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[Executive Summary] 

----------------------------------------------------------------------------- 

1. รายละเอียดเก่ียวกับโครงการวิจัย 

1.1 ช่ือเรื่อง 

การเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศ (Glycyrrhiza glaba L.) ในสภาพปลอดเช้ือเพ่ือการผลิตสารทุตยิภูม ิ

In Vitro Culture of Licorice (Glycyrrhiza glaba L.) Root for Secondary Metabolite Production 

 

1.2 ช่ือคณะผูวิจยั 

ท่ีปรึกษาโครงการวิจัย   

ดร.ศรเีมฆ   ชาวโพงพาง  

ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

50 ถ.งามวงศวาน ลาดยาว จตุจักร กรุงเทพฯ 10900 โทรศัพท 0-2579-1026 

 

หัวหนาโครงการ 

ดร.วิภารัตน  พิทักษดานธรรม (ชํานาญการ) 

หองปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพเพ่ืออุตสาหกรรม ฝายนาโนเทคโนโลยีและเทคโนโลยีชีวภาพ 

สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  

50 ถ.งามวงศวาน ลาดยาว จตุจักร กรุงเทพฯ 10900 โทรศัพท 0-2942-8600-3   

 

ผูรวมโครงการ 

นายดํารงศักดิ์ อายุวนานนท  

ฝายนาโนเทคโนโลยีและเทคโนโลยีชีวภาพ 

สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  

50 ถ.งามวงศวาน ลาดยาว จตุจักร กรุงเทพฯ 10900 โทรศัพท 0-2942-8600-3   

 

นางสาววิลาสินี กวีกิจธรรมกุล   

หองปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพเพ่ืออุตสาหกรรม ฝายนาโนเทคโนโลยีและเทคโนโลยีชีวภาพ 

สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  

50 ถ.งามวงศวาน ลาดยาว จตุจักร กรุงเทพฯ 10900 โทรศัพท 0-2942-8600-3 ตอ 301 

 

ดร. เจษฎาพร พิทักษสุธีพงศ  

หนวยปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพอาหาร ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต ิ

อุทยานวิทยาศาสตรประเทศไทย ปทุมธานี 12120  โทรศัพทและโทรสาร 02-5646700 

 

1.3 งบประมาณและระยะเวลาทําวิจัย 

ไดรับทุนอุดหนุนการวิจยัประจําป  2556  จํานวน 419,000.00 บาท  

ระยะเวลาทําการวิจัย 12 เดือน เริ่มทําการวิจยัเมื่อ (เดือน ป) กรกฎาคม 2556 



 

2. สรุปโครงการวิจยั 

ชะเอมเทศเปนพืชสมุนไพรท่ีนํามาใชรักษาโรคตางๆหลายชนิด เชน วัณโรคปอด หอบหดื โรคกระเพาะอาหาร

หรือลําไสเล็ก และหลอดลมอักเสบ อีกท้ังยังมีงานวิจัยนําสารสกัดจากชะเอมเทศ มาใชในเครื่องสําอาง โดยมีสรรพคณุ 

ทําใหผิวหนังขาวกระจางข้ึน  หรือยับยั้งการสรางเม็ดสผีิว ในดานอาหาร ชะเอมเทศเปนสารท่ีใหความหวานแตไมให

พลังงาน จึงสามารถนํามาใชในผลิตภณัฑอาหารสําหรับผูปวยโรคเบาหวานได นอกจากน้ียังมงีานวิจัยชะเอมเทศ 

เก่ียวกับการออกฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา เชน ตานอาการอักเสบ ตานการเกิดมะเร็ง ตานอาการภูมิแพผิวหนัง จากสรรพคุณ

ของชะเอมเทศท่ีมีอยูมากมาย คณะผูวิจัยจึงสนใจศึกษาการเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศในสภาพปลอดเช้ือเพ่ือการผลติ

สารสําคัญท่ีออกฤทธ์ิทางชีวภาพโดยเฉพาะสารทุติยภมูิในกลุม glycyrrhizin ซึ่งจะสามารถนําไปตอยอดใหเกิดประโยชน

ไดในทางเภสัชวิทยา เครื่องสําอาง และอ่ืน ๆไดในอนาคต ปจจุบันเทคโนโลยดีานการเพาะเลี้ยงเซลลพืชเพ่ือการผลติสาร

ทุติยกําลังเปนท่ีสนใจ มีรายงานการศึกษาอยางกวางขวางดาน การเพาะเลี้ยงเซลลพืช ท้ังในระดับหองปฏิบัติการไป

จนถึงการเพ่ิมปรมิาณการเพาะเลีย้งในระดับอุตสาหกรรม รวมถึงการชักนําใหมีการสรางและสะสมสารทุติยภมูิในเซลลท่ี

เพาะเลี้ยง ขอดีของการผลิตสารทุติยภูมิจากการเพาะเลี้ยงเซลลพืชคือ สามารถเพาะเลี้ยง และผลิตสารไดตลอดท้ังป 

สารท่ีไดมีคณุภาพสม่ําเสมอ รากพืชนับเปนสวนของพืชท่ีมีศักยภาพในการนํามาเพาะเลี้ยง เน่ืองจากมีการพัฒนาเทคนิค

การเพาะเลี้ยงรากพืชโดยมีการใชแบคทีเรียท่ีเรียกวา  Agrobacterium rhizogenes ท่ีมียีน rolABCD อยูในพลาสมิด

โดยธรรมชาติ หรือ Agrobacterium tumefaciens ท่ีมียีน rolABC ในพลาสมิด เพ่ือชักนําใหสวน T-DNA เขาไปใน

เซลลพืช ทําใหเซลลพืชมีการพัฒนาเกิดเปนรากฝอยเปนจํานวนมาก โดยไมจําเปนตองใชสารควบคมุการเจริญเติบโตท่ีมี

ราคาแพงเพ่ือชักนําใหเกิดราก ซึ่งจะสามารถชวยลดตนทุนในการเพาะลี้ยงรากพืชไดเปนอยางมาก นอกจากน้ันสวน T-

DNA ท่ีนําเขาไปยังมีสวนกระตุนใหรากท่ีเกิดข้ึนมีการสรางและสะสมสารทุติยภมูิมากข้ึนดวย รายงานผลการวิจัย ปท่ี1 

ฉบับน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาเทคนิคในการเพ่ิมปริมาณตนพันธุชะเอมเทศในสภาพปลอดเช้ือ รวมถึงการทดลองถายยีน

ท่ีมีผลในการกระตุนใหพืชมีการสรางรากฝอยจํานวนมาก อีกท้ังมีการสรางและสะสมสารสําคญัทางชีวภาพเพ่ิมมากข้ึน 

เริ่มจากการฟอกฆาเช้ือเมล็ดชะเอมเทศพบวา วิธีการท่ีเหมาะสมในการฟอกฆาเช้ือบริเวณผิวเมล็ดชะเอมเทศคือ แช

เมลด็ในเอทานอล 70% นาน 1 นาที จากน้ันฟอกฆาเช้ือดวย sodium hypochlorite 10% รวมกับ tween-20 0.02% 

นาน 10 ถึง 20 นาที การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดยอดใหมจํานวนมากโดยทําการเพาะเลีย้งยอดบนอาหารสตูร MS ท่ี

มีสารควบควบคุมการเจริญเติบโตชนิดตาง ๆ ไดแก BAP kinetin และ TDZ พบวาเมื่อเพาะเลีย้งยอดบนอาหารสตูร MS 

ท่ีมี BAP 1 2 หรือ 3 มิลลิกรัมตอลิตร ยอดชะเอมเทศมีการสรางยอดใหมสูงสดุ คือ 3.00 3.44 และ 3.56 ยอด ท่ี

ระยะเวลา 30 วัน ยอดชะเอมเทศสามารถเกิดรากได 100% เมื่อเลีย้งบนอาหารสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการ

เจริญเติบโต หรือเมื่อเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี IBA หรือ IAA ท่ีระดับความเขมขน 1 มิลลิกรมัตอลิตร เมื่อทําการ

ทดลองถายยีน rolABC เขาสูสวนของ ราก ใบ และลําตนชะเอมเทศ โดยใช Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ 

EHA105 พลาสมดิ pEXM120 เบ้ืองตนพบวามีเฉพาะสวนของรากท่ีสามารถสรางรากใหมท่ีมียีน rolABC การเพาะเลี้ยง

รากชะเอมเทศในอาหารเหลวสภาพปลอดเช้ือ พบวาเมื่อเลี้ยงรากในอาหารเหลวสตูร MS ท่ีมี GA 0.5 มิลลิกรมัตอลติร 

รวมกับ IAA 1 มิลลิกรัมตอลิตร รากชะเอมเทศมกีารสรางรากฝอยใหมดีท่ีสดุ โดยเมื่อเลี้ยงในสภาพมืด รากเดิมมีการ

สรางรากฝอยไดดีกวาเล็กนอยเมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงในสภาพท่ีมีแสงสวาง เมื่อทําการทดลองถายยีน rolABC โดย

ใช Agrobacterium rhizogenes สายพันธุ A13 พบวาสวนของลําตนท่ีมีการสรางบาดแผลโดยวิธีการจิ้ม สามารถสราง

รากฝอยไดดีท่ีสุด และรากฝอยท่ีไดรับการถายยีนสามารถเพ่ิมปรมิาณไดดีท่ีสุดเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวสตูร MS ท่ีมี

นํ้าตาลซโูครส 40 กรัมตอลิตร บนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 60 รอบตอนาที จากการวิเคราะหรากชะเอมเทศท่ี

เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเช้ือท้ังรากท่ีไดรับการถายยีน และรากท่ีไมไดรับการถายยีน ดวยเทคนิค HPLC เบ้ืองตนพบวา

รากท้ังสองชนิดมีการสะสมสาร glycyrrhizin  แตยังตองศึกษาเชิงลึกตอไปเพ่ือทราบองคประกอบทางเคมีของสารทุตยิ

ภูมิอ่ืน ๆจากสารสกัดรากชะเอมเทศ พรอมท้ังเปรียบเทียบปริมาณสาร glycyrrhizin จากรากชะเอมเทศท่ีมีการถายยีน



และไมมีการถายยีน เพ่ือเปนขอมูลท่ีสําคญัในการผลติสารผลิตภณัฑธรรมชาติจากสมุนไพร และพัฒนาการนําไปใช

ประโยชนตอไปในอนาคต   

 

3. บทคัดยอ 

  ชะเอมเทศเปนพืขท่ีมีศักยภาพในการสราง และสะสมสารสําคัญทางชีวภาพ ดวยมีการสะสมสารในกลุม 

glycyrrhizin ในสวนของลําตน และราก แตเน่ืองจากชะเอมเทศไมสามารถปลูกเลี้ยงไดในสภาพภมูอิากาศประเทศไทย การ

ศึกษาวิจัยเรื่องการเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศในสภาพปลอดเช้ือเพ่ือการผลิตสารทุตยิภูมิ จึงเปนแนวทางหน่ึงท่ีจะทําใหสามารถ

ผลิตสารสําคญัดังกลาวได รายงานผลการวิจัย ปท่ี1 ฉบับน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาเทคนิคในการเพ่ิมปริมาณตนพันธุชะเอม

เทศในสภาพปลอดเช้ือ รวมถึงการทดลองถายยีนท่ีมีผลในการกระตุนใหพืชมีการสรางรากฝอยจํานวนมาก อีกท้ังมีการสราง

และสะสมสารสําคัญทางชีวภาพเพ่ิมมากข้ึน เริ่มจากการฟอกฆาเช้ือเมล็ดชะเอมเทศพบวา วิธีการท่ีเหมาะสมในการฟอกฆา

เช้ือบริเวณผิวเมล็ดชะเอมเทศคือ แชเมล็ดในเอทานอล 70% นาน 1 นาที จากน้ันฟอกฆาเช้ือดวย sodium hypochlorite 

10% รวมกับ tween-20 0.02% นาน 10 ถึง 20 นาที การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดยอดใหมจํานวนมากโดยทําการ

เพาะเลี้ยงยอดบนอาหารสตูร MS ท่ีมีสารควบควบคุมการเจรญิเติบโตชนิดตาง ๆ ไดแก BAP kinetin และ TDZ พบวาเมื่อ

เพาะเลี้ยงยอดบนอาหารสตูร MS ท่ีมี BAP 1 2 หรือ 3 มิลลิกรัมตอลิตร ยอดชะเอมเทศมีการสรางยอดใหมสูงสดุ คือ 3.44 

3.56 และ 3.00 ยอด ท่ีระยะเวลา 30 วัน ยอดชะเอมเทศสามารถเกิดรากได 100% เมื่อเลี้ยงบนอาหารสตูร MS ท่ีไมมสีาร

ควบคุมการเจรญิเติบโต หรือเมื่อเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี IBA หรือ IAA ท่ีระดับความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร เมื่อทํา

การทดลองถายยีน rolABC เขาสูสวนของ ราก ใบ และลําตนชะเอมเทศ โดยใช Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ 

EHA105 พลาสมิด pEXM120 เบ้ืองตนพบวามีเฉพาะสวนของรากท่ีสามารถสรางรากใหมท่ีมียีน rolABC การเพาะเลี้ยงราก

ชะเอมเทศในอาหารเหลวสภาพปลอดเช้ือ พบวาเมื่อเลี้ยงรากในอาหารเหลวสตูร MS ท่ีมี GA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 

IAA 1 มิลลิกรัมตอลิตร รากชะเอมเทศมีการสรางรากฝอยใหมดีท่ีสุด โดยเมื่อเลี้ยงในสภาพมดื รากเดิมมีการสรางรากฝอยได

ดีกวาเล็กนอยเมื่อเปรียบเทียบกับการเลีย้งในสภาพท่ีมีแสงสวาง  เมื่อทําการทดลองถายยีน rolABC โดยใช 

Agrobacterium rhizogenes สายพันธุ A13 พบวาสวนของลําตนท่ีมีการสรางบาดแผลโดยวิธีการจิ้ม สามารถสรางรากฝอย

ไดดีท่ีสุด และรากฝอยท่ีไดรับการถายยีนสามารถเพ่ิมปริมาณไดดีท่ีสุดเมื่อเลีย้งในอาหารเหลวสตูร MS ท่ีมีนํ้าตาลซโูครส 40 

กรมัตอลิตร บนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 60 รอบตอนาที จากการวิเคราะหรากชะเอมเทศท่ีเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเช้ือท้ัง

รากท่ีไดรับการถายยีน และรากท่ีไมไดรับการถายยีน ดวยเทคนิค HPLC เบ้ืองตนพบวารากท้ังสองชนิดมีการสะสมสาร 

glycyrrhizin  ซึ่งยังตองศึกษาเชิงลึกตอไปเพ่ือทราบองคประกอบทางเคมีของสารทุตยิภูมิอ่ืน ๆจากสารสกัดรากชะเอมเทศ 

พรอมท้ังเปรียบเทียบปริมาณสาร glycyrrhizin จากรากชะเอมเทศท่ีมีการถายยีนและไมมีการถายยนี เพ่ือเปนขอมูลท่ีสําคญั

ในการผลติสารผลิตภัณฑธรรมชาติจากสมุนไพรในสภาพปลอดเช้ือ และการนําไปใชประโยชนตอไปในอนาคต 

 

คําสําคญั: ชะเอมเทศ การเพาะเลีย้งราก การถายยีน 

 

 

 

 

 



4. Abstract 

Licorice (Glycyrrhiza glaba L.) is a potential plant for producing and accumulating of 

secondary metabolites, glycyrrhizin, in stem and root. Since licorice cannot be grown in Thailand, the 

study of licorice root culture for producing secondary metabolites is an alternative method. In the 

first year, report is aimed to study the in vitro propagation of licorice, genes transferred of rolABC to 

induce hairy root, and increase accumulation of secondary metabolites. Licorice seeds were initiated 

by surface sterilization. The suitable procedure is soaked in 70% ethanol, for 1 minute, and shaked in 

10% sodium hypochlorite combined with 0.02% tween-20 for 10 or 20 minutes. To establish shoots 

in multiplication medium, MS medium supplemented with BAP, kinetin and TDZ were used. The 

shoot multiplication medium supplemented with 1.0 2.0 and 3.0 mg/L BAP gave the highest shoot 

formation number, 3.44 3.56 and 3.00 shoots, within 30 days.  Roots were produced 100% from 

shoots on MS medium without hormone or supplemented with 1 mg/L IBA or IAA. The rolABC gene 

was transferred to root leaf and stem via Agrobacterium tumefaciens stain EHA105 with plasmid 

pEXM120. Preliminary result showed that, new roots harboring rolABC was obtained from only initial 

root. In vitro cultured of licorice roots produced maximum hairy roots in liquid MS medium 

supplemented with 0.5 mg/L GA and 1 mg/L IAA. Root production in darkness was slightly better in 

light condition. Agrobacterium rhizogenes A13 were used for transferred rolABCD. The result showed 

that, making wound on the stem for gene transfer produced the highest of hairy root and the 

maximum hairy root was found in liquid MS medium supplemented with 40 g/L sucrose on shaker at 

60 rpm.  HPLC analysis, glycyrrhizin was found from crude extracts of both the gene transferred and 

control licorice root cultures.  However, the qualitative and quantitative analysis of glycyrrhizin and 

other secondary metabolites should be investigated from both root cultures for supported to in vitro 

natural product cultures and other utilizations.   
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