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การใช้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอเพื่อควบคุมคุณภาพสมุนไพร

เรือนแก้ว  ประพฤติ

นักวิทยาศาสตร์ชำานาญการพิเศษ
สถาบันบริการตรวจสอบคุณภาพ
และมาตรฐานผลิตภัณฑ์  
มหาวิทยาลัยแม่โจ้

สรรพคุณของพืชสมุนไพรเป็นท่ียอมรับมาตั้งแต่ครั้ง
อดีตกาล ปัจจุบันมีรายงานการศึกษาวิจัยฤทธ์ิของสารสกัด
จากพชืสมนุไพรดว้ยวธิทีางวทิยาศาสตรก์ารแพทยซ์ึง่ไดแ้สดง
ข้อบ่งชี้ถึงสรรพคุณของสมุนไพร อย่างไรก็ตามผู้บริโภคยังมี
ความกังวลใจในเรื่องความปลอดภัยและมาตรฐานการผลิต 
เนือ่งจากพชืสมนุไพรมคีวามแตกตา่งหลากหลายของสายพนัธุ ์
บางสายพันธุม์ลีกัษณะสณัฐานใกลเ้คยีงกนัมากแตม่สีรรพคณุ
หรอืปรมิาณสารสำาคญัตา่งกนัและอาจเกดิอนัตรายขึน้ไดห้าก
ใช้สมุนไพรผิดชนิดเช่น ชนิดที่เป็นพิษซึ่งมีสาเหตุจากความ
สบัสนในการแยกชนดิหรอืสายพนัธุ ์ดงันัน้หากสามารถยนืยนั
ความถูกต้องของสายพันธ์ุได้จะช่วยให้การควบคุมคุณภาพ 
ในกระบวนการผลิตมีประสิทธิภาพ สร้างความน่าเชื่อถือและ 
ลดข้อกังวลใจของผู้บริโภคได้ บทความนี้จะกล่าวถึงเทคนิค
ทางชีวโมเลกุลที่นำามาสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอเพ่ือใช้ยืนยัน
เอกลักษณ์พืชสมุนไพร อันจะนำาไปสู่การยกระดับมาตรฐาน
สมุนไพรไทยต่อไป 

ดีเอ็นเอ หรือ กรดดีออกซีไรโบนิวคลิอิค (DNA;  
Deoxyribonucleic acid) เป็นสารพันธุกรรมที่พบมากใน
นิวเคลียส มีหน่วยย่อยเรียกว่านิวคลีโอไทด์ (nucleotide) 
ประกอบด้วย น้ำ�ตาลดีออกซีไรโบส หมู่ฟอตเฟสและไนโตร
จีนัสเบส 4 ชนิด ได้แก่ อะดีนีน (Adenine, A), ไทมีน  
(Thymine, T), ไซโตซนี (Cytosine, C) และ กวันนี (Guanine, 
G) โครงสร้างโมเลกุลเป็นสายคู่จับกันในทิศทางตรงข้าม
ลักษณะเป็นเกลียวคู่คล้ายบันไดวน (double helix) โดยเบส 
A จับกับ T ด้วยพันธะไฮโดรเจนแบบพันธะคู่และเบส C จับกับ 
G แบบสามพันธะ ลำาดับการเรียงตัวของเบสในสายดีเอ็นเอจะถูก
ใชเ้ปน็รหสัสำาหรบัแปลขอ้มลูเพือ่ควบคมุลกัษณะทางจโีนไทป์
และฟีโนไทป์ การแปรรหัสจากลำาดับเบสน้ีอาจเปรียบได้กับการ 

นำาตวัอกัษรแตล่ะตวัมาเรยีงตอ่กนัอยา่งถกูตอ้งกจ็ะเกดิเปน็คำา
และประโยคที่สมบูรณ์นั่นเอง  

ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ คือ แถบดีเอ็นเอที่เกิดจากรหัสเบส
บนสายดีเอ็นเอของส่ิงมีชีวิตหรือพืชที่ศึกษา เนื่องจากพืช
แตล่ะชนดิแตล่ะสายพนัธุม์กีารเรยีงตวัลำาดบัเบสไม่ซ้ำ�แบบกนั
และมเีอกลักษณเ์ฉพาะคล้ายกบัรหสับารโ์ค้ดของสินค้า ดงันัน้
เราจึงใช้คุณสมบัติน้ีมาสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอเพ่ือเป็นเคร่ืองมือ
สำาหรับระบุชนิดของพืช วิธีการทำาสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ใช้
กันแพร่หลายมี 3 วิธีได้แก่

1. วิธี Hybridization Based Method
วธินีีใ้ชน้วิคลโีอไทดเ์บสสายสัน้ๆเรยีกวา่ตวัตรวจสอบ 

(probe) ที่ติดฉลากด้วยสารรังสี ตัวตรวจสอบนี้สามารถจับ
กับดีเอ็นเอเป้าหมายตรงบริเวณที่มีลำาดับเบสที่เป็นคู่สมกัน 
(complementary) เมือ่ถกูกระตุน้ดว้ยรงัสี ชิน้ดเีอน็เอทีม่ตีวั
ตรวจสอบจับอยู่จะเปลี่ยนเป็นแถบสีดำาบนฟิล์มเอกเรย์ 
เทคนิคการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ใช้หลักการนี้ ได้แก่ RFLP 
(Restriction Fragment Lemght Polymorphisms) มีข้ันตอน
พอสังเขปดังนี้ สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างพืชให้ได้สารละลาย
ดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์ จากนั้นตัดดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัด
จำาเพาะ (restriction enzyme) สายดีเอ็นเอถูกตัดออก 
เป็นชิ้นๆ มีขนาดแตกต่างกันแยกแถบดีเอ็นเอในแผ่นวุ้นด้วย
เทคนคิเจลอเิลคโตรโฟรซิสี ยา้ยแถบดเีอน็เอจากแผน่เจลลงสู่
แผ่นเมมเบรน ดีเอ็นเอสายคู่ซ่ึงติดอยู่บนแผ่นเมมเบรนเม่ือนำาไป
แชใ่นสายละลายดา่งจะแยกเปน็สายเดีย่วและสามารถจบัคู่กบั
ชิ้นดีเอ็นเอเป้าหมาย (hybridization)  นำาแผ่นเมมเบรนไป
ประกบกับฟิล์มเอกเรย์แล้วกระตุ้นด้วยรังสีเอกเรย์จะปรากฏ
เป็นแถบสีดำา ขั้นตอนวิธีทำาดังแสดงในภาพที่ 1 
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พืชสมุนไพร
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ภาพที่ 1 ขั้นตอนการทำาเทคนิค RFLP
ที่มา : http://www.slideshare.net/FAOoftheUN/application
-of-genetic-analyzer-in-aflp -technique-55686801

เทคนิค RFLP มีข้อจำากัดคือความไวของวิธีทดสอบ
ค่อนข้างต่ำ� (low sensitivity) ใช้ดีเอ็นเอที่มีคุณภาพและ
ปริมาณสูง ซึ่งค่อนข้างทำาได้ยากกับตัวอย่างสมุนไพรที่ผ่าน
การแปรรูปนอกจากน้ีแล้วเทคนิคน้ียังให้ผลการทำาซ้ำ�ไม่คงที่ 
(low reproducibility) เนือ่งจากผลทดสอบขึน้อยูก่บัคณุภาพ
ของดีเอ็นเอและทักษะความชำานาญของผู้ปฎิบัติการทดสอบ 

2. วิธี PCR Based Method
PCR หรอื Polymerase Chain Reaction เปน็เทคนคิ

การเพิม่จำานวนชิน้ดเีอน็เอโดยอาศยัปฏกิริยิาแบบลูกโซ่ซึง่เกดิ
ขึ้นในหลอดทดลองต้องใช้เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 
(PCR thermal cycler) โดยใช้ดีเอ็นเอของตัวอย่างเป็น
ดีเอ็นเอแม่แบบ ดีเอ็นเอชุดใหม่ท่ีถูกจำาลองขึ้นน้ันจะมีลำาดับ
นิวคลีโอไทด์เบสเหมือนดีเอ็นเอแม่แบบทุกประการ ยีนหรือ
บริเวณท่ีจะท่ีถูกเพ่ิมปริมาณน้ันข้ึนอยู่กับลำาดับเบสของไพรเมอร์ 
ไพรเมอรท์ีน่ยิมใชม้ ี2 ชนดิคอื ไพรเมอรท์ีม่ลีำาดบัเบสแบบสุม่ 
(random sequence primer) และไพรเมอร์แบบจำาเพาะ 
(specific primer) วิธี PCR bases method มีขั้นตอน 
พอสงัเขปดงันี ้เตรยีมสารเคมสีำาหรบัปฏกิริยิาพซีอีาร ์ซึง่มอีงค์

ภาพที่ 2 ขั้นตอนของปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
ที่มา : http://www.slideshare.net/FAOoftheUN/application-of-
genetic-analyzer-in-aflp-technique-55686801

ประกอบหลักๆ ได้แก่ ดีเอ็นเอแม่แบบซึ่งสกัดจากสมุนไพร 
ทีต่อ้งการศกึษา, ไพรเมอร,์ เอนไซม ์Taq DNA polymerase, 
dNTPs, นำามาทำาปฏิกิริยาในหลอดทดลองและเพิ่มปริมาณ
ชิน้ดเีอน็เอดว้ยเครือ่งเพิม่ปรมิาณสารพนัธกุรรม มขีัน้ตอนการ
ทำางาน 3 ขั้นตอนคือ 1) denaturation ดีเอ็นเอแม่แบบถูก
ทำาให้เป็นสายเด่ียวท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 2) annealing 
เป็นการลดอุณหภูมิลงให้อยู่ในช่วง 35-60 องศาเซลเซียส  
เพือ่ใหไ้พรเมอรส์ามารถจบักบัดเีอน็เอแมแ่บบ 3) extension 
เอนไซม์ Taq DNA polymerase ทำาหน้าที่นำานิวคลีโอไทด์
เบสแตล่ะชนดิมาตอ่กบัปลาย 3’ ของไพรเมอร ์ไดเ้ปน็ดเีอ็นเอ
สายใหมซ่ึง่มลีำาดบัเบสเปน็คูส่มกบัดเีอน็เอแมแ่บบทกุประการ 
เมื่อปฏิกิริยาดำาเนินไปจนครบทั้ง 3 ขั้นตอน เรียกว่า 1 รอบ
ของปฏิกิริยา จำานวนช้ินส่วนดีเอ็นเอชุดใหม่ที่เกิดขึ้นมี 
การจำาลองตวัแบบทวคีณู (exponential) หรอืจำานวนเทา่กบั 
2n  เม่ือ n เป็นจำานวนรอบของการเกิดปฏิกิริยา โดยท่ัวไปจะใช้
จำานวนรอบของปฏิกิริยาประมาณ 35-45 รอบ สามารถเพิ่ม
สำาเนาของชิน้สว่นดเีอน็เอไดห้ลายลา้นสำาเนา เทคนคิการสรา้ง
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยวิธีการนี้ ได้แก่
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2.1 เทคนิค Rapid Amplified Polymorphism 
DNA (RAPD)

เทคนิคนี้อาศัยหลักการเพิ่มจำานวนชิ้นดีเอ็นเอด้วย
ปฏิกิริยาแบบลูกโซ่เหมาะกับพืชที่ยังไม่ทราบข้อมูลพื้นฐาน
ทางพันธุกรรม ไม่จำาเป็นต้องใช้ข้อมูลลำาดับเบสเพื่อออกแบบ
ไพรเมอร ์สามารถใชไ้พรเมอรท์ีม่นิีวคลีโอไทดแ์บบสุม่จำานวน
ตั้งแต่ 5-10 เบส การสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่จะเกิดได้ 
ก็ต่อเม่ือไพรเมอร์จับกับดีเอ็นเอแม่แบบในตำาแหน่งและ
ทิศทางท่ีเหมาะสมเท่านั้น จำานวนชิ้นดีเอ็นเอสายใหม่ขึ้นอยู่
กบัตำาแหนง่ท่ีไพรเมอรส์ามารถจบักบัดเีอน็เอแมแ่บบ พชืตา่ง

ภาพที่ 3 ไพรเมอร์จับกับชิ้นดีเอ็นเอแม่แบบในตำาแหน่งและทิศทางที่เหมาะสม
ที่มา : http://www.slideshare.net/SaramitaDeChakravart/molecular-markers-
major-applications-in-insects

2.2 เทคนคิ AFLP (Amplified Fragment Length 
Polymorphism)

เทคนิคนี้เริ่มจากการตัดดีเอ็นเอแม่แบบด้วยเอนไซม์
ตัดจำาเพาะ (restriction enzyme) แล้วนำาชิ้นดีเอ็นเอนี้มา
เชือ่มตอ่เขา้กบัชิน้ดเีอน็เออกีชิน้หนึง่เรยีกวา่ adapter และใช้
ไพรเมอร์ 2 ชนิดสำาหรับเพิ่มจำานวนชิ้นดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยา 
พีซีอาร์ ไพรเมอร์ชนิดแรกใช้เพิ่มจำานวนชิ้นดีเอ็นเอเฉพาะชิ้น
ดีเอ็นเอที่เป็นเบสคู่สมกับ adaptor เท่านั้น เรียกขั้นตอนนี้ว่า 
preselective PCR จากน้ันจึงนำาผลิตภัณฑ์จากขั้นตอน 
preselective มาเพิ่มปริมาณอีกครั้งในขั้นตอน selective 
PCR  โดยใช้ไพรเมอร์ชนิดที่ 2 ซึ่งจะออกแบบโดยเพิ่มจำานวน
เบสคดัเลอืกเขา้ไปทีป่ลาย 3’ จำานวน 1-3 เบส การทำาพซีอีาร์
คร้ังทีส่องนีจ้ำานวนชิน้และขนาดของดเีอน็เอทีเ่กดิจะขึน้อยูก่บั
บรเิวณทีถ่กูตดัดว้ยเอนไซมแ์ละบรเิวณทีม่เีบสคดัเลือกเทา่นัน้ 
จากภาพที่ 4 แสดงการตัดดีเอ็นเอแม่แบบด้วยเอนไซม์ตัด
จำาเพาะ EcoR I และ Mse I นำาชิ้นดีเอ็นเอนี้มาเชื่อมกับชิ้น
ดีเอ็นเอ adapter แล้วทำาปฏิกิริยา preselective PCR ด้วย
ไพรเมอร์ท่ีมีเบสคู่สมกับลำาดับเบสของเอนไซม์ตัดจำาเพาะใส่เบส
คัดเลือกเข้าไปอีกหน่ึงเบสคือ A ส่วนไพรเมอร์ท่ีมีลำาดับเบส
ของเอนไซม์ Mse I เพ่ิมเบสคัดเลือก C ในข้ันตอน pre selective 
PCR น้ีช้ินดีเอ็นเอท่ีถูกเพ่ิมปริมาณจะมีเพียงช้ินดีเอ็นเอท่ีเป็นคู่
สมกับลำาดับเบสของเอนไซม์และเบสคัดเลือกเท่าน้ัน ในข้ันตอน 

ภาพที่ 4 ขั้นตอนการทำาเทคนิค AFLP
ที่มา : https://www.researchgate.net/fig-
ure/228092312_fig1_Figure-1-An-example-of-
the-AFLP-procedure-using-one-primer-pair 

ชนิดกันจะมีลำาดับเบสไม่เหมือนกันจึงทำาให้ตำาแหน่งท่ีไพรเมอร์
จับมคีวามแตกตา่งกนัเปน็ผลใหไ้ดรู้ปแบบแถบดเีอน็เอทีแ่สดง
เอกลักษณ์เฉพาะ

ข้อดีของเทคนิค RAPD คือสามารถเพิ่มชิ้นดีเอ็นเอ 
ได้จำานวนมาก ไม่จำาเป็นต้องทราบข้อมูลลำาดับเบสเพื่อใช้
ออกแบบไพรเมอร์ ไพรเมอร์แบบสุ่มสามารถใช้ได้กับพืชทุกชนิด 
ใชด้เีอน็เอแมแ่บบปรมิาณนอ้ย คา่ใชจ้า่ยในการวเิคราะห์ไมส่งู 
ขั้นตอนไม่ยุ่งยากซับซ้อน แต่มีข้อด้อยคือความเสถียรของผล
การทำาซ้ำ�ค่อนข้างต่ำ� (low reproducibility) 

selective PCR ซ่ึงใช้ไพรเมอร์ท่ีเพ่ิมเบสคัดเลือกเข้าไปอีก 3 เบส 
ไพรเมอรท์ีใ่ชห้ากไมต่ดิฉลากดว้ยสารเรอืงแสงกส็ามารถทำาได้
โดยย้อมเจลด้วย silver stain การเพิ่มจำานวนเบสคัดเลือก
เข้าไปทำาให้จำานวนช้ินดีเอ็นเอมีจำานวนน้อยลงและง่าย 
ต่อการอ่านผล    
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เทคนิค AFLP แม้จะไม่จำาเป็นต้องทราบข้อมูลลำาดับเบสเพื่อ
ใช้ออกแบบไพรเมอร์เช่นเดียวกับเทคนิค RAPD แต่เทคนิคนี้
มีความเสถียรของผลการทำาซ้ำ�สูง (high reproducibility) 
กว่าเทคนิค RAPD แต่เทคนิค RFLP มีขั้นตอนยุ่งยากซับ
ซ้อน ใช้ระยะเวลานานในการทดสอบและมีค่าใช้จ่ายสูง 

2.3 เทคนิค Varieble Number Tandem  
Repeat (VNTR)

เทคนิคน้ีการเพิ่มจำานวนชิ้นดีเอ็นเอบริเวณที่มีเบสซ้ำ�
กัน (tandem repeat) เป็นชุดๆ ลักษณะเบสทีซ่้ำ�กันนี้พบ
กระจายท่ัวไปบนโครโมโซม ถ้ามีจำานวนเบสซ้ำ�กันต้ังแต่ 2-6 เบส 
เรียกว่า microsatellite เช่น ชุดซ้ำ�ของเบส ACG ACG ACG 
ACG ACG หรอื (ACG)6  จำานวนเบสซ้ำ�กนัตัง้แต ่10-100 เบส 
เรียกว่า minisatellite จำานวนชุดท่ีซ้ำ�จะทำาให้เกิดรูปแบบ
แถบดีเอ็นเอแตกต่างกัน

2.4 เทคนิค PCR-RFLP
การเพ่ิมจำานวนช้ินดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์แบบจำาเพาะ 

(specific primer) ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ก่อนจากน้ันทำาการตัดช้ิน
ดีเอนเอด้วยเอนไซมม์ตัดจำาเพาะ แถบดีเอ็นเอถูกตัดออกเป็น
ชิน้เลก็ๆ พืชตา่งชนดิกนัลำาดบัเบสทีเ่ปน็บรเิวณตดัของเอนไซม์
จะอยู่ในตำาแหน่งที่ต่างกันจึงได้แถบดีเอ็นเอขนาดไม่เท่ากัน

นอกเหนือจากเทคนิคที่กล่าวมาแล้วยังมีอีกหลาย
เทคนิคที่ถูกพัฒนาขึ้น อาทิเช่น Cleaved Amplified  

Polymorphic Sequences (CAPs), Terminal Restriction 
Patterns (TRFPs), Direct Amplification of Length 
Polymorphism (DALP) เป็นต้น ซ่ึงเทคนิคเหล่าน้ีอาศัยหลักการ
เพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอด้วยปฎิกิริยาพีซีอาร์ทั้งสิ้น

3. วิธี Sequencing Based Method
วิธีนี้ชิ้นดีเอ็นเอหรือยีนที่สนใจจะถูกเพิ่มจำานวนด้วย

เทคนิคพีซีอาร์จากนั้นจึงนำาไปวิ เคราะห์หาลำาดับเบส 
ด้วยเครื่องวิเคราะห์หาลำาดับเบส (DNA sequencing) แล้ว
เปรียบเทียบลำาดับเบสที่เปล่ียนแปลงไปเพียงหน่ึงเบสซึ่งอาจ
เกิดจากการแทนท่ีของเบส (substitution), การเพ่ิม (insertion) 
หรือการหายขาดหายไป (deletion) การเปลี่ยนแปลงนี้ 
อาจจะไม่แสดงออกทางฟีโนไทป์ แต่สามารถใช้เป็นหลักฐาน
แสดงเอกลักษณ์ของพืชได้ ยีนที่มักใช้วิเคราะห์หาลำาดับเบส
เช่น 5S rDNA, Internal Transcribed Spacer (ITS) และ
บริเวณ 16S และ 26S rDNA ซึ่งมีความผันแปรของลำาดับเบส
สงู เทคนคิทีน่ยิมนำามาใชย้นืยนัชนดิพชืสมนุไพร ไดแ้ก ่ Single 
nucleotide polymorphism (SNP) ความผันแปรทาง
พันธุกรรมของลำาดับเบสบนจีโนมซึ่งเกิดจากการผันแปรของ
เบสจำานวน 1 เบส เทคนิค Short tendem repeat (STR)  
มีเบสซ้ำ�จำานวน 2-10 เบสซ้ำ�กันเป็นชุดๆ เช่น (CATG)n เม่ือ n 
คือจำานวนชุดที่ซ้ำ�กัน จะพบลักษณะการเรียงตัวแบบนี้ใน
บริเวณท่ีเป็น non coding intron region จำานวนชุดท่ีซ้ำ�กันน้ี
ใช้แสดงเอกลักษณ์ของพืชสมุนไพรแต่ละชนิด

 

ภาพที่ 5 การเปลี่ยนแปลงชนิดเบสบนโครโมโซมจาก C เป็น T, จากเบส G เป็น A และจากเบส G เป็น A
ที่มา : http://www.nature.com/nature/journal/v426/n6968/fig_tab/nature02168_F1.html

การสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอเพื่อใช้ยืนยันเอกลักษณ์ 
สายพันธุพ์ชืสมนุไพรสามารถทำาไดห้ลายวธิแีตล่ะวธิมีขีอ้ดแีละ
ขอ้จำากดัแตกตา่งกนั การเลอืกเทคนคิทีเ่หมาะสมตอ้งพจิารณา
หลายปัจจัยประกอบกัน เช่น ชนิดพืช ลักษณะและคุณภาพ
ของตวัอยา่ง การแปลผลทดสอบรวมถงึคา่ใชจ้า่ยเรือ่งสารเคมี
และเครื่องมือทดสอบท่ีต้องใช้ การใช้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอเพื่อ
ตรวจสอบความถูกต้องของชนิดพืชสมุนไพรถือได้ว่ามีจุดเด่น
คือความถูกต้องสูง มีความน่าเชื่อถือและเป็นที่ยอมรับ  
สามารถนำาเนื้อเยื่อจากทุกส่วนของพืช ทุกระยะการเจริญ

เตบิโตมาตรวจสอบได ้ใชป้รมิาณตวัอยา่งเพยีงเลก็นอ้ยระดบั
มิลลิกรัม เช่นตัวอย่างสมุนไพรอบแห้ง ผงเครื่องยาหรือ
ผลิตภัณฑ์แปรรปู การตรวจหาชนดิและปรมิาณสารสำาคัญดว้ย
เทคนิคโครมาโตรกราฟีก็เป็นอีกวิธีหนึ่งที่ถูกนำาใช้ควบคุม
คุณภาพสมุนไพรแต่เนื่องจากปริมาณและชนิดของสารท่ีพืช
สร้างขึ้นมักจะแปรปรวนตามสภาพแวดล้อมทำาให้บางครั้ง 
การแปลผลทดสอบทำาไดย้าก การนำาเทคนคิลายพมิพด์เีอน็เอ
มาใชค้วบคูก่บัเทคนคิทางเคมจีะชว่ยใหก้ารยนืยนัสายพนัธุพ์ชื
มีความถูกต้องและชัดเจนมากยิ่งขึ้น 
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