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บทคดัย่อ 
 Cannabis sativa L. มีสาร Cannabinoids ที่ส าคัญหลายชนิดหนึ่ งในนั ้นคือ 
Tetrahydrocannabinol (THC) ซึ่งเป็นสารออกฤทธิท์างจิตและสารที่ส าคญัอีกชนิดหน่ึงคอื 
Cannabidiol (CBD) ซึ่งเป็นสารประกอบที่ไม่ออกฤทธิต์่อจติประสาทและมศีกัยภาพในการใช้
ทางการแพทย์ สารประกอบเหล่านี้ถูกควบคุมโดยเมแทบอลิซึมโดยยีนสองตัวได้แก่ยีน 
Tetrahydrocannabinolic acid synthase (THCAS) และ Cannabidiolic acid synthase 
(CBDAS)  เครื่องหมายโมเลกุล Single nucleotide polymorphism (SNP) คอืการเปลีย่นแปลง
ที่ต าแหน่งเดียวในล าดับดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิต มีการใช้ SNP เป็นเครื่องหมายโมเลกุลใน
การศกึษา Genotype ของสิง่มชีวีติ และสามารถใชเ้ป็นเครื่องหมายช่วยคดัเลอืกในการปรบัปรุง
พนัธุพ์ชื (Marker-Aided Selection, MAS) (Jehan & Lakhanpaul, 2006) 
 การศกึษาน้ีเปรยีบเทยีบการแปรผนัของนิวคลโีอไทดข์องยนี THCAS ระหว่างพชืกญัชา
ทีม่ ีTHC สงู (Type I) และ CBD สงู (Type III) ผลการวจิยัพบว่า SNP 12 จาก 63 ต าแหน่ง ถูก
เลอืกและมศีกัยภาพในการแยกความแตกต่างระหว่างกญัชาสองประเภทนี้ การตรวจสอบความ
ถูกตอ้งของ SNPs 12 ต าแหน่งไดท้ าการทดสอบในรุ่นลูก F1 ทีไ่ดม้าจากการผสมขา้มระหว่าง
พชื Type III (DNM) และ Type I (CHP) โดยใชเ้ทคนิค Pyrosequencing และในการวเิคราะห์ 
In silico ผลการวจิยัพบว่าต าแหน่ง SNP 869 (T/C) และ 881 (T/G) สามารถใชเ้ป็นเครื่องหมาย
ทีม่ปีระสทิธภิาพในการท านายชนิด Cannabinoid ของพชืกญัชาไดอ้ย่างถูกตอ้งแต่ไม่สามารถ
ใชท้ านายปรมิาณสารได้ ท้ายที่สุด Tetra-primer ARMS-PCR ได้รบัการออกแบบเพื่อใช้เป็น 
Marker-Aided Selection ในโครงการปรบัปรุงพนัธุก์ญัชา 
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Abstract 

Cannabis sat iva  L .  con ta ins  many  cannab ino ids .  One o f  t hem i s 
Tetrahydrocannabinol (THC), a psychoactive compound. The other important compound 
is Cannabidiol (CBD), a non-psychoactive compound with the potential for medical use. 
These compounds were metabo l i ca l l y  regu la ted by two genes t ha t  a re 
Tetrahydrocannabinolic acid synthase (TCHAS) and Cannabidiolic acid synthase 
(CBDAS) genes. Single nucleotide polymorphism (SNP) is a variation at a single position 
in a DNA sequence of individuals. SNP has been used as a molecular marker for 
studying the organism genotype and could be used as the Marker-Aided Selection 
(MAS) in plant breeding (Jehan & Lakhanpaul, 2006).  

This study compared the nucleotide variation of the THCAS gene between the 
high THC (Type I) and high CBD (Type III) of cannabis plants. The results showed that 
12 of 63 SNP positions were selected as having the potential to distinguish between 
these two types. Validation of the 12 SNPs was performed in F1 progeny derived from 
the cross between Type III (DNM) and Type I (CHP) plants using a pyrosequencing 
technique and in silico analysis. The results revealed that the SNP positions 869 (T/C) 
and 881 (T/G) could be used as effective markers to predict the cannabinoid type of 
cannabis plant correctly but not the quantity. Finally, the tetra-primer ARMS-PCR was 
designed to be used as the Marker-Aided Selection in the cannabis breeding program. 

(Total 84 pages) 
 

Keywords: Cannabis, SNPs, THC, CBD, Tetra-primer ARMS-PCR



ง 
 

 

สารบญั 
 

หน้า 

กิตติกรรมประกาศ ก 
บทคดัย่อภาษาไทย ข 
บทคดัย่อภาษาองักฤษ ค 
สารบญั ง 
สารบญัตาราง ช 
สารบญัรปู ฌ 
  
บทท่ี 1 บทน า 1 
 1.1 ทีม่าและความส าคญั 1 
 1.2 วตัถุประสงคก์ารวจิยั 

1.3 ขอบเขตของโครงการวจิยั 
1.4 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะไดร้บั 

3 
3 
4 

   
บทท่ี 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

ทบทวนวรรณกรรมท่ีเก่ียวข้อง 
2.1 ประวตัคิวามเป็นมาของกญัชาและกญัชง 
2.2 ลกัษณะทางพฤกษศาสตรข์องพชืสกุลกญัชา 
2.3 พนัธุก์ญัชาในประเทศไทย 
2.4 ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของกญัชา 
2.5 สารส าคญัในกญัชา 
2.6 ยนีทีค่วบคุมการแสดงออกของเอนไซม ์THCAS และ CBDAS 
2.7 การศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของพชืโดยการใช ้
     เครื่องหมายโมเลกุล 
2.8 การวเิคราะหต์ าแหน่ง SNPs โดยเทคนิค Pyrosequencing 
2.9 การวเิคราะหต์ าแหน่ง SNPs โดยเทคนิค Tetra-primer ARMS-   
     PCR 
 

5 
5 
6 
12 
14 
18 
23 
27 

 
31 
32 

 
 

บทท่ี 3 วิธีการทดลอง   33 
 3.1 พนัธุก์ญัชาทีใ่ชใ้นการศกึษา                                                                     33 

 



จ 
 

 

สารบญั (ต่อ) 
 

 หน้า 
 3.2 เครื่องมอืและอุปกรณ์ทีใ่ชใ้นการวจิยั 35 
 3.3 สารเคมทีีใ่ชใ้นงานวจิยั 36 
 3.4 การศกึษา In silico ในการวเิคราะหย์นี THCAS และ CBDAS เพือ่ 37 
      หาความสมัพนัธุร์ะหว่างต าแหน่ง SNPs และ InDel กบั Chemotype  
      ของกญัชา  
 3.5 การตรวจสอบยนืยนัต าแหน่ง SNPs ทีค่าดว่ามผีลต่อการแสดงออก 38 
      ของยนี THCAS และ CBDAS โดยใชเ้ทคนิค Pyrosequencing  
 3.6 การวเิคราะหป์รมิาณสาร THC และ CBD โดยใช ้HPLC  40 
 3.7 การวเิคราะหก์ญัชาลกูผสมเพือ่ท าการยนืยนัประสทิธภิาพในการ 41 
      ท านาย Chemotype ของต าแหน่ง SNPs ทีศ่กึษา   
 3.8 การวเิคราะหต์ าแหน่ง SNPs โดยเทคนิค Tetra-primer ARMS-PCR  41 
 
  บทท่ี 4 ผลการวิจยั 43 
 4.1 ผลการศกึษา In silico ในการวเิคราะหย์นี THCAS และ CBDAS  43 
      เพือ่หาความสมัพนัธุร์ะหว่างต าแหน่ง SNPs และ InDel กบั Chemotype 
      ของพนัธุก์ญัชา  
 4.2 การตรวจสอบยนืยนัต าแหน่ง SNPs ทีค่าดว่ามผีลต่อการแสดงออก 55 
      ของยนี THCAS และ CBDAS โดยใชเ้ทคนิค Pyrosequencing  

 4.3 การยนืยนัประสทิธภิาพในการท านาย Chemotype ของเครื่องหมาย        67 
            SNP 

 4.4 การวเิคราะหต์ าแหน่ง SNPs โดยเทคนิค Tetra-primer ARMS-PCR 70 
 
  บทท่ี 5 สรปุและข้อเสนอแนะ  73
 5.1 สรุปผลการวจิยั  73 
 5.2 ขอเสนอแนะ  74 
 
 
 
 



ฉ 
 

 

สารบญั (ต่อ) 
 

หน้า 
  บรรณานุกรม  75 
 
  ภาคผนวก   82 
          
  ประวติัผู้วิจยั  84 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



ช 
 

 

สารบญัตาราง 
 

  หน้า 
ตารางท่ี   

2.1 แสดงชื่อกญัชาทางการคา้ของต่างประเทศทีพ่ฒันามาจากกญัชาพนัธุไ์ทย 13 
2.2 แสดงลกัษณะทางสนัฐานวทิยาของกญัชาแต่ละพนัธุ ์ 15 
2.3 

 

2.4 
2.5 
3.1 

 

3.2 
 

4.1 
  

 

4.2 
 
 
 

4.3 
 
 
 

4.4 
 
 
 
 

แสดงสารประกอบในกญัชาและจ านวนสารทีส่ามารถระบุและจดั
หมวดหมูไ่ด ้
แสดงชนิดและจ านวนของสาร Cannabinoids 
แสดงชนิดและคุณสมบตัขิองสาร Terpenoids ทีพ่บในกญัชา 
แสดงพนัธุก์ญัชา Chemotype และแหล่งทีม่าของกญัชาทีใ่ชใ้น
งานวจิยัน้ี 
แสดงสว่นประกอบของปฏกิริยิา PCR ในการเพิม่ปรมิาณ DNA 
เป้าหมายของยนี THCAS และ CBDAS 
แสดงคา่การดดูกลนืแสงของ DNA ของกญัชาพนัธุต์่าง ๆ ทีค่วาม
ยาวคลนื 260 และ 280 นาโนเมตร และอตัราสว่น A260/A280 
และความเขม้ขน้ของ DNA ทีไ่ดจ้ากการสกดั 
ล าดบัโอลโิกนิวคลโีอไทดข์องไพรเ์มอรท์ีใ่ชใ้นปฏกิริยิา PCR และ 
ไพรเมอรท์ีใ่ชใ้นการศกึษาล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี THCAS และ 
CBDAS และต าแหน่งเป้าหมาย (Target Position) ของไพรเมอร ์
โดยวธิ ีPyrosequencing 
แสดงต าแหน่ง SNP และเปอรเ์ซน็ต ์Allele ระหวา่งกญัชา Type I 
และ Type III ในยนี THCAS โดยใชเ้ทคนิค Pyrosequencing 
และแสดงการเปลีย่นแปลงของกรดอะมโินและท านายการ
เปลีย่นแปลงหน้าทีข่องโปรตนีทีต่ าแหน่งต่าง ๆ 
แสดงต าแหน่ง SNP และ InDel และเปอรเ์ซน็ต ์Allele ของพนัธุ์
กญัชา Type I และ Type III ในยนี CBDAS โดยใชเ้ทคนิค 
Pyrosequencing และการเปลีย่นแปลงของกรดอะมโินและท านาย
การเปลีย่นแปลงหน้าทีข่องโปรตนีทีต่ าแหน่งต่าง ๆ 

19 
   

20 

23 

34 
 

40 
    

 56  
  

 

58 
 
 
 

63 
 
 
 

66 
  

 
 

 



ซ 
 

 

 สารบญัตาราง (ต่อ) 
 

 
 

หน้า 
 ตารางท่ี   

4.5 
 
แสดงต าแหน่ง SNP และ เปอรเ์ซน็ต ์Allele ของกญัชาลกูผสม F1 ของ
DNM x CHP (DCP22) โดยเทคนิค Pyrosequencing และแสดงปรมิาณ
สาร THC และ CBD ทีว่เิคราะหโ์ดย HPLC 

69 

4.6 ล าดบัโอลโิกนิวคลโีอไทดข์อง Tetra primer ทีใ่ชใ้นการตรวจหา SNP ที่
ต าแหน่ง 869 บนยนี THCAS และ Product size ของ Target allele 

71 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ฌ 
 

 

สารบญัรปู 
 

หน้า 
รปูท่ี   
2.1 ขอ้ก าหนดการใชป้ระโยชน์สว่นต่าง ๆ ของกญัชาและกญัชงตามกฎหมาย

ไทยทีใ่ชใ้นปัจจุบนั (พ.ศ. 2564) 
11 

 
2.2 ราชกจิจานุเบกษาเรื่องก าหนดลกัษณะกญัชง พ.ศ. 2562 12 
2.3 
2.4 
2.5 
2.6 
2.7 

 
2.8 

 
2.9 

 
2.10 

 
 

2.11 
 
 

2.12 
 
 

 
2.13 
4.1 

 
 
 

แสดงลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของกญัชาแต่ละพนัธุ ์
แสดงลกัษณะดอกกญัชา A) ดอกกญัชาเพศเมยี B) ดอกกญัชาเพศผู ้
แสดงโครงสรา้งของดอกกญัชาเพศเมยี 
แสดงโครงสรา้งของดอกกญัชาเพศผู ้ 
แสดงลกัษณะของ Trichrome A คอืภาพขยายกลุ่ม Trichrome ทีม่อีายุน้อย
บนผวิของดอกกญัชา B คอื 4ภาพของ Trichrome แบบใกล ้
แสดงกระบวนการเปลีย่น THCA ไปเป็น THC โดยการเกดิ 
Decarboxylation ดว้ยความรอ้น แสดง และการเกบ็รกัษา 
แสดงกระบวนการการเปลีย่นแปลงของสารดว้ยเอนไซมท์ีเ่กีย่วขอ้งกบัการ
สงัเคราะหส์าร THC และ CBD 
แสดงแผนภาพกระบวนการผลติสาร THCA CBDA CBCA และ CBGA ที่
ควบคุมโดย Single locus ไดแ้ก่ Locus B C O เป็นผลท าใหเ้กดิกญัชา 
Chemotype ต่าง ๆ  
แสดงต าแหน่งของยนี Cannabinoid synthase ทีไ่ดจ้ากการศกึษากญัชา
กลุ่ม Type III โดยพบการแสดงออกของยนี CBDAS, CBDAS-like และ 
THCAS-like ทีต่ าแหน่ง 31, 26 และ 29 Mb 
แสดงต าแหน่งของยนี Cannabinoid synthase บน Chromosome 7 ทีไ่ด้
จากการศกึษากญัชากลุ่ม Type II และ Type III โดย Type III พบการ
แสดงออกของยนี CBDAS, CBDAS-like และ THCAS-like ทีบ่รเิวณ 31, 
29 และ 26 Mbs แต่ไมพ่บการแสดงออกของทัง้ยนี CBDAS และ THCAS 
แสดงหลกัการท างานของเทคนิค pyrosequencing 
แสดงผล Multiple alignment ล าดบันิวคลโีอไทด์ของยนี THCAS ระหว่าง
กญัชา Type I และ Type III โดยสามเหลี่ยมคอืต าแหน่งที่นิวคลโีอไทด์มี
ความผนัแปร และลกูษรคอืต าแหน่ง SNP ทีศ่กึษาในการทดลองนี้ 

 
 

16 
17 
18 
18 
19 

 
22 

 
23 

 
27 

 
 

28 
 
 

29 
 
 
 

34 
48 

 
 
 
 



ญ 
 

 

สารบญัรปู (ต่อ) 
   
  หน้า 

รปูท่ี   
4.2 

 
 

4.3 

แสดงล าดบักรดอะมโินทีไ่ดจ้ากการแปลรหสัของยนี THCAS ในกญัชา 
Type I และ Type III และต าแหน่งทีม่กีารเปลีย่นแปลงชนิดของกรดอะมโิน
ทีม่ผีลมาจากการเกดิ SNP (ลกูศรสแีดง) 
แสดงผล Multiple alignment ของล าดบันิวคลโีอไทดโ์ดยใชย้นี CBDAS 
ระหว่างกญัชา Type I และ Type III โดยสามเหลีย่มคอืต าแหน่งทีน่ิวคลโีอ
ไทดม์คีวามผนัแปร วงกลมคอื ต าแหน่ง InDel และลกูศรคอืต าแหน่ง SNP 
ทีศ่กึษาในการทดลองต่อน้ี 

51 
 
 

55 

4.4 แสดงล าดบักรดอะมโินทีไ่ดจ้ากการแปลรหสัยนี CBDAS ในกญัชา Type I 
และ Type III และต าแหน่งทีม่กีารเปลีย่นแปลงชนิดของกรดอะมโินทีม่ผีล
มาจากการเกดิ SNP (ลกูศรสแีดง) 

59 

4.5 แสดงแถบ DNA ของกญัชาแต่ละพนัธุท์ีต่รวจสอบไดโ้ดย Tetra primer ที่
ออกแบบจาก SNP ทีต่ าแหน่ง 869 ของยนี THCAS Lane ที ่1 และ 13 คอื 
DNA Ladder 100 bp (SMOBIO, Taiwan) Lane ที ่2-7 เป็นพนัธุก์ญัชา 
Type I, Lane ที ่8 เป็นพนัธุก์ญัชา Type III ทีใ่หแ้ถบ DNA ขนาด 257 
และ 319 bp ตามล าดบั Lane ที ่8-12 เป็นพนัธุผ์สมใหแ้ถบ DNA ทัง้ 2 
แถบ 

76 

 



1 
 

 
 

 

บทท่ี 1 
 

บทน ำ 
 

1.1 ท่ีมำและควำมส ำคญั 
 
 Cannabis sativa L. เป็นทีรู่จ้กักนัอย่างแพร่หลายในชื่อ กญัชา (Marijuana) และ กญั
ชง (Hemp) ทัง้สองเป็นพืชดอกที่มีดอกเพศผู้และเพศเมียแยกคนละต้น (Dioecious Plant) 
(Salentijn, Zhang, Amaducci, Yang, & Trindade, 2015) มีการเพาะปลูกพืชชนิดนี้ส าหรับ
น ามาใชป้ระโยชน์จากสาร Cannabinoids เพื่อการรกัษาและการสนัทนาการมาเป็นเวลานับพนั
ปี แต่ไดม้กีารก าหนดใหก้ญัชาผดิกฎหมายในหลายประเทศทัว่โลกตัง้แต่อดตีเนื่องจากมสีารที่
ออกฤทธิต์่อระบบประสาทที่ชื่อว่า Tetrahydrocannabinol (THC) แต่ในปัจจุบันหลาย ๆ 
ประเทศไดท้ าใหก้ญัชาถูกกฎหมายเพือ่ใชป้ระโยชน์ในทางการแพทยร์วมถงึการสนัทนาการบาง
ประเทศจึงจดัเป็นพชืเศรษฐกิจที่มีมูลค่า ปัจจุบนัประเทศไทยที่ได้ประกาศกฎหมายควบคุม
กญัชาฉบบัใหม่เพือ่ใชป้ระโยชน์ในทางการแพทยแ์ละการวจิยั แต่เนื่องจากกญัชาพนัธุไ์ทยไม่ได้
รบัการปรบัปรุงพนัธุ์มานานหลายทศวรรษจงึท าใหม้ลีกัษณะส าคญัทางการเกษตร เช่น ความสงู
ของต้น ช่วงเวลาออกดอก ขนาดของช่อดอก รวมถึงปริมาณสาร Cannabinoids ในช่อดอก
ไม่ไดร้บัการปรบัปรุงไปดว้ย ส าหรบัสารส าคญัทีช่ื่อ Cannabinoids ทีพ่บในกญัชาซึ่งสะสมไว้ที่ 
Trichome ทีอ่ยู่บรเิวณช่อดอกตวัเมยี ประกอบดว้ยสารหลายชนิดทีม่คีุณสมบตัทิางเภสชัวทิยา
หลายประการ สารส าคญัทีม่กีารศกึษาอย่างแพร่หลาย ไดแ้ก่ Δ9-Tetrahydrocannabinol (Δ 9-
THC) มคีุณสมบตัเิป็นสารออกฤทธิต์่อระบบประสาทท าใหเ้กดิอาการมนึเมา ช่วยลดอาการปวด 
สารที่ส าคัญอีกชนิดหนึ่ง คือ Cannabidiol (CBD) เป็นสารที่นิยมน ามาใช้ทางการแพทย์
เนื่ องจากเป็นสารที่ไม่ออกฤทธิต์่อระบบประสาทและมีคุณสมบัติที่ช่วยเรื่องโรคลมชัก  
ต้ า นก า รอัก เ สบ  แ ล ะช่ ว ย ลดอ าก า รปวด ได้  (Ramirez, Fanovich, & Churio, 2019) 
สารทัง้สองดงักล่าวมสีารตัง้ต้น (Precursor) ตวัเดยีวกนัคอื Cannabigerol acid (CBGA) ซึ่งจะ
ถูกเปลีย่นไปเป็น Tetrahydrocannabinol acid (THCA) และ Cannabidiol acid (CBDA) จาก  
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 กระบวนการเมทบอลซิึมของยนี Tetrahydrocannabinolic acid synthase (THCAS) 
และ Cannabidiolic acid synthase (CBDAS) นอกจากนัน้พบว่าจะเปลี่ยนไปเป็น THC และ 
CBD ไดจ้ากการ Decarboxylation โดยความรอ้น (Sirikantaramas & Taura, 2017) กญัชาแต่
ละพันธุ์จะมีปริมาณสาร THC และ CBD แตกต่างกัน มีการแยกประเภทของกัญชาตาม
สารส าคัญ (Chemotype) โดยแบ่งตามอัตราส่วนของ Cannabinoid ในกัญชาได้แก่ THCA, 
CBDA, และ CBGA แบ่งออกเป็น 5 ประเภท ได้แก่ Type I คอืพนัธุ์ที่มปีรมิาณสาร THC สูง 
CBD ต ่า Type II คอืพนัธุ์ทีม่ปีรมิาณสาร THC และ CBD ในปรมิาณทีใ่กลเ้คยีงกนัหรอืเท่ากนั 
Type III เป็นพนัธุ์ที่มปีรมิาณสาร CBD สูง THC ต ่า Type IV เป็นพนัธุ์ที่ม ีCBGA ซึ่งเป็นสาร
ตัง้ตน้ของ THCA และ CBDA Type IV ซึง่เป็นสารตัง้ตน้ของ THC และ CBD และ Type V เป็น
พนัธุ์ที่ไม่พบสาร Cannabinoids หรอืเรยีกอกีอย่างว่าเป็นพนัธุ์ Cannabinoid-free (Garfinkel, 
Otten, & Crawford, 2021) ในประเทศไทยกญัชาทีม่ปีรมิาณสาร THC สูงกว่า 1 เปอรเ์ซน็ต์ถูก
จดัใหเ้ป็นกญัชา (Marijuana) ในขณะทีก่ญัชาที่มสีาร THC ต ่ากว่า 1 เปอรเ์ซน็ต์ ถูกจดัว่าเป็น
กญัชง (Hemp) ตามราชกจิจานุเบกษาเรื่องก าหนดลกัษณะกญัชง พ.ศ. 2562 (คณะกรรมการ
ควบคุมยาเสพตดิใหโ้ทษ, 2562)  
 
 การวิเคราะห์ปริมาณสาร THC และ CBD สามารถท าได้โดยการใช้  High 
performance liquid chromatography (HPLC) เพื่อแยกความแตกต่างตาม Chemotype ของ
กญัชาแต่ละพนัธุแ์ละใชใ้นการวเิคราะหแ์ละคดัเลอืกลูกผสมของกญัชาทีม่ปีรมิาณสาร THC และ 
CBD ตามต้องการในการปรบัปรุงพนัธุ์ นอกจากนี้ยงัมกีารศึกษาต าแหน่ง Single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) หรอื SNPs ที่สามารถแยกกญัชาพนัธุ์ที่มปีรมิาณสาร THC สูง CBD 
ต ่า และกญัชาทีม่ปีรมิาณสาร THC ต ่า และ CBD สูง ออกจากกนัไดโ้ดยใชเ้ครื่องหมายโมเลกุล
ในการศึกษายีน THCAS และ CBDAS ท าให้ได้เครื่องหมายโมเลกุลที่น าไปใช้ประโยชน์
ทางด้านการปรับปรุงพันธุ์พืชได้ (Kojoma, Seki, Yoshida, & Muranaka, 2006) ต่อมาได้มี
การศกึษาเครื่องหมายโมเลกุลดงักล่าวเพิม่เตมิโดยใชเ้ทคนิค DNA sequencing เพื่อใชใ้นการ
แยกกญัชา (Drug Type) ทีม่สีาร THC สงู และกญัชงเสน้ใย (Fiber Type) ทีม่สีาร THC ต ่าออก
จากกนัเพือ่ใชป้ระโยชน์ในทางนิตวิทิยาศาสตรแ์ละเพื่อศกึษากลไกทางชวีเคมทีีค่วบคุมลกัษณะ
ของพชื จากงานวจิยัดงักล่าวท าให้พบเครื่องหมายโมเลกุล SNPs ทีส่ามารถในการแยกกญัชา
และกญัชงเสน้ใยได ้(Cascini et al., 2019) 
 

ในการปรบัปรุงพนัธุ์กญัชาที่เป็นพชืมดีอกตวัผู้และตวัเมยีแยกจากกนัคนละต้นและ
ผสมพนัธุ์แบบขา้มต้น (Cross Pollinated) หมายความว่าเป็นพชื Outcrossing ตามธรรมชาติ 
ทุกพนัธุ์สามารถเกดิ Inter-cross creating การควบคุมการผสมเกสรระหว่างต้นตวัผูแ้ละต้นตวั
เมยีจงึเป็นเรื่องทีจ่ าเป็นอย่างมาก (Salentijn et al., 2015) โดยขัน้ตอนประกอบดว้ย 3 ขัน้ตอน 
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ไดแ้ก่ 1) การหาความหลากหลายของตวัอย่างและสรา้งฐานกลุ่มประชากร 2) การสรา้งพนัธุพ์อ่
แม่ (Parents) โดยการคดัเลอืกและพฒันาจากกลุ่มประชากรผ่านการเลอืกซ ้า 3) การพฒันาและ
การทดสอบคุณสมบตัขิองพนัธุท์ีไ่ดม้า (Posselt, 2010) วธิทีีน่ิยมใชใ้นการปรบัปรุงพนัธุก์ญัชาม ี
4 วธิทีี่ส าคญั ได้แก่ การคดัเลอืกแบบรวม (Mass Selection) การท า Cross-breeding การท า 
Inbreeding และการท า Hybrid cross (Ranalli, 2004) แต่การปรบัปรุงพนัธุโ์ดยใชเ้ทคนิคดัง้เดมิ
นัน้ค่อนขา้งใช้ระยะเวลานาน อกีทัง้ยงัใช้ทรพัยากรและต้นทุนในการเพาะปลูก การปลูกดูแล
รกัษาจนไดด้อกกญัชา รวมถงึการวเิคราะหส์าร Cannabinoids ของแต่ละต้นดว้ยเครื่อง HPLC 
ท าให้ยุ่งยาก ต้องใช้พื้นที่ปลูกมาก ใช้เวลานาน มีหลายขัน้ตอนและมีราคาต้นทุนสูง ใน
ขณะเดียวกนัเครื่องหมายโมเลกุล (Molecular Marker) ได้ถูกพฒันามาเพื่อช่วยนักปรบัปรุง
พนัธุ์พชืหรอืเรยีกว่า Marker Assisted/Marker Aided Selection ที่สามารถใช้เพื่อช่วยในการ
ตดัสนิใจในการเลอืกต้นรุ่นลูก การเลอืกลกัษณะพนัธุกรรม (Trait) ตามต้องการตัง้แต่ระยะต้น
กล้า (Seedling Stage) ดงันัน้เครื่องหมายโมเลกุลดงักล่าวจึงมปีระโยชน์อย่างมากในการลด
ตน้ทุนในการคดัเลอืก Phenotype ทีต่อ้งการ การลดระยะเวลาในการปรบัปรุงพนัธุ ์และการเพิม่
ความแม่นย าในการปรบัปรุงพนัธุ์ การประยุกต์ใช้น าเครื่องหมายโมเลกุลชนิด SNPs ในการ
ปรบัปรุงพนัธุ์กญัชาสามารถใชว้เิคราะหล์กัษณะทางพนัธุกรรมของกญัชาไดต้ัง้แต่ระยะต้นกล้า 
(Sigh, D., Singh, A.K., & Singh, A., 2021) จึงสามารถน ามาใช้ในการวิเคราะห์ลกัษณะทาง
พนัธุกรรมของยนี THCAS และ CBDAS เพื่อช่วยในการคดัเลอืกกญัชาทีม่ ีChemotype ตามที่
ตอ้งการได ้ 

 

1.2 วตัถปุระสงคก์ำรวิจยั 
 
 เพื่อคน้หาต าแหน่ง SNPs ในยนี THCAS หรอื CBDAS ทีส่ามารถใช้ส าหรบัท านาย 
C h e m o t y p e  ส า ห รั บ ใ ช้ เ ป็ น เ ค รื่ อ ง ห ม า ย โ ม เ ล กุ ล ช่ ว ย คั ด เ ลื อ ก พั น ธุ์   
(Marker Aided Selection, MAS) ในโครงการปรบัปรุงพนัธุ ์Cannabis sativa L. 

 

1.3 ขอบเขตของโครงกำรวิจยั 
 
 การด าเนินงานวจิยันี้มขีอบเขตในการคน้หาและศกึษาต าแหน่ง SNPs ในยนี THCAS 
และ CBDAS  ที่มีประสิทธิภาพในการท านาย Chemotype ของกัญชาพันธุ์ที่มีสาร Δ9-
tetrahydrocannabinol (THC) สูง (Type I) และพนัธุ์ทีม่สีาร Cannabidiol (CBD) สูง (Type III) 
โดยกัญชาที่น ามาศึกษาประกอบไปด้วยกัญชาพันธุ์ ไทย ( Tha i  Domes t i c  Line) 
และพนัธุ์ทางการคา้ (Commercial Line) จากต่างประเทศ ในการศกึษายนีทัง้สองศกึษาโดย In 
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silico และใช้ เทคนิคทางด้านโมเลกุล เพื่ อยืนยันประสิทธิภาพของต าแหน่ง  SNPs 
ที่น ามาศึกษาและยืนยันการน าไปใช้ประโยชน์ในการเป็น Marker aided select ion 
ทีช่่วยในการปรบัปรุงพนัธุก์ญัชา 
 
1.4 ประโยชน์ท่ีคำดว่ำจะได้รบั 
 

1.4.1 ท า ใ ห้ ท ร า บ ต า แ ห น่ ง  S N P s  ใ น ยี น  THCAS ห รื อ  CBDAS 
ทีม่ปีระสทิธภิาพในการท านาย Chemotype ของกญัชา 

1.4.2 สามารถน าต าแหน่ง SNPs ที่ศึกษาไปใช้ประโยชน์ในการเป็นเครื่องหมาย
โม เ ลกุ ล ช่ ว ยคัด เ ลือ กพันธุ์  (Marker Aided-Selection)  เพื่ อ ใ ช้ ใ นการปรับปรุ ง พัน ธุ์   
Cannabis sativa L. 
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บทท่ี 2 
 

ทบทวนวรรณกรรมท่ีเก่ียวข้อง 
 

2.1 ประวติัควำมเป็นมำของกญัชำและกญัชง (Cannabis sativa L.) 
 
 กญัชาและกญัชง (Cannabis sativa L.) จดัเป็นพชืดอกที่สามารถผสมพนัธุ์แบบเปิด 
(Open-pollinated Plant) โดยเกสรตวัผู้ผสมกบัเกสรตวัเมยีซึ่งเป็นการปฎิสนธิตามธรรมชาติ 
(Chandra, Lata, Khan, & ElSohly, 2017) จากประวตัขิองพชืทัง้สองชนิดนี้พบว่ามกีารน าไปใช้
ประโยชน์ทางด้านการแพทย์มาอย่างยาวนาน รวมทัง้มีความเกี่ยวข้องกับการใช้ในแง่ของ
วฒันธรรมและศาสนาถึงแม้ว่าจะมีผลข้างเคยีงในการใช้ก็ตาม หากย้อนกลบัไปในช่วงก่อน
ครสิต์ศกัราช ประเทศจนีมกีารใชก้ญัชาในการรกัษาอาการป่วยหลายแบบ เช่น อาการท้องผูก 
อาการปวด โรคไข้มาลาเรีย โรคลมบ้าหมู วณัโรค และอื่น ๆ (Linares, Crippa, & Chagas, 
2017) ปัจจุบนัค าว่า Cannabis หมายถึงพชืที่มชีื่อวทิยาศาสตร์ว่า Cannabis sativa L. ซึ่งช่อ
ดอกตัวเมียมีสาร Tetrahydrocannabinol (THC) โดยมีคุณสมบัติเป็นสารออกฤทธิต์่อระบบ
ประสาท (Psychoactive Chemicals) สามารถใชใ้นการรกัษาโรคต่าง ๆ รวมทัง้การสนัทนาการ 
พักผ่อนหย่อนใจ และสาร Cannabidiol (CBD) ซึ่งเป็นสารที่ไม่ออกฤทธิต์่อระบบประสาท  
(Non-psychoactive Chemicals) แต่มีคุณสมบัติในทางการแพทย์ นอกจากนี้ยังมีเส้นใยที่
สามารถใชท้ าผลติภณัฑต์่าง ๆ ได ้อาท ิสิง่ทอ พลาสตกิ และวสัดุก่อสรา้งหลายรูปแบบ (Small, 
2017) โดยพบหลกัฐานการใช้เส้นใยของกญัชาพนัธุ์ที่มีเส้นใยสูง (Hemp) เพื่อใช้ท าสิ่งทอที่
มณฑลเหอหนานของประเทศจีนเมื่อ 5,600 ปีที่แล้วอกีด้วย (McPartland, Hegman, & Long, 
2019) อกีทัง้ชาวจนียงัใช้เมล็ดของกญัชาในการประกอบอาหารซึ่งหลกัฐานดงักล่าวถูกค้นพบ
ในช่วงของราชวงศ์ฮัน่ ในช่วง 206-220 ปีก่อนครสิตกาลหลงัจากนัน้ในช่วงต้นของครสิตศ์กัราช
เริม่มวีฒันธรรมใหม่เกดิขึ้นท าใหเ้มล็ดพชืดงักล่าวไม่เป็นที่นิยมในประเทศจนีอกีต่อไป ซึ่งตรง
ขา้มกบัประเทศเนปาลทีย่งัมกีารใชป้ระโยชน์จากเมลด็พชืดงักล่าวในการท าอาหารในครวัเรอืน
จนถงึปัจจุบนั (Zuardi, 2006) อย่างไรกต็ามจากจุดเริม่ต้นการใชเ้มลด็ที่ประเทศจนี พบว่าได้มี
การแพร่กระจายไปยงัประเทศอนิเดยีและเปอร์เซีย จนในช่วงยุคกลางยุโรป มกีารปลูกกญัชา
พนัธุ์เสน้ใยสูงหรอืทีรู่จ้กัในชื่อกญัชง (Fiber Hemp) อย่างแพร่หลายเพื่อใชป้ระโยชน์จากเสน้ใย
และเมลด็ในการประกอบอาหารร่วมกบัธญัพชืชนิดอื่น นอกจากนี้ช่วงต้น ค.ศ. 1545 เริม่มกีาร
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เพาะปลูกในทวปีอเมรกิาร่วมกบัชาวสเปนในประเทศชิลี (Lata, Chandra, Khan, & ElSohly, 
2017) ประมาณ 100 ปี หลังจากนัน้มีการแพร่กระจายไปยังสหรัฐอเมริกาและนิวซีแลนด์ 
(Merfield, 1999) ปัจจุบนัมกีารใช้เสน้ใยของพนัธุ์ดงักล่าวเป็นวตัถุดบิในหลายอุตสาหกรรม มี
การใชเ้ป็นพลงังานทดแทนในรูปของ Bio-fiber เพื่อใชก้บัรถยนต์ (Bledzki, Faruk, & Sperber, 
2006) อกีทัง้ยงัมกีารเพาะปลูกมาอย่างยาวนานในหลายประเทศก่อนที่จะประกาศให้พชืนี้ผดิ
กฎหมายครัง้แรกในประเทศสหรฐัอเมรกิาซึ่งส่งอทิธพิลไปถงึกฎหมายในอกีหลายประเทศทัว่
โลก ปัจจุบนัสหรฐัอเมรกิารได้มกีฎหมายอนุญาตให้ใช้กญัชาทางการแพทย์ (Mead, 2017) มี
การขายในรูปของสารสกดัใชใ้นการรกัษาผูป่้วยทีม่อีาการดา้นจติใจ ช่วยกล่อมประสาทและช่วย
ในการนอนหลับ (Russo & Guy, 2006) และใช้ในเชิงสันทนาการเต็มรูปแบบในบางรัฐ 
(Dragone, Prarolo, Vanin, & Zanella, 2018) นอกจากนี้ยังการมีอนุญาตเพาะปลูกเพื่อใช้
ในทางการแพทย์และสนัทนาการในหลายประเทศทัว่โลก (Hädener, König, & Weinmann, 
2019) 
 

2.2 ลกัษณะทางพฤกษศาสตรข์องพืชสกลุกญัชา 
 
 การจดัหมวดหมู่พชืสกุลกญัชาตามหลกัอนุกรมวธิารมดีงันี้ (Chandra et al., 2017)  
 
Kingdom:   Plantae (Plants) 
 
  Subkingdom:      Tracheobionta (Vascular Plants) 
 
     Superdivision:    Spermatophyta (Seed Plants) 
 
        Division:            Magnoliophyta (Flowering Plants) 
 
           Class:     Magnoliopsida (Dicotyledons) 
 
             Subclass:          Hamamelididae 
 
                Order:        Urticales 
 
                   Family:           Cannabaceae 
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                      Genus:   Cannabis 
 
                         Species:     Sativa L.  
 

2.2.1 วิวฒันำกำรระบบกำรตัง้ช่ือของกญัชำและกญัชง 
 
 ระบบในการเรยีกชื่อกญัชาและกญัชงมกีารพฒันามาอย่างต่อเนื่องตัง้แต่อดตีจนถึง
ปัจจุบนัจงึท าใหเ้กดิความสบัสนอย่างมาก ในปี ค.ศ.1753 เมื่อ Linnaeus ไดต้พีมิพห์นังสอืเรื่อง 
Species Plantarum ซึ่งเป็นจุดเริม่ต้นของระบบการตัง้ชื่อพฤกษศาสตร์ท าให้เกดิระบบชื่อที่มี
ล าดบัความส าคญัของ C. sativa ขึ้นอกีด้วย หลงัจากนัน้ 32 ปี Lanmarck ได้ตัง้ชื่อ C. indica 
Lam. จดัเป็นพนัธุ์ที่มตี้นก าเนิดจากอินเดีย เอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ และแอฟรกิาใต้ โดยได้
อธบิายไวว้่า C. indica แตกต่างจาก C. sativa ทางสณัฐานวทิยาอย่างมาก เช่น ก้าน การแตก
แขนงของกิง่ ใบและดอก นอกจากนี้ยงัไดอ้ธบิายถงึความแตกต่างทางเคมไีวอ้กีดว้ย โดยระบุว่า 
C. indica นัน้มกีลิน่ทีแ่รงและผลติสารทีอ่อกฤทธิท์างจติซึ่งมผีลต่อสมองท าใหเ้กดิอาการเมา ลมื
ความเศรา้และท าใหร้่าเรงิ  
 
 หลงัจากนัน้นักพฤกษศาสตรไ์ดศ้กึษาการกระจายตวัของพชืซึ่งระบุว่าเป็น C. sativa 
หรอื C. indica และได้เปรยีบเทยีบความแตกต่างของพนัธุ์ที่ทัง้สองตัง้ชื่อขึ้น และจดัท าแผนที่
การกระจายตวัขึน้ จงึสามารถสรุปการจ าแนก C.sativa และ C.indica ออกจากกนัโดยสามารถ
จ าแนกได้จากลักษณะทางสันฐานวิทยา (Morphological Profile) จ าแนกจากสารส าคัญ 
(Chemical Profile) โดย C.sativa นัน้มสีาร THC สูงกว่า CBD ในขณะเดยีวกนั C.indica มสีาร 
THC ต ่ากว่า CBD นอกจากนี้ยงัจ าแนกได้จากแหล่งที่มา แต่หลกัการจ าแนกที่กล่าวมาพบว่า
เป็นปัญหาหลกั ในระบบ Cannabis taxonomy (McPartland, 2018)  
 
 ต่อมา Small และ Cronquist ได้สร้างระบบการตัง้ชื่อส าหรับ C. sativa อย่างเป็น
ทางการ หลักในการจ าแนก 2 หลักการ ได้แก่ การแยกเป็น subspecies โดยอิงจากค่า
องค์ประกอบของสาร THC ในดอกเพศเมยีที่แห้งแล้ว หากมสีาร THC สูงกว่า 0.3% จะถอืว่า
เป็น subsp. indica นอกจากนี้ยงัจ าแนกจากลกัษณะในการเพาะเลีย้ง (McPartland, 2018) โดย
สามารถจ าแนกไดด้งันี้ 
  1) C. sativa subsp. sativa var. sativa (ปรมิาณ THC ต ่า มกีารเพาะปลูก) 

2) C. sativa subsp. sativa var. spontanea (ป ริ ม า ณ  THC ต ่ า แ ล ะ 
เป็น Wild-type)  
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3) C. sativa subsp. indica var. indica (ปรมิาณ THC สงู มกีารเพาะปลูก) 
4) C. sativa subsp. indica var. kafiristanica (ป ริ ม า ณ  THC สู ง  แ ล ะ 

เป็น Wild-type) 
 อย่างไรกต็ามงานวจิยัที่มกีารวเิคราะหค์ุณสมบตักิารมสีารส าคญั (Chemotype) โดย
การวิเคราะห์ อัตราส่วนระหว่าง Δ9-tetrahydrocannabinol (THC) และ Cannabidiol (CBD) 
พบว่าสามารถแยกพนัธุไ์ดอ้อกเป็น 3 แบบ (McPartLand & Guy, 2017) ไดแ้ก่ 
 1) Type I หรอืที่เรยีกว่ากลุ่มที่เป็นยา (Drug-type) คอื พนัธุ์ที่มสีาร THC สูง
กว่า 0.3% และมสีาร CBD ต ่ากว่า 0.5%  
 2) Type II คอื พนัธุท์ีม่สีาร THC สงูกว่า 0.3% และมสีาร CBD สงูกว่า 0.5%  
 3) Type III หรอืทีเ่รยีกว่ากลุ่มทีเ่ป็นเสน้ใย (Fiber-type) คอื พนัธุ์ทีม่สีาร THC 
ต ่ากว่า 0.3% และมสีาร CBD สงูกว่า 0.5%  
 
 2.2.2 ระบบกำรจ ำแนกพนัธุ์กญัชำท่ีนิยมในปัจจบุนั 
 
 ระบบการจ าแนกพันธุ์กัญชานัน้มีการจัดเป็นระบบการตัง้ชื่อมากมายตามที่ได้
กล่าวถึงข้างต้น อย่างไรก็ตามระบบการตัง้ชื่อที่ได้รับความนิยมและเป็นที่รู้จกักันดีในทาง
วทิยาศาสตรค์อืการเรยีก C. sativa subsp. sativa ว่ากญัชง เนื่องจากมสีาร THC ต ่า เสน้ใยสูง 
ส่วน C. sativa subsp. Indica เรยีกแทนกญัชา ซึ่งเป็นพนัธุ์ที่ม ีTHC สูง และ Ruderalis หรอื 
C. sativa subsp. ruderalis ทีพ่บในประเทศรซัเซยีนัน้ เป็นกญัชาพนัธุท์ีม่ลี าตน้เตีย้ การท าดอก
ขึน้อยู่กบัอายุทีป่ลูกไม่ขึน้อยู่กบัช่วงแสง (Autoflowering) (Small, 2017) กญัชาพนัธุ์นี้ถูกน ามา
พฒันาพนัธุ์ผสมกบักญัชาทัว่ไปจนเกดิเป็นกญัชาพนัธุ์ใหม่ที่การออกดอกไม่ขึ้นอยู่กบักับแสง 
และสามารถขายในเชงิพาณิชยไ์ดใ้นปัจจุบนั (McPartland, 2018)  
 
 2.2.2.1 ระบบการจ าแนกพนัธุก์ญัชาโดยสารส าคญั (Chemotype) 
 ในทางวทิยาศาสตรม์กีารแยกประเภทของกญัชาตามสารส าคญั (Chemotype) 
โดยที่นิยมใช้จะแบ่งตามอัตราส่วนของ Cannabinoid ซึ่งเป็นสาระส าคญัจ านวน 3 ชนิด ใน
กัญช า  ไ ด้ แ ก่  Tetrahydrocannabinolic acid (THCA), Cannabidiolic acid (CBDA) แล ะ 
Cannabigerol acid (CBGA) (Garfinkel et al., 2021) ดงันี้ 

1) Type I คอืพนัธุท์ีม่ปีรมิาณสาร THC สงู CBD ต ่า 
2) Type II คอืพนัธุ์ที่มปีรมิาณสาร THC และ CBD ในปรมิาณที่ใกล้เคียงกัน

หรอืเท่ากนั  
3) Type III เป็นพนัธุท์ีม่ปีรมิาณสาร CBD สงู THC ต ่า 
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4) Type IV เป็นพนัธุ์ทีม่ปีรมิาณสาร CBG สูง ซึ่งเป็นสารตัง้ต้นของ THC และ 
CBD 

5) Type V เป็นพนัธุ์ที่ไม่พบสาร Cannabinoid หรอืเรยีกอกีอย่างว่าเป็นพนัธุ์ 
Cannabinoid-free 
  2.2.2.2 ระบบการจ าแนกกญัชาและกญัชงตามกฎหมายประเทศไทย 

ปัจจุบนัประเทศไทยได้ประกาศให้กญัชาและกญัชงสามารถขออนุญาตปลูก 
น าเขา้ ครอบครอง จ าหน่าย และใชป้ระโยชน์ไดใ้นบางสว่นของตน้ตามทีก่ฎหมายก าหนด (รปูที ่
2.1) และไดม้กีารจ าแนกกญัชาและกญัชงดว้ยปรมิาณสาร THC โดยก าหนดใหก้ญัชง (Hemp) 
มลีกัษณะเป็นพชืซึ่งมชีื่อท างวทิยาศาสตร์ว่า Cannabis sativa L. subsp. sativa ซึ่งเป็นชนิด
ย่อยของพชืกญัชา (Cannabis sativa L.) ที่มปีรมิาณสาร Tetrahydrocannabinol (THC) ในใบ
และช่อดอก ไม่เกินร้อยละ 1 ต่อน ้าหนักแห้งโดยตรวจวเิคราะห์ตามหลกัเกณฑ์และวธิีการที่
คณะกรรมการก าหนด (คณะกรรมการควบคุมยาเสพตดิใหโ้ทษ, 2562) แสดงในรปู 2.2 ปัจจุบนั
ไดม้กีารประกาศใหช้่อดอกกญัชาจดัเป็นสมุนไพรควบคุม สามารถศกึษาวจิยั ส่งออก จ าหน่าย 
หรอืแปรรูปสมุนไพรควบคุมเพื่อการค้า แต่ต้องขออนุญาตและปฏบิตัติามเงื่อนไขตามประกาศ
กระทรวงสาธารณสุขเรื่อง สมุนไพรควบคุม (กญัชา) พ.ศ. 2565 ประกาศในราชกจิจานุเบกษา 
เล่ม 139 ตอนพเิศษ 272 ง (ประกาศกระทรวงสาธารสุุข, 2565) 
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รปูที ่2.1 ขอ้ก าหนดการใชป้ระโยชน์สว่นต่าง ๆ ของกญัชาและกญัชงตามกฎหมาย
ไทยทีใ่ชใ้นปัจจุบนั (พ.ศ. 2564) 

ทีม่า: ส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา, 2564 



11 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูที ่2.2 ราชกจิจานุเบกษาเรื่องก าหนดลกัษณะกญัชง พ.ศ.2562 

ทีม่า: คณะกรรมการควบคุมยาเสพตดิใหโ้ทษ, 2562 
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2.3 พนัธุก์ญัชำในประเทศไทย 
 
 จากหลกัฐานทางประวตัศิาสตรใ์นสมยัสมเดจ็พระนารายณ์มหาราชระหว่างปีที่พุทธ-
ศกัราช 2199-2231 พบบนัทกึต าราพระโอสถพระนารายณ์ทีม่รีายละเอยีดต ารบัยาทีใ่ชส้่วนต่าง 
ๆ ของกญัชาเป็นส่วนประกอบในยาต่าง ๆ มาตัง้แต่สมยันัน้ นอกจากนี้ชาวเขาเผ่ามี้ง ลีซอ 
และอาขา่ทีอ่าศยัอยู่บรเิวณภาคเหนือของไทยยงัไดม้กีารน าเสน้ใยกญัชาพนัธุ์ทีม่เีสน้ใยสงูมาใช้
ประโยชน์ในการทอผา้ เครื่องนุ่งห่ม ท าเชอืก มาอย่างยาวนานจนถงึปัจุบนั (กรมวชิาการเกษตร, 
2564) 
 
 2.3.1 กญัชำพนัธุไ์ทย 
 
 เป็นพนัธุด์ ัง้เดมิของไทยนิยมเรยีกกนัว่า Thai หรอืพนัธุ ์Thai stick เป็นพนัธุท์อ้งถิน่
ในแถบประเทศเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต้ เป็นฐานพนัธุ์กรรมของพนัธุ์ไทยอื่น ๆ เช่น พนัธุ์หาง
กระรอก ดา้ยแดง ฝอยทอง หมื่นส ีตะนาวศร ีและพนัธุอ์ื่น ๆ (กรมวชิาการเกษตร, 2564) 
 
 2.3.2 พนัธุไ์ทยท่ีถกูพฒันำในต่ำงประเทศ 
 
 พนัธุ์กญัชาไทยทีม่ชีื่อเสยีงเป็นทีรู่จ้กัดใีนทางการคา้และงานวจิยัของต่างประเทศคอื
พนัธุ์ “Thai” หรือ “Thai stick” ซึ่งเป็นพนัธุ์ Sativa แท้ ถูกใช้ในการปรบัปรุงพนัธุ์ สร้างเป็น
ลูกผสมกบัพนัธุต์่างประเทศมากมาย เช่น พนัธุ ์Original Haze นอกจากนี้ยงัมพีนัธุไ์ทยอื่น ๆ ที่
ถูกน าไปปรบัปรุงพนัธุ์ผสมกบัพนัธุ์ต่างประเทศมากมาย เช่น พนัธุ์ AK-47 และ Blueberry ทีม่ี
กญัชาพนัธุ์ไทยเป็นพนัธุ์พ่อแม่ (Bailey, Pearson, Trigiano, & Gray, 2017) แสดงในตารางที่ 
2.1 
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ตารางที ่2.1 แสดงชื่อกญัชาทางการคา้ของต่างประเทศทีพ่ฒันามาจากญัชาพนัธุไ์ทย   
ล าดบั ชื่อพนัธุ ์ ชื่อพนัธุพ์อ่แม่ (Parents) 
1 AK-47 Colombian, Mexican, Thai, Afghani 
2 Amnesia Haze Afghani, Hawaiian, Thai, Cambodian, Laotian, 

Jamaican Haze varieties 
3 Atomic Northern Lights Nothern Lights x Thai Haze x Afghani 
4 Blue Moonshine Highland Thai x Afghani 
5 Blue Velvet Purple Thai x Afghani 
6 Blueberry (Purple Thai x Highland Thai) x Afghani 
7 Brainstorm Haze Stargazer x Thai landrace 
8 Casey Jones (Trainwreck x Thai) x East Coast Sour Diesel 
9 Chocolate Thai Thai 
10 Chocolope Chocolate Thai x Cannalope Haze 
11 DJ Short Blueberry (Purple Thai x Highland Thai) x Afghani 
12 Flo Purple Thai x Afghani 
13 Harlequin Colombian Gold x Thai S x Swiss S x Nepalese I 
14 Harmony Colombian Gold x Lemon OG Kush x Lemon Thai 
15 Haze Mexican x Colombian x Thai x South Indian Ss 
16 Juicy Fruit Afghani x Thai 
17 Khola (Brazil x Thai) x Unknown Dutch H 
18 Laughing Buddha Thai x Jamaican 
19 Lemon Thai Unknown 
20 Lemonberry Dabney Blue x Lemon Thai 
21 Lost Coast OG (Pakistan x Thai) x Chemdawg 4 
22 Northern Lights  Afghani x Thai 
23 Northern Lights #5 Afghani x Thai 
24 Purple Haze Haze x Purple Thai 
25 Purple Thai HOG (Mexican S) x Chocolate Thai 
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ตารางที ่2.1 แสดงชื่อกญัชาทางการคา้ของต่างประเทศทีพ่ฒันามาจากญัชาพนัธุไ์ทย (ต่อ)   
ล าดบั ชื่อพนัธุ ์ ชื่อพนัธุพ์อ่แม่ (Parents) 
26 Skunk #1 Central American, South American, Afghani, and 

Thai landraces 
27 Thai Lights Thai x Northern Lights 
28 Thai-Tanic Thai x Skunk 
29 Trainwreck Mexican x Thai 
30 Voodoo Thai x Thai 
ทีม่า: Bailey et al., 2017  
 

2.4 ลกัษณะทำงสนัฐำนวิทยำของกญัชำ 
 
 กญัชาจดัเป็นพชืลม้ลุกทีม่ดีอกแบบไม่สมบูรณ์เพศ มดีอกเพศผูแ้ละเพศเมยีอยู่คนละ
ตน้ (Dioecious) บางครัง้สามารถพบต้นที่มีดอกตัวผู้และดอกตัวเมียอยู่ ในต้นเดียวกัน 
(Monoecious) (Chandra et al., 2017) หรอืเรยีกว่าตน้กะเทย เมลด็ของกญัชามลีกัษณะเป็นรูป
ไขป้่อม ผวิเรยีบ มลีายสนี ้าตาล (Small, 2015)   
 
 2.4.1 ล ำต้นและใบของกญัชำ 
 
 ล าต้นของกญัชามลีกัษณะตัง้ตรง ความสูงประมาณ 0.2-6 เมตร ขึ้นอยู่กบัพนัธุ์และ
สภาพแวดลอ้มในการเพาะปลูก (Chandra et al., 2017) สามารถจ าแนกลกัษณะของแต่ละพนัธุ์
ไดต้ามแสดงในตารางที ่2.2 และรปูที ่2.3  
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ตารางที ่2.2 แสดงลกัษณะทางสนัฐานวทิยาของกญัชาแต่ละพนัธุ์ 
ชนิดพนัธุ ์ ความสงู 

(Height) 
ขอ้ใบ 
(Node) 

ใบ 
(Leaf) 

แผ่นใบ 
(Blade) 

การออกดอก 

Sativa ตน้สงู (เฉลีย่  
1.5-4.5 เมตร) 

ขอ้ใบห่าง ใบแคบเรยีว 
แหลม ไม่ใหญ่ 

 

มแีฉกมาก 
(7-11 แฉก/ใบ) 

ขึน้กบัช่วง 
แสง 

Indica ตน้เตีย้ (เฉลีย่ 
0.15-1.5 เมตร) 

ขอ้ใบสัน้ ใบกวา้งสัน้ 
และใหญ่ 

มแีฉกน้อย 
(5-7 แฉก/ใบ) 

ขึน้กบัช่วง 
แสง 

 
Ruderalis ตน้เตีย้ (เฉลีย่ 

0.15-1.5 เมตร) 
ขอ้ใบสัน้ 
และถี ่

ใบเลก็หนา มแีฉกน้อย 
(4-6 แฉก/ใบ) 

ไม่ขึน้กบั 
ช่วงแสง 

ที่มา: ดดัแปลงจาก Chandra et al., 2017; Hazekamp, Fischedick, Llano-Diez, Lubbe, & 
Ruhaak, 2010 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

รปูที ่2.3 แสดงลกัษณะทางสนัฐานวทิยาของกญัชาแต่ละพนัธุ์ 
ทีม่า: Messina, Rosati, Curini, & Marcotullio, 2015 



16 
 

 
 

 2.4.2 ดอกกญัชำ  
 
 มลีกัษณะเป็นช่อ ดอกเพศผูแ้ละเพศเมยีแยกกนัอยู่คนละตน้โดยมลีกัษณะทีแ่ตกต่าง
กัน ช่อดอกของกัญชาเพศเมียจะมีลักษณะเป็นก้านดอกเล็กๆ แยกออกมาจากก้านใหญ่ 
(Racemes) ส่วนช่อดอกเพศผู้จะมลีกัษณะเป็นช่อคล้ายฝักหลาย ๆ ช่อ หรอืเรยีกว่า Panicle 
(Moliterni, Cattivelli, Ranalli, & Mandolino, 2004) ลกัษณะของดอกกญัชาเพศเมยีและเพศผู้
แสดงในรูปที่ 2.4 และโครงสร้างของดอกตวัเมยีแสดงในรูปที่ 2.5 และตวัผู้โครงสร้างของดอก
กญัชาตวัผู้แสดงในรูปที่ 2.6 โดยพบการสะสมของสาร Cannabinoid อยู่ในช่อดอกกญัชาเพศ
เมยีโดยสะสมอยู่ในโครงสร้างที่เรยีกว่า Trichrome มลีกัษณะเป็นขนอยู่บรเิวณดอกของกญัชา
เพศเมยีแสดงดงัรูปที่ 2.7 กญัชาเพศเมียที่ได้รบัการปฏิสนธิจากเกสรตวัผู้จะมีการผลิตสาร 
Cannabinoid ลดลงเพื่อพฒันาเมล็ด ในการหลกีเลี่ยงการปฏสินธิท าได้โดยการแยกต้นเพศผู้
ออกจากตน้เพศเมยี (Chandra et al., 2017) 

 
A)                                               B)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

รปูที ่2.4 แสดงลกัษณะดอกกญัชา A) ดอกกญัชาเพศเมยี B) 
ดอกกญัชาเพศผู ้

ทีม่า: ดดัแปลงจาก Chandra et al., 2017; Schilling et al., 2020 
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รูปที ่2.5 แสดงโครงสรา้งของดอกกญัชาเพศเมยี 

ทีม่า: ดดัแปลงจาก Schilling et al., 2020 

 

 
รปูที ่2.6 แสดงโครงสรา้งของดอกกญัชาเพศผู ้
ทีม่า: ดดัแปลงจาก Schilling et al., 2020 
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A)        B)     
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

2.5 สำรส ำคญัในกญัชำ 
 
 กญัชาเป็นพชืทีม่สีารประกอบมากมายหลายชนิด ปัจจุบนัมกีารศกึษาและระบุสารได้
กว่า 538 ชนิด (Hazekamp et al., 2010) สารประกอบที่สามารถระบุชนิดของสารและจัด
หมวดหมู่ได้แสดงในตารางที่ 2.3 โดยสารส าคญัในกัญชาที่ส าคญัและน่าสนใจในการศึกษา
ประกอบดว้ย Cannabinoids Terpenoids และ Flavonoids 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูที ่2.7 แสดงลกัษณะของ Trichrome A คอื ภาพขยายกลุ่ม Trichrome 
ทีม่อีายุน้อยบนผวิของดอกกญัชา B คอื ภาพของ Trichrome แบบใกล ้

ทีม่า: Chandra et al., 2017 
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ตารางที ่2.3 แสดงสารประกอบในกญัชาและจ านวนสารทีส่ามารถระบุและจดัหมวดหมู่ได้ 
Chemical class Number of compounds 
Terpenoids  
Cannabinoids  
Hydrocarbons  

>120 
>70 
50 

Sugars and related compounds  34 
Nitrogenous compounds  27 
Non-cannabinoid phenols  25 
Flavonoids  23 
Fatty acids  22 
Simple acids  21 
Amino acids  18 
Simple ketones  13 
Simple esters and lactones  13 
Simple aldehydes 
Proteins, glycoproteins, and enzymes  
Steroids  

12 
11 
11 

Elements   9 
Simple alcohols   7 
Pigments 
Vitamin (Vitamin K) 

 2 
 1  

ทีม่า: Hazekamp et al., 2010  
  

 2.5.1 สำร Cannabinoids 
 
 Cannabinoids หมายถึ ง ส า รที่ ส า ม า รถ จับกับ  C a n n a b i n o i d  r e c e p t o r 
ในสตัวห์รอืมนุษยไ์ดซ้ึ่งมโีมเลกุลแตกต่างกนัตามชนิดโดย ม ี3 ชนิด ไดแ้ก่ Endocannabinoid, 
Synthetic cannabinoid และ Phytocannabinoid โดยทัง้สามชนิดจะมโีมเลกุลที่แตกต่างกนั 
(Heteromorphic) นอกจากนี้ยงัสามารถพบสาร Cannabinoid ได้ในพชืชนิดอื่น ๆ เช่น ต้น 
liverwort และ Helichrysum (Hazekamp et al., 2010 ) โดยสาร Cannabinoid ที่พบในกัญชา
จดัเป็น Phytocannabinoid ถูกสะสมไว้ที่ Trichome  สาร Cannabinoids มหีลายชนิดแสดงใน
ตารางที่ 2.4 และมีคุณสมบัติทางเภสัชวิทยาหลายประการ สารส าคัญที่มีการศึกษาอย่าง
แพร่หลาย ได้แก่ Δ9-Tetrahydrocannabinol (Δ 9-THC) ที่มีคุณสมบัติเป็นสารออกฤทธิต์่อ
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ระบบประสาทท าให้เกิดอาการมึนเมา ช่วยลดอาการปวด สารส าคัญอีกชนิดหนึ่ง คือ 
Cannabidiol (CBD) เป็นสารที่นิยมน ามาใช้ทางการแพทย์เนื่องจากเป็นสารที่ไม่ออกฤทธิต์่อ
ระบบประสาทและมคีุณสมบตัทิี่ช่วยเรื่องโรคลมชกั ต้านการอกัเสบ และช่วยลดอาการปวดได้ 
(Ramirez et al., 2019) นอกจากนี้อีกสารที่มีความส าคัญได้แก่ Cannabigerol (CBG) ที่ถูก
เปลีย่นมาจาก CBGA ซึง่เป็นสารตัง้ตน้ของ THC และ CBD 

 
ตารางที ่2.4 แสดงชนิดและจ านวนของสาร Cannabinoids  
Chemical class  Number of compounds 
Delta-9 Tetrahydrocannabinol (Δ9-THC) type  18 
Delta-8 Tetrahydrocannabinol (Δ8-THC type)  2 
Cannabigerol (CBG type)  17 
Cannabichromene (CBC type)  8 
Cannabidiol (CBD type)  8 
Cannabinodiol (CBND type)  2 
Cannabielsoin (CBE type)  5 
Cannabicyelol (CBL type)  3 
Cannabinol (CBN type)  10 
Cannabitriol (CBT type)  9 
Misc type  22 
Total cannabinoids  104 
Total noncannabinoids  441 
Total  545 
ทีม่า: ElSohly & Gul, 2014 

 

2.5.1.1 สาร Δ9-Tetrahydrocannabidol (THC) 
Δ9-Tetrahydrocannabinol (Δ9-THC/THC) เ ป็ น ส า รที่ เ ป ลี่ ย น ม า จ าก  

Tetrahydrocannabinol Acid (THCA) ที่ไม่ได้มีฤทธิต์่อระบบประสาท เมื่อเกิดกระบวนการ 
Decarboxylation โดยความร้อน แสง และการเก็บรกัษา แล้วเปลี่ยนไปเป็น THC จงึจะที่เป็น
สารออกฤทธิต์่อระบบประสาท แสดงดงัรูปที่ 2.8  สร้างความรู้สกึสนุกสนาน ตื่นเต้น และผ่อน
คลาย นอกจากนี้ยงัพบว่ามคีุณสมบตัิท าให้เกิดการบรรเทาอาการเจ็บปวด ต้านการอกัเสบ 
(Anti-Inflammatory) เพิ่มความอยากอาหาร และต้านการอาเจียนอีกด้วย (Costa, 2007) 
ปัจจุบนัได้มีการอนุญาตให้ใช้กญัชารวมถึงสารสกัด THC เพื่อใช้ในเชิงสนัทนาการและทาง
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การแพทยใ์นหลายประเทศเช่น แคนาดา และ สหรฐัอเมรกิาในบางรฐัรวมถงึประเทศไทยทีเ่ริม่มี
การใชส้าร THC ในทางการแพทยอ์กีดว้ย 

 
 
 
 
 
 

 

2.5.1.2 สาร Cannabidiol (CBD)  
Cannabidiol (CBD) เป็นสารทีเ่ปลีย่นมาจาก Cannabidiol Acid (CBDA) ที่

ผ่านกระบวนการ Decarboxylation ทัง้ CBDA และ CBD เป็นสารที่ไม่ออกฤทธิต์่อระบบ
ประสาทโดย CBD เป็น Isomer ของ THC ซึ่งพบว่ามคีุณสมบตัติ้านการอกัเสบ ต้านอาการชกั 
ลดความกงัวล บรรเทาอาการปวด การป้องกนัระบบประสาท ตา้นมะเรง็ และเป็นสารตา้นอนุมูล
อสิระ นอกจากนี้พบว่า CBD มผีลท าใหก้จิกรรมการออกฤทธิต์่อระบบประสาทของ THC ลดลง 
ซึ่งเป็นการบรรเทาผลทีเ่กดิขึ้นจาก THC (Russo & Marcu, 2017) และยงัช่วยในเรื่องของการ
นอนหลับอีกด้วย คุณสมบัติดงักล่าวจึงถูกน ามาใช้ทางการแพทย์และมีการวิจยัเพื่อพัฒนา
ผลติภณัฑอ์ย่างต่อเนื่อง 

 
2.5.1.3 สาร Cannabigerol (CBG) 
Cannabigerol (CBG) เป็นสารที่ไม่ออกฤทธิต์่อระบบประสาทที่พบได้น้อย

มากในกญัชาเนื่องจาก Cannabigerol (CBG) เปลี่ยนไปเป็นสาร THC, CBD และ CBC อย่าง
รวดเร็ว ซึ่ง CBGA ถูกสงัเคราะห์ขึ้นมาโดยการเกิด  Alkylation ของ Olivetolic (OLA) โดย
เอนไซม์ Olivatolate geranyl transferase ร่วมกับ Geranyl diphosphate (Sirikantaramas & 
Taura, 2017)  ในกระบวนการสงัเคราะหห์ลงัจากทีเ่กดิ CBGA ขึน้นัน้ CBGA ไดถู้กเปลีย่นไป
เป็น THC และ CBD โดยเอนไซม ์THCA synthase และ CDBA synthase โดยกระบวนการการ
เปลีย่นแปลงของสารดว้ยเอนไซมท์ีเ่กี่ยวขอ้งกบัการสงัเคราะหส์าร THC และ CBD แสดงในรปู 
2.9 การศกึษาสาร CBG ยงัมน้ีอยมากเมื่อเทยีบกบั THC และ CBD งานวจิยัใหม่ต่าง ๆ ไดเ้พิม่
ความรูเ้กี่ยวกบัสาร CBG รวมทัง้ประโยชน์ทางดา้นเภสชัวทิยาและทางการแพทยม์ากขึน้ เช่น 
ประโยชน์ในการต้านการอกัเสบ แก้อาการปวด และเป็นสารต้านมะเร็ง (Deiana, 2017) และ
ต้านเชื้อแบคทีเรยีแกรมบวก Mycobacteria และฟังไจได้มากกว่า THC และ CBD (Russo & 
Marcu, 2017) และยงัสามารถต้านเชื้อ Staphylococcus aureus ที่ดื้อต่อยา Methicillin ได้อีก
ด้วย (Appendino et al., 2008) นอกจากนี้ยงัมกีารทดลองต่าง ๆ ในหนู แต่ยงัไม่มกีารทดลอง

 
 
 

รปูที ่2.8 แสดงกระบวนการเปลีย่น THCA ไปเป็น THC โดยการเกดิ Decarboxylation  
ดว้ยความรอ้น แสง และการเกบ็รกัษา 

ทีม่า: Hazekamp et al., 2010 
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ในมนุษย์ ดังนัน้จะเห็นได้ว่าสาร CBG เป็นสารที่น่าสนใจส าหรับการศึกษาเพื่อน ามาใช้
ประโยชน์ในทางการแพทยเ์ป็นอย่างมาก 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

   
 
 2.5.2 สำร Terpenoids  

 
 สาร Terpenoids เป็นส่วนประกอบของน ้ามนัหอมระเหย (Essential Oil) เป็นสารทีม่ี
กลิ่นหอม พบในกัญชามากกว่า 120 ชนิด โดย Terpenoids ชนิดที่มีการศึกษาและทราบถึง
คุณสมบตัขิองสารแลว้แสดงในตารางที ่2.5 

 
 
 
 
 

 
รปูที ่2.9 แสดงกระบวนการการเปลีย่นแปลงของสารดว้ยเอนไซม์ 

ทีเ่กีย่วขอ้งกบัการสงัเคราะหส์าร THC และ CBD  

ทีม่า: Grassi & McPartland, 2017 
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ตารางที ่2.5 แสดงชนิดและคุณสมบตัขิองสาร Terpenoids ทีพ่บในกญัชา  
ชนิดของ Terpenoids คุณสมบตั ิ
Beta-Myrcene แกป้วด ตา้นการอกัเสบ ตา้นเชือ้แบคทเีรยี  
Beta-Caryophyllene ตา้นการอกัเสบ ปกป้องและถนอมผวิกระเพาะอาหาร  
Delta-Limonene กระตุน้ภูมคิุม้กนั ยากล่อมประสาท ตา้นการกลายพนัธุ์ 
Linalool กล่อมประสาท คลายความวติกกงัวล 
Pulegone Acetylcholinesterase (AChE) inhibitor กล่อมประสาท 
1,8-Cineol AChE inhibitor ตา้นเชือ้แบคทเีรยี ตา้นเชือ้ไวรสั 
Alpha-Pinene ตา้นการอกัเสบ ตา้นเชือ้แบคทเีรยี ขยายหลอดลม  
Alpha-Terpineol ตา้นเชือ้แบคทเีรยี AChE inhibitor เป็นสาร antioxidant 
Terpineol-4-ol AChE inhibitor ตา้นเชือ้แบคทเีรยี 
p-Cymene Anticandidal ตา้นเชือ้แบคทเีรยี AChE inhibitor 
ทีม่า: Hazekamp et al., 2010 

 
 2.5.3 สำร Flavonoids 
 
 สาร Flavonoids มคีวามส าคญักบัสาร THC และสาร Cannabinoids อื่น ๆ ซึ่งอาจจะ
ช่วยทัง้ในด้านของการเสรมิฤทธิก์นัหรอืลดผลข้างเคยีงที่เกิดขึ้น นอกจากนี้ยงัมกีารทดสอบ
คุณสมบัติทางเภสชัวิทยาของสาร Flavonoids บางชนิด เช่น Cannflavins A และ B พบว่า
สามารถยบัยัง้ Prostaglandin E2 ในเซลล ์Rheumatoid synovial ของมนุษย ์มากกว่านัน้พบว่า 
Cannflavins A มีประสิทธิภาพมากกว่ายา Aspirin ถึง 30 เท่า (Hazekamp et al., 2010) จึง
จดัเป็นสารทีน่อกเหนือจากสาร Cannabinoids ทีม่คีวามน่าสนใจเป็นอย่างมาก 
 
2.6 ยีนท่ีควบคมุกำรแสดงออกของเอนไซม ์THCAS และ CBDAS 
  
 THCA และ CBDA ที่ถูกสงัเคราะห์มาจาก CBGA โดยเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องคอื THCA 
synthase (THCAS) และ CBDA synthase (CBDAS) (Sirikantaramas & Taura, 2017) โดยมี
ยีน Tetrahydrocannabinolic acid synthase (THCAS) เป็นยีนที่ควบคุมการแสดงออกของ
เอนไซม์ THCAS โดยยนีดงักล่าวมคีวามยาวทัง้หมด 1,638 bp (Base Pair) นับตัง้แต่บรเิวณ
ปลาย 5’ ที่ม ีStart codon (นิวคลโีอไทด์ ATG) จนถงึบรเิวณปลาย 3’ ที่ม ีStop codon (นิวคลี
โอไทด์ TAA) และมคีวามคล้ายคลึงกบัยนี Cannabidiolic acid synthase (CBDAS) ที่ควบคุม
การแสดงออกของเอนไซม ์CBDAS มากถงึ 87.9% (Kojoma et al., 2006) โดยยนี CBDAS มี
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ความยาวทัง้หมด 1,635 bp สามารถแปลเป็นกรดอะมิโนได้ 544 Residues ในขณะที่ยีน 
THCAS สามารถแปลเป็นกรดอะมิโนได้ 545 Residues (Onofri, de Meijer, & Mandolino, 
2015) การแสดงออกของยนีที่ควบคุมเอนไซม์ THCAS และ CBDAS นัน้เป็นปัจจยัส าคญัที่ใช้
ในการศกึษาปรมิาณ Cannabinoids ได้ (Laverty et al., 2019) จากการศึกษา CBGA, THCA 
และ CBDA ท าใหท้ราบถงึความสมัพนัธร์ะหว่างกญัชาพนัธุท์ีม่สีาร THCA สงู และกญัชาทีม่สีาร 
CBGA สูง และศกึษาความสมัพนัธ์ระหว่างพนัธุ์ที่มสีาร CBGA สูง จากการวเิคราะห์ทางเคมี
และการท า Genotyping analysis ท าให้สามารถยนืยนัได้ว่า พนัธุ์ที่มสีาร CBGA สูง นัน้ได้รบั
การถ่ายทอดยีนด้อยหนึ่ งยีนซึ่งถูกควบคุมโดยยีน THCAS ที่ไม่ท างาน (Non-function) 
ประกอบด้วย Single nucleotide polymorphism (SNP) ที่ท าให้ไม่สามารถเกิดกระบวนการ
เปลีย่น CBGA ไปเป็น THCA จงึท าใหเ้กดิการสะสม CBGA ในพนัธุด์งักล่าวขึน้  SNP ดงักล่าว
สามารถใชเ้ป็น Molecular marker ส าหรบัการคดัเลอืกพนัธุ์ CBGA เพื่อใชใ้นการปรบัปรุงพนัธุ์
กญัชาได ้(Garfinkel et al., 2021)  
 
 2.6.1 Genetic model ท่ีเก่ียวข้องกบักำรผลิตสำร THC และ CBD ในกญัชำ 
 
 ในอดตี de Meijer et al. (2003) ไดเ้สนอ Genetic model ทีเ่กีย่วขอ้งกบัการผลติสาร 
Cannabinoids ในกญัชา (รปูที ่2.10) ว่าเกีย่วขอ้งกบั Locus เดีย่ว (Single Locus) ซึง่คอื Locus 
B ทีม่ ีAllele จ านวน 2 Allele ไดแ้ก่ BT และ BD โดยทัง้สอง Allele นี้แสดงออกแบบข่มร่วมกนั 
(Codominant) โดย BT Allele นั ้นควบควบการแสดงออกของยีน THCAS ส่วน BD Allele 
ควบคุมการแสดงของยนี CBDAS หากกญัชามลีกัษณะทางพนัธุกรรม (Genotype) ทีเ่ป็นแบบ 
Homozygous ได้แก่ BT/BT และ BD/BD จะท าให้เกิด Type I (พนัธุ์ที่มีสาร THCA สูง) และ 
Type III (พันธุ์ที่มีสาร CBDA สูง )  ตามล าดับ ส่วนลักษณะทางพันธุกรรมที่ เ ป็นแบบ 
Heterozygous ไดแ้ก่ BT/ BD ท าใหเ้กดิ Type II (พนัธุ์ทีม่สีาร THCA และ CBDA ในปรมิาณที่
ใกล้เคียงกันหรือเท่ากัน) มากไปกว่านัน้ยงัมีการอธิบายถึงการเกิด Type IV (พนัธุ์ที่มีสาร 
CBGA สูง )  ว่ า เกิดจากการควบคุมโดย  B0 Allele ที่บ่ งบอกถึงการแสดงออกแบบ  
Non-functional ของยนี THCA และ CBDA ท าใหเ้กดิการสะสม CBGA ขึน้เน่ืองจากไม่สามารถ
สงัเคราะห์ THCA และ CBDA ได้ (de Meijer & Hammond, 2005) และได้อธิบายถึง Type V  
(พนัธุ์ที่มสีาร Cannabinoid ต ่า หรอืไม่มเีลย) ว่าเกดิจาก Locus O ซึ่งเป็น Locus ที่เกี่ยวขอ้ง
กบัการผลติสารตัง้ต้นของสาร Cannabinoids  เมื่อเกดิ Homologous recessive ของ O Allele 
(O/O) (de Meijer, Hammond, & Sutton, 2009b) ท าใหเ้กดิการ Knock out การผลติสารตัง้ตน้
ของสาร Cannabinoids มผีลท าให้กญัชามสีาร Cannabinoids ที่ต ่า   นอกจากนี้ยงัอธบิายถึง
การสังเคราะห์สาร Cannabichromene Acid (CBCA) นัน่เกิดจาก Locus C ที่ควบคุมการ
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แสดงออกของยีน CBCA synthase (CBCAS) (de Meijer, Hammond, & Micheler, 2009a) 
อย่างไรก็ตาม Genetic model ดงักล่าวยงัขาดการศึกษาเกี่ยวกับ Genetic effects ที่มีความ
ซบัซ้อนมากกว่าที่ยงัไม่ได้รบัการทดสอบ (Campbell, Dufresne, & Sabatinos, 2019) ต่อมา 
Weiblen et al. (2015) ไดท้ าการศกึษายนีและการแสดงออกของยนี THCAS และ CBDAS และ
การท า Linkage mapping ท าให้พบหลักฐานใหม่เกี่ยวกับการแสดงออกของยีนทัง้สองที่
เกี่ยวข้องกับการผลิตสาร THCA และ CBDA ซึ่งถูกควบคุมยีน THCAS และ CBDAS ที่มี
ต าแหน่งอยู่ใกลก้นัแต่อยู่คนละ Locus กนั (Multiple linked loci)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 

 

รปูที ่2.10 แสดงแผนภาพกระบวนการผลติสาร THCA CBDA CBCA และ CBGA 
ทีค่วบคุมโดย Single locus ไดแ้ก่ locus B C O เป็นผลท าใหเ้กดิกญัชา 

Chemotype ต่าง ๆ  
ทีม่า: Schilling et al., 2020 
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ปัจจุบนั Grassa et al. (2021) ไดท้ าการศกึษา Genome assembly และท า Genetic mapping 
จึงสามารถระบุต าแหน่งของยีน THCAS และ CBDAS ที่อยู่บน Chromosome 7 ได้ จาก
การศึกษาทางพนัธุกรรมของกญัชาพนัธุ์ที่มสีาร CBD สูง (Type I) ท าให้ทราบว่ากญัชากลุ่ม 
Type I นัน้มกีารแสดงออกของยนี CBDAS แต่ไม่มกีารแสดงออกของยนี THCAS จะมเีพยีง 
THCAS-like ที่จัดเป็น Pseudogene (รูปที่ 2.11) ในขณะที่กัญชากลุ่ม Type III นัน้พบการ
แสดงออกของทัง้ยนี CBDAS และ THCAS (รปูที ่2.12) งานวจิยัดงักล่าวจงึสามารถอธบิายการ
ผลติสาร THCAS และ CBDAS ว่าเกดิจากการแสดงออกของยนีหลายยนีทีอ่ยู่คนละ Locus กนั 
อกีทัง้การผลติสาร Cannabinoids ทัง้หมดอาจเกี่ยวขอ้งกบัยนีที่อยู่บน Chromosome อื่นของ
อกีดว้ย  
 

      
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รปูที ่2.11 แสดงต าแหน่งของยนี Cannabinoid synthase ทีไ่ดจ้ากการศกึษากญัชากลุ่ม Type III 
โดยพบการแสดงออกของยนี CBDAS CBDAS-like และ THCAS-like  

ทีต่ าแหน่ง 31, 26 และ 29 Mb 

ทีม่า: ดดัแปลงจาก Grassa et al., 2021 



27 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

2.7 กำร ศึกษำควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมของพืช โดยกำรใ ช้ 
เครื่องหมำยโมเลกลุ 
 
 เครื่องหมายโมเลกุล (Molecular Marker/ DNA Marker) คอืล าดบันิวคลโีอไทดภ์ายใน 
DNA ของสิง่มชีวีติที่มคีวามแตกต่างกนัในสิง่มชีวีติแต่ละชนิดซึ่งสามารถส่งต่อทางพนัธุกรรม
ไปสู่รุ่นลูกได้โดยเครื่องหมายโมเลกุลจะอยู่ใกล้กับยีนเป้าหมายที่ต้องการศึกษา (Collard, 
Jahufer, Brouwer, & Pang, 2005) เครื่องหมายโมเลกุลสามารถใช้เพื่อบอกความแตกต่าง
ภายในลักษณะทางพันธุกรรม ของสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันหรือต่างชนิดกันได้หากมีความ
แตกต่างกนัหรอืมคีวามหลากหลายจะเรยีกว่า Polymorphisms ซึ่งลกัษณะดงักล่าวเกดิจากการ
กลาย (Mutation) หลายรูปแบบภายในล าดับนิวคลีโอไทด์ของสิ่งมีชีวิต (Mandal, Verma, 
Sasmal, & Katara, 2018) เทคนิ คการ ใช้  DNA marker มี จุด เ ริ่มต้นมาจาก  Restriction 
fragment length polymorphism (RFLP) ที่สามารถบอกความแตกต่างของล าดบันิวคลโีอไทด์
ได้โดยการใช้ Restriction enzyme ตดัชิ้นส่วน DNA ที่ต้องการศกึษาและตดิ Probe ในส่วนที่

รปูที ่2.12 แสดงต ำแหน่งของยนี Cannabinoid synthase บน Chromosome 7 ทีไ่ดจ้ำกกำร 
ศกึษำกญัชำกลุ่ม Type II และ Type III โดย Type III พบกำรแสดงออกของยนีCBDAS,  

CBDAS-like และ THCAS-like ทีบ่รเิวณ 31 29 26 Mbp แต่ไม่พบกำรแสดงออกของ 
ยนี THCAS ในขณะทีก่ญัชำกลุ่ม Type II พบกำรแสดงออก 

ของทัง้ยนี CBDAS และ THCAS   
ทีม่ำ: Grassa et al., 2021 
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ตอ้งการวเิคราะห ์เทคนิคนี้แพร่หลายไปในหลายสายงานรวมถงึการศกึษาในพชืแต่มขีอ้จ ากดัใน
การศกึษาความหลากหลาย (Polymorphism) หลายลกัษณะพรอ้มกนั อกีทัง้ยงัมวีธิกีารทียุ่่งยาก
และเปลืองเวลาดงันัน้จึงมกีารพฒันาเทคนิคใหม่ที่เรียกว่า Random Amplified Polymorphic 
DNA (RAPD) ที่พฒันาจากการใช้เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยข้อดีของ 
RAPD คอืสามารถใชเ้ทคนิคนี้ศกึษา DNA ไดโ้ดยไม่ต้องรูข้อ้มูลของล าดบันิวคลโีอไทด์มาก่อน
ไดแ้ละสามารถใชเ้ครื่องมอืพืน้ฐาน สว่นขอ้เสยีคอื RAPD เป็นปฏกิริยิาทีไ่ม่ทนทานเนื่องจากใช ้
Primer จ านวนมากและเป็นปฏิกิริยาที่ไม่สามารถใช้ซ ้าได้ จึงหมดความนิยมไปในภายหลงั 
จากนัน้ได้มีการพฒันาเทคนิคที่ชื่อว่า Inter-Simple Sequence Repeat (ISSR) marker ที่ต่อ
ยอดจาก Simple sequence repeat (SSR) ทีเ่ป็นความก้าวหน้าครัง้ส าคญั มหีลกัคอืใช ้Primer 
ทีอ่อกแบบจากบรเิวณ Franking region ของ Microsatellite ทีต่อ้งการเพิม่จ านวนเพือ่การศกึษา
บรเิวณดงักล่าว Microsatellite ทีเ่พิม่จ านวนไดน้ัน้บ่งบอกถงึความหลากหลายภายในสิง่มชีวีติ
นัน้ โดย ISSR มขีอ้ดเีหมอืนกบั RAPD คอืไม่จ าเป็นตอ้งมขีอ้มูลล าดบัเบสทีต่อ้งการศกึษาก่อน
ก็สามารถใช้เทคนิคนี้ได้แต่เทคนิคทัง้สองยงัคงมขีอ้จ ากดัในการศกึษา จากการพฒันาเทคนิค 
SSR นัน้เป็นเทคนิคทีม่ปีระโยชน์อย่างมากเนื่องจากเป็นเทคนิคทีป่ฏกิริยิามคีวามทนทานและมี
ประสทิธภิาพสงูจงึกลายเป็นเทคนิคทีม่คีวามส าคญัในงาน Biological system รวมถงึการศกึษา
เกีย่วกบัพชืความง่ายในการจดัล าดบันิวคลโีอไทด์ทีศ่กึษาท าใหเ้กดิการคน้พบความหลากหลาย
อกีรปูแบบหน่ึงทีส่ าคญัคอื Single Nucleotide Polymorphism (SNP)  
 
 2.7.1 พื้นฐำนเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 
 Polymerase Chain Reaction หรอื PCR เป็นเทคนิคในการเพิม่จ านวนชิ้นสว่น DNA 
(DNA segment) ทีม่คีวามจ าเพาะจากตวัอย่างเริม่ต้นทีม่ปีรมิาณน้อยใหเ้พิม่มากขึน้ได ้เช่นการ
เพิม่จ านวนจาก DNA template หรอื Target sequence เป็นเทคนิคทีม่ปีระสทิธภิาพสูง เทคนิค
นี้ไดเ้ปลีย่นวถิกีารเรยีนรู้ทางด้าน Molecular science ซึ่งส่งผลในการศกึษาทางชวีวทิยาอย่าง
มากโดยทฤษฎแีรกเริม่เกดิจาก Keppe และเพื่อนร่วมงานในปี 1971 จนกระทัง่ 14 ปีใหห้ลงัได้
มกีารอธิบายขัน้ตอนการท า PCR จากการทดลองและการน ามาประยุกต์ใช้โดย Kary Mullis 
จาก Cetus Corporation ในปี 1985 โดยการท าเทคนิคดงักล่าวได้ใช้ DNA polymerase ที่ทน
ต่อความร้อนสูงที่ได้จาก Thermus aquaticus จึงถูกเรยีกว่า Taq DNA polymerase (Lorenz, 
2012) เทคนิคนี้ท าใหเ้ราสามารถเพิม่จ านวนชิ้นส่วน DNA ไดก้ว่า 10 พนัลา้นกอ็ปป้ีจาก DNA 
template ท าใหส้ามารถเพิม่จ านวนล าดบันิวคลโีอไทด ์(Nucleotide Sequence) ทีม่จี านวนน้อย
ได้ ด้วยเหตุนี้ท าให้เทคนิคนี้เป็นเทคนิคส าหรบัการท าให้บรสิุทธิ ์(Purification) และการโคลน 
(Cloning) หลกัการในการท า PCR คอืการท าใหเ้กดิ DNA replication ขึน้ภายในหลอดทดลอง
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ซึง่ไดก้อ็ปป้ีจ านวนมากจากชิ้นสว่น DNA ทีส่กดัออกมาเป็น Template ในการเกดิปฏกิริยิา โดย 
DNA ทีน่ ามาเป็น Template สามารถเป็น Genomic DNA หรอื Complementary DNA ทีไ่ดจ้าก
การน า Messenger RNA (Poly-A RNA) มาท า RT-PCR หรือแม้แต่ Mitochondrial DNA ก็
สามารถใชไ้ด ้เทคนิคนี้เป็นการจ าลองการเกดิ Replication ของ Double-strand DNA template 
ในสิง่มชีีวติ แบ่งได้เป็น 3 ขัน้ตอนหลกัได้แก่ Denaturation phase, Hybridization phase ที่มี
การใช ้primer และสุดทา้ยคอื Elongation phase ปฏกิริยิา PCR จะสมบูรณ์ไดเ้มื่อม ีReaction 
mixer ที่ ป ร ะ ก อบด้ ว ย  DNA extract (Template DNA), Taq polymerase, Primer แ ล ะ 
Deoxyribonucleoside triphosphates (dNTPs) ใน Buffer solution ทีม่ากพอ หลงัจากนัน้น าเขา้
เครื่อง PCR ตัง้ค่าอุณหภูมใินปฏกิริยิาแต่ละรอบ (Cycle) จนสุดทา้ยไดผ้ลผลติของ PCR (PCR 
Product) (Kadri, 2019) ในการ เพิ่มจ านวนล าดับนิ วคลีโอไทด์  (Nucleotide sequence) 
จ าเป็นต้องม ีOligonucleotide อย่างน้อย 1 คู่ เรยีก Oligonucleotide นี้ว่า Primer ซึ่งใชใ้นการ 
Replication ไดม้าจากการสงัเคราะห ์โดย Primer จะตอ้งเขา้คู่กนักบัทัง้สองดา้นของ sequence 
โดยตวัหนึ่งออกแบบมาใหเ้ขา้คู่กบัต าแหน่งปลาย 5’-3’ ของสาย DNA (Forward primer) อกีตวั
หนึ่งเข้ากนักบัปลาย 3’-5’ (Reverse Primer) เมื่อเกิดการเข้าคู่กนั DNA template ในขัน้ตอน 
Annealing จะท าให้เกดิการ Replication โดย Primer ส่วนใหญ่จะมาขนาดประมาณ 10-30 bp 
เพื่อท าใหม้ัน่ใจว่ามคีวามจ าเพาะกบั DNA ทีศ่กึษา และม ีDNA polymerase เป็นเอนไซม์ที่ท า
ให้เกิดการ Replication ขึ้น ปัจจุบนันิยมใช้ DNA polymerase ที่ได้จาก Thermus aquaticus 
ซึ่งเป็นแบคทเีรยีทีท่นต่ออุณหภูมสิูง (Extremophilic Bacterium) ซึ่งอาศยัอยู่ในแหล่งน ้าพุร้อน 
สามารถทนต่ออุณหภูมิสูงได้มากกว่า 100°C ซึ่ ง เ ป็นอุณหภูมิที่ เพียงพอต่อการเกิด 
Denaturation ของโปรตนีส่วนใหญ่ และ Taq polymerase นี้มอีุณหภูมทิีเ่หมาะสมทีสุ่ดที ่72°C 
(Kadri, 2019) ขัน้ตอน PCR ขัน้แรกเรยีกว่า Denaturation เป็นขัน้ตอนในการแยกสาย DNA 
สองสายออกจากกนัโดยใช้การเพิ่มขึ้นของอุณหภูม ิโดยใช้อุณหภูม ิ94°C อุณหภูมดิงักล่าว 
DNA template จะเกดิการเสยีสภาพ (Denatured) โดยพนัธะไฮโดรเจนไม่สามารถรกัษาสภาพ
ได้ที่อุณหภูมเิกินกว่า 80°C และ Double-strand DNA แยกจากสายคู่เป็นสายเดี่ยว (Single-
stranded DNA) ต่อมาจะเขา้สูก่ระบวนการ Hybridization หรอื Annealing step ขัน้ตอนน้ีจะลด
อุณหมูลิงมาใหเ้หลอืประมาณ 40 ถงึ 70°C การลดอุณหภูมจิะท าใหพ้นัธะไฮโดรเจนสามารถจบั
กนัใหม่ (Reform) จงึเกดิการ Hybridize ขึน้ โดย Primer จะเขา้ไปจบักบั DNA template ทีเ่ป็น
สายเดี่ยว จากนัน้เข้าสู่ข ัน้ตอน Elongation ขัน้ตอนนี้จะเพิม่อุณหภูมใิห้อยู่ที่ 72°C โดย Taq 
polymerase จะเขา้จบักบั DNA สายเดีย่วบรเิวณที ่Primer เขา้จบัและเกดิการสร้าง DNA สาย
ใหม่โดยการน าเอา dNTPs มาใช้ในการสงัเคราะห์ DNA สายใหม่ แต่ละ Cycle จะเกิด DNA 
สายใหม่ขึน้แบบทวคีณู (Double) (Kadri, 2019) 
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 ปัจจุบันได้มีการน าพื้นฐาน PCR มาใช้เพื่อใช้ในการศึกษาความหลากหลายของ
สิง่มชีวีติโดยการตรวจหาเครื่องหมายโมเลกุลในสิง่มชีวีติชนิดต่าง ๆ วธิกีารนัน้เรยีกว่า มขีอ้ดี
คือใช้จ านวน DNA ที่น้อย ไม่ต้องใช้สารกัมมันตรังสี มีความแม่นย าที่สูง เช่น Amplified 
fragment length polymorphism (AFLP) เป็นเทคนิคที่ผสมระหว่าง RFLP และ PCR โดยใช้ 
Restriction enzyme ตดัชิน้สว่น DNA ทีต่อ้งการศกึษาและใช ้Ligating primer ทีส่ามารถจบักบั
ล าดับ และเพิ่มจ านวนได้ นอกจากนี้ยังมีเทคนิค ISSR, SNP, Diversity arrays technology 
(Dart) และอกีหลายเทคนิคทีถ่อืเป็น PCR based marker (Amom & Nongdam, 2017) 

 
 2.7.2 Single Nucleotide Polymorphism (SNP) 
 
 Single Nucleotide Polymorphism (SNP) คือต าแหน่งหนึ่งของคู่เบสใน Genomic 
DNA ที่มีความแตกต่างกันในสิ่งมีชีวิตแต่ละตัว SNP ถูกน ามาใช้เป็นเครื่องหมายโมเลกุล
เนื่องจากสามารถพบไดม้ากในจโีนมและมปีระโยชน์อย่างมากในการสร้างแผนทีท่างพนัธุกรรม 
(Genetic map) ทีม่คีวามเขม้ขน้สูง (Jehan & Lakhanpaul, 2006) SNP บางต าแหน่งบน DNA 
sequence เป็นตัวแปรส าคัญที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของ Gene function หรือ Gene 
regulation ซึ่งส่งผลโดยตรงกบัการเกดิโรคต่าง ๆ SNP จงึมปีระโยชน์อย่างมากในการใชห้ายนี
ที่ท าให้เกิดโรคในมนุษย์ สามารถใช้เป็นเครื่องหมายโมเลกุลในการหา Functional SNP ที่
ส าคญัได ้SNP มหีลายรูปแบบทีส่ามารถท าใหเ้กดิการเปลี่ยนแปลง Function การควบคุมและ
การแสดงออกของโปรตนี ทีช่ดัเจนทีสุ่ดคอืรปูแบบ 
 Non-synonymous SNP ที่มีความแตกต่างกันบน  Allele และท าให้เกิดการสร้าง 
กรดอะมิโนที่แตกต่างกัน บางแบบรูปเป็น Polymorphism ที่ Splice site ท าให้เกิดโปรตีนที่
แตกต่างกนัภายใน Exon นอกจากนี้อกีรูปแบบหนึ่งคอืเป็น SNP ภายใน Promoter region ซึ่ง
ส่งผลต่อการควบคุมและการแสดงออกของยนี ดงันัน้ SNP จงึมคีวามส าคญัมากไม่ว่าจะเป็น 
SNP ทีอ่ยู่บน Exon, Intron และ Noncoding region หรอืแมก้ระทัง่ SNP เพยีงต าแหน่งเดยีวก็
สามารถท าให้เกิดโรคหรือลักษณะทางพันธุกรรมที่แตกต่างกันได้ในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด 
(Brooks, 2003) 
 
 2.7.3 กำรศึกษำควำมหลำกหลำยของกัญชำโดยใช้ เครื่องหมายโมเลกุล  
SNP 
 
 นอกจากประโยชน์ในด้านการศึกษาการเกิดโรคในมนุษย์แล้วยงัมกีารใช้ต าแหน่ง 
SNP ในการศึกษาความสัมพันธ์ของยีน THCAS, CBDAS และ CBGAS ท าให้ เข้า ใจ
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กระบวนการการเกดิกญัชาพนัธุ์ที่ม ีCBGA ขึน้ โดยพนัธุ์ดงักล่าวเกดิขึ้นจากการมยีนี THCAS 
ที่ไม่สามารถท างานได้จึงไม่เกิดการเปลี่ยน CBGA ไปเป็น THCA ท าให้เกิดการสะสมของ 
CBGA ขึน้ จากการคน้พบดงักล่าวท าใหส้ามารถน า SNP ดงักล่าวไปใชเ้ป็นเครื่องหมายโมเลกุล
ในการปรบัปรุงพนัธุก์ญัชาได ้(Garfinkel et al., 2021) 

 
2.8 การวิเคราะหต์ าแหน่ง SNPs โดยเทคนิค Pyrosequencing  
 
 Pyrosequencing เป็นเทคนิคการท า DNA sequencing แบบใหม่ที่สามารถน าไป
ประยุกต์ใช้ในการศึกษา SNPs และ Insertion/Deletion ของล าดบันิวคลีโอไทด์ (Sequence) 
เป้าหมายได้ เป็นเทคนิคที่สามารถตรวจสอบได้แบบ Real time โดยการใช้ระบบ Enzyme 
cascade ประกอบด้วยเอนไซม์ 4 ชนิด ได้แก่ DNA polymerase, ATP-Sulfurylae, Liciferase 
และ Apyrase จงึตอ้งม ีSubstrate ทีม่คีวามจ าเพาะเจาะจง ในทีน่ี้คอืนิวคลโีอไทด ์(dNTP) ทีถู่ก
เติมเข้าไปในปฏิกิริยา เพื่อท าให้เกิดแสงขึ้นเมื่อเบสที่เป็น Complementary nucleotide กับ 
DNA template เกดิการเขา้คู่กนัและ DNA polymerase ท างานจะมกีารปล่อย Pyrophosphate 
(PPi) และถูกเปลี่ยนไปเป็น ATP โดย ATP sulfurylase ซึ่ง ATP จะถูก Luciferase น าไปใช้
และเกิดการเรอืงแสงขึ้นตามสดัส่วนของเบส ส่วนนิวคลีโอไทด์ที่ไม่เกิดปฏิกิรยิาจะโดนย่อย
สลายโดย apyrase ท าใหเ้กดิการเตมินิวคลโีอไทด์แบบเตมิซ ้าดงัทีแ่สดงในรูปที ่2.12 อกีทัง้ยงั
ป้องกันการสะสมแล้วเกิด Inhibitionขึ้น ผลของ Pyrosequencing ที่ได้จะอยู่ในรูปของพีคที่
สามารถอ่านผลไดแ้บบ Real time (Ronaghi, 2003) 
 

โดยก่อนที่จะเข้าเครื่อง Pyrosequencing จะต้องมีการเตรียม PCR product ที่มี 
Primer ที่ติด Biotin ในปฏิกิรยิา และ Streptavidin-coated magnetic beads ที่สามารถจับกับ 
Biotin ได้เพื่อให้ได้ Template ที่ต้องการในการท า Pyrosequencing และสุดท้ายต้องมี 
Sequencing primer โดยทัง้หมดจะต้องผ่านการออกแบบ ดงันัน้เทคนิคนี้จึงต้องมขี้อมูลของ 
Target ทีต่อ้งการมากพอสมควรจงึจะสามารถใชใ้นการวเิคราะหไ์ด ้(Ronaghi, 2003) 
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2.9 กำรวิเครำะหต์ ำแหน่ง SNPs โดยเทคนิค Tetra primer ARMS PCR 
 
 เทคนิค Tetra-primer amplification refractory mutation system-polymerase chain 
(ARMS-PCR) เ ป็ น เ ท ค นิ ค ใ น ก า ร ท า  G e n o t y p i n g  อ ย่ า ง ง่ า ย แ ล ะ มี ร า ค า ถู ก 
เทคนิคนี้ จะใช้ไพรเมอร์  2 ชุด  ประกอบด้วยชุด  Outer  p r imer  และ Inner  primer 
ทีร่วมไพรเมอรท์ัง้หมด 4 สาย ในหนึ่งปฏกิริยิา PCR โดยเทคนิคนี้สามารถตรวจสอบต าแหน่ง 
SNPs ได้โดยการท า PCR ตามปกติและตรวจสอบโดยใช้ Agarose gel electrophoresis 
(Medrano & de Oliveira, 2014)

 

รปูที ่2.13 แสดงหลกัการท างานของเทคนิค pyrosequencing 

ทีม่า: ดดัแปลงจาก Siqueira, Fouad, & Rôças, 2012 
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บทท่ี 3 
 

วิธีกำรทดลอง 
 

3.1 พนัธุก์ญัชำท่ีใช้ในกำรศึกษำ 
 
 ในงานวิจัยนี้ใช้พันธุ์กัญชา 2 กลุ่ม คือกลุ่มพันธุ์ที่มีสาร THC สูง มีสาร CBD ต ่า  
 (Type I) จ า น ว น  9 พั น ธุ์  ซึ่ ง ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย พั น ธุ์ ไ ท ย จ า น ว น  8 พั น ธุ์  
และพนัธุ์ต่างประเทศทีเ่ป็นพนัธุ์ทางการค้า 1 พนัธุ์ และกลุ่มพนัธุ์ทีม่สีาร CBD สูง มสีาร THC 
ต ่า (Type III) ที่เป็นพนัธุ์ทางการค้าจากต่างประเทศทางการค้าจ านวน 4 พนัธุ์ (ตารางที่ 3.1) 
โดยพนัธุ์ทางการค้าทัง้หมดจะมเีอกสาร Certificate of analysis (COA) รบัรองปรมิาณสาร 
THC และ CBD ที่พบในดอกเพศเมยีของกญัชาพนัธุ์นัน้ ๆ นอกจากนี้ยงัมกีลุ่มพนัธุ์ลูกผสม
ระหว่างกญัชา Type I และ Type III โดยพนัธุ์แม่คอืพนัธุ์ Dinamed (Type III) ผสมกบัพนัธุ์พ่อ
คอื Chang Phuak (Type I) พนัธุล์ูกทีไ่ดใ้หช้ื่อ DCP22 จ านวน 10 ตน้ 
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 ตารางที ่3.1 แสดงพนัธุก์ญัชา Chemotype และแหล่งทีม่าของกญัชาทีใ่ชใ้นงานวจิยัน้ี  
 Name Chemotype Source Line/Variety  

Wild Thai (WT) I Thai domestic Sativa 

 

Lopburi-1 (LOP-1) I Thai domestic Sativa 
Lopburi-2 (LOP-2) I Thai domestic Sativa 
Suphan (SP) I Thai domestic Sativa 
Phrik Thai (PT) I Thai domestic Sativa 
Chang Phuak* (CHP) I Thai domestic Sativa 
Kroeng Krawia (KRKW) I Thai domestic Sativa 
KD I Thai domestic Sativa 
King Kong (KK) I Commercial 

strain 
Sativa 20% x Indica 80% 

BRR III Commercial 
strain 

Sativa x Indica 

Dinamed* (DNM) III Commercial 
strain 

Sativa 60% x Indica 40% 

Crystal Med (CRST) III Commercial 
strain 

Sativa 50% x Indica 50% 

Charlotte’s Angel (CHLA) III Commercial 
strain 

Sativa 60% x Indica 40% 

DCP22 (10 Plants) ND F1 derived in this 
study 

Dinamed x Chang Phuak 

* พนัธุแ์ม่ (Dinamed) และพนัธุพ์อ่ (Chang Phuak) ของพนัธุ ์DCP22   
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3.2 เครื่องมือและอปุกรณ์ท่ีใช้ในกำรวิจยั 
 

1) โกร่งบดตวัอย่าง (Mortar and Pestle) 
2) กระบอกตวง (Cylinder) ขนาด 100 และ 1000 มลิลลิติร 
3) หลอดไมโครเซนตฟิิวก ์(Micro Centrifuge Tube) ขนาด 1.5 มลิลลิติร 
4) เครื่องดูดจ่ายสารละลาย (Autopipette Gilson, Germany) ขนาด P2,        

P200 และ P1000 
5) Pipette Tip ขนาด 10, 200 และ 1000 ไมโครลติร 
6) PyroMark Q48 Absorber Strips (QIAGEN, Germany) 
7) PyroMark Q48 Discs (QIAGEN, Germany) 
8) เครื่อง PyroMark Q48 Autoprep (QIAGEN, Germany) 
9) เครื่อง gel electrophoresis (myGel Mini Electrophoresis System), 

(Accuris Instruments, USA) 
10) เครื่อง High speed refrigerated micro centrifuge (TOMY MX-370, 

Japan) 
11) เครื่องส่องเจล (B-BOXTM Blue Light LED epi-illuminator), (SMOBIO, 

Taiwan) 
12) Vortex mixer (Scientific Industries G560E, USA) 
13) เครื่องวดัความเข้มของแสง (UV/Vis Spectrophotometer Libra S22, 

Biochrom, UK) 
14) เครื่อง PCR T100TM (Thermal Cycler BIORAD, USA) 
15) เครื่องชัง่ความละเอียดสูงทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Sartorius BSA224S-CW, 

Germany) 
16) เครื่องวดัค่า pH (Mettler Toledo™ 30019033, Switzerland) 
17) หมอ้นึ่งฆา่เชือ้ดว้ยแรงดนัไอน ้า (TOMY SX-700, Japan) 
18) ตู้แช่แข็งอุณหภูมิต ่า (Thermo Scientific TLE Ultra-Low Freezers 

TLE60086A, USA) 
19) ตูร้ะบายควนั (Fume Hood), (GT-200DA, GTech, Thailand) 
20) เครื่องปัน่ตก (Spin down), (Cryste Purispin 6, USA) 
21) เตาอบไมโครเวฟ (Microwave Oven) 
22) อ่างควบคุมอุณหภูม ิ(Memmert WNE 14, Germany) 
23) ถาดเพาะกลา้ 



36 
 

 
 

24) พทีมอสส าหรบัเพาะเมลด็ 
 

3.3 สำรเคมีท่ีใช้ในงานวิจยั 
 

1) 1XTBE buffer (Sigma-aldrich, USA) 
2) 2X CTAB buffer (Merck, USA) 
3) 2X DreamTaq Green PCR Master Mix (Thermo Scientific, USA) 
4) 10X CoralLoad Concentrate (QIAGEN, Germany) 
5) Absolute ethanol (NZYTech, Turkey) 
6) Agarose (Merck, USA) 
7) Ammonium acetate (Sigma-aldrich, USA) 
8) Chloroform (RCI Labscan™, Thailand) 
9) DNA Ladder 100 bp (SMOBIO, Taiwan) 
10) EDTA pH 8 (Merck, USA) 
11) High-purity water 
12) Iso-amyl (RCI Labscan™, Thailand) 
13) Isopropanol (Merck, USA) 
14) PyroMark PCR Master Mix (QIAGEN, Germany) 
15) PyroMark Q48 magnetic beads (QIAGEN, Germany) 
16) PyroMark binding buffer (QIAGEN, Germany) 
17) MgCl2, 25 mM (QIAGEN, Germany) 
18) NaCl, 0.2 mM (Merck, USA) 
19) NaOAc (KemAus™, Austria) 
20) Nuclease-free water 
21) RNase-free water (QIAGEN, Germany) 
22) RNase A (Sigma-aldrich, USA) 
23) SafeView™ Classic (abm, USA) 
24) TE buffer (Merck, USA) 
25) TrisHCl pH 8 (Merck, USA) 
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3.4 การศึกษา In silico ในการวิเคราะห์ยีน THCAS และ CBDAS เพื่อหา
ความสัมพันธ์ระหว่างต าแหน่ง SNPs และ InDel กับ Chemotype ของพันธุ์
กญัชา 
 

3.4.1 ท าการสบืค้นล าดบันิวคลโีอไทด์ที่เป็น Complete coding sequence (CDS) 
ของยนี THCAS ของพนัธุ์กญัชา Chemotype I และ III จากฐานขอ้มูลสาธารณะ GenBank of 
National Center for Biotechnology Information (NCBI: https://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
แลว้ท าการบนัทกึล าดบันิวคลโีอไทดใ์นรปูแบบของ FASTA format   

3.4.2 น าล าดบันิวคลโีอไทดท์ัง้หมดทีไ่ดจ้ากการสบืคน้มาท าการเปรยีบเทยีบล านิวคลี
โ อ ไ ท ด์ แ บ บ ห ล า ย ตั ว อ ย่ า ง  ( Multiple Alignment) โ ด ย ใ ช้ โ ป ร แ ก ร ม  MEGA X 
(https://www.megasoftware.net) โดยเลือก Clustal W จากนั ้นค้นหาต าแหน่ง SNPs และ 
InDel ทีส่ามารถแยกความแตกต่างระหว่างกลุ่มพนัธุ์กญัชา Type I และ Type III ในตวัอย่างที่
ศกึษาออกจากกนัไดอ้ย่างสมบูรณ์ 

3.4.3 น าล าดบันิวคลโีอไทด์ทัง้หมดที่ได้จากการสบืคน้มาท าการแปลรหสัเป็นล าดบั
กรดอะมิโน (Amino Acid Sequence) โดยใช้โปรแกรม MEGA X เฉพาะต าแหน่ง SNPs ที่
สามารถแยกความแตกต่างระหว่างกลุ่มพนัธุ์กญัชา Type I และ Type III ออกจากกนัได ้เพื่อดู
การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมโินที่เกิดขึ้นจากต าแหน่ง SNPs ที่ศึกษา โดยต าแหน่งที่มีการ
เปลีย่นแปลงชนิดของกรดอะมโินจะถูกน าไปศกึษาต่อไปเนื่องจากคาดว่าการเปลี่ยนแปลงของ 
กรดอะมโินทีเ่กดิขึน้อาจมผีลเปลีย่นแปลงหรอืหยุดการแสดงออกของยนี THCAS  

3.4.4 น าต าแหน่งที่มีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนมาท านายการเกิดการ
เปลี่ยนแปลงหน้าที่ของโปรตีนโดยใช้โปรแกรม Plant Protein Variation Effect Detector 
(PPVED) ซึ่งเข้าถึงได้จาก http://www.ppved.org.cn. จากนั ้นเลือกต าแหน่งกรดอะมิโนที่
ท านายว่าเมื่อเปลีย่นแลว้มผีลต่อการแสดงออก (Expression) ของยนี THCAS ตรวจสอบยนืยนั
ในขัน้ต่อไป 

3.4.5 ส าหรบัยนี CBDAS เริม่จากการสบืคน้ล าดบันิวคลโีอไทด์ของยนี CBDAS ของ
พนัธุ์กญัชา Chemotype I และ III จากฐานขอ้มูลสาธารณะ NCBI หลงัจากนัน้ด าเนินการตาม
ขัน้ตอนเดยีวกนักบัยนี THCAS ทีก่ล่าวมาทัง้หมด 
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3.5 กำรตรวจสอบยืนยนัต ำแหน่ง SNPs ท่ีคำดว่ำมีผลต่อกำรแสดงออกของยีน 
THCAS และ CBDAS โดยใช้เทคนิค Pyrosequencing 
 

3.5.1 การสกดั DNA 
 
 น าใบสดของกัญชาแต่ละพันธุ์ที่อยู่ ในระยะการเจริญเติบโตทางล าต้นและใบ 
(Vegetative Stage) มาท าการสกดั DNA โดยใชว้ธิ ีCTAB ทีด่ดัแปลงจาก Doyle, J. J. Doyle, 
J. L. (1987) โดยน าใบกญัชาน ้าหนกั 1 กรมั ใสใ่นโกร่งทีม่ ี2X CTAB buffer (ประกอบดว้ย 2% 
CTAB, 1% PVP, 100 mM TrisHCl pH 8.0, 20 mM EDTA pH 8.0, 1.4 M NaCl และ  0.2 % 
2-mercaptoethanol) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บดให้ละเอียด จากนัน้เทส่วนผสมที่บดได้
ประมาณ 700 ไมโครลติรในหลอดไมโครเซนตฟิิว 1.5 มลิลลิติร น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ60 °C  เป็น
เวลา 30 นาที เขย่าทุก ๆ 10 นาที จากนั ้นเติมสาร Chloroform : Isoamyl alcohol (24:1) 
ปรมิาตร 700 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้โดยใชว้ธิพีลกิหลอดคว ่าลงและหงายขึน้ ( invert) เป็นเวลา 
5 นาที น าไปปัน่เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที ท าการดูดน ้ าใสที่อยู่
ดา้นบนปรมิาตร 500 ไมโครลติร ใส่ในหลอดใหม่โดยระวงัอย่าดูดชัน้ล่างทีม่ ีChloroform ตดิมา
ด้วย หลงัจากได้ส่วนใสในหลอดใหม่แล้วเติม Isopropanol ปรมิาตร 300 ไมโครลติร และ 3M 
NaOAc ปรมิาตร 50 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนัเบา ๆ แลว้น าไปแช่เยน็ทีอุ่ณหภูม ิ -20 °C เป็น
เวลา 30 นาท ีน าไปปัน่เหวี่ยงที่ความเรว็รอบเท่ากบั 12,000 rpm เป็นเวลา 5 นาท ีเทส่วนใส
ด้านบนทิ้ง ล้างตะกอน DNA ด้วย Washing solution (ประกอบด้วย  70% (v/v) ethanol,  
10 mM ammonium acetate) ปรมิาตร 400 ไมโครลติร จ านวน 2 ครัง้ และลา้งดว้ย 70% (v/v) 
ethanol ที่แช่ เย็นปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั ้นผึ่ง  DNA ให้แห้ง  โดยน าไปใส่ ใน
โถดูดความชื้นเป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้ละลายตะกอนของ DNA ใน TE buffer (10 mM Tris-
HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) ปรมิาตร 50 ไมโครลติร และเตมิ RNase A (ความเขม้ข้น 
10 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร) ปรมิาตร 5 ไมโครลติร บ่มที ่37°C เป็นเวลา 30 นาท ีตรวจสอบความ
เข้มข้นของ DNA ที่ได้โดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ 260 นาโนเมตร และตรวจสอบความ
บรสิุทธิข์อง DNA โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ 260/280 นาโนเมตร (nm) ด้วยเครื่อง UV/Vis 
Spectrophotometer (Libra S22; Biochrom, UK) สุดท้ายเก็บสารละลาย  DNA ที่อุณหภูมิ  
-20 °C จนกว่าจะใชใ้นการทดลองต่อไป    
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 3.5.2 กำรออกแบบไพรเ์มอรส์ ำหรบั Pyrosequencing 
  

ท าการเลอืกต าแหน่ง SNPs ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะห ์In silico ซึ่งมผีลต่อการแสดงออก
ของยนี THCAS และ CBDAS มาออกแบบไพรเมอร์ส าหรบั Pyrosequencing เพื่อตรวจสอบ
ความแม่นย าในการท านาย Chemotype ของกญัชาพนัธุ์ไทยโดยใช้เทคนิค Pyrosequencing 
โดยไพร์เมอร์ออกแบบม ี2 ชุด ชุดที่ 1 คอืไพรเมอร์ที่ใช้ในการปฏิกิรยิา PCR  (PCR Primer) 
เพื่อขยายยนีช่วงที่ต้องการศกึษา โดยมกีารตดิฉลากไบโอตนิที่ปลายด้านใดด้านหนึ่งของไพร 
เมอร ์และ ชุดที ่2 คอื ไพรเมอรท์ีใ่ชใ้นการอ่านล าดบันิวคลโีอไทด ์(Sequencing Primer) เพือ่ใช้
วเิคราะหต์ าแหน่ง SNPs โดยใชโ้ปรแกรม PyroMark® Assay Design (QIAGEN, Germany) 
 
 3.5.3 กำรท ำปฏิกิริยำ PCR 
 
 น า DNA ของตวัอย่างกญัชาพนัธุไ์ทย พนัธุต์่างประเทศ และพนัธุล์ูกผสมทีไ่ดจ้ากการ
สกดั DNA ในขอ้ 3.4.1 มาใชท้ าปฏกิริยิา PCR โดยปฏกิริยิารวมมปีรมิาตรรวม 25 ไมโครลติร 
ส่วนประกอบของปฏิกิริยา PCR แสดงในตารางที่ 3.2 โดยใช้เครื่อง T100 Thermal Cycler 
(Bio-Rad, USA) ในการท าปฏกิริยิา PCR สภาพของปฏกิริยิา PCR เริม่ตน้ทีก่าร preheating ที่
อุณหภูม ิ94°C เป็นเวลา 15 นาท ีจากนัน้เข้าสู่การแยกสาย DNA (Denaturation) ที่อุณหภูม ิ
94°C เป็นเวลา 30 วนิาท ีลดอุณหภูมลิงเป็น 60 °C เป็นเวลา 30 วนิาท ีเพือ่ใหไ้พร เมอรจ์บักบั
สาย DNA (Annealing) และเขา้สู่ช่วงการต่อสาย DNA เสน้ใหม่ (Extension) ที่อุณหภูม ิ72°C 
เป็นเวลา 30 วนิาท ีและต่อสายดเีอน็ เอทีเ่หลอื (Final Extension) อุณหภูม ิ72°C เป็นเวลา 10 
นาท ีจ านวนรอบของปฏกิิรยิาทัง้หมด 45 รอบ จากนัน้ท าการตรวจสอบคุณภาพของผลผลิต 
PCR (PCR product) ที่ได้ด้วยวิธี Gel electrophoresis โดยใช้ Agarose gel เข้มข้น 1.5% ที่
ย้อมด้วย SafeView™ Classic (abm, USA) จากนัน้ส่องภายใต้แสง LED สีฟ้า (Blue Light 
LED) ที่ 470 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง B-BOX™ Blue Light LED Epi-illuminator (SMOBIO, 
TW) * และน าผลผลติ PCR ทีไ่ดไ้ปใชใ้นขัน้ตอนต่อไป 
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ตารางที่ 3.2 แสดงส่วนประกอบของปฏกิริยิา PCR ในการเพิม่ปรมิาณ DNA เป้าหมายของ 
                ยนี THCAS และ CBDAS 

ชื่อสาร/เอนไซม ์
ยนีเป้าหมาย 
THCAS (ไมโครลติร) CBDAS (ไมโครลติร) 

2X PyroMark PCR Master Mix 12.5 12.5 
10X CoralLoad Concentrate 2.5 2.5 
10 µM Forward primer 0.75 0.5 
10 µM Reverse primer 0.75 0.5 
25 mM MgCl2 0.5 - 
RNase-free water 7 8 
DNA template ความเขม้ขน้ 50 นาโนกรมั 1 1 
ปรมิาตรรวม 25 25 

 

3.5.4 กำรวิเครำะต ำแหน่ง SNPs 
 
 น าผลผลิต PCR ที่ได้จากข้อ 3.4.3 มาวิเคราะห์ต าแหน่ง SNPs ด้วยเทคนิค 
Pyrosequencing ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง  PyroMark® Q48 Autoprep (QIAGEN, Germany) ผลก า ร
วเิคราะห์จะแสดงชนิดของและ Genotype ของกญัชาในรูปของนิวคลีโอไทด์และเปอร์เซ็นต์ที่
เปลีย่นแปลงไป องคป์ระกอบของปฏกิริยิามดีงันี้ 

1) PCR product ปรมิาตร 10 ไมโครลติร (µl) 
2) PyroMark Q48 magnetic beads 3 ไมโครลติร (µl) 
3) PyroMark binding buffer  
4) เอนไซมแ์ละซบัเสตรท 
5) Sequencing primer ความเขม้ขน้ 4 ไมโครโมลาร ์(µM) 

 
3.6 กำรวิเครำะหป์ริมำณสำร THC และ CBD โดยใช้ HPLC 
 

น าตวัอย่างแหง้ของดอกกญัชาเพศเมยีทีโ่ตเตม็ทีม่ าท าปฏกิริยิาการก าจดัหมู่ -COOH 
(Decarboxylation) และบดด้วยเครื่องปัน่จากนัน้กรองด้วยตะแกรงกรองเบอร์ 60 ที่มขีนาดรู 
0.0098 นิ้ว (Cole-Parmer®, USA) เพื่อใช้ในการวิเคราะห์ด้วยวิธี Gradient elution  HPLC 
โดยเฟสเคลื่อนที่ (Mobile Phase) ที่ใช้ในการวิเคราะห์ประกอบด้วย เฟสเคลื่อนที่ A ได้แก่ 
Ammonium formate-acetonitrile ทีเ่ตรยีมโดยการละลาย Ammonium formate น ้าหนัก 3.153 
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กรัม ใน Acetonitrile ความเข้มข้น 10% ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร มีค่า pH 3.75 และเฟส
เคลื่อนที่ B ได้แก่ Acetonitrile ความเข้มข้น 90% v/v และเฟสอยู่กับที่ (Stationary Phase) 
ได้แก่คอลัมน์ XBridge C18 (3.5 ไมโครเมตร, 4.6 x 150 นาโนเมตร) และใช้อัตราการไหล 
(Flow Rate) ทีใ่ชเ้ท่ากบั 1.0 มลิลลิติร/นาท ีเป็นเวลา 40 นาท ีเพื่อวเิคราะห์ปรมิาณสาร THC 
และ CBD ในตวัอย่างดอกกญัชา 
 
3.7 กำรวิเครำะห์กญัชำลูกผสมเพ่ือท ำกำรยืนยนัประสิทธิภำพในกำรท ำนำย 
Chemotype ของต ำแหน่ง SNPs ท่ีศึกษำ  
 

น าตัวอย่างกัญชาลูกผสม F1 ที่เกิดจากการผสมระหว่างพันธุ์แม่ได้แก่ Dinamed 
(DNM) ซึ่งเป็นกญัชาทีม่สีาร CBD สูง และพนัธุ์พ่อคอืพนัธุช์า้งเผอืก (CHP) ซึ่งเป็นพนัธุ์ทีม่สีาร 
THC สูง โดยให้ชื่อพนัธุ์ลูกผสมว่า DCP22 จ านวน 10 ต้น มาท าการวเิคราะห์ต าแหน่ง SNPs 
โดยเริม่จากการน าตวัอย่างใบสดที่อยู่ในระยาต้นกล้า (Seedling Stage) มาท าการสกดั DNA
และท าการศกึษา SNPs ที่ต าแหน่งต่าง ๆ โดยใช้เทคนิค Pyrosequencing เช่นเดยีวกบัวธิใีน
ขอ้ 3.4 และน าตวัอย่างดอกแหง้ของลูกผสมมาวเิคราะหห์าปรมิาณสาร THC และ CBD โดยใช้ 
HPLC เช่นเดยีวกบัวธิกีารในขอ้ 3.5 
 

3.8 กำรวิเครำะหต์ ำแหน่ง SNPs โดยเทคนิค Tetra-primer ARMS PCR 
 

หลังจากการวิเคราะห์ทัง้หมดและได้  SNPs ที่มีประสิทธิภาพในการท านาย 
Chemotype ของกัญชามาแล้ว น าต าแหน่งดังกล่าวมาออกแบบ Tetra-primer ARMS-PCR 
ส าหรบัใชเ้ป็นเครื่องหมายโมเลกุลเพื่อช่วยในการปรบัปรุงพนัธุ์ (Marker Aided Selection) โดย
ใช้โปรแกรม Primer1 (primer1.soton.ac.uk/primer1.html) ในการออกแบบและสัง่สงัเคราะห์
ไพรเมอร์ที่ออกแบบได้ที่บริษัท QIAGEN, Germany ส าหรบัปฏิกิริยา Tetra-primer ARMS-
PCR ที่ใช้ในการทดสอบต าแหน่ง SNPs มีปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 2X 
DreamTaq Green PCR Master Mix (Thermo Scientific, USA) ปริม าต ร  10 ไ ม โ ค รลิต ร 
RNase-free water ปรมิาตร 4.4 ไมโครลติร ไพรเ์มอรค์วามเขม้ขน้ 10 ไมโครโมลาร ์ทัง้หมด 4 
เสน้ ประกอบดว้ยเสน้ Forward outer (FO) ปรมิาตร 0.3 ไมโครลติร เสน้ Reverse outer (RO) 
ปรมิาตร 0.3 ไมโครลติร เสน้ Forward inner (FI) ปรมิาตร 0.7 ไมโครลติร และเสน้ Reverse 
inner (RI) ปรมิาตร 1.3 ไมโครลติร และ DNA ความเขม้ขน้ 50 นาโนกรมั ปรมิาตร 3 ไมโครลติร 
โดยปฏกิริยิา PCR เริม่ที่การ Preheating ที่อุณหภูม ิ95°C เป็นเวลา 3 นาท ีจากนัน้เขา้สู่การ
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แยกสาย DNA ที่อุณหภูม ิ95°C เป็นเวลา 1 นาที ลดอุณหภูมลิงเป็น 58°C เป็นเวลา 1 นาที 
เพื่อใหไ้พรเมอรจ์บักบัสาย DNA และเขา้สู่ช่วงการต่อสาย DNA เสน้ใหม่ทีอุ่ณหภูม ิ72°C เป็น
เวลา 1 นาที และต่อสาย DNA ที่เหลือที่อุณหภูม ิ72 °C เป็นเวลา 10 นาที จ านวนรอบของ
ปฏิกิริยาทัง้หมด 45 รอบ โดยใช้เครื่อง T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, USA) ในการท า
ปฏิกิรยิา PCR จากนัน้ท าการตรวจสอบต าแหน่ง SNPs ด้วยวธิี Gel electrophoresis โดยใช้ 
agarose gel เขม้ขน้ 3% ทีย่อ้มดว้ย SafeView™ Classic (abm, USA)  จากนัน้สอ่งภายใตแ้สง 
LED สีฟ้า (Blue Light LED) ที่ 470 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง B-BOX™ Blue Light LED Epi-
illuminator (SMOBIO, TW) และท าการตรวจสอบและบนัทกึภาพแถบ DNA ทีเ่กดิขึน้ 
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บทท่ี 4 
 

ผลกำรทดลอง 
 
4.1 ผลการศึกษา In silico ในการวิเคราะห์ยีน THCAS และ CBDAS เพื่อหา
ความสัมพันธ์ระหว่างต าแหน่ง SNPs และ InDel กับ Chemotype ของพันธุ์
กญัชา 
 
 4.1.1 ผลกำรศึกษำ In silico ในกำรวิเครำะห์ยีน THCAS 
 
  4.1.1.1 ผลการเปรียบเทียบนิวคลีโอไทด์หลายต าแหน่ง (Mult ip le 
Alignment) ของยนี THCAS  

ผลการสบืคน้ล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี THCAS ทีเ่ป็น Coding Sequence 
(CDS) มคีวามยาวประมาณ 1,638 bp จากฐานขอ้มลู GenBank ของพนัธุก์ญัชา Type I จ านวน 
7 Accessions คื อ  MG996415, MG996416, MW504063, MW504064, KJ469378, 
MG996400 และ MG996401 ส าหรับยีน THCAS ของพันธุ์กัญชา Type III ที่กล่าวไว้ได้แก่ 
AB212830, AB212833, MG996402, MG996403, MG996405, MG996406 และ MG996408 
จากนัน้บนัทกึล าดบันิวคลโีอไทด์เหล่านี้มาท า Multiple alignment พบต าแหน่งนิวคลโีอไทดท์ีม่ี
ความผนัแปรหรอืมหีลายรูปแบบ (Polymorphism) ทัง้หมด 103 ต าแหน่ง โดยเป็นต าแหน่งที่ 
นิวคลโีอไทดม์กีารเปลีย่นแปลงแบบสุม่ 40 ต าแหน่ง และต าแหน่งทีค่าดว่าเป็น SNPs เนื่องจาก 
ณ ต าแหน่งหนึ่ง ๆ จะพบความแตกต่างของนิวคลโีอไทด์ของพนัธุ์กญัชา Type I และ Type III 
โดยกญัชาภายใน Type เดยีวกนัจะมนีิวคลโีอไทด์เหมอืนกนัทัง้หมดแต่จะมคีวามแตกต่างไปใน
พนัธุ์กญัชาต่าง Type ในการทดลองครัง้นี้พบต าแหน่งทีส่ามารถระบุความแตกต่างของพนัธุ์ได้
ทัง้หมด 63 SNPs (รูปที่ 4.1) ซึ่งสอดคล้องกับงานของ Kojoma et al. (2006) ที่ศึกษายีน 
THCAS โดยการท า Cycle sequencing และท า Multiple alignment ระหว่างกญัชา Drug-type 
และ Fiber-type ท าให้พบต าแหน่งที่คาดว่าเป็น SNPs ทัง้หมด 62 SNPs ซึ่งต าแหน่งดงักล่าว
สอดคลอ้งกบัต าแหน่งทีพ่บไดจ้ากการท า Multiple alignment ระหว่างกญัชา Type I และ Type 
III ในงานวจิยันี้ ยกเวน้ต าแหน่งที ่998 บนยนี THCAS ทีเ่ป็นต าแหน่งทีง่านวจิยันี้พบแต่ไม่ตรง
กับรายงานของ Kojoma et al. (2006) ซึ่งคาดว่าเกิดจากการใช้ตัวอย่างมากขึ้นในการท า 
Multiple alignment  จงึท าใหพ้บต าแหน่งทีน่ิวคลโีอไทดม์กีารเปลีย่นแปลงไปเพิม่ขึน้ นอกจากนี้ 
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SNPs ทีต่ าแหน่งต่าง ๆ ยงัสอดคลอ้งกบัรายงานของ Cascini et al. (2019) ทีศ่กึษา SNPs ใน
ยนี THCAS และ CBDAS เพื่อใช้เป็นเครื่องหมายโมเลกุลในการแยกความแตกต่างระหว่าง
กญัชา Drug-type และ Fiber-type โดยการท า Sequencing และ Multiple alignment ท าใหพ้บ 
SNPs ที่มีประสิทธิภาพ 25 ต าแหน่งบนยีน THCAS ได้แก่ต าแหน่งที่ 136, 137, 154, 221, 
269, 287, 300, 355, 383, 385, 409, 412, 418, 424, 494, 505, 612, 678, 699, 744, 749, 
763, 862, 864 และ 869 ตามล าดบั หลงัจากศกึษาผล Multiple alignment ที่ได้ จากนัน้ผู้วจิยั
ไดท้ าการเลอืก SNPs ทีม่ตี าแหน่งอยู่ใกลก้นัเหมาะต่อการวเิคราะหโ์ดยเครื่อง Pyrosequencing 
และอยู่ในต าแหน่งที่คาดว่าจะสามารถระบุ Type ของพนัธุ์กญัชาได้อย่างถูกต้องส าหรบัน าไป
ศกึษาต่อในขัน้ต่อไปโดยมหีลกัในการเลอืกเช่นเดยีวกบัที่กล่าวมาคอืเลอืกต าแหน่งที่สามารถ
แยกความแตกต่างระหว่างกญัชาทัง้สอง Type ออกจากกนัได ้ซึง่ในกญัชากลุ่มเดยีวกนัจะต้องมี
นิวคลโีอไทด์ชนิดเดยีวกนั (Consensus) เช่นต าแหน่งที่ 678 เป็น SNP (G/A) กล่าวคอืกญัชา 
Type I ทัง้หมดมนีิวคลีโอไทด์เป็น G ในขณะที่กญัชา Type III ทัง้หมด มนีิวคลโีอไทด์เป็น A 
จากหลกัการดงักล่าวจงึได้ท าการคดัเลอืกต าแหน่งที่เป็นไปตามหลกัการคดัเลอืกและคาดว่ามี
ประสทิธภิาพในการแยกความแตกต่างระหว่างกญัชาทัง้สองกลุ่มมาทัง้หมด 12 SNPs ได้แก่ 
SNPs ในต าแหน่ง 612 (G/T), 678 (G/A), 699 (T/A), 744 (G/T), 749 (C/T), 763 (T/G), 862 
(G/A), 864 (A/G), 869 (T/C), 881 (T/G), 885 (A/T) และ 887 (A/G) ส าหรบัใชใ้นการศกึษาขัน้
ต่อไป จากรูปที่ 4.1 พบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์มีตัวอกัษรที่เป็นรหสั IUPAC codes นอกจาก 
นิวคลีโอไทด์ A, G, C และ T ที่พบยังมีรหัสอื่น ๆ เช่น รหัส R หมายถึงต าแหน่งนั ้นมีทัง้ 
นิวคลโีอไทด ์A และ G รวมกนั รหสั Y หมายถงึต าแหน่งนัน้มทีัง้นิวคลโีอไทด ์T และ C รวมกนั 
รหสั M หมายถงึต าแหน่งนัน้มทีัง้นิวคลโีอไทด ์A และ C รวมกนั รหสั K หมายถงึต าแหน่งนัน้มี
ทัง้นิวคลีโอไทด์ G และ T รวมกนั รหสั S หมายถึงต าแหน่งนัน้มีทัง้นิวคลีโอไทด์ C และ G 
รวมกนั และ รหสั W หมายถงึต าแหน่งนัน้มทีัง้นิวคลโีอไทด ์A และ T รวมกนั (Liébecq, 1992) 
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รปูที ่4.1 แสดงผล Multiple alignment ล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี THCAS ระหว่างกญัชา Type I 
และ Type III โดยสามเหลีย่มคอืต าแหน่งทีน่ิวคลโีอไทดม์คีวามผนัแปร และลูกศรคอืต าแหน่ง 

SNP ทีศ่กึษาในการทดลองนี้ 
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รปูที ่4.1 แสดงผล Multiple alignment ล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี THCAS ระหว่างกญัชา 
Type I และ Type III โดยสามเหลีย่มคอืต าแหน่งทีน่ิวคลโีอไทดม์คีวามผนัแปร 

และลูกศรคอืต าแหน่ง SNP ทีศ่กึษาในการทดลองนี้ (ต่อ) 
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รปูที ่4.1 แสดงผล Multiple alignment ล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี THCAS ระหว่างกญัชา 
Type I และ Type III โดยสามเหลีย่มคอืต าแหน่งทีน่ิวคลโีอไทดม์คีวามผนัแปร 

และลูกศรคอืต าแหน่ง SNP ทีศ่กึษาในการทดลองนี้ (ต่อ) 
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 4.1.1.2 ผลการแปลรหสัพนัธุกรรม (Genetic Code) จากล าดบันิวคลโีอไทด์
ของยนี THCAS  

จากล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน THCAS ที่เป็น CDS ความยาว 1,683 bp 
เป็นล าดบักรดอะมโิน (รูปที่ 4.2) พบว่าเมื่อแปลรหสัได้ล าดบัอะมโินที่มคีวามยาว 545 Amino 
acid โดย SNPs ต าแหน่งที ่612, 678, 699, 744, 749, 862, 864, 869, 881, 885 และ 887 บน
ล าดบันิวนิวคลโีอไทด์ที่ได้ท าการคดัเลอืกมาจากขอ้ 4.1.1.1 เมื่อแปลรหสัเป็นกรดอะมโินแล้ว
ตรงกับต าแหน่งของกรดอะมิโนที่ต าแหน่ง 204, 226, 233, 248, 250, 255, 288, 288, 290, 
294, 295 และ 296 ตามล าดับ จากต าแหน่ง SNPs ที่เลือกมาศึกษา 12 ต าแหน่ง พบว่า 6 
ต าแหน่งไม่มกีารเปลีย่นแปลงชนิดของกรดอะมโิน และต าแหน่งทีม่กีารเปลีย่นแปลงของกรดอะ
มโินทัง้หมด 6 ต าแหน่งที่ให้ความแตกต่างของกญัชา Type I และ Type III ได้อย่างสมบูรณ์ 
ได้แก่ต าแหน่ง 250 จากกัญชา Type I พบ Alanine (Ala, A) และ Aspartic acid (Asp, D) 
เปลี่ยนเป็น Valine (Val, V) ในกัญชา Type III ต าแหน่ง 255 จากกัญชา Type I พบ Serine 
(Ser, S) เปลีย่นเป็น Alanine (Ala, A) ในกญัชา Type III ต าแหน่ง 288 จากกญัชา Type I พบ 
Valine (Val, V) เปลีย่นเป็น Methionine (Met, M) ในกญัชา Type III ต าแหน่ง 290 จากกญัชา 
Type I พบ Methionine (Met, M) เปลีย่นเป็น Threonine (Thr, T) ในกญัชา Type III  ต าแหน่ง 
294 จากกญัชา Type I พบ Isoleucine (Ile, I) เปลีย่นเป็น Alanine (Ala, A) ในกญัชา Type III 
และต าแหน่งที่ 296 จากกญัชา Type I พบ Lysine (Lys, K) เปลี่ยนเป็น Arginine (Arg, R) ใน
กัญชา Type III  ซึ่งคาดว่าต าแหน่งที่มีการเปลี่ยนแปลงชนิดของกรดอะมิโนนัน้อาจจะมผีล
เปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยนี THCAS จึงได้น าต าแหน่ง 250, 255, 288, 290, 294 และ 
296 มาศกึษาในขัน้ต่อไป 

 
 

 

รปูที ่4.2 แสดงล าดบักรดอะมโินทีไ่ดจ้ากการแปลรหสัของยนี THCAS ในกญัชา Type I 
และ Type III และต าแหน่งทีม่กีารเปลีย่นแปลงชนิดของกรดอะมโินทีม่ผีลมาจากการเกดิ 

SNP (ลูกศรสแีดง) 
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 4.1.1.3 การท านายการเปลีย่นแปลงหน้าทีข่องโปรตนีของยนี THCAS  
จากการน าต าแหน่งที่เมื่อเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์ที่แล้วมผีลให้เกิดการ

เปลีย่นแปลงของกรดอะมโินมาทัง้หมด 6 ต าแหน่ง คอืทีต่ าแหน่ง 250, 255, 288, 290 และ 296 
ไปท าท านายการเกิดการเปลี่ยนแปลงหน้าที่ของโปรตีนโดยใช้โปรแกรม Plant Protein 
Variation Effect Detector (PPVED) ) ที่มคีวามแม่นย าสูงกว่าโปรแกรมการท านายอื่น ๆ เมื่อ
ใช้ท านายยีนของพืช ได้แก่ โปรแกรม SIFT, PROVEAN, PANTHER-PSEP, PhD-SNP, 
PolyPhen-2, and MutPred2 (Gou et al., 2022) พบว่าต าแหน่งที่ 250, 255, 288 และ 296 
จดัอยู่ในNeutral class ซึ่งหมายถึงการเปลี่ยนแปลงกรดอะมโินที่ต าแหน่งดงักล่าวไม่มีผลต่อ
การเปลี่ยนแปลงหน้าที่ของโปรตีนหรือกล่าวอีกนัยหนึ่งว่าไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงการ
แสดงออกของยนี THCAS และที่ต าแหน่ง 290 และ 294 จดัอยู่ในกลุ่ม Functional class ซึ่ง
หมายถงึการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมโินที่ต าแหน่งดงักล่าวมผีลท าใหห้น้าที่ของโปรตนีมกีาร
เปลีย่นแปลงไปท าใหค้าดว่าต าแหน่งดงักล่าวส่งผลต่อการแสดงออกของยนี THCAS ผลทีไ่ด้นี้
ขดัแยง้กบัรายงานของ Cascini et al. (2019) ทีร่ายงาน SNPs บนยนี THCAS บรเิวณต าแหน่ง
ที่ 136-869 แต่ระบุว่ามเีพยีง SNP ต าแหน่ง 494 (T/A) ที่เมื่อแปลรหสัเป็นกรดอะมิโนจะอยู่
ต าแหน่งที ่165 (Lysine (K) → Methionine (M)) เมื่อน าแหน่งดงักล่าววเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม 
PROVEAN ผลที่ได้ท าให้คาดว่าเป็นต าแหน่งที่เมื่อเกดิการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมโินแล้วมี
ความเป็นไปได้สูงที่จะท าให้โปรตีนไม่ถูกผลิตขึ้นหรอืหน้าที่ของโปรตีนเสยีประสทิธิภาพไป 
(Deleterious) แต่ไม่มกีารรายงานว่า SNP ต าแหน่งที ่869 มคีวามเป็นไปไดด้งักล่าวจงึคาดว่า
เกดิจากการใชโ้ปรแกรมการวเิคราะห์ทีแ่ตกต่างกนั อย่างไรกต็ามผูว้จิยัไดน้ าล าดบักรดอะมโิน
ต าแหน่งที่ 165 มาท าการท านายการเปลี่ยนแปลงหน้าที่ของโปรตนีโดยใช้โปรแกรม PPVED 
พบว่าการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนที่ต าแหน่งดังกล่าวมีความเป็นไปได้ที่จะเกิดการ
เปลี่ยนแปลงหน้าที่ของโปรตีน (Functional class) ซึ่งสอดคล้องกับผลของ Cascini et al. 
(2019) ที่วิเคราะห์โดยโปรแกรม PROVEAN แสดงว่าถึงแม้ว่าการใช้โปรแกรมท านายการ
เปลีย่นแปลงหน้าทีข่องโปรตนีจะมคีวามแม่นย าสูงแต่การพสิูจน์ในพชืจรงิกย็งัมคีวามจ าเป็นใน
การตรวจสอบยนืยนั 
 
 4.1.2 ผลกำรศึกษำ In silico ในกำรวิเครำะห์ยีน CBDAS 
 
 4.1.2.1 ผลการเปรียบเทียบนิวคลีโอไทด์หลายต าแหน่ง (Mul t ip le 
Alignment) ของยนี CBDAS 

จากการสืบค้นล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CBDAS มีความยาวประมาณ  
1,635 bp ที่เป็น CDS จากฐานข้อมูล GenBank ของกัญชา Type I สุ่มเลือกได้จ านวน 6 
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Accessions ไ ด้ แ ก่  KJ469376, MG996420, MG996423, MG996425, MG996426 แ ล ะ 
MG996427 ส า ห รั บ ยี น  CBDAS ข อ ง กั ญ ช า  Type III ที่ สุ่ ม เ ลื อ ก ไ ว้ จ า น ว น  
8 Accessions ไ ด้ แ ก่  KJ469374, MG996431, MG996437, KP970861, KP970865, 
MG996439, KP970866 และ KP970865 ตามล าดบั จากนัน้บนัทกึล าดบันิวคลโีอไทด์เหล่านัน้
มาท า Multiple alignment พบต าแหน่ง Polymorphism ทัง้หมด 156 ต าแหน่ง โดยเป็นต าแหน่ง
ที่พบการเปลี่ยนแปลงแบบสุ่ม 88 ต าแหน่ง และต าแหน่งที่คาดว่าเป็น SNPs เนื่องจาก ณ 
ต าแหน่งหนึ่ง ๆ จะพบความแตกต่างของนิวคลโีอไทดข์องพนัธุก์ญัชา Type I และ Type III โดย
ในพนัธุ์กญัชา Type เดียวกนัจะมนีิวคลีโอไทด์เหมอืนกนัทัง้หมดแต่จะมคีวามแตกต่างไปใน
พนัธุ์กญัชาต่าง Type ในการทดลองครัง้นี้พบต าแหน่งทีส่ามารถระบุความแตกต่างของพนัธุ์ได้
ทัง้หมด 70 SNPs นอกจากนี้ยงัพบต าแหน่งที่มกีารเพิม่ขึ้นหรอืขาดหายไปของนิวคลโีอไทด์ 
(InDel) ทัง้หมด 4 ต าแหน่ง ประกอบด้วย 4 bp InDel ที่ต าแหน่ง 153, 1 bp InDel 2 ต าแหน่ง 
ที่ต าแหน่ง 297 และ 1,366 และ 3 bp InDel ที่ต าแหน่ง 758-760 (รูปที่ 4.3) ซึ่งสอดคล้องกบั
รายงานของ Cascini et al. (2019) ที่ศึกษา SNPs ในยีน THCAS และ CBDAS เพื่อใช้เป็น
เครื่องหมายโมเลกุลในการแยกความแตกต่างระหว่างกญัชา Drug-type และ Fiber-type โดย
การท า Sequencing และ Multiple alignment ท าใหพ้บ SNPs ทีม่ปีระสทิธภิาพ 8 ต าแหน่งบน
ยนี CBDAS ได้แก่ต าแหน่งที่ 407, 545, 583, 588, 613, 637, 688 และ 704 จากนัน้ผู้วจิยัได้
ท าการเลอืก SNPs ทีม่ตี าแหน่งอยู่ใกลก้นัเหมาะต่อการวเิคราะหโ์ดยเครื่อง Pyrosequencing 

 
เพื่อน าไปศึกษาต่อในขัน้ต่อไปโดยมีหลกัในการเลือกคอืเลือกต าแหน่งที่

สามารถแยกความแตกต่างระหว่างกญัชาทัง้สองกลุ่มออกจากกนัได ้ซึ่งในกญัชากลุ่มเดยีวกนั
จะต้องมนีิวคลโีอไทด์ชนิดเดยีวกนั (Consensus) เช่น ต าแหน่งที ่87 กญัชา Type I ทัง้หมดมนีิ
วคลโีอไทดเ์ป็น C ในขณะทีก่ญัชา Type III ทัง้หมด มนีิวคลโีอไทดเ์ป็น A  

 
จากหลกัการดงักล่าวจึงได้ท าการคดัเลือกต าแหน่งที่เป็นไปตามหลกัการ

คดัเลือกและคาดว่ามีประสิทธิภาพในการแยกความแตกต่างระหว่างกัญชาทัง้สองกลุ่มมา
ทัง้หมด 6 ต าแหน่ง ไดแ้ก่ต าแหน่ง 583, 584, 588, 613 และ 637 โดยต าแหน่งที ่583 และ 584 
ไม่ไดต้รงไปตามหลกัการเลอืกแต่เนื่องจากเป็นต าแหน่งทีอ่ยู่ใกลเ้คยีงกนักบัต าแหน่งที ่588 จงึ
ท าให้ในการออกแบบไพร์เมอร์เพื่อใช้ในเทคนิค Pyrosequencing สามารถศึกษาต าแหน่งทัง้
สองได้ นอกจากนี้ยังมีต าแหน่ง 3 bp InDel ได้แก่ต าแหน่งที่ 758-760 (รูปที่ 4.3) ที่ผู้วิจัย
คดัเลอืกไวเ้พือ่ศกึษาต่อในการทดลองต่อไป 
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รปูที ่4.3 แสดงผล Multiple alignment ของล าดบันิวคลโีอไทดโ์ดยใชย้นี CBDAS ระหว่างกญัชา 
Type I และ Type III โดยสามเหลีย่มคอืต าแหน่งทีน่ิวคลโีอไทดม์คีวามผนัแปร วงกลมคอื 

ต าแหน่ง InDel และลูกศรคอืต าแหน่ง SNP ทีศ่กึษาในการทดลองต่อนี้  
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รปูที ่4.3 แสดงผล Multiple alignment ของล าดบันิวคลโีอไทดโ์ดยใชย้นี CBDAS ระหว่างกญัชา 
Type I และ Type III โดยสามเหลีย่มคอืต าแหน่งทีน่ิวคลโีอไทดม์คีวามผนัแปร วงกลมคอื 

ต าแหน่ง InDel และลูกศรคอืต าแหน่ง SNP ทีศ่กึษาในการทดลองต่อนี้ (ต่อ) 
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รปูที ่4.3 แสดงผล Multiple alignment ของล าดบันิวคลโีอไทดโ์ดยใชย้นี CBDAS ระหว่างกญัชา 
Type I และ Type III โดยสามเหลีย่มคอืต าแหน่งทีน่ิวคลโีอไทดม์คีวามผนัแปร วงกลมคอื 

ต าแหน่ง InDel และลูกศรคอืต าแหน่ง SNP ทีศ่กึษาในการทดลองต่อนี้ (ต่อ) 
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 4.1.2.2 ผ ล ก า ร แ ป ล ร หัส พัน ธุ ก ร ร ม  ( Genetic Code) จ า ก ล า ดับ 
นิวคลโีอไทดข์องยนี CBDAS 

การแปลรหัส DNA จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CBDAS เป็นล าดับ
กรดอะมิโน  (รูปที่ 4.4) พบว่าแปลรหัสได้ล าดับอะมิโนที่มีความยาว 544 Amino acid โดย
ต าแหน่งที่ 583, 584, 588, 613 และ 637 บนล านับนิวคลีโอไทด์เมื่อแปลรหัสจากการอ่าน 
Codon เป็นกรดอะมโิน พบว่ากลายเป็นกรดอะมโินต าแหน่งที่ 195, 195, 196, 205 และ 213 
ตามล าดบั อกีทัง้ต าแหน่ง 758-760 (3 bp InDel) บนนิวคลโีอไทด์เมื่อแปลรหสัเป็นกรดอะมโิน
แลว้เป็นต าแหน่งที ่253 และ 254 จากการศกึษาพบว่ามกีารเปลีย่นแปลงของกรดอะมโินทัง้หมด 
6 ต าแหน่ง ได้แก่ต าแหน่งที่ 195 จาก Arginine (Arg, R) กลายเป็น Isoleucine (Ile, I) หรือ 
Leucine (Leu, L) ขึ้นอยู่กบัชนิดของนิวคลีโอไทด์ที่เปลี่ยนแปลงไปที่ต าแหน่ง 583 และ 584 
ของล าดบันิวคลโีอไทด์ ต าแหน่งที่ 196 พบว่าในกญัชา Type III บางพนัธุ์มกีารเปลี่ยนแปลง
ของกรดอะมโินจาก Asparagine (Asn, N) กลายเป็น Serine (Ser, S) แต่ในกญัชา Type I ยงัคง
เป็น Asparagine (Asn, N) เช่นเดิม ต าแหน่งที่ 205 เปลี่ยนจาก Isoleucine (Ile, I) กลายเป็น 
Valine (Val, V) ต าแหน่งที ่213 จาก Histidine (His, H) กลายเป็น Aspartic Acid (Asp, D) และ
ต าแหน่งที ่253 และ 254 เกดิ Protein gap ขึน้เน่ืองจากการเกดิ InDel บนล าดบันิวคลโีอไทด ์

  
4.1.2.3 การท านายการเปลีย่นแปลงหน้าทีข่องโปรตนีของยนี CBDAS  
จากการน าต าแหน่งทีเ่กดิการเปลี่ยนแปลงกรดอะมโินไปท าท านายการเกิด

การเปลี่ยนแปลงหน้าที่ของโปรตีนโดยใช้โปรแกรม Plant Protein Variation Effect Detector 
(PPVED) พบว่าต าแหน่งที ่195 จดัอยู่ใน Functional class ซึ่งหมายความว่าการเปลี่ยนแปลง
ของกรดอะมโินที่ต าแหน่งดงักล่าวมผีลท าให้หน้าที่ของโปรตนีมกีารเปลี่ยนแปลงไปจงึคาดว่า
ส่งผลต่อการแสดงออกของยนี CBDAS ขณะเดยีวกนัต าแหน่งที่ 196, 205 และ 213 จดัอยู่ใน 
Neutral class ซึ่งหมายความว่าการเปลี่ยนแปลงกรดอะมโินที่ต าแหน่งดงักล่าวไม่มผีลต่อการ
เปลีย่นแปลงหน้าทีข่องโปรตนี 
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ความเขม้ขน้ของ DNA (ng/µl ) = 50 (ng/µl) x ค่า A260 ทีว่ดัได ้x Dilution Factor 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.2 กำรตรวจสอบยืนยนัต ำแหน่ง SNPs ท่ีคำดว่ำมีผลต่อกำรแสดงออกของยีน 
THCAS และ CBDAS โดยใช้เทคนิค Pyrosequencing 
 

 4.2.1 กำรสกดั DNA 
 

การตรวจสอบปริมาณของ DNA ที่สกัดได้โดยการวัดค่ าการดูดกลืนแสง 
(Absorbance) ที่ 260 นาโนเมตร (A260) โดยที่ว ัดค่า A260 ได้เท่ากับ 1 หมายถึง มี DNA 
เขม้ขน้ 50 ng/µl และตรวจสอบความบรสิุทธิข์อง DNA โดยวดัค่าการดูดกลนืแสงที่ 260 และ 
280 นาโนเมตร และอตัราส่วนของการดูดกลืนแสงที่ A260/A280 บ่งบอกคุณภาพของ DNA 
โดย DNA ทีม่คีวามบรสิุทธิจ์ะมคี่าประมาณ 1.7-1.9 กรณีอตัราสว่นน้ีมคี่าต ่ากว่า 1.6 บ่งบอกว่า
มกีารปนเป้ือนของสารเคมทีี่ใช้สกดั (Lucena-Aguilar et al., 2016) เช่น CTAB, Chloroform, 
Alcohol และสารอื่น ๆ ถ้าอตัราส่วนนี้สูงกว่า 2 แสดงว่ามปีรมิาณโปรตนีปนเป้ือน การค านวณ
ปรมิาณ DNA มสีตูรดงันี้ 
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รปูที ่4.4 แสดงล าดบักรดอะมโินทีไ่ดจ้ากการแปลรหสัของยนี CBDAS ในกญัชา Type I 
และ Type III และต าแหน่งทีม่กีารเปลีย่นแปลงชนิดของกรดอะมโินทีม่ผีลมาจากการเกดิ 

SNP (ลูกศรสแีดง) 
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 ปริมาณ DNA ที่ค านวนได้แสดงในตารางที่ 4.1 พบว่า DNA เกือบทัง้หมดมีค่าก 
260/280 ในช่วง 1.6-2 ยกเว้น DCP22-1, DCP22-8, และ DCP22-10 ที่มีค่า 1.55, 1.53 และ 
1.52 ตามล าดบั เนื่องจาก DNA ทีไ่ดส้กดัมาจากสว่นใบบรเิวณดอกของกญัชาซึ่งม ีTrichome ที่
มตี่อม Resin ทีผ่ลติสารเหนียวอยู่เป็นจ านวนมากท าใหก้ารสกดั DNA โดยวธิปีกตไิม่สารมารถ
ก าจดัสารต่าง ๆ ออกไปไดจ้งึเกดิการปนเป้ือนสารดงักล่าวขึน้ 

 
ตารางที ่4.1 แสดงค่าการดูดกลนืแสงของ DNA ของกญัชาพนัธุ์ต่าง ๆ ทีค่วามยาวคลื่น 260   
                และ 280 นาโนเมตร และอัตราส่วน A260/A280 และความเข้มข้นของ DNA   
                ทีไ่ดจ้ากการสกดั 

ล าดบั
ที ่

ชื่อพนัธุ ์
ค่าการดดูกลนืแสง ความเขม้ขน้ 

ของ DNA 
A260 A280 A260/280 (g/ml) 

1 Wild Thai (WT) 2.183 1.199 1.82 4.37 
2 Lopburi-1 (LOP-1) 1.946 1.029 1.89 3.89 
3 Lopburi-2 (LOP-2) 1.422 0.809 1.76 2.84 
4 Suphan (SP) 1.355 0.762 1.78 2.71 
5 Phrik Thai (PT) 0.915 0.545 1.68 1.83 
6 Chang Phuak (CHP) 2.502 1.398 1.79 5.00 
7 Kroeng Krawia (KRKW) 2.582 1.431 1.80 5.16 
8 KD 1.528 0.879 1.74 3.06 
9 King Kong (KK) 0.845 0.516 1.64 4.23 
10 BRR 1.991 1.106 1.80 3.98 
11 Dinamed (DNM) 2.243 1.278 1.76 4.49 
12 Crystal Med (CRST) 2.907 1.787 1.63 5.81 
13 Charlotte’s Angel 

(CHLA)  
1.049 0.616 1.70 5.25 

14 DCP22-1  2.958 1.912 1.55 5.92 
15 DCP22-2 1.108 0.678 1.64 2.22 
16 DCP22-3 1.281 0.772 1.66 2.56 
17 DCP22-4 1.435 0.838 1.71 2.87 
18 DCP22-5 1.117 0.593 1.88 2.23 
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ตารางที ่4.1 แสดงค่าการดูดกลนืแสงของ DNA ของกญัชาพนัธุ์ต่าง ๆ ทีค่วามยาวคลื่น 260   
                และ 280 นาโนเมตร และอตัราส่วน A260/A280 และความเข้มข้นของ DNA   
                ทีไ่ดจ้ากการสกดั (ต่อ) 
ล าดบั
ที ่

ชื่อพนัธุ ์ ค่าการดดูกลนืแสง ความเขม้ขน้ 
ของ DNA 

A260 A280 A260/280 (g/ml) 
19 DCP22-6 1.418 0.757 1.87 2.84 
20 DCP22-7 1.002 0.609 1.65 2.00 
21 DCP22-8 1.113 0.729 1.53 2.23 
22 DCP22-9 0.975 0.593 1.64 1.95 
23 DCP22-10 1.038 0.682 1.52 2.08 

   
 4.2.2 กำรออกแบบไพรเมอรส์ ำหรบั Pyrosequencing 
 
 หลงัจากท าการเลอืกต าแหน่ง SNP ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะห ์In silico ซึ่งคาดว่ามผีลต่อ
การแสดงออกของยนี THCAS และ CBDAS จากขอ้ 4.1 มาออกแบบไพรเมอรส์ าหรบัวเิคราะห์
ล าดบันิวคลโีอไทด์ของต าแหน่ง SNP โดยวธิ ีPyrosequencing ส าหรบัยนี THCAS ได้ท าการ
เลือกต าแหน่ง SNP ทัง้หมด 12 ต าแหน่ง โดย PCR primer ที่ท าการออกแบบมีต าแหน่ง
เป้าหมาย (Target Region) ตัง้แต่บริเวณ 549-931 bp และ Sequencing Primer ส าหรับ
วเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์  บรเิวณต าแหน่งที่ 612, 678, 699, 744, 749, 763, 862, 864, 
869, 881, 885 และ 887 และส าหรบัยีน CBDAS ได้ท าการเลือกต าแหน่ง SNP ทัง้หมด 5 
ต าแหน่ง ไดแ้ก่บรเิวณต าแหน่ง 583, 583, 588, 613 และ 637 นอกจากนี้ยงัมตี าแหน่งที ่758-
760 ทีพ่บว่านิวคลโีอไทด์หายไป หรอืเพิม่ขึน้ 3 bp โดยท าการสัง่สงัเคราะหล์ าดบัโอลนิิวคลโีอ
ไทด์ของไพรเมอร์ทัง้หมดที่ออกแบบได้ที่บรษิทั QIAGEN, Germany ส าหรบั PCR primer จะ
สัง่สงัเคราะหใ์หต้ดิฉลากไบโอตนิ (Biotin) ทีป่ลาย 5’ ของเสน้ Reverse primer ดว้ย  (ตารางที่ 
4.2) 
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ตารางที ่4.2 ล าดบัโอลโิกนิวคลโีอไทด์ของไพรเ์มอรท์ีใ่ชใ้นปฏกิริยิา PCR และไพรเ์มอร์ที่ใช้ 
                    ในการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน THCAS และ CBDAS และต าแหน่ง 
                    เป้าหมาย (Target Position) ของไพรเมอร ์โดยวธิ ีPyrosequencing 

Gene Name Primer Sequence (5'-3') Target position 

THCAS PCR primer   
 FP-THCA2 TGGCGTAGGTGGACACTTTA 549-931 
 RPB-THCA2 Biotin-TCTTATTCTTCCCATGATTATCTG  

 Sequencing primer  
 SP-THCA2-1 CCTTGCGGCTGATAA 612 

 SP-THCA2-2 AGTTCTAGATCGAAAATCC 678, 699  

SP-THCA2-3  AGCATGGAAAATCAAAC 744, 749, 763 
 SP-THCA2-4 AATATTGCTTACAAGTATGA 862, 864, 869, 

881, 885, 887 

CBDAS PCR primer   
 FP-CBDA1 GGAGCTACCCTTGGAGAAGTTTA 451-735 
 RPB-CBDA1 Biotin-GGGACAGCAACCAGTCTAATT  
 FP-CBDA2 ACGTGGTGGTGGAGCAGAAA 690-960 
 RPB-CBDA2 Biotin-

CACTCCACCAAGGAAAACTGAAGA 
 

 Sequencing primer  
 SP-CBDA1-2 GAGGAGGCTATGGACC 583, 584, 588,  

613, 637 
 SP-CBDA2 TGGTTGCTGTCCCAA 758-760 (3bp 

InDel) 
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 4.2.4 กำรวิเครำะห์ SNPs บนยีน THCAS และ CBDAS โดย Pyrosequencing 
  
 จ าก ง านวิจัย ข อ ง  Schilling et al. (2020) ที่ อ ธิบ ายถึ ง ก า รสัง เ ค ร า ะห์ ส า ร 
Phytocannabinoids ของกัญชาที่มีสารตัง้ต้น (Precursor) คือ Cannabigerolic acid (CBGA) 
โดยการสังเคราะห์เกิดจากกิจกรรมของเอนไซม์สามชนิดซึ่ง  CBGA ถูกเปลี่ยนเป็น 
Tetrahydrocanabinolic acid (THCA), Cannabidiolic acid (CBDA) แล ะ  Cannabichromenic 
acid (CBCA) โดยการท างานของเอนไซม์ THCA synthase (THCAS) และ CBCA synthase 
(CBCAS) ตามล าดับ งานวิจัยนี้จึงเน้นศึกษายีน THCAS และ CBDAS ที่มีความยาว Full 
length 1,635 bp และ Encode ล าดบักรดอะมโิน 545 และ 544 Amino Acid ตามล าดบั (Onofri 
et al., 2015) เนื่องจากการแสดงออกของยนีทัง้สองคาดว่าเป็นปัจจยัหนึ่งทีส่ าคญัทีม่ผีลต่อการ
สะสมของสาร Cannabinoid ในพืชกัญชาอย่างไรก็ตามกลไกที่ควบคุมการท างานของยีน 
THCAS และ CBDAS ยงัตอ้งมกีารศกึษาเพิม่เตมิอกีมาก 

 4.2.4.1 การวเิคราะห ์SNPs ของยนี THCAS โดย Pyrosequencing 
จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน THCAS เพื่อเปรียบเทียบ 

SNPs ที่ต าแหน่ง 612, 678, 699, 744, 749, 763, 862, 864, 869, 881, 885 และ 887 ของ
พันธุ์กัญชาที่มี THC สูงที่เป็น Type I และพันธุ์ที่มี CBD สูงที่เป็น Type III โดยใช้เทคนิค 
Pyrosequencing (ตารางที่ 4.3) พบว่า SNP ที่ต าแหน่งที่ 612 ในพันธุ์กัญชาที่มี THC สูง 
(Type I) จะม ีSNP (T) ในขณะทีพ่นัธุก์ญัชาทีม่ ีCBD สงู (Type III) พบ SNP (C) สอดคลอ้งกนั
ทุกพนัธุ์ยกเวน้พนัธุ ์KK ทีจ่ดัเป็นกญัชา Type I แต่พบว่าม ีSNP (C) ซึ่งตรงกบักญัชา Type III 
นอกจากนี้ยังมีพันธุ์ Kroeng Krawia (KRKW) ที่พบ SNP (T/C) จึงบ่งบอกถึง Genotype ที่
ต าแหน่งนี้อยู่ในสภาพ Heterozygous SNP ทีต่ าแหน่งที ่678 จากสมมตฐิานกญัชา Type I จะ
ตรวจพบ Allele G ในพนัธุ์ Chang Phuak (CHP) ซึ่งสอดคลอ้งกบัผล Multiple alignment และ
กญัชา Type I พนัธุ์อื่น ๆ พบ SNP (G/A) ยกเวน้พนัธุ์ KK ทีพ่บ SNP (A) ส่วนกญัชา Type III 
ที่ต าแหน่งดงักล่าวพบ SNP (A) สอดคล้องกนัทุกพนัธุ์ SNP ที่ต าแหน่ง 699 ในกญัชา Type I 
พบ SNP (T) ในพันธุ์ CHP และ SNP (T/A) ในกัญชา Type I พันธุ์อื่น ๆ ยกเว้นพันธุ์ KK 
เช่นเดยีวกนัที่พบ SNP (A) ซึ่งตรงกบักญัชา Type III ที่พบ SNP (A) ยกเว้นพนัธุ์ BRR ที่พบ 
SNP (T/A) ต่อมาต าแหน่งที่ 744 ในกญัชา Type I พบ SNP (G) ในขณะที่ Type III พบ SNP 
(T) สอดคลอ้งกนัทุกพนัธุย์กเวน้พนัธุ ์KK กญัชา Type I ทีพ่บ SNP (T) และ KRWK ทีพ่บ SNP 
(G/T) นอกจากนี้พบว่า SNP ที่ต าแหน่ง 612, 678, 699 และ 744 ของยนี THCAS ที่กล่าวมา
นอกจะจะเกดิการเปลีย่นแปลงนิวคลโีอไทด์แบบสุ่มแลว้ยงัพบว่า SNPs ทีเ่กดิขึน้เมื่อแปลรหสั 
DNA แลว้ต าแหน่งดงักล่าวไม่สง่ผลท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงกรดอะมโิน (Synonymous SNP) 
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แสดงผลเป็น NS ในตารางที ่4.3 ต าแหน่งดงักล่าวจงึไม่ถูกน าไปท านายการเปลีย่นแปลงหน้าที่
ของโปรตนีและถูกคดัออกจากกลุ่มเป้าหมายของงานวจิยันี้  

ที่ต าแหน่ง 749 พนัธุ์กญัชา Type I พบ SNP (C) และพนัธุ์กญัชา Type III 
พบ SNP (T) สอดคลองกนัทุกพนัธุ์ยกเว้นพนัธุ์ KK กญัชา Type I เพยีงพนัธุ์เดยีวที่พบ SNP 
(T) และ พนัธุ ์KRKW ทีพ่บ SNP (C/T)  

ต าแหน่งที่ 763 พนัธุ์กญัชา Type I พบ SNP (T) และพนัธุ์กญัชา Type III 
พบ SNP (G) สอดคลองกนัทุกพนัธุ์ยกเว้นพนัธุ์ KK กญัชา type I เพยีงพนัธุ์เดยีวที่พบ SNP 
(G) และพนัธุ ์KRKW (Type I) และ BRR (Type III) ทีพ่บ SNP (T/G)  

แหน่งที ่862 พบพนัธุก์ญัชา Type I เกอืบทัง้หมดม ีSNP (G/A) ยกเวน้พนัธุ ์
CHP พบ SNP (G) และ KK พบ SNP (A) ขณะเดียวกันพันธุ์กัญชา Type III พบ SNP (A) 
สอดคลอ้งกนัทุกพนัธุ ์ 

ต่อมาต าแหน่ง 864 ในกัญชา Type I พบ SNP (A) ยกเว้นพนัธุ์ KK และ 
KRKW ที่พบ SNP (A/G) ขณะที่กัญชา Type III ส่วนใหญ่พบ SNP (A/G) ยกเว้นพันธุ์  
Dinamed (DNM) ทีพ่บ SNP (G)  

จากตารางที ่4.3 พบว่านิวคลโีอไทด์ต าแหน่ง 749, 763, 862 และ 864 บน
ยนี THCAS ทีก่ล่าวมาขา้งต้นเมื่อท าการแปลรหสัพนัธุกรรมแลว้พบว่าการแทนทีข่องนิวคลโีอ
ไทด์เพียงต าแหน่งเดียวท าให้กรดอะมิโนเปลี่ยนหรือ  SNPs ที่เกิดขึ้นส่งผลท าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน (Non-Synonymous SNP) ได้แก่ SNPs ต าแหน่ง 749 (C/T), 763 
(T/G), 862 (G/A) และ 864 (A/G) เมื่อแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนจะตรงกับต าแหน่ง 250 
(Ala→Val), 255 (Ser→Ala), 288 (Val→Met) และ 288 (Val→Met) ตามล าดบั เมื่อน าไป
ท านายการเปลีย่นแปลงหน้าทีข่องโปรตนีทีต่ าแหน่ง 250, 255 และ 288 พบว่าจดัอยู่ใน Neutral 
Class ซึ่งหมายถงึการเปลี่ยนแปลงกรดอะมโินที่ต าแหน่งดงักล่าวไม่มผีลต่อการเปลี่ยนแปลง
หน้าที่ของโปรตีนจึงคาดว่าต าแหน่งดงักล่าวอาจไม่ส่งผลต่อการแสดงออกของยีน THCAS 
ดงันัน้จึงตดัออกจากกลุ่มเป้าหมายการศึกษาของงานวจิยันี้ ต่อมาต าแหน่งที่ 869 และ 881 
บนยนี THCAS เริม่ทีต่ าแหน่ง 869 ในกญัชา Type I พบ SNP (T) ยกเวน้พนัธุ ์KRKW และ KK 
ทีพ่บ SNP (T/C) ขณะทีก่ญัชา Type III ส่วนใหญ่พบ SNP (T/C) ยกเวน้พนัธุ์ DNM พบ SNP 
(C) ต่อมาต าแหน่งที่ 881 ในกญัชา Type I พบ SNP (T) และกญัชา Type III พบ SNP (G) 
สอดคล้องกันทุกพันธุ์ยกเว้นพันธุ์ KK (Type I) ที่ควรพบ SNP (T) แต่กลับพบ SNP (G) 
ซึ่งตรงกบัพนัธุ์ Type III อีกทัง้ยงัมพีนัธุ์ Wild Thai (WT), KRKW และ Charlotte’s Angel 
(CHLA) ที่พบ SNP (T/G) ต าแหน่งทัง้สองพบว่าเป็น Non-Synonymous SNP กล่าวคือ
เมื่อท านายการเปลี่ยนแปลงหน้าที่ของโปรตีนที่ต าแหน่ง 290 (Met→Thr)  และ 294 
(Ile→Ala) บนล าดบักรดอะมโินพบว่าจดัอยู่ใน Functional Class ซึง่หมายถงึการเปลีย่นแปลง
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ของกรดอะมโินทีต่ าแหน่งดงักล่าวมผีลท าใหห้น้าที่ของโปรตนีมกีารเปลีย่นแปลงไปท าใหค้าดว่า
ต าแหน่งดังกล่าวส่งผลต่อการแสดงออกของยีน ผู้วิจัยจึงจัดทัง้สองต าแหน่งนี้ อยู่ ใน
กลุ่มเป้าหมายของงานวจิยัเพือ่ศกึษาในขัน้ตอนต่อไป 

ผลการวิเคราะห์ SNP genotype จากตารางที่ 4.3 ผลการวิเคราะห์ที่
ต าแหน่งที ่869 ม ีGenotype เป็นแบบ Homozygous ของนิวคลโีอไทด์ T ทัง้สอง Allele (T/T) 
ในกญัชา Type I กล่าวคอื ณ ต าแหน่ง หนึ่ง ๆ บนยนี ม ีAllele ทีเ่หมอืนอยู่ในต าแหน่งเดยีวกนั
โดย Allele หนึ่งได้รบัจากพ่อส่วนอกี Allele ได้รบัจากแม่เนื่องจากกญัชาเป็นพชื Diploid โดย
พบ Genotype แบบขา้งตน้ในกญัชา Type I ทัง้หมด 7 พนัธุ ์ไดแ้ก่ Wild Thai (WT), Lopburi-1 
(LOP-1), Lopburi-2 (LOP-2), Suphan (SP) Phrik Thai (PT), Chang Phuak (CHP) และ KD 
โดยมคี่า T allele ของทัง้ 7 พนัธุ์มคี่าเท่ากบั 82%, 86%, 86%, 87%, 86%, 94% และ 86% 
ตามล าดับ และกัญชา Type I จ านวน 2 พันธุ์ ได้แก่ Kroeng Krawia (KRKW) และ KK มี 
Genotype แบบ Heterozygous กล่าวคือ ณ ต าแหน่งดงักล่าวยีนมี Allele ที่แตกต่างกันบน
ต าแหน่งเดยีวกนัโดย Allele หนึ่งไดร้บัจากพ่ออกี Allele หนึ่งไดร้บัจากแม่ ซึ่งคอืพนัธุ์ KRKW 
และ KK มี  T และ C allele (T/C) โดยทัง้สองพันธุ์มีเปอร์เซ็นต์ Allele ของ T/C ที่ 51:49% 
ในขณะที่ กัญชา  Type III จ านวน  1 พันธุ์  ไ ด้แก่  Dinamed (DNM) มี  Genotype แบบ 
Homozygous ของ C allele (C/C) ที ่ 83% และพนัธุท์ีเ่หลอืจ านวน 3 พนัธุ ์ไดแ้ก่ BRR, Crystal 
Med (CRST) และ Charlotte’s Angel (CHLA) มี Genotype แบบ Heterozygous ของ T/C 
Allele มคี่าของแต่ละ Allele คอื 37:63%, 34:66% และ 38:62% ตามล าดบั 

ต าแหน่งที่ 881 พบว่าม ีGenotype เป็นแบบ Heterozygous ประกอบด้วย 
T และ G allele (T/G) ในกญัชา Type I ทัง้หมด 2 พนัธุ ์ไดแ้ก่ WT และ KRKW โดยมเีปอรเ์ซน็ต์ 
Allele ที่ 75:25% และ 41:59% ในขณะที่กญัชา Type I อกี 6 พนัธุ์ได้แก่ LOP-1, LOP-2, SP, 
PT, CHP และ KD ม ีGenotype แบบ Homozygous ของ T allele (T/T) ที ่ 85%, 76%, 76%, 
76%, 83% และ 77% ตามล าดบั แต่พนัธุ์ KK ซึ่งเป็นกัญชา Type I กลับมี Genotype แบบ 
Homozygous ของ G allele (G/G) ที่ 80% ซึ่งควรเป็น Genotype ของกัญชา Type III โดย
กัญชา Type III มีทัง้หมด 3 พนัธุ์ได้แก่ BRR, DNM และ CRST ที่พบว่ามี G allele ที่ 79%, 
91% และ 86% ตามล าดับ แต่พันธุ์ CHLA ซึ่งเป็นกัญชา Type III กลับมี Genotype แบบ 
Heterozygous โดยม ีT/G Allele ที ่27:73% 

จากรายงานของ Garfinkel et al. (2021) ทีท่ าการศกึษาการแสดงออกของ
ยนี THCAS และ CBDAS โดยเทคนิค Real-time PCR (qPCR), Reverse transcription PCR 
(RT-PCR) และท าการศกึษา SNP โดยใชเ้ทคนิค TaqMan assay เพื่ออธบิายการถ่ายทอดทาง
พนัธุกรรม (Inheritance) ของกญัชา Type IV (กญัชาทีม่ ีCBGA เป็นหลกั) รายงานนี้ไดส้รุปไว้
ว่ากัญชา Type IV นัน้เกิดจาก Single recessive gene ซึ่งอาจควบคุมท าให้ยีน THCAS ไม่
ท างานทัง้นี้อาจเป็นเพราะ SNP อาจส่งผลท าให้เอนไซม์ THCAS และ CBDAS ไม่สามารถ
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เปลีย่นสาร CBGA ซึ่งเป็นสารตัง้ต้นไปเป็นสาร THCA และ CBDA ไดท้ าใหเ้กดิการสะสมของ
สาร CBGA ขึ้นในกญัชา Type IV ซึ่ง SNP ดงักล่าวอยู่ที่ต าแหน่ง 1064 บนยนี THCAS เป็น
ต าแหน่งสามารถน าไปใช้เป็นเครื่องหมายโมเลกุลในการรปรบัปรุงพนัธุ์กญัชาโดยการเลือก
กญัชา Type IV ได ้จากรายงานฉบบันี้ท าใหเ้หน็ถงึความแตกต่างของเทคนิคทีใ่ชใ้นการศกึษา 
SNP ไดแ้ก่เทคนิค TaqMan assay ซึง่เป็นเทคนิคทีใ่ชก้ารตดิฉลาก Probe ดว้ยส ีFluorescence 
ท าใหไ้ดผ้ลวเิคราะหร์วดเรว็แบบ Real-time มคีวามแม่นย าสงูและใชเ้วลาน้อยกว่าโดยใชว้ธิกีาร
อ่านล าดบัพนัธุกรรมเมื่อเปรยีบเทยีบกบัเทคนิค Pyrosequencing ที่มคีวามแม่นย าสูงเช่นกนั
และทัง้สองเทคนิคนี้มปีระสทิธภิาพสงูในการวเิคราะห ์SNP (Nordfors et al., 2002) นอกจากนี้
เทคนิค Pyrosequencing ในปัจจุบนัเมื่อวเิคราะหโ์ดยเครื่อง PyroMark® Q48 Autoprep ท าให้
สามารถวเิคราะหเ์ปอรเ์ซน็ต์ของ Allele ทีต่้องการศกึษาได ้อย่างไรกต็ามงานวจิยัของผูว้จิยัยงั
ขาดการศกึษาเกี่ยวกบัการแสดงออกของยนีโดยเทคนิคเฉพาะซึ่งเป็นสิง่ส าคญัเพื่อที่จะเขา้ใจ
การถ่ายทอดลักษณะพันธุกรรมที่เกี่ยวข้องกับการผลิตสาร Cannabinoid ของกัญชาจึงจ า
แนะน าว่าควรมกีารศกึษาเพิม่เตมิในอนาคตต่อไป
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ตารางที ่4.3 แสดงต าแหน่ง SNP และเปอรเ์ซน็ต ์Allele ระหว่างกญัชา Type I และ Type III ในยนี THCAS โดยใชเ้ทคนิค Pyrosequencing และแสดง 
                การเปลีย่นแปลงของกรดอะมโินและท านายการเปลีย่นแปลงหน้าทีข่องโปรตนีทีต่ าแหน่งต่าง  ๆ 

Strain Chemotype 
SNP positions 

612 678 699 744 749 763 862 864 869 881 885 887 

WT I 
T  

(86%) 
G/A 

(59:41%) 
T/A 

(57:43%) 
G  

(97%) 
C  

(98%) 
T  

(92%) 
G/A 

(66:34%) 
A  

(86%) 
T  

(82%) 
T/G 

(75:25%) A/T A 

LOP-1 
I 0 G/A 

(71:29%) 
T/A 

(70:30%) 
G  

(74%) 
C  

(85%) 
T  

(98%) 
G/A 

(78:22%) 
A  

(86%) 
T  

(86%) 
T  

(85%) A/T A 

LOP-2 
I 0 G/A 

(27:73%) 
T/A 

(28:72%) 0 0 0 G/A 
(52:48%) 

A  
(84%) 

T  
(86%) 

T  
(76%) A/T A 

SP I 
T  

(88%) 
G/A 

(49:51%) 
T/A 

(45:55%) 
G  

(99%) 
C  

(98%) 
T  

(100%) 
G/A 

(72:28%) 
A  

(87%) 
T  

(87%) 
T  

(76%) A/T A 

PT I T  
(80%) 

G/A 
(45:55%) 

T/A 
(44:56%) 

G  
(91%) 

C  
(91%) 

T  
(92%) 

G/A 
(73:27%) 

A  
(88%) 

T  
(86%) 

T  
(76%) A/T A 

CHP I T  
(82%) 

G 
 (77%) 

T  
(78%) 

G  
(96%) 

C  
(96%) 

T  
(96%) 

G  
(85%) 

A  
(90%) 

T  
(94%) 

T  
(83%) A/T A 

KRKW I 
T/C 

(31:69%) 
G/A 

(28:72%) 
T/A 

(27:73%) 
G/T 

(38:62%) 
C/T 

(41:59%) 
T/G 

(38:62%) 
G/A 

(32:68%) 
A/G 

(60:40%) 
T/C 

(51:49%) 
T/G 

(41:59%) A/T A/G 

KD I 
T  

(81%) 
G/A 

(64:36%) 
T/A 

(57:43%) 
G  

(96%) 
C  

(100%) 
T  

(86%) 
G/A 

(69:31%) 
A  

(90%) 
T  

(86%) 
T  

(77%) A/T A 

KK I C  
(82%) 

A  
(77%) 

A  
(78%) 

T  
(81%) 

T  
(84%) 

T/G 
(26:74%) 

A  
(75%) 

A/G 
(70:30%) 

T/C 
(51:49%) 

G  
(80%) T A/G 

BRR III 
C  

(77%) 
A  

(76%) 
T/A 

(26:74%) 
T  

(84%) 
T  

(80%) 
T/G 

(27:73%) 
A  

(81%) 
A/G 

(53:47%) 
T/C 

(37:63%) 
G  

(79%) T A/G 

DNM III 
C  

(97%) 
A  

(87%) 
A  

(86%) 
T  

(100%) 
T  

(91%) 
G  

(87%) 
A  

(93%) 
G  

(77%) 
C  

(83%) 
G  

(91%) T G 

CRST III 
C  

(87%) 
A  

(82%) 
A  

(80%) 
T  

(88%) 
T  

(87%) 
G  

(81%) 
A  

(82%) 
A/G 

(52:48%) 
T/C 

(34:66%) 
G  

(86%) T A/G 

CHLA III 
C  

(89%) 
A  

(85%) 
A  

(87%) 
T  

(83%) 
T  

(76%) 
T/G 

(27:73%) 
A  

(78%) 
A/G 

(58:42%) 
T/C 

(38:62%) 
T/G 

(27:73%) T A/G 
SNP  T→C G→A T→A G→T C→T T→G G→A A→G T→C T→G A→T A→G 
Amino acid position 204 226 233 248 250 255 288 288 290 294 295 296 
Amino acid change* NS  NS  NS  NS  A→V S→A V→M V→M M→T I→A  NS K→R 
Predicted class** -  - -  -  Neutral Neutral Neutral  Neutral Functional Functional - Neutral 

* NS หมายถงึมกีารเปลีย่นแปลงของนิวคลโีอไทด ์(Nucleotide Substitution) แต่ไมเ่กดิการเปลีย่นชนิดของ amino acid (Synonymous SNP) ** (-) หมายถงึไมม่กีารท านายการเปลีย่นแปลง
หน้าทีข่องโปรตนี, 0 คอื missing 
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 4.2.4.4 การวเิคราะห ์SNPs ของยนี CBDAS โดย Pyrosequencing 
 จากการวเิคราะห์ SNP และ InDel ของยนี CBDAS ที่ต าแหน่ง SNP 583, 
584, 588, 637 และ ต าแหน่ง InDel 758-760 (3 bp InDel)  โดยเทคนิค Pyrosequencing 
(ตารางที ่4.4) พบว่าต าแหน่งที ่583 ในกญัชา Type I พบ SNP (A/C) ทัง้หมดยกเวน้พนัธุ์ SP 
พบ SNP (A) ซึง่เป็นเช่นเดยีวกบักญัชา Type III ทีพ่บ SNP (A) ยกเวน้ CRST และ CHLA พบ 
SNP (A/C) จงึท าใหต้ าแหน่งนี้ไม่สามรถแยกความแตกต่างระหว่างพนัธ ์THC สงู (Type I) และ 
CBD สงู (Type III) ได ้ 
 ต าแหน่ง 584 ในกัญชา Type I พบ SNP (T) ขณะที่กัญชา Type III พบ 
SNP (G) สอดคล้องกนัทัง้หมดยกเว้นพนัธุ์ CRST และ CHLA ที่เป็นกญัชา Type III ควรพบ 
SNP (G) แต่กลับพบ SNP (T) แทน ในต าแหน่งที่ 588 ในกัญชา Type I พบ SNP (T) และ
กญัชา Type III พบ SNP (C) สอดคลอ้งกนัทุกพนัธุ์ยกเวน้พนัธุ์ CRST และ CHLA ทีเ่ป็นพนัธุ์ 
Type III ควรพบ SNP (G) แต่กลบัพบ SNP (T) แทน นอกจากนี้ต าแหน่งที ่613 ในกญัชา Type 
I พบ SNP (A/G) ขณะที่ Type III พบ SNP (A) สอดคล้องกนัทุกพนัธุ์ยกเว้นพนัธุ์ CRST และ 
CHLA ทีเ่ป็นพนัธุ ์Type III แต่กลบัพบพบ SNP (A/G)  
 ต่อมาต าแหน่งที่ 637 ในกญัชา Type I พบ SNP (G) ยกเว้น WT, LOP-1, 
LOP-2, CHP, KRKW พบ SNP (C/G) ขณะที่ Type III พบ SNP (C) ในพันธุ์ DNM นอกนัน้
พบ SNP (C/G) ในพนัธุ์อื่น ๆ ท าให้ไม่สามารถใช้ Allele ในต าแหน่งแยกพนัธุ์กญัชา Type I 
กบั Type III ได ้
 4.2.4.5 ผลการแปลรหสัพนัธุกรรม (Codon) เป็นกรดอะมโิน 
 ต าแหน่ง 583 และ 584 นัน้เมื่อแปลรหสัพนัธุกรรมเป็นกรดอะมโินพบว่าเป็น 
Non-Synonymous SNP ท าให้เกดิการเปลี่ยนชนิดของกรดอะมโินโดยเมื่อแปลรหสัพนัธุกรรม 
เป็นกรดอะมโินเป็นต าแหน่งที ่195 กรดอะมโินจาก Arginine (Arg, R) ไปเป็น Isoleucine (Ile, 
I) หรือ Leucine (Leu, L) หรือ Arg→Ile, Leu จัดอยู่ใน Functional class ซึ่งหมายถึงการ
เปลี่ยนแปลงของกรดอะมโินที่ต าแหน่งดงักล่าวมผีลท าให้หน้าที่ของโปรตนีมกีารเปลีย่นแปลง
ไปท าให้คาดว่าต าแหน่งดงักล่าวส่งผลต่อการแสดงออกของยนี CBDAS ขณะที่ต าแหน่ง 588 
พบว่าเป็น Synonymous SNP กล่าวคอื SNP ต าแหน่งดงักล่าวไม่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
ชนิดของกรดอะมิโนต าแหน่งนี้จึงไม่น าไปท านายการเปลี่ยนแปลงหน้าที่ของโปรตีน และ
ต าแหน่งที ่613 และ 637 เป็น Non-Synonymous SNP ท าใหเ้กดิการเปลีย่นชนิดของกรดอะมิ
โนโดยเมื่อแปลรหัสพันธุกรรม แล้วเป็นต าแหน่งที่ 205 (Ile→Val) และต าแหน่งที่ 213 
(His→Asp)  
 ส า ห รับ ต า แห น่ งที่  758-760 ที่ เ กิ ด ก า ร เพิ่ ม ขึ้ น ห รือ ห าย ไป ขอ ง 
นิวคลีโอไทด์ ( InDel) ทัง้หมด 3 bp ในกัญชา Type I พบ การเพิ่มขึ้นของนิวคลีโอไทด์ 
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(Insertion) ของนิวคลโีอไทด์ CAA ทุกพนัธุ์ยกเว้นพนัธุ์ LOP-2 ที่เกดิการหายไปของนิวคลโีอ
ไทด์ (Deletion) ขณะที่กญัชา Type III พบการเกิด Deletion ในพนัธุ์ BRR และ DNM ขณะที่
พนัธุ์ CRST และ CHLA พบการเกดิ Insertion ซึ่งการเกดิ Deletion ท าใหเ้กดิ Protein Gap ที่
สง่ผลต่อการแสดงออกของยนี CBDAS 
 นอกจากนี้ พบว่ าต าแหน่ง  583 บนยีน CBDAS ในกัญชา Type I มี 
Genotype แบบ Heterozygous ของ A และ C Allele (A/C) จ านวน 8 พนัธุ ์ไดแ้ก่ WT, LOP-1, 
LOP-2, PT, CHP, KRKW, KD และ KK โดยมเีปอรเ์ซน็ต์ของ A/C allele ที ่52:48%, 59:41%, 
57:43%, 73:27%, 35:65%, 58:42%, 46:54% และ 46:54% ตามล าดบั ยกเวน้พนัธุ์ SP ทีค่วร
มี A/C allele แต่กลับมี Genotype แบบ Homozygous ของ A allele (A/A) ที่ 82% ในขณะที่
กญัชา Type III จ านวน 2 พนัธุ์ ได้แก่ BRR และ DNM ม ีGenotype แบบ Homozygous ของ 
A allele (A/A) ที่ 85% และ 97% ตามล าดบั แต่กญัชา Type III อกี 2 พนัธุ์ ได้แก่ CRST และ 
CHLA ที่ควรมี A/A allele แต่กลับมี Genotype แบบ Heterozygous ได้แก่  A/C allele ที่  
58:42% และ 72:28% ตามล าดบั 
 ในขณะเดยีวกนัต าแหน่งที ่584 พบว่าม ีGenotype แบบ Homozygous ของ 
T allele (T/T) ในกญัชา Type I ทัง้หมดไดแ้ก่ WT, LOP-1, LOP-2, SP, PT, CHP, KRKW, KD 
และ KK ที่ 89%, 88%, 79%, 85%, 82%, 96%, 94%, 87% และ 83% ตามล าดบั ในขณะที่
กญัชา Type III ม ีGenotype แบบ Homozygous ได้แก่ G allele (G/G) จ านวน 2 พนัธุ์ ได้แก่ 
BRR และ DNM ที่ 91% ทัง้สองพนัธุ์ แต่พนัธุ์ CRST และ CHLA ที่เป็นกญัชา Type III กลบั
พบว่าเป็น Genotype แบบ Homozygous ของ T allele (T/T) ที ่86% และ 93% ซึง่เป็นลกัษณะ 
Genotype เดยีวกบักญัชา Type I  
 นอกจากนี้ที่ต าแหน่งอื่น ๆ บนยีน CBDAS ยงัพบว่า SNP และ InDel ที่
เกดิขึน้คาดว่าเป็นแบบสุ่มท าใหไ้ม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างกญัชา Type I และ Type 
III ไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ ผูว้จิยัจงึตดัยนี CBDAS ออกจากกลุ่มเป้าหมายในการทดลองต่อไป   
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ตารางที ่4.4 แสดงต าแหน่ง SNP และ InDel และเปอรเ์ซน็ต ์Allele ของพนัธุก์ญัชา Type I และ Type  
                III ในยนี CBDAS โดยใชเ้ทคนิค Pyrosequencing และการเปลีย่นแปลงของกรดอะมโิน 
                และท านายการเปลีย่นแปลงหน้าทีข่องโปรตนีทีต่ าแหน่งต่าง ๆ 

Name Chemotype 

SNP position 

583 584 588 613 637 
758-760 
(3 bp 
InDel) 

WT I A/C 
(52:48%) 

T  
(89%) 

T  
(88%) 

A/G 
(54:46%) 

C/G 
(40:60%) 

C A A 
(100%) 

LOP-1 I A/C 
(59:41%) 

T  
(88%) 

T  
(93%) 

A/G 
(56:44%) 

C/G 
(48:52%) 

C A A 
(81%) 

LOP-2 I A/C 
(57:43%) 

T  
(79%) 

T  
(90%) 

A/G 
(65:35%) 

C/G 
(43:57%) 

- - - 
(67%) 

SP I A 
(82%) 

T 
(85%) 

C/T 
(35:65%) 

A/G 
(72:28%) 

G 
(83%) 

C A A 
(89%) 

PT I A/C 
(73:27%) 

T  
(82%) 

C/T 
(37:63%) 

A/G 
(65:35%) 

G 
(81%) 

C A A 
(97%) 

CHP I A/C 
(35:65%) 

T  
(96%) 

T  
(93%) 

A/G 
(31:69%) 

C/G 
(54:46%) 

C A A 
(92%) 

KRKW I A/C 
(58:42%) 

T 
(94%) 

T 
(93%) 

A/G 
(56:44%) 

C/G 
(53:47%) 

C A A 
(92%) 

KD I A/C 
(46:54%) 

T 
(87%) 

T 
(89%) 

A/G 
(56:44%) 

G 
(78%) 

C A A 
(100%) 

KK I A/C 
(46:54%) 

T 
(83%) 

T 
(93%) 

A/G 
(54:46%) 

G 
(81%) 

C A A 
(100%) 

BRR III A 
(85%) 

G 
(91%) 

C 
(89%) 

A 
(82%) 

C/G 
(70:30%) 

- - - 
(95%) 

DNM III A 
(97%) 

G 
(91%) 

C 
(99%) 

A 
(96%) 

C 
(86%) 

- - - 
(87%) 

CRST III A/C 
(58:42%) 

T 
(86%) 

T 
(91%) 

A/G 
(57:43%) 

C/G 
(34:66%) 

C A A 
(77%) 

CHLA III A/C 
(72:28%) 

T 
(93%) 

T 
(82%) 

A/G 
(70:30%) 

C/G 
(63:37%) 

C A A 
(100%) 

SNP A→C G→T C→T A→G C→G T, K → - 

Amino acid Position 195 195 196 205 213 253, 254 
Amino acid change Arg→Ile, 

Leu 
Arg→Ile, 

Leu NS Ile→Val His→Asp Protein 
gap 

Predicted class Functional NP Neutral Neutral NP 
NS หมายถึงมกีารเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์แต่ไม่เกิดการเปลี่ยนชนิดของ กรดอะมโิน 
(Synonymous SNP), NP หมายถงึไม่มกีารท านายการเปลี่ยนแปลงหน้าที่ของโปรตนี, (-) คอื
การหายไปของนิวคลโีอไทด ์
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4.3 กำรยืนยนัประสิทธิภำพในกำรท ำนำย Chemotype ของเครื่องหมาย SNP  
 
 จากการวเิคราะห์ Allele บนต าแหน่ง SNP โดยเทคนิค Pyrosequencing ของกญัชา
ลูกผสม F1 (DCP22) จ านวน 10 ต้น ซึ่งไดจ้ากการผสมระหว่างพนัธุ ์DNM และ CHP (DNM x 
CHP) และการวเิคราะหป์รมิาณสาร THC และ CBD ในช่อดอกตวัเมยีโดยการใช ้HPLC (ตาราง
ที ่4.5) พบว่าต าแหน่งที ่869 ของล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี THCAS กญัชาพนัธุ์ DNM ซึ่งเป็น
ต้นแม่จดัอยู่ในกญัชา Type III (High CBD) ม ีGenotype แบบ Homozygous ของ C allele ที่ 
83% โดยจากเอกสาร Certificate of analysis (COA) ของพนัธุ ์DNM มปีรมิาณสาร THC 0.9% 
และ CBD 9% ในขณะที่พันธุ์  CHP ซึ่ง เ ป็นต้นพ่อจัดอยู่ ในกัญชา Type I (High THC) มี 
Genotype แบบ Homozygous ของ T allele ที ่94% แต่เนื่องจากเป็นกญัชาเพศผูจ้งึไม่สามารถ
วเิคราะหป์รมิาณสาร THC และ CBD ในการยนืยนัประสทิธภิาพของ SNP ต าแหน่ง 869 ในยนี 
THCAS เพื่อแยกความแตกต่างระหว่างกัญชา Type I และ Type III กัญชาลูกผสม DCP22 
จ า น วน  10 ต้ น  ไ ด้ แ ก่  DCP22-1 DCP22-2, DCP22-3, DCP22-4, DCP22-5, DCP22-6, 
DCP22-7, DCP22-8, DCP22-9 แล ะ  DCP22-10 พบว่ าทั ้ง หมด มี  Genotype เ ป็ น แบบ 
Heterozygous ที่ มีป ริม าณ  T:C ที่  45:55%, 36:64%, 71:29%, 41:59%, 55:45%, 47:53%, 
55:45%, 31:69%, 32:68% และ 59:41% ตามล าดบั ผลทีไ่ดแ้สดงสดัส่วนที่แตกต่างกนัของทัง้
สอง Alleles โดยมีลูกผสม 6 ต้นที่มีเปอร์เซ็นต์ของทัง้สอง Alleles ใกล้เคียงกันและ 4 ต้นที่
พบว่ามเีปอรเ์ซน็ต์ของ C allele ทีส่งูกว่า T allele อย่างชดัเจนและมเีพยีง 1 ตน้ ทีพ่บว่ามคี่า T 
allele สูงกว่า C allele ซึ่งเป็นต้นเดียวที่มีปริมาณสาร THC สูงกว่า CBD เปอร์เซ็นต์ของ 
Alleles ดงักล่าวมคีวามสมัพนัธ์กบัปรมิาณสาร THC และ CBD ที่วเิคราะห์ได้จงึคาด T allele 
เกีย่วขอ้งกบัการแสดงออกของยนี THCAS และ C allele เกีย่วขอ้งกบัการการแสดงออกของยนี 
CBDAS โดยต้นทีม่สีดัส่วนของ C allele ทีสู่งกว่า T allele นัน้มกัจะมปีรมิาณสาร CBD สูงกว่า 
THC จากผลของค่า Alleles ทีพ่บซึ่งท าใหส้ามารถคาดการแนวโน้มในการสร้างสาร THC และ 
CBD ของกญัชาได ้โดยทีต่ าแหน่ง 869 ลูกผสมทัง้หมดพบค่า C allele ทีส่งูกว่า T allele และมี
ปรมิาณสาร CBD สูงกว่า THC และมเีพยีงหนึ่งต้นที่เป็นในทางตรงกนัขา้มท าให้สรุปได้ว่ายนี 
CBDAS นัน้เป็น Dominant แสดงออกขม่ยนี THCAS และการถ่ายทอดทางพนัธุกรรม (Genetic 
Inheritance) ที่เกี่ยวขอ้งกบัการผลติสาร Cannabinoids นัน้เป็น Quantitative trait loci (QTL) 
ซึ่งหมายถึงการแสดงออกดังกล่าวถูกควบคุมโดย Minor genes หรือ Gene family และ
สิง่แวดลอ้มยงัมผีลต่อการแสดงออกดงักล่าวอกีดว้ย (Wenger et al., 2020) อย่างไรกต็ามเมื่อ
สดัส่วนของ Alleles ทัง้สองมคีวามใกลเ้คยีงกนัการดูแนวโน้มของปรมิาณสาร THC และ CBD 
ทัง้นี้เพราะการผลติสาร THC และ CBD ไม่ไดค้วบคุมโดยยนี THCAS หรอื CBDAS เพยีงอย่าง
ใดอย่างหนึ่งแต่อาจควบคุมโดยยีนหลายยีน (Multiple genes) ข้อสันนิฐานนี้สอดคล้องกับ
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รายงานของ Vergara et al. (2019) ที่พบข้อมูลที่สนับสนุนว่าการผลิตสาร Cannabinoids 
เกดิขึ้นจากการแสดงออกของยนีหลายยนี ยิง่กว่านัน้รายงานของ Grassa et al. (2021) ที่ได้
ท าการศึกษา Genome assembly และท า Genetic mapping จึงสามารถระบุต าแหน่งของยีน 
THCAS และ CBDAS ที่อยู่บน Chromosome 7 ได้ งานวจิยัดงักล่าวสามารถอธบิายการผลิต
สาร THC และ CBD ว่าเกดิจากการแสดงออกของยนีหลายยนีทีอ่ยู่คนละ Locus กนั อกีทัง้การ
ผลติสาร Cannabinoids ทัง้หมดอาจเกี่ยวขอ้งกบัยนีอื่นทีอ่ยู่บน Chromosome อื่นนอกจากยนี 
THCAS และ CBDAS 
 นอกจากนี้ทีต่ าแหน่ง 881 พบว่าพนัธุ ์DNM ม ีGenotype แบบ Homozygous ของ G 
allele ที่ 91% ในทางตรงกันข้ามพบว่าพันธุ์ CHP มี Genotype แบบ Homozygous ของ T 
allele ที่ 83% ในขณะที่พนัธุ์  DCP22-1 และ DCP22-2 พบว่าเป็นแบบ Homozygous ของ G 
allele ที่  79% และ  78% ส่วนพันธุ์  DCP22-3, DCP22-4, DCP22-5, DCP22-6, DCP22-7, 
DCP22-8, DCP22-9 และ DCP22-10 ม ีGenotype แบบ Heterozygous ของ T/G ที ่60:40%, 
29:71%, 43:57%, 42:58%, 48:52%, 25:75%, 16:84% และ 32:68% ตามล าดับ จึงคาดว่า
ต าแหน่งที่ 881 บนยนี THCAS นัน้ T allele ส่งผลต่อการผลติสาร THCA ส่วน G allele มผีล
ต่อการผลติสาร CBDA 
 ถึงแม้ว่างานวจิยันี้มจี านวนประชาการของกญัชาน้อยเกนิไปส าหรบัการศกึษาทาง
พนัธุกรรมอกีทัง้ปรมิาณสาร Cannabinoids ที่ตรวจพบยงัอาจมผีลมาจากสภาพแวดล้อมและ
ปัจจยัอื่น ๆ เช่น แสง อุณหภูม ิคารบ์อนไดออกไซด์ สารอาหาร อายุ และอื่น ๆ (Trancoso et 
al., 2022) จากรายงายของ Aizpurua-Olaizola et al. (2016) แสดงใหเ้หน็ถงึสาร Cannabinoids 
ทีต่่างกนัในช่วงเวลาทีเ่กบ็เกี่ยวต่างกนัอกีทัง้สาร Cannabinoids แต่ละชนิดยงัมชี่วงเวลาทีผ่ลติ
มากหรอืน้อยแตกต่างกนัอกีด้วย อย่างไรก็ตามงานวจิยันี้ยงัสามารถยนืยนัต าแหน่ง SNP ที่มี
ประสิทธิภาพในการใช้เป็นเครื่องหมายโมเลกุลได้ นัน่ก็คือ SNP ต าแหน่งที่ 869 บนยีน 
THCAS โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อกัญชามี Homozygous alleles จะสามารถใช้ในการท านาย 
Chemotype ของกัญชาได้อย่างแม่นย าตัวอย่างเช่นพันธุ์ DNM ที่พบ Homozygous ของ C 
allele สามารถท านายได้ว่ าพันธุ์ ดัง กล่ าวนั ้น เ ป็นกัญชาที่ มีส า ร  CBD สู ง  (Type III)  
แต่เครื่องหมายโมเลกุลไม่สามารถบอกปรมิาณของสาร Cannabinoids ได ้การวเิคราะหป์รมิาณ
สาร Cannabinoids โดย HPLC หรอืเทคนิคอื่น ๆ จงึยงัคงมคีวามส าคญัในการยนืยนัปรมิาณ
สารดงักล่าว  
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ตารางที ่4.5 แสดงต าแหน่ง SNP และ เปอรเ์ซน็ต ์Allele ของกญัชาลูกผสม F1 ของ DNM x CHP  
                (DCP22) โดยเทคนิค Pyrosequencing และแสดงปริมาณสาร THC และ CBD ที ่
                วเิคราะหโ์ดย HPLC  

Name 
SNP position Cannabinoid content (%) 

862 864 869 881 THC CBD 

DNM 
G 

(85%) 
A 

(90%) 
C 

(83%) 
G 

(91%) 
0.5 9 

CHP* A 
(93%) 

G 
(77%) 

T 
(94%) 

T 
(83%) 

ND ND 

DCP22-1 
A 

(77%) 
A/G 

(74:26%) 
T/C 

(45:55%) 
G 

(79%) 
1.85 2.66 

DCP22-2 
A 

(83%) 
A/G 

(61:39%) 
T/C 

(36:64%) 
G 

(78%) 
2.51 4.48 

DCP22-3 
G/A 

(53:48%) 
A 

(82%) 
T/C 

(71:29%) 
T/G 

(60:40%) 
7.43 0.37 

DCP22-4 
A 

(78%) 
A/G 

(63:37%) 
T/C 

(41:59%) 
T/G 

(29:71%) 
4.30 6.58 

DCP22-5 G/A 
(47:53%) 

A/G 
(52:48%) 

T/C 
(55:45%) 

T/G 
(43:57%) 

2.24 5.68 

DCP22-6 G/A 
(32:68%) 

A/G 
(38:62%) 

T/C 
(47:53%) 

T/G 
(42:58%) 

1.13 4.86 

DCP22-7 G/A 
(48:52%) 

A/G 
(51:49%) 

T/C 
(55:45%) 

T/G 
(48:52%) 

1.70 4.79 

DCP22-8 G/A 
(31:69%) 

A/G 
(38:62%) 

T/C 
(31:69%) 

T/G 
(25:75%) 

3.16 6.29 

DCP22-9 G/A 
(25:75%) 

A/G 
(29:71%) 

T/C 
(32:68%) 

T/G 
(16:84%) 

2.22 4.91 

DCP22-10 G/A 
(45:55%) 

A/G 
(55:45%) 

T/C 
(59:41%) 

T/G 
(32:68%) 

2.06 4.75 

* CHP เป็นกญัชาต้นตวัผู้ที่จดัอยู่ใน Type I (high THC) จงึไม่ได้ศกึษาปรมิาณ Cannabinoid 
(ND) 
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4.4 กำรวิเครำะหต์ ำแหน่ง SNPs โดยเทคนิค Tetra-primer ARMS-PCR 
 
 จากการศกึษาต าแหน่ง SNP บนยนี THCAS โดยเทคนิค Pyrosequencing ในขอ้ที่ 
4.3 ท าให้ได้ต าแหน่งที่คาดว่ามคีวามส าคญัในการแสดงออกของยนี THCAS ได้แก่ต าแหน่งที่ 
869 และ 881 ผูว้จิยัจงึไดท้ าการเลอืกต าแหน่งที ่869 (T/C) เพือ่ออกแบบ Tetra primer ส าหรบั
ตรวจกญัชาลูกผสมเนื่องจากต าแหน่งดงักล่าวในลูกผสม DCP22 ทัง้ 10 ต้น นัน้ม ีGenotype 
แบบ Heterozygous ทัง้หมดในขณะที่พนัธุ์พ่อแม่ม ีGenotype แบบ Homozygous ของ Allele 
ที่แตกต่างกนัจงึสามารถใช้ในการตรวจสอบกญัชาลูกผสมในลกัษณะนี้โดยใชเ้ป็นเครื่องหมาย
โมเลกุลเพื่อช่วยในการปรบัปรุงพนัธุ์ได ้โดยการออกแบบ Tetra primer ใช้โปรแกรม Primer1 
(Primer1.soton.ac.uk/primer1.html) Tetra primer ผลทีอ่อกแบบไดแ้สดงในตารางที ่4.6 
จากการใช ้Tetra-primer ในการท าปฏกิริยิา PCR น าผลผลติ PCR แยกขนาดบน Agarose gel 
electrophoresis (รปูที ่4.5) พบว่ากญัชา Type I ไดแ้ก่ WT, LOP-1, LOP-2, SP, PT และ CHP 
ที่เป็นพนัธุ์พ่อพบแถบ DNA ที่ออกแบบส าหรบัตรวจ SNP ของ T allele ที่ให้ผลผลิต PCR 
ขนาด 257 bp ในขณะเดยีวกนัพบว่ากญัชา Type III ได้แก่ DNM ที่เป็นพนัธุ์แม่พบแถบ DNA 
ทีอ่อกแบบส าหรบัตรวจสอบ SNP ของ C allale ทีใ่หผ้ลผลติ PCR ขนาด 319 bp นอกจากนี้ยงั
พบว่าลูกผสมได้แก่ DCP22-1, DCP22-2, DCP22-3 และ DCP22-4 มีแถบ DNA จ านวน 2 
แถบ ได้แก่แถบที่มขีนาด 257 bp และ 319 bp หรอืตรวจพบทัง้สอง Allele ได้แก่ T/C ซึ่งผล
ดงักล่าวสอดคล้องกบัผลที่ได้จากการใช้เทคนิค Pyrosequencing ที่แสดงในตารางที่ 4.3 และ 
4.5 จึงสามารถใช้ Tetra primer ที่ออกแบบเพื่อใช้ในการแยกกัญชา Type I และ Type III 
รวมถงึตรวจสอบกญัชาลูกผสมได้ เทคนิค Tetra-primer ARMS-PCR เป็นเทคนิคที่ต้นทุนต ่า 
หลักการท างานไม่ซับซ้อน สามารถใช้ในการตรวจ Genotyping เพื่อศึกษา SNP โดยท า
ปฏกิริยิา PCR เพยีงรอบเดยีวและสามารถตรวจสอบได้โดยใช้ Agarose gel electrophoresis 
(Medrano & de Oliveira, 2014) มกีารใช้เทคนิคนี้ในการตรวจหา SNP เพื่อใช้ประโยชน์ทาง
การแพทย์มากมายเช่นรายงานของ Leonela, Beatriz, Soledad, Elfrida, and Ester (2020) ที่
ท าการปรบัปรุงเทคนิค Tetra-primer ARMS-PCR ใหเ้หมาะสมกบัการตรวจหา SNP rs267729 
ทีอ่ยู่บรเิวณ Promoter ของยนี ADIPOQ ในผูป่้วยโรคเบาชนิดที ่2 ทีอ่ยู่ในเมอืง San Luis จาก
รายงานพบว่าเทคนิค Tetra- primer ARMS-PCR ที่ปรบัปรุงแล้วนัน้เป็นวธิีที่มปีระสิทธิภาพ 
หลกัการไม่ซบัซ้อน และค่อนขา้งประหยดั ส าหรบัวเิคราะห์ Genotyping ในการศกึษาการแปร
ผนัทางพนัธุกรรมยนีดงักล่าวทีอ่ยู่บรเิวณ Promoter ของมนุษยแ์ละยงัสามารถใชเ้พื่อตรวจสอบ
การแปรผนัทางพนัธุกรรมอื่น ๆ ของมนุษย์ได้อีกด้วย นอกจากนี้ยงัมีรายงานของ Suhda, 
Paramita, and Fachiroh (2016) ที่ท าปฏิกิรยิา Tetra-primer ARMS-PCR ที่เหมาะสมในการ
ตรวจหา SNP ที่อยู่ ในยีน Cytochrome P450 2E1 (CYP2E1) ซึ่ง เ ป็นยีนที่ เกี่ยวข้องกับ
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โรคมะเร็ง จากรายงานท าให้ได้ปฏิกิริยา Tetra-primer ARMS-PCR ที่เหมาะสมและมีความ
แม่นย าในการตรวจหา SNP ดงักล่าว แต่เทคนิคนี้สามารถวเิคราะหไ์ดเ้พยีงเบื้องต้นไม่สามารถ
ไม่สามารถวเิคราะห์เปอร์เซ็นต์การเกิด Heterozygous และ Homozygous ได้ อย่างไรก็ตาม
เทคนิคเครื่องหมายโมเลกุลทัง้สองที่ใช้ในงานวิจัยนี้ ไม่สามารถวิเคราะห์ปริมาณสาร 
Cannabinoids ในกญัชาไดเ้พยีงแต่ผลทีไ่ดส้ามารถใชเ้พือ่ดแูนวโน้ม (Trend) ของการแสดงออก
ของยีน THCAS และ CBDAS ซึ่งมีผลต่อการผลิตสาร THCA และ CBDA เพื่อช่วยในการ
คดัเลือกต้นกญัชาในการปรบัปรุงพนัธุ์ท าให้ใช้พื้นที่ในการเพราะปลูกน้อยลง ใช้เวลาในการ
ปรบัปรุงพนัธุ์น้อยลง ประหยดัทรพัยาทีใ่ชใ้นการเพราะปลูก และแรงงานทีใ่ชเ้นื่องจากสามารถ
คดัเลอืกต้นทีต่้องการไดต้ัง้แต่ระยะ Seedling stage จงึไม่ต้องปลูก ดูแล รกัษากญัชาหลายต้น
จนถึงขัน้ตอนการเก็บเกี่ยวและวิเคราะห์ปริมาณสาร Cannabinoids จึงท าให้ต้นทุนในการ
วเิคราะห์สารด้วย HPLC ถูกลงอีกด้วย ดงันัน้การวเิคราะปรมิาณสาร Cannabinoids ในดอก
กญัชายงัคงมคีวามส าคญัในการยนืยนัปรมิาณสารดงักล่าวแต่ในการปรบัปรุงพนัธุ์สามารถใช้
เครื่องหมายโมเลกุลเข้ามาช่วยเพื่อคดัเลือกต้นที่ต้องการท าให้ประหยดัต้นทุนและเวลาที่ใช้
เพื่อให้บรรลุเป้าหมายในการปรบัปรุงพนัธุ์รวดเรว็และถูกต้องมากขึ้นจากวธิกีารปรบัปรุงพนัธุ์
แบบเดมิทีไ่ม่ไดใ้ช ้MAS เขา้ช่วย   
 
ตารางที่  4.6 ล าดับโอลิโกนิวคลีโอไทด์ของ Tetra primer ที่ ใช้ในการตรวจหา SNP  
                  ทีต่ าแหน่ง 869 บนยนี THCAS และ Product size ของ Target allele  

Name Primer Sequence (5’-3’) Product 
size (bp) 

Target allele* 

Forward 
outer  

ATGTTGATGGAAAAGTTCTAGAT 528  

Reverse 
outer 

AGTCTAACTTAATTGAGAAAGCC 

Forward 
inner 

ACAAGTATGACAAAGATTTAGTACTAAC 319 C 

Reverse 
inner 

CTTTGTTATGAAGTGAGGCA 257 T 

*Specific allele at SNP position 869: C allele represents Type III cannabis while T allele 
represents Type I cannabis. Underline = mismatch.Arrow (red font) = nucleotide that designed 
for a specific allele. 
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รปูที ่4.5 แสดงแถบ DNA ของกญัชาแต่ละพนัธุท์ีต่รวจสอบไดโ้ดย Tetra primer ทีอ่อกแบบ 
จาก SNP ทีต่ าแหน่ง 869 ของยนี THCAS Lane ที ่1 และ 13 คอื DNA Ladder 100 bp  

(SMOBIO, Taiwan) Lane ที ่2-7 เป็นพนัธุก์ญัชา Type I, Lane ที ่8 เป็นพนัธุ์ 
กญัชา Type III ทีใ่หแ้ถบ DNA ขนาด 257 และ 319 bp ตามล าดบั 

 Lane ที ่8-12 เป็นพนัธุผ์สมใหแ้ถบ DNA ทัง้ 2 แถบ 
 

1         2         3         4         5        6         7         8         9        10      11      12       13 
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บทท่ี 5 
 

สรปุและข้อเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการวจิยั 

 

จากการศึกษา SNPs ที่อยู่บนยีน THCAS และ CBDAS โดย In silico และท าการ
ท านายผลที่ได้จากการวเิคราะห์การเปลี่ยนแปลงหน้าที่ของโปรตนีที่เกดิจาก SNPs ต าแหน่ง
นัน้ ๆ โดยโปรมแกรม PPVED และท าการยนืยนัในกญัชาจรงิโดยเทคนิค Pyrosequencing ท า
ให้พบ SNPs ที่คาดว่ามคีวามส าคญัต่อการแสดงออกของยนี THCAS และมปีระสทิธิภาพใน
การท านาย Type ของกญัชาระหว่าง Type I และ Type III ไดแ้ก่ SNPs ต าแหน่งที ่869 (SNP 
T/C) และ 881 (SNP T/G) บนยนี THCAS ทีเ่มื่อแปลรหสัพนัธุกรรมเป็นกรดอะมโินแลว้พบว่า
ต าแหน่งดงักล่าวมีกรดอะมโินเปลี่ยนแปลงไปโดย SNPs ต าแหน่งที่ 869 และ 881 เมื่อแปล
รหสัแล้วเป็นต าแหน่งที่ 290 และ 294 โดยต าแหน่งที่ 290 พบว่าจาก Methionine (Met, M) 
เปลี่ยนเป็น Threonine (Thr, T) และต าแหน่งที่ 294 พบว่าจาก Isoleucine (Ile, I) เปลี่ยนเป็น 
Alanine (Ala, A) และจากการท านายด้วยโปรแกรม PPVED พบว่าทัง้สองต าแหน่งจดัอยู่ใน 
Functional class ซึง่หมายถงึต าแหน่งดงักล่าวมคีวามเป็นไปไดท้ีจ่ะเกดิการเปลีย่นแปลงหน้าที่
ของโปรตีนจึงคาดว่าต าแหน่งทัง้สองอาจส่งผลต่อการแสดงออกของยีน THCAS และผล
การศกึษาโดยเทคนิค Pyrosequencing ในพนัธุ์กญัชาจรงินัน้มคีวามสอดคลอ้งกบัผลการศกึษา
โดย In silico และเมื่อท าการผสมกญัชา Type I กบั Type III น าลูกผสม F1 มาท าการวเิคราะห ์
SNP และปรมิาณสาร Cannabinoid พบว่ายนีทีค่วบคุม CBD เป็นยนีเด่นเหนือ THC อกีทัง้ยงั
ท าใหท้ราบอตัราส่วนของ Allele ในกญัชาแต่ละต้นซึ่งท าใหส้ามารถใชช้่วยในการเลอืกกญัชาที่
มี Genotype ที่ต้องการในการปรับปรุงพันธุ์ได้อย่างมีประสิทธิภาพมากขึ้นด้วยเทคนิค 
Pyrosequencing หลงัจากนัน้ได้ท าการออกแบบ Tetra-primer ARMS-PCR เพื่อน าไปใช้เป็น 
เครื่องหมายโมเลกุลทีใ่ช้ช่วยในการปรบัปรุงพนัธุ์กญัชาโดยใชต้ าแหน่งที ่869 ผลทีไ่ดท้ าให้ได้ 
เครื่องหมายโมเลกุลที่สามารถตรวจหา SNP โดยตรวจสอบผ่านการใช้เทคนิค Agarose gel 
electrophoresis ท าใหส้ามารถตรวจพบ Genotype ทัง้แบบ Heterozygous และ Homozygous 
ไดก้ญัชาตน้พอ่แม่และลูกผสมไดใ้นราคาทีป่ระหยดั เครื่องหมายโมเลกุลทีไ่ดจ้งึสามารถน าไปใช้
ช่วยในการคดัเลอืกกญัชาลูกผสมทีม่ ีGenotype ทีต่้องการไดเ้พื่อใชใ้นการปรบัปรุงพนัธุ์กญัชา
ใหม้ลีกัษณะพนัธุกรรมทีต่อ้งการต่อไป  
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5.2 ข้อเสนอแนะ 
 

งานวจิยันี้มขีอ้จ ากดัในเรื่องของจ านวนต้นกญัชาที่ใช้ท าให้การตรวจสอบยนืยนัผล
ประสทิธิภาพของ SNP ที่มคี่อนข้างน้อยและท าการวเิคราะห์ยนืยนัผลเฉพาะลูกชัว่ที่ 1 (F1) 
ส าหรับการศึกษาทางด้าน Genetic effect และ Chemotype inheritance จึงมีข้อแนะน าใน
อนาคตว่าควรตรวจสอบยนืยนัโดยใชก้ญัชาจ านวนมากขึ้นเพื่อให้ไดผ้ลที่มคีวามชดัเจนและได้
ขอ้มูลทีม่ากขึน้และควรมกีารน าลูกผสมนี้ไปท าการผสมกลบั (Back cross) กบัพนัธุ์พ่อหรอืแม่
จะท าให้ได้ข้อมูลสมบูรณ์ขึ้น นอกจากนี้ยงัควรศกึษาต่อยอดไปถึงเรื่องการแสดงออกของยนี 
THCAS, CBDAS และยีนอื่นที่เกี่ยวข้องกับการผลิตสาร Cannabinoids ตัวอื่น ๆ เช่น สาร 
CBGA และ CBCA เนื่องจากสาร CBGA นัน้เป็นสารตัง้ตน้ของสาร THCA และ CBDA จงึจดัว่า
มคีวามส าคญั ในขณะทีส่าร CBCA นัน้กเ็ป็นสารทีม่สีารตัง้ต้นคอื CBGA เช่นกนั จงึคาดว่ายนี 
CBCAS นัน้อาจมคีวามเกีย่วขอ้งกบัปรมิาณสาร THCA และ CBDA ดว้ย 

ในการเลือกใช้เทคนิคในการศึกษา SNP นัน้ขึ้นอยู่กับทุนและความพร้อมของ
ห้องปฏิบตัิการนัน้ ๆ โดยเทคนิค Pyrosequencing เป็นเทคนิคที่มคีวามแม่นย าสูง สามารถ
วิเคราะห์อัตราส่วนของ Allele ได้แต่ต้องมีเครื่อง Pyrosequencing และชุดตรวจสอบของ
บรษิทัผู้ผลติซึ่งมรีาคาสูงในขณะที่ Tetra-primer ARMS-PCR เป็นเทคนิคที่ใช้ต้นทุนน้อยกว่า
สามารถตรวจสอบ Genotype ไดโ้ดยการท าปฏกิริยิา PCR และตรวจสอบโดยใช ้Agarose gel 
electrophoresis แต่ไม่สามารถวิเคราะห์อัตราส่วนของ Allele ได้ เพื่อความสะดวก Tetra-
primer ARMS-PCR ไดถู้กออกแบบส าหรบัใชง้านในหอ้งปฏบิตักิารทีม่เีครื่องมอืจ ากดั แต่ตอ้งมี
การปรบัสภาวะของการท าปฏิกิรยิา PCR ให้เหมาะสมให้สามารถวเิคราะห์ SNP ได้อย่างมี
ประสทิธภิาพ ดงันัน้ในการเลอืกใชเ้ทคนิคเพื่อวเิคราะห ์SNP และการน าไปใชเ้ป็นเครื่องหมาย
โมเลกุลจงึขึน้อยู่กบัความพรอ้มและทุน 
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