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บทคัดย่อ 
ฟ้าทะลายโจร (Andrographis paniculata) เป็นสมุนไพรที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา เนื่องจากมีสารทุติยภูมทิี่

สำคัญกลุ่มแลคโตนรวม ซึ่งมีองค์ประกอบหลัก 4 ชนิด คือ andrographolide, neoandrographolide, 14-deoxy-
11,12 didehydroandrographolide และ 14-deoxyandrographolide ดังนั้นงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อชักนำ
ให้เกิดแคลลัสจากชิ้นส่วนใบที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเมล็ดของฟ้าทะลายโจรในอาหารสังเคราะห์สูตรของ 
Murashige และ Skoog (MS) ที่ไม่มีการเติมสารควบคุมการเจริญ เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ จากนั้นนำช้ินส่วนของ
ใบไปชักนำให้เกิดแคลลัสในอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่มีการเติมสารควบคุมการเจริญกลุ่มไซโตไคนินชนิด 
benzylaminopurine (BAP) ที ่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และกลุ่มออกซินชนิด 2,4-dichlorophenoxy 
acetic acid (2,4-D) ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ สามารถชักนำให้เกิดแคลลัส ซึ่งมี
ลักษณะเกาะกันอย่างหลวม ๆ (friable callus) จากนั้นสกัดสารจากแคลลัสฟ้าทะลายโจร ระบุชนิดของสารสกัด
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ด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีแบบแผ่นบาง (TLC) และวิเคราะห์ปริมารสารกลุ่มแลคโตนรวมด้วยเครื่อง UV-Vis สเปค
โตรโฟโตมิเตอร์ พบปริมาณสารแลคโตนรวมในแคลลัสของฟ้าทะลายโจรร้อยละ 7.31±0.15 โดยน้ำหนัก 

คำสำคัญ : ฟ้าทะลายโจร; แคลลัส; สารทุติยภูมิ; สารแลคโตนรวม 

Abstract 
Andrographis paniculata is a medicinal plant which attributes for diverse pharmacological 

properties. The main secondary metabolite of A. paniculata is total lactones which comprise of 4 
compounds, such as andrographolide, neoandrographolide, 14 -deoxy-11 ,12 -didehydroandrogra 
pholide and 1 4 - deoxyandrographolide. This research aims to induce callus for secondary 
metabolite production by cell culture technique. The effect of growth regulators, i.e. cytokinins as 
benzylaminopurine (BAP) and auxins as 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), on the induction of 
callus from explants cultured on Murashige and Skoog (MS) was studied. From the result, MS 
supplemented with BAP and 2,4-D at concentrations of 1 and 1 mg/L, respectively, can induce 
callus formation. Then compounds in the callus extract were analyzed by the TLC techniques, and 
lactones were determined by colorimetric method using UV-Vis spectrophotometer. The result 
showed that Andrographis paniculata callus contains 7.31±0.15 %w/w total lactones. 

Keywords: Andrographis paniculata; callus; secondary metabolite; total lactone 

1. บทนำ
ฟ้าทะลายโจร [Andrographis paniculata 

(Burm.f.) Wall. ex Nees] เป็นสมุนไพรที ่จ ัดอยู ่ใน
บัญชียาหลักแห่งชาติ พ.ศ. 2558 มีสรรพคุณบรรเทา
อาการเจ็บคอและบรรเทาอาการโรคหวัด (common 
cold) เช่น เจ็บคอ ปวดเมื่อยกล้ามเนื้อ [1] นอกจากนี้
ยังมีฤทธิ์ทางยาอีกหลายประการ เช่น ฤทธิ์ลดน้ำตาล
ในเลือด [2] ฤทธิ ์ต้านการอักเสบ [3] ฤทธิ ์กระตุ้น
ภูมิคุ้มกัน และยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งหลาย
ชนิด [4] กระทรวงสาธารณสุขจึงให้หน่วยงานบริการ
ในสังกัดทุกระดับสั่งใช้ยาสมุนไพรฟ้าทะลายโจรเป็นยา
ลำดับแรก (first line drug) เนื่องจากพบสารทุติยภูมิ
กลุ่มแลคโตน (lactone) ซึ่งมีองค์ประกอบหลัก 4 ชนิด 
ค ือ andrographolide, neoandrographolide, 14-

deoxy-11 , 1 2 - didehydroandrographolide แ ละ 
14-deoxyandrographolide [5,6] อย่างไรก็ตาม สาร
สำคัญดังกล่าวมีปริมาณต่างกัน ซึ่งแปรผันตามปัจจัย
ต่าง ๆ เช่น สภาพแวดล้อมของพื ้นที ่ปลูก ฤดูกาล
ดังนั้นจึงใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเพื่อผลิต
สารสำคัญทดแทนการผลิตสารจากการเพาะปลูกพืช
ตามธรรมชาติ เน ื ่องจากเซลล์พ ืชม ีย ีนครบถ้วน
สามารถทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในกระบวนการชีว
สังเคราะห์ต่าง ๆ และสร้างสารสำคัญได้เช่นเดียวกับ
พืชที่ปลูกในสภาพธรรมชาติ ซึ่งข้อดีของการเพาะเลี้ยง
เซลล์พืช คือ สามารถผลิตสารอย่างต่อเนื่อง สามารถ
ควบคุมสภาวะแวดล้อมในการผลิต ปราศจากเชื้อก่อ
โรคพืช และไม ่ม ีป ัจจ ัยการผล ิตอ ันเน ื ่องมาจาก
สิ่งแวดล้อมภายนอกเข้ามาเกี่ยวข้อง อีกทั้งขั้นตอนการ
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สกัดและแยกสารให้บริสุทธิ์จากการเพาะเลี้ยงเซลล์พืช
นั้นง่ายกว่าการสกัดจากชิ้นส่วนพืชอื่น ๆ ในธรรมชาติ 
[7] ปัจจุบันมีการผลิตสารทุติยภูมิจากการเพาะเลี้ยง
เซลล์พืชหลายชนิด ได้แก่ องุ่น [8] ฟ้าทะลายโจร [9] 
บัวบก [10] เป็นต้น การศึกษาที ่ผ ่านมาพบว่าองุ่น
สามารถเพาะเลี ้ยงเนื้อเยื่อและสามารถชักนำให้เกิด
แคลลัส [11] อีกทั้งยังพบว่าเซลล์เพาะเลี้ยงฟ้าทะลาย
โจรสามารถผลิตสารกลุ่มแลคโตนรวม โดยเฉพาะสาร 
andrographolide ซึ่งเป็นสารปฏิชีวนะในพืช มีหน้าที่
ป้องกันพืชไม่ให้เกิดโรค และมีฤทธ์ิทางชีวภาพมากมาย 

ดังนั ้นงานวิจ ัยนี ้จ ึงศ ึกษาอิทธิพลของสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตต่อการชักนำ และการเจริญ 
เติบโตของแคลลัสฟ้าทะลายโจร เพื่อใช้เป็นแหล่งผลิต
สารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจากการเพาะเลี้ยงเซลล์
ฟ้าทะลายโจร 
 

2. อุปกรณ์ และวิธีการ 
2.1 การชักนำต้นอ่อนฟ้าทะลายโจรในหลอด

ทดลอง 
ฟอกฆ่าเชื ้อเมล็ดฟ้าทะลายโจร โดยนำ

เมล็ดฟ้าทะลายโจรแช่ในแอลกอฮอล์ร้อยละ 95 เป็น
เวลา 5 นาที จากนั้นแช่ในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอ
ไรด์เข้มข้นร้อยละ 20 เป็นเวลา 20 นาที แล้วล้างน้ำ
กลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที จากน้ันแช่
เมล็ดฟ้าทะลายโจรที่ฟอกฆ่าเช้ือในน้ำกลั่นเป็นเวลา 24 
ช่ัวโมง และนำไปเพาะเลี้ยงบนอาหารดัดแปลงสูตร MS 
เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์  

2.2 การชักนำแคลลัสฟ้าทะลายโจรในหลอด
ทดลอง 

นำช้ินส่วนใบและก้านฟ้าทะลายโจรที่เจริญ
ในหลอดทดลอง เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 
BAP ความเข้มข้น 1 มิลลิกร ัมต่อลิตร และ 2,4-D 
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับน้ำตาลซูโครส 

3 เปอร์เซ็นต์ และผงวุ้น 0.75 เปอร์เซ็นต์ เพาะเลี้ยง
ภายใต้การให้แสง 14 ชั ่วโมงต่อวัน ที ่อ ุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 สัปดาห์ บันทึกการเปลี่ยน 
แปลงของแคลลัส พร้อมกับช่ังน้ำหนักสดของแคลลัส 

2.3 การสกัดสารจากแคลลัสฟ้าทะลายโจร 
ช่ังน้ำหนักแคลลัสจากใบฟ้าทะลายโจรอายุ 

4 สัปดาห์ จากสูตรอาหารที ่เหมาะสมต่อการเจริญ 
เติบโต 0.5 กรัมน้ำหนักสด แล้วนำไปอบที่ 40 องศา
เซลเซียส แล้วบดให้ละเอียด และแช่สกัดสกัดด้วย
สารละลายเอทานอล เป็นเวลา 24 ชั ่วโมง จากนั้น
ระเหยต ัวทำละลายออกด ้วยเคร ื ่อง ระเหยแบบ
สุญญากาศ ตรวจสอบชนิดของสารด้วยเทคนิคโครมา
โทรกราฟีแบบแผ่นบาง (TLC) โดยใช้เฟสเคลื่อนที่ คือ 
เอท ิลอะซิ เตทต่อเฮกเซนร ้อยละ 70 และส ังเกต
ตำแหน่งของสารโดยใช้แสงอัลตราไวโอเลตความยาว
คลื่น 254 นาโนเมตร จากนั้นนำไปหาค่า rate of flow 
(RF) ซึ่งเป็นค่าเฉพาะตัวของสาร แสดงระยะทางที่สาร
เคลื่อนตัวไปต่อระยะทางที่ตัวทำละลายเคลื่อนที่ไปได้ 
แล้วเปรียบเทียบกับสารแลคโตนรวมมาตรฐาน  

2.4 การว ิ เคราะห ์ เช ิ งปร ิมาณสารกลุ่ ม     
แลคโตนรวมด้วยเทคนิคสเปกโตรโฟโตมิทรี 

การวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยเทคนิคการทำ
ให้เกิดสีจากปฏิกิริยาเคมีที่จำเพาะกับสารกลุ่มแลคโตน
รวม โดยชั่งแคลลัสฟ้าทะลายโจรแห้ง 260 มิลลิกรัม 
แช่สกัดในเอทานอล 200 มิลลิลิตร เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง 
จากนั ้นดูดสารสกัดใบฟ้าทะลายโจรปริมาตร 500 
ไมโครลิตร และเติมสารละลาย 3,5-ไดไนโตรเบนโซอิก 
แอซิด ความเข้มข้นร้อยละ 2 และสารละลายโซเดียม 
ไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 5 อย่างละ 30 ไมโคร 
ลิตร เขย่าต่อเนื่องเป็นเวลา 3 นาที จากนั้นวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที ่ความยาวคลื ่น 541 นาโนเมตร และ
คำนวณปริมาณสารกลุ ่มแลคโตนรวมจากสมการ
เส้นตรง (linear regression) ของกราฟมาตรฐาน โดย 
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ทดลอง 3 ซ้ำ 
2.5 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

ข้อมูลแสดงด้วยค่า mean±S.D. (n = 3) ใช้
โปรแกรม GraphPad Prism version 4 ในการเปรีย 
บเทียบค่าเฉลี่ยระหว่าง 2 กลุ่ม ด้วยสถิติ Student’s 
t-test โดยใช้ค่าความเชื่อมั่นทางสถิติที่ 0.05 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
3.1 การชักนำแคลลัสฟ้าทะลายโจรในหลอด

ทดลอง 
การชักนำให้เกิดแคลลัสจากใบและก้าน

ของฟ้าทะลายโจรที่เจริญจากเมล็ดในหลอดทดลอง 
โดยเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่เติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต BAP ที่ความระดับเข้มข้น 1.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร และ2,4-D ที่ระดับความเข้มข้น 1.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า
เนื้อเยื่อมีการเปลี่ยนแปลงรูปเกิดเป็นแคลลัสเฉพาะใบ 
ซึ่งแคลลัสมีลักษณะร่วนฟู (friable callus) สีครีม (รูป
ที ่1) 
 

 
 

Figure 1 Callus from Andrographis paniculata 
leaf was induced by MS medium with 
BAP 1.0 mg/L and 2,4-D 1.0 mg/L in 
14 h light for 4 weeks at 25 ºC 

ซึ ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Sharmila 
และคณะ 2013 ที่ศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญ
กลุ่มไซโตไคนินและออกซินต่อการชักนำให้เกิดแคลลัส
ฟ้าทะลายโจร พบว่าเติมการเติมสารควบคุมการเจริญ 
เติบโต BAP ที่ความระดับเข้มข้น 1.0 มิลลิกรมัต่อลิตร 
และ 2,4-D ที่ระดับความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ชักนำให้เกิดแคลลัสได้สูงสุด [12] 

3.2 การสกัดสารทุต ิยภ ูม ิจากแคลลัสฟ้า
ทะลายโจร 

ผลการทดลองการสกัดสารทุติยภูมิจาก
แคลลัสฟ้าทะลายโจรด้วยการแช่สกัดในเอทานอล 
พบว ่าค ่าร ้อยละผลผล ิตของสารสก ัดหยาบ (% 
extraction yield) คือ ร้อยละ 30 

3.2.1 การตรวจสอบเอกลักษณ์ของสาร
ทุติยภูมิจากแคลลัสฟ้าทะลายโจรด้วยเทคนิครงคเลข
ผิวบาง (thin layer chromatography, TLC) 

ตรวจสอบเอกลักษณ์สารทุติยภูมิของ
สารสกัดจากแคลลัสฟ้าทะลายโจรด้วยเทคนิค TLC 
(silica gel 60 F254) โดยใช ้ระบบ 70 เปอร ์ เซ ็นต์  
เอทิลอะซิเตทต่อเฮกเซน แล้วตรวจสอบภายใต้แสงยูวี 
 = 256 นาโนเมตร พบลักษณะแถบการแยกดังรูปที่ 
2A โดยท ี ่สารมาตรฐาน A ค ือ 14-deoxy-11,12-
didehydroandrographolide และสารมาตรฐาน B 
คือ andrographolide จากนั้นสเปรย์แผ่น TLC ด้วย
สาร cerium (IV) sulfate ที่เกิดปฏิกิริยาเคมีจำเพาะ
กับกลุ่มแลคโตน ทำให้เกิดแถบสีน้ำตาลดังรูปที่ 2B 
โดยสารมาตรฐาน C คือ neoandrographolide ซึ่ง
สอดคล ้องก ับข ้อม ูลอ ้างอ ิง [13] ผลการทดลอง 
ตรวจสอบเอกลักษณ์สารทุติยภูมิของสารสกัดจาก
แคลลัสฟ้าทะลายโจร พบสารกลุ ่มแลคโตน 3 ชนิด 
ได ้แก ่  14-deoxy-11,12-didehydroandrographo-
lide, andrographolide และ neoandrographolide 
มีค่า RF ใกล้เคียงกับสารมาตรฐานกลุม่แลคโตนรวม  
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 Compounds 
RF 

Lane 1 Lane 2 

A 14-deoxy-11,12-didehydroandrographolide 0.75±0.00 0.75±0.01ns 
B andrographolide 0.50±0.00 0.49±0.01ns 
C neoandrographolide 0.30±0.01 0.31±0.00ns 

    

Figure 2 (a) TLC chromatogram of compounds with mobile phase of 70 
% ethyl acetate-n-hexane under UV ( = 256 nm) (b) TLC 
chromatogram of compounds with mobile phase of 70 % ethyl 
acetate-n-hexane spraying with cerium (IV) sulfate; Lane 1 
standard of total lactones; Lane 2 crude extract from A. 
paniculata callus 

 
โดยที่มีความแตกต่างอย่างไม่มีนัยสำคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่นร้อยละ 95 (รูปที่ 2) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย  
ที่ศ ึกษาการผลิตสารทุต ิยภูม ิกลุ ่มแลคโตน ได้แก่ 
andrographolide ของการเพาะเซลล์แขวนลอย [14] 
แคลล ัส [15]  และราก [16]  ของฟ ้าทะลายโจร 
นอกจากนี้มีงานวิจัยที่สนใจเพิ่มปริมาณของสารแอนโด
รกราโฟไลด์จากเซลล์เพาะเลี้ยงฟ้าทะลายโจร โดยการ
ใช ้การกระต ุ ้น (elicitation) ด ้วยว ิธ ีต ่ าง ๆ เ ช่น 
วิธีการใช้สารจากสิ่งมีชีวิต (biotic) ตัวอย่าง เช่น สาร
ไคโตซาน กรดซาลิไซลิก [17] 

3.3 การว ิ เคราะห ์ เช ิ งปร ิมาณสารกลุ่ ม     
แลคโตนรวมด้วยเทคนิคสเปกโตรโฟโตมิทรี 

การวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยเทคนิคการทำ
ให้เกิดสีจากปฏิกิริยาเคมีที่จำเพาะกับสารกลุ่มแลคโตน
รวม พบปริมาณสารกลุ่มแลคโตนรวมในแคลลัสฟ้า
ทะลายโจรร้อยละ 7.31±0.15 โดยน้ำหนัก 
 

4. สรุป 

การศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต
ต่อการชักนำให้เกิดแคลลัสฟ้าทะลายโจรเพื่อการผลิต 

สารทุติยภูมิ พบว่าสามารถชักนำให้เกิดแคลลัสจาก
ชิ้นส่วนใบของฟ้าทะลายโจรในอาหารสังเคราะห์สูตร 
MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตที่มีสัดส่วนกลุ่ม
ไซโทไคนินเท่ากันกับออกซิน โดยใช้ BAP ที่ระดับความ
เข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 2,4-D ที่ความระดับ
เข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และพบว่าแคลลัสที่ได้
จากฟ้าทะลายโจรมีลักษณะร่วนฟูและมีการสะสมสาร
ทุติยภูมิกลุ่มแลคโตนรวม 3 ชนิด ได้แก่ 14-deoxy-
1 1 , 1 2 - didehydroandrographolide, androgra-
pholide และ neoandrographolide เช่นเดียวกันกับ
ที ่พบในใบฟ้าทะลายโจร ข้อมูลที ่ได้จากงานวิจัยนี้
ชี ้ให้เห็นถึงความเป็นไปได้ในการเพาะเลี ้ยงเซลล์ฟ้า
ทะลายโจรเพื่อการผลิตสารกลุ่มแลคโตน และสามารถ
นำไปใช้ประโยชน์ในการศึกษาและพัฒนากระบวนการ
เพาะเลี ้ยงเซลล์และเนื ้อเยื ่อเพื ่อการผลิตสารกลุ่ม   
แลคโตนต่อไป 
 

5. กิตติกรรมประกาศ 
งานวิจัยนี้ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยโครงการ 

วิจัยเงินรายได้มหาวิทยาลัยทักษิณ ประเภททุนวิจัย
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บูรณาการ กองทุนวิจัยมหาวิทยาลัยทักษิณ ประจำปี
งบประมาณ พ.ศ.2562 และเงินทุนรายวิชาโครงงาน 
วิจัยสาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัย
ทักษิณ วิทยาเขตพัทลุง และขอขอบคุณข้อมูลสนับสนนุ
บางส่วนจาก นางสาวฤทัยรัตน์ ชัยศิริ 
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