
บทท่ี 4
สรุปแสะวิจารผ์ผลการทคสอง

จากม ีรายงานทาราซ ้สารเบตา-เอคไคาซนจากด ้นไฃ ่เน ่า ความเซ้มซ้น 2 .3
มีสลิกรัมต่อนำหนักอาหารเสียงสูกกุ้งก้ามกราม 100 กรัม พบว่าฮอรัามนนีจะกระตุ้น
การเจริญซองสูกกุ้งก้ามกรามอย่างมีนัยสำคัญ (พัฒ่เญญา, 2528; C h a iw atch arak oo l,
ร , 1 9 8 6 )

การเพาะเอ ี้ยงเนอเยอพ ีซานอาหารสังเคราะห ์เพ ึ๋อผส ีฅสารท ุต ิยภ ุม ี นัจจัยสำคัญ
ศึอ แหล่งซองพืช ส่วนใ!ระกอบซองอาหารแสะสกาวะการ เพ าะเส ียง พฆว่าความสามารกาน
การผลิตสารทุติยภูมิซอง แคสคัสซนกับความสามารกผสตสารทุติยภูมีานพืชธรรมชาติ น่ันคีอถ้าคัด 
เสือกพืชที่สามารกผลิตสารได้สูง าอกาสที่แคสสัสจะผลิตสารไต้สูงก็มีมากกว่า จากรายงานที่ 
ผ่านมาตรวจพบบริมาผเบตา-เอคไดาซนไนส่วนเบสีอกต้นซองต้นไช่เน่า ( V ite x  g l a b r a t a

R .B r .)  1.57% (W era w a tta n a m e tin  แสะคพะ, 1986) ซึ๋งเป็นรายงานการตรวจพบสาร 
เขตา-1อคาดไซนานระคับสูงมาก Iพราะานพื«ส่วน'ใหญ่!จะมีIบตา-เอคไดาซนน้อยกว่า 1%
จึงสนาจที่จะ ทำการ เ พาะ เ อี้ยง เ น่ัอ เ ยึ๋อด้นาช่I น่า าดยทำการคัด Iสือกส่วนซองพืชที่ยังอย่าน
ระยะการเจริญเติบาตเช ่นาบอ่อน ยอดอ่อน Iพราะง่ายต ่อการ Iพาะ เอี้ยงบนอาหารสัง เคราะห 
านการว ิจ ัยน ีจ ึงเส ือกา«เนอเย ึ๋อ  3 ส่านานการเริ่มต้นศึกษา คีอช้ํนส่วนซองาบ ชันอีพิเคอรํมส 

แสะส่วนซองต้น

สภาวะที่เหมาะสมานการ เพาะ เสียง เนอ เยอ
เมี๋อทำการศึก»•ทนัจจัยที่เหมาะสม ต่อการชักนำาห้เกิคแคสลัสานอาหารเพาะ เสียง 

เน อ เยอชนส่วนซองาบ ชนซองอีพืเคอรัมีส แสะส่วนซองด้น ได้แก่ความเซ้มซ้นซองสาร
อาหาร (medium conce t io n )  สารควบคุมการเจริญเติบาต (grow th
r e g u la to r )  รวมทังสภาวะการ ง ( l i g h t  p e r io d )

อาหารเพาะเอี้ยงาช้ส ูตรซอง M urashige and Skoog (MS) ซึ๋งมีสารอาหารที 
เหมาะสมานการเพาะ เอี้ยง เนอเยอพืชส่วน'าหญ่ มีสารจำพวก m icro e lem en ts ทีจำเป็นต่อ



9 2

Mlไนปริมาทเที่สูงกว่าเมื่อเทียบทับสารอาหารสูตรอึ๋น อย่า'!ไรก็ตามความเข้มข้นยองสารอาหาร 

1พาะ เสียงที่มาก เกินไซก็จะยัฆยั้งการเจริญยอง เนอ Iยํ่อทืย ( ร t a b a ,1 9 8 0 )

เมื่อทำการศึกพาความเข้มข้น«องสารอาหารสตร MS ที่ความเข้มข้นเต็มสูตร (MS) 
แสะครึ๋งสูตร (1 /2  MS) ต ่อการยักนำการเกิดแคสสัสยองเนอเยํ่อต้นไย่เน ่ายั้ง 3 ส่วน 
เทาะเสียงทนห้องควฆคุมอุผพภูมิ 25+2°ซ ไห้แสงความเข้ม 2 ,0 0 0  สักช เซ ็นเวสา 16 
ยั่วไมงต่อวัน ผสการทดสองแสคงไห้เห็นว่าความเข้มข้นยองสารอาหารสูตร MS มีผลต่อการ 

เจริญยองเนอเม ื่อย ั้ง 3 ส่วน ใคยที่ความเข้มข้น 1 /2  MS เหมาะสมต่อการเทาะเสยงเนอ

เยีอต้นไย่เน ่าทัง 3 ส่วน มากกว่าเม ื่อมีความเข้มข้น«องสารอาหารสูงๆ (MS) เทราะจะไซ 
ยับยังการเจริญและทำไห้เซลล์ตายไนที่สุด

M u ld e r -K r ie g e r  แสะคพะ (1 982) เพาะ เล ี้ยง เนอเยอส่วนต้นยองชิงไคนา 
( C in ch o n a  pub e s e e n s  V a h l .)  เทือศึกษาผลยองธาตุอาหารหลักและธาตุอาหารรองยอง 
อาหารสูตร MS ที่ความเข้มข้น 1/8M S, 1/4MS, 1/2MS, MS ท่ีมี BA, IBA และ 2 ,4 -D  
ต่างๆกัน พซว่าอาหารที่มีสารคาซคุมการเจริญ BA : IBA ( 2 : 8 ) ,  B A :2,4-D  ( 2 : 1 ) ,
BA:IBA ( 1 :5 )  ทีแต่ละระตับเมีอแบรเบลยนความเข้มข้นยองสารอาหาร พบว่าท่ี 1/2MS จะ 
ไห้การ เจริญดีกว่า MS ไนทุกระดับ

ก ารเต ็มสารควบคุมการเจริญเต็ซไตยองทืชลงไนอาหารเพาะเลี้ยงไนระยะเรํ่มต ้น 
อาจจะไม ่จำเซ ็นสำหรับการเพาะเส ียงเนอ Iรอ แต่การเสริมสารเหล่าน ีไนอาหารเส ียงเซลล์ 

ทืยจะมีความจำเซ็นมากไนการซ่วยไอกาสการเจริญที่ส ูงกว่า ทังนีเพราะการพัฒนา»องเซลล์
เ ทือIบลี่ยนแบสง ไซ เ ซ็นอวัยวะส่วนต่างๆนัน จะ มีความจำ เ ซ็นต้องไข้สารควบคุมการ Iจริญท่ี

แตกต่างกันยั้งยนิดและซริมาญที่เหมาะสม (D e v lin  และ W itham, 1980 ; B u ten k o ,

1985)
2 ,4 -D  ( 2 , 4 - d ic h lo r o p h e n o x y a c e t ic  a c id )  เบนออกชินทีนิยมไยยักนำ

ไห้เกิดแคสสัส และไห้คงสภาพแคลสัสไว้ และมีความสามารกยับยั้งการสร้างอวัยวะ

( o r g a n o g e n e s is )  ( s ta b a ,1 9 8 0 )
BA ( B e n z y la d e n in e ) เซ็นไซไตไคนินที่นิยมไข้ไนการเพาะ เลี้ยงแคลสัส ทำ 

หน้าที่ไห้เซลล์เกิดการแน่งตัว เสริมการยืดตัวยอง เซลล์ และทำไห้เซลล์มี«นาดไหญ่ยน

( G r e n la c h ,1973)
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R uiz และ V alad ez  (1 985) ทำการเพาะ เลี้ยงแคลลัสชองบานไม่รู้ไรย
( Gomphrena  g lo b o s a  บนอาหาร MS ที่เสริมสารควบคุมการเจริญเติบไตระดับต่างๆ 

ก้นคอ 10-5 M n a p th a le n e  a c e t i c  a c id  (NAA), b e n z y la d e n in e  (BA) 1 0 "9 M, 
NAA 1 0 -5 M ร่ามก้บ BA 1 0 -8 M แสะ 2 ,4 -D  1 0 -6 M ร่วมกับ BA 1 0 "8 M พบว่า
อๆหารที่เสริมด้วย 2 ,4 -D  10"6M ร่วมกับ BA 1 0 "8M จะไห้การเจริญชองแคสลัสสงสุด แสะ 
ได้แคสสัสท่ีมีสักพโ«ะ เ ทาะกันอย่างหสวมๆ แสะ ไม่มีการ เบสี่ยงแบสง าบI บนยอดหรือราก

เมอทำการศึกษาอิทธิพสชองความIฃ้มข้นชองสารควบคุมการ เจริญIติบใตศึอ 2 ,4 -D  

ไนระดับ 0 , 1, 2 , 3 , 4 ม ก ./ส . ร่วมกับ BA 0 , 1, 2 , 3 ม ก ./ส . ต่อเนอเยึ๋อพืชทั้ง 
3 ส่วน ทำการเพาะเสียงไนห้องควบคุมอุผหกูมี 25+2 ° ซ ไห้แสงความเข้ม 2 ,0 0 0  ลักซ์ 
เป ็นเวลา 16 ชั่วามงต่อวัน พบว่าการชักนำการเกิดแคลลัสไนเนอเยึ๋อส่วนของต้นและชั้นส่วน 
ชองไบที่ระดับความเข้มข้นของ BA สูงๆ การสร้างแดลสัสมีแนวใน้มลดลงและที่ BA สูงๆ
ลักษผะชองแคสสัสส่วนของต้นที่'ได้จะมีลักพญะเกาะกันอย่างหลวมๆ ไนฃแเะท่ีแคลลัสจากช้ันส่วน 

ชองไบจะมีลัก«แรเกาะกันแน่นกว่า การเพ ิ๋ม 2 ,4 -D  จะเพิ๋มการชักนำการเกิดแคสลันไนคุก 
ส่วนชองพืช BA ที่ความเข้มข้นไม่สูงนักจะมีส่วนไนการชักนำการ Iกิดแคสลัสไนเนอเยึ๋อต้น

ไข่เน ่าด ้วย แต่ท่ี BA สูงกึง 3 ม ก ./ส . จะมีผสไบยับทั้งการเกิดแคลลัส นอกจากลี้ BA ยัง
มีผลทำไห้แคลลัสที่ไต้ประกอบไปด้วยเซลล์ที่เกาะกันอย่างหลวมๆ เป็นแบบ f r i a b l e  c a l l u s  

พบว่าการทำงานร่วมกันชอง 2 ,4 -D  และ BA จะไห้การเกิดแคลลัสดีกว่าเที่อมีสารควบคุมตัว 
ไคตัวหน ึ่งเพ ียงอย่างเด ียว และไห้ผลสอดคล้องกันว่าเนอเยึ๋อจากชั้นส่วนของไบและส่วนชอง

ต้นที่เพาะเสียงบนอาหาร 1 /2  MS ที่เสริมด้วย 2 ,4 -D  1 ม ก ./ล .แ ล ะ BA 2 ม ก ./ล .
จะ ชักนำการสร้าง แคลลัสดีท่ีสุค

สำหรับเแอIยีอชันอีพีเดอร์มีสนัน ไนการทดลองไข้เนอ เยีอIรํ่มต้นมาทำการ
เพาะ เล ี้ยงหลายๆคเง พบว่ามีปัญหาและอุปสรรคค่อนข้างมาก ดีอมีปัจจัยภายนอกเข้ามา
ร่วมด้วยเช่น กดูกาล ใรคพืช และการปนเบอน ทำไห้การทดลองได้ผลแตกต่างกันยากไนการ 
ควบคุม แต่จากผลการทดลองหลายๆครั้งไห้ผลสอดคล้องกันว่า อาหาร 1 /2  MS ที่เสริม
2 ,4 -D  1 ม ก ./ล . และ BA 2 ม ก ./ล . ชักนำการเกิดแคลลัสได้ดี และเหมาะสมต่อการ
เพาะเล ียงเนอเย ึ๋อส ่วนชองเบล ีอก ดังป ันจะเลือกไข้อาหารสูตรนีไนการเพาะเล ียงเนอเยึอช ัน 
อีพีเดอร้มีสด้าย

เมึ๋อติดตามการเจริญชองแคลลัสจากชั้นส่วนของไบบนอาหาร 1 /2  MS ท่ีแปรผ ัน
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ความเข้มข้นของ 2,4-D  แอะ BA จะเพ็นได้'ว่าความเฃ๎มข้น 2,4-D  1 ม ก ./อ .
และ BA 2 ม ก ./อ . นอกจากจะซักนำการเกิดแคลล้สไต้คีที่อุดแล้ว ยังเขนระดับอารควบคุม 
ท่ีกระคุ้นการ เ จริญของ เ ซออ'ได้สงท่ีอุด นอกจากนบบว่ารบแบบการ I จริtyซองคุกความ เ ข้มข้น
เหมือนกัน คีอแคอล้อจะเข้าอู่การเจริญสงอุดที่ 6 อับคาห้และท่ี'ระดับความเข้มข้นซอง 2,4-D  
ะ BA (1:2  ม ก ./ล .)  จะไห้การเจริญสูงอุด รองลงมาคือ 2,4-D  ะ BA (4:2 ม ก ./อ .)  
ส่วนท่ีระดับ 2,4-D  ะ BA (2:2  และ 3:2) การเจริญสงอุคทกล้เคียงกันและตากว่าที่ระดับ 
ย่ืน

การแปรผัน'ระดับ 2 ,4 -D  และ BA เทียบกับสูตรควบคุม (2 ,4 -D  1 ม ก ./ล . 
และ BA 2 ม ก ./อ .)  ไห้ผลว่าไม่ไช่ปริมาณซอง 2 ,4 -D  หริอ BA ที่คาบคุมการซักนำการ
เกิดแคอล้อและการเจริญซองเซลล์ แต่จะเป็นอัดส่วนซองสารควบคุมการเจริญทั้ง 2 «นิด ท่ีมี 

อิทธิพลต่อโทรพัฒนาแคลล้สของเนอเยื่อต้นไข่เน่า อาหารที่มี BA สูงๆ แม้ว\ จะอามารกซักนำ 
การเกิดแคลลัอจากส่านของต้นไดดี แต่ไม่เหมาะสมไนการเพาะ เอียงแคลล้อ เพราะนอกจาก 
จะไห้การ เ จริญตาแล้ว ยัง ไม่สามารกรักพาสภาพซองแคอล้สไนอาหาร เ พาะ เ ลี้ยง ไว้ไต้แบบต่อ 

เยื่อง แต่สำหรับอาหาร 1 /2  MS ที่เสริม 2 ,4 -D  : BA (1 ะ 2 ม ก ./ล .)  จะไห้
การเจริญของแคลล้สเพิ่มขนสูงกว่าเยื่อมี 2 ,4 -D  เท่ากันแต่เพิ่ม BA เป็น 3 ม ก ./ล .
เกิอบ 8 เท่าซองนำหนักสดภายไน 6 สับคาห้ แคลล้สที่ไต้จะมีล้กพณะเหลืองสดและมี
สภาพสมบูรณ์จนส้ันอุดการทดลอง ดังนันอาหารที่ I หมาะ สมต่อการ I พาะ I อียงแคลล้สจากส่วนของ 

ต้น คืออาหาร 1 /2  MS ที่เสริม 2 ,4 -D  1 ม ก ./ล . และ BA 2 ม ก ./ล .
ดังนันไนการวิจัยนีจะไข้สูตรอาหาร 1/2 MS ที่เสริม 2 ,4-D  1 ม ก ./ล . และ

BA 2 ม ก ./ล . เป็นอาหารสูตรมาตรฐานและคาบคุมเพ่ิอการศึกพาคุณสมบัติของแคลล้ส และ 
สภาวะการผลิตเบตา-เอคาดาซนไนเนอเยื่อเพาะเลี้ยงต่อาบ

การติดตามการเจริญซองแคลล้สจากเนอเยื่อทั้ง 3 ส่วนบนอาหาร 1/2 MS ท่ี
เสริม 2,4-D  1 ม ก ./ล . และ BA 2 ม ก ./ล . าดยการช่ังนำหนักสดและนำหนักแห้ง 
พบว่ารูบแบบการเจริญคล้ายคลึงกัน และแคลล้สส่วนของต้นเจริญไต้สูงอุดเกือบ 8 เท่าของ 
นำหนัก เร่ิมต้นไนขณะท่ีแคลล้สจากส่วนของไบและช่ันอีพิเดอรัมีสมีการเจริญาต้บระมาณ 6 เท่า 
ของนำหนักเ ร่ิมต้นและการ เ จริญไกล้เคียงกัน แสดงไห้Iห็นว่าอิทธิพลของสารควบคุมการ
เจริญต่อแคลล้สจากเนอเยื่อส่วนต่างๆของพี«ชนิดเดียวกันจะมีผลต่างกันอย่างซัดเจน ซ่ํงอาจมี 
ปัจจัย กลไกควบคุมการเจริญและการแบ่งเซลล์ไนสภาวะที่เหมือนกันแตกต่างกันออกาบ ท้ังนิ
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อาจขนกับอายและลักษทIะฃองแคลลัสที่นำมาเพาะ เล ียงด้วย
นอกจากการศึกษาอิทธิพลของสารควบคุมการ เจ:ริชุ!ต่อการ เจริชุ(ชองแคสลัส ที่ไคัจาก 

Iแอ เยอชองตันไข่เน่าาดยติดตามนำหนักสดแส้ว ย ังได้ทดสอนอิทธิพลของความเช้มชันสาร
อาหารต่อการชักนำแกะการเจริญชองแคลลัส าคยเพื่อเพาะเลิ้ยงเนั่อเยึ๋อทั้ง 3 ส่วนซน
อาหาร MS และ 1/2 MS ท่ีเสริมด้วย 2,4-D  1 ม ก ./ล . และ BA 2 ม ก ./ล . 
ผลการทดลองยีนยันฉีกครังหนงว่าอาหารสูตร MS กึงแม้จะมีสารควบคุมการเจริญที่เหมาะสม
โ)ไม่สามารถชักนำก เรสรัางแคลลัสไน«นส่วนชอง,!บ แต่สำหรับท้ันอีพิเดอรมีส และส่วนชองด้น 
สามารถกูกชักนำ,ไห้เกิดแคสลัสได้ แค่การเจริญของแคลลัสจากเนอเพื่อทัง 2 «นิดไนอาหาร 
สูตร MS จะมีค่าตากว่าไน 1/2 MS ที่เสริมสารควบคุมการเจริญ เมี๋อเบรียบเทียบ
เนอเยีอทัง 3 ส่วนบนอาหาร 1/2 MS ที่เสริมสาวควบคุมการเจริญ พบว่าเนอเยึ๋อส่วน
ของตันจะถูกชักนำ,ทนกิคแคลลัสได้ดีท่ีสุด (86%) รองลงมาคือ«นของอีพิเดอรัมล (29.42%) 
และ«นส่วนชองไบ (10.04%) ตามลำดับ และส่วนชองด้นมีการเจริญดีท่ีสุด ( GI = 1.89 ) 
รองลงมาคือ«นอีพิเดอร์มิส ( GI = 1.52 ) และไซ ( GI = 0 .87  ) ตามลำดับ น่ัน 
แสดงว่าความเข้มชันชองสารอาหารที่เหมาะสมต่อการชักนำ และการเจริญของแคลลัส คือ
อาหาร 1/2 MS ที่เสริม 2,4-D  1 ผ ก ./ล . และ BA 2 ม ก ./ล . ผลการทดลอง
สอดคส้องกับการแปรเปลี่ยนอาหาร เพาะเลื้ยงเน ั่อ เยึ๋อชองต้น,ชิงไคนา เพ่ือตัดเลือกสูตร
อาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญสูงสุดพบว่าอาหาร 1/2 MS ที่เสริม 2,4-D  1 ม ก ./ล .
แสะ BA 2 ม ก ./ล . เหมาะสมต่อการเจริญแคลลัสมากที่สุด (Mulder และคผะ
1982)

แสง เป ็ นป ัจจ ัยท ี ่ สำค ัญประการหน ึ ๋ ง ไนการเพาะเล ียง เน ั ่ อ เย ีอ  แม ้ว ่ าไดยทั ่วไป

แ ส ง ไม่จำ เ ป็นต่อกา ว  เจร ิญชองแคลล ัส เพราะ  แคสล ัสจะได ้รับพลังงานจากนำตาลที ่ม ีอย ู ่ ไน

จ า ก อ า ห า ร เ พ า ะ เ ล ี ่ ย ง  อย ่างไรก ็ตามแสงก ็ม ีผลต ่อชนวนการเมตาบอล ิซ ึมภายไนเซลล ์ทำไห ้

เชลล์หร ีอแคลส้สของพืชเจร ิญได้แตกต่ างก ับไนที ่ ไม ่ม ี แสง ( M a n t e 11 และ S m i t h ,  1983 ;

Gamborg, 1984 )
I มอศึกษาอิทธิพลชอง แสงต่อการชักนำไห้เกิดแคสลัส าดย เพาะ I ลียง Iน่ัอ เ ยีอพืช

ท้ัง 3 ส่วนบนอาหาร 1 /2  MS ที่เสริมด้วย 2 ,4 -D  1 ม ก ./ส . และ BA 2 ม ก ./ล .
เก็บไว้ไนที่มีแสงความเข้ม 2 ,0 0 0  ลักซ เป ็น เวลา 16 «วามง/ว ัน  แทะ,!นทีมีดตลอด 
เวลา จะเห็นได้ว่า แสงสามารถชักนำการเกิดแคลลัสาด้ดีกว่าการเพาะเลียงไนที่ม ีด
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ไนทุกส่วนของ พื» ทดย Iฉพาะ สินส่านของ ไบนละ สันอีพิเ คอร็มิส แต่อิทธิพลของ แองต่อการ
เกิดและการเจริญของแคลลัสจากส่วนของต้น จะไม่แตกต่างกันอย่างขัดเจ!พากนัก

นอกจากนีลักษณะของแคลลัสไนที่มีดและไนที่สว่างจะแตกต่างกันออกไป คือ ไนท่ีมีด 
แคสสัสจะมีสีขาวไสเกาะกันอย่างหลวมๆ แต่ไนที่สว่างแคลสัสส่วนต้นจะมีสีเหลืองบนเขียวเล็ก 
น้อย ส่านของไบจะมีแคลลัสสีIหลืองบนกับแคลลัสสสีเ ขียว ไนขณะ ที่แคลลัสจาก»นอีพิIดอรํมส 
จะมีสีเหลืองจางๆปนแคลลัสสีขาวไส และทุกส่วนจะมีลักษณะ เกาะกันแน่นกว่าไนที่มีด ใดยไน 
ส่วนไบจะมีลัก«ญะ เกาะกันแน่นมากที่สุต รองสงมาคือส่วนของต้นและ»นอีพิเดอรมิสตามลำดับ

จากผลการทดลอง (ตารางท ี่ 4) ชึ๋งพบว่าแคลลัสจากส่วนของต้นที่เจริญไนที่มีดจะ 
ไห้ด่า GI สูงกว่าไนที่สว่าง จึงติดตามการเจริญทดยการ»งหานาหนักสดและ แห้งของแคสลัส

ส่วนของต้น ไนอาหาร 1 /2  MS ที่เสริมด้วย 2 ,4 -D  1 ม ก ./ส . แสะ BA 2 ม ก ./ล . ไนท่ีมี 
แสงความเข้ม 2 ,0 0 0  ลักซ เป ็นเวลา 16 «วามง/ว ัน  เปรียบเท ียบกับการเพาะเล ิ้ยง
แคลลัสไนอาหารสูตร เ ดียวกันแต่เ ก็บไวัานที่มีดตลอด เวสา พบว่ารูปแบบการ Iจริญของ แคสลัส
ไนสภาวะทังสองคลัายคลึงกัน และเข้าสู่ระยะการเจริญสูงสูคที่ 6 ลับคา!'(เท่ากัน แต่แคลลัส 
ที่เจริญไนที่สว่างมีการเจริญสูงสุดสูงกว่าเล็กน้อย คือเจริญไต้มากกว่า 3 เท่าของนำหนัก
แห้งเริ่มต้น แต่,ไนที่มีดเจริญไต้ประมากเ 2 เท่าของนำหนักแห้งเริ่มต้นเท่านั้น ดังนั้นสภาวะที่
I หมาะ สมไนการขักนำและ การ Iจริญแคลลัสจาก I นอเ ยึ๋อ«นส่วนของไบ «นอีพิ เ คอร์มีส และ

ส่วนของต้นไข่เน่า คือไนอาหาร 1 /2  MS ที่เสริมด้วย 2 ,4 -D  1 ม ก ./ล . และ BA 2 
ม ก ./ล . ไนที่มีแสงความเข้ม 2 ,0 0 0  ลักซ์ 16 «วใมงต่อวัน ไนห้องเพาะเสยงที่ควบคุม 
อุณหภูมิ 25+2 °» มีรายงานว่าแสงมีอิทธิพลต่อการเจริญของแคลลัสเข่นแคลลัสจากส่านของต้น 

ของชิงาคนา C in ch o n a  p u b e sc e n s  จะ เจริญไนที่มีแสง 12 «วามงต่อวัน ไต้คืกว่าไนที่มีด 
( M u ld e r -K r ie g e r  และคณะ,1 9 8 2 ) ไนขณะที่การไห้แสงจะมีอิทธิพลต่อยับยั้งการเจริญของ 
เ»ลส C o p t is  j a p o n ic a s  (S a to  และ Yamada, 1982)

การศึกษาลักHณะของแคลลัส

เม ี๋อทำการเพาะเส ียงแคลลัสจากเน ั้อเย ึ๋อพ ื»ท ั้ง 3 ส่วน บนอาหารและสภาวะ 
มาตรฐานที่ไข้เบนเวลานาน 6 เดือน ทคยทำการเปลี่ยนอาหารไหม่ทุกๆเดือนหลังจากนัน
แสวทำการศึกษารูปร่าง ลักษณะ ทังภายนอกและภายไน เ ชลลํ ตลอดจนการ Iปล่ียนแปลง จำนวน
และลักษณะใครทมาซมอีกด้วย
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จากการศึกพาสัก«fพะภายนอก ด้วยกล้องจุลทรรศน์พบว่าแคลสัสทัง 3 ส่วน แระกอฆ 

ด้วยเซลล์ทลายชนิดมีรูป'ร่างแตกต่างกันคีอ รูปรี ( ขนาด 50x40, 80x40 ไมาครเมตร ) 

รูปวงกลม (เส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 30-50  ไมใครเมตร) และรูปยาว (ขนาด 120x40, 

180x40 ไมใครเมตร) จะพบเซลล์ทั่ง 3 แบบ'ในทุกส่านของแคลลัสแด่านปริมาณแตกต่างกัน 
ทนแคลลัสจาก«นส่วนของใบจะพบ เ ชลล์รูปยาวมากกว่า เ ซลล์«นิดอ่ืน Iซลล์รูปกลมจะพบเ ป็น
จำนวนมากทนแคลสัสจากทุกส่วนของพี« เมื๋อศึกพาภายทนเซลล์เพี๋อตรวจนับจำนวนใครามาซม 
ใดยการย้อมลีของแคลล้สที่ซ่วงระยะการเจริญต่างๆกัน ผลการทดลองกึงแม้ว่าจะไม่ลามารก

นับจำนวนใดรามาซมได้อย่าง ขัด เ จนกูกด้อง ผากนัก แต่ เ ผี๋อทำการทดลองทลายๆครั้ง และ

นำผลที่ได้ผาเทียบกับรายงานจำนวนาครามาซมของพี«สกุล V ite x  าดยทั่วไป พบว่าด้น

ไข่เน่ามีจำนวน 2N = 32 แท่ง M o o re(1973) รายงานว่าพี«ทนสกุล V ite x  าดยทั่วไป 
มีจำนวนแท่งของาครามาซมใกล้เคียงกัน คือป'ระมาณ 32-34  แท่ง นั่นแสดงว่าแคลลัสที่
เพาะเล ียงานอาหารส ังเคราะห ์เป ็นเวลานานประมาณ 6 เดือน ก็ยังมีจำนวนของาครามาซม 
ทกล้เคียงกับพี«ธรรม«าติ

ปริมาณนำ(W ater c o n te n t )  ทนแคลสัส
จากการศึกพา ปริมาณนำภายานเซลล์ของแคลสัสที่ได้จากส่วนต่างๆของด้นไข่เน่า

พบว่าปริมาณนำทนแคลล้สแต่ละส่วนมีความแตกต่างกันบ้างแต่ไม่มากนัก ดือแคลสัสจาก«น

อีพิเดอร์มีสมีปริมาณ นำทนเซลล์มากที่สุด (98.04% ) รองลงมาดือแคลสัสจากส่วนของด้น
(97.06% ) และจากส่วนของทบ (95.94% ) ตามลำดับ ซ๋ึงสัมพันธ์กับสักพณะของ
Iซลล์ที่ตรวจพบด้วยกล้องจุลทรรศน์ แคลลัสาบซํ่งส่วนาหญ่Iป็นเซลล์สายยาวมีาซาตพลาสซึม
นัอยกว่าเซลล์กลมที่พบส่วนาหญ่ทนแคลสัสจากขันอีพิเคอธ์มีสและส่วน«องด้น

การพัพนาวิธีสกัดแยกเปตา-เอคาดาซน
วิธีสกัดสารกลุ่ม เอคไดาซนผักจะาขักับแหล่งของสาร เ ร่ํมด้น ท้า Iป็นการสกัดแยก

จากสัตว์ ผักนิยมาขัเมธานอลหรือเอธานอล (W ilson  และคณะ, 1980 ; S c a l i a  และ 
M organ, 1982, 1985; ) เป็นตัวทำละลาย แต่สำหรับานพี«ซึ๋งมีสักพณะาครงสร้างของ
ผนัง เ ซลล์และ ไซาตพลาสซึมแข็งแรงและหนากว่า เ ซลล์สัตว์ การสกัดแยกสาร เ บตา-1 อคาดาซน 
าดยการบดตัวอย่างพี«กับตัวทำละลายอินทรีย์าคยตรงและท«เวลาสั้น ที่อุณหภูมีตํ่าไม่เพียงพอที่



98

จะสกัดแยกสารทั้งหมดออกจากเซลล์พี«ไค้

Im ai และคณะ(1967) ทำการสกัดาพแนสเตอารน เอ และ เบตา-เอคาดทชน 

ออกจาก VI «ไน'วงค์ p o d o c a rp a c e a e  และพี«ทนสกุล Taxus ทดยการต้นสารละลาย 
ต้าอย่างบคกัฃเอธานอล นอกจากนิยังมีอีกหลายรายงานที่า«การสกัดแยกาคยา«เอธานอล 

(Im ai และคณะ, 1967; S c h o o le y  และคณะ, 1972; W eraw atan am etin , 1986)
Im ai และคณะ (1968) สกัดไซแอสเตอารน และ เฃตา-เอคไดทซน จากพี« 

A juga decum bens Thunb Ai n ip p o n e n s is  M akino A i i n s i c a  และทนพ«สกุล 
T r i l l i u m  อีกหลาย«นิดทดยการเ«ย่ากันเมธานอล (5 เท่า«องนำหนักตัวอย่าง ) ว ิธ ีเด ียว 
กันนึ้ยังภูกนำาบา«กับพี««นิดอื่นๆ อีกเข่นพี«สกุล A juga Blechnum a m a b ile  Makino 

and B i n ip o n icu m  M akino ( B le c h n a c e a e ) , H e l le b o ru s  และ V ite x  
t h r y s i f l o r a  เบนต้น (Takem oto และคณะ, 1969 ; Hardman และ B en jam in , 
1977 ; Kubo และคณะ, 1983 ,1985  )

ทนงานวิจัยนิ ไต้ทำการทดลองเปรียบเทียบผลของการสกัดสารเบตา-เอคาดาซน 
ทดยา»เอธานอลและเมธานอลที่สภาวะต่างๆกัน เพอคัดเลีอกคัวทำละลายที่Iหมาะสมต่อการ 
สกัดสาร I บ ด า-เ อคไดาซนจากต้นไย่ เ น่า ผลปรากฎว่าการสกัดด้วย Iมธานอลาดยทช้ S o x h le t  

a p p a r a tu s  เบนเวลา 4 «วามงาต้บรีมาณเบตา-เอคาคาซนสูงกว่าการสกัดด้วยเมธานอล 
าดยเขย่าที่อุณหภูมิ 55°ซ กึง 3 เท ่า Ogawa และคณะ (1 977) พบว่าวิธีสกัดเบตา- 
เอคาดาซน จาก A c h y ra n th e s  r a d ix  ทีดีทีสุดควรไข S o x h le t  a p p a r a tu s  นาน 5 
«วามง

เมีอเปรียบเทียบประสิทธิภาพ«องการสกัดาดยท«เอธานอลและเมธานอล าดยา» 

S o x h le t  a p p a r a tu s  นาน 4 «วาผง พบว่าท» เอธานอล 95% จะาห้บระสิทธิภาพ«องการ 
สกัดแยกIบตา-เอคาดาซน ( 2 . 3 0 % )  สูงกว่าเมี๋อสกัดด้วยเมธานอล ( 0 . 2 9 1 6 % )  บระมาณ 
8 0  เท ่า S c h o o le y  และคณะ ( 1 9 7 2 )  รายงานว่าการสกัดสารIบตา-เอคาดาซนจากพ ี» 
P o d o ca rp u s  n a k a i i  และเมอา«เอธานอลจะสกัดไต้ประสิทธิภาพสูงสุด และผากกว่า 
เมธานอลเข่นกัน

การแปรผันเวลา»องการสกัดด้วย เอธานอล 95% ทน S o x h le t  a p p a r a tu s  
(ตารางท ี่ 7 ) แสดงไห้เห ็นว่าที่เวลา 6 «วามงจะสาผารกสกัดสารเบตา-เอคาดาซนไต้,สูง 
ส ุดคีอสูงกว่าเม ี๋อา«เวลาสกัด 4 «วามงก ึงเก ือบ 20 เบอร์เซนต้ ดังนั้นไนการสกัด

T
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แยกสาร เปตา-เอคาดรซนจากตัวอย่างที่ศ ึกษาไนงานวิจ ัยนิ จะสกัดด้วยเอธานอส 95%
รดยา» S o x h le t  a p p a r a tu s  เป็นเวลานาน 6 «วรมง

การพ ัเฒาว ิธ ีว ิเคราะย ์สารด ัวอย ่างกลุ่มเอคาดสเตอรอยค์

วิธ ีการตรวจสอบ«นิดและปริมาผของสารกลุ่มเอคาดสเตอรอยด้อย่างคร่าวๆ ทำได้ 

รดยไซ้เทคนิครครมารตกราพพีแผ่นบาง (TLC) ( I mai และคโนะ ,1 9 6 7 ; Ruh และ 
B la c k , 1976; K a p la n is  และค{นะ, 1980; W ilson  และคโพะ,1981 ; W ils o n ,1985) 
วิธีการตรวจสอบ»นิดและองค์ประกอบซองสารกลุ่มเอคาดสเตอรอยด์ บนแผ่นรครมารตแกรม

ที่ทำได้หลายวิธีเซ่น ฉีดพ่นด้วย กรดซัลฬูรืค 20% ไห้ความร้อนที่ 1 0 0 °ซ นาน 5 นาที หรือ 
กรดซัลพุ่รืคเซัมซ้น ไห้ความร้อนที่ 110°ซ นาน 10 นาที ตรวจสอบคุผสมบัติการดูดกลืนแสงที่ 
254 นารนเมตร ฉีดพ่นด้าย v a n illin -H 2 S 0 4 -9 5 %  e th a n o l  (5 ;7 0 :2 5 ,  w /v /v )  หรือ 

a n is a ld é h y d e
จากผลการทดลอง ศึกษาระบบตัว»ะที่เหมาะสมต่อการแยกองค์ประกอบซองสารสกัด 

จากด้นาซ่เน ่าธรรม»าติ รดยไซ้สารสกัดจากส่วนเบลือกและติดตามตรวจสอบ»นิดเอคาดรซน

รดยไซ้วิธี u v  d e t e c t i o n  ท่ี 254 นารนเมตรและ/หรือฉีดพ่นด้ายกรดซัลพูรืคเซีมซ้น
เทียบกับสารมาตรฐานกลุ่มเอคาดสเตอรอยค์ พบว่าระบบตัว»ะที่มีประสิทธิกาพดีมี 3 ระบบศึอ 
คลอารพอรม-เมธานอล( 3 : 1 ) ,  คลอรรพอรม-เมธานอล( 4 :1 )  และ คลอรรพอร้ม-เอธานอล 
(6 5 :3 5 )  ซึ่งจะไห้ค่า Rf ซองเบตา-เอคาคาซนเท ่าก ับ 0 .6 0 ,  0 .5 7  และ 0 ,6 7  ตาม 

ลำตับ เบตา-เอคาดาซน และ 11 แอลพา,20-ไดไฮดรอกซีเอคาดใซนจะาห้สีเหลืองกับกรด 
ซัลพูริค ส่วนมาคีสเตอรรน เอาห้ส ีม ่วงเม ี๋อสเปรย์ด ้วยกรดซัลพูร ืค นอกจากนิการแยก
องค์ประกอบซองสารบนแผ่น TLC สำเร็จรูบจะไห้ผลที่ดีกว่า ท ั้งน ิอาจเป็นผลเนึ๋องจากการ
เตรียมเพลตซนเองอาจมีประสิทธิภาพซอง เพลต ตลอดจนการฒ ากค ่อนซ ้างจะย ุ่งยากไซ ้เวลา 

นาน วิธีตรวจสอบ»นิดซองสารกลุ่มเอคาดสเตอรอยค์าดยา«พ่นด้วย a n is a ld é h y d e  และ 
นำไปอังบนเตาาพพ้า จะลัง เกตและติดตามความIปลี่ยนแปลงสีซองแต่ละสารประกอบได้ซึ่งจะ 
ซ ่ายานการจำแนกได้ว่าจุดต่างๆ ตรงกับสารมาตรฐานที่ไซ้เปรีบยเทียบหรือาม่ ต ัวอย่างเซ ่น 
Iบตา-เอคาดรซนจะเปลี่ยนสีจากม่วง»มพูเซ ้มาปเป็นเซียว 11 แอลพา,20-ไดไฮดรอกซี-
เอคาดรซน เปลี่ยนสีจากสีส้มเป็นส้มอมเซียว และ มาคีสเตอรรน เอ เปลียนสีจาก«มพูม่วง 

เป็นสีม่วง
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ผลการเปรียบเทียบ s e n s i t iv i t y  ของวิธีการไข้ตรวจสอบตำแหน่งและชนิด
ของสารกสุมเอคไดสเตอรอยค์ด้ายเทคนิค TLC 4 วิธีคือ (1) uv d e te c tio n  (2)
สเปรย์ด้วยกรดซัลบูริคเข้มข้น (3) สเปรย์ด้วย V a n il l in - s u lfu r ic  acid  (4) สเปรย์ 
ด้าย an isa ldéhyde บนแผ่นอลูทีเนียมฉาบด้วยซิลิกาIจล 60 เอบ2 5 4  ตัวชะคือ
คลอารบอรม-เมธานอล (4 :1 ) ทบว่า การตรวจสอบด้วยแสง UV จะไห้ s e n s i t iv i t y  
ดีกว่า การสเปรย์ด้วยสารทีทำไห้เกิดสีเส็กน่อย และการสIบรย์ด้วยสารต่างชนิดกัน
s e n s i t iv i t y  ไผ่แตกด่างกัน วิธี ตรวจสอบสาราดยไข้ uv d e te c tio n  สำหรับ TLC ที 
s e n s i t iv i t y  กว่าแล้วยังรวดเร็วกว่าวิธีอืนด้วย ผลการทดลองสอดคล้องกับงานของ Ruh 
และ Black ( 1976 )

ข้อได้เปรียบของระบบ TLC คือ (1) การไข้ระบบตัวชะเทียงระบบเดียวก็สามารก 
ไหการแยกทด (2) รวดเรวและ s e n s i t iv i t y  แมว่า s e n s i t iv i t y  จะตากว่าเมอ
เปรียบเทียบกับการตรวจสอบาดยวิธี GC และ HPLC และจะทีสารตัวอย่างจำนวนหน๋ึงท่ีถูก 
ดูดซับบนสารซิลิกาและไผ่สามารกสกัดแยกออกมาได้

จากการตรวจสอบชนิดของสารกสุ่มเอคไดสเตอรอยด้ ไนสารสกัดตัวอย่างจาก
ส่วนด้นและเบลีอกบนแผ่นอลูมิเนียมฉาบด้วย ซิลิกาเจล 60 เอบ254 ระบบตัวชะคือ 
คลอารบอรํม-เมธานอล (3 :1 ) ตรวจสอบสาราดยาข้ UV d e tec tio n  และสเปรย์ด้วย 
anisa ldéhyde เทียบกับสารมาตรฐานกลุ่มเอคาดสเตอรอยด้ บบว่า ไนสารสกัดที่แยกได้ 
มีที่งเบตา-เอคาดาชน และ 11 แอลบา,20-ไดาฮครอกชีเอคาดาชนาดยบบสารบวะกอบทั้ง 
2 «นิดไนส่วนเปลีอกมากกว่าไนส่วนตัน สำหรับไนไบตรวจบบเบดา-1อคาดาชนเทียงชนิด เดียว 

สำหรับการวิเคราะห์«นิดของสารกลุ่มเอคไดสเตอรอยด้าดยเทคนิค HPLC หลักการ 
ตรวจสอบสารดูดกสนแสงของกลุ่มดีาต(a lp h a ,b eta -u n sa tera ted  keto-chromophore) 
ท่ีเบนาค'รงสร้างท่ีทบ'ไนสอริ'ามนลอกคราบที«ทุก«นิด สามารกดูดกลีนแสงสงสุดท่ี UV 254
นาานเมตร (Hardman, 1979)

วิธีการแยกสารไนกลุ่มเอคาดสเตอรอยด์ด้วย HPLC ทีการศึกพาท้ังระบบ
normal-phase และ reverse  phase (W ilson และคทเะ,1980; S c a lia ,1 9 8 2 )  
Lafont และคท!ะ (1979) ได้ทดสอบคอลัมน์ HPLC ที่ทีจำหน่ายไนการค้าด้วยระบบตัวชะต่างๆ 
กันบบว่า คอลัมน Cl8 reversed-p hase ทมอะซิาตรานไตรล-นาทระบบ is o c r a t ic  จะ 
ไห้ผลดีท่ีสุด และ UV d etec tio n  สามารกตรวจสอบปริมาทแบตา-เอคาดาชนานปริมาท!ท่ีน้อย
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กว่า 10 นา‘ในกรัมาด้ นอกจากน้ีระบบ reversed-p hase ยังมีความเสถียรมากกว่าระบบ 
normal-phase และ ไม่มีลารปนเปอนไนตัวอย่างหรือมีจำนวนน้อยท่ีออกพลัง เบตา-1 อคาด‘ปรน 

G ilgan (1976) ศึกษาระบบที่(หมาะลมไนการแยกสารตัวอย่างที่มีสารมาตรฐาน
กลุ่มเอคาคสเตอรอยด์หลายๆ«นิด บนคอลัมน้ C ora sil II และ Bandapak 
p h e n y l-c o r a s i1 «นาด 1000x3 mm.I.D. ตรวจลอบสารด้วย u v  d etec to r  ท่ี 254 
นาในIมตร และพบว่าถ้ามีลารกลุ่มเอคไคลเตอรอยด้หลายๆ«นิดอยู่รวมกันแล้ว Iปนการยากท่ี 
จะหาสภาวะที่เหมาะลมที่จะแยกได้«ดเจน เพราะใครงสร้างและความเป็น«วไกลัเคียงกัน

Lafont และ Martin-Somme(1979) ไ«คอลัมน Zorbax ODS ทีมีปริมาเพ 
s ta tio n a r y  phase ส ูง(14%) มีจำนวน«น(p la te  number) 8 ,000 «นสำหรับคอลัมน์ 
«นาค 25 ซม. ตรวจลอบสารท่ี UV 254 นาในเมตร ศึกษาการแยกของลารมาตรฐานกลุ่ม 
เอคาดลเตอรอยด์ใดยา«ระบบตัว«ะต่างๆกัน พบว่าอะซิใตรานาตรล์-นํ้า(5-10% กึง 30-40% 
อะซิาตรานาตรลไนนำ) อัตราการาหล 0 .8 -1 .5  มล./นาที จะไห้การแยกท่ีดีท่ีสุด

แม้ว่าอะซิาตรานไตรลจะไห้การแยกที่ดี แต่เนื่องจากมีอันตรายต่อผู้ไ«และราคาแพง 
อีกทังระบบเมธานอล-นำ สามารกแยกสารกลุ่มเอคาดลIตอรอยดาด้คี ตังนั้นไนการศึกษาเบตา 
-เอคาดใซนาดยทั่วไปนิยมไ«เมธานอล-นำเป็นตัว«ะ (I s sa c  และคเพะ,1982; S c a lia ,  
1982; Wilson และคเพะ, 1982a, 1982b ;S c a lia  และ Morgan,1985 )

ไนงานวิจัยนี้ไ«คอลัมน์ Zorbax Cis(ODS) «นาด 4 .6  ผม.X 25 ซม. การ 
ศึกษายันตันคือศึกษา re ten tio n  time «องลารมาตรฐานกลุ่มเอคาดลเตอรอยด์ ไนระบบ
ตัว«ะ: เมธานอล-นำ ไนอัตราส่วนต่างๆกัน อัตราการาหลคงที่ศึอ 1 มล./นาที พบว่าการ 
เพิ่มเปอร์เซนตัเมธานอล มีผลไห้ค่า r e te n tio n  time «องลารมาตรฐานทุกตัวลดน้อยลง

ใครมาาตแกรม«องสารมาตรฐานกลุ่มเอคาคลเตอรอยด้ เมือายั คอลัมน์ Zorbax 
C l8 ท่ีมีเมธานอล-นำ(45:55) เป็นตัว«ะ อัตราการไหล 1 มล./นาที (ภาพท่ี 18) สำตับ 
«องสารมาตรฐานและ retention  time ท่ีผ่านคอลัมน์คือ 11 แอลพา,20-าดไฮดรอกซี-
เอคาดาซน ( Rt=5.31 ) เป ต า-เอคาคาซน ( Rt=8.47 ) าพลีาพดีน บี( Rt=9.1 5 ) 
มาคีลเตอารน เอ ( R t= ll.7 8 ) แอลพา-เอคไตใซน ( Rt=13.27) และาพแนสสเตอ- 
ารน เอ ( Rt=31. 45) ออกเป็นสำตับสุดท้าย

เนื่อไยัลภาวะตังกล่าวตรวจวิเคราะห«นิดและระดับสารกลุ่มเอคาคล เตอรอยด้ ไน 
สารลกัคจากส่วนไบ เปลือก ยันอีพิเดอร้มีส และส่วน«องต้น«องตันไ«เน่า พบว่าท่ีระบบ
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ตัว«ะ: เมธานอล-นำ (45:55) สามารกตรวจวิเคราะห์«นิดและปริมาท!สารเบตา-
เอคไดไซนานส่วนเปลีอก ซนอีพิเดอร์มีส และส่วน«องด้น ไดยา«มาคีสเตอารน เอ เบนสาร 
มาตรฐานภายทน แต่ไม่เหมาะสมท่ีจะาซัวิ เคราะห์เบตา-เอคาดไซนานส่วนาบ เพราะมีสารปน 
Iปอนอย่านปริมาท)ท่ีมากกว่า ซึ่งพีค«องสารบนเบอนเหล่ามันรบกวนพีคของเบตา-เอคาดาซน
แสะมาคีสเตอารน เอ

จากใครมาใตแกรมแสดงอยัางซัดเจนว่า ส่วนประกอบ«องพี«แต่สะส่วนจะมีสาร
ประกอบภายานแตกต่างกันท๋ัง«นิดและปริมาก) เป็นเพราะส่วนบระกอบ«องพี«ทำหน้าท่ีแตกต่าง 
กัน เซ่น าบทำหน้าที่สรางอาหาร เกิด«บวนการสังเคราะห์แสงและเมตาบอลีซึมภายานมาก 
มาย เกิดสารหลาย«นิดทังจำนวนมากและน้อยท่ีสามารถตรวจพบได้ ส่วนตันตรวจพบ«นิดแสะ 
ปริมาท)สารน้อยท่ีสุด เพราะ เซลล์ตันพี«ไม่ได้มีหน้าท่ีหสักานการสร้างสาร หน้าท่ีสำคัญจะ
ลำเลียงอาหารแสะาห,ความแ«งแรงแก่ตันพีซ เมีอเบรียบเทียบซันอีพิเดอร้มีสกับส่วนเปลีอก
ตัน จะ เห็นว่ามีสักษท)ะาครผาาตแกรม«องสารสกัดคล้ายกันมาก แต่ไนส่วนเปลีอกตันมีบริมาท) 
สารมากกว่ารวมหง เบตา-เอคไดรซนด้าย

านการวิเคราะห์«นิดและปริมาท)สารเบตา-เอคาดไซนานส่านาบ ต้องเปล่ียนระบบ 
ต ัว«ะจากเมธานอส-นำ(45:55) เป็นอะซิาตรไนไตรล์-นำท่ีมีกรคอะซิติค 2% (1 8 .5 :8 1 .5 )  
อัตราการไหล 1 มล./นาที ซึ่งจะลดการรบกวน«องพีคข้างเคียงและาห้พีคเด่นซัด«น

สำหรับการวิ Iคราะห์«นิดและ ปริมาท)'ในแคลสัสส่วนต่าง  ๆ จะมีสารบนI บอนท่ีมี«วสูง 
อยู่เป็นจำนวนมาก ที่กูก«ะออกก่อนเบตา-เอคาดไซน จึงมีความจำ เป็นต้องกำจัดสารบนเป้ํอนท่ี 
มีอยู่ เป็นจำนวนมาก เพราะสาร เหส่านรบกวนการวิ เคราะห์ปริมาท)เปตา-1อคไดาซน ทำาห’ 
การคำนาท)ปริมาท)สารคลาดเคล่ีอน

การเตรียมสารตัวอย่างเพิ่อการวิเคราะห์บริมาท)«องเอคไคสสเตอร์รอยด์ ซ่ึงาดย 
มากจะ p artition  ระหว่าง เฮกเซนกับแอลกอฮอล์-นำ เฮกเซนกับอะซิไตรไนไตรล์
คลอไรฬอร์มกับนำ เ พีอกำจัดไขมัน หรือบิวทานอลกับนำ Iพีอกำจัดสารมีซัวสูง ซ่ึงานการศึกพานี 
จะาซั1ฮกเซนกับIอธานอล-นำ เพ๋ึอกำจัดไ«มันส่วนาหเ)!ออกไบ แม้ว่าพวกไ«มันาม่า«ปัญหา
สำตัญานการวิเคราะVIสาร แต่ผ่านการสกัดด้ายเฮกเซน จะทำาห้ตัวอย่างสะอาด«น เพ๋ึอลด 
ความสกปรกที่จะไปเกาะานคอสัผห์เป็นการยืดอายุการา«งาน«องคอสัมห์ด้วย การสกัดด้วย
Iฮก เ ซน เ บนการกำจัดสารกลุ่มท่ีมีซัวตัาแต่านสารสกัดจากแคลสัสมัน สารบน เ บอนส่วนาหญ่ท่ี
รบกวนการวิ เคราะห์เบนสารที่มีความIป็น«วสูง การสกัดด้วย เฮก เซน«นตอนIคียวยังไม่ เพียง
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ม ีราย'ทน ว ่าการ,ไ« S ep -p ak  C l8 ซึ๋งเป็นคอลัมน์สำเร็จรบ สามารกกำจัดการ
X  _  “  ’  I ” ’ , 0  „  ,

บนเบอน'ในการวิ เค ราะMlขดา-เอคไดใซนทังในพี«แอะสัตวจำนวนมาก ได้อย่างมีประอิทธิภาพ 

สู'J (L a fo n t ,  1979; L a fo n t แอะคถเะ,1982 ; P im p r ik a r  แอะค?นะ,1984 ;
S c a l i a  แอะ M organ,1 9 8 2 ,1 9 8 5  ) ซึ๋งสะดวกแสะมีประอิทธิภาพเหมาะสำหรับวิเคราะห์ 
เบดา-เอคไดใซนทั่งในพี«แอะในสัตว์

จากผอการวิจ ัย พอจะกอ่าวได้ว่าสารสกัดที่จะนำไปวิ เ คราะ หสาร เ บตา-1 อคาดใซน 

ใคยวิธี HPLC ควรผ่านการสกัดด้ายเฮก เซน แสะทำให้บริสุทธิ«นด้วย S ep -p ak  Cl 8 ท่ีจะ 
Iคีบสารกสุ่ม เอคไคอ เ ตอรอยด้ไว้ภายาน แสะยอมให้สารปนI ปอนท่ีมีท่ัวผ่านออกไปกับ«นนํ้า
แสะ «ะ สารกสุ่ม เอคไคส เตอรอยด้ออกจากคอลัมน์ด้วย เ มธานอส สำหรับสารสกัดจากแคลสัสทุก 

ส่วน จะผ่านการสกัดด้วยเฮกเซน 2 ครัง แอะผ่านองในคอลัมน์ S ep -p ak  C l8 จากนั้น«ะ 

ด้ายนำ 10 ม อ .MeOH 20% 10 มอ. แสะ MeOH 80% 10 มอ. สารเบตา-เอคาดาซนจะถูก 
«ะออกมาใน«น MeOH 80% พบว่าวิธีน็้จะให้ % reco v ery  สูงกึง 73.86% ซํ่งากส้เคียงกับ 
งาน«อง P im p r ik a r  ( 1984) นอกจากนีวิธีการสกัดด้วยเฮกเซน แสะทำให้บริสุทธิด้วย
S ep -p ak  C l8 มีเป็นวิธีที่มีบระอิทธิภาพ สะดวกแสะรวดเร็วเหมาะสมานการวิเคราะห์สาร 
กสุ่มเอคไดสเตอรอยค แสะ คอลัมน์ S ep -p ak  ท ี่า«แล้วเม ึ๋ออ ้างด้วยเมธานอล แสะทำให้ 
สมดุอย์ด้วยนำ สามารถนำกลับมาา«ได้อีกหอายครัง

เม ีอศ ึกพาการเจริญแสะผลิตสารเบตา-เอคาดาซน ในแคสลัสจากส่วนต่างๆ «องต้น 
ไข ่เน ่า าคยเพาะเอ ียงในสภาวะมาตรฐานที่ม ี 2 ,4 -D  1 ม ก ./อ . แสะ BA 2 ม ก ./อ .
หลัง จากนั้นทำการสกัดแยก และวิ เคราะห์«นิดและปริมาเพ«องเบตา-เ อคาดาซนาดยเทคนิค
HPLC ในระบบตัว«ะคืออะซิาดรไนไตรอ-นำที่มีกรดอะซิติด 2% พบว่ารปแบบการเจริญ

คล้ายกันคือเขาสู่ระยะการเจริญสูงส ุดที่เวลา 6 สัปดาห์ใกล้เคียงกันทั่ง 3 «นิด าดยแคอล้ส 
ส่วนด ้น มีการเจริญไต้สูงสุด สูงกว่าแคลลัสจากส่วน«องใบและ«นอีพิเดอว์มีสประมาผ 25
Iปอว์เ ซแต Iที่อทำการรัตปริมาญเบตา-I อคาดาซนในแต่ละ«วงระยะการ เ จริญ พบว่ามีความ 
แตกต่างกันทังปริมา{นแสะระยะการสร้าง เบตา-เอคาดาซนสูงส ุด คือแคลล้สจากส่วน«องต้นจะ 
สร ้างเบตา-เอคาดาซนสูงส ุดเท ่าก ับ 0 .0 1 4  กรัมเปอว์เซนห์(%) ที่ระยะ mid-log (4
สัปดาห์) ตาสุดเท่ากับ 0 .0 0 5  กรัม% ที่ระยะ log แคลลัสจาก«นอีพิเคอว์มีสจะสร้างสูงสุด 
เท่ากับ 0 .0 0 3  กรัม% ที่ระยะ la te  log (6 สัปดาห์) ตาสุดเท่ากับ 0 .0 0 1  กรัม% ท่ี



ระยะ s t a t i o n a r y  (8 สัปดาห์) แคสสัสจากสินส่วนของาบจะสร้างเบตา-เอคาดาดาซน
สูงสุดเท่ากับ 0 .0 0 3  กรัม% ที่ระยะ mid lo g  (2 สัปดาห์) ตาสุดเท่ากับ 0 .0 0 2  กรัม% 
ทีระยะ l a t e  lo g  จะ เท่นได้'ว่าภาย,เนเนอเยื่อท ี«ธรรมชาติ สามารกที่จะผลิตเบตา-
เอคาดาซนได้านปริมาผที่สูงกว่า (ประมา[น 10 เท ่า) ซึ๋งคด้ายกับที่ตรวจพบ d io s g e n in  

แสะ s o la s o d in e  านการเบาะ เสยงส่วนตน?เอง Solanum  .ia sm in o id e s  p a x t  พบว่า 
d io s g e n in  ทีผลิตานธรรมชาติจะมีระดับสูงกว่าที่ผลิตานแคสลัสเซ่นเดียวกัน ( J a i n  แสะ 
คผะ, 1981)

านเนอเยื่อด้นไซ่เน่าที่นำมาทดสอง พบว่าส่วนชองด้นตามธรรมชาติมีปริมาผสารตา 
กว่าานชันอีพิเดอร์มิส แต่ เ มึ๋อI พาะ เ สียงบนอาหารสัง เคราะห์พบว่าแคสสัสส่วนด้นกลับผลิตสาร 
ได้สูงสุด และสูงกว่าแคลลัสชันอีพิเดอริมส นั่นแสดงว่าระบบการเพาะ เสียงเนอเยื่อส่วน?)อง
ด้น มีศักยภาพไนการสัง เคราะห์สารเมตาาบไสห์แสูงกว่าแคสสัสจากส่วนยื่น แม้ว่าจะผลิต
ได้น้อยกว่าานธรรมชาติ นอกจากโนเคสสัสที่ได้ยังมีความเสกียรต่อการผสิตสาร แม้ว่าจะ
เพาะเส ียงานอาหารส ังเคราะห ์ผากกว่า 2 ปี ดังนันานการศึกพาเพี๋อหาสภาวะที่เหมาะสมต่อ 
การเจริญแสะผสีตเบตา-เอคไดาซนจึงจะาชัแคสสัสส่วนชองด้นIรนแม่แบบของการทดสองต่อไป

การศึกพาปัจจัยต่างๆที่ม ีผลกระทบต่อการเจริญแสะการสังเคราะห์เบตา-เอคาคาซน
อย่างไรก็ตาม ถึงแม้ว่าแคสสัสจะมีศักยภาพานการสังเคราะห์สารเบตา-เอคาดาซน 

แต่ความสามารกานการสร้างยังชนกับปัจจัยอีกหสายอย่าง ปัจจัยช้อหนึ๋งดีอแหส่งของพึชแแสะ
อายุ เพราะพืชทดสองจากแหส่งอายุต่างๆกัน จะมีความสามารทานการผสีตสารแตกต่างกัน

G a la n e s  แสะคโ«ะ (1984) รายงานว่าระดับชอง d io s g e n in  ที่ตรวจพบาด้านแคสสัส 
ชอง Solanum  a v i c u l a r e  จะชนกับแหส่งชองพืชท่ีได้,เพาะ เสียงแสะอายุชองพืชปัน ปัจจัย 
ยื่นที่มีผสต่อการผสิต ศึอสูตรอาหารที่าช้เพาะ เสยงแคสสัสที่จะมีผสกระทบาดยตรงกับการผสิต
สารผลิตกัผท์ธรรมชาติ

จากรายง านความสำ เ ริจานการผลิตสารทุติยภูมิ จากการ เ พาะ Iส ั้ยง1น่ัอ เ ย่ือพืช
ปัจจัยที่สำดัญที่มีผสต่อการผลิตแสะสะสมของสารทุติยภูมีศึอ สารเร ่งการเจร ิญ เต ิบาตานอาหาร 
เพ าะเสยง การเสริมสารอาหาร แสะสารดังด้นของชบวนการสังเคราะห์านอาหาร พืชแต่
สะ «น่ดต้องการปัจจัย เ หส่าน็้แตกต่าง กันทัง«นิดแสะ ปริมาเน จึง ทำการศึกพาแสะดัด เ ลิอกปัจจัยที่ 
น ่าจะเสริมการสร้างสารทุติยภูมิ (B arz  แสะคผะ,1977; H em p h ill และคผะ,1978;
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W idholm, 1980 ; H e i n s t e i n ,1985 ; Rhodes แ?เะค เพะ, 1987 )
สารต้นตอคาร์บอนทนอาหารเพาะเสียงต่าง«นิดกัน จะส่งผลต่อการผลิตสารทุติยภมี 

ต่างกัน จาการทดลองแขรเบสี่ยน«นิด«องแหส่งต้นตอคาร์บอน าดยา«ชูาครส กลูใคส แสะ

พรุคาตสไนบริมาเพที่เท่ากันคือ 30 กรัมต่อลิตร เม ื่อทำการเพาะเลียงไนอาหารและสภาวะ 
มาตรฐาน จะไต้ว่ากลูใคสจะาห้การเจริญ«องแคสสัสส่วนต้นตีกว่าชู‘ใครสแสะพรุคทตส ทั้งอัตรา 
การเจริญแสะความสามารกานการ เจริญสูงสุด ทน«ผะที่พรุคใตสจะเข็นแหส่งต้นตอคาร์บอนที่
ไหค ่าการเจริญตากว่าช ูาครสอย่าง«ดเจน และค่าเฉล ี่ย«องผลผลีตเบตา-เอคไคใชนเม ี๋อเสยง 

ทนอาหารที่มีกสูทคสเ ข็นแหล่งต้นตอคาร์บอนตากว่ากลุ่มควบคุมที่มีชูใครส 30 กรัมต่อลิตร เ คือบ 
70% ทน«เพะที่านอาหารที่มีพรุคาดสเข็นแหล่งต้นตอคาร์บอนจะาห้ผสผลิตสูงกว่าชระมาญ 30% 
แสดงว่าพรุคใตสมีผลยับทั้งการเจริญแต่เสริมการสร้างเบตา-เอคไดาชน ส่วนกสูาคสส่งเสริม 
การเจริญแต่ม ีผลยับท ั้งการสร้างเบตา-เอคาดาชน ผลการทดลองาห้ผลทำนองเดียวกันกับ

งานวิจัย«อง S a to  แสะ Yamada (1984) ที่ทำการศึกพาผล«องการแขรเปลี่ยน«นิด
«องสารตนตอคารบอน ต่อการผลิตสาร b e r b e r in e  ไนเชลส C o p t is  j a p o n ic a
แสะพบว่าพรุคาตสจะ เสริมการสร้างสารไต้ดีกว่ากสูาคส

มีรายงานการศึกษา ผลผวะทบของแหล่งต้นตอไนาตรเจนต่อการสร้างสารทุติยภูมิ

(T a l และคเพะ ,1 9 8 2 ) พบว่าแอมามเนียมและไนเตรทัเสริมการเจริญแสะการสร้างสาร

d io s g e n in  ทนการเพาะ เล ียง เชลล์ D io s c o re a  d e l l o i d e a  และมีรายงานว่าาดยทั่วไข 
การเพ ิ่มระดับ«องไนเตรท าขแตสเชียม แอมามเนียม และพอสเพต จะเสร ิมการเจริญ เต ิบาต 

หรือการขาดสารเหล่านี้จะยับทั้งการเจริญและมีผลต่อการสร้างสารทุติยภูมิ Zenk และคเพะ
( 1977) เปรียบเท ียบการเจริญ«องเชลล์บนอาหารเพาะเล ี่ยงต ่างก ัน รายงานว่าเชลล ์จะ
เจริญไต้ดีไนอาหารที่เสริมสารานเตรท แต่ขริมา?พอัลคาลอยล์มีความแปรปรวนมาก D o u g a ll 

(1 9 8 0 )สังเกตว่าการแทนสารไนาตรเจนอนินทรีย์านอาหารพนฐานด้วยสารประกอบานาตรเจน 
«นิดอ๋ึน เช่น 0.2% (พ /v) p e p to n e  หรือ y e a s t  e x t r a c t  จะ เพิ่มการสร้างสาร
อัลคาลอยต้อย่างมีนัยสำคัญ

ทนการทดลอง เมื่อเพิ่มาปแตสเชียมไนเตรทจากเติม«นไปอีก 1 และ 2 ม ก ./ล . 
พบว่าแคลสัสที่เพาะเลียงทนอาหารที่เพ ํ่มาบแตสเชียมไนเตรทจากเติม 2 ม ก ./ล . จะาห้การ 
เจริญาต้ดีกว่ากลุ่มควบคุม(ชระมาเพ 20%) และทห้ผลผลิตเบตา-เอคาดาชนสูง«นมากกว่า 60% 
แต่ทนอาหารที่มีระดับาบแตสเชียมไนเตรทเพิ่มจากเติม 1 ม ก ./ล  กลับยับยังทังการเจริญและ
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การผลิตสารซึงแตกต่างกันมาก มีรายงานของนักวิจัยบางกลุ่มกี่แสดงาห้เห็นว่า ผลยอง
านาดรเจนอินทรีย์อาจมีผลยับยั้งทั้งการเจริญและการสร้างสารทุติยภูมิ เช่น n i c o t i n e  ‘ไน 

เน อเยอ‘ใบยาสูบ ทเสริมดาย c a s e in  h y d r o ly s a te  ( P e a r s o n ,1978 ;K urz แสะ 
C o n s ta b e l ,1979  )

ผลการทดสองสอดคส้องกับงาน'วิจัยชองอุทัยพรรเ«(2533) ก่ีทดลอง เพาะ เล ื้ยงเซลส 
แขวนลอยจากเนอเมื่อส่วนต้นยองต้นไย่เน่า ‘ไนอาทาร 1 /2  MS แสะอาหารสูตร B-5 ก่ีมี

2 ,4 -D  1 ม ก ./ล . และ BA 2 ม ก ./ล . เท่ากัน พนว่าเซลล์สามารกเจริญและผลิตสารIบตา 
-เอคไดาซน‘ไนอาทาร B-5 ดีกว่าานอาหาร 1 /2  MS ซี่งความแตกต่างกี่สำคัญคือบริมาทเ
า บ แ ตสเซึยมานเตรท‘ไนสารอาหาร อาหารสูตร B-5 ม ี า ป แดสเซียมานเตรท 2 ,5 0 0  ม ก ./ล . 
‘ไนยเพ;กี่อาหาร 1 /2  MS ม ี า บ แตสเซียมานเตรท เพียง 975 ม ก ./ล . ต่างกันเกือบ 3 เท ่า

กรดอะมีานาธารซีน เบน a ro m a tic  am ino a c id  กี่พบมากานการสร้างสาร
ทุติยภูมิหลายซนัด เช่น การเพิ่มกรดอะมิานาธารซีนลงานอาหารเพาะ เลียง จะาบเพิ่ม
การสร้างสารทุติยภูมิไนเซลล์ยองซึงไคนา C in ch o n a  s u c c i r u b r a  «น 60 เท ่า
(Schm auder และคเ)เะ,1985)

าแการวิจัยเม ื่อเพ ิ่มกรดอะมิานไธารซีน 1 .0  และ 2 .0  กรัมต่อลิตร ลงานอาหาร 
เพาะ เล ียงมาตรฐาน ทำการทดลองพบงว่า าธารซีนตังแต่ 1 กรัมต่อลิตร มีผลยับยั้งทั้งการ 
Iจริญและการผลิตสาร าดยแคลลัสจะ เร ิ่มเบล ี่ยนเน ันล ีดำคลำอย่างรวดเร็วและไม่ม ีการเจร ิญ 
เติบาต นอกจากนีความสามารกานการผลิตสารลดลงกว่าครึ๋ง อาจเบนไต้ว่าความเข้มข้นยอง 
การอะมิาแไธารซีนานอาหารสูงIกินาบ จนาบยับยั้งการเจริญยองแคลลัส ทำาห้แคลลัสตายลง 
ความสามารกานการสร้างสารจึงหมดลงาบด้วย และบริมาณสารกี่ตรวจพบเบนบริมาพกี่มีอย่เติม 
ภายาน เ ซลล์ก่อนแปร เ บลี่ยนอาหาร

จากการศ ึกพาว ิถ ีการส ังเคราะห ์สารเบตา-เอคาดาซน พบว่ามีาดเลสเตอรอลเบ็น 

สารทั้งต้น ( N a k a n ish i และคเพ;, 1972 ;H eftm an , 1975) คังานงานวิจัยน็้ จึง
ไต้สนาจกี่จะเพ ิ่มระคับของเบตา-เอคาดาซน าดยเสริมใคเลส เตอรอลลงานอาหารเพาะเล ียง 

ด้าย
เมื่อทดลองเพาะเลียงแคลลัสจากส่วนยองต้นานอาหารมาตรฐาน กี่เสริมด้าย

าคเลสเตอรอล 50 และ 100 ม ก ./ล . พนว่ากี่ความเย้มย้นยองาคเลสเตอรอล 50 ม ก ./ล . 
ย ับย ั้งการเจร ิญและการผล ิฅเบตา-เอคาดาซน ยิ่งความเข้มข้นยองาคเลสเตอรอลสูงขนเป็น
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100 ม ก ./ต . จะมิผลต่อการเจริญและการผลิตเบตา-เอคาดรซนมากขน ซึ่งอาจเป็น
เพราะพี«ไม่สามารกนำรคเลสเตอรอลไปไข้รดยตรงได้ และการเพ ิ๋มรดเลสเตอรอลซึ่งเป ็น

สาร n o n - p o la r  ลง'ไนอาหารอาจไปทำไห้ความสามารกานการการดูดซึมสารอาหาร วิตามิน 
และเกลือแร่ซองแคลสัสเพึ๋อซบวนการเมตาบอลิซึมอึ๋นๆเปลี่ยนแปลงไปได้ ทำไห้การ เจริญและ 
การผลิตลดลง

D L -m avalona te  เป็น in te r m e d ia te  ที่สำคัญไนการสังเคราะห์าคเลสเตอรอล 
(H e f tm a n ,1975) และนิวเคลียสซองสารสเตอรอยด์หลาย«นิด ไนการวิจ ัยน็้จ ึงทำการเสริม 
สาร D L -m evalonate  เข ้าไปไนอาหารเดาะเล ียง เที่อศึกษาผลที่เกิดซน ซึ่งพบว่าอาหาร 
มาตรฐานที่เสริม D L -m evalona te  50 และ 100 มก. มิผลยับยั้งการเจริญซองแคลสัส 
จากส่านของด้น ท่ี 8 สัปดาห์การเจริญยังไม่เข้าสู่ระยะสูงสุด รดย D L -m avalonete  ที่ความ 
เข้มข้น 50 ม ก ./ล  จะไห้เการเจริญดีกว่าความเข้มข้น 100 ม ก ./ล . นอกจากยับยั้งการเจริญ 
แล้ว ยังยับยังการผลิตด้วย รดยผลิตสารลดลงจากกลุ่มควบคุมประมาผ 30 % สำหรับที่ความ 
เข้มข้น 50 ม ก ./ล . แสะประมาญ 70% สำหรับความเข้มข้น 100 ม ก ./ล . ซึ่งอาจ

เป็นได้ว่า D L -m avalonate  ไม ่เสริมสร้างการเจริญและการผลิตเบตา-เอคาดรซน แสะมิ 
แนวรนัมว่ายิ่งความ Iข้มข้นสูงขํ้น จะยับยั้งยั้งการ Iจริญแสะการผลิต เ บ ตา-เ อคาดใซน ยั้งลี่

ผลกระทบซอง D L -m evalona te  คล้ายคลึงกับผลกระทบซองาคเลสเตอรอสกิได้
ผลการทดลองสอดคล้องกับ H e in s te in  แสะ E l - S h a g i (1981) ที่เสริม

D L -m avalona te  (1 1 .8 0  mCi/m m ole) ไนอาห ารเดาะเล ียง LS ท่ีมิ ซูใครส 30 กรัม 
1 0 '6 M 2 ,4 -D  และ 1 0 -6 NAA เพาะ เล ี่ยง เซลล์แขวนลอยซอง G ossypium  h i r s u t im  
L. ดบว่าจะผลิตสาร g o s s y p o l ลดสงจากเดิม 1 1 .0  ก ร ัม /60 กรัม เหลือเพียง 0 .0 2  % 
นำหนักแห้ง ซึ่งเที่อติดตามรดยดิดฉลาก C14 บน D L -m evalonate  ไนอาหารเพาะเล ี่ยง 
พบว่ามิการไข้ D L -m ev alo n a te  เพ ียงเล็กน้อยเท่านั้น (3-5% )

เมอศกษาผลซอง f i - s i t o s t e r o l  และ s t i g m a s t e r o l  ซงเปน
in te r m e d ia te  ไนการสังเคราะห์สารกลุ่มสเตอรอยล์รวมยั้งรคเลสเตอรอล ด้งนั้นจึงสนไจ 
ศึกษาผลกระทบที่ม ิต่อการสังเคราะห์เบตา-เอคาดรซน เม ี๋อเสริม , 3 - s i t o s t e r o l  และ
s t i g m a s t e r o l  ไนอัตราส่วน 5 0 :5 0  ที่ระดับ 50 ม ก ./ล . และ 100 ม ก ./ล . ลงไน
อาหารมาตรฐาน พบว่าที่ความเข้มข้น 100 มก./ล.าม ่ม ิผลต ่อการเจริญแต ่อย่างไต ไนซท» ท่ี 
แคลสัสที่เพาะเลี่ยงไนอาหารที่มิ / ^ - s i t o s t e r o l  และ s t i g m a s t e r o l  50 ม ก ./ล . จะ
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ไห้การเจริญตากว่าแคลลัสไนกรุ่มควบคุมเกือบครึ๋ง อย่างไรกืตาม ที่ความเข้มข้น
s t i g m a s t e r o l  แสะ ^ - s i t o s t e r o l  สูง จะไหการผลตเบตา-เอคไดาซนตากว่ากรุ่ม

คาบคุมอย่างซัดเจน (ลดสงมากกว่า 50% ที่ความเข้มซ้น 50 ม ก ./ส . และปริมาณ 90% ท่ี 

ความเข้มซน 100 ม ก ./ล .)
จ ิบ เบอเรร ิค แอชิด (GA3) เป็นฮอร์โมนที่พบว่ามีส่วนไนการเจริญ การเบลี่ยน

รูปร่าง ( d i f f e r e n t i a t i o n )  แสะลัก«ญะซอง เซลล์าดยทั่วไป จึงสนไจที่จะศึกษาผลกระทบ 
ของ ฮอริ'โมนนเ กี่ยวกับการ เบล่ียนคุณสมบัติซอง แคสลัสต่อการผลิต เบ ต า-เ อคไดาซน

ผลการเสริม GA3 ความเข้มข้น 2 และ 10 ม ก ./ล . ลงไนอาหารมาตรฐาน 
พบว่าที่ความเข้มข้นซอง GA3 10 ม ก ./ล . มีการเจริญลดลงเลิกน้อย ส่วน GA3 2 ม ก ./ล . 
จะไห้การเจริญตํ่ากว่ากรุ่มควบคุม และไนอาหารที่มี GA3 10 ม ก ./ล . สำหรับความสามารก 

ไนการผลิตสารพบว่า GA3 ท้ัง 2 ความเข้มข้นจะยับทั้งการสร้างสารสดลงมากกว่า 80% ไน 
ระดับ GA3 2 ม ก ./ล . และมากกว่า 90% ไนระดับ GA3 2 ม ก ./ล .

ปัจจัยสำคัญอีกประการหนึ่งที่มีผลกระทบต่อการสร้างสารทุติยภูมิ คือสารควบคุมการ
เจริญ

R a v is h a n k e r  (1979) ทำการเพาะ เล ั้ยงเนอเย ึ๋อซอง T ria n th e m a  
p o r tu la c a s t r u m  บนอาหาร MS ที่ไม่เสริมสารควบคุมการเจริญเทียบกับอาหาร MS ท่ี
เสริม 2 ,4 - 0  ความเข้มข้น 0 .2 ,  2 .0  และ 10 ม ก ./ล . ตามสำดับ แสะตรวจวัดปริมาญ 
เบตา-เอคไคาซน พบว่าไนอาหาร MS ที่าม่เสริมสารควบคุมการเจริญ ไต้เซลล์แห้ง 0 .0 3 7 6  
กรัม ผลิตสารไต้ 0 .0 0 3 9  % ไนซ{นะที่เมี๋อเติม 2 ,4 -D  ความเข้มข้น 0 .2 ,  2 .0  และ 10

ม ก ./ล . เซลล์แห้งเที่อสนสุดการทดลองเป็น 0 .0 5 4 0 , 0 .0 9 4 4  และ 0 .0 3 5 7  กรัมตาม
ลำดับ และผลิตสารไต้ 0 .0 1 1 9 , 0 .0 3 4 9  และ 0.0256%  นั่นแสดงว่า 2 ,4 -D  สามารก
เ พิ๋มการ I จริญและการผลิตสาร I บตา-เอคไคาซนไต้ แต่ที่ความ เข้นข้นสูงรร; ดับหน่ึง จะไปยับยัง 
ทังการเจริญและการผลิตสารซองแคลลัส

Chung และ s t a b a  (1 987) ศึกษาผลซองสารควบคุมการเจริญเติบาตต่อการ
เจริญและการผลิตสารอัลคอลอยค ไนการเพาะIสี้ยงเนึ่อเที่อส่วนไบและปลายยอดซองซิงาคนา 

C in ch o n a  l e d g e r i a n a  พบว่าไนอาหาร MS ที่เสริม BA 5 ม ก ./ล . จะไห้การผลิตคานิน 
( q u in in e )  ไนระดับสูง และเนึ่อาม่มี BA จะเหมาะสมต่อการผลิตสาร q u in id in e

ไนการทดลองไข้ 2 ,4 -D  เสริมกับ BA ที่อัตราส่วนต่างๆกันไนอาหารมาตรฐาน
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2 ,4 -D  เป็นฮอร้าผนสังIคราะห์กลุ่*เออกซึน ที่มีอิทธิพลต่อการแน่งเซลล์ และการ 
เขลี่ยนแปลงเซลล์พืชหลายชนิด นอกจากนีความสามารกานการสังเคราะห์สารยังฃนกับระยะ
การแปรเปลี่ยนยองเซลล์หรืออวัยวะยองพีซ (K o h len b ach , 1977)

เที่อทำการแปรเปลี่ยนความเย้มยันยอง 2 ,4 -D  เป็น 2 ,4 ,8  ผ ก ./ล . ท่ีมี BA 
คงท่ีคือ 2 ม ก ./ล . นบว่า ท่ี 2 ,4 -D  ความเย้มยันสูงกว่า 1 ม ก ./ล . จะเร ิ่มย ับยงการเจร ิญ  
ยองแคลสัสและการยับยังเกือบสมบูรณ์ที่ความเย้มย้นยอง 2 ,4 -D  เพิ่มเป็น 4 และ 8 ม ก ./ล . 

นอกจากน 2 ,4 -D  ยังม ีผลยับยังการสร้างสาร(ปริมาทนบตา-เอคาดใซน ลดลงประมา(น 50%) 
Iมอลดความเย้มย้นยอง BA ลงเหลือ 1 ผ ก ./ล . ส่วนความเย้ผย้นยอง 2 ,4 -D  

คงท่ี 1 ม ก ./ล . แคลสัสจะเจริญได้ทกล้เคียงกับกลุ่มควบคุม และที่ความเข้มย้นของ BA สูง 
ชน (4 ม ก ./ส .)  จะเริ่มยับยั้งการเจริญยองแคลสัสและพบว่าความเย้มย้นยอง BA มากหรือ 
น้อยกว่ากลุ่มควบคุมสามารกผลิตสารได้ตาลงมาก (ลดลงกว่า 50%)

จากการทดลองพัฒนาวิธีการและ สภาวะที่ เ หมาะสมต่อการผลิตสาร I บตา-1 อคาดาซน 
ทนแคลสัสส่วนยองด้นไย่เน่า สามารกผลิตสารเพิ่มย็้นจากเดิม 0 .0 1 4  กรัม% เป็น 0 .0 2 3 8  
กรัม% แสะจากรายงานการศึกพาการผลิตสาร เ บ ตา-เ อคาดาซน าดย เทครั4ค เ พาะ I ลียง

เนอเย ี๋อ Hikino และคท®(1971) ผลิตเบตา-เอคไดาซนจากแคลสัสจากเมล็ดพีซานสกุล 
Achvranthes ได้ปริมาท4 0 .0 0 2  กรัม% และ Ravishankar(1979) ผลิตจากแคลสัสด้น 
กล้ายอง Triathema portulacastrum ได้ปริมาท4เบตา-เอคาดาซน 0 .0 3 4 9  กรัม% จะ 
เห็นว่างานวิจัยใไสามารกผลิตสาร เบตา-เอคาคาซนได้านระดับที่น ่าพอาจ และมีแนวาน้มว่า
สามารก 1 พิ่มการผลิต'ไห้สูงฃนได้

อย่างไรก็ตาม ยังมีอีกหลายวิธีที่สามารกาย้การปรับปรุงความสามารกานการสร้าง 
สารทุติยภูมีานเซลลยองพีซ เช่นาย้พีซทดลองสำหรับเพาะ เล ี่ยง จากด้นที่มีการสะสมสารทุติยภูมิ 

ทนระดับสูงซึ๋งได้รับการสนับสนุนจาก Zenk และคถ® (1977) และ K in e r s lk y  และ 
D o u g a ll (1 980) เนองจากแสงมีผลกระทบต่อเมตาบอลลิซึมภายไนเซลล์ แม้ว่าแคลสัสจะ
เจริญ'ในที่มีแสงดีกว่า แต่มียบวนการภายานเซลล์บางยบวนการที่แสงมีส่วนทนการ เสริมสร้าง

หรือยับยั้งการสร้างสารทุติยภูมิ รวมทั้งความเย้มแสงที่เหมาะสม (M ulder -  K r ie g e r  และ 
คท® 1984 ; S a to  แสะ Yamada ,1984 ) ตลอดไปจนกึงการเปลี่ยนแปลงสารพันธุกรรม
เพึ๋อก่อเกิดการกลายพันธุ เหล่านล้วนแต่ เป็นปัจจัยที่น่าได้รับการศึกษาวิจัยอย่างยิ่ง
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สรุบผลการวิจัย

1. งานว ิจ ัยลาผารกเพาะเส ียง เนอเยี๋อชํ้นส่วนยองาบ ส่วนยองต้น และยัน

ยองอีพิเดอร์มลยองตัน'ไย่เน่า ( V ite x  g l a b r a t a  R .B r .)  ซึ๋งเย็นไม้ยืนต้น«นาดกลาง
ทนอาหารเพาะ เสียงที่เส ีอกทย้ คือ อาหารสูตร M u rash ig e  and Skoog (MS) ความเย ้ม 
ย้นยองสารอาหารที่เหมาะลม คือ 1/2MS ที่เสริม 2 , 4-D 1 ม ก ./ล . และ BA 2 ม ก ./ล . 
ท่ีอุกเหภูมิ 2 5+ 20ซ าห้แลงความเย้ม 2 ,0 0 0  ลักซ์ เย ็น เวลา 16 ชั่วาผงต่อวัน

2. ลภาวะเพาะเส ียงที่ม ีแลงจะยักนำการลร้างแคลลัล และการเจริญสูงกว่าานที่ 
มืด ทนทุกส่วนยองเนอเยึ๋อายัจากต้นไย่เน่า

3 . แคลลัสที่นำมาศึกษาประกอบด้วยเซลล์หลายลักษถ*ะเหมือนกันคือ เซลล์รูปยาว 
รูปกลม รูปรี แต่แตกต่างกันที่จำนวนเซลล์ต่อยนิด พบว่าแคลลัสส่วนทบมีเซลล์รูปยาวต่อกันเย็น 

ส่วน'ใหญ่ ทนยก*ะท่ีแคลลัลส่วนต้นและยันอีพิI คอร้มีลจะพบI ซลล์ลักษก*ะกลม I ย็นส่วนาหญ่
4. จำนวนาครใผใซมที่ตรวจวิเคราะห์ไต้เท ่ากับ (2N)= 32 แท่ง

5. การเจริญ«องแคลลัสจะเย็น lo g a r i th m ic  g ro w th  ทดยท่ีแคลลัสส่วนยอง 
ต้นจะ เจริญไต้ด้วยอัตราความสามารถทนการเจริญไต้สูงที่สุด ทนยก*ะท่ีแคลลัสจากยันอีพิเคอร,มล 

จะม ีการเจริญไต้ย ้า และมีการเจริญตาสุด อย่างไรกตามแคลลัสทั้ง 3 ชนิด จะเย ้าส ู่ระยะการ 
เจริญสูงสุดภายานระยะเวลาากล้เคียงกันประมาก* 6 สัปดาห์

6. การศึกษาการผลิตฮอรีใมนลอกคราบทนสภาพธรรมชาติ และทนแคลลัลชนิด
ต่างๆ ที่ไต้จากชนส่วนยองาบ ส่วนยองต้น และชั้นยองอีพิเคอร์มีส พบว่าเซลล์ยองต้นไย่เน่า
ทั้งทนสภาพธรรมชาติและทนลภาพแคลลัสสามารกผลิตฮอร์ใผนเบตา-เอคไดใซนได้

7. การวิเคราะห์ปริมาก*ยองเซตา-เอคไดใซน ทนเนอ เยื่อธรรมชาติ ส่วนทบ
สามารกจะทำไต้ไดยตรงหลังจากสกัดแยกออกจากเนอเยี๋อด้าย เอธาแอล 95% ทน S o x h le t  
a p p a r a tu s  ทำาห้ซริสุทธิฃแด้วยเฮก เซน และวิเคราะห์สารไดยทย้ HPLC สภาวะที่ทย้คือ 
คอลัมห์ Z orbax C l8 ยนาด 4 .6  ม ม .X 25 ซม. ระบบตัวชะ: อะซิไตรไนไตรล์-นำที่มี
กรดอะซิติด 2%(18.5:81.5) อัตราการไหล 1 มล./นาท ี ตรวจสอบลารด้วย uv m o n ito r  
ที่ความยาวคลี่น 254 นาไนเมตร
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8 . การาเคราะห์?(นิดยองสารทนกสุ่ม เบตา-เอคาดใซน จากเน ์อเย ึ๋อต ่างก ัน 
อาจทำได้รดยให้เทคนิครครมารตกราทที Iช่14 ทาก TLC และ/หริอ เทคนิค HPLC ใดย 

การาเคราะห ์ด ้ายเทคน ิค TLC ระบบตัวชะที่เหมาะสมในการแยกสารประกอบจากตัวอย่างด้น 

ไข่เน่าคีอ คสอรรทอรม-เมธานป ิส(ร:!) คลอรรทอร์ม-เมธานอส( 4 :1 )  แสะ คลอรรทอร‘ม- 
เอธานอล(6 5 :3 5 )  ที่ให้ค่า Rf ของเบตา-เอคาดรซนตังน ํ้ 0 .6 0  1 0 .5 7  แสะ 0 .6 7  ตาม 
สำตับ รดย s e n s i t i v i t y  ของวิธ ีว ิเคราะห์ด้วย TLC วิธีที่ดีที่สุดคือตรวจสอบการดูดกลืน 
สารที่ UV ช่วงคล่ินส้ัน รองสงมาคือการทันด้วยสารเคมีที่มำปฎิกริยาเกิดสืที่ส ังเกตได้

9. การวิเคราะห ์ปริมาณของเบตา-เอคาดรซน ในเนอเยี๋อธรรมชาติ เบสอก 
ชันอีทิเดอร์มีส แสะส่วนของด้น สามารถจะทำได้รดยตรงหลังจากสกัดแยกออกจากเนอเยึ๋อด้วย 
เอธานอส 95% ใน S o x h le t  a p p a r a tu s  ทำให้บริสุทธิข็้นด้ายเฮกเซน แสะวิเคราะห์สาร 

รดยาชั HPLC สภาวะที่ใช้คือคอสัมห์ Z orbax C is ขนาด 4 .6  มม.X 25 ซม. ระบบตัวชะ: 
เมธานอส-นำ (4 5 :5 5 )  อัตราการไทส 1 มส./นาท ี ตรวจสอบสารด้วย UV m o n ito r  
ที่ความยาวคสี่น 254 นารนเมตร ในสภาทธรรมชาติ ส่วนเปสึอกของด้นไข่เน่าจะมีการผสิต 
แสะสะสมเบตา-เอคาดรซน ได้สูงท่ีสุด (2 .5 1  กรัมเบอร์เซนต์ น .น .แห ้ง) รองสงมาคือใน 

ชนอีทิเดอร์มีส (0 .2622% ) ส่วนของด้น(0 .1478% ) และใบ (0 .1332% ) ตามสำตับ
10. การวิเคราะห์ปริมาท!ของเบตา-เอคาดรซนในแคลสัส จำเป็นต้องทำการสกัด 

แยกเอาสารปนเบอนที่มีความเป็นชัวสูงออกจากสารตัวอย่าง าดยหลังจากสกัดแยกออกจาก 

แคลสัสด้วย เอธานอล 95% ใน S o x h le t  a p p a r a tu s  ทำให้บริสุทธิขนด้วยเฮก เซนแล้ว นำ 
สารสกัดผ่าน S ep -p a k  C l8 แล้วชะด้วยนำ 10 มล. เมธานอล 20% 10 มส. เมธานอส 
80% 10 มส.เก็บชัน เมธานอล 80% ไปวิเคราะห์ปริมาณสาร าดยวิธีนึ้จะได้ % re c o v e ry  
เท่ากับ 73.86%

11. วิธีวิเคราะห์ปริมาณของเบตา-เอคาดรซนจากแคสสัส หลังจากสกัดแยกออก 
จากแคสลัสด้วย เอธานอล 95% ใน s o x h le t  a p p a r a tu s  ทำให้บริสุทธิขนด้วยเฮก เซน 
แสะผ่าน S ep -p ak  C l8 ว ิเคราะห ์สารด้วย HPLC สภาวะที่ใช้คือคอลัมน์ Z orbax Ci8 
ขนาด 4 .6  ม ม .X 25 ซม. ระบบตัว«ะ: อะซิรดรานไตรส-นำที่มีกรดอะซิติค 2% (1 4 .5 :
8 5 .5 )  อัตราการาหส 1 มส./นาท ี ตรวจสอบสารด้วย UV m o n ito r  ที่ความยาวคลี่น 
254 นารนเมตร ปริมาณเบตา-เอคาดรซนรนแคลลัสเมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC ส่วนท่ี 
ผลิตสูงสุดคือแคสลัสจากส่วนของตัน 0.014%  รองลงมาคือแคสลัสชันอีทิเตอร์มีส 0.003%  แสะ
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แคลสัสจากทินส่วนของทบ 0.0025%  ตามอำดับ
12. ก ารผล ิต เบ ต า-เอ คไดดซนทนแคลลัสนัน ระยะการเจริญของแคลสัสที่มี

การสง เค ราะV1สูงสุดคอ ระยะ lo g  m id - lo g  กง l a t e - l o g
13. ปัจจัยต่างๆที่มีผสกระทบต่อการผลิตI นผา-เอดไดใซน

1 3 .1  แหส่งต้นตอคาร์บอน
ฬวุคาตสจะเสริมการเจริญมากกว่าซูใครสแสะกสูใคส แสะค่าเฉสี่ย 

การผสิตเมตา-เอคไดใซนสูงกว่าทนอาหารที่าช้ช ูาครสมากกว่า 30% ทนขเนะท่ีกสูาคสจะผลิต 
สาราดัฅ ํ่ากว่า Iมึ๋อเ ทียบกับซูใครสกึง 70%

1 3 .2  แหส่งต้นตอไนาตรเจน

อาหารท ี่เพทปแตสเช ียมานเตรทจากเด ิม 2 กรัมต่อลิตร จะาห้การ 
เจริญของแคสสัสสูงขน 20% แสะผลิตสารมากกว่าทนสูตรควบคุมกว่า 60%

1 3 .3  กรดอะมีานไธารชีน
กรดอะมานไธารชีนต้งแต่ 1 กรัมต่อลิตร มีผสยับยังทั้งการเจริญแสะ 

การผลิตสาร าดยแคสสัสจะ เบสยนเบนสีดำอย่างราดเร็วแสะ ไม่มีการเจริญ แสะความ
สามารก ผลิตสารสดสงกว่าครึ๋ง

1 3 .4  าคเสสเตอรอส
าคเสสเตอรอลที่ความเข้มข้นดังแต่ 50 มก./ส .ขน าบ  ยับยังการ 

เ จริญแสะ การผลิตสาร เ มตา-เอคาดาซน

1 3 .5  D L -m evalonate
D L -m evalona te  ความเข้มข้น 50 และ 100 ม ก ./ล . ยับยัง 

การเจริญและการผล ิตสารเบตา-เอคาดาซน าดยมีแนวาน้มว่าที่ความเข้มข้นสูงฃั้นยํ่งยับยังการ 
สร้างสาร

1 3 .6  / 5 - s i t o s t e r o l  แสะ s t i g m a s t e r o l
/ ^ - s i t o s t e r o l  และ s t i g m a s t e r o l  (อัตราส่วน 5 0 :5 0 )  ที 

ความเข้มข้น 100 ม ก ./ส . ไม่มีผสต่อการเจริญทนฃเนะที่ความเข้มข้น 50 ม ก ./ล . ยับยังการ 
เจริญมากกว่าครึ๋ง นอกจากนีทัง 2 ความเข้มข้นยังม ีผสยับยังการผลิตสารเบตา-เอคาดาซน

1 3 .7  G i b b e r e l l i c  a c id  (GA3 )
GA3 ไม่มีผลต่อการเจริญมากนัก แต่มีผลยับยั้งการสร้างสารสูงผาก
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คือที่ควาJJเย ้mm 2 ม ก ./ล . ความสามารกานการสร้างสารอดองกว่า 80% แสะที่คาาม 
เข้มยัน 10 ม ก ./ส . ความสามารกานการสร้างสารสดสงมากกว่า 90%

1 3 .8  2 ,4 -D
2 ,4 -D  ที่ความเข้มยันมากกว่า 1 ม ก ./ส . จะยับยั้งการเจริญ«อง 

แคลลัส แสะมีผสยับยั้งการสร้างสารเบตา-เอคาดาชน(สดสงมากกว่า 50%)

1 3 .9  BA
ความเข้มข้น«อง BA ตํ่ากว่า 2 ม ก ./ส . ไม่มีผสต่อการเจริญ แต่ท่ี 

คาาม เ ข้มข้นสูง«นจะ เริ่มยับยั้งการ เ จริญ«องแคสสัส แสะาม่ว ่าความเ ข้มข้นจะสูงหรีอตากว่า
กสุ่มควบคุม ความสามารกผสิตสารจะลดลง
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