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ทิพวรรณ คงทอง : การขยายพนัธุ์ในหลอดทดลอง และการตรวจสอบความสามารถในการ

ต้านออกซิเดชนัของผกัดีด Solanum spirale Roxb. ท่ีเพาะเลีย้งแบบเซลล์แขวนลอย.   

(IN VITRO PROPAGATION AND DETERMINATION OF ANTIOXIDANT CAPACITY 

OF PAK DEED Solanum spirale Roxb. CELL SUSPENSION CULTURE) อ. ท่ีปรึกษา

วิทยานิพนธ์หลกั : ดร. ยพุิน จินตภากร, 85 หน้า. 

 

 ส่วนแรกของงานวิจยันีไ้ด้ทดลองนําเทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืชมาใช้เพ่ือชกันําการ

เกิดยอดและแคลลัสจากชิน้ส่วนปล้อง และชิน้ส่วนใบของผกัดีดในอาหารสูตร MS ร่วมกับสาร

ควบคมุการเจริญเติบโตของพืชในกลุ่มออกซิน คือ 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) 

หรือ 1-naphthaleneacetic acid (NAA) และไซโตไคนิน คือ benzyladenine (BA) หรือ kinetin 

พบว่าชิน้ส่วนปล้องท่ีเลีย้งในอาหารสตูร MS ท่ีเติม BA 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร สามารถชกันําให้เกิด

ยอดดีท่ีสดุ คือ 2.83±0.28 ยอดต่อชิน้ส่วนปล้อง ซึ่งมากกว่าชุดควบคมุท่ีไม่เติมสารควบคมุการ

เจริญเตบิโต อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิสว่นการเกิดแคลลสัพบได้ทัง้จากชิน้ส่วนปล้อง และชิน้ส่วน

ใบ โดยสามารถชกันําการเกิดแคลลสัได้มากท่ีสดุจากชิน้สว่นปล้องท่ีเพาะเลีย้งในอาหารสตูร MS ท่ี

เติม 2,4-D 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร แคลลสัท่ีได้จากอาหารสตูรดงักล่าวมีนํา้หนกัสด และนํา้หนกัแห้ง 

เป็น 143.38±11.39 และ 18.53±0.82 มิลลิกรัม ตามลําดบั ซึง่มากกว่าชดุควบคมุอย่างมีนยัสําคญั

ทางสถิติ ดงันัน้ สําหรับผกัดีดชิน้ส่วนปล้องจึงเป็นชิน้ส่วนท่ีเหมาะสมในการชกันําให้เกิดยอดและ

แคลลสัได้ดีกว่าชิน้ส่วนใบ ในส่วนท่ีสองของงานวิจัยนีไ้ด้ทําการตรวจสอบความสามารถในการ

ต้านออกซิเดชันของเซลล์แขวนลอยของผักดีดพบว่า เซลล์แขวนลอยมีฤทธ์ิในการขจัดอนุมูล 

DPPH ได้สงู อีกทัง้ในเซลล์แขวนลอยของผกัดีดยงัมีปริมาณฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์สงูกว่าพืชใน
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The aim of the first part in this study was to use tissue culture technique for shoot 

and callus induction. The internode and leaf explants of pak deed were cultured on MS 

medium supplemented with different concentrations of auxins (2,4-D or NAA) and 

cytokinins (BA or kinetin). The results showed that the most effective plant growth 

regulator was 0.5 mg/L BA for shoot induction in internode explants, (2.83±0.28 shoots 

per explant) which was significantly different from the control treatment. Apart from that, 

callus could be induced from both internode and leaf explants, however, the greatest 

yield (143.38±11.39 mg FW and 18.53±0.82 mg DW) was obtained from internode 

explants cultured on MS medium supplemented with 0.1 mg/L 2,4-D. Thus, internode 

explant of Pak deed is the better part for shoot and callus induction than the leaf explant. 

In the second part of the study, antioxidant activity of cell suspension of Pak deed was 

determined. The results showed that the cell suspension had high DPPH radical 

scavenging activity. Moreover, the phenolic and flavonoid contents in cell suspension of 

Pak deed were higher than the plants in situ. 
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บทที่ 1 

บทนํา 
 

ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 

 อนุมูลอิสระ (free radicals) เป็นอะตอมหรือโมเลกุลท่ีมีอิเล็กตรอนเด่ียวอยู่ในออร์บิทลั

ชัน้นอกสุดซึ่งเกิดขึน้ได้เม่ือพันธะระหว่างอะตอมแตกออก และมีอิเล็กตรอนเด่ียวเหลืออยู่บน

อะตอมหรือโมเลกุล อิเล็กตรอนเด่ียวนีทํ้าให้อนุมูลอิสระมีความเสถียรต่ํา และว่องไวต่อการทํา

ปฏิกิริยากับโมเลกุลอ่ืนต่อไปเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ (โอภา วชัระคปุต์ และคณะ, 2549) อนุมูลอิสระ

เหล่านีไ้ด้แก่ superoxide anion radical (O2
-), hydrogen peroxide (H2O2), hydroxyl radical 

(OH), singlet molecular oxygen (1O2) รวมทัง้ hydroperoxyl radical (HO2), nitric oxide 

radical (NO) และ peroxynitrite (ONOO-) 

อนุมูลอิสระเกิดได้ทัง้จากกระบวนการออกซิเดชันภายในร่างกาย จากอาหาร หรือจาก

สิ่งแวดล้อม ซึ่งอนุมูลอิสระเหล่านีเ้ป็นสาเหตปุระการหนึ่งของปัญหาสุขภาพ เช่น โรคหวัใจและ

หลอดเลือด โรคหลอดเลือดสมอง โรคมะเร็ง โรคความจําเส่ือม โรคเบาหวาน และโรคไขข้ออกัเสบ 

(Chanwitheesuk et al., 2005) 

สารต้านออกซิเดชนั (antioxidant) คือ สารประกอบท่ีสามารถป้องกนัหรือชะลอกระบวนการ

เกิดออกซิเดชนัภายในร่างกาย ซึ่งสารเหล่านีจ้ะเข้าจบัอนมุลูอิสระไม่ให้ไปทําลายชัน้ไขมนั โปรตีน 

และสารพนัธุกรรมหรือสร้างความเสียหายแก่เซลล์ แต่ถ้าร่างกายได้รับอนุมูลอิสระจากภายนอก

ด้วย เช่น จากกระบวนการประกอบอาหาร และจากมลพิษทางสิ่งแวดล้อมจะทําให้ สารต้าน

ออกซิเดชนัท่ีร่างกายสร้างขึน้เองไมเ่พียงพอในการกําจดัอนมุลูอิสระ ในปัจจบุนัได้มีการค้นพบสาร

ต้านออกซิเดชนัจากธรรมชาติ เช่น สารประกอบฟีนอลิค (phenolic compound) แคโรทีนอยด์ 

(caroteniod) เอนไซม์ (enzyme) และโคเอนไซม์ (co-enzyme) บางชนิด เป็นต้น ซึ่งสารเหล่านีจ้ะ

พบได้ในผกัและผลไม้หลายชนิด (นวลศรี รักอริยะธรรม และ อญัชนา เจนวิถีสขุ, 2545) 

จากงานวิจยัของสถาบนัค้นคว้าและพฒันาผลิตภณัฑ์อาหาร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ ได้

ทําการศึกษาวิจยั พบฤทธ์ิต้านออกซิเดชนัของผักพืน้บ้านซึ่งเป็นส่วนประกอบในอาหารของภาค

ตา่งๆ (Tangkanakul et al., 2006) เช่น ภาคอีสานมีผกัสะเม็ก หรือประทดัดอย ผกัติว้ กระโดนนํา้ 

สว่นในภาคใต้มีผกัยอดมนัป ูหรือมนัอียาง หรือ นกนอนทะเล สะตอ และในภาคเหนือมีผกัพืน้บ้าน

ท่ีมีฤทธ์ิต้านออกซิเดชนั คือ ดอกสะแล ผกัฮ้วน ผกัเซียงดา ขนนุอ่อน นอกจากนีย้งัมีผกัพืน้บ้าน

ของภาคกลางท่ีมีฤทธ์ิต้านออกซิเดชนั เช่น ใบชะมวง ใบยอ ผกักระเฉด ซึ่งผกัพืน้บ้านเหล่านี ้
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สามารถรับประทานได้ทัง้แบบสดและแบบนํามาปรุงสกุ ล้วนยงัคงมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิค 

และฤทธ์ิต้านออกซิเดชนัอยู่ และจากงานวิจยัทางคลินิกและระบาดวิทยาได้ยืนยนัว่า การบริโภค

ผกั ผลไม้ ธัญพืชท่ีไม่ผ่านการขดัสีและพืชสมุนไพรหลายชนิดจากธรรมชาติเป็นแหล่งสําคญัของ

สารต้านออกซิเดชนัซึ่งช่วยลดความเส่ียงตอ่การเกิดโรคเรือ้รังท่ีกล่าวถึงข้างต้น (ศรีวฒันา ทรงจิต

สมบูรณ์และคณะ, 2548) ดงันัน้ การรับประทานอาหารท่ีมีคณุสมบตัิในการต้านออกซิเดชนั เช่น 

ผกัพืน้บ้านของไทยอยา่งสม่ําเสมอจะชว่ยสง่เสริมสขุภาพร่างกายให้แข็งแรงได้  

ผกัดีด (Solanum spirale Roxb.) จัดอยู่ในวงศ์ Solanaceae เป็นไม้พุ่ม มีแหล่งการ

กระจายพนัธุ์ตัง้แตบ่ริเวณตอนใต้ของประเทศจีน อินเดีย พม่า ไทย ลาว เวียดนาม อินโดนีเซีย ถึง

ตอนเหนือของรัฐควีนแลนด์ ประเทศออสเตรเลีย โดยพบอยู่ในป่าฝนเขตร้อนท่ีระดบัความสงูจาก

ระดบันํา้ทะเลประมาณ 500-1900 เมตร (Knapp, 2002) สําหรับในประเทศไทยพบได้ในบริเวณ

ภาคเหนือโดยนํามาเป็นสว่นประกอบในการปรุงอาหาร และใช้เป็นยาลดไข้ตามภูมิปัญญาท้องถ่ิน 

(วิทยาลัยการแพทย์พืน้บ้านและการแพทย์ทางเลือก, 2547) และจากข้อมูลการตรวจสอบ

ความสามารถในการต้านออกซิ เดชันเบือ้งต้น พบว่า ผักดีดเป็นผักพืน้บ้านชนิดหนึ่ง ท่ี มี

ความสามารถในการขจดัอนมุลูอิสระสงู แตก่ารใช้ประโยชน์ และการเพาะปลกูขยายพนัธุ์ผกัดีดยงั

มีน้อยมากในท้องถ่ิน  

นอกจากนี  ้การเลีย้งเซลล์พืชและเนือ้เย่ือพืชเป็นวิธีการท่ีมีบทบาทสําคัญต่อการศึกษา

กระบวนการทํางานของพืช การเปล่ียนแปลงทางสณัฐานวิทยาของพืช และกระบวนการเมตาบอลิ

ซมึของเซลล์ ซึง่จากรายงานวิจยัมีการศกึษาความสามารถของเซลล์พืชในการสงัเคราะห์สาร และ

สะสมสารภายในเซลล์พืช โดยการเติมสารท่ีช่วยกระตุ้นการแบ่งเซลล์ และกระตุ้นให้เกิดการ

เปล่ียนแปลงเมตาบอลิซึมภายในเซลล์พืช เพ่ือนํามาประยกุต์เข้ากับการผลิตสารทุติยภูมิสําหรับ

การผลิตในเชิงพาณิชย์ท่ีสามารถเลือกเพาะเลีย้งเซลล์ท่ีให้สารออกฤทธ์ิ อีกทัง้ควบคมุปริมาณและ

กําหนดระยะเวลาตามแผนการผลิตได้ตามความต้องการของตลาด และใช้ระยะเวลาการเพาะปลกู

สัน้กวา่การปลกูแบบดัง้เดมิ  

ถึงแม้ว่าผักดีดจะเป็นพืชอาหารท้องถ่ินท่ีมีประโยชน์สามารถต้านออกซิเดชันได้ดี แต่การ

ขยายพนัธุ์ด้วยวิธีธรรมชาติยงัมีข้อจํากดั โดยจะเพาะปลกูจากเมล็ดได้ในฤดฝูนเท่านัน้ นอกจากนี ้

ชว่งเวลาท่ีผลผกัดีดสกุพร้อมท่ีจะให้เมล็ดสําหรับการเพาะปลกูได้จะเป็นในช่วงฤดหูนาว ดงันัน้ จึง

สนใจนําเทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืชมาศึกษาเพ่ือทดสอบสูตรอาหารท่ีเหมาะสมสําหรับการ

ชกันําให้เกิดยอดในหลอดทดลอง และการชกันําให้เกิดแคลลสัของผกัดีดเพ่ือใช้ในการเพาะเลีย้ง
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เซลล์แขวนลอย รวมทัง้ศึกษาความสามารถในการต้านออกซิเดชันของผักดีดท่ีเพาะเลีย้งใน

ลกัษณะของเซลล์แขวนลอย  

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพ่ือศกึษาสตูรอาหารท่ีเหมาะสมในการชกันําให้เกิดยอด และแคลลสั 

2. เพ่ือศกึษาความสามารถในการต้านออกซิเดชนัของเซลล์แขวนลอยของผกัดีด 

 

ขอบเขตของการวิจัย 

การทดลองท่ี 1 ศกึษาสารควบคมุการเจริญเติบโตของพืชท่ีสามารถชกันําให้เกิดยอด และแคลลสั  

จากชิน้สว่นปล้อง และใบของผกัดีด 

การทดลองท่ี 2 การเพาะเลีย้งเซลล์แขวนลอยของผกัดีดเพ่ือศกึษาการเติบโต และความสามารถ 

ในการต้านออกซิเดชนั 

 

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

ได้สตูรอาหารสําหรับการขยายพนัธุ์ผกัดีดในหลอดทดลอง และทราบความสามารถในการ

ต้านออกซิเดชนัจากเซลล์แขวนลอยของผกัดีด 

 

 

 

 



บทที่ 2 

การตรวจเอกสาร 
 

ผักดีด (Pak Deed) 

 ผักดีด หรือ ต้อยตั่ง มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Solanum spirale Roxb. จัดอยู่ในวงศ์ 

Solanaceae เป็นไม้พุ่ม และมีแหล่งการกระจายพนัธุ์พบอยู่ในป่าฝนเขตร้อนท่ีระดบัความสูง

ประมาณ 500-1900 เมตรจากระดบันํา้ทะเล ตัง้แตต่อนใต้ของประเทศจีน อินเดีย พม่า ไทย ลาว 

เวียดนาม อินโดนีเซีย ถึงตอนเหนือของรัฐควีนแลนด์ ประเทศออสเตรเลีย (Knapp, 2002)  

 

ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของผักดีด 

 ไม้พุ่มขนาดเล็ก ลําต้นทรงส่ีเหล่ียมแข็งมีข้อห่างๆ ตัง้ตรง สงูประมาณ 1-3 เมตร ใบเด่ียว

เรียงสลบั รูปวงรีหรือรูปวงรีแกมรูปไข่กลบั ใบกว้าง 5-8 เซนติเมตร ยาว 9-15 เซนติเมตร ดอกช่อ

ออกเหนือซอกใบ ก้านดอกยาว ดอกย่อยเรียงสลบักลีบดอกสีขาว (ภาพท่ี 1) ผลรูปทรงกลม ผิว

เรียบสีเขียวออกเป็นช่อคล้ายมะเขือพวง เม่ือแก่จะเปล่ียนเป็นสีเหลืองส้ม ออกดอกในเดือน

พฤษภาคม-กรกฎาคม ผลสกุในเดือนธนัวาคม-มกราคม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1 ผกัดีด หรือ ต้อยตัง่ 
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การจัดจาํแนกตามอนุกรมวิธานของผักดีด 

Kingdom: Plantae 

  Order: Solanales 

   Family: Solanaceae 

    Genus: Solanum 

     Species: S. spirale 
 

การใช้ประโยชน์ของผักดีด 

สําหรับในประเทศไทยพบได้ในบริเวณภาคเหนือ โดยชาวบ้านนําใบอ่อน ยอดอ่อนของผกั

ดีดมาเป็นส่วนประกอบในการปรุงอาหาร เช่น แกงเห็ดโคน แกงขนุน และเป็นส่วนประกอบใน

ตํารับยาลดไข้ตามภมูิปัญญาชาวบ้าน (ภาพท่ี 2) มีฤทธ์ิเป็นยาเย็น โดยใช้ใบ และรากผกัดีดสดมดั

รวมกับหญ้าปากควาย ต้นตะไคร้ ใบหญ้าแพรก และอ้อยดํา นํามาแช่นํา้ด่ืมใช้ลดไข้ในเด็กเล็ก 

(วิทยาลยัการแพทย์พืน้บ้านและการแพทย์ทางเลือก, 2547) และในประเทศอินเดียใช้รากเป็นยา

ขบัปัสสาวะ และรักษาอาการ narcotic ส่วนในประเทศลาวนําลําต้นมาแช่นํา้ให้เปลือกเป่ือยยุ่ยใช้

เป็นยาลดไข้ (Knapp, 2002)  

นอกจากนีใ้นการศึกษาพฤกษศาสตร์พืน้บ้านของ Borkataki และคณะ (2008) ใน

รัฐอสัสมัของประเทศอินเดีย พบวา่ผกัดีดเป็นพืชท่ีปลกูไว้ริมรัว้ (Live fencing หรือ Biofencing) 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2 ยาลดไข้ตามภมูิปัญญาชาวบ้าน ประกอบด้วยใบ และรากผกัดีดสด หญ้าปากควาย            

ต้นตะไคร้ ใบหญ้าแพรก และอ้อยดํา  
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การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืช และเซลล์พืช 

 การเพาะเลี ย้งเนือ้ เ ย่ือพืชเป็นเทคนิคขัน้ตอนพืน้ฐานในการเพิ่มผลผลิตจากพืช

นอกเหนือจากเพาะปลูกตามธรรมชาติ ซึ่งเกิดจากความสามารถของเซลล์พืชท่ีมีคุณสมบัติ

totipotent จงึสามารถเจริญในอาหารแข็งและอาหารเหลว อีกทัง้เซลล์พืชเป็นแหลง่สําคญัของ    เม

ตาบอลิซึมของเซลล์ (cellular metabolism) เช่น การแบง่เซลล์ การสงัเคราะห์ดีเอ็นเอ เป็นต้น ซึ่ง

เป็นสิ่งจําเป็นในการถ่ายทอดพนัธุกรรมไปสูรุ่่นลกูหลาน 

 พืชสมนุไพรจดัว่าเป็นแหล่งผลิตสารเคมีจากธรรมชาติท่ีสําคญัในด้านเภสชักรรม อาหาร 

เกษตรกรรม ตลอดจนเคร่ืองสําอางค์ ส่วนใหญ่เป็นสารจําพวกสารทุติยภูมิ  (secondary 

metabolites) ได้แก่ สารจําพวก อัลคาลอยด์ (alkaloid) ฟลาโวนอยด์ (flavonoid) ฟีนอลิก 

(phenolic) สเตอรอยด์ (steroid) เทอร์ปีนอยด์ (terpenoid) นํา้มนัหอมระเหย (volatile oil) เป็น

ต้น (ตารางท่ี 1) สารทตุยิภมูิท่ีได้จากพืชนัน้ส่วนมากมีราคาแพง โดยเฉพาะอย่างย่ิงสารท่ีออกฤทธ์ิ

ตอ่กระบวนการชีววิทยาของสิ่งมีชีวิต (biologically active compounds) เช่น ยารักษาโรค สาร

แตง่กลิ่นอาหาร เป็นต้น ในธรรมชาติพืชจะผลิตสารทตุิยภูมิในปริมาณน้อยมาก ตลอดจนขัน้ตอน

ในการสกัด การแยกสาร และการทําให้สารบริสุทธ์ิมกัจะยุ่งยากและใช้เวลานาน ดงันัน้การเพิ่ม

ผลผลิตของสารทุติยภูมิเหล่านีจ้ึงเป็นสิ่งท่ีสําคัญ เทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือเป็นวิธีหนึ่งท่ี

นํามาใช้เพ่ือแผนการผลิตทางอตุสาหกรรม เน่ืองจากมีข้อได้เปรียบหลายประการเม่ือเทียบกบัการ

ผลิตจากต้นพืชในธรรมชาต ิดงันี ้

 1. สามารถขยายพนัธุ์พืชได้จํานวนมากในพืน้ท่ีจํากดัในระยะเวลาอนัสัน้ 

 2. ได้ต้นพืชท่ียงัคงลกัษณะทางพนัธุกรรมของสายพนัธุ์เดมิ 

 3. ได้ต้นพืชปลอดภยัจากยาฆา่แมลงศตัรูพืช และโรคพืช 

 4. ไมข่ึน้อยูก่บัปัจจยัทางสิ่งแวดล้อมได้แก่ ภมูิอากาศ ศตัรูพืช โรคพืช และฤดกูาล เป็นต้น 

5. สามารถควบคมุการผลิตทัง้ในด้านปริมาณและเวลาท่ีต้องการ ซึ่งนําไปถึงความสามารถ

ควบคมุด้านการตลาดได้ดีย่ิงขึน้ 

 6. สามารถสร้างผลผลิตท่ีมีคณุภาพและปริมาณแน่นอน ซึ่งสามารถคดัเลือกเซลล์เด่ียวหรือ

เซลล์เกาะกลุ่มทําให้ได้โคลนของเซลล์พืชเพาะเลีย้งท่ีสามารถผลิตสารผลิตภัณฑ์เป้าหมายได้

มากกว่าในพืชจากธรรมชาติ อีกทัง้สามารถชักนําให้เซลล์พืชเพาะเลีย้งผลิตสารผลิตภัณฑ์ท่ี

ต้องการโดยจําเพาะ ประหยดัเวลา และสะดวกต่อกระบวนการเก็บเก่ียวผลิตภณัฑ์และการทําให้

บริสทุธ์ิ  
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ตารางท่ี 1 พืชสมนุไพรบางชนิดท่ีผลิตสารทตุยิภมูิและการประยกุต์ใช้ (Endress, 1994) 

 

Metabolite Application Species 

 Drugs  

Ajmalicine Circulation Catharanthus roseus 

Atropine 

Anti-cholinergic 

Atropa belladonna 

Hyoscyamine Hyoscyamus spp. 

Hyoscine Datura spp. 

Theophylline Camellia sinensis 

Diosgenin Contraceptive Dioscorea spp. 

Quinine Anti-malarial Cinchona spp. 

Eugenol Local anesthetic Syzygium aromaticum 

Morphine 
Analgesics Papaver somniferum Codeine 

Thebaine 

Digoxin Cardiatonic Digitalis spp. 

Eucalyptol 
Anthelmintic 

Artemisia pauciflora 

Sabinol Juniperus Sabina 

 Flavours  

Capsaicin Chilli Capsicum frutescens 

Crocin, picocrocin Saffron Crocus sativus 

Humulene Beer Humulus lupulus 

Glycyrrhizin Licorice Gycyrrhiza 

Vanilin Vanilla Vanilla spp. 

Quinine Bittering agent Cinchona spp. 
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ตารางท่ี 1 (ตอ่) 
 

Metabolite Application Species 

 Pigments  

Anthocyanins Red/blue 

Grapes (Vitis sp.) 

Purple mazie 

Beta vulgaris 

Anthraquinones Red Morinda citrifolia 

Saffron Yellow Crocus sativa 

Shinkonin Red Lithospermum erythrorhizon 

Xanthophylls Yellow Curcuma longa 

 Agrochemicals  

Cederene Repellent Juniperus virginiana 

Nicotine Insecticides Nicotiana tabacum 

Piperine 
Contact insecticides 

Piper nigrum 

Various pyrethroids Chrysanthemum spp. 

 

ผกัดีดเป็นผกัพืน้บ้านอีกหนึ่งชนิดท่ีมีความสามารถในการขจดัอนมุูลอิสระสงู แตจ่ากการ

ค้นคว้าเอกสารท่ีเก่ียวข้องของผกัดีดพบการใช้ประโยชน์ และการเพาะปลูกขยายพนัธุ์ผกัดีดยงัมี

น้อยมาก ซึง่จากรายงานวิจยั ดงัตารางท่ี 2 แสดงรายละเอียดท่ีอ้างถึงการชกันําให้เกิดยอดเพ่ือการ

ขยายพันธุ์พืชในหลอดทดลองจากพืชสกุล Solanum และสกุลอ่ืนๆ เพ่ือนํามาใช้เป็นแนวทาง

เบือ้งต้นในการดดัแปลงสตูรอาหารให้เหมาะสมตอ่การขยายพนัธุ์ผกัดีดในหลอดทดลอง 
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  ตารางท่ี 2 งานวิจยัท่ีชกันําการเกิดยอดในหลอดทดลองเพ่ือการขยายพนัธุ์พืชสกลุ Solanum และสกลุอ่ืนๆ 
 

 

 

 

 

 

ช่ือพืช ชิน้สว่นพืช 
การชกันําให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางสณัฐาน

วิทยา/การขยายพนัธุ์พืช 
สตูรอาหารเพาะเลีย้ง อ้างอิง 

มะแว้งนก ปล้อง shoot direct regeneration B5 ท่ีเตมิ BA 0.5 mg/L Hassanein and 

Soltan, 2000 

S. surattense Bum. ปล้อง shoot direct regeneration MS ท่ีเตมิ BA 0.5 mg/L Rahman et al., 2011 

S. villosum Mill. ปล้อง shoot organogenesis MS ท่ีเตมิ BA 2 mg/L ร่วมกบั 

NAA 1 mg/L 

Hussein and Aqlan, 

2011 

มะแว้งนก ใบ shoot formation MS ท่ีเตมิ kinetin 1.5 mg/L Bhat et al., 2010 

มะเขือเทศ ใบ shoot multiplication MS ท่ีเตมิ BA 2.5 mg/L ร่วมกบั 

NAA 1.5 mg/L 
Khan et al., 2010 

S. villosum Mill. ใบ shoot organogenesis MS ท่ีเตมิ BA 2 mg/L ร่วมกบั 

NAA 1 mg/L 

Hussein and Aqlan, 

2011 
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  ตารางท่ี 2 (ต่อ) 
 

ช่ือพืช ชิน้สว่นพืช 
การชกันําให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางสณัฐาน

วิทยา/การขยายพนัธุ์พืช 
สตูรอาหารเพาะเลีย้ง อ้างอิง 

มะเขือยาว ใบ plantlets regeneration MS ท่ีเตมิ BA 0.05 mg/L 

ร่วมกบั NAA 1 mg/L 
Hossain et al., 2007 

Nicotiana tabacum L. 

สายพนัธ์ุ SPTG-172 

แคลลสั shoot regeneration MS ท่ีเตมิ BA 2 mg/L ร่วมกบั 

NAA 0.2 mg/L 

Ali et al., 2007 

Withania somnifera 

(L.) Dunal. 

ใบ shoot organogenesis MS ท่ีเตมิ BA 1 mg/L ร่วมกบั 

IAA 1 mg/L 

Kulkarni et al., 1996 

มะแว้งนก ข้อ shoot multiplication MS ท่ีเตมิ BA 1 mg/L Verma et al., 2010 

มะแว้งนก ข้อ shoot multiplication MS ท่ีเตมิ 2,4-D 2.5 mg/L 

ร่วมกบั NAA 2 mg/L 

Khan et al., 2010 

มนัฝร่ัง ข้อ shoot multiplication MS ท่ีเตมิ BA 2. mg/L  Khan et al., 2010 
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  ตารางท่ี 2 (ตอ่) 
 

ช่ือพืช ชิน้สว่นพืช 
การชกันําให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางสณัฐาน

วิทยา/การขยายพนัธุ์พืช 
สตูรอาหารเพาะเลีย้ง อ้างอิง 

S. sessiliflorum สาย

พนัธุ์ Santa luzia  

ข้อ shoot organogenesis MS ท่ีเตมิ kinetin 0.64 mg/L 

ร่วมกบั IAA 0.01 mg/L 

Boufleuher et al., 

2008 

S. sessiliflorum สาย

พนัธุ์ Santa luzia 

ลําต้นใต้ใบ

เลีย้ง 

shoot formation MS ท่ีเตมิ kinetin 10 หรือ 20 

mg/L ร่วมกบั IAA 0.02 mg/L 

Schuelter et al., 

2009 

Withania somnifera 

(L.) Dunal. 

ตาข้าง shoot regeneration MS ท่ีเตมิ BA 1 mg/L ร่วมกบั

kinetin 1 mg/L 

Sabir et al., 2007 

S. capsicoides All. ปลายยอด shoot regeneration MS ท่ีเตมิ BA 2 mg/L Anish et al., 2010 
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การเจริญและการชักนําให้เกิดเนือ้เย่ือพืชในหลอดทดลอง 

 การนําชิน้ส่วนของพืชมาวางเพาะเลีย้งในอาหารสงัเคราะห์สามารถชกันําให้เกิดเป็นต้น

พืชต้นใหม่ท่ีสมบรูณ์ในสภาวะปลอดเชือ้ โดยกระบวนการเมตาบอลิซึมภายในเซลล์จะถกูกระตุ้น

ให้เกิดการแบ่งเซลล์ และการเปล่ียนแปลงทางสันฐานวิทยาของเซลล์จากเนือ้เย่ือธรรมดา 

(organized tissue) เช่น ลําต้น ใบ และราก พฒันาไปเป็นเนือ้เย่ือท่ีจะเกิดเป็นจดุเร่ิมต้นของยอด

หรือรากได้โดยตรง หรือไม่ประกอบเป็นอวยัวะ (unorganized tissue) คือ แคลลสั ซึ่งเป็นกลุ่ม

เซลล์ท่ียังไม่พัฒนาเป็นเนือ้เย่ือ (undifferentiated mass) เม่ือแคลลัสได้รับอาหาร และ

สภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสมก็สามารถเกิดเป็นยอด รากได้ (สมพร ประเสริฐสง่สกลุ, 2549) 

 แคลลสั เป็นกลุ่มเซลล์ท่ีประกอบด้วยเซลล์พาเรนไคมา มีขนาดและรูปร่างไม่แน่นอน โดย

ท่ียงัไมมี่การเปล่ียนแปลงไปเป็นอวยัวะ หรือ เนือ้เย่ือชนิดตา่งๆ ภายในเซลล์มีเปอร์เซ็นต์ของแวคิว

โอล (vacuole) สงู แคลลสัท่ีเซลล์เกาะตวักนัแน่น เรียกว่า compact callus ถ้าเซลล์เกาะกนัอย่าง

หลวม ออ่นนุม่ ชุม่นํา้ เรียกวา่ friable callus (ประศาสตร์ เกือ้มณี, 2536) แคลลสัส่วนใหญ่จะไม่มี

รงควตัถุ (pigment) มีเป็นส่วนน้อยท่ีพบว่ามีสีเขียว สีเหลือง และสีม่วง ซึ่งปริมาณและชนิดของ

รงควัตถุขึน้อยู่กับชนิดของพืช ธาตุอาหารท่ีใช้เพาะเลีย้ง และปัจจัยทางสิ่งแวดล้อมของการ

เพาะเลีย้ง โดยเฉพาะปัจจยัของแสง อีกทัง้การกระตุ้นให้เกิดแคลลสัขึน้อยู่กบัชนิดของเนือ้เย่ือ หรือ 

สารควบคมุการเจริญเตบิโตของพืช (ประศาสตร์ เกือ้มณี, 2536) 

เนือ้เย่ือบางชนิดไม่จําเป็นต้องอาศยัสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชก็สามารถเกิด

แคลลสัได้ เนือ้เย่ือดงักล่าว คือ vascular cambium เพราะเซลล์มีการแบง่ตวัในอตัราท่ีสงู ดงันัน้

แคลลสัมกัจะเกิดขึน้มาจากเนือ้เย่ือท่ีมีส่วนของแคมเบียมรวมอยู่ด้วย เช่น ส่วนของเอมบริโอ ใบ

เลีย้ง ราก ใบออ่น ดอกออ่น เป็นต้น (สมพร ประเสริฐสง่สกลุ, 2549) 

 เซลล์แขวนลอย เป็นเซลล์เด่ียว หรือกลุ่มของเซลล์ (aggregate cell) ผสมกันในอาหาร

เหลวท่ีเขย่าตลอดเวลาซึ่งเซลล์เหล่านีจ้ะมีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว มีนิวเคลียสและ             

ไซโทพลาซึมชดัเจน และยงัพบอีกว่าเซลล์ท่ีเลีย้งในอาหารเหลวมกัสูญเสียความสามารถในการ

เกิดต้นพืช ทัง้นีข้ึน้อยู่กับชนิดของพืช พืชบางชนิดแม้เลีย้งในสภาวะเซลล์แขวนลอยก็ยงัสามารถ

พฒันาเป็นต้นพืชได้ (Chawla, 2003) 

 

 

 

 



13 

 การเจริญของเซลล์แขวนลอยมีลกัษณะดงันี ้(Chawla, 2003) 

  ระยะท่ี 1 lag phase เป็นระยะแรกหลงัจากเซลล์ได้รับอาหารใหม่ ยงัไม่มีการแบง่

เซลล์ ไมมี่การเตบิโต มีแตก่ารเปล่ียนแปลงทางเคมีเพ่ือเตรียมพร้อมสําหรับการแบง่เซลล์ 

  ระยะท่ี 2 exponential phase เป็นระยะท่ีเซลล์มีการแบง่ตวัเพิ่มขึน้ด้วยอตัราเร่ง

สงูจงึทําให้ได้จํานวนเซลล์มากขึน้ตามไปด้วย 

  ระยะท่ี 3 linear phase เป็นระยะท่ีเซลล์มีการขยายขนาดเพิ่มขึน้ รวมทัง้เซลล์จะ

สร้างสารประกอบตา่งๆ ของผนงัเซลล์จงึทําให้เซลล์มีนํา้หนกัสด และแห้งมากท่ีสดุ 

  ระยะท่ี 4 progressive deceleration phase เป็นระยะท่ีเซลล์มีการแบง่เซลล์และ

ขนาดของเซลล์ลดลง 

  ระยะท่ี 5 stationary phase เป็นระยะท่ีไม่มีการเพิ่มจํานวน หรือ ขนาดของเซลล์

คงท่ีแล้ว หยดุการเตบิโต 

 

 การวดัการเติบโตของเซลล์ วิธีท่ีง่ายท่ีสดุ และสะดวกสบายจะใช้วิธีการชัง่นํา้หนกัสดและ

นํา้หนกัแห้ง เม่ือสร้างกราฟการเติบโตซึ่งเป็นกราฟแสดงความสมัพันธ์ระหว่างนํา้หนกัของเซลล์ 

และชว่งเวลาท่ีเพาะเลีย้ง สามารถพบรูปแบบการเตบิโตเป็นแบบซิกมอยด์ (sigmoid curve) 

 

 สําหรับการศึกษาการเลีย้งเซลล์พืชและเนือ้เย่ือพืชในสกุล Solanum และสกุลอ่ืนๆมี

รายงานวิจยัดงัในตารางท่ี 3 ซึ่งเป็นกระบวนการเพาะเลีย้งแคลลสั และเซลล์แขวนลอยเพ่ือเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการผลิตสารทตุยิภมู ิ
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ตารางท่ี 3 งานวิจยัท่ีเก่ียวข้องกบัเพาะเลีย้งแคลลสั และเซลล์แขวนลอยของพืชสกลุ Solanum และสกลุอ่ืนๆ 
 

ช่ือพืช ชิน้สว่นพืช การเพาะเลีย้ง ผลการวิจยั สตูรอาหารเพาะเลีย้ง อ้างอิง 

มนัฝร่ัง 

(S. tuberosum L.) 

eye buds แคลลสั สารสกัดของแคลลสัมีฤทธ์ิต้านเซลล์มะเร็งของ

เต้านม เม็ดเลือดขาว กลอ่งเสียง ตบั ปากมดลกู, 

ลําไส้ใหญ่ และสมอง ให้ค่า IC50 สูง ดงันี ้คือ  

2.7, 3.7, 6.0, 6.7, 10.0, 13.6, และ 22.3 µl/ml 

ตามลําดับ และมีความสามารถในการต้าน

อนุมูลอิสระได้สูง 76.4% อีกทัง้ยังผลิตสาร 

glycoalkaloid สูงกว่าสารสกัดจากแคลลสั และ

จากหวัมนัฝร่ังในธรรมชาต ิ 

MS ท่ีเตมิ IAA 2 

mg/L ร่วมกบั BA 0.5 

mg/L 

Al-Ashaal, 

2010 

S. chrysotrichum 

Schldl. 

ลําต้นใต้ใบ

เลีย้ง 

เซลล์แขวนลอย ผลิตสาร antifungal spirostanol saponin    

(SC-1) 

MS ท่ีเตมิ 2,4-D 2 

mg/L ร่วมกบั kinetin 

2 mg/L  

Villarreal et 

al., 1997 

Gossypium 

hirsutum L. 

ลําต้นใต้ใบ

เลีย้ง 

แคลลสั แคลลัสสามารถสะสมสาร gossypol ได้จาก

อาหารสตูร MS ท่ีเติม 2,4-D 0.1 mg/L ร่วมกบั 

kinetin 0.1 mg/L 

MS ท่ีเตมิ 2,4-D 0.1 

mg/L ร่วมกบั kinetin 

0.1 mg/L 

Baksha et al., 

2006 
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ตารางท่ี 3 (ตอ่) 
 

ช่ือพืช ชิน้สว่นพืช การเพาะเลีย้ง ผลการวิจยั สตูรอาหารเพาะเลีย้ง อ้างอิง 

S. khasianum C. 

B. Clark. 

ลําต้น เซลล์แขวนลอย ผลิตสาร hydroxycinnamoylamides and α-

hydroxyacetovanillone 

 MS ท่ีเตมินํา้ตาล

ซูโครส 1.5% และ2,4-

D 1 mg/L ร่วม กบั 

kinetin 1 mg/L 

Muhlenbeck 

et al., 1996 

S. hainanense 

Hance. 

ลําต้น เซลล์แขวนลอย นํา้หนักเซลล์รวม (cell biomass) มากท่ีสุด 

18.47 g ในสปัดาห์ท่ี 4 และได้ปริมาณสาร 

solasodine (121.01 mg/g) สงูกว่ารากจากต้น

ในธรรมชาตท่ีิมีอาย ุ1 ปี ถึง 6 เทา่ 

MS ท่ีเตมิ 2,4-D 1 

mg/L ร่วมกบั BA 0.1 

mg/L และนํา้ตาล

ซูโครส 3% 

Loc and 

Thanh, 2011 

S. lyratum Thunb. ลําต้น เซลล์แขวนลอย ออกซินมีผลทําให้ปริมาณสาร solanidine และ 

solasodine สงู และเซลล์มีการเจริญเติบโตได้เร็ว

กวา่เซลล์ท่ีเลีย้งในสตูรชดุควบคมุ 

MS ท่ีเตมิ IBA 5 

mg/L และ IBA 1 

mg/L  

Kuo et al., 

2012 
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ตารางท่ี 3 (ตอ่) 
 

ช่ือพืช ชิน้สว่นพืช การเพาะเลีย้ง ผลการวิจยั สตูรอาหารเพาะเลีย้ง อ้างอิง 

Tripterygium 

wilfordii Hook.f. 

ลําต้น เซลล์แขวนลอย 

  

กลุ่มเซลล์ท่ีมีขนาดใหญ่กว่า 2 mm เซลล์จะ

เตบิโตอยา่งรวดเร็ว สว่นการสะสมสาร ก้อนเซลล์

ท่ีมีขนาด 0.5-2 mm ให้ปริมาณสาร triptolide 

มากท่ีสุด ในขณะท่ีก้อนเซลล์ขนาดเล็ก 0.1-0.5 

mm มีการสะสมของคลอโรพลาสต์ได้นํา้หนัก

มวลรวมต่ํา (cell biomass) และเซลล์เตบิโตช้า 

PRL-4 medium ท่ีเตมิ 

2,4-D 2 mg/L ร่วมกบั 

kinetin 0.1 mg/L และ

เตมิ casein 250 mg/L 

และนํา้ตาลซูโครส 20 

g/L 

Miao et al., 

2012 

Rhodiola 

sachalinensis A. 

Bor. 

ลําต้น เซลล์แขวนลอย เซลล์แขวนลอยของกลุ่มก้อน compact callus 

เพ่ือการผลิตสาร salidroside กลุ่มก้อนแคลลสั 

ประกอบด้วย เซลล์รูปทรงกลม ผิวเรียบ มีขนาด 

2-7 mm ช่วงการเติบโตของ exponential phase 

มีระยะเวลาสัน้ และมีช่วงของ linear ยาวนาน

ท่ีสดุในวฎัจกัรของการเลีย้งเซลล์ 

MS ท่ีเตมิ NAA 0.3 

mg/L ร่วมกบั BA 3 

mg/L และเตมินํา้ตาล

ซูโครส 3% (w/v) 

Xu et al., 

1998 
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ตารางท่ี 3 (ตอ่) 
 

พืช ชิน้สว่นพืช การเพาะเลีย้ง ผลการวิจยั สตูรอาหารเพาะเลีย้ง อ้างอิง 

มะเขือยาว ใบ เซลล์แขวนลอย ชกันําให้เกิด somatic embryogenic  MS ท่ีเตมิ NAA 1 mg/L 

ร่วมกบั BA 0.05 mg/L 

Hossain et 

al., 2007 

Withania 

somnifera (L.) 

Dunal. 

ใบ เซลล์แขวนลอย สภาวะท่ีเหมาะสมของการเลีย้งเซลล์แขวนลอย

คือ ความหนาแน่นของเซลล์เร่ิมต้น 10 g/L และ 

pH 5.8 จะได้เซลล์แขวนลอยมีการเติบโต และมี

ปริมาณสาร withanolide A สงูสดุในสปัดาห์ท่ี 4 

MS ท่ีเตมิ 2,4-D 2 

mg/L ร่วมกบั kinetin 

0.5 mg/L และนํา้ตาล

ซูโครส 3% (w/v) 

Nagella and 

Murthy, 

2010 

Nicotiana 

tabacum L. สาย

พนัธุ์ SPTG-172 

ใบ แคลลสั การใช้สัดส่วนของออกซินต่อไซโตไคนินสูง 

สามารถชกันําให้เกิดแคลลสัได้สําเร็จ 

MS ท่ีเตมิ NAA 3 mg/L 

ร่วมกบั BA 0.2 mg/L 

Ali et al., 

2007 
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ตารางท่ี 3 (ตอ่) 
 

พืช ชิน้สว่นพืช การเพาะเลีย้ง ผลการวิจยั สตูรอาหารเพาะเลีย้ง อ้างอิง 

Glycyrrhiza 

glabra L. 

ใบ แคลลสั และเซลล์

แขวนลอย  

เกิด embryogenic callus ไปเลีย้งแบบเซลล์

แขวนลอยซึง่มีชว่งการเตบิโตจํากดั เน่ืองจากเกิด 

browning ระหวา่งการเพาะเลีย้ง ดงันัน้ จึงต้องมี

การ ย้ายเ ลี ย้ งลงอาหารใหม่สูตร เดิมทุก  2 

สัปดาห์ เพ่ือทําให้ช่วงเวลาการมีชีวิตของเซลล์

ยืดยาวขึน้ 

B5 ท่ีเตมิ 2,4-D 1 

mg/L ร่วมกบั kinetin 1 

mg/L และเตมิซูโครส 

2% 

Mousa et 

al., 2007 

Centella asiatica 

(L.) Urb. 

ใบ แคลลสั และ

เซลล์แขวนลอย 

แคลลัสท่ีได้มีสีเขียว เซลล์เกาะกันแบบหลวม 

(friable callus) และเซลล์แขวนลอยมีการ

เจริญเติบโต (cell growth) เร็วกว่าแคลลสั อีกทัง้

ให้ปริมาณสาร asiaticoside (494.62 mg/g) สงู

กวา่แคลลสั และสว่นของใบจากธรรมชาต ิ

MS ท่ีเตมิ NAA 1 mg/L 

ร่วมกบั BA 1 mg/L 

Nath and 

Buragohain, 

2005 
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ตารางท่ี 3 (ตอ่) 
 

ช่ือพืช ชิน้สว่นพืช การเพาะเลีย้ง ผลการวิจยั สตูรอาหารเพาะเลีย้ง อ้างอิง 

Melastoma 

malabathricum L. 

ใบ แคลลสั และเซลล์

แขวนลอย 

สารควบคมุการเจริญเติบโตท่ีใช้เลีย้งแคลลสัเกิด

แคลลสัหลวม (friable callus) และจากนัน้เลีย้ง

เซลล์แขวนลอยใช้เซลล์เร่ิมต้นท่ีอยู่ในช่วง 0.25-

0.5 g ให้นํา้หนกัสดสงูถึง 6.150 g ซึ่งเซลล์จะเร่ิม

เตบิโตในชว่งวนัท่ี 9-15 หลงัจากเร่ิมทําการเลีย้ง 

MS ท่ีเตมิ NAA 6 mg/L 

ร่วมกบั BA 1 mg/L 

(แคลลสั) 

MS ท่ีเตมิ NAA 0.5 

mg/L ร่วมกบั BA 0.25 

mg/L (เซลล์แขวนลอย) 

Keng et al., 

2008 

Saussurea 

medusa Maxim. 

ใบ แคลลสั และเซลล์

แขวนลอย  

ปัจจยัท่ีเหมาะสมต่อการเลีย้งแคลลัส และเซลล์

แขวนลอยต้องใช้แสง Blue light, 3% sucrose 

กบั 1% glucose และการใช้ NAA ความเข้มข้น

สูงจะทําให้เซลล์มีอัตราการเจริญเติบโต และมี

ปริมาณสารเพิ่มมากขึน้ 

MS ท่ีเตมิ NAA 0.2 

mg/L ร่วมกบั BA 2 

mg/L 

Zhao et al., 

2001 
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ตารางท่ี 3 (ตอ่) 
 

ช่ือพืช ชิน้สว่นพืช การเพาะเลีย้ง ผลการวิจยั สตูรอาหารเพาะเลีย้ง อ้างอิง 

Silybum 

marianum L. 

ใบเลีย้ง แคลลสั นํา้หนักมวลรวมของแคลลัสท่ีให้ milk clotting 

peptidases สูงสุดในช่วง exponential phase ใน

วันท่ี 14 และเซลล์เจริญเติบโตคงท่ี (stationary 

phase) ในวนัท่ี 35 ของการเพาะ เลีย้ง 

B5 ท่ีเตมิ 2,4-D 0.5 

mg/Lร่วมกบั BA 0.05 

mg/L 

Cimino et 

al., 2006 

Gymnema 

sylvestre R. Br. 

ข้อ และ

ปล้อง 

แคลลสั และ

เซลล์แขวนลอย 

สารควบคมุการเจริญเติบโตของพืชสามารถชกันําให้

เกิดแคลลัสท่ีมีสีเหลืองอ่อน และเซลล์เติบโตอย่าง

รวดเร็วในช่วงเวลา 2-3 สปัดาห์ซึ่งได้นํา้หนักมวล

รวมของแคลลสัและเซลล์แขวนลอยเพิ่มขึน้  

MS ท่ีเตมิ 2,4-D 0.5 

mg/L ร่วมกบั NAA 

2.5 mg/L 

Gopi and 

Vatsala, 

2006 

Cistanche 

deserticola Y. C. 

Ma. 

เมล็ด เซลล์แขวนลอย เซลล์แขวนลอยมีการเติบโตสูงสุดในวันท่ี 21 ได้

นํา้หนกัแห้งมากท่ีสดุ 8.03 g และมีการสะสมสาร 

Phenylethanoid glycosides (PeGs) มากท่ีสดุ 97 

mg นอกจากนีย้งัพบวา่ เซลล์แขวนลอยสามารถขจดั

อนุมูล DPPH ได้มากกว่าใบในหลอดทดลอง และ

แคลลสัถึง 1.1 และ 2.2 เทา่ ตามลําดบั  

MS ท่ีเตมิ NAA 1 

mg/L และ 2,4-D 

0.25 mg/L ร่วมกบั 

BA 2 mg/L และเตมิ

นํา้ตาลซูโครส 30 g/L 

Cheng et 

al., 2005 

 



 

21 

ตารางท่ี 3 (ตอ่) 
 

ช่ือพืช   ชิน้สว่นพืช การเพาะเลีย้ง ผลการวิจยั สตูรอาหารเพาะเลีย้ง อ้างอิง 

Pueraria candollei 

var. candollei และ 

var. mirifica 

ราก เซลล์แขวนลอย เซล ล์แขวนลอยมีการ เติบโตเพิ่ มขึ น้จนถึง 

stationary phase ในระยะเวลา 15-24 วนั โดย

เซลล์แขวนลอยของ var. mirifica จากรากมีนํา้ 

หนักมวลรวมมากกว่าใบ และลําต้น ตามลําดบั 

นอกจากนีเ้ซลล์แขวนลอยมีปริมาณ isoflavo- 

noid สงูกวา่หวัใต้ดนิจากธรรมชาต ิ

MS ท่ีเตมิ 2,4-D 1 

mg/L 

Boonsnong-

cheep et al., 

2010 

Psoralea 

corylifolia L. 

ราก แคลลสั แคลลสัจากรากให้ปริมาณสาร isoflavone และ

เตบิโต (growth index) สงูท่ีสดุ รวมทัง้มีคา่ EC50 

104.89 µg/ml และปริมาณฟีนอลิค 39.00 mg 

GAE/g dry weight สงูกวา่พืชในธรรมชาต ิ

สตูร MS ท่ีเตมิ IAA 1 

mg/L ร่วมกบั BA 1 

mg/L 

Shinde et 

al., 2010 
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ลักษณะและธรรมชาตขิองเซลล์พืช  

1. ขนาดและความไวตอ่แรงเฉือน (shear sensitivity) 

 เซลล์พืชเพาะเลีย้งมีขนาดใหญ่กว่าเซลล์จลุินทรีย์ประมาณ 10-100 เท่า กล่าวคือ เซลล์

พืชเพาะเลีย้งมีขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางอยู่ในช่วง 20-40 ไมโครเมตร และมีความยาวของเซลล์อยู่

ในช่วง 100-200 ไมโครเมตร อีกทัง้มีรูปทรงหลากหลาย ตัง้แตท่รงกลมจนถึงทรงกระบอก ขนาด

และรูปทรงแปรตามขัน้ของการเจริญ โดยในการเจริญขัน้ทวีคณู (log) เซลล์จะมีแวคิวโอเล็กๆ 

จํานวนมาก และไซโตพลาซึมข้น ขณะท่ีเม่ือเซลล์แก่จะมีแวคิวโอขนาดใหญ่อันเดียว และ           

ไซโตพลาซึมเจือจาง การเปล่ียนแปลงของอัตราส่วนระหว่างแวคิวโอกับของเหลวในเซลล์ทําให้

เซลล์ไวตอ่การเปล่ียนแปลงความดนัออสโตซิส (osmotic potential) และแรงกดดนัทางกายภาพ 

(physical stress) และอาจเป็นไปได้ท่ีจะปล่อยของเสียท่ีสะสมในแวคิวโอ เข้าสู่ไซโตพลาซึม 

อย่างไรก็ดีลกัษณะของผนงัเซลล์ซึ่งมีองค์ประกอบของเซลลูโลสเป็นหลกั อนัมีคณุสมบตัิแข็งและ

ความตงึตวัสงู (high tensile strength) ทําให้เซลล์พืชทนตอ่แรงเฉือนต่ํา (low shear resistance) 

(กนกวรรณ รัตนสโนบล, 2536) 

2. การจบักนัเป็นกลุม่ของเซลล์ (aggregate formation) 

 ในการเพาะเลีย้งเซลล์แขวนลอย ปกติเซลล์พืชมักจะจับกันเป็นกลุ่มก้อนของเซลล์ 

(clump) ซึ่งอาจมีขนาดตัง้แต่กลุ่มละ 2-300 เซลล์ ขึน้อยู่กับชนิดของพืช การเปล่ียนย้ายอาหาร 

(subculture) สภาวะแวดล้อม และองค์ประกอบของอาหาร การจับกันเป็นกลุ่มก้อนของเซลล์

ขนาดใหญ่ทําให้เกิดความแตกตา่งระหวา่งเซลล์ท่ีอยู่บริเวณรอบนอกกบัเซลล์บริเวณตรงกลางของ

กลุ่มทัง้ในด้านสภาพแวดล้อม การนําสารอาหารเข้าเซลล์ (nutrient uptake) และการหลัง่สาร      

ทตุยิภมูิ อีกทัง้ขนาดท่ีใหญ่และมีนํา้หนกักวา่เซลล์เด่ียวทําให้การแขวนลอยไม่คงตวั ตกตะกอนเร็ว 

และเม่ือเซลล์เจริญมากขึน้ทําให้เกิดความหนืดสงู (high viscosity) ดงันัน้ แรงเฉือนท่ีเกิดขึน้ต้อง

ไม่รุนแรงจนเซลล์แตก และควรให้การเกิดการขนถ่ายมวล (mass transfer) ได้ดีโดยเฉพาะ

ออกซิเจน  

อย่างไรก็ดี การจบักันเป็นกลุ่มของเซลล์ก็อาจมีประโยชน์ในแง่สรีรวิทยาและชีวเคมีของ

การร่วมกนัสงัเคราะห์ผลิตภณัฑ์ของเซลล์พืช การเกิดความแตกตา่งของสภาวะแวดล้อมและการ

แพร่ของสารอาหารอาจทําให้เซลล์บริเวณตรงกลางเกิดการพฒันา (differentiation) ไปเป็นเซลล์
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ป้อน (feeder) ไปกระตุ้นเซลล์อ่ืนๆ ท่ีอยูล้่อมรอบตวัเอง การแก้ปัญหาการจบักนัเป็นกลุ่มของเซลล์

ทําได้โดยการแยกเอาเซลล์เด่ียวจากเซลล์มีโซฟิลล์ในแผ่นใบ ทําได้ 2 วิธี คือ วิธีทางกายภาพ เช่น 

การบดหรือป่ันใบพืช เป็นต้น และวิธีการใช้เอนไซม์เพคทิเนส เป็นต้น 

3. ความต้องการออกซิเจน 

 เซลล์พืชเป็นเซลล์ท่ีต้องการออกซิเจนในการเตบิโต แตเ่น่ืองด้วยอตัราการหายใจของเซลล์

ต่ํา จึงต้องการออกซิเจนน้อย (maximum oxygen uptake rate อยู่ในช่วง 1-9 mmol/h) การเลีย้ง

เซลล์แขวนลอยแบบเขย่าช่วยให้กลุ่มเซลล์ท่ีมีเซลล์ต่างชนิดกันผสมกันอยู่ (heterogeneous) 

กระจายตัวออกจากกันเป็นกลุ่มเซลล์เล็กๆ ทําให้ได้รับธาตุอาหาร และออกซิเจนเพิ่มมากขึน้ 

(Tapia et al., 2003) 

 

ปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญของเซลล์พืชและเนือ้เย่ือเพาะเลีย้ง 

1. สารควบคมุการเจริญเตบิโตของพืช 

 กระบวนการเจริญเติบโตของพืชเพาะเลีย้งในหลอดทดลองเป็นผลท่ีเกิดจากสดัส่วนของ

ออกซินต่อไซโตไคนิน ซึ่งพืชจะควบคมุระดบัของออกซินและไซโตไคนินภายในต้นพืช (hormone 

autotrophy) ทัง้ท่ีอยู่ในรูป free active และ conjugation (Endress, 1994) เพ่ือให้เกิดความ

สมดลุของระดบัฮอร์โมนภายในต้นพืชและฮอร์โมนพืชสงัเคราะห์ท่ีเติมลงในอาหารเลีย้งเนือ้เย่ือพืช 

(Robert and Dennis, 2005 ) ซึ่งถ้าหากสดัส่วนของฮอร์โมนท่ีอยู่ในต้นพืชสมดลุกบัปริมาณของ

สารสงัเคราะห์ท่ีเติมในอาหารเลีย้งเนือ้เย่ือจะทําให้ชิน้ส่วนพืชท่ีต้องการเลีย้งเจริญเป็นยอดหรือ

รากหรือแคลลสัก็ได้ 

ออกซิน 

 โดยปกติการเจริญเติบโตและความมีชีวิตของพืชเพาะเลีย้งเกิดจากการเติมออกซิน

สงัเคราะห์ ได้แก่ 2,4-D และ NAA ซึ่งจะช่วยชักนําให้เกิดการสร้างเอนไซม์ท่ีจําเพาะตอ่การ

สงัเคราะห์ RNA ในการตอบสนองของพืชตอ่ออกซินแต่ละชนิดมีระดบัความเข้มข้นท่ีใช้แตกตา่ง

กัน เช่น 2,4-D มีความแรงกว่า IAA ถึง 20 เท่า ดงันัน้ 2,4-D จึงได้ช่ือว่า dedifferentiating 

hormone (Endress, 1994)  
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ไซโตไคนิน 

 ไซโตไคนินเป็นฮอร์โมนท่ีใช้ร่วมกบัออกซินเพ่ือส่งเสริมให้เกิดการเจริญเติบโตของแคลลสั 

เซลล์แขวนลอย และอวัยวะ รวมทัง้การเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยาแบบทางตรง (George,     

et al., 2008) เช่น kinetin ช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์เพาะเลีย้ง ส่วน BA และ Zeatin 

ชว่ยเหน่ียวนําและเพาะเลีย้ง (maintain) แคลลสัและเซลล์แขวนลอยได้ดี (Endress, 1994) 

 

2. องค์ประกอบของอาหารเพาะเลีย้ง 

 องค์ประกอบของอาหารได้แก่ แหลง่คาร์บอน และธาตอุาหารตา่งๆ มีผลตอ่การสงัเคราะห์

สารทตุยิภมูิ โดยสตูรอาหารท่ีให้การเจริญสงูสดุอาจแตกตา่งไปจากสตูรอาหารท่ีให้การสงัเคราะห์

สารทตุิยภูมิสงูสุด การท่ีจะพฒันาสตูรอาหารเพ่ือการผลิต (production medium) มกัมุ่งเน้นไปท่ี

แหลง่และปริมาณคาร์บอน ไนโตรเจน และฟอสเฟต (Endress, 1994) 

 

3. ปัจจยัทางกายภาพท่ีมีอิทธิพลตอ่การเจริญของเซลล์ และเนือ้เย่ือพืช  

ปัจจยัทางแสง ประกอบด้วย ช่วงความยาวแสง (day length) ชนิดแสง (light quality) 

และความเข้มแสง (light intensity) ดงันัน้จึงนิยมเลือกใช้ปัจจยัของช่วงความยาวแสงให้เหมือน

สภาพท่ีพืชนัน้ขึน้อยูใ่นธรรมชาต ิความเข้มแสงท่ีเหมาะสมและนิยมใช้ คือ 1,000-4,000 ลกัซ์ ส่วน

ชนิดของแสงสีตา่งๆจะช่วยกระตุ้นให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางสณัฐานวิทยาของพืชท่ีเลีย้งตา่งกัน 

เช่น การเกิดยอดหรือรากจากแคลลัสยาสูบ พบว่าแสงสีนํา้เงินและม่วงส่งเสริมการเกิดยอด 

ในขณะท่ีแสงสีแดงสง่เสริมการเกิดราก (คํานญู กาญจนภมูิ, 2544) 

อุณหภูมิและความชืน้ภายในห้องเพาะเลีย้งมีการติดตัง้เคร่ืองปรับอากาศซึ่งอุณหภูมิท่ี

พอเหมาะอยู่ท่ี 24-26 oC ส่วนความชืน้ควรมีความชืน้สมัพทัธ์ประมาณร้อยละ 70 เพ่ือหลีกเล่ียง

การปนเปือ้นจากเชือ้จลุินทรีย์ (คํานญู กาญจนภมูิ, 2544) 

นอกจากนีก้ารให้ออกซิเจนในการเตบิโตของเซลล์ และเนือ้เย่ือนิยมวางบนเคร่ืองเขย่า เพ่ือ

เพิ่มปริมาณออกซิเจนให้กบัเซลล์ โดยเลีย้งเซลล์บนเคร่ืองเขย่าท่ีมีความเร็ว 100-120 รอบตอ่นาที 

(คํานญู กาญจนภมูิ, 2544) 
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อนุมูลอิสระ และสารต้านอนุมูลอิสระ 

 อนุมูลอิสระ คือ อะตอม โมเลกุล หรือสารประกอบท่ีมีอิเลคตรอนเด่ียวอยู่ในออร์บิทลัวง

นอกสุดท่ีมีระดับพลังงานสูง (ตารางท่ี 4) อิเลคตรอนเด่ียวนีจ้ะไม่เสถียรและพยายามจับคู่

กบัอิเลคตรอนเด่ียวอ่ืน จึงทําให้อนุมูลอิสระมีความไวสูงในการเกิดปฏิกิริยากับโมเลกุลอ่ืนอย่าง

ต่อเน่ือง อย่างไรก็ตามยังคงมีอนุมูลอิสระบางชนิดท่ีมีความสําคญัในทางชีวภาพ ได้แก่ อนุมูล

ซุปเปอร์ออกไซด์แอนอิออน (O2
-) อนุมลูไฮดรอกซี (OH) และอนมุูลเปอร์ไฮดรอกซี (HO2) ซึ่ง

เป็นอนุมูลท่ีไวในการเกิดปฏิกิริยาสูงมาก ขณะท่ีอนุมูลอิสระท่ีมีความไวสูงรองลงมา ได้แก่         

อนุมูลไนตริกออกไซด์ (NO) อนุมูลวิตามินอี และอนุมูลวิตามินซี โมเลกุลดงักล่าวจะเป็นตวัก่อ

เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ในร่างกาย ซึ่งการเผาผลาญอาหารประเภทเนือ้สัตว์ทําให้เกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชนัในร่างกายจะมีของเสียท่ีเรียกวา่อนมุลูอิสระเป็นจํานวนมาก 

 

ตารางท่ี 4 อนมุลูอิสระ (โอภา วชัระคปุต์, 2549) 

อนมุลูอิสระ 

Reactive oxygen species (ROS)  

Superoxide, Superoxide anion  O2
- 

Hydroxyl OH 

Hydroperoxyl HO2 

Peroxyl RO2 

Alkoxyl RO 

Carbonate CO3
- 

Carbon dioxide CO2
- 

Reactive nitrogen species (RNS)  

Nitric oxide NO 

Nitrogen dioxide  NO2 NO2
- 
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ตารางท่ี 4 (ตอ่) 

 อนมุลูอิสระ 

Reactive chlorine species (RCS)  

Atomic chlorine  Cl 

Others  

Thioyl radical  RS 

 

การเกิดอนุมูลอิสระ 

การเกิดอนมุลูอิสระมีได้หลายกลไกท่ีแตกตา่งกนั ดงัตารางท่ี 5 

 

ตารางท่ี 5 กลไกการเกิดอนมุลูอิสระ (นวลศรี รักอริยะธรรม และอญัชนา เจนวิถีสขุ, 2545) 

สารตัง้ต้น              R โมเลกุลของสารตัง้ต้นถกูกระตุ้นด้วยความร้อน 

แสง หรือได้รับอิเลคตรอนจากสารรีดิวซิง หรือ

ถูกกระตุ้นด้วยเอนไซม์ ทําให้เกิดอนุมูลอิสระ 

(R) 

R + O2             ROO อนุมูลอิสระ (R) ทําปฏิกิริยากับออกซิเจน ได้

อนมุลูอิสระเปอร์ออกซิล (ROO) 

ROO + RH             ROOH + R (ใหม่) อนุมูลอิสระเปอร์ออกซิลทําปฏิกิริยากับไขมัน 

(RH) ได้ไฮโดรเปอร์ออกไซด์ (ROOH) และ

อนมุลูอิสระตวัใหม ่(R (ใหม่)) 

ROO + ROO             โมเลกลุท่ีคงตวั เม่ือใดก็ตามท่ีอนุมูลอิสระ 2 ตวัมาเจอกันก็จะ

รวมกนัเป็นโมเลกลุท่ีคงตวั 

 

ผลของอนมุลูอิสระก่อให้เกิดความเสียหายและอนัตรายตอ่ร่างกาย อนันําไปสู่ภาวะพยาธิ

สภาพของโรคบางโรค หรือเซลล์ทํางานผิดปกติ ซึ่งร่างกายท่ีมีปริมาณอนุมูลอิสระสะสมอยู่ใน

ระดบัสงูทําให้เกิดโรคมะเร็ง โรคหลอดเลือดหวัใจ โรคเก่ียวกบัระบบภูมิคุ้มกนัทํางานผิดปกติ โรค
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ข้ออกัเสบ โรคแก่ก่อนวยั โรคต้อกระจก โรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer) โรคพาร์กินสนั (Parkinson) 

เป็นต้น 

 

สารต้านอนุมูลอิสระ 

 

 สารต้านอนุมูลอิสระ หรือ สารต้านออกซิเดชัน เป็นสารท่ีทําหน้าท่ียับยัง้หรือต่อต้าน

ปฏิกิริยาออกซิเดชัน หรือสารท่ีสามารถขจัดอนุมูลอิสระจากร่างกาย แต่ถ้าในสภาวะท่ี

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัสงูมาก (oxidative stress) ระบบสารต้านอนุมลูอิสระท่ีร่างกายสร้างขึน้

ยบัยัง้หรือตอ่ต้านอนมุลูอิสระไม่ทนัจะส่งผลกระทบตอ่เซลล์ และทําลายเซลล์ในอวยัวะส่วนตา่งๆ

ซึง่ประกอบด้วยโปรตีน ไขมนั คาร์โบไฮเดรต และดีเอ็นเอ จงึก่อให้เกิดโรคดงัท่ีกลา่วมาข้างต้น  

โดยปกตสิารต้านอนมุลูอิสระจะมีอยู่ 2 ลกัษณะ คือ สารท่ีพบในร่างกาย และสารท่ีพบใน

ธรรมชาต ิ

 สารต้านอนมุลูอิสระท่ีพบในร่างกาย แบง่ออกเป็น 2 กลุม่ คือ 

1.  สารท่ีเป็นเอนไซม์ เช่น superoxide dismutase: SOD, catalase: CAT, glutathione 

peroxidase: GPX, glulathione reductase: GR และ glutathione S-transferase: GST 

2. สารท่ีไม่เป็นเอนไซม์ เช่น glutathione, lipoic acid, ceruloplasmin, albumin 

transferring, haptoglobin, hemopexin, uric acid, bilirubin และ cysteine 

 

สารต้านอนมุูลอิสระท่ีพบในธรรมชาติและไม่จดัว่าเป็นเอนไซม์ ได้มาจากการบริโภคผกั 

ผลไม้ เช่น วิตามินอี (tocopherols) แคโรทีนอยด์ (carotenoids) วิตามินซี (ascorbic acid) 

สารประกอบในกลุ่มโพลีฟีนอลิกได้แก่ สเตียรอยด์ (stearoids) ยูบิควิโนน (ubiquinone) ไทออล 

(thiols) อินโนซิน (imosine) ทวัรีน (taurine) ไพรูเวต (pyruvate) กรดแกลลิก (gallic acid) ฟลาโว

นอยด์ (flavonoids) เป็นต้น จากรายงานการวิจยัสารสกดัจากพืชสมนุไพร และผกัพืน้บ้าน ทัง้พืช

เพาะเลีย้งในหลอดทดลอง และพืชในธรรมชาติ (ตารางท่ี 6) โดยการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ เช่น 

cytotoxicity antioxidant และ antiparasitic เป็นต้น ซึ่งเป็นประโยชน์อย่างมากในทางการแพทย์

ตอ่ไป  



ตารางท่ี 6 งานวิจยัท่ีเก่ียวข้องกบัการศกึษา antioxidant activity ของพืชในสกลุ Solanum และสกลุอ่ืนๆ 
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ช่ือพืช งานวิจยั ผลการวิจยั อ้างอิง 

S. surattense 

Bum. 

ตรวจสอบความสามารถในการต้าน

อนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบ ลํา

ต้น ผล และราก 

-รากท่ีสกดัด้วยตวัทําละลาย acetone มีฤทธ์ิในการขจดัอนมุลู

อิสระสูง เม่ือทดสอบด้วยวิธี DPPH , ABTS+, OH radical 

scavenging และ phosphormolybdenum reduction รวมทัง้

มีปริมาณฟีนอลิก และ tannin สงูด้วยเชน่กนั  

-ส่วนสารสกดัด้วยตวัทําละลาย methanol จากรากและลําต้น 

มีความสามารถในการ reducing ferric และ metal chelation 

ไ ด้ดี ท่ีสุด นอกจากนีพ้บว่าสารสกัดของรากท่ีไ ด้จากตัว          

ทําละลาย acetone และ methanol มีผลในการยับยัง้การ

เกิดปฏิกิริยา peroxodation และ antihemolytic activity ซึ่ง

ชว่ยยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาลกูโซข่องอนมุลูอิสระ 

Joseph et al., 

2011 

S. nigrum L. 

และ S. torvum L. 

ทดสอบฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระ

ของผกัพืน้บ้านในประเทศอินเดีย

จากสารสกดัใบและผล 

ส่วนผลของ S. torvum ท่ีสกดัด้วยตวัทําละลาย chloroform มี

ปริมาณฟีนอลิกมากกว่าส่วนผลของ S. nigrum ในขณะท่ีส่วน

ผลของ S. nigrum ท่ีสกดัด้วยตวัทําละลาย methanol มีความ 

สามารถในการขจดัอนุมูลอิสระ และ reducing oxidants ท่ี

ทดสอบด้วยวิธี FRAP และ ABTS+ สงูท่ีสดุ 

Loganayaki et 

al., 2010 



ตารางท่ี 6 (ตอ่) 
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ช่ือพืช งานวิจยั ผลการวิจยั อ้างอิง 

Ocimum 

sanctum L. 

เปรียบเทียบฤทธ์ิการต้านอนมุลู

อิสระของสว่นใบ ลําต้น และดอกใน

ธรรมชาต ิกบัแคลลสัจากชิน้สว่นใบ 

ลําต้น และดอก 

แคลลสัจากชิน้ส่วนใบท่ีเลีย้งในอาหารสตูร MS ท่ีเติม 2,4-D 1 

mg/L ร่วมกบั kinetin 0.1 mg/L ให้เปอร์เซ็นต์ของการชกันําให้

เกิดแคลลัสได้มากท่ีสุด 99.1±1.4% และแคลลัสมีความ 

สามารถในการขจดัอนุมูลอิสระได้สูงกว่าพืชในธรรมชาติ โดย

แคลลสัจากชิน้ส่วนใบมีปริมาณฟีนอลิก 40 mg/ml ของสาร

สกดั และมีฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระได้สงูด้วยเชน่กนั 

Hakkim et al., 

2007 

Rosmarinus 

officinalis L. 

ตรวจสอบปริมาณฟีนอลิก และ 

antioxidant activity ของสารสกดั

จากแคลลสั 

ชิน้ส่วนลําต้นท่ีเลีย้งในอาหารสตูร WPM ท่ีเติม NAA 1 mg/L 

สามารถชักนําให้เกิดแคลลัสได้นํา้หนักสดมากท่ีสุด 18.6 g 

และสารสกดัท่ีอณุหภูมิ 50 oC จะทําให้ได้ปริมาณฟีนอลิกสูง

ท่ีสดุ 34.4 mg/g dry weight และมีความสามารถในการขจดั

อนมุลูอิสระได้สงูกวา่ชดุการทดลองอ่ืน 

Celiktas et al., 

2007 



ตารางท่ี 6 (ตอ่) 
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ช่ือพืช งานวิจยั ผลการวิจยั อ้างอิง 

Salvia officinalis 

L. 

ต ร ว จ ส อ บ ป ริ ม า ณ ฟี น อ ลิ ก ข อ ง

แคลลัส และเซลล์แขวนลอยจาก

ชิน้สว่นปล้อง 

แคลลสั และเซลล์แขวนลอยเติบโตได้ดีท่ีสุดในอาหารสูตร MS 

ท่ีเติม 2,4-D 0.05 mg/L ร่วมกบั Zeatin 1.5 mg/L ในขณะท่ี

ปริมาณฟีนอลิกท่ีสะสมอยู่ในแคลลสัจากอาหารสตูร MS ท่ีเติม 

2,4-D 0.05 mg/L ร่วมกบั BA 1.5 mg/L มีปริมาณฟีนอลิกสงู

กวา่เซลล์แขวนลอยท่ีเลีย้งในอาหารสตูร MS ท่ีเติม 2,4-D 0.05 

mg/L ร่วมกบั kinetin 0.5 mg/L  

Santos-Gomes 

et al., 2003 

Salvia officinalis 

L. 

ตรวจสอบ antioxidant activity ของ

สารสกดัจากการเพาะ เลีย้งในหลอด

ทดลอง และในธรรมชาติ 

สารสกดัด้วยตวัทําละลาย methanol ของ hairy root และรากท่ี

ได้จากการเพาะเลีย้งในหลอดทดลองมีความสามารถในการ 

reducing Mo และขจดัอนมุลู DPPH ได้ดีท่ีสดุ ตามลําดบั ใน 

ขณะท่ีสารสกดัด้วยตวัทําละลาย acetone ของยอดเพาะเลีย้ง

ในหลอดทดลองสามารถตอ่ต้านปฏิกิริยาการเกิด linoleic acid 

ได้ดีเท่ากับสารสกัดจากยอด และรากในธรรมชาติ นอกจากนี ้

ยงัพบว่า hairy root มีปริมาณสาร rosmarinic acid มากท่ีสดุ 

การตรวจสอบฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระด้วยวิธี DPPH assay 

จะเกิด ปฏิกิริยาได้ดี เม่ือสารสกดัท่ีนํามาทดสอบเป็นพวกมีขัว้ 

Grzegorczyk      

et al., 2007 



ตารางท่ี 6 (ตอ่) 
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ช่ือพืช งานวิจยั ผลการวิจยั อ้างอิง 

ถัว่เหลือง 

(Glycine max 

(L.) Merril) 

ศกึษาฤทธ์ิในการขจดัอนมุลูอิสระใน

เปลือกหุ้มเมล็ดสีนํา้ตาลของถัว่

เหลืองท่ีผลิตสาร procyanidins 

ถัว่เหลืองท่ีมีเปลือกหุ้มเมล็ดสีดํา สีนํา้ตาล และสีแดง-นํา้ตาลมี

ฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระสงู ตามลําดบัซึ่งให้ผลท่ีสมัพนัธ์กบั

ปริมาณสาร procyanidins ท่ีพบมากท่ีสุดในสายพันธุ์ ท่ีมี

เปลือกหุ้มเมล็ดสีดํา 

Takahata et al., 

2001 
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อนุมูลอิสระท่ีใช้ในการศึกษา 

 1,1 diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH radical) เป็นสารประกอบท่ีมีอิเลค    

ตรอนอยู่ท่ีตําแหน่งของไนโตรเจน และมีความเสถียรจากโครงสร้างเรโซแนนซ์ DPPH มีลกัษณะ

เป็นของแข็งสีม่วง (free radical) เม่ือถูกรีดิวซ์ด้วยสารต้านอนมุูลอิสระจะทําให้เกิดการเปล่ียนสี

เป็นไม่มีสี (non radical) (ภาพท่ี 3) ซึ่งสามารถตรวจสอบได้ด้วยเคร่ืองวดัค่าดดูกลืนแสงท่ี 517 

nm และคํานวณหาคา่ EC50 (ความเข้มข้นของสารต้านอนมุลูอิสระท่ีสามารถทําให้ความเข้มข้น

ของอนุมูล DPPH ลดลงคร่ึงหนึ่ง, 50%) ดงันัน้ DPPH รีเอเจนต์ท่ีใช้ในการทดสอบฤทธ์ิต้าน

อนมุลูอิสระสามารถทําได้สะดวก รวดเร็วและง่ายตอ่การทดสอบเบือ้งต้น (โอภา วชัระคปุต์, 2549) 

 

 
 

ภาพท่ี 3 ปฎิกิริยาการขจดัอนมุลู DPPH (1,1 diphenyl-2-picrylhydrazyl radical) 
 

 



บทที่ 3 

อุปกรณ์และวิธีการศึกษา 
 

1. อุปกรณ์การศึกษา 

1.1 วสัดอุปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืช 

  1.1.1  บีกเกอร์ขนาด 100, 250, 500 และ 1,000 ml 

  1.1.2  ปิเปตขนาด 5 และ 10 ml 

  1.1.3  กระบอกตวงขนาด 25, 50 และ 1,000 ml 

  1.1.4  ขวดรูปชมพูข่นาด 50 ml   

1.1.5  ขวดเลีย้งเนือ้เย่ือขนาด 4 ออนซ์ พร้อมฝาพลาสติกทนความร้อน 

1.1.6  แทง่แก้วสําหรับคนสาร 

1.1.7  ช้อนตกัสาร 

1.1.8  ปากคีบ  

1.1.9  มีดผา่ตดั พร้อมใบมีดเบอร์ 11  

1.1.10  จานแก้ว (petri dish) 

1.1.11  อะลมูิเนียมฟอยล์ 

1.1.12  ตะเกียงแอลกอฮอล์ 

1.1.13  เตาอบความร้อน (hot air oven) 

 1.1.14  เตาอบไมโครเวฟ (microwave oven) 

 1.1.15  ตู้ย้ายเนือ้เย่ือ (laminar air flow cabinet) 

 1.1.16  หม้อนึง่ความดนั (autoclave) 

 1.1.17  ตู้เย็น (refrigerator) 

 1.1.18  เคร่ืองวดัความเป็นกรด – ดา่ง (pH meter) 

 1.1.19  กระดาษชัง่สารเคมี 

1.1.20  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 2 และ 4 ตําแหนง่ (balance) 

1.1.21  pipette tip ขนาดปริมาตร 200 และ 1,000 µl 
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1.1.22  micropipette ขนาดปริมาตร 20, 200 และ 1,000 µl (Gilson, France) 

1.1.23  ชัน้วางขวดเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ  

1.1.24  ห้องเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืชท่ีควบคมุอณุหภมูิ 25 ± 2 oC ให้แสงจากหลอด 

ฟลอูอเรสเซนส์ ความเข้มแสง 2,250 ลกัซ์ 16 ชัว่โมงตอ่วนั 

1.1.25 เคร่ืองเขยา่แบบวน (orbital platform shaker) ท่ีความเร็วรอบ 110 รอบ 

ตอ่นาที 

 1.2 อปุกรณ์สําหรับการวิเคราะห์ antioxidant activity 

  1.2.1  96 well plate 

  1.2.2  micro-titer plate reader (BIOTEX ®) 

  1.2.3  กระดาษกรอง Whatman No 1. 

  1.2.4  nylon syringe filter 0.22 µm 

  1.2.5  syringe ขนาด 5 ml 

  1.2.6  Eppendorf tube ขนาด 2 ml 

  1.2.7  หลอดแก้วฝาเกลียวขนาด 5 ml  

  1.2.8  หลอดทดลอง 

  1.2.9  homogenizer (WiseTis ®) 

  1.2.10  กรวยแก้ว 

  1.2.11  แผน่อลมูิเนียมฟอยล์ 

  1.2.12  พาราฟิล์ม 

 

2. สารเคมี 

 2.1 สารเคมีสําหรับวิเคราะห์ DPPH scavenging activity 

  2.1.1  absolute ethanol 

  2.1.2  95% ethanol 

  2.1.3  DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 

  2.1.4  methanol 
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  2.1.5  ascorbic acid 

 2.2 สารเคมีสําหรับวิเคราะห์ปริมาณ phenolic compounds 

  2.2.1  Folin-Ciocalteu’s reagent 

  2.2.2  gallic acid 

  2.2.3  2% sodium carbonate (Na2CO3) 

 2.3 สารเคมีสําหรับวิเคราะห์ปริมาณ flavonoid 

  2.3.1  2% aluminum chloride (AlCl3) 

  2.3.2  rutin 

 

3. วิธีการศึกษา 

3.1 เก็บตวัอย่างผกัดีดจากตําบลดู่ใต้ อําเภอเมือง จงัหวดัน่าน โดยเก็บส่วนใบ ดอก 

และผลมาทําตวัอย่างแห้งเพ่ือตรวจสอบช่ือวิทยาศาสตร์ และเก็บผลแก่เพ่ือนํา

เมล็ดมาใช้ในการเพาะเลีย้งในหลอดทดลอง 

3.2 เพาะเมล็ดผกัดีดในหลอดทดลอง 

3.2.1 นําเมล็ดผักดีดท่ีสมบูรณ์ และแก่เต็มท่ี ล้างนํา้สะอาด แช่ในแอลกอฮอล์ 

70% เป็นเวลา 1-2 นาที จากนัน้นํามาฟอกฆ่าเชือ้ด้วยสารละลาย NaOCl 

3% เป็นเวลา 15 นาที หลงัจากนัน้ล้างด้วยนํา้กลัน่ฆ่าเชือ้ 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 

นาที (ทําในตู้ปลอดเชือ้) 

3.2.2 นําเมล็ดมาวางเลีย้งบนอาหารก่ึงแข็ง MS (Murashige and Skoog, 

1962) (ภาคผนวก ก) ไมเ่ตมิสารควบคมุการเจริญเตบิโตของพืช  

3.2.3 เลีย้งในห้องเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืชท่ีควบคมุอุณหภูมิ 25±2 oC แสงจาก

หลอดฟลูออเรสเซนต์ ความเข้มแสง 2,250 ลักซ์ 16 ชั่วโมงต่อวัน 

จนกระทั่งเมล็ดงอกเป็นต้นอ่อนและเพาะเลีย้งต่อเป็นเวลา 12 สัปดาห์   

จากนัน้ย้ายต้นออ่นลงเลีย้งในอาหารใหม่ทกุ 4 สปัดาห์ เพ่ือใช้เป็นตวัอย่าง  

สําหรับการทดลอง 

3.3 ศกึษาผลของไซโตไคนินตอ่การชกันําให้เกิดยอดของผกัดีด 

3.3.1 ใช้ตวัอย่างพืชท่ีเลีย้งไว้ในข้อ 3.2.3 มาตดัให้ได้ชิน้ส่วนใบขนาดเส้นผ่าน

ศนูย์กลาง 0.5 เซนติเมตร และปล้องขนาด 0.3-0.4 เซนติเมตร เลีย้ง
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แยกกันในอาหารก่ึงแข็ง MS ร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโต             

ไซโตไคนิน ได้แก่ benzyladenine (BA) หรือ kinetin ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ 

ดงัในตารางท่ี 7 ซึ่งมี 11 ชดุการทดลองในแตล่ะชิน้ส่วน โดยในแตล่ะชุด

การทดลองมีจํานวนซํา้ละ 10 ขวด (replication) และเลีย้งเนือ้เย่ือขวดละ 

2 ชิน้  

3.3.2   วางชดุการทดลองแบบ Randomized Complete Block Design (RCBD) 

  ในห้องเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืชท่ีควบคมุอุณหภูมิ 25±2 o C แสงจากหลอด

  ฟลอูอเรสเซนส์ความเข้มแสง 2,250 ลกัซ์ 16 ชัว่โมงตอ่วนั เป็นเวลา 6  

  สปัดาห์ 

3.3.3 เก็บผลการทดลองโดยบนัทกึจํานวนชิน้สว่นใบ หรือ ปล้องท่ีเกิดยอด 

จํานวนยอดท่ีเกิดใหมต่อ่ชิน้สว่น นํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้งของยอด  

3.3.4 ทําการทดลองจากข้อ 3.3.1-3.3.4 ซํา้อีกหนึง่รอบ 

 

ตารางท่ี 7 ชนิดและความเข้มข้นของสารควบคมุการเจริญเตบิโตของพืชท่ีใช้ชกันําให้เกิด

ยอด จากชิน้ส่วนใบและปล้องของผกัดีดในอาหารก่ึงแข็ง MS 
 

 

ชดุการทดลองท่ี 
ชนิดของสารควบคมุการเจริญเตบิโตของ

พืช 

ความเข้มข้น 

(mg/L) 

1 - 0 

2 

benzyladenine 

(BA) 

0.25 

3 0.5 

4 1 

5 2 

6 3 

7 

kinetin 

0.25 

8 0.5 

9 1 

10 1.5 

11 2 
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3.4 ศกึษาผลของออกซินและไซโตไคนินตอ่การชกันําให้เกิดแคลลสัของผกัดีด  

3.4.1 ใช้ตวัอย่างท่ีเลีย้งไว้ในข้อ 3.2.3 มาตดัให้ได้ชิน้ส่วนใบขนาดเส้นผ่าน 

ศนูย์กลาง 0.5 เซนติเมตร และปล้องขนาด 0.3-0.4 เซนติเมตร เลีย้ง

แยกกันในอาหารก่ึงแข็ง MS ร่วมกับสารควบคมุการเจริญเติบโตของพืช 

ได้แก่ 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), BA และ 1-naphtha- 

leneacetic acid (NAA) ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ดงัในตารางท่ี 8 ซึ่งมี 15 ชดุ

การทดลองในแตล่ะชิน้สว่น โดยในแตล่ะชดุการทดลองมีจํานวนซํา้ละ 10 

ขวด (replication) และเลีย้งเนือ้เย่ือขวดละ 2 ชิน้  

3.4.2 วางชุดการทดลองแบบ RCBD ในห้องเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืชท่ีควบคุม

อณุหภูมิ 25±2 o C แสงจากหลอดฟลอูอเรสเซนส์ ความเข้มแสง 2,250 

ลกัซ์ 16 ชัว่โมงตอ่วนั เป็นเวลา 6 สปัดาห์  

3.4.3 เก็บผลการทดลองโดยบนัทึกจํานวนชิน้ส่วนใบ หรือ ปล้องท่ีเกิดแคลลสั

นํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้งของแคลลสั และบนัทึกลกัษณะของแคลลสัท่ี

 เกิดขึน้ 

3.4.4 ทําการทดลองจากข้อ 3.4.1-3.4.2 ซํา้อีกหนึง่รอบ 
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ตารางท่ี 8 ชนิดและความเข้มข้นของสารควบคมุการเจริญเตบิโตของพืชท่ีใช้ในการชกันําให้เกิด

แคลลสั จากชิน้สว่นใบและปล้องของผกัดีดในอาหารก่ึงแข็ง MS 
 

ชดุการทดลองท่ี 

ชนิดของสารควบคมุการเจริญเตบิโตของพืช 

ความเข้มข้น (mg/L) 

2,4-D NAA BA 

1 - - - 

2 

0.1 - 

0 

3 0.25 

4 0.5 

5 1 

6 

1 - 

0 

7 0.25 

8 0.5 

9 1 

10 

2 - 

0 

11 0.25 

12 0.5 

13 1 

14 
0.1 1 

0.25 

15 0.5 
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3.5 เพาะเลีย้งเซลล์แขวนลอยของผกัดีดเพ่ือศกึษาการเติบโต และความสามารถใน 

 การต้านออกซิเดชนั 

3.5.1 ชกันําให้เกิดแคลลสัจากชิน้ส่วนปล้องด้วยอาหารสตูร MS ท่ีเติม 2,4-D 0.1 

mg/L ตามผลการทดลองท่ีได้จากข้อ 3.4 จากนัน้ย้ายแคลลสัวางลงเลีย้ง

บนอาหารสตูร MS ท่ีเติม 2,4-D 0.25 mg/L ร่วมกบั BA 0.05 mg/L เพ่ือ

เพิ่มจํานวนแคลลสัสําหรับใช้ในการทดลอง                     

3.5.2 นําแคลลสัในข้อ 3.5.1 มาเลีย้งเซลล์แบบแขวนลอยในอาหารเหลวสตูร MS 

ท่ีเติม 2,4-D 0.25 mg/L ร่วมกับ BA 0.05 mg/Lโดยใช้แคลลสั 300 

มิลลิกรัมต่ออาหารเหลว 12 มิลลิลิตร ใน flasks ขนาด 50 มิลลิลิตร โดย

วางชุดการทดลองแบบ RCBD ทําการทดลองจํานวน 2 รอบ รอบละ 50 

flasks   

3.5.3 วางเลีย้งบนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 110 rpm ในห้องเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ

พืชควบคมุอณุหภมูิ 25±2 o C แสงจากหลอดฟลอูอเรสเซนส์ ความเข้มแสง 

2,250 ลกัซ์ 16 ชัว่โมงตอ่วนั     

3.5.4 เก็บตวัอย่างเซลล์แขวนลอย ณ วนัท่ี 0, 5, 9, 13, 17, 21 และ 25 จํานวน 3 

flasks ในแต่ละช่วงเวลา เพ่ือศึกษาการเติบโตของเซลล์แขวนลอย โดย

บนัทกึนํา้หนกัสด และนํา้หนกัแห้ง 

3.5.5 เตรียมสารสกัดจากเซลล์แขวนลอยในแต่ละช่วงเวลาเช่นเดียวกับ 3.5.4 

จํานวน 3 flasks ในแตล่ะช่วงเวลา เพ่ือศึกษาความสามารถในการต้าน

ออกซิเดชนั โดยเปรียบเทียบกับตวัอย่างสดจากส่วนใบ และปล้องของผกั

ดีดท่ีเพาะเลีย้งในหลอดทดลอง และใบจากธรรมชาติทัง้ตวัอย่างสด และ

แห้ง โดยนําตวัอย่างสดท่ีทราบนํา้หนกัมาสกดัด้วย เอทานอล ในสดัส่วน 1 

กรัมตอ่ 5 มิลลิลิตร ส่วนตวัอย่างแห้งท่ีทราบนํา้หนกัมาสกดัด้วยเอทานอล 

ในสดัส่วน 1 กรัมตอ่ 30 มิลลิลิตร จากนัน้นํามาป่ันให้ละเอียด ด้วยเคร่ือง 

homogenizer รอจนกระทัง่ตวัอย่างสดตกตะกอน หลงัจากนัน้ดดูส่วนใส

ด้วย micropipette มากรองผ่าน nylon syringe filter 0.22 µm เก็บสาร

สกัดตวัอย่างสดและแห้งใน Eppendorf tube ขนาด 2 ml ท่ีอุณหภูมิ -

20 oC จนทําการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชนั  
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3.5.6 การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านออกซิเดชนั ด้วยวิธี DPPH radical 

scavenging activity assay (Hatano et al., 1988) 

3.5.6.1 เตรียมสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.2 mM ใน methanol 

เก็บไว้ในท่ีมืดโดยใช้แผน่อลมูิเนียมฟอยล์หอ่หุ้มและแชใ่นตู้ เย็น 

3.5.6.2 เตรียมสารสกัดสดและแห้งจากข้อ 3.5.5 โดยสารสกัดสดให้มี

ความเข้มข้น 12.5, 25, 50, 100, 200 mg/ml และสารสกดัแห้ง

ให้มีความเข้มข้น 2.06, 4.13, 8.25, 16.50, 33.00 mg/ml ด้วย 

absolute ethanol 

3.5.6.3 ปิเปตสารสกดัสดและแห้งท่ีได้จากข้อ 3.5.6.2 ลงใน 96 well 

plates ในปริมาตร 100 µl/well 

3.5.6.4 เตมิสารละลาย DPPH ลงใน 96 well plates ท่ีมีสารสกดัสดและ

แห้ง ความเข้มข้นตา่งๆ ในปริมาตร 100 µl/well 

3.5.6.5 เก็บ 96 well plates ในท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที 

3.5.6.6 วดัคา่การดดูกลืนแสงของสารละลายท่ี 517 nm ด้วยเคร่ือง 

micro-plate reader 

3.5.6.7 คํานวณคา่ Scavenging activity (%) เพ่ือนําไปสร้างกราฟ 
 

    Scavenging activity (%) = [ (A0- A1) / A0 ] x 100 

 

3.5.7 การวิเคราะห์ปริมาณ phenolic compounds (Slinkard and Singleton, 

1977) 

3.5.7.1 เตรียมสารสกดัสดและแห้งจากข้อ 3.5.5 ให้มีความเข้มข้น 200 

mg/ml และ 33 mg/ml ตามลําดบั 

3.5.7.2 ปิเปตสารสกดัสดและแห้งท่ีได้ลงในหลอดทดลอง 100 µl 

3.5.7.3 เตมินํา้กลัน่ปริมาตร 4.5 ml ลงไป 

3.5.7.4 เตมิสารละลาย Folin-Ciocalteu reagent (dilute 3 เทา่) 

ปริมาตร 100 µl 

3.5.7.5 เตมิสารละลาย 2% Na2CO3 ปริมาตร 300 µl 



41 

3.5.7.6 เก็บหลอดทดลองไว้ในท่ีมืดโดยการหอ่ด้วยแผน่อลมูิเนียมฟอยล์ 

เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 

3.5.7.7 วดัคา่การดดูกลืนแสงของสารละลายท่ี 670 nm ด้วยเคร่ือง 

micro-plate reader 

3.5.7.8 บนัทกึคา่ท่ีได้เพ่ือนําไปคํานวณหาปริมาตร phenolic 

compounds ในสารสกดัสดและแห้งโดยเปรียบเทียบคา่ท่ีวดัได้

กบักราฟมาตรฐานของสารละลาย gallic acid 

 

3.5.8 การวิเคราะห์ปริมาณ flavonoid content (Djeridane et al., 2006) 

3.5.8.1 เตรียมสารสกดัสดและแห้งจากข้อ 3.5.5 ให้มีความเข้มข้น 100 

mg/ml และ 16.50 mg/ml ตามลําดบั 

3.5.8.2 ปิเปตสารสกดัสดและแห้งลงใน 96 well plate ในปริมาตร 100 

µl 

3.5.8.3 เตมิ 2% AlCl3 ลงใน 96 well plate ปริมาตร 100 µl 

3.5.8.4 เก็บ 96 well plates ในท่ีมืดโดยการหอ่ด้วยแผน่อลมูิเนียมฟอยล์ 

เป็นเวลา 15 นาที 

3.5.8.5 วดัคา่การดดูกลืนแสงของสารละลายท่ี 433 nm ด้วยเคร่ือง 

micro-plate reader 

3.5.8.6 บนัทกึคา่ท่ีได้เพ่ือนําไปคํานวณหาปริมาตร flavonoid ในสาร

สกดัสดและแห้งโดยเปรียบเทียบคา่ท่ีวดัได้กบักราฟมาตรฐาน

ของสารละลาย rutin 

 

3.6 วิเคราะห์ผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 วิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติด้วยวิธี ANOVA และ Duncan’s Multiple 

Range Test (DMRT) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% ในโปรแกรม SPSS Statistic 

17.0 (บริษัท SPSS Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

 

 



บทที่ 4 

ผลการศึกษา 

 
4.1 ศึกษาผลของไซโตไคนินต่อการชักนําให้เกิดยอดของผักดีด 

 

จากการเพาะเลีย้งชิน้ส่วนปล้อง และชิน้ส่วนใบของผกัดีด พบว่าหลงัจากเพาะเลีย้งเป็น

เวลา 4 สปัดาห์ เร่ิมมีการเปล่ียนแปลงตรงบริเวณรอบรอยตดัทัง้สองข้างของชิน้ส่วนปล้องท่ีเลีย้งใน

อาหารสตูร MS ท่ีเติม BA ความเข้มข้น 0.5 และ 1 mg/L โดยเกิดยอดขนาดเล็กจํานวนมากติดกนั

เป็นกลุ่มก้อน ส่วนชุดการทดลองอ่ืนเกิดยอดใหม่ได้เล็กน้อย เม่ือครบ 6 สปัดาห์ ชิน้ส่วนปล้องท่ี

เพาะเลีย้งในอาหารสตูร MS ท่ีเติม BA ความเข้มข้น 0.5 mg/L สามารถชกันําให้เกิดยอดได้มาก

ท่ีสุด คือ 2.83±0.28 ยอดต่อชิน้ส่วนปล้อง ซึ่งต่างกับชุดควบคมุ และชุดการทดลองอ่ืนๆอย่างมี

นยัสําคญัทางสถิต ิ(ตารางท่ี 11 และภาพท่ี 4)  

ส่วนนํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้งของยอด พบว่าอาหารสูตร MS ท่ีเติม BA ความเข้มข้น 

0.25 mg/Lให้นํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้งของยอดได้ดีท่ีสดุ คือ 51.56±13.29 และ 13.41±3.77 mg 

ตามลําดบั รองลงมา คือ อาหารสูตร MS ท่ีเติม BA ความเข้มข้น 0.5 mg/Lได้นํา้หนกัสดและ

นํา้หนกัแห้งของยอด คือ 36.29±8.76 และ 10.79±2.63 mg ตามลําดบั ซึ่งเม่ือวิเคราะห์ผลทางสถิต ิ

พบวา่ ทัง้สตูรอาหาร MS ท่ีเตมิ BA ความเข้มข้น 0.25 และ 0.5 mg/L สามารถชกันําให้เกิดแคลลสั

ท่ีมีนํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้งมากกวา่ชดุควบคมุอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(ตารางท่ี 11) 

ส่วนเปอร์เซ็นต์ของชิน้ส่วนปล้องท่ีเกิดยอด พบว่าอาหารสตูร MS ท่ีเติม BA ความเข้มข้น 

0.5 mg/L สามารถชกันําให้เกิดยอดได้ถึง 100 % แตอ่ย่างไรก็ตามในอาหารสตูร MS ท่ีเติม BA 

ความเข้มข้น 0.25 และ 1 mg/L หรือ kinetin ความเข้มข้น 0.25 และ 0.5 mg/L รวมทัง้ชดุควบคมุ

ล้วนมีแนวโน้มวา่สามารถเกิดยอดได้ดีไมแ่ตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(ตารางท่ี 11) 

ส่วนการเพาะเลีย้งชิน้ส่วนใบนัน้ไม่สามารถชกันําให้เกิดยอดใหม่ได้ในอาหารสตูร MS ท่ี

เตมิ BA หรือ kinetin รวมทัง้ชดุควบคมุท่ีไมเ่ตมิสารควบคมุการเจริญเตบิโตของพืช  

 

4.2 ผลของออกซินและไซโตไคนินต่อการชักนําให้เกิดแคลลัสของผักดีด 

 

จากผลการทดลองเพาะเลีย้งชิน้ส่วนปล้อง และชิน้ส่วนใบ พบว่าเม่ือเพาะเลีย้งชิน้ส่วน

ปล้องเป็นเวลา 2 สปัดาห์ในอาหารสตูร MS ท่ีเติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.1 mg/L สามารถชกันําให้

เกิดแคลลสัได้เร็วกวา่ชดุการทดลองอ่ืน เม่ือครบเวลา 6 สปัดาห์ ชิน้ส่วนปล้องท่ีเลีย้งในอาหารสตูร
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นีส้ามารถชกันําให้เกิดแคลลสัท่ีมีนํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้งได้มากท่ีสดุ คือ 143.38±11.39 และ 

18.53±0.82 mg ตามลําดบั (ตารางท่ี 10) รองลงมา คือ อาหารสตูร MS ท่ีเติม 2,4-D ความเข้มข้น 

0.1 mg/L ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0.5 mg/L ให้นํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้งของแคลลสัเฉล่ีย 

118.27±18.01 และ 16.93±1.86 mg ตามลําดบั ซึ่งให้ผลแตกต่างกับชุดการทดลองอ่ืนอย่างมี

นยัสําคญัทางสถิต ิและมากกวา่ชดุควบคมุท่ีไมเ่กิดแคลลสั  

นอกเหนือจากนีพ้บวา่ อาหารสตูร MS ท่ีเตมิ 2,4-D ความเข้มข้น 0.1 mg/L สามารถชกันํา

ให้เกิดแคลลสัท่ีมีลกัษณะเป็นเซลล์ท่ีเกาะกนัแน่น (compact callus) สีเขียวอ่อน สีเขียว สีเหลือง

ออ่น สีนํา้ตาลออ่น และไมมี่สีอยูใ่นก้อนเดียวกนั (ภาพท่ี 5) โดยมีเปอร์เซ็นต์ของชิน้ส่วนปล้องท่ีเกิด

แคลลสั เท่ากบั 93.06±3.94 ไม่ตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติกบัผลท่ีได้จากอาหารสตูร MS ท่ี

เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.1 mg/L ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0.25 mg/L ซึ่งให้เปอร์เซ็นต์ของ

ชิน้ส่วนปล้องท่ีเกิดแคลลสัมากท่ีสุด คือ 94.12±3.41 อนึ่ง ยงัพบว่าชิน้ส่วนปล้องท่ีเพาะเลีย้งใน

อาหารสตูร MS ดงัตอ่ไปนี ้ได้แก่ อาหารสตูร MS ท่ีเติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.1 mg/L ร่วมกบั BA 

ความเข้มข้น 0.5 mg/L หรือ 2,4-D ความเข้มข้น 1 mg/L ร่วมกบั BA ความเข้มข้น 0.25 mg/L 

หรือ 2,4-D ความเข้มข้น 2 mg/L หรือ 2,4-D ความเข้มข้น 2 mg/L ร่วมกบั BA ความเข้มข้น 0.25 

mg/L ล้วนสามารถให้เปอร์เซ็นต์ของชิน้สว่นปล้องท่ีเกิดแคลลสัได้ดีเชน่กนั (ตารางท่ี 10) 

ส่วนการเพาะเลีย้งชิน้ส่วนใบ พบว่าอาหารสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D ความเข้มข้น 1 mg/L 

ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0.25 mg/L ให้แคลลสัท่ีมีนํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้งมากท่ีสุด คือ 

44.07±3.00 และ 8.92±0.56 mg ตามลําดบั (ตารางท่ี 11) รองลงมา คือ อาหารสูตร MS ท่ีเติม 

2,4-D ความเข้มข้น 1 mg/L ได้นํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้งของแคลลสัเฉล่ีย 41.37±2.48 และ 

8.23±0.43 mg ตามลําดับ ซึ่งมากกว่าชุดการทดลองอ่ืนอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ ส่วนในชุด

ควบคมุไม่เกิดแคลลสั ส่วนชิน้ส่วนใบท่ีเกิดแคลลสัได้ 100 % นัน้พบได้ในอาหารสตูร MS ท่ีเติม 

2,4-D ความเข้มข้น 1 mg/L ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0.25 และ 0.5 mg/L หรือ 2,4-D ความ

เข้มข้น 2 mg/L หรือ 2,4-D ความเข้มข้น 2 mg/L ร่วมกบั BA ความเข้มข้น 0.25 และ 0.5 mg/L 

นอกจากนีสู้ตรอาหาร MS ท่ีเติม 2,4-D ความเข้มข้น 1 mg/L หรือ 2,4-D ความเข้มข้น 2 mg/L 

ร่วมกบั BA ความเข้มข้น 1 mg/L สามารถให้ผลเปอร์เซ็นต์ของชิน้ส่วนใบท่ีเกิดแคลลสัไม่ตา่งกับ

สตูรอาหารกลุม่แรกอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิสว่นลกัษณะของแคลลสัท่ีเกิดขึน้เป็นเซลล์ท่ีเกาะกนั

แนน่ (compact callus) สีนํา้ตาลอ่อน สีเหลืองอ่อน และสีเขียวอ่อนพบได้ในอาหารสตูร MS ท่ีเติม 

2,4-D ความเข้มข้น 1 mg/L ร่วมกบั BA ความเข้มข้น 0.25 mg/L (ภาพท่ี 6)  

 



ตารางท่ี 9 ผลของไซโตไคนินตอ่การชกันําให้เกิดยอดของผกัดีดจากชิน้สว่นปล้อง หลงัจากเพาะเลีย้งเป็นเวลา 6 สปัดาห์ 
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* ตวัเลขภาษาองักฤษตวัพิมพ์เลก็ท่ีกํากบัตวัเลขในช่องแสดงความเหมือนหรือแตกตา่งกนัอยา่งมนียัสาํคญัของคา่เฉลีย่ในแนวตัง้ เมื่อเปรียบเทียบด้วยวิธี DMPT                             

(P ≤ 0.05) โดยตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงวา่มคีวามแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิต ิ

 

 

ชดุการทดลอง 
จํานวนยอดเฉลีย่ 

(ยอดตอ่ชิน้สว่นปล้อง)* 

นํา้หนกัสดของยอดเฉลีย่ 

(มิลลกิรัม)* 

นํา้หนกัแห้งของยอดเฉลีย่ 

(มิลลกิรัม)* 
 เปอร์เซ็นต์ของชิน้สว่นปล้องท่ีเกิดยอด* 

ชดุควบคมุ 2.00±0.15 b 5.12±0.57 c 1.59±0.22 c  91.18±4.77 a 

BA 0.25 mg/L 1.45±0.23 b 51.56±13.29 a 13.41±3.77 a  85.71±6.27 ab 

BA 0.5 mg/L 2.83±0.28 a 36.29±8.76 ab 10.79±2.63 ab  100.00±0.00 a 

BA 1 mg/L 2.00±0.23 b 28.99±7.68 b 6.16±1.10 bc  92.31±5.21 a 

BA 2 mg/L 2.11±0.31 b 10.55±2.60 c 4.00±1.41 c  63.64±7.04 c 

BA 3 mg/L 1.80±0.24 b 7.21±2.13 c 2.33±0.66 c  70.00±8.17 c 

kinetin 0.25 mg/L 1.69±0.13 b 8.58±1.25 c 2.42±0.50 c  91.18±4.77 a 

kinetin 0.5 mg/L 1.63±0.14 b 8.46±2.15 c 3.08±0.76 c  90.00±4.59 a 

kinetin 1 mg/L 1.76±0.15 b 8.63±2.03 c 2.62±0.55 c  70.59±6.15 c 

kinetin 1.5 mg/L 2.18±0.19 b 9.39±3.09 c 1.75±0.34 c  73.08±7.20 bc 

kinetin 2 mg/L 1.85±0.26 b 6.16±1.51 c 1.98±0.47 c   67.86±6.65 c 



ตารางท่ี 10 ผลของออกซินและไซโตไคนินตอ่การชกันําให้เกิดแคลลสัของผกัดีดจากชิน้สว่นปล้อง หลงัจากเพาะเลีย้งเป็นเวลา 6 สปัดาห์ 
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* ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัพมิพ์เลก็ท่ีกํากบัตวัเลขในช่องแสดงความเหมือนหรือแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัของคา่เฉล่ียในแนวตัง้เม่ือเปรียบเทียบด้วยวิธี DMRT (P≤0.05) โดยตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงว่า                              

มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิต;ิ ** ND หมายถึง ไม่เกิดแคลลสั หมายเหต ุสีของแคลลสัเรียงลําดบัตามการเกิดสีของแคลลสัจากมากไปหาน้อย 

ชดุการทดลอง 
นํา้หนกัสดแคลลสั 

(มิลลกิรัม)* 

นํา้หนกัแห้งแคลลสั 

(มิลลกิรัม)* 

เปอร์เซ็นต์ของชิน้สว่นปล้อง

ท่ีเกิดแคลลสั* 
ลกัษณะของแคลลสัท่ีเกิดขึน้ 

ชดุควบคมุ ND** ND** ND** ไมเ่กิดแคลลสั 

2,4-D 0.1 mg/L 143.38±11.39 a 18.53±0.82 a 93.06±3.94 a สเีขียวออ่น สเีขยีว สเีหลอืงออ่น สนํีา้ตาลออ่น ไมม่ีส ี

2,4-D 0.1 mg/L+BA 0.25 mg/L 92.33±11.99 b 14.28±1.27 b 94.12±3.41 a สเีขียวออ่น สเีขยีว สเีหลอืงออ่น สนํีา้ตาลออ่น 

2,4-D 0.1 mg/L+BA 0.5 mg/L 118.27±18.01 ab 16.93±1.86 ab 80.88±6.26 ab สขีียวออ่น สเีขียว สเีหลอืงออ่น 

2,4-D 0.1 mg/L+BA 1 mg/L 57.22±10.27 c 9.45±1.46 c 52.63±6.31 de สเีหลอืงออ่น สนํีา้ตาลออ่น สเีขียวออ่น สเีขียว 

2,4-D 1 mg/L 33.92±3.18 cde 5.51±0.42 def 67.50±6.04 bcd สเีขียวออ่น สเีหลอืงออ่น สนํีา้ตาลออ่น ไมม่ีส ี

2,4-D 1 mg/L+BA 0.25 mg/L 49.04±4.14 cd 9.44±0.77 c 84.21±5.48 ab สเีหลอืงออ่น สนํีา้ตาลออ่น 

2,4-D 1 mg/L+BA 0.5 mg/L 33.99±4.96 cde 7.13±0.93 cde 65.91±5.08 bcd สเีหลอืงออ่น สนํีา้ตาลออ่น สเีขียวออ่น 

2,4-D 1 mg/L+BA 1 mg/L 23.20±3.38 de 4.70±0.57 def 44.23±5.03 e สเีหลอืงออ่น สนํีา้ตาลออ่น 

2,4-D 2 mg/L 25.04±2.87 de 3.82±0.37 ef 85.42±8.40 ab สนํีา้ตาลออ่น สเีหลอืงออ่น 

2,4-D 2 mg/L+BA 0.25 mg/L 32.64±3.38 cde 6.54±0.42 cdef 78.57±5.78 abc สนํีา้ตาลออ่น สเีหลอืงออ่น สนํีา้ตาลออ่น ไมม่ีสี 

2,4-D 2 mg/L+BA 0.5 mg/L 29.50±4.96 cde 6.06±0.76 cdef 70.45±7.40 bcd สเีหลอืงออ่น สนํีา้ตาลออ่น 

2,4-D 2 mg/L+BA 1 mg/L 14.87±1.56 e 3.42±0.42 f 71.43±13.83 bcd สนํีา้ตาลออ่น สเีหลอืงออ่น 

2,4-D 0.1 mg/L+BA 0.25 mg/L+NAA 1 mg/L 53.75±8.26 cd 9.42±1.25 c 59.72±6.11 cde สเีขียวออ่น สเีหลอืงออ่น สนํีา้ตาลออ่น 

2,4-D 0.1 mg/L+BA 0.5 mg/L+NAA 1 mg/L 40.66±4.06 cde 7.34±0.70 cd 58.42±9.36 cde สเีหลอืงออ่น สเีขียวออ่น สเีขยีว สนํีา้ตาลออ่น 



ตารางท่ี 11 ผลของออกซินและไซโตไคนินตอ่การชกันําให้เกิดแคลลสัของผกัดีดจากชิน้สว่นใบ หลงัจากเพาะเลีย้งเป็นเวลา 6 สปัดาห์ 

46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัพมิพ์เลก็ท่ีกํากบัตวัเลขในช่องแสดงความเหมือนหรือแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัของคา่เฉล่ียในแนวตัง้เม่ือเปรียบเทียบด้วยวิธี DMRT (P≤0.05) โดยตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงว่า                             

มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิต; ** ND หมายถึง ไม่เกิดแคลลสั หมายเหต ุสีของแคลลสัเรียงลําดบัตามการเกิดสีของแคลลสัจากมากไปหาน้อย 

ชดุการทดลอง 
นํา้หนกัสดแคลลสั 

(มิลลกิรัม)* 

นํา้หนกัแห้งแคลลสั 

(มิลลกิรัม)* 

เปอร์เซ็นต์ของชิน้สว่น 

ใบท่ีเกิดแคลลสั* 
ลกัษณะของแคลลสัท่ีเกิดขึน้ 

ชดุควบคมุ ND** ND** ND** ไมเ่กิดแคลลสั 

2,4-D 0.1 mg/L 12.16±2.17 f 2.82±0.15 g 41.67±5.27 e สนํีา้ตาลออ่น 

2,4-D 0.1 mg/L+BA 0.25 mg/L 26.98±2.70 cd 5.83±0.53 bcde 69.23±7.57 d สเีขียวออ่น สเีหลอืงออ่น สนํีา้ตาลออ่น 

2,4-D 0.1 mg/L+BA 0.5 mg/L 20.71±1.68 de 4.50±0.35 ef 71.88±8.76 d สนํีา้ตาลออ่น สเีหลอืงออ่น สเีขียวออ่น 

2,4-D 0.1 mg/L+BA 1 mg/L 16.89±1.00 ef 3.46±0.21 fg 52.78±7.73 e สเีขียวออ่น สเีหลอืงออ่น 

2,4-D 1 mg/L 41.37±2.48 a 8.23±0.43 a 92.50±3.67 abc สเีขียวออ่น สเีหลอืงออ่น สนํีา้ตาลออ่น ไมม่ีสี 

2,4-D 1 mg/L+BA 0.25 mg/L 44.07±3.00 a 8.92±0.56 a 100.00±0.00 a สนํีา้ตาลออ่น สเีหลอืงออ่น สเีขียวออ่น 

2,4-D 1 mg/L+BA 0.5 mg/L 26.55±1.86 cd 5.68±0.33 bcde 100.00±0.00 a สนํีา้ตาลออ่น สเีหลอืงออ่น สเีขียวออ่น 

2,4-D 1 mg/L+BA 1 mg/L 22.40±1.12 de 5.11±0.27 de 83.75±4.54 bc สเีหลอืงออ่น สนํีา้ตาลออ่น สเีขียวออ่น 

2,4-D 2 mg/L 34.31±2.52 b 6.84±0.49 b 100.00±0.00 a สเีขียวออ่น สเีหลอืงออ่น สนํีา้ตาลออ่น ไมม่ีส ี 

2,4-D 2 mg/L+BA 0.25 mg/L 33.76±1.61 b 6.65±0.27 bc 100.00±0.00 a สนํีา้ตาลออ่น สเีหลอืงออ่น สเีขียวออ่น 

2,4-D 2 mg/L+BA 0.5 mg/L 28.28±1.66 bcd 5.92±0.32 bcd 100.00±0.00 a สนํีา้ตาลออ่น สเีหลอืงออ่น สเีขียวออ่น 

2,4-D 2 mg/L+BA 1 mg/L 25.92±1.88 cd 5.62±0.37 bcde 94.74±2.40 ab สเีหลอืงออ่น สนํีา้ตาลออ่น สเีขียวออ่น 

2,4-D 0.1 mg/L+BA 0.25 mg/L+NAA 1 mg/L 24.64±1.54 cd 5.45±0.32 cde 85.53±5.17 bc สเีขียวออ่น สเีหลอืงออ่น สนํีา้ตาลออ่น 

2,4-D 0.1 mg/L+BA 0.5 mg/L+NAA 1 mg/L 21.15±0.94 cde 4.48±0.22 ef 80.56±4.31 cd สเีหลอืงออ่น สนํีา้ตาลออ่น สเีขียวออ่น 
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ภาพท่ี 4 การชกันําให้เกิดยอดของผกัดีดจากชิน้ส่วนปล้องในอาหารสตูร MS ท่ีได้รับ BA ความ

เข้มข้น 0.5 mg/L (ขวา) เปรียบเทียบกบัชดุควบคมุท่ีไมเ่ตมิสารควบคมุการเจริญเติบโต (ซ้าย) หลงั

เพาะเลีย้งเป็นเวลา 6 สปัดาห์ 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 5 การชกันําให้เกิดแคลลสัของผกัดีดจากชิน้ส่วนปล้องในอาหารสูตร MS ท่ีได้รับ 2,4-D 

ความเข้มข้น 0.1 mg/L (ขวา) เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม่เติมสารควบคมุการเจริญเติบโต 

(ซ้าย) หลงัเพาะเลีย้งเป็นเวลา 6 สปัดาห์ 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 6 การชกันําให้เกิดแคลลสัของผกัดีดจากชิน้ส่วนใบในอาหารสตูร MS ท่ีได้รับ 2,4-D ความ

เข้มข้น 1 mg/L ร่วมกบั BA ความเข้มข้น 0.25 mg/L (ขวา) เปรียบเทียบกบัชดุควบคมุท่ีไม่เติมสาร

ควบคมุการเจริญเตบิโต (ซ้าย)หลงัเพาะเลีย้งเป็นเวลา 6 สปัดาห์ 
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4.3 เพาะเลีย้งเซลล์แขวนลอยของผักดีดเพ่ือศึกษาการเตบิโต และความสามารถใน

การต้านออกซิเดชัน 

4.3.1 การเตบิโตของเซลล์แขวนลอยของผักดีด 

เม่ือนําแคลลสัจากชิน้ส่วนปล้องมาเพาะเลีย้งในอาหารเหลวสตูร MS ท่ีเติม 2,4-D ความ

เข้มข้น 0.25 mg/L ร่วมกบั BA ความเข้มข้น 0.05 mg/L และวดัการเติบโตด้วยนํา้หนกัสดและ

นํา้หนกัแห้ง (g) ของวนัท่ี 0, 5, 9, 13, 17, 21 และ 25 พบว่า กลุ่มเซลล์เร่ิมเติบโตมากขึน้ โดย

สงัเกตจากนํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้งท่ีเพิ่มขึน้อย่างเห็นได้ชดัตัง้แตห่ลงัวนัท่ี 5 ถึง วนัท่ี 9 จากนัน้

เซลล์เติบโตขึน้เร่ือยๆ จนมีนํา้หนกัสดสูงสุดในวันท่ี 17, 21 และ 25 ซึ่งไม่แตกต่างกันอย่างมี

นยัสําคญัทางสถิติ ส่วนนํา้หนกัแห้งสงูสดุ คือ ในวนัท่ี 21 และ 25 ซึ่งให้ผลไม่แตกตา่งกนัอย่างมี

นยัสําคญัทางสถิตเิชน่เดียวกนั (ภาพท่ี 7)  
 

ภาพท่ี 7 การเติบโตของเซลล์แขวนลอยในอาหารเหลวสตูร MS ท่ีเติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.25 

mg/L ร่วมกบั BA ความเข้มข้น 0.05 mg/L ในช่วงเวลาการเติบโตของวนัท่ี 0, 5, 9, 13, 17, 21 

และ 25 ตามลําดบั 

 

d 
d 

a 

c 

ab 
ab 

b 

d 

a a 
c c b 

e 
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สว่นลกัษณะของเซลล์แขวนลอยเป็นกลุ่มก้อนท่ีเกาะติดกนั และก้อนเซลล์ขนาดเล็กท่ีแยก

ออกมาหลงัจากเลีย้งในอาหารเหลว รวมทัง้เกิดเป็นตะกอนสีนํา้ตาลอ่อน ในระยะเร่ิมต้นกลุ่มเซลล์

แคลลสัสว่นใหญ่มีสีเขียว และหลงัจากวนัท่ี 21 วนัจนถึงวนัท่ี 25 ของการเลีย้งเซลล์แขวนลอยเซลล์

สว่นใหญ่มีสีคลํา้ และเป็นสีนํา้ตาล (ภาพท่ี 8)  

 

    วนัท่ี 0   วนัท่ี 5           วนัท่ี 9     วนัท่ี 13 

 

 

 

 

 

 

 

                

                                  

                                วนัท่ี 17                    วนัท่ี 21                       วนัท่ี 25 

ภาพท่ี 8 เซลล์แขวนลอยของแคลลสัจากชิน้ส่วนปล้องในอาหารเหลวสตูร MS ท่ีเติม 2,4-D ความ

เข้มข้น 0.25 mg/L ร่วมกบั BA ความเข้มข้น 0.05 mg/L ในช่วงเวลาการเติบโตของวนัท่ี 0, 5, 9, 

13, 17, 21 และ 25 ตามลําดบั 
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4.3.2 การตรวจสอบความสามารถในการต้านออกซิเดชันของเซลล์แขวนลอย

ของผักดีด 
 

4.3.2.1  การตรวจสอบความสามารถในการขจัดอนุมูล DPPH 
 

จากการตรวจสอบความสามารถในการขจดัอนุมูล DPPH ของสารสกัดตวัอย่างสดและ

แห้งจากเซลล์แขวนลอยท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเหลวสตูร MS ท่ีเติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.25 mg/L 

ร่วมกบั BA ความเข้มข้น 0.05 mg/L เป็นเวลา 0, 5, 9, 13, 17, 21 และ 25 พบว่า สารสกัด

ตวัอย่างสดของเซลล์แขวนลอยในช่วงวนัท่ี 25 มีเปอร์เซ็นต์ของความสามารถในการขจดัอนุมูล 

DPPH ได้สงูท่ีสดุ รองลงมา คือ เซลล์แขวนลอยของวนัท่ี 21 ซึ่งท่ีความเข้มข้น 25 mg/ml ของสาร

สกดัเซลล์แขวนลอยสามารถขจดัอนมุูล DPPH ได้มากกว่า 50% และสงูขึน้เกือบ 100% ท่ีความ

เข้มข้น 50, 100 และ 200 mg/ml (ภาพท่ี 9) ในขณะท่ีเซลล์แขวนลอยของช่วงวนัอ่ืนท่ีความเข้มข้น 

50 mg/ml ของสารสกดัเซลล์แขวนลอยสามารถขจดัอนมุลู DPPH ได้มากกว่า 50% และเพิ่มมาก

ขึน้เกือบ 100% ท่ีความเข้มข้น 100 และ 200 mg/ml (ภาคผนวก ข ตารางท่ี 12) 

เม่ือเปรียบเทียบความสามารถในการขจดัอนมุลู DPPH ระหว่างเซลล์แขวนลอยของผกัดีด 

และตวัอยา่งสดใบ และลําต้นของผกัดีดจากการเพาะเลีย้ง และใบของผกัดีดจากธรรมชาติ รวมทัง้

ผกัเศรษฐกิจ คือ ผกักาดขาว พบว่า ทัง้เซลล์แขวนลอยของผักดีด และผักดีดจากการเพาะเลีย้ง 

และใบผักดีดจากธรรมชาติ มีความสามารถในการขจัดอนุมูล DPPH ได้สูงกว่าผักกาดขาว 

(ภาคผนวก ข ตารางท่ี 14, 15 และ 16) 

สว่นสารสกดัตวัอย่างแห้งของเฃลล์แขวนลอยของวนัท่ี 25, 21 และ 17 มีความสามารถใน

การขจดัอนมุลู DPPH ได้สงูกว่า 50% ท่ีความเข้มข้น 2.06 mg/ml ของสารสกดัเซลล์แขวนลอย 

และสงูเพิ่มขึน้เกือบ 100% ท่ีความเข้มข้น 4.13, 8.25, 16.50 และ 33.00 mg/ml (ภาพท่ี 10) ซึ่งจะ

เห็นได้อย่างชดัเจนว่า เซลล์แขวนลอยของวนัท่ี 25, 21 และ 17 มีความสามารถในการขจดัอนมุลู 

DPPH สงูมากเกือบ 100% ส่วนเซลล์แขวนลอยของวนัท่ี 13 สามารถขจดัอนมุูล DPPH ได้สูง

มากกว่า 70% ท่ีความเข้มข้น 4.13 mg/ml ในขณะท่ีเซลล์แขวนลอยของวนัท่ี 9, 5 และ 0 สามารถ

ขจดัอนมุลู DPPH ได้เกือบ 50% ท่ีความเข้มข้น 8.25 mg/ml (ภาคผนวก ข ตารางท่ี 13)  
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ภาพท่ี 9 คา่ Scavenging activity (%) ของสารสกดัจากตวัอยา่งสดเซลล์แขวนลอยของผกัดีดท่ี

เพาะ เลีย้งในอาหารเหลวสตูร MS ท่ีเตมิ 2,4-D ความเข้มข้น 0.25 mg/L ร่วมกบั BA ความเข้มข้น 

0.05 mg/L ในชว่งเวลาการเตบิโตของวนัท่ี 0, 5, 9, 13, 17, 21 และ 25 ตามลําดบั 

ภาพท่ี 10 คา่ Scavenging activity (%) ของสารสกดัจากตวัอยา่งแห้งเซลล์แขวนลอยของผกัดีดท่ี

เพาะเลีย้งในอาหารเหลวสตูร MS ท่ีเติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.25 mg/L ร่วมกบั BA ความเข้มข้น 

0.05 mg/L ในชว่งเวลาการเตบิโตของวนัท่ี 0, 5, 9, 13, 17, 21 และ 25 ตามลําดบั 
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เม่ือเปรียบเทียบความสามารถในการขจัดอนุมูล DPPH ของเซลล์แขวนลอยแห้งกับใบ 

และลําต้นแห้งของผักดีดจากการเพาะเลีย้ง และใบแห้งของผักดีดจากธรรมชาติ รวมทัง้ผัก

เศรษฐกิจ คือ ผกักาดขาวแห้ง พบวา่ เซลล์แขวนลอยแห้งมีเปอร์เซ็นต์ของความสามารถในการขจดั

อนมุลู DPPH สงูกว่าผกักาดขาวแห้ง อีกทัง้ยงัมีความสามารถในการขจดัอนมุลู DPPH ได้สงูกว่า 

ใบ และลําต้นแห้งของผกัดีดจากการเพาะเลีย้ง และใบแห้งของผกัดีดจากธรรมชาติ (ภาคผนวก ข 

ตารางท่ี 14, 15 และ 16) 

 

4.3.2.2  ปริมาณฟีนอลิก 
 

จากผลการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกของสารสกัดตวัอย่างเซลล์แขวนลอยของผักดีดทัง้สด

และแห้งท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเหลวสตูร MS ท่ีเติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.25 mg/L ร่วมกบั BA 

ความเข้มข้น 0.05 mg/L เป็นเวลา 0, 5, 9, 13, 17, 21 และ 25 พบว่า สารสกดัตวัอย่างสดของ

เซลล์แขวนลอยในช่วงวนัท่ี 25 ของการเพาะเลีย้งมีปริมาณฟีนอลิกสูงท่ีสุด คือ 15.08±1.11 µg 

GAE/g FW รองลงมาคือ ในวนัท่ี 21 เท่ากบั 13.69±2.21 µg GAE/g FW ซึ่งมีปริมาณฟีนอลิก

มากกวา่เซลล์แขวนลอยในชว่งวนัอ่ืนๆ อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(ภาพท่ี 11 ) 

ส่วนสารสกัดตวัอย่างแห้งของเซลล์แขวนลอยจะเห็นได้ว่าเร่ิมมีการสะสมปริมาณฟีนอลิก

ตัง้แตใ่นช่วงวนัท่ี 17 ถึง วนัท่ี 25 โดยเซลล์แขวนลอยในวนัท่ี 21 มีปริมาณฟีนอลิกสงูท่ีสดุ เท่ากบั 

117.11±13.98 µg GAE/g DW รองลงมา คือ ในวนัท่ี 25 เท่ากบั 109.57±13.61 µg GAE/g DW 

และในช่วงวนัท่ี 17 ให้ปริมาณฟีนอลิก เท่ากบั 89.53±13.19 µg GAE/g DW ซึ่งมีแนวโน้มว่าจะ

สามารถสะสมสารฟีนอลิกได้ดีเชน่กนั (ภาพท่ี 12) 

เม่ือเปรียบเทียบปริมาณฟีนอลิกในเซลล์แขวนลอยทัง้ตัวอย่างสดและแห้งกับสารสกัด

ตัวอย่างของใบ และลําต้นผักดีดจากการเพาะเลีย้ง และใบผักดีดจากธรรมชาติ รวมทัง้ผัก

เศรษฐกิจ คือ ผกักาดขาว พบว่า เซลล์แขวนลอยทัง้ตวัอย่างสดและแห้งมีการสะสมปริมาณสาร   

ฟีนอลิกได้มากกวา่สารสกดัจากตวัอยา่งอ่ืน (ภาคผนวก ข ตารางท่ี 18) 
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ภาพท่ี 11 ปริมาณฟีนอลิกของสารสกดัจากตวัอย่างสดเซลล์แขวนลอยของผกัดีดท่ีเพาะเลีย้งใน

อาหารเหลวสตูร MS ท่ีเติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.25 mg/L ร่วมกบั BA ความเข้มข้น 0.05 mg/L 

ในชว่งเวลาการเตบิโตของวนัท่ี 0, 5, 9, 13, 17, 21 และ 25 ตามลําดบั   

ภาพท่ี 12 ปริมาณฟีนอลิกของสารสกดัจากตวัอย่างแห้งเซลล์แขวนลอยของผกัดีดท่ีเพาะเลีย้งใน

อาหารเหลวสตูร MS ท่ีเติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.25 mg/L ร่วมกบั BA ความเข้มข้น 0.05 mg/L 

ในชว่งเวลาการเตบิโตของวนัท่ี 0, 5, 9, 13, 17, 21 และ 25 ตามลําดบั  
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4.3.2.3 ปริมาณฟลาโวนอยด์ 
 

จากภาพท่ี 13 จะเห็นได้ว่า ปริมาณฟลาโวนอยด์ของสารสกัดตัวอย่างเซลล์แขวนลอย

ตวัอย่างสดของผกัดีดท่ีได้จากการเพาะเลีย้งในอาหารเหลวสตูร MS ท่ีเติม 2,4-D ความเข้มข้น 

0.25 mg/L ร่วมกบั BA ความเข้มข้น 0.05 mg/L มีการสะสมปริมาณฟลาโวนอยด์สงูตัง้แตใ่นช่วง

วนัท่ี 17 จนถึงวนัท่ี 25 ของการเพาะเลีย้งในอาหารเหลว ซึ่งในช่วงวนัท่ี 25 มีปริมาณฟลาโวนอยด์

สงูท่ีสดุ เท่ากบั 53.06±4.65 µg RE/g FW รองลงมา คือ วนัท่ี 21 เท่ากบั 51.94±3.39 µg RE/g 

FW ในขณะท่ีช่วงวนัท่ี 0 มีปริมาณฟลาโวนอยด์ เท่ากบั 51.26±5.98 µg RE/g FW ซึ่งให้ผลไม่

แตกต่างกันอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ แต่อย่างไรก็ตามเซลล์แขวนลอยท่ีเลีย้งเป็นเวลา 17 วนัมี

แนวโน้มวา่จะสามารถสะสมฟลาโวนอยด์ได้ดีเชน่กนั  

สว่นสารสกดัตวัอยา่งเซลล์แขวนลอยแห้งมีปริมาณฟลาโวนอยด์ในแตล่ะช่วงอายไุมแ่ตกตา่ง

กนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ โดยเซลล์แขวนลอยแห้งในวนัท่ี 5 มีแนวโน้มของการสะสมฟลาโว

นอยด์มากท่ีสดุ เทา่กบั 164.557±13.939 µg RE/g DW (ภาพท่ี 14) 

เม่ือเปรียบเทียบระหวา่งปริมาณฟลาโวนอยด์ของเซลล์แขวนลอยทัง้ตวัอย่างสดและแห้ง และ

สารสกดัตวัอยา่งของใบ และลําต้นผกัดีดจากการเพาะเลีย้ง และใบผกัดีดจากธรรมชาติ รวมทัง้ผกั

เศรษฐกิจ คือ ผกักาดขาว พบว่า เซลล์แขวนลอยจากสารสกดัตวัอย่างสดและแห้งในทุกช่วงเวลา

ของการเพาะเลีย้งมีปริมาณฟลาโวนอยด์สงูกว่าใบและลําต้นผกัดีดจากการเพาะเลีย้ง ใบผกัดีดใน

ธรรมชาต ิและผกักาดขาว (ภาคผนวก ข ตารางท่ี 20) 



55 

ภาพท่ี 13 ปริมาณฟลาโวนอยด์ของสารสกดัจากตวัอยา่งสดเซลล์แขวนลอยของผกัดีดท่ีเพาะเลีย้ง

ในอาหารเหลวสตูร MS ท่ีเตมิ 2,4-D ความเข้มข้น 0.25 mg/L ร่วมกบั BA ความเข้มข้น 0.05 mg/L 

ในชว่งเวลาการเตบิโตของวนัท่ี 0, 5, 9, 13, 17, 21 และ 25 ตามลําดบั 

ภาพท่ี 14 ปริมาณฟลาโวนอยด์ของสารสกัดจากตัวอย่างแห้งเซลล์แขวนลอยของผักดีดท่ี

เพาะเลีย้งในอาหารเหลวสตูร MS ท่ีเติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.25 mg/L ร่วมกบั BA ความเข้มข้น 

0.05 mg/L ในชว่งเวลาการเตบิโตของวนัท่ี 0, 5, 9, 13, 17, 21 และ 25 ตามลําดบั 
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บทที่ 5 

อภปิรายผลการศึกษา 
 

5.1 ศึกษาผลของไซโตไคนินต่อการชักนําให้เกิดยอดของผักดีด 

 

จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่า ชิน้ส่วนปล้องสามารถชักนําให้เกิดยอดใหม่ได้ดีกว่า

ชิน้ส่วนใบเน่ืองมาจากกายวิภาคศาสตร์ของเนือ้เย่ือในชิน้ส่วนปล้อง และชิน้ส่วนใบมีชนิดของ

เนือ้เย่ือท่ีแตกตา่งกนั โดยชิน้ส่วนปล้องมีเนือ้เย่ือชัน้ vascular cambium ซึ่งเป็นชัน้เนือ้เย่ือพืชท่ีมี

การแบ่งเซลล์เป็นเนือ้เย่ือเจริญอยู่ตลอดเวลา ส่วนชนิดของเนือ้เย่ือในชิน้ส่วนใบนัน้ เป็นเนือ้เย่ือ

ถาวร (เทียมใจ คมกฤส, 2549) จึงทําให้ชิน้ส่วนปล้องมีความสามารถในการเกิด differentiated 

เป็นอวยัวะใหมไ่ด้ง่ายกวา่ชิน้สว่นใบ และจากการเพาะเลีย้งชิน้ส่วนใบไม่สามารถชกันําให้เกิดยอด

ได้นัน้ อาจเกิดจากชนิดของต้นพืช อายขุองต้นพืช และความไมส่มัพนัธ์กนัระหวา่งความเข้มข้นของ

ฮอร์โมนภายใน (endogenous PGR) ของชิน้ส่วนใบกับฮอร์โมนสังเคราะห์ท่ีเติมในอาหาร

เพาะเลีย้ง (exogenous PGR) (Robert and Dennis, 2005)  

การศึกษาครัง้นีใ้ห้ผลท่ีเป็นไปตามรายงานของ Hassanein และ Soltan (2000) และ 

Rahman และคณะ (2011) ท่ีพบว่าการใช้ BA ความเข้มข้น 0.5 mg/L เพียงอย่างเดียวสามารถชกั

นําให้ชิน้ส่วนปล้องของ S. nigrum L. และ S. surattense-Bum. เกิดยอดใหม่ได้มากกว่าการใช้ 

kinetin  

ส่วนการเพาะเลีย้งชิน้ส่วนใบนัน้ พบว่าไม่สามารถชักนําให้เกิดยอดใหม่ได้ซึ่งให้ผลการ

ทดลองท่ีแตกตา่งกบัรายงานวิจยัของ Bhat และคณะ (2010) ท่ีศกึษาการเกิดยอดใหม่จากชิน้ส่วน

ใบของ S. nigrum L. ได้สําเร็จทัง้ในอาหารสตูร MS ท่ีเติม BA ความเข้มข้น 2 mg/L หรือ kinetin 

ความเข้มข้น 1.5 mg/L นอกจากนีใ้นรายงานวิจยัของ Hussein และ Aqlan (2011) ศกึษาการชกั

นําให้เกิดยอดจากชิน้ส่วนใบของ S. villosum Mill. พบว่า อาหารสตูร MS ท่ีเติม BA ความเข้มข้น 

2 mg/L ร่วมกบั NAA ความเข้มข้น 1 mg/Lสามารถชกันําการเกิดยอดได้มากท่ีสดุ  
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5.2 ศึกษาผลของออกซินและไซโตไคนินต่อการชักนําให้เกิดแคลลัสของผักดีด 

 

จากการศึกษาครัง้นี ้พบว่าแคลลสัจากชิน้ส่วนปล้อง และชิน้ส่วนใบเกิดจากอิทธิพลของ

สารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ท่ีเติมในอาหารเพาะเลีย้งชิน้ส่วนพืช ซึ่ง 2,4-D จัดเป็น 

dedifferentiation hormone ทําให้เซลล์พืชสามารถกลบัสู่สภาวะท่ีเป็นเนือ้เย่ือเจริญอีกครัง้ และไซ

โตไคนินชว่ยสง่เสริมให้เกิดการแบง่ตวั และขยายขนาดของเซลล์เกิดเป็นแคลลสัมากขึน้ (Endress, 

1994) ส่วนแคลลสัท่ีมีสีแตกตา่งกนันัน้เกิดจากการสะสมรงควตัถภุายในเซลล์จึงทําให้แคลลสัมีสี

เขียว สีเหลือง เป็นต้น อีกทัง้ชิน้ส่วนปล้อง และชิน้ส่วนใบประกอบด้วยเซลล์หลายชนิด จึงทําให้

เกิดแคลลสัท่ีมีสีแตกตา่งกนักลายเป็นแคลลสัผสม (คํานญู กาญจนภูมิ, 2544) แตอ่ย่างไรก็ตามยงั

ขึน้อยู่กับปัจจัยของชนิดของต้นพืช ชนิดและระดบัสารควบคมุการเจริญเติบโตท่ีมีอยู่ภายในพืช 

(Robert and Dennis, 2005) 

ในขณะท่ี Hassanein และ Soltan (2000) พบว่าการเพาะเลีย้งชิน้ส่วนปล้อง และใบของ 

S. nigrum L. ในอาหารสตูร MS ท่ีเติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.1 mg/L ร่วมกบั NAA ความเข้มข้น 1 

mg/L และ BA 0.5 mg/L สามารถชกันําให้เกิดแคลลสัได้ 100 % และได้แคลลสัท่ีมีนํา้หนกัสดถึง 

300 mg จากชิน้ส่วนใบ ในขณะท่ี Loc และ Thanh (2011) ซึ่งได้เพาะเลีย้งชิน้ส่วนลําต้นของ S. 

hainanense Hance. พบว่าสามารถชกันําให้เกิดแคลลสัในอาหารสตูร MS ท่ีเติม 2,4-D ความ

เข้มข้น 1 mg/L ร่วมกบั BA ความเข้มข้น 0.1 mg/L หลงัจากเพาะเลีย้งเป็นเวลา 4 สปัดาห์ และ

อาหารสตูรดงักลา่วเป็นสตูรอาหารท่ีเหมาะสมตอ่การเพิ่มจํานวนแคลลสั 

 

5.3 เพาะเลีย้งเซลล์แขวนลอยของผักดีดเพ่ือศึกษาการเตบิโต และความสามารถใน

การต้านออกซิเดชัน 

5.3.1 การเตบิโตของเซลล์แขวนลอยของผักดีด 

จากการเพาะเลีย้งเซลล์แขวนลอยในแต่ละช่วงเวลา จะเห็นได้ว่า เซลล์มีการเติบโตเพิ่ม

มากขึน้จากวนัท่ี 0 จนถึงวนัท่ี 25 ของการเลีย้งเซลล์แขวนลอย โดย กลุ่มก้อนเซลล์ท่ีกระจายอยู่ใน

อาหารเพาะเลีย้งได้รับอาหารและอากาศอย่างทัว่ถึง การเติบโตของเซลล์แขวนลอย (ภาพท่ี 7) จะ

เห็นวา่ ชว่งระยะเวลาหลงัวนัท่ี 5 จนกระทัง่ถึงวนัท่ี 9 เซลล์มีนํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้งเพิ่มมากขึน้

ถึง 2 เทา่หลงัการเพาะเลีย้ง อาจเน่ืองมาจากชว่งเวลาดงักล่าวเป็นช่วงระยะท่ีเซลล์เกิดการแบง่ ตวั

เพ่ือเพิ่มจํานวนเซลล์ตามวัฎจักรของเซลล์ (cell cycle) ด้วยอัตราเร่งซึ่งจะเป็นช่วงระยะ 

exponential phase จากนัน้เซลล์จะขยายขนาดของเซลล์เพิ่มมากขึน้ (linear phase) ทําให้
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นํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้งของเซลล์แขวนลอยมากขึน้ตามไปด้วย (Endress,1994) หลงัจากนัน้

เซลล์จะเติบโตคงท่ี (stationary phase) ในช่วงวนัท่ี 17, 21 และ 25 วนั และหลงัจากช่วงวนัท่ี 25 

เซลล์มีสีคลํา้ และเป็นสีนํา้ตาลเพิ่มขึน้เร่ือยๆ จนเซลล์ตาย 

จากรายงานวิจยัของ Xu และคณะ (1998) ศึกษาการเพาะเลีย้งเซลล์แขวนลอยของ 

Rhodiola sachalinensis จากกลุ่มก้อน compact callus มีช่วงการเติบโตของเซลล์ในช่วงของ 

exponential phase สัน้กว่าช่วงระยะเวลาอ่ืนๆ ซึ่งมีรูปแบบการเติบโตของเซลล์แขวนลอย         

ของพืชชนิดนีใ้กล้เคียงกับการเติบโตของเซลล์แขวนลอยของผักดีด ส่วนจากรายงานวิจัย                     

ของ Boonsnongcheep และคณะ (2010) ศึกษาการเพาะเลีย้งเซลล์แขวนลอยของ Pueraria 

candollei var. candollei และ var. mirifica พบวา่เซลล์แขวนลอยของทัง้สองสายพนัธุ์มีการเติบโต

เพิ่มขึน้จนถึง stationary phase ในระยะเวลา 15-24 วนั ซึ่งมีช่วงระยะเวลาการเติบโตนานกว่า

เซลล์แขวนลอยของผกัดีดนัน้ ทัง้นีข้ึน้อยู่กบัความแตกตา่งของชิน้ส่วนพืช ชนิดของพืช และแคลลสั

เร่ิมต้นท่ีใช้เลีย้งเซลล์แขวนลอย รวมถึงการใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช เป็นต้น 

(Chawla, 2003)  

 

5.3.2 การตรวจสอบความสามารถในการต้านออกซิเดชันของเซลล์แขวนลอยของ

ผักดีด 

 

 จากการเพาะเลีย้งเซลล์แขวนลอยของผักดีดเพ่ือตรวจสอบความสามารถในการต้าน

ออกซิเดชัน พบว่า เซลล์แขวนลอยในช่วงวันท่ี 25 และวนัท่ี 21 เป็นช่วงเวลาท่ีมีเปอร์เซ็นต์ของ

ความสามารถในการขจดัอนมุลู DPPH ได้สงูท่ีสดุ ตามลําดบั (ภาพท่ี 9 และ 10) ซึ่งความสามารถ

ในการขจดัอนมุูล DPPH จะแปรผนัโดยตรงกบัความเข้มข้นของสารสกัดตวัอย่างเซลล์แขวนลอย

ทัง้สดและแห้งของผกัดีด อีกทัง้ความสามารถในการต้านออกซิเดชันขึน้อยู่กบัความเข้มข้นของ

สารละลาย DPPH เร่ิมต้นท่ีใช้ทําปฏิกิริยากับสารสกัดตวัอย่างด้วย (Sanchez-moreno, 2002; 

กมลวรรณ โชติพฤฒิพงศ์, 2554) ในขณะท่ีพบการสะสมฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์มากท่ีสุดใน

เซลล์แขวนลอยช่วงวนัท่ี 25 และวนัท่ี 21 เช่นเดียวกนั ดงันัน้สารสกดัของเซลล์แขวนลอยสามารถ

ขจดัอนมุลู DPPH ได้อย่างมีประสิทธิภาพนัน้ อาจเน่ืองมาจากภายในเซลล์แขวนลอยของผกัดีดมี

การสร้างสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ซึ่งเป็นสารต้านออกซิเดชนั โดยในโมเลกลุของสาร

ต้านออกซิเดชนัเกิดการให้ไฮโดรเจนอะตอม หรือรับอิเล็กตรอนจึงเป็นผลให้สารละลาย DPPH มีสี

จางลง ซึง่ทําให้คา่การดดูกลืนแสงท่ี 517 nm ลดลง (Ferreira et al., 2007)  
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 จากการทดลองครัง้นีใ้ห้ผลท่ีสอดคล้องกับรายงานวิจยัของ Cheng และคณะ (2005) 

ศึกษาการเลีย้งเซลล์แขวนลอยของ Cistanche deserticola พบว่า เซลล์แขวนลอยมีการ

เจริญเติบโตสงูสุดในวนัท่ี 21 ซึ่งมีการสะสมสาร Phenylethanoid glycosides (PeGs) ได้มาก

ท่ีสดุจึงทําให้ฤทธ์ิในการต้านออกซิเดชนัได้สงูกว่าใบในหลอดทดลอง และแคลลสัถึง 1.1 และ 2.2 

เทา่ ตามลําดบั 

 นอกจากนีก้ารท่ีเซลล์แขวนลอยสดและแห้งของผักดีดมีการสะสมของฟีนอลิก และ      

ฟลาโวนอยด์น้อยในช่วงแรกของการเติบโต อาจเน่ืองจาก สารชีวสงัเคราะห์ท่ีสร้างขึน้ภายในเซลล์ 

ณ ขณะนัน้ เป็นสารปฐมภูมิเป็นส่วนใหญ่ (nucleotide, nucleic acid, amino acid, protein และ

carbohydrate) เพ่ือการเตบิโตของเซลล์เป็นหลกั (Endress, 1994) 

 



บทที่ 6 

สรุปผลการศึกษา 

 

6.1 ผลของไซโตไคนินต่อการชักนําให้เกิดยอดของผักดีด 

การเพาะเลีย้งชิน้สว่นปล้องของผกัดีดในอาหารสตูร MS ท่ีเติม BA ความเข้มข้น 0.5 mg/L 

สามารถชกันําให้เกิดยอดได้มากท่ีสดุ 2.83±0.28 ยอดตอ่ชิน้สว่นปล้อง  

 

6.2 ผลของออกซินและไซโตไคนินต่อการชักนําให้เกิดแคลลัสของผักดีด 

การเพาะเลีย้งชิน้ส่วนปล้องสามารถชักนําให้เกิดแคสลัสได้ดีกว่าชิน้ส่วนใบ โดยสูตร

อาหาร MS ท่ีเติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.1 mg/L สามารถชกันําให้ได้แคลลสัจากชิน้ส่วนปล้องได้

มากท่ีสดุ โดยมีนํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้ง เป็น 143.38±11.39 และ 18.53±0.82 mg ตามลําดบั 

และมีเปอร์เซ็นต์ของชิน้ส่วนปล้องท่ีเกิดแคลลสั 93.06±3.94 ส่วนชิน้ส่วนใบสามารถชกันําให้เกิด

แคลลสัได้ดีท่ีสดุในอาหารสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D ความเข้มข้น 1 mg/L ร่วมกบั BA ความเข้มข้น 

0.25 mg/L โดยได้นํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้ง คือ 44.07±3.00 และ 8.92±0.56 mg ตามลําดบั 

และมีเปอร์เซ็นต์ของชิน้ส่วนใบท่ีเกิดแคลลสั 100±0.00 โดยทุกสตูรอาหารเหล่านีใ้ห้ผลท่ีแตกตา่ง

จากชดุควบคมุอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ

 

6.3 เพาะเลีย้งเซลล์แขวนลอยของผักดีดเพ่ือศึกษาการเตบิโต และความสามารถใน

การต้านออกซิเดชัน 

6.3.1 การเตบิโตของเซลล์แขวนลอยของผักดีด 

จากการเพาะเลีย้งเซลล์แขวนลอยจากแคลลสัท่ีได้จากชิน้ส่วนปล้องของผกัดีดมีรูปแบบ

การเตบิโตอยา่งรวดเร็วในชว่งหลงัวนัท่ี 5 ถึง วนัท่ี 9 จากนัน้เซลล์เติบโตขึน้เร่ือยๆ จนได้นํา้หนกัสด

และนํา้หนกัแห้งสงูสดุ และคงท่ีในวนัท่ี 21 และวนัท่ี 25  

 

 



61 

6.3.2 การตรวจสอบความสามารถในการต้านออกซิเดชันของเซลล์แขวนลอย

ของผักดีด 

เซลล์แขวนลอยของผกัดีดท่ีเพาะเลีย้งในช่วงวนัท่ี 21-25 วนั มีความสามารถในการต้าน

ออกซิเดชันสูงกว่าผักดีดจากการเพาะเลีย้ง ผักดีดจากในธรรมชาติ และผักกาดขาวซึ่งเป็นผัก

เศรษฐกิจ และยังมีการสะสมฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ปริมาณสูงในเซลล์แขวนลอยของผกัดีด

ในชว่งวนัท่ี 21-25 วนั เชน่เดียวกนั 

 

ข้อเสนอแนะ 

 

1. การศึกษาผลของไซโตไคนินต่อการชกันําให้เกิดยอดจากชิน้ส่วนใบของผกัดีด ควรจะ

ทดลองเพิ่มเตมิ โดยการใช้สารควบคมุการเจริญเติบโตของไซโตไคนินร่วมกบัออกซินในการเลีย้ง

ชิน้สว่นใบซึง่อาจจะชว่ยชกันําให้เกิดยอดใหมไ่ด้ 

2. การศกึษาการเติบโตของเซลล์แขวนลอยของผกัดีด ควรจะมีการดดัแปลงสตูรอาหารท่ี

ใช้เลีย้งแคลลัสจากชิน้ส่วนปล้อง เพ่ือให้ได้แคลลสัท่ีมีลกัษณะเซลล์เกาะกันหลวม ซึ่งจะทําให้

กลุม่เซลล์ได้รับอาหาร และอากาศเพิ่มมากขึน้ 

3. การศึกษาความสามารถในการต้านออกซิเดชนัของเซลล์แขวนลอยท่ีเก็บตวั อย่าง ณ 

วนัท่ี 0 ควรจะเก็บตวัอย่างไว้ให้มากกว่านํา้หนกัสดเร่ิมต้น (0.3 g) เพ่ือให้ง่ายในเตรียมสารสกดั

ตวัอยา่งท่ีจะนําไปใช้วิเคราะห์ DPPH ปริมาณฟีนอลิก และปริมาณฟลาโวนอยด์ 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรอาหารของ Murashige and Skoog (1962) 

 

Macronutrients   mg/L 

NH4NO3    1,650 

KNO3    1,900 

CaCl2.H2O    440 

MgSO4.7H2O   370 

KH2PO4    170 

 

Micronutrients   mg/L 

H3BO3    6.2 

MnSO4.H2O   6.9 

ZnSO4.H2O    6.14 

KI     0.83 

Na2Moo4.2H2O   0.25 

CuSO4.5H2O   0.025 

CoCl2.6H2O   0.025 

Iron    37.25 

Sodium EDTA   27.85 

 

Organic component  mg/L 

Glycine    2 

Nicotinic acid   0.5 

Pyridixin-HCl   0.5 

Thiamine-HCl   0.1 

 

Sucrose    30 g/L 
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ภาคผนวก ข 

 

ตารางท่ี 12 คา่ Scavenging activity (%) ของสารสกดัจากตวัอย่างสดของเซลล์แขวนลอย ณ 

วนัท่ี 0, 5, 9, 13, 17, 21 และ 25  
 

วนัท่ี 0 

[ ] (mg/ml) 12.5 25 50 100 200 

sample 1R1 38.061 48.878 58.654 80.048 87.901 

sample 2R1 36.619 45.673 59.535 81.811 88.942 

sample 3R1 37.981 49.279 55.288 78.766 88.942 

sample 1R2 35.337 43.990 51.603 76.442 59.936 

sample 2R2 39.503 46.554 60.497 79.808 90.144 

sample 3R2 33.253 43.750 56.410 75.000 86.058 

 

วนัท่ี 5 

[ ] (mg/ml) 12.5 25 50 100 200 

sample 1R1 31.998 41.667 57.479 74.679 85.684 

sample 2R1 39.663 51.683 60.417 83.173 91.026 

sample 3R1 36.699 47.035 55.929 76.042 89.503 

sample 1R2 35.897 46.314 56.891 77.938 87.607 

sample 2R2 32.158 45.032 51.923 70.940 84.135 

sample 3R2 36.111 43.750 60.737 76.229 87.767 

 

 



73 

วนัท่ี 9 

[ ] (mg/ml) 12.5 25 50 100 200 

sample 1R1 32.292 40.465 50.321 71.635 88.381 

sample 2R1 30.929 36.859 50.641 74.279 90.705 

sample 3R1 30.529 36.699 52.885 78.365 92.468 

sample 1R2 33.013 33.013 49.573 74.840 94.124 

sample 2R2 28.846 29.167 48.771 72.276 92.842 

sample 3R2 27.564 29.647 44.444 70.726 91.560 

 

วนัท่ี 13 

[ ] (mg/ml) 12.5 25 50 100 200 

sample 1R1 29.006 36.538 48.157 73.478 91.346 

sample 2R1 37.179 40.705 55.288 74.306 89.103 

sample 3R1 27.190 36.966 52.724 80.823 90.118 

sample 1R2 31.624 37.233 57.532 80.662 94.712 

sample 2R2 42.575 38.835 52.030 73.932 88.355 

sample 3R2 26.976 34.455 45.139 72.970 90.331 
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วนัท่ี 17 

[ ] (mg/ml) 12.5 25 50 100 200 

sample 1R1 31.197 40.812 61.058 81.784 94.284 

sample 2R1 33.707 46.848 68.376 93.002 95.833 

sample 3R1 29.487 37.821 52.938 83.013 95.673 

sample 1R2 32.372 40.972 60.524 87.500 95.032 

sample 2R2 35.363 42.361 64.744 91.720 94.712 

sample 3R2 20.566 32.372 48.611 80.556 91.346 

 

วนัท่ี 21 

[ ] (mg/ml) 12.5 25 50 100 200 

sample 1R1 37.714 47.810 75.481 95.139 95.620 

sample 2R1 39.156 58.868 91.720 95.246 95.192 

sample 3R1 31.517 45.887 68.429 92.147 94.979 

sample 1R2 37.019 66.827 93.857 94.231 94.231 

sample 2R2 46.528 73.077 94.231 94.712 94.818 

sample 3R2 44.124 55.929 84.295 94.124 94.071 
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วนัท่ี 25 

[ ] (mg/ml) 12.5 25 50 100 200 

sample 1R1 46.314 64.156 93.483 95.406 95.620 

sample 2R1 51.335 76.175 93.429 95.032 95.246 

sample 3R1 55.182 84.936 94.444 95.299 95.459 

sample 1R2 46.688 70.940 93.643 95.192 94.765 

sample 2R2 32.532 48.451 80.342 95.139 95.513 

sample 3R2 49.252 85.844 93.697 95.139 94.498 

 

หมายเหต ุsample 1R1 (ตวัอยา่งท่ี 1 ของการทดลองรอบท่ี 1); sample 2R1 (ตวัอย่างท่ี 2 ของ

การทดลองรอบท่ี 1); sample 3R1 (ตวัอย่างท่ี 3 ของการทดลองรอบท่ี 1); sample 1R2 (ตวัอยา่ง

ท่ี 1 ของการทดลองรอบท่ี 2); sample 2R2 (ตวัอยา่งท่ี 2 ของการทดลองรอบท่ี 2); sample 3R2 

(ตวัอยา่งท่ี 3 ของการทดลองรอบท่ี 2) 
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ตารางท่ี 13 คา่ Scavenging activity (%) ของสารสกดัจากตวัอย่างแห้งของเซลล์แขวนลอย ณ 

วนัท่ี 0, 5, 9, 13, 17, 21 และ 25  

 

วนัท่ี 0 

[ ] (mg/ml) 2.0625 4.125 8.25 16.5 33 

sample 1R1 38.542 53.526 76.603 93.510 93.349 

sample 2R1 31.571 39.503 64.663 91.987 91.667 

sample 3R1 38.462 44.979 61.912 80.556 94.071 

sample 1R2 27.724 29.407 34.535 46.074 68.029 

sample 2R2 25.881 32.131 34.295 49.760 68.830 

sample 3R2 33.654 32.158 37.500 52.297 81.090 

 

วนัท่ี 5 

[ ] (mg/ml) 2.0625 4.125 8.25 16.5 33 

sample 1R1 34.669 45.780 51.709 87.286 94.551 

sample 2R1 32.479 50.694 43.429 69.979 94.124 

sample 3R1 26.496 47.329 37.073 58.707 90.598 

sample 1R2 26.015 33.547 45.566 67.735 93.483 

sample 2R2 30.662 38.088 44.872 69.124 93.857 

sample 3R2 25.374 32.105 38.088 57.105 83.387 
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วนัท่ี 9 

[ ] (mg/ml) 2.0625 4.125 8.25 16.5 33 

sample 1R1 38.248 56.143 91.720 93.643 94.231 

sample 2R1 25.053 35.524 54.113 88.515 94.658 

sample 3R1 32.532 47.703 76.870 93.323 94.444 

sample 1R2 17.147 23.771 7.585 60.470 85.363 

sample 2R2 29.647 29.006 42.041 69.605 93.429 

sample 3R2 19.391 30.288 40.118 65.652 92.895 

 

วนัท่ี 13 

[ ] (mg/ml) 2.0625 4.125 8.25 16.5 33 

sample 1R1 38.782 62.714 92.094 92.735 93.376 

sample 2R1 49.199 80.983 92.682 92.735 96.635 

sample 3R1 51.389 89.744 92.468 92.949 93.697 

sample 1R2 42.254 71.261 92.735 94.177 94.177 

sample 2R2 49.199 76.870 93.216 94.872 94.391 

sample 3R2 38.942 52.991 88.515 94.498 93.857 
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วนัท่ี 17 

[ ] (mg/ml) 2.0625 4.125 8.25 16.5 33 

sample 1R1 48.985 90.438 92.147 92.415 93.857 

sample 2R1 69.551 92.254 92.735 93.056 94.124 

sample 3R1 91.880 93.376 93.109 94.017 94.391 

sample 1R2 56.784 91.827 93.376 94.231 94.658 

sample 2R2 52.297 84.562 93.590 93.590 95.032 

sample 3R2 73.504 92.468 92.895 93.643 94.124 

 

วนัท่ี 21 

[ ] (mg/ml) 2.0625 4.125 8.25 16.5 33 

sample 1R1 81.838 93.056 93.429 94.818 95.459 

sample 2R1 84.989 93.162 93.483 94.391 95.726 

sample 3R1 92.682 92.735 93.590 94.338 95.459 

sample 1R2 72.703 92.735 92.895 95.192 95.139 

sample 2R2 67.308 92.147 93.002 95.139 94.551 

sample 3R2 93.269 93.857 94.124 95.192 95.726 
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วนัท่ี 25 

[ ] (mg/ml) 2.0625 4.125 8.25 16.5 33 

sample 1R1 92.308 93.002 93.483 94.498 95.459 

sample 2R1 93.323 93.376 93.590 94.444 95.085 

sample 3R1 91.293 92.735 93.429 94.124 94.551 

sample 1R2 72.222 93.216 93.857 94.551 95.406 

sample 2R2 83.013 92.788 93.483 94.338 95.085 

sample 3R2 85.150 93.002 94.124 94.498 95.299 

 

หมายเหต ุsample 1R1 (ตวัอยา่งท่ี 1 ของการทดลองรอบท่ี 1); sample 2R1 (ตวัอย่างท่ี 2 ของ

การทดลองรอบท่ี 1); sample 3R1 (ตวัอย่างท่ี 3 ของการทดลองรอบท่ี 1); sample 1R2 (ตวัอยา่ง

ท่ี 1 ของการทดลองรอบท่ี 2); sample 2R2 (ตวัอยา่งท่ี 2 ของการทดลองรอบท่ี 2); sample 3R2 

(ตวัอยา่งท่ี 3 ของการทดลองรอบท่ี 2) 
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ตารางท่ี 14 คา่ Scavenging activity (%) ของสารสกดัจากตวัอย่างสดและแห้งของใบ และลําต้น  

ผกัดีดจากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ 
 

สารสกดัตวัอยา่ง [ ] (mg/ml) 12.5 25 50 100 200 

ใบสด sample 1 49.573 73.825 91.239 97.009 98.932 

 sample 2 51.496 73.291 90.011 94.231 98.611 

 sample 3 44.124 77.137 89.476 96.314 98.130 

ลําต้นสด sample 1 20.566 27.618 38.622 61.699 76.656 

 sample 2 18.910 27.190 42.361 63.462 80.662 

 sample 3 17.361 24.145 37.500 57.906 73.825 

สารสกดัตวัอยา่ง [ ] (mg/ml) 2.0625 4.125 8.25 16.5 33 

ใบแห้ง sample 1 11.859 23.718 48.024 82.158 93.803 

 sample 2 27.350 33.226 52.190 85.577 95.620 

 sample 3 16.827 27.938 54.167 81.197 93.269 

ลําต้นแห้ง sample 1 9.348 11.592 22.062 31.891 54.327 

 sample 2 4.861 8.387 20.299 27.190 47.756 

 sample 3 10.951 15.865 21.100 50.694 50.962 
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ตารางท่ี 15 คา่ Scavenging activity (%) ของสารสกดัจากตวัอย่างสด และแห้งของใบผกัดีด

จากในธรรมชาติ 
 

สารสกดัตวัอยา่ง [ ] (mg/ml) 12.5 25 50 100 200 

ใบสด sample 1 32.105 50.641 83.280 92.628 92.949 

 sample 2 38.088 46.635 72.115 89.156 95.353 

 sample 3 35.470 54.594 83.120 93.216 95.566 

สารสกดัตวัอยา่ง [ ] (mg/ml) 2.0625 4.125 8.25 16.5 33 

ใบแห้ง sample 1 15.545 22.009 32.959 70.299 90.438 

 sample 2 19.444 26.389 39.370 58.654 90.385 

 sample 3 23.291 35.737 48.985 83.013 91.774 

 

ตารางท่ี 16 คา่ Scavenging activity (%) ของสารสกดัจากตวัอย่างสดและแห้งของผกักาดขาว 
 

สารสกดัตวัอยา่ง [ ] (mg/ml) 12.5 25 50 100 200 

ผกักาดขาวสด sample 1 17.788 20.246 22.543 48.024 55.075 

 sample 2 14.850 17.842 26.229 49.306 53.953 

 sample 3 15.118 19.658 21.955 45.353 53.900 

สารสกดัตวัอยา่ง [ ] (mg/ml) 2.0625 4.125 8.25 16.5 33 

ผกักาดขาวแห้ง sample 1 11.218 12.767 17.147 26.763 41.293 

 sample 2 7.959 8.440 13.782 21.528 36.538 

 sample 3 13.301 10.203 14.850 22.329 38.942 
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ตารางท่ี 17 ปริมาณฟีนอลิกของสารสกดัจากตวัอย่างเซลล์แขวนลอยทัง้สดและแห้งของผกัดีด ณ 

วนัท่ี 0, 5, 9, 13, 17, 21 และ 25  
 

ตวัอยา่งสารสกดั 
Phenolic content (µg GAE/g cell suspension) 

เซลล์แขวนลอยสด เซลล์แขวนลอยแห้ง  

วนัท่ี 0 6.563±0.675 bc 4.767±6.462 c 

วนัท่ี 5 9.279±1.207 b 2.843±5.255 c 

วนัท่ี 9 6.104±0.610 c 6.103±4.411 c 

วนัท่ี 13 8.079±0.870 bc 68.527±6.973 b 

วนัท่ี 17 9.438±0.922 b 89.530±13.186 ab 

วนัท่ี 21 13.688±2.205 a 117.108±13.982 a 

วนัท่ี 25 15.081±1.109 a 109.572±13.608 a 
 

ตารางท่ี 18 ปริมาณฟีนอลิกของสารสกดัจากตวัอย่างสด 
 

ตวัอยา่งสารสกดั Phenolic content (µg GAE/g FW) 

ผกักาดขาวสด 0.584±0.077 a 

ใบผกัดีดสดจากการเพาะเลีย้ง 1.783±2.353 a 

ลําต้นผกัดีดสดจากการเพาะเลีย้ง 2.330±0.309 a 

ใบผกัดีดสดจากธรรมชาติ 2.436±1.201 a 
 

หมายเหต:ุ ไมส่ามารถตรวจสอบปริมาณฟีนอลิกของสารสกดัจากตวัอยา่งแห้งของผกักาดขาว ใบ

และลําต้นผกัดีดจากการเพาะเลีย้ง และใบผกัดีดจากธรรมชาตไิด้ 
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ตารางท่ี 19 ปริมาณฟลาโวนอยด์ของสารสกดัจากตวัอยา่งเซลล์แขวนลอยทัง้สดและแห้งของผกั

ดีด ณ วนัท่ี 0, 5, 9, 13, 17, 21 และ 25  
 

ตวัอยา่งสารสกดั 
Flavonoid content (µg RE/g cell suspension ) 

เซลล์แขวนลอยสด เซลล์แขวนลอยแห้ง 

วนัท่ี 0 51.261±5.983 a 133.871±28.257 a 

วนัท่ี 5 34.025±10.825 b 164.557±13.939 a 

วนัท่ี 9 33.891±4.870 b 106.564±18.933 a 

วนัท่ี 13 29.433±4.408 b 135.515±19.400 a 

วนัท่ี 17 42.800±2.728 ab 133.337±32.967 a 

วนัท่ี 21 51.935±3.386 a 130.433±15.428 a 

วนัท่ี 25 53.058±4.647 a 127.438±15.282 a 
 

ตารางท่ี 20 ปริมาณฟลาโวนอยด์ของสารสกดัจากตวัอยา่งสดและแห้ง  
 

ตวัอยา่งสารสกดั Flavoniod content (µg RE/g FW) 

ผกักาดขาวสด 12.522±0.827 a 

ตวัอยา่งสารสกดั Flavoniod content (µg RE/g DW) 

ผกักาดขาวแห้ง 63.184±26.851 b 

ลําต้นผกัดีดแห้งจากการเพาะเลีย้ง 73.348±22.322 a 
 

หมายเหต:ุ ไมส่ามารถตรวจสอบปริมาณฟลาโวนอยด์ของสารสกดัจากตวัอย่างสดของใบและลํา

ต้นผกัดีดจากการเพาะเลีย้ง และใบผกัดีดจากธรรมชาติ และสารสกดัจากตวัอยา่งแห้งของใบผกั

ดีดจากการเพาะเลีย้ง และใบผกัดีดจากธรรมชาติ 
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ภาคผนวก ค 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 

 

 นางสาวทิพวรรณ คงทอง เกิดวนัท่ี 13 เมษายน พ.ศ. 2529 ในจงัหวดัพิษณุโลก สําเร็จ

การศกึษาวิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยันเรศวร ปีการศกึษา 

2551 เข้าศึกษาต่อขัน้วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ 

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศกึษา 2552 
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