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การโคลนชิ้นสวนยนี CHS-like ของขมิ้นชัน เร่ิมตนโดยการเพิ่มปริมาณยนีดวยวิธี nested 

PCR ทําใหไดช้ินดีเอ็นเอขนาดประมาณ 850 คูเบส ซ่ึงสามารถนําชิ้นดเีอ็นเอดังกลาวไปเชื่อมตอ
กับพลาสมิด pGEM®-T Easy ตอไป    เมื่อตรวจสอบความแตกตางของชิ้นดีเอ็นเอทีไ่ดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ 7 ชนิด พบวามีเพยีง 4 ชนิดเทานัน้ไดแก AluI, HinfI, MboI และ RsaI ที่แสดง
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันรวม 6 แบบ และพบวายนี 6 รูปแบบนี้มีลําดับนวิคลีโอไทด
ตรงกับสวนของยีน CHS-like ของพืชชนิดอื่นอีกหลายชนิด  ผลของ Southern blot hybridization 
พบวาจีโนมของขมิ้นชันมีจาํนวนชดุของยนีอยางนอย 5 ชุด ทั้งนี้เมื่อใชเทคนิค TAIL-PCR 
สามารถโคลนและหาลําดับนิวคลีโอไทดที่สมบูรณของยีน CHS-like ได 3 ยีน คือ ClCHS1, 
ClCHS2 และ ClCHS3 พบวาประกอบดวย เอกซอน 2 เอกซอน โดยเอกซอนที่ 1 มีกรดอะมิโนอยู 
64 ตัว สวนเอกซอนที่ 2 มีกรดอะมิโนอยู 223-330 ตัว และมีอินทรอน 1 ตําแหนง ขนาด 82-95    
คูเบส อยูระหวางเอกซอนทัง้สอง เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดมาแปลเปนกรดอะมิโน และ
เปรียบเทียบกบัลําดับกรดอะมิโนของยีนกลุมนี้ในพืชชนิดอื่น  พบคาความเหมือนประมาณ      
50-60% และยงัพบบริเวณ active site, CoA binding site, กรดอะมิโนสวนอนุรักษของ CHS 
superfamily enzymes รวมทัง้สวน substrate specificity ของยีน CHS-like อีกดวย ทั้งนีเ้มื่อศึกษา
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการโดยเปรียบเทยีบกับลําดับกรดอะมิโนของยีน CHS และ CHS-like 
ของพืชอ่ืนรวมทั้งหมด 18 ชนิด พบวายีน ClCHS1, ClCHS2 และ ClCHS3 จัดอยูในกลุมของพืช  
มีดอก และจัดอยูในกลุมยอยเดียวกันแยกจากกลุมยอยอ่ืน การแสดงออกของยีน CHS-like ใน
ขมิ้นชันพบมากที่สุดในสวนของแงงที่มีขนาดเล็ก (นอยกวา 2 เซนติเมตร) และ คอย ๆ ลดลงใน
แงงที่มีขนาดยาวขึ้นตามลําดบั 
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A part of CHS-like gene from Curcuma longa Linn. was amplified using nested PCR, 

which resulted in ~850 bp DNA fragment. This fragment was further ligated with pGEM®-T 
Easy vector. Each inserted part in the positive clones was cut with 7 restriction enzymes. Only 4 
enzymes, i.e., AluI, HinfI, MboI and RsaI, showed polymorphic band patterns contributed to 6 
different types. The nucleotide sequences of each type matched well with CHS-like genes from 
other plants. Southern blot hybridization indicated that the CHS-like gene contained at least 5 
copies. The complete CHS-like gene, i.e., ClCHS1, ClCHS2 and ClCHS, were cloned and their 
sequences were determined using TAIL-PCR. These genes were composed of 2 exons; the first 
exon encoded 64 amino acid while the second exon encoded 223-330 amino acid and having 
one intron of 82-95 base pair in between. The deduced amino acid sequences showed 50-60% 
homology to CHS and CHS-like genes from several other plants. Active sites, CoA binding 
sites, conserved sequences and substrate specificity of CHS superfamily enzymes were also 
found. Phylogenetic analysis based on amino acid sequences of CHS, CHS-like genes from 18 
other plants indicated that the ClCHS1, ClCHS2 and ClCHS3 genes were belonged to the group 
of CHS and CHS-like gene from Angiosperm and formed separate group from others. Semi-
quantitative RT-PCR analysis revealed that CHS-like was expressed at the highest level in the 
small rhizome size (<2 cm) and become less expressed in the longer ones. 
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Curcuminoid Biosynthesis in Turmeric (Curcuma longa Linn.) 
 

คํานํา 
 

 ขมิ้นชัน พืชสมุนไพรที่คนไทยรูจักและใชประโยชนมาตัง้แตโบราณ การนําขมิ้นชันมาใช
ประโยชนมหีลายรูปแบบ เปนเครื่องเทศเพิ่มรส กล่ิน และสีใหอาหาร เชน แกงเหลอืง แกงไตปลา 
เปนเครื่องสําอางในการพอกบํารุงผิวพรรณ เปนยาแผนโบราณรักษาโรคแผลในกระเพาะอาหาร 
ทองอืด ทองเฟอ ปจจุบนันกัวิทยาศาสตรพบคุณสมบัตใิหม ๆ ของขมิ้นชันเพิ่มขึน้ คือ สามารถ
ยับยั้งการเจรญิของจุลินทรียบางชนิด เชน เชื้อซัลโมเนลลาที่กอโรคระบบทางเดนิอาหาร กระตุน
การหลั่งเมือกมาเคลือบกระเพาะอาหาร มีสารสําหรับปองกันยงุ สารสําคัญที่ทําใหขมิ้นชันมี
สรรพคุณในการรักษาโรค คือ น้ํามันหอมระเหยและสารเคอรคูมินอยด จากการศึกษาสาร         
เคอรคูมินอยดพบวา เปนสารที่มีประโยชนมาก มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ ปองกันการดื้อยาและการ
แพรกระจายของเซลลมะเร็ง เชน มะเร็งเตานม มะเร็งปอด มะเร็งลําไสใหญ ยับยั้งการเจริญเติบโต
ของจุลินทรียบางชนิด ชวยขจัดมลพิษในกระแสเลือด ลดการอักเสบของเนื้อเยือ่สมองที่เกิดจาก
โรคอัลไซเมอร ออกฤทธิ์ขับน้ําดีชวยระบบยอยอาหาร ดวยประโยชนเหลานี้ปจจบุันมีการสกัดสาร
เคอรคูมินอยดแลวทําใหอยูในรูปแคปซูลเพื่อรับประทาน และเปนสวนประกอบในเครื่องสําอาง
บํารุงผิวพรรณ การศึกษาเกีย่วกับสารเคอรคูมินอยดนัน้มักจะเนนเกี่ยวกับคณุสมบัติของสาร การ
สกัดสารออกจากขมิ้นชัน หรือการสังเคราะหสารทางเคมีเพื่อใหมีคุณสมบตัิใกลเคียงกับสาร
ธรรมชาติ แตยังไมมีการศกึษายีนทีเ่กี่ยวของกับการสังเคราะหสารนี้แตอยางใด  
 

การสังเคราะหเคอรคูมินอยดในขมิ้นชัน มรีายงานวา เกดิจากปฏิกิริยาการรวมกันของ ซิน
นาเมตในรูป cinnamoyl CoA 1 โมเลกุลกับมาโลเนต (malonyl CoA) 5 โมเลกุล นอกจากนี้สารตัง้
ตนที่ใชและปฏิกิริยาในการสังเคราะห รวมถึงโครงสรางทางเคมีและคณุสมบัติของสารเคอรคูมิ
นอยดนั้นคลายกบัสารธรรมชาตกิลุมโพลีคไีทด (polyketide) โดยสารกลุมโพลีคีไทดนี้เปนผลิตภณัฑ
ธรรมชาติที่สรางจากสิ่งมีชีวติ (แบคทีเรีย เชื้อรา และพืช) และจัดเปนสารทุติยภมูิ (secondary 
metabolite) ที่มีคุณสมบัติตานเชื้อรา แบคทีเรียและตานมะเร็งได เอนไซมที่ใชในการสังเคราะหสาร
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โพลีคีไทด (polyketide synthase, PKS) มี 3 กลุม ที่พบในพืชคือ กลุมที่ 3 ไดแก chalcone synthase 
(CHS) ที่ใชในการสังเคราะหสารกลุมฟลาโวนอยด (flavonoid) และ CHS-like ซ่ึงเกี่ยวของกับการ
สังเคราะหสารทุติยภูมิในพชืหลายชนิด โดยยนีที่ควบคมุการสรางเอนไซม CHS และ CHS-like ที่
พบในพืชมีลักษณะเปน multigene family นอกจากนี้ยังมีขอมูลที่นาสนใจคือ การทํางานของ
เอนไซม CHS-like นาจะเกี่ยวของกับการสังเคราะหสารในกลุม diarylheptanoids เชน curcumin 
และ polycyclic phenylphenalenones 
 

งานวิจยันี้มุงเนนที่จะตรวจสอบยีนในกลุมนี้ และโคลนยีนที่มีความสัมพันธกับการสังเคราะห
สารเคอรคูมินอยดในขมิน้ชัน ซ่ึงการตรวจหายีนทีเ่กีย่วของกับกระบวนการสังเคราะหสารเคอรคูมินอยด
จะเปนความรูพืน้ฐาน ที่สามารถนําไปประยุกตใชเพื่อประโยชนในการควบคุมการผลิตสารดังกลาว
ใหไดปริมาณมาก และในเวลาที่ตองการโดยการใชเทคโนโลยีชีวภาพ รวมถึงเพื่อใชประโยชนดาน
ตาง ๆ ตอไป เชน อุตสาหกรรม การแพทย และการพาณชิย เปนตน 

 
 
 



วัตถุประสงค 

 
 1.  โคลนยีน CHS-like ที่สัมพันธกับการสงัเคราะหเคอรคูมินอยดในขมิ้นชัน 
 2.  ตรวจสอบการแสดงออกของยีนในหวัขมิ้นชันที่มีขนาดตางๆ 
 



การตรวจเอกสาร 
 

ขม้ินชนั 
 
ขมิ้นชันเปนพืชในวงศ Zingiberaceae ช่ือวิทยาศาสตร คือ Curcuma longa Linn. ช่ือสามัญ 

คือ turmeric หรือ curcuma รูจักกันในนามของ ขมิ้น(ทั่วไป) ขมิ้นแกง ขมิ้นหยอก ขมิ้นหัว ขมิ้นชัน 
(ภาคกลาง ภาคใต) ขี้มิ้น หมิ้น (ภาคใต) ตายอ (กะเหรี่ยง-กําแพงเพชร) สะยอ (กะเหรี่ยง-
แมฮองสอน) (เต็ม, 2544) ขมิ้นเปนพืชลมลุก มีถ่ินกําเนิดในแถบเอเชียใต และเอเชียตะวันออกเฉียง
ใต (สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2544) แพรกระจายไปสูแถบตาง ๆ มีบันทึกไววา มารโค โปโล (Marco 
Polo) ไดนําไปปลูกในจีน เมื่อ พ.ศ.1280 จากนั้นจึงแพรเขาสูยุโรป และที่อ่ืน ๆ ของโลก (บัญญัติ, 
2543) ขมิ้นมีปลูกกันมากในอินเดีย (โดยเฉพาะเมืองมัดราส บอมเบย และ เบงกอล) บังคลาเทศ 
สาธารณรัฐประชาชนจีน ไตหวัน อินโดนีเซีย ฟลิปปนส และจาไมกา ในแตละปประเทศตาง ๆ 
ผลิตขมิ้นไดประมาณ 160,000 ตัน ในจํานวนนี้ผลิตจากอินเดียและบังคลาเทศถึง 90 เปอรเซ็นต 
(กรมเศรษฐกิจการพาณิชย, 2532) ในอินเดียนั้นมีความตองการขมิ้นเปนอยางมาก ขมิ้นที่ผลิตไดใน
แตละปจะนําไปใชภายในประเทศมากถึง 98 เปอรเซ็นต สวนที่เหลือนําไปขายยังสหรัฐอเมริกา    
ศรีลังกา และญี่ปุน สําหรับประเทศไทยพบพืชสกุลขมิ้นกระจายอยูทั่วทุกภาคของประเทศประมาณ 
34 ชนิด (Lasen, 1996) เนื่องจากขมิ้นชันปลูกงาย สามารถขึ้นไดดีในดินทุกประเภท เจริญไดดีในที่
ดอน ไมชอบน้ําทวมขัง ปญหาของโรคและแมลงรบกวนนอย 

 
ขมิ้นชันเปนพืชลมลุก มีจํานวนโครโมโซมเทากับ 2n = 3x = 36 (Ramachandran, 1961) 

เปนหมัน  มีการสืบทอดพันธุดวยวิธีการคัดเลือกพันธุและปลูกขยายพันธุโดยไมอาศัยเพศ 
(สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2544) ลักษณะทางสัณฐานของขมิ้นชัน คือ มีลําตนเหนือดินเปนลําตนที่เกิด
จากการอัดตัวกันของกาบใบ ลําตนจริงอยูใตดินเรียกวาเหงาขมิ้น ประกอบดวย เหงาหลักใตดินที่
เรียกวา หัวแม หรือหัวใตดิน (mother corm) ซ่ึงมีรูปไขและแตกแขนงทรงกระบอกออกดานขางทั้ง 
2 ดานตรงขามกันเรียกวา primary rhizome หรือ finger ที่เรียกวา แงง เนื้อในเหงามีสีเหลืองมีกล่ิน
เฉพาะ ใบเปนใบเดี่ยว เจริญออกจากเหงาเรียงเปนวงซอนทับกัน ใบรูปหอก กวาง 12-15 เซนติเมตร 
ยาว 30-40 เซนติเมตร ชอดอกเจริญออกจากเหงาแทรกขึ้นระหวางใบ รูปทรงกระบอก 
ประกอบดวยใบประดับ (bract) จํานวนมาก มีสีเขียวออน ใบประดับตรงปลายชอจํานวน 6-10 ใบ สี
ขาวหรือขาวแกมชมพูเร่ือ ๆ ดอกสีเหลืองออน เกิดในซอกใบประดับเวนแตในซอกใบตรงปลายชอ 
ผลทรงกลมมี 3 พู การปลูกขมิ้นในประเทศไทย เร่ิมปลูกในชวงตนฤดูฝนประมาณปลายเดือน
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เมษายน ถึงตนเดือนพฤษภาคมของทุก ๆ ป และจะเก็บเกี่ยวหัวขมิ้น ในชวงฤดูหนาวหรือประมาณ
ปลายเดือนธันวาคมถึงมกราคม ซ่ึงชวงนี้หัวขมิ้นชันจะแหงสนิท (องอาจและคณะ, 2541) 

 
 การนําขมิ้นชันมาใชประโยชนเร่ิมพบในชาวแอสซีเรีย (Assyrian) ตั้งแต 600 ปกอน
พุทธศักราชและแพรหลายจนถึงปจจุบัน รูปแบบของการนําขมิ้นชันมาใชประโยชนนั้นมี
หลากหลาย เปนเครื่องเทศใชปรุงรส แตงสี และกลิ่นในอาหาร เชน แกงเหลือง แกงไตปลา แกง
กระหรี่ หมูสะเตะ เปนสวนผสมในเครื่องสําอางบํารุงผิวพรรณ พบมากในแถบตอนใตของเอเชีย 
และในหลายประเทศแถบตะวันออกไกล โดยใชขมิ้นชันทาผิวหนา เพื่อใหผิวนุมนวล ในมาเลเซีย
ใชขมิ้นชันผสมน้ําสําหรับใชอาบเพื่อใหรางกายสะอาด เปนสียอมผา พบมากในอินเดีย จีนและ
บางสวนของยุโรป ประโยชนที่สําคัญและทําใหขมิ้นชันเปนสมุนไพรที่นาสนใจ คือ เปนยารักษา
โรคตามตํารับแผนโบราณและแผนปจจุบัน รักษาแผลในกระเพาะอาหาร โดยกระตุนการหลั่งเมือก 
(mucin) มาเคลือบกระเพาะและยับยั้งการหลั่งน้ํายอยตาง ๆ เปนยาลดกรด ขับลม แกอาการเกร็งของ
กลามเนื้อทําใหการบีบตัวของลําไสลดลง เปนยาเจริญอาหาร น้ําที่ไดจากขมิ้นชันนํามารักษาโรค
ผิวหนัง หรือนํามาพอกแกปวดตามขอ แกโรคตา แกบิด แกปวดทอง แกดีซาน แกทองรวง เมื่อนํา
ขมิ้นชันไปตมกับน้ํานมและน้ําตาลสามารถใชรับประทาน เพื่อปองกันและรักษาไขหวัด มีฤทธิ์ใน
การปองกันตับถูกทําลายจากสารพิษ (บัญญัติ, 2543) สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่ทําให
เกิดโรคในระบบทางเดินอาหาร เชน Salmonella spp. (Negi et al., 1999) นอกจากนี้ยังยับยั้งการ
เจริญของราที่ทําใหอาหารเนาเสีย เชน Rhizopus, Penicillium, Aspergillus ไดอีกดวย (Jayaprakasha 
et al., 2005) กองวิจัยและพัฒนาสมุนไพร กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข ได
ศึกษาวา ขมิ้นชันไมมีพิษที่รุนแรง ไมวาจะใชระยะสั้นหรือระยะยาว  สารสําคัญที่ทําใหขมิ้นชันมี
สรรพคุณในการรักษาโรค คือ น้ํามันหอมระเหย (volatile oil, turmeric oil) และสารเคอรคูมินอยด 
(curcuminoid) ซ่ึงพบบริเวณเหงาของขมิ้นชัน ปริมาณสารเคอรคูมินอยดและน้ํามันหอมระเหย
แตกตางกันในชวงอายุของขมิ้นชัน ในขมิ้นชันอายุ 5-8 เดือน มีปริมาณสารเคอรคูมินอยดเพียง  
รอยละ 7 น้ํามันหอมระเหยจะมีปริมาณลดลงเรื่อย ๆ เมื่อขมิ้นชันมีการเจริญเติบโตเต็มที่และมี
ปริมาณนอยที่สุดในเดือนที่ 8 ของการเจริญเติบโต (บัญญัติ, 2543) คุณภาพของขมิ้นชันขึ้นกับ
ปริมาณสารสําคัญทั้งสองชนิด และดวยสรรพคุณมากมายเหลานี้กระทรวงสาธารณสุขจึงมีนโยบาย
ผลักดันใหขมิ้นชันเปนสมุนไพรระดับชาติเหมือนโสมของประเทศเกาหลี 
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น้ํามันหอมระเหย (volatile oil, turmeric oil) 
  

ขมิ้นชันมีน้ํามันหอมระเหยตั้งแต 2-6 เปอรเซ็นต น้ํามันมีสีเหลืองและเรืองแสงไดเล็กนอย 
สารเคมีที่พบมากที่สุดคือ เทอรมีโรน (termerone) ประมาณ 58-59 เปอรเซ็นต สารนี้มีสูตรโมเลกุล
เปน C15H22O รองลงมาไดแก ซิงจิเบอรีน (zingiberene) 25 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังพบสารตาง ๆ 
อีกหลายชนิด ไดแก ซาบินีน (sabinene) บอรนีออล (borneol) ซินีออล (cineol) เทอรมีรอล 
(termerol) เคอรคูโมน (curcumone) และฟลแลนดรีน (phellandrene) (บัญญัติ, 2543) น้ํามันหอม
ระเหยมีฤทธิ์ในการขับลม แกโรคทองอืด ทองเฟอ มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของ จุลินทรียบาง
ชนิด ไดแก  Bacillus cereus, Bacillus coagulans และ Pseudomonas aeruginosa (Negi et al., 
1999) มีฤทธิ์ลดการอักเสบ ลดการแพจากแมลงสัตวกัดตอยได นอกจากนี้สารในน้ํามันหอมระเหย
ยังสามารถกันยุงได  

 
สารเคอรคูมิน (curcumin) 
 

สารในกลุมเคอรคูมินอยดทีสํ่าคัญและพบในขมิ้นชัน คอื curcumin, demethoxycurcumin 
และ bis-demethoxycurcumin ซ่ึงเคอรคูมิน (curcumin) มีประมาณ 2-8 เปอรเซ็นต เปนสารสีเหลือง
สม หรือสีเหลืองแดง ช่ือทางเคมีเรียกวา 1,7-bis-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-
3,5-dione หรือ diferuloylmethane เปนสารไมละลายน้ํา แตละลายไดดีในแอลกอฮอลและกรด     
อะซิติก (Sharma et al., 2005) อยูในกลุม diarylheptanoid ซ่ึงเปนผลิตภัณฑธรรมชาติ (natural 
product) พบครั้งแรกโดย Trommsdorff ป ค.ศ.1808 สกัดไดคร้ังแรกโดย Vogel และ Pelletier ป 
ค.ศ.1815 มีการศึกษาโครงสรางทางเคมีของสารเคอรคูมินโดย Roughley และ Whiting 
(Chattopadhyay et al., 2004) โครงสรางของเคอรคูมินประกอบดวยวงแหวนอะโรมาติก 2 โมเลกุล
เชื่อมดวยคารบอนสายยาว 7 คารบอน สําหรับกระบวนการสังเคราะหสารเคอรคูมินนั้นยังไมมี
การศึกษาอยางจริงจัง มีเพียงสมมติฐานวา สารเคอรคูมินนาจะเกดิจากการรวมตัวของหนวย        
ซินนาเมต (cinnamate unit) ซ่ึงมีโครงสรางเปนวงแหวนอะโรมาตกิ 1 โมเลกุลกับมาโลเนต 
(malonate unit) 5 โมเลกุล แลวมีการสรางวงแหวนอะโรมาติกอีก 1 วงขึ้นภายหลัง (Keserü and 
Nógrádi, 1995) 

 
สารเคอรคูมินในขมิ้นชันมีประโยชนหลายอยาง เชน มีฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระ ในการ

ทดสอบกับสัตวที่เปนเบาหวาน พบวาเคอรคูมินสามารถปองกันการเกิด protein glycosylation และ 
lipid peroxidation ที่เปนสาเหตุของการเกิดอนุมูลอิสระ (Jain et al., 2006) สามารถยับยั้งการ
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เจริญเติบโตของ  Pseudomonas aeruginosa (Negi et al., 1999) และ Plasmodium falciparum ซ่ึง
เปนสาเหตุของโรคมาลาเรีย ทําใหผูปวยมี blood parasitemia ลดลงถึง 80-90% (Reddy et al., 2005) 
นอกจากนี้ยังยับยั้งการทํางานของเอนไซม integrase ซ่ึงเปนเอนไซมของเชื้อ human immunodeficiency 
virus type I (HIV-I) ไวรัสที่กอใหเกิดโรค AIDS (acquired immunodeficiency syndrome) 
(Mazumder et al., 1995) ยับยั้งการเพิ่มจํานวนเซลล (cell proliferation) กระตุนการเกิด apoptosis 
ของเซลลมะเร็งในมะเร็งเตานม มะเร็งลําไสใหญ มะเร็งเม็ดเลือดขาว มะเร็งปอด     (Erk et al., 
2004; Pillai et al., 2004) กระตุนการทํางานของยีน p53 และยีน Bax ทําใหเซลลหยุดการแบงตัว 
(cell cycle arrest) ในผูปวยมะเร็ง (Shi et al., 2006) ยับยั้งการถอดรหัสของยีน macrophage 
inflammatory protein-2 (MIP-2) ซ่ึงเปนสาเหตุใหระบบประสาทสวนกลางอักเสบ (Tomita et al., 
2005) และลดการอักเสบของเนื้อเยื่อสมองที่เกิดจากโรคอัลไซเมอร สําหรับปริมาณสารเคอรคูมิ
นอยดในเหงาที่มีอายุตางกันจะมีปริมาณไมเทากัน (Chavalittumrong and Jirawattanapong, 1992) 
นอกจากนี้ยังพบวาขมิ้นชันพันธุเดียวกันถาปลูกในสภาพแวดลอมตางกัน ปริมาณเคอรคูมินอยดจะ
แตกตางกันดวย (ชัยพัฒน และคณะ, 2535) ในการเตรียมขมิ้นชันแหงเพื่อนําไปใชทํายารักษาโรค 
ตองเปนขมิ้นแกเต็มที่ สะอาด และมีปริมาณเคอรคูมินอยดไมนอยกวา 8.64% (องอาจ และคณะ, 
2541) 
 
สารกลุมโพลีคีไทด (polyketide) 
 

สารกลุมโพลีคีไทด เปนสารที่สังเคราะหจากสิ่งมีชีวิตทั้งแบคทีเรีย เชื้อรา และพืช เปน
ผลิตภัณฑธรรมชาติ จัดเปนสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) มีคุณสมบัติตานเชื้อรา (antifungi) 
ตานเชื้อแบคทีเรีย (antibacteria) ตานมะเร็ง (anticancer) (Hopwood and Sherman, 1990; Shen and 
Hutchinson, 1993) ทําใหสารกลุมนี้มีความสําคัญทางการแพทย สามารถนําไปผลิตยา เชน 
tetracycline, daunorubicin, erythromycin, rapamycin และ lovastatin (Shen, 2003) การสังเคราะห
โพลีคีไทดอาศัยการทํางานของเอนไซม polyketide synthase (PKS) ซ่ึงทํางานคลายกับเอนไซม 
fatty acid synthase (FAS) ในกระบวนการสังเคราะหกรดไขมันสายยาว (long-chain fatty acid) 
ของยูแค ริโอต การสังเคราะหกรดไขมันเริ่มจาก acetyl CoA เปนโมเลกุลเร่ิมตน (starter molecule) 
และ malonyl CoA เปนโมเลกุลตอเติม (extender molecule) มาสรางคารบอนสายหลัก (Hopwood 
and Sherman, 1990) แตการทํางานของเอนไซม PKS ตางจากเอนไซม FAS คือ มีความหลากหลาย
ในการเลือกโมเลกุลเริ่มตนและโมเลกุลตอเติม เชน propionyl CoA และ butyryl CoA ทําใหสาร  
โพลีคีไทดมีสายคารบอนหลักที่ตางกัน เมื่อสังเคราะหคารบอนสายหลักอาจเกิดการเชื่อมตอกันเปน
วงแหวนอะโรมาติก (aromatic ring) หรือวงแหวนแลคโตน (lactone ring)  และมีการดัดแปลง
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โครงสรางภายหลัง (post-modification) เชน เติมหมูเมทิล (-CH3) ไฮดรอกซิล (-OH) ทําใหสารที่ได
มีคุณสมบัติเปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (อรินทิพย, 2541; Thamchaipenet, 1999) เอนไซม PKS 
ของแบคทีเรียสามารถแบงได 3 ชนิด คือ เอนไซม PKS ชนิดที่ 1 (Type I PKS) เปนเอนไซมหลาย
หนาที่ (multifunctional enzyme) เอนไซม PKS ชนิดที่ 2 (Type II PKS) เปนเอนไซมที่มีหนาที่เดียว 
(monofunctional enzyme) เอนไซม PKS ชนิดที่ 3 (Type III PKS) ประกอบดวยเอนไซมหลักชนิด
เดียว โดยการทํางานของเอนไซม PKS ชนิดที่ 3 ตางจากชนิดที่ 1 และ 2 คือ จะไมใช acyl carrier 
protein (ACP) ชวยในการสรางคารบอนสายหลัก แตทํางานโดยตรงที่ acyl CoA (Shen, 2003) และ
สายโพลีคีไทดที่สังเคราะหไดจะมีขนาดเล็กกวา คือ มี ketide unit ไมเกิน 5 หนวย (Abe et al., 
2004) จากการศึกษาพบวาเอนไซม PKS ชนิดที่ 3 ใน Streptomyces เกี่ยวของกับการสรางรงควัตถุ
เมลานิน (Funa et al., 1999) นอกจากนี้ยังพบเอนไซมชนิดนี้ในพืชดวย เชน เอนไซม chalcone 
synthase (CHS) จากการทํา phylogenetic tree ของเอนไซม PKS ชนิดที่ 3 ที่พบในแบคทีเรียและพืช 
พบวาเอนไซม PKS ชนิดที่ 3 จากพืชและแบคทีเรียแบงกลุมกันอยางชัดเจน (Abe et al., 2004) 
 
Chalcone synthase-like enzyme (CHS-like)  
 

เอนไซม CHS อยูใน superfamily ของเอนไซม PKS ชนิดที่ 3 (Austin and Noel, 2003) 
เปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหสารฟลาโวนอยด (flavonoid) โดยสังเคราะหสารตั้งตน 
(precursor) ของสารกลุมฟลาโวนอยด คือ naringenin chalcone ใช p-coumaroyl CoA เปนโมเลกุล
เร่ิมตนแลวนํา malonyl CoA 3 โมเลกุลมาตอ (Dixon, 1999) เอนไซม CHS มีบทบาทสําคัญในการ
สังเคราะหสารที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เชน ยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย (antimicrobial 
phytoalexin) ตานมะเร็ง (cancer chemopreventive phenylpropanoid) เปนตัวเหนี่ยวนํา (inducer) 
ของสารฟลาโวนอยด (Schröder, 1999) จากการศึกษาเอนไซม CHS ในพืชตาง ๆ พบ         
chalcone synthase related enzyme (CHS-like) จัดอยูใน superfamily ของเอนไซมทีเรียกวา CHS 
superfamily เนื่องจากมีลําดับเบส ลําดับกรดอะมิโน และการทํางานที่ใกลเคียงกันมาก (Schröder, 
1997) CHS-like มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนของเอนไซม CHS ประมาณ 60-75% เชน stilbene 
synthase (STS) (Schöppner and Kindl, 1984) acridone synthase (ACS) (Lukacin et al., 1999)      
2-pyrone synthase (2PS) (Eckermann et al., 1998) valerophenone synthase (VPS) (Okada and Ito, 
2001) bibenzyl synthase (BBS) (Preisig-Mueller et al., 1995) aloesone synthase (ALS)           
(Abe et al., 2004) การทํางานของเอนไซม CHS-like ใชโมเลกุลเร่ิมตนและจํานวน malonyl CoA 
ตางกันออกไป (Dixon, 1999) เชน เอนไซม ALS ใช acetyl CoA เปนโมเลกุลเร่ิมตนและใช 
malonyl CoA 6 โมเลกุลเปนหนวยตอเติม (Abe et al., 2004) และผลผลิตที่ไดจากการทํางานของ
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เอนไซม CHS-like นั้นเกี่ยวของกับการสังเคราะหสารทุติยภูมิ (secondary plant product) ในพืช 
เชน ยีน VPS ใน Humulus lupulus เกี่ยวของกับการสรางสารที่มีรสขม (bitter acid) สําหรับใชใน
การหมักเบียร (Okada and Ito, 2001) ยีน BAS (benzalacetone synthase) ใน Rheum palmatum ทํา
ใหพืชชนิดนี้มีคุณสมบัติเปน anti-inflammatory และใชเปนยารักษาโรค (Abe et al., 2004) ยีน STS 
ทําหนาที่ในตอตานเชื้อราในพืช (Tropf et al., 1993) เปนตน นอกจากนี้ยังพบวาการทํางานของ
เอนไซม CHS-like นาจะเกี่ยวของกับการสังเคราะหสารในกลุม diarylheptanoids เชน เคอรคูมิน 
และ polycyclic phenylphenalenones (Brand et al., 2006) 

 
ยีนที่เปนรหัสของเอนไซม CHS และเอนไซม CHS-like เปน multigene family โครงสราง

ยีนสวนใหญประกอบดวย 2 เอกซอน (exons) และ 1 อินทรอน (intron) ยกเวนใน Antirrhinum 
majus มี 2 อินทรอน โดย อินทรอนที ่ 2 อยูในเอกซอนที่ 2 เมื่อเทียบกับยีนเดียวกันในพืชอ่ืน 
(Sommer and Saedler, 1986) ในพืชมักมีความยาวของเอกซอนที่ 1 ขนาดประมาณ 37-64      
กรดอะมิโน เอกซอนที่ 2 ขนาดประมาณ 340 กรดอะมิโน (Jinling et al., 2000) แตมกัพบขนาดของ
อินทรอนไมเทากัน เชน Ipomoea พบอินทรอนขนาด 84 ถึง 125 คูเบส (Durbin et al., 1995) 
Petunia พบอินทรอนขนาด 659 คูเบสถงึ 15 กิโลเบส (Kose et al., 1987) ตําแหนงอินทรอนของยีน 
CHS-like ในพืชทุกชนิดเริ่มที่ตําแหนงที ่1 หรือ 2 ของเบสที่เปนรหสักรดอะมิโน cysteine (Jinling 
et al., 2000; Harashima et al., 2004) ยีน CHS และ CHS-like นั้นพบไดหลายชดุตางกันขึ้นกับชนดิ
พืช เชน Petunia มี 8 ยีน Vitis มี 3 ยีน Ipomoea มี 6 ยีน ใน Antirrhinum และ Arabidopsis พบเพียง 
1 ยีน (Farzad et al., 2005) บางยีนรูหนาที่แลว แตบางยนียังไมรูหนาที ่ 

 
เมื่อนําลําดับกรดอะมิโนของยีน CHS และ CHS-like ของพืชหลายชนดิมาเปรียบเทยีบกัน 

พบความแตกตางของกรดอะมิโนนอยมาก เพยีงบางตัวเทานั้น (Tropf et al., 1993) และพบบริเวณ
อนุรักษของพชืทุกชนิด คือ Cys164, His303, Asn336 และ Phe215   (Ji and Hongya, 2006) นอกจากนี้ยัง
มีรายงานวา การเลือกใชโมเลกุลเร่ิมตนที่ตางกันของยนี CHS-like นั้นเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของ
กรดอะมิโนบางตัวในบริเวณ active site เทานั้น (Jez et al., 2002) และเอนไซมในกลุม             
CHS-superfamily นั้นยังมบีริเวณอนุรักษ 374G(F/L)GPG ซ่ึงเปนสวนของ substrate specificity 
ของเอนไซมดวย (Suh et al., 2000) จากการหาความสัมพันธทางววิัฒนาการของยีนทั้งสองกลุม 
พบวาทั้งยนี CHS และ CHS-like มีความใกลชิดกันมากทั้งในดานปฏิกิริยาทางเคมี ลําดบัเบส และ
ลําดับกรดอะมิโน การทํา phylogenetic tree ระหวางยีน CHS และ CHS-like ในพืชนั้น ยนีของพชืที่
จัดอยูในกลุมหรือสายววิัฒนาการเดยีวกนัจะเปนพืชทีอ่ยูใน family เดียวกันเปนสวนใหญ เชน ยีน 
STS กับ CHS เนื่องจากการทํางานของเอนไซมทั้งสองนี้คลายกันมากทั้งในการเลือกโมเลกุลเร่ิมตน
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และจํานวนมาโลเนตที่มาตอเติม และคาความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมทั้งสองมีคา
สูงถึง 75-90% (Tropf et al., 1993 และ Ji and Hongya, 2006) และจากการศึกษาความสัมพันธนี ้
คาดวายนี CHS-like นั้นเกดิจากการ duplication ของยีน CHS และมีบรรพบุรุษรวมกัน (Ji and 
Hongya, 2006) 

 
การโคลนยีนและการหาจํานวนชุดของยนีในจีโนม 

 
การโคลนยีนเปนเทคนิคสําคัญสําหรับงานดานพันธุศาสตรโมเลกุลและพันธุวิศวกรรมเพื่อ

เพิ่มปริมาณชิน้สวนดเีอ็นเอที่สนใจใหมีปริมาณมากเพยีงพอสําหรับการศกึษาหนาที ่ หาลําดับนิวคลี
โอไทด  หรือถายชิ้นสวนดีเอ็นเอเขาในสิ่งมีชีวิต (สุรินทร, 2545) โดยทัว่ไปนยิมทําในแบคทีเรีย
เพราะเลี้ยงงายและเจริญเติบโตเร็ว (Wu et al., 1997) ในการโคลนยนี ขั้นแรก คือ เตรียมดเีอ็นเอ     
กอน โดยสกดัแยกดีเอ็นเอทัง้หมดจากจีโนมสิ่งมีชีวิตเรียกวา genomic DNA หรือสังเคราะหขึ้นจาก 
mRNA ซ่ึงเรียกวา cDNA เมื่อไดดีเอ็นเอจากแหลงที่ตองการแลว จึงนํามาเชื่อมตอกับเวคเตอร 
(vector) ไดดีเอ็นเอสายผสม (recombinant DNA) แลวนาํไปถายเขาสูเซลลผูรับ (host) ที่เตรียมให
อยูในลักษณะคอมพีเทนตเซลล (competent cell) จากนัน้จึงคัดเลือกเซลลที่มียีนที่ตองการ 
(Sambrook et al., 2001) ปจจุบันนี้มีการประยุกตนําวิธีพีซีอารมาชวยในการโคลนยีน หรือการ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน เชน การโคลน cDNA ของเอนไซม PKS ชนิดที่ 3 จาก Rheum 
palmatum (Abe et al., 2004) การโคลนยีน Gbchs จาก Ginkgo biloba (Pang et al., 2005) การโคลน
กลุมยีน CHS จาก Viola cornuta (Farzad et al., 2005) เปนตน สําหรับการหาจํานวนชุดของยีนใน
จีโนมนั้น มักใชการทํา Southern blot hybridization เชน การหาจํานวนชุดของยีน CHS-like ใน 
Gerbera hybrida (Helariutta et al., 1995) การหาจํานวนชุดของยีน CHS-like ใน Marchantia 
paleacea var. diptera (Harashima et al., 2004) 
 
Thermal asymmetric interlaced PCR (TAIL-PCR) 
 

การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนิค thermal asymmetric interlaced PCR        
(TAIL-PCR) เปนการประยกุตจากเทคนิค arbitrarily primed PCR (AP-PCR)  ซ่ึงเปนการเพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรมโดยใชไพรเมอรที่ไมจําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอบริเวณใด (arbitrary degenerate 
primers; ADP) ผลผลิตพีซีอารที่ไดจะปรากฏแถบดีเอน็เอที่ไมจําเพาะจํานวนมาก จึงมีการคิดคน
เทคนิค TAIL-PCR เพื่อนํามาแกปญหานี ้โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกบัชิ้นดีเอ็นเอทีท่ราบลําดับเบส
ที่มีตําแหนงอยูถัดกัน (nested sequence-specific primers, SP) ทั้งหมด 3 ไพรเมอรและไพรเมอร 
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ADP สายส้ันเพื่อเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมแบบ nested PCR ใหไดผลผลิตพีซีอารที่จําเพาะเจาะจง 
(Weissensteiner et al., 2004) 

 
หลักการของเทคนิค TAIL-PCR คือ เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมทั้งหมด 3 รอบในแตละ

รอบใชไพรเมอร SP ที่มีตําแหนงอยูถัดกัน การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมรอบที่ 1 ใชไพรเมอร SP1 
คูกับไพรเมอร ADP โดยมี genomic DNA เปนดีเอ็นเอตนแบบ จากนัน้นําผลผลิตพีซีอารมาเจือจาง
เพื่อใชเปนดีเอน็เอตนแบบในรอบที่ 2 โดยรอบที่ 2 นี้ใชไพรเมอร SP2 ที่มีตําแหนงอยูถัดจาก     
ไพรเมอร SP1 เพียงเล็กนอยคูกับไพรเมอร ADP เสนเดิม และในรอบที่ 3 ใชผลผลิตพีซีอารที่เจือจาง
จากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในรอบที่ 2 เปนดีเอน็เอตนแบบโดยมีไพรเมอร SP3 ที่มีตําแหนง
อยูถัดจากไพรเมอร SP2 คูกับไพรเมอร ADP เสนเดิม การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในแตละรอบ
จะมีการเปลี่ยนสภาวะของปฏิกิริยาตามอุณหภูมิของไพรเมอร SP ในการเขาเกาะกับดีเอ็นเอตนแบบ 
(annealing) 

 
การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนิค TAIL-PCR สามารถใชกับดีเอ็นเอตนแบบที่มี

ปริมาณนอยประมาณ 1-10 ng (Weissensteiner et al., 2004) เทคนิค TAIL-PCR นิยมใชในงานที่
เกี่ยวของกับการหาลําดับเบสสวนหนาและสวนทายของชิ้นดีเอ็นเอที่ทราบลําดับเบสแลว เชน การ
หา flanking sequence ของพืชที่ไดรับการถายยีนดวย Agrobacterium โดยการออกแบบไพรเมอร 
SP จากลําดับเบสของ T-DNA ในสวน left-border และ right-border เพือ่ตรวจสอบวาชิ้นดีเอ็นเอที่
ถายยีนเขาไปนั้นแทรกอยูทีบ่ริเวณใดในจโีนม เชน การตรวจสอบการแทรกของ T-DNA ในจีโนม 
Arabidopsis (Liu et al., 1995) และในจีโนมสตรอเบอรี่ (Hanhineva and Kärenlampi, 2007) การหา
ลําดับเบสสวนปลายของ yeast artificial chromosome (YAC) (Liu  and Whittier, 1995) การหา
ลําดับเบสบริเวณโปรโมเตอรของยีน Pal และ Pgi จาก yams (Dioscorea) (Terauchi, 2000) และ
การหาลําดับเบสที่บริเวณ 5´-flanking ของยีน human natriuretic peptide receptor type A (NPRA) 
และยนี human natriuretic peptide receptor type B (NPRB) (Nakayama et al., 2001) นอกจากนี้การ
เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนคิ TAIL-PCR ยังเหมาะสําหรับสิ่งมีชีวิตที่มีขอมูลจีโนมเพียง
เล็กนอย เชน Hongkong Kumquat (Fortunella hindsii) (Meng et al., 2005) 

 
จากเอกสารตาง ๆ ที่ศกึษาเกีย่วกบัยนี CHS และ CHS-like แสดงถึงความหลากหลายของยนีนี ้

โดยการทํางานของเอนไซมทีส่รางขึ้นจะใชโมเลกุลตั้งตนที่ตางกนั และผลผลิตที่ไดแมจะมีโครงสราง
หลายแบบแตยังคงพบหมูคโีตน ไฮดรอกซิล หรือคารบอนที่มีพันธะคูอยูในโมเลกุล นับเปน
ลักษณะเฉพาะของสารโพลีคีไทด สารเคอรคูมินอยดเกิดจากปฏิกิริยาการรวมกันของซินนาเมต 
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(cinnamate unit) ซ่ึงมีโครงสรางเปนวงแหวนอะโรมาตกิ 1 โมเลกุลกับมาโลเนต (malonate unit) 5 
โมเลกุล แลวมีการสรางวงแหวนอะโรมาติกอีก 1 วงขึน้ภายหลัง (Keserü and Nógrádi, 1995) ซ่ึง
เปนสารตั้งตนกลุมเดียวกับสารตั้งตนของโพลีคีไทดและโครงสรางของสารเคอรคูมินอยดประกอบ 
ดวยวงแหวนอะโรมาติก มีทัง้หมูคีโตน ไฮดรอกซิล และคารบอนที่เปนพันธะคู คลายคลึงกับสาร
กลุมโพลีคีไทด รวมถึงคุณสมบัติที่เหมือนกันของผลผลิตที่เกิดขึ้นจากการทํางานของยีนนี้ คือ มี
คุณสมบตัิตานเชื้อรา (antifungi) ตานเชื้อแบคทีเรีย (antibacteria) ตานมะเร็ง (anticancer) 
(Hopwood and Sherman, 1990; Shen and Hutchinson, 1993) เปนตน นอกจากนี้ยังพบวาการ
ทํางานของเอนไซม CHS-like นาจะเกีย่วของกับการสงัเคราะหสารในกลุม diarylheptanoids เชน 
เคอรคูมิน และ polycyclic phenylphenalenones (Brand et al., 2006) ดังนั้นยีนที่เกี่ยวของกับการ
สังเคราะหเคอรคูมินอยดจึงนาจะเปนยนีในกลุมนี้ จากการตรวจเอกสารตาง ๆ ยังไมพบการศึกษา
ยีนนี้มากอน มีการศึกษากระบวนการสังเคราะหสารทางเคมี การแยกสารบริสุทธิ์ และการนําสาร
เคอรคูมินอยดมาใชในการรักษาโรคตาง ๆ เทานั้น ดังนั้นถาสามารถโคลนยีนและศึกษาการทํางาน
ของยีนที่สังเคราะหสารเคอรคูมินอยดไดจะเปนประโยชนอยางมาก และเปนการทดลองที่ยังไมมี
ใครทํามากอน อาจนําไปสูการจดสิทธิบัตรยีน หรือใชประโยชนดานอื่นตอไป เชน อุตสาหกรรม 
การแพทย การพาณิชย เปนตน 
 
 
 



        อุปกรณและวิธีการการ 

 

อุปกรณ 

 
ตัวอยางขมิ้นชนั (Curcuma longa Linn.) พันธุแดงสยาม ซ่ึงเปนกลุมของขมิ้นชันที่มีการ

วิเคราะหวา มีปริมาณสารเคอรคูมินอยดสูง ไดรับความอนุเคราะหจาก ผูชวยศาสตราจารย ดร.
วิเชียร กีรตินิจกาล ภาควิชาพืชไรนา คณะเกษตร มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร 
 

วิธีการ 

 
การสกัดดีเอ็นเอจากใบขมิ้นชนั  

 
นําใบขมิ้นชันมาสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีประยกุตจาก Agrawal et al. (1992) โดยช่ังใบขมิ้นชัน

ประมาณ 1 กรัม นํามาบดในไนโตรเจนเหลว แลวบมใน extraction buffer [(2%CTAB (cethyl 
trimethyl ammonium bromide), 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid)  
pH 8.0, 100 mM Tris-HCl pH 8.0)] 0.7 มิลลิลิตร และ 2-mercaptoethanol 1.5 ไมโครลิตร ที่
อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส นาน 60 นาท ี เติมคลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (chloroform : 
isoamylalcohol = 24:1) 0.7 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปปนเหวีย่งที ่ 11,700 g อุณหภูม ิ 4      
องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แยกสารละลายสวนบนมาเติม linear polyacrylamide 10 ไมโครลิตร 
และไอโซโพรพานอล 500 ไมโครลิตร บมที่อุณหภมู ิ –20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที นําไปปน
เหวีย่งที่ความเร็ว 11,700 g อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ีลางตะกอนดวย washing buffer 
(10 mM sodium acetate pH 5.2, 70% ethanol) 500 ไมโครลิตร นําไปปนเหวีย่งที่ 11,700 g 
อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ละลายตะกอนดวย RNase buffer (10 mM  Tris-HCl pH 8.0, 
15 mM NaCl) 200 ไมโครลิตร เติมเอนไซม RNase A (10 mg/ml) 4 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูม ิ37 
องศาเซลเซียส นาน 30 นาท ีสกัดแยกเอนไซม RNase A และโปรตีนที่เหลืออยูออกโดยเติมฟนอล : 
คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (phenol : chloroform : isoamylalcohol = 25:24:1) 200 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําไปปนเหวีย่งที่ 11,700 g อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แยก
สารละลายสวนบนมาเติม คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24:1) 200 ไมโครลิตร ผสมให
เขากัน นําไปปนเหวี่ยงที ่ 11,700 g นาน 5 นาที แยกสารละลายใสสวนบนมาเติม linear 
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polyacrylamide 5 ไมโครลิตร โซเดียมอะซีเตท ความเขมขน 3 โมลาร (pH 5.2) 10 ไมโครลิตร และ 
เอทานอล 100 เปอรเซ็นต 400 ไมโครลิตร บมที่อุณหภมูิ –20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที นําไป
ปนเหวี่ยงที ่ 11,700 g อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ลางตะกอนดวยเอทานอล 70 
เปอรเซ็นต 500 ไมโครลิตร นําไปปนเหวีย่งที่ 11,700 g อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ผ่ึง
ตะกอนที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส จนแหงด ีละลายดวย TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 
mM EDTA pH 8.0) และเกบ็ที่อุณหภูม ิ–20 องศาเซลเซียสเพื่อใชตอไป 
 
การออกแบบไพรเมอรท่ีจําเพาะบริเวณอนุรักษของยนี CHS-like 
 

สืบคนขอมูลของยีนในฐานขอมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) โดยเลือก
สวนที่เปนบริเวณอนุรักษของยีน CHS-like ของพืช 8 ชนิด นํามาเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทด
โดยทํา multiple sequence alignment ดวยโปรแกรม ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalw/) จากนั้น
สังเคราะหไพรเมอรจากตําแหนงที่เหมาะสม ตรวจสอบไพรเมอรโดยใชโปรแกรม Fast PCR และ
โปรแกรม Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator 
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) 

 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณอนุรักษของยีน CHS-like ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส 
 

เพิ่มปริมาณสวนอนุรักษของยีน CHS-like ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส โดย
องคประกอบในปฏิกิริยาไดแก ดีเอ็นเอขมิน้ชัน (50 ng/μl) 1 ไมโครลิตร, 5 pmol/μl ไพรเมอร 
CLF1 (5´GCCACCAT(T/C)CTNGCCAT(T/C)GG3´) และ ไพรเมอร CLR1 
(5´GT(G/C)AGACCNGGTCCC(G/A)AANCC3´) อยางละ 1 ไมโครลิตร, 2mM dNTP mix 
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 2 ไมโครลิตร, 10X PCR buffer 2 ไมโครลิตร, 50 mM MgCl2 0.8 
ไมโครลิตร, 5U/μl Taq DNA polymerase (invitrogen, USA) 0.1 ไมโครลิตร และน้ํากลั่น 11.9 
ไมโครลิตร ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาโดยใชโปรแกรม 

  
94 องศาเซลเซียส 3 นาท ี1 รอบ  
94 องศาเซลเซียส 30 วินาท,ี 52 องศาเซลเซียส 1 นาท,ี 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 35 รอบ 
72 องศาเซลเซียส 5 นาท ี1 รอบ 
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จากนั้นนําผลผลิตที่ไดมาเจอืจาง 20 เทาเพื่อใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการเพิ่มปรมิาณซ้ํา
เปนครั้งที่ 2 โดยองคประกอบในปฏิกิริยาไดแก ผลผลิตที่ไดจากการเพิม่ปริมาณครั้งแรกเจือจาง 20 
เทา 1 ไมโครลิตร, 5 pmol/μl ไพรเมอร CL2F (5´CTT(T/C)CGNGTCACCAANAGCGA3´) และ
ไพรเมอร CL3R (5´CCAGAA(A/T)AN(T/G)GAGTTCCAATC3´) อยางละ 1 ไมโครลิตร, 2mM 
dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 2 ไมโครลิตร, 10X PCR buffer 2 ไมโครลิตร, 50mM 
MgCl2 0.8 ไมโครลิตร, 5U/μl Taq DNA polymerase (invitrogen, USA) 0.1 ไมโครลิตร และน้ํา
กล่ัน 11.9 ไมโครลิตร ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาโดยใชโปรแกรม 

  
94 องศาเซลเซียส 3 นาท ี1 รอบ 
94 องศาเซลเซียส 30 วินาท,ี 55 องศาเซลเซียส 1 นาท,ี 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 35 รอบ 
72 องศาเซลเซียส 5 นาท ี1 รอบ 
  
ตรวจสอบผลดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียม-  

โบรไมด และตรวจสอบดวยเครื่อง UV transilluminator 
 

การเชื่อมตอชิน้สวนดีเอ็นเอเขากับเวคเตอรเพิ่มจํานวน และการถายฝากเขาสูแบคทีเรีย E. coli 
 
เชื่อมตอสารละลายดีเอน็เอทีไ่ดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสเขากับพลาสมิด 

pGEM®-T Easy Vactor (Promega) โดยองคประกอบของปฏิกิริยาไดแก 2X rapid ligation buffer  
5 ไมโครลิตร, pGEM®-T Easy Vector 0.5 ไมโครลิตร, สารละลายดีเอ็นเอที่ไดจากการทําปฏิกิริยา
ลูกโซโพลีเมอเรส 3.5 ไมโครลิตร และ T4 DNA ligase 1 ไมโครลติร บมที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส 
ขามคืน 

 
การถายพลาสมิดเขาสูแบคทเีรีย E. coli สายพันธุ XL1blue โดย นําคอมพิเทนทเซลลแช

แข็ง (ปริมาตร 100 ไมโครลิตร) ออกมาละลายในน้ําแข็ง เตมิสารละลายดีเอ็นเอที่ตอเขากับ     
พลาสมิด 5 ไมโครลิตร บมทิ้งไวในน้ําแข็งนาน 30 นาที นําไปทํา heat shock โดยนําไปแชในอาง
น้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 42 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที นํามาแชน้ําแข็งทนัที เติมอาหารเหลว SOC 800 
ไมโครลิตร นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 250 รอบตอนาที นาน 1 ช่ัวโมง จากนัน้นําเชือ้
มาปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 4500 g นาน 5 นาที ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อออก 800 ไมโครลิตร ผสมอาหาร
เล้ียงเชื้อใหเขากับตะกอนเชื้อ spread ลงบนอาหารแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 100 
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ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่ spread ดวย 100 mM IPTG 40 ไมโครลิตร และ 20 mg/ml X-gal 40 
ไมโครลิตร ไวแลว จากนัน้บมไวที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน 
 
การคัดเลือกโคลนที่ตองการดวยปฏิกิริยาลกูโซโพลีเมอเรส 
 

ใชไมจิ้มฟนเขี่ยโคโลนีแบคทีเรียสีขาวจุมในหลอด 1.5 มิลลิลิตรซึ่งมีน้ํากลั่น 40 ไมโครลิตร 
เปนดีเอ็นเอตนแบบในปฏิกริิยาลูกโซโพลีเมอเรส  โดยองคประกอบปฏกิิริยาไดแก ดีเอ็นเอตนแบบ 
2.75 ไมโครลิตร, 5pmol/μl ไพรเมอร M13-F และ M13-R อยางละ 0.75 ไมโครลิตร, 2mM dNTP 
mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 1.5 ไมโครลิตร, 10X buffer 1.5 ไมโครลิตร, 50mM MgCl2 0.6 
ไมโครลิตร, 5U/μl Taq DNA polymerase (invitrogen, USA) 0.08 ไมโครลิตร และน้ํากลั่น 7.07 
ไมโครลิตร ปริมาตรรวม 15 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาโดยใชโปรแกรม 

  
94 องศาเซลเซียส 3 นาที 1 รอบ 
94 องศาเซลเซียส 30 วินาท,ี 50 องศาเซลเซียส 30 วินาท,ี 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 30 รอบ 
72 องศาเซลเซียส 5 นาที 1 รอบ 
  
ตรวจสอบผลดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียม-  

โบรไมด และตรวจสอบดวยเครื่อง UV transilluminator 
 

การสกัดพลาสมิดสายผสมจากโคลนแบคทเีรีย E. coli และการหาลําดับเบส 
 

ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแบคทีเรีย E.coli ที่มีพลาสมิดสายผสม 400 ไมโครลิตร มาเลี้ยงใน
อาหารเหลว LB ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเรว็  250  รอบตอนาที ขามคืน แลวนํามาสกดั 
พลาสมดิดวยชุด NucleoSpin®Plasmid โดยนําเชื้อไปปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเชื้อทีค่วามเร็ว1500 g 
นาน 8 นาที เทอาหารทิ้ง ละลายตะกอนดวย A1 buffer 250 ไมโครลิตร เติม A2 buffer 250 
ไมโครลิตร ผสมโดยการกลบัหลอดไปมา เติม A3 buffer 300 ไมโครลิตร ผสมโดยการกลับหลอด
ไปมา นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,700 g นาน 10 นาที แยกสารละลายใสสวนบนลงใน 
NucleoSpin®Plasmid column ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,700 g นาน 1 นาที เทสารละลายที่ออกมาทิง้ 
เติม A4 buffer 600 ไมโครลิตรลงในคอลัมน ปนเหวีย่งที่ความเรว็ 12,700 g นาน 1 นาที เท
สารละลายที่ออกมาทิ้ง นําไปปนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็ว 12,700 g นาน 1 นาที เทสารละลายที่



 

17 

ออกมาทิ้ง ยายคอลัมนลงในหลอดใหม ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม AE buffer 50 ไมโครลิตรทิ้งไว 1 
นาที นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,700 g นาน 1 นาที ตรวจสอบผลดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสใน
เจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด และตรวจสอบดวยเครื่อง UV transilluminator 
จากนั้นนําพลาสมิดที่ไดสงหาลําดับเบสตอไป 

 
Southern blot hybridization 
 

1. การเตรียมดีเอน็เอ 
 

นําดีเอ็นเอปรมิาณ 10 ไมโครกรัม ไปตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 5 ชนิด คือ AseI, 
BamHI, EcoRI, HindIII และ SacI บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน ตรวจสอบผลดวยวธีิ 
อิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด และตรวจสอบดวย
เครื่อง UV transilluminator จากนัน้ตกตะกอนสารละลายดีเอ็นเอโดยการเติม โซเดียมอะซีเตท 
ความเขมขน 3 โมลาร (pH 5.2) 10 ไมโครลิตร และ เอทานอล 100 เปอรเซ็นต 250 ไมโครลิตรลง
ในสารละลายดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะสมบูรณ บมที่อุณหภูม ิ –20 องศาเซลเซียส นาน 
30 นาที นําไปปนเหวี่ยงที ่ 11,700 g อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ีลางตะกอนดวยเอทา
นอล 70 เปอรเซ็นต 500 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที ่11,700 g อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นาน 5 
นาที ผ่ึงตะกอนที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส จนแหงด ี ละลายดวย TE buffer (10 mM Tris-HCl       
pH 8.0, 1.0  mM EDTA pH 8.0) 10 ไมโครลิตร และเก็บที่อุณหภูม ิ–20 องศาเซลเซยีสเพื่อใชตอไป 

 
2.  การเตรียมโพรบ 
 

2.1  เพิ่มปริมาณชิ้นสวนอนรัุกษของยีน CHS-like 
 

  เพิ่มปริมาณชิน้สวนอนุรักษของยีน CHS-like ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส โดย
ใชไพรเมอร CL2F และ CL3R ตามวิธีเดียวกับที่อธิบายแลว 

 
2.2  การติดฉลากโพรบ 

 
 นําชิ้นสวนอนรัุกษของยีน CHS-like ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยาลูกโซ

โพลีเมอเรสมาทําใหบริสุทธิ์ดวยชุด QIAquick PCR Purification Kit เติม PB buffer ปริมาตร 5 เทา
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ของปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอผสมใหเขากนั ใสสารละลายผสมลงใน QIAquick column ปนเหวี่ยง
ที่ 11,700 g นาน 1 นาที เทสารละลายที่ออกมาทิ้ง เติม PE buffer 750 ไมโครลิตรลงในคอลัมน ปน
เหวีย่งที่ความเร็ว 11,700 g นาน 1 นาที เทสารละลายที่ออกมาทิ้ง นําไปปนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็ว 
11,700 g นาน 1 นาที เทสารละลายที่ออกมาทิ้ง ยายคอลัมนลงในหลอดใหม ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
เติม EB buffer 38 ไมโครลิตรทิ้งไวนาน 2 นาที นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,700 g นาน 1 นาที 
ตรวจสอบผลดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด และ
ตรวจสอบดวยเครื่อง UV transilluminator จากนั้นติดฉลากโพรบที่ไดดวยชุด Gene Image Random-
Prime DNA Labelling Kit (Amersham Bioscience, UK) นําสารละลายดีเอ็นเอที่ทําใหบริสุทธิ์แลว 
34 ไมโครลิตรตมในน้ําเดือด นาน 5 นาที แลวแชน้ําแขง็ทันที เติม nucleotide mix 10 ไมโครลิตร, 
random primer 5 ไมโครลิตร และ เอนไซม Klenow 1 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 60 นาที จากนั้นนําไปใชทนัที 

 
3.  การยายดีเอน็เอจากเจลมาสูแผนเมมเบรน 
 
     นําสารละลายดีเอ็นเอที่ตกตะกอนไวแลวมาแยกขนาดดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจล  

อะกาโรส 1 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด และตรวจสอบดวยเครื่อง UV transilluminator 
ถายภาพที่ไดโดยวางไมบรรทัดเพื่อการดูขนาดตอไป นําแผนเจลมาแชใน 0.25 N HCl นาน 10 นาที 
จนบรอมฟนอลบลูเปลี่ยนจากสีฟาเปนสีเหลือง ทําใหดีเอน็เอเสียสภาพโดยแชเจลในสารละลายดาง 
(0.5 N NaOH, 1.5 M NaCl) เขยาเบา ๆ นาน 30 นาท ีทาํใหกลับมามีสภาพเปนกลางโดยแชเจลใน
สารละลายบัปเฟอร (0.5 M Tris-HCl pH 8.0, 1.5 M NaCl) เขยาเบา ๆ นาน 30 นาที ทําการยาย        
ดีเอ็นเอมาบนแผนเมมเบรนดวยวิธี capillary transfer โดยใชสารละลาย 20X SSC (3M NaCl, 0.3M 
sodium citrate, pH7) ขามคืน หอเมมเบรนดวยพลาสตกิใส วางคว่ําบน UV transilluminator นาน 5 
นาที เพื่อตรึงดีเอ็นเอใหติดแนนบนเมมเบรน นําไปใชทนัที หรือเก็บไวที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

 
4.  การไฮบริไดเซชัน 

 
     นําแผนเมมเบรนที่มีดีเอ็นเอตรึงอยูมาแชในถุงที่มี hybridization buffer (5X SSC, 0.1% 

SDS, 5% dextran sulphate, 5% liquid block) บมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนัน้
นําโพรบที่ติดฉลากแลวมาทาํใหเสียสภาพโดยตมในน้ําที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
แลวแชน้ําแข็งทันที เติมโพรบลงในถุงไฮบริไดเซชัน บมไวที่อุณหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เขยา
ขามคืน 
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5.  การตรวจสอบผลการไฮบริไดเซชัน 
 
     ลางเมมเบรนที่ทําการไฮบริไดเซชันในสารละลายผสม (1X SSC, 0.1 % SDS) ที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ลางเมมเบรนอีกครั้งดวยสารละลายผสม (0.5X SSC, 0.1% 
SDS) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จุมเมมเบรนใน buffer A (0.1 M TrisHCl, 0.3M 
NaCl pH 9.5) จากนั้นบมเมมเบรนใน blocking agent (10% liquid block) นาน 60 นาที นํา          
เมมเบรนมาบมตอใน antibody (1/5,000 เทาใน 0.5% BSA ใน buffer A) นาน 60 นาที ลางเมมเบรน
ใน buffer A ที่มี 0.3% Tween ทั้งหมด 3 รอบ รอบละ 10 นาที ตรวจสอบผลดวยชุด Gene Image 
CDP-Star Detection Kit (Amersham Bioscience, UK) โดยนําเมมเบรนมาวางบน wrap ใสสารตั้ง
ตน 1-2 มิลลิลิตร ประกบฟลมลงบนเมมเบรน ตรวจสอบผลที่ไดในหองมืด 

 
การสกัดแยกอารเอ็นเอ 
 

นําใบและแงงขมิ้นชันมาสกดัอารเอ็นเอดวยวิธีของ Yu and Goh (2000) โดยนําตวัอยางที่
แชแข็งมา 0.5 กรัม ใสลงในโกรงที่เย็นจดั เติมไนโตรเจนเหลว แลวบดใหละเอียด เติม Hao buffer 
ลงไป 3 มิลลิลิตร ดูดสารละลายใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส 
นาน 15 นาที นําไปปนเหวีย่งที่ความเรว็ 14,324 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แยก
สารละลายสวนใสดานบนใสหลอดใหม เติม คลอโรฟอรม:ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24:1) ปริมาตร
เทากับสารละลาย แลวเขยาเพื่อผสมใหเขากัน นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,324 g อุณหภูม ิ 4    
องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ีแยกสารละลายสวนใสดานบนใสหลอดใหม สกัดดวย คลอโรฟอรม: 
ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24:1) ตามขั้นตอนเดิมอีก 2 คร้ัง นําสารละลายที่ไดมาเติม 10M LiCl 
ปริมาตร 1/3 เทาของสารละลาย ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมโดยการกลับหลอดไปมา นําไป
บมที่ -20 องศาเซลเซียส ขามคืน เพื่อตกตะกอนอารเอ็นเอ จากนั้นนําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 
14,324 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที เทสารละลายทิ้ง ลางตะกอนดวย 2.5M LiCl 200 
ไมโครลิตร นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 14,324 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 1 นาท ี เท
สารละลายทิ้ง ลางตะกอนดวยเอทานอล 70 เปอรเซ็นต ในน้ํา DEPC (Diethyl pyrocarbonate 
treated H2O) 800 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,324 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 1 
นาที ดดูสารละลายทิ้ง เปดฝาทิ้งไวใหตะกอนแหง ละลายตะกอนดวยน้ํา DEPC  30 ไมโครลิตร 
ตรวจสอบปริมาณและคณุภาพของอารเอ็นเอโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ OD260, OD260/OD280 
และ OD260/OD230 และวธีิอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียมโบร
ไมด และตรวจสอบดวยเครื่อง UV transilluminator เพื่อตรวจสอบคุณภาพของอารเอ็นเอ 
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การกําจัดดีเอ็นเอออกจากอารเอ็นเอ 
 

นําสารละลายอารเอ็นเอ 1 μg มากําจัดดีเอน็เอออกดวยชุด Deoxyribonuclease I, 
Amplification Grade (Gibco BRL) โดยปฏิกิริยาประกอบดวย 10X DNaseI reaction buffer 1 
ไมโครลิตร, เอนไซม DNaseI (1U/μl) 1 ไมโครลิตร และเติมน้ํากลั่นใหครบ 10 ไมโครลิตร นําไป
บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นเติม 20mM EDTA นําไปบมที่อุณหภูม ิ 65 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที นําสารละลายอารเอ็นเอไปทําปฏิกิริยารีเวอรส ทรานสคริปชนัตอไป 
 
การทําปฏิกิริยารีเวอรสทรานสคริปชันและปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสของอารเอ็นเอ 
 

นําอารเอ็นเอทีก่ําจัดดีเอ็นเอเรียบรอยแลวมาเปลี่ยนเปน cDNA โดยชุดทํารีเวอรสทราน-
สคริปชัน SuperScriptTM III Reverse Transcriptase (Invitrogen) โดยปฏิกิริยาประกอบดวย         
อารเอ็นเอ 1 μg, 10 pmol/μl ไพรเมอร oligo(dT)15 0.5 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP mix 1 ไมโครลิตร 
และเติมน้ํา DEPC ใหปริมาตรครบ 13 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 5 
นาที แลวนําไปแชน้ําแข็งทนัที นาน 1 นาที เติม 5X first-strand buffer 4 ไมโครลิตร, DTT 1 
ไมโครลิตร, RNaseOUTTM 1 ไมโครลิตร และ SuperScriptTM III RT 1 ไมโครลิตร นําไปบมที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง เพื่อทําปฏิกิริยารีเวอรสทรานสคริปชัน จากนั้นนํามาบม
ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 15 นาทีเพื่อหยดุปฏิกิริยาของเอนไซม สารละลายที่ไดนํามาใช
เปนดีเอ็นเอตนแบบในปฏิกริิยาลูกโซโพลีเมอเรส เพิ่มปริมาณของ cDNA เปาหมายดวย ปฏิกิริยา
ลูกโซโพลีเมอเรส ซ่ึงมีองคประกอบของปฏิกิริยาไดแก ดีเอ็นเอตนแบบ (cDNA) 1 ไมโครลิตร,     
5 pmol/μl, ไพรเมอร CLF-RNA (5´GCGTCATGATCGACTCAGTGC3´) และ ไพรเมอร          
CLR-RNA (5´GTGTCCAGCGAGATTCCCTCC3´) อยางละ 1 ไมโครลิตร, 2mM dNTP mix 1.5 
ไมโครลิตร, 10X buffer 1.5  ไมโครลิตร, 50 mM MgCl2 0.6 ไมโครลิตร, 1U/μl Taq DNA 
polymerase (invitrogen, USA) 1 ไมโครลิตร, และน้ํากลั่น 8.3 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาดวย
โปรแกรม 

 
94 องศาเซลเซียส 3 นาที 1 รอบ 
94 องศาเซลเซยีส 30 วินาที, 66 องศาเซลเซยีส 30 วินาที, 72 องศาเซลเซยีส 30 วินาที 25 รอบ 
72 องศาเซลเซียส 10 นาที 1 รอบ 
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ตรวจสอบผลดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียม-  
โบรไมด และตรวจสอบดวยเครื่อง UV transilluminator 

 
การโคลนปลาย 5´ และ 3´ ของยีนโดยวธีิปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสแบบ thermal asymmetric 
interlaced (TAIL-PCR) 
 

เพิ่มปรมิาณสวนดาน 5´ ของยีนดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส โดยองคประกอบในปฏิกิริยา
ไดแก ดีเอ็นเอขมิ้นชัน (50 ng/μl) 1 ไมโครลิตร, 3 pmol/μl ไพรเมอร 5pCHS1 
(5´GGGTATTGCTCCAGCAGCTC3´) 1 ไมโครลิตร และ 22.5 pmol/μl ไพรเมอร AD2            
(5´NGTCGA(G/C)(A/T)GANA(A/T)GAA3´) 2 ไมโครลิตร, 2mM dNTP mix (dATP, dCTP, 
dGTP, dTTP) 1.5 ไมโครลิตร, 10X PCR buffer 1.5 ไมโครลิตร, 50mM MgCl2 0.6 ไมโครลิตร, 
5U/μl Taq DNA polymerase (invitrogen, USA) 0.1 ไมโครลิตร และน้ํากลั่น 7.3 ไมโครลิตร 
ปริมาตรรวม 15 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาโดยใชโปรแกรม 

 
94 องศาเซลเซียส 3 นาท ี1 รอบ 
94 องศาเซลเซียส 30 วินาท,ี 65 องศาเซลเซียส 1 นาท,ี 72 องศาเซลเซียส 2.5 นาที 5 รอบ 
94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 65 องศาเซลเซียส 1 นาที, 72 องศาเซลเซียส 2.5 นาที,           

94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 65 องศาเซลเซียส 1 นาที, 72 องศาเซลเซียส 2.5 นาที, 94               
องศาเซลเซยีส 30 วินาท,ี 44 องศาเซลเซียส 1 นาที, 72 องศาเซลเซียส 2.5 นาที 15 รอบ 

72 องศาเซลเซียส 5 นาท ี1 รอบ 
 
จากนั้นนําผลผลิตที่ไดมาเจอืจาง 50 เทาเพื่อใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการเพิ่มปรมิาณซ้ํา

เปนครั้งที่2 โดยองคประกอบในปฏิกิริยาไดแก ดีเอ็นเอขมิ้นชันเจือจาง 50 เทา 1 ไมโครลิตร,          
3 pmol/μl ไพรเมอร 5pCHS2 (5´GCGAGTCTTCACAGTCGATC3´) 1.33 ไมโครลิตร และ     
22.5 pmol/μl ไพรเมอร AD2 1.78 ไมโครลิตร, 2mM dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)                
2 ไมโครลิตร, 10X PCR buffer 2 ไมโครลิตร, 50mM MgCl2 0.8 ไมโครลิตร, 5U/μl Taq DNA 
polymerase (invitrogen, USA) 0.1 ไมโครลิตร และน้าํกลั่น 10.99 ไมโครลิตร ปริมาตรรวม 20 
ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาโดยใชโปรแกรม 
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94 องศาเซลเซียส 3 นาท ี1 รอบ 
94 องศาเซลเซียส 30 วินาท,ี 63 องศาเซลเซียส 1 นาท,ี 72 องศาเซลเซียส 2.5 นาที 5 รอบ 
94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 63 องศาเซลเซียส 1 นาที, 72 องศาเซลเซียส 2.5 นาที, 94 

องศาเซลเซียส 30 วินาท,ี 63 องศาเซลเซียส 1 นาท,ี 72 องศาเซลเซียส 2.5 นาที, 94 องศาเซลเซียส 
30 วินาท,ี 44 องศาเซลเซียส 1 นาที, 72 องศาเซลเซียส 2.5 นาที 15 รอบ  

72 องศาเซลเซียส 5 นาท ี1 รอบ  
 
จากนั้นนําผลผลิตที่ไดมาเจอืจาง 100 เทาเพื่อใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการเพิ่มปรมิาณซ้ํา

เปนครั้งที่ 3 ใชไพรเมอร 5pCHS3 (5´AGAGGTTGCAAGTGTTCGCT3´) คูกับไพรเมอร AD2 
โดยมีองคประกอบของปฏิกิริยาเหมือนกับการเพิ่มปริมาณในครั้งที่ 2 โดยใชโปรแกรม 

 
94 องศาเซลเซียส 3 นาท ี1 รอบ 
94 องศาเซลเซียส 30 วินาท,ี 58 องศาเซลเซียส 1 นาท,ี 72 องศาเซลเซียส 2.5 นาที 5 รอบ 
94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 58 องศาเซลเซียส 1 นาที, 72 องศาเซลเซียส 2.5 นาที, 94 

องศาเซลเซียส 30 วินาท,ี 58 องศาเซลเซียส 1 นาท,ี 72 องศาเซลเซียส 2.5 นาที, 94 องศาเซลเซียส 
30 วินาท,ี 44 องศาเซลเซียส 1 นาท,ี 72 องศาเซลเซียส 2.5 นาที 15 รอบ  

72 องศาเซลเซียส 5 นาท ี1 รอบ 
  
ตรวจสอบผลดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียม-  

โบรไมด และตรวจสอบดวยเครื่อง UV transilluminator 
 
เพิ่มปริมาณสวนดาน 3´ ของยีนดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสแบบเดียวกับการเพิ่มปริมาณ

สวนปลาย 5´ ของยีนโดยใชไพรเมอร 3pCHS1 (5´GAGAGCGAGGGGAAGATACTG3´) คูกบั
ไพรเมอร AD2 ทําปฏิกิริยาโดยใชโปรแกรม 

 
94 องศาเซลเซียส 3 นาท ี1 รอบ 
94 องศาเซลเซียส 30 วินาท,ี 65 องศาเซลเซียส 1 นาท,ี 72 องศาเซลเซียส 2.5 นาที 5 รอบ 
94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 65 องศาเซลเซียส 1 นาที, 72 องศาเซลเซียส 2.5 นาที, 94 

องศาเซลเซียส 30 วินาท,ี 65 องศาเซลเซียส 1 นาท,ี 72 องศาเซลเซียส 2.5 นาที, 94 องศาเซลเซียส 
30 วินาท,ี 44 องศาเซลเซียส 1 นาที, 72 องศาเซลเซียส 2.5 นาท ี15 รอบ 

72 องศาเซลเซียส 5 นาท ี1 รอบ 
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จากนั้นนําผลผลิตที่ไดมาเจอืจาง 50 เทาแลวเพิม่ปริมาณโดยใชไพรเมอร 3pCHS2 
(5´GAGAACGGTCTGCGCGTCCAC3´) คูกับไพรเมอร AD2 โดยเปลี่ยนอุณหภูมิ annealing เปน 
67 องศาเซลเซียส และนําผลผลิตที่ไดมาเจือจาง 100 เทาเพื่อใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการเพิม่
ปริมาณซ้ําเปนครั้งที่ 3 ใชไพรเมอร 3pCHS3 (5´GCTTAGTGCACGCTCTGAAG3´) คูกับ       
ไพรเมอร AD2 โดยเปลี่ยนอณุหภูมิ annealing เปน 63 องศาเซลเซียส 

 
นําผลผลิตจากการเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค TAIL-PCR จากสวนปลาย 5´ และ 3´ ของยีนที่

ไดไปโคลน และหาลําดับนวิคลีโอไทด 
 
การโคลนยีน CHS-like ท่ีสมบรูณโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส 
 

ออกแบบไพรเมอรจากตัวแทนของลําดับนวิคลีโอไทดทีไ่ดจากสวนปลาย 5´ ไดไพรเมอร
เสน forward ทั้งหมด 3 เสน และสวนปลาย 3´ ไดไพรเมอรเสน reverse ทั้งหมด 4 เสน (ช่ือและ
ลําดับนิวคลีโอไทดแสดงในตารางที่ 3) เพิ่มปริมาณยีน CHS-like ที่สมบูรณดวยปฏิกิริยาลูกโซ    
โพลีเมอเรส โดยองคประกอบในปฏิกิริยาไดแก ดีเอ็นเอขมิ้นชัน (50 ng/μl) 1 ไมโครลิตร,              
5 pmol/μl ไพรเมอร forward และ ไพรเมอร reverse อยางละ 1 ไมโครลิตร, 2mM dNTP mix 
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 2 ไมโครลิตร, 10X PCR buffer 2 ไมโครลิตร, 50mM MgCl2 0.8 
ไมโครลิตร, 5U/μl Taq DNA polymerase (invitrogen, USA) 0.1 ไมโครลิตร และน้ํากลั่น 11.9 
ไมโครลิตร ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาโดยใชโปรแกรม 

 
94 องศาเซลเซียส 3 นาท ี1 รอบ  
94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, อุณหภูมิขึน้กับคูไพรเมอร 1 นาที, 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 

35 รอบ 
72 องศาเซลเซียส 5 นาท ี1 รอบ 
 
ตรวจสอบผลดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต โคลนผลผลิตพีซีอารที่

ได หาลําดับนวิคลีโอไทด และวิเคราะหผลที่ได 
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การวิเคราะหปริมาณสารเคอรคูมินอยด 
 

นําตัวอยางแงงขมิ้นชันขนาดนอยกวา 1 เซนติเมตร, 1-2 เซนติเมตร, 2-3 เซนติเมตร, 3-4 
เซนติเมตร, มากกวา 4 เซนติเมตร และตัวอยางใบขมิ้นชัน มาสกัดแยกสารเคอรคูมินอยด วัด
ปริมาณสารที่ไดดวยวิธี HPLC (High Performance Liquid Chromatography) (นันทวรรณ, 2549) 
 



ผลและวิจารณ 
 
การโคลนชิ้นสวนของยนี CHS-like จากขมิ้นชัน 
 

เนื่องจากการโคลนยีน CHS-like ของขมิ้นชัน ยังไมมีใครทํามากอน จึงเริ่มจากการ
ออกแบบไพรเมอรโดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน CHS-like ในพืชชนิดตาง ๆ ที่มีใน
ฐานขอมูล NCBI โดยชนิดของพืชและ accession number ของยีนที่ใชในการออกแบบไพรเมอร คือ 
2PS จาก Gerbera hybrida (Z38097), VPS จาก Humulus lupulus (AB015430), BBS จาก 
Phalaenopsis sp. (X79904), CHS-like จาก Pinus strobes (AJ002156), ALS และ bas จาก Rheum 
palmatum (AY517486, AF326911), ACS จาก Ruta graveolens (AJ297788),  และ STS จาก Vitis 
vinifera (X76892) เมื่อนํามาทํา multiple alignment เพื่อหาสวนอนุรักษสามารถออกแบบไพรเมอร 
forward 2 เสน ไดแก CLF1 และ CLF2 ไพรเมอร reverse 3 เสน ไดแก CLR1, CLR2 และ CLR3  
โดยไพรเมอรที่ออกแบบมีตาํแหนงตางกันดังภาพที ่1 พรอมแสดงลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร
ในตารางที่ 1 

 
จากการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอน็เอดวยวิธีพีซีอาร โดยใชไพรเมอร CLF1 และ CLR1 ไดแถบ  

ดีเอ็นเอที่ไมจําเพาะจํานวนมาก จึงสลับคูไพรเมอรแบบตาง ๆ จนครบทุกแบบ แตยังไมไดแถบ      
ดีเอ็นเอที่จําเพาะ แสดงวา ไพรเมอรแตละชนิดมีตําแหนงจับไดหลายตําแหนง หรือสภาวะทใีชไม
เหมาะสม จงึเปลี่ยนมาใชวิธี nested PCR คือเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอครั้งแรกดวยคูไพรเมอรที่มี
ตําแหนงอยูดานนอก แลวนําผลผลิตที่ไดมาเพิ่มปริมาณซ้ําเปนครั้งที่ 2 โดยใชคูไพรเมอรที่มี
ตําแหนงถัดเขามาอยูภายในผลผลิตครั้งที่ 1 หรือทํา semi-nested PCR คือการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
คร้ังที่ 2 โดยใชไพรเมอรชนิดหนึ่งคงเดิม สวนไพรเมอรอีกชนิดหนึ่งมีตําแหนงอยูถัดเขามาภายใน
ผลผลิตครั้งที่ 1 พบวาไดแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะจากการทาํพีซีอารโดยใชไพรเมอร CLF1 และ CLR1 
แลวนําผลผลิตพีซีอารมาเจือจาง 20 เทา ทําพีซีอารคร้ังที่ 2 โดยใชไพรเมอร CLF2 และ CLR3 ซ่ึงมี
ตําแหนงจับอยูภายในชิน้ดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณในครั้งแรก ผลที่ไดคือ ช้ินดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 850 คูเบส (ภาพที่ 2) ซ่ึงคาดวาเปนสวนของยนี CHS-like เมื่อนําชิ้นดีเอน็เอที่ไดไปโคลน
ใน พลาสมิด pGEM-Teasy ไดโคลนทั้งหมด 18 โคลน 

 
เนื่องจากยีนกลุมนี้เปน multigene family และสวนของดีเอน็เอที่โคลนไดมาจากการ

ออกแบบไพรเมอร บริเวณทีม่ีลําดับเบสแบบอนุรักษ (conserved sequence) โคลนที่ไดอาจมาจาก
หลายยนีในกลุมนี้ จงึนําโคลนทั้ง 18 โคลน มาตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่ได ดวยการเพิ่มปริมาณชิ้น   
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ดีเอ็นเอจากพลาสมิด แลวตดัชิ้นสวนดีเอน็เอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ เพื่อตรวจหาจาํนวนยีนเบื้องตน 
โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ 7 ชนิด ไดแก AluI, HinfI, MboI, RsaI, HaeIII, HhaI และ TaqI ผลการ
ตัดชิ้นดีเอน็เอดวยเอนไซม HaeIII, HhaI, TaqI ไมสามารถแยกความแตกตางของชิน้ดีเอ็นเอทั้ง 18 
โคลนได (ภาพที่ 3) แตเอนไซม AluI, HinfI, MboI, RsaI สามารถแยกความแตกตางของชิ้นดีเอ็นเอ
ได 2, 2, 3, 2 แบบตามลําดบั (ภาพที่ 4) เมื่อพิจารณารปูแบบการตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะของชิน้  
ดีเอ็นเอทั้ง 18 โคลน พบรูปแบบแตกตางกันทั้งหมด 6 แบบ (ตารางที ่2) จึงสกัดพลาสมิด นํามาหา
ลําดับนิวคลีโอไทดที่เปนตวัแทนในแตละแบบ 

 
ตารางที่ 1  แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรสําหรับเพิ่มปริมาณสวนของยีน CHS-like ใน

ขมิ้นชัน 
 

ช่ือไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด  คา Tm (°C) 
CLF1 
CLF2 
CLR1 
CLR2 
CLR3 

5´-GCCACCAT(T/C)CTNGCCAT(T/C)GG-3´ 
5´-CTT(T/C)CGNGTCACCAANAGCGA-3´ 

5´-GT(G/C)AGACCNGGTCCC(G/A)AANCC-3´ 
5´-TCNAGAATGGC(A/T)(G/C)GNCCACC-3´ 

5´-CCAGAA(A/T)AN(T/G)GAGTTCCAATC-3´ 

60-67 
60-65 
63-69 
60-65 
55-60 

 
 

 
 

 
 

 

ภาพที่ 1  ภาพวาดแสดงตําแหนงของไพรเมอรที่ออกแบบสําหรับการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีน 
       CHS-likeในขมิ้นชัน 
 

 
 
 
 

CHS-like gene 

CLF1 CLF2 CLR3 CLR2 CLR1 
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ภาพที่ 2  แสดงผลที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขมิ้นชนัโดยวิธี nested และ semi-nested PCR 
   แถวที1่ ใชไพรเมอร CLF1 และ CLR1 แลวเพิ่มปริมาณซ้ําดวยไพรเมอร CLF2 และCLR2  
   แถวที2่ ใชไพรเมอร CLF1 และ CLR1 แลวเพิ่มปริมาณซ้ําดวยไพรเมอร CLF2 และCLR3  
   แถวที3่ ใชไพรเมอร CLF2 และ CLR1 แลวเพิ่มปริมาณซ้ําดวยไพรเมอร CLF2 และCLR2  
   แถวที4่ ใชไพรเมอร CLF2 และ CLR1 แลวเพิ่มปริมาณซ้ําดวยไพรเมอร CLF2 และCLR3 
   และ M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb ladder 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3  แสดงผลที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากโคลนตาง ๆ โดยใชไพรเมอร CLF2 และ  
        CLR3 แลวตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HaeIII หมายเลข 1-8 คือ โคลนที่ 1-8 และ M คือ  

  ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb ladder 
 

 
 

500 bp 

1000 bp 

 M    1    2     3     4   

850 bp 

500 bp 
300 bp 

 M   1   2    3    4    5   6    7    8     
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ภาพที่ 4  แสดงผลที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากโคลนตาง ๆ โดยใชไพรเมอร CLF2 และ 
    CLR3 แลวตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ RsaI หมายเลข 1-8 คือ โคลนที่ 1-8 โดยโคลนที่ 1,  

  2, 5, 7 มี รูปแบบการตัดเปนแบบที่ 1 โคลนที่ 3, 4, 6, 8 มีรูปแบบการตัดเปนแบบที่ 2 และ       
     M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb ladder 
 
ตารางที่ 2  แสดงรูปแบบการตัดดีเอ็นเอจากโคลนทั้ง 6 แบบดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 7 ชนิด 
 
      เอนไซมตดั     
               จําเพาะ   
รูปแบบ 

AluI HinfI MboI RsaI HaeIII HhaI TaqI 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

1 
1 
2 
1 
1 
2 

1 
1 
1 
1 
2 
1 

1 
2 
2 
2 
2 
3 

1 
1 
2 
2 
2 
2 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

 
เมื่อไดโคลนทีเ่ปนตัวแทนในแตละแบบแลว จึงนํามาหาลําดับนิวคลีโอไทด และนาํลําดับ

นิวคลีโอไทดที่ไดมาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล พบวา ตรงกับสวนของยีน 
CHS-like ของพืชชนิดอื่นทีม่ีรายงานแลว เมื่อเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดกับยีน CHS ของ
แปะกวย (Pang  et al., 2005) และ CHS-like ของพืชอ่ืน (Abe et al., 2004) พบวามีอินทรอน 1 
ตําแหนง ขนาดคอนขางสั้น (ประมาณ 90 คูเบส) เมื่อเทียบกับอินทรอนของยีนในกลุมเดยีวกันนี ้
(Pang  et al., 2005) นําลําดบันิวคลีโอไทดมาแปลเปนกรดอะมิโน เปรียบเทียบกับกรดอะมิโนของ

500 bp 

 M   1   2    3    4    5   6    7    8     

850 bp 

100 bp 
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ยีนกลุมนีใ้นฐานขอมูล พบบริเวณ active site, CoA binding site และสวนอนุรักษของ               
CHS superfamily enzymes (Abe et al., 2004) แสดงวาทั้ง 6 โคลนที่ไดเปนสวนของยีน CHS-like 
และลําดับนวิคลีโอไทดของแตละโคลนตางกันเล็กนอยซ่ึงจะตองนําไปศึกษาตอไป 
 
การหาจํานวนชุดของยีนในจโีนม 
 

เนื่องจากยีน CHS-like เปน multigene family จึงหาจํานวนชดุของยนีดวยวิธี Southern blot 
hybridization (Helariutta et al., 1995; Harashima et al., 2004) เนื่องจากในขมิ้นขาวไมมสีาร    
เคอรคูมินอยด ซ่ึงเปนสารสีเหลืองในขมิน้ชัน ความแตกตางของจาํนวนชดุของยนี CHS-like 
ระหวางขมิน้ชนัและขมิ้นขาวอาจจะใหขอมูลที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหสารนี้ จึงเปรียบเทยีบ
จํานวนชุดของยีน CHS-like ในขมิ้นชนัและขมิ้นขาว โดยนําดีเอ็นเอของพืชทั้งสองมาตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI, AseI, HindIII, EcoRI และ SacI นํามาทํา Sounthern blot hybridization 
โดยใชโพรบที่ไดจากชิน้ดีเอ็นเอที่เพิ่มปรมิาณมาจากสวนของยีน CHS-like ของขมิ้นชัน ผลที่ได
พบวาทั้งในขมิ้นชันและขมิน้ขาวนัน้ตางกม็ียีน CHS-like อยูหลายชดุ จํานวนชุดของยีนสําหรับ
ขมิ้นชันมีอยางนอย 5 ชุด สวนขมิ้นขาวมีอยางนอย 4 ชุด (ภาพที ่ 5) ซ่ึงสามารถยืนยนัไดวา เปน 
multigene family สอดคลองกับที่พบในพืชชนิดอื่น (Farzad et al., 2005) ผลการทํา Southern blot 
hybridization เมื่อเปรียบเทียบกับผลการตรวจสอบโคลนดวยเอนไซมตัดจําเพาะและการหาลําดบั  
นิวคลีโอไทดมีจํานวนชุดของยีนแตกตางกันเพยีงเล็กนอย อาจเกิดจากชุดของยีนทีอ่ยูติดกนัเหมอืน
ยีน CHS ใน Trifolium subterraneum (Arioli et al., 1993) และไมมตีําแหนงตัดของเอนไซมตัด
จําเพาะทีเ่ลือกใชในบริเวณยนีแตละชดุ ทําใหไดแถบดีเอน็เอขนาดใหญซ่ึงมาจากยีนมากกวา 1 ชุด 
นอกจากนี้ยังพบวาขนาดของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นในขมิ้นชันและขมิน้ขาวแตกตางกันทั้งหมด ไมมี
แถบใดมีขนาดเทากัน จงึไมสามารถสรุปไดวากลุมของยนี CHS-like ในพืชทัง้สองชนิดมีความสัมพันธ
กันอยางไร 
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   BamHI        AseI        HindIII     EcoRI        SacI 

 A      B       A      B       A      B     A      B      A      B 

2000 bp 

1000 bp 

5000 bp 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
ภาพที่ 5  แสดงผลที่ไดจากการทํา Southern blot hybridization แถว A คือ ดีเอ็นเอที่ไดจากขมิ้นชนั 
   และ B คือ ดีเอ็นเอที่ไดจากขมิ้นขาว 
 
การโคลนยีน CHS-like ท่ีสมบูรณ 
 

เนื่องจากสวนของยีน CHS-like ที่โคลนไดมีเฉพาะชิ้นสวนบริเวณกลางยีนซึ่งยังไม
สมบูรณ จึงไดนําเอาเทคนคิ thermal asymmetric interlaced PCR (TAIL-PCR) มาใชเพื่อโคลนยนี
ใหสมบูรณ โดยโคลนสวนปลาย 5´ และ 3´ ของยีน CHS-like ในขมิ้นชันดวยปฎิกิริยาลูกโซ        
โพลีเมอเรสแบบ arbitrarily primed (AP)-PCR-based method (Weissensteiner et al., 2004) วิธีทํา 
คือ ออกแบบไพรเมอรจากสวนอนุรักษของยีน CHS-like ในขมิ้นชนัสําหรับโคลนสวนปลาย 5´ 
และ 3´ ของยีนทั้งหมด 6 ไพรเมอร ไดแก 5pCHS1, 5pCHS2, 5pCHS3, 3pCHS1, 3pCHS2 และ 
3pCHS3 โดยไพรเมอรที่ออกแบบมีตําแหนงตางกนัดังภาพที่ 6 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจะใช     
ไพรเมอรทั้ง 6 ไพรเมอรรวมกับ degenerate primer AD1, AD2, AD3 (Liu  and Whittier, 1995) 
และ AD7 (Hanhineva and Kärenlampi, 2007) โดยลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรทั้งหมดแสดง
ในตารางที่ 3 

 
จากผลการทดลองสามารถเพิ่มปริมาณผลผลิตพีซีอารดานปลาย 5´ ไดโดยใชไพรเมอร 

5pCHS1, 5pCHS2 และ 5pCHS3 คูกับไพรเมอร AD2 ทําการเพิ่มปริมาณผลผลิตพีซีอารทั้งหมด 3 
คร้ัง คร้ังที่ 1 ใชคูไพรเมอร 5pCHS1 และ AD2 นําผลผลิตที่ไดมาเพิ่มปริมาณซ้ําเปนครั้งที่ 2 โดยใช
คูไพรเมอร 5pCHS2 และ AD2 จากนัน้นําผลผลิตที่ไดมาเพิ่มปริมาณซ้ําเปนครั้งที่ 3 โดยใชคู     
ไพรเมอร 5pCHS3 และ AD2 ซ่ึงผลผลิตพีซีอารที่ไดมีขนาดประมาณ 550 คูเบส สามารถเพิ่ม
ปริมาณผลผลิตพีซีอารดานปลาย 3´ ไดโดยใชไพรเมอร 3pCHS1, 3pCHS2 และ 3pCHS3 คูกับ  
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ไพรเมอร AD2 (หรือ AD3) เพิ่มปริมาณผลผลิตพีซีอารทั้งหมด 3 คร้ังเชนเดยีวกับการเพิ่มปริมาณ
ผลผลิตพีซีอารดานปลาย 5´ ซ่ึงผลผลิตพีซีอารที่ไดมีขนาดประมาณ 800 คูเบส (ภาพที่ 7) จากนัน้
โคลนชิ้นดีเอน็เอที่ไดทั้งหมด 19 โคลน สกัดพลาสมิด สงหาลําดับนวิคลีโอไทด นาํลําดับนิวคลีโอ
ไทดที่ไดมาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล พบวา ตรงกับสวนของยีน CHS-like 
ของพืชชนิดอืน่ที่มีรายงานแลว จากนั้นนาํลําดับนิวคลีโอไทดมาทํา multiple alignment ดวย
โปรแกรม clustal W โดยลําดับนิวคลีโอไทดดานปลาย 5´ สามารถจัดกลุมได 3 กลุม และลําดับ     
นิวคลีโอไทดดานปลาย 3´ สามารถจัดกลุมได 4 กลุม ออกแบบไพรเมอรจากตวัแทนของลําดบั      
นิวคลีโอไทดแตละกลุมเพื่อใชในการเพิ่มปริมาณยีน CHS-like ที่สมบูรณในขมิ้นชนั 

 
ออกแบบไพรเมอรสําหรับการเพิ่มปริมาณยนี CHS-like ทั้งหมด 7 ไพรเมอร ไดแก forward 

3 ไพรเมอร (5pCL1F, 5pCL2F และ 5pCL3F) และ reverse 4 ไพรเมอร (3pCL1R, 3pCL2R, 
3pCL3R และ 3pCL4R) ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรแสดงในตารางที่ 3 เพิ่มปริมาณยีน    
CHS-like ในขมิ้นชัน โดยใชไพรเมอรแบบ forward และ reverse สลับกันจนครบทุกแบบ              
คูไพรเมอรที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอไดมี 7 คู ผลผลิตพีซีอารที่ไดมีขนาดประมาณ 1,300 คูเบส 
นําชิ้นดีเอน็เอที่ไดมาโคลนเขาสูพลาสมิด สงหาลําดับนิวคลีโอไทด นําลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดมา
เปรียบเทียบกบัลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล พบวา ตรงกับยีน CHS-like ของพืชชนิดอื่นทีม่ี
รายงานแลว จากนั้นนําลําดบันิวคลีโอไทดจากทั้ง 7 โคลนมาทํา multiple alignment สามารถจัด
กลุมได 3 กลุม นั่นคือสามารถโคลนยีน CHS-like ที่สมบูรณไดทั้งหมด 3 ยีน คือ ClCHS1, ClCHS2 
และ ClCHS3 พบวายนีทั้ง 3 ยีน มีความแตกตางกันมากในบริเวณสวนปลาย 5´ และ 3´ ที่ไมไดแปล
รหัส (5´ และ 3´ untranslated region) และสวนอินทรอน โดยมีการเพิ่มขึ้นหรือขาดหายของเบส 
(insertion-deletion) หลายตําแหนง และมกีารเปลี่ยนแปลงแทนที่เบส (base substitution) จํานวน
มากบริเวณปลาย 3´ โดยยีน ClCHS2 และ ClCHS3 มีลําดับนิวคลีโอไทดหายไป 13 คูเบสในสวน
อินทรอน สวนบริเวณแปลรหัส (coding region) มีความแตกตางในลกัษณะการแทนที่เบสเปนสวน
ใหญซ่ึงเมื่อแปลเปนกรดอะมิโนแลวพบความแตกตางของลําดับกรดอะมิโนเพยีงเล็กนอยเทานัน้ 
ยกเวนยนี ClCHS3 มีลําดับนวิคลีโอไทดหายไป 21 คูเบสในสวนเอกซอนที่ 2  (ภาพผนวกที่ 1) มีผล
ใหจํานวนกรดอะมิโนสั้นลง 7 ตัว 

 
จากการวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดของแตละกลุม พบรหัสสําหรับเริ่มการแปลรหสั คือ 

ATG พบเอกซอน 2 เอกซอน เอกซอนที่ 1 ประกอบดวยลําดับกรดอะมิโน 64 ตัว เอกซอนที่ 2 
ประกอบดวยลําดับกรดอะมิโน 223-330 ตัว สอดคลองกับที่มีรายงานในพืชชนิดอืน่ (Jinling et al., 
2000) และอนิทรอน 1 อินทรอน โดยอินทรอนมีขนาด 82-95 คูเบส ขนาดใกลเคียงกับอินทรอน 
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ของยีน CHS ของ Ipomoea แตมีขนาดเล็กเมื่อเทียบกับอินทรอนของยีน CHS-like ของพืชอ่ืน เชน 
Petunia (Kose et al., 1987; Durbin et al., 1994) นอกจากนี้ยังพบตําแหนงเริ่มของอนิทรอนที่เปน
สวนอนุรักษของยีนในกลุม CHS superfamily ที่พบในพืช คือ เร่ิมทีต่ําแหนงที ่1 หรือ 2 ของเบสที่
เปนรหัสของกรดอะมิโนซีสเตอีน (Jinling et al., 2000; Harashima et al., 2004) และพบรหัสหยุด 
คือ TAA แสดงวาโคลนที่ไดเปนยีนที่อยูในกลุม CHS superfamily จากนั้นแปลลําดับนิวคลีโอไทด
ใหเปนลําดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม ORF ทํา multiple alignment ดวยโปรแกรม clustal W เพื่อ
เปรียบเทียบกบัลําดับกรดอะมิโนของยีน CHS-like ในพืชอ่ืน ทั้งหมด 18 ชนิด  [2PS จาก Gerbera 
hybrida (CAA86219), VPS และ CHS-like จาก Humulus lupulus (BAA29039, CAD23044), BBS 
จาก Phalaenopsis sp. (CAA56277), BBS จาก Bromheadia finlaysoniana (CAA10514), CHS-like 
และ STS จาก Pinus strobes (CAA05214 และ CAA87012), ALS, BAS และ CHS2  จาก Rheum 
palmatum (AAS87170, AAK82824 และ ABB13608 ),  ACS และ CHS จาก Ruta graveolens 
(CAC14058 และ CAC14059), STS และ CHS จาก Vitis vinifera (CAA54221 และ AAB72091), 
CHS จาก Ipomoea nil (BAA87336), CHS จาก Hordeum vulgare (ACH42078), STC และ CHS 
จาก Hydrangea macrophylla (AAN76183 และ AAN76184), CHS จาก Ginkgo biloba  
(AAS21057), CHS จาก Zea mays (CAA42763), CHS8 จาก Sorghum bicolor (AAL49965), STS 
จาก Arachis hypogaea (CAA00091), BBS จาก Pinus sylvestris (CAA43165), PnI และ PnL จาก 
Psilotum nudum (BAA87925 และ BAA87924) และ CHS-like จาก Marchantia paleacea var. 
diptera (BAD42328)] พบคาความเหมอืนประมาณ 50-60% เมื่อวเิคราะหลําดับกรดอะมิที่ไดพบ
บริเวณสวนอนุรักษของ CHS superfamily enzymes ที่พบในพืชทกุชนิด คือ Cys164, His303, Asn336 
และ Phe215 (Ji and Hongya, 2006) พบบริเวณ active site, CoA binding site ของยีน CHS-like แตมี
บางกรดอะมิโนในสวนอนุรักษของ CHS superfamily enzymes ที่แตกตางไปบาง (Abe et al., 
2004) (ภาพที ่ 8) และพบบริเวณ substrate specificity ของยีน CHS-like (Suh et al., 2000 และ 
Harashima et al., 2004) โดยยีน CHS-like ของขมิ้นชันมีกรดอะมิโนที่เปลี่ยนไป 1 ตัว คือ เปลี่ยน
จาก GFGPG เปน GLGPG ซ่ึงอาจเกิดจากการเลือกใชสารตั้งตนในการทําปฏิกิริยาที่ตางกัน (Tropf 
et al., 1993; Jez et al., 2002) จากการวเิคราะหลําดับกรดอะมิโนของยนีทั้ง 3 ยีนนี ้พบวาโคลนที่ได
มีคุณสมบัติเปนยีนในกลุม CHS superfamily 
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ตารางที่ 3  แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณสวนปลาย 5´, 3´ และ       
    ยีน CHS-like ที่สมบูรณในขมิ้นชัน 

 

ช่ือไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด  คา Tm (°C) 
5pCHS1 
5pCHS2 
5pCHS3 
3pCHS1 
3pCHS2 
3pCHS3 

AD1 
AD2 
AD3 
AD7 

5pCL1F 
5pCL2F 
5pCL3F 
3pCL1R 
3pCL2R 
3pCL3R 
3pCL4R 

5´- GGGTATTGCTCCAGCAGCTC -3´ 
5´- GCGAGTCTTCACAGTCGATC -3´ 
5´- AGAGGTTGCAAGTGTTCGCT -3´ 

5´- GAGAGCGAGGGGAAGATACTG -3´ 
5´- GAGAACGGTCTGCGCGTCCAC -3´ 
5´- GCTTAGTGCACGCTCTGAAG -3´ 

5´-NTCGA(G/A)T(A/T)T(G/C)G(A/T)GTT -3´ 
5´- NGTCGA(G/C)(A/T)GANA(A/T)GAA -3´ 

5´- (A/T)GTGNAG(A/T)ANCANAGA -3´ 
5´ A(A/T)GCANGNC(A/T)GANATA -3´ 
5´- CATCCGCTCGCATTGAGAAG -3´ 
5´- CAGCTAGCGCTACAAGTAGC -3´ 

5´- CGAGAGAGAAGAAACAGCTAGCG -3´ 
5´- GCGTTGCAGGAATTACGGGC -3´ 
5´- CTCCCTGAGTGATATATGAG -3´ 

5´- GATGTATAATATCATCCGGATC -3´ 
5´- CTATTTTAGGGTTTAGATGCATG -3´ 

65 
63 
58 
65 
67 
63 

43.5 
46.6 
45.3 
44 
60 
60 
65 
63 
56 
56 
58 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6  ภาพวาดแสดงตําแหนงของไพรเมอรที่ออกแบบสําหรับการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีน  
     CHS-like ในขมิ้นชันดานปลาย 5´ และ 3´ คูกับไพรเมอรแบบ degenerate (AD primer) 
 
 

CHS-like gene 5pCHS3 5pCHS2 5pCHS1 

3pCHS1 3pCHS2 3pCHS3 
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ภาพที่ 7  ผลการเพิ่มปริมาณสวนของยีน CHS-like ดานปลาย 3´ ดวยเทคนิค TAIL-PCR 3 ขั้นตอน 

 โดยใชไพรเมอรตางๆ 
 กลุมที่ 1 คือ 3pCHS1, 3pCHS2, 3pCHS3 กับไพรเมอร AD1 ตามลําดับ 
 กลุมที่ 2 คือ 3pCHS1, 3pCHS2, 3pCHS3 กับไพรเมอร AD2 ตามลําดับ 
 กลุมที่ 3 คือ 3pCHS1, 3pCHS2, 3pCHS3 กับไพรเมอร AD3 ตามลําดับ 
 กลุมที่ 4 คือ 3pCHS1, 3pCHS2, 3pCHS3 กับไพรเมอร AD7 ตามลําดับ 
 โดยกลุมที่ 2 และ 3 ไดผลผลิตพีซีอารขนาดประมาณ 800 คูเบส (หัวลูกศร) ในขั้นตอนที่ 3  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M            1                       2                    3                       4             M 

1000 bp 

  500 bp 

  100 bp 
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CHS1            -----MNSLAAARIRELREAQRATGPAAILAIGTANPVGNLLDQESFADYYFNITKSEHL 55 
CHS3            -----MNSLAAARIRELREAQRATGPAAILAIGTANPVGNLLDQESFADYYFKITKSEHL 55 
CHS2            -----MNSLAAAKIRELREAQRATGPAAILAIGTANPVGNLLDQESFADYYFKITKSEHL 55 
Phbbs           ----------MPSLESIKKAPRADGFASILAIGRANPD-NIIEQSAYPDFYFRVTNSEHL 49 
Bfbbs           -------MASQVSPPSINMAPKADGFASILAIGRANPK-NFIEQSTFPDFFFRVTNTEHM 52 
Rgacs           ----------MESLKEMRKAQKSEGPAAILAIGTATPD-NVYIQADYPDYYFKITKSEHM 49 
Inchs           ----------MVTVEEVRKAQRAEGPATILAIGTATPA-NCVDQSTYPDYYFRITNSDHM 49 
Hmchs           ----------MVTVEEVRKAQRAEGPATILAIGTATPP-NYVDQSTYPDFYFRVTNSEHK 49 
Rgchs           --------MAAVTVEAIRKAQRADGPAAVLAIGTATPA-NYVTQADYPDYYFRITKSEHM 51 
Vvchs           ----------MVSVGEIRKSQRAEGPATVLAIGTATPA-NCVYQADYPDYYFRITNSEHM 49 
Rpchs           ---------MAPTVQEIRKAQRAEGPATVLAIGTATPA-NCIYQADYPDYYFRVTNSEHM 50 
Hvchs           ------MA-ATMTVEEVRNAQRAEGPATVLAIGTATPA-NCVYQADYPDYYFKITKSDHM 52 
Zmchs           ------MAGATVTVDEVRKGQRATGPATVLAIGTATPA-NCVYQADYPDYYFRITKSDHL 53 
Sbchs           ------MTTGKVTLEAVRKAQRAEGPATVLAIGTATPA-NCVYQADYPDYYFRVTKSEHL 53 
Vvsts           ----------MASVEEIRNAQRAKGPATILAIGTATPD-HCVYQSDYADFYFRVTKSEHM 49 
Pschs           -----MPGTLGMNFEAIRKAQRADGPATILAIGTANPP-NAVDQSSYPDFYFRITNSEHM 54 
Gbchs           ----------MEDLEAFRKAQRSDGPATILAIGTATPP-NAVEQSNYPDYYFRITNSEHK 49 
Pssts           ----MSVGMG-IDLEAFRKSQRADGFASILAIGTANPP-NVVDQSTYPDYYFRVTNNEDN 54 
Pybbs           --------MGGVDFEGFRKLQRADGFASILAIGTANPP-NAVDQSTYPDFYFRITGNEHN 51 
Ahsts           ----------MVSVSGIRKVQRAEGPATVLAIGTANPP-NCVDQSTYADYYFRVTNGEHM 49 
Rpbas           -----------MATEEMKK------LATVMAIGTANPP-NCYYQADFPDFYFRVTNSDHL 42 
Hmstc           ------MATKSVAVEEMCKAQKAGGPATILAIGTAVPS-NCYYQSEYPDFYFRVTKSDHL 53 
Gh2ps           -----MGSYSSDDVEVIREAGRAQGLATILAIGTATPP-NCVAQADYADYYFRVTKSEHM 54 
Rpals           ---------MADVLQEIRNSQKASGPATVLAIGTAHPP-TCYPQADYPDFYFRVCKSEHM 50 
Hlvps           --------MASVTVEQIRKAQRAEGPATILAIGTAVPA-NCFNQADFPDYYFRVTKSEHM 51 
Hlchs           --------MASVTMEQIRKAQRAEGPATILAIGTACPP-NFVTQADFPDYYFRVTKSEHM 51 
Pnpni           MTTGEASLMKNGPASRARREERADGPATELAIGTANPS-NVFDQETYPDFYFDVTNNTDK 59 
Pnpnl           MVSGEA----NGTSYQVRRGQSADGPATVLAIGTANPP-NVFEQNSYPDFYFNVTNNTHK 55 
Mpchs           --------MANKANATACRHQKAEGPATVLAIGKATPP-TAYPQSEYPDFFFDITNTSHK 51 

 
ภาพที่ 8  แสดงลําดับกรดอะมิโนของยีน CHS-like จากขมิ้นชันเปรียบเทียบกับพืชชนดิอื่น 18 ชนิด  
               รวม 29 ยีนโดย แถบสีเทาแสดงความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนของยีน CHS-likeใน 
               ขมิ้นชันเทียบกับพชืชนิดอื่น, * แสดงความแตกตางของกรดอะมิโนสวนอนรัุกษของ CHS  
               superfamily, + แสดงสวนที่เปน CoA-binding, # แสดงลําดับกรดอะมิโนอนุรักษบริเวณ  
               active site ของ CHS superfamily ที่พบในพืชทกุชนิด และเสนสีดําแสดงสวนที่เปน                  
               substrate specificity ของยีน CHS-like 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

* *
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CHS1            QPPKEKLKIICDRSTVKTRYAHMTEELLEQYPSIRNPNEA-SLEARLGVMIDSVPELGKE 114 
CHS3            QPLKEKLKIICDRSTVKTRYAHMTEELLEQYPSIRNPNEA-SLEARLSVMIDSVPELGKE 114 
CHS2            QPLKEKLKIICDRSTVKTRYARMTEELLEQYPSIRNPNEA-SLEARLGVMIDSVPELGKE 114 
Phbbs           VDLKKKFQRICEKTAIRKRHFVWNEEFLTANPCFSTFMDK-SLNVRQEVAISEIPKLGAK 108 
Bfbbs           VDLKKKFQRICDKTSIRKRHFIWNEELLTANPSLCTFMGN-SLNLRHEVAVREIPKLGAE 111 
Rgacs           TELKDKFKTLCEKSMIRKRHMCFSQEFLKANPEVCKHMGK-SLNARQDIAVVETPRIGKE 108 
Inchs           TDLKQKFQRMCDKSMITKRYMHLTEEILKENPSFCEYMAP-SLDARQDIVVVEVPKLGKE 108 
Hmchs           KELKAKFQRMCNNSQIKKCYMHLTEEILKLNPNICAYMVP-SLDARQDMVVVEIPKLGKE 108 
Rgchs           TELKEKFKRMCDKSMIRKRYMHLTEDILKENPNMCAYMAP-SLDARQDIVVVEVPKLGKE 110 
Vvchs           TELKEKFKRMCDKSMINKRYMHLNEEILKENPNVCAYMAP-SLDARQDMVVVEVPKLGKE 108 
Rpchs           TDLKEKFRRMCDKSMIEKRYMHLTEEILKENQNMCEYMAP-SLDSRQDMVVSEVPRLGKE 109 
Hvchs           ADLKEKFKRMCDKSQIRKRYMHLTEEILEENPNMCAYMAP-SLDARQDIVVVEVPKLGKA 111 
Zmchs           TDLKEKFKRMCDKSMIRKRYMHLTEEFLSENPSMCAYMAP-SLDARQDVVVTEVPKLGKA 112 
Sbchs           TDLKEKFKRICHKSMIRKRYMHLTEDILEENPNMSSYWAP-SLDARQDILIQEIPKLGAE 112 
Vvsts           TALKKKFNRICDKSMIKKRYIHLTEEMLEEHPNIGAYMAP-SLNIRQEIITAEVPKLGKE 108 
Pschs           TELKEKFQRMCDKSGINKRYMYLTEEILKANPNLCDYKAT-SLDARQDMVVVEVPKLGKE 113 
Gbchs           TELKEKFKRMCDKSAIKKRYMYLTEEILKEKPEVCAYMAP-SLDARQDMVVVEVPRLGKE 108 
Pssts           TDLKDKFKRICERSAIKKRHMYLTEEILKKNPELCAFLEVPSLDTRQAMLAAEVPRLGKE 114 
Pybbs           TELKDKFKRICERSAIKQRYMYLTEEILKKNPDVCAFVEVPSLDARQAMLAMEVPRLAKE 111 
Ahsts           TDLKKKFQRICERTQIKNRHMYLTEEILKENPNMCAYKAP-SLDAREDMMIREVPRVGKE 108 
Rpbas           INLKQKFKRLCENSRIEKRYLHVTEEILKENPNIAAYEAT-SLNVRHKMQVKGVAELGKE 101 
Hmstc           TDLKSKFKRMCERSSITKRYMHLTEEILEENPNMCTFAAP-SIDGRQDIVVKEIPKLAKE 112 
Gh2ps           VDLKEKFKRICEKTAIKKRYLALTEDYLQENPTMCEFMAP-SLNARQDLVVTGVPMLGKE 113 
Rpals           TKLKKKMQFICDRSGIRQRFMFHTEENLGKNPGMCTFDGP-SLNARQDMLIMEVPKLGAE 109 
Hlvps           TDLKKKFQRMCEKSTIKKRYLHLTEEHLKQNPHLCEYNAP-SLNTRQDMLVVEVPKLGKE 110 
Hlchs           TALKNKFQRICDKTMIKKRHLYLTEEHLKQNPNMCEYSAP-SLDTRQDMLVVEVPKLGRE 110 
Pnpni           PELKAKFQRMCN-SLESKKVHVLHGGDVEGQPSMVFIGRI-LLDVRQGRRSRASAKLAKE 117 
Pnpnl           DELKAKFQRMCNRSGIRKRYLSFTEETLKANPSMGIYWEP-SLDVRQDILAVEVPKLAKQ 114 
Mpchs           TQLKAKFARICKNSGINTRYFHCTEDILKANPSMCTYLEP-SLDVRQDIAIREVPRLAEK 110 
 
 
 
 
CHS1            AALRALKEWGRPMSSITHVVFCAGAGVDMPGADYQLVKRLGLSPSVKRVMMYHLGCYGGG 174 
CHS3            AALRALKEWGRPMSSITHVVFCAGAGVDMPGADYQLVRRLGLSPSVKRVMMYHLGCYGGG 174 
CHS2            AALRALKEWGRPMSSITHVVFCAGAGVDMPGADYQLVRRLGLSPSVKRVMMYHLGCYGGG 174 
Phbbs           AATKAIEDWGQPKSRITHLIFCTTSGMDLPGADYQLTQILGLNPNVERVMLYQQGCFAGG 168 
Bfbbs           AATKAIQEWGQPKSFITHLVFCTTSGMDLPGADYQLTQILGLNLDIERVMLHQQGCFLGG 171 
Rgacs           AAVKAIKEWGHPKSSITHLIFCTSAGVDMPGADYQLTRMLGLNPSVKRMMIYQQGCYAGG 168 
Inchs           AAQSAIKEWGQPKSKITHVIFCTTSGVDMPGADYQLTKLLGLRPSVKRLMMYQQGCFAGG 168 
Hmchs           AATRAIKEWGQPKSKITHLVFCTTSGVDMPGADYQLTKLLGLRPSVKRLMMYQQGCFAGG 168 
Rgchs           AAVKAIKEWGQPKSKITHLIFCTTSGVDMPGCDYQLTKLLGLRPSVKRFMMYQQGCFAGG 170 
Vvchs           AAVKAIKEWGQPKSKITHLVFCTTSGCDMPGADYQLTKLLGLKPSVKRLMMYQQGCFAGG 168 
Rpchs           AAQKAIKEWGQPKSKITHVIMCTTSGVDMPGADYQLTKLLGLRPSVKRFMMYQQGCFAGG 169 
Hvchs           AAQKAIKEWGQPRSKITHLVFCTTSGVDMPGADYQLTKMLGLRPSVKRLMMYQQGCFAGG 171 
Zmchs           AAQEAIKEWGQPKSRITHLVFCTTSGVDMPGADYQLTKALGLR-VVNRLMMYQQGCFAGG 171 
Sbchs           AAEKALKEWGQPRSRITHLVFCTTSGVDMPGADYQLIKLLGLCPSVNRAMMYHQGCFAGG 172 
Vvsts           AALKALKEWGQPKSKITHLVFCTTSGVEMPGADYKLANLLGLEPSVRRVMLYHQGCYAGG 168 
Pschs           AAAKAIKEWGQPKSKITHVIFCTTSGVDMPGADYHLTRLLGLSLSVKRVMMYQQGCVAGG 173 
Gbchs           AAAKAIKEWGQPKSKITHLIFCTTSGVDMPGADYQLTKLLGLRPGVKRVMMYQQGCFAGG 168 
Pssts           AAEKAIEEWGQPKSRITHLIFCTTTTPDLPGADFEVAKLLGLHPSVKRVGVFQHGCFAGG 174 
Pybbs           AAEKAIQEWGQSKSGITHLIFCSTTTPDLPGADFEVAKLLGLHPSVKRVGVFQHGCFAGG 171 
Ahsts           AATKAIKEWGQPMSKITHLIFCTTSGVALPGVDYELIVLLGLDPSVKRYMMYHQGCFAGG 168 
Rpbas           AALKAIKEWGQPKSKITHLIVCCLAGVDMPGADYQLTKLLDLDPSVKRFMFYHLGCYAGG 161 
Hmstc           AASKAIKEWGQPKSNITHLVFCTTSGVDMPGCDYQLTRLLGLRPSIKRLMMYQQGCHAGG 172 
Gh2ps           AAVKAIDEWGLPKSKITHLIFCTTAGVDMPGADYQLVKLLGLSPSVKRYMLYQQGCAAGG 173 
Rpals           AAEKAIKEWGQDKSRITHLIFCTTTSNDMPGADYQFATLFGLNPGVSRTMVYQQGCFAGG 169 
Hlvps           AAINAIKEWGQPKSKITHLIFCTGSSIDMPGADYQCAKLLGLRPSVKRVMLYQLGCYAGG 170 
Hlchs           AAMNAIKEWDQPKSKITHLIFCTTSGVDMPGADYQCAKLLGLSPSVKRLMLYQQGCFGGG 170 
Pnpni           ASLKALREWGQPNSKITHLVFCTTAPVTLPGVDAALIQSLGLNPSVKRVLLYMQGCFAGG 177 
Pnpnl           ASLNAIKEWGQPISNITHLVFCTTGPVS-PGADAALMQMLGLNPSVKRVLLYMQGCFAGG 173 
Mpchs           AAIEALTEWGQPRDQITHVVFATTSGVNMPGADLTLTRLLGLNPSVKRTMLYQQGCFGGA 170 

 
ภาพที่ 8  (ตอ) 
 
 
 
 
 

* + + + 

* ** * * * 164# 
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CHS1            TVLRVAKDIVENDRDARVLTVNVELCTVSSFRGTEGISLDTLVAQALFGDGAAALVVGAD 234 
CHS3            TVLRVAKDIVENDRDARVLTVNVELCTVSSFRGTEGISLDTLVAQALFGDGAAALVVGAD 234 
CHS2            TVLRVAKDIVENDRDARVLTVNVELCTVSSFRGTEGISLDTLVAQALFGDGAAALVVGAD 234 
Phbbs           TTLRLAKCLAESRKGARVLVVCAETT-TVLFRAPSEEHQDDLVTQALFADGASAVIVGAD 227 
Bfbbs           TTLRLAKYLAESRKGARVLVVCAETT-TEFFRAPSEEHQEDLVTQSLFGDGASALIVGAD 230 
Rgacs           TVLRLAKDLAENNKGSRVLVVCSELT-APTFRGPSPDAVDSLVGQALFADGAAALVVGAD 227 
Inchs           TVLRVAKDLAENNKAARVLVVCSEIT-VVTFRGPNETHLDSLVGQALFGDGAAAIIVGSD 227 
Hmchs           TVLRLAKDLAENNKGARVLVVCSEIT-AVTFRGPSDTHLDSLVGQALFGDGARAVIIGSD 227 
Rgchs           TVLRLAKDLAENNRGARVLVVCSEIT-AVTFRGPADTHLDSLVGQALFGDGAAAVIVGAD 229 
Vvchs           TVLRLAKDLAENNAGARVLVVCSEIT-AVTFRGPSDTHLDSLVGQALFGDGAAAIIIGAD 227 
Rpchs           TVLRLAKDLAENTRGARVLVVCSEIT-AICFRGPTDTHLDSMVGQALFGDGAGAVIIGSD 228 
Hvchs           TVLRLAKDLAENNRGARVLVVCSEIT-AVTFRGPHESHLDSLVGQALFGDGAAAVIIGAD 230 
Zmchs           TVLRVAKDVAENNRGARVMVVCSEIT-AVTFRGPSESHVDSLVGQALFGDGAAAGRGGAD 230 
Sbchs           MVLRLAKDLAENNRGARVLIVCSEIT-VVTFRGPSESHLDSLVGQALFGDGAAAVIVGAD 231 
Vvsts           TVLRTAKDLAENNAGARVLVVCSEIT-VVTFRGPSEDALDSLVGQALFGDGSAAVIVGSD 227 
Pschs           TVLRLAKDLAENNRGARVLVVCSEIT-AVTFRGPSGTHLDSMVDQALFGDGASAIIVGAD 232 
Gbchs           TVLRVAKDLAENNRGARVLVVCSEIT-AVTFRGPSDTHLDSLVGQALFGDGAAAVIVGAD 227 
Pssts           TVLRLAKDLAENNRGARVLVVCSENT-AVTFRGPSETHLDGLVGLALFGDGASALIVGAD 233 
Pybbs           TVLRMAKDLAENNRGARVLVICSETT-AVTFRGPSETHLDSLVGQALFGDGASALIVGAD 230 
Ahsts           TVLRLAKDLAENNKDARVLIVCSENT-AVTFRGPNETDMDSLVGQALFADGAAAIIIGSD 227 
Rpbas           TVLRLAKDIAENNKGARVLIVCSEMT-TTCFRGPSETHLDSMIGQAILGDGAAAVIVGAD 220 
Hmstc           TGLRLAKDLAENNKGARVLVVCSEMT-VINFRGPSEAHMDSLVGQSLFGDGASAVIVGSD 231 
Gh2ps           TVLRLAKDLAENNKGSRVLIVCSEIT-AILFHGPNENHLDSLVAQALFGDGAAALIVGSG 232 
Rpals           TVLRLVKDIAENNKGARVLVVCSEIV-AFAFRGPHEDHIDSLIGQLLFGDGAAALVVGTD 228 
Hlvps           KVLRIAKDIAENNKGARVLIVCSEIT-ACIFRGPSEKHLDCLVGQSLFGDGASSVIVGAD 229 
Hlchs           TVLRLAKDIAENNKGARVLAVCSEIMTTSIFHGPTESHFDSMVVQALFGDGASALVVGAE 230 
Pnpni           TVLRHAKDLAENNRGARVLVVCSETT-AVTFRGPHENHLDNLVGQALFADGASALIVGSD 236 
Pnpnl           TVLRHAKDLAENNKGARVLVVCSEST-AVTFRGPHENHLDNLVGQALFADGAAALIVGSD 232 
Mpchs           TVLRVAKDLAENNKGARVLTVVSELT-CVTFRAPNEEHLDNLVGSAIFGDGASVLVIGSD 229 
 
 
 
 
CHS1            -PIEGVENPIFEMAFAAQTILPESEGKILGQLKENGLRVHLDREVPQIVAGNIETSLVHA 293 
CHS3            -PIEGVENPIFEMAFAAQTILPESEGKILGQLKENGLRVHLDREVPQIVAGNIETSLVHA 293 
CHS2            -PIEGVENPIFEMAFAAQTILPESEGKILGQLKENGLRVHLDREVPQIVAGNIETSLVHA 293 
Phbbs           PDEAADERASFVIVSTSQVLLPDSAGAIGGHVSEGGLLATLHRDVPQIVSKNVGKCLEEA 287 
Bfbbs           PHEGARERASFILVSSSQVLLANSAHAITGHVSEGGIKATLHRDVPQIISNNLGKCLEEA 290 
Rgacs           P-DTSVERALYYIVSASQMLLPDSDGAIEGHIREEGLTVHLKKDVPALFSANIDTPLVEA 286 
Inchs           -PTP-AEKPLFQLVSAAQTLAPDSCGAIDGHLREVGLTFHLLKDVPSIVSNNIEKCLSEA 285 
Hmchs           -PMPEVEKPLFEIVSAAQTILPDSDGAIDGHLREVGLTFHLLKDVPGLISKNIEKSLVEA 286 
Rgchs           -PDESIERPLYQLVSAAQTILPDSDGAIDGHLREVGLTFHLLKDVPGLISKNIEKSLKEA 288 
Vvchs           -PDTKIERPLFELVSAAQTILPDSEGAIDGHLREVGLTFHLLKDVPGLISKNIEKSLVEA 286 
Rpchs           -PDLSIERPIFELVWTAQTILPDSEGAIDGHLREVGLTFHLLKDVPGLISKNIHKSLAEA 287 
Hvchs           -PDVSVERPLFQLVSASQTILPDSEGAIDGHLREVGLTFHLLKDVPGLISKNIERALEDA 289 
Zmchs           -PDGRVERPLFQLVSAAQTILPDSEGAIDGHLREVGLAFHLLKDVPGLISKNIERALEDA 289 
Sbchs           -PSEPAERPLFHLVSASQTILPDSEGAIEGHLREVGLTFHLQDRVPQLISMNIERLLEDA 290 
Vvsts           -PDISIERPLFQLVSAAQTFIPNSAGAIAGNLREVGLTFHLWPNVPTLISENIEKCLTQA 286 
Pschs           -PIPEVEKPCFELLWTAQTIIPYSDGAIDGHLNESGLTFHLLKDVPALISNNIGKSLVEA 291 
Gbchs           -PIAEVEKPSFQLLWTSQTILPDSDGAIDGHLREVGLTFHLLKDVPGLISNNIEKSLVEA 286 
Pssts           -PIPQVEKPCFEIVWTAQTVVPNSDGAISGKLREVGLTFQLKGAVPDLISTNIEKCLVEA 292 
Pybbs           -PIPQVEKACFEIVWTAQTVVPNSEGAIGGKVREVGLTFQLKGAVPDLISANIENCMVEA 289 
Ahsts           -PVPEVENPLFEIVSTDQQLVPNSHGAIGGLLREVGLTFYLNKSVPDIISQNINGALSKA 286 
Rpbas           -PDLTVERPIFELVSTAQTIVPESHGAIEGHLLESGLSFHLYKTVPTLISNNIKTCLSDA 279 
Hmstc           -PDLSTEHPLYQIMSASQIIVADSEGAIDGHLRQEGLTFHLRKDVPSLVSDNIENTLVEA 290 
Gh2ps           PHLAV-ERPIFEIVSTDQTILPDTEKAMKLHLREGGLTFQLHRDVPLMVAKNIENAAEKA 291 
Rpals           IDESV-ERPIFQIMSATQATIPNSLHTMALHLTEAGLTFHLSKEVPKVVSDNMEELMLEA 287 
Hlvps           PDASVGERPIFELVSAAQTILPNSDGAIAGHVTEAGLTFHLLRDVPGLISQNIEKSLIEA 289 
Hlchs           PDESVGERPIFELASAAQTIMPDSDGAIGGHLKESGLMLHLIRDVPKLISNNIEKNLIEA 290 
Pnpni           -PISDLEKPWFEIRWAGSYLIPESGQAIAGQLKEVGLEFHLTRDVSGLVSKNIVTILNEA 295 
Pnpnl           -PIPNVEKAWFEISLAESYLIPDSSPAIAGHLKEVGLEFHLTRDVSPVISKNILKILQDA 291 
Mpchs           -PVPEVEKPQFEIHWSGETILPESDGAIEGRLTEAGLIFHLLKDVPGLISRNTLPIFNKA 288 

 
ภาพที่ 8  (ตอ) 
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CHS1            LKQFGVS------DWNSIFWVAHPGGPAILNQVEAKLQLKPEKLRATRHVLREFGNMSSA 347 
CHS3            LKQFGVS------DWNSIFWVAHPGGPAILNQVEAKLQLKPEKLRATRHVLREFGNMSSA 347 
CHS2            LKQFGVS------DWNSIFWVAHPGGPAILNQVEAKLQLKPEKLRATRHVLGEFGNMSSA 347 
Phbbs           FTPFGIS------DWNSIFWVPHPGGRAILDQVEERVGLKPEKLSVSRHVLAEYGNMSSV 341 
Bfbbs           FTPLGIS------DWNSIFWVLHPGGRAILDQVEEKMGLEPEKLLISRHVLLEYGNMSSV 344 
Rgacs           FRPLGIS------DWNSIFWIAHPGGPAILDQIEVKLGLKEDKLRASKHVMSEYGNMSSS 340 
Inchs           FNPLGIS------DWNSIFWIAHPGGPAILDQVEDKLGLKPEKLRATRHVLSEYGNMSSA 339 
Hmchs           FRPLDIS------DWNSIFWIAHPGGPAILDQVEKKLALKPEKLRATRNVLSDYGNMSSA 340 
Rgchs           FGPIGIS------DWNSIFWIAHPGGPAILDQVEAKLGLKEEKLRATRQVLSEYGNMSSA 342 
Vvchs           FKPIGIS------DWNSLFWIAHPGGPAILDQVELKLGLKEEKLRATRHVLSEYGNMSSA 340 
Rpchs           FSPLNIT------DWNSLFWIAHPGGPAILDQVEAKLGLKEEKLKATRQVLNDYGNMSSA 341 
Hvchs           FKPLGID------DWNSVFWIAHPGGPAILDMVEAKVNLNKERMRATRHVLSEYGNMSSA 343 
Zmchs           FEPLGIS------DWNSIFWVAHPGGPAILDQVEAKVGLDKARMRATRHVLSEYGNMSSA 343 
Sbchs           FAPLGIS------DWNSIFWVAHPGGPAILNMVEAKVGLDKARMCATRHILAEYGNMSSV 344 
Vvsts           FDPLGIS------DWNSLFWIAHPGGPAILDAVEAKLNLDKKKLEATRHVLSEYGNMSSA 340 
Pschs           FQQYGIS------DWNKLFWIAHPGGPAILDQVETKLNLKPEKLRATRQVLSEYGNMSSA 345 
Gbchs           FHQFGIS------DWNELFWIAHPGGPAILDQVESKLNLNPLKMKATRHVLSEYGNMSSA 340 
Pssts           FSQFNIS------DWNQLFWIAHPGGHAILDQVEASLNLDPTKLRATRHVMSEYGNMSSA 346 
Pybbs           FSQFKIS------DWNKLFWVVHPGGRAILDRVEAKLNLDPTKLIPTRHVMSEYGNMSSA 343 
Ahsts           FDPLGIS------DYNSIFWIAHLGGRAILDQVEQKVNLKPEKMKATRDVLSNYGNMSSA 340 
Rpbas           FTPLNIS------DWNSLFWIAHPGGPAILDQVTAKVGLEKEKLKVTRQVLKDYGNMSSA 333 
Hmstc           FTPILMDSIDSIIDWNSIFWIAHPGGPAILNQVQAKVGLKEEKLRVSRHILSEYGNMSSA 350 
Gh2ps           LSPLGIT------DWNSVFWMVHPGGRAILDQVERKLNLKEDKLRASRHVLSEYGNLISA 345 
Rpals           FKPLGIT------DWNSIFWQVHPGGRAILDKIEEKLELTKDKMRDSRYILSEYGNLTSA 341 
Hlvps           FTPIGIN------DWNNIFWIAHPGGPAILDEIEAKLELKKEKMKASREMLSEYGNMSCA 343 
Hlchs           FREIGIR------DWNSIFWIAHPGGRAILDEVEAKLRLKKEKMADSRHVLSEFGNMSSA 344 
Pnpni           FEGTGIT------DWNDIFIIPHPGGPAILDVIQDRLKLQPEKLQASRHVLAEFGNMSSA 349 
Pnpnl           FDGTGIS------DWNDVFIIAHPGGPAILDVIEEKLKLVPEKLQASRHVLSEFGNMSSA 345 
Mpchs           IEVAGSP------GWNDLFWCVHPGGRAILDEVARTLNLKPEKMEATRDVLYNYGNMSGA 342 
 
 
 
 
CHS1            TVLFILDRMRKQSAAEGHATTGEGLEWGILCGLGPGITLETVVLHS--VPI--------- 396 
CHS3            TVLFILDRMRKQSAAEG-------LEWGILCGLGPGITLETVVLHS--VPI--------- 389 
CHS2            TVLFILDRMRKQSAAEGHATTGEGLEWGILCGLGPGITLETVVLHS--VPI--------- 396 
Phbbs           CVHFALDEMRKRSANEGKATTGEGLEWGVLFGFGPGLTVETVVLRS--VPL--------- 390 
Bfbbs           CVHFALDEMRKRSSNEGKATTGEGLEWGVLFGFGPGLTIETVVLRS--VSIS-------- 394 
Rgacs           CVLFVLDEMRNKSLQDGKSTTGEGLDWGVLFGFGPGLTVETVVLRS--VPVEA------- 391 
Inchs           CVLFILDEMRKASSNDGLGTTGEGLEWGVLFGFGPGLTIETVVLHS--VPA--------- 388 
Hmchs           CVLFIMDEMRKNSVYEGLMTTGEGLEWGVLFGFGPGLTVETVVLHG--VST--------- 389 
Rgchs           CVLFILDEMRKNCAEEGRATTGEGLDWGVLFGFGPGLTVETVVLRS--VPIKA------- 393 
Vvchs           CVLFILDEMRKKSIEEGKGTTGEGLEWGVLFGFGPGLTVETVVVAQPCYTIDSLSHSSTY 400 
Rpchs           CVLFIMDEMRKKSLENGHATTGEGLDWGVLFGFGPGLTVETVVLHS--VPVAH------- 392 
Hvchs           CVLFIMDEMRKRSAEDGHTTTGEGMDWGVLFGFGPGLTVETVVLHS--VPITA------- 394 
Zmchs           CVLFILDEMRKRPAEDGQSTTGEGLDWGVLFGFGPGLTVETVVLHS--VPITTGAPTAA- 400 
Sbchs           CVLFILDEMRNRSAKDGHTTTGEGMEWGVLFGFGPGLTVETIVLHS--VPITTVAA---- 398 
Vvsts           CVLFILDEMRKKSLKGERATTGEGLDWGVLFGFGPGLTIETVVLHS--IPMVTN------ 392 
Pschs           CVHFILDEMRKSSRQNGCSTTGEGLDVGVLFGFGPGLTIETVVLKS--VPLQ-------- 395 
Gbchs           CVLFILDEMRKSSIKNGFLTTGEGLDWGVLFGFGPGLTVETVVLRS--VPCNK------- 391 
Pssts           CVHFILDETRKASRQNGCSTSGGGFQMGVLFGFGPGLTVETVVLKS--IPFP-------- 396 
Pybbs           CVHFILDQTRKASLQNGCSTTGEGLEMGVLFGFGPGLTIETVVLKS--VPIQ-------- 393 
Ahsts           CVFFIMDLMRKKSLETGLKTTGEGLDWGVLFGFGPGLTIETVVLRS--MAI--------- 389 
Rpbas           TVFFIMDEMRKKSLENGQATTGEGLEWGVLFGFGPGITVETVVLRS--VPVIS------- 384 
Hmstc           CVFFIMDEMRKRSVEEGKGTTGEGLEWGVLFGFGPGFTVETIVLHS--VPI--------- 399 
Gh2ps           CVLFIIDEVRKRSMAEGKSTTGEGLDCGVLFGFGPGMTVETVVLRS--VRVTAAVANGN- 402 
Rpals           CVLFVMDEMRKRSFREGKQTTGDGYEWGVAIGLGPGLTVETVVLRS--VPIP-------- 391 
Hlvps           SVFFIVDEMRKQSSKEGKSTTGDGLEWGALFGFGPGLTVETVVLHS--VPTNV------- 394 
Hlchs           CVFFIMDELRKRSLEEGKSTTGDGLEWGVLFGFGPGVTVETVVLHS--VANKV------- 395 
Pnpni           TVHFSLDQMRRSSVEKGCSTTGEGYELGILLGLGPGMTVESILLKS--VPTWTVAS---- 403 
Pnpnl           TVHFILDHMRKSSVEKGCATTGEGYQLGILLGLGPGMTVESIVLKS--VPIASLLSS--- 400 
Mpchs           SVLFVLDQMRRRSAEKRCSTTGEGCEWGLVVGFGPGLTIEVSVLKA--IGTGY------- 393 

 
ภาพที่ 8  (ตอ) 
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CHS1            ------------------------------------------------------ 
CHS3            ------------------------------------------------------ 
CHS2            ------------------------------------------------------ 
Phbbs           ------------------------------------------------------ 
Bfbbs           ------------------------------------------------------ 
Rgacs           ------------------------------------------------------ 
Inchs           ------------------------------------------------------ 
Hmchs           ------------------------------------------------------ 
Rgchs           ------------------------------------------------------ 
Vvchs           NTEGKMGMAAALGTGEDCMSSCANLRSYPSFLCYVLLYFYVLLCPCAFSPFTLK 454 
Rpchs           ------------------------------------------------------ 
Hvchs           ------------------------------------------------------ 
Zmchs           ------------------------------------------------------ 
Sbchs           ------------------------------------------------------ 
Vvsts           ------------------------------------------------------ 
Pschs           ------------------------------------------------------ 
Gbchs           ------------------------------------------------------ 
Pssts           ------------------------------------------------------ 
Pybbs           ------------------------------------------------------ 
Ahsts           ------------------------------------------------------ 
Rpbas           ------------------------------------------------------ 
Hmstc           ------------------------------------------------------ 
Gh2ps           ------------------------------------------------------ 
Rpals           ------------------------------------------------------ 
Hlvps           ------------------------------------------------------ 
Hlchs           ------------------------------------------------------ 
Pnpni           ------------------------------------------------------ 
Pnpnl           ------------------------------------------------------ 
Mpchs           ------------------------------------------------------ 

 
ภาพที่ 8  (ตอ) 
 

เมื่อนําลําดับกรดอะมิโนของยีน CHS และ CHS-like ของขมิ้นชันและพืชอ่ืนทั้งหมด 18 
ชนิด รวม 29 ยีน ตามภาพที ่ 8 มาวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการ โดยทํา phylogenetic tree 
ดวยโปรแกรม MrBayes version 3.0b4 (Huelsenbeck and Ronquist, 2001) ดวยโมเดล SYM+I+G, 
AIC โดยวิเคราะหทั้งหมด 1x106 ซํ้า พบวายีน CHS และ CHS-like ของพืชทั้งหมด 18 ชนิดสามารถ
แบงออกไดเปน 3 กลุมใหญไดแก กลุมของเฟรน ซ่ึงเปนพืชที่ไมมีเมล็ด (seedless vascular plant, 
PnPnI และ PnPnL), ลิเวอรเวิรต ซ่ึงเปนพืชที่ไมมีทอลําเลียง (non-vascular plant, MpCHS) และ
กลุมพืชมีเมล็ด (seed plant) ซ่ึงในกลุมนีส้ามารถแบงไดเปน 3 กลุมยอย ไดแก แปะกวย (GbCHS) 
กลุมของสน (PsSTS, PyBBS และ PsCHS) ซ่ึงเปนพืชเมล็ดเปลือย (gymnosperm) และกลุมพืชดอก 
(angiosperm) ในกลุมพืชดอกยังแบงเปนกลุมยอยหลายกลุม โดยสวนใหญยีน CHS และ CHS-like 
ของพืชชนิดเดยีวกันหรืออยูใน family เดียวกันจัดอยูในกลุมยอยเดียวกัน (Ji and Hongya, 2006) 
สวนยนี CHS-like ของขมิ้นชันทั้ง 3 ยีนจดัอยูในกลุมยอยเดยีวกันแยกจากกลุมยอยอ่ืน  
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ภาพที่ 9  ผลจากการทํา phylogenetic tree ดวยโปรแกรม MrBayes version 3.0b4 แถบดานลาง  
   แสดงระยะหางทางพันธุกรรม (genetic distance) ตัวเลขที่อยูบนกิ่งแสดงคา Bayesian 
   posterior probability จากการวิเคราะหทั้งหมด 1x106 ซํ้า 
 
 
 



 

41 

การตรวจสอบการแสดงออกของยีน CHS-like 
 

เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน CHS-like ในขมิ้นชันดวยวิธีกึ่งปริมาณ (semi-
quantitative RT-PCR) โดยการนําตัวอยางแงงขมิ้นชันขนาดนอยกวา 1 เซนติเมตร, 1-2 เซนติเมตร, 
2-3 เซนติเมตร, 3-4 เซนติเมตร, มากกวา 4 เซนติเมตร และใบขมิน้ชัน มาสกัดอารเอ็นเอ เพิม่
ปริมาณชิ้นสวนของยีนจากอารเอ็นเอโดยวธีิ RT-PCR ใชจํานวนรอบ 25 รอบ แลวนําไปตรวจผลที่
ไดดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 1 เปอรเซน็ต ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด ผลปรากฏวา 
ไมพบแถบดีเอ็นเอ จึงนําเจลอะกาโรสไปทํา Southern blot hybridization โพรบที่ใชไดจากการเพิ่ม
ปริมาณชิ้นสวนของยีน CHS-like ในบริเวณของเอกซอนที่ 2 ขนาดประมาณ 320 คูเบสโดยใช        
ดีเอ็นเอเปนตนแบบ โดยมี positive control คือ ผลผลิตที่ไดจากการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอในสวน
ของยีน CHS-like เมื่อตรวจสอบผลที่ได พบแถบดีเอ็นเอขนาดตรงกบัที่ตองการคือ 320 คูเบส โดย
แถบดีเอ็นเอในตัวอยางแงงขมิ้นชันขนาดตาง ๆ นั้น มีความเขมของแถบไมเทากัน แถบดีเอ็นเอทีไ่ด
จากตัวอยางแงงขมิ้นชันขนาดนอยกวา 1 และ 1-2 เซนติเมตร มีแถบเขมที่สุดในขณะที่ตัวอยางแงง
ขมิ้นชันขนาด 2-3, 3-4 และ มากกวา 4 เซนติเมตร มีความเขมลดลงตามลําดับ (ภาพที่ 10) แสดงให
เห็นวาในตัวอยางแงงขมิ้นชนัที่มีขนาดเล็กพบการแสดงออกของยีน CHS-like มากกวาในตวัอยาง
แงงขนาดใหญ โดยมีการเพิ่มปริมาณยนี actin จํานวน 25 รอบเปนตัวควบคุม นอกจากนีย้ังพบแถบ
ดีเอ็นเอในตัวอยางที่ไดจากใบขมิ้นชันดวย โดยมีความเขมของแถบดีเอ็นเอใกลเคียงกับแงงที่มี
ขนาดนอยกวา 1 และ 1-2 เซนติเมตร จึงสันนิษฐานไดวามีการแสดงออกของยีน CHS-like ในใบ
ของขมิ้นชันดวย เนื่องจากยนี CHS-like เปน multigene family จึงสามารถพบไดในทุกสวนของพืช 
โดยที่แตละยนีในกลุมอาจจะทําหนาทีต่างกัน (Helariutta et al., 1996)  โพรบที่ใชนั้นเปนสวนเอก
ซอนที่ 2 ซ่ึงเปนสวนอนรัุกษของ CHS superfamily enzymes (Jinling, 2000) จึงสามารถเพิ่ม
ปริมาณยีนในกลุมนี้ไดหลายยีน 

 
เมื่อวัดปริมาณสารเคอรคูมินอยดจากตัวอยางแงงขมิ้นชันขนาดนอยกวา 1, 1-2, 2-3, 3-4 

และ มากกวา 4 เซนติเมตร ดวยวิธี HPLC (High Performance Liquid Chromatography) พบสาร
เคอรคูมินอยดในตัวอยางแงงขมิ้นชัน 6.57%, 6.41%, 7.40, 8.72% และ 9.30% (W/W) ตามลําดบั 
ซ่ึงมีปริมาณสารเคอรคูมินอยดมากขึน้ตามขนาดของแงงที่เพิ่มขึ้น แตไมพบสารเคอรคูมินอยดใน
ตัวอยางใบ ซ่ึงผลที่ไดนี้ไมสอดคลองกับการตรวจสอบการแสดงออกของยีน CHS-like ดวยวิธี 
semiquantitative RT-PCR โดยการแสดงออกของยีน CHS-like ที่พบมากในตวัอยางแงงขมิ้นชัน
ขนาดเล็กและลดลงในแงงทีม่ีขนาดยาวขึ้นนั้น อาจเกดิจากอารเอ็นเอมีอายุส้ันสลายตัวเร็ว และมี
การแปลรหัสเปนโปรตีนที่ทําหนาที่เกีย่วกบัการสังเคราะหสารเคอรคูมินอยดไปแลวในตัวอยางแงง
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ขมิ้นชันที่มีขนาดยาวขึ้น และมกีารสะสมโปรตีนนีใ้นตวัอยางแงงขมิ้นชนัที่มีขนาดยาวขึน้เพือ่
เตรยีมพรอมและใชในการสังเคราะหสารเคอรคูมินอยด ซ่ึงตองตรวจสอบระดับโปรตีนจึงสามารถ
บอกผลที่แนนอนได วาสารเคอรคูมินอยดที่สังเคราะหขึน้มามีการสะสมจึงเพิ่มปริมาณมากขึ้น หรือ
อาจเกิดจากผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีนในระดบัอารเอ็นเอในครั้งนี้ตรวจสอบจาก
บริเวณที่เปนสวนอนุรักษของยีน CHS-like ผลที่ไดจึงมาจากยนีในกลุม multigene family ทั้งหมด 
ดังจะพบไดจากผลการแสดงออกของยีน CHS-like ที่พบในใบขมิ้นชนั ทั้ง ๆ ที่ไมมีการสังเคราะห
สารเคอรคูมินอยดในใบ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

ภาพที่ 10  ผลจากการทํา semi-quantitative RT-PCR โดย แถวที่ 1 คือ ตัวอยางใบขมิน้ชัน แถวที่           
                 2-6 คือตัวอยางแงงขมิ้นชันขนาดยาว นอยกวา 1, 1-2, 2-3, 3-4 และมากกวา 4 เซนติเมตร               
                 ตามลําดับ และ P คือ ผลผลิตพีซีอารที่ไดจากการเพิ่มปริมาณสวนของยีน CHS-like   
                   ดวย  คูไพรเมอร CLF-RNA และ CLR-RNA ภาพดานลางเปนการเพิ่มปรมิาณยนี actin  
                 จากตัวอยาง RNA ตัวอยางเดียวกัน ใชเปนตวัควบคุม 
 

P    1     2     3    4     5     6 

100 bp 
300 bp 
500 bp 

1000 bp 

actin 



สรุปและขอเสนอแนะ 
 
 จากการโคลนยีน CHS-like ของขมิ้นชันโดยออกแบบไพรเมอรจากสวนอนุรักษของยีน 
CHS-like ของพืชหลายชนดิในฐานขอมูล และเพิ่มปริมาณยนีที่ตองการดวยวิธี nested PCR ทําให
ไดสวนของยนี CHS-like ซ่ึงมีขนาดประมาณ 850 คูเบส เมื่อนําชิ้นดีเอน็เอที่ไดไปโคลนใน     
พลาสมิด และตรวจสอบชิน้ดีเอ็นเอจากแตละโคลนดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 7 ชนิด ไดแก AluI, 
HinfI, MboI, RsaI, HaeIII, HhaI และ TaqI พบวาเอนไซม AluI, HinfI, MboI, RsaI เทานั้นที่
สามารถแยกความแตกตางของชิ้นดีเอ็นเอได 2, 2, 3, 2 แบบตามลําดับ และพบรูปแบบที่แตกตางกนั 
6 แบบ  

 
จากการทํา Sounthern blot hybridization พบวายีน CHS-like ในขมิ้นชันเปน multigene 

family มีจํานวนชุดของยีน CHS-like อยางนอย 5 ชุด 
 
การโคลนยีน CHS-like ที่สมบูรณดวยวิธี TAIL-PCR สามารถโคลนยีนได 7 โคลนและจาก

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด
ในฐานขอมูล พบวา ตรงกับสวนของยนี CHS-like ของพืชชนิดอืน่ที่มีรายงานแลว ทั้งนี้เมื่อนํา
ลําดับนิวคลีโอไทดมาทํา multiple alignment สามารถจัดกลุมได 3 กลุม นั่นคือสามารถโคลนยีน 
CHS-like ที่สมบูรณไดทั้งหมด 3 ยีน คอื ClCHS1, ClCHS2 และ ClCHS3 และเมื่อนําลําดบั            
นิวคลีโอไทดแตละกลุมมาวเิคราะหพบวาประกอบดวย เอกซอน 2 เอกซอน เอกซอนที่ 1 
ประกอบดวยลําดับกรดอะมิโน 64 ตัว เอกซอนที่ 2 ประกอบดวยลําดับกรดอะมิโน 223-330 ตัว 
และอินทรอน 1 อินทรอน มีขนาด 82-95 คูเบส หลังจากนั้นจึงทําการเปรียบเทยีบกับลําดับกรด    
อะมิโนของยนี  CHS-like ในพืชอ่ืน พบคาความเหมือนประมาณ 50-60% เมือ่วิเคราะหลําดับ
กรดอะมิที่ไดพบบริเวณสวนอนุรักษของ CHS superfamily enzymes ที่พบในพืชทุกชนิด คือ 
Cys164, His303, Asn336 และ Phe215 พบบริเวณ active site, CoA binding site ของยีน CHS-like และพบ
บริเวณ substrate specificity ของยีน CHS-like  

 
เมื่อนําลําดับกรดอะมิโนของยีน CHS และ CHS-like ของขมิ้นชันและพืชอ่ืนทั้งหมด 18 

ชนิด รวม 29 ยีน มาวเิคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการ โดยทํา phylogenetic tree ดวยโปรแกรม 
MrBayes version 3.0b4 พบวายนี ClCHS1, ClCHS2 และ ClCHS3 จัดอยูในกลุมพชืมีดอกและยนี 
CHS-like ของขมิ้นชันทั้ง 3 ยีนจดัอยูในกลุมยอยเดยีวกนัแยกจากกลุมยอยอ่ืน 
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จากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน CHS-like ในขมิ้นชันดวยวิธี semi-quantitative 
RT-PCR พบวา ตัวอยางแงงขมิ้นชันที่มขีนาดเล็กมีการแสดงออกของยีน CHS-like มากกวาใน
ตัวอยางแงงขนาดใหญ สวนการวัดปริมาณสารเคอรคูมินอยดจากตวัอยางแงงขมิ้นชันทีม่ีขนาด  
ตาง ๆ กันดวยวิธี HPLC พบวามีปริมาณมากขึ้นตามขนาดของแงงที่เพิ่มขึ้น เนื่องจากมีการสะสม
ของสารเคอรคูมินอยดในแงงขมิ้นชัน  
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ClCHS2          -----------------------CAGCTAGCGCTA----CAAGTAGCGGTAGATCTCCTC 33 
ClCHS3          -----------------------CAGCTAGCGCTA----CAAGTAGCAGTAGATCTCCTC 33 
ClCHS1          CATCCGCTCGCATTGAGAAGAAACAGCTAGCGCTAGCTACAAGTAGCAGTAGATCTCCTC 60 
 
 
ClCHS2          ATACATAACG----ACGATGAATTCTTTGGCGGCGGCAAAGATTCGGGAGCTGCGCGAGG 89 
ClCHS3          ATACATAACGTACGACGATGAATTCTTTGGCGGCAGCAAGGATTCGGGAGCTGCGCGAGG 93 
ClCHS1          ATACATAACGT----CGATGAATTCTTTGGCGGCAGCAAGGATTCGGGAGCTGCGCGAGG 116 
 
 
ClCHS2          CGCAGCGAGCGACAGGCCCCGCCGCTATCTTGGCCATCGGCACCGCCAACCCCGTCGGCA 149 
ClCHS3          CGCAGCGAGCGACAGGCCCCGCCGCCATCTTGGCCATCGGCACCGCCAACCCCGTCGGCA 153 
ClCHS1          CGCAGCGAGCGACAGGCCCCGCCGCCATCTTGGCCATCGGCACCGCCAACCCCGTCGGCA 176 
 
 
ClCHS2          ACTTGTTAGACCAAGAAAGCTTCGCCGACTACTACTTCAAGATCACCAAGAGCGAACACT 209 
ClCHS3          ACTTGTTAGACCAAGAAAGCTTCGCCGACTACTACTTCAAGATCACCAAGAGCGAACACT 213 
ClCHS1          ACTTGTTAGACCAAGAAAGCTTCGCCGACTACTACTTCAACATCACCAAGAGCGAACACT 236 
 
 
ClCHS2          TGCAACCTCTTAAAGAAAAACTTAAGATCATATGTGCGCAATTCATATACGATCGATATA 269 
ClCHS3          TGCAACCTCTTAAAGAAAAACTTAAGATCATATGTGCGCAATTCATATACGATCGATATA 273 
ClCHS1          TGCAACCTCCTAAAGAAAAACTTAAGATCATATGTGCGCAATTCATATACGATCGATCTA 296 
 
 
ClCHS2          TCTATCTTTAGCTAGCATTTTTATATGCG-------------GTTAACTAATAATGATAC 316 
ClCHS3          TCTATCTATCTTTAGCATTTTTATATGTG-------------GTTAACTAATAATGATAC 320 
ClCHS1          TCTATCTATCTTTAGCATTTTTATATATGCGGTTATTAATTAATTAATTAATAATGATAC 356 
 
 
ClCHS2          GCATGCAGGTGATCGATCGACTGTGAAGACTCGCTATGCGCGCATGACGGAGGAGCTGCT 376 
ClCHS3          GCATGCAGGTGATCGATCGACTGTGAAGACTCGCTATGCGCACATGACGGAGGAGCTGCT 380 
ClCHS1          GCATGCAGGTGATCGATCGACTGTGAAGACTCGCTATGCGCACATGACGGAGGAGCTGCT 416 
 
 
ClCHS2          GGAGCAATACCCCAGCATACGGAACCCTAACGAGGCCTCCTTGGAGGCTCGCCTCGGCGT 436 
ClCHS3          GGAGCAATACCCCAGCATACGGAACCCTAACGAGGCCTCCTTGGAGGCTCGCCTCAGCGT 440 
ClCHS1          GGAGCAATACCCCAGCATTCGGAACCCTAACGAGGCCTCCTTGGAGGCTCGCCTCGGCGT 476 
 
 
ClCHS2          CATGATCGACTCAGTGCCCGAGCTGGGCAAGGAAGCCGCTCTCAGAGCGCTCAAGGAGTG 496 
ClCHS3          CATGATCGACTCAGTGCCCGAGCTGGGCAAGGAAGCCGCTCTCAGGGCGCTCAAGGAGTG 500 
ClCHS1          CATGATCGACTCGGTGCCCGAGCTGGGCAAGGAAGCCGCTCTCAGGGCGCTCAAGGAGTG 536 
 
 
ClCHS2          GGGGCGCCCCATGTCGAGCATCACCCACGTCGTCTTCTGCGCCGGCGCAGGGGTCGACAT 556 
ClCHS3          GGGGCGCCCCATGTCGAGCATCACCCACGTCGTCTTCTGCGCCGGCGCAGGGGTCGACAT 560 
ClCHS1          GGGGCGCCCCATGTCGAGCATCACCCACGTCGTCTTCTGCGCCGGCGCAGGGGTCGACAT 596 
 
 
ClCHS2          GCCCGGCGCCGACTACCAGCTGGTCAGGCGCCTCGGGCTGTCCCCCTCCGTCAAACGGGT 616 
ClCHS3          GCCCGGCGCCGACTACCAGCTGGTCAGGCGCCTCGGGCTGTCCCCCTCCGTCAAGCGGGT 620 
ClCHS1          GCCCGGTGCCGACTACCAGCTGGTCAAGCGCCTCGGGCTGTCCCCCTCCGTCAAGCGGGT 656 
 
 
ClCHS2          CATGATGTACCACCTCGGGTGCTACGGCGGCGGCACGGTTCTCCGCGTCGCCAAGGACAT 676 
ClCHS3          CATGATGTACCACCTCGGGTGCTACGGTGGCGGCACGGTTCTCCGCGTCGCCAAGGACAT 680 
ClCHS1          CATGATGTACCACCTCGGGTGCTACGGCGGCGGCACGGTCCTACGCGTCGCCAAGGACAT 716 
 
 
ClCHS2          CGTCGAGAACGACAGGGACGCTCGGGTGCTGACCGTGAACGTGGAGCTCTGCACTGTCAG 736 
ClCHS3          CGTCGAGAACGACAGGGACGCTCGGGTGCTGACCGTGAACGTGGAGCTCTGCACCGTCAG 740 
ClCHS1          CGTCGAGAACGATAGGGACGCTCGGGTGCTGACCGTGAACGTGGAGCTCTGCACCGTCAG 776 

 
ภาพผนวกที่ 1  แสดงผลที่ไดจากการทํา multiple alignment ของยีน ClCHS1, ClCHS2 และ  
        ClCHS3 โดยแถบสีเทาแสดงบริเวณทีแ่ตกตางกันของยีนทั้งสาม กรอบสี่เหล่ียม 
         แสดงรหสัเริ่มแปลรหัส (ATG), รหัสหยุดแปลรหัส (TAA) และสวนอินทรอน 
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ClCHS2          TTCTTTCCGGGGGACGGAGGGAATCTCGCTGGACACGCTCGTCGCCCAGGCGCTCTTCGG 796 
ClCHS3          TTCTTTCCGGGGGACGGAGGGAATCTCGCTGGACACGCTCGTCGCCCAGGCGCTCTTCGG 800 
ClCHS1          TTCTTTCCGGGGGACGGAGGGAATCTCGCTGGACACGCTCGTCGCCCAGGCGCTCTTCGG 836 
 
 
ClCHS2          TGACGGCGCCGCCGCGCTGGTCGTGGGCGCCGACCCCATCGAAGGGGTCGAGAATCCGAT 856 
ClCHS3          TGACGGCGCCGCCGCGCTGGTCGTGGGCGCCGACCCCATCGAAGGGGTCGAGAATCCGAT 860 
ClCHS1          TGACGGCGCCGCCGCGCTGGTCGTGGGCGCCGACCCCATCGAAGGGGTCGAGAATCCGAT 896 
 
 
ClCHS2          CTTCGAGATGGCGTTCGCGGCGCAGACCATACTGCCGGAGAGCGAGGGGAAGATACTGGG 916 
ClCHS3          CTTCGAGATGGCGTTCGCGGCGCAGACCATACTGCCGGAGAGCGAGGGGAAGATACTGGG 920 
ClCHS1          CTTCGAGATGGCGTTCGCGGCGCAGACCATACTGCCGGAGAGCGAGGGGAAGATACTGGG 956 
 
 
ClCHS2          TCAGTTGAAGGAGAACGGTCTGCGCGTCCACTTGGACCGGGAGGTTCCCCAGATCGTCGC 976 
ClCHS3          TCAGTTGAAGGAGAACGGTCTGCGCGTCCACTTGGACCGGGAGGTTCCCCAGATCGTCGC 980 
ClCHS1          TCAGTTGAAGGAGAACGGTCTGCGCGTCCACTTGGACCGGGAGGTTCCCCAGATCGTCGC 1016 
 
 
ClCHS2          CGGCAACATCGAGACCAGCCTAGTGCACGCTCTGAAGCAGTTCGGCGTCTCGGACTGGAA 1036 
ClCHS3          CGGCAACATCGAGACCAGCTTAGTGCACGCTCTGAAGCAGTTCGGCGTCTCGGACTGGAA 1040 
ClCHS1          CGGCAACATCGAGACCAGCTTAGTGCACGCTCTGAAGCAGTTCGGCGTCTCGGACTGGAA 1076 
 
 
ClCHS2          CTCCATATTCTGGGTGGCGCACCCCGGCGGCCCTGCCATCCTCAACCAAGTGGAGGCCAA 1096 
ClCHS3          CTCCATATTCTGGGTGGCGCACCCCGGCGGCCCTGCCATCCTCAACCAAGTGGAGGCCAA 1100 
ClCHS1          CTCCATATTCTGGGTGGCGCACCCCGGCGGCCCTGCCATCCTCAACCAAGTGGAGGCCAA 1136 
 
 
ClCHS2          GCTGCAGCTGAAGCCCGAGAAGCTCCGGGCGACGCGGCACGTGCTTGGGGAGTTCGGGAA 1156 
ClCHS3          GCTGCAGCTAAAGCCCGAGAAGCTCCGGGCGACGCGGCACGTGCTTCGGGAGTTCGGGAA 1160 
ClCHS1          GCTGCAGCTAAAGCCCGAGAAGCTCCGGGCGACACGGCACGTGCTTCGGGAGTTCGGGAA 1196 
 
 
ClCHS2          CATGTCGAGCGCCACCGTGCTCTTCATCCTCGACCGCATGAGGAAACAGTCAGCAGCGGA 1216 
ClCHS3          CATGTCGAGCGCCACCGTGCTCTTCATCCTCGACCGCATGAGGAAACAGTCAGCAGCGGA 1220 
ClCHS1          CATGTCGAGCGCCACCGTGCTCTTCATCCTCGACCGCATGAGGAAACAGTCAGCAGCGGA 1256 
 
 
ClCHS2          GGGGCATGCAACCACCGGAGAGGGGCTCGAGTGGGGAATACTCTGCGGCCTTGGCCCCGG 1276 
ClCHS3          GGGGC---------------------TCGAGTGGGGAATACTCTGCGGCCTTGGCCCCGG 1259 
ClCHS1          GGGGCATGCAACCACCGGAGAGGGGCTCGAGTGGGGAATACTCTGCGGCCTTGGCCCCGG 1316 
 
 
ClCHS2          CATCACGCTTGAGACGGTGGTGCTCCACAGCGTGCCGATCTAAGGCATATATCATCCGGA 1336 
ClCHS3          CATCACGCTTGAGACGGTGGTGCTCCACAGCGTGCCGATCTAAGGCATATATCATCCGGA 1319 
ClCHS1          CATCACGCTTGAGACGGTGGTGCTCCACAGCGTGCCGATCTAAGA---ATTTTAGGTAGC 1373 
 
 
ClCHS2          TGATATTATATATACATCATTTTCTCTCATATATCACTCAGGGAG--------------- 1381 
ClCHS3          TGATATTAATTATACATCATTTTCTCTCATATATCACTCAGGGAGAAATGTTATAATATT 1379 
ClCHS1          T--TCTTGCATGCCCGT-AATTCCTGCAACGC---------------------------- 1402 
 
 
ClCHS2          -------------------------- 
ClCHS3          ATACATGCATCTAAACCCTAAAATAG 1405 
ClCHS1          -------------------------- 

 
ภาพผนวกที่ 1  (ตอ) 
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