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บทคัดย่อ

	 บทน�ำและวัตถุประสงค์:  กัญชา (Cannabis sativa L.) วงศ์ Cannabaceae มีการน�ำรากมาใช้เพื่อรักษาโรค ซึ่ง

สารฟริเดลีน (friedelin) เป็นสารออกฤทธิ์ชนิดหนึ่งที่พบในรากกัญชามีฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น ต้านออกซิเดชัน ต้าน

อักเสบ และบรรเทาอาการปวด สมุนไพรนีมี้การใช้ประโยชน์ทัง้ทางยาและผลติภณัฑ์สุขภาพ งานวจิยันีม้วีตัถปุระสงค์

เพื่อผลิตรากกัญชาด้วยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อรากและผลิตสารส�ำคัญ

	 วิธีการศึกษา:  น�ำเมล็ดกัญชามาฟอกฆ่าเชื้อ เลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร Murashige and Skoog (MS) จนได้ ใบ

เลี้ยง ใบจริง และราก แล้วน�ำชิ้นส่วนดังกล่าวมาเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรต่าง ๆ จ�ำนวน 6 สูตร เพื่อหาสูตรอาหารที่

เหมาะสมต่อการเกิดราก จากนั้นย้ายรากท่ีได้จากการเพาะเลี้ยงในอาหารแข็งมาเลี้ยงต่อในอาหารเหลว แล้วน�ำราก

แห้งมาตรวจวิเคราะห์หาปริมาณฟริเดลีนโดยวิธีแก๊สโครมาโทรกราฟ-เฟรมไออนไนเซชั่น (GC-FID) 

	 ผลการศึกษา:  สูตรอาหารแข็งที่ดีที่สุดที่ชักน�ำให้เกิดรากคือ 1.25 5 MS ซึ่งเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 

6-benzylaminopurine ความเข้มข้น 0.50 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 1-naphthaleneacetic acid ความเข้มข้น 1.00 มิลลิกรัม

ต่อลิตร และเมื่อน�ำมาเลี้ยงในอาหารเหลวต่อเป็นเวลา 15 วัน จะได้น�้ำหนักแห้งเฉลี่ยของรากที่ได้จากใบเลี้ยง ใบจริง 

และราก เท่ากับ 0.35 ± 0.36, 0.41 ± 0.15 และ 0.40 ± 0.14 กรัม ซึ่งไม่แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับความ

เชื่อมั่น 95% และพบสารฟริเดลีนเท่ากับ 86.2 ± 0.8, 97.1 ± 1.7 และ 57.5 ± 1.3 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล�ำดับ

	 อภิปรายผล:  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อรากกัญชาด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพืชท�ำให้ผลิตรากกัญชาได้อย่าง

รวดเร็วและลดระยะเวลาในการปลูกแบบธรรมชาติ 

	 ข้อสรุป:  กรรมวิธีและสูตรอาหารนี้มีความเหมาะสมส�ำหรับการเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือรากกัญชาเพื่อผลิตสาร
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Abstract

	 Introduction and Objective:  The root of cannabis (Cannabis sativa L. in the family Cannabaceae) has been 
used for therapeutic purposes. Friedelin is an active ingredient present in cannabis roots and possesses antioxidant, 
anti-inflammatory and pain relief properties. The medicinal plant is widely used in traditional medicine and health 
products. The objective of this study was to produce cannabis roots using root culture and for the production of 
active compounds.
	 Methods:  Cannabis seeds were sterilized and cultured on Murashige and Skoog (MS) solid medium until 
the seedling had cotyledons, true leaves and roots. The explants were then cultured on six different solid medium 
formulas to find a suitable medium for root formation. The roots obtained from the solid medium culture were then 
transferred to the liquid medium; and the dried roots were analyzed for friedelin contents using gas chromatrograph-
frame ionization (GC-FID).
	 Results:  The most suitable solid medium for root formation was 1.25 5 MS which contained plant growth 
regulators 6-benzylaminopurine and 1-naphthaleneacetic acid at the concentrations of 0.50 and 1.00 mg/L, re-
spectively. After 15 days of culture in liquid medium, the weights of roots obtained from cotyledons, true leaves 
and roots were (mean ± SD) 0.35 ± 0.36, 0.41 ± 0.15 and 0.40 ± 0.14 grams with no significant differences at the 
95% confidence level, and the amounts of friedelin obtained were 86.2 ± 0.8, 97.1 ± 1.7 and 57.5 ± 1.3 mg/kg, 
respectively.
	 Discussion:  Root culture of cannabis using the plant tissue culture method quickly increased the production 
of cannabis roots in a shorter period of time than natural cultivation.
	 Conclusion and Recommendation:  The developed process and medium formula are suitable for root 
culture of Cannabis sativa L. for the production of active compounds

	 Key words:  cannabis, plant tissue culture, root culture

บทนำ�และวัตถุประสงค์

	 กัญชา มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Cannabis sativa 

L. ซ่ึงอยูใ่นวงศ์กญัชา (Cannabaceae) เป็นพชืล้มลกุ

อายปีุเดยีว ดอกแยกเพศต่างต้น (dioecious) แต่อาจ

พบพืชกัญชาท่ีเป็นแบบดอกแยกเพศร่วมต้น (mon-

oecious) มีถิ่นก�ำเนิดอยู่ในทวีปเอเชีย มีประวัติการ

น�ำมาใช้ประโยชน์อย่างยาวนานโดยการน�ำส่วนต่าง ๆ  

ไม่ว่าจะเป็นส่วนใบ ช่อดอกเพศเมีย และราก มาใช้

ในการปรุงยาเพื่อรักษาโรค[1] กัญชามีสวนประกอบ

ของสารเคมีมากกวา 450 ชนิด โดยมากกวา 60 ชนิด 

เปนสารกลุมแคนนาบินอยด  (cannabinoids) มี

องคประกอบหลักคือ Tetrahydrocannabinol 
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(THC) และสารชนิดอื่นในกลุมเดียวกัน เชน Can-

nabinol (CBN), Cannabidiol (CBD), Cannabi-

chromene (CBC), Cannabigerol (CBG) เปนตน[2] 

สารออกฤทธ์ิในรากกัญชา ได้แก่ สารฟริเดลีน (frie-

delin) เป็นสารประกอบที่พบมากในรากกัญชามี

สรรพคุณ แก้ปวด ลดไข้ ต้านอักเสบ นอกจากนี้ยัง

พบสารกลุ่มเทอร์พีน (terpene) ชื่ออีพิฟริเดลานอล 

(epifriedelanol) มีสรรพคุณต้านและยับยั้งการโต

ของเนือ้งอก สารกลุม่โมโนเทอร์พนี (monoterpene) 

เช่น คาร์โวน (carvone) และไดไฮโดรคาร์โวน (dihy-

drocarvone) มีฤทธ์ิต้านแบคทีเรีย ต้านเชื้อรา ต้าน

การอักเสบ ต้านมะเร็ง สารอะโทรปีน (atropine) มี

ฤทธ์ิคลายกล้ามเนื้อตาและขยายหลอดลมในปอด[3] 

รากกัญชามักมีการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์จากดิน ซ่ึง

การท�ำให้ปราศจากเชื้อจุลินทรีย์นั้นค่อนข้างยาก 

เนื่องจากเชื้อราและแบคทีเรียจะอาศัยอยู่ตามรอย

แตกของรากหรืออาศัยอยู่ระหว่างเซลล์ การก�ำจัด

เชื้อจุลินทรีย์จึงอาจท�ำให้เกิดความเสียหายแก่รากได้ 

นอกจากนี ้การน�ำรากกญัชาท่ีปลกูจากธรรมชาตมิาใช้

ในการปรุงยารักษาโรคต่าง ๆ  ต้องใช้รากจากต้นกญัชา

ท่ีมีอายุ 5 เดือน ดังนั้น การผลิตรากกัญชาด้วยวิธี

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อราก จึงเป็นทางเลือกท่ีน่าสนใจเพื่อ

ลดปัญหาข้างต้น สามารถควบคุมสภาวะแวดล้อมใน

การเพาะเลี้ยงได้ การผลิตรากกัญชาด้วยวิธีการเพาะ

เลี้ยงเนื้อเยื่อพืชใช้ระยะเวลาเพียง 2 เดือน ก็ท�ำให้ได้

รากกัญชาที่มีคุณภาพ และสามารถเพิ่มปริมาณราก

ได้อย่างรวดเร็ว 

	 ปัจจุบันมีการน�ำเทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช

มาใช้ในการขยายพันธุ์ต้นกัญชา โดยจะเห็นได้จาก

รายงานการวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการขยายพันธุ์กัญชา

เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS และ ½MS เติมสาร

ควบคมุการเจริญเตบิโตต่าง ๆ  ไซโตไคนนิ และออกซิน 

เพื่อเร่งการเจริญของยอด ต้น แคลลัส และราก[4-9] 

นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการเพาะเลี้ยง

ราก Plumbago zeylanica โดยวิธี suspension 

culture เพื่อผลิตสาร plumbagin[10] การเพาะเลี้ยง 

hairy root ของกัญชาเพื่อผลิตสารฟริเดลีนและ 

อพีฟิริเดลานอล[11] และมรีายงานการศกึษาสารส�ำคญั

ในรากกัญชาพันธุ์ต่างประเทศ พบว่ามีสารฟริเดลีน 

12.8 มิลลิกรัม/กิโลกรัม[12] จากการค้นหาข้อมูลงาน

ท่ีปรากฏอยู่แล้วของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกัญชาโดย

รวมจะเป็นงานวิจัยที่เกี่ยวกับการขยายพันธุ์ และ

การพัฒนาการเพาะเลี้ยงรากของกัญชาเพ่ือให้ผลิต

สารส�ำคัญเป็นส่วนมาก ยังไม่มีงานวิจัยท่ีเกี่ยวกับ

การผลติรากกญัชาด้วยการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่รากเพือ่

เพิ่มปริมาณรากได้อย่างรวดเร็ว ลดระยะเวลาในการ

ปลูกแบบธรรมชาติ และเลือกใช้น�้ำยาและสารเคมีที่

สามารถหาง่าย ราคาถูก

	 การศึกษาคร้ังนี้จึงมีวัตถุประสงค์พัฒนากรรม

วธีิและสตูรอาหารในการผลติรากกญัชาด้วยการเพาะ

เลีย้งเนือ้เยือ่ราก ท�ำให้ผลติรากกญัชาได้อย่างรวดเร็ว 

ท�ำให้ได้รากกัญชาท่ีมีคุณภาพ และผลิตสารส�ำคัญ 

เพื่อน�ำไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ เพื่อเพิ่มมูลค่า

ทางเศรฐกิจต่อไป

ระเบียบและวิธีการศึกษา

1. วัสดุ

	 1.1		ตัวอย่างสมุนไพร 

	 เมล็ดกัญชาพันธุ์ตะนาวศรีก้านแดงอาร์ดี1 

(Tanao Si Kan Dang RD1) ที่กรมวิทยาศาสตร์

การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข ได้ท�ำการศึกษาวิจัย

ขี้นทะเบียนสายพันธุ์จากกรมวิชาการเกษตร เลขที ่

1688/2564
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	 1.2		 อุปกรณ์และเครื่องมือวิทยาศาสตร์

	 เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าความละเอียด 0.10 - 0.01 มลิลกิรัม 

(Balance, Electronic Analytical) ยี่ห้อ Sartorius 

รุ่น AX224, เคร่ืองชั่งไฟฟ้าความละเอียดไม่เกิน 

0.001 กรัม (Balance, Electronic Analytical) 

ยี่ห้อ Mettler-Toledo รุ่น MS3002TS, เครื่องวัดค่า

ความเป็นกรด - ด่าง (pH meter) ยี่ห้อ GOnDO รุ่น 

PL-700 PCS, เคร่ืองนึง่ฆ่าเชือ้แบบออโตเคลฟ (High 

Pressure sterilizer) ยี่ห้อ Zealway รุ่น FD 80 R, 

เคร่ืองนึ่งฆ่าเชื้อแบบออโตเคลฟ (High Pressure 

sterilizer) ยี่ห้อ TOMY รุน่ SX-700, ตู้ปราศจากเชื้อ

แบบ Class II (Biosafety Cabinet, Class II) ยี่ห้อ 

BIOBASE รุ่น BSC-1300IIA-X, ตู้ลามินาร์โฟล์/ ตู้

ปราศจากเชื้อ (Laminar flow cabinet/ Cabinet, 

Clean Bench) ยี่ห้อ BIOBASE รุ่น BBS-V1300. 

ตู้อบเพาะเชื้อแบบเขย่า (Incubator, Shaking) ยี่ห้อ 

Media science รุ่น SI 001, เตาอบร้อน (Hot air 

oven) ยี่ห้อ Thermo Scientific รุ่น Heratherm 

OMH 750, เครื่องแก๊สโครมาโทรกราฟ-เฟลมไอออ-

ไนเซชนั (GC-FID) ยีห้่อ Agilent Technologies รุ่น 

7890A GC, หลอดไฟส�ำหรับปลกูต้นไม้ (LED Grow 

Light), ตะเกียงแอลกอฮอล์ (Alcohol lamp), ตู้เย็น 

(Refrigerator), เครื่องแก้ว (Glassware), มีดผ่าตัด 

(Scalpel) และ ปากคีบจับเนื้อเยื่อ (Forceps)

	 1.3		 สารเคมี

	 สารเคมทีีใ่ช้ในการเตรียมอาหารสตูร MS (Mu-

rashige and Skoog)[13], น�้ำยาฆ่าเชื้อ (ไฮเตอร์®: 

6% Sodium hypochlorite w/w), เอทานอล 95 

เปอร์เซ็นต์ (ethanol 95%) (CAS NO. 64-17-5, 

Merck), กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid) 

(CAS NO. 7647-01-0, Merck), โซเดียมไฮดรอก-

ไซด์ (sodiumhydroxide) (CAS NO. 1310-73-2, 

Merck), น�้ำตาลซูโครส (Sucrose) (CAS NO. 57-

50-1), ผงวุ้น (Gellan Gum powder) (CAS NO. 

71010-52-1 ยี่ห้อ PhytoTech Labs) และสารลด

แรงตึงผิว (ซันไลต์)

	 1.4 สารควบคุมการเจริญเติบโต (Plant 

Growth Regulators) 

	 6-เบนซิลอะมิโนพิวรีน (6-benzylaminopu-

rine, BAP) (CAS NO. 1214-39-7, PhytoTech 

Labs) และกรด 1-แนฟทาลนีแอซีตกิ (1-naphthale-

neacetic acid, NAA) (CAS NO. 86-87-3, Fluka)

	 1.5		 สารมาตรฐาน

	 สารมาตรฐานฟรีเดลีน ความบริสุทธ์ิ ≥ 99% 

(EXTRASYNTHESE, batch: 05, ID: 0602/0)

2. วิธีการศึกษา

	 2.1 ข้ันตอนการฟอกฆ่าเชื้อและเพาะเลี้ยง

ต้นอ่อนบนอาหารแข็งใช้เมล็ดกัญชา โดยคัดเลือก

เมล็ดกัญชาท่ีมีความสมบูรณ์น�ำมาล้างท�ำความ

สะอาด แล้วฟอกฆ่าเช้ือด้วยสารละลายท่ีเตรียมจาก 

สารฟอกขาวท่ีมีส่วนผสมของโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 

ท่ีมีปริมาณของคลอรีนท่ีร ้อยละ 6 โดยน�้ำหนัก 

(Sodium hypochlorite as available Chlorine 

6% w/w) หรือ น�้ำยาคลอร็อกซ์/ น�้ำยาไฮเตอร์ผสม 

กับน�้ำยาล้างจานปริมาณ 1-2 หยด จากนั้นน�ำเมล็ด 

กัญชาไปล้างโดยการแช่และเขย่าเป็นช่วง ๆ แล้วล้าง 

ด้วยน�้ำกลั่นท่ีนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที 

และน�ำเมล็ดกัญชาท่ีฟอกฆ่าเชื้อแล้วมาเพาะเลี้ยงบน

อาหารแข็งท่ีมีส่วนผสมเป็นสูตรอาหาร Murashige 

and Skoog (1 5 MS) ท่ีเติมน�้ำตาลทรายร้อยละ 3 

โดยน�้ำหนักต่อปริมาตร (w/v) และผงวุ้น (Agar)  

ร้อยละ 0.20 โดยน�ำ้หนกัต่อปริมาตร เพาะเลีย้งในห้อง

ปลอดเช้ือท่ีควบคุมสภาพแวดล้อม ท่ีอุณหภูมิ 25 ± 
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2 องศาเซลเซียส ความเข้มแสง 2,000 ลักซ์ ตั้งเวลา

การให้แสง 12 ชั่วโมงต่อวัน ใช้ระยะเวลาในการงอก 

10–14 วัน ให้ได้ต้นอ่อนที่มีใบเลี้ยง (cotyledons) ใบ

จริง (leaves) และราก (roots)

	 2.2		ขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเพื่อชักน�ำให้เกิด

ราก

	 น�ำชิ้นส่วนของใบเลี้ยง ใบจริง และราก มาเพาะ

เลี้ยงในอาหารแข็งจ�ำนวน 6 สูตร โดยแต่ละสูตรจะมี

ส่วนผสมเป็นสูตรอาหาร MS ความเข้มข้นเป็น 1.25 

เท่า (1.25 5 MS) ที่เติมน�้ำตาลทรายร้อยละ 3 โดย

น�้ำหนักต่อปริมาตร และผงวุ้น ร้อยละ 0.20 โดย

น�้ำหนักต่อปริมาตร และมีการเติมสารควบคุมการ

เจริญเติบโตเพื่อชักน�ำให้เกิดราก ได้แก่ 6-เบนซิลอะ- 

มิโนพิวรีน (6-benzylaminopurine, BAP) ความ

เข้มข้น 0.50, 1.00, 1.50 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 

กรด 1-แนฟทาลีนแอซีติก (1-naphthaleneacetic 

acid, NAA) ความเข้มข้น 1.00 และ 2.00 มิลลิกรัม

ต่อลิตร เพาะเลี้ยงในห้องปลอดเชื้อท่ีควบคุมสภาพ

แวดล้อม ที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ความเข้ม

แสง 2,000 ลักซ์ ตั้งเวลาการให้แสง 12 ชั่วโมงต่อวัน 

(ท�ำการทดลอง 4 ซ�้ำ แต่ละซ�้ำมี 1 ชิ้นต่อขวด) ท�ำการ

เพาะเลีย้งเนือ้เยือ่เป็นเวลา 30 วนั บนัทึกขนาดของราก

และเปอร์เซ็นต์การเกิดราก 

	 2.3		ขั้นตอนการเพาะเล้ียงเพื่อเพิ่มปริมาณ

รากกัญชา

	 น�ำชิ้นส่วนของรากกัญชาที่เกิดจากใบเลี้ยง ใบ

จริง และราก มาเพาะเลี้ยงเพ่ือเพิ่มปริมาณรากใน

อาหารเหลว สตูร MS ความเข้มข้นเป็น 1.25 เท่า (1.25 

5 MS) ที่เติมน�้ำตาลทรายร้อยละ 3 โดยน�้ำหนักต่อ

ปริมาตร และเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต ได้แก ่

6-เบนซิลอะมโินพวิรีน ร่วมกบั กรด 1-แนฟทาลนีแอ-

ซีตกิ ในความเข้มข้นเดยีวกบัอาหารแขง็ทีช่กัน�ำให้เกดิ

รากได้ดีท่ีสุด เพาะเลี้ยงโดยใช้เคร่ืองเขย่าท่ีความเร็ว 

100 รอบต่อนาที ในห้องปลอดเช้ือท่ีควบคุมสภาพ

แวดล้อม ทีอ่ณุหภมู ิ25 ±  2 องศาเซลเซียส ความเข้ม

แสง 1,000 ลักซ์ ตั้งเวลาการให้แสง 12 ชั่วโมงต่อวัน 

(ท�ำการทดลอง 10 ซ�้ำ) ท�ำการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อราก

เป็นเวลา 15 วัน บันทึกขนาดของรากและเปอร์เซ็นต์

การเกิดราก 

	 2.4		 ข้ันตอนการวิเคราะห์สารฟริเดลีนในสาร

สกัดเอธิลอะซิเตทของรากกัญชาโดยวิธีแก๊สโครมา

โทรกราฟี-เฟลมไอออไนเซชั่น (GC–FID)

	 เตรียมตัวอย่างวิเคราะห์สารสกัดเอธิลอะ- 

ซิเตทของรากกัญชาแห้ง ด้วยการใช้รากกัญชาแห้ง

บดละเอียดน�้ำหนัก 300 มิลลิกรัม สกัดด้วยการหมัก

ในตัวท�ำละลายเอธิลอะซิเตทปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

เขย่าเป็นเวลา 1.5 ช่ัวโมง และปั ่นแยกตะกอนท่ี

ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที และ

น�ำสารละลายท่ีได้ไปวิเคราะห์โดยใช้ เคร่ืองแก๊ส 

โครมาโทรกราฟ-เฟรมไอออไนเซชัน ใช้คอลัมน์ชนิด

แคปิลลารี่ ที่มีความยาว 30 เมตร เส้นผ่านศูนย์กลาง 

0.25 มิลลิเมตร ความหนาของฟิล์มเคลือบผิว 0.25 

ไมโครเมตร (DB-5 capillary column, 30 m 5 ID 

0.25 mm, film thickness 0.25 µm) ปริมาณที่ใช้

ฉีดวิเคราะห์ 1 ไมโครลิตร อุณหภูมิท่ีฉีด (injector 

temperature) และอุณหภูมิท่ีตรวจวัด (detector 

temperature) อยู่ท่ี 280 องศาเซลเซียส มีสภาวะ

ที่ใช้ใน การวิเคราะห์ เร่ิมจากอุณหภูมิ 240 องศา

เซลเซียส และเพิม่เป็น 280 องศาเซลเซียส ทีอ่ตัราเรว็ 

2 องศา เซลเซียสต่อนาที และคงอณุหภมูท่ีิ 280 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเพิ่มอุณหภูมิเป็น 

310 องศา 30 เซลเซียส ที่อัตราเร็ว 10 องศาเซลเซียส

ต่อนาที และคงอุณหภูมิที่ 260 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 15 นาที
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	 2.5		การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

	 วิเคราะห์ข้อมูลด้วยโปรแกรม SPSS version 

16.0 ทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลีย่โดยวิธี Dun-

can’s New Multiple Range Test (DMRT) ทีร่ะดบั

ความเชื่อมั่น 95%

ผลการศึกษา

	 น�ำเมล็ดกัญชา ฟอกฆ่าเชื้อด้วยน�้ำยาไฮเตอร ์

จ�ำนวนสองคร้ัง โดยใช้ไฮเตอร์คร้ังแรกท่ีมีความเข้ม

ข้น 5 เปอร์เซ็นต์เป็นเวลา 10 นาที และฟอกคร้ังที่

สอง ใช้ไฮเตอร์ที่ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์เป็นเวลา 

10 นาที ตามล�ำดับ มีการปลอดเชื้อในช่วงระยะเวลา 

14 วัน เท่ากับร้อยละ 98 มาเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 

และเมล็ดจะงอกได้ต้นอ่อนท่ีมี ใบเลี้ยง ใบจริง และ

ราก (Figure 1)

	 จากนัน้ตดัแยกชิน้ส่วนของใบเลีย้ง ใบจริง และ

ราก มาเพาะเลี้ยงในอาหารแข็งจ�ำนวน 6 สูตร โดย

แต่ละสูตรจะมีส่วนผสมเป็นสูตรอาหาร MS ความ 

เข้มข้นเป็น 1.25 เท่า (1.25 5  MS) โดยเตมิสารควบคมุ

การเจริญเติบโตเพื่อชักน�ำให้เกิดราก ได้แก่ BAP 

ความเข้มข้น 0.5, 1.0, 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 

NAA ความเข้มข้น 1.0 และ 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ใช้

ระยะเวลาในการเกดิราก 30 วนั พบว่าอาหารสตูร 1.25 

5  MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BAP ความ

เข้มข้น 0.5 มลิลกิรัมต่อลติร ร่วมกบั NAA ความเข้ม

ข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ชักน�ำให้เกิดรากได้ดีท่ีสุด

โดยในช้ินส่วนของใบเลี้ยงและใบจริงจะเกิดรากท่ีมี

ขนาดหนาและใหญ่มาก ช้ินส่วนของรากจะเกิดรากท่ี

มีขนาดหนาและใหญ่ปานกลาง ส่วนอาหารสูตรอื่น ๆ 

สามารถชักน�ำให้เกิดรากได้ในชิ้นส่วนใบเลี้ยง ใบจริง

และรากได้ โดยรากที่เกิดจะมีขนาดเล็กและบาง ส่วน

อาหารสูตร 1.25 5 MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญ

เตบิโต BAP ความเข้มข้น 1.50 มลิลกิรัมต่อลติร ร่วม

กับ NAA ความเข้มข้น 2.00 มิลลิกรัมต่อลิตร ในชิ้น

ส่วนของใบจริงไม่สามารถชักน�ำให้เกิดรากได้ และมี

เปอร์เซนต์การเกดิรากเฉลีย่ในชิน้ส่วนของใบเลีย้ง ใบ

จริง และราก (Table 1 and Figure 2)

	 จากการเพาะเลีย้งเพือ่ชักน�ำให้เกดิรากในอาหาร

แข็งแล้ว น�ำช้ินส่วนของรากกัญชาท่ีเกิดจากใบเลี้ยง 

ใบจริง และราก มาเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณรากใน

อาหารเหลวสตูร MS ความเข้มข้นเป็น 1.25 เท่า (1.25 

5 MS) เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต ได้แก่ BAP 

0.50 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 1.00 มิลลิกรัม

ต่อลติร ซ่ึงเป็นความเข้มข้นเดยีวกบัท่ีชกัน�ำให้เกดิราก

ได้ดีที่สุด ใช้ระยะเวลาในการเกิดราก 15 วัน (Figure 

3) แลว้น�ำรากที่เลี้ยงไดม้าอบแห้งทีอ่ณุหภูม ิ50 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ได้น�้ำหนักของรากแห้ง

Figure 1	 Characteristics of cannabis seedlings ob-
tained from cannabis seed culture
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Table 1  Shows the root formation of cannabis cultured from cotyledon leave and root in 6 solid medium

		  Hormones (mg/L)	 Root size	 % Root formation

	 Formula	 BAP	 NAA	 Cotyledon	 Leave	 Root	 Cotyledon	 Leave	 Root

	 1	 0.50	 1.00	 +++	 +++	 ++	 90	 90	 75

	 2	 0.50	 2.00	 +	 +	 +	 85	 75	 60

	 3	 1.00	 1.00	 +	 +	 +	 65	 55	 70

	 4	 1.00	 2.00	 +	 +	 +	 60	 45	 65

	 5	 1.50	 1.00	 +	 +	 +	 50	 45	 45 

	 6	 1.50	 2.00	 +	 –	 +	 45	 0	 40

 –No root, + Short or thin, ++ Longer or thicker, +++ Longest or thickest

Figure 2  Characteristics of cannabis roots obtained by cotyledons, leaves and roots
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(friedelin) โดยพบสารฟริเดลีนในรากกัญชาที่ได้

จากส่วนใบเลี้ยง ใบจริง และรากเท่ากับ 86.2 ±  0.8, 

97.1 ± 1.7 และ 57.5 ± 1.3 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

ตามล�ำดับ และพบปริมาณสารแคมเปสเตอรอล, 

สติกมาสเตอรอล, เบต้า–ไซโตสเตอรอล, ฟริเดลานอล 

และฟริเดลีน มีค่าเท่ากับ 3.92, 13.73, 15.69, 31.37 

และ 35.29% เมื่อเทียบกับ peak area รวมทั้งหมด 

(Figure 4 and Table 2) 

เฉลี่ยที่ได้จากใบเลี้ยง ใบจริง และราก เท่ากับ 0.35  

± 0.36, 0.41 ± 0.15 และ 0.40 ± 0.14 กรัม ตาม

ล�ำดบั ซ่ึงไม่แตกต่างอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติท่ีิระดบั

ความเชื่อมั่น 95% และเมื่อน�ำรากกัญชาแห้งมาตรวจ

วิเคราะห์หาสารประกอบโดยวิธีแก๊สโครมาโทกราฟี–

เฟรมไออนไนเซชั่น (GC–FID) พบพีคของ 1.แคม

เปสเตอรอล (campesterol), 2. สติกมาสเตอรอล 

(stigmasterol), 3. เบต้า–ไซโตสเตอรอล (b–sitos-

terol), 4. ฟริเดลานอล (friedelanol) และ 5. ฟริเดลนี 

Figure 3  Cannabis roots from cotyledons (A), leaves (B) and roots (C) cultured in liquid medium at 15 days

Figure 4	 Total ion current (TIC) chromatogram of Ethyl acetate extract of C. sativa roots Peaks: 1 (campesterol), 
2 (stigmasterol), 3 (b-sitosterol), 4 (friedelanol) and 5 (friedelin)

Table 2	 Area under the peak of campesterol, stigmasterol, b-sitosterol, friedelanol and friedelin of ethyl acetate 
extract of C. sativa roots by GC-FID

	 Sample	 Vial		  Retention time (minutes)/Area peak/% of total peak area

			   campesterol	 stigmasterol	 b-sitosterol	 friedelanol	 friedelin

	C. Sativa roots	 1	 20.057/15408/3.92	 20.712/53928/13.73	 22.309/61632/15.69	 27.384/123264/31.37	 27.707/138672/35.29
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อภิปรายผล

	 จากการฟอกฆ่าเชื้อเมล็ดกัญชาโดยใช้ไฮเตอร์

ซ่ึงเป็นชื่อทางการค้า ก็ท�ำให้เมล็ดมีการปลอดเชื้อ

สูงสุดร้อยละ 98 การเลือกใช้ไฮเตอร์ฟอกฆ่าเชื้อเป็น

น�้ำยาที่มีประสิทธิภาพในการฟอก เนื่องจากไฮเตอร์มี

โซเดียมไฮโปครอไรท์เป็นส่วนประกอบ 6 เปอร์เซ็นต์ 

มรีาคาถกู สามารถหาซือ้ได้โดยทัว่ไป ไม่เป็นอนัตราย

ต่อเนือ้เยือ่พชื รวมถงึความเข้มข้นของสารท่ีใช้ในการ

ฟอก ระยะเวลาและชนิดของเนื้อเยื่อพืชมีส่วนส�ำคัญ 

ที่ท�ำให้การฟอกฆ่าเชื้อประสบความส�ำเร็จได้

	 การศกึษาอาหารสตูรเพาะเลีย้งเพือ่ชกัน�ำให้เกดิ

รากของกัญชาโดยใช้ชิ้นส่วนใบเลี้ยง ใบจริง และราก

ทีเ่กดิจากการงอกของเมลด็ทีท่�ำให้ปลอดเชือ้แล้วเพาะ

เลีย้งบนอาหารสตูร MS ทีอ่าย ุ14 วนั มาเพาะเลีย้งเป็น

ระยะเวลา 30 วนั ในสตูรอาหารแขง็ 1.25 5 MS ทีเ่ตมิ

สารควบคุมการเจริญเติบโต BAP 0.5 มิลลิกรัมต่อ

ลติร ร่วมกบั NAA 1.0 มลิลกิรัมต่อลติร มกีารเกดิราก

ได้ดท่ีีสดุทัง้ในส่วนของใบเลีย้ง ใบจริง และราก แสดง

ให้เหน็ว่าความเข้มข้นของสตูรอาหาร และสารควบคมุ

การเจริญเติบโตมผีลต่อการชกัน�ำให้เกดิราก โดยสาร

ควบคมุการเจริญเตบิโตของออกซินสงูกว่าไซโตไคนนิ

จะพฒันาไปเป็นราก แต่ในการทดลองในสตูรอาหารที่

มีออกซินสูงกว่าไซโตไคนินชักน�ำการเกิดรากได้น้อย 

หรือไม่เกดิรากในบางชิน้ส่วน อาจขึน้กบัชนดิและอายุ

ของเนื้อเยื่อที่น�ำมาเพาะเลี้ยง ระยะเวลาในการเพาะ

เลีย้ง ความเข้มข้นและชนดิของออกซินและไซโตไคนนิ 

มีส่วนที่ท�ำให้การชักน�ำท�ำให้เกิดรากได้ส�ำเร็จ

	 การเพ่ิมปริมาณรากของกัญชาโดยการเพาะ

เลีย้งเนือ้เยือ่รากนัน้สามารถย้ายรากท่ีเกดิจากชิน้ส่วน

ใบเลี้ยง ใบจริง และราก มาเลี้ยงต่อในอาหารเหลว 

1.25 5 MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BAP 

0.5 ร่วมกับ NAA 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งเป็นสูตร

เดยีวกนักบัสตูรอาหารแข็งทีชั่กน�ำให้เกดิรากได้ดท่ีีสดุ

เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 15 วันก็สามารถตัดแยกเพื่อ

เพิม่ปริมาณรากในอาหารใหม่สตูรเดมิได้ทุก ๆ  15 วนั 

ก็สามารถเพิ่มปริมาณรากได้อย่างรวดเร็ว

	 จากการน�ำรากแห้งท่ีได้จากการเพาะเลี้ยงราก

มาวิเคราะห์หาปริมาณฟริเดลินด้วยวิธี GC-FID พบ

ว่ารากที่น�ำมาจากชิ้นส่วนใบเลี้ยง ใบจริง และราก มี 

ปริมาณสารฟริเดลีนเท่ากับ 86.2 ± 0.8, 97.1 ± 1.7 

และ 57.5 ± 1.3 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล�ำดับ โดย

รากท่ีเกิดจากช้ินส่วนใบจริงนั้นมีปริมาณมากท่ีสุด 

รองลงมาใบเลี้ยง และรากมีปริมาณน้อยสุด และพบ

ว่ารากกัญชาสายพันธุ์ไทยนี้ท่ีเพาะเลี้ยงรากด้วยการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีปริมาณฟริเดลีนสูงกว่าประมาณ 

7.6 เท่าเมื่อเทียบกับกัญชาสายพันธุ์ต่างประเทศโดย

มีปริมาณสารฟริเดลีน 12.8 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม[3] 

แสดงให้เห็นว่าช้ินส่วนของเนื้อเยื่อท่ีท�ำให้เกิดราก

และสายพันธุ์นั้นมีปริมาณสารฟริเดลีนต่างกัน และ

มีการศึกษารากกัญชาพันธุ์ตะนาวศรีก้านแดงท่ีเพาะ

ปลูกแบบธรรมชาติพบว่าปริมาณสารฟริเดลีนมีค่า

เฉลี่ยร้อยละ 0.025 โดยน�้ำหนักแห้งของรากกัญชา 

(ไมโครกรัมต่อไมโครกรัม) โดยวิธีเดนซิโทเมทรี- 

โครมาโทกราฟีผวิบาง[14] เนือ่งจากยงัไม่มรีายงานการ

วจัิยเกีย่วกบัการหาปรมิาณสารฟริเดลนีในกญัชาสาย

พันธุ์ไทยโดยวิธี GC-FID และไม่มีรายงานการเพาะ

เลีย้งรากกญัชาสายพนัธ์ุไทยด้วยวิธีเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่

มาก่อน การเพาะเลีย้งรากกญัชาด้วยกรรมวธีิและสตูร

อาหารดังกล่าวท�ำให้ผลิตรากกัญชาได้อย่างรวดเร็ว 

และรากท่ีได้พบสารฟริเดลีนและสารประกอบอื่น ๆ 

การศึกษาวิจัยนี้จึงมีประโยชน์ในการน�ำไปใช้ในทาง

อตุสาหกรรม ด้านยา อาหาร เวชส�ำอาง หรือผลติภณัฑ์
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เสริมอาหารเพื่อสุขภาพ

ข้อสรุป

	 จากการศึกษากรรมวิธีการเพาะเลี้ยงรากกัญชา

เพื่อการผลิตรากกัญชา มีขั้นตอนหลัก 3 ขั้นตอน คือ 

1) การฟอกฆ่าเชื้อและเพาะเลี้ยงต้นอ่อนบนอาหาร

แขง็ โดยการน�ำเมลด็กญัชามาท�ำให้ปลอดเชือ้เลีย้งใน

อาหารแข็งสูตร MS จนได้ต้นอ่อนที่มีใบเลี้ยง ใบจริง 

และราก ใช้ระยะเวลา 14 วัน, 2) การเพาะเลี้ยงเพื่อ

ชักน�ำให้เกิดราก โดยการน�ำชิ้นส่วนดังกล่าวมาเลี้ยง

บนอาหารแข็งสูตร MS ที่มีความเข้มข้นเป็น 1.25 เท่า 

(1.25 5 MS) ซ่ึงมกีารเตมิสารควบคมุการเจริญเตบิโต 

BA 0.5 มลิลกิรัมต่อลติร ร่วมกบั NAA 1.0 มลิลกิรัม

ต่อลิตร เพื่อชักน�ำให้เกิดรากใช้ระยะเวลา 30 วัน 

และ 3) การเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณรากกัญชาแบบ

แขวนลอย โดยการย้ายรากที่ได้มาเลี้ยงต่อในอาหาร

เหลวสูตรเดียวกัน เขย่าที่ความเร็วรอบ 100 รอบต่อ

นาที เพื่อเพิ่มปริมาณราก เป็นระยะเวลา 15 วัน ทั้ง 3 

ขัน้ตอนท่ีกล่าวมานีใ้ช้ระยะเวลา 2 เดอืน เมือ่เทียบกบั

การเพาะปลูกแบบธรรมชาติจะใช้ระยะเวลา 5 เดือน 

ดังนั้นการผลิตรากกัญชาด้วยวิธีเพาะเลี้ยงรากด้วย

วิธีนี้ช่วยเพิ่มปริมาณรากได้อย่างรวดเร็ว

กิตติกรรมประกาศ
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แพทย์ท่ี 1 เชียงใหม่ ผู้ร่วมงานวิจัยทุกคนในห้อง

ปฏบิตักิารเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พชื สถาบนัวิจัยสมนุไพร 
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