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บทคัดย่อ
เจตมูลเพลิงแดงเป็นพืชสมุนไพร ซ่ึงมีรากเป็นแหล่งสะสมของสารพลัมบาจิน (plumbagin) สารนี้มีฤทธิ์ 

ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง เชื้อแบคทีเรียและเชื้อราหลายชนิด การเพาะเลี้ยง hairy root เจตมูลเพลิงแดง  
นีจ้งึมจีดุมุง่หมายเพือ่เพิม่ศกัยภาพการผลติสารพลมับาจนิจาก hairy root เจตมลูเพลงิแดง ด้วยการใช้สิง่กระตุน้ โดย
เติมกรดซาลิไซลิก (salicylic acid) และกรดเบนโซอิก (benzoic acid) ให้มีความเข้มข้นสุดท้าย 10-40 มิลลิโมลาร์ 
ลงในอาหารเหลว ½ Murashige and Skoog (MS) ที่เพาะเลี้ยง hairy root อายุ 15 วัน ผลการศึกษา พบว่า 
กรดซาลไิซลกิความเข้มข้นสดุท้าย 20 มลิลโิมลาร์ มปีระสทิธภิาพในการกระตุน้การผลติสารพลมับาจนิจาก hairy root  
และการปลดปล่อยสารพลัมบาจินออกสู่อาหารเพาะเลี้ยงมากที่สุด หลังการกระตุ้น 1 วัน (93.64 มิลลิกรัม 
ต่อลิตร; 4.4 เท่าของชุดควบคุม) ส่วนกรดเบนโซอิกสามารถกระตุ้นการผลิตสารพลัมบาจินได้เล็กน้อยและไม่พบ 
การปล่อยสารพลัมบาจินออกสู่อาหารเพาะเลี้ยง โดยพบสารพลัมบาจินสูงสุดเพียง 41.78 มิลลิกรัมต่อลิตร  
(1.4 เท่าของชุดควบคุม) ในวันที่ 7 ของการกระตุ้น

ค�ำส�ำคัญ: เจตมูลเพลิงแดง พลัมบาจิน กรดซาลิไซลิก กรดเบนโซอิก

Abstract
Plumbago indica L. is a medicinal plant which the roots are the main source of plumbagin. Such 

plumbagin possesses the anticancer, antibacterial and antifungal activities. This cultivation of P. indica 
hairy root, therefore, aimed to enhance plumbagin production of P. indica hairy root using elicitors.  
Salicylic acid and benzoic acid with final concentration of 10-40 mM were added into the ½ MS liquid 
medium which 15-day-old hairy roots were cultured in. The results reveal that salicylic acid with the final 
concentration of 20 mM was the most promising elicitor for stimulating the plumbagin production from hairy 
root and the release of plumbagin into the medium on the first day-after-elicitation (93.64 mg/l; 4.4 times 
more than control). While using of benzoic acid, it slightly stimulated the plumbagin production and no 
plumbagin released into the medium. The highest plumbagin accumulated in hairy roots was 41.78 mg/l 
(1.4 times over the control) on the 7th day-after-elicitation.
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ค�ำน�ำ
เจตมูลเพลิงแดง (Plumbago indica L.) เป็นพืชสมุนไพรท่ีใช้ประโยชน์แพร่หลายในประเทศอินเดีย 

และไทย สารส�ำคญัในรากเจตมลูเพลงิแดงคอืสารพลมับาจนิ (plumbagin) ซึง่สามารถยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลล์
มะเร็งได้หลายชนิด (Liu et al., 2017) ยับยั้งเชื้อมาลาเรีย (Pradeepa et al., 2014) เชื้อแบคทีเรีย (Nair et al., 2016) 
และเชื้อรา (Hassan et al., 2016) ที่เป็นสาเหตุของโรคในคนและพืชได้

การเพาะเลี้ยงราก hairy root ของพืชสมุนไพรเป็นวิธีการที่มีประสิทธิภาพในการผลิตสารทุติยภูมิ  
ราก hairy root คือ รากพิเศษที่เกิดขึ้นบนเนื้อเย่ือพืชเน่ืองจากการเข้าบุกรุกของเชื้อ Agrobacterium rhizogenes 
(Georgiev et al., 2007) รากชนิดนี้สามารถเพาะเลี้ยงด้วยเทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ท�ำให้ใช้ทดแทนพืชท่ีปลูก 
ในธรรมชาติได้ โดยสามารถผลิตสารทุติยภูมิได้มากและสามารถควบคุมปริมาณการผลิตให้เป็นไปตามที่ต้องการ 
ได้ ส�ำหรบัเจตมูลเพลงิแดงนัน้ห้องปฏบิตักิารเพาะเลีย้งเซลล์ เนือ้เยือ่พชื และการถ่ายยนี ศนูย์เทคโนโลยชีวีภาพเกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ได้ใช้เชื้อ A. rhizogenes สายพันธุ์ K599 ชักน�ำราก hairy root และพบว่าสามารถสกัด
สารพลัมบาจินจาก hairy root ได้มากกว่ารากปกติท่ีเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ (Tatreerod et al., 2003) เซลล์เพาะเล้ียง  
และแคลลัส (Chuntaratin, 2006)

มีรายงานการใช้สิ่งกระตุ้น (elicitor) ร่วมกับการเพาะเลี้ยง hairy root ในการชักน�ำให้ hairy root ผลิตสาร
ทุติยภูมิได้ปริมาณมากในระยะเวลาสั้น โดยเฉพาะสิ่งกระตุ้นที่สามารถกระตุ้นกระบวนการป้องกันตัวเองของพืชซึ่ง
รวมทัง้การสร้างสารทตุยิภมูบิางชนดิด้วย (Gharechahi et al., 2013) ส่ิงกระตุ้นบางชนิดท�ำหน้าท่ีเป็นตัวส่งสัญญาณ
ในกระบวนการการตอบสนองของพืชต่อสิ่งเร้าภายนอก เช่น กรดซาลิไซลิก (salicylic acid) ซึ่งเป็นสารที่เกิดขึ้นตาม
ธรรมชาติในพืช มักนิยมน�ำมาใช้ในการกระตุ้นการสร้างสารทุติยภูมิในพืช โดยมีรายงานว่ากรดซาลิไซลิกสามารถ
กระตุ้นการสร้างสารทุติยภูมิใน hairy root ของพืชหลายชนิด เช่น สาร tanshinone จาก Salvia miltiorrhiza  
(Hao et al., 2015) และ สาร norswertianin จาก Gentiana dinarica ( KrstićMilošević et al., 2017) เป็นต้น  
ส�ำหรับกรดเบนโซอิก (benzoic acid) นั้น มีรายงานว่าเป็นสารตั้งต้นของกรดซาลิไซลิก (Meuwly et al., 1995)

ดังน้ันในงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการใช้กรดซาลิไซลิกและกรดเบนโซอิก ในการกระตุ้น 
การผลิตสารพลัมบาจินจาก hairy root ของเจตมูลเพลิงแดง โดยศึกษาปัจจัยความเข้มข้นของสิ่งกระตุ้นและระยะ
เวลาที่ hairy root สัมผัสกับสิ่งกระตุ ้น เนื่องจากเป็นปัจจัยส�ำคัญที่ส่งผลต่อการผลิตสารทุติยภูมิของพืช  
(Vasconsuelo and Boland, 2007)
	

วิธีการศึกษา
พืชทดลอง

hairy root เจตมลูเพลงิแดงทีใ่ช้ในงานวจิยันีเ้กดิจากการกระตุน้ยอดของเจตมลูเพลงิแดงในสภาพปลอดเชือ้ 
ด้วยเชื้อแบคทีเรีย A. rhizogenes สายพันธุ์ K599 จากงานวิจัยของ Tatreerod et al. (2003) และเพาะเลี้ยงต่อเนื่อง
ในอาหารเหลวสูตร Murashige and Skoog (Murashige and Skoog,1962) ที่มีความเข้มข้นครึ่งเท่า (½ MS) และ
เติม sucrose 20 กรัมต่อลิตร บนเครื่องเขย่าความเร็ว 120 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด 
(Chuntaratin, 2006)
การศึกษาผลของกรดซาลิไซลิกและกรดเบนโซอิกต่อการเจริญเติบโตและการผลิตสารพลัมบาจินของ  
hairy root เจตมูลเพลิงแดง

เพาะเลีย้ง hairy root เจตมลูเพลงิแดงความหนาแน่น 2.0% (w/v) ในอาหารเหลวสตูร ½ MS ทีเ่ตมิ sucrose 
20 กรัมต่อลิตร ปริมาตรอาหาร 25 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 125 มิลลิลิตร บนเครื่องเขย่าความเร็ว 120 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด เป็นเวลา 15 วัน 
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ละลายกรดซาลิไซลิกและกรดเบนโซอิกด้วย absolute ethanol และ deionized water ตามล�ำดับ  
จากนั้นกรองผ่านแผ่นกรองชนิด PTFE ขนาดช่อง 0.20 ไมโครเมตร แล้วเติมลงใน hairy root ท่ีเพาะเล้ียง ให้มี 
ความเข้มข้นสุดท้าย 0, 10, 20, 30 และ 40 มิลลิโมลาร์ โดยในชุดควบคุม (0 มิลลิโมลาร์) เติมตัวท�ำละลายของ 
กรดซาลไิซลิกและกรดเบนโซอกิ บนัทกึน�ำ้หนกัแห้งของรากและวเิคราะห์ปรมิาณสารพลมับาจนิในรากและในอาหาร
เพาะเลี้ยงด้วยวิธี High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ในวันที่ 1, 3, 5 และ 7 หลังการกระตุ้น 

การศึกษานี้ทดสอบสิ่งกระตุ้น 2 ชนิด ได้แก่ กรดซาลิไซลิกและกรดเบนโซอิก วางแผนการทดลองแบบ  
factorial in Completely Randomized Design (CRD) โดยศึกษา 2 ปัจจัย คือ ความเข้มข้นของสิ่งกระตุ้น 5 ระดับ 
และระยะเวลาที่ hairy root สัมผัสสิ่งกระตุ้น 4 ระยะเวลา  แต่ละสิ่งกระตุ้นมี 20 ชุดทดลอง ชุดทดลองละ 5 ฟลาสก์ 
วิเคราะห์ความแปรปรวนด้วยวิธี ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test 
(DMRT)
การสกัดและวิเคราะห์ปริมาณสารพลัมบาจิน

การสกดัและวเิคราะห์ปรมิาณสารพลมับาจนิท�ำตามวธิกีารของ Chuntaratin (2006) โดยอบราก hairy root 
ให้แห้งที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน บดให้ละเอียด น�ำรากหนักประมาณ 0.1 กรัม มาสกัดด้วย  
methanol ปรมิาตร 20 มลิลลิติร เขย่าเป็นเวลา 3 วนั บนเครือ่งเขย่าความเรว็ 120 รอบต่อนาท ีแล้วกรองด้วยกระดาษ
กรอง Whatman® เบอร์ 1 ส่วนสารพลัมบาจินที่อยู่ในอาหารเพาะเล้ียงน้ันสกัดโดยใช้ ethyl acetate ในกรวยแยก  
ใช้อัตราส่วนอาหารเพาะเลี้ยง 1 ส่วน ต่อ ethyl acetate 1 ส่วน ระเหยตัวท�ำละลายออกด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ
แบบหมุนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ละลายตะกอนที่ได้จากการสกัด hairy root ด้วย methanol (HPLC grade) 
และละลายตะกอนที่ได้จากการสกัดอาหารเพาะเลี้ยงด้วย ethyl acetate (HPLC grade) ย้ายสารละลายที่ได้ใส่ขวด
สีชา ตั้งทิ้งให้แห้งในตู้ดูดควัน น�ำตะกอนที่ได้มาละลายด้วย petroleum ether กรองตัวอย่างผ่านแผ่นกรอง cellulose 
acetate ที่มีช่องขนาด 0.45 ไมโครเมตร จากนั้นวิเคราะห์ปริมาณสารพลัมบาจิน ด้วยวิธี HPLC เทียบกับ 
สารพลัมบาจิน มาตรฐาน (Sigma: catalog number P7262 a.i. 98%) ใช้คอลัมน์ชนิด Zorbax®SB C18 โดยใช้ 
methanol และ acetic acid 0.4 % ในอตัราส่วน 60 ต่อ 40 เป็นสารละลายตวัพา ก�ำหนดอตัราการไหลของสารละลาย
ตัวพาเป็น 1 มลิลลิติรต่อนาท ีปรมิาตรทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ 10 ไมโครลติร ตรวจวดัทีค่วามยาวคลืน่แสงอลัตราไวโอเลต
ที่ 270 นาโนเมตร ค�ำนวณหาปริมาณสารพลัมบาจินเทียบกับสารมาตรฐานจากสมการ linear regression equation 
และค่าพื้นที่ใต้กราฟที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Agilent Chemstation (Agilent Technologies, 2001)

ผลการศึกษาและวิจารณ์
ผลของกรดซาลิไซลิกต่อการเจริญเติบโตและการผลิตสารพลัมบาจินของ hairy root เจตมูลเพลิงแดง

ความเข้มข้นของกรดซาลไิซลกิและระยะเวลาที ่hairy root ได้รบักรดซาลไิซลกิไม่มอีทิธพิลร่วมกนัต่อน�ำ้หนกั
แห้งสะสมของราก แต่ความเข้มข้นของกรดซาลิไซลิกมีผลต่อน�้ำหนักแห้งสะสมอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ  
ซึ่งพบว่า hairy root มีการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้น เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของกรดซาลิไซลิก โดย hairy root ท่ีได้รับ 
กรดซาลไิซลกิความเข้มข้น 40 มลิลโิมลาร์ มนี�้ำหนกัแห้งสะสมมากทีส่ดุตลอดการทดลองและมกีารสะสมน�ำ้หนกัแห้ง
มากทีส่ดุในวนัที ่3 หลงัการกระตุน้ ซ่ึงเมือ่ค�ำนวณเทยีบต่อการเพาะเลีย้งโดยใช้อาหาร 1 ลติร พบว่ารากมนี�ำ้หนกัแห้ง 
6.41 กรัมต่อลิตร (Figure 1)
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Figure 1 Dry weight of Plumbago indica hairy root cultured in half strength Murashige and Skoog medium 
	 supplemented with 2% (w/v) sucrose at 25±2oC in dark condition and elicited with 0-40 mM  
	 salicylic acid for 1-7 day(s). Means followed by the different letter were significantly different  
	 according to Duncan’s New Multiple Range Test (p ≤ 0.05). Asterisk 
	 ** represent significance at p = 0.01. The ‘ns’ represents non significance.
	
	 ผลการทดลองที่ได้นี้สอดคล้องกับการรายงานของ Chung et al. (2016) ที่รายงานว่ากรดซาลิไซลิกส่งเสริม
การเจริญเติบโตของ hairy root จาก Momordica charatia L. โดยพบว่าเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของกรดซาลิไซลิกจาก 
25-100 ไมโครโมลาร์ ท�ำให้ hairy root มีน�้ำหนักสดและน�ำ้หนักแห้งเพิ่มขึ้น แต่อย่างไรก็ตามการใช้กรดซาลิไซลิกเป็น
สิ่งกระตุ้นอาจยับยั้งหรือไม่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของ hairy root เช่น ยับยั้งการเจริญเติบโตใน Panax ginseng 
(Jeong et al., 2005) เมื่อเพิ่มความเข้มข้นจาก 0.01-10 มิลลิโมลาร์ หรือไม่มีผลต่อการเจริญเติบโตใน Scutellaria 
baicalensis เมื่อใช้ที่ความเข้มข้น 1-100 มิลลิโมลาร์ (Hwang, 2006) ดังนั้นในการน�ำกรดซาลิไซลิกมาใช้ในการ 
กระตุน้การเจรญิเตบิโตและการผลติสารทตุยิภมูจิากเซลล์พชืจงึควรมกีารศกึษาถงึผลทีม่ต่ีอการเจรญิเตบิโตของเซลล์
หรือเนื้อเยื่อพืชแต่ละชนิด เพื่อสามารถเลือกใช้ความเข้มข้นของกรดซาลิไซลิกให้เหมาะสมกับชนิดของพืช

เมือ่วเิคราะห์ปรมิาณสารพลมับาจนิด้วย HPLC พบว่าสารละลายพลัมบาจนิมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง
ทีส่กดัจาก hairy root และอาหารเพาะเลีย้งปรากฏ peak ของสารพลมับาจนิ ที ่ retention time ประมาณ 15 นาที  
(Figure 2) ผลการค�ำนวณปรมิาณสารพลมับาจนิจากสมการ linear regression ท่ีมค่ีา correlation coefficient 0.9997 
พบว่าความเข้มข้นของกรดซาลไิซลกิและระยะเวลาที ่ hairy root สมัผสักรดซาลไิซลกิไม่มอีทิธพิลร่วมกนัต่อปรมิาณ 
สารพลมับาจนิรวม ซึง่เป็นผลรวมของปรมิาณสารพลมับาจนิทีว่เิคราะห์ได้จาก hairy root (Figure 3A) รวมกบัทีป่ลดปล่อย
ออกมาสูอ่าหารเพาะเลีย้ง (Figure 3B) แต่ทัง้ 2 ปัจจยัต่างมผีลต่อปรมิาณสารพลัมบาจนิรวมอย่างมนัียส�ำคัญทางสถติิ

กรดซาลิไซลิกความเข้มข้น 10-40 มิลลิโมลาร์ สามารถกระตุ้นให้ hairy root ผลิตสารพลัมบาจินรวมเพิ่มสูง
ขึ้นกว่าที่ไม่ได้รับการกระตุ้นในทุกระยะเวลาหลังจากกระตุ้น (Figure 3C) โดยพบการผลิตสารพลัมบาจินมากท่ีสุด 
ในการใช้ที่ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ ในวันแรกของการกระตุ้น ซึ่งผลิตได้ 93.64 มิลลิกรัมต่อลิตร คิดเป็น 4.4 เท่า
ของชุดควบคุม ทั้งนี้กรดซาลิไซลิกความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ท�ำให้ hairy root มีการผลิตสารพลัมบาจินมากกว่า  
85 มิลลิกรัมต่อลิตร ใกล้เคียงกันตลอดระยะเวลา 7 วัน ส่วนกรดซาลิไซลิกความเข้มข้น 20-40 มิลลิโมลาร์น้ัน  
สามารถกระตุ้นให้ hairy root ผลิตสารพลัมบาจินรวมได้ในปริมาณสูงหลังจากการกระตุ้น 1 วัน แต่จากนั้นการผลิต 
สารพลัมบาจินลดลงชั่วคราวในวันที่ 3 ของการกระตุ้น และมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นอีกครั้งในวันที่ 5 และ 7 ซึ่งในภาพรวม
สามารถผลิตสารพลัมบาจินได้น้อยกว่าการกระตุ้นด้วยกรดซาลิไซลิกความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ 
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Figure 2   Chromatogram of 1,000 mg/l standard plumbagin (Sigma: catalog number P7262) (A), the extract  
	 of P. indica hairy root (B) and the extract of used culture medium (C) after the elicitation by  
	 salicylic acid which exhibited the peaks of plumbagin presented at 15 min.

การใช้กรดซาลิไซลิกเป็นสิ่งกระตุ้น มีรายงานว่าสามารถกระตุ้นการผลิตสารทุติยภูมิใน hairy root ของพืช
หลายชนิด และมีแนวโน้มว่าการใช้ที่ความเข้มข้นต�่ำมีประสิทธิภาพในการกระตุ้นการผลิตสารทุติยภูมิได้มากกว่า
ความเข้มข้นสูง เช่น Hwang (2006) ได้กระตุ้นการสร้างสาร baicalin ใน hairy root ของ Scutellaria baicatensis 
พบว่าหลังการกระตุ้น 6 สัปดาห์ hairy root ผลิตสาร baicalin เพิ่มขึ้น เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของกรดซาลิไซลิกจาก  
1 ถึง 10 มิลลิโมลาร์ แต่ประสิทธิภาพการกระตุ้นกลับลดลงเมื่อใช้กรดซาลิไซลิก ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ ส่วน 
Jeong et al. (2005) รายงานการกระตุ้นการสร้างสาร saponin ใน hairy root ของโสม (Panax ginseng) ซึ่งพบว่า
เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของกรดซาลิไซลิกในช่วง 0.1-0.5 มิลลิโมลาร์ สามารถกระตุ้นให้ hairy root สร้างสาร saponin 
เพิ่มมากขึ้น แต่ประสิทธิภาพการสร้างสารลดลงเมื่อใช้กรดซาลิไซลิกความเข้มข้น 1.0 มิลลิโมลาร์

นอกจากความเข้มข้นแล้ว ระยะเวลาที่เนื้อเย่ือได้สัมผัสกับกรดซาลิไซลิกเป็นอีกหน่ึงปัจจัยท่ีส่งผลต่อ 
การสร้างสารทุติยภูมิ ซึ่งในงานวิจัยนี้พบการผลิตสารพลัมบาจินสูงในวันที่ 1 หลังการกระตุ้น จากนั้นลดลงในวันที่ 3 
แล้วเพิ่มขึ้นอีกครั้งในวันที่ 5 และ 7 นอกจากนี้ Malarz et al. (2007) ได้รายงานว่าการใช้กรดซาลิไซลิกความเข้มข้น 
100 ไมโครโมลาร์ ใน hairy root ของ Cichorium intybus ท�ำให้มีการผลิตสาร sonchuside A สูงกว่าท่ีไม่ได้รับ 
การกระตุ้นในวันที่ 2 และ 3 หลังการกระตุ้น แต่กลับมีการผลิตต�ำ่กว่าในวันที่ 4 และ 5 จากผลการใช้กรดซาลิไซลิก 
กระตุ้นการผลิตสารพลัมบาจิน จาก hairy root เจตมูลเพลิงแดง และการรายงานของ Malarz et al. (2007)  
นั้นยืนยันว่าระยะเวลาที่เนื้อเยื่อได้สัมผัสกับสิ่งกระตุ้นมีผลอย่างมากต่อผลผลิตสารทุติยภูมิ ดังน้ันในการเลือกใช ้
สิ่งกระตุ้นนอกจากต้องทราบความเข้มข้นที่เหมาะสมแล้ว ยังควรทราบถึงระยะเวลาท่ีเหมาะสมส�ำหรับการสกัด 
สารทุติยภูมิหลังจากการกระตุ้นด้วย
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Figure 3 The plumbagin content in Plumbago indica hairy root (A), culture medium (B) and the total  
	 plumbagin (C) followed the elicitation by 0-40 mM salicylic acid for 1-7 day(s). The hairy roots  
	 were cultures in half strength Murashige and Skoog medium supplemented with 2% (w/v) sucrose,  
	 25±2oC in a dark condition. Means followed by the different letter in each data set  
	 (A-E: interaction of concentration and incubated time, a-c: concentration, ก-ค: incubated time)  
	 were significantly different according to Duncan’s New Multiple Range Test (p ≤ 0.05).  
	 Asterisks * and ** represent significance at p = 0.05 and p = 0.01, respectively. The ‘ns’ represents  
	 non significance.
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จากงานวจิยันีย้งัพบว่า กรดซาลไิซลกิทกุความเข้มข้นกระตุ้นให้มกีารปล่อยสารพลัมบาจนิออกสู่อาหารเพาะ
เลี้ยงในทุกระยะเวลา (Figure 3B) โดยอาหารเพาะเลี้ยงเปลี่ยนจากสีขาวใสเป็นสีเหลืองใสภายหลังจากเติม 
กรดซาลิไซลิก อย่างไรก็ตามพบว่า hairy root ที่ไม่ได้รับกรดซาลิไซลิกมีการปล่อยสารพลัมบาจิน ออกสู่อาหารเพาะ
เลี้ยงปริมาณเล็กน้อยในวันที่ 5 และ 7 หลังการกระตุ้น ซึ่งอาจเนื่องมาจากผลของ absolute ethanol ที่ใช้เป็นตัวท�ำ
ละลายกรดซาลไิซลกิ และเตมิให้กบัชดุควบคมุดงักล่าว ซึง่ absolute ethanol นัน้มรีายงานว่าเมือ่ใช้ร่วมกบัเซลล์ของ
เชื้อรา Rhizoctonia solani สามารถกระตุ้นการผลิตสารทุติยภูมิในกลุ่ม sesquiterpene จาก hairy root ของ  
Hyoscyamus muticus ได้ (Mehmetoglu and Curtis, 1997) แต่อย่างไรก็ตามในงานวิจัยน้ีพบว่า hairy root  
เจตมูลเพลิงแดงที่ได้รับกรดซาลิไซลิกทุกความเข้มข้นผลิตสารพลัมบาจินได้มากกว่า hairy root ของชุดควบคุมที่ 
ได้รับ absolute ethanol ในทุกระยะเวลาหลังการกระตุ้น ซึ่งยืนยันว่ากรดซาลิไซลิกนั้นสามารถกระตุ้นการผลิตสาร 
พลัมบาจินจาก hairy root ของเจตมูลเพลิงแดงได้

ความสามารถในการกระตุน้การผลติสารทตุยิภมูขิองกรดซาลไิซลกิ ซึง่เป็นสารในกลุม่ phenolic compound 
ทีพ่ชืสร้างขึน้ตามธรรมชาตนิัน้ อาจเนือ่งมาจากกรดซาลไิซลกิเป็นตวัส่งสญัญาณ (signaling molecule) ทีส่�ำคญัตวั
หนึ่งใน signal transduction pathway ซึ่งไปชักน�ำให้ยีนท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการป้องกันตัวของพืชแสดงออก  
(Schenk et al., 2000) รวมถงึการชกัน�ำยนีและเอนไซม์ทีเ่กีย่วข้องกบัการสงัเคราะห์สารทตุยิภมูบิางกลุม่ทีพ่ชืสร้างขึน้
เมือ่ถกูเชือ้โรคท�ำลาย เช่น polyphenole, alkaloid, quinone, terpenoid และ  polypeptide (Ding et al., 2004) เป็นต้น
ผลของกรดเบนโซอิกต่อการเจริญเติบโตและการผลิตสารพลัมบาจินของ hairy root เจตมูลเพลิงแดง

ความเข้มข้นของกรดเบนโซอิกและระยะเวลาที่ hairy root สัมผัสกรดเบนโซอิกไม่มีอิทธิพลร่วมกันต่อน�้ำ
หนักแห้งสะสม แต่ระยะเวลาที่ hairy root สัมผัสกรดเบนโซอิกมีผลต่อน�้ำหนักแห้งสะสมอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ 
(Figure 4A) จากการทดลองพบว่ากรดเบนโซอกิมแีนวโน้มยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของ hairy root โดยพบว่า hairy root 
ทีไ่ด้รบักรดเบนโซอกิมนี�ำ้หนกัแห้งสะสมน้อยกว่า hairy root ทีไ่ม่ได้รบักรดเบนโซอกิระหว่างวนัที ่1-5 หลงัการกระตุน้ 
แต่ในวันที่ 7 ของการกระตุ้น พบการเพิ่มขึ้นของน�้ำหนักแห้งสะสมเล็กน้อย ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับการใช ้
สิ่งกระตุ ้นอื่นๆ เพื่อกระตุ้นการผลิตสารทุติยภูมิ ซึ่งมักท�ำให้เนื้อเยื่อชะลอการเจริญเติบโต (Hwang, 2006)  
เช่น การกระตุ้นการผลิตสาร scopolamine และสาร hyoscyamine จาก hairy root ของ Brugmansia candida  
ซึ่งพบว่า hairy root ที่กระตุ้นด้วย CaCl

2
 ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ มีน�้ำหนักสดลดลงต�ำ่กว่าชุดควบคุม 50% 

และhairy root ท่ีกระตุ้นด้วย CdCl
2
 ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ มีน�้ำหนักสดลดลงต�่ำกว่าชุดควบคุม 40%  

(Pitta-Alvarez et al., 2000) เป็นต้น ในกรณีที่สิ่งกระตุ้นมีผลยับยั้งการเจริญเติบโตของเน้ือเยื่อเป็นอย่างมากจน 
ส่งผลให้ปริมาณสารทุติยภูมิที่ผลิตได้ลดต�ำ่ลงนั้น ในการใช้สิ่งกระตุ้นควรใช้เมื่อเนื้อเยื่อมีการเจริญเติบโตเข้าสู่ระยะ
ปลายของ exponential หรือระยะ stationary ซึ่งเนื้อเยื่อมีการเจริญเติบโตเต็มที่แล้ว ซึ่งสิ่งกระตุ้นจะไม่ส่งผลมากนัก
ต่อการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อ (Buitelaar and Tramper, 1992)

ส�ำหรับการผลิตสารพลัมบาจินนั้น ความเข้มข้นและระยะเวลาที่ hairy root สัมผัสกรดเบนโซอิกมีอิทธิพล
ร่วมกันต่อปริมาณสารพลัมบาจินรวม ซึ่งเป็นผลรวมของปริมาณสารที่วิเคราะห์ได้ใน hairy root รวมกับที่ปล่อยออก
มาสู่อาหารเพาะเล้ียงอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ ทั้งน้ีกรดเบนโซอิกสามารถกระตุ้นการผลิตสารพลัมบาจินใน  
hairy root ของเจตมลูเพลงิแดงได้เลก็น้อยเท่านัน้ และไม่พบการปล่อยสารพลมับาจนิออกสูอ่าหารเพาะเลีย้ง โดยพบ
การกระตุ้นชั่วคราวในวันที่ 1 และ 7 หลังการกระตุ้น (Figure 4B) ซึ่งหลังจากกระตุ้นแล้ว 1 วัน พบการสะสมสาร 
พลัมบาจินมากที่สุดใน hairy root ที่ได้รับกรดเบนโซอิกความเข้มข้น 40 มิลลิโมลาร์ (38.60 มิลลิกรัมต่อลิตร คิดเป็น 
1.9 เท่าของชุดควบคุม) จากนั้นจึงลดต�่ำลงในวันที่ 3-5 ซึ่งต�่ำกว่า hairy root ที่ไม่มีการกระตุ้น และเพิ่มมากขึ้นอีกครั้ง
ในวันที่ 7 ซึ่งพบการสะสมสารพลัมบาจินมากที่สุดใน hairy root ที่ได้รับกรดเบนโซอิกความเข้มข้น 30 มิลลิโมลาร์ 
โดยตรวจพบสารพลัมบาจิน 41.78 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งคิดเป็น 1.4 เท่าของ hairy root ที่ไม่ได้รับการกระตุ้น
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ถงึแม้กรดเบนโซอกิจะเป็นสารตัง้ต้น (precursor) ของกรดซาลไิซลกิ ซึง่ท�ำให้คาดการณ์ได้ว่าการเพิม่ปรมิาณ
กรดเบนโซอิกให้มากขึ้นนั้น น่าจะท�ำให้กรดซาลิไซลิกเพิ่มมากขึ้น และส่งผลให้ hairy root ผลิตสารทุติยภูมิได้มากขึ้น 
แต่การทดลองนี้กลับพบว่าการใช้กรดเบนโซอิกความเข้มข้น 10-40 มิลลิโมลาร์ นั้นสามารถกระตุ้น ให้ hairy root  
เจตมูลเพลิงแดงสร้างสารพลัมบาจินเพิ่มข้ึนได้เพียงเล็กน้อยเท่าน้ัน ท้ังน้ี Chong et al. (2001) พบว่าในใบท่ี 
ปลอดโรคและเซลล์แขวนลอยของยาสูบมี benzoyl-glucose อยู่ในปริมาณเล็กน้อย แต่ไม่พบ free benzoic acid 
และเมือ่ปลกูเชือ้ Tobacco Mosaic Virus (TMV) ให้กบัใบทีป่ลอดโรคหรอืเซลล์แขวนลอยของยาสบู พบว่ามกีารผลติ 
และสะสม benzoyl-glucose ข้ึนอย่างรวดเร็ว ในขณะท่ี free benzoic acid มีการผลิตเพิ่มเพียงเล็กน้อยเท่าน้ัน 
นอกจากนี้เมื่อให้ diphenylene iodonium ซึ่งเป็นสารยับย้ังข้ันตอนหน่ึงในกระบวนการการสร้างกรดซาลิไซลิก 
แก่เซลล์แขวนลอยที่ผ่านการกระตุ้นด้วยเชื้อ TMV พบว่าเซลล์แขวนลอยน้ันไม่มีการสร้างกรดซาลิไซลิก แต่กลับมี 
การสะสม benzoyl-glucose เป็นจ�ำนวนมากแทน จึงสรุปว่ากรดเบนโซอิกที่อยู่ในรูปของ conjugated benzoic acid 
เช ่น benzoyl-glucose นั้น พืชใช้เป ็นสารตั้งต ้นของกรดซาลิไซลิก ไม่ใช ่กรดเบนโซอิกที่อยู ่นรูปอิสระ  
(free benzoic acid) ซึ่งช่วยอธิบายผลงานวิจัยที่กระตุ้นสารพลัมบาจินในงานวิจัยนี้ที่ใช้กรดเบนโซอิกในรูป  
free benzoic acid แล้วให้ผลการกระตุ้นไม่ดีได้

 

 

A 

B 

Figure 4  Dry weight (A) and total plumbagin (B) of Plumbago indica hairy root cultured in half strength 
	 Murashige and Skoog medium supplemented with 2% (w/v) sucrose at 25±2oC in a dark condition  
	 and elicited with 0-40 mM benzoic acid for 1-7 day(s). Means followed by the different letter  
	 in each data set (A-E: interaction of concentration and incubated time, ก-ค: incubated time) were  
	 significantly different according to Duncan’s New Multiple Range Test (p ≤ 0.05). Asterisks * and  
	 ** represent significance at p = 0.05 and p = 0.01, respectively. The ‘ns’ represents non significance.



444 วารสารเกษตรพระจอมเกล้า

สรุปผลการศึกษา
เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของกรดซาลิไซลิกท�ำให้ hairy root เจตมูลเพลิงแดงเจริญเติบโตเพิ่มขึ้น 

และกรดซาลิไซลิกมีประสิทธิภาพในการกระตุ้นการผลิตสารพลัมบาจินจาก hairy root รวมทั้งกระตุ้นการปล่อยสาร 
พลมับาจนิออกสูอ่าหารเพาะเลีย้ง โดยพบการผลติสารพลัมบาจนิมากท่ีสุดในการกระตุ้นด้วยกรดซาลิไซลิกความเข้ม
ข้นสุดท้าย 20 มิลลิโมลาร์ ภายหลังการกระตุ้น 1 วัน (93.64 มิลลิกรัมต่อลิตร; 4.4 เท่าของชุดควบคุม) ส�ำหรับการ 
ใช้กรดเบนโซอิก พบว่ากรดเบนโซอิกมีแนวโน้มยับย้ังการเจริญเติบโตของ hairy root และกระตุ้นการผลิตสาร 
พลัมบาจินได้เพียงเล็กน้อย
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