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บทนํา 
 
  ชะเอมเทศ เปนพืชสมุนไพรท่ีรูจักกันมานาน ลําตนมีความสูงประมาณ 1-2 เมตร ใบเปนใบประกอบ
ลักษณะเปนรูปขนนก ออกสลับกัน มีใบยอยประมาณ 9-17 ใบ สวนกานใบยอยสั้นมาก ใบสีเขียวอมเหลือง ดอก
ออกเปนชอ กลีบดอกสีมวงออน ๆ กานดอกสั้นมาก ฝกมีลักษณะแบน ผิวขางนอกเรียบ ตั้งแตในอดีตมีการใช
ชะเอมเทศเปนสมุนไพรรักษาโรคตางๆหลายชนิด เชน วัณโรคปอด หอบหืด โรคกระเพาะอาหารหรือลําไสเล็ก 
และหลอดลมอักเสบเปนตน อีกท้ังยังมีงานวิจัยท่ีนําสารสกัดจากชะเอมเทศ มาใชในเครื่องสําอาง โดยมี
สรรพคุณ ทําใหผิวหนังขาวกระจางข้ึน  หรือยับยั้งการสรางเม็ดสีผิว ในดานอาหาร ชะเอมเทศเปนสารท่ีใหความ
หวานแตไมใหพลังงาน จึงสามารถนํามาใชในผลิตภัณฑอาหารสําหรับผูปวยโรคเบาหวานได นอกจากนี้ยังมี
งานวิจัยชะเอมเทศ เก่ียวกับการออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา เชน ตานอาการอักเสบ ตานการเกิดมะเร็ง ตานอาการ
ภูมิแพผิวหนัง จากสรรพคุณของชะเอมเทศท่ีมีอยูมากมาย คณะผูวิจัย จึงมองเห็นความสําคัญของสมุนไพรชนิด
นี้ เพ่ือศึกษาการเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศในสภาพปลอดเชื้อเพ่ือการผลิตสารสําคัญท่ีออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เพ่ือ
ประยุกตใชในผลิตภัณฑเครื่องสําอาง และผลิตภัณฑอาหารเฉพาะกลุมตอไป 
 ปจจุบันเทคโนโลยีดานการเพาะเลี้ยงเซลลพืชเพ่ือการผลิตสารทุติยภูมิ เพ่ือนําสารดังกลาวไปใช ทางเภสัช
วิทยา เครื่องสําอาง อาหารเสริม สียอม และอ่ืน ๆ กําลังเปนท่ีสนใจ มีรายงานการศึกษาอยางกวางขวางดาน 
การเพาะเลี้ยงเซลลพืช ท้ังในระดับหองปฏิบัติการไปจนถึงการเพ่ิมปริมาณการเพาะเลี้ยงในระดับอุตสาหกรรม 
รวมถึงการชักนําใหมีการสรางและสะสมสารทุติยภูมิในเซลลท่ีเพาะเลี้ยง ขอดีของการผลิตสารทุติยภูมิจากการ
เพาะเลี้ยงเซลลพืชคือ สามารถเพาะเลี้ยง และผลิตสารไดตลอดท้ังป สารท่ีไดมีคุณภาพสมํ่าเสมอ รากพืชนับเปน
สวนของพืชท่ีมีศักยภาพในการนํามาเพาะเลี้ยง เนื่องจากมีการพัฒนาเทคนิคการเพาะเลี้ยงรากพืช โดยมีการใช
แบคทีเรียท่ีเรียกวา  Agrobacterium rhizogenes เพ่ือชักนําใหสวน T-DNA เขาไปในเซลลพืช ทําใหเซลลพืชมี
การพัฒนาเกิดเปนรากฝอยเปนจาํนวนมาก โดยไมจําเปนตองใชสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีมีราคาแพงเพ่ือชัก
นําใหเกิดราก ซ่ึงจะสามารถชวยลดตนทุนในการเพาะลี้ยงรากพืชไดเปนอยางมาก นอกจากนั้นสวน T-DNA ท่ี
นําเขาไปยังมีสวนกระตุนใหรากท่ีเกิดข้ึนมีการสรางและสะสมสารทุติยภูมิมากข้ึนดวย ชะเอมเทศนับเปนพืชหนึ่ง
ท่ีมีศักยภาพในการนํามาเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อเพ่ือการผลิตสารทุติยภูมิ เนื่องจากชะเอมเทศมีการสะสม
สารทุติยภูมิกลุม glycyrrhizin ในสวนของลําตน และราก ขอเสนอโครงการนี้จึงสนใจศึกษาเทคนิคการ
เพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศในสภาพปลอดเชื้อเพ่ือการผลิตสารในกลุม glycyrrhizin ซ่ึงจะสามารถนําไปตอยอดให
เกิดประโยชนไดในทางเภสัชวิทยา เครื่องสําอาง และอ่ืน ๆไดในอนาคต 
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วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

 
1. ศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงตนชะเอมเทศบนอาหารแข็งในสภาพปลอดเชื้อ 
2. ศึกษาวิธีการชักนําใหเกิดรากฝอย การกระตุนใหมีการสรางและสะสมสารทุติยภูมิในชะเอมเทศ โดยใชเชื้อ 
Agrobacterium rhizogenes 
3. ศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศในอาหารเหลวในสภาพปลอดเชื้อ 
4. ศึกษาวิธีการท่ีเหมาะสมในการชักนําใหรากชะเอมเทศมีการสรางและสะสมสารทุติยภูมิ ในอาหารเหลว
สภาพปลอดเชื้อ 
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ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวของ 
  
   ชะเอมเทศ (Liquorice, Licorice) มีชื่อวิทยาศาสตรวา Glycyrrhiza glabra L. จัดอยูในวงศ 

Fabaceae เปนพรรณไมท่ีมีอายุนานหลายป ลําตนมีความสูงประมาณ 1-2 เมตร ใบเปนใบประกอบลักษณะ
เปนรูปขนนก และจะออกสลับกัน มีใบยอยประมาณ 9-17 ใบ สวนกานใบยอยนั้นจะสั้นมาก ใบจะเปนสี
เขียวอมเหลือง ดอกจะออกเปนชอ กลีบดอกจะเปนสีมวงออน ๆ และกานดอกจะสั้นมาก ฝกจะมีลักษณะ
แบน และผิวขางนอกจะเรียบ  

   สาร Glycyrrhizin ท่ีสกัดไดจากชะเอมเทศ มีคุณสมบัติ ตานอาการอักเสบ (anti-inflammatory), ลด
การเกิดหนอง (anti-ulcerous), ลดอาการแพบริเวณผิวหนัง (antiallergic), ตานการเกิดมะเร็ง 
(anticancer) และเพ่ิมภูมิคุมกัน (immuno-modulating activities) นอกจากนี้สาร glycyrram ซ่ึงเปน
เกลือแอมโมเนียมโมเลกุลเดี่ยวท่ีเปนสารใหความหวาน โดยใหความหวานมากกวาน้ําตาลซูโคสถึง 300 เทา 
(Kondratenko et al. 2005). โครงสรางทางเคมี และข้ันตอนการสังเคราะห Glycyrrhizic acid จากชะเอม
เทศ แสดงดังภาพท่ี 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
ภาพท่ี 1 โครงสรางทางเคมี และข้ันตอนการสังเคราะห Glycyrrhizic acid ซ่ึงเปนสารสําคัญท่ีแยกไดจากชะเอม

เทศ (Kojoma et al., 2009) 
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 การใช Agrobacterium rhizogenes ชักนําใหเกิดรากฝอย และกระตุนใหมีการสรางและสะสมสาร

ทุติยภูมิในรากพืชท่ีเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือ  
 Agrobacterium rhizogenes เปนเชื้อแบคทีเรีย แกรมลบ ท่ีเม่ือนํามาเลี้ยงรวมกับพืชจะสามารถกระตุนให

เซลลพืชสรางรากฝอยได โดย Agrobacterium rhizogenes จะสงถาย DNA ซ่ึงเปนพลาสมิดขนาดใหญ 
เรียกวา root inducing plasmid (pRi) ซ่ึงมีสวนของ T-DNA เขาสูจีโนมพืช จะสามารถกระตุนใหเซลลพืช
สราง ออกซิน (endogenous auxin) ซ่ึงเปนสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีผลกระตุนใหเซลลพืชท่ีไดรับการ
ถาย T-DNA มีการสรางรากได  (Chandra and Chanda, 2011) มากไปกวานั้นยังมีรายงานวารากพืชท่ีถูก
กระตุนดวย Ri พลาสมิดจะสามารถสรางและสะสมสารทุติยภูมิไดไมตางจากพืชท่ีปลูกในสภาพธรรมชาติ มี
รายงานการใช Agrobacterium rhizogenes ในการสงถาย T-DNA เขาสูจีโนมพืชเพ่ือกระตุนใหเซลลพืชท่ี
เลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อมีการสรางรากฝอยเพ่ิมข้ึนในพืชหลายชนิด (ตารางท่ี 1) 

 
ตารางท่ี 1ตัวอยาง พืชท่ีประสบความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงรากเพ่ือผลิตสารทุติยภูมิท่ีถูกชักนําโดย การถายยีน 

จาก Agrobacterium rhizogenes 

สารทุติยภูมิ ชนิดพืช เอกสารอางอิง 
Scopolamine Atropa belladonna Bonhomme et al. 2000 
Hysocyamine and Scopolamine Datura innoxia  Shimomura et al. 1991 
Anthraquinone Rubia tinctoria Saito et al. 1991 
Solasodine Solanum khasianum Jacob and Malpathak 2004 
Withanolide A Withania somnifera Murthy et al. 2008 
Indole alkaloids Catharanthus roseus Ciau-Uitz et al. 1994 
Artemisinin Artemisia sp. Mannan et al. 2008 

 
การชักนําใหเซลลพืชท่ีเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือมีการสรางและสะสมสารทุติยภูมิ 
จากรายงานการเพาะเลี้ยงรากพืชในสภาพปลอดเชื้อ พบวามักมีการใชตัวกระตุน (elicitors) ไดแกปจจัย
ภายนอก เชน อุณหภูมิ พีเอช หรือสารบางชนิด เชน เพคติน (pectin) เซลลูโลส (cellulose) ซ่ึงเปนสารโพลี
แซคคาไรดท่ีเปนองคประกอบในผนังเซลลของพืช หรือสารพวก ไคติน (chitin) กลูแคน (glucan) ซ่ึงไดจาก
เชื้อจุลินทรีย ในการกระตุนใหรากพืชมีการสรางและสะสมสารทุติยภูมิเพ่ิมข้ึน (Goel et al 2011) เชนมีการใช 
chitosan รวมกับการเพาะเลี้ยงราก Hypericum perforatum สามารถกระตุนใหรากมีการสรางสาร 
xanthones เพ่ิมข้ึน 2.7 เทา (Tocci et al. 2012) มีการใช Coumaric acid และ tyramine กระตุนใหราก 
Gloriosa superba สรางสารโคชิซิน (colchicine) เพ่ิมข้ึน 5 ถึง 6 เทา (Ghosh et al 2002) นอกจากนี้มีการ
ใช heptasaccharide และ octasaccharide กระตุนใหราก Panax ginseng มีการสราง saponins เพ่ิมข้ึน 4 
เทา (Zhou et al. 2007) 
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วิธีการดําเนินการวิจัย 
  
การเตรียมเนื้อเยื่อเริ่มตนเพ่ือใชในการทดลองท่ี 1 และ 2 

- ฆาเชื้อบริเวณผิวเมล็ดชะเอมเทศ (Glycyrrhiza glabra L.) ดวยวิธีตาง ๆ คือ วิธีท่ี 1 ฟอกฆาเชื้อดวย 
10% sodium hypochlorite รวมกับ 0.02% (v/v) tween-20 นาน 10  นาที วิธีท่ี 2 ฟอกฆาเชื้อดวย 
10% sodium hypochlorite รวมกับ 0.02% (v/v) tween-20 นาน 20  นาที คือ วิธีท่ี 3 แชเมล็ดใน
70% (v/v) เอทานอล นาน 1 นาที จากนั้นฟอกฆาเชื้อดวย 10% sodium hypochlorite รวมกับ 
0.02% (v/v) tween-20 นาน 10  นาที วิธีท่ี 4 แชเมล็ดใน 70% (v/v) เอทานอล นาน 1 นาที จากนั้น
ฟอกฆาเชื้อดวย 10% sodium hypochlorite รวมกับ 0.02% (v/v) tween-20 นาน 20  นาที วิธีการ
ละ 25 เมล็ด จากนั้นนําเมล็ดท่ีฟอกฆาเชื้อแลวเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS (Murashige and Skoog, 
1962) จนเมล็ดงอก บันทึกผลการปนเปอนเชื้อจุลินทรีย และอัตราการงอกของเมล็ด 

-   เพาะเลี้ยงสวนยอดและตาขางบนอาหารสูตร MS ท่ีมี BAP (6-benzylaminopurine) 1 มิลลิกรัมตอลิตร 
และยายเนื้อเยื่อทุกๆ 30 วัน จนไดจํานวนยอดและตาขางเพียงพอตอการนําไปทดลองหาสูตรอาหารท่ี
เหมาะสมในการชักนําใหเกิดยอด และสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการชักนําใหเกิดรากตอไป 

  
 การทดลองท่ี 1 การเพาะเลี้ยงตนชะเอมเทศบนอาหารแข็งในสภาพปลอดเชื้อ 

- ทําการทดลองชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดยอดใหมสองครั้งโดยครั้งท่ีหนึ่ง เลี้ยงยอดชะเอมเทศบนอาหาร
แข็งสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโตไคนิน ไดแก BAP หรือ Kinetin ท่ีระดับความ
เขมขนตาง ๆ (ตารางท่ี 2) เพ่ือชักนําใหเกิดยอดใหม สูตรอาหารละ 2 ซํ้า ๆละ 20 ชิ้น ครั้งท่ีสองเลี้ยง
ยอดชะเอมเทศบนอาหาร แข็งสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโตไคนิน ไดแก BAP หรือ 
Kinetin หรือ TDZ (N-phenyl-N’-1,2,3-thidiazol-5-ylurea) ท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ (ตารางท่ี 3) จํานวน
สูตรอาหารละ 4 ซํ้า ๆละ 3 ชิ้น 
 
ตารางท่ี 2 อาหารสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโตไคนินท่ีระดับความเขมขนตาง ๆท่ีใช
ในการชักนําใหยอดเกิดยอดใหม 
 

ชื่อสูตรอาหาร BAP (mg/L) Kinetin (mg/L) 
GS1 0 0 
GS2 1 0 
GS3 2 0 
GS4 3 0 
GS5 0 1 
GS6 0 2 
GS7 0 3 
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ตารางท่ี 3 อาหารสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโตไคนินท่ีระดับความเขมขนตาง ๆท่ีใช
ในการชักนําใหยอดเกิดยอดใหม 

 
ชื่อสูตรอาหาร BAP (mg/L) Kinetin (mg/L) TDZ (mg/L) 

A1 0 0 0 
A2 1 0 0 
A3 2 0 0 
A4 3 0 0 
A5 0 1 0 
A6 0 2 0 
A7 0 3 0 
A8 0 4 0 
A9 0 0 0.5 
A10 0 0 1 
A11 0 0 2 

 
ทําการทดลองชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากสองครั้งโดยครั้งท่ีหนึ่งทําการเพาะเลี้ยงยอดบนอาหารแข็ง
สูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซิน ไดแก NAA (1-naphthaleneacetic acid) IBA (3-
indolebutyric acid) หรือ IAA (indole-3-acetic acid) ท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ เพ่ือชักนําใหยอด
เกิดราก สูตรอาหารละ 4 ซํ้า ๆละ 4 ชิ้น (ตารางท่ี 4) การทดลองครั้งท่ีสองชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิด
รากซํ้า โดยการเพาะเลี้ยงยอดบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซิน ไดแก 
IBA (3-indolebutyric acid) และ/หรือ IAA (indole-3-acetic acid) ท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ สูตร
อาหารละ 2 ซํ้า ๆละ 10 ชิ้น (ตารางท่ี 5) 
 
ตารางท่ี 4 อาหารสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซิน ท่ีระดับความเขมขนตาง ๆท่ีใชใน
การชักนําใหยอดเกิดราก  
 

ชือ่สูตรอาหาร NAA (mg/L) IBA (mg/L) IAA (mg/L) 
GR1 0 0 0 
GR4 0 0.5 0 
GR5 0 1 0 
GR6 0 0 0.5 
GR7 0 0 1 
GR10 0 0.5 0.5 
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ตารางท่ี 5 อาหารสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซิน ท่ีระดับความเขมขนตาง ๆท่ีใชใน
การชักนําใหยอดเกิดราก 
 

ชื่อสูตรอาหาร NAA (mg/L) IBA (mg/L) IAA (mg/L) 
GR1 0 0 0 
GR2 0.5 0 0 
GR3 1 0 0 
GR4 0 0.5 0 
GR5 0 1 0 
GR6 0 0 0.5 
GR7 0 0 1 
GR8 0.5 0.5 0 
GR9 0.5 0 0.5 
GR10 0 0.5 0.5 

 
การทดลองท่ี 2  การศึกษาเพ่ือชักนําให เกิดรากฝอยในชะเอมเทศ โดยการชักนํา T-DNA เขาสูเนื้อเยื่อสวน

ตาง ๆโดยใชเชื้อ Agrobacterium  
 

- เชื้อท่ีนํามาใชในการชักนําใหเกิดรากคือ Agrobacterium rhizogenese สายพันธุ A13 ท่ีมี
การตัดโคลนพลาสมิดดวย EHA 101 pIG121Hm ท่ีมี Gus-intron เปน reporter ยีน และ 
Agrobacterium tumrfaciens สายพันธุ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pEXM120 ท่ีมี Nos-NPTII 
ยีน, 35S-GUS ยีน, rolABC ยีนและ 35S-R ยีน 

- เตรียมเชื้อ Agrobacterium สําหรับถายยีน โดยนําโคโลนีเดี่ยว เลี้ยงในอาหารเหลวสูตร LB 
(Luria Bertani medium) ท่ีมี kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร เขยาท่ีความเร็วรอบ 120 
รอบตอนาที อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน จากนั้นเลี้ยงเชื้อใหม (restart 
culture) ในอาหาร LB ท่ีมี kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร และ AS 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
อัตราสวน เชื้อ:อาหาร เทากับ 1:100 ปริมาณ 100 มิลลิลิตร เขยาท่ีความเร็วรอบ 120 รอบ
ตอนาที อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส จนเชื้อมีความขุนวัดคาได OD600 = 0.4-0.5 นําเชื้อท่ีได
ใชในการถายโอนยีน 

- เตรียมชิ้นสวนเนื้อเยื่อชะเอมเทศสําหรับการถายยีน โดยเลี้ยงตนชะเอมเทศบนอาหารสูตร MS 
ท่ีไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลา 30 วันกอนนํามาถายยีน ตัดชิ้นสวนใบขนาด 1.0 
ตารางเซนติเมตร และลําตนยาว 1 เซนติเมตร  

- การทดลองท่ี 2.1 ศึกษาประสิทธิภาพในการถายโอนยีน บนแผนใบ และลําตนของชะเอมเทศ 
โดยการใชมีดตัดแผนใบ และสวนของลําตน จากนั้นใชเข็มจุมเชื้อแลวสรางบาดแผล 3-4 
บาดแผลตอ 1 ชิ้นเนื้อเยื่อ จากนั้นนําชิ้นสวนท่ีไดเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีไมมีสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต เปนเวลา 2 วัน ยายไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี สาร 
cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร เปลี่ยนอาหารทุกๆ 2-7 วัน ข้ึนกับการเจริญของเชื้อ 
Agrobacterium บันทึกผลการเกิดรากใหม และการเปลี่ยนแปลงอ่ืน ๆ ยืนยันผลการถายยีน
ดวยเทคนิค PCR สวนของยีน rolC   
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- การทดลองท่ี 2.2 ศึกษาวิธีการสรางบาดแผลบนสวนของลําตนชะเอมเทศ ท่ีมีตอการเกิดราก
ฝอย โดยเปรียบเทียบ 2 วิธีคือ วิธีท่ี 1 จิ้มสวนของลําตนชะเอมเทศ ดวยเข็มท่ีมีเชื้อ 
เปรียบเทียบกับวิธีท่ี 2 ใชใบมีดท่ีจุมในสารละลายเชื้อในการตัด จากนั้นนําชิ้นสวนท่ีไดเลี้ยง
บนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโต เปนเวลา 2 วัน ยายไปเลี้ยงบน
อาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี สาร cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร เปลี่ยนอาหารทุกๆ 2-7 วัน 
ข้ึนกับการเจริญของเชื้อ Agrobacterium บันทึกผลการเกิดรากใหม และการเปลี่ยนแปลงอ่ืน 
ๆ ยืนยันผลการถายยีนดวยเทคนิค PCR สวนของยีน rolC 

- การทดลองท่ี 2.3 ศึกษาผลของความเขมขนของเชื้อตอการเกิดรากฝอยบนสวนของลําตน
ชะเอมเทศ โดยนําเชื้อท่ีไดจากการเตรียมในขอ 2 มาทําการเจือจางดวยอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร 
LB ใหมีความเขมขนสามระดับคือ 1, 0.1 และ 0.01 เทา จากนั้นนําเชื้อท่ีเจือจางแลวทําการ
ถายโอนยีนบนสวนของลําตน โดยวิธีการใชเข็มจุมเชื้อแลวสรางบาดแผล 3-4 บาดแผลตอ 1 
ชิ้นเนื้อเยื่อ จากนั้นนําชิ้นสวนท่ีไดเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการ
เจริญเติบโต เปนเวลา 2 วัน ยายไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี สาร cefotaxime 250 
มิลลิกรัมตอลิตร เปลี่ยนอาหารทุกๆ 2-7 วัน ข้ึนกับการเจริญของเชื้อ Agrobacterium 
บันทึกผลการเกิดรากใหม และการเปลี่ยนแปลงอ่ืน ๆ ยืนยันผลการถายยีนดวยเทคนิค PCR 
สวนของยีน rolC 

- การทดลองท่ี 2.4 ศึกษาผลของความเขมขน ของสาร AS (acetosyringone) ตอ
ความสามารถในการกระตุน A. rhizogenes A13 ในการถายโอนยีนบนชิ้นสวนของชะเอม
เทศเพ่ือการชักนําใหเกิดรากฝอย โดยนําเชื้อท่ีไดจากการเตรียมในขอ 2 มาเลี้ยงรวมกับ AS 
ความเขมขน 0.05 0.1 และ 0.5 กรัมตอลิตร ตามลําดับ นําไปหมุนเหวี่ยงท่ีเครื่องหมุนเหวี่ยง
ดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 – 5 ชั่วโมง จากนั้น
นํามาทําการถายโอนยีนบนสวนของลําตน โดยวิธีการใชเข็มจุมเชื้อแลวสรางบาดแผล 3-4 
บาดแผลตอ 1 ชิ้นเนื้อเยื่อ จากนั้นนําชิ้นสวนท่ีไดเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีไมมีสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต เปนเวลา 2 วัน ยายไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี สาร 
cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร เปลี่ยนอาหารทุกๆ 2-7 วัน ข้ึนกับการเจริญของเชื้อ 
Agrobacterium บันทึกผลการเกิดรากใหม และการเปลี่ยนแปลงอ่ืน ๆ ยืนยันผลการถายยีน
ดวยเทคนิค PCR สวนของยีน rolC 

- การตรวจสอบยีน rolC จากดีเอ็นเอของรากฝอยตนชะเอมเทศ สกัดดีเอ็นเอจากรากฝอยท่ี
ตองการทํางานตรวจสอบยีน rolC โดยตัดชิ้นสวนรากท่ีไมไดรับการถายยีน หรือรากฝอยท่ี
คาดวาไดรับการถายยีน ยาวประมาณ 3 เซนติเมตร บดตัวอยางรากในสารละลาย Solution 
1 ปริมาณ 300 ไมโครลิตร ดูดของเหลวท่ีไดจากการบดปริมาณ 300 ไมโครลิตร ใสหลอดเซน
ตริฟวจจากนั้นเติมสารละลาย Solution 2 ปริมาณ 300 ไมโครลิตร กลับหลอด 10 ครั้ง เติม
สารละลาย Solution 3 ปริมาณ 192 ไมโครลิตร และ chloroform ปริมาณ 200 ไมโครลิตร 
กลับหลอด 10 ครั้ง ทําการหมุนเหวี่ยงดวยเครื่องเซนตริฟวจดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบ
ตอวินาที เปนเวลา 5 นาที ดูดสวนใสดานบนปริมาณ 500 ไมโครลิตร ใสหลอดเซนตริฟวจ 
เติม Isopropanol ปริมาณ 500 ไมโครลิตร กลับหลอด 10 ครั้ง นําไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว
รอบเทากับ 13,000 รอบตอวินาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสออก ทําการลางตะกอนดวย 70 
% Ethanol 100 ไมโครลิตร หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบตอวินาที เปนเวลา 1 
นาที ดูดสวนใสออกใหหมด เติม dH2O+RNase ปริมาณ 30 ไมโครลิตร นํา DNA ท่ีสกัดไดมา
ทําการเพ่ิมปริมาณโดยกระบวนการปฏิกิริยา PCR 
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สวนประกอบของสารละลายผสมปริมาณ 10 ไมโครลิตรตอ 1 ปฏิกิริยา 
10X buffer    1  ไมโครลิตร 
25 mM MgCl2    0.5  ไมโครลิตร 
2 mM dNTP    1  ไมโครลิตร 
10 µM primer rolCF   0.4  ไมโครลิตร 
10 µM primer rolCR   0.4  ไมโครลิตร 
Toptag    0.05  ไมโครลิตร 
H2O     6.15  ไมโครลิตร 
 

- กระบวนการเพ่ิมปรมิาณยีน rolC  
denaturation  อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0.45 นาที 
annealing  อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0.45 นาที 
extension  อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที 
 

- วิเคราะหผลผลิตดี เ อ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟไรซิส (agarose gel 
electrophoresis) ดวยเจลอะกาโรส 1 % ท่ีกระแสไฟฟา 100 โวลล เปนเวลา 15 นาที 

 
การทดลองท่ี 3 การเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศรวมท้ังกระตุนใหมีการสรางและสะสมสารทุติยภูมิ ใน
สภาพปลอดเชื้อ  

- ชักนําใหขอเดี่ยวจากตนชะเอมเทศท่ีเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อเกิดรากในอาหารเหลวสูตร MS ท่ี
มีสารควบคุมการเจริญเติบโตไดแก GA3 (gibberiric acid) และสารควบคุมการเจริญเติบโต
กลุมออกซิน ไดแก NAA (1-naphthaleneacetic acid) ท่ีระดับความเขมขนตางๆ ในสภาพ
มืด บนเครื่องเขยาท่ีความเร็ว 100 – 120 รอบ/นาที 

- เพ่ิมปริมาณรากชะเอมเทศในสภาพปลอดเชื้อ ในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการ
เจริญเติบโตไดแก GA3 และสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซิน ไดแก NAA ท่ีระดับความ
เขมขนตางๆ รวมถึงศึกษาปจจัยอ่ืน ๆ ท่ีมีผลตอการเพ่ิมปริมาณราก เชน ความเขมขนของ
น้ําตาล ปริมาณชิ้นสวนเริ่มตน ปริมาณอาหารท่ีใชเลี้ยง ขนาดและชนิดของภาชนะท่ีใชเลี้ยง 
ความเร็วรอบของเครื่องเขยา 
 

การทดลองท่ี 4 การชักนําใหรากชะเอมเทศท่ีเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อสรางและสะสมสารทุติยภูมิ โดย
การใชปจจัยสภาพแวดลอม และสารกระตุน 

- นํารากฝอยชะเทศท่ีผานการทดสอบดวยเทคนิค PCR แลววาเปนรากไดรับการถายยีน rolC 
เพ่ิมปริมาณบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร  

- การทดลองท่ี 4.1 ศึกษาเปรียบเทียบสูตรอาหารเหลวสําหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื้อพืช 2 สูตร 
ระหวาง MS กับ B5 โดยนํารากของชะเอมเทศท่ีไดมาจากการเพ่ิมปริมาณ ตัดเปนรากเด่ียว
ความยาว 3 – 4 เซนติเมตร เลี้ยงในอาหารเหลวสําหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชชนิดเหลว
ระหวาง MS กับ B5 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ท่ีมี cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร ในขวดรูป
ชมพูขนาด 100 มิลลิลิตร ในเครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 60 รอบตอนาที เปนเวลา 4 สัปดาห นําออกมาวัดความยาวและชั่งน้ําหนักสด
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ของราก จดบันทึกความยาวและน้ําหนักสดของราก วิเคราะหเปรียบเทียบการเพ่ิมปริมาณ
ของรากท่ีเลี้ยงใน 2 สูตรอาหาร 

- การทดลองท่ี 4.2 ศึกษาเปรียบเทียบความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีมีตอการ
เพ่ิมปริมาณราก โดยนํารากชะเอมเทศท่ีไดรับการถายยีนตัดเปนรากเดี่ยวความยาว 3 – 4 
เซนตริเมตร เลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีมี cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากนั้น
นําเอาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมท่ีไดมาจากการทดลองท่ี 2 มาเลี้ยงรากของชะเอมเทศตอ โดย
เติมฮอรโมนออกซิน คือ IAA หรือ IBA ท่ีความเขมขน 0, 0.5, 1, 2, 4 มิลลิกรัมตอลิตร นําไป
เลี้ยงในเครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 60 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 4 สัปดาห นําออกมาวัดความยาวและชั่งน้ําหนักสดของราก จดบันทึกความ
ยาวและน้ําหนักสดของราก วิเคราะหเปรียบเทียบความเขมขนของฮอรโมนออกซิน 

- การทดลองท่ี 4.3 การศึกษาเปรียบเทียบความเขมขนของน้ําตาลซูโครส โดยนํารากของชะเอม
เทศตัดเปนรากเดี่ยวความยาว 3 – 4 เซนติเมตร หลังจากนั้นนําเอาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมท่ี
ไดมาจากการทดลองท่ี 2 และความเขมขนฮอรโมนออกซินท่ีเหมาะสมท่ีไดมาจากการทดลอง
ท่ี 3 มาเลี้ยงรากของชะเอมเทศตอ เติมน้ําตาลซูโครสท่ีความเขมขน 30, 40, 50 และ 60 กรัม
ตอลิตร นําไปเลี้ยงในเครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ความเร็ว
รอบ 60 รอบตอนาที เปนเวลา 2 สัปดาห และนําออกมาวัดความยาวและชั่งน้ําหนักสดของ
ราก บันทึกความยาวและน้ําหนักสดของราก และวิเคราะหเปรียบเทียบความเขมขนของ
น้ําตาลซูโครส 

- การวิเคราะหสารทุติยภูมิ จากรากชะเอมเทศท่ีไดจากการเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการดวย

เทคนิค HPLC โดยสกัดรากชะเอมเทศอบแหงดวย 80% เอทานอล 3 ครั้งและนําไประเหยตัว 

นําสารสกัดหยาบมาละลายดวยตัวทําละลายเมทานอล ไดสารละลายจากรากชะเอมเทศ ทํา

การหาสภาวะท่ีเหมาะในหารวิเคราะหสาร glycyrrhizin ซ่ึงเปนสารทุติยภูมิสําคัญท่ีพบในราก

ชะเอมเทศ โดยใชสาร glycyrrhizin เปนสารมาตรฐาน ทําการวิเคราะหตามวิธีของ Sabbioni 

และคณะ โดยใช C8 column ขนาด 150 มิลลิเมตร และใช photodiode array เปน 

detector และใชระบบ isocratic elution ดวย methanol-acetonitrile-water-acetic 

acid (35:35:30:1 by vol) อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที ตรวจวัดท่ีความยาวคลื่น 254 

nm และทําการวิเคราะหตามวิธีของ Jiang และคณะ โดยใช C18 column ขนาด 150 

มิลลิเมตร และใช photodiode array เปน detector และใชระบบ isocratic elution ดวย 

methanol-water-acetic acid (65:34:1) อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที ตรวจวัดท่ี

ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร  

 
การทดลองท่ี 5 ศึกษาเบื้องตนดานเศรษฐศาสตรในการผลิตสารทุติยภูมิจากการเพาะเลี้ยงรากชะเอม
เทศในสภาพปลอดเชื้อ 

- ศึกษาตนทุนการผลิต และความคุมทุนในการผลิตสารทุติยภูมิจากการเพาะเลี้ยงรากชะเอม
เทศในสภาพปลอดเชื้อ ในระดับหองปฏิบัติการ (ไมไดศึกษาเนื่องจากเปนแผนงานของปถัดไป) 
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ผลการวิจัยและการวิเคราะห 
 
การเตรียมเนื้อเยื่อเริ่มตนเพ่ือใชในการทดลองท่ี 1 และ 2  
 จากการทดลองฟอกฆาเชื้อบริเวณผิวเมล็ดชะเอมเทศท้ัง 4 วิธี พบวาวิธีการท่ี 3 คือ แชเมล็ดใน เอทานอล 
70% นาน 1 นาที จากนั้นฟอกฆาเชื้อดวย sodium hypochlorite 10% รวมกับ tween-20 0.02% นาน 10 
นาที และวิธีการท่ี 4 คือแชเมล็ดใน เอทานอล 70% นาน 1 นาที จากนั้นฟอกฆาเชื้อดวย sodium 
hypochlorite 10% รวมกับ tween-20 0.02% นาน 20 นาที มีการปนเปอนเชื้อรา 10% สวนวิธีการท่ี 1 คือ 
ฟอกฆาเชื้อดวย sodium hypochlorite 10% รวมกับ tween-20 0.02% นาน 10 นาที และวิธีการท่ี 2 คือ
ฟอกฆาเชื้อดวย sodium hypochlorite 10% รวมกับ tween-20 0.02% นาน 20 นาที มีการปนเปอนเชื้อรา 
35% และ 40% ตามลําดับ โดยเมล็ดท่ีปลอดเชื้อจะเริ่มงอก สัปดาหท่ี 2 หลังการเพาะบนอาหารสูตร MS 
จากนั้นเพ่ิมปริมาณยอด บนอาหารสูตร MS ท่ีมี BAP 1 มิลลิกรัมตอลิตร เม่ือไดปริมาณยอดเพียงพอตอการ
ทดลองท่ี 1 และ 2 ยายยอดเริ่มตนท้ังหมดเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลา 1 
เดือน กอนนํามาใชในการทดลองท่ี 1 และ 2 (ภาพท่ี 2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                        ภาพท่ี 2 ตนชะเอมเทศท่ีไดจากการเพาะเมล็ด 
 
การทดลองท่ี 1 การเพาะเลี้ยงตนชะเอมเทศบนอาหารแข็งในสภาพปลอดเชื้อ 
 
ผลการทดลองเพ่ิมปริมาณยอดชะเอมเทศในสภาพปลอดเชื้อ ครั้งท่ี 1 
 
จากการทดลองเพ่ิมปริมาณยอดใหม บนอาหารสูตร MS ท่ีมี BAP 1 2 และ 3 มิลลิกรัมตอลิตร และอาหารสูตร 
MS ท่ีมี Kinetin 1 2 และ 3 มิลลิกรัมตอลิตร พบวายอดชะเอมเทศมีการสรางยอดใหมจากบริเวณโคนตนได 0, 
4.2, 3.2, 1.4, 0, 0 และ0.2 ยอดตามลําดับ โดยยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี BAP ทุกระดับความเขมขน
จะมีการสรางแคลลัสบริเวณโคนตน ลําตนบวม ใบเปนเกร็ด ยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี BAP 3 มิลลิกรัม
ตอลิตร เปลี่ยนเปนสีเขียวเหลือง สวนยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี Kinetin ทุกระดับความเขมขน ไมมีการ
สรางแคลลัสบริเวณโคนตนลําตน ตาบริเวณขอยืดยาวข้ึนมาเปนยอดใหม (ภาพท่ี 3) 
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ภาพท่ี 3 การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดยอดใหมท่ีระยะเวลา 30 วัน ; GS1 =  MS, GS2 = MS + 1 mg/L 
BAP, GS3 = MS + 2 mg/L BAP, GS4 = MS + 3 mg/L BAP, GS5 = MS + 1 mg/L Kinetin, GS6 = MS 
+ 2 mg/L Kinetin, GS7 = MS + 3 mg/L Kinetin  
 
ผลการทดลองเพ่ิมปริมาณยอดชะเอมเทศในสภาพปลอดเชื้อ ครั้งท่ี 2 
 
จากรายงานผลการวิจัยครั้งท่ี 1 พบวายอดชะเอมเทศท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี BAP ทุกระดับความเขมขน 
มีการสรางแคลลัสบริเวณโคนตน ลําตนบวม ใบเปนเกร็ด สวนยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี Kinetin ทุก
ระดับความเขมขน ไมมีการสรางแคลลัสบริเวณโคนตนลําตนและใหจํานวนยอดท่ีแตกใหมนอย ผูวิจัยจึงไดทํา
การทดลองซํ้าเพ่ือยืนยันผลการทดลองเพ่ิมความเขมขนของ Kinetin เปน 4 มิลลิกรัมตอลิตร และไดเพ่ิมการใช 
TDZ ซ่ึงเปนสารสังเคราะหท่ีออกฤทธิ์กระตุนใหเกิดการแตกกอในพืชไดดีโดยเฉพาะไมเนื้อแข็ง ภายหลังการ
เพาะเลี้ยง 30 วัน บันทึกผลการแตกกอพบวายอดชะเอมเทศท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการ
เจริญเติบโต และยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี Kinetin ทุกระดับความเขมขน ไมมีการแตกยอดใหม และ
ไมมีความแตกตางทางสถิติกับยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี 2 มิลลิกรัมตอลิตร TDZ ซ่ึงมีคาเฉลี่ยจํานวน
ยอดใหมเทากับ 0.11 ยอด สวนยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี TDZ ท่ีระดับความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอ
ลิตร และ 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร มีคาเฉลี่ยจํานวนยอดใหม 1.89 และ 1.78 ยอดตามลําดับ ยอดท่ีไดมีลักษณะ
บวม ไมยืดยาวมีการเกิดแคลลัสบริเวณโคนตน ยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี BAP ท่ีระดับความเขมขน 1 2 
และ 3 มิลลิกรัมตอลิตร มีคาเฉลี่ยจํานวนยอดใหม 3.44 3.56 และ 3.00 ยอดตามลําดับ ซ่ึงคาเฉลี่ยจํานวนยอด
ใหมดังกลาวไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นต ดังตารางท่ี 6 และ
ภาพท่ี 4 โดยคาท่ีไดมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% กับคาเฉลี่ยจํานวนยอด
ใหมเม่ือเลี้ยงยอดบนอาหารสูตรอ่ืน ๆโดยยอดท่ีเกิดใหมท่ีไดใบมีขนาดเล็กลําตนอวบ แตเม่ือตัดยอดใหมเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโต ลําตน ใบ และรากท่ีสรางข้ึนใหมบนอาหารสูตรดังกลาวมี
ลักษณะปกติ  
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ตารางท่ี 6 การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดยอดใหม บนอาหารสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซ
โตไคนินท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ ท่ีระยะเวลา 30 วัน 
 

สูตรอาหาร/ซํ้า 
 

BAP 
(mg/L) 

Kinetin 
(mg/L) 

TDZ 
(mg/L) 

คาเฉลี่ยจํานวนยอด 
(ยอด) 

คาเฉลี่ยความยาวยอด 
(cm.) 

A1 0 0 0 0.00a 0.00a 
A2 1 0 0 3.44c 3.16d 
A3 2 0 0 3.56c 2.79cd 
A4 3 0 0 3.00c 2.13c 
A5 0 1 0 0.00a 0.00a 
A6 0 2 0 0.00a 0.00a 
A7 0 3 0 0.00a 0.00a 
A8 0 4 0 0.00a 0.00a 
A9 0 0 0.5 1.89b 1.12b 
A10 0 0 1 1.78b 1.19b 
A11 0 0 2 0.11a 0.03a 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4  การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดยอดใหม บนอาหารสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโต

ไคนินท่ีระดับความเขมขนตาง ๆท่ีระยะเวลา 30 วัน A1 = MS, A2 = MS + 1 mg/L BAP, A3 = 
MS + 2 mg/L BAP, A4 = MS + 3 mg/L BAP, A5 = MS + 1 mg/L Kinetin, A6 = MS + 2 
mg/L Kinetin, A7 = MS + 3 mg/L Kinetin, A8 = MS + 4 mg/L Kinetin, A9 = MS + 0.5 
mg/L TDZ, A10 = MS + 1 mg/L TDZ, A11 = MS + 2 mg/L TDZ 
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ผลการทดลองการชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากในสภาพปลอดเชื้อ ครั้งท่ี 1 
 
จากการชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากในสภาพปลอดเชื้อพบวา ยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีไมมีสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต ยอดเกิดรากได 60% มีจํานวนรากตอตน 2.83 ราก สวนยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 
ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซินท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ มีเปอรเซ็นตการเกิดราก และจํานวนราก
ตอตนดังตารางท่ี 6 เม่ือพิจารณาลักษณะรากท่ีเกิดพบวา ยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการ
เจริญเติบโต รวมถึงยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี IBA หรือ IAA ทุกระดับความเขมขนใหรากท่ีปกติ คือราก
ผอม ขาว มีการสรางรากแขนงและรากฝอยเล็กนอย ยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี NAA ท้ังสองระดับความ
เขมขน (GR2 และ GR3) รวมถึงยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี NAA รวมกับ IBA หรือ IAA (GR8 และ GR9) 
มีการสรางแคลลัสแข็งบริเวณโคนตนกอนท่ีจะสรางราก รากท่ีไดมีท้ังรากท่ีปกติ และรากท่ีอวบเปราะหักงาย ดัง
ตารางท่ี 7 และภาพท่ี 5 
 
ตารางท่ี 7 การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากใสภาพปลอดเชื้อ บนอาหารสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการ
เจริญเติบโตกลุมออกซินท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ 
 

สูตรอาหาร สวนประกอบ ตนท่ีเกิดราก 
(%) 

จํานวนราก/ตน 
(ราก) 

GR1 MS 60 2.83 
GR2 MS+0.5mg/L NAA 70 2.29 
GR3 MS+1mg/L NAA 90 3.11 
GR4 MS+0.5mg/L IBA 100 2.40 
GR5 MS+1mg/L IBA 90 2.22 
GR6 MS+0.5mg/L IAA 100 2.50 
GR7 MS+1mg/L IAA 100 2.30 
GR8 MS+0.5mg/L NAA+0.5mg/L IBA 100 3.50 
GR9 MS+0.5mg/L NAA+0.5mg/L IAA 90 3.22 
GR10 MS+0.5mg/L IBA+0.5mg/L IAA 70 1.86 
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ภาพท่ี 5 การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากท่ีระยะเวลา 30 วัน ; GR1 =  MS, GR2 = MS + NAA 0.5 mg/L, 
GR3 = MS + NAA 1 mg/L, GR4 = MS + IBA 0.5 mg/L, GR5 = MS + IBA 1 mg/L, GR6 = MS + IAA 
0.5 mg/L, GR7 = MS + IAA 1 mg/L, GR8 = MS + NAA 0.5 mg/L + IBA 0.5 mg/L, GR9 = MS + NAA 
0.5 mg/L + IAA 0.5 mg/L, GR10 = MS + IBA 0.5 mg/L + IAA 0.5 mg/L  
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ผลการทดลองการชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากในสภาพปลอดเชื้อ ครั้งท่ี 2 
 
จากการรายงานผลการวิจัยครั้งท่ี 1 การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากบนอาหารสูตร MS ท่ีมี NAA และ NAA 
รวมกับออกซินชนิดอ่ืนใหรากท่ีมีลักษณะบวมเปราะหักงาย จึงไดทําการทดลองชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดราก
ซํ้าโดยเลือกใชเฉพาะ IBA และ IAA ภายหลังการชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากบนอาหารเพาะเลี้ยงท่ีมี IBA 
และ IAA ระดับความเขมขนตาง ๆ ท่ีระยะเวลา 30 วันพบวา ยอดชะเอมเทศท่ีเลี้ยงบนอาหารทุกสูตรมีการสราง
ราก และเปนรากปกติไมบวมเปราะหักงาย โดยยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโต 
ยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี IBA 1 มิลลิกรัมตอลิตร และยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี IAA 1 
มิลลิกรัมตอลิตร มีการสรางรากสูงสุด 100% ยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี IBA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และ
ยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี IAA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร มีการสรางราก 80% สวนยอดท่ีเลี้ยงบนอาหาร
สูตร MS ท่ีมี IBA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร มีการสรางราก 93.33% ดังตารางท่ี 8 
และภาพท่ี 6 
 
ตารางท่ี 8 การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากบนอาหารสูตร MS สารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซินท่ี
ระดับความเขมขนตาง ๆ ท่ีระยะเวลา 30 วัน 
 
สูตรอาหาร 
 

สวนประกอบ 
 

ตนท่ีเกิดราก 
(%) 

จํานวนราก/ตน 
(ราก) 

GR1  MS 100.00 3.75 
GR4 MS+0.5mg/L IBA 80.00 2.92 
GR5 MS+1mg/L IBA 100.00 3.80 
GR6 MS+0.5mg/L IAA 80.00 3.00 
GR7 MS+1mg/L IAA 100.00 3.33 
GR10 MS+0.5mg/L IBA+0.5mg/L IAA 93.33 3.00 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 6 การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากท่ีระยะเวลา 30 วัน ; GR1 =  MS, GR4 = MS + 0.5 mg/L IBA, 
GR5 = MS + 1 mg/L IBA, GR6 = MS + 0.5 mg/L IAA, GR7 = MS + 1 mg/L IAA, GR10 = MS + 0.5 
mg/L IBA + 0.5 mg/L IAA 
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การทดลองท่ี 2  การศึกษาเพ่ือชักนําใหสวนตาง ๆของชะเอมเทศ เกิดราก โดยการชักนํา T-DNA เขาสู

เนื้อเยื่อสวนตาง ๆโดยใชเชื้อ Agrobacterium  
 
ผลการศึกษาการชักนําใหชะเอมเทศเกิดรากฝอย โดยการชักนํา T-DNA เขาสูเนื้อเย่ือโดยใชเช้ือ 
Agrobacterium tumrfaciens 
 
การทดลองถายยีน rolABC เขาสูสวนแผนใบ ลําตน และรากของชะเอมเทศ โดยใช Agrobacterium 
tumrfaciens สายพันธุ EHA105 พลาสมิด pEXM120 ท่ีมี Nos-NPTII ยีน, 35S-GUS ยีน, rolABC ยีน 
เบื้องตนภายหลังการถายยีน 30 วัน พบวาชะเอมเทศมีการสรางรากใหมจากชิ้นสวนเริ่มตนท่ีเปนรากเทานั้น 
สวนแผนใบ และลําตนยังไมมีการสรางราก (ภาพท่ี 7) เม่ือนํารากท่ีผานการถายยีนมาสกัด DNA แลวใชเทคนิค 
PCR ยืนยันผล โดยใชไพรเมอรท่ีจับกับสวนของยีน rolC ขนาด 2000 bp พบวารากใหมท่ีสุมมา 20 ราก 
สามารถเพ่ิมปริมาณสวนของยีน rolC ไดท้ังสิ้น 18 ราก (ภาพท่ี 8) โดยรากมีการเจริญเติบโตยืดยาว และสราง
รากแขนงไดในชวง เดือนแรกหลังการถายยีนจากนั้นพบวารากไมมีการยืดยาวและไมสรางรากแขนงตอ 
 
เม่ือทําการติดตามผลการถายยีนโดยการตรวจสอบสวนของยีน rolC ท่ีทําการถายยีนดวยพลาสมิส pEXM120 
พบวาไมสามารถเพ่ิมปริมาณยีน rolC ไดจากท้ัง 18 รากท่ีมีการตรวจพบยีน rolC ท่ีระยะเวลา 60 วันภายหลัง
การถายยีน ผูวิจัยจึงไดพยายามสรางพลาสมิสลูกผสมข้ึนใหมโดยทําการตัดยายยีน rolABC จากพลาสมิด 
pEXM120 ไปยังพลาสมิด pCAMBIA3300 ซ่ึงจะสามารถทําใหยีนท่ีนําเขาสูเซลลพืชอยูไดอยางถาวร โดยใชไพร
เมอรดังตารางท่ี 9 โดยตําแหนงท่ีไพรเมอรแตละเสนจับ (ภาพท่ี 9) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 7 ผลการถายยีน rolABC เขาสูสวนตาง ๆ ของชะเอมเทศท่ีระยะเวลา 30 วัน; A = รากชะเอมเทศ, B = 
ใบชะเอมเทศ, C = ลําตนชะเอมเทศ 
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ภาพท่ี 8 ผลการเพ่ิมปริมาณสวนของยีน rolC จากรากใหมของชะเอมเทศท่ีไดรับการถายยีน; เลนสท่ี 1 = 1 
Kbp maker (Thermo, Lithuania), เลนสท่ี 2-7 = สวนของ DNA ขนาด 2000 bp ท่ีเพ่ิมปริมาณไดจากรากท่ี
ไดรับการถายยีน, เลนสท่ี 8 = ผลการเพ่ิมปริมาณสวนของยีน rolC จากรากท่ีไมไดรับการถายยีน 
 
 
ตารางท่ี 9 ไพรเมอรท่ีใชในการสรางพลาสมิดลูกผสม pCAMBIA3300rolABC หรือ pCAMBIA3300rolBC หรือ 
pCAMBIA3300rolC 
 

Primer Name No.bp Sequences 
RolAF 21 CAGTAGCGGCGCTCAACTTAG 
RolBF 24 GTACTTTAACGTCTCTCTATGGCG 
RolCF 22 CTTGTTGATGGTTGCACTCTCG 
RolCR 20 AAAATGCATGGGAAGCAGAG 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 9 ตําแหนงท่ีไพรเมอรแตละเสนจับกับเบสบนพลาสมิด pEXM 
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ผลการศึกษาการชักนําใหชะเอมเทศเกิดรากฝอย โดยการชักนํา T-DNA เขาสูเนื้อเย่ือโดยใชเช้ือ 
Agrobacterium rhizogenese 
 
ผลการทดลองท่ี 2.1 ศึกษาประสิทธิภาพในการถายยีน เขาสูแผนใบ และลําตนของชะเอม 
ศึกษาประสิทธิภาพในการถายโอนยีน บนแผนใบ และลําตนของชะเอมเทศ โดยการใชมีดตัดแผนใบ และสวน
ของลําตน จากนั้นใชเข็มจุมเชื้อแลวสรางบาดแผล 3-4 บาดแผลตอ 1 ชิ้นเนื้อเยื่อ จากนั้นนําชิ้นสวนท่ีไดเลี้ยงบน
อาหารแข็งสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโต เปนเวลา 2 วัน ยายไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี 
สาร cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร เพ่ือฆาเชื้อ Agrobacterium ท่ีปนเปอนรอบๆชิ้นสวน หลังจากการถาย
โอนยีนในชิ้นเนื้อเยื่อท้ัง 2 ชนิดเปนเวลา 15 และ 30 วัน พบวาในระยะเวลา 15 วันหลังการถายโอนยีน แผนใบ
ของชะเอมเทศสามารถเกิดรากฝอยได 1.67% ของจํานวนชิ้นเนื้อเยื่อท้ังหมด สวนลําตนของชะเอมเทศยังไมมี
การสรางรากฝอยท่ีเวลา 15 วัน เม่ือเพาะเลี้ยงเปนเวลา 30 วันหลังการถายโอนยีนพบวาท้ังแผนใบและลําตน
ของชะเอมเทศสามารถผลิตรากฝอยได 6.67% และ 5.56% ตามลําดับ โดยคาเฉลี่ยของจํานวนรากฝอยตอชิ้น
เนื้อเยื่อแผนใบและลําตนของชะเอมเทศมีคาเทากับ 1 ± 0.45 เสนตอชิ้นแผนใบ และ 3 ± 2.65 เสนตอชิ้นลํา
ตน ตามลําดับ ซ่ึงคาเฉลี่ยการเกิดรากฝอยดังกลาวมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 % 
(ตารางท่ี 10) ลักษณะทางกายภาพของรากฝอยท่ีงอกจากแผนใบมีลักษณะของรากเปนรากเดียว เสนหนางอก
ออกจากบริเวณโคนกานใบ ไมมีการงอกเจริญของรากฝอยจากบริเวณบาดแผลรอยจิ้มบนแผนใบ มีการแตก
แขนงของปลายรากฝอยเล็กนอยในรากฝอยหลังถายยีนได 30 วัน โดยแผนใบของชะเอมเทศท่ีไมไดรับการถาย
โอยยีนจะไมมีการงอกเจริญของรากฝอย สวนรากฝอยท่ีงอกจากลําตนของชะเอมเทศ มีลักษณะเปนเสนสีขาว 
ยาวเรียบไมหนาเทากับรากท่ีเกิดจากแผนใบ มีการแตกแขนงของรากฝอยมากกวารากของชะเอมเทศท่ีเกิดโดย
ธรรมชาติ และมีเจริญเติบโตไดรวดเร็วกวา (ภาพท่ี 10) 
 
ตารางท่ี 10 จํานวนรากฝอยจากการถายโอนยีนโดย A. rhizogenes A13 บนแผนใบและลําตนชะเอมเทศ 
 

ชนิดของ
ชิ้นเนื้อเยื่อ 

ชิ้นเนื้อเยื่อ
ท้ังหมด 

รากฝอยจากการถาย
ยีน (%) 

คาเฉลี่ยรากฝอย 
ตอตน (15 วัน) 

คาเฉลี่ยรากฝอย 
ตอตน (30 วัน) 

15 วัน. 30 วัน 

แผนใบ 60 1.67 6.67 1 ± 0.71ab 1 ± 0.45ab 
ลําตน 36 0 5.56 0a 3 ± 2.65b 
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ภาพท่ี 10 ลักษณะรากฝอยท่ีเกิดจากการถายโอนยีนโดย A. rhizogenes A13 บนแผนใบและ   ลําตนของ
ชะเอมเทศ (ก) รากฝอยท่ีเกิดจากแผนใบของชะเอมเทศท่ีเกิดภายหลังการถายโอนยีน 15 วัน (ข) รากฝอยท่ีเกิด
จากแผนใบของชะเอมเทศท่ีเกิดภายหลังการถายโอนยีน 30 วัน (ค) รากฝอยของชะเอมเทศท่ีเกิดจากลําตน
ภายหลังการถายโอนยีน 30 วัน (ง) รากฝอยของตนชะเอมเทศท่ีไมไดผานการถายโอนยีน  
 
ผลการทดลองท่ี 2.2 ศึกษาวิธีการสรางบาดแผลบนสวนของลําตนชะเอมเทศ ท่ีมีตอการเกิดรากฝอย โดย
เปรียบเทียบ 2 วิธีคือ วิธีท่ี 1 จิ้มสวนลําตนชะเอมเทศบริเวณใตขอ ดวยเข็มท่ีมีเชื้อ เปรียบเทียบกับวิธีท่ี 2 ใช
ใบมีดท่ีจุมในสารละลายเชื้อตัด จากนั้นนําชิ้นสวนท่ีไดเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการ
เจริญเติบโต เปนเวลา 2 วัน ยายไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี สาร cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร 
จากการศึกษาวิธีการสรางบาดแผลในการถายโอนยีนดวย A. rhizogenes A13 บนลําตนชะเอมเทศ ดวยการจิ้ม
หรือการตัดหลังจากการถายโอนยีน พบวาหลังจากการถายยีนเปนระยะเวลา 15 วัน ลําตนของชะเอมเทศท่ีถูก
สรางบาดแผลดวยเข็มและการตัดดวยใบมีดสามารถชักนําการงอกเจริญของรากฝอยไดท้ัง 2 วิธี โดยวิธีการสราง
บาดแผลดวยเข็มและการตัดดวยใบมีดบนลําตนของชะเอมเทศสามารถผลิตรากฝอยไดเทากับ 15% และ 
11.1% ของจํานวนชิ้นเนื้อเยื่อท้ังหมดตามลําดับ หลังจากการถายโอนยีนเปนระยะเวลา 30 วัน ลําตนของ
ชะเอมเทศท่ีถูกสรางบาดแผลดวยวิธีการจิ้มดวยเข็มและการตัดดวยใบมีดสามารถผลิตรากฝอยไดเทากับ 33.3% 
และ 11.1% ของจํานวนชิ้นเนื้อเยื่อท้ังหมด ตามลําดับ สวนคาเฉลี่ยของรากฝอยตอชิ้นลําตนของชะเอมเทศ
หลังจากการถายโอนยีนระยะเวลา 30 วัน พบวาคาเฉลี่ยของจํานวนรากฝอยตอชิ้นลําตนพืชท่ีสรางบาดแผลโดย
วิธีการจิ้มดวยเข็มและการตัดดวยมีดมีคาเฉลี่ยของรากฝอยตอชิ้นลําตนเทากับ 3 ± 1.52 เสนตอตน และ 2.5 ± 
1.16 เสนตอตนตามลําดับ จากการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ ดวยวิธี Fisher’s Significant Difference (LSD) 
พบวาการสรางบาดแผลดวยการจิ้มและการตัดบนลําตนของชะเอมเทศใหคาเฉลี่ยของรากฝอยตอตนมีคาไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยคาความสําเร็จของการชักนําการงอกเจริญของรากฝอยจากการจิ้มดวย
เข็มเทากับ 23.33 % ของจํานวนชิ้นเนื้อเยื่อท้ังหมด และการตัดดวยใบมีดเทากับ 11.11 % ของจํานวนชิ้น
เนื้อเยื่อท้ังหมด มีคาความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 %  การ
สรางบาดแผลดวยการจิ้มบนลําตนของชะเอมเทศในข้ันตอนการถายโอนยีนโดย A. rhizogenes A13 จึงเปนวิธี
ท่ีเหมาะสมสําหรับการทดลองนี้ (ตารางท่ี 11 และภาพท่ี 11) 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 
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ตารางท่ี 11 จํานวนรากฝอยจากการถายโอนยีนโดย A. rhizogenes A13  จากการสราง บาดแผลดวยเข็มและ
มีดผาตัดบนลําตนชะเอมเทศ 
 

ชนิดของ
บาดแผล 

ชิ้นเนื้อเยื่อ
ท้ังหมด 

รากฝอยจากการ
ถายยีน(%) 

คาเฉลี่ยรากฝอยตอ
ตน (15 วัน) 

คาเฉลี่ยรากฝอย
ตอตน (30 วัน) 

15 วัน 30 วัน 

การจิ้ม 60 15a 23.33b 2 ± 0.989a 2.5 ± 1.160a 

การตัด 60 11.1a 11.1a 2.25 ± 1.258a 3 ± 1.516a 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 11 รากท่ีเกิดจากบาดแผลชนิดรอยตัดและเข็มจิ้มบนลําตนชะเอมเทศ (ก) รากชะเอมเทศท่ีเกิดจากลําตน
ท่ีผานการจิ้มดวยเข็มท่ีไมมี A. rhizogenes A13 (ข) รากฝอยท่ีเกิดจากการจิ้มดวยเข็มท่ีมี A. rhizogenes A13 
ระยะเวลา 15 วัน (ค) รากฝอยท่ีเกิดจากการจิ้มดวยเข็มท่ีมี A. rhizogenes A13 ระยะเวลา 30 วัน (ง) ราก
ชะเอมเทศท่ีเกิดจากลําตนท่ีผานการตัดดวยใบมีดท่ีไมมี A. rhizogenes A13 (จ) รากฝอยท่ีเกิดจากการตัดดวย
ใบมีดท่ีมี A. rhizogenes A13 ระยะเวลา 15 วัน (ฉ) รากฝอยท่ีเกิดจากการตัดดวยใบมีดท่ีมี A. rhizogenes 
A13 ระยะเวลา 30 วัน 
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ผลการทดลองท่ี 2.3 ผลของความเขมขนของเชื้อตอการเกิดรากฝอยบนสวนของลําตนชะเอมเทศ เตรียมเชื้อ 
Agrobacterium โดยนําโคโลนีเดี่ยวเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร LB  ท่ีมี kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร เขยาท่ี
ความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน จากนั้นเลี้ยงเชื้อใหม (restart 
culture) ในอาหาร LB ท่ีมี kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร และ AS 100 มิลลิกรัมตอลิตร อัตราสวน เชื้อ:
อาหาร เทากับ 1:100 ปริมาณ 100 มิลลิลิตร เขยาท่ีความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส จนเชื้อมีความขุนวัดคาได OD600 = 0.4-0.5 นําเชื้อท่ีไดเจือจางดวยอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร LB ใหมีความ
เขมขนสามระดับคือ 1, 0.1 และ 0.01 เทา จากนั้นนําเชื้อท่ีเจือจางแลวทําการถายโอนยีนเขาสูสวนของลําตน 
โดยวิธีการใชเข็มจุมเชื้อแลวสรางบาดแผล 3-4 บาดแผลตอ 1 ชิ้นเนื้อเยื่อ จากนั้นนําชิ้นสวนท่ีไดเลี้ยงบนอาหาร
แข็งสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโต เปนเวลา 2 วัน ยายไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี สาร 
cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร จากการศึกษาผลของความเขมขนเชื้อ A. rhizogenes A13 โดยการถายยีน
ท่ีความเขมขน 3 ระดับ ไปยังลําตนของชะเอมเทศเพ่ือชักนําการเกิดรากฝอย พบวาความเขมขนของ A. 
rhizogenes A13 ไมมีผลตอการชักนําการเกิดของรากฝอย และคาเฉลี่ยของรากฝอยตอตนไมมีความแตกตาง
กันทางสถิติ (ตารางท่ี 12) 
 
ตารางท่ี 12  การเกิดรากฝอยจากการถายโอนยีนโดย A. rhizogenes A13 ท่ีความเขมขนระดับ ตางๆบนลําตน
ชะเอมเทศ 
 

ค ว า ม เ ข ม ข น    
A. rhizogenes 
(OD600nm) 

ชิ้นเนื้อเยื่อ
ท้ังหมด 

รากฝอยจากการ
ถายยีน (%) 

คาเฉลี่ยรากฝอย
ตอตน (30 วัน) 

คาเฉลี่ยรากฝอย
ตอตน (60 วัน) 

30 วัน 60 วัน 

0.00648 36 2.7 5.55 3 ± 2.12a 3 ± 1.73a 
0.0648 36 0 5.55 0a 1.5 ± 1.00a 
0.648 36 2.7 2.7 1 ± 0.71a 3 ± 4.24a 

 
 
ผลการทดลองท่ี 2.4 ผลของความเขมขน ของสาร AS ตอความสามารถในการกระตุน A. rhizogenes A13 ใน
การถายโอนยีนบนชิ้นสวนของชะเอมเทศเพ่ือการชักนําใหเกิดรากฝอย โดยนําเชื้อท่ีไดจากการเตรียมในขอ 2 มา
เลี้ยงรวมกับ  AS ความเขมขน 0.05 0.1 และ 0.5 กรัมตอลิตร ตามลําดับ นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 120 
รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 – 5 ชั่วโมง จากนั้นนํามาทําการถายโอนยีนบนสวนของ
ลําตน โดยวิธีการใชเข็มจุมเชื้อแลวสรางบาดแผล 3-4 บาดแผลตอ 1 ชิ้นเนื้อเยื่อ จากนั้นนําชิ้นสวนท่ีไดเลี้ยงบน
อาหารแข็งสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโต เปนเวลา 2 วัน ยายไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี 
สาร cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาลําตนของชะเอมเทศมีงอกเจริญของรากฝอยหลังจากการถาย
โอนยีนเปนระยะเวลา 30 วัน ท่ีความเขมขนของอะซิโตไซริงโกน 3 ระดับ คือ 0.05 0.1 0.5 กรัมตอลิตร พบวา
ความสามารถในการงอกเจริญของรากฝอยบนลําตนของชะเอมเทศมีคาเทากับ 42.42% 27.27% และ 30.3% 
ของจํานวนชิ้นเนื้อเยื่อท้ังหมด ตามลําดับ สวนคาเฉลี่ยของรากฝอยตอชิ้นลําตนของชะเอมเทศหลังจากการถาย
โอนยีนเปนระยะเวลา 30 วัน มีคาเฉลี่ยของรากฝอยตอลําตนเทากับ 2.07 ± 2.37 1.77 ± 1.17 และ     2 ± 
1.33 เสนตอลําตน บนความเขมขนของ AS เทากับ 0.05 0.1 0.5 กรัมตอลิตร ตามลําดับ  
 ความเขมขนของ AS เทากับ 0.05 กรัมตอลิตร มีความสามารถในการชักนําการงอกเจริญของรากฝอย
สูงท่ีสุดและแตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 % เม่ือเทียบกับชุดการทดลองท่ีใส AS ความ
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เขมขนเทากับ 0.1 และ 0.5  กรัมตอลิตร และจาการตรวจสอบทางสถิติ พบวาคาเฉลี่ยของรากฝอยตอชิ้นลําตน
ของชะเอมเทศจากการทดลองท้ัง 3 ชุด ไมมีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 
%  (ตารางท่ี 13) 
 
ตารางท่ี 13 รากฝอยท่ีเกิดจากการถายโดนยีนโดย A. rhizogenes A13 ท่ีไดรับ AS ในความเขมขนเทากับ 0.05 
0.1 และ 0.5 กรัมตอลิตร 
 

ความเขมขน 
AS 

(กรัมตอลิตร) 

ชิ้นเนื้อเยื่อท้ังหมด รากฝอยจากการ 
ถายยีน (%) 

15 วัน  30 วัน 

คาเฉลี่ยรากฝอยตอ
ตน (15 วัน) 

คาเฉลี่ยรากฝอยตอ
ตน  (30 วัน) 

0.05 
0.1 
0.5 

33 
33 
33 

0 
0 
0 

42.42a 
27.27c 
30.3b 

0 
0 
0 

2.07 ± 2.37a 
1.77 ± 1.17a 

2 ± 1.33a 

 
    
จากผลการตรวจสอบยีน rolC บนรากฝอยของชะเอมเทศท่ีเจริญจากบริเวณรอยแผลท่ีทําการถายโอนยีนโดย A. 
rhizogenes A13 พบวาแถบของดีเอ็นเอของ A. rhizogenes A13 ปรากฏท่ีขนาดของชิ้นดีเอ็นเอเทากับ 2000 
คูเบส ซ่ึงเปนขนาดของชิ้นดีเอ็นเอของยีน rolC ซ่ึงมีขนาดเทากับแถบดีเอ็นเอจากรากฝอยของชะเอมเทศท่ีเกิด
จากการถายโอนยีนโดย A. rhizogenes A13 ปรากฏแถบของดีเอ็นเอท่ีขนาดของชิ้นดีเอ็นเอขนาด 2000 คูเบส 
(ภาพท่ี 12) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 12 ดีเอ็นเอจากการเพ่ิมปริมาณโดยปฏิกิริยา PCR และวิเคราะหผลดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟไรซิส 
(L0) คือ ผลการเพ่ิมปริมาณ rolC จากรากท่ีไมไดรับการถายยีน (L1) 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific) 
(L2) คือ ผลการเพ่ิมปริมาณ rolC จากพลาสมิด A. rhizogenes A13 (L3 – L5) ผลการเพ่ิมปริมาณ rolC จาก
รากท่ีไดรับการถายยีนจาก A. rhizogenes A13  
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การทดลองท่ี 3  การเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศรวมท้ังกระตุนใหมีการสรางและสะสมสารทุติยภูมิ ในสภาพ
ปลอดเชื้อ  

 
การเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศในอาหารเหลวสูตรตาง ๆ โดยใชรากท่ีมีสวนโคนตนติดอยูดวย พบวารากชะเอม
เทศ ท่ีเลี้ยงในอาหารเหลวทุกสูตรท้ังในสภาวะมีแสง และไมมีแสงเริ่มมีการสรางรากฝอยภายหลังการ
เพาะเลี้ยง 1 สัปดาห เม่ือเปรียบเทียบระหวางสภาวะมืด และสภาวะท่ีมีแสงสวางสังเกตเห็นความแตกตางไม
เดนชัดในเรื่องของการสรางราก เม่ือเปรียบเทียบระหวางสูตรอาหารพบวามีการสรางรากฝอยสีขาวงอกจาก
รากเดิมอยางเห็นไดชัด ในสัปดาหท่ี 2 โดยรากชะเอมเทศท่ีเลี้ยงในอาหารสูตร GI3 มีการสรางรากฝอยจาก
รากเดิมมากท่ีสุด ซ่ึงรากท่ีเลี้ยงในอาหารสูตร GI3 ในสภาวะมืด (GID3) มีการเกิดรากฝอยไดดีกวารากท่ีเลี้ยง
ในอาหารสูตร GI3 ในสภาวะมีแสง (GIL3) เล็กนอย ในสัปดาหท่ี 4 รากใหมเริ่มเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลและหยุด
การเจริญเติบโต (ภาพท่ี 13 และภาพท่ี 14) ผูวิจัยจึงทําการทดลองซํ้า โดยนําสูตรอาหาร GI3 มาทดลองโดย
เปลี่ยนวิธีการทดลองจากเครื่องเขยามาเปนระบบ temporary immersion (TM) ดังภาพท่ี 15 โดยระบบ 
TM ใชรากชะเอมเทศเริ่มตนท่ี 1 กรัม ตออาหาร 300 มิลลิลิตร และทําการใหอาหารโดยใชปมลมดูดอาหาร
ข้ึนมาจนทวมราก ท้ิงไว 2 นาที แลวปลอยลง ทุกๆ 3 ชั่วโมง วนัละ 8 ครั้ง ในสภาวะมืด ผลการทดลอง
พบวารากชะเอมเทศท่ีเลี้ยงดวยระบบ TM แหงและไปติดกับขอบของตัวขวด โดยไมมีการสรางรากใหม และ
รากกลายเปนสีน้ําตาลมากข้ึนในสัปดาหท่ี 2 เม่ือทดลองตัดแยกรากออกเปนรากเดี๋ยว ๆ พบวาไมสามารถ
เพ่ิมปริมาณไดในอาหารสูตรทดลองทุกสูตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 13 การเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิด และความ
เขมขนระดับตาง ๆ ในสภาวะมืดท่ีระยะเวลา 3 สัปดาห GID1= MS + 0.5 mg/L GA + 1 mg/L NAA, GID2 = 
MS + 1 mg/L GA + 1 mg/L NAA, GID3 = MS + 0.5 mg/L GA + 1 mg/L IAA, GID4 = MS + 1 mg/L 
GA + 1 mg/L IAA, GID5 = MS + 0.5 mg/L GA + 1 mg/L IBA, GID6 = MS + 1 mg/L GA + 1 mg/L IBA 
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ภาพท่ี 14 การเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิด และความ
เขมขนระดับตาง ๆ ในสภาวะมีแสงสวางท่ีระยะเวลา 3 สัปดาห GIL1= MS + 0.5 mg/L GA + 1 mg/L NAA, 
GIL2 = MS + 1 mg/L GA + 1 mg/L NAA, GIL3 = MS + 0.5 mg/L GA + 1 mg/L IAA, GIL4 = MS + 1 
mg/L GA + 1 mg/L IAA, GIL5 = MS + 0.5 mg/L GA + 1 mg/L IBA, GIL6 = MS + 1 mg/L GA + 1 
mg/L IBA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 15 การเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศในอาหารเหลวสูตร GIL3 = MS + 0.5 mg/L GA + 1 mg/L IAA 
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ผลการทดลองท่ี 4 การชักนําใหรากชะเอมเทศท่ีเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อสรางและสะสมสารทุติยภูมิ โดยการใช
ปจจัยสภาพแวดลอม และสารกระตุน 
 
ผลการเพ่ิมปริมาณรากของชะเอมเทศท่ีไดรับการถายยีน rolC 
นํารากของชะเอมเทศท่ีไดรับการถายยีนมาเพ่ิมปริมาณบนอาหารแข็งสูตร MS cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอ
ลิตร เพ่ือเพ่ิมปริมาณรากใหเพียงพอตอการนําไปเพาะเลี้ยงรากฝอย จากการเพ่ิมปริมาณรากฝอยเปนเวลา 4 
สัปดาห พบวารากของชะเอมเทศท่ีไดรับการถายยีนเพ่ิมปริมาณข้ึนอยางรวดเร็ว (ภาพท่ี 16) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 16 รากฝอยชะเอมเทศท่ีไดรับการถายยีน rolC ภายหลังการเพ่ิมปริมาณบนอาหารแข็งสูตร MS เปน
เวลา 4 สัปดาห 
ผลการทดลองท่ี 4.1 ศึกษาเปรียบเทียบสูตรอาหารเหลวสําหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื้อพืช 2 สูตร คือ MS และ B5 
เม่ือวิเคราะหคาเฉลี่ยน้ําหนักสดของรากฝอยของชะเอมเทศท่ีเพาะเลี้ยงในสูตรอาหาร MS กับ B5 พบวาใหผลท่ี
มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 %  โดยจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 
สัปดาห รากของชะเอมเทศเจริญไดดีท่ีสุดในสูตรอาหาร MS (ตารางท่ี 14 และภาพท่ี 17) 
 
ตาราง ท่ี 14 คาเฉลี่ยน้ําหนักสด ของรากฝอยของชะเอมเทศ ท่ีไดรับการถายโอนยีนซ่ึงเลี้ยงในสูตรอาหาร MS 
และ B5 เปนเวลา 0, 2, 4 สัปดาห 
 
สูตรอาหาร น้ําหนักสด (กรัม) 
 สัปดาหท่ี 0 สัปดาหท่ี 2 สัปดาหท่ี 4 
MS 0.02±0.00a 0.17±0.06a 0.36±0.12a 
B5 0.01±0.00b 0.16±0.05b 0.28±0.14b 
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ภาพท่ี 17 เปรียบเทียบสูตรอาหารเหลวสําหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื้อพืช 2 สูตร ระหวาง MS (ภาพ ก, ข 
และ ค) กับ B5 (ภาพ ง, จ และ ฉ) ท่ีเวลา 0 สัปดาห (ภาพ ก และ ง), เวลา 2 สัปดาห (ภาพ ข และ จ) และท่ี
เวลา 4 สัปดาห (ภาพ ค และ ฉ) 
 
 
ผลการทดลองท่ี 4.2 ศึกษาเปรียบเทียบความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีมีตอการเพ่ิมปริมาณราก 
เม่ือวิเคราะหคาเฉลี่ยน้ําหนักสดของรากฝอยของชะเอมเทศท่ีเลี้ยงในสูตรอาหาร MS ท่ีเติมฮอรโมน 
ออกซิน ชนิด IAA และ IBA ท่ีความเขมขน 0.5, 1, 2 และ4 มิลลิกรัมตอลิตร พบวามีความแตกตางกันอยางมี 
นัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 %  โดยจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห รากของชะเอมเทศ
เจริญไดดีท่ีสุดในสูตรอาหาร MS ท่ีเติมฮอรโมนออกซิน ชนิด IAA ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร (ตารางท่ี 
15 และภาพท่ี 18) 
 
ตาราง ท่ี 15 คาเฉลี่ยน้ําหนักสด ของรากฝอยของชะเอมเทศท่ีไดรับการถายยีน ซ่ึงเลี้ยงในสูตรอาหาร MS และ

เติมฮอรโมนท่ีความเขมขนตางๆ เปนเวลา 0, 2, 4 สัปดาห 
 
ฮอรโมน (มิลลิกรัมตอลิตร) น้ําหนักสด (กรัม) 
  สัปดาหท่ี 0 สัปดาหท่ี 2 สัปดาหท่ี 4 
 0 0.0183 ± 0.01ab 0.0150 ± 0.01a 0.1300 ± 0.16a 
IAA 0.5 0.0143 ± 0.00ab 0.3433 ± 0.34c 3.1067 ± 0.47c 
 1.0 0.0167 ± 0.01ab 0.2167 ± 0.04abc 1.0633 ± 0.88b 
 2.0 0.0167 ± 0.01ab 0.2633 ± 0.12bc 0.8967 ± 0.37b 
 4.0 0.0117 ± 0.00a 0.1233 ± 0.06ab 0.3700 ± 0.15ab 
IBA 0.5 0.0183 ± 0.00b  0.0667 ± 0.05ab 0.3467 ± 0.02ab 
 1.0 0.0143 ± 0.00ab  0.0933 ± 0.07ab 0.4567 ± 0.25ab 
 2.0 0.0167 ± 0.01ab  0.1500 ± 0.06abc 0.9367 ± 0.16b 
 4.0 0.0117 ± 0.00a  0.3333 ± 0.03ab 0.1433 ± 0.17abc 
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ภาพท่ี 18 เปรียบเทียบความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตในพืชในอาหารสูตร MS ท่ีเติม IAA (ภาพ ก, 
ค, จ และ ช) กับ IBA (ภาพ ข, ง, ฉ และ ซ) ความเขมขน 0.5, 1 , 2, 4 มิลลิกรัมตอลิตรตามลําดับ ท่ีเวลา 4 
สัปดาห 
 
การทดลองท่ี 4.3 การศึกษาเปรียบเทียบความเขมขนของน้ําตาลซูโครส เม่ือวิเคราะหคาเฉลี่ยน้ําหนักสดของราก
ฝอยของชะเอมเทศท่ีเลี้ยงในสูตรอาหาร MS ท่ีเติม น้ําตาลซูโครส ท่ีความเขมขน 30, 40, 50 และ60 กรัมตอ
ลิตร พบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 %  โดยจากการเพาะเลี้ยงเปน
เวลา 4 สัปดาห รากของชะเอมเทศเจริญไดดีท่ีสุดในสูตรอาหาร MS น้ําตาล ซูโครส ท่ีความเขมขน 40 กรัมตอ
ลิตร เนื่องจากน้ําตาลซูโครสเปนแหลงคารบอนท่ีสําคัญในการเจริญเติบโต (ตาราง ท่ี 16 และภาพท่ี 19) 
 
ตารางท่ี 16 คาเฉลี่ยน้ําหนักสดของรากฝอยของชะเอมเทศท่ีไดรับการถายโอนยีนซ่ึงเลี้ยงในสูตรอาหาร MS 
และเติมน้ําตาลซูโครสท่ีความเขมขนตางๆ เปนเวลา 0 และ 4สัปดาห 
 
น้ําตาลซูโครส (กรัมตอลิตร) น้ําหนักสด (กรัม) 

สัปดาหท่ี 0 สัปดาหท่ี 2 
30 0.0167±0.01a 1.0367±0.11b 
40 0.0167±0.01a 2.1467±0.20c 
50 0.0133±0.01a 0.2267±0.03a 
60 0.0133±0.01a 0.1200±0.04a 
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ภาพท่ี 19 การเจริญเติบโตของรากฝอยชะเอมเทศ เม่ือเลี้ยงในอาหารสูตร MS ท่ีมีน้ําตาลซูโครสท่ีความเขมขน 
30 (ก), 40 (ข), 50 (ค)และ60 (ง) กรัมตอลิตร ท่ีเวลา 4 อาทิตย 
 
ผลการวิเคราะหสารทุติยภูมิจากรากชะเอมเทศท่ีไดจากการเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการดวยเทคนิค HPLC 
จาการสกัดรากชะเอมเทศอบแหงดวย 80% เอทานอล 3 ครั้งและนําไประเหยตัวทําละลายจนไดสารสกัดหยาบ
สีน้ําตาลเขมพบวา รากชะเอมแหงท่ีไมไดถายยีน 0.36 กรัม ไดสารสกัด 0.128 กรัม  (35.5 %) และรากชะเอม
แหงท่ีไดรับการถายยีน 2.0 กรัม ไดสารสกัด 0.908 กรัม (45.4 %) เม่ือนําสารสกัดหยาบมาละลายดวยตัวทํา
ละลายเมทานอล ไดสารละลายจากรากชะเอมเทศ แลวทําการหาสภาวะท่ีเหมาะในหารวิเคราะหสาร 
glycyrrhizin ซ่ึงเปนสารทุติยภูมิสําคัญท่ีพบในรากชะเอมเทศ โดยใชสาร glycyrrhizin เปนสารมาตรฐาน 
วิเคราะหตามวิธีของ Sabbioni และคณะ โดยใช C8 column ขนาด 150 มิลลิเมตร และใช photodiode 
array เปน detector และใชระบบ isocratic elution ดวย methanol-acetonitrile-water-acetic acid 
(35:35:30:1 by vol) อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที ตรวจวัดท่ีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ผลปรากฏ
วา mobile phase มีสภาพข้ัวสูงมากเกินไป จึงทําใหสารมาตรฐานถูกตรวจวัดท่ีเวลา 2.6 นาที จึงตองปรับลด
สภาพข้ัวของ mobile phase ใหเหมาะสมมากกวานี้ เม่ือทําการวิเคราะหตามวิธีของ Jiang และคณะ โดยใช 
C18 column ขนาด 150 มิลลิเมตร และใช photodiode array เปน detector และใชระบบ isocratic 
elution ดวย methanol-water-acetic acid (65:34:1) อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที ตรวจวัดท่ีความ
ยาวคลื่น 254 มิลลิเมตร ผลปรากฏวา mobile phase มีสภาพข้ัวต่ําเกินไป จึงทําใหการวิเคราะหสารมาตรฐาน 
ถูกตรวจวัดท่ีเวลา 34 นาที ซ่ึงตองปรับสภาพข้ัวของ mobile phase ใหเหมาะสมมากกวานี้ เม่ือทําการ
วิเคราะหโดยดัดแปลงจากวิธีของ Jiang และคณะ โดยใช เครื่อง MPLC : C18 column ขนาด 150 มิลลิเมตร 
และใช UV detector เปน detector และใชระบบ isocratic elution ดวย methanol-water-acetic acid 
(75:24.5:0.5) อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที ตรวจวัดท่ีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร พบวา สาร
มาตรฐาน glycyrrhizin ถูกตรวจวัดท่ีเวลา 11.54 นาที ดังนั้นจึงนําวิธีการนี้ไปวิเคราะหตัวอยางสารสกัดราก
ชะเอมเทศในสภาวะปลอดเชื้อ ไดแก รากชะเอมเทศท่ีไมไดรับการถายยีนและรากชะเอมเทศท่ีมีการถายยีน ผล
การวิเคราะหเบื้องตน พบวา ตัวอยางรากชะเอมเทศท้ังสอง มีสาร glycyrrhizin เปนองคประกอบสําคัญในสาร
สกัดท่ีไดจากรากชะเอมเทศท่ีเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ  
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อภิปลายและวิจารณผล 
 

1. การติดตามผลการถายยีน rolC ท่ีทําการถายยีนดวยพลาสมิส pEXM120 พบวาไมสามารถเพ่ิมปริมาณยีน 
rolC ไดจากท้ัง 18 รากท่ีมีการตรวจพบยีน rolC ท่ีระยะเวลา 60 วันภายหลังการถายยีน ท้ังนี้อาจเปนผล
มาจาก พลาสมิดท่ีใช เปน multi-auto-transformation (MAT) vector system ซ่ึงภายหลังการถายยีน
ระยะหนึ่งจะมีการนําเอายีนเปาหมายออกจากเซลลพืช ดวยระบบ site-specific recombination 
system (R/RS) (Ebinuma et al. 2005) ผูวิจัยจึงไดพยายามสรางพลาสมิสลูกผสมข้ึนใหมโดยทําการตัด
ยายยีน rolABC จากพลาสมิด pEXM120 ไปยังพลาสมิด pCAMBIA3300 ซ่ึงจะสามารถทําใหยีนท่ีนําเขาสู
เซลลพืชอยูไดอยางถาวร หรือใช Agrobacterium rhizogenes ในการสรางราก 

2. รากชะเอมเทศ ท่ีเลี้ยงในสภาวะมืด และสภาวะท่ีมีแสงสวางสังเกตเห็นความแตกตางไมเดนชัดในเรื่องของ
การสรางรากใหม แตสังเกตเห็นความแตกตางไดชัด ในเรื่องการสรางตนใหมออกมาจากโคนรากท่ีเลี้ยงใน
สภาวะมีแสงสวางซ่ึงอาจเปนอุปสรรคในการเพาะเลี้ยงรากในอนาคต การเลี้ยงรากในอาหารเหลวจึงควร
เลือกใชเฉพาะสวนของรากท่ีไมติดโคนตน ท้ังนี้มีรายงานการเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศในสภาพปลอดเชื้อวา
การเพาะเลี้ยงในสภาวะท่ีมีแสงสวางมีผลยับยั้งการสรางรากใหม (Yang, et al. 2006) แตมีรายงานในพืช
หลายชนิดเชน Dracocephalum moldavica ท่ีพบวาเม่ือเลี้ยงรากในสภาวะท่ีมีแสงสวางจะใหน้ําหนัก
สดของรากไดสูงกวาเม่ือเลี้ยงในท่ีมืด (Weremczuk-Jezyna, et al. 2013) และการเพาะเลี้ยงรากใน
สภาวะท่ีมีแสงสวางใหท้ังชนิด และปริมาณสารทุติยภูมิมากกวาการเพาะเลี้ยงรากในท่ีมืด (Tusevski, et 
al. 2013) 

3. การเปรยีบเทียบประสิทธิภาพในการถายยีนเขาสูแผนใบ และลําตนของชะเอม พบวาท้ังแผนใบและลําตน 
สามารถสรางรากฝอยได โดยสวนของลําตนสามารถสรางรากฝอย ไดจํานวนมากกวาแผนใบและรากท่ีเกิด
มีการสรางรากแขนงไดดีกวารากท่ีเกิดจากแผนใบ ท้ังนี้ในการผลิตรากฝอยปริมาณมาก ก็มีการนําแผนใบ
ชะเอมเทศมาใชเปนชิ้นเนื้อเยื่อสําหรับถายยีนดวยเชนกัน เชนมีการใช  A. rhizogenes k599 ชักนําใหเกิด
รากฝอยจากแผนใบเพ่ือนําไปขยายเพ่ิมปริมาณรากในถังปฏิกรณชีวภาพ (Mehrotra, et al. 2008) สวน
การสรางบาดแผลโดยวิธีการใชเข็มจิ้มสามารถชักนําใหสวนตาง ๆของชะเอมเทศ รวมถึงพืชอ่ืน ๆมีการเกิด
รากฝอยไดดี เชน Japanese apricot (Gao et al., 2009) เจตมูลเพลิงแดง  (สุภาภรณ, 2547) ความ
เขมขน AS ท้ังสามระดับทําใหคาเฉลี่ยน้ําหนักรากฝอยของชะเอมเทศ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ แมวา 
AS จะมีผลตอการกระตุนการทํางานของยีน T-DNA ของ A. rhizogenes แตท้ังนี้ปจจัยอ่ืน ๆเชนสายพันธุ 
A. rhizogenes รวมถึงปจจัยแวดลอมท้ังชนิดของพืช และชิ้นเนื้อเยือพืชท่ีใชอาจมีอิทธิพลเหนือ
ประสิทธิภาพในการทํางานของ AS 

4. เม่ือเปรียบเทียบสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณรากชะเอมเทศ พบวารากชะเอมเทศสามารถเพ่ิม
ปริมาณในอาหารสูตร MS ไดดีกวาสูตร B5 อาจเนื่องจากสูตรอาหาร MS มีความเขมขนของธาตุอาหาร
หลักท่ีจําเปนตอการเจริญเติบโตของรากฝอยมากกวา แตท้ังนี้ข้ึนอยูกับชนิดของพืชอีกดวยเนื่องจาก
งานวิจัยของ รังสิรัตน (2535) พบวา รากฝอยของ Datura metel Linn. สามารถเจริญไดดีท่ีสุดในอาหาร
ดัดแปลงสูตร B5 แทนท่ีจะเปน MS การเพ่ิมปริมาณรากฝอยชะเอมเทศในอาหารท่ีมี IAA และ IBA พบวา
เม่ือใชท่ีความเขมขนต่ําสามารถเพ่ิมน้ําหนักสดรากไดมากกวาเม่ือเลี้ยงในอาหารสูตรท่ีไมมี IAA และ IBA 
แตท้ังนี้รากท่ีเกิดและเจริญในอาหารท่ีมี IAA และ IBA มีลักษณะท่ีผิดปกติ คือรากจะบวมและเกิดเปน
กระจุกแนน เม่ือเลี้ยงนานกวา 4 สัปดาห รากไมสามารถเจริญยืดยาวตอไปได และตายในท่ีสุด อาจ
เนื่องมาจากฮอรโมนออกซิน มีผลกระตุนการขยายขนาดของเซลล และการยืดตัวของเซลลพืช (พีรเดช, 
2537) จึงทําใหรากชะเอมเทศท่ีเพาะเลี้ยงในสูตรอาหาร MS ท่ีเติมออกซินมีการเจริญเติบโตดีในระยะแรก 
เนื่องจากออกซินมีคุณสมบัติทําใหเซลลมีการแบงตัวอยางรวดเร็ว และการเกิดเนื้อเยื่อเพ่ิมข้ึนจนไปเบียด
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เนื้อเยื่ออ่ืน ๆ ดังนั้นเม่ือใชไปนานๆ หรือท่ีความเขมขนสูงมาก ๆจะทําใหรากของชะเอมเทศเจริญไดไมดี 
และตายได รากของชะเอมเทศเจริญไดดีท่ีสุดในสูตรอาหาร MS น้ําตาลซูโครส ท่ีความเขมขน 40 กรัมตอ
ลิตร เนื่องจากน้ําตาลซูโครสเปนแหลงคารบอนท่ีสําคัญในการเจริญเติบโต โดยท่ัวไปพืชจะเจริญเติบโตไดดี
เม่ือไดรับปริมาณของน้ําตาลซูโครสเพ่ิมข้ึน แตเม่ือเพ่ิมถึงจุดหนึ่งพืขจะลดการเจริญเติบโตลง เชนใน 
Nephrolepis biserrata เม่ือเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อท่ีมี น้ําตาล 15 – 45 กรัมตอลิตร ทํ้าใหพืชมีการ
เจริญเติบโตไดดี แตเม่ือเลี้ยงบนอาหารท่ีมีปริมาณน้ําตาล 60 กรัมตอลิตร การเจริญเติบโตจะลดลง  
(Sandra and Natoniel, 2004) 

 
 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 
1. วิธีการท่ีเหมาะสมในการฟอกฆาเชื้อบริเวณผิวเมล็ดชะเอมเทศคือ แชเมล็ดใน เอทานอล 70% นาน 1 นาที 

จากนั้นฟอกฆาเชื้อดวย sodium hypochlorite 10% รวมกับ tween-20 0.02% นาน 10 หรือ 20 นาที 
สารควบควบคุมการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมในการชักนําใหยอดชะเอมเทศสรางยอดใหมไดแก BAP ท่ีระดับ
ความเขมขน 1 2 หรือ 3 มิลลิกรัมตอลิตร  ยอดชะเอมเทศสามารถเกิดรากไดดีเม่ือเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 
ท่ีไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโต หรือเม่ือเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี IBA หรือ IAA ท่ีระดับความเขมขน 
1 มิลลิกรัมตอลิตร 

2. การเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศท่ีไมไดรับการถายยีนในอาหารเหลวสภาพปลอดเชื้อ พบวาเม่ือเลี้ยงรากใน
อาหารเหลวสูตร MS ท่ีมี GA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA 1 มิลลิกรัมตอลิตร รากชะเอมเทศมีการ
สรางรากฝอยใหมดีท่ีสุด โดยเม่ือเลี้ยงในสภาพมืด รากเดิมมีการสรางรากฝอยไดดีกวาเล็กนอยเม่ือ
เปรียบเทียบกับการเลี้ยงในสภาพท่ีมีแสงสวาง เม่ือทําการตัดแยกรากเปนรากเดี๋ยว ๆไมสามารถเพ่ิม
ปริมาณได 

3. เม่ือทําการทดลองถายยีน rolABC เขาสูสวนของ ราก ใบ และลําตนชะเอมเทศ โดยใช Agrobacterium 
tumefaciens สายพันธุ EHA105 พลาสมิด pEXM120 เบื้องตนพบวามีเฉพาะสวนของรากท่ีสามารถสราง
รากใหมท่ีมี ยีน rolABC แตเนื่องจากรากท่ีจะใชในการถายยีนมีปริมาณนอย มีขนาดเล็ก ไมเหมาะท่ีจะ
นํามาใชเปนชิ้นสวนเริ่มตนในการทดลอง 

4. เม่ือทําการทดลองถายยีน rolABC โดยใช Agrobacterium rhizogenese สายพันธุ A13 พบวาสวนของลํา
ตนท่ีมีการสรางบาดแผลโดยวิธีการจิ้ม สามารถสรางรากฝอยไดดีท่ีสุด และรากฝอยท่ีไดรับการถายยีน
สามารถเพ่ิมปริมาณไดดีท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีมีน้ําตาลซูโครส 40 กรัมตอลิตร บนเครื่อง
เขยาท่ีความเร็วรอบ 60 รอบตอนาที 

5. จากการวิเคราะหรากชะเอมเทศท่ีเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อท้ังรากท่ีไดรับการถายยีน และรากท่ีไมไดรับ
การถายยีน ดวยเทคนิค HPLC เบื้องตนพบวารากท้ังสองชนิดมีการสะสมสาร glycyrrhizin  แตยังตอง
ศึกษาเชิงลึกตอไปเพ่ือทราบองคประกอบทางเคมีของสารทุติยภูมิอ่ืน ๆ จากสารสกัดรากชะเอมเทศ พรอม
ท้ังเปรียบเทียบปริมาณสาร glycyrrhizin จากรากชะเอมเทศท่ีมีการถายยีนและไมมีการถายยีน เพ่ือเปน
ขอมูลท่ีสําคัญในการผลิตสารผลิตภัณฑธรรมชาติจากสมุนไพร และพัฒนาการนําไปใชประโยชนตอไปใน
อนาคต 
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สูตรอาหารท่ีใชสําหรับการทดลอง 
1. สูตรอาหาร Luria broth agar (LB agar) 
 ทริปซิน (Tryptone)    10.00 กรัม 
 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract) 5.00 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)  5.00 กรัม 
 วุน     15.00 กรัม 
 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน  1  ลิตร 
 pH 7.0 
  
2. สูตรอาหาร Murashige and Shoog medium  
Stock solution 1 

ชื่อสาร มิลลิกรัมตอลิตร 10X(กรัมตอลิตร) 
NH4NO3 
KNO3 
CaCl2.2H2O 
MgSO4.7H2O 
KH2PO4 

1650 
1900 
440 
370 
170 

16.5 
19.0 
4.4 
3.7 
1.7 

Stock solution 2 
ชื่อสาร มิลลิกรัมตอลิตร 200X(กรัมตอลิตร) 
H3BO3 

MnSO4.H2O 

ZnSO4.H2O 

KI 
Na2MoO2.2H2O 

CuSO4.5H2O 

CoCl2.6H2O 

6.2 
22.3 
10.93 
0.83 
0.25 
0.025 
0.025 

1.24 
4.46 
2.186 
0.166 
0.05 
0.005 
0.005 

Stock solution 3 
ชื่อสาร มิลลิกรัมตอลิตร 100X(กรัมตอลิตร) 
Disodium EDTA 
FeSO4.7H2O 

37.25 
27.85 

3.725 
2.785 

Stock solution 4  
ชื่อสาร มิลลิกรัมตอลิตร 100X(กรัมตอลิตร) 
Glycine 
Nicotinic acid 
Pyridoxine-HCl 
Thiamin-HCl 
Myo-Inositol 

2.0 
0.5 
0.5 
0.1 
100 

0.20 
0.05 
0.05 
0.01 
10.0 
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