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บทคดัย่อ 

เพ่ือสร้างและศึกษาเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์เคร่ืองหมายดีเอ็นเอแบบบาร์โคด้โดยใชบ้ริเวณในคลอ-

โรพลาสต์ 3 บริเวณ ได้แก่ matK, rbcL และ trnH-psbA intergenic spacer ในพืชสกุล Senna และทดสอบระบุชนิด

ตวัอยา่งพืชในสกลุน้ีท่ีถูกแปรรูปเป็นยาสมุนไพรรูปแบบต่างๆ จึงไดเ้ก็บตวัอยา่งพืช ระบุชนิดดว้ยลกัษณะสณัฐานวทิยา 

พบทั้งหมด 14 ชนิด ทาํเคร่ืองหมายดีเอ็นเอแบบบาร์โคด้ประจาํชนิดพืช แลว้นาํตวัอยา่งพืชสมุนไพรท่ีแปรรูปแลว้ 11 

ตวัอย่าง มาสร้างเคร่ืองหมายดีเอ็นเอแบบบาร์โคด้ แลว้วิเคราะห์เปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ พบว่าบริเวณ trnH-

psbA intergenic spacer สามารถระบุชนิดของพืชสกลุ Senna ไดดี้ท่ีสุดโดยมีค่าความผนัแปรของลาํดบันิวคลีโอไทด ์อยู่

ท่ี 0.04-0.60 ส่วนบริเวณ matK และ rbcL มีค่า 0.02-0.33 และ 0.04-0.25 ตามลาํดบั 

 

ABSTRACT 

To construct and comparison study on barcode nucleotide sequences using three chloroplast DNA regions 

namely matK, rbcL and trnH-psbA intergenic spacer in the genus Senna, the plant samples were collected and 

identified. The result indicated that there are 14 species of the genus Senna in Thailand. DNA barcoding of a species 

were constructed. The 11 processed medicinal samples were also collected and DNA barcoding constructed for 

sequence testing with the plant samples. The trnH-psbA intergenic spacer region show the highest efficiency for 

identification Senna species with nucleotide variation values 0.04-0.60. For the matK and rbcL regions, they show the 

values 0.02-0.33 and 0.04-0.25, respectively. 
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บทนํา 

 ชนิดของส่ิงมีชีวิตมีมาช้านาน ซ่ึงในอดีตจะใช้

ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาและกายวิภาคศาสตร์ แต่การ

ระบุชนิดของส่ิงมีชีวิตก็อาจเกิดความผิดพลาดได ้

เน่ืองจากส่ิงมีชีวิตชนิดเดียวกันมีความแปรผนัของ

ลักษณะแตกต่างกันหรือส่ิงมีชีวิตคนละชนิดท่ี มี

ลกัษณะคลา้ยคลึงกนัก็อาจระบุให้เป็นชนิดเดียวกนัได ้

ต่อมานักวิทยาศาสตร์ได้พฒันาเทคโนโลยีทางด้าน

ชีววิทยาโมเลกุลเพ่ือช่วยในการระบุชนิดและบอก

ความสัมพันธ์ระหว่างส่ิงมีชีวิต เช่น1  การใช้ข้อมูล

โปรตีน และขอ้มูลดีเอน็เอ เพ่ือศึกษาอนุกรมวิธานของ

ส่ิงมีชีวติ โดยเฉพาะขอ้มูลระดบัดีเอ็นเอ ซ่ึงเป็นขอ้มูล

ท่ีเป็นหลกัฐานแสดงถึงสายวิวฒันาการในส่ิงมีชีวิตท่ี

แตกต่างกันได้ (อรุณรัตน์, 2552) การระบุชนิดชนิด

ของส่ิงมีชีวิตด้วยเคร่ืองหมายดีเอ็นเอแบบบาร์โค้ด 

(DNA barcode) 1นกัวิทยาศาสตร์ไดแ้นวคิดมาจากการ

ทาํบาร์โคด้ในสินคา้ต่างๆ แลว้นาํมาประยกุตใ์ชใ้นการ

ระบุชนิดและจาํแนกส่ิงมีชีวิตเพ่ือลดความผิดพลาด มี

ความรวดเร็วในการจาํแนกส่ิงมีชีวิตชนิดต่างๆ โดย

อาศยัหลกัการวา่ส่ิงมีชีวติแต่ละชนิดมีสารพนัธุกรรมท่ี

แสดงลกัษณะเฉพาะของส่ิงมีชีวิตชนิดหน่ึงๆ แตกต่าง

ไปจากส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนและสามารถจําแนกได้ทุก

ระยะของพฒันาการชีวิต (วิชยั, 2552) นกัวิทยาศาสตร์

จึงได้เลือกลําดับนิวคลีโอไทด์สั้ นๆ ของดีเอ็นเอท่ี

แสดงความแตกต่างระหว่างชนิดสูงแต่มีความต่าง

ระหวา่งชนิดเดียวกนัตํ่ามาใชเ้ป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ

แบบบาร์โคด้ในการจาํแนกส่ิงมีชีวิต ปัจจุบันองค์กร 

The Consortium for the Barcode of Life (CBOL), 

Canadian Centre for DNA Barcoding, Global 

Biodiversity Information Facility (GBIF) 1กาํลงัจดัทาํ

มาตรฐาน และคู่มือในการทาํดีเอน็เอบาร์โคด้ รวบรวม

และจดัทาํฐานขอ้มูลกลาง ของดีเอน็เอบาร์โคด้ท่ีแสดง

ความสัมพนัธ์ของลาํดับดีเอ็นเอในบาร์โคด้กับชนิด

ต่างๆ ของส่ิงมีชีวิต มาตรฐานท่ีจดัทาํข้ึนใชส่้วนของ

ยนี cytochrome C oxidase I (COI) ของไมโทคอนเดรีย

เป็นบาร์โค้ดสําหรับสัตว์ 1 และค่อนข้างประสบ -

ความสาํเร็จมาก (Hebert et al., 2003) สาํหรับกลุ่มพืช

นั้นอยูใ่นขั้นตอนของการทดลองหาบริเวณท่ีเหมาะสม

สําหรับการใช้เ ป็นดี เอ็นเอบาร์โค้ดในพลาสติด 

เน่ืองจากเช่ือถือว่าน่าจะมีอัตราการเกิดวิวฒันาการ

เพียงพอท่ีจะทาํให้เกิดความแตกต่างของลาํดบันิวคลี

โอไทดช่์วยใหจ้าํแนกพืชคนละชนิดออกจากกนัได ้คือ 

matK, rpoB, rpoC1, rpoC2, accD, ndhA, ndhJ, ndhK, 

YCF5, YCF9 และ rbcL ในปี ค.ศ. 2007 Chase et al.

ไดเ้สนอใหมี้การศึกษาเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์

บางส่วนของยีนและบริเวณท่ีไม่ถอดรหัสของพืช 3 

บริเวณต่อพืช 1 ชนิด โดยเสนอทางเลือกเป็น 2 

แนวทาง คือ rpoC1, matK และ trnH-psbA intergenic 

spacer หรือ matK, rpoB และ rpoC1 ล่าสุด 

Hollingsworth et al. (2009) ไดเ้สนอบริเวณมาตรฐาน 

2 บริเวณ คือ rbcL และ matK เป็น core barcode 

regions  

 งานวจิยัน้ีจึงมุ่งศึกษาเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอ

ไทด์บางส่วนของยีนและบริเวณท่ีไม่ถอดรหัสของดี

เอ็นเอในคลอโรพลาสต ์3 บริเวณ ไดแ้ก่ matK, rbcL 

และ trnH-psbA intergenic spacer เพ่ือทาํเคร่ืองหมายดี

เอ็นเอแบบบาร์โคด้ สําหรับระบุพืชสกุล Senna เพ่ือ

เป็นขอ้มูลสนบัสนุนในการระบุชนิดของพืชสกุลน้ีได้

อยา่งถูกตอ้ง รวดเร็ว และทดสอบระบุตวัอยา่งพืชท่ีถูก

แปรรูปในรูปของยาสมุนไพร ยาเมด็แคปซูล และชาชง 

เน่ืองจากพืชสกุลน้ีเป็นพืชกลุ่มหน่ึงท่ีมีความเก่ียวขอ้ง

กบัวิถีชีวิตคนไทยมาตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน และมี

การนําพืชสกุลน้ีมาใช้ประโยชน์ในชีวิตประจําวนั

หลายอย่าง อาทิเช่น ใชเ้ป็นยาสมุนไพรรักษาโรคใน

รูปแบบต่างๆ ไดแ้ก่ โผงเผง (Senna hirsuta) ข้ีเหล็ก

เลือด (S. timoriensis) ใชป้ระกอบอาหาร เช่น ข้ีเหล็ก 

(S. siamea) ผกัหวานบา้น (S. sophera) ชุมเห็ดเทศ (S. 

alata) ใชเ้ป็นเคร่ืองด่ืมและอาหารวา่ง เช่น ชุมเห็ดไทย 

(S. tora) ข้ีเหล็ก มะขามแขก (S. alexandrina) 

นอกจากน้ียงัสามารถนาํมาใชเ้ป็นเคร่ืองสาํอาง เป็นไม้

ประดบัตกแต่งบา้นและสวน และยงัสามารถนาํมาใช้

ในการสร้างท่ีอยู่อาศัยได้ เป็นต้น ดังนั้ นการสร้าง
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เคร่ืองหมายดีเอ็นเอแบบบาร์โคด้ของพืชสกุล Senna 

จะทําให้ได้ข้อมูลท่ีเป็นสากล มีประโยชน์ทางด้าน

วชิาการในการระบุชนิดของพืชไดอ้ยา่งถูกตอ้งแม่นยาํ

และรวดเร็วในกรณีท่ีเกิดความสบัสนไดห้รือกรณีท่ีไม่

มีขอ้มูลทางสณัฐานวทิยาในการระบุชนิด 

วธีิการวจิยั 

1. การเกบ็ ระบุชนิด และเตรียมตวัอย่างพชื 

 สาํรวจ เก็บตวัอย่างพืชสกุล Senna ในประเทศ

ไทยจากสถานท่ีต่างๆ ระบุชนิดพืชด้วยลักษณะ

สัณฐานวิทยาโดยใชเ้อกสารอา้งอิง ไดแ้ก่ Xu et al. 

(2010) และ Larsen et al. (1984) รวมทั้งศึกษาพรรณ

ไม้แห้งท่ีเก็บไวใ้นพิพิธภัณฑ์พืชกรุงเทพ (BK) เม่ือ

ระบุชนิดของพืชไดแ้ลว้นาํยอดอ่อนท่ีเหลือมาสกดัดี

เอ็น เอท่ีห้องปฏิบัติการ  ภาควิชา ชีววิทยา คณะ

วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น ส่วนชนิดของพืช

และสถานท่ีเก็บตวัอยา่งแสดงไวใ้นตารางท่ี 1 

2. การสกดัดเีอน็เอ 

 สกัดดีเอ็นจากตวัอย่างพืชดัดแปลงจากวิธีของ

Porebski et al. (1997) โดยตดัใบพืชสดมาขนาด 0.5 

cm.2 ลงในโกร่ง เติม extraction buffer (50 mM Tris-

HCL, 0.5 M NaCl, 10 mM EDTA, 1% SDS) ปริมาตร 

600 µl ใส่บดจนละเอียดแลว้ยา้ยใส่ Microtubes ขนาด 

1.5 ml เติม 10 mg/ml RNase A ปริมาตร 5 µl แลว้บ่ม

ท่ี 65°C 30 นาที กลบัหลอดไป-มาทุก 5 นาที แลว้เติม 

chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 600 µl 

นาํไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

5 นาที ดูดสารละลายส่วนใสชั้นบนใส่ microtubes อนั

ใหม่ เติม 2-propanol ปริมาตร 600 µl ท่ีเก็บไวท่ี้

อุณหภูมิ -20°C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เพ่ือให้ดีเอ็นเอ

ตกตะกอน แลว้ป่ันเหวีย่งความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเทสารละลายท้ิงให้หมด ลา้ง

ตะกอนดีเอ็นเอดว้ย 70% Ethanol ปริมาตร 500 µl ป่ัน

เหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 

เทสารละลายท้ิง รอใหต้ะกอนดีเอ็นเอแห้ง แลว้ละลาย

ดีเอ็นเอดว้ย 10 mM Tris-HCl pH 8.0 ท่ีอุ่นไวท่ี้

อุณหภูมิ 65°C ปริมาตร 80 µl แลว้นาํไปเก็บท่ี -20°C 

ตารางที ่1 ชนิดของพืชตัวอย่างและสถานท่ีท่ีเก็บ

ตวัอยา่งพืช 

3. สร้างเคร่ืองหมายดีเอ็นเอบาร์โค้ดบริเวณ matK, 

rbcL และ trnH-psbA intergenic spacer  

 นาํดีเอ็นเอท่ีสกดัไดม้าสร้างเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ

แบบบาร์โคด้ดว้ยเทคนิค polymerase chain reaction 

 

ช่ือวทิยาศาสตร์ 

 

ช่ือท้องถิน่ 

สถานทีเ่กบ็

ตวัอย่าง 

Senna alata (L.) Roxb. ชุมเห็ดเทศ จ.ขอนแก่น 

S.alexandrina Mill. มะขามแขก จ.สระบุรี 

 S. fruticosa (Mill.) 

Irwin and Barneby 

ข้ีเหลก็ยะวา จ.เชียงใหม่ 

 S. garrettiana (Craib) 

Irwin and Barneby 

แสมสาร จ.ขอนแก่น 

 S. hirsuta (L.) Irwin 

and Barneby 

โผงเผง จ.ร้อยเอด็ 

 S. occidentalis (L.) 

Link 

ชุมเห็ดเลก็ จ.ขอนแก่น 

 S. pallida (Vahl) 

Irwin and Barneby 

เหลือง

ออสเตรเลีย 

จ.สระบุรี 

 S. siamea (Lam.) 

Irwin and Barneby 

ข้ีเหลก็ จ.ขอนแก่น 

 S. sophera (L.) Roxb. ผกัหวานบา้

น 

จ.ขอนแก่น 

 S. spectabilis (DC.) 

Irwin and Barneby 

ข้ีเหลก็

อเมริกนั 

จ.ขอนแก่น 

 S. sulfurea (DC. ex 

Colla) Irwin and 

Barneby 

 

ตรึงบาดาล 

 

จ.ขอนแก่น 

 S. surattensis 

(Burm.f.) Irwin and 

Barneby 

 

ทรงบาดาล 

 

จ.ขอนแก่น 

 S. timoriensis (DC.) 

Irwin and Barneby 

ข้ีเหลก็เลือด จ.เลย 

 S. tora (L.) Roxb. ชุมเห็ดไทย จ.ขอนแก่น 
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(PCR) ปริมาตร 30 µl ประกอบดว้ย ดีเอ็นเอตน้แบบ 

1.5 µl, 2xGo Taq® Green Master Mix (Promega) 15 

µl, 50 µM Primer ดา้น forward และดา้น reverse อยา่ง

ละ 0.6 µl และนํ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ 12.3 µl โดยใชคู้่ไพร

เมอร์สาํหรับเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ matK คือ 5′-

CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG-3′ และ 5′-

ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC-3′ 

บ ริ เ ว ณ  rbcL คื อ 5′-ATGTCACCACAAACAGAG 

ACTAAAGC-3′ และ 5′-GTAAAATCAAGTCCACC 

RCG-3′ บริเวณ trnH-psbA intergenic spacer คือ 5′-G 

TTATGCATGAACGTAATGCTC-3′ และ 5′-CGCG 

CATGGTGGATTCACAATCC-3′ โปรแกรมท่ีใช้ทํา 

PCR ประกอบดว้ยขั้นตอนต่างๆ ดงัน้ี pre-denaturation 

ท่ี 94°C (1 นาที) 1 รอบ denaturation ท่ี 94°C (30 

วินาที) annealing 50°C (20 วินาที) และ extension ท่ี 

72°C (50 วินาที) เป็นจาํนวน 35 รอบ และ final 

extension ท่ี 72°C (5 นาที) 1 รอบ 

4. การหาลาํดบันิวคลโีอไทด์ 

 นาํผลผลิต PCR ท่ีได้ส่งไปวิเคราะห์หาลาํดับ     

นิวคลีโอไทด์ท่ีภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ 

มหาวทิยาลยัขอนแก่น นิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ะถูกส่งกลบั

มารูปแบบ Scf file ท่ีใชเ้ปิดในโปรแกรม FinchTV จะ

สามารถแกไ้ขเบสท่ี peak ไดจ้ากนั้นจึง export ขอ้มูล

เป็น text file แลว้นาํขอ้มูลของลาํดบันิวคลีโอไทด์ทุก

ตัวอย่างมาจัดให้อยู่ในไฟล์เดียวกันด้วยโปรแกรม 

notepad จากนั้นนาํมาวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม MEGA 

5.05 (Tamura et al., 2011) 

 สําหรับข้อมูลของลําดับนิวคลีโอไทด์ ท่ีได้

ทั้งหมด จะนาํไปเก็บไวท่ี้ฐานขอ้มูล GenBank เพ่ือให้

ผูส้นใจศึกษาจากทัว่โลกสามารถเขา้ถึงไดแ้ละนาํไปใช้

ประโยชน์ต่อไป  

5. ตรวจสอบและระบุชนิดของพชืสมุนไพรแปรรูป 

ที่มี ส่วนผสมของ พืชสกุล  Senna ด้ว ย

เคร่ืองหมายดเีอน็เอแบบบาร์โค้ด 

 เม่ือไดเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอบาร์โคด้ท่ีเหมาะสม

แลว้จึงตรวจสอบการนาํไปใชร้ะบุชนิดโดยนาํตวัอยา่ง

พืชท่ีถูกแปรรูปในรูปแบบต่างๆ จาํนวน 11 ตวัอย่าง 

นาํมาสกดัดีเอ็นเอและทาํ PCR ดว้ยบริเวณมาตรฐาน

ทั้ ง  3 บริเวณ แล้วนําผลนิวคลีโอไทด์ท่ีได้มา

เปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องพืชท่ีทราบชนิด

แลว้เพ่ือระบุวา่พืชท่ีนาํมาแปรรูปนั้นคือพืชชนิดใด 

ผลการวจิยั 

1. การสร้าง เค ร่ืองหมายดี เอ็น เอบาร์ โ ค้ด

มาตรฐาน 

  ไ ด้ส ร้ าง เ ค ร่ื อ ง ห ม าย ดี เ อ็น เ อ บ า ร์ โ ค้ด

มาตรฐานในตัวอย่างพืชท่ีระบุชนิดได้ จากบริเวณ 

matK, rbcL และ trnH-psbA intergenic spacer และ

ลาํดบันิวคลีโอไทด์ทั้งหมดไดรั้บ GenBank accession 

number เรียบร้อยแลว้ ดงัแสดงในตารางท่ี 2 

2. การสกดัดเีอน็เอจากพชืสมุนไพรแปรรูปทีม่ ี

ส่วนผสมของพชืสกลุ Senna 

  ในการสกัด ดี เอ็น เอจากตัวอย่าง ท่ีผ่ าน

กระบวนการต่างๆ ในการแปรรูปเป็นผลิตภณัฑม์าแลว้

นั้ นเม่ือนํามาตรวจสอบด้วย 0.8% Agarose gel 

electrophoresis ดีเอน็เอท่ีไดมี้ปริมาณนอ้ยและคุณภาพ

ตํ่า มีการแตกหักของช้ินส่วนดีเอ็นเอ แต่อยา่งไรก็ตาม 

เม่ือนาํดีเอ็นท่ีสกดัไดไ้ปเพ่ิมปริมาณดว้ยเทคนิค PCR 

พบว่า สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ rbcL และ 

trnH-psbA intergenic spacer ไดเ้พียง 7 ตวัอยา่ง ส่วน

บริเวณ matK สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้เพียง 6 

ตวัอย่าง จากทั้งหมด 11 ตวัอย่าง ดังตารางท่ี 3 และ

ภาพท่ี 1 

3. การตรวจสอบดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพื่อการระบุ

ชนิดสมุนไพรแปรรูปสกลุ Senna 

  เม่ือนําลาํดับนิวคลีโอไทด์ท่ีไดม้าวิเคราะห์

ดว้ยโปรแกรม MEGA 5.05 พบวา่เดนโดรแกรมท่ีได้

จากบริเวณ trnH-psbA intergenic spacer, matK และ 

rbcL สามารถระบุชนิดพืชได้ มีค่าความผนัแปรของ

ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องพืชสกลุ Senna อยูใ่นช่วง 0.04-

0.60, 0.02-0.33 และ 0.04-0.25 ตามลาํดบั (ภาพท่ี 2-4)  
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 BMP8-5 

 จากการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 

trnH-psbA intergenic spacer ของพืชสกุล Senna แลว้

นาํมาสร้างเดนโดรแกรมดว้ยโปรแกรม MEGA 5.05 

ดงัภาพท่ี 2 พบว่ามีค่าความผนัแปรระหว่างชนิดของ

ลําดับนิวคลีโอไทด์อยู่ระหว่าง 0.04-0.60 และมีค่า

ความผนัแปรภายในชนิดเดียวกนัของลาํดบันิวคลีโอ

ไทดร์ะหวา่ง S. spectabilis 1 กบั S. spectabilis 2 อยูท่ี่ 

0.01 (ตารางท่ี 4)  

 เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทด์ของพืชสมุนไพร 

บริเวณ trnH-psbA intergenic spacer มาเปรียบเทียบ

กับลาํดับนิวคลีโอไทด์ของพืชท่ีทราบชนิดแล้วเพ่ือ

ระบุชนิดพบว่า พืชสมุนไพรทั้ง 7 ชนิด ไดแ้ก่ Senna 

sp. 1, Senna sp. 2, Senna sp. 3, Senna sp. 4, Senna sp. 

5, Senna sp. 6 และ Senna sp. 7 เป็นชนิดเดียวกนั คือ 

S. alexandrina ซ่ึงมีค่าความผนัแปรระหวา่งชนิดของ

ลาํดบันิวคลีโอไทด์อยูท่ี่ 0.02, 0.00, 0.00, 0.00, 0.00, 

0.01 และ 0.00 (ตารางท่ี 4) ตามลาํดบั ซ่ึงสอดคลอ้งกบั

ท่ีระบุไวใ้นผลิตภณัฑว์า่ Senna sp. 2, Senna sp. 3, 

Senna sp. 4 และ Senna sp. 7 มีส่วนผสมของ S. 

alexandrina ส่วน Senna sp. 1 และ Senna sp. 6 นั้น

ระบุไวว้า่มีส่วนผสมของ S. alata พบวา่มีค่าความผนั

แปรของลําดับนิวคลีโอไทด์อยู่ ท่ี  0.52 และ 0.51 

ตามลาํดบั และ Senna sp. 5 ระบุไวว้า่มีส่วนผสมของ 

S. tora นั้นพบวา่มีค่าความผนัแปรของลาํดบันิวคลีโอ

ไทดอ์ยูท่ี่ 0.19 

 จากการเปรียบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 

matK ของพืชสกุล Senna แลว้นํามาสร้างเดนโดรแก

รมดว้ยโปรแกรม MEGA 5.05 ดงัภาพท่ี 3 พบว่า ค่า

ความผนัแปรระหว่างชนิดของลาํดบันิวคลีโอไทด์อยู่

ระหว่าง 0.02-0.33 และมีค่าความผนัแปรภายในชนิด

เดียวกนัของลาํดบันิวคลีโอไทด์ระหวา่ง S. spectabilis 

1 กบั S. spectabilis 2 อยูท่ี่ 0.26  

ตารางที ่2 GenBank accession number  ของพืชสกลุ Senna จากบริเวณมาตรฐานทั้ง 3 บริเวณ 

 

ชนิดพชื 

หมายเลขจาํเพาะลาํดบันิวคลโีอไทด์ และจาํนวนนิวคลโีอไทด์ (bp) 

matK rbcL trnH-psbA intergenic spacer 

Senna alata GU942495 (854) JF975364 (580) GU969278 (402) 

S. alexandrina JF975383 (803) JF975375 (545) JF838365 (401) 

S. fruticosa JF975385 (797) JF975377 (567) JF838367 (426) 

S. garrettiana GU942494 (844) JF975368 (583) GU969282 (404) 

S. hirsuta JF975380 (805) JF975372 (590) JF838362 (308) 

S. occidentalis GU942492 (845) JF975366 (581) GU969280 (278) 

S. pallida JF975382 (809) JF975374 (566) JF838364 (259) 

S. siamea GU942496 (835) JF975365 (581) GU969279 (352) 

S. sophera JF975381 (804) JF975373 (566) JF838363 (321) 

S. spectabilis JF975378 (849) JF975370 (599) JF838360 (329) 

S. sulfurea JF975379 (796) JF975371 (589) JF838361 (369) 

S. surattensis GU942493 (854) JF975367 (533) GU969281 (373) 

S. timoriensis JF975384 (806) JF975376 (437) JF838366 (301) 

S. tora GU942491 (860) JF975369 (583) GU969277 (308) 
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 BMP8-6 

ตารางที ่3 ตวัอยา่งสมุนไพรแปรรูปท่ีมีส่วนผสมของพืชสกลุ Senna  

/ : เพ่ิมปริมาณโดย PCR ไดส้าํเร็จ x : เพ่ิมปริมาณโดย PCR ไม่สาํเร็จ 

 
ภาพที ่1  ผลการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอบริเวณ trnH-psbA intergenic spacer, matK และ rbcL ของตวัอยา่งสมุนไพรแปรรูป 

 ท่ีมีพืชสกลุ Senna เป็นส่วนผสม 

 

ตวัอยา่งสมุนไพรแปรรูปท่ีมีส่วนผสมของพืชสกลุ Senna 

 

 

กาํหนดเป็น 

ผลการทาํ PCR จากบริเวณมาตรฐาน 

matK rbcL trnH-psbA 

intergenic spacer 

1. ชาชงสมุนไพรท่ีมีส่วนผสมของชุมเห็ดเทศ   Senna sp. 1 / / / 

2. ยาอดัเมด็ท่ีมีส่วนผสมของมะขามแขก Senna sp. 2 / / / 

3. ชาชงสมุนไพรท่ีมีส่วนผสมของมะขามแขก Senna sp. 3 / / / 

4. ยาเมด็แคปซูลท่ีมีส่วนผสมของมะขามแขก Senna sp. 4 / / / 

5. ชาชงสมุนไพรท่ีมีส่วนผสมของชุมเห็ดไทย Senna sp. 5 x / / 

6. ใบชุมเห็ดเทศแหง้ใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตยาสมุนไพร Senna sp. 6 / / / 

7. ใบมะขามแขกแหง้ใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตยาสมุนไพร Senna sp. 7 / / / 

8. ชาชงสมุนไพรท่ีมีส่วนผสมของข้ีเหลก็  Senna sp. 8 x x x 

9. ยานํ้ าท่ีมีส่วนผสมของข้ีเหลก็ Senna sp. 9 x x x 

10. ยาเมด็แคปซูลท่ีมีส่วนผสมของแสมสาร Senna sp. 10 x x x 

11. ยาเมด็แคปซูลท่ีมีส่วนผสมของข้ีเหลก็ Senna sp. 11 x x x 
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 BMP8-7 

 
ภาพที ่2 เดนโดรแกรมของพืชสกลุ Senna และตวัอยา่งสมุนไพรแปรรูปท่ีมีส่วนของพืชสกลุ Senna สร้างดว้ย

โปรแกรม MEGA 5.05 จากขอ้มูลค่าความแตกต่างทางพนัธุกรรมของบริเวณ trnH-psbA intergenic spacer 

 

 
ภาพที ่3 เดนโดรแกรมของพืชสกลุ Senna และตวัอยา่งสมุนไพรแปรรูปท่ีมีส่วนของพืชสกลุ Senna สร้างดว้ย 

โปรแกรม MEGA 5.05 จากขอ้มูลค่าความแตกต่างทางพนัธุกรรมของบริเวณ matK  
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 BMP8-8 

 
ภาพที ่4 เดนโดรแกรมของพืชสกลุ Senna และตวัอยา่งสมุนไพรแปรรูปท่ีมีส่วนของพืชสกลุ Senna สร้างดว้ย 

 โปรแกรม MEGA 5.05 จากขอ้มูลค่าความแตกต่างทางพนัธุกรรมของบริเวณ rbcL 

 

 เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทด์ของพืชสมุนไพร 

บริเวณ matK มาเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์

ของพืชท่ีทราบชนิดแลว้เพ่ือระบุชนิดพบวา่ Senna sp. 

2, Senna sp. 3, Senna sp. 4, Senna sp. 5 และ Senna sp. 

7 ท่ีระบุไว้ในผลิตภัณฑ์ว่ามีส่วนผสมของ S. 

alexandrina มีค่าความผนัแปรของลาํดบันิวคลีโอไทด์

อยูท่ี่ 0.51, 0.06, 0.30 และ 0.13 ตามลาํดบั Senna sp. 1 

และ Senna sp. 6 ท่ีระบุไวใ้นผลิตภณัฑว์า่มีส่วนผสม

ของ S. alata พบวา่มีค่าความผนัแปรของลาํดบันิวคลี

โอไทดอ์ยูท่ี่ 0.15 และ 0.09 ตามลาํดบั  

 จากการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 

rbcL ของพืชสกลุ Senna แลว้นาํมาสร้างเดนโดรแกรม

ดว้ยโปรแกรม MEGA 5.05 ดงัภาพท่ี 5 พบวา่ ค่าความ

ผันแปรระหว่างชนิดของลําดับนิวคลีโอไทด์อยู่

ระหว่าง 0.04-0.25 และมีค่าความผนัแปรภายในชนิด

เดียวกนัของลาํดบันิวคลีโอไทด์ระหวา่ง S. spectabilis 

1 กบั S. spectabilis 2 อยูท่ี่ 0.09  

 เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทด์ของพืชสมุนไพร

บริเวณ rbcL มาเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง

พืชท่ีทราบชนิดแลว้เพ่ือระบุชนิดพบว่า พืชสมุนไพร

ทั้ง 7 ชนิด ไดแ้ก่ Senna sp. 1, Senna sp. 2, Senna sp. 

3, Senna sp. 4, Senna sp. 5, Senna sp. 6 และ Senna sp. 

7 เป็นชนิดเดียวกนั คือ S. surattensis ซ่ึงมีค่าความผนั

แปรระหว่างชนิดของลาํดับนิวคลีโอไทด์อยู่ท่ี 0.04, 

0.03, 0.04, 0.05, 0.06, 0.04 และ 0.04 ตามลาํดบั ซ่ึงไม่

สอดคลอ้งกบัท่ีระบุไวใ้นผลิตภณัฑว์่า Senna sp. 2, 

Senna sp. 3, Senna sp. 4 และ Senna sp. 7 มีส่วนผสม

ของ S. alexandrina และมีค่าความผนัแปรของลาํดบั  

นิวคลีโอไทด์อยู่ท่ี  0.03, 0.04, 0.05 และ 0.06 

ตามลาํดบั ส่วน Senna sp. 1 และ Senna sp. 6 นั้นระบุ

ไวว้า่มีส่วนผสมของ S. alata พบวา่มีค่าความผนัแปร

ของลาํดบันิวคลีโอไทด์อยูท่ี่ 0.10 และ 0.11 ตามลาํดบั 

และ Senna sp. 5 ระบุไวว้า่มีส่วนผสมของ S. tora นั้น

พบวา่มีค่าความผนัแปรของลาํดบันิว- คลีโอไทด์อยู่ท่ี 

0.23  
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 BMP8-9 

ตารางที ่4 ค่าความแตกต่างทางพนัธุกรรมของพืชสกลุ Senna และตวัอยา่งสมุนไพรแปรรูปท่ีมีส่วนของพืชสกลุ Senna จากบริเวณ trnH-psbA intergenic spacer 
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Senna alata 0.00                      

S. alexandrina 0.50 0.00 

   

 

    

 

  

         

S. fruticosa   0.52 0.09 0.00 

  

 

    

 

  

         

S. garrettiana 0.60 0.19 0.20 0.00                   

S. hirsuta   0.57 0.19 0.22 0.30 0.00                  

S. occidentalis 0.32 0.45 0.48 0.52 0.50 0.00                 

S. pallida   0.55 0.19 0.21 0.28 0.08 0.49 0.00                

S. siamea   0.53 0.07 0.11 0.15 0.22 0.46 0.22 0.00               

S. sophera   0.55 0.18 0.21 0.27 0.04 0.48 0.06 0.21 0.00              

S. spectabilis 1   0.52 0.08 0.11 0.16 0.21 0.48 0.20 0.10 0.19 0.00             

S. spectabilis 2 0.52 0.07 0.10 0.17 0.21 0.48 0.21 0.09 0.18 0.01 0.00            

S. sulfurea   0.52 0.04 0.08 0.17 0.21 0.48 0.21 0.08 0.19 0.10 0.09 0.00           

S. surattensis   0.52 0.06 0.07 0.17 0.19 0.46 0.19 0.06 0.17 0.06 0.06 0.05 0.00          

S. timoriensis   0.59 0.19 0.19 0.08 0.26 0.52 0.25 0.16 0.23 0.16 0.17 0.16 0.15 0.00         

S. tora 0.56 0.19 0.21 0.29 0.06 0.50 0.06 0.21 0.04 0.21 0.20 0.20 0.18 0.26 0.00        

Senna sp. 1 0.52 0.02 0.09 0.19 0.20 0.46 0.20 0.08 0.18 0.09 0.08 0.03 0.05 0.18 0.19 0.00       

Senna sp. 2 0.50 0.00 0.09 0.19 0.19 0.45 0.19 0.07 0.18 0.08 0.07 0.04 0.06 0.19 0.19 0.02 0.00      

Senna sp. 3 0.50 0.00 0.09 0.19 0.19 0.45 0.19 0.07 0.18 0.08 0.07 0.04 0.06 0.19 0.19 0.02 0.00 0.00     

Senna sp. 4 0.50 0.00 0.09 0.19 0.19 0.45 0.19 0.07 0.18 0.08 0.07 0.04 0.06 0.19 0.19 0.02 0.00 0.00 0.00    

Senna sp. 5 0.50 0.00 0.09 0.19 0.19 0.45 0.19 0.07 0.18 0.08 0.07 0.04 0.06 0.19 0.19 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00   

Senna sp. 6 0.51 0.01 0.08 0.19 0.19 0.46 0.19 0.07 0.18 0.09 0.08 0.03 0.04 0.18 0.19 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00  

Senna sp. 7 0.50 0.00 0.09 0.19 0.19 0.45 0.19 0.07 0.18 0.08 0.07 0.04 0.06 0.19 0.19 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 
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อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 

 จากการสาํรวจพืชสกุล Senna ในประเทศไทยพบ 

14 ชนิด โดยไม่พบ 3 ชนิด ได้แก่ ทรงกลด (S. 

bicapsularis) ข้ีเหล็กอเมริกา (S. floribunda) และทอง

นพคุณ (S. singucana) ซ่ึงมีรายงานพบในประเทศไทย

โดย Larsen et al. (1984) คาดวา่เน่ืองจากพืชทั้ง 3 ชนิด

น้ีเป็นพืชนาํเขา้มาปลูก เม่ือไม่ไดรั้บความนิยมปลูกจึง

ค่อยๆ สูญพนัธ์ุไปจากประเทศไทย หรืออาจเหลือนอ้ย

จึงสาํรวจไม่พบ ไดท้าํเคร่ืองหมายดีเอ็นเอแบบบาร์โคด้

ประจาํชนิดพืชโดยใชบ้ริเวณมาตรฐาน 3 บริเวณ ไดแ้ก่ 

trnH-psbA intergenic spacer, matK และ rbcL พบว่า

บริเวณมาตรฐานทั้ง 3 บริเวณน้ีเม่ือนาํมาสร้างเดนโดร

แกรมแลว้ให้ผลท่ีแตกต่างกนัเน่ืองจากแต่ละบริเวณท่ี

ศึกษามีจาํนวนและลาํดบันิวคลีโอไทด์ท่ีแตกต่างกนัใน

พืชแต่ละชนิด อีกทั้ งแต่ละบริเวณท่ีใช้ศึกษานั้ นเป็น

เพียงบางส่วนของจีโนมและจีนเท่านั้น  

 ในการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่บริเวณท่ีเหมาะสมท่ีจะใช้

เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอแบบบาร์โคด้เพ่ือระบุชนิดพืช

สกุล Senna ไดดี้ท่ีสุดคือ บริเวณ trnH-psbA intergenic 

spacer เน่ืองจากเป็นบริเวณท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็น

เอดว้ยเทคนิค PCR ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด

และยังมีค่าความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทด์

ระหว่างชนิดอยู่ในช่วง 0.04-0.60 ซ่ึงสูงกว่าบริเวณ 

matK และ rbcL โดยสองบริเวณหลงัน้ีมีค่าความผนั

แปรของลําดับนิวคลีโอไทด์ภายในชนิดเดียวและ

ระหว่างชนิดไม่เป็นค่ามาตรฐาน นอกจากน้ียงัพบว่า

บริเวณ trnH-psbA intergenic spacer มีค่าความผนัแปร

ของลาํดบันิวคลีโอไทด์ภายในชนิดเดียวกนัระหวา่ง S. 

spectabilis 1 กับ S. spectabilis 2 อยู่ท่ี 0.01 ช่วย

สนับสนุนวา่บริเวณน้ีมีประสิทธิภาพท่ีสามารถใชร้ะบุ

ชนิดพืชสกุล Senna ไดดี้กวา่ บริเวณ matK และ rbcL 

ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Kress et al. (2005) ท่ี

กล่าววา่บริเวณ trnH-psbA intergenic spacer นั้นแมจ้ะมี

ลาํดบัเบสสั้นเพียงประมาณ 450 คู่เบส แต่ก็เป็นบริเวณท่ี

มีความผันแปรสูงมากในพืชดอกและสามารถเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอบริเวณน้ีไดง่้ายในพืชท่ีเจริญบนพ้ืนดิน

ทัว่ๆ ไป จากการศึกษาพืชทั้งหมด 99 ชนิด 80 สกุล ใน 

53 วงศ ์และใกลเ้คียงกบัผลการศึกษาของ Newmaster et 

al. (2008) ท่ีพบว่า บริเวณ matK และ trnH-psbA 

intergenic spacer สามารถใชใ้นการจาํแนกพืชทุกชนิด

ในสกลุ Compsoneura ได ้ 

 นอกจากน้ียงัมีผลการศึกษาของ Chaveerach et al. 

(2011) ท่ีสนับสนุนว่าบริเวณ trnH-psbA intergenic 

spacer มีความเหมาะสมมากกว่าบริเวณ rpoC1 และ 

matK ในการศึกษาพืชสกุล Smilax และ Cissus และ

การศึกษาพืชสกุล Cymbidium ของ Siripiyasing et la. 

(2012) ท่ีพบว่าบริเวณ trnH-psbA intergenic spacer มี

ประสิทธิภาพในการใชเ้ป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอบาร์โคด้

มากกวา่บริเวณ rpoB, rpoC1 และ matK 

 ถึงแมว้่า Hollingsworth et al. (2009) ไดเ้สนอ

บริเวณมาตรฐาน 2 บริเวณ คือ rbcL และ matK เป็น 

core barcode regions แต่อย่างไรก็ตาม เขากล่าวถึง

บริเวณ trnH-psbA intergenic spacer วา่มีประสิทธิภาพ

มากพอท่ีจะสามารถใชเ้ป็นเคร่ืองหมายบาร์โคด้ได ้ 

 สําหรับลาํดบัเบสของบริเวณมาตรฐานในพืชแต่

ละชนิดน้ีเก็บไวท่ี้ฐานขอ้มูล GenBank ของ National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) เพ่ือให้

ผูส้นใจศึกษาจากทัว่โลกสามารถเขา้ถึงได ้และนาํไปใช้

ประโยชน์ต่อไป 
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	นำผลผลิต PCR ที่ได้ส่งไปวิเคราะห์หาลำดับ     นิวคลีโอไทด์ที่ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น นิวคลีโอไทด์ที่ได้จะถูกส่งกลับมารูปแบบ Scf file ที่ใช้เปิดในโปรแกรม FinchTV จะสามารถแก้ไขเบสที่ peak ได้จากนั้นจึง export ข้อมูลเป็น text file...
	เมื่อนำลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม MEGA 5.05 พบว่าเดนโดรแกรมที่ได้จากบริเวณ trnH-psbA intergenic spacer, matK และ rbcL สามารถระบุชนิดพืชได้ มีค่าความผันแปรของลำดับนิวคลีโอไทด์ของพืชสกุล Senna อยู่ในช่วง 0.04-0.60, 0.02-0.33 และ 0.0...
	จากการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ trnH-psbA intergenic spacer ของพืชสกุล Senna แล้วนำมาสร้างเดนโดรแกรมด้วยโปรแกรม MEGA 5.05 ดังภาพที่ 2 พบว่ามีค่าความผันแปรระหว่างชนิดของลำดับนิวคลีโอไทด์อยู่ระหว่าง 0.04-0.60 และมีค่าความผันแปรภายในชนิดเดียวกั...
	เมื่อนำลำดับนิวคลีโอไทด์ของพืชสมุนไพร บริเวณ trnH-psbA intergenic spacer มาเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทด์ของพืชที่ทราบชนิดแล้วเพื่อระบุชนิดพบว่า พืชสมุนไพรทั้ง 7 ชนิด ได้แก่ Senna sp. 1, Senna sp. 2, Senna sp. 3, Senna sp. 4, Senna sp. 5, Senna sp. ...
	จากการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ matK ของพืชสกุล Senna แล้วนำมาสร้างเดนโดรแกรมด้วยโปรแกรม MEGA 5.05 ดังภาพที่ 3 พบว่า ค่าความผันแปรระหว่างชนิดของลำดับนิวคลีโอไทด์อยู่ระหว่าง 0.02-0.33 และมีค่าความผันแปรภายในชนิดเดียวกันของลำดับนิวคลีโอไทด์ระห...
	ตารางที่ 3 ตัวอย่างสมุนไพรแปรรูปที่มีส่วนผสมของพืชสกุล Senna
	ภาพที่ 1  ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ trnH-psbA intergenic spacer, matK และ rbcL ของตัวอย่างสมุนไพรแปรรูป
	ที่มีพืชสกุล Senna เป็นส่วนผสม
	เมื่อนำลำดับนิวคลีโอไทด์ของพืชสมุนไพร บริเวณ matK มาเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทด์ของพืชที่ทราบชนิดแล้วเพื่อระบุชนิดพบว่า Senna sp. 2, Senna sp. 3, Senna sp. 4, Senna sp. 5 และ Senna sp. 7 ที่ระบุไว้ในผลิตภัณฑ์ว่ามีส่วนผสมของ S. alexandrina มีค่าควา...
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