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ส า ร ส า คั ญ ห ลั ก ใ น เ ม ล็ ด ข อ ง ต้ น ห ม า มุ่ ย อิ น เ ดี ย คื อ  ส า ร  L-3,4-

dihydroxyphenylalanine (แอลโดป้า) ซึ่งใช้เป็นยาหลกัส าหรับรักษาโรคพาร์กินสนั แต่การผลิต
แอลโดป้าจากเมล็ดนัน้มีอุปสรรค  เช่น ฝักของเมล็ดจะมีเข็มพิษอยู่ และการปลูกต้องอาศัย
สภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสม ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาความสามารถในการสร้าง
สารแอลโดป้าในตัวอย่างต้นอ่อนท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือจากเมล็ดท่ีผ่านการฉายรังสี
แกมมา เพ่ือใช้เป็นวิธีทางเลือกส าหรับการผลิตสารแอลโดป้า  โดยผู้ วิจัยสามารถพัฒนาวิธีการ
ตรวจวิเคราะห์แอลโดป้าในต้นอ่อนได้ โดยสกัดตวัอย่างผงแห้งของต้นอ่อนด้วย อะซิโตไนไตรล์: 
น า้: กรดฟอร์มิก  (50 : 50 : 1) แล้วท าให้บริสุทธ์ิมากขึน้ด้วย SPE ชนิด Silica จากนัน้ตรวจ
วิเคราะห์โดยระบบ UPLC ผลการตรวจสอบความถกูต้องของวิธี พบวา่วิธีมีความไว ความจ าเพาะ 
ความแม่นและความเท่ียงอยู่ในเกณฑ์ดี สามารถน าไปใช้ตรวจตวัอย่างได้อย่างถูกต้องน่าเช่ือถือ 
การศกึษาผลของการฉายรังสีพบว่า เมล็ดพืชท่ีได้รับรังสีแกมมาปริมาณ 200 เกรย์ และ 300 เกรย์ 
สามารถสร้างสารแอลโดป้าในต้นอ่อนได้มากกว่ากลุ่มควบคมุ  ถึง 300% และ 220% ตามล าดบั 
ท าการศกึษาการแสดงออกของยีนโดยใช้ real-time PCR พบวา่การเพิ่มขึน้ของสารแอลโดปา้นี ้ไม่
สามารถสรุปได้ว่าเกิดจากการยบัยัง้การท างานของยีน dopadecarboxylase เน่ืองจากตวัอย่าง
จากทกุกลุ่มท่ีได้รับรังสีนัน้ มีทัง้ตวัอย่างท่ีแสดงผลยบัยัง้และตวัอย่างท่ีกระตุ้นการแสดงออกของ
ยีนนีเ้ม่ือเทียบกบักลุ่มควบคมุ ดงันัน้จ าเป็นต้องศกึษายีนอ่ืนท่ีอาจเก่ียวข้องกับการสร้างสารแอล
โดปา้เพิ่มเติม เพ่ือทราบถึงกลไกการเพิ่มความสามารถในการสร้างสารแอลโดป้าของรังสีแกมมา
ในต้นออ่น 
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The main active compound in the seeds of Mucuna pruriens var. utilis is L-

3,4-dihydroxyphenylalanine(L-DOPA) which is the first-choice drug for treatment of 
Parkinson’s disease. The production of L-dopa from the seeds has some obstacles. For 
instance, the pods have a stringent trichome, and planting requires a suitable 
environment. Therefore, this research aimed to study the ability to produce L- DOPA in 
plantlets of M. pruriens cultivated in vitro from gamma irradiated seeds to be used as an 
alternative method for producing L-DOPA. A method for the determination of L-DOPA in 
plantlets was developed. The dried sample was extracted with a mixture of acetonitrile: 
water: formic acid(50:50:1) and it was cleaned-up with a silica SPE cartridge. L-DOPA in 
the extract was measured by the UPLC system. The method was validated and revealed 
good sensitivity, specificity, precision and accuracy. Thus, this method provided accurate 
and reliable results in determination of L-DOPA content in the plantlets. The plantlets 
growing from seeds received 200Gy and 300Gy produced L-DOPA 300% and 220% 
higher than the non-irradiated group, respectively. The gene expression study using real-
time PCR revealed that the dopadecarboxylase gene which is responsible for L-DOPA 
degradation might not be involved in L-DOPA accumulation in the plantlets. Therefore, it 
is necessary to study other genes related to L-DOPA in order to understand mechanism 
of gamma irradiation and increasing the amount of L-DOPA in the plantlets. 
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บทที่ 1  
บทน า  

 
ที่มาและความส าคัญของปัญหา 

โรคพาร์กินสนัเป็นโรคท่ีสมองเกิดการเส่ือม พบได้ประมาณร้อยละ 1.5 ของประชากรโลก
ท่ีมีอายุมากกว่า 50 ปี โดยมีอาการส าคญัคืออาการสั่นเกร็งของกล้ามเนือ้ เคล่ือนไหวร่างกาย
ล าบาก เสียการทรงตวั และมีอาการซมึเศร้า(1) ความส าเร็จในการรักษาโรคพาร์กินสนัเร่ิมขึน้ในช่วง
ปี ค.ศ. 1960 จากการท่ีนกัวิจยัพบว่าผู้ ป่วยจะมีระดบัของโดพามีน ซึ่งเป็นท่ีสารท่ีท าหน้าท่ีเช่ือม
สัญญาณสมองระหว่างเซลล์ประสาทอยู่ในระดับต ่า น าไปสู่การพัฒนาสารส าคัญ L-3,4-
dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) เพ่ือใช้เป็นยา โดยพบว่า L-DOPA สามารถผ่าน blood 
brain barrier ได้ดีและจะถูกเปล่ียนแปลงโดยเอนไซม์ให้กลายเป็นโดพามีน ซึ่งจะท าให้สามารถ
บรรเทาอาการของโรคพาร์กินสันได้ โดย L-DOPA นีถู้กใช้เป็นยารักษาโรคพาร์กินสันจนถึงทุก
วนันี ้(2) 

L-DOPA ถกูสกดัได้ครัง้แรกจากต้น Vicia faba ตอ่มาสามารถสกัดได้จากเมล็ดของต้น
หมามุย่อินเดีย (Mucuna pruriens) โดยพืชทัง้สองชนิดนีเ้ป็นท่ีรู้จกักนัดีวา่เป็นแหลง่ของ L-DOPA 
ท่ีส าคญั โดยเฉพาะเมล็ดของหมามุย่อินเดีย จะมีปริมาณสารสงูท่ีสดุกว่าพืชชนิดอ่ืน โดยสามารถ
น ามาสกัดแยกสาร L-DOPA เพ่ือใช้ประโยชน์ในเชิงการค้าได้ส าเร็จ ซึ่งพบว่าปัจจุบนันีป้ริมาณ
ทางการค้าของ L-DOPA มีจ านวนสูงมากคือประมาณ 250 ตนัต่อปี คิดเป็นมูลค่า 101 พนัล้าน
เหรียญสหรัฐ จึงมีความพยายามในการผลิต L-DOPA จากแหล่งตา่ง ๆ พบว่าการผลิต L-DOPA 
จากเมล็ดของหมามุ่ยอินเดีย จะมีอปุสรรคอยู่บ้างเน่ืองจากเมล็ดจะอยู่ในฝักท่ีมีขนพิษป้องกันอยู่ 
สว่นการผลิตโดยการสงัเคราะห์ทางเคมีนัน้ต้องใช้สารเคมีจ านวนมากภายใต้สภาวะท่ีรุนแรงและมี
ต้นทุนสูง นกัวิจยัจึงให้ความสนใจในการศึกษาวิธีการผลิตด้วยเทคนิควิธีทางเทคโนโลยีชีวภาพ
แทน โดยมีรายงานวิธีการผลิตท่ีหลากหลายเช่นการใช้เอนไซม์ในการผลิต การใช้เชือ้รา เชือ้
แบคทีเรีย และการใช้เทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืช เช่น การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืชแบบแคลลสั 
หรือแบบ suspension เป็นต้น(2) ส าหรับเทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืชแบบ plantlet (ต้นอ่อน) 
จากเมล็ดหมามุ่ยอินเดียนัน้ มีความน่าสนใจตรงท่ีจะสามารถเพิ่มจ านวนต้นอ่อนของหมามุ่ย
อินเดียได้จ านวนมากภายในระยะเวลาอันสัน้ โดยไม่มีความแปรปรวนจากธรรมชาติและ
สิ่งแวดล้อม ซึ่งหากพบว่าในต้นอ่อนท่ีได้นัน้มีปริมาณสาร L-DOPA อยู่มากเพียงพอก็จะสามารถ
น ามาใช้สกดัแยกสาร L-DOPA ได้ ซึง่จะเป็นวิธีในการผลิตสาร L-DOPA ได้อีกทางเลือกหนึง่ 
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ปัจจบุนันีเ้ทคนิคการฉายรังสีแกมมา (Gamma irradiation) ถกูน ามาใช้อย่างแพร่หลาย
ในการเหน่ียวน าให้พืชเกิดการกลายเพ่ือประโยชน์ในการปรับปรุงพนัธุ์พืช โดยมีกลไกส าคญัคือ
รังสีแกมมาจะก่อให้เกิดอนุมูลอิสระขึน้ในเซลล์พืช ซึ่งอนุมูลอิสระนีจ้ะไปมีผลท าให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงของโครงสร้าง หน้าท่ีการท างานและกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล์ (3) นอกจาก
จะใช้ปรับปรุงพนัธุ์พืชแล้วยงัมีการน าเทคนิคการฉายรังสีแกมมามาใช้เหน่ียวน าพืชให้มีการสร้าง
สารส าคญัของพืชมากขึน้ ซึ่งสามารถท าการศึกษาได้หลายรูปแบบ เช่นตวัอย่างพืชท่ีน ามาฉาย
รังสีแกมมาอาจใช้ส่วนท่ีเป็นเมล็ดหรือตวัอยา่งพืชท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืช ใช้รังสีแกมมา
เพ่ือเป็นตวักระตุ้นการสร้างสารส าคญัโดยตรง หรืออาจใช้เป็นสิ่งก่อการกลายเพ่ือดสูารส าคญัท่ี
เกิดขึน้ในพืชท่ีมีการกลายเกิดขึน้ก็ได้ 

จากประโยชน์ของเทคนิคการฉายรังสีแกมมาและการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืชแบบ plantlet 
ท่ีกล่าวมานี ้การศึกษาครัง้นีจ้ึงมีวตัถุประสงค์เพ่ือศึกษาความสามารถในการสร้างสาร L-DOPA 
ในตวัอย่าง plantlet (ต้นอ่อน) ท่ีได้จากเมล็ดหมามุ่ยอินเดียท่ีผ่านการฉายรังสีแกมมา ทัง้นีเ้พ่ือ
เป็นประโยชน์ในการประเมินความเป็นไปได้ท่ีจะใช้เป็นวิธีการผลิต L-DOPA อีกวิธีการหนึง่ 

 
วัตถุประสงค์งานวิจัย 

1. เพ่ือศกึษาถึงความสามารถในการสร้างสาร L-DOPA ในตวัอย่าง plantlet จากเมล็ด
หมามุย่อินเดียท่ีผา่นการฉายรังสีแกมมาท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ 

2. เพ่ือศกึษาการท างานของยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการสร้างสาร L-DOPA 
 

สมมตฐิานการวิจัย 
การฉายรังสีแกมมาต่อเมล็ดหมามุ่ยอินเดียมีผลต่อปริมาณสาร L-DOPA ในตวัอย่าง 

plantlet ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือเมล็ดหมามุย่อินเดียนัน้ 
 

ขอบเขตของการวิจัย 
1. พฒันาวิธีการตรวจวิเคราะห์สาร L-DOPA ในตวัอยา่งใบหมามุย่อินเดียโดยวิธี HPLC 
2. ท าการฉายรังสีแกมมาแบบเฉียบพลนัตอ่ตวัอยา่งเมล็ดหมามุย่อินเดีย 
3. ท าการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืชแบบ plantlet จากเมล็ดหมามุย่อินเดีย 
4. ตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร L-DOPA ในตัวอย่าง plantlet ท่ีได้จากการเพาะเลีย้ง

เนือ้เย่ือพืช 
5. ตรวจดกูารท างานของยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการสร้างสาร L-DOPA 
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ตัวแปรที่เก่ียวข้อง 
1. ตวัแปรต้น ได้แก่ การฉายรังสีแกมมาตอ่เมล็ดหมามุย่อินเดียท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ 
2. ตวัแปรตาม ได้แก่ 

2.1 ปริมาณสาร L-DOPA ในตวัอยา่ง plantlet 
2.2 การท างานของยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการสร้างสาร L-DOPA 
 

กรอบแนวคิดในการวิจัย 
 

 
 

 

 

 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1. ได้วิธีการผลิตสารส าคญั L-DOPA โดยวิธีการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืชเป็นทางเลือกอีก

วิธีการหนึง่ 
2. ได้ข้อมลูกลไกการสร้างสาร L-DOPA ในระดบัยีนของต้นหมามุย่อินเดีย 
3. ได้วิธีการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร L-DOPA ในตวัอยา่งใบของหมามุย่อินเดีย 
 

สถานที่ท าการวิจัย 
1. ห้องปฏิบตักิารเภสชัวิทยา สถาบนัวิจยัสมนุไพร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
2. ห้องปฏิบตักิารเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืช สถาบนัวิจยัสมนุไพร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
3. ห้องปฏิบตักิาร คณะเภสชัศาสตร์ มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ  

การฉายรังสีแกมมาต่อเมล็ดหมามุ่ย

อินเดีย 

ความสามารถในการสร้างสาร L-DOPA 

1. ปริมาณสาร L-DOPA ในตัวอย่าง plantlet 

2. การท างานของยีนที่เก่ียวข้องกับการสร้าง

สาร L-DOPA 



 

บทที่ 2  
ทบทวนวรรณกรรม 

 
1. สมุนไพรหมามุ่ยอินเดีย 

เป็นพืชสมุนไพรชนิดหนึ่งท่ีใช้กันอย่างแพร่หลายในประเทศอินเดีย โดยพบว่าเป็น
ส่วนประกอบในต ารับยามากกว่า 200 ต ารับ และท่ีส าคญัในประเทศอินเดียเป็นท่ีแรกท่ีมีการน า
เมล็ดมาใช้รักษาโรคพาร์กินสนัโดยในภายหลงัเม่ือมีการศึกษาพบว่าในเมล็ดมีสารส าคญัท่ี ช่ือว่า 
L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) สามารถใช้เป็นยารักษาโรคพาร์กินสนัได้ ท าให้เกิด
ความต้องการทางการตลาดสงูขึน้หลายเทา่ตวั(4) 

1.1 ข้อมูลท่ัวไป 
ช่ือวิทยาศาสตร์ : Mucuna pruriens (L.) DC.(4) 
ช่ืออ่ืน : velvet bean, cowitch, cowhage(4) 
ช่ือวงศ์ : Leguminosae(4) 

1.2 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 
เป็นไม้เลือ้ยยาวได้ถึง 15 เมตร เม่ือตอนเป็นต้นอ่อนจะมีขนอ่อนปกคลมุทัง้หมด เม่ือ

โตขึน้ขนจะหายไป ใบเป็นใบประกอบแบบขนนก มีใบย่อย 3 ใบ เรียงสลับ ก้านใบยาว 6.3 ถึง 
11.3 เซนติเมตร ใบย่อยใบปลายเป็นรูปวงรีถึงรูปไข่แกมส่ีเหล่ียมขนมเปียกปนู ใบย่อยคูข้่างจะมี
ขนาดใหญ่กว่า แผ่นใบสองข้างขนาดไม่เท่ากัน ดอกจะมีสีม่วงเข้ม รูปดอกถั่วแต่จะมีขนาดใหญ่
กว่า ผลเป็นฝักโค้งรูปแถบขอบขนาน มี 4 ถึง 6 เมล็ด ยาวประมาณ 10 เซนติเมตร มีขนแข็งสี
น า้ตาลปกคลมุซึง่ถ้าโดนผิวหนงัจะท าให้คนัปวดแสบปวดร้อนได้ เมล็ดมีสีด ามนั(4, 5) 

1.3 องค์ประกอบทางเคมี 
ในเมล็ดของหมามุ่ย อิน เ ดียจะมีสารส าคัญ L-DOPA ประมาณ 3.1-6.1% 

นอกจากนัน้ยังพบสารส าคัญอ่ืน เช่น 5-hydroxy tryptamine (serotonin), nicotine, dimethyl 
tryptamine (DMT), bufolenine, 5-MeO-DMT และ beta-carboline(4) 

ในส่วนของใบจะพบ L-DOPA ประมาณ 0.5% พบ dimethyl tryptamine และ 5-
MeO-DMT(4) 

1.4 ฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา 
ฤทธ์ิท่ีส าคญัของหมามุ่ยอินเดียคือฤทธ์ิต้านพาร์กินสนั ในต าราอายุรเวทหรือแพทย์

แผนโบราณของอินเดียพบว่ามีการน าผงของเมล็ดหมามุย่อินเดียมาใช้รักษาอาการของโรคพาร์กิน
สนัมาอย่างยาวนานแล้ว มีการศกึษาในสตัว์ทดลองพบว่าเมล็ดหมามุ่ยอินเดียให้ฤทธ์ิต้านพาร์กิน
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สนัดีกว่า L-DOPA สงัเคราะห์ 2 เท่า ซึ่งคาดว่าน่าจะเกิดจากมีสารช่วยออกฤทธ์ิตวัอ่ืนอยู่ในเมล็ด
ด้วย(6) นอกจากนีย้งัมีการศึกษาทางคลินิกท่ีพบว่าเมล็ดหมามุ่ยออกฤทธ์ิเร็วและนานกว่ายา L-
DOPA มาตรฐาน รวมทัง้มีผลข้างเคียงน้อยกวา่(7) 

นอกจากฤทธ์ิต้านพาร์กินสนัแล้วยงัมีฤทธ์ิอ่ืน ๆ เช่น ลดระดบัน า้ตาลในเลือด ฤทธ์ิ
ต้านออกซิเดชนั เพิ่มจ านวนและความแข็งแรงของอสจุิ ฤทธ์ิต้านพิษงู และฤทธ์ิต้านจลุชีพ เป็นต้น
(4) 
 
2. L-DOPA 

 
 

COOH

NH2

HO

HO  

ภาพประกอบ 1 ภาพโครงสร้างทางเคมีของ L-DOPA 
 

ท่ีมา: Ricardo Soares A. (2014). The role of L-DOPA in plants.  Plant Signal Behav. 
9:e28275-2 

 
2.1 ข้อมูลท่ัวไป 

ช่ืออ่ืน : 3,4-Dihydroxy-L-phenylalanine, Levodopa, Dopa(8) 
สตูรโมเลกลุ : C9H11NO4

(9) 
น า้หนกัโมเลกลุ : 197.2(9) 
จดุหลอมเหลว : 276-278 oC(9) 
การละลาย : L-DOPA ละลายได้เล็กน้อยในน า้ (ประมาณ 3.3 mg/ml) และใน

สารละลายกรดหรือดา่ง แตจ่ะไมล่ะลายในเอธานอล(9) 
ความคงตัว : L-DOPA จะไม่คงตัวในสารละลายด่างและจะถูกออกซิไดซ์ได้ง่าย 

ดงันัน้ในการเตรียมสารละลาย L-DOPA จะต้องเตรียมสารละลายท่ีสดใหม่และหลีกเล่ียงการ
สมัผสักบัอากาศและแสง(9) 
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2.2 พืชที่มีสาร L-DOPA 
มีการศึกษาหา L-DOPA ในเมล็ดของตวัอย่างพืชกว่า 1000 ชนิด ครอบคลุม 135 

วงศ์ แตก็่พบวา่มีพืชเพียงไม่ก่ีชนิดท่ีมีสาร  L-DOPA โดยนอกจากพืชใน สกลุ Mucuna และ Vicia 
แล้วก็ยังพบ L-DOPA ในพืชชนิดสกุลอ่ืน เช่น Phanera, Pileostigma, Cassia, Canavalia และ 
Dalbergia เป็นต้น แตป่ริมาณ L-DOPA ก็ไมส่งูเทา่พวก Mucuna  โดยตารางท่ี 1 จะแสดงรายงาน
ชนิดของพืชและปริมาณ L-DOPA ท่ีพบ(1) 

 
ตาราง 1 เเสดงรายงานชนิดของพืชและปริมาณสาร L-DOPA 

 
Plant Plant part L-DOPA(%) 

Mucuna cochinchinensis.(Lour.) A. Chev. 
Mucuna cochinchinensis. (Lour.) A. Chev. 
 
 
 
 
Mucuna cochinchinensis. (Lour.) A. Chev. 
Mucuna cochinchinensis. (Lour.) A. Chev. 
Mucuna deeringiana.(Bort) Merr.  
Mucuna gigantean.(Wild.)DC.  
Mucuna holtonii.(Kuntze)Mold  
Mucuna monosperma.DC.exWight  
Mucuna mutisiana.(Kunth)DC.  
Mucuna pruriens. (Linn) DC. 
Mucuna pruriens. (Linn) DC.  
Mucuna pruriens. (Linn) DC.  
 

- 
Seed(ash) 
Pericarp(ash) 
Leaf(ash) 
Stem(ash) 
Root(ash) 
Seed(grey) 
Seed 
Seed 
Seed 
- 
Seed 
Seed 
Seed 
Seed (excluding seed coat) 

Seed 
Seed(Black) 
Pericarp 
Leaf 
Stem 

0.96 
4.2 
0.14 
0.18 
0.28 
0.14 
2.5 
3-4 
2.7-3.13 
1.50-3.78 
 
6.13-7.5 
4.24-4.56 
3.9-6.8 
5.9-6.4 
1.25-9.16 
3.8 
0.09-0.22 
0.35 
0.31 
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ตาราง 1 (ตอ่) 
 

Plant Plant part L-DOPA(%) 
Mucuna pruriens. (Linn) DC. 
 
Mucuna pruriens f. hirsute  
Mucuna pruriens f.utilis  
Mucuna pruriens var. utilis.(Wall.ex Wight) 
Baker ex Burck. 
 
 
Mucuna pruriens var. utilis.(Wall.ex Wight) 
Baker ex Burck. 
Mucuna pruriens var. utilis.(Wall.ex Wight) 
Baker ex Burck. 
Mucuna pruriens var. utilis.(Wall.ex Wight) 
Baker ex Burck. 
 
 
 
Mucuna sloanei Fawcett & Rendle 
Mucuna sp  
Mucuna urens.(Linn.) Medik  
Parkinsonia aculeate.Linn.  
Phanera vahlii.Benth.  
Pileostigma malabarica.Benth.  
Prosopis chilensis Stuntz 
Vicia faba Linn. 
 

Root 
Whole bean 
Endocarp 
Seed 
Seed 
White (Whole seed) 
Black (Whole seed) 
White (Dehulled seed) 
Black (Dehulled seed) 
Seed 
 
Seed (white) 
 
Seed (spotted) 
Pericarp 
Leaf 
Stem 
Root 
Seed 
Root 
Seed 
Seed 
Seed 
Seed 
Seed 
Green peel of pod 
Flowering green plant 
Green pod 
Dry seeds 

0.16 
4.02 
5.28 
1.4-1.5 
1.8 
4.96 
4.1-6.86 
5.21 
4.66 
8.05 
 
6.08 
 
3.6 
0.16 
0.17 
0.19 
0.12 
3.34-9.0 
1.96-4.96 
4.92-7.4 
0.64 
2.35 
2.13 
1.25 
0.2-0.75 
0.09 
0.006-0.01 
tr 
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ตาราง 1 (ตอ่) 
 

Plant Plant part L-DOPA(%) 
Vicia faba var minor 
 
 
 
 
 
Vicia narbonensis Linn. 
 
Vigna aconitifolia.(Jacq.) Marechal  
Vigna unguiculata.(Linn.) Walp.  
Vigna vexillata.(Benth.)A. rich 
 

Dry cotyledons (peeled) 
Dry seeds 
Green pods (whole unripe fruit) 

Green plant with pods 
Green flowering plant 
Green vegetative plant 
Green pods (peel only) 
Green plant with pods 
Seed 
Seed 
Seed 

tr 
0.07 
0.6 
0.56 
0.40-0.46 
0.24-0.57 
0.5 
0.6 
0.2 
0.45 
0.52-0.58 

 
ท่ีมา: Ingle PK. (2003). L-DOPA bearing plants. Nat Prod Rad. 2(3): 131-32 

 
2.3 การผลิต L-DOPA ในปัจจุบัน 

จากมูลค่าทางการตลาดท่ีสูงและมีผู้ ป่วยจ านวนมาก โดยในสหรัฐอเมริกามีผู้ ป่วย
ประมาณ 1 ล้านคน และทัว่โลกประมาณ 5 ล้านคน จึงมีความพยายามในการผลิตจากแหลง่ตา่ง 
ๆ ดงันี ้(2) 

2.3.1) จากการสงัเคราะห์ทางเคมี (chemical synthesis) ต้องใช้สารเคมีจ านวนมาก
ภายใต้สภาวะท่ีรุนแรง โดยการสงัเคราะห์ทางเคมีสามารถท าให้เกิด racemic DL mixture ได้ง่าย 
แต่การแยกให้ได้ L-DOPA บริสุทธ์ิท าได้ยาก และมีต้นทุนสูงมาก แต่ทัง้นีก็้มีการผลิต L-DOPA 
โดยวิธีการสงัเคราะห์ทางเคมีจ าหนา่ยในท้องตลาด 

2.3.2) L-DOPA จากแหล่งทางชีวภาพ หลงัจากท่ีมีการยืนยนัแล้วว่า L-DOPA เป็น
สารตัง้ต้นของสารส่ือประสาทท่ีสามารถช่วยในการรักษาพาร์กินสันได้ดี ท าให้ต่อมามีการ
ศกึษาวิจยัและมีรายงานจ านวนมากถึงการสงัเคราะห์สาร L-DOPA บริสทุธ์ิจากแหล่งชีวภาพตา่ง 
ๆ 
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การผลิต L-DOPA จากแหลง่ทางชีวภาพจะเก่ียวข้องกบักระบวนการ oxidation ของ 
L-tyrosine โดยเอนไซม์ tyrosinase ซึง่เป็นเอนไซม์ท่ีพบได้ในพืช สตัว์ และจลุชีพ โดยกระบวนการ
สงัเคราะห์ L-DOPA ในสิ่งมีชีวิตตา่งชนิดกนัก็จะมีกระบวนการท่ีตา่งกนัไป 

- Enzymatic synthesis เอนไซม์ mushroom tyrosinase ถูกใช้ในทางการค้าใน
การผลิต L-DOPA โดยเทคนิค enzyme immobilization ซึ่งจะใช้ต้นทุนท่ีต ่าในการผลิต โดย
เทคนิค enzyme immobilization ท่ีใช้มีหลายวิธีเช่น polymeric gel, adsorption onto insoluble 
material, encapsulation in membranes, cross-linking with bifunctional or multifunctional 
reagents และ linking to an insoluble carrier สารตัง้ต้นท่ีใช้ในการสังเคราะห์ L-DOPA ก็จะ
ประกอบด้วย catechol, sodium pyruvate และ ammonium acetate 

- Fungal sources L-DOPA ท่ีผลิตจากเชือ้ราส่วนใหญ่แล้วจะได้จาก reaction 
mixture ซึ่งประกอบด้วยสารตัง้ต้นคือ L-tyrosine กับ mycelia ใน buffer โดย mycelia จะถูก
กระจายตวัใน reaction mixture ท่ีประกอบด้วย L-tyrosine, L-ascorbic acid และ intact mycelia 
ในสภาวะท่ีเหมาะสม นอกจากนีย้งัอาจมีสารช่วย elicitor มาเพิ่มก าลงัการผลิตได้ การผลิตจะได้
สาร L-DOPA ท่ีบริสทุธ์ิโดยใช้ต้นทนุท่ีต ่า นอกจากนีย้งัมีรายงานการผลิต L-DOPA จากยีสต์ด้วย 

- Bacterial sources สามารถผลิต L-DOPA ได้จากแบคทีเรียหลายชนิดทัง้การ
เลีย้งใน broth และใน buffer ท่ีมีสารตัง้ต้นกับ acclimatized cell ซึ่งจะช่วยลดปัญหา tedious 
downstream ได้ นอกจากนีก้ารพัฒนา medium จะช่วยเพิ่มผลผลิตของ L-DOPA ได้ ทัง้นีมี้
ตวัอย่างคือบริษัท Aginomoto ใช้ recombinant E. herbicola ในการผลิตทางการค้าสามารถให้
ก าลงัการผลิต 15 กรัม/ลิตร/ชัว่โมง 

- Plants พืชถกูน ามาใช้ประโยชน์ในการน ามาผลิตแยก L-DOPA ได้ โดยในการ
ส ารวจพืชกว่า 1000 ชนิด ใน 135 สกลุ พบว่าพืชสกลุ Mucuna (Leguminosae) จะมีปริมาณ L-
DOPA สงูท่ีสดุและประสบความส าเร็จในการผลิตเพ่ือทางการค้า โดยในสกลุ Mucuna นีพื้ชชนิด
ส าคญัท่ีมี L-DOPA อยู่ในเมล็ดเช่น M. holtonii, M. pruriens และ M. monosperma นอกจากนี ้
Fava bean (Vicia faba) ซึ่งเป็นพืชท่ีมีการเพาะปลูกอย่างแพร่หลายและปกติก็ใช้เป็นอาหาร ถือ
เป็นพืชส าคญัอีกชนิดหนึง่ท่ีให้สาร L-DOPA โดยจะพบได้ท่ีต้นออ่น ฝักและเมล็ด 

 
3. การกลายพันธ์ุ 

การกลายหรือการกลายพันธุ์  หมายถึง การเปล่ียนแปลงทุกชนิดท่ีเกิดขึน้กับสาร
พันธุกรรม (genetic material) หรือดีเ อ็นเอ (DNA) ในเซลล์ ซึ่ ง ไม่ไ ด้ เ กิดจากการรวมตัว 
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(recombination) หรือการแยกตัว (segregation) ของสารพันธุกรรมตามปกติ และสามารถ
ถ่ายทอดการเปล่ียนแปลงนัน้ ๆ จากเซลล์ท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงไปยงัเซลล์ลกูได้ด้วยกระบวนการ
แบง่เซลล์ การเปล่ียนแปลงทางกรรมพนัธุ์อาจเก่ียวข้องกบัลกัษณะรูปร่างทัว่ไป ลกัษณะทางสรีระ 
ลกัษณะทางชีวเคมี หรือลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของสปีชีส์ การกลายเป็นสมบตัิอย่างหนึ่งของ
สิ่งมีชีวิต และเป็นกลไกส าคญัอนัดบัแรกท่ีท าให้เกิดความแปรผนัในองค์ประกอบทางพนัธุกรรม 
อนัเป็นพืน้ฐานจ าเป็นส าหรับกระบวนการวิวฒันาการ(10) 

การกลายสามารถแสดงออกได้หลายรูปแบบ ทัง้นีข้ึน้อยูก่บัวิธีการท่ีใช้ตรวจสอบ เชน่ 
1) การกลายท่ีแสดงออกทางลกัษณะสณัฐาน (morphological mutation) ได้แก่ การ

แสดงออกของยีนกลาย (mutant gene) ท่ีควบคุมลักษณะภายนอก ซึ่งสามารถสังเกตและ
ตรวจสอบได้ง่าย  

2) การกลายของยีนท่ีท าให้ตาย ( lethal mutation) ได้แก่ยีนกลายท่ีก่อให้เ กิด
อนัตรายถึงแก่ชีวิตของสิ่งมีชีวิตท่ีมียีนนัน้ ๆ อยู่ 

3) การกลายท่ีแสดงออกทางชีวเคมี (biochemical mutation) ได้แก่ ยีนกลายท่ี
เก่ียวกบัเอนไซม์บางชนิดท่ีจ าเป็นส าหรับกระบวนการชีวเคมี ซึ่งสามารถตรวจสอบได้โดยวิธีการ
ทางชีวเคมี บางกรณีก็อาจส่งผลกระทบถึงลักษณะภายนอก แต่บางกรณีก็ไม่มีผลต่อลักษณะ
ภายนอก 

สามารถแบ่งการกลายได้หลายประเภท ขึน้อยู่กับว่าจะใช้อะไรเป็นเกณฑ์ในการจัด
ประเภทเชน่ แบง่ตามต าแหน่งท่ีเกิดการกลายภายในเซลล์ แบง่ได้เป็น การกลายภายในนิวเคลียส 
และการกลายนอกนิวเคลียส แบ่งตามสาเหตกุารเกิดได้ 2 ประเภทคือ การกลายตามธรรมชาติ 
และการกลายจากการเหน่ียวน า แบง่ตามลกัษณะการควบคมุของยีนได้ 2 ประเภทคือ แมโครมิว
เทชนั และไมโครมิวเทชนั นอกจากนีย้งัแบง่ตามลกัษณะพีโนไทป์ท่ีเปล่ียนแปลงก็ได้(10) 

3.1 การกลายตามธรรมชาต ิ
การกลายตามธรรมชาติ หมายถึง การกลายพันธุ์ ท่ีเกิดขึน้เองโดยมนุษย์ไม่มีส่วน

เก่ียวข้อง สาเหตขุองการกลายตามธรรมชาติไม่เป็นท่ีแน่ชดั ไม่สามารถบอกได้ว่ามาจากปัจจยัใด
ปัจจยัหนึง่ หรือหลาย ๆ ปัจจยัร่วมกนั อาจเป็นผลของปัจจยัภายในเซลล์พืชเอง เชน่ องค์ประกอบ
ทางพนัธุกรรมของพืช ภาวะทางสรีระของพืช สิ่งก่อการกลายภายในพืชท่ีเกิดเองตามธรรมชาติ 
หรืออาจเกิดจากสิ่งแวดล้อมซึ่งเป็นปัจจยัภายนอก เช่น อาหาร อุณหภูมิ หรือรังสีท่ีมีอยู่แล้วใน
ธรรมชาต ิ
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ความถ่ีของการกลายตามธรรมชาติโดยทั่วไปจะต ่า แต่การกลายดังกล่าวก็ยังมี
บทบาทส าคญัในการเป็นแหลง่ของการแปรผนัทางพนัธุกรรมของประชากรพืช(10) 

3.2 การเหน่ียวน าให้เกิดการกลาย 
การกลายนอกจากเกิดขึน้เองตามธรรมชาติแล้ว ยงัสามารถใช้วิธีการเหน่ียวน าให้

เกิดการกลายได้ด้วย โดยจะได้อตัราการกลายสูงกว่าท่ีเกิดเองตามธรรมชาติอีกหลายเท่า ทัง้นี ้
ขึน้กบัชนิดของพืชท่ีน ามาเหน่ียวน าให้เกิดการกลาย การเหน่ียวน าให้เกิดการกลายท าได้หลายวิธี
ดงันี ้(10)  

1) การเหน่ียวน าให้พืชเกิดการกลายโดยการสอดแทรกดีเอ็นเอ ชิน้สว่นของดีเอ็นเอท่ี
สอดแทรกเข้าไปอยู่ใกล้ยีนใดในจีโนม จะมีผลตอ่การท างานของยีนนัน้ ๆ ท าให้ยีนมีการท างานท่ี
เปล่ียนแปลงไปจากเดมิ สง่ผลให้ลกัษณะซึง่ถกูควบคมุด้วยยีนนัน้มีการเปล่ียนแปลงไปด้วย 

2) การเหน่ียวน าให้พืชเกิดการกลายโดยเทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืช การชกัน า
ให้เกิดแคลลสัในการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ หรือการเลีย้งเซลล์ในสภาพเซลล์แขวนลอย ตลอดจนการ
เพาะเลีย้งโปรโทพลาสต์ เม่ือชักน าให้เซลล์หรือกลุ่มเซลล์ในสภาพดงักล่าวเจริญเป็นต้นพืชได้ 
พบวา่ต้นพืชใหม่อาจมีลกัษณะท่ีเปล่ียนแปลงหรือแตกตา่งไปจากเดมิ แม้วา่จะมาจากชิน้ส่วนของ
พืชเร่ิมต้นท่ีเหมือนกนัก็ตาม ลกัษณะบางอย่างอาจไม่เคยปรากฏในพืชพนัธุ์เดิมมาก่อน และบาง
ลกัษณะสามารถถ่ายทอดไปยงัลูกหลานได้ ซึ่งแสดงให้เห็นว่ามีการเปล่ียนแปลงเกิดขึน้กับสาร
พนัธุกรรม 

3) การเหน่ียวน าให้พืชเกิดการกลายโดยสารเคมี สารเคมีหลายชนิดมีสมบตัิเป็นสิ่ง
ก่อการกลายส่วนใหญ่ท างานโดยเข้าท าปฏิกิริยากบัเบสของดีเอ็นเอโดยตรง หรืออาจแทรกเข้าไป
อยู่ในโมเลกุลของดีเอ็นเอ สารเคมีก่อการกลายบางชนิด มีโครงสร้างทางเคมีคล้ายกับเบสของดี
เอ็นเอจึงสามารถเข้าแทนท่ีคู่เบสในดีเอ็นเอได้ ทัง้ก่อนและหลงัการจ าลองดีเอ็นเอ นอกจากนีย้งั
สามารถจับคู่กับเบสท่ีไม่ใช่คู่ตามปกติ เป็นสาเหตุให้เกิดการกลายได้ สารเคมีก่อการกลายท่ีมี
ประสิทธิภาพสงูในการเหน่ียวน าให้เกิดการกลายกบัพืช ส่วนใหญ่จดัอยู่ในกลุ่ม alkylating agent 
ได้แก่ ethyl methanesulphate (EMS), ethyleneimine (EI), diethylsulphate (dES) สารเคมีอีก
ชนิดหนึง่คือ เอไซด์ (azide) ท่ีอยูใ่นรูปของโซเดียมเอไซด์ (sodium azide) หรือโพแทสเซียมเอไซด์ 
(potassium azide) ก็เป็นสารเคมีท่ีมีสมบตัเิป็นสิ่งก่อการกลายท่ีดีท่ีสดุชนิดหนึง่ 

4) การเหน่ียวน าให้พืชเกิดการกลายโดยรังสี รังสีท่ีน ามาใช้ในการเหน่ียวน าให้เกิด
การกลายในพืช ควรเป็นรังสีก่อไอออน ได้แก่ รังสีเอกซ์ รังสีแกมมา และรังสีนิวตรอน เพราะมี
สมบตัทิ าให้อะตอมหรือโมเลกลุท่ีได้รับรังสีแตกตวัเป็นไอออนได้ การวิจยัเก่ียวกบัการใช้รังสีกบัพืช
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เร่ิมตัง้แต่ปี ค.ศ. 1928 เม่ือ L.J. Stadler พบว่ารังสีเอกซ์สามารถเหน่ียวน าให้เกิดการกลายใน
ข้าวโพดและในข้าวบาร์เลย์ได้ โดยให้อตัราการกลายสูงกว่าท่ีเกิดตามธรรมชาติ ในช่วงแรกของ
การวิจยัการใช้รังสีเหน่ียวน าให้พืชกลายพนัธุ์ จะเน้นไปในการใช้รังสีเอกซ์เป็นส่วนใหญ่ ตอ่มาเม่ือ
มีการสร้างเคร่ืองปฏิกรณ์นิวเคลียร์ (nuclear reactor) ซึง่เป็นแหลง่ส าคญัในการผลิตรังสีนิวตรอน 
จึงมีการใช้นิวตรอนกับพืช รังสีนิวตรอนมีความรุนแรงกว่ารังสีเอกซ์ท าให้เกิดความเสียหายแก่
โครโมโซมมาก โดยท าให้โครโมโซมแตกหักมากกว่าเกิดความเสียหายกับยีน รังสี นิวตรอน
ก่อให้เกิดการกลายของโครโมโซมมากกว่าการกลายของยีน นอกจากนีก้ารฉายตวัอย่างพืชด้วย
รังสีนิวตรอน รวมทัง้การปฏิบตัิกับส่วนของพืชภายหลงัการฉายรังสีนิวตรอนแล้วมีความยุ่งยาก
มากกว่าการฉายรังสีเอกซ์ จึงได้รับความนิยมน้อยกว่ารังสีเอกซ์ ส่วนรังสีแกมมาซึ่งได้จากการ
สลายตวัของสารกมัมนัตภาพรังสี เชน่ โคบอลต์-60 และซีเซียม-137 มีสมบตัใิกล้เคียงกบัรังสีเอกซ์ 
จึงนิยมน ามาใช้กับพืชมากกว่ารังสีเอกซ์ เน่ืองจากสามารถฉายรังสีให้กับตัวอย่างพืชทัง้แบบ
เฉียบพลัน และแบบเรือ้รัง ประกอบกับสามารถพัฒนาเคร่ืองฉายรังสีได้หลายแบบ เพ่ือ
วตัถปุระสงค์ของการใช้งานท่ีแตกตา่งกนั 

 
4. รังสีแกมมา 

รังสีแกมมาเป็นรังสีแมเ่หล็กไฟฟ้าท่ีมีความถ่ีสงู ไมมี่มวล ไมมี่ประจ ุมีอ านาจทะลทุะลวง
สงู เกิดจากการปล่อยพลงังานของนิวไคลด์กมัมนัตรังสี (radionuclide หรือ radioactive nuclide) 
ท่ีสลายตวัให้รังสีชนิดอ่ืนแล้ว แต่ยังมีพลังงานเหลืออยู่ จึงปล่อยพลังงานออกมาในรูปของรังสี
แกมมา รังสีแกมมาจัดเป็นรังสีนิวเคลียร์ เน่ืองจากเกิดจากนิวเคลียสของนิวไคลด์กัมมันตรังสี 
ตัวอย่างของนิวไคล์กัมมันตรังสีคือ โคบอลต์-60 (Cobolt-60, 60Co) และซีเซียม-137 (cesium-
137, 137Cs) ซึ่งนิยมน ามาใช้เป็นต้นก าเนิดของรังสีแกมมาในการเหน่ียวน าให้เกิดการกลายในพืช 
รังสีแกมมามีพลงังานอยู่ในช่วง keV- MeV ส าหรับความสามารถในการทะลุทะลวงผ่านตวักลาง
ใด ๆ ขึน้อยูก่บัพลงังานและชนิดของตวักลาง 

นกัปรับปรุงพนัธุ์พืช นิยมใช้รังสีแกมมาในการเหน่ียวน าให้พืชเกิดการกลายมากกว่ารังสี
เอกซ์ เน่ืองจากสามารถฉายรังสีตวัอย่างพืชได้ทัง้ 2 แบบ คือการฉายรังสีแบบเฉียบพลนั (acute 
irradiation) คือให้อัตรา (dose rate) และปริมาณ (total dose) รังสีสูง ใช้ระยะเวลาในการฉาย
รังสีสัน้ เช่น นาที หรือชัว่โมง ส่วนของพืชท่ีฉายรังสีด้วยวิธีนีม้กัเป็นเมล็ด ท่อนพนัธุ์ หรือเนือ้เย่ือ
เพาะเลีย้ง และการฉายรังสีแบบเรือ้รัง (chronic irradiation) โดยฉายในอตัราและปริมาณรังสีต ่า 
แต่ให้ตวัอย่างพืชได้รับรังสีเป็นระยะเวลานาน ๆ เช่น สปัดาห์ เดือน หรือปี นิยมใช้กับพืชท่ีก าลงั
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เติบโต ทัง้นีเ้พ่ือให้พืชได้รับรังสีตลอดระยะเวลาในการเติบโต หรือเลือกให้เฉพาะช่วงใดช่วงหนึ่ง
ของการเตบิโตก็ได้(10) 

4.1 วิธีการฉายรังสี 
การฉายรังสีกบัตวัอยา่งพืชท าได้ 2 วิธีการ คือ(10) 
1) การฉายรังสีแบบเฉียบพลัน (acute irradiation) คือให้รังสีโดยใช้อัตรารังสีและ

ปริมาณรังสีสงู ๆ และสิน้สดุการฉายรังสีในระยะเวลาสัน้ ๆ เชน่เป็นนาที หรือชัว่โมง  
2) การฉายรังสีแบบเรือ้รัง (chronic irradiation) คือการให้รังสีโดยใช้อตัรารังสีและ

ปริมาณรังสีต ่า ๆ แต่ใช้เวลาในการฉายรังสีเป็นระยะเวลานาน ๆ เช่น เป็นสปัดาห์ เดือน ปี หรือ
หลายปี ตวัอยา่งพืชท่ีเหมาะสมในการฉายรังสีแบบเรือ้รัง คือ พืชทัง้ต้นท่ีก าลงัเติบโต หรืออาจเป็น
ต้นกล้าพืชหรือสว่นของพืชท่ีเตบิโตในสภาพเพาะเลีย้ง 

การฉายรังสีซ า้ (recurrent irradiation) มีผู้ เสนอวิธีการฉายรังสีกบัตวัอย่างพืชท่ีเคย
ผ่านการฉายรังสีมาแล้ว โดยฉายรังสีในชัว่รุ่นตอ่ ๆ มาซ า้อีก ทัง้นีเ้พ่ือเป็นการสะสมและเพิ่มความ
แปรผนัทางพนัธุกรรมให้กบัตวัอย่างนัน้ ๆ มีนกัปรับปรุงพนัธุ์หลายกลุ่มพยายามทดลองโดยใช้วิธี
ดงักล่าว แต่ผลท่ีได้ยงัมีความหลากหลาย ขึน้อยู่กับปัจจยัหลายอย่างเช่น ชนิดพืช ปริมาณรังสี 
วิธีการให้ทรีตเมนต์ 

4.2 อุปกรณ์ฉายรังสีแกมมา 
1) เคร่ืองฉายรังสีแกมมาแบบปิด (self shield irradiator) เป็นเคร่ืองฉายรังสีท่ีมีต้น

ก าเนิดรังสี และเคร่ืองก าบงัอยู่ในตวัเคร่ืองซึ่งท าด้วยตะกั่ว ใช้ต้นก าเนิดรังสีแกมมาท่ีมีความแรง
รังสีสูง โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือฉายรังสีตวัอย่างพืชแบบเฉียบพลัน และเหมาะส าหรับฉายรังสี
ตวัอยา่งพืชท่ีมีขนาดเล็ก เชน่ เมล็ด ทอ่นพนัธุ์ หรือเนือ้เย่ือเพาะเลีย้ง เคร่ืองฉายรังสีแบบปิดนีจ้ะมี
ช่องส าหรับใส่ตวัอย่างพืช มีปุ่ มส าหรับตัง้เวลาให้ตวัอย่างพืชได้รับรังสีในปริมาณตามต้องการ มี
กลไกการน าตวัอยา่งพืชเข้าไปฉายรังสีแตกตา่งกนั ขึน้อยูก่บัการออกแบบของบริษัทผู้ผลิต(10) 

2) ห้องฉายรังสีแกมมา (gamma irradiation room) มีลกัษณะเป็นห้องท่ีท าด้วยผนงั
คอนกรีตหนา รวมทัง้สว่นเพดานก็เป็นคอนกรีตเช่นเดียวกนั ห้องฉายรังสีแกมมาสามารถออกแบบ
เพ่ือฉายรังสีแบบเฉียบพลนัคล้าย ๆ กบัเคร่ืองฉายรังสีแกมมาแบบปิด แตมี่ขนาดใหญ่กว่า ท าให้
สามารถฉายตวัอย่างพืชท่ีมีขนาดใหญ่ และฉายได้เป็นจ านวนมากในแตล่ะครัง้ ต้นก าเนิดรังสีใน
ห้องฉายรังสีแกมมาท่ีมีวตัถปุระสงค์ในการฉายแบบเฉียบพลนัจะมีความแรงรังสีสงู นอกจากนีย้งั
สามารถออกแบบห้องรังสีแกมมา เพ่ือฉายรังสีแบบเรือ้รังได้ด้วย โดยใช้ต้นก าเนิดท่ีมีก าลงัแรงของ
รังสีต ่ากวา่การใช้ในการฉายแบบเฉียบพลนั(10) 
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3) เรือนรุกขรังสี (gamma greenhouse) มีลักษณะเป็นห้องฉายรังสีซึ่งมีก าแพง
คอนกรีตหนาเพ่ือก าบงัรังสี ส่วนหลงัคาโปร่ง เพ่ือรับแสงตามธรรมชาติ มีต้นก าเนิดรังสีท่ีสามารถ
ให้รังสีกับตวัอย่างพืชท่ีน าไปวางไว้ ณ ต าแหน่งต่าง ๆ ภายในห้อง ตวัอย่างพืชจะได้รับอตัรารังสี
และปริมาณรังสีแตกต่างกัน ขึน้อยู่กับระยะห่างจากต้นก าเนิดรังสีและเวลาท่ีใช้ในการฉายรังสี 
เรือนรุกขรังสีจะออกแบบเพ่ือวัตถุประสงค์ในการฉายรังสีแบบเรือ้รัง การออกแบบเรือนรุกขรังสี
ขึน้อยูก่บัวตัถปุระสงค์ของการใช้ประโยชน์(10) 

4) ไร่รังสีแกมมา (gamma field) เป็นการติดตัง้เคร่ืองฉายรังสีไว้กลางแจ้งในบริเวณ
ท่ีมีพืน้ท่ีกว้างขวางและเหมาะส าหรับปลกูพืชได้จ านวนมาก หา่งไกลจากชมุชนและท่ีอยูอ่าศยั เชน่
พืน้ท่ีท่ีล้อมรอบด้วยภูเขา ท าหน้าท่ีเป็นเคร่ืองก าบงัรังสีตามธรรมชาติ ในไร่รังสีแกมมาสามารถ
ปลูกพืชทดลองได้หลายชนิด เช่น พืชไร่ ไม้ดอก ไม้ประดบั ไม้ผล ทัง้ไม้ล้มลุกและไม้ยืนต้น พืชท่ี
ปลกูในไร่รังสีจะได้รับรังสีแบบเรือ้รัง โดยได้รับในอตัรารังสีท่ีต ่า ๆ และได้รับตอ่เน่ืองเป็นระยะเวลา
ยาวนาน อาจเป็นเวลาหลายเดือนหรือหลายปี สามารถตรวจสอบผลของรังสีท่ีมีตอ่พืชได้ทกุระยะ
ของการเติบโต ตลอดชีพจกัรของพืช รวมทัง้ศกึษาการกลายท่ีเกิดขึน้ ท าการคดัเลือกและน ามาใช้
ประโยชน์ได้ตลอดเวลา(10) 

4.3 หน่วยวัดรังสี 
หน่วยวดัรังสี (radiation unit) มีหลายประเภทขึน้อยู่กับวตัถุประสงค์ในการวดั เช่น 

วดัอตัราการสลายตวัของธาตกุมัมนัตรังสี วดัปริมาณการแตกตวัเป็นไอออนของตวักลาง วดัการ
ดูดกลืนพลังงานจากรังสีของตัวกลาง วัดผลทางชีววิทยาท่ีเกิดขึน้เม่ือได้รับรังสี หน่วยงานท่ี
ก าหนดการวัดรังสีและหน่วยวัดรังสีคือ International Commission on Radiation Units and 
Measurement (ICRU)(10) 

ส าหรับการใช้รังสีในการเหน่ียวน าให้พืชกลายพันธุ์นัน้ จะเก่ียวข้องกับการวัดการ
ดดูกลืนพลงังานจากรังสีของตวักลาง หรือเรียกวา่ปริมาณรังสีดดูกลืน (absorbed dose) เป็นสว่น
ใหญ่ โดยในปี ค.ศ. 1953 ICRU ได้ให้ข้อก าหนดของปริมาณรังสีดดูกลืนเป็นครัง้แรก โดยเน้นถึง
ปริมาณรังสีท่ีตวักลางใด ๆ ดดูกลืนไว้ตอ่หนว่ยน า้หนกัของตวักลางนัน้เม่ือได้รับรังสี(10) 

หนว่ยวดัปริมาณรังสีดดูกลืน คือ แรด (rad, radiation absorbed dose)(10)  
โดยท่ีปริมาณรังสี 1 แรด หมายถึง ปริมาณรังสีท่ีตวักลางสามารถดดูกลืนไว้ได้ 100 

เอิร์กตอ่กรัมของตวักลาง  
ส าหรับหน่วยสากล (The International System of Unit, SI unit) จะใช้หน่วย เกรย์ 

(gray, Gy) แทน แรด โดยมีความสมัพนัธ์ดงันี ้
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1 เกรย์ = 100 แรด 
หรือ1 แรด = 10-2 เกรย์   

4.4 ส่วนของพืชที่น ามาฉายรังสี 
การฉายรังสีกบัพืชเพ่ือเหน่ียวน าให้เกิดการเปล่ียนแปลงหรือเกิดการกลาย สามารถ

ฉายกบัสว่นใดของพืชก็ได้ท่ีสามารถน าไปปลกูขยายพนัธุ์ส าหรับติดตามผลได้ เชน่ เมล็ด พืชทัง้ต้น 
ละอองเรณู แกมีโทไฟต์ ไซโกต ส่วนอ่ืน ๆ ของพืชท่ีขยายพนัธุ์จากเนือ้เย่ือร่างกาย เช่น ก่ิง ใบ หวั 
ไหล ราก รวมทัง้เซลล์และเนือ้เย่ือเพาะเลีย้ง ทัง้นีข้ึน้อยู่กบัวตัถปุระสงค์ของงาน ตวัอยา่งของพืชท่ี
น ามาฉายรังสีได้แก่(10) 

1) เมล็ด (seed) เหมาะท่ีน ามาฉายรังสี เน่ืองจากเมล็ดทนตอ่สภาพเครียดตา่ง ๆ ได้
ดี เช่นสภาพแห้งจดัหรือชืน้จดั อณุหภูมิสงูหรือต ่า มีหรือไม่มีออกซิเจน จึงสามารถปรับสภาพของ
เมล็ดได้หลายวิธีการ โดยไม่ไปเพิ่มความเสียหายทางชีววิทยามากนัก แต่มีข้อเสียอยู่บ้างคือ มี
โอกาสจะเกิดไคเมอรา (chimera) สูง ซึ่งเป็นปรากฏการณ์ท่ีเกิดจากการท่ีเอ็มบริโอในเมล็ดพืช
ประกอบด้วยเซลล์มากกว่า 1 เซลล์ เม่ือเกิดการกลายขึน้กับเซลล์ใดเซลล์หนึ่ง ท าให้จีโนไทป์ของ
เซลล์เร่ิมต้นเกิดความแตกต่างกัน เม่ือเซลล์เหล่านีเ้จริญเป็นต้นขึน้มาก็จะท าให้จีโนไทปของต้น
เดียวกนันีมี้ความแตกตา่งกนัได้ 

2) พืชทัง้ต้น (whole plant) การฉายรังสีพืชทัง้ต้นท่ีมีขนาดค่อนข้างใหญ่จ าเป็นต้อง
ฉายในไร่รังสี หรือห้องฉายรังสีแกมมา ข้อดีของการใช้พืชทัง้ต้นฉายรังสีจากไร่รังสีหรือห้องฉายรังสี
แกมมาคือ สามารถปรับอตัรารังสีได้ โดยจะให้ได้รับรังสีแบบเฉียบพลนัหรือแบบเรือ้รังก็ได้ และ
อาจให้รังสีท่ีระยะใดระยะหนึ่งของการเติบโต หรือให้ได้รับตลอดระยะการเติบโตของพืชนัน้ ๆ 
นอกจากนีย้ังสามารถฉายรังสีในปริมาณเดียวกันได้ทีละมาก ๆ โดยวางตวัอย่างไว้ห่างจากต้น
ก าเนิดรังสีในระยะทางท่ีเท่ากัน แต่ข้อเสียของการฉายรังสีพืชทัง้ต้นท่ีมีขนาดใหญ่ คือต้องเสีย
คา่ใช้จา่ยสงู โดยเฉพาะอยา่งยิ่งการลงทนุสร้างอปุกรณ์ส าหรับฉายรังสี 

ส าหรับต้นกล้า หรือต้นพืชท่ีมีขนาดเล็ก ตลอดจนต้นพืชในสภาพเพาะเลีย้ง ก็
สามารถน ามาฉายในห้องฉายรังสีแกมมา หรือเคร่ืองฉายรังสีแบบปิดได้ 

3) ละอองเรณู (pollen grains) ข้อดีของฉายรังสีกับละอองเรณูซึ่งเป็นเซลล์แฮ
พลอยด์ (haploid cell) คือตดัปัญหาการเกิดไคเมอรา พืชท่ีเกิดจากการผสมพนัธุ์ระหว่างไข่ท่ีไม่ได้
รับรังสีกับละอองเรณูท่ีได้รับรังสี ถ้ามีลักษณะกลายเกิดขึน้ก็จะอยู่ในสภาพเฮเทอโรไซกัส 
นอกจากนี ้ละอองเรณยูงัเป็นสว่นของพืชท่ีสามารถใช้รังสีอลัตราไวโอเลตเป็นสิ่งก่อการกลายได้ซึ่ง
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ไมส่ามารถใช้รังสีนีก้บัส่วนอ่ืน ๆ ของพืช แตข้่อเสียของละอองเรณูคือ มีอายสุัน้ ท าให้สามารถเก็บ
ตวัอยา่งได้จ านวนไมม่ากนกัในการเก็บแตล่ะครัง้  

4) ส่วนของพืชท่ีขยายพนัธุ์ด้วยเนือ้เย่ือต้นพืช (vegetative propagation) พืชหลาย
ชนิดสามารถน าส่วนเนือ้เย่ือต้นพืชมาขยายพนัธุ์ได้ เช่น ก่ิง หวัใต้ดิน ราก เหง้า ไหล ส่วนของพืช
ดงักล่าวมีบริเวณเนือ้เย่ือเจริญท่ีจะแบง่เซลล์เพ่ือการเติบโตได้ โครงสร้างบริเวณเนือ้เย่ือเจริญ จะ
เป็นจดุส าคญัในการรับรังสี 

5) เซลล์หรือเนือ้เย่ือเพาะเลีย้ง (cultured cells or tissues) การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ
โดยการชกัน าให้เกิดแคลลสั หรือเลีย้งในสภาพเซลล์แขวนลอย เม่ือเซลล์หรือกลุ่มเซลล์เจริญไป
เป็นต้นพืช พบว่ามีการแปรผนัในลกัษณะต่าง ๆ เกิดขึน้ ในกลุ่มต้นพืชท่ีเกิดใหม่ บางลกัษณะไม่
เคยปรากฏในพนัธุ์เดิมมาก่อน บางลกัษณะสามารถถ่ายทอดทางพนัธุกรรมได้ แสดงว่าเกิดการ
เปล่ียนแปลงกับสารพนัธุกรรม  ส่วนของพืชท่ีอยู่ในสภาพเพาะเลีย้งเป็นท่ีสนใจของนกัปรับปรุง
พนัธุ์พืชโดยวิธีการเหน่ียวน าให้เกิดการกลาย เน่ืองจากสามารถน ามาฉายรังสีในแตล่ะครัง้ได้เป็น
จ านวนมาก ไม่ต้องใช้พืน้ท่ีมาก การฉายรังสีสามารถเพิ่มอตัราการแปรผนัให้สงูขึน้  จึงมีโอกาสคดั
ลกัษณะดีไปใช้ประโยชน์ในการสร้างพืชพนัธุ์ใหมไ่ด้ 

4.5 ปริมาณและอัตรารังสีที่ใช้ในการฉายรังสี 
1) ปริมาณรังสี จะใช้ปริมาณรังสีเทา่ใดขึน้อยู่กบัชนิดของพืช และสว่นของพืชท่ีใช้ใน

การฉายรังสี ตลอดจนวิธีการฉายรังสี พืชแตล่ะชนิดมีความไวตอ่รังสีแตกต่างกันออกไป ลกัษณะ
ต้านทานตอ่รังสีหรือไวตอ่รังสี สว่นหนึง่ควบคมุด้วยยีน สามารถถ่ายทอดทางพนัธุกรรมได้ ส าหรับ
ปริมาณรังสีท่ีเหมาะสมต่อพืชแต่ละชนิด นกัวิจยัอาจค้นคว้าจากผลงานวิจัยท่ีผู้ อ่ืนท าไว้ หรือท่ี
แนะน าโดยทบวงการพลงังานปรมาณรูะหวา่งประเทศ (IAEA, 1977)  

ในการฉายรังสีแบบเฉียบพลนัสามารถคาดคะเนปริมาณรังสีท่ีเหมาะสม โดยท าการ
ทดลองหาค่า LD50 (50% lethal dose) ซึ่งหมายถึงปริมาณรังสีท่ีท าให้พืชตายคิดเป็น 50 
เปอร์เซ็นต์ของกลุ่มควบคมุ เม่ือตรวจสอบต้นพืชท่ีระยะใดระยะหนึ่งหลงัจากการฉายรังสี เช่น 30 
วัน (LD50(30)) หรือ 60 วัน (LD50(60)) ปริมาณรังสีท่ีเหมาะสมควรอยู่ระหว่าง LD30 – LD50 ส่วนค่า 
GR50 (50% growth reduction) ซึ่งหมายถึงปริมาณรังสีท่ีท าให้การเติบโตของชุดท่ีได้รับรังสี
ลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ของกลุ่มควบคมุ ก็สามารถน ามาพิจารณาหาปริมาณรังสีท่ีเหมาะสมได้ โดย
แทนท่ีจะวัดเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดหรือการตายของต้นพืชก็ใช้วิธีวัดความสูง น า้หนักสดหรือ
น า้หนกัแห้งของต้นกล้า เป็นต้น ปริมาณรังสีท่ีแนะน าให้ใช้อยูร่ะหวา่ง GR30 – GR50 
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ส าหรับการฉายรังสีแบบเรือ้รังนัน้ ไม่ค่อยมีรายงานวิจัยเก่ียวกับปริมาณรังสีท่ี
เหมาะสมกบัพืชไว้มากนกั เน่ืองจากมีความหลายหลายในเร่ืองของอตัรารังสี และระยะเวลาท่ีใช้
ในการฉาย(10) 

2) อัตรารังสี อัตรารังสีท่ีปริมาณรังสีใด ๆ จะมีผลต่อพืชทัง้ในด้านปริมาณและ
คณุภาพ ดงันัน้การเลือกใช้อตัรารังสีควรต้องพิจารณาให้ดี และในการทดลองทกุครัง้นอกจากจะ
บันทึกเร่ืองปริมาณรังสีแล้ว ควรบันทึกอัตรารังสีด้วย การศึกษาส่วนใหญ่แสดงให้เห็นว่าการ
เหน่ียวน าให้เกิดการกลาย จะมีประสิทธิภาพสูงเม่ือใช้อัตรารังสีสูงมากกว่าอัตรารังสีต ่า แต่ก็มี
หลายการทดลองท่ีอตัรารังสีไมมี่ผลตอ่การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึน้เม่ือให้ได้รับปริมาณรังสีเท่ากนั(10) 

 
5. ผลต่าง ๆ ของรังสีแกมมาที่เกิดต่อพืช 

5.1 ผลของรังสีแกมมาต่อการงอกของเมล็ด 
การฉายรังสีมีผลตอ่การงอกของเมล็ดได้หลากหลาย ในงานทดลองตา่ง ๆ ท่ีผ่านมา

พบว่าทัง้อัตราการงอก (germination rate) และสัดส่วนการงอก (percent) มีรายงานผลทัง้การ
เพิ่มขึน้ ลดลง และไม่เปล่ียนแปลง แต่ก็จะพบว่าการได้รับรังสีในขนาดท่ีสูงมักจะให้ผลในการ
ยบัยัง้การงอก สว่นในขนาดรังสีต ่า ๆ มกัจะให้ผลในการกระตุ้นการงอกของเมล็ด(11) 

รังสีแกมมาขนาดต ่าสามารถกระตุ้นการงอกได้จากสมมตฐิานหรือสาเหตท่ีุมีรายงาน
ดงันี ้

1. เป็นไปตามหลกัการของ Hormesis ซึ่งเป็นปรากฏการณ์ท่ีสารชนิดใดชนิดหนึ่ง ท่ี
ปริมาณรังสีต ่า ๆ จะเกิดผลดีหรือผลกระตุ้นต่อร่างกายของสิ่งมีชีวิต แต่ในขณะท่ีเม่ือได้รับใน
ปริมาณท่ีสงูขึน้ จะเกิดผลการยบัยัง้หรือเป็นพิษตอ่ร่างกาย(11, 12) 

2. จากการทดลองของ Kuzin และคณะ ในปี 1975 ท่ีท าการทดลองกบั castor bean 
(Ricinus communis L.) ท่ีปริมาณของรังสีแกมมา 40 เกรย์ เกิดผลในการกระตุ้น ซึง่ให้สมมตฐิาน
วา่เกิดจากกระบวนการกระตุ้นการสงัเคราะห์ RNA หรือการสงัเคราะห์โปรตีนท่ีเกิดขึน้ในระยะแรก
ของการงอก(11) 

3. ในปี  1992 Lokesha และคณะ ท าการทดลองพบว่า เมล็ดของ Bambusa 
arundinacea เม่ือได้รับรังสีท่ีปริมาณต ่า ๆ คือท่ี 100 เกรย์ จะมีการงอกและมีความแรงแข็งแรง
ของต้นอ่อนสูงกว่ากลุ่มควบคมุ ทัง้นีส้อดคล้องกับงานวิจยัหลายงานท่ีผ่านมาโดยให้สมมติฐาน
เ ก่ียวกับผลของการกระตุ้ น นี ว้่า เ กิดจากการเพิ่มขึ น้ของ  rate of respiration หรือ auxin 
metabolism(11, 13) 

รังสีแกมมาขนาดปริมาณสงูสามารถยบัยัง้การงอกได้จากสมมตฐิานหรือสาเหตดุงันี ้
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1. จากการทดลองเดียวกนัของ Lokesha และคณะในปี 1992 พบวา่ท่ีรังสีท่ีปริมาณ
สงูขึน้คือ มากกวา่ 300 เกรย์ จะเกิดผลยบัยงัการงอกโดยสมบรูณ์ โดยให้เหตผุลของการยบัยัง้ดงันี ้
(11, 13) 

a) เกิดจากการเปล่ียนแปลงอย่างมากกับโครงสร้างสณัฐานและโครงสร้างของ
เซลล์ 

b) เกิดการเสียหายหรือรบกวนโครงสร้างของชัน้เย่ือเมล็ดหรือชัน้หุ้มของเมล็ด ซึง่
เป็นไปตามปริมาณของขนาดรังสีท่ีได้รับ 

c) เกิดการเสียหายของระบบ mitosis หรือเกิดการยบัยัง้การแบ่งเซลล์ท่ีบริเวณ 
meristematic zone  

2. เกิดจากอนมุลูอิสระท่ีถกูสร้างขึน้ในเมล็ดท่ีได้รับรังสี 
มีงานวิจยัหลายงานวิจยัท่ีเช่ือว่าการยบัยัง้การงอกของเมล็ดนัน้เกิดจากอนมุลูอิสระ

ท่ีถกูสร้างขึน้ในเมล็ด ยกตวัอย่างเช่นงานวิจยัของ Kumagai และคณะในปี 2000 ท่ีท าการศึกษา
ถึงกลไกการยบัยัง้การงอกของเมล็ด Arabidopsis thaliana ท่ีเกิดจากการได้รับรังสีแกมมา ซึง่จาก
การศกึษาพบว่า เมล็ด Arabidopsis thaliana กลุ่มท่ีไม่ได้รับรังสีและได้รับรังสีขนาด 1 กิโลเกรย์ 
สามารถงอกได้หมดภายใน 5 วนั แต่กลุ่มท่ีได้รับรังสีในปริมาณท่ีสูงคือ 10 กิโลเกรย์ ไม่สามารถ
งอกได้เลย โดยจากการตรวจวิเคราะห์กลุ่มท่ีได้รับรังสีปริมาณ 1 กิโลเกรย์ จะพบอนมุลูอิสระชนิด 
long-lived แต่กลุ่ม 10 กิโลเกรย์ จะพบอนุมูลอิสระจ านวนท่ีมากกว่าและพบได้ 2 ชนิดคือ ชนิด 
long-lived และ super-long-lived เม่ือเมล็ดได้รับการสมัผสัน า้เพ่ือท าการงอก พบว่าอนมุลูอิสระ
ชนิด long-lived  ลดลงอย่างรวดเร็วภายใน 1 ชัว่โมง ก่อนท่ีกระบวนการงอกจะเกิดขึน้ ในขณะท่ี
อนุมูลอิสระชนิด super-long-lived ท่ีพบได้ในกลุ่ม 10 กิโลเกรย์ ก็ลดลงได้เช่นกันแต่ลดลงใน
อตัราท่ีช้าและยงัคงเหลืออยู่ ท าให้เช่ือได้ว่าอนมุลูอิสระนีเ้ป็นสาเหตสุ าคญัในการยบัยัง้กระบวน
การงอกของกลุม่ท่ีได้รับรังสีแกมมาปริมาณ 10 กิโลเกรย์ (11, 14) 

มีผลการศึกษาท่ีเก่ียวกับผลของรังสีแกมมาต่อการงอกของเมล็ดพืชชนิดต่าง ๆ ดงั
ตารางท่ี 2 
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ตาราง 2 เเสดงผลของรังสีแกมมาตอ่การงอกของเมล็ดพืชชนิดตา่ง ๆ 

 
พืช ส่วนที่ใช้ ปริมาณของรังสี

(เกรย์) 
ผล 

Fennel (Foeniculun vulgare Mill.) 
 
Rice (Oryza sativa L.) 
 
Maize (Zea mays) 
Okra (Abelmosxhus esculentus) 
Groundnut (Arachis hypogeal L.) 
Long bean (Vinna sesquipedalis) 
 
Tomato (Lycopersicon 
esculentum cv) 
Snap bean (Phaseolus vulgaris) 
 
 
Atropa belladonna 
 
Chilli (Capsicum annuum) 
 
 
Wheat (Triticum aestivum L.)     
 
 
Corn (Zea mays L.) 
 

Seeds 
 
Seeds 
 
Seeds 
Seeds 
Seeds 
Seeds 
 
Seeds 
 
Seeds 
 
 
Seeds 
 
Seeds 
 
 
Seeds 
 
 
Seeds 

20-500  
 
150-300  
 
150-1000  
150-1000  
150-1000  
300-800  
 
300-800  
 
300, 400, 500 
600 และ 800  
 
20-110  
 
300, 400, 500,  
600 และ 800  
 
100-400  
 
 
100, 300, 500  

20 เกรย์ เพิ่มการงอกได้ 2% 
500 เกรย์ เพิม่การงอกได้ 0.7% 
การงอกลดลงจาก 100% 
เหลอื 97.2% 
240 เกรย์ งอกได้ 90% 
170 เกรย์ งอกได้ 70% 
300 เกรย์ งอกได้ 58% 
400 เกรย์ การงอกเพิ่มขึน้ 70.56% 
800 เกรย์ ไมม่กีารงอก 
800 เกรย์ การงอกลดลงจาก 88% 
เหลอื 48.70% 
การงอกลดลงจาก 75.56% เหลอื  
51.11% และ 800 เกรย์ ไมม่กีาร
งอก 
110 เกรย์ การงอกเพิ่มขึน้ 
จาก 21.18%เป็น 93.33% 
การงอกลดลงจาก 42.22% เหลอื  
15.56%และ 800 เกรย์  ไมม่ีการ
งอก 
%การงอกลดลงจาก 8.8% ที่  
100 เกรย์ เหลอื 5.5% ที่ 400 
เกรย์ 
100 เกรย์ การงอกลดลงจาก 50%
เหลอื 30% 
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ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Jan S. (2012). Effect of gamma radiation on morphological, 
biochemical and physiological aspects of plants and plant products.  Environ Rev. 20: 20-
21 

 
5.2 ผลของรังสีแกมมาต่อการเจริญและการพัฒนาของพืช 

การให้รังสีแกมมาต่อเมล็ดพืชพบว่าจะส่งผลกระทบต่อการเจริญของพืช โดยรังสี
แกมมาสามารถท าให้เกิดผลในการกระตุ้นลกัษณะสณัฐานของพืช และยงัสามารถเพิ่มผลผลิตใน
แง่ตา่ง ๆ เช่นในแง่ของการเจริญเติบโตนัน้มีตวัอย่างว่าสามารถเพิ่มความสงูของพืชได้ ในแง่ของ
ความส าเร็จในการสืบพนัธุ์มีตวัอย่างว่าสามารถเพิ่มการเกิดเมล็ดได้ นอกจากนีย้งัสามารถเพิ่ม
ความสามารถในการทนตอ่ความแห้งแล้งได้เป็นต้น(11)  

ในปี 1957 Gunkel ได้แสดงลกัษณะสณัฐานผิดปกติต่าง ๆ ท่ีเกิดขึน้จากการได้รับ
รังสีดงันี ้(15) 

1) ผลท่ีเกิดตอ่ล าต้น (stems)  
พบว่าลกัษณะทัว่ไปท่ีพบได้นอกจากการกระตุ้นให้เกิดลกัษณะแคระแกร็น การเพิ่ม

จ านวนของก่ิงก้านแล้วยงัพบลกัษณะตา่ง ๆ ดงันี ้
- fasciation คือลักษณะอาการท่ีส่วนของพืชมีรูปร่างทรงกระบอก เช่นล าต้น

เปล่ียนเป็นรูปร่างแบน และแผ่กว้างออกเหมือนกับมีการเช่ือมติดกันของล าต้นหลาย ๆ ต้น เป็น
ลกัษณะทัว่ไปท่ีพบได้หลงัจากได้รับรังสีส าหรับพืชบางชนิด 

- เกิดการเปล่ียนแปลงของ phyllotaxis หรือรูปแบบการเรียงตวัของใบบนล าต้น
พืช 

- ลกัษณะบวมเฉพาะท่ีของล าต้น (intumescence) 
- การเพิ่มจ านวนของเนือ้เย่ือล าเลียง (vascular tissue) มากขึน้ 
- การเกิดเนือ้เย่ือเจริญพิเศษ (adventitious tissue) และก้อนเนือ้งอก (tumor) 

2) ผลท่ีเกิดตอ่ดอก (flowers) 
- การเพิ่มจ านวนของก้านดอก (floral stalks) 
- การเพิ่มความหนา 
- การเกิด fasciation 
- การชะลอหรือการลดการเกิดจ านวนดอก  
- การเพิ่มจ านวนดอก 
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- การเปล่ียนสีของดอก 
- เกิดการร่วงหลน่ของดอก 
- เกิดการเปล่ียนแปลงรูปแบบ จ านวนของกลีบดอกและเกสรตวัผู้  
- การเพิ่มโอกาสการเป็นหมนั 

3) ผลท่ีเกิดตอ่ราก (roots) 
- มีโอกาสเกิดการยบัยัง้หรือกระตุ้นการเจริญของรากได้ขึน้อยู่กบัขนาดความแรง

ของรังสีท่ีได้รับ โดยสว่นใหญ่ถ้าได้รับขนาดความแรงของรังสีสงูจะเกิดการยบัยัง้ 
- มีโอกาสเกิดรากพิเศษ (adventitious root) ซึ่งเป็นรากท่ีงอกออกตามข้อล าต้น 

โดยการเกิดรากพิเศษนีม้กัจะเกิดได้ในกรณีท่ีเกิดอาการบวมของล าต้น 
4) ผลท่ีเกิดตอ่ใบ (leaves) 
ใบของพืชท่ีได้รับรังสีส่วนใหญ่แล้วมักจะถูกกระตุ้นให้เกิดการเปล่ียนแปลงของสี 

รูปแบบและลวดลายของใบ หรือเกิดก้อนเนือ้ได้ในบริเวณท่ีได้รับความเสียหาย นอกจากนีย้ังมี
ลกัษณะอ่ืน ๆ ท่ีมีโอกาสเกิดและเห็นได้ชดัเจนเช่น การเพิ่มจ านวนของขนใบ เกิดลกัษณะของแผ่น
ใบมีรูปร่างไมเ่รียงสม ่าเสมอ เกิดการหลดุร่วงของใบก่อนท่ีจะโตเตม็ท่ี  

การชะลอหรือยับยัง้การเจริญของพืชพบว่ามีความสัมพันธ์กับ metabolism และ 
action ของ auxins โดยสามารถบ่งชีไ้ด้ว่า ionizing radiation สามารถลดระดับปริมาณของ 
auxins และหรือ ลดความไวของเซลล์ต่อ auxins ร่วมด้วย โดยการลดระดบัปริมาณของ auxins 
นัน้อาจเกิดจากการสลายตวัของ auxins โดยตรง หรืออาจเกิดจากการไปเปล่ียนแปลง enzyme 
activity ของกระบวนการ biosynthesis หรือ metabolism ของ auxins พืชแต่ละชนิดจะมีกลไก
อย่างไรจ าเป็นต้องท าการศึกษาวิจยั ยกตวัอย่างเช่นงานวิจยัของ Miyuki Momiyama และคณะ 
ท าการศึกษาโดยการให้รังสีกับเมล็ดข้าวโพดท่ีก าลงังอก พบว่าเม่ือผ่านไปเป็นเวลา 3 วนั พืชท่ี
ได้รับรังสีแกมมาในขนาดต ่ากว่า 1 กิโลเกรย์ จะเห็นผลการยบัยัง้การเจริญของ coleoptiles แบบ
ชัว่คราว จากการทดลองศึกษาถึงกลไกท่ีรังสีแกมมาสามารถกระตุ้นให้เกิดการยบัยัง้การเจริญ
แบบชัว่คราวนีพ้บว่า ความไวของ cell coleoptiles ต่อ auxins (indole-3-acetic acid หรือ IAA) 
ไม่เปล่ียนแปลงเม่ือเทียบกับกลุ่ม control แต่พบว่าเกิดจากระดับของ IAA ท่ีบริเวณปลาย 
coleoptiles ลดลง ซึ่งท าการศกึษาตอ่ว่าการลดลงนีเ้กิดจากกลไกอะไร พบว่ารังสีแกมมาจะท าให้ 
IAA ท่ีอยู่ในรูปสารละลายสลายตวัได้อย่างชัดเจน แต่ IAA ท่ีอยู่ในเนือ้เย่ือพืชคือบริเวณปลาย 
coleoptiles นัน้ไม่เปล่ียนแปลง  และพบด้วยว่ารังสีแกมมาไม่มีผลตอ่การเปล่ียนแปลงโครงสร้าง
ของ IAA ในรูปแบบของ free IAA เป็น conjugated IAA ซึ่งท าให้สรุปผลการศกึษาว่า สาเหตท่ีุท า
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ให้ระดับของ IAA ลดลงนัน้น่าจะเกิดจากการเปล่ียนของกระบวนการ IAA biosynthesis หรือ
ขบวนการ catabolism(16) 

5.3 ผลของรังสีแกมมาต่อ oxidative stress และ ระบบป้องกัน (antioxidant)  
พืชมักต้องเผชิญกับสิ่งท้าทายของสภาวะแวดล้อมและสภาวะกดดันต่าง ๆ เช่น 

ความแห้งแล้ง ความเค็ม สภาวะอุณหภูมิต ่า และรังสี ซึ่งทัง้หมดนีจ้ะส่งผลต่อการเจริญและการ
พฒันาของพืช 

รังสีแกมมาจะเหน่ียวน าให้เกิด oxidative stress จากการก่อให้เกิดการสร้างอย่าง
มากของ reactive oxygen species (ROS) เช่น superoxide anion radical (O2

•-) และ hydroxyl 
radical (OH•) เป็นต้น สารเหล่านีจ้ะไปท าปฏิกิริยาอย่างรวดเร็วกบัโครงสร้างและหมู่ฟังก์ชนัของ
สารอินทรีย์ได้แก่โปรตีน ไขมนั และกรดนิวคลิอิก ซึ่งจะส่งผลรบกวนตอ่กระบวนการเมตาบอลิซึม
ของเซลล์(11) 

ผลของการเกิด oxidative stress ท่ีส าคญัประการหนึ่งคือการท่ีเซลล์ถูกท าลายให้
เสียหายโดย  hydroxyl radical ซึ่ง ionizing radiation (รังสีก่อไอออน) จะท าให้เกิด hydroxyl 
radical ได้ 2 ทาง คือ 

1) เกิดได้โดยตรงจากไปท าปฏิกิริยาออกซิเดชันกับโมเลกุลของน า้ เรียกว่าเกิด 
ปฏิกิริยา water radiolysis 

2) เกิดได้โดยอ้อมจากกระบวนการเกิด ROS  
Water radiolysis(17) เป็นปฏิกิริยาท่ีรังสีจะเข้าไปท าอันตรกิริยาโดยตรงกับโมเลกุล

ของน า้ท่ีมีอยู่ในร่างกาย อนัตรกิริยาหลกัท่ีเกิดขึน้คือ excitation และ ionization ได้ผลิตภณัฑ์เป็น 
ionized water molecules (H2O+) และ hydrogen radical (H•) และ OH• รวมทัง้ H2O2 ซึง่สามารถ
เขียนได้ดงัสมการ 

 

 H2O     Ionizing Radiation    e-
aq , OH•, H•, HO2

•, H3O+, OH-, H2O2, H2 
 

กลไกการเกิดจะแบง่ออกเป็น 3 ระยะ คือ 
1) Physical stage ใช้เวลาประมาณ 1 femtosecond พลังงานของรังสีกระทบกับ

โมเลกุลของน า้ท าให้เกิดโมเลกุลของน า้ ท่ีอยู่ในสภาวะถูกกระตุ้ นเ รียกว่า excited water 
molecules (H2O*) และโมเลกุลของน า้ เ กิดการแตกตัวเ ป็นไอออนได้เ ป็น ionized water 
molecules (H2O+) และ sub-excitations electrons (e-) 
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2) Physic-chemical stage ใช้เวลาประมาณ 10-15-10-12 s เป็นระยะท่ีเกิดปฏิกิริยา
ตอ่เน่ืองตามมาท่ีส าคญัคือ 

ion-molecule reaction  : H2O+ + H2O        H3O+ + OH• 
dissociative relaxation  : H2O*       OH• + H• 
thermalization of sub excitation electrons (salvation of electrons) : e-       e-

aq 
3) chemical stage ใช้เวลาประมาณ 10-12-10-6 s สารต่าง ๆ ท่ีเกิดขึน้ในระยะท่ี 2 

จะเกิดปฏิกิริยาต่อเน่ืองโดยท าปฏิกิริยากันเองและท าปฏิกิริยากบัสารอ่ืนท่ีละลายอยู่ ปฏิกิริยาท่ี
ส าคญัเชน่ 

 H• + H•       H2 
 H• + OH•        H2O 
 OH• + OH•       H2O2 
 e-

aq + OH•       OH- 
 e-

aq + H3O+       H2O + H• 
 H• + H2O2       H2O + OH• 
ปริมาณของผลิตภณัฑ์แตล่ะชนิดท่ีเกิดขึน้จะขึน้อยู่กบัปัจจยัตา่ง ๆ เชน่ พลงังานของ

รังสี หรือคา่ pH กลไกทัง้ 3 ขัน้ตอนนีแ้สดงดงัภาพท่ี 2(17) 
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ภาพประกอบ 2 ภาพแสดงกลไกการเกิด water radiolysis 
 

ท่ี มา :  Le Caer S. (2011). Water Radiolysis: Influence of oxide surfaces on H2 
production under ionizing radiation.  Water. 3: 239 
 

นอกจาก OH• ท่ีเกิดโดยตรงจากปฏิกิริยา water radiolysis จะเห็นว่ามีปฏิกิริยา
ตอ่เน่ืองท่ีเกิดขึน้ซึ่งท าให้เกิด ROS ตวัอ่ืนตามมา โดยตวัท่ีส าคญัท่ีสดุคือ H2O2 เน่ืองจากสามารถ
เกิดปฏิกิริยาตอ่ท าให้เกิด OH• ได้อีก  

ปริมาณและอตัราการเกิด ROS นัน้จะถกูควบคมุโดยระบบ antioxidant ในเซลล์ ซึ่ง
ในเซลล์พืชจะมีระบบ antioxidant แบบ enzymatic และ non-enzymatic โดย enzymatic 
antioxidant ท่ี ส าคัญ คือ  superoxide dismutase (SOD), peroxidase, catalases (CAT) และ 
glutathione reductase เป็นต้น ส่วน non-enzymatic antioxidant ท่ีส าคัญได้แก่ Glutathione 
(GSH), L-ascorbic acid, tocopherols carotenoids และ สารกลุ่ม phenolic compound เช่น 
anthocyanins, flavonoids, isoflavonoids, tannins, coumarins เป็นต้น 
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5.4 ผลของรังสีแกมมาต่อ bioactive agent 
จากงานวิจัยต่าง ๆ เก่ียวกับผลของรังสีแกมมาต่อสารส าคญัของพืช  พบว่ามีการ

ทดลองหลายรูปแบบเร่ิมตัง้แต่ตวัอย่างพืชท่ีใช้ก็มีหลายชนิดเช่น ตวัอย่างท่ีได้จากการเพาะเลีย้ง
เนือ้เย่ือทัง้รูปแบบ callus และ plantlet ตวัอย่างเมล็ดพืช ตวัอย่างท่ีเป็นส่วนยอดของพืช เป็นต้น 
จุดประสงค์ของการใช้รังสีแกมมาในการทดลองอาจจะใช้เพ่ือเป็นตัวกระตุ้ นให้เกิดการสร้าง
สารส าคญั หรือใช้เป็นสิ่งก่อการกลายเพ่ือดสูารส าคญัท่ีเกิดขึน้ในพืชท่ีมีการกลายเกิดขึน้ 

ผลการตอบสนองพบว่าเน่ืองจากรังสีมีกลไกหลกัท าให้เกิด oxidative stress เกิดชึน้ 
ท าให้ส่วนใหญ่แล้วเม่ือพืชได้รับรังสี จะตอบสนองโดยใช้ระบบ antioxidant ของพืช ซึ่งส่วนหนึ่งท่ี
ส าคัญคือการสร้างสารท่ีมีคุณสมบัติเป็น non-enzymatic antioxidant มาก าจัดอนุมูลอิสระท่ี
เกิดขึน้ ดังนัน้จึงมีโอกาสท่ีจะเห็นสารกลุ่มนีเ้กิดขึน้ ซึ่งสารท่ีมีคุณสมบัติเป็น non-enzymatic 
antioxidant ได้แก่ Glutathione (GSH), L-ascorbic acid, tocopherols carotenoids และ สาร
กลุม่ phenolic compound เชน่ anthocyanins, flavonoids, isoflavonoids, tannins, coumarins 
เป็นต้น ส าหรับสารท่ีไม่มีฤทธ์ิเป็น antioxidant โดยตรง เช่น alkaloid อาจจะถูกสร้างขึน้ได้เพ่ือ
ตอบสนองตอ่ความเครียดอ่ืน ๆ ท่ีเกิดขึน้ หรืออาจจะถกูสร้างขึน้เพ่ือปกป้องไม่ให้เซลล์ถกูท าลาย
จาก by product ท่ีได้จากกระบวนการต้านออกซิเดชนั ทัง้นีต้วัอยา่งงานวิจยัท่ีเก่ียวกบัผลของรังสี
แกมมาตอ่ bioactive agent มีดงันี ้

1) B.Y. Chung และคณะ ท าการศึกษาผลของรังสีแกมมา ต่อการสร้างสารส าคญั 
shikonin ในเซลล์เพาะเลีย้งของพืช Lithospermum erythrorhizon S. โดยท าการฉายรังสีแกมมา
ให้กบั callus ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือส่วนรากของพืชท่ีปริมาณรังสี 0, 12, 16 และ 32 เกรย์ 
จากนัน้ท าการเพาะเลีย้งในรูปแบบ suspension culture ใน bioreactor และวัดสารส าคัญ 
shikonin ท่ีผลิตได้ พบว่ากลุ่มท่ีได้รับรังสีขนาดปริมาณ 16 เกรย์ สามารถผลิต shikonin ได้มาก
ท่ีสดุคือ 4 เท่าของกลุ่ม control รองลงมาคือกลุ่ม 2 เกรย์  ได้ 2.4 เท่า และ กลุ่ม 32 เกรย์ ได้ 1.8 
เท่า สอดคล้องกับผลของการวัดค่า enzyme activity ท่ีเก่ียวข้องกับการสร้าง shikonin คือ รังสี
แกมมาท าให้ enzyme activity ของ PHB geranyltransferase เพิ่มขึน้ และท าให้ enzyme activity 
ของ PHB glucosyltransferase เปล่ียนแปลงเล็กน้อย ซึง่การเพิ่มขึน้และลดลงของเอนไซม์ทัง้สอง
ตามล าดบัจะท าให้มีการสร้าง shikonin ได้สงู สามารถสรุปได้ว่ารังสีแกมมาสามารถช่วยเพิ่มการ
สร้างสาร shikonin ได้อยา่งมีประสิทธิภาพ(18) 

2) Min Young Kim และคณะ ท าการศึกษาปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในพืช
ส้มท่ีถกูเหน่ียวน าให้กลายพนัธุ์โดยรังสีแกมมา โดยน าส่วนยอดของพืช Citrus unshiu Marc. cv. 
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Miyagawa อายุ 1 ปี ท าการฉายรังสีท่ีปริมาณ 120 เกรย์ จากนัน้น ายอดท่ีผ่านการฉายรังสีและ
ไมไ่ด้ฉายรังสีไปทาบบนก่ิงของต้น C. aurantium L. ท่ีอาย ุ1 ปี เชน่กนั เลีย้งให้เจริญเตม็ท่ีและเก็บ
ผลท าการตรวจวิเคราะห์สารส าคญัท่ีเปลือกและเนือ้ผล ซึ่งผลส้มท่ีได้จะมีการแบ่ง เป็นกลุ่มตาม
ลักษณะการกลายได้ 4 กลุ่ม โดยพบว่าปริมาณสาร flavonoids ได้แก่ naringin, hesperidin, 
narirutin และ rutin ในเนือ้และเปลือกของผลส้มท่ีมีลกัษณะกลายจะสงูกว่ากลุ่ม control ยกเว้น
เฉพาะปริมาณ rutin ของกลุม่การกลายท่ี 1 และ 3 จะมีปริมาณน้อยกวา่กลุม่ control(19) 

3) Sumira Jan และคณะ ท าการศกึษาผลของรังสีแกมมาตอ่การเจริญและการสร้าง
สาร psoralen ของพืช Psoralea corylifolia L. โดยท าการฉายรังสีให้กับเมล็ดท่ีปริมาณ 2.5, 5, 
10, 15 และ 20 กิโลเกรย์ จากนัน้น าไปเลีย้งให้เจริญ แล้ววดัคา่ความสงู plant biomass ขนาดของ
ใบ จ านวนใบ จ านวนก่ิง จ านวนเมล็ด น า้หนักของเมล็ด 100 เมล็ด ท่ี 3 ระยะคือ ระยะ pre 
flowering (45 วัน) ระยะ flowering (90 วัน) และระยะ post flowering (135 วัน) รวมทัง้วัด
ปริมาณสารส าคญั  psoralen ท่ีใบและราก ทัง้ 3 ระยะ และสดุท้ายวดัปริมาณสารในเมล็ด พบว่า
ในกลุ่มท่ีได้รับปริมาณของรังสีในชนาดต ่าคือ 2.5, 5 และ 10 กิโลเกรย์ จะมีผลในการกระตุ้นการ
เจริญ ส่วนในขนาดปริมาณท่ีสูงคือ 15 และ 20 กิโลเกรย์ การเจริญจะลดลง ส่วนปริมาณ
สารส าคญั psoralen พบว่าปริมาณจะสูงท่ีสุดในกลุ่ม 20 กิโลเกรย์ คือ 7.56% เม่ือเทียบกับกลุ่ม 
control ท่ี 0.23%(20) 

4) M.S.Abdel-Hady และคณะ ท าการศึกษาผลของรังสีแกมมาและ gibberellic 
acid ตอ่การงอกและการสร้างสาร alkaloid ของพืชท่ีเจริญขึน้มาในรุ่นท่ี 1 และรุ่นท่ี 2 โดยน าเมล็ด
มาฉายรังสีแกมมาท่ีปริมาณ 0, 50, 110 และ 150 เกรย์ จากนัน้น าแต่ละกลุ่มไปจุ่มแช่ใน
สารละลาย gibberellic acid ความเข้มข้น 0, 20, 40, 60, 80, 100 และ 120 มิลลิกรัม/ลิตร ท าการ
วดัคา่ %การงอก เป็นคา่ %การงอกของ M1 generation น าเมล็ดท่ีได้จากพืช M1 ท่ีมี phenotype 
2 แบบ คือ เมล็ดสีแดง (เป็นลกัษณะกลาย) และเมล็ดสีด า (ลกัษณะปกต)ิ มาจุม่แชใ่น gibberellic 
acid ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร วัดค่า %การงอกของ M2 generation จากนัน้ท าการวัด
ปริมาณ alkaloid จากใบแห้งของพืช M1 (กลุ่ม control) เทียบกับ M1กลุ่มท่ีมีลกัษณะกลายของ
ลักษณะทางสัณฐาน และ M2 (กลุ่ม control) เทียบกับ M2 ท่ีมีลักษณะกลายของลักษณะทาง
สณัฐาน เช่นเดียวกนั พบว่าการงอกของเมล็ดเพิ่มขึน้ตามปริมาณของรังสีจนสงูสดุท่ีปริมาณ 110 
เกรย์ และจะเร่ิมลดลงท่ีปริมาณรังสี 150 เกรย์ ส่วนการงอกของ M2 พบว่าเมล็ดสีแดงซึ่งเป็น
ลกัษณะกลายจะดีกว่าเมล็ดสีด าซึ่งเป็นสีปกติท าให้สามารถแก้ปัญหาการงอกของเมล็ดได้ พบว่า
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ปริมาณ alkaloid ของพืชท่ีมีลกัษณะกลายของทัง้ M1 และ M2 จะมีปริมาณสงูกว่ากลุ่ม control 
ของแตล่ะรุ่นประมาณ 2 เทา่(21) 
6. HPLC (High performance liquid chromatography) 

 6.1 หลักการท างานของเคร่ือง HPLC 
HPLC (High performance liquid chromatography) เ ป็นค า ท่ี ใ ช้ เ รี ยกทั ง้ ช่ื อ

เคร่ืองมือและเทคนิคการวิเคราะห์ ท่ีใช้ส าหรับการวิเคราะห์สารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ ทัง้เชิง
คณุภาพและเชิงปริมาณ สามารถวิเคราะห์สารหลายชนิดท่ีผสมกนัได้พร้อมกนั โดยอาศยัหลกัการ
ของโครมาโตกราฟี ประกอบด้วยเฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) เป็นของเหลวพาสารเข้าสู่เฟสนิ่ง 
(stationary phase) ซึ่งเรียกว่าคอลัมน์ อาศัยความชอบจับกับ mobile phase และ stationary 
phase ได้ต่างกัน ส่งผลให้สารเคล่ือนท่ีออกจาก stationary phase ได้ต่างกัน ท าให้เกิดการแยก
ขึน้ โดยในการวิเคราะห์ต้องสามารถแยกสารผสมออกจากกนัได้อย่างสมบรูณ์ และสารแตล่ะชนิด
จะเคล่ือนท่ีเข้าสูเ่คร่ืองตรวจวดั (detector) ตามล าดบั โดยจะแสดงผลเป็นกราฟความสมัพนัธ์ของ
เวลา (แกนนอน) กบัสญัญาณทางไฟฟ้า (แกนตัง้) เรียกวา่โครมาโตแกรม(22) 

 6.2 องค์ประกอบของ HPLC 
องค์ประกอบหลกัของเคร่ือง HPLC แสดงดงัภาพท่ี 3 
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ภาพประกอบ 3 ภาพเเสดงองค์ประกอบหลกัของเคร่ือง HPLC 
 

ท่ีมา: Waters. Isocratic and gradient LC system operation. Retrieved October 19, 
2017, from URL: http://www.waters.com/waters/en_US/Identifying-and-Quantitating-
Compounds/nav.htm?cid=10049064&locale=101 

 
6.2.1 สารละลายตัวชะ (mobile phase) เป็นสารละลายท่ีใช้ในการพาสารให้

เคล่ือนท่ี มีความส าคญัตอ่ระบ HPLC มาก เป็นส่วนท่ีมีผลกระทบตอ่การแยกโดยตรง สารละลาย
ท่ีใช้นีไ้ด้แก่ organic solvent และ aqueous solution ซึ่งอาจจะเป็นน า้ สารละลายบฟัเฟอร์ หรือ
สารละลายเกลือก็ได้ องค์ประกอบและอัตราส่วนของสารละลายมีความแตกต่างกัน ขึน้อยู่กับ
ระบบหรือแบบของการแยก 

6.2.2 เคร่ืองสูบ (pump) เป็นส่วนของเคร่ืองมือท่ีท าหน้าท่ีดดูสารละลายตวัชะจาก
ภาชนะบรรจุเข้าสู่ระบบ คือส่วนฉีดสาร คอลมัน์ ส่วนตรวจวดั และผ่านท่อทิง้สารลงขวดทิง้สาร 
โดยจะควบคมุการเคล่ือนท่ีของสารสารละลายตวัชะในอตัราเร็วท่ีก าหนด โดยอาจจะเป็นระบบ 
isocratic elution ท่ีอตัราส่วนของสารละลายตวัชะจะคงท่ีตลอดเวลา หรือจะเป็นการท างานใน
แบบ gradient elution ท่ีจะมีการเปล่ียนแปลงอตัราสว่นของสารละลายตวัชะตามเวลาท่ีก าหนด 

6.2.3 ระบบฉีดสาร (injector) ท าหน้าท่ีฉีดตวัอยา่งเข้าระบบสูค่อลมัน์ 
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6.2.4 คอลมัน์ (stationary phase) มีลกัษณะเป็นแทง่หรือทอ่ โดยมีเฟสคงท่ีบรรจอุยู่
ภายใน ซึ่งคอลมัน์นีเ้ป็นส่วนส าคญัในการท าให้เกิดการแยกของสารผสมตามหลกัการโครมาโตก
ราฟี 

6.2.5 ส่วนตรวจวดั (detector) เป็นอปุกรณ์ของระบบท่ีตอ่กบัส่วนปลายของคอลมัน์ 
เพ่ือรองรับของเหลวท่ีออกมาจากคอลมัน์ โดยตรวจวดัสญัญาณของแตล่ะสารท่ีออกมาก่อนเข้าสู่
ระบบประมวลข้อมูล และปรากฏเป็นโครมาโตแกรมของแต่ละสาร โดยเคร่ืองตรวจวัดท่ีใช้กับ 
HPLC มีหลายชนิด เชน่ 

เคร่ืองตรวจวดัชนิดอลัตราไวโอเลตวิสิเบิล เป็นเคร่ืองตรวจวดัท่ีนิยมใช้มากท่ีสุด วดั
การดดูกลืนแสงของสารในช่วงยวีูและวิสิเบลิ โดยปัจจบุนันีมี้ชนิดท่ีเรียกว่า diode array detector 
(DAD) สามารถก าหนดค่าความยาวคล่ืนของแสงได้ไม่จ ากัด สามารถสแกนยูวีและแสดง
สเปกตรัมเป็นภาพสามมิติ นอกจากนีก็้มีเคร่ืองตรวจวดัชนิดฟลูออเรสเซนซ์ เคร่ืองตรวจวดัชนิดอิ
เล็กโทรเคมิคลั เคร่ืองตรวจวดัชนิดรีแฟรดโทมิเตอร์ และเคร่ืองตรวจวัดชนิดแมสสเปกโทรเมตรี 
เป็นต้น 

 
7. กระบวนการสร้างสาร L-DOPA ในพืช 

กระบวนการสังเคราะห์ L-DOPA ในพืชเก่ียวข้องกับวิถีชีวสังเคราะห์ท่ีส าคัญคือ 
aromatic amino acid biosynthesis pathway ซึ่งเป็นกระบวนการสร้างสาร aromatic amino 
acid ท่ีส าคญัของพืชสามชนิ คือ L-tryptophan, L-phenylalanine และ L-tyrosine ซึ่งสารส าคญั
ทัง้สามชนิดนีน้อกจากจะใช้เป็นส่วนประกอบส าคญัในการสงัเคราะห์โปรตีนแล้ว ยงัใช้เป็นสารตัง้
ต้นในการสร้างสารประกอบทุติยภูมิ (secondary metabolite) ซึ่งเป็นสารท่ีมีความจ าเป็นต่อพืช
ส าหรับการเจริญและการป้องกันพืชจากสิ่งแวดล้อมต่าง ๆ ตวัอย่างสารประกอบทุติยภูมิท่ีมีการ
สร้างมาจากสาร aromatic amino acid เช่น alkaloids, flavonoid, lignin, lignan เป็นต้น รวมทัง้
สาร L-DOPA ท่ีมี L-tyrosine เป็นสารตัง้ต้นด้วย(23) 

กระบวนการสร้างสาร aromatic amino acid นี ้สามารถแบง่ออกได้เป็นสองขัน้ตอน คือ 
ขัน้ตอนท่ีหนึ่ง เป็นกระบวนการ shikimate pathway ซึ่งกระบวนการนีจ้ะท าให้ได้สารตัง้ต้นคือ 
chorismate และขัน้ตอนท่ีสอง สารตัง้ ต้น chorismate เ กิดกระบวนการต่อไปได้สาร L-
tryptophan, L-phenylalanine และ L-tyrosine(23, 24) ทัง้นีภ้าพท่ี 4(23) จะแสดงขัน้ตอนการสาร
สงัเคราะห์สาร aromatic amino acid และสารสารประกอบทตุยิภมูิตา่ง ๆ ท่ีเกิดขึน้ 
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ภาพประกอบ 4  ภาพแสดงกระบวนการสงัเคราะห์สาร aromatic amino acid 
และสารสารประกอบทตุิยภมูิต่าง ๆ  

 
 ท่ี ม า : Maeda H. (2012). The shikimate pathway and aromatic amino acid 

biosynthesis in plants.  Annu Rev Plant Biol. 63: 75 
 
ก ร ะบวนกา ร  shikimate pathway เ ป็ น ก ร ะบวนกา ร ท่ี น า เ อ า ส า ร ตั ง้ ต้ น คื อ 

phosphoenolpyruvate จากกระบวนการ glycolysis และสารตัง้ต้น erythrose 4-phosphate 
จากกระบวนการ pentose phosphate pathway มาท าปฏิกิริยากันโดยอาศยัเอนไซม์ตวัแรกคือ 
3-Deoxy-D-Arabino-Heptulosonate 7-Phosphate (DAHP) Synthase ไ ด้ เ ป็ น ส า ร  DAHP 
จากนัน้เกิดปฏิกิริยาโดยอาศัยเอนไซม์เป็นตัวเร่งอีก 6 ขัน้ตอน โดยเอนไซม์ตัวสุดท้ายคือ 
chorismate synthase ซึ่งจะท าการเปล่ียน 5-Enolpyruvylshikimate 3-phosphate (EPSP) ได้
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เป็นผลิตภัณฑ์ตวัสุดท้ายคือ chorismate ทัง้นีใ้นระหว่างกระบวนการมีสารตวัหนึ่งท่ีเกิดขึน้คือ 
shikimate จึง เ รียกกระบวนการนีว้่า  shikimate pathway(23) โดยขัน้ตอนทัง้  7 ขัน้ตอนของ
กระบวนการนีแ้สดงดงัภาพท่ี 5(25) 

 

 
 

ภาพประกอบ 5  ภาพแสดงกระบวนการ shikimate pathway 
 

 ท่ี มา :Tzin V. (2010, Nov). New insights into the shikimate and aromatic amino 
acids biosynthesis pathways in plants.  Molecular Plant. 3(6): 957    

 
  สารตัง้ต้น chorismate จะเกิดปฏิกิริยาต่อเน่ืองเพ่ือเปล่ียนเป็นสาร aromatic amino 

acid โดยแบ่งออกเป็น 2 สายใหญ่ คือ สายของการสร้าง tryptophan และสายของการสร้าง 



  32 

tyrosine กับ phenylalanine การสร้าง tryptophan นัน้ chorismate จะถูกเปล่ียนแปลงโดย
เอนไซม์ตวัแรกคือ anthranilate synthase ได้เป็น anthranilate จากนัน้เกิดการเปล่ียนแปลงอีก 5 
ขัน้ตอน จนได้เป็น tryptophan ส าหรับการสร้าง tyrosine กับ phenylalanine นัน้จะอยู่ในสาย
ใหญ่เดียวกัน โดยเร่ิมจาก chorismate จะถูกเอนไซม์ chorismate mutase (CM) เปล่ียนให้เป็น 
prephenate จากนัน้ prephenate จะถูกเอนไซม์ prephenate aminotransferase (PAT) เปล่ียน
ให้เป็น arogenate ซึ่ง arogenate นีจ้ะถูกเปล่ียนแปลงต่อโดยสามารถเปล่ียนเป็น tyrosine โดย
เอนไซม์ arogenate dehydrogenase หรือถกูเปล่ียนเป็น phenylalanine โดยเอนไซม์ arogenate 
dehydratase(23, 25) ส าหรับการสร้าง tyrosine ในพืชนัน้ มีรายงานวา่พืชสว่นใหญ่จะสร้าง tyrosine 
โดยอาศยัเอนไซม์ arogenate dehydrogenase ตามกระบวนการท่ีกล่าวมานี ้แตก็่มีพืชบางชนิด
เช่น Glycine max และ Medicago truncatula ซึ่งอยู่ในวงศ์ Leguminoseae จะสร้าง tyrosine 
จากอีกทางหนึ่ง คืออาศัยเอนไซม์ prephenate dehydrogenase เป็นตัวส าคัญท่ีจะเปล่ียน 
prephenate เป็น p-hydroxyphenylpyruvate ซึ่งจะเปล่ียนเป็น tyrosine ต่อไป(26) กระบวนการ
สร้าง aromatic amino acid นีแ้สดงดงัภาพท่ี 6(25) 

 

 
 

ภาพประกอบ 6 ภาพแสดงกระบวนการสร้าง tryptophan, tyrosine และ 
phenylalanine จาก chorismate 

 
 ท่ีมา :  Tzin V. (2010). New insights into the shikimate and aromatic amino acids 

biosynthesis pathways in plants.  Molecular Plant. 3(6): 957    
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 จากกระบวน  shikimic acid pathway (shikimate pathway) จะ ไ ด้สารตั ง้ ต้ น คือ 
chorismic acid (chorismate) สารตัง้ต้นนีจ้ะเกิดการเปล่ียนแปลงต่อจนได้ L-tyrosine ตามท่ี
กลา่วมา ซึง่ L-tyrosine นีจ้ะถกูเอนไซม์ tyrosine hydroxylase เปล่ียนแปลงเป็น L-DOPA ในท่ีสดุ
(27) กระบวนการเกิด L-DOPA นีแ้สดงดงัภาพท่ี 7(27) 
 

 
 

ภาพประกอบ 7 ภาพแสดงกระบวนการเกิด L-DOPA 
 

ท่ีมา:  Ricardo Soares A. (2014). The role of L-DOPA in plants. Plant Signal Behav. 
9:e28275-2 
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8. ทฤษฎีและหลักการของเทคนิคการท าพีซีอาร์ 
เทคนิคส าคญัเทคนิคหนึ่งในการศกึษาทางด้านพนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีของยีน คือ

การเพิ่มปริมาณยีนหรือดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาลกูโซ่ (polymerase chain reaction, PCR) โดยทัว่ไป
มีวตัถปุระสงค์เพ่ือการสงัเคราะห์ให้ได้ยีนหรือดีเอ็นเอท่ีต้องการและเพิ่มขยายจ านวนดงักล่าวให้
ได้จ านวนมาก นอกจากนีย้งัสามารถใช้ในการคดัแยกยีนหรือดีเอ็นเอท่ีต้องการออกจากยีนหรือดี
เอ็นเออ่ืน ๆ ได้ เน่ืองจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์จะต้องอาศยัดีเอ็นเอไพรเมอร์ซึง่ต้องมีล าดบันิวคลี
โอไทด์จ าเพาะกับล าดบันิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอแม่แบบ หากออกแบบไพรเมอร์ให้จ าเพาะกับดี
เอ็นเอท่ีต้องการก็จะเกิดการสงัเคราะห์เฉพาะดีเอ็นเอท่ีต้องการเทา่นัน้  

เทคนิคการท าพีซีอาร์ ค้นพบครัง้แรกโดย Kary Mullis และคณะในปี 1983 โดยใช้
หลกัการเลียนแบบการถ่ายแบบดีเอ็นเอ (DNA replication) ท่ีเกิดขึน้ในสิ่งมีชีวิต โดยดีเอ็นเอซึ่ง
เป็นเกลียวคูจ่ะคลายเกลียวออกจากกนัได้ดีเอ็นเอสายเด่ียวสองสาย ท าหน้าท่ีเป็นแมแ่บบของการ
สงัเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม ่จากนัน้เอนไซม์ดีเอ็นเอพอลีเมอเรส (DNA polymerase) จะชว่ยท าให้
ดีเอ็นเอสายใหม่ยาวออกไปโดยจะน าเบสหรือนิวคลีโอไทด์ ได้แก่ อะดีนีน (adenine) กัวนีน 
(guanine) ไธมีน (thymine) และไซโทซีน (cytosine) เข้ามาเติมตามชนิดคูเ่บสในดีเอ็นเอแม่แบบ
(28) 

สว่นประกอบท่ีจ าเป็นในการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ ได้แก่(28) 
1) ดีเอ็นเอแมแ่บบ (DNA template) 
2) โอลิโกนิวคลีโอไทด์ ไพรเมอร์ (Oligonucleotide primer) อยา่งน้อย 1 คู ่
3) ดีออกซีนิวคลีโอไทด์ (deoxynucleotides, dNTPs) ทัง้ 4 ชนิด ได้แก่อะดีนีน 

กวันีน ไธมีน และไซโทซีน 
4) เอนไซม์ดีเอ็นเอพอลีเมอเรส (DNA polymerase) ชนิดทนความร้อนได้ 
5) บฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมส าหรับการท างานของเอนไซม์ 

ในการท าพีซีอาร์ส่วนผสมทัง้หมดจะถูกผสมรวมกันอยู่ในหลอดทดลอง โดยต้องอาศยั
ปฏิกิริยาท่ีตอ่เน่ืองหลาย ๆ รอบ ซึง่แตล่ะรอบจะประกอบด้วย 3 ขัน้ตอนคือ 

1) ขัน้ตอน denaturation เป็นขัน้ตอนการท าให้ดีเอ็นเอสายคูแ่ยกเป็นสายเด่ียวโดย
อาศยัความร้อนท่ีอณุหภมูิประมาณ 90-95 องศาเซลเซียส 

2) ขัน้ตอน primer annealing เป็นขัน้ตอนท่ีมีการลดอุณหภูมิลงมาท่ีประมาณ 45-
60 องศาเซลเซียส เพ่ือให้ไพรเมอร์สามารถเกาะติดกบัดีเอ็นเอต้นแบบสายเด่ียวตรงต าแหนง่เบสคู่
สม 
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3) ขัน้ตอน primer extension เป็นขัน้ตอนการขยายสายดีเอ็นเอโดยการต่อล าดบันิ
วคลีโอไทด์เข้ากบัไพรเมอร์โดยอาศยัเอนไซม์ดีเอ็นเอพอลีเมอเรสซึ่งปกติจะใช้อณุหภมูิท่ีประมาณ 
70-75 องศาเซลเซียส 

การออกแบบล าดบัเบสไพรเมอร์ส าหรับพีซีอาร์ 
ไพรเมอร์ (primer) เป็นโอลิโกนิวคลีโอไทด์หรือดีเอ็นเอสายสัน้ ๆ ท่ีถูกสงัเคราะห์ขึน้เพ่ือ

ใช้เป็นจดุเร่ิมต้นในการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอ โดยเบสของไพรเมอร์จะเป็นเบสคูส่มกบัเบสของดีเอ็นเอ
แม่แบบ การสงัเคราะห์ดีเอ็นเออาศยัการท างานของเอนไซม์ดีเอ็นเอพอลีเมอเรส ซึ่งท าหน้าท่ีน านิ
วคลีโอไทด์เข้ามาเรียงตอ่กนัเพ่ือท าให้สายดีเอ็นเอยาวขึน้ โดยใช้ดีเอ็นเอสายเดมิเป็นแม่แบบ และ
การท างานของเอนไซม์นีจ้ าเป็นต้องมีไพรเมอร์เป็นจุดเร่ิมต้น ดงันัน้ไพรเมอร์มีความส าคญัต่อ
ความส าเร็จของการท าพีซีอาร์มาก การออกแบบไพรเมอร์ท่ีถูกต้องจะท าให้ได้ผลผลิตดีเอ็นเอ
เปา้หมายท่ีต้องการ 

การท าพีซีอาร์ต้องใช้ไพรเมอร์ 1 คู่ โดยไพร์เมอร์หนึ่งมีล าดบัเบสเป็นคู่สมกับดีเอ็นสาย
หนึ่ง (ก าหนดเป็นสายเชนซ์) อีกไพรเมอร์หนึ่งมีล าดับเบสเหมือนกับดีเอ็นเอสายเชนซ์นี ้ทัง้นี ้
ข้อแนะน าในการเลือกและออกแบบไพร์เมอร์ได้แก่(28) 

1) ความยาวของไพรเมอร์ 
ไพรเมอร์ควรมีความยาวอยู่ในช่วง 18-30 เบส หากไพรเมอร์สัน้เกินไปจะลดความ

เฉพาะเจาะจงในการจบักบัดีเอ็นเอแมแ่บบ หากยาวเกินไปก็จะจบักบัดีเอ็นเอแมแ่บบได้ยาก 
2) คา่ความร้อนท่ีท าให้ดีเอ็นเอหลอม (melting temperature, Tm) 
ค่าความร้อนท่ีท าให้ดีเอ็นเอหลอมเป็นอุณหภูมิท่ีท าให้คร่ึงหนึ่งของดีเอ็นเอคลาย

เกลียวเป็นดีเอ็นเอสายเด่ียว ซึง่คูข่องไพรเมอร์ควรมีคา่ Tm ใกล้เคียงกนัหรือเท่ากนัเพราะจะท าให้
การเกาะของไพรเมอร์ทัง้สองกบัดีเอ็นเอแมแ่บบเกิดขึน้ในอตัราเท่ากนั โดยทัว่ไปไพรเมอร์ควรมีคา่ 
Tm มากกวา่ 50 องศาเซลเซียส 

3) จ านวนเบสกวันีนและไซโทซีนในไพรเมอร์ (GC content) 
ไพรเมอร์ควรมีจ านวนเบสกัวนีนและไซโทซีนรวมกันคิดเป็นร้อยละ 45-55 ของ

จ านวนเบสทัง้หมด เน่ืองจากพนัธะท่ีเกิดจากเบสกวันีนและไซโทซีนจะมีความแข็งแรงกวา่พนัธะท่ี
เกิดจากเบสอะดีนีนและไธมีน การมี GC content ท่ีเหมาะสมจะท าให้การจบัคู่ระหว่างไพรเมอร์
กบัดีเอ็นเอแมแ่บบเกิดขึน้ได้อยา่งเฉพาะเจาะจง 

4) ล าดบัเบสของไพรเมอร์ 
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ควรหลีกเล่ียงล าดบัเบสของไพรเมอร์ไม่ให้เป็นคู่สมกันเองเพราะอาจจะจับกันเอง
ระหวา่งไพรเมอร์ และต้องระวงัไม่ให้ล าดบัเบสในไพรเมอร์สายเดียวกนัท่ีปลาย 3/ และ 5/ เป็นคูส่ม
กนั เพราะอาจจะจบักนัเองภายในสายของไพรเมอร์ (self-annealing) 

 
9. การศึกษาระดับการแสดงออกของยีนโดยวัดระดับ mRNA 

การศึกษาระดบัการแสดงออกของยีนโดยวดัระดบั mRNA ส าหรับตวัอย่างพืชสามารถ
ท าได้โดยประกอบด้วยกระบวนการคือ การสกัด RNA จากพืช การสร้างคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ 
และการวดัปริมาณ mRNA ด้วยการท า Polymerase Chain Reaction 

9.1 การสกัด RNA จากตัวอย่างพืช 
การสกดั RNA ในสิ่งมีชีวิตตา่ง ๆ จะมีหลกัการเดียวกนัประกอบด้วยขัน้ตอนคือ การ

ท าให้เซลล์แตกเพ่ือปลดปลอ่ยองค์ประกอบตา่ง ๆ ออกจากเซลล์ การแยกองค์ประกอบของเซลล์ท่ี
แตกให้เหลือเฉพาะ RNA โดยการก าจดัสิ่งปนเปือ้น เชน่ ดีเอ็นเอ และโปรตีน ออกจาก RNA 

วิธีการสกัด RNA จากพืชท่ีดีต้องเร่ิมจากวิธีการเก็บและรักษาตัวอย่างพืชโดยใช้ 
liquid nitrogen เป็นสิ่งส าคญัในการเก็บรักษาตวัอยา่ง โดยแนะน าวา่เม่ือท าการเก็บเก่ียวตวัอย่าง
พืชแล้วต้องรีบน าตัวอย่างไปจุ่มแช่ใน liquid nitrogen โดยเร็วท่ีสุด ทัง้นีเ้พ่ือท าการยับยัง้การ
แสดงออกของ mRNA จากการเกิดบาดแผลของเนือ้เย่ือพืชจากการเก็บเก่ียว โดยระหวา่งท่ีรอสกดั 
RNA ตวัอยา่งพืชต้องเก็บในถงั liquid nitrogen หรือตู้แช ่-80 องศาเซลเซียส ข้อส าคญัอีกประการ
หนึง่ส าหรับการสกดั RNA คือการปอ้งกนั RNA เสียสภาพจากเอนไซม์ RNase ซึง่เป็นเอนไซม์ยอ่ย 
RN โดยเอนไซม์นีมี้ความเสถียรภาพมาก สามารถพบได้ทัว่ไปเชน่บนมือของผู้ปฏิบตัิงาน อปุกรณ์
เคร่ืองแก้วต่าง ๆ ดังนัน้จ าเป็นต้องสวมถุงมือยางตลอดเวลา และก าจัดเอนไซม์ RNase บน
อุปกรณ์ต่าง ๆ ด้วยการผ่านการ autoclave หรือใช้สารละลาย diethyl pyrocarbonate ช่วยล้าง
ก าจดัเอนไซม์ 

ขัน้ตอนการท าให้เซลล์พืชแตกส่วนใหญ่จะใช้วิธีกล โดยการบดชิน้ส่วนพืชท่ีเย็นจดั
ในสภาพน า้แข็ง ด้วยโกร่งและท่ีบดภายใต้ liquid nitrogen เม่ือเซลล์แตกแล้วจะท าการสกดั RNA 
โดยจะใช้สารประกอบกวานิดิเนียมไทโอไซยาเนท ซึ่งเป็นสารท าให้โปรตีนเสียสภาพและขดัขวาง
การท างานของเอนไซม์ RNase โดยเม่ือท าการผสมกับฟีนอลและคลอโรฟอร์ม แล้วท าการป่ัน
เหว่ียง โปรตีนท่ีเสียสภาพจะตกตะกอนแยกชัน้ ส่วนดีเอ็นเอท่ีเป็นโมเลกลุขนาดใหญ่ก็จะแยกชัน้
จาก RNA ซึ่งจะอยู่ชัน้บนสุด สามารถดดู RNA ออกมาแล้วตกตะกอนด้วยเอธานอลหรือไอโซโพ
รพานอลก็จะได้ตะกอนของ RNA โดย RNA ท่ีได้นีเ้ป็น RNA ทัง้หมด ซึ่งจะประกอบด้วย rRNA 
tRNA และ mRNA 



  37 

9.2 การสร้างคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ (complementary DNA, cDNA) ด้วยรีเวิร์ส 
ทรานสคริปชัน (Reverse transcription, RT) 

เม่ือสามารถสกัดแยก RNA ออกมาจากตวัอย่างได้แล้ว สามารถน ามาเป็นต้นแบบ
ส าหรับเพิ่มปริมาณได้ แต่โมเลกุล mRNA ไม่สามารถถูกสังเคราะห์ได้โดยตรง จึงต้องเปล่ียน 
mRNA เ ป็นโมเลกุล DNA ท่ี เ ป็นคู่ เบสสมของ mRNA เ รียกว่า คอมพลีเมนทารี ดี เ อ็น เอ 
(complementary DNA, cDNA) จากนัน้โมเลกลุ cDNA จงึจะถกูสงัเคราะห์เพิ่มปริมาณได้ 

โมเลกุล RNA สามารถน ามาเป็นต้นแบบส าหรับเพิ่มปริมาณ DNA ได้ด้วย
กระบวนการรีเวิร์สทรานสคริปชัน หรือเรียกอย่างย่อว่า อาร์ที ในปฏิกิริยารีเวิร์สทรานสคริปชนั 
ประกอบดวัย RNA ต้นแบบซึ่งอาจเป็น RNA ทัง้หมด หรือท าการสกดัแยกเฉพาะ mRNA ท่ีมีพอลิ 
A (poly A) ก็ได้ ไพรเมอร์อาจเป็นไพรเมอร์ล าดบัเบสสุม่ หรือไพรเมอร์โอริโกดีที (oligo dT) dNTPs 
บฟัเฟอร์ และเอนไซม์รีเวิร์สทรานคริปเทส (reverse transcriptase) ผลผลิตจากกระบวนการรีเวิร์
สทรานสคริปชนั จะท าให้ได้ cDNA ท่ีมีล าดบัเบสเป็นคูส่มกบั mRNA จากนัน้ cDNA จะท าหน้าท่ี
เป็นต้นแบบส าหรับเพิ่มปริมาณ DNA ด้วยพีซีอาร์ โดยใช้เอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส  

9.3 การวิเคราะห์ปริมาณ mRNA โดย Polymerase Chain Reaction (PCR) 
เทคนิค PCR สามารถใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณ mRNA เป้าหมายจากตัวอย่าง 

RNA ทัง้หมดท่ีสกดัแยกจากเซลล์ท่ีศกึษา เพ่ือศกึษาการเปล่ียนแปลงการแสดงออกของยีนท่ีสนใจ 
โดยในการวิเคราะห์ปริมาณ mRNA โดยวิธี PCR ต้องมี RNA มาตรฐานท่ีต้องศึกษาเปรียบเทียบ
กบั mRNA เปา้หมาย RNA มาตรฐานนีมี้ 2 แบบ แบบแรกเป็น mRNA ธรรมชาติท่ีแสดงออกจาก
ยีนในสิ่งมีชีวิตในเนือ้เย่ือทุกชนิดตลอดเวลา ยีนในกลุ่มนีเ้รียกว่า housekeeping gene เช่น 
mRNA ข อ ง ยี น แ อ ค ที น  (actin) แ ล ะ ยี น GAPDH (glyceraldehydes-3-phosphate 
dehydrogenase) เป็นต้น RNA มาตรฐาน แบบท่ีสองเป็น RNA สังเคราะห์จากกระบวนการ
ถอดรหสัในหลอดทดลอง RNA มาตรฐานสงัเคราะห์นีส้ามารถถูกเพิ่มจ านวนได้ด้วยไพรเมอร์คู่
เดียวกับ RNA เป้าหมายแต่ออกแบบให้ผลผลิตของ PCR มีขนาดต่างจากผลผลิตของ RNA 
เปา้หมาย 

การวิเคราะห์ปริมาณ mRNA แบบท่ี RNA มาตรฐาน เป็น housekeeping gene 
เรียกว่า relative reverse transcription PCR โดยในปฏิกิริยาจะประกอบด้วยองค์ประกอบท่ี
ส าคญัคือ cDNA ท่ีได้จากการท ารีเวิร์สทรานสคริปชนัและใช้ไพรเมอร์ 2 ชดุ คือ ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะ
กับ housekeeping gene และไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกับยีนเป้าหมาย เม่ือปฏิกิริยาพีซีอาร์ด าเนินไป
ทัง้ housekeeping gene และยีนเปา้หมายจะมีปริมาณเพิ่มขึน้เม่ือน าผลผลิตท่ีได้มาวิเคราะห์ใน 
อะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรสิส และวัดความเข้มข้นของผลผลิตท่ีเกิดขึน้โดยแสดงผลว่ายีน
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เปา้หมายมีความเข้มข้นเป็นก่ีเทา่ของยีนมาตรฐาน ก็จะทราบปริมาณการแสดงออกของยีนเป็นคา่
อตัราสว่นของยีนเปา้หมายตอ่ยีนมาตรฐาน 

การวิเคราะห์ปริมาณ mRNA แบบท่ีสองท าโดยเตรียมปฏิกิริยา PCR หลายหลอด
ทดลอง แต่ละหลอดทดลองจะใส่ RNA เป้าหมายเท่ากัน ขณะเดียวกันก็จะใส่ RNA มาตรฐาน
สงัเคราะห์ท่ีแปรผนัความเข้มข้นจากน้อยไปมาก ในปฏิกิริยา PCR ทัง้ mRNA เปา้หมายและ RNA 
มาตรฐานจะถกูเพิ่มปริมาณได้ด้วยไพรเมอร์คูเ่ดียวกนั จากนัน้น าผลผลิต PCR ไปวิเคราะห์ในอะ
กาโรสเจลอิเล็กโตรโฟริสิส แถบดีเอ็นเอจาก mRNA เปา้หมายจะมีขนาดตา่งจาก RNA มาตรฐาน 
ปริมาณของ mRNA เป้าหมายสามารถประมาณได้จากการเปรียบเทียบความเข้มข้นของแถบดี
เอ็นเอท่ีเท่ากันระหว่างความเข้มข้นของแถบ RNA เป้าหมายกับความเข้มข้นของแถบ RNA 
มาตรฐาน การวิเคราะห์ปริมาณ mRNA โดยวิธีนีเ้รียกวา่ competitive RT-PC



 

 
บทที่ 3 

วิธีการด าเนินงานวิจัย 
 

1. วัสดุ อุปกรณ์ เคร่ืองมือและสารเคมี 
1.1 อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 

1) เคร่ือง HPLC (Waters, USA)       
2) เคร่ืองระเหยแห้งแบบไนโตรเจน (Organomation Associates, USA) 
3) อา่งน า้ความถ่ีสงู (Branson, USA) 
4) ตู้อบร้อน (Memmert, Germany) 
5) เคร่ืองบดป่ันสมนุไพร 
6) แร่ง No. 180 (Endecotts, England) 
7) เคร่ือง centrifuge (Labnet, USA) 
8) Vacuum manifold (Waters, USA) 
9) Sep-Pak silica 500 mg (Waters, USA) 
10) คอลมัน์ Luna Omega Polar C18 (Phenomenex, USA) 
11) Nylon membrane filter (Vertical, Thailand) 
12) Syringe filter (Vertical, Thailand) 
13) เคร่ืองแก้ว 
14) เคร่ืองชัง่ทศนิยม 5 ต าแหนง่ (Mettler Toledo, USA) 
15) เคร่ืองกรองสญุญากาศ 
16) Disposable syringe 1 ml (Nipro, Thailand) 
17) เคร่ืองนึง่ฆา่เชือ้ (Hirayama, Japan) 
18) ตู้แช ่-80 องศาเซลเซียส (Binder, Germany) 
19) PCR thermocycle (Techne, UK) 
20) Real-time PCR Cycler รุ่น qTOWER3G (Analytik Jena, Germany) 
21) UV/Vis spectrophotometer รุ่น ScanDrop2 (Analytik Jena, Germany) 
22) โกร่งและท่ีบด 
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1.2 วัตถุดบิและสารเคมี 
1) เมล็ดหมามุย่อินเดีย 
2) สารมาตรฐาน L-DOPA (Sigma-Aldrich, USA) 
3) Acetonitrile (Fisher Chemical, UK) 
4) Formic acid (Fisher Chemical, UK) 
5) น า้กลัน่ 
6) น า้ส าหรับ HPLC 
7) sterile distilled water 
8) MS basal medium (Sigma-Aldrich, USA) 
9) 6-benzyladenine (Sigma-Aldrich, USA) 
10) methanol (Fisher Chemical, UK) 
11) ethanol (Duksan, Korea) 
12) ชดุสารเคมีในการแยกสกดั RNA (RBC Bioscience, Taiwan) 
13) ชดุสารเคมีในการสงัเคราะห์ cDNA (Qiagen, Germany) 
14) ชดุสารเคมีส าหรับ polymerase chain reaction (Roche, Switzerland) 
15) liquid nitrogen 
16) dosimeter 
 

2. วิธีการวิจัย 
2.1 การพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์สาร L-DOPA ในตัวอย่างใบหมามุ่ยอินเดีย 

2.1.1 การเตรียมวตัถดุบิใบหมามุย่อินเดีย 
1) น าตวัอย่างใบอ่อนจากการเพาะเมล็ดหรือเก็บจากต้นมาล้างท าความสะอาด 

ตากผึง่ลมให้แห้ง 
2) น าใบแห้งอบในตู้อบร้อนท่ีอณุหภมูิ 50 ๐C 
3) บดป่ันใบแห้งให้ละเอียดด้วยเคร่ืองบดป่ันสมนุไพร 
4) น าผงใบแห้งผา่นแร่ง No. 180 

2.1.2 พฒันาวิธีการสกดัตวัอยา่งใบหมามุย่อินเดีย 
พัฒนาวิธีการสกัดโดยวิธี ultrasound assisted extraction (UAE) และใช้ตัวท า

ละลายเป็น acetonitrile : น า้ : formic acid ( 50 : 50 : 1) 
2.1.3 พฒันาวิธีการเตรียมตวัอยา่งสารสกดัใบหมามุย่อินเดีย 
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พฒันาวิธีการเตรียมตวัอย่างสารสกดัด้วยวิธี solid phase extraction (การสกดัด้วย
สารสกัดของแข็ง) โดยทดลองเลือกกลไกการสกัดท่ีเหมาะสมทัง้จุดประสงค์แบบ reversed 
phase, normal phase หรือ ion-exchange  

2.1.4 พฒันาระบบการตรวจวิเคราะห์โดย HPLC 
ท าการพัฒนาโดยเลือกใช้ชนิดของ column และ mobile phase แบบ reversed 

phase และ normal phase ท่ีเหมาะสม 
2.1.5 ตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ (method validation) 
ท าการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ท่ีได้ในหัวข้อต่าง ๆ คือ specificity, 

linearity, range, accuracy, precision, detection limit และ quantitation limit 
2.2 การฉายรังสีแกมมาต่อเมล็ดหมามุ่ย 

น าเมล็ดหมามุ่ยอินเดียไปท าการฉายรังสีแกมมา  ณ สถาบนัเทคโนโลยีนิวเคลียร์
แห่งชาติ (องค์การมหาชน) อ าเภอองครักษ์ โดยตวัเคร่ืองฉายรังสีแกมมาท่ีใช้ต้นก าเนิดรังสีเป็น
โคบอลต์-60 จ านวนทัง้หมด 6 แท่ง ซึ่งในช่วงเวลาท่ีท าการศึกษา (พ.ศ. 2561) มีความแรง
ประมาณ 20,000 ครีู และมีอตัรารังสี (dose rate) อยู่ท่ีประมาณ 115 เกรย์/ชม. ส าหรับการฉาย
รังสีเมล็ดหมามุ่ยนีจ้ะใช้ Alanine pellets dosimeters (FWT50, Far West Technology, Inc., 
USA) เป็นตวัวดัปริมาณรังสีท่ีได้รับ และแบง่กลุ่มตวัอย่างออกเป็น 5 กลุ่มตามปริมาณรังสีท่ีได้รับ
ดงันี ้  

กลุม่ 1 เป็นกลุม่ control ไมไ่ด้รับการฉายรังสี 
กลุม่ 2 ได้รับการฉายรังสีแกมมาท่ีปริมาณ 200 เกรย์ 
กลุม่ 3 ได้รับการฉายรังสีแกมมาท่ีปริมาณ 300 เกรย์ 
กลุม่ 4 ได้รับการฉายรังสีแกมมาท่ีปริมาณ 400 เกรย์ 
กลุม่ 5 ได้รับการฉายรังสีแกมมาท่ีปริมาณ 500 เกรย์ 

2.3 การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อแบบ plantlet จากเมล็ดหมามุ่ยอินเดีย 
น าเมล็ดพืชจากข้อ 2.2 มาท าการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือแบบ plantlet โดยใช้วิธีการท่ี

ดดัแปลงจากวิธีของ M. Faisal(29) ดงันี ้
2.3.1 ขัน้ตอนการเตรียมพืช 

1) น าเมล็ดหมามุย่อินเดียมาล้างในน า้สะอาดจ านวน 2 รอบ ซบัเมล็ดให้แห้ง 
2) น าไปฟอกฆ่าเชือ้โดยใช้สารละลาย 15%ไฮเตอร์®ในน า้ (ให้ปริมาณคลอรีน 

0.9%) ท่ีผสมกบั Tween-20 1-2 หยด จ านวน 2 รอบ รอบละ 10 นาที 
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3) น าเมล็ดมาล้างด้วยน า้กลัน่ท่ีผ่านการนึ่งฆ่าเชือ้แล้ว จ านวน 3 รอบ แล้วซบั
เมล็ดให้แห้งโดยใช้กระดาษท่ีผา่นการนึง่ฆา่เชือ้ 

4) น าเมล็ดไปเพาะบน Murashige and Skoog (MS) basal medium 
8) ท าการตดัสว่นยอดออ่นของต้นของพืชท่ีงอกมาใช้เป็น explants 

2.3.2 การเพาะเลีย้งกระตุ้นให้เกิดยอด (shoot induction) 
ท าการเพาะเลีย้งโดยใช้ MS medium ผสมกับ 6-benzyladenine (BA) 1.125 

มิลลิกรัม/ลิตร สภาวะการเพาะเลีย้งท่ี 24±2 ๐C ภายใต้แสงขาว 16 ชัว่โมงตอ่วนั 
2.4 การตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร L-DOPA ในตัวอย่างที่ ได้จากการเพาะเลีย้ง
เนือ้เยื่อพืช 

น าตวัอย่างพืชท่ีได้จากข้อ 2.3.2 มาท าการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณสาร L-DOPA 
ตามวิธีท่ีได้จากข้อ 2.1 

2.5 การตรวจวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีนเป้าหมาย 
2.5.1 ศกึษาข้อมลูเลือกยีนเปา้หมายท่ีเก่ียวข้องกบัการสร้างสาร L-DOPA  

เบือ้งต้นเลือกศกึษายีนเปา้หมายเป็นยีน dopadecarboxylase gene (ยีน DDC) 
และเลือก housekeeping gene เป็นยีน 18S ribosomal RNA (ยีน 18S) 

2.5.2 ออกแบบไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมกบัยีนเปา้หมายและ housekeeping gene 
2.5.3 ท าการสกดั RNA ทัง้หมด (total RNA)  

ท าการสกดั RNA ทัง้หมด (total RNA) จากตวัอย่างต้นอ่อนหมามุ่ยอินเดีย โดย
ใช้ชุดสารเคมีในการสกัด RNA เป็นชุด Total RNA Extraction Kit ของ บริษัท RBC Bioscience 
โดยมีขัน้ตอนดงันี ้

1) เตรียมโกร่งท่ีใช้บดตวัอยา่งพืชให้เย็นจดัโดยใช้ liquid nitrogen 
2) น าตวัอย่างพืชประมาณ 100 มิลลิกรัม มาบดในโกร่งให้เป็นผงด้วย liquid 

nitrogen แล้วใส่ RB buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงไปบดผสมให้เข้ากัน เม่ือตัวอย่างเร่ิม

ละลายให้ใส ่β-mercaptoethanol ลงไป 5 ไมโครลิตร บดผสมให้เข้ากนั 
3) ดดูสารละลายในข้อ 2 ใส่ใน microcentrifuge tube แล้วตัง้ทิง้ไว้ 5 นาที บน

น า้แข็ง จากนัน้น าไปป่ันเหว่ียง ท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบ/นาที เพ่ือแยกกากออก 
4) น าสว่นใสในข้อ 3 ใสใ่น tube ท่ีเรียกวา่ filter column set แล้วป่ัน centrifuge 

ท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 2 นาที จากนัน้ดดูส่วนใสใน microcentrifuge tube 
แล้วเตมิ ethanol จ านวนคร่ึงหนึง่ของปริมาตรสว่นใสลงไปป่ันผสมให้เข้ากนั 
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5) น าสารละลายในข้อ 5 ใส่ ใน tube ท่ี เ รียกว่า  RB column set แล้ว ป่ัน 
centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที นาน 2 นาที จากนัน้ให้ทิง้ส่วนใสท่ีอยู่ใน collection 
tube ของ RB column set และใส ่collection tube กลบัคืน  

6) ใส่ R-W1 buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ลงใน RB column set แล้วป่ัน 
centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วทิง้ส่วนใสพร้อมกับใส่ 
collection tube กลบัคืนเหมือนเดมิ 

7) ใส่ R-Wash buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ลงใน RB column set แล้วป่ัน 
centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วทิง้ส่วนใส่พร้อมกับใส่ 
collection tube กลบัคืน จากนัน้ป่ัน centrifuge อีกรอบนาน 3 นาที 

8) น าสว่น column ใสใ่น microcentrifuge tube อนัใหม ่แล้วหยอด RNase free 
water ปริมาตร 30 µL ลงตรงกลาง column matrix ตัง้ทิง้ไว้ 3 นาที แล้วป่ัน centrifuge ท่ีความเร็ว
รอบ 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที แล้วเก็บ RNA ท่ีถกู elute ออกมา วิเคราะห์คณุภาพ RNA และ
ตรวจสอบความบริสทุธ์ิด้วยการวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 260 280 และ 320 นาโนเมตร แล้วน าไป
เก็บรักษาไว้ท่ีตู้  -80 oC 

2.5.4 ท าการสงัเคราะห์ cDNA โดยใช้ชดุสารเคมีในการสงัเคราะห์ cDNA 
RNA ท่ีสกัดได้จะถูกสงัเคราะห์เป็น cDNA โดยใช้ชุดสารเคมีส าหรับสงัเคราะห์ 

cDNA เป็นชดุ Omniscript RT Kit ของบริษัท QIAGEN โดยมีขัน้ตอนดงันี ้
1) ตัง้ละลาย template RNA, Oligo-dT primer (10 ไมโครโมลาร์), 10x buffer 

RT, dNTP Mix (5 ไมโครโมลาร์) และ RNase-free water บนน า้แข็ง 
2) น าส่วนผสมต่าง ๆ มาเตรียมเป็นสารละลาย Master mix จ านวน 15.5 

reaction ส าหรับใช้กบั template RNA จ านวน 15 ตวัอยา่ง ตามสตูรข้างลา่ง 
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 ปริมาตร 1 reaction 
(ไมโครลิตร) 

ปริมาตร 15.5 reaction 
(ไมโครลิตร) 

10x buffer RT 2 31 
dNTP Mix (5 ไมโครโมลาร์) 2 31 
Oligo-dT primer (10 ไมโครโมลาร์) 2 31 
Omniscript Reverse 
Transcriptase 

1 15.5  

RNase-free water 3 46.5  
รวมปริมาตรทัง้หมด 10 155  

 
3) เตรียม template RNA แต่ละตวัอย่าง ให้ได้ความเข้มข้นของ RNA เป็น 500 

นาโนกรัม ใน 10 ไมโครลิตร โดยใช้ RNase-free water เป็นสารละลายเจือจาง 
4) ผสม template RNA ท่ีเตรียมได้ในข้อ 4 กบัสารละลาย master mix ตวัอย่าง

ละ 10 ไมโครลิตร 
5) ท าการ incubate ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที จะได้ 

cDNA ท่ีต้องการโดยน าไปเก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
2.5.5 วิเคราะห์ปริมาณ mRNA ของยีนเปา้หมายด้วยวิธี Real time PCR  

น า cDNA ท่ีสัง เคราะห์ได้มาวิ เคราะห์หาปริมาณ mRNA ของยีน dopa 
decarboxylase gene (DDC) โดยใช้วิธีวิเคราะห์เทียบกบั housekeeping gene คือยีน 18S ด้วย
วิธี Real time PCR ซึ่งจะใช้ชุดสารเคมีส าหรับท าปฏิกิริยา Real time PCR เป็นชุด EXPRESS 
SYBR GreenER qPCR SuperMix Universal ของบริษัท Roche โดยมีขัน้ตอนดงันี ้

2.5.5.1 การหาคา่ประสิทธิภาพของปฏิกิริยา PCR (Amplification efficiency,E) 
ของ primer 

1) น าตวัอยา่ง cDNA ท่ีสงัเคราะห์ได้ทัง้หมด 15 ตวัอยา่ง (กลุม่ control กลุม่รังสี 
200 เกรย์ และกลุ่มรังสี 300 เกรย์ กลุ่มละ 5 ตวัอย่าง) มาวดัความเข้มข้นด้วยเคร่ือง Nanodrop 
Spectrophotometer 

2) น าตวัอยา่ง cDNA ตวัอยา่งละ 2 µL มาผสมรวมกนัท าเป็นสารละลาย cDNA 
mix พร้อมกับค านวณความเข้มข้นแล้วน าไปเตรียมเป็นสารละลายเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 7 
ระดบัจ านวน 2 ชุด คือชุดท่ี 1 ความเข้มข้น 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.81 และ 3.90 นา
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โนกรัม/ไมโครลิตร ส าหรับทดสอบยีน DDC และชุดท่ี 2 ความเข้มข้น 6.25, 1.25, 0.25, 0.05, 
0.01, 0.002 และ 0.0004 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ส าหรับทดสอบยีน 18S 

3) น าส่วนผสมต่าง ๆ มาเตรียมเป็นสารละลาย Master mix จ านวนยีนละ 15 
reaction (ส าหรับใช้กบั template DNA ความเข้มข้นละ 2 ซ า้) ตามสตูรข้างลา่ง 

 
 ปริมาตร 1 reaction 

(ไมโครลิตร) 
ปริมาตร 15 reaction 

(ไมโครลิตร) 
EXPRESS SYBR GreenER qPCR 
SuperMix Universal 

5  75  

10 µM forward primer  0.2  3  
10 µM reverse primer 0.2  3  
Template DNA 4  - 
RNase-free water 0.6  9  
รวมปริมาตรทัง้หมด 10  90  

    
4) ผสม Master mix ตวัอย่างละ 6 ไมโครลิตร กบั template DNA ตวัอย่างละ 4 

ไมโครลิตร เข้าด้วยกนัใน tube ส าหรับ Real time PCR แล้วป่ัน centrifuge เล็กน้อยให้ตวัอยา่งลง
ไปนอนท่ีก้น tube 

5) น าตวัอย่างเข้าเคร่ือง Real time PCR และตัง้โปรแกรมการท างานของเคร่ือง
เป็นดงันี ้

 
Program Name Cycles Target (oC) Hold Time 

(hh:mm:ss) 

Pre-incubation 1 95 00:02:00 
Amplification 40 95 

55 
72 

00:00:15 
00:00:15 
00:00:15 

Melting Curve 1 95 
65 
97 

00:00:05 
00:01:00 

- 
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6) น าค่า CT ท่ีวัดได้ของแต่ละตวัอย่างมาสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่า log 
ของปริมาณ DNA กับค่า CT และสร้างสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐานพร้อมกับแสดงค่า r2 
(coefficient of determination) 

7) น าค่า slope ของสมการเส้นตรงมาค านวณค่า Amplification efficiency (E) 
จากสตูรข้างลา่ง 

   E = 10-1/slope 

 

2.5.5.2 การตรวจปริมาณยีน DDC และ ยีน 18S ในตวัอยา่ง cDNA  
1) น าตวัอย่าง cDNA ท่ีสงัเคราะห์ได้ทกุตวัมาเตรียมเป็นสารละลายเจือจางของ

ตวัอย่างโดยใช้ RNase-free water เป็นตวัท าละลายให้ได้ความเข้มข้น 125 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 
ส าหรับใช้กบัการวิเคราะห์ยีน DDC และเตรียมสารละลายตวัอย่างความเข้มข้น 0.25 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร อีก 1 ชดุส าหรับการวิเคราะห์ยีน 18S 

2) เตรียมสารละลาย Master mix ของยีนทัง้สองตามสตูรข้อ 1.3 ให้เพียงพอกบั
ปริมาณตวัอยา่งโดยท าการทดสอบตวัอย่างละ 3 ซ า้ 

3) ผสม Master mix ตวัอย่างละ 6 ไมโครลิตร กบั template DNA ตวัอย่างละ 4 
ไมโครลิตร เข้าด้วยกนัใน tube ส าหรับ Real time PCR แล้วป่ัน centrifuge เล็กน้อยให้ตวัอยา่งลง
ไปนอนท่ีก้น tube 

4) น าตวัอย่างเข้าเคร่ือง Real time PCR และตัง้โปรแกรมการท างานของเคร่ือง
ตามข้อ 1.5  

5) น าคา่ CT ท่ีวดัได้มาค านวณหาปริมาณการแสดงออกของยีนตามวิธีท่ีเรียกวา่ 
The Pfaffi Method ตามสตูรดงันี ้

 

 Ratio  =  
(Etarget)∆CT,target(calibrator−test)

(Eref)∆CT,ref(calibrator−test)  
 

Etarget คือคา่ Amplification efficiency ของยีนเปา้หมาย (ยีน DDC) 
Eref      คือคา่ Amplification efficiency ของ housekeeping gene (ยีน 18S) 
∆CT, target(calibrator − test)    เทา่กบั CT ของยีนเปา้หมายในกลุม่ควบคมุ

ลบด้วย CT ของยีนเปา้หมายในกลุม่ฉายรังสี 
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∆CT, ref(calibrator − test)  เท่ากับ CT ของยีน housekeeping gene ใน
กลุม่ควบคมุลบด้วย CT ของ housekeeping gene ในกลุม่ฉายรังสี



 

บทที่ 4  
ผลการด าเนินงานวิจัย 

 
1. ผลของรังสีแกมมาต่อการงอกของเมล็ดหมามุ่ยอินเดียบนอาหารสูตร MS 

เมล็ดพืชท่ีผ่านการล้างและฟอกฆ่าเชือ้แล้ว เม่ือน าไปเพาะบน Murashige and Skoog 
(MS) basal medium พบว่าเมล็ดจะเร่ิมงอกเม่ือระยะเวลาประมาณ 5 วัน เม่ือดูค่าสัดส่วนการ
งอก (percent) ของเมล็ด ท่ีระยะเวลา 14 วัน พบว่ากลุ่มควบคุมมีการงอกท่ีดีท่ีสุดอยู่ท่ี 85% 
รองลงมาคือกลุม่ท่ีได้รับรังสี 200 เกรย์ (กลุม่ 200 เกรย์) และกลุม่ท่ีได้รับรังสี 300 เกรย์ (กลุม่ 300 
เกรย์) มีสดัสว่นการงอกอยูท่ี่ 75% และ 65% ตามล าดบั สว่นกลุม่ท่ีได้รับรังสี 400 เกรย์ (กลุม่ 400 
เกรย์) และกลุ่มท่ีได้รับรังสี 500 เกรย์ (กลุ่ม 500 เกรย์) พบว่ามีสดัส่วนการงอกท่ีต ่าคือ 30% และ
40% ตามล าดบั โดยข้อมลูการงอกนีแ้สดงเป็นกราฟเปรียบเทียบสดัสว่นการงอกดงัภาพท่ี 8 

 

 
 

ภาพประกอบ 8 กราฟแสดงสดัส่วนการงอกของเมล็ดบนอาหารสตูร MS ท่ี
ระยะเวลา 14 วนั 

 
เม่ือดูลักษณะภายนอกของต้นท่ีงอกจากเมล็ดท่ีระยะเวลา 14 วัน พบว่ากลุ่มควบคุม 

และกลุม่ 200 เกรย์ ลกัษณะของต้นท่ีงอกออกมาจะมีรากจ านวนมาก มีใบเขียวใหญ่ และล าต้นสงู
ตรง แต่กลุ่ม 300 เกรย์  กลุ่ม 400 เกรย์ และกลุ่ม 500 เกรย์ ต้นท่ีงอกออกมาจะมีรากน้อย และ
ความสงูของต้นก็จะลดลง ซึ่งลกัษณะภายนอกของต้นหมามุ่ยอินเดียท่ีงอกออกมาจากเมล็ดของ
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แตล่ะกลุ่มแสดงดงัตารางท่ี 3 และภาพตวัอย่างต้นหมามุ่ยอินเดียท่ีได้จากการเพาะเมล็ดของแต่
ละกลุม่แสดงดงัภาพท่ี 9 และ ภาพท่ี 10 

 
ตาราง 3 แสดงลกัษณะภายนอกของต้นท่ีงอกจากเมล็ดบนอาหารสตูร MSท่ีระยะเวลา 14 วนั 
 

ตัวอย่าง ลักษณะภายนอกของต้น 

กลุม่ควบคมุ 
 200 เกรย์ 
300 เกรย์ 

 
400 เกรย์ 

 
500 เกรย์ 

มีรากจ านวนมาก ลกัษณะใบเขียวใหญ่ ล าต้นตรงสงู 
มีรากจ านวนมาก ลกัษณะใบเขียวใหญ่ ล าต้นตรงสงู 
มีรากน้อย ลกัษณะใบเขียว ความสงูต้นลดลงเม่ือเทียบกบักลุม่
ควบคมุ 
มีรากน้อย ลกัษณะใบเขียว ความสงูต้นลดลงเม่ือเทียบกบักลุม่
ควบคมุ 
มีรากน้อย ลกัษณะใบเขียว ความสงูต้นลดลงเม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ 
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ภาพประกอบ 9 ภาพแสดงต้นหมามุ่ยอินเดียท่ีได้จากการเพาะเมล็ดกลุ่ม
ควบคมุ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 10 ภาพแสดงต้นหมามุ่ยอินเดียท่ีได้จากการเพาะเมล็ด 
กลุ่ม 200 เกรย์ 300 เกรย์ 400 เกรย์ และ 500 เกรย์ 

200 เกรย์ 300 เกรย์ 400 เกรย์ 500 เกรย์ 
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2. ผลของรังสีแกมมาต่อการเจริญของต้นอ่อนหมามุ่ยอินเดียบนอาหารสูตร MS ที่เตมิ 
BA 1.125 มิลลิกรัม/ลิตร 

น าต้นท่ีงอกจากเมล็ดท่ีอายุ 14 วัน ดังตัวอย่างภาพท่ี  9 มาท าการตัดยอดอ่อนไป 
subculture บนอาหารสูตร MS ท่ีเติม BA 1.125 มิลลิกรัม/ลิตร โดยท่ีระยะเวลา 14 วันท าการ
บนัทกึการแตกยอดและลกัษณะความผิดปกตขิองต้น พบวา่กลุม่ควบคมุ กลุม่ 200 เกรย์ และกลุม่ 
300 เกรย์ มีการแตกยอดประมาณ 2-3 ยอด มีลกัษณะใบเขียวปกติ และล าต้นตัง้ตรง ส่วนกลุ่ม 
400 เกรย์ และกลุ่ม 500 เกรย์ นัน้พบว่า มีจ านวนการแตกยอดเพียง 1 ยอด มีใบเหลืองดา่ง และ
ได้ต้นท่ีงอไมส่งู โดยข้อมลูแตล่ะกลุม่แสดงดงัตารางท่ี 4 

 
ตาราง 4 แสดงการแตกยอดและลกัษณะความผิดปกตขิองต้นออ่นท่ีระยะเวลา 14 วนั 
 

กลุ่มตัวอย่าง จ านวนการแตกยอด ลักษณะความผิดปกต ิ

กลุม่ควบคมุ 

 200 เกรย์ 

300 เกรย์ 

400 เกรย์ 
 

500 เกรย์ 

3±0.8 
3±1.5 
2±0.8 

0.8±0.3 
 

1±0.5 

ลกัษณะใบเขียวปกติดี ล าต้นตรง 
ลกัษณะใบเขียวปกติดี ล าต้นตรง มี 1 ต้นท่ีใบดา่ง 
ลกัษณะใบเขียวปกติดี ล าต้นตรง มี 1 ต้นท่ีใบดา่ง 
ลกัษณะใบเหลืองดา่งเป็นสว่นใหญ่ ล าต้นเร่ิมงอ
และไมส่งู การแตกยอดเพียง 1 ยอด 
ลกัษณะใบเหลืองดา่งเป็นสว่นใหญ่ ล าต้นเร่ิมงอ
และไมส่งู การแตกยอดเพียง 1 ยอด 

 
ท่ีระยะเวลาประมาณ 1 เดือน ของการเลีย้งบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม BA 1.125 

มิลลิกรัม/ลิตร จะได้ต้นอ่อนสมบูรณ์ดงัภาพท่ี 11 ซึ่งจะสามารถท าการเก็บตวัอย่างไปทดสอบได้
เฉพาะกลุม่ควบคมุ กลุม่ 200 เกรย์ และกลุม่ 300 เกรย์ เทา่นัน้ สว่นกลุม่ 400 เกรย์ และกลุม่ 500 
เกรย์ เน่ืองจากต้นมีลกัษณะแคระแกร็นไมเ่จริญ โดยเม่ือท าการวดัน า้หนกัสดและน า้หนกัแห้งของ
ต้นออ่น พบวา่กลุม่ 200 เกรย์ และกลุม่ 300 เกรย์ จะมีน า้หนกัรวมของตวัอย่าง (จ านวนกลุม่ละ 8 
ตวัอยา่ง) มากกวา่กลุ่มควบคมุ โดยกลุม่ 200 เกรย์ จะมีน า้หนกัสดและน า้หนกัแห้งมากท่ีสดุ ทัง้นี ้
น า้หนกัของตวัอยา่งแตล่ะกลุม่แสดงดงัตารางท่ี 5 
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ภาพประกอบ 11 ภาพแสดงต้นหมามุ่ยอินเดียท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ 
 

ตาราง 5 แสดงน า้หนกัของต้นหมามุย่อินเดียท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ 
 

กลุ่ม น า้หนักสด (g) น า้หนักแห้ง (mg) 

กลุม่ควบคมุ 

กลุม่ 200 เกรย์ 

กลุม่ 300 เกรย์ 

1.81  

3.20  

2.45  

175.23  

325.22  

252.55  

 
3. ผลของรังสีแกมมาต่อปริมาณสาร L-DOPA ในต้นอ่อนหมามุ่ยอินเดีย 

น าตวัอย่างผงแห้งของต้นอ่อนท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือกลุ่ม control กลุ่ม 200 
เกรย์ และกลุม่ 300 เกรย์ มาท าการตรวจวิเคราะห์ตามวิธีท่ีพฒันาได้และผ่านการตรวจสอบความ
ถกูต้องของวิธีแล้ว ซึง่จะกลา่วในหวัข้อท่ี 2 ของผลการด าเนินการวิจยั โดยจะท าการตรวจวิเคราะห์
จ านวนกลุม่ละ 3 ซ า้ ค านวณหาปริมาณสาร L-DOPA ในตวัอยา่งโดยใช้กราฟมาตรฐาน ซึง่เตรียม
โดยใช้สารมาตรฐาน L-DOPA ความเข้มข้นในช่วง 0.005 – 0.1 mg/mL ท่ีระดับ 0.005, 0.01, 
0.025, 0.05, 0.075 และ 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดยกราฟมาตรฐานแสดงดงัภาพท่ี 12 
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ภาพประกอบ 12 กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน L-DOPA 
 

ผลการตรวจวิเคราะห์พบว่าตวัอย่างกลุ่ม 200 เกรย์ และ กลุ่ม 300 เกรย์ มีความเข้มข้น
ของปริมาณสาร L-DOPA มากกว่ากลุ่ม control อย่างชัดเจนประมาณ 1 เท่าตวั โดยกลุ่ม 200 
เกรย์ และ กลุ่ม 300 เกรย์ จะมีคา่ความเข้มข้นของสาร L-DOPA ใกล้เคียงกนัคือ 1.44 และ 1.49 
%w/w สว่นกลุม่ control มีคา่ความเข้มข้นของสาร L-DOPA เทา่กบั 0.67 %w/w โดยผลการตรวจ
วิเคราะห์แสดงดงัตารางท่ี 6 และโครมาโตแกรมของตวัอยา่งทัง้ 3 กลุม่แสดงดงัภาพท่ี 13 

 
ตาราง 6 แสดงผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร L-DOPA ในตวัอยา่ง 
 

ตัวอย่าง ความเข้มข้นของ L-DOPA (%w/w) %RSD (n=3) 

กลุม่ control 

กลุม่ 200 เกรย์ 

กลุม่ 300 เกรย์ 

0.67 

1.44 

1.49 

1.38 

0.89 

1.58 
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ภาพประกอบ 13 ภาพเเสดงโครมาโตแกรมของตวัอย่างทัง้ 3 กลุ่ม 
 

เม่ือค านวณปริมาณสาร L-DOPA ทัง้หมดท่ีได้จากแตล่ะกลุม่โดยคดิจากปริมาณน า้หนกั
ตวัอย่างและความเข้มข้นของ L-DOPA ในตวัอย่าง จะพบว่ากลุ่ม 200 เกรย์ ได้ปริมาณสาร L-
DOPA มากกว่ากลุ่มควบคุมถึง 300% และกลุ่ม 300 เกรย์จะได้สาร L-DOPA มากกว่ากลุ่ม
ควบคมุ 220% โดยจะแสดงผลเปรียบเทียบปริมาณ L-DOPA ของแตล่ะกลุม่ตวัอยา่งดงัภาพท่ี 14 
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ภาพประกอบ 14 กราฟแสดงปริมาณ L-DOPA ของแต่ละกลุ่มตวัอย่าง 
 
4. ผลการพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์สาร L-DOPA ในตัวอย่างต้นอ่อนหมามุ่ยอินเดีย 

ด าเนินการพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์ L-DOPA ในตัวอย่างท่ีได้จากการเพาะเลีย้ง
เนือ้เย่ือ โดยท าการดดัแปลงวิธีการสกัดตวัอย่างจากวิธีของ Hasegawa และคณะ ซึ่งเป็นวิธีการ
หาปริมาณสาร L-DOPA ในตวัอย่างผลิตภัณฑ์เสริมอาหารยาเม็ดและยาแคปซูลเมล็ดหมามุ่ย
อินเดีย  โดยใช้วิ ธีการสกัดแบบ ultrasound assisted extraction (UAE) เ ม่ือได้วิ ธีการสกัด
ตวัอยา่งท่ีเหมาะสมแล้วก็ท าการพฒันาวิธีการเตรียมตวัอย่างก่อนการตรวจวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค 
solid phase extraction (SPE)เพ่ือให้ตวัอย่างสารสกัดมีความบริสุทธ์ิมากขึน้ ลดสารรบกวนใน
การตรวจวิเคราะห์ ซึ่งการตรวจวิเคราะห์จะใช้ระบบ HPLC-DAD ท่ีท าการพฒันาระบบให้มีความ
เหมาะสมกับตวัอย่าง โดยผลการพฒันาวิธีการตรวจวิเคราะห์สาร L-DOPA ในตวัอย่างต้นอ่อน
หมามุย่อินเดีย แบง่ได้เป็น วิธีการตรวจวิเคราะห์ท่ีพฒันาได้ และผลการตรวจสอบความถกูต้องวิธี
วิเคราะห์ดงันี ้
4.1 วิธีการตรวจวิเคราะห์สาร L-DOPA ในตัวอย่างต้นอ่อนหมามุ่ยอินเดียที่ได้จากการ
เพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 

วิธีการตรวจวิเคราะห์สาร L-DOPA ในตัวอย่างต้นอ่อนหมามุ่ยอินเดียท่ีพัฒนาได้ มี
ขัน้ตอนดงันี ้
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4.1.1 การเตรียมตัวอย่างวัตถุดบิให้อยู่ในรูปผงแห้ง 
น าตวัอย่างต้นอ่อนท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือมาล้างท าความสะอาดด้วยน า้ 

น าไปตากผึ่งลมให้แห้งแล้วน าเข้าตู้อบร้อน อบท่ีอณุภูมิ 50 องศาเซลเซียส จนแห้งสนิท แล้วน าไป
บดให้ละเอียดด้วยครกหิน จากนัน้น าไปผา่นแร่งเบอร์ 180 จะได้ผงแห้งของตวัอยา่งดงัภาพท่ี 15 

 

 
 

ภาพประกอบ 15 ภาพแสดงตวัอย่างผงแห้งของต้นหมามุ่ยอินเดีย 
 

4.1.2 วิธีการสกัดตัวอย่างผงแห้ง 
ชัง่ตวัอยา่งผงแห้งจ านวน 10 มิลลิกรัม ใสล่งใน centrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

ท าการสกัดด้วยตัวท าละลายผสมเป็น acetonitrile: water: formic acid (50: 50: 1) จ านวน 2 
รอบ ๆ ละ 500 ไมโครลิตร ด้วยวิธี ultrasound assisted extraction (UAE) โดยการแช่ในอ่างน า้
ความถ่ีสงูซึ่งมีความถ่ีของเคร่ืองอยู่ท่ี 47 กิโลเฮิรตซ์ เป็นเวลา 20 นาที ท าการแยกเก็บส่วนใสแต่
ละรอบด้วยวิธีการ centrifuge เม่ือท าการสกดัครบ 2 รอบแล้วให้ท าการล้างตะกอนอีก 2 รอบ ด้วย
ตวัท าละลายเดิมรอบละ 300 ไมโครลิตร น าส่วนใสทัง้หมดมารวมกันแล้วปรับปริมาตรเป็น 2 
มิลลิลิตร ด้วย volumetric flask 

4.1.3 การเตรียมตัวอย่างสารสกัดก่อนการตรวจวิเคราะห์  
ด าเนินการเตรียมตวัอยา่งสารสกดัให้มีความบริสทุธ์ิมากขึน้ด้วยเทคนิค solid phase 

extraction (SPE) โดยเลือกใช้ SPE cartridge เป็น Sep-Pak silica ขนาด 500 มิลลิกรัม โดยมี
ขัน้ตอนดงันี ้
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1) Conditioning คือการปรับสภาวะ SPE cartridge ด้วย acetonitrile ปริมาตร 
3 มิลลิลิตร โดยระวงัไมใ่ห้ตวั packing bed ของ SPE cartridge แห้ง 

2) Sample loading คือการใส่ตวัอย่างด้วยการปิเปตตวัอย่างสารสกัดปริมาตร 
100 ไมโครลิตร ลงบนตวั packing bed ของ SPE cartridge 

3) Washing คือการชะล้างสารรบกวนออก ด้วยการใช้ acetonitrile ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร ซึง่สาร L-DOPA จะยงัคงตดิอยูบ่น packing bed ของ SPE cartridge 

4) Eluting คือการ elute สาร L-DOPA ออกจากตวั SPE cartridge โดยใช้ตวัท า
ละลายผสมเป็น methanol: water: formic acid (96: 3.5: 0.5) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ซึง่สารรบกวน
สว่นหนึง่ยงัคงตดิอยูบ่น packing bed ของ SPE cartridge ไมห่ลดุลงมาด้วย 

5) น าสารสกดัท่ี elute ออกมาได้ในข้อ 4 ไปท าให้แห้งด้วยเคร่ืองระเหยแห้งแบบ
ไนโตรเจน แล้วละลายกลบัด้วยตวัท าละลายผสมเป็น acetonitrile: water: formic acid (50 : 50 : 
1) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร โดยจะท าการกรองด้วยหัวกรอง nylon filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
ก่อนการฉีดเข้าเคร่ือง HPLC 

4.1.4 สภาวะของระบบ HPLC 
งานวิจยันีด้ าเนินการพฒันาระบบ HPLC จากวิธีของ Tushar Dhanani และคณะ ซึง่

ใช้ในการตรวจสาร L-DOPA ในตวัอย่างเมล็ดหมามุ่ยอินเดีย ท าให้ได้ระบบ HPLC ท่ีเหมาะสม
ส าหรับใช้ในการตรวจวิเคราะห์ตวัอยา่งต้นอ่อนของหมามุย่อินเดีย ดงันี ้

เคร่ือง HPLC : Acquity Ultra Performance LC (UPLC) ของบริษัท Waters   
Column: Luna Omega Polar C18 (150x2.1 mm,1.6 µm) 
Column temperature: 35 oC 
Mobile phase: 0.1% formic acid ในน า้: methanol (94.6: 5.4) ระบบ isocratic 
Flow rate: 0.25 mL/min 
Injection volume: 1 µL 
Detector: PDA detector ท่ี 280 nm 

4.2 ผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ 
ด าเนินการตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ (method validation) ของวิธีท่ีพฒันา

ได้ เพ่ือให้เกิดความเช่ือมัน่ว่าวิธีตรวจวิเคราะห์ท่ีพฒันาได้นีมี้ความเหมาะสม สามารถน าไปใช้ใน
การตรวจวิเคราะห์ตวัอย่างโดยให้ผลการตรวจวิเคราะห์ท่ีมีความถูกต้องเช่ือถือได้ โดยผลการ
ตรวจสอบความถกูต้องของวิธีมีดงันี ้
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4.2.1 ความจ าเพาะเจาะจงของวิธี (specificity) 
ท าการตรวจสอบความจ าเพาะของวิธี (specificity) โดยการเปรียบเทียบโครมาโตแก

รมของสารมาตรฐาน L-DOPA กบัของตวัอยา่ง ซึง่พบวา่มีพีคของ L-DOPA ตรงกนัท่ีคา่ retention 
time 2.027 นาที โดยพีคท่ีได้ไมมี่การรบกวนจากพีคของสารอ่ืนแตอ่ยา่งใดดงัภาพท่ี 16 
 

 

 

 

ภาพประกอบ 16 ภาพแสดงการเปรียบเทียบโครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน 
L-DOPA และของตวัอย่าง 

 
4.2.2 ความเป็นเส้นตรงของวิธี (linearity) 

ทดสอบความเป็นเส้นตรงของวิธีโดยการเติมสารมาตรฐาน L-DOPA ลงในตวัอย่าง
จ านวน 6 ระดบั ในช่วงความเข้มข้น 0.01 – 0.125 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร แล้วน าไปตรวจวิเคราะห์
ตามวิธีระดบัละ 1 ซ า้ เม่ือสร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นกบั peak area ท่ีได้ พบวา่



  59 

ในช่วงความเข้มข้น 0.01 – 0.125 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร นีไ้ด้กราฟเส้นตรงโดยมีคา่สมัประสิทธ์ิของ
ความสมัพนัธ์ (correlation coefficient, R) เทา่กบั 0.9997 ดงัภาพท่ี 17 

 

 
 

ภาพประกอบ 17 กราฟแสดงความเป็นเส้นตรงของวิธีการตรวจวิเคราะห์ 
 

4.2.3 ความเที่ยงของวิธี (precision) 
ทดสอบความเท่ียงของวิธีในรูปแบบของค่า repeatability และ ค่า intermediate 

precision โดยการทดสอบคา่ repeatability นัน้ท าโดยการตรวจวิเคราะห์ตวัอย่างเดียวกนัจ านวน 
6 ซ า้ภายในวันเดียวกัน พบว่าค่า %RSD ของผลการตรวจวิเคราะห์เท่ากับ  1.89 ส่วนค่า 
intermediate precision ท าการทดสอบโดยการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างเดียวกันวันละ 6 ซ า้อีก
จ านวน 2 วนั พบวา่คา่ %RSD ของผลการตรวจวิเคราะห์ทัง้ 3 วนั เทา่กบั 2.46 ทัง้นีผ้ลการทดสอบ
ความเท่ียงของวิธีแสดงดงัตารางท่ี 7 
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ตาราง 7 แสดงผลการทดสอบความเท่ียงของวิธีการตรวจวิเคราะห์ 
 

 วันท่ี 1 (n=6) วันท่ี 2 (n=6) วันท่ี 3 (n=6) 

Repeatability  
%Dry weight of L-DOPA (Mean± SD) 
%RSD 

 
1.87±0.02 

1.03 

 
1.90±0.03 

1.61 

 
1.82±0.03 

1.89 
Intermediate precision 
%Dry weight of L-DOPA (Mean± SD) 
%RSD 

 
1.87±0.05 

2.46 

 
4.2.4 ความแม่นของวิธี (accuracy) 

ท าการทดสอบความแม่นของวิธีโดยการเติมสารมาตรฐานลงในตวัอย่างจ านวน 3 
ระดบัคือ 0.04, 0.08 และ0.12 mg/mL ระดบัละ 3 ซ า้ แล้วท าการตรวจวิเคราะห์แต่ละตวัอย่าง
ตามวิธี ท่ีพัฒนาได้ ค านวณหาค่า % recovery ของ L-DOPA โดยผลการทดสอบพบว่าค่า 
%recovery อยูใ่นชว่ง 89 – 92% ดงัตารางท่ี 8 

 
ตาราง 8 แสดงผลการทดสอบคา่ %recovery ของวิธี 
 

Concentration after add 
standard (mg/mL) 

Concentration  
found (mg/mL) 

%Recovery %RSD (n=3) 

0.04 
0.08 
0.12 

0.0364 
0.0705 
0.1104 

91.04 
88.16 
92.04 

1.04 
0.18 
2.32 

 

4.2.5 ขีดจ ากัดของการตรวจพบ (limit of detection, LOD) 
ค่า LOD ของวิธีมีค่าเท่ากับ 0.003 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ท่ีค่า signal – to – noise 

เทา่กบั 3:1  
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4.2.6 ขีดจ ากัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantitation, LOQ) 
ค่า LOQ ของวิธีมีค่าเท่ากับ 0.005 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ท่ีค่า signal – to – noise 

เทา่กบั 10:1 

 
5. ผลการตรวจวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีนเป้าหมาย 

แบง่ผลการตรวจวิเคราะห์ระดบัการแสดงออกของ mRNA ของยีนเปา้หมาย ตามขัน้ตอน
ดงันี ้
5.1 ผลการคัดเลือกยีนเป้าหมายที่เก่ียวข้องกับการสร้างสาร L-DOPA 

จากการศึกษาข้อมูลพบว่ามีรายงานการวิจยัของ Susheel Kumar Singh และคณะ(30) 
ท าการศกึษาการปรับปรุงสายพนัธุ์หมามุ่ยอินเดียโดยใช้รังสีแกมมา เพ่ือต้องการให้ได้ปริมาณสาร 
L-DOPA ในเมล็ดท่ีสงูขึน้พร้อมกบัลดปริมาณเข็มพิษบนฝัก ซึ่งจะท าการศกึษาการแสดงออกของ
ยีน dopadecarboxylase gene ควบคูก่บัการศกึษาปริมาณสาร L-DOPA ในเมล็ดด้วย ดงันัน้ใน
การศึกษาครัง้นีจ้ึงเลือกยีนเป้าหมายเป็นยีน dopadecarboxylase gene (DDC) ซึ่งเป็นยีนท่ี
เก่ียวข้องกับกระบวนการเปล่ียน L-DOPA เป็น dopamine และเลือก housekeeping gene เป็น
ยีน 18s โดยท าการออกแบบไพรเมอร์ยีน DDC ตามข้อมูลงานวิจัยของ Susheel Kumar Singh 
และคณะ และท าการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับยีน 18s โดยใช้ข้อมลูจากฐานข้อมลูล าดบัเบสและ
ล าดบักรดอะมิโน (Gen Bank) ของ NCBI ท าให้ได้ไพรเมอร์ของยีนทัง้สองดงัข้อมลูดงัตารางท่ี 9 

 
ตาราง 9 แสดงไพรเมอร์ส าหรับสงัเคราะห์ส่วนหนึง่ของยีน DDC และยีน 18S 
 

ยนี  ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
(5'       3') 

ปริมาณG 
และ C (%) 

Tm (oC) 

DDC เซนส์ไพรเมอร์ 
แอนไทเซนส์ไพรเมอร์ 

CAA-GTT-GGG-AAG-GAG-AAG-ATA-GG 
CAA-TGG-TCC-CAC-AGG-ATC-A 

47.8 
52.6 

50.2 
58.0 

18s เซนส์ไพรเมอร์ 
แอนไทเซนส์ไพรเมอร์ 

CCT-TCG-GGA-TCG-GAG-TAA-TG 
AGC-CCC-CAA-CTT-TCG-TTC-TT 

55.0 
50.0 

62.0 
60.0 

 
5.2 ผลการสกัด RNA ทัง้หมด (total RNA) จากตัวอย่างต้นอ่อนหมามุ่ยอินเดีย 

ด าเนินการสกัด total RNA จากตัวอย่างต้นอ่อนหมามุ่ยอินเดียทัง้หมด 15 ตัวอย่าง 
(กลุม่ control กลุม่ 200 เกรย์ และกลุม่ 300 เกรย์ กลุม่ละ 5 ตวัอยา่ง) โดยน าตวัอยา่งท่ีสกดัได้ไป
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ตรวจสอบความบริสุทธ์ิและตรวจวดัปริมาณโดยการวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ี 260, 280 และ 320 
นาโนเมตรด้วยเคร่ือง Nanodrop spectrophotometer ผลการตรวจวดัแสดงดงัตารางท่ี 10 

 
ตาราง 10 แสดงผลการตรวจวดัคณุภาพของ total RNA 
 

ตัวอย่าง RNA purity (corr.) RNA concentration (corr.) 
(ng/µL) 

Raw data 

260 280 320 
Control#1 
Control#2 
Control#3 
Control#4 
Control#5 

2.16 
2.20 
2.10 
2.13 
2.19 

188.83 
266.06 
182.89 
473.99 
491.64 

1.44 
1.54 
1.62 
1.48 
1.51 

0.78 
0.84 
0.89 
0.81 
0.83 

0.00 
0.00 
0.02 
0.01 
0.04 

200 Gy#1 
200 Gy#2 
200 Gy#3 
200 Gy#4 
200 Gy#5 

2.18 
2.17 
2.17 
2.17 
2.13 

305.46 
799.81 
305.99 

1055.63 
203.62 

1.36 
1.32 
1.33 
1.46 
1.49 

0.75 
0.73 
0.74 
0.79 
0.81 

0.02 
0.03 
0.03 
0.00 
0.00 

300 Gy#1 
300 Gy#2 
300 Gy#3 
300 Gy#4 
300 Gy#5 

2.02 
2.18 
2.15 
2.12 
2.16 

178.2 
294.2 
195.7 
303.34 
588.4 

1.43 
1.48 
1.30 
1.60 
1.26 

0.78 
0.80 
0.73 
0.87 
0.70 

0.02 
0.01 
0.04 
0.02 
0.02 

 

5.3 ผลการสังเคราะห์ cDNA จาก template RNA 
จาก template RNA ตัวอย่างละ 500 ng เม่ือผ่านขัน้ตอนการสังเคราะห์ เป็น cDNA 

แ ล้ ว  น า ไ ปตร วจ วัดคว ามบ ริ สุ ท ธ์ิ แ ล ะคว าม เ ข้ ม ข้ น อี กค รั ้ง ด้ ว ย เ ค ร่ื อ ง  Nanodrop 
spectrophotometer ได้ผลดงัตารางท่ี 11 
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ตาราง 11 แสดงผลการตรวจวดัคณุภาพของ cDNA 
 

ตัวอย่าง DNA purity (corr.) ssDNA concentration (corr.) 
(ng/µL) 

Raw data 

260 280 320 
Control#1 
Control#2 
Control#3 
Control#4 
Control#5 

1.85 
1.84 
1.85 
1.84 
1.87 

949.25 
1011.55 
1051.51 
971.56 
969.67 

0.23 
0.34 
0.24 
0.61 
0.58 

0.11 
0.16 
0.12 
0.29 
0.29 

0.00 
0.01 
0.02 
0.01 
0.03 

200 Gy#1 
200 Gy#2 
200 Gy#3 
200 Gy#4 
200 Gy#5 

1.83 
1.83 
1.83 
1.84 
1.85 

884.02 
851.31 
853.41 
964.59 
981.63 

0.4 
1.01 
0.4 

1.34 
0.28 

0.2 
0.47 
0.2 

0.63 
0.15 

0.02 
0.01 
0.02 
0.02 
0.03 

300 Gy#1 
300 Gy#2 
300 Gy#3 
300 Gy#4 
300 Gy#5 

1.85 
1.85 
1.82 
1.85 
1.83 

928.04 
970.82 
833.57 

1047.44 
813.40 

0.22 
0.39 
0.26 
0.4 

0.76 

0.11 
0.19 
0.13 
0.13 
0.37 

0.00 
0.02 
0.02 
0.02 
0.03 

 

5.4 ผลการหาค่าประสิทธิภาพของปฏิกิริยา PCR (Amplification efficiency,E) ของไพร
เมอร์ 

5.4.1 ค่า amplification efficiency ของไพรเมอร์ ยีน DDC 
ผลการทดสอบพบว่าไพรเมอร์ของยีน DDC สามารถเพิ่มปริมาณ DNA จาก cDNA 

ต้นแบบ ท่ีปริมาณต่าง ๆ ในช่วง 15.625 – 1000 นาโนกรัม ได้ โดยมีค่า CT (threshold cycle) ท่ี
ได้แสดงดงัตารางท่ี 12 และได้กราฟมาตรฐานระหวา่งคา่ log ของปริมาณ DNA กบัคา่ CT ดงัภาพ
ท่ี 18 โดยจากคา่ slope ของสมการเส้นตรงท่ีได้คือ -4.5107 สามารถค านวณหาคา่ amplification 
efficiency (E) ของไพรเมอร์ ยีน DDC ได้เทา่กบั 1.67 
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ตาราง 12 แสดงผลปฏิกิริยา Real time PCR ของไพรเมอร์ของยีน DDC 
 

cDNA input (ng) CT 

15.625 
31.25 
62.5 
125.0 
250.0 
500.0 
1000.0 

31.79 
30.95 
29.16 
27.68 
26.86 
25.26 
24.29 

 

 

 

 

 ภาพประกอบ 18 กราฟมาตรฐานระหว่างค่า log ของปริมาณ DNA กบั
ค่า CT  ของการทดสอบไพรเมอร์ของยีน DDC 

 

y = -4.5107x + 37.417
R² = 0.9941
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5.4.2 ค่า amplification efficiency ของไพรเมอร์ ยีน 18S 
ผลการทดสอบพบว่า primer ของยีน 18S สามารถเพิ่มปริมาณ DNA จาก cDNA 

ต้นแบบ ท่ีปริมาณตา่ง ๆ ในชว่ง 0.0016 – 25 ng ได้ โดยมีคา่ CT ท่ีได้แสดงดงัตารางท่ี 13 และได้
กราฟมาตรฐานระหว่างค่า log ของปริมาณ DNA กบัคา่ CT ดงัภาพท่ี 19 โดยจากค่า slope ของ
สมการเส้นตรงท่ีได้คือ -4.6533 สามารถค านวณหาคา่ amplification efficiency (E) ของไพรเมอร์ 
ยีน 18S ได้เทา่กบั 1.64 

 
ตาราง 13 แสดงผลปฏิกิริยา Real time PCR ของไพรเมอร์ของยีน 18S 
 

cDNA input (ng) CT 

0.0016 
0.0080 
0.0400 
0.2000 
1.0000 
5.0000 

25.0000 

28.06 
25.64 
22.91 
19.72 
16.13 
12.04 
9.03 

 

 

 

 



  66 

 

 

ภาพประกอบ 19 กราฟมาตรฐานระหว่างค่า log ของปริมาณ DNA กบัค่า CT 
ไพรเมอร์ของยีน 18S 

 

5.5 ผลการตรวจปริมาณยีน DDC และ ยีน 18S ในตัวอย่าง cDNA 
ตวัอยา่ง cDNA ของทัง้กลุม่ control กลุม่ 200 เกรย์ และกลุม่ 300 เกรย์ ทัง้ 15 ตวัอย่าง 

ถกูน ามาท าปฏิกิริยา Real time PCR เพ่ือหาปริมาณยีน DDC และยีน 18S ตวัอยา่งละ 3 ซ า้ โดย
การหาปริมาณยีน DDC จะใช้ตัวอย่าง cDNA ตัวอย่างละ 500 นาโนกรัม ส่วนยีน 18S จะใช้
ตวัอย่าง cDNA ตวัอย่างละ 1 นาโนกรัม โดยคา่ CT ท่ีได้ของแตล่ะตวัอย่างและแตล่ะยีนแสดงใน
ตารางท่ี 14 พบว่าคา่ CT เฉล่ียของกลุ่ม control ของยีน DDC เท่ากบั 26.49 และคา่ CT เฉล่ียของ
กลุ่ม control ของยีน 18S จะได้เท่ากับ 18.06 ซึ่งค่า CT เฉล่ียของกลุ่ม control นี ้จะน าไปใช้
ร่วมกบัคา่ amplification efficiency (E) ของไพรเมอร์แตล่ะยีนท่ีหาได้ในข้อ 4.4 เพ่ือน าไปค านวณ
อตัราส่วนการแสดงออกของยีน DDC (ค่า ratio) ของตวัอย่างแต่ละตวัของกลุ่ม 200 เกรย์ และ
กลุ่ม 300 เกรย์ ตามวิธี The Pfaffi Method ซึ่งค่า ratio ท่ีได้นีจ้ะหมายถึงสัดส่วนปริมาณการ
แสดงออกของยีนในตัวอย่างเทียบกับค่าเฉล่ียของกลุ่ม control โดยค่า ratio ท่ีค านวณได้ของ
ตวัอยา่งกลุม่ 200 เกรย์ เทา่กบั 0.52 1.39 0.32 0.22และ3.78 และคา่ ratio ของตวัอยา่งกลุม่ 300 
เกรย์ เท่ากับ 0.83 1.47 2.41 0.58 และ 1.61 ดงัแสดงในตารางท่ี 14 ซึ่งจะพบว่า ratio ท่ีได้ของ
ตวัอย่างในกลุ่มเดียวกันนัน้ มีทัง้ท่ีให้ผลการแสดงออกของยีน DDC มากกว่ากลุ่ม control คือ

y = -4.6533x + 15.823
R² = 0.9939
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ตวัอย่างท่ีให้ค่า ratio น้อยกว่า 1.0 และมีตวัอย่างท่ีให้ผลการแสดงออกของยีน DDC น้อยกว่า
กลุม่ control คือตวัอยา่งท่ีให้คา่ ratio มากกวา่ 1.0 อยูร่วมกนัในทัง้สองกลุม่ตวัอยา่ง 

 
ตาราง 14 แสดงผลการตรวจปริมาณยีน DDC และยีน 18s ในตวัอยา่ง 
 

ตัวอย่าง 
ยนี 18S  ยนี DDC  

Ratio 
CT 1 CT 2 CT 3 ค่าเฉล่ีย 

 CT 
∆CT CT 1 CT 2 CT 3 ค่าเฉล่ีย 

 CT 
∆CT  

Control 1 20.04 18.57 17.32 18.64   29.73 28.43 28.93 29.03    

Control 2 19.21 17.51 17.62 18.11   29.28 28.56 28.98 28.94    

Control 3 17.33 20.32 18.52 18.72   25.85 24.32 25.09 25.09    

Control 4 18.54 18.84 19.71 19.03   24.72 25.35 25.13 25.07    

Control 5 15.89 15.67 15.79 15.78   24.9 24.25 23.77 24.31    

ค่าเฉล่ียกลุ่ม control 18.06    26.49    

200 Gy 1 19.25 17.96 17.59 18.27 -0.21  27.59 27.74 28.55 27.96 -1.47  0.52 

200 Gy 2 19.58 18.38 18.96 18.97 -0.91  26.29 26.83 27.06 26.73 -0.24  1.39 

200 Gy 3 18.06 16.83 17.9 17.6 0.46  - 28.21 28.27 28.24 -1.75  0.32 

200 Gy 4 17.65 18.02 20.06 18.58 -0.52  30.05 30.23 29.42 29.9 -3.41  0.22 

200 Gy 5 17.89 18.02 17.87 17.93 0.13  23.60 23.66 24.03 23.76 2.72  3.78 

300 Gy 1 17.28 18.19 17.34 17.60 0.46  26.32 27.01 25.89 26.41 0.08  0.83 

300 Gy 2 19.3 19.11 19.96 19.46 -1.40  27.16 27.46 26.63 27.08 -0.60  1.47 

300 Gy 3 18.86 18.67 19.96 19.16 -1.10  25.59 26.54 25.39 25.84 0.65  2.41 

300 Gy 4 18.49 19.26 19.39 19.03 -0.97  28.26 28.04 29.15 28.48 -2.00  0.58 

300 Gy 5 17.21 17.45 18.95 17.87 0.19  25.02 25.19 25.92 25.38 1.11  1.61 

 



 

บทที่ 5  
สรุปผลการวิจัย อภปิราย และข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลการวิจัย 

งานวิจยันีส้ามารถพฒันาวิธีการตรวจวิเคราะห์สาร L-DOPA ในตวัอย่างต้นอ่อนหมามุย่
อินเดียได้ โดยประกอบด้วยขัน้ตอนการเตรียมตวัอย่างให้อยู่ในรูปผงแห้ง การสกดัตวัอย่างผงแห้ง
ด้วยวิธี ultrasound assisted extraction (UAE) โดยตัวท าละลายผสมคือ acetonitrile: water: 
formic acid (50 : 50 : 1) การเตรียมตวัอย่างสารสกัดท่ีได้ให้มีความบริสุทธ์ิมากขึน้ด้วยเทคนิค 
solid phase extraction โดยใช้ SPE cartridge เป็นชนิด silica และสดุท้ายท าการตรวจวิเคราะห์
ผ่านระบบ HPLC ท่ีเหมาะสมซึ่งจะประกอบด้วยเคร่ือง HPLC เป็น Acquity Ultra Performance 
LC (UPLC) โดยจะท าการแยกสารผา่นคอลมัน์ Luna Omega Polar C18 (150x2.1 mm,1.6 µm) 
ด้วย mobile phase ท่ีเป็นระบบ isocratic ประกอบด้วย 0.1%formic acid ในน า้ และ methanol 
ในอตัราส่วน 94.6 : 5.4 ตามล าดบั โดยมีอตัราการไหลเท่ากับ 0.25 มิลลิลิตร/นาที และตรวจวดั
ด้วย PDA detector ท่ี 280 นาโนเมตร พบวา่วิธีนีมี้ขีดจ ากดัของการตรวจพบ (Limit of detection, 
LOD) เท่ากับ 0.003 มิลลิก รัม/มิลลิลิตร  และขีดจ ากัดของการวัดเชิ งปริมาณ (Limit of 
quantitation, LOQ) เท่ากับ 0.005 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  ผลการตรวจสอบความเป็นเส้นตรง 
(Linearity) พบว่าท่ีช่วงความเข้มข้นของ L-DOPA ท่ี 0.01 – 0.125 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จะให้ผล
การตรวจวิเคราะห์มีความเป็นเส้นตรงโดยมีค่าสัมประสิทธ์ิของความสัมพันธ์ (correlation 
coefficient, R) เท่ากับ 0.9997 ความเท่ียงของวิธี (precision) ของวิธีนีพ้บว่าค่า repeatability 
และค่า intermediate precision มีค่า %RSD เท่ากับ 1.89 และ 2.46 ตามล าดบั ความแม่นของ
วิ ธี  (accuracy) แสดงโดยค่า % recovery ของการเติมสารมาตรฐาน 3 ระดับพบว่ามีค่า 
%recovery อยู่ในช่วง 88.16 – 92.04 % ซึ่งจากผลการตรวจสอบความถกูต้องของวิธี สรุปได้ว่า
วิธีดงักลา่วนีมี้ความไวและมีความจ าเพาะสามารถน าไปใช้ตรวจสาร L-DOPA ในตวัอยา่งต้นอ่อน
ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือได้อยา่งถกูต้องเช่ือถือได้ 

การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือแบบ plantlets จากกลุ่มตวัอย่างเมล็ดหมามุ่ยอินเดียท่ีผ่านการ
ฉายรังสีแกมมาท่ีปริมาณต่าง ๆ คือกลุ่มควบคมุ กลุ่ม 200 เกรย์ กลุ่ม 300 เกรย์ กลุ่ม 400 เกรย์ 
และกลุ่ม 500 เกรย์ นัน้เบือ้งต้นพบว่ารังสีแกมมามีผลต่อการงอกของเมล็ดหมามุ่ยอินเดียบน
อาหารสูตร MS โดยเมล็ดกลุ่มควบคุมสามารถงอกได้ดีมีสัดส่วนการงอกอยู่ท่ี 85% แต่เมล็ดท่ี
ได้รับรังสีแกมมาจะมีสดัส่วนการงอกท่ีลดลงเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคมุ โดยเมล็ดกลุ่ม 200 เกรย์ 
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และกลุ่ม 300 เกรย์ จะมีสัดส่วนการงอกต ่ากว่ากลุ่มควบคุมเล็กน้อยคืออยู่ท่ี 75% และ65% 
ตามล าดบั แตก่ลุม่ 400 เกรย์ และ 500 เกรย์ จะมีสดัสว่นการงอกท่ีต ่ามากคือมีคา่เพียง 30% และ 
40% ตามล าดับเท่านัน้ รังสีแกมมายังมีผลต่อต้นอ่อนท่ีงอกออกมาจากเมล็ด โดยพบว่ากลุ่ม
ควบคุมและกลุ่ม 200 เกรย์ จะได้ต้นอ่อนท่ีมีลักษณะสมบูรณ์คล้ายกันคือมีรากจ านวนมาก 
ลกัษณะใบเขียวใหญ่ และล าต้นตรงสงู แตก่ลุ่ม 300 เกรย์ กลุ่ม 400 เกรย์ และ 500 เกรย์ จะพบ
ลกัษณะท่ีผิดปกติคือมีรากจ านวนน้อย และความสูงต้นลดลงเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคมุ เม่ือน า
สว่นยอดอ่อนจากต้นท่ีงอกจากเมล็ดในแตล่ะกลุม่ตวัอย่าง ไปท าการเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร MS 
ท่ีเติม BA 1.125 มิลลิกรัม/ลิตร พบว่ารังสีแกมมาจะส่งผลตอ่การเจริญของต้นอ่อนท่ีเกิดจากยอด
อ่อนนี ้โดยกลุ่มควบคมุ กลุ่ม 200 เกรย์ และกลุ่ม 300 เกรย์ สามารถท าการเพาะเลีย้งจนได้ต้น
อ่อนท่ีสมบูรณ์ โดยมีการแตกยอดอยู่ท่ี 2-3 ยอด แต่กลุ่ม 400 เกรย์ และ 500 เกรย์ พบว่ามีการ
แตกยอดเพียง 1 ยอด และได้ต้นท่ีมีลกัษณะแคระแกร็น ไม่สามารถท าการเก็บตวัอย่างไปทดสอบ
ตอ่ไปได้ เม่ือท าการวดัน า้หนกัตวัอย่างต้นอ่อนสมบรูณ์ท่ีได้ พบวา่กลุม่ 200 เกรย์ จะมีน า้หนกัแห้ง
ของตวัอยา่งมากท่ีสดุโดยมากกว่ากลุม่ควบคมุ 85% รองลงมาคือกลุม่ 300 เกรย์ จะมีน า้หนกัแห้ง
มากกว่ากลุ่มควบคมุ 44% และจากการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร L-DOPA ในตวัอย่างต้นอ่อน 
ท าให้ทราบว่ารังสีแกมมานีมี้ผลตอ่ปริมาณสาร L-DOPA ในต้นอ่อน โดยกลุ่มท่ีได้รับรังสี คือกลุ่ม 
200 เกรย์ และกลุ่ม 300 เกรย์ นัน้จะมีความเข้มข้นของ L-DOPA ใกล้เคียงกันคือ 1.44% และ 
1.49% ตามล าดับ ขณะท่ีกลุ่มควบคุมจะมีความเข้มข้นของ L-DOPA เพียง 0.67% ซึ่งเม่ือ
พิจารณาความสามารถในการสร้างสาร L-DOPA ของแต่ละกลุ่มตัวอย่าง โดยคิดปริมาณ L-
DOPA ทัง้หมดจากน า้หนกัตวัอย่างและความเข้มข้นของ L-DOPA ท่ีได้ พบว่าตวัอย่างกลุ่ม 200 
เกรย์ จะมีความสามารถในการสร้างสาร L-DOPA ได้มากท่ีสุด โดยมีปริมาณสารสูงกว่ากลุ่ม
ควบคมุถึง 300% รองลงมาคือกลุ่ม 300 เกรย์ จะมีปริมาณสาร L-DOPA มากกว่ากลุ่มควบคุม 
220% 

ผลการศกึษาการท างานของยีน DDC ซึง่ท าการศกึษาควบคูก่บัการศกึษาปริมาณสาร L-
DOPA พบวา่ในตวัอย่างกลุม่เดียวกนัทัง้กลุม่ 200 เกรย์ และกลุม่ 300 เกรย์ นัน้ จะพบทัง้ตวัอย่าง
ท่ีให้ผลการแสดงออกของยีน DDC มากกว่ากลุ่มควบคมุ รวมทัง้มีตวัอย่างท่ีให้ผลการแสดงออก
ของยีน DDC น้อยกว่ากลุ่มควบคุมด้วย ซึ่งไม่เป็นไปในทิศทางเดียวกัน ดงันัน้จากข้อมูลท่ีได้นี ้
สามารถสรุปผลการทดลองได้ว่าเมล็ดพืชท่ีฉายรัง สีแกมมา 200 เกรย์ และ 300 เกรย์ จะมี
ความสามารถในการสร้างสาร L-DOPA ในต้นอ่อน ได้สูงขึน้เม่ือเทียบกับเมล็ดท่ีไม่ผ่านการฉาย
รังสี แตย่งัไม่สามารถสรุปกลไกการเพิ่มปริมาณสาร L-DOPA นีว้่าเก่ียวข้องกบัการลดการท างาน



  70 

ของยีน DDC เน่ืองจากตวัอย่างตา่ง ๆ ในแตล่ะกลุ่มให้ผลทัง้เพิ่มและลดการแสดงออกของยีนเม่ือ
เทียบกบักลุม่ควบคมุ 

 
อภปิรายผลการวิจัย 

วิธีการตรวจวิเคราะห์ท่ีพฒันาได้นีส้ามารถน ามาใช้ในการตรวจวิเคราะห์ตวัอย่างได้เป็น
อย่างดีโดยพบว่าระยะเวลาในการฉีดตวัอย่าง (runtime) ใช้เวลาเพียง 4 นาทีและพีคของสาร L-
DOPA ในตวัอย่างสารสกัด ออกมาท่ีระยะเวลาเพียง 2.029 นาที ซึ่งถือว่าเร็วท่ีสุดเม่ือเทียบกับ
วิธีการตรวจวิเคราะห์ L-DOPA ในงานวิจยัอ่ืน ๆ โดยสาเหตสุ่วนหนึ่งเป็นเพราะเคร่ือง HPLC ท่ีใช้
ในงานวิจยันีเ้ป็นชนิด UPLC ซึง่จะมีประสิทธิภาพสงูกวา่ระบบ HPLC ทัว่ไป ในแง่ของความเร็วใน
การตรวจวิเคราะห์ อีกปัจจยัหนึ่งเป็นเพราะวิธีการตรวจวิเคราะห์นีมี้ขัน้ตอนการเตรียมสารสกดัให้
มีความบริสทุธ์ิมากขึน้ก่อนการตรวจวิเคราะห์โดยใช้ SPE ซึง่พบวา่สามารถสกดัสารรบกวนออกไป
ได้มากโดยสงัเกตได้จากขัน้ตอนการ washing สารออกจาก SPE cartridge ด้วย acetonitrile จะ
เห็นส่วนหนึ่งของสารสกัดเป็นแถบสีเขียวหลุดออกมาโดยท่ีตวัสาร L-DOPA ยงัคงติดอยู่และจะ
ออกมาในขัน้ตอน eluting เท่านัน้ ท าให้สารสกดัสดุท้ายมีความสะอาดมากขึน้ ช่วยท าให้คอลมัน์
แยกสารได้ง่ายขึน้และลดการอดุตนัของคอลมัน์ได้ แตอ่ย่างไรก็ตามการเพิ่มขัน้ตอนนีพ้บว่าจะท า
ให้คา่ %recovery ลดลง ทัง้นีเ้น่ืองจากสาร L-DOPA นัน้มีความคงตวัต ่าถ้าอยู่ในสภาพท่ีมีความ
เป็นดา่ง เจอความร้อนหรือแสง จะถกูออกซิเดชนัได้ง่าย(31) ดงันัน้ในขัน้ตอนการเตรียมตวัอยา่งสาร
สกัดนีจ้ะต้องรักษาสภาวะความเป็นกรดของตัวท าละลายท่ีใช้ในการ eluting รวมทัง้ควบคุม
อณุหภมูิและระยะเวลาท่ีจะให้ในการท าให้ตวัอย่างสารสกดัท่ีได้จากการ eluting นีแ้ห้งด้วยเคร่ือง
ระเหยแห้งแบบไนโตรเจน เพ่ือรักษาคา่ %recovery ของวิธีไมใ่ห้ต ่ากวา่ 90%  

ผลของรังสีแกมมาตอ่การงอกของเมล็ดบนอาหารสตูร MS พบว่าเมล็ดพืชเม่ือได้รับรังสี
แกมมาจะมีสดัส่วนการงอกท่ีลดลง โดยมีแนวโน้มเป็นไปตามปริมาณรังสีท่ีได้รับ คือยิ่งได้รับรังสี
ปริมาณสูง สดัส่วนการงอกก็จะยิ่งน้อยลง ซึ่งก็จะพบว่าสอดคล้องกับงานวิจยัส่วนใหญ่ท่ีพบว่า
การได้รับรังสีในขนาดท่ีสงูมกัจะให้ผลในการยบัยัง้การงอก(11) แตก็่เป็นท่ีน่าสงัเกตว่าในกลุ่ม 400 
เกรย์ และ 500 เกรย์ ท่ีแม้วา่ทัง้สองกลุม่นีจ้ะมีสดัการงอกท่ีต ่ามากเป็นไปตามแนวโน้มของปริมาณ
รังสีท่ีได้รับ แตเ่ม่ือเปรียบเทียบกนัเองของทัง้สองกลุม่แล้ว กลบัพบวา่กลุม่ 500 เกรย์ มีสดัสว่นการ
งอกสงูกว่ากลุ่ม 400 เกรย์ โดยจากการพิจารณาแล้วพบว่าค่าความแตกต่างของสดัส่วนการงอก
ของทัง้สองกลุม่นีต้า่งกนัเพียงเล็กน้อยประกอบกบัทัง้สองกลุม่มีคา่สดัสว่นการงอกท่ีต ่ามาก การท่ี
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จะยืนยนัผลในส่วนนี ้น่าจะต้องมีการท าการทดลองเพิ่มเติมโดยการเพิ่มปริมาณตวัอย่างเมล็ด 
รวมทัง้คดัเลือกตวัอยา่งเมล็ดท่ีมีความสมบรูณ์ใกล้เคียงกนั 

ส าหรับผลของรังสีแกมมาด้านอ่ืน ๆ พบว่าท่ีความแรงของรังสีแกมมา 200 เกรย์ และ 
300 เกรย์ ท าให้การเจริญของต้นอ่อนหมามุ่ยอินเดียดีกว่ากลุ่มท่ีไม่ได้ฉายรังสีโดยดจูากน า้หนกั
พืชท่ีได้มากกว่า แต่ท่ีความแรง 400 เกรย์ และ 500 เกรย์ นัน้จะได้ต้นท่ีแคระแกร็นไม่เจริญ ซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจยัเก่ียวกับการฉายรังสีแกมมาอ่ืน ๆ ว่าท่ีรังสีแกมมาความแรงต ่า ๆ จะมีผล
ช่วยกระตุ้นการเจริญแตท่ี่ความแรงสงูเกินไปจะยบัยัง้การเจริญของพืชได้ (11, 13) ส าหรับผลของรังสี
แกมมาต่อความสามารถในการสร้างสาร L-DOPA พบว่าวิธีการนีส้ามารถเพิ่มความสามารถใน
การสร้างสาร L-DOPA ได้ชดัเจน โดยให้สาร L-DOPA มากกว่ากลุ่ม control สงูสดุถึง 300% (ใน
กลุ่ม 200 เกรย์ ) ซึ่งเม่ือเปรียบเทียบกบังานวิจยัของ Upendra Kumar และคณะ(32) ท่ีสามารถท า
การกระตุ้นให้ต้นอ่อนต้นหมามุ่ยอินเดียสร้างสาร L-DOPA มากขึน้ไปอยู่ท่ี 0.42% (w/w) โดย
มากกว่ากลุ่ม control เพียง 16.67% จากการเติม NaCl ในอาหารสตูร MS เป็นตวักระตุ้น แตก่าร
ใช้รังสีแกมมาในงานวิจยันีพ้บว่าได้คา่ความเข้มข้นของ L-DOPA สงูสดุอยู่ท่ี 1.49% w/w (ในกลุ่ม 
300 เกรย์) และยงัมากกวา่กลุม่ control ถึง 122%  

ส าหรับกลไกของรังสีแกมมาในการเพิ่มความสามารถในการสร้างสาร L-DOPA ใน
งานวิจยันีไ้ม่สามารถสรุปได้ว่ามีผลจากการยบัยัง้การท างานของยีน dopadecarboylase gene 
เหมือนงานวิจยัของ Susheel Kumar Singh และคณะ(30) เน่ืองจากผลการทดสอบมีทัง้เพิ่มและลด
การท างานของยีนนีเ้ม่ือเทียบกบักลุม่ control ซึง่ไมเ่ป็นไปในทิศทางเดียวกนั ดงันัน้มีความเป็นไป
ได้ท่ีผลของการเพิ่มปริมาณสาร L-DOPA นี ้น่าจะเก่ียวข้องกบัเอนไซม์อ่ืนในขัน้ตอนกระบวนการ
ก่อนท่ีจะเกิดเป็นสาร L-DOPA ซึง่มีอยูห่ลายขัน้ตอนด้วยกนัซึง่จะต้องท าการศกึษาเพิ่มเตมิตอ่ไป 

 
ข้อเสนอแนะ 

ควรมีการศึกษาการท างานของยีนอ่ืนเพิ่มเติมเพ่ือท่ีจะได้ทราบกลไกท่ีแน่ชัดของรังสี
แกมมาในการเพิ่มความสามารถในการสร้างสาร L-DOPA ในต้นอ่อนในงานวิจยันี ้และแม้ว่าใน
งานวิจยันีจ้ะสามารถเพิ่มปริมาณสาร L-DOPA ได้อยา่งชดัเจนในต้นอ่อน แตเ่ม่ือเทียบกบัปริมาณ 
L-DOPA ท่ีมีอยูใ่นเมล็ดซึ่งมีอยู ่3.1-6.1% แล้ว ท าให้วิธีการนีจ้ะยงัไมส่ามารถทดแทนวิธีการปลกู
แบบดัง้เดิมได้อย่างคุ้มค่า จ าเป็นต้องท าการศึกษาต่อยอดเพิ่มเติมก่อน เช่น การศึกษาปริมาณ
สารในต้นอ่อนรุ่นต่อไปท่ีเกิดจากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืชรุ่นแรก หรือการศึกษาปริมาณสารใน
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การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือพืชแบบแคลลัสแทนการสร้างเป็นต้นอ่อน เป็นต้น เพ่ือท่ีจะพฒันาเป็นวิธี
ทดแทนวิธีการปลกูได้อยา่งคุ้มคา่ตอ่ไป 
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