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บทคัดย่อ 

  
การเพิ่มผลผลิตสารกลุ่มสตีลบินในรากลอยถั่ วลิสงเพาะเลีย้งจ าเป็นต้องอาศัย

กระบวนการกระตุน้ดว้ยตัวกระตุน้ที่เหมาะสมเพื่อเหนี่ยวน าให้มีการผลิตสารในปริมาณมาก  
งานวิจยันีไ้ดท้  าการศกึษาตวักระตุน้ที่เหมาะสมในการกระตุน้รากลอยถั่วลิสงสายพนัธุก์าฬสินธุ์ 2 
ที่แตกต่างกนั ไดแ้ก่ 1) ไคโตซาน (CHT) 2) เมทิลจสัโมเนต (MeJA) รว่มกบั ไซโคลเดกซท์รนิ (CD) 
(MeJA+CD) 3) CHT_(MeJA+CD) 4) (MeJA+CD)_CHT แ ล ะ  5) CHT+MeJA+CD ผ ล
การศึกษาพบว่า สารสกัดจากอาหารเพาะเลี ้ยงรากลอยที่ ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น  
CHT+MeJA+CD ที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง มีปริมาณสารกลุ่มสตีลบินท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพสงูท่ีสุด 
จากผลการศกึษาดงักล่าวไดท้ าการศกึษากลไกการตอบสนองต่าง  ๆ ต่อสภาวะเครียดออกซิเดชั่น
ในระบบขวดเขย่า พบว่าสารสกดัจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยที่ไดร้บัการกระตุน้ที่ระยะเวลา  72 
ชั่ ว โมง  มี ฤท ธ์ิต้านอนุมูล อิสระ ท่ีตรวจสอบด้วยวิ ธี  ABTS และ  FRAP สูงที่ สุด  เท่ ากับ 
506.33±28.43 ไมโครโมล Trolox ต่อกรัมน ้าหนักแห้ง และ 60.38±33.48 มิลลิกรัม ascorbic 
acid ต่อกรมัน า้หนกัแหง้ ตามล าดบั นอกจากนีย้งัพบฤทธ์ิก าจดัอนมุลู hydrogen peroxide สงู มี
ค่า IC50 เท่ากบั 76.67±2.89 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และพบปรมิาณสารประกอบฟิโนลิกทัง้หมด
สูงที่สุด  เท่ากับ  42.51±9.96 มิลลิกรัม  gallic acid ต่อกรัมน ้าหนักแห้ง  เม่ือตรวจสอบการ
แสดงออกของยีนดว้ยวิธี real-time PCR พบว่าเนือ้เยื่อรากลอยที่ไดร้บัการกระตุน้ที่ระยะเวลา 24 
ชั่วโมง มีการแสดงออกของกลุ่มยีนที่เก่ียวขอ้งกับกระบวนการสังเคราะหส์ารทุติยภูมิ  กลุ่มยีน
เอนไซมต์า้นอนุมูลอิสระ และกลุ่มยีนที่เก่ียวขอ้งกับการสงัเคราะหโ์ปรตีนตา้นทานโรคในพืชสูง
ที่สุด โดยการแสดงออกของยีนทุกกลุ่มจะลดลงเม่ือระยะเวลาการกระตุน้เพิ่มมากขึน้  ผลการ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตสารกลุ่มสตีลบินที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง ในระบบขวดเขย่าและ
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ระบบเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ  พบว่า ปริมาณสารกลุ่มสตีลบิน  ได้แก่ trans-resveratrol, trans-
arachidin-1 และ trans-arachidin-3 ในระบบเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ มีค่านอ้ยกว่าในระบบขวด
เขย่าคิดเป็น 0.62, 0.25 และ 0.44 เท่า ตามล าดบั ผลการศึกษาดงักล่าวสามารถสรุปไดว้่า การ
กระตุ้นรากลอยถั่ วลิสงเพาะเลี ้ยงด้วยตัวกระตุ้น  CHT+MeJA+CD พรอ้มกัน  สามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการผลิตสารกลุ่มสตีลบินท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมลูอิสระไดใ้นปริมาณสูงและสามารถ
เหนี่ยวน าใหร้ากลอยถั่วลิสงเกิดการตอบสนองต่อตวักระตุน้ที่ไดร้บัดว้ยกลไกป้องกนัตนเองทัง้ใน
ระบบเอนไซมแ์ละไม่ใชเ้อนไซมไ์ดอ้ย่างรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ  ซึ่งสามารถน าผลการศึกษา
ดังกล่าวไปประยุกต์ใช้ในการผลิตสารกลุ่มสตีลบินท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีส าคัญในระดับ
อตุสาหกรรมทางการเกษตร เภสชักรรม และการแพทยต์่อไป 
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ABSTRACT 

  
Enhancement of stilbene compound production in peanut hairy root culture 

requires an elicitation process with suitable elicitor to induce a high yield of these 
compound production. This research focus on the study of the suitable elicitor for 
Kalasin 2 peanut hairy root culture. The hairy roots were treated with different elicitors as 
following; 1) CHT alone (CHT), 2) combination of MeJA and CD (MeJA+CD), 3) CHT 
followed by a combination of MeJA and CD (CHT_(MeJA+CD)), 4) combination of MeJA 
and CD followed by CHT ((MeJA+CD)_CHT) and 5) combination of CHT, MeJA and CD 
(CHT+MeJA+CD). The peanut hairy root culture medium crude extract elicited with 
CHT+MeJA+CD for 72h resulted in the highest amount of stilbene compound with the 
highest biological activity. The various oxidative stress defense mechanisms in shake 
flask were subsequently studied. The result showed that the culture medium crude 
extract elicited with CHT+MeJA+CD for 72h exhibited the highest antioxidant capacity 
measured by ABTS and FRAP with the value of 506.33±28.43 µmol Trolox/g dry weight 
and 60.38±33.48 mg ascorbic acid/g dry weight, respectively. In addition, the highest 
hydrogen peroxide scavenging activity with IC50 value of 76.67±2.89 ug/ml and the 
highest amount of total phenolic compound with 42.51±9.96 mg gallic acid/g dry weight 
were detected. The gene expression result using real-time PCR method demonstrated 
that peanut hairy root tissue elicited with CHT+MeJA+CD for 24h exhibited the highest 
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expression level of secondary metabolite biosynthesis genes, antioxidant enzyme 
genes, and pathogenesis-related protein genes. All gene expression levels were 
decreased upon the elicitation time. The efficiency of stilbene compound production at 
72h in the shake flask and bioreactor was compared and the result indicated that the 
amount of stilbene compounds such as trans-resveratrol, trans-arachidin-1, and trans-
archidin-3 produced in the bioreactor was less than the shake flask with 0.62, 0.25 and 
0.44 fold, respectively. This result can be concluded that the elicitation of peanut hairy 
root culture with simultaneous CHT+MeJA+CD could enhance the production of stilbene 
compound with high antioxidant activity and effectively induced enzymatic and non-
enzymatic defense response in peanut hairy root culture. Thus, the result from this study 
can be applied for bioactive stilbene compound production in the agricultural industry, 
pharmaceutical, and medical application. 
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ประกาศคุณูปการ 
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ทั้งให้ค าแนะน าตลอดระยะเวลาในการท าวิทยานิพนธ์ฉบับนี ้  และขอกราบขอบพระคุณ
คณะกรรมการวิทยานิพนธ ์อนัประกอบไปดว้ย ผูช้่วยศาสตราจารย ์ดร.อนพุนัธ ์กงบงัเกิด กรรมการที่
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ขอบพระคณุ ศาสตราจารย ์ดร.วราภรณ ์ภูตะลนุ ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ ที่ไดก้รุณาให้
ค าแนะน าตลอดจนแกไ้ขขอ้บกพรอ่งของวิทยานิพนธด์ว้ยความเอาใจใส่ จนท าใหว้ิทยานิพนธฉ์บบันี ้
ส  าเรจ็ลลุว่งไดอ้ย่างสมบรูณแ์ละทรงคณุค่า 

ขอขอบพระคุณ  ส านักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร  (องค์การมหาชน ) ที่ ได้มอบ
ทุนอุดหนุนโครงการทุนวิจัยบัณฑิตศึกษาด้านการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร  ประจ าปี
งบประมาณ 2563 จงึท าใหง้านวิจยันีส้  าเรจ็ลลุว่งไปไดด้ว้ยดี 

เหนือสิ่งอิ่นใดขอกราบขอบพระคณุ ครอบครวั ฉายจรุง ประกอบไปดว้ย บิดา มารดา และ
พี่สาว ของผูว้ิจยัที่ใหก้ าลงัใจและการสนบัสนนุในทกุ ๆ ดา้นอย่างดีที่สดุตลอดจนส าเรจ็การศกึษา 

คุณค่าและคุณประโยชนอ์นัพึงจะมีจากวิทยานิพนธฉ์บบันี ้ ผูว้ิจยัขอมอบและอุทิศแด่ผูมี้
พระคณุทกุ ๆ ท่าน ผูว้ิจยัหวงัเป็นอย่างยิ่งวา่ งานวิจยันีจ้ะเป็นประโยชนต์่อการน าไปต่อยอดการเพิ่ม
ผลผลิตสารกลุ่มสตีลบินท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพในปริมาณสูงและสามารถน าไปใชป้ระโยชนท์างดา้น
อุตสาหกรรม การแพทย  ์และเภสัชกรรม และสามารถศึกษาต่อยอดกลไกการป้องกันตนเองและ
ตอบสนองต่อสภาวะเครียดต่าง ๆ ของพืชในเชิงลกึไดต้่อไป 
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บทที ่ 1 
 

บทน า 
 
ความเป็นมาของปัญหา 

สารกลุม่สตีลบินเป็นสารทตุิยภมูิกลุม่โพลีฟิโนลิก ซึง่มีโครงสรา้งทางเคมีประกอบดว้ยวง
แหวนอะโรมาติกและจดัเป็นสารไฟโตอเลก็ซิน เนื่องจากพืชสรา้งขึน้เพื่อปอ้งกนัเชือ้โรค แมลง หรือ
ปอ้งกนัความเครียดที่เกิดขึน้ ตวัอย่างการสรา้งสาร trans-resveratrol พบไดม้ากในพืชตระกลูองุ่น 
ตระกูลเบอรร์ี่ และถั่วลิสง (Medina-Bolivar et al., 2007) นอกจากนีย้งัสามารถพบสารสตีลบิน
กลุ่มอื่น ๆ ไดแ้ก่ trans-arachidin-1 และ trans-arachidin-3 ซึ่งเป็นสารส าคญัพบไดเ้ฉพาะในถั่ว
ลิสงเท่านัน้ และมีรายงานการศกึษาพบวา่สารกลุม่สตีลบินมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีส าคญั อาทิ ฤทธ์ิใน
การต้านอนุมูลอิสระ ต้านมะเร็ง ต้านการอักเสบ ช่วยชะลอความชรา (Chang et al., 2006; 
Huang et al., 2010; Sales & Resurreccion, 2014; Garcia et al., 2016) 

จากรายงานการศึกษาก่อนหนา้ พบว่า ถั่วลิสงสายพันธุ์กาฬสินธุ์ 2 ที่เพาะใหง้อกใน
ระยะเวลาต่าง ๆ กัน จะมีการสะสมของสารทุติยภูมิในกลุ่มสตีลบิน ซึ่งมีคุณสมบัติในการตา้น
อนมุลูอิสระ ตา้นการอกัเสบ และมีสารในกลุม่โพลีฟิโนลิกปรมิาณสงู (Limmongkon et al., 2018) 
จงึไดมี้การประยกุตเ์ทคโนโลยีทางชีวภาพดา้นการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ ไดแ้ก่ การเพาะเลีย้งรากลอย 
(hairy root culture) ซึ่งเป็นกระบวนการที่มีศักยภาพสูงในการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตสาร 
ทตุิยภูมิที่พืชสรา้งขึน้เพื่อปกป้องตนเองจากการบุกรุกหรือท าลายจากแมลง เชือ้โรค และสารเคมี 
โดยรากลอยมีความสามารถในการเจริญเติบโตไดอ้ย่างรวดเรว็ในสภาวะที่ไม่มีฮอรโ์มน มีความ
เสถียรทางพนัธุกรรมสงู และสามารถเป็นเนือ้เยื่อตัง้ตน้ในการผลิตสารทุติยภูมิไดใ้นปริมาณมาก 
(Giri & Narasu, 2000) และไดมี้รายงานการศกึษา พบว่า รากลอยถั่วลิสงเพาะเลีย้งสามารถผลิต
สาร trans-resveratrol และสารกลุ่มสตีลบินทั้ง  trans-arachidin-1 และ trans-arachidin-3  
ได ้(Abbott et al., 2010; Condori et al., 2010) 

โดยปกติเม่ือพืชไดร้บัการกระตุน้จากปัจจัยรวมถึงสภาวะต่าง ๆ ไดแ้ก่ ความแหง้แลง้ 
โลหะหนัก อุณหภูมิ สารเคมี แมลง เชือ้โรค จะส่งผลใหพ้ืชเกิดสภาวะเครียด (oxidative stress) 
และมีผลกระตุน้กลไกในการตอบสนองของพืชเพื่อวตัถปุระสงคใ์นการปกปอ้งตวัเอง ไดแ้ก่ กลไกที่
ใ ช้ เอ น ไซ ม์  เช่ น  superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase 
(APX) หรือ glutathione peroxidase (GPX) และกลไกที่ไม่ใชเ้อนไซม ์เช่น ไฟโตอเล็กซิน (โพลีฟิ
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โนลิก ฟลาโวนอยด์) โปรตีนที่ตอบสนองต่อเชือ้โรค (PR protein) วิตามินซี วิตามินอี (Gill & 
Tuteja, 2010) ซึ่งในปัจจบุนัมีการประยกุตใ์ชต้วักระตุน้เพื่อกระตุน้รากลอยถั่วลิสงเพาะเลีย้งใหมี้
การสรา้งสารทุติยภูมิในปริมาณมาก จากรายงานการศึกษาของ Yang และคณะ (2015) พบว่า
ตวักระตุน้เมทิลจสัโมเนต (MeJA) รว่มกบั ไซโคลเดกซท์รนิ (CD) สามารถกระตุน้รากลอยถั่วลิสง
เพาะเลีย้งใหส้รา้งสารกลุ่มสตีลบินในปริมาณมาก โดย MeJA เป็นตัวกระตุน้การส่งสัญญาณ 
(signal transduction) ภายในเซลลข์องพืช ส่วน CD มีโครงสรา้งคลา้ยผนงัเซลลข์องเชือ้ราและมี
ความสามารถในการปกป้องสารทุติยภูมิที่พืชสรา้งขึน้ได ้นอกจากนีง้านวิจยัที่มีการใชแ้คดเมียม 
(Cd) เป็นตัวกระตุ้นร่วมกับ MeJA และ CD (Pilaisangsuree et al., 2020) และงานวิจัยของ 
Somboon และคณะ (2019) ที่มีการใชพ้าราควอต (PQ) เป็นตัวกระตุน้ร่วมกับ MeJA และ CD 
พบว่า รากลอยที่ไดร้บัการกระตุน้จากตวักระตุน้ Cd รว่มกบั MeJA และ CD และตวักระตุน้ PQ 
รว่มกบั MeJA และ CD สามารถสรา้งสารในกลุม่สตีลบินในปรมิาณมากกวา่ตวักระตุน้รว่ม MeJA 
และ CD  เพียงอย่างเดียว อย่างไรก็ตาม Cd เป็นโลหะหนกัที่เป็นพิษ และ PQ เป็นสารเคมีปราบ
วัชพืช ซึ่งสามารถกระตุน้ใหเ้กิดอนุมูลอิสระภายในเซลลแ์ละอาจจะมีผลต่อการน าสารสกัดไป
ประยุกตใ์ชไ้ด ้ดังนั้นในการศึกษานีจ้ะท าการศึกษาตัวกระตุน้ไคโตซาน (CHT) ซึ่งเป็นสารพอลิ
เมอรท์ี่ ได้จากธรรมชาติ  พบได้ในเปลือกของสัตว์ เช่น กุ้ง แมลง รวมทั้งผนังของเซลล์รา  
เป็นสารชีวภาพที่มีความปลอดภัย ไม่เป็นพิษต่อสิ่งแวดลอ้มและราคาไม่แพง เหมาะสมในการ
น ามาใช้เป็นตัวกระตุ้นได้ และจากตัวอย่างการศึกษาการใช้ CHT กระตุ้นรากลอยของ  
Artemisia annua L. ในการผลิตสาร artermisinin พบว่า  สามารถผลิตสารได้เพิ่ มสูงขึ ้น  
เม่ือเปรียบเทียบกบัรากลอยที่ไม่ไดร้บัการกระตุน้ (Putalun et al., 2007) 

นอกจากนีใ้นระดับอุตสาหกรรม การเพิ่มปริมาณสารทุติยภูมิจากเนือ้เยื่อรากลอย
จ าเป็นตอ้งมีการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อรากลอยใหไ้ดจ้  านวนมาก เพื่อใหร้ากลอยสามารถผลิตสารใน
ปริมาณมากตามที่ตอ้งการได  ้เครื่องปฏิกรณชี์วภาพ (Bioreactor) จึงเป็นทางเลือกที่น่าสนใจใน
การน าไปประยกุตเ์พื่อเพิ่มปรมิาณเนือ้เยื่อรากลอยใหส้ามารถผลิตสารทตุิยภมูิในปรมิาณมากได ้
เครื่องปฏิกรณชี์วภาพเป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพสงู สามารถควบคมุสภาวะและปัจจยัต่าง ๆ ให้
เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของรากลอยได้  (Khan, Siddiqui, & Osama, 2018) และได้มี
รายงานการศึกษาพบว่า การเลีย้งรากลอยในระบบเครื่องปฏิกรณชี์วภาพ สามารถเพิ่มปริมาณ
การสรา้งสารทุติยภูมิ boeravinone B และ eupalitin จากรากลอย Boerhaavia diffusa L. ไดส้งู
กว่าการเลีย้งรากลอยในระบบขวดเขย่า คิดเป็น 6.1 และ 1.15 เท่า ตามล าดับ (Gupta et al., 
2016)  
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การศึกษานีจ้ึงมีวตัถปุระสงคเ์พื่อศกึษาผลของตวักระตุน้ที่เหมาะสมที่ท  าใหร้ากลอยถั่ว
ลิสงเพาะเลีย้งสามารถผลิตสารกลุ่มสตีลบินท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระไดใ้นปริมาณสงู ทัง้ในระบบ
ขวดเขย่าและระบบเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ และศึกษาการท างานของเอนไซมต์า้นอนุมูลอิสระ  
การแสดงออกของยีนตา้นอนุมลูอิสระ รวมทัง้ยีนที่เก่ียวขอ้งกบักระบวนการปกป้องตนเองในราก
ลอยถั่วลิสงสายพนัธุก์าฬสินธุ ์2 ที่ถกูกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ CHT, MeJA และ CD ซึ่งจะเป็นขอ้มลู
ที่ส  าคญัและเป็นประโยชนใ์นการเลือกใชช้นิดของตวักระตุน้และน าไปพฒันาเพื่อเพิ่มผลผลิตและ
เพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตสารทติุยภมูิท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีส าคญัตอ่ไป 
 
จุดมุ่งหมายของการศึกษา 

1. เพื่อศกึษาผลของตวักระตุน้ที่ท  าใหร้ากลอยถั่วลิสงเพาะเลีย้งสามารถผลิตสารในกลุม่สตีล 
บินไดใ้นปรมิาณสงู 

2. เพ่ือศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงท่ีไดร้บัการ 
กระตุน้ 

3. เพื่อศึกษากลไกการป้องกนัตนเองทัง้ในระบบยีนและระบบเอนไซมข์องรากลอยถั่วลิสง  
เพาะเลีย้งที่ไดร้บัการกระตุน้ 

4. เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มผลผลิตสารกลุ่มสตีลบินในรากลอยถั่ วลิสง 
เพาะเลีย้งดว้ยเครื่องปฏิกรณชี์วภาพ 
 
ขอบเขตของงานวจิัย 

ศึกษาผลของตัวกระตุน้ที่เหมาะสมในการกระตุน้รากลอยถั่วลิสงเพาะเลีย้งสายพันธุ์
กาฬสินธุ ์2 ใหส้ามารถผลิตสารกลุ่มสตีลบินในปริมาณสงูดว้ยระบบขวดเขย่า โดยตรวจสอบเชิง
ปริมาณดว้ยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ตรวจสอบฤทธ์ิตา้น
อนมุลูอิสระ ปรมิาณสารประกอบฟิโนลิกของสารสกดัจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บั
การกระตุน้ ตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกับกระบวนการสังเคราะหส์ารทุติยภูมิ 
ได้แก่ resveratrol synthase (RS) phenylalanine lyase (PAL), ethylene-responsive element 
binding factor (ERF1 และ ERF6) ยีนที่เก่ียวขอ้งกบัเอนไซมต์า้นอนุมลูอิสระ ไดแ้ก่ superoxide 
dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX) และ glutathione peroxidase (GPX) และยีน
โปรตีนที่เก่ียวขอ้งกับความตา้นทานโรคของพืช ไดแ้ก่ pathogenesis-related protein (PR4A, 
PR5 และ PR10), chitinase (Chi) ดว้ยเทคนิค real time PCR  ตรวจสอบระบบการท างานของ
เอนไซมต์า้นอนมุลูอิสระ ไดแ้ก่ SOD, APX และ catalase (CAT)  โดยวิธี enzyme activity assay 
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โดยเปรียบเทียบกบัรากลอยชุดควบคมุ และศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มผลผลิตของการ
เพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงดว้ยระบบเครื่องปฏิกรณชี์วภาพ 
 
สมมตฐิานของการวจิัย 

ตวักระตุน้ที่เหมาะสมสามารถกระตุน้รากลอยถั่วลิสงเพาะเลีย้งใหส้ามารถผลิตสารกลุม่
สตีลบินท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระและมีสารประกอบโพลีฟิโนลิกในปรมิาณสงูได ้และสง่ผลต่อกลไก
การป้องกันตนเองของรากลอยถั่วลิสงเพาะเลีย้งทัง้ในระบบเอนไซมแ์ละระบบยีนที่เก่ียวขอ้งกับ
การสงัเคราะหส์ารทตุิยภมูิและกระบวนการป้องกนัตนเอง และสามารถเพิ่มผลผลิตสารกลุ่มสตีล
บินโดยการเพาะเลีย้งและกระตุน้รากลอยถั่วลิสงดว้ยสภาวะที่เหมาะสมในเครื่องปฏิกรณชี์วภาพ
ได ้
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บทที ่2 
 

เอกสารและงานวิจัยทีเ่กีย่วข้อง 
 

ในธรรมชาติพืชมกัไดร้บัภาวะคกุคามจากสิ่งแวดลอ้มต่าง ๆ ท าใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลง
ทางกายภาพและทางเคมี ส่งผลใหพ้ืชมีการเจริญเติบโตที่ผิดปกติไป โดยสิ่งแวดลอ้มเหล่านั้น
ประกอบดว้ยสิ่งที่ไม่มีชีวิต (abiotic stress) ไดแ้ก่ น า้ อณุหภมูิ ความเค็ม รงัสียวูี สารเคมี เป็นตน้ 
และสิ่งที่มีชีวิต (biotic stress) ไดแ้ก่ แมลงศัตรูพืช เชือ้โรค แบคทีเรีย เป็นตน้ ซึ่งมีผลน าให้เกิด
อนุมูลอิสระภายในเซลล์พืชและก่อให้เกิดสภาวะเครียดขึน้ ท าให้เซลล์พืชเสียหาย โปรตีน
เสื่อมสภาพ สายดีเอ็นเอเกิดการแตกหกั และมีผลตอ่กระบวนการเมทาบอลิซมึต่าง ๆ ภายในเซลล ์
จนอาจเป็นผลให้พืชหยุดการเจริญเติบโตและตายในที่สุด  (Rejeb, Pastor, & Mauch-Mani, 
2014) 
 
สารอนุมูลอิสระ 

อนมุลูอิสระ (free radical) คือ อะตอม โมเลกลุ หรอืสารประกอบที่มีอิเล็กตรอนอิสระอยู่
วงรอบนอกสุด จะเกิดขึน้ไดเ้ม่ือพันธะระหว่างอะตอมหรือโมเลกุลแตกออก ท าใหอ้ะตอมหรือ
โมเลกุลนั้นไม่เสถียรและไวต่อการเกิดปฏิกิริยากับโมเลกุลขา้งเคียงเพื่อท าใหต้ัวเองเสถียรขึน้ 
ส่งผลใหโ้มเลกุลขา้งเคียงที่สญูเสียหรือรบัอิเล็กตรอนกลายเป็นอนุมูลอิสระตัวใหม่ ซึ่งจะเขา้ท า
ปฏิกิริยากับโมเลกุลอื่นต่อไปเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ (chain reaction) อนุมูลอิสระส่วนใหญ่ใน
สิ่งมีชีวิตทุกชนิดที่ใชอ้อกซิเจน จะมีอนุมูลอิสระของออกซิเจนในกลุ่มของ Reactive Oxygen 
Species (ROS) ที่ไวต่อการเกิดปฏิกิริยาและอยู่ในรูปออกไซดท์ี่มีออกซิเจนเป็นศนูยก์ลาง ไดแ้ก่ 
hydroxyl radical (OH.), superoxide radical (O2

.-), hydroperoxyl radical (HOO.) เป็นตน้ (Gill 
& Tuteja, 2010) โดย ROS เกิดขึน้ไดจ้าก 2 ปัจจยัหลกั คือ ปัจจยัภายในรา่งกายที่เกิดจากการใช้
ออกซิเจนในกระบวนการทางเมทาบอลิซึมต่าง ๆ ของเซลลต์ลอดเวลา เช่น กระบวนการสรา้ง
พลงังาน การเผาผลาญอาหาร รวมทัง้กลไกการป้องกันตัวเองของร่างกายจากเชือ้จุลชีพต่าง ๆ 
หรือเกิดจากปัจจยัภายนอก เช่น รงัสียวูี โอโซน ควนัท่อไอเสีย กระบวนการเฟนตอนของเหล็ก ยา 
รวมทัง้สารเคมี หรือ เชือ้โรคตา่ง ๆ ที่สามารถเหนี่ยวน าใหเ้กิดอนมุลูอิสระเพิ่มขึน้ (ภาพ 1) 
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ภาพ 1 การเกิดอนุมูลอิสระ 
 
ทีม่า: http://metabiolab.com/metabolism-at-a-glance/oxidative-stress-2/ 
 

หากมีกระบวนการต่าง ๆ มากเกินไปหรือรา่งกายมีภาวะของสารตา้นอนุมลูอิสระนอ้ย 
จะท าใหมี้การสะสมของ ROS มากขึน้ ซึ่งมีความไวต่อการเขา้ท าปฏิกิรยิากบัสารชีวโมเลกลุต่าง ๆ 
ที่อยู่รอบขา้งทนัที ส่งผลใหเ้กิดสภาวะเครียด หากเกิดในระยะเวลาสัน้ ๆ จะไม่ส่งผลต่อสขุภาพ
มาก แต่หากเกิดเป็นเวลานานจะท าใหมี้ความเสี่ยงที่จะไปท าลายเนือ้เยื่อ โปรตีน รวมถึงดีเอ็นเอ 
และน าไปสู่กระบวนการเกิดโรคต่าง ๆ ตามมา เช่น โรคประสาทส่วนกลาง มะเร็ง โรคหัวใจและ
หลอดเลือด เป็นตน้ (Irshad & Chaudhuri, 2002) 
 
ความต้านทานโรคและกลไกการตอบสนองของพชื 

เม่ือพืชไดร้บัสารเคมี เชือ้โรค หรือการถูกท าลายจากสิ่งแวดลอ้มต่างชนิดกัน ท าใหพ้ืช
เกิดสภาวะเครียดหรืออนุมลูอิสระภายในเซลล์ ซึ่งจะส่งผลใหมี้การสรา้งกลไกในการตา้นทานต่อ
สิ่งที่รบัแตกต่างกนั โดยการตา้นทานของพืชจ าแนกได ้2 ประเภท ประเภทแรก คือ ความตา้นทาน
ที่มีอยู่แลว้ในพืช (pre-formed resistance หรือ constitutive resistance) โดยพืชจะใชโ้ครงสรา้ง
ของพืชเป็นเกราะป้องกันชั้นแรกของพืช  (Buchanan, Gruissem, & Jones, 2000) ไดแ้ก่ ความ
หนาและความแข็งแรงของผนังเซลลช์ัน้ต่าง ๆ ที่ปกคลมุบริเวณล าตน้และผิวใบ จ านวนขนใบที่
หนาแน่น หรือจ านวนของปากใบ ความต้านทานประเภทที่สอง คือ ความต้านทานที่พืชถูก
เหนี่ยวน าใหส้รา้งขึน้ (induced resistance) คือ เป็นความตา้นทานที่พืชถกูกระตุน้ใหส้รา้งขึน้มา
เพื่อป้องกนัตวัเองภายหลงัจากการถกูท าลายโดยสิ่งมีชีวิตและไม่มีชีวิต โดยกระบวนการป้องกนั
ตวัเองของพืชมีไดห้ลายกลไก อาทิ กลไกการก าจดัอนมุลูอิสระดว้ยระบบเอนไซม ์ซึ่งจะมีเอนไซม ์
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superoxide dismutase (SOD) เข้ามาเปลี่ยน superoxide anion radical (O2
.-) ให้กลายเป็น 

hydrogen peroxide (H2O2) จากนั้น  จะมี เอนไซม์ catalase (CAT), ascorbate peroxidase 
(APX) และ glutathione peroxidase (GPX) เข้ามา เปลี่ ยน  hydrogen peroxide (H2O2) ให้
กลายเป็นโมเลกุลของน า้ (H2O) และออกซิเจน (O2)  เพื่อลดความเป็นพิษใหก้ับเซลล ์(ภาพ 2) 
หรือระบบที่ไม่ใชเ้อนไซมใ์นการก าจดัอนมุลูอิสระ ไดแ้ก่ วิตามินอี วิตามินซี กลตูาไธโอน กรดยรูิก 
บิลิรูบิน สารฟลาโวนอยด ์และสารประกอบฟิโนลิก เช่น เรสเวอราทรอลและสารกลุ่มสตีลบิน  
เป็นตน้ (Irshad & Chaudhuri, 2002) 
 

 
 

ภาพ 2 กลไกการต้านอนุมูลอิสระ 
 
ทีม่า: http://www.final-yearproject.com/2015/10/comparative-biochemical-study-
precursor-differentiated-hematopoietic-cells.html#.Wbsnf8hJbIU 
 

โดยระบบที่ไม่ใช้เอนไซม์นี ้ พืชสามารถใช้กลไกการสังเคราะห์สารทุติยภูมิ ซึ่งเป็น
สารประกอบที่พืชสรา้งขึน้เองตามธรรมชาติ โดยไม่มีผลต่อการเจรญิเติบโตและพฒันาการของพืช 
(War et al., 2012) แต่จะมีฤทธ์ิทางชีวภาพในการปกป้องพืชและท าลายศตัรูพืช และมีฤทธ์ิตา้น
อนุมลูอิสระ ไดแ้ก่ สารประกอบกลุ่มฟิโนลิก เทอรปี์นอยด ์และอะลิพาติกส ์ที่มีคณุสมบตัิในการ
ยบัยัง้เชือ้สาเหตโุรคที่เขา้ท าลายพืชได ้ซึง่เรียกสารกลุม่ที่พืชสรา้งขึน้หลงัไดร้บัเชือ้หรือถกูท าลายนี ้
ว่า สารไฟโตอเล็กซิน (phytoalexin) (Buchanan et al., 2000) โดยมีรายงานการศึกษาการสรา้ง
สารไฟโตอเล็กซินจากการกระตุน้ดว้ยจลุชีพต่าง ๆ พบว่า เม่ือเมล็ดถั่วลิสงไดร้บัการบกุรุกจากเชือ้
รา แบคทีเรียและยีสต ์เอ็มบริโอของเมล็ดถั่วลิสงมีการผลิตสารกลุ่มสตีลบิน ไดแ้ก่ resveratrol, 
trans-arachidin-1, trans-arachidin-3 และ SB-1 ซึ่งเป็นสารไฟโตอเล็กซินในถั่วลิสงสูงขึน้เม่ือ
เทียบกบัใบเลีย้ง (cotyledons) (Sobolev, 2013) 
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นอกจากนีพ้ืชบางชนิดอาจสรา้งโปรตีนที่เก่ียวข้องกับการเกิดโรคหรือโปรตีนพีอาร ์
(pathogenesis-related protein; PR protein) ที่มีคุณสมบัติในการตา้นทานโรคหรือเชือ้สาเหตุ
โรคอย่างไม่จ าเพาะ ซึ่งมกัจะถูกสรา้งในการตอบสนองต่อการไดร้บัเชือ้โรค และ/หรือเกิดสภาวะ
เครียด โดยกลุ่มโปรตีนนีส้ามารถถูกกระตุน้ใหส้รา้งขึน้จาก ERFs (ethylene response factors) 
ซึ่งเป็น transcription factor ที่เก่ียวขอ้งกับการป้องกันการตอบสนองของพืชเม่ือไดร้บัเชือ้โรค  
โดย PR-protein จะเป็นกลุ่ม downstream ของยีน ERF1 ที่สามารถกระตุน้ผ่านสารสื่อสญัญาณ
ฮอรโ์มน ethylene (ET) และ jasmonic acid (JA) ซึ่งจะไปกระตุน้ยีน PDF1.2 และสรา้งโปรตีน
ขึน้มา ขณะที่ ERF6 จะเก่ียวขอ้งกบักระบวนการ phosphorylation เพื่อใหย้ีนท างานและสามารถ
กระตุน้กระบวนการ transcription และ post-translation ต่อไป (Meng et al., 2013) โดยมีการ
จ าแนกโปรตีนตามคณุสมบตัิไวท้ัง้หมด 17 กลุ่ม ยกตวัอย่างเช่น เอนไซมท์ี่สามารถย่อยผนงัเซลล์
ของเชือ้ราได้โดยตรง (PR-3,4) เอนไซม์ ribonuclease ที่ช่วยปกป้องโปรตีน (PR-10) เป็นต้น  
(Sels et al., 2008) จากตัวอย่างการศึกษาพืชมันฝรั่ งที่ มีการดัดแปลงพันธุกรรม จะมีการ
แสดงออกของยีน PR-2 และ PR-3 สูง ซึ่งสามารถต้านทานเชื ้อราและช่วยในกระบวนการ
พัฒนาการเจริญของรากเม่ือเปรียบเทียบกับมันฝรั่งที่ไม่มีการดัดแปลงพันธุกรรม  (Chye et al., 
2005) 

 
การสังเคราะหส์ารทุตยิภมิู 

พฤกษเคมีหรือสารประกอบทางเคมีในพืช (phytochemistry) คือ สารประกอบที่พืช
สร้างขึ ้นด้วยกระบวนการเมทาบอลิซึม รวมทั้งอนุพันธ์ต่าง ๆ ของสารที่ถูก สร้างขึ ้นด้วย 
สารประกอบที่สิ่งมีชีวิตสรา้งขึน้สามารถจ าแนกเป็น 2 ประเภท คือ สารปฐมภูมิ  (primary 
metabolite) เป็นสารท่ีไดม้าจากกระบวนการสงัเคราะหด์ว้ยแสง (photosynthesis) รวมทัง้สารอื่น 
ๆ ที่เก่ียวขอ้งในกระบวนการ ซึ่งเป็นสารที่มีความจ าเป็นต่อการด ารงชีวิตของพื ช โดยมีหนา้ที่
เก่ียวขอ้งกบัการแบ่งเซลล ์การเจริญเติบโตของเซลล ์การหายใจ และการสืบพนัธุข์องเซลล ์ไดแ้ก่ 
สารพวกคารโ์บไฮเดรต ไขมนั กรดอะมิโน โปรตีน วิตามิน เพียวรีน และไพรมิิดีน ประเภทที่สอง คือ  
สารทุติยภูมิ (secondary metabolite) ซึ่งเป็นสารที่ไดม้าจากการน าสารเมทาบอไลทป์ฐมภูมิมา
เขา้สู่กระบวนการชีวสงัเคราะห ์โดยผ่านกระบวนการต่าง ๆ ไดแ้ก่ methylation, hydroxylation 
และ glycosylation เพื่อสรา้งสารที่จ  าเป็นส าหรบัการด ารงชีวิต (ภาพ 3) มีบทบาทส าคญัในการ
ปอ้งกนัตวัเองของพืช และถกูน าไปใชใ้นทางอตุสาหกรรมและทางการแพทย์ ไดแ้ก่ สารในกลุม่อลั
คาลอยด์ (alkaloids) ฟิโนลิก (phenolics) อะซีโทจีนิน (acetogenins) สเตอรอยด์ (steroids) 
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และเทอรพ์ีนอยด ์(terpenoids) ซึง่เป็นสารท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพ ไดแ้ก่ ฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ ตา้นจลุ
ชีพ ตา้นเชือ้รา และตา้นไวรสั (Bourguad et al., 2001) 
 

 
 

ภาพ 3 การสังเคราะหส์ารทุตยิภมิู 
 
ทีม่า: https://nptel.ac.in/courses/102103016/module4/lec31/2.html 
 

สารกลุ่มสตลีบนิ 
สารสตีลบิน (stilbene) หรือ 1,2-diphenylethylene เป็นสารประกอบกลุ่มฟิโนลิก  

มีโครงสรา้งทางเคมีประกอบดว้ยวงแหวนอะโรมาติก (aromatic ring) (ภาพ 4) พบมากในพืช
จ าพวกองุ่น พืชตระกูลเบอรร์ี่ และถั่วลิสง โครงสรา้งภายในที่เป็นวงแหวนอะโรมาติกสองวง
สามารถถกูแทนที่ไฮโดรเจนดว้ยสารประกอบตวัอื่น ท าใหเ้กิดสารประกอบที่เป็นอนพุนัธม์ากมาย 
เช่ น  trans-resveratrol(a), piceatannol(b), arachidin-2(c), arachidin-5(d), arachidin-3(e), 
andarachidin-1(f) (ภาพ 5a-f) (Yang et al., 2016) โดยสารกลุ่มสตีลบินจัดเป็นสารไฟโตอเล็ก
ซิน เนื่องจากพืชจะสรา้งขึน้เพื่อปอ้งกนัเชือ้โรคและแมลงกดักิน ปอ้งกนัแสงแดด และความเครียด
ที่เกิดขึน้ (Medina-Bolivar et al., 2007) 
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ภาพ 4 โครงสร้างของสตลีบนิ 
 
ทีม่า: https://en.wikipedia.org/wiki/(E)-Stilbene 
 

 
 

ภาพ 5 โครงสร้างอนุพันธข์องการประกอบกลุ่มสตลีบนิ 
 
ทีม่า: ดดัแปลงจาก (Yang et al., 2016) 
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กระบวนการสังเคราะหส์ารกลุ่มสตลีบิน 
กระบวนการสงัเคราะหส์ารกลุม่สตีลบิน จะใช ้phenylpropanoid pathway เป็นวิถีหลกั

ในการสังเคราะห์ โดย  L-phenylalanine ที่ ได้จากวิ ถี  shikimate pathway จะถูก เอนไซม ์
phenylalanine ammonia lyase (PAL) ดึงหมู่อะมิโน (NH2) ออกไดเ้ป็นสาร cinnamic acid และ
ถูกเติมหมู่ฟีนอล (OH) ดว้ยเอนไซม ์cinnamate 4-hydroxylase (C4H) ไดเ้ป็นสาร p-coumaric 
acid จากนั้นเอนไซม์ coumarate CoA ligase (4CL) จะเติม CoAS แทนที่หมู่ ฟีนอลได้เป็น  
p-coumaroyl-CoA โด ย  p-coumaroyl-CoA 1 โม เล กุ ล  จ ะท าป ฏิ กิ ริ ย ากั บ  malonyl-CoA  
3 โมเลกลุ มีเอนไซม ์stilbene synthase (STS) เป็นตวัเรง่ปฏิกิรยิา ไดผ้ลผลิตเป็นสาร resveratrol 
ออกมา ดงัภาพ 6 (Dubrovina & Kiselev, 2017) นอกจากนีส้าร resveratrol สามารถใชเ้ป็นสาร
ตัง้ตน้ในการผลิตสารสตีลบินกลุม่อื่นๆ เช่น trans-arachidin-1 และ trans-arachidin-3 (ภาพ 5e-
f) ซึ่งเป็นสารส าคญัที่พบไดใ้นถั่วลิสงเท่านัน้ และมีฤทธ์ิทางชีวภาพในการตา้นอนุมลูอิสระ ตา้น
มะเรง็ ตา้นการอกัเสบ ช่วยชะลอความชรา (Chang et al., 2006; Sales & Resurreccion, 2014; 
Yang et al., 2015) จากรายงานการศึกษาก่อนหน้าในถั่ วลิสง พบว่า trans-arachidin-1 มี
ประสิทธิภาพสงูสดุในการเหนี่ยวน าใหเ้ซลลม์ะเรง็เม็ดเลือดขาว (HL-60 cells) เขา้สู่โปรแกรมการ
ตายของเซลลไ์ดด้ีกว่า trans-arachidin-3 และ trans-resveratrol (Huang et al., 2010) และจาก
ตัวอย่างการศึกษาในเซลล์มะเร็งเต้านม พบว่า   trans-arachidin-1 และ trans-arachidin-3 
สามารถจับกับ cannabinoids receptor ทั้ง CBR1 และ CBR2 ไดอ้ย่างจ าเพาะเจาะจง ขณะที่ 
trans-resveratrol และ piceatannol สามารถจับไดเ้ฉพาะ CBR1 เท่านั้น (Brents et al., 2012; 
Yang et al., 2015; Kisková et al., 2019) มีผลท าให ้trans-arachidin-1 มีฤทธ์ิในการตา้นมะเรง็
ที่ดีกวา่ trans-resveratrol 
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ภาพ 6 การสังเคราหส์ารกลุ่มสตลีบนิ 
 
ทีม่า: ดดัแปลงจาก (Dubrovina & Kiselev, 2017) 
 
ถ่ัวลสิง 

ถั่วลิสง (peanut) มีช่ือทางวิทยาศาสตรว์า่ Arachis hypogaea L. เป็นพืชลม้ลกุที่จดัอยู่
ในวงศถ์ั่ว Leguminosae ซึ่งมีถิ่นก าเนิดอยู่ในเขตรอ้นและกึ่งรอ้น ตอนกลางของทวีปอเมริกาใต ้
ต่อมากลายเป็นพืชน า้มันที่ส  าคัญของหลายประเทศ มีลักษณะทางพฤกษศาสตร ์คือ รากเป็น
ระบบรากแกว้ ล าตน้เดี่ยวตัง้ตรงหรือทอดยอดเป็นเถาเลือ้ย ใบประกอบแบบขนนก มีใบย่อยสองคู่
ออกตรงขา้มกนั มีสีเขียว ดอกมีลกัษณะคลา้ยผีเสือ้ กลีบดอกจะมีสีเหลือง ผลออกเป็นฝัก จะออก
ที่ใตด้ิน ฝักมีลกัษณะทรงกลมยาว มีลายเส้นชดัเจน มีเปลือกหนาแข็งเปราะ มีสีน า้ตาล มีเมล็ด
เรียงอยู่ภายในฝัก (ภาพ 7) (สารานกุรมไทยส าหรบัเยาวชน, 2561) 
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ภาพ 7 ลักษณะทางพฤกษศาสตรข์องถ่ัวลสิง 
 
ทีม่า: https://www.prota4u.org/database/protav8.asp?g=pe&p=Arachis+hypogaea+L. 
 

ปัจจุบันถั่ วลิสงถูกจัดอยู่ในกลุ่มพืชที่ มีผลผลิตไม่เพียงพอต่อความต้องการบริโภค 
เนื่องจากเป็นพืชอาหารท่ีบรโิภคง่าย ซึง่น ามาแปรรูปเป็นสว่นประกอบอาหารหวานคาวตา่ง ๆ และ
เป็นผลิตภณัฑส์  าเรจ็รูป บางสว่นน าไปสกดัน า้มนั และกากใชใ้นอตุสาหกรรมอาหารสตัว ์สว่นการ
ขยายพนัธุข์องถั่วลิสงในประเทศไทย สามารถปลกูไดต้ลอดทัง้ปี แต่นิยมปลกูในฤดฝูนและฤดแูลง้ 
เนื่องจากเป็นพืชที่ไม่ตอ้งการน า้มากในการเจริญเติบโต และไดมี้การจดัแบ่งกลุ่มของถั่วลิสงตาม
ลกัษณะทางพฤกษศาสตรเ์ป็น 4 กลุม่ใหญ่ คือ Virginia, Valencia, Spanish และ Runner ซึง่สาย
พนัธุท์ี่เกษตรกรนิยมน ามาเพาะปลกู คือ กาฬสินธุ ์2 เป็นสายพนัธุท์ี่อยู่ในกลุม่ Runner และใชรู้ป
ฝักสดในการเพาะปลูก โดยมีลกัษณะส าคัญ คือ ล าตน้ตัง้ตรง ติดฝักเป็นกระจุกที่โคน ลายบน
เปลือกฝักเห็นเป็นร่องลึกชัดเจน เยื่อหุม้เมล็ดเป็นสีชมพู และลายขีดสีม่วง รวมทั้งยังมีรสชาติ
ค่อนขา้งหวาน มีความตา้นทานต่อโรคราสนิมและใบจดุสีน า้ตาล และใหผ้ลผลิตฝักสดเฉลี่ย 579 
กิโลกรมัต่อไร่  เหมาะส าหรบัการปลูกในเขตภาคเหนือ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในพืน้ที่ที่ดินมีความ
อดุมสมบรูณป์านกลางถึงสงู เช่น ดินรว่นหรือรว่นเหนียว และมีการกระจายตวัของฝนดี (ภาพ 8) 
(สภาเกษตรกรแห่งชาติ, 2561) 



 14 

 
 

ภาพ 8 ลักษณะเมล็ดของถ่ัวลสิงสายพนัธุก์าฬสินธุ ์2 
 
ทีม่า: http://peanut-crsp.kapi.ku.ac.th/gallery/peanut/l_karasin2.jpg 
 

นอกจากถั่วลิสงเป็นพืชที่ส  าคญัทางเศรษฐกิจแลว้ยงัเป็นพืชที่มีคณุค่าทางโภชนาการสงู 
ซึง่ประกอบไปดว้ย วิตามินอี วิตามินบี1 โฟเลท โปรตีน ไขมนัอิ่มตวัเชิงเดี่ยว ฟอสฟอรสั แมงกานีส 
และไนอะซิน เป็นตน้ (Davis & Dean, 2016) และจากรายงานการศึกษาฤทธ์ิทางเภสชัวิทยาของ
ถั่ วลิสง พบว่า ถั่ วลิสงมีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระ ต้านมะเร็ง ต้านการอักเสบ ต้านจุลชีพ  
ตา้นเชือ้รา พิษจากเชือ้รา ป้องกนัโรคหวัใจและหลอดเลือด โรคเบาหวาน เป็นตน้  (Garcia et al., 
2016; de Camargo et al., 2017) และจากตวัอย่างการศึกษาการผลิตสารทุติยภูมิของรากลอย
ถั่วลิสงเพาะเลีย้ง พบว่า รากลอยถั่วลิสงเพาะเลีย้งสามารถผลิตสาร trans-resveratrol และสาร
กลุ่มสตีลบินทัง้ trans-arachidin-1 และ trans-arachidin-3 ได ้(Abbott et al., 2010; Condori et 
al., 2010) 
 
กลไกการเกดิรากลอย 

รากลอย (hairy root) เป็นรากที่เกิดจากการประยุกตใ์ชเ้ทคนิคทางพันธุวิศวกรรมของ
การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืช ซึ่งถูกพัฒนาขึน้มาเพื่อการผลิตสารทุติยภูมิที่ส  าคัญจากพืช โดยการ
ดดัแปลงพนัธุกรรมของพืชดว้ยการถ่ายโอนยีนของแบคทีเรีย Agrobacterium rhizogenes เขา้สู่
โครโมโซมของพืช ท าใหเ้กิดรากพิเศษที่เรียกว่า รากลอย (ภาพ 9) ซึ่งลกัษณะพิเศษ คือ มีอัตรา
การเจรญิเติบโตสงู ใชร้ะยะเวลาไม่นานในการเจรญิเติบโต สามารถแตกรากแขนงดา้นขา้งไดม้าก 
สามารถเจริญไดด้ีโดยไม่จ าเป็นตอ้งใชส้ารเร่งการเจริญเติบโต มีความเสถียรทางพันธุกรรมสูง  
ไม่เกิดการกลายพนัธุไ์ดง้่าย และสามารถผลิตสารทตุิยภมูิได ้(Giri & Narasu, 2000) 
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ภาพ 9 ลักษณะของรากลอย 
 
ทีม่า: https://www.researchgate.net/figure/Agrobacterium-rhizogenes-mediated-hairy- 

root-culture-in-Gentiana-scabra-a-Induction-of_fig1_277687057 
 

Agrobacterium rhizogenes 
เชื ้อ Agrobacterium rhizogenes เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่ง ที่อาศัยอยู่ในดิน 

(ภาพ 10) และเป็นแบคทีเรียที่นิยมใชใ้นการถ่ายโอนยีนเขา้สู่พืช เม่ือพืชเกิดบาดแผล โดยเชือ้  
A. rhizogenes จะถ่ายโอนส่วนของ transfer DNA (T-DNA) จากพลาสมิดขนาดใหญ่ root-
inducing (Ri) plasmid เขา้สู ่genome ของพืช ซึ่งประกอบดว้ย ยีนฮอรโ์มนที่เก่ียวขอ้งของ auxin 
และ opine ยีน virulence และสว่นของยีน rol ที่ท  าใหเ้กิดรากลอย (Chandra, 2012) 
 

 
 

ภาพ 10 ลักษณะของเชือ้ Agrobacterium rhizogenes 
 
ทีม่า: http://slideplayer.com/slide/12344714/ 
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องคป์ระกอบและหนา้ที่ของสว่นประกอบในจีโนมของเชือ้ Agrobacterium rhizogenes  
(ภาพ 11) (Ozyigit, Dogan, & Tarhan, 2013) 

1. T-DNA มียีนท่ีก าหนดการสรา้งสารต่าง ๆ ที่จ  าเป็นตอ่การเจรญิเติบโตของแบคทีเรีย 
เอง โดยใชเ้อนไซมแ์ละสารตัง้ตน้จากพืช รวมทัง้มียีนสรา้งฮอรโ์มน auxin และ opine ซึง่แบคทีเรีย
จะใชเ้ป็นอาหารและใชใ้นการเจรญิเติบโตของพืช พืชที่ไดร้บั T-DNA เขา้ไป จะมีการเจรญิของราก
แบบรวดเรว็และไม่จ ากดั 

2. virulence genes หรอื Vir genes ท าหนา้ที่คลา้ยกบัเอนไซม ์endonuclease โดย  
Vir genes มีหนา้ท่ีสง่ T-DNA เขา้สูจี่โนมพืช ประกอบดว้ย 

- VirA/VirG เป็นระบบที่ท  าหนา้ท่ีควบคมุ โดย VirA protein มีหนา้ท่ีสงัเคราะห ์
หมู่ฟอสเฟตแก่ VirA เอง และสงัเคราะหห์มู่ฟอสเฟตใหแ้ก่ VirG โดย VirA จะท าการกระตุน้การ
ท างานของ VirG เม่ือ VirG ท างานก็จะกระตุน้การท างานของ Vir gene อื่น ๆ ต่อไป 

- VirD1/VirD2 ท าหนา้ที่ตดับรเิวณสว่น T-DNA บรเิวณ right border และ left  
border ใหไ้ด ้T-DNA สายเด่ียวจากสายคูเ่พื่อที่จะไดเ้ขา้สูเ่ซลลพ์ืชแบบ single strand T-DNA 

- VirE2 ท าหนา้ท่ีห่อหุม้ T-DNA สายเด่ียวเพ่ือปอ้งกนัไม่ใหโ้ดนท าลาย โดย 
สรา้งสว่นห่อหุม้เรยีกวา่ T-complex 

3. octopine catabolism ท าหนา้ท่ีสรา้งแหลง่พลงังานประเภทสารประกอบไนโตรเจน 
ใหแ้ก่ Agrobacterium 

4. rol gene  
- ยีน rol A ท าหนา้ที่ ในการสรา้งรากและแสดงออกทางลกัษณะทางสณัฐาน 

วิทยา 
- ยีน rol B ท าหนา้ท่ี เริม่ก่อราก 
- ยีน rol C ท าหนา้ท่ี สง่เสรมิการเจรญิเติบโตของราก  
- ยีน rol D ท าหนา้ท่ี ยบัยัง้การเจรญิเติบโตของ callus 

5. conjugation transfer gene 
6. Ori เป็นบรเิวณที่เริม่การจ าลองตวั 
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ภาพ 11 Ri-plasmid ของเชือ้ Agrobacterium rhizogenes 
 
ทีม่า: ดดัแปลงมาจาก (Ozyigit et al., 2013) 
 

กลไกการถ่ายโอนยนีของเชือ้ Agrobacterium rhizogenes เข้าสู่พชื 
เกิดจากแบคทีเรีย A. rhizogenes ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่ง เขา้ยดึเกาะและบกุ

รุกบรเิวณขอบเซลลพ์ืช โดยเม่ือพืชเกิดบาดแผล เซลลพ์ืชจะปลอ่ยสารในกลุม่สารประกอบฟิโนลิก 
ไดแ้ก่ สารอะซิโตไซริงโกน (acetosyringone) ออกมาจากบาดแผล ซึ่งจะไปกระตุน้ periplasmic 
domain ที่เป็นตัวรบัสัญญาณของ VirA ใน A. rhizogenes โดยยีน VirA จะท าการกระตุน้การ
ท างานของยีน VirG และเกิดการกระตุน้การท างานของ Vir อื่น ๆ ต่อเนื่อง เม่ือยีน VirD1/VirD2 
ไดร้บัการกระตุน้ จะท าหนา้ที่เป็นเอนไซมเ์อนโดนิวคลีเอสในการตัดพันธะฟอสโฟไดเอสเตอรท์ี่
ต  าแหน่ง right border (RB) และ left border (LB) ของ T-DNA ในพลาสมิดของ A. rhizogenes 
ไดเ้ป็น T-DNA สายเดี่ยวเพื่อน าสง่เขา้สูเ่ซลลพ์ืช โดยมีโปรตีน VirE2 ท าหนา้ที่ห่อหุม้ T-DNA สาย
เดี่ยว เพื่อป้องกนัไม่ให้ T-DNA ถูกท าลาย การขนส่งจะส่งผ่านช่อง VirB เม่ือ T-DNA แทรกเขา้สู่
นิวเคลียสในลักษณะสุ่มชนิด nonspecific recombination (Illegimate) จะเข้าไปรวมตัวกับ
โครโมโซมของพืช เม่ือพืชมีการแบ่งเซลล ์ยีน rol ของ T-DNA จะแบ่งเซลลไ์ปพรอ้มกบัพืช ท าให้
เกิดรากลอยบรเิวณที่เกิดบาดแผล (Giri & Narasu, 2000) (ภาพ 12) 
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ภาพ 12 กลไกการถ่ายโอนยนีของเชือ้ Agrobacterium rhizogenes เขา้สู่พชื 
 
ทีม่า: ดดัแปลงมาจาก (Hwang, Yu, & Lai, 2017) 
 
การเพิม่ผลผลิตเนือ้เยือ่พชืและการผลติสารทุตยิภมิู 

ในระดบัอตุสาหกรรมขนาดใหญ่ มีความตอ้งการปรมิาณสารทตุิยภมูิที่ส  าคญัในปรมิาณ
มาก ดงันัน้การเพิ่มปริมาณสารทุติยภูมิจากเนือ้เยื่อรากลอยจ าเป็นตอ้งมีการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ    
รากลอยให้ได้จ านวนมาก เพื่อให้รากลอยสามารถผลิตสารในปริมาณมากตามที่ต้องการได ้                 
การประยุกตใ์ชเ้ครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ (bioreactor) จึงเป็นเทคนิคที่น่าสนใจในการน ามาใชเ้พื่อ
เพิ่มประสิทธิภาพในการเพิ่มปรมิาณเนือ้เย่ือรากลอยใหส้ามารถผลิตสารทตุิยภมูิในปรมิาณมากได ้

เครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ (bioreactor) หรือถังเพาะเลีย้ง (fermenter) หมายถึง ภาชนะ 
เครื่องมือ หรอือปุกรณท์ี่ใชเ้ลีย้งจลุินทรยี ์เซลลพ์ืช และเซลลส์ตัว ์โดยจะมีสารอาหารที่จ  าเป็นบรรจุ
อยู่ภายใน พรอ้มทัง้มีระบบควบคุมปัจจัยต่าง ๆ ใหเ้หมาะสมต่อการเจริญเติบโต เครื่องปฏิกรณ์
ชีวภาพเป็นอปุกรณท์ี่ใชใ้นการผลิตสารทตุิยภมูิที่ตอ้งอาศยักระบวนการทางชีวภาพ เช่น เอนไซม์
หรอืปฏิกิรยิาการหมกั เป็นตน้ (Khan et al., 2018) 
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องคป์ระกอบของเคร่ืองปฏกิรณช์วีภาพ แสดงดงัภาพ 13 (วราภรณ,์ 2557) 
- ตวัถงั (body construction หรือ vessel) เป็นส่วนประกอบที่ใชส้  าหรบักกั 

เก็บเซลลแ์ละอาหารที่ใชเ้พาะเลีย้งไวภ้ายใน ซึ่งจะตอ้งสามารถผ่านกระบวนการปราศจากเชือ้
ก่อนที่จะใชเ้พาะเลีย้งเซลล ์และสามารถควบคมุใหอ้ยู่ในสภาวะปลอดเชือ้ได ้โดยตวัถงัจะต่อเขา้
กบัระบบควบคมุการไหลของอากาศทัง้บรเิวณใหอ้ากาศเขา้และออกในถงัเพาะเลีย้ง 

- ระบบกวนผสม (agitator system) เป็นระบบที่ท  าให้สภาวะภายในถัง 
เพาะเลีย้งมีคณุสมบตัิเหมือนกนัทัง้ระบบ เพื่อใหเ้กิดการขนสง่สารอาหารและออกซิเจนแก่เซลลใ์น
ถงัไดอ้ย่างทั่วถึง รวมทัง้ช่วยคงสภาวะความเป็นกรด-ด่าง และอณุหภูมิภายในถงัเพาะเลีย้ง โดย
ระบบกวนผสมประกอบดว้ย เพลา (shaft) และใบพดั (impellar) 

- หวัพน่อากาศ (sparger) ท าหนา้ที่ในการขนสง่อากาศไปยงัถงัเพาะเลีย้ง  
ติดตัง้อยู่บรเิวณดา้งลา่งของตวัถงั มีลกัษณะเป็นท่อที่มีรูพรุน เพื่อใชน้  าสง่อากาศผ่านเขา้ในระบบ
ของการเพาะเลีย้ง เม่ืออากาศผ่านหัวพ่นอากาศเขา้ไปในตัวถังจะช่วยใหเ้กิดการผสมระหว่าง
อาหารและเซลล ์โดยหัวพ่นอากาศที่มีขนาดแตกต่างกันจะมีผลต่อการไหลของสารอาหารและ
เซลลใ์นถงัเพาะเลีย้ง 

- ช่องเติมสาร (inoculation port) เป็นบรเิวณที่ใชส้  าหรบัการเติมสารลงในถงั 
หรอืเก็บตวัอย่างออกมาจากถงัเพาะเลีย้ง 

- แผงกัน้เซลล ์(buffles) ท าหนา้ที่ลดกระแสการไหลเวียนในตวัถงัเพาะเลีย้ง  
ซึง่ช่วยท าใหก้ารกวนผสมเกิดขึน้ไดอ้ย่างรวดเรว็และมีประสิทธิภาพ 

- อปุกรณต์รวจวดัสภาวะการเพาะเลีย้งหรือหวัวดั (probes) ไดแ้ก่ อณุหภมูิ  
ความเป็นกรด-เบส และการละลายของคารบ์อกไดออกไซด ์(dissolved oxygen) โดยหวัวดัชนิด
ต่าง ๆ จะถกูติดตัง้ในบรเิวณที่แตกตา่งกนัในถงัเพาะเลีย้ง 
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ภาพ 13 โครงสร้างของเคร่ืองปฏกิรณช์ีวภาพ 
 
ทีม่า: https://nptel.ac.in/courses/102103016/module4/lec36/1.html 
 

ปัจจัยทีมี่ผลต่อการเจริญของเนือ้เยือ่พชืในเคร่ืองปฏกิรณช์วีภาพ 
- ประเภทของเซลลแ์ละความหนาแน่นของเซลล ์

เซลลพ์ืชแต่ละชนิด มีความส าคญัต่อการออกแบบถงัเพาะเลีย้งใหเ้หมาะสม  
เนื่องจากความหนาแน่นของเซลลใ์นถังเพาะเลีย้งจะส่งผลต่อการผลิตสารและปลดปล่อยสาร
ออกมาในอาหารเพาะเลีย้ง ซึง่จะท าใหค้วามหนืดของอาหารเพาะเลีย้งสงูขึน้และลดประสิทธิภาพ
การถ่ายโอนออกซิเจนสูเ่ซลลไ์ด ้

- การเติมอากาศและการกวนผสม 
การถ่ายโอนอากาศผ่านอาหารเหลวจ าเป็นตอ้งใชก้ารกวนผสม เพื่อช่วย 

ใหเ้กิดการผสมกนัไดอ้ย่างทั่วถึง โดยการถ่ายเทอากาศมีความจ าเป็นต่อการเจรญิเติบโตของเซลล์
พืชในถังเพาะเลีย้ง ซึ่งเซลลพ์ืชต่างสายพันธุห์รืออวัยวะพืชที่ต่างกันจะมีความตอ้งการปริมาณ
อากาศเพื่อใชใ้นการเจริญเติบโตที่แตกต่างกนัดว้ย ดงันัน้การควบคมุการเติมอากาศและการกวน
ผสมใหอ้ยู่ระดบัที่เหมาะสม จงึมีความจ าเป็นตอ่การเลีย้งเซลลพ์ืชในถงัเพาะเลีย้ง 

- องคป์ระกอบของแก๊ส 
องค์ประกอบของแก๊ส โดยเฉพาะออกซิเจน คารบ์อนไดออกไซด์ และ 

เอทิลีนมีความส าคญัต่อการเจรญิเติบโตของเซลลพ์ืช 
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และจากรายงานการศึกษาการกระตุ้น รากลอย Salvia sclavea ด้วย  methyl 
jasmonate (MeJA) ในระบบขวดเขย่าและเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ (sprinkle bioreactor) พบว่า 
รากลอย S. sclavea ที่ถกูกระตุน้ดว้ย MeJA ในระบบเครื่องปฏิกรณชี์วภาพมีปรมิาณของรากและ

สารกลุ่ม diterpenoid มากกว่าระบบขวดเขย่า เม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม  ( Kuźma, 
Bruchajzer, & Wysokinska, 2009) 
 
ตัวกระตุ้น 

ตวักระตุน้ (elicitor) เป็นปัจจยัความเครียดชนิดหนึ่งที่มีความสามารถในการกระตุน้การ
ตอบสนองเพื่อป้องกันตนเองของพืชและเหนี่ยวน าการผลิตสารทุติยภูมิที่ส  าคัญในพืชได้ ซึ่ง
การศกึษานีส้นใจตวักระตุน้ 3 ชนิดดงันี ้

เมทลิจัสโมเนต 
เมทิลจสัโมเนต (methyl jasmonate; MeJA) เป็นสารประกอบอินทรียร์ะเหย อยู่ในกลุ่ม

ของ jasmonate (ภาพ 14) ซึ่งพืชสามารถสงัเคราะหเ์องได ้โดยถกูสงัเคราะหม์าจากกรดลิโนเลอิก 
(linolenic acid : LA) และมีเอนไซม ์lipoxygenase (LOX) เป็นตวัส าคญัในการเรง่ปฏิกรยิา ซึ่งจะ
เริม่ตน้การสงัเคราะหภ์ายในคลอโรพลาสต ์จากนัน้จะสง่ผ่านไปยงัเพอรอกซิโซม และจะไดโ้มเลกลุ
ของเมทิลจสัโมเนตออกมาที่ไซโตพลาสซึม (ภาพ 15 ) (Creelman & Mullet, 1997; Reyes-Diaz 
et al., 2016) โดย MeJA เป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตและพัฒนาของพืช เช่น การงอกของ
เมลด็ การเจรญิเติบโตของราก การเจรญิพนัธุ ์การสกุของผลไม ้และการชราภาพ ซึง่พืชสรา้งขึน้มา
เพื่อตอบสนองต่อสิ่งที่มากระตุน้ เช่น การท าลายของแมลง ศัตรูพืช สิ่งแวดลอ้ม ความเครียด 
ความแหง้แลง้ รวมทัง้การบุกรุกของเชือ้โรค (Yoon et al., 2009) ตวัอย่างการประยุกตใ์ช้ MeJA 
ในการกระตุน้รากลอยถั่วลิสงดว้ย MeJA พบวา่ สามารถเหนี่ยวน าใหร้ากลอยถั่วลิสงสามารถผลิต
สาร  trans-resveratrol และสารในกลุ่มสตีลบิน ได้ปริมาณที่ เพิ่ มขึ ้น  (Yang et al., 2015) 
นอกจากนีย้งัพบว่า MeJA มีหนา้ที่เป็นตวักระตุน้การส่งสญัญาณ (signal transduction) ภายใน
เซลลข์องพืช 
 



 22 

 
 

ภาพ 14 โครงสร้างของเมทลิจัสโมเนต 
 
ทีม่า: https://en.wikipedia.org/wiki/Methyl_jasmonate 
 

 
 

ภาพ 15 การสังเคราะหเ์มทลิจัสโมเนตภายในเซลลพ์ชื 
 
ทีม่า: ดดัแปลงจาก (Reyes-Diaz et al., 2016) 
 

ไซโคลเดกซท์ริน 
ไซโคลเดกซท์รนิ (cyclodextrin : CDs) เป็นกลุม่ของสารประกอบท่ีประกอบดว้ยโมเลกลุ

ของน า้ตาลกลูโคสมากกว่า 5 โมเลกุล มาเช่ือมต่อกันเป็นวงแหวน (cyclic oligosaccharides) 

ดว้ยพนัธะ α-1,4-glycosidic มีโครงสรา้งคลา้ยผนังเซลลข์องเชือ้รา และเป็นผลิตภณัฑท์ี่เกิดมา
จากการสลายของแปง้โดยใชเ้อนไซม ์cyclodextrin glycosyltransferase (CGTase) (Donpudsa 
& Rimphanitchayakit, 2012) ซึง่คณุสมบตัิของ CD คือ โครงสรา้งภายในประกอบดว้ยโมเลกลุใน
กลุ่มของ hydrophobic ซึ่งมีขัว้ต ่า ท าใหภ้ายในไม่สามารถละลายน า้ได ้แต่โครงสรา้งภายนอก
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ประกอบดว้ยโมเลกุลในกลุ่มของ hydrophilic ซึ่งมีขัว้มากกว่า ท าใหส้ามารถละลายน า้ไดด้ีกว่า
โครงสรา้งภายใน (Conceicao et al., 2018) และสามารถบรรจุสารอินทรียแ์ละสารอนินทรียไ์ว้
ภายในโมเลกุลได้ (ภาพ 16) จากคุณสมบัติดังกล่าวจึงมีการน า CD มาใชป้ระโยชน์ทางด้าน
อตุสาหกรรมต่าง ๆ ทัง้อตุสาหกรรมอาหาร ยา เครื่องส าอาง รวมทัง้สามารถน ามาประยกุตใ์ชเ้ป็น
ตวักระตุน้และเก็บสารทตุิยภมูิที่พืชปลอ่ยออกมาปอ้งกนัตวัเองได ้ดงัรายงานการวิจยัก่อนหนา้ที่มี
การกระตุน้รากลอยถั่วลิสงดว้ย CD ร่วมกับ MeJA พบว่า สามารถเหนี่ยวน าให้รากลอยถั่วลิสง
ผลิตสาร trans-resveratrol และสารในกลุ่มสตีลบินไดป้ริมาณที่เพิ่มสงูขึน้และสามารถเก็บรกัษา
สารที่ผลิตออกมาใหค้งอยู่ไดใ้นระยะเวลาที่นาน (Yang et al., 2015) 
 

 
 

ภาพ 16 โครงสร้างของเบต้า-ไซโคลเดกซท์ริน 
 
ทีม่า: https://en.wikipedia.org/wiki/Cyclodextrin 
 

ไคโตซาน 

ไคโตซาน (chitosan : CHT) หรือ β-1,4-D-glucosamine เป็นโพลิเมอรธ์รรมชาติ และ
เป็นโคโพลิ เมอร์กับไคติน  ซึ่ งประกอบด้วยโมโนเมอร์ของ N-acetyl-D-glucosamine และ  
D-glucosamine พบไดใ้นเปลือกของสัตว ์เช่น กุ้ง ปู หมึก แมลง หอยมุก และผนังเซลลข์องรา 
ยีสต์ และจุลินทรีย์หลายชนิด  (ศูนย์เทคโนโลยีโลหะและวัสดุแห่งชาติ , 2544) CHT เกิดจาก
ปฏิกิริยาการก าจัดหมู่อะซีติลของไคตินดว้ยเอนไซม์ chitin deacetylase ท าให้โครงสรา้งของ 
ไคตินบางส่วนเปลี่ยนแปลงไป โดยเฉพาะหมู่ฟังก์ชันที่มีธาตุไนโตรเจน (จากหมู่อะซีตามิโต -
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NHCOCH3 เปลี่ยนไปเป็นหมู่อะมิ โน -NH2) ที่ต  าแหน่งคาร์บอนตัวที่  2 (ภาพ 17) (Ferri & 
Tassoni, 2011; Malerba & Cerana, 2018) 
 

 
 

ภาพ 17 โครงสร้างเคมีของไคติน และไคโตซาน 
 
ทีม่า: ดดัแปลงจาก (Nilsen-Nygaard et al., 2015) 
 

สมบตัิทางกายภาพและทางเคมีของ CHT เป็นโพลิเมอรส์ายยาวที่มีธาตไุนโตรเจนเป็น
องค์ประกอบสูงมากกว่า 7 เปอรเ์ซนต์ มีระดับของหมู่อะซีติลต ่ากว่า 0.4 และมีประจุบวก 
เนื่องจากมีหมู่อะมิโน (ในรูป -NH3

+) โดยปกติ CHT สามารถละลายไดดี้ในกรดอินทรียท่ี์มีฤทธ์ิ
อ่อน เช่น กรดอะซีติก กรดฟอรม์ิก กรดแลคติก และกรดโพรพานิก เป็นตน้ (Kumar et al., 2004) 
ค่า pKa ของ CHT มีค่าอยู่ในช่วง 6.2 ถึง 6.8 และสารละลายของ CHT มีความเหนียวใส มี
พฤติกรรมแบบนอน (non-newtonian) ซึ่งสามารถขึน้รูปเป็นแผ่นเยื่อบางได้ตามธรรมชาติ มี
ลกัษณะของพลาสติกใส และยืดหยุ่นได ้(ศนูยเ์ทคโนโลยีโลหะและวสัดแุห่งชาติ, 2544) 

CHT เป็นโพลิเมอรท์ี่มีคณุสมบตัิและขอ้ดีหลากหลาย ทัง้มีความปลอดภยั ไม่เป็นพิษต่อ
สิ่งแวดลอ้ม ย่อยสลายไดต้ามธรรมชาติ และราคาไม่แพง ดงันัน้จงึมีการน า CHT มาประยกุตใ์ชใ้น
ด้านต่างๆ เช่น ด้านอาหาร การเกษตร การแยกสารทางชีวภาพ การแพทย์และเภสัชกรรม 
เครื่องส าอางและผลิตภณัฑ ์รวมทัง้ใชเ้ป็นตวักระตุน้พืชในการสงัเคราะหส์ารทตุิยภมูิ เช่น กระตุน้
ใหพ้ืชสรา้งสารไฟโตอเลก็ซิน  ไดแ้ก่ สารสตีลบิน สารประกอบฟิโนลิก และเทอรพ์ีนไดป้รมิาณมาก 
(Ferri & Tassoni, 2011; Malerba & Cerana, 2018) มีรายงานการศึกษาการใช้ CHT กระตุ้น
เนื ้อเยื่อของพืช turmeric (Curcuma longa L.) พบว่า เนื ้อเยื่อ rhizomes ของพืชชนิดนี ้ที่ถูก
กระตุน้ดว้ย CHT สามารถผลิตสาร curcumin ไดใ้นปริมาณสูง และสามารถกระตุน้การท างาน



 25 

ของเอนไซมก์ารป้องกันตนเองอย่าง peroxidase, polyphenol oxidase และ β-1,3 glucanase 
ได้สูงเม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม  (Sathiyabama, Bernstein, & Anusuya, 2016) และ
ตัวอย่ างรายงานศึกษาการใช้  CHT ในการกระตุ้นการสร้างสารทุติ ยภูมิ ใน รากลอย  
Isatis tinctoria L. เช่นกนั พบว่า มีการผลิตสารฟลาโวนอยดท์ี่เพิ่มขึน้หลงัจากการถกูกระตุน้ดว้ย
ความเขม้ขน้ของ CHT ที่เหมาะสม (Jiao et al., 2018) 
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บทที ่3 
 

วิธีการด าเนินวิจัย 
 
วัสดุและเคร่ืองมือ 

1. Autopipette 
2. Beaker ขนาด 50, 100, 125, 250 มิลลิลิตร 
3. Cuvette 
4. Falcon tube 
5. Flask ขนาด 125, 250 มิลลลิิตร 
6. Graduated pipette 
7. Microcentifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
8. Micro titer plate 96 well 
9. Mortar and pestle 
10. Multichannel pipette 
11. PCR tube 
12. Rack 
13. Syringe HPLC 
14. Tip ขนาด 10, 200, 1000 ไมโครลิตร 
15. กลอ่งด าติดตัง้หลอดไฟ 
16. ขวดเลีย้งพืช 
17. เครื่องชั่งสาร 2 และ 4 ต าแหนง่ 
18. เครื่อง Bioreactor 
19. เครื่อง Electrophoresis 
20. เครื่อง Gel Doc 
21. เครื่อง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) รุน่ LC-10 

ADVP 
22. เครื่อง High speed centrifuge 
23. เครื่อง Micro plate reader 
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24. เครื่อง Nanodrop 
25. เครื่อง Real time PCR (ExcyclerTM 96 well Real-time Quantitative 

Thermal Block : BioNEER) 
26. เครื่อง Rotary evaporator 
27. เครื่อง Spectrophotometer 
28. เครื่อง Stirrer  
29. เครื่อง UV-Visible Spectrophotometer 
30. เครื่อง Vortex 
31. หลอดไฟ LED ขนาด 13 วตัต ์

 
สารเคม ี

1. อาหารสตูร Gamborg’s B5 
2. อาหารสตูร Murashige and Skoog (MS) 
3. Acetate buffer 
4. Acetic acid 
5. Acetonitrile HPLC grade 
6. Agarose (Bio Basic, CAS number 9012-36-6) 
7. Ascorbic acid 
8. 2,2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium 

salt (ABTS) 
9. Bovine serum albumin standard 
10. Chitosan (CHT) (Medium molecular weight) 
11. Cyclodextrin (CD) (M.W.=1303.3 g/mol) 
12. Di-sodium hydrogen orthophosphate dihydrate (Na2HPO2. 2H2O) 
13. Distill water 
14. 100 bp DNA ladder (GeneDireX, Cat DM003-R500) 
15. Dye reagent (Bio-rad, Cat 5000006) 
16. EDTA 
17. Ethanol 
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18. Ethanol HPLC grade 
19. Ethyl acetate 
20. Ethylene diaminetetraacetic acid disodium salt (EDTA.Na2) 
21. Ferrous chloride (FeCl2) 
22. Folin reagent 
23. 2% Formic acid in water 18.2 mΩ 
24. Gallic acid 
25. HCl 
26. Hydrogen peroxide (H2O2) 
27. Iron (III) chloride hexahydrate (FeCl3.6H2O) 
28. Liquid nitrogen 
29. L-methionine 
30. Methanol HPLC grade 
31. Methyl jasmonate (MeJA) (M.W.=224.3 g/mol) 
32. Nitrotetrazolium bluechloride (NBT) 
33. Novel juice dye (GeneDireX, Cat LD001-1000) 
34. Polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) 
35. Potassium persulfate (K2S2O8) 
36. Riboflavin 
37. RNA extraction kit (Gene JET Plant RNA Purification) 
38. Sodium ascorbate (ASC) 
39. Sodium carbonate 
40. Sodium dihydrogen phosphate dihydrate (NaH2PO4. 2H2O) 
41. Sodium salicylate 
42. TBE buffer 
43. 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) 
44. Trolox 
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วิธีการทดลอง 
1. การเตรียมอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลสิง 

1.1 การเตรียมอาหารแข็งสูตร B5 ปริมาตร 1000 มิลลลิิตร 
ชั่งผงอาหารส าเรจ็รูปสตูร B5 (บรษัิท phytotechnology laboratories) น า้หนกั  

3.21 กรัม และชั่ งน ้าตาลทรายน ้าหนัก 20 กรมั ละลายด้วยน ้ากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
จากนัน้ปรบัค่า pH เท่ากบั 5.5 และเติมผงวุน้ (agar) น า้หนกั 5 กรมั ลงในอาหารที่เตรียมไว ้และ
น าอาหารไป autoclave ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 

1.2 การเตรียมอาหารเหลวสูตร ½ MS ปริมาตร 1000 มิลลลิิตร 
ชั่งผงอาหารส าเรจ็รูปสตูร MS (บรษัิท phytotechnology laboratories) น า้หนกั  

2.22 กรัม และชั่ งน ้าตาลทรายน ้าหนัก 15 กรมั ละลายด้วยน ้ากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
จากนั้นปรบัค่า pH เท่ากับ 5.7 น าอาหารเทลงในขวดรูปชมพู่ ขนาด 500 มิลลิลิตร ปริมาตร  
200 มิลลิลิตร และน าอาหารไป autoclave ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
 

2. การเพาะเลีย้งรากลอย 
 ท าการเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงสายพนัธุก์าฬสินธุ ์2 (K2-K599) โดยตดับริเวณ

ปลายรากความยาวประมาณ 2-3 เซนติเมตร มาท าการเพาะเลีย้งลงในอาหารแข็งสูตร B5  
ที่อณุหภมูิ 25±2 องศาเซลเซียส ในสภาวะมืด เป็นเวลา 2 สปัดาห ์
 

3. การศึกษาตัวกระตุ้นทีเ่หมาะสมในการกระตุ้นรากลอยถ่ัวลสิงต่อการผลิต
สารต้านอนุมูลอิสระ 

3.1 การศึกษาความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของไคโตซานในการกระตุ้นรากลอย
ถ่ัวลสิง 
น าเนือ้เยื่อรากลอยน า้หนักเริ่มตน้ 1.25 กรมั มาเพาะเลีย้งในอาหารเหลวสตูร  

½ MS ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร โดยแบ่งการทดสอบออกเป็น  
ชุดควบคุมที่ไม่ใส่ตัวกระตุ้น (เติมเฉพาะตัวท าละลาย คือ 1% acetic acid pH 5.7) และชุดที่
ทดสอบจ านวน 5 ชุด ไดแ้ก่ ชุดที่ 1, 2, 3 และ 4 ท าการกระตุน้ดว้ย CHT ความเขม้ขน้ 50, 100, 
150 และ 200 มิลลิกรมัต่อลิตร ตามล าดบั เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้เติม MeJA ความเขม้ขน้ 
100 ไมโครโมลาร ์ร่วมกับ CD ความเขม้ข้น 6.78 มิลลิโมลาร  ์(Yang et al., 2015) ท าการเก็บ
ตวัอย่างภายหลงัจากการเติม MeJA รว่มกบั CD เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ชุดที่ 5 กระตุน้ดว้ย MeJA 
ความเขม้ขน้ 100 ไมโครโมลาร ์ร่วมกับ CD ความเขม้ขน้ 6.78 มิลลิโมลาร ์เก็บตัวอย่างที่เวลา  
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24 ชั่วโมง โดยท าการทดลอง 2 ซ า้ แยกเก็บสว่นของเนือ้เย่ือรากลอยและอาหารเพาะเลีย้งรากลอย
เพื่อน าไปสกดัสารในล าดบัต่อไป 

3.2 การทดสอบตัวกระตุ้นทีเ่หมาะสมในการกระตุ้นรากลอยถ่ัวลสิง 
ท าการทดสอบตัวกระตุน้ที่เหมาะสม โดยน าเนือ้เยื่อรากลอย น า้หนักเริ่มตน้  

1 กรมั เพาะเลีย้งในอาหารเหลวสูตร ½ MS ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 
มิลลิลิตร เป็นเวลา 7 วนั จากนัน้ท าการยา้ยรากลอยมาเลีย้งในอาหารเหลวขวดใหม่ สตูร ½ MS 
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร แบ่งการทดสอบออกเป็น ชุดควบคุมที่ไม่ใส่ตวักระตุน้ (เติมเฉพาะตวัท า
ละลาย คือ 1% acetic acid pH 5.7) และชุดที่ทดสอบจ านวน 5 ชุด ไดแ้ก่ ชุดที่ 1 กระตุน้ดว้ย 
CHT ความเข้มข้น 150 มิลลิกรมัต่อลิตร ชุดที่  2 กระตุ้นด้วย MeJA ความเข้มข้น 100 ไมโคร 
โมลาร ์ร่วมกับ CD ความเขม้ขน้ 6.78 มิลลิโมลาร ์(Yang et al., 2015) ชุดที่ 3 กระตุน้ดว้ย CHT 
ความเข้มข้น 150 มิลลิกรมัต่อลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเติม MeJA ความเข้มข้น 100  
ไมโครโมลาร ์รว่มกบั CD ความเขม้ขน้ 6.78 มิลลิโมลาร ์ชดุที่ 4 กระตุน้ดว้ย MeJA ความเขม้ขน้ 
100 ไมโครโมลาร ์ร่วมกับ CD ความเขม้ขน้ 6.78 มิลลิโมลาร ์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเติม 
CHT ความเขม้ขน้ 150 มิลลิกรมัต่อลิตร และชดุท่ี 5 กระตุน้ดว้ย CHT ความเขม้ขน้ 150 มิลลิกรมั
ต่อลิตร ร่วมกับ MeJA ความเขม้ขน้ 100  ไมโครโมลาร ์และ CD ความเขม้ขน้ 6.78 มิลลิโมลาร ์ 
ท าการทดลอง 3 ซ า้ และเก็บตวัอย่างที่เวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง โดยแยกเก็บส่วนของเนือ้เยื่อ
รากลอยและอาหารเพาะเลีย้งรากลอยเพื่อน าไปสกดัสารในล าดบัต่อไป 
 

4. การกระตุ้นรากลอยถ่ัวลิสงทีถู่กกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้นทีเ่หมาะสมในระบบ
ขวดเขย่าและระบบเคร่ืองปฏกิรณช์วีภาพ 
 ทดสอบตัวกระตุ้นที่ เหมาะสมที่คัดเลือกจากการทดลอง 3.2 โดยแบ่งออกเป็น  

2 ระบบ คือ  
 การกระตุ้นรากลอยด้วยตัวกระตุ้นที่ เหมาะสมในระบบขวดเขย่า โดยท าการ

เพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงน า้หนกัเริม่ตน้ 1 กรมั ในอาหารเหลวสตูร ½ MS ปรมิาตร 200 มิลลิลิตร 
ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร (อัตราส่วนรากลอยต่ออาหารเพาะเลีย้ง  5 กรัมต่อลิตร)  
เป็นระยะเวลา 7 วัน จากนั้นยา้ยรากลอยลงอาหารเพาะเลีย้งขวดใหม่ สูตร ½ MS และท าการ
กระตุ้นโดยแบ่งการทดสอบออกเป็น ชุดควบคุมที่ไม่ใส่ตัวกระตุ้น (เติมเฉพาะตัวท าละลาย  
1% acetic acid pH 5.7) และชุดที่ทดสอบโดยกระตุน้ดว้ยตัวกระตุน้ที่เหมาะสมที่คัดเลือกจาก
การทดลอง 3.2 ท าการทดลอง 3 ซ า้ และเก็บตวัอย่างที่เวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง โดยแยกเก็บ
สว่นของเนือ้เย่ือรากลอยและอาหารเพาะเลีย้งรากลอยเพื่อน าไปสกดัสารในล าดบัต่อไป 
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 การกระตุน้รากลอยดว้ยตวักระตุน้ที ่เหมาะสมในระบบเครื่องปฏิกรณช์ีวภาพ  
โดยท าการเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงน า้หนกัเริ่มตน้ 10 กรมั ในอาหารเหลวสตูร ½ MS ปริมาตร  
2 ลิตร ในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร (อตัราส่วนรากลอยต่ออาหารเพาะเลีย้ง 5 กรมัต่อ
ลิตร) เป็นระยะเวลา 7 วัน จากนั้นท าการเปลี่ยนอาหารเพาะเลีย้งสูตร ½ MS ใหม่ และท าการ
กระตุ้น โดยแบ่งการทดสอบออกเป็น ชุดควบคุมที่ไม่ใส่ตัวกระตุ้น (เติมเฉพาะตัวท าละลาย  
1% acetic acid pH 5.7) และชุดที่ทดสอบโดยกระตุน้ดว้ยตัวกระตุน้ที่เหมาะสมที่คัดเลือกจาก
การทดลอง 3.2 ท าการทดลอง  3 ซ า้ และเก็บตัวอย่างที่เวลา 72 ชั่วโมง โดยแยกเก็บส่วนของ
เนือ้เย่ือรากลอยและอาหารเพาะเลีย้งรากลอยเพื่อน าไปสกดัสารในล าดบัต่อไป 
 

5. การสกัดสารจากอาหารทีเ่พาะเลีย้งรากลอย 
 น าอาหารเหลวที่ไดจ้ากขอ้ 3 และ 4 มาท าการสกดัดว้ยตวัท าละลาย ethyl acetate  

ในอัตราส่วน ethyl acetate : medium (1:1) ท าการสกัดซ า้เป็นจ านวน 3 รอบ และแยกตัวท า
ละลายไประเหยแหง้ดว้ยเครื่อง rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ภายใตร้ะบบ
สญุญากาศ ท าการชั่งน า้หนักสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยที่ได ้เพื่อน าไปวิเคราะหใ์น
ล าดบัต่อไป 
 

6. การตรวจสอบฤทธิก์ารต้านอนุมูลอิสระของสารสกดัจากอาหารทีเ่พาะเลีย้ง
รากลอย 

6.1 การตรวจสอบฤทธิก์ารต้านอนุมูลอิสระด้วยวธิี ABTS 
ก า รต ร ว จสอบฤท ธิ์ ก า ร ต้า น อนุมูล อิ ส ร ะ ด้ว ย วิ ธี  2 , 2 ’ - a z i n o b i s  

(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS) เป็นการวดัความสามารถ
ของสารต้านอนุมูลอิสระในการขจัดอนุมูล ABTS ที่เกิดจากการถูกออกซิไดส ์โดย Oxidizing 
agent ซึ่งสามารถวัดการดูดกลืนแสงของอนุมูล ABTS ที่มีสีจางลง เม่ือได้รบัอิเล็กตรอนและ
ไฮโดรเจนจากสารต้านอนุมูลอิสระ แสดงค่าเป็นค่า TEAC (Trolox equivalent antioxidant 
capacity) มีหน่วยเป็น ไมโครโมล Trolox ต่อกรมัน า้หนกัแหง้ (Boligon, Machado, & Athayde, 
2014) 

เตรียมสารละลาย 7 มิลลิโมลาร ์ABTS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร กับ 140 มิลลิ 
โมลาร ์potassium persulfate (K2S2O8) ปรมิาตร 88 ไมโครลิตร เก็บไวใ้นความมืดที่อณุหภมูิหอ้ง
เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง จากนั้นเจือจางด้วยน ้ากลั่นจนมีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
734 นาโนเมตร เท่ากบั 0.70±0.02 
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- การท ากราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน Trolox 
 เตรียมสารละลาย ABTS radical ปรมิาตร 198 ไมโครลิตร ลงในไมโครเพลท 

จากนั้นเติมสารละลายมาตรฐาน Trolox ความเขม้ขน้ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 มิลลิโมลาร ์
ปรมิาตร 2 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั ตัง้ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 6 นาทีที่อณุหภมูิหอ้งในที่มืด แลว้น าไปวดั
ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร เปรียบเทียบกบัหลมุควบคุม และน าค่าที่วดั
ไดม้าค านวณค่า %inhibition ของสารมาตรฐาน Trolox ที่ความเขม้ขน้แตกต่างกนั จากนัน้สรา้ง
กราฟระหวา่งคา่ %inhibition และความเขม้ขน้ตา่ง ๆ ของ Trolox 

- การค านวณ %inhibition ของ Trolox 

% inhibition = 
𝑂𝐷 (𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)−𝑂𝐷 (𝑇𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥)

𝑂𝐷 (𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)
× 100 

OD (control) = ค่าการดดูกลืนแสงเมื่อไมมี่สาร Trolox 
OD (Trolox) = ค่าการดดูกลืนแสงเมื่อมีสาร Trolox 

- การตรวจสอบฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระของสารสกดัตวัอย่าง 
  เตรียมสารสกัดตัวอย่างละลายใน absolute ethanol ที่ความเข้มข้น  

2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารสกัดลงในสารละลาย ABTS 
radical ปรมิาตร 198 ไมโครลิตร ในไมโครเพลทที่เตรียมไว ้ผสมใหเ้ขา้กนั ตัง้ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 6 นาที
ที่อณุหภูมิหอ้งในที่มืด จากนัน้น าไปวดัการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร และน า
ค่าท่ีวัดไดม้าค านวณฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระเทียบกับสารมาตรฐาน Trolox ซึ่งรายงานผลเป็นค่า 
TEAC มีหน่วยเป็น ไมโครโมล Trolox ต่อกรมัน า้หนกัแหง้ 

6.2 การตรวจสอบฤทธิก์ารต้านอนุมูลอิสระด้วยวธิี FRAP 
การตรวจสอบฤทธ์ิการตา้นอนมุลูอิสระดว้ยวิธี Ferric reducing antioxidant  

power (FRAP) เป็นการศึกษาความสามารถของสารต้านอนุมูลอิสระในการออกซิไดซ์ Fe3+ 
(ferric) ใหเ้ป็น Fe2+ (ferrous) โดยสามารถวดัการดดูกลืนแสงของสีสารละลายที่เปลี่ยนไปจากสี
ม่วงน า้เงินเป็นสีที่จางลง เม่ือ Fe3+ ไดร้บัอิเล็กตรอนจากสารตา้นอนมุลูอิสระ แสดงค่าเป็นคา่ AAE 
(ascorbic acid equivalent) มีหน่ วย เป็น  ไม โครกรัม  ascorbic acid ต่อกรัมน ้าหนักแห้ง 
(Boligon et al., 2014) 

เตรียม FRAP working solution ประกอบดว้ย 300 มิลลิโมลต่อลิตร acetate  
buffer pH 3.6 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร, 10 มิลลิโมลต่อลิตร 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ)  
ใน 40 มิลลิโมลต่อลิตร HCl ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร และ 20 มิลลิโมล FeCl3.6H2O ปริมาตร  
2.5 มิลลิลิตร 
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- การท ากราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน ascorbic acid 
  เตรียมสารละลาย FRAP reagent ปริมาตร 198 ไมโครลิตร ลงในไมโคร

เพลทจากนั้นเติมสารละลายมาตรฐาน ascorbic acid ความเข้มข้น 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ  
2.5 มิลลิโมลาร ์ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากัน ตั้งทิง้ไว้เป็นเวลา 5 นาทีที่
อณุหภมูิหอ้งในที่มืด แลว้น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร จากนัน้น า
ค่าที่วดัไดม้าสรา้งกราฟแสดงค่าการดดูกลืนแสงและความเขม้ขน้ตา่ง ๆ ของ ascorbic acid 

- การตรวจสอบฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระของสารสกดัตวัอย่าง 
  เตรียมสารสกัดตัวอย่างละลายใน absolute ethanol ที่ ความเข้มข้น  

2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารสกัดลงในสารละลาย  FRAP 
reagent 198 ไมโครลิตร ในไมโครเพลทที่เตรียมไว ้ผสมให้เข้ากัน ตั้งทิง้ไวเ้ป็นเวลา 5 นาทีที่
อณุหภมูิหอ้งในที่มืด จากนัน้น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร และน า
คา่ท่ีวดัไดม้าค านวณฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระจากกราฟมาตรฐานของ ascorbic acid รายงานผลเป็น
ค่า AAE มีหน่วยเป็น ไมโครกรมั ascorbic acid ต่อกรมัน า้หนกัแหง้ 

6.3 การตรวจสอบฤทธิ ์hydrogen peroxide scavenging assay 
การตรวจสอบฤทธ์ิการก าจดั H2O2 ดว้ยวิธี hydrogen peroxide scavenging  

assay เป็นการศกึษาความสามารถในการก าจดั H2O2 เม่ือท าปฏิกิรยิากบั Fe2+ (ferrous) หากสาร
ต้านอนุมูลอิสระมีความสามารถในการก าจัด H2O2 จะสามารถวัดการดูดกลืนแสงของเกิด
สารประกอบเชิงซอ้น tri-phenanthroline ที่มีสีสม้ที่เกิดขึน้ได ้แสดงค่าเป็น The half maximum 
inhibitory concentration (IC50 value) มีหน่วยเป็น ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร (Mukhopadhyay et 
al., 2016) 

- การท ากราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน gallic acid 
  เตรียมสารละลายมาตรฐาน gallic acid ความเขม้ขน้เริม่ตน้ 100 ไมโครกรมั 

ต่อมิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายมาตรฐานใหมี้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 5, 10, 15, 20 และ  
25 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร โดยผสมกับ 1 มิลลิโมลาร ์ferrous chloride ปริมาตร 30 ไมโครลิตร  
20 มิลลิโมลาร ์H2O2 ปรมิาตร 3 ไมโครลิตร และเติม 50% ethanol จนครบปรมิาตร 73 ไมโครลติร 
ผสมสารละลายให้เขา้กัน ตั้งทิง้ไวท้ี่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติม 1 มิลลิ 
โมลาร ์1,10-phenanthroline ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากัน ตั้งทิ ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร 
เปรียบเทียบกบัหลมุควบคมุ และน าค่าการดดูกลืนแสงที่ไดไ้ปค านวณคา่ degree of scavenging 
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ของสารมาตรฐาน gallic acid ที่ความเขม้ขน้แตกต่างกนัตามสตูรดา้นล่าง สรา้งกราฟระหว่างค่า 
degree of scavenging และความเขม้ขน้ตา่ง ๆ ของ gallic acid  

- การค านวณ %Scavenging effect ของ hydrogen peroxide 

Scavenging effect (%) = 
𝑂𝐷 (𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)−𝑂𝐷 (𝑆𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒)

𝑂𝐷 (𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)
X 100 

 
- การตรวจสอบฤทธ์ิการก าจดั H2O2 ของสารสกดัตวัอย่าง 
  น าสารสกดัที่ความเขม้ขน้ 50, 100, 200 และ 300 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 

ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ผสมกบั 1 มิลลิโมลาร ์ferrous chloride ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 20 มิลลิ
โมลาร ์H2O2 ปริมาตร 3 ไมโครลิตร และเติม 50% ethanol จนครบปริมาตร 73 ไมโครลิตร ผสม
สารละลายใหเ้ขา้กัน ตัง้ทิง้ไวท้ี่อุณหภูมิหอ้งในที่มืดเป็นเวลา 5 นาที จากนัน้เติม 1 มิลลิโมลาร ์
1,10-phenanthroline ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ผสมสารละลายใหเ้ขา้กัน ตัง้ทิง้ไวท้ี่อุณหภูมิหอ้ง
เป็นเวลา 10 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร น าค่าที่ได้ไป
ค านวณค่า  degree of scavenging ตามสูตร จากนั้นสร้างกราฟระหว่างค่ า  degree of 
scavenging ของสารสกัดตัวอย่างและความเขม้ขน้ต่าง ๆ รายงานค่าเป็น IC50 value มีหน่วย
เป็น ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 
 

7. การตรวจสอบปริมาณสารประกอบฟิโนลิกทั้งหมด ( total phenolic  
compound) ในสารสกัดจากอาหารทีเ่พาะเลีย้งรากลอย 
  การตรวจสอบปริมาณสารประกอบฟิ โนลิกทั้งหมดด้วยวิ ธี  total phenolic 

compound assay เป็นการศกึษาปรมิาณของสารประกอบฟิโนลิกทัง้หมดของสารสกดั โดยอาศยั
หลักการของการเปลี่ ยนสีของปฏิกิ ริยารีดอกซ์ที่  Folin-Ciocalteu ได้รับอิ เล็กตรอนจาก
สารประกอบฟิโนลิก ซึ่งสามารถเปลี่ยนสีของสารละลายจากสีเหลืองใหเ้ป็นสีน า้เงินม่วง แสดงค่า
เป็น GAE (gallic acid equivalent) มีหน่วยเป็น ไมโครกรมั gallic acid ต่อกรมัน า้หนกัแหง้ 

- การท ากราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน gallic acid 
  เตรียมสารละลายมาตรฐาน gallic acid ความเข้มข้น 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 

และ 1.0 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ท าปฏิกิริยาโดยเติมสารละลายมาตรฐาน gallic acid ปริมาตร  
2 ไมโครลิตร ผสมกบั สารละลาย Folin reagent ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และสารละลาย sodium 
carbonate (20% w/v) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เติมน า้กลั่นจนครบปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสม
สารละลายใหเ้ขา้กัน ตัง้ทิง้ไวท้ี่อณุหภูมิหอ้งในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที จากนัน้วดัค่าการดูดกลืน
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แสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร เปรียบเทียบกบัหลมุควบคมุ และน าค่าที่วดัไดม้าสรา้งกราฟ
แสดงคา่การดดูกลืนแสงที่ความเขม้ขน้ตา่ง ๆ กนัของ gallic acid 

- การตรวจสอบปรมิาณสารประกอบฟิโนลิกทัง้หมดในสารสกดั 
  เตรียมสารสกัดตัวอย่างละลายใน absolute ethanol ที่ ความเข้มข้น  

2 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ปรมิาตร 2 ไมโครลิตร ผสมกบั Folin reagent ปรมิาตร 10 ไมโครลิตร และ
สารละลาย sodium carbonate (20%w/v) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เติมน า้กลั่นจนปริมาตรครบ 
200 ไมโครลิตร ผสมสารละลายจนเขา้กนั ตัง้ทิง้ไวท้ี่อณุหภมูิหอ้งในที่มืด 30 นาที จากนัน้น าไปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร น าค่าที่ วัดได้ไปค านวณหาปริมาณ
สารประกอบฟิโนลิก จากกราฟมาตรฐานระหว่างความเขม้ขน้ของ gallic acid และค่าการดดูกลืน
แสง และรายงานผลเป็นคา่ GAE มีหน่วยเป็น ไมโครกรมั gallic acid ต่อกรมัน า้หนกัแหง้ 
 

8. การวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยด้วย
เทคนิค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
 น าสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยที่ไดจ้ากการระเหยแห้งมาละลายใน  

absolute ethanol ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 2 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร กรองสารละลายตวัอย่างผ่าน nylon 
membrane filtered ขนาด 0.45 ไมโครเมตร และน าไปตรวจสอบด้วยเครื่อง HPLC ยี่ห้อ 
Shimadzu รุ่น LC-10 ADVP โดยใชค้อลัมน์ Luna 5U C18 (2) 100A ยี่ห้อ Phenomenex Inc. 
ขนาด 250x4.6 มิลลิเมตร ท าการวิเคราะห์ด้วย gradient elution โดยใช้ injection value loop  
20 ไมโครลิตร และตรวจวัดสัญญาณดว้ย UV-Vis detector รุ่น SPD-10 AVP ที่ความยาวคลื่น 
306 และ 340 นาโนเมตร ตวัท าละลายที่ใชใ้นการแยกสาร ประกอบดว้ย mobile phase 2 ชนิด 
คือ mobile phase A (acetonitrile) และmobile phase B (2%  formic acid ในน ้ากลั่ น  18.2 
mΩ) ในอตัราสว่น 30:70 
 

9. การตรวจสอบการแสดงออกของยนีทีเ่กี่ยวข้องกับการสังเคราะหส์ารกลุ่ม
สตลีบนิและยนีต้านทานกลุ่มอ่ืน ๆ ในเนือ้เยือ่รากลอยถ่ัวลสิงเพาะเลีย้ง 

9.1 การสกัด RNA 
น าเนือ้เย่ือรากลอย 50 มิลลิกรมั บดดว้ย liquid nitrogen ในโกรง่ จากนัน้สกดั  

RNA ดว้ยชุดสกดัอารเ์อนเอส าเรจ็รูป (Total RNA Extraction Kit (Plant) :Gene JET Plant RNA 
Purification) โดยเริ่มจากการท าให้เซลล์แตกด้วยการเติม  RNA lysis buffer (lysis buffer  
500 ไมโครลิตร ผสมกบั DTT 10 ไมโครลิตร) 510 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัเป็นเวลา 10-20 วินาที 
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น าไปบ่มที่อณุหภมูิ 56 องศาเซลเซียส 3 นาที จากนัน้น าไปป่ันเหวี่ยงที่ 14,000 rpm 5 นาที และ
ดู ด ส่ วน ใสทั้ งห ม ด ล งใน  microcentrifuge ขน าด  1.5 ไม โค รลิ ต ร  เติ ม  100% ethanol  
250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยปิ เปตทันที และดูดสารละลายทั้งหมดใส่ใน purification 
column เพื่อให ้RNA จับกับ column ไดด้ี น าไปป่ันเหวี่ยงที่ 11,000 rpm 1 นาที ทิง้สารละลาย 
และท าการล้าง column โดยเติม  WB1 700 ไมโครลิตร ป่ัน เหวี่ ยงที่  11,000 rpm 1 นาที  
เทสารละลายที่ผ่านจาก column ทิ ้ง จากนั้นเติม WB2 500 ไมโครลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงที่  
11,000 rpm 1 นาที  ท าซ ้า สองค รั้ง  จ ากนั้ น ท าก ารชะ  RNA ด้วย  nuclease-free water  
50 ไมโครลิตร และน าไปป่ันเหวี่ยงที่ 11,000 rpm 1 นาที เก็บสารละลาย RNA ทัง้หมดเพื่อน าไป
วัดปริมาณความเข้มข้นของ total RNA ด้วยเครื่อง Nanodrop โดยใช้ RNase free water  
เป็น blank เก็บตวัอย่าง RNA ไวท้ี่อณุหภมูิ - 20 องศาเซลเซียส เพื่อน ามาวิเคราะหต์่อไป 

9.2 การก าจัด genomic DNA ทีป่นเป้ือนในตัวอย่าง RNA 
น า total RNA ที่ไดจ้ากการสกัด (ขอ้ 9.1) ความเขม้ขน้ 2 ไมโครกรมั ผสมกับ 

10x reaction buffer with MgCl2, DNase I และDECP-treated water ให้มีปริมาตรรวมเท่ากับ  
10 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 30 นาที และเติม 50 มิลลิโมลาร  ์EDTA  
1 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กัน น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 10 นาที หลังจากนั้นน าไป
สงัเคราะห ์cDNA ต่อไป 

9.3 การสังเคราะห ์cDNA (complementary DNA) 
น า RNA ที่ไดจ้ากการก าจัด genomic DNA (ขอ้ 9.2) ผสมกับ primer (Oligo 

dT8) ป ริม าต ร 1 ไม โค รลิ ต ร  และ เติ ม  DECP-treated water ให้ มี ป ริม าต รรวม เท่ ากั บ  
20 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ  70 องศาเซลเซียส 5 นาที  จากนั้นดูดสารละลายทั้งหมดใส ่
AccuPower® RT Premix tube (BioNEER) ผสมให้เข้ากันด้วย เครื่อง vortex ขั้นตอนการ
สังเคราะห์ cDNA  ด้วยวิ ธี  Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 
เป็นดงันี ้เริ่มตน้บ่มที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 60 นาที เพื่อสงัเคราะห ์cDNA จากนัน้ท าการ
ยับยั้งการท างานของ RNase โดยเพิ่มอุณหภูมิที่  94 องศาเซลเซียส 5 นาที เก็บตัวอย่างของ 
cDNA ไวท้ี่อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปวิเคราะหต์่อไป 

9.4 การตรวจสอบการแสดงออกของยนีดว้ยเทคนิค real-time PCR 
น า cDNA จากการสงัเคราะห ์(ขอ้ 9.3) มาใชเ้ป็น template ในขัน้ตอน real- 

time PCR มีปรมิาตรทัง้หมดเท่ากบั 10 ไมโครลิตร โดยมีสว่นประกอบดงันี ้
2x-PCR (Bioneer)  5 ไมโครลิตร 

   cDNA    1.5 ไมโครลิตร 
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   Primer_Forward  0.5 ไมโครลิตร 
   Primer_Reverse  0.5 ไมโครลิตร 
   DEPC-treated water  2.5 ไมโครลิตร 
 
ตาราง 1  ล าดับ primer ส าหรับการทดสอบการแสดงออกของยนี 
 

Name Sequence Annealing temp.(oC) 

APX143_F 5′-CCCCTCATCTTTGACAACTCT-3′ 60 

APX143_R  5’-GCATCTTCATCCGCAGCATA-3′ 60 

SOD131_F 5’-GCGGAGTAGCTTGTGGGATT-3′ 63 

SOD131_R 5′-ACCAAACAACGGAAAGGGGT-3′ 63 

GPX116_F 5’-CTCTCTCGGCCTTATCAGCG-3′ 60 

GPX116_R 5’-CTGGCCATGGTGTGATCTGT-3′ 60 

ERF1-128_F 5’-TGGACTCCATTCCTGAGGGT-3’ 62 
ERF1-128_R 5’-CTGTTCACCCCAGCGAAGAT-3’ 62 
ERF6-133_F 5’-AGCAAGTGCAAGTTGGCAAG-3’ 62 
ERF6-133_R 5’-CCACCAGGATCCGTGAGAAC-3’ 62 
PAL-134_F 5’-TGATTGCACTTTGCCAAGCC-3’ 62 
PAL-134_R 5’-TCTTGATGGGTGGAGTTCGC-3’ 62 
RS103_F 5’-CGATGGAGCTGCTGCGATTA-3’ 60 
RS103_F 5’-GCTGCCAGGGACAAGTTTTT-3’ 60 

RS3_100_F 5’-ACCACTGGTGAAGGACTTGAT-3’ 60 
RS3_100_R 5’-TCTCGAGTTATATGGCCACACTG-3’ 60 
PR4A_94_F 5’-TCGTTGATCAGTGCAGCAATGGAG-3’ 60 
PR4A_94_R 5’-AGATGGCCCTGAGCATTCCCATTA-3’ 60 
PR5_151_F 5’-TGTTCATACACAGTGTGGCCAGGA-3’  62 
PR5_151_R 5’-TGGAGCATCCTGTTCTAGCCCAAA-3’ 62 
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ตาราง 1 (ต่อ) 
 

Name Sequence Annealing temp.(oC) 

PR10_124_F 5’-AAACGGTGGTCCTGGAACCATCAA-3’ 62 
PR10_124_R 5’-TCCAACCACGCTGTAGTTGTATGC-3’ 62 
Chi_146_F 5’-GGAAACGCGAACAATTTCGACGGA-3’  60 
Chi_146_R 5’-ATGGCCCTAATGGTTGCACCAAAC-3’ 60 

P.ef1a_145_F 5’-CAGAACTGGGTTCTAGATCG-3’ 55 
P.ef1a_145_R 5’-AGCAGTGTAGGACAAGTCCT-3’ 55 

 
เตรียม negative control ส าหรบั primer แต่ละชดุดงันี ้

2x-PCR (Bioneer)  5 ไมโครลิตร 
   cDNA    0 ไมโครลิตร 
   Primer_Forward  0.5 ไมโครลิตร 
   Primer_Reverse  0.5 ไมโครลิตร 
   DEPC-treated water  4 ไมโครลิตร 

เติมส่วนผสมต่าง ๆ ลงใน PCR tube น าเขา้เครื่อง real-time PCR จากนั้นตัง้
ค่าปฏิกิริยาดงันี ้ขัน้ตอน pre-denature อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที ขัน้ตอน denature 
อณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส 15 วินาที ขัน้ตอน annealing Ta (อณุหภมูิของ Ta ดงัแสดงในตาราง 
1) 10 วินาที ขัน้ตอน extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 วินาที การยืนยันความจ าเพาะ
ของ PCR product ท าไดโ้ดยวิเคราะห ์melting curve analysis ในขัน้ตอนสดุทา้ย คือท าการบ่ม
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 60 ถึง 94 องศาเซลเซียส โดยใหอุ้ณหภูมิเพิ่มขึน้ทีละ 1 องศาเซลเซียสต่อ
วินาที 

 ผล real time PCR ที่ไดแ้สดงเป็นค่า Ct ซึ่งสามารถน ามาค านวณหาปริมาณ
แบบสมัพทัธ ์(relative quantification) เป็นวิธีการเปรียบเทียบโดยการหาอตัราสว่นการแสดงออก
ของยีนที่สนใจต่อการแสดงออกของยีนอ้างอิง (การทดลองนีใ้ช้ P.ef1a_145 เป็นยีนอ้างอิง) 
จากนัน้น าไปวิเคราะหค์่าทางสถิติ โดยท าการตรวจสอบ 3 ซ  า้ ตอ่หนึ่งกลุม่ตวัอย่าง 
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10. การทดสอบการท างานของเอนไซมต้์านอนุมูลอิสระ 
10.1  การสกัดเอนไซม ์superoxide dismutase (SOD) และ catalase (CAT) 

 น าตัวอย่างเนือ้เยื่อรากลอยถั่วลิสงเพาะเลีย้งแต่ละกลุ่มมาบดใหล้ะเอียดใน
โกร่งภายใตค้วามเย็นโดยการเติม liquid nitrogen จากนัน้น าเนือ้เยื่อรากลอยที่ผ่านการบดแลว้
น า้หนัก 1 กรมั ไปสกัดเอนไซมภ์ายใตค้วามเย็นดว้ย extraction buffer (50 มิลลิโมลาร ์sodium 
phosphate buffer (pH 7.8), 1 มิลลิโมลาร ์EDTA.Na2, 2% polyvinylpolypyrrolidone) ปรมิาตร 
6 มิลลิลิตร เป็นเวลา 3 นาที น าไปเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้น าสว่นใสมาทดสอบเอนไซม ์SOD และ CAT 

10.2   การสกัดเอนไซม ์ascorbate peroxidase (APX) 
น าตวัอย่างเนือ้เยื่อรากลอยถั่วลิสงเพาะเลีย้งแต่ละกลุ่มมาบดใหล้ะเอียดใน

โกร่งภายใตค้วามเย็นโดยการเติม liquid nitrogen จากนัน้น าเนือ้เยื่อรากลอยที่ผ่านการบดแลว้
น า้หนัก 1 กรมั ไปสกัดเอนไซมภ์ายใตค้วามเย็นดว้ย extraction buffer (50 มิลลิโมลาร ์sodium 
phosphate buffer (pH 7.8), 1 มิ ลลิ โม ลาร์ EDTA.Na2, 2% polyvinylpolypyrrolidone และ  
2 มิลลิโมลาร ์sodium ascorbate) ปริมาตร 6 มิลลิลิตร เป็นเวลา 3 นาที น าไปเหวี่ยงที่ความเร็ว 
14,000 รอบต่อนาที ที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้น าส่วนใสมาทดสอบ
เอนไซม ์APX 

10.3   การวัดปริมาณโปรตนีของรากลอยถ่ัวลสิงเพาะเลีย้ง 
เตรียมสารมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) ความเข้มข้น 62.5, 

125, 250, 500 และ 1000 ไมโครกรมัต่อลิตร โดยผสมสารละลายมาตรฐานความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร กบั dye reagent (บริษัท Biorad) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และตวัอย่าง
สารสกดัเอนไซมจ์ากเนือ้เยื่อรากลอยถั่วลิสงเพาะเลีย้งที่สกดัไดจ้ากขอ้ 10.1 และ 10.2 น าไปบ่มที่
อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที จากนัน้วดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร ดว้ย
เครื่อง microplate reader และสรา้งกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดดูกลืนแสงและความเขม้ขน้
ต่าง ๆ ของ BSA ค านวณปรมิาณโปรตีนของสารตวัอย่างที่ทดสอบในหน่วยไมโครกรมั 

10.4   การศึกษาการท างานของเอนไซม ์superoxide dismutase (SOD) 
ศึกษาการท างานของเอนไซม ์SOD ดว้ยวิธี SOD assay ในการก าจดัอนุมลู 

อิ ส ระ  superoxide anion radical (O2
.-)  ที่ เกิ ด จ าก  riboflavin โด ย มี  methionine เป็ น ตั ว 

reducing agent ใหอ้ิเล็กตรอนแก่ riboflavin เม่ือถกูกระตุน้ดว้ยแสง O2
.-  รีดิวซ ์nitrotetrazolium 

bluechloride (NBT) เกิดเป็นสารสีม่วงที่เรียกว่า formazan สามารถวดัคา่การดดูกลืนแสงที่ความ
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ยาวคลื่น 560 นาโนเมตร  โดยวดัเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้ปฏิกิริยา reduction ของ NBT และรายงาน
ค่าเป็น SOD specific activity มีหน่วยเป็น 1 ยนูิตต่อมิลลิกรมัโปรตีน 

  น าสารสกัดเอนไซม ์SOD จากเนือ้เยื่อรากลอยถั่วลิสงเพาะเลีย้งแต่ละกลุ่ม 
(จาก ขอ้ 10.1) มาตรวจสอบฤทธ์ิการท างานของเอนไซม ์โดยค านวณโปรตีนของสารสกดัเอนไซม ์
SOD ใหไ้ดป้ริมาณดงันี ้5, 10, 15 และ 20 ไมโครกรมั และน าไปทดสอบการท างานของเอนไซม ์
SOD โดยท าปฏิกิริยากับ assay solution ซึ่งประกอบดว้ย 50 มิลลิโมลาร ์sodium phosphate 
buffer (pH 7.8), 1 มิลลิโมลาร  ์EDTA.Na2, 50 มิลลิโมลาร  ์L-methionine, 1 มิลลิโมลาร  ์NBT,  
0.2 มิลลิโมลาร  ์riboflavin (อัตราส่วนดังตาราง 2) และ 50 มิลลิโมลาร  ์sodium phosphate 
buffer (pH 7.8) (ตาราง 3) ผสมใหเ้ขา้กนั จากนัน้น าหลมุ control และหลมุ sample ไปบ่มในที่ที่
มีแสงดว้ยหลอดไฟ LED ก าลงัไฟ 13 วตัต ์เป็นเวลา 5 นาที (หลมุ blank บ่มไวใ้นที่มืดเป็นเวลา  
5 นาที) วดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร และบนัทึกค่าการดดูกลืนแสงของ 
NBT ที่ลดลง น าคา่การดดูกลืนแสงที่วดัไดไ้ปค านวณค่า enzyme activity โดย 1 ยนูิตของเอนไซม ์
มีค่าเท่ากบัปรมิาณของเอนไซม ์(มิลลิกรมั) ที่ท  าให ้NBT ลดลง 50 % ท าการทดลอง 3 ซ า้ จากนัน้
น าไปเขียนกราฟระหวา่ง % inhibition (แกน y) และ ปรมิาณโปรตีน (มิลลิกรมั) (แกน x) แทนคา่ y 
เท่ากบั 50 ในสมการเสน้ตรง และค านวณ SOD specific activity ต่อมิลลิกรมัโปรตีน มีหน่วยเป็น 
1 ยนูิตต่อมิลลิกรมัโปรตีน 
 
ตาราง 2  ส่วนผสมของ assay solution ของการทดสอบเอนไซม ์SOD 
 

Component Final concentration 
Volume (ul) 

X1 
50 mM Na-Po4 buffer(pH7.8) 78 mM 100 

1 mM EDTA.Na2 0.12 mM 22 
50 mM L-methionine 10 mM 36 

1 mM NBT 66 uM 12 
0.2 mM riboflavin 6.66 uM 6 

Distill water - 4 
Total volume 180 
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ตาราง 3  ส่วนผสมของการทดสอบเอนไซม ์SOD 
 

Tube  

Reagent 
Total 

volume 
(ml) 

Incubation 
50 mM Na-PO4 
buffer(pH7.8) 

(ul) 

Sample 
(ul) 

Assay 
solution 

(ml) 
1 Blank 20 - 180 200 ที่มืด 
2 Control 20 - 180 200 ใหแ้สง 
3 Sample 2 ul 20-x x 180 200 ใหแ้สง 
4 Sample 4 ul 20-x x 180 200 ใหแ้สง 
5 Sample 6 ul 20-x x 180 200 ใหแ้สง 
6 Sample 12 ul 20-x x 180 200 ใหแ้สง 

 
หมายเหตุ: x = ปรมิาตรของตวัอย่าง 
 

10.5   การศึกษาการท างานของเอนไซม ์catalase (CAT) 
ศกึษาการท างานของเอนไซม ์catalase ดว้ยวิธี วิธี CAT assay ในการก าจดั 

โมเลกุลอนุมูลอิสระ H2O2 ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ของ ROS ที่ เกิดขึน้จากภาวะเครียดออกซิเดชั่น 
สามารถวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 240 นาโนเมตร โดยวดัความเขม้ขน้ของ H2O2 ที่
ลดลง และรายงานค่าเป็น CAT specific activity มีหน่วยเป็น 1 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อมิลลิกรมั
โปรตีน 

น าสารสกัดเอนไซม ์CAT จากเนือ้เยื่อรากลอยถั่วลิสงเพาะเลีย้งแต่ละกลุ่ม 
(จากข้อ 10.1) ค านวณปริมาณโปรตีนให้ได้ 30 ไมโครกรมั และน าไปทดสอบการท างานของ
เอนไซม ์CAT โดยปฏิกิรยิาการทดสอบ ประกอบดว้ย 50 มิลลิโมลาร ์sodium phosphate buffer 
(pH 7.0), 0.1 มิลลิโมลาร ์EDTA.Na2 และ 4% H2O2 (ตารางที่ 4) ผสมใหเ้ขา้กัน และวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  240 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง UV-Visible spectrophotometer  
ใชโ้ปรแกรม kinetic อ่านค่าการดูดกลืน H2O2 ทุก ๆ 10 วินาที เป็นเวลา 3 นาที ท าการทดลอง  
3 ซ า้และ บันทึกค่าการดูดกลืนแสงของ H2O2 ที่ลดลง น าค่าการดูดกลืนแสงที่วดัไดไ้ปค านวณ  
ค่า enzyme activity โดย 1 ยนูิตของเอนไซม ์มีค่าเท่ากบัปรมิาณของเอนไซมท์ี่สามารถออกซิไดซ ์
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1.0 ไมโครโมลของ H2O2 ต่อนาที น าไปเขียนกราฟระหว่างเวลา (นาที) (แกน x) และค่าการ
ดดูกลืนแสงของ H2O2 ที่ลดลง (แกน y) จากนัน้ค านวณ CAT activity จากสตูร 1 มีหน่วยเป็น 1 ยู
นิตต่อมิลลิตร และค านวณค่า CAT specific activity จากสตูร 2 มีหน่วยเป็น 1 ยนูิตต่อมิลลิลิตร
ต่อมิลลิกรมัโปรตีน 

สตูร 1 

 
หมายเหต:ุ (∆A/min) คือ คา่การดดูกลนืแสงท่ีเปลี่ยนแปลงไปของ H2O2 ต่อนาที ɛ ascorbate 
มีค่า 36 mM-1cm-1 

สตูร 2 

 
หมายเหต:ุ mg protein คอื ความเขม้ขน้ของโปรตีนตวัอย่างต่อปรมิาตรของตวัอย่าง 
 
ตาราง 4  ส่วนผสมของการทดสอบเอนไซม ์CAT 
 

Component Blank Sample 
50 mM Na-Po4 buffer pH 7.8 
containing 0.1 mM EDTA.Na2 

1000- ปรมิาตรตาม
ปรมิาณโปรตีน 

1000-(10+ปรมิาตรตาม
ปรมิาณโปรตีน) 

4 % H2O2 - 10 
Sample ปรมิาตรตามปรมิาณ

โปรตีน 
ปรมิาตรตามปรมิาณ

โปรตีน 
Total volume 1000 ul 1000 ul 

 
10.6   การศึกษาการท างานของเอนไซม ์ascorbate peroxidase (APX) 

ศึกษาการท างานของเอนไซม ์APX ดว้ยวิธี APX assay ในการก าจัดโมเลกุล
อนุมูลอิสระ H2O2 ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ของ ROS ที่ เกิดขึน้จากภาวะเครียดออกซิเดชั่น โดยมี 
ascorbate ที่มีคุณสมบตัิเป็น electron donor แก่เอนไซม ์APX สามารถวดัค่าการดูดกลืนแสงที่

Activity     =     (A/min) X (total volume) X 1000 X dilution factor  

                           [ (M-1cm-1)] X (pathlength) X (sample volume) 
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ความยาวคลื่น 290 นาโนเมตร โดยวดัความเขม้ขน้ของ ascorbate ที่ลดลง และรายงานค่าเป็น 
APX specific activity มีหน่วยเป็น 1 ยนูิตต่อมิลลิลิตรต่อมิลลิกรมัโปรตีน 

น าสารสกัดเอนไซม ์APX จากเนือ้เยื่อรากลอยถั่วลิสงเพาะเลีย้งแต่ละกลุ่ม 
(จากขอ้ 10.2) ที่ค  านวณปรมิาณโปรตีนใหไ้ด ้30 ไมโครกรมั น าไปทดสอบการท างานของเอนไซม ์
APX โดยปฏิกิรยิาการทดสอบประกอบดว้ย 50 มิลลิโมลาร ์sodium phosphate buffer (pH 7.0),  
1 มิลลิโมลาร ์EDTA.Na2, 5 มิลลิโมลาร ์sodium ascorbateและ 3% H2O2 (ตารางที่ 5) วดัค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  290 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง UV-Visible spectrophotometer  
ใช้โปรแกรม kinetic อ่านค่าการดูดกลืน ascorbate ทุก ๆ 10 วินาที เป็นเวลา 3 นาที ท าการ
ทดลอง 3 ซ า้ บนัทึกค่าการดดูกลืนแสงของ ascorbate ที่ลดลงและ น าค่าการดดูกลืนแสงที่วัดได้
ไปค านวณ ค่า enzyme activity โดย 1 ยูนิตของเอนไซม์ มีค่าเท่ากับปริมาณของเอนไซม์ที่
สามารถออกซิไดซ์ 1.0 ไมโครโมลของ ascorbate ต่อนาที  ค านวณ APX activity จากสูตร  
1 มีหน่วยเป็น 1 ยูนิตต่อมิลลิตร และค านวณค่า APX specific activity จากสูตร 2 มีหน่วยเป็น  
1 ยนูิตต่อมิลลิลิตรต่อมิลลิกรมัโปรตีน 

สตูร 1 

 
หมายเหตุ : (∆A/min) คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ เปลี่ยนแปลงไปของ  ascorbate ต่อนาที ɛ 
ascorbate มีค่า 2.8 mM-1 cm-1 

สตูร 2 

 
หมายเหตุ: mg protein คือ ความเขม้ขน้ของโปรตีนตวัอย่างต่อปรมิาตรของตวัอย่าง 
 
 
 
 
 
 

 

Activity     =           (A/min) X (total volume) X dilution factor  

                           [ (mM-1cm-1)] X (pathlength) X (sample volume) 
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ตาราง 5  ส่วนผสมของการทดสอบเอนไซม ์APX 
 

 
11. การตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของเนื้อเยื่อรากลอยถ่ัวลิสงด้วย 
กล้องจุลทรรศนอ์ิเลก็ตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope; 
SEM) 

  การตรวจสอบลกัษณะทางกายภาพของเนือ้เยื่อรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้
ดว้ยตวักระตุน้ที่เหมาะสมที่คดัเลือกจากการทดลอง 3.2 และรากลอยถั่วลิสงชดุควบคมุที่ไม่ไดร้บั
การกระตุน้ โดยน าเนือ้เยื่อรากลอยถั่วลิสงมาผ่านกระบวนการท าใหแ้หง้ดว้ยเทคนิค freeze dry 
จากนัน้น าเนือ้เยื่อรากลอยถั่วลิสงที่ผ่านการ freeze dry แลว้มาติดบน SEM stub และ sputter-
coat (10 nm gold/pallidum) น าตวัอย่างที่เตรียมไวไ้ปวิเคราะหด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศนอ์ิเล็กตรอน
แบบส่องกราด (SEM) รุน่ Leo1455VP ค่าศกัยเ์รง่อิเล็กตรอนช่วง 1-30 kV เครื่องท างานในภาวะ
สญุญากาศช่วง 1-400 Pa 
 

12. การวิเคราะหท์างสถิต ิ
  รายงานผลการทดลองทั้งหมด เป็นค่า mean ± SD โดยแต่ละตัวอย่างท าการ

ทดลองจ านวน 3 ซ า้ และวิเคราะหค์่าความแตกตา่งทางสถิติโดยวิเคราะหค์วามแปรปรวนสองทาง 
(Two-Way ANOVA) ดว้ยโปรแกรม IBM SPSS Statistics 23 รายงานผลความแตกต่างอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเชื่อมั่น 95% (P<0.05) 

 

Component Blank Sample 
50 mM Na-Po4 buffer pH 7.0 800 1000-(300+ปรมิาตรตามปรมิาณโปรตีน) 

1 mM EDTA.Na2 100 100 
5 mM Sodium ascorbate - 100 

3 % H2O2 100 100 
Sample - ปรมิาตรตามปรมิาณโปรตีน 

Total volume 1000 ul 1000 ul 
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บทที ่4 
  

ผลการวิจัย 
 
ผลการศึกษาความเขม้ข้นทีเ่หมาะสมของตัวกระตุ้นไคโตซานในการกระตุ้นรากลอยถ่ัว
ลิสงเพาะเลีย้ง 

ในการศึกษาความเขม้ขน้ที่เหมาะสมของ CHT ที่มีผลต่อการกระตุน้ปริมาณสารกลุ่ม
สตีลบินในรากลอยถั่วลิสงเพาะเลีย้ง ท าไดโ้ดยทดสอบความเขม้ขน้ที่แตกต่างกนัของ CHT ไดแ้ก่ 
50, 100, 150 และ 200 มิลลิกรมัต่อลิตร ร่วมกับตัวกระตุน้ MeJA ร่วมกับ CD และตรวจสอบ
ปริมาณสารกลุ่มสตีลบินดว้ยเทคนิค HPLC ผลการศึกษาพบว่า ตัวกระตุน้ CHT ที่ความเขม้ขน้ 
200 มิลลิกรัมต่อลิตรตามด้วย MeJA ร่วมกับ CD เป็นความเข้มข้นที่ เหมาะสมและสามารถ
กระตุน้ใหร้ากลอยถั่วลิสงสรา้งสารกลุ่มสตีลบินไดใ้นปริมาณที่สูงกว่าการกระตุน้ดว้ย CHT ที่
ความเขม้ขน้อื่น ๆ (ภาพ 18) 
 

 
 
ภาพ 18 ผลการวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสงที่

ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT ที่ความเข้มข้น A) 50 mg/L, B) 100 mg/L, 
C) 150 mg/L และ D) 200 mg/L ตามด้วย MeJA ร่วมกับ CD เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
ด้วยเทคนิค HPLC 
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1. ผลของการกระตุ้นต่อลักษณะของเนื้อเยื่อรากลอยและอาหาร 
เพาะเลี้ยงรากลอยถ่ัวลิสง 

 ผลการเปรียบเทียบลกัษณะของเนือ้เยื่อรากลอยและอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่ว
ลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ที่แตกตา่งกนั พบวา่ เนือ้เย่ือรากลอยและอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่
ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ CHT ที่ความเขม้ขน้แตกต่างกนัตามดว้ย MeJA รว่มกบั CD จะมี
สีเหลืองเขม้ขึน้ตามความเขม้ขน้ของ CHT ในขณะที่การกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ MeJA รว่มกบั CD 
จะมีสีเหลืองจางกว่าการกระตุน้ที่มี CHT ร่วมดว้ย และเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (กระตุน้
ดว้ย 1% acetic acid) พบวา่ อาหารเพาะเลีย้งรากลอยของชดุควบคมุมีสีใส ดงัตาราง 6 และ7  
ตามล าดบั 
 
ตาราง 6 ลักษณะของเนื้อเยื่อรากลอยถ่ัวลิสงภายหลังการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้นชนิด  

CHT ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ตามด้วย MeJA ร่วมกับ CD เป็นระยะเวลา 24 
ช่ัวโมง เปรียบเทยีบกับชุดควบคุม 

 

ตวักระตุน้ เนือ้เย่ือรากลอย ตวักระตุน้ เนือ้เย่ือรากลอย 

Control 

 

CHT 
(50mg/L)_MeJA 

+CD 
 

CHT (100mg/L)_MeJA 
+CD 

 

CHT 
(150mg/L)_MeJA 

+CD 
 

CHT (200mg/L)_MeJA 
+CD 

 

MeJA+CD 
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ตาราง 7 ลักษณะสีของอาหารเพาะเลี ้ยงรากลอยถั่วลิสงภายหลังการกระตุ้น
ด้วยตัวกระตุ้นชนิด CHT ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ตามด้วย MeJA ร่วมกับ CD 
เป็นระยะเวลา 24 ช่ัวโมง เปรียบเทยีบกับชุดควบคุม 

 

ตวักระตุน้ อาหารเพาะเลีย้ง ตวักระตุน้ อาหารเพาะเลีย้ง 

Control 

 

CHT 
(50mg/L)_MeJA 

+CD 

 

CHT 
(100mg/L)_MeJA 

+CD 

 

CHT 
(150mg/L)_MeJA 

+CD 

 

CHT 
(200mg/L)_MeJA 

+CD 

 

MeJA+CD 

 
 

2. ผลการตรวจสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากอาหารเพาะเลี้ยง 
รากลอยถ่ัวลสิง 

 ผลการตรวจสอบฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระของสารสกดัจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่ว
ลิสงดว้ยวิธี ABTS พบวา่ สารสกดัจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่กระตุน้ดว้ย CHT ที่ความ
เขม้ขน้ 200 มิลลิกรมัต่อลิตร ตามดว้ย MeJA รว่มกบั CD มีฤทธ์ิตา้นอนุมลูอิสระสงูท่ีสดุ เท่ากับ 
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136.50±19.41 ไมโครโมล Trolox ต่อกรมัน า้หนักแหง้ และมีความแตกต่างกับชุดควบคุมอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเชื่อมั่นรอ้ยละ 95 (ตาราง 8 และภาพ 19) 
 
ตาราง 8 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสงที่ได้รับ

การกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ตามด้วย MeJA ร่วมกับ 
CD ด้วยวิธี ABTS 

 

ตวักระตุน้ Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) 
ไมโครโมล Trolox ต่อกรมัน า้หนกัแหง้ 

Control 3.64±0.99d 

CHT (50mg/L)_MeJA+CD 
42.26±8.76cd 

(>11.61 เท่า) 
CHT 

(100mg/L)_MeJA+CD 
57.05±2.90c 

(>15.67 เท่า) 
CHT 

(150mg/L)_MeJA+CD 
96.83±17.31b 
(>26.60 เท่า) 

CHT 
(200mg/L)_MeJA+CD 

136.50±19.41a 
(>37.50 เท่า) 

MeJA+CD 
18.94±0.35d 
(>5.20 เท่า) 

 
หมายเหต:ุ ขอ้มลูแสดงเป็นคา่ Mean ± Standard deviation (SD) (n=2) 
ค่าเฉลี่ยที่มีตวัอกัษรแตกตา่งกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเชื่อมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละชุดการกระตุ้น (>,< มากกว่าหรือน้อยกว่า เม่ือ
เปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ) 
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ภาพ 19 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสงที่ได้รับ

การกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ตามด้วย MeJA ร่วมกับ 
CD ด้วยวิธี ABTS 

 
หมายเหตุ: ค่าเฉลี่ยที่มีตวัอกัษรที่แตกต่างกัน มีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติที่มี
ความเชื่อมั่นรอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละชดุการกระตุน้ 
 

3 .  ผลการตรวจสอบป ริมาณสารประกอบฟิ โนลิ กทั้ ง หมด  ( t o t a l   
phenolic compound) ของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสง 

 ผลการตรวจสอบปริมาณสารประกอบฟิโนลิกทั้งหมดของสารสกัดจากอาหาร
เพาะเลี ้ยงรากลอยถั่ วลิสงด้วยวิ ธี  total phenolic compound พบว่า สารสกัดจากอาหาร
เพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ย CHT ที่ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรมัต่อลิตร ตาม
ด้วย MeJA ร่วมกับ CD มีปริมาณสารประกอบฟิโนลิกทั้งหมดสูงที่สุด เท่ากับ 12.85±2.94 
มิลลิกรมั gallic acid ต่อกรมัน า้หนกัแหง้ และมีความแตกต่างกบัชดุควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิติท่ีระดบัความเชื่อมั่นรอ้ยละ 95 (ตาราง 9 และภาพ 20) 
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ตาราง 9 ปริมาณสารประกอบฟิโนลิกทัง้หมดของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอย 
ถ่ัวลิสงที่ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ตามด้วย 
MeJA ร่วมกบั CD ด้วยวธิี total phenolic compound 

 

ตวักระตุน้ gallic acid equivalent (GAE) มีหนว่ยเป็น มิลลกิรมั gallic 
acid ต่อกรมัน า้หนกัแหง้ 

Control 0.33±0.06c 

CHT (50mg/L)_MeJA+CD 
2.84±1.18bc 
(>8.53 เท่า) 

CHT 
(100mg/L)_MeJA+CD 

4.93±0.86b 

(>14.79 เท่า) 
CHT 

(150mg/L)_MeJA+CD 
9.26±2.55a 

(>27.81 เท่า) 
CHT 

(200mg/L)_MeJA+CD 
12.85±2.94a 
(>38.59 เท่า) 

MeJA+CD 
0.92±0.00bc 
(>2.76 เท่า) 

 
หมายเหตุ: ขอ้มลูแสดงเป็นคา่ Mean ± Standard deviation (SD) (n=2) 
ค่าเฉลี่ยที่มีตวัอกัษรแตกตา่งกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเชื่อมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละชุดการกระตุ้น (>,< มากกว่าหรือน้อยกว่า เม่ือ
เปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ) 
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ภาพ 20 ปริมาณสารประกอบฟิโนลิกทั ้งหมดของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้ง 

รากลอยถ่ัวลิสงที่ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
ตามด้วย MeJA ร่วมกับ CD ด้วยวิธี total phenolic compound 

 
หมายเหตุ: ค่าเฉลี่ยที่มีตวัอกัษรที่แตกต่างกัน มีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติที่มี
ความเชื่อมั่นรอ้ยละ 95 (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบแต่ละชดุการกระตุน้ 
 

4. ผลการวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอย 
ถ่ัวลิสงดว้ยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

 การวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงดว้ย
เทคนิคHPLC โดยใชค้วามยาวคลื่น 306 นาโนเมตร ซึ่งเป็นความยาวคลื่นที่เหมาะสมในการ
ตรวจสอบสาร trans-resveratrol และความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร เป็นความยาวคลื่นในการ
ตรวจสอบสารอนพุนัธอ์ื่น ๆ ไดแ้ก่ trans-arachidin-1 และ trans-arachidin-3 โดยเปรียบเทียบกบั
ระยะเวลาที่สารผ่านคอลัมน์ (retention time) ของสารมาตรฐาน trans-resveratrol, trans-
arachidin-1 และ trans-arachidin-3 ดงัภาพ 21 
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ภาพ 21 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน (A) trans-resveratrol, (B) trans-arachidin-1 

และ (C) trans-arachidin-3 
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 ผลการวิเคราะห์ปริมาณสาร trans-resveratrol, trans-arachidin-1 และ trans-
araschidin-3 พบว่า สารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่ วลิสงที่ ได้รับการกระตุ้นด้วย
ตวักระตุน้ CHT ที่ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรมัต่อลิตร ตามดว้ย MeJA รว่มกบั CD มีปริมาณของ
สาร trans-resveratrol, trans-arachidin-1 และ trans-arachidin-3 สูงที่สุด เท่ากับ 2.52±0.35,  
323.94±20.45 และ 344.64±21.81 มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ ตามล าดบั และมีความแตกต่าง
กบัชดุควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเชื่อมั่นรอ้ยละ 95 (ตาราง 10 และภาพ 22) 
 
ตาราง 10 ปริมาณสารกลุ่มสตลีบนิของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลสิงที่

ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT ทีค่วามเข้มข้นต่าง ๆ ตามด้วย MeJA 
ร่วมกับ CD 

 

ตวักระตุน้ ปรมิาณสาร trans-resveratrol มิลลิกรมัตอ่กรมั
น า้หนกัแหง้ 

Control nd 
CHT (50mg/L)_MeJA+CD 0.44±0.20cd 
CHT (100mg/L)_MeJA+CD 0.77±0.09c 

CHT (150mg/L)_MeJA+CD 1.39±0.30b 
CHT (200mg/L)_MeJA+CD 2.52±0.35a 

MeJA+CD 0.09±0.02d 

ตวักระตุน้ ปรมิาณสาร trans-arachidin-1 มิลลิกรมัต่อกรมั
น า้หนกัแหง้ 

Control nd 
CHT (50mg/L)_MeJA+CD 59.20±37.36d 
CHT (100mg/L)_MeJA+CD 134.34±7.69c 

CHT (150mg/L)_MeJA+CD 258.89±20.98b 
CHT (200mg/L)_MeJA+CD 323.94±20.45a 

MeJA+CD 3.15±1.68e 
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ตาราง 10 (ตอ่) 
 

ตวักระตุน้ ปรมิาณสาร trans-arachidin-3 มิลลิกรมัต่อกรมั
น า้หนกัแหง้ 

Control nd 
CHT (50mg/L)_MeJA+CD 71.02±22.22d 
CHT (100mg/L)_MeJA+CD 121.94±4.47c 
CHT (150mg/L)_MeJA+CD 249.73±23.80b 
CHT (200mg/L)_MeJA+CD 344.64±21.81a 

MeJA+CD 21.09±2.20e 
 
หมายเหต:ุ nd = not detection 
ขอ้มลูแสดงเป็นคา่ Mean ± Standard deviation (SD) (n=2) 
ค่าเฉลี่ยที่มีตวัอกัษรแตกตา่งกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเชื่อมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกลุม่สารสตีลบินชนิดเดียวกนัในแตล่ะชดุการกระตุน้ 
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ภาพ 22 ปริมาณของสาร (A) trans-resveratrol, (B) trans-arachidin-1 และ (C) trans-

arachidin-3 ในสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสงที่ได้รับการกระตุ้น
ด้วยตัวกระตุ้น CHT ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ตามด้วย MeJA ร่วมกับ CD 

 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรที่แตกต่างกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่มีความเช่ือมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกลุม่สารสตีลบินชนิดเดียวกนัในแตล่ะชดุการกระตุน้ 
 

สรุป  ผลการตรวจสอบฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ ปริมาณสารประกอบฟิโนลิกทัง้หมด และ
ปริมาณสารกลุ่มสตีลบิน ได้แก่ trans-resveratrol, trans-arachidin-1 และ trans-arachidin-3 
ของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่ วลิสงที่กระตุ้นด้วยตัวกระตุ้นชนิดต่าง ๆ เป็น
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า สารสกดัจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ย 
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CHT ที่ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรมัต่อลิตร ตามดว้ย MeJA ร่วมกับ CD มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 
และปริมาณสารกลุ่มสตีลบินสูงที่สุด แต่อย่างไรก็ตาม พบว่า สารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้ง  
รากลอยถั่ วลิสงที่ได้รับการกระตุ้นด้วย CHT ที่ความเข้มข้น 150 และ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร  
ตามดว้ย MeJA รว่มกบั CD มีปรมิาณสารประกอบฟิโนลิกทัง้หมดไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิติ  ดังนั้นในการศึกษาล าดับต่อไป จึงเลือกความเข้มข้นที่ เหมาะสมของ CHT คือ  
150 มิลลิกรมัต่อลิตร เพื่อน าไปศึกษากระบวนการกระตุน้ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตสาร
กลุม่สตีลบินต่อไป 
 
ผลการศึกษาตัวกระตุ้นทีเ่หมาะสมในการกระตุ้นรากลอยถ่ัวลสิงเพาะเลีย้ง 

เม่ือน ารากลอยถั่วลิสงมาเพาะเลีย้งในอาหารเหลวเป็นเวลา 7 วนั จากนัน้ท าการกระตุน้
ด้วยชุดตัวกระตุ้นที่ แตกต่างกัน คื อ 1) ชุดควบคุมที่กระตุ้นด้วย 1% acetic acid pH 5.7; 
(control) 2) ชุดที่ ก ระตุ้นด้วยไคโตซาน ; (CHT) 3) ชุดที่ ก ระตุ้นด้วย  MeJA ร่วมกับ  CD; 
(MeJA+CD) 4) ชดุท่ีกระตุน้ดว้ย CHT ก่อนเติม MeJA รว่มกบั CD; (CHT_(MeJA+CD)) 5) ชดุที่
กระตุ้นด้วย MeJA ร่วมกับ CD ก่อนเติม CHT; ((MeJA+CD)_CHT) และ 6) ชุดที่กระตุ้นด้วย 
CHT ร่วมกับ MeJA และ CD; (CHT+MeJA+CD) เป็นระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่ วโมง การ
คดัเลือกตวักระตุน้ที่เหมาะสมจะพิจารณาจากปรมิาณสารกลุม่สตีลบิน ฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ และ
ปริมาณสารประกอบฟิโนลิกทั้งหมดของสารสกัดที่ไดภ้ายหลังการกระตุน้ดว้ยชุดตัวกระตุน้ที่
แตกตา่งกนั 

1 .  ผลของการกระ ตุ้น ต่อ ลักษณะของเ นื้อ เยื่ อรากลอยและอาหาร  
เพาะเลี้ยงรากลอยถ่ัวลิสง 

 ผลการกระตุน้รากลอยถั่วลิสงดว้ยตัวกระตุน้ที่แตกต่างกัน 6 ชุด เป็นเวลา 24, 48 
และ 72  ชั่วโมง พบว่า เนือ้เยื่อรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง จะมี
ลกัษณะและความเขม้ของสีรากลอยแตกตา่งกนั โดยชดุตวักระตุน้ที่มี CHT เป็นองคป์ระกอบ จะมี
ผลท าให้รากมีสีเหลืองเขม้แตกต่างจากชุดควบคุม และชุดที่มีเฉพาะ MeJA+CD (ตาราง 11) 
ในขณะที่อาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ (MeJA+CD)_CHT 
และ CHT+MeJA+CD จะมีสีเหลืองเขม้ในทกุระยะเวลาของการกระตุน้ ส่วนอาหารเพาะเลีย้งรา
กลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ย CHT เพียงอย่างเดียว, MeJA+CD และ CHT_(MeJA+CD) 
จะมีสีเหลืองเขม้ขึน้ เม่ือระยะเวลาการกระตุน้เพิ่มมากขึน้ เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมในทุก
ช่วงเวลา (ตาราง 12) 
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ตาราง 11 ลักษณะของเนือ้เยือ่รากลอยถ่ัวลสิงภายหลังการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT,  
MeJA และ CD เป็นระยะเวลา 72 ช่ัวโมง เปรียบเทยีบกับชุดควบคุม 

 

ตวักระตุน้ เนือ้เย่ือรากลอย ตวักระตุน้ เนือ้เย่ือรากลอย 

Control 

 

CHT_(MeJA+CD) 

 

CHT 

 

(MeJA+CD)_CHT 

 

MeJA+CD 

 

CHT+MeJA+CD 

 
 
หมายเหต:ุ Control หมายถึง ชดุควบคมุที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ย 1% acetic acid pH 5.7 
CHT  หมายถึง ชดุที่กระตุน้ดว้ยไคโตซานเพียงอย่างดยีว 
MeJA+CD หมายถึง ชดุที่กระตุน้ดว้ย MeJA รว่มกบั CD 
CHT_(MeJA+CD) หมายถึง ชดุที่กระตุน้ดว้ย CHT ก่อนเติม MeJA รว่มกบั CD 
(MeJA+CD)_CHT หมายถึง ชดุท่ีกระตุน้ดว้ย MeJA รว่มกบั CD ก่อนเติม CHT 
CHT+MeJA+CD   หมายถึง ชดุที่กระตุน้ดว้ยตวักระตุน้รว่ม CHT, MeJA และ CD พรอ้มกนั 
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ตาราง 12 ลักษณะสีของอาหารเพาะเลี ้ยงรากลอยถั่วลิสงภายหลังการกระตุ้น 
ด้วยตัวกระตุ้น  CHT, MeJA และ CD ที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 
เปรียบเทยีบกับชุดควบคุม 

 

ตวักระตุน้ 
ระยะเวลา (ชั่วโมง) 

24 48 72 

Control 

   

CHT 

   

MeJA+CD 

   

CHT_(MeJA+CD) 
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ตาราง 12 (ตอ่) 
 

ตวักระตุน้ 
ระยะเวลา (ชั่วโมง) 

24 48 72 

(MeJA+CD)_CHT 

   

CHT+MeJA+CD 

   
 

2 . ผลการตรวจสอบฤทธิ์ ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากอาหาร  
เพาะเลี้ยงรากลอยถ่ัวลิสง 

2.1  การตรวจสอบฤทธิต้์านอนุมูลอิสระด้วยวธิี ABTS 
  ผลการตรวจสอบฤทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระของสารสกดัจากอาหารเพาะเลีย้ง 

รากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ที่แตกต่างกนัที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง
ด้วยวิธี ABTS พบว่า สารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่ วลิสงที่ได้รับการกระตุ้นด้วย
ตั ว ก ระ ตุ้ น  MeJA+CD, CHT_(MeJA+CD), (MeJA+CD)_CHT แล ะ  CHT+MeJA+CD ทุ ก
ระยะเวลาของการกระตุน้ มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูง เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมและชุดท่ี
กระตุน้ดว้ย CHT เพียงอย่างเดียว และพบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูงท่ีสุดในสารสกัดจากอาหาร
เพาะเลีย้ง รากลอยถั่ วลิสงที่ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD ที่ระยะเวลา  
72 ชั่วโมง เท่ากบั 188.95±0.43 ไมโครโมล Trolox ต่อกรมัน า้หนักแหง้ (ตาราง 13 และภาพ 23) 
ซึ่งมีความแตกต่างจากชดุควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 แต่ไม่
แตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเชื่อมั่นรอ้ยละ 95 เม่ือเปรียบเทียบกบัสารสกดัจาก
อาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ (MeJA+CD)_CHT ที่ระยะเวลา
เดียวกนั 
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ตาราง 13 ฤทธิต้์านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลสิงทีไ่ด้รับ
การกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ที่ระยะเวลา 24, 48 และ 
72 ช่ัวโมงด้วยวิธ ีABTS 

 

ตวักระตุน้ 
Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) 

ไมโครโมล Trolox ต่อกรมัน า้หนกัแหง้ 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 

Control 1.21±0.02d 1.72±0.06e 2.82±0.21c 

CHT 
1.54±0.02d 
(>1.22 เท่า) 

1.82±0.09e 
(>1.06 เท่า) 

3.44±0.08c 
(>1.28 เท่า) 

MeJA+CD 
31.05±0.45c 
(>25.76 เท่า) 

42.02±1.15d 
(>24.44 เท่า) 

121.93±3.45b 
(>43.24 เท่า) 

CHT_(MeJA+CD) 
33.16±1.09c 
(>27.51 เท่า) 

51.66±3.44c 
(>30.04 เท่า) 

117.53±3.56b 
(>41.68 เท่า) 

(MeJA+CD)_CHT 
69.63±1.91a 
(>57.78 เท่า) 

95.61±2.18a 
(>55.60 เท่า) 

186.73±1.38a 
(>66.22 เท่า) 

CHT+MeJA+CD 
56.79±1.67b 
(>47.12 เท่า) 

65.61±0.66b 
(>38.16 เท่า) 

188.95±0.43a 
(>67.01 เท่า) 

 
หมายเหตุ: ขอ้มลูแสดงเป็นคา่ Mean ± Standard deviation (SD) (n=3) 
ค่าเฉลี่ยที่ มีตัวอักษรแตกต่างกันในแต่ละชั่ วโมงของการกระตุ้น มีความแตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคมุ (>,< 
มากกวา่หรือนอ้ยกวา่ เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ) 
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ภาพ 23 ฤทธิต้์านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสงทีไ่ด้รับ

การกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 
ช่ัวโมงด้วยวธิี ABTS 

 
หมายเหตุ: ค่าเฉลี่ยที่มีตวัอกัษรแตกต่างกนัในชั่วโมงเดียวกนัของการกระตุน้ มีความแตกต่างกนั
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ และ * มี
นัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 เม่ือเปรียบเทียบชุดที่ไดร้บัการกระตุน้ด้วย
ตวักระตุน้เดียวกนัที่เวลาแตกต่างกนั 
 

2.2   การตรวจสอบฤทธิต้์านอนุมูลอิสระด้วยวธิี FRAP 
 ผลการตรวจสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้ง 

รากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ที่แตกต่างกนัที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง
ด้วยวิธี FRAP พบว่า สารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่ วลิสงที่ได้รับการกระตุ้นด้วย
ตัวกระตุ้น MeJA+CD, CHT_(MeJA+CD), (MeJA+CD)_CHT และ CHT+MeJA+CD มีฤทธ์ิ
ตา้นอนมุลูอิสระเพิ่มสงูขึน้ เม่ือเพิ่มระยะเวลาการกระตุน้ เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุและชดุที่
กระตุ้นด้วย CHT เพียงอย่างเดียว และพบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระสูงสุดจากการกระตุ้นด้วย
ตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD ที่ระยะเวลา 72 ชั่ วโมง เท่ากับ 24.16±0.50 มิลลิกรัม ascorbic 
acid ต่อกรมัน า้หนักแห้ง (ตาราง 14 และภาพ 24) ซึ่งมีความแตกต่างจากชุดควบคุมอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ
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ที่ระดบัความเชื่อมั่นรอ้ยละ 95 เม่ือเปรียบเทียบกบัสารสกดัจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่
ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ (MeJA+CD)_CHT ที่ระยะเวลาเดียวกนั 
 
ตาราง 14 ฤทธิต้์านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลสิงทีไ่ด้รับ

การกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ที่ระยะเวลา 24, 48 และ 
72 ช่ัวโมงด้วยวิธ ีFRAP 

 

ตวักระตุน้ 
ascorbic acid equivalent (AAE) 

มิลลิกรมั ascorbic acid ตอ่กรมัน า้หนกัแหง้ 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 

Control 0.160±0.004c 0.284±0.002d 0.264±0.008c 

CHT 
0.17±0.01c 
(>1.09 เท่า) 

0.20±0.01d 
(<0.70 เท่า) 

0.43±0.02c 
(>1.62 เท่า) 

MeJA+CD 
2.26±0.16b 

(>14.16 เท่า) 
3.74±0.13c 

(>13.20 เท่า) 
14.01±0.14b 
(>52.96 เท่า) 

CHT_(MeJA+CD) 
4.97±0.10a 

(>31.14 เท่า) 
6.31±0.13b 

(>22.26 เท่า) 
14.13±1.05b 
(>53.42 เท่า) 

(MeJA+CD)_CHT 
3.95±0.30a 

(>24.78 เท่า) 
8.57±0.31a 

(>30.22 เท่า) 
23.44±1.95a 
(>88.63 เท่า) 

CHT+MeJA+CD 
4.47±0.19a 

(>28.00 เท่า) 
9.04±0.17a 

(>31.89 เท่า) 
24.16±0.50a 
(>91.35 เท่า) 

 
หมายเหตุ: ขอ้มลูแสดงเป็นคา่ Mean ± Standard deviation (SD) (n=3) 
ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในชั่วโมงเดียวกันของการกระตุน้ มีความแตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคมุ (>,< 
มากกวา่หรือนอ้ยกวา่ เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ) 
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ภาพ 24 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสงที่

ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ที่ระยะเวลา 24, 48 
และ 72 ช่ัวโมงด้วยวิธี FRAP 

 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรที่แตกต่างกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่มีความเช่ือมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละชุดที่ได้รบัการกระตุ้นในชั่วโมงเดียวกัน และ * มี
นยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 (p<0.05) เมื่อเปรยีบเทียบชดุท่ีไดร้บัการกระตุน้
ดว้ยตวักระตุน้เดียวกนัที่เวลาแตกต่างกนั 

 
3. ผลการตรวจสอบปริมาณสารประกอบฟิโนลิกทั้งหมด (total phenolic  

compound) ของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลสิง 
 ผลการตรวจสอบปริมาณสารประกอบฟิโนลิกของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้ง  

รากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ที่แตกต่างกนัที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง
ดว้ยวิธี total phenolic compound พบว่า สารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บั
ก า ร ก ร ะ ตุ้ น ด้ ว ย ตั ว ก ร ะ ตุ้ น  MeJA+CD, CHT_(MeJA+CD), (MeJA+CD)_CHT แ ล ะ 
CHT+MeJA+CD เม่ือระยะเวลาการกระตุน้เพิ่มมากขึน้ มีปริมาณสารประกอบฟิโนลิกเพิ่มสงูขึน้ 
เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมและชุดที่กระตุน้ดว้ย CHT เพียงอย่างเดียว โดยการกระตุน้ดว้ย
ตวักระตุน้ CHT+MeJA+CD ที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง มีปรมิาณสารประกอบฟิโนลิกสงูที่สดุ เท่ากบั 
8.67±0.11 มิลลิกรมั gallic acid ต่อกรมัน า้หนกัแหง้ ซึ่งมีความแตกต่างจากชุดการกระตุน้อื่น ๆ 
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ที่ระยะเวลาเดียวกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 และมีค่าสงูกว่าชุด
ควบคมุ คิดเป็น 136.94 เท่า (ตาราง 15 และภาพ 25)  
 
ตาราง 15 ปริมาณสารประกอบฟิโนลกิทัง้หมดของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอย 

ถ่ัวลสิงทีไ่ด้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ทีร่ะยะเวลา 24, 
48 และ 72 ช่ัวโมงด้วยวธิี total phenolic compound 

 

ตวักระตุน้ 
gallic acid equivalent (GAE) มีหนว่ยเป็น มิลลกิรมั gallic acid ตอ่

กรมัน า้หนกัแหง้ 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 

Control 0.015±0.001d 0.025±0.001d 0.063±0.001e 

CHT 
0.026±0.003d 
(>1.72 เท่า) 

0.029±0.002d 
(>1.13 เท่า) 

0.065±0.001e 
(>1.02 เท่า) 

MeJA+CD 
1.04±0.11c 

(>69.82 เท่า) 
1.79±0.06c 

(>70.86 เท่า) 
5.21±0.54d 

(>82.27 เท่า) 

CHT_(MeJA+CD) 
1.15±0.08c 

(>77.10 เท่า) 
2.21±0.14c 

(>87.39 เท่า) 
5.80±0.32c 

(>91.62 เท่า) 

(MeJA+CD)_CHT 
2.67±0.09a 

(>178.59 เท่า) 
3.73±0.10a 

(>147.69 เท่า) 
8.13±0.23b 

(>128.44 เท่า) 

CHT+MeJA+CD 
1.97±0.06b 

(>131.80 เท่า) 
2.98±0.25b 

(>117.67 เท่า) 
8.67±0.11a 

(>136.94 เท่า) 
 
หมายเหตุ: ขอ้มลูแสดงเป็นคา่ Mean ± Standard deviation (SD) (n=3) 
ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในชั่วโมงเดียวกันของการกระตุน้ มีความแตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคมุ (>,< 
มากกวา่หรือนอ้ยกวา่ เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ) 
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ภ าพ  25 ป ริม าณ ส า รป ร ะก อบ ฟิ โน ล ิก ทั ้ง ห ม ด ข อ งส า รส ก ัด จ า ก อ าห า ร

เพาะเลี ้ยงรากลอยถั่วลิสงที่ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA 
และ CD ที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมงด้วยวิธี total phenolic compound 

 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรที่แตกต่างกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่มีความเช่ือมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละชุดที่ได้รบัการกระตุ้นในชั่วโมงเดียวกัน และ * มี
นยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรยีบเทียบชดุท่ีไดร้บัการกระตุน้
ดว้ยตวักระตุน้เดียวกนัที่เวลาแตกต่างกนั 

 
4. ผลการตรวจวิเคราะหอ์งค์ประกอบของสารสกัดจากอาหารเพาะเลี้ยง 

รากลอยถ่ัวลิสงด้วยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
 ผลการวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของสารดว้ยเทคนิค HPLC พบว่า สารสกดัจากอาหาร

เพาะเลีย้งรากลอยถั่ วลิสงที่ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น MeJA+CD, CHT_(MeJA+CD), 
(MeJA+CD)_CHT และ CHT+MeJA+CD เป็นระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง สามารถตรวจ
พบสาร trans-resveratrol, trans-arachidin-1 และ trans-arachidin-3 ไดใ้นปริมาณสงู ส่วนสาร
สกดัจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ CHT เพียงอย่างเดียว 
ตรวจพบสารสตีลบินทกุตวัไดน้อ้ยมากในทกุระยะเวลาของการกระตุน้ ในขณะที่ไม่สามารถตรวจ
พบสารสตีลบินทุกตัวได้ในชุดควบคุมที่ ไม่ได้รับการกระตุ้น (ภาพโครมาโตแกรม แสดงใน
ภาคผนวก) 
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 เ ม่ื อ วิ เ ค ร า ะ ห์ ป ริ ม า ณ ส า ร  trans-resveratrol, trans-arachidin-1 แ ล ะ  
trans-arachidin-3 เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน trans-resveratrol, trans-arachidin-1 และ 
trans-arachidin-3 ในสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่ วลิสงที่ ได้รับการกระตุ้นด้วย
ตัวกระตุ้น ที่ แตกต่ างกัน  เป็ น ระยะ เวลา  24, 48 และ  72 ชั่ ว โม ง  พบว่า  ป ริม าณ สาร  
trans-resveratrol มีปริมาณเพิ่มสูงขึน้ตามระยะเวลาการกระตุน้ที่เพิ่มขึน้ในทุก ๆ ชุดของการ
กระตุ้น  โดยที่ ระยะ เวลา  24 ชั่ ว โม งของการกระตุ้น รากลอยถั่ วลิ ส งด้วยตั วก ระตุ้น 
(MeJA+CD)_CHT มีปริมาณสาร trans-resveratrol สูง เท่ากับ 2.04±0.23 มิลลิกรัมต่อกรัม
น า้หนักแหง้ ขณะที่ระยะเวลาการกระตุน้ 48 และ72 ชั่วโมง สารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรา
กลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ CHT+MeJA+CD มีปรมิาณ trans-resveratrol สงู
ที่สดุ เท่ากบั 2.42±0.32 และ 2.14±0.44 มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ ตามล าดบั (ตาราง 16 และ
ภาพ 26A) 

 วิเคราะห์ปริมาณสาร trans-arachidin-1 พบว่า มีปริมาณสารเพิ่มสูงขึ ้นเม่ือ
ระยะเวลาการกระตุ้นเพิ่มขึน้ในทุก ๆ ชุดของการกระตุ้น การกระตุ้นด้วย (MeJA+CD)_CHT  
ที่ระยะเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง มีปริมาณสาร trans-arachidin-1 สงู เท่ากบั 426.17±64.63 และ 
573.15±134.32 มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนักแหง้ ตามล าดับ ขณะที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง สารสกัด
จากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่ วลิสงที่ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD มี
ปริมาณสาร trans-arachidin-1 สูงที่สุด เท่ากับ 684.30±183.85 มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนักแห้ง 
(ตาราง 16 และภาพ 26B) 

 และเม่ือวิเคราะหป์ริมาณสาร trans-arachidin-3 พบว่า เม่ือระยะเวลาการกระตุน้
เพิ่ มขึ ้น  จะมีปริมาณสารเพิ่ มสูงขึ ้น ในทุก  ๆ  ชุดของการกระตุ้น  โดยการกระตุ้นด้วย 
(MeJA+CD)_CHT ที่ ระยะ เวลา  24 ชั่ ว โม ง  มี ป ริม าณ สาร trans-arachidin-3 สูง  เท่ ากับ 
356.73±105.59 มิลลิกรัมต่อกรัมน ้าหนักแห้ง ขณะที่การกระตุ้นด้วย CHT+MeJA+CD ที่
ระยะเวลา 48 และ 72 ชั่วโมงของการกระตุน้ พบปริมาณสาร trans-arachidin-3 สงูที่สดุ เท่ากบั 
470.02±100.76 และ 543.94±171.17 มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ (ตาราง 16 และภาพ 26C) 
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ตาราง 16 ปริมาณสารกลุ่มสตลีบนิของสารสกัดอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลสิงทีไ่ด้รับ
การกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ที่ระยะเวลา 24, 48 และ 
72 ช่ัวโมง 

 

ตวักระตุน้ 
ปรมิาณสาร trans-resveratrol มิลลิกรมัตอ่กรมัน า้หนกัแหง้ 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 

Control nd nd nd 
CHT 0.013±0.005c 0.036±0.011c 0.047±0.013d 

MeJA+CD 0.44±0.13bc 0.77±0.23b 0.79±0.27c 
CHT_(MeJA+CD) 0.69±0.05b 0.94±0.09b 0.87±0.16c 
(MeJA+CD)_CHT 2.04±0.23a 2.20±0.41a 1.58±0.30b 
CHT+MeJA+CD 1.85±0.20a 2.42±0.32a 2.14±0.44a 

ตวักระตุน้ 
ปรมิาณสาร trans-arachidin-1 มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 

Control nd nd nd 
CHT 0.23±0.35c 0.09±0.12c 0.06±0.09c 

MeJA+CD 79.25±33.40bc 174.48±78.68bc 277.43±105.66b 

CHT_(MeJA+CD) 154.72±51.28bc 311.03±41.60b 513.97±125.79a 

(MeJA+CD)_CHT 426.17±64.63a 573.15±134.32a 480.78±115.89ab 

CHT+MeJA+CD 242.15±22.46ab 530.02±74.17a 684.30±183.85a 
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ตาราง 16 (ตอ่) 
 

 
หมายเหตุ: nd = not detection 
ขอ้มลูแสดงเป็นคา่ Mean ± Standard deviation (SD) (n=3) 
ค่าเฉลี่ยที่มีตวัอกัษรแตกตา่งกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเชื่อมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละชดุท่ีไดร้บัการกระตุน้ในชั่วโมงเดียวกนั 
 

 

   

   

   

   

   

   

   

         

  
  

   
  

  
  

   
   

 
  

  
  

  
  

   
  

              

                                               

 
 

 
  

 
  

 

  

 

 

  

 

 

  
 

 

 
 

 

ตวักระตุน้ 
ปรมิาณสาร trans-arachidin-3 มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 

Control nd nd nd 
CHT 0.24±0.36b 0.07±0.10b 0.05±0.10c 

MeJA+CD 76.63±8.40b 143.04±30.02b 245.47±39.51b 
CHT_(MeJA+CD) 188.40±15.75ab 351.27±41.67a 413.36±120.27ab 
(MeJA+CD)_CHT 356.73±105.59a 446.15±129.72a 399.06±102.15ab 
CHT+MeJA+CD 318.14±14.40a 470.02±100.76a 543.94±171.17a 
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ภาพ 26 ปริมาณของสาร (A) trans-resveratrol, (B) trans-arachidin-1 และ (C) trans-

arachidin-3 ในสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลสิงทีไ่ด้รับการกระตุ้น
ด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ทีร่ะยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 

 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรที่แตกต่างกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่มีความเช่ือมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละชุดที่ไดร้บัการกระตุน้ในชั่วโมงเดียวกัน และ * ,# มี
นยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรยีบเทียบชดุท่ีไดร้บัการกระตุน้
ดว้ยตวักระตุน้เดียวกนัที่เวลาแตกต่างกนั 
 

สรุป  จากผลการศึกษาตัวกระตุน้ที่เหมาะสมในเบือ้งตน้ โดยท าการทดสอบการเติม
ชนิดตวักระตุน้ และล าดบัการเติมตวักระตุน้ที่แตกต่างกนัในแต่ละช่วงระยะเวลา เปรียบเทียบผล
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การตรวจสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ปริมาณสารประกอบฟิโนลิกทั้งหมด และปริมาณสารกลุ่ม 
สตีลบิน ได้แก่ trans-resveratrol, trans-arachidin-1 และ trans-arachidin-3 ของสารสกัดจาก
อาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้แตกต่างกนั เป็นระยะเวลา 24, 
48 และ 72 ชั่วโมง พบว่า สารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ย
ตวักระตุน้ CHT+MeJA+CD ที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง มีฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ ปรมิาณสารประกอบ 
ฟิโนลิกทัง้หมด และปรมิาณสารกลุม่สตีลบินสงูที่สุด ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ
ที่ระดับความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 เม่ือเปรียบเทียบกับการกระตุน้ดว้ยตัวกระตุน้อื่น ๆ ตัวกระตุน้ 
CHT+MeJA+CD จึงเป็นตัวกระตุน้ที่เหมาะสม เนื่องจากการเติมตัวกระตุน้ทั้ง 3 ตัวพรอ้มกัน 
สามารถลดระยะเวลาในการเติมตัวกระตุ้นที ละตัวตามล าดับช่วงเวลา และสามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการเพิ่มปรมิาณสารกลุม่สตีลบินไดใ้นปรมิาณที่สงู ดงันัน้จงึท าการเลือกตวักระตุน้ 
CHT+MeJA+CD ไปใช้ในการศึกษาล าดับต่อไป โดยจะท าการเพิ่มปริมาณเนือ้เยื่อรากลอย
เริม่ตน้ก่อนการกระตุน้ใหม้ากขึน้ และศกึษาผลการกระตุน้รวมทัง้กลไกการตอบสนองของรากลอย
ต่อสภาวะเครียดออกซิเดชั่นเม่ือไดร้บัตัวกระตุน้ CHT+MeJA+CD โดยทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูล
อิสระ การท างานของเอนไซมต์า้นอนุมลูอิสระ และการแสดงออกของยีนในกลุ่มต่าง ๆ ในระบบ
ขวดเขย่า รวมทัง้การศึกษาเปรียบเทียบผลการกระตุน้รากลอยถั่วลิสงเพาะเลีย้งต่อการสรา้งสาร
กลุม่สตีลบินในระบบขวดเขย่าและระบบเครื่องปฏิกรณชี์วภาพในล าดบัต่อไป 
 
ผลการกระตุ้นและกลไกการตอบสนองของรากลอยถ่ัวลสิงต่อสภาวะเครียดออกซิเดช่ัน
เม่ือได้รับตัวกระตุ้นด้วย CHT+MeJA+CD ในระบบขวดเขย่า 

ท าการกระตุ้นรากลอยถั่ วลิสงด้วยตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD ในระบบขวดเขย่า  
โดยเพิ่มปริมาณเนือ้เยื่อเริ่มตน้ของรากลอยในอตัราส่วนรากลอยต่ออาหารเพาะเลีย้ง 5 กรมัต่อ
ลิตร (เพาะเลีย้งเนือ้เยื่อรากลอยเริ่มตน้ 1 กรมั ในอาหารเหลว ปริมาตร 200 มิลลิลิตร) ท าการ
เพาะเลีย้งเป็นระยะวลา 7 วัน จากนั้นย้ายรากลอยลงอาหารเพาะเลีย้งขวดใหม่ สูตร ½ MS 
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร และท าการกระตุ้นด้วย CHT+MeJA+CD เป็นระยะเวลา 24, 48 และ  
72 ชั่วโมง 
 
 
 
 
 



 71 

1 .  ผลการตรวจสอบฤทธิ์ ต้ านอนุ มูล อิสระของสารสกัดจากอาหาร  
เพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลสิง 

1.1 การตรวจสอบฤทธิต้์านอนุมูลอิสระด้วยวธิี ABTS 
 ผลการตรวจสอบฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้ง

รากลอยถั่วลิสงดว้ยวิธี ABTS โดยการกระตุน้ร่วมของตัวกระตุน้ CHT+MeJA+CD ที่ระยะเวลา 
24, 48 และ 72 ชั่วโมง พบว่า เม่ือระยะเวลาการกระตุน้เพิ่มขึน้สารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้ง            
รากลอยถั่วลิสงมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระเพิ่มสูงขึน้ตามระยะเวลาการกระตุ้น โดยท่ีระยะเวลา  
72 ชั่วโมง สารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสง  มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูงท่ีสดุ เท่ากับ 
506.33±28.43 ไมโครโมล Trolox ต่อกรัมน ้าหนักแห้ง (ตาราง 17 และภาพ 27) ซึ่งมีความ
แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุที่
ระยะเวลาเดียวกนั และชดุการกระตุน้ที่ระยะเวลาแตกตา่งกนั 
 
ตาราง 17 ฤทธิต้์านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลสิงทีไ่ด้รับ

การกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ที่ระยะเวลา 24, 48 และ 
72 ช่ัวโมงด้วยวิธ ีABTS 

 

ตวักระตุน้ 
Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) 

ไมโครโมล Trolox ต่อกรมัน า้หนกัแหง้ 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 

Control 0.16±0.06b 0.12±0.02b 0.69±0.85b 

CHT+MeJA+CD 
190.55±17.61a 
(>1,187.42 เท่า) 

362.56±7.31a 
(>2,978.39 เท่า) 

506.33±28.43a 
(>730.46 เท่า) 

 
หมายเหตุ: ขอ้มลูแสดงเป็นคา่ Mean ± Standard deviation (SD) (n=3) 
ค่าเฉลี่ยที่มีตวัอกัษรแตกตา่งกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเชื่อมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละชดุที่ไดร้บัการกระตุน้ในชั่วโมงเดียวกนั (>,< มากกว่า
หรอืนอ้ยกวา่ เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ) 
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ภาพ 27 ฤทธิต้์านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสงทีไ่ด้รับ

การกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 
ช่ัวโมงด้วยวธิี ABTS 

 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรที่แตกต่างกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่มีความเช่ือมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละชุดที่ได้รบัการกระตุ้นในชั่วโมงเดียวกัน และ * มี
นยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรยีบเทียบชดุท่ีไดร้บัการกระตุน้
ที่เวลาแตกต่างกนั 
 

1.2 การตรวจสอบฤทธิต้์านอนุมูลอิสระด้วยวธิี FRAP 
 ผลการตรวจสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้ง 

รากลอยถั่วลิสงดว้ยวิธี FRAP โดยการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ CHT+MeJA+CD เป็นระยะเวลา 24, 
48 และ 72 ชั่วโมง พบว่า สารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง  
มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูงสุด เท่ากับ 60.38±3.48 มิลลิกรมั ascorbic acid ต่อกรมัน า้หนักแหง้ 
(ตาราง 18 และภาพ 28) ซึ่งมีฤทธ์ิตา้นอนุมลูอิสระเพิ่มสงูขึน้ เม่ือระยะเวลาการกระตุน้เพิ่มมาก
ขึน้ และมีความแตกต่างจากชดุควบคมุที่ระยะเวลาเดียวกนัและชดุการกระตุน้เดียวกนัที่ระยะเวลา
แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 โดยการกระตุน้ที่ระยะเวลา 
72 ชั่วโมง มีฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระสงูกวา่ชดุควบคมุคิดเป็น 209.85 เท่า 
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ตาราง 18 ฤทธิต้์านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลสิงทีไ่ด้รับ
การกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ที่ระยะเวลา 24, 48 และ 
72 ช่ัวโมงด้วยวิธ ีFRAP 

 

ตวักระตุน้ 
ascorbic acid equivalent (AAE) 

มิลลิกรมั ascorbic acid ตอ่กรมัน า้หนกัแหง้ 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 

Control 0.24±0.06b 0.28±0.03b 0.29±0.15b 

CHT+MeJA+CD 
14.93±1.82a 
(>62.93 เท่า) 

33.87±2.23a 
(>120.53 เท่า) 

60.38±3.48a 
(>209.85 เท่า) 

 
หมายเหตุ: ขอ้มลูแสดงเป็นคา่ Mean ± Standard deviation (SD) (n=3) 
ค่าเฉลี่ยที่มีตวัอกัษรแตกตา่งกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเชื่อมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละชดุที่ไดร้บัการกระตุน้ในชั่วโมงเดียวกนั (>,< มากกว่า
หรอืนอ้ยกวา่ เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ) 
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ภาพ 28 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสงที่ได้รับ

การกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 
ช่ัวโมงด้วยวิธี FRAP 

 
หมายเหต:ุ ตวัอกัษรที่แตกต่างกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่มีความเช่ือมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละชุดที่ไดร้ับการกระตุน้ในชั่วมงเดียวกันและ * มี
นยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบชดุที่ไดร้บัการกระตุน้
ที่เวลาแตกตา่งกนั 
 

1.3 ผลการตรวจสอบฤทธิ ์hydrogen peroxide scavenging 
 จากผลการตรวจสอบฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระของสารสกดัจากอาหารเพาะเลีย้งรา

กลอยถั่วลิสง โดยการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ CHT+MeJA+CD ดว้ยวิธี ABTS และ FRAP พบว่า 
สารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูง
ท่ีสุด ดังนั้นจึงเลือกท าการตรวจสอบฤทธ์ิ hydrogen peroxide scavenging ของสารสกัดจาก
อาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ CHT+MeJA+CD ที่ระยะเวลา 
72 ชั่วโมง รายงานผลเป็นค่า IC50 โดย IC50 มีค่าเท่ากับความเขม้ขน้ของสารสกัดที่สามารถ
ก าจดัอนมุลู H2O2 ได ้50% จากผลการทดลองพบวา่ สารสกดัที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง มีฤทธ์ิในการ
ก าจดัอนมุลู H2O2 สงู เนื่องจากค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัที่สามารถก าจดัอนมุลู H2O2 ได ้50% 
มีค่าต ่ากว่าความเขม้ขน้ของสารสกดัชดุควบคมุ โดยมีค่า IC50 ของสารสกดัเท่ากบั 76.67±2.89 
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ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตาราง 19 และภาพ 29) ซึ่งมีความแตกต่างจากชุดควบคุมอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเชื่อมั่นรอ้ยละ 95 
 
ตาราง 19 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสงที่ได้รับ 

การกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ที่ระยะเวลา 72 ช่ัวโมงด้วยวิธี 
hydrogen peroxide scavenging 

 

ตวักระตุน้ 
IC50 value (ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร) 

72 ชั่วโมง 
Control 763.33±165.03a 

CHT+MeJA+CD 76.67±2.89b 

 
หมายเหตุ: ขอ้มลูแสดงเป็นคา่ Mean ± Standard deviation (SD) (n=3) 
ค่าเฉลี่ยที่มีตวัอกัษรแตกตา่งกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเชื่อมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ 
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ภาพ 29  ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสงที่ได้รับ

การกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ที่ระยะเวลา 72 ช่ัวโมงด้วยวิธี 
hydrogen peroxide scavenging 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรที่แตกต่างกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่มีความเช่ือมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ 
 

2. ผลการตรวจสอบปริมาณสารประกอบฟิโนลิกทั้งหมด (total phenolic 
compound) ของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลสิง 

 ผลการตรวจสอบปริมาณสารประกอบฟิโนลิกทั้งหมดของสารสกัดจากอาหาร
เพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ CHT+MeJA+CD เป็นระยะเวลา 24, 
48 และ 72 ชั่วโมงดว้ยวิธี total phenolic compound พบวา่ เม่ือระยะเวลาการกระตุน้เพิ่มมากขึน้ 
สารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงมีปริมาณสารประกอบฟิโนลิกเพิ่มสูงขึน้ตาม
ระยะเวลาการกระตุน้ โดยที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง สารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสง  
มีปริมาณสารประกอบฟิโนลิกทัง้หมดสงูที่สดุ เท่ากับ 42.51±2.96 มิลลิกรมั gallic acid ต่อกรมั
น า้หนกัแหง้ (ตาราง 20 และภาพ 30) ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความ
เช่ือมั่นรอ้ยละ 95 เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุที่ระยะเวลาเดียวกนัและชดุการกระตุน้เดียวกนัที่
ระยะเวลาแตกตา่งกนั 
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ตาราง 20 ปริมาณสารประกอบฟิโนลิกทัง้หมดของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอย 
ถ่ัวลิสงทีไ่ด้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ทีร่ะยะเวลา 24, 
48 และ 72 ช่ัวโมงด้วยวิธี total phenolic compound 

 

ตวักระตุน้ 
gallic acid equivalent (GAE) มีหนว่ยเป็น มิลลกิรมั gallic acid ตอ่

กรมัน า้หนกัแหง้ 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 

Control 0.68±0.26b 0.64±0.03b 0.58±0.58b 

CHT+MeJA+CD 
13.26±0.08a 
(>19.50 เท่า) 

26.49±2.26a 
(>41.18 เท่า) 

42.51±2.96a 
(>73.72 เท่า) 

 
หมายเหตุ: ขอ้มลูแสดงเป็นคา่ Mean ± Standard deviation (SD) (n=3) 
ค่าเฉลี่ยที่มีตวัอกัษรแตกตา่งกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเชื่อมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละชดุที่ไดร้บัการกระตุน้ในชั่วโมงเดียวกนั (>,< มากกว่า
หรอืนอ้ยกวา่ เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ) 
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ภาพ 30 ปริมาณสารประกอบฟิโนลิกทั้งหมดของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอย

ถ่ัวลิสงที่ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ที่ระยะเวลา 24, 
48 และ 72 ช่ัวโมงด้วยวิธี total phenolic compound 

 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรที่แตกต่างกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่มีความเช่ือมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบแต่ละชุดที่ไดร้บัการกระตุน้ในชั่วโมงเดียวกัน และ * มี
นยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรยีบเทียบชดุท่ีไดร้บัการกระตุน้
ที่เวลาแตกต่างกนั 

 
3. ผลการทดสอบฤทธิก์ารท างานของเอนไซมต้์านอนุมูลอิสระ 

 ผลการตรวจสอบฤทธ์ิการท างานของเอนไซมต์า้นอนุมูลอิสระ จ านวน 3 เอนไซม ์
ไดแ้ก่ 1) เอนไซม์ superoxide dismutase (SOD) 2) เอนไซม ์catalase (CAT) และ 3) เอนไซม ์
ascorbate peroxidase (APX) ดว้ยวิธี enzyme assay 

3.1 เอนไซม ์superoxide dismutase (SOD) 
 ผลการศึกษาการท างานของเอนไซม ์SOD ในเนือ้เยื่อรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้ับ

การกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ CHT+MeJA+CD เป็นระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง พบวา่ เนือ้เย่ือ
รากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้มีการท างานของเอนไซม ์SOD ที่ต  ่ากว่าเนือ้เยื่อรากลอยถั่วลิสง
ชุดควบคุมทุกระยะเวลา ซึ่งมีค่าเท่ากับ 78.06±8.59, 65.89±5.92 และ 71.46±17.83 ยูนิตต่อ
มิลลิกรมัโปรตีน ตามล าดบั โดยที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง พบว่า มีการท างานของเอนไซม ์SOD ที่มี
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ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 เม่ือเปรียบเทียบกับ
เนือ้เย่ือรากลอยชดุควบคมุ (ตาราง 21 และภาพ 31) 
 
ตาราง 21 การท างานของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ SOD ในเนื้อเยื่อรากลอยถ่ัวลิสง 

เพาะเลีย้งที่ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ที่ระยะเวลา 
24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 

 

ตวักระตุน้ 
superoxide dismutase specific activity 
มีหนว่ยเป็น ยนูิตต่อมิลลิกรมัโปรตีน 

24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 
Control 86.39±36.71a 112.50±21.08a 109.96±29.72a 

CHT+MeJA+CD 
78.06±8.59a 
(<0.90 เท่า) 

65.89±5.92b 
(<0.59 เท่า) 

71.46±17.83a 
(<0.65 เท่า) 

 
หมายเหตุ: ขอ้มลูแสดงเป็นคา่ Mean ± Standard deviation (SD) (n=3) 
ค่าเฉลี่ยที่มีตวัอกัษรแตกตา่งกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเชื่อมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละชดุที่ไดร้บัการกระตุน้ในชั่วโมงเดียวกนั (>,< มากกว่า
หรอืนอ้ยกวา่ เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ) 
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ภาพ 31 การท างานของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ SOD ในเนื้อเยื่อรากลอยถ่ัวลิสง

เพาะเลี้ยงที่ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ที่ระยะเวลา  
24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 

 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรที่แตกต่างกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่มีความเช่ือมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละชดุท่ีไดร้บัการกระตุน้ในชั่วโมงเดียวกนั 
 

3.2 เอนไซม ์catalase (CAT) 
 ผลการศึกษาการท างานของเอนไซม ์CAT ในเนือ้เยื่อรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บั

การกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ CHT+MeJA+CD เป็นระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง พบวา่ เนือ้เย่ือ
รากลอยที่ไดร้บัการกระตุน้ มีการท างานของเอนไซม ์CAT คิดค่าเป็น catalase specific activity 
เท่ากับ 277.24±106.67, 379.46±226.69 และ 380.53±29.25 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อมิลลิกรัม
โปรตีน ตามล าดับ ซึ่งจะเห็นได้ว่าการท างานของเอนไซม์จะเพิ่มขึ ้นภายหลังการกระตุ้นใน
ระยะเวลาที่เพิ่มมากขึน้ แต่เม่ือเปรียบเทียบกบัเนือ้เยื่อรากลอยชดุควบคมุพบว่า เนือ้เยื่อรากลอย
ที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตัวกระตุน้มีการท างานของเอนไซม ์CAT ที่ต  ่ากว่า โดยที่ระยะเวลา 72 
ชั่วโมงของเนือ้เยื่อรากลอยที่ไดร้บัการกระตุน้ มีการท างานของเอนไซมท์ี่มีความแตกต่างจาก
เนือ้เยื่อรากลอยชุดควบคุมอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 (ตาราง 22 
และภาพ 32) 
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ตาราง 22 การท างานของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ CAT ในเนื้อเยื่อรากลอยถ่ัวลิสง 
เพาะเลีย้งที่ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ที่ระยะเวลา 
24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 

 

ตวักระตุน้ 
catalase specific activity 

มีหนว่ยเป็น ยนูิตต่อมิลลิลิตรต่อมิลลิกรมัโปรตีน 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 

Control 440.16±234.56a 672.87±129.14a 729.68±303.14a 

CHT+MeJA+CD 
277.24±106.67a 

(<0.63 เท่า) 
379.46±226.69a 

(<0.56 เท่า) 
380.53±29.25b 

(<0.52 เท่า) 
 
หมายเหตุ: ขอ้มลูแสดงเป็นคา่ Mean ± Standard deviation (SD) (n=3) 
ค่าเฉลี่ยที่มีตวัอกัษรแตกตา่งกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเชื่อมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละชดุที่ไดร้บัการกระตุน้ในชั่วโมงเดียวกนั (>,< มากกว่า
หรอืนอ้ยกวา่ เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ) 
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ภาพ 32 การท างานของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ CAT ในเนื้อเยื่อรากลอยถ่ัวลิสง

เพาะเลี้ยงที่ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ที่ระยะเวลา 
24, 48 และ72 ช่ัวโมง 

 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรที่แตกต่างกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่มีความเช่ือมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละชดุท่ีไดร้บัการกระตุน้ในชั่วโมงเดียวกนั 
 

3.3 เอนไซม ์ascorbate peroxidase (APX) 
 ผลการศึกษาการท างานของเอนไซม ์APX ในเนือ้เยื่อรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บั

การกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ CHT+MeJA+CD เป็นระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง พบวา่ เนือ้เย่ือ
รากลอยที่ไดร้บัการกระตุน้ มีการท างานของเอนไซม ์APX ที่ลดลงตามระยะเวลาการกระตุน้ที่
เพิ่มขึน้ ซึ่งมีค่า ascorbate peroxidase specific activity เท่ากับ 9.01±2.95, 7.63±1.56 และ 
6.83±0.61 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อมิลลิกรมัโปรตีน ตามล าดับ และมีการท างานของเอนไซม์ APX  
ที่ต  ่ากว่าในเนือ้เยื่อรากลอยชุดควบคุมอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 
(ตาราง 23 และภาพ 33) 
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ตาราง 23 การท างานของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ APX ในเนื้อเยื่อรากลอยถ่ัวลิสง 
เพาะเลีย้งที่ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ที่ระยะเวลา 
24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 

 

ตวักระตุน้ 
ascorbate peroxidase specific activity 

มีหนว่ยเป็น ยนูิตต่อมิลลิลิตรต่อมิลลิกรมัโปรตีน 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 

Control 13.30±2.33a 12.10±0.29a 12.78±3.59a 

CHT+MeJA+CD 
9.01±2.95b 
(<0.68 เท่า) 

7.63±1.56b 
(<0.63 เท่า) 

6.83±0.61b 
(<0.53 เท่า) 

 
หมายเหตุ: ขอ้มลูแสดงเป็นคา่ Mean ± Standard deviation (SD) (n=3) 
ค่าเฉลี่ยที่มีตวัอกัษรแตกตา่งกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเชื่อมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละชดุที่ไดร้บัการกระตุน้ในชั่วโมงเดียวกนั (>,< มากกว่า
หรอืนอ้ยกวา่ เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ) 
 
 
 
 
 
 
 



 84 

 
 
ภาพ 33 การท างานของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ  APX ในเนื้อเยื่อรากลอยถั่ว

ลิสงเพาะเลี้ยงที่ ได้ รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น  CHT, MeJA และ CD ที่
ระยะเวลา 24, 48 และ72 ช่ัวโมง 

 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรที่แตกต่างกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่มีความเช่ือมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละชดุท่ีไดร้บัการกระตุน้ในชั่วโมงเดียวกนั 
 

สรุป  จากผลการทดสอบฤทธ์ิการท างานของเอนไซมท์ัง้ 3 ชนิดขา้งตน้ สามารถกลา่วได้
ว่า รากลอยที่ได้รบัการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD มีการท างานของเอนไซม์ทั้ง  
3 ชนิดในเนือ้เยื่อรากลอยต ่ากว่าในรากลอยชุดควบคุม อาจเป็นผลมาจากในช่วง 72 ชั่วโมงแรก
ของการไดร้บัสารกระตุน้ รากลอยมีระบบตา้นทานอื่น ๆ ในการปอ้งกนัตนเองจากตวักระตุน้ ไดแ้ก่ 
การใชส้ารตา้นอนุมูลอิสระอื่น ๆ ที่เป็นสารกลุ่มทุติยภูมิ หรือ โปรตีนในการตา้นทานโรค เขา้มา
ช่วยในการป้องกันอนัตรายเป็นล าดบัตน้ ๆ ก่อนการใชร้ะบบการท างานของเอนไซมต์า้นอนุมูล
อิสระ ดงันัน้ในการศกึษาต่อไปจงึท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีนกลุม่ต่าง ๆ ที่เก่ียวขอ้งกบั
กระบวนการปอ้งกนัตนเองของพืช 
 

4. ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยนี 
 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีนดว้ยวิธี real time PCR (qPCR) โดยท าการ

ตรวจสอบการแสดงออกของยีน จ านวน 13 ยีน แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุม่ยีนที่เก่ียวขอ้งกบั
กระบวนการสงัเคราะหส์ารทตุิยภมูิ ไดแ้ก่ phenylalanine ammonia lyase; PAL และ resveratrol 
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synthase; RS และ RS3 กลุ่มยีนเอนไซมต์า้นอนุมูลอิสระ ไดแ้ก่ superoxide dismutase; SOD, 
glutathione peroxidase; GPX และ ascorbate peroxidase; APX กลุ่มยีนที่ เก่ียวข้องกับการ
สงัเคราะหโ์ปรตีนตา้นทานโรคในพืช ไดแ้ก่ ethylene responsive element binding factor; ERF1 
และ ERF6, chitinase; Chi และ pathogenesis-related protein; PR4A, PR5 และ PR10 และใช ้

elongation factor 1α gene; ef1a เป็นยีนอ้างอิง โดยท าการวิ เคราะห์หาปริมาณสัมพัทธ ์
(relative quantification) ของอัตราส่วนการแสดงออกของยีนที่สนใจต่อการแสดงออกของยีน
อ้างอิง ค านวณได้จากการเปรียบเทียบค่า threshold cycle (Ct) ที่ได้จากผล real time PCR 
จากนัน้วิเคราะหแ์ละรายงานค่าเป็นค่าจ านวนเท่า ( fold change) ของการแสดงออกของยีนใน
กลุม่ที่ไดร้บัการกระตุน้เปรยีบเทียบกบักลุม่ควบคมุที่ไม่ไดร้บัการกระตุน้ 

4.1 ผลการแสดงออกของกลุ่มยนีทีเ่กี่ยวขอ้งกับกระบวนการสังเคราะหส์าร 
ทุตยิภมิู 

 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของกลุ่มยีนที่ เ ก่ียวข้องกับกระบวนการ
สงัเคราะหส์ารทตุิยภมูิ ไดแ้ก่ ยีนเอนไซม ์PAL และยีนเอนไซม ์RS และ RS3 ของรากลอยถั่วลิสงที่
ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ CHT+MeJA+CD ที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง พบว่า ราก
ลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง มีการแสดงออกของยีน RS สงูสดุ คิดเป็น 
63.17±13.07 เท่า และการแสดงออกของยีนจะลดลงซึ่งมีค่าใกลเ้คียงกันที่ระยะเวลา 48 และ  
72 ชั่วโมง คือ 9.43±2.72 และ 8.79±0.59 เท่า ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกบัรากลอยชดุควบคมุ 
ซึ่งไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่นรอ้ยละ  95 (ภาพ 34) 
สอดคลอ้งกบัการแสดงออกของยีน RS3 ที่มีการแสดงออกของยีนสงูสดุที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมงใน
รากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ คิดเป็น 65.70±12.35 เท่า ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 เม่ือเปรียบเทียบกับรากลอยชุดควบคุมและรากลอยที่
ไดร้บัการกระตุน้ที่ระยะเวลาแตกต่างกัน และการแสดงออกของยีนจะลดลงเม่ือระยะเวลาการ
กระตุน้เพิ่มมากขึน้ เม่ือเปรียบเทียบกบัรากลอยชดุควบคมุ (ภาพ 34) 

 การแสดงออกของยีน PAL มีการแสดงออกสูงที่สุดที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมงใน
รากลอยถั่วลิสงที่ได้รบัการกระตุ้น  คิดเป็น 12.66±2.65 เท่า เม่ือเปรียบเทียบกับรากลอยชุด
ควบคุมและรากลอยที่ได้รับการกระตุ้นที่ระยะเวลาแตกต่างกัน ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 และจะลดลงที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง ก่อนจะมี
การแสดงออกของยีนที่เพิ่มขึน้ภายหลงัระยะเวลา 72 ชั่วโมง คิดเป็น 0.38±0.06 และ 4.10±1.40 
เท่า ตามล าดบั เมื่อเปรียบเทียบกบัรากลอยชดุควบคมุ (ภาพ 34) 
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ภาพ 34 ค่า fold change ของการแสดงออกของยีนกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะหส์าร

ทุตยิภมิูกลุ่มสตลีบนิในเนือ้เยื่อรากลอยถ่ัวลิสงเพาะเลีย้งทีไ่ด้รับการกระตุ้นด้วย
ตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ทีร่ะยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 

 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรที่แตกต่างกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติที่มีความเช่ือมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละกลุ่มยีนในแต่ละชดุที่ไดร้บัการกระตุน้ที่เวลาแตกต่าง
กนั (n=3) 
 

4.2 ผลการแสดงออกของยนีกลุ่มเอนไซมต้์านอนุมูลอิสระ 
 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีนกลุ่มเอนไซมต์า้นอนุมลูอิสระของราก

ลอยถั่ วลิสงที่ ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น  CHT+MeJA+CD ที่ ระยะเวลา 24, 48 และ  
72 ชั่วโมง พบวา่ ยีน APX มีการแสดงออกของยีนในรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ที่ระยะเวลา 
24 แ ล ะ  48 ชั่ ว โม ง ใกล้ เคี ย งกั น  คิ ด เป็ น  2.84±0.20 แล ะ  2.63±0.54 เท่ า  ต าม ล าดั บ  
เม่ือเปรียบเทียบกับรากลอยชุดควบคุมและรากลอยที่ได้รับการกระตุ้นเดียวกันที่ระยะเวลา
แตกต่างกัน ซึ่งไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 
(ภาพ 35) ในขณะที่การแสดงออกของยีน GPX พบว่า รากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้มีการ
แสดงออกสูงที่สุดที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง คิดเป็น 4.61±0.52 เท่า และการแสดงออกของยีนจะ
ลดลงที่ ระยะ เวลา  48 และ72 ชั่ ว โม ง  คื อ  1.91±0.91 และ  0.59±0.12 เท่ า  ต ามล าดับ  
เม่ือเปรียบเทียบกบัรากลอยชดุควบคมุ ซึ่งไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั
ความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 (ภาพ 35) ผลการแสดงออกของยีน SOD พบว่า มีการแสดงออกของยีน
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สงูสดุที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมงในรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ คิดเป็น 26.77±1.63 เท่า ซึ่งมี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 เม่ือเปรียบเทียบกับราก
ลอยชุดควบคุมและรากลอยที่ได้รับการกระตุ้นเดียวกันที่ระยะเวลาแตกต่างกัน และมีการ
แสดงออกของยีนที่ลดลงและใกลเ้คียงกันที่ระยะเวลา 48 และ 72 ชั่วโมง คิดเป็น 24.00±0.32 
และ 23.10±0.72 เท่า ตามล าดับ ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความ
เช่ือมั่นรอ้ยละ 95 เม่ือเปรียบเทียบกบัรากลอยชดุควบคมุ (ภาพ 35) 
 

 
 
ภาพ 35 ค่า fold change ของการแสดงออกของยีนกลุ่มเอนไซมต์้านอนุมูลอิสระใน

เนือ้เยื่อรากลอยถ่ัวลิสงเพาะเลีย้งที่ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA 
และ CD ทีร่ะยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 

 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรที่แตกต่างกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่มีความเช่ือมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละกลุ่มยีนในแต่ละชดุที่ไดร้บัการกระตุน้ที่เวลาแตกต่าง
กนั (n=3) 
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4.3 ผลการแสดงออกของยีนกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะหโ์ปรตีน 
ต้านทานโรคในพชื 

 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีนกลุม่ที่เก่ียวขอ้งกบัการสงัเคราะหโ์ปรตีน
ต้านทานโรคในพืชของรากลอยถั่ วลิสงที่ ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD  
เป็นระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง พบว่า การแสดงออกของยีน ERF1 และ ERF6 ไม่สามารถ
ตรวจพบการแสดงออกของยีนในรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ทุกระยะเวลาของการกระตุน้ 
ส่วนการแสดงออกของยีน PR4A ในรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง  
มีการแสดงออกของยีน PR4A สงูที่สุด คิดเป็น 25.20±7.24 เท่า เม่ือเปรียบเทียบกับรากลอยชุด
ควบคุมและรากลอยที่ไดร้บัการกระตุน้เดียวกันที่ระยะเวลาแตกต่างกัน ซึ่งมีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 และจะลดลงที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง  
ก่อนจะมีการแสดงออกของยีนที่เพิ่มขึน้ภายหลังระยะเวลา 72 ชั่วโมง คิดเป็น 5.53±0.57 และ 
7.23±1.16 เท่า ตามล าดับ เม่ือเปรียบเทียบกับรากลอยชุดควบคุม (ภาพ 36) ยีน PR5 มีการ
แสดงออกของยีนสูงสุดในรากลอยถั่วลิสงที่ได้รบัการกระตุ้นที่ระยะเวลา 24 ชั่ วโมง คิดเป็น 
38.67±13.69 เท่า ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 
เม่ือเปรียบเทียบกับรากลอยชุดควบคุมและรากลอยที่ได้รับการกระตุ้นเดียวกันที่ระยะเวลา
แตกต่างกัน และมีการแสดงออกของยีนที่ลดลงเม่ือระยะเวลาการกระตุน้เพิ่มมากขึน้ (ภาพ 36) 
การแสดงออกของยีน PR10 มีการแสดงออกของยีนสูงใกล้เคียงกันที่ระยะเวลา 24, 48 และ  
72 ชั่ ว โมง ในรากลอยถั่ วลิสงที่ ได้รับการกระตุ้น  เท่ ากับ  15.91±2.91 , 11.25±0.93 และ 
10.11±1.24 เท่า ตามล าดับ ซึ่งไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความ
เช่ือมั่นรอ้ยละ 95 เม่ือเปรียบเทีบกบัรากลอยชดุควบคมุและรากลอยที่ไดร้บัการกระตุน้เดียวกนัที่
ระยะเวลาแตกต่างกัน (ภาพ 36) และรากลอยที่ไดร้บัการกระตุน้ที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง มีการ
แสดงออกของยีน Chi สงูที่สดุ เท่ากบั 16.46±2.81 เท่า ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิติที่ระดับความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 เม่ือเปรียบเทียบกับรากลอยชุดควบคุมและรากลอยที่ไดร้บั
การกระตุน้เดียวกันที่ระยะเวลาแตกต่างกัน และจะลดลงที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง ก่อนจะมีการ
แสดงออกเพิ่มขึ ้นภายหลัง 72 ชั่ วโมง คิดเป็น 5.23±0.65 และ 6.11±0.81 เท่า ตามล าดับ  
เม่ือเปรียบเทียบกบัรากลอยชดุควบคมุ (ภาพ 36) 
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ภาพ 36 ค่า fold change ของการแสดงออกของยีนกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์

โปรตีนต้านทานโรคในพืชในเนื้อเยื่อรากลอยถ่ัวลิสงเพาะเลี้ยงที่ได้รับการ
กระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD ทีร่ะยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 

 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรที่แตกต่างกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่มีความเช่ือมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบแต่ละกลุ่มยีนในแต่ละชดุที่ไดร้บัการกระตุน้ที่เวลาแตกต่าง
กนั (n=3) 
 

สรุป  จากผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีนกลุม่ต่าง ๆ ของรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บั
การกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ CHT+MeJA+CD ที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมงในระบบขวดเขย่า 
พบว่า รากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง มีการแสดงออกของยีนในกลุ่ม 
ต่าง ๆ สูงที่สุด และเม่ือระยะเวลาการกระตุน้เพิ่มขึน้ การแสดงออกของยีนกลุ่มต่าง ๆ จะมีการ
แสดงออกของยีนที่ลดลง ซึง่อาจกลา่วไดว้า่ ภายหลงัการกระตุน้ที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง รากลอยที่
ไดร้บัการกระตุน้จะมีการปรบัเปลี่ยนการตอบสนองต่อภาวะเครียดออกซิเดชั่นและภาวะคกุคาม
ต่าง ๆ โดยการใชก้ระบวนการป้องกันตัวเองที่หลากหลายแตกต่างกันในแต่ละช่วงเวลาของการ
ไดร้บัสิ่งกระตุน้ ซึง่เป็นกลไกที่ซบัซอ้นในพืช และจ าเป็นตอ้งมีการศกึษาในเชิงลกึตอ่ไป 
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ผลการศึกษาเปรียบเทียบการกระตุ้นรากลอยถ่ัวลิสงเพาะเลีย้งต่อการสร้างสารกลุ่มสตีล
บนิในระบบขวดเขย่า และระบบเคร่ืองปฏกิรณช์ีวภาพ 

1. ผลของการกระตุ้นต่อลักษณะของเนื้อเยื่อรากลอยและอาหารเพาะเลี้ยง 
รากลอยถ่ัวลิสง 

1.1 ผลของการกระตุ้นต่อลักษณะของเนือ้เยือ่รากลอยและอาหารเพาะเลีย้ง 
รากลอยถ่ัวลิสงในระบบขวดเขย่า 

ผลการกระตุ น้ รากลอยถั่วล ิสงด ว้ยต วักระตุ น้  CHT+MeJA+CD เป็น
ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมงในระบบขวดเขย่า พบวา่ เนือ้เย่ือรากลอยที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ย
ตวักระตุน้ดงักลา่ว มีสีเหลืองเขม้ขึน้ เม่ือเวลาการกระตุน้เพิ่มขึน้เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุใน
ทุกช่วงเวลา (ตาราง 24) สอดคลอ้งกับสีของอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่มีสีเหลืองเขม้ขึน้
เม่ือระยะเวลาการกระตุน้นานขึน้ เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่มีสีใสในทุกช่วงเวลา (ตาราง 
25) 
 
ตาราง 24 ลักษณะของเนื้อเยื่อรากลอยถ่ัวลิสงภายหลังการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, 

MeJA และ CD เป็นระยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมงในระบบขวด
เขย่า เปรียบเทยีบกับชุดควบคุม 

 

ตวักระตุน้ เนือ้เย่ือรากลอย ตวักระตุน้ เนือ้เย่ือรากลอย 

Control 24 ชั่วโมง 

 

CHT+MeJA+CD 
24 ชั่วโมง 

 

Control 48 ชั่วโมง 

 

CHT+MeJA+CD 
48 ชั่วโมง 
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ตาราง 24 (ตอ่) 
 

ตวักระตุน้ เนือ้เย่ือรากลอย ตวักระตุน้ เนือ้เย่ือรากลอย 

Control 72 ชั่วโมง 

 

CHT+MeJA+CD 
72 ชั่วโมง 

 
 
ตาราง 25 ลักษณะของอาหารเพาะเลี้ยงรากลอยถ่ัวลิสงภายหลังการกระตุ้นด้วย 

ตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD เป็นระยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมงในระบบ 
ขวดเขย่า เปรียบเทยีบกับชุดควบคุม 

 

ตวักระตุน้ 
ระยะเวลา (ชั่วโมง) 

24 48 72 

Control 

   

CHT+MeJA+CD 
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1.2 ผลของการกระตุ้นต่อลักษณะของเนือ้เยือ่รากลอยและอาหารเพาะเลีย้ง 
รากลอยถ่ัวลิสงในระบบเคร่ืองปฏกิรณช์ีวภาพ 

ผลการกระตุ น้ รากลอยถั ่วล ิสงด ว้ยต วักระตุ น้  CHT+MeJA+CD เป็น
ระยะเวลา 72 ชั่วโมงในระบบเครื่องปฏิกรณชี์วภาพ พบวา่ เนือ้เยื่อรากลอยเจรญิเติบโตแบบเกาะ
กลุ่มและสามารถเจริญไดด้ีกว่าในระบบขวดเขย่า นอกจากนีย้งัสงัเกตพบเนือ้สารสีเหลืองเกาะ
บรเิวณเนือ้เยื่อราก ท าใหร้ากมีสีเหลืองเขม้ขึน้ เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ (ตาราง 26) ในขณะ
ที่อาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ดงักล่าวจะมีสีเหลืองเขม้ขึน้
เม่ือระยะเวลาการกระตุ้นนานขึน้ เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมในทุกระยะเวลาการกระตุ้น 
(ตาราง 27) 
 
ตาราง 26 ลักษณะของเนื้อเยื่อรากลอยถ่ัวลิสงภายหลังการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, 

MeJA และ CD เป็นระยะเวลา 72 ช่ัวโมง ในระบบเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ  
เปรียบเทยีบกับชุดควบคุม 

 

ตวักระตุน้ เนือ้เย่ือรากลอย ตวักระตุน้ เนือ้เย่ือรากลอย 

Control 

 

CHT+MeJA+CD 
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ตาราง 27 ลักษณะของอาหารเพาะเลีย้งและเนือ้เยื่อรากลอยถ่ัวลิสงภายหลังการกระตุ้น 
ด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD เป็นระยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมงใน
ระบบเคร่ืองปฏกิรณช์ีวภาพ เปรียบเทยีบกับชุดควบคุม 

 

ตวักระตุน้ 
ระยะเวลา 

24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 

Control 

   

CHT+MeJA+ 
CD 

   
 

2. ผลการวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัว 
ลิสงด้วยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

2.1 ผลการวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอย 
ถ่ัวลสิงในระบบขวดเขยา่ 

ผลการวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของสารสกดัจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสง
ที่ ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD เป็นระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่ วโมง  
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ในระบบขวดเขย่าดว้ยเทคนิค HPLC แสดงผลเป็นโครมาโตแกรมดงัแสดงในภาคผนวก จะพบการ
สร้างสาร trans-resveratrol, trans-arachidin-1 และ trans-arachidin-3 ขณะที่สารสกัดจาก
อาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงในชุดควบคุมจะไม่ปรากฏโครมาโตแกรมของสารกลุ่มดงักล่าว 
เม่ือวิเคราะหป์ริมาณสาร trans-resveratrol พบว่า มีปริมาณเพิ่มขึน้ตามระยะเวลาการกระตุน้ที่
เพิ่มขึน้ โดยที่ระยะเวลา 72 ชั่ วโมง มีปริมาณสาร trans-resveratrol สูงสุดเท่ากับ 3.57±0.85 
มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ (ตาราง 28 และภาพ 37A) ปริมาณสาร trans-arachidin-1 พบว่ามี
ปรมิาณสงูที่สดุที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง เท่ากบั 1,266.69±182.80 มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ ซึ่ง
ปริมาณสาร trans-arachidin-1 มีปรมิาณเพิ่มสงูขึน้เม่ือระยะเวลาการกระตุน้นานขึน้ (ตาราง 28 
และภาพ 37B) และเม่ือวิเคราะหป์ริมาณสาร trans-arachidin-3 พบว่ามีปริมาณเพิ่มสูงขึน้เม่ือ
ระยะเวลาการกระตุน้เพิ่มขึน้ โดยที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง มีปริมาณสาร trans-arachidin-3 สงูสดุ
เท่ากบั 1,594.36±229.87 มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ (ตาราง 28 และภาพ 37C) 
 
ตาราง 28 ปริมาณสารกลุ่มสตีลบินของสารสกัดอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสงที่ได้รับ

การกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD เป็นระยะเวลา 24, 48 และ 
72 ช่ัวโมงในระบบขวดเขย่า 

 

ตวักระตุน้ 
ปรมิาณสาร trans-resveratrol มิลลิกรมัตอ่กรมัน า้หนกัแหง้ 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 

Control nd nd nd 
CHT+MeJA+CD 1.56±0.33b 2.44±1.42ab 3.57±0.85a 

ตวักระตุน้ 
ปรมิาณสาร trans-arachidin-1 มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 

Control nd nd nd 
CHT+MeJA+CD 161.19±10.04c 439.40±124.16b 1,266.69±182.80a 
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ตาราง 28 (ตอ่) 
 

ตวักระตุน้ 
ปรมิาณสาร trans-arachidin-3 มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 

Control nd nd nd 
CHT+MeJA+CD 402.06±10.11b 523.08±52.78b 1,594.36±229.87a 

 
หมายเหตุ: nd = not detection 
ขอ้มลูแสดงเป็นคา่ Mean ± Standard deviation (SD) (n=3) 
ค่าเฉลี่ยที่มีตวัอกัษรแตกตา่งกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเชื่อมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบชดุท่ีไดร้บัการกระตุน้ที่เวลาแตกต่างกนั 
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ภาพ 37 ปริมาณของสาร (A) trans-resveratrol, (B) trans-arachidin-1 และ (C) trans-

arachidin-3 ในสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสงที่ได้รับการกระตุ้น
ด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD เป็นระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง
ในระบบขวดเขย่า 

 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรที่แตกต่างกนั มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่มีความเช่ือมั่น
รอ้ยละ 95 (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบชดุท่ีไดร้บัการกระตุน้ที่เวลาแตกต่างกนั 
 

2.2 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกัดจากอาหารเพาะเลี้ยง 
รากลอยถ่ัวลิสงในระบบเคร่ืองปฏกิรณช์ีวภาพ 

ผลการวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่ว  
ลิสงที่ ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น  CHT+MeJA+CD ในระบบเครื่องปฏิกรณ์ ชีวภาพ  
เป็ น ระยะ เวลา  72 ชั่ ว โม งด้วย เทคนิ ค  HPLC พบว่า  มี ป ริม าณ สาร trans-resveratrol,  
trans-arachidin-1 แ ล ะ  trans-arachidin-3 เ ท่ า กั บ  2.22±1.30, 315.65±139.34 แ ล ะ 
694.87±291.64 มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ ตามล าดบั (ตาราง 29 และภาพ 38 A, B และ C) 
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ตาราง 29 ปริมาณสารกลุ่มสตีลบินของสารสกัดอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสงที่ได้รับ
การกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD เป็นระยะเวลา 24, 48 และ  
72 ช่ัวโมงใน ระบบเคร่ืองปฏกิรณช์ีวภาพ 

 

ตวักระตุน้ ปรมิาณสาร trans-resveratrol มิลลิกรมัตอ่กรมัน า้หนกัแหง้ 
Control nd 

CHT+MeJA+CD 2.22±1.30 

ตวักระตุน้ ปรมิาณสาร trans-arachidin-1 มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ 
Control nd 

CHT+MeJA+CD 315.65±139.34 

ตวักระตุน้ ปรมิาณสาร trans-arachidin-3 มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ 
Control nd 

CHT+MeJA+CD 694.87±291.64 

 
หมายเหตุ: nd = not detection 
ขอ้มลูแสดงเป็นคา่ Mean ± Standard deviation (SD) (n=3) 
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ภาพ 38 ปริมาณของสาร (A) trans-resveratrol, (B) trans-arachidin-1 และ (C) trans-

arachidin-3 ในสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสงที่ได้รับการกระตุ้น
ด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD เป็นระยะเวลา 72 ช่ัวโมงในระบบเครื่อง
ปฏกิรณช์ีวภาพ 

 
2.3 เปรียบเทยีบปริมาณสารกลุ่มสตลีบนิของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้ง 

รากลอยถ่ัวลิสงในระบบขวดเขย่าและระบบเคร่ืองปฏกิรณช์ีวภาพ 
ผลการวิเคราะหป์ริมาณสารกลุ่มสตีลบินของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้ง  

รากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ CHT+MeJA+CD ในระบบขวดเขย่าและระบบ
เครื่องปฏิกรณชี์วภาพ เป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง พบว่า ในระบบขวดเขย่ามีปรมิาณสารกลุ่มสตีล
บิน  ได้แก่  trans-resveratrol, trans-arachidin-1 และ trans-arachidin-3 เท่ ากับ  3.57±0.85, 
1,266.69±182.80 และ 1,594.36±229.87 มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ของเนือ้เยื่อรากลอยและ
เม่ือค านวณเทียบปริมาณสารในหน่วยมิลลิกรัมต่อลิตรของอาหารเพาะเลี ้ยง มีค่าเท่ากับ
8.25±2.60, 2,898.05±577.33 และ 3,668.36±880.33 มิลลิกรมัต่อลิตร ตามล าดบั ขณะที่ระบบ
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เครื่องปฏิกรณชี์วภาพ มีปริมาณสารกลุ่มสตีลบิน คือ trans-resveratrol, trans-arachidin-1 และ 
trans-arachidin-3 เท่ากับ 2.22±1.30, 315.65±139.34 และ 694.87±291.64 มิลลิกรัมต่อกรัม
น า้หนกัแหง้ของเนือ้เย่ือรากลอย ผลการค านวณเทียบปรมิาณในหน่วยมิลลิกรมัต่อลิตรของอาหาร
เพาะเลีย้ง มีค่าเท่ากับ 5.61±3.27, 804.83±341.25 และ 1,764.12±664.50 มิลลิกรมัต่อลิตร 
ตามล าดับ ซึ่งจะเห็นว่าในระบบเครื่องปฏิกรณ์ ชีวภาพมีปริมาณสาร trans-resveratrol,  
trans-arachidin-1 และ trans-arachidin-3 น้อยกว่าในระบบขวดเขย่าคิดเป็น 0.68, 0.28 และ 
0.48 เท่า ตามล าดับเม่ือค านวณเทียบปริมาณในหน่วยมิลลิกรมัต่อลิตรของอาหารเพาะเลีย้ง 
(ตาราง 30 และภาพ 39-40) ซึ่งทัง้ 2 ระบบมีความแตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั
ความเชื่อมั่นรอ้ยละ 95 
 
ตาราง 30 ปริมาณสารกลุ่มสตีลบินของสารสกัดอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสงที่ได้รับ

การกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD เป็นระยะเวลา 72 ช่ัวโมง 
เปรียบเทยีบในระบบขวดเขย่าและระบบเคร่ืองปฏกิรณช์ีวภาพ 

 

ตวักระตุน้ 
ปรมิาณสาร trans-resveratrol 

มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ มิลลิกรมัต่อลิตร 
Flask 3.57±0.85 8.25±2.60 

Bioreactor 
2.22±1.30 

(<0.62 เท่า) 
5.61±3.27 

(<0.68 เท่า) 

ตวักระตุน้ 
ปรมิาณสาร trans-arachidin-1 

มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ มิลลิกรมัต่อลิตร 
Flask 1,266.69±182.80* 2,898.05±577.33* 

Bioreactor 
315.65±139.34 

(<0.25 เท่า) 
804.83±341.25 

(<0.28 เท่า) 
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ตาราง 30 (ตอ่) 
 

ตวักระตุน้ 
ปรมิาณสาร trans-arachidin-3 

มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ มิลลิกรมัต่อลิตร 
Flask 1,594.36±229.87* 3,668.36±880.33* 

Bioreactor 
694.87±291.64 

(<0.44 เท่า) 
1,764.12±664.50 

(<0.48 เท่า) 

 
หมายเหตุ: nd = not detection 
ขอ้มลูแสดงเป็นคา่ Mean ± Standard deviation (SD) (n=3) 
* มีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบระหว่างระบบ
เขย่าและระบบเครื่องปฏิกรณชี์วภาพ (>,< มากกว่าหรือนอ้ยกว่า เม่ือเปรียบเทียบกบัระบบขวด
เขย่า) 
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ภาพ  39 ป ร ิม าณ ขอ งส าร  (A) trans-resveratrol, (B) trans-arachidin-1 แ ล ะ  (C) 

trans-arachidin-3 (หน่วย mg/g dry weight) ในสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้ง 
รากลอยถ่ัวลิสงที่ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD เป็น
ระยะเวลา 72 ช่ัวโมง เปรียบเทียบในระบบขวดเขย่าและระบบเคร่ืองปฏิกรณ์
ชีวภาพ 

 
หมายเหตุ: * มีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบ
ระหวา่งระบบเขย่าและระบบเครื่องปฏิกรณชี์วภาพ 
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ภาพ  40 ป ร ิม าณ ขอ งส าร  (A) trans-resveratrol, (B) trans-arachidin-1 แ ล ะ  (C) 

trans-arachidin-3 (หน่วย mg/L) ในสารสกัดจากอาหารเพาะเลี้ยงรากลอยถ่ัว
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ลิสงที่ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA และ CD เป็นระยะเวลา 72 
ช่ัวโมง เปรียบเทยีบในระบบขวดเขย่าและระบบเคร่ืองปฏกิรณช์ีวภาพ 

 
หมายเหตุ: * มีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบ
ระหวา่งระบบเขย่าและระบบเครื่องปฏิกรณชี์วภาพ 

 
ผลการตรวจสอบลักษณะทางกายภาพและโครงสร้างของเนือ้เยือ่รากลอยถ่ัวลิสง 

ผลการตรวจสอบลกัษณะทางกายภาพภายนอกของเนือ้เยื่อรากลอยถั่วลิสงชุดควบคุม
และชุดที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตัวกระตุน้ CHT+MeJA+CD เป็นเวลา 72 ชั่วโมง สามารถสงัเกต
พบกลุม่กอ้นของสารสีเหลืองเกาะบรเิวณรอบผิวรากที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ย CHT+MeJA+CD ท า
ใหเ้นือ้เยื่อรากรวมทัง้สีของอาหารเพาะเลีย้งรากลอยภายหลงัการกระตุน้มีสีเหลืองเขม้ขึน้ชดัเจน 
ในขณะที่รากชดุควบคมุไม่พบกลุม่กอ้นของสารสีเหลืองเกาะที่บรเิวณผิวรากและอาหารเพาะเลีย้ง
ก็มีลักษณะสีใสแตกต่างจากรากที่ไดร้บัการกระตุน้ ทั้งนีส้ารสีเหลืองที่พบบริเวณรอบผิวราก
อาจจะเป็นสารกลุ่มสตีลบินที่รากสรา้งขึน้ เนื่องจากมีรายงานว่าสารกลุ่มสตีลบินเป็นสารที่ มีสี
เหลือง (ภาพ 41A-B) เม่ือน าเนือ้เยื่อรากลอยถั่วลิสงชุดควบคุมและรากที่ไดร้บัการกระตุน้ไป
ตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศนอ์ิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) พบว่า เนือ้เยื่อรากชุดควบคุม  
มีลักษณะพืน้ผิวของรากค่อนขา้งเรียบ และไม่พบการฉีกขาดบนพืน้ผิวเนือ้เยื่อ (ภาพ 42A-B) 
ในขณะที่รากลอยชดุที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ มีการฉีกขาดบนพืน้ผิวของเนือ้เยื่อรากลอย 
ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการท าลายเนือ้เยื่อโดยตวักระตุน้ (ภาพ 42C-D) นอกจากนีย้งัพบว่ามีกลุ่ม
กอ้นของเนือ้สารแทรกอยู่ในบริเวณรอยฉีกขาดของเนือ้เยื่อราก (ภาพ 42D-E) รวมทัง้มีกลุ่มกอ้น
ของสารบางส่วนเกาะรอบ ๆ บริเวณพืน้ผิวของเนือ้เยื่อรากดว้ยเช่นกัน (ภาพ 42F-G) เม่ือเพิ่ม
ก าลงัขยายภาพของกลุ่มกอ้นสารที่เกาะโดยรอบรากจะพบสารที่ลกัษณะเป็นแผ่นแบนเกาะกลุ่ม
กนัอย่างหลวม ๆ บริเวณผิวราก (ภาพ 42G-H-I-J) ซึ่งอาจเป็นกลุ่มของสารทุติยภูมิที่รากลอยถั่ว
ลิสงสรา้งและหลั่งออกมาภายนอกเซลลภ์ายหลงัจากที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตัวกระตุน้ ทั้งนีไ้ม่
สามารถพบสารที่มีลกัษณะเป็นกลุม่กอ้นดงักลา่วในเนือ้เย่ือรากลอยถั่วลิสงชดุควบคมุ 
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ภาพ 41 ลักษณะของกลุ่มสารบริเวณพืน้ผิวเนื้อเยื่อรากลอยและสีของอาหารเพาะเลีย้ง

รากลอยถ่ัวลิสง A) ชุดควบคุม และ B) ชุดที่ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น 
CHT, MeJA และ CD เป็นระยะเวลา 72 ช่ัวโมง ในระบบเคร่ืองปฏกิรณช์ีวภาพ 
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ภาพ 42 ลักษณะทางกายภาพและโครงสร้างของรากลอยถ่ัวลิงเพาะเลีย้งชุดควบคุม (A-B) 

ก าลังขยาย 50X และ 100X ตามล าดับ เนื ้อเยื ่อรากลอยถั่วลิสงที่ได้รับ
การกระตุ้นด้วย  CHT, MeJA และ CD (C-E) ก าลังขยาย 50X, 200X 
และ 500X ตามล าดับ และกลุ่มของสารสีเหลืองบริเวณพื ้นผิวของรา
กลอยที ่ได ้รับ ก ารกระ ตุ ้น  (F-J) ก าลังขย าย  30X, 50X, 100X, 500X 
และ 1000X ตามล าดับ 
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บทที ่5 
 

บทสรุป 
 
สรุปผลการทดลอง 

ผลการศึกษาตัวกระตุน้ที่เหมาะสมในการกระตุน้รากลอยถั่วลิสงเพาะเลีย้งสายพันธุ์
กาฬสินธุ์ 2 โดยท าการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้นที่ แตกต่างกัน ได้แก่  1) CHT 2) MeJA+CD  
3) CHT_(MeJA+CD) 4) (MeJA+CD)_CHT และ 5) CHT+MeJA+CD เป็นระยะเวลา 24, 48 
และ 72 ชั่วโมง โดยใชค้วามเขม้ของ MeJA เท่ากบั 6.87 มิลลิโมลาร,์ CD ความเขม้ขน้ 100 ไมโคร
โมลาร ์และความเขม้ขน้ของ CHT จากการศึกษาความเขม้ขน้ที่เหมาะสมในการกระตุน้ เท่ากับ 
150 มิลลิกรมัต่อลิตร ผลการศึกษาพบว่า การกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ที่แตกต่างกนัและระยะเวลา
การกระตุน้ต่างกนั จะสง่ผลต่อลกัษณะและสีของเนือ้เยื่อรากลอย สีของอาหารเพาะเลีย้งรากลอย 
รวมทั้งปริมาณสารกลุ่มสตีลบินและฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ โดยอาหารท่ีได้รบัการกระตุ้นด้วย
ตัวกระตุน้ (MeJA+CD)_CHT และ CHT+MeJA+CD จะมีสีเหลืองเขม้ในทุกระยะเวลาของการ
กระตุน้ เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมและชุดที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้อื่น ๆ นอกจากนี ้
สารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยที่ ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD  
ที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง มีฤทธ์ิตา้นอนุมลูอิสระ ปริมาณสารประกอบฟิโนลิกทัง้หมด และปริมาณ
สารกลุม่สตีลบินสงูที่สดุ เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุและชดุท่ีไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้อื่น 
ๆ จากผลการศึกษาดงักลา่วจึงคดัเลือกตวักระตุน้ CHT+MeJA+CD ซึ่งเป็นตวักระตุน้ที่เหมาะสม
ที่สดุ มาศกึษากลไกการตอบสนองต่าง ๆ ต่อสภาวะเครียดออกซิเดชั่นในระบบขวดเขย่า และเพิ่ม
ประสิทธิภาพการผลิตสารกลุ่มสตีลบินโดยการเพาะเลีย้งและกระตุ้นรากลอยถั่ วลิสงด้วย
ตวักระตุน้ดงักลา่วในระบบขวดเขย่าและระบบเครื่องปฏิกรณชี์วภาพ โดยสรุปผลการศกึษาไดด้งันี ้

ผลการตรวจสอบฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระในสารสกดัจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสง
ดว้ยวิธี ABTS และ FRAP assay ในระบบขวดเขย่า พบว่า สารสกดัจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอย
ที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตัวกระตุน้ CHT+MeJA+CD มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูงท่ีสุดท่ีระยะเวลา  
72 ชั่ วโมง เท่ากับ 506.33±28.43 ไมโครโมล Trolox ต่อกรัมน ้าหนักแห้ง และ  60.38±3.48 
มิลลิกรมั ascorbic acid ต่อกรมัน า้หนักแหง้ ตามล าดับ ซึ่งมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระทั้งวิธี ABTS 
และ FRAP สงูกว่าชดุควบคมุที่ไม่ไดร้บัการกระตุน้ คิดเป็น 730.46 และ 209.85 เท่า และมีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับ
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ชดุควบคมุและชดุที่ไดร้บัการกระตุน้เดียวกนัที่ระยะเวลาแตกต่างกนั เม่ือน าสารสกดัจากอาหาร
เพาะเลีย้งรากลอยที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตัวกระตุน้ CHT+MeJA+CD ที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง 
ทดสอบฤทธ์ิ hydrogen peroxide scavenging พบว่า มีฤทธ์ิในการก าจดัอนมุลู H2O2 สงู เท่ากบั 
76.67±2.89 ไมโครกรมัตอ่มิลลิลิตร นอกจากนีย้งัพบว่า ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระใหผ้ล
ไปในทิศทางเดียวกบัผลการตรวจสอบปรมิาณสารประกอบฟิโนลิกทัง้หมดดว้ยวิธี total phenolic 
compound โดยสารสกัดจากอาหารเพาะเลี ้ยงรากลอยที่ ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น 
CHT+MeJA+CD ที่ ระยะเวลา 72 ชั่ วโมง มีปริมาณสารประกอบฟิโนลิกสูงที่ สุด  เท่ากับ 
42.51±2.96 มิลลิกรมั gallic acid ต่อกรมัน า้หนักแหง้ ซึ่งมีค่าสูงกว่าชุดควบคุม คิดเป็น 73.72 
เท่า โดยสรุป สารสกัดจากอาหารเพาะเลี ้ยงรากลอยที่ ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น 
CHT+MeJA+CD มีฤทธ์ิตา้นอนุมลูอิสระและปริมาณสารประกอบฟิโนลิกทัง้หมดมีค่าสงูที่สดุที่
ระยะเวลาการกระตุน้ 72 ชั่วโมง  

ผลการตรวจสอบฤทธ์ิการท างานของเอนไซมต์า้นอนมุลูอิสระในเนือ้เย่ือรากลอยถั่วลิสง
ที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตัวกระตุน้ CHT+MeJA+CD ในระบบขวดเขย่าดว้ยวิธี enzyme assay 
พบว่า การท างานของเอนไซม์ SOD มีค่าสูงที่สุดที่ระยะเวลา 24 ชั่ วโมง เท่ากับ 78.06±8.59  
ยูนิตต่อมิลลิกรมัโปรตีน ขณะที่การท างานของเอนไซม ์CAT มีการท างานของเอนไซมส์ูงสุดที่
ระยะเวลา 72 ชั่วโมง คิดค่าเป็น CAT specific activity เท่ากับ 380.53±29.25 ยูนิตต่อมิลลิลิตร
ต่อมิลลิกรมัโปรตีน สว่นการท างานของเอนไซม ์APX มีการท างานของเอนไซมส์งูที่สดุท่ีระยะเวลา 
24 ชั่ วโมง คิดค่าเป็น APX specific activity เท่ากับ 9.01±2.95 ยูนิตต่อมิลลิลิตรต่อมิลลิกรัม
โปรตีน โดยการท างานของเอนไซมท์ัง้ 3 ชนิด ในเนือ้เยื่อรากลอยถั่ วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ย
ตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD มีค่าการท างานของเอนไซม์ต ่ากว่าเนื ้อเยื่อรากลอยถั่ วลิสงชุด
ควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเชื่อมั่นรอ้ยละ 95 (p<0.05) 

การศึกษาการแสดงออกของยีนกลุ่มต่าง ๆ ในเนื ้อเยื่อรากลอยถั่วลิสงด้วยเทคนิค  
real-time PCR พบว่า เนื ้อเยื่อรากลอยที่ ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD  
ในระบบขวดเขย่า มีการแสดงออกของยีนกลุ่มที่เก่ียวขอ้งกบักระบวนการสงัเคราะหส์ารทุติยภูมิ 
กลุ่มยีนเอนไซมต์า้นอนุมลูอิสระ และกลุ่มยีนที่เก่ียวขอ้งกบัการสงัเคราะหโ์ปรตีนตา้นทานโรคใน
พืชสูงที่สุดที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง และการแสดงออกของยีนทุกกลุ่มจะลดลงเม่ือระยะเวลาการ
กระตุน้เพิ่มมากขึน้ โดยยีนที่เก่ียวขอ้งกับกระบวนการสงัเคราะหส์ารทุติยภูมิ คือ RS, RS3 และ 
PAL มีการแสดงออกของยีนสูง คิดเป็น 63.17±13.07, 65.70±12.35 และ 12.66±2.65 เท่า 
ตามล าดับ เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม กลุ่มยีนเอนไซมต์า้นอนุมูลอิสระ พบยีน SOD, GPX 
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และ APX มีการแสดงออกของยีน คิดเป็น 26.77±1.63, 4.61±0.52 และ 2.84±0.20 เท่าของชุด
ควบคุม ตามล าดับ และยีนกลุ่มที่ เก่ียวข้องกับการสังเคราะห์โปรตีนต้านทานโรคในพืช คือ  
ยีน PR4A, PR5, PR10 และ Chi มีการแสดงออกของยีนสงู คิดเป็น 25.20±7.24, 38.67±13.69, 
15.91±2.91 และ 16.46±2.81 เท่า ตามล าดบั เมื่อเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ 

ผลการวิเคราะหป์รมิาณสารกลุ่มสตีลบินของสารสกดัจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่ว
ลิสงด้วยเทคนิค HPLC พบว่า สารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยที่ไดร้บัการกระตุน้ด้วย
ตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD ในระบบขวดเขย่า เป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง มีปริมาณสารกลุ่ม 
สตีลบิน ไดแ้ก่ สาร trans-resveratrol, trans-arachidin-1 และ trans-arachidin-3 สงูที่สดุ เท่ากบั 
3.57±0.85, 1,266.69±182.80 และ 1,594.36±229.87 มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนักแหง้ ตามล าดับ 
ขณะที่สารสกดัจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ CHT+MeJA+CD 
เป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง ในระบบเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ มีปริมาณสารกลุ่มสตีลบิน ไดแ้ก่ สาร 
trans-resveratrol, trans-arachidin-1 และtrans-arachidin-3 เท่ากบั 2.22±1.30, 315.65±139.34 
และ 694.87±291.64 มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ ตามล าดบั ซึ่งในระบบเครื่องปฏิกรณชี์วภาพมี
ปริมาณสารกลุ่มสตีลบินทัง้ 3 ชนิดนอ้ยกว่าในระบบขวดเขย่า คิดเป็น 0.62, 0.25 และ 0.44 เท่า 
ตามล าดบั เม่ือพิจารณาปริมาณสารกลุ่มสตีลบินในหน่วยมิลลิกรมัต่อลิตร พบว่า ในระบบขวด
เขย่ า มี ป ริม าณ สาร  trans-resveratrol, trans-arachidin-1 และ  trans-arachidin-3 เท่ ากับ 
8.25±2.60, 2,898.05±577.33 และ 3,668.36±880.33 มิลลิกรมัต่อลิตร ตามล าดบั ขณะที่ระบบ
เครื่องปฏิกรณ์ ชีวภาพที่ เวลาเดียวกัน  มีปริมาณสารกลุ่มสตีลบิน  เท่ ากับ  5.61±3.27 , 
804.83±341.25 และ 1,764.12±664.50 มิลลิกรมัต่อลิตร ตามล าดบั ซึ่งจะเห็นว่าในระบบเครื่อง
ปฏิกรณ์ชีวภาพมีปริมาณสาร trans-resveratrol, trans-arachidin-1 และ trans-arachidin-3 
นอ้ยกวา่ในระบบขวดเขย่าคิดเป็น 0.68, 0.28 และ 0.48 เท่า ตามล าดบั 

จากการศึกษาข้างต้น พบว่า การกระตุ้นรากลอยถั่วลิสงสายพันธุ์กาฬสินธุ์ 2 ด้วย
ตวักระตุน้ที่เหมาะสม คือ CHT+MeJA+CD สามารถกระตุน้รากลอยใหผ้ลิตสารทตุิยภมูิกลุม่สตีล
บิ น ท่ี มี ฤท ธ์ิต้านอนุ มู ล อิส ระสู ง  ได้แก่  trans-resveratrol, trans-arachidin-1 และ  trans-
arachidin-3 ได้ในปริมาณสูงทั้งในระดับขวดเขย่าและระดับเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ ดังนั้นจึง
สามารถประยุกต์ใช้ตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD ในการกระตุ้นรากลอยถั่วลิสง โดยข้อดีของ
ตัวกระตุ้นที่ ใช้ คือ สารตัวกระตุ้น CHT เป็นสารชีวภาพที่ มีความปลอดภัย ไม่เป็นพิษต่อ
สิ่งแวดลอ้ม และราคาไม่แพง ส่วนตวักระตุน้ MeJA รว่มกบั CD เป็นสารสื่อสญัญาณที่มีรายงาน
วา่สามารถกระตุน้พืชใหส้รา้งสารทตุิยภมูิไดแ้ละเป็นสารที่ไม่มีอนัตราย นอกจากนีก้ารกระตุน้ดว้ย
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ตวักระตุน้รว่มทัง้ 3 ตวั คือ CHT+MeJA+CD พรอ้มกนัในเวลาเดียวกนั สามารถเหนี่ยวน าใหเ้กิด
การตอบสนองของรากลอยต่อสิ่งกระตุน้ที่เขา้มาไดอ้ย่างรวดเรว็ สามารถกระตุน้กลไกการป้องกนั
ตวัเองหลายระบบ เป็นการกระตุน้ที่ใชร้ะยะเวลาสัน้ และมีประสิทธิภาพมากกว่าการกระตุน้ดว้ย
ตัวกระตุ้นทีละตัว โดยกระบวนการกระตุ้นที่ มีประสิทธิภาพ จะเป็นแนวทางในการส่งเสริม
กระบวนการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพกลุ่มสตีลบินท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมลูอิสระสงู สามารถน าไป
ต่อยอดการเพิ่มผลผลิตในระดบัเครื่องปฏิกรณชี์วภาพขนาดใหญ่ สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีผลิต
ได ้สามารถน าไปใชป้ระโยชน์ทางดา้นอุตสาหกรรม การแพทย ์และเภสัชกรรม นอกจากนีย้ัง
สามารถใชรู้ปแบบการกระตุน้รากลอยถั่วลิสงดว้ยตวักระตุน้ที่มีประสิทธิภาพดงักลา่ว เป็นตน้แบบ
ในการศกึษาต่อยอดกลไกการปอ้งกนัตนเอง และการตอบสนองต่อสภาวะเครียดต่าง ๆ ของพืชใน
เชิงลกึตอ่ไป 
 
อภปิรายผล 

จากผลการศึกษาการเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงสายพนัธุก์าฬสินธุ ์2 และท าการกระตุน้
ดว้ยตวักระตุน้ CHT+MeJA+CD โดยในการศกึษาไดใ้ชค้วามเขม้ขน้ของตวักระตุน้ MeJA เท่ากบั 
6.87 มิลลิโมลาร ์และความเข้มข้นของ CD เท่ากับ 100 ไมโครโมลาร ์ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่
เหมาะสมที่มีการรายงานว่าตวักระตุน้ทัง้สองชนิดสามารถกระตุน้รากลอยถั่วลิสงใหเ้พิ่มปริมาณ
สารทุติยภูมิกลุ่มสตีลบินได้ในปริมาณสูง  (Yang et al., 2015) โดย MeJA เป็นตัวกระตุ้นที่ท  า
หนา้ที่เป็นสารสื่อสัญญาณในการตอบสนองของเซลลพ์ืชต่อสภาวะเรา้ภายนอก  และสามารถ
ก ระตุ้น ก ารสั ง เค ราะห์ส า รทุ ติ ย ภู มิ ได้  (Yoon et al., 2009) สาร  CD เป็ น ส ารใน กลุ่ ม 
oligosaccharide ที่เรียงกันเป็นโครงสรา้งวงแหวน มีรายงานการศึกษาพบว่า CD สามารถท า
หนา้ที่เป็นไดท้ัง้ตวักระตุน้ และมีคณุสมบตัิในการกกัเก็บสารที่พืชสรา้งและปลอ่ยออกมานอกเซลล ์
โดยจะกักเก็บสารกลุ่มที่มีขัว้นอ้ยไวใ้นช่องว่างส่วนกลางโมเลกุลที่มีลกัษณะเป็น hydrophobic 
ของ CD เพื่อใหค้งสภาพสารไดย้าวนานขึน้ (Yang et al., 2015) ส าหรบั CHT เป็นสารพอลิเมอรท์ี่
ไดจ้ากธรรมชาติ ปลอดภยั และไม่เป็นพิษต่อสิ่งแวดลอ้ม นอกจากนีมี้รายงานการศกึษาที่มีการใช ้
CHT ในการกระตุน้รากลอยและพืชชนิดต่าง ๆ เพื่อเพิ่มปรมิาณการผลิตสารทตุิยภมูิในปรมิาณสงู 
(Ferri & Tassoni, 2011; Jiao et al., 2018) อย่างไรก็ตามยังไม่พบรายงานการศึกษาการใช้
ตัวกระตุน้ CHT ร่วมกับ MeJA และ CD ในพืช และจากรายงานการศึกษาของ Somboon และ
คณะ (2019) ไดศ้กึษาการกระตุน้รากลอยถั่วลิสงสายพนัธุก์าฬสินธุ ์2 ดว้ยตวักระตุน้ที่แตกตา่งกนั 
ไดแ้ก่ 1) PQ 2) MeJA รว่มกบั CD 3) PQ ก่อนเติม MeJA รว่มกบั CD และ 4) MeJA รว่มกบั CD 
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ก่อนเติม PQ โดยผลการศึกษาพบว่า การกระตุน้รากลอยถั่วลิสงดว้ยตัวกระตุน้  PQ ก่อนเติม 
MeJA ร่วมกับ CD สามารถกระตุน้รากลอยถั่วลิสงใหผ้ลิตสารกลุ่มสตีลบินไดส้งูกว่าการกระตุน้
ดว้ยตวักระตุน้อื่น ๆ ดงันัน้การศึกษานีจ้ึงท าการศึกษาความเขม้ขน้ของ CHT ที่เหมาะสมในการ
กระตุน้รากลอยถั่วลิสง โดยใชส้ภาวะการกระตุน้เช่นเดียวกับรายงานการศึกษาของ Somboon 
และคณะ (2019) โดยท าการกระตุน้ดว้ย CHT ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้
ท าการกระตุน้ MeJA รว่มกบั CD เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และท าการตรวจสอบฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ 
ปริมาณสารประกอบฟิโนลิกทั้งหมดและปริมาณสารกลุ่มสตีลบิน ได้แก่ trans-resveratrol,  
trans-arachidin-1 และ trans-arachidin-3 ของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่
ไดร้บัการกระตุน้ ผลการศึกษา พบว่า สารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการ
กระตุน้ดว้ย CHT ที่ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรมัต่อลิตร ตามดว้ย MeJA ร่วมกับ CD มีฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระ และปริมาณสารกลุ่มสตีลบินสูงที่สุด แต่อย่างไรก็ตาม พบว่า สารสกัดจากอาหาร
เพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ย CHT ที่ความเขม้ขน้ 150 และ 200 มิลลิกรมัต่อ
ลิตร ตามดว้ย MeJA ร่วมกับ CD มีปริมาณสารประกอบฟิโนลิกทั้งหมดไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ดังนั้นในการศึกษาตัวกระตุน้ที่เหมาะสมถัดไป จึงเลือกใชค้วามเขม้ขน้ของ 
CHT เท่ากับ 150 มิลลิกรมัต่อลิตร เนื่องจากสามารถลดปริมาณการใชต้ัวกระตุน้และสามารถ
กระตุน้รากลอยถั่วลิสงใหผ้ลิตสารกลุม่สตีลบินไดใ้นปรมิาณสงู 

ผลการศกึษาตวักระตุน้ที่เหมาะสม พบวา่ สารสกดัจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยที่ไดร้บั
การกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD ที่ระยะเวลา 72 ชั่ วโมง มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 
ปรมิาณสารประกอบฟิโนลิกทัง้หมด และปรมิาณสารกลุ่มสตีลบินสงูที่สดุ เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุ
ควบคุมและชุดที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้อื่น ๆ ทัง้นีอ้าจจะเป็นไปไดว้่าการเติมตวักระตุน้
พรอ้มกนัทัง้ 3 ชนิด ส่งผลใหพ้ืชเกิดภาวะเครียดออกซิเดชั่นมากกว่าการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้อื่น 
ๆ ท าใหมี้การสงัเคราะหส์ารทติุยภมูิท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระออกมาในปรมิาณมาก และสารท่ีราก
ลอยสรา้งและหลั่งออกมานอกเซลล ์อาจถกูเก็บไวใ้นโมเลกลุของ CD ที่เติมลงไปพรอ้มกนั ส่งผล
ใหส้ามารถตรวจพบปรมิาณของสารทตุิยภมูิในปรมิาณมาก รวมทัง้มีฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระท่ีสงูกว่า
การกระตุน้รากลอยถั่วลิสงดว้ยตวักระตุน้ชนิดอื่น ๆ และเมื่อเปรียบเทียบผลการกระตุน้รากลอยถั่ว
ลิ สงด้วยตัวกระตุ้น ร่วม  MeJA, CD, H2O2 และ MgCl2 (MeJA+CD+H2O2+MgCl2) (Fang, 
Yang, & Medina-Bolivar, 2020) กับตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD พบว่า สารสกัดจากอาหาร
เพาะเลีย้งรากลอยที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ CHT+MeJA+CD สามารถกระตุน้รากลอยถั่ว
ลิสงให้สังเคราะหส์ารกลุ่มสตีลบิน ไดแ้ก่ trans-arachidin-1 และ trans-arachidin-3 ไดสู้งกว่า 



 111 

ส า รส กั ด จ าก อ าห า ร เพ าะ เลี ้ ย ง ราก ล อ ยที่ ได้ รับ ก า รก ระตุ้ น ด้ ว ย ตั ว ก ระตุ้ น ร่ ว ม 
MeJA+CD+H2O2+MgCl2 คิ ด เป็ น  8.01 แ ล ะ  3.90 เท่ า  ต าม ล า ดั บ  ดั ง นั้ น ตั ว ก ระ ตุ้ น 
CHT+MeJA+CD จึงเป็นตัวกระตุ้นที่ เหมาะสมที่สุดในการกระตุ้น รากลอยถั่ วลิสง เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการผลิตสารกลุม่สตีลบินท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพ 

จากผลการตรวจสอบลักษณะทางกายภาพภายนอกของเนือ้เยื่อรากลอยถั่วลิสงชุด
ควบคุมและชุดที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตัวกระตุน้ CHT+MeJA+CD ที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมงดว้ย
กลอ้ง SEM พบว่า เนือ้เยื่อรากลอยถั่วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตัวกระตุน้ CHT+MeJA+CD  
มีรอยฉีกขาดบนพืน้ผิวของเนือ้เยื่อราก และพบกลุ่มกอ้นของสารเกาะบริเวณผิวรากและแทรกอยู่
ในบริเวณที่มีรอยฉีกขาดของเนือ้เยื่อราก ซึ่งอาจเป็นกลุ่มของสารทุติยภูมิที่รากลอยถั่วลิสงสรา้ง
และหลั่งออกมาภายนอกเซลลภ์ายหลงัจากการไดร้บัการกระตุน้ ในขณะที่เนือ้เยื่อรากลอยถั่วลิสง
ชุดควบคุม มีลกัษณะพืน้ผิวของเนือ้เยื่อรากค่อนขา้งเรียบ ไม่มีการฉีกขาดบนพืน้ผิวของเนือ้เยื่อ
รากและไม่พบกลุม่กอ้นของสารบรเิวณผิวราก โดยอาจเป็นผลมาจากรากลอยชดุควบคมุที่ไม่ไดร้บั
การกระตุน้ดว้ยตัวกระตุน้ จึงไม่ถูกท าลาย ท าใหไ้ม่จ าเป็นตอ้งสงัเคราะหแ์ละหลั่งสารทุติยภูมิ
ออกมานอกเซลลเ์พื่อปอ้งกนัตนเองจากภาวะคกุคาม ซึง่สอดคลอ้งกบัผลการวิเคราะหป์รมิาณสาร
กลุ่มสตีลบินดว้ยเทคนิค HPLC ที่ไม่สามารถตรวจพบปริมาณสารกลุ่มสตีลบินในสารสกัดจาก
อาหารเพาะเลีย้งรากลอยถั่วลิสงชดุควบคมุ แต่สามารถพบสารกลุม่สตีลบินในสารสกดัจากอาหาร
เพาะเลีย้งรากลอยที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ CHT+MeJA+CD ได ้

จากการศกึษาเปรยีบเทียบประสิทธิภาพในการผลิตสารกลุม่สตีลบินของรากลอยถั่วลิสง
ที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตัวกระตุน้ CHT+MeJA+CD ในระบบขวดเขย่าและระบบเครื่องปฏิกรณ์
ชี วภ าพ  ที่ ระย ะ เวล า  72 ชั่ ว โม งด้วย เท คนิ ค  HPLC พบว่ า  ส ารกลุ่ ม สตี ลบิ น  ได้แก่  
trans-resveratrol, trans-arachidin-1 และ trans-arachidin-3 ในระบบเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพมี
ปรมิาณสารนอ้ยกว่าในระบบขวดเขย่า ซึ่งสอดคลอ้งกบัรายงานการศึกษาอื่น ๆ ที่แสดงใหเ้ห็นว่า 
เม่ือมีการเปลี่ยนระบบการผลิตสารทุติยภูมิจากระบบขวดเขย่าสู่ระบบเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ 
ปรมิาณสารทตุิยภมูิที่ตรวจสอบไดใ้นระบบขวดเขย่าจะสงูกวา่ระบบเครื่องปฏิกรณชี์วภาพ ซึง่อาจ
เป็นผลมาจากปัจจัยในการเจริญ เติบโตของเนื ้อเยื่อพืชในเครื่องปฏิกรณ์ ชีวภาพ ได้แก่  
ความหนาแน่นของเนือ้เยื่อพืช, อากาศและระบบการกวนผสมที่เลือกใชใ้นเครื่องปฏิกรณชี์วภาพ 
รวมทั้งองค์ประกอบของก๊าซต่าง ๆ เป็นต้น (Pan, Wang & Zhong, 2000; Sudo et al., 2002; 
Sivanandhan et al., 2014; วราภรณ,์ 2557) อย่างไรก็ตามการเพิ่มผลผลิตในระบบขวดเขย่าและ
ระบบเครื่องปฏิกรณชี์วภาพในระยะเวลาที่เท่ากนั พบว่า ปริมาณของเนือ้สารสกดัหยาบทัง้หมด 
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(total crude extract) ที่ไดจ้ากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยที่ไดร้บัการกระตุน้ในระบบเครื่องปฏิกรณ์
ชีวภาพมีปริมาณสูงกว่าในระบบขวดเขย่า เนื่องจากการเพาะเลีย้งในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ
สามารถเพิ่มปริมาณพืน้ที่การเพาะเลีย้งรากลอยไดม้ากกว่าในระบบขวดเขย่าถึง 10 เท่าในการ
เพาะเลี ้ยงแต่ละรอบ ดังนั้นการเพาะเลี ้ยงและการกระตุ้นรากลอยถั่ วลิสงด้วยตัวกระตุ้น 
CHT+MeJA+CD ในระบบเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพจึงเป็นวิธีที่ เหมาะสมในการเพิ่มพื ้นที่การ
เพาะเลีย้งรากลอย อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาปัจจยัและสภาวะต่าง ๆ ที่เหมาะสมต่อการเพิ่ม
ผลผลิตของสารกลุม่สตีลบินในเครื่องปฏิกรณชี์วภาพ เพื่อที่จะสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการผลิต
สารกลุม่สตีลบินในปรมิาณมากและน าไปประยกุตใ์ชใ้นระดบัอตุสาหกรรมขนาดใหญ่ต่อไป 

เม่ือพืชไดร้บัการกระตุน้จากสิ่งเรา้ภายนอก อาจจะสง่ผลต่อการกระตุน้ภาวะเครียดออก
ซิเดชั่น ท าใหเ้กิดการกระตุน้อนมุลูอิสระเพิ่มขึน้ในเซลลพ์ืช จากรายงานการศึกษาการกระตุน้พืช  
Acer pseudoplatanus L. ด้วย CHT พบว่า มีระดับของอนุมูลอิสระ H2O2, O2

.- และ NO เพิ่ม
สูงขึน้เม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม  (Malerba & Cerana, 2015) นอกจากนี ้ยังมีรายงาน
การศึกษาการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ MeJA ในพืช Brassica napus L. พบว่า สามารถเหนี่ยวน า
ให้เกิดอนุมูลอิสระ H2O2 และ OH- สะสมเพิ่มขึน้ภายในเซลล์ (Farooq et al., 2016) และพบ
รายงานการกระตุน้รว่มของ MeJA และ CD ในพืช Nicotiana tabacum พบว่า ตวักระตุน้รว่มทัง้
สองชนิดสามารถเหนี่ยวน าการเกิดอนมุลูอิสระ ROS ไดแ้ก่ H2O2 และ NO เพิ่มสงูขึน้ภายในเซลล ์
(Almagro et al., 2012) ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่าการกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ทัง้ 3 ชนิด สามารถเหนี่ยวน า
ใหพ้ืชเกิดอนุมูลอิสระขึน้ภายในเซลลไ์ด ้ผลการศึกษากลไกต่าง ๆ ในการตอบสนองต่อภาวะ
เครียดออกซิเดชั่ นของรากลอยถั่ วลิสงที่ ได้รับการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD  
ในระบบขวดเขย่า เป็นระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่ วโมง พบว่า รากลอยถั่ วลิสงใช้กลไกที่
หลากหลายในการตอบสนองต่อการกระตุน้ดว้ยตัวกระตุน้  CHT+MeJA+CD ในแต่ละช่วงเวลา
แตกต่างกนั ผลการศึกษาการแสดงออกของยีนทัง้ 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ ยีนกลุ่มเอนไซมต์า้นอนมุลูอิสระ 
ยีนกลุม่ที่เก่ียวขอ้งกบัการสงัเคราะหส์ารทตุิยภมูิ และยีนกลุ่มที่เก่ียวขอ้งกบัการสงัเคราะหโ์ปรตีน
ต้านทานโรคในพืช พบว่า มีการแสดงออกของยีนสูงที่สุดที่ระยะเวลา 24 ชั่ วโมง และมีการ
แสดงออกของยีนที่ลดลง เมื่อระยะเวลาการกระตุน้เพิ่มขึน้ 

ผลการศึกษายีนกลุ่มเอนไซมต์า้นอนุมลูอิสระ พบว่า ยีน SOD มีการแสดงออกของยีน
สงูสดุ รองลงมาเป็นยีน GPX และ APX โดยการท างานของเอนไซม ์SOD มีหนา้ที่ในการเปลี่ยน  
O2

.-  ใหก้ลายเป็น H2O2 จากนั้นเอนไซม ์GPX และ APX จะท าหนา้ที่สลาย H2O2 ใหก้ลายเป็น 
H2O และ O2 เพื่อลดอนุมูลอิสระภายในเซลล์ (Gill & Tuteja, 2010) ซึ่งสอดคล้องกับรายงาน
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การศึกษาของ Baek และคณะ (2003) ที่ท  าการศึกษาการแสดงออกของยีนเอนไซมต์า้นอนุมูล
อิสระในพืช near-isogenic wheat lines ภายใต้สภาวะเย็นและการศึกษาของ Luo และคณะ 
(2011) ในพืช Lolium perenne L. ที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยแคดเมียม ผลการศึกษาพบว่ายีนกลุ่ม
เอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระมีการแสดงออกเพิ่มสูงขึน้ภายใตส้ภาะเครียดออกซิเดชั่น โดยมีการ
แสดงออกของยีนเอนไซม ์SOD สงูที่สดุ รองลงมาเป็นยีน GPX และ APX นอกจากนีย้งัพบว่ายีน
กลุ่มเอนไซมต์า้นอนุมลูอิสระมีการแสดงออกเพิ่มสงูขึน้ภายในระยะเวลา 24 ชั่วโมงหลงัจากการ
เกิดภาวะเครยีดออกซิเดชั่น และมีการแสดงออกของยีนที่ลดลงเม่ือระยะเวลาการเกิดภาวะเครยีด
ออกซิเดชั่นเพิ่มขึน้ อย่างไรก็ตาม เม่ือพิจารณาระดบัการท างานของเอนไซม ์(enzyme activity) 
พบว่า ระดบัการท างานของเอนไซม ์SOD, CAT และ APX ในเนือ้เยื่อรากลอยที่ไดร้บัการกระตุน้มี
ค่าต ่ากว่าในชุดควบคมุทุกช่วงระยะเวลาการกระตุน้ซึ่งไม่สอดคลอ้งกบัผลการแสดงออกของยีน 
ทัง้นีอ้าจเนื่องมาจากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน SOD, APX และ GPX อาจไม่ไดศ้ึกษา
ครอบคลุมทุกรูปแบบของยีนในกลุ่มยีนที่มีความสมัพันธก์ัน (gene family) ทัง้นีย้ีนที่อยู่ในกลุ่ม 
gene family เดียวกนัจะมีลกัษณะรว่มที่คลา้ยคลงึกนั และมกัจะมีความเชื่อมโยงกนักบัหนา้ที่ทาง
ชีวภาพ โดยยีนของเอนไซมแ์ต่ละชนิดมีรูปแบบที่หลากหลาย ซึ่งแต่ละรูปแบบมีการตอบสนองต่อ
ตัวกระตุ้นที่ ได้รับไม่เท่ากัน การศึกษาของ Yamane และคณะ (2015) ได้ท าการศึกษาการ
แสดงออกของยีน APX แต่ละรูปแบบในใบของพืช Oryza sativa L. ภายใต้สภาวะความเค็ม  
ผลพบว่ามีการแสดงออกของยีน APX1, APX4, APX6 และ APX7 สงู แต่ไม่พบการแสดงออกของ
ยีน APX3 และ APX5 และการศึกษาการแสดงออกของยีน SOD ในพืช Glycyrrhiza uralensis 
Fish ภายใตส้ภาวะความเค็ม พบว่า มีการแสดงออกของยีน MnSOD สงูขึน้ ขณะที่ยีน FeSOD 
และ CuZnSOD มีการแสดงออกของยีนที่ลดลงหลังได้รับ 2%NaCl (Pan, Wu & Yu, 2006) 
นอกจากนีค้วามไม่สอดคลอ้งของการแสดงออกของยีนและการท างานของเอนไซม ์อาจเกิดจาก
กระบวนการควบคุมการแสดงออกของยีนในขัน้ตอนการถอดรหสัและการแปลรหสัเป็นโปรตีนที่
อาจมีอิทธิพลต่อการแสดงออกของยีนและการผลิตเป็นเอนไซมท์ี่สามารถท างานไดแ้ตกต่างกนัใน
แต่ละสภาวะที่ไดร้บั (Scandalios, 1990; Lijavetzky et al., 2008) 

ผลการศึกษากลุ่มยีนที่เก่ียวขอ้งกับการสังเคราะหส์ารทุติยภูมิ พบว่า ยีน RS3 มีการ
แสดงออกสงูที่สดุ รองลงมาเป็นยีน RS และ PAL ซึ่งมีการแสดงออกสงูสดุที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง 
และลดลงเม่ือระยะเวลาการกระตุน้เพิ่มขึน้ โดยทั้ง 3 ยีนเป็นยีนเอนไซมท์ี่มีความส าคัญในวิถี 
phenylpropanoid ซึ่งเป็นวิถีการสงัเคราะหส์ารกลุ่มสตีลบิน ยีน PAL เป็นเอนไซมแ์รกในวิถีที่ท  า
หน้าที่ ในการเปลี่ ยน  L-phenylalanine ให้ เป็ นสาร cinnamic acid และยีน  RS, RS3 คื อ  
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ยีน resveratrol synthase ที่อยู่ในกลุ่ม gene family เดียวกัน ท าหน้าที่เป็นเอนไซมใ์นการรวม 
malonyl-CoA และ p-coumaroyl-CoA ใหเ้ป็นโมเลกุล trans-resveratrol ในขัน้ตอนสดุทา้ยของ
วิถีการสังเคราะห์สารกลุ่มสตีลบินซึ่งสอดคล้องกับรายงานการศึกษาการสังเคราะห์สาร 
resveratrol ในพืช Gnetum parvifolium และพืช Vitis vinifera พบการแสดงออกของยีน PAL 
และ RS หรือ stilbene synthase (STS) เพิ่มสงูขึน้ (Lijavetzky et al., 2008; Deng et al., 2017) 
Lanz และคณะ (1990) ไดท้  าการศึกษากลุ่มยีน RS (RS gene family) พบว่า ในถั่วลิสงสามารถ
พบยีน RS ได ้4 รูปแบบ คือ RS1, RS2, RS3 และ RS4 ซึ่งยีนแต่ละรูปแบบมีการตอบสนองและ
การแสดงออกต่อภาวะและตวักระตุน้ต่าง ๆ ที่ไดร้บัแตกต่างกนั สอดคลอ้งกบัรายงานการศึกษา
ของ Chung และคณะ (2001) ที่พบวา่ มีการแสดงออกของยีน RS สงูในรากและฝักของตน้ถั่วลิสง  
แต่พบการแสดงออกของยีน RS ที่ต  ่าในใบ เมล็ด และเปลือกหุ้มเมล็ด นอกจากนีมี้รายงาน
การศึกษาการแสดงออกของยีนในพืช Tartary Buckwheat พบว่า มีการแสดงออกของยีน RS  
ในใบ ดอก และเมล็ดที่สูงกว่าในส่วนรากและล าต้น  (Kim et al., 2013) ซึ่งจะเห็นได้ว่าการ
แสดงออกของกลุ่มยีน RS จะขึน้อยู่กบัปัจจยัต่าง ๆ ไดแ้ก่ สภาวะการกระตุน้ที่พืชไดร้บั ชนิดของ
เนือ้เย่ือ และสายพนัธุข์องพืช การศกึษานีไ้ดเ้ลือกศกึษาการแสดงออกของยีน 2 รูปแบบท่ีท าหนา้ที่
เป็น resveratrol synthase คือ ยีน RS3 และ RS พบว่า ยีนรูปแบบ RS3 มีการแสดงออกสงูกว่า
ยีน RS โดยการตอบสนองของยีนแต่ละรูปแบบอาจจะแตกต่างกัน ขึน้กับชนิดของเนือ้เยื่ อและ
ตัวกระตุ้นต่าง ๆ ส่งผลให้มีการแสดงออกของยีนแต่ละรูปแบบไม่เท่ากัน อย่างไรก็ตามเม่ือ
เปรียบเทียบกับปริมาณสารกลุ่มสตีลบินภายหลงัการกระตุน้ดว้ยตัวกระตุน้ พบว่า ปริมาณสาร
กลุม่สตีลบิน ไดแ้ก่ trans-resveratrol, trans-arachidin-1 และ trans-arachidin-3 เพิ่มสงูขึน้ เม่ือ
ระยะเวลาการกระตุน้เพิ่มมากขึน้ ซึ่งสารกลุ่มสตีลบินเป็นสารท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมลูอิสระและมีฤทธ์ิ
ทางชีวภาพสูง (Chang et al., 2006; Sales & Resurreccion, 2014; Yang et al., 2015) การที่
ระดบัการแสดงออกของยีนที่ควบคมุการสงัเคราะหส์ารกลุ่มสตีลบินสงูในช่วงต้นของการกระตุน้ 
ในขณะที่ ปริมาณสารกลุ่มสตีลบินต ่ าในช่วงต้นและเพิ่ มสูงขึ ้น เม่ือระยะเวลาเพิ่ มขึ ้น  
อาจเนื่องมาจากกลไกการควบคุมกระบวนการถอดรหัสของยีนภายหลังการไดร้บัการกระตุน้  
โดยตวักระตุน้จะมีการสง่สญัญาณให ้transcription factor เปิดการใชง้านยีนและมีการแสดงออก
ของยีนที่ควบคมุการสงัเคราะหส์ารทตุิยภมูิก่อน จากนัน้จึงมีการตอบสนองทางเมทาบอลิซึมโดย
การสังเคราะห์สารทุติยภูมิ  ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้ายของวิถีการสังเคราะห์สารทุติยภูมิ  
เพื่อตอบสนองตอ่สภาวะการกระตุน้ที่ไดร้บั โดยปรากฏการณน์ีเ้ป็นปรากฏการณท์างเมทาบอลิซมึ
ทั่วไปที่การสงัเคราะหผ์ลิตภณัฑส์ดุทา้ยของแต่ละวิถีจะมีการตอบสนองที่ชา้กว่าการแสดงออก
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ของยีนที่ควบคมุการสงัเคราะหผ์ลิตภณัฑน์ัน้ ๆ (Exposito et al., 2009) ซึ่งสอดคลอ้งกบัรายงาน
การศกึษาอื่น ๆ ที่มีรายงานการแสดงออกของยีนที่ควบคมุการสงัเคราะหส์ารทตุิยภมูิสงูในช่วงตน้
ของการกระตุ้น  ในขณะที่พบปริมาณสารทุติยภูมิต  ่ าในช่วงต้นและมีปริมาณเพิ่มสูงขึ ้น  
เม่ือระยะเวลาการกระตุน้เพิ่มขึน้ (Jiao et al., 2018; Gai et al., 2019) การเพิ่มการกระตุน้ดว้ย
ตวักระตุน้ในระยะเวลาที่ยาวนานขึน้ รากลอยจะปรบัตวัมาใชก้ลไกของการสงัเคราะหส์ารทตุิยภมูิ
ท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ เพ่ือก าจัดอนุมูลอิสระท่ีเพิ่มมากขึน้ภายในเซลลเ์ป็นการรกัษาสมดุล
ทดแทนการท างานของเอนไซมต์า้นอนุมลูอิสระ ซึ่งสอดคลอ้งกบัปรมิาณสารกลุ่มสตีลบินที่ตรวจ
พบดว้ยเทคนิค HPLC ท่ีมีปริมาณเพิ่มสงูขึน้ และสอดคลอ้งกบัผลการตรวจสอบฤทธ์ิตา้นอนุมลู
อิสระและปริมาณสารประกอบฟิโนลิกทัง้หมดที่เพิ่มสงูขึน้เช่นเดียวกนั เม่ือระยะเวลาการกระตุน้
เพิ่มขึน้ 

ผลการศึกษากลุ่มยีนที่เก่ียวข้องกับการสังเคราะห์โปรตีนตา้นทานโรคในพืช พบว่า  
ยีน PR5 มีการแสดงออกของยีนสงูที่สดุ รองลงมาเป็นยีน PR4A, Chi และ PR10 โดยรากลอยจะ
กระตุน้กลไกการสงัเคราะหโ์ปรตีนตา้นทานโรคในพืช ซึ่งท าหนา้ที่ในการปกป้องพืชเม่ือมีสิ่งเรา้มา
กระตุ้น จากรายงานการศึกษาการกระตุ้นพืชด้วยตัวกระตุ้น CHT และ MeJA พบว่า มีการ
แสดงออกของยีน PR-protein และโปรตีนที่เก่ียวขอ้งกบัการตา้นทานโรคในพืช ไดแ้ก่ PR1, PR5, 
PR10 รวมทั้ง glucanase และ chitinase เป็นต้น (Zhang et al., 2010; Siddaiah et al., 2018; 
Chun & Chandrasekaran, 2019) ซึ่งแสดงให้เห็นว่า การกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT, MeJA 
และ CD สามารถกระตุน้การแสดงออกของยีน PR-protein และยีนที่เก่ียวขอ้งกบัการตา้นทานโรค
ในพืชไดเ้ม่ือมีสิ่งเรา้มากระตุน้ เม่ือพืชไดร้บัการท าลายจากเชือ้โรคหรือตวักระตุน้ต่าง ๆ พืชจะมี
การเหนี่ยวน าการสรา้งยีน PR-protein ผ่าน SA (salicylic acid) signaling pathway ซึ่งจะส่ง
สญัญาณการกระตุน้แบบ SAR (Systemic acquired resistance) เพื่อปกป้องตนเองจากสิ่งเรา้ที่
ได้รบั (van Loon et al., 1994; Ryals et al., 1996) โดยการท างานของ PR-protein ในพืชจะมี
การตอบสนองแบบระยะยาวขึน้อยู่กบัปรมิาณการกระตุน้ที่ไดร้บั และการท างานของ PR-protein  

จะลดลงอย่างเรว็เม่ือพืชไดร้บัเชือ้โรคเดิมต่อไปในระยะเวลาอนัสัน้  (Kuć, 2001; Sudisha et al., 
2012) ซึ่งสอดคลอ้งกับผลการศึกษานีท้ี่พบว่า มีการแสดงออกของยีนกลุ่มโปรตีนตา้นทานโรคสงู
ภายหลงัไดร้บัการกระตุน้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และมีการแสดงออกของยีนลดลงเม่ือระยะเวลาการ
กระตุ้นเพิ่มขึน้ ซึ่งอาจกล่าวได้ว่า เม่ือรากลอยได้รบัการกระตุน้จากตัวกระตุ้นส่งผลให้มีการ
สังเคราะหโ์ปรตีนต้านทานโรคขึน้มาปกป้องตนเองในระยะเวลาอันสัน้ และเม่ือระยะเวลาการ
กระตุน้นานขึน้ รากลอยยงัคงมีการสงัเคราะหโ์ปรตีนตา้นทานโรคขึน้มาปกป้องตนเอง แต่อาจมี
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การเหนี่ยวน ากลไกอื่น ๆ เขา้มาช่วยในการก าจดัอนมุลูอิสระที่เพิ่มขึน้มากภายในเซลล ์เพื่อรกัษา
สมดลุของเซลลแ์ทนการท างานของโปรตีนตา้นทานโรคเพียงอย่างเดียว  

ดงันัน้การกระตุน้รากลอยถั่วลิสงดว้ยตัวกระตุน้ CHT+MeJA+CD พรอ้มกัน สามารถ
กระตุน้ใหร้ากลอยถั่วลิสงผลิตสารทุติยภูมิท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมลูอิสระไดใ้นปริมาณสงู และสามารถ
เหนี่ยวน าใหร้ากลอยถั่วลิสงเกิดการตอบสนองต่อภาวะเครียดออกซิเดชั่นและป้องกนัตนเองจาก
สิ่งเรา้ที่มากระตุน้อย่างรวดเร็วดว้ยกลไกการป้องกันตนเองทั้งในระบบที่ใชเ้อนไซม์และไม่ใช้
เอนไซม ์ไดแ้ก่ การสงัเคราะหส์ารทตุิยภมูิเพื่อก าจดัอนมุลูอิสระ การท างานของเอนไซมต์า้นอนมุลู
อิสระ การสงัเคราะหโ์ปรตีนตา้นทานโรคในพืช หรือกลไกอื่น ๆ เพื่อใหต้นเองอยู่รอดจากสภาวะที่
ไดร้บัอย่างเหมาะสมในระยะเวลาอนัสัน้ 

 
ข้อเสนอแนะ 

การศึกษาการเพิ่มปริมาณสารกลุ่มสตีลบินโดยการกระตุน้รากลอยถั่วลิสงสายพันธุ์
กาฬสินธุ ์2 ดว้ยตวักระตุน้ CHT+MeJA+CD ในระบบขวดเขย่าและระบบเครื่องปฏิกรณชี์วภาพ 
พบว่า ในระบบเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพไดผ้ลผลิตสารกลุ่มสตีลบินปริมาณนอ้ยกว่าในระบบขวด
เขย่า ดังนั้นการศึกษาต่อไป ควรท าการศึกษาเพิ่มเติมเก่ียวกับปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโต  
การสงัเคราะหส์ารและสภาวะที่เหมาะสมของรากลอยถั่ วลิสงที่ไดร้บัการกระตุน้ดว้ยตัวกระตุน้
ดงักลา่วในระบบเครื่องปฏิกรณชี์วภาพ ใหส้ามารถเพิ่มปรมิาณสารทตุิยภมูิกลุม่สตีลบินไดอ้ย่างมี
ประสิทธิภาพมากขึน้ เพื่อน าไปพัฒนาต่อยอดการเพิ่มผลผลิตสารกลุ่มสตีลบินในระดับ
อตุสาหกรรมขนาดใหญ่ รวมทัง้การพฒันากระบวนการแยกบรสิทุธ์ิสารแต่ละชนิดในกลุม่สตีลบิน 
เพ่ือน าไปศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพในระดับ in vitro และ in vivo สามารถน าไปประยุกตใ์ชใ้หเ้กิด
ประโยชนท์ัง้ทางดา้นเภสชักรรมและอตุสาหกรรมอาหารต่อไปในอนาคต 
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ภาคผนวก ก ผลงานวิจัยระดับบัณฑิตศึกษา 
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ภาคผนวก ข โครมาโตแกรมของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสง 
 

 
 
โครมาโตแกรมของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสง A) ชุดควบคุม B) ชุดที่

ได้รับการกระตุ้นด้วย MeJA+CD และชุดที่ได้รับการกระตุ้นด้วย CHT ที่ความ
เข้ ม ข้ น  C) 50 mg/L D) 100 mg/L E) 150 mg/L และ  F) 200  mg/L ต ามด้ วย 
MeJA+CD ทีค่วามยาวคลื่น 306 นาโนเมตร เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
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โครมาโตแกรมของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสง A) ชุดควบคุม B) ชุดที่

ได้รับการกระตุ้นด้วย MeJA+CD และชุดที่ได้รับการกระตุ้นด้วย CHT ที่ความ
เข้ ม ข้ น  C) 50 mg/L D) 100 mg/L E) 150 mg/L และ  F) 200  mg/L ต ามด้ วย 
MeJA+CD ทีค่วามยาวคลื่น 340 นาโนเมตร เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

 
 
 
 
 
 
 
 



 137 

 

 

 
 
โครมาโตแกรมของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสงชุดควบคุมที่ระยะเวลา 

24, 48 และ 72 ช่ัวโมง (A, B และ C ตามล าดับ) ทีค่วามยาวคลื่น 306 นาโนเมตร 
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โครมาโตแกรมของสารสกัดจากอาหารเพาะเลี้ยงรากลอยถ่ัวลิสงชุดที่ได้รับการกระตุ้น

ด้วย CHT ทีร่ะยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง (A, B และ C ตามล าดับ) ทีค่วามยาว
คลื่น  306 นาโนเมตร และที่ ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง (D, E และ F 
ตามล าดับ) ทีค่วามยาวคลื่น 340 นาโนเมตร 
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โครมาโตแกรมของสารสกัดจากอาหารเพาะเลี้ยงรากลอยถ่ัวลิสงชุดที่ได้รับการกระตุ้น

ด้วย MeJA+CD ที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง (A, B และ C ตามล าดับ) ที่
ความยาวคลื่น 306 นาโนเมตร และที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง (D, E และ 
F ตามล าดับ) ทีค่วามยาวคลื่น 340 นาโนเมตร 
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โครมาโตแกรมของสารสกัดจากอาหารเพาะเลี้ยงรากลอยถ่ัวลิสงชุดที่ได้รับการกระตุ้น

ด้ วย  CHT_(MeJA+CD) ที่ ร ะย ะ เวล า  24, 48 แล ะ  72 ช่ั ว โม ง  (A, B แล ะ  C 
ตามล าดับ) ที่ความยาวคลื่น 306 นาโนเมตร และที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 
ช่ัวโมง (D, E และ F ตามล าดับ) ทีค่วามยาวคลื่น 340 นาโนเมตร 
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โครมาโตแกรมของสารสกัดจากอาหารเพาะเลี้ยงรากลอยถ่ัวลิสงชุดที่ได้รับการกระตุ้น

ด้ วย  (MeJA+CD)_CHT ที่ ร ะย ะ เวล า  24, 48 แล ะ  72 ช่ั ว โม ง  (A, B แล ะ  C 
ตามล าดับ) ที่ความยาวคลื่น 306 นาโนเมตร และที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 
ช่ัวโมง (D, E และ F ตามล าดับ) ทีค่วามยาวคลื่น 340 นาโนเมตร 
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โครมาโตแกรมของสารสกัดจากอาหารเพาะเลี้ยงรากลอยถ่ัวลิสงชุดที่ได้รับการกระตุ้น

ด้วย CHT+MeJA+CD ที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง (A, B และ C ตามล าดับ) 
ทีค่วามยาวคลื่น 306 นาโนเมตร และทีร่ะยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง (D, E และ 
F ตามล าดับ) ทีค่วามยาวคลื่น 340 นาโนเมตร 
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โครมาโตแกรมของสารสกัดจากอาหารเพาะเลี้ยงรากลอยถ่ัวลิสงชุดที่ได้รับการกระตุ้น
ด้วย CHT+MeJA+CD ที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง (A, B และ C ตามล าดับ) 
ทีค่วามยาวคลื่น 306 นาโนเมตร และทีร่ะยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง (D, E และ 
F ตามล าดับ) ทีค่วามยาวคลื่น 340 นาโนเมตร ในระบบขวดเขย่า 
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โครมาโตแกรมของสารสกัดจากอาหารเพาะเลี้ยงรากลอยถ่ัวลิสงชุดที่ได้รับการกระตุ้น

ด้วย CHT+MeJA+CD ที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง (A, B และ C ตามล าดับ) 
ทีค่วามยาวคลื่น 306 นาโนเมตร และทีร่ะยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง (D, E และ 
F ตามล าดับ) ทีค่วามยาวคลื่น 340 นาโนเมตร ในระบบเคร่ืองปฏกิรณช์ีวภาพ 
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ภาคผนวก ค น า้หนักสารสกัดของอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลิสง 
 
น ้าหนักเนื้อเยื่อรากลอย น ้าหนักสารสกัด และร้อยละปริมาณสารสกัดของเนื้อเยื่อ 

รากลอยถ่ัวลิสงจากการศึกษาความเข้มข้นที่เหมาะสมของตัวกระตุ้นไคโตซานที่
กระตุ้นรากลอยถ่ัวลิสง เป็นระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 

 

ตวัอย่าง 

น า้หนกั
เนือ้เย่ือ 
รากลอย

เริม่ตน้ (กรมั) 

น า้หนกัเนือ้เยื่อ 
รากลอย

สดุทา้ย (กรมั) 

น า้หนกั
สารสกดั 
(กรมั) 

% yield 
(กรมั) 

Control 
rep 1 1.24 2.08 0.0011 0.0528 

rep 2 1.28 1.67 0.0015 0.0898 

CHT 
(50mg/L)_(MeJA+CD) 

rep 1 1.42 2.09 0.0157 0.7512 

rep 2 1.27 1.57 0.0113 0.7197 

CHT 
(100mg/L)_(MeJA+CD) 

rep 1 1.30 1.54 0.0119 0.7727 

rep 2 1.37 1.52 0.0117 0.7697 

CHT 
(150mg/L)_(MeJA+CD) 

rep 1 1.43 1.57 0.0216 1.3758 

rep 2 1.34 1.98 0.0221 1.1162 

CHT 
(200mg/L)_(MeJA+CD) 

rep 1 1.35 1.61 0.0249 1.5466 

rep 2 1.29 1.44 0.0244 1.6944 

MeJA+CD 
rep 1 1.32 1.68 0.0172 1.0238 

rep 2 1.42 1.78 0.0156 0.8764 
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น ้าหนักเนื้อเยื่อรากลอย น ้าหนักสารสกัด และร้อยละปริมาณสารสกัดของเนื้อเยื่อ 
รากลอยถ่ัวลิสงจากการศึกษาตัวกระตุ้นที่เหมาะสมในการกระตุ้นรากลอยถ่ัวลิสง
เป็นระยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 

 

ตวัอย่าง 

น า้หนกั
เนือ้เย่ือ   
รากลอย
เริม่ตน้ 
(กรมั) 

น า้หนกั
เนือ้เย่ือ   
รากลอย
สดุทา้ย 
(กรมั) 

น า้หนกั
สารสกดั 
(กรมั) 

% yield 
(กรมั) 

Control 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 1.18 7.82 0.0010 0.0128 
rep 2 1.22 6.36 0.0014 0.0220 
rep 3 1.13 6.33 0.0009 0.0142 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 1.18 7.82 0.0012 0.0153 
rep 2 1.22 6.36 0.0011 0.0173 
rep 3 1.13 6.33 0.0012 0.0190 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 1.18 7.82 0.0020 0.0256 
rep 2 1.22 6.36 0.0028 0.0440 
rep 3 1.13 6.33 0.0019 0.0300 

CHT 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 1.09 5.46 0.0012 0.0220 
rep 2 1.15 5.73 0.0014 0.0244 
rep 3 1.28 6.65 0.0008 0.0120 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 1.09 5.46 0.0015 0.0275 
rep 2 1.15 5.73 0.0015 0.0262 
rep 3 1.28 6.65 0.0017 0.0256 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 1.09 5.46 0.0037 0.0678 
rep 2 1.15 5.73 0.0020 0.0349 
rep 3 1.28 6.65 0.0022 0.0331 

 
 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 1.03 5.01 0.0181 0.3613 
rep 2 1.16 5.70  0.0210 0.3684 
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ตวัอย่าง 

น า้หนกั
เนือ้เย่ือ   
รากลอย
เริม่ตน้ 
(กรมั) 

น า้หนกั
เนือ้เย่ือ   
รากลอย
สดุทา้ย 
(กรมั) 

น า้หนกั
สารสกดั 
(กรมั) 

% yield 
(กรมั) 

 
 
 

MeJA+CD 

rep 3 1.23 6.36 0.0163 0.2563 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 1.03 5.01 0.0205 0.4092 
rep 2 1.16 5.70 0.0233 0.4088 
rep 3 1.23 6.36 0.0211 0.3318 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 1.03 5.01 0.0467 0.9321 
rep 2 1.16 5.70 0.0458 0.8035 
rep 3 1.23 6.36 0.0579 0.9104 

CHT_ 
(MeJA+CD) 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 1.18 5.25 0.0212 0.4038 
rep 2 1.15 5.98 0.0205 0.3428 
rep 3 1.25 6.21 0.0208 0.3349 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 1.18 5.25 0.0231 0.4400 
rep 2 1.15 5.98 0.0265 0.4431 
rep 3 1.25 6.21 0.0239 0.3849 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 1.18 5.25 0.0672 1.2800 
rep 2 1.15 5.98 0.0497 0.8311 
rep 3 1.25 6.21 0.0463 0.7456 

(MeJA+CD) 
_CHT 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 1.16 5.25 0.026 0.4952 
rep 2 1.05 5.42 0.0276 0.5092 
rep 3 1.12 5.50 0.0281 0.5109 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 1.16 5.25 0.0279 0.5314 
rep 2 1.05 5.42 0.0336 0.6199 
rep 3 1.12 5.50 0.0299 0.5436 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 1.16 5.25 0.0551 1.0495 
rep 2 1.05 5.42 0.0683 1.2601 
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ตวัอย่าง 

น า้หนกั
เนือ้เย่ือ   
รากลอย
เริม่ตน้ 
(กรมั) 

น า้หนกั
เนือ้เย่ือ   
รากลอย
สดุทา้ย 
(กรมั) 

น า้หนกั
สารสกดั 
(กรมั) 

% yield 
(กรมั) 

rep 3 1.12 5.50 0.0576 1.0473 

CHT+MeJA 
+CD 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 1.12 5.41 0.0199 0.3678 

rep 2 1.07 5.21 0.0227 0.4357 
rep 3 1.12 5.35 0.0224 0.4187 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 1.12 5.41 0.0250 0.4621 

rep 2 1.07 5.21 0.0274 0.5259 

rep 3 1.12 5.35 0.0286 0.5346 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 1.12 5.41 0.0494 0.9131 
rep 2 1.07 5.21 0.0592 1.1363 

rep 3 1.12 5.35 0.0731 1.3664 
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น ้าหนักเนื้อเยื่อรากลอย น ้าหนักสารสกัด และร้อยละปริมาณสารสกัดของเนื้อเยื่อ 
รากลอยถ่ัวลิสงจากการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD ในระบบขวดเขย่า 
เป็นระยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 

 

ตวัอย่าง 

น า้หนกั
เนือ้เย่ือ   
รากลอย
เริม่ตน้ 
(กรมั) 

น า้หนกั
เนือ้เย่ือ   
รากลอย
สดุทา้ย 
(กรมั) 

น า้หนกั
สารสกดั 
(กรมั) 

% yield 
(กรมั) 

Control 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 1.34 4.67 0.0200 0.4283 
rep 2 1.15 2.68 0.0191 0.7127 
rep 3 1.32 4.84 0.0192 0.3967 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 1.17 3.73 0.0200 0.5362 
rep 2 1.11 4.29 0.0206 0.4802 
rep 3 1.36 4.63 0.0196 0.4233 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 1.23 6.55 0.0207 0.3160 
rep 2 1.30 5.15 0.0213 0.4136 
rep 3 1.17 3.92 0.0197 0.5026 

CHT+MeJA 
+CD 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 1.09 3.45 0.1753 5.0812 

rep 2 1.17 3.87 0.1645 4.2506 

rep 3 1.11 3.44 0.1797 5.2238 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 1.10 4.39 0.2082 4.7426 

rep 2 1.17 3.16 0.1939 6.1361 

rep 3 1.10 3.02 0.1953 6.4669 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 1.14 4.09 0.1896 4.6357 

rep 2 1.14 5.18 0.2005 3.8707 

rep 3 1.12 4.42 0.2062 4.6652 
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น ้าหนักเนื้อเยื่อรากลอย น ้าหนักสารสกัด และร้อยละปริมาณสารสกัดของเนื้อเยื่อ 
รากลอยถ่ัวลิสงจากการกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD ในระบบเคร่ือง
ปฏกิรณช์ีวภาพ เป็นระยะเวลา 72 ช่ัวโมง 

 

ตวัอย่าง 

น า้หนกั
เนือ้เย่ือ   ราก
ลอยเริม่ตน้ 
(กรมั) 

น า้หนกั
เนือ้เย่ือ 
รากลอย
สดุทา้ย 
(กรมั) 

น า้หนกัสาร
สกดั (กรมั) 

% yield 
(กรมั) 

CHT+MeJA+CD 

rep 1 11.00 58.77 0.6865 1.1681 

rep 2 12.9 54.11 1.0132 1.8725 

rep 3 11.16 43.97 1.4346 3.2627 
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ภาคผนวก ง ปริมาณสารกลุ่มสตลีบนิของสารสกัดจากอาหารเพาะเลีย้งรากลอยถ่ัวลสิง 
 
การค านวณปริมาณสารสตีลบินของสารสกัดจากรากลอยถ่ัวลิสงเพาะเลี้ยงที่ได้รับ 

การกระตุ้น 
 
ตัวอย่างการค านวณสาร trans-resveratrol 
ขอ้มลู: พืน้ท่ีใตพ้ีคของสาร trans-resveratrol ที่ความยาวคลื่น 306 นาโนเมตร เท่ากบั 809,687 
ความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีฉีด 2 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร, ปรมิาตรที่ฉีด 20 ไมโครลิตร, ปรมิาตรของ
อาหารเพาะเลีย้ง เท่ากบั 50 มิลลิลิตร, น า้หนกัสดของราก เท่ากบั 0.67 กรมั, น า้หนกัแหง้ของราก 
เท่ากบั 0.067 กรมั, น า้หนกัของสารสกดัทัง้หมด เท่ากบั 0.0157 กรมั  

- การค านวณปรมิาณสาร trans-resveratrol หน่วย มิลลกิรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ 
1. ค านวณหาปรมิาณสาร trans-resveratrol (x) ที่ไดจ้ากการแทนคา่สมการของสาร

มาตรฐาน (ไมโครกรมั) 
y = 5,000,000x+7,524.7 

  y คือ พืน้ท่ีใตพ้ีคของสาร trans-resveratrol เท่ากบั 809,687 
 ดงันัน้    x = (809,687-7,524.7)/5,000,000 
    x = 0.1604 ไมโครกรมั 

2. ค านวณหาปรมิาณเนือ้สารสกดัท่ีใชใ้นการฉีดวิเคราะห ์(มิลลิกรมั) 
เทียบจาก ปรมิาตรของสารสกดั 1000 ไมโครลิตร มีเนือ้สารสกดั 2 มลิลิกรมั 

ถา้ ปรมิาตรของสารสกดั 20 ไมโครลิตร มีเนือ้สารสกดั (2*20)/1000 
 ดงันัน้ มีปรมิาณเนือ้สารสกดัท่ีใชใ้นการฉีดวิเคราะห ์เทา่กบั 0.04 มิลลิกรมั 

3. ค านวณหาปรมิาณสาร trans-resveratrol ต่อกรมัสารสกดัหยาบ (ไมโครกรมัต่อกรมั) 
เทียบจาก เนือ้สารสกดั 0.04 มิลลิกรมั มีสาร trans-resveratrol 0.1604 ไมโครกรมั 

  ถา้ เนือ้สารสกดั 1000 มิลลิกรมั มีสาร trans-resveratrol (0.1604*1000)/0.04 
 ดงันัน้ มีสาร trans-resveratrol เท่ากบั 4,010.81 ไมโครกรมัต่อกรมัสารสกดัหยาบ 

4. ค านวณหาปรมิาณสาร trans-resveratrol ทัง้หมดในสารสกดั (ไมโครกรมั) 
เทียบจาก ปรมิาณสารสกดั 1 กรมั มี trans-resveratrol 4,010.81 ไมโครกรมั 

  ถา้ ปรมิาณสารสกดั 0.0157 กรมั มี trans-resveratrol (4,010.81*0.0157)/1 
 ดงันัน้ มีปรมิาณสาร trans-resveratrol ทัง้หมดในสารสกดั เท่ากบั 62.97 ไมโครกรมั 
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5. ค านวณหาปรมิาณสาร trans-resveratrol ต่อกรมัน า้หนกัสด (ไมโครกรมัต่อกรมั) 
เทียบจาก น า้หนกัสดของราก 0.67 กรมั มี trans-resveratrol 62.97 ไมโครกรมั 

  ถา้ น า้หนกัสดของราก 1 กรมั มี trans-resveratrol (62.97*1)/0.67 
 ดงันัน้ มีปรมิาณสาร trans-resveratrol เท่ากบั 93.98 ไมโครกรมัต่อกรมัน า้หนกัสด 

6. ค านวณหาปรมิาณสาร trans-resveratrol ต่อกรมัน า้หนกัแหง้ (ไมโครกรมัต่อกรมั) 
เทียบจาก น า้หนกัแหง้ของราก 0.067 กรมั มี trans-resveratrol 62.97 ไมโครกรมั 

  ถา้ น า้หนกัสดของราก 1 กรมั มี trans-resveratrol (62.97*1)/0.067 
ดงันัน้ มีปรมิาณสาร trans-resveratrol เท่ากบั 939.85 ไมโครกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ 

หรอื มีปรมิาณสาร trans-resveratrol เท่ากบั 0.94 มิลลิกรมัต่อกรมัน า้หนกัแหง้ 
7. การค านวณปรมิาณสาร trans-resveratrol หน่วย มิลลกิรมัต่อลิตร 

เทียบจาก อาหารเพาะเลีย้ง 50 มิลลิลิตร มีปรมิาณสาร trans-resveratrol 
62.97/1000 มิลลิกรมั  

  ถา้ อาหารเพาะเลีย้ง 1000 มิลลิลิตร มีปรมิาณสาร trans-resveratrol 
((62.97/1000)*1000)/50 

ดงันัน้ มีปรมิาณสาร trans-resveratrol เท่ากบั 1.26 มิลลิกรมัต่อลิตร 
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 177 

ภาคผนวก จ ผลการแสดงออกของยนีทีเ่กี่ยวข้องในรากลอยถ่ัวลิสงเพาะเลีย้งได้รับการ 
กระตุ้นด้วยตัวกระตุ้นตวักระตุ้น CHT+MeJA+CD ในระบบขวดเขย่าที่
ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ด้วยเทคนิค qPCR 

 
ตัวอย่างการค านวณแสดงออกของยีน RS_103 ในรากลอยถ่ัวลิสงเพาะเลีย้งที่ได้รับการ
กระตุ้นด้วยตัวกระตุ้นตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD  
สตูรการค านวณหาปรมิาณแบบสมัพทัธ ์

dCt  = Ct (treat) – Ct (untreated) 
 Fold change = (E^(-dCt) gene of interest)/(E^(-dCt) gene of reference) 
หมายเหตุ ค่า E คือ ค่า efficiency ของแตล่ะยีน 
 

1. การค านวณคา่ Ct เฉลี่ยของตวัอย่าง Control ของยีน P.ef1a และยีน RS 
- ค่า Ct เฉลี่ยของตวัอย่าง Control ของยีน P.ef1a 

ค่า Ct เฉลี่ยของตวัอย่าง Control ที่ 24 ชั่วโมง R1 เท่ากบั (20.52+20.60+21.80)/3 
= 20.97  

ค่า Ct เฉลี่ยของตวัอย่าง Control ที่ 24 ชั่วโมง R2 เท่ากบั (23.00+23.18+22.95)/3 
= 23.04 

ดงันัน้ ค่า Ct เฉลี่ยของตวัอย่าง Control ที่ 24 ชั่วโมง ของยีน P.ef1a เท่ากบั 22.01 
- ค่า Ct เฉลี่ยของตวัอย่าง Control ของยีน RS 

ค่า Ct เฉลี่ยของตวัอย่าง Control ที่ 24 ชั่วโมง R1 เท่ากบั (28.13+28.28+28.26)/3 
= 28.22 

ค่า Ct เฉลี่ยของตวัอย่าง Control ที่ 24 ชั่วโมง R2 เท่ากบั (28.48+28.07+27.88)/3 
= 28.14 

ดงันัน้ ค่า Ct เฉลี่ยของตวัอย่าง Control ที่ 24 ชั่วโมง ของยีน RS เท่ากบั 28.18 
2. การค านวณคา่ dCt ของยีน P.ef1a และยีน RS 

จากสตูร dCt = Ct (treat) – Ct (untreated) 
- ค่า dCt ยีน P.ef1a 

ค่า Ct เฉลี่ยของตวัอย่าง CHT+MeJA+CD ที่ 24 ชั่วโมง R1 มีค่าเท่ากบั 
(27.34+27.95+28.1)/3 = 27.79 

ค่า Ct เฉลี่ยของตวัอย่าง Control ที่ 24 ชั่วโมง มีคา่เทา่กบั 22.01 
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ดงันัน้ ค่า dCt ของตวัอย่าง CHT+MeJA+CD ที่ 24 ชั่วโมง R1 ของยีน P.ef1a  เท่ากบั 
27.79-22.01 = 5.78 

- ค่า dCt ยีน RS 
ค่า Ct เฉลี่ยของตวัอย่าง CHT+MeJA+CD ที่ 24 ชั่วโมง R1 มีค่าเท่ากบั 

(31.06+30.07+30.14)/3 = 30.42 
ค่า Ct เฉลี่ยของตวัอย่าง Control ที่ 24 ชั่วโมง มีคา่เทา่กบั 28.18 

ดงันัน้ ค่า dCt ของตวัอย่าง CHT+MeJA+CD ที่ 24 ชั่วโมง R1 ของยีน RS เท่ากบั 30.42-
28.18 = 2.24 

3. การค านวณคา่ E^(-dCt) ของยีน P.ef1a และยีน RS 
- ค่า E^(-dCt) ยีน P.ef1a ของตวัอย่าง CHT+MeJA+CD ที่ 24 ชั่วโมง R1 

ค่า E ของยีน P.ef1a เท่ากบั 1.98, คา่ dCt ของยีน P.ef1a เท่ากบั 5.78 
ดงันัน้ ค่า E^(-dCt) ของตวัอย่าง CHT+MeJA+CD ที่ 24 ชั่วโมง R1 ของยีน P.ef1a มีค่า

เท่ากบั 1.98^(-5.78) = 0.020 
- ค่า E^(-dCt) ยีน RS ของตวัอย่าง CHT+MeJA+CD ที่ 24 ชั่วโมง R1 

ค่า E ของยีน RS เท่ากบั 1.94, ค่า dCt ของยีน RS เท่ากบั 2.24 
ดงันัน้ ค่า E^(-dCt) ของตวัอย่าง CHT+MeJA+CD ที่ 24 ชั่วโมง R1 ของยีน RS มีค่าเท่ากบั 

1.94^(-2.24) = 0.226 
4. การค านวณคา่ fold change ของยีน RS ของตวัอย่าง CHT+MeJA+CD ที่ 24 ชั่วโมง R1 

จากสตูร Fold change = (E^(-dCt) gene of interest)/(E^(-dCt) gene of reference) 
ค่า E^(-dCt) ของยีน RS เท่ากบั 0.026 และค่า E^(-dCt) ของยีน P.ef1a เท่ากบั 

0.020 
ดงันัน้ ค่า fold change ของยีน RS ของตวัอย่าง CHT+MeJA+CD ที่ 24 ชั่วโมง R1 เท่ากบั 

0.226/0.020 = 11.3 
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ค่า Ct ของยีน P.ef1a_145 (Efficiency = 1.98) ในรากลอยถ่ัวลิสงเพาะเลี้ยงได้รับการ
กระตุ้นด้วยตัวกระตุ้นตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD ในระบบขวดเขย่าที่ระยะเวลา 
24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 

 
 

ตวัอย่าง 
ค่า Ct ของยีน P.ef1a_145 
R1 R2 R3 

Control 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 20.52 20.60 21.80 
rep 2 23.00 23.18 22.95 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 20.73 19.62 20.47 
rep 2 26.38 25.51 25.91 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 25.43 25.83 25.19 
rep 2 24.31 23.62 24.27 

CHT+ 
MeJA+CD 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 27.34 27.95 28.1 
rep 2 24.86 25.27 24.76 
rep 3 28.12 27.97 27.93 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 25.94 27.26 25.54 
rep 2 21.81 21.00 21.68 
rep 3 24.24 24.05 24.17 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 22.08 22.87 23.39 

rep 2 23.76 24.24 23.28 

rep 3 23.47 24.04 23.80 
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ค่า Ct และ ค่า Fold change ของยีนกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะหส์ารทุติยภูมิ (ยีน 
RS_103 - Efficiency = 1.94) ในรากลอยถ่ัวลิสงเพาะเลี้ยงได้รับการกระตุ้นด้วย
ตัวกระตุ้นตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD ในระบบขวดเขย่าที่ระยะเวลา 24, 48 และ 
72 ช่ัวโมง 

 
 

ตวัอย่าง 
ค่า Ct ของยีน RS_103 

ค่า Fold change ของยีน 
RS_103 

R1 R2 R3 R1 R2 R3 

Control 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 28.13 28.28 28.26 - - - 
rep 2 28.48 28.07 27.88 - - - 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 24.76 25.09 24.82 - - - 
rep 2 34.48 33.99 34.64 - - - 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 32.04 32.49 33.28 - - - 
rep 2 29.53 29.11 29.02 - - - 

CHT+ 
MeJA+CD 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 31.06 30.07 30.14 7.550 14.550 13.890 
rep 2 26.83 26.96 26.76 18.254 16.748 19.121 
rep 3 27.04 26.76 26.4 128.198 154.335 195.917 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 30.87 31.00 31.29 3.367 3.089 2.549 
rep 2 26.20 26.16 26.05 3.142 3.226 3.470 
rep 3 25.54 26.36 26.40 30.760 17.864 17.397 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 28.23 28.02 28.30 1.413 1.624 1.349 

rep 2 27.72 27.90 28.37 4.000 3.550 2.600 

rep 3 25.18 25.30 25.20 22.175 20.480 21.883 
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ค่า Ct และ ค่า Fold change ของยีนกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะหส์ารทุติยภูมิ (ยีน 
RS3_100 - Efficiency = 2) ในรากลอยถ่ัวลิสงเพาะเลี้ยงได้รับการกระตุ้นด้วย
ตัวกระตุ้นตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD ในระบบขวดเขย่าที่ระยะเวลา 24, 48 และ 
72 ช่ัวโมง 

 

ตวัอย่าง 
ค่า Ct ของยีน RS3_100 

ค่า Fold change ของยีน 
RS3_100 

R1 R2 R3 R1 R2 R3 

Control 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 29.14 29.00 28.78 - - - 
rep 2 29.39 29.50 29.53 - - - 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 26.45 26.35 26.16 - - - 
rep 2 31.20 31.24 31.37 - - - 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 31.07 32.01 31.39 - - - 
rep 2 28.70 28.49 28.21 - - - 

CHT+ 
MeJA+CD 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 30.06 29.97 29.86 28.443 30.274 32.673 
rep 2 27.05 26.55 26.45 33.582 47.493 50.901 
rep 3 28.56 28.15 27.94 95.172 126.454 146.268 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 30.49 30.68 30.23 2.365 2.073 2.832 
rep 2 26.60 26.45 26.87 1.482 1.644 1.229 
rep 3 26.67 26.73 26.23 8.924 8.560 12.106 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 27.46 27.75 27.75 1.369 1.120 1.120 

rep 2 27.92 27.90 27.63 2.009 2.038 2.457 

rep 3 25.47 25.90 25.68 11.309 8.394 9.777 
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ค่า Ct และ ค่า Fold change ของยีนกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะหส์ารทุติยภูมิ (ยีน 
PAL_134 - Efficiency = 2) ในรากลอยถ่ัวลิสงเพาะเลี้ยงได้รับการกระตุ้นด้วย
ตัวกระตุ้นตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD ในระบบขวดเขย่าที่ระยะเวลา 24, 48 และ 
72 ช่ัวโมง 

 

ตวัอย่าง 
ค่า Ct ของยีน PAL_134 

ค่า Fold change ของยีน 
PAL_134 

R1 R2 R3 R1 R2 R3 

Control 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 30.53 29.51 30.28 - - - 
rep 2 30.51 29.97 29.77 - - - 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 27.36 27.50 27.57 - - - 
rep 2 - - - - - - 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 33.84 34.26 34.32 - - - 
rep 2 31.05 30.59 30.83 - - - 

CHT+ 
MeJA+CD 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 33.03 33.13 33.55 6.642 6.197 4.632 
rep 2 29.51 29.33 29.77 11.168 12.652 9.326 
rep 3 32.07 31.34 31.50 15.286 25.354 22.692 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 35.24 35.07 35.18 0.035 0.040 0.037 
rep 2 27.89 27.45 27.66 0.243 0.330 0.285 
rep 3 28.73 29.06 28.60 0.858 0.683 0.939 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 31.16 30.63 31.27 0.597 0.863 0.554 

rep 2 32.28 30.89 32.02 0.555 1.454 0.664 

rep 3 28.73 27.74 27.86 6.693 13.294 12.233 
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ค่า Ct และ ค่า Fold change ของยีนกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับเอนไซมต์้านอนุมูลอิสระ (ยีน 
APX_143 - Efficiency = 1.99) ในรากลอยถ่ัวลิสงเพาะเลีย้งได้รับการกระตุ้นด้วย
ตัวกระตุ้นตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD ในระบบขวดเขย่าที่ระยะเวลา 24, 48 และ 
72 ช่ัวโมง 

 

ตวัอย่าง 
ค่า Ct ของยีน APX_143 

ค่า Fold change ของยีน 
APX_143 

R1 R2 R3 R1 R2 R3 

Control 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 23.16 24.11 23.71 - - - 
rep 2 23.30 22.69 24.99 - - - 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 22.40 22.97 22.71 - - - 
rep 2 28.33 29.98 29.71 - - - 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 28.14 28.33 29.63 - - - 
rep 2 25.25 25.17 25.18 - - - 

CHT+ 
MeJA+CD 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 28.86 29.10 28.99 1.418 1.202 1.297 
rep 2 25.45 25.17 25.19 2.172 2.634 2.598 
rep 3 27.44 27.30 27.32 4.458 4.909 4.842 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 29.25 28.55 29.07 0.828 1.340 0.937 
rep 2 24.15 23.84 24.66 1.169 1.447 0.823 
rep 3 24.87 24.35 24.42 4.504 6.441 6.138 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 25.69 25.79 25.51 0.569 0.531 0.644 

rep 2 25.47 24.85 25.86 1.336 2.047 1.021 

rep 3 30.66 30.55 30.64 0.039 0.042 0.039 
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ค่า Ct และ ค่า Fold change ของยีนกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับเอนไซมต์้านอนุมูลอิสระ (ยีน 
GPX_161 - Efficiency = 1.91) ในรากลอยถ่ัวลิสงเพาะเลีย้งได้รับการกระตุ้นด้วย
ตัวกระตุ้นตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD ในระบบขวดเขย่าที่ระยะเวลา 24, 48 และ 
72 ช่ัวโมง 

 

ตวัอย่าง 
ค่า Ct ของยีน GPX_161 

ค่า Fold change ของยีน 
GPX_161 

R1 R2 R3 R1 R2 R3 

Control 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 31.37 31.71 - - - - 
rep 2 - 33.75 - - - - 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 - 34.07 34.34 - - - 
rep 2 30.91 31.04 30.36 - - - 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 32.33 33.55 32.08 - - - 
rep 2 31.62 31.91 34.03 - - - 

CHT+ 
MeJA+CD 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 - 30.04 36.25 - 274.114 4.928 
rep 2 33.36 33.22 33.80 4.687 5.132 3.526 
rep 3 - 36.51 36.61 - 4.928 4.619 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 - 34.11 - - 2.680 - 
rep 2 - 32.04 - - 0.432 - 
rep 3 32.37 32.53 31.59 2.207 1.990 3.657 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 33.17 33.54 33.51 0.164 0.129 0.131 

rep 2 34.06 34.28 33.98 0.186 0.161 0.196 

rep 3 30.66 30.90 31.37 1.729 1.480 1.092 
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ค่า Ct และ ค่า Fold change ของยีนกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ (ยีน 
SOD_131 - Efficiency = 2) ในรากลอยถ่ัวลิสงเพาะเลี้ยงได้รับการกระตุ้นด้วย
ตัวกระตุ้นตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD ในระบบขวดเขย่าที่ระยะเวลา 24, 48 และ 
72 ช่ัวโมง 

 

ตวัอย่าง 
ค่า Ct ของยีน SOD_131 

ค่า Fold change ของยีน 
SOD_131 

R1 R2 R3 R1 R2 R3 

Control 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 29.42 28.60 - - - - 
rep 2 29.82 29.64 29.60 - - - 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 27.77 27.73 27.74 - - - 
rep 2 32.73 31.53 32.76 - - - 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 32.64 32.54 33.17 - - - 
rep 2 30.56 30.16 30.16 - - - 

CHT+ 
MeJA+CD 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 33.05 33.54 32.22 3.904 2.780 6.940 
rep 2 30.53 30.26 30.02 3.282 3.958 4.674 
rep 3 32.55 32.07 31.86 6.532 9.110 10.538 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 34.22 32.71 33.44 0.423 1.206 0.727 
rep 2 28.18 28.09 28.15 1.177 1.253 1.202 
rep 3 28.56 28.83 28.60 5.720 4.744 5.564 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 29.35 29.68 29.11 1.089 0.867 1.286 

rep 2 30.40 30.16 30.57 1.062 1.254 0.944 

rep 3 28.00 27.86 27.34 5.773 6.362 9.122 
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ค่า Ct และ ค่า Fold change ของยีนกลุ่มทีเ่กี่ยวข้องกับการสังเคราะหโ์ปรตนีต้านทานโรค
ในพืช (ยีน PR4A_94 - Efficiency = 2) ในรากลอยถ่ัวลิสงเพาะเลี้ยงได้รับการ
กระตุ้นด้วยตัวกระตุ้นตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD ในระบบขวดเขย่าที่ระยะเวลา 
24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 

 

ตวัอย่าง 
ค่า Ct ของยีน PR4A_94 

ค่า Fold change ของยีน 
PR4A_94 

R1 R2 R3 R1 R2 R3 

Control 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 28.08 280.7 28.13 - - - 
rep 2 27.90 28.36 27.51 - - - 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 24.85 24.06 24.26 - - - 
rep 2 32.65 32.06 - - - - 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 32.25 32.72 32.53 - - - 
rep 2 29.16 29.65 29.43 - - - 

CHT+ 
MeJA+CD 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 29.20 29.44 29.53 22.239 18.831 17.692 
rep 2 26.63 26.44 27.17 19.355 22.079 13.312 
rep 3 28.14 29.12 28.98 54.852 27.809 30.643 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 29.20 29.10 29.15 4.315 4.625 4.467 
rep 2 26.2 25.4 25.61 1.459 2.540 2.196 
rep 3 25.93 26.09 26.22 11.121 9.953 9.096 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 27.57 27.82 27.94 2.500 2.102 1.934 

rep 2 28.92 28.24 28.97 1.980 3.171 1.912 

rep 3 25.63 26.02 25.92 19.942 15.218 16.311 
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ค่า Ct และ ค่า Fold change ของยีนกลุ่มทีเ่กี่ยวข้องกับการสังเคราะหโ์ปรตนีต้านทานโรค
ในพืช (ยีน PR5_151 - Efficiency = 2) ในรากลอยถ่ัวลิสงเพาะเลี้ยงได้รับการ
กระตุ้นด้วยตัวกระตุ้นตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD ในระบบขวดเขย่าที่ระยะเวลา 
24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 

 
 

ตวัอย่าง 
ค่า Ct ของยีน PR5_151 

ค่า Fold change ของยีน 
PR5_151 

R1 R2 R3 R1 R2 R3 

Control 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 34.02 33.65 34.11 - - - 
rep 2 34.43 36.00 35.45 - - - 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 32.43 32.75 34.21 - - - 
rep 2 - - - - - - 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 34.76 - 35.99 - - - 
rep 2 - - - - - - 

CHT+ 
MeJA+CD 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 35.64 34.51 - 24.876 54.443 - 
rep 2 32.25 32.83 32.41 38.221 25.569 34.209 
rep 3 35.07 - - 43.687 - - 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 35.39 35.41 35.51 1.599 1.577 1.471 
rep 2 31.12 31.33 31.92 1.303 1.127 0.749 
rep 3 31.89 31.16 32.55 4.832 8.015 3.058 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 - 35.36 33.52 - 0.242 0.865 

rep 2 - 34.53 35.45 - 0.867 0.458 

rep 3 32.25 32.72 32.2 4.335 3.130 4.488 
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ค่า Ct และ ค่า Fold change ของยีนกลุ่มทีเ่กี่ยวข้องกับการสังเคราะหโ์ปรตนีต้านทานโรค
ในพืช (ยีน PR10_124 - Efficiency = 1.91) ในรากลอยถั่วลิสงเพาะเลีย้งได้รับ
การกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้นตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD ในระบบขวดเขย่าที่
ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 

 

ตวัอย่าง 
ค่า Ct ของยีน PR10_124 

ค่า Fold change ของยีน 
PR10_124 

R1 R2 R3 R1 R2 R3 

Control 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 24.72 25.08 25.66 - - - 
rep 2 25.36 25.02 25.04 - - - 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 22.81 23.22 23.08 - - - 
rep 2 32.18 32.98 32.70 - - - 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 30.49 31.95 31.44 - - - 
rep 2 27.32 27.35 27.48 - - - 

CHT+ 
MeJA+CD 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 27.42 28.06 27.95 11.667 7.711 8.280 
rep 2 23.94 24.13 24.31 16.255 14.374 12.794 
rep 3 26.24 26.79 26.72 29.619 20.749 21.710 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 28.24 27.69 27.72 5.867 8.374 8.213 
rep 2 23.28 23.19 23.44 6.141 6.510 5.537 
rep 3 24.24 24.26 24.37 20.860 20.592 19.177 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 25.71 25.02 25.74 2.501 3.908 2.453 

rep 2 26.77 26.62 26.92 2.542 2.802 2.307 

rep 3 23.15 23.27 23.48 27.253 25.217 22.012 
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ค่า Ct และ ค่า Fold change ของยีนกลุ่มทีเ่กี่ยวข้องกับการสังเคราะหโ์ปรตนีต้านทานโรค
ในพืช (ยีน Chi_146 - Efficiency = 1.92) ในรากลอยถั่วลิสงเพาะเลี ้ยงได้รับ
การกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้นตัวกระตุ้น CHT+MeJA+CD ในระบบขวดเขย่าที่
ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 

 

ตวัอย่าง 
ค่า Ct ของยีน Chi_146 

ค่า Fold change ของยีน 
Chi_146 

R1 R2 R3 R1 R2 R3 

Control 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 26.71 26.61 26.34 - - - 
rep 2 26.15 27.24 27.11 - - - 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 24.85 23.99 25.39 - - - 
rep 2 31.10 31.05 31.29 - - - 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 29.63 30.53 30.27 - - - 
rep 2 27.39 27.15 28.27 - - - 

CHT+ 
MeJA+CD 

24 
ชั่วโมง 

rep 1 28.15 29.09 28.88 19.641 10.638 12.200 
rep 2 26.05 25.51 25.65 11.327 16.111 14.705 
rep 3 28.36 28.20 28.32 20.261 22.490 20.796 

48 
ชั่วโมง 

rep 1 29.34 29.22 29.38 3.082 3.333 3.003 
rep 2 25.06 24.49 24.87 2.125 3.082 2.405 
rep 3 25.33 25.50 25.73 11.264 10.082 8.677 

72 
ชั่วโมง 

rep 1 26.71 26.54 26.47 0.980 1.095 1.146 

rep 2 26.15 26.13 26.32 2.851 2.888 2.552 

rep 3 23.46 23.87 23.81 16.978 12.994 13.512 
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