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        Tissue culture technique is one of advantageous methods for plant breeding. In addition, it can be used to 
effectively yield active compound substituting for plant extract from natural resources. In the study, callus 
cultures of Afgekia mahidoliae B. L. Burtt & Chermsir (known as Kan Phai Mahidol), a rare tropical climber, 
were established to determine an appropriate composition of callus induction medium. Their chemical profiles 
were compared to those of naturally-grown plant. Calli were induced from leaves and nodes in Murashige and 
Skoog (MS) medium supplemented with 2, 4-dichlorophenoxy-acetic acid (2, 4-D) and 6-benzylaminopurine 
(BA). MS medium supplemented with 1.0 mg/L 2,4-D and 0.1 mg/L BA showed the highest callus induction 
percentage. The calli and naturally-grown leaves were extracted in ethanol and their chemical profiles were 
analyzed by Thin Layer Chromatography (TLC) using three mobile systems including hexane : ethyl acetate 
(7:3), ethyl acetate : dichloromethane (2:3), and dichloromethane : methanol (10:1). Chromatographic patterns 
on TLC showed that chemical profiles of both extracts were different when detected under ultraviolet (UV) 
light at 254 and 365 nm. After sprayed with 10% sulfuric acid and detected under UV365, callus extract showed 
moderate to high polarity of chemical compounds which were not observed in the naturally-grown leaf extract. 
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บทที ่1 
บทนํา 

 ความเป็นมาและความสําคญั 

 ในปัจจุบนัมีพืชหลายชนิดใกลสู้ญพนัธ์ุ  กนัภยัมหิดล (Afgekia mahidoliae Burtt et 
Chermsirivathana) [1],[2] เป็นหน่ึงในตน้ไมด้งักล่าวซ่ึงโครงการอนุรักษพ์นัธุกรรมพืชอนัเน่ืองมาจาก
พระราชดาํริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี ข้ึนสถานะให้ตน้กนัภยัมหิดลเป็น
ตน้ไมถ่ิ้นเดียวและหายาก[3]  มีลกัษณะเป็นไมเ้ล้ือยพุ่มเน้ือแขง็ พบไดบ้ริเวณป่าเตง็รัง ภูเขาหินปูน
ทางภาคตะวนัตก ช่อดอกมีสีชมพูอมม่วงสวยงาม การขยายพนัธ์ุตามธรรมชาติตอ้งอาศยัเมล็ดท่ี
เกิดข้ึนภายในฝัก [4]  แต่การเจริญเติบโตตามธรรมชาติของตน้กนัภยัมหิดลมกัติดฝักนอ้ยทาํใหเ้ป็น
ขอ้จาํกดัในการขยายพนัธ์ุ  นอกจากน้ีสารสกดัส่วนใบกนัภยัมหิดลในชั้นปิโตรเลียมอีเธอร์มีสาร  
n-octatriacontanal ซ่ึงมีคุณสมบติัตา้นอนุมูลอิสระ 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH)  และ
สารสกดัส่วนใบในชั้นเมทานอลมีฤทธ์ิตา้นเช้ือ Staphylo-coccus aureus อยา่งอ่อนอีกดว้ย[5]   
กนัภยัมหิดลจึงเป็นพืชท่ีน่าศึกษาวิจยัการเพ่ิมจาํนวน ตลอดจนมีรายงานการศึกษาจาํนวนน้อย  
ดงันั้นการศึกษาการขยายพนัธ์ุกนัภยัมหิดลดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชในหลอดทดลองจึง
เป็นวิธีท่ีน่าสนใจ ซ่ึงสามารถเพิ่มจาํนวนเน้ือเยื่อพืชและขยายพนัธ์ุพืชโดยไม่ตอ้งใชเ้มล็ดไดอ้ย่าง
รวดเร็วภายในระยะเวลาอนัสั้น ตลอดจนตน้พืชท่ีไดมี้ลกัษณะเหมือนตน้แม่อีกดว้ย 
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วตัถุประสงค์การวจัิย 
 วตัถุประสงคท์ัว่ไป 
 -  เพื่อศึกษาเทคนิควิธีการเพิ่มจาํนวนและเพื่ออนุรักษพ์ืชท่ีปลูกยากโดยอาศยัการขยายพนัธ์ุ
    ในหลอดทดลอง (micropropagation)  
 -  เพื่อศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีเบ้ืองตน้ของกนัภยัมหิดล 
 วตัถุประสงคเ์ฉพาะ 
 -   เพื่อศึกษาผลของอาหารสูตร MS ท่ีประกอบดว้ยสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิด  
     2, 4-dichlorophenoxy-acetic acid (2, 4-D) และ 6-benzylaminopurine (BA) ท่ีมีความ
     เขม้ขน้ต่างๆ ต่อการชกันาํช้ินส่วนของพืชเกิดเน้ือเยือ่แคลลสัของกนัภยัมหิดล 
 -   เพื่อสร้างโครมาโทแกรมของสารสกดัของกนัภยัมหิดลท่ีปลูกตามธรรมชาติและแคลลสั 
           
 
ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
 การขยายพนัธ์ุกนัภยัมหิดลในหลอดทดลองจะเป็นแหล่ง (source) ของสารตั้งตน้/สารท่ีมี
ฤทธ์ิ  จาํนวนมากในระยะเวลาอนัสั้น  เพื่อนาํไปใชป้ระโยชน์ต่อไปในงานวิจยัและงานวิเคราะห์หา
สารสําคัญหรือเมตาโบไลต์ (metabolite) ตัวอ่ืนๆ ของและการทดสอบฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา  
นอกจากน้ีรูปแบบโครมาโทแกรมท่ีไดจ้ากชนิดโครมาโทกราฟฟีแบบผิวบางสามารถใชใ้นการ
พิสูจน์เอกลกัษณ์ของกนัภยัมหิดลไดอี้กดว้ย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที ่2 
ปริทัศน์วรรณกรรม 

2.1  ข้อมูลทางพฤกษศาสตร์ต้นกนัภัยมหิดล 

ลกัษณะของต้นกนัภัยมหิดล 
 ลกัษณะเป็นไมเ้ล้ือย ไมเ้ถาเน้ือแข็ง มีอายุไดห้ลายปี ก่ิงอ่อนจะมีสีเขียว มกัมีขนปกคลุม
โดยรอบขนนุ่มหนาแน่น ใบประกอบแบบขนนกชั้นเดียว เรียงเรียบสลบั มีใบยอ่ย 9-11 ใบ รูปไข่
หรือรูปไข่กลบัปลายมน และมีต่ิงสั้น โคนมน กา้นสั้น ดอกสีม่วงออกเป็นช่อตั้งท่ีปลายก่ิง โคนกา้น
ดอกมีใบประดบั ร่วงง่าย ดอกรูปดอกถัว่ กลีบเล้ียงซ้อนกนั ปลายแยกเป็น 5 แฉก กลีบดอก 5 กลีบ 
เกสรเพศผู ้10 อนั โคนเช่ือมกนั 9 อนั แยกต่างหาก 1 อนั ผล เป็นฝักแบน เม่ือแก่แตก 2 ซีก เมล็ด
ค่อนขา้งกลม เส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณ 1.5 เซนติเมตร [1],[6]  
 ประวตัิของต้นกนัภัยมหิดล  
 กนัภยัมหิดลพบ คร้ังแรกเม่ือวนัท่ี 14 กนัยายน พ.ศ.2510 โดยนายเกษม จนัทรประสงค ์ซ่ึง
ขณะนั้นเป็นขา้ราชการกองพืชพรรณ กรมวิชาการเกษตร (ปัจจุบนัเป็นนายกสมาคมไมป้ระดบัแห่ง
ประเทศไทย) ขณะท่ีท่านก าลงัเดินทางและหยุดพกัท่ีบริเวณใกล้ๆ กบัแม่น ้ าแควนอ้ย ท่านไดพ้บกบั
ดอกไม้ท่ีมีลกัษณะคล้ายต้นถั่วแปบช้างจึงน าตวัอย่างดอกแห้งกลบัมาเพื่อพิสูจน์ และน าผูช่้วย
ศาสตราจารย ์ดร. จิรายุพิน จนัทรประสงค์ (เจิมศิริวฒัน์) กลบัไปเก็บตวัอยา่งให้สมบูรณ์ โดยเก็บ
ฝักท่ีเร่ิมแก่และขดุตน้พืชกลบัไปปลูกเพื่อพิสูจน์สายพนัธ์ุพืช และน าตวัอยา่งส่งไปท่ีสหราชอาณา 
จกัรเพื่อพิสูจน์ตน้พืชโดย Mr. B. L. Burtt และขอพระราชทานช่ือวา่ mahidolae ตีพิมพก์ารคน้พบ
คร้ังแรกในนิตยสาร Notes from the Botanic Garden Edinburgh Vol.31 No.1 และเม่ือปีพุทศกัราช 
2514 ตน้กนัภยัมหิดลจึงมีช่ือวิทยาศาสตร์ท่ีสมบูรณ์วา่ Afgekia mahidolae B. L. Burtt & Chermsir. 
แต่ยงัไม่มีช่ือเป็นทางการเป็นภาษาไทย เม่ือปรึกษาศาสตราจารยเ์ต็ม สมิตินนัทน์ ผูเ้ช่ียวชาญทาง

ช่ือท้องถิ่น กนัภยั (กลาง,สระบุรี) 
ช่ือสามัญ กนัภยัมหิดล (Kan Pai Mahidol) 
ช่ือวทิยาศาสตร์ Afgekia mahidoliae Burtt et Chermsirivathana 
วงศ์ Fabaceae (วงศย์อ่ย Papilionaceae) 
สกุล Afgekia 
การปลูกและการขยายพันธ์ุ แสงแดดจดั เพาะเมล็ด 

ระยะเวลาติดดอก-ผล สิงหาคม – พฤศจิกายน [6] 
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พฤกษศาสตร์กรมป่าไม ้ท่านไดใ้หค้วามเห็นวา่ควรเรียกช่ือพืชชนิดน้ีวา่ กนัภยั หรือเติมค าวา่มหิดล
ตามช่ือท่ีไดรั้บพระราชทานวา่ กนัภยัมหิดล ในปี พ.ศ. 2548 ไดมี้การเปล่ียนช่ือทางวิทยาศาตร์ของ
ตน้กนัภยัมหิดลใหม่เพื่อให้สอดคลอ้งกบัหลกัของภาษาละตินและตีพิมพอ์ยูใ่น International Code 
of Botanical Nomenclature ฉบบัล่าสุดโดยแกเ้ป็น Afgekia mahidoliae [4]  
     
   
 
 
 
 
    รูปที ่1  ตน้กนัภยัมหิดลและดอก 
   
 การศึกษาทีเ่กีย่วข้องกบัต้นกันภัยมหิดล 
 การศึกษาความสัมพนัธ์ของสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีใชใ้นการงอกของยอดตน้กนัภยั
มหิดล เม่ือน าเน้ือเยือ่ส่วนขอ้ (nodes) มาเล้ียงบนอาหารสูตร half Murashige & Skoog (  ⁄ MS) ท่ี
เติม 6-benzylaminopurine (BA) เปรียบเทียบกบั Thidiazuron (TDZ) ความเขม้ขน้ในช่วง 0-4.0  
ไมโครโมลาร์ พบวา่ จ  านวนของยอดและความยาวต่างกนัไม่มีผลต่างกนั แต่ TDZ กระตุน้ไดดี้กวา่
เล็กนอ้ย จึงท าการศึกษาต่อโดยเล้ียงขอ้บนอาหารสูตร MS กบั TDZ 2.0ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 4 
สัปดาห์ ก่อนยา้ยลงสู่อาหาร   ⁄ MS  ท่ีมีความเขม้ขน้ของ Gibberellic acid (GA3) ในช่วง 0-15.0  
ไมโครโมลาร์ พบวา่สามารถเพิ่มความยาวของรากไดม้ากข้ึน[7] 
  การศึกษาการขยายพนัธ์ุของตน้กนัภยัมหิดลดว้ยระบบเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่โดยการใชส้าร
ควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่ม BA ความเขม้ขน้ต่างกนัในช่วง 0-100 ส่วนในลา้นส่วน พบวา่ท่ี
ความเขม้ขน้ 10 ส่วนในลา้นส่วน มีจ านวนยอดมากท่ีสุด และท่ีความเขม้ขน้ 1 ส่วนในลา้นส่วน ท า
ใหจ้  านวนใบต่อยอดเพิ่มไดดี้ท่ีสุด [8] 
 การศึกษาเก่ียวกบัฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระจากสารสกดัปิโตรเลียมอีเธอร์ของใบกนัภยั
มหิดล พบวา่เม่ือน าสารสกดัไปทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระโดยใช ้1,1-diphenyl-2-picryl-
hydrazyl (DPPH) พบวา่สารสกดัเมทานอลจากส่วนใบออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูงสุดโดยมีค่า
ความเขม้ขน้ท่ียบัย ั้งได ้50% (EC50) 22.07 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  การทดสอบฤทธ์ิตา้นเช้ือ
แบคทีเรียก่อโรค 4 ชนิด ดว้ยวธีิ disc diffusion และวธีิ broth dilution พบวา่ สารสกดัเมธานอลจาก
ส่วนกา้นดอกมีฤทธ์ิตา้นเช้ือ Staphylo-coccus aureus (ATCC 25923) อยา่งอ่อน เม่ือน าสารสกดั
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ปิโตรเลียมอีเธอร์จากส่วนใบมาแยกดว้ยคอลมัน์โครมาโตรกราฟฟีแลว้วิเคราะห์ดว้ยวธีิทางสเปค
โตรสโครปี พบวา่ไดส้ารบริสุทธ์ิ 4 ชนิดคือ n-pentacosane, 1-triacontanol, butyldotriacontanoate 
และ n-octatriacontanal ตามล าดบั และมีเพียง n-octatriacontanal เท่านั้นท่ีแสดงฤทธ์ิตา้นอนุมูล
อิสระ[5] 
 
2.2  เทคนิคการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ 

 การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ มีจุดมุ่งหมายหลายประการ ไดแ้ก่ การเพิ่มจ านวนตน้พืชหรือการ
เล้ียงเน้ือเยื่อเพื่อช่วยผลิตสารส าคญัท่ีสามารถน ามาใชป้ระโยชน์ทางดา้นเภสัชกรรม ในการเล้ียง
เพื่อช่วยผลิตสารส าคญัอาจจะเหน่ียวน าใหเ้กิดแคลลสัข้ึนมาก่อน  แคลลสั (callus) คือกลุ่มเซลลท่ี์
ไม่สามารถจ าแนกไดว้า่จะกลายเป็นส่วนใดของพืช แคลลสัจึงเป็นส่ิงท่ีไดรั้บความสนใจศึกษา การ
เปล่ียนแปลงตวัแคลลสัน าไปสู่การสร้างสารท่ีตอ้งการโดยเปล่ียนแปลงสูตรอาหารเพาะเล้ียง
เน้ือเยือ่เพื่อใหไ้ดเ้น้ือเยือ่ท่ีมีคุณสมบติัตามตอ้งการ หรือน าไปชกัน าใหเ้กิดเป็นตน้ใหม่จ  านวนมาก
เพื่อน าไปลงดินปลูก เพื่อช่วยในการขยายพนัธ์ุตน้พืชหายาก ใกลสู้ญพนัธ์ุหรือเพิ่มจ านวนไดย้าก 

 หลกัการส าคัญในการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พชื 
1. ช้ินส่วนของพืชท่ีน ามาใชอ้าจจะเป็นเซลลเ์ด่ียว แคลลสั ช้ินส่วนของเน้ือเยือ่พืชหรือ

ช้ืนส่วนของพืช (explants) ก็ได ้แต่ช้ินส่วนนั้นควรเป็นช้ืนส่วนเน้ือเยือ่เจริญ 
2. ตอ้งเล้ียงในสภาพท่ีปลอดเช้ือจุลินทรียทุ์กชนิด เช่น แบคทีเรีย และเช้ือรา เน่ืองมาจาก

ส่วนประกอบของอาหารมีน ้ าตาลรวมอยูด่ว้ย เป็นแหล่งคาร์บอนชั้นดีท่ีเช้ือต่างๆจะ
น าไปใชเ้ป็นอาหารและเพิ่มจ านวนไดร้วดเร็วกวา่เน้ือเยือ่ของเซลลพ์ืช มีการ
เจริญเติบโตมากอาจจะท าลายเน้ือเยื่อพืชใหเ้สียหายได ้

3. ควรเปล่ียนถ่ายอาหารเล้ียงเน้ือเยือ่เม่ือถึงเวลาท่ีเหมาะสม ข้ึนกบัชนิดของพืชและ
จุดประสงคใ์นการเล้ียงเน้ือเยือ่พืช เพราะการเล้ียงเน้ือเยือ่พืชไวใ้นอาหารเดิมเป็น
เวลานานจะท าใหเ้น้ือเยือ่พืชขาดอาหาร และเน้ือเยือ่จะไม่เจริญเติบโตดี เพราะมีของ
เสียท่ีพืชปล่อยมาสะสมอยู ่
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 การเตรียมเนือ้เยือ่ส าหรับเพาะเลีย้ง 
 เน้ือเยือ่พืชท่ีเหมาะสมนั้นควรมาจากตน้อ่อนท่ีปราศจากเช้ือจุลินทรีย ์เป็นช้ินส่วนท่ี
เหมาะสมส าหรับน ามาใชเ้ป็นเน้ือเยือ่เร่ิมตน้ส าหรับการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ในอาหาร เพราะทุกส่วน
ของพืชมีการเจริญเติบโต แต่ในความเป็นจริงอาจจะไม่สามารถเพาะตน้พืชท่ีเป็นตน้อ่อนในสภาพ
ปลอดเช้ือได ้ก็สามารถใชช้ิ้นส่วนต่างๆของพืชท่ีอยูใ่นสภาพสามารถเจริญเติบโตไดม้าใชเ้ป็น
เน้ือเยือ่ตั้งตน้ไดท้ั้งส้ิน 
 การเตรียมเน้ือเยื่อส าหรับเพาะเล้ียง จะแบ่งเป็น 2 ขั้นตอนใหญ่ๆ คือ 
1.  การเตรียมช้ินส่วนท่ีจะน ามาเล้ียง (Preparation of explants)  โดยทัว่ไปท าไดโ้ดยการคดัเลือก
เน้ือเยือ่ท่ีเหมาะสม ส าหรับขนาด และรูปร่างของเน้ือเยือ่แต่ละชนิดไม่มีขอบเขตจ ากดัแน่นอน
ข้ึนกบัดุลพินิจของผูท้  าการทดลอง โดยทัว่ไปควรเลือกขนาดใหญ่พอประมาณ (1x1 ตาราง
เซนติเมตร) เพราะมีโอกาสใหเ้ซลลไ์ดเ้จริญเติบโตและมีชีวติรอดไดม้ากข้ึน ไม่ควรมีขนาดใหญ่
มากจนเกินไปเพราะจะท าให้โอกาสติดเช้ือจุลินทรียเ์พิ่มมากข้ึน แต่ถา้มีขนาดเล็กเกินไปโอกาสรอด
ของเน้ือเยื่อพืชก็ละลดตามลงไปดว้ย  การตดัช้ินส่วนพืชจะใชมี้ดท่ีสะอาดปราศจากเช้ือจุลินทรีย ์
โดยอาจผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือมาแลว้ (autoclave) ควรมีความคมเพื่อลดการเสียดสีกบัเน้ือเยือ่ การตดั
ช้ินส่วนพืชอาจจ าแนกได ้2 วธีิ 

1.  การตดัช้ินส่วนก่อนฆ่าเช้ือจุลินทรียท่ี์ผิว ท าไดโ้ดยการน าส่วนของพืชมาลา้งน ้าให้สะอาด 
แลว้ตดัส่วนท่ีปกคลุม และไม่ตอ้งการใชอ้อกใหห้มด ใชมี้ดตดัเอาส่วนท่ีตอ้งการเล้ียง
ออกเป็นช้ินใหมี้ขนาดตามตอ้งการ น ามารวมกนัหลายๆช้ิน น าไปฆ่าเช้ือจุลินทรียบ์นพื้นผวิ
ดว้ยน ้ายาฆ่าเช้ือ 

2.  การตดัช้ินส่วนของพืชหลงัจากผา่นการฆ่าเช้ือจุลินทรียบ์ริเวณพื้นผวิมาแลว้ ท าไดโ้ดยตดั
ส่วนท่ีไม่ตอ้งการออกใหห้มด ในกรณีช้ินใหญ่ควรแบ่งใหเ้ป็นท่อนหรือมีช้ินท่ีเล็กลง ลา้ง
น ้าใหส้ะอาด น าไปฆ่าเช้ือท่ีพื้นผวิดว้ยน ้ายาฆ่าเช้ือจุลินทรีย ์เม่ือไดช้ิ้นส่วนของพืชท่ีผา่น
การฆ่าเช้ือแลว้ใหใ้ชมี้ท่ีคมและปราศจากเช้ือตดัช้ินส่วนของพืชใหมี้ขนาดตามตอ้งการ
ภายในตูป้ลอดเช้ือ 

  
 การฆ่าเช้ือบริเวณพืน้ผวิของเนือ้เยือ่ (Surface sterilization)  
 ช้ินส่วนของท่ีน ามาจากธรรมชาติเพื่อน ามาเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อนั้น ตอ้งผา่นการฟอกฆ่าเช้ือ 
เพื่อก าจดัจุลินทรียท่ี์อยูต่ามพื้นผวิของพืชดว้ยน ้ายาฆ่าเช้ือ (sterilizing agent) ซ่ึงมีอยูห่ลายชนิด การ
เลือกชนิดและความเขม้ขน้ของน ้ายาฆ่าเช้ือเป็นส่ิงท่ีควรค านึงถึง โดยน ้ายาฆ่าเช้ือท่ีเลือกนั้นตอ้งไม่
มีผลหรือมีผลนอ้ยท่ีสุดต่อเน้ือเยือ่ของพืชท่ีน ามาฆ่าเช้ือ และควรลา้งออกไดโ้ดยง่าย เพราะถา้ลา้ง
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ออกไม่หมดจะท าใหเ้น้ือเยือ่พืชของช้ินส่วนท่ีใชต้ายได ้การลา้งดว้ยน ้ากลัน่ซ ้ าๆกนัหลายคร้ังเป็น
การชะน ้ายาฆ่าเช้ือไดดี้ ปกติแลว้จะนิยมใชน้ ้ายาฆ่าเช้ือท่ีแตกตวัให ้chlorine เป็นตวัออกฤทธ์ิฆ่าเช้ือ 
เช่น sodium hypochlorite (Clorox®)  
 การเติมสารลดแรงตึงผวิ (surfactant) เช่น detergent (Teepol®) หรือ TWEEN®-80 สามารถ
เพิ่มประสิทธิภาพของน ้ายาฆ่าเช้ือได ้เน่ืองจากจะช่วยท าใหบ้ริเวณพื้นผวิของพืชสัมผสักบัสารฟอก
ฆ่าเช้ือไดม้ากข้ึน อีกวธีิหน่ึงท่ีช่วยก าจดัเช้ือ คือ การจุ่มช้ินส่วนของพืชลงในแอลกอฮอลเ์ป็นเวลา
สั้นๆ ก่อนน ามาแช่ในน ้ายาฆ่าเช้ือ ความเขม้ขน้ของสารฟอกฆ่าเช้ือท่ีใชแ้ละเวลาในการฟอกฆ่าเช้ือ
จะแตกต่างกนั แมจ้ะเป็นพืชตน้เดียวกนั ปัจจยัส าคญัท่ีมีผล คือ ชนิดของพืช  ช้ินส่วนของพืช และ
แหล่งท่ีมาของพืช เป็นตน้ 

 การเตรียมอาหารเลีย้งเนือ้เยื่อพชื 
 ส าหรับอาหารเล้ียงเน้ือเยื่อพืชนั้นสามารถเตรียมไดท้ั้ง เตรียมเป็น Stock solution แลว้จึงน า 
stock solution แต่ละสูตรมาผสมกนั หรือเตรียมจากผงอาหารส าเร็จรูป ในท่ีน้ีจะขอกล่าวถึงการ
เตรียมอาหารโดยวธีิการใชผ้งส าเร็จรูป สูตรอาหารท่ีใชคื้อสูตร Murashige and Skoog (MS;1962) 
โดยเติมน ้าตาลซูโครสร้อยละ 3 ของสูตรอาหาร ปรับความเป็นกรดด่างดว้ยสารละลาย 
Hydrochloric (HCl) และสารละลาย Sodium hydroxide (NaOH)  เติมวุน้ (agar) ร้อยละ 8 ของสูตร
อาหาร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) ท่ีความดนั 15 ปอนด์/ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121  องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 20 นาที 
 
 การถ่ายเนือ้เยือ่และการเกบ็รักษา 
 เน้ือเยือ่ท่ีเล้ียงบนอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อจ าเป็นตอ้งมีการถ่ายเน้ือเยื่อลงอาหารใหม่ภายใน
ช่วงเวลาท่ีเหมาะสม เน่ืองจากการเล้ียงเน้ือเยือ่ไวใ้นอาหารเดิมนานๆจะท าใหเ้น้ือเยื่อพืชเกิดการขาด
อาหาร และยงัมีของเสียท่ีพืชปล่อยออกมา ท าให้เน้ือเยื่อพืชไม่สามารถเจริญเติบโตต่อไปได ้
โดยทัว่ไปแลว้จะถ่ายเน้ือเยื่อท่ีเล้ียงบนอาหารก่ึงแข็งทุก 4-6 สัปดาห์ มากหรือนอ้ยกวา่น้ีจะข้ึนกบั
ชนิดของพืชและจุดประสงคใ์นการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ 
 กรณีท่ีตอ้งการหยุดการเจริญเติบโตและเก็บรักษาเน้ือเยื่อโดยไม่ให้เน้ือเยื่อตายสามารถท า
ไดโ้ดยเก็บเน้ือเยื่อท่ีสมบูรณ์ไวใ้นอุณหภูมิท่ีต ่ามากๆ เช่น ในไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen) ท่ีมี
อุณหภูมิต ่า (-196 องศาเซลเซียส) การเก็บเน้ือเยือ่พืชดว้ยวธีิการน้ีเน้ือเยื่อพืชจะไม่มีการเจริญเติบโต 
แต่ยงัมีชีวิตอยู่ เม่ือน ามาเล้ียวบนอาหารเล้ียงเน้ือเยื่อปกติอีกคร้ัง เน้ือเยื่อก็ยงัมีความสามารถ
เจริญเติบโตได ้
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 การเกบ็เกีย่วเนือ้เยือ่ 
 การเล้ียงเน้ือเยื่อแคลลสัเพื่อน าสารมาวิเคราะห์นั้น จะเก็บเก่ียวเน้ือเยื่อแคลลสัท่ีมีสภาพ
เหมาะสมท่ีจะน ามาวิเคราะห์หาสารส าคญั  เม่ือแคลลสัอายุต่างกนัอาจจะผลิตสารต่างกนัหรือสาร
เดียวกนัแต่มีปริมาณต่างกนัได ้ควรวางแผนในการเก็บเก่ียวให้ดี โดยทัว่ไปจะนิยมเร่ิมเก็บเก่ียว
แคลลสัเม่ือมีอายมุากกวา่หรือเท่ากบั 2 เดือนข้ีนไป โดยน าเอาแคลลสัออกจากอาหารท่ีใชเ้ล้ียงแลว้
จึงน าไปผา่นกระบวนการท าใหแ้หง้แบบแช่เยอืกแขง็เพื่อระเหยน ้าก่อนน าไปสกดัต่อไป  

 ปัจจัยต่างๆทีม่ีผลต่อการเลีย้งเนือ้เยือ่พชื 
1.  สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช (Plants growth regulators)  สารเร่งการเจริญเติบโตของพืช
ท าหนา้ท่ีคลา้ยกบัฮอร์โมนของพืชในธรรมชาติ สารเหล่าน้ีมีบทบาทส าคญัในการเจริญเติบโตของ
เน้ือเยื่อท่ีเพาะเล้ียง เพราะช่วยให้พืชเจริญเติบโตและสามารถพฒันาไปเป็น ราก ใบ ดอก ผล เมล็ด 
หรือล าตน้ได้  ซ่ึงข้ึนกบัความเขม้ขน้และชนิดของสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชท่ีใช้ สาร
ควบคุมการเจริญเติบโตของพืชมีบทบาทส าคญัในการควบคุมการแบ่งเซลล ์ขยายเซลล์ และการเกิด
อวยัวะของเน้ือเยือ่พืช (organogenesis) แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ 

1.1  กลุ่มออ๊กซิน (Auxin)  สารในกลุ่มน้ีเป็นสารกลุ่มแรกท่ีเป็นสารควบคุมการเจริญเติบโต
ของพืชท่ีคน้พบ มีบทบาทช่วยในการขยายตวัของเซลล ์(cell enlargement) ทั้งในดา้นกวา้งและ
ดา้นยาว ท าใหเ้ซลลมี์ขนาดใหญ่ข้ึน  การใชใ้นระดบัโปรโตพลาสตพ์บวา่ อ๊อกซินยงัช่วยใน
การสร้างผนงัเซลลข์องพืช  ดา้นการเล้ียงเน้ือเยือ่พืชเพื่อขยายพนัธ์ุ(micropropagation)  นิยม
ใชอ้อ๊กซินในการชกัน ารากของเน้ือเยือ่พืช และออ๊กซินยงัมีผลต่อการผลิต secondary product 
ในพืชอีกดว้ย  อ๊อกซินท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์ ไดแ้ก่ indole-3 acetic acid (IAA) ซ่ึงพบไดใ้น
ธรรมชาติแต่ยงัไม่นิยมใชแ้บบท่ีเป็นฮอร์โมนพืช  ตวัอ่ืนๆ ไดแ้ก่ naphthalene-1-acetic acid 
(NAA), indole-3-butyric acid (IBA), chlorophenoxyacetic acid (CPA) และ 2,4-dichlorophe 
noxyacetic acid (2,4-D)   

1.2  กลุ่มไซโตคินิน (Cytokinin)  สารในกลุ่มน้ีมีหนา้ท่ีเก่ียวกบัการแบ่งเซลล์ของพืชและการ
สังเคราะห์สารประกอบประเภทโปรตีน ดา้นการเล้ียงเน้ือเยื่อพืชเพื่อขยายพนัธ์ุ นิยมใชไ้ซโตคินิน
ในการชกัน าใหเ้น้ือเยื่อพืชเกิดยอด  การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อนิยมใชไ้ซโตคินินท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์
เช่นเดียวกบัอ๊อกซิน ไดแ้ก่ Kinetin ซ่ึงพบไดใ้นฮอร์โมนพืชแต่นิยมใช้ในรูปจากการสังเคราะห์ 
เน่ืองจากยงัไม่มีการสกดัฮอร์โมนพืชมาเพื่อใช ้ตวัอ่ืนๆ เช่น 6-benzylaminopurine (BAP)  
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 ส่วนประกอบของอาหาร 
 อาหารท่ีใชเ้ล้ียงเน้ือเยือ่พืชแต่ละสูตรจะประกอบดว้ยแร่ธาตุท่ีแตกต่างกนัไป เพื่อให้
เหมาะสมกบัเน้ือเยือ่พืชท่ีเล้ียง พืชแต่ละชนิดจะเหมาะสมต่ออาหารแตกต่างกนั ส่วนประกอบของ
อาหาร ไดแ้ก่ ส่วนผสมของธาตุอาหารหลกัซ่ึงเป็นธาตุอาหารท่ีพืชตอ้งการในปริมาณมาก เช่น 
ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม เป็นตน้  ธาตุอาหารรองซ่ึงเป็นธาตุอาหารท่ีพืชตอ้งการ
เพียงเล็กนอ้ย เช่น เหล็กและสังกะสี เป็นตน้  นอกจากน้ี น ้าตาลซ่ึงถูกใชเ้ป็นแหล่งของคาร์บอน 
วติามินเป็นส่วนจ าเป็นต่อการท างานและการเจริญเติบโตของพืช เช่น thiamine และ nicotinic acid 
เป็นตน้  
 สูตรอาหารท่ีไดรั้บความนิยมมากคือสูตร MS มีขอ้สังเกตคือสูตรน้ีใช ้ammonium nitrate 
เป็นแหล่งของไนโตรเจน และยงัมีปริมาณธาตุอาหารรองมากกวา่สูตรอ่ืนๆอีกดว้ย 
  

 สภาวะแวดล้อมในการเลีย้งเนือ้เยือ่ 
 สภาวะแวดล้อมท่ีกล่าวถึงได้แก่ แสง และอุณหภูมิ เพราะมีความส าคัญในการเกิด 
morphogenesis ของเน้ือเยือ่พืช การใหแ้สงนั้นควรค านึงถึงความเขม้ของแสง, ระยะเวลาท่ีพืชไดรั้บ
แสงต่อวนั และแหล่งก าเนิดแสงดว้ย ส่วนอุณหภูมินั้นปกติแลว้จะควบคุมให้มีอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส แต่พืชบางชนิดอาจต้องการอุณหภูมิท่ีสูงกว่าเพื่อการเจริญเติบโต  ส าหรับห้องเล้ียง
เน้ือเยือ่พืชท่ีมีอุณหภูมิสูงเกินไปอาจท าใหเ้กิดการน่ึงสุกของเน้ือเยือ่พืชได ้[9] 
 

2.3  การแยกสารโดยใช้ Thin Layer Chromatography (TLC) 

 การเตรียมสารตัวอย่าง 
 สารตวัอย่างท่ีใช้ส าหรับการแยกด้วยวิธีโครมาโทกราฟิกตอ้งมีคุณสมบติัท่ีเหมาะสม จึง
ตอ้งมีการควบคุมการบดสารเพื่อสกดั การสกดั และการกรอง  

 การประยุกต์ใช้สารตัวอย่าง 
 จุดมุ่งหมายในการใช้กระบวนการแยกโดยวิธีโครมาโทกราฟิก คือ การหารูปแบบวิธีท่ี
เหมาะสมในการแยกของสารบน TLC plate นิยมใชป้ลายหลอดแกว้ capillary เป็นตวัจุด (spot) 
หรือลาก (steak) สารตวัอยา่ง  การวดัปริมาณสารจะนิยมใชก้ารลากมากกวา่เพราะสามารถวดัไดง่้าย
กวา่  
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รูปที ่2   แสดงลกัษณะการจุดสารตวัอยา่งบน TLC plate 
 
 การพฒันาโครมาโทแกรมและเทคนิคการแยกสาร 
 เทคนิคการแยกท่ีไดรั้บความนิยม คือ เทคนิค TLC ภายใตภ้าชนะท่ีมีฝาปิด (chamber) โดย
ปกติวธีิน้ีจะเป็นการพฒันาระบบตวัท าละลาย ใหมี้ความเหมาะสม  ถา้เป็นงานคดักรองสารเบ้ืองตน้
ท่ียงัไม่รู้ว่าสารในธรรมชาติเป็นกลุ่มใด อาจจะต้องท าการปรับเปล่ียนไปเร่ือยๆจนมีระบบท่ี
เหมาะสม และสามารถตีความหมายออกมาได้อย่างชัดเจนในส่ิงท่ีพบจากการแยก ส่ิงท่ีไม่ควร
ละเลยในขั้นตอนการท าการแยกสารคือ บรรยากาศ (atmosphere) ภายใน chamber เพราะการท่ีสาร
เคล่ือนผา่น TLC plate นั้นอาศยัหลกัการเคล่ือนยา้ยสารตาม Polarities  ดงันั้นภายใน chamber ควร
มีการอ่ิมตวัของไอสารท่ีใช้เป็นระบบตวัท าละลาย เพื่อให้ไดเ้ส้นขอบ (lines) ของการดูดซับบน 
TLC plate อยา่งสม ่าเสมอ ถา้ไม่เกิดการอ่ิมตวัของไอของระบบตวัท าละลาย อาจท าให้เส้นขอบท่ี
เกิดข้ึนไม่ตรง 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่3  แสดงบรรยากาศภายใน chamber เม่ือเกิดการอ่ิมตวัโดยใชก้ระดาษกรองเป็นตวัช่วย  
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การแปลผลโครมาโทแกรม 
 การแปลผลโครมาโทแกรมข้ึนกบัวตัถุประสงคใ์นการวิเคราะห์โดยวิธีโครมาโทกราฟฟฟี 
ในการวิเคราะห์เชิงคุณภาพการแปลความหมายจากการเคล่ือนท่ีของ sample ท่ีท  าการทดสอบก็
เพียงพอในการประมวลผล นิยมใช ้Rf value เป็นพาราเมเตอร์ท่ีใชใ้นการวดัผล โดยค่าน้ีหาไดจ้าก
  

     
                                     

                                    
   

 

 
 

 

    
 
 
 
 
 
 

รูปที ่4  แสดงเส้นท่ีใชใ้นการค านวน Rf 

 Rf values ท่ีไดค้วรมีค่าอยูใ่นช่วง 0-1 และมีค่าดีท่ีสุดเม่ืออยูใ่นช่วง 0.1-0.8   เม่ือศึกษา
ค่าพารามิเตอร์ตวัน้ี ส่ิงส าคญัท่ีควรเคร่งคดั เช่น การอ่ิมตวัของไอสารใน chamber, ค่าสัดส่วนของ
สารท่ีใชผ้สม, อุณหภูมิควรมีค่าคงท่ี และมีการควบคุมท่ีเคร่งครัด 
 
 Standard silica TLC layers 
 การแยกสารโดยใช ้TLC เป็นท่ีนิยมมานานและเป็นมาตรฐานท่ีใชเ้ป็นประจ าในการ
ตรวจสอบภายในห้องปฏิบติัการ  TLC layers ท่ีใชค้วรมีคุณสมบติัดงัต่อไปน้ี  
 - มีการเคลือบท่ีเรียบและเป็นเน้ือเดียวกนั (Homogeneous coating) 
 - มีความหนาของสารเคลือบทัว่ทั้งแผน่ (Homogeneous thickness of layer) 
 - มีความหนาแน่นสูงและอดัแน่น (High packing density) 
 - เป็นพื้นผิวท่ีมีความมัน่คงไม่ลอกง่าย (Firming adherent layers) 
 - มีคุณสมบติัในการแยก (Consistent chromatographic properties) 

 การเคลือบโดยใช้ silica เป็นมาตรฐานของการเคลือบท่ีนิยมใชก้นัมากท่ีสุด ส าหรับ TLC 
plate ถา้มีการใช ้Silica gel 60 หมายความวา่ขนาดของเส้นผา่นศูนยก์ลางของรูบน TLC plate ท่ี
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เคลือบดว้ย silica gel มีขนาด 60 Å และเม่ือใช ้fluorescent เป็น indicators นิยมท่ีจะใช ้zinc-silicate 
ส าหรับการส่องภายใต ้short-wave UV (254 นาโนเมตร) และสารท่ีเป็น fluorescent pigment กลุ่ม 
อนินทรียช์นิดพิเศษส าหรับการส่องใต ้long-wave UV (365-366 นาโนเมตร) [10] 
  
 Reagent ส าหรับ TLC 
 ในขั้นตอนการตรวจสอบหลงัจากท าการแยกสารบน TLC plate แลว้นั้น บางกรณีอาจไม่
เห็นว่ามีการแยกสารท่ีชัดเจน หรือตอ้งการการทดสอบอย่างรวดเร็วว่าแถบของสารท่ีเกิดข้ึนเป็น
สารกลุ่มใด จึงมีการพฒันาสาร (reagents) เพื่อช่วยตรวจสอบความน่าจะเป็นของสารท่ีไดจ้ากการ
สกดัแยกอยา่งคร่าวๆ ส าหรับ reagent ท่ีใชใ้นการทดลองน้ี คือ กรดก ามะถนั ความเขม้ขน้ร้อยละ 
10 ซ่ึงสามารถตรวจสอบกลุ่มสารประกอบท่ีมีขั้ว เช่น คาร์โบโฮเครต [11] 

 

2.4  การทดสอบฤทธ์ิต้านปฏิกริิยาออกซิเดชันด้วยวธีิ DPPH Radical Scavenging Assay        

 เป็นการทดสอบฤทธ์ิตา้นปฏิกิริยาออกซิเดชนัโดยใหส้ารตวัอยา่งท าปฏิกิริยากบั 
DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) ซ่ึงเป็นอนุมูลอิสระท่ีเสถียรมีสีม่วง เม่ือ DPPH ไดรั้บ 
อิเล็กตรอนหรืออนุมูลอิสระไฮโดรเจน จะเปล่ียนเป็น DPPH:H ติดตามผลการทดลองโดยวดัการ 
ดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีความยาวคล่ืน 517นาโนเมตร ซ่ึงเป็นค่าการดูดกลืนแสงของ DPPH 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่5  การหาความสามารถในการเป็นตวัตา้นอนุมูลอิสระ 
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 เม่ือสารตา้นอนุมูลอิสระเขา้ท าปฏิกิริยากบัอนุมูล DPPH จะเกิดการเปล่ียนแปลงของสี คือ 

จากสีม่วงเขม้เป็นสีเหลืองใส  และค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 นาโนเมตรก็จะลดลง  ซ่ึงเป็นวิธี

การศึกษากิจกรรมของสารตา้นอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity) [12] 



บทที ่3 
วธีิด ำเนินกำรวจิยั 

3.1  พชื อุปกรณ์ สำรเคมีและเคร่ืองมือ 

 พชื 
 กนัภยัมหิดลท่ีปลูกตามธรรมชาติและแคลลสัของกนัภยัมหิดล 

 อุปกรณ์ 
 1.  Beaker ขนาด 50, 100, 250 และ 500 มิลลิลิตร 
 2.  แท่งแกว้คน 
 3.  ชอ้นเขา 
 4.  Aluminium foil 
 5.  คีม (forceps) 
 6.  Capillary 
 7.  ขวดแกว้มีฝาปิด 
 8.  TLC plates 
 9.  TLC Tank  
 10. Micropipette 
 11. Tip 
 12. มีดส าหรับตดัแบ่งเน้ือเยือ่ 
 13. Petridish 
 14.  กระดาษกรอง 

 สำรเคมี 
 1.  Ethanol 70% และ 95% v/v  
 2.  Distilled methanol 
 3.  Distilled hexane 
 4.  Distilled dichloromethane 
 5.  Distilled ethyl acetate 
 6. 10% Sulfuric acid 
 7.  2, 4-dichlorophenoxy-acetic acid (2, 4-D) 
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 8.  6-benzylaminopurine (BA)   
 9.  MURASHIGE & SKOOG (MS) 
 10. Sodium hydroxide 
 11. Hydrochloric acid 
 12. น ้าตาล 
 13. Agar 
 14. สารละลาย 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)  
 15.น ้ากลัน่ปราศจากเช้ือ (Sterile-distilled water)  

 เคร่ืองมือ 
 1.  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าละเอียด 4 ต  าแหน่ง 
 2.  เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 
 3.  ไมโครเวฟ 
 4.  เคร่ืองน่ึงไอน ้าความดนัสูง (Autoclave) 
 5.  ตูป้ลอดเช้ือ (Laminar-flow cabinet) 
 6.  เคร่ืองกลัน่ระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator) 
 7.  เคร่ืองผสมกวนสาร (Homogenizer) 
 8.  เคร่ืองท าแหง้แบบแช่เยอืกแขง็ (Lyophilizer) 
 9.  เคร่ืองเขยา่ (Shaker) 

3.2  กำรเตรียมอำหำรส ำหรับเพำะเลีย้งเนือ้เยือ่ 

 ในการทดลองคร้ังน้ีใชอ้าหารสูตร MURASHIGE & SKOOG (MS) และสารควบคุมการ
เจริญเติบโต 2 ชนิด ไดแ้ก่ 2, 4-dichlorophenoxy-acetic acid (2, 4-D) และ 6-benzylaminopurine 
(BA) ซ่ึงเตรียมในรูปอาหารก่ึงแขง็ท่ีมี Agar 8 กรัม/1000 มิลลิลิตร เป็นสารช่วยพยงุ และน ้าตาล
ทราย 30 กรัม/1000 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างใหอ้ยูใ่นช่วง 5.67-5.7  น าอาหารท่ีเตรียม
ไดท้  าใหป้ราศจากเช้ือดว้ยเคร่ืองน่ึงไอน ้าความดนัสูง (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 ปอนด ์เป็นเวลา 20 นาที   
 การศึกษาคร้ังน้ีเป็นการวิจยัเชิงทดลอง (Experimental research) โดยอาศยัการสังเกต
เปรียบเทียบกลุ่มศึกษา (study group)  คือ กลุ่มท่ีไดรั้บสารเร่งการเจริญเติบโตชนิด  
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2, 4-dichlorophenoxy-acetic acid (2, 4-D) และชนิด  6-benzylaminopurine (BA)  ท่ีมีสัดส่วนความ
เขม้ขน้ต่างๆ กบักลุ่มควบคุม (control group)  คือ กลุ่มท่ีไม่ไดรั้บสารเร่งการเจริญเติบโตทั้ง 2 ชนิด
ดงักล่าวขา้งตน้ ซ่ึงแบ่งกลุ่มการทดลองออกเป็น 6 กลุ่ม ไดแ้ก่ 
 1.  อาหารสูตร MS ท่ีไม่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต (กลุ่มควบคุม) 
 2.  อาหารสูตร MS ท่ีประกอบดว้ย 2, 4-D 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร และ BA 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร 
 3.  อาหารสูตร MS ท่ีประกอบดว้ย 2, 4-D 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร และ BA 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร 
 4.  อาหารสูตร MS ท่ีประกอบดว้ย 2, 4-D 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร และ BA 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร 
 5.  อาหารสูตร MS ท่ีประกอบดว้ย 2, 4-D 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร และ BA 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร 
 6.  อาหารสูตร MS ท่ีประกอบดว้ย 2, 4-D 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร และ BA 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

3.3  กำรเตรียมช้ินส่วนของพืชโดยกระบวนกำร Surface sterilization และกำรชักน ำช้ินส่วนของ       
       พชืให้เกดิแคลลสั 

 กลุ่มตวัอยา่งท่ีเป็นตวัแทนในการศึกษา คือ ตน้กนัภยัมหิดลท่ีปลูกในเรือนเพาะช าของคณะ
เภสัชศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ซ่ึงเป็นการสุ่มตวัอยา่งแบบเฉพาะเจาะจง (purposive  
sampling) น าตน้กนัภยัมหิดลมาตดัแบ่งออกเป็น 2  ส่วน คือ ส่วนใบและกา้น ใหมี้ขนาดพอเหมาะ 
หลงัจากนั้นน าไปลา้งดว้ยน ้าไหลสะอาดเป็นเวลา 10 นาที เติมสารลดแรงตึงผวิและลา้งออก  น า
ช้ินส่วนท่ีไดไ้ปแช่ในน ้ายาฟอก Clorox® 15% ท่ีผสมสารลดแรงตึงผิวเล็กนอ้ยแลว้จึงน าไปวางบน
เคร่ืองเขยา่ โดยส่วนของใบใชเ้วลาฟอก 10 นาทีและส่วนกา้นใชเ้วลาฟอก 20 นาที หลงัจากนั้นจึง
เทน ้ายาฟอกออกใหห้มด  ลา้งช้ินส่วนของพืชภายใต ้Laminar-flow cabinet ดว้ยน ้ากลัน่ปราศจาก
เช้ือคร้ังละ 100 มิลลิลิตร เขยา่เป็นเวลา 5 นาที ลา้งซ ้ าจ  านวน 3 คร้ัง จะไดช้ิ้นส่วนของพืชท่ี
ปราศจากเช้ือ 
 น าช้ินส่วนของพืชท่ีปราศจากเช้ือมาถ่ายลงสู่อาหารสูตรต่างๆ ภายใต ้Laminar-flow 
cabinet โดยน าช้ินส่วนของพืชวางบน petridish ท่ีปราศจากเช้ือ ใชมี้ดและ forceps จบัช้ินส่วนของ
พืชและตดัใหมี้ขนาด 1×1 ตารางเซนติเมตร  แลว้จึงถ่ายช้ินส่วนของพืชท่ีไดล้งในขวดอาหารโดย 
aseptic technique  น าช้ินส่วนของพืชแต่ละขวดไปเล้ียงในสภาวะแวดลอ้มท่ีควบคุมระยะเวลาให้
แสง 14 ชัว่โมงโดยใชห้ลอดฟลูออเรสเซนตท่ี์ใหค้วามเขม้แสง 3 k ลกัซ์  อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส  เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์  สังเกต เก็บภาพและบนัทึกผลการเกิดแคลลสั  
 ท าการทดลองการชกัน าช้ินส่วนของพืชใหเ้กิดแคลลสั 2 ซ ้ าการทดลอง คร้ังละ 6 สูตร
อาหาร ในแต่ละสูตรอาหารใชช้ิ้นส่วนของส่วนใบ 20 ช้ิน และส่วนกา้น 20 ช้ิน (รวมใบ 40 ช้ิน และ
กา้น 40 ช้ิน ต่อ 1 สูตรอาหาร 2 ซ ้ าการทดลอง)  ซ่ึงแปลผลโดยการค านวณค่าเฉล่ียของร้อยละการ
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ชกัน าการเกิดแคลลสั  ทดสอบความต่างของค่าเฉล่ียระหวา่งกลุ่มโดยการวเิคราะห์ความแปรปรวน 
(ANOVA) และการวเิคราะห์ขอ้มูลจากแผนการทดลองแบบสุ่มในบล็อคสมบูรณ์ (Randomized 
Complete Block Design; RCBD) ดว้ยวธีิ Ducan’s multiple range test (DMRT) ท่ีระดบันยัส าคญั
ทางสถิติ 0.05 
 หลงัจาก 4 สัปดาห์ท าการเปล่ียนถ่ายแคลลสัท่ีเกิดข้ึนลงสู่อาหารขวดใหม่เพื่อเพิ่มปริมาณ
แคลลสั ส าหรับน าไปศึกษารูปแบบโครมาโทกราฟฟี 

3.4  กำรเตรียมส่ิงสกดัหยำบกนัภัยมหิดล 

 3.4.1  การเตรียมส่ิงสกดัหยาบกนัภยัมหิดลท่ีปลูกตามธรรมชาติ 
 น าตน้กนัภยัมหิดลท่ีลา้งสะอาดแลว้ผา่นกระบวนการบดหยาบ  จากนั้นน ามาแช่สกดัดว้ย
วธีิ maceration โดยใชเ้มทานอลเป็นตวัท าละลาย  ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 72  ชัว่โมง  เม่ือ
ครบก าหนดจึงกรองส่วนกากออกไปและเก็บสารละลายเมทานอลไวแ้ลว้จึงน าไประเหยตวัท า
ละลายออกจนแหง้โดยใชอ่้างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 95 องศาเซลเซียส  จะไดส่ิ้งสกดั
หยาบกนัภยัมหิดลท่ีปลูกตามธรรมชาติ 

 3.4.2  การเตรียมส่ิงสกดัหยาบกนัภยัมหิดลท่ีไดจ้ากแคลลสั 
 น าแคลลสัท่ีไดจ้ากการเล้ียงในแต่ละสูตรอาหารผา่นกระบวนการท าใหแ้หง้เพื่อเอาน ้า
ออกไปแลว้จึงเติมเมทานอลลงไปจนท่วมและน าไปป่ันเพื่อใหเ้ซลลแ์ตกดว้ยเคร่ือง homogenizer 
เป็นเวลา 5  นาที แลว้จึงน าไปเขยา่ดว้ยเคร่ือง shaker เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนั้นน าไปเขา้เคร่ือง
หมุนเหวีย่งเพื่อแยกชั้นระหวา่งกากและสารละลายท่ีความเร็วรอบ 5,800 rpm (revolution per 
minute)  5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แยกส่วนสารละลายใสออกมาเพื่อน าไประเหยตวัท า
ละลายออกจนแหง้ภายใตค้วามดนัต ่าดว้ยเคร่ือง rotary evaporator ไดส่ิ้งสกดัหยาบแคลลสักนัภยั
มหิดล (methanol extract) 

3.5  กำรศึกษำรูปแบบโครมำโทกรำฟฟีเบือ้งต้นโดยใช้แผ่น TLC ( Thin-layer chromatography) 
 ละลายส่ิงสกดัหยาบกนัภยัมหิดลท่ีปลูกตามธรรมชาติและแคลลสัท่ีไดจ้ากอาหารสูตร
ต่างๆดว้ยตวัท าละลายเมทานอล แลว้จุดสารลงบนแผน่ TLC  น าแผน่ท่ีจุดสารเรียบร้อยแลว้ใส่ลง
ในภาชนะแกว้ท่ีอ่ิมตวัดว้ยตวัท าละลายท่ีเหมาะสมท่ีมีกระดาษกรองซ่ึงท าใหต้วัท าละลายเคล่ือนท่ี
ข้ึนดา้นบนเร็วข้ึนจนถึงแนวของตวัท าละลาย (solvent front) จึงน าแผน่ TLC ออกจากภาชนะแกว้ 
ในการทดลองน้ี ศึกษาโครมาโทแกรมท่ีไดจ้ากระบบตวัท าละลายผสม 3 ระบบ ไดแ้ก่ hexane : 
ethyl acetate (7:3), ethyl acetate : dichloromethane (2:3) และ dichloromethane : methanol (10:1)  
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ซ่ึงตรวจสอบภายใตแ้สงท่ีมีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร, 365 นาโนเมตร และภายหลงัพน่กรด
ก ามะถนัความเขม้ขน้ร้อยละ10 ภายใตแ้สงขาวและแสงท่ีมีความยาวคล่ืน 365 นาโนเมตร  
 ท าการทดลองซ ้ าอีกคร้ังโดยน าโครมาโทแกรมท่ีไดพ้น่ดว้ยสารละลาย 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) เพื่อตรวจสอบคุณสมบติัตา้นอนุมูลอิสระเบ้ืองตน้ของสารสกดัหยาบใน 
เมทานอลของกนัภยัมหิดล  
 

 

 

 

 

 



 บทที่ 4 
ผลการวจิยั 

4.1  การชักน าช้ินส่วนของกันภัยมหิดลให้เกดิแคลลสั 

 เม่ือน ำใบและกำ้นของกนัภยัมหิดลผำ่นกระบวนกำรฟอกฆ่ำเช้ือบริเวณพื้นผวิจนไดช้ิ้น 
ส่วนของพืชท่ีปรำศจำกเช้ือและน ำไปเล้ียงบนอำหำรสูตร MS ท่ีมีสำรควบคุมกำรเจริญเติบโตชนิด 
2,4-D และ BA ในควำมเขม้ขน้ต่ำงๆ เป็นระยะเวลำ 4 สัปดำห์ โดยใชจ้  ำนวนใบ 40 ช้ิน และกำ้น 40 
ช้ิน ต่อ1 กลุ่มกำรทดลอง ผลกำรศึกษำพบวำ่ สูตรอำหำร MS ท่ีมีสำรควบคุมกำรเจริญ เติบโต 2,4-D 
และ BA ควำมเขม้ขน้แตกต่ำงกนัมีผลต่อกำรชกัน ำช้ินส่วนของพืชใหเ้กิดแคลลสั  จำกตำรำงท่ี 1  
สูตรอำหำรท่ีมีควำมเหมำะสมในกำรชกัน ำกนัภยัมหิดลไดดี้ คือ อำหำรสูตร MS ท่ีประกอบดว้ย 
2,4-D 1.0 มิลลิกรัม/ลิตรและ BA 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร ซ่ึงให้ค่ำเฉล่ียของร้อยละกำรชกัน ำกำรเกิด
แคลลสัของใบและกำ้น เท่ำกบั 95.00 และ 92.50 ตำมล ำดบั สูตรอำหำรท่ีเหมำะสมต่อกำรชกัน ำ
กนัภยัมหิดลใหเ้กิดแคลลสัไดดี้รองลงมำ คือ อำหำรสูตร MS ท่ีประกอบดว้ย 2,4-D 0.5 มิลลิกรัม/
ลิตรและ BA 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร ซ่ึงใหค้่ำเฉล่ียของร้อยละกำรชกัน ำกำรเกิดแคลลสัของใบและกำ้น
เท่ำกบั 92.50 และ 87.50 ตำมล ำดบั  ควำมสำมำรถในกำรชกัน ำใบและกำ้นของกนัภยัมหิดลของ
อำหำรสูตร MS ท่ีประกอบดว้ย 2,4-D 1.0 มิลลิกรัม/ลิตรและ BA 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร  และอำหำร
สูตร MS ท่ีประกอบดว้ย 2,4-D 0.5 มิลลิกรัม/ลิตรและ BA 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร ไม่มีควำมแตกต่ำงกนั
ทำงสถิติท่ีระดบันยัส ำคญั 0.05 ซ่ึงทดสอบดว้ยวธีิ DMRT 
 หลงัจำกกำรชกัน ำใบและกำ้นใหเ้กิดแคลลสัในอำหำรสูตร MS ท่ีมีสำรควบคุมกำร
เจริญเติบโต 2,4-D และ BA ควำมเขม้ขน้ต่ำงๆ  พบวำ่ แคลลสัเกิดข้ึนบริเวณรอยแผลของใบและ
กำ้น และเพิ่มจ ำนวนมำกข้ึนเร่ือยๆ ซ่ึงสังเกตไดช้ดัเจนในสัปดำห์ท่ี 2 (ตำรำงท่ี 2)  หลงัจำกชกัน ำ
ใบและกำ้นใหเ้กิดแคลลสัเป็นระยะเวลำ 4 สัปดำห์ (ตำรำงท่ี 3)  แคลลสัท่ีไดข้ึ้นปกคลุมช้ินส่วน
ของใบและกำ้น มีลกัษณะเป็นกอ้น น่ิม มีของเหลวมำก สีเหลืองอมเขียว แคลลสัท่ีไดจ้ำกกำรชกัน ำ
ส่วนใบสำมำรถเพิ่มจ ำนวนไดเ้ร็วกวำ่แคลลสัท่ีถูกชกัน ำจำกส่วนกำ้น  นอกจำกน้ีหลงัจำกถ่ำย
เน้ือเยือ่แคลลสัลงสู่อำหำรขวดใหม่ในสัปดำห์ท่ี 4 เพื่อเพิ่มปริมำณแคลลสั  เม่ือเล้ียงเน้ือเยือ่แคลลสั
ต่อไปจนถึงสัปดำห์ท่ี 7 พบวำ่ อำหำรสูตร MS ท่ีประกอบดว้ย 2,4-D 0.5 มิลลิกรัม/ลิตรและ BA 0.5 
มิลลิกรัม/ลิตร  และอำหำรสูตร MS ท่ีประกอบดว้ย 2,4-D 1.0 มิลลิกรัม/ลิตรและ BA 0.1 มิลลิกรัม/
ลิตร มีขนรำกปรำกฏข้ึนและสังเกตไดช้ดัเจนในสัปดำห์ท่ี 8 (ตำรำงท่ี 4) 
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ตารางที ่1   ผลของอำหำรสูตร MS และสำรควบคุมกำรเจริญเติบโตต่อกำรชกัน ำกำรเกิดแคลลสั 

MS + สารควบคุมการเจริญเติบโต 
ค่าเฉลีย่ของร้อยละการชักน าการเกดิแคลลสั 

±  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

2,4-D (มิลลกิรัม/ลติร) BA (มิลลกิรัม/ลติร) ใบ ก้าน 
0 0 10.00 ± 30.38 a 5.00 ± 22.07 a 

0.5 0.5 92.50 ± 26.67 de 87.50 ± 33.49 bc 
0.5 0.1 77.50 ± 42.29 cd 72.50 ± 45.22 b 

0.1 0.5 57.50 ± 50.06 b 85.00 ± 36.16 bc 

1.0 0.1 95.00 ± 22.07 e 92.50 ± 26.67 c 

0.1 1.0 67.50 ± 47.43 bc 85.00 ± 36.16 bc 

a,b,c,d,e  ในแต่ละคอลมัน์แสดงถึงค่ำเฉล่ียท่ีแตกต่ำงกนัทำงสถิติท่ีระดบันยัส ำคญั 0.05 โดยวธีิ DMRT 
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ตารางที ่2  แสดงเน้ือเยือ่แคลลสัในสัปดำห์ท่ี 2 

MS + สารควบคุมการเจริญเติบโต เนือ้เยือ่แคลลสัในสัปดาห์ที ่2 จากการชักน า 

2,4-D (มก./ลติร) BA (มก./ลติร) ใบ ก้าน 
0 
 
 
 

0  
 
 

 

0.5 
 
 
 

0.5  
 
 

 

0.5 
 
 
 

0.1  
 
 

 

0.1 
 
 
 

0.5  
 
 

 

1.0 
 
 
 

0.1  
 
 

 

0.1 
 
 
 

1.0 
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ตารางที ่3  แสดงเน้ือเยือ่แคลลสัในสัปดำห์ท่ี 4 

MS + สารควบคุมการเจริญเติบโต เนือ้เยือ่แคลลสัในสัปดาห์ที ่4 จากการชักน า 
2,4-D (มก./ลติร) BA (มก./ลติร) ใบ ก้าน 

0 
 
 
 

0  
 
 

 

0.5 
 
 
 

0.5  
 
 

 

0.5 
 
 
 

0.1  
 
 

 

0.1 
 
 
 

0.5  
 
 

 

1.0 
 
 
 

0.1  
 
 

 

0.1 
 
 
 

1.0  
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ตารางที ่4  แสดงขนรำกท่ีเจริญข้ึนจำกแคลลสักนัภยัมหิดลในสัปดำห์ท่ี 8  

MS + สารควบคุมการเจริญเติบโต  
เนือ้เยือ่แคลลสัทีม่ีขนรากขึน้ สัปดาห์ที ่8 2,4-D (มก./ลติร) BA (มก./ลติร) 

0.5 0.5 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

1.0 0.1 
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4.2  รูปแบบโครมาโทกราฟฟีเบือ้งต้นของกันภัยมหิดล 

 เม่ือน ำสำรสกดัหยำบในเมทำนอลของกนัภยัมหิดลท่ีปลูกตำมธรรมชำติและแคลลสัมำ
ศึกษำในเชิงคุณภำพโดยกำรเปรียบเทียบโครมำโทแกรมดว้ยวธีิ Thin-Layer Chromatography ซ่ึงใช้
ระบบตวัท ำละลำยเรียงจำกควำมเป็นขั้วนอ้ยไปมำก 3 ระบบ ไดแ้ก่  hexane : ethyl acetate (7:3), 
ethyl acetate : dichloromethane (2:3) และ dichloromethane : methanol (10:1)  และตรวจสอบ
ภำยใตแ้สงท่ีควำมยำวคล่ืน 254 นำโนเมตร 365 นำโนเมตร และพน่ดว้ยกรดก ำมะถนัควำมเขม้ขน้
ร้อยละ 10 พบวำ่ รูปแบบโครมำโทกรำฟฟีของกนัภยัมหิดลท่ีปลูกตำมธรรมและแคลลสัมีควำม
แตกต่ำงกนั และรูปแบบโครมำโทกรำฟฟีของแคลลสักนัภยัมหิดลจำก 5 สูตรอำหำร ไดแ้ก่ อำหำร
สูตร MS ท่ีประกอบดว้ย (1) 2,4-D 0.5 มก./ลิตรและ BA 0.5 มก./ลิตร  (2) 2,4-D 0.5 มก./ลิตรและ 
BA 0.1 มก./ลิตร  (3) 2,4-D 0.1  มก./ลิตรและ BA 0.5 มก./ลิตร  (4) 2,4-D 1.0 มก./ลิตรและ BA 0.1 
มก./ลิตร  (5) 2,4-D 0.1 มก./ลิตรและ BA 1.0 มก./ลิตร มีโครมำโทแกรมคลำ้ยคลึงกนัดงัภำพใน
ตำรำงท่ี 5, 6 และ 7  โครมำโทแกรมท่ีไดจ้ำกกำรพ่นกรดก ำมะถนัควำมเขม้ขน้ร้อยละ10 ของระบบ
ตวัท ำลำยทั้ง 3 ระบบ พบวำ่ องคป์ระ กอบทำงเคมีส่วนใหญ่ของสำรสกดัแคลลสัค่อนขำ้งมีขั้วสูง
กวำ่สำรสกดัของกนัภยัมหิดลท่ีปลูกตำมธรรมชำติ   
 กำรศึกษำคุณสมบติัตำ้นอนุมูลอิสระเบ้ืองตน้ของสำรสกดัแคลลสัและกนัภยัมหิดลท่ีปลูก
ตำมธรรมชำติโดยกำรพน่สำรละลำย DPPH ลงบนแผน่โครมำโทแกรม พบวำ่ รูปแบบโครมำโท
กรำฟฟีของกนัภยัมหิดลท่ีปลูกตำมธรรมชำติและแคลลสั เปล่ียนสีของสำรละลำย  DPPH จำกสี
ม่วงเป็นสีเหลืองท่ีต ำแหน่งแตกต่ำงกนั( Rfไม่เท่ำกนั)  
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ตารางที ่5  แสดงรูปแบบโครมำโทกรำฟฟีกนัภยัมหิดลท่ีปลูกตำมธรรมชำติและแคลลสัท่ีไดจ้ำก
     อำหำรสูตรต่ำงๆ โดยใชร้ะบบตวัท ำละลำยผสม hexane : ethyl acetate (7:3) 

ระบบตัวท าละลาย ก่อน/หลงั พ่นกรด
ก ามะถันร้อยละ 10 

ตรวจสอบภายใต้แสงความยาวคลืน่ (นาโนเมตร) 

 
 
 
 
 
 
 
hexane : ethyl acetate 

(7:3) 

 
 

ก่อนพน่กรด
ก ำมะถนัร้อยละ 10 

 
 
 

254  นำโนเมตร 
 
 
 
 
 

365 นำโนเมตร 
 
 
 
 
 

 
 

หลงัพน่กรด
ก ำมะถนัร้อยละ 10 

แสงขำว 
 

365 นำโนเมตร 
 
 
 
 
 

(1) สำรสกดักนัภยัมหิดลท่ีปลูกตำมธรรมชำติ  (2) สำรสกดัแคลลสัจำกอำหำรสูตร MS + 2, 4-D 0.5 มิลลิกรัม/
ลิตร + BA 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร  (3) สำรสกดัแคลลสัจำกอำหำรสูตร MS + 2, 4-D 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร + BA 0.1 
มิลลิกรัม/ลิตร  (4) สำรสกดัแคลลสัจำกอำหำรสูตร MS + 2, 4-D 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร + BA 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร   
(5) สำรสกดัแคลลสัจำกอำหำรสูตร MS + 2, 4-D 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร + BA 0.1  มิลลิกรัม/ลิตร  (6) สำรสกดั
แคลลสัจำกอำหำรสูตร MS + 2, 4-D 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร + BA 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

 
 
 
 

1     2     3       4      5      6 1      2      3      4      5     6 

 

1      2      3      4      5     6 1     2      3       4      5      6 
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ตารางที ่6  แสดงรูปแบบโครมำโทกรำฟฟีกนัภยัมหิดลท่ีปลูกตำมธรรมชำติและแคลลสัท่ีไดจ้ำก
     อำหำรสูตรต่ำงๆ โดยใชร้ะบบตวัท ำละลำยผสม ethyl acetate : dichloromethane (2:3) 

ระบบตัวท าละลาย ก่อน/หลงั พ่นกรด
ก ามะถันร้อยละ 10 

ตรวจสอบภายใต้แสงความยาวคลืน่ (นาโนเมตร) 

 
 
 
 
 

ethyl acetate : 
dichloromethane 

(2:3) 

 
 

ก่อนพน่กรด
ก ำมะถนัร้อยละ 10 

 
 
 

254  นำโนเมตร 
 
 
 
 

365  นำโนเมตร 
 
 
 
 
 

 
 

หลงัพน่กรด
ก ำมะถนัร้อยละ 10 

 
 
 

แสงขำว 
 
 
 
 
 

365 นำโนเมตร 
 

 (1) สำรสกดัแคลลสัจำกอำหำรสูตร MS + 2, 4-D 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร + BA 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร  (2) สำรสกดั 
แคลลสัจำกอำหำรสูตร MS + 2, 4-D 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร + BA 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร  (3) สำรสกดัแคลลสัจำกอำหำร
สูตร MS + 2, 4-D 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร + BA 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร  (4) สำรสกดัแคลลสัจำกอำหำรสูตร MS + 2, 4-D 
1.0 มิลลิกรัม/ลิตร + BA 0.1  มิลลิกรัม/ลิตร  (5) สำรสกดัแคลลสัจำกอำหำรสูตร MS + 2, 4-D 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร 
+ BA 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร  (6) สำรสกดักนัภยัมหิดลท่ีปลูกตำมธรรมชำติ   

 
 
 
 
 
 
 

1       2       3       4      5     6 1      2       3       4       5     6 

1      2        3        4      5    6  1      2        3      4       5    6 
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ตารางที ่7  แสดงรูปแบบโครมำโทกรำฟฟีกนัภยัมหิดลท่ีปลูกตำมธรรมชำติและแคลลสัท่ีไดจ้ำก
     อำหำรสูตรต่ำงๆ โดยใชร้ะบบตวัท ำละลำยผสม dichloromethane : methanol (10:1)   

ระบบตัวท าละลาย ก่อน/หลงั พ่นกรด
ก ามะถันร้อยละ 10 

ตรวจสอบภายใต้แสงความยาวคลืน่ (นาโนเมตร) 

 
 
 
 
 
 
dichloromethane : 

methanol 
(10:1) 

 
 

ก่อนพน่กรด
ก ำมะถนัร้อยละ 10 

 
 
 

254  นำโนเมตร 
 
 
 
 
 

365 นำโนเมตร 
 

 
 

หลงัพน่กรด
ก ำมะถนัร้อยละ 10 

 
 
 

แสงขำว 
 
 
 
 
 

365 นำโนเมตร 
 

(1) สำรสกดักนัภยัมหิดลท่ีปลูกตำมธรรมชำติ  (2) สำรสกดัแคลลสัจำกอำหำรสูตร MS + 2, 4-D 0.5 มิลลิกรัม/
ลิตร + BA 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร  (3) สำรสกดัแคลลสัจำกอำหำรสูตร MS + 2, 4-D 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร + BA 0.1 
มิลลิกรัม/ลิตร  (4) สำรสกดัแคลลสัจำกอำหำรสูตร MS + 2, 4-D 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร + BA 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร  (5) 
สำรสกดัแคลลสัจำกอำหำรสูตร MS + 2, 4-D 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร + BA 0.1  มิลลิกรัม/ลิตร  (6) สำรสกดัแคลลสั
จำกอำหำรสูตร MS + 2, 4-D 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร + BA 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

 
 
 
 
 
 
 

1       2        3        4       5    6 1      2        3        4      5     6 

1       2        3        4      5    6  1       2        3        4      5    6 
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ตารางที ่8  แสดงผลกำรศึกษำคุณสมบติัตำ้นอนุมูลอิสระเบ้ืองตน้  

ระบบตัวท า
ละลาย 

แสงขาว แสง 
254 นาโนเมตร 

แสง 
365 นาโนเมตร 

หลงัพ่นสารละลาย 
DPPH 

hexane : 
ethyl acetate 

(7:3) 
 
 

 
 
 
 

   

ethyl acetate : 
dichloromethane 

(2:3) 
 
 

    

dichloromethane : 
methanol 

(10:1) 
 
 

 
 
 
 

   

(1) สำรสกดักนัภยัมหิดลท่ีปลูกตำมธรรมชำติ  (2) สำรสกดัแคลลสัจำกอำหำรสูตร MS + 2, 4-D 0.5 มิลลิกรัม/
ลิตร + BA 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร  (3) สำรสกดัแคลลสัจำกอำหำรสูตร MS + 2, 4-D 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร + BA 0.1 
มิลลิกรัม/ลิตร  (4) สำรสกดัแคลลสัจำกอำหำรสูตร MS + 2, 4-D 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร + BA 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร   
(5) สำรสกดัแคลลสัจำกอำหำรสูตร MS + 2, 4-D 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร + BA 0.1  มิลลิกรัม/ลิตร  (6) สำรสกดั
แคลลสัจำกอำหำรสูตร MS + 2, 4-D 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร + BA 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร 
 

1   2    3   4   5   6 1    2   3   4   5   6 1   2    3   4   5   6 1   2    3   4   5   6 

1    2   3   4   5   6 1   2   3   4   5   6 1    2   3   4   5   6 

1   2   3   4   5   6 1   2   3   4   5   6 

1    2   3   4   5   6 

1   2   3   4   5   6 1   2   3   4   5   6 



บทที ่5 
อภปิรายและสรุปผลการวจิยั 

 การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อกนัภยัมหิดลผา่นการชกัน าช้ินส่วนของใบและกา้น พบวา่ มีศกัยภาพ
ท่ีดีในการเกิดแคลลสัซ่ึงสามารถเพิ่มปริมาณต่อไปไดอ้ย่างรวดเร็ว โดยอาศยัสูตรอาหารและสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมทั้งชนิดและความเขม้ขน้ สูตรอาหาร MS ท่ีมีสารควบคุมการ
เจริญเติบโตผสม ไดแ้ก่ 2,4-D และ BA สามารถท างานร่วมกนัในการชกัน าการเกิดแคลลสัจาก
ช้ินส่วนของใบและกา้น  การศึกษาวิจยัเพื่อหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในคร้ังน้ี พบว่า อาหารสูตร 
MS ท่ีประกอบดว้ย 2,4-D 1.0 มิลลิกรัม/ลิตรและ BA 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร  และอาหารสูตร MS ท่ี
ประกอบดว้ย 2,4-D 0.5 มิลลิกรัม/ลิตรและ BA 0.5 มิลลิกรัม /ลิตร มีค่าเฉล่ียของร้อยละการชกัน า
การเกิดแคลลสักนัภยัมหิดลมากท่ีสุดและรองลงมาตามล าดบั    เม่ือพิจารณาค่าเฉล่ียของร้อยละการ
ชกัน าการเกิดแคลลสัของสูตรอาหารท่ีมีปริมาณ 2,4-D เท่ากบัหรือมากกวา่ปริมาณของ BA พบว่า 
ส่วนใบของกนัภยัมหิดลสามารถถูกชกัน าให้เกิดแคลลสัไดดี้กวา่ส่วนกา้นกนัภยัมหิดล โดยผลของ
สารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออ๊กซินชนิด 2,4-D เป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีมีศกัยภาพใน
การชกัน าการเร่ิมตน้การเกิดแคลลสัและการรักษาสภาพความเป็นแคลลสั โดยเฉพาะอยา่งยิ่งการชกั
น าจากใบใหเ้กิดแคลลสั   ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานการวจิยัการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชลิลล่ี  
(Lilium longiflorum; Easter lily)[13]  และงานวิจยัของพืช Gardenia jasminoides Ellis[14]    นอกจากน้ี
อาหารสูตร MS  ท่ีประกอบดว้ย 2,4-D 1.0 มิลลิกรัม/ลิตรและ BA 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร ให้ค่าเฉล่ีย
ของร้อยละการชกัน าการเกิดแคลลสัดีท่ีสุดส าหรับกนัภยัมหิดล โดยผลการวิจยักนัภยัมหิดลคร้ังน้ี
สอดคล้องกบัผลศึกษาการใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตผสมต่อการชักน าการเกิดแคลลสัของ 
Chinese jiaotou (Allium chinensis G. Don) คือ สารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D 1.0 มิลลิกรัม/
ลิตรและ BA 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร ให้ค่าเฉล่ียของร้อยละการชักน าให้เกิดแคลลสัสูงสุด (65.2%) 
เช่นเดียวกนั[15]  
 ส าหรับรูปแบบโครมาโทกราฟฟีของกนัภยัมหิดลท่ีปลูกตามธรรมชาติและแคลลสัมีความ
แตกต่างกนั แสดงให้เห็นวา่ชนิดของเซลลท่ี์แตกต่างกนัส่งผลใหเ้กิดการสร้างสารทุติยภูมิท่ีแตกต่าง
กนั  กนัภยัมหิดลท่ีปลูกตามธรรมชาติและแคลลสัจึงมีองคป์ระกอบทางเคมีท่ีแตกต่างกนัและพบ
ลกัษณะท่ีแตกต่างคลา้ยกนัน้ีในมะหาด (Artocarpus lakoocha Roxb.) คือ พบสาร oxyresveratrol 
ในมะหาดท่ีปลูกตามธรรมชาติแต่ไม่พบสารดงักล่าวในเน้ือเยือ่แคลลสั [16]  อยา่งไรก็ตามมีความ
เป็นไปไดท่ี้จะพบองคป์ระกอบทางเคมีทั้งในพืชตามธรรมชาติและในแคลลสั ซ่ึงลกัษณะดงักล่าวน้ี
พบไดใ้น Taxus baccata  ท่ีมีสาร taxane ทั้งในพืชท่ีปลูกตามธรรมชาติและในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่
ดว้ยวธีิเซลลแ์ขวนตะกอน[17]   
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 การตรวจสอบคุณสมบติัตา้นอนุมูลอิสระโดยการพน่สารละลาย DPPH ลงบนโครมาโทแก
รมของสารสกดัเมทานอลของกนัภยัมหิดลท่ีปลูกตามธรรมชาติและแคลลสัจากทุกสูตรอาหารพบ
คุณสมบติัตา้นอนุมูลอิสระ ซ่ึงแคลลสัทุกสูตรอาหารสามารถเปล่ียนสีของสารละลาย DPPH จากสี
ม่วงเป็นสีเหลืองท่ีต าแหน่ง (Rf) ใกลเ้คียงกนั แสดงถึงแคลลสัทุกสูตรอาหารมีองคป์ระกอบทางเคมี
ท่ีมีคุณสมบติัต้านอนุมูลอิสระคล้ายคลึงกัน แต่เม่ือเปรียบเทียบกับสารสกัดกันภยัมหิดลใน
ธรรมชาติ พบวา่จุดท่ีสีเปล่ียนอยูท่ี่ต  าแหน่ง (Rf) ต่างกนั แสดงถึงองคป์ระกอบทางเคมีท่ีมีคุณสมบติั
ตา้นอนุมูลอิสระท่ีต่างกนั 
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