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บทคัดย่อ 
หัวข้าวเย็นเหนือ (Smilax corbularia Kunth.) เป็นพืชสมุนไพรที่เหง้ามีสรรพคุณรักษาโรคมะเรง็ และเอดส์ 

มีรายงานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อขยายพันธุ์พืชชนิดนี้แล้ว แต่ยังไม่มีรายงานการศึกษาถึงผลของระยะเวลาการ
เพาะเลี้ยงต่อปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของระยะเวลาใน
การเพาะเลี้ยงต่อปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระของยอดหัวข้าวเย็นเหนือที่พัฒนาในสภาพปลอดเชื้อ โดยเพาะเลี้ยง
ช้ินส่วนข้อบนอาหารสูตร MS (Murashige & Skoog) ที่เติม BA (benzyladenine) ความเข้มข้น 1.0 mg/L ร่วมกบั 
IAA (indole-3-acetic acid) ความเข้มข้น 0.5 mg/L และน้ำมะพร้าวความเข้มข้น 15 % (v/v) เป็นเวลานาน 4, 6, 
8, 10 และ 12 สัปดาห์ พบว่ายอดหัวข้าวเย็นเหนือที่พัฒนาในสภาพปลอดเชื้อมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด 
สารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (EC50) เพิ่มขึ้นตามระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง โดยยอดที่
เพาะเลี้ยงนาน 12 สัปดาห์ มีปริมาณสารดังกล่าวสูงสุด 84.92±5.88 mg GAE/g dry extract 107.56±7.19 mg 
CE/g dry extract และ 15.75±0.88 µg/mL ตามลำดับ 
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Abstract 
Smilax corbularia Kunth.  is a medicinal plant which its rhizomes used to treat cancers and 

AIDS.  Plant tissue culture for propagation of S.  corbularia has been studied but there is no report 
on the effect of in vitro culture periods on its antioxidant contents.  Therefore, the objectives of 
this study was to investigate the effects of culture periods on antioxidant contents of S. corbularia 
shoots grown under aseptic conditions. Single node segments were cultured on MS (Murashige and 
Skoog)  medium supplemented with 1.0 mg/L BA (benzyladenine) , 0.5 mg/L IAA ( indole-3-acetic 
acid)  and 15 % ( v/ v)  coconut water for 4, 6, 8, 10 and 12 weeks.  The results showed that total 
phenolic and total flavonoid contents including DPPH radical scavenging activities of S. corbularia 
regenerated shoots increased along the culture periods.  The 12 week- old regenerated shoots 
exhibited the highest contents of total phenolic ( 84. 92±5. 88 mg GAE/ g dry extract)  and total 
flavonoid ( 107. 56±7. 19 mg CE/ g dry extract) .  The greatest DPPH radical scavenging activity also 
obtained from the 12 week-old regenerated shoots (EC50 = 15.75±0.88 µg/mL). 
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1. บทนำ 

หัวข้าวเย็นเหนือ (Smilax corbularia Kunth.) 
เป็นไม้เถาเลื้อยเนื้อแข็ง มีลำต้นใต้ดินสะสมอาหารใน
เหง ้า (rhizome) จ ัดอย ู ่ ในวงศ ์  Smilacaceae ถิ่น
กำเนิดอยู่ในทวีปเอเชียและอเมริกา [1] ในประเทศไทย
พบหัวข้าวเย็นเหนือแพร่กระจายบริเวณป่าทั่วภูมิภาค 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งทางภาคเหนือ [2] แพทย์แผนไทย
นิยมนำเหง้าของหัวข้าวเย็นเหนือมาใช้เพื่อรักษาโรค
ต่าง ๆ เช่น รักษาอาการร้อนใน น้ำเหลืองเสีย และเส้น
เอ็นพิการ [3] นอกจากนี้มีรายงานการใช้เหง้าของหัว
ข้าวเย็นเหนือเป็นตำรับยาร่วมกับหวัข้าวเย็นอีก 4 ชนิด 
ค ื อ  Pygmaeopremna herbacea ( Roxb . )  
Mold . ,  Dioscorea membranacea Pierre ex 
Prain & Burkill., D. birmanica Prain & Burkill และ S. 
glabra Roxb. เพื่อรักษาโรคมะเร็งและเอดส์ [4] เหง้า

ของห ัวข ้าวเย ็นเหนือประกอบด ้วยสารทุต ิยภ ูมิ  
(secondary metabolite) ที่สำคัญ ได้แก่ phenolic 
compound [5] astilbin quercetin engeletin [6] 
และ steroid saponin [7] ซึ่งสารเหล่านี้มีสมบัติเป็น
สารต้านอนุมูลอิสระ 

ปัจจุบันมีการนำเทคโนโลยีการเพาะเลี ้ยง
เนื้อเยื่อพืชมาใช้ในการขยายพันธุ์พืชสมุนไพรและผลิต
สารทุติยภูมิที่สำคัญ เนื่องจากสามารถผลิตสารได้อย่าง
ต่อเนื่องและให้คุณภาพสม่ำเสมอ โดยปริมาณสารทุติย
ภูมิของพืชที่ผลิตได้ในสภาพปลอดเชื้อนี้จะไม่แปรผัน
ตามสภาพภูมิประเทศและสภาพภูมิอากาศ [8] ซึ่งการ
ขยายพันธุ์หัวข้าวเย็นเหนือด้วยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
พืชได้มีรายงานแล้วโดย Jirakiattikul และคณะ [9] 
อย่างไรก็ตาม ปริมาณสารทุติยภูมิของยอดที่พัฒนา
จากเนื้อเยื่อพืชนั้นยังไม่มีรายงาน โดยระยะเวลาในการ
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เพาะเลี้ยงเป็นปัจจัยหนึ่งที่มีผลต่อปริมาณสารทตุิยภูมิ
ของพืชที่เพาะเลี้ยง [10] ดังรายงานของ ทิพย์สุคนธ์ 
[11] ที่พบว่ายอดหัวข้าวเย็นใต้ (D. membranacea) 
ที่พัฒนาในสภาพปลอดเชื้อนาน 4 และ 6 สัปดาห์ มี
ปริมาณสาร dioscorealide B น้อย และปริมาณสาร
เพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วในช่วง 6-10 สัปดาห์ และสูงสุด
เมื่อเพาะเลี้ยงยอดนาน 10 และ 12 สัปดาห์ (1.90± 
0.18 และ 1.72±0.06 % w/w ตามลำดับ) หลังจาก
นั้นในสัปดาห์ที่ 14 และ 16 ของการเพาะเลี้ยงปริมาณ
สารดังกล่าวจะลดลง ในขณะที่การเพาะเลี ้ยงเซลล์
แขวนลอยของ Hypericum perforatum ในอาหาร
เหลวพบว่าหลังจากการเพาะเลี้ยง 10 วัน เซลล์มีการ
เจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว และมีการสร้างสารฟลาโว
นอยด์ (flavonoid) เพิ่มขึ้น โดยในวันที่ 25 ของการ
เพาะเลี้ยงมีปริมาณสารฟลาโวนอยด์สูงสุด (16 mg/g 
DW) และค่อย ๆ ลดลงหลังจากการเพาะเลี้ยงนาน 30 
วัน [10] จากการทดลองดังกล่าวจะเห็นได้ว่าระยะ 
เวลาเพาะเลี ้ยงที่เหมาะสมจะทำให้สามารถผลิตสาร
ทุติยภูมิหรือสารต้านอนุมูลอิสระได้ในปริมาณสูง ซึ่ง
ระยะเวลาดังกล่าวจะต่างกันไปในพืชแต่ละชนิด ดังนั้น
ในการทดลองนี ้จึงมีวัตถุประสงค์เพื ่อศึกษาผลของ
ระยะเวลาในการเพาะเลี ้ยงต่อปริมาณสารประกอบ        
ฟีนอลิคทั้งหมด สารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด และฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระของยอดหัวข้าวเย็นเหนือที่พัฒนาในสภาพ
ปลอดเช้ือ 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
นำยอดหัวข้าวเย็นเหนือที ่พ ัฒนาในสภาพ

ปลอดเช ื ้ อบนอาหารส ูตร  MS (Murashige and 
Skoog) ที่เติม BA ความเข้มข้น 1.0 mg/L ร่วมกับ IAA 
ความเข้มข้น 0.5 mg/L และน้ำมะพร้าวความเข้มข้น 
15 % (v/v) มาย้ายเลี้ยง (subculture) โดยตัดแบ่งให้
แต่ละข้อยาวประมาณ 1 cm ทุก 4 สัปดาห์ เมื่อได้ยอด

มากเพียงพอต่อการทดลอง นำยอดมาตัดและเพาะ 
เลี้ยงชิ้นส่วนข้อบนอาหารสูตรเดิมเป็นระยะเวลานาน 
4, 6, 8, 10 และ 12 สัปดาห์ วางแผนการทดลองแบบ 
completely randomized design ม ี  5 ส ิ ่ งทดลอง 
แต่ละสิ่งทดลองมี 3 ซ้ำ และแต่ละซ้ำมีจำนวนยอดมาก
พอที่จะให ้น ้ำหน ักแห ้ง 2 g  โดยอาหารที ่ ใช ้ ใน
การศึกษาครั้งนี้เติมน้ำตาลซูโครสความเข้มข้น 3 % 
(w/v) ผงวุ้น (agar) 0.8 % (w/v)  pH ของอาหารอยู่
ในช่วง 5.6-5.8 ปรับด้วย NaOH ความเข้มข้น 1 N 
ก่อนนำอาหารเพาะเลี ้ยงไปนึ่งกำจัดเชื้อด้วยหม้อนึ่ง
ความดัน (autoclave) ที ่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 
15 ปอนด์/ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที  

เมื่อครบกำหนดระยะเวลาของการเพาะเลี้ยง 
ชั่งน้ำหนักสดยอด และนำไปอบที่อุณหภูมิ 50 oC เป็น
เวลา 48 ช่ัวโมง ช่ังน้ำหนักแห้งยอด จากนั้นนำตัวอย่าง
แห้งมาสกัดตามวิธีของ Jaiarree [12] ด้วย ethanol 
ความเข้มข้น 95 % ใช้ต ัวอย่างแห้งและ  ethanol 
อัตรา 1 : 3 สกัดซ้ำ 3 ครั้ง แต่ละครั้งสกัดนาน 3 วัน นำ
สารสกัดที่ได้มาระเหยใน hot air oven ที่อุณหภูมิ 50 
oC เป็นเวลา 48-72 ช่ัวโมง จนกว่าสารสกัดตัวอย่างจะ
มีน้ำหนักคงที่ นำสารสกัดที่ได้มาวิเคราะห์หาปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด สารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด 
และทดสอบฤทธิ ์ต ้านอน ุม ูลอิสระด้วยว ิธ ี DPPH 
radical scavenging activity ตามวิธีการวิเคราะห์ที่
ได้อธิบายโดย เจิมอรุณ และคณะ [13] นำข้อมูลมา
วิเคราะห์ความแปรปรวน (analysis of variance) 
ตามวิธ ีการ CRD เปร ียบเทียบความแตกต่างของ
ค ่า เฉล ี ่ยด ้วยว ิธ ี  Duncan’s multiple range test 
(DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % โดยใช้โปรแกรม 
SAS 
 

3. ผลและวิจารณ์ผล 
3.1 น้ำหนักสดและแห้งยอด 
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การเพาะเลี ้ยงข ้อหัวข ้าวเย ็นเหนือบน
อาหารสูตร MS ที ่เติม BA ความเข้มข้น 1.0 mg/L 
ร่วมกับ IAA ความเข้มข้น 0.5 mg/L และน้ำมะพร้าว
ความเข้มข้น 15 % (v/v) เป็นระยะเวลา 4, 6, 8, 10 
และ 12  สัปดาห์ พบว่ายอดหัวข้าวเย็นเหนือที่พัฒนา
ในแต่ละระยะเวลาการเพาะเลี้ยงมีน้ำหนักสดและแห้ง
แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (รูปที่ 1 และ 
2) โดยยอดที่เพาะเลี้ยงนาน 4 สัปดาห์ มีน้ำหนักสด
และแห้งน้อยที่สุดเท่ากับ 27.21±2.96 และ 4.50± 
0.45 mg/shoot ตามลำดับ ซึ ่งน้อยกว่าอย่างมีนัย 

สำคัญยิ่งทางสถิติกับน้ำหนักสดและแห้งของยอดที่
เพาะเลี้ยงนาน 6-12 สัปดาห์ (38.34±5.51 ถึง 42.66± 
1.25 และ 6.55±0.87 ถึง 9.28±0.87 mg/shoot ตาม 
ลำดับ) โดยยอดที่เพาะเลี้ยงนาน 8 สัปดาห์มีน้ำหนัก
สดและแห้งสูงสุด 42.66±1.25 และ 9.28±0.87 mg/ 
shoot ตามลำดับ แต่ไม่แตกต่างกันทางสถิติกับน้ำหนัก
สดและแห้งของยอดที่เพาะเลี้ยงนาน 10 (41.40±5.34 
และ  8.48±094 mg/shoot ตามลำด ับ )  และ 12 
ส ัปดาห์ (38.34±5.51 และ 8.54±0.17 mg/shoot 
ตามลำดับ) 

 

 
 

รูปที่ 1  ยอดหัวข้าวเย็นเหนือที่พัฒนาในสภาพปลอดเชื้อบนอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 1.0 mg/L 
ร่วมกับ IAA ความเข้มข้น 0.5 mg/L และน้ำมะพร้าวความเข้มข้น 15 % (v/v) เป็นเวลานาน (A) 4 (B) 6 
(C) 8 (D) 10 และ (E) 12 สัปดาห์ (scale bar = 1 cm) 

 
การทดลองครั้นี้เห็นได้ว่าในช่วง 4 สัปดาห์

แรกของการเพาะเลี้ยง ยอดที่พัฒนามีน้ำหนักสดและ
แห้งน้อยที่สุด อาจเนื่องจากเป็นระยะที่ชิ้นส่วนพืชเริ่ม
ปรับตัวให้เข้ากับอาหาร และสภาพแวดล้อมที่เพาะ 
เลี ้ยงเพื่อเตรียมพร้อมสำหรับการเจริญเติบโต [14] 
ในขณะยอดที่เพาะเลี้ยงนาน 6-8 สัปดาห์เป็นระยะที่
เซลล์พืชเกิดการแบ่งตัวและเพิ่มจำนวนอย่างรวดเร็ว 
อีกทั ้งอาหารเพาะเลี ้ยงที ่ม ีองค์ประกอบของสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตที่เหมาะสม จะกระตุ้นให้พืช
เกิดการเพิ่มจำนวนเซลล์ ตลอดจนเกิดการขยายขนาด
และยืดยาวของเซลล์ ส่งผลให้ยอดที ่พัฒนามีขนาด
น้ำหนักสดและแห้งเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็ว [15] อย่างไรก็
ตาม เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 10-12 สัปดาห์ ยอดที่พัฒนา

เริ่มมีน้ำหนักสดและแห้งลดลง ถึงแม้ไม่แตกต่างกันทาง
สถิติ (รูปที่ 2) ทั้งนี้อาจเป็นเพราะสารต่าง ๆ ในอาหาร
เพาะเลี้ยงเริ่มไม่เพียงพอต่อการเจริญเติบโตของพืช ซึ่ง
สอดคล้องกับ Rout และคณะ [16] ท่ีได้กล่าวไว้ว่าหาก
เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลานานเกินไปส่งผลให้พืชมีการ
เจริญเติบโตลดลง เนื่องจากพืชดูดใช้ธาตุอาหารต่าง ๆ 
ในอาหารเพาะเลี ้ยงจนหมด อีกทั ้งปล่อยสารพิษที่
ยับยั้งการเจริญเติบโตออกมาบริเวณรอยแผล ผลการ
ทดลองนี้เป็นไปในทิศทางเดียวกับรายงานของยอดหัว
ข้าวเย็นใต้ (D. membranacea) ที ่พัฒนาในสภาพ
ปลอดเชื้อนาน 4-16 สัปดาห์ พบว่ายอดที่เพาะเลี้ยง
นาน 4 สัปดาห์ มีน้ำหนักสดและแห้งน้อยที่สุด จากนั้น
น้ำหนักสดและแห้งของยอดเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง โดย

B A C D E 
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ยอดที่เพาะเลี้ยงนาน 12 สัปดาห์ มีน้ำหนักสดและแห้ง
สูงสุด อย่างไรก็ตาม น้ำหนักสดและแห้งเริ่มลดลงเมื่อ
เพาะเลี ้ยงนาน 14-16 สัปดาห์ [11] ส่วนรัชนีวรรณ 
และคณะ [17] ท ี ่ เพาะเล ี ้ยงข ้อห ัวข ้าวเย ็น (D. 
birmanica) ในสภาพปลอดเชื้อเป็นเวลานาน 4-12 
สัปดาห์ พบว่ายอดที ่เพาะเลี ้ยงนาน  4 สัปดาห์ มี
น้ำหนักสดและแห้งน้อยที่สุด ในขณะที่ช่วงสัปดาห์ที่ 
6-10 ของการเพาะเลี้ยงยอดที่พัฒนามีน้ำหนักสดและ
แห้งเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็ว และลดลงอย่างมีนัยสำคัญ
เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 12 สัปดาห์ หรือ Wang และคณะ 
[10] ที่เพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยของ H. perforatum 
เป็นเวลา 5-30 วัน พบว่าเซลล์มีการเจริญเติบโตช้า
ในช่วง 10 วันแรกของการเพาะเลี้ยง (lag phase) แต่
หลังจากการเพาะเลี ้ยง 10 วัน พบว่าเซลล์มีการ
เจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว (exponential phase) และ
ในวันที ่ 20 ของการเพาะเลี ้ยง เซลล์มีน้ำหนักแห้ง
สูงสุดเท่ากับ 8.2 g/l หลังจากนั้นน้ำหนักแห้งของเซลล์
จะคงท ี ่  และลดลงเม ื ่ อ เพาะเล ี ้ยงนาน 25 วัน 
( stationary phase)  ด ั ง น ั ้ น ร ะ ย ะ เ ว ล า ใ น ก า ร
เจริญเติบโตของเนื ้อเยื ่อพืชในสภาพปลอดเชื ้อจะ
แตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับชนิดของพืช และ 
เนื้อเยื่อท่ีเพาะเลี้ยง 
 

 
 

รูปที่ 2  น้ำหนักสดและแห้งของยอดหัวข้าวเย็นเหนือ
ที่พัฒนาในสภาพปลอดเชื้อเป็นเวลานาน 4-
12 สัปดาห์ 

3.2 ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ 
3.2.1 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด  

การวิเคราะห์ปร ิมาณสารประกอบ     
ฟีนอลิคทั้งหมดของยอดหัวข้าวเย็นเหนือที่พัฒนาใน
สภาพปลอดเชื้อนาน 4-12 สัปดาห์ พบว่าปริมาณสาร 
ประกอบฟีนอลิคทั้งหมดมีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยสำคัญยิ่งทางสถิติเมื่อยอดหัวข้าวเย็นเหนือพัฒนาใน
สภาพปลอดเชื้อเป็นระยะเวลาแตกต่างกัน (รูปที่ 3A) 
โดยยอดที ่เพาะเลี ้ยงนาน 4 สัปดาห์ มีปริมาณสาร 
ประกอบฟีนอลิคทั้งหมดน้อยสุดเท่ากับ 36.35±2.11 
mg GAE/g dry extract ซึ่งไม่แตกต่างกันทางสถิติกับ
ปร ิมาณสารดังกล ่าวของยอดที ่ เพาะเล ี ้ยงนาน  6 
สัปดาห์ (37.31±3.01 mg GAE/g dry extract) และ
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดเพิ่มขึ้นเมื่อเพาะ 
เลี้ยงยอดนาน 8-10 สัปดาห์ (51.79±4.06 และ 52.33 
±2.36 mg GAE/g dry extract ตามลำดับ) และสาร
ด ั งกล ่ าวม ีค ่ าส ู งส ุด  84.92±5.88 mg GAE/g dry 
extract เมื่อเพาะเลี้ยงยอดนาน 12 สัปดาห์ 

การทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าระยะเวลา
ในการเพาะเลี้ยงมีผลต่อปริมาณสารประกอบฟีนอลิค
ทั ้งหมดของยอดหัวข้าวเย็นเหนือที ่พัฒนาในสภาพ
ปลอดเชื้อ โดยปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด
เพิ่มขึ้นตามระยะเวลาที่เพาะเลี้ยง ซึ่งปริมาณสารทุติย
ภูมิที่เพิ่มขึ้นอาจเกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตของพืช 
รวมถึงสารควบคุมการเจริญเติบโตในอาหารเพาะเลี้ยง
ที่ส่งเสริมการสร้างสารสำคัญ [18] จากการทดลองครั้ง
นี้สอดคล้องกับรายงานของ FigueiróI และคณะ [19] 
ที่เพาะเลี้ยงยอดของ H. perforatum บนอาหารสูตร 
MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 4.40 mM ร่วมกับ NAA 
ความเข้มข้น 0.05 mM เป็นเวลานาน 0-30 วัน พบว่า
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ
ในช่วงวันที่ 20-30 ของการเพาะเลี ้ยง (33.2-35.3 
mg/g FM ตามลำดับ) เช่นเดียวกับการเพาะเลี ้ยง
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แคลลัสของกระเจี๊ยบแดง HS003 บนอาหารสูตร MS 
ที ่ เต ิม 2,4-D ความเข้มข้น 4.54 µM ร ่วมกับ  BA 
ความเข้มข้น 4.44 µM นาน 7-28 วัน พบว่าแคลลัส
สร้างสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดเพิ่มตามระยะเวลาที่
เพาะเลี ้ยง โดยแคลลัสที ่เพาะเลี ้ยงนาน 28 วัน มี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั ้งหมดสูงสุด 55.26± 
4.72 mg GAE/g dry extract [20] และ Cui และคณะ 
[21] ที่เพาะเลี้ยงรากพิเศษ (adventitious root) ของ 
H. perforatum อายุ 3 สัปดาห์ บนอาหารสูตร ½ MS 
ท ี ่ เ ต ิ ม  kinetin (6- furfuryl-aminopurine)  ความ
เข้มข้น 0.1 mg/L ร่วมกับ IBA (Indole-3-butyric 
acid) ความเข้มข้น 1 mg/L ในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ 
(bioreactor) นาน 0-5 สัปดาห์ พบว่าตลอดช่วงเวลา
การเพาะเลี ้ยงรากมีการสร้างสารประกอบฟีนอลิค
ทั้งหมดเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง โดยในสัปดาห์ที่ 5 ของ
การเพาะเลี ้ยงรากมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิค
ทั้งหมดสูงสุด 56.47±0.22 mg/g DW ในขณะที่การ
เพาะเลี้ยงยอดของพืชบางชนิด เช่น หัวข้าวเย็นใต้ (D. 
membranacea) [11] พรมมิ (Bacopa monnieri) 
[13] และหัวข้าวเย็น (D. birmanica) [17] ที่พบว่า 
ระยะเวลาเพาะเลี ้ยงไม่มีผลต่อปริมาณสารประกอบ   
ฟีนอลิคทั้งหมด 

อย่างไรก็ตาม ในพืชบางชนิด การ
เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลานานส่งผลเสียต่อการสะสม
สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด เช่น การเพาะเลี้ยงยอด
ของกล้วยหอมทองบนอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความ
เข้มข้น 22.19 µM นาน 2-8 สัปดาห์ พบว่ายอดที่
พัฒนามีปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดเพิ่มขึ้น
ในช่วง 2-6 ส ัปดาห์ของการเพาะเลี ้ยง โดยยอดที่
เพาะเลี ้ยงนาน 6 ส ัปดาห์ มีปริมาณสารประกอบ       
ฟีนอลิคทั้งหมดสูงสุด (174.47±8.48 mg GAE/g dry 
extract)  และปร ิมาณสารด ังกล ่าวลดลงอย ่างมี
นัยสำคัญเมื ่อเพาะเลี ้ยงนาน 7  แ ล ะ  8 สั ป ด า ห์  

[22]  เช่นเดียวกับรายงานของ Szopa และคณะ [23] 
ที่เพาะเลี้ยงยอดของ Schisandra chinensis (Turcz.) 
Baill. ในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 
3 mg/L และ NAA ความเข้มข้น 1 mg/L นาน 10-60 
วัน พบว่ายอดที่พัฒนามีปริมาณกรดฟีนอลิคเพิ่มขึ้น
ในช่วง 10-30 วันของการเพาะเลี้ยง โดยยอดที่เพาะ 
เลี้ยงนาน 30 วัน มีปริมาณกรดฟีนอลคิสงูสุด (38.46± 
3.60 mg/100 g DW) และหลังจากนั ้นปริมาณสาร
ดังกล่าวเริ่มลดลงเมื่อเพาะเลี้ยงนาน 40-60 วัน หรือ
การ เพาะ เล ี ้ ยง เซลล ์ แขวนลอยของ Celastrus 
paniculatus ในอาหารเหลวสูตร MS ที ่เติม 2, 4-D 
ความเข้มข้น 1.5 mg/L นาน 24-72 ชั ่วโมง พบว่า 
เซลล์แขวนลอยมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด
สูงสุดที่ 48 ชั่วโมง (22.45±0.63 µg/g) และลดลงเมื่อ
เพาะเลี้ยงนาน 72 ช่ัวโมง  [24] 

3.2.2 ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด 
ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั ้งหมดของ

ยอดหัวข้าวเย ็นเหนือม ีความแตกต่างกันอย่างมี
น ัยสำคัญยิ ่งทางสถ ิต ิ เม ื ่ อ เพาะเล ี ้ ยง เป ็นระยะ
เวลานานต่างกัน (รูปที่ 3B) โดยยอดที่เพาะเลี้ยง
นาน 4 สัปดาห์  มีปริ มาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด
น้อยส ุด 43.65±2.92 mg CE/g dry extract ซ ึ ่ งไม่
แตกต่างกันทางสถิต ิก ับปริมาณสารฟลาโวนอยด์
ทั้งหมดของยอดที่เพาะเลี้ยงนาน 6 สัปดาห์ (45.19± 
3.58 mg CE/g dry extract)  จากน ั ้นในช ่วง 8-10 
สัปดาห์ ยอดมีปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดสูงขึ้น 
(85.83±5.87 และ 87.46±8.84 mg CE/g dry extract 
ตามลำดับ) และสูงสุดเมื ่อเพาะเลี ้ยงยอดนาน 12 
ส ัปดาห ์ โดยม ีปร ิมาณสารฟลาโวนอยด ์ท ั ้งหมด 
107.56±7.19 mg CE/g dry extract แสดง ให้ เห็น
ว่ายอดหัวข้าวเย็นเหนือที่พัฒนาในสภาพปลอด
เ ช้ือมีปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดเพิ่มขึ้นตาม
ระยะเวลาที่เพาะเลี้ยง ซึ่งเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับ
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ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด และสอดคล้องกับ
การเปลี่ยนแปลงปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดในพืช
อื ่น ๆ เช่น ในแคลลัสกระเจ ี ๊ยบแดง HS003 พบว่า
แคลลัสที่เพาะเลี้ยงนาน 28 วัน มีปริมาณสารฟลาโว
นอยด์ท ั ้ งหมดส ู งส ุ ด  20.00±2.19 mg CE/g dry 
extract ซึ่งสูงกว่าปริมาณดังกล่าวของแคลลัสที่เพาะ 
เลี้ยงเป็นเวลา 7-21 วัน [20] เช่นเดียวกับรากพิเศษ
ของ H. perforatum ที่เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเช้ือมี
การสะสมสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดเพิ่มขึ้นตามระยะ 
เวลาที่เพาะเลี้ยง โดยรากท่ีเพาะเลี้ยงนาน 5 สัปดาห์ มี
ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั ้งหมดสูงสุด 35.01±1.26 
mg/g DW [21] ในขณะที่ยอดของ H. perforatum ที่
พัฒนาในสภาพปลอดเชื้อนาน 5-30 วัน มีปริมาณสาร 
ฟลาโวนอยด์ไม่แตกต่างกันทางสถิติ (2.84-4.52 mg/g 
FM) [19] ส่วนยอดของกล้วยหอมทองที่เพาะเลี้ยงใน
สภาพปลอดเชื ้อเป็นเวลานาน 2-8 สัปดาห์ พบว่า 
ในช่วง 2-5 สัปดาห์ของการเพาะเลี้ยง ยอดมีปริมาณ
สารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดไม่แตกต่างกันทางสถิติ แต่
ปริมาณสารดังกล่าวมีค่าสูงสุดเมื ่อเพาะเลี้ยงนาน 6 
ส ั ป ด า ห ์  ( 158. 13±13. 92 mg CE/ g dry extract) 
จากนั ้นในช่วงส ัปดาห์ที ่  7-8 ปริมาณสารดังกล่าว
ลดลงอย่างมีนัยสำคัญ [22] นอกจากนี้ Szopa และ
คณะ [23] รายงานว่ายอดของ S. chinensis ที่พัฒนาใน
สภาพปลอดเชื้อนาน 30 วัน มีปริมาณสารฟลาโวนอยด์
สูงสุด 17.21±2.15 mg/100 g DW และปริมาณสาร
ดังกล่าวค่อย ๆ ลดลงหลังจากการเพาะเลี้ยงนาน 40-
60 วัน ดังนั้นจะเห็นได้ว่าระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงท่ี
เหมาะสมต่อการสร ้างและสะสมสารทุต ิยภ ูม ิจะ
แตกต่างกันไปในพืชแต่ละชนิด ซึ่งนอกจากระยะเวลา
ในการเพาะเลี้ยงแล้ว ชนิดพืช อาหารเพาะเลี้ยง และ
รูปแบบการเพาะเลี้ยงถือเป็นปัจจัยสำคัญที่มีผลต่อ
การสร้างสารทุติยภูมิด้วยเช่นกัน [8]  

3.2.3 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH  

 

 
 

รูปที ่3  ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ (A) สารประกอบ 
ฟีนอลิคทั้งหมด (B) ปริมาณสารฟลาโวนอยด์
ทั ้งหมด (C) ฤทธิ ์ต ้านอนุมูลอิสระ DPPH 
(EC50) ของยอดหัวข้าวเย็นเหนือที่พัฒนาใน
สภาพปลอดเชื้อเป็นเวลานาน 4-12 สัปดาห์ 

 
ยอดหัวข้าวเย็นเหนือที ่พัฒนาในสภาพ

ปลอดเช้ือเป็นระยะเวลานานต่างกันมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ  (รูปที่ 
3C) โดยยอดที่เพาะเลี ้ยงนาน 4 สัปดาห์ มีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ DPPH น้อยสุด โดยมีค่า EC50 เท่ากับ 
156.33±3.47 µg/mL จากนั้นฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ของยอดหัวข้าวเย็นเหนือดีขึ ้นตามระยะเวลาที่เพาะ 
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เลี้ยงในสัปดาห์ที่ 8-10 (ค่า EC50 เท่ากับ 25.44±0.12 
ถึง 23.00±2.60 µg/mL ตามลำดับ) และมีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระดีที่สุดโดยมีค่า EC50 เท่ากับ 15.93±0.70 
µg/mL เมื่อเพาะเลี้ยงยอดนาน 12 สัปดาห์ ส่วน BHT 
ซึ ่งเป็นสารแอนติออกซิแดนซ์มาตรฐานมีค่า EC50 

เท่ากับ 15.73±0.77 µg/mL แสดงให้เห็นได้ว่ายอดหัว
ข้าวเย็นเหนือที่พัฒนาในสภาพปลอดเชื้อมีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ DPPH ดีขึ้นตามระยะเวลาที่เพาะเลี้ยง 
ซึ่งเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับปริมาณสารประกอบ 
ฟีนอลิคทั้งหมดและปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด
ดังที่กล่าวมาแล้วข้างต้นที่มีค่าสูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยง
นาน 12 สัปดาห์ ในขณะที่พืชบางชนิด ระยะเวลาใน
การเพาะเลี้ยงไม่มีผลต่อฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH 
ได้แก่  หัวข้าวเย็นใต้  (D.  membranacea) [11] 
พรมมิ [13] หัวข้าวเย็น (D. birmanica) [17] เป็นต้น 

เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH ของยอดหัวข้าวเย็นเหนือที ่พัฒนาในสภาพ
ปลอดเช้ือท่ีระยะเวลาเพาะเลี้ยงต่าง ๆ จากการทดลอง
นี้กับฤทธิ์ของเหง้าที่เจริญเติบโตในสภาพธรรมชาติที่
รายงานโดย Ruangnoo [26] พบว่าเหง้าท่ีเจริญเติบโต
ตามธรรมชาติมีค่า EC50 เท่ากับ 3.91±0.03 µg/mL 
ซึ่งมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ดีกว่ายอดหัวข้าวเย็น 
เหนือที่พัฒนาในสภาพปลอดเชื้อ โดยมีรายงานพืช
สมุนไพรหลายชนิดที่เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อมี
ปริมาณสารทุติยภูมิน้อยกว่าและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ต่ำกว่าต้นที่เจริญเติบโตในสภาพธรรมชาติ ดังรายงาน
ของ อรอุมา [27] ที ่พบว่าเหง้าของหัวข้าวเย็น (D. 
birmanica) อายุมากกว่า 1 ปี  ที ่พัฒนาในสภาพ
ธรรมชาติมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั ้งหมด 
(259.27±7.34mg GAE/g dry extract) และมีฤทธิ์
ต ้านอนุมูลอิสระ DPPH (EC50 เท่ากับ 9.35±0.62 
µg/mL) สูงกว่าค่าดังกล่าวของยอดหัวข้าวเย็นอายุ 2 
เดือน ที่ได้จากการเพาะเลี ้ยงเนื ้อเยื ่อ (44.24±8.47 

mg GAE/g dry extract และ EC50 เท่ากับ 53.67± 4.
16 µg/mL ตามลำดับ) หรือพรมมิที่เจริญเติบโตในสภาพ
ธรรมชาติมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด (686.5 
µg/mL) สารฟลาโวนอยด์  (585.5 µg/mL)  และมี
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH (76.55 %) สูง
กว่าปริมาณที่พบในแคลลัสที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบใน
สภาพปลอดเชื ้อ (660.5 µg/mL, 535 µg/mL และ 
71.17 % ตามลำดับ) [28] การที่ยอดหัวข้าวเย็นเหนือ
ที ่พัฒนาในสภาพปลอดเชื ้อมีฤทธิ ์ต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH น้อยกว่าเหง้าที่เจริญเติบโตในสภาพธรรมชาติ
นั้น อาจเนื่องมาจากยอดหัวข้าวเย็นเหนือที่เพาะเลี้ยง
ยังมีอายุน้อยและเป็นส่วนยอดจึงมีฤทธิ ์ต้านอนุมูล
อิสระต่ำกว่าเหง้าที่มีอายุมากกว่าและเป็นส่วนที่สะสม
สารทุติยภูมิของต้นที่เจริญเติบโตในสภาพธรรมชาติ 
ดังที่ Banthorpe [29] ได้รายงานไว้ว่าการสังเคราะห์
สารทุติยภูมิในพืชมีความสัมพันธ์กับระยะการเจริญ 
เติบโตของพืช โดยในช่วงที่พืชเจริญเติบโตเต็มที่หรือใน
ระยะที่พืชยังมีอายุน้อยอาจมีการสังเคราะห์และสะสม
สารทุติยภูมิบางชนิดในปริมาณมาก ซึ่งความสัมพันธ์นี้
จะแตกต่างกันไปในพืชแต่ละชนิด อย่างไรก็ตาม 
เทคนิคทางชีวภาพ เช่น การเติมสารตั้งต้น การเติมสาร
กระตุ้น หรือการตรึงเซลล์ สามารถนำมาประยุกต์ใช้
ร่วมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อให้พืชที่เพาะเลี้ยง
ผลิตสารทุติยภูมิที ่สำคัญให้มีปริมาณสูง [30] โดย
ปริมาณสารทุติยภูมิของพืชที่ผลิตในสภาพปลอดเชื้อน้ี
จะไม่แปรผันตามสภาพภูมิประเทศและสภาพภูมิ  
อากาศ [8]  

3.2.4 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสาร 
ประกอบฟีนอลิคทั้งหมด สารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด และ
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH 

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด สารฟลาโวนอยด์
ทั้งหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของยอดหัว
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ข้าวเย็นเหนือที่พัฒนาในสภาพปลอดเชื้อเป็นเวลานาน 
4 ถึง 12 สัปดาห์ พบว่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิค
ทั้งหมดมีความสัมพันธ์เชิงบวกกับปริมาณสารฟลาโว
นอยด์ทั้งหมด (r เท่ากับ 0.877) (ตารางที่ 1) นอกจากน้ี
สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดและสารฟลาโวนอยด์
ทั้งหมดมีความสัมพันธ์เชิงลบกับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH (r เท ่าก ับ -0.735 และ -0.924 ตามลำดับ) 
แสดงให้เห ็นว ่า เม ื ่อยอดหัวข้าวเย ็นเหนือมี สาร 

ประกอบฟีนอลิคทั้งหมดเพิ่มขึ้นจะส่งผลให้มีสารฟลา
โวนอยด์ทั ้งหมดเพิ่มขึ ้น และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH ด ีข ึ ้นด ้วย ซ ึ ่ งสอดคล ้องก ับรายงานของ 
Makowczynska และคณะ [25] ที่พบว่าปริมาณสาร 
ประกอบฟีนอลิคทั้งหมด ละสารฟลาโวนอยด์ในยอด 
Ballota nigra L. มีความสัมพันธ์เชิงลบกับฤทธิ์อนุมูล
อิสระ DPPH (r เท่ากับ -0.862 และ -0.670 ตาม 
ลำดับ) 

 
ตารางที่ 1  ค่าสหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r) ระหว่างปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด สาร 

ฟลาโวนอยด์ทั้งหมด และฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ DPPH 
 

 total phenolic content total flavonoid content DPPH 
total phenolic content - 0.877** -0.735** 
total flavonoid content  - -0.924** 
DPPH   - 

**มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ 
 

การทดลองนี ้แสดงให้ว่ายอดหัวข้าว 
เย็นเหนือที่พัฒนาในสภาพปลอดเชื้อมีสารต้านอนุมูล
อิสระเช่นเดียวกับเหง้าที่ปลูกในธรรมชาติ ถึงแม้มีฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระน้อยกว่า แต่หากพิจารณาระยะเวลา
ในการผลิตสารจากยอดที่พัฒนาในสภาพปลอดเช้ือ
พบว่าสามารถสร้างเร็วกว่าเพียง 12 สัปดาห์ ในขณะที่
เหง ้าท ี ่ปล ูกตามธรรมชาติใช ้ เวลามากกว ่า 1 ปี  
นอกจากนี้การผลิตสารจากยอดในสภาพปลอดเชื้อจะ
สามารถผลิตอย่างต่อเนื่อง การศึกษาต่อไปก็จะนำสาร
สกัดที่ได้จากยอดหัวข้าวเย็นเหนือท่ีเพาะเลี้ยงในสภาพ
ปลอดเช้ือน้ีไปทดสอบกับเซลล์มะเร็งเพิ่มเติมอีกด้วย 
 

4. สรุปผลการทดลอง 
ยอดหัวข้าวเย็นเหนือที่พัฒนาในสภาพปลอด

เชื้อมีน้ำหนักสดและแห้ง รวมถึงปริมาณสารประกอบ 

ฟีนอลิคทั ้งหมด ฟลาโวนอยด์ทั ้งหมด และฤทธิ ์ต้าน
อนุมูลอิสระ DPPH (EC50) เพิ่มสูงขึ้นตามระยะเวลาใน
การเพาะเลี้ยง โดยยอดที่เพาะเลี้ยงนาน 12 สัปดาห์ มี
ปริมาณสารทุติยภูมิสูงสุด และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดี
ที่สุด 
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