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บทท่ี 2

วิสการทคลอง

2.1 อุปกรณ์และสารเคมท่ๆี ส้ๆ ผการทคลอง
2 .1 .1  อุปกรณ์

เครองอบฆ่าเ!ÿอจุลนทรีทเAutoclave) บริษัท Hirayama manufactu­
ring Corporation model HA-3D

เคร็องเปิอ่า(Rotary shaker) ควาพก 00 รอบต่อนาที บ้างบ้นส่วนจำกัค
เป สItf เอน ต่?เค

Incubator shaker บริษัท Meto Birkcrod model 02 PT 623 
เคร็องระเนอสารภาอๆฅ้สภาวะสโบฤทกาส(Rotary Vacuum evaporator) 

พร้อพอ่างควบคุมอุท)นกุม(Water bath) BUCHI RE III
เคร็องไสเพอร็ฟ่อร็มานสล้ควิคโครมาโตรกราฟ่?! (High Performance

Liquid chromatografhy, HPLC) shimadzu LC-3A 
กล้องจุลทรรสน Nikon model UFX-11
เครองวัคความเส์นกรคต่าง(pH meter) บริษัท RADIOMETER model PHM

83 Autocal
เครองกรองจุล้นทรีอ(Swinnex)พร้อมกระคาษกรองปีนาค 0.451มโครเมตร 
ตู้อ้าอเนอเออท่ีมบรรอาอกาสปลอคแ?อ (Larminar Flow) บริษัท ISSCO

model 25
เครองอบไมโครเาฟ ่(Microwave Oven) บริษัท NEC model MC-300 TE 
คอลัมนสำเร็จรุป Sep-Pak C-18 cartridge บริษัท Waters

A ssociates
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2 .1 .2  ส'าร I. ฅม
2 .1 .2 .1  ไมโฮอนโนสิทออ (M yoinositol) บริษัท sigma
2 .1 .2 .2  กรคนโคตนค (N icotin ic  acid) บริษัท sigma
2 .1 .2 .3  อะมีโนไกอสิน (Aminoglycine) บริษัท Fluka
2 .1 .2 .4  ไพริดอกสิน โมโนไสโครกออไรด (Pyridoxine monohydro­

chloride) บริษัท Sigma
2 .1 .2 .5  ไทอะมน ไสโครกออไรค (Thiamine hydrochloride)บริษัท

Sigma
2 .1 .2 .6  กรค 2, 4-1ดคลอโรนิเนอกสิอะสิตก ( 2 ,4-Dichlorophenoxy- 

a cetic  acid) บริษัท Fluka
2 .1 .2 .7  เบนสิลอะคมีน (Benzyl adenine) บริษัท sigma
2 .1 .2 .8  กรคอนโคออะสิตค ( Indoleacetic acid) บริษัท sigma
2 .1 .2 .9  โคเลส์เตอรออ (C holesterol) บริษัท sigma
2 .1 .2 .1 0  กรคเมวาโลนิค (Mevalonic acid) บริษัท sigma
2 .1 .2 .1 1  ร์ไฅิกมาส์เตอรอล-สิโตร์!เตอรออ(S tigm astero l-S ito stero l)  

ส’ถาบนเทก'โน'โลกสิวภาพ าฝ็าลงกร«เมหาริทสาลัธ โคอนาหนัก 1 กรัม มีเจ่ตกมา «1 เตอรออ 
0.4014 กรัม และ สิ'โตส'เตอรออ 0.4158 กรัม คคเรนความบริสุฑร 80.17 เปอริเซ็นต

2 .1 .2 .1 2  อะสิโตไนไตรล (A ceton itr ile ) สนค HPLC grade บริษัท 
E. Merck Damstadt, Germany

2 .1 .2 .1 3  เมทสิลแออกอสออ (Methyl alcohol) tfUR an alytica l
grade บริษัท Mal1inckrodt, Inc. บ .s . A.

2 .1 .2 .1 4  เอสิลนออกอสอล (Ethyl alcohol) ๚นค an alytica l 
grade บริษัท BDH, England

2 .1 .2 .1 5  ผงวุ้น (Agar Powder) ห้างหุ้นสิวนจ่ากัค วอริค เมคก 
สารเคมีอ่ีนๆ นอกาากพเรนสารในเกรคริเคราะห้าากบริษัท siggma, Fluka

แอะ BD1I
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2.2 คัใอร่างพสั
2 .2 .1  ต้นส่วน ต้น ใบ และเปลฝืก ปิองต้นไช่เน่า ( Vitex glabrata R.Br.) 

จาก อ. บางเปีน กรุงเทพมหานคร อารุ 7 ปี
2 .2 .2  แคลล้ส่ส่วนต้น ใบ และเปลอก ส่วนหน่ิงไต้รับจาก นสั.กัทมา กาวรนส หล้ก- 

สัตรเทคโนโลกต้าภาพ คณะวิทอาส่าสัคร จุฝ็าลงกรผนฬๆวิทอาล้อ และบางส่วนทำการเพาะ- 
เล้ํฮงพาจากส่วน a องพ t(จากสรรม tf าต้

2.3 อาหารเพาะเลํ้องเชลล»คลล้สั
ใต้สัตรอาหารท่ีพั»นาโคอ ปีทมา กาวรนส <ปีทมา, 2533) โคอใต้อาหารแปีงสัตร 

Murashige and skoog (HS medium) (Murashige and skoog, 1962) ครังสัตร 
(1/2 MS) ทเสัรัมต้วอ auxin คอ 2 ,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) 
และ cytokinin คอ benzyladenine (BA) 1 กับ 2 ppm ผงวุ้น 0.7 เปอรเช็นต้ 
ปรับ pH เท่ากับ 5.6 (ลุภาคผนวก 1) น่าไปทำการข่าเîfอท่ีอุกเหภูมิ 121° รๆ ความคัน 15 
ปอนต้ต่อตารางน่ิว เป็นเวลา 15 นาท

2.4 อาหารเหลวส่าหรับเพาะเล้ํองเ•สัลลพสัไช่เน่า
2 .4 .1  อาหารเหลวสัตร 1/2 MS เสัรัมค้ว0 2,4-D และ BA 1 กับ 2 ppm ปรับ 

pH 5.6 น่าไปฆ่าแ?อทอุก)หภูมิ 121° ช ความคัน 15 ปอนคต่อตารางน่ิวเป็นเวลา 15 นาที
2 .4 .2  อาหารเหลวสัตร B-5 (Gamborg, 1970) ทำการเตรัรมอาหารแล้วเสัรัม 

ต้วอ 2,4-D และ BA 1 กับ 2 ppm ปรับ pH 5.6 นำไปอบข่าท่ีอก!หภมิ 121° ช ความคัน
1 Z L  1  ไ  '15 ปอนคต่อตารางน่วเปีนเวลา 15 นาทํ

2.5 วิg เตรัปีมส่ารละลาอโคเลสัเดอรaa (C holesterol)
ละลากโคเลสัเตอรอล 100 และ 200 มิลล้กรัมในเอธลแอลกอฮทลบรัสัทร อร่าง- 

ละ 10 มิลลล้ตร ท่ีอุกเหภูมิ 50 ° ช แล้วน่าไปทำให้ปลอคเน่ิอโคกกรองผ่าน m illipore
f i l t e r  ปีนาค 0.45 ไมโครเมตร สัารละลารในตรัรมแล้วใต้ทันที

016513
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2.6 ว้สเฅรีaมชา73ะลากกรดเมวาโลนค (Mevalonic acid)
ละลากกรคเมวาโลนิค 1 กรัม ในนา 100 มลลิลิตร ชารละลากน้ํเก็บไว้ไต้นาน 

เมอจะใช้นำไปทำให้ปลอดเสือโคกการกรองผ่าน m illipore f i l t e r  ปีนาค 0.45 ไมโคร 
เมตร

2.7 วิg เตรีธมชารละลาปีชตกมา(1เคอรอล-วิโตชเตอรอล (S tigm astero l-S ito stero l)
ละลาอชตักกมาชเตอรอล-ใ}'โตชเตอรอล 100 และ 200 มลลิกรัม ในเอฮลแออ- 

กอสอลบรัส์ทส อร่างละ 10 มลลิลิตร ท่ีอุเพ vm ม 50 ° ช แล้วนำไปทำให้ปลอคเสือโคกกรอง 
ผ่าน m illipore f i l t e r  ปีนาค 0.45 ไมโครเมตร ชารละลากน้ํเตรีรมแต้ว'ใต้กันก

2.8 การเบนกานำให้เกคเชลลแคลล้ช (ปีกมา, 2533)
2 .8 .1  ว้ธฟอกฆ่าเสือ

2 .8 .1 .1  คัดก่ิงปีองต้นไปิเน่า ความอาวจากปลากกอคประมาเพ 1 ฟุต ล้าง
ต้วอนำจนสะอาค

2 .8 .1 .2  คัลใบออกจากก่ิงและตัดช่วนก่ิงให้เป็นก่อน  ๆ กาวก่อนละประมาท*
1 นํว เช็ดต้วอ 70 % เอสลแอลกอสอล

2 .8 .1 .3  แกกแต่ละช่วน(ใบและก่ิง) ลงแร่ใน 10 % คลอรอกชท่ีม Tween 
20 ประมาเพ 4-5 หกด เพฮลคแรงตังผิวเป็นเวลานาน 10 นาก เปีร่าคลอดเวลาที่แร่

2 .8 .1 .4  รากลงแร่ใน 5 % คลอรอกช็ท่ีม Tween 20 นาน 15 นากัเปีร่า
ตลกคเ วลากแร่

2 .8 .1 .5  ล้างคลอรอกวิ และ Tween 20 ออกคัวอนากล่ันท่ีผ่านการฆ่าเสือ 
จนกระท่ังไม่มฟองปีอง Tween 20 เหล้ออร่ (ประมาเพ 3 คร้ัง)

2 .8 .2  การคัลสืนฆ่วนพ!(ในชภาพปลอดเสือ ทำบนจานเพาะแก้วท่ีผ่านการฆ่าเสือแล้ว
2 .8 .2 .1  วินลิวนพ!(ท่ีนำมาทดลอง

ใบ ใช้ใบอ่อนมรเวเพปลากกอด (0.5 X 0.5 ชม.)
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เปลอก โคอการนำก่ิงท่ีฟ่อกแล้วมาลอกส่วนเปลอกออก 
(0 .5  X 0.5 ชม.)

ค้น โค0การนำก่ิงท่ี'ไม่'ไค้ลอกเปล้อกแต่ฟ่อกแล้วตัดตามปีวาง
ให้ไค้ปีนาคความหนา 0.2 ช».

2 .8 .2 .2  ร้าอเนอเออภารใค้ชภาวะปลอดแ?อ โคอใช้ปากอีมท่ีชุบแอลกอ- 
ช อล้ลนไฟ่ฆ่าเ^อแล้วปล่อ0ให้เอ็นลักครู่ คบช้นส่วนท่ีค้องการไปเจรฦ)บนอาหารแแปีงชุตร 1/2 
MS ตามจ้อ 2.3 บัลจุกนำไปเล้ํองเพอเหนอวนำให้เกิคแคลลชัานห้องเพาะเลองเนิ่อเออที่ม
แชงชว่าง 2,000 ลักช Iรนเวลา 16 ช้าโมง ท่ีอุกเหกุม 25 + 2° ช (รูปท่ี 6)

2.9 การเพาะเลองเชลล็แคลลัช
เมอร้นส่วนฬชพ«นาเป็นก้อนแคลลัชปีนแล้วประมาก( 2-3 ลัปคาห กำการร้ารก้อน

แคลลัชมาส่อาหารแปิงชุตรมาตรฐาน 1/2 MS ปิวคใหม่ ท้ํงไว้ใพ้ก้อนแคลลัชเจริฤเต่อ1ปาน
ปีนาคใหญ่ปีนอีกเล็กน้ออเล้นผ่าชุนอกลางประมากi 0.5 ชม. กำการตัลช้นส่วนจองเนอเออเลม 
จองพชท่ีอังมติคออุ่ออก แอกเอาเฉพาะกลุ่มเชลล็แคลลัชออกมาเล้ํองบนอาหารแจ็งปีวคใหม่อีก 
คร้ังหน่ิง จากน่ิกำทารเปท่ีอนอาหารเพาะเล้ํองเช้นน้ํทุกๆ 3 ลัปคาห จนไค้ปรมากแเคลลัชเพ่ิม 
ปีนมากพฮท่ีจะใช้ในการวิจ้อต่อไป

2.10 การเพาะเลอง เชลล็พชไปีเน่าในอาหารเหลว
นำแคลลัชท่ีเกคจากช้นส่วนาบ เปลอก และค้น จองพชไปีเน่าท่ีมลักษก*ะน่ิมฟ่

(fr ia b le )  มาบันทกน่ิาหนักและถ่าอลงปิวลรูปชมพู่ท่ีมอาหารเหลวชุตร 1/2 MS (จ้อ 2 .4 .1 )  
โคอาช้แคลลัชหนัก 10 กรัมต่ออาหารเหลว 100 มล. กำการเล้ํรงในปิวครูปชมพู่ปีนาค 250 
มล. เจอ่าานเครองเจอ่าแบบ rotary shaker ความท่ี 80-100 รอบต่อนาอี ให้แชงชว่าง
2,000 ลักช เป็นเวลา 16 ช้งโมงต่อวัน ท่ีอุก!หกุม 25 jh 2° ช (รูปท่ี 7)

เมอกำการเลํ้องครบ 3 ลัปคาห ร้าอเชลล็ท้ังหมคลงเล้ํองในอาหารใหม่ ชุตรเค้ม 
ปรมาคร 200 มล.ในปีวครูปชมพู่ปีนาค 500 มล. นำไปเลํ้องในเครองเจอ่าที่ชภาวะมาตรฐาน 
จนครบ 3 ลัปคาห นำเชลล็ทังหมดมากรองผ่านผ้ากรอง(Nylon mesh) จนาคความกว้างจอง
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รปท 6 ภาพแส์ดฬ้นวางปิาตเพาะเลธงเนอเรอwtf

รชท่ี 7 ภาพแส«งเครองเปีร่าสำทรันเพาะเลํ้รงIชลawrf
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รุ 560 ไมโครเมตร เพอแฮกกลุ่มเชลล้อนาคใหญ่ออกไปแล้วนำเชลล้ส่วนท่ีออ่านอาหารเหลวมา 
กรองผ่านกระดาษ'กรอง Whatman No.l เก็บเชลล้ท่ีกรองไล้บนกระดาษกรองท้ังหมดนำไป 
เล้ํฮงานภาชนะและสํภาวะเดมอกนาน 3 ล้ปลาห เชลล้ท่ีไล้น้ํจะเป็นเชลล้เร่ิมล้นสำหรับการ 
ทดลองต่างๆ ต่อไป โลธจะนำเชลล้เหล่าน้ํมาเล้ํรงในแวดรุปชมพู่ปีนาด 125 มล. ปริมาตร 
อาหาร 50 มล. ตามส่านวนท่ีต้องการ
2.11 การวัคการเาริญจองเชลล้านอาหารเหลว

เชลล้แจานลอฮพชไอ่เน่าสำมารถลดตามการเจริฤ)ไล้เป็น2 แบบ คอ
2.11.1  การวัคปริมาตรจองเชลล้ตกตะกอน (Packed Cell Volume, PCV )

คคเชลล้แปิวนลอฮ 10 ผล. ล้วร Î) เปตปลาถลัคลงานหลอดพลาสํตกปลา0แหลม
(Centrifuge tube) ท่ีผีสํเกลบอกปริมาตร ทำการช่น 400 รอบต่อนาท่ีเป็นเวลา 3 นาท 
อ่านค่าปริมาตรจองเชลล้ท่ีตทตะกอน แล้วด่านวแแป็นเปอร่ิเช็นตเท่ีฮมกับปริมาตรเคม 10 ผล. 
ใ?งเป็น 100 เปอร่ิเช็นต

2.11.2  การหาค่านาหนักแห้ง
คุคเชลล้แปีวนลออ 1 และ 10 มล. ล้วอปีเปตปลารตัคทำการกรองผ่านกระดาษ

กรอง Whatman No.l ท่ีทราบนาหนัก โดฮาช้ริสี suction นำเชลล้าปอบท่ีอุก»หภุม 40° ช 
เป็นเวลา 30 นาท่ี โคฮเคริ่องอบ microwave ท่ังนาหนักจะทราบค่านาหนักแห้งจองเชลล้ 
เป็นกรัม

2 .11 .3  การหาค่าโปรตีน
นำกระดาษกรองท่ีท่ีเชลล้อบแห้งจากการหาค่านาหนักแห้งานจ้อ 2 .11.2  ผาทำการ 

วัคค่าโปรตีนโลฮวสีจอง Lowry (Lowry, 1951) จะไล้ค่าโปรตีนจองเชลล้ ด่านวก*ค่า
โปรตีนเป็นผิลล้กรัม

2.12 การเก็บดัวออ่างเพอริเคราะห้ระดับเบตา-เอคไดโชน
2.12.1  การเกบเชลล้

ทำการเก็บเชลล้ตามกำหนดเวลา โคฮนำเชลล้แจวนลอฮมากรองผ่านกระดาษกรอง 
Whatman No.l เชลล้ท่ีไล้บนกระคาษกรองนำไปอบแห้งท่ี 55° ช จนกระท่ังนาหนักแห้งคงท่ี
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บันทกค่านาหนักแพ้ง
2 .12 .2  การเก็บตั7ออ่างส่วนท่ีอรู่ภาอนอกเซลล

นำส่วนสองอาหารเหลวท่ีเหล้อจากการกรองเอาเซลล้ออกไปแล้วท้ังหมคมาวัคปริมาตร 
ท่ารใส่ปีวครปซมผุ่สนาด 250 มล. นำไปอบท่ี 55° ใ/

2.13 การสักัดแรกสัารเบตา-เอคไคโซนจากเซลล้เพาะเลํ้รง
นำเชลล้ท่ีอขแห้ง รังน้ัาหนัก 0.2 กรัม ไปสักัคค้วร 95 % เอสลแอลกอสอล้ ใน 

อัตราส่วน นำหนักแห้ง 1.0 กรัม ต่อเอสิลแอลกอฮอล้ 50 มิลล้ล้ตร โคธริส Soxhlet เป็น 
เวลานาน 6 รัวโมง จากนันนำมากำให้แห้งค้วรเตรอง rotary vacuum evaporator

2.14 การสักัตแรกสัารเบตา-เอคไคโใ/นจากส่วนท่ีอรุ่กาaนอกเซลล
นำตัวอร่างท่ีอบแห้งจากอ้อ 2 .12 .2  มาสักัตค้วร 95 % เอสลแอลกอสอล้านอัตรา 

ส่วนนำใสั 100 มล. ล่อเอสลแอลกสอล้ 10 มล. กำการเสร่าที่ 55° ซ เป็นเวลานาน 6 
รัวโมง จากนัแนำมากำให้แห้งค้วรเตรอง rotary vacuum evaporator

2.15 ริสเตริรมตัวอร่างเพอการริเคราะหเบตา-เอคไคโซนค้ใรเทค!ไค HPLC (บัทมา,
2533)

นำสัารตัวอร่างสักัคท่ีอบแห้งแล้วมาละลารล้ว0เมทบัลแอลกอสอล้ปริมาตร 1.0 มล.
กำการเสร่ากับเสกเซนปริมาตร 2.0 มล. คุครันเสกเซนท้ํงนำส่วนท่ีเหล้อไปอบแห้งท่ี 55° ซ 
จากนันนำมาละลารนากล่ัน 5 มล. นำไปผ่านคอลัมน Sep-pak C-18 กำการซะคร้ังแรกค้วร 
สัารละลาร 20 เปอรเซ็นตเมทสานอลในนา และคร้ังท่ีสัฮงค้ว0 10 มล. สองสัารละลาร 80 
เปอรเซ็นคเมทสานอลานนา เก็บสัารละลาอท่ีไค้นำไปอมแห้งท่ี 55 ๐ °ซ จากน้ันนำมาละลาร 
ค้วอเมทสลแอลออสอล้สัมบุรท!ปริมาตร 0.5 มล. นำไปตรวจริเคราะห้หาปริมาทแบตา-เฮคไค- 
โซนต่อไป
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2.16 วธีไเคราะ»ปรุมาทแซคา-เอคไคโชนค้วรเทคนค HPLC (ปีทผา, 2533)
นำt ารุละลาร-ทกอ้ฮ 2.15 ผาทำการวิเ คราะ»โครการฉีคชาร?)ะลาร 20 ไผโคร 

ลตร เอ้าเครองไ!แพอรฟ่อรมานชลคไคโครผาโตกราฟนเ (Shimadzu LC - 3A) โคร
ผคํภาวะคังน้ํ

Colomn s iz e 9 25 cm X 4.6 mm I.D.
Absorbent DUPONT SORBAX ODS
Injection  pressure ; 300 Kg/cm
Solvent 9 14 % a c e to n itr ile  in 2 %

a cetic  acid
Flow rate 9 1 ml/min
Detector 9 uv 254 nm

โดรวอ้น้ํเวลาท่ีอร่ในคอลัผน (retention  time) ปีองเซคา-เอคไคโชน
กัซ 22 นาที (ภาคผนวกท่ี 3)

คำนว(พค่าเซตา-เอคไคโชน จากเช้นกราฟ่ผาตราฐาน (ภาคผนวกท่ี 4)
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