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การเพ่ิมประสิทธภิาพการผลิตสาร plumbagin ในเซลล์แขวนลอยจาก hairy root 
ของเจตมูลเพลิงแดง โดยการกระตุน้ด้วย  methyl jasmonate ในอาหารสตูร B5

Enhancement of Plumbagin Production in Cell Suspension Derived from 
Hairy Root of Plumbago indica L. by Methyl Jasmonate Elicitation 
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ปาริชาต ประสาทศิลป์1 ศุภธิดา อับดุลลากาซิม1,2 และ เสริมศิริ จันทร์เปรม1,2*

Parichat Prasartsin1, Supatida Abdullakasim1,2 and Sermsiri Chanprame1,2 

1 ศูนย์เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก�ำแพงแสน นครปฐม และ ศูนย์ความเป็นเลิศด้านเทคโนโลยี  	
  ชีวภาพเกษตร ส�ำนักพัฒนาบัณฑิตศึกษาและวิจัยด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ส�ำนักงานคณะกรรมการอุดมศึกษา
2 ภาควิชาพืชสวน คณะเกษตร ก�ำแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก�ำแพงแสน นครปฐม 73140 
1 Center for Agricultural Biotechnology, Kasetsart University, Kamphaeng Saen, Nakhon Pathom 73140 Thailand 
  and Center of Excellence on Agricultural Biotechnology (AG-BIO/PERDO-CHE) Thailand
2 Department of Horticulture, Faculty of Agriculture at Kamphaeng Saen, Kasetsart University, Nakhon Pathom 73140   	
  Thailand
  รับเรื่อง:     เมษายน 2559		  Received:     April 2016	
  รับตีพิมพ์:   พฤษภาคม 2559		  Accepted:    May 2016
* corresponding author: agrsrc@ku.ac.th

ABSTRACT: Plumbago indica L. is one of the important Thai herb which its root is the main 
source of plumbagin. Plumbagin has pharmacological activities such as anticancer and 
antimicrobial activities. The aim of this research is to enhance plumbagin production of cell 
suspension derived from hairy root of P. indica L.. The cell suspension was cultured for 30 days 
in three different media: Murashige and Skoog (MS), Gamborg (B5) and Schenk and Hidebrandt 
(SH). The result indicated that cell suspension cultured in B5 and SH media had similar growth 
but better growth than in MS medium. For plumbagin production, as analyzed by HPLC, revealed 
that the cells cultured in B5 medium could produce highest amount of plumbagin. Therefore, 
in this experiment, B5 was the most suitable medium for plumbagin production. Thereafter, 
cell growth and plumbagin production of cell suspension cultured in B5 medium in the culture 
cycle of 30 days were studied. The result indicated that cell suspension was in exponential 
phase during the 6th-18th day of culture. However, plumbagin was firstly detected in the 12th 

day and reach the maximum production in the 24th day of culture.  The use of methyl jasmonate 
to elicit plumbagin production from cell suspension was also studied. Methyl jasmonate at the 
final concentrations of 0, 20, 40, 60, 80 and 100 µM were added to cell suspension culture. 
The elicitation was started at the 18th day of culture in which cells were in the exponential 
phase of growth. The results showed that 40 µM methyl jasmonate could elicit cells to produce 
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maximum amount of plumbagin of 7.14 mg/l media which was 3.24 times over the control at 
the first day after elicitation. 
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		     บทคัดย่อ
	

เจตมูลเพลิงแดง (Plumbago indica L.) เป็น
พชืสมุนไพรไทยทีม่คีวามส�ำคญัชนดิหนึง่ ซึง่ในรากของ
เจตมูลเพลิงแดงมีสาร plumbagin ที่มีฤทธิ์ทาง
เภสชัวทิยาในการต้านการเจรญิเตบิโตของเซลล์มะเร็ง 
และต้านการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ ดังนั้น งานวิจัย
นีจ้งึมีวัตถปุระสงค์เพ่ือศกึษาการเพิม่ศักยภาพการผลติ
สาร plumbagin ในเซลล์แขวนลอยทีช่กัน�ำจาก hairy 
root ของเจตมูลเพลิงแดง โดยทดลองเพาะเลี้ยงเซลล์
แขวนลอยเป็นเวลา 30 วัน ในอาหาร 3 สูตร คือ 
Murashige and Skoog (MS), Gamborg (B5) และ 
Schenk and Hidebrandt (SH) ซ่ึงผลการศึกษาพบ
ว่า เซลล์แขวนลอยท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร B5 และ 
SH  มกีารเจริญเติบโตใกล้เคยีงกนัแต่ดีกว่าทีเ่พาะเลีย้ง
ในอาหารสูตร MS ส่วนการสร้างสาร plumbagin ซึ่ง
ตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี high performance liquid 
chromatography พบว่า เซลล์แขวนลอยทีเ่พาะเล้ียง
ในอาหารสูตร B5 ผลิตสาร plumbagin มากที่สุด  
ดังนั้น อาหารสูตร B5 จึงเป็นอาหารที่เหมาะสมที่สุด
ในการผลิตสาร plumbagin ส�ำหรบัการทดลองนี ้และ
เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยในอาหารสูตร B5 เพื่อ
ศึกษาระยะการเจริญเติบโตและการผลิตสาร 
plumbagin ในช่วง 30 วันของการเพาะเล้ียง พบว่า
เซลล์อยู่ในระยะ exponential phase ในช่วงวันที่ 
6–18 ของการเพาะเลีย้ง ส่วนการผลติสาร plumbagin 
นั้น ตรวจพบว่าเริ่มสร้างได้ในวันที่ 12 และสร้างมาก
ขึ้นชัดเจนในวันที่ 18 โดยสร้างได้มากท่ีสุด ในวันที่ 24 

ของการเพาะเล้ียง ส�ำหรับการศึกษาผลของ methyl 
jasmonate ต่อการผลิตสาร plumbagin โดยเติม 
methyl jasmonate ให้มีความเข้มข้นสุดท้าย 0 20 
40 60 80 และ 100 ไมโครโมลาร์ ลงในเซลล์
แขวนลอยที่มีอายุ 18 วัน พบว่า methyl jasmonate 
ทุกความเข ้มข ้นสามารถกระตุ ้นการสร ้างสาร 
plumbagin ในเซลล์แขวนลอยได้ โดยความเข้มข้น
สดุท้ายที ่40 มลิลโิมลาร์ สามารถสร้างสาร plumbagin 
ได้สูงสุด 7.14 มิลลิกรัมต่อลิตร ในวันท่ี 1 หลังการ 
กระตุ้น ซ่ึงมากกว่าเซลล์ท่ีไม่ถูกกระตุ้น 3.24 เท่า

ค�ำส�ำคัญ: เจตมูลเพลิงแดง, เซลล์แขวนลอย, 
สาร plumbagin, สาร methyl jasmonate

  
บทน�ำ

เจตมูลเพลิงแดง (Plumbago indica L.)  
เป ็นพืชสมุนไพรที่ ในรากพบสารส�ำคัญในกลุ ่ม 
naphthoquinone คือ สารพลัมบาจิน (plumbagin) 
(Dinda et al., 1999) ซึ่งมีรายงานว่ามีฤทธิ์ต้านเชื้อ
แบคทเีรยี (Taraszkiewicz et al., 2012) และสามารถ
ยับยั้งอาการอักเสบ (Onodera et al., 2015) ยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง (Li et al., 2014) 
เป็นต้น การสร้างและสะสมสารทุติยภูมิของพืชนั้น
สามารถเกิดข้ึนได้เองตามธรรมชาติ แต่โดยส่วนใหญ่
ต้องใช้ระยะเวลาในการเพาะปลูกยาวนาน และสาร
ทุติยภูมิท่ีสกัดได้อาจมีปริมาณน้อยหรือไม่สม�่ำเสมอ 
ด้วยข้อจ�ำกัดเหล่านี้จึงมีการใช้เทคนิคเพาะเลี้ยง
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เนื้อเยื่อร่วมกับการใช้สิ่งกระตุ้น (elicitor) เพื่อชักน�ำ
ให้พชืในสภาพเพาะเลีย้งสร้างสารทตุยิภมูทิีต้่องการใน
ระยะเวลาสั้น  ท� ำ ให ้สามารถเพิ่ มผลผลิตสาร 
ทุติยภูมิได้มากกว่าพืชที่ปลูกตามธรรมชาติอีกด้วย 
(Chuntaratin, 2006) สาร plumbagin เป็นสารทุติย
ภูมิที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการป้องกันตัวเองของพืช 
และมีรายงานการใช้สิ่งกระตุ ้นที่เป็นสารเคมี เช่น 
salicylic acid  chitin  chitosan  yeast extract 
และ acetic acid เพ่ือเพิ่มการผลิตสาร plumbagin 
จาก hairy root และเซลล์แขวนลอยของเจตมลูเพลงิ
แดง (Chuntaratin, 2006; Chansuthep, 2010) ดัง
นัน้การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พชืร่วมกับการใช้สิง่กระตุ้นจงึ
เป็นอีกแนวทางหนึง่ทีม่ปีระสทิธภิาพสงูในการผลติสาร
ทุติยภูมิ

สาร jasmonate และ methyl jasmonate 
เป็นสารทีเ่กดิขึน้ตามธรรมชาติ มรีายงานว่ามคุีณสมบตัิ
เป็นตัวส่งสัญญาณในกระบวนการตอบสนองทาง
สรีรวิทยาของพืชต่อสิ่งเร้าภายนอก ทั้งที่เกิดจากสิ่งมี
ชีวิตและส่ิงไม่มีชีวิต จึงมีการใช้สารชนิดนี้เป็นตัว
กระตุน้การสร้างสารทติุยภมูใินพืชหลายชนิด (Cheong 
and Choi, 2003) เช ่น กระตุ ้นการสร ้างสาร 
plumbagin ใน hairy root ของเจตมูลเพลิง 
(Gangopadhyay et al., 2011) และกระตุน้การสร้าง
ส า ร  p l umbag i n  ใน  D ro se ra  i nd i ca 
(Juengwatanatrakul et al., 2011)  ทั้งนี้ในการ 
กระตุ ้นให้เซลล์พืชสร้างสารทุติยภูมิได้มากขึ้นนั้น  
การเลือกชนิดสิ่งกระตุ้น ความเข้มข้น และระยะเวลา
ที่พืชสัมผัสกับส่ิงกระตุ้นเป็นสิ่งส�ำคัญที่ส่งผลโดยตรง
ต่อประสิทธิภาพ การผลิตสารทุติยภูมิ Zaker et al. 
(2015) 

ดังนั้นในงานวิจัยน้ีจึงมีจุดประสงค์เพื่อศึกษา
การกระตุน้ให้เซลล์แขวนลอยทีไ่ด้จาก hairy root ของ
เจตมูลเพลิงแดงผลิตสาร plumbagin โดยใช ้  
methyl jasmonate เป็นสารกระตุ้น 

อุปกรณ์และวิธีการ

1. การชักน�ำให้เกิดเซลล์แขวนลอย	
น�ำชิ้นส่วน hairy root ของเจตมูลเพลิงแดง 

ซึ่ ง ได ้ จากการกระตุ ้ นด ้ วย เชื้ อ  Rh i zob ium 
rhizogenes สายพันธุ ์  K599 และอยู ่ในสภาพ 
ปลอด เชื้ อ  มา เพาะ เ ล้ี ย งบนอาหารแข็ งสู ต ร  
MS ที่ เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 ,4–
d ich lo rophenoxyacet i c  ac id  (2 ,4–D )  
0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 6-benzylaminopurine 
(BA) 0.4 มิลลิกรัมต่อลิตร และซูโครส 30 กรัมต่อลิตร 
ในสภาพแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน อุณหภูมิ 25±2 องศา
เซลเซียส เพื่อชักน�ำให้เกิดแคลลัส จากนั้นจึงย้าย
แคลลัสไปเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรเดียวกับอาหารแข็ง
ท่ีใช้ชักน�ำแคลลัส เพาะเลี้ยงในสภาพมืด บนเครื่อง
เขย่าความเร็ว 120 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 25±2 องศา
เซลเซียส โดยเปลี่ยนอาหารเพาะเลี้ยงทุก 21 วัน 
จ�ำนวน 3 ครั้ง เพื่อให้ได้เซลล์แขวนลอยที่มีความ
สม�่ำเสมอ

2. การศึกษาผลของสูตรอาหารต่อการเจริญเติบโต
และการผลิตสาร plumbagin 

น�ำเซลล์แขวนลอย 1 กรัม มาเพาะเลี้ยงใน
อาหารเหลวสตูร MS (Murashige and Skoog, 1962)  
B5 (Gamborg et al., 1968) และ SH (Schenk and 
Hidebrandt, 1972) ซึ่งเติม 2,4–D 0.2 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร BA 0.4 มิลลิกรัมต่อลิตร และซูโครส 30 กรัมต่อ
ลิตร ใช้อาหารเพาะเลี้ยง 25 มิลลิลิตร ในฟลาสก ์
ขนาด 125 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงในสภาพมืด อุณหภูมิ 
25±2 องศาเซลเซยีส บนเครือ่งเขย่าความเรว็ 120 รอบ
ต่อนาที หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 21 วัน บันทึก 
น�้ำหนักแห้ง และวิเคราะห์ปริมาณสาร plumbagin 
ด ้ วย เครื่ อ ง  H i gh  pe r fo rmance  l i qu id 
chromatography (HPLC) วางแผนการทดลอง 
แบบ Completely Randomized Design (CRD)  
มี 3 ทรีทเมนต์ ท�ำการทดลอง 9 ซ�้ำ ซ�้ำละ 1 ฟลาสก์ 
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วิเคราะห์ความแปรปรวนด้วยวธิ ีanalysis of variance 
(ANOVA) และเปรียบเทยีบค่าเฉลีย่ด้วยวธิ ีDuncan’s 
New Multiple Range Test (DMRT)

3. การศกึษาผลของระยะเวลาในการเพาะเลีย้งต่อการ
เจรญิเตบิโตและการผลติสาร plumbagin 

เพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยของเจตมูลเพลิงแดง 
1 กรัม ในอาหารเหลวสูตร B5 ที่เติม 2,4–D 0.2 
มลิลกิรัมต่อลติร BA 0.4 มลิลกิรมัต่อลติร และซโูครส 
30 กรมัต่อลติร ในฟลาสก์ขนาด 125 มลิลลิติร ใช้อาหาร
เพาะเล้ียง 25 มลิลลิติร ในสภาพมดื อณุหภูม ิ 25±2 
องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเร็ว 120 รอบต่อ
นาที  เป็นเวลา 30 วัน บันทกึน�ำ้หนกัแห้งทุก 3 วนั เพือ่
น�ำมาค�ำนวณหา dry growth index (DGI) โดยค�ำนวณ
จาก  

dry growth index (DGI) = (น�้ำหนักแห้ง
สดุท้าย – น�ำ้หนักแห้งเริม่ต้น) / น�ำ้หนกัแห้งเริม่ต้น

วเิคราะห์ปริมาณสาร plumbagin ด้วยเครือ่ง 
HPLC ในวันที ่0  3  6  9  12  15  18  21  24  27 
และ 30 ของการเพาะเลีย้งวาง แผนการทดลองแบบ 
CRD ม ี11 ทรีทเมนต์ ท�ำการทดลอง 4 ซ�ำ้ ซ�ำ้ละ 1 
ฟลาสก์ วิเคราะห์ความแปรปรวนด้วยวธิ ีANOVA และ
เปรยีบเทยีบค่าเฉล่ียด้วยวธิ ีDMRT

4. การศกึษาผลของ methyl jasmonate ต่อการ
เจรญิเตบิโตและการผลติสาร plumbagin 

น�ำเซลล์แขวนลอย 1 กรัม มาเพาะเลี้ยงใน
อาหารเหลวสตูร B5 ซึง่เติม 2,4–D 0.2 มิลลิกรัมต่อลติร 
BA 0.4 มลิลิกรัมต่อลติร และซโูครส 30 กรมัต่อลติร 
ปรมิาตร 25 มลิลลิติร ในฟลาสก์ขนาด 125 มลิลลิติร 
ในสภาพมดื อณุหภมู ิ25±2 องศาเซลเซยีส บนเครือ่ง
เขย่าความเร็ว 120 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 18 วนั แล้ว
เติ มสารละลาย  methy l  j a smonate  ให ้ 
มคีวามเข้มข้นสุดท้าย 0 20  40  60  80 และ 100 

ไมโครโมลาร์ โดยใช้ ethanol 95 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งใช้
ส�ำหรับละลาย methyl jasmonate เป็นชุดควบคุม 
บันทึกน�้ ำหนักแห ้ งและวิ เคราะห ์ปริมาณสาร 
plumbagin ด้วยเครือ่ง HPLC ในวนัท่ี 1 2 3 5 7 และ 
9 หลังจากการกระตุ้น โดยวางแผนการทดลองแบบ 
CRD จดัสิง่ทดลองแบบ factorial โดยม ี2 ปัจจยั คอื 
ความเข้มข้นของ methyl jasmonate และจ�ำนวนวนั
หลงัการกระตุน้ ท�ำการทดลอง 4 ซ�ำ้ ซ�ำ้ละ 1 ฟลาสก์ 
วเิคราะห์ความแปรปรวนด้วยวธิ ี ANOVA และเปรยีบ
เทยีบค่าเฉลีย่ด้วยวธิ ีDMRT 
	       
5. การสกัดและวเิคราะห์ปรมิาณสาร plumbagin 

การสกัดสาร plumbagin ท�ำตามวิธีการของ 
Chuntaratin (2006) โดยกรองแยกเซลล์ออกจาก
อาหารเพาะเลีย้งด้วยกระดาษ Whatman No. 1 แล้ว
น�ำเซลล์มาอบให้แห้งท่ีอุณหภมู ิ50 องศาเซลเซยีส จาก
นัน้บดให้ละเอยีดแล้วสกดัด้วย methanol ปรมิาตร 20 
มลิลลิติร ส�ำหรบัสาร plumbagin ในอาหารเพาะเลีย้ง
นัน้สกดัด้วย ethyl acetate โดยใช้อตัราส่วน ethyl 
acetate: อาหารเพาะเลีย้ง 1:1 แล้วระเหยตวัท�ำละลาย
ให้แห้งด้วย rotary evaporator ทีอ่ณุหภมู ิ40 องศา
เซลเซยีส 

การวิเคราะห์ปริมาณ plumbagin ท�ำโดย
ละลายตะกอนด้วย methanol (HPLC grade) และน�ำ
ไปวเิคราะห์ปรมิาณสารด้วยเครือ่ง HPLC เทยีบกบัสาร 
plumbagin มาตรฐาน (Sigma: Cat. No. 481–42–5, 
a.i. 98%) ใช้คอลัมน์ชนิด Zorbax®SB C18 โดยใช้ 
methanol และ acetic acid (0.4 เปอร์เซ็นต์) ใน
อตัราส่วน 60 : 40 เป็นสารละลายตวัพา อัตราการไหล
ของสารละลายตวัพา 1 มลิลลิติรต่อนาท ีตรวจวดัภาย
ใต้แสงอลัตราไวโอเลตทีค่วามยาวคลืน่ 270 นาโนเมตร 
แล้วค�ำนวณหาปริมาณสาร plumbagin จากความ 
เข้มข้นของ plumbagin มาตรฐานจากสมการ linear 
regression equation และค่าพื้นท่ีใต้กราฟท่ีได้จาก
การวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Agilent Chemstation 
(Agilent Technologies, 2001)
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ผลการทดลองและวิจารณ์

ผลของสูตรอาหารต่อการเจริญเติบโตของเซลล์
แขวนลอยและการผลิตสาร plumbagin 

จากการเพาะเลีย้ง hairy root ของเจตมลูเพลงิ
แดงบนอาหารแขง็สูตร MS ซึง่เติม 2,4–D 0.2 มลิลกิรัม
ต่อลิตร BA 0.4 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า hairy root 
เปลี่ยนจากสีขาวกลายเป็นสีเทา และพบการเกิด
แคลลัสในบริเวณรอยตัดของชิ้นส่วน hairy root หลัง

จากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 2 สัปดาห์ (Figure 1A) ต่อมา
แคลลัสขยายขนาดใหญ่ข้ึน และเปลี่ยนเป็นสีเทา มี
ลักษณะเป็น friable callus ผิวเรียบฉ�่ำน�้ำ และมีขน
รากเล็กๆ สีขาวฟู ปกคลุมบางส่วน (Figure 1B) เมื่อ
ย้ายแคลลัสดังกล่าวมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร
เดยีวกนั พบว่า กลุม่เซลล์แยกออกเป็นเซลล์เดีย่ว ๆ  ได้
เซลล์แขวนลอยที่มีสีเทา ซ่ึงเมื่อได้ตรวจสอบภายใต้
กล้องจลุทรรศน์ พบว่าเซลล์มลีกัษณะยาวเรยีวและผนงั
บาง (Figure 1C) 

Figure 1  Hairy root derived callus  on MS medium supplemented with 0.2 mg/l 2,4-D and 0.4 mg/l 	
	   BA for 2 weeks (A), 4 weeks (B) and character of cells at 3 weeks under microscope (20x 	
	   objective lens) (C)

จากนั้น เมื่อน�ำเซลล์แขวนลอยไปเพาะเลี้ยงใน
อาหารเหลว 3 สตูร พบว่า เซลล์แขวนลอยทีเ่พาะเลีย้ง
ในอาหารเหลวสูตร SH มีอัตราการเจริญเติบโตดีที่สุด 
มีน�้ำหนักแห้งสูงสุด 14.29 กรัมต่ออาหาร 1 ลิตร รอง
ลงมา คือ อาหารเหลวสูตร B5 และ MS แต่เมื่อ
วิเคราะห์ปริมาณสาร plumbagin พบว่าเซลล์
แขวนลอยทีเ่พาะเลีย้งในอาหารสตูร B5 สามารถเจรญิ
เติบโตได้ดีและผลิตสาร plumbagin ได้ดีที่สุด (Figure 
2)  ดงัน้ัน ในการทดลองขัน้ต่อไปจงึเลอืกใช้อาหารสตูร 
B5 ในการเพาะเลี้ยง

การเจริญเติบโตและการผลิตสาร plumbagin ของ
เซลล์แขวนลอยในช่วงอาย ุ30 วนัของการเพาะเลีย้ง

เม่ือน�ำเซลล์แขวนลอยที่ชักน�ำได้จาก hairy 
root มาเพาะเลีย้งในอาหารเหลวสตูร B5 ทีเ่ตมิ 2,4-D 
0.2 มลิลิกรัมต่อลิตร BA 0.4 มลิลกิรมัต่อลติร เป็นเวลา 

Figure 2  Dry weight and plumbagin content of 	
suspension cells cultured on MS B5 
and SH media supplemented with 0.2 
mg/l 2,4-D and 0.4 mg/l BA for 21 days 
in dark condition at 25±2ºC

A CB
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Figure 3 Dry growth index (DGI) and plumbagin 	
	  content of hairy root derived suspension 	
	  cell Plumbago indica during 30 days of 	
	  culture in B5 medium supplemented 	
	  with 0.2 mg/l 2,4–D and 0.4 mg/l BA in 	
	  dark condition at 25±2ºC 

30 วนั โดยตรวจวดัอตัราการเจรญิเตบิโตทกุ 3 วนั พบ
ว่าเซลล์แขวนลอยมีการเจริญเติบโตเริ่มต้นเป็นระยะ 
lag phase ซึ่งเป็นระยะที่เซลล์มีการปรับตัวในช่วง 6 
วันแรก แล้วเข้าสู่ระยะ exponential phase ซึ่งเป็น
ช่วงท่ีมกีารแบ่งเซลล์และอตัราการเจรญิเตบิโตเพิม่ขึน้
อย่างรวดเร็วในช่วงวันที่ 6−18 และมีค่า dry growth
index (DGI) สูงสุดเท่ากับ 10.38 ในวันที่ 18 (Figure 
3) จากนั้นเซลล์เริ่มเข้าสู่ stationary phase และตาม
มาด้วยระยะ decline phase ที่ประมาณ 21 วันของ
การเพาะเล้ียง ซึ่งช่วงนี้เซลล์มีอัตราการเจริญเติบโต
น้อยลงและเร่ิมมอีตัราการตายเพิม่ขึน้ ซึง่สงัเกตได้จาก
การท่ีมีค่า DGI ลดลง ซึ่งอาจเนื่องมาจากสารอาหาร
และออกซิเจนในอาหารที่ลดลง (Silja et al., 2014) 
หรืออาจเนื่องจากเซลล์มีการขับของเสียที่เป็นพิษออก
มาสู ่อาหารเพาะเลี้ยง (Sakunphueak and 
Panichayupakaranant, 2010)

ส�ำหรับการผลิตสาร plumbagin ของเซลล์
แขวนลอยน้ัน พบว่ามีการผลิตสาร plumbagin ใน
ปริมาณน้อยมากในช่วงเริ่มต้นของการเพาะเลี้ยง จาก
นัน้จงึมกีารผลติสาร plumbagin เพิม่ขึน้ต้ังแต่วนัที ่12 
เป็นต้นไป และสร้างมากขึน้ชดัเจนในวนัที ่18 และสร้าง
สารได้สูงสุดในวันที่ 24 จากนั้นการผลิตสารเริ่มลดลง 
(Figure 3) 

เม่ือพิจารณาความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญ
เติบโตและการผลิตสาร plumbagin ของเซลล์
แขวนลอย พบว่า มีการสร้างสาร plumbagin มากขึ้น
เมือ่เซลล์แขวนลอยมกีารเจรญิเติบโตเตม็ที ่โดยจะเหน็
ได้ว่าเซลล์แขวนลอยมีการเริ่มสร้างสาร plumbagin 
มากขึ้นในระยะ late exponential phase และสร้าง
สาร plumbagin สูงสุดในระยะ stationary phase 
ซ่ึงผลการทดลองเป็นไปในแนวทางเดียวกนักบังานวจัิย
ของ Komaraiah et al. (2001) ซึ่งศึกษาการผลิตสาร 
plumbagin จากเซลล์แขวนลอยของเจตมูลเพลิงและ

พบว่าเซลล์แขวนลอยผลิตสาร plumbagin 
มากทีส่ดุในช่วง stationary phase ซ่ึงส่วนใหญ่พชืมกั
สร้างสารทุติยภูมิในระยะที่เซลล์มีการเจริญเติบโต 

เตม็ที ่เนือ่งจากในระยะแรกของการเจรญิเตบิโตพชืมกั
ใช้ธาตอุาหารต่าง ๆ  ในการสร้างสารปฐมภมู ิ(primary 
metabolite) ที่จ�ำเป็นส�ำหรับใช้ในการเจริญเติบโต 
(Bourgaud et al., 2001) 

เซลล์แขวนลอยที่อยู่ในระยะต่าง ๆ ของการ
เจรญิเตบิโตนัน้มกีารแสดงออกของยนีต่าง ๆ  ทีแ่ตกต่าง
กันตามระยะของการเจริญเติบโต ดังนั้นการให้สิ่ง
กระตุ้นแก่เซลล์แขวนลอยในระยะการเจริญเติบโตที่
แตกต่างกันจึงมีผลต่อการตอบสนองของเซลล์ท้ังใน
ด้านการเจริญเติบโตและการสร้างสารทุติยภูมิ ซ่ึงพบ
ได้ในพืชหลายชนิด (Chuntaratin, 2006) นอกจากนี้
สิ่งกระตุ้นบางชนิดยังอาจมีผลยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเซลล์ได้อกีด้วย (Sabaterjara et al., 2014) ระยะ
การเจริญเติบโตของเซลล์จึงมีความส�ำคัญต่อการ 
กระตุน้การสร้างสารทตุยิภมูโิดยใช้สารกระตุน้ ส�ำหรับ
งานวิจัยนี้พบว่า เซลล์แขวนลอยเจตมูลเพลิงแดง 
อายุ 18 วันของการเพาะเลี้ยง เป็นช่วงเวลาท่ีคาดว่า
น่าจะเหมาะสมในการเตมิสารกระตุน้ เนือ่งจากเป็นช่วง
ที่เซลล์แขวนลอยเจริญเติบโตเต็มที่และเริ่มมีการสร้าง
สาร plumbagin ปริมาณมากขึ้น
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ผลของ methyl jasmonate ต่อการเจริญเติบโต
และการสร้างสาร plumbagin ของเซลล์แขวนลอย

เมื่อน�ำเซลล์แขวนลอยที่เพาะเลี้ยงในอาหาร
เหลวสูตร B5 ซึ่งเติม 2,4–D 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
BA 0.4 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 18 วัน ซึ่งเป็น
ระยะทีเ่หมาะสมส�ำหรบัทดสอบผลของสารกระตุน้ มา
เตมิ methyl jasmonate ให้มคีวามเข้มข้นสดุท้าย 20  
40  60  80 และ 100 มิลลิโมลาร์ โดยใช้อาหารเหลว
ท่ีเติม ethanol 95 เปอร์เซน็ต์ ปรมิาตร 50 ไมโครลติร
ต่ออาหาร 25 มิลลิลิตร เป็นชุดควบคุม (เนื่องจากใช้ 
ethanol 95 เปอร์เซ็นต์ เป็นตัวท�ำละลาย methyl 
jasmonate) เมื่อวิเคราะห์การเจริญเติบโต (Table 1)  
พบว่าความเข้มข้นของ methyl jasmonate ไม่มีผล
ต่อการเจริญเตบิโตของเซลล์ ซึง่เหน็ได้จากน�ำ้หนกัแห้ง
ในทรีทเมนต์ที่เติมและไม่เติม methyl jasmonate มี
ค่าไม่ต่างกันทางสถิติ แต่ระยะเวลาที่เซลล์แขวนลอย
ได้รับ methyl jasmonate มีผลต่อการเจริญเติบโต
ของเซลล์อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ ซึ่งจากผลการ
ทดลองเห็นว่าน�้ำหนักแห้งของเซลล์แขวนลอยที่ได้รับ 
methyl jasmonate มีแนวโน้มลดลงเมื่อระยะเวลาที่
เซลล์แขวนลอยสัมผสั methyl jasmonate เพิม่ขึน้ใน
ทุกความเข้มข้นที่ทดสอบโดยน�้ำหนักแห้งเริ่มลดลง
อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติในวันที่ 5 และลดต�่ำสุดในวัน
ที่ 9 หลังถูกกระตุ้น แต่อย่างไรก็ตามความเข้มข้นของ 
methyl jasmonate และระยะเวลาทีเ่ซลล์แขวนลอย
ได้รับ methyl jasmonate ไม่มอีทิธพิลร่วมกนัต่อการ
เจริญเติบโตของเซลล์ ซึ่งพิจารณาจากค่าน�้ำหนักแห้ง  

การที่ความเข้มข้นของ methyl jasmonate 
ไม่มีผลท�ำให้น�้ำหนักแห้งของเซลล์แขวนลอยลดลง       
อาจเนื่องจากช่วงความเข้มข้นที่ใช้ในการทดลองนี้มี
ความเข้มข้นต�่ำในช่วง 20–100 ไมโครโมลาร์ ซึ่งผล         
การทดลองนีส้อดคล้องกบังานวจิยัของ Shohael et al. 
(2008) ซึ่งศึกษาการใช้ methyl jasmonate กระตุ้น
การสร้างสาร eleutheroside ใน Eleutherococcus 
sessiliflorus และพบว่า methyl jasmonate ความ
เข้มข้นต�่ำในช่วงไม่เกิน 200 ไมโครโมลาร์ มีผลท�ำให้

น�ำ้หนกัแห้งของเซลล์ลดลงเลก็น้อย แต่ในเซลล์ทีไ่ด้รบั 
methyl jasmonate ความเข้มข้นสูงกว่านี้มีน�ำ้หนัก
แห้งลดลง การใช้สารกระตุน้ความเข้มข้นสงูมผีลท�ำให้
น�ำ้หนกัแห้งของเซลล์ลดลงนีม้รีายงานในพชืหลายชนดิ 
เช ่นในเจตมูลเพลิงแดง (Chuntaratin, 2006)  
Impatiens balsamina (Sakunphueak and 
Panichayupakaranant, 2010) และ Mentha x 
piperita (Krzyzanowska et al., 2012) ซึ่งอาจ
เนื่องจากสารกระตุ้นที่มีความเข้มข้นสูงสามารถชักน�ำ
ให้เกิดการตอบสนองทางสรีรวิทยาอย่างรวดเร็ว และ
น�ำไปสู่การตายของเซลล์ (Namedo, 2007) หรืออาจ
เนื่องจาก jasmonate ยังมีผลยับยั้งการเจริญเติบโต 
โดยยับยั้งกระบวนการแบ่งเซลล์แบบไมโทซิสและการ
เพิ่มขนาดของเซลล์ (Zhang and Turner, 2008; 
Wasternack, 2014) 

เมื่อน�ำเซลล์แขวนลอยมาวิเคราะห์ปริมาณสาร 
plumbagin พบว่า สารละลายตวัอย่างท่ีสกดัจากเซลล์
แขวนลอยปรากฏ peak ทีม่ ีretention time ใกล้เคยีง
กับสารละลาย plumbagin มาตรฐาน ที่ประมาณ 15 
นาทีเช่นกัน (Figure 4 A,B)  และผลการค�ำนวณ
ปริมาณสาร plumbagin พบว่าความเข้มข้นของ 
methyl jasmonate และระยะเวลาทีเ่ซลล์แขวนลอย
สัมผัส methyl jasmonate มีอิทธิพลต่อปริมาณสาร 
plumbagin (Table 1) โดยเซลล์แขวนลอยที่ได้รับ 
methyl jasmonate ความเข้มข้นสุดท้าย 20–100 
มิลลิโมลาร์ มีการสร้างสาร plumbagin เพ่ิมมากข้ึน
เมื่อเทียบกับเซลล์แขวนลอยที่ไม่ได้รับการกระตุ ้น 
(Figure 4) โดย methyl jasmonate ความเข้มข้นต�่ำ
สามารถกระตุ ้ น ให ้ เซลล ์แขวนลอยสร ้ างสาร 
plumbagin ได้ดกีว่าความเข้มข้นสงู โดยให้ผลดใีนช่วง
วันแรกของการกระตุ ้น ท้ังนี้เคยมีรายงานการใช้ 
methyl jasmonate  ความเข้มข้น 50–200 มลิลโิมลาร์ 
กระตุน้การสร้างสาร plumbagin ใน Drosera indica 
และพบว่าผลิตสาร plumbagin ได้มากที่สุดเมื่อถูก
กระตุ้นด้วย methyl jasmonate ความเข้มข้น 50 
มิลลิโมลาร์ (Juengwatanatrakul et al., 2011) 
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Table 1 The effects of methyl jasmonate and elicitation duration on the average of dry weight and 	
	  plumbagin production of hairy root derived suspension cells cultured in B5 medium supple	
	  mented with 0.2 mg/l 2,4-D and 0.4 mg/l BA in dark condition at 25±2ºC

 Dry weight (g/l media)  

 
plumbagin  content (g/l media)  

methyl jasmonate (µM) The average value of day 1-9 

0 14.20 1.90 c 
20 14.36 2.98 b 
40 14.60 3.77 a 
60 14.24 3.51 a 
80 14.32 3.54 a 
100 14.36 3.55 a 

F-test ns ** 
Days after elicitation The average value of all methyl jasmonate concentrations 

1 14.44 ab  4.09 a  
2 14.72 a  2.38 b  
3 14.68 ab  2.55 b  
5 14.24 b  3.85 a  
7 14.28 b  3.88 a  
9 13.68 c  2.51 b  

F-test ** ** 

Concentration x Duration ns ** 

** Means in the same column followed by the same alphabet are not significantly different (P≤0.01)     	
    analysed by DMRT.

การกระตุ้นด้วย methyl jasmonate ในการ
ทดลองนี้พบการปลดปล่อยสาร plumbagin ลงสู่
อาหารเพาะเล้ียงปริมาณน้อยมากเมือ่เทยีบกบัปรมิาณ 
plumbagin ที่สะสมภายในเซลล์ ปริมาณสาร 
plumbagin ท่ีแสดงในการทดลองนี้เป็นผลรวมที่สกัด
ได้จากเซลล์และในอาหารเพาะเลี้ยง อย่างไรก็ตามมี
รายงานว่าการใช้สารกระตุ้นบางชนิดท�ำให้เซลล์ปลด
ปล่อยสารทุติยภูมิออกสู่อาหารเพาะเลี้ยง เช่น งาน
วิจัยของ Chansuthep (2010) ท่ีใช้ salicylic acid 
กระตุ ้นให้ hairy root เจตมูลเพลิงแดงผลิตสาร 
plumbagin และปลดปล่อยสู ่อาหารเพาะเลี้ยง
ปริมาณมากกว่าที่สะสมอยู่ในเซลล์ และงานวิจัยของ 
Chuntaratin (2006) ที่รายงานว่าสาร chitosan 
สามารถกระตุน้ให้เซลล์แขวนลอยของเจตมลูเพลงิแดง

ปลดปล่อยสาร plumbagin ออกสู่อาหารเพาะเลี้ยง
ปริมาณมาก แสดงว่าคุณสมบัติของสารกระตุ้นแต่ละ
ชนิดที่แตกต่างกันนอกจากจะมีผลต่อการผลิตสาร 
plumbagin แล้วยังมีผลต่อการปลดปล่อยสารออกสู่
อาหารเพาะเลี้ยงอีกด้วย

เมือ่พจิารณาอทิธพิลร่วมของความเข้มข้น และ
ระยะเวลาที่ เ ซลล ์ แขวนลอยสัมผั ส  methy l 
jasmonate พบว่าท้ัง 2 ปัจจัยมีอิทธิพลร่วมกันต่อ
ปริมาณสาร plumbagin อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ 
(Table 1) โดย methyl jasmonate ทุกความเข้มข้น
สามารถกระตุ้นการสร้างสาร plumbagin ในเซลล์
แขวนลอยได้ทุกระยะเวลาหลังการกระตุ้น ยกเว้นใน
วันที่  9 โดยเซลล ์แขวนลอยที่ ได ้รับ methyl 
jasmonate ความเข้มข้นสุดท้าย 40 มิลลิโมลาร์ 
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สามารถสร้างสาร plumbagin ได้สูงสุด 7.14 
มิลลิกรัมต่อการเพาะเลี้ยงด้วยอาหาร 1 ลิตร ในวันท่ี 
1 หลังการกระตุ้น ซึ่งมากกว่าชุดควบคุม 3.24 เท่า 
(Figure 4C) ในภาพรวมของการกระตุ้นพบว่า เซลล์
แขวนลอยมีการสร้างสาร plumbagin สูงในวันที่ 1 
หลังการกระตุ้น และลดลงในวันที่ 2 และ 3 หลังจาก
นั้นเซลล์แขวนลอยมีการสร้างสาร plumbagin เพ่ิม
ขึ้นอีกเล็กน้อยในวันที่ 5 และ 7 แล้วกลับลดลงอีกครั้ง
ในวันท่ี 9 หลังการกระตุ้น (Figure 5) ในขณะที่เซลล์
แขวนลอยที่ ไม ่ ถูกกระตุ ้นมีแนวโน ้มสร ้างสาร 
plumbagin เพิ่มมากขึ้น และสร้างได้มากที่สุดในวัน
ที่ 9 ซึ่งตรงกับวันที่ 26 ของรอบการเพาะเลี้ยงปกติ 

ก าร ท่ี เ ซลล ์ แขวนลอย มีการสร ้ า งสาร 
plumbagin สูงมากในวันแรกหลังการกระตุ้นแล้วลด
ลงในวันต่อมาอาจเนื่องจาก methyl jasmonate มี
ผลต่อกระบวนการป้องกันตัวเองของพืชและสาร 
plumbagin  จัดอยู่ในกลุ่มของสารทุติยภูมิท่ีพืชสร้าง
ข้ึนเพ่ือใช้ในการป้องกันตัว เมื่อเซลล์แขวนลอยได้รับ
การกระตุ้นด้วย methyl jasmonate จึงสร้างสาร 
plumbagin ข้ึนอย่างรวดเร็ว จึงท�ำให้ตรวจพบว่า
เซลล์มีปริมาณสาร plumbagin สูงในวันแรก แต่การ
ลดลงในวันต่อมานั้นอาจเป็นเพราะสาร plumbagin 
เป็นสารทตุยิภมูทิีม่คีวามเป็นพษิต่อเซลล์ เซลล์จงึอาจ
มีกระบวนการย่อยสลายสารเพื่อน�ำไปเป็นวัตถุดิบใน

Figure 4 Chromatogram of 10 mg/l standard 	
	  plumbagin (Sigma: catalog number 	
	  481-42-5) (A)  and the extract of 		
	  Plumbago indica hairy root derived 	
	  suspension cells (B). The plumbagin 	
	  content of hairy root derived suspen	sion 	
	  cells cultured in B5 medium 		
	  supplemented with 0.2 mg/l 2,4-D and 	
	  0.4 mg/l BA in dark condition at 		
	  25±2ºC and elicited with 0-40 mM 	
	  methyl jasmonate  for 1-9 days(C)

Figure 5 The plumbagin content of hairy root 	
	  derived suspension cells cultured in B5 	
	  medium supplemented with 0.2 mg/l 	
	  2,4-D and 0.4 mg/l BA in dark condition 	
	  at 25±2ºC and elicited with 40 mMmethyl 	
	  jasmonate for 1-9 days

A

C

B
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การสร้างสารปฐมภูมิหรือสารมัธยันต์ชนิดอื่นที่จ�ำเป็น
ในกระบวนการเจริญเตบิโต หรอือาจเปลีย่นไปเป็นสาร
ทุติยภูมิชนิดอื่นซึ่งมีความเป็นพิษน้อยกว่าเพื่อไม่ให้
เกดิอนัตรายต่อเซลล์เอง (Kurian and Sankar, 2007; 
Chansuthep, 2010)

ผลการทดลองที่ได้จากงานวิจัยนี้สอดคล้องกับ
งานวิจัยอ่ืน ๆ ที่รายงานว่า methyl jasmonate 
สามารถกระตุ้นการสร้างสารทุติยภูมิ ได้ในพืชหลาย
ชนิด ทั้งนี้การที่ methyl jasmonate มีความสามารถ
ในการกระตุน้ให้พืชหลายชนดิสร้างสารทตุยิภมูไิด้มาก
ขึ้นนั้น เน่ืองจากมีรายงานว่า methyl jasmonate 
เป็นตวัส่งสัญญาณใน signal transduction pathway 
ซึ่งชักน�ำให้ยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการป้องกันตัว
เองของพืชแสดงออกและผลิตสารทุติยภูมิออกมา
ป้องกันตัวเองจากสิ่งเร้า และความเครียดต่าง ๆ 
(Gangopadhyay et al., 2011)

สรุป

การเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยที่ชักน�ำได้จาก 
hairy root ของเจตมลูเพลงิแดงในอาหารเหลว 3 สตูร 
พบว่าอาหารสูตร B5 ให้การเจริญเติบโตของเซลล์ดี
และมี ผลท� ำ ให ้ประสิทธิภาพการผลผ ลิตสาร 
plumbagin สูง โดยเซลล์แขวนลอยที่เพาะเลี้ยงใน
อาหารเหลวสูตร B5 เริ่มสร้างสาร plumbagin มาก
ขึ้นในระยะ late exponential phase ช่วงวันท่ี 

12−18 และสร้างได้สงูสดุในวนัที ่24 ของการเพาะเลีย้ง 
ซึ่งอยู่ในระยะ stationary phase เป็นระยะที่เซลล์มี
การเจริญเติบโตเต็มที่ 

การใช้สาร methyl jasmonate ความเข้มข้น
ในช่วง 20−100 มิลลิโมลาร์ ในการกระตุ้นการผลิต 
plumbagin ในเซลล์แขวนลอยที่ชักน�ำได้จาก hairy 
root ของเจตมูลเพลิงแดง พบว่าความเข้มข้นของ 
methyl jasmonate ในช่วงดงักล่าวไม่มผีลเสยีต่อการ
เจริญเติบโตของเซลล์ แต่ระยะเวลาที่เซลล์แขวนลอย
สัมผัสกับ methyl jasmonate ท่ีนานนั้นมีผลท�ำให้
การเจริญเติบโตของเซลล์ลดลง ส่วนผลของการสร้าง
สาร plumbagin นั้นพบว่า methyl jasmonate มี
ประสิทธิภาพในการกระตุ้นการสร้างสาร plumbagin 
โดยเซลล์แขวนลอยทีไ่ด้รบั methyl jasmonate ความ
เข้มข้นสุดท้าย 40 มิลลิโมลาร์ สามารถสร้างสาร 
plumbagin ได้ดีที่สุด โดยสร้างสารได้สูงสุดในวันที่ 1 
หลังการกระตุ้น ซึ่งมากกว่าชุดควบคุม 3.24 เท่า 
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