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บทคัดย่อ 
รางจืด (Thunbergia laurifolia Lindl.) เป็นพืชสมุนไพรที่ดอกและใบมีสารอนุมูลอิสระสูง ใช้กำจัดสารพิษ

ในร่างกาย การเพาะเลี้ยงแคลลัสเป็นรูปแบบหนึ่งของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเพื่อผลิตสารทุติยภูมิ ดังนั้นในการ
ทดลองครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของ 2,4-D, NAA และ BA ความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อการชักนำให้เกิด
แคลลัสจากชิ้นส่วนใบรางจืดที่พัฒนาในสภาพปลอดเชื้อ และปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระของแคลลัสเมื่อเพาะเลี้ยง
เป็นระยะเวลาต่างกัน เปรียบเทียบกับยอดที่พัฒนาในสภาพปลอดเชื้อและใบที่เจริญเติบโตเต็มที่ในสภาพธรรมชาติ 
การเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนใบที่ตัดจากยอดที่พัฒนาในสภาพปลอดเชื้อบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D และ NAA ความ
เข้มข้น 0.5-1.0 mg/L เพียงอย่างเดียว หรือร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0.5 mg/L เปรียบเทียบกับอาหารสูตร MS ที่
ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต (สิ่งทดลองควบคุม) เป็นเวลา 6 สัปดาห์ พบว่าช้ินส่วนใบพัฒนาเป็นแคลลัสได้บน
อาหารทุกสูตรยกเว้นสิ่งทดลองควบคุม โดยแคลลัสที่พัฒนาบนอาหารสูตร MS ที่เติม NAA ความเข้มข้น 0.5-1.0 
mg/L ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0.5 mg/L และ 2,4-D ความเข้มข้น 0.5 mg/L ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0.5 mg/L 
มีน้ำหนักสดและแห้งสูงกว่าและแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญกับอาหารสูตรอื่น เมื่อนำแคลลัสของรางจืดที่เพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS ที่เติม NAA ความเข้มข้น 0.5 mg/L และ BA ความเข้มข้น 0.5 mg/L เป็นระยะเวลา 4, 5 และ 6 
สัปดาห์ มาวิเคราะห์หาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระเปรียบเทียบกับยอดรางจืดที่พัฒนาในสภาพปลอดเชื้อ และใบ
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จากต้นที่เจริญเติบโตเต็มที่ในสภาพธรรมชาติ พบว่าแคลลัสที่เพาะเลี้ยงนาน 4-6 สัปดาห์ และยอดที่พัฒนาในสภาพ
ปลอดเชื้อ มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด 64.41±1.29 ถึง 67.29±3.17 mg GAE/g dry extract 
สารฟลาโวนอยด์ 44.38±11.61 ถึง 54.60±9.22 mg CE/g dry extract และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH โดยมีค่า 
EC50 15.93±1.33 ถึง 18.99±0.86 µg/mL สูงกว่าค่าดังกล่าวของใบที่เจริญเติบโตเต็มที่ในสภาพธรรมชาติอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ 
 

คำสำคัญ : รางจืด; ระยะเวลาเพาะเลี้ยง; แคลลัส; ฟีนอลิค; ฟลาโวนอยด์ 
 

Abstract 
Thunbergia laurifolia Lindl.  is a medicinal plant which its flowers and leaves contain high 

antioxidants and use to detoxify poison from human body.  Callus culture is one of plant tissue 
culture techniques that benefits to produce secondary metabolites of medicinal plants. Therefore, 
the objectives of this study were to investigate the effect of 2,4- D, NAA and BA at various 
concentrations for callus induction from in vitro leaf explants and antioxidant contents of T. 
luarifolia callus at different culture periods comparing to in vitro regenerated shoot and in vivo 
leaf.  For callus induction, in vitro leaf explants were cultured on MS medium supplemented with 
0. 5-1. 0 mg/ L 2,4- D and NAA only or in combination with 0. 5 mg/ L BA comparing to MS medium 
without plant growth regulator ( control treatment)  for 6 weeks.  The results showed that callus 
induction occurred on all test media except control treatment.  MS medium supplemented with 
0.5-1.0 mg/L NAA in combination with 0.5 mg/L BA, and MS medium supplemented with 0.5 mg/L 
2,4- D in combination with 0. 5 mg/ L BA gave the highest callus fresh and dry weight.  Antioxidant 
contents of 5, 6, and 7 week-old- calli cultured on MS medium supplemented with 0.5 mg/ L NAA 
and 0.5 mg/L BA were investigated comparing to in vitro regenerated shoot and in vivo mature leaf. 
It was found that the four, five and six- week- old- calli and in vitro shoot exhibited greater total 
phenolic contents (64.41±1.29 - 67.29±3.17 mg GAE/g dry extract), flavonoid contents (44.38±11.61 
- 54.60±9.22 mg CE/g dry extract), and DPPH radical scavenging activities (with the EC50 values in a 
range of 15.93±1.33 - 18.99±0.86 µg/mL), than those of in vivo mature leaf. 
 

Keywords: Thunbergia laurifolia; culture period; callus; phenolic; flavonoid 
 
1. บทนำ 

รางจืด (Thunbergia laurifolia Lindl.) เป็น
ไม้เถา ใบมีสีเขียว เป็นใบเดี่ยวขอบหยักเล็กน้อย กลีบ
ดอกมีสีม่วง 5 กลีบติดกัน ใจกลางดอกเป็นสีเหลือง มี

สรรพคุณในการล้างพิษ ลดอาการอักเสบ แก้เบาหวาน 
ลดไข้ สารทุติยภูมิที่พบในใบ ได้แก่ iridoid glucoside, 
grandifloric acid, glucopyranoside และ apigenin 
[1] นอกจากนี้ยังพบสารฟลาโวนอยด์ เช่น apigenin, 
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casmosiin, delphinidin-3-5-di-O-β-D-glucoside 
and chorogenic acid [2] ซึ่งได้มีรายงานการศึกษา
สารต้านอนุมูลอิสระของใบรางจืดเมื ่อสกัดด้วยน้ำ 
พบว่าม ีสารประกอบฟีนอลิคทั ้งหมด 2433.9 mg 
GAE/100 g และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH โดยมี
ค่า EC50 0.129±0.01 mg GAE/mL [3] ด้วยสรรพคณุ
ของรางจืดจึงได้นำมาขยายพันธุ ์ด้วยการเพาะเลี ้ยง
เนื้อเยื่อพืชโดยเพิ่มจำนวนต้นและชักนำให้เกิดราก [4] 
อย่างไรก็ตาม การเพาะเลี้ยงแคลลัสหรือเซลล์พืชก็เป็น
อีกวิธีหนึ่งของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อนำมาผลิตสาร
ทุติยภูมิ [5] ซึ่งยังไม่มีรายงานการศึกษาการชักนำให้
เกิดแคลลัสและปริมาณสารทุติยภูมิในแคลลัสรางจืด 
โดยสารควบค ุมการเจร ิญเต ิบโต (plant growth 
regulator) ทั้งออกซินและไซโทไคนินเป็นปัจจัยหนึ่งที่
มีผลต่อการชักนำให้เกิดแคลลัส [6] มีรายงานผลของ
ชนิดและความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโต
ต่อชักนำให้เกิดแคลลัสของพืชในวงศ์ Acanthaceae 
ซึ่งเป็นวงศ์เดียวกันกับรางจืดแล้ว เช่น Asteracantha 
longifolia Nees [7] และ Justicia betonica Linn. 
[8] พบว่าอาหารสูตร MS (Murashige and Skoog) ที่
เต ิม NAA และ BA สามารถชักนำให้ชิ ้นส่วนพืชที่
เพาะเลี้ยงพัฒนาเป็นแคลลัสได้ดี ส่วน 2,4-D เป็นสาร
ในกลุ่มออกซินอีกชนิดที่นิยมนำมาใช้ และมีประสิทธิ  
ภาพต่อการชักนำให้เกิดแคลลัสของพืช [6] งานวิจัยนี้
จึงศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการชัก
นำให้เกิดแคลลัสจากช้ินส่วนใบรางจืดที่พัฒนาในสภาพ
ปลอดเช้ือและวิเคราะห์หาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ
ในแคลลัสรางจืด เนื ่องจากเนื้อเยื ่อพืชที่ได้จากการ
เพาะเล ี ้ยงเน ื ้อเย ื ่อสามารถผลิตสารทุต ิยภ ูม ิได้
เช่นเดียวกับการปลูกในธรรมชาติ โดยเซลล์พืชมีข้อมูล
ทางพันธุกรรมและสามารถควบคุมหน้าที่ต่าง ๆ รวมถึง
กระบวนการชีวสังเคราะห์สารทุติยภูมิ [9] ซึ่งการผลิต
สารทุติยภูมิจากพืชสมุนไพรในสภาพควบคุมด้วยการ

เพาะเลี ้ยงเนื ้อเยื ่อพืชนี ้ มีข้อดีหลายประการ เช่น 
สามารถผลิตได้อย่างต่อเนื่อง ให้คุณภาพสม่ำเสมอ ไม่
เปลี ่ยนแปลงตามสภาพภูมิอากาศและภูมิประเทศ 
รวมถึงใช้เวลาสั้นกว่าการปลูกพืชทั่วไป [5] 

อย่างไรก็ตาม ในการผลิตสารทุติยภูมิหรือสาร
ต้านอนุมูลอิสระด้วยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนั้น พบว่า 
ระยะเวลาในการเพาะเลี ้ยงเป็นปัจจัยหนึ่งที ่มีผลต่อ
ปริมาณสารทุติยภูม ิดังท่ีมีรายงานในยอดหัวข้าวเยน็ใต้ 
(D. membranacea Pierre ex Prain & Burkill) [10] 
เซลล์แขวนลอยของ Salvia miltiorrhiza [11] แคลลัส
ของ Dioscorea floribunda [12] และยอดหัวข้าว
เย ็น (D. birmanica Prain & Burkill) [13] เป ็นต้น 
การนำเนื ้อเย ื ่อพืชมาสกัดสารทุต ิยภู ม ิ ในเวลาที่
เหมาะสมจะทำให้ได้สารในปริมาณที่สูง โดยไม่ต้อง
เสียเวลาในการเพาะเลี้ยงนานเกินไปหรือผลิตสารได้ช้า 
ซึ่งยังไม่มีรายงานถึงปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระของ
แคลลัสรางจืดเมื ่อเพาะเลี ้ยงเป็นระยะเวลาต่างกัน 
ดังนั้นในการทดลองครั้งนี้จึงวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผล
ของ NAA  2,4-D และ BA ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อ
การชักนำให้เกิดแคลลัสจากชิ ้นส่วนใบที ่พัฒนาใน
สภาพปลอดเชื ้อ และระยะเวลาในการเพาะเลี ้ยง
แคลลัสต่อปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด สาร 
ฟลาโวนอยด์ และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของแคลลัส
รางจืด เปรียบเทียบกับปริมาณสารดังกล่าวของยอด
รางจืดที ่พัฒนาในสภาพปลอดเชื ้อและใบรางจืดที่
เจริญเติบโตเต็มที่ในสภาพธรรมชาติ 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 การชักนำให้เกิดแคลลัส 

นำยอดรางจืดที่พัฒนาในสภาพปลอดเช้ือ
มาย้ายเลี้ยงเพื่อเพิ่มจำนวนยอดบนอาหารสูตร MS ที่
เติม BA ความเข้มข้น 0.1 mg/L และ GA3 ความเข้มขน้ 
0.4 mg/L เป็นเวลานาน 6 สัปดาห์ นำยอดมาตัดเอา
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เฉพาะส่วนใบ โดยใช้ใบที ่โตเต็มที ่ ต ัดให้ม ีขนาด       
0.5 × 0.5 cm แล้วเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 
2,4-D และ NAA ความเข้มข้น 0.5 และ 1.0 mg/L 
เพียงอย่างเดียว หรือร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0.5 
mg/L โดยอาหารสูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโตเป็นสิ่งทดลองควบคุม อาหารทุกสูตรเติม
น้ำตาลทรายความเข้มข้น 30 g/L และวุ้น 8 g/L ปรับ 
pH ของอาหารเท่ากับ 5.6 ด้วย NaOH จากนั้นนำไป
วางไว้ในห้องเพาะเลี้ยงที่ควบคุมอุณหภูมิ 25±2 ºC ให้
แสง 16 ช่ัวโมงต่อวัน เป็นเวลา 6 สัปดาห์ วางแผนการ
ทดลองแบบ completely randomized design มี 9 
สูตรอาหาร แต่ละสูตรอาหารมี 4 ซ้ำ ซ้ำละ 10 ขวด (1 
ขวดมี 1 ชิ้นใบ) เมื่อครบระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง 
บันทึกการเกิดแคลลัส (%) น้ำหนักสดและแห้งของ
แคลลัส (mg) โดยอบท่ีอุณหภูมิ 50 ºC นาน 48 ช่ัวโมง  

2.2 ผลของระยะเวลาเพาะเลี้ยงแคลลัสต่อ
ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ 

เพาะเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่เติม 
NAA ความเข้มข้น 0.5 mg/L และ BA ความเข้มข้น 
0.5 mg/L (จากผลการทดลองที่ 2.1) เป็นระยะเวลา 4 
5 และ 6 สัปดาห์ (รูปที่ 1 A ถึง C) ที่อุณหภูมิ 25±2 
oC และให้แสง 16 ช่ัวโมงต่อวัน เมื่อครบระยะเวลาการ
เพาะเลี้ยง นำแคลลัสไปอบที่อุณหภูมิ 50 oC นาน 48 
ชั่วโมง นอกจากนี้นำยอดรางจืดที่เพาะเลี้ยงในสภาพ
ปลอดเชื้อบนอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 
0.1 mg/L และ GA3 ความเข้มข้น 0.4 mg/L นาน 6 

สัปดาห์ (รูปที่ 1 D)  และใบที่เจริญเติบโตเต็มที ่ใน
สภาพธรรมชาติ อายุประมาณ 5 สัปดาห์ (รูปที่ 1 E) 
อบที่อุณหภูมิ 50 oC นาน 48 ชั่วโมง นำตัวอย่างแห้ง
ทั้ง 5 สิ่งทดลอง มาสกัดตามวิธี Jaiarree [14] ด้วย 
ethanol ความเข้มข้น 95 % ในอัตราตัวอย่างแห้ง  : 
ethanol เท่ากับ 1 : 3 สกัดซ้ำ 3 ครั้ง แต่ละครั้งสกัด
นาน 3 วัน แล้วนำมากรองด้วยกระดาษกรอง นำสาร
สกัดที่ได้มาระเหยในตู้อบ (hot air oven) ที่อุณหภูมิ 
50 oC นาน 72 ชั่วโมง จนสารสกัดตัวอย่างมีน้ำหนัก
คงที่ จากนั้นนำสารสกัดที่ได้มาวิเคราะห์หาปริมาณ
สารประกอบฟ ีนอล ิ คท ั ้ งหมดด ้ วยว ิ ธ ี  Folin-
Ciocalteu’s colorimetric ที่ดัดแปลงจากวิธีการของ 
Folin และ Ciocalteu [15] สารฟลาโวนอยด์ดัดแปลง
จากวิธีการของ Zhu และคณะ [16] และทดสอบฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging 
activity ดัดแปลงจากวิธีการของ Yamasaki และคณะ 
[17]  โดยข ั ้นตอนการว ิ เคราะห ์ตามรายงานใน 
Autaijamsripon และคณะ [18] วางแผนการทดลอง
แบบ CRD (completely randomized design) มี 5 
สิ่งทดลอง แต่ละสิ่งทดลองมี 3 ซ้ำ 

 2.3 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
นำข้อม ูลมาวิเคราะห์ความแปรปรวน 

(analysis of variance) ตามแผนการทดลองแบบ 
CRD เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยวิธี 
Duncan’ s multiple range test (DMRT)  ท ี ่ ร ะดับ
ความเชื่อมั่น 95 % 

 

     
 

Figure 1 (A) four-week-old callus, (B) five-week-old callus, and (C) six-week-old callus, (D) six-week-
old regenerated shoots, and (E) in vivo mature leaf of T. laurifolia Lindl. 
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Figure 2 callus development after leaf segments were cultured on MS medium supplemented with 
0.5-1.0 mg/L 2,4-D and NAA only or in combination with 0.5 BA mg/L comparing to control 
treatment (MS medium without plant growth regulator, no PGR) for 6 weeks. 

 
3. ผลการทดลอง 

3.1 การชักนำให้เกิดแคลลัส 
ช้ินส่วนใบรางจืดที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสตูร 

MS ที่เติม 2,4-D หรือ NAA ความเข้มข้น 0.5 และ 1 
mg/L เพียงอย่างเดียว หรือร่วมกับ BA ความเข้มข้น 
0.5 mg/L พบว่าสามารถพัฒนาเป็นแคลลัส 100 % 
ส่วนชิ้นส่วนใบที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ไม่เติม
สารควบคุมการเจริญเติบโต (สิ่งทดลองควบคุม) ไม่มี
การพัฒนาของแคลลัส (รูปที่ 2) แคลลัสที่พัฒนามี
ลักษณะเป็นแบบ compact callus น้ำหนักสดและ
แห้งของแคลลัส พบว่ามีความแตกต่างกันอย่ างมี
นัยสำคัญยิ่งทางสถิติ โดยแคลลัสที่พัฒนาบนอาหาร
สูตร MS ที่เติม NAA ความเข้มข้น 0.5 mg/L ร่วมกับ 
BA ความเข้มข้น 0.5 mg/L, NAA ความเข้มข้น 1 
mg/L ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0.5 mg/L และ 2,4-D 
ความเข้มข้น 0.5 mg/L ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0.5 
mg/L มีน้ำหนักสด 457.77±39.47, 446.12±25.86 
และ 406.2±99.02 mg ตามลำดับ และมีน้ำหนักแห้ง 
55.30±8.42, 56.22±4.13 และ  53.15±11.78 mg 
ตามลำดับ ซึ ่งมีค่ามากกว่าและแตกต่างอย่างมีนัย 
สำคัญยิ่งทางสถิติกับค่าดังกล่าวของแคลลัสที่พัฒนาบน 

อาหารสูตรอื่น ๆ (รูปที ่3 A และ 3 B) 
ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสารควบคุม

การเจริญเติบโตจำเป็นต่อการแบ่งเซลล์และพัฒนาไป
เป็นแคลลัสของชิ้นส่วนใบรางจืด โดยชิ้นส่วนใบพัฒนา
เป็นแคลลัสได้ดีบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D หรือ 
NAA ร่วมกับ BA ซึ่งแคลลัสดีกว่าอาหารที่เติม 2,4-D 
และ NAA เพียงอย่างเดียว ทั้งนี้เนื่องจาก 2,4-D และ 
NAA เป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มออกซินท่ี
มีสมบัติต่อการกระตุ้นให้เกิดแคลลัสและเจริญเติบโตได้
ดี ส่วน BA เป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่ม   
ไซโทไคนินที่มีสมบัติกระตุ้นการแบ่งเซลล์ [19] เมื่อ
นำมาใช้ร่วมกันจึงส่งผลดีต่อการแบ่งเซลล์ของพืช
โดยเฉพาะเมื่อใช้ NAA ความเข้มข้น 0.5 mg/L ร่วมกับ 
BA ความเข้มข้น 0.5 mg/L แคลลัสมีน้ำหนักสดและ
แห้งสูงสุด ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคล้องกับพืชในวงศ์ 
Acanthaceae ชนิดอื่นที่ใช้ NAA และ BA ในการชัก
นำให้เกิดแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เช่น การ
เพาะเลี้ยงลำต้นของ Asteracantha longifolia Nees 
บนอาหารสูตร MS ที ่ เต ิม NAA ความเข้มข้น 0.5 
mg/L ร ่วมกับ BA ความเข้มข้น 2 mg/L พบว่า มี
เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลสัสูงสุด 86.7±4.4 % [7] และ

MS 

0.5 2,4-D 1.0 2,4-D 

0.5 NAA 1.0 NAA 0.5 NAA + 0.5 BA 

0.5 2,4-D + 0.5 BA 

1.0 NAA + 0.5 

BA 

1.0 2,4-D + 0.5 BA 

No PGR 
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Figure 3 (A) fresh weight, and (B) dry weight of callus cultured on MS medium supplemented with 
0.5-1.0 mg/L 2,4-D and NAA only or in combination with 0.5 BA mg/L comparing to control 
treatment (no PGR) for 6 weeks. 

 
การเพาะเล ี ้ยงชิ ้นส ่วนใบและลำต้นของ Justicia 
betonica Linn. บนอาหารสูตร MS ที่เติม NAA ความ
เข้มข้น 1.5 mg/L ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0.5 mg/L 
ทำให้มีเปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัสสูงสุด [8] อย่างไรก็
ตาม ความเข้มข้นที่ใช้ก็จะแตกต่างกันในพืชแต่ละชนิด 
ซึ่งผลการทดลองนี้ได้นำไปขยายเพิ่มจำนวนแคลลัสบน
อาหารเพื่อใช้ในการทดลองต่อไป 

3.2 ผลของระยะเวลาเพาะเลี้ยงแคลลัสต่อ
ปริมาณต้านอนุมูลอิสระ 

การว ิ เคราะห์หาปร ิมาณสารประกอบ       
ฟีนอลิคทั ้งหมดของแคลลัสรางจืดที ่เพาะเลี ้ยงเป็น
ระยะเวลา 4, 5 และ 6 สัปดาห์ เปรียบเทียบกับยอด
รางจืดที ่พัฒนาในสภาพปลอดเชื้อ และใบรางจืดที่
เจริญเติบโตเต็มที่ในสภาพธรรมชาติ พบว่าแคลลัสที่
เพาะเลี้ยงนาน 4, 5 และ 6 สัปดาห์ และยอดที่พัฒนา
ในสภาพปลอดเชื้อ (64.41±1.29 ถึง 67.29±3.17 mg 
GAE/g dry extract) มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิค

ทั้งหมดไม่แตกต่างกันทางสถิติ แต่มีค่าสูงกว่าอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติกับค่าดังกล่าวของใบที่เจริญเติบโต
เต็มที่ในสภาพธรรมชาติ (44.77±1.94 mg GAE/g dry 
extract) (รูปที่ 4 A) นอกจากนี ้ปริมาณสารฟลาโว
นอยด์ของแคลลัสที ่ระยะเวลาเพาะเลี ้ยงเป็นระยะ
เวลานาน 4, 5 และ 6 สัปดาห์ และยอดที่พัฒนาใน
สภาพปลอดเชื้อ (44.38±11.61 ถึง 54.60±9.22 mg 
CE/g dry extract) สูงกว่าใบที่เจริญเติบโตเต็มที่ใน
สภาพธรรมชาติ (15.71±0.84 mg CE/g dry extract) 
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (รูปที่ 4 B) และฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ DPPH พบว่าใบที่เจริญเติบโตเต็มที ่ใน
สภาพธรรมชาติมีค่า EC50 122.57±11.02 µg/mL ซึ่ง
มีฤทธิ ์ต ้านอนุมูลอิสระ DPPH น้อยกว่าแคลลัสที่
เพาะเลี้ยงนาน 4, 5 และ 6 สัปดาห์ และยอดที่พัฒนา
ในสภาพปลอดเชื้อที่มีค่า EC50 ไม่แตกต่างกันทางสถติิ 
โดยมีค่าอยู่ในช่วง คือ 15.93±1.33 ถึง 18.99±0.86 
µg/mL ซึ่งฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH นี ้เป็นไปใน
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ทิศทางเดียวกับปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด 
และสารฟลาโวนอยด์ เนื่องจากสารทั้งสองชนิดนี้เป็น
สารต้านอนุมูลอิสระ เมื ่อแคลลัส และยอดในสภาพ
ปลอดเชื้อมีปริมาณสารดังกล่าวสูงจึงส่งผลให้มีฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ DPPH สูงด้วยเช่นกัน 

ผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าระยะเวลา
เพาะเล ี ้ยงแคลลัสรางจ ืดไม ่ม ีผลต ่อปร ิมาณสาร 
ประกอบฟีนอลิคทั้งหมด สารฟลาโวนอยด์ และฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ซึ่งสอดคล้องกับรายงานในพืช   
อื ่น ๆ หลายชนิด เช่น ยอดพรมมิที ่เพาะเลี ้ยงเป็น
เวลานาน 2-8 สัปดาห์ มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิค
ทั้งหมดและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ไม่แตกต่างกัน
ทางสถิติโดยมีค่าอยู่ในช่วง 83.67±10.04 ถึง 100.50± 
5.24 mg GAE/g dry extract และ 12.48±0.38 ถึง 
13.21±0.39 µg/mL ตามลำดับ [18] เช่นเดียวกันกับ 
ยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica) ที่เพาะเลี้ยงในสภาพ
ปลอดเชื้อเป็นระยะเวลา 4-12 สัปดาห์ พบว่าปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
โดยปริมาณสารดังกล่าวอยู่ในช่วง 54.17±0.05 ถึง 
68.14±0.03 mg GAE/g dry extract และมีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ DPPH ไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยมีค่า 
EC50 อยู่ในช่วง 39.89±2.14 ถึง 49.97±9.23 µg/mL 
[13] อย่างไรก็ตาม มีพืชอีกหลายชนิดที่พบว่า ระยะ 
เวลาเพาะเล ี ้ยงม ีผลต่อปร ิมาณสารทุต ิยภ ูม ิ เช่น 
รายงานของ Chen และ Chen [11] ที่พบว่าปริมาณ 
total cryptotanshinone และ cryptotanshinone 
จากการเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยของ S. miliorrhiza 
เพิ่มขึ้นตามระยะเวลาการเพาะเลี้ยง โดยปริมาณสาร
เพิ่มสูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 12 วัน และ De และ 
De [12] ที่รายงานว่าปริมาณสาร diosgenin ที่ได้จาก
การเพาะเลี้ยงเซลลแ์ขวนลอยของ D. floribunda เป็น
เวลา 6-18 วัน พบว่าสูงขึ้นเล็กน้อยเมื่อเพาะเลี้ยงเป็น
นาน 9 วัน หลังจากนั้นลดลงและมีแนวโน้มคงที่จน

สิ ้นสุดการทดลอง นอกจากนี ้การทดลองยังพบว่า 
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด สารฟลาโวนอยด์ 
และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของแคลลัสและยอด
รางจืดที่พัฒนาในสภาพปลอดเชื้อสูงกว่าใบที่เจริญ 
เติบโตเต็มที่ในธรรมชาติ สอดคล้องกับ Lashin และ 
Elhaw [20] ที ่รายงานว่าปริมาณสารฟลาโวนอยด์ 
(84.2±0.4 mg/gm rutin) และกรดฟีนอลิคทั ้งหมด 
( 339. 6±0. 4 mg/ gm gallic acid)  ข อ ง แ ค ล ลั ส 
Physalis peruviana ที่พัฒนาจากช้ินส่วนใบมีปริมาณ
สูงกว่าผลที ่ได ้จากต้นที ่เจร ิญเต ิบโตในธรรมชาติ 
(76.14±0.6 mg/gm rutin และ 98.6±0.2 mg/gm 
gallic acid ตามลำดับ) เช่นเดียวกับ Shilpashree 
และ Ravishankar [21] ท่ีรายงานว่ายอด Hypericum 
mysorense ที่เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อมีปริมาณ
สารฟลาโวนอยด์สูงกว่ายอด และรากที่เจริญเติบโตใน
สภาพธรรมชาติ ผลการทดลองนี้สรุปได้ว่าปริมาณสาร
ทุติยภูมิของแคลลัสที่เพาะเลี้ยงนาน 4-6 สัปดาห์ และ
ยอดรางจืดในสภาพปลอดเชื ้อที ่เพาะเลี ้ยงนาน 6 
สัปดาห์ ไม่แตกต่างกันทางสถิติ แต่มีค่าสูงกว่าใบที่
เจริญเติบโตเต็มที่ในสภาพธรรมชาติ ดังนั้นแคลลัสที่
เพาะเลี้ยงนาน 4 สัปดาห์ เหมาะสมที่จะนำมาใช้ในการ
สกัดสารต้านอนุมูลอิสระ เนื่องจากใช้ระยะเวลาในการ
เพาะเลี้ยงสั้นที่สุด และแคลลัสมีการเจริญเติบโตที่ดี ซึ่ง
แคลลัสรางจืดที่ผลิตสารต้านอนุมูลอิสระได้นี้จะเป็น
วัตถุดิบที่มีคุณภาพอีกทางเลือกหนึ่งที่สามารถนำไปใช้
ประโยชน์ทางการแพทย์ได้ต่อไป   
 

4. สรุปผลการทดลอง 

4.1 ชิ้นส่วนใบของรางจืดพัฒนาเป็นแคลลัสได้
ดีบนอาหารสูตร MS ที่เติม NAA ความเข้มข้น 0.5-1 
mg/L ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0.5 mg/L และอาหาร
สูตร MS ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.5 mg/L ร่วมกับ 
BA 0.5 mg/L 
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4.2 แคลลัสรางจืดที่เพาะเลี้ยงนาน 4, 5 และ 
6 สัปดาห์ และยอดรางจืดที่พัฒนาในสภาพปลอดเชื้อมี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด (64.41±1.29 ถึง 
67.29±3.17 mg GAE/g dry extract) สารฟลาโวนอยด์ 
(44.38±11.61 ถึง 54.60±9.22 mg catechin/g dry 

extract) และฤทธ ิ ์ต ้ านอน ุม ูลอ ิสระ DPPH (EC50 
15.93±1.33 ถึง 18.99±0.86 µg/mL) ซึ่งไม่แตกต่าง
กันทางสถิติ แต่มีค่าสูงกว่า และฤทธิ์ดีกว่าใบรางจืดที่
เจริญเติบโตเต็มที่ในสภาพธรรมชาติอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติ 

 

 
 

Figure 4 (A) total phenolic content, (B) flavonoid content, and (C) DPPH radical scavenging activity 
of T.  laurifolia callus cultured on MS medium supplemented with 0.5 mg/L NAA and 0.5 
mg/L BA for 4, 5 and 6 weeks ( in vitro callus)  compared to those of in vitro shoot and in 
vivo leaf. BHT = positive control. 
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