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บทคัดย่อ 
หัวข้าวเย็น (Dioscorea birmanica Prain & Burkill) เป็นพืชสมุนไพรที่นิยมใช้ส่วนของเหง้าร่วมกับ

สมุนไพรชนิดอื่น ๆ เพื่อรักษาโรคต่าง ๆ เช่น โรคมะเร็ง โรคน  าเหลืองเสีย และโรคเอดส์ สารส าคัญที่พบคือ 3-0-α-
L-rhamnopyranosyl (1->2)-β-D glucopyranoside หรือ prosapogenin A of dioscin (DBS1) ปริมาณสาร
ทุติยภูมิของพืชในสภาพปลอดเชื ออาจเปลี่ยนแปลงตามระยะเวลาในการเพาะเลี ยง ดังนั นงานวิจัยนี จึงมีวัตถุประสงค์
เพื่อศึกษาผลของระยะเวลาเพาะเลี ยงต่อปริมาณสารทุติยภูมิและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของยอดหัวข้าวเย็นใน
สภาพปลอดเชื อ โดยเพาะเลี ยงข้อบนอาหารสูตร MS (Murashige and Skoog) ที่เติม BA (6-benzyladenine) 
ความเข้มข้น 8.87 µM IAA (3- indole-acetic acid) ความเข้มข้น 0.57 µM และผงถ่าน 0.01 % เป็นเวลานาน 4-
12 สัปดาห์ พบว่าปริมาณสาร DBS1 ของยอดที่เพาะเลี ยงเป็นเวลานาน 8-12 สัปดาห์ (0.72±0.16 ถึง 0.91±0.11 
% w/w) สูงกว่ายอดเพาะเลี ยงเป็นเวลานาน 4-6 สัปดาห์ ส่วนปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั งหมด (54.17±0.05 
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ถึง 68.14±0.03 mg GAE/g dry extract) และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (EC50 39.89±2.14 ถึง 49.97±9.23 
µg/ml) ไม่แตกต่างกันทางสถิติระหว่างระยะเวลาเพาะเลี ยง 
 

ค าส าคัญ : DBS1; หัวข้าวเย็น; สารประกอบฟีนอลิคทั งหมด; ระยะเวลาเพาะเลี ยง; สารทุติยภูมิ 
 

Abstract 
Hua-Khao-Yen (Dioscorea birmanica Prain & Burkill) is a medicinal plant which its rhizome 

has been used with other medicinal plant species for the treatments of cancers, lymphatic 
diseases and AIDS. The important secondary metabolite of this plant is 3-0-α-L-
rhamnopyranosyl(1->2)-β-D glucopyranoside or prosapogenin A of dioscin (DBS1). Secondary 
metabolite of micropropagated shoots may change during culture in vitro. Therefore, the 
objective of this study was to investigate effects of culture periods on secondary metabolite 
content and DPPH radical scavenging activity of in vitro Hua-Khao-Yen shoots. Single node 
segments were cultured on MS (Murashige and Skoog) medium supplemented with 8.87 µM BA 
(6-benzyladenine), 0.57 µM IAA (3-indoleacetic acid) and 0.01 % activated charcoal for 4-12 
weeks. The results showed that the regenerated shoots cultured for 8-12 weeks exhibited the 
higher contents of DBS1 (0.72±0.16 to 0.91±0.11 % w/w) than those cultured for 4-6 weeks.  The 
total phenolic contents (54.17±0.05 to 68.14±0.03 mg GAE/g dry extract) and DPPH radical 
scavenging activity (EC50 39.89±2.14 to 49.97±9.23 µg/ml) were not significantly different among 
the treatments. 
 

Keywords: DBS1; Dioscorea birmanica; total phenolic; cultured period; secondary metabolite  
 

1. บทน า 

หัวข้าวเย็น (Dioscorea birmanica Prain & 
Burkill) เป็นพืชสมุนไพรไทยชนิดหนึ่งที่อยู่ในวงศ์ 
Dioscoreaceae มีลักษณะเป็นไม้เถาเลื อย มีล าต้นใต้
ดินสะสมอาหารในเหง้า (rhizome) หมอพื นบ้านนิยม
ใช้ส่วนเหง้าร่วมกับสมุนไพรชนิดอื่น เพื่อใช้เป็นยาลด
การอักเสบ ยับยั งเชื อ เลือดเป็นพิษ และน  าเหลืองเสีย 
[1] จากการศึกษาของ Jaiarree [2] ที่ทดสอบฤทธิ์
ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งปอดจากสารสกัดหัวข้าว
เย็น พบว่ามีฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งปอดชนิด A 549 และ 
COR-L23 มีค่า  IC50 เป็น 6.14±0.08 และ 16.44± 
1.23 µg/ml ตามล าดับ แต่มีพิษน้อยต่อเซลล์ปกติชนดิ 

MRC-5 และได้น าสารสกัดมาสกัดเพื่อแยกสารอีกครั ง 
พบ diosgenin-3-O-α-L-rhamnopyranosyl (12)  
-β-D glucopyranoside หรือ prosapogenin A of 
dioscin (DBS1) ที่มีฤทธิ์เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งปอด
สูงสุด โดยมีฤทธิ์ต้านมะเร็งปอดชนิด A 549 และ 
COR-L23 (IC50 = 1.81±0.03 และ 1.84±0.05 µg/ml 
ตามล าดับ) แต่มีฤทธิ์น้อยในการต้านเซลล์ปกติที่ปอด
ชนิด MRC-5 (IC50 = 37.09±0.67 µg/ml) จากสมบัติ 
ของหัวข้าวเย็น หัวพันธุ์หรือเหง้าท่ีจะใช้ในการรักษาจึง
ควรมีอย่างเพียงพอกับความต้องการที่จะใช้เพิ่มมากขึ น  
แต่ในปัจจุบันหัวพันธุ์ที่น ามาใช้นั นยังจ าเป็นต้องเข้าไป
เก็บในป่า  ซึ่งการเก็บอย่างต่อเนื่องอาจส่งผลให้หัว
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พันธุ์หายากขึ นและสูญพันธุ์ ไปในที่สุด พืชในสกุล 
Dioscorea สามารถขยายพันธุ์ได้ด้วยการเพาะเมล็ด 
แต่วิธีการขยายพันธุ์ดังกล่าวยังมีข้อจ ากัด คือ เมล็ดมี
การพักตัวและมีอัตราการงอกค่อนข้างต่ า ส่วนการ
ขยายพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ สามารถท าได้โดยการแบ่ง
เหง้า (Okezie และคณะ, 1994 อ้างโดย [3]) แต่ใช้
ระยะเวลาค่อนข้างนานจึงจะสามารถผลิตต้นให้
เพียงพอกับความต้องการได้ [4] นอกจากนี ปริมาณ
สารส าคัญมักแปรผันตามสภาพแวดล้อมของพื นที่ที่
เก็บ ในปัจจุบันได้มีการใช้เทคนิคการเพาะเลี ยงเนื อเยื่อ
พืชเป็นอีกทางเลือกในการใช้เป็นแหล่งผลิตสารส าคัญ 
ทดแทนการผลิตสารจากการเพาะปลูกพืชตาม
ธรรมชาติ เนื่องจากเซลล์พืชมียีนครบถ้วน สามารถท า
ให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในกระบวนการชีวสังเคราะห์
ต่าง ๆ และสร้างสารส าคัญได้เช่นเดียวกับพืชที่ปลูกใน
สภาพธรรมชาติ การผลิตสารจึงสามารถท าได้อย่าง
ต่อเนื่อง [5]  อรอุมา [6] ได้รายงานถึงการเพาะเลี ยง
เนื อเยื่อหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) 
รวมถึงปริมาณสาร DBS1 ในยอดที่เพาะเลี ยงอายุ 2 
เดือน  อย่างไรก็ตามยังไม่มีรายงานถึงปริมาณสารทุติย
ภูมิของยอดหัวข้าวเย็นเมื่อเพาะเลี ยงในสภาพปลอด
เชื อเป็นระยะเวลานานต่างกัน  ดังนั นในงานวิจัยนี จึงมี
วัตถุประสงค์ เพื่อศึกษาผลของระยะเวลาเพาะเลี ยงต่อ
ปริมาณสารทุติยภูมิ และฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของยอด
หัวข้าวเย็นในสภาพปลอดเชื อ  
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
น ายอดหัวข้าวเย็นที่เพาะเลี ยงในสภาพปลอด

เชื อบนอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 8.87 
µM IAA ความเข้มข้น 0.57 µM ผงถ่าน 0.01 % 
น  าตาลซูโครส 3 % และผงวุ้น 0.8 % มาตัดแบ่งเป็น
ข้อ ๆ เพาะเลี ยงบนอาหารใหม่สูตรเดิมเป็นระยะ
เวลานานต่างกัน 5 ระยะเวลา คือ 4, 6, 8, 10 และ 12  

สัปดาห์ เมื่อครบก าหนด บันทึกน  าหนักสดของยอดที่
พัฒนา จากนั นน ายอดที่พัฒนาบนอาหารเพาะเลี ยงไป
อบที่อุณหภูมิ 50 °C เป็นเวลานาน 48 ช่ัวโมง บันทึก
น  าหนักแห้งต่อยอด น าตัวอย่างแห้งของพืชที่บด 
ละเอียด 2 g ใส่ในขวดแก้ว สกัดด้วย chloroform 3 
ครั ง แต่ละครั งนาน 3 วัน อัตราส่วนเนื อเยื่อพืชแห้ง : 
chloroform เป็น 1:3 โดยปริมาตร กรองด้วยกระดาษ
กรองเบอร์ 1 น าไประเหยให้แห้งใน hot air oven 
จากนั นน ามาวิเคราะห์หาปริมาณสาร DBS1  ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิคทั งหมด และฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH โดยมีวิธีการดังนี  

2.1 ปริมาณสาร DBS1 (Diosgenin-3-O-α-
L-rhamnopyranosyl (12)-β-D Glucopyra 
noside) 

วิเคราะห์ตามวิธีของ Jaiarree [2] โดยน า
สารสกัดหัวข้าวเย็น 10 mg มาละลายด้วยตัวท า
ละลาย methanol และ acetronitrile (50:50) 
ปริมาตร 1 ml  จากนั นน าไป sonicate เป็นเวลา 1 
นาที แล้วน าไปกรองผ่าน filter membrane ขนาด 
0.45 µm ใส่ในขวด vial น าสารตัวอย่างที่ได้ฉีดเข้า
เครื่อง HPLC (high performance liquid 
chromatography) ยี่ห้อ Agilent Technologies รุ่น 
Agilent Technologies 1200 Series (Analytical, 
USA) ปริมาตร 10 µl/1 ตัวอย่าง ผ่าน guard 
column พร้อมกับ column ชนิด Agilent Eclipse 
XDB-C18® ขนาด 4.6x250 mm (5 µ) (Agilent, 
USA)  ใช้ระบบ isocratic ในอัตราส่วน 50:50 (ใช้
เวลา 60 นาที/ตัวอย่าง) โดยมี mobile phase คือ 
acetonitrile (A) และน  า (D) มีอัตราการเคลื่อนที่ของ
สารเท่ากับ 1 ml/นาที ใช้ความยาวคลื่น 194 nm 
และมีค่า retention time เท่ากับ 12.252 นาที  

2.2 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด 
(total phenolic content) 
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วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิค
ทั งหมดด้วยวิธี Folin-Ciocalteu’s colorimetric โดย
ดัดแปลงจากวิธีของ Folin and Ciocalteu [7]  
ละลายสารสกัดหัวข้าวเย็น 1 mg ด้วยตัวท าละลาย 
absolute ethanol (99.9 %) ปริมาตร 1 ml  
จากนั นน าไป sonicate เป็นเวลา 1 นาที ปิเปต
สารละลายปริมาตร 20 µl  ใส่ในหลุม 96 well-
microplates เติมสารละลาย 2 M Folin-
Ciocalteu’s reagent ที่เจือจาง 10 เท่า ปริมาตร 
100 µl และเติมสารละลาย 7.5 % w/v Na2CO3 
ปริมาตร 80 µl  จากนั นตั งทิ งไว้นาน 30 นาที ที่
อุณหภูมิห้อง เมื่อครบก าหนดเวลาน าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 nm ด้วยเครื่อง  
microplate reader โดยใช้ absolute ethanol 
ปริมาตร 20 µl ร่วมกับ Folin-Ciocalteu’s reagent 
ปริมาตร 100 µl และ 7.5 % w/v Na2CO3 ปริมาตร 
80 µl เป็น blank ของสารละลายตัวอย่าง   

2.3 ฤทธิ์ ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH 
radical scavenging activity 

ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ดั ด แ ป ล ง จ า ก วิ ธี ข อ ง 
Yamasaki และคณะ (1994) อ้างโดย Jaiarree [2] น า
สารสกัดหัวข้าวเย็นมาละลายด้วยตัวท าละลาย 
absolute ethanol (99.9 %) ปริมาตร 1 ml จากนั น
น าไป sonicate เป็นเวลา 1 นาที ปิเปตสารละลาย
ตัวอย่างให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 200, 100, 50 
และ 25 µg/ml น าสารละลายตัวอย่างในแต่ละความ
เข้มข้นปริมาตร 100 µl ใส่ลงในหลุม 96 well-
microplates และเติมสารละลาย DPPH ปริมาตร 
100 µl ตั งทิ งไว้ในที่มืดนาน 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 
แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 
nm ด้วยเครื่อง microplate reader โดยใช้สาร 
ละลายตัวอย่างความเข้มข้นต่าง ๆ ปริมาตร 100 µl 
และเติม absolute ethanol ปริมาตร 100 µl เป็น 

blank ของสารละลายตัวอย่าง และใช้ absolute 
ethanol ปริมาตร 100 µl ร่วมกับสารละลาย DPPH 
ปริมาตร 100 µl เป็น control  จากนั นค านวณหาค่า 
EC50 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
3.1 น้ าหนักสดและแห้ง 

การเพาะเลี ยงข้อของหัวข้าวเย็นบนอาหาร
สูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 8.87 µM IAA ความ
เข้มข้น 0.57 µM และ ผงถ่าน 0.01 % เป็นระยะเวลา
นาน 4, 6, 8, 10 และ 12 สัปดาห์ พบว่ายอดที่พัฒนา
มีน  าหนักสดและแห้งเพิ่มสูงขึ นตามระยะเวลาในการ
เพาะเลี ยงในสัปดาห์ที่ 4-10 (รูปที่ 1)  โดยยอดที่เพาะ 
เลี ยงนาน 4 และ 6 สัปดาห์ มีน  าหนักสด (23.01± 
4.44 และ 29.84±3.97 mg/shoot ตามล าดับ) และ
น  าหนักแห้ง (3.88±0.39 และ 4.85±0.24 mg/shoot 
ตามล าดับ) น้อยที่สุด ส่วนยอดที่เพาะเลี ยงนาน 10 
สัปดาห์ มีน  าหนักสดและแห้งสูงสุดอย่างมีนัยส าคัญ
ทา งส ถิ ติ เ ท่ า กั บ  62.37±4.49 แ ละ  12.72±0.51 
mg/shoot ตามล าดับ จากการที่ยอดมีการสะสม
น  าหนักสดและแห้ง เพิ่มขึ นในช่วงเวลาดังกล่าว 
เนื่องจากพืชมีการเจริญเติบโต และพัฒนาเมื่อเพาะ 
เลี ยงบนอาหารเพาะเลี ยงที่เหมาะสม สารควบคุมการ
เจริญเติบโตในอาหารเพาะเลี ยงท าหน้าที่ควบคุมการ
แบ่งเซลล์ กระตุ้นการเจริญเติบโตทางล าต้นพืช และ
เพิ่มขนาดเซลล์ [8] เมื่อยอดอายุ 12 สัปดาห์ น  าหนัก
สดและแห้งของยอดลดลงอย่างมีนัยส าคัญ แสดงให้
เห็นว่า เมื่อเพาะเลี ยงเป็นระยะเวลานานเกินไปจะมีผล
ต่อน  าหนักสดและแห้งของยอด ทั งนี อาจเนื่องจากการ
เพาะเลี ยงเนื อเยื่อพืชในอาหารเดิมเป็นระยะเวลานาน 
จะท าให้พืชเกิดภาวะขาดอาหาร และมีของเสียที่
เนื อเยื่อปล่อยออกมาได้ [9] ซึ่งผลการทดลองนี 
สอดคล้องกับการทดลองของทิพย์สุคนธ์ [10] ที่
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เพาะเลี ยงข้อข้าวเย็นใต้ในสภาพปลอดเชื อบนอาหาร
เพาะเลี ยงที่เติม BA ความเข้มข้น 8.87 µM เป็นเวลา 
4-16 สัปดาห์ พบว่ายอดท่ีเพาะเลี ยงนาน 4 สัปดาห์ มี
น  าหนักสดและแห้งน้อยที่สุด ซึ่ งแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติกับน  าหนักสดและแห้งของยอดที่
เพาะเลี ยงนาน 6-16 สัปดาห์ ส่วนยอดที่เพาะเลี ยง
นาน 12 สัปดาห์ มีน  าหนักสดและแห้งสูงสุด เท่ากับ 
332.33±5.49 และ 45.31±0.06 mg/shoot ตาม 
ล าดับ ซึ่งไม่แตกต่างกันทางสถิติกับน  าหนักสดและแห้ง
ของยอดที่ เพาะเลี ยงนาน 14 และ  16 สัปดาห์ 
นอกจากนี ยังสอดคล้องกับ Tan และคณะ [11] ที่เพาะ 
เลี ยงแคลลัสของใบบัวบก [Centella asiatica L. 
(Urban)] เป็นระยะเวลา 22 วัน พบว่าน  าหนักสดและ
แห้งของแคลลัสเพิ่มขึ นเล็กน้อยในช่วง 4 วันแรก และ
หลังจากวันที่ 6 น  าหนักสดและแห้งของแคลลัสเพิ่มขึ น
อย่างรวดเร็วจนสิ นสุดการทดลอง เนื่องจากช่วง 6-22 
วัน เป็นระยะ exponential phase เซลล์จึงมีการ
แบ่งตัวและเพิ่มจ านวนอย่างรวดเร็ว นอกจากนี ยังได้
ท าการเพาะเลี ยงเซลล์ใบบัวบกสายพันธุ์ UPM03 ใน
อาหารที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 2 mg/l ร่วมกับ 

kinetin ความเข้มข้น 1 mg/l พบว่า น  าหนักสดและ
แห้งของเซลล์เพิ่มขึ นอย่างรวดเร็วตั งแต่วันแรก และ
สูงสุดที่อายุ 14 วัน หลังจากนั นน  าหนักสดและแห้งจะ
ลดลง ส่วนการเพาะเลี ยงแคลลัสของ Trigonella 
foenumgraecum L. พบว่าน  าหนักสดและแห้งของ
แคลลัสที่ได้จากชิ นส่วนใบ ล าต้น และรากเพิ่มขึ นอย่าง
ช้า ๆ ในช่วง 15-28, 12-20 และ 10-15 วัน ตาม 
ล าดับ จากนั นน  าหนักสดและแห้งของแคลลัสจากทั ง 3 
ชิ นส่วนเพิ่มขึ นอย่างรวดเร็วในช่วง 28-45, 20-45 และ 
15-30 วัน ตามล าดับ และคงที่ในช่วง 45-60, 45-60 
และ 30-60 วัน ตามล าดับ [12] ดังนั นจะเห็นได้ว่าพืช
แต่ละชนิดมีระยะเวลาในการเจริญเติบโตที่แตกต่างกัน
ไปในสภาพปลอดเชื อ 

 3.2 ปริมาณสาร DBS1 
การวิเคราะห์หาปริมาณสาร DBS1 ของ

ยอดที่พัฒนาบนอาหารเพาะเลี ยงเป็นระยะเวลาต่างกัน 
พบว่าปริมาณสาร DBS1 มีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติตามระยะเวลาที่เพาะเลี ยง (รูปที ่
2A) โดยยอดที่เพาะเลี ยงนาน 8, 10 และ 12 สัปดาห์ 
มีปริมาณสาร  DBS1  สูงสุด  0.72±0.16,  0.85±0.10 

 

 
 

รูปที่ 1 น  าหนักสด (FW) และน  าหนักแห้ง (DW) ของยอดหัวข้าวเย็นที่พัฒนาบนอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความ
เข้มข้น 8.87 µM IAA ความเข้มข้น 0.57 µM และผงถ่าน 0.01 % เป็นระยะเวลานาน 4-12 สัปดาห์ 
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รูปที่ 2 ปริมาณสาร DBS1 (A) ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั งหมด (B) และ ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ DPPH (C) ของ
ยอดหัวข้าวเย็น (D. birmanica Prain & Burkill) ที่พัฒนาบนอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 
8.87 µM IAA ความเข้มข้น 0.57 µM และผงถ่าน 0.01 % เป็นระยะเวลานาน 4-12 สัปดาห์ 
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และ 0.91±0.11 % w/w ตามล าดับ ส่วนยอดที่
เพาะเลี ยงนาน 4 สัปดาห์ มีปริมาณสาร DBS1 น้อย
ที่สุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเท่ากับ 0.50±0.11 % 
w/w ซึ่งปริมาณสาร DBS1 ที่พบในยอดหัวข้าวเย็นนี 
เป็นไปในทิศทางเดียวกันกับน  าหนักสดและแห้งของ
ยอด คือ ปริมาณสาร DBS1 เพิ่มสูงขึ นตามระยะเวลา
ในการเพาะเลี ยง อย่างไรก็ตาม น  าหนักสดและแห้ง
ลดลงในสัปดาห์ที่ 12 ในขณะที่ปริมาณ DBS1 ยังคง
เพิ่มขึ นแต่ไม่แตกต่างกันทางสถิติกับปริมาณสารที่พบ
ในยอดอายุ 10 สัปดาห์ จากการทดลองนี แสดงให้เห็น
ว่าระยะเวลาในการเพาะเลี ยงมีผลต่อการสร้าง และ
การสะสมสารส าคัญของหัวข้าวเย็น โดยการเปลี่ยน 
แปลงปริมาณสารทุติยภูมิตามระยะเวลาของการ
เพาะเลี ยงนั น จะแตกต่างกันไปตามชนิดของพืช เช่น 
ทิพย์สุคนธ์ [10] ได้รายงานถึงการเพาะเลี ยงยอดของ
ข้าวเย็นใต้ในสภาพปลอดเชื อ เป็นเวลา 4-16 สัปดาห์ 
พบว่ายอดท่ีเพาะเลี ยงเป็นเวลานาน 4 และ 6 สัปดาห์
มีปริมาณสาร dioscorealide B น้อย (0.37±0.17 
และ 0.55±0.08 % w/w) จากนั นปริมาณสาร 
dioscorealide B จะเพิ่มขึ นอย่างรวดเร็วในช่วง 6-10 
สัปดาห์ และสูงสุดเมื่อยอดอายุ 10 และ 12 สัปดาห์ 
(1.90±0.18 และ 1.72±0.06 % w/w) หลังจากนั น
ปริมาณสาร dioscorealide B ของยอดลดลงอย่างมี
นัยส าคัญในสัปดาห์ที่  14 และ 16 สัปดาห์ (1.49± 
0.09 และ 1.14±0.06 % w/w) นอกจากนี  Chen 
และ Chen [13] ที่เพาะเลี ยงเซลล์แขวนลอยของ 
Salvia miltiorrhiza  เป็นเวลา 5-16 วัน พบว่า
ปริมาณ total cryptotanshinone และ cryptotan-
shinone เพิ่มขึ นตามระยะเวลาที่เพาะเลี ยง แต่
ปริมาณ rosmarinic acid เพิ่มขึ นสูงสุดเมื่ออายุ 10 
วัน หลังจากนั นปริมาณสารดังกล่าวลดลงเรื่อย ๆ ตาม
ระยะเวลาการเพาะเลี ยง หรือในเซลล์แขวนลอยของ 
Dioscorea  floribunda ที่เพาะเลี ยงเป็นเวลา 6-18 

วัน พบว่าปริมาณของ diosgenin มีแนวโน้มค่อนข้าง
คงที่ โดยสูงขึ นเล็กน้อยเมื่อเพาะเลี ยงเป็นเวลา 9 วัน 
และลดลงอีกเล็กน้อยจนสิ นสุดการทดลอง [14] จาก
ผลการทดลองนี สนับสนุน วราภรณ์ [5] ที่ได้กล่าวไว้ว่า
ต้นอ่อนจากการเพาะเลี ยงเนื อเยื่อมีคุณลักษณะทาง
พันธุกรรมที่คงไว้ซึ่งความสามารถในการผลิตสารทุติย-
ภูมิเช่นเดียวกับการผลิตสารทุติยภูมิในสภาพธรรมชาติ  
อย่างไรก็ตาม ปริมาณสาร DBS1 ที่ได้จากยอดใน
สภาพปลอดเชื อ มีปริมาณน้อย (0.50±0.11 ถึง 0.91± 
0.11 % w/w) เมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณ DBS1 ที่
สกัดได้จากส่วนของเหง้าที่ปลูกในธรรมชาติอายุ
มากกว่า 1 ปี ตามรายงานของ อรอุมา [6] โดยมีค่า
เท่ากับ 3.27 % w/w แต่หากพิจารณาระยะเวลาใน
การเพาะเลี ยง จะเห็นได้ว่ายอดของหัวข้าวเย็นที่ได้จาก
การเพาะเลี ยงเนื อเยื่อสามารถผลิตสาร DBS1 ได้เร็ว
กว่าการปลูกในธรรมชาติ โดยสามารถผลิตสาร DBS1 
ได้ตั งแต่ยอดอายุ 4 สัปดาห์ และมีปริมาณสาร DBS1 
สูง 0.91±0.11 % w/w ภายในเวลา 12 สัปดาห์ ซึ่ง
การเพาะเลี ยงเนื อเยื่อมีข้อดีในการผลิตสารทุติยภูมิ
มากกว่าการเพาะปลูกในสภาพธรรมชาติ เนื่องจาก
สามารถควบคุมสภาพแวดล้อมต่าง ๆ ในการเพาะเลี ยง
ได้ ไม่ว่าจะเป็นแสง อุณหภูมิ ความชื น สภาพอากาศ 
อาหารที่ใช้ในการเจริญเติบโต [5] 

3.3 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด 
(total phenolic content) 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั งหมดของ
ยอดที่เพาะเลี ยงเป็นเวลานาน 4-12 สัปดาห์ ไม่มีความ
แตกต่างกันทางสถิติ (รูปที่ 2B) โดยสารประกอบ      
ฟีนอลิคทั งหมดมีค่าอยู่ ในช่วง 54.17±0.05 ถึง 
68.14±0.03 mg GAE/g dry extract แสดงให้เห็นว่า
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั งหมดของยอดไม่เปลี่ยน 
แปลงไปตามระยะเวลาในการเพาะเลี ยง ทั งนี อาจเนื่อง
มา จากสารประกอบฟีนอลิคทั งหมดอาจไม่ใช่สารทุติย
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ภูมิหลักที่พืชชนิดนี สร้างและสะสม จึงท าให้มีปริมาณ
การสะสมของสารประกอบฟีนอลิคค่อนข้างคงที่แม้
เพาะเลี ยงเป็นระยะเวลานานต่างกัน แต่ปริมาณสาร
อาจเปลี่ยนแปลงเมื่อได้รับสารกระตุ้น โดยสาร 
ประกอบฟีนอลิคทั งหมดของหัวข้าวเย็นที่เพาะเลี ยงใน
สภาพปลอดเชื อ มีค่าใกล้เคียงกับ อรอุมา [6] ที่ศึกษา
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั งหมดของหัวข้าวเย็นใน
สภาพปลอดเชื อที่อายุ 2 เดือน (44.24±8.47 mg 
GAE/g dry extract) และสอดคล้องกับการศึกษาของ
ทิพย์สุคนธ์ [10] ที่เพาะเลี ยงยอดข้าวเย็นใต้ เป็นเวลา 
4-16 สัปดาห์ พบว่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิค
ทั งหมดอยู่ระหว่าง 56.70±5.76 ถึง 65.23±3.05 mg 
GAE/g dry extract ซึ่งไม่แตกต่างกันทางสถิติระหว่าง
ระยะเวลาในการเพาะเลี ยง อย่างไรก็ตาม ปริมาณสาร 
ประกอบฟีนอลิคทั งหมดของยอดหัวข้าวเย็นที่ได้จาก
การเพาะเลี ยงเนื อเยื่อนี มีค่าน้อยกว่าปริมาณสาร
ดังกล่าวที่พบในเหง้าอายุมากกว่า 1 ปี ซึ่งมีค่าเท่ากับ
259.27±7.34 mg GAE/g dry extract [6] 

3.4 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH 
ยอดหัวข้าวเย็นมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

DPPH ไม่แตกต่างกันทางสถิติเมื่อเพาะเลี ยงในสภาพ
ปลอดเชื อเป็นระยะเวลา 4-12 สัปดาห์ (รูปที่ 2C)  
โดยมีค่า EC50 อยู่ในช่วง 39.89±2.14 ถึง 49.97±9.23 
µg/ml ซึ่งผลการทดลองนี เป็นไปในทิศทางเดียวกันกับ
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั งหมดของยอดที่
เพาะเลี ยงในสภาพปลอดเชื อ คือระยะเวลาในการ
เพาะเลี ยงไม่ส่งผลต่อฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH  
เนื่องจากพืชชนิดนี อาจมีสารต้านอนุมูลอิสระ DPPH 
ในระดับต่ า ถึงแม้จะเพาะเลี ยงเป็นระยะเวลานานสาร
ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ยังคงไม่เปลี่ยนแปลงมากนัก   
ผลการทดลองนี สอดคล้องกับรายงานของ ทิพย์สุคนธ์ 
[10] ที่กล่าวไว้ว่ายอดข้าวเย็นใต้มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH ไม่แตกต่างกันทางสถิติ เมื่อเพาะเลี ยงยอดเป็น

เวลา 4-16 สัปดาห์ นอกจากนี ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH ที่ตรวจพบในการศึกษาครั งนี ใกล้เคียงกับ อรอุ
มา (2556) ที่รายงานไว้ว่าฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH 
ของยอดหัวข้าวเย็นที่ได้จากการเพาะเลี ยงเนื อเยื่อที่
อายุ 2 เดือน มีค่า EC50 เท่ากับ 51.46 µg/ml ซึ่งมี
ฤทธิ์น้อยกว่าในเหง้าที่มีค่า EC50 เท่ากับ 9.35±0.62 
µg/ml 
 

4. สรุป 
ยอดหัวข้าวเย็นท่ีพัฒนาในสภาพปลอดเชื อเป็น

เวลานาน 8-12 สัปดาห์ มีปริมาณสาร DBS1 สูงสุด 
(0.72±0.16 ถึง 0.91±0.11 % w/w) ส่วนปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิคทั งหมด (54.17±0.05 ถึง 68.14 
±0.03 mg GAE/g dry extract) และฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ DPPH (39.89±2.14 ถึง 49.97±9.23 µg/ml) 
ไม่แตกต่างกันทางสถิติ เมื่ อ เพาะเลี ยงนาน 4-12 
สัปดาห์ 
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