


แนวทางการปฏิบัติงานการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือพืชวงศข์งิ

การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืช (Plant tissue culture)

คือ การนําเซลล์ เนื้อเย่ือ หรืออวัยวะของพืชท่ีตอ้งการ เช่น ลําตน้ ยอด ตาขา้ง ดอก ใบ 

มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสงัเคราะหท่ี์ผา่นการฆา่เชื้อ ภายใตส้ภาวะท่ีมีการควบคมุอณุหภมิู แสง และ

ความชื้น เพ่ือใหช้ิ้นส่วนเหล่านัน้สามารถพัฒนาไปเป็นตน้พืชท่ีสมบรูณ์ และนาํออกปลกูในสภาพ

ธรรมชาตไิด ้

โดยมีแนวทางการปฏิบติังานเบ้ืองตน้ดงัน้ี

1 วนั

1.การเตรยีมช้ินสว่นพืช

• ใชส้ว่นของตน้/เหงา้ ของพืชวงศข์งิ ท่ีมตีาขา้งหรือจดุเจริญเพ่ือชกันาํให้

เป็นตน้และยอดตอ่ไปได ้

• คดัเลือกตน้ท่ีมคีวามแข็งแรง สมบรูณ ์ปลอดโรค และมคีวามสะอาด

1- 2 วนั

2. ศึกษาสตูรอาหารท่ีเหมาะสมและการทําอาหารเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ

• ศึกษาสตูรอาหารท่ีเหมาะสมในการชกันาํใหเ้กิดการเจริญของเนือ้เย่ือพืช

• เตรียมสารละลายเขม้ขน้ (Stock solution) ของอาหารเพาะเล้ียงเนือ้เย่ือ

สตูร MS (Murashige and Skoog, 1962) และ สารควบคมุการเจริญเตบิโต 

BA (benzyl adenine) 

• เตรียมอาหารเพาะเล้ียงเนือ้เย่ือ 

• นึง่ฆา่เชือ้อปุกรณส์าํหรบัใชใ้นการเพาะเล้ียงเนือ้เย่ือ (นํา้สะอาดนึง่ฆา่เชือ้/

กระดาษ/มดี/Forceps ฯลฯ)

1 วนั

3. การฟอกฆา่เช้ือเน้ือเยือ่พืชวงศขิ์ง

• ตดัแตง่ชิน้สว่นพืชเเลว้นาํไปลา้งดว้ยนํา้ยาลา้งจาน นาน 1 นาที

• นาํชิน้สว่นพืชไปฟอกดว้ย แอลกอฮอล ์70 % นาน 1 นาที 

• ฟอกดว้ยคลอรีนเม็ด (NaDCC) ประมาณ 1.25 กรมั ตอ่นํา้ท่ีนึง่ฆา่เชือ้แลว้ 

100 มลิลิลิตร เป็นเวลา 30 นาที (ทาํต ูป้ลอดเชือ้) 

• นาํชิน้สว่นพืชวางลงบนอาหาร MS ท่ีเตมิสารควบคมุการเจริญเตบิโต BA 

• วางบนชัน้ในหอ้งเล้ียงเนือ้เย่ือ โดยปรบัสภาพแวดลอ้มใหเ้หมาะสม



แนวทางการปฏิบติังานเบ้ืองตน้ดงัน้ี (ต่อ)

2 - 3

เดือน

4. การเพาะเลี้ยงเน้ือเยือ่พืชวงศขิ์ง

• โดยทัว่ไป อณุหภมูภิายในหอ้งวางเนือ้เย่ืออยู่ท่ีประมาณ 25 องศาเซลเซียส 

• ใหแ้สงประมาณ 12 -16 ชัว่โมง/วนั ความเขม้ของแสง 1,000 – 3,000 lux 

• ตรวจดกูารเจริญเตบิโตของเนือ้เย่ือพืช สงัเกตการเปล่ียนแปลง สงัเกตการ

ปนเป้ือนของเชือ้จลิุนทรีย์

ไม่นอ้ยกว่า

1- 2

วนั 
(ข้ึนอย ูก่บัปริมาณพืช)

5.การยา้ยเน้ือเย่ือและการเพ่ิมจํานวนพืชวงศขิ์งเพ่ืออนรุกัษพ์นัธกุรรม 

หรอื นําออกปลกูในสภาพธรรมชาติ

• เมือ่เนือ้เย่ือพืชเจริญเตบิโตจนเต็มขวด (ประมาณ 2 - 3 เดือน ) ทาํการยา้ย

เนือ้เย่ือพืช (Subculture) ลงในอาหารใหม ่(อาหารสตูร MS หรือ MS ท่ีเตมิสาร

ควบคมุการเจริญเตบิโต) เพ่ือเพ่ิมจาํนวนตน้จนไดป้ริมาณท่ีตอ้งการ 

• วางบนชัน้ในหอ้งเล้ียงเนือ้เย่ือ

6. การเพาะเลี้ยงเน้ือเยือ่พืชวงศขิ์งและการนําออกปลกู

• เพาะเล้ียงเนือ้เย่ือพืชบนชัน้ในหอ้งเล้ียงเนื้อเย่ือ ภายใตค้วามเขม้แสง 1,000 -

3,000 lux 12 - 16 ชัว่โมง/วนั อณุหภมู ิ25 องศาเซลเซียส 

• เมื่อเนื้อเย่ือพืชเจริญเตบิโตเต็มขวด (ประมาณ 2 - 3 เดือน ) นาํออกปลกูใน

สภาพธรรมชาติ

2 - 3

เดือน

หมายเหต ุ

เมือ่เนือ้เย่ือพืชเจริญเตบิโตเต็มขวด (2  - 3 เดือน) จะดาํเนนิการเปล่ียนอาหารใหม ่(subculture) ทกุครัง้ 

เพ่ือเก็บรกัษาสายพนัธุไ์วใ้นสภาพปลอดเชือ้

แนวทางการปฏิบัติงานการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือพืชวงศข์งิ



1. เก็บตวัอย่างพืช และคดัเลือกสว่นของ ตน้/เหงา้ พืชวงศข์งิท่ีมีตาขา้งหรือสว่นท่ีมีจดุเจริญเพ่ือชกั

นาํใหเ้ป็นตน้และยอดตอ่ไปได ้

2. คดัเลือกชิ้นสว่นท่ีมีความแข็งแรง สมบรูณป์ลอดโรค และมีความสะอาด เพ่ือลดการปนเป้ือน

เชื้อจลิุนทรีย ์

3. หลีกเลี่ยงการเก็บตวัอย่างพืชในวันท่ีมีอากาศชื้นโดยเฉพาะวันท่ีมีฝนตก

แนวทางการปฏิบติังานการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชวงศขิ์ง

1.การเตรยีมช้ินสว่นพืช

ในการเตรียมชิ้นสว่นพืชวงศข์งิเพ่ือนาํมาเพาะเลี้ยงเนือ้เย่ือมีแนวทางดงันี้

สว่นของเหงา้/ตน้ ของพืชวงศขิ์งท่ีนําฟอกฆา่เช้ือ

ตาของตน้ปลาไหลมว่ง



2. ศึกษาสตูรอาหารท่ีเหมาะสมและการทําอาหารเพาะเลี้ยงเน้ือเยือ่

อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือพืช ประกอบไปดว้ยธาตอุาหารในรปูของสารเคมีและถกูจดัเป็นกลุ่มๆ เพ่ืองา่ยต่อการ

ชัง่และการละลาย ไดแ้กก่ลุม่ธาตอุาหารที่พืชตอ้งการมาก กลุม่ธาตอุาหารที่พืชตอ้งการนอ้ย กลุม่ธาตเุหล็ก กลุม่วิตามนิ 

กลุม่สารอินทรีย ์และกลุม่สารควบคมุการเจริญเติบโต 

ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือพืชเเต่ละครั้งจะตอ้งมีการศึกษาสตูรอาหารที่เหมาะสมในการชักนําใหพื้ชเกิดการ

เจริญเติบโตของพืช โดยการคน้ควา้จากบทความวารสารทางวิชาการ และเมื่อไดส้ตูรอาหารที่เหมาะสมจึงดาํเนนิการ

เตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนือ้เย่ือ

อาหารสตูร MS (Murashige and Skoog,1962) คืออาหารสงัเคราะหท์ี่เตรียมไดจ้ากสารเคมีต่าง ๆ (ตารางที่ 1) 

ซ่ึงเป็นสตูรอาหารเพาะเลี้ยงเนือ้เย่ือพ้ืนฐานที่เหมาะสาํหรับใชเ้พาะเลี้ยงพืชไดเ้กือบทกุชนดิ 

ช่ือสารเคมี ปรมิาณสาร (g/L)

ธาตอุาหารหลกั (Macroelement)

Ammonium nitrate (NH4NO3) 1.65

Potassium nitrate (KNO3) 1.9

Potassium phosphate (KH2PO4) 0.17

Magnesium sulfate (MgSO4 · 7H2O) 0.37

Calcium chloride (CaCl2 · 2H2O) 0.44

ธาตอุาหารรอง (Microelement)

Potassium iodide (KI) 0.00083

Boric acid (H3BO3) 0.0062

Manganese sulfate (MnSO4 · 4H2O) 0.0223

Zinc sulfate (ZnSO4·7H2O) 0.0086

Sodium molybdate (Na2MoO4 · 2H2O) 0.00025

Cupric sulfate (CuSO4 · 5H2O) 0.000025

Cobalt chloride (CoCl2 · 6H2O) 0.000025

Ferrous sulfate (FeSO4 · 7H2O) 0.0278

Na2EDTA · 2H2O 0.0373

กล ุม่วิตามิน

Niacin (Nicotinic acid) 0.0005

Pyridoxine · HCl 0.0005

Thiamine · HCl 0.0001

Glycine 0.002

Myo-inositol 0.1

แหลง่คารบ์อน

นํา้ตาล 30

ตารางท่ี 1: สตูรอาหาร MS (Murashige and Skoog,1962)

MS I 

(ธาตอุาหารหลกั)

MS II 

(ธาตอุาหารรอง)

MS III (Chelated ion)

MS vitamin 

(กล ุม่วิตามิน)

แนวทางการปฏิบติังานการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชวงศขิ์ง



การเตรียมอาหารสงัเคราะหส์าํหรบัการเพาะเล้ียงเนือ้เย่ือพืช

เตรียม Stock solution ของอาหารสตูร MS โดยกาํหนดความเขม้ขน้ของแตล่ะ Stock ดงันี้

- Stock MS I มคีวามเขม้ขน้ 20 X

- Stock MS II มคีวามเขม้ขน้ 20 X

- Stock MS III มคีวามเขม้ขน้ 200 X

- Stock MS Vitamin มคีวามเขม้ขน้ 200 X

เมือ่เตรียม Stock solution เสร็จแลว้ใหเ้ก็บไวใ้นตูเ้ย็น

1

ชัง่สาร/ตวงสาร ดงันี้

2

สารเคมี ปรมิาณสาร

Stock MS I (20x)

Stock MS II (200x)

Stock MS III (200x)

Stock MS vitamin (200x)

Inositol

น้ําตาล

ผงว ุน้ Gelland Gum

50 มลิลิลิตร

5 มลิลิลิตร

5 มลิลิลิตร

5 มลิลิลิตร

0.1 กรมั

30 กรมั

2.5 กรมั

ผสมสารเคมีรวมกนั( ยกเวน้ผงวุน้) และละลายใหเ้ป็นเนือ้เดียวกนั

ปรบัปริมาตรใหไ้ด ้1 ลิตร

ปรบั pH อาหาร ประมาณ 5.6 – 5.8

เตมิว ุน้ลงไปในอาหาร และนาํไปตม้/เวฟ จนวุน้ละลาย จะไดอ้าหารท่ีใส

ตกัใสข่วดแลว้นาํไปนึง่ฆา่เชื้อดว้ยหมอ้นึง่ความดนัไอนํา้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส

ความดนั 15 ปอนด/์ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 - 20 นาที

3

4

5

6

7



ฟอกฆา่เช้ือ

• ลา้งดว้ยนํา้ยาลา้งจาน

นาน 1 นาที 

• นาํชิน้สว่นขงิไปฟอกดว้ย 

แอลกอฮอล ์70 % นาน 

1 นาที 

• ฟอกดว้ยคลอรีนเม็ด 

(NaDCC) ประมาณ 1.25 

กรมั ตอ่นํา้ท่ีนึง่ฆา่เชือ้

แลว้ 100 มลิลิลิตร เป็น

เวลา 30 นาที (ทาํต ู้

ปลอดเชือ้) 

ตดัแต่งช้ินพืช
เพาะเล้ียงในอาหาร MS ท่ี

เตมิสารควบคมุการ

เจริญเตบิโต BA

3. การฟอกฆา่เช้ือเน้ือเยือ่พืชวงศขิ์ง

1 2 3

1 2 3

แนวทางการปฏิบติังานการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชวงศขิ์ง



1. นาํขวดท่ีมเีนือ้เย่ือพืชวางบนชัน้ในหอ้งเล้ียงเนือ้เย่ือ โดยปรบัสภาพแวดลอ้มใหเ้หมาะสม

2. โดยทัว่ไป อณุหภมูภิายในหอ้งวางเนือ้เย่ืออยู่ท่ีประมาณ 25 องศาเซลเซียส ใหแ้สงประมาณ 

12 -16 ชัว่โมง/วนั ความเขม้ของแสง 1,000 – 3,000 lux 

3. ตรวจดกูารเจริญเตบิโตของเนือ้เย่ือพืช สงัเกตการเปล่ียนแปลง สงัเกตการปนเป้ือนของ

เชือ้จลิุนทรีย์

4. ยา้ยเนือ้เย่ือพืชลงอาหารใหม ่(Subculture) ทกุ ๆ 2 - 3 เดือน

หอ้งวางเนือ้เย่ือ

4. การเพาะเลี้ยงเน้ือเยือ่พืชวงศขิ์ง

เนือ้เย่ือพืชวงศข์งิหลงัจาก

ฟอกฆา่เชือ้

แนวทางการปฏิบติังานการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชวงศขิ์ง

2 เดือนหลงัฟอกฆา่เชือ้



เมือ่เนือ้เย่ือพืชเจริญเตบิโตเต็มขวด (ประมาณ 2 - 3 เดือน ) ทาํการยา้ยเนือ้เย่ือพืช (Subculture) ลง

ในอาหารใหม(่อาหารสตูร MS หรือ MS ท่ีเตมิสารควบคมุการเจริญเตบิโต) เพ่ือเพ่ิมจาํนวนจนไดป้ริมาณท่ี

ตอ้งการ โดยขัน้ตอนการยา้ยเนือ้เย่ือจะทาํในตูป้ลอดเชือ้ (Laminar air flow) โดยมขีัน้ตอนดงันี้

5. การยา้ยเน้ือเยือ่และการเพ่ิมจํานวนพืชวงศขิ์งเพ่ืออนรุกัษพ์นัธกุรรม หรอื 

นําออกปลกูในสภาพธรรมชาติ

ตูป้ลอดเชือ้ (Laminar air flow)

อปุกรณท่ี์ใชใ้นการเพาะเล้ียงเนือ้เย่ือ

การยา้ยเนือ้เย่ือ (Subculture)

1. กอ่นใชง้านตูป้ลอดเชือ้ใหเ้ปิด UV นาน 30 นาที

เพ่ือฆา่เชือ้จลิุนทรียบ์นพ้ืนผวิในตูป้ลอดเชือ้

2. ลา้งมอืใหส้ะอาดกอ่นปฏิบตัิงานเพาะเล้ียงเนือ้เย่ือ

3. เปิดตูป้ลอดเชือ้ กอ่นนาํมอืเขา้ต ูป้ลอดเชือ้จะตอ้งฉีด

แอลกอฮอล์ 70% กอ่นทกุครัง้

4. ฉีดพ่น แอลกอฮอล์ 70 % ไปท่ีต ูป้ลอดเชือ้ หรือบริเวณท่ี

จะทาํงานเเละใชผ้า้สะอาด (ท่ีนึง่ฆา่เชือ้เเลว้) เช็ดทาํความ

สะอาดอย่างนอ้ย 2 ครัง้

5. ฉีดพ่น แอลกอฮอล์ 70 % ท่ีอปุกรณต์า่งๆ เชน่ มดี 

Forceps กระดาษรองตดั ตะเกียงแอลกอฮอล ์อาหาร

เพาะเล้ียงเนือ้เย่ือ กอ่นเเลว้จึงนาํมาจดัวางในตูป้ลอดเชือ้

6. ยา้ยเนือ้เย่ือพืชลงในอาหารใหม ่(Subculture) โดยการ ตดั

ราก ตดัยอด ตกแตง่ชิน้พืช แลว้ปักลงในอาหารเพาะเล้ียง

เนือ้เย่ือ

7. เขยีน ชือ่พืช วนั/เดือน/ปี ชนดิอาหารเพาะเล้ียงเนือ้เย่ือ ลง

บนสติก๊เกอร ์(ควรเขยีนดว้ยดินสอ) แลว้ตดิบนฝาขวด

8. นาํไปวางไวใ้นหอ้งเพาะเล้ียง ภายใตค้วามเขม้แสง 1,000 -

3,000 lux 12 - 16 ชัว่โมง/วนั อณุหภมู ิ25 องศา

เซลเซียส 

9. สงัเกตการ Contaminate และเจริญเตบิโตของพืชทกุ ๆ 

สปัดาห์

แนวทางการปฏิบติังานการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชวงศขิ์ง



หลงัจาก เพาะเล้ียงเนือ้เย่ือพืชวงศข์งิบนชัน้ในหอ้งเล้ียงเนือ้เย่ือ ภายใตค้วามเขม้แสง 2,000 -

3,000 lux 12 - 16 ชัว่โมง/วนั อณุหภมู ิ25 องศาเซลเซียส  เมือ่เนือ้เย่ือพืชเจริญเตบิโตเต็มขวด 

(ประมาณ 2-3 เดือน ) นาํออกปลกูในสภาพธรรมชาต ิโดยมขีัน้ตอนการนาํออกปลกูดงันี้

1. ลา้งวุน้ออกจากรากดว้ยนํา้สะอาด

2. ใสพี่ทมอส/ขยุมะพรา้ว หรือวสัดปุลกู ในกระถางเล็กประมาณคร่ึงกระถาง

3. นาํพืชท่ีลา้งรากแลว้ลงปลกู เตมิวสัดปุลกูใหเ้ต็ม และรดนํา้ใหช้ ุม่

4. ปิดดว้ยฝา/ถงุพลาสตกิ/พลาสตกิแรป เพ่ือป้องกนัการสญูเสียความชืน้

5. อนบุาลไวใ้นท่ีร่ม แดดราํไร และไมร่อ้นจดั ประมาณ 3 – 4 อาทิตย ์ค่อยๆ คลายพลาสตกิหรือ/ฝา

ครอบ ออก เพ่ือใหพื้ชค่อยๆปรบัตวักบัสภาพอากาศ

6. เมือ่ตน้พืชแตกใบใหม ่ดแูข็งแรง จึงสามารถนาํปลกูลงดินไดป้กติ

6. การเพาะเลี้ยงเน้ือเยือ่พืชวงศขิ์งและการนําออกปลกู

แนวทางการปฏิบติังานการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชวงศขิ์ง

เน้ือเยือ่พืชวงศขิ์งท่ีนําออกปลกูในสภาพธรรมชาติ 
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