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บทคัดย่อ

	 บทน�ำและวัตถุประสงค์:  ปอบิด (Helicteres isora L.) เป็นพืชสมุนไพรที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาหลากหลาย มี

สารต้านอนมูุลอสิระ ต้านมะเรง็ ยบัยัง้เชือ้จลุนิทรย์ี และฤทธ์ิลดไขมนัในเลอืด การเพาะปลกูปอบิดมีปรมิาณสารออก

ฤทธ์ิไม่สม�ำ่เสมอเน่ืองจากปัจจยัหลายประการ ดังนัน้การศึกษาน้ีจงึมีวตัถปุระสงค์เพือ่พฒันาอาหารเลีย้งแคลลสัของ

ปอบิดที่เหมาะสมในการเหนี่ยวน�ำให้เกิดสาร Rosmarinic acid (RA) ด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช

	 วิธีการศึกษา:  น�ำตาข้างที่ปราศจากเชื้อของปอบิดมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร Marashige และ Skoog (MS) ที่เติม

สารควบคุมการเจริญเติบโตไธไดอะซูรอน (TDZ) และกรดแนฟทาลีนอะซิติก (NAA) เป็นระยะเวลา 45 วัน จนเกิด

แคลลัส หลังจากนั้นหาค่า RA ในแคลลัส เปรียบเทียบกับผลปอบิดที่เก็บจากแหล่งธรรมชาติและแหล่งปลูก ด้วยวิธี

โครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC)  

	 ผลการศึกษา:  จากผลการศึกษาพบว่า ตาข้างของปอบิดสามารถสร้างแคลลัสได้ดีในอาหารสูตร MS ที่เติม 

TDZ 0.4 มิลลิกรัมต่อลิตร และ NAA 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 45 วัน โดยสามารถชักน�ำให้เกิดแคลลัสของปอ

บิดมีเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 2.9 ± 0.58 เซนติเมตร ความเข้มข้นของสาร RA ท่ีวัดได้จากแคลลัสของปอบิดอยู่ท่ี

ร้อยละ 0.3939 ของน�้ำหนักแห้ง และสูงกว่าจากแหล่งธรรมชาติประมาณ 4.5 เท่า 

	 อภิปรายผล:  การเพาะเลี้ยงแคลลัสสามารถเพิ่มประสิทธิภาพ และประสิทธิผลในการสร้างสารส�ำคัญใน

พืชสมุนไพรที่ต้องการได้ นอกจากนี้ยังช่วยลดปัจจัยต่าง ๆ ที่เกิดจากการสกัดสารจากพืชโดยตรง เช่น ร่นระยะเวลา 

ต้นทุนต่าง ๆ รวมถึงการปนเปื้อนสารเคมี โลหะหนัก และเชื้อจุลินทรีย์ต่าง ๆ ดังนั้นสารที่ได้จากกระบวนการนี้จึงมี

คุณภาพ และเหมาะสมต่อยอดไปใช้ทางการแพทย์ และทางอุตสาหกรรมสารสกัดพืชสมุนไพรต่อไป

	 ข้อสรุป และข้อเสนอแนะ:  สูตรอาหารนี้มีความเหมาะสมส�ำหรับการเพาะเลี้ยงแคลลัสในการผลิตสาร RA 

อย่างไรก็ตาม การศึกษานี้จัดท�ำขึ้นเฉพาะเทคนิคการเพาะเลี้ยงแคลลัสพื้นฐานเท่านั้น การเพิ่มประสิทธภิาพการผลิต

สาร RA สามารถท�ำได้โดยการเติมสารกระตุ้นอื่น ๆ

	 ค�ำส�ำคัญ:  ปอบิด, แคลลัส, เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช
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Abstract

	 Introduction and Objective:  Helicteres isora L. is a medicinal plant (known in Thai as po bit) that exhibits 
numerous pharmacological properties such as antioxidant, anticancer, antibacterial and hypolipidemic activities. 
The cultivation of H. isora has inconsistent amounts of active substances due to many factors. Therefore, the objec-
tive of this study was to develop a suitable medium to induce rosmarinic acid (RA) substance from H. isora callus 
using a plant tissue culture system. 
	 Methods:  Firstly, the sterile lateral bud of H. isora was used and cultured on Marashige and Skoog (MS) 
medium which contains plant growth regulator, thidiazuron (TDZ) and naphthaleneacetic acid (NAA) for 45 days. 
The RA was determined in callus using High Performance Liquid Chromatography (HPLC) technique. 
	 Results:  The treatment of lateral bud with MS medium containing 0.4 mg/L TDZ and 0.3 mg/L NAA for 45 
days could induce H. isora callus at 2.9 ± 0.58 cm in diameter. The RA concentration was 0.3939% in dry weight 
and showed approximately 4.5 times higher than those of the natural sources. 
	 Discussion:  Callus culture can increase the efficiency and effectiveness of the desired active compounds 
in the herbal plant. In addition, it can reduce various factors that are caused by extracting substances directly  
from plants, such as reduced time, cost, including the contamination of chemicals, heavy metals, and various  
microorganisms. Therefore, the substances obtained from this process are of high quality and suitable for further 
use in both the medical and the herbal plant extract industry.
	 Conclusion and Recommendation:  This suitable medium is for callus culture of RA production. However, 
this study was based on the basic callus culture technique only. Increasing the efficiency of RA production can be 
done by adding other stimulants.

	 Key words:  Helicteres isora L., callus, plant tissue culture

บทน�ำและวัตถุประสงค์

	 ปอบิด มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Helicteres isora 

L. เป็นพืชในวงศ์ Malvaceae[1] เป็นพืชที่ขึ้นเอง

ตามริมป่าเบญจพรรณ ป่าเต็งรัง ที่รกร้าง พบได้

ท่ัวไปท้ังในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ จีน และอินเดีย 

ลักษณะเป็นไม้พุ่ม สูงไม่มากประมาณ 1-2 เมตร 

ใบเดี่ยว รูปไข่กว้าง ขอบใบหยัก ออกดอกปีละคร้ัง 

กลีบดอกสีส้มอิฐ เป็นหลอด เมื่อติดฝัก เป็นฝักยาว 

3-4 เซนติเมตร บิดเป็นเกลียวเมื่อแก่จะแตกเป็นมี

สีน�้ำตาลด�ำ[2] การแพทย์พื้นบ้านไทยมีการใช้ปอบิด

เป็นยาบ�ำรุงธาตุ แก้ปวดท้อง ท้องอืด ท้องเสีย ขับลม 

แก้บิด ขับเสมหะ รักษาอาการกระเพาะอาหารเป็น

แผลหรืออักเสบเรื้อรัง[3] นอกจากนี้ มีรายงานวิจัยใน

สรรพคุณลดระดับน�้ำตาลและไขมันในเลือด รวมถึง
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การวิจัยในหลอดทดลองพบว่ามีการต้านเชื้อจุลชีพ

ต่าง ๆ เช่น Escherichia coli, Staphylococcus 

epidermidis, Staphylococcus aureus, Salmo-

nella typhimurium, Salmonella abony, Proteus 

vulgaris, Micrococcus luteus, Aspergillus niger 

และ Candida albican[4-6] จากรายงานการศกึษาองค์

ประกอบทางเคมีของปอบิด พบว่า มีสารกลุ่ม glyco-

sides, phytosterol, saponins และ flavonoids 

เช่น rosmarinic acid, 4’-O-β-D-glucopyranosyl-

rosmarinic acid, helisterculins A, helister-

culin B, helisoringallic acid, coumaric acid, 

β-sitosterol, betulinic acid, oleanolic acid, 

daucosterol, cucurbitacin B, isocucurbitacin 

B, sanguinarine, berberine chloride และ mus-

cimol เป็นต้น[7-11] สาร rosmarinic acid (RA) ถูก

น�ำมาใช้ในอาหารและเคร่ืองส�ำอาง[12] มีการศึกษา

ทางเภสัชวิทยาพบว่าช่วยต้านเชื้อไวรัส[13] ต้านเชื้อ  

HIV-1[14] ต้านเชื้อแบคทีเรีย ต้านการอักเสบ และ

มะเร็ง[15] เป็นต้น นอกจากนั้นมีผู้ศึกษาพบว่ามีฤทธ์ิ

ต่อต้านอนุมูลอิสระดีกว่าวิตามินอีหรืออนุพันธ์ของ

วิตามินอี (Trolox)[16] แสดงให้เห็นว่าสารส�ำคัญใน 

ปอบิดมีศักยภาพในการน�ำไปใช้ประโยชน์ อย่างไร

ก็ตามแหล่งวัตถุดิบที่ได้จากธรรมชาติอาจให้สาร

ส�ำคัญที่ไม่สม�่ำเสมอ จากปัจจัยทางด้านสายพันธุ ์

สภาพภูมิอากาศ ลักษณะภูมิประเทศ รวมถึงวิธีการ

ปลูก ท�ำให้ได้วัตถุดิบมีสารส�ำคัญต�่ำ การใช้วิธีทาง

ห้องปฏบิตักิารด้วยการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พชืในรูปของ

แคลลสั (callus culture) นบัว่าเป็นวิธีหนึง่ท่ีน่าสนใจ 

น�ำมาใช้เป็นแหล่งผลิตสารทุติยภูมิทดแทนการสร้าง

สารดังกล่าวท่ีได้จากตามธรรมชาติ เทคนิคดังกล่าว

สามารถควบคุมสภาวะในห้องทดลองได้ สามารถ

ผลิตสารได้ต่อเนื่องโดยไม่ขึ้นกับสภาพแวดล้อม 

ฤดูกาล เป็นต้น 

	 ดงันัน้ การศกึษานีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ศกึษาการ

ชักน�ำแคลลสัและการผลติสาร Rosmarinic acid ของ

ปอบิด เพือ่เป็นแหล่งวตัถดุบิทีม่คีณุภาพ ทดแทนแหล่ง

ที่ได้จากธรรมชาติเพื่อน�ำไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ ์

ต่าง ๆ เพิ่มมูลค่าทางเศรษฐกิจเชิงพาณิชย์ต่อไป

ระเบียบวิธีศึกษา

1.	วัสดุ

	 1.1		พืชสมุนไพร

	 	 	 ท�ำการเก็บตัวอย่างต้นปอบิด Helicteres 

isora L. จากจังหวัดตาก ตัวอย่างดังกล่าวผ่านการ

พิสูจน์ชื่อทางวิทยาศาสตร์น�ำมาเก็บไว้เป็นแหล่ง

อ้างอิงพรรณไม้ในห้องพิพิธภัณฑ์พืช ของกรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์ รหัส DMSC 5270 น�ำฝัก

ปอบิดมาแยกเอาเมล็ดออก เมล็ดจะมีลักษณะสี

น�้ำตาล น�ำเมล็ดท่ีได้แช่น�้ำท้ิงไว้ 1 คืน จากนั้นน�ำไป

เพาะลงในกระบะปลูก ต้นกล้าจะเริ่มงอกใช้ระยะ

เวลาประมาณ 3-4 เดือน จากนั้นน�ำต้นกล้าไปปลูก

ลงในแปลงปลูกของสถาบันวิจัยสมุนไพร กรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์ จังหวัดนนทบุรี (Figure 

1) เมื่ออายุต้นได้ 3 เดือน ตัดส่วนตาข้างไปเพาะ

เลี้ยงเนื้อเยื่อ และเมื่อต้นปอบิดอายุได้ 1 ปี 3 เดือน 

เก็บส่วนฝักเพื่อใช้ในการตรวจหาปริมารสารส�ำคัญ

ต่อไป 

	 1.2		เครื่องมือ

	 	 	 เคร่ืองชั่งไฟฟ้าความละเอียด 0.1-0.01 

มิลลิกรัม (Sartorius รุ่น AX224) เครื่องวัดค่าความ

เป็นกรด-ด่าง (GonDO รุ่น PL-700 PCS) เครื่องนึ่ง

ฆ่าเชื้อแบบออโตเคลฟ (Zealway รุ่น FD 80 R) ตู้

ปราศจากเชื้อแบบ ClassII (BIOBASE รุ่น BSC-
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1300IIA-X) เตาอบร้อน (Memmert รุ่น UNE 600) 

ตู้เย็น (refrigerator) เครื่อง HPLC (Shimadzu รุ่น 

Nexera LC-40) 

	 1.3		เครื่องแก้วและวัสดุวิทยาศาสตร์

	 	 	 โกร่งบดยา (medicine grinder) เคร่ือง

แก้ว (glassware) มีดผ่าตัด (scalpel) ปากคีบจับ

เนื้อเยื่อ (forceps) คอลัมน์ชนิด C18 ขนาด 4.6 5 

150 มิลลิเมตร 5 ไมครอน การ์ดคอลัมน์ 4.0 5 10 

มลิลเิมตร, PVDF membrane filter 0.2 ไมโครเมตร, 

membrane filter 0.45 ไมโครเมตร, nylon filter 

syringe 0.2 ไมโครเมตร, กระดาษกรองเบอร์ 

	 1.4 	สารเคมี

	 	 	 สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมอาหารสูตร MS 

(Murashige and Skoog)[17], ไฮเตอร์®, 6% w/w 

(6% Sodium hypochlorite w/w), แอลกอฮอล ์

95%, BAP (6-Benzylaminopurine), NAA 

(1-Naphthaleneacetic acid), IBA (Indole-

3-butyric acid), IAA (Indole-3-acetic acid), KN 

(Kinetin), TDZ (Thidiazuron), น�้ำตาลซูโครส, ผง

วุ้น (PhytoTech Labs), ปุ๋ยสูตร 15-15-15 และ ปุ๋ย

สูตร 46-0-0 

2.	วิธีการศึกษา

	 2.1		การเตรียมชิ้นส่วนพืช

	 	 	 ใช้ส่วนตาข้างของปอบิดข้อที่ 1-4 นับ

จากยอด ที่มีความสมบูรณ์ ไม่มีการเข้าท�ำลายของ

โรค และแมลง จากต้นปอบิดอายุ 3 เดือน ท่ีปลูก

ในสถาบันวิจัยสมุนไพร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์

จังหวัดนนทบุรี น�ำมาฟอกให้ปลอดเชื้อ (Figure 1)

Figure 1  Tissue selection of H. isora; (1) lateral bud, and (2) lateral bud surface sterilization on MS medium

	 2.2		การศึกษาการฟอกฆ่าเช้ือช้ินส่วนของต้น

ปอบิด

	 	 	 น�ำชิน้ส่วนของตาข้างต้นปอบิดทีไ่ม่แก่หรือ

อ่อนจนเกินไปมาล้างท�ำความสะอาดด้วยน�้ำประปา 

เสร็จแล้วน�ำมาฟอกฆ่าเชื้อด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรต์ 

(ไฮเตอร์®) หนึ่งคร้ังและสองคร้ังท่ีระดับความเข้ม

ข้นต่าง ๆ จ�ำนวน 5 กรรมวิธี (treatment) (T1-T5) 

โดยเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนของข้อลงบนอาหารสูตร MS 

ในหลอดทดลอง หลอดละ 1 ช้ินส่วน จ�ำนวน 20 ซ�้ำ

ต่อกรรมวิธี น�ำมาเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะการให้แสง
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ด้วยหลอดไฟฟลูออเรสเซนต์ 16 ชั่วโมงต่อวัน ความ

เข้มแสง 3,000 ลักซ์ ที่อุณหภูมิ 25 ± 2˚ซ เป็นระยะ
เวลา 2 เดือน 

	 	 1.	 ฟอกด้วยไฮเตอร ์® ที่ความเข ้มข ้น 

ร้อยละ 15 นาน 10 นาที และไฮเตอร์® ร้อยละ 15 

นาน 10 นาที (T1)

	 	 2.	 ฟอกด้วยไฮเตอร ์® ที่ความเข ้มข ้น 

ร้อยละ 10 นาน 15 นาที และไฮเตอร์® ร้อยละ 10 

นาน 10 นาที (T2)

	 	 3.	 ฟอกด้วยไฮเตอร ์® ที่ความเข ้มข ้น 

ร้อยละ 10 นาน 20 นาที และไฮเตอร์® ร้อยละ 10 

นาน 5 นาที (T3)

	 	 4.	 ฟอกด้วยไฮเตอร ์® ที่ความเข ้มข ้น 

ร้อยละ 10 นาน 20 นาที และไฮเตอร์® ร้อยละ 10 

นาน 10 นาที (T4)

	 	 5.	 ฟอกด้วยไฮเตอร ์® ที่ความเข ้มข ้น 

ร้อยละ 10 นาน 20 นาที และไฮเตอร์® ร้อยละ 10 

นาน 7 นาที (T5)

	 2.3		การศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการ

ชักน�ำให้เกิดแคลลัส

	 	 ศกึษาสตูรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการชกัน�ำให้

เกิดแคลลัส โดยน�ำเนื้อเยื่อส่วนยอดที่ปลอดเชื้อมา 

subculture น�ำมาทดลองเพาะเลี้ยงในอาหาร MS ที่

เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตสูตรชักน�ำแคลลัสที่

ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ได้แก่ อาหารสูตร IBA 1-5 

มิลลิกรัมต่อลิตร (mg/l) 1.25MS+IBA 1-5 mg/l 

KN 1-5 mg/l TDZ 0.2-1.5 mg/l และ TDZ 0.2-1.5 

mg/l ร่วมกับ NAA 0.1-1 mg/l รวมจ�ำนวน 26 สูตร 

เลี้ยงในห้องปลอดเชื้อที่ควบคุมสภาพแวดล้อม โดย

มีอุณหภูมิ 25 ± 2˚ซ ความเข้มแสง 3,000 ลักซ์ จาก

หลอดฟลูออเรสเซนต์ ต้ังเวลาการให้แสงเท่ากับ 16 

ชั่วโมงต่อวัน ด้วยเคร่ืองตั้งเวลาเปิด-ปิดอัตโนมัต ิ

(Timer) วางแผนการทดลองแบบสุม่สมบูรณ์ (Com-

pletely Randomized block Design : CRD) ท�ำการ

ทดลอง 15 ซ�้ำ แต่ละซ�้ำมี 1 ชิ้น (1 ชิ้นต่อขวด) เพาะ

เลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นเวลา 2 เดือน ท�ำการบันทึกผลการ

เกดิแคลลสั สขีองแคลลสั ในสตูรอาหารทีแ่ตกต่างกนั 

	 2.4		การศึกษาการเจริญเติบโตของแคลลัสใน

อาหารสูตรที่เหมาะสม

	 	 	 ท�ำการคัดเลือกอาหารสูตรที่เหมาะสม

ส�ำหรับการชกัน�ำแคลลสั โดยดจูากขนาดของแคลลสั

ตั้งแต่เกิดแคลลัสปานกลางและเร่ิมเกาะตัวกัน 

(คะแนน ++) และเกิดแคลลัสมากและเกาะตัวอย่าง

หนาแน่น (คะแนน +++) เลือกแคลลัสที่เกิดสีเขียว

หรือสีเขียวปนเหลือง เพ่ือน�ำมา subculture ลง

บนอาหารสูตรเดิมอีกคร้ัง เลี้ยงในห้องปลอดเชื้อท่ี

ควบคุมสภาพแวดล้อม โดยมีอุณหภูมิ 25± 2˚ซ 
ความเข้มแสง 3,000 ลักซ์ จากหลอดฟลูออเรสเซนต์ 

ตัง้เวลาการให้แสงเท่ากบั 16 ชัว่โมงต่อวนั วางแผนการ

ทดลองแบบสุม่สมบรูณ์ (Completely Randomized 

block Design : CRD) ท�ำการทดลอง 15 ซ�้ำ แต่ละซ�ำ้

มี 4 ชิ้น (4 ชิ้นต่อขวด) เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นเวลา 45 

วัน บันทึกน�้ำหนักสดและน�้ำหนักแห้งต่อขวด 

	 2.5		การศึกษาสาร rosmarinic acid ของ 

ปอบิดด้วย High Performance Liquid Chroma-

tography (HPLC)  

	 	 	 2.5.1	การเตรียมตัวอย่างพืชส�ำหรับการ

ตรวจวิเคราะห์

	 	 	 ฝักปอบิด – น�ำฝักปอบิดจากจังหวัดตาก 

(แหล่งธรรมชาติ) จ�ำนวน 3 ตัวอย่าง และฝักปอบิด
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จากการปลูกในสถาบันวิจัยสมุนไพร จังหวัดนนทบุรี 

จ�ำนวน 3 ตัวอย่าง น�ำมาล้างท�ำความสะอาดผึ่งให้

สะเด็ดน�้ำ แล้วน�ำมาหั่นเป็นชิ้นเล็ก ๆ ตากให้แห้งจาก

นั้นน�ำมาอบในตู้อบร้อนที่อุณหภูมิ 50˚ซ เป็นเวลา 
วันละ 8 ชั่วโมงติดต่อกัน 2 วัน แล้วน�ำไปบดให้

ละเอยีดโดยใช้เคร่ืองป่ัน จากนัน้น�ำมาบดด้วยโกร่งอกี

ครั้งจนละเอียด น�ำไปบรรจุในถุงเก็บตัวอย่างปิดปาก

ถุงให้สนิท

	 	 	 แคลลัสปอบิด – น�ำแคลลัสมาผ่ึงลม

ประมาณ 2-3 ชั่วโมง จากนั้นน�ำมาอบในตู้อบร้อนที่

อุณหภูมิ 50˚ซ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน�ำไปบด
ให้ละเอยีดโดยใช้โกร่ง เมือ่ละเอยีดแล้วน�ำไปบรรจุใน

ถุงเก็บตัวอย่างปิดปากถุงให้สนิท

	 	 	 2.5.2	การเตรียมตัวอย่างส�ำหรับวิเคราะห์

ด้วย HPLC

	 	 	 น�ำสมุนไพรปอบิด 500 มิลลิกรัม ต้มกับ 

1% กรดไฮโดรคลอริกในน�้ำ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

เป็นเวลา 30 นาที น�ำมากรอง จากนั้นน�ำมา partition 

กับไดเอทิลอีเทอร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จ�ำนวน 2 

ครั้ง น�ำชั้นไดเอทิลอีเทอร์ มาระเหยแห้ง จากนั้นสกัด

ดว้ยเมทานอล 2 มลิลลิติร กรองดว้ย nylon syringe 

filter 0.45 ไมครอน ส�ำหรับการน�ำไปฉีด HPLC

	 	 	 2.5.3	การเตรียมสารมาตรฐาน

	 	 	 ชัง่สารมาตรฐาน rosmarinic acid ปริมาณ 

5 มิลลิกรัม ปรับปริมาตรด้วยเมทานอล ใน volu-

metric flask ขนาด 5 มิลลิลิตร น�ำสารละลายท่ีได ้

pipette ใน volumetric flask ขนาด 2 มิลลิลิตร ใน

ปริมาตร 2000, 1000, 500, 250, 125 ไมโครลติร ปรับ

ปริมาตรให้ได้สารละลายมาตรฐาน rosmarinic acid 

ความเข้มข้น 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร ตามล�ำดับ

		  	 ระบบโครมาโทกราฟี 

	 	 	 คอลัมน์ 	 Shimadzu Shim-pack  

	 	 	 	 	 GIST C18 4.6 5 150 mm 

	 	 	 	 	 5 micron with Guard

	 	 	 	 	 Column 4.0 5 10 mm

	 	 	 วัฏภาคเคลื่อนที่	 A: 0.1% Trifluoroacetic 

acid ในน�้ำ 

	 	 	 	 	 B: Acetonitrile; Isocratic

	 	 	 ปริมาตรวิเคราะห์	 10 ไมโครลิตร  

	 2.6		การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

	 	 	 วิเคราะห์ข้อมูลด้วยโปรแกรม SPSS ver-

sion 16.0 ทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยวิธี 

Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 

ที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.01

ผลการศึกษา

1.	การฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนของต้นปอบิด

	 	 จากการฟอกชิ้นส่วนข้อปอบิดที่ฆ่าเชื้อด้วย 

โซเดียมไฮโปคลอไรต์ 5 ความเข้มข้น น�ำมาเลี้ยงบน

อาหารสูตร MS พบว่าการฟอกโดยใช้ไฮเตอร์คร้ัง

แรกร้อยละ 10 เป็นเวลา 20 นาที และฟอกคร้ังที่ 2 

ใช้ไฮเตอร์ร้อยละ 10 เป็นเวลา 10 นาที มีการปลอด

เชื้อสูงสุดในช่วงระยะเวลา 14 วัน มีค่าเท่ากับ ร้อยละ 

80.5 รองลงมาคือ การฟอกโดยใช้ไฮเตอร์คร้ังแรก 

ร้อยละ 10 เป็นเวลา 20 นาที และฟอกคร้ังท่ี 2 ใช้ 

ไฮเตอร์ร้อยละ 10 เป็นเวลา 5 นาท ีความเข้มข้นทีน้่อย

กว่านี้ท�ำให้การปลอดเชื้อลดลง (Table 1) เมื่อน�ำมา

เลีย้งต่อเป็นระยะเวลา 20 วนั พบว่าปอบดิมกีารเจริญ

เติบโตในส่วนของยอดและใบที่ดี
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Table 1	 Percentage of survival in nodal explants after sterilization using various concentrations of sodium hy-

pochlorite at different times duration.

	 	 Surface sterilization		   

		  1st	  	   	 2nd		

	 NaOCl (%)	 times (min)	 NaOCl (%)	 times (min)	

	 0.9	 10	 0.9	 10	 29.3

	 0.6	 15	  0.6	 10	 25

	 0.6	 20	  0.6	 5	 65.7

	 0.6	 20	  0.6	 10	 80.5

	 0.6	 20	  0.6	 7	 58.1

Survival (%) in nodal
explants on 2 weeks

2.	การศึกษาอาหารสูตรที่เหมาะสมต่อการ

ชักนำ�ให้เกิดแคลลัส

	 จากการศกึษาอาหารสตูรเพาะเลีย้งแคลลสัจ�ำนวน 

26 สูตร ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีแตก

ต่างกัน พบว่าเมื่อเลี้ยงแคลลัสเป็นระยะเวลา 30 วัน 

อาหารสูตร TDZ 0.4+NAA 0.3, TDZ 0.8+NAA 

0.5, TDZ 1+NAA 0.7 และ TDZ 1.5+NAA 1 

มิลลิกรัมต่อลิตร แคลลัสมีการเจริญเติบโตท่ีดีเกิด

แคลลัสปานกลางและเร่ิมเกาะตัวกัน มีสีเขียวและสี

เขียวปนเหลือง เมื่อเลี้ยงต่อไปเป็นระยะเวลา 45 วัน 

มีการเกิดแคลลัสมากขึ้นและเกาะตัวอย่างหนาแน่น 

มีสีเขียวและสีเขียวปนเหลือง เมื่อแคลลัสอายุ 60 วัน 

จะมีสีน�้ำตาลเข้มและหยุดการเจริญเติบโต (Figure 

2) จึงเลือกใช้แคลลัสที่อายุ 45 วัน ในการศึกษาวิจัย

หาปริมาณสาร RA ต่อไป ในขณะท่ีอาหารสูตร MS 

ไม่เกิดแคลลัส ส่วนในอาหารกลุ่มที่เติม IBA ที่ความ

เข้มข้น 1-5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 30 และ 

45 วัน เกิดแคลลัสขนาดเล็กมีสีน�้ำตาลเป็นส่วนใหญ่ 

เมื่อเลี้ยงต่อเป็นระยะเวลา 60 วัน แคลลัสมีสีน�ำ้ตาล

ปนด�ำและหยุดการเจริญเติบโต ส่วนในอาหาร 1.25 

MS ร่วมกับ IBA 1-5 มิลลิกรัมต่อลิตร และในกลุ่ม

ที่เติม KN 1-5 มิลลิกรัมต่อลิตร เกิดแคลลัสขนาด

เล็กสีเขียวปนน�้ำตาล ที่อายุ 30 วัน และที่อายุ 45 วัน 

เกิดแคลลัสขนาดเล็กสีน�้ำตาล และเมื่อเลี้ยงต่อเป็น

ระยะเวลา 60 วัน แคลลัสมีสีน�้ำตาลปนด�ำและหยุด

การเจริญเติบโต ส่วนในกลุ่มที่เติม TDZ 0.2-1.5 

เกดิแคลลสัขนาดเลก็มสีเีขยีวปนเหลอืง และเขียวปน

น�้ำตาลที่อายุ 30 วัน ส่วนอายุ 45 วัน เกิดแคลลัสปาน

กลางและเร่ิมเกาะตัวกัน แคลลัสมีสีเขียวปนน�้ำตาล 

เมื่อเลี้ยงต่อเป็นระยะเวลา 60 วัน แคลลัสมีสีน�ำ้ตาล

และหยุดการเจริญเติบโต (Table 2) 

Figure 2	 H. isora callus induction at different time on 
MS+TDZ 0.4 + NAA 0.3 ml/g, (1) 30 days, 
(2) 45 days, and (3) 60 days.
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Table 2	 Effects of plant growth regulators on H. isora callus induction culture after treatment with six various 

kinds of mediums for 30, 45, and 60 days

Note :	 -	 None callus	 ++	 Moderate and initially stick callus
	 +	 Less callus	 +++	A large number and densely stick callus

				    Morphology of callus
		  30 days 	 45 days	 60 days
	 Medium	 Callus		  Callus		  Callus				   Color		  Color		  Color		  Type		  Type		  Type
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3.	การศึกษาการเจริญเติบโตและปริมาณสาร 

rosmarinic acid (RA) ของแคลลัสและ

ฝักปอบิด 

	 จากการศึกษาการเจริญเติบโตของแคลลัสใน

อาหารสูตรต่าง ๆ เป็นระยะเวลา 45 วัน พบว่าขนาด

เส้นผ่าศูนย์กลาง น�้ำหนักสดและน�้ำหนักแห้งของ

แคลลสั มค่ีาไม่แตกต่างกนัทางสถติ ิโดยพบว่าอาหาร

สตูร TDZ 0.4 + NAA 0.3 จะมขีนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง

มากที่สุดมีค่าเท่ากับ 2.9 ± 0.58 เซนติเมตร รองลง

มาคือ TDZ 0.8 + NAA 0.5 มีค่าเท่ากับ 2.6 ± 0.56 

เซนตเิมตร เมือ่น�ำมาชัง่หาน�ำ้หนกัสดและน�ำ้หนกัแห้ง 

พบว่าทุกสูตรอาหารมีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดย

อาหารสูตร TDZ 0.4 + NAA 0.3 มีน�้ำหนักสดมาก

ที่สุดมีค่าเท่ากับ 7.56 ± 0.88 กรัม รองลงมาคือ TDZ 

1.0 + NAA 0.7 มีค่าเท่ากับ 7.38 ± 1.85 กรัม ใน

ขณะที่น�้ำหนักแห้งทุกสูตรอาหารมีค่าไม่แตกต่างกัน

ทางสถิติโดยอาหารสูตร TDZ 1.5 + NAA 1.0 มีน�้ำ

หนักแห้งมากที่สุดมีค่าเท่ากับ 0.47 ± 0.21 กรัม รอง

ลงมาคืออาหารสูตร TDZ 0.2 + NAA 0.1 มีน�้ำหนัก

แห้งเท่ากับ 0.43 ± 0.11 กรัม (Figure 3, Table 3) 

Figure 3	 The different sources of H. isora from callus culture, cultivation, and natural sources: H. isora callus in 
different culture medium concentration for 45 days: (1) MS + TDZ 0.2 + NAA 0.1, (2) MS + TDZ 0.4 
+ NAA 0.3, (3) MS + TDZ 0.8 + NAA 0.5, (4) MS + TDZ 1 + NAA 0.7, and (5) MS + TDZ 1.5 + NAA. 
H. isora tree and fruit; (6) natural sources, (7) cultivated sources, and (8) fruit from natural sources 
(left) and fruit from cultivated sources (right) 
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Table 3	 Rosmarinic acid content of H. isora from natural sources, cultivated sources, and callus growth on MS 

medium supplemented with different concentration of TDZ and NAA for 45 days.

		  Callus diameter	 Fresh weight 	 Dry weight	 Rosmarinic acid
	 Medium 
		  (cm.)	 (g)	 (g)	 (% dry weight)

	TDZ 0.2 + NAA 0.1  	 1.80 ± 0.581/	 6.08 ± 0.69 	 0.43 ± 0.11	 0.3568 ± 0.0006b

	TDZ 0.4 + NAA 0.3  	 2.90 ± 0.58	 7.56 ± 0.88	 0.36 ± 0.01	 0.3939 ± 0.0007a

	TDZ 0.8 + NAA 0.5  	 2.60 ± 0.56	 6.57 ± 2.17	 0.41 ± 0.18	 0.1851 ± 0.0140c

	TDZ 1.0 + NAA 0.7 	 2.10 ± 0.38	 7.38 ± 1.85	 0.37 ± 0.04	 0.3572 ± 0.0007b

	TDZ 1.5 + NAA 1.0 	 1.90 ± 0.57	 4.46 ± 1.25	 0.47 ± 0.21	 0.3532 ± 0.0005b

Natural sources	 -	 -	 -	 0.0877 ± 0.0017d

Cultivated sources 	 -	 -	 -	 0.0127 ± 0.0004e

F-test	 ns	 ns	 ns	 **

1/Values are mean ± SD Means with common superscript within each column are significantly different at p ≤ 0.01 
according to Duncan’s multiple range test (DMRT)

	 เมื่อน�ำตัวอย่างที่ได้มาหาปริมาณ RA พบว่า

จากการท�ำกราฟสารมาตรฐาน (standard curve) 

เทียบกับความเข้มข้นของ RA ได้สมการเส้นตรง y 

= 31570846.95x + 235169 เมื่อ y = พื้นที่ใต้กราฟ 

x = ค่าความเข้มข้น โดยมีค่า R² = 0.9988 จากนั้น

วิเคราะห์หาปริมาณ RA จากการทดลองพบโครมา- 

โตแกรมของกราฟมาตรฐานขึ้นที่เวลา (retention 

time) ที ่7.0 ส่วนโครมาโตแกรมของตัวอย่างขึน้ทีเ่วลา 

7.0 เช่นเดยีวกนั เมือ่เปรียบเทยีบ UV spectrum ของ

สารมาตรฐาน RA กับ peak ที่พบในตัวอย่าง พบว่า

มี spectrum ที่คล้ายกัน (Figure 4) เมื่อน�ำตัวอย่าง

จากแคลลัสในอาหารสูตรต่าง ๆ ฝักปอบิดที่ปลูกใน

จังหวัดนนทบุรี และฝักปอบิดที่เก็บมาจากธรรมชาติ

จากจังหวัดตาก มาวิเคราะห์หาปริมาณ RA พบว่า 

อาหารสูตร TDZ 0.4 + NAA 0.3 มีปริมาณสาร RA 

สูงที่สุด มีค่าเท่ากับร้อยละ 0.3939 โดยน�้ำหนักแห้ง 

แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติท่ีระดับความ

เชื่อมั่น 99% กับอาหารสูตร TDZ 1.0 + NAA 0.7 

TDZ 0.2 + NAA 0.1 TDZ 1.5 + NAA 1.0 และ 

TDZ 0.8 + NAA 0.5 ซ่ึงมีปริมาณสาร RA เท่ากับ 

ร้อยละ 0.3572, 0.3568, 0.3532 และ 0.1851 โดยน�้ำ

หนกัแห้ง ตามล�ำดบั เมือ่เปรียบเทียบอาหารสตูรเพาะ

เลี้ยงแคลลัสทั้ง 5 สูตร กับฝักปอบิด 2 แหล่ง พบว่า

ปริมาณสาร RA มีค่าแตกต่างกันทางสถิติ โดยฝักปอ

บิดจากแหล่งธรรมชาติท่ีได้จากจังหวัดตากและฝักปอ

บิดจากแหล่งปลูกในจังหวัดนนทบุรี มีปริมาณสาร 

RA เท่ากับร้อยละ 0.0877 และ 0.0127 โดยน�้ำหนัก

แห้งตามล�ำดับ เมื่อคิดสัดส่วนของปริมาณสาร RA ที่

ได้จากแคลลัสจะมีมากกว่าแหล่งท่ีเก็บจากธรรมชาติ 

ประมาณ 4.5 เท่า และจากแหล่งเพาะปลูกประมาณ 

31 เท่า 
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Figure 4	 HPLC chromatogram of Rosmarinic acid (RA) dectection; (1) RA reference standard, (2) Callus, (3) 
H. isora fruit from cultivated sources, (4) H. isora fruit from natural sources, and UV spectrum of RA 
detection; (5) RA reference standard, (6) Callus, (7) H. isora fruit from cultivated sources, (8) H. isora  
fruit from natural sources
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อภิปรายผล

	 จากการฟอกชิน้ส่วนของเนือ้เยือ่เจริญส่วนของ

ข้อปอปิดโดยใช้ไฮเตอร์ ซ่ึงเป็นชือ่ทางการค้า โดยฟอก

คร้ังแรกใช้ความเข้มข้นของไฮเตอร์ร้อยละ 10 เป็น

เวลา 20 นาที และฟอกครั้งที่ 2 ใช้ไฮเตอร์ร้อยละ 10 

เป็นเวลา 10 นาท ีมกีารปลอดเชือ้สงูสดุ ร้อยละ 80.5 ซ่ึง

เป็นวธีิทีม่ปีระสทิธิภาพในการฟอก เนือ่งจากไฮเตอร์- 

มีโซเดียมไฮโปครอไรท์เป็นส่วนประกอบร้อยละ 6 มี

ราคาถูกสามารถหาซื้อได้โดยท่ัวไป ไม่เป็นอันตราย

ต่อเนื้อเยื่อพืชรวมถึงความเข้มข้นของสารที่ใช้ในการ

ฟอก ระยะเวลา และชนดิของเนือ้เยือ่พชื มส่ีวนส�ำคญั

ที่ท�ำให้การฟอกฆ่าเชื้อประสบความส�ำเร็จได้ 

	 การศึกษาอาหารสูตรเพาะเลี้ยงแคลลัสจ�ำนวน 

26 สูตร เป็นระยะเวลา 30, 45 และ 60 วัน สูตรอาหาร

ในกลุ่มของ TDZ 0.2-0.8 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 

NAA 0.1-0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร มีการเกิดแคลลัสได้

ดี โดยเฉพาะอาหารสูตร TDZ 0.4 ร่วมกับ NAA 0.3 

มิลลิกรัมต่อลิตร เลี้ยงเป็นระยะเวลา 45 วัน แคลลัส

มกีารเจริญเตบิโตท่ีด ีมสีเีขยีว มแีคลลสัมากและเกาะ

ตัวกันอย่างหนาแน่น มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของ

แคลลัส น�้ำหนักสดมากที่สุด และมีน�้ำหนักแห้งค่อน

ข้างด ีเป็นสตูรอาหารท่ีเหมาะสมส�ำหรับการเพาะเลีย้ง

แคลลัส สามารถย้ายลงในอาหารเพื่อเพิ่มปริมาณได้ 

ในขณะที่การใช้ TDZ เพียงอย่างเดียวก็สามารถเกิด

แคลลัสได้แต่แคลลัสจะมีขนาดเล็กกว่าเมื่อเทียบกับ

อาหารสูตร TDZ ร่วมกับ NAA สอดคล้องกับการ

ศกึษาส่วนตาข้างของมะรุมทีเ่พาะเลีย้งบนอาหารสตูร 

MS ที่เติม NAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตรร่วมกับ TDZ 

0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่ามีอัตราการเกิดแคลลัส

ร้อยละ 100 มีน�้ำหนักแคลลัสสดเฉลี่ยสูงสุด 5.35 

กรัม แคลลัสมีสีขาวและเกาะกันอย่างหลวม ๆ[18] ใน

ขณะท่ีการศึกษาวิจัยการใช้ TDZ เพียงอย่างเดียวท่ี

ความเข้มข้น 0.1-0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ท�ำให้เกิดการ

พัฒนาของแคลลัสได้ดี เช่น ต้นชะเอมเทศ[19] ส่วน

อาหารสูตรอื่น ๆ ได้แก่ MS 1.25 MS IBA และ KN 

ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ แคลลัสจะเจริญเติบโต

ได้ไม่ดี แสดงให้เห็นว่าสารควบคุมการเจริญเติบโต

มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของเซลล์พืชเป็นอย่างมาก 

ซ่ึง TDZ เป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีท�ำงาน

คล้ายกับกลุ่มไซโตไคนิน ในขณะท่ี NAA จะอยู่ใน

กลุ่มของออกซิน การเกิดแคลลัสโดยท่ัวไปแล้วข้ึน

อยู่กับสมดุลของสารควบคุมการเจริญเติบโตของ 

ไซโตไคนินและออกซิน โดยถ้าออกซินสูงกว่าไซโต- 

ไคนินเซลล์พืชจะพัฒนาไปเป็นราก ถ้าออกซินต�่ำกว่า

ไซโตไคนินจะพัฒนาไปเป็นยอดหรือล�ำต้น และถ้า

หากออกซินเท่ากับไซโตไคนินจะพัฒนาเป็นแคลลัส 

ซึ่งอาหารสูตร TDZ 0.4 ร่วมกับ NAA 0.3 มิลลิกรัม

ต่อลิตร ที่น�ำมาเลี้ยงปอบิดมีสัดส่วนใกล้เคียงกัน 

อาหารสูตรดังกล่าวจึงสามารถชักน�ำเป็นแคลลัสได้

ค่อนข้างดี ท้ังนี้การเกิดแคลลัสขึ้นกับชนิดพืช ส่วน

ต่าง ๆ ที่น�ำมาเพาะเลี้ยง และระยะการเจริญเติบโต

ที่แตกต่างกัน 

	 จากการศึกษาหาปริมาณสาร RA อาหารสูตร 

TDZ 0.4 + NAA 0.3 มีปริมาณสาร RA สูงที่สุด 

มีค่าเท่ากับร้อยละ 0.3939 โดยน�้ำหนักแห้ง เป็น

อาหารสูตรท่ีเหมาะสมส�ำหรับการชักน�ำให้เกิดการ

สร้างสาร RA ได้ดี สูงกว่าฝักปอบิดที่มีตามธรรมชาติ

ประมาณ 4.5 เท่า และสูงกว่าฝักปอบิดท่ีได้จากการ

ปลูกประมาณ 31 เท่า ถึงแม้ว่ายอดปอบิดท่ีน�ำมา

ฟอกให้เกิดแคลลัสจะได้มาจากแหล่งเดียวกันกับที่

ปลูกก็ตาม ซึ่งจากการปลูกปอบิดในแปลงปลูกนั้นจะ

เห็นได้ว่าปอบิดสามารถออกดอกได้ตลอดท้ังปี โดย
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ใน 1 รอบปี จะมีการออกดอกและติดฝักได้ไม่น้อย

กว่า 3 ชุด ซ่ึงตามปกติแล้วจากการส�ำรวจในแหล่ง

ธรรมชาติพบว่าปอบิดให้ผลผลิตเพียงปีละหนึ่งคร้ัง

เท่านั้น นอกจากนั้นอายุของต้นอาจส่งผลต่อปริมาณ

สาร RA ที่แตกต่างกัน โดยต้นท่ีปลูกมีอายุ 1 ปี 3 

เดือน ในขณะที่ต้นจากธรรมชาติน่าจะมีอายุมากกว่า 

2 ปีขึ้นไป เนื่องจากมีล�ำต้นและทรงพุ่มขนาดใหญ ่

จึงท�ำให้ปอบิดจากแหล่งปลูกและแหล่งธรรมชาติให้

สาร RA ที่มีความแตกต่างกันมากถึง 6 เท่า แสดงให้

เห็นว่าวิธีการปลูกปอบิดมีผลต่อการสร้างสารส�ำคัญ

เช่นเดียวกัน ซ่ึงการปลูกพืชตามธรรมชาติโดยส่วน

ใหญ่จะพบปัญหาทางด้านคุณภาพ ผลผลิต และการ

ผลิตสารส�ำคัญท่ีมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา โดยมีปัจจัย

ต่าง ๆ  ประกอบด้วย 2 ปัจจัย คือ ปัจจัยภายใน ได้แก่ 

พันธุกรรมพืช หรือสายพันธุ์ ซ่ึงจากกรณีการศึกษา

พันธุ์ของกัญชาท่ีมีผลต่อปริมาณสารแคนนาบินอยด์

ในใบ พบว่าพันธุ์กัญชาต่างสายพันธุ์จะมีการสร้าง

สาร Tetrahydrocannabinol (THC), Cannabinol 

(CBN) และ Cannabidiol (CBD) ที่แตกต่างกัน[20] 

แสดงให้เห็นว่าแม้จะเป็นพืชชนิดเดียวกันแต่มีความ

แตกต่างของสายพันธุ์ก็มีผลต่อการสร้างสารส�ำคัญ

ที่แตกต่างกัน ส่วนปัจจัยภายนอก ได้แก่ ธาตุอาหาร

ในดิน, อุณหภูมิ, ความสูงของพื้นที่, ความชื้น, การ

บ�ำรุงรักษา หรือวิธีการจัดการที่แตกต่างกันย่อมให้

ผลที่แตกต่างกัน ซึ่งจากการศึกษาปริมาณสาร Dios-

genin ของปอบิดที่แตกต่างกันจ�ำนวน 7 แหล่ง พบ

ว่าแต่ละแหล่งมีปริมาณสาร Diosgenin ที่แตกต่าง

กัน[21] นอกจากนั้นวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อท่ีต่างกัน

ให้สารส�ำคัญที่ต่างกัน ซ่ึงจากการศึกษาสาร RA ใน

พืชชนิด Eryngium planum โดยวิธีการเพาะเลี้ยง

ยอด แคลลัส เซลล์แขวนลอย และการเพาะเลี้ยงราก 

พบว่าให้สาร RA ที่มีความแตกต่างกัน มีค่าเท่ากับ 

2.59, 16.24, 3.91 และ 6.3 มิลลิกรัมต่อกรัมน�้ำหนัก

แห้ง ตามล�ำดับ[22] สาร RA พบในพืชสมุนไพรหลาย

ชนดิ แต่ละชนดิให้สาร RA ทีแ่ตกต่างกนั และจากการ

เพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พชืสมนุไพรท่ีมกีารผลติเชงิพาณชิย์

ในการผลติสาร RA จากพชืชนดิ Coleus blumei โดย

บริษัท Nattermann ประเทศเยอรมนี เป็นผู้ผลิตใช้

ประโยชน์จากสาร RA จากพชืในการต้านการอกัเสบ[23] 

ในขณะปัจจุบันโรคโควิด-19 เป็นโรคระบาดที่เกิดขึ้น

ทั่วโลก มีสาเหตุจากการติดเชื้อไวรัส SARS-CoV-2 

จึงมผีูศ้กึษาการใช้สาร RA ซ่ึงเป็นสารพฤกษเคมชีนดิ

หนึ่งในสมุนไพรแมงลักคาและปอบิด พบว่ามีฤทธ์ิ

ต้านไวรัสที่ ร้อยละ 94.49 และยับยั้งเอนไซม์ ACE2 

สูงสุดร้อยละ 70.25 ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ซ่ึง RA ลด

การแสดงออกของยีน ACE2 และ TMPRSS2 แต่ไม่

ลดการแสดงออกของ PIKfyve หรือ cathepsin L ใน 

Calu-3 cells แสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากแมงลักคา 

ปอบิด และ RA มีฤทธ์ิต้าน SARS-CoV-2 ซ่ึง R A 

ในสมนุไพรอาจลดการแพร่กระจายไวรัสในระยะแรก

ของการตดิเชือ้ได้[24] การศกึษานีจ้งึต้องการพฒันาการ

สร้างสาร RA จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชสมุนไพร 

โดยศึกษาส่วนของแคลลัสเปรียบเทียบกับผลผลิตท่ี

ได้จากธรรมชาติและจากการปลูกเท่านั้น ยังมีวิธีการ

เพาะเลีย้งเนือ้เยือ่เซลล์พชืโดยวธีิการต่าง ๆ  ทีส่ามารถ

เพิ่มสารทุติยภูมิให้ได้มากขึ้น เช่น การใช้กระตุ้น 

Methyl jasmonate Salicylic acid Chitosan สาร

สกดัจากยสีต์ เชือ้รา และแบคทเีรยี จากการศกึษาการ

ใช้ Agrobacterium 4 สายพันธุ์ในการชักน�ำให้เกิด

รากลอย (hairy root) ของต้นปอบิดท�ำให้มีปริมาณ

สาร diosgenin และ proline สูงกว่าแคลลัสและชิ้น

ส่วนท่ีไม่ได้ท�ำการเหนีย่วน�ำ[21] จึงเป็นวธีิการหนึง่ท่ีน่า
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สนใจในการพัฒนาเพิ่มปริมาณสาร RA ให้เพิ่มขึ้นได้ 

การใช้วิธีการเพาะเลี้ยงแคลลัส นอกจากจะเพ่ิมสาร 

RA ได้แล้ว ยังลดขั้นตอนการปลูกพืชจากธรรมชาติ 

ไม่จ�ำเป็นต้องใช้สารเคมีก�ำจัดศัตรูพืช ลดการปน

เปื้อนโลหะหนักจากในดิน และลดการปนเปื้อนเชื้อ

จุลินทรีย์ต่าง ๆ ที่ปะปนมากับวัตถุดิบจากภายนอก 

จึงเป็นวธีิการหนึง่ท่ีได้วัตถดุบิทีม่คีณุภาพน�ำไปพฒันา

เป็นผลติภณัฑ์ต่าง ๆ  เพิม่มลูค่าทางเศรษฐกจิต่อไปใน

อนาคต 

ข้อสรุป

	 สารละลายท่ีเหมาะสมในการฟอกตาข้างปอบิด

ให้ปลอดเชื้อคือใช้โซเดียมไฮโปคลอไรต์ (ไฮเตอร์®) 

ร้อยละ 10 เป็นเวลา 20 นาที และร้อยละ 10 เป็นเวลา 

10 นาที อาหารสูตร MS ที่เติม Thidiazuron (TDZ) 

0.4 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ naphthaleneacetic 

acid (NAA) 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร เหมาะส�ำหรับการ

ชกัน�ำแคลลสัมากท่ีสดุ สามารถผลติสาร Rosmarinic 

acid สูงกว่าอาหารสูตรอื่น ๆ และสูงกว่าฝักปอบิด

ที่มีตามธรรมชาติประมาณ 4.5 เท่า และสูงกว่าฝัก 

ปอบิดท่ีได้จากการปลูกประมาณ 31 เท่า จึงมีแนว

โน้มในการพัฒนาแคลลัสผลิตเป็นวัตถุดิบในการ 

ผลติสาร Rosmarinic acid เพือ่พฒันาเป็นผลติภณัฑ์

ต่าง ๆ ต่อไป

กิตติกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุณผู้ร่วมวิจัยทุกท่านในห้องปฏิบัติ

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช และกรมวิทยาศาสตร์การ

แพทย์ที่ให้เงินงบประมาณสนับสนุนในงานวิจัยนี้ 

ขอบคณุห้องปฏบัิตกิารพพิธิภณัฑ์พชืทีช่่วยพสิจูน์ชือ่

ทางวิทยาศาสตร์ของพืชน�ำมาเก็บไว้เป็นแหล่งอ้างอิง
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