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บทคัดย่อ 
การเพาะเลี้ยงแคลลัสร่วมกับการใช้สารกระตุ้น เป็นวิธีหนึ่งที่นิยมใช้ในการผลิตและเพิ่มปริมาณสารต้าน

อนุมูลอิสระ การศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของ methyl jasmonate (MeJA) และ salicylic acid (SA) 
ความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด สารฟลาโวนอยด์ และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของแคลลัส
กะเพราแดง (Ocimum santum) โดยนำแคลลัสมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS (Murashige and Skoog) ที่เติม 
2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid) ความเข้มข้น 2.26 µM ร่วมกับ MeJA และ SA ความเข้มข้น 0-150 
µM เพาะเลี ้ยงเป็นเวลานาน 2 สัปดาห์ วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design มี 7 สิ่ง
ทดลอง แต่ละสิ ่งทดลองมี 3 ซ้ำ พบว่าแคลลัสที ่ได้ร ับ MeJA ความเข้มข้น 100 และ 150 µM มีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด 144.76±8.19 และ 134.56±13.10 mg GAE/g dry extract หรือ 2.92 และ 2.71 
เท่าของสิ่งทดลองควบคุม (49.65±1.88 mg GAE/g dry extract) มีปริมาณสารฟลาโวนอยด์ 215.77±23.50 และ 
221.72±9.75 mg CE/g dry extract หรือ 2.71 และ 2.78 เท่าของสิ่งทดลองควบคุม (79.67±3.88 mg CE/g dry 
extract) รวมถึงมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH โดยมีค่า EC50 9.06±0.45 และ 9.33±0.65 µg/mL ดีกว่าสิ่งทดลอง
ควบคุม (20.72±2.06 µg/mL) ดังนั้น MeJA ความเข้มข้น 100 และ 150 µM ส่งผลให้แคลลัสกะเพราแดงผลิตสาร
ต้านอนุมูลอิสระได้ภายใน 2 สัปดาห์หลังการเพาะเลี้ยง 
 

คำสำคัญ : การเพาะเลี้ยงแคลลัส; กะเพราแดง; สารกระตุ้น; สารต้านอนุมูลอิสระ 
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Abstract 
In vitro callus culture with elicitation is one of the most popular methods to enhance 

antioxidant contents.  This study aimed to investigate the effects of methyl jasmonate (MeJA)  and 
salicylic acid (SA)  at various concentrations on total phenolic and flavonoid contents, and 
antioxidant activity in callus cultures of holy basil purple type (Ocimum santum) .  Callus was 
cultured on MS (Murashige and Skoog)  medium supplemented with 2. 26 µM 2,4- D (2,4-
dichlorophenoxyacetic acid)  combined with MeJA and SA at the concentrations of 0-150 µM for 
two weeks. The experiment was arranged in a completely randomized design with seven treatments 
and three replications.  Total phenolic contents of 144. 76±8. 19 and 134. 56±13. 10 mg GAE/ g dry 
extract or 2.92 and 2.71 times of the control (49.65±1.88 mg GAE/g dry extract) were obtained from 
100 and 150 µM MeJA calli.  Flavonoid contents of 215. 77±23. 50 and 221. 72±9. 75 mg CE/ g dry 
extract were also gained from 100 and 150 µM MeJA calli or 2. 71 and 2. 78 times of the control 
(79.67±3.88 mg CE/g dry extract). In addition, DPPH radical scavenging activities of 100 and 150 µM 
MeJA calli (EC50 = 9.06±0.45 and 9.33±0.65 µg/mL)  were greater than that of the control (EC50 = 
20.72±2.06 µg/mL). Therefore, 100 and 150 µM MeJA could enhance antioxidant contents of holy 
basil purple type callus after cultured for two weeks.  
 

Keywords: callus culture; holy basil purple type; elicitor; antioxidant content 
 
1. บทนำ 

กะเพราแดง (Ocimum sanctum L. หรือ O. 
tenuiflorum Linn.) มีชื ่อสามัญ คือ Holy basil จัด
อยู่ในวงศ์ Lamiaceae เป็นพืชที่มีกลิ่นหอมเฉพาะตัว 
[1] นิยมนำมาใช้เป็นยาสมุนไพรรักษาโรค เช่น แก้
อาการท้องอืด ท้องเฟ้อ คลื่นไส้อาเจียน นอกจากนี้
กะเพราแดงยังมีฤทธ์ิในการต้านการอักเสบ ต้านเช้ือจุล
ชีพ ต้านมะเร็ง รวมถึงมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง [2] 
เนื่องจากใบกะเพราแดงมีสารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ทางเภสัช
วิทยาหลายชนิด เช่น สารในกลุ ่มของอัลคาลอยด์ 
(alkaloid)  ส า ร ฟล า โ วน อย ด ์  (flavonoid)  ส า ร 
ประกอบฟีนอลิค (phenolic) แทนนิน (tannin) ซาโป
นิน (saponin) น้ำมันหอมระเหย (essential oil) [3] 
ประโยชน์ของกะเพราแดงดังที่กล่าวมาข้างต้น รวมทั้ง

เป็นพืชที ่ม ีสารทุติยภูมิหลากหลายชนิด จึงทำให้
กะเพราแดงเป็นท่ีต้องการของอุตสาหกรรมการผลิตยา 
แต่การเพาะปลูกในสภาพธรรมชาติต้องอาศัยพื้นที่ ใช้
ระยะเวลา ต้องดูแลรักษาต้นให้ปลอดจากโรคและ
แมลง รวมถึงต้องเก็บเกี่ยวผลผลิตในระยะที่เหมาะสม 
ซึ่งปัจจัยต่าง ๆ เหล่านี้อาจส่งผลต่อปริมาณสารที่ไม่
เพียงพอต่อความต้องการ และไม่มีคุณภาพในเชิง
การค้า [4] จึงได้นำเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาใช้
เพื่อแก้ปัญหาดังกล่าว 

การเพาะเลี้ยงแคลลัสเป็นวิธีหนึ่งที่นิยมใช้เพื่อ
ผลิตสารทุติยภูมิทดแทนการผลิตสารจากต้นที่ปลูกใน
สภาพธรรมชาติ มีข้อดี คือ สามารถผลิตแคลลัสและสาร
ทุติยภูมิได้อย่างต่อเนื่อง สารที่ผลิตได้มีคุณภาพ และไม่
ขึ้นกับปัจจัยทางสภาพภูมิประเทศหรือสภาพแวดล้อม
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ภายนอก เนื่องจากมีการควบคุมสภาวะที่เหมาะสมใน
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ [4] มีรายงานปริมาณสารทุติย
ภูมิของแคลลัสกะเพราแดงแล้วโดย Lardee (2018) 
[5] แต่ใช้ระยะเวลาเพาะเลี้ยงนาน 4 สัปดาห์ ดังนั้น
การผลิตสารทุติยภูมิได้โดยใช้ระยะเวลาที่สัน้ลง ผลิตได้
รวดเร็ว และได้ปริมาณมากจึงเป็นอีกการทดลองที่
น่าสนใจเพื ่อให้มีปริมาณเพียงพอกับความต้องการ
ที่มากขึ้น ปัจจุบันมีวิธีการทำให้ปริมาณสารทุติยภูมิ
เพิ่มมากข้ึนด้วยการเติมสารกระตุ้นในอาหารเพาะเลี้ยง 
ซึ่งเป็นวิธีที่สะดวก ประหยัด และช่วยลดระยะเวลาใน
การผลิต [6] โดยสารกระตุ้นที่นิยมใช้ ได้แก่ methyl 
jasmonate (MeJA)  และ salicylic acid (SA)  ส าร
ดังกล่าวสามารถกระตุ้นให้เกิดการส่งสัญญาณจาก
เซลล์ที่ได้รับความเครียดต่าง ๆ เช่น การเข้าบุกรุก
ของจุล ินทรีย ์ แมลง หรือความเครียดจากสภาพ 
แวดล้อมภายนอก ทำให้พืชเกิดการตอบสนอง และ
สังเคราะห์สารทุติยภูมิของพืชเพิ่มขึ้น ได้แก่ ฟีนอลิค 
ฟลาโวนอยด์ อัลคาลอยด์ เทอร์ปีนอยด์ เป็นต้น [7] 
การเพิ่มปริมาณสารทุติยภูมิด้วยการเติมสารกระตุ้น
ในสภาพปลอดเชื้อมีรายงานในพืชวงศ์ Lamiaceae 
และพืชชนิดอื่น ๆ แล้ว เช่น แคลลัสของ Lepechinia 
caulescens ที ่ ได ้ร ับ MeJA ความเข้มข้น 50 µM 
สามารถเพิ่มปริมาณสาร ursolic acid และ oleanolic 
acid 5.6 และ 4.7 เท่า ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ
ส ิ ่ งทดลองควบค ุม  [8] แคลล ัสของโหระพา (O. 
basilicum) ที่ได้รับ MeJA ความเข้มข้น 200 µM นาน 
48 ชั่วโมง สามารถสร้างสาร betulinic acid มากกว่า
แคลลัสที ่ไม่ได้รับสารกระตุ ้น [9] นอกจากนี้ hairy 
root ของกวาวเคร ือขาว (Pueraria candollei) ที่
ได้รับ SA ความเข้มข้น 100 µM นาน 3 วัน สามารถ
เพิ่มปริมาณสาร isoflavonoid 20±1 mg/g DW ซึ่ง
มากกว่าสิ่งทดลองควบคุม [10] อย่างไรก็ตาม ยังไม่มี
รายงานการศึกษาผลของ MeJA และ SA ต่อการ

เจริญเติบโต และปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระของ
แคลลัสกะเพราแดง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์
เพื่อศึกษาผลของ MeJA และ SA ความเข้มข้นต่าง ๆ 
ต่อการเจริญเติบโต ปริมาณสารประกอบฟีนอลิค
ทั้งหมด สารฟลาโวนอยด์ และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ของแคลลัสกะเพราแดง 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
นำแคลลัสกะเพราแดงที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร

สูตร MS ที ่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 2.26 µM เป็น
เวลานาน 4 สัปดาห์ มาตัดแบ่งให้มีขนาด 0.5 x 0.5 
cm แล้วเพาะเลี้ยงบนอาหารสตูรเดิมที่เติม MeJA และ 
SA ความเข้มข้น 50, 100 และ 150 µM โดยมีอาหาร
สูตร MS ที่เติม 2,4-D เพียงอย่างเดียวเป็นสิ่งทดลอง
ควบคุม เพาะเลี ้ยงเป็นเวลา 2 สัปดาห์ วางแผนการ
ทดลองแบบ completely randomized design มี 3 
ซ้ำ แต่ละซ้ำมีจำนวนแคลลัสมากพอที่ให้น้ำหนักแห้ง
อย่างน้อย 1 g บันทึกน้ำหนักสดของแคลลัสก่อน และ
หลังเพาะเลี ้ยง คำนวณค่า growth index (GI) ตาม
รายงานของ Abeda และคณะ [11] จากสมการ GI = 
น้ำหนักสดหลังการเพาะเลี้ยง ÷ น้ำหนักสดก่อนการ
เพาะเลี้ยง 

นำแคลลัสกะเพราแดงไปอบที่อุณหภูมิ 50 oC 
นาน 48 ช่ัวโมง ช่ังน้ำหนักแห้ง แล้วนำตัวอย่างแห้งมา
สกัดด้วย ethanol อัตราส่วน 1 : 3 โดยปริมาตร สกัด
ซ้ำ 3 ครั้ง แต่ละครั้งนาน 3 วัน จากนั้นนำมากรองและ
ระเหยที่อุณหภูมิ 50 oC นาน 48 ช่ัวโมง นำสารสกัดมา
วิเคราะห์หาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ ดังนี้ 

2.1 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคท้ังหมด 
วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิค

ทั ้งหมดด้วยวิธี Folin-Ciocalteu’s colorimetric ที่
ดัดแปลงจากวิธีของ Folin และ Ciocalteu [12] นำ
สารสกัดละลายด้วย absolute ethanol ให้มีความ



Thai Science and Technology Journal (TSTJ)                                                  Vol. 29 No. 4 July-August 2021 

 644 

เข้มข้น 1 mg/mL sonicate สารละลายนาน 1 นาที 
ปิเปตสารละลายตัวอย่างปริมาตร 20 µL สารละลาย 
2M Folin-Ciocalteu’s reagent ที ่ เจ ือจาง 10 เท่า 
ปร ิมาตร 100 µL และสารละลาย 7.5 % Na2CO3 
ปริมาตร 80 µL ลงใน 96 well-microplate วางไว้ที่
อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคล ื ่น 765 nm ด ้วยเคร ื ่อง microplate 
reader คำนวณหาปร ิมาณสารประกอบฟ ีนอลิค
ท ั ้ งหมดโดยม ีหน ่วยเป ็น mg GAE/g dry extract 
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ gallic acid 

2.2 ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ 
วิเคราะห์ปริมาณสารฟลาโวนอยด์  โดย

ดัดแปลงจากวิธีการของ Zhu และคณะ [13] เตรียม
สารสก ัดความเข ้มข ้น 1 mg/mL นำสารละลาย
ตัวอย่างปริมาตร 500 µL ผสมกับสารละลาย 5 % 
NaNO2 ปริมาตร 75 µL ให้เข้ากันเป็นเวลานาน 6 
นาที แล้วเติมสารละลาย 10 % AlCl3 ปริมาตร 150 
µL วางทิ้งไว ้5 นาที จากนั้นเติม 1 M NaOH ปริมาตร 
500 µL และน้ำกลั่นปริมาตร 275 µL ผสมให้เข้ากัน
วางไว้ท่ีอุณหภูมิห้องนาน 15 นาที ปิเปตสารละลายไป
ว ัดค ่าการดูดกล ืนแสงที ่ความยาวคลื ่น 510 nm 
คำนวณหาปริมาณสารฟลาโวนอยด์มีหน่วยเป็น mg 
CE/g dry extract เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
catechin  

2.3 ฤทธิ ์ต ้านอนุม ูลอิสระโดยวิธ ี DPPH 
radical scavenging activity 

ว ิ เคราะห ์ฤทธ ิ ์ต ้ านอน ุม ูลอ ิสระ โดย
ดัดแปลงจากวิธีการของ Yamasaki และคณะ [14] นำ
สารสกัดความเข้มข้น 1 mg/mL ไป sonicate นาน 1 
นาที นำสารละลายตัวอย่างความเข ้มข้ นต ่าง ๆ 
ปริมาตร 100 µL ผสมกับสารละลาย DPPH ปริมาตร 
100 µL วางไว้ในที ่มืดที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที 
แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 

nm ด้วยเครื ่อง microplate reader คำนวณหาค่า 
EC50 ของสารละลายตัวอย่าง ใช้ BHT เป็นสารแอนติ
ออกซิแดนซ์มาตรฐาน (positive control) 

2.4 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
นำข้อมูลมาวิเคราะห์ความแปรปรวนตาม

แผนการทดลอง CRD และเปรียบเทียบความแตกต่าง
ของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Tukey's HSD (honestly signifi-
cant difference) test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
 

3. ผลและวิจารณ์ผล 
3.1 การเจริญเติบโตของแคลลัส 

การเพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่
เติม 2,4-D ความเข้มข้น 2.26 µM ร่วมกับ MeJA และ 
SA ความเข้มข้น 0, 50, 100 และ 150 µM นาน 2 
สัปดาห์ พบว่าการเจริญเติบโตของแคลลัสมีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติระหว่างสิ่ง
ทดลอง (รูปที่ 1) โดยแคลลัสที่พัฒนาบนอาหารที่เติม 
SA ความเข้มข้น 50 µM มีค่า GI สูงสุด (7.12±0.32) 
ซึ่งไม่แตกต่างกันทางสถิติกับแคลลัสที่พัฒนาบนอาหาร
ที ่เติม SA ความเข้มข้น 100 µM และ MeJA ความ
เข้มข้น 50 µM ที่มีค่า GI 6.27±0.62 และ 6.14±0.18 
ตามลำดับ แต่มีค่าสูงกว่าอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ
กับสิ ่งทดลองควบคุมที ่มีค่า GI 5.81±0.98 (รูปที ่ 2) 
ส่วนสารกระตุ้นที่ความเข้มข้นสูงขึ้นส่งผลให้การเจริญ 
เติบโตของแคลลัสลดลง โดยแคลลัสที่พัฒนาบนอาหาร
ที่เติม MeJA ความเข้มข้น 150 µM มีค่า GI น้อยที่สุด 
(3.34±0.34) ซึ่งไม่แตกต่างกันทางสถิติกับค่า GI ของ
แคลลัสที่ได้รับ SA ความเข้มข้น 150 µM ที่มีค่า 4.06± 
0.95 จากผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า MeJA และ 
SA ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของแคลลัสกะเพราแดง 
โดย MeJA และ SA ที ่ความเข้มข้นต่ำ (50 µM) ส่ง
ผลบวกต่อการเจริญเติบโตของแคลลัสกะเพราแดง 
ทั้งนี้เนื่องจากสารกระตุ้นทั้ง 2 ชนิด นี้เป็นสารกระตุ้น
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ในกลุ่มของฮอร์โมนพืช [4,15] มีบทบาทที่สำคัญต่อ
การเจริญเติบโต และกระบวนการพัฒนาที่หลากหลาย
ของพืช [16] อย่างไรก็ตาม การใช้ MeJA และ SA ที่
ความเข้มข้นสูง (150 µM) ส ่งผลเสียต่อการเจริญ 
เติบโตของแคลลัส ทั้งนี ้อาจเนื่องจากสารกระตุ ้นที่
ความเข้มข้นดังกล่าวไปมีผลต่อการดูดน้ำและธาตุ
อาหารของแคลลัส ซึ ่ง Namedo [17] ได้รายงานว่า 
การใช้สารกระตุ้นทำให้เกิดกระบวนการที่ซับซ้อนขึ้น
ภายในเซลล์พืช และการตอบสนองต่อสารกระตุ้น
ขึ้นอยู่กับปัจจัยต่าง ๆ เช่น ชนิดของพืช ความเข้มข้น
ของสารกระตุ้นที่ใช้ ระยะเวลาในการได้รับสาร รวมถึง
ระยะการเจริญเติบโตของพืชที่นำมาเพาะเลี้ยง ดังนั้น
จึงต้องใช้สารกระตุ้นที่ความเข้มข้น และระยะเวลาที่
เหมาะสมกับชิ ้นส่วน และชนิดของพืชนั ้น ๆ  ผลการ
ทดลองนี้สอดคล้องกับรายงานของพืชหลายชนิดที่พบว่า 
MeJA และ SA ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชเมื่อได้รับ
ในความเข้มข้นที ่เหมาะสม เช่น แคลลัสของแครอท 
(Daucus carota) มีน้ำหนักสดเพิ่มขึ้นมากกว่าสิ่งทดลอง
ควบคุมเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม IAA ความ
เข้มข้น 2 mg/L ร่วมกับ kinetin ความเข้มข้น 0.2 mg/L 
และ SA ความเข้มข้น 200 µM นาน 21 วัน [18] และ

เซลล์แขวนลอยของกะเพรามีน้ำหนักแห้งมากกว่าสิ่ง
ทดลองควบคุมเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS ที่
เต ิม 2,4-D ความเข้มข้น 1 mg/L ร่วมกับ kinetin 
ความเข้มข้น 0.1 mg/L และ MeJA ความเข้มข้น 100 
M นาน 18 วัน [19] 

3.2 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคท้ังหมด 
แคลลัสที่เพาะเลี ้ยงบนอาหารที่มี MeJA 

และ SA ทุกความเข้มข้น มีปริมาณสารประกอบฟีนอ
ลิคทั้งหมดสูงกว่าสิ่งทดลองควบคุมอย่างมีนัยสำคัญยิ่ง
ทางสถิติ (รูปที ่3A) โดยแคลลัสที่พัฒนาบนอาหารสูตร 
MS ที่ไม่เติมสารกระตุ้น (สิ่งทดลองควบคุม) มีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิคน้อยที ่ส ุด (49.65±1.88 mg 
GAE/g dry extract) ส ่วนแคลล ัสท ี ่ เพาะเล ี ้ยงบน
อาหารที่เติม MeJA ความเข้มข้น 100 µM มีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดสูงสุด (144.76±8.19 mg 
GAE/g dry extract หร ือ 2.92 เท ่าของส ิ ่งทดลอง
ควบค ุม ซ ึ ่ งไม ่แตกต ่างก ันทางสถ ิต ิก ับปร ิมาณ
สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดของแคลลัสที่พัฒนาบน
อาหารที ่เต ิม MeJA ความเข้มข้น 150 µM ที ่ม ีค่า 
134.56 ± 13.10 mg GAE/g dry extract หรือ 2.71 
เท่าของสิ่งทดลองควบคุม    นอกจากนี้แคลลัสที่พัฒนาบน

 

 
 

Figure 1  Callus of holy basil purple type cultured on MS medium supplemented with 2 . 2 6  µM   
2,4-D combined with 0 – 150 µM MeJA and SA for two weeks. (Scale bar = 1 cm) 
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Figure 2 Growth index (GI)  of callus cultured on MS medium supplemented with 2.26 µM 2 ,4-D 

combined with 0 – 150 µM MeJA and SA for two weeks. 
 

 
Figure 3 (A)  total phenolic content, (B)  total flavonoid content, and (C)  DPPH radical scavenging 

activities of callus cultured on MS medium supplemented with 2.26 µM 2,4-D combined 
with 0-150 µM MeJA and SA for two weeks. 
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อาหารที ่เติม SA ความเข้มข้น 50-150 µM มีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด 95.09±7.24 ถึง 109.97± 
5.58 mg GAE/g dry extract ตามลำดับ ซึ่งสูงกว่าสิ่ง
ทดลองควบคุม 1.92-2.22 เท่า ผลการทดลองแสดงให้
เห็นว่าแคลลัสกะเพรามีการตอบสนองต่อ MeJA ในการ
เพิ่มปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดได้ดีกว่า SA 
เนื ่องจากความจำเพาะเจาะจงของสารกระตุ้นในพืช 
ดังที ่ Putalun [4] ได้กล่าวไว้ว่าปัจจัยที่มีผลต่อการ
กระตุ้น ได้แก่ ความจำเพาะเจาะจงของสารกระตุ้น 
ความเข้มข้น และระยะเวลาในการได้รับสารกระตุ้น 
รวมถึงสภาวะในการเพาะเลี้ยง ระยะการเจริญเติบโต
ของพืช อาหารเพาะเลี ้ยง และแสง  MeJA เป็นตัว
ควบคุมที่สำคัญในระดับเซลล์ที่สามารถกระตุ้นกลไก
การป้องกันตัวเองของพืชจากการเข้าทำลายของจุลชีพ 
แมลงและความเครียดจากสภาพแวดล้อมภายนอก 
โดยจะส่งสัญญาณจากเซลล์ของพืชที่ได้รับความเครียด
ไปยังเซลล์ที ่ม ี MeJA สะสมอยู ่ ทำให้พืชเกิดการ
ตอบสนองต่อการกระตุ้นจากความเครียดนั้น ๆ ส่งผล
ให้พืชเกิดการสร้างสารทุติยภูมิเพิ่มขึ้น [20] นอกจากนี้ 
MeJA ยังเป็นตัวกระตุ้นให้เกิดกิจกรรมของเอนไซม์ 
phenylalanine ammonia lyase (PAL)  ท ี ่ เ ป็ น
เอนไซม ์ต ัวแรกของกระบวนการ shikimic acid 
pathway [21] ซึ่งเกี่ยวข้องกับการสังเคราะหส์ารทุติย
ภูมิของพืชหลายกลุ ่ม ได้แก่ ฟีนอลิค ฟลาโวนอยด์    
อัลคาลอยด์ เทอร์ปีนอยด์ เป็นต้น [7] ผลการทดลองนี้
สอดคล้องกับรายงานของ Jalalpour และคณะ [22] ท่ี
พบว่าเซลล์แขวนลอยของ Taxus baccata สามารถ
สร้างสารประกอบฟีนอลิคทั ้งหมดได้ส ูงส ุด (3.56 
g/100 g DW) ซึ่งสูงกว่าสิ่งทดลองควบคุม 2.94 เท่า 
เมื ่อเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร B5 ที่เติม MeJA ความ
เข้มข้น 100 µM ร่วมกับ squalestatin ความเข้มข้น 
1 µM นาน 1 สัปดาห์ และ Giri และคณะ [23] พบว่า 
แคลลัสของ Habenaria edgeworthii ที่เพาะเลี้ยงใน

อาหารสูตร ½  MS ที่เติม MeJA ความเข้มข้น 10 µM 
นาน 28 วัน สร้างและสะสมสารประกอบฟีนอลิค
ทั ้งหมดได้ 14.70 mg/g DW ซึ ่งส ูงกว่าสิ ่งทดลอง
ควบคุม (10.17 mg/g DW) 

3.3 ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ 
แคลลัสที่พัฒนาบนอาหารที่มี MeJA และ 

SA ทุกความเข้มข้นมีปริมาณสารฟลาโวนอยด์สูงกว่า
สิ่งทดลองควบคุมอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (รูปที่ 
3B) โดยแคลลัสที่พัฒนาบนอาหารที่ไม่มีสารกระตุ้นมี
ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ 79.67±3.88 mg CE/g dry 
extract ขณะที่แคลลัสที่พัฒนาบนอาหารที่เติม MeJA 
ความเข้มข้น 150 µM มีปริมาณสารฟลาโวนอยด์ 
221.72±9.75 mg CE/g dry extract หรือสูงกว่าสิ่ง
ทดลองควบคุม 2.78 เท่า ซึ่งไม่แตกต่างกันทางสถิติกับ
ปริมาณสารดังกล่าวของแคลลัสที่พัฒนาบนอาหารที่
เต ิม MeJA ความเข้มข้น 50 และ 100 µM ที ่ม ีค่า 
215. 13±9. 67 แ ล ะ  215. 77±23. 50 mg CE/ g dry 
extract หรือสูงกว่าสิ่งทดลองควบคุม 2.70 และ 2.71 
เท่า ตามลำดับ ส่วนแคลลัสที่พัฒนาบนอาหารที่เติม 
SA ความเข้มข้น 50-150 µM มีปริมาณสารฟลาโว
นอยด์  134.18±2.64 ถ ึง 177.35±13.29 mg CE/g 
dry extract หรือสูงกว่าสิ่งทดลองควบคุม 1.68-2.23 
เท่า ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าแคลลัสกะเพรา
แดงตอบสนองต่อ MeJA ต่อการสร้างและสะสม
สารฟลาโวนอยด์เพิ่มขึ้นเช่นเดียวกับสารประกอบฟีนอ
ลิคทั้งหมด ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคล้องกับรายงาน
ของ Jalalpour และคณะ [22] ทีพ่บว่าเซลล์แขวนลอย
ของ T. baccata ที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม MeJA 
ความเข้มข้น 100 µM ร่วมกับ squalestatin ความ
เข้มข้น 1 µM นาน 1 สัปดาห์ สร้างสารฟลาโวนอยดไ์ด้
ส ูงกว ่าส ิ ่ งทดลองควบค ุมถ ึง 23.6 เท ่า และการ
เพาะเลี้ยงรากพิเศษ (adventitious root) ของ Eleu-
therococcus koreanum ในอาหารท ี ่ เต ิม  MeJA 
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ความเข้มข้น 50 และ 100 µmol/L นาน 1 สัปดาห์ 
ส่งผลให้รากพิเศษสร้างสารฟลาโวนอยด์ได้สูงสุด (9.95 
และ 10.00 mg/g DW) ซึ่งสูงกว่าสิ ่งทดลองควบคุม 
(7.42 mg/g DW) [24]  

3.4 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH 
แคลลัสที ่พัฒนาบนอาหารที ่เต ิม MeJA 

ความเข้มข้น 100 µM มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีที่สุด 
โดยมีค่า EC50 9.06±0.45 µg/mL (รูปที ่ 3C) ซึ ่งไม่
แตกต่างกันทางสถิติกับแคลลัสที่พัฒนาบนอาหารที่เตมิ 
MeJA ความเข้มข้น 50 และ 150 µM (EC50 9.98± 
0.74 และ 9.33±0.65 µg/mL ตามลำดับ) ส่วนแคลลสั
ที่พัฒนาบนอาหารที่เติม SA ความเข้มข้น 50-150 µM 
มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยมีค่า EC50 11.01±0.25 ถึง 
11.76±1.26 µg/mL และแคลลัสที่พัฒนาบนอาหารที่
ไม่เติมสารกระตุ้นมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระต่ำที่สุด โดยมี
ค่า EC50 20.72±2.06 µg/mL ผลการทดลองจะเหน็วา่ 
แคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม MeJA มีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ DPPH ที่ดี ท้ังนี้เนื่องจากแคลลัสกะเพราที่
ได้รับ MeJA นี้มีการสร้างสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด 
และสารฟลาโวนอยด์สูง ซึ่งสารทั้ง 2 ชนิด นี้เป็นสาร
ต้านอนุมูลอิสระ โดยสารประกอบฟีนอลิคมีความ 
สามารถในการให้อิเล ็คตรอนของไฮโดรเจน จึงมี
ความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระได้ [25] ส่วนสาร 
ฟลาโวนอยด์จะถูกออกซิไดซ์โดยอนุมูลอิสระทำให้มี
ความเสถียรมากขึ้น และกลายเป็นอนุมูลอิสระที่ไม่
เกิดปฏิกิร ิยา [26] ผลการทดลองนี ้สอดคล้องกับ
รายงานของ Manivannan และคณะ [27] ที่พบว่า
เซลล์แขวนลอยของ Scrophularia kakudensis ที่
เพาะเลี ้ยงในอาหารที ่เติม MeJA ความเข้มข้น 200 
µM นาน 2 สัปดาห์ มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ดี
ที่สุดเพียง 23.6 % และการเพาะเลี้ยง hairy root ของ
มะแว้งเครือ (Solanum trilobatum L.) ในอาหาร
สูตรที่เติม MeJA ความเข้มข้น 4 µM นาน 2 สัปดาห์ 

พบว่า มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีที่สุด 83.3 % เมื่อเปรียบ 
เทียบกับสิ่งทดลองควบคุม (31 %) [28] 

3.5 ความส ัมพ ันธ ์ระหว ่างปร ิมาณสาร 
ประกอบฟีนอลิคทั้งหมด สารฟลาโวนอยด์ และฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ DPPH 

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างปรมิาณ
สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด สารฟลาโวนอยด์ และ
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของแคลลัสกะเพราแดงท่ี
พัฒนาบนอาหารที่เติม MeJA และ SA ความเข้มข้น
ต่าง ๆ เป็นเวลานาน 2 สัปดาห์ พบว่าปริมาณสาร 
ประกอบฟีนอลิคทั้งหมดมีความสัมพันธ์เชิงบวกกับ
สารฟลาโวนอยด์ (r = 0.954) แต่สารทั้งสองมีความ 
ส ัมพ ันธ ์ เช ิ งลบก ับฤทธ ิ ์ต ้านอน ุม ูลอ ิสระ DPPH            
(r = -0.914 และ -0.854 ตามลำดับ) (ตารางที ่ 1) 
แสดงให้เห็นว่าเมื่อแคลลัสกะเพราแดงมีปริมาณสาร 
ประกอบฟีนอลิคทั้งหมดเพิ่มขึ้น ส่งผลให้มีปริมาณสาร 
ฟลาโวนอยด์เพิ ่มขึ ้น รวมถึงมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH ดีขึ้น ซึ่งสอดคล้องผลการทดลองข้างต้น และ
รายงานของ Danaee และคณะ [29] ที ่พบว่าเมื ่อมี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดและสารฟลาโว
นอยด์เพิ ่มขึ ้น ส่งผลให้แคลลัสของ Phyllanthus 
pulcher มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ดีขึ้นด้วย และ
รายงานของ Yi และคณะ [30] ที ่พบว่า hairy root 
ของ Lactuca indica L.  ม ีฤทธ ิ ์ต ้านอน ุม ูลอ ิสระ 
DPPH ด ีข ึ ้น เน ื ่องจากม ีการสร ้างและสะสมสาร 
ประกอบฟีนอลิคทั้งหมดและสารฟลาโวนอยด์เพิ่มขึ้น 

ผลการทดลองนี้สรุปได้ว่าการเติม MeJA 
ความเข้มข้น 100 และ 150 µM สามารถกระตุ้นให้
แคลลัสกะเพราแดงมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิค
ทั้งหมดและสารฟลาโวนอยด์สูงกว่าสิ ่งทดลองอื่น ๆ 
และมีฤทธิ ์ต ้านอนุม ูลอิสระ DPPH ด ีกว ่าเช ่นกัน 
อย่างไรก็ตาม ในแง่ของการนำไปใช้ประโยชน์ในเชิง
การค ้า ควรใช ้  MeJA ท ี ่ความเข ้มข ้น 100 µM 
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เนื่องจากใช้สารกระตุ้นที่ความเข้มข้นต่ำ แต่สามารถ
กระตุ้นให้แคลลัสกะเพราแดงสร้างสารได้เทียบเท่าการ
เติมสารกระตุ้นที ่ความเข้มข้นสูง เมื ่อเปรียบเทียบ
ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระของแคลลัสกะเพราแดงที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ไม่มีสารกระตุ้นนาน 5 สัปดาห์
รายงานโดย Lardee [5] มีปริมาณสารประกอบฟีนอ
ลิคทั้งหมด 142.40±5.81 mg GAE/g dry extract มี
สารฟลาโวนอยด ์ 177.11±11.61 mg CE/g dry 
extract และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH โดยมีค่า 
EC50 9.59±0.39 µg/mL ซึ่งปริมาณสารและฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระนี้ใกล้เคียงกันกับปริมาณสารดังกล่าวของ
แคลลัสกะเพราแดงจากการทดลองนี้เมื่อเพาะเลี้ยงบน
อาหารที ่ม ี MeJA ความเข ้มข ้น 100 µM นาน 2 
สัปดาห์ แสดงให้เห็นว่าการเติม MeJA ความเข้มข้น 
100 µM สามารถส่งผลให้แคลลัสกะเพราแดงผลิตสาร
ต้านอนุมูลอิสระได้เร็วขึ ้นภายใน 2 สัปดาห์หลังการ
เพาะเลี้ยง 
 

4. สรุป 
การเติม SA และ MeJA ความเข้มข้น 50 µM 

ลงในอาหารเพาะเลี้ยง ส่งผลบวกต่อการเจริญเติบโต
ของแคลลัสกะเพราแดง โดยมีค่า GI 7.12±0.32 และ 
6.14±0.18 ตามลำดับ ซึ่งสูงกว่าอย่างมีนัยสำคัญยิ่งกับ
สิ่งทดลองควบคุม (5.81±0.98) อย่างไรก็ตาม อาหาร
เพาะเลี ้ยงสูตร MS ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 2.26 
µM และ MeJA ความเข้มข ้น 100 µM เ ป ็นส ู ตร

อาหารที่เหมาะสมต่อการเพิ่มปริมาณสารต้านอนุมูล
อ ิ ส ระของแคลล ัสกะ เพราแดง  โดยม ีปร ิ มาณ
ประกอบฟีนอลิคทั้งหมด 144.76±8.19 mg GAE/g 
dry extract และสารฟลาโวนอยด์  215.77±23.50 
CE/g dry extract ซึ่งสูงกว่าสิ ่งทดลองควบคุม 2.92 
และ 2.71 เท่า ตามลำดับ มีฤทธิ ์ต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH โดยมีค่า EC50 9.06±0.45 µg/mL ดีกว่าสิ่ง
ทดลองควบคุม (20.72±2.06 µg/mL) 
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