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บทคัดย่อ 
หัวข้าวเย็น (Dioscorea birmanica Prain & Burkill) เป็นพืชสมุนไพรที่นิยมใช้ส่วนของเหง้าร่วมกับ

สมุนไพรชนิดอื่น ๆ ในการรักษาโรคมะเร็ง โรคน้้าเหลืองเสีย และเอดส์ ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชสามารถเติมสาร
กระตุ้น เช่น jasmonic acid (JA) และ yeast extract (YE) ลงในอาหารเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณสารทุติยภูมิ 
ดังนั้นในการทดลองนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของ JA และ YE ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อปริมาณสารทุติยภูมิ
ของหัวข้าวเย็นเมื่อเพาะเลี้ยงยอดในสภาพปลอดเช้ือ จากการทดลองพบว่ายอดที่พัฒนาบนอาหารสูตร MS ที่เติมผง
ถ่าน 0.01 % BA ความเข้มข้น 2 mg/l, IAA ความเข้มข้น 0.1 mg/l, น้้ามะพร้าว 20 %, YE ความเข้มข้น 3 และ 4 
g/l มีปริมาณสารซาโปนินทั้งหมดสูงสุด 1254.76±72.06 และ 1182.86±56.45 µg diosgenin/g dry extract 
ตามล้าดับ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดมีค่าสูงสุดเมื่อยอดพัฒนาบนอาหารที่เติม JA ความเข้มข้น 50 และ 
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100 µM มีค่าเท่ากับ 78.21±3.06 และ 80.66±3.59 mg GAE/g dry extract ตามล้าดับ แต่ไม่แตกต่างอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติกับค่าดังกล่าวของยอดที่พัฒนาบนอาหารที่เติม YE ความเข้มข้น 4 g/l และไม่เติมสารกระตุ้น ส่วน
ยอดที่พัฒนาบนอาหารที่เติม JA ความเข้มข้น 50 และ 100 µM ให้ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ DPPH (EC50) ดีที่สุด โดยมี
ค่าเท่ากับ 17.94±0.46 และ 18.98±0.44 µg/ml ตามล้าดับ 
 

ค าส าคัญ : หัวข้าวเย็น; ซาโปนิน; สารประกอบฟีนอลิก; สารทุติยภูมิ; สารกระตุ้น 
 

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. Supplementation of elicitors such as jasmonic acid (JA) and yeast extract (YE) in culture 
medium has been used to stimulate secondary metabolite contents in plant tissue culture. 
Therefore, the objective of this study was to investigate the effects of JA and YE concentrations on 
secondary metabolite contents of Hua-Khao-Yen shoots grown under aseptic conditions. The 
results showed that the highest total saponin contents of 1254.76±72.06 and 1182.86±56.45 µg 
diosgenin/g dry extract respectively occurred on MS medium supplemented with 0.01 % activated 
charcoal, 2 mg/l BA, 0.1 mg/l IAA, 20 % coconut water in combination with 3 and 4 g/l YE. The 
highest total phenolic contents of 78.21±3.06 and 80.66±3.59 mg GAE/g dry extract were observed 
when shoots were cultured on medium supplemented with 50 and 100 µM JA respectively which 
were not significantly different with those culture on medium supplemented with 4 g/l YE or 
without elicitor. Shoots cultured on medium supplemented with 50 and 100 µM JA were also 
contained the greatest DPPH radical scavenging activity of 17.94±0.46 and 18.98±0.44 µg/ml 
respectively. 

 

Keywords: Dioscorea birmanica; saponin; phenolic compound; secondary metabolite; elicitor 
 
1. บทน า 

หัวข้าวเย็น (Dioscorea birmanica Prain & 
Burkill) เป็นพืชสมุนไพรที่อยู่ในวงศ์ Dioscoreaceae 
เป็นไม้เถาเลื้อย มีล้าต้นใต้ดิน สะสมอาหารในเหง้า 
และทุกส่วนมีหนาม พบมากในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ 
โดยในประเทศไทยพบบริเวณป่าดิบเขาและป่าโปร่ง 
[1] นิยมใช้ส่วนของเหง้าร่วมกันกับสมุนไพรชนิดอื่น ๆ 
หรือเป็นส่วนประกอบของยาจีนโบราณ [2] เพื่อรักษา
โรคต่าง ๆ เช่น โรคมะเร็ง โรคน้้าเหลืองเสีย โรคเอดส์ 

[3] โรคเรื้อน โรคผิวหนัง โรคระบบทางเดินหายใจ 
ระบบทางเดินปัสสาวะ ระบบตา หู คอ จมูก ระบบ
กล้ามเนื้อและกระดูก โรคระบบทางเดินปัสสาวะ [4] 
โรคโลหิตเป็นพิษ มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ ระงับปวด ลด
ไข้ ต้านเซลล์มะเร็งปอด [5,6] และมีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ [7] มีการใช้พืชชนิดนี้ในการรักษามะเร็งในกลุ่ม
แพทย์พื้นบ้านสูงถึง 52.2 % [4] โดยสารสกัดของหัว
ข้าวเย็นในช้ันเอทานอล เมื่อแยกสารบริสุทธิ์พบสาร 
sapogenin ที่เรียกว่า diosgenin ซึ่งมีฤทธิ์ความเป็น
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พิษต่อเซลล์มะเร็งปอด มะเร็งเต้านม และมะเร็งล้าไส้ 
[7] จากสรรพคุณดังกล่าว ท้าให้ความต้องการใช้พืช
ชนิดนี้ เพิ่มมากขึ้น จึงได้ ใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืชเพื่อเพิ่มจ้านวนยอดตามรายงานของอรอุมา 
[8] นอกจากนี้ยังได้มีรายงานใช้วิธีการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อผลิตสารทุติย-ภูมิจากต้นที่อยู่ในสภาพปลอด
เช้ือทดแทนการผลิตสารจากการเพาะปลูกในสภาพ
ธรรมชาติของพืชสมุนไพรหลายชนิด เช่น จอกหูหนู
ยั ก ษ์  ( Salvinia molesta D.S. Mitchel) แ ล ะ
ผักตบชวา (Eichornia crassipes C. Mart. Solms) 
[9 ]  มะขามป้อม (Phyllanthus emblica L.) [10] 
Dorystoechas hastate Boiss. & Heldr. [11] และ 
Dioscorea spp. [12] อรอุมา [8] รายงานว่ายอดหัว
ข้าวเย็นที่เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเช้ือนาน 8 สัปดาห์ 
มีปริมาณสาร diosgenin 3-O--L-rhamnopyrano-
syl (12)--D glucopyranoside (DBS1) ซึ่ งเป็น
สารที่สกัดแยกจาก diosgenin และอยู่ในกลุ่มของ   
ซาโปนิน (saponin) เท่ากับ 0.37 % (w/w) มีปริมาณ
สารประกอบฟี นอลิ กทั้ ง หมด  ( total phenolic 
compoud) และมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ DPPH เท่ากับ 
95.29 mg GAE/g dry extract และ 51.46 µg/ml 
ตามล้าดับ ซึ่งมีค่าน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับเหง้าแม่ที่
ปลูกในแปลงที่มีปริมาณ DBS1 3.27 % (w/w) สาร 
ประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 259.27  mg GAE/g dry 
extract และฤทธิ์ ต้ านอนุมูลอิสระ DPPH 11.42 
µg/ml 

การที่พืชที่พัฒนาจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
สามารถผลิตสารทุติยภูมิได้นั้น เนื่องจากเซลล์พืชมียีน
ครบถ้วน สามารถท้าให้ เกิดการเปลี่ยนแปลงใน
กระบวนการชีวสังเคราะห์ต่าง ๆ และสร้างสารทุติยภูมิ 
ได้เช่นเดียวกับพืชที่ปลูกในสภาพธรรมชาติ การผลิต
สารจึงสามารถท้าได้อย่างต่อเนื่อง [13,14] อย่างไรก็
ตาม กระบวนการผลิตสารทุติยภูมิมักมีปัญหาการให้

ปริมาณสารทุติยภูมิต่้ากว่าพืชที่ปลูกในสภาพธรรมชาติ 
ดังนั้นจึงได้มีการพัฒนาและปรับปรุงวิธีการต่าง ๆ ใน
การเพาะเลี้ยง เพื่อเพิ่มการผลิตสารทุติยภูมิ เช่น การ
คัดเลือกสายพันธ์ุที่ผลิตสารทุติยภมูิในปริมาณมาก การ
ควบคุมอาหารในการเพาะเลี้ยง การควบคุมสภาวะใน
การเพาะเลี้ยง และการเติมสารกระตุ้น ซึ่งการเติมสาร
กระตุ้นเป็นทางเลือกหนึ่งที่นิยมใช้ในการผลิตสารทุติย-
ภูมิด้วยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ [15] โดย jasmonic 
acid (JA) และ yeast extract (YE) เป็นสารกระตุ้นที่
นิยมใช้ และประสบความส้าเร็จในการเพิ่มปริมาณสาร
ทุติยภูมิโดยเฉพาะสารในกลุ่มซาโปนิน (saponin) ใน
พืชสมุนไพรหลายชนิด  เช่น Dioscorea membrane-
cea Pierre ex Prain & Burkill) [1 6 ]  Bacopa 
monnieri L. [17] และ Panax ginseng Meyer [18] 
ซึ่ง JA เป็นสารส้าคัญในระดับเซลล์ที่เกี่ ยวข้องกับ
พัฒนาการที่หลากหลายในพืช โดยกระตุ้นกลไกการ
ป้องกันตัวของพืชจากการท้าลายของจุลชีพ แมลง  
ต่าง ๆ รวมถึงความเครียดจากภายนอก ซึ่งเกี่ยวข้อง
กับการควบคุมในบางขั้นตอนของกระบวน การเกิดสาร
ทุติยภูมิ และ YE เป็นสารกระตุ้นการตอบสนองของพืช
โดยท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงเพื่อป้องกันการบุกรุก
ของเชื้อโรคในเซลล์พืช รวมไปถึงการสะสมสารทุติยภมูิ
ด้วย [15] อย่างไรก็ตาม ยังไม่มีการศึกษาการใช้ JA 
และ YE ในการเพิ่มปริมาณสารทุติยภูมิของหัวข้าวเย็น 
ดังนั้นในการทดลองนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผล
ของ JA และ YE ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อปริมาณสาร
ซาโปนินทั้งหมด ( total saponin) สารประกอบฟี
นอลิกทั้งหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของยอดหัว
ข้าวเย็นในสภาพปลอดเชื้อ 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
เพาะเลี้ยงยอดหัวข้าวเย็นในห้องเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อที่ควบคุมอุณหภูมิที่ 25±2 C ให้แสงเป็นเวลา 
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16 ช่ัวโมง/วัน ความเข้มแสง 3,000 lux ด้วยหลอดไฟ 
fluorescence ชนิด cool white โดยย้ายเลี้ยง (sub-
culture) ทุก ๆ 6-8 สัปดาห์ จนกระทั่งมียอดมาก
เพียงพอส้าหรับการทดลอง สูตรอาหารที่ใช้ในการ 
ศึกษาครั้ งนี้  คือ อาหารสูตร Murashige & Skoog 
(MS) ที่เติมผงถ่าน 0.01 % BA ความเข้มข้น 2 mg/l 
IAA ความเข้มข้น 0.1 mg/l น้้ามะพร้าว 20 % น้้าตาล
ความเข้มข้น 3 % และวุ้นความเข้มข้น 0.8 % โดย
เรียกอาหารสูตรดังกล่าวว่าสูตรอาหารพื้นฐาน ปรับค่า 
pH ของอาหารให้อยู่ในช่วง 5.6-5.8 ด้วย 1 N NaOH 
และนึ่งก้าจัดเช้ืออาหารเพาะเลี้ยงด้วยหม้อน่ึงความดัน
ที่ความดันไอน้้า 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
C เป็น เวลา 15 นาที  จากนั้นปล่อยให้อาหาร
เพาะเลี้ยงเย็นก่อนน้าไปใช้ในการทดลอง 

น้ายอดหัวข้าวเย็น ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร
พื้นฐาน นาน 6 สัปดาห์ มาตัดเป็นท่อน ๆ แต่ละท่อน
ยาวประมาณ 1 cm น้าช้ินส่วนดังกล่าวมาเพาะเลี้ยง
บนอาหารสูตรพื้นฐานที่เติม JA ความเข้มข้น 50, 100 
และ 150 µM หรือ YE ความเข้มข้น 2, 3 และ 4 g/l 
เปรียบเทียบกับอาหารที่ไม่เติมสารกระตุ้น เป็นเวลา 4 
สัปดาห์ วางแผนการทดลองแบบ CRD (completely 
randomized design) มี 7 สิ่งทดลอง แต่ละสิ่งทดลอง
มี 3 ซ้้า แต่ละซ้้ามีจ้านวนยอดมากพอที่จะให้น้้าหนัก
แห้ง 2 g เมื่อครบก้าหนดระยะเวลาในการได้รับสาร
กระตุ้น ช่ังน้้าหนักสดยอดที่พัฒนา จากนั้นน้ายอดมา
อบแห้งที่อุณหภูมิ 50 C นาน 48 ช่ัวโมง ช่ังน้้าหนัก
แห้งยอด รสกัดตัวอย่างแห้งตามวิธีของ Jaiarree [7] 
ด้วย ethanol ความเข้มข้น 95 % โดยใช้อัตราส่วนพืช
ต่อ ethanol 1 : 3 โดยปริมาตร สกัดซ้้า 3 ครั้ง แต่ละ
ครั้งสกัดนาน 3 วัน แล้วกรองด้วยกระดาษกรอง 
Whatman® เบอร์ 1 ขนาด 11 µm น้าสารสกัดที่ไดม้า
ร ะ เ หย ใน  hot air oven ที่ อุณหภู มิ  5 0  C เ ป็ น
เวลานาน 2-3 วัน จนกว่าสารสกัดตัวอย่างแห้งหรือมี

น้้าหนักคงที่ น้าสารสกัดดังกล่าวมาหาปริมาณสารซา
โปนินทั้งหมด สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ด้วยวิธีการดังนี ้

ปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด ดัดแปลงวิธีการ
วิเคราะห์จากวิธีของ Hiai [19] ละลายสารสกัด 1 mg 
ด้วยตัวท้าละลาย absolute methanol ปริมาตร 2 
ml  จากนั้นน้าไป sonicate เป็นเวลา 1 นาที เตรียม
ส า รละลาย  8  %  (w/v) vanillin ที่ ล ะ ล ายด้ วย 
absolute ethanol และ 72 % sulfuric acid (H2SO4) 
ปิเปตสารละลายตัวอย่าง ปริมาตร 0.25 ml Vanillin 
reagent (เตรียมใหม่ทุกครั้ง) ปริมาตร 0.25 ml และ 
72 % H2SO4 ปริมาตร 2.5 ml ลงในหลอดทดลอง 
น้าไปวางใน water bath ที่อุณหภูมิ 60 C เป็นเวลา 
10 นาที แล้วท้าให้เย็นลงที่อุณหภูมิห้อง วัดค่าการ
ดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความ
ยาวคลื่น 544 nm ใช้ diosgenin เป็นสารมาตรฐาน 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ดัดแปลง
วิธีการวิเคราะห์จากวิธีของ Folin และ Ciocalteu 
[20] โดยละลายสารสกัด 1 mg ด้วยตัวท้าละลาย 
absolute ethanol ปริ มาตร  1  ml จากนั้ นน้ า ไป 
sonicate เป็นเวลา 1 นาที ปิเปตสารละลายปริมาตร 
2 0  µl ใ ส่ ใ น ห ลุ ม  9 6 - well plate readers เ ติ ม
สารละลาย Folin-Ciocalteu’s reagent ที่เจือจาง 10 
เท่า ปริมาตร 100 µl และเติมสารละลาย 7.5 % w/v 
Na2CO3 ปริมาตร 80 µl ท้าซ้้า 4 หลุม microplate 
จากนั้นตั้งทิ้งไว้นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อครบ
ก้าหนดเวลาน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 760 nm ด้วยเครื่อง microplate reader โดยใช้ 
absolute ethanol ปริมาตร 20 µl ร่วมกับ Folin-
Ciocalteu’s reagent ปริมาตร 100 µl และ 7.5 % 
w/v Na2CO3  ป ริ ม า ต ร  8 0  µl เ ป็ น  blank ข อ ง
สารละลายตัวอย่าง ค้านวณหาปริมาณสารประกอบ  
ฟีนอลิกทั้งหมดในสารตัวอย่างเป็น mg ของ gallic 
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acid equivalents (GAE) ต่อสารสกัดช้ัน ethanol 1 
g (mg GAE/g dry extract) 

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ดัดแปลงวิธีการ
วิเคราะห์จากวิธีของ Yamazaki และคณะ (1994) ซึ่ง
อ้างโดย Jaiarree และคณะ [7] น้าสารสกัด มาละลาย
ด้วยตัวท้าละลาย absolute ethanol อัตราส่วน 1 
mg/ml จากนั้นน้าไป sonicate เป็นเวลา 1 นาที      
ปิเปตสารละลายตัวอย่างให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 
200, 100, 50 และ 25 µg/ml น้าสารละลายตัวอย่าง
ในแต่ละความเข้มข้นปริมาตร 100 µl ใส่ลงในหลุม 
96-well plate และเติมสารละลาย DPPH (2 ,2 -
diphenyl-1-picrylhydrazyl) ปริมาตร 100 µl ท้าซ้้า 
3 หลุม microplate ตั้งทิ้งไว้ในที่มืดนาน 30 นาที ที่
อุณหภูมิห้อง แล้วน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 520 nm ด้วยเครื่อง microplate reader 
โดยใช้สารละลายตัวอย่างความเข้มข้นต่าง ๆ ปริมาตร 
100 µl และเติม absolute ethanol ปริมาตร 100 µl 
เป็น blank ของสารละลายตัวอย่าง ใช้ absolute 
ethanol ปริมาตร 100 µl ร่วมกับสารละลาย DPPH 
ปริมาตร 100 µl เป็น control ค้านวณหาเปอร์เซ็นต์
การยับยั้งอนุมูล DPPH จากสมการ % inhibition = 
(OD control - OD sample) / (OD control) x 100 
เมื่อ OD control = ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม 
และ OD sample = ค่าการดูดกลืนแสงของชุดทดสอบ 
จ ากนั้ นน้ า ค่ า ที่ ไ ด้ ม าค้ า นวณหาค่ า  EC50  ( ค่ า
ความสามารถของสารสกัดที่สามารถยับยั้งอนุมูล 
DPPH ได้ที่ 50 %) 
 

3. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
3.1 น้ าหนักสดและแห้งของยอด 

จากการทดลองแล้ว พบว่ายอดหัวข้าวเย็นที ่
พัฒนาบนอาหารสูตรพื้นฐานท่ีเติม JA ความเข้มข้น 50 
100 และ 150 µM และ YE ความเข้มข้น 2, 3 และ 4 

g/l เปรียบเทียบกับยอดที่พัฒนาบนอาหารสูตรพื้นฐาน
ที่ไม่เติมสารกระตุ้น เป็นเวลา 4 สัปดาห์ มีน้้าหนักสด
และแห้งของยอดแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญยิ่ งทาง
สถิติ  (รูปที่ 1 และ 2) โดยยอดที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร
สูตรพื้นฐานท่ีเติม JA ความเข้มข้น 50 และ 100 µM มี
น้้าหนักสดและแห้งยอดสูงสุดเท่ากับ 48.43±1.62 และ 
49.01±2.25 mg และ 8.14±0.45 และ 8.36±0.36 
mg ตามล้าดับ ซึ่งมีน้้าหนักสดและแห้งยอดมากกว่าสิ่ง
ทดลองควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญ แต่น้้าหนักสดและแห้ง
ของยอดลดลงอย่างมีนัยส้าคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเพาะ 
เลี้ยงยอดบนอาหารสูตรพื้นฐานที่มี JA ความเข้มข้น
สูงขึ้น (150 µM) แสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของสาร
กระตุ้นที่สูงไปมีผลต่อการเจริญเติบโตของยอดในการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคล้องกับ 
Yu และคณะ [21] ทีร่ายงานว่าเมื่อเพาะเลี้ยงรากพิเศษ
ของ P. ginseng ด้วยอาหารที่มี JA ความเข้มข้น 0-10 
mg/l น้้าหนักสด และแห้งของรากลดลงเมื่อความ
เข้มข้นของ JA เพิ่มขึ้น โดยน้้าหนักสดและแห้งมีค่า
น้อยเมื่อเติม JA ความเข้มข้น 10 mg/l (4.67±0.09 
และ 0.41±0.01 g ตามล้าดับ) ในขณะที่รากของสิ่ง
ทดลองควบคุมมีน้้าหนักสดและแห้งเท่ากับ 16.15± 
0.03 และ 1.47±0.07 g ตามล้าดับ ส่วนอาหารสูตร
พื้นฐานที่เติม YE ทุกความเข้มข้น พบว่ายอดของหัว
ข้าวเย็นมีน้้าหนักสดและแห้งน้อยกว่าสิ่งทดลองควบคุม 
และยอดที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรพื้นฐานที่เติม JA 
ทุกความเข้มข้นอย่างมีนัยส้าคัญยิ่งทางสถิติ แสดงให้
เห็นว่า YE ส่งผลเสียต่อการเจริญเติบโตของยอดหัวข้าว
เย็น โดย YE อาจมีผลต่อการดูดและการสะสมน้้าใน
เซลล์ของพืช Chong และคณะ [22] และ Yu และคณะ 
[21] กล่าวว่าการที่น้้าหนักยอดหรือเซลล์ลดลงอาจ
เนื่องมาจากสารกระตุ้นบางชนิดมีผลท้าให้กระบวนการ
เมตาบอลิซึมสารประกอบปฐมภูมิลดลง ในขณะที่
กระบวนการเมตาบอลิซึมของสารทุติยภูมิเกิดการ
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เปลี่ยนแปลงกะทันหัน ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคล้องกับ
การเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยของ Salvia miltiorrhi-
za Bunge ที่กระตุ้นด้วย YE ความเข้มข้นต่าง ๆ เป็น

เวลา 16 วัน พบว่า YE ทุกความเข้มข้นท้าให้น้้าหนัก
เซลล์แขวนลอยลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับสิ่งทดลอง
ควบคุม [23] 

 

 
 

รูปที่ 1 น้้าหนักสดของยอดหัวข้าวเย็นเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม JA ความเข้มข้น 50, 100, 150 µM และ 
YE ความเข้มข้น 2, 3, 4 g/l เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

 

 
 

รูปที่ 2 น้้าหนักแห้งของยอดหัวข้าวเย็นเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม JA ความเข้มข้น 50, 100, 150 µM และ 
YE ความเข้มข้น 2, 3, 4 g/l เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

 
3.2 ปริมาณสารซาโปนินทั้งหมด 

ปริมาณสารซาโปนินทั้งหมดสูงสุดเมื่อยอด
พัฒนาบนอาหารสูตรพื้นฐานที่เติม YE ความเข้มข้น 3 
และ 4 g/l มีค่าเท่ากับ 1254.76±72.06 และ 1182.86 
±56.45 µg diosgenin/g dry extract ตามล้าดับ ซึ่ง

มีค่าสูงกว่าปริมาณซาโปนินทั้งหมดของสิ่งทดลอง
ควบคุมเท่ากับ 1.99 และ 1.87 เท่า ตามล้าดับ (รูปที่ 
3) แต่ยอดที่พัฒนาบนอาหารสูตรพื้นฐานที่มี YE ความ
เข้มข้น 2 g/l มีปริมาณสารซาโปนินทั้งหมดลดลง
เท่ากับ 612.38±6.25 µg diosgenin/g dry extract 
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ซึ่งไม่แตกต่างกันทางสถิติกับปริมาณซาโปนินทั้งหมดที่
ได้จากยอดของสิ่งทดลองควบคุม และยอดที่พัฒนาบน
อาหารสูตรพื้นฐานที่เติม JA ความเข้มข้น 150 µM 
(631.43±54.29 และ 545.71±67.99 µg diosgenin/g 
dry extract ตามล้าดับ) ส่วนยอดที่พัฒนาบนอาหาร
สูตรพื้นฐานที่เติม JA ความเข้มข้น 50 และ 100 µM 
พบว่า ปริมาณซาโปนินทั้งหมดเพิ่มขึ้นและแตกต่าง
อย่างมีนัยส้าคัญยิ่งทางสถิติกับปริมาณซาโปนินทั้งหมด
ของสิ่งทดลองควบคุม โดยมีค่าเท่ากับ 1016.19± 
90.72 แ ล ะ  952.38±49.33 µg diosgenin/g dry 
extract ตามล้าดับ ซึ่งสูงกว่าปริมาณซาโปนินทั้งหมด
ของสิ่งทดลองควบคุม 1.61 และ 1.51 เท่า จากการ
ทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า YE มีประสิทธิภาพในการ
กระตุ้นให้ยอดของหัวข้าวเย็นสร้างปริมาณสารซา
โปนินทั้งหมดได้ดีกว่า JA โดย YE ที่ความเข้มข้น 3 
และ 4 g/l มีประสิทธิภาพดีที่สุด ซึ่งจากผลการทดลอง
นี้สนับสนุน วราภรณ์ [15] ที่กล่าวไว้ว่าสารกระตุ้นแต่
ละชนิดจะมีผลท้าให้การสร้างสารทุติยภูมิเพิ่มขึ้น การ
ตอบสนองของพืชจะแตกต่างกันไปขึ้นกับชนิดของสาร
กระตุ้น โดยประสิทธิภาพของสารกระตุ้นขึ้นอยู่กับ
ความเข้มข้นของสารกระตุ้นที่ใช้ โดยมีพืชหลายชนิดที่
รายงานว่า YE สามารถกระตุ้นให้เซลล์หรือช้ินส่วนพืช
ในสภาพปลอดเชื้อสร้างสารทุติยภูมเิพิ่มขึ้นได้ เช่น การ
เพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยของ Panex ginseng ใน
อาหารที่เติม YE ความเข้มข้น 0.5-3 g/l เป็นเวลา 0, 
5, 10 และ 15 วัน พบว่าเซลล์มีปริมาณซาโปนินสงูกว่า
ในสิ่งทดลองควบคุม และสูงสุดเมื่อเติม  YE ความ
เข้มข้น 3 g/l ซึ่งสูงถึง 20 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับสิ่ง
ทดลองควบคุม แต่การเจริญเติบโตของเซลล์ลดลงเมื่อ
เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 5-15 วัน [18] หรือใน Kamon-
wannasit และคณะ [17] ศึกษาการเพาะเลี้ยงยอด
ของ B. monnieri และ กระตุ้นด้วย YE ความเข้มข้น 
2 mg/ml พบว่า สามารถเพิ่มปริมาณสาร pseudo-

jujubogenin glycosides เท่ากับ 40.05±2.37 mg/g 
น้้าหนักแห้ง ซึ่งสูงถึง 6 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับสิ่ง
ทดลองควบคุม หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 7 วัน ส่วน 
Hasanloo และคณะ [4] เพาะเลี้ยงเซลล์รากขนของ 
Silybum marianum L. พบว่า สามารถเพิ่มการสะสม
สาร silymarin ได้สูงสุด เท่ากับ 0.476 mg/g น้้าหนัก
แห้ง เมื่อเปรียบเทียบกับสิ่งทดลองควบคุม หลังจาก
กระตุ้นด้วย YE ความเข้มข้น 2.5 mg/ml เป็นเวลา 72 
ช่ัวโมง การที่ YE สามารถระตุ้นให้เซลล์หรือช้ินส่วนพืช
สร้างและสะสมสารทุติยภูมิได้มากข้ึนนั้น อาจเนื่องจาก 
YE จะกระตุ้นให้พืชมีความต้านทานเพิ่มขึ้นเพื่อป้องกัน
ตนเองจากโรคพืช ความต้านทานของพืชนี้เกิดจากการ
เหนี่ยวน้าให้สร้างสารบางชนิด โดยโมเลกุลของพืชที่ท้า
หน้าที่เป็นตัวตอบสนองการกระตุ้น (PRR, pattern 
recognition receptor) สามารถตรวจจับโมเลกุลจาก
เ ช้ือสาเหตุโรคพืช (PAMP, pathogen-associated 
molecular pattern) เ ช่ น  โ ป รตี นแฟลก เจลลิ น 
(flagellin) องค์ประกอบของผนังเซลล์ของแบคทีเรีย 
( lipopolysaccharide) หรือองค์ประกอบของผนัง
เซลล์รา (chitin) [25] ท้าให้เกิดการตอบสนองในแบบ
ต่างๆ ทั้งการป้องกันพืชและการก้าจัดเช้ือสาเหตุ โดย
พืชจะสังเคราะห์สารบางชนิดให้มีปริมาณเพิ่มขึ้นและ
เพียงพอที่จะก้าจัดเช้ือสาเหตุได้ [26] เช่น สังเคราะห์
สารไฟโตอเล็กซิน (phytoalexin) ที่เป็นสารประกอบ
ในกลุ่มฟีนอลิก เทอร์ปีนอยด์ และอาลิพาติกส์ที่มี
สมบัติเป็นพิษต่อจุลินทรีย์ [27] ดังนั้นจากการทดลองนี้ 
YE ความเข้มข้น 3 และ 4 g/l สามารถกระตุ้นให้ยอด
หัวข้าวเย็นมีปริมาณสารซาโปนินทั้งหมดสูงขึ้นได้ 

3.3 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดและ
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (EC50) 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงสุด
เมื่อยอดพัฒนาบนอาหารสูตรพื้นฐานที่เติม JA ความ
เข้มข้น 50 และ 100 µM โดยมีค่าเท่ากับ 79.64±3.42
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รูปที่ 3 ปริมาณสารซาโปนินทั้งหมดของยอดหัวข้าวเย็น เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม JA ความเข้มข้น 50, 
100, 150 µM และ YE ความเข้มข้น 2, 3, 4 g/l เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

 
และ 80.66±3.59 mg GAE/g dry extract ตามล้าดับ 
(รูปที่ 4) ซึ่งไม่แตกต่างกันทางสถิติกับปริมาณสาร
ดังกล่าวของยอดที่พัฒนาบนอาหารสูตรพื้นฐานที่ไม่
เติมสารกระตุ้น และอาหารสูตรพื้นฐานท่ีเติม YE ความ
เข้มข้น 4 g/l (78.21±3.06 และ 74.01±2.43 mg 
GAE/g dry extract ตามล้าดับ) แต่ยอดที่พัฒนาบน
อาหารสูตรพื้นฐานที่เติม JA ความเข้มข้น 150 µM 
พบว่า มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดลดลงและ
น้อยกว่าอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับปริมาณดังกล่าว
ของสิ่งทดลองควบคุม จากการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า 
JA ความเข้มข้นสูงส่งผลให้ปริมาณสารประกอบ        
ฟีนอลิกทั้งหมดลดลง ส่วนฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH 
พบว่ามีฤทธิ์ดีที่สุดเมื่อยอดพัฒนาบนอาหารสูตร
พื้นฐานท่ีเติม JA ความเข้มข้น 50 และ 100 µM โดยมี
ค่า EC50 เท่ากับ 17.94±0.46 และ 18.98±0.44 
µg/ml ตามล้าดับ (รูปที่ 5) ซึ่งให้ความแตกต่างอย่างมี
นัยส้าคัญยิ่งทางสถิติกับค่า EC50 ของยอดที่พัฒนาบน
อาหารสูตรพื้นฐานที่ไม่เติมสารกระตุ้น และเติม JA 
ความเข้มข้น 150 µM และ YE ทุกความเข้มข้น จาก
ผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า JA ความเข้มข้น 50 
และ 100 µM สามารถกระตุ้นยอดหัวข้าวเย็นที่พัฒนา

สร้างสารประกอบฟีนอลิก และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ที่ดีขึ้น สอดคล้องกับการทดลองของ Rungruang และ
คณะ [28] ที่กระตุ้นเซลล์แขวนลอยของถั่วเหลืองด้วย
เมทิลจัสโมเนท (MeJA) ซึ่งเป็นสารกระตุ้นในกลุ่ม
เดียวกันกับ JA ความเข้มข้น 0, 50, 100, 150 และ 
200 µM พบว่า MeJA ความเข้มข้น 50 µM สามารถ
เพิ่มปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระได้สูงสุด เท่ากับ 81.16 mg GAE/100gDW และ 
86.11 µg TE/100 gDW ตามล้าดับ โดยทุกความ
เข้มข้นยับยั้ งการเจริญเติบโต แต่มีปริมาณสาร 
ประกอบฟีนอลิกและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH เพิ่ม
สูงขึ้น และมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกภายในเซลล์
สูงกว่าในอาหารเพาะเลี้ยง อย่างไรก็ตาม จากการ 
ศึกษาของ Jirakiattikul และคณะ [16] ได้เพาะเลี้ยง
ยอดของ  D. membranacea ซึ่ ง เ ป็ นพื ช ใน สกุ ล 
(genus) และหมู่ (section) เดียวกันกับหัวข้าวเย็นที่
ศึกษาในครั้งนี้บนอาหารที่เติม JA ความเข้มข้น 100, 
250, 500 µM เป็นเวลา 3 สัปดาห์ พบว่าปริมาณสาร 
ประกอบฟีนอลิกทั้งหมดและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระไม่มี
ความแตกต่างกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับสิ่ ง
ทดลองควบคุม 
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รูปที่ 4 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดของยอดหัวข้าวเยน็ เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เตมิ JA ความเข้มขน้ 
50, 100, 150 µM และ YE ความเข้มข้น 2, 3, 4 g/l เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

 

 
 

รูปที่ 5 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (EC50) ของยอดหัวข้าวเย็น เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม JA ความเข้มข้น 
50, 100, 150 µM และ YE ความเข้มข้น 2, 3, 4 g/l เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

 
จากการทดลองยังพบว่าการเติม YE ลงใน

อาหารเพาะเลี้ยงยอดหัวข้าวเย็นที่พัฒนามีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ลดน้อยลงกว่าในสิ่งทดลองควบคุม ทั้งนี้อาจเนื่องจาก 
YE ไม่มีผลต่อการสร้างและสะสมสารประกอบฟีนอลิก 
ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคล้องกับ Lim และคณะ [29] 
ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ของ Orthosiphon stamineus 
Benth. โดยใช้สารกระตุ้นทั้งหมด 5 ชนิด คือ NaCl, 
sucrose, casein hydrolysate, YE แ ล ะ  chitosan 

พบว่า NaCl, casein hydrolysate และ YE ไม่สามารถ
เพิ่มปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดได้ นอกจากนี้ 
Hasanloo และคณะ [24] เพาะเลี้ยงเซลล์รากขนของ 
milk thistle บนอาหารสูตร  MS ที่ เติม  YE ความ
เข้มข้น 2.5 mg/50 ml เป็น เวลา 72-120 ช่ัวโมง 
พบว่าค่า IC50 ของสิ่งทดลองควบคุมดีกว่าในสูตร
อาหารที่เติม YE ทั้งนี้การตอบสนองของพืชจะขึ้นอยู่
กับชนิดและความเข้มข้นของสารกระตุ้นรวมถึ ง
ระยะเวลาในการได้รับสารด้วย [15] ดังนั้นจากการ
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ทดลองนี้จึงกล่าวได้ว่า YE สามารถกระตุ้นสารทุติยภูมิ
ในกลุ่มไตรเทอร์ปีนอยด์ซาโปนินได้ ส่วน JA สามารถ
กระตุ้นการสร้างสารในกลุ่มฟีนอลิก แต่เนื่องจากสาร
ซาโปนินทั้งหมดเป็นสารทุติยภูมิที่ส้าคัญของหัวข้าว
เย็น จึงควรให้ยอดพัฒนาบนอาหารสูตรพื้นฐานที่เติม 
YE ความเข้มข้น 3 g/l ซึ่งสามารถกระตุ้นให้ยอดสร้าง
และสะสมสารซาโปนินทั้งหมดเพิ่มขึ้นได้ 
 

4. สรุปผล 
4.1 ยอดหัวข้าวเย็นที่พัฒนาบนอาหารเพาะ 

เลี้ยงที่ เติม YE ความเข้มข้น 3 g/l มีปริมาณสาร       
ซาโปนินทั้งหมดสูงสุดเท่ากับ 1254.76±72.06 µg 
diosgenin/g dry extract ซึ่ งมากกว่าปริมาณสาร
ดังกล่าวของสิ่งทดลองควบคุม 2 เท่า 

4.2 ยอดที่พัฒนาบนอาหารเพาะเลี้ยงที่เติม JA 
ความเข้มข้น 50-100 µM มีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด
สูงสุด (78.21±3.06 ถึง 80.66±3.59 mg GAE/g dry 
extract) แต่ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติกับปริมาณ
สารดังกล่าวของสิ่งทดลองควบคุม 

4.3 ยอดที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่มี JA ความ
เข้มข้น 50-100 µM มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ดี 
และแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญยิ่งทางสถิติกับสิ่งทดลอง
อื่น (18.98±0.44 ถึง 17.94±0.46 µg/ml) 
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