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บรรณาธิการแถลง 
 

 

เรียนสมาชิกทุกทา่น 

 

วารสารของสมาคมเภสัชวิทยาแห่งประเทศไทย (Thai Journal of Pharmacology) ฉบับน้ี 

นับเป็นฉบับแรกของคณะบรรณาธิการวารสารชุดใหม่   ต้องขอขอบคุณท่านนายกสมาคมและ

คณะกรรมการบริหารสมาคมเภสัชวิทยาทุกท่านที่ ไว้วางใจ  และอีกหลายๆ ท่านที่ ให้ความช่วยเหลือ  

คณะบรรณาธิการวารสารจะด าเนินงานต่อเน่ืองตามนโยบายของคณะกรรมการบริหารสมาคมฯ  

เพ่ือให้วารสารเป็นศูนย์กลางในการแลกเปล่ียนข้อมูลความรู้  และพัฒนางานวิจัยทางด้านเภสัชวิทยา

ต่อไป 

การที่ วารสารจะมีความพร้อม  และสามารถออกได้ตามก าหนดเวลา  ส่วนหน่ึงขึ้ นอยูกับ

ต้นฉบับ  ดังน้ันจึงหวังเป็นอย่างย่ิงว่าจะได้รับความร่วมมือจากชาวเภสัชวิทยาและสาขาใกล้เคียงใน

การส่งต้นฉบับเพ่ือลงตีพิมพ์ในวารสาร  หากมีข้อเสนอแนะใดๆ คณะบรรณาธิการวารสารขอน้อมรับ

ด้วยความยินดียิ่ ง 

 

 

รองศาสตราจารย์ ดร.ลัดดาวัลย์  ผิวทองงาม 

บรรณาธกิารวารสาร 

 

 



Thai J Pharmacol; Vol 32: No 2, 2010                         3 

RESEARCH ARTICLE 

 

 
Comparison of Efficacy between Losartan and Irbesartan in 

Hypertensive Patients at Saraburi Hospital, Thailand 2008 

 
Waraporn Lertwimonchai

1
, Titinun Auamnoy

2
 

 
1 
International Graduate Program In Social and Administrative Pharmacy, Faculty of Pharmaceutical 

Sciences, Chulalongkorn University, Bangkok 
2
Department of Social and Administrative Pharmacy, Faculty of Pharmaceutical Sciences, 

Chulalongkorn University, Bangkok 

 

Abstract  

 

Objectives: To compare antihypertensive efficacy of 50 mg losartan and 150 mg 

irbesartan blocking for gender and controlling for (1) baseline SeDBP and SeSBP and 

(2) age.  Method: A retrospective study design was performed.  Data were collected 

from computerized Saraburi hospital main database.  All hypertensive patients who 

were prescribed losartan 50 mg once daily or irbesartan 150 mg once daily for 

hypertensive treatment during January 1-June 30, 2008 were the population framework.  

Exclusion criteria included concomitant diseases and medications.  Simple random 

technique was employed.  The α 0.05, power 0.90 and effect size 0.15 were set to 

generate 200 samples in each group (n= 400).  Baseline SeDBP and SeSBP were used 

as covariates.  After 8 weeks of treatments, SeDBP and SeSBP were measured and 

compared.  Results: Total 400 (100%) patients, mostly 270 (67.50%) were female.  The 

average age was 63.36±12.42 years.  After treatments, the average SeDBP and SeSBP 

of losartan group and irbesartan groups were 71.68±9.43, 127.51±12.22 and 

69.35±9.64, 126.44±15.16 mmHg respectively.  When controlled baseline SeDBP, 

SeSBP, age and blocked gender, the average SeDBP and SeSBP of losartan group and 

irbesartan group were 71.68±9.43, 127.51±12.22 and 69.35±9.64, 126.44±15.16 mmHg 

respectively (p=0.017, p=0.024, Two way ANCOVA without gender interaction). 

Conclusions: Both drugs, losartan 50 mg or irbesartan 150 mg once a day could 

significantly lower SeDBP and SeSBP.  Irbesartan 150 mg once daily could 

significantly lower SeDBP (14 versus 10 mmHg) and SeSBP (34 versus 26 mmHg) 

better than losartan 50 mg once daily.  Gender made no differences on efficacy of the 

two drugs. 

 

Key words:  losartan, irbesartan, hypertension 

 
 
 
 
Address correspondence and reprint request to: Titinun Auamnoy, International Graduate Program in 

Social and Administrative Pharmacy, Faculty of Pharmaceutical Sciences, Chulalongkorn University, 

Bangkok  

Email: atitinun@gmail.com 

 



 4                               Thai J Pharmacol; Vol 32: No 2, 2010 

เปรียบเทียบประสิทธิผลระหว่างยาโลซารท์าน และเออรเ์บซาทาน ในผูป่้วยโรค
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หลกัสูตรวทิยาศาสตรดุษฎีบณัฑิต/มหาบณัฑิต สาขาเภสชัศาสตรส์งัคมและบริหาร (นานาชาติ) 

คณะเภสชัศาสตร ์จุฬาลงกรณม์หาวทิยาลยั, กรุงเทพ 
2
ภาควชิาเภสชัศาสตรส์งัคมและบริหาร คณะเภสชัศาสตร ์จฬุาลงกรณม์หาวทิยาลยั, กรุงเทพ

 

 

วตัถุประสงค:์ เพ่ือเปรียบเทยีบประสทิธผิลในการลดความดันโลหิตของยาโลซาร์ทานขนาด 50 มก. และ
ยาเออร์เบซาทานขนาด 150 มก. ในผู้ป่วยเพศชายและหญิง โดยควบคุม (1) ความดันโลหิตพ้ืนฐานค่า
ล่างและค่าบนขณะนั่งพัก และ (2) อายุ วิธีวิจยั: เป็นการศึกษาแบบย้อนหลัง เกบ็ข้อมูลจากฐานข้อมูลหลัก
ในระบบคอมพิวเตอร์ของโรงพยาบาลสระบุรี ประชากรเป็นผู้ป่วยโรคความดันโลหิตสงูทั้งหมดซึ่ งได้รับ

ยาโลซาร์ทาน ขนาด 50 มก. วันละ 1 คร้ัง หรือ ยาเออร์เบซาทาน ขนาด 150 มก. วันละ 1 คร้ัง เพ่ือรักษา
โรคความดันโลหิตสงู ในระหว่างวันที่  1 มกราคม 2551 ถึง 30 มิถุนายน 2551 เกณฑก์ารคัดออก คือ โรค
ที่ เป็นร่วม และการใช้ยาอื่ นร่วม  ใช้การสุ่มอย่างง่าย ตั้งค่า α 0.05, power 0.90 และ effect size 0.15 ได้ 
200 ตัวอย่างในแต่ละกลุ่ม (n=400)  ก าจัดความดันโลหิตพ้ืนฐานค่าล่างและค่าบนขณะนั่งพักที่ เป็นตัวแปร
กวน หลังจากการให้ยา 8 สปัดาห์ ความดันโลหิตค่าล่างและค่าบนขณะนั่งพักถูกน ามาวัดและเปรียบเทยีบ 
ผลวิจยั: กลุ่มตัวอย่างทั้งหมด 400 คน (ร้อยละ 100) ส่วนใหญ่เป็นหญิง 270 คน (ร้อยละ 67.50) อายุ
เฉล่ีย 63.36 + 12.42 ปี หลังจากได้รับยา ความดันโลหิตเฉล่ียค่าล่างและค่าบนขณะนั่งพักของกลุ่มที่ ได้รับ
ยาโลซาร์ทาน และ กลุ่มที่ ได้รับยาเออร์เบซาทาน คือ 71.68±9.43, 127.51±12.22 และ 69.35±9.64, 
126.44±15.16 มม.ปรอท ตามล าดับ เมื่ อควบคุมตัวแปรความดันโลหิตพ้ืนฐานค่าล่างและค่าบนขณะนั่ง
พัก อายุ และ เพศ ความดันโลหิตเฉล่ียค่าล่างและค่าบนขณะนั่งพักของกลุ่มที่ ได้รับยาโลซาร์ทาน และกลุ่ม
ที่ ได้รับยาเออร์เบซาทาน คือ 71.68±9.43, 127.51±12.22 และ 69.35±9.64, 126.44±15.16 มม.ปรอท 
ตามล าดับ (p=0.017, p=0.024 Two way ANCOVA ไม่พบปฏสิมัพันธข์องตัวแปรเพศ) สรุป: ยาโลซาร์
ทานขนาด 50 มก. หรือ ยา เออร์เบซาทานขนาด 150 มก. วันละ 1 คร้ัง สามารถลดความดันโลหิตค่าล่าง
และค่าบนขณะนั่งพักได้อย่างมีนัยส าคัญ ยาเออร์เบซาทาน สามารถลดความดันโลหิตค่าล่างขณะนั่งพัก 

(14 เทยีบกบั 10 มม.ปรอท) และความดันโลหิตค่าบนขณะนั่งพัก (34 เทยีบกบั 26 มม.ปรอท) ได้ดีกว่า 
ยาโลซาร์ทาน อย่างมีนัยส าคัญ ตัวแปรเพศไม่ท าให้ประสทิธผิลของยาทั้ง 2 ชนิดแตกต่างกนั 
 

ค าส าคญั: ยาโลซาร์ทาน ยาเออร์เบซาทาน ความดันโลหิตสงู  
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Introduction 

 

Hypertension (HT) is a medical 

condition in which the blood pressure is 

chronically elevated.In 2003, the eventh 

Report of the Joint National Committee 

on Prevention, Detection, Evaluation, 

and Treatment of High Blood Pressure 

(JNC 7 Guideline) defined blood 

pressure (BP) between 120/80 mmHg as 

normal BP and 139/89 mmHg as 

prehypertension.  Hypertension is likely 

to present when a person's SBP is 

consistently 140 mmHg or greater with 

or without DBP of 90 mmHg or greater.  

Further it states individuals with 

prehypertension are at high risk of 

developing hypertension
1
.  

Angiotensin II receptor antagonists 

(ARBs) is an antihypertensive drug that 

inhibit the renin-angiotensin system by 

selectively blocking the AT1, AT2 

receptors
2
.  ARBs are primarily used for 

the treatment of hypertension where the 

patient is intolerant of ACE inhibitor 

therapy.  The characteristics of ARBs 

contribute to treatment success are 

twenty-four-hour blood pressure control, 

rapid treatment response, and excellent 

tolerability profiles.  As surges in blood 

pressure occur in the early morning, 24-

hour BP control is necessary to 

effectively reduce cardiovascular risk.  

Single doses of ARBs administered in 

ambulatory BP monitoring studies have 

been shown to control blood pressure 

throughout the day and night. In 

addition, BP reductions have been noted 

as early as 2 weeks after the start of 

treatment, and in an irbesartan trial, 33% 

of severely hypertensive patients reached 

the primary outcome of blood pressure 

control (DBP<90 mmHg) after 5 weeks 

of treatment
3
. 

Losartan and irbesartan are the 

active competitive AT1 receptor 

antagonist
4-6

.  They are highly selective 

AT1 receptor antagonist
7-8

 and are 

indicated for treatment of hypertension.  

Moreover they also can delay 

progression of diabetic nephropathy and 

reduce the renal disease progression in 

patients with type 2 diabetes, and 

microalbuminuria or proteinuria
9
.   

  An experimental design showed 

that after 8 weeks of treatment with 300 

mg irbesartan, reductions from baseline 

in trough SeDBP and trough SeSBP 

were greater than with 100 mg losartan 

(P<0.01 for both comparisons), by 3.0 

and 5.1 mmHg, respectively; larger 

reductions were also demonstrated at 

weeks 1 and 4 (P<0.01 and P<0.05, 

respectively, for SeDBP).  Throughout 

the study, the antihypertensive effect of 

150 mg irbesartan did not differ 

significantly from that of 100 mg 

losartan
10

. 

Oparil et al. studied in titrated 

doses according response, the change 

from baseline in DBP after 8 weeks’ 

monotherapy was significantly greater 

(by 2 mmHg) in patients receiving 

irbesartan 150-300 mg once daily than 

losartan 50-100 mg once daily.  

Differences in SBP and response rates 

(including normalisation) were not 

significant.  After a further 4 weeks, 

when add-on therapy was allowed, 

significantly greater effects on both DBP 

and SBP, and also response rate, were 

reported for the irbesartan group 

compared with those receiving losartan.  

Moreover, when hydrocholorothiazide 

was added to losartan, the dosage of 

losartan was reduced to 50 mg once 

daily
11

.  When investigated deeper in 

recipients who used olmesartan 20 mg 

once daily had a significantly greater 

reduction (by approximately 2 mmHg) in 

SeDBP than patients who received 

irbesartan 150 mg once daily after 8 

weeks’ treatment
12

.  However, there was 

no significant between group difference 

neither in the effect on SBP, nor for 

change in mean 24-hour ambulatory 

blood pressure, assessed as a secondary 

parameter (11/7 vs 13/9 mmHg).  For 

http://en.wikipedia.org/wiki/Disease
http://en.wikipedia.org/wiki/Disease
http://en.wikipedia.org/wiki/Blood_pressure
http://en.wikipedia.org/wiki/Prehypertension
http://en.wikipedia.org/wiki/Torr
http://en.wikipedia.org/wiki/Hypertension
http://en.wikipedia.org/wiki/ACE_inhibitor
http://en.wikipedia.org/wiki/Diabetic_nephropathy
http://en.wikipedia.org/wiki/Type_2_diabetes
http://en.wikipedia.org/wiki/Microalbuminuria
http://en.wikipedia.org/wiki/Proteinuria
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comparing between losartan and 

irbesantan, they found that the reduction 

of SeDBP of irbesartan was significantly 

greater than losartan (9.9 and 8.2 mmHg, 

respectively).  The reduction in mean 24-

hour DBP of losartan was lower than 

irbesartan (6.2 and 7.4 mmHg, 

respectively).  The reduction in mean 24-

hour SBP with irbesartan was 

significantly greater than losartan (11.3 

and 9.0 mmHg, respectively)
12

.   

Ekman et al. concluded his study 

that irbesartan provides a cost-effective 

antihypertensive treatment better than 

losartan
13

. 

 Dang et al. prescribed 2 groups of 

patients with losartan 50 mg or 

irbesartan 150 mg.  After 4 weeks, 

patients with SeDBP <90 mmHg and 

SeSBP <140 mmHg continued the same 

dose regimen for another 4 weeks.  If BP 

was not controlled after 4 weeks of 

treatment, the dose of either regimen was 

doubled to losartan 100 mg and 

irbesartan 300 mg.  There were 325 

patients in completed study (162 in the 

losartan group and 163 in the irbesartan 

group).  They found that BP declined 

comparably in both groups from 151/92 

mmHg at baseline to 137/83 and 135/83 

(losartan and irbesartan, respectively) 

However,  p-value  wasgreater  than  

0.05
14

.   

In this study, researcher compared 

efficacy of 50 mg losartan and 150 mg 

irbesartan by blocking gender and also 

controlling for 2 covariates namely (1) 

baseline SeDBP&SeSBP and (2) age in 

Thai hypertensive patients.  

   

Methods 

 

A retrospective design was 

performed.  All hypertensive patients 

who were prescribed losartan 50 mg 

once a day or irbesartan 150 mg once a 

day for hypertension during January 1-

June 30, 2008 were the population 

framework.  Exclusion criteria included 

concomitant diseases that would present 

safety hazards and concomitant 

medications that might interfere with the 

assessment of efficacy or safety e.g., 

drugs known to affect blood 

pressure.  Simple random technique was 

employed to select samples from 

computerized Saraburi hospital main 

database.  The Type I error 0.05, power 

0.90 and effect size 0.15 were set to 

yield 200 samples in each group (total 

400)  using  Cohen’s  table  4.6  page 

348
15

.  SPSS version 17.0 was employed 

to analyze all data.  Demographic 

characteristics were expressed as 

frequency and percentage and means 

±SD.  SeDBP and SeSBP between 

losartan and irbesartan treatments 

blocking for gender were compared 

when controlling for baseline 

SeDBP&SeSBP and age using Two 

ways Analysis of Covariance.  All 

statistical tests were two-sided with a 

significance level α =0.05. 

 

Results  

 

Total 400 (100%) patients, most 

270 (67.50%) were female, 130 

(32.50%) were male.   

The average age was 63.36±12.42 years. 

When age and the baseline SeDBP 

were controlled (two covariates) and 

gender was blocked (the second fixed 

factors) then treatment with 50 mg 

losartan or 150 mg irbesartan for 8 

weeks, the average SeDBP in losartan 

group and irbesartan group were 

71.68±9.43 mmHg and 69.35±9.64 

mmHg respectively (p=0.017, Two way 

ANCOVA without gender interaction 

(p=0.927) controlling for baseline 

SeDBP and age (p=0.000, 0.533) (Table 

1, 2 and Figure 1).  

 

 

https://vpn.chula.ac.th/http/0/www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ekman%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Table 1 SeDBP and SeSBP before and after treatment with losartan and irbesartan 
 

 SeDBP (mmHg) different 

change  

p-

value 

SeSBP (mmHg) different 

change  

p-

value 
Before After   Before After   

losartan 81.57±8.56 71.68±9.43 10 **0.000 153.67±12.04 127.51±12.22 26 **0.000 

irbesartan 83.25±12.24 69.35±9.64 14 **0.000 160.04±15.42 126.44±15.16 34 **0.000 

Different 
change 

2 2   6 1   

p-value 0.111 **0.000   **0.000 **0.000   

**sig at p<0.01  
 

 

Table 2 Two way ANCOVA for SeDBP 

Dependent Variable: SeDBP after treatment 
 

Source Type III 

Sum of Squares 

df Mean Square F p-value 

Corrected Model 4517.227
 a
 5 903.446 11.044 **0.000 

Intercept 8244.755 1 8244.755 100.787 **0.000 

Age   31.887 1 31.887 0.390 0.533 

Baseline SeDBP 3012.725 1 3012.725 36.829 **0.000 

Drug 473.706 1 473.706 5.791 *0.017 

Male 389.705 1 389.705 4.764 *0.030 

Drug * Male 0.687 1 0.687 0.008 0.927 

Error 32230.683 394 81.804   

Total 2025694.000 400    

Corrected Total 36747.910 399    

a. R Squared = 0.123 (Adjusted R Squared = 0.112)  

** sig at p<0.01,     * sig at p<0.05    

 
 

Figure 1 Illustration of estimated marginal means of SeDBP after treatment 
 

Table 2 and Figure 1 demonstrated that there was no interaction effect between drug and 

gender (Drug * Male) (p=0.927, Two way ANCOVA) therefore only the two main 

effects (drug and gender) were interpreted.  The baseline SeDBP was a significant 

covariate (p=0.000) whereas age was not a significant covariate (p=0.533).  The average 

SeDBP of female was significantly lower than male (p=0.030).  The average SeDBP of 

irbesartan was significantly lower than losartan (p=0.017, Two way ANCOVA) 

controlling for age and baseline SeDBP (Table 2 and Figure 1). 
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When age and the baseline SeSBP 

were controlled (two covariates) and 

gender was blocked (the second fixed 

factors) then treatment with 50 mg 

losartan or 150 mg irbesartan for 8 

weeks, the average SeSBP in losartan 

group and irbesartan group were 

127.51±12.22 mmHg and 126.44±15.16 

mmHg respectively (p=0.024, Two way 

ANCOVA without gender interaction 

(p=0.714) controlling for baseline 

SeSBP and age (p=0.000, 0.769) (Table 

1,3 and Figure 2). 

 

 

Table 3 Two way ANCOVA for SeSBP 

Dependent Variable: SeSBP after treatment 
 

Source Type III 

Sum of Squares 

df Mean Square F p-value 

Corrected Model 13825.837
a
 5 2765.167 17.650 **0.000 

Intercept 9505.197 1 9505.197 60.671 **0.000 

Age 13.583 1 13.583 0.087 0.769 

Baseline SeSBP 13676.623 1 13676.623 87.297 **0.000 

Drug 806.528 1 806.528 5.148 *0.024 

Male 504.562 1 504.562 3.221 0.073 

Drug * Male 21.047 1 21.047 0.134 0.714 

Error 61726.861 394 156.667   

Total 6524359.000 400    

Corrected Total 75552.698 399    

a. R Squared = 0.183 (Adjusted R Squared = 0.173) 

** sig at p<0.01    

  * sig at p<0.05                                                                                              

 
Figure 2 Illustration of estimated marginal means of SeSBP after treatment     

 

Table 3 and Figure 2 demonstrated that there was no moderating effect (interaction 

effect) between drugs and gender (Drug * Male) (p=0.714, Two way ANCOVA) 

therefore only the two main effects (drug and gender) were taken into account.   

The baseline SeSBP was a significant covariate (p=0.000) whereas age was not a 

significant covariate (p=0.769). The average SeSBP of female was significantly lower 

than male (p=0.073).  The average SeSBP of irbesartan was significantly lower than 

losartan (p=0.024, Two way ANCOVA) controlling for age and baseline SeSBP ( Table  

3and Figure 2).      
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Discussion and Conclusion 
 

 We concluded that  irbesartan 

150 mg once a day could significantly 

lower SeDBP and SeSBP in 

hypertensive patients better than 

losartan 50 mg once a day.  Gender 

made no differences on efficacy of the 

two drugs (no interaction effect).  If 

patients’ BMI was recorded and taken 

into consideration as other covariates, 

the model would be more accurate.  

Future study if researchers measure 

SeDBP and SeSBP more than one time 

periodically for instant  every 4 weeks 

for 4 times then employ Repeated 

Measure Two Ways ANCOVA 

controlling for 3 covariates namely 

baseline BP, age and BMI they might 

see more clearly picture of comparing 

longitudinal hypertensive effects 

between losartan and irbesartan.  Future 

study should be done in other patients 

from different sites to verify external 

validity then claim these generalized 

findings to all Thai hypertensive 

patients as a whole.  
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Abstract 

 Titanium dioxide (TiO2) is one of the most widely used nanomaterials in various 

fields of technology including food and cosmetics. Thus, increasing exposure to these 

nanomaterials has raised serious concerns.  In this study, toxicity of titanium dioxide 

nanoparticle (nanoTiO2), anatase crystalline form, and their effects on stress protein 

expression in A549 cells were investigated. The cells were exposed to different 

concentrations of nanoTiO2 with and without non-toxic intensity of UV light at various 

lengths of time. It was found that nanoTiO2 with UV irradiation caused reduction in cell 

viability in a concentration- and time-dependent manner, whereas nanoTiO2 alone was 

likely non-toxic to the cells. These results can be partly explained by the high 

photocatalytic potential of anatase which can generate reactive oxygen species to harm 

the cells. It is known that exposure of environmental stress can result in changes of 

expression of several inducible molecular chaperones. These include the cytosolic 

resident heat shock proteins (HSPs) and the endoplasmic reticulum resident glucose-

regulated proteins (GRPs) which involved in cellular protein quality control. With using 

immunoblot analysis, changes of expression level of Hsp70, Hsp90, Grp78 and Grp94 

proteins were investigated. The data revealed correlation between overexpression of 

Grp78 and Grp94 proteins and nanoTiO2-induced cytotoxicity. These effects suggest 

possible disturbance of protein folding in the cells by photo-activated nanoTiO2. Thus, 

further studies are essential to clarify the mechanism underlying toxic effects of this 

nanomaterial. 
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Introduction 

Titanium dioxide (TiO2) is a 

naturally occurring mineral and 

commonly found in three crystalline 

forms: rutile, anatase and brookite. 

Anatase crystalline form, having a band 

gap of 3.2 eV, is the most effective 

photocatalytic activity. Its mechanism is 

illustrated in Figure 1. When sufficient 

energy of the photon from light source is 

absorbed on a TiO2 particle, it promotes 

an electron (e-) from the valence band to 

the conduction band resulting in a hole 

(h+) in the valence band. Both e- and h+ 

can migrate and react with other species 

at the surface of TiO2 particle. The hole 

has a strong oxidizing power to organic 

species and water to generate hydroxyl 

radicals (•OH) (Fujishima et al., 2000). 

This photocatalytic activity of TiO2 can 

decompose both gram positive and gram 

negative bacteria (Jang and Kim, 2001). 

Notably, smaller particles of TiO2 have a 

higher degree of antibacterial effects. 

TiO2 nanoparticles (nanoTiO2) are 

therefore of considerable industrial 

interest such as in cosmetics and 

pharmaceutical industries. Thus, safety 

of this material and health implications 

become the point of concern.  

Several investigations in rodents 

revealed that exposure to nanoTiO2 

caused development of inflammation, 

pulmonary fibrosis and lung tumors 

(Afaq et al., 1998; Baggs et al., 1997; 

Driscoll and Maurer, 1991; Oberdorster 

et al., 1992). Smaller size of nanoTiO2 

was more toxic than bulk particle 

(Oberdorster et al., 1994). In previous 

study, ultrafine particles can inhibit 

phagocytosis by macrophages when 

compared to the fine particles, leading to 

oxidative stress and inflammation 

(Donaldson et al., 2001). They caused an 

increase in the cytokine interleukin-8 

production without significant difference 

in cell viability (Peters et al., 2004).  

Furthermore, because of its small size, 

nanoTiO2 can be readily internalized to

 

 

     

 
 

 

Figure 1  chematic illustration of the mechanism of TiO2 photocatalysis. (Adapted from 

Fujishima et al., 2000)                                                             

e- 

h+ 

O2 + 2H+ 

H2O
 

OH + H+ 

3.2 eV 

Valence band 

Conduction band 

H2O2 

 hv 



Thai J Pharmacol; Vol 32: No 2, 2010                         13 

the cells (Sterns et al., 2001). In addition, 

TiO2 can induce DNA fragmentation and 

apoptotic cell death (Rahman et al., 

2002). It has been proposed that the 

mechanism of DNA damage was more 

likely from the hydroxyl radicals because 

they can react with bases or deoxyribosyl 

backbones of the DNA structure (Valko 

et al., 2006). 

The cellular response to stress 

has been an invaluable tool for 

investigating the mechanisms and 

dynamics of inducible gene expression in 

eukaryotes since it has been well 

characterized at molecular level. 

Therefore, study on cell components of 

the pathways can be a high through put 

toxicity screening. The 70s and 90s 

stress proteins are constitutively 

expressed at a high level in all eukaryotic 

cells and induced by a number of stimuli 

such as drugs, chemicals, and heat stress 

(Clayton et al., 2005; Maniratanachote et 

al., 2005; Skandrani et al., 2006a, 

2006b). Grp78 and Grp94 are peptide 

proteins in the endoplasmic reticulum 

(ER), whereas Hsp70 and Hsp90 are 

presented in the cytoplasm and nucleus 

(Gething and Sambrook, 1992; 

Kaufman, 1999; Pratt et al., 2010). The 

stress protein response in relation to 

nanoTiO2 treatment has not been 

evaluated so far. The objective of this 

study is to find out the toxic effects of 

non-UV and UV-irradiated nanoTiO2 

and the cellular stress response by 

quantifying changes in expression levels 

of molecular 70s and 90s stress proteins 

involved in cellular protein quality 

control. 

 

Materials and Methods  

 

Source of titanium dioxide anoparticles  

 Titanium dioxide nanopowder, 

anatase crystalline form, was purchased 

from Sigma (Saint Louis, MO). The 

product insert information indicates 

particle size of less than 25 nm and 

specific surface of 200-220 m
2
/g.  

Particle size and surface charge 

analysis  

The particle size, polydispersity 

index (PDI) and Zeta potential were 

measured by dynamic light scattering 

(Malvern, Zetasizer Nanoseries S4700). 

One milliliter of TiO2 water suspension 

was sonicated in ultrasonic bath 

(Branson, 2510E-DTH) at 27 ºC for 60 

min before analyzed by Zetasizer 

Nanoseries.   

 
Morphology analysis 

Nano-TiO2 morphology was 

analyzed by transmission electron 

microscope (TEM; JEM-2010, Jeol) and 

scanning electron microscope (SEM; 

SRS-3400N, Hitachi) according to the 

equipments’ operation guide. For TEM, 

a drop of the TiO2 solution was placed 

on a carbon film supported by a 

200 mesh copper grid and the solvent 

was removed by drying overnight in a 

desicator. TEM image of the TiO2 

particles were collected at 200 kV and 

100,000 times magnification. For SEM, 

TiO2 solution was dropped on carbon 

tape and left to dry at 30 ºC for 1 day 

before analyzing. The detector used for 

the observation was secondary electron 

detector (SE) with magnification of 

50,000 times. The working distance was 

approximately 5 mm and the accelerating 

voltage was 20 kV.  

 

UV irradiation 

A black light UV radiator 

equipped with a mercury-xenon lamp 

and a BPF365 filter for UVA was used 

in all experiments. The UV intensity at 

365 nm was measured with an UV 

Intensity Meter Model 1000 (SUSS 

MicroTec) equipped with a P365 nm 

sensor. 

 

Cell culture and treatment condition  
Human lung carcinoma (A549) 

cells were obtained from ATCC 

(Manassas, VA, http://www.atcc.org). 
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The cells were maintained in 

Ham’s F12K medium supplemented with 

10% fetal bovine serum (FBS) at 37 ºC 

in humidified atmosphere with 5% CO2. 

Before treatment, A549 cells were grown 

overnight and reached about 80% 

confluence. Titanium dioxide 

nanoparticles were dispersed in FBS-free 

medium and sonicated before treatment 

to the cells. Treated cells were incubated 

with UV irradiation at 37ºC  for up to   

12 h.  

 

Cytotoxicity assay 

A549 cells were seeded onto 96-

well plate in Ham’s F12K medium 

supplemented with 10% FBS for 48 h 

before treatment. The medium was then 

removed and replaced with Nano-TiO2 

suspension in FBS-free medium in 

various concentrations and incubated in a 

37ºC temperature-controlled air 

incubator equipped with or without UV 

lamp for maximum period of 12 h. 

Cytotoxicity was assessed by using 

CellTiter 96 Aqueous One Solution 

Reagent (Promega, Madison, WI) which 

contains MTS tetrazolium. The resulting 

formazan product was measured the 

absorbance at 490 nm using a 

SpectraMax M2 microplate reader 

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA). 

Percent cell viabilities were calculated 

by comparing them to the absorbance of 

the control cells. 

 

Cell lysate preparation 

The cells were lysed in cell lysis 

buffer (50 mM Tris-HCl, pH8.0, 150 

mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 1 mM 

EDTA, 100 mM NaF, 0.2 mM Na3VO4) 

supplemented with protease inhibitor 

cocktail (Sigma) on ice for 1 h. The 

insoluble materials were removed by 

centrifugation at 12,000 rpm for 20 min 

at 4ºC. The supernatant was collected 

and the protein concentration in each 

sample was measured by using a 

Coomassie Plus (Pirece).  

Western blot analysis 

The cell lysates were separated 

by SDS–polyacrylamide gel 

electrophoresis and transferred to a 

polyvinylidene fluoride membrane (Pall 

Life Sciences, Ann Arbor, MI). The 

specific stress proteins were detected by 

anti-HSP70 (SPA-820), anti-HSP90 

(SPA-830), and anti-KDEL (SPA-827) 

antibodies (Stressgen, San Diego, CA). 

The anti-KDEL antibody was used to 

detect both Grp94 and Grp78 proteins. 

The membrane was incubated with 

biotinylated-secondary antibodies at and 

then with avidin–biotin complex (Santa 

Cruz). 3,3’-diaminobenzidine 

tetrahydrochloride (DAB) was used as a 

substrate for peroxidase. The quantitative 

analysis of protein expression was 

performed by using GeneTools image 

analysis software (Syngene, Frederick, 

MD). 

 

Statistical analysis 

Data were analyzed by one-way 

analysis of variance (ANOVA) followed 

by Dunnett’s post hoc test using Instat 

version 2.0 software. A value of p < 0.01 

was considered statistically significant. 

 

Results 

 

Particle size characterization 

According to product 

information, anatase nanoTiO2 was 

99.9% purity with an average particle 

size of less than 25 nm and specific 

surface of 200-220 m
2
/g. The size was 

confirmed by dispersing nanoTiO2 in the 

solution and measured by a nanosizer. It 

was found that size distribution was 

generally approximate 500 nm. The 

diameter of particles was not 

significantly reduced when increase 

sonication time from 5 min to 60 min 

(Table 1). In addition, particle size 

investigated by SEM and TEM revealed 

an agglomeration of the nanoparticles 

(Figure 2). 
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Table 1 Particle size and polydispersity index of TiO2 sample suspension 

 

Sample preparation Hydrodynamic diameter Polydispersity index 

  (nm)  (nm) 

TiO2 in DW, sonication for 5 min 542.5 ± 8.21 0.258 ± 0.014 

TiO2 in DW, sonication for 60 min 498.96 ± 3.21 0.304 ± 0.026 
Data are mean ± SD 

       

 

Figure 2.  Characterization of nanoTiO2 particles. The particles were dispersed in DW 

and sonicated for 5 min. The particle size was analyzed by SEM and imaged with 

magnification of 50,000 times (A). TEM image presenting anatase crystalline form of 

nanoTiO2 particles were showed with magnification of 100,000 times (B). 

 

 

Cytotoxicity of nanoTiO2 

To investigate cytotoxicity, A549 

cells were exposed to various 

concentrations of nanoTiO2. Since 

nanoTiO2 particles were insoluble in the 

media, they were precipitated onto the 

cells after incubation for 12 h (Figure 

3A, left panels).  After washing with 

PBS, the cell morphology under 

microscope showed no change form the 

control (Figure 3A, right panels).Using 

MTS assay, incubation of the cells with 

nanoTiO2 at concentrations of up to 500 

µg/ml for 12 h showed no decrease of  

cell  viability   (Figure 3B).   To   further  

 

 

determine cytotoxicity of photo activated 

nanoTiO2, 40 µW/cm
2
 of UV irradiation 

was applied together with the treatments. 

In dark condition, nanoTiO2 alone for 6 

to 12 h showed no toxic to the cells 

(Figure 4). In this experiment, incubation 

of the cells with UV irradiation for up to 

12 h caused no significant change in cell 

viability (Figure 4, at 0 µg/ml 

nanoTiO2). However, when the cells 

were exposed with nanoTiO2 in the 

presence of UV irradiation, cell viability 

was significantly decreased in a time- 

and concentration-dependent manner 

(Figure 4).  
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Figure 3.  A549 cell morphology and cell viability after treatment with nanoTiO2 for 12 

h. The cells were incubated in an absence or presence of 250 µg/ml nanoTiO2 for 12 h. 

Under light microscope, the cells were covered with nanoTiO2 particles, which were 

washed out by PBS (A). Cell viability was determined by MTS assay (B). Data are 

presented as mean ± SD. 
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Figure 4.  Cytotoxicity of nanoTiO2 in A549 cells. The cells were incubated in the 

presence of various concentrations of nanoTiO2 with or without UV irradiation for 6 h, 9 

h and 12 h. Cell viability was determined by MTS assay. In the presence of UV, the 

results showed an approximate IC50 of 200 g/ml at 12 h of nanoTiO2 incubation. Data 

are presented as mean ± SD. 
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Figure 5.  Changes of stress protein expressions in A549 cells. The cells were incubated 

in the presence of various concentrations of nanoTiO2 with or without UV irradiation for 

6 h and 12 h. The cell lysates were subjected to western blot analysis to detect expression 

of Hsp70, Grp78, Hsp90 and Grp94 protein levels with specific antibodies 

 

  

Effects of nanoTiO2 on expression of 

stress proteins 

After A549 cells were incubated 

in the presence of various concentrations 

of nanoTiO2 in dark or UV conditions 

for 6 h and 12 h, the cell lysates were 

subjected to western blot analysis with 

specific antibodies for detecting stress 

protein expressions. In the presence of 

UV, Grp94 and Grp78 protein 

expressions were increased depending on 

concentration and time of nanoTiO2 

exposure (Figure 5). In contrast, Hsp90 

and Hsp70 proteins were decreased in 

their expressions. In dark condition, 

treatment of 250 µg/ml nanoTiO2 caused 

a decrease in Hsp90 protein at 6 h and 12 

h (Figure 5). This protein was decreased 

more in the presence of UV irradiation. 

For Hsp70 protein, it was reduced when 

the cells exposed with nanoTiO2 plus 

UV in a time- and concentration-

dependent manner. 

 

Discussion 

 

Nanoparticles are characterized 

by their size, which have at least one 

dimension of about 1 nm to 100 nm 

(ISO/TS 27687, 2008). Their smaller 

size has increased in surface area and 

activities comparing to their bulk 

particles (Oberdorster et al., 2005; Nel et 

al., 2006). Therefore, particle size 

characterization was considered to be 

important for assessing toxicity of 

nanoparticles. In this study, results from 

electron micrograph demonstrated shape 

of anatase crystalline form of nano-sized 

TiO2. The particles were agglomerated in 

aqueous solution which was unlikely 

disrupted into single particle by 

sonication.  

Inhalation is one of the potential 

routes of exposure of airborne 

nanoparticles (Oberdorster et al., 2005; 

Nel et al., 2006). A549 lung carcinoma 

cells were among the widely used to 

study toxicity of nanoTiO2 (Stearns et 

al., 2001; Sayes et al., 2006) and were 

also used in this study. In normal 

condition without UV, treatment of 

nanoTiO2 at the concentrations up to 500 

µg/ml were unlikely decrease in A549 

cell viability when observed under 

microscope and measured by MTS 

assay. Sayes et al (2006) reported that 

anatase TiO2 was more toxic than rutile 

TiO2. However, the toxic effects were 

also dependent on cell types, treatment 

conditions and the observed 
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toxicological endpoints. For instance, 

treatment of nanoTiO2 induced 

mononuclei and apoptosis in Syrian 

hamster embryo fibroblasts (Rhaman et 

al., 2002). NanoTiO2 did not reduce 

human dermal microvascular endothelial 

cell viability but caused an increase in 

the cytokine interleukin-8 production 

(Peters et al., 2004). In the condition 

with UV irradiation, nanoTiO2 caused a 

decrease in A549 cell viability in a 

concentration- and time-dependent 

manner. These results were consistence 

with previous report in Chinese hamster 

ovary (CHO) and human colon 

carcinoma (Ls-174-t) cells (Uchino et al., 

2002; Zhang et al., 2004). It was likely 

that hydroxyl radicals generated from 

photo-activation of nanoTiO2 by UV 

irradiation were responsible for the toxic 

effects (Uchino et al., 2002). 

It is known that exposure to 

various kinds of environmental insults 

can cause an induction of expression of 

several stress proteins, especially HSPs 

and GRPs at 70 kDa and 90 kDa. This 

study, therefore, further investigated 

effect of nanoTiO2 on expression of four 

stress proteins, Grp78, Grp94, Hsp70 

and Hsp90, in the cells. Grp78 and 

Grp94 are also related to the highly 

conserved Hsp70 and Hsp90 families, 

respectively (Gething and Sambrook, 

1992; Kaufman 1999). They are 

responsible for normal cellular functions 

such as assisting protein folding, 

assembly, and disassembly for 

maintenance, as well as driving them for 

degradation (Jolly et al., 2000; Kaufman, 

1999). While Hsp70 and Hsp90 are 

significantly induced in response to heat 

(Clayton et al., 2005; Pratt et al., 2010), 

Grp78 and Grp94 productions can be 

induced by various perturbations of ER 

functions such as the expression of 

mutant proteins or protein subunits, 

reductive stress, ER Ca21 depletion, and 

the inhibition of asparagine (N)-linked 

glycosylation (Gething and Sambrook, 

1992; Kaufman, 1999). 

It was found that nanoTiO2 

caused an increase of the ER proteins, 

Grp78 and Grp94, in a concentration- 

and time-dependent manner. In addition, 

the overexpression of these proteins was 

more prominent in UV-activated 

nanoTiO2 particles than nanoTiO2 alone. 

These results were correlated with their 

reduction in cell viability measured by 

the MTS assay. Upregulation of Grp78 

and Grp94 proteins normally indicates an 

unfold protein response in the ER 

(Kaufman, 1999). Induction of Grp78 

cooperates with Grp94 to assist protein 

folding and assembly, by which Grp94 

acts after pre-folding step by Grp78 and 

participate in maturation of proteins that 

are transported to the cell surface 

(Melnick et al., 1994). In previous 

reports, overexpression of Grp78 and 

Grp94 was also found by treatment of 

the cells with several drugs and 

chemicals (Maniratanachote et al, 2005; 

Skandrani et al., 2006a, 2006b).  

However, in contrast to the Grps, both 

Hsp70 and Hsp90 proteins were 

decreased by nanoTiO2. Our results are 

in agreement with the works of 

Skandrani et al., (2006a, 2006b) which 

found up-regulation of Grp78 and 

Grp90, but down-regulation of Hsp27, 

Hsp72/73, and Hsp90 stress proteins in 

response to various kinds of insecticides 

in A549 cells. They also showed that 

tunicamycin, which inhibit N-linked 

glycosylation and thus activate the ER 

unfolded protein response, caused 

overexpression of Grp78 and Grp94, but 

inhibits several HSPs including Hsp70 

and Hsp90 families (Skandrani et al., 

2006b). Our results suggest that 

nanoTiO2 may disrupt ER functions, 

which activates unfold protein response 

and subsequently promotes 

overexpression of Grp78 and Grp94 

proteins. The effects were dependent on 

time of exposure and/or UV irradiation. 

However, the explanation of how Hsp70 

and Hsp90 proteins were conversely 

expressed by the same treatment is still 
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unclear. Thus, further studies are 

essential to clarify the mechanism 

underlying toxic effects of this 

nanomaterial. 
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Abstract 

 

The present study aimed to investigate effects of ECa 233, a standardized extract 

of Centella asistica on learning and memory impairment induced by transient bilateral 

common carotid artery occlusion (T2VO) in ICR mice. ECa 233 suspended in 0.5% 

CMC, in distilled water, was orally administered by gavage tubing. Learning and 

memory deficit induced by T2VO was significantly improved by ECa 233. On day 5 of 

Morris water maze test, the escape latency of mice treated with 10 and 30 mg/kg of ECa 

233 were 15.11±3.17 and 21.10±5.15 sec, respectively, whereas it was 49.67± 2.40 sec 

in T2VO group receiving 0.5% CMC. Similar results were observed in a step-down test 

while alteration of locomotor activity was not observed in any groups. T2VO 

significantly generated oxidative stress which was abolished by ECa 233. Cerebral 

malondialdehyde in T2VO groups receiving ECa 233 in the doses of 10 and 30 mg/kg 

B.W. was 5.33±0.99 and 3.50 ±0.27 nmol/g brain tissue, respectively, whereas it was 

17.03±5.93 nmol/g in T2VO group receiving 0.5% CMC. In conclusion, the present 

study demonstrated anti-amnesic effect of ECa 233 which is a standardized extract of 

C.asiatica.  It is highly likely that improvement of learning and memory deficit 

observed in the present study could be accounted by, at least, in part, anti-oxidative 

property of ECa 233. Some other mechanisms could additionally be responsible for 

beneficial effects of ECa 233, which should be further developed into health food or 

adjunctive medication for dementia. 

 

Key words:  Centella asiatica, standardized extract, ECa 233, T2VO, learning and 

memory deficit 
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ผลของสารสกดัมาตรฐานบวับก อีซีเอ 233 ต่อภาวะบกพร่องของการเรียนรูแ้ละ
ความจ าท่ีถูกเหนี่ยวน าโดยการปิดกั้นหลอดเลือดแดงคอมมอนคาโรติดทั้งสองขา้ง

ชัว่คราวในหนูเมาส ์

มยุรี ตนัติสิระ*, บุญยงค ์ตนัติสิระ, ช านาญ ภตัรพานิช, รุทธ ์สุทธิศรี, สุวรรณา เหลืองชลธาร, 

สลิล มิ่ งมาลยัรกัษ,์ อารี วนสุนทรวงศ ์ และ เอกรินทร ์สายฟ้า 

 

คณะเภสชัศาสตร ์จุฬาลงกรณม์หาวทิยาลยั กทม. 10330 ประเทศไทย 
 

บทคดัย่อ 
การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์ที่ จะศึกษาผลของสารสกดัมาตรฐานบัวบก อซีีเอ 233 ต่อภาวะ

บกพร่องของการเรียนรู้และความจ าที่ ถูกเหน่ียวน าโดยการปิดกั้นหลอดเลือดแดงคอมมอนคาโรติด

ทั้งสองข้างช่ัวคราว ในหนูเมาสส์ายพันธุไ์อซีอาร์ สารสกัดอซีีเอ 233 ซ่ึงแขวนลอยอยู่ใน 0.5% ซีเอม
ซี.ในน า้กล่ันถูกป้อนเข้าทางปากด้วยหลอดป้อนยา พบว่าอซีีเอ 233 สามารถแก้ไขภาวะบกพร่องของ
การเรียนรู้และความจ าที่ เกดิขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ ในมอริสวอเตอร์เมซ เวลาที่ ใช้ในการหาแทน่พักใน

วันที่  5 ของหนูเมาสก์ลุ่มที่ ได้รับอซีีเอ 233 ในขนาด 10 และ 30 มก/กก คือ15.11±3.17 และ 21.10 
±5.15 วินาท ี ตามล าดับ ในขณะที่ หนูเมาสก์ลุ่มที่ ได้รับ 0.5% ซีเอมซีจะใช้เวลาถึง 49.67± 2.40 
วินาท ีการทดสอบโดยวิธสีเตปดาวน์ให้ผลที่ คล้ายคลึงกัน ในขณะที่ ไม่พบการเปล่ียนแปลงของโลโค
มอเตอร์แอคติวิตีในกลุ่มใดๆเลย การปิดกั้นหลอดเลือดแดงคอมมอนคาโรติดทั้งสองข้างช่ัวคราวท า

ให้เกดิภาวะเครียดออกซิเดชันซ่ึงถูกปกป้องได้อย่างสมบูรณ์โดยอซีีเอ 233 ปริมาณของมาลอนไดอลั
ดีไฮด์ในสมองของหนูเมาส์ที่ ได้รับอซีีเอ 233 ในขนาด 10 และ 30 มก/กก คือ 5.33±0.99 และ 
3.50 ±0.27 นาโนโมล/กรัมของเน้ือสมองตามล าดับ ในขณะที่ ค่าดังกล่าวในหนูเมาสก์ลุ่มที่ ได้รับ 

0.5% ซีเอมซี คือ 17.03±5.93 นาโนโมล/กรัมของเน้ือสมอง โดยสรุป การศึกษานี้แสดงให้เหน็ถึง
ฤทธิ์ ต้านการลืมของอซีีเอ 233 ผลการทดลองที่ ได้แสดงให้เหน็ว่ามีความเป็นไปได้สูงที่ ฤทธิ์การต้าน
ออกซิเดชันของอีซีเอ 233 จะเป็นกลไกส่วนหน่ึงในการแก้ไขภาวะบกพร่องของการเรียนรู้และ

ความจ า โดย อาจมีกลไกอื่ นๆที่ เกี่ ยวข้องกบัฤทธิ์ที่ เป็นประโยชน์ของอีซีเอ 233  ควรจะมีการพัฒนา
อซีีเอ 233  ต่อไปเพ่ือใช้เป็นอาหารเพ่ือสขุภาพหรือยาเสริมส าหรับภาวะหลงลืม 

 
 

 
ค าส าคญั  บัวบก สารสกดัมาตรฐาน อซีีเอ 233 การปิดกั้นหลอดเลือดแดงคอมมอนคาโรติดทั้ง

สองข้างช่ัวคราว ภาวะบกพร่องของการเรียนรู้และความจ า 
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Introduction 

 

Age-related deficit in cognitive 

function is commonly well-recognized in 

elderly, the most fast-growing population 

in many countries. In addition to a limited 

number of available anti-dementia 

medications, various plants have been 

advocated as possessing positive effects 

on impaired learning and memory.
1
 

Among them, Centella asiatica (Linn.) 

Urban, an edible herb which has been 

used in Ayurvedic medicine for several 

medicinal purposes including as a 

treatment for memory deficit, was 

subjected to extensive scientific 

investigation in searching for supporting 

evidences of its traditional uses.
2-3 

Accordingly, memory enhancing effect of 

C.asiatica has been demonstrated in a 

number of animal models.
4-6

 In Thailand, 

in addition to its medicinal uses, the fresh 

plant of C.asiatica and its aqueous extract 

are commonly consumed as vegetable 

and as a drink, respectively. According to 

Thai traditional medicine, C.asiatica is 

claimed to possess a variety of 

therapeutic effects, e.g. wound healing, 

cardiotonic, diuretic and as a treatment of 

skin diseases. It has been included in the 

National Essential Herbal Drug lists and, 

recently, a positive modulatory effect of 

C.asiatica on cognition and mood in Thai 

healthy elderly volunteers has been 

reported.
7
 

Various chemical constituents have 

been found to exist in C.asiatica. The 

substances of interest as therapeutics are 

the triterpenoid saponins and their 

aglycones, namely, asiaticoside, 

madecassoside, asiatic acid and 

madecassic acid.
2,8

 Similar to other herbs, 

the constituents of C.asiatica vary greatly 

according to many factors including 

climate, cultivating methods and location. 

Different procedures used to prepare the 

extracts certainly amplify the differences 

in quality and quantity of Centella 

extracts used in different studies and 

subsequently resulted to inconsistency of 

the observed results. To overcome such 

discrepancy, standardized extracts of 

C.asiatica, with the advantage of being 

prepared by well-defined and strictly 

controlled procedures to ensure 

consistency in physical and chemical 

constituents of the end product, have 

been established. At present, there are a 

few of them and they seem to differ with 

regards to their active constituents and 

biological activities. For example, TECA 

(Titrated Extract of Centella asiatica), a 

reconstituted mixture of asiaticoside, 

asiatic acid and madecassic acid extracted 

from the plant, has been found to 

modulate gene expression involving 

wound healing
9
 or TTFCA (Total 

Triterpenic Fraction of Centella asistica) 

which has been demonstrated to improve 

capillary permeability in patients with 

venous hypertension.
10

 In an attempt to 

establish a standardized extract of 

C.asiatica with ameliorating effects on 

memory impairment, step-by-step 

activity-guided extraction was conducted 

in order to identify bioactive constituents 

to be used as the  markers of the extract. 

Memory deficit was induced in mice 

using a model of transient bilateral 

common carotid artery occlusion 

(T2VO). The standardized extract of 

C.asiatica used in the present study, 

named  ECa 233, can be defined as the 

white to off-white extract of C.asiatica 

containing triterpenoids not less than 

80%,  and the ratio of madecassocide and 

asiaticoside should always be within 

1.5±0.5. We hereby report the 

ameliorating effects of the extract on 

learning and memory deficit induced by a 

transient bilateral common carotid artery 

occlusion in mice. 
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Materials and Methods 
 

Animals 

All experiments were performed on 

male ICR mice, weighing 25–30 g, 

obtained from the National Laboratory 

Animal Center, Mahidol University, 

Salaya, Nakornpathom province, 

Thailand. Prior to testing, the animals 

were kept in the animal house of the 

Faculty of Pharmaceutical Sciences, 

Chulalongkorn University and 

maintained on 12:12 light-dark cycle at 

controlled temperature (25±1°C) for at 

least one week. Food and water were 

given ad libitum. All behavioral 

experiments were carried out between 

08:00 – 17:00. 
 

Chemicals and test substance 

All chemicals were purchased 

from Sigma Chemical, Thailand. C 

.asiatica, purchased from the district of 

Banglane in Nakornpathom province was 

authenticated and extracted using a patent 

pending method. Chemical analysis using 

a high performance liquid 

chromatography (HPLC) was 

subsequently carried out. The total 

triterpenoids of the extract in the present 

study were found to be 85%, and the 

madecassoside/asiaticoside ratio was 

1.65. The stability of ECa 233 was 

estimated by stress test and found to be 

stable for at least 2 years at room 

temperature. 
 

Treatment protocol  

ECa 233 is sparingly soluble in 

water, it was therefore, suspended in 

0.5% carboxymethyl cellulose (CMC) 

in distilled water. The extract was 

orally administered to the animals by a 

gavage tube one hour prior to the 

behavioral testing. The volume of 

administration was kept at 0.2-0.4 

ml/25 g B.W. Following behavioral 

testing, the animals were sacrificed by 

decapitation. The brain was removed, 

homogenized and kept at -80°C for the 

determination of malondialdehyde 

(MDA). Sham-operated mice (n=6) 

were used as control groups. 
 

Induction of transient cerebral 

ischemia-induced learning and 

memory impairment 

Impairment of learning and 

memory was induced by a transient 

bilateral occlusion of common carotid 

artery plus hypotension (T2VO) 

previously described by Xu et al.
11

 

ICR mice were anesthesized with 

pentobarbital 60 mg/kg B.W.,i.p.. A 

midline incision of the neck skin was 

made and the two common carotid 

arteries were exposed and transiently 

occluded by arterial clips. While the 

arteries were clamped, the tail tip was 

cut and 0.3 ml of blood were 

withdrawn. After 20 min, the arterial 

clips were removed and the incision 

was closed.  The animals were allowed 

24 hours for recovery. Sham-operated 

mice were subjected to similar 

procedure but without arterial 

clamping and bleeding. The mice were 

randomly divided into six groups of 8-

10 animals each. There are 1) Sham-

operated group administered with 0.4 

ml of NSS 2) Sham-operated group 

administered with 0.4 ml of 0.5% 

CMC 3) T2VO group administered 

with 0.4 ml of NSS 4) T2VO groups 

administered with 0.4 ml of 0.5% 

CMC 5) T2VO group administered 

with ECa 233 (10 mg/kg B.W.) 

suspended in 0.5% CMC and 6) T2VO 

groups administered with ECa 233 (30 

mg/kg B.W.) suspended in 0.5% CMC. 
 

Morris water maze test (MWM) 

The procedure used was slightly 

modified from the one described by 

Morris.
12 

 The test consisted of a black 

circular pool of water, 70 cm in 

diameter and 13 cm in depth. The 

temperature of the water in the pool 
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was maintained at 25±1°C. A black 

rubber platform (6 cm in diameter) 

was submerged, 1 cm below the water 

surface, at the middle of one quadrant 

of the pool. The pool was placed in a 

room with various visual cues in fixed 

positions. Daily swimming consisted 

of four trials in which a mouse was 

placed, facing the pool wall, into the 

water from four different entry points 

in each quadrant. The time for the 

mouse to find the platform in each trial 

was then  recorded and averaged as an 

escape latency of each animal per day. 

Cut-off time was 60 sec. The day 

before the surgery for T2VO was 

considered as training day in which the 

animal that could not find the platform 

would be guided by researcher onto 

platform and allowed to rest there for 

10 sec. The mice that failed to locate 

the hidden platform after 4 trials were 

excluded from the experiments.  After 

the T2VO operation, the animals were 

subjected to the test for 5 consecutive 

days. 
 

Step-down test 

The apparatus consisted of a 35 × 

23 × 20 cm
3
 plastic chamber. The cage 

floor was  made of evenly spaced steel 

bars (3 mm in diameter) placed 11 mm 

apart and connected to a scrambled shock 

generator (1Hz, 1 ms, 36 V DC). A 

wooden platform (5 cm diameter, 4 cm 

height), serving as a shock free zone was 

set at one corner of the grid. The training 

session or acquisition trial of the step-

down passive avoidance test was 

performed on the next day after the 

MWM test. Initial step-down latency was 

the time elapsed until the animal stepped 

down from the platform. Upon electric 

shock, the mice would escape from the 

grid floor back to the platform and initial 

error was counted whenever the animal 

stepped down from the platform. The 

training duration was 5 min. Twenty-four 

hours after the training, mice were placed 

on the platform for the retention test. 

Step-down latency and error were again 

recorded.
13

 
 

Locomotor activity test 

Spontaneous locomotor activity 

was carried out on the day after retention 

test of the passive avoidance test using an 

activity cage connecting to a circuit of 

counting unit [UGO BASILE model 7430 

(7431+7432)]. The inside dimension of 

the activity cage were: length 35 cm; 

width 23 cm and height 20 cm). The 

animal was placed in the cage and the 

registered number of movement was 

recorded at 5 min interval. The apparatus 

was placed in light and sound attenuated 

room and the locomotor activity was 

monitored continuously for 5 min. 
 

Lipid peroxidation assay 

Following the behavioral testing, 

the animals were sacrificed by 

decapitation and the brains were quickly 

removed, cleaned with ice-cold saline and 

stored at -80°C. Brain tissue samples 

were thawed and homogenized with ice-

cold 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4). 

Aliquots of homogenates were used to 

determine the malondialdehyde content 

(MDA) which is a marker of lipid 

peroxidation, by the method previously 

described by Gupta et al.
14

 Reagents, 

including acetic acid 1.5 ml (20%) pH 

3.5, 1.5 ml of thiobarbituric acid (0.8%) 

and 0.2 ml of sodium dodecyl sulphate 

(8.1%) were added to 0.1 ml of brain 

tissue samples and then heated at 100°C 

for 60 min. The mixture was cooled 

under tap water and 5 ml of n-

butanol/pyridine (15:1),  then 1 ml of 

distilled water was added and vortexed 

vigorously. After centrifugation at 2500 

rpm for 20 min, the organic layer was 

separated.  The supernatant was collected 

and   the   absorbance   was   measured   

at    532   nm     by      spectrophotometry. 
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Figure 1.  Morris water maze performances of different treatment groups of mice (n=6-10 

in each group). Sixty minutes before the first trial session of each day, ECa 233 (10 and 30 

mg/kg, p.o.), 0.5%CMC or saline (NSS) was administered to mice. The Morris water maze 

task was conducted as described in Materials and Methods. Each datum presents the 

mean+S.E.M.  *p < 0.05 versus sham-operated group receiving NSS, 
+
p < 0.05 versus 

sham-operated group receiving 0.5%CMC,  
#
p < 0.05 versus T2VO group receiving 

0.5%CMC (one-way ANOVA followed by Duncan post-hoc test). 
 

 

 

The concentration of MDA was 

expressed as nmol/g  tissue. 

 

Statistical analysis 

Results are expressed as mean± 

standard error of the mean (S.E.M.). 

Differences between various groups were 

assessed by one-way ANOVA followed 

by Duncan post-hoc test. Pair comparison 

between two groups was made by 

Student’s t test. A difference with p<0.05 

was considered to be statistically 

significant.  

Results 
 

Effects of ECa 233 on T2VO-induced 

impairment of learning and memory 

assessed by the MWM test 

As shown in Figure 1, the escape 

latency to find the hidden platforms 

demonstrated by different groups of 

animals did not differ on the training day. 

The mean search time was found to be 

40.17±2.07, 47.67±2.55, 35.33±6.57, 

36.83±5.79, 28.44±3.47 and 35.80±4.21  

* 

+ 

# 

# 

* * * * 

+ 
+ 

+ + 

# 
# # 

# # 
# 
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sec for sham operated receiving NSS, 

T2VO receiving NSS, sham operated 

receiving 0.5% CMC, T2VO receiving 

0.5% CMC, T2VO receiving ECa 233 

(10 mg/kg B.W.) and T2VO receiving 

ECa 233 (30 mg/kg B.W.) respectively. 

During days 1-5 after bilateral occlusion 

of common carotid artery, T2VO mice 

required longer time than those of sham-

operated group to locate the platform, 

indicating an impairment of spatial 

memory. The escape latency of T2VO on 

day 5 was 51.83±2.67 and 49.67± 2.40 

sec (treated with NSS and 0.5% CMC, 

respectively) and the corresponding 

values for sham-operated group were 

8.83±3.97 and 7.33±1.74 sec, 

respectively.  No statistical difference 

was noted between sham-operated mice 

receiving NSS and sham-operated mice 

receiving 0.5% CMC. Similar result was 

observed on T2VO mice suggesting lack 

of effects of 0.5% CMC. Therefore ECa 

233-treated groups were further 

compared exclusively to mice receiving 

0.5% CMC.  In comparison to T2VO 

receiving 0.5% CMC, oral administration 

of ECa 233 in the doses of 10 and 30 

mg/kg significantly improved escape 

latency of T2VO mice. On day 5, the 

escape latency of mice treated with 10 

and 30 mg/kg of ECa 233 were 

15.11±3.17 and 21.10 ±5.15 sec, 

respectively.  

 

Effects of ECa 233 on T2V0-induced 

impairment of learning and memory 

assessed by the step-down test 

The initial latency was 10.50±1.70, 

8.33 ±1.72, 14.00±4.49, 9.00±1.63, 

10.56±3.11 and 14.60±2.83 sec and the 

initial errors were 1.50±0.22, 5.83±0.70, 

4.33 ±0.55, 5.67±0.66, 4.00±0.47 and 

4.70±0.55 in sham-operated receiving 

NSS, T2VO receiving NSS, sham 

operated receiving 0.5% CMC, T2VO 

receiving 0.5% CMC, T2VO receiving 

ECa 233 (10 mg/kg B.W.) and T2VO 

receiving ECa 233 (30 mg/kg B.W.), 

respectively. As shown in Figure 2, 

T2VO significantly decreased the latency 

and increased the number of error in the 

retention trial. The latency of T2VO 

receiving NSS and 0.5% CMC was 

17.17±3.97 and 14.17±4.26 sec, 

respectively, whereas they were 

140.67±53.91, 195.50±44.06 sec in their 

respective sham-operated groups. 

Accordingly, higher number of errors 

than those exhibited in sham operated 

groups receiving NSS and 0.5% CMC 

was observed in their respective T2VO 

groups.In agreement with the observation 

in MWM test, oral administration of ECa 

233 in the doses of 10 and 30 mg/kg 

B.W. significantly improved the 

performance of T2VO mice. The latency 

in retention test was 157.33±43.21 and 

146.10±29.86 sec in T2VO receiving 

ECa 233 in the dose of 10 and 30 mg/kg 

B.W., respectively, and the respective 

number of errors was found to be 4.00 

±0.47 and 4.70±0.55. 

 

Locomotor activity 

As illustrated in Figure 3, no 

significant difference was detected 

among the six groups of experimental 

animals. Locomotor activity in sham 

operated receiving NSS, T2VO receiving 

NSS, sham-operated receiving 0.5% 

CMC, T2VO receiving 0.5% CMC, 

T2VO receiving ECa 233 (10 mg/kg 

B.W.) and T2VO receiving ECa 233 (30 

mg/kg B.W.) was 248.83±25.83, 

226.33±10.24, 272.17±27.75, 261.00± 

20.04, 230.78±15.66 and 241.20±13.90, 

respectively. Neither transient occlusion 

of bilateral common carotid artery nor 

oral administration of ECa 233 caused 

any changes in locomotor activity of the 

mice. 

 

Lipid peroxidation 

 Transient occlusion of bilateral 

common carotid artery followed by 
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reperfusion caused significant increase in 

oxidative stress, measured as MDA, in 

mice. Cerebral MDA was found to be 

13.65±4.12 and 17.03±5.93 nmol/g brain 

tissue in T2VO groups receiving NSS and 

0.5% CMC, respectively, whereas they 

were only 4.20±0.22 and 3.96±0.66 

nmol/g in respective sham-operated 

groups. Oral administration of ECa 233 

significantly abolished T2VO-induced 

increase in MDA. Cerebral MDA in 

T2VO groups receiving ECa 233 in the 

doses of 10 and 30 mg/kg B.W. was 

5.33±0.99 and 3.50 ±0.27 nmol/g brain 

tissue, respectively (Figure 4). 

 

 
 

 
 
Figure 2. Effects of ECa233 treatment  on step-down (SD) performance in mice. Step-down latency (stL) 

and step-down error were shown in panel A and B, respectively. Mice were treated with ECa 233 (10 and 30 

mg/kg, p.o), 0.5%CMC or saline (NSS) once daily for 8 days. Acquisition trial (1SD) of the step-down test 

was performed after 6 days of the Morris water maze task. At 24 h after the acquisition trials , retention trials 

(2SD) were carried out. Data were  expressed as mean ± S.E.M. (n=6-10). Comparison between groups was 

made on retention trial. *p < 0.05 versus sham-operated receiving NSS group (Student’s t-test), 
+
p < 0.05 

versus sham-operated group receiving 0.5%CMC(Student’s t-test), 
#
p < 0.05 versus T2VO group receiving 

0.5%CMC (one-way ANOVA followed by Duncan post-hoc test). 

A) 

B) 
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Figure 3. Locomoter activity of different treatment groups of mice. Mice were treated with 

ECa 233 (10 and 30 mg/kg, p.o), 0.5%CMC or saline (NSS) once daily for 9 days. Final 

administration was performed 60 minutes before the test. Data are expressed as mean ± 

S.E.M. (n=6-10 per group). No significant differences were detected (one-way ANOVA 

followed by Duncan post-hoc test). 

 

Figure 4.  Cerebral MDA levels in different treatment groups of mice (n=5-10). Mice 

were treated with ECa 233 (10 and 30 mg/kg, p.o), 0.5%CMC or saline (NSS) once 

daily for 9 days. MDA levels were determined using lipid peroxidation assay. Data are 

expressed as mean ± S.E.M. * p < 0.05 versus sham-operated group receiving 

NSS(Student’s t-test), 
+
p < 0.05 versus sham-operated group receiving 0.5%CMC 

(Student’s t-test), 
#
p < 0.05 versus T2VO group receiving 0.5%CMC(one-way 

ANOVA followed by Duncan post-hoc test).        
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Discussion 

 

In line with previous reports, the 

occlusion of bilateral common carotid 

artery followed by reperfusion impaired 

performances of Morris water maze and 

step-down tasks, indicating an 

impairment of learning and memory in 

mice.
11, 15-17

 At day 5 of the trial, the 

animals in T2VO group significantly 

required longer time than those in sham-

operated group to find the platform in the 

Morris water maze test which is the most 

common test to assess spatial memory.
18 

Accordingly, failure to learn and 

memorize was noted in the same group of 

animal in step-down test used to assess a 

passive avoidance behavior. Deficit in 

both the Morris water maze and the step-

down tasks was significantly improved 

by oral administration of ECa 233 in the 

doses of 10 and 30 mg/kg B.W. given at 

about 24 hours after the operation and 1 

hour prior to the behavioral tests. 

Improved performance in the Morris 

water maze is very unlikely to involve 

neurological stimulation of motor 

function as no alteration of locomotor 

activity was observed in all experimental 

groups.  

Polyunsaturated fatty acids, as a 

major constituents of the neuronal 

membrane are among the most vulnerable 

targets for free radical damage and lipid 

peroxidation.
19

 The membrane 

phospholipids are converted by 

peroxidation to malondialdehyde (MDA) 

which can be analyzed by reactivity to 

thiobarbituric acid. The brain is highly 

sensitive to damage by oxidative stress 

and its prominent role in 

neurodegenerative diseases, including 

Alzheimer’s disease, have been 

proposed
20-21

, providing a rational 

approach to combat the diseases by 

dietary antioxidants and free radical 

scavengers.
22-24

 Recently, in addition to 

their predominant role of 

acetylcholinesterase inhibition, donepezil 

and tacrine have been shown to suppress 

streptozotocin-induced oxidative stress 

and this suppression of oxidative stress 

was proposed to contribute to their 

beneficial effects against senile 

dementia.
25

 Recently, based on the 

finding that brain lipid peroxidation 

measured as MDA was significantly 

increased in T2VO group, impairment of 

learning and memory observed should be 

at least, in part, accounted by oxidative 

stress generated by transient cerebral 

ischemia followed by reperfusion as 

previously reported.
17

 Preliminary study 

of ECa 233 on memory deficit induced 

by an intracerebroventricular injection of 

β-amyloid peptide, an agent known to 

cause oxidative stress, has shown its 

ameliorating effect.
26

 Anti-oxidative  

activity of ECa 233 could then, therefore, 

accounted for an improvement of 

learning and memory deficit observed in 

MWM and step-down tests observed in 

the present study. Oral administration of 

ECa 233 at the doses of 10 and 30 mg/kg 

B.W. completely abolished T2VO-

induced increase in cerebral MDA, while 

the deficit in learning and memory was 

not fully recovered, suggesting that 

oxidative stress could contribute to, but 

not solely responsible for, cognitive 

deficit. Multimodal of treatment between 

drugs of different mechanisms such as 

memantine, an NMDA antagonist, and 

anticholinesterase inhibitor has 

demonstrated satisfactory outcome.
27

 The 

fact that ECa 233 is a standardized 

extract of C.asiatica which is an edible 

plant that has been shown to produce no 

sign of significant toxicity upon an 

ingestion of dried powder in the doses of 

20-1200 mg/kg/day
28

 suggests that ECa 

233 deserves further development into 

pharmaceutical products as an adjunctive 

therapy to existing anti-dementia drugs or 

as a health food, providing that its safety  

is warranted.
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Abstract 

 The fruit juice was spray dried and prepared in form of powder. The product quality 

was assured according to good manufacturing practice (GMP), using TLC to detect the 

active marker (charantin).  The product was tested for the blood sugar lowering property 

and the toxicity. It resulted that the product dose of 300 mg/kg bw lowered the blood sugar 

of streptozotozin-induced diabetes male Wistar rats significantly in 13
th

 week, which was 

similar to the effect of antidiabetic drug, glibenclamide 10 mg/kg BW. The product doses of 600 

and 1,200 mg/kg BW lowered the blood sugar of the test animal in 12
th
 week. The toxicity study in  

Wistar rats and ICR mice, which were fed by the product at the maximum dose (5 g/kg  BW), 

showed neither death nor the toxic symptoms. The product was thus practically non-toxic. The oral 

LD50 value, the product dose that caused 50% death of the test animals, ranged from 500-5,000 

mg/kg BW. The product was considered to be slightly toxic.  

 
Key words   Thai bitter gourd, Toxicity, Blood sugar lowering property, Charantin, 

Momordica charantia fruit juice 
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ฤทธ์ิลดน ้ าตาลในเลือดและพิษวิทยาของผลิตภณัฑจ์ากน ้ าคั้นผลมะระข้ีนก 
 
วีณา  จิรัจฉริยากูล

1*
, ศรีจันทร์ พรจิราศิลป์ 

2
, มลฤดี  จันทร์ฉาย

1
, อติยา ทรัพย์สงัข์

2
 

 
1 ภาควิชาเภสชัวินิจฉัย คณะเภสชัศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหิดล 447 ถนนศรีอยุธยา ราชเทวี พญาไท 

กรุงเทพฯ 10400, 
 2 ภาควิชาเภสชัวิทยา คณะเภสชัศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหิดล  447 ถนนศรีอยุธยา ราชเทวี พญาไท 

กรุงเทพฯ 10400 

บทคดัย่อ 

 น า้คั้นจากผลมะระขี้ นกได้ถูกเตรียมขึ้ นในรูปผลิตภัณฑ์ผงที่ มีการควบคุมคุณภาพตามหลักการการ

ผลิตที่ ดี (GMP, Good Manufacturing Practice) โดยตรวจหา active marker คือ  charantin ด้วย TLC 
เมื่ อน าไปทดสอบคุณสมบัติลดน า้ตาลในเลือดและศึกษาพิษวิทยาของผลิตภัณฑ์ พบว่าจากการทดสอบฤทธิ์

ลดน ้าตาลในเลือดของผลิตภัณฑ์ในหนูขาว (Wistar) เพศผู้ที่ ถูกเหน่ียวน าให้เป็นเบาหวานด้วยสาร 

streptozotocin พบว่า เมื่ อใช้ขนาด 300 มก./กก.นน.ตัว ท าให้ระดับน า้ตาลในเลือดของหนูลดต า่ลงอย่างมี
นัยส าคัญในสัปดาห์ที่  13 ซ่ึงให้ผลคล้ายกับยา glibenclamide ขนาด 10 มก./กก.นน.ตัว ส่วนผลิตภัณฑ์
ขนาด 600 มก./กก.นน.ตัว และ 1,200 มก./กก.นน.ตัว  เหน็ผลลดน ้าตาลในเลือดตั้งแต่สัปดาห์ที่  12 
การศึกษาความเป็นพิษในหนูขาว (Wistar) และ หนูถีบจักร (ICR mice) โดยป้อนผลิตภัณฑ์ขนาด 5 กรัม/
กก.นน.ตัว ทางปาก ซ่ึงเป็นขนาดสูงสุดที่ ให้ได้ในสัตว์ทดลอง พบว่า สัตว์ทดลองไม่ตายและไม่มีอาการ

ผิดปกติ ผลิตภัณฑ์ผงน า้คั้นมะระขี้นกจึงจัดว่าไม่มีพิษ (practically non-toxic) จากการหาค่า LD50 พบว่า
ขนาดที่ ท  าให้สัตว์ทดลองตายลงคร่ึงหน่ึงภายใน 24 ช่ัวโมง เมื่ อให้สารสกัดด้วยการป้อนทางปากอยู่ในช่วง 
500-5,000 มก./กก.นน.ตัว จึงจัดเป็นผลิตภัณฑม์ีพิษเลก็น้อย  
 
 
 
ค าส าคัญ : มะระขี้นก ความเป็นพิษ คุณสมบัติลดน า้ตาลในเลือด ชาแรนติน น า้คั้นจากผลมะระขี้นก 
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บทน า 

 

ผลมะระขี้ นกเป็นสมุนไพรในยาแผน

โบราณของประเทศ ต่างๆ ผลเลก็ผิวขรุขระ มี

ขนาด 5-8 ซม. สีเขียวเข้ม ในประเทศไทยใช้

มะระขี้นกเป็นทั้งอาหารและยาแผนโบราณ น า้คั้น

จากใบมีสรรพคุณเป็นยาเจริญอาหาร ฟอก

เลือด และระบายอ่อนๆ ใช้ในผู้ป่วยโรคตับและ

ทอ่น า้ดีอกัเสบ หากรับประทานมากเกนิไปจะท า

ให้อาเจียน เน้ือผลเป็นยาขมช่วยเจริญอาหาร 

บ ารุงน า้ดี แก้โรคม้ามและตับ ขับพยาธิ น า้คั้น

จากผลเป็นยาระบายอ่อนๆ แก้ไข้ อมแก้ปาก

เป่ือย ปากเป็นขุย ขับระดูในสตรี เน้ือผลตาก

แห้งชงน ้าดื่ มดีส าหรับผู้ป่วยเบาหวาน (ชยันต์ 

พิเชียรสุนทร และคณะ, 2544, วันดี กฤษณ

พันธ์ และคณะ, 2541, เสง่ียม พงษ์บุญรอด, 

2522) ผลมะระขี้ นกมีกลุ่มสารส าคัญที่ เป็น

องค์ประกอบหลัก ได้แก่ ไทรเทอร์ปีนส์ และส

เตียรอยด์ ในรูปอิสระและกลัยโคไซด์ ผลดิบ

นอกจากจะเป็นแหล่งของวิตามินซี วิตามินเอ 

ฟอสฟอรัส และเหลก็ (Grover, 2004) ยังมี

กลุ่มสารที่ แสดงคุณสมบัติลดน ้าตาลในเลือด 

ได้แก่ ชาแรนติน (charantin) และโพลีเปป-

ไทด์พี น า้คั้นจากผล แสดงคุณสมบัติลดน า้ตาล

ในเลือด (Lottikar and Rajarama, 1966, 

Khanna and Jain, 1984)  

 โครงการผลิตภัณฑ์สมุนไพรคุณภาพ 

คณะเภสชัศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล ได้ศึกษา

องค์ประกอบเคมีของผงน ้าคั้นมะระขี้ นก แยก

สารชาแรนติ น เ พ่ื อ ใ ช้ เ ป็ นสารประกอบ 

เคร่ืองหมาย (marker compound) ในการ

ควบคุมคุณภาพ พัฒนาวิธีวิเคราะห์สารชาแรน

ติน พัฒนาผลิตภัณฑ์ผงน ้าคั้นมะระขี้ นกและ

ควบคุมคุณภาพ  ทดสอบคุณสมบัติลดน า้ตาล

ในเลือดในสตัว์ทดลอง และศึกษาความเป็นพิษ 

 

อุปกรณแ์ละวิธีการทดลอง 

 

1. การเตรียมผลิตภัณฑ์ผงน ้ าคั้ นผลมะระ

ข้ีนก 

การศึกษาน้ีเลือกวิธีการเตรียมยาจาก

สมุนไพรในรูปน ้าคั้นสด โดยน าผลดิบมะระ

ขี้ นก 347 กก. มาผ่าคร่ึง แคะส่วนเมลด็และ

เย่ือหุ้มเมล็ดออก ได้เน้ือผล 221 กก. น าไป

ล้างด้วยน ้าสะอาด 1 คร้ัง แช่ด้วยน ้าผสมด่าง

ทับทิม 30 นาที จากน้ันล้างด้วยน ้าสะอาด 3 

คร้ัง ตั้งไว้ให้สะเด็ดน ้า น าไปป่ันจนละเอียด 

แยกกากออกด้วยเคร่ืองแยกกาก ได้น ้าคั้น 

154 กก. เติม ganulac


 1% ของน า้หนักน า้

คั้น จากน้ันน าไปท าแห้งด้วยวิธี spray dry ได้

ผงแห้งสีน ้าตาลอมเขียว 1.65 กก. มีกล่ิน

เฉพาะตัว ผงน า้คั้น 1 กรัม เทยีบเท่าน า้คั้น 93 

มล.  

 

2. การควบคุมคุณภาพผงน ้ าคั้นมะระข้ีนก

ดว้ยวิธี high-performance liquid 

chromatography (HPLC) 

วธีิเตรียมสารมาตรฐาน charantin 

charantin เป็นสารผสมของ 3-O-D-

glucopyra-nosyl-(24)-ethylcholest-5-

ene และ 3-O-D-glucopyranosyl-(24)-

ethyl-stigmasta-5, 25(27)-diene ใน

อัตราส่วน 1:1 มีคุณสมบัติลดน า้ตาลในเลือด 

(Lottikar and Rajarama, 1966, Sucrow, 

1965) เตรียมสารมาตรฐาน charantin ให้มี

ความเข้มข้น 0.003, 0.006, 0.009, 0.012 
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และ 0.015 มก./มล. วิเคราะห์ด้วย HPLC ได้

ความสัมพันธ์เส้นตรงระหว่างพ้ืนที่ ใต้พีคและ

ความเข้มข้นของสารมาตรฐานตามสมการ y = 

83875866.6667 X - 3060 (r
2
 = 0.999) 

กราฟมาตรฐานน้ีน าไปใช้ในการค านวณปริมาณ

สาร charantin ในผงน า้คั้นมะระขี้นก       

 

วธีิเตรียมสารตวัอย่าง 

 ช่ังผลิตภัณฑผ์งน า้คั้นมะระขี้นก 8 กรัม ลง

ใน volumetric flask ขนาด 25 มล. เติมเมทา

นอล 20 มล. น าไป sonicate 15 นาท ีปรับ

ปริมาตรด้วยเมทานอล กรองผ่าน Millipore 

0.45 m น าไปวิเคราะห์ด้วย HPLC ผลการ

วิเคราะห์ผลิตภัณฑผ์งน า้คั้นมะระขี้นกมีสาร  

charantin 0.86 มก.% 

3. การศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันของ

ผลิตภัณฑ์ผงน ้ าคั้นผลมะระข้ีนกในหนู

ขาว (Wistar) และ IRC mice 

 

การศึกษาพิษเฉียบพลนัโดยการกิน 

แบ่งสัตว์ทดลองทั้ง  Wistar rat และ 

ICR mice ออกเป็นกลุ่มๆ กลุ่มละ 10 ตัว ดังน้ี 

กลุ่มที่  1 เพศผู้ กลุ่มควบคุม ให้น า้ 

กลุ่มที่  2 เพศผู้ ให้ผงน า้คั้นจากผลสด

มะระ ขี้นกในขนาด 5 กรัม/

กก.นน.ตัว 

กลุ่มที่  3 เพศเมีย กลุ่มควบคุมให้น้ 

กลุ่มที่  4 เพศเมีย ให้ผงน า้คั้นจากผลสด

มะระขี้นก  ในขนาด 5 กรัม/

กก.นน.ตัว

 

 
 

 

รูปท่ี 1 องค์ประกอบเคมีของ charantin 

3-O-D-glucopyranosyl-(24)-ethylcholest-5-ene 

3-O-D-glucopyranosyl-(24)-ethylstigmasta-5, 25(27)-diene 
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การศึกษาพิษเฉียบพลนัโดยการฉีดเขา้ช่องทอ้ง 

การศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันโดย

การฉีดเข้าช่องท้องของ Wistar rat แบ่ง

ออกเป็นกลุ่มๆ กลุ่มละ 10 ตัว ดังน้ี 

กลุ่มที่  1 เพศผู้ กลุ่มควบคุม ให้น า้ 

กลุ่มที่  2 เพศผู้ ให้ผงน า้คั้นจากผลสด

มะระขี้นกในขนาด 500 มก./

กก.นน.ตัว 

กลุ่มที่  3 เพศผู้ ให้ผงน า้คั้นจากผลสด

มะระขี้นกในขนาด 600 มก./

กก.นน.ตัว 

กลุ่มที่  4 เพศผู้ ให้ผงน ้าคั้นจากผลสด

มะระขี้นกในขนาด 700 มก./

กก.นน.ตัว 

กลุ่มที่  5 เพศเมีย กลุ่มควบคุมให้น า้ 

กลุ่มที่  6 เพศเมีย ให้ผงน า้คั้นจากผลสด

มะระขี้นกในขนาด 500 มก./

กก.นน.ตัวกลุ่มที่  7 เ พ ศ

เมีย ให้ผงน ้าคั้ นจากผลสด

มะระขี้นกใน ขนาด 600 มก./

กก.นน.ตัว 

กลุ่มที่  8 เพศเมียให้ผงน า้คั้นจากผลสดมะระ

ขี้ นกในขนาด 700 มก./กก.นน.

ตัว 

 

การศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลนัโดยการฉีด

เขา้ช่องทอ้งของ ICR mice       

แบ่งออกเป็นกลุ่มๆ กลุ่มละ 10 ตัว ดังน้ี 

กลุ่มที่  1 เพศผู้ กลุ่มควบคุม ให้น า้ 

กลุ่มที่  2 เพศผู้ ให้ผงน า้คั้นจากผลสด

มะระขี้นกในขนาด 600 มก./

กก.นน.ตัว 

กลุ่มที่  3 เพศผู้ ให้ผงน า้คั้นจากผลสด

มะระขี้นกในขนาด 800 มก./

กก.นน.ตัว 

กลุ่มที่  4 เพศผู้ ให้ผงน ้าคั้นจากผลสด

มะระขี้ นก ในขนาด  1,000 

มก./กก.นน.ตัว 

กลุ่มที่  5 เพศเมีย กลุ่มควบคุมให้น า้ 

กลุ่มที่  6 เพศเมีย ให้ผงน า้คั้นจากผลสด 

มะระขี้นกในขนาด 600 มก./

กก.นน.ตัว 

กลุ่มที่  7 เพศเมีย ให้ผงน า้คั้นจากผลสด

มะระขี้นกในขนาด 800 มก./

กก.นน.ตัว 

กลุ่มที่  8 เพศเมีย ให้ผงน า้คั้นจากผลสด 

มะระขี้ นก ในขนาด  1,000 

มก./กก.นน.ตัว 

น าผลที่ ได้ (% จ านวนหนูที่ ตายในแต่ละ

กลุ่ม) ไปค านวณหาค่า LD50 โดยใช้โปรแกรม

ค านวณ probit plot  

 

4. การทดสอบผลของผลิตภณัฑผ์งน ้ าคั้นผล

มะระข้ีนกต่อระดบัน ้ าตาลในเลือดของ

หนูขาว ท่ีได้รับการเหนี่ ยวน าให้เ ป็น

เบาหวานดว้ย streptozotocin  

 แบ่งหนูขาว (Wistar) ที่ เป็นเบาหวาน 

ออกเป็น 5 กลุ่มๆละ 10 ตัว โดยแต่ละกลุ่มไม่

มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ

ของระดับน า้ตาลในเลือด ดังน้ี 

กลุ่มที่  1 ป้อนด้วยน า้กล่ันทุกวัน วันละ

คร้ังในตอนเช้า 

กลุ่มที่  2 ป้อนด้วย glibenclamide 10 

มก./กก.นน.ตัว ทุกวัน วันละ

คร้ังในตอนเช้า 
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กลุ่มที่  3 ป้อนด้วยน า้คั้นจากผลมะระขี้นก 

300 มก./กก.นน.ตัว ทุกวัน วัน
ละคร้ังในตอนเช้า 

กลุ่มที่  4 ป้อนด้วยน า้คั้น จากผลมะระ
ขี้นก ขนาด 600 มก./กก.นน.
ตัว ทุกวันวันละคร้ังในตอนเช้า 

กลุ่มที่  5 ป้อนด้วยน า้คั้น จากผลมะระ
ขี้นก ขนาด 1,200 มก./
กก.นน.ตัว ทุกวัน วันละคร้ังใน
ตอนเช้า 

หนูทุกกลุ่มได้รับติดต่อกนั นาน 3 เดือน  

เจาะเลือดและวัดระดับน า้ตาลในเลือด สปัดาห์

ที่  0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 และ 13 
ตามล าดับ ก่อนการเจาะเลือดในแต่ละคร้ังให้

อดอาหารอย่างน้อย 16 ช่ัวโมง 
 การเจาะเลือดหนูใช้วิธกีารตัดปลายหาง

และใช้หลอดคาปิลลาร่ีที่ ใช้เฉพาะกบัเคร่ืองวัดรี

โฟรตรอน เกบ็เลือด 32 ไมโครลิตร น าไป

หยอดบนแผ่นตรวจวัดระดับน า้ตาลในเลือดที่

ใช้เฉพาะกบัเคร่ืองรีโฟรตรอน 
 
ผลการวิจยัและวิจารณก์ารทดลอง 

 กา ร พัฒนาผลิตภัณฑ์ จากสมุนไพร

จ าเป็นต้องมีหลักฐาน สนับสนุนความปลอดภัย 

คุณภ าพและปร ะ สิ ท ธิ ภ าพ  ก า ร พัฒน า

ผลิตภัณฑ์จากน ้าคั้นผลมะระขี้ นก เป็นวิธีที่

อาศัยเทคโนโลยีท าให้น า้คั้นเปล่ียนเป็นผงแห้ง 

โดยไม่ท าให้องค์ประกอบเคมีของน ้าคั้ น

เปล่ียนแปลง ในน ้ าคั้ น  มี สารก ลุ่ม ต่ า งๆ 

โดยเฉพาะสารที่ แสดงฤทธิ์ ลดระดับน ้าตาลใน

เลือด โครงการผลิตภัณฑ์สมุนไพรคุณภาพ 

คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล ได้สกัด

แยกสารที่ แสดงฤทธิ์ ดังกล่าวจากผลมะระขี้ นก

และใช้สารเป็น active marker compound ใน

การควบคุมคุณภาพตั้ งแต่วัตถุดิบสมุนไพร 

ระหว่างการผลิต และ finished product 
ผลิตภัณฑ์ผงน า้คั้นมะระขี้ นกที่ ผ่านการควบคุม

คุณภาพได้รับการทดสอบคุณสมบัติลดน า้ตาล

ในเลือดในสัตว์ทดลองและศึกษาความเป็นพิษ 

จากการป้อนผลิตภัณฑ์ผงน ้าคั้นแก่หนูขาวที่

เป็นเบาหวาน พบว่า ขนาดที่ ลดน า้ตาลในเลือด

ในหนู 300 มก./กก.นน.ตัว (เทียบเท่ากับ

ปริมาณน ้าคั้นผลมะระขี้ นก 28 มล.) และ

ปรากฏผลในสัปดาห์ที่  13  ผลลดน ้าตาลน้ี
คล้ายกับผลของยาเบาหวาน   glibenclamide 
ขนาด 10 มก./กก.นน.ตัว  จากรูปจะเหน็ว่าหนู
เบาหวานทุกกลุ่มที่ ใช้ในการทดลองมีระดับ

น ้าตาลในเลือดค่อนข้างสูง (fasting blood 
sugar ในสัปดาห์ที่  0 เฉล่ีย 310 mg/dl) จึงท า
ให้ได้ผลลดน ้าตาลในเลือดอย่างมีนัย-ส าคัญ

ทางสถิติช้ากว่าที่ ควรจะเป็น ดังจะเห็นได้จาก

กลุ่มที่ ได้รับยา glibenclamide ซ่ึงเป็นยาที่ มี   

ประสิทธิภาพในการลดระดับน า้ตาลในเลือด ก็

ยังต้องรอถึง 13 สัปดาห์ กว่าจะแสดงผลลด

น า้ตาลในเลือดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
จากการศึกษาความเป็นพิษในหนูขาว

โดยการป้อนผลิตภัณฑ์น า้คั้นมะระขี้นก ขนาด 

5 กรัม/กก.นน.ตัว ซ่ึงเป็นขนาดสูงสุดที่ ให้ได้ใน
สัตว์ทดลอง ปรากฏว่าสัตว์ทดลองไม่มีอาการ

ผิดปกติ ใดๆและไม่ตาย และจากการฉีด

ผลิตภัณฑ์น ้าคั้นมะระขี้ นกเข้าช่องท้องของหนู

ขาว และ ICR mice พบว่าค่า LD50 อยู่ในช่วง 
500-5,000 มก./กก.นน.ตัว  ผลที่ ได้น้ีเมื่ อ

น า ไปประเม ินความเ ป็นพิษตาม toxicity 
classed : Hodge and Sterner Scale 
ผลิตภัณฑ์ผงน า้คั้นมะระขี้ นกน้ีเมื่ อให้โดยการ

รับประทาน จัดเป็นผลิตภัณฑ์ที่ มีพิษเล็กน้อย  
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(slightly toxic)  โดยที่ อาการพิษที่ พบในหนู

ขาวหลังจากได้รับการฉีดผลิตภัณฑน์ า้คั้นมะระ

ขี้นกเข้าช่องท้องคือ ซึม ไม่เคล่ือนไหว หายใจ

ช้าลง   ส่วนหนู ICR มีเลือดออกในตา  

ผลิตภัณฑผ์งน า้คั้นผลดิบมะระขี้นกจึงจัด

ว่ามีความปลอดภัยเมื่ อให้โดยการรับประทาน  

จากหลักฐานที่ น ามาใช้ตามสรรพคุณพ้ืนบ้าน 

การใช้เป็นอาหาร และจากการศึกษาวิ จัย

สนับสนุนด้านความปลอดภัยและประโยชน์ต่อ

สุขภาพ โดยเฉพาะอย่างย่ิงในผู้ป่วยที่ มี ระดับ

น า้ตาลในเลือดสงูกว่าปกติ   มีโอกาสพัฒนาขึ้น

เป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร หรือยาแผนโบราณ

พัฒนาที่ สามารถควบคุมคุณภาพให้สม ่าเสมอ     

สามารถพัฒนาผลิตภัณฑ์ผงน า้คั้นมะระขี้นกเป็น

รูปย า เม็ดห รื อแคปซู ล  ท า ใ ห้มี รู ปแบบ

หลากหลายและมีคุณภาพ ตลอดจนมีหลักฐาน

ทางวิทยาศาสตร์สนับสนุนเพียงพอจนสามารถ

แข่งขันได้ในตลาดโลก 

 
 
 

 
 
 
 
รูปท่ี 2   แสดงผลของผลิตภัณฑ์น า้คั้นมะระขี้ นก หรือ glibenclamide ต่อระดับน า้ตาลในเลือดหนู

ขาวที่ อดอาหารก่อนเจาะเลือด 
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Abstracts 

 

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by a 

selective loss of the dopaminergic neurons in the sunstantia nigra pars compacta (SNpc). 

This causes the reduction of dopamine neurotransmitter levels in the brain. Oxidative 

stress plays a major role in the pathogenesis of PD. At present, there are many studies 

investigating antioxidative agents and found vegetables and fruits contain various kinds 

of bioactive compounds possessing antioxidative stress. Thus, we briefly review some of 

herbal extracts for prevention on Parkinson’s disease for example turmeric, Ginkgo, 

Ginsen, Green tea, Grapes. 
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สารสกดัจากพืชท่ีออกฤทธ์ิตา้นภาวะเครียดออกซิเดชัน่ในโรคพารกิ์นสนั 
 

ยามาระตี จยัสิน
1
, ปิยาน ีรตันช านอง

2
 

 
1
ภาควชิาเภสชัวิทยา คณะแพทยศาสตร ์มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวโิรฒ 

2
ภาควชิาเภสชัวิทยา คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัมหิดล 

 
บทคดัย่อ 

 
โรคพาร์กนิสนัเป็นโรคที่ เกดิจากภาวการณ์เสื่ อมของเซลล์ประสาทชนิดโดปามิเนอจิก ที่ อยู่ใน

ส่วน substantia nigra pars compacta เป็นสาเหตุให้ปริมาณสารสื่ อประสาทโดปามีนลดลง ซ่ึงการ
เกดิภาวะเครียดออกซิเดช่ันเป็นสาเหตุส าคัญที่ กระตุ้นให้มีการด าเนินของโรคพาร์กนิสนั ในปัจจุบันมี

การศึกษาสารที่ สามารถต้านอนุมูลอสิระกนัมากและพบว่าในพืชผักและผลไม้มีสารเคมีที่ มีศักยภาพใน

การป้องกนัภาวะเครียดออกซิเดช่ัน ในบทความน้ีจะกล่าวถึงสารส าคัญที่ สามารถออกฤทธิ์ ในเชิง

ชีวภาพของขมิ้นชัน ใบแปะกว๊ย โสม ชาเขียวและองุ่น ในการป้องกนัการเกดิโรคพาร์กนิสนั 
 
 
 
ค าส าคญั   โรคพาร์กนิสนั,  ภาวะเครียดออกซิเดช่ัน, เคอร์คูมินอยด์, โพลีฟีนอล, EGb 761, 

Ginsenosides, Catechin,เรสเวอราทรอล
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บทน า 
 

โรคพาร์กินสัน  (Parkinson
,
s 

disease) หรือโรคสั่นสันนิบาต เป็นโรคทาง

สมองซ่ึงเกี่ ยวข้องกับความเสื่ อมของระบบ

ประสาท ที่ พบได้ค่อนข้างบ่อย โดยเฉพาะใน

ผู้สูงอายุ รองลงมาจากโรคหลงลืมหรือโรคอัล
ไซเมอร์  นายแพทย์เจมส์ พาร์กินสัน (James 
Parkinson) ชาวอังกฤษ เป็นผู้รายงานโรคน้ี
เป็นคนแรกในปี พ.ศ. 2360 

  โรคพาร์กินสันเกิดขึ้นในอัตราส่วนที่

ใกล้เคียงกันระหว่างผู้หญิงกับผู้ชาย อายุเฉล่ีย

ของผู้ป่วยอยู่ระหว่าง 60 ถึง 80 ปี1 มีรายงาน
ว่าประมาณ 5 % ของผู้ป่วยพาร์กินสัน มี

อาการของโรคพาร์กินสัน ก่อนอายุ40 ปี 

(young - onset Parkinson,s disease : 
YOPD)2 โดยผู้ป่วยจะมีพยาธิสภาพ

เช่นเดียวกับผู้ป่วยพาร์กินสันที่ อายุมากแต่การ

ด าเนินของโรคอาจแตกต่างกันไป องค์การ

อนามัยโลก หรือ WHO รายงานว่า สถิติอัตรา
การเกิดโรคพาร์กินสัน อยู่ที่ ประมาณ 700, 
000 คน ของประชากรทั้งหมดที่ อยู่ในเอเชีย

ตะวันออกเฉียงใต้
3
 แต่สถิติอัตราการเกิดโรค

พาร์กนิสนัในประชากรของประเทศไทยยังมีไม่

มาก ซ่ึงรายงานส่วนใหญ่จะอยู่ประมาณ 1% 
ของประชากรทั้งหมด

4
            

 

อาการของโรคพารก์ินสนั   
 

เซลล์ประสาทชนิดโดปามิ เนอจิก 

(dopaminergic) ที่ อยู่บริเวณในสมองส่วนที่

เรียกว่า substantia nigra จะสร้างสารสื่ อ

ประสาทที่ เรียกว่าโดปามีน สารน้ีจะท าหน้าที่

เป็นสะพานเช่ือมไปยังสมองส่วนที่ เ รียกว่า 
corpus striatum ท าให้การท างานของ

กล้ามเน้ือมีก าลังและประสานกันได้อย่างดี  มี

ข้อมูลบ่งช้ีว่าหลังจากสมองเกดิบาดเจบ็ จะเกิด

อนุมูลอิสระเพ่ิมขึ้ นมากและจะท าให้เซลล์

ประสาทโดปามิเนอจิกตายด้วยขบวนการ 
apoptosis มากกว่า necrosis5-7

 เมื่ อเกิดการ

ตายของเซลล์ประสาทชนิดน้ี เป็นเหตุให้ขาด

แคลนสารสื่ อประสาทโดปามีน ท าให้เกิดการ

เสื่ อมและสูญเสียสภาพทางระบบประสาท

ตั้งแต่ nigrostriatal pathway จาก substantia 
nigra pars compacta ไปสู่ striatum ส่งผลให้
การท างานของกล้ามเน้ือจะไม่ประสานงานกัน 

ผู้ป่วยโรคพาร์กินสันจะมีอาการมือกระตุก 

หรือมือสั่น (tremor), อาการเกรง็ของแขนและ
ล าตัว (rigidity),  การเคล่ือนไหวช้า 

(bradykinesia), เสียการทรงตัว (postural 
instability) รวมถึงไม่สามารถท างานที่ ต้อง

ประสานงานของกล้ามเน้ือหลายๆมัดได้ ผู้ป่วย

มักจะไม่มีการเคล่ือนไหวที่ เป็นปกติ เช่นการ

ย้ิม การกระพริบตา การแกว่งแขน  การพูดช้า 

เสียงเบา ไม่มีเสียงสูงหรือต ่า และ การกลืน

ล าบาก
8-9 

 
พยาธิสภาพทางสมองของผูป่้วยโรคพารก์ิน

สนั   
 

การตรวจทางพยาธิสภาพทางสมอง

ของผู้ป่วยโรคพาร์กินสัน  พบว่ามีจ านวนเซลล์

ประสาทชนิดโดปามิเนอจิกลดลง สมองส่วน 

substantia nigra ที่ ปกติมีสีค่อนข้างเข้มจะจาง
ลงไป การตรวจทางจุลพยาธิสภาพก็จะพบ 
Lewy bodies มากขึ้ นซ่ึงเป็น inclusion ใน 

cytoplasm ที่ พบมากในเซลล์สมองส่วน 

substantia nigra, locus coeruleus, 
thallamus และพบบางส่วนใน cerebral 
cortex10
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รูปท่ี 1 พยาธิสภาพทางสมองของโรคพาร์กนิสนั 

A. สภาพทางระบบประสาทของคนปกติตั้งแต่ nigrostriatal pathway จาก substantia nigra pars 

compacta ไปสู่ striatum 

B. สภาพทางระบบประสาทของผู้ป่วยโรคพาร์กนิสนั พบการเสื่ อมและสญูเสียสภาพทางระบบ
ตั้งแต่ nigrostriatal pathway จาก substantia nigra pars compacta ไปสู่ striatum 

C. ลักษณะของก้อนโปรตีนที่ เรียกว่า Lewy body ซ่ึงภายในประกอบไปด้วย โปรตีน alpha-

synuclein และ ubiquitin
11
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สาเหตุของโรคพารก์ินสนั   

 
โดยปกติแล้ว ร่างกายของคนเราจะ

สร้างอนุมูลอิสระตลอดเวลา อนุมูลอิสระ

เหล่าน้ีได้แก่   hydroxyl radicals (OH
•
), 

hydrogen peroxide (H2O2), superoxide 

anion (O2

•-
), nitric oxide (NO) และ 

peroxynitrite (ONOO
-
) ผ่านทางขบวนการเม

ตาบอไลทใ์น mitochondria เพ่ือสร้างพลังงาน

ให้แก่ร่างกาย
12
 แต่ร่างกายคนเราต้องมีกลไก

ในการควบคุมอนุมูลอิสระ เพ่ือป้องกันการ

ท าลายโครงสร้าง และรักษาหน้าที่ ต่างๆ ของ

เซลล์ที่ อ ยู่ไนร่างกาย โดยร่างกายจะผลิต

เอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ glutathione 

peroxidase (GPx), superoxide dismutase 

(SOD) และ catalase (CAT) มีหลายรายงาน

การวิจัยที่ อ้างถึงกลไกการเกิดโรคพาร์กินสัน 

โดยทฤษฎีที่ ได้รับการยอมรับกันมากที่ สุดใน

ปันจุ บันคือ คือ ภาวะเครียดออกซิเดช่ัน 

(oxidative stress) ในพยาธิสภาพของโรคพาร์

กินสัน การสร้างเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระจะ

ลดลง จนไม่เพียงพอที่ จะต้านอนุมูลอิสระที่

เกิดขึ้ นมากมาย ก่อให้เกิดภาวะเครียดออกซิ

เ ด ช่ั น ต า ม ม า  เ ป็ น ผ ล ท า ใ ห้ เ กิ ด ก า ร

เปล่ียนแปลงภายในเซลล์ เช่น การท าลายของ 

DNA ภายในเซลล์ (DNA damage) การ

ท าลายโปรตีนภายในเซลล์ (protein damage) 

หรือเกิดการเปล่ียนแปลงในไขมันไม่อิ่ มตัว ซ่ึง

เป็นส่วนประกอบของผนังเซลล์ ท าให้เซลล์

หยุดท างาน หยุดการซ่อมแซม การท าหน้าที่

ต่างๆ ของเซลล์เสียไป จนน าไปสู่การท าลาย

เน้ือและเซลล์ประสาทในสมอง
13-14

 

 
  

 

 

 
 

 

รูปที่  2  การสะสมของ ROS (ROS formation) และ การล้างพิษ  (detoxification)
15 
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จากรายงานการวิจัยของผลการตรวจ

ช้ินเน้ือในสมองส่วน substantia nigra ของ

ผู้ป่วยโรคพาร์กินสัน  พบการเพ่ิมขึ้ นของ

โปรตีน malonyldialdehyde
16-17

, lipid และ 

cholesterol hydroperoxide
16

,  8-hydroxy-

2-deoxyguanosine (8-OHdG)
18 
และ 4-

hydroxy-2-nonenal (HNE)
19-20

 เป็นจ านวน

มาก  โปรตีนเหล่าน้ีจัดเป็นตัวบ่งช้ีของการเกิด

ภ า ว ะ เค รี ยดออก ซิ เ ด ช่ั นที่ เ ป็ นผลจ า ก 

oxidative damage ในสมองของผู้ป่วยโรคพาร์

กินสัน ดังน้ันจึงกล่าวได้ว่าภาวะเครียดออกซิ

เดช่ัน มีบทบาทส าคัญต่อการเสื่ อมสภาพของ

เซลล์ประสาท และเป็นสาเหตุหลักที่ น าไปสู่

การเกดิโรคพาร์กนิสนั 

อกีสมมติฐานหน่ึงซ่ึงได้รับการยอมรับ 

เกี่ ยวกบัการเกดิอนุมูลอสิระในสมองของผู้ป่วย

โรคพาร์กินสัน คือ ขบวนการ metabolism 

ของโดปามีน เมื่ อโดปามีนถูกหล่ังออกจากที่

เ ก็บ สู่  cytoplasm โ ด ป า มี น เ อ ง ส า ม า ร ถ

เกิ ดปฏิกิ ริ ย า ออ โ ต้ ออก ซิ เ ด ช่ั น  ( auto-

oxidation) รวมถึงผ่านกระบวนการเมตาโบลิ

ซึม โดย  เ อน ไ ซม์  monoamine-oxidase-A 

(MAO-A) เ ป ล่ี ย น โ ด ป า มี น เ ป็ น 

dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) และ 

hydrogen peroxide (H2O2)
21-22

 นอกจากน้ี 

DOPAC  จะถูก oxidized ต่อไปเป็น  

dopamine quinones
23  
ซ่ึงเป็น highly reactive 

molecule ก่อให้เกดิการท าลายดีเอน็เอ โปรตีน 

ไขมัน และโมเลกุลขนาดเลก็อื่ นๆ ที่ น าไปสู่

การตายของเซลล์ประสาทในสมอง 

 
สมุนไพรกบัโรคพารก์ินสนั   

 

มีห ลักฐาน ชัด เจน ว่ าสาร ในก ลุ่ม 

polyphenolic ที่ พบอยู่ในพืช ผักและผลไม้ มี

ฤทธิ์ ในเชิงชีวภาพที่ ส าคัญคือ การต้านอนุมูล

อิสระ ปัจจุบันสาร polyphenolic จึงถูกน ามา

ศึกษา และวิจัยกันอย่างกว้างขวาง เพ่ือที่ จะ

น ามาใช้ ป้องกันการเสื่ อมและการตายของ

เซลล์ประสาทในสมอง   

 

ขมิ้ นชนั 

 

เคอร์คูมินอยด์ (curcuminoids) เป็น

สารสกัดที่ มีสีเหลืองส้ม ถูกสกัดมาจากเหง้า

ขมิ้นชัน (turmeric) เป็นสารส าคัญที่ สามารถ

อ อ ก ฤ ท ธิ์ ใ น เ ชิ ง ชี ว ภ า พ  (bioactive 

compound) ได้  ประกอบด้วย สารหลัก 3 ตัว 

คือ เคอร์คูมิน (curcumin) 75-80%,  ดีเมท็

อกซ่ีเคอร์คูมิน (demethoxycurcumin) 15-

20%  และ บิสดีเมทอ็กซ่ีเคอร์คูมิน 

(bisdemethoxycurcumin) 3-5% เน่ืองจาก 

สารเคอร์คูมินอยด์ มีโครงสร้างทางเคมีเป็น 

phenolic compound จึงมีคุณสมบัติเป็นสาร

ต้านอนุมูลอิสระ นอกจากน้ี ยังมีฤทธิ์ ต้านการ

อักเสบ ฤทธิ์ ป้องกันการเกิดมะเร็ง  และฤทธิ์

ต้ า น  virus แ ล ะ  bacteria
24-25,27

   จ า ก

การศึกษาในสัตว์ทดลอง การฉีดสารเคอร์คูมิ

นอยด์ในปริมาณต ่าๆ แก่หนู ก่อนการฉีด โด

ปามีน เข้าทาง intrastrial สามารถช่วยป้องกัน

การตายของเซลล์สมอง จากภาวะเครียดออกซิ

เดช่ัน ที่ มีสาเหตุจากโดปามีนได้
26 

 นอกจากน้ี

ยังมีรายงานวิจัยจากห้องปฏิบัติการเพาะเล้ียง

เน้ือเยื่ อ พบว่า  สารเคอร์คูมินอยด์ มีฤทธิ์ ต้าน

อนุมูลอิสระในเซลล์ SH-SY5Y ที่ ถูกกระตุ้น

ด้วยสารพิษต่อสมอง 1-methyl-4-phenyl-

1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) ซ่ึง

ส่งผลช่วยป้องกันการตายของเซลล์ผ่านทาง

สัญญาณ apoptosis โดยไปช่วยป้องกันการ

สูญเสียของ  mitochondrial membrane 



48                                                                                           Thai J Pharmacol; Vol 32: No 2, 2010                                                                                                             

  

potential (MMP) รวมทั้งไปยับย้ังการเพ่ิมขึ้น

ของอนุมูลอิสระและโปรตีน iNOS (inducible 

nitric oxide) และยังไปกระตุ้นการเพ่ิมขึ้นของ

โปรตีน Bcl-2
28
   

 

ใบแปะกว้ย 

 

แปะก้วย มีช่ือทางวิทยาศาสตร์

ว่า  Ginkgo biloba L. ประกอบด้วยสารส าคัญ

ที่ สามารถออกฤทธิ์ ในเชิงชีวภาพอยู่ 2 กลุ่ม 

คือ flavonoids 24 %  และ terpenoids 6% ที่

ประกอบด้วย  ginkgolides และ balobilide
29 

 

ซ่ีงมีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ และยัง

มีฤทธิ์ขยายหลอดเลือด ช่วยเพ่ิมการไหลเวียน

ของโลหิตไปสู่สมอง และปลายมือปลายเท้า 

รวมทั้งช่วยส่งเสริมให้ความจ าดีขึ้ น Ginkgo 

biloba extract (EGb 761) คือสารสกัดที่ นิยม

ใ ช้ ใน ห้องปฏิ บั ติ ก าร  จากการ ศึกษาใน

สัตว์ทดลอง โดยการให้หนูกินสารสกัด EGb 

761 ก่อนการกระตุ้นด้วยสารพิษต่อสมอง 

พบว่ามีฤทธิ์ เ ป็น superoxide radical 

scavenger จับกิน superoxide anion  ท าให้

ปริมาณ superoxide anion ลดลง ลดการ

ท างานของเอนไซม์ SOD และ CAT ซ่ึง

สามารถป้องกันการถูกท าลายของเซลล์สมอง

จากอนุมูลอิสระ และเมื่ อให้สารสกัด EGb 

761 โดยการฉีดเข้าช่องท้องหนู พบว่า EGb 

761 ไปยับย้ังการเปล่ียนรูปของ membrane ที่

เกิดจากการอนุมูลอิสระ รักษาสมดุลการเข้า

และออกของ Ca
2+ 
ภายในเซลล์ ยับย้ังการเกบ็

กลับของสารสื่ อประสาทโดปามีนและยับย้ังการ

ท างานของเอนไซม์ monoamine oxidase และ 

ลดการเสื่ อมของเซลล์ประสาทโดปามิเนอจิก 

ส่งผลให้ปริมาณสารสื่ อประสาทโดปามีน ใน

สมองของผู้ป่วยโรคพาร์กนิสนัเพ่ิมข้ึน
30-35

 

โสม 

 

โสม เป็นพืชในตระกูล Araliaceae 

เป็นสมุนไพรที่ ค้นพบนิยมใช้อย่างแพร่หลาย

และเป็นที่ ยอมรับมานานนับพันปีว่าเป็นยา

อายุวัฒนะ บ ารุงสขุภาพ ส่งเสริมภมูิคุ้มกันของ

ร่างกาย ได้มีการสกัดเอาสารส าคัญที่ สามารถ

ออกฤทธิ์ ในเ ชิง ชีวภาพของโสมที่ มี ช่ือ ว่า 

Ginsenosides มาวิเคราะห์พบว่าประกอบด้วย

สารที่ สามารถออกฤทธิ์ ในเชิงชีวภาพหลายชนิด 

ยกตัวอย่างเช่น Rb1, Rb2, Rc, Rd, Re และ 

Rg ซ่ึงนักวิทยาศาสตร์ได้ให้ความสนใจ

น ามาใช้ในการทดลองอย่างกว้างขวาง และท า

ให้ทราบว่าสารสกัดจากรากโสมมีผลต่อการ

ท างานของระบบประสาทส่วนกลาง เช่น ใช้

เป็นยากันชัก, ต้านอาการทางจิต, ยาแก้ปวด, 

ต้านความเมื่ อยล้า และ ส่งเสริมให้ความจ าดี

ขึ้น
36-37

 จากการศึกษาในสตัว์ทดลอง  โดยการ

ให้หนูกินสารสกัดจากโสมก่อนที่ ถูกกระตุ้ น

ด้วยสารพิษต่อสมอง พบว่าหนูที่ ได้รับสารสกัด

จากโสมมีปริมาณ เอนไซม์ไทร็อกซินไฮโดร

ซีเลส (tyrosine hydroxylase) ใน substantia 

nigra ไม่เปล่ียนแปลง และลดการท างานของ 

glutamate pathway เป็นการยับย้ังการส่งกลับ

ของสารสื่ อประสาทโดปามีน ส่งผลให้ลดการ

ท างานของ dopamine transporter นอกจากนน้ี

ยังมีรายงานจากห้องปฏิบัติการเพาะเล้ียง

เ น้ื อ เ ย่ื อ  โ ด ย ก า ร ใ ห้  lipopolysaccharide 

(LPS) ไปกระตุ้นการหล่ังของ cytokines และ 

nitric oxide (NO) พบว่าสารสกัดจากโสม

สามารถลดการหล่ังของ cytokines และ NO ที่

เป็นพิษต่อสมอง โดยไปจับกับ super oxide 

anion  ลดการเกิดภาวะเครียดออกซิเดช่ัน ซ่ึง

สามารถป้องกนัการตายของเซลล์ประสาท
38-41

 

 

http://th.wikipedia.org/wiki/Carolus_Linnaeus
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ชาเขียว  

 

           ชาเขียว มีช่ือทางวิทยาศาสตร์ว่า 

Camellia sinesis มีมากกว่า 2,000 สายพันธุ ์

ซ่ึงชนิดของชาแบ่งได้เป็นหลายประเภทและที่

น่าสนใจอีกประเภทหน่ึง คือ ชาเขียว (green 

tea) ได้มาจากการน า ใบชาแห้งไปคั่วหรืออบ

ไอน า้เพ่ือท าลายเอนไซม์ และป้องกันการออก

ซิเดช่ันของสารโพลีฟีนอล (polyphenols) ซ่ึง

เป็นสารส าคัญที่ มีฤทธิ์ ต่าง ๆ เช่น  ต้านอนุมูล

อสิระและป้องกนัการเกดิออกซิเดช่ันของ LDL 

ในพลาสมาและในตับ จับกับเหล็กยับย้ังการ

ดูดซึมของเหล็กในล าไส้ ต้านการอักเสบ 

ป้องกันการเกิดมะเรง็ ต้านการเจริญที่ ผิดปกติ

ของหลอดเลือด,โรคระบบหัวใจและหลอด

เลือด
42-47

 catechin เป็นสารส าคัญที่ ออกฤทธิ์

ในเชิงชีวภาพ  จ าแนกได้ 4 กลุ่มใหญ่ ๆ คือ 

epicatechin (EC), epigallo catechin 

(EGC), epicatechin gallate (ECG), 

epigallo catechin gallate (EGCG)  จาก

รายงานวิจัยในห้องปฏิบัติการการเพาะเล้ียง

เน้ือเย่ือพบว่า ECG มีฤทธิ์ ในการป้องกันการ

ตายของเซลล์ PC12  และ  EGCG มีฤทธิ์ ใน

การป้องกันการตายของเซลล์ SH-SY5Y  ที่

ถู ก ก ร ะ ตุ้ น ด้ ว ย ส า ร พิ ษ ต่ อ ส ม อ ง  6-

hydroxydopamine (6-OHDA) โดยไปยับย้ัง

กลไก ROS-NO pathway ยับย้ังการเพ่ิมขึ้ น

ของ Ca
2+ 
มีผลท าให้สร้าง NO ลดลง และลด

การท างานของ NF-κB ในเซลล์ SH-SY5Y 

และ สาร epicatechin ยังสามารถลด LDL 

oxidation ใน striatal neurons ของหนูทดลอง

ได้
48-52

 

องุ่น 

 

อ งุ่ น เ ป็ น พื ช ที่ ไ ด้ รั บ ค ว า ม นิ ย ม

รับประทานในรูปผลไม้และเคร่ืองดื่ มแล้ว 

หลายส่วนของต้นองุ่นยังใช้ส าหรับท าเป็นยา

หรือสมุนไพร เน่ืองจากมีการค้นพบว่ามี

สาระส าคัญที่ มีประโยชน์ต่อร่างกาย เช่น โอลิ

โกเมอริก โปรแอนโธไซยานิดินส์ (oligomeric 

proanthocyanidins) เป็นสารในกลุ่มไบโอฟลา

โวนอยด์(bio-flavonoids) และ เรสเวอรา

ทรอล (resveratrol) จัดอยู่ในกลุ่มของ

สารประกอบโพลีฟีนอล ซ่ึงมีคุณสมบัติที่

ส าคัญในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระอย่างมี

ประสิทธิภาพ เรสเวอราทรอล พบมากในองุ่น

และไวน์แดง มีฤทธิ์ เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ

และ ต้ านการอั ก เสบ  จ ากการ ศึ กษา ใน

สัตว์ทดลองพบว่า เรสเวอราทรอลสามารถลด

การถูกท าลายของระบบประสาทจากสารพิษต่อ

สมอง 6-OHDA จากผลการตรวจช้ินเน้ือส่วน 

substantia nigra  พบว่ามีฤทธิ์ ลดการอักเสบ

โดยยังย้ังการสร้าง prostaglandin และ COX-

2 activity
53-55  

และยังมีรายงานว่าหนูที่

ได้ รับเรสเวอราทรอลมีระดับ  glutathione 

เพ่ิมขึ้ น และ มีปริมาณthiobarbiyuric acid 

(TBA) ในสมองน้อยกว่าหนูที่ ไม่ได้รับเรสเวอ

ราทรอล ที่ ถูกกระตุ้ นด้วยสารพิษต่อสมอง 

นอกจากน้ียังยับย้ังการเกิดปฏกิิริยาออโต้ออก

ซิเดช่ัน (auto-oxidation)ของโดปามีน โดยไป

เพ่ิมเอนไซม์ต้านออกซิเดช่ันในสมอง
56
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