
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของพืชในต ารายาสมุนไพรไทย เล่ม 1 

 

 

 

 

 

 

    นายประภาสพล อุดมกิจมงคล  5536548533 
    นางสาวปุญณดา สัตยารมณ์   5536553633 
    นายวรุตม์ เก่งกิตติภัทร    5536571933 
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เภสัชศาสตรบัณฑิต สาขาเภสัชศาสตร์ 

คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ปีการศึกษา 2559 
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หัวข้อโครงการปริญญานิพนธ์  ลายพิมพ์ดเีอ็นเอของพืชในต ารายาสมุนไพรไทย เลม่ 1 
นิสิตผู้ด าเนนิโครงการ   นายประภาสพล อุดมกิจมงคล 
     นางสาวปุญณดา สัตยารมณ ์
     นายวรุตม์ เก่งกิตติภัทร 
สาขาวิชา/ภาควิชา    การค้นพบและพฒันายา/เภสัชเวทและเภสัชพฤกษศาสตร์ 
อาจารย์ทีป่รึกษาปริญญานิพนธ์  รองศาสตราจารย์ เภสัชกรหญิง ร้อยต ารวจเอกหญิง ดร.สุชาดา สุขหร่อง 
อาจารย์ทีป่รึกษาร่วม   ผู้ช่วยศาสตราจารย์ เภสัชกรหญงิ ดร.ทักษิณา ชวนอาษา 
 

 
  คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยอนุมัติให้โครงการปริญญานิพนธ์ฉบับนี้ เป็นส่วนหนึง่
ของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญาเภสัชศาสตร์บัณฑิต 
 
 
     ..........................................................คณบดี 
     (ผู้ช่วยศาสตราจารย์ เภสัชกรหญิง ดร.รุ่งเพ็ชร สกุลบ ารงุศิลป์) 
 
 
     .......................................................... ประธานสาขาการค้นพบและพัฒนายา 
     (ผู้ช่วยศาสตราจารย์ เภสัชกรหญิง ดร.สญุาณี พงษ์ธนานิกร) 
 
 
     .......................................................... อาจารย์ที่ปรึกษาปริญญานิพนธ์ 
     (รองศาสตราจารย์ เภสัชกรหญิง ร้อยต ารวจเอกหญงิ ดร.สุชาดา สุขหร่อง) 
 
 
     .......................................................... อาจารย์ที่ปรึกษาร่วม 
     (ผู้ช่วยศาสตราจารย์ เภสัชกรหญิง ดร.ทักษิณา ชวนอาษา) 
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โครงการล าดับที ่3.5 
ปีการศึกษา 2559 

      บทคัดย่อปริญญานิพนธ์ 
ช่ือโครงการ   : ลายพิมพ์ดเีอ็นเอของพืชในต ารายาสมุนไพรไทย เล่ม 1 

ผู้ร่วมโครงการ  : นายประภาสพล อุดมกจิมงคล 5536548533 
   นางสาวปุญณดา สัตยารมณ์  5536553633 
   นายวรุตม์ เก่งกิตติภัทร   5536571933 

อาจารย์ทีป่รึกษา  : รองศาสตราจารย์ เภสัชกรหญงิ ร้อยต ารวจเอกหญิง ดร.สชุาดา สุขหร่อง 
     ผู้ช่วยศาสตราจารย์ เภสัชกรหญิง ดร.ทักษิณา ชวนอาษา 
สาขา/ภาควิชา  : การค้นพบและพัฒนายา/เภสัชเวทและเภสัชพฤกษศาสตร์ 

 
ต ารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย เป็นต ารายาที่รวบรวมข้อก าหนดในการควบคุมคุณภาพมาตรฐานยาสมุนไพร
แต่ละชนิด ปัจจบุันต ารามาตรฐานยาสมุนไพรไทยมีทัง้หมด 4 เล่ม ชนิด  ซึ่งมี สมุนไพร 44 ชนิด โดยจะมี
ข้อมูลลักษณะทางพฤกษศาสตร์ ลกัษณะของผง เซลล์ และเนื้อเยื่อภายใต้กล้องจลุทรรศน์ สารส าคัญ เกณฑ์
การยอมรับทางจุลชีววิทยาส าหรบัยาเตรียมสมุนไพรรวมถึงวิธีทดสอบสมุนไพร เป็นต้น อย่างไรก็ตาม ข้อมูล
วิธีการพิสูจนเ์อกลักษณ์ในต ารามาตรฐานยาสมุนไพรไทยยงัคงมีข้อจ ากัดบางประการ เช่น องค์ประกอบทาง
เคมีแปรผันตามแหลง่เพาะปลูก จึงน่าจะมีข้อมูลในส่วนของดีเอ็นเออันเป็นคุณสมบัตเิฉพาะตัวของสมุนไพร
เป็นอีกทางเลือกหนึง่ในการพสิจูน์เอกลักษณ์ของสมุนไพรใหม้ีความแม่นย ามากขึ้น การวิจัยน้ีมีจุดประสงค์ใน
การเพิม่ข้อมลูทางดเีอ็นเอในต ารายาสมุนไพรไทย เล่ม 1 ซึ่งประกอบด้วยสมุนไพรจ านวน10 ชนิด ได้แก่ 
บอระเพ็ด ชุมเห็ดเทศ ฟ้าทะลาย กะเพราแดง ขมิ้นชัน มะแว้งเครือ ไพล พริกไทยด า สวาด และ ตานหม่อน 
โดยจัดท าลายพิมพ์ดเีอ็นเอชนิดล าดับนิวคลีโอไทด์ในต าแหน่ง ITS2 ซึ่งเป็นดีเอ็นเอในนิวเคลียส เมือ่น าล าดับนิ
วคลีโอไทด์ในส่วน ITS มาท านายโครงสร้างทุติยภูมิพบว่าสมุนไพรแต่ละชนิดใหรู้ปแบบการขดตัวของ
โครงสร้างทุติยภูมิที่แตกต่างกันอย่างชัดเจน อย่างไรก็ตาม น่าจะมีการจัดท าลายพมิพ์ดีเอ็นเอต าแหนง่ที่ได้รบั
การยอมรับอื่นๆ เพิม่เติม ได้แก่ matK, rbcL, COI และ trnH-psbAเพื่อจัดท าเป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ดทีส่มบูรณ์ 
 
 
 
 
 
 

คณะเภสัชศาสตร์       ลายมือช่ือนสิิต   ………………….............. 
จุฬาลงกรณ์มหาลัย       ลายมือช่ืออาจารย์ทีป่รกึษา ………………….............. 
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Project No 3.5 
Academic year 2016 

       Abstract 
Senior project tittle : DNA fingerprints of plants in Thai Herbal Pharmacopoeia Volume I 
Students’ name  : Mister PraphatphonUdomkitmongkhon 5536548533 
    Miss PoonnadaSatayarom    5536553633 
    Mister WarutKengkittipat    5536571933 
Advisor/Co-advisor : Assoc. Prof. SuchadaSukrongPh.D. 
    Assist. Prof. TaksinaChuanasaPh.D. 
Field/Department  : Drug discovery and development/Pharmacognosy and  

Pharmaceutical Botany 
 

Thai Herbal Pharmacopoeia (THP) is a manuscript that provides information of 

medicinal plants and their specifications used for their authentication and quality.  Currently, 

there are 4 volumes of THP which include 44 medicinal plants.  The information of 

individual medicinal plants in the THP is given in term of monograph that consists of 

description of the plant, powder appearance, tissues and cells under microscope, chemical 

constituents, basic assays for interpretation and etc.   However, there are some limitations 

for authentication; for example, variable quantity of chemicals in the plants from various 

sources. To solve this problematic issue, information of DNA sequence of the plant would 

be an alternativedue to its uniqueness of individual species.  This research is aimed to 

provide DNA information of 10 plants presented in the THP volume I including BORAPHET, 

CHUMHETTHET, FA-THA-LAI, KA-PHRAO-DAENG, KHAMIN CHAN, MAWAENG KRUEO, PHLAI, 

PHRIK THAI DAM, SAWAAT and TAAN MON.  ITS2 sequence existing in nuclear DNA of the 10 

plants was exploited to generate DNA fingerprint.  Predicted secondary structures of the ITS2 

of the 10 plants were thoroughly dissimilar.  Other DNA sequences used as standard regions 

including matK, rbcL, COI andtrnH-psbA will be further analyzed to complete DNA barcoding. 

 
Faculty of Pharmaceutical Sciences   Student’s signature ………………….............. 
Chulalongkorn University     Advisor’s signature  ………………….............. 
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ค ำน ำ 
 

 โครงการปริญญานิพนธ์ฉบับนี้ เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญาเภสัชศาสตร์บัณฑิต 
คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยอันมีวัตถุประสงค์ให้นิสิตเภสัชศาสตร์ได้ฝกึฝนตนเองให้มี
ความสามารถในการคิดและแกป้ัญหาอย่างเป็นระบบ มีความรู้ความสามารถในการวางแผนการด าเนินงาน 
สามารถร่วมพัฒนาและสรรค์สร้างงานทางด้านเภสัชศาสตรจ์ากองค์ความรูท้ี่ได้รับจากการเรียนการสอนได้ 
 รายงานโครงการปริญญานิพนธ์ฉบับนี้ จัดท าข้ึนเพื่อน าเสนอผลการวิจัยในหัวข้อเรือ่ง ลายพมิพ์ดีเอ็นเอ
ของพืชในต ารายาสมุนไพรไทย เล่ม 1 โดยเนื้อหาของรายงานโครงการปริญญานิพนธ์ฉบับนีป้ระกอบด้วย
รายละเอียดเกี่ยวกับข้ันตอนและกระบวนการท าวิจัยต้ังแตเ่ริ่มต้นจนกระทั่งเสร็จสมบูรณ์ รวมถึงเนื้อหา
เกี่ยวกับสารเคมี การวิเคราะห์ การอภิปรายและสรปุผลการวิจัย เพื่อใหร้ายงานโครงการปริญญานิพนธ์นี้เกิด
ผลประโยชน์สูงสุดต่อผู้ทีส่นใจ 
 รายงานโครงการปริญญานิพนธ์ฉบับนี้ ได้จัดท าข้ึนด้วยความตั้งใจของคณะผู้จัดท า ทางคณะผูจ้ัดท าจึง
หวังเป็นอย่างยิง่ว่า รายงานฉบับนีจ้ะเป็นประโยชน์ต่อผู้ทีส่นใจไม่มากก็นอ้ยและหากมีข้อบกพร่องประการใด 
ทางคณะผูจ้ัดท าใคร่ขออภัยมา ณ ที่นี้ด้วย 
 
 

คณะผู้จัดท า 
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กิตติกรรมประกำศ 
 

 ในการศึกษาโครงการปรญิญานิพนธ์นี้ ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ เภสัชกรหญิง ร้อย
ต ารวจเอกหญิง ดร.สุชาดา สุขหรอ่ง อาจารย์ทีป่รึกษา ผู้ช่วยศาสตราจารย์ เภสัชกรหญิง ดร.ทักษิณา ชวน
อาษาอาจารย์ทีป่รกึษาร่วม และอาจารย์ เภสัชกร ดร.ณฐพล พรพุทธพงศ์ อาจารยป์ระจ าภาควิชาชีวเคมีและ
จุลชีววิทยา ที่กรุณาให้ค าปรึกษาแนะน าและช่วยตรวจสอบแก้ไขข้อบกพร่อง ตลอดจนให้ความรู้และ
ข้อคิดเห็นทีเ่ป็นประโยชน์อย่างยิ่งต่อโครงการนี ้
 ขอขอบคุณ ดร. จิรยุทธ์ ใจแผ้ว และ ดร. แก้วตา รัตนะพิสิฐนักวิทยาศาสตร์ภาควิชาเภสัชเวทและเภสัช
พฤกษศาสตร์ และนายชยพล ตั้งพัฒนท์อง นิสิตปรญิญาโท ภาควิชาเภสัชเวทและเภสัชพฤกษศาสตร์ ส าหรับ
การให้ความช่วยเหลือ เกี่ยวกบัวิธีการทดลอง การใช้เครื่องมือ ตลอดจนค าแนะน าภาคทฤษฏีที่เกี่ยวข้อง 
ตลอดระยะเวลาที่ท าการศึกษาโครงการปรญิญานิพนธ์นี้ 
 ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่ทุกท่านในภาควิชาเภสัชเวทและเภสัชพฤกษศาสตรส์ าหรับความช่วยเหลือ และ
อ านวยความสะดวกในด้านต่างๆ ตลอดระยะเวลาที่ท าการวิจัยจนกระทัง่โครงการปริญญานิพนธ์นี้สามารถ
ส าเร็จลุล่วงได้ด้วยดี 
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บทท่ี 1 

บทน ำ 

1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญ 

  ในยุคปัจจบุันมีการใช้พืชสมุนไพรเป็นวัตถุดิบในการผลิตยา ผลิตภัณฑ์ดูแลสุขภาพ และผลิตภัณฑ์

เสริมอาหาร มีการขายผลิตภัณฑ์สมุนไพรกันอย่างแพรห่ลายทั้งภายในภูมิภาคต่างๆทั่วประเทศ รวมทั้งการ

ส่งออกไปสู่ต่างประเทศ ประเทศไทยจึงต้องมีการจัดท าต ารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย (Thai Herbal 

Pharmacopoeia)2 ข้ึนเพื่อใช้เป็นมาตรฐานในการควบคุมคณุภาพ โดยต ารามาตรฐานยาสมุนไพรไทยใน

ปัจจุบันได้จัดท าไว้ 4 เล่มด้วยกัน (Volume I – Volume IV) แตอ่ย่างไรก็ตามพืชสมุนไพรหลายชนิดมีความ

คล้ายคลึงกันจนยากต่อการระบุว่าเป็นพืชชนิดใดได้อย่างชัดเจน แม้ว่าพืชนั้นอาจมาจากต่างสกลุกันก็ตาม รวม

ไปถึงสมุนไพรที่ถูกแปรรูปแล้วซึ่งยากแกก่ารระบุชนิดของสมุนไพร จึงตอ้งมกีารตรวจเอกลกัษณ์เพื่อใหม้ั่นใจว่า

เป็นพืชชนิดนั้นจริง  

การตรวจเอกลักษณ์ (identification) ของพืชและสมุนไพร เป็นการยืนยันความถูกต้องในการระบุ
ชนิดของพืชและสมุนไพร ซึ่งเป็นสิ่งส าคัญทีจ่ าเป็นต้องค านึงถึงในการผลิตยาสมุนไพร ทัง้ยังช่วยลดความเสี่ยง
จากการใช้ยาสมุนไพรผิดชนิด1 เป็นการเพิ่มความปลอดภัยแก่ผู้บริโภคได้อีกด้วย โดยการระบุชนิดพืชและ
สมุนไพรที่ถูกต้องนั้น มปีระโยชน์ในระดับอุตสาหกรรม ในข้ันตอนการคัดเลือกเครื่องยาที่ถูกต้อง ก่อนจะน า
สมุนไพรเข้าสูก่ระบวนการผลิตต่อไป เพื่อให้ได้ผลิตภัณฑส์ุขภาพจากพืชสมุนไพรที่ให้ผลการรักษาตามที่
ต้องการ และน าไปสูก่ารผลิตยาทีม่ีคุณภาพ และมีความปลอดภัยต่อผู้บริโภค 

การตรวจเอกลักษณ์ของสมุนไพรท าได้หลายวิธี เช่น การจ าแนกองค์ประกอบทางเคมี การจ าแนกจาก
ลักษณะทางมหทรรศน์ หรือการจ าแนกจากลักษณะทางจลุทรรศน์ แต่การระบุพืชบางชนิดโดยการใช้วิธี
ดังกล่าวอาจไม่เพียงพอต่อการสรปุ เนื่องจากมีความคล้ายคลึงกันมาก และปริมาณสารส าคัญของพืช ข้ึนอยู่
กับปจัจัยอืน่อีกหลายประการ เช่น สภาพแวดล้อม ประเภทของดิน ปริมาณแสงแดด ปรมิาณฝน และ
ภูมิอากาศ จึงได้มีการน าเทคโนโลยีชีวโมเลกลุเข้ามาใช้ในการพิสจูน์เอกลกัษณ์ โดยการใช้ลายพิมพ์ DNA ซึ่ง
เป็นลักษณะเฉพาะของแต่ละสิ่งมีชีวิต เพื่อเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการตรวจพสิจูน์เอกลักษณ์ของสมุนไพร โดย
โครงการนี้เลือกต ารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย เล่ม 1 มาใช้ในการศึกษา เนื่องจากสมุนไพรในเลม่นี้เป็น
สมุนไพรที่มีการใช้อย่างแพร่หลายทีสุ่ด 

1.2 วัตถุประสงค์ 
  เพื่อสร้างลายพิมพ ์DNA ชนิดล าดับนิวคลีโอไทด์ของพืชสมนุไพรในต ารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย 
เล่ม 1 
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1.3 วิธีกำรด ำเนินงำนโดยย่อ 
 

 
 
 
  1. เก็บตัวอย่างพืชและตรวจสอบยืนยันช่ือวิทยาศาสตร์ 

  2. เตรียม Herbarium specimen เก็บไว้ที่พพิิธภัณฑ์สมุนไพร 
  3. สกัด DNA จากตัวอย่างพืชที่เก็บได ้
  4. ตรวจสอบผลผลิตที่ไดจ้ากการสกัด DNA โดยวิธีเจลอเิล็กโทรโฟรีซสี 
  5. เพิ่มปริมาณ DNA ที่สนใจด้วยเทคนิคพีซีอาร์ )RCP(  
  6. หาล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequencing) 
  7. ฝากล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมลูนานาชาติ (Genbank) 
 

ข้ันตอนการด าเนินการ 
เดือน 

มค 2559 มิ.ย.- ก.ค. 
2559 

ส.ค.-ก.ย. 
2559 

ต.ค.-ธ.ค. 
2559 

ม.ค.- มี.ค. 
2560 

เก็บตัวอย่างพืช ยืนยันช่ือวิทยาศาสตร ์      
สกัด DNA จากตัวอย่างพืช      
เพิ่มปริมาณ DNA ที่สนใจด้วย 
เทคนิค PCR 

     

หาล าดับนิวคลีโอไทด ์      
ฝากล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล
นานาชาติ 

     

เขียนรูปเลม่ปริญญานิพนธ์ จัดท าโปสเตอร์      
 

1.4 ประโยชน์ท่ีคำดว่ำจะได้รับ 
  1. สามารถน าไปพฒันาเป็นเครือ่งหมายโมเลกุลเพื่อพสิจูน์เอกลักษณ์ของพืชในต ารามาตรฐานยา
สมุนไพรไทยเล่ม 1 แต่ละชนิดได ้
  2. สามารถน าข้อมลูไปใช้ในระดบัอุตสาหกรรม เพื่อควบคุมคุณภาพวัตถุดิบของสมุนไพรกอ่นน ามาผลิต
เป็นยา หรือผลิตภัณฑ์เสรมิอาหารและตรวจสอบคุณภาพและการปลอมปนของพืชทีม่ีลักษณะคล้ายกัน 
 

 

สร้างลายพิมพ์ DNA 
เก็บตัวอย่าง 
พืชแต่ละชนิด 

สกัด DNA 
หาล าดับ 

นิวคลีโอไทด์ 
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บทท่ี 2 

ปริทัศน์วรรณกรรม 

2.1 ต ำรำมำตรฐำนยำสมุนไพรไทย (Thai Herbal Pharmacopoeia) 

 ต ารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย (Thai Herbal Pharmacopoeia) เป็นต ารายาที่รวบรวมข้อก าหนด

และข้อมลูอื่นๆ ในการควบคุมคุณภาพมาตรฐานยาสมุนไพรแต่ละชนิด และเป็นต ารายามาตรฐานยาสมุนไพร

ไทย ที่กระทรวงสาธารณสุขประกาศรับรองในราชกิจจานุเบกษา โดยต ารามาตรฐานยาสมุนไพรไทยมีทั้งหมด 

4 เล่ม และมีฉบับเพิ่มเติม 2 เล่ม โดยมีภาพขาวด าและภาพสีประกอบแสดงลักษณะต้นไม้ เนือ้เยื่อและผงของ

ยาสมุนไพร เนือ้หาจัดท าเป็นภาษาอังกฤษ โดยเนื้อหาแต่ละเล่มมีดังนี้ 

เล่มที่ 1 (volume I) ประกอบด้วยสมุนไพร 11 ชนิด ได้แก่ บอระเพ็ด ชุมเห็ดเทศ ฟ้าทะลาย กะเพรา

แดง ขมิ้นชัน มะแว้งเครือ ไพล พรกิไทยด า พริกไทยล่อน สวาด และ ตานหม่อน และวิธีทดสอบ 76 เรื่อง 

เล่มที่ 2 (volume II) ประกอบด้วยสมุนไพร 10 ชนิด ได้แก่ ใบมะกรูด ผิวมะกรูด กระเทียม ดีปลี 

สมอไทย สมอพเิภก ว่านน้ า หมากสง มะขามป้อม และพลู และวิธีทดสอบ 72 เรื่อง 

เล่มที่ 3 (volume III) ประกอบด้วยสมุนไพร 11 ชนิด ได้แก่ ชุมเห็ดไทย ขมิ้นเครือ กระชายด า เทียน

แดง เทียนด า เทียนขาว เทียนข้าวเปลือก เทียนเกล็ดหอย เทียนตาต๊ักแตน เทียนเยาวพาณี และหญ้า

หนวดแมว 

เล่มที่ 4 (volume IV) ประกอบด้วยสมุนไพร 10 ชนิด ได้แก่ ใบรางจืด บุนนาค จันทน์แดง จันทน์

ขาว เกสรบัวหลวง ลกัจั่น เพชรสงัฆาต พิกุล เทียนสัตตบุษย์ เทียนตากบ 

ฉบับเพิม่เตมิ ปี 2547 (Supplement to Thai Herbal Pharmacopoeia 2004) ประกอบด้วย

สมุนไพร 2 ชนิด ได้แก่ บัวบก ขมิ้นอ้อย และ ยาเตรียม 3 ต ารับ ยาชงชุมเห็ดเทศ ยาแคปซลูฟ้าทะลาย และ

ยาแคปซูลขมิ้นชัน และวิธีทดสอบ 40 เรื่อง 

ฉบับเพิม่เตมิ ปี 2554 (Supplement to Thai Herbal Pharmacopoeia 2011)ประกอบด้วย

สมุนไพร 2 ชนิด ได้แก่ ใบช้าพลูและพญายอ รวมทั้ง Dissolution ของยาแคปซูล ขมิ้นชันและเกณฑ์การ

ยอมรบัทางจุลชีววิทยาส าหรบัยาเตรียมสมุนไพร 
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2.2 ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของพืชสมุนไพรไทย 

ในยุคปัจจบุันทีป่ระชากรในประเทศไทยให้ความส าคัญกับการดูแลรกัษาสุขภาพด้วยวิธีและผลิตภัณฑ์

จากธรรมชาติ ท าให้พืชสมุนไพรได้รบัความสนใจและเป็นทีน่ิยมใช้มากขึ้น ทั้งในแง่ของการใช้เป็นผลิตภัณฑ์

เสริมอาหาร เพือ่ป้องกันโรคหรือดูแลรักษาสุขภาพ หรือในแง่ของการแพทย์ทางเลือก รวมถงึการใช้ในแง่ของ

วัตถุดิบตั้งต้นในการสกัดสารส าคัญเพื่อน ามาใช้ในอุตสาหกรรมยา จึงเป็นเหตุให้ตลาดผลิตภัณฑจ์ากพืช

สมุนไพรมีการขยายตัวอย่างมาก เห็นได้จากจ านวนผลิตภัณฑ์ในตลาดที่มเีพิ่มมากขึ้นอย่างรวดเร็ว(1) การ

พิสูจนเ์อกลักษณ์พืชสมุนไพรจึงเป็นสิ่งจ าเป็นมากต่อทัง้ผูผ้ลติและผูบ้ริโภค ทั้งนี้ไมเ่ฉพาะกบัผลิตภัณฑ์

สมุนไพรที่มีการข้ึนทะเบียน แต่รวมถึงยาแผนโบราณทีจ่ าหน่ายในร้านขายยาหรือยาที่ได้จากภูมิปญัญา

ชาวบ้าน ในการผลิตผลิตภัณฑ์พืชสมุนไพรต่างๆเพื่อจ าหน่ายจ าเป็นต้องผ่านกระบวนการตรวจวิเคราะหก์่อน

การข้ึนทะเบียน แต่การควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์ในท้องตลาดนั้นยังมีการตรวจสอบได้ไม่ทั่วถึงและ

ครอบคลมุ การพสิูจนเ์อกลักษณ์พืชสมุนไพรนั้นควรด าเนินการในทุกๆข้ันตอนต้ังแต่การเพาะปลูก การเกบ็

เกี่ยวจนถึงการผลิตออกมาเป็นผลิตภัณฑ์ ซึ่งต้องใช้วิธีการหลายๆวิธีร่วมกัน โดยวิธีการตรวจสอบที่ใช้กันทั่วไป

ได้แก่ การตรวจสอบด้วยเทคนิคสัณฐานวิทยา การตรวจสอบลักษณะด้วยแว่นขยาย การส่องกล้องจุลทรรศน์ 

และการทดสอบทางเคมี ซึง่การทดสอบทางเคมีได้รบัการยอมรับว่ามีความน่าเช่ือถือมาก โดยเฉพาะในกรณี

การตรวจหาสารส าคัญ หรอืสารปนเปื้อน อย่างไรก็ตามเทคนิคต่างๆล้วนมีข้อจ ากัด ยกตัวอย่างเช่น ผลิตภัณฑ์

พืชสมุนไพรต่างๆมกัผ่านกระบวนการแปรรปู เช่นการท าแหง้ บดเป็นผง สกัดเป็นสารสกัดหยาบ ท าให้

ลักษณะสัณฐานเดิมเสียไป จงึไม่สามารถตรวจสอบถึงทีม่าของพืชได้โดยง่าย ในกรณีที่พืชสมุนไพรในวงศ์

เดียวกันแต่ต่างสปีชีส์ที่ให้สารส าคัญที่มีโครงสร้าวใกลเ้คียงกนั การใช้วิธีทางเคมีเพื่อพิสจูน์ทราบถึงสปีชีส์ของ

พืชสมุนไพร หรือแหลง่ที่มาของสารสกัดหยาบก็ไม่สามารถท าได้โดยง่ายเช่นกัน(2) 

จากการพัฒนาความรูท้างด้านพันธุศาสตร์ ท าให้เกิดเทคนิคใหม่ๆทีเ่ป็นประโยชน์ต่อการพิสจูน์ทราบ

หรือพสิจูน์เอกลักษณ์ของสิ่งมีชีวิตข้ึนมากมาย ดังนั้นการจึงมีการน าเทคนิคทางด้านพันธุศาสตร์มาประยุกต์ใช้ 

ในการพิสจูน์เอกลักษณ์ของพืชสมุนไพร โดยเทคนิคทางพันธุศาสตร์ที่สามารถน ามาประยกุต์ใช้ อาทิเช่น 

Random Amplified Aolymorphic DNA (RAPD) analysis, Diagnostic Polymerase Chain Reaction 

(PCR), Amplified Fragment Length Polymorphisms (AFLP), PCR-Restriction Fragment Length 

Polymorphisms (PCR-RFLP) ซึ่งเทคนิคต่างๆเหล่าน้ีมีข้อดีและข้อจ ากัดต่างๆกันไป นอกจากเทคนิคข้างต้น

แล้ว เทคนิคการท าดเีอ็นเอบารโ์ค้ด (DNA barcoding) ก็เปน็อีกเทคนิคหนึง่ทีส่ามารถน ามาใช้ในการพสิูจน์

เอกลักษณ์ของพืชสมุนไพร และผลิตภัณฑ์จากพืชสมุนไพร(3, 4) 

การท าดีเอ็นเอบาร์โค้ด คือการใช้การจัดเรียงตัวของเบสในสายดีเอ็นเอช่วงสั้น ๆ ที่มีความผันแปรสูง 

มาจ าแนกสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด โดยช่วงดีเอ็นเอที่จะใช้ต้องเปน็ช่วงดีเอ็นเอทีผ่่านการตกลงและยอมรับให้เป็น
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บาร์โค้ดของสิ่งมีชีวิตน้ันๆ หรือเรียกว่า standardized DNA กล่าวคือดีเอ็นเอช่วงนั้นต้องสามารถระบุชนิด

ของสิ่งมีชีวิตน้ันๆได้ ซึ่งในทางปฏิบัติอาจมีการก าหนดต าแหน่งดีเอ็นเอมาตรฐานมากกว่า 1 ช่วงส าหรบัใช้เป็น

บาร์โค้ดเพื่อเพิม่ประสิทธิภาพในการจ าแนกพืชแต่ละชนิด ในปัจจุบันมี ช่วงดีเอ็นเอทีผ่่านการศึกษาการใช้เป็น

บาร์โค้ดส าหรับพืขหลายช่วงด้วยกัน ตัวอย่างเช่น matK, rbcL, internal transcribed spacers (ITS), psbA-

trnH intergenic spacer(5) ซึ่งต้องมีความผันแปรระหว่างสปีชีส์สงูเพียงพอ มีความยาวเหมาะสมต่อการเพิ่ม

ปริมาณด้วยเทคนิค PCR และการวิเคราะหล์ าดับเบสและมี conserved sequence อยู่ที่ปลายทั้งสองด้านที่

เหมาะแก่การออกแบบ PCR primer ที่สามารถใช้ได้กับพืชหลายสปีชีส์ (universal primer) 

การท าดีเอ็นเอบาร์โค้ดของพืชสมุนไพรและการจัดเก็บข้อมลูนั้นไว้ในฐานข้อมูลเพื่อการอ้างองิ และ

สืบค้นจะช่วยให้เราสามารถพิสจูน์ทราบได้ว่าตัวอย่างทีส่นใจศึกษาหรอืทดสอบ เป็นพืชสมุนไพรชนิดใดหรือ

เป็นสิ่งที่แปรรูปมาจากพืชสมุนไพรใด ซึ่งมีคุณค่ามากต่อผู้ผลิตผลิตภัณฑ์สมุนไพรในกรณีที่ต้องการตรวจสอบ

วัตถุดิบ และต่อหน่วยงานรัฐที่มหีน้าที่ในการคุ้มครองผูบ้รโิภค ในแง่การควบคุมการผลิตและคุ้มครองผูบ้รโิภค

แล้ว การท าดีเอ็นเอบาร์โค้ดยังมีประโยชน์อื่นๆ อาทเิช่น สามารถใช้ในการอ้างอิงเพื่อคุ้มครองทรัพยส์ินทาง

ปัญญาด้านพืชสมุนไพร ใช้อ้างองิเพือ่การคัดเลือกสายพันธ์ุ หรือการอนุรักษ์พันธ์ุพืชสมุนไพรหายากหรือใกล้จะ

สูญพันธ์ุ ใช้ตรวจสอบการซื้อขายหรือลักลอบเคลือ่นย้ายพืชสมุนไพรควบคุมเป็นต้น แม้ว่าดีเอ็นเอบาร์โค้ดจะ

ไม่ใช่เทคนิคเพื่อทดแทนเทคนิคทาง taxonomy แต่การใช้ทั้งสองเทคนิคร่วมกันจะก่อให้เกิดประโยชน์สงูสุด 

โดยเฉพาะกรณีที่เทคนิคทาง taxonomy นั้นไม่สามารถใช้กบัพืชสมุนไพรทีผ่่านการแปรรูปแล้ว 

โครงสร้างทุติยภูมิของล าดับนิวคลีโอไทด์ส่วน ITS2 

 ล าดับนิวคลีโอไทด์ส่วน Internal transcribed spacer (ITS) เป็นบรเิวณหนึ่งที่ใช้ในการท าดเีอ็นเอ

บาร์โค้ดอย่างแพรห่ลาย ประกอบไปด้วยบริเวณ ITS1 และ ITS2 โดยมีอารเ์อ็นเอ 5.8s ข้ันกลาง ส่วน ITS2 

นั้นเป็นส่วนที่มีความผันแปรของล าดับนิวคลีโอไทดส์ูงสุดในส่วนของ ITS นอกจากนี้ยังสั้นกว่าและง่ายต่อการ

หาล าดับนิวคลีโอไทด์มากกว่าบรเิวณ ITS ทั้งบริเวณอีกด้วย จึงท าใหส้่วนของ ITS2 เป็นส่วนที่ได้รบัการ

ยอมรบัในการท าดีเอ็นเอบาร์โค้ด แต่อย่างไรก็ตาม บริเวณ ITS2 ยังมีข้อมูลไม่เพียงพอในการแยกสปีชีย์ใน

ช่วงกว้าง โดยมีการประมาณว่าบริเวณนี้สามารถจ าแนกไม่เกิน 70% ของสปีชีย์ได้อย่างสมบรูณ์(6) จึงมีการใช้

ข้อมูลการวิวัฒนาการของ ITS2 มาพัฒนาเพื่อแกป้ัญหาน้ี และพบว่าโครงสร้างทุติยภูมิของบรเิวณ ITS แสดง

ให้เห็นว่ามบีรเิวณที่ถูกอนุรกัษ์ไว้ บริเวณที่ขดเกลียวและบรเิวณทั่วไปอยู่ ซึ่งนิวคลีโอไทด์บริเวณที่ถูกอนรุักษ์ไว้

นั้นช่วยในการระบุต าแหนง่ของดเีอ็นเอเมือ่มีการจัดเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์หลายเส้นได้ และยังท าใหเ้ห็นภาพ

ความสัมพันธ์ของสัญฐานวิทยาในระดับทีสู่งข้ึนด้วย(7, 8) นอกจากนี้โครงสร้างทุติยภูมิคงโครงสร้างอยู่ได้ด้วย

พันธะระหว่างคู่เบส แบ่งเป็นคู่เบสมาตรฐาน (canonical base-pairs เช่น AU, GC) คู่เบสทีเ่สถียรแต่ไม่

มาตรฐาน (non-canonical stable base-pair เช่น GU) คู่เบสที่ไม่เสถียร (unstable base-pair เช่น AC) 
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และคู่เบสหายาก (uncommon pairs เช่น GA,AA) ซึ่งเบสที่มีคู่และเบสเดี่ยวที่ไมจ่ับกบัเบสอื่นน้ีช่วยให้ข้อมูล

ของวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตที่ไม่สามารถหาได้ในโครงสร้างแบบปฐมภูมิ ดังนั้นเมื่อรวมข้อมูลเหล่าน้ี ท าให้

สามารถเพิ่มความสามารถในการจ าแนกสิ่งมีชีวิตต่างๆได้มากขึ้น(9) 
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บทท่ี 3 

วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย 

3.1 พืชสมุนไพร สำรเคมี อุปกรณ์ และเครื่องมือ 

3.1.1 พืชสมุนไพรที่ใช้ในการวิจัย  
   พืชสมุนไพรในต ารามาตรฐานยาสมุนไพรไทยเล่ม 1 จ านวน 10 ชนิด ที่มีรายช่ือดังนี้  

- บอระเพ็ด (Tinospora crispa (L.) Mier ex Hook.f. & Thomson)  
- ชุมเห็ดเทศ (Cassia alata Linn.)  
- ฟ้าทะลายโจร (Andrographis paniculata (Burm. F.) Wall. Ex Nees)  
- กะเพราแดง (Ocimum tenuiflorum Linn.)  
- ขมิ้นชัน (Curcuma Longa L.)  
- มะแว้งเครอื (Solanum trilobatum Linn.)  
- ไพล (Zingiber cassumunar Roxburgh)  
- พริกไทย (Piper nigrum L.)  
- สวาด (Caesalpinia bonduc Linn. Roxburgh)  
- ตานหม่อน (Vernonia elliptica De Candolle)   

  3.1.2 สารเคมทีี่ใช้ในการวิจัย 

  3.1.2.1 สารเคมทีี่ใช้ในข้ันตอนการสกัด DNA 

 Liquid nitrogen 

 CTAB extraction buffer 

 RNase solution A 

 Chloroform/isoamyl alcohol (24:1) 

 isopropanol 

 Ethanol 

 TE buffer   

 Buffer ต่างๆจาก DNeasy® Plant Mini Kit 

  3.1.2.2 สารเคมทีี่ใช้ในข้ันตอนการท า PCR 

 10X PCR buffer solution 
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 MgCl2 

 Taq polymerase 

 dNTPs 

 Primer 

  3.1.2.3 สารเคมทีี่ใช้ในข้ันตอนการท า Gel Electrophoresis 

 Agarose (Molecular biology grade) 

 TAE buffer 

 Ethidium bromide 

 6X Gel loading dye 

3.1.3 อุปกรณ์และเครือ่งมอืที่ใช้ในการวิจัย 

 Mortar & pestle 

 Automatic pipette & tips 

 Examination glove 

 Eppendorf tube (microcentrifuge tube) 

 PCR tube 

 Comb & tray  

 Electrophoresis system 

 PCR machine (DNA thermal cycler ) 

 Gel Doc XR 

 Microwave 

 weighing machine 

 Dry bath incubator 

 Centrifuge machine 

 Vortex machine 

 Refrigerator 
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3.2 กำรเก็บตัวอย่ำงพืช และกำรท ำ Herbarium Specimen 

3.2.1 การเกบ็ตัวอย่างพืช 

  เก็บตัวอย่างพืชที่ต้องการน ามาท าการวิจัย จากสถานที่ต่างๆ เช่น สวนสมุนไพรคณะเภสัชศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ตลาดนัดสวนจตุจกัร และงานเกษตรแฟร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ โดยส่วนของ

พืชที่เก็บ ควรประกอบด้วยส่วนของกิ่งที่มีใบ ดอกและผลตดิอยู่อย่างสมบรูณ์ที่สุด และน ามายืนยันชนิดของ

ต้นไม้และช่ือวิทยาศาสตรโ์ดยผูเ้ช่ียวชาญ จากนั้นน าพืชที่เกบ็ได้ มาเก็บรักษาในรปู Herbarium specimen 

เพื่อใช้อ้างองิในอนาคต 

3.2.2 การท า Herbarium specimen 

  น าตัวอย่างพืชที่เกบ็ได้ มาวางสอดในหน้ากระดาษหนงัสอืพมิพ์ โดยจัดเรียงใบให้เห็นทัง้ด้านหน้าใบ

และหลังใบชัดเจน และน ากระดาษรองอัดพรรณไม้ (โดยมากใช้กระดาษลูกฟูกหรือกระดาษลงั) มาวางประกบ

ทั้งด้านหน้าและด้านหลัง เพือ่ช่วยให้ตัวอย่างพืชเรียบ จากนัน้น าไปใส่ในแผงอัดพรรณไม้ และมัดด้วยเชือกให้

แน่น จากนั้นน าไปอบแหง้ โดยใช้เตาอบความรอ้น หลงัจากที่ตัวอย่างพืชแห้งแล้ว น าตัวอย่างพืชมาเย็บติดบน

กระดาษสีขาว ขนาดกว้างยาวประมาณ 30 ซม. x  42 ซม. ชนิด 300 กรัม เพื่อช่วยให้กิ่งพันธ์ุไม้ตัวอย่างไม่

เปราะหักง่ายเวลาน าตัวอย่างพันธ์ุไม้ออกจากตู้มาศึกษา และปิดป้ายบนัทึกข้อมลูซึง่จะต้องเขียนรายละเอียด

ต่างๆ ที่ลอกมาจากสมุดบันทกึข้อมลู ที่จะต้องเขียนเพิ่มเติมคือ ช่ือผู้เก็บ (collector) หมายเลขล าดับทีเ่ก็บ 

(collecting number) ช่ือวิทยาศาสตร์ และช่ือผู้ตรวจสอบหาช่ือของพันธ์ุไม้ 

3.3 การสกัด DNA จากตัวอย่างพืช 

  ตัวอย่างพืชที่ต้องการสกัด DNA ส่วนมากนิยมใช้เนื้อเยื่อเจรญิที่อยู่ตามปลายยอด ใบยอดอ่อน ปลาย

ราก หน่อ หรือตาของพืช เพราะส่วนดังกล่าวมีกิจกรรมหลักคือการเจรญิเตบิโตสร้างเนื้อเยือ่ ท าให้มี DNA อยู่

มาก ในขณะที่สารชนิดต่างๆที่พืชสร้างขึ้น (ทีเ่ราต้องการแยกออกจาก DNA) มีปริมาณน้อยกว่าช้ินส่วนบริเวณ

อื่น โดยในการวิจัยน้ี จะใช้ DNeasy® Plant Mini Kit จากบริษัท Qiagen เป็นชุดอุปกรณ์ส าหรบัสกัด DNA 

เป็นหลัก แต่เนื่องจากมีพืชบางชนิด ที่ไม่สามารถสกัด DNA ออกมาด้วย DNeasy® Plant Mini Kit นี้ได้ จึง

ต้องมีการใช้วิธีการสกัด DNA ด้วย CTAB extraction buffer ซึ่งเป็นวิธีการดั้งเดิมในการสกัด DNA ร่วมด้วย   

 3.3.1 วิธีการสกัด DNA จากตัวอย่างพืชโดยการใช้ DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen) 

1. น าตัวอย่างพืชที่ต้องการสกัด DNA มาบดให้เป็นผงละเอียดในโกร่งกระเบือ้ง โดยใช้ liquid 

nitrogen ช่วยในการบด และช่ังผงตัวอย่างพืชที่ผ่านการบดละเอียด จ านวน 100 mg ใส่ใน

หลอด eppendorf tube พร้อมทัง้เขียน label ระบบุนฝาหลอดว่าเป็นตัวอย่างพืชชนิดใด 
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2. เติม buffer AP1 จ านวน 400 µlและเติม RNase A จ านวน 4 µlและน าไป vortex เพื่อให้

เข้ากัน และน าไป incubate ที่อุณหภูมิ 65°C เป็นระยะเวลา 10 นาที คอยพลิกหลอดทกุๆ 

2-3 นาที 

3. เติม Buffer P3 จ านวน 130 µlและน าไป incubate บนน้ าแข็ง เป็นระยะเวลา 5 นาที   

4. น าไป centrifuge ที่ความเร็ว 14,000 rpm เป็นระยะเวลา 5 นาที 

5. ถ่ายส่วนใสของตัวอย่างทีเ่กิดจากการ centrifuge ลงไปใส่ใน QIA shredder spin column 

ที่ต่อกับ collection tube ขนาด 2 ml พร้อมทั้งเขียน label และน าไป centrifuge ที่

ความเร็ว 14,000 rpm เป็นระยะเวลา 2 นาที 

6. ถ่ายสารละลายตัวอย่างที่ได้ ลงใน eppendorf tube อันใหม่ พร้อมทั้งเขียน label ระบุว่า

เป็นตัวอย่างพืชชนิดใด และเติม buffer AW1 ลงไป 1.5 เทา่ของปรมิาตรของเหลวที่ถ่ายลง

มา และผสมให้เข้ากันด้วยวิธี pipetting  

7. ถ่ายสารละลายตัวอย่างที่ได้ จ านวน 650 µlลงไปใส่ใน DNeasy mini spin column ที่ต่อ

กับ collection tube ขนาด 2 ml พร้อมทัง้เขียน label และน าไป centrifuge ที่ความเร็ว

มากกว่า 8,000 rpm เป็นระยะเวลา 1 นาที และเทส่วนใสทิ้ง ท าข้ันตอนน้ีซ้ า หากมี

สารละลายตัวอย่างเหลือ 

8. น า column ในข้อ 7. มาใส่บน collection tube ขนาด 2 ml อันใหม่ แล้วเติม buffer 

AW2 จ านวน 500 µlและน าไป centrifuge ที่ความเร็วมากกว่า 8,000 rpm เป็นระยะเวลา 

1 นาที และเทส่วนใสทิ้ง 

9. เติม buffer AW2 จ านวน 500 µlและน าไป centrifuge ทีค่วามเร็ว14,000 rpm เป็น

ระยะเวลา 2 นาที และเทส่วนใสทิง้  

10. น า column ในข้อ 9. มาใส่ใน eppendorf tube อันใหมพ่ร้อมทั้งเขียน label ฝาหลอด  

11. เติม buffer AE 100 µlและ incubate ที่อุณหภูมิ ห้องเป็นเวลา 5 นาที และน าไป 

centrifuge เป็นระยะเวลา 1 นาที ที่ความเร็วมากกว่า 8,000 rpm ท าข้ันตอนน้ีซ้ า จะได้ 

สารละลาย Genomic DNA ของตัวอย่างพืชที่ต้องการ จ านวน 200 µL 
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 3.3.2 วิธีการสกัด DNA จากตัวอย่างพืชโดยการใช้ CTAB extraction buffer 

1. น าตัวอย่างพืชที่ต้องการสกัด DNA มาบดให้เป็นผงละเอียดในโกร่งกระเบือ้ง โดยใช้ liquid 

nitrogen ช่วยในการบด และช่ังผงตัวอย่างพืชที่ผ่านการบดละเอียด จ านวน 100 mg ใส่ใน

หลอด eppendorf tube พร้อมทัง้เขียน label ระบบุนฝาหลอดว่าเป็นตัวอย่างพืชชนิดใด 

2. เติม CTAB extraction buffer 500 µlและน าไป vortex เพื่อให้เข้ากัน และน าไป 

incubate ที่อุณหภูมิ 60°C เป็นระยะเวลา 30 นาที 

3. น าไป centrifuge ที่ความเร็ว 14,000 g เป็นระยะเวลา 5 นาที 

4. ถ่ายส่วนใสของตัวอย่างทีเ่กิดจากการ centrifuge ลงใน eppendorf tube อันใหม่ พร้อม 

label ฝาหลอด เตมิ RNase A 5 µlและ incubate ที่ 32°C เป็นเวลา 20 นาที  

5. เติม  Chloroform/isoamyl alcohol (24:1) ในปริมาตรทีเ่ท่ากับสารละลายตัวอย่าง และ

น าไป vortex เป็นเวลา 5 วินาที จากนั้นน าไป centrifuge ที่ความเร็ว 14,000 g เป็น

ระยะเวลา 1 นาที เพื่อให้แยกช้ัน และย้ายช้ันน้ าด้านบนไปใส่ใน eppendorf tube อันใหม่

พร้อม label ฝาหลอด ท าข้ันตอนน้ีซ้ าจนกว่าช้ันน้ าด้านบนจะใส 

6. ย้ายช้ันน้ าด้านบนไปใส่ใน eppendorf tube อันใหม่พร้อม label ฝาหลอด และเติม 

isopropanol (เย็น) ปรมิาตร 0.7 เท่าของสารละลายตัวอยา่ง และ incubate ที่ -20°C เป็น

ระยะเวลา 15 นาที 

7.  น าไป centrifuge ที่ความเร็ว 14,000 g เป็นระยะเวลา 10 นาที เทส่วนใสออกโดยไม่ให้

รบกวน pellet ของ DNA ที่อยู่ด้านล่าง และล้างด้วย 70% ethanol (เย็น) จ านวน 500 µl

เท ethanol ทิ้ง และตัง้ทิง้ไว้ให้ ethanol ระเหยจนหมด  

8. ละลาย pellet ของ DNA ด้วย TE buffer ปรมิาตร 50 µlจะได้ สารละลาย Genomic 

DNA ของตัวอย่างพืชที่ต้องการ จ านวน 50 µl 

3.4 การท า Agarose gel electrophoresis   

  น าสารละลาย Genomic DNA ของพืชตัวอย่าง หรือ DNA ที่ผ่านการท า PCR มาท า gel 

electrophoresis เพื่อตรวจสอบคุณภาพของ DNA ว่าสารละลาย Genomic DNA หรือ PCR productนั้นมี 

Band ของ DNA ในบริเวณที่ต้องการหรือไม่ โดยมีขั้นตอนการท าดังนี ้

1. ช่ัง agarose 0.8 g และตวง TAE Buffer ปริมาตร 100 ml น ามาผสมกันในขวดแก้ว และน าไป

อุ่นใน microwave เพื่อให้ agarose ละลาย และเติม ehtidium bromide ความเข้มข้น 0.5 

µg/ml จ านวน 3 µl ขณะยังร้อน และเขย่าให้เข้ากัน 
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2. เทลงแม่พมิพ์ (Tray) โดยใช้ หวี (comb) สร้างร่องของเจล (well) เพื่อให้เตมิ สารละลาย DNA 

ได้ และทิ้งไว้ให้เจลแข็งตัว  

3. น าเจลที่แข็งตัวแล้วใสล่งใน electrophoresis system โดยให้ well อยู่ฝั่งข้ัวลบ เติมสารละลาย 

TAE buffer ลงในelectrophoresis system จนท่วมเจล  

4. น าสารละลาย DNA ที่ต้องการตรวจสอบ ตัวอย่างละ 5 µl ผสมกับ 6x gel loading dye 

จ านวน 1 µl ด้วยวิธี pipetting จากนั้น น าไปใส่ลงใน well ของ agarose gel 

5. ท าการตั้งค่า electrophoresis system โดยตั้งค่าความต่างศักย์ที่ 100V เป็นเวลา 15 นาที และ

กดปุ่ม run  

6. น า gel ที่ผ่านการท า electrophoresis แล้ว ไปเข้าเครื่อง Gel Doc™ XR เพื่อถ่ายภาพ Band 

ที่เกิดข้ึน 

3.5 การเพิ่มปรมิาณ DNA บริเวณทีส่นใจด้วยเทคนิค PCR 

  เนื่องจาก Genomic DNA  ของพืชมีความยาวมาก และมปีริมาณในสารละลาย DNA ค่อนข้างน้อย 

จ าต้องท าการเพิ่มปริมาณ DNA เฉพาะในบรเิวณที่สนใจ ด้วยเทคนิค PCR โดยมีขั้นตอนดังนี้   

1. เตรียมหลอด PCR tube โดยใสส่ารต่างๆเข้าไปในหลอดดังนี้ ผสมให้เข้ากันด้วยวิธี pipetting 

  

PCR Buffer solution 10 µl 
MgCl2 4 µl 
dNTPs 5 µl 

Forward primer 2 µl 
Reverse primer 2 µl 
Taq polymerase 0.6 µl 
Template DNA 5 µl 

Ultra purified water 21.4 µl 
Total 50 µl 
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2. ตั้งค่าเครื่อง PCR โดยตั้ง parameter ต่างๆดังนี ้

 

Process Temperature (°C) Time (sec) 
Pre-denature 95 120 
Denature 95 60 
Annealing 52 30 
Extension 72 60 
Final Extension 72 300 
Keep 12 Forever 

  

 โดยตั้งค่าให้ ท าข้ันตอน Denature จนถึง Extension ทั้งหมด 30 รอบก่อนจะเริ่ม Final Extension 

และเมือ่ปฏิกริิยาเสรจ็แล้ว สามารถน าไปท า agarose gel electrophoresis เพื่อตรวจสอบ band ของ DNA 

ที่เกิดข้ึนได้  

3.6 การหาล าดับนิวคลีโอไทด ์

  เนื่องจากการวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ ต้องมเีครื่องมือเฉพาะในการวิเคราะห์ ซึง่ในคณะเภสัช

ศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ไม่มีเครือ่งมอืนี้ จึงจ าเป็นต้องใช้บริการ หาล าดับนิวคลีโอไทดจ์ากบริษัท 

Bioneer ประเทศเกาหลี เพื่อหาล าดับนิวคลีโอไทด์ ของผลผลิต PCR ที่ได้  

3.7 การท านายโครงสร้างทุติยภูมิของ ITS2 และการท า sequence alignment   

  น าล าดับนิวคลีโอไทดท์ี่ได้จากบริษัท Bioneerมาท าการระบตุ าแหน่งของ ITS2 ผ่านการ annotation 

กับฐานข้อมลูของ Genbankผ่านเว็บไซต์ (http://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/) และน า

ข้อมูลล าดับเบสของ DNA บรเิวณ ITS2, 5.8S และ 28S ที่ได้มาท าsequence alignment ด้วยโปรแกรม 

Clustal Omega และท าการปรับแก้ให้มีความถูกต้องมากขึน้โดยใช้โปรแกรม Bio Edit หลังจากนั้นจึงน า

ล าดับเบสที่แก้ไขจนถูกต้องแล้ว มาท าการท านายโครงสร้างทุติยภูมิด้วยโปรแกรม MFOLD โดยตั้งค่าเป็น 

default condition จะได้รูปภาพของโครงสร้างทุติยภูมิของ ITS2  
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http://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/


บทที่ 4
ผลการทดลอง
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บอระเพ็ด
BORAPHET
Tinospora crispa (Linn.)

1
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Fig 1a. Tinospora Stem (Tinospora caulis)

Fig 1b. Tinospora crispa (Linn.)
Fig 1c. ITS2 secondary structure 
of Tinospora crispa (Linn.)
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Fig 1d. Sequencing 
electropherogram of 
Tinospora crispa (Linn.)

1   CGAGGGCACG TCTGCCTGGG CGTCACACAA ACGCCGCTCT CATCCCCTTG GGCGCGAGAG

61  CGAACGATGG CCCCCCGCGG CTCGGCCGGC GGTCGGCTAA AATAGCTCGC CTTCTCGTGG

121 CTTCACGACA CGATTGATGG TGGTTGACAA AACCCTCTGT TGCAACGTGA TCGGAAGTAG

181 GAGGCGAGCG AACCCTTTCA TCACATGCGA CCTCAGGTCA
.

<1 - 25 5.8S ribosomal RNA
26 - 207  internal transcribed spacer 2

208 - >232 28S ribosomal RNA

Fig 1e. ITS2 region sequence of Tinospora crispa (Linn.)
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ชุมเห็ดเทศ
CHUMHETTHET
Cassia alata Linn. (Senna alata Linn.)

2

0   1        2         3
CM

Fig 2a. Cassia alata leaf (Cassia alata folium)

Fig 2b. Cassia alata Linn.
Fig 2c. ITS2 secondary 
structure of Cassia alata Linn.
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Fig 2d. Sequencing electropherogram of Cassia alata Linn.

1   CGAGGGCACG TCTGCCTGGG TGTCACGCAT CGTTGCCCCA AAACCCCGTC GTCCCTCCGG

61  TCAATCGGAG GCGGCGAGGT GCTTGGGCGG AAGCTGGCCT CCCGTGAGCA TTGCCTTGCG

121 GATGGCCGAA ATTAGAGCCT GTGAGGGGCA ATCGCCACGT TCCACGGTGG TTGAGCAGAT

181 GCCTCGAGGC CGACCGTGCG CGAGTTGTCC CCACGACAAG GCTGCGAGAC CCTTGCGAGC

241 AAGTAAGTGC TCCCAACGCG ACCCCAGGTC AGG

.

<1 - 25 5.8S ribosomal RNA
26 - 258  internal transcribed spacer 2

259 - >273 28S ribosomal RNA

Fig 2e. ITS2 region sequence of Cassia alata Linn.
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ฟ้าทะลาย
FA-THA-LAI
Andrographis paniculate (Burmann filius)

3

Fig 3c. ITS2 secondary structure of 
Andrographis paniculate (Burmann filius)

Fig 3a. Andrographis herb (Andrographitis herba)

Fig 3b. Andrographis paniculate (Burmann filius)

0   1           2            3
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Pending…
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Fig 3d. Sequencing 
electropherogram of Andrographis
paniculate (Burmann filius)

Fig 3e. ITS2 region sequence of Andrographis paniculate (Burmann filius)

Pending…

Pending…
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กะเพราแดง
KA-PHRAO-DAENG
Ocimum tenuiflorum Linn.

4
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Fig 4a. Holy basil Leaf (Ocimi tenuiflori folium)

Fig 4b. Ocimum tenuiflorum Linn.
Fig 4c. ITS2 secondary structure 
of Ocimum tenuiflorum Linn.
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1   CGAGGGCACG TCTGCCTGGG CGTCACGCAT CGCGTCGCCC CCCTCCCCGC GCACCGCGCT

61  CGGGACGGGG GGCGGATGTT GGCCTCCCGT GCGCCCCGCC GCGCGGCCGG CCCAAACCCG

121 ATCCCCCGGC GACCCGCGTC GCGACAAGTG GTGGTTGAAC GTCTCAATCT CGCGTCTCGT

181 CGCTCGCGGG CCGTCCGCGC GGGCTCCGAA GAGGACCCAA CGGCGCGGCC AAGCCGCCGC

241 TCCCTCGACC GCGACCCCAG GTCAGGCGGG ATCACC

.

<1 - 25 5.8S ribosomal RNA
26 - 251  internal transcribed spacer 2

252 - >276 28S ribosomal RNA

Fig 4e. ITS2 region sequence of Ocimum tenuiflorum Linn.

Fig 4d. Sequencing electropherogram of Ocimum tenuiflorum Linn.
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ขมิ้นชัน
KHAMIN CHAN
Curcuma longa Linn.

5
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Fig 5a. Tumeric (Curcumae longae rhizoma)

Fig 5b. Curcuma longa Linn.
Fig 5c. ITS2 secondary structure 
of Curcuma longa Linn.

Pending…
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Fig 5d. Sequencing 
electropherogram of 
Curcuma longa Linn.

Fig 5e. ITS2 region sequence of Curcuma longa Linn.

Pending…

Pending…
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มะแว้งเครือ
MAWAENG KRUEO
Solanum trilobatum Linn.

6
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Fig 6b. Solanum trilobatum Linn.

Fig 6c. ITS2 secondary structure 
of Solanum trilobatum Linn.

Fig 6a. Solanum trilobatum friut (Solani trilobati fructus)
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1   TGATGGCACA TCTGCCTGGG CGTCACGCAT CATGTTACAC CTGCACGTCG CTCGGCATCA

61  CGAGGGTAGA TACTGGCCTC TTTTGTGCCT CACGCCCGCG ACCGACCTAA ATGCGAGTCC

121 ACGTCGATGG ACGTCGCGGC AAGTGGTGGT TGTAACTCAA CTCTCTTGGT ACCGCGGCCA

181 CAGCCTATCG CGCGTGCATG TTCTATGACC CTACTGGCGC TAGCGCACTC TGATCGTGAC

241 CCTAAGTCAA

.

<1 - 25 5.8S ribosomal RNA
26 - 236  internal transcribed spacer 2

252 - >250 28S ribosomal RNA

Fig 6e. ITS2 region sequence of Solanum trilobatum Linn.

Fig 6d. Sequencing 
electropherogram of 
Solanum trilobatum Linn.
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ไพล
PHLAI
Zingiber cassumunar Roxburgh

7

Fig 7b. Zingiber cassumunar Roxburgh
Fig 7c. ITS2 secondary structure of 
Zingiber cassumunar Roxburgh

Fig 7a. Zingiber cassumunar rhizome (Zingiberis cassumunaris rhizoma )
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1   CGAGGGCACG CCTGCTTGGG CGTCATGGCA TCGTCGCCTC AGCCCCATTC CCTGTTGTCA

61  GTCGGCTGGT GCTGAGCGCG GAAATTGGCC CCGTGTGCCC TCGGGCACAG TCGGCCGAAG

121 AGCGGGTAGT CGGTAAGTCG TCGGGCACGA CGGGCGTTGG TCGCCGTGAG CGGGAACAGA

181 ACGTCGTCCC CGTCATTTTC GGACGAGCCC TCAAGAGACC CTGCGTGACT GCGGCACCGG

241 GCGAACGAAA GAACGCGCCG TGTCCATCAA CTTGTGGCCC CAAGTC.

<1 - 25 5.8S ribosomal RNA
26 - 274  internal transcribed spacer 2

275 - >286 28S ribosomal RNA

Fig 7e. ITS2 region sequence of Zingiber cassumunar Roxburgh

Fig 7d. Sequencing 
electropherogram of 
Zingiber cassumunar
Roxburgh
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พริกไทยด า
PHRIK THAI DAM8
Piper nigrum Linn.
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Fig 8b. Piper nigrum Linn.
Fig 8c. ITS2 secondary structure 
of Piper nigrum Linn.

Fig 8a. Black pepper (Piperis nigri fructus)
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1   CGAGGGCACA TCTGCTTGGG CGTTAAACAA CTCGCCTCCC GCCGCCTTCC CCCTGCAGAC

61  TCGAGCGAGG GGCCTGTCGG AGATGAGGGT AGGTGGGACG GAGTCTGGTC GTCCGTGTGC

121 CTGCAGCGCA TGCGGTTGGC TGAAAAGCCT GGGCCATGGG CTGCGTGCGG CTCAGCGAGT

181 GGTGGTTGTG CGCCCTCGCA AGGCGGCGAT TGTCGGCGCG TTGTGCCGTT CGCTCCCCGA

241 TTGCCCGGCA AGTACCCGAC ACGATCGAAA CATCCAATCC ACGGATCGAT TCGAATTTGC

301 AACCCCAAGT CAGGTGGGAC TACC

<1 - 25 5.8S ribosomal RNA
26 - 299  internal transcribed spacer 2

300 - >324 28S ribosomal RNA

Fig 8d. Sequencing electropherogram of Piper nigrum Linn.

Fig 8e. ITS2 region sequence of Piper nigrum Linn.
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สวาด
SAWAAT
Caesalpinia bonduc (Linn.)

9

0   1       2          3
CM

Fig 9b. Caesalpinia bonduc Linn.
Fig 9c. ITS2 secondary structure 
of Caesalpinia bonduc Linn.

Fig 9a. Nicker-nut leaf (Caesalpiniae bonducis folium)
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1   CGAGGGCACG TCTGCCTGGG TGTCACACAA TGTTGCCCCT CCACCCTTGA CCCTCTCATG

61  AGGGCATAGT GGGATGGGCG GATTATGGCC TCCCGTGAGC CTTGTCTTGT GGTTGGTCGA

121 AAAAAGAGCC TTTGGTGGCG ATCGCCACTC TCCTCGGTGG ATGAGCATGC CTCGATGCCG

181 GTTGTGCGCG TGTCGTTTCA TTGATTGGGC TCCTAGACCC TACTGTGTTG CTTTGTGCGA

241 CTGAGAACCA ACGCGACCCC AGGTCAGGCG GGGCTACC 

<1 – 25    5.8S ribosomal RNA
26 - 253  internal transcribed spacer 2

254 - >278 28S ribosomal RNA

Fig 9e. ITS2 region sequence of Caesalpinia bonduc Linn.

Fig 9d. Sequencing 
electropherogram of 
Caesalpinia bonduc Linn.
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10 ตานหม่อน
TAAN MON
Vernonia elliptica De Candolle

Fig 10b. Vernonia elliptica De Candolle
Fig 10c. ITS2 secondary structure 
of Vernonia elliptica De Candolle

Fig 10a. Vernonia elliptica leaf (Vernoneum ellipticum folium)

0   1      2        3
CM

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทคดัยอ่และแฟ้มขอ้มูลฉบบัเตม็ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีใหบ้ริการในคลงัปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 

 เป็นแฟ้มขอ้มูลของนิสิตเจา้ของโครงงานปริญญานิพนธ์ท่ีส่งผา่นทางคณะท่ีสงักดั  

The abstract and full text of Senior Project in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the Senior Project authors' files submitted through the faculty. 



1   CGAGGGCACG TCTGCCTGGG CGTCACGCAT CTCGTCGCCC CCCACCATGC CTTGTCAAAT

61  AGCAGGCATG TTGTTCGGGG CGGAGAATGG TCTCCCATGC CCATGGTGTG GTTGGCCCAA

121 ATAGAAGTCC TCTTCGATTG ATGCACGACT ATTGGTGGTT GAAATAACCT TTGCTTCGAG

181 TCGTGTCACA AGTCGTAAGT GAAATACTTC GTGAAAGACC CTGACGCATT GCCTTGTGCC

241 GATGCTTCGA ACGCGACCCC AGGT.

<1 - 25 5.8S ribosomal RNA
26 - 253  internal transcribed spacer 2

254 - >264 28S ribosomal RNA

Fig 10e. ITS2 region sequence of Vernonia elliptica De Candolle

Fig 10d. Sequencing 
electropherogram of 
Vernonia elliptica De Candolle
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บทท่ี 5 

อภิปรายและสรุปผล 

 ในปัจจบุัน ยังคงได้รบัความนิยมอยูเ่ป็นจ านวนมาก ซึ่งในส่วนใหญ่สมุนไพรจะถูกแปรรปูหรืออยู่ในรูปของ

ผสม จึงท าให้การที่จะระบุชนิดสมุนไพรนั้นท าได้ยาก ข้อมลูเกี่ยวกับล าดับดเีอ็นเอของพืช จึงเป็นอกีทางเลอืกหนึง่

ในการพิสจูน์เอกลักษณ์ของพืชสมุนไพรเนื่องจากความเป็นเอกลักษณ์ในแต่ละสปีชีส์ โดยดีเอ็นเอบริเวณ internal 

transcribed spacer 2 (ITS2) เป็นหนึง่ในตัวเลอืกที่ถูกน ามาใช้เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน เนื่องจากเหตผุลหลาย

ประการ เช่น การมีข้อมูลจากพืชหลากหลายชนิดในฐานข้อมูลนานาชาติ ท าให้ง่ายต่อการสร้างไพรเมอรส์ าหรับ

การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอและเป็นบริเวณที่มีความผันแปรมากพอทีจ่ะใช้แยก และระบุชนิดของพืชได้ดี ยิ่งไปกว่าน้ัน 

โครงสร้างทุติยภูมิของ ITS2 จะมีโครงสร้างจ าเพาะ ซึง่มีความผันแปรมากพอทีจ่ะใช้แยกความแตกต่างระหว่างพืช

ที่มีสปีชีส์ใกล้เคียงกันได้  

 การศึกษาของเราแสดงใหเ้ห็นว่า เราสามารถเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS2 โดยใช้ universal primer 

ได้เกือบทกุตัวอย่างพืช ยกเว้น ฟ้าทะลายโจร และ ขมิ้นชัน ซึ่งจ าเป็นต้องใช้ primer ที่มีความจ าเพาะเพื่อเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอตอ่ไป โดยผลการศึกษาพบว่าล าดับเบสและโครงสร้างของบริเวณ ITS2 มีความหลากหลายและมี

เอกลักษณ์เฉพาะตัว ซึ่งอาจน าไปใช้เป็น DNA mini-barcode เพื่อพสิูจนเ์อกลักษณ์ของพืชสมุนไพรได้ แต่อย่างไร

ก็ตาม ถึงแม้ว่าโครงสร้างทุติยภูมิของ ITS2 จะมีโครงสร้างทีส่ามารถใช้แยกความแตกต่างระหว่างพืชทีม่ีสปีชีส์

ใกล้เคียงกันได้ นักวิจัยหลายๆท่านก็ยอมรับว่าจ าเป็นต้องมกีารใช้ดีเอ็นเอจากหลายบรเิวณมาใช้เป็นมาตรฐานเพื่อ

ความแน่ชัดในการระบุชนิดและการแบง่แยกประเภทของพชื ดังนั้นส าหรบังานวิจัยในอนาคต จงึควรมีการ

ออกแบบและสร้างไพรเมอร์ส าหรบัการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอที่จ าเพาะต่อต้น ฟ้าทะลายโจร และ ขมิ้นชัน และมีการ

น าดีเอ็นเอมาตรฐานบรเิวณอื่น เช่นmatK, psbA-trnH, COI and rbcL มาใช้เพื่อช่วยในการพิสจูน์เอกลักษณ์ของ

พืชสมุนไพรต่อไป 

 โดยสรปุ โครงสร้างทุติยภูมิของ ITS2 นั้นสามารถน าไปใช้เปน็ DNA mini-barcode และน าไปใช้

ร่วมกับการศึกษาเกี่ยวกับ DNA barcode ในอนาคตเพื่อพสิูจนเ์อกลักษณ์ของพืชสมุนไพรได้ ยิ่งไปกว่าน้ันเป็นครัง้

แรกของประเทศไทย ที่มกีารน าข้อมลูเกี่ยวกับล าดับเบสของดีเอ็นเอบริเวณ ITS2 และโครงสร้างทุติยภูมิ มาใช้ใน

ฐานะ Thai Herbal Pharmacopoeia DNA supplement 
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ภาคผนวก 

1. ล าดับนิวคลีโอไทดบ์รเิวณ ITS2 ของต้นบอระเพ็ด (FASTA format) 

>Boraphet_ITS2 

CACAAACGCCGCTCTCATCCCCTTGGGCGCGAGAGCGAACGATGGCCCCCCGCGGCTCGGCCGGCGGTCGG

CTAAAATAGCTCGCCTTCTCGTGGCTTCACGACACGATTGATGGTGGTTGACAAAACCCTCTGTTGCAACGT

GATCGGAAGTAGGAGGCGAGCGAACCCTTTCATCACATG  

2. ล าดับนิวคลีโอไทดบ์รเิวณ ITS2 ของต้นชุมเห็ดเทศ (FASTA format) 

>Chumhetthet_ITS2 

CGCATCGTTGCCCCAAAACCCCGTCGTCCCTCCGGTCAATCGGAGGCGGCGAGGTGCTTGGGCGGAAGCTG

GCCTCCCGTGAGCATTGCCTTGCGGATGGCCGAAATTAGAGCCTGTGAGGGGCAATCGCCACGTTCCACGGT

GGTTGAGCAGATGCCTCGAGGCCGACCGTGCGCGAGTTGTCCCCACGACAAGGCTGCGAGACCCTTGCGAG

CAAGTAAGTGCTCCCAACG 

3. ล าดับนิวคลีโอไทดบ์รเิวณ ITS2 ของต้นกะเพราแดง (FASTA format) 

>Kaphraodaeng_ITS2 

CGCATCGCGTCGCCCCCCTCCCCGCGCACCGCGCTCGGGACGGGGGGCGGATGTTGGCCTCCCGTGCGCCC

CGCCGCGCGGCCGGCCCAAACCCGATCCCCCGGCGACCCGCGTCGCGACAAGTGGTGGTTGAACGTCTCAA

TCTCGCGTCTCGTCGCTCGCGGGCCGTCCGCGCGGGCTCCGAAGAGGACCCAACGGCGCGGCCAAGCCGCC

GCTCCCTCGACCGCGAC 

4. ล าดับนิวคลีโอไทดบ์รเิวณ ITS2 ของต้นมะแว้งเครือ (FASTA format) 

>Mawaengkrueo_ITS2 

CGCATCATGTTACACCTGCACGTCGCTCGGCATCACGAGGGTAGATACTGGCCTCTTTTGTGCCTCACGCCC
GCGACCGACCTAAATGCGAGTCCACGTCGATGGACGTCGCGGCAAGTGGTGGTTGTAACTCAACTCTCTTGG
TACCGCGGCCACAGCCTATCGCGCGTGCATG TTCTATGACCCTACTGGCGCTAGCGCACTCTGATCG 
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5. ล าดับนิวคลีโอไทดบ์รเิวณ ITS2 ของต้นไพล (FASTA format) 

>Phlai_ITS2 

TGGCATCGTCGCCTCAGCCCCATTCCCTGTTGTCAGTCGGCTGGTGCTGAGCGCGGAAATTGGCCCCGTGTG
CCCTCGGGCACAGTCGGCCGAAGAGCGGGTAGTCGGTAAGTCGTCGGGCACGACGGGCGTTGGTCGCCGTG
AGCGGGAACAGAACGTCGTCCCCGTCATTTTCGGACGAGCCCTCAAGAGACCCTGCGTGACTGCGGCACCG
GGCGAACGAAAGAACGCGCCGTGTCCATCAACTTG 

6. ล าดับนิวคลีโอไทดบ์รเิวณ ITS2 ของต้นพริกไทย (FASTA format) 

>Phrikthai_ITS2 

AACAACTCGCCTCCCGCCGCCTTCCCCCTGCAGACTCGAGCGAGGGGCCTGTCGGAGATGAGGGTAGGTGG
GACGGAGTCTGGTCGTCCGTGTGCCTGCAGCGCATGCGGTTGGCTGAAAAGCCTGGGCCATGGGCTGCGTG
CGGCTCAGCGAGTGGTGGTTGTGCGCCCTCGCAAGGCGGCGATTGTCGGCGCGTTGTGCCGTTCGCTCCCC
GATTGCCCGGCAAGTACCCGACACGATCGAAACATCCAATCCACGGATCGATTCGAATTTG 

7. นิวคลีโอไทด์บรเิวณ ITS2 ของต้นสวาด (FASTA format) 

>Sawaat_ITS2 

CACAATGTTGCCCCTCCACCCTTGACCCTCTCATGAGGGCATAGTGGGATGGGCGGATTATGGCCTCCCGTG
AGCCTTGTCTTGTGGTTGGTCGAAAAAAGAGCCTTTGGTGGCGATCGCCACTCTCCTCGGTGGATGAGCATG
CCTCGATGCCGGTTGTGCGCG TGTCGTTTCA TTGATTGGGC TCCTAGACCC TACTGTGTTG 
CTTTGTGCGACTGAGAACCA ACG 

8. นิวคลีโอไทด์บรเิวณ ITS2 ของต้นตานหม่อน (FASTA format) 

>Taanmon_ITS2 

CGCATCTCGTCGCCCCCCACCATGCCTTGTCAAATAGCAGGCATGTTGTTCGGGGCGGAGAATGGTCTCCCA
TGCCCATGGTGTGGTTGGCCCAAATAGAAGTCCTCTTCGATTGATGCACGACTATTGGTGGTTGAAATAACC
TTTGCTTCGAGTCGTGTCACAAGTCGTAAGTGAAATACTTCGTGAAAGACCCTGACGCATTGCCTTGTGCCG
ATGCTTCGA ACG 
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