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Abstract: The effect of chitosan and methyl jasmonate on the induction of phenylalanine ammonia lyase (PAL) 
and phenolic compound content in Stemona collinsae Craib. was conducted in this study. In vitro S. collinsae 
plantlets were stimulated for one and two weeks with various concentrations of elicitors. The observation found 
that PAL gene expression in root and shoot part of S. collinsae plantlets responded to elicitors depending on the 
concentration of stimulants, stimulation period and stage of plant growth. The shoot part of the 12 month-old S. 
collinsae plantlets stimulated with 100 mg/l chitosan showed the highest expression of PAL which was 3.93 fold 
higher than those determined in control and root part of stimulated plant. In addition, amount of total phenolic 
compound was 73.01 mg GAE/100g fresh weight which was 1.2 fold compared with the control. The 0.3 µM 
methyl jasmonate stimulation for one  week increased the PAL gene expression at the highest level in the root 
part by 8.66 times, resulting an increase of the total phenolic content at 88.37 mg gallic acid per 100 g fresh 
weight which was 1.2 times higher than control. Comparing the effect of stimulation on stage of growth between 
6 month-old and 12 month-old S. collinsae plantlets by adding 100 mg/l chitosan and 0.3 µM methyl jasmonate 
for one week, it was found that the amount of phenolic compounds obtained from all conditions were not 
significant different (P> 0.05) when compared to control. 
 
Keywords:  Phenylalanine ammonia lyase, phenolic compound, elicitors, Stemona collinsae 
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ค าน า 
 

ความนิยมใช้สมุนไพรเพื่อการรักษาโรคมีมา
อย่างต่อเนื่อง โดยรายงานจากองค์การอนามยัโลกกล่าว
วา่ร้อยละ 80 ของประชากรโลกใช้พืชสมนุไพรในการรักษา
โรคเบือ้งต้น (Raskin et al., 2002) การผลิตสารทุติยภูมิ
ในพืชสมนุไพรทัว่ไปพบว่ามีปริมาณต ่ากว่าร้อยละ 1 ของ
น า้หนกัแห้ง ขึน้อยู่ชนิดของพืชและระยะการเจริญ จึงท า
ให้เกิดงานวิจัยพฒันาการใช้สารกระตุ้น (elicitors) ในพืช
สมนุไพรเพื่อช่วยในการแก้ปัญหาการผลิตสารทตุิยภมูิที่มี
ความส าคัญในทางการแพทย์ (Singh and Dwivedi, 
2018) สารกระตุ้นท่ีใช้เพิ่มการสร้างสารทุติยภูมิจากการ
เพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชสามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม โดย
อาศัยแหล่งที่มาของสารกระตุ้ น ประกอบด้วย abiotic 
elicitor เป็นสารกระตุ้นที่ได้จากสิ่งไม่มีชีวิต เช่น เกลือของ
โลหะหนกั รวมถึงสภาวะแวดล้อมภายนอก เช่น อณุหภูมิ 
รังส ีกลุม่ที่สอง คือ biotic elicitor เป็นสารกระตุ้นที่ได้จาก
สิง่มีชีวิต เซลล์จุลนิทรีย์   หรือ สารสกดัจากเซลล์สิง่มีชีวิต 
รวมไปถึงสารกลุม่ฮอร์โมนพืช ตวัอย่างเช่น ไคโตซาน และ 
เมทิลจัสโมเนท มักจะได้รับความนิยมเนื่องจากมีความ
ปลอดภยัและสลายตวัได้ในธรรมชาติ และสามารถกระตุ้น
ให้เกิดการสร้างทตุิยภมูิเพิ่มขึน้ในพืชสมนุไพรหลากหลาย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ชนิด (Shakya, et al., 2017; Thakur et al., 2019) หนอน
ตายหยากเป็นสมนุไพรไทยอีกชนิดหนึ่งน ามาใช้ประโยชน์
ทัง้ด้านการเกษตรและการแพทย์ (Akanitapichat et al., 
2005) ดงัเช่น สารประกอบฟีนอลกิ stemanthrene B และ 
C เป็นสารอนุพันธ์ของ stilbenoid ที่ สกัดจากหนอน 
ตายหยาก พบว่ามีคุณสมบัติ ต้านการอักเสบ (anti-
inflammatory) และอาการโรคหอบหืด (antiasthmatic) 
เนื่องจากสามารถยับยัง้การสร้าง leukotriene เป็นสารที่
เก่ียวข้องกบักลไกที่ท าให้เกิดการอกัเสบ ปวดบวมของโรค
ตา่ง ๆ (Adams et al., 2005) 

สารทุติยภูมิ ในกลุ่ม phenolic compound มี
คุณสมบัติเป็นสารต้านจุลินทรีย์ก่อโรค รวมไปถึงมีฤทธ์ิ
ต้านอนุมูลอิสระ และโรคมะเร็งต่าง ๆ ในกระบวนการ
สังเคราะห์สารประกอบฟีนอลิกเร่ิมต้นใช้กระบวนการ
สงัเคราะห์ที่เรียกว่า phenylpropanoid biosynthesis โดย
มีเอนไซม์หลกั คือ phenylalanine ammonia lyase (PAL) 
เป็นเอนไซม์ที่ ส าคัญและมีบทบาทเป็นตัวก าหนด
ความเร็วในการเร่งปฏิกิ ริยา (rate limiting step) เป็น
กระบวนการส าคัญ ที่ ก่ อ ให้ เกิ ดการสั ง เค ราะ ห์
สารประกอบฟีนอลิกในพื ชมากมาย เช่น flavonol, 
flavone, flavonone, catechin, anthocyanin, isoflavonoid 
dihydroflavonol แ ล ะ  stilbenoid (Roupe et al., 2006) 

บทคัดย่อ: งานวิจัยนีไ้ด้ศึกษาการแสดงออกของยีน Phenylalanine ammonia lyase (PAL) และปริมาณสารออกฤทธ์ิใน
กลุ่มฟีนอลิกในหนอนตายหยาก Stemona collinsae Craib. โดยน าต้นหนอนตายหยากที่เพาะเลีย้งแบบปลอดเชือ้มา
กระตุ้นด้วยสารกระตุ้นไคโตซานและเมทิลจสัโมเนท ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ นาน 1 และ 2 สปัดาห์ พบว่า การแสดงออกของ
ยีน PAL ของต้นหนอนตายหยากตอบสนองต่อการกระตุ้นต่างกันทัง้ส่วนรากและต้นขึน้อยู่กับความเข้มข้นสารกระตุ้น 
ระยะเวลาและอายขุองต้นหนอนตายหยากที่ใช้ในการทดลอง โดยสว่นของต้นหนอนตายหยากอาย ุ12 เดือน มีระดบัการ
แสดงออกของยีน PAL สงูที่สดุและมากกว่าระดบัการแสดงออกของยีนที่ตรวจพบในต้นควบคมุและสว่นของราก 3.93 เท่า 
เมื่อกระตุ้ นด้วยไคโตซาน ที่ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และพบปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทัง้หมด 73.01 
มิลลกิรัมกรดแกลลิคตอ่ 100 กรัมน า้หนกัสด ซึง่เพิ่มขึน้ 1.2 เทา่ เมื่อเทียบกบัชดุควบคมุ ในขณะที่การกระตุ้นด้วยเมทิลจสั
โมเนท ความเข้มข้น 0.3 ไมโครโมลาร์ นาน 1 สปัดาห์ สามารถเพิ่มการแสดงออกของยีน PAL ในสว่นของรากได้สงูสดุ 8.66 
เท่า และพบปริมาณของสารฟีนอลิกทัง้หมด 88.37 มิลลิกรัมกรดแกลลิคต่อ 100 กรัมน า้หนกัสด ซึ่งเพิ่มขึน้ 1.2 เท่า เมื่อ
เทียบกับชุดควบคุม ส าหรับการศึกษาผลของอายุการเจริญของหนอนตายหยากเปรียบเทียบระหว่าง 6 กับ 12 เดือน ที่
กระตุ้นด้วยไคโตซานความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และ เมทิลจัสโมเนท ความเข้มข้น 0.3 ไมโครโมลาร์ ระยะเวลา  
1 สปัดาห์ ตอ่ปริมาณสารประกอบฟีนอลกิกลบัไมพ่บความแตกตา่งทางสถิติ (P>0.05) เมื่อเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ 
 
ค าส าคัญ:  ฟีนิลอะลานีน แอมโมเนีย ไลเอส สารประกอบฟีนอลกิ สารกระตุ้น หนอนตายหยาก 
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จากรายงานของ Chang et al. (2009) โดยเพิ่ มการ
แสดงออกของยี น  (overexpression) ที่ เก่ี ยวข้องใน
กระบวนการผลติ chlorogenic acid (CGA) และ rutin ในต้น
ยาสบู 2 ชนิด คือ ยีน PAL2 จากพืช Arabidopsis thaliana 
และ hydroxycinnamoyl-CoA quinate: hydoxycinnamoyl 
transferase (NtHQT) จากต้นยาสูบเอง ท าให้ transgenic 
plant สามารถสร้างสาร CGA และ rutin เพิ่มขึน้สองถึงห้า
เท่าเทียบกับ wild type นอกจากนีพ้ืชเมื่อถูกเชือ้โรคเข้า
ท าลายหรือได้รับการกระตุ้นจากสารเคมีบางชนิดท าให้
พืชสร้างสารทุติยภูมิซึ่งมีคุณสมบัติ ต้านทานเชือ้โรค
เหลา่นัน้ โดยมีผลเพิ่มแอคติวิตีของเอนไซม์ PAL สง่ผลให้
พืชมีการสร้างและสะสมสารประกอบฟีนอลิกเพิ่มมากขึน้
ด้วย ตัวอย่างเช่น การใช้เมทิลจัสโมเนทซึ่งเป็นสารสื่อ
สญัญาณ (signal transduction) เกิดขึน้ในขณะที่พืชอยู่
ในสภาวะความเครียดท าให้เกิดการกระตุ้ นระบบการ
ป้องกันตัวเอง ดังรายงานผลของเมทิลจัสโมเนทที่มีต่อ
ผักกาดหอมเรดโอ๊คปลูกในระบบไฮโดรโพนิกส์ที่ความ
เข้มข้น 0, 50 และ 100 ไมโครโมลาร์ ในช่วงอายุ 20, 30 
และ 40 วัน พบว่า ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ 
สามารถชักน าการผลิตสารแอนโทไซยานินได้สูงที่สุด
เท่ากับ 10.7 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมน า้หนักสด (Khitka, 
2014) นอกจากนีย้ังพบรายงานการผลิตสารทุติยภูมิ
กลุ่มอัลคาลอยด์ในหนอนตายหยากเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ  
S. curtisii Hook. f. โดยเลีย้งในสภาวะไฮโดรโพนิกส์ที่เติม
ไคโตซาน  ความเข้ม ข้น 20 มิ ลลิก รัมต่ อลิตร เป็ น
ระยะเวลา 4 สัปดาห์ ท าให้มีการผลิตสารอัลคาลอยด์ 
oxyprotostemonine, stemocurtisine และ  stemocurtisinol 
เพิ่มขึน้ในปริมาณที่แตกต่างกันคิดเป็น 1.9, 2.0 และ 1.5 
เท่า ตามล าดับเทียบกับชุดควบคุม (Palee et al., 2016) 
นอกจากนีร้ากของหนอนตายหยากชนิดนีย้งัสามารถถูก
กระตุ้ นให้สร้างสารอัลคาลอยด์เพิ่มขึน้ได้โดยใช้สาร 
Paclobutrazol เช่นกนั (Montri and Saenphakdi, 2014)  

ก า รศึ ก ษ าก า รใ ช้ ส า รก ระตุ้ น เพื่ อ เพิ่ ม
ประสิทธิภาพการสร้างสารออกฤทธ์ิของหนอนตายหยาก
ยงัคงมีไมม่ากนกัและมุง่สนใจในกลุม่ของสารอลัคาลอยด์ 
ดังนั น้งานวิจัยนี จ้ึ งศึกษาเพื่ อเพิ่ มแนวทางพัฒนา
ศกัยภาพการใช้ประโยชน์สมุนไพรหนอนตายหยากจาก
การผลติสารออกฤทธ์ิกลุม่สารประกอบฟีนอลกิ โดยศึกษา

เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน PAL และปริมาณการ
ผลิตสารออกฤทธ์ิกลุ่มสารประกอบฟีนอลิกในต้นหนอน
ตายหยาก S. collinsae ที่สภาวะการกระตุ้นด้วยไคโตซาน 
และ เมทิลจัสโมเนท โดยผลที่ ได้สามารถเป็นข้อมูล
พืน้ฐานระดับอณูพันธุศาสตร์ที่เก่ียวข้องในกระบวนการ
สร้างสารสารประกอบฟีนอลิกต่าง ๆ ในหนอนตายหยาก
ตอ่ไป 

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

 
วิธีการเตรียมต้นหนอนตายหยากสภาพปลอดเชือ้ 

การชักน าให้เกิดเป็นต้นหนอนตายหยากที่
สมบูรณ์ โดยตดัชิน้สว่นของข้อจากต้นหนอนตายหยากที่
เลี ย้งในสภาพปลอดเชื อ้ มีความยาวประมาณ 2.0 
เซนติเมตร ย้ายชิน้ส่วนของข้อมาเพาะเลีย้งบนอาหารวุ้น
สูตร Murashige and Skoog (MS) ที่มีความเข้มข้นของ
สารควบคุมการเจริญเติบโต benzyladenine (BA) ความ
เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ naphthalene acetic 
acid (NAA) 1.0 มิลลกิรัมตอ่ลิตร เพาะเลีย้งที่อณุหภมูิ 25 
-28 องศาเซลเซียส ช่ วงแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน เลี ย้ง
จนกระทัง่เป็นต้นสมบรูณ์เพื่อใช้ในการทดลองตอ่ไป 
 
การกระตุ้นหนอนตายหยากด้วยไคโตซานและ
เมทิลจัสโมเนท 

ในเบือ้งต้นทดสอบผลของความเข้มข้นไคโตซาน
และเมทิลจัสโมเนท ที่ความเข้มข้นแตกต่างกันในต้น
หนอนตาย หยากสภาพปลอดเชือ้ โดยน าต้นท่ีมีอายุ 12 
เดือน ย้ายลงเลีย้งในอาหารเหลวสูตร 1/2 MS ที่เติมสาร
กระตุ้น (Figure 1) ดงันี ้ไคโตซาน ที่ความเข้มข้น 25, 50, 
75 และ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และ เมทิลจัสโมเนท ที่
ความเข้มข้น 0.1, 0.3, 0.5 และ 1.0 ไมโครโมลาร์ โดยท า
การทดลองอย่างละ 3 ซ า้ จากนัน้น าไปเลีย้งต่อบนเคร่ือง
เขย่า เป็นเวลา 1 และ 2 สปัดาห์ เมื่อครบตามระยะเวลา
น าหนอนตายหยากที่ถกูกระตุ้นล้างด้วยน า้กลัน่ ท าให้เย็น
อย่างรวดเร็วด้วยไนโตรเจนเหลวและบดตัวอย่างให้
ละเอียด เพื่อใช้ในการสกัดอาร์เอ็นเอและวัดปริมาณ
สารประกอบกลุม่ฟีนอลกิทัง้หมด 

 

ผลของสารไคโตซานและเมทลิจัสโมเนทต่อการแสดงออกของยีนฟีนิลอะลานีนแอมโมเนีย ไลเอส  
และการผลิตสารประกอบฟีนอลิกในหนอนตายหยากในสภาพปลอดเชือ้ 
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ล าดบัต่อมาทดสอบเปรียบเทียบอายุการเจริญ
ของต้นหนอนตายหยากสภาพปลอดเชือ้ต่อการใช้สาร
กระตุ้ น โดยใช้ต้นหนอนตายหยากที่มีอายุ 6 และ 12 
เดือน โดยสภาวะการกระตุ้นที่เลือกใช้จากความเข้มข้น
ของสารและระยะเวลาการกระตุ้ นที่สามารถท าให้ได้
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทัง้หมดอยู่ในปริมาณสงูกว่า
ในชดุควบคมุจากผลการทดลองเบือ้งต้น 
 
การวิเคราะห์การแสดงออกของยีน PAL ด้วยวิธี 
Real-time PCR 

น าต้นหนอนตายหยากที่ผ่านการกระตุ้นด้วยไค
โตซานและเมทิลจัสโมเนท มาสกัด total RNA แยกจาก
ส่วนรากและต้น โดยใช้  TRIzol reagent (Invitrogen, 
USA) และตรวจสอบปริมาณของ total RNA ที่สกดัได้ด้วย
เคร่ือง spectrophotometer แล้วจึงน า total RNA ปริมาณ 
3 ไมโครกรัม มาใช้สร้าง first-strand cDNA (reverse 
transcription, RT) โดยใช้ M-MLV reverse transcriptase 
(Thermo Fisher Scientific, USA) ร่ ว ม กั บ  Oligo (dT) 
primer และน า first-strand cDNA ที่ได้ไปตรวจสอบการ
แสดงออกของยีนด้วยเทคนิค Real-Time PCR โดยใช้
เคร่ือง Mini Opticon Real-time System (Bio-Rad, USA) 
ด้วย Thermo Scientific Luminaris Color HiGreen qPCR 
Master Mix ในปฏิกิริยาปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดยใช้ 
cDNA ที่ได้จากการสังเคราะห์ก่อนหน้านี ้1 ไมโครลิตร 
เป็นดีเอ็นเอต้นแบบและใช้ forward primer และ reverse 
primer ที่ออกแบบโดยอาศยัข้อมลูดงัแสดงใน Table 1  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

โดยท าการทดลอง 3 ซ า้ และใช้ยีน Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GADPH) เป็นยีนอ้างอิ ง 
การวิเคราะห์ผลการแสดงออกของยีนด้วยวิธี Delta delta 
Ct โดยค านวณสดัส่วนการแสดงออกของยีนจากสมการ 
ดงันีค้ือ 2−ΔΔCT (Livak and Schmittgen, 2001) 

 
การวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบกลุ่มฟีนอลิก
ทัง้หมดในต้นหนอนตายหยาก  

การสกัดสารตัวอย่างและวิเคราะห์ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลกิทัง้หมดดดัแปลงจากวิธีของ Kim et al. 
(2003) โดยน าตัวอย่างต้นหนอนตายหยากที่ผ่านการ
กระตุ้นมาบดจนละเอียดด้วยไนโตรเจนเหลว จากนัน้น า
ตวัอย่าง 2 กรัม เติมสารละลายเมทานอลที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 80 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าไปป่ันให้เข้ากันด้วย
เคร่ือง homogenizer นาน 2 นาที แล้วน าไปสัน่สะเทือน
ด้วยคลื่นเสียงที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียสเป็น เวลา 15 
นาที แยกกากตะกอนด้วยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว
รอบ 4,500 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 10 นาที แยกสว่น
ใสออกและปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 10 มิลลิลิตร เก็บ
ตัวอย่างในขวดแก้วสีชาที่อุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส 
เพื่ อใช้ในการวิ เคราะห์ต่อไปด้วยวิ ธี  Folin-Ciocalteu 
colorimetric method โดยท าการดดูสารละลายตวัอยา่งที่
สกัดได้ จ านวน 0.1 มิลลิลิตร เติมน า้กลัน่ 0.5 มิลลิลิตร 
หลงัจากนัน้เติมสารโฟลิน-ซีเคาทูรีเอเจนท์ 0.1 มิลลิลิตร 
ทิง้ไว้ 6 นาที แล้วจึงเติมโซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้น
ร้อยละ 7.5 จ านวน 1 มิลลลิติร และน า้กลัน่ จ านวน  

(A) (B) 

Figure 1. The in vitro 12 month-old Stemona collinsae Craib. plantlet (A) and plantlet in 1/2 MS 
supplemented with elicitors (B) 

ร้อยละ 7.5 จ านวน 1 มิลลิลิตร และน า้กลั่น จ านวน 
 

วารสารเกษตร 36(1): 59-68 (2563) 

primer ที่ออกแบบโดยอาศัยข้อมูลดังแสดงใน Table 1 
 



 

 63 

 
 
 
 
 
 
 
 
1 มิลลิลิตร ทิง้ไว้ 90 นาทีที่อณุหภูมิห้อง น ามาวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร ค านวณ
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทัง้หมดโดยเทียบกับสาร
มาตรฐานกรดแกลลิก ในช่วงความเข้มข้น 20-100 ส่วน
ตอ่ล้าน รายงานคา่ในหน่วยมิลลิกรัมแกลลิกต่อ 100 กรัม
น า้หนกัสด 
 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติิ 

การวิเคราะห์ผลทางสถิติ  โดยวางแผนการ
ทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (CRD) ท าการตรวจ 3 ซ า้ต่อ 1 
กลุม่ตวัอย่าง และวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าสถิติและ
ค่าเฉลี่ยระดับการแสดงออกของยีนโดยวิธี Duncan’s 
multiple range test (DMRT) โดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ 
Statistical Package for the Social Science for 
Windows (SPSS) 

 
ผลการศึกษาและวิจารณ์ 

 
ผลของไคโตซานที่มีต่อการแสดงออกของยีน PAL 
และ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในหนอนตาย
หยาก 

ต้นหนอนตายหยากที่ผ่านการกระตุ้นด้วยไคโต
ซาน แยกเป็น 2 สว่น คือ สว่นของราก และส่วนของต้นใบ
ที่มีใบ น าไปวิเคราะห์การแสดงออกของยีน PAL ด้วย
เค ร่ื อ ง  Real-time PCR ดั ง แ ส ด ง ใน  Figure 2 จ า ก
การศึกษาพบว่า การแสดงอออกยีนในรากเพิ่มสูงขึน้ใน
สภาวะการกระตุ้นด้วยไคโตซานความเข้มข้น 25, 50 และ 
75 มิลลิกรัมต่อลิตร การแสดงออกของยีน PAL ในราก
สงูสดุ 7.96 เท่า เมื่อถกูกระตุ้นด้วยไคโตซานความเข้มข้น 
50 มิลลกิรัมตอ่ลติร ในระยะเวลา 1 สปัดาห์ เมื่อเทียบกบั  

 
 
 
 
 
 
 
 

ชุดควบคุม แตกต่างจากการกระตุ้นที่เกิดจากไคโตซาน
ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร พบมีการแสดงออก
ของยีน PAL ในต้นสงู 3.93 เท่า เมื่อเทียบกบัชุดความคุม
และสงูกว่าในส่วนของราก นอกจากนีพ้บว่าแนวโน้มการ
แสดงออกของยีน PAL ในใบและต้นเพิ่มสูงขึน้เมื่อถูก
กระตุ้ นด้วยไคโตซาน ที่ความเข้มข้นสูงขึน้และระยะ
เวลานานขึน้ ในขณะที่การแสดงออกของยีน PAL ในราก
จะเพิ่มขึน้อย่างชัดเจนโดยเร่ิมต้นการกระตุ้ นที่ความ
เข้มข้นของไคโตซานในระดับ 25 มิลลิกรัมต่อลิตร และ
สูงสุด ที่ระดับ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร จากนัน้ลดลงเมื่อ
ความเข้มข้นสงูที่ระดบั 75 และ 100 มิลลกิรัมตอ่ลติร 

การวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลิกทัง้หมดใน
หนอนตายหยากที่กระตุ้ นด้วยไคโตซาน ในสัปดาห์ที่ 1 
พบว่า การกระตุ้นด้วยไคโตซานที่ความเข้มข้น 25 และ 
100 มิลลิกรัมต่อลิตร มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกสูง 
คือ 73.72 และ 73.90 มิลลิกรัมกรดแกลลิคต่อ 100 กรัม
น า้หนกัสด ตามล าดบั โดยมีปริมาณสงูขึน้จากชดุควบคมุ
คิดเป็น 1.2 เท่า และ การกระตุ้ นด้วยไคโตซานที่ความ
เข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสัปดาห์ที่  2 ยังคงมี
ปริมาณสารฟีนอลิกทัง้หมดสงูกว่าการกระตุ้นจากระดับ
ความเข้มข้นอื่น โดยมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกสูง 
73.01 มิลลกิรัมกรดแกลลกิตอ่ 100 กรัมน า้หนกัสด 

จากการทดลองกระตุ้ นด้วยไคโตซานที่ความ
เข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ในระยะเวลา 1 และ 2 
สัปดาห์ ที่มีปริมาณสารฟีนอลิกทัง้หมดสูงขึน้จากชุด
ควบคมุคิดเป็น 1.2 เทา่ อยา่งไรก็ตามในสภาวะนีไ้มพ่บว่า
ปริมาณการแสดงออกของยีน PAL ในรากเพิ่มขึน้ แต่พบ
การแสดงออกในใบและล าต้นสงูขึน้ 3.93 เท่า ในสปัดาห์
ที่ 2 เมื่อเทียบกับชุดควบคุม เหตุที่ไม่พบการกระตุ้นการ
แสดงออกของยีน PAL ในราก อาจเนื่องมาจากระยะเวลา 

Table 1. Primers used for PAL gene expression analysis by Real-Time PCR 
Gene 

(Accession no.) 
Primer sequence  

(5’-3’) 
Annealing temp. 

(°C) 
Product size  

(bp) 
PAL 

(MK490962) 
F: CTg CAT gCT TCC ACT TCT TTg 
R: gAC AAC ggT gAC AAg gAg AA 

68.88 
68.25 

107 

GAPDH 
(MK490963) 

F: ggC ATT gTT gAg ggT TTg ATg 
R: ggT gCT gCT Agg AAT gAT gT 

68.88 
68.25 

129 
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ที่ ใช้ ในการตรวจสอบการแสดงออกของยีนนัน้ผ่าน
ช่วงเวลาที่รากหนอนตายหยากถูกกระตุ้ นสร้าง mRNA 
ของยีน PAL ไปแล้ว ดังเช่นรายงานการศึกษาของ 
Kamalipourazad  et al. (2016) โดยเติมสารไคโตซานที่
ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร ในอาหารเลีย้งเซลล์
แขวนลอย Scrophulara striata Boiss. เป็นเวลา 7 วัน 
หลังจากนัน้น ามาเลีย้งในสภาวะปกติ และติดตามการ
แสดงออกของยีนต่อเนื่องในวนัที่ 3, 5 และ 7 พบว่า การ
แสดงออกของยีน PAL ในพืชชนิดนีม้ีปริมาณสูงสุดใน
วนัที่ 5 และลดลงในวนัที่ 7 สอดคล้องกับการตรวจสอบ
กิจกรรมการท างานของเอนไซม์ PAL เช่นกัน อีกทัง้ยีน 
PAL ที่พบในพืชเป็นกลุ่มของยีนที่ท างานร่วมกัน (multi-
gene family) ท าหน้าที่เก่ียวข้องกนัแต่แตกต่างกันขึน้อยู่
กับช่วงระยะการเจริญและการพัฒนาของพืช การ
ปฏิสมัพนัธ์ระหว่างพืชกับสิ่งแวดล้อม ในการศึกษาครัง้นี ้
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน PAL ในหนอนตายหยาก
เพียงชนิดเดียวท าให้ยงัไม่สามารถอธิบายความสมัพนัธ์
ของการเพิ่มขึน้ของการแสดงออกของยีนกับปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกได้มากนัก ดังเช่นที่พบในรายงาน
การศึกษายีน PAL ในพืช Arabidopsis ประกอบด้วยยีน 4 
ชนิด โดยระบุว่ายีน AtPAL1 และ AtPAL2 ท าหน้าที่หลกั
เก่ียวข้องกับกระบวนการสงัเคราะห์สารประกอบฟีนอลิก 
(Zhang and Liu, 2015) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ผลของเมทิลจัสโมเนทที่มีต่อการแสดงออกของยีน 
PAL และ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในหนอนตาย
หยาก 

จากการเพาะเลีย้งต้นหนอนตายหยากอายุ 12 
เดือน ในสารกระตุ้นเมทิลจัสโมเนท พบว่า การแสดงออก
ของยีน PAL ในรากเพิ่มสงูขึน้เมื่อถกูกระตุ้นด้วยเมทิลจัส
โมเนทความเข้มข้น 0.3 ไมโครโมลาร์ มีการแสดงออกเพิ่ม 
8.66 เท่า ในสัปดาห์ ที่  1 และ 7.55 เท่า ในสัปดาห์ที่ 2 
เมื่อเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ โดยการแสดงออกยีน PAL 
เพิ่มขึน้ในรากมากกว่าในใบและล าต้น (Figure 3) เมื่อ
เปรียบเทียบทัง้ 2 สปัดาห์ ในสภาวะการเติมสารเมทิลจัส
โมเนทที่ระดับความเข้มข้นอื่นนัน้ การแสดงออกของยีน 
PAL มีความใกล้กันเคียงกับชุดควบคุม ไม่มีความ
แตกต่างกันในทางสถิติ จากการวิเคราะห์ปริมาณสาร 
ฟีนอลิกทัง้หมดในต้นหนอนตายหยากที่ถูกกระตุ้นด้วย
เมทิลจัสโมเนทที่ความเข้มข้นต่าง ๆ พบว่า ต้นหนอน
ตายหยากที่ถูกกระตุ้นด้วยเมทิลจัสโมเนท ความเข้มข้น 
0.3 ไมโครโมลาร์ ท่ีระยะเวลา 1 สัปดาห์ มีปริมาณสาร 
ฟีนอลิกสงูสดุ เท่ากบั 88.37 มิลลิกรัมกรดแกลลกิต่อ 100 
กรัมน า้หนักสด โดยคิดเป็น 1.2 เท่า เปรียบเทียบกับชุด
ควบคมุ 

 
 

Figure 2. Effects of chitosan dosage on the expression of PAL gene in 12 month-old Stemona collinsae 
Craib. plantlet for 1- and 2-week treatment (A) and total phenolic contents (B). R1 and R2 indicate 
the PAL gene expression from root part at 1 and 2 weeks. S1 and S2 indicate expression level 
from shoot part at 1 and 2 weeks. (Different letters on the bar indicate the significant difference at 
P<0.05) 
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จากผลการทดลองสภาวะการกระตุ้ นด้วย

เมทิลจัสโมเนท มีเพียงระดับความเข้มข้นที่ 0.3 ไมโคร 
โมลาร์ สามารถกระตุ้นแสดงออกของยีน PAL ที่เพิ่มขึน้ได้ 
แต่ยงัไม่สง่ผลให้มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกเพิ่มสงูขึน้
แตกต่างจากระดบัการกระตุ้นอื่นมากนกั พบเช่นเดียวกับ
การทดลองในพืชสมุนไพรของ Jirapongpattana et al. 
(2017) โดย เพ าะเลี ย้ งยอดหั ว ข้ าว เย็ น  Dioscorea 
birmanica Prain & Burkill บนอาหารที่ เติ ม  jasmonic 
acid (JA) ความเข้มข้น 50 และ 100 ไมโครโมลาร์ เป็น
เวลา 4 สัปดาห์ พบว่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทัง้หมดไมม่ีความแตกต่างกนัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบั
ชดุควบคมุ  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ความสัมพันธ์ระหว่างอายุการเจริญที่ เหมาะสมของ
ต้นหนอนตายหยากต่อสภาวะการกระตุ้น  

ผลการเปรียบเทียบของสารกระตุ้นไคโตซานและ
เมทิลจัสโมเนท ในต้นหนอนตายหยากอายุการเจริญ 6 
และ 12 เดือน (Figure 4) เลอืกระดบัความเข้มข้นของสาร
กระตุ้นจากปริมาณสารประกอบฟีนอลกิที่สงูกวา่ระดบัชุด
ควบคุมอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ดงัแสดงใน Figure 2B 
และ Figure 3B โดยใส่สารไคโตซาน ที่ความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อลิตร และเมทิลจสัโมเนท ที่ความเข้มข้น 0.3 
ไมโครโมลาร์ เป็นระยะเวลา 1 สปัดาห์ พบว่า ไคโตซานไม่
สามารถกระตุ้ นการเพิ่มการแสดงออกยีน PAL ในราก
หนอนตายหยากอาย ุ6 และ 12 เดือน แตกตา่งจากผลของ
เมทิลจสัโมเนทกระตุ้นการแสดงออกของยีนในรากอาย ุ12 
เดือน เพิ่มสูงกว่าในรากของต้นหนอนตายหยากอายุ 6 
เดือน (Figure 4A) สว่นผลการวิเคราะห์ปริมาณ 

Figure 3. Effects of methyl jasmonate dosage on the expression of PAL gene in 12 month-old Stemona 
collinsae Craib. plantlet for 1- and 2-week treatment (A) and total phenolic contents (B). R1 and R2 
indicate the PAL gene expression from root part at 1 and 2 weeks. S1 and S2 indicate expression 
level from shoot part at 1 and 2 weeks. ( Different letters on the bar indicate the significant 
difference at P<0.05) 

ผลของสารไคโตซานและเมทลิจัสโมเนทต่อการแสดงออกของยีนฟีนิลอะลานีนแอมโมเนีย ไลเอส  
และการผลิตสารประกอบฟีนอลิกในหนอนตายหยากในสภาพปลอดเชือ้ 
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สารประกอบฟีนอลิกแสดงให้เห็นว่าสภาวะการกระตุ้นนี ้
ยังไม่สามารถท าให้หนอนตายหยากสร้างสารประกอบ
กลุม่ฟีนอลกิได้ในปริมาณที่แตกตา่งจากชดุควบคมุในช่วง
อายุ 6 เดือน แต่จะให้ผลที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมเฉพาะในอายุ 12 เดือน 
(Figure 4B) จากการทดลองใช้สารกระตุ้นในหนอนตาย 
หยากครัง้นีผ้ลกระทบท่ีเกิดขึน้อาจเก่ียวข้องกบัการเจริญ
ของต้นหนอนตายหยาก นอกเหนือจากผลกระทบต่อ
กระบวนการชีวสงัเคราะห์ของสารทตุิยภมูิ 

การเลือกความเข้มข้นของสารกระตุ้นเป็นปัจจยั
ส าคญัอย่างหนึ่งที่มีผลต่อการเจริญของพืช เนื่องจากการ
ตอบสนองของพืชมีความเก่ียวข้องกับกลไกการท างาน
ภายในเซลล์หลากหลายระบบ โดยมีรายงานการใช้ไคโตซาน
ที่ความเข้มข้นสงูมากเกินไปจะท าให้รากพืชหยดุชะงกัการ
เจริญเติบโต พบได้ในพืช Arabidopsis มะเขือเทศ และ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ข้าวบาร์เลย์่ กลไกเกิดจากการสะสมของฮอร์โมนออกซิน
ในราก โดยเฉพาะในกลุ่ม indole acetic acid (IAA) และ
กลุ่ม gibberellic acid รวมทัง้กลุ่มฮอร์โมนที่ถูกกระตุ้ น
ด้วยความเครียดด้วยกรด jasmonic (JA) และ salicylic 
(SA) (Lopez-Moya et al., 2019) และยงัมีรายงานว่าการ
สะสมสารทุติยภูมิเพิ่มขึน้จากการกระตุ้นของไคโตซาน
เก่ียวข้องกบัการกระตุ้นให้พืชมีความต้านทานเพิ่มขึน้เพื่อ
ปอ้งกนัตนเองจากโรคพืช โดยมีโมเลกุลของพืชที่ท าหน้าที่
เป็นตัวตอบสนองการกระตุ้น (PRR, pattern recognition 
receptor) สามารถตรวจจับไคโตซานซึ่ งโครงสร้าง
เหมื อนกับผนังเซลล์ของราสาเหตุ โรคพื ช (MAMP, 
microbe-associated molecular pattern) ท าให้ เกิดการ
ส่งสญัญาณภายในเซลล์ เช่น การเพิ่มขึน้ของไฮโดรเจน
และแคลเซียมไอออน การกระตุ้นวิถีไมโทเจนแอคทิเวเตด
โป รตี น ไค เน ส  (MAP-Kinase) ส่ งผลต่ อ ไป ถึ งก า ร

Figure 4. Effects of 100 mg/l chitosan and 0.3 µM methyl jasmonate on the expression of PAL gene in 6 
and 12 month-old Stemona collinsae Craib. plantlet for 1 week period (A) and total phenolic 
contents (B). R6 and R12 indicate the PAL gene expression from root part of 6 and 12 month-old. 
S6 and S12 indicate expression from shoot part of 6 and 12 month-old. (Different letters on the 
bar indicate the significant difference at P<0.05) 
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แสดงออกของยีนที่ เก่ียวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิ
เพิ่ มขึ น้  จึ งท าให้พื ชสังเคราะห์สารไฟโตอเล็กซิ น 
(phytoalexin) ที่เป็นสารประกอบในกลุ่มฟีนอลิก เทอร์
ปีนอยด์  และอัลคาลอยด์ที่มีคุณสมบัติ เป็นพิษต่อ
จุ ลิ น ท รี ย์ ก่ อ โรค  ( Iriti and Faoro, 2009; Xing et al., 
2015) ส่วนกลไกการท างานของเมทิลจัสโมเนทนัน้ไม่
เพียงแต่เป็นสารที่สง่สญัญาณท าให้เกิดการสร้างทตุิยภมูิ
ชนิดตา่ง ๆ เมื่อเกิดสภาวะเครียดทัง้จากสิง่มีชีวิตและไม่มี
ชีวิต ยงัท าหน้าที่เป็นฮอร์โมนควบคุมการเจริญของพืชใน
ระยะต่าง ๆ ดงันัน้กลไกจึงมีความซบัซ้อนและเก่ียวข้อง
กบัการท างานของกลุม่ยีนหลายกลุม่ และสามารถกระตุ้น
การท างานของ transcription factor (TF) ที่หลากหลาย
แตกต่างกันในกระบวนการสร้างสารทุติยภูมิแต่ละชนิด 
เช่น การควบคุมการสร้างแอนโทไซยานินใน A. thaliana 
เก่ียวกับการท างานของโปรตีน Jasmonate ZIM-domain 
(JAZ) ร่ ว ม กั บ  WD-repeat/bHLH/MYB complexes 
(Wasternack and Strnad, 2019) 

 
สรุป 

 
จากการศึกษาการใช้สารกระตุ้นไคโตซานและ

เมทิลจัสโมเนท เพื่อกระตุ้ นการแสดงออกของยีน PAL 
และส่งผลให้เกิดการสร้างสารประกอบกลุ่มฟีนอลิกใน
หนอนตายหยากนัน้ ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าสาร
กระตุ้นทัง้สองชนิดสามารถท าให้เกิดการแสดงออกของ
ยีน PAL เพิ่มสูงขึน้ แต่ยังคงไม่ส่งผลให้เกิดปริมาณการ
เพิ่มของสารประกอบกลุ่มฟินอกลิกสูงมากนักโดยเฉลี่ย
เพิ่มขึน้เพียง 1.2 เท่า เมื่อเทียบกับชุดควบคุม ดังนัน้จึง
ควรศึกษาเพิ่มเติมในการคัดเลือกระยะเวลาการกระตุ้ น 
และระยะเวลาการเก็บตวัอย่าง เพื่อการวิเคราะห์หลงัการ
กระตุ้นให้ละเอียดมากขึน้ 
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