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บทคัดย่อ 
ผลการทดลองเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพรรณไมน้ า้พรมมิ (Bacopa monnieri (L.) Wettst.) ที่ความเขม้ขน้ 0, 0.1, 0.4, 1.6 และ 

6.4 mg/L ต่อการเจรญิเติบโตและการสรา้งสารตา้นอนมุลูอิสระดว้ยการเตมิไทเดียซูรอน (Thidiazuron, TDZ) ในอาหารกึ่งแขง็ 
(MS) พบว่า เมื่อครบ 6 สปัดาห ์ ตน้พรมมิที่ไม่เติม TDZ ในอาหาร MS มีการเจรญิเติบโตมากกว่าชดุการทดลองที่เติม TDZ 
(P<0.05) ส่วนตน้พรมมิที่เตมิ TDZ 0.1 และ 0.4 mg/L ในอาหาร MS มีเสน้ผ่านศนูยก์ลางยอดกระจกุ (multiple shoots) มากกวา่
ชดุการทดลองอื่น (P<0.05) และตน้พรมมิที่เติม TDZ 0.4 mg/L มีน า้หนกัสดและแหง้มากที่สดุซึ่งแตกต่างจากชดุการทดลองอืน่ 
(P<0.05) ส่วนการสรา้งสารตา้นอนมุลูอิสระ พบว่า ฟีนอลิกรวม ซาโปนินรวม DPPH และ ABTS มีความแตกตา่งกนัระหว่าง 
ชดุการทดลอง (P<0.05) แต่ฟลาโวนอยดร์วม ไม่มีความแตกตา่งกนัระหว่างชดุการทดลอง (P>0.05) ดงันัน้ การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ
ตน้พรมมิเพื่อน าไปเป็นตน้พนัธุ ์โดยใชอ้าหาร MS ที่ไม่เติม TDZ มคีวามเหมาะสมที่สดุ และการเติม TDZ 0.4 mg/L ลงในอาหาร 
เหมาะส าหรบัการผลิตและสรา้งสารตา้นอนมุลูอิสระมากที่สดุต่อการน าไปใชป้ระโยชนท์างการแพทย ์

ค าส าคัญ: พรมมิ ไทเดียซูรอน เพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ ยอดกระจกุ สารตา้นอนมุลูอิสระ 
 

Abstract 
Brahmi (Bacopa monnieri (L.) Wettst.) is an aquatic plant. The aim of this research was to study the effects of 

Thidiazuron (TDZ) on the growth and antioxidant activities of B. monnieri (L.) Wettst. tissue culture. The explants were 
cultured on semi-solid MS basal medium supplemented with TDZ at 0, 0.1, 0.4, 1.6 and 6.4 mg/L. The results after  
6 weeks indicated that explants grown on TDZ free MS medium exhibited significantly more growth than explants 
grown on media containing TDZ (P<0.05). In addition, MS medium with 0.1 and 0.4 mg/L TDZ was able to induce  
the diameter of multiple shoots more than other treatments (P<0.05). The fresh and dry weight of explants cultured with 
MS medium containing 0.4 mg/L TDZ were significantly different from all other treatments (P<0.05). The antioxidant 
activity was examined by five methods: total phenolic content (TPC), total flavonoid content (TFC), total saponin content 
(TSC), 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay and 2,2' azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) (ABTS) 
assay. TPC, TSC, DPPH and ABTS were significantly different in all treatments (P<0.05), but TFC did not differ 
significantly across the treatments (P>0.05). Consequently, TDZ free MS medium was the optimal agent to stimulate 
plantlet propagation and MS medium with 0.4 mg/L TDZ produced appropriate antioxidant activities for medical 
usefulness. 
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ค าน า 
พรมมิ มีชื่อวิทยาศาสตรว์่า Bacopa monnieri (L.) Wettst. (Sosa et al., 2018) เป็นพืชสมนุไพรท่ีเป็นพรรณไมน้ า้  

จดัอยูใ่นวงศ ์Plantaginaceae ลกัษณะล าตน้มีขนาดเล็ก มกีิ่งกา้นจ านวนมาก ใบเรียวรูปไข่ขนาดเล็ก ดอกสีมว่งอ่อน มกัพบ
บรเิวณพืน้ดินท่ีชืน้แฉะหรือมีน า้ท่วมถงึ เป็นพืชพืน้เมืองของประเทศอินเดียและประเทศอื่น ๆ ในเขตรอ้น (Devendra et al., 
2018) สารตา้นอนมุลูอิสระในตน้พรมมิ ช่วยดา้นความจ า ชะลอภาวะสมองเส่ือม (Simpson et al., 2015) โรคอลัไซเมอร ์ 
พารก์ินสนั (Garg et al., 2009) และถกูจดัเป็นยาอายรุเวทท่ีใชป้ระโยชนใ์นทางเภสชัวิทยา เช่น ลดอาการอกัเสบ บรรเทาปวด 
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ลดไข ้ (Rai et al., 2017) ยาตา้นจลุชีพ ตา้นมะเรง็ และตา้นโรคซมึเศรา้ (Bhardwaj et al., 2016) และยงัพบสารซาโปนิน 
(saponin) ที่มชีื่อเฉพาะเรียกวา่ บาโคไซด ์(bacoside) (Mohan et al., 2011) โดย Bhattacharya et al. (2000) ไดท้ดสอบสาร
บาโคไซดจ์ากตน้พรมมใินหนทูดลอง พบว่า สารบาโคไซดช์ว่ยดแูลระบบประสาทของสมองส่วนฮปิโปแคมปัส (hippocampus) 
ในหนทูดลอง ที่ปรมิาณ 5 และ 10 mg/kg และยงัมีการรายงานว่าพบสารประกอบฟีนอลิก แคโรทีนอยด ์ฟลาโวนอยด ์รวมถงึ
วิตามินอื่น ๆ ซึ่งมีบทบาทในการป้องกนัโรคที่เกิดจากปฏิกิรยิาออกซิเดชนัในรา่งกาย เช่น โรคหวัใจ โรคหลอดเลือดหวัใจ เป็นตน้ 
โดยสารกลุ่มดงักล่าวเป็นสารตา้นอนมุลูอิสระจากธรรมชาติ หรือ สารเมแทบอไลตท์ตุิยภมูิ (secondary metabolite) จงึม ี
ความปลอดภยักว่าสารสงัเคราะห ์ (อเนก หาลี และบณุยกฤต รตันพนัธุ,์ 2560) การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพชื (tissue culture)  
เป็นวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพเพื่อสรา้งสารเมแทบอไลตท์ตุิยภมูิ สามารถก าหนดไดท้ัง้ปรมิาณและคณุภาพ (Murthy et al., 2014) 

Plant growth regulators (PGRs) คือ สารควบคมุการเจรญิเติบโตของพชืที่ใชก้ระตุน้การเจรญิเติบโตและสาร 
เมแทบอไลตท์ตุิยภมูิ โดยสารนีพ้ืชสามารถสรา้งขึน้เองตามธรรมชาติหรือเป็นสารเคมีที่สงัเคราะหข์ึน้ไดเ้ช่นกนั (Basra, 2000) 
Dörnenburg and Knorr (1995) กล่าวว่า ไซโตไคนิน (cytokinin) เป็นสาร PGRs ชนิดหนึ่งที่นิยมน ามาใชใ้นการเพาะเลีย้ง
เนือ้เยื่อพชื โดยสารกลุ่มนีม้ีหลากหลายชนดิ หน่ึงในนัน้ คือ สารไทเดียซูรอน (Thidiazuron, TDZ) มีชื่อเต็มวา่ N-phenyl- 
N’-1,2,3-thidiazol-5-yl urea เป็นสารควบคมุการเจรญิเติบโตที่สงัเคราะหข์ึน้ มีผลกึสีเหลืองอ่อน ละลายไดด้ีในเอทานอล 
(Murthy et al., 1998) จดัเป็นอนพุนัธข์องฟีนิลยเูรีย (phenyl urea) TDZ ถกูน ามาใชใ้นการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ ความเขม้ขน้ 
ที่นิยมใชป้ระมาณ 0.22-22 mg/L (Huetteman and Preece, 1993) ประโยชนข์อง TDZ คือ ช่วยกระตุน้การเปล่ียนแปลง
โครงสรา้งของพืชใหพ้ฒันาเป็นยอด ราก แคลลสั (Malik and Saxena, 1992) TDZ ถกูน ามาใชช้กัน าใหเ้กิดตน้อ่อนและเพิ่ม
จ านวนยอดของพืชสมนุไพร Prathanturarug et al. (2005) ไดท้ าการทดลองในตน้ Curcuma longa พบวา่ การเพาะเลีย้ง
เนือ้เยื่อในอาหาร MS ชนิดเหลว รว่มกบั TDZ 16 mg/L ชกัน าใหเ้กิดยอดกระจกุ (multiple shoots)ได ้และ Siddique and Anis 
(2007) ไดท้ าการทดลองในตน้ Ocimum basilicum โดยการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อในอาหาร MS ชนดิเหลว รว่มกบั TDZ 11 mg/L 
พบว่า สามารถชกัน าใหเ้กิดยอดกระจกุไดเ้ช่นเดียวกนั นอกจากนี ้ จากงานทดลองของ Rawat et al. (2013) ที่ใช ้ PGRs  
กลุ่มไซโตไคนิน รว่มกบัอาหาร MS ในการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพชืสมนุไพร Aconitum violaceum ผลที่เกิดขึน้แสดงใหเ้ห็นว่า  
สารกลุ่มนีม้ีประสิทธิภาพในการชกัน าใหเ้กิดยอดและสรา้งสารเมแทบอไลตท์ตุิยภมูิได ้ ดงันัน้งานทดลองนีม้ีวตัถปุระสงคเ์พื่อ
หาปรมิาณของ TDZ ที่เหมาะสมในการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อตน้พรมมิ ต่อการเจรญิเติบโตและการสรา้งสารตา้นอนมุลูอิสระจาก
ตน้พรมมิ เพื่อเป็นแนวทางการเพิม่ผลผลิตและสารส าคญัจากตน้พรมมิที่ปลอดภยัเป็นประโยชนใ์นทางการแพทย ์

 
วิธีการศึกษา 

พรรณไม้น ้าทีใ่ช้ในการทดลอง 
พรรณไมน้ า้พรมมิ (B. monnieri (L.) Wettst.) ที่ปลอดเชือ้จากหอ้งปฏิบตัิการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพรรณไมน้ า้ หลกัสตูร

วิทยาศาสตรก์ารประมง ภาควิชาเทคโนโลยีการผลิตสตัวแ์ละประมง คณะเทคโนโลยีการเกษตร 
แผนการทดลอง 
  วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบรูณ ์ (Complete Randomized Design, CRD) ในการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อตน้พรมมิ 
โดยใชอ้าหารกึ่งแขง็ MS (Murashige and Skoog, 1962) ที่เติม TDZ ที่ความเขม้ขน้ตา่งกนั 5 ระดบั ไดแ้ก่ 0, 0.1, 0.4, 1.6 และ  
6.4 mg/L ชดุการทดลองละ 15 ซ  า้ และทดลองเลีย้งเป็นระยะเวลา 6 สปัดาห ์
ขั้นตอนด าเนินการ 

วิธีการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือต้นพรมมิ 
 น าตน้พรมมิปลอดเชือ้มาตดัชิน้เนือ้เยื่อส่วนขอ้ ความยาวประมาณ 10-15 มิลลิเมตร ปลกูลงในอาหารกึง่แข็ง MS ที่ม ี
ความเขม้ขน้ของ TDZ ตา่งกนั 5 ระดบั ไดแ้ก่ 0, 0.1, 0.4, 1.6 และ 6.4 mg/L ดว้ยเทคนิคปลอดเชือ้ จากนัน้น าไปวางบนชัน้เลีย้ง
ในหอ้งเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ อณุหภมูิ 25±2 องศาเซลเซียส ความเขม้แสง 2,500 ลกัซ ์ ช่วงการใหแ้สง 12 ชั่วโมงต่อวนั และ 
เก็บขอ้มลูการเจรญิเติบโตทกุสปัดาห ์ ไดแ้ก่ ความสงูตน้ จ านวนกิ่ง จ านวนใบ เสน้ผ่านศนูยก์ลางยอดกระจุก และจ านวนราก  
เมื่อสิน้สดุการทดลอง ชั่งน า้หนกัสดและน าไปอบแหง้ที่อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 การสกัดสารต้านอนุมูลอิสระในตน้พรมมิหลังสิน้สุดการทดลอง 

น าตน้พรมมิที่อบแหง้แลว้จากขอ้ 1 มาชั่งน า้หนกัหลงัอบและน าไปป่ันใหล้ะเอียดดว้ยเครื่องป่ันสแตนเลสเพื่อใชเ้ป็น
ตวัอย่างในการวิเคราะหก์ารสรา้งสารตา้นอนมุลูอิสระดว้ยวิธี ดดัแปลงจาก Shirazi et al. (2014) และน าไปวิเคราะหก์ารสรา้งสาร
ตา้นอนมุลูอิสระ ไดแ้ก่ total phenolic content (TPC) วิเคราะหโ์ดยใชก้รดแกลลิก (gallic acid) เป็นสารมาตรฐาน ตามวิธี 
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ดดัแปลงจาก Shirazi et al. (2014), total flavonoid content (TFC) วิเคราะหโ์ดยใชเ้ควอซิทิน (quercetin) เป็นสารมาตรฐาน  
ตามวิธี ดดัแปลงจาก Shirazi et al. (2014) และ total saponin content (TSC) วิเคราะหโ์ดยใชซ้าโปนิน (saponin equivalent) 
เป็นสารมาตรฐาน ตามวิธี ดดัแปลงจาก Vador et al. (2012) จากนัน้ทดสอบดว้ยวิธี 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 
(ดดัแปลงจาก Shirazi et al., 2014) และ ทดสอบดว้ยวิธี 2,2’ azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) (ABTS) 
(ดดัแปลงจาก Leite et al., 2018) 
การวิเคราะหข์้อมูล 

น าขอ้มลูทัง้หมดมาวเิคราะหค์วามแปรปรวน (Analysis of Variance) เปรียบเทยีบความแตกตา่งของค่าเฉล่ียระหวา่ง 
ชดุการทดลองดว้ยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test ที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% รวมทัง้วิเคราะหส์หสมัพนัธ ์
(correlation analysis) และเปรียบเทียบความสมัพนัธข์องขอ้มลูดว้ยวธีิ Pearson correlation ดว้ยโปรแกรมคอมพวิเตอร์
ส าเรจ็รูป 
 

ผลการศึกษาและวิจารณ ์
ผลของ TDZ ต่อการเจริญเติบโตในต้นพรมมิ 

จากการทดลองน าชิน้ส่วนขอ้ของตน้พรมมิมาเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อในอาหารท่ีเติม TDZ ตา่งกนั 5 ระดบั ต่อการ
เจรญิเติบโตของตน้พรมมิ เป็นระยะเวลา 6 สปัดาห ์ พบว่า ความสงูของตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารท่ีไม่เตมิ TDZ มีความสงู
มากกวา่ตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารเติม TDZ (P<0.05) ตัง้แต่สปัดาหท์ี่ 2 จนสิน้สดุการทดลอง โดยมีความสงูของตน้พรมมิ 
ที่เลีย้งในอาหารเตมิ TDZ 0, 0.1, 1.6, 0.4 และ 6.4 mg/L มคีา่เฉล่ียเทา่กบั 41.1, 28.1, 20.7, 18.6 และ 16.2 มิลลิเมตร 
ตามล าดบั (Figure 1 และ Table 1)  

ตัง้แต่สปัดาหท์ี่ 1 จนสิน้สดุการทดลอง พบวา่จ านวนใบของตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารที่ไม่เติม TDZ มีใบมากกว่า 
ตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารเติม TDZ (P<0.05) โดยจ านวนใบของตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารท่ีเตมิ TDZ 0, 0.1, 0.4, 1.6 และ  
6.4 mg/L มีคา่เฉล่ียเท่ากบั 25.1, 12.1, 10.0, 0.9 และ 0 ใบต่อชิน้เนือ้เยื่อ ตามล าดบั (Figure 2 และ Table 1) จากการสงัเกต
จ านวนใบของตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารไม่เติม TDZ แสดงใหเ้ห็นว่าความสมัพนัธม์ีแนวโนม้เป็นไปในทิศทางเดียวกันกับ 
ความสงูตน้ซึ่งเพาะเลีย้งในสตูรอาหารที่เหมือนกนั 

จ านวนกิ่งของตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารท่ีไม่เติม TDZ มีกิ่งมากกว่าตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารเตมิ TDZ (P<0.05) 
ตัง้แต่สปัดาหท์ี่ 1 แต่สงัเกตไดว้า่ในสปัดาหท์ี่ 3 จนสิน้สดุการทดลอง ตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารเติม TDZ มีจ านวนกิ่งลดลง 
เนื่องจากอาจมีการเปล่ียนแปลงทางสณัฐานวิทยาไปเป็นยอดกระจกุ โดยจ านวนกิ่งของตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารท่ีเตมิ TDZ  
0, 1.6, 0.1, 0.4 และ 6.4 mg/L มีค่าเฉล่ียเท่ากบั 2.9, 0.3, 0.2, 0 และ 0 กิ่งต่อชิน้เนือ้เยื่อ ตามล าดบั (Figure 3 และ Table 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 Bacopa monnieri (L.) Wettst. height (mm) cultured in MS added with different concentrations of TDZ. 
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Figure 2 Bacopa monnieri (L.) Wettst. leaf number (number/explant) cultured in MS added with different 
concentrations of TDZ. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 Bacopa monnieri (L.) Wettst. shoot number (number/explant) cultured in MS added with different  

concentrations of TDZ. 
 

ตัง้แต่สปัดาหท์ี่ 1 จนสิน้สดุการทดลอง พบวา่จ านวนรากของตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารที่ไม่เติม TDZ มีรากมากกวา่ 
ตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารเติม TDZ (P<0.05) โดยจ านวนรากของตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารท่ีเตมิ TDZ 0, 0.1, 0.4, 1.6 และ  
6.4 mg/L มคี่าเฉล่ียเท่ากบั 6.6, 2.1, 0.6, 0.2 และ 0 รากต่อชิน้เนือ้เยื่อ ตามล าดบั จากการสงัเกตจ านวนรากของตน้พรมมิ 
ที่เลีย้งในอาหารไมเ่ตมิ TDZ สามารถเกิดรากไดม้ากกวา่ตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารเติม TDZ ประมาณ 3 ถึง 6 เท่า (Figure 4 
และ Table 1) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 Bacopa monnieri (L.) Wettst. root number (number/explant) cultured in MS added with different 
concentrations of TDZ. 
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เสน้ผ่านศนูยก์ลางยอดกระจกุของตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารที่เติม TDZ มีค่ามากกว่าตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารที่ไม่เตมิ 
TDZ (P<0.05) ตัง้แต่สปัดาหท์ี่ 3 โดยเสน้ผ่านศนูยก์ลางของตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารเติม TDZ 0.4, 0.1, 1.6, 6.4 และ 0 mg/L 
มีค่าเฉล่ียเท่ากบั 21.5, 19.7, 15.6, 10.3 และ 0 มิลลิเมตร ตามล าดบั (Figure 5 และ Table 1) ซึง่พบว่าการเปล่ียนแปลงของ 
ยอดกระจกุ ในสปัดาหท์ี่ 3 มีความสมัพนัธก์บัจ านวนกิ่งที่ลดลงจากการเปล่ียนแปลงทางสณัฐานวิทยา และเสน้ผ่านศนูยก์ลาง
เพิ่มขึน้ตามความเขม้ขน้ของ TDZ แต่ในขณะเดียวกนัความเขม้ขน้ท่ีสงูกวา่ 0.4 mg/L กลบัมีเสน้ผ่านศนูยก์ลางยอดกระจกุ
ลดลง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 Bacopa monnieri (L.) Wettst. multiple shoot length (mm) cultured in MS added with different concentrations 
of TDZ. 

 

 เมื่อสิน้สดุการทดลอง พบว่า ตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารที่ไม่เตมิ TDZ มีความสงูตน้ จ านวนใบ จ านวนกิ่ง และจ านวนราก 
มากกวา่ตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารเติม TDZ (P<0.05) แต่เสน้ผ่านศนูยก์ลางยอดกระจกุของตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารเติม TDZ 
มากกวา่ตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารไม่เติม TDZ (P<0.05) ซึ่งผลของการเจรญิเติบโตในสปัดาหสิ์น้สดุการทดลองเนือ้เยื่อทดลองมี
เสน้ผ่านศนูยก์ลางยอดกระจกุของตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารเติม TDZ 0.1 และ 0.4 mg/L มีความแตกต่างกนักบัชดุการทดลองอื่น 
(Figure 6) 
 น า้หนกัภายหลงัสิน้สดุการทดลอง ไดแ้ก่ น า้หนกัสดและแหง้ ของตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารเติม TDZ มากกว่าตน้พรมมิ
ที่เลีย้งในอาหารไม่เติม TDZ (P<0.05) โดยตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารเติม TDZ 0.4 mg/L มีน า้หนกัสดุทา้ยหลงัสิน้สดุการทดลอง
สงูที่สดุ โดยน า้หนกัสดและแหง้มีค่าเฉล่ียเท่ากบั 0.3120 และ 0.0834 g (Table 2) 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 6 Proliferation of multiple shoots on MS medium (a) and MS medium with TDZ (0.1 mg/L) (b), TDZ (0.4 mg/L) 

(c), TDZ (1.6 mg/L) (d) and TDZ (6.4 mg/L) (e) after 6 weeks. 

(a) (b) (c) 

(e) (d) 
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Table 1 Height, shoot number, leaf number, multiple shoot length and root number of Bacopa monnieri (L.) Wettst. 
cultured in MS added with different concentrations of TDZ after 6 weeks. 

Concentrations 
(mg/L) 

Height 
(mm) 

Shoot number 
(number/explant) 

Leaf number 
(number/explant) 

Multiple shoot 
length 
(mm) 

Root number 
(number/explant) 

MS 41.1±2.3a 2.9±0.2a 25.1±1.5a 0.0±0.0d 6.6±0.4a 
MS + TDZ 0.1 28.1±3.1b 0.2±0.1bc 12.1±1.8b 19.7±1.4a 2.1±0.6b 
MS + TDZ 0.4 18.6±0.7c 0.0±0.0c 10.0±1.6b 21.5±0.7a 0.6±0.3c 
MS + TDZ 1.6 20.7±0.4c 0.3±0.1b 0.9±0.4c 15.6±0.9b 0.2±0.2c 
MS + TDZ 6.4 16.2±0.6c 0.0±0.0c 0.0±0.0c 10.3±1.0c 0.0±0.0c 

F-test * * * * * 
Mean±SE values within a column followed by the different letters were significantly at P<0.05, * indicate whether this different is 
significant. 
 
Table 2 Initial weight and final weight of B. monnieri (L.) Wettst. cultured in MS added with different concentrations 

of TDZ. 

Concentrations 
(mg/L) 

Initial weight Final weight 
Fresh weight 
(g/explant) 

Dry weight 
(g/explant) 

Fresh weight 
(g/explant) 

Dry weight 
(g/explant) 

MS 0.0130±0.0014 0.0013±0.0001 0.0896±0.0007e 0.0271±0.0002e 
MS + TDZ 0.1 0.0130±0.0014 0.0013±0.0001 0.2824±0.0022b 0.0685±0.0005b 
MS + TDZ 0.4 0.0130±0.0014 0.0013±0.0001 0.3120±0.0025a 0.0834±0.0007a 
MS + TDZ 1.6 0.0130±0.0014 0.0013±0.0001 0.1673±0.0013c 0.0439±0.0004d 
MS + TDZ 6.4 0.0130±0.0014 0.0013±0.0001 0.1099±0.0009d 0.0457±0.0004c 

F-test ns ns * * 
Mean±SE values within a column followed by the different letters were significantly at P<0.05, * indicate whether this different is 
significant, ns is for non-significant. 
 

จากผลการทดลอง พบว่า การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อตน้พรมมิในอาหาร MS ที่ไม่เติม TDZ มีความสงูตน้ จ านวนใบ  
จ านวนกิ่ง และจ านวนราก มากกว่าตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารเตมิ TDZ (P<0.05) ส่วนเสน้ผ่านศนูยก์ลางยอดกระจกุในอาหารที่
เติม TDZ 0.1 และ 0.4 mg/L มากกว่าชดุการทดลองอื่น (P<0.05) แสดงใหเ้ห็นว่า การขยายพนัธุด์ว้ยวิธีการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อเพื่อ 
เพิ่มจ านวนตน้พรมมิในการน าออกปลกูโรงเรือนแบบปิดโดยใชอ้าหาร MS ที่ไม่เติม TDZ มีความเหมาะสมที่สดุ เนื่องจาก TDZ คือ 
สารควบคมุการเจรญิเติบโตของพืชในกลุ่มไซโตไคนิน มีฟีนิลยเูรียเป็นองคป์ระกอบ ซึ่งจะช่วยกระตุน้ใหพ้ืชเกดิกระบวนการ
เปล่ียนแปลงภายในเซลลจ์นสามารถพฒันาเป็นอวยัวะ เช่น ยอด ราก พฒันาเป็นแคลลสั หรือกระตุน้การเจรญิของเซลล ์ 
(Zhou et al., 1994) TDZ มีศกัยภาพในการควบคมุเอนไซม ์cytokinin oxidase ที่มีหนา้ที่ยบัยัง้การสรา้งสารไซโตไคนินในเซลล์
เนือ้เยื่อพืช (Khan et al., 2014) ในธรรมชาติพืชจะสรา้งไซโตไคนินเพื่อแบ่งเซลลแ์ละแปรสภาพเซลลท์ าใหเ้กิดการเจรญิเติบโต 
(Thomas and Katterman, 1986) เมื่อเอนไซมด์งักล่าวถกูควบคมุดว้ย TDZ จึงส่งผลใหก้ารเกิดตน้อ่อนถกูกระตุน้มากขึน้  
(Ali et al., 2018) ในขณะที่การใช ้TDZ ในการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อตน้พรมมิจึงชกัน าใหเ้กิดยอดกระจกุ แต่จากการทดลอง พบว่า  
การใช ้ TDZ ที่ความเขม้ขน้มากกว่า 0.4 mg/L ส่งผลใหก้ารเกิดยอดกระจกุลดลง สอดคลอ้งกบัรายงานการทดลองของ  
Ainsley et al. (2001) ที่ท าการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ Prunus dulcis Mill ในอาหาร MS รว่มกบั สารควบคมุการเจรญิเติบโตพืช 
ในกลุ่มไซโตไคนิน พบว่า ชดุการทดลองที่เติมสารควบคมุดงักล่าวมีความสงูของยอดลดลง แต่ในขณะเดียวกนักลบัมีการ
เจรญิเติบโตในแนวระนาบ เรียกว่า multiple shoots และเมื่อเพิ่มความเขม้ขน้ของสารควบคมุใหส้งูขึน้ ส่งผลใหก้ารเกิดยอด 
ถกูยบัยัง้การเจรญิเติบโตอีกดว้ย  
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ผลของ TDZ ต่อการสร้างสารต้านอนุมูลอิสระในต้นพรมมิ 
 เมื่อสิน้สดุการทดลอง น าตน้พรมมิแต่ละชดุการทดลองมาวิเคราะหก์ารสรา้งสารตา้นอนมุลูอิสระ (Table 3) พบว่า 
TPC ของตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารเติม TDZ 0.4 mg/L มคี่าเฉล่ียสงูสดุเท่ากบั 23.3 มิลลิกรมัแกลลิกต่อกรมั (mgGAE/g)  
ซึ่งแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (P<0.05) กบัชดุการทดลองอื่น การวิเคราะห ์TFC พบวา่ ตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารที่ 
ไม่เติม TDZ และ เติม TDZ ไม่มคีวามแตกต่างกนัทางสถติิ (P>0.05) และพบวา่ ตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารท่ีไม่เตมิ TDZ และ 
เติม TDZ 0.4 mg/L มีคา่เฉล่ีย TSC เท่ากบั 60.7 และ 58.2 มลิลิกรมัซาโปนินต่อกรมั (mg saponin/g) ซึง่แตกตา่งอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) กบัชดุการทดลองอื่น 
 การทดสอบ DPPH เพื่อวิเคราะหเ์ปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้อนมุลูอิสระในตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารท่ีเติม TDZ พบวา่ 
DPPH ในอาหารที่เติม TDZ 0.1 และ 0.4 mg/L มคี่าเฉล่ียเทา่กบั 74.0 และ 81.8% ซึง่แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ
(P<0.05) กบัชดุการทดลองอื่น ส าหรบัการทดสอบ ABTS เพื่อวิเคราะหเ์ปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้อนมุลูอิสระในตน้พรมมิที่เลีย้ง 
ในอาหารท่ีเติม TDZ มีเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้มากกวา่ตน้พรมมิที่เลีย้งในอาหารที่ไม่เติม TDZ (P<0.05) โดยตน้พรมมิที่เลีย้งใน
อาหารท่ีเติม TDZ 0.1 ถึง 6.4 mg/L มีเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้ เทา่กบั 98.8 ถึง 99.1% 
 
Table 3 Evaluation of TDZ on TPC, TFC and TSC and efficiency of inhibition free radical on DPPH and ABTS assay 

in Bacopa monnieri (L.) Wettst. after 6 weeks. 

Concentrations 
(mg/L) 

Total phenolic 
content (TPC) 
(mgGAE/g) 

Total flavonoid 
content (TFC) 

(mgQE/g) 

Total saponin 
content (TSC) 
(mg saponin/g) 

DPPH 
(% Inhibition) 

ABTS 
(% Inhibition) 

MS 18.6±0.2b 25.2±3.2 60.7±1.0a 60.3±1.6b 93.5±0.5b 
MS + TDZ 0.1 20.2±1.0b 34.1±1.8 49.1±2.0b 74.0±2.5a 99.0±0.0a 
MS + TDZ 0.4 23.3±0.3a 32.3±2.9 58.2±0.5a 81.8±0.8a 98.8±0.1a 
MS + TDZ 1.6 14.6±0.3c 28.1±2.0 39.9±0.6c 52.9±3.5bc 99.1±0.1a 
MS + TDZ 6.4 13.2±1.1c 34.4±1.4 44.1±2.5c 47.8±5.0c 99.1±0.0a 

F-test * ns * * * 
Mean±SE values within a column followed by the different letters were significantly at P<0.05, * indicate whether this different is 
significant, ns is for non-significant. 
 

การวิเคราะหค์่าสหสัมพันธข์องสารต้านอนุมูลอิสระในต้นพรมมิ 

 ความสมัพนัธร์ะหวา่งค่า TPC กบั DPPH และ ค่า TPC กบั TSC เป็นความสมัพนัธใ์นเชิงบวกซึ่งเป็นไปในทศิทาง
เดียวกนั ความสมัพนัธร์ะหวา่งคา่ TFC กบั ABTS เป็นความสมัพนัธใ์นเชงิบวกซึง่เป็นไปในทิศทางเดียวกนั และความสมัพนัธ์
ระหว่างค่า TSC กบั DPPH เป็นความสมัพนัธใ์นเชิงบวกซึ่งเป็นไปในทิศทางเดียวกนั ในขณะท่ีความสมัพนัธร์ะหว่างคา่ TSC กบั 
ABTS เป็นความสมัพนัธใ์นเชงิลบซึ่งเป็นไปในทศิทางตรงกนัขา้ม (Table 4) 
 
Table 4 Correlation analysis between TPC, TFC, TSC, DPPH and ABTS assay in tissue culture of Bacopa monnieri 

(L.) Wettst. 

Parameters TPC TFC TSC DPPH ABTS 
TPC 1     
TFC -0.043 1    
TSC 0.760** -0.276 1   

DPPH 0.960** 0.062 0.614* 1  
ABTS -0.118 0.532* -0.663** 0.061 1 

 ** Correlation is significant at P<0.01, * Correlation is significant at P<0.05. 
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จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่า การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อตน้พรมมิในอาหาร MS ที่เติม TDZ 0.1 หรือ 0.4 mg/L มีการ
สรา้งสารตา้นอนมุลูอิสระ และมีเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้อนมุลูอิสระ มากกว่าตน้พรมมิในชดุการทดลองอื่น (P<0.05) มีรายงานว่า 
การใชพ้ืชสมนุไพรในธรรมชาติพบสารตา้นอนมุลูอิสระซึ่งเป็นที่นิยมน ามาใชป้ระโยชน ์เนื่องจากมีความปลอดภยัและมีผลขา้งเคียง
ต่อรา่งกายนอ้ยมาก สารกลุ่มที่พบ ไดแ้ก่ ฟลาโวนอยด ์ซึ่งเป็นสารประกอบโพลีฟีนอลที่ประกอบดว้ยหมู่ไฮดรอกซิล มีคณุสมบตัิ
เป็นสารตา้นอนมุลูอิสระและมีความสามารถในการออกฤทธ์ิยบัยัง้อนมุลูอิสระท่ีท าลายเซลลร์า่งกายมนษุยไ์ด ้ (Asgarirad et al., 
2010) สารฟีนอลิก คือสารที่มีหมู่ไฮดรอกซิลเป็นองคป์ระกอบ มคีณุสมบตัิเป็นสารตา้นอนมุลูอิสระ โดย Ali et al. (2018)  
ไดท้ าการทดลองเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อสมนุไพร Ajuga bracteosa ในอาหาร MS รว่มกบัสารควบคมุการเจรญิเติบโตพืชในกลุ่ม 
ไซโตไคนิน เพื่อศกึษาสารประกอบทตุิยภมูิ พบวา่ เนือ้เยื่อสมนุไพรที่เลีย้งในอาหารดงักล่าวถกูกระตุน้ใหเ้กิดความเครียด  
และมีการสรา้งสารฟีนอลิกเพิม่ขึน้ เนื่องจากเอนไซม ์ phenylalanine ammonia lyase (PAL) ที่ท  าหนา้ที่ควบคมุการ
สงัเคราะหฟี์นอลิกถกูกระตุน้ใหเ้พิ่มสงูขึน้เช่นกนั สารตา้นอนมุลูอิสระอีกประเภทก็คือ สารซาโปนิน จดัอยูใ่นกลุ่มสเตียรอยด ์
เป็นสารประกอบประเภทเทอรพ์นีอยดท์ี่ไดจ้ากการสงัเคราะหผ่์านวิถีชวีสงัเคราะห ์ (mevalonate pathway) ซึ่งมีคณุสมบตั ิ
ทางเภสชัวิทยา (Georgiev et al., 2011) ซึง่ Mahato (2000) ไดอ้ธิบายถงึคณุสมบตัิของสารซาโปนินท่ีสามารถละลายไดด้ใีน
ตวัท าละลายมีขัว้ พบมากบรเิวณใบของพชื และสารประกอบมโีครงสรา้งที่ซบัซอ้น โดยสารประกอบท่ีกล่าวมาขา้งตน้ลว้นมี
คณุสมบตัิเป็นสารต่อตา้นอนมุลูอิสระ จากผลการทดลองครัง้นีย้งัสอดคลอ้งกบัการรายงานของ Olszowy and Dawidowicz 
(2018) ท่ีไดท้  าการประเมินวธีิการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้อนมุลูอิสระ พบว่า วิธี DPPH และ ABTS มคีวามเหมาะสมในการทดสอบ 
เนื่องจากเป็นวิธีที่สะดวก รวดเรว็ มีความเสถียรสงู และใชร้ะยะเวลาในการวเิคราะหไ์ม่นาน จึงนิยมใชก้นัอยา่งแพรห่ลาย 
เช่นเดียวกบั Mohan et al. (2011) ไดท้ าการทดลองเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ B. monnieri ในอาหาร MS รว่มกบั TDZ เพื่อศกึษา 
การขยายพนัธุแ์ละเปรียบเทียบการสรา้งสารตา้นอนมุลูอิสระ โดยมีการทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้ อนมุลูอิสระดว้ยวิธี DPPH พบวา่ 
เปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้ เท่ากบั 71.17% ซึง่เป็นไปในทิศทางเดียวกบังานทดลองครัง้นี ้ และ Ahmed et al. (2019) ไดอ้ธิบายวา่  
ฤทธ์ิการยบัยัง้ DPPH มีความสมัพนัธก์บัปรมิาณ TPC เนื่องจาก TPC เป็นกลุ่มสารประกอบฟีนอลิกที่มีหนา้ที่หลกั คือ ท าลาย
อนมุลูอิสระ (free radical) เมื่อ TPC มีปรมิาณเพิ่มสงูขึน้ เปอรเ์ซน็ตก์ารยบัยัง้จะเพิ่มสงูตามไปเชน่กนั 
 

สรุปผลการศึกษา 
จากการทดลองประสิทธิผลของสาร TDZ ต่อการเจรญิเติบโตและสารตา้นอนมุลูอิสระในตน้พรมม ิพบว่า ชิน้เนือ้เยื่อ

ส่วนขอ้ของตน้พรมมิที่ไม่เติม TDZ เหมาะสมส าหรบัการเพิ่มจ านวนตน้ในการน าไปขยายพนัธุ ์และ การเติม TDZ ความเขม้ขน้ 
0.4 mg/L ในอาหาร MS มกีารเจรญิเติบโตและประสิทธิภาพของสารตา้นอนมุลูอิสระสงูที่สดุ เหมาะสมต่อการน าไปใชเ้พื่อ
ประโยชนท์างการแพทย ์
 

เอกสารอ้างอิง 
อเนก หาลี และบณุยกฤต รตันพนัธุ.์ 2560. การศกึษาประสิทธิภาพในการตา้นอนมุลูอิสระจากพืชผกัสมนุไพรพืน้บา้น 15 ชนิด. วารสารวิจยัและพฒันา 

มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีพระจอมเกลา้ธนบรุี 2: 283-293. 
Ahmed, A., Ahmed, S., Shuaib, M., Ahmed, R., Somani, N., and Sharma, A. 2019. Effect of auxin and cytokinin on regeneration, total 

phenolic and in vitro antioxidant activities of Bacopa monnieri (L.) Pennell. Journal of Ayuravedic and Herbal Medicine 5(2): 
54-59. 

Ainsley, P. J., Hammerschlag, F. A., Bertozzi, T., Collins, G. G., and Sedgley, M. 2001. Regeneration of almond from immature seed 
cotyledons. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 67: 221-226. 

Ali, H., Khan, M. A., Kayani, W. K., Khan, T., Mashwani, Z. R., Ullah, N., and Khan, R. S. 2018. Thidiazuron regulated growth, secondary 
metabolism and essential oil profile in shoot cultures of Ajuga bracteosa. Industrial Crops & Products 121: 418-427. 

Asgarirad, H., Pourmorad, F., Hosseinimehr, S. J., Saeidnia, S., Ebrahimzadeh, M. A., and Lotfi, F. 2010. In vitro antioxidant analysis of 
Achillea tenuifolia. African Journal of Biotechnology 9(24): 3536-3541. 

Basra, A. S. 2000. Plant Growth Regulators in Agriculture and Horticulture: Their role and Commercial Uses. New York: Haworth Press. 
Bhardwaj, P., Jain, C. K., and Mathur, A. 2016. Comparative qualitative and quantitative analysis of phytochemicals in five different herbal 

formulations of Bacopa monnieri. International Journal of Pharmacognosy and Phytochemical Research 8(4): 675-682. 
Bhattacharya, S. K., Bhattacharya, A., Kumar, A., and Ghosal, S. 2000. Antioxidant activity of Bacopa monniera in rat frontal cortex, 

striatum and hippocampus. Phytotherapy Research 14: 174-179. 
Devendra, P., Shankar, P. S., Preeti, B., Santanu, B., Gajanan, D., and Rupesh, D. 2018. Brahmi (Bacopa monnieri) as functional food 

ingredient in food processing industry. Journal of Phamacognosy and Phytochemistry 7(3): 189-194. 



476  วารสารเกษตรพระจอมเกลา้ 2563 : 38 (4) : 468 - 476 

Dörnenburg, H., and Knorr, D. 1995. Strategies for the improvement of secondary metabolite production in plant cell culture.  
Enzyme and Microbial Technology 17: 674-684. 

Garg, A. N., Kumar, A., Nair, A. G. C., and Reddy, A. V. R. 2009. Elemental analysis of brahmi (Bacopa monnieri) extracts by neutron 
activation and its bioassay for antioxidant, radioprotective and anti-lipid peroxidation activity. Journal of Radioanalytical and 
Nuclear Chemistry 281: 53-58. 

Georgiev, G. I., Maslenkova, L., lvanova, A., Lazarova, I., and Evstatieva, L. 2011. The effect of Thidiazuron (dropp) on the growth, 
photostnthetic activity and saponin content of Puncture vine (Tribulus terrestris L.). Biotechnology & Biotechnological 
Equipment 25: 2362-2365. 

Huetteman, C. A., and Preece, J. E. 1993. Thidiazuron: a potent cytokinin for woody plant tissue culture. Tissue and Organ Culture  
33: 105-119. 

Khan, T., Abbasi, B. H., Khan, M. A., and Shinwari, Z. K. 2016. Differental effects of Thidiazuron on production of anticancer phenolic 
compounds in callus cultures of Fagonia indica. Applied Biochemistry and Biotechnology 179: 46-58. 

Leite, K. C. D. S., Garcia, L. F., Lobón, G. S., Thomaz, D. V., Moreno, E. K. G., Carvalho, M. F. D., Rocha, M. L., Santos, W. T. P. D., and 
Gil, E. D. S. 2018. Antioxidant activity evaluation of dried herbal extracts: an electroanalytical approach. Revista Brasileira de 
Farmacognosia 28(3): 325-332. 

Mahato, S. B. 2000. Bioactive saponins from some plants used in Indian traditional medicine. In Saponins in Food, Feedstuffs and 
Medicinal Plants, W. Oleszek and A. Marston, ed. pp.13-23. Dordrecht: Springer.  

Malik, K., and Saxena, P. 1992. Thidiazuron induces hight frequency shoot regeneration in intact seedlings of Pea (Pisum sativum), 
Chickpea (Cicer arietinum) and Lentil (Lens culinaris). Australian Journal of Plant Physiology 19(6): 731-740. 

Mohan, N., Jassal, P. S., Kumar, V., and Singh, R. P. 2011. Comparative in vitro and in vivo study of antioxidants and phytochemical content in 
Bacopa monnieri. Recent Research in Science and Technology 3(9): 78-83. 

Murashige, T., and Skoog, F. 1962. A revised medium for rapid growth and bio assays with tobacco tissue culture. Physiologia Plantarum 
15: 473-497. 

Murthy, B. N. S., Murch, S. J., and Saxena, P. K. 1998. Thidiazuron: A potent regulator of in vitro plant morphogenesis. In vitro Cellular & 
Developmental Biology Plant 34(4): 267-275. 

Murthy, H. N., Lee, E. J., and Paek, K. Y. 2014. Production of secondary metabolites from cell and organ cultures: strategies and 
approaches for biomass improvement and metabolite accumulation. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 118: 1-16. 

Olszowy, M., and Dawidowicz., A. L. 2017. It is possible to use the DPPH and ABTS methods for reliable estimation of antioxidant power 
of colored compound?. Chemical Paper 72: 393-400. 

Prathanturarug, S., Soonthornchareonnon, N., Chuakul, W., Phaidee, Y., and Saralamp, P. 2005. Rapid micropropogation of Curcuma 
longa using bud explants pre-cultured in thidiazuron-supplemented liquid medium. Plant Cell, Tissue and Organ Culture  
80: 347-351. 

Rai, K., Gupta, N., Dharamdasani, L., Nair, P., and Bodhankar, P. 2017. Bacopa monnieri: a wonder drug changing fortune of people. 
International Journal of Applied Science and Biotechnology 5(2): 127-132. 

Rawat, J. M., Rawat, B., Chandra, A., and Nautiyal, S. 2013. Influence of plant growth regulators on indirect shoot organogenesis and 
secondary metabolite production in Aconitum violaceum Jacq. African Journal of Biotechnology 12(44): 6287-6293. 

Shirazi, O. U., Khattak, M. M. A. K., Shukri, N. A. M., and Nasyriq, M. N. 2014. Determination of total phenolic, flavonoid content and free 
radical scavenging activities of common herb and spices. Journal of Phamacognosy and Phytochemistry 3(3): 104-108. 

Siddique, I., and Anis, M. 2007. Rapid micropropogation of Ocimum basilicum using shoot tip explants pre-cultured in thidiazuron 
supplemented liquid medium. Biologia Plantarum 51(4): 787-790. 

Simpson, T., Pase, M., and Stough, C. 2015. Bacopa monnieri as an antioxidant therapy to reduce oxidative stress in the aging brain. 
Evidence-based Complementary and Alternative Medicine Article 2015: 1-10. 

Sosa, D. L. M. M., Moroni, P., and O’Leary, N. 2018. A taxonomic revision of the genus Bacopa (Gratioleae, Plantaginaceae) in Argentina. 
Phytotaxa 336(1): 1-27. 

Thomas, J. C., and Katterman, F. R. 1986. Cytokinin activity induced by Thidiazuron. Plant Physiology 81: 681-683. 
Vador, N., Vador, B., and Hole, R. 2012. Simple spectrophotometric methods for standardizing ayurvedic formulation.  

Indian Journal of Pharmaceutical Science 74(2): 161-163. 
Zhou, J., Ma, H., Guo F., and Luo, X. 1994. Effect of thidiazuron on somatic embryogenesis of Cayratia japonica. Plant Cell, Tissue and 

Organ Culture 36(1): 73-79. 
 

วนัรบับทความ (Received date) : 15 พ.ย. 62 
วนัแกไ้ขบทความ (Revised date) : 20 ม.ค. 63  

วนัตอบรบับทความ (Accepted date) : 17 ก.ค. 63 


