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ABSTRACT 

Bioactive compounds from rhizome of Paris polyphylla var. chinensis (PPC) 

have been reported to have many pharmaceutical activities such as antitumor, 

anticancer and hemostatic.  However, PPC had become a severe declined in 

population due to deforestation and overharvesting. The present research aimed to 

determine suitable conditions for in vitro culture of PPC, examine its chemical 

constituents, and test its bioactive properties.  

In vitro culture of PPC in the present research was conducted on various plant 

parts including seed, pseudostem, and rhizome.  In the investigation on PPC seed, after 

treated with 30 % Clorox disinfectant solution, coat was removed from the seeds 

which subsequently were cultured on E-20, MS, Gamborg B5, and water media, at 15 

°C in dark condition.  The decoated PPC seeds cultured on water had 100 % 
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germination rate within 15 months.  Culturing on the other three media could not 

induce the germination of the decoated seeds at all.  Other regulating factors like 

temperature and GA3 were thus examined to determine their effect in breaking seed 

dormancy of PPC.  For the study on the effect of temperature, PPC seeds after 

disinfectant treatment and coat removal were cultured on water at the temperatures of  

5, 10, 12, 14, 16 and 18 °C.  It was found that under 14 and 16°C conditions, 100 % 

germination could be attained in 15 months. The experiment on treatments by alternate 

cold and warm temperature regimes, 4°C and 22 °C with 4 replicas, provided the result 

that PPC seeds failed to germinate.  The study on the effect of GA3 at 0, 5, 10, 15, 20 

mg/l concentrations in breaking PPC seed dormancy also found no success in seed 

germination.  Thus, it could be concluded that PPC seed was indeed characterized as 

having very deep physiological dormancy and GA3 could not break the dormancy. 

In vitro culture of PPC rhizome shoot tip was limited by bacterial 

contamination in normal tissue culture laboratory. Therefore, environmental factors 

such as temperature were studied on the propagation of shoot tip explants of PPC in 

MS free hormone medium. They were cultured in a gradient incubator at 5 to 18 °C 

for 45 days. It was found that temperature is a crucial factor controlling in vitro 

culture of PPC, and the temperatures between 14 to 16 °C were better than other 

temperature treatments in controlling endophytic bacteria and PPC growth.  The shoot 

tip explants cultured at this range of temperature grow up to a stem of 7.5 cm length.  

At a temperature lower than 14 °C, the shoot tip explants could not grow.  At the 

temperature higher than 18 °C, the shoot tip explants did not grow because the 

explants were contaminated by endophytic bacteria.  It could be concluded that the 

temperature between 14 to 16 °C was the suitable culturing condition for shoot tip 
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culture of PPC. The effects of BA concentrations were studied and it was found that 

PPC shoot tip cultured at temperature 15 °C on MS medium supplemented with BA 5 

mg/l and PPM 2 ml/l had multiplication rate at 1 : 1.2 and highest height at 7.0 cm 

over 90 days. And adenine sulfate at all concentrations had no effect in PPC shoot tip 

multiplication. PPC in vitro microrhizome induction was studied by increasing 

sucrose concentrations from 0 – 120 g/l and no effect was found to induce 

microrhizome no significant difference in diameter of shoot. Also in in vitro 

microrhizome induction various NAA concentrations appeared to have no effect and 

there existed no significant difference in diameter of PPC shoots. It has been 

concluded that PPC seed embryo rescue is a appropriate method for propagation and 

could break the dormancy from 24 – 36 months to 15 month with 100% germination 

rate. 

Chemical constituent study by thin-layer chromatography (TLC) revealed 

presences of   steroids and alkaloids from the dichloromethane crude extract (DiCE) of 

PPC, while methanol crude extract (MCE) afforded saponins, flavonoids and 

alkaloids. The evaluation of antioxidant activity by DPPH scavenging assay exhibited 

the highest EC50 value at 3.46+1.23 µmol TE/g from the DiCE of rhizomes collected 

from Mae-Rim district. MCE of rhizomes from Mae-rim district exhibited the best 

IC50 of cytotoxic MTT assay against HL-60 cell line at 0.77+0.1 µg/ml. These values 

suggested potential pharmaceutical application of PPC extracts. 



 
 

vii 
 

หัวข้อวทิยานิพนธ์ ก าร เพ าะ เล้ี ย ง ใน ส ภ าพ ป ล อ ด เช้ื อ  รู ป แบ บ

องค์ประกอบทางเคมี  และฤทธ์ิทางชีวภาพของ        

ตีนฮุ้งดอย (Paris polyphylla var. chinensis (Franch.) 

Hara 
 

ผู้เขียน     นายยนืหยดั ธีระวฒัน์สกุล 

 

ปริญญา     วทิยาศาสตรดุษฎีบณัฑิต (ชีววทิยา) 
 

คณะกรรมการทีป่รึกษา   ผศ. ดร. ศรีสุลกัษณ์ ธีรานุพฒันา   อาจารยท่ี์ปรึกษาหลกั 

รศ. ดร. นิสิต กิตติพงษพ์ฒันา อาจารยท่ี์ปรึกษาร่วม 

รศ. ดร. ณฐัา โพธาภรณ์  อาจารยท่ี์ปรึกษาร่วม 
 

บทคัดย่อ 

  

ตีนฮุง้ดอยเป็นพืชสมุนไพรท่ีใชก้นัอยา่งยาวนาน และมีการบนัทึกในต ารายาจีนมากวา่ 4,000 ปี 

เหงา้ของตีนฮุง้ดอยมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาในการห้ามเลือด ต่อตา้นเน้ืองอก และมะเร็ง ด้วยสรรพคุณ

ดงักล่าวจึงมีการใช้ตีนฮุง้ดอยปริมาณมาก ส่งผลให้ประชากรของตีนฮุง้ดอยลดลงอย่างรวดเร็ว ดงันั้น

งานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงตีนฮุง้ดอยในสภาพปลอดเช้ือ 

และองคป์ระกอบทางเคมี ตลอดจนศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของตีนฮุง้ดอย  

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงตีนฮุง้ดอยจากอวยัวะต่างๆ ไดแ้ก่ เมล็ด ล าตน้

เทียม และเหงา้ในสภาพปลอดเช้ือ น าเมล็ดท่ีผา่นการฟอกฆ่าเช้ือดว้ยสารละลายคลอรอกซ์ 30% ซ่ึงมี

เปลือกหุ้ม จากนั้ นแกะเปลือกหุ้มเมล็ดน ามาเพาะเล้ียงบนอาหาร E-20, MS, Gamborg B5 และน ้ า 

ภายใตอุ้ณหภูมิ 15°C ในสภาพไม่มีแสง พบวา่เมล็ดท่ีไม่มีเปลือกหุ้มซ่ึงเพาะบนน ้ า มีความงอก 100 % 

ภายใน 15 เดือน ส่วนอาหารเพาะเล้ียงทั้ง 3 สูตรไม่สามารถงอกได้ ดงันั้นจึงศึกษาปัจจยัต่างๆได้แก่ 
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อุณหภูมิ และจิบเบอเรริกแอซิด (GA3) ต่อการท าลายระยะพกัตวัของเมล็ดตีนฮุง้ดอย การศึกษาผลของ

อุณหภูมิ โดยน าเมล็ดท่ีผา่นการฟอกฆ่าเช้ือและไม่มีเปลือกหุม้เมล็ด มาเพาะเล้ียงบนน ้า ภายใตอุ้ณหภูมิ 

5, 10, 12, 14, 16 และ 18 °C  พบว่าอุณหภูมิ 14 และ 16°C เมล็ดสามารถงอกได้ 100 % ในเวลา 15 

เดือน ส าหรับการศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนั 4°C และ 22°C สลบักนัและท าซ ้ า 4 คร้ัง พบว่า 

เมล็ดไม่สามารถงอกได ้นอกจากน้ีการศึกษาผลของ GA3 ท่ีความเขม้ขน้ 0, 5, 10, 15, 20 mg/l พบว่า

เมล็ดไม่สามารถงอกไดเ้ช่นกนั สรุปไดว้่าเมล็ดตีนฮุง้ดอยมีการพกัตวัทางสรีรวิทยาระดบัสูงสุด และ 

GA3ไม่มีผลต่อการท าลายการพกัตวัของเมล็ด  

การขยายพนัธ์ุตีนฮุง้ดอย จากการเพาะเล้ียงล าตน้เทียมท่ีฟอกฆ่าเช้ือดว้ยสารละลายคลอรอกซ์ 

15 %  บนอาหาร MS ภายใตแ้สง 16 ชม./วนั ความเขม้แสง 27.8 µmole.m-2.s-1 อุณหภูมิ  5, 10, 12, 14, 

16, 18 และ 27 °C พบวา่อุณหภูมิท่ี 14 และ 16 °C มีอตัราการรอดชีวิต 80 และ 100% ตามล าดบั และมี

การปนเป้ือน 20 และ 40% ตามล าดบั การศึกษาไซโตไคนินชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ BA, kinetin, TDZ และ 

zeatin ท่ีมีผลต่อการเพาะเล้ียงปลายยอดของเหงา้ โดยฟอกฆ่าเช้ือปลายยอดของเหงา้ด้วยสารละลาย 

คลอรอกซ์ความเขม้ขน้ 5% เวลา 5 นาที ตามดว้ยสารละลายคลอรอกซ์ความเขม้ขน้ 25%  เวลา 15 นาที 

และเขยา่ในสารละลาย PPM ความเขม้ขน้ 2 ppm เป็นเวลา 6 ชม.น าปลายยอดท่ีฟอกฆ่าเช้ือแลว้เล้ียงบน

อาหาร MS ท่ีเติม BA, kinetin, TDZ และ zeatin ความเขม้ขน้อย่างละ 0.2 mg/l ร่วมกบั สารปฏิชีวนะ 

(PPM) ความเข้มข้น 2 ml/l ภายใต้อุณหภูมิ 15°C  แสง 16 ชม/วนั เป็นเวลา 24 สัปดาห์ พบว่า BA 

สามารถท าใหป้ลายยอดมีการเจริญเติบโตสูงสุด 2.5 cm  การศึกษาผลของ BA ความเขม้ขน้ 0, 5, 10, 15 

และ 20 mg/l ร่วมกบั PPM ความเขม้ขน้ 2 ml/l พบวา่อาหาร MS ท่ีมี BA 5 mg/l ร่วมกบั PPM 2 ml/l ท า

ให้ปลายยอดของเหงา้ตีนฮุง้ดอยมีความสูงมากสุด 7 cm และมีอตัราการขยายพนัธ์ุท่ี 1 : 1.2  ภายใน

ระยะเวลา 90 วนั ในขณะท่ีการเติม adenine sulfate ท่ีความเขม้ขน้. 0, 50, 100, 150 mg/l ร่วมกบั BA 5 

mg/l และ  PPM 2 ml/l ในอาหาร MS พบว่า ไม่ มีผลต่อการเพิ่มปริมาณของตีนฮุ้งดอยในสภาพ      

ปลอดเช้ือ   ดงันั้นจึงยา้ยปลายยอดของเหงา้ตีนฮุง้ดอยมาเล้ียงในอาหาร MS ท่ีเติมน ้ าตาลซูโครสความ

เข้มข้น 0, 30, 60, 90 และ 120 g/l หรือเติม NAA ความเข้มข้น 0, 1, 2 mg/l เพื่อชักน าให้เกิดเหง้าใน

สภาพปลอดเช้ือ พบว่า การเติมน ้ าตาลซูโครส หรือ NAA ในอาหารสูตร MS ไม่มีผลต่อการชักน าให้
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เกิดเหงา้ในสภาพปลอดเช้ือ อยา่งไรก็ตามการขยายพนัธ์ุตีนฮุง้ดอยล าตน้เทียม และเหงา้เป็นไปไดย้าก 

เน่ืองจากมีแบคทีเรียท่ีอยู่ภายใน ส่งผลให้การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อของตีนฮุง้ดอยประสบความส าเร็จต ่า 

ถึงแมจ้ะมีการใชอุ้ณหภูมิต ่าร่วมกบั PPM ก็ตาม และสรุปไดว้า่การขยายพนัธ์ุตีนฮุง้ดอยทางเมล็ดเป็นวิธี

ท่ีเหมาะสมท่ีสุดสามารถยน่ระยะเวลาการพกัตวัจาก 24 – 36 เดือนเป็น 15 เดือน และมีความงอกสูงสุด 

100%  

การศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดัหยาบตีนฮุง้ดอยดว้ยวธีิโครมาโตกราฟีแบบผวิบาง 

(TLC) พบวา่สารสกดัดว้ยไดคลอโรมีเทนมีสารประกอบกลุ่มสเตียรอยด์ และอลัคาลอยด์ ในขณะท่ีสาร

สกดัเมทานอลมีสารประกอบกลุ่มซาโปนิน และฟลาโวนอยด ์การประเมินฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัโดยการ

ทดสอบการตา้นอนุมูลอิสระดีพีพีเอช พบวา่พบวา่สารสกดัหยาบไดคลอโรมีเทนจากตวัอยา่งท่ีเก็บจาก

อ าเภอแม่ริมแสดงฤทธ์ิสูงสุดท่ีค่า EC50 เท่ากบั 3.46+1.23 µmol TE/g ขณะท่ีสารสกดัหยาบจากการสกดั

ดว้ยเมทานอลของตวัอย่างจากอ าเภอแม่ริมมีความเป็นพิษต่อเซลล์ HL-60 ท่ีค่า IC50 สูงสุด 0.77+0.1 

µg/ml  ผลฤทธ์ิทางชีวภาพทั้งสองน้ีแสดงถึงศกัยภาพการประยุกต์ใช้สารสกดัจากตีนฮุง้ดอยในทาง
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