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บทคัดย่อ 

 
หัวข้าวเย็น (Dioscorea birmanica Prain & Burkill) เป็นพืชสมุนไพรที่ใช้ส่วนเหง้า

ร่วมกับสมุนไพรชนิดอื่นๆ ในการรักษาโรคมะเร็ง โรคน้้าเหลืองเสีย และเอดส์ พืชชนิดนี้สามารถ
ขยายพันธุ์ได้ด้วยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ แต่การเพ่ิมจ้านวนยอดยังไม่ดีพอ ดังนั้นจึงศึกษาผลของน้้า
มะพร้าว (CW) และ indole-3-acetic acid (IAA) ต่อการเพ่ิมจ้านวนยอดในสภาพปลอดเชื้อ 
นอกจากนี ้ ศึกษาการเพ่ิมปริมาณสารทุติยภูมิของยอดที่พัฒนาโดยใช้สารกระตุ้น  jasmonic acid  
(JA) และ yeast extract (YE)  รวมถึงศึกษาผลของระยะเวลาในการได้รับสารกระตุ้นต่อปริมาณสาร
ทุติยภูม ิ

การเพ่ิมจ้านวนยอดโดยเพาะเลี้ยงข้อบนอาหารสูตร MS ที่เติมผงถ่าน (activated 
charcoal: AC) ความเข้มข้น 0.01%  6-benzyladenine (BA) ความเข้มข้น 2 mg/l  CW ความ
เข้มข้น 15 และ 20% ร่วมกับ IAA ความเข้มข้น 0.1 0.5 1 และ 2 mg/l เป็นเวลา 6 สัปดาห์ พบว่า 
อาหารสูตร MS ที่เติม AC ความเข้มข้น 0.01% BA ความเข้มข้น 2 mg/l CW ความเข้มข้น 20% 
และ IAA ความเข้มข้น 0.1 mg/l เหมาะสมต่อการเพ่ิมจ้านวนยอดของหัวข้าวเย็น (Dioscorea 
birmanica Prain & Burkill) มากที่สุด โดยยอดท่ีพัฒนาบนอาหารสูตรดังกล่าวมีจ้านวนยอด 
1.85±0.11 ยอด และจ้านวนข้อ 2.04±0.13 ข้อต่อยอด 
 การเพ่ิมปริมาณสารทุติยภูมิด้วยสารกระตุ้นโดยเติม JA ความเข้มข้น 50 100 และ 150 
µM และ YE ความเข้มข้น 2 3 และ 4 g/l ลงในอาหารเพาะเลี้ยงยอด เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า YE 
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ความเข้มข้น 3 g/l ส่งผลให้ยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) มีการสร้าง และสะสม
สารซาโปนินทั้งหมดเพ่ิมข้ึนสูงสุดเท่ากับ 1,254.76±72.06 µg diosgenin/g dry extract หรือ 1.99 
เท่าของสิ่งทดลองควบคุม ส่วนยอดที่พัฒนาบนอาหารที่เติม JA ความเข้มข้น 50 และ 100 µM มี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (EC50 เท่ากับ 17.94±3.42 - 18.98±3.59 µg/ml) ดีกว่าสิ่งทดลอง
ควบคุม และ YE ทุกความเข้มข้น (EC50 เท่ากับ 28.73±3.06 – 53.66±2.25 µg/ml) 

การศึกษาระยะเวลาในการกระตุ้นให้สร้างสารทุติยภูม ิ โดยเพาะเลี้ยงยอดบนอาหารที่
เติมหรือไม่เติม YE ความเข้มข้น 3 g/l เป็นระยะเวลานาน 1 2 4 และ 6 สัปดาห์ พบว่า ยอดท่ีพัฒนา
บนอาหารที่มี YE ความเข้มข้น 3 g/l นาน 2 สัปดาห์ มีปริมาณสารซาโปนินทั้งหมดสูงสุดเท่ากับ 
1,233.33±47.15 µg diosgenin/g dry extract หรือเพ่ิมขึ้น 1.93 เท่าของยอดที่ไม่ได้รับ YE นาน 2 
สัปดาห์ อย่างไรก็ตาม YE ไม่มีผลต่อการเพ่ิมปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ DPPH ของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ทีพั่ฒนาในสภาพปลอดเชื้อ 

 
ค าส าคัญ: หัวข้าวเย็น, Dioscorea birmanica Prain & Burkill, ซาโปนินทั้งหมด, jasmonic acid, 

yeast extract, สารกระตุ้น 
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ABSTRACT 

 
Dioscorea birmanica Prain & Burkill is a medicinal plant which its rhizome 

has been used with other medicinal plants for the treatment of cancers, lymphatic 
diseases and AIDS. This plant species could be propagated by plant tissue culture 
technique but the shoot multiplication rate was not high enough. Therefore, the 
effects of coconut water (CW) and indole-3-acetic acid (IAA) on shoot multiplication 
was examined. In addition, the enhancement of secondary metabolites in the 
regenerated shoots by elicitation with jasmonic acid (JA) and yeast extract (YE) was 
investigated. The effect of YE culture period was also determined. 

For shoot multiplication, node explants were cultured on MS medium 
supplemented with 0.01% activated charcoal (AC), 2 mg/l 6-benzyladenine (BA), 15 
and 20% CW, and 0.1, 0.5, 1 and 2 mg/l IAA for 6 weeks. The results showed that MS 
medium supplemented with 0.01% AC, 2 mg/l BA, 20% CW and 0.1 mg/l IAA was the 
most suitable medium for shoot multiplication of D. birmanica Prain & Burkill. The 
regenerated shoots on this medium exhibited the numbers of shoots and 
nodes/shoot of 1.85 ± 0.11 and 2.04 ± 0.13, respectively. 
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For secondary metabolite enhancement using elicitation method, 50, 100 
and 150 µM JA, and 2, 3 and 4 g/l YE were added into the culture medium and 
shoots were cultured for 4 weeks. The result revealed that the amount of total 
saponin accumulation was significantly increased (1,254.76 ± 72.06 µg diosgenin/g dry 
extract) in D. birmanica Prain & Burkill shoots at 3 g/l YE or 1.99 times of that of the 
control treatment. However, the shoots cultured on MS medium supplemented with 
50 and 100 µM JA had the greatest DPPH radical scavenging activities (EC50 = 
17.94±3.42 and 18.98±3.59 µg/ml, respectively.) while EC50 of the control treatment 
and YE at all concentrations were 28.73 ± 3.06 - 53.66 ±. 2.25 µg/ml. 

Culture period for the induction of secondary metabolites was 
investigated by culturing D. birmanica Prain & Burkill shoots on MS medium 
supplemented with or without 3 g/l YE for 1, 2, 4 and 6 weeks. It was indicated that 
the shoots cultured on medium supplemented with 3 g/l YE for 2 weeks contained 
the highest total saponin content of 1,233.33 ± 47.15 µg diosgenin/g DW or 1.93 
times higher than the non-YE shoots cultured for 2 weeks. However, YE had no effect 
on total phenolic content and DPPH radical scavenging activity of D. birmanica Prain 
& Burkill shoots cultured under aseptic conditions. 

 
Keywords: Hua-Khao-Yen, Dioscorea birmanica Prain & Burkill, total saponin, 

jasmonic acid, yeast extract, elicitor 
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4 g/l เป็นเวลา 4 สัปดาห์  
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ที่มาและความส าคัญของปัญหา 
  

หัวข้าวเย็น (Dioscorea birmanica Prain & Burkill) เป็นพืชสมุนไพรที่อยู่ในวงศ์ 
Dioscoreaceae เป็นไม้เถาเลื้อย มีล้าต้นใต้ดิน สะสมอาหารในเหง้า และทุกส่วนมีหนาม พบมากใน
เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ โดยในประเทศไทยพบบริเวณป่าดิบเขาและป่าโปร่ง (Wilkin and Thapyai, 
2009) นิยมใช้ส่วนของเหง้าร่วมกันกับสมุนไพรชนิดอ่ืนๆ หรือเป็นส่วนประกอบของยาจีนโบราณ 
(Attele et al., 1999) เพ่ือรักษาโรคต่างๆ เช่น โรคมะเร็ง โรคน้้าเหลืองเสีย โรคเอดส์ (Itharat et 
al., 2010) โรคเรื้อน โรคผิวหนัง โรคระบบทางเดินหายใจ ระบบทางเดินปัสสาวะ ระบบตา หู คอ 
จมูก ระบบกล้ามเนื้อและกระดูก โรคระบบทางเดินปัสสาวะ (Itharat et al., 1999) โรคโลหิตเป็นพิษ 
มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ ระงับปวด ลดไข้ ต้านเซลล์มะเร็งปอด (อาทิมา และคณะ, 2548; วันทนา และ
คณะ, 2550) และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (Jaiarree et al., 2010) มีการใช้พืชชนิดนี้ในการรักษา
มะเร็งในกลุ่มแพทย์พ้ืนบ้านสูงถึง 52.2% (Itharat et al., 1999) โดยสารสกัดของหัวข้าวเย็น (D. 
birmanica Prain & Burkill) ในชั้นเอทานอล เมื่อแยกสารบริสุทธิ์พบสารในกลุ่มซาโปนิน (saponin)  
คือ sapogenin ที่เรียกว่า diosgenin ซ่ึงมีฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งปอด มะเร็งเต้านม และ
มะเร็งล้าไส้ (Jaiarree et al., 2010)  

จากสรรพคุณดังกล่าว ท้าให้ความต้องการใช้พืชชนิดนี้เพิ่มมากขึ้น จึงไดใ้ช้เทคนิคการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเพ่ือเพ่ิมจ้านวนต้นให้มีปริมาณมากเพียงพอต่อความต้องการ มีรายงานการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) แล้วโดยอรอุมา (2556) พบว่า 
ข้อที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS (Murashige and Skoog) ที่เติม 6-benzyladenine (BA) ความ
เข้มข้น 2 mg/l สามารถพัฒนาไปเป็นยอดไดสู้งสุด 80.95%  โดยมีจ้านวนยอดท่ีพัฒนา 2.8±0.5 
ยอด เมื่อเพ่ิมจ้านวนยอดบนอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 2 mg/l ร่วมกับ indole-3-
acetic acid (IAA) ความเข้มข้น 0.1 mg/l และผงถ่าน (activated charcoal; AC) ความเข้มข้น 
0.01% พบว่า เกิดยอด 100% แต่ยอดใหม่พัฒนาเพียง 1.0±0.0 ยอด จากการทดลองดังกล่าวจะเห็น
ได้ว่า จ้านวนยอดท่ีพัฒนายังค่อนข้างน้อย จึงจ้าเป็นต้องศึกษาหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพ่ิม
จ้านวนยอดของหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ซึ่งปริมาณและสัดส่วนของสารควบคุม
การเจริญเติบโตในกลุ่มของออกซินและไซโทไคนิน เป็นปัจจัยหนึ่งที่มีผลต่อการเพ่ิมจ้านวนยอดในการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช (รังสฤษดิ์, 2545; วราภรณ,์ 2551) โดยน้้ามะพร้าวเป็นสารควบคุมการ
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เจริญเติบโตในกลุ่มของ ไซโทไคนินชนิดหนึ่ง มีคุณสมบัติในการแบ่งเซลล์และชักน้าให้เกิดยอด 
(ค้านูณ, 2542; ชวนพิศ, 2544) มีรายงานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของพืชหลายชนิด ที่เติมน้้ามะพร้าว
ลงในอาหารเพาะเลี้ยงเพ่ือเพ่ิมจ้านวนยอด เช่น มะกอก (Olea europaea L.) (Peixe et al., 
2007), เฮเซลนัท (Corylus avellana L.) (Prando et al., 2014) กีวี (Actinidia deliciosa) 
(Nasib et al., 2008) และข้าวเย็นเหนือ (Smilax corbularia) (Jirakiattikul et al., 2013) ส่วน 
IAA เป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มออกซินที่นิยมเติมลงในอาหารเพาะเลี้ยง แต่เติมในความ
เข้มข้นที่น้อยกว่าสารในกลุ่มไซโทไคนินเพ่ือเพ่ิมจ้านวนยอด (Bhojwani and Razdan, 1996) ซ่ึง
อาหารเพาะเลี้ยงข้อหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) เพ่ือเพ่ิมจ้านวนยอด มีรายงานโดย
อรอุมา (2556) ไดเ้ติม IAA ความเข้มข้น 0.1 mg/l แต่ความเข้มข้นที่ใช้อาจจะยังไม่เหมาะสม 
เนื่องจากมียอดพัฒนาเพียง 1 ยอดดังที่กล่าวไปแล้วข้างต้น ดังนั้นในงานวิจัยส่วนนี้จึงศึกษาผลของ
การเติมน้้ามะพร้าว และ IAA ความเข้มข้นต่างๆ ลงในอาหารเพาะเลี้ยงสูตร MS ที่มี AC ความเข้มข้น 
0.1% และ BA ความเข้มข้น 2 mg/l ต่อการเพ่ิมจ้านวนยอดของหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & 
Burkill) 

นอกจากนี้ในปัจจุบันมีการใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช เพ่ือการผลิตสารทุติยภูมิ
ทดแทนการผลิตสารจากการเพาะปลูกในสภาพธรรมชาติของพืชสมุนไพรหลายชนิด เช่น จอกหูหนู
ยักษ์ (Salvinia molesta D.S. Mitchel) และผักตบชวา (Eichornia crassipes C. Mart. Solms) 
(Chantiratikul et al., 2009), มะขามป้อม (Phyllanthus emblica L.) (Liu et al., 2008), 
Dorystoechas hastate Boiss. & Heldr. (Karagozler et al., 2008) และ Dioscorea spp. 
(Bhandari and Kawabata, 2003) ซึ่งพืชที่พัฒนาจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสามารถผลิตสาร      
ทุติยภูมิได้นั้น เนื่องจากเซลล์พืชมียีนครบถ้วน สามารถท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในกระบวนการ     
ชีวสังเคราะห์ต่างๆ และสร้างสารทุติยภูมิได้เช่นเดียวกับพืชที่ปลูกในสภาพธรรมชาติ การผลิตสารจึง
สามารถท้าได้อย่างต่อเนื่อง (Buitelaar and Tramper, 1992; Banthorpe, 1994) ปริมาณสาร   
ทุติยภูมิของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ได้มี
รายงานแล้วโดยพบว่ามีปริมาณสาร Diosgenin-3-O-α-L-rhamnopyranosyl (1->2)-β-D 
glucopyranoside (DBS1) 0.37% (w/w) ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (total phenolic 
compounds) 95.29 mg GAE/g dry extract และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (EC50) เท่ากับ 
51.46 µg/ml แตป่ริมาณสารที่สกัดได้จากยอดในสภาพปลอดเชื้อนี้มีค่าน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับเหง้า
แม่ท่ีปลูกในแปลงที่มีปริมาณ DBS1 3.27% (w/w) สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 259.27 mg GAE/g 
dry extract และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (EC50) 11.42 µg/ml (อรอุมา, 2556) อย่างไรก็ตามใน
การผลิตสารทุติยภูมิด้วยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนั้นสามารถเติมสารกระตุ้น (elicitors) บางชนิดลงใน
อาหารเพาะเลี้ยงเพ่ือเพ่ิมการสร้างและสะสมสารทุติยภูมิ (วราภรณ์, 2551) โดย Jasmonic acid 
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(JA) และ yeast extract (YE) เป็นสารกระตุ้นที่นิยมใช้ และประสบความส้าเร็จในการเพิ่มปริมาณ
สาร ทุติยภูมิโดยเฉพาะสารในกลุ่มซาโปนิน ในพืชสมุนไพรหลายชนิด เช่น Dioscorea 
membranacea (Jirakiattikul et al., 2016) Bacopa monnieri L. (Kamonwannasit et al., 
2008) และ Panax ginseng (Lu et al., 2001) JA เป็นสารส้าคัญในระดับเซลล์ที่เก่ียวข้องกับ
พัฒนาการที่หลากหลายในพืช โดยกระตุ้นกลไกการป้องกันตัวของพืชจากการท้าลายของจุลชีพ แมลง
ต่างๆ รวมถึงความเครียดจากภายนอก นอกจากนี้ยังเกี่ยวข้องกับการควบคุมในบางขั้นตอนของ
กระบวนการเกิดสารทุติยภูมิ และ YE เป็นสารกระตุ้นการตอบสนองของพืชโดยท้าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงเพ่ือป้องกันการบุกรุกของเชื้อโรคในเซลล์พืช รวมไปถึงการสะสมสารทุติยภูมิ (วราภรณ์, 
2551) ดังนั้นในการทดลองนี้จึงศึกษาผลของ JA และ YE รวมถึงระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงต่อ
ปริมาณสารทุติยภูมิของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ในสภาพปลอดเชื้อ 
 
1.2 วัตถุประสงค์ 
 

1..เพ่ือศึกษาผลของน้้ามะพร้าว และ IAA ที่ความเข้มข้นต่างๆ ต่อการเพ่ิมจ้านวนยอด
ของหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ในสภาพปลอดเชื้อ 

2..เพ่ือศึกษาผลของ JA และ YE ที่ความเข้มข้นต่างๆ ต่อปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด 
(total saponin) สารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของยอดหัวข้าวเย็น 
(D. birmanica Prain & Burkill) เมื่อเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ 

3..เพ่ือศึกษาผลของ YE และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง ต่อปริมาณสารซาโปนิน
ทั้งหมด สารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของยอดหัวข้าวเย็น (D. 
birmanica Prain & Burkill) เมื่อเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ 
 
1.3 ขอบเขตการวิจัย 
 

ศึกษาผลของน้้ามะพร้าว และ IAA ต่อการเพ่ิมจ้านวนยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica 
Prain & Burkill) ในสภาพปลอดเชื้อ โดยเพาะเลี้ยงข้อบนอาหารทีม่ีน้้ามะพร้าว และ IAA ความ
เข้มข้นต่างกัน จากนั้นศึกษาผลของ JA และ YE ต่อปริมาณสารทุติยภูมิของยอดหัวข้าวเย็น (D. 
birmanica Prain & Burkill) ในสภาพปลอดเชื้อ โดยน้ายอดมาเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม JA และ 
YE ความเข้มข้นต่างกัน วิเคราะห์หาปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมด และทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH เปรียบเทียบกับยอดที่ไม่ได้รับสาร แล้วศึกษาผลของ 
YE และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง ต่อปริมาณสารทุติยภูมิของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain 
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& Burkill) โดยเพาะเลี้ยงยอดบนอาหารที่มี YE ความเข้มข้น 3 g/l เป็นระยะเวลานานต่างกัน
เปรียบเทียบกับยอดที่ไม่ได้รับสาร วิเคราะห์หาปริมาณสาร และทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระตามที่
กล่าวไปแล้วข้างต้น  
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 

1..ทราบผลของน้้ามะพร้าว และ IAA ต่อการเพ่ิมจ้านวนยอดของหัวข้าวเย็น (D. 
birmanica Prain & Burkill) ในสภาพปลอดเชื้อ 

2..ทราบผลของ JA และ YE ความเข้มข้นต่างๆ ต่อปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด 
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica 
Prain & Burkill) เมื่อเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ 

3..ทราบผลของ YE และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง ต่อปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด 
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica 
Prain & Burkill) เมื่อเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ 
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บทที่ 2 
วรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 
2.1 หัวข้าวเย็น (Dioscorea birmanica Prain & Burkill) 
 

หัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) อยู่ในวงศ์ Dioscoreaceae (Huber, 
1988; Caddick et al., 2002) ถิ่นก้าเนิดอยู่ในเขตร้อนและก่ึงร้อน มีชื่อเรียกอ่ืนๆ ตามภาษาถิ่น
หลายชื่อ เช่น กลอยเขา มันจ๊วก มันนก และหัวยั้ง (Boonyaratanakornkit and 
Chantarateptawan, 1993) พบมากในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ โดยในประเทศไทยพบบริเวณป่าดิบ
เขาและป่าโปร่ง เช่น แม่ฮ่องสอน เชียงใหม่ พะเยา ตาก พิษณุโลก และพระนครศรีอยุธยา (Wilkin 
and Thapyai, 2009) 
 

2.1.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 
มีล้าต้นเหนือดินเป็นไม้เถาเลี้อย (ภาพท่ี 2.1A) เลื้อยพันกับต้นอื่นในทิศทางเวียน

ไปทางซ้ายหรือตามเข็มนาฬิกา ส่วนของล้าต้น ใบและเหง้ามีหนาม ล้าต้นมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 3 - 10 
mm เถายาวประมาณ 15 m มีข้อปล้อง เถามีสีเขียว กิ่งก้านแตกออกตามเถา ไม่มีมือเกาะ ใบเป็นใบ
เดี่ยวเรียงสลับ มีขนาดใหญ่ ฐานใบกว้างและปลายใบแหลม ลักษณะเป็นรูปหัวใจ ขนาดความยาวใบ
มากกว่า 15 cm ความกว้างใบมีขนาดตั้งแต่ 10-16 cm มีเส้นใบ 7-9 เส้น เป็นแบบ palmately 
vein ออกจากฐานใบยาวไปถึงปลายใบ มีเหง้าสะสมอาหารใต้ดิน (ภาพท่ี 2.1B) เปลือกภายนอกแข็ง 
เนื้อในมี fiber มาก และมีสีแดง ช่อดอกเป็นแบบไม่สมบูรณ์เพศ ลักษณะช่อดอกจะมีทั้งตัวผู้ (ภาพที่ 
2.2) และตัวเมีย (ภาพท่ี 2.3) เป็นชนิด spike ผลเป็นแบบ capsule มีปีก 3 ปีก เมล็ดมีลักษณะรูปไข่ 
กว้างประมาณ 4.5-5.5 mm และมีปีกรอบขอบเมล็ดกว้าง 11-12 mm (Boonyaratanakornkit 
and Chantarateptawan, 1993; Wilkin and Thapyai, 2009) 

2.1.2 สารทุติยภูมิที่พบ 
จากการศึกษาของ Jaiarree (2010) ในการทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษของหัวข้าว

เย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ต่อเซลล์มะเร็งปอด ชนิด A 549 และ COR-L23 พบว่า มีค่า 
IC50 เป็น 6.14±0.08 และ 16.44±1.23 µg/ml ตามล้าดับ แต่มีพิษน้อยต่อเซลล์ปกติชนิด MRC-5 
จึงได้น้าสารสกัดมาสกัดเพ่ือแยกสารอีกครั้ง พบ Diosgenin-3-O-α-L-rhamnopyranosyl (1->2)-β-
D glucopyranoside หรือ Prosapogenin A of dioscin (DBS1) ซึ่งเป็นสารในกลุ่มซาโปนิน 
(saponin) พบว่า มีฤทธิ์เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งปอดสูงสุด โดยมีฤทธิ์ต้านมะเร็งปอดชนิด A 549 และ 
COR-L23 (IC50 = 1.81±0.03 และ 1.84±0.05 µg/ml ตามล้าดับ) รวมทั้งมีฤทธิ์น้อยในการต้าน
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เซลล์ปกติท่ีปอดชนิด MRC-5 (IC50 = 37.09±0.67 µg/ml) นอกจากนี้ปิยาภัทร์ (2556) ได้ศึกษาการ
เจริญเติบโต และการสะสมสารทุติยภูมิในหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ตั้งแต่ปลูก
จนถึงอายุ 18 เดือนหลังปลูก พบว่า เหง้าหัวแม่มีปริมาณสาร DBS1 และสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด
สูงกว่าเหง้าหัวลูกทุกอายุเก็บเกี่ยวรวมถึงมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ดีกว่าเหง้าหัวลูก โดยเหง้าหัว
ลูกมีปริมาณสาร DBS1 สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ต่้าเมื่ออายุ 3 
เดือนหลังปลูก หลังจากนั้นมีค่าสูงขึ้น และคงที่ในช่วงอายุ 9-18 เดือนหลังปลูก ส่วนปริมาณสารทุติย
ภูมิของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อได้รายงาน
แล้วโดยอรอุมา (2556) พบว่า มีปริมาณสาร DBS1 0.37% (w/w) ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมด 95.29 mg GAE/g dry extract และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH เท่ากับ 51.46 µg/ml ซ่ึง
มีค่าน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับเหง้าแม่ท่ีปลูกในแปลงอายุมากกว่า 1 ปี มีปริมาณ DBS1 3.27% (w/w) 
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 259.27 mg GAE/g dry extract และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH 
11.42 µg/ml 
 

 
 

ภาพที่ 2.1 หัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill): A ล้าต้นเหนือดิน, B เหง้า 
 

2.1.3 สรรพคุณในการรักษาโรค 
นิยมใช้ส่วนของเหง้าหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ร่วมกับ

สมุนไพรชนิดอ่ืนๆ เป็นส่วนประกอบของยาจีนโบราณ (Attele et al., 1999)  เพ่ือรักษาโรคต่างๆ 
เช่น โรคมะเร็ง โรคน้้าเหลืองเสีย โรคเอดส์ (Itharat et al., 2010) โรคเรื้อน โรคผิวหนัง โรคระบบ
ทางเดินหายใจ ระบบทางเดินปัสสาวะ ระบบตา หู คอ จมูก ระบบกล้ามเนื้อและกระดูก โรคระบบ
ทางเดินปัสสาวะ (Itharat et al., 1999)  โรคโลหิตเป็นพิษ  มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ  ระงับปวด  ลดไข้  

A    B 
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ภาพที่ 2.2 ต้นตัวผู้ของหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) : A ลักษณะช่อดอก; B หนาม; 

C ช่อดอก; D ดอกย่อย; E กลีบประดับของดอกย่อย; F, G ดอกตัวผู้; H, J กลีบประดับ
และกลีบประดับย่อยที่ติดกับโคนก้านดอก; K, L ภายนอกและภายในของกลีบ แสดง
ต้าแหน่งของเกสรตัวผู้; M หนามด้านข้างข้อ; N เหง้า  
ที่มา: Wilkin และ Thapyai (2009) 
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ภาพที่ 2.3 ต้นตัวเมียของหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill)  : A ช่อดอก; B ด้านข้างของ

ดอก; C ด้านบนของดอก; D แสดงส่วนของเกสรตัวผู้ที่เป็นหมัน ก้านเกสรตัวเมียและยอด
เกสรตัวเมีย; E, F กลีบประดับและกลีบประดับย่อยที่ติดกับโคนก้านดอก; G, H ภาย 
นอกและภายในของกลีบรวม, แสดงต้าแหน่งของเกสรตัวผู้ที่เป็นหมัน; J ผลแก่ แสดง
ต้าแหน่งของเมล็ดที่อยู่ภายในผล; K เมล็ด 
ที่มา: Wilkin และ Thapyai (2009) 
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ต้านเซลล์มะเร็งปอด (อาทิมา และคณะ, 2548; วันทนา และคณะ, 2550) และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
(Jaiarree et al., 2010) ในการรักษาโรคมะเร็งมีการใช้พืชชนิดนี้สูงสุดในกลุ่มแพทย์พ้ืนบ้านถึง 
52.2% (Itharat et al., 1999) โดยมีรายงานว่าสารสกัดของหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & 
Burkill) ในชั้นเอทานอล มีฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งปอด มะเร็งเต้านม และมะเร็งล้าไส้ 
(Jaiarree et. al, 2010) นอกจากนี้ Jaiarree et al. (2010) รายงานว่า สาร DBS1 ที่สกัดจากเหง้า
หัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) มีฤทธิ์เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งปอดชนิด A 549 และ 
COR-L23 แต่ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ ด้วยสรรพคุณในการรักษาโรคมะเร็งและโรคต่างๆ จึง
จ้าเป็นต้องขยายพันธุ์เพ่ิมจ้านวนต้นพืชสมุนไพรชนิดนี้ให้มากข้ึน โดยใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
พืชรวมถึงผลิตสารทุติยภูมิในสภาพปลอดเชื้อ เพ่ือให้สามารถผลิตสารได้อย่างต่อเนื่อง และมีเพียงพอ
ต่อความต้องการ 

 
2.2 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  
 

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเป็นการน้าเอาชิ้นส่วนของพืช เช่น โพรโทพลาสต ์
(protoplast) เซลล์ เนื้อเยื่อ หรืออวัยวะ มาเลี้ยงบนอาหารวิทยาศาสตร์ในสภาพปลอดเชื้อจุลินทรีย์ 
ภายใต้สภาพแวดล้อมที่ควบคุมอุณหภูมิ ความชื้น และแสง แล้วชิ้นส่วนพืชดังกล่าวสามารถพัฒนาไป
เป็นอวัยวะ แคลลัส (callus) หรือเอมบริออยด์ (embryoid) (ค้านูณ, 2542; อรดี, 2542) มีรายงาน
การศึกษาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) เพ่ือการขยายพันธุ์แล้ว
โดยอรอุมา (2556) ซึ่งพบว่า การฟอกก้าจัดเชื้อในสารละลาย tetracycline ร่วมกับการ sonicate 
นาน 30 นาที แล้วแช่ในสารละลาย คลอร็อกซ์ความเข้มข้น 15% นาน 20 นาที และ 10% นาน 15 
นาที มีผลท้าให้ชิ้นส่วนข้อมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสูงสุด นอกจากนี้อาหารเพาะเลี้ยงสูตร MS ที่เติม 
BA ความเข้มข้น 2 mg/l สามารถชักน้าให้ข้อพัฒนาไปเป็นยอดได้ดีที่สุด และสามารถเพ่ิมจ้านวน
ยอดได้ 1.0±0.0 ยอด บนอาหารสูตร WPM (woody Plant Medium) ที่เติม AC ความเข้มข้น 
0.01% ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 2 mg/l และอาหารสูตร MS หรือ WPM ที่เติม AC ความเข้มข้น 
0.01% ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 2 mg/l และ IAA ความเข้มข้น 0.1 mg/l ส่วนการชักน้าให้เกิดราก 
พบว่า อาหารสูตร ½MS (half strength MS) ที่เติม AC ความเข้มข้น 0.01% BA ความเข้มข้น 2 
mg/l ร่วมกับ NAA (naphthalene acetic acid) ความเข้มข้น 4 mg/l สามารถชักน้าให้เกิดรากได้ 
100% โดยมีจ้านวนราก และความยาวรากเหมาะสมต่อการออกปลูก อย่างไรก็ตาม จากการศึกษา
ดังกล่าวพบว่า มียอดที่พัฒนาบนอาหารเพาะเลี้ยงทุกสูตรเพียง 1.0±0.0 ยอด ดังนั้นจึงจ้าเป็นต้องหา
สูตรอาหารในการเพ่ิมจ้านวนยอดท่ีเหมาะสมเพ่ือให้มีการพัฒนาของยอดเพ่ิมมากข้ึนในสภาพปลอด
เชื้อ  
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อาหารเพาะเลี้ยงนั้นประกอบไปด้วยธาตุอาหาร สารควบคุมการเจริญเติบโต สารที่เป็น
แหล่งคาร์บอน กรดอะมิโน วิตามิน ในปริมาณท่ีแตกต่างกันไป โดยปริมาณและสัดส่วนของสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มออกซิน และไซโทไคนินที่เหมาะสมนั้นขึ้นอยู่กับชนิดของพืชและ
ชิ้นส่วนพืชที่น้ามาใช้ เช่น เนื้อเยื่อเจริญ (meristem) ปลายยอดหรือตาข้าง (วราภรณ์, 2551) 
นอกจากนี้ Bhojwani and Razdan (1996) ไดก้ล่าวไว้ว่า ชิ้นส่วนพืชจะใช้สารทั้ง 2 กลุ่มในสัดส่วนที่
เหมาะสมเพ่ือกระตุ้นการเกิดหรือเพ่ิมจ้านวนยอด โดยมักมีความเข้มข้นของไซโทไคนินสูงกว่าออกซิน 
อย่างไรก็ตามต้องค้านึงถึงปริมาณฮอร์โมนที่มีอยู่ในพืชด้วย ดังนั้นความเข้มข้นของออกซินและไซโท
ไคนินที่ใช้จึงแตกต่างกันไป ขึ้นอยู่กับชนิดพืช สายพันธุ์ อายุของชิ้นส่วนพืช ระยะเวลาการพัฒนา 
เป้าหมายของการเพาะเลี้ยง และสถานะของอาหาร (รังสฤษดิ์, 2545) ซึ่งการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชใน
สกุล Dioscorea ชนิดอื่นเพ่ือเพ่ิมจ้านวนยอดก็มีรายงานบ้างแล้ว เช่น การเพาะเลี้ยงข้อของ D. 
oppositifolia L. และ D. pentaphylla L. บนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP (benzylaminopurine) 
ความเข้มข้น 2 mg/l และ AC ความเข้มข้น 0.3% (w/v) พบว่า มกีารพัฒนาของยอด 89.3 และ 
87.8% โดยมียอดใหม่พัฒนา 7.5 และ 5.16 ยอด ตามล้าดับ (Poornima and Ravishankar, 2007) 
หรือใน D. zingiberensis C.H. Wright พบว่า ข้อสามารถพัฒนาไปเป็นยอดได้ถึง 88.9% เมื่อ
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS ที่เติมน้้าตาลซูโครส 20 g/l NAA ความเข้มข้น 1.1 µM และ BAP 
ความเข้มข้น 4.4 µM เป็นเวลา 20 วัน (Chen et al., 2003) และเม่ือเพาะเลี้ยงข้อของ D. hispida 
บนอาหารสูตร WPM ที่เติม BAP ความเข้มข้น 1 mg/l พบว่า สามารถชักน้าให้เกิดยอดได้ดีที่สุด 
และมีจ้านวนข้อมากท่ีสุด (Shukla and Shukla, 2013) จากการศึกษาดังกล่าวจะเห็นได้ว่าพืชใน
สกุลนี้ สามารถเพ่ิมจ้านวนยอดได้ดีเมื่อเติม BA ซึ่งเป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มไซโทไคนิน 
และอาจเติมสารในกลุ่มออกซินร่วมด้วย แต่ความเข้มข้นของสารที่ใช้จะแตกต่างกันไปในพืชแต่ละ
ชนิด โดยสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มออกซินและไซโทไคนิน มีคุณสมบัติดังนี้  

สารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มออกซิน (auxins) เป็นกลุ่มของสารควบคุมการ
เจริญเติบโตที่ท้าหน้าที่ในการกระตุ้นการเจริญเติบโต ให้มีการแบ่ง และยืดตัวของเซลล์ แหล่ง
สังเคราะห์ออกซินในพืช ได้แก่ เนื้อเยื่อเจริญปลายยอด ปลายราก ปลายโคลิออฟไทล์ (coleoptile) 
ใบอ่อน ดอก ผล และคัพภะ (ค้านูณ, 2542; ชวนพิศ, 2544) โดยออกซินที่สร้างบริเวณปลายยอดจะ
ควบคุมการแตกตาข้าง ส่งเสริมหรือชักน้าการแบ่งเซลล์ การเปลี่ยนสภาพของเซลล์ ออกซินที่พืชสร้าง
ได้ตามธรรมชาติมี 3 ชนิด คือ IAA PAA (phenylacetic acid) และ 4-chloro-IAA (4-chloro-
indoleacetic acid) ส่วนออกซินที่ได้จากการสังเคราะห์ ได้แก่ NAA 2,4-D (2,4-dichlorophenoxy 
acetic acid) และ IBA (indole butyric acid) ออกซินที่นิยมใช้มากท่ีสุดในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
คือ IAA เนื่องจากมีผลเสียต่อการเกดิอวัยวะน้อยกว่าออกซินชนิดอื่นเมื่อเปรียบเทียบกับ NAA PAA 
และ 4-chloro-IAA (รงัสฤษดิ์, 2545) จากการที่ IAA ถูกท้าลายได้ง่ายด้วยแสง และเอนไซม์ ดังนั้น
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การใช้ IAA ในอาหารเพาะเลี้ยงจึงใช้ความเข้มข้นสูง เช่น 1-30 mg/l อย่างไรก็ตาม NAA และ IBA 
พบว่ามีประสิทธิภาพสูงกว่า IAA (นพดล, 2537) โดย NAA จะใช้ในปริมาณที่น้อยประมาณ 0.1-0.2 
mg/l (ค้านณู, 2542) ส่วน 2,4-D ก็เป็นอีกชนิดหนึ่งที่ใช้อย่างแพร่หลาย มีคุณสมบัติในการปิดกั้น
กระบวนการก้าเนิดอวัยวะ และใช้ได้ผลดีในการเพ่ิมจ้านวนและรักษาสภาพการเลี้ยงเป็นแคลลัสไว้ 
แต่ 2,4-D มีข้อจ้ากัดคือ ไม่นิยมใช้กับพืชใบเลี้ยงคู่ เนื่องจากสารชนิดนี้นิยมใช้เป็นสารก้าจัดวัชพืช
ประเภทใบกว้าง (รังสฤษดิ์, 2545)  

ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช สารในกลุ่มออกซินจะกระตุ้นการยืดยาวของรากพืช โดยใช้
ความเข้มข้นในระดับต่้า เพราะหากใช้ความเข้มข้นที่สูงขึ้น การยืดยาวของรากจะถูกยับยั้ง ออกซินมี
ผลกระตุ้นให้เกิดรากหรือไม่นั้นขึ้นอยู่กับสมดุลของฮอร์โมนภายในต้นพืชนั้นๆ ด้วย (นพดล, 2537) 
นอกจากนี้ การเติมออกซินที่ความเข้มข้นต่้ากว่าไซโทไคนินในอาหารเพาะเลี้ยงสามารถส่งเสริมการ
เกิดยอดของพืชในสภาพปลอดเชื้อได้ (Bhojwani and Razdan, 1996) ดังรายงานการเพาะเลี้ยงข้อ
ของ Bambusa arundinacea (Retz.) บนอาหารสูตร MS ที่เติม BAP ความเข้มข้น 0.5-5 mg/l 
ร่วมกับ IBA NAA และ IAA ความเข้มข้น 0.5 mg/l พบว่า เมื่อเพาะเลี้ยงข้อบนอาหารสูตร MS ที่เติม 
BAP ความเข้มข้น 3 mg/l ร่วมกับ IBA ความเข้มข้น 0.5 mg/l สามารถชักน้าให้เกิดยอดได้สูงสุด 
(87.2%) และมีจ้านวนยอดสูงที่สุด (24 ยอดต่อชิ้นส่วนพืช) (Venkatachalam et al., 2015) 
นอกจากนี้ Beena et al. (2003) ได้เพาะเลี้ยงตาข้างของ Ceropegia candelabrum บนอาหาร
สูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 8.87 µM ร่วมกับ IBA ความเข้มข้น 2.46 µM เป็นเวลา 40 วัน 
พบว่า มียอดพัฒนาสูงสุด เท่ากับ 7.8 ยอด เช่นเดียวกันกับพืชในสกุล Dioscorea ตามที่ได้รายงาน
ไปแล้วข้างต้นใน D. zingiberensis C.H. Wright (Chen et al., 2003) 

สารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มไซโทไคนิน (cytokinins) เป็นสารควบคุมการ
เจริญเติบโตที่พบมากบริเวณปลายราก เอมบริโอ ผลอ่อน และในน้้ามะพร้าว สามารถเคลื่อนย้ายไป
ในส่วนของใบ ล้าต้น และส่วนต่าง ๆ ของพืชโดยผ่านทางท่อล้าเลียงน้้า หรือ xylem (สมบุญ, 2544) 
ไซโทไคนินที่พบในธรรมชาติสามารถพบได้ทั้งในพืช และแบคทีเรีย อยู่ในรูปอิสระ หรือรูปที่จับกับ
โมเลกุลอ่ืนๆ และเป็นองค์ประกอบของ tRNA (วันทนี, 2542) สารสังเคราะห์ในกลุ่มนี้ ได้แก่ ไคเนติน 
(kinetin) 2-iP (N6-isopentenyladenine) และ BA เป็นต้น ความเข้มข้นของไซโทไคนินที่นิยมใช้อยู่
ระหว่าง 1-10 mg/l (รังสฤษดิ์, 2545) หน้าที่หลักของไซโทไคนิน คือ ช่วยให้ไซโตพลาสซึมของเซลล์
เกิดการแบ่งตัวในส่วนต่างๆ ของพืช เช่น ล้าต้น และราก (นิตย์, 2541) เร่งการขยายตัวของเซลล์ 
ส่งเสริมการขยายตัวของเซลล์ในส่วนที่ตัดจากแผ่นใบ และใบเลี้ยง (สมบุญ, 2544) ส่งเสริมการสร้าง 
และการเจริญของตา เป็นต้น (ค้านูณ, 2542) โดยสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มออกซิน และ   
ไซโทไคนินมีปฏิกิริยาร่วมกัน และอัตราส่วนระหว่างออกซิน และไซโทไคนินมีอิทธิพลต่อการพัฒนา
ของชิ้นส่วนพืช คือ ถ้ามีออกซินมากเกินไปเนื้อเยื่อจะมีการพัฒนาเป็นรากจ้านวนมาก มีการเจริญของ
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ตาเพียงเล็กน้อย และในทางกลับกันถ้าอาหารที่ใช้เพาะเลี้ยงมีไซโทไคนินมาก เนื้อเยื่อจะมีการเจริญ
ของตามาก และมีการเจริญของรากน้อย (รังสฤษดิ์, 2545) 

ในขั้นตอนของการเพ่ิมจ้านวนยอดด้วยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนั้น มักนิยมใช้สารควบคุม
การเจริญเติบโตในกลุ่มไซโทไคนิน ซึ่งนอกจากสารสังเคราะห์จ้าพวก BA และ kinetin ที่นิยมใช้แล้ว
ยังนิยมใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มนี้ในรูปอินทรียสารหรือสารธรรมชาติ เช่น น้้ามะพร้าว ซึ่งมี 
zeatin อยู่มาก (วราภรณ์, 2553) โดยสารประกอบที่แยกได้จากน้้ามะพร้าว ได้แก่ กรดอะมิโน กรด
อินทรีย์ กรดนิวคลีอิก พิวรีน (Purine) น้้าตาล น้้าตาลแอลกอฮอล์ วิตามิน สารควบคุมการ
เจริญเติบโต และธาตุอาหาร เป็นต้น (Uphade et al., 2008) สารควบคุมการเจริญเติบโตในน้้า
มะพร้าวมีทั้งออกซิน ไซโทไคนิน จิบเบอเรลลิน (gibberellins) และกรดแอบไซซิก (abscisic acid) 
ดังแสดงในตารางที่ 2.1 (ปรียา, 2556)  

ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชหลายชนิด มีรายงานการใช้อาหารเพาะเลี้ยงที่มีการเติมน้้า
มะพร้าวเพ่ือส่งเสริมการเกิดยอด หรือเพ่ิมจ้านวนยอด เช่น มะกอก (O. europaea L.) พบว่า ยอดมี
การพัฒนา 3.4 ยอด เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร olive medium ที่เติมน้้ามะพร้าว 50 ml/l 
ร่วมกับ BAP ความเข้มข้น 8.87 mM เป็นเวลา 30 วัน (Peixe et al., 2007) หรือในต้นเฮเซลนัท (C. 
avellana L.) พบว่า ข้อที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½DKW (basal Juglans medium) ที่เติมน้้า
มะพร้าว 20% (v/v) BAP ความเข้มข้น 2 mg/l IAA ความเข้มข้น 0.01 mg/l และ GA3 
(gibberellic acid) ความเข้มข้น 0.5 mg/l สามารถเพ่ิมจ้านวนยอดต่อชิ้นส่วนพืชได้สูงสุด (Prando 
et al., 2014) ส่วนในกีวี (A. deliciosa) พบว่า เมื่อเพาะเลี้ยงยอดบนอาหารสูตร MS ที่เติมน้้า
มะพร้าว 20% (v/v) ร่วมกับ BAP ความเข้มข้น 2 mg/l ส่งผลให้ความยาวยอด จ้านวนยอด และ
จ้านวนข้อสูงสุดเท่ากับ 7.2 ± 0.16 cm 11.5 ± 1.5 ยอด และ 4.6 ± 0.22 ข้อ ตามล้าดับ (Nasib et 
al., 2008) นอกจากนี้ในข้าวเย็นเหนือ (S. corbularia) พบว่า สามารถชักน้าให้เกิดยอดได้สูงถึง 95-
100% โดยมีจ้านวนยอดและจ้านวนข้อสูง 1.0-1.3 ยอด และ 4.4-5.0 ข้อ/ยอด ตามล้าดับ เมื่อ
เพาะเลี้ยงข้อบนอาหารสูตร ½MS ที่เติมน้้ามะพร้าว 15% ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 1 mg/l หรือ 
อาหารสูตร MS ที่เติมน้้ามะพร้าว 15% ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 1 mg/l และ IAA ความเข้มข้น 
0.5-1 mg/l เป็นเวลา 6 สัปดาห์ (Jirakiattikul et al., 2013) จะเห็นได้ว่าการเติมน้้ามะพร้าวลงใน
อาหารเพาะเลี้ยงสามารถส่งเสริมการเพิ่มจ้านวนยอดของพืชแต่ละชนิดได้ โดยมักใช้น้้ามะพร้าวที่
ความเข้มข้น 15% หรือ 20% อย่างไรก็ตามความเข้มข้นของน้้ามะพร้าวที่ใช้เพ่ือเพ่ิมจ้านวนยอดจะ
แตกต่างกันไปในพืชแต่ละชนิด  
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ตารางท่ี 2.1 ฮอร์โมนในน้้ามะพร้าวอ่อน  
 

สารควบคุมการเจริญเติบโต nM สารควบคุมการเจริญเติบโต nM 

auxin 
indole-3-acetic acid 
cytokinins 
N6-isopentenyladenine 
dihydrozeatin 
trans-zeatin 
kinetin 
ortho-topolin 
dihydrozeatin O-glucoside 
gibberellins 
gibberellins 1 
abscisic acid 

 
150.6 

 
0.26 
0.14 
0.09 
0.31 
3.29 
46.6 

 
16.7 
65.5 

 
 
 
trans-zeatin O-glucoside 
trans-zeatin riboside 
kinetin riboside 
trans-zeatin riboside-5’- 
monophosphate 
 
 
gibberellins 3 

 
 
 

48.7 
76.2 
0.33 
10.2 

 
 
 

37.8 

ที่มา: ปรียา (2556) 
 
2.3 สารทุติยภูมิ (secondary metabolites) 
 

สารทุติยภูมิมีในสิ่งมีชีวิตบางจ้าพวกเท่านั้น และไม่จ้าเป็นต่อการด้ารงชีพ แต่มี
ความส้าคัญต่อสิ่งมีชีวิตที่ผลิตสารนั้นๆ เช่น อาจจะเป็นสารที่ใช้ในกระบวนการป้องกันตัวเอง (self-
defense) จากสิ่งมีชีวิตชนิดอื่นๆ โดยผลิตสารทุติยภูมิในปริมาณที่มากขึ้น เช่น แทนนิน ที่มีรสฝาด 
ท้าให้ศัตรูพืชไม่กินใบพืชชนิดนั้นอีก หรือเกิดกระบวนการ Systemic Acquired Resistance (SAR) 
เป็นกระบวนการที่เกิดขึ้นหลังจากที่ได้รับสัญญาณที่มาจาก hypersensitive response (HR) 
นอกจากนี้มีรายงานเกี่ยวกับความสามารถของสารทุติยภูมิเป็น free radical-scavenger หรือ 
antioxidant หรือ chemoresistance agent หรือ antimutative agent อย่างกว้างขวาง ซึ่ง
กระบวนการนี้จะเกิดขึ้นหลังกระบวนการติดเชื้อ และพืชสามารถรอดตายจากการติดเชื้อ (Taiz and 
Zeiger, 2006) พืชแต่ละชนิดมีกลไกการป้องกันตัวเองที่แตกต่างออกไปเมื่อถูกรบกวนโดยสิ่งมีชีวิต
กินพืช (ศุภวรรณ, 2549) สิ่งมีชีวิตที่สามารถพบสารทุติยภูมิได้ เช่น สัตว์ เชื้อรา สาหร่าย แบคทีเรีย 
และพืช ซึ่งสร้างมาจากสารปฐมภูมิเพียงไม่ก่ีชนิด ได้แก่ กรดอะมิโนอัลฟ่า (α-amino acid) 
อะเซททิลโคเอนไซม์-เอ (acetyl coenzyme A) กรดเมวาโลนิค (mevalonic acid) และ
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สารประกอบที่อยู่กลางเส้นทางสังเคราะห์กรดซิกิมิค (shikimic acid) สารทุติยภูมิที่ผลิตมี
ความจ้าเพาะเจาะจงสูงกับชนิดของสิ่งมีชีวิตที่ผลิตสารนั้นๆ ซ่ึงสารทุติยภูมิที่พบในพืชมีหลายกลุ่ม 
เช่น แอลคาลอยด์ (alkaloid) เทอร์พีนอยด์ (terpenoid) ฟีนอลิก (phenolic) สเตียรอยด์ (steroid) 
ฟลาโวนอยด์ (flavonoid)  เป็นต้น (Schmeda-Hirschmann et al., 2005) โดยการสังเคราะห์สาร
ทุติยภูมิในพืชมีความสัมพันธ์กับระยะการเจริญเติบโตของพืช สารทุติยภูมิอาจสร้างขึ้นมากในระยะที่
พืชยังอายุน้อย (juvenile phase) หรือในช่วงที่พืชเข้าสู่ระยะเจริญเติบโตเต็มที่ (mature phase) 
(Banthorpe, 1994) นอกจากนี้ พืชที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ สามารถสร้างสารทุติยภูมิได้
เหมือนกับต้นแม่ที่ปลูกในสภาพธรรมชาติ เนื่องจากเซลล์พืชมียีนครบถ้วน สามารถท้าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงในกระบวนการ ชีวสังเคราะห์ต่างๆ และสร้างสารทุติยภูมิได้ (Buitelaar and Tramper, 
1992; Banthorpe, 1994) โดยการผลิตสารนั้นไม่ข้ึนอยู่กับปัจจัยทางสภาพภูมิศาสตร์ ฤดูกาล หรือ
สภาพแวดล้อมอ่ืนๆ เพราะการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชอยู่ในสภาวะควบคุมในห้องทดลอง (วราภรณ์, 
2551) 

จากที่ได้รายงานมาแล้วข้างต้น หัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) มีสาร  
ทุติยภูมิที่ส้าคัญ คือ diosgenin ซึ่งเป็นสารในกลุ่มซาโปนิน นอกจากนี้ยังมีสารประกอบฟีนอลิก และ
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ในการศึกษาครั้งนี้จึงท้าการวิเคราะห์หาปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด สาร 
ประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ในยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica 
Prain & Burkill) ที่เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ ซึ่งรายละเอียดของสารดังกล่าว และฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระมีดังนี้ 
 

2.3.1 ซาโปนินไกลโคไซด์ หรือซาโปนิน 
ซาโปนินเป็นสารในกลุ่มไกลโคไซด์ที่มีมวลโมเลกุลสูง คุณสมบัติของซาโปนิน

โดยรวมเป็นสารซักล้าง (detergent) เมื่ออยู่ในน้้า ซาโปนินจะเกิดสารละลายคอลลอยด์ ซ่ึงเมื่อเขย่า
จะเกิดฟอง เนื่องจากสวนอะไกลโคน (aglycone) เป็นสารโมเลกุลใหญ่มีจ้านวนคาร์บอน 27–30 
อะตอม ท้าให้ส่วนอะไกลโคนมีคุณสมบัติ lipophillic และมีส่วนของน้้าตาลซึ่งละลายน้้าได ้ ที่มี
คุณสมบัติเป็น hydrophillic จากการที่ซาโปนินมีคุณสมบัติ lipophillic/hydrophillic อยูในโมเลกุล 
จึงมีความสามารถในการลดแรงตึงผิว และใช้ในการชะล้างได้ (Kimura et al., 1983) ส่วนคุณสมบัติ
ด้านอื่น มีความแตกต่างกันตามชนิดของพืช ซึ่งชนิดของซาโปนินแบ่งตามลักษณะโครงสร้างของ      
อะไกลโคน ได้ 2 ชนิด (Hostettmann and Marston, 1995) คือ 

1. ไตรเทอร์ปีนซาโปนิน (triterpenoid saponin) ในธรรมชาติพบได้ทั้ง          
ไกลโคไซด์ และซาโปจีนิน (sapogenin) อิสระ ส่วนมากพบในพืชใบเลี้ยงคู่ โดยเฉพาะในวงศ์ 
Caryophyllaceae Sapindaceae Polygonaceae และ Sapotaceae ตัวอย่างของไตรเทอร์ปี
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นอยด์ซาโปนิน ได้แก่ glycyrrhizic acid (glycyrrhetinic acid + 2 glucuronic acid) พบในราก
ชะเอม (Glycyrrhiza glaba) (Hostettmann and Marston, 1995) 

2. สเตรียรอยด์ซาโปนิน (steroidal saponin) มีโครงสร้างคล้ายกับสเตรียรอยด์
นิวเคลียส (steroid nucleus) พบได้น้อยในธรรมชาติ แต่สามารถพบในพืชใบเลี้ยงเดี่ยว เช่น พืชใน
วงศ์ Dioscoraceae (genus Dioscorea) Liliaceae (genus Yucca และ Trillium) ในธรรมชาติจะ
อยู่ในรูปของไกลโคไซด์ (ในขณะที่ไตรเทอร์ปีนซาโปนินในธรรมชาติจะอยู่ในรูปไกลโคไซด์ และรูป
อิสระ) โครงสร้างของสเตรียรอยด์ซาโปนินมีความสัมพันธ์กับสารจ้าพวกฮอร์โมนเพศคอร์ติโซน 
(cortisone) และคาร์ดิแอคไกลโคไซด์ จึงใช้เป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์ฮอร์โมนสเตรียรอยด์
(steroid hormones) ตัวอยางสเตรียรอยด์ซาโปนิน เชน sarsaponin พบใน Yucca spp. 
sarmentogenin พบใน Strophanthus spp. ginsenoside พบในโสม และ diosgenin พบใน 
Dioscorea หลายชนิด (species) (Hostettmann and Marston, 1995) รวมถึงหัวข้าวเย็น (D. 
birmanica Prain & Burkill) ที่ศึกษาในงานวิจัยนี้ด้วย โดย diosgenin ที่แยกได้จากการศึกษาของ 
Jaiarree (2010) มีฤทธิ์ต้านมะเร็งปอดชนิด A 549 และ COR-L23 คือ Diosgenin-3-O-α-L-
rhamnopyranosyl (1->2)-β-D glucopyranoside หรือ Prosapogenin A of dioscin (DBS1) 
ดังทีไ่ด้กล่าวไปแล้วข้างต้น 

การวิเคราะห์หาปริมาณซาโปนิน สามารถวิเคราะห์โดยใช้เครื่อง high perfor-
mance liquid chromatography (HPLC) หรือ spectrophotometer ซ่ึง Lin and Yang (2008) 
วิเคราะห์หาปริมาณสารสเตรียรอยด์ซาโปนินในส่วนต่างๆ ของ Dioscorea pseudojaponica 
Yamamoto ด้วยเครื่อง HPLC โดยใช้อัตราส่วนของ methanol ต่อ water เป็น 62:38 (v/v) ที่
เวลา 0-20 นาที และเปลี่ยนอัตราส่วนเป็น 71:29 (v/v) ที่เวลา 21-65 นาที มีอัตราการไหลของ
สารละลายตัวพา 1 ml/นาที พบว่า สารสกัดชั้น ethanol ของแต่ละส่วนมีปริมาณสารสเตรียรอยด์
ซาโปนินแตกต่างกันไป โดยเปลือก tuber มีปริมาณซาโปนินสูงที่สุด เท่ากับ 582.53 µg/g DW ซึ่งสูง
กว่าในหัวสด 2.55 เท่า (227.86 µg/g DW) ส่วนปริมาณซาโปนินใน rhizophor ใบ และ เถา เท่ากับ 
29.39 24.41 และ 23.96 µg/g DW ตามล้าดับ นอกจากนี้ Manuhara et al. (2015) ได้ศึกษาการ
เพาะเลี้ยงเซลล์รากขนของ Talinum paniculatum Gaertn บนอาหารที่มีน้้าตาล และโพแทสเซียม
ไนเตรทความเข้มข้นต่างกันต่อปริมาณสารซาโปนิน โดยเพาะเลี้ยงเซลล์รากขนบนอาหารสูตร MS ที่มี
ปริมาณน้้าตาลซูโครสความเข้มข้น 3%  4%  5% และ 6% (w/v) และปริมาณโพแทสเซียมไนเตรท
ความเข้มข้น 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 เท่า เป็นเวลา 14 วัน วิเคราะห์หาปริมาณซาโปนิน โดยใช้เครื่อง 
HPLC ซึ่งมีอัตราส่วนของ 0.1% formic acid ในน้้า ต่อ acetonitrile เป็น 40:60 (v/v) โดยฉีด
สารละลายตัวอย่าง 0.2 ml วิเคราะห์ปริมาณซาโปนินที่ความยาวคลื่น 299 nm พบว่า อาหารสูตร 
MS ที่มีซูโครส 5% ส่งผลให้เซลล์รากขนมีการสะสมปริมาณสารซาโปนินสูงสุด เท่ากับ 71,365 
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mg/l/g DW แต่เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มีซูโครส 6% ท้าให้ปริมาณซาโปนินต่้าสุด เท่ากับ 
44,030 mg/l/g DW การเติมโพแทสเซียมไนเตรทความเข้มข้น 1-2 เท่า พบว่า ปริมาณสารซาโปนิน
สูงขึ้น (70,717-70,730 mg/l/g DW) เมื่อเปรียบเทียบกับการเติมโพแทสเซียมไนเตรทความเข้มข้น 
0.5 เท่า (63,299 mg/l/g DW) ส่วนการวิเคราะห์โดยใช้ spectrophotometer นั้นได้รายงานโดย 
Pasaribu et al. (2014) ท้าการวิเคราะห์หาปริมาณซาโปนินทั้งหมดของมะค้าดีควาย (Sapindus 
rarak) ด้วยวิธีการดัดแปลงจาก Hiai et al. (1976) ซึ่งหลักการในการวิเคราะห์ของ Hiai et al. 
(1976) คือสารซาโปนินทั้งหมด (total saponins) steroidal sapogenins ที่มีหรือไม่มีพันธะคู่ที่ C-
5, triterpenoid sapogenins, sterol และกรดน้้าดี (bile acids) ที่มีกลุ่ม OH ต้าแหน่ง C-3 จะท้า
ปฏิกิริยากับ vanillin ในกรด แล้วให้สารที่มีสี วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 455-460 หรือ 460-480 หรือ 
544 nM ขึ้นอยู่กับชนิดของซาโปนิน โดยสารที่ท้าให้เกิดสีไม่เก่ียวข้องกับชนิดของน้้าตาลที่จับกับ 
sapogenin  วิธีการวิเคราห์สามารถท้าได้โดยชั่งสารสกัดตัวอย่าง 10 mg น้าไปละลายใน absolute 
methanol ปริมาตร 20 ml ปิเปตสารละลายตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ซาโปนิน ปริมาตร 0.25 ml 
vanillin reagent (เตรียมใหม่ทุกครั้ง) ปริมาตร 0.25 ml และ 72% H2SO4 ปริมาตร 2.5 ml ลงใน
หลอดทดลอง น้าไปให้ความร้อนใน water bath ที่อุณหภูมิ 60 °C เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นท้าให้
เย็นที่อุณหภูมิห้อง น้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 
544 nm โดยใช้ diosgenin เป็นสารมาตรฐาน และผลการทดลองพบว่า เปลือกเมล็ดของ
มะค้าดีควายขนาด 75 µm มีปริมาณซาโปนินทั้งหมดสูงที่สุด (43.52%) ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ
กับเปลือกเมล็ดของมะค้าดีควายขนาด 300 และ 600 µm (37.54 และ 21.71% ตามล้าดับ) 
(Pasaribu et al., 2014) 

2.3.2 สารประกอบฟีนอลกิ  
สารประกอบฟีนอลิกพบได้ในพืชทั่วไป มีฤทธิ์เป็นกรด สูตรโครงสร้างเป็นวง

แหวนอะโรมาติกท่ีมีหมู่ไฮดรอกซิลกรุ๊ป (hydroxyl group, –OH) อย่างน้อย 1 หมู่ หรือจับกับ
สารประกอบฟีนอลิกที่มีหมู่ไฮดรอกซิลมากกว่า 1 หมู่เรียกว่า สารประกอบโพลีฟีนอล (polyphenol 
compounds) หรือรวมกับโมเลกุลของน้้าตาลในรูปของสารประกอบไกลโคไซด์ มักพบอยู่ใน 
vacuole ของเซลล์ น้้าตาลดังกล่าวอาจเป็นน้้าตาลโมเลกุลเดี่ยว (monosaccharides) น้้าตาล
โมเลกุลคู่ (disaccharides) หรือออลิโกแซคคาไรด์ (oligosaccharides) นอกจากนี้ยังพบอีกว่า มีการ
รวมตัวกันกับสารประกอบอ่ืนๆ เช่น กรดคาร์บอกซิลิก กรดอินทรีย์ หมู่เอมีน และไขมัน (Sato et 
al., 1996) สารประกอบในธรรมชาติมีสารจ้าพวกฟีนอลิกอยู่หลายชนิด เช่น สารประกอบฟลาโว
นอยด์ กรดฟีนอลิก กรดไฮดรอกซินามิกและอนุพันธ์ หรือสารลิกนิน เป็นต้น (Rice-Evans et al., 
1997)  
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สารประกอบฟีนอลิกมีความสามารถในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชั่นสูง เพราะมี
หมู่ที่ให้อิเล็กตรอนแก่สารอนุมูลอิสระได้รวดเร็ว เมื่อสารประกอบฟีนอลิกเสียอิเล็กตรอนไป จะเกิด   
เรโซแนนท ์ (resonance) ท้าให้โมเลกุลเสถียร อนุมูลอิสระของสารประกอบฟีนอลิกบางชนิดยัง
สามารถรวมตัวกับอนุมูลอิสระอ่ืนต่อไปได้อีกด้วย ท้าให้ลดจ้านวนอนุมูลอิสระได้มากข้ึน (Rice-Evans 
et al., 1997; Williamson et al., 2000) นอกจากนี้ยังสามารถดักจับไอออนของโลหะได้ ยับยั้งการ
เกิดลิปิดเพอร์ออกซิเดชั่น (lipid peroxidation) ช่วยลดการเกิดอนุมูลไฮโดรเจนที่อยู่ในรูปแอคทีฟ 
(Sato et al., 1996; Meyer et al., 1997; Soobrattee et al., 2005) ท้าให้มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูล
อิสระได้ดี ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสามารถวิเคราะห์ได้ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu 
Colorimetric ซึ่งมีหลักการ คือ สารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดในสารตัวอย่างจะท้าปฏิกิริยากับ Folin-
Ciocalteu reagent ซ่ึงประกอบด้วย phophomolybdic-phosphotungstic acid reagents สาร
ดังกล่าวจะถูกรีดิวซ์โดย phenolic hydroxyl groups ของสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดเกิดเป็น 
tungsten และ molybdenum blue ให้สีน้้าเงินและดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 nm (Folin 
and Ciocalteu, 1927; Singelton et al., 1999) 

มีรายงานการศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของหัวข้าวเย็น (D. 
birmanica Prain & Burkill) แล้วโดย ปิยาภัทร์ (2556) ศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด
ของเหง้าหัวแม่ในระยะก่อนปลูก และหลังปลูก (84.38±10.01 และ 39.68±17.63 mg GAE/g dry 
extract ตามล้าดับ) ซึ่งพบว่าสูงกว่าเหง้าหัวลูกทุกอายุการเก็บเก่ียว โดยเหง้าหัวลูกที่อายุ 3 และ 6 
เดือนหลังปลูกมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 9.52±4.74 และ 17.07±6.91 mg GAE/g dry 
extract ตามล้าดับ เมื่ออายุเก็บเก่ียว 9-18 เดือนหลังปลูกพบว่า สารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดมีค่า
สูงขึ้นเท่ากับ 26.27±3.81 – 34.18±8.50 mg GAE/g dry extract นอกจากนี้ อรอุมา (2556) 
ศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่ได้
จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออายุ 2 เดือน พบว่า สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดมีค่าเท่ากับ 44.24±8.47 
mg GAE/g dry extract ในขณะที่สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดในเหง้า ล้าต้นเหนือดิน และก่ิงอ่อนมี
ค่าเท่ากับ 259.27±7.34 32.25±1.05 และ 34.65±0.45 mg GAE/g dry extract ตามล้าดับ 

 
2.4 อนุมูลอิสระและสารต้านอนุมูลอิสระ 

 
อนุมูลอิสระ เป็นสารที่ร่างกายสร้างขึ้นจากกระบวนการสันดาปที่ใช้ออกซิเจนภายใน

เซลล์ หรือเรียกว่าปฏิกิริยาออกซิเดชัน (นิทราพร, 2542; วิโรจน,์ 2551) ซึ่งอนุมูลอิสระเป็นอะตอม 
โมเลกุล หรือสารประกอบที่มีอิเล็กตรอนโดดเดี่ยวอยู่ในวงอิเล็กตรอนนอกสุดของวงโคจร ท้าให้
โมเลกุลไม่เสถียร และเป็นสารที่มีความว่องไวในการเข้าท้าปฏิกิริยากับสารอื่นสูงมาก (วิโรจน์, 2551; 
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โอภา, 2549) โดยอนุมูลอิสระจะไปรับอิเล็กตรอนจากสารที่อยู่ใกล้เคียงเพ่ือให้ตัวเองเสถียร ในขณะที่
สารใกล้เคียงที่สูญเสียอิเล็กตรอนไปนั้นมีอิเล็กตรอนไม่ครบคู่ จึงกลายเป็นอนุมูลอิสระตัวใหม่ ซึ่ง
อนุมูลอิสระตัวใหม่นี้จะไปท้าปฏิกิริยากับสารอื่นต่อไป เกิดเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ต่อเนื่องไปเรื่อยๆ 
(Halliwell et al., 1992) เซลล์ที่ถูกดึงเอาอิเล็กตรอนไปจะเสียหาย และสูญเสียหน้าที่ (นิทราพร, 
2542) ส่งผลให้เกิดความเสียหายกับโมเลกุล เยื่อบุผนังเซลล์ ก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม
ในการสร้างเซลล์ ท้าให้เซลล์ต่างไปจากเดิม กลายเป็นเซลล์มะเร็ง (เอมอร, 2551) การเกิดกลไก
ดังกล่าวในสิ่งมีชีวิตมักเกี่ยวข้องกับการใช้ออกซิเจนในการเผาผลาญเพื่อสร้างพลังงาน โดยผ่านทาง
ปฏิกิริยาออกซิเดชัน มีผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง และหน้าที่การท้างานของสารชีวโมเลกุล
ต่างๆ เช่น โปรตีน ไขมัน ดีเอ็นเอ และเอนไซม์ เป็นต้น และยังเป็นสาเหตุของการเกิดโรคต่างๆ 
โดยเฉพาะโรคที่เก่ียวกับความจ้าเสื่อม ความบกพร่องของเซลล์ประสาท และการอักเสบต่างๆ (โอภา, 
2549) อย่างไรก็ตาม แม้ว่าร่างกายจะมีการสร้างอนุมูลอิสระจากกระบวนการเผาผลาญต่างๆ แต่
ร่างกายก็มีระบบที่ป้องกันความเสียหายจากปฏิกิริยาดังกล่าวด้วย 

สารต้านอนุมูลอิสระ เป็นสารเคมีที่ถูกผลิตขึ้นภายในร่างกาย และมีอยู่ตามธรรมชาติใน
อาหารทั่วๆ ไปที่รับประทานทุกวัน ซึ่งมีสารหรือเอนไซม์ต่างๆ ที่มีความเข้มข้นต่้า สารต้านอนุมูล
อิสระมีหน้าที่ในการยับยั้งหรือต่อต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน เพ่ือรักษาสมดุลในร่างกายป้องกันไม่ให้
เกิดการดึงอิเล็กตรอน โดยการจับกับอนุมูลอิสระ ท้าให้อนุมูลอิสระมีความคงตัว และหมดฤทธิ์ในการ
ท้าลายเซลล์ในร่างกาย หากสารต้านอนุมูลอิสระมากก็จะสามารถจับกับอนุมูลอิสระได้มาก ระดับท่ี
เซลล์ถูกท้าลายก็จะช้าลง เป็นการชะลอความเสื่อมโทรมของร่างกาย (ศวรรณี, 2549) อย่างไรก็ตาม 
เมื่อเกิดการเสียสมดุลระหว่างอนุมูลอิสระ และระบบต้านอนุมูลอิสระ หรือภาวะที่ปริมาณอนุมูลอิสระ
มีมากกว่าที่ระบบสารต้านอนุมูลอิสระท่ีป้องกันได้ จะเกิดภาวะ oxidative stress ขึ้นมา 
(Bonnefont, 2002) ซึ่งอนุมูลอิสระท่ีเหลือจะท้าลายเซลล์ท้าให้เกิดความเสียหาย (Ames et al., 
1993) กลายเป็นสาเหตุของความเสื่อมโทรมและเกิดโรคต่างๆ เนื่องมาจากสภาวะแวดล้อมท่ีเป็นพิษ 
และมลภาวะต่างๆ ซึ่งเกินความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระท่ีจะก้าจัดออกไปได้หมด (นิทราพร, 
2542)  

การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเชิงปริมาณนั้น สามารถท้าได้หลายวิธี โดยการ
วิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH radical scavenging activity นั้นเป็นวิธีหนึ่งที่นิยม โดยมีหลักการ คือ สาร
ตัวอย่างท้าปฏิกิริยากับ DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) ซึ่งเป็นอนุมูลอิสระที่เสถียรมีสีม่วง 
เมื่อ DPPH ท้าปฏิกิริยากับสารตัวอย่างที่ละลายด้วยเอทานอล (สารให้อิเล็กตรอน) ท้าให้ DPPH 
ได้รับอิเล็กตรอนหรืออนุมูลอิสระ ไฮโดรเจนจะเปลี่ยนเป็น DPPH:H หากสารตัวอย่างมีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระสูง จะท้าให้ DPPH ที่มีสีม่วงค่อยๆ จางลงจนเป็นสีเหลือง ซึ่งก่อนน้ามาวัดค่าการดูดกลืนแสง
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ต้องตั้งทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที เพ่ือให้เกิดปฏิกิริยาได้ดี ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 nm 
(Yamasaki et al., 1994) 

ในการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ได้
มีรายงานแล้ว โดยอรอุมา (2556) พบว่า ยอดท่ีได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออายุ 2 เดือน มีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ DPPH ค่า EC50 เท่ากับ 53.67±4.16 µg/ml ซึ่งมีฤทธิ์ดีกว่าส่วนของก่ิงอ่อน และล้าต้น
เหนือดินที่มีค่า EC50 เท่ากับ 115.41±13.59 และ 113.91±22.56 µg/ml แต่มีฤทธิ์น้อยกว่าเหง้าที่มี
ค่า EC50 เท่ากับ 11.42±3.25 µg/ml นอกจากนี้ ปิยาภัทร์ (2556) พบว่า ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH ของเหง้าหัวแม่ และเหง้าหัวลูกของหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) มีค่า EC50 

อยู่ในช่วง 8.53±1.15 – 26.42±18.41 และ 16.48±3.30 – 32.16±8.81 µg/ml ตามล้าดับ ส่วน 
Jaiarree et al. (2010) ศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในเหง้าของ D. birmanica Prain & Burkill โดย
ใช้วิธี DPPH พบว่า สารสกัดชั้นเอทธานอลมีฤทธิ์ดี โดยมีค่า EC50 เท่ากับ 9.35±0.62 µg/ml 
 
2.5 การเพิ่มปริมาณสารทุติยภูมิ 
 

การเพ่ิมปริมาณสารทุติยภูมิด้วยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช สามารถท้าได้โดยเริ่มจากการ
คัดเลือกสายพันธุ์ของพืชที่มีการสร้างสารที่สนใจ หาความหลากหลายของพืชในบริเวณต่างๆ ที่
เพาะปลูก ท้าการตรวจสอบ และคัดเลือกสายพันธุ์ที่ให้ปริมาณสารสูงเป็นสารพันธุ์ตั้งต้น เพ่ือน้ามา
เพาะเลี้ยงโดยเปลี่ยนอาหาร (subculture) หลายรอบ จนได้ต้นที่มีความคงตัวของยีน และการสร้าง
สารทุติยภูมิ ซึ่งต้องคัดเลือกสายพันธุ์ (cell line) ที่มีการเจริญเติบโตดี และสร้างสารได้ในปริมาณ
มาก จากนั้นท้าการควบคุมอาหารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง สภาวะในการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการ
สร้างสาร และการเจริญเติบโต และใช้เทคนิคอ่ืนๆ ร่วมด้วยเพื่อกระตุ้นให้เกิดการสร้างสารในปริมาณ
ที่มากขึ้น เช่น การเติมสารกระตุ้น (elicitation) การตรึงเซลล์ (immobilization) การซึมผ่าน 
(permeabilization) การดัดแปลงพันธุกรรม (genetic modification) หรือควบคุมการสร้างสาร
ทุติยภูมิในวิถีชีวสังเคราะห์ของพืช (biosynthesis pathways) (Ramachandra Rao and 
Ravishankar 2002) ซึ่งการเติมสารกระตุ้นเพ่ือเพ่ิมปริมาณสารทุติยภูมิในพืชนั้น เป็นหนึ่งในหลายวิธี
ที่นิยมใช้ในการศึกษาทางด้านนี้ โดยการสร้างสารทุติยภูมิในพืชเกิดจากกลไกการป้องกันตัวเองของ
พืชจากการบุกรุกโดย จุลชีพ ได้แก่ แบคทีเรีย รา ไวรัส ดังนั้น การเติมสารบางชนิดสามารถกระตุ้นให้
พืชเกิดการตอบสนองได้เหมือนกลไกการป้องกันตัวเองที่เกิดจากจุลชีพ (วราภรณ์, 2551) ใน
การศึกษาครั้งนี้ได้ใช้เทคนิคการเติมสารกระตุ้นเพ่ือเพ่ิมปริมาณสารทุติยภูมิในหัวข้าวเย็น (D. 
birmanica Prain & Burkill) โดยรายละเอียดของสารกระตุ้นมีดังนี้ 
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2.5.1 สารกระตุ้น (elicitors) สามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม (วราภรณ์, 2551) คือ  
1. สารกระตุ้นชีวภาพ (biotic elicitors) เป็นสารกระตุ้นที่ได้มาจากสิ่งมีชีวิตที่

ลดความซับซ้อนของโมเลกุลลง ได้แก่ เชื้อรา แบคทีเรีย และสารสกัดจากยีสต์ (yeast extract; YE) 
รวมไปถึงท่ีได้จากเซลล์พืช ได้แก่ methyl jasmonate (MeJA) Jasmonic acid (JA) salicylic acid 
(SA) หรือได้จากเปลือกของสัตว์ ได้แก่ chitosan เป็นต้น 

2. สารกระตุ้นอชีวภาพ (abiotic elicitor) เป็นสารกระตุ้นที่ได้มาจากสิ่งไม่มีชีวิต 
ได้แก่ อุณหภูมิ ไอออนของธาตุต่างๆ เกลือของโลหะหนัก หรือ UV เป็นต้น ซึ่งเป็นกลุ่มของสารเคมี
หรือสภาพแวดล้อม  

สารกระตุ้นที่น้ามาใช้แต่ละชนิด จะท้าให้เกิดกลไกการตอบสนองแตกต่างกัน 
ดังนั้นการใช้สารกระตุ้นในการเพิ่มสารทุติยภูมิในการเพาะเลี้ยงเซลล์อาจใช้การกระตุ้นแบบชนิดเดียว 
หรืออาจใช้สารกระตุ้นหลายๆ ชนิดร่วมกัน เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการสร้างสารทุติยภูมิ เนื่องจาก
กระบวนการส่งสัญญาณ และกลไกการตอบสนองที่หลากหลายของสารกระตุ้น สารกระตุ้นที่นิยมใช้
ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ได้แก่ MeJA  JA  chitosan แบคทีเรีย เชื้อรา และ YE (วราภรณ์, 
2551) โดยการศึกษาครั้งนี้ใช้ JA และ YE เป็นสารกระตุ้น ซึ่งสารทั้ง 2 ชนิดนี้มีคุณสมบัติดังนี้ 

Jasmonic acid เป็นสารชนิดหนึ่งที่น้ามาใช้ในการศึกษาเพ่ือกระตุ้นให้เพ่ิมการ
สร้าง และสะสมสารทุติยภูมิในพืชหลายชนิดด้วยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (ภาพที่ 2.4) สารชนิดนี้เป็น
ฮอร์โมนในกลุ่ม Jasmonate  ได้มาจากน้้ามันหอมระเหยของต้น Jasminum grandiflorum และ
พบทั่วไปในพืชหลายชนิด รวมถึงมอส และเฟิร์น พืชจะสังเคราะห์ jasmonate จาก linolenic acid 
โดยผ่านปฏิกิริยาและกระบวนการเมตาบอลิซึม อย่างไรก็ตาม การล้าเลียง ต้าแหน่งที่อยู่ของสาร
ภายในเซลล์ และการควบคุมการสังเคราะห์ของ JA ยังไม่เป็นที่ชัดเจน ในปัจจุบันยังไม่มีหลักฐานใด
ระบุว่ามีการล้าเลียงจากต้าแหน่งที่มีการสังเคราะห์ไปสู่บริเวณท่ีมีการตอบสนอง (Sembdner and 
Parthier, 1993) JA มีผลต่อการพัฒนาการของพืช เช่น การเจริญของราก การแก่ของพืช การสุกแก่
ของผล และการเจริญของเมล็ด กระตุ้นกลไกการป้องกันตัวจากการท้าลายของจุลชีพ และแมลงต่างๆ 
รวมไปถึงความเครียดจากสภาพแวดล้อม (วราภรณ์, 2551) จึงมีการใช้ JA เป็นสารกระตุ้นใน
การศึกษาเพ่ือเพ่ิมการสร้าง และสะสมสารทุติยภูมิในพืชหลายชนิด โดยเฉพาะในการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืช (Cheong and Choi, 2003) 
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ภาพที่ 2.4 โครงสร้างของ Jasmonic acid 
ที่มา : วราภรณ์ (2551) 

 
ในการศึกษาการกระตุ้นเพ่ือเพ่ิมปริมาณสารทุติยภูมิด้วย JA ในสภาพปลอดเชื้อ

นั้น มีรายงานในพืชหลายชนิด เช่น Zaheer and Giri (2015) พบว่า การเติม JA ที่ความเข้มข้น 1 

µM ลงในอาหารเพาะเลี้ยงยอดของ Andrographis paniculata และเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 5 สัปดาห ์
ส่งผลให้ปริมาณสาร andrographolide เพ่ิมข้ึนจาก 0.508% DW เป็น 1.322% DW ซึ่งสูงขึ้น 2.6 
เท่าของสิ่งทดลองควบคุม หรือจากการเพาะเลี้ยงยอดของ Leucojum aestivum ในอาหารเหลวที่มี 
JA ความเข้มข้น 25 µM เป็นเวลา 28 วัน พบว่า สามารถเพ่ิมปริมาณสาร galanthamine และ 
lycorine ได้สูงถึง 226.9 µg/flask และ 491.4 g/flask ตามล้าดับ ซึ่งเพ่ิมข้ึน 1.36 และ 1.67 เท่า
ของสิ่งทดลองควบคุม (Ivanova et al., 2013) นอกจากนี้ Siva et al. (2015) ได้เติม JA ความ
เข้มข้น 150 µM ลงในอาหารเพาะเลี้ยงใบ และรากของ Psoralea corylifolia L. เป็นเวลา 4 
สัปดาห์ พบว่า ปริมาณสาร psoralen เพ่ิมสูงขึ้น เท่ากับ 1.17 mg/ml และ 3.93 mg/ml 
ตามล้าดับ ในขณะที่สิ่งทดลองควบคุมมีปริมาณสารเท่ากับ 0.56 mg/ml ส่วน Walker et al. 
(2002) ได้ศึกษาการเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยของ Hypericum perforatum L. พบว่า เมื่อกระตุ้น
ด้วย JA ความเข้มข้น 250 µM ท้าให้ปริมาณสาร hypericin เพ่ิมข้ึนจาก 1,098.8±81.75 mg/l DW 
basis เป็น 2,090±156.5 mg/l DW basis ซึ่งสูงขึ้น 1.9 เท่าของสิ่งทดลองควบคุม เมื่อเพาะเลี้ยง
เป็นเวลา 28 วัน จากการเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยของ Morinda elliptica พบว่า การเติม JA 
ความเข้มข้น 50 µM และเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 12 วัน สามารถเพ่ิมปริมาณสาร anthraquinone ได้
สูงถึง 39.6 mg/g DW ซึ่งสูงถึง 2.1 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับสิ่งทดลองควบคุม และการเติม JA ความ
เข้มข้น 100 µM และเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 6 และ 12 วัน พบว่า ปริมาณสาร anthraquinone เพ่ิมข้ึน
เท่ากับ 26.6 และ 21.9 mg/g DW ตามล้าดับ ซึ่งสูงกว่าสิ่งทดลองควบคุม 2.9 และ 1.4 เท่า 
ตามล้าดับ (Chong et al., 2005) หรือในการเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยของ Calendula officinalis 
L. พบว่า เมื่อกระตุ้นด้วย JA ความเข้มข้น 50 100 และ 150 µM เป็นเวลา 24 48 72 และ 96 
ชั่วโมง พบว่า ปริมาณ oleanolic acid (OA) ในเซลล์สูงสุด เมื่อกระตุ้นด้วย JA ความเข้มข้น 50 
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และ 100 µM นาน 72 ชั่วโมง เท่ากับ 0.68 และ 0.84 mg/g DW ตามล้าดับ ซึ่งเพ่ิมข้ึน 7.6 และ 
9.4 เท่าของสิ่งทดลองควบคุม (Wiktorowska et al., 2010)  ส่วนพืชในสกุล Dioscorea ได้มี
การศึกษาผลของ JA ต่อปริมาณสารทุติยภูมิของยอดข้าวเย็นใต้ (D. membranacea Pierre Prain 
& Burkill) เมื่อเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ โดยพบว่า การเพาะเลี้ยงยอดบนอาหารแข็งสูตร MS ที่
เติม BA ความเข้มข้น 2 mg/l ร่วมกับ JA ความเข้มข้น 100 µM เป็นเวลา 3 สัปดาห์ ส่งผลให้มีการ
สร้าง และสะสมสาร dioscorealide B ในปริมาณสูงสุด 0.59±0.08% (w/w) ซึ่งสูงกว่าปริมาณสาร
ที่พบในยอดที่ไม่ได้รับสารกระตุ้นที่มีค่า เท่ากับ 0.39±0.17% (w/w) หรือสูงกว่า 1.51 เท่า (ทิพย์
สุคนธ์, 2557) ซึ่งจากการศึกษาผลของ JA ต่อปริมาณสารทุติยภูมิในสภาพปลอดเชื้อของพืชชนิด
ต่างๆ จะเห็นได้ว่า JA เป็นสารกระตุ้นชนิดหนึ่งที่ส่งเสริมให้พืชสร้าง และสะสมสารทุติยภูมิหลายชนิด
เพ่ิมมากข้ึน อย่างไรก็ตาม ความเข้มข้น และระยะเวลาในการได้รับสารจะแตกต่างกันไปในพืชแต่ละ
ชนิด 

สารสกัดยีสต์ (yeast extract: YE) เกิดจากการที่เซลล์ยีสต์ตาย จากนั้นเกิด
กระบวนการย่อยสลายตัวเองขึ้นตามธรรมชาติ เรียกว่า ออโตไลซิส (autolysis) ในระหว่าง
กระบวนการดังกล่าว เอนไซม์ของยีสต์จะย่อยโปรตีน และส่วนต่างๆ ของเซลล์ และปลดปล่อยเพป
ไทด์ (peptide) กรดอะมิโน (amino acid) วิตามิน (vitamin) รวมถึงส่วนประกอบอ่ืนๆ ของเซลล์
ออกมา และเมื่อแยกเอาส่วนที่ไม่ละลายน้้าหรือส่วนที่เป็นกากเซลล์ออกไป ก็จะได้ยีสต์สกัด 
องค์ประกอบหลักของ YE ได้แก่ ไนโตรเจน  8-12%, โปรตีน 50-75%, อะมิโนไนโตรเจน 3-5%, 
คาร์โบไฮเดรต 4-13% และไขมันทีมี่ในปริมาณน้อยมากหรือไม่มีเลย จากองค์ประกอบหลักของ YE ที่
อุดมไปด้วยไนโตรเจน วิตามิน และสารส่งเสริมการเจริญเติบโต จึงถูกน้ามาใช้เป็นองค์ประกอบส้าคัญ
ในอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ ซึ่งใช้กันอย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมหลายประเภท เช่น อุตสาหกรรม
การผลิตสารปฏิชีวนะ ยา และอาหารเสริม อุตสาหกรรมผลิตภัณฑ์จากนม (Querol and Fleet, 
2006) นอกจากนี้ยังมีการน้า YE มาใช้ในการเพ่ิมปริมาณสารทุติยภูมิ เนื่องจากเป็นสารสกัดของยีสต์
มีแหล่งที่มาจากจุลชีพ เช่นเดียวกับการเติมผนังเซลล์ของเชื้อแบคทีเรีย และเชื้อรา เมื่อเติมลงใน
อาหารเพาะเลี้ยง จึงสามารถกระตุ้นให้พืชเกิดการตอบสนองได้เหมือนกลไกการป้องกันตัวเองที่
เกิดข้ึนจากจุลชีพ โดยพืชจะตอบสนองเพ่ือป้องกันการบุกรุกของเชื้อโรคในเซลล์พืช ซึ่งการตอบสนอง
นี้รวมไปถึงการสะสมสารทุติยภูมิด้วย (วราภรณ์, 2551) 

การศึกษาเพ่ือเพ่ิมปริมาณสารทุติยภูมิโดยใช้ YE ได้มีรายงานแล้ว เช่น 
Kamonwannasit et al. (2008) ได้ศึกษาการเพาะเลี้ยงยอดของ Bacopa monnieri L. บนอาหาร
ที่เติม YE ความเข้มข้น 2 mg/ml เป็นเวลา 7 วัน พบว่า สามารถเพ่ิมปริมาณสาร 
pseudojujubogenin glycosides เท่ากับ 40.05±2.37 mg/g DW ซึ่งสูงถึง 6 เท่า เมื่อเปรียบเทียบ
กับสิ่งทดลองควบคุม หรือในการเพาะเลี้ยงเซลล์รากขนของ Silybum marianum L. พบว่า 
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สามารถเพ่ิมการสะสมสาร silymarin ได้สูงกว่าสิ่งทดลองควบคุม โดยมีค่าเท่ากับ 0.476 mg/g DW 
หลังเพาะเลี้ยงในอาหารที่มี YE ความเข้มข้น 2.5 mg/ml เป็นเวลา 72 ชั่วโมง (Hasanloo et al., 
2009)  

Zaker et al. (2015) ศึกษาผลของสารกระตุ้น YE MeJA AgNO3 และ sorbitol 
ต่อปริมาณสาร cryptotanshinone (CT) และ tanshinone IIA (Tan IIA) ในการเพาะเลี้ยงราก
พิเศษของ Perovskia abrotanoides Karel พบว่า ปริมาณสาร CT สูงสุด 443.62g/g DW หรือ
เท่ากับ 3.6 เท่าของสิ่งทดลองควบคุม เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม YE ความเข้มข้น 200 
mg/l เป็นเวลา 7 วัน ส่วน YE ความเข้มข้น 100 และ 200 mg/l สามารถเพ่ิมปริมาณสาร Tan IIA 
ได้ 1.3 เท่าของสิ่งทดลองควบคุม แต่เพ่ิมข้ึนในปริมาณท่ีคงท่ี ซึ่งน้อยกว่าการเติม AgNO3 ที่ความ
เข้มข้น 25 µM ที่เพ่ิมข้ึน 2 เท่าของสิ่งทดลองควบคุม หรือเท่ากับ 6.79g/g DW เช่นเดียวกันกับ 
Wiktorowska et al. (2010) ที่เพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยของ C. officinalis L. โดยเพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS ที่เติมสารกระตุ้นทั้งหมด 5 ชนิด คือ Chitosan  JA  YE  Pectin และเชื้อรา 
Trichoderma viride เป็นเวลา 24 48 72 และ 96 ชั่วโมง พบว่า ปริมาณ OA ในเซลล์สูงสุด เมื่อ
กระตุ้นด้วย JA ความเข้มข้น 50 และ 100 µM นาน 72 ชั่วโมง เท่ากับ 0.68 และ 0.84 mg/g DW 
ตามล้าดับ ซึ่งเพ่ิมข้ึน 7.6 และ 9.4 เท่าของสิ่งทดลองควบคุม ส่วน YE ความเข้มข้น 300 mg/l ที่
เพาะเลี้ยงนาน 72 ชั่วโมง มีปริมาณ OA เพ่ิมข้ึนสูงสุด เท่ากับ 0.21 mg/g DW หรือ 2.5 เท่า เมื่อ
เปรียบเทียบกับสิ่งทดลองควบคุม นอกจากนี้ Lu et al. (2001) ไดเ้ติม YE ความเข้มข้น 0.5-3.0 g/l 
ลงในอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอย Panax ginseng C.A. Meyer เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์นาน 0 5 
10 และ 15 วัน และเพาะเลี้ยงต่อไปอีกเป็นเวลา 25 วันหลังจากเติม YE เปรียบเทียบกับเซลล์
แขวนลอยที่เพาะเลี้ยงนาน 0 วัน ในอาหารที่ไม่มี YE เป็นเวลา 25 วัน (สิ่งทดลองควบคุม) พบว่า การ
เติม YE ความเข้มข้น 3 g/l เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์นาน 0 วัน มีปริมาณสารซาโปนินเพ่ิมขึ้นสูงสุด เท่ากับ 
1.61% หรือ 20 เท่าของสิ่งทดลองควบคุม 

2.5.2 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการกระตุ้น 
ปัจจัยที่มีผลต่อประสิทธิภาพในการกระตุ้นเพ่ือเพ่ิมปริมาณสารทุติยภูมิ มีดังนี้  
1.iความจ้าเพาะเจาะจงของสารกระตุ้น พืชมีการตอบสนองต่อสารกระตุ้น

แตกต่างกัน ขึ้นกับความจ้าเพาะของเซลล์พืชนั้นๆ รวมไปถึงกลไกในการเหนี่ยวน้าให้เกิดการสะสม
ของสารจะแตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับชนิดของสารกระตุ้น ระยะเวลาที่เนื้อเยื่อสัมผัสกับสารกระตุ้น และ
กลไกการสร้างสารที่สารกระตุ้นท้าให้เกิดขึ้น ดังเช่น ในการเพาะเลี้ยงรากพิเศษของ P. 
abrotanoides Karel เมื่อกระตุ้นด้วย YE MeJA AgNO3 และ sorbitol พบว่าอาหารสูตร MS ที่
เติม YE ความเข้มข้น 200 mg/l เป็นเวลา 7 วัน ท้าให้รากพิเศษมีปริมาณสาร CT สูงสุด เท่ากับ 
443.62g/g DW หรือเท่ากับ 3.6 เท่าของสิ่งทดลองควบคุม แต่ AgNO3 ความเข้มข้น 25 µM 
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สามารถกระตุ้นการสร้างสาร tan IIA ได้สูงสุด เท่ากับ 6.79g/g DW ซึ่งมากกว่าสิ่งทดลองควบคุมถึง 
2 เท่า (Zaker et al., 2015) ส่วน Chong et al. (2005) ได้ทดสอบสารกระตุ้นหลายชนิด คือ YE JA 
chitosan glucan และเส้นใยแขวนลอย (fungal mycelium homogenates) ของ Aspergillus 
niger และ A. flavus ในการเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยของ M. elliptica พบว่า JA ความเข้มข้น 50 
µM สามารถเพ่ิมปริมาณสาร anthraquinone ได้ถึง 2.1 เท่า (39.6 mg/g DW) ของสิ่งทดลอง
ควบคุม นอกจากนี้ ทิพย์สุคนธ์ (2557) ศึกษาปริมาณสาร dioscorealide B ของยอดหัวข้าวเย็นใต้ 
(D. membranacea Pierre ex Prain & Burkill) ในอาหารเพาะเลี้ยงสูตร MS ที่เติม JA ความ
เข้มข้น 100-500 µM และ SA ความเข้มข้น 50-200 µM เป็นเวลา 3 สัปดาห์ พบว่า การเติม JA 
ความเข้มข้น 100 µM ท้าให้ยอดมีการสะสมสาร dioscorealide B ในปริมาณสูงสุด 0.59±0.08% 
(w/w) ซึ่งสูงกว่าสิ่งทดลองควบคุม 1.51 เท่า ส่วน SA ทุกความเข้มข้นส่งผลให้มีปริมาณสาร 
dioscorealide B ลดลง  

2.iความเข้มข้นและช่วงเวลาในการได้รับสารกระตุ้น ความเข้มข้นของสารกระตุ้น
เป็นปัจจัยที่มีผลเป็นอย่างมากในการตอบสนอง ซึ่งการตอบสนองดังกล่าวจะแตกต่างกันไป ความ
เข้มข้นของสารกระตุ้นอาจส่งผลให้เกิดการกระตุ้นกับพืชชนิดหนึ่ง แต่อาจไม่ส่งผลกับพืชอีกชนิดหนึ่ง 
ส้าหรับช่วงเวลาในการกระตุ้นนั้น สารกระตุ้นสามารถกระตุ้นเซลล์พืชได้ตลอดเวลาที่เพาะเลี้ยง และมี
การสัมผัสสารจนกว่าจะมีการเก็บเก่ียว ดังนั้น การหาสภาวะที่เหมาะสมของระยะเวลา และความ
เข้มข้นของสารกระตุ้นเป็นสิ่งที่ส้าคัญ จ้าเป็นต้องศึกษาถึงรายละเอียดในการเพาะเลี้ยงพืชแต่ละชนิด 
ดังการเพาะเลี้ยงรากของ P. ginseng C.A. Meyer ที่เติม JA ความเข้มข้น 0 1 2 5 และ 10 mg/l 
เป็นเวลา 0-9 วัน เพ่ือเพ่ิมปริมาณสาร ginsenoside จากการทดลองพบว่า สาร ginsenoside 
เพ่ิมข้ึนสูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงรากในอาหารที่เติม JA ความเข้มข้น 2 mg/l เป็นเวลา 7 วนั หรือเพ่ิมขึ้น 
5 เท่าเม่ือเปรียบเทียบกับสิ่งทดลองควบคุม (Yu et al., 2002) Wiktorowska et al. (2010) ได้
เพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยของ C. officinalis L. บนอาหารสูตร MS ที่เติมสารกระตุ้นทั้งหมด 5 ชนิด 
คือ Chitosan ความเข้มข้น 50 100 และ 150 mg/l JA ความเข้มข้น 50 100 และ 150 µM YE 
ความเข้มข้น 100 200 และ 300 mg/l Pectin ความเข้มข้น 2 4 และ 6 mg/l และเชื้อรา T. viride 
ความเข้มข้น 0.5 mg/l เป็นเวลา 24 48 72 และ 96 ชั่วโมง พบว่า เซลล์แขวนลอยของ C. 
officinalis L. ตอบสนองต่อ JA ได้ดีที่สุด แต่สารกระตุ้นทุกชนิดก็สามารถชักน้าให้เซลล์แขวนลอย
สร้าง และสะสมสารในปริมาณท่ีต่างกัน ปริมาณ OA เพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็วหลังจากได้รับ JA เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง แตป่ริมาณ OA ในเซลล์สูงสุด เมื่อกระตุ้นด้วย JA ความเข้มข้น 50 และ 100 µM นาน 72 
ชั่วโมง เท่ากับ 0.68 และ 0.84 mg/g DW ตามล้าดับ หรือเพ่ิมข้ึน 7.6 และ 9.4 เท่าของสิ่งทดลอง
ควบคุม ส่วน chitosan ชักน้าให้มีการสะสม OA เพ่ิมอย่างรวดเร็วภายใน 24 ชั่วโมง และระดับ OA 
ภายในเซลล์ ยังคงสูงกว่าสิ่งทดลองควบคุมหลังได้รับ chitosan 96 ชั่วโมง การกระตุ้นด้วย YE ทุก
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ความเข้มข้น พบว่า การสะสม OA ภายในเซลล์เพ่ิมข้ึนอย่างต่อเนื่องในช่วง 96 ชั่วโมงของการ
เพาะเลี้ยง ปริมาณ OA เพ่ิมข้ึนสูงสุด 0.21 mg/g DW หรือ 2.5 เท่าของสิ่งทดลองควบคุม เมื่อ
กระตุ้นด้วย YE ความเข้มข้น 300 mg/l นาน 72 ชั่วโมง ส่วนการเติม pectin ความเข้มข้น 2 และ 4 
mg/l นาน 48 ชั่วโมง พบวา่ มีการสะสม OA เพ่ิมข้ึนในปริมาณที่ใกล้เคียงกับการใช้ YE ที่ความ
เข้มข้น 200 และ 300 mg/l และเซลล์ที่กระตุ้นด้วยเชื้อรา T. viride พบว่า มีการสะสม OA เพ่ิมข้ึน
สูงสุดเท่ากับ 0.12 mg/g DW หลังจากกระตุ้นเป็นเวลา 48 ชั่วโมง นอกจากนี้ ทิพย์สุคนธ์ (2557) ได้
เพาะเลี้ยงยอดหัวข้าวเย็นใต้ (D. membranacea Pierre ex Prain & Burkill) บนอาหารที่เติม JA 
ความเข้มข้น 100-500 µM และ SA ความเข้มข้น 50-200 µM เป็นเวลา 3 สัปดาห ์พบว่า ยอดหัว
ข้าวเย็นใต้ (D. membranacea Pierre ex Prain & Burkill) ตอบสนองต่อ JA ได้ดีกว่า SA โดย JA 
ความเข้มข้น 100 µM ส่งผลให้ยอดข้าวเย็นใต้ (D. membranacea Pierre ex Prain & Burkill) 
สร้าง และสะสมสาร dioscorealide B สูงสุด 

3.iระยะการเจริญเติบโต และสภาวะที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงของพืช โดยช่วงระยะที่
พืชมีการเจริญเติบโตอยู่ในระยะเอกซ์โพเนนเชียล (exponential phase) พบว่า เป็นระยะท่ีพืชอยู่ใน
สภาพที่เอมไซม์พร้อมท้างาน ท้าให้การตอบสนองของพืชต่อสารกระตุ้นมีประสิทธิภาพสูงสุด (วรา
ภรณ์, 2551) ดังรายงานการเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยของ M. elliptica เป็นเวลา 6 วัน (ระยะ 
early exponential phase) 12 วัน (ระยะ mid exponential phase) และ 18 วัน (ระยะ 
stationary phase) จากนั้นเติม YE  JA  chitosan  glucan และเส้นใยแขวนลอย (fungal 
mycelium homogenates) ของ A. niger และ A. flavus ลงในอาหารเพาะเลี้ยง และวิเคราะห์
ปริมาณสาร anthraquinone หลังจากเติมสารแล้ว 1 2 และ 5 วัน พบว่า การให้ JA ความเข้มข้น 
100 µM กับเซลล์แขวนลอยอายุ 6 และ 12 วัน และเพาะเลี้ยงหลังจากได้รับสารแล้ว 5 วัน มีการ
สะสมสาร anthraquinone เท่ากับ 26.6 mg/g DW และ 21.9 mg/g DW ตามล้าดับ ซ่ึงเพ่ิมขึ้น 2-
3 เท่าของสิ่งทดลองควบคุม โดยเซลล์แขวนลอยของ M. elliptica นี้ไม่สามารถสร้างและสะสมสาร 
anthraquinone ได้ที่ระยะ stationary phase หรือที่อายุ 18 วัน แสดงให้เห็นว่า เซลล์แขวนลอย
ของ M. elliptica ตอบสนองต่อสารกระตุ้นในระยะ early และ mid-exponential phase มากกว่า
ระยะ stationary phase (Chong et al., 2005) ส่วนสภาวะในการเพาะเลี้ยงก็มีความส้าคัญต่อ
ประสิทธิภาพในการเพ่ิมสารทุติยภูมิด้วยเฃ่นกันตามรายงานของทิพย์สุคนธ์ (2557) ทีศ่ึกษาปริมาณ
สาร dioscorealide B ของยอดข้าวเย็นใต้ (D. membranacea Pierre ex Prain & Burkill) ที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง และเหลวที่เติม JA ความเข้มข้น 100 µM โดยมีระยะเวลาในการได้รับสาร 
2-5 สัปดาห์ พบว่า ยอดท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งมีปริมาณสาร dioscorealide B (0.57±0.35% 
w/w) สูงกว่าในอาหารเหลว (0.36±0.40% w/w) นอกจากนี ้ มีรายงานการกระตุ้นให้พืชเกิดการ
สังเคราะห์สารทุติยภูมิด้วยแสง เช่น การเติม SA JA และเชื้อรา Phytophthora cinnamon ความ



Ref. code: 25595709032527ELH

26 

เข้มข้นต่างๆ ในเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยของ H. perforatum L. อายุ 28 วัน ในสภาวะมีแสง และ
ไม่มีแสง เป็นเวลา 7 วัน พบว่า ในสภาวะการเพาะเลี้ยงที่ไม่มีแสงมีปริมาณสาร hypericin สูงกว่าที่มี
แสงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ โดยสภาวะไม่มีแสงที่เติม JA ความเข้มข้น 250 µM เซลล์แขวนลอยมี
การสร้างและสะสมสาร hypericin ในปริมาณสูงสุด 0.318 mg/g DW ในขณะที่สภาวะการ
เพาะเลี้ยงที่มีแสง เซลล์แขวนลอยมีการสร้างและสะสมสารเพียง 0.089 mg/g DW (Walker et al., 
2002) 

2.5.3 กลไกระดับโมเลกุลในการสร้างสารทุติยภูมิโดยสารกระตุ้น 
การให้สารกระตุ้นแก่พืช หรือเมื่อพืชถูกเชื้อโรครุกราน พืชจะมีการเปลี่ยนแปลง

ทั้งทางกายภาพ และชีวเคมี ซึ่งเป็นกลไกในการป้องกันการรุกรานของเชื้อโรค และสิ่งต่างๆ โดยการ
ตอบสนองของพืชนี้ จะรวมไปถึงการสะสมของสารทุติยภูมิที่ใช้เป็นกลไกในการป้องกันตนเองด้วย 
กระบวนการในการป้องกันตนเองนี้ มักเกี่ยวข้องกับการต่อต้านที่ผนังเซลล์พืช (Cunha et al., 2006; 
Huckenlhoven, 2007) แต่ยังมีอีกหลายกระบวนการที่เกิดจากการตอบสนองของพืชต่อสิ่งบุกรุก ซึ่ง
สารกระตุ้นแต่ละชนิดจะกระตุ้นให้เกิดการตอบสนองของพืชในการเพ่ิมปริมาณสารทุติยภูมิได้หลาย
กระบวนการ (วราภรณ์, 2551) โดยกลไกในการสร้างสารทุติยภูมิด้วยสารกระตุ้นมีดังนี้ 

การรับสัญญาณของการกระตุ้น (elicitor signal perception) จากการที่สาร
กระตุ้นแต่ละชนิดมีโครงสร้างทางเคมีที่แตกต่างกัน ดังนั้นสารกระตุ้นจึงสามารถกระตุ้นให้เกิดการ
สร้างสารทุติยภูมิในพืชชนิดหนึ่งแต่อาจไม่มีผลในพืชอีกชนิดหนึ่ง อย่างไรก็ตาม พืชต่างชนิดกันก็อาจ
ตอบสนองต่อสารกระตุ้นชนิดเดียวกันได้ ทั้งนี้เกิดจากกระบวนการที่พืชสามารถจดจ้าสารกระตุ้น ซึ่ง
เป็นโมเลกุลแปลกปลอมให้เป็นสัญญาณของการกระตุ้น และมีตัวรับที่จ้าเพาะต่อสารกระตุ้นแต่ละ
ชนิดในพืช การรับรู้ของสัญญาณการกระตุ้นถือเป็นกระบวนการแรกของการกระตุ้น ก่อนการ
ถ่ายทอดสัญญาณผ่านหลายกลไกของบริเวณท่ีจับกับสารกระตุ้น (binding sites) เหล่านี้ ส่วนมากจะ
อยู่บริเวณพลาสมาเมมเบรน (plasma membrane) ของเซลล์พืช (Blein et al., 2002; Zhao et 
al., 2005; Vasconsuelo and Boland, 2007) สารกระตุ้นหลายชนิดมีคุณสมบัติเป็น avirulence 
determinants ต่อพันธุกรรมของพืช ท้าให้เกิดการตอบสนองต่อระบบภูมิคุ้มกันพืชโดยผ่าน 
resistance genes (R genes) ที่อยู่ในพืชด้วยการจับกับ avirulence (avr) gene ที่มีในสารกระตุ้น 
สารกระตุ้นจะถูกตัวรับ (receptor) ของพืชหรือ R proteins ที่อยู่บริเวณพลาสมาเมมเบรนจดจ้า 
จากนั้นจะส่งสัญญาณจากเนื้อเยื่อหนึ่งไปยังที่อ่ืนๆ ซึ่งจะท้าให้เกิดกระบวนการในการต่อต้านสาร
เหล่านี้ด้วยการสังเคราะห์ pathogenesis-related proteins (PR) หรือสร้างสารทุติยภูมิที่ใช้ในการ
ต่อต้านการบุกรุก กลไกการจดจ้าในระดับโมเลกุล และปฏิกิริยาในทางกายภาพระหว่างสารกระตุ้น 
และตัวรับในพืชที่จ้าเพาะนี้เป็นกระบวนการที่ซับซ้อน และจ้าเป็นในการส่งสัญญาณท่ีจ้าเพาะของสาร
กระตุ้น (วราภรณ์, 2551)  
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ส่วนการถ่ายโอนสัญญาณของการกระตุ้น (elicitor signal transduction) 
เกิดข้ึนหลังจากท่ีพืชได้รับสัญญาณจากตัวกระตุ้น ตัวรับสัญญาณการกระตุ้นจะถูกกระตุ้นให้เกิดการ
ท้างาน และไปกระตุ้นตัวแสดงผล เช่น ion channels, G-proteins, lipases และ protein kinases 
ตัวแสดงผลที่ถูกกระตุ้นจะโอนสัญญาณท่ีได้จากตัวกระตุ้นให้เป็นตัวส่งสัญญาณท่ีสอง (second 
messengers) ซึ่งจะขยายสัญญาณไปยังกระบวนการตอบสนองอ่ืนๆ เช่น การเปลี่ยนแปลงระดับ 
Ca2+ เกิด cytoplasmic acidification ตามภาพที่ 2.5 โดยจะมีการสร้าง ethylene และ jasmonic 
acid ก่อนจะเกิดการสะสมของสารทุติยภูมิข้ึน (Zhao et al., 2005)  
 

 
 

ภาพที่ 2.5 ล้าดับเหตุการณ์การตอบสนองของพืชต่อสิ่งรบกวน 
ที่มา : Zhao et al. (2005) 
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บทที่ 3 
อุปกรณ์และวิธีการ 

 
3.1 พืชทดลองและสภาพการเพาะเลี้ยง 
 

ใช้ยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ 
(ภาพท่ี 3.1) โดยเพาะเลี้ยงในห้องควบคุมอุณหภูมิที่ 25±2 oC ให้แสงเป็นเวลา 16 ชั่วโมง/วัน ความ
เข้มแสง 3,000 lux ด้วยหลอดไฟ fluorescence ชนิด cool white ท้าการย้ายเลี้ยง (subculture) 
ทุกๆ 6-8 สัปดาห์ จนกระท่ังมียอดมากเพียงพอในแต่ละการทดลอง 
 

 
 

ภาพที่ 3.1 ยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ในห้องเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 
3.2 อาหารเพาะเลี้ยงและวิธีการเตรียม 
 

อาหารที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ คือ อาหารแข็งสูตร Murashige and Skoog หรือ MS 
(ตารางที่ 3.1) โดยอาหารทุกสูตรเติมน้้าตาลทราย ความเข้มข้น 3% วุ้น ความเข้มข้น 0.8% สาร
ควบคุมการเจริญเติบโต (PGR) หรือน้้ามะพร้าว (CW) ที่ความเข้มข้นต่างๆ ตามการทดลอง และเติม
ผงถ่าน (AC) ความเข้มข้น 0.01% ลงในอาหารเพาะเลี้ยง ปรับค่า pH ของอาหารให้อยู่ในช่วง 5.6-
5.8 ด้วย 1 N NaOH และนึ่งก้าจัดเชื้ออาหารเพาะเลี้ยงด้วยหม้อนึ่งความดัน ที่ความดันไอน้้า 15 
ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 oC เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นปล่อยให้อาหารเพาะเลี้ยงเย็นก่อน
น้าไปใช้ในการทดลอง 
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ตารางท่ี 3.1 ส่วนประกอบของอาหารสูตร MS (Murashige & Skoog)  
 

สารเคมี ปริมาณสารที่ใช้ (mg/l) 

NH4NO3 1,650 
KNO3 1,900 
H3BO3 6.2 
KH2PO4 170 
Kl 0.83 
Na2MoO4 ·H2O 0.25 
CoCl2 ·6H2O 0.025 
CaCl2 ·2H2O 440 
MgSO4 ·7H2 O 370 
MnSO4 ·H2O 6.9 
ZnSO4 ·7H2O 6.14 
CuSO4 ·5H2O 0.025 
Na2ETDA 37.25 
FeSO4·7H2O 27.85 
myo-inosotal 100 
glycine 2 
nicotinic acid 0.5 
Pyridoxine-HCl 0.5 
thiamine-HCl 0.1 

 
3.3 สารกระตุ้นและการเตรียม 
  

เตรียม JA ที่ความเข้มข้น 1.902 mM ปริมาตร 250 ml โดยละลาย JA 100 mg ด้วย 
ethanol จนกระทั่งได้สารละลายใส จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่น เมื่อน้ามาใช้ทดลองต้องกรอง
สารละลาย JA ด้วย filter membrane ขนาด 0.22 µm (Wiktorowska et al., 2010) ก่อนเติมลง
ในอาหารเพาะเลี้ยงที่ผ่านการนึ่งก้าจัดเชื้อแล้ว โดยอาหารมีอุณหภูมิลดลงเหลือประมาณ 50 oC เพ่ือ
ป้องกันการเสื่อมคุณสมบัติของ JA 
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การเตรียม YE ละลาย YE ในน้้ากลั่น และคนจนกว่าจะเป็นสารละลายใส (Peltonen 
et al., 1997) จากนั้นเติมลงในอาหารเพาะเลี้ยงตามความเข้มข้นที่ต้องการ ปรับค่า pH ของอาหาร 
และน้าอาหารไปนึ่งก้าจัดเชื้อตามท่ีได้กล่าวมาแล้วในอาหารเพาะเลี้ยง และวิธีการเตรียม 
 
3.4 การทดลองที่ 1 ผลของ CW และ IAA ต่อการเพิ่มจ านวนยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica 
Prain & Burkill) ในสภาพปลอดเชื้อ 
 

น้าข้อหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่พัฒนาในสภาพปลอดเชื้อบน
อาหารสูตร MS ที่เติม AC ความเข้มข้น 0.01% BA ความเข้มข้น 2 mg/l และ IAA ความเข้มข้น 0.1 
mg/l มาตัดเป็นท่อน แต่ละท่อนมี 1 ข้อ จากนั้นเพาะเลี้ยงแต่ละข้อบนอาหารสูตร MS ที่เติม AC 
ความเข้มข้น 0.01% BA ความเข้มข้น 2 mg/l CW ความเข้มข้น 15% และ 20% และ IAA ความ
เข้มข้น 0.1 0.5 1 และ 2 mg/l เปรียบเทียบกับอาหารสูตร MS ที่เติม AC ความเข้มข้น 0.01% 
ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 2 mg/l และ IAA ความเข้มข้น 0.1 mg/l (สิ่งทดลองควบคุม) วางแผนการ
ทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) มี 9 สูตรอาหาร ดังตารางที่ 3.2 
 
ตารางท่ี 3.2 ความเข้มข้นของ CW และ IAA ในอาหารเพาะเลี้ยงที่ใช้ในการทดลองท่ี 1 
 

สิ่งทดลอง AC (%) BA (mg/l) CW (%) IAA (mg/l) 

1 (สิ่งทดลองควบคุม) 0.01 2 - 0.1 

2 0.01 2 15 0.1 

3 0.01 2 15 0.5 

4 0.01 2 15 1 

5 0.01 2 15 2 

6 0.01 2 20 0.1 

7 0.01 2 20 0.5 
8 0.01 2 20 1 
9 0.01 2 20 2 

 
แต่ละสูตรอาหารมี 10 ซ้้า 1 ซ้้า มี 2 ขวด แต่ละขวดมี 1 ข้อ น้าข้อที่เพาะเลี้ยงบน

อาหารแต่ละสูตรไปวางในห้องเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นเวลา 6 สัปดาห์ บันทึกผลการทดลองดังนี้ 
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1. การเกิดยอด (%) 
2. จ้านวนยอดท่ีพัฒนาต่อข้อ เมื่อยอดมีความยาวมากกว่า 3 mm 
3. จ้านวนข้อต่อยอด นับจ้านวนข้อของทุกยอดที่พัฒนาแล้วน้ามาหาค่าเฉลี่ย 
4. ความยาวยอด (cm) วัดความยาวยอดของทุกยอดที่พัฒนาแล้วน้ามาหาค่าเฉลี่ย 

 
3.5 การทดลองที่ 2 ผลของ JA และ YE ความเข้มข้นต่างๆ ต่อปริมาณสารทุติยภูมิ 
 

น้ายอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่พัฒนาในสภาพปลอดเชื้อบน
อาหารสูตร MS ที่เติม AC ความเข้มข้น 0.01% CW ความเข้มข้น 20% BA ความเข้มข้น 2 mg/l 
และ IAA ความเข้มข้น 0.1 mg/l ซึ่งเป็นสูตรอาหารที่พัฒนาจากการทดลองที่ 1 (โดยอาหารสูตรนี้ใน
การทดลองที่ 2 และ 3 จะเรียกว่าอาหารสูตรพื้นฐาน) เป็นเวลา 6 สัปดาห์ มาตัดเป็นท่อนๆ ให้มี
ความยาวประมาณ 1 cm จากนั้นน้าชิ้นส่วนดังกล่าวมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรพื้นฐานที่เติม JA 
ความเข้มข้น 50 100 และ 150 µM และ YE ความเข้มข้น 2 3 และ 4 g/l เปรียบเทียบกับอาหาร
สูตรพ้ืนฐานที่ไม่เติมสารกระตุ้น (สิ่งทดลองควบคุม) โดยเพาะเลี้ยงในห้องเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นเวลา 
4 สัปดาห์ วางแผนการทดลองแบบ CRD มี 7 สิ่งทดลอง แต่ละสิ่งทดลองมี 3 ซ้้า แต่ละซ้้ามีจ้านวน
ยอดมากพอท่ีจะให้น้้าหนักแห้ง 2 g  

เมื่อครบก้าหนดเวลาเพาะเลี้ยง 4 สัปดาห์ บันทึกน้้าหนักสดยอด จากนั้นน้ายอดที่
พัฒนามาอบแห้งที่อุณหภูมิ 50 oC นาน 48 ชั่วโมง บันทึกน้้าหนักแห้งของยอด (ภาพที่ 3.2 A) และ
สกัดตัวอย่างแห้งตามวิธีของ Jaiarree et al. (2010) ด้วย ethanol ความเข้มข้น 95% โดยใช้
อัตราส่วนพืช และ ethanol 1:3 โดยปริมาตร สกัดซ้้า 3 ครั้ง แต่ละครั้งสกัดนาน 3 วัน (ภาพท่ี 3.2 
B) แล้วกรองด้วยกระดาษกรอง whatman เบอร์ 1 ขนาด 11 µm (ภาพท่ี 3.2 C) น้าสารสกัดท่ีได้มา
ระเหยใน hot air oven ที่อุณหภูมิ 50 oC เป็นเวลานาน 2-3 วัน จนกว่าสารสกัดตัวอย่างแห้งหรือมี
น้้าหนักคงที่ (ภาพท่ี 3.2 D) ค้านวณหา % น้้าหนักแห้งยอด และ % yield จากสูตร  
 

% น้้าหนักแห้ง = (น้้าหนักแห้งของยอด/น้้าหนักสดของยอด) X 100 
% yield = (น้้าหนักสารสกัด/น้้าหนักเริ่มต้นที่ใช้หมัก) X 100 

 
จากนั้นศึกษาหาปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด สารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด และฤทธิ์

ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่พัฒนาบนอาหาร
เพาะเลี้ยงที่มี และไม่มีสารกระตุ้นเป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ ด้วยวิธีการดังนี้ 
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ภาพที่ 3.2 การสกัดตัวอย่างแห้งของหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ตามวิธีของ 
Jaiarree et al. (2010): A) ตัวอย่างแห้งที่ใช้ในการสกัด B) สกัดในอัตราส่วนพืช : 
ethanol 1:3 โดยปริมาตร C) กรองด้วยกระดาษกรอง whatman เบอร์ 1 ขนาด 11 
µm D) สารสกัดตัวอย่างแห้งที่ได้จากการระเหย 

 
3.5.1  ปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด  

วิเคราะห์หาปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด โดยดัดแปลงจากวิธีของ Hiai et al. 
(1976) ละลายสารสกัด 1 mg ด้วยตัวท้าละลาย absolute metanol ปริมาตร 2 ml จากนั้นน้าไป 
sonicate เป็นเวลา 1 นาที ปิเปตสารละลายตัวอย่าง ปริมาตร 0.25 ml Vanillin reagent ความ
เข้มข้น 8% (เตรียมใหม่ทุกครั้ง) ปริมาตร 0.25 ml และ H2SO4 ความเข้มข้น 72% ปริมาตร 2.5 ml 
ลงในหลอดทดลอง น้าไปให้ความร้อนใน water bath ที่อุณหภูมิ 60 oC เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น
ท้าให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง น้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาว
คลื่น 544 nm และใช้ diosgenin ความเข้มข้น 0.5 mg/ml เป็นสารมาตรฐาน (ภาพท่ี 3.3) 
 

A B 

C D 

A B 

C D 
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ภาพที่ 3.3 กราฟมาตรฐานของ diosgenin 
 

3.5.2 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด  
วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด โดยดัดแปลงจากวิธีของ Folin 

and Ciocalteu (1927) ละลายสารสกัด 1 mg ด้วยตัวท้าละลาย absolute ethanol ปริมาตร 1 
ml จากนั้นน้าไป sonicate เป็นเวลา 1 นาท ีปิเปตสารละลายปริมาตร 20 µl ใส่ในหลุม 96-well 
plate readers เติมสารละลาย Folin-Ciocalteu’s reagent ที่เจือจาง 10 เท่า ปริมาตร 100 µl 
และเติมสารละลาย 7.5% w/v Na2CO3 ปริมาตร 80 µl ท้าซ้้า 4 หลุม microplate จากนั้นตั้งทิ้งไว้
นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อครบก้าหนดเวลาน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 
nm ด้วยเครื่อง Microplate Reader โดยใช้ absolute ethanol ปริมาตร 20 µl ร่วมกับ Folin-
Ciocalteu’s reagent ปริมาตร 100 µl และ 7.5% w/v Na2CO3 ปริมาตร 80 µl เป็น blank ของ
สารละลายตัวอย่าง ค้านวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดในสารตัวอย่าง โดยน้าค่า OD 
ของ gallic acid ที่ความเข้มข้นต่างๆ มาก้าหนดจุดในกราฟระหว่างค่าความเข้มข้นของสารละลาย
มาตรฐาน (แกน x) และ OD ของ gallic acid (แกน y) จากนั้นค้านวณค่าจากสมการเส้นตรง
เปรียบเทียบค่าที่วัดได้กับกราฟมาตรฐานของ gallic acid (ภาพที่ 3.4) ให้อยู่ในหน่วย mg ของ 
gallic acid equivalents (GAE) ต่อสารสกัดชั้น ethanol 1 g (mg GAE/g dry extract) 

 

y = 0.0007x + 0.0818 
R² = 0.9962 
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ภาพที่ 3.4 กราฟมาตรฐานของ gallic acid 
 

3.5.3 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยวิธี DPPH radical scavenging activity 
การวิเคราะห์ดัดแปลงจากวิธีของ Yamasaki et al. (1994) น้าสารสกัด มา

ละลายด้วยตัวท้าละลาย absolute ethanol อัตราส่วน 1 mg/ml จากนั้นน้าไป sonicate เป็นเวลา 
1 นาที ปิเปตสารละลายตัวอย่างให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 200 100 50 และ 25 µg/ml น้า
สารละลายตัวอย่างในแต่ละความเข้มข้นปริมาตร 100 µl ใส่ลงในหลุม 96-well plate และเติม
สารละลาย DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) ปริมาตร 100 µl ท้าซ้้า 3 หลุม microplate 
ตั้งทิ้งไว้ในที่มืดนาน 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง แล้วน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 
nm ด้วยเครื่อง Microplate Reader โดยใช้สารละลายตัวอย่างความเข้มข้นต่างๆ ปริมาตร 100 µl 
และเติม absolute ethanol ปริมาตร 100 µl เป็น blank ของสารละลายตัวอย่าง และใช้ 
absolute ethanol ปริมาตร 100 µl ร่วมกับสารละลาย DPPH ปริมาตร 100 µl เป็น control 
ค้านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูล DPPH จากสมการ 

 
% inhibition = (OD control – OD sample)/(OD control ) X 100 

เมื่อ   OD control = ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม 
        OD sample = ค่าการดูดกลืนแสงของชุดทดสอบ 

ค้านวณหาค่า EC50 (ค่าความสามารถของสารสกัดที่สามารถยับยั้งอนุมูล DPPH ได้ที่ 
50% โดยน้าค่า % inhibition ที่ความเข้มข้นต่างๆ มาก้าหนดจุดในกราฟระหว่างค่าความเข้มข้นของ

y = 0.0046x - 0.0192 
R² = 0.9984 
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สารละลายมาตรฐานหรือสารสกัด (แกน x) และ % inhibition (แกน y) ค้านวณค่าจากสมการ
ลอการิทึมเปรียบเทียบค่าความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระระหว่างสารตัวอย่างกับสารละลาย
มาตรฐาน 

 
3.6 การทดลองที่ 3 ผลของ YE และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงต่อปริมาณสารทุติยภูมิ 
 

น้ายอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร
พ้ืนฐาน เป็นเวลา 6 สัปดาห์ มาตัดเป็นท่อนๆ ให้มีความยาวประมาณ 1 cm จากนั้นเพาะเลี้ยง
ชิ้นส่วนพืชดังกล่าวบนอาหารสูตรพ้ืนฐานร่วมกับ YE ความเข้มข้น 3 g/l ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่ดีที่สุด
จากการทดลองท่ี 2 วางแผนการทดลองแบบ 2X4 Factorial in CRD มี 2 ปัจจัย โดย 

ปัจจัยที่ 1 คือ ไม่เติมสารกระตุ้น และเติม YE ความเข้มข้น 3 g/l 
ปัจจัยที่ 2 คือ ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง 1 2 4 และ 6 สัปดาห์  
แต่ละสิ่งทดลองมี 3 ซ้้า แต่ละซ้้ามีจ้านวนยอดมากพอท่ีจะให้น้้าหนักแห้ง 2 g เมื่อครบ

ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง น้ายอดไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 50 oC นาน 48 ชั่วโมง ท้าการสกัดสาร 
ค้านวณ % น้้าหนักแห้งยอด % yield และวิเคราะห์หาปริมาณซาโปนินทั้งหมด สารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ตามวิธีที่ได้กล่าวไปแล้วข้างต้น 
 
3.7 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติการทดลองท่ี 1 และ 2 น้าข้อมูลมาวิเคราะห์ความ
แปรปรวน (analysis of variance) โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD ส่วนการทดลองที่ 3 วิเคราะห์
ความแปรปรวนตามวิธี 2X4 Factorial in CRD เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยวิธ ี
Dancan’s New Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใช้โปรแกรม SAS 
 
3.8 สถานที่ท าการทดลอง 
 

ห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ภาควิชาเทคโนโลยีการเกษตร คณะวิทยาศาสตร์
และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต 

ห้องปฏิบัติการหน่วยวิจัย และอาหาร สถานการแพทย์แผนไทยประยุกต์                           
คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต  
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3.9 ระยะเวลาในการทดลอง 
 

ตั้งแต่เดือนกันยายน 2558 ถึงเดือน ตุลาคม 2559 ใช้ระยะเวลา 1 ปี 2 เดือน 
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บทที่ 4 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
4.1 การทดลองที่ 1 ผลของ CW และ IAA ต่อการเพิ่มจ านวนยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica 
Prain & Burkill) ในสภาพปลอดเชื้อ 
 

จากการเพาะเลี้ยงข้อหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) บนอาหารสูตร MS 
ที่เติม AC ความเข้มข้น 0.01% BA ความเข้มข้น 2 mg/l CW ความเข้มข้น 15% และ 20% ร่วมกับ 
IAA ความเข้มข้น 0.1 0.5 1 และ 2 mg/l เปรียบเทียบกับอาหารสูตร MS ที่เติม AC ความเข้มข้น 
0.01% ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 2 mg/l และ IAA ความเข้มข้น 0.1 mg/l (สิ่งทดลองควบคุม) 
พบว่า อาหารเพาะเลี้ยงทุกสูตรสามารถชักน้าให้ตาข้างของหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & 
Burkill) พัฒนาเป็นยอดได้ โดยมีการเกิดยอด 100±0.00% ในทุกๆ สูตรอาหาร (ตารางท่ี 4.1 และ
ภาพที่ 4.1) แสดงให้เห็นว่า ตาข้างของหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) พร้อมจะพัฒนา
ไปเป็นยอดใหม่ อย่างไรก็ตาม จ้านวนยอดท่ีพัฒนา จ้านวนข้อต่อยอด และความยาวยอดพบว่า มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ โดยข้อที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม AC ความ
เข้มข้น 0.01% BA ความเข้มข้น 2 mg/l CW ความเข้มข้น 20% และ IAA ความเข้มข้น 0.1 mg/l มี
จ้านวนยอดท่ีพัฒนาสูงสุด เท่ากับ 1.85±0.11 ยอด ซึ่งไม่แตกต่างกันทางสถิติกับจ้านวนยอดท่ีพัฒนา
บนอาหารสูตร MS ที่เติม AC ความเข้มข้น 0.01% BA ความเข้มข้น 2 mg/l CW ความเข้มข้น 15% 
และ IAA ความเข้มข้น 0.1 1 และ 2 mg/l หรือ CW ความเข้มข้น 20% และ IAA ความเข้มข้น 0.5 
mg/l (ตารางท่ี 4.1) ส่วนจ้านวนข้อต่อยอด พบว่า ยอดท่ีพัฒนามีจ้านวนข้อต่อยอดสูงสุด 
(2.83±0.20) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม AC ความเข้มข้น 0.01% BA ความเข้มข้น 2 
mg/l CW ความเข้มข้น 20% และ IAA ความเข้มข้น 1 mg/l แต่ไม่แตกต่างกันทางสถิติกับอาหาร
สูตร MS ที่เติม AC ความเข้มข้น 0.01% BA ความเข้มข้น 2 mg/l และ IAA ความเข้มข้น 0.1 mg/l 
(สิ่งทดลองควบคุม) และอาหารสูตร MS ที่เติม AC ความเข้มข้น 0.01% BA ความเข้มข้น 2 mg/l 
CW ความเข้มข้น 20% และ IAA ความเข้มข้น 2 mg/l นอกจากนี้ จากการทดลองพบว่า ยอดท่ี
พัฒนาบนอาหารสูตร MS ที่เติม AC ความเข้มข้น 0.01% BA ความเข้มข้น 2 mg/l CW ความเข้มขน้ 
20% และ IAA ความเข้มข้น 1 mg/l มีความยาวยอดสูงสุด เท่ากับ 2.07±0.15 cm ซึ่งสูงกว่า และ
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับความยาวของยอดที่พัฒนาบนอาหารที่เติม CW ความเข้มข้น 
15% ทุกสูตร 
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ตารางที่ 4.1 การเกิดยอด (%) จ้านวนยอดที่พัฒนา จ้านวนข้อต่อยอด ความยาวยอด (cm) เมื่อ
เพาะเลี้ยงข้อของหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) บนอาหารสูตร MS ที่
เติม AC ความเข้มข้น 0.01%  BA ความเข้มข้น 2 mg/l CW ความเข้มข้น 15 และ 
20% ร่วมกับ IAA ความเข้มข้น 0.1 0.5 1 และ 2 mg/l เป็นเวลานาน 6 สัปดาห์ 

 

สูตร AC BA CW IAA การเกิด  จ้านวนยอดท่ี จ้านวน ความยาว 
ที ่ (%) (mg/l) (%) (mg/l) ยอด (%) พัฒนา/ข้อ ข้อ/ยอด ยอด (cm) 

1 0.01 2 - 0.1 100±0.001/ 1.30±0.11c 2.50±0.18ab 1.57±0.08bc 
2 0.01 2 15 0.1 100±0.00 1.50±0.11abc 2.33±0.16bc 1.50±0.10cd 
3 0.01 2 15 0.5 100±0.00 1.45±0.11bc 2.28±0.15bc 1.47±0.11cd 
4 0.01 2 15 1 100±0.00 1.80±0.14ab 1.96±0.08c 1.12±0.07d 
5 0.01 2 15 2 100±0.00 1.65±0.11abc 2.28±0.11bc 1.49±0.08cd 
6 0.01 2 20 0.1 100±0.00 1.85±0.11a 2.04±0.13bc 1.95±0.22ab 
7 0.01 2 20 0.5 100±0.00 1.80±0.16ab 2.06±0.11bc 1.69±0.12abc 
8 0.01 2 20 1 100±0.00 1.30±0.11c 2.83±0.20a 2.07±0.15a 
9 0.01 2 20 2 100±0.00 1.35±0.13c 2.44±0.18ab 1.73±0.15abc 

F-test ns * * * 
1/  ค่าเฉลีย่±ค่าเบีย่งเบนมาตรฐาน โดยค่าเฉลี่ยตามแนวตั้งท่ีตามดว้ยอักษรที่ต่างกันมีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยส้าคญัทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 95% ด้วยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 

*  มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสา้คัญทางสถิต ิ

ns ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนยัส้าคญัทางสถิต ิ

 
จากการทดลองแสดงให้เห็นว่า CW และ IAA มีผลต่อจ้านวนยอดท่ีพัฒนา จ้านวนข้อ

ต่อยอด และความยาวยอด ถึงแม้ว่าการเพาะเลี้ยงยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) 
ในสูตรอาหารที่เติม CW จะส่งผลดีต่อการพัฒนาของยอดเพียงเล็กน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับอาหาร
สูตรที่ไม่มี CW (สิ่งทดลองควบคุม) แต่ยอดที่พัฒนามีความแข็งแรง (ภาพที่ 4.2) และสามารถย้าย
เลี้ยง (subculture) ได้ง่าย ทั้งนี้อาจเนื่องจากใน CW มี zeatin ซึ่งเป็นฮอร์โมนพืชในปริมาณมาก 
(วราภรณ์, 2553) นอกจากนี้ยังมี ออกซิน ไซโทไคนิน และจิบเบอเรลลิน (gibberellins) (ปรียา, 
2556) รวมถึงมสีารประกอบชนิดอื่นจ้านวนมาก เช่น กรดอะมิโน กรดอินทรีย์ กรดนิวคลีอิก พิวรีน 
(purine) น้้าตาล น้้าตาลแอลกอฮอล์ วิตามิน และธาตุอาหาร เป็นต้น (Uphade et al., 2008) จึง
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของยอดได้ ซึ่งจากการทดลองนี้ CW ความเข้มข้น 20% ให้ผลดีต่อการ
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เจริญเติบโตของยอดในแง่ของความยาวยอด สอดคล้องกับรายงานการเพ่ิมจ้านวนยอดของเฮเซลนัท 
(C. avellana L.) ทีพ่บว่า ข้อที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½DKW ที่เติม CW ความเข้มข้น 20% BAP 
ความเข้มข้น 2 mg/l IAA ความเข้มข้น 0.01 mg/l และ GA3 ความเข้มข้น 0.5 mg/l สามารถเพ่ิม
จ้านวนยอดต่อชิ้นส่วนพืชได้สูงสุด (Prando et al., 2014) และในกีวี (A. deliciosa) พบว่า ยอดท่ี
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม CW ความเข้มข้น 20% ร่วมกับ BAP ความเข้มข้น 2 mg/l มี
ความยาวยอด จ้านวนยอด และจ้านวนข้อสูงสุด (Nasib et al., 2008) ซึ่งความเขม้ข้นของ CW ที่ใช้
เพ่ือเพ่ิมจ้านวนยอดในพืชแต่ละชนิดก็จะแตกต่างกันไป เช่น ข้าวเย็นเหนือ (S. corbularia) สามารถ
เพ่ิมจ้านวนยอดได้ดีบนอาหารสูตร ½MS ที่เติม CW ความเข้มข้น 15% และ BA ความเข้มข้น 1 
mg/l หรืออาหารสูตร MS ที่เติม CW ความเข้มข้น 15% BA ความเข้มข้น 1 mg/l และ IAA ความ
เข้มข้น 0.5-1 mg/l (Jirakiattikul et al., 2013) และในมะกอก (O. europaea L.) สามารถเพ่ิม
จ้านวนยอดได้ดีบนอาหารสูตร olive medium ที่เติม CW ความเข้มข้น 5% และ BAP ความเข้มข้น 
8.87 µM (Peixe et al., 2007) 
 

 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 4.1 ลักษณะของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่เพาะเลี้ยงในสภาพ
ปลอดเชื้อ เป็นเวลานาน 6 สัปดาห์ บนอาหารสูตรต่างๆ 

MS+2BA+0.1IAA MS+2BA+15%CW+ 
0.1IAA 

 

MS+2BA+20%CW+ 
2IAA 

 

MS+2BA+20%CW+ 
1IAA 

 

MS+2BA+20%CW+ 
0.5IAA 

 

MS+2BA+20%CW+ 
0.1IAA 

 

MS+2BA+15%CW+ 
0.5IAA 

 

MS+2BA+15%CW+ 
1IAA 

 

MS+2BA+15%CW+ 
2IAA 
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ภาพที่ 4.2 ยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่พัฒนาบนอาหาร A) สิ่งทดลอง
ควบคุม สูตร MS ที่เติม 0.01% AC 2 mg/l BA และ 0.1 mg/l IAA B) สูตร MS ที่เติม 
0.01% AC 2 mg/l BA 20% CW และ 0.1 mg/l IAA เป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

 
จากการทดลองนี้ พบว่า จ้านวนยอดท่ีพัฒนาให้ผลดีเมื่อเติม CW ความเข้มข้น 20% 

ร่วมกับ IAA ความเข้มข้นต่้า (0.1 และ 0.5 mg/l) โดย IAA เป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่ม
ออกซิน ท้าหน้าที่ในการกระตุ้นการเจริญเติบโตให้มีการแบ่งและยืดตัวของเซลล์ (ค้านูณ, 2542; ชวน
พิศ, 2544) ออกซินที่สร้างบริเวณปลายยอดจะควบคุมการแตกตาข้าง ส่งเสริมหรือชักน้าการแบ่ง
เซลล์ การเปลี่ยนสภาพของเซลล์ (รังสฤษดิ์, 2545) การเติมออกซินที่ความเข้มข้นต่้ากว่าไซโทไคนิน
ในอาหารเพาะเลี้ยงสามารถส่งเสริมการเกิดยอดของพืชในสภาพปลอดเชื้อได้ (Venkatachalam et 
al., 2015) ซึ่งการเติม IAA หรือออกซินชนิดอ่ืนลงในอาหารเพาะเลี้ยงเพ่ือเพ่ิมจ้านวนยอดนั้นได้มี
รายงานใน Dioscorea ชนิด (species) อ่ืนด้วย เช่น D. zingiberensis C.H. Wright พบว่า ข้อ
สามารถพัฒนาไปเป็นยอดได้ดี เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ½MS น้้าตาลซูโครส 20 g/l ที่เติม NAA 
ความเข้มข้น 1.1 µM และ BAP ความเข้มข้น 4.4 µM เป็นเวลา 20 วัน (Chen et al., 2003) หรือ
ใน D. opposita เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 0.5-1.0 mg/l และ NAA 
ความเข้มข้น 1.0 mg/l (Shin et al., 2004) 

จากผลการทดลอง พบว่า อาหารสูตร MS ที่เติม AC ความเข้มข้น 0.01% BA ความ
เข้มข้น 2 mg/l CW ความเข้มข้น 15% และ IAA ความเข้มข้น 1 และ 2 mg/l หรือ เติม CW ความ
เข้มข้น 20% ร่วมกับ IAA ความเข้มข้น 0.1 mg/l เหมาะสมที่จะน้าไปใช้ในการเพ่ิมจ้านวนของหัว
ข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) โดยน้าค่าของจ้านวนยอดที่พัฒนาคูณกับจ้านวนข้อต่อ
ยอดตามที่ได้รายงานโดย Jirakiattikul et al. (2013) (ตารางที่ 4.2)  อย่างไรก็ตาม ยอดที่พัฒนาบน
อาหารที่เติม CW ความเข้มข้น 20% มีความยาวยอดสูงกว่ายอดท่ีพัฒนาบนอาหารที่มี CW ความ
เข้มข้น 15% จึงท้าให้ย้ายเลี้ยงได้ง่าย รวมถึงสามารถน้ายอดไปชักน้าให้เกิดรากได้โดยไม่ต้องเพ่ิม

A B 
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ขั้นตอนในการท้าให้ยอดยืดยาว อย่างไรก็ตาม การใช้ IAA ความเข้มข้น 0.1 mg/l จะช่วยลดต้นทุน
ในการผลิต เนื่องจากใช้ IAA ในความเข้มข้นที่น้อยกว่า แต่ให้ผลไม่แตกต่างกันในแง่ของอัตราการเพ่ิม
จ้านวนยอด การศึกษาครั้งนี้จึงสามารถสรุปได้ว่า อาหารสูตร MS ที่เติม AC ความเข้มข้น 0.01% 
CW ความเข้มข้น 20% BA ความเข้มข้น 2 mg/l และ IAA ความเข้มข้น 0.1 mg/l เหมาะสมต่อการ
เพ่ิมจ้านวนยอดของหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ซึ่งอาหารสูตรนี้จะน้าไปใช้ในการ
ทดลองที่ 2 และ 3 ต่อไป โดยจะเรียกอาหารสูตรนี้ในการทดลองต่อไปว่าอาหารสูตรพื้นฐาน 
 
ตารางท่ี 4.2 อัตราการเพ่ิมจ้านวนยอดของหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) บนอาหาร

สูตร MS ที่เติม AC ความเข้มข้น 0.01%  BA ความเข้มข้น 2 mg/l CW ความเข้มข้น 
15 และ 20% ร่วมกับ IAA ความเข้มข้น 0.1 0.5 1 และ 2 mg/l เป็นเวลานาน 6 
สัปดาห์ 

 

สูตรที ่
สูตรอาหาร อัตราการเพ่ิม

จ้านวนยอด AC (%) BA (mg/l) CW (%) IAA (mg/l) 

1 0.01 2 - 0.1 3.05±0.18 
2 0.01 2 15 0.1 3.20±0.14 
3 0.01 2 15 0.5 3.10±0.18 
4 0.01 2 15 1 3.45±0.26 
5 0.01 2 15 2 3.60±0.20 
6 0.01 2 20 0.1 3.55±0.20 
7 0.01 2 20 0.5 3.35±0.24 
8 0.01 2 20 1 3.00±0.13 
9 0.01 2 20 2 3.31±0.16 

F-test ns 
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4.2 การทดลองที่ 2 ผลของ JA และ YE ความเข้มข้นต่างๆ ต่อปริมาณสารทุติยภูมิ 
 

4.2.1 น้ าหนักสดและแห้งยอด 
จากการทดลองพบว่า ยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่

พัฒนาบนอาหารสูตรพื้นฐานที่เติม JA ความเข้มข้น 50 100 และ 150 µM และ YE ความเข้มข้น 2 
3 และ 4 g/l และยอดที่พัฒนาบนอาหารสูตรพ้ืนฐานที่ไม่เติมสารกระตุ้น (สิ่งทดลองควบคุม) เป็น
เวลา 4 สัปดาห์ มีน้้าหนักสดและแห้งยอดแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญยิ่งทางสถิติ (ภาพที่ 4.3 4.4 
4.5 และตารางที่ 4.3) โดยยอดที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรพ้ืนฐานที่เติม JA ความเข้มข้น 50 และ 100 
µM มีน้้าหนักสดและแห้งยอดสูงสุดเท่ากับ 49.01±2.25 และ 48.43±1.62 mg และ 8.14±0.45 
และ 8.36±0.36 mg ตามล้าดับ ซึ่งมากกว่าอย่างมีนัยส้าคัญยิ่งทางสถิติกับน้้าหนักสดและแห้งยอด
ของสิ่งทดลองควบคุม (43.59±0.65 mg และ 7.19±0.21 mg ตามล้าดับ) แต่เมื่อเพาะเลี้ยงยอดบน
อาหารสูตรพ้ืนฐานที่มี JA ความเข้มข้นสูงขึ้น (150 µM) พบว่า น้้าหนักสดและแห้งยอดลดลงอย่างมี
นัยส้าคัญยิ่งทางสถิติ แสดงให้เห็นว่า JA ที่ความเข้มข้นเหมาะสมส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช แต่
หากความเข้มข้นของ JA สูงเกินไปจะส่งผลในทางลบต่อการเจริญเติบโตของพืช ผลการทดลองนี้
สอดคล้องกับ Yu et al. (2002) ทีร่ายงานว่า ในการเพาะเลี้ยงรากพิเศษของ P. ginseng ด้วยอาหาร
ที่มี JA ความเข้มข้น 0-10 mg/l พบว่า น้้าหนักสดและแห้งของรากลดลงเมื่อความเข้มข้นของ JA 
เพ่ิมข้ึน โดยน้้าหนักสดและแห้งมีค่าน้อยที่สุด (4.67±0.09 และ 0.41±0.01 g ตามล้าดับ) เมื่อเติม JA 
ความเข้มข้น 10 mg/l ในขณะที่รากของสิ่งทดลองควบคุมมีน้้าหนักสดและแห้งเท่ากับ 16.15±0.03 
และ 1.47±0.07 g ตามล้าดับ  

ส่วนอาหารสูตรพ้ืนฐานที่เติม YE ความเข้มข้นต่างๆ พบว่า ยอดของหัวข้าวเย็น 
(D. birmanica Prain & Burkill) มีน้้าหนักสด (28.87±1.01 – 30.50±0.41 mg) และแห้ง 
(4.45±0.11 – 5.23±0.13 mg) น้อยกว่าสิ่งทดลองควบคุม และยอดที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร
พ้ืนฐานที่เติม JA ทุกความเข้มข้นอย่างมีนัยส้าคัญยิ่งทางสถิติ (ภาพท่ี 4.4 4.5 และตารางท่ี 4.3) 
แสดงให้เห็นว่า YE มีผลกระทบในทางลบต่อการเจริญเติบโตของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica 
Prain & Burkill) เช่นเดียวกนักับ JA ที่ความเข้มข้นสูง ทั้งนี้อาจเนื่องจาก JA และ YE มีผลต่อการดูด
น้้า และการสะสมน้้าในเซลล์ของพืช รวมถึงมีผลต่อกระบวนการเมตาบอลิซึม ดังที่ Chong et al. 
(2005) และ Yu et al. (2002) ไดก้ล่าวไว้ว่า การที่น้้าหนักยอดหรือเซลล์ลดลง อาจเนื่องมาจากสาร
กระตุ้นบางชนิดมีผลท้าให้กระบวนการเมตาบอลิซึมของสารทุติยภูมิเกิดการเปลี่ยนแปลงกะทันหัน จึง
ท้าให้กระบวนการเมตาบอลิซึมของสารประกอบปฐมภูมิลดลง ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคล้องกับการ
เพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยของ Salvia miltiorrhiza ในอาหารที่เติม YE ความเข้มข้น 0.25-10% 
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(v/v) เป็นเวลา 16 วัน พบว่า YE ทุกความเข้มข้นท้าให้น้้าหนักแห้งของเซลล์แขวนลอยลดลงเมื่อ
เปรียบเทียบกับสิ่งทดลองควบคุม (Chen and Chen, 2000) 

 

 
 

 

 

ภาพที่ 4.3 ยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรพ้ืนฐานที่
เติม และไม่เติมสารกระตุ้น (สิ่งทดลองควบคุม) เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
 
4.2.2 % น้ าหนักแห้ง 

จากการน้าค่าน้้าหนักสด และน้้าหนักแห้งมาหาค่า % น้้าหนักแห้งของยอดหัว
ข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรพื้นฐานที่เติม และไมเ่ติมสาร
กระตุ้น เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า % น้้าหนักแห้งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิต ิ โดย
ยอดท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรพื้นฐานที่เติม JA ความเข้มข้น 150 µM มี % น้้าหนักแห้งสูงที่สุด 
เท่ากับ 17.52±0.36% ซ่ึงแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับค่าดังกล่าวของยอดที่เพาะเลี้ยงบน
อาหารที่เติม YE ความเข้มข้น 2 และ 3 g/l ที่มี % น้้าหนักแห้งน้อยที่สุด เท่ากับ 15.44±0.26 และ 

     YE 2 g/l                 YE 3 g/l               YE 4 g/l 

สิ่งทดลองควบคุม          JA 50 µM             JA 100 µM          JA 150 µM สิ่งทดลองควบคุม          JA 50 µM             JA 100 µM          JA 150 µM 
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15.79±0.17% ตามล้าดับ (ภาพที่ 4.6 และตารางที่ 4.3) แสดงให้เห็นว่ายอดที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่
เติม YE ความเข้มข้น 2 และ 3 g/l มีการเจริญเติบโตน้อยกว่ายอดท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรอ่ืน  
 

 
 

ภาพที่ 4.4 น้้าหนักสดของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) เมื่อเพาะเลี้ยงบน
อาหารที่เติม JA ความเข้มข้น 50 100 150 µM และ YE ความเข้มข้น 2 3 4 g/l เป็น
เวลา 4 สัปดาห์ 

 

 
 

ภาพที่ 4.5 น้้าหนักแห้งของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) เมื่อเพาะเลี้ยงบน
อาหารที่เติม JA ความเข้มข้น 50 100 150 µM และ YE ความเข้มข้น 2 3 4 g/l เป็น
เวลา 4 สัปดาห์ 

b 
a a 

c 

d d d 

0

15

30

45

60

control 50 µM JA 100 µM JA 150 µM JA 2 g/l YE 3 g/l YE 4 g/l YE

น้้าหนักสด (mg) 

ชนิดและความเข้มข้นของสารกระตุน้ 

b 
a a 

b 

c c c 

0

3

6

9

12

control 50 µM JA 100 µM JA 150 µM JA 2 g/l YE 3 g/l YE 4 g/l YE

น้้าหนักแห้ง (mg) 

ชนิดและความเข้มข้นของสารกระตุน้ 



Ref. code: 25595709032527ELH

45 

 

 
 

ภาพที่ 4.6 % น้้าหนักแห้งของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) เมื่อเพาะเลี้ยงบน
อาหารที่เติม JA ความเข้มข้น 50 100 150 µM และ YE ความเข้มข้น 2 3 4 g/l เป็น
เวลา 4 สัปดาห์ 

 
4.2.3 % yield 

จากการน้ายอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่เพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตรพื้นฐานที่เติม JA และ YE ความเข้มข้นต่างๆ ในสภาพปลอดเชื้อเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์
มาท้าการสกัดสาร พบว่า ยอดที่พัฒนาบนอาหารสูตรพื้นฐานที่มี YE ทุกความเข้มข้นมี % yield สูง
กว่ายอดท่ีพัฒนาบนสูตรอาหารพื้นฐานที่มี  JA  ทุกความเข้มข้น  และสิ่งทดลองควบคุม (ภาพที่ 4.7 
และตารางที่ 4.3) โดยยอดที่พัฒนาบนอาหารสูตรพื้นฐานที่มี YE ความเข้มข้น 2 g/l มี % yield 
สูงสุด เท่ากับ 17.01±0.49% ซึ่งแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญยิ่งกับ % yield ของสิ่งทดลองอ่ืน ส่วน
ยอดท่ีพัฒนาบนอาหารสูตรพื้นฐานที่มี JA ความเข้มข้น 50-150 µM มี % yield ต่้าที่สุดเท่ากับ 
7.55±0.71 – 8.21±0.81% ในขณะที่สิ่งทดลองควบคุมมี % yield เท่ากับ 11.56±0.11% จาก
รายงานการทดลองของ Jaiarree (2010) พบว่า เมื่อน้าเหง้าหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & 
Burkill)  1 kg มาสกัดมี % yield เท่ากับ 11.13% ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกันกับ % yield ของสิ่งทดลอง
ควบคุมในการศึกษาครั้งนี้ อย่างไรก็ตาม ในเหง้าหัวแม่ และเหง้าหัวลูกที่รายงานโดยปิยาภัทร์ (2556) 
พบว่า มี % yield เท่ากับ 6.32±0.36% และ 2.21±0.48 – 2.91±0.60% ตามล้าดับ ส่วนยอดอายุ 
2 เดือนที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อทีมี่น้้าหนักแห้งยอดก่อนสกัด 2 g มี % yield เท่ากับ 
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3.75±0.57% (อรอุมา,  2556) แสดงให้เห็นว่า การกระตุ้นยอดในสภาพปลอดเชื้อด้วย YE ส่งผลให้มี 
% yield เพ่ิมข้ึน 
 

 
 
ภาพที่ 4.7 % yield ของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหาร

ที่เติม JA ความเข้มข้น 50 100 150 µM และ YE ความเข้มข้น 2 3 4 g/l เป็นเวลา 4 
สัปดาห์ 

 
4.2.4 ปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด 

การเติม JA และ YE ลงในอาหารเพาะเลี้ยงส่งผลให้ยอดมีการสร้าง และ
สามารถสารซาโปนินในปริมาณท่ีแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญยิ่งทางสถิติ โดยปริมาณสารซาโปนิน
ทั้งหมดสูงสุดเมื่อยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) พัฒนาบนอาหารสูตรพ้ืนฐานที่
เติม YE ความเข้มข้น 3 และ 4 g/l มีค่าเท่ากับ 1.25±0.07 และ 1.18±0.06 mg diosgenin/g dry 
extract ตามล้าดับ ซึ่งมีค่าสูงกว่าปริมาณซาโปนินทั้งหมดของสิ่งทดลองควบคุมเท่ากับ 1.99 และ 
1.87 เท่า (ภาพที่ 4.8 และตารางที่ 4.3) หากอาหารเพาะเลี้ยงมี YE ความเข้มข้นลดลง คือ 2 g/l 
พบว่า ยอดมีการสร้างและสะสมสารซาโปนินทั้งหมดลดลงเท่ากับ 0.61±0.01 mg diosgenin/g dry 
extract ซ่ึงไม่แตกต่างกันทางสถิติกับปริมาณซาโปนินทั้งหมดที่ได้จากยอดของสิ่งทดลองควบคุม 
(0.63±0.05 mg diosgenin/g dry extract) ส่วนยอดที่พัฒนาบนอาหารสูตรพ้ืนฐานที่เติม JA ความ
เข้มข้น 50 และ 100 µM มีปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด เท่ากับ 1.02±0.09 และ 0.95±0.05 mg 
diosgenin/g dry extract ตามล้าดับ โดยมีค่าสูงกว่าปริมาณสารซาโปนินทั้งหมดของสิ่งทดลอง
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ควบคุม 1.61 และ 1.51 เท่า การเติม JA ที่ความเข้มข้นสูง (150 µM) ไม่มีผลต่อการสร้างและสะสม
สารซาโปนินทั้งหมด โดยยอดมีปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด 0.55±0.07 mg diosgenin/g dry 
extract ซึ่งไม่แตกต่างกันทางสถิติกับค่าดังกล่าวของสิ่งทดลองควบคุม 
 

 
 
ภาพที่ 4.8 ปริมาณสารซาโปนินทั้งหมดของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) เมื่อ

เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม JA ความเข้มข้น 50 100 150 µM และ YE ความเข้มข้น 2 3 
4 g/l เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

 
จากการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า YE มีประสิทธิภาพในการกระตุ้นให้ยอดของ

หัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) สร้าง และสะสมสารซาโปนินทั้งหมดได้ดีกว่า JA โดย 
YE ที่ความเข้มข้น 3 และ 4 g/l มีประสิทธิภาพดีที่สุด ซึ่งจากผลการทดลองนี้สนับสนุน วราภรณ ์
(2551) ที่กล่าวไว้ว่า สารกระตุ้นแต่ละชนิดจะมีผลท้าให้การสร้างสารทุติยภูมิเพ่ิมข้ึน การตอบสนอง
ของพืชจะแตกต่างกันไปขึ้นกับชนิดของสารกระตุ้น โดยประสิทธิภาพของสารกระตุ้นขึ้นอยู่กับความ
เข้มข้นของสารกระตุ้นที่ใช้ มีรายงานในพืชสมุนไพรหลายชนิดที่พบว่า YE มีประสิทธิภาพในการ
กระตุ้นให้มีการสร้าง และสะสมสารทุตยิภูมิได้ เช่น การเติม YE ความเข้มข้น 0.5-3.0 g/l ลงใน
อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอย P. ginseng C.A. Meyer เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์นาน 0 5 10 และ 15 
วัน และเพาะเลี้ยงต่อไปอีกเป็นเวลา 25 วันหลังจากเตมิ YE เปรียบเทียบกับเซลล์แขวนลอยที่
เพาะเลี้ยงนาน 0 วัน ในอาหารที่ไม่มี YE เป็นเวลา 25 วนั (สิ่งทดลองควบคุม) พบว่า การเติม YE 
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ความเข้มข้น 3 g/l เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์นาน 0 วัน มีปริมาณสารซาโปนินเพิ่มขึ้นสูงสุด เท่ากับ 1.61% 
หรือ 20 เท่าของสิ่งทดลองควบคุม (Lu et al., 2001) หรือใน Kamonwannasit et al. (2008) 
ศึกษาการเพาะเลี้ยงยอดของ B. monnieri L. และกระตุ้นด้วย YE ความเข้มข้น 2 mg/ml พบว่า 
สามารถเพ่ิมปริมาณสาร pseudojujubogenin glycosides เท่ากับ 40.05±2.37 mg/g DW ซึ่งสูง
ถึง 6 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับสิ่งทดลองควบคุม หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 7 วนั นอกจากนี้ 
Hasanloo et al. (2009) พบว่า การเพาะเลี้ยงเซลล์รากขนของ S. marianum L. ในอาหารที่เติม 
YE ความเข้มข้น 2.5 mg/ml เป็นเวลา 72 ชั่วโมง พบว่า สามารถเพ่ิมการสะสมสาร silymarin ได้สูง
กว่าสิ่งทดลองควบคุม โดยมีค่าเท่ากับ 0.476 mg/g DW การที่ YE สามารถกระตุ้นให้พืชสมุนไพร
สร้าง และสะสมสารทุติยภูมิได้นั้น เนื่องจาก YE จะกระตุ้นให้พืชมีความต้านทานเพ่ิมขึ้นเพื่อป้องกัน
ตนเองจากโรคพืช ความต้านทานของพืชถูกเหนี่ยวน้าให้สร้างสารบางชนิด โดยโมเลกุลของพืชที่ท้า
หน้าที่เป็นตัวตอบสนองการกระตุ้น (pattern recognition receptor; PRR) สามารถตรวจจับ
โมเลกุลจากเชื้อสาเหตุโรคพืช (pathogen-associated molecular pattern; PAMP) เช่น โปรตีน
แฟลกเจลลิน (flagellin) องค์ประกอบของผนังเซลล์ของแบคทีเรีย (lipopolysaccharide) หรือ
องค์ประกอบของผนังเซลล์เชื้อรา (chitin) (Thomma et al., 2011) จึงท้าให้เกิดการตอบสนองใน
แบบต่างๆ ทั้งการป้องกันพืชและการก้าจัดเชื้อสาเหตุ โดยพืชจะสังเคราะห์สารบางชนิดให้มีปริมาณ
เพ่ิมข้ึน และเพียงพอที่จะก้าจัดเชื้อสาเหตุได้ (Lucas, 1998) เช่น การสังเคราะห์สารไฟโตอเล็กซิน 
(phytoalexin) ที่เป็นสารประกอบในกลุ่มฟีนอลิก เทอร์ปีนอยด์ และอาลิพาติกส์ ที่มีคุณสมบัติเป็น
พิษต่อจุลินทรีย์ (Buchanan et al., 2000)  

4.2.5 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด 
จากการทดลองพบว่า ยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) มี

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรพ้ืนฐานที่เติม JA ความเข้มข้น 
50 และ 100 µM โดยมีค่าเท่ากับ  79.64±3.42 และ 80.66±3.59 mg GAE/g dry extract 
ตามล้าดับ (ภาพที่ 4.9 และตารางที่ 4.3) ซึ่งไม่แตกต่างกันทางสถิติกับค่าดังกล่าวของยอดที่พัฒนา
บนอาหารสูตรพื้นฐานที่ไม่เติมสารกระตุ้น (78.21±3.06 mg GAE/g dry extract) และเติม YE ความ
เข้มข้น 4 g/l (74.01±2.43 mg GAE/g dry extract) แต่ยอดที่พัฒนาบนอาหารสูตรพ้ืนฐานที่เติม 
JA ความเข้มข้น 150 µM หรือ YE ความเข้มข้น 2 และ 3 g/l พบว่า มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมดน้อยกว่าค่าดังกล่าวของสิ่งทดลองควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ จากผลการทดลองแสดง
ให้เห็นว่าการเติม JA ความเข้มข้นสูง (150 µM) และ YE ความเข้มข้นต่้า (2 และ 3 g/l) ส่งผลให้
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดลดลงหรือน้อยกว่าสิ่งทดลองควบคุม  
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ภาพที่ 4.9 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & 
Burkill) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม JA ความเข้มข้น 50, 100, 150 µM และ YE 
ความเข้มข้น 2, 3, 4 g/l เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

 
4.2.6 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (EC50) 

การเติม JA และ YE ลงในอาหารเพาะเลี้ยง ส่งผลต่อฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของ
ยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) แตกต่างกัน โดยพบว่า ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH มีฤทธิ์ดีที่สุดเมื่อยอดพัฒนาบนอาหารสูตรพ้ืนฐานที่เติม JA ความเข้มข้น 50 และ 100 µM มี
ค่า EC50 เท่ากับ 17.94±0.46 และ 18.98±0.44 µg/ml ตามล้าดับ (ภาพที่ 4.10 และตารางที่ 4.3) 
ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญยิ่งทางสถิติกับค่า EC50 ของยอดท่ีพัฒนาบนอาหารสูตรพื้นฐานที่ไม่เติม
สารกระตุ้น (สิ่งทดลองควบคุม) และเติม JA ความเข้มข้น 150 µM และ YE ทุกความเข้มข้น โดยผล
การทดลองเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของยอดเมื่อได้รับสารกระตุ้น 

จากผลการทดลองในส่วนของปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ DPPH นี้จะเห็นได้ว่า JA ความเข้มข้น 50 และ 100 µM สามารถกระตุ้นให้ยอดหัว
ข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) สร้างและสะสมสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดให้เพ่ิมขึ้นได้
เล็กน้อย และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีขึ้น สอดคล้องกับการทดลองของ Rungruang et al. (2015) ที่
กระตุ้นเซลล์แขวนลอยของถั่วเหลืองด้วย MeJA ซึ่งเป็นสารกระตุ้นในกลุ่มเดียวกันกับ JA ที่ความ
เข้มข้น 0 50 100 150 และ 200 µM พบว่า ทุกความเข้มข้นของ MeJA ยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เซลล์แขวนลอย แต่มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH เพ่ิมสูงขึ้น โดย
การเติม MeJA ความเข้มข้น 50 µM ส่งผลให้เซลล์แขวนลอยมปีริมาณสารประกอบฟีนอลิกเพ่ิมขึ้น
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สูงสุด เท่ากับ 81.16 mg GAE/ 100 g DW และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีที่สุด เท่ากับ 86.11 µg TE/ 
100 g DW อย่างไรก็ตาม จากการศึกษาของ Jirakiattikul et al. (2016) ได้ท้าการเพาะเลี้ยงยอด
ของหัวข้าวเย็นใต้ (D. membranacea Pierre ex Prain & Burkill) ซึ่งเป็นพืชใน genus และ 
section เดียวกันกับหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่ท้าการศึกษาในครั้งนี้บนอาหาร
เพาะเลี้ยงที่เติม JA ความเข้มข้น 100 250 500 µM เป็นเวลา 3 สัปดาห์ พบว่า ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของยอดท่ีได้รับ JA ไมม่ีความแตกต่างกันทาง
สถิติกับสิ่งทดลองควบคุม แสดงให้เห็นว่า การตอบสนองของสารกระตุ้นในการสร้างสารทุติยภูมิของ
พืชแต่ละชนิดก็จะแตกต่างกันไป 
 

 
 

ภาพที่ 4.10 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (EC50) ของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & 
Burkill) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม JA ความเข้มข้น 50 100 150 µM และ YE 
ความเข้มข้น 2 3 4 g/l เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

 
นอกจากนี้ จากผลการทดลองที่พบว่า การเติม YE ลงในอาหารเพาะเลี้ยงยอด

หัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ส่งผลให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ลดน้อยลงกว่าสิ่งทดลองควบคุม ในขณะที่ YE ส่งผลต่อการเพ่ิมปริมาณสาร        
ซาโปนินทั้งหมดในพืชชนิดนี้ ทั้งนีอ้าจเนื่องจากกลไกในการกระตุ้นของ YE ไม่เก่ียวข้องกับการสร้าง
และสะสมสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด จึงส่งผลต่อฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วย ซึ่งสอดคล้องกับ Lim et 
al. (2013) ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ของ Orthosiphon stamineus โดยใช้สารกระตุ้นทั้งหมด 5 ชนิด 
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คือ NaCl sucrose caseinhydrolysate YE และ chitosan พบว่า NaCl caseinhydrolysate และ 
YE ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดได้ นอกจากนี ้ Gabr et al. (2016) ได้
เพาะเลี้ยงแคลลัสที่เกิดจากชิ้นส่วนใบของ S. marianum L. บนอาหารที่มี chitosan ความเข้มข้น 
200-800 mg/l SA ความเข้มข้น 10-40 mg/l และ MeJA ความเข้มข้น 20-80 mg/l เป็นเวลา 14 
วัน พบว่า MeJA ความเข้มข้น 20 mg/l ส่งผลให้แคลลัสมีปริมาณ total silymarin (13.59±0.88 
µg/g DW) สูงกว่าสารกระตุ้นชนิดอื่น และสิ่งทดลองควบคุม (3.70±0.33 – 12.77±0.47 µg/g DW) 
อย่างไรก็ตาม ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของแคลลัสที่
ได้รับสารกระตุ้นทั้ง 3 ชนิดทุกความเข้มข้นมีค่าต่้ากว่าสิ่งทดลองควบคุม ซึ่งจะเห็นได้ว่า การเพ่ิมข้ึน
ของปริมาณสารทุติยภูมิที่ต้องการอาจไม่สัมพันธ์กับปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ 

ดังนั้นจากการทดลองนี้จึงกล่าวได้ว่า YE สามารถกระตุ้นสารทุติยภูมิในกลุ่ม
ไตร-เทอร์ปีนอยด์ซาโปนิน สว่น JA สามารถกระตุ้นการสร้างสารในกลุ่มฟีนอลิก (ตารางที่ 4.3) แต่
เนื่องจากสารซาโปนินทั้งหมดเป็นสารทุติยภูมิที่ส้าคัญของหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & 
Burkill) จึงควรใช้ YE ความเข้มข้น 3 g/l ในการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนข้อหรือยอดหัวข้าวเย็น (D. 
birmanica Prain & Burkill) เพ่ือเพ่ิมปริมาณสารทุติยภูมิ อย่างไรก็ตาม การตอบสนองของพืชใน
การสร้างสารทุติยภูมินั้น นอกจากจะขึ้นอยู่กับชนิดและความเข้มข้นของสารกระตุ้นแล้ว ยังขึ้นอยู่กับ
ระยะเวลาในการได้รับสารกระตุ้นด้วย (วราภรณ์, 2551) จึงจ้าเป็นต้องศึกษาถึงระยะเวลาในการ
ได้รับ YE หรือระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงต่อปริมาณสารทุติยภูมิต่อไปในการทดลองที่ 3   
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ตารางท่ี 4.3 น้้าหนักสด น้้าหนักแห้ง % yield ปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของยอดหัว
ข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

 

1/  ค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยคา่เฉลีย่ตามแนวตั้งที่ตามด้วยอักษรที่ต่างกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 95% ด้วยวิธี Duncan’s New 

Multiple Range Test (DMRT) 

*  มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสา้คัญทางสถิต ิ(P<0.05)  

**  มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสา้คัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) 

 

สาร
กระตุ้น 

ความ
เข้มข้น 

น้้าหนักสด/ 
ยอด (mg) 

น้้าหนักแห้ง/ 
ยอด (mg) 

% น้้าหนัก
แห้ง 

% yield 
ซาโปนิน (mg diosgenin 

/g dry extract) 
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
(mg GAE/g dry extract) 

EC50 
(µg/ml) 

- - 43.59±0.681/b 7.19±0.21b 16.53±0.74ab 11.56±0.11d 0.63±0.05d 78.21±3.06ab 28.73±3.06d 
JA 50 µM 49.01±2.25a 8.14±0.45a 16.59±0.15ab 7.67±0.07e 1.01±0.09bc 79.64±3.42a 17.94±3.42f 
 100 µM 48.43±1.62a 8.36±0.36a 17.25±0.23a 7.55±0.71e 0.95±0.05c 80.66±3.59a 18.98±3.59f 
 150 µM 38.29±0.90c 6.71±0.28b 17.52±0.36a 8.21±0.81e 0.55±0.07d 66.14±2.72c 22.49±2.72e 

YE 2 g/l 28.87±1.01d 4.45±0.11d 15.44±0.26b 17.01±0.49a 0.61±0.01d 69.82±2.25bc 53.66±2.25a 
 3 g/l 28.96±0.39d 4.58±0.11d 15.79±0.17b 15.66±0.68b 1.25±0.07a 70.32±0.14bc 44.88±0.14b 
 4 g/l 30.50±0.41d 5.23±0.13d 17.16±0.43a 14.59±0.46c 1.18±0.06ab 74.01±2.43abc 35.76±2.43c 

F-test ** ** * ** ** * ** 
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4.3 การทดลองท่ี 3 ผลของ YE และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงต่อปริมาณสารทุติยภูมิ 
 

4.3.1 น้ าหนักสดและแห้งยอด 
ยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่พัฒนาบนอาหารสูตร

พ้ืนฐานที่เติมหรือไม่เติม YE ความเข้นข้น 3 g/l เป็นเวลา 1 2 4 และ 6 สัปดาห์ พบว่า มีปฏิสัมพันธ์
ระหว่างการเติม YE และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงต่อน้้าหนักสดและแห้งยอดของหัวข้าวเย็น (D. 
birmanica Prain & Burkill) (ภาพที่ 4.11 4.12 4.13 และตารางผนวกท่ี ง.1) โดยยอดหัวข้าวเย็น 
(D. birmanica Prain &  Burkill) ที่พัฒนาบนอาหารสูตรพื้นฐานที่ไม่ได้รับ YE เป็นระยะเวลา 6 
สัปดาห์ มีน้้าหนักสด (46.65±2.67 mg) และแห้ง (8.63±0.41 mg) สูงสุด ซึ่งแตกต่างอย่างมี
นัยส้าคัญยิ่งทางสถิติกับค่าดังกล่าวของสิ่งทดลองอ่ืน ส่วนยอดท่ีไม่ได้รับ YE ที่เพาะเลี้ยงนาน 1 
สัปดาห์ และได้รับ YE นาน 1-2 สัปดาห์ มีน้้าหนักสดและแห้งยอดน้อยที่สุด จากผลการทดลองแสดง
ให้เห็นว่า การที่พืชเจริญเติบโตบนอาหารเพาะเลี้ยงที่เหมาะสม และระยะเวลานานขึ้นพืชจะมีการ
เจริญเติบโต และการพัฒนาที่ดี โดยพืชจะมีการขยายขนาด การยืดตัวของเซลล์ การเพ่ิมปริมาณไซ
โทพลาสซึม ท้าให้มีขนาด และน้้าหนักเพ่ิมข้ึนตามระยะเวลาเพาะเลี้ยง (ลิลลี่, 2546) สอดคล้องกับ 
ทิพย์สุคนธ์ และคณะ (2557) ที่ได้รายงานผลของระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง ต่อการเจริญเติบโตของ
ยอดข้าวเย็นใต้ (D. membra-nacea Prain & Burkill) ที่พัฒนาบนอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความ
เข้มข้น 8.87 µM เป็นเวลา 4 6 8 10 12 14 และ 16 สัปดาห์ พบว่า ยอดที่พัฒนามีน้้าหนักสดและ
แห้งยอดเพ่ิมสูงขึ้นตามระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง โดยยอดที่เพาะเลี้ยง 4 สัปดาห์ มีน้้าหนักสดและ
แห้งยอดน้อยที่สุด และแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับน้้าหนักสดและแห้งยอดที่เพาะเลี้ยง
นาน 6-16 สัปดาห์ โดยยอดท่ีเพาะเลี้ยงนาน 12-16 สัปดาห์ มีน้้าหนักสดและแห้งยอดสูงสุดและไม่
แตกต่างกันทางสถิต ิ นอกจากนี้ จากการเพาะเลี้ยงแคลลัสของใบบัวบก (Centella asiatica L.) 
นาน 22 วัน พบว่า ในชว่ง 4 วันแรกของการเพาะเลี้ยง น้้าหนักสดและแห้งของแคลลัสเพ่ิมข้ึน
เล็กน้อย แต่หลังจากวันที่ 6 น้้าหนักสดและแห้งของแคลลัสเพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็วจนถึงวันที่ 22 ของ
การเพาะเลี้ยง (Tan et al., 2010) ส่วน Wu et al. (2005) เพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยของ P. 
ginseng เป็นเวลา 25 วัน พบว่า เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ 5-7 วัน เซลล์มีการเจริญเติบโตอย่างช้าๆ 
หลังจากนั้นเซลล์มีการเจริญเติบโตเพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็วจนถึงอายุ 12 วัน โดยมีน้้าหนักแห้งสูงสุดแล้ว
ค่อยๆ ลดลงจนสิ้นสุดการทดลอง  

จากภาพที่ 4.11 และ 4.12 จะเห็นได้ว่า น้้าหนักสดและแห้งของยอดที่ได้รับ 
และไม่ได้รับ YE เป็นเวลานาน 1 สัปดาห์ ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ แต่เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 2-6 
สัปดาห์ พบว่า ยอดที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม YE นาน 2-6 สัปดาห์ มีน้้าหนักสด (22.11±2.48 – 
30.69±1.25 mg) และแห้ง (3.36±0.46 – 5.57±0.35 mg) น้อยกว่ายอดที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ไม่
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เติม YE (29.80±1.25 – 46.65±2.67 mg และ 4.83±0.14 – 8.63±0.41 mg ตามล้าดับ) แสดงให้
เห็นว่า YE มีผลต่อการเจริญเติบโตของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ซ่ึงเป็นไป
ในทิศทางเดียวกันกับการทดลองท่ี 2 โดยพบว่า น้้าหนักสดและแห้งของยอดที่ได้รับ YE มีค่าน้อยกว่า
ค่าดังกล่าวของยอดที่ได้รับ JA หรือไม่ได้รับสาร (สิ่งทดลองควบคุม) และสอดคล้องกับการเพาะเลี้ยง
เซลล์แขวนลอยของ S. miltiorrhiza เป็นเวลา 16 วัน โดยพบว่า YE ทุกความเข้มข้น ท้าให้น้้าหนัก
แห้งของเซลล์แขวนลอยลดลง (มีค่าอยู่ระหว่าง 6.8-7.8 g/l) เมื่อเปรียบเทียบกับสิ่งทดลองควบคุม 
(11.3 g/l) (Chen and Chen, 2000) หรือการเพาะเลี้ยงเซลล์รากขนของ P. ginseng C. A. Meyer 
ในสภาพปลอดเชื้อ พบว่า JA มีผลท้าให้น้้าหนักสดและแห้งของรากลดลงตามความเข้มข้นของ JA แต่ 

 

 
 

 

 
 

ภาพที่ 4.11 ยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่พัฒนาบนอาหารสูตรพ้ืนฐานที่เติม
หรือไม่เติม YE ความเข้นข้น 3 g/l เป็นเวลา 1 2 4 และ 6 สัปดาห์ 

     1 สัปดาห์                2 สัปดาห์              4 สัปดาห์              6 สัปดาห์  

     1 สัปดาห์                2 สัปดาห์              4 สัปดาห์              6 สัปดาห์       1 สัปดาห์                2 สัปดาห์              4 สัปดาห์              6 สัปดาห์  

ไม่เติม YE 

YE 3 g/l 
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ภาพที่ 4.12 น้้าหนักสดของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) เมื่อเพาะเลี้ยงบน

อาหารสูตรพ้ืนฐานที่เติม และไม่เติม YE เป็นเวลา 1 2 4 และ 6 สัปดาห์ 
 

 
 
ภาพที่ 4.13 น้้าหนักแห้งของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) เมื่อเพาะเลี้ยงบน

อาหารสูตรพ้ืนฐานที่เติม และไม่เติม YE เป็นเวลา 1 2 4 และ 6 สัปดาห์ 
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ปริมาณสาร ginsenoside เพ่ิมข้ึนตามความเข้มข้นของ JA (Yu et al., 2002) ซ่ึง Chong et al. 
(2005) และ Yu et al. (2002) กล่าวว่า การที่น้้าหนักยอดหรือเซลล์ลดลง อาจเนื่องมาจากสาร
กระตุ้นบางชนิดมีผลต่อกระบวนการเมตาบอลิซึม ท้าให้สารประกอบปฐมภูมิลดลง นอกจากนี้ยังเกิด
การเปลี่ยนแปลงอย่างกะทันหันของกระบวนการเมตาบอลิซึมของสารทุติยภูมิ จึงมีผลต่อการยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเซลล์  

และจากการทดลองนี้พบว่า YE มีผลกระทบในทางลบต่อการเจริญเติบโตของ
ยอดมากข้ึนเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลานาน 2-6 สัปดาห์  ดังนั้นสามารถกล่าวได้ว่า ผลของ YE ต่อ
การเจริญเติบโตของพืชจะเกิดขึ้นมากหรือน้อยขึ้นอยู่กับระยะเวลาในการได้รับสารด้วย ซึ่งผลของ
ระยะเวลาในการได้รับสารกระตุ้นต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ หรืออวัยวะที่เพาะเลี้ยงได้มีรายงาน
แล้วเช่นกันในการเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยของ C. officinalis L. บนอาหารสูตร MS ที่เติมสาร
กระตุ้น 5 ชนิด คือ Chitosan JA YE Pectin และเชื้อรา T. viride เป็นเวลา 24-96 ชั่วโมง พบว่า 
การเติม JA chitosan หรือ YE ไม่มีผลต่อการเจริญเติบโตที่ 72 ชั่วโมงแรก แต่ที่ 96 ชั่วโมงท่ีได้รับ
สารกระตุ้น เซลล์เกือบทั้งหมดมีการเจริญเติบโตลดลง โดยการได้รับสาร JA (50 µM) และ chitosan 
(150 mg/l) นาน 96 ชั่วโมง พบว่า เซลล์มีการเจริญเติบโตลดลงมากถึง 18 และ 22% เมื่อ
เปรียบเทียบกับสิ่งทดลองควบคุม ส่วนการเติมเชื้อรา T. viride พบว่า การเจริญเติบโตของเซลล์เริ่ม
ลดลง หลังจากได้รับสารนาน 24 ชั่วโมง และการเจริญเติบโตลดลงมากถึง 42% หลังจากได้รับสาร
นาน 96 ชั่วโมง (Wiktorowska et at., 2010) อย่างไรก็ตาม มีพืชบางชนิดที่รายงานว่า การเติมสาร
กระตุ้นลงในอาหารเพาะเลี้ยงไม่ส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของพืช ดังเช่น การเพาะเลี้ยงราก
ของ P. abrotanoides Karel บนอาหารสูตร MS ที่เติม NAA ความเข้มข้น 2 mg/l ร่วมกับ AgNO3 
sorbitol YE และ MeJA พบว่า ทุกสิ่งทดลอง และสิ่งทดลองควบคุมมีน้้าหนักแห้งไม่แตกต่างกันทาง
สถิติ โดย MeJA ความเข้มข้น 50 µM มีน้้าหนักแห้งต่้าที่สุด เท่ากับ 0.564±0.284 g (Zaker et al., 
2015) 

4.3.2 % น้ าหนักแห้ง  
จากการทดลอง พบว่า มีปฎิสัมพันธ์ระหว่างการเติม YE และระยะเวลาในการ

เพาะเลี้ยงต่อ % น้้าหนักแห้ง (ภาพท่ี 4.14 และตารางผนวกท่ี ง.1) โดยยอดท่ีพัฒนาบนอาหารสูตร
พ้ืนฐานที่ไม่เติม YE นาน 6 สัปดาห์ มี % น้้าหนักแห้งสูงสุด (18.50±0.20%) แต่ไม่แตกต่างกันทาง
สถิติกับค่าดังกล่าวของยอดที่พัฒนาบนอาหารสูตรพื้นฐานที่เติม YE นาน 4 และ 6 สัปดาห์ 
(18.26±0.34 และ 18.13±0.35% ตามล้าดับ) อย่างไรก็ตาม ยอดที่พัฒนาบนอาหารสูตรพ้ืนฐานที่
เติม YE นาน 2 สัปดาห์ มี % น้้าหนักแห้งต่้าที่สุด (15.15±0.22%)  
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ภาพที่ 4.14 % น้้าหนักแห้งของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) เมื่อเพาะเลี้ยงบน

อาหารสูตรพ้ืนฐานที่เติม และไม่เติม YE เป็นเวลา 1 2 4 และ 6 สัปดาห์ 
 

4.3.3 % yield 
จากการน้ายอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่เพาะเลี้ยงบน

อาหารสูตรพ้ืนฐานที่เติมหรือไม่เติม YE ความเข้นข้น 3 g/l ในสภาพปลอดเชื้อเป็นระยะเวลา 1 2 4 
และ 6 สัปดาห์ มาท้าการสกัดสาร และค้านวณ % yield พบว่า ไม่มีปฏิสัมพันธ์ระหว่างการเติม YE 
และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงต่อ % yield ของสารสกัด (ตารางท่ี 4.4) นอกจากนี้ ระยะเวลาในการ
เพาะเลี้ยงก็ไม่มีผลต่อ % yield โดยยอดท่ีเพาะเลี้ยงเป็นเวลานาน 1-6 สัปดาห์ ให้ % yield เท่ากับ 
15.08±1.69 – 16.26±0.79% อย่างไรก็ตาม การเติม YE ลงในอาหารเพาะเลี้ยง ส่งผลให้ยอดมี % 
yield (16.10±0.57%) สูงกว่า และแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญยิ่งทางสถิติกับค่าดังกล่าวของยอดที่
เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ไม่เติม YE (15.08±1.16%)  

4.3.4 ปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด 
จากการทดลอง พบว่า มีปฏิสัมพันธ์ระหว่างการเติม YE และระยะเวลาในการ

เพาะเลี้ยงต่อปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด (ภาพที่ 4.15 และตารางผนวกท่ี ง.2) โดยยอดท่ีพัฒนาบน
อาหารสูตรพื้นฐานที่ไม่เติม YE มีปริมาณสารซาโปนินทั้งหมดเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง 
แต่ปริมาณสารดังกล่าวน้อยกว่ายอดท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรพ้ืนฐานที่เติม  YE  อย่างมีนัยส้าคัญยิ่ง 
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ตารางท่ี 4.4 % yield ของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร
สูตรพ้ืนฐานที่เติม และไม่เติม YE เป็นเวลา 1-6 สัปดาห์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

ภาพที่ 4.15 ปริมาณซาโปนินทั้งหมดของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) เมื่อ
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรพ้ืนฐานที่เติม และไม่เติม YE เป็นเวลา 1 2 4 และ 6 สัปดาห์ 
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ไม่เติม YE เติม YE 

สิ่งทดลอง % yield 
สารกระตุ้น (E) ไม่เติม YE 15.08±1.16b 

  เติม YE 16.10±0.57a 
ระยะเวลาเพาะเลี้ยง  1 15.20±0.23 

(T: สัปดาห์) 2  15.83±0.56 
 4 15.08±1.69 
 6 16.26±0.79 

สารกระตุ้น (E) ** 
ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง (T) ns 

E X T ns 
C.V. (%) 5.09 
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ทางสถิติเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลานานเท่ากัน ซึ่งยอดที่พัฒนาบนอาหารสูตรพ้ืนฐานที่เติม YE 
ความเข้มข้น 3 g/l นาน 4 สัปดาห์ มีปริมาณสารซาโปนินทั้งหมดสูงสุด เท่ากับ 1.25±0.05 mg 
diosgenin/g dry extract แต่ไม่แตกต่างกันทางสถิติกับปริมาณสารดังกล่าวเมื่อยอดพัฒนาบน
อาหารสูตรพ้ืนฐานที่เติม YE นาน 2 และ 6 สัปดาห์ (1.23±0.05 และ 1.15±0.06 mg diosgenin/g 
dry extract ตามล้าดับ) โดยปริมาณสารซาโปนินทั้งหมดที่ได้จากยอดที่พัฒนาบนอาหารสูตรพ้ืนฐาน
ที่เติม YE นาน 2 4 และ 6 สัปดาห์นี้ มีค่าสูงกว่า 1.93 1.42 และ 1.13 เท่าของยอดที่ไม่ได้รับ YE 
เป็นระยะเวลานานเท่ากัน (0.64±0.02 0.88±0.09 และ 1.02±0.11 mg diosgenin/g dry extract 
ตามล้าดับ) ส่วนยอดที่พัฒนาบนอาหารที่เติม YE เป็นเวลานาน 1 สัปดาห์ ก็สามารถสร้างสาร       
ซาโปนินทั้งหมดได้เพ่ิมขึ้น โดยมีค่าเท่ากับ 0.65±0.06 mg diosgenin/g dry extract ซึ่งสูงกว่า 
1.41 เท่าของยอดท่ีไม่ได้รับ YE นาน 1 สัปดาห์ (0.46±0.02 mg diosgenin/g dry extract) 

จากการทดลองแสดงให้เห็นว่า YE สามารถกระตุ้นการสร้างสารซาโปนิน
ทั้งหมดในยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) และระยะเวลาที่ได้รับสารกระตุ้นมีผล
ต่อการสร้าง และสะสมสารซาโปนินทั้งหมดด้วย โดย Ramachandra Rao and Ravishankar 
(2002) กล่าวว่า การที่พืชถูกรุกรานโดยเชื้อโรค มีผลท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงเพ่ือป้องกันการบุกรุก
ของเชื้อโรคในเซลล์พืชขึ้นด้วยการตอบสนองต่างๆ รวมไปถึงการสะสมของสารทุติยภูมิ ดังนั้น การ
เติม YE ลงในอาหารเพาะเลี้ยง จึงมีผลท้าให้เกิดการตอบสนองของเซลล์พืชในการกระตุ้นให้เกิดการ
สร้างสาร    ทุติยภูมิได้เพ่ิมขึ้น ดังที่ได้กล่าวแล้วในการทดลองท่ี 2 นอกจากนี้ วราภรณ์ (2551) ยังได้
กล่าวไว้ว่า สารกระตุ้นสามารถกระตุ้นเซลล์พืชได้ตลอดเวลาที่เพาะเลี้ยง และมีการสัมผัสสารจนกว่า
จะมีการเก็บเกี่ยว ดังนั้นการหาระยะเวลาที่เหมาะสมจึงเป็นสิ่งที่ส้าคัญ และจ้าเป็นต้องศึกษาถึง
รายละเอียดในการเพาะเลี้ยงพืชแต่ละชนิด ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคล้องกับพืชสมุนไพรหลายชนิดที่
เติม YE ลงในอาหารเพาะเลี้ยง และสามารถส่งเสริมให้สร้าง และสะสมสารทุติยภูมิในกลุ่มไกลโคไซด์ 
และซาโปนินได้ เช่น B. monnieri L. (Kamonwannasit et al., 2008) S. marianum L. 
(Hasanloo et al., 2009) P. abrotanoides Karel (Zaker et al., 2015) C. officinalis L. 
(Wiktorowska et al., 2010) และ P. ginseng C.A. Meyer (Lu et al., 2001) อย่างไรก็ตามความ
เข้มข้น และระยะเวลาในการได้รับสารจะแตกต่างกันไปในพืชแต่ละชนิด ดังเช่นยอดของ B. 
monnieri L. สามารถเพ่ิมปริมาณสาร pseudojujubogenin glycosides เท่ากับ 40.05±2.37 
mg/g DW ซึ่งสูงถึง 6 เท่าของสิ่งทดลองควบคุม เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม YE ความเข้มข้น 2 
mg/ml เป็นเวลา 7 วัน (Kamonwannasit et al., 2008) หรือในการเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยอายุ 
0 5 10 และ 15 วัน ของ P. ginseng ในอาหารที่มี YE ความเข้มข้น 0.5-3.0 g/l เป็นเวลา 25 วัน 
พบว่า การเติม YE ความเข้มข้น 3 g/l ให้กับเซลล์แขวนลอยที่อายุ 0 วัน สามารถเพ่ิมปริมาณสาร    
ซาโปนินได้สูงสุด เท่ากับ 1.61% หรือ 20 เท่าของสิ่งทดลองควบคุม (Lu et al., 2001) 
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4.3.5 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด 
จากการเติมหรือไม่เติม YE ลงในอาหารเพาะเลี้ยงยอดหัวข้าวเย็น (D. 

birmanica Prain & Burkill) เป็นเวลา 1-6 สัปดาห์ พบว่า ไม่มีปฏิสัมพันธ์ระหว่างการเติม YE และ
ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงต่อปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด (ตารางที่ 4.5) นอกจากนี้ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดไม่แตกต่างกันทางสถิติเมื่อเติมหรือไม่เติม YE ลงในอาหารเพาะเลี้ยง โดย
ยอดท่ีพัฒนาบนอาหารที่เติม และไม่เติม YE มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดเท่ากับ 
70.86±5.33 และ 70.74±10.53 mg GAE/g dry extract ตามล้าดับ ส่วนระยะเวลาในการ
เพาะเลี้ยงมีผลต่อปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด โดยพบว่า ยอดท่ีพัฒนาบนอาหารเป็นเวลา 4 
และ 6 สัปดาห์ มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงสุด เท่ากับ 77.84±5.93 และ 75.82±6.38 
mg GAE/g dry extract ตามล้าดับ ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญยิ่งกับปริมาณสารดังกล่าวเมื่อ
เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 1 และ 2 สัปดาห์ (61.36±2.74 และ 68.18±4.25 mg GAE/g dry extract 
ตามล้าดับ)  

 
ตาราง 4.5 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & 

Burkill) ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรพื้นฐานที่เติม และไม่เติม YE เป็นเวลา 1-6 สัปดาห์ 
 

 
จากผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า YE ไม่มีผลต่อการเพ่ิมปริมาณสารประกอบ  

ฟีนอลิกทั้งหมด ซึ่งผลการทดลองสอดคล้องกับการทดลองที่ 2 ทั้งนี้อาจเนื่องจากกลไกในการกระตุ้น
ของ YE อาจไม่ส่งผลต่อการสร้าง และสะสมสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของพืชชนิดนี้ และ
สอดคล้องกับการศึกษาในยอดข้าวเย็นใต้ (D. membranacea Pierre ex Prain & Burkill) ที่พบว่า 

สิ่งทดลอง สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
(mg GAE/g dry extract) 

สารกระตุ้น  ไม่เติม YE 70.74±10.53 
(E)  เติม YE 70.86±5.33 

ระยะเวลา  1 61.36±2.74c 
เพาะเลี้ยง 2  68.18±4.25b 

(T: สัปดาห์) 4 77.84±5.93a 
 6 75.82±6.38a 

สารกระตุ้น (E) ns 
ระยะเวลาเพาะเลี้ยง (T) ** 

E X T ns 
C.V. (%) 7.37 
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สารกระตุ้นไม่สามารถส่งเสริมการสร้างและสะสมสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดได้ โดยเพาะเลี้ยงยอด
บนอาหารที่เติม JA ความเข้มข้น 100 250 และ 500 µM และ SA ความเข้มข้น 50 100 และ 200 
µM เป็นเวลา 3 สัปดาห์ พบว่า ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยมีค่า
อยู่ในช่วง47.44±9.25 – 53.54±3.85 mg/GAE/g dry extract (ทิพย์สุคนธ์, 2557) หรือจากการ
เพาะเลี้ยงแคลลัสของ S. marianum L. บนอาหารที่เติม chitosan SA และ MeJA ความเข้มข้น
ต่างๆ เป็นเวลา 14 วัน พบว่า แคลลัสที่ได้รับสารกระตุ้นทุกชนิดทุกความเข้มข้นมีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกน้อยกว่าสิ่งทดลองควบคุม (Gabr et al., 2016) อย่างไรก็ตาม การตอบสนอง
ของสารกระตุ้นต่อการสร้างสารประกอบฟีนอลิกก็จะแตกต่างกันไปในพืชแต่ละชนิด ดังงานวิจัยของ 
Yan et al. (2006) ที่พบว่า YE สามารถส่งเสริมให้พืชสร้างสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดเพ่ิมขึ้นได้ 
โดยเพาะเลี้ยงเซลล์รากขนของ S. miltiorrhiza ในอาหารที่มี YE และ Ag+ เป็นเวลา 0-96 ชั่วโมง 
พบว่า YE ที่ความเข้มข้น 200 mg/l สามารถเพ่ิมปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดได้สูงกว่าสิ่ง
ทดลองควบคุม 20% เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 96 ชั่วโมง หรือในการใช้สารกระตุ้นชนิดอื่นๆ เช่น 
sucrose ความเข้มข้น 45 g/l และ chitosan ความเข้มข้น 150 mg/l ส่งเสริมให้เซลล์ของ 
Orthosiphon stamineus มีการสร้างสารประกอบ      ฟีนอลิกทั้งหมดเพ่ิมข้ึน และมากกว่าสิ่ง
ทดลองควบคุม (Lim et al., 2013) นอกจากนี้ จากการทดลอง พบว่า การเพาะเลี้ยงเป็นระยะ
เวลานานขึ้นส่งผลให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงขึ้น สอดคล้องกับการเพาะเลี้ยงยอด
ข้าวเย็นใต้ (D. membranacea Pierre ex Prain & Burkill) บนอาหารแข็ง และเหลวที่เติม JA 
ความเข้มข้น 100 µM เป็นเวลา 2-5 สัปดาห์ พบว่า ยอดท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง และเหลวนาน 5 
สัปดาห์ มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงสุด 62.02±5.12 และ 56.23±0.72 mg GAE/g dry 
extract ซึ่งแตกต่างอย่างนัยส้าคัญยิ่งทางสถิติกับยอดที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง และเหลว นาน 2-4 
สัปดาห์ (ทิพย์สุคนธ์, 2557)  

4.3.6 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (EC50) 
จากการทดลองพบว่า มีปฏิสัมพันธ์ระหว่างการเติม YE และระยะเวลาในการ

เพาะเลี้ยงต่อฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) 
(ภาพท่ี 4.16 และตารางผนวกท่ี ง.2) โดยยอดที่พัฒนาบนอาหารที่ไม่เติมสารกระตุ้นเป็นเวลา 4 
สัปดาห์ มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ดีที่สุด มีค่า EC50 เท่ากับ 31.58±2.42 µg/ml ซึ่งแตกต่าง
อย่างมีนัยส้าคัญยิ่งทางสถิติกับค่า EC50 ของสิ่งทดลองอ่ืน ส่วนยอดท่ีพัฒนาบนอาหารที่เติม และไม่
เติม YE เป็นเวลา 1 สัปดาห์ มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH น้อยที่สุด โดยมีค่า EC50 เท่ากับ 
68.45±5.76 และ 72.82±3.44 µg/ml ตามล้าดับ แตก่ารเพาะเลี้ยงยอดบนอาหารที่เติม YE เป็น
ระยะเวลานานขึ้นหรือนาน 6 สัปดาห์ พบว่า มีผลท้าให้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ดีกว่ายอดท่ีไม่ได้
รับ YE เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลานานเท่ากัน จากผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า YE ไม่มีผลต่อ
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ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) เมื่อเพาะเลี้ยง
นาน 1-4 สัปดาห์ แต่หากเพาะเลี้ยงนานขึ้นเป็น 6 สัปดาห์ YE ท้าให้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ดี
ขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับการเพาะเลี้ยงรากแขวนลอยของ P. ginseng ทีเ่ติม MeJA ความเข้มข้น 200 
µM และ SA ความเข้มข้น 200 µM เป็นเวลา 0-9 วัน พบว่า รากแขวนลอยที่ได้รับ SA ความเข้มข้น 
200 µM นาน 9 วัน มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH สูงสุด เท่ากับ 58.27% (Ali et al., 2007) 
อย่างไรก็ตาม การตอบสนองของพืชต่อระยะเวลาในการได้รับสารกระตุ้นอาจแตกต่างกันไปในพืชแต่
ละชนิด โดย Rodrigues-Brandão et al. (2014) ได้ศึกษาเพาะเลี้ยงข้อของ Alternanthera 
tenella ในอาหารเหลวที่เติม SA ความเข้มข้น 400 µM เป็นเวลา 0-36 ชั่วโมง จากนั้นน้าส่วนใบมา
วิเคราะห์หาปริมาณสารและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH พบว่า ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงที่นานขึ้น
ไม่มีผลต่อ %inhibition ของ DPPH โดย %inhibition ไม่แตกต่างกันทางสถิติท่ีระยะเวลา 12-48 
ชั่วโมง อย่างไรก็ตาม จากการทดลองนี้ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของยอดที่ได้รับ YE นาน 6 
สัปดาห์ ยังมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระน้อยกว่ายอดที่ไม่ได้รับ YE นาน 4 สัปดาห์ 

จากการวิเคราะห์หาปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด สารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด 
และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) เมื่อได้รับ YE 
ที่ระยะเวลานานต่างกัน พบว่า ปริมาณสารซาโปนินทั้งหมดเพ่ิมขึ้น และสูงสุดเมื่อได้รับ YE นาน 2 
สัปดาห์ ในขณะที่ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH มีฤทธิ์ดีขึ้นเมื่อได้รับ YE นาน 6 สัปดาห์ และ YE ไม่มี
ผลต่อปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด แสดงให้เห็นว่า การกระตุ้นด้วย YE นาน 2 สัปดาห์ ส่งผล
ให้ปริมาณสารซาโปนินทั้งหมดเพ่ิมขึ้นเท่านั้น ซึ่งไม่สัมพันธ์กับปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ทั้งนี้อาจเนื่องจากกลไกในการกระตุ้นของ YE และระยะเวลาในการ
กระตุ้นไม่เกี่ยวข้องกับการเพิ่มปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH 
ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคล้องกับ Hasanloo et al. (2009) ทีเ่พาะเลี้ยงเซลล์รากขนของ S. 
marianum L. บนอาหารสูตร MS ที่เติม YE ความเข้มข้น 2.5 mg/50 ml เป็นเวลา 0-120 ชั่วโมง 
พบว่า เซลล์รากขนที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่มี YE มีค่า IC50 ลดน้อยลงกว่าในสิ่งทดลองควบคุม 
หลังจากเพาะเลี้ยงนาน 72-120 ชั่วโมง ในขณะที่ปริมาณสาร silymarin เพ่ิมขึ้นสูงสุดที่ 72 ชั่วโมง 
และลดลงเมื่อได้รับ YE นาน 96-120 ชั่วโมง แสดงให้เห็นว่าเวลาที่ใช้ในการกระตุ้นให้สาร silymarin 
เพ่ิมข้ึนเป็นเวลาที่เซลล์รากขนมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระต่้า หรือจากการทดลองของ Rodrigues-
Brandão et al. (2014) ที่เพาะเลี้ยงข้อของ A. tenella ในอาหารที่เติม SA ความเข้มข้น 400 µM 
เป็นเวลา 0-36 ชั่วโมง พบว่า สาร betacyanin เพ่ิมขึ้นหลังได้รับสาร 36-48 ชั่วโมง ในขณะที่ฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ DPPH สูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 12-36 ชั่วโมง ส่วนสารฟลาโวนอยด์สูงสุดเมื่อ
เพาะเลี้ยงนาน 0 และ 12 ชั่วโมง โดยที่ 36 และ 48 ชั่วโมง ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ลดลงมากถึง 
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18% แสดงให้เห็นว่า ระยะเวลาที่ได้รับสารเพ่ือกระตุ้นการสร้างสารฟลาโวนอยด์ให้เพิ่มขึ้นนั้นไม่
สัมพันธ์กับ betacyanin และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH 

 

 
 

ภาพที่ 4.16 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (EC50) ของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & 
Burkill) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรพ้ืนฐานที่เติม และไม่เติม YE เป็นเวลา 1 2 4 
และ 6 สัปดาห์ 

 
ดังนั้นจากผลการทดลองนี้สามารถกล่าวได้ว่า การเติม YE ลงในอาหาร

เพาะเลี้ยงยอดของหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ท้าให้ยอดมีการสร้าง และสะสม
ปริมาณสาร   ซาโปนินทั้งหมดเพ่ิมขึ้นทุกระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง โดยเพิ่มข้ึน 1.41-1.93 เท่าของ
ยอดท่ีไม่ได้รับ YE แต่ไม่ส่งผลต่อการเพ่ิมปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ DPPH และเนื่องจากสารทุติยภูมิที่ส้าคัญในหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) คือ 
สารซาโปนินทั้งหมด ดังนั้นจึงควรเติม YE ความเข้มข้น 3 g/l ลงในอาหารเพาะเลี้ยงยอด และ
เพาะเลี้ยงเป็นเวลานาน 2 สัปดาห์ โดยมีปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด เท่ากับ 1,233.33±47.15 µg 
diosgenin/g dry extract หรือเพ่ิมข้ึน 1.93 เท่าของยอดที่ไม่ได้รับ YE นาน 2 สัปดาห์ 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

 

1. การเพ่ิมจ้านวนยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ในสภาพปลอด

เชื้อ ควรใช้อาหารสูตร MS ที่เติม AC ความเข้มข้น 0.01% BA ความเข้มข้น 2 mg/l CW ความ

เข้มข้น 20% และ IAA ความเข้มข้น 0.1 mg/l โดยมีจ้านวนยอด เท่ากับ 1.85±0.11 ยอด และ

จ้านวนข้อต่อยอด เท่ากับ 2.04±0.13 ข้อ/ยอด 

2. การเพาะเลี้ยงยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) บนอาหารสูตร

พ้ืนฐานที่เติม YE ความเข้มข้น 3 g/l เป็นเวลานาน 4 สัปดาห์ ส่งผลให้ปริมาณซาโปนินทั้งหมด

เพ่ิมข้ึนสูงสุด เท่ากับ 1,254.76±72.06 µg diosgenin/g dry extract หรือ 1.99 เท่าของสิ่งทดลอง

ควบคุม ส่วน JA ความเข้มข้น 50 และ 100 µM ส่งผลให้ยอดมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ดีกว่าสิ่ง

ทดลองควบคุม หรือได้รับ YE โดยมีค่า EC50 เท่ากับ 17.94±3.42 และ 18.98±3.59 µg/ml 

ตามล้าดับ  

3. ยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร

พ้ืนฐานที่เติม YE ความเข้มข้น 3 g/l เป็นเวลา 2 สัปดาห์ สามารถสร้าง และสะสมสารซาโปนิน

ทั้งหมดเพ่ิมข้ึนในปริมาณสูงสุด และใช้เวลาน้อยที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 1,233.33±47.15 µg 

diosgenin/g dry extract หรือเท่ากับ 1.93 เท่าของยอดท่ีไม่ได้รับ YE เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะ

เวลานานเท่ากัน (638.10±15.74 µg diosgenin/g dry extract) 
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5.2 ข้อเสนอแนะ 

 

1.จากการที่หัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ในการทดลองนี้สามารถเพ่ิม

จ้านวนยอดได้เพียงเล็กน้อย และยอดมีการเจริญเติบโตได้ช้า จึงควรปรับสูตรอาหารให้เหมาะสมต่อ

การเพ่ิมจ้านวนยอด โดยอาจเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดอ่ืนๆ เพ่ิมลงไปในอาหารเพาะเลี้ยง

รวมถึงลดหรือเพ่ิมความเข้มข้นของ CW BA และ IAA  

2.ควรท้าการศึกษาเพ่ิมเติมโดยใช้สารกระตุ้นชนิดอื่น เช่น MeJA SA chitosan pectin 

ความเข้มข้นต่างๆ เพ่ือเพ่ิมปริมาณสารทุติยภูมิที่ต้องการ หรือเพาะเลี้ยงยอดบนอาหารที่มี YE ความ

เข้มข้น 3 g/l ร่วมกับ JA ความเข้มข้น 50-100 µM เป็นระยะเวลานานต่างกัน เพ่ือกระตุ้นให้ยอดมี

การสร้างและสะสมสารซาโปนินทั้งหมด สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดเพ่ิมข้ึน รวมถึงมีฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระ DPPH ดีขึ้นด้วย 

3.ควรน้าสารสกัดที่ได้จากยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่

เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อนี้ไปทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา 

4.ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain 

& Burkill) ในสภาพอ่ืนๆ ที่สามารถเพ่ิมจ้านวนยอดได้อย่างรวดเร็ว เช่น การเพาะเลี้ยงแบบ 

bioreactor 
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ภาคผนวก ก 
ขั้นตอนการเตรียมอาหาร 

 
ภาคผนวก ก-1 

การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงสูตร MS 
 

1. ตวงสารละลายจาก Stock solution (ตารางผนวกท่ี ก.1) ต่างๆ มารวมกัน โดยใช้
ปริมาตรในแต่ละ Stock ดังนี้ 

Stock 1, 3-6          10   ml 
Stock 2           20   ml 
Stock 7           5    ml 
AC           0.01 % 
BA           20   ml (stock solution ของ BA มีความเข้มข้น 0.1 mg/ml) 
 
2. เติมน้้าตาลความเข้มข้น 3% และเติม PGR ตามความเข้มข้นที่ต้องการ คน

สารละลายให้เข้ากัน 
3. ปรับปริมาตรให้ครบ 1000 ml ด้วยน้้ากลั่น 
4. ปรับค่าความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) ให้อยู่ในช่วง 5.6-5.8 โดยใช้ HCl หรือ NaOH 1 

N เป็นตัวปรับ 
5. น้าส่วนผสมทั้งหมดไปต้มให้เดือด ขณะเดือดค่อยๆ เติมผงถ่านความเข้มข้น 0.01% 

(บางสูตรอาหาร) และเติมวุ้นความเข้มข้น 0.8% ลงไป พร้อมคนเป็นระยะ 
6. ตักอาหารเพาะเลี้ยงที่เดือดแล้ว ใส่ในขวดที่มีฝาปิดสนิทประมาณ 10 – 20 ml 
7. น้าอาหารเพาะเลี้ยงที่อยู่ในขวดไปนึ่งฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งความดัน ที่ความดัน 15 

ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121°C เป็นเวลา 15 นาที 
8. ปล่อยให้อาหารเพาะเลี้ยงเย็นก่อนน้าไปใช้ในการทดลอง 
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ตารางผนวก ก.1 การเตรียม stock อาหารสูตร MS (Murashige & Skoog)  
 

Stock สารเคมี 
ความเข้มข้น 

(เท่า) 
ปริมาตร 

(ml) 
ปริมาณสารที่ใช้ 

(g) 
ปริมาตรที่ใช้ 

(ml/l) 
1 NH4NO3 100 250 41.25 10 

2 KNO3 50 250 23.75 20 
3 H3BO3 100 250 0.155 10 

 
KH2PO4  

 
4.25 

 
 

Kl  
 

0.0208 
 

 
Na2MoO4 ·H2O  

 
0.0063 

 
 

CoCl2 ·6H2O  
 

0.0006   

4 CaCl2 ·2H2O 100 250 11 10 

5 MgSO4 ·7H2 O 100 250 9.25 10 

 
MnSO4 ·H2O  

 
0.5575 

 
 

ZnSO4 ·7H2O  
 

0.215 
 

 
CuSO4 ·5H2O  

 
0.0006   

6 Na2ETDA 100 250 0.9313 10 

 
FeSO4·7H2O  

 
0.6963   

7 myo-inosotal 200 100 2 5 

 
glycine  

 
0.04 

 
 

nicotinic acid  
 

0.01 
 

 
Pyridoxine-HCl  

 
0.01 

 
  thiamine-HCl  

 
 0.002   
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210.27 

250 ml 

0.0011889 x 106 µM 

ภาคผนวก ก-2 
การเตรียม stock solution ของ PGR 

 
เตรียม BA และ IAA ความเข้มข้น 0.1 mg/ml ชั่ง BA และ IAA 0.01 g ละลายด้วย 

NaOH เล็กน้อย คนจนละลายแล้วปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้วเป็น 100 ml 
เตรียม CW โดยกรองด้วยผ่านขาวบาง เติมปริมาตรที่ต้องการลงในอาหารเพาะเลี้ยง 

(150 ml ส้าหรับอาหาร 1 l ที่ความเข้มข้น 15% และ 200 ml ส้าหรับอาหาร 1 l ที่ความเข้มข้น 
20%) ก่อนการนึ่งฆ่าเชื้ออาหารเพาะเลี้ยง 
 

ภาคผนวก ก-3 
วิธีค านวณ และการเตรียมสาร JA 

  

JA ขนาด 250 mg ละลายด้วย ethanol 70% ลงในขวด แล้วปรับปริมาตรด้วยน้้า

กลั่นให้มีปริมาตร 250 ml 

  ในสาร 250 ml มี JA อยู่ 0.25 g 

เปลี่ยนหน่วยเป็น mole ในสาร 250 ml มี JA อยู่ 0.25 mole 

              = 0.0011889 mole 

เปลี่ยนหน่วยให้เป็น M โดยเทียบต่อ L 

ถ้าในสาร 1000 ml จะมี JA 0.0011889x1000 ml 

แสดงว่าในสาร 250 ml มีเนื้อสาร JA อยู่ = 0.0047556 M 

เมื่อต้องการเตรียม JA ความเข้มข้น 50 µM ปริมาตร 1000 ml 

     จาก     M1V1 = M2V2 

     50 µM x 1000 ml = 0.0011889 M x V2 

     50 µM x 1000 ml = 0.0011889 x 106 µM x V2 

          V2 =    50 µM x 1000 ml 

          V2 = 42.056 ml 
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0.0011889 x 106 µM 

0.0011889 x 106 µM 

ดังนั้น เมื่อต้องการเตรียม JA ความเข้มข้น 50 µM ปริมาตร 1000 ml ต้องตวง stock 

JA ปริมาตร 42.055682 ml 

เมื่อต้องการเตรียม JA ความเข้มข้น 100 µM ปริมาตร 1000 ml 

     จาก       M1V1 = M2V2 

     100 µM x 1000 ml = 0.0011889 M x V2 

     100 µM x 1000 ml = 0.0011889 x 106 µM x V2 

            V2 =   100 µM x 1000 ml 

            V2 = 84.111 ml 

 ดังนั้น เมื่อต้องการเตรียม JA ความเข้มข้น 100 µM ปริมาตร 1000 ml ต้องตวง 

stock JA ปริมาตร 84.111363 ml 

เมื่อต้องการเตรียม JA ความเข้มข้น 150 µM ปริมาตร 1000 ml 

   จาก     M1V1 = M2V2 

   150 µM x 1000 ml = 0.0011889 M x V2 

  150 µM x 1000 ml = 0.0011889 x 106 µM x V2 

          V2 =  150 µM x 1000 ml 

          V2 = 126.167 ml 

 ดังนั้น เมื่อต้องการเตรียม JA ความเข้มข้น 150 µM ปริมาตร 1000 ml ต้องตวง 

stock JA ปริมาตร 126.16704 ml 
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ภาคผนวก ข 
วิธีการวิเคราะห์ซาโปนิน 

 

ภาคผนวก ข-1 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน และสารละลายตัวอย่าง 
 

1. เตรียมสารละลายมาตรฐาน diosgenin หรือสารละลายตัวอย่าง โดยชั่งสาร และ

ปรับความเข้มข้นให้ได้ 0.5 mg/ml 

2. ดูดสารละลายมาตรฐานจากข้อ 1 มา 960 µl แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 1000 µl 

ด้วย absolute methanol (ความเข้มข้นสุดท้ายคือ 960 µg/ml) 

3. ดูดสารละลายมาตรฐานจากข้อ 2 มา 500 µl แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 1000 µl 

ด้วย absolute methanol (ความเข้มข้นสุดท้ายคือ 480 µg/ml) 

4. ดูดสารละลายมาตรฐานจากข้อ 1 มา 500 µl แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 1000 µl 

ด้วย absolute methanol (ความเข้มข้นสุดท้ายคือ 240 µg/ml) 

5. ดูดสารละลายมาตรฐานจากข้อ 1 มา 500 µl แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 1000 µl 

ด้วย absolute methanol (ความเข้มข้นสุดท้ายคือ 120 µg/ml) 

6. ดูดสารละลายมาตรฐานจากข้อ 1 มา 500 µl แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 1000 µl 

ด้วย absolute methanol (ความเข้มข้นสุดท้ายคือ 60 µg/ml) 

7. ดูดสารละลายมาตรฐานจากข้อ 1 มา 500 µl แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 1000 µl 

ด้วย absolute methanol (ความเข้มข้นสุดท้ายคือ 30 µg/ml)  

8. ดูดสารละลายมาตรฐานจากข้อ 1 มา 500 µl แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 1000 µl 

ด้วย absolute methanol (ความเข้มข้นสุดท้ายคือ 15 µg/ml) 
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ภาคผนวก ข-2 

การเตรียมสารละลาย 
 

 Vanillin reagent โดยชั่ง Vanillin 1.6 g ละลายใน absolute ethanol ปริมาตร   

20 ml (ความเข้มข้น 8%) เตรียมใหม่ทุกครั้ง  

 H2SO4 72% เตรียมจากกรด H2SO4 เข้มข้น 98% โดยตวง H2SO4 ปริมาตร 72 ml  

เทลงใน absolute ethanol ปริมาตร 26 ml อย่างช้าๆ 

 

ภาคผนวก ข-3 

วิธีทดสอบ 
 

 1. ปิเปตสารละลายตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ซาโปนิน (ความเข้มข้น 0.5 mg/ml) 

ปริมาตร 0.25 ml ลงในหลอดทดลองแก้วขนาด 20 ml  

 2. เติม Vanillin reagent ความเข้มข้น 8% ปริมาตร 0.25 ml 

 3. เติม H2SO4 ความเข้มข้น 72% ปริมาตร 2.5 ml ลงในหลอดทดลอง 

 4. น้าไปให้ความร้อนใน water bath ที่อุณหภูมิ 60 oC เป็นเวลา 10 นาที 

 5. จากนั้นท้าให้เย็นโดยหล่อน้้าที่อุณหภูมิห้อง จนอุณหภูมิของสารเท่าอุณหภูมิห้อง  

6. น้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 544 

nm ค่าท่ีได้น้ามาค้านวณ mg diosgenin/g dry extract จากกราฟมาตรฐาน diosgenin        

(ภาพท่ี 3.3) 
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ภาคผนวก ข-4 

วิธีการวิเคราะห์ปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด 
  

น้าค่าที่ได้มาวิเคราะห์ปริมาณสารซาโปนินทั้งหมดโดยใช้สมการ 

 

  OD  =  (ODs - ODb) – (ODc – ODo) 

 

             โดย ODs = ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัด + H2SO4 + Vanillin reagent 

   ODb = ค่าการดูดกลืนแสงของ absolute ethanol + H2SO4 + Vanillin reagent 

   ODc = ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัด + H2SO4 + absolute ethanol 

   ODo = ค่าการดูดกลืนแสงของ absolute ethanol + H2SO4 + absolute ethanol 

 

 ค่า OD ที่ได้น้ามาค้านวณหาปริมาณซาโปนินทั้งหมดโดยใช้สมการจากกราฟมาตรฐาน 

diosgenin (ภาพที่ 3.3) โดยมีหน่วยเป็น mg diosgenin/g dry extract 
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ภาคผนวก ค 
กราฟมาตรฐานของ BHT 

 

 
ภาพผนวกที่ ค.1 กราฟมาตรฐานของ BHT 

y = 20.382ln(x) - 0.5558 
R² = 0.9787 
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ภาคผนวก ง 
น้ าหนักสด น้ าหนักแห้ง % yield ปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด ปริมาณสารประกอบ 

ฟีนอลิก และฤทธิ์ต้านอนมุูลอิสระ DPPH 
 
ตารางผนวกท่ี ง.1 น้้าหนักสด และน้้าหนักแห้งของยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & 

Burkill) ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรพื้นฐานที่เติม และไม่เติม YE เป็นเวลา    
1-6 สัปดาห์ 

 

1/ ค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยค่าเฉลี่ยตามแนวตั้งท่ีตามด้วยอักษรที่ต่างกันมีความแตกต่างกนัอย่างมี
นัยส้าคญัทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 95% ด้วยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 

**  มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสา้คัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) 
ns ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนยัส้าคญัทางสถิต ิ

 

สิ่งทดลอง น้้าหนักสด/ยอด 
(mg) 

น้้าหนักแห้ง/ยอด 
(mg) %น้้าหนักแห้ง 

สารกระตุ้น (E) ไม่เติม YE 33.69±10.351/a 5.76±2.08a 16.90±1.12 
  เติม YE 24.82±4.19b 4.24±1.02b 16.85±1.45 

ระยะเวลาเพาะเลี้ยง  1 20.60±2.25d 3.30±0.28d 16.04±0.42c 
(T: สัปดาห์) 2 25.96±4.56c 4.09±0.86c 15.69±0.67c 

 4 31.81±6.74b 5.50±0.90b 17.46±1.04b 
 6 38.67±8.94a 7.10±1.71a 18.31±0.98a 

ไม่เติม YE 1 20.41±3.51e 3.25±0.43e 16.00±0.37b 
 2 29.80±1.25c 4.83±0.14d 16.23±0.17b 
 4 37.90±1.43b 6.31±0.12b 16.67±0.37b 
 6 46.65±2.67a 8.63±0.41a 18.50±0.20a 

เติม YE 1 20.78±0.55e 3.34±0.09e 16.08±0.08b 
 2 22.11±2.48e 3.36±0.46e 15.15±0.22c 
 4 25.71±0.49d 4.70±0.20d 18.26±0.34a 
 6 30.69±1.25c 5.57±0.35c 18.13±0.35a 
สารกระตุ้น (E) ** ** ns 

ระยะเวลาเพาะเลี้ยง (T) ** ** ** 
E X T ** ** ** 

C.V. (%) 5.98 6.06 2.91 
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ตารางผนวกท่ี ง.2 ปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (EC50) ของยอดหัว
ข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรพื้นฐานที่
เติม และไม่เติม YE เป็นเวลา 1-6 สัปดาห์ 

 

1/ ค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยค่าเฉลี่ยตามแนวตั้งท่ีตามด้วยอักษรที่ต่างกันมีความแตกต่างกนัอย่างมี
นัยส้าคญัทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 95% ด้วยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 

**  มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสา้คัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) 
ns ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนยัส้าคญัทางสถิต ิ

 

 

 

 

 

 

สิ่งทดลอง ซาโปนินทั้งหมด 
(mg diosgenin/g dry extract) 

EC50 
(µg/ml) 

สารกระตุ้น  ไม่เติม YE 0.75±0.231/b 54.87±15.67 
(E)  เติม YE 1.07±0.26a 52.56±11.44 

ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 1 0.55±0.11c 70.64±4.87a 
(T: สัปดาห์) 2  0.94±0.33b 56.75±2.55c 

 4 1.06±0.21a 40.03±4.38c 
 6 1.08±0.11a 50.07±8.18b 

ไม่เติม YE 1 0.46±0.02e 72.82±3.44a 
 2 0.64±0.02d 57.82±2.00b 
 4 0.88±0.09c 31.83±2.42d 
 6 1.02±0.11b 57.28±3.33b 

เติม YE 1 0.65±0.06d 68.45±5.76a 
 2 1.23±0.05a 55.67±2.96b 
 4 1.25±0.05a 43.24±3.52c 
 6 1.15±0.06a 42.86±0.63c 

สารกระตุ้น (E) ** ns 
ระยะเวลาเพาะเลี้ยง (T) ** ** 

E X T ** ** 
C.V. (%) 7.45 6.52 
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