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สารมติรากัยนีนจัดเป็นเทอร์ปีนอยด์อินโดลแอลคาลอยด์ท่ีพบในต้นกระท่อมและเป็นสารสําคัญท่ีออกฤทธ์ิระงับปวด จึง
เป็นโจทย์ท่ีน่าสนใจในการศึกษาชีวสังเคราะห์และแนวทางพัฒนาการเพ่ิมปรมิาณการสร้างสารดังกล่าวในต้นกระท่อม ผล
การวิเคราะห์รูปแบบการสร้างสารโดยวิธี 1H-NMR และ HPLC พบว่าใบกระท่อมมีการสร้างและสะสมสารเซคโคโลกานิน 
กรดคาเฟอิก กรดแกลลิก และอิพิกอลโลคาเตชินในปริมาณมาก และไม่พบปริมาณทริปตามีนและทรปิโตฟาน จากผล
วิเคราะห์ดังกล่าวสรุปว่าสารทริปตามีนท่ีสังเคราะห์ผ่านชีวสังเคราะห์ชิกิมเมทมีตัวจํากัด (limiting factor) ในชีว
สังเคราะห์ของมิตรากัยนีน และเมือ่ป้อนสารตั้งต้นได้แก่ ทริปตามีน ทริปโตฟาน เฟนิลอลานีน ทัยโรซีน พบว่าระดับมิ
ตรากัยนีนท่ีพบในใบมีปรมิาณเพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยสําคัญ น่ันก็หมายความว่าหากมีการเพ่ิมปริมาณสารตั้งต้นโดยเฉพาะทริป
ตามีนให้กับเซลล์พืชด้วยวิธีการต่างๆ เช่น การตัดต่อยีนท่ีเก่ียวข้องเข้าสู่พืช ก็น่าจะทําให้ปริมาณการสร้างมติรากัยเพ่ิมข้ึน
กว่าเดิม 

เอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องในการสร้างทรปิตามีนโดยตรง คือเอนไซม์ tryptophan decaroboxylase (TDC) ท่ีเร่งปฏิกิริยา 
decarboxylation ของทริปโตฟานไปเป็นทริปตามีน การศึกษาน้ีไดโ้คลนยีนจากใบกระท่อม (MsTDC) อาศัยเทคนิค 
RACE ซ่ึงคุณลักษณะของ cDNA ท่ีได้ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์ 1521 คู่เบส และเมื่อถอดรหัสเป็นสายกรดอะมิโน ได้
ลําดับกรดอะมโินจํานวน 506 หน่วย และเมื่อวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Prosite พบส่วน pyridoxal phosphate (PLP)-
binding site ตรงตําแหน่ง 313-334 และเมื่อเปรียบเทียบลําดับความเหมือนกับ TDC ท่ีพบในพืชอ่ืนๆ พบว่ามีค่าความ
เหมือนระหว่าง 68-76% และเมื่อทดลองเหน่ียวนําการแสดงออกของยีน MsTDC ในเช้ือ Escherichia coli และ IPTG 
พบว่าโปรตีน TDC ท่ีได้เมื่อวิเคราะห์บน SDS-PAGE พบว่า MsTDC มีขนาดโปรตีนประมาณ 57 กิโลดาลตัน/ซับยูนิต 
และเมื่อวิเคราะห์แอคติวิตี้ของเอนไซม์ดังกล่าวพบว่าสามารถเร่งปฏิกิริยา decarboxylation ของทริปโตฟานไปเป็นทรปิ
ตามีนได้ในหลอดทดลอง เมื่อตดิตามการระดับ mRNA ของยีน MsTDC ในต้นกระท่อมท่ีถูกกระตุ้นด้วย methyl 
jasmonate ด้วยเทคนิค RT-qPCR พบว่าปริมาณมติรากัยนีนท่ีสูงข้ึนมีความสมัพันธ์กับระดับการแสดงออกของยีน 
MsTDC ท่ีเพ่ิมสูงข้ึน และเมื่อทําการถ่ายยีนท่ีสังเคราะห์ในพลาสมิด pCAMBIA1300 ท่ีควบคุมผ่าน 35S promoter การ
ถ่ายยีน MsTDC เข้าไปในเซลล์พืชผ่านระบบรากท่ีถูกเหน่ียวนําด้วยเช้ือ Agrobacterium rhizogenes ATTC 15834 
ผลการทดลองพบว่าในรากขนอ่อนท่ีมียีน MsTDC มีปริมาณทรปิตามีนสะสมเพ่ิมมากข้ึนอย่างมีนัยสาํคัญเมื่อเทียบกับ
กลุ่มควบคุม 

การเตมิสารยับยั้ง mevinolin (ยบัยั้งชีวสังเคราะห์เมวาโลเนท) และ/หรือ fosmidomycin (ยับยั้งชีวสังเคราะห์ดีออก-
ซีไซลโูลส) ให้กับต้นกระท่อมอายุ 2 เดือน จากน้ันวิเคราะห์ปริมาณเซโคโลกานินและมิตรากัยนีนด้วย HPLC ผลการทด-
ลองสรปุ ได้ว่าสารท้ังสองชนิดมีแนวโน้มจะมีชีวสังเคราะห์ผา่นท้ังสองแบบ (ส่วนการป้อนสารตั้งต้นท่ีติดฉลากให้กับต้น
กระท่อมอยู่ระหว่างการทดลอง) ดังน้ันอาจสรุปได้ว่าชีวสังเคราะห์ของสารมิตรากัยนีนถูกจํากัดโดยวิถีชีวสังเคราะห์ชิกิม
เมทมากกว่าวิถีชีวสังเคราะห์เทอรปี์นอยด ์ 

คําหลัก : Mitragyna speciosa, mitragynine, inhibitor treatment, tryptophan decarboxylase, RT-qPCR, 
isotopic feeding  
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One strategy to boost the yield of pharmaceutical compounds in medicinal plants is elevating enzyme 
activities of rate-limiting steps in their biosynthesis by introducing or over-expressing the genes involved. 
Mitragynine, a terpenoid indole alkaloid present in Mitragyna speciosa, has been received attention due to 
its analgesic properties and utilization as an alternative drug. As often for secondary metabolites in plants, 
mitragynine is only present in low amounts in M. speciosa. Based on HPLC and 1H NMR analysis, 
secologanin, caffeic acid gallic acid and epigallocatechin were found to be present in high content in M. 
speciosa leaves, but neither tryptamine nor tryptophan was detected. This suggested that the shikimate 
pathway is inadequate to supply sufficient tryptamine which is a key of the mitragynine biosynthesis.  
Moreover, when M. speciosa plantlets were supplied with tryptamine and amino acid precursors, the 
amount of mitragynine appeared to increase compared to the control. Providing the tryptamine to plant cells 
by introducing or over-expressing the gene involved may also lead to high accumulation of the mitragynine 
in M. speciosa.  

Tryptophan decarboxylase (TDC) catalyzes the decarboxylation of tryptophan to tryptamine in mitragynine 
biosynthesis via the shikimate pathway. Using Rapid Amplification cDNA Ends (RACE) technique, the 
gene encoding TDC from M. speciosa was cloned and designated as MsTDC. The MsTDC cDNA contained 
an open reading frame (ORF) of 1,521 base pairs, encoding 506 amino acid residues. It showed the 
pyridoxal-phopshate (PLP)-binding site at the amino acid position 313-334. Multiple alignments of MsTDC 
with others TDCs in higher plants indicated that the MsTDC has the identity between 68-76%. 
Heterologous expression of MsTDC in Escherichia coli strains was the performed. After induction with 0.1 
mM IPTG, the recombinant E. coli harboring pQE30-MsTDC cells could produce the soluble protein of 
MsTDC (ca. 57 kDa) on the SDS-PAGE. Enzyme activity of MsTDC was determined and showed that it 
could catalyze the formation of the tryptamine. In methyl jasmonate treated M. speciosa, the mRNA 
expression levels of MsTDC was found to be related to the mitragynine amount. By using M. speciosa hairy 
roots, the construction of MsTDC into pCAMBIA1300-gfp was made in order to optimize the effect of 
MsTDC overexpression under 35S promoter. The transgenic hairy root, as confirmed by the presence of the 
green fluorescence protein (GFP), showed an increase of tryptamine accumulation. 

Treatments of mevinolin or/and fosmidomycin, inhibitors of the mevalonate (MVA) pathway and 
deoxyxylulose phosphate (DXP) pathway, respectively were performed in the 2-month old M. speciosa. 
The secologanin and mitragynine contents were determined by HPLC. The results concluded that the 
biosynthesis of mitragynine biosynthesis was performed via the mixed (DXP & MVA) pathway. Feeding of 
isotopic glucose for the labeling pattern analysis is in progressed. In summary, the sole operation of 
mitragynine biosynthesis is appeared via the DXP and MVA pathways. Nevertheless, the metabolite 
profiles suggested the availability of tryptophan rather than secologanin was important for the regulation of 
mitragynine biosynthesis.  

Keywords: Mitragyna speciosa, mitragynine, inhibitor treatment, tryptophan decarboxylase, RT-
qPCR, isotopic feeding 
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