
การเพาะเลีย้งเนื้อเย่ือ 
 

ปจจุบันนี้ เทคโนโลยีดานการเกษตรไดกาวหนาไปอยางมาก เปนที่รูจักกันมากในขณะนี้คือ การตัด
ตอยีนสเพื่อใหสายพันธุพืชสายใหมที่ทนตอโรค แมลง และใหผลผลิตสูง หรือรูจักกันในนามพืช GMO ที่
กําลังเปนปญหาถกเถียงกันในขณะนี้วาพืชบางอยางไดตัดตอยีนสแลวบางตัวมีผลทําใหแมลงตาง ๆ ตาย ซ่ึง
แมลงบางตัวเปนแมลงทีมีประโยชน อาจสงผลใหสภาพความสมดุลทางธรรมชาติสูญเสียไปดวย การ
เพาะพันธุตนไมในสภาพที่ปลอดเชื้อหรือ การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช (Tissue Culture) เปนอีกวิธีหนึ่งของ
เทคโนโลยีดานการเกษตรชนิดอื่นที่นอกเหนือจากพืชสวน พืชไร ไมดอก เชนการเพาะเลี้ยงเยื่อสมุนไพร 
เพราะวิธีการนี้สามารถขยายพันธุไดเร็วและจํานวนมาก แตมีขอเสียอยูคือตนทุนในการจัดตั้งหองปฏิบัติการ
คอนขางสูง และขั้นตอนในการปฏิบัติการขยายพันธุคอนขางยาก ถาเทียบกับการขยายพันธุไมดอก กลวยไม 
หรือไมประดับ เพราะวาสมุนไพรในแตละชนิดจะมียาง ซ่ึงในยางนั้นจะมีตัวยาแตกตางกันไป และตัวยาใน
ยางของสมุนไพรนี่เองที่มักจะทําปฏิกริยากับธาตุอาหารสังเคราะหที่ใชเล้ียงตนพืชสมุนไพร บางครั้งอาจทําให
พืชนั้นไมเจริญเติบโต ไมแตกกอ ไมดูดสารอาหาร และจะทําใหพืชนั้นตายในที่สุด แตถาหากทดลองสูตร
อาหารไดสูตรที่เหมาะสมกับพืชนั้นๆ ก็จะเจริญเติบโตไดดี 
การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช คือ การนําสวนใดสวนหนึ่งของพืชไมวาจะเปนสวนเนื้อเยื่อ อวัยวะตาง ๆ ของพืช 
หรือเซลล มาเลี้ยงในสภาพที่ปลอดเชื่อจุลินทรีย โดยมกีารควบคุมสภาพแวดลอม เชน อุณหภูมิ แสง ความชื้น 
สวนตางๆ ของพืชเหลานี้จะสามารถเจริญเติบโตพัฒนาเปนตนใหม โดยที่พืชทกุตนจะมีลักษณะเหมือนกนั 
ดวยเหตนุี้การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชจึงมีประโยชนอยางกวางขวางในหลายสาขา เชน ทางดานการเกษตรทําให
สามารถขยายพันธุไดจํานวนมากในเวลาอันรวดเรว็ หรือสามารถผลิตตนพันธุที่ปลอดเชื้อไดจํานวนมาก และ
ยังสามารถสรางพันธุใหม ๆ ไดโดยการเพาะเลี้ยงคพัภะ (Embryo) อับละอองเกสร (Anther Culture) 
นอกจากนี้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชยงัมีความสําคัญ สําหรับการเกบ็รักษาพันธุพชืในสภาพปลอดเชื้อได
ดี 

ประโยชนของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  
คุณสมบัติท่ีถกูนํามาใชใหเกิดประโยชนของวิธีเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีหลายขอพอสรุปไดดังนี ้

1. สามารถผลิตตนพันธุพืชปริมาณมาณมากในระยะเวลาอนัรวดเรว็ ตัวอยางเชน หากพชืสามารถเพิ่ม 
ปริมาณได 3 เทา ตอการยายเนื้อเยื่อลงอาหารใหมทุกเดือนๆ ละ 1 คร้ัง เมื่อเวลาผานไป 6 เดือน จะ
สามารถผลิตตนพันธุพืชไดถึง 243 ตน  



2. ตนพืชที่ผลิตไดจะปลอดโรค โดยเฉพาะโรคที่มีสาเหตุจากเชื้อไวรัส มายโคพลาสมา ดวยการตัด 
เนื้อเยื่อเจริญที่อยูบริเวณปลายยอดของลําตน ซ่ึงยังไมมีทอน้ําทออาหาร อันเปนทางเคลื่อนยายของ
เชื้อโรค 
ดังกลาว  

3. ตนพืชที่ผลิตได จะมีลักษณะทางพันธุกรรมเหมือนตนแม คือ มีลักษณะตรงตามพันธุ ดวยการใช 
เทคนิคของการเลี้ยงจากชิ้นตาพืชพัฒนาเปนตนโดยตรง หลีกเลี่ยงขั้นตอนการเกดิกลุมกอนเซลลที่
เรียกวา แคลลัส  

4. ตนพืชที่ผลิตไดจะมีขนาดสม่ําเสมอ ผลผลิตที่ไดมีมาตรฐานและเก็บเกี่ยวไดคราวละมากๆ พรอมกัน 
หรือในเวลาเดยีวกัน  

5. เพื่อการเก็บรักษาหรือแลกเปลี่ยนพันธุพืชระหวางประเทศ เชน การมอบเชื้อพันธุกลวยในสภาพ
ปลอด 
เชื้อขององคกรกลวยนานาชาติ (INIBAP) ใหกรมสงเสรมิการเกษตร เมื่อป พ.ศ. 2542  

6. เพื่อประโยชนดานการสกัดสารจากตนพืช นํามาใชประโยชนดานตางๆ เชน ยาฆาแมลง  
ยารักษาโรค เปนตน  

นอกจากนี้ ยังมีคุณประโยชนอีกหลายประการ เชน เพื่อการผลิตพืชทนทานตอสภาพแวดลอม ทนกรด 
ทนเค็ม เปนตน หรือการใชประโยชนเกี่ยวกับการศกึษาทางชีวเคม ีและสรีรวิทยาของพืช เปนตน ในสวนของ
กรมสงเสริมการเกษตรไดนาํประโยชนขอ 1-4 มาเปนขอกําหนดคุณลักษณะพันธุพืชที่ผลิตดวยวิธีการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกอนนาํเขาระบบสงเสรมิสูเกษตรกร คือ ตนพันธุพืชที่ผลิตไดตองปลอดโรค มีลักษณะตรง
ตามพันธุและสามารถขยายไดปริมาณมากในเชิงอุตสาหกรรม นับเปนหนวยงานแรกของภาครัฐที่มีการนํา
เทคโนโลยีเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาพัฒนาใชกบังานขยายพันธุพืชเศรษฐกิจในเชิงพานิชยอยางเปนรูปธรรมและ
พรอมนําไปใชในระบบสงเสริม ตัวอยางพันธุพืชเพาะเลี้ยงที่มีการทดลองนํารองปลูกในสภาพไร และประสบ
ผลสําเร็จเปนอยางดี ไดแก หนอไมฝร่ัง กลวย ออย สับปะรด ไผ เบญจมาศ และสตรอเบอรี่ เปนตน 
 
อุปกรณ 
อุปกรณที่ใชกบังานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อคอนขางมีมากชนิด การจัดวางเครื่องมือตองคํานึงถึงความสะดวกใน การ
ใชตอพื้นที่ใหเกิดประโยชนมากที่สุดถากําหนดชนิดของเครื่องมือตามตําแหนงของการใชงานภายในหอง 
ปฏิบัติการ จะแบงออกเปน 3 หองใหญๆ คือ 

1. หองเตรียมอาหาร 
2. หองตัดเนื้อเยือ่ 
3. หองเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

ภายในแตละหองจะมีอุปกรณและเครื่องมือที่ใชงานเปนประจํา แตกตางกัน ไปตามลักษณะงานดังนี้ 



1 หองเตรียมอาหาร เปนหองที่ใชเก็บสารเคมีและวัสดุอุปกรณเพื่อการชั่งสาร หรือผสมอาหาร  
หมอนึ่งความดันไอ ตูอบความรอนแหง ดังนี้ 

 
จัดวางในตูหรือบนชั้นวางของอยางเปนระเบียบเปนหมวดหมูหรือตามอักษรที่สําคัญ 
ควรอยูบริเวณเดียวกับทีว่างเครื่องชั่ง 
 
1.2 เครื่องชั่ง เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง ควรวางอยูบนโตะที่มั่นคงไมส่ันสะเทือนงาย 
 
1.3 เครื่องแกวและเครื่องมืออ่ืนๆ ควรมีที่เกบ็มิดชิด และไมหางจากอางน้ํามากนกั 
 
1.4 อางน้ํา ใชสําหรับลางทําความสะอาดเครื่องมือตางๆ เพื่อความสะดวกตอการปฏิบัติงาน อาจอยูมุมหนึ่ง
ของบริเวณหอง 
 
1.5 บริเวณเตรียมอาหาร ควรเปนโตะหรือพื้นที่ที่มีความสูงพอที่จะปฏิบัติงานในลักษณะยืนหรือนัง่ ก็ได 
 
1.6 เครื่องกรองน้ํา อาจใชเครื่องกรองน้ําดืม่ตามบานได 
 
1.7 เครื่องชั่ง มี 2 แบบ คือ เครื่องชั่งอยางละเอียด และเครื่องชั่งอยางหยาบ  
-- เครื่องชั่งอยางละเอียด สามารถชั่งไดเปนมิลลิกรัม หรือทศนิยม 4 ตําแหนง ใชสําหรับชั่งสารเคมี วิตามิน 
และสารควบคมุการเจริญเตบิโต ซ่ึงใชปริมาณนอยมาก 
-- เครื่องชั่งอยางหยาบ ช่ังไดเปนกรัม หรือทศนิยม 2 ตําแหนง ใชสําหรับชั่งสารเคมีที่ใชปริมาณมาก เชน วุน 
และน้ําตาล 
 
1.8 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH-meter) ใชวัดคาความเปนกรด-ดาง ของอาหารสังเคราะห 
ควรอยูที่ระดับ 5.6 
 
1.9 เครื่องคนสารละลาย ใชสําหรับคนสารละลายเมื่อใสแทงคนไฟฟา (Magnetic stirror) ขณะ 
เตรียมอาหาร 
 
1.10 เตาตมอาหาร อาจเปนเตาไฟฟาหรือเตาแกส ใชสําหรับตมอาหารเพื่อใหวุนละลาย 
 



1.11 ตูอบความรอนแหง (Hot air oven) ใชในการอบฆาเชื้อเครื่องแกวและอุปกรณในการตัดยาย เนื้อเยื่อ โดย
ใชอุณหภูม ิ180 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 ช่ัวโมง 
 
1.12 เครื่องแกว ปจจุบันนยิมใชเปนพลาสตกิเพราะลดความเสียหายจากการแตกราวไดคอนขางมาก 
-- ฟลาสคหรือขวดรูปชมพู ขนาด 50-1,000 มิลลิลิตร 
-- บีกเกอร ใชปรับปริมาตรของอาหาร ขนาด 20-1,000 มิลลิลิตร 
-- กระบอกตวง ขนาด 5-1,000 มิลลิลิตร 
-- ไปเปต ใชดดูสารละลายปริมาณนอย ขนาด 0.1-10 มิลลิลิตร 
 
1.13 หมอนึ่งความดันไอ (Autoclave) ใชนึ่งฆาเชื้อจุลินทรียในอาหารวุนโดยใชความรอน ที่ 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15-20 นาที อาจเปนแบบหมอไฟฟา 
อัตโนมัติ หรือเปนแบบทีใ่ชความรอนจากเตาแกส มีทั้งแบบแนวตั้งและแนวนอน หมอแบบแนวนอนจะมี
ความจุมากกวาหมอแบบแนวตั้ง และมีราคาคอนขางสูง 
-- หมอนึ่งความดันไอแบบใชไฟฟาแนวตัง้ เปนแบบที่ไดรับความนยิม มีใชในหอง 
ปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเกือบทุกแหง 
-- หมอนึ่งความดันไอ แบบใชไฟฟาแนวนอน สามารถนึ่งอาหารไดปริมาณมากกวาหมอ 
แบบแนวตั้ง 
-- หมอนึ่งความดันไอ แบบใชแกส ใชหลักการเดียวกับหมอนึ่งเชื้อเห็ดประสิทธิภาพการ 
ทํางานสูงหรือต่ําขึ้นอยูกับผูปฏิบัติงาน สามารถควบคุมอุณหภูมิ และความดันใหคงที่ตามกําหนดเวลา ได 
หรือไม  

2 หองตัดเนื้อเยื่อ เปนหองทีม่ีเจาหนาที่ปฏิบัติงานมากทีสุ่ดศูนยรวมของกิจกรรมเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
จะอยูในหองนี้ ควรเปนหองที่มีระบบปองกันการปนเปอนของเชื้อ ผิวพื้นหองทุกดานทั้งฝาผนัง พื้นหอง ควร
มีผิดเรียบมัน ไมเปนที่สะสมของฝุนละออง ทําความสะอาดงาย วัสดอุุปกรณที่อยูในหองนี้จะประกอบไปดวย
ตูตัดเนื้อเยื่อ จํานวนมากนอยเปนไปตามปริมาณการผลิตของแตละแหง ดังนี ้ 
 
2.1 ตูตัดเนื้อเยือ่ เปนตูปลอดเชื้อที่ใชกับงานตัดยายชิ้นพชื มีระบบการหมุนเวียนของอากาศภายในตูที่สะอาด 
ปราศจากเชื้อจลิุนทรียตลอดเวลาของการปฏิบัติงาน ดวยระบบการถายเทอากาศผานแผนกรองที่มีรูพรุน 
ขนาดเล็กประมาณ 0.3 ไมครอน ซ่ึงเชื้อจุลินทรียไมสามารถเล็ดลอดผานได ทั้งนี้ควรเช็ดทําความสะอาดตูทั้ง
กอนปฏิบัติงานและหลังเลิกงานในแตละวนั โดยเชด็  
ออกดานนอกตูเสมอดวยแอลกอฮอล 70% รวมทั้งการเปลี่ยนแผนกรองเชื้อจุลินทรียตามกําหนดเวลาเพื่อรักษา
ประสิทธิภาพความเปนตูปลอดเชื้อ 



 
2.2 วัสดุหรือเครื่องมือที่ใชตัดเนื้อเยื่อ ไดแก 
- มีดผาตัด นยิมใชดามมีดเบอร 3 กับใบมีดเบอร 10 หรือ11 
- ปากคีบ (forcepts) ใชหนีบจับชิ้นพืช มีขนาดความสั้นยาว ตางกันไปขึ้นกับความสะดวกในการปฏิบัติงาน 
- ตะแกรงสําหรับวางมีดและปากคีบ 
- ตะเกียงแอลกอฮอล 
- จานรองหรือกระดาษ ที่ผานการนึ่งฆาเชือ้แลวใชรองตดัชิ้นเนื้อเยื่อ 
วัสดุเหลานีก้อนนํามาตัดเนื้อเยื่อตองทําการฆาเชื้อจุลินทรียโดยการนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดนัไอ 
หรือการอบความรอนแหง ภายหลังสิ้นสุดการปฏิบัติงานทุกครั้งตองนําเครื่องมือเหลานั้นมาลางใหสะอาดดวย
น้ํายาลางจาน เช็ดใหแหง หอดวยกระดาษตะกัว่แลวจึงนําไปฆาเชื้อจุลินทรียเพื่อการนาํมาใชใหมในครั้งตอไป 

 
2.3 อุปกรณอ่ืน ๆ ไดแก 
1. เกาอี้มีพนกัสําหรับพนกังานตัดเนื้อเยื่อ 
2. รถเข็นสําหรับวางขวดอาหาร ขวดเนื้อเยื่อพืช 
2.4 อุปกรณดบัเพลิง ควรมีประจําทุกชัน้และทุกหอง โดยเฉพาะหองตัดเนื้อเยื่อเพราะขณะปฏิบัติ 
งาน มีการลนไฟฆาเชื้อวัสดอุุปกรณตลอดเวลา อาจเกดิอบุัติเหตุไฟลุกไหมภายในตูได  

3 หองเลี้ยงเนือ้เยื่อ เปนหองปลอดเชื้อ ควบคุมอุณหภูมิใหอยูระหวาง 25-25 องศาเซลเซียส ใชเปนสถานที่วาง
ขวดเนื้อเยื่อพชื เปนหองที่ไมควรอนุญาตใหผูที่ไมมีหนาที่เกี่ยวของเขาออกโดยเด็ดขาดเพราะจะทําใหเกิดการ
ปนเปอนของเชื้อจุลินทรียในขวดเนื้อเยื่อพืช อาจทําใหเกิดความเสียหายกับตนพันธุพืชในภาพรวมได อุปกรณ
ที่สําคัญที่ติดตั้งอยูในหอง ไดแก 
 
3.1 ช้ันวางเนื้อเยื่อ วัสดุที่ประกอบเปนชัน้อาจทําดวยไม เหล็กฉาก แสตนเลส หรืออลูมิเนียม 
เปนตน ขนาดกวาง x ยาว x สูง ประมาณ 60 x 125 x 200 มีช้ันวาง 5 ช้ัน แตละชั้นหางกันประมาณ 30 
เซนติเมตร โดยสวนที่ทําเปนพื้นควรจะเปนกระจกหรือฟอรไมกาสีขาว หรือเปนตาขายโปรง มีหลอดไฟฟาที่
ใหความสวางแกพืชเพื่อการสังเคราะหแสง นิยมใชหลอดไฟที่เรียกวา Grolux เพราะมีคุณสมบัติของการให 
แสงสีแดง ซ่ึงเหมาะกับการสังเคราะหแสงของพืช แตหลอดชนิดนี้มีราคาคอนขางสูง จึงอาจใชหลอดไฟ 
ฟลูออเรสเซนต ชนิดธรรมดาที่ใชกับอาคารบานเรือนก็ได ทั้งนี้การติดตั้งหลอดไฟควรใหหลอดอยูหางจากชั้น 
วางเนื้อเยื่อในระยะประมาณ 20 เซนติเมตร และแตละหลอดอยูหางกันประมาณ 30 เซนติเมตร เพื่อใหได 
ความเขมแสง 2,000-3,000 ลักซ เมื่อวัดดวยเครื่องมือ ที่เรียกวา Lux meter โดยเปดไฟติดตอกันนาน  
16 ช่ัวโมงตอวนั จึงควรมีนาฬิกาควบคุมการปด-เปดไฟฟา (timer) ดวย 



 
3.2 เครื่องเขยาแบบโยก ใชสําหรับเนื้อเยื่อพืชที่เล้ียงในอาหารเหลว มีลักษณะการเคลือ่นที่ในแนว 
ขนานกับพืน้โลกอัตรา 100-150 รอบตอนาที เปนการเพิม่ออกซิเจนลงไปในอาหารเพื่อใหเนื้อเยื่อพืชไดรับ 
ออกซิเจนอยางเพียงพอตอการเจริญเติบโต 

กิจกรรมภายในหองเตรียมอาหาร 

การปฏิบัติงานภายในหองเตรียมอาหาร จะเริ่มตนจากการชั่งสารตามสูตรอาหารที่ตองการผสมเปนสต็อก
สารละลาย ปรับคาความเปนกรด-ดาง หลอมอาหาร และบรรจุขวดกอนนึ่งฆาเชื้อเพือ่รอการนําไปใช
ตามลําดับดงันี ้
 
1. ช่ังสารเคมี เปนขั้นตอนทีสํ่าคัญขั้นตอนหนึ่ง ตองการความแมนยําสงู โดยเฉพาะสารเคมีที่ใชปริมาณนอย 
จึงตองชั่งดวยเครื่องชั่งอยางละเอียด สามารถชั่งไดทศนยิม 4 ตําแหนง 
 
2. สําหรับสารเคมีที่ใชปริมาณมาก จะชั่งดวยเครื่องชั่งอยางหยาบ ช่ังไดทศนิยม 2 ตําแหนง เชน น้ําตาล หรือ
วุน 
 
3. ผสมสารเคมี ตองทําใหสวนประกอบของสารเคมลีะลายผสมเขากันไดหมด โดยใชเครื่องคนสารละลาย
รวมกับแทงคนไฟฟา 
 
4. วัดความเปนกรด-ดาง (pH) ใหปรับใชที่ระดับ 5.6 ซ่ึงเหมาะสมตอการที่พืชจะนําธาตุอาหารไปใชในการ
เจริญเติบ แตในอาหารบางสูตรอาจใชที่ระดับ pH 5 เชน อาหารกลวยไม 
 
5. หลอมอาหาร เมื่อผสมอาหารเสร็จเรียบรอยแลว นํามาหลอมวุนใหละลายบนเตาแกสหรือไมโครเวฟกไ็ด 
 
6. กรอกอาหาร ลงภาชนะตางๆ เชนขวดหรือถุงหรือกลองพลาสติก เปนตน แตภาชนะที่ตองทนความรอน 
และสิ่งที่ตองระมัดระวังขณะกรอกอาหาร คือ พยายามอยาใหอาหารเลอะปากภาชนะ เพราะเปนสาเหตุของ
การปนเปอนจากเชื้อจุลินทรยีไดงาย 
 
7. อาหารวุนในขวด กรอกอาหารลงขวดขนาด 4 ออนซ (ขวดน้ําพริกเผา) ปริมาณอาหารที่กรอกขวดละ 20-25 
มิลลิลิตร (1 ลิตรกรอกไดประมาณ 40-45 ขวด) ปดฝาใหสนิทนําไปนึ่งฆาเชื้อ 
 



8. อาหารวุนในถุง กรอกอาหารลงถุงขนาด 4*6 นิ้ว (ถุงรอน) ปริมาณอาหารที่กรอกถุงละ30-35 มิลลิลิตร (1 
ลิตร กรอกไดประมาณ 25-30 ถุง) นําไปนึง่ฆาเชื้อ 
 
9. นําอาหารวุนเขาหมอนึ่งความดันไอ เพือ่นึ่งฆาเชื้อ เมือ่เตรียมอาหารเรียบรอยแลว ควรทําใหปลอดเชื้อ
ภายในวันเดยีวกัน ดวยหมอนึ่งความดนัไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
เวลา 15-20 นาที (เวลาอาจปรับเปลี่ยนตามขนาดของภาชนะและปริมาตรของอาหาร) เมื่อนึ่งฆาเชือ้เรียบรอย
แลว รีบนําอาหารออกจากหมอนึ่งความดนัไอทันทีที่ความดันลดลงเปน 0 ถาเปนขวดควรปดฝาใหแนน
เนื่องจากฝาขวดอาจขยายตัว เมื่อผานการนึง่ฆาเชื้อแลว และควรเก็บไวประมาณ 1 สัปดาหกอนนําไปใช เพื่อ
ตรวจสอบอีกครั้งวา ไมมีการปนเปอนของเชื้อจุลินทรีย 
 
10. สต็อกอาหารวุนผานการนึ่งฆาเชื้อแลว เก็บไวประมาณ 1 สัปดาห กอนนํามาใช 

กิจกรรมภายในหองตดัเนื้อเยื่อ 

จะเปนการตัดยายเนื้อเยื่อไปเลี้ยงบนอาหารใหม ซ่ึงตองอาศัยเทคนิคปลอดเชื้อ เจาหนาที่ประจํา
หองปฏิบัติการ ตองเตรียมตวัใหอยูในสภาพที่พรอมทํางานตั้งแตทําความสะอาด มือและแขนดวยสบู สวมผา
คลุมผม ใสถุงมือ ผาปดปากปดจมูก และสวมชุดปฏิบัติการ เปนตน ตามลําดับ ดังนี ้
1. การรักษาความสะอาดดวยการลางมือใหสะอาดดวยสบู และสวมชดุปฏิบัติการ ประกอบดวยถุงมือ ผาคลุม
ผม ผาปดปากปดจมูก และเปลี่ยนรองเทากอนเขาหองปฏิบัติการทุกครั้ง 
2. เช็ดทําความสะอาดตูปลอดเชื้อกอนใชงานและควรเปดสวิทซตูใหระบบตางๆ ภายในตูทํางานกอน
ปฏิบัติงาน 15-30 นาที 
3. วางอุปกรณที่ใชตัดเนื้อเยือ่ในตําแหนงที่เหมาะสมและสะดวกตอการปฏิบัติงาน  
4. การลนไฟเครื่องมือที่ใชปฏิบัติงานเพื่อฆาเชื้อจลิุนทรียกอนเริ่มตดัเนื้อเยื่อ 
5. ตัดเนื้อเยื่อปลายยอด apical meristem ในกรณีที่ผลิตปลอดโรค 
6. ตัดเนื้อเยื่อระยะเพิ่มปริมาณภายในตูปลอดเชื้อ 
7. นําชิ้นพืชทีต่ัดแบงวางเลี้ยงบนอาหารในขวดกอนปดฝา 
8. ลนไฟปดปากถุง 
9. ลงบันทึกชนิดพืชและ วนั/เดือน/ป ที่ตดัยาย 
10. เนื้อเยื่อพืชพรอมนําเขาเรียงบนชั้นในหองเล้ียงเนื้อเยือ่ที่ควบคุมแสง และอุณหภมูิ  

 

 



กิจกรรมภายในหองเลี้ยงเนือ้เยื่อ 

1. นําขวดเนื้อเยื่อพืชที่เปลี่ยนอาหารใหม เขาหองเล้ียงเนือ้เยื่อ 
2. ทําความสะอาดชั้นเรียงพชืดวยแอลกอฮอล 70% กอนเรียงเนื้อเยื่อพืช 
3. นําถุงเนื้อเยือ่พืชวางเรียงบนชั้นที่มีความเขมแสง 2,000-3,000 ลักซ 
4. เนื้อเยื่อพืชระยะเพิ่มปริมาณในขวด 
5. เนื้อเยื่อพืชระยะสุดทาย (เกิดราก) ในถุง 
6. ตรวจสอบการปนเปอนเชือ้จุลินทรียหากพบจะตองเกบ็ทิ้งทันที หากปลอยทิ้งไวจะทํา 
ใหสปอรของเชื้อราแพรกระจายออกจากขวดสูบรรยากาศของหองได 
7. คัดเลือกแมพันธุ เพื่อการตัด-ขยาย 
8. บันทึกรายละเอียดและลักษณะของชิ้นพชื 
9. เตรียมสงพชืเนื้อเยื่อออกปลูกในสภาพโรงเรือน 
เมื่อตนพันธุพชืเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อ ผลิตไดครบจํานวนตามเปาหมาย จะถกูจัดเตรยีมเพือ่นําออก 
อนุบาล ในสภาพโรงเรือน  

วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยสังเขปการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชประกอบดวยขั้นตอนสําคัญหลัก 6 ขั้นตอน คือ 
1. การคัดเลือกเนื้อเยื่อพืช 
2. การฟอกฆาเชื้อ 
3. การเตรียมอาหารสําคัญเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
4. การขยายพนัธุเพิ่มจํานวน 
5. การชักนํารากพืช 
6. การยายออกปลูก 
 
การที่จะทําการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืชใหไดผลนั้นขั้นแรกตองฆาเชื้อหองปฏิบัติการเพราะการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
พืชนี้เปนการเลี้ยงในสภาพที่ปลอดเชื้อ หองปฏิบัติการและเครื่องมือทุกอยางตองปลอดเชื้อจุลินทรยี เพราะจุลิ
นทรียเปนศัตรูตัวฉกาจที่จะทําใหการทํางานของเรามีปญหาที่สุด และนอกจากฆาเชื้อหองและอปุกรณแลว
ช้ินสวนพืชทีจ่ะนํามาขยายพนัธุตองทําการฆาเชื้อดวย เรียกวา วิธีฟอกฆาเชื้อ ขั้นตอนในการทําก็คอื 
 
1. เลือกชิ้นสวนพืชที่อยูในชวงเจริญเติบโต เชน ยอดออน เมล็ด ตาขาง ปลายราก แลวแตชนิดของพชืนั้น ๆ 
2. นําชิ้นสวนนั้นมาตัดเปนเปนทอนใหสวนขอที่จะออกรากควรอยูตรงกลาง .....หรือถาเปนเมล็ดควรทําความ
สะอาดแตถาเมล็ดนั้นแข็งควรนําไปแชน้ําอุนสัก 1 คืน 
3. เตรียมน้ําปริมาณขวดละ 90 ml นําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121  ํC เปนเวลา 15 นาที 



4. เมื่อไดน้ําทีผ่านการฆาเชือ้แลว ตวง Chlorox ปริมาณ 10-15 ml หยด Tween ประมาณ 2-3 หยด ถาเปนพืชที่
คอนขางสกปรกใสยาฆาเชือ้ (Anti biotic) ดวย 
5. นําชิ้นสวนที่ลางสะอาดแลว ใสลงไปในขวด แลวเขยาประมาณ 15 นาที 
6. หลังจากเขยาครบ 10-15 นาทีแลว ลางดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที แตควรทําภายใตสภาพปลอดเชื้อ  
7. หลังจากทําการฟอกฆาเชือ้แลว นําชิ้นสวนลงปลูกในขวดอาหารที่เตรียมไว 
 
วิธีการเลือกชิ้นสวนเนื้อเยื่อท่ีจะนํามาฟอกฆาเชื้อ 
 
1. พืชที่เปนเมล็ดควรเลือกเมล็ดที่มีความสมบูรณที่สุด เมล็ดออนหรือแกก็ได 
2. พืชที่ใชใบขยายพนัธุ เชน แอฟริกนัไวโอเลต กลอกซีเนีย หรือกกุลายหิน ควรเลือกใบเพิ่งแตกใหม 
....เพราะการปนเปอนนอยและเยื่อกําลังเจริญ 
3. พืชที่ใชยอดขยายพนัธุ ควรเลือกยอดที่เพิ่งจะแตกตาใหม เพราะเปนชวงที่พืชพรอมจะเจริญเปนตน 
4. พืชที่เปนหวั เปนเหงาหรือแงง เชน กลวย ขิง ดาหลา ควรเลือกที่มีตาสมบูรณ ถาเปนกลวย 
.... ควรเลือกหนอที่มีใบแคบหรือหนอที่กําลังงอก 
5. พืชที่ใชคัพภะ ควรเลือกคพัภะทีแ่ก ไมควรเลือกที่ออนเกินไปจะไมงอก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ชนิดของเนื้อเยื่อ  

เนื้อเยื่อของพชื แบงเปน 2 ประเภท ตามความสามารถในการแบงตัวของเนื้อเยื่อ คอื  

1. เนื้อเยื่อเจริญ (meristematic tissue) จําแนกเปน3 ชนิดตามตําแหนงที่อยูในสวนตาง ๆ ของพืช คือ 

1.1 เนื้อเยื่อเจริญสวนปลาย (apical meristem) พบตามบรเิวณปลายรากและปลายยอดพืช 
เมื่อแบงเซลลทําใหรากและลําตนยืดยาวออก 

1.2 เนื้อเยื่อเจริญเหนือขอ (intercalary meristem) อยูบริเวณเหนือขอหรือโคนของปลอง 

 

1.3 เนื้อเยื่อเจริญดานขาง (lateral meristem) จะแบงตวัออกทางดานขาง ทําใหราก และ 
ลําตนขยายขนาดใหญขึ้น  

2. เนื้อเยื่อถาวร (permanent tissue) เปนเนือ้เยื่อที่เจริญเปลี่ยนแปลงมาจากเนื้อเยื่อเจรญิแบงออกเปน 2 
ประเภท คือ 
2.1 เนื้อเยื่อถาวรเชิงเดีย่ว (simple permanent tissue) แบงไดหลายชนิดตามหนาที่และสวนประกอบภายใน
เซลล ไดแก 

1. เอพิเดอรมิส (epidermis) คือ เนื้อเยื่อที่อยูช้ันนอกสุดของสวนตาง ๆ ของพืช มักเรียงตัวช้ันเดียว 
เซลลมีลักษณะแบน แวควิโอลขนาดใหญ เซลลเรียงตัวอัดแนนจนไมมชีองวางระหวางเซลล ผนังเซลลที่อยู
ดานนอกมกัหนากวาผนังเซลลที่อยูดานใน มีคิวทิน ( cutin )เคลือบที่ผนังเซลล 
2. พาเรงคิมา (parenchyma) เนื้อเยื่อชนดินีพ้บไดทัว่ ๆ ไปในพืช เซลลมีรูปรางหลายแบบ ไดแก 
คอนขางกลม รี หรือรูปทรงกระบอก เมื่อเรียงตัวตดิกันจงึเกิดชองวางระหวางเซลล แวคิวโอลมีขนาดใหญ
เกือบเต็มเซลล พาเรงคิมาที่มีคลอโรพลาสอยูดวย อาจเรยีกใหมวา คลอเรงคิมา (chlorenchyma) ผนังเซลล
ประกอบดวยเซลลูโลส (cellulose) 
 
3. คอลเลงคิมา (collenchyma) เปนเนื้อเยื่อที่มีเซลลรูปรางคลายคลึงกับพาเรงคิมา ผนังเซลล 



ประกอบดวยเพกติน (pectin) และเซลลูโลส ผนังเซลลจะมีความหนาไมเทากันโดยสวนหนามักอยูตามมุม
เซลล พบเนื้อเยื่อชนิดนี้อยูตามกานใบ เสนกลางใบ และในสวนคอรเทกซ (cortex) ของพืชลมลุก คลอเรงคิมา
จะทําหนาที่เพิม่ความแข็งแรงใหกับพืช 
4. สเกลอเรงคิมา (sclerenchyma) เนื้อเยื่อชนิดนี้ประกอบดวยเซลลที่มีผนังหนามาก เพราะมีสาร  
ลิกนิน (lignin) เคลือบผนังเซลล จึงเปนสวนที่ทําใหพืชมีความแข็งแรง สเกลอเรงคิมาประกอบดวยเซลล 2 
ชนิด คือ ไฟเบอร (fiber) และสเกลอรีด (sclereid) ซ่ึงแตกตางกันที่รูปรางของเซลล 
- ไฟเบอร เปนเซลลเรียงและยาว สวนสเกลอรีด เซลลมีลักษณะสั้นกวาและมีรูปรางตางกัน 
พบไดตามสวนที่แข็งแรงของเปลือกตนไม และเปลือกหุมเมล็ด หรือเนือ้ผลไมสาก ๆ 
2.2 เนื้อเยื่อถาวรเชิงซอน (complex permanent tissue) ประกอบดวยกลุมเซลลหลายชนิดมาทํางานรวมกัน 
ไดแก เนื้อเยื่อทอลําเลียง (vascular tissue) ซ่ึงประกอบดวย 

1.ไซเลม (xylem) 
เปนเนื้อเยื่อทีท่ําหนาที่ลําเลียงน้ําและแรธาตุตาง ๆ ไปสูสวนตาง ๆ ของพืช ประกอบดวยกลุมเซลลที่ทําหนาที่
หลักในการลําเลียงน้ํา คือ 
- เทรคีด (tracheid) เปนเซลลที่มีรูปรางยาว ปลายคอนขางแหลม ผนังเซลลหนามี สารพวกลิกนนิสะสม เมื่อ
เซลลโตเต็มที่จะตาย โพรโทพลาสซึมสลายทําใหเกิดชอง ตรงกลางลําเลียงน้ําไดด ี
- เวสเซล (vessel) มีขนาดใหญแตส้ันกวาเทรคีด ประกอบดวยเวสเซลเมมเบอร (vessel member) ซ่ึงเปนเซลล
ที่มีผนังหนามสีารพวกลิกนนิสะสม เซลลมีรูปรางยาวหรือส้ัน ปลายเซลลอาจเฉียงหรือตรงและมชีองทะลุถึง
กัน เวสเซลเมมเบอรหลาย ๆ เซลลมาเรียงตอกันมีลักษณะคลายทอน้าํเรียกวาเวสเซล  

2.โฟลเอ็ม (phloem) 
เปนเนื้อเยื่อทีท่ําหนาที่ลําเลียงสารอาหารที่ใบสังเคราะหขึ้นไปสูสวนตาง ๆ ของพืช ประกอบดวยกลุมเซลล 
- ซีฟทิวบเมมเบอร (sieve tube member) มีรูปรางเปนทรงกระบอกยาว ที่ปลายผนังเซลลทั้ง 2 ดานจะมีรูพรุน
เรียกวา  
ซีฟเพลต (sieve plate) ซีฟทิวบเมมเบอรหลาย ๆ เซลลมาเรียงตอกันเรยีกวาซีฟทวิบ (sieve tube) 
- คอมพาเนยีนเซลล (companion cell) 

ตัวอยางการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
การขยายพันธุดาหลาโดยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ    

นําหนอขาง  ที่แตกออกมาจากเหงาเดิม  ซ่ึงปลูกเลี้ยงไวในแปลงปลูก   ตัดเอาหนอขางมีขนาดความ
กวาง  3  ซม.  ยาว   5  ซม.    ออกจากเหงา   ลางทําความสะอาดดวยน้ําไหลเอาเศษดนิที่ติดมาออกใหหมด  
แลวจึงลางดวยสบูเหลว พรอมกับลอกกาบใบที่หุมอยูทีเ่ปนแผล  หรือที่เสียหายออกทิ้งไป  2 - 3 ช้ัน  หลังจาก



นั้นลางดวยน้ํากลั่นอีกครั้ง แลวซับน้ําที่ติดมาดวยกระดาษทิชชู  เมื่อแหงแลวทําการฆาเชื้อที่ผิวนอกของหนอ 
โดยเช็ดดวยแอลกอฮอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต   ใหทัว่ทั้งหนอ    หลังจากนั้นทําการฆาเชื้อคร้ังที่  2  โดยนําไป
เขยาในสารละลาย     คลอรอกซที่มีความเขมขน  10   เปอรเซ็นต เปนเวลานาน  15  นาที  เมื่อครบเวลาจึง
นํามาลางดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลว   3  คร้ัง  ทําภายในตูปลอดเชื้อ  หนอที่ผานการฆาเชื้อแลว  มาตัดโดยเริ่ม
จากการลอกกาบใบออกทีละชั้น จนถึงสวนของปลายยอด (shoot  tip)  ตัดชิ้นสวนใหมีขนาด   0.5 x 0.5  ซม.  
แลวนําไปเลี้ยงบนอาหารวุนสูตร MS  (1962)    ที่เติม  BAP  ความเขมขน  2 มก/ล.  เล้ียงในหองเล้ียงที่ให
ความเขมแสงประมาณ  1,900  ลักซ  เปนเวลานาน  16  ช่ัวโมงตอวัน  อุณหภูมิ   25  2    ํc    หลังจากเลี้ยง
เนื้อเยื่อไดนานประมาณ  60 -  80 วัน  เร่ิมแทงใบออกมาและคลี่ออก  ยอดประกอบดวยใบออนที่อัดกันแนน 
มีการพัฒนาขนาดใหญและมีใบจํานวนมากขึ้น     

สําหรับการขยายเพื่อเพิ่มจํานวนตนสามารทําไดโดยใชยอด (shootlet) ที่ไดจากการเลี้ยง

เนื้อเยื่อในสภาพปลอดเชื้อ  โดยเลือกตนที่มคีวามสม่ําเสมอกันสูงประมาณ   4  ซม.   และมีใบ 3 -  5  ใบ  แลว

ตัดใบทิ้งโดยใหช้ินสวนบริเวณลําตนมีขนาดยาว  1  ซม.  แลวทําการผาแบงครึ่งตามแนวยาว    นําไปเลี้ยงบน

อาหารเหลวสตูร  MS (1962)  ที่เติม  BAP  ความเขมขน  2 มก/ล.  นานประมาณ   30 วนั  โดยมีอัตราการ

ขยายพนัธุ   1 ช้ินสวน สามารถพัฒนาเปนยอดได 2 - 3 ยอด  โดยข้ึนอยูกับจํานวนตาขางของชิ้นสวน สามารถ

ทําการยายเปลี่ยนอาหารเพื่อเพิ่มจํานวน   ควรทําการยายประมาณ 2 - 3 คร้ัง เนื่องจากเมื่อเล้ียงในอาหารเหลว

เปนเวลานานจะทําใหช้ินสวนหรือยอดมลัีกษณะฉ่ําน้ํา ใบมีลักษณะเปราะหักงายดงันั้นจึงควรทําการยายเล้ียง

ขยายเพื่อเพิ่มจาํนวนโดยเลี้ยงบนอาหารวุนสูตร MS (1962)  ที่เติม BAP  ความเขมขน  2 มก/ล.  นานประมาณ   

45 วัน   

การชักนําใหเกิดราก หลังจากนั้นเมื่อยอดที่เล้ียงมีขนาดความสูงประมาณ 6 - 7 ซม. นํายอด

มากระตุนใหเกิดรากโดยยายยอดดาหลาทีม่ีขนาดดังกลาวเลี้ยงบนอาหารวุนสูตร MS ที่ไมเติมสารควบคุมการ

เจริญเติบโตพชื เล้ียงนานประมาณ 30 วัน จึงทําการยายออกปลูก  

สวนการยายตนกลาดาหลาออกปลูก  โดยนําตนกลาที่มรีากแลว  นําตนกลามาลางเอาเศษวุน

ที่ติดมากับรากออกใหหมด  แลวทําการตัดรากออกใหมีขนาดความยาวประมาณ  1 - 2 ซม.  แลวนําไปปลูกใน

ถุงพลาสติกสีดําขนาด 2 x  4 นิ้ว  โดยใชวัดสุปลูก คือ  ทราย, ขี้เถาแกลบ และ ขุยมะพราว อัตราสวนผสม  1 

ตอ 1 ตอ 1   หลังจากนัน้นาํไปไวในแปลงพนหมอก  เพาะชํานานประมาณ 1 - 2  เดือน  จึงยายออกปลูกลง

แปลงตอไป  

 



 ขั้นตอนการขยายพนัธุดาหลาดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  

 

หนอขางที่แตกมาจากเหงาโดย  

มีขนาด  3 x 5 ซม.  

    

 

การชักนําใหเกิดยอดเมื่อเล้ียงบนอาหารสูตร MS 
ที่เติม BAP 2 มก/ล. นาน 60 - 80 วัน  

    

 

การเพิ่มจํานวนยอดจํานวนมากเมื่อเล้ียงใน
อาหารเหลวสตูร MS ที่เติม BAP 2 มก/ล. นาน 

30 วัน ในชวงแรก  

    

 

การเพิ่มจํานวนยอดจํานวนมากเมื่อเล้ียงบน
อาหารสูตร MS ที่เติม BAP 2 มก/ล. นาน 30 วัน 

ในชวงหลัง  

    

 

ยอดจํานวนมากเมื่อเล้ียงในอาหารเหลวสูตร MS 
ไมที่เติมสารควบคุมการเจรญิเติบโตพืช นาน 30 

วัน  

    

 

การยายตนกลาออกปลูก นาน 30 วัน  

 
 


