
รายงานฉบบัสมบูรณ  
 

 

 

 

การเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศ (Glycyrrhiza glaba L.) ในสภาพปลอดเชื้อ

เพ่ือการผลิตสารทุติยภูมิ 

In Vitro Culture of Licorice (Glycyrrhiza glaba L.)  

Root for Secondary Metabolite Production 

 

 

 

 

 

 

 

 

ไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยประจําป  2556 

จากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาต ิ

 

 

 

 



รายงานฉบับสมบูรณ  

การเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศ (Glycyrrhiza glaba L.) ในสภาพปลอดเช้ือ 

เพ่ือการผลิตสารทุติยภูมิ 

In Vitro Culture of Licorice (Glycyrrhiza glaba L.)  

Root for Secondary Metabolite Production 

 

 

ท่ีปรึกษาโครงการ 

ดร.ศรีเมฆ   ชาวโพงพาง 

 

หัวหนาโครงการ 

ดร.วิภารัตน  พิทักษดานธรรม (ชํานาญการ) 

 

ผูรวมโครงการ 

  นายดํารงศักดิ์ อายุวนานนท  

นางสาววิลาสินี กวีกิจธรรมกุล   

ดร. เจษฎาพร พิทักษสุธีพงศ  

    

       

    

 

 

 

มกราคม 2559 

ไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยประจําป  2556 

จากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ 



 
กิติกรรมประกาศ 

 
 รายงานการวิจัยปท่ี 1 นี้ รบัทุนอุดหนุนการวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ ประจําป
งบประมาณ 2556 ขอขอบคุณคณะกรรมการติดตามและประเมินผลโครงการท่ีชวยเสนอแนะ และใหคําแนะนํา
ในการดําเนินการวิจัย รวมถึงเจาหนาท่ีสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติทุกทาน ท่ีใหความอนุเคราะหชวย
ประสานงานและอํานวยความสะดวกตางๆ  ซ่ึงคณะผูวิจัยขอกราบขอบพระคุณไว ณ โอกาสนี้ 
 

คณะผูวิจัย 
มกราคม 2559 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



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

 
 ท่ีปรึกษาโครงการวิจัย   
 ดร.ศรีเมฆ   ชาวโพงพาง  
 ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 50 ถ.งามวงศวาน ลาดยาว จตุจักร กรุงเทพฯ 10900 โทรศัพท 0-2579-1026 
 
 หัวหนาโครงการ 
 ดร.วิภารัตน  พิทักษดานธรรม (ชํานาญการ) 

หองปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพเพ่ืออุตสาหกรรม ฝายนาโนเทคโนโลยีและเทคโนโลยีชีวภาพ 
สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  

 50 ถ.งามวงศวาน ลาดยาว จตุจักร กรุงเทพฯ 10900 โทรศัพท 0-2942-8600-3   
 
 ผูรวมโครงการ 
  
 นายดํารงศักดิ์ อายุวนานนท  
 ฝายนาโนเทคโนโลยีและเทคโนโลยีชีวภาพ 
 สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  
 50 ถ.งามวงศวาน ลาดยาว จตุจักร กรุงเทพฯ 10900 โทรศัพท 0-2942-8600-3   
 
 นางสาววิลาสินี กวีกิจธรรมกุล   
 หองปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพเพ่ืออุตสาหกรรม ฝายนาโนเทคโนโลยีและเทคโนโลยีชีวภาพ 
 สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  
 50 ถ.งามวงศวาน ลาดยาว จตุจักร กรุงเทพฯ 10900 โทรศัพท 0-2942-8600-3 ตอ 301 
 
 ดร. เจษฎาพร พิทักษสุธีพงศ  
 หนวยปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพอาหาร ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ 
 อุทยานวิทยาศาสตรประเทศไทย ปทุมธานี 12120  โทรศัพทและโทรสาร 02-5646700 
 
  
    
  
 ไดรับทุนอุดหนุนการวิจัยประจําป  2556  จํานวน 419,000.00 บาท  
 ระยะเวลาทําการวิจัย 12 เดือน เริ่มทําการวิจัยเม่ือ (เดือน ป) กรกฎาคม 2556  
 
 
 
 



บทคัดยอ 
 
  ชะเอมเทศเปนพืชท่ีมีศักยภาพในการสราง และสะสมสารสําคัญทางชีวภาพ ดวยมีการสะสมสารในกลุม 
glycyrrhizin ในสวนของลําตน และราก แตเนื่องจากชะเอมเทศไมสามารถปลูกเลี้ยงไดในสภาพภูมิอากาศ
ประเทศไทย การศึกษาวิจัยเรื่องการเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศในสภาพปลอดเชื้อเพ่ือการผลิตสารทุติยภูมิ จึงเปน
แนวทางหนึ่งท่ีจะทําใหสามารถผลิตสารสําคัญดังกลาวได รายงานผลการวิจัย ปท่ี1 ฉบับนี้มีวตัถุประสงคเพ่ือ
ศึกษาเทคนิคในการเพ่ิมปริมาณตนพันธุชะเอมเทศในสภาพปลอดเชื้อ รวมถึงการทดลองถายยีนท่ีมีผลในการ
กระตุนใหพืชมีการสรางรากฝอยจํานวนมาก อีกท้ังมีการสรางและสะสมสารสําคัญทางชีวภาพเพ่ิมมากข้ึน เริ่ม
จากการฟอกฆาเชื้อเมล็ดชะเอมเทศพบวา วิธีการท่ีเหมาะสมในการฟอกฆาเชื้อบริเวณผิวเมล็ดชะเอมเทศคือ แช
เมล็ดในเอทานอล 70% นาน 1 นาที จากนั้นฟอกฆาเชื้อดวย sodium hypochlorite 10% รวมกับ tween-20 
0.02% นาน 10 ถึง 20 นาที การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดยอดใหมจํานวนมากโดยทําการเพาะเลี้ยงยอดบน
อาหารสูตร MS ท่ีมีสารควบควบคุมการเจริญเติบโตชนิดตาง ๆ ไดแก BAP kinetin และ TDZ พบวาเม่ือ
เพาะเลี้ยงยอดบนอาหารสูตร MS ท่ีมี BAP 1 2 หรือ 3 มิลลิกรัมตอลิตร ยอดชะเอมเทศมีการสรางยอดใหม
สูงสุด คือ 3.44 3.56 และ 3.00 ยอด ท่ีระยะเวลา 30 วัน ยอดชะเอมเทศสามารถเกิดรากได 100% เม่ือเลี้ยง
บนอาหารสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโต หรือเม่ือเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี IBA หรือ IAA ท่ี
ระดับความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร เม่ือทําการทดลองถายยีน rolABC เขาสูสวนของ ราก ใบ และลําตน
ชะเอมเทศ โดยใช Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ EHA105 พลาสมิด pEXM120 เบื้องตนพบวามี
เฉพาะสวนของรากท่ีสามารถสรางรากใหมท่ีมียีน rolABC การเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศในอาหารเหลวสภาพ
ปลอดเชื้อ พบวาเม่ือเลี้ยงรากในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีมี GA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA 1 มิลลิกรัมตอ
ลิตร รากชะเอมเทศมีการสรางรากฝอยใหมดีท่ีสุด โดยเม่ือเลี้ยงในสภาพมืด รากเดิมมีการสรางรากฝอยไดดีกวา
เล็กนอยเม่ือเปรียบเทียบกับการเลี้ยงในสภาพท่ีมีแสงสวาง  เม่ือทําการทดลองถายยีน rolABC โดยใช 
Agrobacterium rhizogenes สายพันธุ A13 พบวาสวนของลําตนท่ีมีการสรางบาดแผลโดยวิธีการจิ้ม สามารถ
สรางรากฝอยไดดีท่ีสุด และรากฝอยท่ีไดรับการถายยีนสามารถเพ่ิมปริมาณไดดีท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร 
MS ท่ีมีน้ําตาลซูโครส 40 กรัมตอลิตร บนเครื่องเขยาท่ีความเร็วรอบ 60 รอบตอนาที จากการวิเคราะหราก
ชะเอมเทศท่ีเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อท้ังรากท่ีไดรับการถายยีน และรากท่ีไมไดรับการถายยีน ดวยเทคนิค 
HPLC เบื้องตนพบวารากท้ังสองชนิดมีการสะสมสาร glycyrrhizin  ซ่ึงยังตองศึกษาเชิงลึกตอไปเพ่ือทราบ
องคประกอบทางเคมีของสารทุติยภูมิอ่ืน ๆจากสารสกัดรากชะเอมเทศ พรอมท้ังเปรียบเทียบปริมาณสาร 
glycyrrhizin จากรากชะเอมเทศท่ีมีการถายยีนและไมมีการถายยีน เพ่ือเปนขอมูลท่ีสําคัญในการผลิตสาร
ผลิตภัณฑธรรมชาติจากสมุนไพรในสภาพปลอดเชื้อ และการนําไปใชประโยชนตอไปในอนาคต 
 
 
คําสําคัญ: ชะเอมเทศ การเพาะเลี้ยงราก การถายยีน 

 
 
 
 
 
 
 

 
 



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.   
 
 
Keyword: Licorice, Glycyrrhiza glaba L., Root culture, Agrobacterium tumefaciens, 
Agrobacterium rhizogenes 
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ภาพท่ี 4 การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดยอดใหม บนอาหารสูตร MS  

 ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโตไคนินท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ  13 
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ภาพท่ี 6 การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากท่ีระยะเวลา 30 วัน    16 
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ภาพท่ี 11 รากท่ีเกิดจากบาดแผลชนิดรอยตัดและเข็มจิ้มบนลําตนชะเอมเทศ   21 
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    การเจริญเติบโตชนิด และความเขมขนระดับตาง ๆ ในสภาวะมืด   24 
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    การเจริญเติบโตชนิด และความเขมขนระดับตาง ๆ ในสภาวะมีแสงสวาง  25 
ภาพท่ี 15 การเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศในอาหารเหลวสูตร GIL3     25 
ภาพท่ี 16 รากฝอยชะเอมเทศท่ีไดรับการถายยีน rolC         26 
ภาพท่ี 17 เปรียบเทียบสูตรอาหารเหลวสําหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื้อพืช ระหวาง MS กับ B5 27 
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          หนา 
    ตารางท่ี 1 ตัวอยาง พืชท่ีประสบความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงรากเพ่ือผลิตสารทุติยภูมิ      
     ท่ีถูกชักนําโดย การถายยีน จาก Agrobacterium rhizogenes                  4 
    ตารางท่ี 2 อาหารสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโตไคนิน 

 ท่ีระดับความเขมขนตาง ๆท่ีใชในการชักนําใหยอดเกิดยอดใหม  5 
ตารางท่ี 3 อาหารสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโตไคนิน 

 ท่ีระดับความเขมขนตาง ๆท่ีใชในการชักนําใหยอดเกิดยอดใหม  6 
ตารางท่ี 4 อาหารสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซิน  

 ท่ีระดับความเขมขนตาง ๆท่ีใชในการชักนําใหยอดเกิดราก    6 
ตารางท่ี 5 อาหารสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซิน  

 ท่ีระดับความเขมขนตาง ๆท่ีใชในการชักนําใหยอดเกิดราก   7 
 ตารางท่ี 6 การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดยอดใหม บนอาหารสูตร MS 
    ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโตไคนินท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ  13 
 ตารางท่ี 7 การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากใสภาพปลอดเชื้อ บนอาหารสูตร  
    MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซินท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ  14 
 ตารางท่ี 8 การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากบนอาหารสูตร MS ท่ีมี 
    สารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซินท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ  16 
 ตารางท่ี 9 ไพรเมอรท่ีใชในการสรางพลาสมิดลูกผสม  
                 pCAMBIA3300rolABC หรอื pCAMBIA3300rolABC  
    หรือ pCAMBIA3300rolC      17 
 ตารางท่ี 10 จํานวนรากฝอยจากการถายโอนยีนโดย A. rhizogenes A13  
                       บนแผนใบและลําตนชะเอมเทศ      19 
 ตารางท่ี 11 จํานวนรากฝอยจากการถายโอนยีนโดย A. rhizogenes A13  

                                   จากการสราง บาดแผลดวยเข็มและมีด     21 
ตารางท่ี 12  การเกิดรากฝอยจากการถายโอนยีนโดย A. rhizogenes A13  

                        ท่ีความเขมขนระดับ ตางๆบนลําตนชะเอมเทศ    22 
ตารางท่ี 13 รากฝอยท่ีเกิดจากการถายโดนยีนโดย A. rhizogenes A13  
                ท่ีไดรับ AS ในความเขมขนเทา      23 
ตาราง ท่ี 14 คาเฉลี่ยน้ําหนักสด ของรากฝอยของชะเอมเทศ ท่ีไดรับการถายยีน 
                ซ่ึงเลี้ยงในสูตรอาหาร MS และ B5     26 
ตาราง ท่ี 15 คาเฉลี่ยน้ําหนักสด ของรากฝอยของชะเอมเทศท่ีไดรับการถายยีน  
                 ซ่ึงเลี้ยงในสูตรอาหาร MS และเติมฮอรโมนท่ีความเขมขนตางๆ  27 
ตารางท่ี 16 คาเฉลี่ยน้ําหนักสดของรากฝอยของชะเอมเทศท่ีไดรับการถายยีน 
               ซ่ึงเลี้ยงในสูตรอาหาร MS และเติมน้ําตาลซูโครสท่ีความเขมขนตางๆ  28 
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บทนํา 
 
  ชะเอมเทศ เปนพืชสมุนไพรท่ีรูจักกันมานาน ลําตนมีความสูงประมาณ 1-2 เมตร ใบเปนใบประกอบ
ลักษณะเปนรูปขนนก ออกสลับกัน มีใบยอยประมาณ 9-17 ใบ สวนกานใบยอยสั้นมาก ใบสีเขียวอมเหลือง ดอก
ออกเปนชอ กลีบดอกสีมวงออน ๆ กานดอกสั้นมาก ฝกมีลักษณะแบน ผิวขางนอกเรียบ ตั้งแตในอดีตมีการใช
ชะเอมเทศเปนสมุนไพรรักษาโรคตางๆหลายชนิด เชน วัณโรคปอด หอบหืด โรคกระเพาะอาหารหรือลําไสเล็ก 
และหลอดลมอักเสบเปนตน อีกท้ังยังมีงานวิจัยท่ีนําสารสกัดจากชะเอมเทศ มาใชในเครื่องสําอาง โดยมี
สรรพคุณ ทําใหผิวหนังขาวกระจางข้ึน  หรือยับยั้งการสรางเม็ดสีผิว ในดานอาหาร ชะเอมเทศเปนสารท่ีใหความ
หวานแตไมใหพลังงาน จึงสามารถนํามาใชในผลิตภัณฑอาหารสําหรับผูปวยโรคเบาหวานได นอกจากนี้ยังมี
งานวิจัยชะเอมเทศ เก่ียวกับการออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา เชน ตานอาการอักเสบ ตานการเกิดมะเร็ง ตานอาการ
ภูมิแพผิวหนัง จากสรรพคุณของชะเอมเทศท่ีมีอยูมากมาย คณะผูวิจัย จึงมองเห็นความสําคัญของสมุนไพรชนิด
นี้ เพ่ือศึกษาการเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศในสภาพปลอดเชื้อเพ่ือการผลิตสารสําคัญท่ีออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เพ่ือ
ประยุกตใชในผลิตภัณฑเครื่องสําอาง และผลิตภัณฑอาหารเฉพาะกลุมตอไป 
 ปจจุบันเทคโนโลยีดานการเพาะเลี้ยงเซลลพืชเพ่ือการผลิตสารทุติยภูมิ เพ่ือนําสารดังกลาวไปใช ทางเภสัช
วิทยา เครื่องสําอาง อาหารเสริม สียอม และอ่ืน ๆ กําลังเปนท่ีสนใจ มีรายงานการศึกษาอยางกวางขวางดาน 
การเพาะเลี้ยงเซลลพืช ท้ังในระดับหองปฏิบัติการไปจนถึงการเพ่ิมปริมาณการเพาะเลี้ยงในระดับอุตสาหกรรม 
รวมถึงการชักนําใหมีการสรางและสะสมสารทุติยภูมิในเซลลท่ีเพาะเลี้ยง ขอดีของการผลิตสารทุติยภูมิจากการ
เพาะเลี้ยงเซลลพืชคือ สามารถเพาะเลี้ยง และผลิตสารไดตลอดท้ังป สารท่ีไดมีคุณภาพสมํ่าเสมอ รากพืชนับเปน
สวนของพืชท่ีมีศักยภาพในการนํามาเพาะเลี้ยง เนื่องจากมีการพัฒนาเทคนิคการเพาะเลี้ยงรากพืช โดยมีการใช
แบคทีเรียท่ีเรียกวา  Agrobacterium rhizogenes เพ่ือชักนําใหสวน T-DNA เขาไปในเซลลพืช ทําใหเซลลพืชมี
การพัฒนาเกิดเปนรากฝอยเปนจาํนวนมาก โดยไมจําเปนตองใชสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีมีราคาแพงเพ่ือชัก
นําใหเกิดราก ซ่ึงจะสามารถชวยลดตนทุนในการเพาะลี้ยงรากพืชไดเปนอยางมาก นอกจากนั้นสวน T-DNA ท่ี
นําเขาไปยังมีสวนกระตุนใหรากท่ีเกิดข้ึนมีการสรางและสะสมสารทุติยภูมิมากข้ึนดวย ชะเอมเทศนับเปนพืชหนึ่ง
ท่ีมีศักยภาพในการนํามาเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อเพ่ือการผลิตสารทุติยภูมิ เนื่องจากชะเอมเทศมีการสะสม
สารทุติยภูมิกลุม glycyrrhizin ในสวนของลําตน และราก ขอเสนอโครงการนี้จึงสนใจศึกษาเทคนิคการ
เพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศในสภาพปลอดเชื้อเพ่ือการผลิตสารในกลุม glycyrrhizin ซ่ึงจะสามารถนําไปตอยอดให
เกิดประโยชนไดในทางเภสัชวิทยา เครื่องสําอาง และอ่ืน ๆไดในอนาคต 
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วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

 
1. ศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงตนชะเอมเทศบนอาหารแข็งในสภาพปลอดเชื้อ 
2. ศึกษาวิธีการชักนําใหเกิดรากฝอย การกระตุนใหมีการสรางและสะสมสารทุติยภูมิในชะเอมเทศ โดยใชเชื้อ 
Agrobacterium rhizogenes 
3. ศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศในอาหารเหลวในสภาพปลอดเชื้อ 
4. ศึกษาวิธีการท่ีเหมาะสมในการชักนําใหรากชะเอมเทศมีการสรางและสะสมสารทุติยภูมิ ในอาหารเหลว
สภาพปลอดเชื้อ 
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ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวของ 
  
   ชะเอมเทศ (Liquorice, Licorice) มีชื่อวิทยาศาสตรวา Glycyrrhiza glabra L. จัดอยูในวงศ 

Fabaceae เปนพรรณไมท่ีมีอายุนานหลายป ลําตนมีความสูงประมาณ 1-2 เมตร ใบเปนใบประกอบลักษณะ
เปนรูปขนนก และจะออกสลับกัน มีใบยอยประมาณ 9-17 ใบ สวนกานใบยอยนั้นจะสั้นมาก ใบจะเปนสี
เขียวอมเหลือง ดอกจะออกเปนชอ กลีบดอกจะเปนสีมวงออน ๆ และกานดอกจะสั้นมาก ฝกจะมีลักษณะ
แบน และผิวขางนอกจะเรียบ  

   สาร Glycyrrhizin ท่ีสกัดไดจากชะเอมเทศ มีคุณสมบัติ ตานอาการอักเสบ (anti-inflammatory), ลด
การเกิดหนอง (anti-ulcerous), ลดอาการแพบริเวณผิวหนัง (antiallergic), ตานการเกิดมะเร็ง 
(anticancer) และเพ่ิมภูมิคุมกัน (immuno-modulating activities) นอกจากนี้สาร glycyrram ซ่ึงเปน
เกลือแอมโมเนียมโมเลกุลเดี่ยวท่ีเปนสารใหความหวาน โดยใหความหวานมากกวาน้ําตาลซูโคสถึง 300 เทา 
(Kondratenko et al. 2005). โครงสรางทางเคมี และข้ันตอนการสังเคราะห Glycyrrhizic acid จากชะเอม
เทศ แสดงดังภาพท่ี 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
ภาพท่ี 1 โครงสรางทางเคมี และข้ันตอนการสังเคราะห Glycyrrhizic acid ซ่ึงเปนสารสําคัญท่ีแยกไดจากชะเอม

เทศ (Kojoma et al., 2009) 
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 การใช Agrobacterium rhizogenes ชักนําใหเกิดรากฝอย และกระตุนใหมีการสรางและสะสมสาร

ทุติยภูมิในรากพืชท่ีเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือ  
 Agrobacterium rhizogenes เปนเชื้อแบคทีเรีย แกรมลบ ท่ีเม่ือนํามาเลี้ยงรวมกับพืชจะสามารถกระตุนให

เซลลพืชสรางรากฝอยได โดย Agrobacterium rhizogenes จะสงถาย DNA ซ่ึงเปนพลาสมิดขนาดใหญ 
เรียกวา root inducing plasmid (pRi) ซ่ึงมีสวนของ T-DNA เขาสูจีโนมพืช จะสามารถกระตุนใหเซลลพืช
สราง ออกซิน (endogenous auxin) ซ่ึงเปนสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีผลกระตุนใหเซลลพืชท่ีไดรับการ
ถาย T-DNA มีการสรางรากได  (Chandra and Chanda, 2011) มากไปกวานั้นยังมีรายงานวารากพืชท่ีถูก
กระตุนดวย Ri พลาสมิดจะสามารถสรางและสะสมสารทุติยภูมิไดไมตางจากพืชท่ีปลูกในสภาพธรรมชาติ มี
รายงานการใช Agrobacterium rhizogenes ในการสงถาย T-DNA เขาสูจีโนมพืชเพ่ือกระตุนใหเซลลพืชท่ี
เลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อมีการสรางรากฝอยเพ่ิมข้ึนในพืชหลายชนิด (ตารางท่ี 1) 

 
ตารางท่ี 1ตัวอยาง พืชท่ีประสบความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงรากเพ่ือผลิตสารทุติยภูมิท่ีถูกชักนําโดย การถายยีน 

จาก Agrobacterium rhizogenes 

สารทุติยภูมิ ชนิดพืช เอกสารอางอิง 
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 

 
การชักนําใหเซลลพืชท่ีเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือมีการสรางและสะสมสารทุติยภูมิ 
จากรายงานการเพาะเลี้ยงรากพืชในสภาพปลอดเชื้อ พบวามักมีการใชตัวกระตุน (elicitors) ไดแกปจจัย
ภายนอก เชน อุณหภูมิ พีเอช หรือสารบางชนิด เชน เพคติน (pectin) เซลลูโลส (cellulose) ซ่ึงเปนสารโพลี
แซคคาไรดท่ีเปนองคประกอบในผนังเซลลของพืช หรือสารพวก ไคติน (chitin) กลูแคน (glucan) ซ่ึงไดจาก
เชื้อจุลินทรีย ในการกระตุนใหรากพืชมีการสรางและสะสมสารทุติยภูมิเพ่ิมข้ึน (Goel et al 2011) เชนมีการใช 
chitosan รวมกับการเพาะเลี้ยงราก Hypericum perforatum สามารถกระตุนใหรากมีการสรางสาร 
xanthones เพ่ิมข้ึน 2.7 เทา (Tocci et al. 2012) มีการใช Coumaric acid และ tyramine กระตุนใหราก 
Gloriosa superba สรางสารโคชิซิน (colchicine) เพ่ิมข้ึน 5 ถึง 6 เทา (Ghosh et al 2002) นอกจากนี้มีการ
ใช heptasaccharide และ octasaccharide กระตุนใหราก Panax ginseng มีการสราง saponins เพ่ิมข้ึน 4 
เทา (Zhou et al. 2007) 
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วิธีการดําเนินการวิจัย 
  
การเตรียมเนื้อเยื่อเริ่มตนเพ่ือใชในการทดลองท่ี 1 และ 2 

- ฆาเชื้อบริเวณผิวเมล็ดชะเอมเทศ (Glycyrrhiza glabra L.) ดวยวิธีตาง ๆ คือ วิธีท่ี 1 ฟอกฆาเชื้อดวย 
10% sodium hypochlorite รวมกับ 0.02% (v/v) tween-20 นาน 10  นาที วิธีท่ี 2 ฟอกฆาเชื้อดวย 
10% sodium hypochlorite รวมกับ 0.02% (v/v) tween-20 นาน 20  นาที คือ วิธีท่ี 3 แชเมล็ดใน
70% (v/v) เอทานอล นาน 1 นาที จากนั้นฟอกฆาเชื้อดวย 10% sodium hypochlorite รวมกับ 
0.02% (v/v) tween-20 นาน 10  นาที วิธีท่ี 4 แชเมล็ดใน 70% (v/v) เอทานอล นาน 1 นาที จากนั้น
ฟอกฆาเชื้อดวย 10% sodium hypochlorite รวมกับ 0.02% (v/v) tween-20 นาน 20  นาที วิธีการ
ละ 25 เมล็ด จากนั้นนําเมล็ดท่ีฟอกฆาเชื้อแลวเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS (Murashige and Skoog, 
1962) จนเมล็ดงอก บันทึกผลการปนเปอนเชื้อจุลินทรีย และอัตราการงอกของเมล็ด 

-   เพาะเลี้ยงสวนยอดและตาขางบนอาหารสูตร MS ท่ีมี BAP (6-benzylaminopurine) 1 มิลลิกรัมตอลิตร 
และยายเนื้อเยื่อทุกๆ 30 วัน จนไดจํานวนยอดและตาขางเพียงพอตอการนําไปทดลองหาสูตรอาหารท่ี
เหมาะสมในการชักนําใหเกิดยอด และสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการชักนําใหเกิดรากตอไป 

  
 การทดลองท่ี 1 การเพาะเลี้ยงตนชะเอมเทศบนอาหารแข็งในสภาพปลอดเชื้อ 

- ทําการทดลองชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดยอดใหมสองครั้งโดยครั้งท่ีหนึ่ง เลี้ยงยอดชะเอมเทศบนอาหาร
แข็งสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโตไคนิน ไดแก BAP หรือ Kinetin ท่ีระดับความ
เขมขนตาง ๆ (ตารางท่ี 2) เพ่ือชักนําใหเกิดยอดใหม สูตรอาหารละ 2 ซํ้า ๆละ 20 ชิ้น ครั้งท่ีสองเลี้ยง
ยอดชะเอมเทศบนอาหาร แข็งสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโตไคนิน ไดแก BAP หรือ 
Kinetin หรือ TDZ (N-phenyl-N’-1,2,3-thidiazol-5-ylurea) ท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ (ตารางท่ี 3) จํานวน
สูตรอาหารละ 4 ซํ้า ๆละ 3 ชิ้น 
 
ตารางท่ี 2 อาหารสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโตไคนินท่ีระดับความเขมขนตาง ๆท่ีใช
ในการชักนําใหยอดเกิดยอดใหม 
 

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 ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโตไคนินท่ีระดับความเขมขนตาง ๆท่ีใช
ในการชักนําใหยอดเกิดยอดใหม 

 
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 

 
ทําการทดลองชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากสองครั้งโดยครั้งท่ีหนึ่งทําการเพาะเลี้ยงยอดบนอาหารแข็ง
สูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซิน ไดแก NAA (1-naphthaleneacetic acid) IBA (3-
indolebutyric acid) หรือ IAA (indole-3-acetic acid) ท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ เพ่ือชักนําใหยอด
เกิดราก สูตรอาหารละ 4 ซํ้า ๆละ 4 ชิ้น (ตารางท่ี 4) การทดลองครั้งท่ีสองชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิด
รากซํ้า โดยการเพาะเลี้ยงยอดบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซิน ไดแก 
IBA (3-indolebutyric acid) และ/หรือ IAA (indole-3-acetic acid) ท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ สูตร
อาหารละ 2 ซํ้า ๆละ 10 ชิ้น (ตารางท่ี 5) 
 
ตารางท่ี 4 อาหารสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซิน ท่ีระดับความเขมขนตาง ๆท่ีใชใน
การชักนําใหยอดเกิดราก  
 

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 ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซิน ท่ีระดับความเขมขนตาง ๆท่ีใชใน
การชักนําใหยอดเกิดราก 
 

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 เขาสูเนื้อเยื่อสวน

ตาง ๆโดยใชเชื้อ Agrobacterium  
 

- เชื้อท่ีนํามาใชในการชักนําใหเกิดรากคือ Agrobacterium rhizogenese สายพันธุ A13 ท่ีมี
การตัดโคลนพลาสมิดดวย EHA 101 pIG121Hm ท่ีมี Gus-intron เปน reporter ยีน และ 
Agrobacterium tumrfaciens สายพันธุ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pEXM120 ท่ีมี Nos-NPTII 
ยีน, 35S-GUS ยีน, rolABC ยีนและ 35S-R ยีน 

- เตรียมเชื้อ Agrobacterium สําหรับถายยีน โดยนําโคโลนีเดี่ยว เลี้ยงในอาหารเหลวสูตร LB 
(Luria Bertani medium) ท่ีมี kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร เขยาท่ีความเร็วรอบ 120 
รอบตอนาที อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน จากนั้นเลี้ยงเชื้อใหม (restart 
culture) ในอาหาร LB ท่ีมี kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร และ AS 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
อัตราสวน เชื้อ:อาหาร เทากับ 1:100 ปริมาณ 100 มิลลิลิตร เขยาท่ีความเร็วรอบ 120 รอบ
ตอนาที อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส จนเชื้อมีความขุนวัดคาได OD600 = 0.4-0.5 นําเชื้อท่ีได
ใชในการถายโอนยีน 

- เตรียมชิ้นสวนเนื้อเยื่อชะเอมเทศสําหรับการถายยีน โดยเลี้ยงตนชะเอมเทศบนอาหารสูตร MS 
ท่ีไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลา 30 วันกอนนํามาถายยีน ตัดชิ้นสวนใบขนาด 1.0 
ตารางเซนติเมตร และลําตนยาว 1 เซนติเมตร  

- การทดลองท่ี 2.1 ศึกษาประสิทธิภาพในการถายโอนยีน บนแผนใบ และลําตนของชะเอมเทศ 
โดยการใชมีดตัดแผนใบ และสวนของลําตน จากนั้นใชเข็มจุมเชื้อแลวสรางบาดแผล 3-4 
บาดแผลตอ 1 ชิ้นเนื้อเยื่อ จากนั้นนําชิ้นสวนท่ีไดเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีไมมีสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต เปนเวลา 2 วัน ยายไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี สาร 
cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร เปลี่ยนอาหารทุกๆ 2-7 วัน ข้ึนกับการเจริญของเชื้อ 
Agrobacterium บันทึกผลการเกิดรากใหม และการเปลี่ยนแปลงอ่ืน ๆ ยืนยันผลการถายยีน
ดวยเทคนิค PCR สวนของยีน rolC   
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- การทดลองท่ี 2.2 ศึกษาวิธีการสรางบาดแผลบนสวนของลําตนชะเอมเทศ ท่ีมีตอการเกิดราก
ฝอย โดยเปรียบเทียบ 2 วิธีคือ วิธีท่ี 1 จิ้มสวนของลําตนชะเอมเทศ ดวยเข็มท่ีมีเชื้อ 
เปรียบเทียบกับวิธีท่ี 2 ใชใบมีดท่ีจุมในสารละลายเชื้อในการตัด จากนั้นนําชิ้นสวนท่ีไดเลี้ยง
บนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโต เปนเวลา 2 วัน ยายไปเลี้ยงบน
อาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี สาร cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร เปลี่ยนอาหารทุกๆ 2-7 วัน 
ข้ึนกับการเจริญของเชื้อ Agrobacterium บันทึกผลการเกิดรากใหม และการเปลี่ยนแปลงอ่ืน 
ๆ ยืนยันผลการถายยีนดวยเทคนิค PCR สวนของยีน rolC 

- การทดลองท่ี 2.3 ศึกษาผลของความเขมขนของเชื้อตอการเกิดรากฝอยบนสวนของลําตน
ชะเอมเทศ โดยนําเชื้อท่ีไดจากการเตรียมในขอ 2 มาทําการเจือจางดวยอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร 
LB ใหมีความเขมขนสามระดับคือ 1, 0.1 และ 0.01 เทา จากนั้นนําเชื้อท่ีเจือจางแลวทําการ
ถายโอนยีนบนสวนของลําตน โดยวิธีการใชเข็มจุมเชื้อแลวสรางบาดแผล 3-4 บาดแผลตอ 1 
ชิ้นเนื้อเยื่อ จากนั้นนําชิ้นสวนท่ีไดเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการ
เจริญเติบโต เปนเวลา 2 วัน ยายไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี สาร cefotaxime 250 
มิลลิกรัมตอลิตร เปลี่ยนอาหารทุกๆ 2-7 วัน ข้ึนกับการเจริญของเชื้อ Agrobacterium 
บันทึกผลการเกิดรากใหม และการเปลี่ยนแปลงอ่ืน ๆ ยืนยันผลการถายยีนดวยเทคนิค PCR 
สวนของยีน rolC 

- การทดลองท่ี 2.4 ศึกษาผลของความเขมขน ของสาร AS (acetosyringone) ตอ
ความสามารถในการกระตุน A. rhizogenes A13 ในการถายโอนยีนบนชิ้นสวนของชะเอม
เทศเพ่ือการชักนําใหเกิดรากฝอย โดยนําเชื้อท่ีไดจากการเตรียมในขอ 2 มาเลี้ยงรวมกับ AS 
ความเขมขน 0.05 0.1 และ 0.5 กรัมตอลิตร ตามลําดับ นําไปหมุนเหวี่ยงท่ีเครื่องหมุนเหวี่ยง
ดวยความเร็ว 150 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 – 5 ชั่วโมง จากนั้น
นํามาทําการถายโอนยีนบนสวนของลําตน โดยวิธีการใชเข็มจุมเชื้อแลวสรางบาดแผล 3-4 
บาดแผลตอ 1 ชิ้นเนื้อเยื่อ จากนั้นนําชิ้นสวนท่ีไดเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีไมมีสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต เปนเวลา 2 วัน ยายไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี สาร 
cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร เปลี่ยนอาหารทุกๆ 2-7 วัน ข้ึนกับการเจริญของเชื้อ 
Agrobacterium บันทึกผลการเกิดรากใหม และการเปลี่ยนแปลงอ่ืน ๆ ยืนยันผลการถายยีน
ดวยเทคนิค PCR สวนของยีน rolC 

- การตรวจสอบยีน rolC จากดีเอ็นเอของรากฝอยตนชะเอมเทศ สกัดดีเอ็นเอจากรากฝอยท่ี
ตองการทํางานตรวจสอบยีน rolC โดยตัดชิ้นสวนรากท่ีไมไดรับการถายยีน หรือรากฝอยท่ี
คาดวาไดรับการถายยีน ยาวประมาณ 3 เซนติเมตร บดตัวอยางรากในสารละลาย Solution 
1 ปริมาณ 300 ไมโครลิตร ดูดของเหลวท่ีไดจากการบดปริมาณ 300 ไมโครลิตร ใสหลอดเซน
ตริฟวจจากนั้นเติมสารละลาย Solution 2 ปริมาณ 300 ไมโครลิตร กลับหลอด 10 ครั้ง เติม
สารละลาย Solution 3 ปริมาณ 192 ไมโครลิตร และ chloroform ปริมาณ 200 ไมโครลิตร 
กลับหลอด 10 ครั้ง ทําการหมุนเหวี่ยงดวยเครื่องเซนตริฟวจดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบ
ตอวินาที เปนเวลา 5 นาที ดูดสวนใสดานบนปริมาณ 500 ไมโครลิตร ใสหลอดเซนตริฟวจ 
เติม Isopropanol ปริมาณ 500 ไมโครลิตร กลับหลอด 10 ครั้ง นําไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว
รอบเทากับ 13,000 รอบตอวินาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสออก ทําการลางตะกอนดวย 70 
% Ethanol 100 ไมโครลิตร หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบตอวินาที เปนเวลา 1 
นาที ดูดสวนใสออกใหหมด เติม dH2O+RNase ปริมาณ 30 ไมโครลิตร นํา DNA ท่ีสกัดไดมา
ทําการเพ่ิมปริมาณโดยกระบวนการปฏิกิริยา PCR 
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สวนประกอบของสารละลายผสมปริมาณ 10 ไมโครลิตรตอ 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 เปนเวลา 0.45 นาที 
annealing  อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0.45 นาที 
extension  อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที 
 

- วิเคราะหผลผลิตดี เ อ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟไรซิส (agarose gel 
electrophoresis) ดวยเจลอะกาโรส 1 % ท่ีกระแสไฟฟา 100 โวลล เปนเวลา 15 นาที 

 
การทดลองท่ี 3 การเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศรวมท้ังกระตุนใหมีการสรางและสะสมสารทุติยภูมิ ใน
สภาพปลอดเชื้อ  

- ชักนําใหขอเดี่ยวจากตนชะเอมเทศท่ีเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อเกิดรากในอาหารเหลวสูตร MS ท่ี
มีสารควบคุมการเจริญเติบโตไดแก GA3 (gibberiric acid) และสารควบคุมการเจริญเติบโต
กลุมออกซิน ไดแก NAA (1-naphthaleneacetic acid) ท่ีระดับความเขมขนตางๆ ในสภาพ
มืด บนเครื่องเขยาท่ีความเร็ว 100 – 120 รอบ/นาที 

- เพ่ิมปริมาณรากชะเอมเทศในสภาพปลอดเชื้อ ในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการ
เจริญเติบโตไดแก GA3 และสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซิน ไดแก NAA ท่ีระดับความ
เขมขนตางๆ รวมถึงศึกษาปจจัยอ่ืน ๆ ท่ีมีผลตอการเพ่ิมปริมาณราก เชน ความเขมขนของ
น้ําตาล ปริมาณชิ้นสวนเริ่มตน ปริมาณอาหารท่ีใชเลี้ยง ขนาดและชนิดของภาชนะท่ีใชเลี้ยง 
ความเร็วรอบของเครื่องเขยา 
 

การทดลองท่ี 4 การชักนําใหรากชะเอมเทศท่ีเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อสรางและสะสมสารทุติยภูมิ โดย
การใชปจจัยสภาพแวดลอม และสารกระตุน 

- นํารากฝอยชะเทศท่ีผานการทดสอบดวยเทคนิค PCR แลววาเปนรากไดรับการถายยีน rolC 
เพ่ิมปริมาณบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร  

- การทดลองท่ี 4.1 ศึกษาเปรียบเทียบสูตรอาหารเหลวสําหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื้อพืช 2 สูตร 
ระหวาง MS กับ B5 โดยนํารากของชะเอมเทศท่ีไดมาจากการเพ่ิมปริมาณ ตัดเปนรากเด่ียว
ความยาว 3 – 4 เซนติเมตร เลี้ยงในอาหารเหลวสําหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชชนิดเหลว
ระหวาง MS กับ B5 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ท่ีมี cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร ในขวดรูป
ชมพูขนาด 100 มิลลิลิตร ในเครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 60 รอบตอนาที เปนเวลา 4 สัปดาห นําออกมาวัดความยาวและชั่งน้ําหนักสด
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ของราก จดบันทึกความยาวและน้ําหนักสดของราก วิเคราะหเปรียบเทียบการเพ่ิมปริมาณ
ของรากท่ีเลี้ยงใน 2 สูตรอาหาร 

- การทดลองท่ี 4.2 ศึกษาเปรียบเทียบความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีมีตอการ
เพ่ิมปริมาณราก โดยนํารากชะเอมเทศท่ีไดรับการถายยีนตัดเปนรากเดี่ยวความยาว 3 – 4 
เซนตริเมตร เลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีมี cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากนั้น
นําเอาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมท่ีไดมาจากการทดลองท่ี 2 มาเลี้ยงรากของชะเอมเทศตอ โดย
เติมฮอรโมนออกซิน คือ IAA หรือ IBA ท่ีความเขมขน 0, 0.5, 1, 2, 4 มิลลิกรัมตอลิตร นําไป
เลี้ยงในเครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 60 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 4 สัปดาห นําออกมาวัดความยาวและชั่งน้ําหนักสดของราก จดบันทึกความ
ยาวและน้ําหนักสดของราก วิเคราะหเปรียบเทียบความเขมขนของฮอรโมนออกซิน 

- การทดลองท่ี 4.3 การศึกษาเปรียบเทียบความเขมขนของน้ําตาลซูโครส โดยนํารากของชะเอม
เทศตัดเปนรากเดี่ยวความยาว 3 – 4 เซนติเมตร หลังจากนั้นนําเอาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมท่ี
ไดมาจากการทดลองท่ี 2 และความเขมขนฮอรโมนออกซินท่ีเหมาะสมท่ีไดมาจากการทดลอง
ท่ี 3 มาเลี้ยงรากของชะเอมเทศตอ เติมน้ําตาลซูโครสท่ีความเขมขน 30, 40, 50 และ 60 กรัม
ตอลิตร นําไปเลี้ยงในเครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ความเร็ว
รอบ 60 รอบตอนาที เปนเวลา 2 สัปดาห และนําออกมาวัดความยาวและชั่งน้ําหนักสดของ
ราก บันทึกความยาวและน้ําหนักสดของราก และวิเคราะหเปรียบเทียบความเขมขนของ
น้ําตาลซูโครส 

- การวิเคราะหสารทุติยภูมิ จากรากชะเอมเทศท่ีไดจากการเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการดวย

เทคนิค HPLC โดยสกัดรากชะเอมเทศอบแหงดวย 80% เอทานอล 3 ครั้งและนําไประเหยตัว 

นําสารสกัดหยาบมาละลายดวยตัวทําละลายเมทานอล ไดสารละลายจากรากชะเอมเทศ ทํา

การหาสภาวะท่ีเหมาะในหารวิเคราะหสาร glycyrrhizin ซ่ึงเปนสารทุติยภูมิสําคัญท่ีพบในราก

ชะเอมเทศ โดยใชสาร glycyrrhizin เปนสารมาตรฐาน ทําการวิเคราะหตามวิธีของ Sabbioni 

และคณะ โดยใช C8 column ขนาด 150 มิลลิเมตร และใช photodiode array เปน 

detector และใชระบบ isocratic elution ดวย methanol-acetonitrile-water-acetic 

acid (35:35:30:1 by vol) อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที ตรวจวัดท่ีความยาวคลื่น 254 

nm และทําการวิเคราะหตามวิธีของ Jiang และคณะ โดยใช C18 column ขนาด 150 

มิลลิเมตร และใช photodiode array เปน detector และใชระบบ isocratic elution ดวย 

methanol-water-acetic acid (65:34:1) อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที ตรวจวัดท่ี

ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร  

 
การทดลองท่ี 5 ศึกษาเบื้องตนดานเศรษฐศาสตรในการผลิตสารทุติยภูมิจากการเพาะเลี้ยงรากชะเอม
เทศในสภาพปลอดเชื้อ 

- ศึกษาตนทุนการผลิต และความคุมทุนในการผลิตสารทุติยภูมิจากการเพาะเลี้ยงรากชะเอม
เทศในสภาพปลอดเชื้อ ในระดับหองปฏิบัติการ (ไมไดศึกษาเนื่องจากเปนแผนงานของปถัดไป) 
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ผลการวิจัยและการวิเคราะห 
 
การเตรียมเนื้อเยื่อเริ่มตนเพ่ือใชในการทดลองท่ี 1 และ 2  
 จากการทดลองฟอกฆาเชื้อบริเวณผิวเมล็ดชะเอมเทศท้ัง 4 วิธี พบวาวิธีการท่ี 3 คือ แชเมล็ดใน เอทานอล 
70% นาน 1 นาที จากนั้นฟอกฆาเชื้อดวย sodium hypochlorite 10% รวมกับ tween-20 0.02% นาน 10 
นาที และวิธีการท่ี 4 คือแชเมล็ดใน เอทานอล 70% นาน 1 นาที จากนั้นฟอกฆาเชื้อดวย sodium 
hypochlorite 10% รวมกับ tween-20 0.02% นาน 20 นาที มีการปนเปอนเชื้อรา 10% สวนวิธีการท่ี 1 คือ 
ฟอกฆาเชื้อดวย sodium hypochlorite 10% รวมกับ tween-20 0.02% นาน 10 นาที และวิธีการท่ี 2 คือ
ฟอกฆาเชื้อดวย sodium hypochlorite 10% รวมกับ tween-20 0.02% นาน 20 นาที มีการปนเปอนเชื้อรา 
35% และ 40% ตามลําดับ โดยเมล็ดท่ีปลอดเชื้อจะเริ่มงอก สัปดาหท่ี 2 หลังการเพาะบนอาหารสูตร MS 
จากนั้นเพ่ิมปริมาณยอด บนอาหารสูตร MS ท่ีมี BAP 1 มิลลิกรัมตอลิตร เม่ือไดปริมาณยอดเพียงพอตอการ
ทดลองท่ี 1 และ 2 ยายยอดเริ่มตนท้ังหมดเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโตเปนเวลา 1 
เดือน กอนนํามาใชในการทดลองท่ี 1 และ 2 (ภาพท่ี 2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                        ภาพท่ี 2 ตนชะเอมเทศท่ีไดจากการเพาะเมล็ด 
 
การทดลองท่ี 1 การเพาะเลี้ยงตนชะเอมเทศบนอาหารแข็งในสภาพปลอดเชื้อ 
 
ผลการทดลองเพ่ิมปริมาณยอดชะเอมเทศในสภาพปลอดเชื้อ ครั้งท่ี 1 
 
จากการทดลองเพ่ิมปริมาณยอดใหม บนอาหารสูตร MS ท่ีมี BAP 1 2 และ 3 มิลลิกรัมตอลิตร และอาหารสูตร 
MS ท่ีมี Kinetin 1 2 และ 3 มิลลิกรัมตอลิตร พบวายอดชะเอมเทศมีการสรางยอดใหมจากบริเวณโคนตนได 0, 
4.2, 3.2, 1.4, 0, 0 และ0.2 ยอดตามลําดับ โดยยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี BAP ทุกระดับความเขมขน
จะมีการสรางแคลลัสบริเวณโคนตน ลําตนบวม ใบเปนเกร็ด ยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี BAP 3 มิลลิกรัม
ตอลิตร เปลี่ยนเปนสีเขียวเหลือง สวนยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี Kinetin ทุกระดับความเขมขน ไมมีการ
สรางแคลลัสบริเวณโคนตนลําตน ตาบริเวณขอยืดยาวข้ึนมาเปนยอดใหม (ภาพท่ี 3) 
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ภาพท่ี 3 การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดยอดใหมท่ีระยะเวลา 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 พบวายอดชะเอมเทศท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี BAP ทุกระดับความเขมขน 
มีการสรางแคลลัสบริเวณโคนตน ลําตนบวม ใบเปนเกร็ด สวนยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี Kinetin ทุก
ระดับความเขมขน ไมมีการสรางแคลลัสบริเวณโคนตนลําตนและใหจํานวนยอดท่ีแตกใหมนอย ผูวิจัยจึงไดทํา
การทดลองซํ้าเพ่ือยืนยันผลการทดลองเพ่ิมความเขมขนของ Kinetin เปน 4 มิลลิกรัมตอลิตร และไดเพ่ิมการใช 
TDZ ซ่ึงเปนสารสังเคราะหท่ีออกฤทธิ์กระตุนใหเกิดการแตกกอในพืชไดดีโดยเฉพาะไมเนื้อแข็ง ภายหลังการ
เพาะเลี้ยง 30 วัน บันทึกผลการแตกกอพบวายอดชะเอมเทศท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการ
เจริญเติบโต และยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี Kinetin ทุกระดับความเขมขน ไมมีการแตกยอดใหม และ
ไมมีความแตกตางทางสถิติกับยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี 2 มิลลิกรัมตอลิตร TDZ ซ่ึงมีคาเฉลี่ยจํานวน
ยอดใหมเทากับ 0.11 ยอด สวนยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี TDZ ท่ีระดับความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอ
ลิตร และ 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร มีคาเฉลี่ยจํานวนยอดใหม 1.89 และ 1.78 ยอดตามลําดับ ยอดท่ีไดมีลักษณะ
บวม ไมยืดยาวมีการเกิดแคลลัสบริเวณโคนตน ยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี BAP ท่ีระดับความเขมขน 1 2 
และ 3 มิลลิกรัมตอลิตร มีคาเฉลี่ยจํานวนยอดใหม 3.44 3.56 และ 3.00 ยอดตามลําดับ ซ่ึงคาเฉลี่ยจํานวนยอด
ใหมดังกลาวไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นต ดังตารางท่ี 6 และ
ภาพท่ี 4 โดยคาท่ีไดมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% กับคาเฉลี่ยจํานวนยอด
ใหมเม่ือเลี้ยงยอดบนอาหารสูตรอ่ืน ๆโดยยอดท่ีเกิดใหมท่ีไดใบมีขนาดเล็กลําตนอวบ แตเม่ือตัดยอดใหมเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโต ลําตน ใบ และรากท่ีสรางข้ึนใหมบนอาหารสูตรดังกลาวมี
ลักษณะปกติ  
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ตารางท่ี 6 การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดยอดใหม บนอาหารสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซ
โตไคนินท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ ท่ีระยะเวลา 30 วัน 
 

สูตรอาหาร/ซํ้า 
 

BAP 
(mg/L) 

Kinetin 
(mg/L) 

TDZ 
(mg/L) 

คาเฉลี่ยจํานวนยอด 
(ยอด) 

คาเฉลี่ยความยาวยอด 
(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  การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดยอดใหม บนอาหารสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโต

ไคนินท่ีระดับความเขมขนตาง 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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ผลการทดลองการชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากในสภาพปลอดเชื้อ ครั้งท่ี 1 
 
จากการชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากในสภาพปลอดเชื้อพบวา ยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีไมมีสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต ยอดเกิดรากได 60% มีจํานวนรากตอตน 2.83 ราก สวนยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 
ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซินท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ มีเปอรเซ็นตการเกิดราก และจํานวนราก
ตอตนดังตารางท่ี 6 เม่ือพิจารณาลักษณะรากท่ีเกิดพบวา ยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการ
เจริญเติบโต รวมถึงยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี IBA หรือ IAA ทุกระดับความเขมขนใหรากท่ีปกติ คือราก
ผอม ขาว มีการสรางรากแขนงและรากฝอยเล็กนอย ยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี NAA ท้ังสองระดับความ
เขมขน (GR2 และ GR3) รวมถึงยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี NAA รวมกับ IBA หรือ IAA (GR8 และ GR9) 
มีการสรางแคลลัสแข็งบริเวณโคนตนกอนท่ีจะสรางราก รากท่ีไดมีท้ังรากท่ีปกติ และรากท่ีอวบเปราะหักงาย ดัง
ตารางท่ี 7 และภาพท่ี 5 
 
ตารางท่ี 7 การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากใสภาพปลอดเชื้อ บนอาหารสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการ
เจริญเติบโตกลุมออกซินท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ 
 

สูตรอาหาร สวนประกอบ ตนท่ีเกิดราก 
(%) 

จํานวนราก/ตน 
(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 การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากท่ีระยะเวลา 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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ผลการทดลองการชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากในสภาพปลอดเชื้อ ครั้งท่ี 2 
 
จากการรายงานผลการวิจัยครั้งท่ี 1 การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากบนอาหารสูตร MS ท่ีมี NAA และ NAA 
รวมกับออกซินชนิดอ่ืนใหรากท่ีมีลักษณะบวมเปราะหักงาย จึงไดทําการทดลองชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดราก
ซํ้าโดยเลือกใชเฉพาะ IBA และ IAA ภายหลังการชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากบนอาหารเพาะเลี้ยงท่ีมี IBA 
และ IAA ระดับความเขมขนตาง ๆ ท่ีระยะเวลา 30 วันพบวา ยอดชะเอมเทศท่ีเลี้ยงบนอาหารทุกสูตรมีการสราง
ราก และเปนรากปกติไมบวมเปราะหักงาย โดยยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโต 
ยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี IBA 1 มิลลิกรัมตอลิตร และยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี IAA 1 
มิลลิกรัมตอลิตร มีการสรางรากสูงสุด 100% ยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี IBA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และ
ยอดท่ีเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี IAA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร มีการสรางราก 80% สวนยอดท่ีเลี้ยงบนอาหาร
สูตร MS ท่ีมี IBA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร มีการสรางราก 93.33% ดังตารางท่ี 8 
และภาพท่ี 6 
 
ตารางท่ี 8 การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากบนอาหารสูตร MS สารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซินท่ี
ระดับความเขมขนตาง ๆ ท่ีระยะเวลา 30 วัน 
 
สูตรอาหาร 
 

สวนประกอบ 
 

ตนท่ีเกิดราก 
(%) 

จํานวนราก/ตน 
(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 การชักนําใหยอดชะเอมเทศเกิดรากท่ีระยะเวลา 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  การศึกษาเพ่ือชักนําใหสวนตาง ๆของชะเอมเทศ เกิดราก โดยการชักนํา T-DNA เขาสู

เนื้อเยื่อสวนตาง ๆโดยใชเชื้อ Agrobacterium  
 
ผลการศึกษาการชักนําใหชะเอมเทศเกิดรากฝอย โดยการชักนํา T-DNA เขาสูเนื้อเย่ือโดยใชเช้ือ 
Agrobacterium tumrfaciens 
 
การทดลองถายยีน rolABC เขาสูสวนแผนใบ ลําตน และรากของชะเอมเทศ โดยใช Agrobacterium 
tumrfaciens สายพันธุ EHA105 พลาสมิด pEXM120 ท่ีมี Nos-NPTII ยีน, 35S-GUS ยีน, rolABC ยีน 
เบื้องตนภายหลังการถายยีน 30 วัน พบวาชะเอมเทศมีการสรางรากใหมจากชิ้นสวนเริ่มตนท่ีเปนรากเทานั้น 
สวนแผนใบ และลําตนยังไมมีการสรางราก (ภาพท่ี 7) เม่ือนํารากท่ีผานการถายยีนมาสกัด DNA แลวใชเทคนิค 
PCR ยืนยันผล โดยใชไพรเมอรท่ีจับกับสวนของยีน rolC ขนาด 2000 bp พบวารากใหมท่ีสุมมา 20 ราก 
สามารถเพ่ิมปริมาณสวนของยีน rolC ไดท้ังสิ้น 18 ราก (ภาพท่ี 8) โดยรากมีการเจริญเติบโตยืดยาว และสราง
รากแขนงไดในชวง เดือนแรกหลังการถายยีนจากนั้นพบวารากไมมีการยืดยาวและไมสรางรากแขนงตอ 
 
เม่ือทําการติดตามผลการถายยีนโดยการตรวจสอบสวนของยีน rolC ท่ีทําการถายยีนดวยพลาสมิส pEXM120 
พบวาไมสามารถเพ่ิมปริมาณยีน rolC ไดจากท้ัง 18 รากท่ีมีการตรวจพบยีน rolC ท่ีระยะเวลา 60 วันภายหลัง
การถายยีน ผูวิจัยจึงไดพยายามสรางพลาสมิสลูกผสมข้ึนใหมโดยทําการตัดยายยีน rolABC จากพลาสมิด 
pEXM120 ไปยังพลาสมิด pCAMBIA3300 ซ่ึงจะสามารถทําใหยีนท่ีนําเขาสูเซลลพืชอยูไดอยางถาวร โดยใชไพร
เมอรดังตารางท่ี 9 โดยตําแหนงท่ีไพรเมอรแตละเสนจับ (ภาพท่ี 9) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 7 ผลการถายยีน rolABC เขาสูสวนตาง ๆ ของชะเอมเทศท่ีระยะเวลา 30 วัน; A = รากชะเอมเทศ, B = 
ใบชะเอมเทศ, C = ลําตนชะเอมเทศ 
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ภาพท่ี 8 ผลการเพ่ิมปริมาณสวนของยีน rolC จากรากใหมของชะเอมเทศท่ีไดรับการถายยีน; เลนสท่ี 1 = 1 
Kbp maker (Thermo, Lithuania), เลนสท่ี 2-7 = สวนของ DNA ขนาด 2000 bp ท่ีเพ่ิมปริมาณไดจากรากท่ี
ไดรับการถายยีน, เลนสท่ี 8 = ผลการเพ่ิมปริมาณสวนของยีน rolC จากรากท่ีไมไดรับการถายยีน 
 
 
ตารางท่ี 9 ไพรเมอรท่ีใชในการสรางพลาสมิดลูกผสม pCAMBIA3300rolABC หรือ pCAMBIA3300rolBC หรือ 
pCAMBIA3300rolC 
 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 9 ตําแหนงท่ีไพรเมอรแตละเสนจับกับเบสบนพลาสมิด pEXM 
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ผลการศึกษาการชักนําใหชะเอมเทศเกิดรากฝอย โดยการชักนํา T-DNA เขาสูเนื้อเย่ือโดยใชเช้ือ 
Agrobacterium rhizogenese 
 
ผลการทดลองท่ี 2.1 ศึกษาประสิทธิภาพในการถายยีน เขาสูแผนใบ และลําตนของชะเอม 
ศึกษาประสิทธิภาพในการถายโอนยีน บนแผนใบ และลําตนของชะเอมเทศ โดยการใชมีดตัดแผนใบ และสวน
ของลําตน จากนั้นใชเข็มจุมเชื้อแลวสรางบาดแผล 3-4 บาดแผลตอ 1 ชิ้นเนื้อเยื่อ จากนั้นนําชิ้นสวนท่ีไดเลี้ยงบน
อาหารแข็งสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโต เปนเวลา 2 วัน ยายไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี 
สาร cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร เพ่ือฆาเชื้อ Agrobacterium ท่ีปนเปอนรอบๆชิ้นสวน หลังจากการถาย
โอนยีนในชิ้นเนื้อเยื่อท้ัง 2 ชนิดเปนเวลา 15 และ 30 วัน พบวาในระยะเวลา 15 วันหลังการถายโอนยีน แผนใบ
ของชะเอมเทศสามารถเกิดรากฝอยได 1.67% ของจํานวนชิ้นเนื้อเยื่อท้ังหมด สวนลําตนของชะเอมเทศยังไมมี
การสรางรากฝอยท่ีเวลา 15 วัน เม่ือเพาะเลี้ยงเปนเวลา 30 วันหลังการถายโอนยีนพบวาท้ังแผนใบและลําตน
ของชะเอมเทศสามารถผลิตรากฝอยได 6.67% และ 5.56% ตามลําดับ โดยคาเฉลี่ยของจํานวนรากฝอยตอชิ้น
เนื้อเยื่อแผนใบและลําตนของชะเอมเทศมีคาเทากับ 1 ± 0.45 เสนตอชิ้นแผนใบ และ 3 ± 2.65 เสนตอชิ้นลํา
ตน ตามลําดับ ซ่ึงคาเฉลี่ยการเกิดรากฝอยดังกลาวมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 % 
(ตารางท่ี 10) ลักษณะทางกายภาพของรากฝอยท่ีงอกจากแผนใบมีลักษณะของรากเปนรากเดียว เสนหนางอก
ออกจากบริเวณโคนกานใบ ไมมีการงอกเจริญของรากฝอยจากบริเวณบาดแผลรอยจิ้มบนแผนใบ มีการแตก
แขนงของปลายรากฝอยเล็กนอยในรากฝอยหลังถายยีนได 30 วัน โดยแผนใบของชะเอมเทศท่ีไมไดรับการถาย
โอยยีนจะไมมีการงอกเจริญของรากฝอย สวนรากฝอยท่ีงอกจากลําตนของชะเอมเทศ มีลักษณะเปนเสนสีขาว 
ยาวเรียบไมหนาเทากับรากท่ีเกิดจากแผนใบ มีการแตกแขนงของรากฝอยมากกวารากของชะเอมเทศท่ีเกิดโดย
ธรรมชาติ และมีเจริญเติบโตไดรวดเร็วกวา (ภาพท่ี 10) 
 
ตารางท่ี 10 จํานวนรากฝอยจากการถายโอนยีนโดย A. rhizogenes A13 บนแผนใบและลําตนชะเอมเทศ 
 

ชนิดของ
ชิ้นเนื้อเยื่อ 

ชิ้นเนื้อเยื่อ
ท้ังหมด 

รากฝอยจากการถาย
ยีน (%) 

คาเฉลี่ยรากฝอย 
ตอตน (15 วัน) 

คาเฉลี่ยรากฝอย 
ตอตน (30 วัน) 

15 วัน. 30 วัน 

แผนใบ 60 1.67 6.67 1 ± 0.71ab 1 ± 0.45ab 
ลําตน 36 0 5.56 0a 3 ± 2.65b 
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ภาพท่ี 10 ลักษณะรากฝอยท่ีเกิดจากการถายโอนยีนโดย A. rhizogenes A13 บนแผนใบและ   ลําตนของ
ชะเอมเทศ (ก) รากฝอยท่ีเกิดจากแผนใบของชะเอมเทศท่ีเกิดภายหลังการถายโอนยีน 15 วัน (ข) รากฝอยท่ีเกิด
จากแผนใบของชะเอมเทศท่ีเกิดภายหลังการถายโอนยีน 30 วัน (ค) รากฝอยของชะเอมเทศท่ีเกิดจากลําตน
ภายหลังการถายโอนยีน 30 วัน (ง) รากฝอยของตนชะเอมเทศท่ีไมไดผานการถายโอนยีน  
 
ผลการทดลองท่ี 2.2 ศึกษาวิธีการสรางบาดแผลบนสวนของลําตนชะเอมเทศ ท่ีมีตอการเกิดรากฝอย โดย
เปรียบเทียบ 2 วิธีคือ วิธีท่ี 1 จิ้มสวนลําตนชะเอมเทศบริเวณใตขอ ดวยเข็มท่ีมีเชื้อ เปรียบเทียบกับวิธีท่ี 2 ใช
ใบมีดท่ีจุมในสารละลายเชื้อตัด จากนั้นนําชิ้นสวนท่ีไดเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการ
เจริญเติบโต เปนเวลา 2 วัน ยายไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี สาร cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร 
จากการศึกษาวิธีการสรางบาดแผลในการถายโอนยีนดวย A. rhizogenes A13 บนลําตนชะเอมเทศ ดวยการจิ้ม
หรือการตัดหลังจากการถายโอนยีน พบวาหลังจากการถายยีนเปนระยะเวลา 15 วัน ลําตนของชะเอมเทศท่ีถูก
สรางบาดแผลดวยเข็มและการตัดดวยใบมีดสามารถชักนําการงอกเจริญของรากฝอยไดท้ัง 2 วิธี โดยวิธีการสราง
บาดแผลดวยเข็มและการตัดดวยใบมีดบนลําตนของชะเอมเทศสามารถผลิตรากฝอยไดเทากับ 15% และ 
11.1% ของจํานวนชิ้นเนื้อเยื่อท้ังหมดตามลําดับ หลังจากการถายโอนยีนเปนระยะเวลา 30 วัน ลําตนของ
ชะเอมเทศท่ีถูกสรางบาดแผลดวยวิธีการจิ้มดวยเข็มและการตัดดวยใบมีดสามารถผลิตรากฝอยไดเทากับ 33.3% 
และ 11.1% ของจํานวนชิ้นเนื้อเยื่อท้ังหมด ตามลําดับ สวนคาเฉลี่ยของรากฝอยตอชิ้นลําตนของชะเอมเทศ
หลังจากการถายโอนยีนระยะเวลา 30 วัน พบวาคาเฉลี่ยของจํานวนรากฝอยตอชิ้นลําตนพืชท่ีสรางบาดแผลโดย
วิธีการจิ้มดวยเข็มและการตัดดวยมีดมีคาเฉลี่ยของรากฝอยตอชิ้นลําตนเทากับ 3 ± 1.52 เสนตอตน และ 2.5 ± 
1.16 เสนตอตนตามลําดับ จากการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ ดวยวิธี Fisher’s Significant Difference (LSD) 
พบวาการสรางบาดแผลดวยการจิ้มและการตัดบนลําตนของชะเอมเทศใหคาเฉลี่ยของรากฝอยตอตนมีคาไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยคาความสําเร็จของการชักนําการงอกเจริญของรากฝอยจากการจิ้มดวย
เข็มเทากับ 23.33 % ของจํานวนชิ้นเนื้อเยื่อท้ังหมด และการตัดดวยใบมีดเทากับ 11.11 % ของจํานวนชิ้น
เนื้อเยื่อท้ังหมด มีคาความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 %  การ
สรางบาดแผลดวยการจิ้มบนลําตนของชะเอมเทศในข้ันตอนการถายโอนยีนโดย A. rhizogenes A13 จึงเปนวิธี
ท่ีเหมาะสมสําหรับการทดลองนี้ (ตารางท่ี 11 และภาพท่ี 11) 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 



21 
 
 
ตารางท่ี 11 จํานวนรากฝอยจากการถายโอนยีนโดย A. rhizogenes A13  จากการสราง บาดแผลดวยเข็มและ
มีดผาตัดบนลําตนชะเอมเทศ 
 

ชนิดของ
บาดแผล 

ชิ้นเนื้อเยื่อ
ท้ังหมด 

รากฝอยจากการ
ถายยีน(%) 

คาเฉลี่ยรากฝอยตอ
ตน (15 วัน) 

คาเฉลี่ยรากฝอย
ตอตน (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 รากท่ีเกิดจากบาดแผลชนิดรอยตัดและเข็มจิ้มบนลําตนชะเอมเทศ (ก) รากชะเอมเทศท่ีเกิดจากลําตน
ท่ีผานการจิ้มดวยเข็มท่ีไมมี A. rhizogenes A13 (ข) รากฝอยท่ีเกิดจากการจิ้มดวยเข็มท่ีมี A. rhizogenes A13 
ระยะเวลา 15 วัน (ค) รากฝอยท่ีเกิดจากการจิ้มดวยเข็มท่ีมี A. rhizogenes A13 ระยะเวลา 30 วัน (ง) ราก
ชะเอมเทศท่ีเกิดจากลําตนท่ีผานการตัดดวยใบมีดท่ีไมมี A. rhizogenes A13 (จ) รากฝอยท่ีเกิดจากการตัดดวย
ใบมีดท่ีมี A. rhizogenes A13 ระยะเวลา 15 วัน (ฉ) รากฝอยท่ีเกิดจากการตัดดวยใบมีดท่ีมี A. rhizogenes 
A13 ระยะเวลา 30 วัน 
 
 
 
 
 



22 
 
ผลการทดลองท่ี 2.3 ผลของความเขมขนของเชื้อตอการเกิดรากฝอยบนสวนของลําตนชะเอมเทศ เตรียมเชื้อ 
Agrobacterium โดยนําโคโลนีเดี่ยวเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร LB  ท่ีมี kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร เขยาท่ี
ความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน จากนั้นเลี้ยงเชื้อใหม (restart 
culture) ในอาหาร LB ท่ีมี kanamycin 50 มิลลิกรัมตอลิตร และ AS 100 มิลลิกรัมตอลิตร อัตราสวน เชื้อ:
อาหาร เทากับ 1:100 ปริมาณ 100 มิลลิลิตร เขยาท่ีความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส จนเชื้อมีความขุนวัดคาได OD600 = 0.4-0.5 นําเชื้อท่ีไดเจือจางดวยอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร LB ใหมีความ
เขมขนสามระดับคือ 1, 0.1 และ 0.01 เทา จากนั้นนําเชื้อท่ีเจือจางแลวทําการถายโอนยีนเขาสูสวนของลําตน 
โดยวิธีการใชเข็มจุมเชื้อแลวสรางบาดแผล 3-4 บาดแผลตอ 1 ชิ้นเนื้อเยื่อ จากนั้นนําชิ้นสวนท่ีไดเลี้ยงบนอาหาร
แข็งสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโต เปนเวลา 2 วัน ยายไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี สาร 
cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร จากการศึกษาผลของความเขมขนเชื้อ A. rhizogenes A13 โดยการถายยีน
ท่ีความเขมขน 3 ระดับ ไปยังลําตนของชะเอมเทศเพ่ือชักนําการเกิดรากฝอย พบวาความเขมขนของ A. 
rhizogenes A13 ไมมีผลตอการชักนําการเกิดของรากฝอย และคาเฉลี่ยของรากฝอยตอตนไมมีความแตกตาง
กันทางสถิติ (ตารางท่ี 12) 
 
ตารางท่ี 12  การเกิดรากฝอยจากการถายโอนยีนโดย A. rhizogenes A13 ท่ีความเขมขนระดับ ตางๆบนลําตน
ชะเอมเทศ 
 

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

ชิ้นเนื้อเยื่อ
ท้ังหมด 

รากฝอยจากการ
ถายยีน (%) 

คาเฉลี่ยรากฝอย
ตอตน (30 วัน) 

คาเฉลี่ยรากฝอย
ตอตน (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 ผลของความเขมขน ของสาร AS ตอความสามารถในการกระตุน A. rhizogenes A13 ใน
การถายโอนยีนบนชิ้นสวนของชะเอมเทศเพ่ือการชักนําใหเกิดรากฝอย โดยนําเชื้อท่ีไดจากการเตรียมในขอ 2 มา
เลี้ยงรวมกับ  AS ความเขมขน 0.05 0.1 และ 0.5 กรัมตอลิตร ตามลําดับ นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 120 
รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 – 5 ชั่วโมง จากนั้นนํามาทําการถายโอนยีนบนสวนของ
ลําตน โดยวิธีการใชเข็มจุมเชื้อแลวสรางบาดแผล 3-4 บาดแผลตอ 1 ชิ้นเนื้อเยื่อ จากนั้นนําชิ้นสวนท่ีไดเลี้ยงบน
อาหารแข็งสูตร MS ท่ีไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโต เปนเวลา 2 วัน ยายไปเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี 
สาร cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาลําตนของชะเอมเทศมีงอกเจริญของรากฝอยหลังจากการถาย
โอนยีนเปนระยะเวลา 30 วัน ท่ีความเขมขนของอะซิโตไซริงโกน 3 ระดับ คือ 0.05 0.1 0.5 กรัมตอลิตร พบวา
ความสามารถในการงอกเจริญของรากฝอยบนลําตนของชะเอมเทศมีคาเทากับ 42.42% 27.27% และ 30.3% 
ของจํานวนชิ้นเนื้อเยื่อท้ังหมด ตามลําดับ สวนคาเฉลี่ยของรากฝอยตอชิ้นลําตนของชะเอมเทศหลังจากการถาย
โอนยีนเปนระยะเวลา 30 วัน มีคาเฉลี่ยของรากฝอยตอลําตนเทากับ 2.07 ± 2.37 1.77 ± 1.17 และ     2 ± 
1.33 เสนตอลําตน บนความเขมขนของ AS เทากับ 0.05 0.1 0.5 กรัมตอลิตร ตามลําดับ  
 ความเขมขนของ AS เทากับ 0.05 กรัมตอลิตร มีความสามารถในการชักนําการงอกเจริญของรากฝอย
สูงท่ีสุดและแตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 % เม่ือเทียบกับชุดการทดลองท่ีใส AS ความ
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เขมขนเทากับ 0.1 และ 0.5  กรัมตอลิตร และจาการตรวจสอบทางสถิติ พบวาคาเฉลี่ยของรากฝอยตอชิ้นลําตน
ของชะเอมเทศจากการทดลองท้ัง 3 ชุด ไมมีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 
%  (ตารางท่ี 13) 
 
ตารางท่ี 13 รากฝอยท่ีเกิดจากการถายโดนยีนโดย A. rhizogenes A13 ท่ีไดรับ AS ในความเขมขนเทากับ 0.05 
0.1 และ 0.5 กรัมตอลิตร 
 

ความเขมขน 
AS 

(กรัมตอลิตร) 

ชิ้นเนื้อเยื่อท้ังหมด รากฝอยจากการ 
ถายยีน (%) 

15 วัน  30 วัน 

คาเฉลี่ยรากฝอยตอ
ตน (15 วัน) 

คาเฉลี่ยรากฝอยตอ
ตน  (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 บนรากฝอยของชะเอมเทศท่ีเจริญจากบริเวณรอยแผลท่ีทําการถายโอนยีนโดย A. 
rhizogenes A13 พบวาแถบของดีเอ็นเอของ A. rhizogenes A13 ปรากฏท่ีขนาดของชิ้นดีเอ็นเอเทากับ 2000 
คูเบส ซ่ึงเปนขนาดของชิ้นดีเอ็นเอของยีน rolC ซ่ึงมีขนาดเทากับแถบดีเอ็นเอจากรากฝอยของชะเอมเทศท่ีเกิด
จากการถายโอนยีนโดย A. rhizogenes A13 ปรากฏแถบของดีเอ็นเอท่ีขนาดของชิ้นดีเอ็นเอขนาด 2000 คูเบส 
(ภาพท่ี 12) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 12 ดีเอ็นเอจากการเพ่ิมปริมาณโดยปฏิกิริยา PCR และวิเคราะหผลดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟไรซิส 
(L0) คือ ผลการเพ่ิมปริมาณ rolC จากรากท่ีไมไดรับการถายยีน (L1) 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific) 
(L2) คือ ผลการเพ่ิมปริมาณ rolC จากพลาสมิด A. rhizogenes A13 (L3 – L5) ผลการเพ่ิมปริมาณ rolC จาก
รากท่ีไดรับการถายยีนจาก A. rhizogenes A13  
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การทดลองท่ี 3  การเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศรวมท้ังกระตุนใหมีการสรางและสะสมสารทุติยภูมิ ในสภาพ
ปลอดเชื้อ  

 
การเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศในอาหารเหลวสูตรตาง ๆ โดยใชรากท่ีมีสวนโคนตนติดอยูดวย พบวารากชะเอม
เทศ ท่ีเลี้ยงในอาหารเหลวทุกสูตรท้ังในสภาวะมีแสง และไมมีแสงเริ่มมีการสรางรากฝอยภายหลังการ
เพาะเลี้ยง 1 สัปดาห เม่ือเปรียบเทียบระหวางสภาวะมืด และสภาวะท่ีมีแสงสวางสังเกตเห็นความแตกตางไม
เดนชัดในเรื่องของการสรางราก เม่ือเปรียบเทียบระหวางสูตรอาหารพบวามีการสรางรากฝอยสีขาวงอกจาก
รากเดิมอยางเห็นไดชัด ในสัปดาหท่ี 2 โดยรากชะเอมเทศท่ีเลี้ยงในอาหารสูตร GI3 มีการสรางรากฝอยจาก
รากเดิมมากท่ีสุด ซ่ึงรากท่ีเลี้ยงในอาหารสูตร GI3 ในสภาวะมืด (GID3) มีการเกิดรากฝอยไดดีกวารากท่ีเลี้ยง
ในอาหารสูตร GI3 ในสภาวะมีแสง (GIL3) เล็กนอย ในสัปดาหท่ี 4 รากใหมเริ่มเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลและหยุด
การเจริญเติบโต (ภาพท่ี 13 และภาพท่ี 14) ผูวิจัยจึงทําการทดลองซํ้า โดยนําสูตรอาหาร GI3 มาทดลองโดย
เปลี่ยนวิธีการทดลองจากเครื่องเขยามาเปนระบบ temporary immersion (TM) ดังภาพท่ี 15 โดยระบบ 
TM ใชรากชะเอมเทศเริ่มตนท่ี 1 กรัม ตออาหาร 300 มิลลิลิตร และทําการใหอาหารโดยใชปมลมดูดอาหาร
ข้ึนมาจนทวมราก ท้ิงไว 2 นาที แลวปลอยลง ทุกๆ 3 ชั่วโมง วนัละ 8 ครั้ง ในสภาวะมืด ผลการทดลอง
พบวารากชะเอมเทศท่ีเลี้ยงดวยระบบ TM แหงและไปติดกับขอบของตัวขวด โดยไมมีการสรางรากใหม และ
รากกลายเปนสีน้ําตาลมากข้ึนในสัปดาหท่ี 2 เม่ือทดลองตัดแยกรากออกเปนรากเดี๋ยว ๆ พบวาไมสามารถ
เพ่ิมปริมาณไดในอาหารสูตรทดลองทุกสูตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 13 การเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิด และความ
เขมขนระดับตาง 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
เขมขนระดับตาง ๆ ในสภาวะมีแสงสวางท่ีระยะเวลา 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 การชักนําใหรากชะเอมเทศท่ีเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อสรางและสะสมสารทุติยภูมิ โดยการใช
ปจจัยสภาพแวดลอม และสารกระตุน 
 
ผลการเพ่ิมปริมาณรากของชะเอมเทศท่ีไดรับการถายยีน rolC 
นํารากของชะเอมเทศท่ีไดรับการถายยีนมาเพ่ิมปริมาณบนอาหารแข็งสูตร MS cefotaxime 250 มิลลิกรัมตอ
ลิตร เพ่ือเพ่ิมปริมาณรากใหเพียงพอตอการนําไปเพาะเลี้ยงรากฝอย จากการเพ่ิมปริมาณรากฝอยเปนเวลา 4 
สัปดาห พบวารากของชะเอมเทศท่ีไดรับการถายยีนเพ่ิมปริมาณข้ึนอยางรวดเร็ว (ภาพท่ี 16) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 16 รากฝอยชะเอมเทศท่ีไดรับการถายยีน rolC ภายหลังการเพ่ิมปริมาณบนอาหารแข็งสูตร MS เปน
เวลา 4 สัปดาห 
ผลการทดลองท่ี 4.1 ศึกษาเปรียบเทียบสูตรอาหารเหลวสําหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื้อพืช 2 สูตร คือ MS และ B5 
เม่ือวิเคราะหคาเฉลี่ยน้ําหนักสดของรากฝอยของชะเอมเทศท่ีเพาะเลี้ยงในสูตรอาหาร MS กับ B5 พบวาใหผลท่ี
มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 %  โดยจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 
สัปดาห รากของชะเอมเทศเจริญไดดีท่ีสุดในสูตรอาหาร MS (ตารางท่ี 14 และภาพท่ี 17) 
 
ตาราง ท่ี 14 คาเฉลี่ยน้ําหนักสด ของรากฝอยของชะเอมเทศ ท่ีไดรับการถายโอนยีนซ่ึงเลี้ยงในสูตรอาหาร MS 
และ B5 เปนเวลา 0, 2, 4 สัปดาห 
 
สูตรอาหาร น้ําหนักสด (กรัม) 
 สัปดาหท่ี 0 สัปดาหท่ี 2 สัปดาหท่ี 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 ระหวาง 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 ศึกษาเปรียบเทียบความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีมีตอการเพ่ิมปริมาณราก 
เม่ือวิเคราะหคาเฉลี่ยน้ําหนักสดของรากฝอยของชะเอมเทศท่ีเลี้ยงในสูตรอาหาร MS ท่ีเติมฮอรโมน 
ออกซิน ชนิด IAA และ IBA ท่ีความเขมขน 0.5, 1, 2 และ4 มิลลิกรัมตอลิตร พบวามีความแตกตางกันอยางมี 
นัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 %  โดยจากการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห รากของชะเอมเทศ
เจริญไดดีท่ีสุดในสูตรอาหาร MS ท่ีเติมฮอรโมนออกซิน ชนิด IAA ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร (ตารางท่ี 
15 และภาพท่ี 18) 
 
ตาราง ท่ี 15 คาเฉลี่ยน้ําหนักสด ของรากฝอยของชะเอมเทศท่ีไดรับการถายยีน ซ่ึงเลี้ยงในสูตรอาหาร MS และ

เติมฮอรโมนท่ีความเขมขนตางๆ เปนเวลา 0, 2, 4 สัปดาห 
 
ฮอรโมน (มิลลิกรัมตอลิตร) น้ําหนักสด (กรัม) 
  สัปดาหท่ี 0 สัปดาหท่ี 2 สัปดาหท่ี 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 เปรียบเทียบความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตในพืชในอาหารสูตร MS ท่ีเติม IAA (ภาพ ก, 
ค, จ และ ช) กับ IBA (ภาพ ข, ง, ฉ และ ซ) ความเขมขน 0.5, 1 , 2, 4 มิลลิกรัมตอลิตรตามลําดับ ท่ีเวลา 4 
สัปดาห 
 
การทดลองท่ี 4.3 การศึกษาเปรียบเทียบความเขมขนของน้ําตาลซูโครส เม่ือวิเคราะหคาเฉลี่ยน้ําหนักสดของราก
ฝอยของชะเอมเทศท่ีเลี้ยงในสูตรอาหาร MS ท่ีเติม น้ําตาลซูโครส ท่ีความเขมขน 30, 40, 50 และ60 กรัมตอ
ลิตร พบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 %  โดยจากการเพาะเลี้ยงเปน
เวลา 4 สัปดาห รากของชะเอมเทศเจริญไดดีท่ีสุดในสูตรอาหาร MS น้ําตาล ซูโครส ท่ีความเขมขน 40 กรัมตอ
ลิตร เนื่องจากน้ําตาลซูโครสเปนแหลงคารบอนท่ีสําคัญในการเจริญเติบโต (ตาราง ท่ี 16 และภาพท่ี 19) 
 
ตารางท่ี 16 คาเฉลี่ยน้ําหนักสดของรากฝอยของชะเอมเทศท่ีไดรับการถายโอนยีนซ่ึงเลี้ยงในสูตรอาหาร MS 
และเติมน้ําตาลซูโครสท่ีความเขมขนตางๆ เปนเวลา 0 และ 4สัปดาห 
 
น้ําตาลซูโครส (กรัมตอลิตร) น้ําหนักสด (กรัม) 

สัปดาหท่ี 0 สัปดาหท่ี 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 ท่ีมีน้ําตาลซูโครสท่ีความเขมขน 
30 (ก), 40 (ข), 50 (ค)และ60 (ง) กรัมตอลิตร ท่ีเวลา 4 อาทิตย 
 
ผลการวิเคราะหสารทุติยภูมิจากรากชะเอมเทศท่ีไดจากการเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการดวยเทคนิค HPLC 
จาการสกัดรากชะเอมเทศอบแหงดวย 80% เอทานอล 3 ครั้งและนําไประเหยตัวทําละลายจนไดสารสกัดหยาบ
สีน้ําตาลเขมพบวา รากชะเอมแหงท่ีไมไดถายยีน 0.36 กรัม ไดสารสกัด 0.128 กรัม  (35.5 %) และรากชะเอม
แหงท่ีไดรับการถายยีน 2.0 กรัม ไดสารสกัด 0.908 กรัม (45.4 %) เม่ือนําสารสกัดหยาบมาละลายดวยตัวทํา
ละลายเมทานอล ไดสารละลายจากรากชะเอมเทศ แลวทําการหาสภาวะท่ีเหมาะในหารวิเคราะหสาร 
glycyrrhizin ซ่ึงเปนสารทุติยภูมิสําคัญท่ีพบในรากชะเอมเทศ โดยใชสาร glycyrrhizin เปนสารมาตรฐาน 
วิเคราะหตามวิธีของ Sabbioni และคณะ โดยใช C8 column ขนาด 150 มิลลิเมตร และใช photodiode 
array เปน detector และใชระบบ isocratic elution ดวย methanol-acetonitrile-water-acetic acid 
(35:35:30:1 by vol) อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที ตรวจวัดท่ีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ผลปรากฏ
วา mobile phase มีสภาพข้ัวสูงมากเกินไป จึงทําใหสารมาตรฐานถูกตรวจวัดท่ีเวลา 2.6 นาที จึงตองปรับลด
สภาพข้ัวของ mobile phase ใหเหมาะสมมากกวานี้ เม่ือทําการวิเคราะหตามวิธีของ Jiang และคณะ โดยใช 
C18 column ขนาด 150 มิลลิเมตร และใช photodiode array เปน detector และใชระบบ isocratic 
elution ดวย methanol-water-acetic acid (65:34:1) อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที ตรวจวัดท่ีความ
ยาวคลื่น 254 มิลลิเมตร ผลปรากฏวา mobile phase มีสภาพข้ัวต่ําเกินไป จึงทําใหการวิเคราะหสารมาตรฐาน 
ถูกตรวจวัดท่ีเวลา 34 นาที ซ่ึงตองปรับสภาพข้ัวของ mobile phase ใหเหมาะสมมากกวานี้ เม่ือทําการ
วิเคราะหโดยดัดแปลงจากวิธีของ Jiang และคณะ โดยใช เครื่อง MPLC : C18 column ขนาด 150 มิลลิเมตร 
และใช UV detector เปน detector และใชระบบ isocratic elution ดวย methanol-water-acetic acid 
(75:24.5:0.5) อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที ตรวจวัดท่ีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร พบวา สาร
มาตรฐาน glycyrrhizin ถูกตรวจวัดท่ีเวลา 11.54 นาที ดังนั้นจึงนําวิธีการนี้ไปวิเคราะหตัวอยางสารสกัดราก
ชะเอมเทศในสภาวะปลอดเชื้อ ไดแก รากชะเอมเทศท่ีไมไดรับการถายยีนและรากชะเอมเทศท่ีมีการถายยีน ผล
การวิเคราะหเบื้องตน พบวา ตัวอยางรากชะเอมเทศท้ังสอง มีสาร glycyrrhizin เปนองคประกอบสําคัญในสาร
สกัดท่ีไดจากรากชะเอมเทศท่ีเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ  
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อภิปลายและวิจารณผล 
 

1. การติดตามผลการถายยีน rolC ท่ีทําการถายยีนดวยพลาสมิส pEXM120 พบวาไมสามารถเพ่ิมปริมาณยีน 
rolC ไดจากท้ัง 18 รากท่ีมีการตรวจพบยีน rolC ท่ีระยะเวลา 60 วันภายหลังการถายยีน ท้ังนี้อาจเปนผล
มาจาก พลาสมิดท่ีใช เปน multi-auto-transformation (MAT) vector system ซ่ึงภายหลังการถายยีน
ระยะหนึ่งจะมีการนําเอายีนเปาหมายออกจากเซลลพืช ดวยระบบ site-specific recombination 
system (R/RS) (Ebinuma et al. 2005) ผูวิจัยจึงไดพยายามสรางพลาสมิสลูกผสมข้ึนใหมโดยทําการตัด
ยายยีน rolABC จากพลาสมิด pEXM120 ไปยังพลาสมิด pCAMBIA3300 ซ่ึงจะสามารถทําใหยีนท่ีนําเขาสู
เซลลพืชอยูไดอยางถาวร หรือใช Agrobacterium rhizogenes ในการสรางราก 

2. รากชะเอมเทศ ท่ีเลี้ยงในสภาวะมืด และสภาวะท่ีมีแสงสวางสังเกตเห็นความแตกตางไมเดนชัดในเรื่องของ
การสรางรากใหม แตสังเกตเห็นความแตกตางไดชัด ในเรื่องการสรางตนใหมออกมาจากโคนรากท่ีเลี้ยงใน
สภาวะมีแสงสวางซ่ึงอาจเปนอุปสรรคในการเพาะเลี้ยงรากในอนาคต การเลี้ยงรากในอาหารเหลวจึงควร
เลือกใชเฉพาะสวนของรากท่ีไมติดโคนตน ท้ังนี้มีรายงานการเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศในสภาพปลอดเชื้อวา
การเพาะเลี้ยงในสภาวะท่ีมีแสงสวางมีผลยับยั้งการสรางรากใหม (Yang, et al. 2006) แตมีรายงานในพืช
หลายชนิดเชน Dracocephalum moldavica ท่ีพบวาเม่ือเลี้ยงรากในสภาวะท่ีมีแสงสวางจะใหน้ําหนัก
สดของรากไดสูงกวาเม่ือเลี้ยงในท่ีมืด (Weremczuk-Jezyna, et al. 2013) และการเพาะเลี้ยงรากใน
สภาวะท่ีมีแสงสวางใหท้ังชนิด และปริมาณสารทุติยภูมิมากกวาการเพาะเลี้ยงรากในท่ีมืด (Tusevski, et 
al. 2013) 

3. การเปรยีบเทียบประสิทธิภาพในการถายยีนเขาสูแผนใบ และลําตนของชะเอม พบวาท้ังแผนใบและลําตน 
สามารถสรางรากฝอยได โดยสวนของลําตนสามารถสรางรากฝอย ไดจํานวนมากกวาแผนใบและรากท่ีเกิด
มีการสรางรากแขนงไดดีกวารากท่ีเกิดจากแผนใบ ท้ังนี้ในการผลิตรากฝอยปริมาณมาก ก็มีการนําแผนใบ
ชะเอมเทศมาใชเปนชิ้นเนื้อเยื่อสําหรับถายยีนดวยเชนกัน เชนมีการใช  A. rhizogenes k599 ชักนําใหเกิด
รากฝอยจากแผนใบเพ่ือนําไปขยายเพ่ิมปริมาณรากในถังปฏิกรณชีวภาพ (Mehrotra, et al. 2008) สวน
การสรางบาดแผลโดยวิธีการใชเข็มจิ้มสามารถชักนําใหสวนตาง ๆของชะเอมเทศ รวมถึงพืชอ่ืน ๆมีการเกิด
รากฝอยไดดี เชน Japanese apricot (Gao et al., 2009) เจตมูลเพลิงแดง  (สุภาภรณ, 2547) ความ
เขมขน AS ท้ังสามระดับทําใหคาเฉลี่ยน้ําหนักรากฝอยของชะเอมเทศ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ แมวา 
AS จะมีผลตอการกระตุนการทํางานของยีน T-DNA ของ A. rhizogenes แตท้ังนี้ปจจัยอ่ืน ๆเชนสายพันธุ 
A. rhizogenes รวมถึงปจจัยแวดลอมท้ังชนิดของพืช และชิ้นเนื้อเยือพืชท่ีใชอาจมีอิทธิพลเหนือ
ประสิทธิภาพในการทํางานของ AS 

4. เม่ือเปรียบเทียบสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณรากชะเอมเทศ พบวารากชะเอมเทศสามารถเพ่ิม
ปริมาณในอาหารสูตร MS ไดดีกวาสูตร B5 อาจเนื่องจากสูตรอาหาร MS มีความเขมขนของธาตุอาหาร
หลักท่ีจําเปนตอการเจริญเติบโตของรากฝอยมากกวา แตท้ังนี้ข้ึนอยูกับชนิดของพืชอีกดวยเนื่องจาก
งานวิจัยของ รังสิรัตน (2535) พบวา รากฝอยของ Datura metel Linn. สามารถเจริญไดดีท่ีสุดในอาหาร
ดัดแปลงสูตร B5 แทนท่ีจะเปน MS การเพ่ิมปริมาณรากฝอยชะเอมเทศในอาหารท่ีมี IAA และ IBA พบวา
เม่ือใชท่ีความเขมขนต่ําสามารถเพ่ิมน้ําหนักสดรากไดมากกวาเม่ือเลี้ยงในอาหารสูตรท่ีไมมี IAA และ IBA 
แตท้ังนี้รากท่ีเกิดและเจริญในอาหารท่ีมี IAA และ IBA มีลักษณะท่ีผิดปกติ คือรากจะบวมและเกิดเปน
กระจุกแนน เม่ือเลี้ยงนานกวา 4 สัปดาห รากไมสามารถเจริญยืดยาวตอไปได และตายในท่ีสุด อาจ
เนื่องมาจากฮอรโมนออกซิน มีผลกระตุนการขยายขนาดของเซลล และการยืดตัวของเซลลพืช (พีรเดช, 
2537) จึงทําใหรากชะเอมเทศท่ีเพาะเลี้ยงในสูตรอาหาร MS ท่ีเติมออกซินมีการเจริญเติบโตดีในระยะแรก 
เนื่องจากออกซินมีคุณสมบัติทําใหเซลลมีการแบงตัวอยางรวดเร็ว และการเกิดเนื้อเยื่อเพ่ิมข้ึนจนไปเบียด
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เนื้อเยื่ออ่ืน ๆ ดังนั้นเม่ือใชไปนานๆ หรือท่ีความเขมขนสูงมาก ๆจะทําใหรากของชะเอมเทศเจริญไดไมดี 
และตายได รากของชะเอมเทศเจริญไดดีท่ีสุดในสูตรอาหาร MS น้ําตาลซูโครส ท่ีความเขมขน 40 กรัมตอ
ลิตร เนื่องจากน้ําตาลซูโครสเปนแหลงคารบอนท่ีสําคัญในการเจริญเติบโต โดยท่ัวไปพืชจะเจริญเติบโตไดดี
เม่ือไดรับปริมาณของน้ําตาลซูโครสเพ่ิมข้ึน แตเม่ือเพ่ิมถึงจุดหนึ่งพืขจะลดการเจริญเติบโตลง เชนใน 
Nephrolepis biserrata เม่ือเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อท่ีมี น้ําตาล 15 – 45 กรัมตอลิตร ทํ้าใหพืชมีการ
เจริญเติบโตไดดี แตเม่ือเลี้ยงบนอาหารท่ีมีปริมาณน้ําตาล 60 กรัมตอลิตร การเจริญเติบโตจะลดลง  
(Sandra and Natoniel, 2004) 

 
 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 
1. วิธีการท่ีเหมาะสมในการฟอกฆาเชื้อบริเวณผิวเมล็ดชะเอมเทศคือ แชเมล็ดใน เอทานอล 70% นาน 1 นาที 

จากนั้นฟอกฆาเชื้อดวย sodium hypochlorite 10% รวมกับ tween-20 0.02% นาน 10 หรือ 20 นาที 
สารควบควบคุมการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมในการชักนําใหยอดชะเอมเทศสรางยอดใหมไดแก BAP ท่ีระดับ
ความเขมขน 1 2 หรือ 3 มิลลิกรัมตอลิตร  ยอดชะเอมเทศสามารถเกิดรากไดดีเม่ือเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 
ท่ีไมมีสารควบคุมการเจริญเติบโต หรือเม่ือเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ท่ีมี IBA หรือ IAA ท่ีระดับความเขมขน 
1 มิลลิกรัมตอลิตร 

2. การเพาะเลี้ยงรากชะเอมเทศท่ีไมไดรับการถายยีนในอาหารเหลวสภาพปลอดเชื้อ พบวาเม่ือเลี้ยงรากใน
อาหารเหลวสูตร MS ท่ีมี GA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ IAA 1 มิลลิกรัมตอลิตร รากชะเอมเทศมีการ
สรางรากฝอยใหมดีท่ีสุด โดยเม่ือเลี้ยงในสภาพมืด รากเดิมมีการสรางรากฝอยไดดีกวาเล็กนอยเม่ือ
เปรียบเทียบกับการเลี้ยงในสภาพท่ีมีแสงสวาง เม่ือทําการตัดแยกรากเปนรากเดี๋ยว ๆไมสามารถเพ่ิม
ปริมาณได 

3. เม่ือทําการทดลองถายยีน rolABC เขาสูสวนของ ราก ใบ และลําตนชะเอมเทศ โดยใช Agrobacterium 
tumefaciens สายพันธุ EHA105 พลาสมิด pEXM120 เบื้องตนพบวามีเฉพาะสวนของรากท่ีสามารถสราง
รากใหมท่ีมี ยีน rolABC แตเนื่องจากรากท่ีจะใชในการถายยีนมีปริมาณนอย มีขนาดเล็ก ไมเหมาะท่ีจะ
นํามาใชเปนชิ้นสวนเริ่มตนในการทดลอง 

4. เม่ือทําการทดลองถายยีน rolABC โดยใช Agrobacterium rhizogenese สายพันธุ A13 พบวาสวนของลํา
ตนท่ีมีการสรางบาดแผลโดยวิธีการจิ้ม สามารถสรางรากฝอยไดดีท่ีสุด และรากฝอยท่ีไดรับการถายยีน
สามารถเพ่ิมปริมาณไดดีท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีมีน้ําตาลซูโครส 40 กรัมตอลิตร บนเครื่อง
เขยาท่ีความเร็วรอบ 60 รอบตอนาที 

5. จากการวิเคราะหรากชะเอมเทศท่ีเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อท้ังรากท่ีไดรับการถายยีน และรากท่ีไมไดรับ
การถายยีน ดวยเทคนิค HPLC เบื้องตนพบวารากท้ังสองชนิดมีการสะสมสาร glycyrrhizin  แตยังตอง
ศึกษาเชิงลึกตอไปเพ่ือทราบองคประกอบทางเคมีของสารทุติยภูมิอ่ืน ๆ จากสารสกัดรากชะเอมเทศ พรอม
ท้ังเปรียบเทียบปริมาณสาร glycyrrhizin จากรากชะเอมเทศท่ีมีการถายยีนและไมมีการถายยีน เพ่ือเปน
ขอมูลท่ีสําคัญในการผลิตสารผลิตภัณฑธรรมชาติจากสมุนไพร และพัฒนาการนําไปใชประโยชนตอไปใน
อนาคต 
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สูตรอาหารท่ีใชสําหรับการทดลอง 
1. สูตรอาหาร Luria broth agar (LB agar) 
 ทริปซิน (Tryptone)    10.00 กรัม 
 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract) 5.00 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)  5.00 กรัม 
 วุน     15.00 กรัม 
 ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน  1  ลิตร 
 pH 7.0 
  
2. สูตรอาหาร Murashige and Shoog medium  
Stock solution 1 

ชื่อสาร มิลลิกรัมตอลิตร 10X(กรัมตอลิตร) 
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 มิลลิกรัมตอลิตร 200X(กรัมตอลิตร) 
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 มิลลิกรัมตอลิตร 100X(กรัมตอลิตร) 
Disodium EDTA 
FeSO4.7H2O 

37.25 
27.85 

3.725 
2.785 

Stock solution 4  
ชื่อสาร มิลลิกรัมตอลิตร 100X(กรัมตอลิตร) 
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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 หนวยปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพอาหาร ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ 
 อุทยานวิทยาศาสตรประเทศไทย ปทุมธานี 12120  โทรศัพทและโทรสาร 02-5646700 
 
 นางสาววิลาสินี กวีกิจธรรมกุล   
 หองปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพเพ่ืออุตสาหกรรม ฝายนาโนเทคโนโลยีและเทคโนโลยีชีวภาพ 
 สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  
 50 ถ.งามวงศวาน ลาดยาว จตุจักร กรุงเทพฯ 10900 โทรศัพท 0-2942-8600-3 ตอ 301 
 
 นายดํารงศักดิ์ อายุวนานนท  
 ฝายนาโนเทคโนโลยีและเทคโนโลยีชีวภาพ 
 สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  
 50 ถ.งามวงศวาน ลาดยาว จตุจักร กรุงเทพฯ 10900 โทรศัพท 0-2942-8600-3   
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