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ABSTRACT 

An unidentified Stemona sp. was collected from Mae Moh District, Lampang, 

Thailand. The root extract of this species shows pharmaceutical activities. The alkaloids, 

1',2'-didehydrostemofoline and stemofoline compounds, have the inhibitory activity 

against acetylcholinesterase, thus, indicating their being a potential therapeutic agent in 

the treatment of the initial symptoms of Alzheimer's disease. Moreover, stemofoline was 

able to significantly increase the sensitivity of the anticancer drugs to drug resistant 
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cancer cells. Therefore, plant tissue culture technique has been used as a possible raw 

material production method for Stemona alkaloids. For multiple shoot induction 

benzyladenine (BA) was found to be more effective than thidiazuron (TDZ). MS medium 

supplemented with 3 mg/L BA for 8 weeks gave 100 percentage shoot induction with 4.4 

shoots per explant. For root induction, half-MS medium supplemented with 2 mg/L 

indolebutyric acid (IBA) was the best selection as it could provide 80 percentage of root 

induction and produce an average of 20.6 roots per explant after being transferred to the 

medium for 8 weeks.  

The effects of elicitors and precursors on Stemona alkaloids production were 

investigated to determine the highest potentially. It was found that all the elicitors 

(methyl jasmonate, salicylic acid, chitosan and yeast extract) and precursors (sodium 

acetate and sucrose) under experiment could enhance the alkaloids production beyond the 

control’s level. Treatment with chitosan elicitor at the concentration of 25 mg/L for 1 

week resulted in the highest production of Stemona alkaloids. It was found that 1', 2'-

didehydrostemofoline and stemofoline productions were 3.05 fold and 4.34 fold higher 

than these from the control, respectively. For precursor treatment, sodium acetate could 

induce 1′,2′-didehydrostemofoline and stemofoline contents up to 2.35 fold and 2.04 fold 

of these from the control, respectively. The combination of chitosan and sodium acetate 

yielded less effective result than feeding individual elicitor or precursor in isolation. 

The relationship between Stemona alkaloids production and protein profiling was 

investigated. The total proteins extraction of Stemona roots were performed for 
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comparison with the control and chitosan treatments. It was found that 15 out of 150 

protein spots exhibited different expression between control and chitosan. The identified 

15 protein spots were subjected to amino acid sequencing and two proteins appeared 

interesting for examining Stemona alkaloids biosynthesis. After treated with chitosan, 

glutathione S-transferase became down-regulated while heat shock protein up-regulated in 

relation to the control treatment. These proteins may play roles in alkaloids biosynthesis 

via plant defense metabolism from the presumptions that chitosan might weaken the 

detoxifying function of glutathione S-transferase, then, heat shock protein is probably 

produced to signal for tissue protection mechanism. Thus, Stemona alkaloids may be 

responsive to this stress. 
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บทคัดย่อ 

 ตน้หนอนตายหยากจากอ าเภอแม่เมาะ จงัหวดัล าปาง ประเทศไทย มีฤทธ์ิทางดา้นเภสัชวิทยา 

โดยสารสกัดจากรากหนอนตายหยากทั้ งสองตัว ได้แก่ 1',2'-didehydrostemofoline และ 

stemofoline สามารถยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ acetylcholinesterase ซ่ึงช่วยในการบรรเทา

อาการโรคอลัไซเมอร์ได ้นอกจากน้ียงัมีรายงานวา่ stemofoline สามารถช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการ

ท างานของยารักษาโรคมะเร็งได ้ดงันั้นการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชจึงเป็นวิธีการหน่ึงท่ีน ามาใช้ในการผลิต

สารอลัคาลอยด์ การเพิ่มจ านวนยอดของหนอนตายหยากพบวา่ benzyladenine (BA) ให้ผลดีกว่า 

thidiazuron (TDZ) โดยอาหารสูตร MS ท่ีเติม BA 3 มก./ล. เป็นเวลา 8 สัปดาห์ สามารถชกัน าให้เกิด

ยอดได ้100 เปอร์เซ็นต ์และ ให้จ  านวนยอดเฉล่ีย 4.4 ยอดต่อช้ินเน้ือเยื่อ ส าหรับการชกัน าราก พบว่า 

อาหารสูตร 1/2 MS ท่ีเติม indolebutyric acid (IBA) 2  มก./ล. เป็นอาหารท่ีเหมาะสม โดยสามารถชกั
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น าให้เกิดรากได ้80 เปอร์เซ็นต์ และ ให้จ  านวนรากเฉล่ีย 20.6 รากต่อช้ินเน้ือเยื่อเม่ือเล้ียงเป็นเวลา 8 

สัปดาห์ 

 การศึกษาผลของสารกระตุน้และสารตั้งตน้ต่อการเพิ่มการผลิตสารอลัคาลอยด์ พบว่าสาร

กระตุน้ (เมทิลจสัโมเนต, กรดซาลิซิลิก, ไคโตซาน และสารสกดัจากยีสต)์ และสารตั้งตน้ (โซเดียมอะซิ

เตต และน ้าตาลซูโครส) ทั้งหมดสามารถผลิตสารอลัคาลอยดไ์ดม้ากกวา่ชุดควบคุม สารกระตุน้ท่ีดีท่ีสุด

คือ ไคโตซาน 25 มก./ล. เล้ียงเป็นเวลา 1 สัปดาห์ สามารถผลิตสาร 1',2'-didehydrostemofoline และ 

stemofoline ได ้3.05 และ 4.34 เท่าของชุดควบคุมตามล าดบั ส าหรับสารตั้งตน้โซเดียมอะซิเตต 

สามารถผลิตอลัคาลอยด์ 1',2'-didehydrostemofoline และ stemofoline ได ้2.35 และ 2.04 เท่าของ

ชุดควบคุมตามล าดบั เม่ือเติมไคโตซานและโซเดียมอะซิเตตร่วมกนัพบวา่ปริมาณอลัคาลอยด์ท่ีไดน้อ้ย

กวา่เติมสารกระตุน้หรือสารตั้งตน้แยกกนั 

 ความสัมพนัธ์ระหวา่งการสร้างสารอลัคาลอยด์และแบบแผนการแสดงออกของโปรตีนท่ีอาจ

เก่ียวขอ้งกบักลไกการผลิตอลัคาลอยดไ์ดท้  าการศึกษา โดยสกดัโปรตีนจากรากของหนอนตายหยากจาก

ชุดควบคุมและชุดทดลองท่ีเติมไคโตซาน พบวา่มีโปรตีน 15 จุดจาก 150 จุด ท่ีแสดงออกแตกต่างกนั

ระหว่างชุดควบคุมและชุดทดลองท่ีเติมไคโตซาน หลงัจากเก็บโปรตีนทั้ง 15 จุดมาวิเคราะห์ล าดบั

กรดอะมิโน พบว่ามีโปรตีนท่ีน่าสนใจซ่ึงอาจเก่ียวข้องกับการสังเคราะห์สารอัลคาลอยด์ คือ 

glutathione S-transferase และ heat shock protein โดย glutathione S-transferase มีการ

แสดงออกของโปรตีนท่ีลดลงจากชุดควบคุม ขณะท่ี heat shock protein มีการแสดงออกของโปรตีน

ท่ีเพิ่มข้ึนจากชุดควบคุม โปรตีนทั้งสองคาดว่าจะเก่ียวขอ้งกบัการสร้างอลัคาลอยด์ผ่านกระบวนการ

ป้องกันตวัเองของพืช (plant defense metabolism) ไคโตซานอาจจะส่งผลให้ลดหน้าท่ีของ 

glutathione S-transferase ในการก าจดัสารพิษ (detoxifying) จากนั้น heat shock protein อาจจะ

ถูกผลิตข้ึนเพื่อส่งสัญญาณในการป้องกนัเน้ือเยื่อไม่ให้ถูกท าลายและสารอลัคาลอยด์ทั้งสองอาจจะ

ตอบสนองต่อสภาวะเครียด (stress) ดงักล่าว 


