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การเปรียบเทียบปริมาณแอนโธไซยานิน ในแคลลัส กลีบดอก และใบอ่อน ของต้นกุหลาบหนู
Comparison of Total Anthocyanin Contents in Callus, Petal and Young Leaves of 

Fairy Rose (Rosa chinesis Jacq. var.minima Voss)

บทคัดย่อ
	 การศึกษาน้ี	 มีวัตถุประสงค์เพื่อ	 เปรียบเทียบปริมาณสารสกัดแอนโธไซยานิน	 จากแคลลัส	 กลีบดอก	 และใบอ่อน	
ของต้นกุหลาบหนู	 โดยแคลลัสได้มาจากการเพาะเล้ียงใบอ่อนบนอาหารสูตร	Murashige	 and	Skoog	 (MS)	 ร่วมกับ	 ben-
zlyadenine	(BA)	2	มิลลิกรัมต่อลิตร	2,4-dichlorophenoxy	acetic	acid	(2,	4-D)	2	มิลลิกรัมต่อลิตร	น้ำาตาลซูโครส	3%	
และผงวุ้น	0.75%	จากการศึกษาระยะเวลาการเพาะเล้ียงแคลลัสต่อปริมาณแอนโธไซยานิน	บนอาหารสูตรเพิ่มปริมาณแคลลัส	
(MS	ร่วมกับ	dicamba	1.5	มิลลิกรัมต่อลิตร	น้ำาตาลซูโครส	3%	และผงวุ้น	0.75%)	พบว่า	ที่ระยะเวลาการเพาะเล้ียงแคลลัส	
4	สัปดาห์	แคลลัสสามารถเพิ่มปริมาณได้สูงสุด	5.52+0.29	กรัมน้ำาหนักสด	และมีปริมาณแอนโธไซยานินสูงสุด	0.098+0.030	
มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำาหนักสด	 เม่ือศึกษาผลของชิ้นส่วนพืชต่อปริมาณแอนโธไซยานิน	 พบว่า	 ในกลีบดอกกุหลาบหนู	 มีปริมาณ
สารแอนโธไซยานินสกัดสูงสุด	0.117+0.001	มิลลิกรัมกรัมต่อกรัมน้ำาหนักสด	รองลงมาคือ	ใบอ่อน	แคลลัสสีแดง	และแคลลัส
สีเหลืองขุ่น	มีปริมาณแอนโธไซยานิน	0.104+0.001,	0.063+0.017	และ	0.004+0.001	มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำาหนักสด	ตามลำาดับ	
ซึ่งข้อมูลที่ได้	สามารถนำามาใช้เป็น	แนวทางสำาหรับการผลิตสารชีวเคมีทุติยภูมิจากการเพาะเล้ียงเซลล์พืชต่อไป
คำาสำาคัญ: แคลลัส	ต้นกุหลาบหนู	การเพาะเล้ียงเซลล์พืช	แอนโธไซยานิน

Abstract
	 This	study	aimed	to	compare	the	anthocyanin	contents	in	callus,	petal	and	young	leaves	of	fairy	rose	
(Rosa chinesis Jacq.	var.minima	Voss)	and	in	young	leaves	–	derived	callus	induction	was	performed	in	vitro	
using	Murashige	and	Skoog	(MS)	supplemented	with	2	mg/l	benzlyadenine	(BA),	2	mg/l	2,4-dichlorophenoxy	
acetic	acid	(2,	4-D),	3%	sucrose	and	0.75%	agar.	With	regard	to	the	highest	callus	proliferation,	the	study	re-
vealed	that	there	was	5.52+0.29	gFW	with	0.098+0.030	mg/gFW	anthocyanin	contents	after	culturing	on	callus	
proliferation	medium	(MS	medium	with	1.5	mg/l	dicamba,	3%	sucrose	and	0.75%	agar)	for	4	weeks.	Based	on	
anthocyanin	contents	among	explants	obtained,	the	highest	anthocyanin	content	was	0.117+0.001	mg/gFW	
in	petal	explant,	while	the	anthocyanin	contents	in	young	leaves,	red	spot	callus	and	yellowish	callus	were	
0.104+0.001	mg/gFW,	0.063+0.017	mg/gFW	and	0.004+0.001	mg/gFW,	respectively.	In	addition,	the	results	of	
this	study	can	be	the	guidelines	for	an	alternative	source	of	secondary	metabolite	production.
Keywords:	Callus,	Fairy	rose,	Plant	cell	culture,	Anthocyanin
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บทนำา
	 การเพาะเล้ียงเซลล์พืช	 เป็นกระบวนการเล้ียงเซลล์ภายใต้สภาวะปลอดเชื้อ	 ช่วยร่นระยะเวลาในการผลิตพืชต้นใหม่	
และสามารถสร้างคุณลักษณะใหม่ๆ	ให้กับเซลล์พืชที่เราต้องการเพาะเล้ียงได้	โดยผ่านการชักนำาการกลายพันธุ์	การถ่ายยีน	การ
ทำาเมล็ดเทียม	รวมทั้งการผลิตสารชีวเคมีทุติยภูมิของเซลล์พืช	ในส่วนของการผลิตสารชีวเคมีน้ี	ถือว่าเป็นผลพลอยได้จากการ
เพาะเล้ียงเซลล์พืช	 โดยเฉพาะการเพาะเล้ียงแคลลัส	 ซึ่งแคลลัสของพืชหลายชนิดที่สามารถผลิตสารเหล่าน้ีออกมาในระหว่าง
การเพาะเล้ียงได้	เช่น	องุ่น	(Saw	et	al.,	2012;	Cai	et	al.,	2012)	เบญจมาศ	(Taha	et	al.,	2008)	Crataegus sinaica	(Maharik	
et	al.,	2009)	มันเทศ	(Chen	et	al.,	2012)	รวมทั้งกุหลาบ	(Mikanagi	et	al.,	2000;	Ram	et	al.,	2011)	จากการศึกษาท่ีผ่าน
มาพบว่า	กุหลาบ	สามารถเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือได้ง่าย		และช้ินส่วนต่างๆ	ไม่ว่าจะเป็น		ใบอ่อน	ก้านใบ	ลำาต้น	คัพภะ	และอับละออง
เกสร	สามารถชักนำาแคลลัสได้ดี	 เพิ่มปริมาณได้อย่างรวดเร็ว	 อีกทั้งในเซลล์แคลลัสกุหลาบน้ันยังสามารถผลิตสารแอนโธไซยา
นินได้ดีอีกด้วย	(Tarrahi	&	Rezanejad,	2013)	ข้อดีของการเพาะเล้ียงเซลล์พืช	เพื่อให้ผลิตสารทุติยภูมิ	คือ	สามารถควบคุม
สภาวะแวดล้อมในการผลิตได้	ปราศจากเชื้อ	และไม่มีปัจจัยการผลิตอันเน่ืองมาจากส่ิงแวดล้อมภายนอกเข้ามาเก่ียวข้อง	อีกทั้ง
ขั้นตอนการสกัดสารที่ได้จากการเพาะเล้ียงเซลล์พืชยังง่ายกว่าการสกัดจากชิ้นส่วนอ่ืนๆ	นอกหลอดทดลอง	 (Nagata	&	Ebi-
zuka,	 2002)	 การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืชเพื่อผลิตสารแอนโธไซยานินน้ัน	 พบว่า	 แคลลัสหรือเซลล์ส่วนใหญ่มักจะเกิดในหลาย
ลักษณะโดยพบทั้งเซลล์ที่ผลิตและไม่ผลิตสารอยู่ปนกัน	 ในเซลล์แคลลัสจะเกิดการสะสมของแอนโธไซยานินจากเซลล์ผิวด้าน
นอกก่อน	เม่ือระยะเวลานานขึ้นจึงจะมีการสะสมที่บริเวณเซลล์ด้านใน	(Hara	et	al.,	2003)	สำาหรับการเกิดแอนโธไซยานินกับ
การพัฒนาของเซลล์	 พบว่า	 การเกิดแอนไซยานินสัมพันธ์กับการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่	 และกระบวนการเมทาบอลิซึมภายใน
เซลล์	 ทั้งสองกระบวนการน้ี	 ได้รับมาจากปัจจัยทั้งภายนอกและภายในเซลล์	 เช่น	 ชนิดและแหล่งของชิ้นส่วนพืช	 สูตรอาหาร	
สารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มออกซินและไซโตไคนิน	 สภาวะที่เพาะเล้ียงเซลล์	 และระดับความเป็นกรด-ด่างของอาหาร	
นอกจากน้ี	 แหล่งของไนโตรเจนหรือคาร์บอน	 รวมทั้งชนิดและความเข้มข้นของน้ำาตาล	 ก็ล้วนแล้วแต่ส่งผลต่อการสร้างแอนโธ
ไซยานินในหลอดทดลอง	การศึกษาเปรียบเทียบ	การผลิตแอนโธไซยานินของระหว่างเซลล์พืชนอกหลอดทดลอง	และในหลอด
ทดลองเป็นเรื่องสำาคัญ	 เพื่อยืนยันว่า	 แอนโธไซยานินที่ผลิตออกมาได้น้ัน	 มีปริมาณหรือคุณสมบัติเหมือนหรือต่างกันอย่างไร
บ้าง	(Maharik	et	al.,	2009)	และเพื่อประเมินในขั้นต้นว่า	พืชชนิดน้ันๆ	เหมาะที่จะนำามาเพาะเล้ียงเซลล์ในหลอดทดลองหรือ
ไม่	ดังเช่น	การศึกษาของ	Kartnig	และคณะ	(1993)	ได้ทดสอบหาปริมาณแอนโธไซยานินในแคลลัส	Crataegus monogyna 
เปรียบเทียบกับช้ินส่วนพืชนอกหลอดทดลอง	พบว่า	แคลลัสสามารถผลิตสารแอนโธไซยานินได้สัดส่วนท่ีมากกว่า	และมีคุณสมบัติ
ในการต้านสารอนุมูลอิสระเทียบเท่ากับแอนโธไซยานินที่สกัดได้จากชิ้นส่วนพืชนอกหลอดทดลอง	(Pakotoarison	et	al.,1997)
นอกจากน้ี	Chen,	et	al.	(2012)	ยังได้รายงานเปรียบเทียบปริมาณแอนโธไซยานินในแคลลัสและหัวของมันเทศ	ซึ่งพบว่า	ใน
หัวมันเทศมีปริมาณแอนโธไซยานิน	 cyanidim-3-glucoside	 และ	 กรด	 gallic	 สูงกว่าในแคลลัส	 อย่างไรก็ตาม	 ยังไม่พบ
รายงานการศึกษาเปรียบเทียบในต้นกุหลาบ	ดังน้ัน	ในการศึกษาน้ี	จึงได้มีหาปริมาณแอนโธไซยานินจากแคลลัสกุหลาบท่ีเพาะเล้ียง
ในห้องทดลอง	เปรียบเทียบกับ	ชิ้นส่วนกลีบดอก	และใบอ่อนนอกหลอดทดลอง	ซึ่งข้อมูลที่ได้สามารถนำามาเป็นข้อมูล	เพื่อเป็น
แนวทางสำาหรับการผลิตแอนโธไซยานินจากการเพาะเล้ียงเซลล์พืชต่อไป

วัตถุประสงค์ของการวิจัย
	 เพ่ือเปรียบเทียบปริมาณแอนโธไซยานินท่ีสกัดได้จากแคลลัส	กลีบดอก	และใบอ่อน	จากต้นกุหลาบหนู	(Rosa chinesis 
Jacq.	var.minima	Voss)
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ระเบียบวิธีวิจัย
 1. การเตรียมชิ้นส่วนพืช
	 การศึกษาน้ี	ใช้ช้ินส่วน	friable	callus	ท่ีชักนำาได้จากการเพาะเล้ียงใบอ่อนระยะใบสีแดงจากต้นกุหลาบหนูอายุ	6	เดือน	
หลังจากการปักชำา	เพื่อนำามาสกัดสารแอนโธไซยานิน	และเปรียบเทียบปริมาณแอนโธไซยานินทั้งหมดใน	กลีบดอก	และใบอ่อน	
จากต้นเดียวกัน
  1.1 การฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนใบอ่อนกุหลาบหนู
	 	 นำาใบอ่อนมาผ่านกระบวนการฟอกฆ่าเชื้อ	 โดยล้างผ่านน้ำาประปาเป็นเวลา	 30	 นาที	 จากน้ัน	 จุ่มแช่ใน
สารละลายเอทธิลแอลกอฮอล์เข้มข้น	70	%	เป็นเวลา	30	วินาที	 เทสารละลายแอกอฮอล์ทิ้ง	จุ่มแช่ต่อในสารละลายคลอร๊อกซ์
เข้มข้น	20%	ร่วมกับ	สารละลายทวีน-20	ปริมาตร	60	ไมโครลิตรต่อสารละลายคลอร๊อกซ์	100	มิลลิลิตร	เป็นเวลา	20	นาที	เท
สารละลายทิ้ง	ล้างด้วยน้ำากล่ันน่ึงฆ่าเชื้อ	3	ครั้ง	นำาชิ้นส่วนพืชเข้าตู้ย้ายเล้ียง	แล้วซับด้วยกระดาษทิชชูน่ึงฆ่าเชื้อให้แห้ง	
  1.2 การชักนำาแคลลัสเริ่มต้น 
	 	 การชักนำาแคลลัสเริ่มต้นทำาตามวิธีการของ	 ยุพาภรณ์	 จิโรภาสภาณุวงศ์	 (2559)	 โดยนำาชิ้นส่วนใบอ่อนที่
ผ่านกระบวนการฟอกฆ่าเชื้อ	มากรีดเพื่อให้เกิดบาดแผล	แล้วเพาะเล้ียงบนอาหารสูตรชักนำาแคลลัส	 (MS	เติม	BA	เข้มข้น	2	
มิลลิกรัมต่อลิตร	2,	4-D	เข้มข้น	2	มิลลิกรัมต่อลิตร	ร่วมกับน้ำาตาลซูโครส	3%	และผงวุ้น	0.75%)	เพาะเล้ียงภายใต้การให้แสง	
14	ชั่วโมงต่อวัน	ที่อุณหภูมิ	26+2	องศาเซลเซียส	ย้ายเล้ียงบนอาหารสูตรเดิมทุก	4	สัปดาห์	หลังจากการเพาะเล้ียงเป็นเวลา	8	
สัปดาห์	ตัดแยกแคลลัสที่เกิดขึ้น	ย้ายลงอาหารสูตรเพิ่มปริมาณแคลลัส	(MS	เติม	dicamba	เข้มข้น	1	มิลลิกรัมต่อลิตร	ร่วม
กับ	น้ำาตาลซูโครส	3	%	และผงวุ้น	0.75	%)	เพื่อเพิ่มปริมาณให้เพียงพอสำาหรับใช้ในการทดลองต่อไป
 2. ศึกษาระยะเวลาการเพาะเล้ียงต่อการเพ่ิมปริมาณแคลลัสและปริมาณแอนโธไซยานิน
	 นำาแคลลัสน้ำาหนัก	0.5	กรัม	อายุ	2	สัปดาห์	หลังจากการย้ายเล้ียง	มาเพิ่มปริมาณบนอาหารสูตรเพิ่มปริมาณแคลลัส	
เพาะเล้ียงภายใต้การให้แสง	14	ชั่วโมงต่อวัน	ที่อุณหภูมิ	26+2	องศาเซลเซียส	บันทึกน้ำาหนักสดแคลลัสทุกๆ	1	สัปดาห์	เป็น
เวลา	6	สัปดาห์	จนกระทั่งนำามาวิเคราะห์หาปริมาณแอนโธไซยานินทั้งหมด	
 3. การสกัด และวัดปริมาณแอนโธไซยานินทั้งหมด
	 วิเคราะห์ปริมาณแอนโธไซยานินด้วยเคร่ือง	 Spectrophotometer	 โดยประยุกต์วิธีการของ	 Ereifej	 และคณะ	 (2015)	
โดยช่ังน้ำาหนักแคลลัสอายุ	4	สัปดาห์หลังจากการย้ายเล้ียง	กลีบดอก	และใบอ่อนกุหลาบหนู	ในแต่ละตัวอย่างมา	0.5	กรัมน้ำาหนัก
สด	 เติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น	 0.1%	 ในสารละลายเมทานอล	 ปริมาตร	 5	 มิลลิลิตร	 บ่มไว้ที่อุณหภูมิ	 4	 องศา
เซลเซียส	เป็นเวลา	24	ชั่วโมง	หลังจากน้ัน	นำาหลอดตัวอย่างมาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ	1000	รอบต่อนาที	เป็นเวลา	10	นาที	
แล้วนำาสารละลายส่วนใสตอนบนไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน	 530	 และ	 657	 นาโนเมตร	 เพื่อคำานวณหาค่าปริมาณ
แอนโธไซยานินโดยใช้สูตร
	 	 AC	=	[Absorbance	x	449.2	x	DF]/	29,000	x	Sample	Weight	(g)]
	 	 โดยที่		 AC	=	Anthocyanin	contents	(mg/gFW)	
	 	 	 Absorbance	(A)	=	(A530-0.25	A657)
	 	 	 Dilution	Factor	(DF)	=	final	volumn/initial	volume	(ml)	
 4. การวิเคราะห์ข้อมูล 
	 วางแผนการทดลองแบบ	Completely	Randomized	Design	(CRD)	และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียโดยวิธี	Duncan’s	
Multiple	Range	Test	(DMRT)	ทำา	3	ซ้ำา	ซ้ำาละ	10	หลอด
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ผลการวิจัย
	 จากการนำาใบอ่อนต้นกุหลาบหนู	มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรชักนำาแคลลัส	พบว่า	หลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา	
2	สัปดาห์	เริ่มมีการสร้างแคลลัส	ตรงบริเวณรอยตัด	และขอบใบ	ลักษณะแคลลัสเป็นแบบร่วน	มีสีขาวขุ่น	บางเซลล์มีสีเหลือง
ขุ่น	และยังไม่พบการสร้างจุดสีแดงในแคลลัสระยะน้ี	(ภาพที่	1-ก)	ต่อมา	เมื่อตัดย้าย	friable	callus	มาเพิ่มปริมาณบนอาหาร
สูตร	MS	เติมไดแคมบา	เข้มข้น	1.5	มิลลิกรัมต่อลิตร	ร่วมกับซูโครส	เข้มข้น	3	เปอร์เซ็นต์	พบว่า	แคลลัสสามารถเพิ่มปริมาณ
ได้สูงสุด	 5.52+0.29	 กรัมน้ำาหนักสด	 หลังจากการเพาะเล้ียงเป็นเวลา	 4	 สัปดาห์	 และเริ่มคงที่	 หลังจากสัปดาห์ที่	 5	 ของการ
เพาะเล้ียง	 แคลลัสเริ่มเปล่ียนเป็นสีน้ำาตาลเข้มจนดำา	 เม่ือพิจารณาการสร้างจุดสีแดงบนก้อนแคลลัส	 พบว่าแคลลัสที่เพาะเล้ียง
บนสูตรอาหารชักนำาแคลลัส	ไม่พบการสร้างจุดสีแดงบนก้อนแคลลัส	(ภาพที่	1-ข)	ส่วนในสูตรอาหารที่เติม	dicamba	เข้มข้น	
1.5	มิลลิกรัมต่อลิตร	พบการสร้างจุดสีแดงบนก้อนแคลลัสกระจายอยู่ทั่วทั้งก้อน	และเม่ือแยกแคลลัสที่ได้	ไปเพิ่มปริมาณบน
อาหารสูตรเดิม	 พบว่า	 แคลลัสยังสามารถสร้างจุดสีแดงได้	 100%	 (ภาพที่	 1-ค)	 และเม่ือนำาแคลลัสในแต่ละสัปดาห์ของการ
เพาะเล้ียง	 มาวิเคราะห์ปริมาณสารแอนโธไซยานินทั้งหมด	 พบว่า	 ปริมาณสารแอนโธไซยานินค่อยๆ	 เพิ่มขึ้นจากสัปดาห์แรก	
จนกระทั่งมีปริมาณมากที่สุด	0.098+0.030	มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำาหนักสด	ในสัปดาห์ที่	4	ของการเพาะเล้ียง	หลังจากน้ันปริมาณ
แอนโธไซยานินทั้งหมดมีปริมาณลดลง	(ตารางที่	1)

ตารางที่ 1	น้ำาหนักสดแคลลัสกุหลาบหนู	(Rosa chinesis Jacq.	var.minima	Voss)	หลังจากการเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร	
	 MS	ร่วมกับ	dicamba	เข้มข้น	1.5	มิลลิกรัมต่อลิตร	น้ำาตาลซูโครส	3%	และผงวุ้น	0.75%

สัปดาห์หลังการเพาะเล้ียง น้ำาหนักสดแคลลัส (gFW) ปริมาณแอนโธไซยานิน (mg/gFW)
1

2
3
4
5
6

0.90+0.06x

2.54+0.16	
3.55+0.36	
5.52+0.29	
5.51+0.39	
5.11+0.30

0.036+0.04
0.037+0.03
0.069+0.01
0.098+0.03	
0.076+0.04
0.055+0.02

 
x	ค่าเฉล่ียของกลุ่มตัวอย่าง	และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน

	 เมื่อนำาแคลลัสสีเหลืองขุ่น	และสีแดง	ที่เพิ่มปริมาณได้อายุ	4	สัปดาห์หลังจากการเพาะเลี้ยง	มาสกัดสารแอนโธ
ไซยานินทั้งหมดอีกครั้ง	 เปรียบเทียบกับปริมาณแอนโธไซยานิน	ในกลีบดอก	และใบอ่อน	(ภาพที่	1ง	-	ฉ)	จากต้นแม่ที่นำามา
เพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ	 พบว่า	 ในกลีบดอก	 มีปริมาณแอนโธไซยานิน	 สูงสุด	 0.117+0.001	 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำาหนักสด	 ใกล้เคียง
กับใบอ่อนคือ	0.104+0.001	มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำาหนักสด	รองลงมาคือในแคลลัสสีแดง	มีปริมาณแอนโธไซยานิน	0.063+0.017	
มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำาหนักสด	ส่วนในแคลลัสสีเหลืองขุ่นมีปริมาณสารน้อยที่สุด	0.004+0.001	มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำาหนักสด	ตาม
ลำาดับ	(ตารางที่	2)
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ตารางที่ 2	ปริมาณแอนโธไซยานินในแคลลัสที่เพาะเล้ียงบนอาหารสูตร	MS	ร่วมกับ	dicamba	เข้มข้น	1.5	มิลลิกรัมต่อลิตร	
	 น้ำาตาลซูโครส	3%	และผงวุ้น	0.75%	เปรียบเทียบกับปริมาณแอนโธไซยานินในกลีบดอก	และใบอ่อนกุหลาบหนู	
	 (Rosa chinesis	Jacq.	var.minima	Voss)

ตัวอย่างพืช ปริมาณแอนโธไซยานินทั้งหมด (mg/gFW)
แคลลัสสีเหลืองขุ่น

แคลลัสสีแดง
กลีบดอก
ใบอ่อน

0.004+0.001c
0.063+0.017b
0.117+0.001a
0.104+0.001a

F-test
C.V.	(%)

*

0.22
	 *	แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำาคัญที่ระดับ	0.05	
	 ค่าเฉล่ียที่กำากับด้วยอักษรร่วมกันในสดมภ์เดียวกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบด้วยวิธี	DMRT

 ภาพที่ 1		 ลักษณะแคลลัส	ดอก	ใบ	และสารแอนโธไซยานินที่สกัดจากชิ้นส่วนต่างๆ	ของต้นกุหลาบหนู	
	 	 (Rosa chinesis	Jacq.	var.minima	Voss)	
	 	 ก-ข:	การชักนำาแคลลัสจากใบอ่อนบนอาหารสูตร	MS	ร่วมกับ	BA	เข้มข้น	2	มิลลิกรัมต่อลิตร	2,	4-D	
	 	 						เข้มข้น	2	มิลลิกรัมต่อลิตร	น้ำาตาลซูโครส	3%	และผงวุ้น	0.75%	(บาร์	=	0.5	ซม)
	 	 ค:	แคลลัสเกิดจุดสีแดงบนอาหารสูตร	MS	เติม	Dicamba	เข้มข้น	1.5	มิลลิกรัมต่อลิตร	น้ำาตาลซูโครส	
	 	 				3%	และผงวุ้น	0.75%	(บาร์	=	0.5	ซม)
	 	 ง-จ:	ดอกและใบอ่อนกุหลาบหนูจากต้นอายุ	6	เดือนหลังจากการปักชำา	(บาร์	=	0.5	ซม)
	 	 ฉ:	สารสกัดแอนโธไซยานินจาก	แคลลัสสีเหลืองขุ่น	แคลลัสสีแดง	กลีบดอก	และใบอ่อน
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อภิปรายผล
	 การเพาะเล้ียงเซลล์พืช	 โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อผลิตสารทุติยภูมิ	 โดยเฉพาะ	 สารแอนโธไซยานิน	 ยังคงได้รับความ
สนใจอยู่ในปัจจุบัน	 โดย	Mathur	และคณะ	 (2010)	 ได้ให้เหตุผลไว้ว่า	การผลิตด้วยวิธีการน้ี	 ง่ายและมีขั้นตอนการสกัดที่ไม่
ยุ่งยาก	ปริมาณของสารอ่ืนที่ไม่จำาเป็น	 เช่น	แพคติน	โพลีแซคคาไรด์	และเอนไซม์อ่ืนๆ	มีจำานวนน้อย	และไม่มีผลจากสภาวะ
แวดล้อมภายนอกเข้ามาเก่ียวข้อง	สำาหรับการผลิตสารแอนโธไซยานินจากการเพาะเล้ียงเซลล์พืชน้ัน	ขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายชนิด	
เช่น	 สูตรอาหาร	 สารควบคุมการเจริญเติบโต	 ค่าความเป็นกรด-ด่าง	 อุณหภูมิ	 แสง	 รวมทั้ง	 น้ำาตาลซูโครส	 ซึ่งมีผลต่อความ
เสถียรของสารแอนโธไซยานินท่ีเซลล์พืชสร้างข้ึน	(Tsai	et	al.,	2005)	น้ำาตาลซูโครส	นอกจากจะเป็นแหล่งพลังงานท่ีจำาเป็นกับเซลล์
พืชแล้ว	 ยังสามารถนำาไปใช้ในการเติมหมู่น้ำาตาลให้กับสาร	aglycone	ในกระบวนการ	glycosylation	 ซ่ึงเป็นปฏิกิริยาสุดท้ายของ
กระบวนการสังเคราะห์แอนโธไซยานิน	(Mano	et	al.,	2007)	นอกจากน้ี	ยังส่งผลต่อยีนท่ีเก่ียวข้องกับการสังเคราะห์ฟลาโวนอยด์	
และเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกับการสังเคราะห์แอนโธไซยานินใน	Arabidopsis	 เช่น	 flavanone	 3β-hydroxylase	 chalcone	 	 synthase	
chalcone	 isomerase	 และ	 anthocyanidin	 synthase	 เป็นต้น	 (Solfanelli	 et	 al.,	 2006)	 สำาหรับการศึกษาน้ี	 ความเข้มข้น
ของน้ำาตาลซูโครสที่ใช้คือ	 3%	 สามารถส่งเสริมให้แคลลัสของกุหลาบหนู	 มีการสร้างสารแอนโธไซยานินสูงสุด	 ในสัปดาห์ที่	 4	
ของการเพาะเล้ียง	สอดคล้องกับลักษณะสี	ที่ปรากฏบนก้อนแคลลัส	 คือ	แคลลัสมีจุดสีแดงเข้มกระจายอยู่ทั่วทั้งก้อน	ซึ่งหาก
เพาะเล้ียงต่อไปโดยปราศจากการย้ายเล้ียง	พบว่าในสัปดาห์ที่	 5	และ	6	แคลลัสจะเริ่มเปล่ียนเป็นสีน้ำาตาล	และมีปริมาณสาร
แอนโธไซยานินลดลง	 (ตารางที่	 1)	 สอดคล้องกับการเพาะเล้ียงแคลลัสเพื่อส่งเสริมให้ผลิตสารแอนโธไซยานินในพืชหลายชนิด	
เช่น	โสม	ปริมาณสารชนิดน้ีพบมากที่สุดเม่ือเพาะเล้ียงแคลลัสนาน	3-4	สัปดาห์	และค่อยๆ	ลดลงในสัปดาห์ที่	5-11	(Mathur	
et	al.,	2010)	แต่ในพืชบางชนิด	เช่น	Prosopis farcta	L.	มีปริมาณแอนโธไซยานินสูงสุดหลังจากการเพาะเล้ียงถึง	8	สัปดาห์	
(Yahya	 &	 Al-Salih,	 2014)	 เห็นได้ว่า	 สายพันธุ์และชนิดของพืชก็เป็นอีกปัจจัยหน่ึงที่ส่งผลต่อการผลิตสารแอนโธไซยานิน	
จากการศึกษาเปรียบเทียบปริมาณแอนโธไซยานินใน	แคลลัส	กลีบดอก	และใบอ่อนในการศึกษาน้ี	พบว่า		ในกลีบดอกมีปริมาณ
แอนโธไซยานินรวมสูงสุด	 0.117+0.001	 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำาหนักสด	 สูงกว่าในแคลลัสประมาณสองเท่า	 สอดคล้องกับการ
รายงานของ	Chen	et	al	(2012)	ที่ศึกษาเปรียบเทียบปริมาณแอนโธไซยานินสกัดจากแคลลัส	และหัวมันเทศ	ซึ่งพบว่า	ปริมาณ
สารในหัวมีมากกว่าในแคลลัสประมาณสองเท่า	แต่การเพาะเล้ียงแคลลัสมันเทศมีข้อได้เปรียบ	ตรงที่สามารถเพิ่มปริมาณเซลล์
ได้อย่างรวดเร็วและสามารถหลีกเล่ียงการปนเปื้อนสารเคมีจากสภาพแวดล้อมจากภายนอกได้	เช่นเดียวกัน	ในการศึกษาน้ี	หาก
พิจารณาในเรื่องของปริมาณ	ในกลีบดอกให้ปริมาณสารแอนโธไซยานินรวมที่มากกว่า	แต่หากพิจารณาถึงสมบัติ	ความบริสุทธิ์	
หรือการปนเปื้อนของสารที่ได้จากการเพาะเล้ียงแคลลัสในสภาพปลอดเชื้อ	 อาจมีข้อได้เปรียบมากกว่า	 กลีบดอกปลูกอยู่ใน
สภาพแวดล้อมภายนอก	เส่ียงต่อการปนเปื้อนจากสารเคมี	ยาฆ่าแมลง	หรือยาปฏิชีวนะ	และอาจมีปริมาณสารฟีนอลิกอ่ืนๆ	ใน
ปริมาณมาก	ในขณะที่	แคลลัส	มีการเพาะเล้ียงในสภาพปลอดเชื้อ	ควบคุมสภาวะในการเพาะเล้ียง	จึงไม่มีปัญหาการปนเปื้อน
จากสภาพแวดล้อมภายนอก	แต่ปริมาณสารที่ได้อาจมีปริมาณน้อย	ซึ่งหากนำามาประยุกต์การเพาะเล้ียงในระดับที่ใหญ่ขึ้น	 เช่น	
การเพาะเล้ียงในอาหารเหลว	จนกระทั่งประยุกต์ต่อไปถึงระดับการเพาะเล้ียงในระบบถังหมักขนาดใหญ่	ก็อาจเป็นประโยชน์ต่อ
อุตสาหกรรมการผลิต	ยา	เครื่องสำาอาง	และอาหาร	ในขณะเดียวกัน	ยังคงต้องปรับปรุงวิธีการเพาะเล้ียงเซลล์	เพื่อให้สามารถ
ผลิตสารได้ในปริมาณมาก	และสารที่ได้มีคุณภาพ	เหมาะสำาหรับการนำาไปใช้ประโยชน์ต่อไป
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สรุป
	 แคลลัสที่เพาะเล้ียงบนอาหารสูตร	MS	 เติม	 dicamba	 เข้มข้น	 1.5	 มิลลิกรัมต่อลิตร	 ร่วมกับซูโครส	 เข้มข้น	 3%	
สามารถเพิ่มปริมาณได้สูงสุด	5.52+0.29	กรัม	มีปริมาณแอนโธไซยานินสูงสุด	0.098+0.030	มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำาหนักสด	หลัง
จากการเพาะเล้ียงเป็นเวลา	 4	 สัปดาห์	 เม่ือศึกษาเปรียบเทียบปริมาณสารแอนโธไซยานิน	 พบว่า	 ในกลีบดอกกุหลาบหนู	 มี
ปริมาณสารแอนโธไซยานินสกัดสูงสุด	 0.117+0.001	 มิลลิกรัมกรัมต่อกรัมน้ำาหนักสด	 รองลงมีคือ	 ในใบอ่อน	 แคลลัสสีแดง	
และแคลลัสสีเหลืองขุ่น	มีปริมาณแอนโธไซยานิน	0.104+0.001,	0.063+0.017	และ	0.004+0.001	มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำาหนักสด	
ตามลำาดับ

ข้อเสนอแนะ
	 สำาหรับการศึกษาต่อไป	 ควรมีการศึกษาระบบการเพาะเล้ียงเซลล์กุหลาบเพิ่มเติม	 เช่น	 การเพาะเล้ียงในอาหารเหลว
เปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงแคลลัส	 ศึกษาความถี่ของการย้ายเลี้ยงเซลล์ที่มีผลต่อการเพิ่มจำานวนเซลล์และการสร้างสาร
แอนโธไซยานิน	 เป็นต้น	รวมทั้งมีการวิเคราะห์ถึงคุณสมบัติของสารแอนโธไซยานินที่สกัดได้	 เช่น	สมบัติในการต้านสารอนุมูล
อิสระ	รวมทั้งองค์ประกอบทางเคมีของสาร	สำาหรับการนำาไปใช้ประโยชน์ต่อไป
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