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บทคััดย่่อ 

ความเป็็นมาและวััตถุุประสงค์์: ว่่านน้้ำทอง (Ludisia discolor (Ker-Gawl.) Blume) เป็็นกล้้วยไม้้ดิินที่่�มีีการ
ใช้ป้ระโยชน์์เป็น็ไม้้ประดัับ และประโยชน์์ด้า้นการแพทย์พ์ื้้�นบ้า้นในหลายประเทศ มีสีรรพคุณุช่่วยบรรเทาอาการ
ไอเป็น็เลือืดที่่�เกิดิจากวัณัโรคปอด เบื่่�ออาหาร ลดการอักัเสบ บำรุงุปอด ระบบไหลเวีียนโลหิติ และระบบประสาท 
ทำให้้ในสภาพธรรมชาติิมีจีำนวนลดลงอย่่างรวดเร็ว็และใกล้้สูญูพันัธุ์์� การศึึกษานี้้�จึงึมีวีัตัถุปุระสงค์์เพื่่�อศึึกษาสููตร
อาหารและระยะเวลาที่่�เหมาะสมต่่อการเจริิญเติิบโต ฤทธิ์์�ต้า้นอนุุมูลูอิสิระ ปริมิาณฟลาโวนอยด์รวม และปริมาณ 
ฟีีนอลิิกรวมของว่่านน้้ำทองในสภาพปลอดเชื้้�อ 

วิิธีีดำเนิินการวิิจััย: วางแผนการทดลองแบบ 3 × 3 แฟกทอเรีียลในแผนแบบการทดลองสุ่่�มสมบููรณ์์ โดยปััจจััย
แรก คืือ ชนิิดของสููตรอาหาร (Murashige and Skoog (MS), half-strength Murashige and Skoog (½ MS) 
และ Vacin and Went (VW)) และปััจจััยที่่�สอง คืือ ระยะเวลาการเพาะเลี้้�ยง (2, 3 และ 4 เดืือน) โดยนำต้้นใน
สภาพปลอดเชื้้�อมาตััดเป็็นข้้อยาว 1–1.2 เซนติิเมตร เพื่่�อชัักนำให้้เกิิดต้้นใหม่่ 

ผลการวิิจััย: อาหารสููตร VW ทำให้้ต้้นเจริิญเติิบโตได้้ดีีที่่�สุุด เมื่่�อเลี้้�ยงนาน 4 เดืือน (P < 0.01) โดยมีีค่่าเฉลี่่�ยน้้ำ
หนัักสด 0.68 กรััม ความยาวต้้น 4.36 เซนติิเมตร ขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลางลำต้้น 0.44 เซนติิเมตร จำนวนใบ 
1.85 ใบ ความกว้้างใบ 0.64 เซนติิเมตร และมีีการเกิิดราก 88.32 เปอร์์เซ็็นต์์ ส่่วนอาหารสููตร MS ทำให้้มีีฤทธิ์์�
ต้า้นอนุมุูลูอิสิระ (70.22 EC

50
 g

FW
/L) ปริมิาณสารฟลาโวนอยด์ร์วม (0.10 mg

QE
/g

FW
) และปริมิาณสารฟีนีอลิกิรวม 

(0.82 mg
GAE

/g
FW

) สููงที่่�สุุด (P < 0.01) การเลี้้�ยงในสภาพปลอดเชื้้�อเป็็นเวลา 3 เดืือน ให้้ปริิมาณฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููล
อิสิระ ปริมิาณสารฟลาโวนอยด์รวม และปริมาณสารฟีีนอลิิกรวม เช่่นเดีียวกับว่่านน้้ำทองที่่�ปลูกในสภาพธรรมชาติิ
อายุุ 2 ปีี 
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ABSTRACT

Background and Objectives: The jewel orchid (Ludisia discolor (Ker-Gawl.) Blume) is a terrestrial 
orchid used as an ornamental plant. It has traditional medicinal properties in many countries 
and is used to alleviate symptoms of pulmonary tuberculosis, loss of appetite, decrease 
inflammation, nourish lungs, regulate body fluids, and treat neurasthenia. In its natural habitat, 
L. discolor declines rapidly and becomes endangered. This study aimed to determine a suitable 
medium and culture period for growth, antioxidant activity, total flavonoid contents, and total 
phenolic contents of L. discolor in vitro culture. 

Methodology: The experimental design was 3 × 3 factorial in completely randomized design. 
The first factor was culture media (Murashige and Skoog (MS), half-strength Murashige and Skoog 
(½MS), and Vacin and Went (VW)), and the second factor was culture periods (2, 3, and 4 months). 
The plantlets were cut into 1–1.2 cm internode lengths and cultured on media. 

Main Results: Plantlets cultured on VW medium for 4 months (P < 0.01) provided the best 
growth, which had fresh weight 0.68 g, shoot length 4.36 cm, shoot diameter 0.44 cm, leaf 
number 1.85 leaves, leaf width 0.64 cm, and root formation 88.32%. On the other hand, MS 
medium induced the highest (P < 0.01) antioxidant activity (70.22 EC

50
 g

FW
/L), total flavonoid 

content (0.10 mg
QE

/g
FW

), and total phenolic contents (0.82 mg
GAE

/g
FW

). The in vitro plantlets for 
3 months provided antioxidant activity, total flavonoid, and phenolic contents nearby with  
L. discolor grown in nature (2-year-old).

Conclusions: These study can be applied for medical uses and multiplication for jewel orchid 
germplasm conservation in nature.

Keywords: Ludisia discolor, tissue culture, antioxidant, flavonoid
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บทนำ

ว่่านน้้ำทอง  (Ludisia discolor (Ker-Gawl.) 

Blume) เป็็นกล้้วยไม้้ดิินที่่�มีเอกลัักษณ์์โดดเด่่น โดย

เฉพาะแผ่่นใบที่่�มีีลวดลายแปลกตาและสวยงามคล้้าย

กัับอััญมณีี (Jewel orchid) มีีถิ่่�นกำเนิิดในจีีนตอนใต้้ 

และภูมูิภิาคเอเชียีตะวันัออกเฉียีงใต้ ้เช่่น ไทย เวียีดนาม 

ฟิิลิปิปินส์์ มาเลเซียี อินิโดนีเีซียี และพม่่า (Shiau et al., 

2005; Plants of the World Online, 2017) ลักัษณะ

ลำต้้นทอดยาวตามพื้้�นดิินยาวประมาณ 10–20 

เซนติิเมตร ในสภาพธรรมชาติิพบบริิเวณพื้้�นที่่�ร่่มเงา

และชื้้�น เป็น็กล้ว้ยไม้อ้ายุหุลายปี ีเจริิญเติบิโตช้า้ ขยาย

พันัธุ์์�ด้วยเมล็ด็ ซึ่่�งจากเมล็ดเป็น็ต้้นสมบูรูณ์ใ์ช้เ้วลา 2–3 

ปีี (Hawkes, 1970; Shiau et al., 2005) มีีการนำมา

ใช้ป้ระโยชน์เ์ป็น็ไม้้ประดัับและประโยชน์ท์างการแพทย์์

พื้้�นบ้้านในหลายประเทศ เช่่น จีีน และไทย แพทย์์แผน

จีีน ( Traditional Chinese Medicine) ใช้้ว่่านน้้ำทอง

เพื่่�อบรรเทาอาการไอเป็็นเลืือดที่่�เกิิดจากวััณโรคปอด 

เบื่่�ออาหาร ช่่วยลดการอัักเสบ บำรุุงปอด ระบบไหล

เวีียนโลหิิต และระบบประสาท (Teoh, 2016) แพทย์์

พื้้�นบ้า้นของไทยใช้ล้ำต้น้หรือหัวัใต้ดิ้ิน (Rhizomes) แก้้

พิิษจากแมลงกััดต่่อย (Daduang and Uawonggul, 

2008; Boonkorkaew et al., 2022) ทางภาคใต้้ ใช้้

เป็็นยาฝาดสมาน/สมานแผล และยาคุุมธาตุุ ช่่วยย่่อย
อาหาร รัักษาอาการท้้องเสีีย รัักษาโรคบิิด มููกเลืือด 
และท้้องอืืดเฟ้้อ (Boonkorkaew et al., 2022) 
นอกจากนี้้� ที่่�ประเทศสิิงคโปร์และมาเลเซีีย มีีการวาง
จำหน่่ายในรููปสมุุนไพรสดที่่�ร้านจำหน่่ายยาสมุุนไพรอีีก
ด้้วย (Teoh, 2016) ทั้้�งนี้้� Wu et al. (2020) รายงาน
ว่่า ว่่านน้้ำทองมีีกลุ่่�มสารหลายชนิิด เช่่น lactone 
glycoside flavonoids และ polysaccharides เช่่น
เดีียวกับกล้้วยไม้้ดิินสกุุล Anoectochilus ซึ่่�งเป็็น 
“King of Medicines” ของประเทศจีีน ทำให้้มีีความ

ต้้องการใช้้เพื่่�อประโยชน์์เชิิงการแพทย์์เพิ่่�มมากขึ้้�น ซึ่่�ง
ส่่วนใหญ่่จะนำต้้นในสภาพธรรมชาติิออกไปใช้้ ส่่งผล
ให้้ในธรรมชาติิมีีจำนวนลดลงอย่่างรวดเร็็วและมีี 
แนวโน้้มใกล้้สููญพัันธุ์์� (Poobathy et al., 2019; Liu 
et al., 2021) การเพาะเลี้้�ยงเนื้้�อเยื่่�อจึึงเป็็นแนวทาง
หนึ่่�งที่่�สามารถเพิ่่�มจำนวนต้้นว่่านน้้ำทองให้้ได้้ปริิมาณ
มากในระยะเวลาที่่�สั้้�นกว่่าที่่�เติิบโตในสภาพธรรมชาติิ
หรืือการปลููกเลี้้�ยงในโรงเรืือน รวมทั้้�งยัังใช้้ในการผลิิต
พืืชเพื่่�อนำมาใช้้ประโยชน์์ทางการแพทย์์ได้้อีีกด้้วย 

การศึึกษาเกี่่�ยวกัับสููตรอาหารที่่�เหมาะสมใน
การเลี้้�ยงว่่านน้้ำทองในสภาพปลอดเชื้้�อนั้้�นมีีรายงาน
แตกต่่างกััน เช่่น Li et al. (2016) ทดลองใช้้อาหาร
สูตูร Murashige and Skoog (1962) (MS) ½MS และ  
½ Hyponex สำหรับเพาะเมล็ดว่่านน้้ำทอง พบว่่า 
อาหารสููตร ½ Hyponex เหมาะสำหรัับการงอกมาก
ที่่�สุุด ส่่วนสููตร MS ทำให้้เมล็็ดงอกน้้อยที่่�สุุด ในขณะที่่� 
 Poobathy et al. (2019) รายงานว่่า ชิ้้�นส่่วนข้้อ 
(Nodal segment) หลังัจากผ่า่นการฟอกฆ่่าเชื้้�อ เจริญิ
เติิบโตดีีที่่�สุุด เมื่่�อเลี้้�ยงในอาหารกึ่่�งแข็็งสููตร ½MS 
ดััดแปลง (Shiau et al., 2005) ที่่�เติิม activated 
charcoal 0.2 เปอร์์เซ็็นต์์ กล้้วยบด 8 เปอร์์เซ็็นต์์ 
น้้ำตาลซููโครส 3 เปอร์์เซ็็นต์์ NAA 1.0 มิิลลิิกรััมต่่อลิิตร 
และ thidiazuron 0.1 มิิลลิิกรััมต่่อลิิตร โดยเปรีียบ
เทีียบกัับอาหารสููตร Knudson C (Knudson, 1946) 
สูตูร Knudson C ดัดัแปลง (Chou and Chang, 2004) 
และสููตร MS ดััดแปลง ที่่�เติิม tryptone 3 กรััมต่่อลิิตร 
น้้ำตาลซููโครส 30 กรััมต่่อลิิตร (Chou and Chang, 
2004) ส่่วน Liu et al. (2021) รายงานว่่า การใช้อ้าหาร
สููตร MS ร่่วมกัับ BA 0.1 มิิลลิิกรััมต่่อลิิตร หรืือ NAA 
0.25 มิิลลิิกรััมต่่อลิิตร หรืือ CuSO

4
 0.25 มิิลลิิกรััมต่่อ

ลิิตร หรืือ AgCl 6.4 มิิลลิิกรััมต่่อลิิตร สามารถชัักนำให้้
ตาข้้างจากส่่วนของลำต้้นที่่�ได้้จากการเพาะเมล็ดเกิิด
ต้้นใหม่่ดีีที่่�สุุด มีีค่่าเฉลี่่�ย 61.67, 83.67, 80.95 และ 
87.65 เปอร์์เซ็็นต์์ ตามลำดัับ ซึ่่�งส่่วนใหญ่่เป็็นรายงาน
ในต่่างประเทศ สำหรัับการศึึกษาในประเทศไทย 
Thanomchit (1998) รายงานว่่า อาหารสููตร Vacin 
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and Went (1949) (VW) ดััดแปลงโดยเติิมน้้ำมะพร้้าว
และน้้ำตาล 20 หรืือ 30 กรััมต่่อลิิตร สามารถชัักนำ
และเพิ่่�มจำนวน protocorms like bodies (PLBs) 
จากชิ้้�นส่่วนยอดและส่่วนของลำต้้นได้้ ทั้้�งนี้้� เมื่่�อ
ต้อ้งการทำให้้เป็น็ต้้นที่่�สมบูรณ์์ ควรเติิมน้้ำมะพร้าว มันั
ฝรั่่�งบด 50 กรััมต่่อลิิตร และถ่่านกััมมันัต์์ 2 กรัมัต่่อลิติร 
ลงในอาหารสูตูรดังักล่่าวด้ว้ย จะเห็น็ได้้ว่่าจากรายงาน
ที่่�ผ่า่นมาการใช้สู้ตูรอาหารส่่วนใหญ่่มีกีารดัดัแปลง โดย
การเติิมสารควบคุุมการเจริิญเติิบโต หรืือวััตถุุดิิบจาก
ธรรมชาติ ิซึ่่�งค่่อนข้า้งยุ่่�งยากและมีคี่่าใช้จ้่่ายสูงูกว่่าสูตูร
พื้้�นฐานทั่่�วไป

สำหรัับการศึึกษาเกี่่�ยวกัับฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููล
อิิสระและสารออกฤทธิ์์�ทางชีีวภาพของต้้นว่่านน้้ำ
ทองในสภาพปลอดเชื้้�อนั้้�นยัังไม่่พบรายงาน แต่่มีการ
ศึึกษาในกล้้วยไม้้ดิินสกุุล Anoectochilus พบว่่า สููตร
อาหาร ระยะการเจริิญเติิบโต และระยะเวลาของการ
เพาะเลี้้�ยงส่่งผลต่่อปริมาณสารสำคััญอย่่างมาก เช่่น Du 
et al. (2008) เปรียบเทีียบสารออกฤทธิ์์�ทางชีีวภาพ
ของ Anoectochilus formosanus ที่่�เจริิญเติิบโตใน
สภาพธรรมชาติิและจากการนำเมล็็ดมาเพาะในสภาพ
ปลอดเชื้้�อ แล้ว้นำต้น้อ่่อนมาเพิ่่�มจำนวนในอาหารเหลว
สููตร MS ที่่�เติิม BA 0.3 มิิลลิิกรััมต่่อลิิตร และ NAA 
0.03 มิิลลิิกรััมต่่อลิิตร นาน 4 เดืือน จากนั้้�น เลี้้�ยงใน
อาหารเหลวสูตร MS ที่่�ไม่่เติิมสารควบคุุมการเจริิญ
เติิบโต เพื่่�อการยืืดยาวของต้้นและชัักนำให้้ออกราก  
พบว่่า ทุกุระยะของการเจริญิเติบิโตในสภาพปลอดเชื้้�อ 
มีีสารสำคััญชนิิดต่่าง ๆ (10 ชนิิด) ไม่่แตกต่่างจาก 
ต้น้ในสภาพธรรมชาติิ แต่่มีปริมาณสารแตกต่่างกััน ส่่วน 
Wang et al. (2022) รายงานว่่า kinsenoside ซึ่่�งเป็็น
สารสำคัญัใน Anoectochilus roxburghii ที่่�มีฤีทธิ์์�ใน
การต้้านออกซิิเดชันั ในระยะเพิ่่�มจำนวน PLBs มีปีริมิาณ
สูงูที่่�สุดในช่่วงสััปดาห์์ที่่� 2 ของการเพาะเลี้้�ยง หลังัจาก
นั้้�นจะลดลงเรื่่�อย ๆ เท่่ากับัสัปัดาห์์เริ่่�มต้น เช่่นเดีียวกับั 
astragalin ซึ่่�งเป็็น flavonoids ชนิดิหนึ่่�ง มีกีารสะสมใน
ช่่วง 2 สัปัดาห์์แรกของการเพาะเลี้้�ยงเช่่นกันั 

	ดั ังนั้้�น งานวิิจััยนี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อศึึกษา
ชนิิดของสููตรอาหารโดยเน้้นการใช้้สููตรพื้้�นฐานที่่�ไม่่มี
การดััดแปลง และระยะเวลาที่่�เหมาะสมในการเพาะ
เลี้้�ยงต่่อการเจริิญเติิบโต ฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระ  
ปริิมาณฟลาโวนอยด์์ และปริมาณฟีีนอลิิกของว่่านน้้ำ
ทองในสภาพปลอดเชื้้�อ เพื่่�อเป็น็ข้อ้มูลูเบื้้�องต้น้และเป็น็
แนวทางสำหรัับผลิิตต้้นว่่านน้้ำทองเพื่่�อการนำไปใช้้
ประโยชน์ท์างการแพทย์ต์่่อไป อีกีทั้้�งยังัเป็็นการช่่วยลด
ความเสี่่�ยงต่่อการสููญพัันธุ์์�ในสภาพธรรมชาติิ

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

ตััวอย่่างพืืชทดลอง
 ใช้้ว่่านน้้ำทอง (Ludisia discolor (Ker-

Gawl.) Blume) ในสภาพปลอดเชื้้�อ ซึ่่�งเลี้้�ยงในอาหาร
กึ่่�งแข็ง็สูตูร VW ดัดัแปลง โดยเติมิน้้ำตาลซูโูครส 10 กรัมั
ต่่อลิิตร น้้ำมะพร้าว 150 มิลิลิิลิติรต่่อลิิตร ผงถ่่านกัมัมันต์์ 
2 กรััมต่่อลิติร กล้้วยหอมบด 100 กรััมต่่อลิติร น้้ำต้้มมันั
ฝรั่่�ง 100 กรัมัต่่อลิติร และ Gellan gum 2.5 กรัมัต่่อ
ลิติร เลือืกลำต้้นที่่�มีขีนาดเส้้นผ่่านศูนูย์์กลาง 0.3–0.5 
เซนติิเมตร ตััดเป็็นข้้อความยาว 1–1.2 เซนติิเมตร 
(Nodal segment) เป็็นชิ้้�นส่่วนเริ่่�มต้นในการทดลอง

การศึึกษาสููตรอาหาร ระยะเวลาการเพาะเลี้้�ยง และ
การวางแผนการทดลอง

นำชิ้้�นส่่วนข้้อเลี้้�ยงบนอาหารกึ่่�งแข็็ง โดยใช้้
สูตูรอาหารแตกต่่างกันั 3 สูตูร ได้แ้ก่่ 1) สูตูร Murashige 
and Skoog (1962) (MS) 2) สููตร ½MS ทั้้�ง 2 สููตร 
เติมิน้้ำตาลซูโูครส 30 กรััมต่่อลิติร Gellan gum 2.5 กรัมั
ต่่อลิติร ปรับั pH 5.2 และ 3) สูตูร Vacin and Went 
(1949) (VW) ซึ่่�งเติิมน้้ำตาลซููโครส 20 กรััมต่่อลิิตร 
Gellan gum 2.5 กรัมัต่่อลิติร ปรับ pH 5.6 และใช้้ระยะ
เวลาการเพาะเลี้้�ยงที่่�แตกต่่างกััน คือื 2, 3 และ 4 เดือืน 
วางแผนการทดลองแบบ 3 × 3 แฟกทอเรียีลในแผนแบบ
การทดลองสุ่่�มสมบููรณ์์ (Factorial in completely 
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randomized design) รวม 9 ทรีตีเมนต์์ ทรีตีเมนต์์ละ 
12 ซ้้ำ ซ้้ำละ 1 ขวด (5 ชิ้้�นต่่อขวด) วางบนชั้้�นเพาะเลี้้�ยง
เนื้้�อเยื่่�อภายใต้้แสงจากหลอดฟลูอูอเรสเซนต์์ชนิดิ cool 
day light ความเข้้มแสง 40 ไมโครโมลต่่อตารางเมตร
ต่่อวินิาที ีเป็็นเวลา 16 ชั่่�วโมงต่่อวันั อุณุหภูมูิห้ิ้องเฉลี่่�ย 
25 ± 2 องศาเซลเซียีส ณ สวนกล้้วยไม้้ระพี ีสาคริกิ ภาค
วิิชาพืืชสวน คณะเกษตร มหาวิิทยาลััยเกษตรศาสตร์์  
หลังัจากครบ 2, 3 และ 4 เดืือน บันัทึกึข้้อมููลการเจริญิ
เติบิโต ฤทธิ์์�ต้้านอนุมุูลูอิสิระ ปริมิาณสารฟลาโวนอยด์
รวม และปริมิาณสารฟีีนอลิกิรวม วิเิคราะห์์ข้้อมูลูทาง
สถิติิโิดยใช้้โปรแกรม R studio เปรียบเทีียบค่่าเฉลี่่�ยของ
แต่่ละปััจจััยโดยใช้้วิธิี ี Least Significant Difference 
และปััจจัยัร่่วมโดยวิธี ีDuncan’s new multiple range 
test ที่่�ระดับัความเชื่่�อมั่่�น 95 และ 99 เปอร์์เซ็น็ต์์ 

ข้้อมููลการเจริิญเติิบโต
บันัทึกึการเจริญิเติบิโตของว่่านน้้ำทองหลังัจาก

เลี้้�ยงเป็็นเวลา 2, 3 และ 4 เดือืน ได้้แก่่ เปอร์์เซ็น็ต์์การ
รอดชีีวิิต เปอร์์เซ็็นต์์การเกิิดยอด น้้ำหนัักสด (กรััม) 
จำนวนยอด ความยาวยอด (เซนติเิมตร) ขนาดเส้้นผ่่าน
ศูนูย์์กลางยอด (เซนติิเมตร) วัดัส่่วนที่่�ใหญ่่ที่่�สุด เปอร์์เซ็น็ต์์
การเกิดิใบ ความกว้้างและความยาวใบ (เซนติเิมตร) โดย
วััดจากใบที่่�ขยายขนาดเต็็มที่่� เปอร์์เซ็็นต์์การเกิิดราก 
จำนวนราก และความยาวราก (เซนติเิมตร)

การเตรีียมสารสกััดจากว่่านน้้ำทอง
การเตรีียมตััวอย่่างสารสกััดดััดแปลงวิิธีีจาก 

Ingkasupart et al. (2015) โดยนำว่่านน้้ำทองทั้้�งต้้น 

(ราก ลำต้้น และใบ) ซึ่่�งเลี้้�ยงบนอาหารสููตรต่่าง ๆ เป็็น
เวลา 2, 3 และ 4 เดืือน มาบดให้้ละเอีียดในหลอด
พลาสติกิขนาด 50 มิลิลิลิิติร จากนั้้�น เติิมตัวัทำละลาย 
เมทานอล อัตัราส่่วนตัวัถูกละลายต่่อตััวทำละลาย 2:5 (w/v) 
ทิ้้�งไว้้ที่่�อุณหภูมิห้ิ้องเป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง กรองตะกอนด้้วย
กระดาษ Whatman No.1 นำสารสกัดั (เฉพาะส่่วนใส) 
ไปใช้้ในการทดสอบเพื่่�อหาฤทธิ์์�ต้้านอนุมุูลูอิสิระ ปริมิาณ
สารฟลาโวนอยด์รวม และปริมิาณสารประกอบฟีนอลิกิรวม 
โดยทดสอบทรีตีเมนต์์ละ 4 ซ้้ำ ซ้้ำละ 5 ต้้น 

การทดสอบฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระ (Antioxidant 
activity) 

ทดสอบฤทธิ์์�ต้้านอนุุมูลูอิิสระของสารสกััดด้้วย
วิธิี ีABTS radical scavenging activity assay ดัดัแปลง
จากวิิธีีของ Re et al . (1999) เตรีียมโดยใช้้ 
2,2’-azinobis-(3 ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 
acid) (ABTS) 7 มิลิลิโิมลาร์์ ปริมิาตร 20 มิลิลิลิิติร ผสม
กับัสารละลายโพแทสเซียีมเปอร์์ซัลัเฟต (K

2
S

2
O

8
) 2.45 

มิลิลิโิมลาร์์ ปริมิาตร 10 มิลิลิลิิติร ตั้้�งทิ้้�งไว้้ในที่่�มืดืเป็็น
เวลา 16 ชั่่�วโมง เจือืจางด้้วยน้้ำ deionized water นำ
ไปวัดค่่าการดููดกลืืนแสงที่่�ความยาวคลื่่�น 735 นาโนเมตร 
ให้้มีีค่่าการดูดูกลืนืแสงเท่่ากับั 0.7 ± 0.02 นาโนเมตร 
จากนั้้�น นำสารสกััดปริิมาตร 20 ไมโครลิิตร ผสมกัับ
สารละลาย ABTS ปริมิาตร 200 ไมโครลิติร ตั้้�งทิ้้�งไว้้ที่่�
อุุณหภููมิิห้้องนาน 4 นาทีี วััดค่่าการดููดกลืืนแสงที่่�
ความยาวคลื่่�น 735 นาโนเมตร ด้้วยเครื่่�อง Microplate 
reader (SPECTRO star Nano, Germany) และคำนวณ 
%ABTS radical scavenging activity) ดัังสมการ

%ABTS radical scavenging activity = ค่่าดููดกลืืนแสงของชุุดควบคุุม – ค่่าดููดกลืืนแสงของตััวอย่่าง × 100
						        ค่่าดููดกลืืนแสงของชุุดควบคุุม

เมื่่�อ ค่่าดูดูกลืนืแสงของชุดุควบคุุม คือื ค่่าดูดูกลืนืแสง 
Blank (เมทานอล) + ABTS solution (Positive 
control) และค่่าดููดกลืนืแสงของชุดุตััวอย่่าง คือื ค่่าดูดู
กลืนืแสงของสารสกััดที่่�นำมาทดสอบ

จากนั้้�นสร้้างกราฟ %ABTS radical 
scavenging activity ต่่อความเข้้มข้นของสารละลาย 
เพื่่�อหาค่่า half maximal effective concentration 
(EC

50
) โดยแทนค่่า y = 50 ในสมการเส้้นตรง  
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เพื่่�อหาค่่า x ซึ่่�งเป็็นค่่าแสดงความเข้้มข้นของสารละลาย
ที่่�ทำให้้ค่่า %ABTS radical scavenging activity ลดลง 
50 เปอร์์เซ็น็ต์์ และรายงานผลค่่า EC

50
 ในหน่่วย กรััม

ของน้้ำหนักสดต่่อลิติร (g
FW

/L) 

การหาปริิมาณสารฟลาโวนอยด์์รวม (Total 
flavonoids content)

ทดสอบปริมิาณสารฟลาโวนอยด์รวมของสาร
สกัดัด้้วยวิธี ีaluminum chloride (AlCl

3
) colorimetric 

method ดัดัแปลงจาก Athipornchai and Jullapo 
(2018) โดยใช้้เคอร์์ซิติินิ (Quercetin) เป็็นสารมาตรฐาน 
โดยนำสารสกััดปริมาตร 0.3 มิลิลิลิิติร ผสมกับสารละลาย 
2 เปอร์์เซ็น็ต์์ aluminum chloride (w/v) ปริมิาตร 1.7 
มิลิลิลิิติร ตั้้�งทิ้้�งไว้้ที่่�อุณุหภูมูิห้ิ้อง ในที่่�มืดื เป็็นเวลา 10 
นาทีี วััดค่่าการดููดกลืืนแสงด้้วยเครื่่�อง UV/visible 
spectrophotometer (รุ่่�น T80, PG Instruments, 
China) ที่่�ความยาวคลื่่�น 415 นาโนเมตร และคำนวณ
ปริมาณสารฟลาโวนอยด์รวมของสารสกััด โดยเปรียบ
เทียีบกับักราฟมาตรฐานของเคอร์์ซิติิิน (y = 9.725x + 
0.056; R2 = 0.996) ในหน่่วยมิิลลิิกรััมสมมููลของ 
เคอร์์ซิติินิต่่อกรัมัน้้ำหนักัสด (mg

QE
/g

FW
) 

การหาปริิมาณสารประกอบฟีนอลิิกรวม (Total 
phenolic content)

ทดสอบปริมาณสารฟีีนอลิิกรวมด้วยวิิธีี  
Folin-ciocalteu method ดัดัแปลงจาก Müller et al. 
(2010) นำสารสกััดปริมาตร 20 ไมโครลิิตร ผสมกับ 
Folin-ciocalteu reagent 10 เปอร์์เซ็น็ต์์ ปริมิาตร 100 
ไมโครลิิตร ตั้้�งทิ้้�งไว้้ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง เป็็นเวลา 5 นาทีี  
เติิมสารละลาย sodium carbonate (Na

2
CO

3
)  

7.5 เปอร์์เซ็็นต์์ (w/v) ปริิมาตร 75 ไมโครลิิตร  
ตั้้�งทิ้้�งไว้้เป็็นเวลา 2 ชั่่�วโมง จากนั้้�น วัดัค่่าการดููดกลืนืแสง
ด้้วยเครื่่�อง microplate reader (SPECTRO star  
Nano, Germany) ที่่�ความยาวคลื่่�น 740 นาโนเมตร 
เปรียบเทีียบกัับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิิก  
(y = 5.0827x + 0.0688; R2 = 0.999) ในหน่่วยมิลิลิกิรัมั
สมมูลูของกรดแกลลิิกต่่อกรััมน้้ำหนักัสด (mg

GAE
/g

FW
) 

ผลการทดลองและวิิจารณ์์

การเจริญิเติิบโต
	สู ตูรอาหารและระยะเวลาการเพาะเลี้้�ยงไม่่ส่่ง
ผลต่่อเปอร์์เซ็น็ต์์การรอดชีวีิติ (P > 0.05) โดยมีคี่่าเฉลี่่�ย
เท่่ากัับ 98.8–100 เปอร์์เซ็็นต์์ แต่่สููตรอาหารมีีผลต่่อ
ความสามารถของการเกิิดเป็็นยอดใหม่่อย่่างมีีนััย 
สำคััญยิ่่�ง (P < 0.01) โดยมีค่่าสููงที่่�สุดเมื่่�อเลี้้�ยงใน
อาหารสููตร MS (87.6 เปอร์์เซ็็นต์์) และ ½MS (83.2 
เปอร์์เซ็็นต์์) ส่่วนสููตร VW มีีค่่าน้้อยที่่�สุด (72.2 
เปอร์์เซ็็นต์์) สำหรัับระยะเวลาการเพาะเลี้้�ยงนั้้�นไม่่มีี
ผลต่่อเปอร์์เซ็็นต์์การเกิิดยอด และเมื่่�อพิิจารณา
อิิทธิิพลร่่วมระหว่่างสููตรอาหารและระยะเวลาการ
เพาะเลี้้�ยง จะเห็็นได้้ว่่า มีีค่่าไม่่แตกต่่างกัันทางสถิิติิ 
ทั้้�งเปอร์์เซ็็นต์์การรอดชีีวิิตและความสามารถของการ
เกิิดเป็็นยอดใหม่่ (Table 1) สอดคล้้องกัับ Poobathy 
et al. (2019) ซึ่่�งรายงานว่่า สููตรอาหารไม่่มีผลต่่อ
เปอร์์เซ็็นต์์การรอดชีีวิิตของชิ้้�นส่่วนข้้อ (Nodal 
segments) ของว่่านน้้ำทองหลังจากฟอกฆ่่าเชื้้�อ 
ด้้วยวิิธีีต่่าง ๆ แต่่ทำให้้เปอร์์เซ็็นต์์การเจริิญเติิบโต 
แตกต่่างกััน
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Table 1	Effects of medium types and culture periods (2, 3 and 4 months) on survival rate and 
shoot formation of in vitro Ludisia discolor (Ker-Gawl.) Blume

Factor     Survival rate (%) Shoot formation (%)

Medium type (A)
MS
½MS
VW

99.4 ± 0.02
99.4 ± 0.02

100.0 ± 0.00

87.6 ± 0.14a 
83.2 ± 0.15a 
72.2 ± 0.18b 

Culture period (B)
2
3
4

100.0 ± 0.00
100.0 ± 0.00
98.8 ± 0.38

78.2 ± 0.16
81.6 ± 0.16
83.2 ± 0.16

A
B
A × B
CV (%)

ns
ns
ns

2.73

**
ns
ns

23.37

Means in each column followed by different letters are significantly different by Least Significant 
Difference. ** Significant difference at P < 0.01, ns = not significant, MS = Murashige and Skoog, 
½MS = half-strength Murashige and Skoog, VW = Vacin and Went, CV = coefficient of variation.

	 เมื่่�อติิดตามจำนวนยอดที่่�เกิิดขึ้้�นใน Table 2 
พบว่่า สููตรอาหาร ระยะเวลาในการเพาะเลี้้�ยง และ
อิิทธิิพลร่่วมระหว่่างสองปััจจััยดัังกล่่าวไม่่ส่่งผลต่่อ
จำนวนยอด (P > 0.05) โดยมีคี่่าเฉลี่่�ย 0.83–0.93 ยอด 
ซึ่่�งต่่างจากรายงานของ Liu et al. (2021) ที่่�พบว่่า การ
ใช้้อาหารสููตร MS ร่่วมกัับการเติิม BA หรืือ NAA หรืือ 
CuSO

4 
หรืือ AgCl ที่่�ระดัับความเข้้มข้้นต่่าง ๆ  สามารถ

เพิ่่�มปริมิาณยอดของว่่านน้้ำทองได้ ้โดยเฉพาะอย่่างยิ่่�ง 
เมื่่�อเติิม BA 0.75 มิิลลิิกรััมต่่อลิิตร หรืือ NAA 1.0 
มิิลลิิกรััมต่่อลิิตร หรืือ CuSO

4
 0.25 มิิลลิิกรััมต่่อลิิตร 

หรืือ AgCl 6.4 มิิลลิิกรััมต่่อลิิตร สามารถชัักนำให้้ชิ้้�น
ส่่วนข้้อเกิิดยอดใหม่่ได้้มากที่่�สุด ซึ่่�งมีีค่่าเฉลี่่�ยเท่่ากัับ 
1.45, 2.13, 1.73 และ 1.73 ยอด ตามลำดัับ ทั้้�งนี้้� จาก
การทดลองจะเห็น็ได้้ว่่าอาหารทั้้�ง 3 สูตูร ซึ่่�งไม่่เติมิสาร
ควบคุุมการเจริิญเติิบโตหรือสารอื่่�น ๆ สามารถชักนำ
ให้้ชิ้้�นส่่วนลำต้้นที่่�มีีตาติิดอยู่่�เกิิดเป็็นยอดใหม่่ได้้ แต่่ให้้
จำนวนยอดเฉลี่่�ยเพีียง 1 ยอดเท่่านั้้�น ดัังนั้้�น หาก

ต้้องการให้้มีีจำนวนยอดเพิ่่�มขึ้้�นจึึงควรเติิมสารควบคุุม
การเจริิญเติิบโตลงในสููตรอาหารด้้วย 
	 การติิดตามการเจริิญเติิบโตด้้านอื่่�น ๆ พบว่่า 
สููตรอาหารมีีผลทำให้้น้้ำหนักสดและการเจริิญเติิบโต
ของใบและรากแตกต่่างกัันอย่่างมีีนัยัสำคััญยิ่่�งทางสถิิติิ 
(P < 0.01) ส่่วนความยาวและขนาดเส้น้ผ่า่นศูนูย์ก์ลาง
ของลำต้้นมีีค่่าไม่่แตกต่่างกัันทางสถิิติิ โดยอาหารสููตร 
VW ทำให้้ต้้นมีีน้้ำหนัักสดสููงที่่�สุุด เฉลี่่�ย 0.51 กรััม ใน
ขณะที่่�จำนวนใบและขนาดใบมีค่่าสููงที่่�สุดุในอาหารสููตร 
½MS และ VW จากการสัังเกต พบว่่า ใบจะเริ่่�มเกิิดขึ้้�น
ในช่่วงเดืือนที่่� 3 ของการเพาะเลี้้�ยง จากนั้้�น ใบจะขยาย
ขนาดให้้เห็น็ได้ช้ัดัเจนเมื่่�อเข้า้สู่่�ช่่วงเดือืนที่่� 4 โดยเฉพาะ
เมื่่�อเลี้้�ยงด้้วยอาหารสููตร ½MS และสููตร VW ส่่วนสููตร 
MS ใบเกิิดขึ้้�นน้้อยมากและมีีขนาดเล็็กกว่่า (Figures 
1G–1I) สำหรัับเปอร์์เซ็็นต์์การเกิิดรากและจำนวนราก 
พบว่่า เกิิดได้้ดีีและมีีค่่าเฉลี่่�ยสูงที่่�สุด เมื่่�อเลี้้�ยงด้้วย
อาหารสููตร MS และ ½MS (Table 2) สอดคล้้องกัับ 
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Juras et al. (2019) ที่่�รายงานว่่า การเลี้้�ยงต้้นอ่่อน
กล้้วยไม้้ Catteleya xanthina โดยใช้้อาหารสููตรต่่าง
กััน (Knudson C, VW, MS และ ½MS) ส่่งผลต่่อต้้น
อ่่อนที่่�ได้้ลัักษณะการเจริิญเติิบโตทั้้�งลำต้้นและรากที่่�
แตกต่่างกัันด้้วย ทั้้�งนี้้� เมื่่�อพิิจารณาปััจจััยเรื่่�องระยะ
เวลาการเพาะเลี้้�ยง พบว่่า มีผีลต่่อการเจริญิเติบิโตของ
ว่่านน้้ำทองอย่่างมีนีัยัสำคัญัยิ่่�งทางสถิติิิ (P < 0.01) โดย
เมื่่�อเลี้้�ยงนาน 4 เดืือน ส่่งผลให้้มีีน้้ำหนัักสด จำนวนใบ 
ความกว้้างและความยาวใบ เปอร์์เซ็็นต์์การเกิิดราก 
จำนวนและความยาวรากสููงที่่�สุุด (Table 2; Figure 1) 

สำหรับอิิทธิิพลร่่วมระหว่่างสููตรอาหารและ
ระยะเวลาการเพาะเลี้้�ยง (Table 3) พบว่่า การเพาะ
เลี้้�ยงด้้วยอาหารสููตร VW นาน 4 เดืือน ทำให้้ว่่านน้้ำ
ทองมีีการเจริิญเติิบโตดีีที่่�สุุด ทั้้�งน้้ำหนัักสด (0.68 

กรััม) ความยาวต้้น (4.36 เซนติิเมตร) ขนาดเส้้นผ่่าน
ศููนย์์กลางลำต้้น (0.44 เซนติิเมตร) จำนวนใบ (1.85 
ใบ) ความกว้้างใบ (0.64 เซนติิเมตร) และการเกิิดราก 
(88.32 เปอร์์เซ็็นต์์) รองลงมาคืือ การเลี้้�ยงด้้วยอาหาร
สููตร ½MS นาน 4 เดืือน (Figure 1) ทั้้�งนี้้� อาจเนื่่�อง
มาจากอาหารสููตร VW มีปีริมิาณและความเข้ม้ข้น้ของ
ธาตุุอาหารเหมาะสมกับการเจริิญเติิบโตของต้้นว่่าน
น้้ำทอง อีีกทั้้�งเป็็นสููตรอาหารที่่�นิิยมใช้้ในการเพาะ
เลี้้�ยงเนื้้�อเยื่่�อกล้้วยไม้้ และสอดคล้้องกัับรายงานของ 
Li et al. (2016) และ Poobathy et al. (2019) ซึ่่�ง
รายงานว่่า อาหารสููตร ½MS และ ½MS ดััดแปลง มีี
ผลทำให้เ้มล็ด็มีเีปอร์เ์ซ็น็ต์ก์ารงอกและอัตัราการเจริญิ
เติิบโตของว่่านน้้ำทองสููงกว่่าสููตรอาหาร MS และ MS 
ดััดแปลง

Figure 1 Effects of medium types and culture periods of in vitro Ludisia discolor (Ker-Gawl.) 
Blume: (A, D, G) nodal segment in MS medium, (B, E, H) nodal segment in ½ MS 
medium, (C, F, I) nodal segment in VW medium, (A, B, C) nodal segment after 2 months 
cultured, (D, E, F) nodal segment after 3 months cultured, (G, H, I) nodal segment after 
4 months cultured. Scale bar = 1 cm. 
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ฤทธิ์์�การต้้านอนุุมููลอิิสระ 
การประเมิินฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระแสดงผล

เป็็นค่่าความเข้้มข้้นที่่�ทำให้้ฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระลดลง
ครึ่่�งหนึ่่�ง (EC

50
) เมื่่�อพิิจารณาแต่่ละปััจจััย (Table 4) 

พบว่่า สูตูรอาหารมีผีลต่่อฤทธิ์์�การต้า้นอนุมุูลูอิสิระของ
ว่่านน้้ำทองอย่่างมีนีัยัสำคัญัยิ่่�งทางสถิติิิ (P < 0.01) โดย
ต้้นในอาหารสููตร MS มีีความสามารถในการกำจััด
อนุุมููลอิิสระสููงที่่�สุุด (70.22 EC

50 
g

FW
/L) รองลงมาคืือ 

สูตูร VW (112.34 EC
50 

g
FW

/L) และสููตร ½MS (118.52 
EC

50 
g

FW
/L) ตามลำดัับ ทั้้�งนี้้� เมื่่�อพิิจารณาปััจจััยเรื่่�อง

ระยะเวลาการเพาะเลี้้�ยงจะเห็น็ได้ว้่่า การเพาะเลี้้�ยงเป็น็
เวลา 3 หรือ 4 เดืือน มีีผลให้้ต้้นว่่านน้้ำทองมีีความ
สามารถในการกำจััดอนุุมููลอิิสระสููงกว่่าการเพาะเลี้้�ยง
เพีียง 2 เดืือน อย่่างมีีนััยสำคััญยิ่่�งทางสถิิติิ (P < 0.01) 
ซึ่่�งแตกต่่างจากการศึกึษาใน PLBs ของ Anoectochilus 
roxburghii ที่่�รายงานว่่า ปริิมาณ kinsenoside ซึ่่�งมีี
ฤทธิ์์�ในการต้้านออกซิิเดชััน จะมีีค่่าสููงที่่�สุุดในช่่วง
สััปดาห์์ที่่� 2 ของการเพาะเลี้้�ยง หลัังจากนั้้�นจะลดลง
เรื่่�อย ๆ เท่่ากัับสััปดาห์์เริ่่�มต้น และในพืืชสมุุนไพร 
ชนิิดอื่่�น ๆ เช่่น พรมมิ ข้้าวเย็็นใต้้ (Dioscorea 
membranacea Pierre ex Prain & Burkill) และ 
หััวข้้าวเย็็น (Dioscorea birmanica Prain & Burkill) 
ที่่�รายงานว่่า ระยะเวลาของการเพาะเลี้้�ยงไม่่มีีผลต่่อ
ฤทธิ์์�การต้้านอนุุมููลอิิสระ (Boonyuen, 2014; 
Jirapongpattana et al., 2016; Autaijamsripon et 
al., 2017) ทั้้�งนี้้� อาจเป็็นเพราะเป็็นพืืชคนละชนิิดกััน 
รวมทั้้�งระยะการเจริิญเติิบโตที่่�นำไปใช้้ทดสอบฤทธิ์์� 
การต้้านอนุุมููลอิิสระแตกต่่างกัันด้้วย
	 เมื่่�อพิจิารณาอิทิธิพิลร่่วมระหว่่างสูตูรอาหาร
และระยะเวลาการเพาะเลี้้�ยงจะเห็็นได้้ว่่า การใช้อ้าหาร
สูตูร MS ที่่�มีปีริมิาณและความเข้ม้ข้น้ของธาตุอุาหารที่่�
สููง มีีผลให้้ต้้นว่่านน้้ำทองมีีความสามารถในการกำจััด
อนุุมููลอิิสระสููงที่่�สุุดในทุุกระยะเวลาการเลี้้�ยง (64.45–
81.09 EC

50 
g

FW
/L) รองลงมา คืือ สููตร ½MS และ VW 

เมื่่�อใช้้เวลาเพาะเลี้้�ยงนาน 3 หรืือ 4 เดืือน ส่่วนสููตร 
½MS เลี้้�ยงนาน 2 เดืือน มีีค่่าน้้อยที่่�สุุด (151.01 EC

50 

g
FW

/L) ดัังแสดงใน Figure 2A สอดคล้้องกัับการศึึกษา
ใน Anoectochilus ซึ่่�งรายงานว่่า สููตรอาหาร ระยะ
การเจริิญเติิบโต และระยะเวลาของการเพาะเลี้้�ยงส่่ง
ผลต่่อปริิมาณสารสำคััญ (Du et al., 2008; Wang et 
al., 2022) ทั้้�งนี้้� สัังเกตเห็็นว่่าว่่านน้้ำทองที่่�เลี้้�ยงด้้วย
อาหารสููตร ½MS และ VW นาน 3–4 เดืือน มีีใบที่่�เห็็น
ชัดัเจน (Figures 1H–1I) ซึ่่�งภายในใบมีรีงควัตัถุทุี่่�สำคัญั 
คืือ คลอโรฟิิลล์์ เอ คลอโรฟิิลล์์ บีี และแคโรทีีนอยด์์ 
(Chaneva et al., 2022) โดยแคโรทีีนอยด์์เป็็นกลุ่่�ม
สารสีีซึ่่�งมีีเฉดตั้้�งแต่่เหลืืองไปจนถึึงสีีแดง มีีบทบาท
สำคัญัในด้า้นการต้า้นอนุมุูลูอิสิระและป้อ้งกันัความเสียี
หายอัันเกิิดจากการได้้รัับแสงมากเกิินไป (Trisonthi, 
2017) ดัังนั้้�น จึึงส่่งผลให้้ว่่านน้้ำทองที่่�เลี้้�ยงในอาหาร
สููตร ½MS และ VW ที่่�อายุุ 3–4 เดืือน มีีความสามารถ
ในการกำจััดอนุุมููลอิิสระสููงกว่่าที่่�อายุุ 2 เดืือน อย่่างมีี
นััยสำคััญ (Figure 2A) 

ปริิมาณฟลาโวนอยด์์รวม 
	 การวิิเคราะห์ป์ริมาณฟลาโวนอยด์รวม พบว่่า 
สูตูรอาหารมีีผลต่่อปริมาณฟลาโวนอยด์รวมของว่่านน้้ำ
ทองอย่่างมีีนััยสำคััญยิ่่�ง (P < 0.01) โดยต้้นที่่�เลี้้�ยงด้้วย
อาหารสููตร MS มีีปริิมาณฟลาโวนอยด์์รวมสููงที่่�สุุด 
(0.10 mg

QE
/g

FW
) ในขณะที่่�สููตร VW และ ½MS มีีค่่า

น้อ้ยกว่่า (0.07–0.08 mg
QE

/g
FW

) สำหรับัระยะเวลาการ
เพาะเลี้้�ยง พบว่่า ปริมิาณฟลาโวนอยด์รวมมีค่่าสููงที่่�สุด
ในเดือืนที่่� 3 เท่่ากับั 0.10 mg

QE
/g

FW
 และมีคี่่าน้อ้ยที่่�สุดุ

ในเดือืนที่่� 4 เท่่ากับั 0.06 mg
QE

/g
FW

 (P < 0.01) (Table 
4) และเมื่่�อพิิจารณาอิิทธิิพลร่่วมระหว่่างสููตรอาหาร
และระยะเวลาการเพาะเลี้้�ยง พบว่่า การเพาะเลี้้�ยงด้ว้ย
อาหารสููตร MS นาน 3 เดืือน มีีปริิมาณฟลาโวนอยด์์
รวมสูงูที่่�สุดุ รองลงมาคืือ สูตูร ½MS นาน 3 เดืือน ส่่วน
สููตร VW เพาะเลี้้�ยงนาน 4 เดืือน มีีค่่าน้้อยที่่�สุด  
(Figure 2B) สอดคล้้องกัับ Cui et al. (2015) รายงาน
ว่่า โปรโตคอร์ม์ของกล้ว้ยไม้ ้Dendrodium candidum 
ที่่� เ พาะ เลี้้� ย ง ด้้ วยอาหาร สููตร  MS  มีี ปริมาณ 
polysaccharide ปริิมาณฟีีนอลิิกรวม และปริมาณ 
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ฟลาโวนอยด์ร์วมสูงูที่่�สุุด เมื่่�อเปรีียบเทีียบกับัการเพาะ
เลี้้�ยงในอาหารสููตรอื่่�น ๆ  ได้้แก่่ B5 (Gamborg et al., 
1968), KC (Knudson, 1946), VW (Vacin and 
Went, 1946), White (White, 1963), SH (Schenk 
and Hildebrandt, 1972) และ N6 (Chu, 1978) 
และในพืืชสมุุนไพรชนิิดอื่่�น ๆ เช่่น มะระขี้้�นก 
Momordica charantia L. (Agarwal and Kamal, 
2007) และเชสต์์เบอร์์รี่่� Vitex agnus castus L. 
(Skrzypczak-Pietraszek et al., 2018) ซึ่่�งพบว่่า 

ปริิมาณฟลาโวนอยด์์รวมในแคลลััสหรืือยอดอ่่อนขึ้้�น
อยู่่�กัับระยะเวลาเพาะเลี้้�ยงและระยะในการพััฒนา
ของพืืช (Stage of plant development) ทั้้�งนี้้� น่่า
จะเนื่่�องมาจากแต่่ละระยะการเจริิญเติิบโตของพืืช มีี
กระบวนการเมแทบอลิิซึึมและกระบวนการทาง
สรีีรวิิทยาที่่�ต่่างกััน ส่่งผลให้้สารตั้้�งต้้นและเอนไซม์์ที่่�
ใช้้ในการสัังเคราะห์์ฟลาโวนอยด์์เปลี่่�ยนแปลงไปด้้วย 
(Skrzypczak-Pietraszek et al., 2018; Feduraev 
et al., 2020)

Table 4  Effects of medium types and culture periods (2, 3 and 4 months) on antioxidant activity, 
total flavonoid content and total phenolic content of in vitro Ludisia discolor (Ker-
Gawl.) Blume

Factor EC
50

(g
FW

/L)
Total flavonoid content

(mg
QE

/g
FW

)
Total phenolic content 

(mg
GAE

/g
FW

)

Medium type (A)
MS

½MS

VW

70.22 ± 2.74a

118.52 ± 8.34c

112.34 ± 5.26b

0.10 ± 0.01a

0.08 ± 0.01b

0.07 ± 0.01b

0.82 ± 0.03a

0.74 ± 0.03b

0.52 ± 0.03c

Culture periods (B)
2

3

4

121.38 ± 10.75B

88.83 ± 6.10A

90.86 ± 6.44A

0.08 ± 0.00B

0.10 ± 0.01A

0.06 ± 0.00C

0.60 ± 0.05C

0.69 ± 0.03B

0.80 ± 0.05A

A

B

A × B

CV (%)

**

**

**

5.19

**

**

**

13.73

**

**

**

3.52

Means in each column followed by different letters are significantly different by Least Significant 
Difference. ** Significant difference at P < 0.01. EC

50
 = half maximal effective concentration,  

MS = Murashige and Skoog, ½MS = half-strength Murashige and Skoog, VW = Vacin and Went, 
CV = coefficient of variation.
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Figure 2	  Interaction effect between medium types and culture periods (2, 3, and 4 months) 
on antioxidant activity (A), total flavonoid content (B) and total phenolic content (C) 
of in vitro Ludisia discolor. The different lowercase letters on the bar indicated a 
statistically significant difference according to Duncan’s new multiple range test at  
P < 0.05.
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ปริิมาณฟีีนอลิิกรวม 
	 การวิเิคราะห์์ปริมาณฟีีนอลิกิรวม พบว่่า สูตูร
อาหาร ระยะเวลาการเพาะเลี้้�ยง และอิิทธิิพลร่่วม
ระหว่่างสองปััจจััยข้้างต้้นมีีผลต่่อปริิมาณฟีีนอลิิกรวม
อย่่างมีีนััยสำคััญยิ่่�ง (P < 0.01) โดยการใช้้อาหารสููตร 
MS และเพาะเลี้้�ยงนาน 4 เดืือน ทำให้้ว่่านน้้ำทองมีีปริมิาณ 
ฟีีนอลิิกรวมสููงที่่�สุุด มีีค่่าเท่่ากัับ 0.94 mg

GAE
/g

FW
 ใน

ขณะที่่�อาหารสููตร VW มีปีริมิาณฟีีนอลิิกรวมน้อยที่่�สุด
ในทุุกระยะเวลาการเพาะเลี้้�ยง (0.40–0.59 mg

GAE
/g

FW
) 

ดัังแสดงใน Table 4 และ Figure 2C ซึ่่�งสอดคล้้องกัับ
การศึึกษาในกล้้วยไม้้ Dendrodium candidum ที่่�
รายงานว่่า การใช้้อาหารสููตร MS ทำให้้โปรโตคอร์์ม 
มีี ปริ ิ ม า ณ  p o l y s a c c h a r i d e  ปริ ิ ม า ณ 
ฟีนีอลิกิรวม และปริมิาณฟลาโวนอยด์ร์วมสูงูที่่�สุดุ เมื่่�อ
เปรีียบเทีียบกัับอาหารสููตรอื่่�น ๆ (Cui et al., 2015)

เมื่่�อพิิจารณาความสััมพัันธ์์โดยภาพรวม
ระหว่่างปริิมาณฟีีนอลิิกรวม ปริิมาณฟลาโวนอยด์์รวม 
และความสามารถในการต้้านอนุุมููลอิิสระของว่่านน้้ำ
ทองที่่�เลี้้�ยงในอาหารสูตูรต่่าง ๆ  ที่่�ระยะเวลาต่่างกันั พบ
ว่่า มีีการตอบสนองไปในทิิศทางเดีียวกััน และมีีค่่าสููง
ที่่�สุดเมื่่�อเพาะเลี้้�ยงในอาหารสููตร MS เป็็นระยะเวลา 
3–4 เดืือน ซึ่่�งสอดคล้องกัับรายงานของ Maisuthisakul 
et al. (2007) ที่่�พบวา ปริิมาณสารประกอบฟนอล 
ปริิมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ และความสามารถ
ในการต ้านอนุุมููลอิิสระในพืืชพื้้�นเมืืองของไทย  
26 ชนิดิ มีคีวามสัมัพันัธกันั เนื่่�องจากฟลาโวนอยด์เ์ป็น็
สารประกอบฟีนอลซึ่่�งอยู่่�ในกลุ่่�มโพลีฟีนีอล ซึ่่�งมีฤีทธิ์์�ใน
การเป็็นสารต้านอนุุมููลอิิสระ โดยมีคุุณสมบััติิในการ
ให  ไฮ โดร เจนหรืออิิ เล็็ กตรอนแก �อ นุุมูู ลอิิ สระ 
(Nachaikong et al., 2014) ทั้้�งนี้้� เมื่่�อเปรีียบเทีียบ
ระหว่่างต้้นที่่�เลี้้�ยงในสภาพปลอดเชื้้�อกัับต้นที่่�เลี้้�ยงในโรง
เรืือนพรางแสง อายุุ 2 ปีี ตรวจพบว่่า มีีฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููล
อิิสระ ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม และปริมาณ 
ฟีีนอลิิกรวมเช่่นเดีียวกััน (ฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระ 61.92 
EC

50
 g

FW
/L ปริิมาณฟลาโวนอยด์์รวม 0.20 mg

QE
/g

FW
 

และปริมาณฟีีนอลิิกรวม 0.98 mg
GAE

/g
FW

, ไม่่แสดง

ผลในงานวิิจััย) ดัังนั้้�น การเลี้้�ยงในสภาพปลอดเชื้้�อเป็็น
ทางเลืือกอีีกวิิธีีหนึ่่�งสำหรัับการผลิิตต้้นว่่านน้้ำทอง
เพื่่�อใช้้ประโยชน์์ทางการแพทย์์ เนื่่�องจากใช้้ระยะเวลา
สั้้�นกว่่าในธรรมชาติิและมีีข้้อดีี คืือ สามารถควบคุุม
ปริิมาณและคุุณภาพของสารสำคััญได้้  รวมทั้้� ง
ปลอดภััยจากสารเคมีีป้้องกัันกำจััดศััตรููพืืชด้้วย 
สำหรับการขยายพันธุ์์�เพื่่�อเพิ่่�มจำนวนนั้้�น การเลี้้�ยง
ด้้วยอาหารสููตร VW หรืือ ½MS ทำให้้ต้้นว่่านน้้ำทอง
มีีการเจริิญเติิบโตดีีที่่�สุุด ทั้้�งนี้้� อาจมีีการประยุุกต์์นำ
ทั้้�งสองวิิธีีการมาใช้้ร่่วมกัน โดยเลี้้�ยงต้้นว่่านน้้ำทอง
ด้้วยอาหารสููตร VW หรือ ½MS เพื่่�อชัักนำการเจริิญ
เติบิโต หลังัจากนั้้�นนำไปเลี้้�ยงด้้วยอาหารสููตร MS เพื่่�อ
ผลิิตสารออกฤทธิ์์�ทางชีีวภาพ ซึ่่� ง เป็็นการเพิ่่�ม
ประสิิทธิิภาพในการผลิิตว่่านน้้ำทองเพื่่�อประโยชน์์
ทางการแพทย์์อย่่างเต็็มประสิิทธิิภาพ

สรุุป

การนำต้้นว่่านน้้ำทองในสภาพปลอดเชื้้�อมา
ตััดเป็็นข้้อเพื่่�อชัักนำให้้เกิิดต้้นใหม่่ในอาหารกึ่่�งแข็็ง
สููตร VW และเลี้้�ยงนาน 4 เดืือน ทำให้้ต้้นมีีการ 
เจริิญเติิบโตดีีที่่�สุุด มีีค่่าเฉลี่่�ยน้้ำหนัักสด 0.68 กรััม 
ความยาวต้้น 4.36 เซนติิเมตร ขนาดเส้้นผ่่าน
ศููนย์์กลางลำต้้น 0.44 เซนติิเมตร จำนวนใบ 1.85 ใบ 
ความกว้้างใบ 0.64 เซนติิเมตร และมีีการเกิิดราก 
88.32 เปอร์์เซ็็นต์์ ส่่วนอาหารกึ่่�งแข็็งสููตร MS ทำให้้
ต้้นว่่านน้้ำทองมีีฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระ (70.22 EC

50 

g
FW

/L) ปริิมาณสารฟลาโวนอยด์์รวม (0.10 mg
QE

/g
FW

) 
และปริิมาณสารฟีีนอลิิกรวม (0.82 mg

GAE
/g

FW
) สููง

ที่่�สุุด เมื่่�อเพาะเลี้้�ยงเป็็นเวลา 3 เดืือน

กิิตติิกรรมประกาศ

งานวิิจััยนี้้�ได้้รัับทุุนอุุดหนุุนการทำกิิจกรรม 
ส่่งเสริิมและสนัับสนุุนการวิิจััยและนวััตกรรมจาก
สำนัักงานการวิิจััยแห่่งชาติิ
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