
การเพาะเลีย้งเนื้อเย่ือ 
 

ปจจุบันนี้ เทคโนโลยีดานการเกษตรไดกาวหนาไปอยางมาก เปนที่รูจักกันมากในขณะนี้คือ การตัด
ตอยีนสเพื่อใหสายพันธุพืชสายใหมที่ทนตอโรค แมลง และใหผลผลิตสูง หรือรูจักกันในนามพืช GMO ที่
กําลังเปนปญหาถกเถียงกันในขณะนี้วาพืชบางอยางไดตัดตอยีนสแลวบางตัวมีผลทําใหแมลงตาง ๆ ตาย ซ่ึง
แมลงบางตัวเปนแมลงทีมีประโยชน อาจสงผลใหสภาพความสมดุลทางธรรมชาติสูญเสียไปดวย การ
เพาะพันธุตนไมในสภาพที่ปลอดเชื้อหรือ การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช (Tissue Culture) เปนอีกวิธีหนึ่งของ
เทคโนโลยีดานการเกษตรชนิดอื่นที่นอกเหนือจากพืชสวน พืชไร ไมดอก เชนการเพาะเลี้ยงเยื่อสมุนไพร 
เพราะวิธีการนี้สามารถขยายพันธุไดเร็วและจํานวนมาก แตมีขอเสียอยูคือตนทุนในการจัดตั้งหองปฏิบัติการ
คอนขางสูง และขั้นตอนในการปฏิบัติการขยายพันธุคอนขางยาก ถาเทียบกับการขยายพันธุไมดอก กลวยไม 
หรือไมประดับ เพราะวาสมุนไพรในแตละชนิดจะมียาง ซ่ึงในยางนั้นจะมีตัวยาแตกตางกันไป และตัวยาใน
ยางของสมุนไพรนี่เองที่มักจะทําปฏิกริยากับธาตุอาหารสังเคราะหที่ใชเล้ียงตนพืชสมุนไพร บางครั้งอาจทําให
พืชนั้นไมเจริญเติบโต ไมแตกกอ ไมดูดสารอาหาร และจะทําใหพืชนั้นตายในที่สุด แตถาหากทดลองสูตร
อาหารไดสูตรที่เหมาะสมกับพืชนั้นๆ ก็จะเจริญเติบโตไดดี 
การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช คือ การนําสวนใดสวนหนึ่งของพืชไมวาจะเปนสวนเนื้อเยื่อ อวัยวะตาง ๆ ของพืช 
หรือเซลล มาเลี้ยงในสภาพที่ปลอดเชื่อจุลินทรีย โดยมกีารควบคุมสภาพแวดลอม เชน อุณหภูมิ แสง ความชื้น 
สวนตางๆ ของพืชเหลานี้จะสามารถเจริญเติบโตพัฒนาเปนตนใหม โดยที่พืชทกุตนจะมีลักษณะเหมือนกนั 
ดวยเหตนุี้การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชจึงมีประโยชนอยางกวางขวางในหลายสาขา เชน ทางดานการเกษตรทําให
สามารถขยายพันธุไดจํานวนมากในเวลาอันรวดเรว็ หรือสามารถผลิตตนพันธุที่ปลอดเชื้อไดจํานวนมาก และ
ยังสามารถสรางพันธุใหม ๆ ไดโดยการเพาะเลี้ยงคพัภะ (Embryo) อับละอองเกสร (Anther Culture) 
นอกจากนี้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชยงัมีความสําคัญ สําหรับการเกบ็รักษาพันธุพชืในสภาพปลอดเชื้อได
ดี 

ประโยชนของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  
คุณสมบัติท่ีถกูนํามาใชใหเกิดประโยชนของวิธีเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีหลายขอพอสรุปไดดังนี ้

1. สามารถผลิตตนพันธุพืชปริมาณมาณมากในระยะเวลาอนัรวดเรว็ ตัวอยางเชน หากพชืสามารถเพิ่ม 
ปริมาณได 3 เทา ตอการยายเนื้อเยื่อลงอาหารใหมทุกเดือนๆ ละ 1 คร้ัง เมื่อเวลาผานไป 6 เดือน จะ
สามารถผลิตตนพันธุพืชไดถึง 243 ตน  



2. ตนพืชที่ผลิตไดจะปลอดโรค โดยเฉพาะโรคที่มีสาเหตุจากเชื้อไวรัส มายโคพลาสมา ดวยการตัด 
เนื้อเยื่อเจริญที่อยูบริเวณปลายยอดของลําตน ซ่ึงยังไมมีทอน้ําทออาหาร อันเปนทางเคลื่อนยายของ
เชื้อโรค 
ดังกลาว  

3. ตนพืชที่ผลิตได จะมีลักษณะทางพันธุกรรมเหมือนตนแม คือ มีลักษณะตรงตามพันธุ ดวยการใช 
เทคนิคของการเลี้ยงจากชิ้นตาพืชพัฒนาเปนตนโดยตรง หลีกเลี่ยงขั้นตอนการเกดิกลุมกอนเซลลที่
เรียกวา แคลลัส  

4. ตนพืชที่ผลิตไดจะมีขนาดสม่ําเสมอ ผลผลิตที่ไดมีมาตรฐานและเก็บเกี่ยวไดคราวละมากๆ พรอมกัน 
หรือในเวลาเดยีวกัน  

5. เพื่อการเก็บรักษาหรือแลกเปลี่ยนพันธุพืชระหวางประเทศ เชน การมอบเชื้อพันธุกลวยในสภาพ
ปลอด 
เชื้อขององคกรกลวยนานาชาติ (INIBAP) ใหกรมสงเสรมิการเกษตร เมื่อป พ.ศ. 2542  

6. เพื่อประโยชนดานการสกัดสารจากตนพืช นํามาใชประโยชนดานตางๆ เชน ยาฆาแมลง  
ยารักษาโรค เปนตน  

นอกจากนี้ ยังมีคุณประโยชนอีกหลายประการ เชน เพื่อการผลิตพืชทนทานตอสภาพแวดลอม ทนกรด 
ทนเค็ม เปนตน หรือการใชประโยชนเกี่ยวกับการศกึษาทางชีวเคม ีและสรีรวิทยาของพืช เปนตน ในสวนของ
กรมสงเสริมการเกษตรไดนาํประโยชนขอ 1-4 มาเปนขอกําหนดคุณลักษณะพันธุพืชที่ผลิตดวยวิธีการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกอนนาํเขาระบบสงเสรมิสูเกษตรกร คือ ตนพันธุพืชที่ผลิตไดตองปลอดโรค มีลักษณะตรง
ตามพันธุและสามารถขยายไดปริมาณมากในเชิงอุตสาหกรรม นับเปนหนวยงานแรกของภาครัฐที่มีการนํา
เทคโนโลยีเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาพัฒนาใชกบังานขยายพันธุพืชเศรษฐกิจในเชิงพานิชยอยางเปนรูปธรรมและ
พรอมนําไปใชในระบบสงเสริม ตัวอยางพันธุพืชเพาะเลี้ยงที่มีการทดลองนํารองปลูกในสภาพไร และประสบ
ผลสําเร็จเปนอยางดี ไดแก หนอไมฝร่ัง กลวย ออย สับปะรด ไผ เบญจมาศ และสตรอเบอรี่ เปนตน 
 
อุปกรณ 
อุปกรณที่ใชกบังานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อคอนขางมีมากชนิด การจัดวางเครื่องมือตองคํานึงถึงความสะดวกใน การ
ใชตอพื้นที่ใหเกิดประโยชนมากที่สุดถากําหนดชนิดของเครื่องมือตามตําแหนงของการใชงานภายในหอง 
ปฏิบัติการ จะแบงออกเปน 3 หองใหญๆ คือ 

1. หองเตรียมอาหาร 
2. หองตัดเนื้อเยือ่ 
3. หองเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

ภายในแตละหองจะมีอุปกรณและเครื่องมือที่ใชงานเปนประจํา แตกตางกัน ไปตามลักษณะงานดังนี้ 



1 หองเตรียมอาหาร เปนหองที่ใชเก็บสารเคมีและวัสดุอุปกรณเพื่อการชั่งสาร หรือผสมอาหาร  
หมอนึ่งความดันไอ ตูอบความรอนแหง ดังนี้ 

 
จัดวางในตูหรือบนชั้นวางของอยางเปนระเบียบเปนหมวดหมูหรือตามอักษรที่สําคัญ 
ควรอยูบริเวณเดียวกับทีว่างเครื่องชั่ง 
 
1.2 เครื่องชั่ง เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง ควรวางอยูบนโตะที่มั่นคงไมส่ันสะเทือนงาย 
 
1.3 เครื่องแกวและเครื่องมืออ่ืนๆ ควรมีที่เกบ็มิดชิด และไมหางจากอางน้ํามากนกั 
 
1.4 อางน้ํา ใชสําหรับลางทําความสะอาดเครื่องมือตางๆ เพื่อความสะดวกตอการปฏิบัติงาน อาจอยูมุมหนึ่ง
ของบริเวณหอง 
 
1.5 บริเวณเตรียมอาหาร ควรเปนโตะหรือพื้นที่ที่มีความสูงพอที่จะปฏิบัติงานในลักษณะยืนหรือนัง่ ก็ได 
 
1.6 เครื่องกรองน้ํา อาจใชเครื่องกรองน้ําดืม่ตามบานได 
 
1.7 เครื่องชั่ง มี 2 แบบ คือ เครื่องชั่งอยางละเอียด และเครื่องชั่งอยางหยาบ  
-- เครื่องชั่งอยางละเอียด สามารถชั่งไดเปนมิลลิกรัม หรือทศนิยม 4 ตําแหนง ใชสําหรับชั่งสารเคมี วิตามิน 
และสารควบคมุการเจริญเตบิโต ซ่ึงใชปริมาณนอยมาก 
-- เครื่องชั่งอยางหยาบ ช่ังไดเปนกรัม หรือทศนิยม 2 ตําแหนง ใชสําหรับชั่งสารเคมีที่ใชปริมาณมาก เชน วุน 
และน้ําตาล 
 
1.8 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH-meter) ใชวัดคาความเปนกรด-ดาง ของอาหารสังเคราะห 
ควรอยูที่ระดับ 5.6 
 
1.9 เครื่องคนสารละลาย ใชสําหรับคนสารละลายเมื่อใสแทงคนไฟฟา (Magnetic stirror) ขณะ 
เตรียมอาหาร 
 
1.10 เตาตมอาหาร อาจเปนเตาไฟฟาหรือเตาแกส ใชสําหรับตมอาหารเพื่อใหวุนละลาย 
 



1.11 ตูอบความรอนแหง (Hot air oven) ใชในการอบฆาเชื้อเครื่องแกวและอุปกรณในการตัดยาย เนื้อเยื่อ โดย
ใชอุณหภูม ิ180 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 ช่ัวโมง 
 
1.12 เครื่องแกว ปจจุบันนยิมใชเปนพลาสตกิเพราะลดความเสียหายจากการแตกราวไดคอนขางมาก 
-- ฟลาสคหรือขวดรูปชมพู ขนาด 50-1,000 มิลลิลิตร 
-- บีกเกอร ใชปรับปริมาตรของอาหาร ขนาด 20-1,000 มิลลิลิตร 
-- กระบอกตวง ขนาด 5-1,000 มิลลิลิตร 
-- ไปเปต ใชดดูสารละลายปริมาณนอย ขนาด 0.1-10 มิลลิลิตร 
 
1.13 หมอนึ่งความดันไอ (Autoclave) ใชนึ่งฆาเชื้อจุลินทรียในอาหารวุนโดยใชความรอน ที่ 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15-20 นาที อาจเปนแบบหมอไฟฟา 
อัตโนมัติ หรือเปนแบบทีใ่ชความรอนจากเตาแกส มีทั้งแบบแนวตั้งและแนวนอน หมอแบบแนวนอนจะมี
ความจุมากกวาหมอแบบแนวตั้ง และมีราคาคอนขางสูง 
-- หมอนึ่งความดันไอแบบใชไฟฟาแนวตัง้ เปนแบบที่ไดรับความนยิม มีใชในหอง 
ปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเกือบทุกแหง 
-- หมอนึ่งความดันไอ แบบใชไฟฟาแนวนอน สามารถนึ่งอาหารไดปริมาณมากกวาหมอ 
แบบแนวตั้ง 
-- หมอนึ่งความดันไอ แบบใชแกส ใชหลักการเดียวกับหมอนึ่งเชื้อเห็ดประสิทธิภาพการ 
ทํางานสูงหรือต่ําขึ้นอยูกับผูปฏิบัติงาน สามารถควบคุมอุณหภูมิ และความดันใหคงที่ตามกําหนดเวลา ได 
หรือไม  

2 หองตัดเนื้อเยื่อ เปนหองทีม่ีเจาหนาที่ปฏิบัติงานมากทีสุ่ดศูนยรวมของกิจกรรมเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
จะอยูในหองนี้ ควรเปนหองที่มีระบบปองกันการปนเปอนของเชื้อ ผิวพื้นหองทุกดานทั้งฝาผนัง พื้นหอง ควร
มีผิดเรียบมัน ไมเปนที่สะสมของฝุนละออง ทําความสะอาดงาย วัสดอุุปกรณที่อยูในหองนี้จะประกอบไปดวย
ตูตัดเนื้อเยื่อ จํานวนมากนอยเปนไปตามปริมาณการผลิตของแตละแหง ดังนี ้ 
 
2.1 ตูตัดเนื้อเยือ่ เปนตูปลอดเชื้อที่ใชกับงานตัดยายชิ้นพชื มีระบบการหมุนเวียนของอากาศภายในตูที่สะอาด 
ปราศจากเชื้อจลิุนทรียตลอดเวลาของการปฏิบัติงาน ดวยระบบการถายเทอากาศผานแผนกรองที่มีรูพรุน 
ขนาดเล็กประมาณ 0.3 ไมครอน ซ่ึงเชื้อจุลินทรียไมสามารถเล็ดลอดผานได ทั้งนี้ควรเช็ดทําความสะอาดตูทั้ง
กอนปฏิบัติงานและหลังเลิกงานในแตละวนั โดยเชด็  
ออกดานนอกตูเสมอดวยแอลกอฮอล 70% รวมทั้งการเปลี่ยนแผนกรองเชื้อจุลินทรียตามกําหนดเวลาเพื่อรักษา
ประสิทธิภาพความเปนตูปลอดเชื้อ 



 
2.2 วัสดุหรือเครื่องมือที่ใชตัดเนื้อเยื่อ ไดแก 
- มีดผาตัด นยิมใชดามมีดเบอร 3 กับใบมีดเบอร 10 หรือ11 
- ปากคีบ (forcepts) ใชหนีบจับชิ้นพืช มีขนาดความสั้นยาว ตางกันไปขึ้นกับความสะดวกในการปฏิบัติงาน 
- ตะแกรงสําหรับวางมีดและปากคีบ 
- ตะเกียงแอลกอฮอล 
- จานรองหรือกระดาษ ที่ผานการนึ่งฆาเชือ้แลวใชรองตดัชิ้นเนื้อเยื่อ 
วัสดุเหลานีก้อนนํามาตัดเนื้อเยื่อตองทําการฆาเชื้อจุลินทรียโดยการนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดนัไอ 
หรือการอบความรอนแหง ภายหลังสิ้นสุดการปฏิบัติงานทุกครั้งตองนําเครื่องมือเหลานั้นมาลางใหสะอาดดวย
น้ํายาลางจาน เช็ดใหแหง หอดวยกระดาษตะกัว่แลวจึงนําไปฆาเชื้อจุลินทรียเพื่อการนาํมาใชใหมในครั้งตอไป 

 
2.3 อุปกรณอ่ืน ๆ ไดแก 
1. เกาอี้มีพนกัสําหรับพนกังานตัดเนื้อเยื่อ 
2. รถเข็นสําหรับวางขวดอาหาร ขวดเนื้อเยื่อพืช 
2.4 อุปกรณดบัเพลิง ควรมีประจําทุกชัน้และทุกหอง โดยเฉพาะหองตัดเนื้อเยื่อเพราะขณะปฏิบัติ 
งาน มีการลนไฟฆาเชื้อวัสดอุุปกรณตลอดเวลา อาจเกดิอบุัติเหตุไฟลุกไหมภายในตูได  

3 หองเลี้ยงเนือ้เยื่อ เปนหองปลอดเชื้อ ควบคุมอุณหภูมิใหอยูระหวาง 25-25 องศาเซลเซียส ใชเปนสถานที่วาง
ขวดเนื้อเยื่อพชื เปนหองที่ไมควรอนุญาตใหผูที่ไมมีหนาที่เกี่ยวของเขาออกโดยเด็ดขาดเพราะจะทําใหเกิดการ
ปนเปอนของเชื้อจุลินทรียในขวดเนื้อเยื่อพืช อาจทําใหเกิดความเสียหายกับตนพันธุพืชในภาพรวมได อุปกรณ
ที่สําคัญที่ติดตั้งอยูในหอง ไดแก 
 
3.1 ช้ันวางเนื้อเยื่อ วัสดุที่ประกอบเปนชัน้อาจทําดวยไม เหล็กฉาก แสตนเลส หรืออลูมิเนียม 
เปนตน ขนาดกวาง x ยาว x สูง ประมาณ 60 x 125 x 200 มีช้ันวาง 5 ช้ัน แตละชั้นหางกันประมาณ 30 
เซนติเมตร โดยสวนที่ทําเปนพื้นควรจะเปนกระจกหรือฟอรไมกาสีขาว หรือเปนตาขายโปรง มีหลอดไฟฟาที่
ใหความสวางแกพืชเพื่อการสังเคราะหแสง นิยมใชหลอดไฟที่เรียกวา Grolux เพราะมีคุณสมบัติของการให 
แสงสีแดง ซ่ึงเหมาะกับการสังเคราะหแสงของพืช แตหลอดชนิดนี้มีราคาคอนขางสูง จึงอาจใชหลอดไฟ 
ฟลูออเรสเซนต ชนิดธรรมดาที่ใชกับอาคารบานเรือนก็ได ทั้งนี้การติดตั้งหลอดไฟควรใหหลอดอยูหางจากชั้น 
วางเนื้อเยื่อในระยะประมาณ 20 เซนติเมตร และแตละหลอดอยูหางกันประมาณ 30 เซนติเมตร เพื่อใหได 
ความเขมแสง 2,000-3,000 ลักซ เมื่อวัดดวยเครื่องมือ ที่เรียกวา Lux meter โดยเปดไฟติดตอกันนาน  
16 ช่ัวโมงตอวนั จึงควรมีนาฬิกาควบคุมการปด-เปดไฟฟา (timer) ดวย 



 
3.2 เครื่องเขยาแบบโยก ใชสําหรับเนื้อเยื่อพืชที่เล้ียงในอาหารเหลว มีลักษณะการเคลือ่นที่ในแนว 
ขนานกับพืน้โลกอัตรา 100-150 รอบตอนาที เปนการเพิม่ออกซิเจนลงไปในอาหารเพื่อใหเนื้อเยื่อพืชไดรับ 
ออกซิเจนอยางเพียงพอตอการเจริญเติบโต 

กิจกรรมภายในหองเตรียมอาหาร 

การปฏิบัติงานภายในหองเตรียมอาหาร จะเริ่มตนจากการชั่งสารตามสูตรอาหารที่ตองการผสมเปนสต็อก
สารละลาย ปรับคาความเปนกรด-ดาง หลอมอาหาร และบรรจุขวดกอนนึ่งฆาเชื้อเพือ่รอการนําไปใช
ตามลําดับดงันี ้
 
1. ช่ังสารเคมี เปนขั้นตอนทีสํ่าคัญขั้นตอนหนึ่ง ตองการความแมนยําสงู โดยเฉพาะสารเคมีที่ใชปริมาณนอย 
จึงตองชั่งดวยเครื่องชั่งอยางละเอียด สามารถชั่งไดทศนยิม 4 ตําแหนง 
 
2. สําหรับสารเคมีที่ใชปริมาณมาก จะชั่งดวยเครื่องชั่งอยางหยาบ ช่ังไดทศนิยม 2 ตําแหนง เชน น้ําตาล หรือ
วุน 
 
3. ผสมสารเคมี ตองทําใหสวนประกอบของสารเคมลีะลายผสมเขากันไดหมด โดยใชเครื่องคนสารละลาย
รวมกับแทงคนไฟฟา 
 
4. วัดความเปนกรด-ดาง (pH) ใหปรับใชที่ระดับ 5.6 ซ่ึงเหมาะสมตอการที่พืชจะนําธาตุอาหารไปใชในการ
เจริญเติบ แตในอาหารบางสูตรอาจใชที่ระดับ pH 5 เชน อาหารกลวยไม 
 
5. หลอมอาหาร เมื่อผสมอาหารเสร็จเรียบรอยแลว นํามาหลอมวุนใหละลายบนเตาแกสหรือไมโครเวฟกไ็ด 
 
6. กรอกอาหาร ลงภาชนะตางๆ เชนขวดหรือถุงหรือกลองพลาสติก เปนตน แตภาชนะที่ตองทนความรอน 
และสิ่งที่ตองระมัดระวังขณะกรอกอาหาร คือ พยายามอยาใหอาหารเลอะปากภาชนะ เพราะเปนสาเหตุของ
การปนเปอนจากเชื้อจุลินทรยีไดงาย 
 
7. อาหารวุนในขวด กรอกอาหารลงขวดขนาด 4 ออนซ (ขวดน้ําพริกเผา) ปริมาณอาหารที่กรอกขวดละ 20-25 
มิลลิลิตร (1 ลิตรกรอกไดประมาณ 40-45 ขวด) ปดฝาใหสนิทนําไปนึ่งฆาเชื้อ 
 



8. อาหารวุนในถุง กรอกอาหารลงถุงขนาด 4*6 นิ้ว (ถุงรอน) ปริมาณอาหารที่กรอกถุงละ30-35 มิลลิลิตร (1 
ลิตร กรอกไดประมาณ 25-30 ถุง) นําไปนึง่ฆาเชื้อ 
 
9. นําอาหารวุนเขาหมอนึ่งความดันไอ เพือ่นึ่งฆาเชื้อ เมือ่เตรียมอาหารเรียบรอยแลว ควรทําใหปลอดเชื้อ
ภายในวันเดยีวกัน ดวยหมอนึ่งความดนัไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
เวลา 15-20 นาที (เวลาอาจปรับเปลี่ยนตามขนาดของภาชนะและปริมาตรของอาหาร) เมื่อนึ่งฆาเชือ้เรียบรอย
แลว รีบนําอาหารออกจากหมอนึ่งความดนัไอทันทีที่ความดันลดลงเปน 0 ถาเปนขวดควรปดฝาใหแนน
เนื่องจากฝาขวดอาจขยายตัว เมื่อผานการนึง่ฆาเชื้อแลว และควรเก็บไวประมาณ 1 สัปดาหกอนนําไปใช เพื่อ
ตรวจสอบอีกครั้งวา ไมมีการปนเปอนของเชื้อจุลินทรีย 
 
10. สต็อกอาหารวุนผานการนึ่งฆาเชื้อแลว เก็บไวประมาณ 1 สัปดาห กอนนํามาใช 

กิจกรรมภายในหองตดัเนื้อเยื่อ 

จะเปนการตัดยายเนื้อเยื่อไปเลี้ยงบนอาหารใหม ซ่ึงตองอาศัยเทคนิคปลอดเชื้อ เจาหนาที่ประจํา
หองปฏิบัติการ ตองเตรียมตวัใหอยูในสภาพที่พรอมทํางานตั้งแตทําความสะอาด มือและแขนดวยสบู สวมผา
คลุมผม ใสถุงมือ ผาปดปากปดจมูก และสวมชุดปฏิบัติการ เปนตน ตามลําดับ ดังนี ้
1. การรักษาความสะอาดดวยการลางมือใหสะอาดดวยสบู และสวมชดุปฏิบัติการ ประกอบดวยถุงมือ ผาคลุม
ผม ผาปดปากปดจมูก และเปลี่ยนรองเทากอนเขาหองปฏิบัติการทุกครั้ง 
2. เช็ดทําความสะอาดตูปลอดเชื้อกอนใชงานและควรเปดสวิทซตูใหระบบตางๆ ภายในตูทํางานกอน
ปฏิบัติงาน 15-30 นาที 
3. วางอุปกรณที่ใชตัดเนื้อเยือ่ในตําแหนงที่เหมาะสมและสะดวกตอการปฏิบัติงาน  
4. การลนไฟเครื่องมือที่ใชปฏิบัติงานเพื่อฆาเชื้อจลิุนทรียกอนเริ่มตดัเนื้อเยื่อ 
5. ตัดเนื้อเยื่อปลายยอด apical meristem ในกรณีที่ผลิตปลอดโรค 
6. ตัดเนื้อเยื่อระยะเพิ่มปริมาณภายในตูปลอดเชื้อ 
7. นําชิ้นพืชทีต่ัดแบงวางเลี้ยงบนอาหารในขวดกอนปดฝา 
8. ลนไฟปดปากถุง 
9. ลงบันทึกชนิดพืชและ วนั/เดือน/ป ที่ตดัยาย 
10. เนื้อเยื่อพืชพรอมนําเขาเรียงบนชั้นในหองเล้ียงเนื้อเยือ่ที่ควบคุมแสง และอุณหภมูิ  

 

 



กิจกรรมภายในหองเลี้ยงเนือ้เยื่อ 

1. นําขวดเนื้อเยื่อพืชที่เปลี่ยนอาหารใหม เขาหองเล้ียงเนือ้เยื่อ 
2. ทําความสะอาดชั้นเรียงพชืดวยแอลกอฮอล 70% กอนเรียงเนื้อเยื่อพืช 
3. นําถุงเนื้อเยือ่พืชวางเรียงบนชั้นที่มีความเขมแสง 2,000-3,000 ลักซ 
4. เนื้อเยื่อพืชระยะเพิ่มปริมาณในขวด 
5. เนื้อเยื่อพืชระยะสุดทาย (เกิดราก) ในถุง 
6. ตรวจสอบการปนเปอนเชือ้จุลินทรียหากพบจะตองเกบ็ทิ้งทันที หากปลอยทิ้งไวจะทํา 
ใหสปอรของเชื้อราแพรกระจายออกจากขวดสูบรรยากาศของหองได 
7. คัดเลือกแมพันธุ เพื่อการตัด-ขยาย 
8. บันทึกรายละเอียดและลักษณะของชิ้นพชื 
9. เตรียมสงพชืเนื้อเยื่อออกปลูกในสภาพโรงเรือน 
เมื่อตนพันธุพชืเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อ ผลิตไดครบจํานวนตามเปาหมาย จะถกูจัดเตรยีมเพือ่นําออก 
อนุบาล ในสภาพโรงเรือน  

วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยสังเขปการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชประกอบดวยขั้นตอนสําคัญหลัก 6 ขั้นตอน คือ 
1. การคัดเลือกเนื้อเยื่อพืช 
2. การฟอกฆาเชื้อ 
3. การเตรียมอาหารสําคัญเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
4. การขยายพนัธุเพิ่มจํานวน 
5. การชักนํารากพืช 
6. การยายออกปลูก 
 
การที่จะทําการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืชใหไดผลนั้นขั้นแรกตองฆาเชื้อหองปฏิบัติการเพราะการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
พืชนี้เปนการเลี้ยงในสภาพที่ปลอดเชื้อ หองปฏิบัติการและเครื่องมือทุกอยางตองปลอดเชื้อจุลินทรยี เพราะจุลิ
นทรียเปนศัตรูตัวฉกาจที่จะทําใหการทํางานของเรามีปญหาที่สุด และนอกจากฆาเชื้อหองและอปุกรณแลว
ช้ินสวนพืชทีจ่ะนํามาขยายพนัธุตองทําการฆาเชื้อดวย เรียกวา วิธีฟอกฆาเชื้อ ขั้นตอนในการทําก็คอื 
 
1. เลือกชิ้นสวนพืชที่อยูในชวงเจริญเติบโต เชน ยอดออน เมล็ด ตาขาง ปลายราก แลวแตชนิดของพชืนั้น ๆ 
2. นําชิ้นสวนนั้นมาตัดเปนเปนทอนใหสวนขอที่จะออกรากควรอยูตรงกลาง .....หรือถาเปนเมล็ดควรทําความ
สะอาดแตถาเมล็ดนั้นแข็งควรนําไปแชน้ําอุนสัก 1 คืน 
3. เตรียมน้ําปริมาณขวดละ 90 ml นําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121  ํC เปนเวลา 15 นาที 



4. เมื่อไดน้ําทีผ่านการฆาเชือ้แลว ตวง Chlorox ปริมาณ 10-15 ml หยด Tween ประมาณ 2-3 หยด ถาเปนพืชที่
คอนขางสกปรกใสยาฆาเชือ้ (Anti biotic) ดวย 
5. นําชิ้นสวนที่ลางสะอาดแลว ใสลงไปในขวด แลวเขยาประมาณ 15 นาที 
6. หลังจากเขยาครบ 10-15 นาทีแลว ลางดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที แตควรทําภายใตสภาพปลอดเชื้อ  
7. หลังจากทําการฟอกฆาเชือ้แลว นําชิ้นสวนลงปลูกในขวดอาหารที่เตรียมไว 
 
วิธีการเลือกชิ้นสวนเนื้อเยื่อท่ีจะนํามาฟอกฆาเชื้อ 
 
1. พืชที่เปนเมล็ดควรเลือกเมล็ดที่มีความสมบูรณที่สุด เมล็ดออนหรือแกก็ได 
2. พืชที่ใชใบขยายพนัธุ เชน แอฟริกนัไวโอเลต กลอกซีเนีย หรือกกุลายหิน ควรเลือกใบเพิ่งแตกใหม 
....เพราะการปนเปอนนอยและเยื่อกําลังเจริญ 
3. พืชที่ใชยอดขยายพนัธุ ควรเลือกยอดที่เพิ่งจะแตกตาใหม เพราะเปนชวงที่พืชพรอมจะเจริญเปนตน 
4. พืชที่เปนหวั เปนเหงาหรือแงง เชน กลวย ขิง ดาหลา ควรเลือกที่มีตาสมบูรณ ถาเปนกลวย 
.... ควรเลือกหนอที่มีใบแคบหรือหนอที่กําลังงอก 
5. พืชที่ใชคัพภะ ควรเลือกคพัภะทีแ่ก ไมควรเลือกที่ออนเกินไปจะไมงอก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ชนิดของเนื้อเยื่อ  

เนื้อเยื่อของพชื แบงเปน 2 ประเภท ตามความสามารถในการแบงตัวของเนื้อเยื่อ คอื  

1. เนื้อเยื่อเจริญ (meristematic tissue) จําแนกเปน3 ชนิดตามตําแหนงที่อยูในสวนตาง ๆ ของพืช คือ 

1.1 เนื้อเยื่อเจริญสวนปลาย (apical meristem) พบตามบรเิวณปลายรากและปลายยอดพืช 
เมื่อแบงเซลลทําใหรากและลําตนยืดยาวออก 

1.2 เนื้อเยื่อเจริญเหนือขอ (intercalary meristem) อยูบริเวณเหนือขอหรือโคนของปลอง 

 

1.3 เนื้อเยื่อเจริญดานขาง (lateral meristem) จะแบงตวัออกทางดานขาง ทําใหราก และ 
ลําตนขยายขนาดใหญขึ้น  

2. เนื้อเยื่อถาวร (permanent tissue) เปนเนือ้เยื่อที่เจริญเปลี่ยนแปลงมาจากเนื้อเยื่อเจรญิแบงออกเปน 2 
ประเภท คือ 
2.1 เนื้อเยื่อถาวรเชิงเดีย่ว (simple permanent tissue) แบงไดหลายชนิดตามหนาที่และสวนประกอบภายใน
เซลล ไดแก 

1. เอพิเดอรมิส (epidermis) คือ เนื้อเยื่อที่อยูช้ันนอกสุดของสวนตาง ๆ ของพืช มักเรียงตัวช้ันเดียว 
เซลลมีลักษณะแบน แวควิโอลขนาดใหญ เซลลเรียงตัวอัดแนนจนไมมชีองวางระหวางเซลล ผนังเซลลที่อยู
ดานนอกมกัหนากวาผนังเซลลที่อยูดานใน มีคิวทิน ( cutin )เคลือบที่ผนังเซลล 
2. พาเรงคิมา (parenchyma) เนื้อเยื่อชนดินีพ้บไดทัว่ ๆ ไปในพืช เซลลมีรูปรางหลายแบบ ไดแก 
คอนขางกลม รี หรือรูปทรงกระบอก เมื่อเรียงตัวตดิกันจงึเกิดชองวางระหวางเซลล แวคิวโอลมีขนาดใหญ
เกือบเต็มเซลล พาเรงคิมาที่มีคลอโรพลาสอยูดวย อาจเรยีกใหมวา คลอเรงคิมา (chlorenchyma) ผนังเซลล
ประกอบดวยเซลลูโลส (cellulose) 
 
3. คอลเลงคิมา (collenchyma) เปนเนื้อเยื่อที่มีเซลลรูปรางคลายคลึงกับพาเรงคิมา ผนังเซลล 



ประกอบดวยเพกติน (pectin) และเซลลูโลส ผนังเซลลจะมีความหนาไมเทากันโดยสวนหนามักอยูตามมุม
เซลล พบเนื้อเยื่อชนิดนี้อยูตามกานใบ เสนกลางใบ และในสวนคอรเทกซ (cortex) ของพืชลมลุก คลอเรงคิมา
จะทําหนาที่เพิม่ความแข็งแรงใหกับพืช 
4. สเกลอเรงคิมา (sclerenchyma) เนื้อเยื่อชนิดนี้ประกอบดวยเซลลที่มีผนังหนามาก เพราะมีสาร  
ลิกนิน (lignin) เคลือบผนังเซลล จึงเปนสวนที่ทําใหพืชมีความแข็งแรง สเกลอเรงคิมาประกอบดวยเซลล 2 
ชนิด คือ ไฟเบอร (fiber) และสเกลอรีด (sclereid) ซ่ึงแตกตางกันที่รูปรางของเซลล 
- ไฟเบอร เปนเซลลเรียงและยาว สวนสเกลอรีด เซลลมีลักษณะสั้นกวาและมีรูปรางตางกัน 
พบไดตามสวนที่แข็งแรงของเปลือกตนไม และเปลือกหุมเมล็ด หรือเนือ้ผลไมสาก ๆ 
2.2 เนื้อเยื่อถาวรเชิงซอน (complex permanent tissue) ประกอบดวยกลุมเซลลหลายชนิดมาทํางานรวมกัน 
ไดแก เนื้อเยื่อทอลําเลียง (vascular tissue) ซ่ึงประกอบดวย 

1.ไซเลม (xylem) 
เปนเนื้อเยื่อทีท่ําหนาที่ลําเลียงน้ําและแรธาตุตาง ๆ ไปสูสวนตาง ๆ ของพืช ประกอบดวยกลุมเซลลที่ทําหนาที่
หลักในการลําเลียงน้ํา คือ 
- เทรคีด (tracheid) เปนเซลลที่มีรูปรางยาว ปลายคอนขางแหลม ผนังเซลลหนามี สารพวกลิกนนิสะสม เมื่อ
เซลลโตเต็มที่จะตาย โพรโทพลาสซึมสลายทําใหเกิดชอง ตรงกลางลําเลียงน้ําไดด ี
- เวสเซล (vessel) มีขนาดใหญแตส้ันกวาเทรคีด ประกอบดวยเวสเซลเมมเบอร (vessel member) ซ่ึงเปนเซลล
ที่มีผนังหนามสีารพวกลิกนนิสะสม เซลลมีรูปรางยาวหรือส้ัน ปลายเซลลอาจเฉียงหรือตรงและมชีองทะลุถึง
กัน เวสเซลเมมเบอรหลาย ๆ เซลลมาเรียงตอกันมีลักษณะคลายทอน้าํเรียกวาเวสเซล  

2.โฟลเอ็ม (phloem) 
เปนเนื้อเยื่อทีท่ําหนาที่ลําเลียงสารอาหารที่ใบสังเคราะหขึ้นไปสูสวนตาง ๆ ของพืช ประกอบดวยกลุมเซลล 
- ซีฟทิวบเมมเบอร (sieve tube member) มีรูปรางเปนทรงกระบอกยาว ที่ปลายผนังเซลลทั้ง 2 ดานจะมีรูพรุน
เรียกวา  
ซีฟเพลต (sieve plate) ซีฟทิวบเมมเบอรหลาย ๆ เซลลมาเรียงตอกันเรยีกวาซีฟทวิบ (sieve tube) 
- คอมพาเนยีนเซลล (companion cell) 

ตัวอยางการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
การขยายพันธุดาหลาโดยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ    

นําหนอขาง  ที่แตกออกมาจากเหงาเดิม  ซ่ึงปลูกเลี้ยงไวในแปลงปลูก   ตัดเอาหนอขางมีขนาดความ
กวาง  3  ซม.  ยาว   5  ซม.    ออกจากเหงา   ลางทําความสะอาดดวยน้ําไหลเอาเศษดนิที่ติดมาออกใหหมด  
แลวจึงลางดวยสบูเหลว พรอมกับลอกกาบใบที่หุมอยูทีเ่ปนแผล  หรือที่เสียหายออกทิ้งไป  2 - 3 ช้ัน  หลังจาก



นั้นลางดวยน้ํากลั่นอีกครั้ง แลวซับน้ําที่ติดมาดวยกระดาษทิชชู  เมื่อแหงแลวทําการฆาเชื้อที่ผิวนอกของหนอ 
โดยเช็ดดวยแอลกอฮอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต   ใหทัว่ทั้งหนอ    หลังจากนั้นทําการฆาเชื้อคร้ังที่  2  โดยนําไป
เขยาในสารละลาย     คลอรอกซที่มีความเขมขน  10   เปอรเซ็นต เปนเวลานาน  15  นาที  เมื่อครบเวลาจึง
นํามาลางดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลว   3  คร้ัง  ทําภายในตูปลอดเชื้อ  หนอที่ผานการฆาเชื้อแลว  มาตัดโดยเริ่ม
จากการลอกกาบใบออกทีละชั้น จนถึงสวนของปลายยอด (shoot  tip)  ตัดชิ้นสวนใหมีขนาด   0.5 x 0.5  ซม.  
แลวนําไปเลี้ยงบนอาหารวุนสูตร MS  (1962)    ที่เติม  BAP  ความเขมขน  2 มก/ล.  เล้ียงในหองเล้ียงที่ให
ความเขมแสงประมาณ  1,900  ลักซ  เปนเวลานาน  16  ช่ัวโมงตอวัน  อุณหภูมิ   25  2    ํc    หลังจากเลี้ยง
เนื้อเยื่อไดนานประมาณ  60 -  80 วัน  เร่ิมแทงใบออกมาและคลี่ออก  ยอดประกอบดวยใบออนที่อัดกันแนน 
มีการพัฒนาขนาดใหญและมีใบจํานวนมากขึ้น     

สําหรับการขยายเพื่อเพิ่มจํานวนตนสามารทําไดโดยใชยอด (shootlet) ที่ไดจากการเลี้ยง

เนื้อเยื่อในสภาพปลอดเชื้อ  โดยเลือกตนที่มคีวามสม่ําเสมอกันสูงประมาณ   4  ซม.   และมีใบ 3 -  5  ใบ  แลว

ตัดใบทิ้งโดยใหช้ินสวนบริเวณลําตนมีขนาดยาว  1  ซม.  แลวทําการผาแบงครึ่งตามแนวยาว    นําไปเลี้ยงบน

อาหารเหลวสตูร  MS (1962)  ที่เติม  BAP  ความเขมขน  2 มก/ล.  นานประมาณ   30 วนั  โดยมีอัตราการ

ขยายพนัธุ   1 ช้ินสวน สามารถพัฒนาเปนยอดได 2 - 3 ยอด  โดยข้ึนอยูกับจํานวนตาขางของชิ้นสวน สามารถ

ทําการยายเปลี่ยนอาหารเพื่อเพิ่มจํานวน   ควรทําการยายประมาณ 2 - 3 คร้ัง เนื่องจากเมื่อเล้ียงในอาหารเหลว

เปนเวลานานจะทําใหช้ินสวนหรือยอดมลัีกษณะฉ่ําน้ํา ใบมีลักษณะเปราะหักงายดงันั้นจึงควรทําการยายเล้ียง

ขยายเพื่อเพิ่มจาํนวนโดยเลี้ยงบนอาหารวุนสูตร MS (1962)  ที่เติม BAP  ความเขมขน  2 มก/ล.  นานประมาณ   

45 วัน   

การชักนําใหเกิดราก หลังจากนั้นเมื่อยอดที่เล้ียงมีขนาดความสูงประมาณ 6 - 7 ซม. นํายอด

มากระตุนใหเกิดรากโดยยายยอดดาหลาทีม่ีขนาดดังกลาวเลี้ยงบนอาหารวุนสูตร MS ที่ไมเติมสารควบคุมการ

เจริญเติบโตพชื เล้ียงนานประมาณ 30 วัน จึงทําการยายออกปลูก  

สวนการยายตนกลาดาหลาออกปลูก  โดยนําตนกลาที่มรีากแลว  นําตนกลามาลางเอาเศษวุน

ที่ติดมากับรากออกใหหมด  แลวทําการตัดรากออกใหมีขนาดความยาวประมาณ  1 - 2 ซม.  แลวนําไปปลูกใน

ถุงพลาสติกสีดําขนาด 2 x  4 นิ้ว  โดยใชวัดสุปลูก คือ  ทราย, ขี้เถาแกลบ และ ขุยมะพราว อัตราสวนผสม  1 

ตอ 1 ตอ 1   หลังจากนัน้นาํไปไวในแปลงพนหมอก  เพาะชํานานประมาณ 1 - 2  เดือน  จึงยายออกปลูกลง

แปลงตอไป  

 



 ขั้นตอนการขยายพนัธุดาหลาดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  

 

หนอขางที่แตกมาจากเหงาโดย  

มีขนาด  3 x 5 ซม.  

    

 

การชักนําใหเกิดยอดเมื่อเล้ียงบนอาหารสูตร MS 
ที่เติม BAP 2 มก/ล. นาน 60 - 80 วัน  

    

 

การเพิ่มจํานวนยอดจํานวนมากเมื่อเล้ียงใน
อาหารเหลวสตูร MS ที่เติม BAP 2 มก/ล. นาน 

30 วัน ในชวงแรก  

    

 

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

ในชวงหลัง  

    

 

ยอดจํานวนมากเมื่อเล้ียงในอาหารเหลวสูตร MS 
ไมที่เติมสารควบคุมการเจรญิเติบโตพืช นาน 30 

วัน  

    

 

การยายตนกลาออกปลูก นาน 30 วัน  

 
 


