ือใช้
ประโยชน์ในการอนุรักษ์สายพันธุ์ต่อไป ส่วนปัจจัยด้านฤดูกาลในการเก็บเกี่ยวพบว่าปริมาณสารส าคัญและ
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระไม่มีผลสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญ แต่ปัจจัยด้านระยะการเจริญเติบโตเป็นปัจจัยส าคัญ
ที่ส่งผลโดยตรงกับคุณภาพของสารสกัด โดยใบอ่อนของขลู่จากทุกตัวอย่างแสดงผลให้ทั้งปริมาณสารส าคัญ
และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าสารสกัดจากใบที่เจริญเติบโตเต็มที่อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ด้านการน าสาร
สกัดใบขลู่พัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ ได้พัฒนาเป็นลูกอมเม็ดนิ่มโดยท าการทดสอบทั้งสิ้น 12 สูตรต ารับและ
ประเมินคุณภาพในด้านความแปรปรวนของน้ าหนัก ขนาด เนื้อสัมผัส การละลาย และความคงตัว พบว่าใน
ต ารับที่ดีควรใส่ talcum และ HPMC ลงไปเพ่ือให้ต ารับมีความคงตัวมากยิ่งขึ้น โดยต ารับที่พัฒนาขึ้นมี
ความคงตัวดีถึงแม้จะเก็บไว้ในสภาวะเร่งที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 75%RH เป็นเวลา 6 เดือน ใน
การศึกษาต่อไปควรมีการวัดความพึงพอใจจากกลุ่มผู้บริโภคของผลิตภัณฑ์ท่ีพัฒนาขึ้นเพ่ิมเติม 
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ผลผลิต (output) ที่ได้จากการรับทุน (ภาคผนวก)   

 
1. บทความวิจัยไดต้ีพิมพ์ในวารสารระดับนานาชาติ บนฐานข้อมูล ScienceDirect  จ านวน 1 

เรื่อง ได้แก่  
Kongkiatpaiboon, S., Chewchinda, S., Vongsak, B. (2018). Optimization of extraction 

method and HPLC analysis of six caffeoylquinic acids in Pluchea indica leaves from 
different provenances in Thailand. Revista Brasileira de Farmacognosia, 28(2), 145-150. 

และอยู่ระหว่างรอการตอบรับอีก 1 เรื่อง 
 
2. บทความวิจัยไดน้ าเสนอผลงานวิจัยในที่ประชุมวิชาการที่มีผู้ทรงคุณวุฒิร่วมกลั่นกรอง และ

บทความ ฉบับสมบูรณ์ (Full Paper) ได้รับการตีพิมพ์ในรายงานสืบเนื่องจากการประชุมวิชาการระดับ
นานาชาติ (Proceedings) จ านวน 2 เรื่องได้แก่ 
 Vongsak, B., Nutsuda, I., and Jaisamut., S. (2017). Effect of Pluchea indica extracts 
from different habitats and seasons on free radical scavenging capacity. Proceedings of the 
JSPS-NRCT Follow-Up Seminar 2017 and 33rd International Annual Meeting in 
Pharmaceutical Sciences. 169-172, the Berkeley Hotel Pratunam, Bangkok, Thailand. 

Chongdarakul, K., Bunnawat, T., Koomhin, T., Vongsak, B. (2017). DNA fingerprint 
analysis of Pluchea indica (L.) Less. In Thailand. Proceedings of the International 
Conference of Pharmaceutical Sciences and Medicines 2017, Faculty of Sciences, 
Chonburi, Thailand 
 

3. บทความวิจัยไดน้ าเสนอผลงานวิจัยในที่ประชุมวิชาการระดับนานาชาติที่มีผู้ทรงคุณวุฒิร่วม
กลั่นกรอง จ านวน 2 บทความ 

Konsap, K., Kongkiatpaiboon, S., Vongsak, B. (2018). Comparison of free radical 
scavenging activity, anti alpha-glucosidase activity and bioactive compound contents from 
Pluchea indica leaf and flower extracts. The International Conference on Food and 
Applied Bioscience 2018, The Empress Chiang Mai Hotel, Chiang Mai, Thailand.  

Tubtimsri, S., Vongsak, B., Weerapol, Y. (2016). The Products Development of 
Extracted Pluchea Indica by Gelatine-Based Pastilles. The 26th FAPA Congress 2016, 
Bangkok, Thailand. 
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ภาคผนวก 
 

ผลผลิต (output) ที่ได้จากการรับทุน       53-61 
ข้อมูลล าดับเบสดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของ Pluchea indica ลงบนฐานข้อมูลของ Genbank 62-76 
ประวัตินักวิจัยและคณะ         77-83 
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ผลผลิต (output) ที่ได้จากการรับทุน 
1. บทความวิจัยไดต้ีพิมพ์ในวารสารระดับนานาชาติ บนฐานข้อมูล ScienceDirect  จ านวน 1 

เรื่อง ได้แก่  
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2. บทความวิจัยไดน้ าเสนอผลงานวิจัยในที่ประชุมวิชาการที่มีผู้ทรงคุณวุฒิร่วมกลั่นกรอง และบทความ 
ฉบับสมบูรณ์ (Full Paper) ได้รับการตีพิมพ์ในรายงานสืบเนื่องจากการประชุมวิชาการระดับนานาชาติ 
(Proceedings) จ านวน 2 เรื่องได้แก่ 
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Chongdarakul, K., Bunnawat, T., Koomhin, T., Vongsak, B. (2017). DNA fingerprint 

analysis of Pluchea indica (L.) Less. In Thailand. Proceedings of the International 
Conference of Pharmaceutical Sciences and Medicines 2017, Faculty of Sciences, 
Chonburi, Thailand 
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3. บทความวิจัยไดน้ าเสนอผลงานวิจัยในที่ประชุมวิชาการระดับนานาชาติที่มีผู้ทรงคุณวุฒิร่วม
กลั่นกรอง จ านวน 2 บทความ 

Konsap, K., Kongkiatpaiboon, S., Vongsak, B. (2018). Comparison of free radical 
scavenging activity, anti alpha-glucosidase activity and bioactive compound contents from 
Pluchea indica leaf and flower extracts. The International Conference on Food and 
Applied Bioscience 2018, The Empress Chiang Mai Hotel, Chiang Mai, Thailand.  
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Tubtimsri, S., Vongsak, B., Weerapol, Y. (2016). The Products Development of 

Extracted Pluchea Indica by Gelatine-Based Pastilles. The 26th FAPA Congress 2016, 
Bangkok, Thailand. 
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ข้อมูลล าดับเบสดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของ Pluchea indica ลงบนฐานข้อมูลของ Genbank  
 

1. Pluchea indica : จันทบุรี 

ACCESSION   LC194195 

FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..569 
                     /country="Thailand: Samutsakorn" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Samutsakorn" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..>569 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 
      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194195/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
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2. Pluchea indica : ชลบุร ี
ACCESSION   LC194196 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand: Chonburi" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Chonburi" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA               <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 
      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194196/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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3. Pluchea indica : นครราชสีมา 
ACCESSION   LC194197 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand: Nakhonratchasima" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Nakhonratchasima" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA            645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 
      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194197/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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4. Pluchea indica : นนทบุรี 
ACCESSION   LC194198 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand: Nonthaburi" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Nonthaburi" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 
      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194198/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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5. Pluchea indica : เพชรบุรี 
ACCESSION   LC194199 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand: Petchaburi" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Petchaburi" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 
      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194199/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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6. Pluchea indica : ภูเก็ต 
ACCESSION   LC194200 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand: Phuket" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Phuket" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 
      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194200/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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7. Pluchea indica : ประจวบคีรีขันธ์ 
ACCESSION   LC194201 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand: Prajuabkeereekhan" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Prajuabkeereekhan" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 
      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194201/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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8. Pluchea indica : ราชบุร ี
ACCESSION   LC194202 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand: Ratchaburi" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Ratchaburi" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 
      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194202/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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9. Pluchea indica : ระยอง 
ACCESSION   LC194203 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand: Rayong" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Rayong" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 
      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194203/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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 10. Pluchea indica : สมุทรสาคร 
ACCESSION   LC194204 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..569 
                     /country="Thailand: Samutsakorn" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Samutsakorn" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..>569 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 
      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcg 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194204/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
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11. Pluchea indica : สมุทรสงคราม 
ACCESSION   LC194205 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..647 
                     /country="Thailand: Samutsongkhram" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Samutsongkhram" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>647 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 
      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcg 
// 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194205/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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12. Pluchea indica : สงขลา 
ACCESSION   LC194206 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand: Songkla" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Songkhla" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 
      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194206/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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13. Pluchea indica : สุราษฎร์ธาน ี
ACCESSION   LC194207 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand: Suratthani" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Suratthani" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 
      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194207/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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14. Pluchea indica : ฉะเชิงเทรา 
ACCESSION   LC196166 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Chachoengsao" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 
      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC196166/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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15. Pluchea indica : อุตรดิตถ์ 
ACCESSION   LC196167 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Uttaradit" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 
      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC196167/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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