
























บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ธรรมชาติของตนเปลานอย 
 

เปลานอยเปนพืชสมุนไพรไทยที่สําคัญชนิดหนึ่ง มีชื่อทางพฤกษศาสตรคือ  Croton 
sublyratus Kurz. ซึ่งจัดอยูในวงศ Euphobiaceae เปนไมผลัดใบ ลักษณะเปนพุมแตกกิ่งกาน สูง 2-
4 เมตร มีใบเดี่ยว เรียงสลับกัน ยอดมีขนออนสีน้ําตาลสั้นๆ นิ่มๆ คลุมอยู ซึ่งแตกตางจากเปลาชนิด
อ่ืนๆ ที่ไมพบขนชนิดนี้ในยอดออน ลักษณะของใบเปนใบที่มีปลายแหลม ขอบใบหยักเล็กๆ แบบฟน
เลื่อย ใบกวาง 4-6 เซนติเมตร ยาว 15-20 เซนติเมตร ฐานใบเรียว แหลม ไมมีขน ดอกของเปลานอย
จะมีสีนวลเปนชอที่ปลายกิ่ง โดยดอกตัวผูจะอยูดานบน สวนดอกตัวเมียอยูดานลาง ผลมีลักษณะ
คอนขางกลมมี 3 พู ขนาดโตเทาเมล็ดขาวโพด (พเยาว, 2537) 

 
 เปลานอยเปนพืชตระกูลเปลา ที่มีทั้งหมดทั่วโลก 750 ชนิด และมีในประเทศไทย 15 ชนิด 
มักพบขึ้นอยูในบริเวณประเทศที่ตั้งอยูแถบชายฝงทะเลอันดามัน ไดแก ไทย, อินโดนีเซีย, มาเลเซีย 
และทางตอนใตของประเทศจีน ในประเทศไทยไดมีการสํารวจพบในเขตปาเบญจพรรณ จังหวัด
ประจวบคีรีขันธ, ปราจีนบุรี และตามแนวชายแดนประเทศไทยกับพมา ไดแกจังหวัดกาญจนบุรี 
เปนตน (ณรงค, 2530)  
 
1.2 การขยายพันธุเปลานอย 

 
 การขยายพันธุ เปลานอยทําไดหลายวิธีคือ  การเพาะเมล็ด , ตอนกิ่ง, ปกชํา เปนตน 
Matsunaga และ Domethong (1990) ไดทําการขยายพันธุเปลานอยโดยวิธีทาบกิ่งเพื่อเตรียมตน
พันธุและใชใบเปลานอยเปนวัตถุดิบในการผลิตสารเปลาโนทอลในอุตสาหกรรม การขยายพันธุวิธี
การดังกลาว มีประสิทธิภาพดีในการผลิตใบที่มีคุณภาพ เนื่องจากการทาบกิ่ง จะไดกิ่งพันธุเปลานอย
พันธุดีที่ตองการขยายพันธุ มาทาบกับตนตอของเปลาใหญ (Croton oblongifolius Roxb.) ทั้งนี้
เนื่องจากตนตอเปลาใหญมีการเจริญเติบโตที่ดี สามารถตานทานตอการเกิดโรครากเนา ซึ่งเปน
ปญหาสําคัญในการผลิตใบเปลานอย การขยายพันธุโดยวิธีนี้ไมสงผลกระทบตอปริมาณสารเปลาโน
ทอล (พเยาว, 2537) 



  
เนื่องจากในปจจุบันมีการใบเปลานอยเปนวัตถุดิบที่สําคัญในอุตสาหกรรมการผลิตยา จึงมี

ความจําเปนที่ตองเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตใบในปริมาณที่มากในระยะเวลาอันรวดเร็ว Shibata 
และคณะ (1996) ขยายพันธุเปลานอยโดยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยใชสวนของใบเลี้ยงที่ไดจาก
การเพาะเมล็ด นํามาเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS (Murashige และ Skoog, 1962) ที่เติม NAA 2 
มิลลิกรัมตอลิตร และ BA 2 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใหเกิดแคลลัสแลวจึงยายลงเลี้ยงในอาหาร MS ที่
เติม BA 1 มิลลิกรัมตอลิตร และ GA3 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อชักนําใหเกิดยอด (regenerate) แลว
จึงนํายอดที่ไดมาเลี้ยงในอาหาร MS ที่เติม IAA 0.02 มิลลิกรัมตอลิตร และ ไบโอไฟเบอร (BD2) เพื่อ
ชักนําใหยอดเกิดรากไดสําเร็จ อพัชชา (2537) เลี้ยงสวนของใบเปลานอยเพื่อใหเกิดแคลลัสและ
สามารถชักนําแคลลัสใหพัฒนาเปนยอดไดในอาหารสูตร MS ที่เติม BA 1 มิลลิกรัมตอลิตรและ GA3 

0.05 มิลลิกรัมตอลิตร Shibata และคณะ (1996) ไดคนพบวาสูตรอาหารสังเคราะหที่เหมาะสมตอ
การเจริญของเปลานอยคือ สูตร MS ที่เติม BA 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร  ตอมาชลิดาและวีระเดช (2541) 
พบวา สามารถชักนําสวนปลองของเปลานอยใหเกิดยอดไดในอาหาร MS ที่เติม BA 1 มิลลิกรัมตอ
ลิตร 
 
1.3 สรรพคุณทางยา 
 

เปลานอยมีสรรพคุณเปนสมุนไพรรักษาโรคไดหลายชนิดมาตั้งแตในอดีต (สุนทรี, 2535) 
ดอกสามารถใชเปนยาขับและฆาพยาธิ ผลใชแกโรคน้ําเหลืองเสีย เปลือกมีฤทธิ์ชวยในการบํารุงธาตุ 
แกนใชเปนยาขับโลหิต รากใชในการแกคัน, รักษามะเร็งเพลิง, โรคผิวหนัง กลากเกลื้อน, ริดสีดวง
ทวาร, แกไอเปนโลหิต, แกพยาธิตางๆ สวนใบซึ่งเปนสวนที่สําคัญมากใชบํารุงธาตุ, บํารุงโลหิต
ประจําเดือน และแกโรคกระเพาะ เนื่องจากใบเปลานอยมีสาร Diterprene alcohol (CS-684 หรือ 
เปลาโนทอล) อยูซึ่งคุณสมบัติของตัวยาเปลาโนทอลนี้ มีฤทธิ์สมานแผลในกระเพาะอาหาร และลําไส
ไดเปนอยางดี โดยสามารถกระตุนการสรางเนื้อเยื่อบุลําไสที่เสียไป ทําใหแผลหายเร็วขึ้น ทั้งยังลด
ปริมาณการหลั่งของกรดในกระเพาะอาหารใหนอยลง และทําใหระบบปองกันการดูดซับกรดของ
เนื้อเยื่อบุกระเพาะซึ่งถูกทําลายดวยสารบางชนิดกลับคืนดี  ทั้งนี้ยังเปนสารที่มีความเปนพิษตํ่า
เหมาะสําหรับผลิตเปนตัวยารักษาโรคกระเพาะอาหารไดดีเยี่ยม ถือวาเปน Broad spectrum 
antiseptic ulcer drug (สุนทรี, 2535) 
 



ในปจจุบันมีการเตรียมยาแผนปจจุบันจากใบเปลานอยโดย ดร.โอกิโซแหงบริษัทซันเกียว 
ประเทศญี่ปุน ไดนําสมุนไพรจากรานขายยาไทยแผนโบราณไปศึกษา พบวาสมุนไพร “ใบเปลานอย” 
มีผลที่นาสนใจ จึงเขามาทําการสํารวจพันธุเปลานอยในประเทศไทยพบวา Croton sublylatus 
Kurz. ที่พบแถบจังหวัดประจวบคีรีขันธใหสารสําคัญในใบคือ เปลาโนทอล ซึ่งมีฤทธิ์สมานแผลใน
กระเพาะอาหารสูงสุด  
 

เมื่อนํามาศึกษาถึงคุณสมบัติตางๆ ทางเคมี เภสัชวิทยา และพิษวิทยาตลอดจนไดผลิตเปน
ยาเม็ดแผนปจจุบัน ออกวางจําหนายแลวในปจจุบัน มีการจดทะเบียน โดยบริษัทซันเกียว ประเทศ
ญี่ปุน ซึ่งมีพื้นที่เพาะปลูกที่จังหวัดประจวบคีรีขันธ มากกวา 7,000 ไร ตั้งเปนโรงงานสกัดสารเปลาโน
ทอลดวย เมทานอลไดวันละ 9 ตัน และนํากลับไปดําเนินตอที่ประเทศญี่ปุน ไดสารเปลาโนทอลซึ่ง
เปนวัตถุดิบในการผลิตยารักษาแผลในกระเพาะอาหาร มีชื่อทางการคาวา “Kelnac” ยอมรับไดวา
เปนยาแผนปจจุบันชนิดลาสุดที่สกัดไดจากพืชสมุนไพรไทย (พรอมจิตร, 2537) 

 
1.4 โรคที่เกิดกับเปลานอย 
 
  Matsunaga และคณะ (1991) ไดรายงานวา โรคสําคัญที่เกิดกับเปลานอยคือ โรครากเนาซึ่ง
เกิดจากสภาพแวดลอมและการเขตกรรม และโรคที่เกิดจากเชื้อรา Amyna punctum นอกจากนี้ยัง
พบวาเชื้อราดังกลาวสามารถทําใหเกิดโรคกับตนเปลาชนิดอื่นๆ เชน Croton capitatus, Croton 
monanthogynus และ Croton texensis และยังพบโรคใบจุดที่เกิดจากเชื้อรา Cercospora spp., 
Phyllostieta  
 
 ชลิดา เล็กสมบรูณ และนลิน นิลอุบล (2540) รายงานพบการระบาดของโรคใบจุดที่เกิดกับ
เปลานอยเปนครั้งแรกในประเทศไทยในปพ.ศ. 2538 และ 2539 ในเขตบริเวณหาดวนกร จังหวัด
ประจวบคีรีขันธ โดยพบตนที่เกิดโรคคิดเปนรอยละ 76 ของตนเปลานอยทั้งหมดที่ทําการสํารวจ  



 
นอกจากนี้ยังพบการระบาดของโรคใบจุดกับตนเปลานอยบริเวณเขื่อนแกงกระจาน จังหวัดเพชรบุรี 
จากการสํารวจโรคใบจุดเปลานอยทั้ง 2 แหงขางตนพบวา เชื้อสาเหตุของโรคใบจุดคือ เชื้อรา
Glomerella cingulata 
 
1.5 โรคใบจุดของเปลานอย 
  

โรคใบจุดเปลานอย มีเชื้อสาเหตุเกิดจากเชื้อรา Glomerella cingulata โดยลักษณะอาการ
เร่ิมแรกของโรคใบจุด จะเกิดจุดสีเขียวชุมน้ําขนาดเล็กกระจายอยูทั่วบริเวณใบ ตอมาอาการของโรค
จะปรากฏเปนแผลจุดกลมสีน้ําตาล ถึงสีดํา มีขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 1-2 มิลลิเมตร และมี
วงสีเหลือง (halo) ลอมรอบ นอกจากนี้อาจพบแผลบนเสนกลางใบมีสีดํา ภายในแผลพบฟรุตติ้งบอดี้ 
(friuting body) ของเชื้อเปนจุดสีดําขนาดเล็กกระจายอยูบริเวณแผล อาการของโรคจะมีความรุนแรง
เพิ่มมากขึ้น เมื่อระดับความชื้นในอากาศสูง (ชลิดา และนลิน, 2540) 
 
 เชื้อรา Glomerella cingulata เปนระยะ telemorph stage ของเชื้อรา Colletotrichum 
gloeosporioides ซึ่งจัดอยูในระยะที่มีการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ (perfect stage) สามารถพบไดใน
ภูมิประเทศเขตรอนและกึ่งรอน มีการแพรระบาดอยางกวางขวาง เชื้อราใน species นี้มีความแตก
ตางกันถึง 9 รูปแบบ ทั้งในดานรูปราง การเจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อ พืชอาศัย และความ
สามารถในการทําใหเกิดโรค โดยจัดวาเปนเชื้อราที่มีความผนัแปรคอนขางสูง เชื้อราจะสรางฟรุต-     
ติ้งบอดี้แบบเพอริธิเซียม (perithicium) ที่มีรูปรางคลายขวดรูปชมพู ฝงอยูในเนื้อเยื่อของพืช มีความ
ยาวของเสนผานศูนยกลางประมาณ 100-300 นาโนเมตร ภายในเพอริธิเซียมเปนที่กําเนิดของ    
แอสคัส (ascus) มีลักษณะเปนรูปไข (ellipsoidal) ตรงหรือโคง ขนาดประมาณ 55-70x10-14 

ไมโครเมตร ภายในมี 8 แอสโคสปอร (ascospore) แอสโคสปอรมีรูปรางกลม รี ไมมีสี (hyaline) ไมมี
ผนังกั้น (non-septate) มีขนาดประมาณ 12–28 x 4–7 ไมโครเมตร (Dennis,1968) 
 
 สวนเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides จัดเปนเชื้อราที่มีการสืบพันธุแบบไมอาศัย
เพศ (imperfect stage) จะสราง acervulus ประกอบดวย stromatic cell ซึ่งแตละเซลลจะมี
ลักษณะยาวเรียวเล็กลงที่สวนปลาย (sublate) หรือรูปรางทรงกระบอก (cylindrical) อยูใตชั้น 
cuticle epidermis ของพืช ภายใน acervulus พบ conidiophore ที่ไมมีสีหรือมีสีน้ําตาล มีผนังกั้น
ขวางแตกแขนงเฉพาะที่บริเวณฐาน conidiogenous cell จะมีลักษณะเปนเซลลส้ันๆ (phialidic) รูป



รางทรงกระบอก ความยาวคงที่ ผนังเรียบไมมีสี ใหกําเนิด conidium จากผนังเซลลดานใน 
(enteroblastic)  conidium รูปรางทรงกระบอก หัวทายมน (cylindrical) ลักษณะตรงไมมีสี ไมมีผนัง
กั้น  มีขนาด  9-24x3-4.5 ไมโครเมตร สราง appressorium รูปรางคลายกระบอง (clavate) ไมแตก
กิ่งกาน   สีน้ําตาล  ขนาด 6-20x4-12 ไมโครเมตร (Sutton,1980) 
 
 Latham และคณะ (1983) ไดรายงานวาเชื้อราดังกลาวเปนสาเหตุของโรค Bitter rot ใน 
แอปเปล นอกจากนี้ไดพบวาเชื้อราชนิดนี้สามารถเขาทําลายสตรอเบอรี่ (Howard และคณะ, 1984; 
Freeman และคณะ, 1997) โกโก (Mohanan และคณะ, 1987) หญาสโตไล (Lenne’ และคณะ, 
1987) camellia (Dickens และ Cook, 1989) สม (Liyanage และคณะ, 1992) พริก, ทุเรียน, เงาะ, 
มะมวง, เสาวรส, พริก (Jeffiries และคณะ, 1990; Uecker, 1994) และตนชา (Hirota และคณะ, 
1993) กอใหเกิดโรคพืชและสงผลใหเกิดความเสียหายตอผลผลิตของพืชดังกลาวเปนอันมาก 
 
1.6 การศึกษาสารพิษกับการเกิดโรค 
 
 มีการศึกษาพบวา สาเหตุของการเกิดโรคใบจุดนั้น สวนใหญเกิดจากการที่เชื้อสาเหตุสราง
สารพิษเขาไปทําลายเซลลพืชโดยอาการจุดที่เห็นจะเกิดขึ้นภายหลังจากที่เชื้อสาเหตุไดเขาทําลาย
สวนตางๆ บริเวณดังกลาวแลว (Bilgram และคณะ, 1976) ในการศึกษาถึงบทบาทของสารพิษที่มี
ตอเซลลพืชนั้นยังมีนอยมาก ทั้งนี้เนื่องจากไมสามารถทราบปริมาณแนนอนของสารพิษที่มีอยูในตน
พืชที่เปนโรคได ปริมาณของสารพิษที่ใชในการทดสอบปฏิกิริยาตอพืชนั้น จะใชสารพิษที่สกัดไดใน
ความเขมขนสูงและใชเวลาในการใหสารนอย สงผลใหพืชแสดงอาการของโรคมากขึ้น โดยทั่วไปสาร
พิษตางชนิดกันจะใหผลแตกตางกัน ผลของสารพิษที่มีตอพืชนั้นไมไดมีลักษณะจําเพาะมากนัก อาจ
พบลักษณะที่คลายคลึงกัน ซึ่งเกิดจากโรคอื่นหรือ พืชอยูในภาวะเครียด โดยอาจเกิดจากฮอรโมน
หรือสภาวะแวดลอมที่เปลี่ยนแปลงไป (Hanchey,1981) Wang (1986) ทดสอบสารพิษจากเชื้อรา 
Colletotrichum gloeosporioides (Glomerella cingulata) กับแคลลัสของมะกอกพบวามีผลทําให
การเจริญเติบโตของแคลลัสลดลง และกลายเปนสีน้ําตาลในที่สุด 
 
 ฮอรโมนหรือสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชนั้นมีประโยชนในแงของการเรงการเจริญ
เติบโตของพืช แตในขณะเดียวกันมีการศึกษาพบวา สารออกซินที่สรางโดยแบคทีเรีย 
Pseudomonas savastanoi ทําใหเกิดอาการปุมปม(tumor) กับตนยี่โถ (Wilson, 1965) เชนเดียว
กับรายงานของสุนีย (2535) พบวาเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides (Glomerella 



cingulata) ผลิตสาร indoleacetic acid ซึ่งจัดวาเปนสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมออกซิน ทําให
เกิดอาการของโรคหอมเลื้อย โดยทําใหหอมหัวใหญมีลักษณะใบบิดโคงงอ หัวลีบยาว เมื่อนํามา
วิเคราะหพบสาร indoleacetic acid บริเวณเซลลที่มีขนาดใหญกวาเซลลปกติ จึงสามารถสรุปไดวา 
เชื้อราสาเหตุสามารถสรางสาร indoleacetic acid และสารนี้ทําใหเกิดโรคกับหอมหัวใหญ Kawazu 
(1996) ศึกษาพบวาเชื้อแบคทีเรีย Bacillus megaterium สรางสาร phenylacetic acid ซึ่งเปนสาร
ออกฤทธิ์ในกลุมออกซินเชนกันเปนสาเหตใุหเกิดโรคเหี่ยวในตนสน (Pinus thunbergii) 
 
 เนื่องจากออกซินเปนสารควบคุมการเจริญเติบโตที่พืชสามารถสรางได มีฤทธิ์ในการกระตุน
ใหเซลลเกิดการขยายตัวและแบงเซลล แตในกรณีที่มีความเขมขนเกินสมดุลยภายในเซลล อาจจะ
เขาไปขัดขวางหรือทําลายปฏิกิริยาการทํางานของเอนไซมในกระบวนการเมตาบอลิซึมของพืช อาจมี
ผลทําใหโปรตีนภายในเซลลพืชเกิดปฏิกิริยา hydrolysis หรืออาจไปยับยั้งกระบวนการเมตาบอลิซึม
ของโปแทสเซียม ซึ่งปฏิกิริยาเหลานี้อาจเปนสาเหตุใหทออาหารถูกทําลาย หรือเขาไปขัดขวางการ
เคล่ือนยายของสารประกอบฟอสเฟตที่มีพลังงานสูง เชน ATP ทําใหเนื้อเยื่อบริเวณนั้นตายได อาการ
ของโรคจึงปรากฎใหเห็นในลักษณะของใบจุดและใบไหม (Peter, 1995) 

 
Wightman และ Lighty (1982) ศึกษาวิเคราะหสาร phenylacetic acid ในลําตนของพืชชั้น

สูง 6 ชนิด พบวาสาร phenylacetic acid เปนสารออกซินที่มีฤทธิ์ออนกวาสาร indoleacetic acid 
แตในปริมาณความเขมขนที่สูงกวา ในเนื้อเยื่อพืช ทั้งนี้เนื่องจากมีรายงานพบวา สาร phenylacetic 
acid ถูกสรางขึ้นโดยอาศัย indoleacetic และ typtophan เปนสารตั้งตนซึ่งมีอยูในเซลลพืช 
(Wightman และ คณะ, 1975) 
 

 Darren และคณะ (1991) นํา culture filtrate ของเชื้อรา Glomerella cingulata ทดสอบ
กับพืชอาศัยพบวาสามารถทําใหเกิดโรคได และมีการศึกษาพบวาสารพิษที่เชื้อราดังกลาวสรางขึ้นนั้น 
เปนสารประเภทเอนไซมชนิดหนึ่ง ซึ่งมีฤทธิ์เขาไปทําปฏิกิริยากับเซลลของพืชอาศัย และพืชแสดง
อาการของโรคใหเห็น Naik และคณะ (1991) ไดศึกษาพบวา culture filtrate ของเชื้อราชนิดเดียวกัน
นี้ สามารถยับยั้งการงอกของเมล็ดผกัชีและมะเขือเทศได Hirota และคณะ (1993) ทําการแยกและ
สกัดสารพิษบริสุทธิ์ของเชื้อรา Glomerella cingulata สาเหตุโรคใบไหมสีน้ําตาล (tea brown 
blight) ในชาญี่ปุน พบสาร phenylacetic acid (PAA), indoleacetic acid (IAA) และสารอีกชนิด
หนึ่งซึ่งยังไมทราบแนชัดวาเปนสารประเภทใด โดยสารทั้งสองชนิดแรกนั้นเปนสารควบคุมการเจริญ
เติบโตของพืชในกลุมออกซิน  



 
 
1.7 การคัดพันธุพืชตานทานโรคโดยวิธีเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 
 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเร่ิมข้ึนตั้งแตปค.ศ. 1902 เมื่อ Harberlandt นักวิทยาศาสตรชาว
เยอรมันไดพยายามเอาเซลลพืชมาทดลองเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหแตไมประสบความสําเร็จ การ
ทดลองในระยะแรกนั้นสวนใหญเปนการทําใหเนื้อเยื่อพืชมีชีวิตอยูรอดไดในอาหารสังเคราะหเทานั้น 
จนกระทั่ง White (1934) คนพบสูตรอาหารใหมที่ สมบรูณที่สุดในขณะนั้น ทําใหสามารถเลี้ยงราก
มะเขือเทศใหมีชีวิตอยู และมีการเจริญเติบโตตอไปได จากนั้นมีนักวิทยาศาสตรหลายคนศึกษาสตูร
อาหารที่มีองคประกอบแตกตางกันมากมาย เชน สูตรอาหารเลี้ยงกลวยไมของ Knudson (1946) 
สูตรอาหารเลี้ยงแคลลัสของยาสูบของ Hildebrandt (1946) สูตรอาหารสําหรับเลี้ยงพืชทั่วๆไปของ 
Murashige และ Skoog (1962) สูตรเลี้ยงยาสูบของ Nitsch และ Nitsch (1969) สูตร B-5 ของ 
Gamborg (1970) และสูตรอาหารเลี้ยงพืชตระกูลปาลมหรือสูตร Y3 ของ Eeuwens (1976) 
 
 การคนพบที่ถือวาเปนความกาวหนาของงานวิจัยเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช คือการคนพบของ 
Skoog และ Miller (1957) พบวา การพัฒนาของเนื้อเยื่อไปเปนตนหรือรากขึ้นอยูกับความ สมดุลย
ของสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 กลุม คือ ออกซิน และ ไซโตไคนิน โดยที่อัตราสวนของออกซินต่ํา
กวาไซโตไคนินเนื้อเยื่อจะพัฒนาไปเปนยอด อัตราสวนของออกซินเทากับไซโตไคนินเนื้อเยื่อจะ
พัฒนาไปเปนแคลลัส และถาอัตราสวนของออกซินสูงกวาไซโตไคนินเนื้อเยื่อจะพัฒนาเปนราก หลัง
จากการคนพบดังกลาว ทําใหงานวิจัยดานการเพาะเลี้ยงเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชถูกนํามาใชในการศึกษา
ดานตางๆ อยางกวางขวาง เชน การปรับปรุงพันธุพืช การขยายพันธุพืช และการผลิตตนพืชที่
ปราศจากโรค  
 
 สําหรับงานทางดานปรับปรุงพันธุพืช เชน การใชเทคนิคการเลี้ยงละอองเกสรยาสูบเพื่อหา
สายพันธุที่ดีมีคุณภาพดีและผลผลิตสูงไดสําเร็จ สามารถยนระยะเวลาที่ใชในการปรับปรุงพันธุได
มาก (Patrascu และคณะ, 1981) การเลี้ยงละอองเกสรหนอไมฝร่ังเพื่อสรางพอ–แมพันธุที่ใหลูกผสม
เปนตัวผูทั้งหมด (Tsay และคณะ, 1981) การสรางสายพันธุขาวทนตอโรคไหมโดยอาศัยเทคนิคการ
เลี้ยงละอองเกสร ซึ่งเปนผลสําเร็จในระยะเวลา 2 ป ในขณะที่การปรับปรุงพันธุในสภาพไรนาใชเวลา
ถึง 12 ป (Li และคณะ, 1983) การสรางพันธุใหมๆ จากการผสมโซมาติกเซล (somatic 
hybridization) เชน การผสมยาสูบกับแครอท และชักนําใหลูกผสมเจริญเปนตนพืชไดสําเร็จ ซึ่งการ



ผสมขามวงศเชนนี้ไมอาจทําไดโดยการผสมเกสรตามปกติ (Kumar และคณะ, 1984) สวนงานวิจัย
ทางดานการคัดเลือพันธุพืชตานทานตอโรคนั้น Carlson (1973) ทดลองใชสารเคมีซึ่งคลายกับสาร
พิษที่ทําใหเกิดโรคใบไหม (wildfire disease) ในการคัดเลือกยาสูบใหตานทานตอโรค ในอาหารเพาะ
เลี้ยงเนื้อเยื่อ และสามารถชักนําเซลลที่ตานทานใหเจริญเปนตนไดสําเร็จ ตอมาจึงไดมีการศึกษาคัด
เลือกพืชตานทานโรคในพืชชนิดอื่น โดยใชเชื้อสาเหตุโรค สารพิษที่เชื้อสาเหตุสรางขึ้น (pathotoxin) 
สารเคมแีละ culture filtrate เปนตัวคัดเลือก ( Sun และ Zheng, 1990) การใชสารพิษ (toxin) ที่เชื้อ
สาเหตุโรคสรางขึ้นนั้นตองมีความสัมพันธกับการกอใหเกิดโรคกับพืชในธรรมชาติ (Rup และ 
Sukanya, 1990) โดยแผลที่เกิดจากสารพิษจะตองมีอาการคลายกับแผลของโรคที่เกิดจากการเขา
ทําลายของเชื้อดวย (Magaret, 1986) สารพิษที่สรางโดยเชื้อสาเหตุสวนใหญยังมิไดมีการจําแนก
อยางจริงจังหรือยากแกการทําใหเปนสารบริสุทธิ์ ดังนั้นการนํา culture filtrate มาใชเปนตัวคัดเลือก 
จึงเปนวธิีการที่ดีสําหรับการคัดเลือกเซลลหรือเนื้อเยื่อที่ตานทานในขั้นตน สําหรับความเปนพิษตอ
เซลลที่คัดเลือก อาจเนื่องมาจากสวนประกอบของอาหารที่เลี้ยงเชื้อ และสารพิษอ่ืนๆ ที่เชื้อสาเหตุไม
ไดสรางโดยตรง เชื้อโรคอาจจะผลิตสารหลักที่สรางความเปนพิษในอาหารเพียงเล็กนอย ซึ่งไม
สามารถเขาทําลายพืชไดโดยตรง จากขอสงสัยนี้สามารถใชสารพิษบริสุทธิ์มาทดสอบเพื่อยืนยันได
อีกครั้งหนึ่ง (Rup และ Sukanya, 1990) Batchvarova และคณะ (1992) ไดนําพันธุขาว 4 พันธุคือ 
Labelle, Leah, Lemont และ Red ซึ่งมีความตานทานตอเชื้อรา Cercospora oryzae มาทดสอบ
กับสาร cercosporin ที่เชื้อสาเหตุโรคสรางขึ้น เพื่อศึกษาถึงความตานทานตอการเกิดอาการ 
chlorosis และ necrosis บนใบขาว พบวาพันธุ Red เปนพันธุที่มีความตานทานตอสารพิษของเชื้อ
สูงสุดและสามารถเจริญตอไปได โดยพบวาภายในเซลลที่ตานทานนั้น มีการสรางสาร carotenoid 
ซึ่งมีผลในการยับยั้งสารพิษดังกลาว  

 
เพชรรัตน (2537) ไดทําการพัฒนาเทคนิคในการคัดเลือกขาวหอมพันธุขาวดอกมะลิ 105 ให

ตานทานโรคใบไหมโดยใช culture filtrate ของเชื้อราผสมลงในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อคัดเลือก
เนื้อเยื่อและแคลลัส พบวาเมื่อความเขมขนของ culture filtrate เพิ่มข้ึน จะมีผลในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของขาวทั้งดานความสูงและจํานวนการเกิดยอด ตลอดจนมีขนาดของแคลลัสลดลง เมื่อ
อายุการเพาะเลี้ยงนานขึ้น จะมีผลทําใหมีอัตราการตายของยอดและแคลลัสของขาวมีมากขึ้น จาก
นั้นนําตนขาวที่ตานตอ culture filtrate ออกปลูกในสภาพธรรมชาติ และศึกษาความแปรปรวนของ
ลักษณะตางๆ เทียบกับตนขาวที่ไมไดผานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (control) พบวามีลักษณะภายนอก
ที่กลายพันธุไปจาก control เชน ขนาดของใบใหญขึ้น ความสูงเพิ่มข้ึน อายุการออกดอกสั้นลง และ



พบวาเปอรเซ็นตของตนที่ตานทานโรค มีแนวโนมเพิ่มมากขึ้นเมื่อความเขมขนของ culture filtrate 
มากขึ้น ในขณะที่ control ไมพบตนตานทานโรค  
 
 
1.8 มูลเหตุจูงใจ 
 
 เปลานอยเปนพืชสมุนไพรที่สําคัญทางเศรษฐกิจของไทย เนื่องจากมีการใชใบเปลานอยเปน
วัตถุดิบในการผลิตตัวยาเปลาโนทอล ในระดับอุตสาหกรรมเพื่อใชรักษาโรคแผลกระเพาะอาหาร 
และมีรายงานพบโรคใบจุดเปลานอย ซึ่งมีผลกระทบตอปริมาณของสารเปลาโนทอลในใบ (ธนสาร, 
2542) การควบคุมปองกันโรคยังไมเคยมีการรายงาน เนื่องจากเปลานอยเปนพืชปา ที่ขึ้นอยูในสภาพ
ที่มีความหลากหลายทางชีวภาพ ไมมีการใชสารเคมี การคัดเลือกพืชตานทานสารพิษที่เชื้อสาเหตุ
โรคสรางขึ้นโดยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ จึงเปนแนวทางหนึ่งที่อาจจะชวยลดความสูญเสียเนื่อง
จากโรคนี้ได เพชรรัตน (2542)พบวาในสารพิษจากเชื้อสาเหตุโรคใบจุดเปลานอยนี้ ประกอบไปดวย
สาร 3 ชนิด คือ Indoleacetic acid (IAA), Phenylacetic acid (PAA) และสารไมระบุชนิดอีก 1 ชนิด 
ดังนั้นวัตถุประสงคของการศึกษานี้ ตองการทราบวาสารพิษที่สรางโดยเชื้อรา Glomerella cingulata  
ชนิดใดที่เปนสาเหตุทําใหเกิดโรค ซึ่งอาจเกิดจากสารเพียงชนิดเดียว หรือการทํางานรวมกันของสาร
มากกวา 1 ชนิด โดยนําสารพิษดังกลาวมาใชสําหรับคัดเลือกแคลลัสและยอดเปลานอยใหตานทาน
สารพิษในขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เพื่อเปนแนวทางสําหรับการคัดเลือกเปลานอยตานทานโรคตอ 



 
1.9.ขอบเขตงานวิจัย 
 

1.เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเปลานอยในขวดและชักนําใหเปนยอดและแคลลัส 
2.เลี้ยงเชื้อรา Glomerella cingulata ใหสรางสารพิษ 
3.สกัดสารพิษของเชื้อราจาก culture filtrate 
4.ศึกษาชนิดของสารพิษจากเชื้อราตอการเจริญเติบโตของยอดและแคลลัสในขวดเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ 
5.ชักนําใหยอดและแคลลัสตานทานตอสารพิษ และคัดเลือกชิ้นสวนพืชที่มีความตานทาน
สารพิษ 
6.ยายยอดและแคลลัสที่ตานทานตอสารพิษจากขอ 5 ลงในอาหารที่มีความเขมขนของสาร
พิษสูงขึ้น และคัดเลือกยอด และแคลลสัที่ตานทานตอสารพิษสูงขึ้น 



บทที่ 2 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 
2.1 อุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 

2.1.1 หมอนึ่งความดันไอน้ํา (Auto steam sterilizer) รุน KT-30SD บริษัท ALP ประเทศ
ญี่ปุน 

2.1.2 เครื่อง HPLC  รุน SCL-8A บริษัท Shimadzu ประเทศญี่ปุน 
2.1.3 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน F-13E บริษัท Horita ประเทศญี่ปุน 
2.1.4 ตูอบไมโครเวฟ (Microwave oven) รุน NE-7670 บริษัท Matsushita Electric 

Industrail ประเทศญี่ปุน 
2.1.5 ตูอบแหง (Hot air oven) รุน 240M บริษัท Contherm Scientific ประเทศนิวเซอร

แลนด 
2.1.6 เครื่องเหวี่ยง (Centrifuge) รุน Z230 บริษัท Hermle AG ประเทศเยอรมัน 
2.1.7 ตูยายเนื้อเยื่อพืช (Laminar air flow hood) รุน HS-124 บริษัท International 

Scientific Supply  ประเทศไทย 
2.1.8 เครื่องชั่ง (Analytical Balance) รุน AE240 บริษัท Metler Instrumente AG 

ประเทศสวิสเซอรแลนด 
2.1.9 เครื่องระเหยสูญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator) รุน RE52 บริษัท Yamato  

ประเทศญี่ปุน 
2.1.10 ตูบมเชื้อ (Incubator) รุน UL-92AK บริษัท Sanyo ประเทศญี่ปุน 
2.1.11 กลองจุลทรรศน รุน Alphaphot-YS2 บริษัท NiKon ประเทศญี่ปุน  

 
 



 
2.2 สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 
 2.2.1 สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช 
  

Indole-3-acetic acid (IAA) บริษัท Sigma Chemical ประเทศสหรัฐอเมริกา 
  α-Napthaleneacetic acid (NAA) บริษัท Fluka Biochemika ประเทศสวิสเซอรแลนด 

Phenylacetic acid (PAA) บริษัท Sigma Chemical ประเทศสหรัฐอเมริกา 
6-Benzylaminopurine acid (BA) บริษัท Fluka Biochemika ประเทศสวิสเซอรแลนด 
 

 2.2.2 สารเคมีที่ใชในการฟอกฆาเชื้อและสารลดแรงตึงผิว 
 
  คลอรอกซ (Clorox) กรมสรรพสามิต ประเทศไทย 
  เอทานอล (Ethanol) Commercial grade ประเทศไทย 
 ทวีน 80 (Tween-80) บริษัท Fluka Biochemika ประเทศสวิสเซอรแลนด 
  
 2.2.3 สารเคมีที่ใชในอาหารเลี้ยงเชื้อรา ไดแก Potato dextrose agar (PDA), Czapek 
agar (CZA), Czapek’s Dox Medium, Yeast extract และ Richard’s Medium (ภาคผนวกที่ 1) 
  

2.2.4 สารเคมีที่ใชสําหรับแยกสกัด และวิเคราะหสารพิษจากเชื้อรา  
 
เอทิลอะซิเตด (ethylacetate), Commercial grade บริษัท MERCK ประเทศเยอรมัน 
เมทานอล (Absollute Methanol) บริษัท J.T. Baker ประเทศสหรัฐอเมริกา 
โซเดียมอะซิเตต (Sodium acetate) Commercial grade บริษัท MERCK ประเทศเยอรมัน 
กรดไฮโดรคลอริค (Hydrocholic acid) Commercial grade บริษัท MERCK ประเทศ
เยอรมัน 

 



2.3 วิธีการทดลอง 
 
 2.3.1 พืชทดลอง 
 
  เปลานอย (Croton sublyratus) ตนพันธุ IBGE 2 จากแปลงทดลองของสถาบันเทคโนโลยี
ชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
 2.3.2 อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
 

  เตรียมอาหารสังเคราะหแข็งสูตร Murashige และ Skoog (1962) (ภาคผนวกที่ 1ก) ในสูตร
อาหารที่ชักนําใหเปนยอด เติม 6-Benzylaminopurine acid (BA) 1 มิลลิกรัมตอลิตร และในสูตร
อาหารที่ชักนําใหเกิดแคลลัส เติม α-Napthaleneacetic acid (NAA) 2 มิลลิกรัมตอลิตร และ BA 
0.2 มิลลิกรัมตอลิตร (Morimoto และ Murai, 1989)  
 
 2.3.3 การเตรียมตัวอยางพืชและการฟอกฆาเชื้อ 
 
  นํายอดเปลานอย ความยาว 7-10  เซนติเมตร มาตัดใบออก เอาเฉพาะสวนปลองลางดวย
น้ําสะอาด แชในแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต นาน 1-2 นาที ลางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ จากนั้นนํามา
ฟอกฆาเชื้อดวยสารละลาย คลอรอกซ 15 เปอรเซน็ต เปนเวลา 10 นาที และ คลอรอกซ 5 เปอรเซ็นต 
เปนเวลา 10 นาที ลางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 4 คร้ัง แลวตัดเปนชิ้นเล็กๆ หนาประมาณ 3 มิลลิเมตร  
 

2.3.4 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเปลานอย 
   

นําชิ้นสวนปลองที่ตัดเปนชิ้นเล็กๆ แลวจากขอ 2.3.3 วางเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหเพื่อชักนํา
ใหเกิดแคลลัสและชักนําใหเกิดยอดตามขอ 2.3.2โดยเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ในสภาพ
ที่ไดรับแสงฟลูออเรสเซนต ความเขมแสง 5,000 ลักซ เปนเวลา16 ชั่วโมงตอวัน และทําการเปลี่ยน
อาหารทุก 3 สัปดาห เพื่อใชในงานทดลองตอไป 



 
2.4 การเลี้ยงเชื้อรา Glomerella cingulata ใหสรางสารพิษ 
 
 2.4.1 การเก็บรักษาเชื้อรา Glomerella cingulata  
 
 ใชเข็มเขี่ย (needle) เขี่ยลากเสนใยของเชื้อรา Glomerella cingulata (streak) ลงบนผิว
หนาของอาหารวุนเอียง (agar slant) สูตร Potato Dextrose Agar (PDA) (ภาคผนวกที่ 1ข) ที่อยูใน
หลอดทดลองจุกฝาเกลียว บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน เมื่อเชื้อราเจริญเต็มที่
แลว นําสวนหนึ่งเก็บไวในตูแชแข็ง (deep freezer) อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส สวนหนึ่งเก็บไวที่
อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส 
 
 2.4.2 การเตรียมอาหารวุนเอียง (agar slant) 
 
 หลังจากเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร Czapek’s Dox Medium (ภาคผนวกที่ 1ข) ปเปต
อาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 16x150 มิลลิเมตร อุดปากหลอดดวย
จุกสําลี นําไปฆาเชื้อดวยไอน้ําภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว และความรอน 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ทิ้งใหอุณหภูมิเย็นลงถึง 60 องศาเซลเซียส แลวจึงเอียงหลอดบรรจุ
อาหารเลี้ยงเชื้อดวยมุมที่เทากัน ทั้งนี้เพื่อควบคุมผิวหนาของอาหารวุนเอียงใหมีพื้นที่ผิวใกลเคียงกัน
มากที่สุดในแตละหลอด ทิ้งไว 1 วันเพื่อดูการปนเปอนกอนนําไปปลูกเชื้อ 
  



 
2.4.3 การเลี้ยงเชื้อใหสรางสปอรและเตรียมสปอรแขวนลอย 

  
 เขี่ยเสนใยของเชื้อรา G. cingulata จากเชื้อที่เก็บไวในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยใชเข็ม
เขี่ยเชื้อลาก (streak) ลงบนอาหารแข็งเอียงสูตร Czapek’s Dox Medium ที่อยูในหลอดทดลองจุก
สําลี บมเชื้อที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ภายใตหลอดไฟฟลูออเรสเซนตคูลไวท เปนเวลา 7 วัน 
(เพชรรัตน, 2542) เพื่อใหเชื้อราสรางสปอร จากนั้นทําการลางสปอรออกจากหลอด ดวยสารละลาย 
tween-80 ความเขมขนรอยละ 0.1 ปริมาตรตอปริมาตร ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว 2 มิลลิลิตร ลงใน
หลอดทดลองที่เลี้ยงเชื้อรา ใชแทงไมที่ผาการนึ่งฆาเชื้อแลวเชนกันขูดใหสปอรหลุดออกจากผิวหนา
ของอาหารเลี้ยงเชื้อ เขยาอยางแรงดวยเครื่องเขยา (vertex) แลวกรองผานผาขาวบางที่ซอนกันหนา 
4-5 ชั้น จะไดสารแขวนลอยของสปอร นับจํานวน สปอรโดยใช Haemacytometer ภายใตกําลัง
ขยาย 400 เทาของกลองจุลทรรศน เพื่อหาความเขมขนของสปอร (สปอรตอมิลลิลิตร) ปรับความเขม
ขนของสปอรของเชื้อราใหเทากับ 1x106 สปอรตอมิลลิลิตร 
 

2.4.4 การเลี้ยงเชื้อเพื่อเตรียมหัวเชื้อ 
 
 นําสปอรแขวนลอยของเชื้อราที่เตรียมไวในขอ 2.4.3 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ถายลงในอาหาร
เหลวสําหรับเตรียมหัวเชื้อสูตร Czapek’s Dox Medium ที่เติมสารสกัดยีสต 0.1 เปอรเซ็นต (Hirota 
และคณะ ,1993) ปริมาตร 45 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยูในขวดรูปชมพู (flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร นําไป
บมบนเครื่องเขยาที่ควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 300 รอบตอนาที เปนเวลา 48     
ชั่วโมง 
  

2.4.5 การเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตสารพิษ 
 

 ถายหัวเชื้อที่เตรียมไวตามขอ 2.4.4 ปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงในอาหารเหลว Czapek’s Dox 
Medium ที่เติม 0.1 เปอรเซ็นต yeast extract สําหรับผลิตสารพิษ ปริมาตร 45 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู
ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปบมบนเครื่องเขยาที่ควบคมุอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 300 รอบตอนาที เปนเวลา 4 วัน (เพชรรัตน, 2542) 



 
2.5 การสกัดสารพิษจากเชื้อรา 
 
 นําน้ําหมักที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อรา G. cingulata ในอาหารเหลวที่เตรียมไวตามขอ 2.4.5 
กรองผานผาขาวบาง 3 ชั้น และกระดาษกรองเบอร 1 ของเหลวที่ไดเรียกวา culture filtrate แลวนํา
มาลดปริมาตรลงใหเหลือ 10 เปอรเซ็นตของปริมาตรของ culture filtrate เร่ิมตน โดยใชเครื่องระเหย
ภายใตสูญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 
80 รอบตอนาที นํา culture filtrate ที่ลดปริมาตรแลวไปปรับคาความเปนกรด-ดาง ใหได 2.5 ดวย 
6N HCl และนําไปสกัดดวย ethylacetate 3 คร้ังๆ ละ 1/3 เทาของปริมาตร culture filtrate (Zeigler 
และคณะ, 1980) นําสารละลายในชั้นของ ethylacetate ไประเหยเพื่อเอาตัวทําละลายออก ไดสาร
สกัดจากเชื้อราที่มีลักษณะเหนียวขนเรียกวา crude extract toxin จากนั้นทําการชั่งน้ําหนักสารสกัด 
 
 
2.6 การวิเคราะหหาปริมาณสาร phenylacetic acid (PAA) และ indoleacetic acid (IAA) ที่มี
อยูในสารสกัดจากเชื้อรา Glomerella cingulata  โดยวิธี High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) 
 
 2.6.1 การสรางกราฟมาตรฐาน 
 

ทําการผันแปรความเขมขนของสารมาตรฐาน phenylacetic acid (PAA) ความบริสุทธิ์ 98 
เปอรเซ็นต ใหมีความเขมขน 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร และ indoleacetic acid 
(IAA) ความบริสุทธิ์ 98 เปอรเซ็นตใหมีความเขมขน 0, 5, 10, 15 และ 20 มิลลิกรัมตอลิตร ฉีดเขา
เครื่อง HPLC โดยใชสภาวะในการวิเคราะหหาปริมาณสารมาตรฐาน ดังนี้ 



 
คอลัมน    : Selectosil 5 C18 

ขนาดเสนผาศูนยกลาง 4.6 มิลลิเมตร 
ความยาว 250 มิลลิเมตร 

 
สารละลายตัวพา  : Methanol 30 เปอรเซ็นต ใน  acetate buffer 

pH 4.8 
 
อัตราการไหลของสารละลายตัวพา: 1 มิลลิลิตรตอนาที 
 
เครื่องตรวจวัด : Ultraviolet ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร 
 
ปริมาตรสารที่ใชในการวิเคราะห : 5 ไมโครลิตร 
 
ความดัน   : 120-170 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร 

 
  สรางกราฟมาตรฐาน ระหวางความเขมขน และพื้นที่ใตพีคของสารทั้ง 2 ชนิด จาก
ความสัมพันธเชิงเสนตรง  

 
คํานวณหาสมการเสนตรง 
 

Y =  aX + b 
 
 เมื่อกําหนดให 
 
    A = ความชันของเสนตรง 

  B = จุดตัดแกน Y 
  X = ความเขมขนของสารมาตรฐาน 
  Y = พื้นที่ใตพีค 
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