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บทคัดย่อ 

สารเซสควิเทอร์ปีนเป็นสารอินทรีย์ระเหยง่ายที่
พบได้ในพลู ถึงแม้ว่าสารในกลุ่มนี้มีฤทธิ์ทางชีวภาพ
หลากหลายแต่การใช้ประโยชน์จากสารยังคงมีอยู่จ ากัด 
เนื่องจากโครงสร้างโมเลกุลของสารซับซ้อน ท าให้การ
สังเคราะห์โดยขบวนการทางเคมีท าได้ยาก นอกเหนือจาก
นั้นพืชเองกสั็งเคราะห์ได้ไม่เพียงพอ การใช้เทคโนโลยีทาง
ชีวภาพเข้ามาช่วย จึงเป็นทางเลือกส าหรับการเพิ่มการ
ผลิตสารกลุ่มนี้ได้ งานวิจัยนี้จึงได้ท าการศึกษาหาปัจจัย
กระตุ้นการแสดงออกของยีน sesquiterpene synthase 
(STS) ซึ่งเป็นเอนไซม์หลักในวิถีสังเคราะห์สารเซสควิ
เทอร์ปีนในเนื้อเยื่อเพาะเล้ียงพลู โดยฉีดพ่นเนื้อเยื่อ
เพาะเล้ียงพลูอายุ 10 สัปดาห์ ด้วยสารเมทิลจัสโมเนท  

ซาลิไซเลท ไคโตซาน เซลลูเลส และการท าให้ เกิด
บาดแผลบนใบ หลังจากนั้นท าการวัดระดับทรานสคริป
ของ STS ด้วยวิธี reverse transcription PCR (RT-PCR) 
และ real-time quantitative PCR (RT-qPCR) พบว่า
ระดับทรานสคริปของ STS สูงที่สุด เมื่อพลูได้รับ MeJA 
100 µM เป็นเวลา 12 ชั่วโมง นอกเหนือจากนั้นการท าให้
เกิดบาดแผลมีผลกระตุ้นการแสดงออกของยีน STS ด้วย 
การค้นพบนี้แสดงให้เห็นถึงกลไกที่พลูใช้ตอบสนองต่อ
สภาวะเครียดจากส่ิงแวดล้อม โดยการส่งสัญญาณผ่าน
เมทิลจัสโมเนทและการเพิ่มการสร้างสารเซสควิเทอร์ปีน
ด้วยการกระตุ้นเอนไซม์ sesquiterpene synthase ความรู้
ที่ได้จะเป็นประโยชน์ต่อการพัฒนาวิธีการเพื่อเพิ่มการผลิต
สารเซสควิเทอร์ปีนเพื่อน าไปประยุกต์ใช้ต่อไป 
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ABSTRACT 

Sesquiterpenes are volatile organic 
compounds found in Piper betle L. Even though the 
compounds have varieties of biological properties, 
their applications have still been limited. Because of 
the complexity of the chemical structure, the synthesis 
by chemical processes is difficult. Moreover, the 
sesquiterpene quantity biosynthesized in P. betle is 
not enough. Biotechnology is an alternative way for 
promotion of sesquiterpene production. Hence in this 
paper, the gene expression inducers of sesquiterpene 
synthase (STS), the key enzyme of sesquiterpene 
biosynthesis pathway, were investigated in the P. 
betle tissue culture. Methyl jasmonate, salicylate, 
chitosan, cellulase and mechanical wounding were 
applied to the ten-week-old betel tissue culture. 
Afterwards, the STS mRNA level was measured by 
reverse transcription PCR (RT-PCR) and real-time 
quantitative PCR (RT-qPCR) techniques. The results 
demonstrated that the highest STS level was 
detected after 100µM MeJA subjection for 12 hours. 
Furthermore, the wounding was also able to 
upregulate STS expression. The finding might reveal 
the mechanism which P. betle responded to 
environmental stresses through methyl jasmonate 
signaling and then the sesquiterpene production via 
sesquiterpene synthase activation. The gained 
knowledge will be useful for the method development 
in order to enhance sesquiterpene production for 
further applications. 

 
ค าส าคัญ: พลู; เซสควิเทอร์ปีน; sesquiterpene synthase; 
การท าให้เกิดแผล; เมทิลจัสโมเนท 
Keywords: Piper betle L.; sesquiterpene; sesquiterpene 
synthase; wounding; methyl jasmonate 
 
บทน า 

เซสควิเทอร์ปีน (C15H24) เป็นสารอินทรีย์ระเหย
ง่ายในกลุ่มเทอร์ปีน เกิดจากหนว่ยไอโซพรีนที่มีคาร์บอน 5 

อะตอมต่อกัน 3 หน่วย ในธรรมชาติเซสควิเทอร์ปีนมี
บทบาทส าคัญเกี่ยวกับการป้องกันตัวของพืชทั้งทางตรง
และทางอ้อม ในทางตรงนั้นสารเซสควิเทอร์ปีนมีฤทธิ์ต้าน
เชื้อรา ต้านเชื้อแบคทีเรีย (Huanget et al., 2012) และมี
ฤทธิ์ควบคุมการเจริญเติบโตของพืชอื่นที่อยู่รอบข้าง 
(Wang et al., 2009) ส าหรับในทางอ้อมนั้น พบว่าเมื่อพืช
ถูกหนอนกัดกิน พืชจะปล่อยสารกลุ่มนี้ออกไปสู่บรรยากาศ
เพื่อดึงดูดแมลงนักล่าให้เข้ามาท าลายหนอนศัตรูพืช 
(Kollner et al., 2008) พืชสร้างสารเซสควิเทอร์ปีนที่ในไซ
โตพลาสซึมโดยผ่านวิถีเมวาโลเนท (Mevalonate pathway) 
เอนไซม์หลักในวิถีสังเคราะห์คือ sesquiterpene synthase 
(STS) พบว่ าในธรรมชาติพื ชมี การสั ง เคราะห์ สาร 
เซสควิเทอร์ปีนอยู่ตลอดเวลา (constitutive production) 
เพื่อไว้ใช้ในการปกป้องตนเอง และเมื่อพืชถูกกระตุ้นจาก
ปัจจัยภายนอกบางชนิด พืชจะมีการสังเคราะห์สารนี้
เพิ่มขึ้นอีก (inducible production) โดยพบว่าปัจจัยจาก
ภายนอกเหล่านั้นกระตุ้นการแสดงออกของยีน STS เพิ่ม
การสังเคราะห์เอนไซม์ STS และมีผลเพิ่มการสังเคราะห์
เซสควิเทอร์ปีนในที่สุด ปัจจัยดังกล่าวได้แก่ การท าให้เกิด
บาดแผล (Wang et al., 2009) จัสโมเนท (JA) เมทิลจัส
โมเนท (MeJA) (Cheng et al., 2007) ซาลิไซเลท (SA) 
(Ament et al., 2006) เซลลูเลส (Piel et al., 1997) และ 
ไคโตซาน (Obara et al., 2002) เป็นต้น  

สารเซสควิเทอร์ปีนพบได้ในพืชบางกลุ่มเท่านั้น 
โดยเฉพาะพืชในวงศ์พริกไทย (Piperaceae) ได้แก่ พลู 
(Piper betle L.) พบว่าในพลูมีสารอินทรีย์ระเหยง่าย กลุ่ม 
ฟีนิลโพรพานอยด์และกลุ่มเซสควิเทอร์ปีน (Choopayak et 
al., 2010) เป็นองค์ประกอบหลัก ท าให้พลูมีสรรพคุณทาง
ยา เช่น ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต้านการอักเสบ (Pin et 
al., 2010) ฤทธิ์ควบคุมระดับน้ าตาลในเลือด (Arambewela 
et al., 2005) ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย (Nalina and Rahim, 
2007) และฤทธิ์ปรับสมดุลภูมิคุ้มกัน (Kanjwani et al., 
2008) สารเซสควิเทอร์ปีนที่พบในปริมาณมากในพลู คือ β-
caryophyllene (Choopayak et al., 2010) สารนี้มีฤทธิ์ทาง
เภสัชวิทยา เช่น ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (Calleja et al., 
2013) เป็นยาชาเฉพาะที่ (Ghelardini et al., 2001) ฤทธิ์
ต้านมะเร็ง และฤทธิ์ต้านจุลชีพ (Dahham et al., 2015)   

จากความส าคัญดังที่กล่าวข้างต้น พลูจึงเป็นพืช
ที่เหมาะสมที่จะใช้เป็นต้นแบบในการศึกษาชีวสังเคราะห์
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ของสารเซสควิเทอร์ปีน เนื่องจากพลูมีการสร้างสาร 
เซสควิเทอร์ปีนอยู่แล้ว ดังนั้นการหาปัจจัยจากภายนอก
มากระตุ้นเอนไซม์ STS เพื่อให้มีการสร้างเซสควิเทอร์ปีน
เพิ่มขึ้นเป็นปริมาณมากในพลูจึงมีความเป็นไปได้ 
งานวิจัยนี้จึงได้ท าการศึกษาหาปัจจัยที่กระตุ้นการ
แสดงออกของยีน STS ได ้และหาสภาวะที่ปัจจัยเหล่านั้น
กระตุ้นการแสดงออกของยีน STS ได้สูงสุด ความรูท้ี่ได้จะ
เป็นประโยชน์ในการน าไปพัฒนาหาวิธีการเพื่อการผลิตสาร
เซสควิเทอร์ปีนในพืช หรือโดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพเข้ามา
ช่วย เพื่อจะได้สารเซสควิเทอร์ปีนที่มี คุณภาพดี และ
ปริมาณเพียงพอที่จะน าไปใช้ต่อไปได ้

 
อุปกรณ์และวิธีการด าเนินการวิจัย 
การเพิ่มจ านวนต้นพลูในสภาพปลอดเชื้อ 
 น าข้อและยอดจากต้นพลูที่ปลูกในโรงเรือนของ
หน่วยวิจัยการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช ภาควิชาชีววิทยา 
คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร มาฟอกฆ่าเชื้อ
ด้วย คาร์เบนดาซิม 2% นาน 10 นาที โซเดียมไฮโปคลอไรด ์
15% นาน 10 นาที และเมอร์คิวริก (II) คลอไรด์ 0.1% 
นาน 10 นาที ตามล าดับ ล้างด้วยน้ ากล่ันปราศจากเชื้อ  
2 ครั้ง จากนั้นตัดชิ้นส่วนพืชให้มีขนาด 1 ซม. เล้ียงบน
อาหารสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) 
เพาะเล้ียงที่อุณหภูมิ 25±2 C ให้แสง 12 ชั่วโมงต่อวัน 
(20 µmol m-2 s-1) เมื่อครบ 10 สัปดาห์ จะได้ต้นพลูใน
สภาพปลอดเชื้อที่สามารถใช้ในการทดลองต่อไป 
 
การกระตุ้นพืชด้วยปัจจัยต่างๆ 

การศึกษาผลของปัจจัยต่างๆ ต่อการแสดงออก
ของยีน STS ท าโดยการฉีดพ่น 200 µM MeJA (Sigma-
Aldrich, USA), 200 µM SA (Sigma-Aldrich, USA),  
ไคโตซาน 10 mg/L (Sigma-Aldrich, USA) และ 50 
mg/L เซลลูเลส (phytotechnology laboratories, USA) 
บนใบพลู ในกรณีกระตุ้นด้วยการท าให้เกิดบาดแผลใช้
เข็มฉีดยาแทงที่ ใบพลู 20 ครั้ง ให้กระจายทั่วทั้งใบ 
ส าหรับชุดการทดลองควบคุมให้ฉีดพ่นด้วยน้ ากล่ัน เก็บ
ตัวอย่างพืชเมื่อเวลาผ่านไป 12 ชั่วโมง โดยเก็บใบที่ 2 
นับจากยอด ชั่งให้ได้ 100 mg ห่อด้วยแผ่นฟอยล์ แช่ใน
ไนโตรเจนเหลว จากน้ันน าไปศึกษาการแสดงออกของยีน 
STS ด้วยวิธี RT-PCR ท าการทดลอง 3 ซ้ า 

การศึกษาหาความเข้มข้นที่ MeJA กระตุ้นการ
แสดงออกของยีน STS ได้สูงที่สุด โดยใช้ MeJA ความ
เข้มข้น 100, 200 และ 300 µM ฉีดพ่นบนใบพลู ชุดการ
ทดลองควบคุมใช้น้ ากล่ันฉีดพ่น เมื่อเวลาผ่านไป 12 
ชั่วโมง เก็บตัวอย่างพืช ส าหรับการศึกษาหาเวลาที่ 
MeJA กระตุ้นการแสดงออกของยีน STS ได้สูงที่สุดนั้น 
เมื่อทราบความเข้มข้นของ MeJA ที่เหมาะสมแล้ว จึง
เลือกความเข้มข้นนั้นมาฉีดพ่นบนใบพลู เก็บตัวอย่างที่
เวลา 0 6 12 และ 24 ชั่วโมง แล้วน าไปศึกษาการ
แสดงออกของยีน STS ด้วยวิธี RT-PCR และวิธี RT-
qPCR ท าการทดลอง 3 ซ้ า 
 
การสกัดอาร์เอ็นเอและการสังเคราะห์ cDNA 

บดใบพลู 100 มก. ที่แช่ในไนโตรเจนเหลวด้วย
โกร่งจนเป็นผงละเอียด ท าการสกัดอาร์เอ็นเอโดยใช้น้ ายา 
easy-RED™ Total RNA Extraction Kit (iNtRON Biotechnology, 
Korea) จากนั้นบ่มอาร์เอ็นเอด้วย DNase I (Sigma-
Aldrich, USA) วิเคราะห์หาปริมาณและคุณภาพของ 
อาร์เอ็นเอด้วยเครื่อง Nanodrop spectrophotometer 
(NanoDrop2000, Thermo Scientific) และ 1% agarose 
gel electrophoresis 

การสร้าง cDNA สายแรกจากอาร์เอ็นเอ ใช้ 
RNA 500 ng และไพรเมอร์ Oligo dT18 (Invitrogen, 
USA) RiboLock RNase Inhibitor (Thermo Scientific, 
USA) และ RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 
(Thermo Scientific, USA) หลังจากบ่มที่ 42 C เป็น
เวลา 90 นาที หยุดปฏิกิริยาที่ 70 C 10 นาที แล้วน า 
cDNA ไปใช้ในศึกษาต่อไป 
 
ศึกษาการแสดงออกของยีน STS  

ตรวจวัดการแสดงออกของ STS ด้วยเทคนิค 
Reverse transcription PCR (RT-PCR) ท าด้วยไพร
เมอร์ NB-Probe-F2 และ NB-Probe-R2 (Table 1) โดย
ใช้ Actin เป็นยีนอ้างอิง ปฏิกิริยาประกอบด้วย cDNA 2 
µl, ไพรเมอร์ตัวละ 0.25 µM, 0.25µM dNTP, 2.5 mM 
MgCl2 และ Taq DNA polymerase (Thermo Scientific, 
USA) จากนั้นน าไปท าปฏิกิริยาด้วยเครื่อง BIO-RAD 
C1000 THERMAL CYCLER (Bio-Rad, USA) สภาวะที่
ใช้ในการท าปฏิกิริยาคือ 94 C 2 นาที 94 C 30 วินาที 
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55 C 30 วินาที 72 C 30 วินาที 28 รอบ ตรวจสอบ
ผลิตภัณฑ์ที่ได้ด้วย 1% agarose gel electrophoresis 
เปรียบเทียบขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอกับ ZR 100 bp DNA 
Marker (Zymo Research, USA)  

ตรวจวัดการแสดงออกของ STS ด้วยเทคนิค 
Real-Time quantitative PCR (RT-qPCR) ท าด้วยไพร
เมอร์ FwInt750 และ RvInt630 (Table 1) โดยใช้ Actin 
เป็นยีนอ้างอิง ปฏิกิริยาประกอบด้วย cDNA 2 µl ไพร
เมอร์ 0.25 µM และส่วนผสมของชุด RBC ThermOne™ 
Real-Time PCR Premix (SYBR Green) (RBC 
Bioscience, Taiwan) น าไปท าปฏิกิริยาที่ 95 C 10 
นาที 95 C 30 วินาที 55 C 30 วินาที 72 C 30 วินาที 

35 รอบ ด้วยเครื่อง LightCycler® 96 Real-Time PCR 
(Roche, US) จากนั้นวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม 
LightCycler® 96 SW 1.1 โดยรายงานการแสดงออกของ
ยีน STS เป็นจ านวนเท่าของความสัมพันธ์ระหว่างยีน 
STS และยีนอ้างอิง Actin (Relative normalized 
expression; ΔΔCq)  
 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

วิเคราะห์ความแตกต่างของการแสดงออกของยีน
พืชที่ได้รับการบ าบัดและพืชควบคุมโดยวิธี Duncan’s 
New Multiple Range Test (DMRT) ที่ P ≤ 0.05 ด้วย
โปรแกรม SPSS Statistics 17.0 

 
Table 1 Primers used in this study. 

Primers Sequence 5′3′ Tm (C) 

ACTINs-F CATGAGACTACATACAACTCCATC 52.7 
ACTINs-S TCGTACTCAGCCTTGGCAATCCAC 61.1 
FwInt750 CGATATAGAAGGCATGTTGAGC 58.4 
RvInt630 CATGAGATTGACCTCCTTGC 57.3 
NB-Probe-F2 TAATCCCCTACATCAAAGCATAC 57.1 
NB-Probe-R2 TCCAACTAAAGATACCAAAAACAAG 56.4 

 
ผลการทดลอง 
พลูเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ 
 เน้ือเยื่อพลูเพาะเล้ียงที่ใช้ในการศึกษา อายุ 10 
สัปดาห์ ได้มาจากการเพาะเล้ียงจากส่วนข้อและยอดของ
พลูที่ปลูกไว้ในโรงเรือนเพาะช า ถูกน ามาผ่านขบวนการท า
ปลอดเชื้อ แล้วเพาะเล้ียงในอาหาร MS เปล่ียนถ่ายชิ้นส่วน
ในอาหาร MS และเล้ียงจนได้พลูที่คงสภาพ ไม่มีความ
แปรปรวนในกลุ่มประชากร จึงถูกน ามาใช้ในการศึกษาต่อ
ได ้
 
การศึกษาผลของปัจจัยภายนอกต่อการแสดงออก
ของยีน STS  

จากการกระตุ้นเนื้อเยื่อเพาะเล้ียงพลูในสภาพ
ปลอดเชื้อด้วย MeJA, SA, ไคโตซาน เซลลูเลส และการ
ท าให้เกิดบาดแผล พบว่า MeJA กระตุ้นแสดงออกของยีน 
STS ได้มากที่สุด รองลงมาคือการท าให้เกิดบาดแผล 
(Figure 1) ในขณะที่ SA มีการแสดงออกของยีน STS ไม่

แตกต่างจากชุดควบคุม ส าหรับไคโตซาน และเซลลูเลส
ท าให้การแสดงออกของยีน STS ลดลงเมื่อเทียบกับชุด
ควบคุม  
 
ความเข้มข้นที่เหมาะสมของ MeJA 

จากผลการศึกษาการแสดงออกของยีน STS ใน
ใบพลูที่ถูกกระตุ้นด้วย MeJA ที่ความเข้มข้นต่างๆ กัน 
นาน 12 100 ชั่วโมง (Figure 2) พบว่าผลผลิตดีเอ็นเอของ 
Actin และ STS คือ 270 bp และ 137 bp ตามล าดับ และ 
MeJA ความเข้มข้น 100 µM สามารถกระตุ้นการ
แสดงออกของ STS ได้มากที่สุด 

 
เวลาที่เหมาะสมในการกระตุ้นด้วย MeJA 

จากการฉีดพ่นพลูด้วย MeJA 100µM เป็นเวลา 
0, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง (Figure 3) พบว่าเมื่อเวลาผ่าน
ไป 6 ชั่วโมง STS มีการแสดงออกมากขึ้นและแสดงออก
มากที่สุดที่ 12 ชั่วโมง และลดลงเล็กน้อยที่ 24 ชั่วโมง 
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Figure 1 Transcription analysis of Actin and STS in Piper betle leaves upon different treatments for 12 hr. by 
RT-PCR. (A) Actin transcripts sized 270 bp (B) STS transcripts sized 137 bp. M: ZR100 bp DNA marker, MJ: 
200 M MeJA, SA: 200 M SA, Chi: 10 mg/L chitosan and Cel: 50 mg/L cellulase.  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 2 Transcription analysis of Actin and STS in Piper betle leaves induced by methyl jasmonate at 
different concentrations by RT-PCR. (a) Actin transcripts sized 270 bp (b) STS transcripts sized 137 bp. M: 
ZR 100 bp DNA marker.  

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Figure 3 Transcription analysis of Actin and STS in Piper betle leaves treated by methyl jasmonate at 
different duration by RT-PCR. (a) Actin transcripts sized 270 bp (b) STS transcripts sized 137 bp. M: ZR100 
bp DNA marker. 
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การศึกษาการแสดงออกของ STS ด้วยเทคนิค RT-qPCR 
จากผลการศึกษาการแสดงออกของ STS ในใบ

พลูที่ถูกกระตุ้นด้วย 100 µM MeJA และการท าให้เกิด

บาดแผล นาน 12 ชั่วโมง พบว่าทั้งสองปัจจัยสามารถ
กระตุ้นการแสดงออกของยีนได้แตกต่างจากตัวอย่าง
ควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (Figure 4)  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 4 Expression analysis of STS in P. betle tissue culture upon methyl jasmonate and mechanical 
wounding treatments by RT-qPCR. The experiments were triplicate and significant at P-value ≤ 0.05 
 
วิจารณ์ผลการทดลอง 

ในธรรมชาติพลูสร้างสารเซสควิเทอร์ปีนขึ้นมา
เพื่อป้องกันตัวทั้งทางตรงและทางอ้อม ในทางตรงนั้น
พบว่าพลูได้สร้างสารเหล่านี้ไว้อยู่ตลอดเวลา เพื่อยับยั้ง
การรุกรานจากเชื้อจุลชีพ แบคทีเรีย และ เชื้อรา (Kollner 
et al., 2008) ในทางอ้อมนั้น เมื่อพลูถูกท าร้าย เช่นมี
หนอนมากัดกิน พลูจะปล่อยสารเซสควิเทอร์ปีนออกสู่
บรรยากาศเพื่อไปดึงดูดแมลงควบคุมศัตรูพืชให้เข้ามา
ท าลายหนอนศัตรูพืช โดยพบว่ากลไกที่พลูใช้ในการ
ตอบสนองนี้ คือ เพิ่มการสร้างสารเซสควิเทอร์ปีนเพิ่มขึ้น 
โดยไปกระตุ้นที่การแสดงออกของยีน STS ซึ่งเป็นยีน
ส าหรับเอนไซม์ sesquiterpene synthase มีการศึกษา
ก่อนหน้านี้พบว่า ฮอร์โมนพืชจัสโมเนท (MeJA) ซาลิไซ
เลท (SA) สารไคโตซาน เอนไซม์เซลลูเลส และการท าให้
เกิดบาดแผล มีผลกระตุ้นการแสดงออกของยีน STS และ 
เพิ่มการสร้างสารเซสควิเทอร์ปีนในพืชต่างๆ งานวิจัยนี้
จึ งได้ท าการศึกษาว่ าปัจจัยดังกล่าวนี้มีผลต่อการ
แสดงออกของยีน STS ในพลูหรือไม่ 

จากผลการศึกษาในงานวิจัยนี้พบว่า จากปัจจัย
ที่ทดสอบทั้ง 5 ชนิด มีเพียง MeJA และ การท าให้เกิด
บาดแผล ที่สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน STS ได้ 

ในขณะที่ SA ไม่เพิ่มการแสดงออกของยีน  ในทาง
ตรงกันข้ามสารไคโตซานและเซลลูเลส กลับลดการ
แสดงออกของยีน STS ลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ได้
รับปัจจัย โดยมีผลงานวิจัยรายงานก่อนหน้าทั้งในทางที่
สอดคล้องและในทางขัดแย้งกับผลการศึกษานี ้ดังต่อไปนี ้

จัสโมเนทและเมทิลจัสโมเนท (JA/MeJA) คือ
ฮอร์โมนที่พืชสร้างขึ้นเพื่อท าหน้าที่เป็นตัวส่งสัญญาณ
เมื่อถูกบุกรุกจากแมลงและเชื้อโรคชนิดที่เข้าท าลายให้
เซลล์ตาย (Necrotrophic pathogen) (Smith et al., 2009; 
War et al., 2011) งานวิจัยของ Taniguchi และคณะ 
(Taniguchi et al., 2014) แสดงให้เห็นว่า เมื่อฉีดพ่น JA 
ลงบนต้นข้าว จะกระตุ้นการแสดงออกของ monoterpene 
synthase gene และท าให้สร้างสารอินทรีย์ระเหยง่าย
เพิ่มขึ้น ซึ่งกลไกนี้ถูกควบคุมโดย jasmonate ZIM 
domain protein (OsJAZ8) ผ่าน jamonate signalling 
pathway ซึ่งจากผลการวิจัยในครั้งนี้ที่พบว่า MeJA และ
การท าให้เกิดบาดแผลสามารถกระตุ้นการแสดงออกของ
ยีน STS ได้เช่นกัน สอดคล้องกับงานวิจัยอื่นที่รายงานว่า
ล าต้นสนที่ถูกฉีดพ่นด้วย MeJA และที่ถูกแมลงกัดจนเป็น
บาดแผล สามารถกระตุ้นการแสดงออกของ STS เพิ่มขึ้น
ได้ โดยมีการแสดงออกมากที่สุด 12 ชั่วโมงหลังจากจาก
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ฉีดพ่น MeJA (Miller et al., 2005) นอกจากนี้ Cheng 
และคณะ (Cheng et al., 2007) รายงานว่าใน transgenic 
Arabidopsis thaliana เมื่อฉีดพ่น MeJA มีการแสดงออก
ของยีน β-caryophyllene synthase เพิ่มขึ้น และสาร β-
caryophyllene ที่สร้างขึ้นมานี้สามารถดึงดูดแตนเบียน 
(Anagrus nilaparvatae) ได้มากกว่าพืช wild-type อีก
ด้วย เช่นเดียวกันกับที่พบในใบของ Artemisia annua 
เกิดบาดแผล ท าให้ระดับการแสดงออกของยีน β-
caryophyllene synthase เพิ่มขึ้นหลังจาก 24 ชั่วโมง 
(Cai et al., 2002; Wang et al., 2009) ในใบของ Mikania 
amicrantha ที่ท าให้เกิดแผลด้วยกรรไกรมีแสดงออกของ
ยีน β-caryophyllene synthase สูงที่สุดเมื่อเวลาผ่านไป 
1 วัน ในขณะที่บางงานวิจัยพบว่า ในพืช Picea abies 
นั้น MeJAไม่สามารถกระตุ้นการแสงออกของยีน STS ได้ 
แต่สามารถกระตุ้นยีน monoterpene synthase และ 
diterpene synthase (Fäldt et al., 2003)  

ซาลิไซเลทและเมทิลซาลิไซเลท (SA/MeSA) 
เป็นฮอร์โมนพืชที่ตอบสนองต่อการบุกรุกจากเชื้อจุลชีพ
ชนิ ดที่ เ ข้ าท า ลาย ใน เซล ล์ที่ มี ชี วิ ตอยู่  (Biotrophic 
pathogen) พืชจะมีกลไกตอบสนองโดยท าให้เซลล์พืชมี
การตายเกิดขึ้น เพื่อช่วยในการท าลายแหล่งอาหาร และ
ยับยั้งการแพร่กระจายของเชื้อ เรียกกระบวนการน้ีว่า cell 
death (Brodersen et al., 2005) มีรายงานว่า SA สามารถ
ชักน าให้ เกิดการแสดงออกของยีน geranylgeranyl 
pyrophosphate (GGPP) synthases ที่เกี่ยวข้องกับวิถี
การสังเคราะห์สารเซสควิเทอร์ปีนในใบมะเขือเทศได้ 
(Ament et al., 2006) นอกจากนี้ SA ยังสามารถกระตุ้น
การแสดงออกของยีน Hydroxymethylglutaryl coenzyme 
A reductase (HMGR) ในวิถี MVA ให้แสดงออกมากขึ้น
อีกด้วย (Pateraki and Kanellis, 2010) จากการที่ SA 
สามารถกระตุ้นยีนเหล่านี้ได้ ท าให้มีการผลิตสารควิเทอร์
ปีนเพิ่มขึ้น แต่อย่างไรก็ตามยังไม่มีรายงานว่า SA 
สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน STS ได้  

ไ ค โ ตซ าน ไ ด้ จ า ก ก า ร ย่ อ ย ไ คติ นที่ เ ป็ น
องค์ประกอบของเปลือกแมลงและผนั ง เซลล์ของ
เชื้อจุลินทรีย์ เมื่อพืชถูกบุกรุก แมลงหรือเชื้อโรคไม่ว่าจะ
เป็นแบคทีเรียหรือเชื้อราจะปล่อยสารที่เป็นตัวกระตุ้น
กลไกการป้องกันตัวของพืช ได้แก่ oligosaccharides, 
(glyco) proteins, (glyco) peptides และ lipids รวมถึงไค

โตซานด้วยเช่นกัน (Shibuya and Minami, 2001) มี
รายงานว่าไคโตซานสามารถกระตุ้นกลไกการป้องกันตัว
ท าให้พืชต้านทานต่อเชื้อโรคได้ (Povero et al., 2011; 
Sathiyabama et al., 2014) นอกจากนี้ไคโตซานสามารถ
กระตุ้นการสร้าง β-caryophyllene ในข้าว (Obara et al., 
2002) และสารกลุ่มเซสควิเทอร์ปีนในมะเขือเทศได้ 
(Zhang and Chen, 2009) แต่บางรายงานพบว่าไคโตซาน
ไม่สามารถกระตุ้นการสร้างสารกลุ่มเทอร์ปีนอยด์ในพืช 
Ocimum basilicum L. (Deschampsa and Simonb, 2006)  

ในกรณีของเอนไซม์เซลลูเลสที่ถูกปล่อยออกมา
จากผู้บุกรุก เพื่อย่อยผนังเซลล์พืชซึ่งมีเซลลูโลสเป็น
องค์ประกอบหลักนั้น มีรายงานว่าเซลลูเลสสามารถก
ระตุ้นการสร้างสารกลุ่มเทอร์ปีนได้ เช่น เซลลูเลสจากเชื้อ
รา Trichoderma viride สามารถกระตุ้นการสร้างสารกลุ่ม
เทอร์ปีนอยด์ในพืช Nicotiana plumbaginifolia, Phaseolus 
lunatus, และ Zea mays ได้ (Piel et al., 1997)   

การทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าการแสดงออกของ 
STS ในพลูถูกกระตุ้นได้โดย MeJA และ wounding 
แสดงถึงความเป็นไปได้ที่พลูจะตอบสนองต่อสภาวะ
เครียดจากส่ิงแวดล้อม เช่น การได้รับบาดเจ็บ โดยผ่าน
การท างานของฮอร์โมนเมทิลจัสโมเนท และมีผลเพิ่มการ
สร้างสารเซสควิเทอร์ปีนในที่สุด ดังนั้นการท าให้พลูได้รับ
บาดเจ็บ หรือ การเติมปัจจัยที่กระตุ้นให้พลูสร้างเมทิลจัส
โมเนท หรือ การเติมเมทิลจัสโมเนทลงไปโดยตรง จะ
สามารถเพิ่มการผลิตสารเซสควิเทอร์ปีนได้ โดยเฉพาะถ้า
ใช้เทคโนโลยีชีวภาพมาช่วยในการผลิตโดยใช้ปัจจัยที่
เกี่ยวข้องดังกล่าวนี้มากระตุ้น จะสามารถควบคุมการผลิต
สารเซสควิเทอร์ปีนให้มีคุณภาพดี ปริมาณสูงเพียง
พอที่จะน าไปประยุกต์ใช้ทางด้านการแพทย์ เภสัชกรรม 
และเกษตรกรรมได้ต่อไป 
 
กิตติกรรมประกาศ  

งานวิ จั ยนี้ ได้ รับทุ นสนับสนุนการวิ จั ยจาก
มหาวิทยาลัยนเรศวร ได้รับความอนุเคราะห์จากหน่วยวิจัย
การเพาะเ ล้ียงเนื้ อเยื่ อพืช ภาควิชาชี ววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร ในการท าปฏิบัติการ
เพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพลู สถานบริการวิชาการด้านวิทยาศาสตร์
การแพทย์ คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัย
นเรศวร ส าหรับเครื่องมือทางวิทยาศาสตร์ ขอบพระคุณ ดร.
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