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การโคลนชิ้นสวนยนี CHS-like ของขมิ้นชัน เร่ิมตนโดยการเพิ่มปริมาณยนีดวยวิธี nested 

PCR ทําใหไดช้ินดีเอ็นเอขนาดประมาณ 850 คูเบส ซ่ึงสามารถนําชิ้นดเีอ็นเอดังกลาวไปเชื่อมตอ
กับพลาสมิด pGEM®-T Easy ตอไป    เมื่อตรวจสอบความแตกตางของชิ้นดีเอ็นเอทีไ่ดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ 7 ชนิด พบวามีเพยีง 4 ชนิดเทานัน้ไดแก AluI, HinfI, MboI และ RsaI ที่แสดง
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันรวม 6 แบบ และพบวายนี 6 รูปแบบนี้มีลําดับนวิคลีโอไทด
ตรงกับสวนของยีน CHS-like ของพืชชนิดอื่นอีกหลายชนิด  ผลของ Southern blot hybridization 
พบวาจีโนมของขมิ้นชันมีจาํนวนชดุของยนีอยางนอย 5 ชุด ทั้งนี้เมื่อใชเทคนิค TAIL-PCR 
สามารถโคลนและหาลําดับนิวคลีโอไทดที่สมบูรณของยีน CHS-like ได 3 ยีน คือ ClCHS1, 
ClCHS2 และ ClCHS3 พบวาประกอบดวย เอกซอน 2 เอกซอน โดยเอกซอนที่ 1 มีกรดอะมิโนอยู 
64 ตัว สวนเอกซอนที่ 2 มีกรดอะมิโนอยู 223-330 ตัว และมีอินทรอน 1 ตําแหนง ขนาด 82-95    
คูเบส อยูระหวางเอกซอนทัง้สอง เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดมาแปลเปนกรดอะมิโน และ
เปรียบเทียบกบัลําดับกรดอะมิโนของยีนกลุมนี้ในพืชชนิดอื่น  พบคาความเหมือนประมาณ      
50-60% และยงัพบบริเวณ active site, CoA binding site, กรดอะมิโนสวนอนุรักษของ CHS 
superfamily enzymes รวมทัง้สวน substrate specificity ของยีน CHS-like อีกดวย ทั้งนีเ้มื่อศึกษา
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการโดยเปรียบเทยีบกับลําดับกรดอะมิโนของยีน CHS และ CHS-like 
ของพืชอ่ืนรวมทั้งหมด 18 ชนิด พบวายีน ClCHS1, ClCHS2 และ ClCHS3 จัดอยูในกลุมของพืช  
มีดอก และจัดอยูในกลุมยอยเดียวกันแยกจากกลุมยอยอ่ืน การแสดงออกของยีน CHS-like ใน
ขมิ้นชันพบมากที่สุดในสวนของแงงที่มีขนาดเล็ก (นอยกวา 2 เซนติเมตร) และ คอย ๆ ลดลงใน
แงงที่มีขนาดยาวขึ้นตามลําดบั 
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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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คํานํา 
 

 ขมิ้นชัน พืชสมุนไพรที่คนไทยรูจักและใชประโยชนมาตัง้แตโบราณ การนําขมิ้นชันมาใช
ประโยชนมหีลายรูปแบบ เปนเครื่องเทศเพิ่มรส กล่ิน และสีใหอาหาร เชน แกงเหลอืง แกงไตปลา 
เปนเครื่องสําอางในการพอกบํารุงผิวพรรณ เปนยาแผนโบราณรักษาโรคแผลในกระเพาะอาหาร 
ทองอืด ทองเฟอ ปจจุบนันกัวิทยาศาสตรพบคุณสมบัตใิหม ๆ ของขมิ้นชันเพิ่มขึน้ คือ สามารถ
ยับยั้งการเจรญิของจุลินทรียบางชนิด เชน เชื้อซัลโมเนลลาที่กอโรคระบบทางเดนิอาหาร กระตุน
การหลั่งเมือกมาเคลือบกระเพาะอาหาร มีสารสําหรับปองกันยงุ สารสําคัญที่ทําใหขมิ้นชันมี
สรรพคุณในการรักษาโรค คือ น้ํามันหอมระเหยและสารเคอรคูมินอยด จากการศึกษาสาร         
เคอรคูมินอยดพบวา เปนสารที่มีประโยชนมาก มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ ปองกันการดื้อยาและการ
แพรกระจายของเซลลมะเร็ง เชน มะเร็งเตานม มะเร็งปอด มะเร็งลําไสใหญ ยับยั้งการเจริญเติบโต
ของจุลินทรียบางชนิด ชวยขจัดมลพิษในกระแสเลือด ลดการอักเสบของเนื้อเยือ่สมองที่เกิดจาก
โรคอัลไซเมอร ออกฤทธิ์ขับน้ําดีชวยระบบยอยอาหาร ดวยประโยชนเหลานี้ปจจบุันมีการสกัดสาร
เคอรคูมินอยดแลวทําใหอยูในรูปแคปซูลเพื่อรับประทาน และเปนสวนประกอบในเครื่องสําอาง
บํารุงผิวพรรณ การศึกษาเกีย่วกับสารเคอรคูมินอยดนัน้มักจะเนนเกี่ยวกับคณุสมบัติของสาร การ
สกัดสารออกจากขมิ้นชัน หรือการสังเคราะหสารทางเคมีเพื่อใหมีคุณสมบตัิใกลเคียงกับสาร
ธรรมชาติ แตยังไมมีการศกึษายีนทีเ่กี่ยวของกับการสังเคราะหสารนี้แตอยางใด  
 

การสังเคราะหเคอรคูมินอยดในขมิ้นชัน มรีายงานวา เกดิจากปฏิกิริยาการรวมกันของ ซิน
นาเมตในรูป cinnamoyl CoA 1 โมเลกุลกับมาโลเนต (malonyl CoA) 5 โมเลกุล นอกจากนี้สารตัง้
ตนที่ใชและปฏิกิริยาในการสังเคราะห รวมถึงโครงสรางทางเคมีและคณุสมบัติของสารเคอรคูมิ
นอยดนั้นคลายกบัสารธรรมชาตกิลุมโพลีคไีทด (polyketide) โดยสารกลุมโพลีคีไทดนี้เปนผลิตภณัฑ
ธรรมชาติที่สรางจากสิ่งมีชีวติ (แบคทีเรีย เชื้อรา และพืช) และจัดเปนสารทุติยภมูิ (secondary 
metabolite) ที่มีคุณสมบัติตานเชื้อรา แบคทีเรียและตานมะเร็งได เอนไซมที่ใชในการสังเคราะหสาร
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โพลีคีไทด (polyketide synthase, PKS) มี 3 กลุม ที่พบในพืชคือ กลุมที่ 3 ไดแก chalcone synthase 
(CHS) ที่ใชในการสังเคราะหสารกลุมฟลาโวนอยด (flavonoid) และ CHS-like ซ่ึงเกี่ยวของกับการ
สังเคราะหสารทุติยภูมิในพชืหลายชนิด โดยยนีที่ควบคมุการสรางเอนไซม CHS และ CHS-like ที่
พบในพืชมีลักษณะเปน multigene family นอกจากนี้ยังมีขอมูลที่นาสนใจคือ การทํางานของ
เอนไซม CHS-like นาจะเกี่ยวของกับการสังเคราะหสารในกลุม diarylheptanoids เชน curcumin 
และ polycyclic phenylphenalenones 
 

งานวิจยันี้มุงเนนที่จะตรวจสอบยีนในกลุมนี้ และโคลนยีนที่มีความสัมพันธกับการสังเคราะห
สารเคอรคูมินอยดในขมิน้ชัน ซ่ึงการตรวจหายีนทีเ่กีย่วของกับกระบวนการสังเคราะหสารเคอรคูมินอยด
จะเปนความรูพืน้ฐาน ที่สามารถนําไปประยุกตใชเพื่อประโยชนในการควบคุมการผลิตสารดังกลาว
ใหไดปริมาณมาก และในเวลาที่ตองการโดยการใชเทคโนโลยีชีวภาพ รวมถึงเพื่อใชประโยชนดาน
ตาง ๆ ตอไป เชน อุตสาหกรรม การแพทย และการพาณชิย เปนตน 

 
 
 



วัตถุประสงค 

 
 1.  โคลนยีน CHS-like ที่สัมพันธกับการสงัเคราะหเคอรคูมินอยดในขมิ้นชัน 
 2.  ตรวจสอบการแสดงออกของยีนในหวัขมิ้นชันที่มีขนาดตางๆ 
 



การตรวจเอกสาร 
 

ขม้ินชนั 
 
ขมิ้นชันเปนพืชในวงศ Zingiberaceae ช่ือวิทยาศาสตร คือ Curcuma longa Linn. ช่ือสามัญ 

คือ turmeric หรือ curcuma รูจักกันในนามของ ขมิ้น(ทั่วไป) ขมิ้นแกง ขมิ้นหยอก ขมิ้นหัว ขมิ้นชัน 
(ภาคกลาง ภาคใต) ขี้มิ้น หมิ้น (ภาคใต) ตายอ (กะเหรี่ยง-กําแพงเพชร) สะยอ (กะเหรี่ยง-
แมฮองสอน) (เต็ม, 2544) ขมิ้นเปนพืชลมลุก มีถ่ินกําเนิดในแถบเอเชียใต และเอเชียตะวันออกเฉียง
ใต (สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2544) แพรกระจายไปสูแถบตาง ๆ มีบันทึกไววา มารโค โปโล (Marco 
Polo) ไดนําไปปลูกในจีน เมื่อ พ.ศ.1280 จากนั้นจึงแพรเขาสูยุโรป และที่อ่ืน ๆ ของโลก (บัญญัติ, 
2543) ขมิ้นมีปลูกกันมากในอินเดีย (โดยเฉพาะเมืองมัดราส บอมเบย และ เบงกอล) บังคลาเทศ 
สาธารณรัฐประชาชนจีน ไตหวัน อินโดนีเซีย ฟลิปปนส และจาไมกา ในแตละปประเทศตาง ๆ 
ผลิตขมิ้นไดประมาณ 160,000 ตัน ในจํานวนนี้ผลิตจากอินเดียและบังคลาเทศถึง 90 เปอรเซ็นต 
(กรมเศรษฐกิจการพาณิชย, 2532) ในอินเดียนั้นมีความตองการขมิ้นเปนอยางมาก ขมิ้นที่ผลิตไดใน
แตละปจะนําไปใชภายในประเทศมากถึง 98 เปอรเซ็นต สวนที่เหลือนําไปขายยังสหรัฐอเมริกา    
ศรีลังกา และญี่ปุน สําหรับประเทศไทยพบพืชสกุลขมิ้นกระจายอยูทั่วทุกภาคของประเทศประมาณ 
34 ชนิด (Lasen, 1996) เนื่องจากขมิ้นชันปลูกงาย สามารถขึ้นไดดีในดินทุกประเภท เจริญไดดีในที่
ดอน ไมชอบน้ําทวมขัง ปญหาของโรคและแมลงรบกวนนอย 

 
ขมิ้นชันเปนพืชลมลุก มีจํานวนโครโมโซมเทากับ 2n = 3x = 36 (Ramachandran, 1961) 

เปนหมัน  มีการสืบทอดพันธุดวยวิธีการคัดเลือกพันธุและปลูกขยายพันธุโดยไมอาศัยเพศ 
(สถาบันวิจัยสมุนไพร, 2544) ลักษณะทางสัณฐานของขมิ้นชัน คือ มีลําตนเหนือดินเปนลําตนที่เกิด
จากการอัดตัวกันของกาบใบ ลําตนจริงอยูใตดินเรียกวาเหงาขมิ้น ประกอบดวย เหงาหลักใตดินที่
เรียกวา หัวแม หรือหัวใตดิน (mother corm) ซ่ึงมีรูปไขและแตกแขนงทรงกระบอกออกดานขางทั้ง 
2 ดานตรงขามกันเรียกวา primary rhizome หรือ finger ที่เรียกวา แงง เนื้อในเหงามีสีเหลืองมีกล่ิน
เฉพาะ ใบเปนใบเดี่ยว เจริญออกจากเหงาเรียงเปนวงซอนทับกัน ใบรูปหอก กวาง 12-15 เซนติเมตร 
ยาว 30-40 เซนติเมตร ชอดอกเจริญออกจากเหงาแทรกขึ้นระหวางใบ รูปทรงกระบอก 
ประกอบดวยใบประดับ (bract) จํานวนมาก มีสีเขียวออน ใบประดับตรงปลายชอจํานวน 6-10 ใบ สี
ขาวหรือขาวแกมชมพูเร่ือ ๆ ดอกสีเหลืองออน เกิดในซอกใบประดับเวนแตในซอกใบตรงปลายชอ 
ผลทรงกลมมี 3 พู การปลูกขมิ้นในประเทศไทย เร่ิมปลูกในชวงตนฤดูฝนประมาณปลายเดือน
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เมษายน ถึงตนเดือนพฤษภาคมของทุก ๆ ป และจะเก็บเกี่ยวหัวขมิ้น ในชวงฤดูหนาวหรือประมาณ
ปลายเดือนธันวาคมถึงมกราคม ซ่ึงชวงนี้หัวขมิ้นชันจะแหงสนิท (องอาจและคณะ, 2541) 

 
 การนําขมิ้นชันมาใชประโยชนเร่ิมพบในชาวแอสซีเรีย (Assyrian) ตั้งแต 600 ปกอน
พุทธศักราชและแพรหลายจนถึงปจจุบัน รูปแบบของการนําขมิ้นชันมาใชประโยชนนั้นมี
หลากหลาย เปนเครื่องเทศใชปรุงรส แตงสี และกลิ่นในอาหาร เชน แกงเหลือง แกงไตปลา แกง
กระหรี่ หมูสะเตะ เปนสวนผสมในเครื่องสําอางบํารุงผิวพรรณ พบมากในแถบตอนใตของเอเชีย 
และในหลายประเทศแถบตะวันออกไกล โดยใชขมิ้นชันทาผิวหนา เพื่อใหผิวนุมนวล ในมาเลเซีย
ใชขมิ้นชันผสมน้ําสําหรับใชอาบเพื่อใหรางกายสะอาด เปนสียอมผา พบมากในอินเดีย จีนและ
บางสวนของยุโรป ประโยชนที่สําคัญและทําใหขมิ้นชันเปนสมุนไพรที่นาสนใจ คือ เปนยารักษา
โรคตามตํารับแผนโบราณและแผนปจจุบัน รักษาแผลในกระเพาะอาหาร โดยกระตุนการหลั่งเมือก 
(mucin) มาเคลือบกระเพาะและยับยั้งการหลั่งน้ํายอยตาง ๆ เปนยาลดกรด ขับลม แกอาการเกร็งของ
กลามเนื้อทําใหการบีบตัวของลําไสลดลง เปนยาเจริญอาหาร น้ําที่ไดจากขมิ้นชันนํามารักษาโรค
ผิวหนัง หรือนํามาพอกแกปวดตามขอ แกโรคตา แกบิด แกปวดทอง แกดีซาน แกทองรวง เมื่อนํา
ขมิ้นชันไปตมกับน้ํานมและน้ําตาลสามารถใชรับประทาน เพื่อปองกันและรักษาไขหวัด มีฤทธิ์ใน
การปองกันตับถูกทําลายจากสารพิษ (บัญญัติ, 2543) สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่ทําให
เกิดโรคในระบบทางเดินอาหาร เชน Salmonella spp. (Negi et al., 1999) นอกจากนี้ยังยับยั้งการ
เจริญของราที่ทําใหอาหารเนาเสีย เชน Rhizopus, Penicillium, Aspergillus ไดอีกดวย (Jayaprakasha 
et al., 2005) กองวิจัยและพัฒนาสมุนไพร กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข ได
ศึกษาวา ขมิ้นชันไมมีพิษที่รุนแรง ไมวาจะใชระยะสั้นหรือระยะยาว  สารสําคัญที่ทําใหขมิ้นชันมี
สรรพคุณในการรักษาโรค คือ น้ํามันหอมระเหย (volatile oil, turmeric oil) และสารเคอรคูมินอยด 
(curcuminoid) ซ่ึงพบบริเวณเหงาของขมิ้นชัน ปริมาณสารเคอรคูมินอยดและน้ํามันหอมระเหย
แตกตางกันในชวงอายุของขมิ้นชัน ในขมิ้นชันอายุ 5-8 เดือน มีปริมาณสารเคอรคูมินอยดเพียง  
รอยละ 7 น้ํามันหอมระเหยจะมีปริมาณลดลงเรื่อย ๆ เมื่อขมิ้นชันมีการเจริญเติบโตเต็มที่และมี
ปริมาณนอยที่สุดในเดือนที่ 8 ของการเจริญเติบโต (บัญญัติ, 2543) คุณภาพของขมิ้นชันขึ้นกับ
ปริมาณสารสําคัญทั้งสองชนิด และดวยสรรพคุณมากมายเหลานี้กระทรวงสาธารณสุขจึงมีนโยบาย
ผลักดันใหขมิ้นชันเปนสมุนไพรระดับชาติเหมือนโสมของประเทศเกาหลี 
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น้ํามันหอมระเหย (volatile oil, turmeric oil) 
  

ขมิ้นชันมีน้ํามันหอมระเหยตั้งแต 2-6 เปอรเซ็นต น้ํามันมีสีเหลืองและเรืองแสงไดเล็กนอย 
สารเคมีที่พบมากที่สุดคือ เทอรมีโรน (termerone) ประมาณ 58-59 เปอรเซ็นต สารนี้มีสูตรโมเลกุล
เปน C15H22O รองลงมาไดแก ซิงจิเบอรีน (zingiberene) 25 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังพบสารตาง ๆ 
อีกหลายชนิด ไดแก ซาบินีน (sabinene) บอรนีออล (borneol) ซินีออล (cineol) เทอรมีรอล 
(termerol) เคอรคูโมน (curcumone) และฟลแลนดรีน (phellandrene) (บัญญัติ, 2543) น้ํามันหอม
ระเหยมีฤทธิ์ในการขับลม แกโรคทองอืด ทองเฟอ มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของ จุลินทรียบาง
ชนิด ไดแก  Bacillus cereus, Bacillus coagulans และ Pseudomonas aeruginosa (Negi et al., 
1999) มีฤทธิ์ลดการอักเสบ ลดการแพจากแมลงสัตวกัดตอยได นอกจากนี้สารในน้ํามันหอมระเหย
ยังสามารถกันยุงได  

 
สารเคอรคูมิน (curcumin) 
 

สารในกลุมเคอรคูมินอยดทีสํ่าคัญและพบในขมิ้นชัน คอื curcumin, demethoxycurcumin 
และ bis-demethoxycurcumin ซ่ึงเคอรคูมิน (curcumin) มีประมาณ 2-8 เปอรเซ็นต เปนสารสีเหลือง
สม หรือสีเหลืองแดง ช่ือทางเคมีเรียกวา 1,7-bis-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-
3,5-dione หรือ diferuloylmethane เปนสารไมละลายน้ํา แตละลายไดดีในแอลกอฮอลและกรด     
อะซิติก (Sharma et al., 2005) อยูในกลุม diarylheptanoid ซ่ึงเปนผลิตภัณฑธรรมชาติ (natural 
product) พบครั้งแรกโดย Trommsdorff ป ค.ศ.1808 สกัดไดคร้ังแรกโดย Vogel และ Pelletier ป 
ค.ศ.1815 มีการศึกษาโครงสรางทางเคมีของสารเคอรคูมินโดย Roughley และ Whiting 
(Chattopadhyay et al., 2004) โครงสรางของเคอรคูมินประกอบดวยวงแหวนอะโรมาติก 2 โมเลกุล
เชื่อมดวยคารบอนสายยาว 7 คารบอน สําหรับกระบวนการสังเคราะหสารเคอรคูมินนั้นยังไมมี
การศึกษาอยางจริงจัง มีเพียงสมมติฐานวา สารเคอรคูมินนาจะเกดิจากการรวมตัวของหนวย        
ซินนาเมต (cinnamate unit) ซ่ึงมีโครงสรางเปนวงแหวนอะโรมาตกิ 1 โมเลกุลกับมาโลเนต 
(malonate unit) 5 โมเลกุล แลวมีการสรางวงแหวนอะโรมาติกอีก 1 วงขึ้นภายหลัง (Keserü and 
Nógrádi, 1995) 

 
สารเคอรคูมินในขมิ้นชันมีประโยชนหลายอยาง เชน มีฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระ ในการ

ทดสอบกับสัตวที่เปนเบาหวาน พบวาเคอรคูมินสามารถปองกันการเกิด protein glycosylation และ 
lipid peroxidation ที่เปนสาเหตุของการเกิดอนุมูลอิสระ (Jain et al., 2006) สามารถยับยั้งการ
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เจริญเติบโตของ  Pseudomonas aeruginosa (Negi et al., 1999) และ Plasmodium falciparum ซ่ึง
เปนสาเหตุของโรคมาลาเรีย ทําใหผูปวยมี blood parasitemia ลดลงถึง 80-90% (Reddy et al., 2005) 
นอกจากนี้ยังยับยั้งการทํางานของเอนไซม integrase ซ่ึงเปนเอนไซมของเชื้อ human immunodeficiency 
virus type I (HIV-I) ไวรัสที่กอใหเกิดโรค AIDS (acquired immunodeficiency syndrome) 
(Mazumder et al., 1995) ยับยั้งการเพิ่มจํานวนเซลล (cell proliferation) กระตุนการเกิด apoptosis 
ของเซลลมะเร็งในมะเร็งเตานม มะเร็งลําไสใหญ มะเร็งเม็ดเลือดขาว มะเร็งปอด     (Erk et al., 
2004; Pillai et al., 2004) กระตุนการทํางานของยีน p53 และยีน Bax ทําใหเซลลหยุดการแบงตัว 
(cell cycle arrest) ในผูปวยมะเร็ง (Shi et al., 2006) ยับยั้งการถอดรหัสของยีน macrophage 
inflammatory protein-2 (MIP-2) ซ่ึงเปนสาเหตุใหระบบประสาทสวนกลางอักเสบ (Tomita et al., 
2005) และลดการอักเสบของเนื้อเยื่อสมองที่เกิดจากโรคอัลไซเมอร สําหรับปริมาณสารเคอรคูมิ
นอยดในเหงาที่มีอายุตางกันจะมีปริมาณไมเทากัน (Chavalittumrong and Jirawattanapong, 1992) 
นอกจากนี้ยังพบวาขมิ้นชันพันธุเดียวกันถาปลูกในสภาพแวดลอมตางกัน ปริมาณเคอรคูมินอยดจะ
แตกตางกันดวย (ชัยพัฒน และคณะ, 2535) ในการเตรียมขมิ้นชันแหงเพื่อนําไปใชทํายารักษาโรค 
ตองเปนขมิ้นแกเต็มที่ สะอาด และมีปริมาณเคอรคูมินอยดไมนอยกวา 8.64% (องอาจ และคณะ, 
2541) 
 
สารกลุมโพลีคีไทด (polyketide) 
 

สารกลุมโพลีคีไทด เปนสารที่สังเคราะหจากสิ่งมีชีวิตทั้งแบคทีเรีย เชื้อรา และพืช เปน
ผลิตภัณฑธรรมชาติ จัดเปนสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) มีคุณสมบัติตานเชื้อรา (antifungi) 
ตานเชื้อแบคทีเรีย (antibacteria) ตานมะเร็ง (anticancer) (Hopwood and Sherman, 1990; Shen and 
Hutchinson, 1993) ทําใหสารกลุมนี้มีความสําคัญทางการแพทย สามารถนําไปผลิตยา เชน 
tetracycline, daunorubicin, erythromycin, rapamycin และ lovastatin (Shen, 2003) การสังเคราะห
โพลีคีไทดอาศัยการทํางานของเอนไซม polyketide synthase (PKS) ซ่ึงทํางานคลายกับเอนไซม 
fatty acid synthase (FAS) ในกระบวนการสังเคราะหกรดไขมันสายยาว (long-chain fatty acid) 
ของยูแค ริโอต การสังเคราะหกรดไขมันเริ่มจาก acetyl CoA เปนโมเลกุลเร่ิมตน (starter molecule) 
และ malonyl CoA เปนโมเลกุลตอเติม (extender molecule) มาสรางคารบอนสายหลัก (Hopwood 
and Sherman, 1990) แตการทํางานของเอนไซม PKS ตางจากเอนไซม FAS คือ มีความหลากหลาย
ในการเลือกโมเลกุลเริ่มตนและโมเลกุลตอเติม เชน propionyl CoA และ butyryl CoA ทําใหสาร  
โพลีคีไทดมีสายคารบอนหลักที่ตางกัน เมื่อสังเคราะหคารบอนสายหลักอาจเกิดการเชื่อมตอกันเปน
วงแหวนอะโรมาติก (aromatic ring) หรือวงแหวนแลคโตน (lactone ring)  และมีการดัดแปลง
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โครงสรางภายหลัง (post-modification) เชน เติมหมูเมทิล (-CH3) ไฮดรอกซิล (-OH) ทําใหสารที่ได
มีคุณสมบัติเปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (อรินทิพย, 2541; Thamchaipenet, 1999) เอนไซม PKS 
ของแบคทีเรียสามารถแบงได 3 ชนิด คือ เอนไซม PKS ชนิดที่ 1 (Type I PKS) เปนเอนไซมหลาย
หนาที่ (multifunctional enzyme) เอนไซม PKS ชนิดที่ 2 (Type II PKS) เปนเอนไซมที่มีหนาที่เดียว 
(monofunctional enzyme) เอนไซม PKS ชนิดที่ 3 (Type III PKS) ประกอบดวยเอนไซมหลักชนิด
เดียว โดยการทํางานของเอนไซม PKS ชนิดที่ 3 ตางจากชนิดที่ 1 และ 2 คือ จะไมใช acyl carrier 
protein (ACP) ชวยในการสรางคารบอนสายหลัก แตทํางานโดยตรงที่ acyl CoA (Shen, 2003) และ
สายโพลีคีไทดที่สังเคราะหไดจะมีขนาดเล็กกวา คือ มี ketide unit ไมเกิน 5 หนวย (Abe et al., 
2004) จากการศึกษาพบวาเอนไซม PKS ชนิดที่ 3 ใน Streptomyces เกี่ยวของกับการสรางรงควัตถุ
เมลานิน (Funa et al., 1999) นอกจากนี้ยังพบเอนไซมชนิดนี้ในพืชดวย เชน เอนไซม chalcone 
synthase (CHS) จากการทํา phylogenetic tree ของเอนไซม PKS ชนิดที่ 3 ที่พบในแบคทีเรียและพืช 
พบวาเอนไซม PKS ชนิดที่ 3 จากพืชและแบคทีเรียแบงกลุมกันอยางชัดเจน (Abe et al., 2004) 
 
Chalcone synthase-like enzyme (CHS-like)  
 

เอนไซม CHS อยูใน superfamily ของเอนไซม PKS ชนิดที่ 3 (Austin and Noel, 2003) 
เปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหสารฟลาโวนอยด (flavonoid) โดยสังเคราะหสารตั้งตน 
(precursor) ของสารกลุมฟลาโวนอยด คือ naringenin chalcone ใช p-coumaroyl CoA เปนโมเลกุล
เร่ิมตนแลวนํา malonyl CoA 3 โมเลกุลมาตอ (Dixon, 1999) เอนไซม CHS มีบทบาทสําคัญในการ
สังเคราะหสารที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เชน ยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย (antimicrobial 
phytoalexin) ตานมะเร็ง (cancer chemopreventive phenylpropanoid) เปนตัวเหนี่ยวนํา (inducer) 
ของสารฟลาโวนอยด (Schröder, 1999) จากการศึกษาเอนไซม CHS ในพืชตาง ๆ พบ         
chalcone synthase related enzyme (CHS-like) จัดอยูใน superfamily ของเอนไซมทีเรียกวา CHS 
superfamily เนื่องจากมีลําดับเบส ลําดับกรดอะมิโน และการทํางานที่ใกลเคียงกันมาก (Schröder, 
1997) CHS-like มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนของเอนไซม CHS ประมาณ 60-75% เชน 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 ใชโมเลกุลเร่ิมตนและจํานวน malonyl CoA 
ตางกันออกไป (Dixon, 1999) เชน เอนไซม ALS ใช acetyl CoA เปนโมเลกุลเร่ิมตนและใช 
malonyl CoA 6 โมเลกุลเปนหนวยตอเติม (Abe et al., 2004) และผลผลิตที่ไดจากการทํางานของ
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เอนไซม CHS-like นั้นเกี่ยวของกับการสังเคราะหสารทุติยภูมิ (secondary plant product) ในพืช 
เชน ยีน VPS ใน Humulus lupulus เกี่ยวของกับการสรางสารที่มีรสขม (bitter acid) สําหรับใชใน
การหมักเบียร (Okada and Ito, 2001) ยีน BAS (benzalacetone synthase) ใน Rheum palmatum ทํา
ใหพืชชนิดนี้มีคุณสมบัติเปน anti-inflammatory และใชเปนยารักษาโรค (Abe et al., 2004) ยีน STS 
ทําหนาที่ในตอตานเชื้อราในพืช (Tropf et al., 1993) เปนตน นอกจากนี้ยังพบวาการทํางานของ
เอนไซม CHS-like นาจะเกี่ยวของกับการสังเคราะหสารในกลุม diarylheptanoids เชน เคอรคูมิน 
และ polycyclic phenylphenalenones (Brand et al., 2006) 

 
ยีนที่เปนรหัสของเอนไซม CHS และเอนไซม CHS-like เปน multigene family โครงสราง

ยีนสวนใหญประกอบดวย 2 เอกซอน (exons) และ 1 อินทรอน (intron) ยกเวนใน Antirrhinum 
majus มี 2 อินทรอน โดย อินทรอนที ่ 2 อยูในเอกซอนที่ 2 เมื่อเทียบกับยีนเดียวกันในพืชอ่ืน 
(Sommer and Saedler, 1986) ในพืชมักมีความยาวของเอกซอนที่ 1 ขนาดประมาณ 37-64      
กรดอะมิโน เอกซอนที่ 2 ขนาดประมาณ 340 กรดอะมิโน (Jinling et al., 2000) แตมกัพบขนาดของ
อินทรอนไมเทากัน เชน Ipomoea พบอินทรอนขนาด 84 ถึง 125 คูเบส (Durbin et al., 1995) 
Petunia พบอินทรอนขนาด 659 คูเบสถงึ 15 กิโลเบส (Kose et al., 1987) ตําแหนงอินทรอนของยีน 
CHS-like ในพืชทุกชนิดเริ่มที่ตําแหนงที ่1 หรือ 2 ของเบสที่เปนรหสักรดอะมิโน cysteine (Jinling 
et al., 2000; Harashima et al., 2004) ยีน CHS และ CHS-like นั้นพบไดหลายชดุตางกันขึ้นกับชนดิ
พืช เชน Petunia มี 8 ยีน Vitis มี 3 ยีน Ipomoea มี 6 ยีน ใน Antirrhinum และ Arabidopsis พบเพียง 
1 ยีน (Farzad et al., 2005) บางยีนรูหนาที่แลว แตบางยนียังไมรูหนาที ่ 

 
เมื่อนําลําดับกรดอะมิโนของยีน CHS และ CHS-like ของพืชหลายชนดิมาเปรียบเทยีบกัน 

พบความแตกตางของกรดอะมิโนนอยมาก เพยีงบางตัวเทานั้น (Tropf et al., 1993) และพบบริเวณ
อนุรักษของพชืทุกชนิด คือ Cys164, His303, Asn336 และ Phe215   (Ji and Hongya, 2006) นอกจากนี้ยัง
มีรายงานวา การเลือกใชโมเลกุลเร่ิมตนที่ตางกันของยนี CHS-like นั้นเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของ
กรดอะมิโนบางตัวในบริเวณ active site เทานั้น (Jez et al., 2002) และเอนไซมในกลุม             
CHS-superfamily นั้นยังมบีริเวณอนุรักษ 374G(F/L)GPG ซ่ึงเปนสวนของ substrate specificity 
ของเอนไซมดวย (Suh et al., 2000) จากการหาความสัมพันธทางววิัฒนาการของยีนทั้งสองกลุม 
พบวาทั้งยนี CHS และ CHS-like มีความใกลชิดกันมากทั้งในดานปฏิกิริยาทางเคมี ลําดบัเบส และ
ลําดับกรดอะมิโน การทํา phylogenetic tree ระหวางยีน CHS และ CHS-like ในพืชนั้น ยนีของพชืที่
จัดอยูในกลุมหรือสายววิัฒนาการเดยีวกนัจะเปนพืชทีอ่ยูใน family เดียวกันเปนสวนใหญ เชน ยีน 
STS กับ CHS เนื่องจากการทํางานของเอนไซมทั้งสองนี้คลายกันมากทั้งในการเลือกโมเลกุลเร่ิมตน
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และจํานวนมาโลเนตที่มาตอเติม และคาความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมทั้งสองมีคา
สูงถึง 75-90% (Tropf et al., 1993 และ Ji and Hongya, 2006) และจากการศึกษาความสัมพันธนี ้
คาดวายนี CHS-like นั้นเกดิจากการ duplication ของยีน CHS และมีบรรพบุรุษรวมกัน (Ji and 
Hongya, 2006) 

 
การโคลนยีนและการหาจํานวนชุดของยนีในจีโนม 

 
การโคลนยีนเปนเทคนิคสําคัญสําหรับงานดานพันธุศาสตรโมเลกุลและพันธุวิศวกรรมเพื่อ

เพิ่มปริมาณชิน้สวนดเีอ็นเอที่สนใจใหมีปริมาณมากเพยีงพอสําหรับการศกึษาหนาที ่ หาลําดับนิวคลี
โอไทด  หรือถายชิ้นสวนดีเอ็นเอเขาในสิ่งมีชีวิต (สุรินทร, 2545) โดยทัว่ไปนยิมทําในแบคทีเรีย
เพราะเลี้ยงงายและเจริญเติบโตเร็ว (Wu et al., 1997) ในการโคลนยนี ขั้นแรก คือ เตรียมดเีอ็นเอ     
กอน โดยสกดัแยกดีเอ็นเอทัง้หมดจากจีโนมสิ่งมีชีวิตเรียกวา genomic DNA หรือสังเคราะหขึ้นจาก 
mRNA ซ่ึงเรียกวา cDNA เมื่อไดดีเอ็นเอจากแหลงที่ตองการแลว จึงนํามาเชื่อมตอกับเวคเตอร 
(vector) ไดดีเอ็นเอสายผสม (recombinant DNA) แลวนาํไปถายเขาสูเซลลผูรับ (host) ที่เตรียมให
อยูในลักษณะคอมพีเทนตเซลล (competent cell) จากนัน้จึงคัดเลือกเซลลที่มียีนที่ตองการ 
(Sambrook et al., 2001) ปจจุบันนี้มีการประยุกตนําวิธีพีซีอารมาชวยในการโคลนยีน หรือการ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน เชน การโคลน cDNA ของเอนไซม PKS ชนิดที่ 3 จาก Rheum 
palmatum (Abe et al., 2004) การโคลนยีน Gbchs จาก Ginkgo biloba (Pang et al., 2005) การโคลน
กลุมยีน CHS จาก Viola cornuta (Farzad et al., 2005) เปนตน สําหรับการหาจํานวนชุดของยีนใน
จีโนมนั้น มักใชการทํา Southern blot hybridization เชน 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) 
 

การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนิค thermal asymmetric interlaced PCR        
(TAIL-PCR) เปนการประยกุตจากเทคนิค arbitrarily primed PCR (AP-PCR)  ซ่ึงเปนการเพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรมโดยใชไพรเมอรที่ไมจําเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอบริเวณใด (arbitrary degenerate 
primers; ADP) ผลผลิตพีซีอารที่ไดจะปรากฏแถบดีเอน็เอที่ไมจําเพาะจํานวนมาก จึงมีการคิดคน
เทคนิค TAIL-PCR เพื่อนํามาแกปญหานี ้โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกบัชิ้นดีเอ็นเอทีท่ราบลําดับเบส
ที่มีตําแหนงอยูถัดกัน (nested sequence-specific primers, SP) ทั้งหมด 3 ไพรเมอรและไพรเมอร 
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ADP สายส้ันเพื่อเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมแบบ nested PCR ใหไดผลผลิตพีซีอารที่จําเพาะเจาะจง 
(Weissensteiner et al., 2004) 

 
หลักการของเทคนิค TAIL-PCR คือ เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมทั้งหมด 3 รอบในแตละ

รอบใชไพรเมอร SP ที่มีตําแหนงอยูถัดกัน การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมรอบที่ 1 ใชไพรเมอร SP1 
คูกับไพรเมอร ADP โดยมี genomic DNA เปนดีเอ็นเอตนแบบ จากนัน้นําผลผลิตพีซีอารมาเจือจาง
เพื่อใชเปนดีเอน็เอตนแบบในรอบที่ 2 โดยรอบที่ 2 นี้ใชไพรเมอร SP2 ที่มีตําแหนงอยูถัดจาก     
ไพรเมอร SP1 เพียงเล็กนอยคูกับไพรเมอร ADP เสนเดิม และในรอบที่ 3 ใชผลผลิตพีซีอารที่เจือจาง
จากการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในรอบที่ 2 เปนดีเอน็เอตนแบบโดยมีไพรเมอร SP3 ที่มีตําแหนง
อยูถัดจากไพรเมอร SP2 คูกับไพรเมอร ADP เสนเดิม การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในแตละรอบ
จะมีการเปลี่ยนสภาวะของปฏิกิริยาตามอุณหภูมิของไพรเมอร SP ในการเขาเกาะกับดีเอ็นเอตนแบบ 
(annealing) 

 
การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนิค TAIL-PCR สามารถใชกับดีเอ็นเอตนแบบที่มี

ปริมาณนอยประมาณ 1-10 ng (Weissensteiner et al., 2004) เทคนิค TAIL-PCR นิยมใชในงานที่
เกี่ยวของกับการหาลําดับเบสสวนหนาและสวนทายของชิ้นดีเอ็นเอที่ทราบลําดับเบสแลว เชน การ
หา flanking sequence ของพืชที่ไดรับการถายยีนดวย Agrobacterium โดยการออกแบบไพรเมอร 
SP จากลําดับเบสของ T-DNA ในสวน left-border และ right-border เพือ่ตรวจสอบวาชิ้นดีเอ็นเอที่
ถายยีนเขาไปนั้นแทรกอยูทีบ่ริเวณใดในจโีนม เชน การตรวจสอบการแทรกของ T-DNA ในจีโนม 
Arabidopsis (Liu et al., 1995) และในจีโนมสตรอเบอรี่ (Hanhineva and Kärenlampi, 2007) การหา
ลําดับเบสสวนปลายของ yeast artificial chromosome (YAC) (Liu  and Whittier, 1995) การหา
ลําดับเบสบริเวณโปรโมเตอรของยีน 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
เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนคิ TAIL-PCR ยังเหมาะสําหรับสิ่งมีชีวิตที่มีขอมูลจีโนมเพียง
เล็กนอย เชน Hongkong Kumquat (Fortunella hindsii) (Meng et al., 2005) 

 
จากเอกสารตาง ๆ ที่ศกึษาเกีย่วกบัยนี CHS และ CHS-like แสดงถึงความหลากหลายของยนีนี ้

โดยการทํางานของเอนไซมทีส่รางขึ้นจะใชโมเลกุลตั้งตนที่ตางกนั และผลผลิตที่ไดแมจะมีโครงสราง
หลายแบบแตยังคงพบหมูคโีตน ไฮดรอกซิล หรือคารบอนที่มีพันธะคูอยูในโมเลกุล นับเปน
ลักษณะเฉพาะของสารโพลีคีไทด สารเคอรคูมินอยดเกิดจากปฏิกิริยาการรวมกันของซินนาเมต 
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(cinnamate unit) ซ่ึงมีโครงสรางเปนวงแหวนอะโรมาตกิ 1 โมเลกุลกับมาโลเนต (malonate unit) 5 
โมเลกุล แลวมีการสรางวงแหวนอะโรมาติกอีก 1 วงขึน้ภายหลัง (Keserü and Nógrádi, 1995) ซ่ึง
เปนสารตั้งตนกลุมเดียวกับสารตั้งตนของโพลีคีไทดและโครงสรางของสารเคอรคูมินอยดประกอบ 
ดวยวงแหวนอะโรมาติก มีทัง้หมูคีโตน ไฮดรอกซิล และคารบอนที่เปนพันธะคู คลายคลึงกับสาร
กลุมโพลีคีไทด รวมถึงคุณสมบัติที่เหมือนกันของผลผลิตที่เกิดขึ้นจากการทํางานของยีนนี้ คือ มี
คุณสมบตัิตานเชื้อรา (antifungi) ตานเชื้อแบคทีเรีย (antibacteria) ตานมะเร็ง (anticancer) 
(Hopwood and Sherman, 1990; Shen and Hutchinson, 1993) เปนตน นอกจากนี้ยังพบวาการ
ทํางานของเอนไซม CHS-like นาจะเกีย่วของกับการสงัเคราะหสารในกลุม diarylheptanoids เชน 
เคอรคูมิน และ polycyclic phenylphenalenones (Brand et al., 2006) ดังนั้นยีนที่เกี่ยวของกับการ
สังเคราะหเคอรคูมินอยดจึงนาจะเปนยนีในกลุมนี้ จากการตรวจเอกสารตาง ๆ ยังไมพบการศึกษา
ยีนนี้มากอน มีการศึกษากระบวนการสังเคราะหสารทางเคมี การแยกสารบริสุทธิ์ และการนําสาร
เคอรคูมินอยดมาใชในการรักษาโรคตาง ๆ เทานั้น ดังนั้นถาสามารถโคลนยีนและศึกษาการทํางาน
ของยีนที่สังเคราะหสารเคอรคูมินอยดไดจะเปนประโยชนอยางมาก และเปนการทดลองที่ยังไมมี
ใครทํามากอน อาจนําไปสูการจดสิทธิบัตรยีน หรือใชประโยชนดานอื่นตอไป เชน อุตสาหกรรม 
การแพทย การพาณิชย เปนตน 
 
 
 



        อุปกรณและวิธีการการ 

 

อุปกรณ 

 
ตัวอยางขมิ้นชนั (Curcuma longa Linn.) พันธุแดงสยาม ซ่ึงเปนกลุมของขมิ้นชันที่มีการ

วิเคราะหวา มีปริมาณสารเคอรคูมินอยดสูง ไดรับความอนุเคราะหจาก ผูชวยศาสตราจารย ดร.
วิเชียร กีรตินิจกาล ภาควิชาพืชไรนา คณะเกษตร มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร 
 

วิธีการ 

 
การสกัดดีเอ็นเอจากใบขมิ้นชนั  

 
นําใบขมิ้นชันมาสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีประยกุตจาก Agrawal et al. (1992) โดยช่ังใบขมิ้นชัน

ประมาณ 1 กรัม นํามาบดในไนโตรเจนเหลว แลวบมใน 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 ี เติมคลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (chloroform : 
isoamylalcohol = 24:1) 0.7 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปปนเหวีย่งที ่ 11,700 g อุณหภูม ิ 4      
องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แยกสารละลายสวนบนมาเติม linear polyacrylamide 10 ไมโครลิตร 
และไอโซโพรพานอล 500 ไมโครลิตร บมที่อุณหภมู ิ –20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที นําไปปน
เหวีย่งที่ความเร็ว 11,700 g อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ีลางตะกอนดวย washing buffer 
(10 mM sodium acetate pH 5.2, 70% ethanol) 500 ไมโครลิตร นําไปปนเหวีย่งที่ 11,700 g 
อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ละลายตะกอนดวย RNase buffer (10 mM  Tris-HCl pH 8.0, 
15 mM NaCl) 200 ไมโครลิตร เติมเอนไซม RNase A (10 mg/ml) 4 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูม ิ37 
องศาเซลเซียส นาน 30 นาท ีสกัดแยกเอนไซม RNase A และโปรตีนที่เหลืออยูออกโดยเติมฟนอล : 
คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (phenol : chloroform : isoamylalcohol = 25:24:1) 200 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําไปปนเหวีย่งที่ 11,700 g อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แยก
สารละลายสวนบนมาเติม คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24:1) 200 ไมโครลิตร ผสมให
เขากัน นําไปปนเหวี่ยงที ่ 11,700 g นาน 5 นาที แยกสารละลายใสสวนบนมาเติม linear 
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polyacrylamide 5 ไมโครลิตร โซเดียมอะซีเตท ความเขมขน 3 โมลาร (pH 5.2) 10 ไมโครลิตร และ 
เอทานอล 100 เปอรเซ็นต 400 ไมโครลิตร บมที่อุณหภมูิ –20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที นําไป
ปนเหวี่ยงที ่ 11,700 g อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ลางตะกอนดวยเอทานอล 70 
เปอรเซ็นต 500 ไมโครลิตร นําไปปนเหวีย่งที่ 11,700 g อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ผ่ึง
ตะกอนที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส จนแหงด ีละลายดวย TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 
mM EDTA pH 8.0) และเกบ็ที่อุณหภูม ิ–20 องศาเซลเซียสเพื่อใชตอไป 
 
การออกแบบไพรเมอรท่ีจําเพาะบริเวณอนุรักษของยนี CHS-like 
 

สืบคนขอมูลของยีนในฐานขอมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) โดยเลือก
สวนที่เปนบริเวณอนุรักษของยีน CHS-like ของพืช 8 ชนิด นํามาเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทด
โดยทํา multiple sequence alignment ดวยโปรแกรม ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalw/) จากนั้น
สังเคราะหไพรเมอรจากตําแหนงที่เหมาะสม ตรวจสอบไพรเมอรโดยใชโปรแกรม Fast PCR และ
โปรแกรม Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator 
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) 

 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณอนุรักษของยีน CHS-like ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส 
 

เพิ่มปริมาณสวนอนุรักษของยีน CHS-like ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส โดย
องคประกอบในปฏิกิริยาไดแก 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´) อยางละ 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 ทําปฏิกิริยาโดยใชโปรแกรม 

  
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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จากนั้นนําผลผลิตที่ไดมาเจอืจาง 20 เทาเพื่อใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการเพิ่มปรมิาณซ้ํา
เปนครั้งที่ 2 โดยองคประกอบในปฏิกิริยาไดแก ผลผลิตที่ไดจากการเพิม่ปริมาณครั้งแรกเจือจาง 20 
เทา 1 ไมโครลิตร, 5 pmol/μl ไพรเมอร CL2F (5´CTT(T/C)CGNGTCACCAANAGCGA3´) และ
ไพรเมอร CL3R (5´CCAGAA(A/T)AN(T/G)GAGTTCCAATC3´) อยางละ 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 ทําปฏิกิริยาโดยใชโปรแกรม 

  
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 
  
ตรวจสอบผลดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียม-  

โบรไมด และตรวจสอบดวยเครื่อง UV transilluminator 
 

การเชื่อมตอชิน้สวนดีเอ็นเอเขากับเวคเตอรเพิ่มจํานวน และการถายฝากเขาสูแบคทีเรีย E. coli 
 
เชื่อมตอสารละลายดีเอน็เอทีไ่ดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสเขากับพลาสมิด 

pGEM®-T Easy Vactor (Promega) โดยองคประกอบของปฏิกิริยาไดแก 2X rapid ligation buffer  
5 ไมโครลิตร, pGEM®-T Easy Vector 0.5 ไมโครลิตร, สารละลายดีเอ็นเอที่ไดจากการทําปฏิกิริยา
ลูกโซโพลีเมอเรส 3.5 ไมโครลิตร และ T4 DNA ligase 1 ไมโครลติร บมที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส 
ขามคืน 

 
การถายพลาสมิดเขาสูแบคทเีรีย E. coli สายพันธุ XL1blue โดย นําคอมพิเทนทเซลลแช

แข็ง (ปริมาตร 100 ไมโครลิตร) ออกมาละลายในน้ําแข็ง เตมิสารละลายดีเอ็นเอที่ตอเขากับ     
พลาสมิด 5 ไมโครลิตร บมทิ้งไวในน้ําแข็งนาน 30 นาที นําไปทํา heat shock โดยนําไปแชในอาง
น้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 42 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที นํามาแชน้ําแข็งทนัที เติมอาหารเหลว SOC 800 
ไมโครลิตร นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 250 รอบตอนาที นาน 1 ช่ัวโมง จากนัน้นําเชือ้
มาปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 4500 g นาน 5 นาที ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อออก 800 ไมโครลิตร ผสมอาหาร
เล้ียงเชื้อใหเขากับตะกอนเชื้อ spread ลงบนอาหารแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 100 
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ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ที่ spread ดวย 100 mM IPTG 40 ไมโครลิตร และ 20 mg/ml X-gal 40 
ไมโครลิตร ไวแลว จากนัน้บมไวที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน 
 
การคัดเลือกโคลนที่ตองการดวยปฏิกิริยาลกูโซโพลีเมอเรส 
 

ใชไมจิ้มฟนเขี่ยโคโลนีแบคทีเรียสีขาวจุมในหลอด 1.5 มิลลิลิตรซึ่งมีน้ํากลั่น 40 ไมโครลิตร 
เปนดีเอ็นเอตนแบบในปฏิกริิยาลูกโซโพลีเมอเรส  โดยองคประกอบปฏกิิริยาไดแก ดีเอ็นเอตนแบบ 
2.75 ไมโครลิตร, 5pmol/μl ไพรเมอร M13-F และ M13-R อยางละ 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 ทําปฏิกิริยาโดยใชโปรแกรม 

  
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 
  
ตรวจสอบผลดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียม-  

โบรไมด และตรวจสอบดวยเครื่อง UV transilluminator 
 

การสกัดพลาสมิดสายผสมจากโคลนแบคทเีรีย E. coli และการหาลําดับเบส 
 

ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแบคทีเรีย E.coli ที่มีพลาสมิดสายผสม 400 ไมโครลิตร มาเลี้ยงใน
อาหารเหลว LB ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเรว็  250  รอบตอนาที ขามคืน แลวนํามาสกดั 
พลาสมดิดวยชุด NucleoSpin®Plasmid โดยนําเชื้อไปปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเชื้อทีค่วามเร็ว1500 g 
นาน 8 นาที เทอาหารทิ้ง ละลายตะกอนดวย A1 buffer 250 ไมโครลิตร เติม A2 buffer 250 
ไมโครลิตร ผสมโดยการกลบัหลอดไปมา เติม A3 buffer 300 ไมโครลิตร ผสมโดยการกลับหลอด
ไปมา นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,700 g นาน 10 นาที แยกสารละลายใสสวนบนลงใน 
NucleoSpin®Plasmid column ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,700 g นาน 1 นาที เทสารละลายที่ออกมาทิง้ 
เติม A4 buffer 600 ไมโครลิตรลงในคอลัมน ปนเหวีย่งที่ความเรว็ 12,700 g นาน 1 นาที เท
สารละลายที่ออกมาทิ้ง นําไปปนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็ว 12,700 g นาน 1 นาที เทสารละลายที่
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ออกมาทิ้ง ยายคอลัมนลงในหลอดใหม ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม AE buffer 50 ไมโครลิตรทิ้งไว 1 
นาที นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,700 g นาน 1 นาที ตรวจสอบผลดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสใน
เจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด และตรวจสอบดวยเครื่อง UV transilluminator 
จากนั้นนําพลาสมิดที่ไดสงหาลําดับเบสตอไป 

 
Southern blot hybridization 
 

1. การเตรียมดีเอน็เอ 
 

นําดีเอ็นเอปรมิาณ 10 ไมโครกรัม ไปตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 5 ชนิด คือ AseI, 
BamHI, EcoRI, HindIII และ SacI บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน ตรวจสอบผลดวยวธีิ 
อิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด และตรวจสอบดวย
เครื่อง UV transilluminator จากนัน้ตกตะกอนสารละลายดีเอ็นเอโดยการเติม โซเดียมอะซีเตท 
ความเขมขน 3 โมลาร (pH 5.2) 10 ไมโครลิตร และ เอทานอล 100 เปอรเซ็นต 250 ไมโครลิตรลง
ในสารละลายดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะสมบูรณ บมที่อุณหภูม ิ –20 องศาเซลเซียส นาน 
30 นาที นําไปปนเหวี่ยงที ่ 11,700 g อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ีลางตะกอนดวยเอทา
นอล 70 เปอรเซ็นต 500 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที ่11,700 g อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส นาน 5 
นาที ผ่ึงตะกอนที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส จนแหงด ี ละลายดวย TE buffer (10 mM Tris-HCl       
pH 8.0, 1.0  mM EDTA pH 8.0) 10 ไมโครลิตร และเก็บที่อุณหภูม ิ–20 องศาเซลเซยีสเพื่อใชตอไป 

 
2.  การเตรียมโพรบ 
 

2.1  เพิ่มปริมาณชิ้นสวนอนรัุกษของยีน CHS-like 
 

  เพิ่มปริมาณชิน้สวนอนุรักษของยีน CHS-like ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส โดย
ใชไพรเมอร CL2F และ CL3R ตามวิธีเดียวกับที่อธิบายแลว 

 
2.2  การติดฉลากโพรบ 

 
 นําชิ้นสวนอนรัุกษของยีน CHS-like ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยาลูกโซ

โพลีเมอเรสมาทําใหบริสุทธิ์ดวยชุด QIAquick PCR Purification Kit เติม PB buffer ปริมาตร 5 เทา
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ของปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอผสมใหเขากนั ใสสารละลายผสมลงใน QIAquick column ปนเหวี่ยง
ที่ 11,700 g นาน 1 นาที เทสารละลายที่ออกมาทิ้ง เติม PE buffer 750 ไมโครลิตรลงในคอลัมน ปน
เหวีย่งที่ความเร็ว 11,700 g นาน 1 นาที เทสารละลายที่ออกมาทิ้ง นําไปปนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็ว 
11,700 g นาน 1 นาที เทสารละลายที่ออกมาทิ้ง ยายคอลัมนลงในหลอดใหม ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
เติม EB buffer 38 ไมโครลิตรทิ้งไวนาน 2 นาที นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,700 g นาน 1 นาที 
ตรวจสอบผลดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด และ
ตรวจสอบดวยเครื่อง UV transilluminator จากนั้นติดฉลากโพรบที่ไดดวยชุด Gene Image Random-
Prime DNA Labelling Kit (Amersham Bioscience, UK) นําสารละลายดีเอ็นเอที่ทําใหบริสุทธิ์แลว 
34 ไมโครลิตรตมในน้ําเดือด นาน 5 นาที แลวแชน้ําแขง็ทันที เติม nucleotide mix 10 ไมโครลิตร, 
random primer 5 ไมโครลิตร และ เอนไซม Klenow 1 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 60 นาที จากนั้นนําไปใชทนัที 

 
3.  การยายดีเอน็เอจากเจลมาสูแผนเมมเบรน 
 
     นําสารละลายดีเอ็นเอที่ตกตะกอนไวแลวมาแยกขนาดดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจล  

อะกาโรส 1 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด และตรวจสอบดวยเครื่อง UV transilluminator 
ถายภาพที่ไดโดยวางไมบรรทัดเพื่อการดูขนาดตอไป นําแผนเจลมาแชใน 0.25 N HCl นาน 10 นาที 
จนบรอมฟนอลบลูเปลี่ยนจากสีฟาเปนสีเหลือง ทําใหดีเอน็เอเสียสภาพโดยแชเจลในสารละลายดาง 
(0.5 N NaOH, 1.5 M NaCl) เขยาเบา ๆ นาน 30 นาท ีทาํใหกลับมามีสภาพเปนกลางโดยแชเจลใน
สารละลายบัปเฟอร (0.5 M Tris-HCl pH 8.0, 1.5 M NaCl) เขยาเบา ๆ นาน 30 นาที ทําการยาย        
ดีเอ็นเอมาบนแผนเมมเบรนดวยวิธี capillary transfer โดยใชสารละลาย 20X SSC (3M NaCl, 0.3M 
sodium citrate, pH7) ขามคืน หอเมมเบรนดวยพลาสตกิใส วางคว่ําบน UV transilluminator นาน 5 
นาที เพื่อตรึงดีเอ็นเอใหติดแนนบนเมมเบรน นําไปใชทนัที หรือเก็บไวที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

 
4.  การไฮบริไดเซชัน 

 
     นําแผนเมมเบรนที่มีดีเอ็นเอตรึงอยูมาแชในถุงที่มี hybridization buffer (5X SSC, 0.1% 

SDS, 5% dextran sulphate, 5% liquid block) บมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนัน้
นําโพรบที่ติดฉลากแลวมาทาํใหเสียสภาพโดยตมในน้ําที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
แลวแชน้ําแข็งทันที เติมโพรบลงในถุงไฮบริไดเซชัน บมไวที่อุณหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เขยา
ขามคืน 
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5.  การตรวจสอบผลการไฮบริไดเซชัน 
 
     ลางเมมเบรนที่ทําการไฮบริไดเซชันในสารละลายผสม (1X SSC, 0.1 % SDS) ที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ลางเมมเบรนอีกครั้งดวยสารละลายผสม (0.5X SSC, 0.1% 
SDS) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จุมเมมเบรนใน buffer A (0.1 M TrisHCl, 0.3M 
NaCl pH 9.5) จากนั้นบมเมมเบรนใน blocking agent (10% liquid block) นาน 60 นาที นํา          
เมมเบรนมาบมตอใน antibody (1/5,000 เทาใน 0.5% BSA ใน buffer A) นาน 60 นาที ลางเมมเบรน
ใน buffer A ที่มี 0.3% Tween ทั้งหมด 3 รอบ รอบละ 10 นาที ตรวจสอบผลดวยชุด Gene Image 
CDP-Star Detection Kit (Amersham Bioscience, UK) โดยนําเมมเบรนมาวางบน wrap ใสสารตั้ง
ตน 1-2 มิลลิลิตร ประกบฟลมลงบนเมมเบรน ตรวจสอบผลที่ไดในหองมืด 

 
การสกัดแยกอารเอ็นเอ 
 

นําใบและแงงขมิ้นชันมาสกดัอารเอ็นเอดวยวิธีของ Yu and Goh (2000) โดยนําตวัอยางที่
แชแข็งมา 0.5 กรัม ใสลงในโกรงที่เย็นจดั เติมไนโตรเจนเหลว แลวบดใหละเอียด เติม Hao buffer 
ลงไป 3 มิลลิลิตร ดูดสารละลายใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส 
นาน 15 นาที นําไปปนเหวีย่งที่ความเรว็ 14,324 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แยก
สารละลายสวนใสดานบนใสหลอดใหม เติม คลอโรฟอรม:ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24:1) ปริมาตร
เทากับสารละลาย แลวเขยาเพื่อผสมใหเขากัน นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,324 g อุณหภูม ิ 4    
องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ีแยกสารละลายสวนใสดานบนใสหลอดใหม สกัดดวย คลอโรฟอรม: 
ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24:1) ตามขั้นตอนเดิมอีก 2 คร้ัง นําสารละลายที่ไดมาเติม 10M LiCl 
ปริมาตร 1/3 เทาของสารละลาย ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมโดยการกลับหลอดไปมา นําไป
บมที่ -20 องศาเซลเซียส ขามคืน เพื่อตกตะกอนอารเอ็นเอ จากนั้นนําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 
14,324 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที เทสารละลายทิ้ง ลางตะกอนดวย 2.5M LiCl 200 
ไมโครลิตร นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 14,324 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 1 นาท ี เท
สารละลายทิ้ง ลางตะกอนดวยเอทานอล 70 เปอรเซ็นต ในน้ํา DEPC (Diethyl pyrocarbonate 
treated H2O) 800 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,324 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 1 
นาที ดดูสารละลายทิ้ง เปดฝาทิ้งไวใหตะกอนแหง ละลายตะกอนดวยน้ํา DEPC  30 ไมโครลิตร 
ตรวจสอบปริมาณและคณุภาพของอารเอ็นเอโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ OD260, OD260/OD280 
และ OD260/OD230 และวธีิอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียมโบร
ไมด และตรวจสอบดวยเครื่อง UV transilluminator เพื่อตรวจสอบคุณภาพของอารเอ็นเอ 
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การกําจัดดีเอ็นเอออกจากอารเอ็นเอ 
 

นําสารละลายอารเอ็นเอ 1 μg มากําจัดดีเอน็เอออกดวยชุด Deoxyribonuclease I, 
Amplification Grade (Gibco BRL) โดยปฏิกิริยาประกอบดวย 10X DNaseI reaction buffer 1 
ไมโครลิตร, เอนไซม DNaseI (1U/μl) 1 ไมโครลิตร และเติมน้ํากลั่นใหครบ 10 ไมโครลิตร นําไป
บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นเติม 20mM EDTA นําไปบมที่อุณหภูม ิ 65 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที นําสารละลายอารเอ็นเอไปทําปฏิกิริยารีเวอรส ทรานสคริปชนัตอไป 
 
การทําปฏิกิริยารีเวอรสทรานสคริปชันและปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสของอารเอ็นเอ 
 

นําอารเอ็นเอทีก่ําจัดดีเอ็นเอเรียบรอยแลวมาเปลี่ยนเปน cDNA โดยชุดทํารีเวอรสทราน-
สคริปชัน SuperScriptTM III Reverse Transcriptase (Invitrogen) โดยปฏิกิริยาประกอบดวย         
อารเอ็นเอ 1 μg, 10 pmol/μl ไพรเมอร oligo(dT)15 0.5 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP mix 1 ไมโครลิตร 
และเติมน้ํา DEPC ใหปริมาตรครบ 13 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 5 
นาที แลวนําไปแชน้ําแข็งทนัที นาน 1 นาที เติม 5X first-strand buffer 4 ไมโครลิตร, DTT 1 
ไมโครลิตร, RNaseOUTTM 1 ไมโครลิตร และ SuperScriptTM III RT 1 ไมโครลิตร นําไปบมที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง เพื่อทําปฏิกิริยารีเวอรสทรานสคริปชัน จากนั้นนํามาบม
ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 15 นาทีเพื่อหยดุปฏิกิริยาของเอนไซม สารละลายที่ไดนํามาใช
เปนดีเอ็นเอตนแบบในปฏิกริิยาลูกโซโพลีเมอเรส เพิ่มปริมาณของ cDNA เปาหมายดวย ปฏิกิริยา
ลูกโซโพลีเมอเรส ซ่ึงมีองคประกอบของปฏิกิริยาไดแก ดีเอ็นเอตนแบบ (cDNA) 1 ไมโครลิตร,     
5 pmol/μl, ไพรเมอร CLF-RNA (5´GCGTCATGATCGACTCAGTGC3´) และ ไพรเมอร          
CLR-RNA (5´GTGTCCAGCGAGATTCCCTCC3´) อยางละ 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 ทําปฏิกิริยาดวย
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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ตรวจสอบผลดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียม-  
โบรไมด และตรวจสอบดวยเครื่อง UV transilluminator 

 
การโคลนปลาย 5´ และ 3´ ของยีนโดยวธีิปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสแบบ thermal asymmetric 
interlaced (TAIL-PCR) 
 

เพิ่มปรมิาณสวนดาน 5´ ของยีนดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส โดยองคประกอบในปฏิกิริยา
ไดแก 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 ทําปฏิกิริยาโดยใชโปรแกรม 

 
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 
 
จากนั้นนําผลผลิตที่ไดมาเจอืจาง 50 เทาเพื่อใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการเพิ่มปรมิาณซ้ํา

เปนครั้งที่2 โดยองคประกอบในปฏิกิริยาไดแก ดีเอ็นเอขมิ้นชันเจือจาง 50 เทา 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 ทําปฏิกิริยาโดยใชโปรแกรม 
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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  
 
จากนั้นนําผลผลิตที่ไดมาเจอืจาง 100 เทาเพื่อใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการเพิ่มปรมิาณซ้ํา

เปนครั้งที่ 3 ใชไพรเมอร 5pCHS3 (5´AGAGGTTGCAAGTGTTCGCT3´) คูกับไพรเมอร AD2 
โดยมีองคประกอบของปฏิกิริยาเหมือนกับการเพิ่มปริมาณในครั้งที่ 2 โดยใชโปรแกรม 

 
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 
  
ตรวจสอบผลดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต ยอมดวยเอธิเดียม-  

โบรไมด และตรวจสอบดวยเครื่อง UV transilluminator 
 
เพิ่มปริมาณสวนดาน 3´ ของยีนดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสแบบเดียวกับการเพิ่มปริมาณ

สวนปลาย 5´ ของยีนโดยใชไพรเมอร 3pCHS1 (5´GAGAGCGAGGGGAAGATACTG3´) คูกบั
ไพรเมอร AD2 ทําปฏิกิริยาโดยใชโปรแกรม 

 
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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จากนั้นนําผลผลิตที่ไดมาเจอืจาง 50 เทาแลวเพิม่ปริมาณโดยใชไพรเมอร 3pCHS2 
(5´GAGAACGGTCTGCGCGTCCAC3´) คูกับไพรเมอร AD2 โดยเปลี่ยนอุณหภูมิ annealing เปน 
67 องศาเซลเซียส และนําผลผลิตที่ไดมาเจือจาง 100 เทาเพื่อใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการเพิม่
ปริมาณซ้ําเปนครั้งที่ 3 ใชไพรเมอร 3pCHS3 (5´GCTTAGTGCACGCTCTGAAG3´) คูกับ       
ไพรเมอร AD2 โดยเปลี่ยนอณุหภูมิ annealing เปน 63 องศาเซลเซียส 

 
นําผลผลิตจากการเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค TAIL-PCR จากสวนปลาย 5´ และ 3´ ของยีนที่

ไดไปโคลน และหาลําดับนวิคลีโอไทด 
 
การโคลนยีน CHS-like ท่ีสมบรูณโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส 
 

ออกแบบไพรเมอรจากตัวแทนของลําดับนวิคลีโอไทดทีไ่ดจากสวนปลาย 5´ ไดไพรเมอร
เสน forward ทั้งหมด 3 เสน และสวนปลาย 3´ ไดไพรเมอรเสน reverse ทั้งหมด 4 เสน (ช่ือและ
ลําดับนิวคลีโอไทดแสดงในตารางที่ 3) เพิ่มปริมาณยีน CHS-like ที่สมบูรณดวยปฏิกิริยาลูกโซ    
โพลีเมอเรส โดยองคประกอบในปฏิกิริยาไดแก ดีเอ็นเอขมิ้นชัน (50 ng/μl) 1 ไมโครลิตร,              
5 pmol/μl ไพรเมอร forward และ ไพรเมอร reverse อยางละ 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 ทําปฏิกิริยาโดยใชโปรแกรม 

 
94 องศาเซลเซียส 3 นาท ี1 รอบ  
94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, อุณหภูมิขึน้กับคูไพรเมอร 1 นาที, 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 

35 รอบ 
72 องศาเซลเซียส 5 นาท ี1 รอบ 
 
ตรวจสอบผลดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต โคลนผลผลิตพีซีอารที่

ได หาลําดับนวิคลีโอไทด และวิเคราะหผลที่ได 
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การวิเคราะหปริมาณสารเคอรคูมินอยด 
 

นําตัวอยางแงงขมิ้นชันขนาดนอยกวา 1 เซนติเมตร, 1-2 เซนติเมตร, 2-3 เซนติเมตร, 3-4 
เซนติเมตร, มากกวา 4 เซนติเมตร และตัวอยางใบขมิ้นชัน มาสกัดแยกสารเคอรคูมินอยด วัด
ปริมาณสารที่ไดดวยวิธี HPLC (High Performance Liquid Chromatography) (นันทวรรณ, 2549) 
 



ผลและวิจารณ 
 
การโคลนชิ้นสวนของยนี CHS-like จากขมิ้นชัน 
 

เนื่องจากการโคลนยีน CHS-like ของขมิ้นชัน ยังไมมีใครทํามากอน จึงเริ่มจากการ
ออกแบบไพรเมอรโดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน CHS-like ในพืชชนิดตาง ๆ ที่มีใน
ฐานขอมูล NCBI โดยชนิดของพืชและ accession number ของยีนที่ใชในการออกแบบไพรเมอร 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 เพื่อหาสวนอนุรักษสามารถออกแบบไพรเมอร 
forward 2 เสน ไดแก CLF1 และ CLF2 ไพรเมอร reverse 3 เสน ไดแก CLR1, CLR2 และ CLR3  
โดยไพรเมอรที่ออกแบบมีตาํแหนงตางกันดังภาพที ่1 พรอมแสดงลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร
ในตารางที่ 1 

 
จากการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอน็เอดวยวิธีพีซีอาร โดยใชไพรเมอร CLF1 และ CLR1 ไดแถบ  

ดีเอ็นเอที่ไมจําเพาะจํานวนมาก จึงสลับคูไพรเมอรแบบตาง ๆ จนครบทุกแบบ แตยังไมไดแถบ      
ดีเอ็นเอที่จําเพาะ แสดงวา ไพรเมอรแตละชนิดมีตําแหนงจับไดหลายตําแหนง หรือสภาวะทใีชไม
เหมาะสม จงึเปลี่ยนมาใชวิธี nested PCR คือเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอครั้งแรกดวยคูไพรเมอรที่มี
ตําแหนงอยูดานนอก แลวนําผลผลิตที่ไดมาเพิ่มปริมาณซ้ําเปนครั้งที่ 2 โดยใชคูไพรเมอรที่มี
ตําแหนงถัดเขามาอยูภายในผลผลิตครั้งที่ 1 หรือทํา semi-nested PCR คือการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
คร้ังที่ 2 โดยใชไพรเมอรชนิดหนึ่งคงเดิม สวนไพรเมอรอีกชนิดหนึ่งมีตําแหนงอยูถัดเขามาภายใน
ผลผลิตครั้งที่ 1 พบวาไดแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะจากการทาํพีซีอารโดยใชไพรเมอร CLF1 และ CLR1 
แลวนําผลผลิตพีซีอารมาเจือจาง 20 เทา ทําพีซีอารคร้ังที่ 2 โดยใชไพรเมอร CLF2 และ CLR3 ซ่ึงมี
ตําแหนงจับอยูภายในชิน้ดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณในครั้งแรก ผลที่ไดคือ ช้ินดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 850 คูเบส (ภาพที่ 2) ซ่ึงคาดวาเปนสวนของยนี CHS-like เมื่อนําชิ้นดีเอน็เอที่ไดไปโคลน
ใน พลาสมิด pGEM-Teasy ไดโคลนทั้งหมด 18 โคลน 

 
เนื่องจากยีนกลุมนี้เปน multigene family และสวนของดีเอน็เอที่โคลนไดมาจากการ

ออกแบบไพรเมอร บริเวณทีม่ีลําดับเบสแบบอนุรักษ (conserved sequence) โคลนที่ไดอาจมาจาก
หลายยนีในกลุมนี้ จงึนําโคลนทั้ง 18 โคลน มาตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่ได ดวยการเพิ่มปริมาณชิ้น   
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ดีเอ็นเอจากพลาสมิด แลวตดัชิ้นสวนดีเอน็เอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ เพื่อตรวจหาจาํนวนยีนเบื้องตน 
โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ 7 ชนิด ไดแก AluI, HinfI, MboI, RsaI, HaeIII, HhaI และ TaqI ผลการ
ตัดชิ้นดีเอน็เอดวยเอนไซม HaeIII, HhaI, TaqI ไมสามารถแยกความแตกตางของชิน้ดีเอ็นเอทั้ง 18 
โคลนได (ภาพที่ 3) แตเอนไซม AluI, HinfI, MboI, RsaI สามารถแยกความแตกตางของชิ้นดีเอ็นเอ
ได 2, 2, 3, 2 แบบตามลําดบั (ภาพที่ 4) เมื่อพิจารณารปูแบบการตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะของชิน้  
ดีเอ็นเอทั้ง 18 โคลน พบรูปแบบแตกตางกันทั้งหมด 6 แบบ (ตารางที ่2) จึงสกัดพลาสมิด นํามาหา
ลําดับนิวคลีโอไทดที่เปนตวัแทนในแตละแบบ 

 
ตารางที่ 1  แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรสําหรับเพิ่มปริมาณสวนของยีน CHS-like ใน

ขมิ้นชัน 
 

ช่ือไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด  คา 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  ภาพวาดแสดงตําแหนงของไพรเมอรที่ออกแบบสําหรับการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีน 
       CHS-likeในขมิ้นชัน 
 

 
 
 
 

CHS-like gene 

CLF1 CLF2 CLR3 CLR2 CLR1 
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ภาพที่ 2  แสดงผลที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขมิ้นชนัโดยวิธี nested และ semi-nested PCR 
   แถวที1่ ใชไพรเมอร CLF1 และ CLR1 แลวเพิ่มปริมาณซ้ําดวยไพรเมอร CLF2 และCLR2  
   แถวที2่ ใชไพรเมอร CLF1 และ CLR1 แลวเพิ่มปริมาณซ้ําดวยไพรเมอร CLF2 และCLR3  
   แถวที3่ ใชไพรเมอร CLF2 และ CLR1 แลวเพิ่มปริมาณซ้ําดวยไพรเมอร CLF2 และCLR2  
   แถวที4่ ใชไพรเมอร CLF2 และ CLR1 แลวเพิ่มปริมาณซ้ําดวยไพรเมอร CLF2 และCLR3 
   และ M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb ladder 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3  แสดงผลที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากโคลนตาง ๆ โดยใชไพรเมอร CLF2 และ  
        CLR3 แลวตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 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  แสดงผลที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากโคลนตาง ๆ โดยใชไพรเมอร CLF2 และ 
    CLR3 แลวตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ RsaI หมายเลข 1-8 คือ โคลนที่ 1-8 โดยโคลนที่ 1,  

  2, 5, 7 มี รูปแบบการตัดเปนแบบที่ 1 โคลนที่ 3, 4, 6, 8 มีรูปแบบการตัดเปนแบบที่ 2 และ       
     M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb ladder 
 
ตารางที่ 2  แสดงรูปแบบการตัดดีเอ็นเอจากโคลนทั้ง 6 แบบดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 7 ชนิด 
 
      เอนไซมตดั     
               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 

 
เมื่อไดโคลนทีเ่ปนตัวแทนในแตละแบบแลว จึงนํามาหาลําดับนิวคลีโอไทด และนาํลําดับ

นิวคลีโอไทดที่ไดมาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล พบวา ตรงกับสวนของยีน 
CHS-like ของพืชชนิดอื่นทีม่ีรายงานแลว เมื่อเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดกับยีน CHS ของ
แปะกวย (Pang  et al., 2005) และ CHS-like ของพืชอ่ืน (Abe et al., 2004) พบวามีอินทรอน 1 
ตําแหนง ขนาดคอนขางสั้น (ประมาณ 90 คูเบส) เมื่อเทียบกับอินทรอนของยีนในกลุมเดยีวกันนี ้
(Pang  et al., 2005) นําลําดบันิวคลีโอไทดมาแปลเปนกรดอะมิโน เปรียบเทียบกับกรดอะมิโนของ

500 bp 

 M   1   2    3    4    5   6    7    8     

850 bp 

100 bp 
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ยีนกลุมนีใ้นฐานขอมูล พบบริเวณ active site, CoA binding site และสวนอนุรักษของ               
CHS superfamily enzymes (Abe et al., 2004) แสดงวาทั้ง 6 โคลนที่ไดเปนสวนของยีน CHS-like 
และลําดับนวิคลีโอไทดของแตละโคลนตางกันเล็กนอยซ่ึงจะตองนําไปศึกษาตอไป 
 
การหาจํานวนชุดของยีนในจโีนม 
 

เนื่องจากยีน CHS-like เปน multigene family จึงหาจํานวนชดุของยนีดวยวิธี Southern blot 
hybridization (Helariutta et al., 1995; Harashima et al., 2004) เนื่องจากในขมิ้นขาวไมมสีาร    
เคอรคูมินอยด ซ่ึงเปนสารสีเหลืองในขมิน้ชัน ความแตกตางของจาํนวนชดุของยนี CHS-like 
ระหวางขมิน้ชนัและขมิ้นขาวอาจจะใหขอมูลที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหสารนี้ จึงเปรียบเทยีบ
จํานวนชุดของยีน CHS-like ในขมิ้นชนัและขมิ้นขาว โดยนําดีเอ็นเอของพืชทั้งสองมาตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI, AseI, HindIII, EcoRI และ SacI นํามาทํา Sounthern blot hybridization 
โดยใชโพรบที่ไดจากชิน้ดีเอ็นเอที่เพิ่มปรมิาณมาจากสวนของยีน CHS-like ของขมิ้นชัน ผลที่ได
พบวาทั้งในขมิ้นชันและขมิน้ขาวนัน้ตางกม็ียีน CHS-like อยูหลายชดุ จํานวนชุดของยีนสําหรับ
ขมิ้นชันมีอยางนอย 5 ชุด สวนขมิ้นขาวมีอยางนอย 4 ชุด (ภาพที ่ 5) ซ่ึงสามารถยืนยนัไดวา เปน 
multigene family สอดคลองกับที่พบในพืชชนิดอื่น (Farzad et al., 2005) ผลการทํา Southern blot 
hybridization เมื่อเปรียบเทียบกับผลการตรวจสอบโคลนดวยเอนไซมตัดจําเพาะและการหาลําดบั  
นิวคลีโอไทดมีจํานวนชุดของยีนแตกตางกันเพยีงเล็กนอย อาจเกิดจากชุดของยีนทีอ่ยูติดกนัเหมอืน
ยีน CHS ใน Trifolium subterraneum (Arioli et al., 1993) และไมมตีําแหนงตัดของเอนไซมตัด
จําเพาะทีเ่ลือกใชในบริเวณยนีแตละชดุ ทําใหไดแถบดีเอน็เอขนาดใหญซ่ึงมาจากยีนมากกวา 1 ชุด 
นอกจากนี้ยังพบวาขนาดของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นในขมิ้นชันและขมิน้ขาวแตกตางกันทั้งหมด ไมมี
แถบใดมีขนาดเทากัน จงึไมสามารถสรุปไดวากลุมของยนี CHS-like ในพืชทัง้สองชนิดมีความสัมพันธ
กันอยางไร 
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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  แสดงผลที่ไดจากการทํา Southern blot hybridization แถว A คือ ดีเอ็นเอที่ไดจากขมิ้นชนั 
   และ B คือ ดีเอ็นเอที่ไดจากขมิ้นขาว 
 
การโคลนยีน CHS-like ท่ีสมบูรณ 
 

เนื่องจากสวนของยีน CHS-like ที่โคลนไดมีเฉพาะชิ้นสวนบริเวณกลางยีนซึ่งยังไม
สมบูรณ จึงไดนําเอาเทคนคิ thermal asymmetric interlaced PCR (TAIL-PCR) มาใชเพื่อโคลนยนี
ใหสมบูรณ โดยโคลนสวนปลาย 5´ และ 3´ ของยีน CHS-like ในขมิ้นชันดวยปฎิกิริยาลูกโซ        
โพลีเมอเรสแบบ arbitrarily primed (AP)-PCR-based method (Weissensteiner et al., 2004) วิธีทํา 
คือ ออกแบบไพรเมอรจากสวนอนุรักษของยีน CHS-like ในขมิ้นชนัสําหรับโคลนสวนปลาย 5´ 
และ 3´ ของยีนทั้งหมด 6 ไพรเมอร ไดแก 5pCHS1, 5pCHS2, 5pCHS3, 3pCHS1, 3pCHS2 และ 
3pCHS3 โดยไพรเมอรที่ออกแบบมีตําแหนงตางกนัดังภาพที่ 6 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจะใช     
ไพรเมอรทั้ง 6 ไพรเมอรรวมกับ degenerate primer AD1, AD2, AD3 (Liu  and Whittier, 1995) 
และ AD7 (Hanhineva and Kärenlampi, 2007) โดยลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรทั้งหมดแสดง
ในตารางที่ 3 

 
จากผลการทดลองสามารถเพิ่มปริมาณผลผลิตพีซีอารดานปลาย 5´ ไดโดยใชไพรเมอร 

5pCHS1, 5pCHS2 และ 5pCHS3 คูกับไพรเมอร AD2 ทําการเพิ่มปริมาณผลผลิตพีซีอารทั้งหมด 3 
คร้ัง คร้ังที่ 1 ใชคูไพรเมอร 5pCHS1 และ AD2 นําผลผลิตที่ไดมาเพิ่มปริมาณซ้ําเปนครั้งที่ 2 โดยใช
คูไพรเมอร 5pCHS2 และ AD2 จากนัน้นําผลผลิตที่ไดมาเพิ่มปริมาณซ้ําเปนครั้งที่ 3 โดยใชคู     
ไพรเมอร 5pCHS3 และ AD2 ซ่ึงผลผลิตพีซีอารที่ไดมีขนาดประมาณ 550 คูเบส สามารถเพิ่ม
ปริมาณผลผลิตพีซีอารดานปลาย 3´ ไดโดยใชไพรเมอร 3pCHS1, 3pCHS2 และ 3pCHS3 คูกับ  
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ไพรเมอร AD2 (หรือ AD3) เพิ่มปริมาณผลผลิตพีซีอารทั้งหมด 3 คร้ังเชนเดยีวกับการเพิ่มปริมาณ
ผลผลิตพีซีอารดานปลาย 5´ ซ่ึงผลผลิตพีซีอารที่ไดมีขนาดประมาณ 800 คูเบส (ภาพที่ 7) จากนัน้
โคลนชิ้นดีเอน็เอที่ไดทั้งหมด 19 โคลน สกัดพลาสมิด สงหาลําดับนวิคลีโอไทด นาํลําดับนิวคลีโอ
ไทดที่ไดมาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล พบวา ตรงกับสวนของยีน CHS-like 
ของพืชชนิดอืน่ที่มีรายงานแลว จากนั้นนาํลําดับนิวคลีโอไทดมาทํา multiple alignment ดวย
โปรแกรม clustal W โดยลําดับนิวคลีโอไทดดานปลาย 5´ สามารถจัดกลุมได 3 กลุม และลําดับ     
นิวคลีโอไทดดานปลาย 3´ สามารถจัดกลุมได 4 กลุม ออกแบบไพรเมอรจากตวัแทนของลําดบั      
นิวคลีโอไทดแตละกลุมเพื่อใชในการเพิ่มปริมาณยีน CHS-like ที่สมบูรณในขมิ้นชนั 

 
ออกแบบไพรเมอรสําหรับการเพิ่มปริมาณยนี CHS-like ทั้งหมด 7 ไพรเมอร ไดแก forward 

3 ไพรเมอร (5pCL1F, 5pCL2F และ 5pCL3F) และ reverse 4 ไพรเมอร (3pCL1R, 3pCL2R, 
3pCL3R และ 3pCL4R) ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรแสดงในตารางที่ 3 เพิ่มปริมาณยีน    
CHS-like ในขมิ้นชัน โดยใชไพรเมอรแบบ forward และ reverse สลับกันจนครบทุกแบบ              
คูไพรเมอรที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอไดมี 7 คู ผลผลิตพีซีอารที่ไดมีขนาดประมาณ 1,300 คูเบส 
นําชิ้นดีเอน็เอที่ไดมาโคลนเขาสูพลาสมิด สงหาลําดับนิวคลีโอไทด นําลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดมา
เปรียบเทียบกบัลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล พบวา ตรงกับยีน CHS-like ของพืชชนิดอื่นทีม่ี
รายงานแลว จากนั้นนําลําดบันิวคลีโอไทดจากทั้ง 7 โคลนมาทํา multiple alignment สามารถจัด
กลุมได 3 กลุม นั่นคือสามารถโคลนยีน CHS-like ที่สมบูรณไดทั้งหมด 3 ยีน คือ ClCHS1, ClCHS2 
และ ClCHS3 พบวายนีทั้ง 3 ยีน มีความแตกตางกันมากในบริเวณสวนปลาย 5´ และ 3´ ที่ไมไดแปล
รหัส (5´ และ 3´ untranslated region) และสวนอินทรอน โดยมีการเพิ่มขึ้นหรือขาดหายของเบส 
(insertion-deletion) หลายตําแหนง และมกีารเปลี่ยนแปลงแทนที่เบส (base substitution) จํานวน
มากบริเวณปลาย 3´ โดยยีน ClCHS2 และ ClCHS3 มีลําดับนิวคลีโอไทดหายไป 13 คูเบสในสวน
อินทรอน สวนบริเวณแปลรหัส (coding region) มีความแตกตางในลกัษณะการแทนที่เบสเปนสวน
ใหญซ่ึงเมื่อแปลเปนกรดอะมิโนแลวพบความแตกตางของลําดับกรดอะมิโนเพยีงเล็กนอยเทานัน้ 
ยกเวนยนี ClCHS3 มีลําดับนวิคลีโอไทดหายไป 21 คูเบสในสวนเอกซอนที่ 2  (ภาพผนวกที่ 1) มีผล
ใหจํานวนกรดอะมิโนสั้นลง 7 ตัว 

 
จากการวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดของแตละกลุม พบรหัสสําหรับเริ่มการแปลรหสั คือ 

ATG พบเอกซอน 2 เอกซอน เอกซอนที่ 1 ประกอบดวยลําดับกรดอะมิโน 64 ตัว เอกซอนที่ 2 
ประกอบดวยลําดับกรดอะมิโน 223-330 ตัว สอดคลองกับที่มีรายงานในพืชชนิดอืน่ (Jinling et al., 
2000) และอนิทรอน 1 อินทรอน โดยอินทรอนมีขนาด 82-95 คูเบส ขนาดใกลเคียงกับอินทรอน 



 

32 

ของยีน CHS ของ Ipomoea แตมีขนาดเล็กเมื่อเทียบกับอินทรอนของยีน CHS-like ของพืชอ่ืน เชน 
Petunia (Kose et al., 1987; Durbin et al., 1994) นอกจากนี้ยังพบตําแหนงเริ่มของอนิทรอนที่เปน
สวนอนุรักษของยีนในกลุม CHS superfamily ที่พบในพืช คือ เร่ิมทีต่ําแหนงที ่1 หรือ 2 ของเบสที่
เปนรหัสของกรดอะมิโนซีสเตอีน (Jinling et al., 2000; Harashima et al., 2004) และพบรหัสหยุด 
คือ TAA แสดงวาโคลนที่ไดเปนยีนที่อยูในกลุม CHS superfamily จากนั้นแปลลําดับนิวคลีโอไทด
ใหเปนลําดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม ORF ทํา multiple alignment ดวยโปรแกรม 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)] พบคาความเหมอืนประมาณ 50-60% เมื่อวเิคราะหลําดับกรดอะมิที่ไดพบ
บริเวณสวนอนุรักษของ CHS superfamily enzymes ที่พบในพืชทกุชนิด คือ Cys164, His303, Asn336 
และ Phe215 (Ji and Hongya, 2006) พบบริเวณ active site, CoA binding site ของยีน CHS-like แตมี
บางกรดอะมิโนในสวนอนุรักษของ CHS superfamily enzymes ที่แตกตางไปบาง (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 เปน GLGPG ซ่ึงอาจเกิดจากการเลือกใชสารตั้งตนในการทําปฏิกิริยาที่ตางกัน (Tropf 
et al., 1993; Jez et al., 2002) จากการวเิคราะหลําดับกรดอะมิโนของยนีทั้ง 3 ยีนนี ้พบวาโคลนที่ได
มีคุณสมบัติเปนยีนในกลุม CHS superfamily 
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ตารางที่ 3  แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณสวนปลาย 5´, 3´ และ       
    ยีน CHS-like ที่สมบูรณในขมิ้นชัน 

 

ช่ือไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด  คา 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  ภาพวาดแสดงตําแหนงของไพรเมอรที่ออกแบบสําหรับการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีน  
     CHS-like ในขมิ้นชันดานปลาย 5´ และ 3´ คูกับไพรเมอรแบบ degenerate (AD primer) 
 
 

CHS-like gene 5pCHS3 5pCHS2 5pCHS1 

3pCHS1 3pCHS2 3pCHS3 
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ภาพที่ 7  ผลการเพิ่มปริมาณสวนของยีน CHS-like ดานปลาย 3´ ดวยเทคนิค TAIL-PCR 3 ขั้นตอน 

 โดยใชไพรเมอรตางๆ 
 กลุมที่ 1 คือ 3pCHS1, 3pCHS2, 3pCHS3 กับไพรเมอร AD1 ตามลําดับ 
 กลุมที่ 2 คือ 3pCHS1, 3pCHS2, 3pCHS3 กับไพรเมอร AD2 ตามลําดับ 
 กลุมที่ 3 คือ 3pCHS1, 3pCHS2, 3pCHS3 กับไพรเมอร AD3 ตามลําดับ 
 กลุมที่ 4 คือ 3pCHS1, 3pCHS2, 3pCHS3 กับไพรเมอร AD7 ตามลําดับ 
 โดยกลุมที่ 2 และ 3 ไดผลผลิตพีซีอารขนาดประมาณ 800 คูเบส (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, * แสดงความแตกตางของกรดอะมิโนสวนอนรัุกษของ CHS  
               superfamily, + แสดงสวนที่เปน CoA-binding, # แสดงลําดับกรดอะมิโนอนุรักษบริเวณ  
               active site ของ CHS superfamily ที่พบในพืชทกุชนิด และเสนสีดําแสดงสวนที่เปน                  
               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  (ตอ) 
 
 
 
 
 

* + + + 

* ** * * * 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 
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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 
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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  (ตอ) 
 

เมื่อนําลําดับกรดอะมิโนของยีน CHS และ CHS-like ของขมิ้นชันและพืชอ่ืนทั้งหมด 18 
ชนิด รวม 29 ยีน ตามภาพที ่ 8 มาวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการ โดยทํา phylogenetic tree 
ดวยโปรแกรม MrBayes version 3.0b4 (Huelsenbeck and Ronquist, 2001) ดวยโมเดล SYM+I+G, 
AIC โดยวิเคราะหทั้งหมด 1x106 ซํ้า พบวายีน CHS และ CHS-like ของพืชทั้งหมด 18 ชนิดสามารถ
แบงออกไดเปน 3 กลุมใหญไดแก กลุมของเฟรน ซ่ึงเปนพืชที่ไมมีเมล็ด (seedless vascular plant, 
PnPnI และ PnPnL), ลิเวอรเวิรต ซ่ึงเปนพืชที่ไมมีทอลําเลียง (non-vascular plant, MpCHS) และ
กลุมพืชมีเมล็ด (seed plant) ซ่ึงในกลุมนีส้ามารถแบงไดเปน 3 กลุมยอย ไดแก แปะกวย (GbCHS) 
กลุมของสน (PsSTS, PyBBS และ PsCHS) ซ่ึงเปนพืชเมล็ดเปลือย (gymnosperm) และกลุมพืชดอก 
(angiosperm) ในกลุมพืชดอกยังแบงเปนกลุมยอยหลายกลุม โดยสวนใหญยีน CHS และ CHS-like 
ของพืชชนิดเดยีวกันหรืออยูใน family เดียวกันจัดอยูในกลุมยอยเดียวกัน (Ji and Hongya, 2006) 
สวนยนี CHS-like ของขมิ้นชันทั้ง 3 ยีนจดัอยูในกลุมยอยเดยีวกันแยกจากกลุมยอยอ่ืน  
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ภาพที่ 9  ผลจากการทํา phylogenetic tree ดวยโปรแกรม MrBayes version 3.0b4 แถบดานลาง  
   แสดงระยะหางทางพันธุกรรม (genetic distance) ตัวเลขที่อยูบนกิ่งแสดงคา Bayesian 
   posterior probability จากการวิเคราะหทั้งหมด 1x106 ซํ้า 
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การตรวจสอบการแสดงออกของยีน CHS-like 
 

เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน CHS-like ในขมิ้นชันดวยวิธีกึ่งปริมาณ (semi-
quantitative RT-PCR) โดยการนําตัวอยางแงงขมิ้นชันขนาดนอยกวา 1 เซนติเมตร, 1-2 เซนติเมตร, 
2-3 เซนติเมตร, 3-4 เซนติเมตร, มากกวา 4 เซนติเมตร และใบขมิน้ชัน มาสกัดอารเอ็นเอ เพิม่
ปริมาณชิ้นสวนของยีนจากอารเอ็นเอโดยวธีิ RT-PCR ใชจํานวนรอบ 25 รอบ แลวนําไปตรวจผลที่
ไดดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 1 เปอรเซน็ต ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด ผลปรากฏวา 
ไมพบแถบดีเอ็นเอ จึงนําเจลอะกาโรสไปทํา Southern blot hybridization โพรบที่ใชไดจากการเพิ่ม
ปริมาณชิ้นสวนของยีน CHS-like ในบริเวณของเอกซอนที่ 2 ขนาดประมาณ 320 คูเบสโดยใช        
ดีเอ็นเอเปนตนแบบ โดยมี positive control คือ ผลผลิตที่ไดจากการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอในสวน
ของยีน CHS-like เมื่อตรวจสอบผลที่ได พบแถบดีเอ็นเอขนาดตรงกบัที่ตองการคือ 320 คูเบส โดย
แถบดีเอ็นเอในตัวอยางแงงขมิ้นชันขนาดตาง ๆ นั้น มีความเขมของแถบไมเทากัน แถบดีเอ็นเอทีไ่ด
จากตัวอยางแงงขมิ้นชันขนาดนอยกวา 1 และ 1-2 เซนติเมตร มีแถบเขมที่สุดในขณะที่ตัวอยางแงง
ขมิ้นชันขนาด 2-3, 3-4 และ มากกวา 4 เซนติเมตร มีความเขมลดลงตามลําดับ (ภาพที่ 10) แสดงให
เห็นวาในตัวอยางแงงขมิ้นชนัที่มีขนาดเล็กพบการแสดงออกของยีน CHS-like มากกวาในตวัอยาง
แงงขนาดใหญ โดยมีการเพิ่มปริมาณยนี actin จํานวน 25 รอบเปนตัวควบคุม นอกจากนีย้ังพบแถบ
ดีเอ็นเอในตัวอยางที่ไดจากใบขมิ้นชันดวย โดยมีความเขมของแถบดีเอ็นเอใกลเคียงกับแงงที่มี
ขนาดนอยกวา 1 และ 1-2 เซนติเมตร จึงสันนิษฐานไดวามีการแสดงออกของยีน CHS-like ในใบ
ของขมิ้นชันดวย เนื่องจากยนี CHS-like เปน multigene family จึงสามารถพบไดในทุกสวนของพืช 
โดยที่แตละยนีในกลุมอาจจะทําหนาทีต่างกัน (Helariutta et al., 1996)  โพรบที่ใชนั้นเปนสวนเอก
ซอนที่ 2 ซ่ึงเปนสวนอนรัุกษของ CHS superfamily enzymes (Jinling, 2000) จึงสามารถเพิ่ม
ปริมาณยีนในกลุมนี้ไดหลายยีน 

 
เมื่อวัดปริมาณสารเคอรคูมินอยดจากตัวอยางแงงขมิ้นชันขนาดนอยกวา 1, 1-2, 2-3, 3-4 

และ มากกวา 4 เซนติเมตร ดวยวิธี HPLC (High Performance Liquid Chromatography) พบสาร
เคอรคูมินอยดในตัวอยางแงงขมิ้นชัน 6.57%, 6.41%, 7.40, 8.72% และ 9.30% (W/W) ตามลําดบั 
ซ่ึงมีปริมาณสารเคอรคูมินอยดมากขึน้ตามขนาดของแงงที่เพิ่มขึ้น แตไมพบสารเคอรคูมินอยดใน
ตัวอยางใบ ซ่ึงผลที่ไดนี้ไมสอดคลองกับการตรวจสอบการแสดงออกของยีน CHS-like ดวยวิธี 
semiquantitative RT-PCR โดยการแสดงออกของยีน CHS-like ที่พบมากในตวัอยางแงงขมิ้นชัน
ขนาดเล็กและลดลงในแงงทีม่ีขนาดยาวขึ้นนั้น อาจเกดิจากอารเอ็นเอมีอายุส้ันสลายตัวเร็ว และมี
การแปลรหัสเปนโปรตีนที่ทําหนาที่เกีย่วกบัการสังเคราะหสารเคอรคูมินอยดไปแลวในตัวอยางแงง
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ขมิ้นชันที่มีขนาดยาวขึ้น และมกีารสะสมโปรตีนนีใ้นตวัอยางแงงขมิ้นชนัที่มีขนาดยาวขึน้เพือ่
เตรยีมพรอมและใชในการสังเคราะหสารเคอรคูมินอยด ซ่ึงตองตรวจสอบระดับโปรตีนจึงสามารถ
บอกผลที่แนนอนได วาสารเคอรคูมินอยดที่สังเคราะหขึน้มามีการสะสมจึงเพิ่มปริมาณมากขึ้น หรือ
อาจเกิดจากผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีนในระดบัอารเอ็นเอในครั้งนี้ตรวจสอบจาก
บริเวณที่เปนสวนอนุรักษของยีน CHS-like ผลที่ไดจึงมาจากยนีในกลุม multigene family ทั้งหมด 
ดังจะพบไดจากผลการแสดงออกของยีน CHS-like ที่พบในใบขมิ้นชนั ทั้ง ๆ ที่ไมมีการสังเคราะห
สารเคอรคูมินอยดในใบ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

ภาพที่ 10  ผลจากการทํา semi-quantitative RT-PCR โดย แถวที่ 1 คือ ตัวอยางใบขมิน้ชัน แถวที่           
                 2-6 คือตัวอยางแงงขมิ้นชันขนาดยาว นอยกวา 1, 1-2, 2-3, 3-4 และมากกวา 4 เซนติเมตร               
                 ตามลําดับ และ P คือ ผลผลิตพีซีอารที่ไดจากการเพิ่มปริมาณสวนของยีน CHS-like   
                   ดวย  คูไพรเมอร CLF-RNA และ CLR-RNA ภาพดานลางเปนการเพิ่มปรมิาณยนี actin  
                 จากตัวอยาง RNA ตัวอยางเดียวกัน ใชเปนตวัควบคุม 
 

P    1     2     3    4     5     6 

100 bp 
300 bp 
500 bp 

1000 bp 

actin 



สรุปและขอเสนอแนะ 
 
 จากการโคลนยีน CHS-like ของขมิ้นชันโดยออกแบบไพรเมอรจากสวนอนุรักษของยีน 
CHS-like ของพืชหลายชนดิในฐานขอมูล และเพิ่มปริมาณยนีที่ตองการดวยวิธี nested PCR ทําให
ไดสวนของยนี CHS-like ซ่ึงมีขนาดประมาณ 850 คูเบส เมื่อนําชิ้นดีเอน็เอที่ไดไปโคลนใน     
พลาสมิด และตรวจสอบชิน้ดีเอ็นเอจากแตละโคลนดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 7 ชนิด ไดแก AluI, 
HinfI, MboI, RsaI, HaeIII, HhaI และ TaqI พบวาเอนไซม AluI, HinfI, MboI, RsaI เทานั้นที่
สามารถแยกความแตกตางของชิ้นดีเอ็นเอได 2, 2, 3, 2 แบบตามลําดับ และพบรูปแบบที่แตกตางกนั 
6 แบบ  

 
จากการทํา Sounthern blot hybridization พบวายีน CHS-like ในขมิ้นชันเปน multigene 

family มีจํานวนชุดของยีน CHS-like อยางนอย 5 ชุด 
 
การโคลนยีน CHS-like ที่สมบูรณดวยวิธี TAIL-PCR สามารถโคลนยีนได 7 โคลนและจาก

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด
ในฐานขอมูล พบวา ตรงกับสวนของยนี CHS-like ของพืชชนิดอืน่ที่มีรายงานแลว ทั้งนี้เมื่อนํา
ลําดับนิวคลีโอไทดมาทํา multiple alignment สามารถจัดกลุมได 3 กลุม นั่นคือสามารถโคลนยีน 
CHS-like ที่สมบูรณไดทั้งหมด 3 ยีน คอื ClCHS1, ClCHS2 และ ClCHS3 และเมื่อนําลําดบั            
นิวคลีโอไทดแตละกลุมมาวเิคราะหพบวาประกอบดวย เอกซอน 2 เอกซอน เอกซอนที่ 1 
ประกอบดวยลําดับกรดอะมิโน 64 ตัว เอกซอนที่ 2 ประกอบดวยลําดับกรดอะมิโน 223-330 ตัว 
และอินทรอน 1 อินทรอน มีขนาด 82-95 คูเบส หลังจากนั้นจึงทําการเปรียบเทยีบกับลําดับกรด    
อะมิโนของยนี  CHS-like ในพืชอ่ืน พบคาความเหมือนประมาณ 50-60% เมือ่วิเคราะหลําดับ
กรดอะมิที่ไดพบบริเวณสวนอนุรักษของ 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 มาวเิคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการ โดยทํา phylogenetic tree ดวยโปรแกรม 
MrBayes version 3.0b4 พบวายนี ClCHS1, ClCHS2 และ ClCHS3 จัดอยูในกลุมพชืมีดอกและยนี 
CHS-like ของขมิ้นชันทั้ง 3 ยีนจดัอยูในกลุมยอยเดยีวกนัแยกจากกลุมยอยอ่ืน 
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จากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน CHS-like ในขมิ้นชันดวยวิธี semi-quantitative 
RT-PCR พบวา ตัวอยางแงงขมิ้นชันที่มขีนาดเล็กมีการแสดงออกของยีน CHS-like มากกวาใน
ตัวอยางแงงขนาดใหญ สวนการวัดปริมาณสารเคอรคูมินอยดจากตวัอยางแงงขมิ้นชันทีม่ีขนาด  
ตาง ๆ กันดวยวิธี HPLC พบวามีปริมาณมากขึ้นตามขนาดของแงงที่เพิ่มขึ้น เนื่องจากมีการสะสม
ของสารเคอรคูมินอยดในแงงขมิ้นชัน  
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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  แสดงผลที่ไดจากการทํา multiple alignment ของยีน ClCHS1, ClCHS2 และ  
        ClCHS3 โดยแถบสีเทาแสดงบริเวณทีแ่ตกตางกันของยีนทั้งสาม กรอบสี่เหล่ียม 
         แสดงรหสัเริ่มแปลรหัส (ATG), รหัสหยุดแปลรหัส (TAA) และสวนอินทรอน 
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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  (ตอ) 
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