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Abstract 

  

Water extract from Stephania venosa (S. venosa) tubers has a sedative effect in an 

animal experiment.  It has been known that sedative activities may involve antagonism of the N-

methyl D-aspartate (NMDA), serotonin (5-HT), or glycine receptors. NMDA receptor is 

particularly interesting because it is involved in several neuronal dysfunctions.  Therefore, this 

study aimed to evaluate the effects of water extract from S. venosa tubers on the NMDA 

receptor. Xenopus oocytes were injected with cRNA mixture of NR1a and NR2B and responses 

to NMDA were recorded using the two-electrode voltage clamp technique. The extract at 0.1–

1000 µg/ml dose-dependently inhibited the NMDA receptor function with an IC50 of 200 µg/ml.  

The inhibitory effect of the extract was reversible when compared to that of the NMDA-channel 

blocker MK-801.   Combinations of the extract and the competitive NMDA receptor antagonist 

AP-5 showed a more pronounced inhibition than either one alone.  Selectivity of the inhibitory 

effect of the extract was also evaluated. The extract decreased 5-HT receptor function with an 

upward bell-shaped concentration dependence. The extract at 1–100 µg/ml dose-dependently 

decreased 5-HT receptor response with an IC50 of 3 µg/ml but at 0.1–1 µg/ml the inhibition was 

gradually increased when the concentration was decreased.  The inhibitory effect of the extract 

on glycine receptors was less potent than the effect on NMDA receptor.  These results suggest 

that the extract reversible inhibited the NMDA receptor by interacting with a binding site rather 

the site for AP-5. Moreover, the inhibition of the extract was more specific to NMDA receptor 

than glycine receptor. Possible active compound (s) underlying the inhibitory effect of the 

extract are discussed. 

 

Key Words Stephania venosa tubers, water extract, Xenopus oocytes, NMDA receptor 
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Introduction 

 

Stephania venosa Spreng (S. 

venosa), commonly known in Thai as 

Boraphet-phungchang, Sabu-le-ad or Kling 

klaang dong, is a plant in the family of 

Menispermaceae. Many studies have 

reported that S. venosa tuber in Thailand 

revealed a variety of pharmacological 

activities including antimalarials (1), 

acetylcholinesterase inhibitors (2), 

antiproliferative activity on cancer cells 

(3,4), and antiinflammatory activity  (5). 

Over thirty isoquinoline alkaloids isolated 

from the tuber (6-8) exibit many biological 

activities, such as aromoline possess 

antiplasmodial, antiamoebic, and cytotoxic 

activities; berbamine and tetradrine inhibit 

the production of interleukin-1 and tumor 

necrosis factor; berbamunine and 

cepharanthine display antiinflammatory and 

immunosuppressive activities; dicentrine 

shows antihypertensive; and palmatine has 

sedative activity (9,10).   

Although, most people have used 

the tuber of S. venosa in the form of crude 

drugs, boiled solution, liquor soaking, or 

pills, scientific evidences of these 

formulations have not been clarified.  Our 

previous observation found that animals 

orally intaking water extract from the tuber 

of S. venosa become sedated.  Sedative 

activity of any compounds may involve 

inhibition of excitatory neurotransmitter.  

N-methyl D-aspartate (NMDA) is an 

excitatory neurotransmitter acting as a 

specific agonist at the NMDA receptor. 

NMDA receptor is particular interesting 

because it mediates many neuronal 

dysfunctions such as Alzheimer’s diseases 

(11). Therefore, this study aimed to 

evaluate the effects of water extract from S. 

venosa tubers on NMDA receptor.  

Materials and Methods 

 

Plant material and extract preparation 

Authentication of the tuber of S. 

venosa (Bl.) Spreng was achieved by 

comparison with herbarium specimens at 

the Bangkok Forest Herbarium, Royal 

Forest Department, Ministry of Agriculture 

and cooperatives, Bangkok, Thailand.   

 S. venosa tubers were collected 

from Rachaburi Province, Thailand.  The 

fresh tubers were harvested, chopped into 

small pieces, and dried under the sun light 

for 2–3 days.   The dried tubers were boiled 

for 5 h.  The solutions were then filtered and 

lyophilized using a freeze dryer to yield a 

brown powder.   

 

RNA preparation  

cDNA clones of NR1a and NR2B 

were kindly provided by Dr. K. Igarashi 

(Faculty of Pharmaceutical Sciences, Chiba 

University). The circular cDNAs of NR1a 

and NR2B were linearized with NotI and 

EcoRI, respectively. The linearized NR1a 

and NR2B cDNAs were then transcribed 

into cRNAs in vitro with T7 and T3 RNA 

polymerase, respectively, using an 

mMessage mMachine transcription kit 

(Ambion, Austin, TX, USA). NR1a and 

NR2B cRNAs were diluted with nuclease-

free water to approximately 0.5 μg/μl of 

each and were mixed at a ratio of 1:4 before 

injection into Xenopus oocytes. Total RNA 

(5 mg/ml) for 5-HT or glycine receptor was 

prepared from whole brain or spinal cord of 

adult male rats, respectively, using the 

Trizol reagent (Gibco-BRL) (12).  

 

Oocyte injection  
Defolliculated stage V–VI oocytes 

were prepared from Xenopus laevis 

(Xenopus Express, Cape, South Africa) as 

described previously (13). Briefly, Xenopus 

laevis were anesthetized in ice-water, and a 

lobe of the ovary was dissected and placed 

in sterile modified Barth’s solution (MBS: 

88 mM NaCl, 1 mM KCl, 0.41 mM CaCl2, 

0.33 mM Ca(NO3)2, 0.82 mM MgSO4, 2.4 

mM NaHCO3, 7.5 mM Tris 

(hydroxymethyl) aminomethane, pH 7.6). 

Oocytes were then isolated manually and 

defolliculated by incubation in 2 mg/ml 

collagenase (type IA; Sigma, St. Louis, MO, 

USA) at 19 °C for 1 h in calcium-free MBS 

solution.  Each oocytes was injected with 

either 27.6 nl of NR1a/NR2B RNA mixture 

or 46 nl of the total RNA.  After injection, 

oocytes were incubated in MBS containing 

2.5 units/ml penicillin and 2.5 μg/ml 

streptomycin at 19 °C.  

 

Electrophysiological recording  

Responses to NMDA were 

recorded using a two electrode voltage-
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clamp amplifier (GeneClamp 500B; Axon 

Instrument, Foster City, CA, USA) at a 

holding potential of - 70 mV unless noted 

otherwise. Electrodes were filled with 3 M 

KCl and had resistances of 0.5–5 M. 

Oocytes were positioned in a 50-μl chamber 

and continuously perfused with Mg
2+

-free 

MBS solution at 1 ml/min at room 

temperature. The drugs were applied until a 

plateau or peak of the response was 

observed. Data were recorded and digitized 

for analysis (MacLab 200; ADInstruments, 

Castle Hill, NSW, Australia). The washout 

period for recovery was 3–5 min, 

depending on the concentration of drugs 

applied. Most data are expressed as the 

mean ± S.E.M. For statistical analysis, the 

SigmaStat (ver3.5) program was used. Data 

were subjected to the paired t-test when 

effects were compared between before and 

after drug application in the same oocytes 

or the unpaired t-test when the experiments 

were performed in different oocytes.  If the 

data was compared with 100% control, 

Mann-Whitney Rank Sum test was used. 

 

Results 

 

Inhibitory effect of the S. venosa extract 

on the NMDA receptor  

To clarify the efficacy of the extract 

on the expressed NMDA receptor, the 

inhibitory effect of the extract at 0.1–1000 

μg/ml was tested with 10 M glutamate 

plus 10 M glycine. The current response 

elicited by 10 M glutamate plus 10 M 

glycine was dose-dependently reduced by 

the extract with IC50 of 200 μg/ml (Fig. 1).  

The inhibitory effect of the extract easily 

disappeared after washout comparing to 

that of the noncompetitive NMDA receptor 

antagonist MK-801 (Fig. 1A). 

 

 
 

Figure 1  Dose-dependent inhibitory effects of S. venosa extract on NMDA receptor. Oocytes 

injected with NR1a and NR2B cRNAs were applied with 10 μM glutamate plus 10 

μM glycine (Glu-gly) in the absence (control) or presence of the extract. A) 

Examples of NMDA currents inhibited by the extract at different concentrations 

(10-1000 μg/ml). MK-801 (10 μM) is a noncompetitive NMDA receptor  antagonist 

was tested as a positive control. B) Data are expressed as the mean ± S.E.M. of 

percentages of control NMDA currents from  5-8 oocytes.  
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Inhibitory effect of the S. venosa extract 

on the NMDA receptor was enhanced by 

AP-5  
To study a possible mechanism by 

which the extract inhibits the NMDA 

receptor, the inhibitory effects of the extract 

in the presence of the competitive NMDA 

receptor antagonist AP-5 were determined. 

Simultaneous application of the extract and 

AP-5 to oocytes caused a significant 

increase inhibitory effect of the extract 

when compared to the effect caused by the 

extract or AP-5 alone (Fig. 2). When the 

extract at 200 μg/ml and AP-5 at 10 M 

were tested, the percentage of inhibition 

were 32  4.5, 32  1.7, and 54  3.3 for the 

extract, AP-5, and combination of the 

extract and AP-5, respectively. When the 

extract at 300 μg/ml and AP-5 at 3 M 

were tested, the percentage of inhibition 

were 67  2.9, 14  1.5, and 78  2.6 for the 

extract, AP-5, and combination of the 

extract and AP-5, respectively. 

Inhibitory effect of the S. venosa extract 

on 5-HT and glycine receptors 

To examine the specificity of the 

inhibitory effect of the extract on NMDA 

receptor, we tested the effects of the extract 

on 5-HT and glycine-induced currents in 

oocytes injected with rat brain or spinal 

cord mRNA, respectively.  The inhibitory 

effect of the extract at 0.1–100 μg/ml was 

tested with 0.1 μM 5-HT. The inhibition by 

the extract gradually decreased during 

application of the extract in the 

concentration range of 0.1–1 μg/ml and 

gradually increased during the extract 

concentration of 1–100 μg/ml (Fig. 3). IC50 

of the dose-dependent inhibition of the 

extract on 5-HT receptor is 3 μg/ml. The 

extract at 30 μg/ml almost completely 

inhibit the 5-HT receptor (99 %). The 5-HT 

responses that were reduced by the extract 

at high concentrations hardly recovered 

after washout. 

 

 
 

 

Figure 2 Additive effect of S. venosa water extract and AP-5 on NMDA receptor. Oocytes 

injected with NR1a and NR2B cRNAs were applied with 10 μM glutamate plus 10 

μM glycine in the absence (control) or presence of the extract (200 or 300 µg/ml) or 

AP-5 (3 or 10 µM) or the extract plus AP-5. A) Examples of NMDA currents 

inhibited by the extract or AP-5 alone and the extract plus AP-5.  B) Data are 

expressed as the mean ± S.E.M. of percentages of control NMDA currents from  3-

16 oocytes.*P< 0.001, compared with S. venosa or AP-5 alone.  
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Figure 3  Dual inhibition of S. venosa extract on 5-HT receptors. Oocytes injected with total 

rat brain RNAs were applied with 0.1 μM 5-HT in the absence (control) or presence 

of the extract at various concentrations (0.1 – 100 μg/ml). A) Examples of traces 

demonstrated the effects of the extract at 3 and 30 μg/ml. Oocytes were applied 

with the extract 1 min before simultaneously application with 5-HT. B) Data are 

expressed as the mean ± S.E.M. of percentages of control response from  2-6 

oocytes. *P< 0.05 and **P< 0.01, compared with S. venosa at 1 μg/ml.  

 

 
Discussion 

 

The present study demonstrates that 

the water extract from S. venosa tubers acts 

as an NMDA receptor antagonist in 

Xenopus oocytes injected with NR1a and 

NR2B RNA and the inhibitory activity of 

the extract was more selective to the 

NMDA receptor than glycine receptor, but 

not on 5-HT receptor.  The S. venosa 

extract inhibited the NMDA function with 

an IC50 of 200 μg/ml while inhibited the 5-

HT and glycine receptors with an IC50 of 3 

and 500 μg/ml, respectively. 

The water extract from S. venosa 

tubers is a crude extract.  Many constituents 

in the extract might be involved in the 

observed inhibitory effect on these 

receptors. Gas chromatography (GC) and 

mass spectrometer (MS) studies suggest 

that domestine and tetrahydropalmatine are 

the main components of the water extract 

from S. venosa tubers (14).  Biological 

activity of domestine has not been clearly 

identified. 

In contrast, several lines of 

evidence have demonstrated that 

tetrahydropalmatine (THP) possesses 

various pharmacological activities such as 

analgesic, sedative, hypnotic (15), and 

antihypertensive (16). Underlying these 

activities, THP has been intensively studied 

for its putative mechanism.  Animal 

experiments have shown that the sedative 

effect of tetrahydropalmatine results from 

blocking dopaminergic neurons in the brain, 

and benzodiazepine receptors mediates, at 

least in part, such an effect (17). Many 

reports have shown the antihypertensive 

and antinociceptive actions of THP 

involves a serotonin receptor blocking 

activity (18). 
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Figure 4   Inhibitory effects of S. venosa extract on glycine receptor. Oocytes injected with 

total rat brain RNAs were applied with 300 μM glycine in the absence (control) or 

presence of the extract at 0.1 - 1000 µg/ml. A) Examples of traces induced by co-

application of the extract and glycine. B) Data are expressed as the mean ± S.E.M. 

of percentages of control response from  2-8 oocytes). 

 

 
   Although our previous observation 

found that animals injected with water 

extract from s. venosa tubers showed a 

sedative effect, there is no evidence to 

directly support the involvement of THP 

and NMDA blocking in sedative action.  

Then, other constituent(s) rather than THP 

might involve NMDA blocking in sedative 

action of the extract. Alternatively, the 

sedative action of the extract might not 

involve NMDA receptors but other type of 

receptor, such as the 5-HT receptor. 

AP-5 is a competitive antagonist of 

NMDA receptor (19). The inhibition of the 

S. venosa extract and that of AP-5 on the 

NMDA receptor was additive. This 

suggests that the binding site of the active 

compound in the extract differ from that of 

AP-5.    

In summary, our results revealed 

that the inhibition of the extract was more 

selective to NMDA receptor than glycine 

receptors but not to 5-HT receptor.  It 

would be interesting to determine which 

compound(s) in the water extract from s. 

venosa tubers acted as antagonist of NMDA 

or 5-HT receptor.   
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Abstract 

  

Chronic inflammation causes pulmonary fibrosis. Bleomycin-induced pulmonary 

fibrosis is a serious well-known adverse effect and bleomycin-induced murine pulmonary 

fibrosis is generally used as a model of interstitial lung disease. Thrombin plays an important 

role in the initial phase of pulmonary inflammation. The present study aimed to investigate the 

effect of dabigatran, a direct thrombin inhibitor at a low antithrombotic dose on bleomycin-

induced pathological changes of the lung. Moreover, dabigatran safety profile on the stomach 

was also studied. Male mice were divided into 3 groups, i.e. saline, bleomycin (50 mg/kg/day in 

two divided doses, intravenously on day 1) and dabigatran (pretreated with bleomycin at the 

dosage mentioned above and 10 mg/kg/day dabigatran etexilate orally on days 2-9). On day 10 

after euthanatization and tissue dissecting, the lung was fixed in 10% formalin solution for 

pathological study while the stomach was freshly observed under the microscope. From the 

histological results, a trend of decreasing mean lung inflammation score in dabigatran group 

(8.85±1.07) compared to bleomycin group (9.60±2.16) was found although the difference was 

not significant (p>0.05). Mean gastric ulcer index of the dabigatran group (2.57±0.79) was 

significantly higher than the bleomycin (1.00±0.63, p<0.01) and the saline (1.16±0.41, p<0.01) 

groups. It can be concluded that dabigatran etexilate at a dose of 10 mg/kg/day for 8 days can 

only show a slight trend of beneficial effect against bleomycin-induced pathological changes of 

the lung while it can produce gastric ulcers. Therefore, dabigatran alone may not be useful for 

the prevention of bleomycin-induced lung adverse reactions.  

 

Key Words bleomycin, dabigatran etexilate, gastric ulcer, pulmonary inflammation 
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ผลของ Dabigatran Etexilate ต่อภาวะปอดอกัเสบจากยา Bleomycin ในหนูถบีจกัร 

 

นนูิ เชรสทา
1
 , นงลกัษณ ์สุขวาณิชยศิ์ลป์

1
 

 
1
ภาควชิาเภสชัวทิยา, คณะเภสชัศาสตร,์ มหาวทิยาลยัมหิดล, ประเทศไทย 

 

บทคดัย่อ:  
 

 การอกัเสบเร้ือรังเป็นเหตุของการเกดิของ pulmonary fibrosis ซ่ึง bleomycin-induced 

pulmonary fibrosis เป็นอาการไม่พึงประสงค์ที่มีอนัตรายรุนแรงและน ามาใช้เป็นโมเดลของ 

interstitial lung disease พบว่า thrombin มีบทบาทในช่วงแรกของการอกัเสบ งานวิจัยน้ีจึงมี

เป้าหมายที่จะศึกษาผลของ dabigatran ซ่ึงเป็น direct thrombin inhibitor ในขนาดที่ใช้ต้านการเกดิ

ล่ิมเลือดต่อพยาธสิภาพที่ปอดอนัเกดิจาก bleomycin พร้อมทั้งประเมินความปลอดภัยของ 

dabigatran ในขนาดที่ใช้น้ันต่อกระเพาะอาหารด้วย โดยท าการศึกษาในหนูถีบจักรที่แบ่งออกเป็น 3 

กลุ่ม ได้แก่ กลุ่ม  saline, กลุ่ม bleomycin (ให้ 50 มิลลิกรัม/กโิลกรัม/วัน แบ่งฉีดเข้าหลอดเลือด

ด า 2 คร้ัง ในวันที่ 1) และกลุ่ม dabigatran (ให้ bleomycin ขนาดดังที่กล่าวข้างต้นในวันที่ 1 และ

ป้อน dabigatran etexilate ขนาด 10 มิลลิกรัม/กโิลกรัม/วัน ในวันที่ 2-9) ท าการุณยฆาตในวันที่ 

10 และตัดเน้ือเยื่อปอดแช่ใน 10% formalin solution เพ่ือศึกษาเนื้อเยื่อทางพยาธวิิทยา ส่วน

กระเพาะอาหารน ามาตรวจหาแผลด้วยกล้องจุลทรรศน์ ผลการศึกษาเนื้อเยื่อปอดเมื่อประเมินการ

อกัเสบด้วย inflammation score พบว่าค่าเฉล่ียมีแนวโน้มลดลงในกลุ่ม dabigatran (8.85±1.07) 

เทยีบกบักลุ่ม bleomycin (9.60±2.16) แม้จะไม่ต่างกนัอย่างมีนัยส าคัญ (p>0.05) ส่วนการเกดิ

แผลที่กระเพาะอาหารเม่ือประเมินด้วย ulcer index พบว่าค่าเฉล่ียในกลุ่ม dabigatran 

(2.57±0.79) สงูกว่ากลุ่ม bleomycin (1.00±0.63, p<0.01) และกลุ่ม saline (1.16±0.41, 

p<0.01) สรุปได้ว่า dabigatran etexilate ที่ให้ทางปากแก่หนูถีบจักรในขนาด 10 มิลลิกรัม/

กโิลกรัม/วัน นาน 8 วัน อาจให้ประโยชน์เพียงเลก็น้อยต่อพยาธสิภาพด้านการอกัเสบที่ปอดอนัเกดิ

จากยา bleomycin ในขณะที่ยาในขนาดดังกล่าวท าให้เกดิแผลที่กระเพาะอาหารได้ ดังน้ัน  

dabigatran โดยล าพังไม่น่าจะมีประโยชน์ในการป้องกนัอาการไม่พึงประสงค์ของ bleomycin ที่เกดิ

กบัปอด  

 

ค าส าคญั:           bleomycin, dabigatran etexilate, gastric ulcer, pulmonary inflammation 
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Introduction 

 

Bleomycin is a glycopeptide 

antineoplastic drug. It is used in different 

combination regimens for treatments of 

several cancers such as squamous cell 

carcinoma and lymphoma (Gallagher et al. 

2009). Bleomycin-induced pulmonary 

fibrosis is a serious well-known adverse 

effect (Sikic et al. 1978). Pulmonary 

fibrosis, an irreversible chronic lung disease, 

can be caused by persistent exposure to 

different irritant stimuli that promote 

exaggerated inflammation which sustains 

the production of proinflammatory and 

fibrogenic mediators. Therefore by 

controlling the initial inflammatory phase, 

pulmonary fibrosis can probably be 

prevented (Wilson and Wynn 2009). 

  There are evidences that the 

thrombin plays an important role in 

pathogenesis of pulmonary inflammation 

and fibrosis. The level of thrombin is 

increased in bronchio-alveolar lavage fluid 

from patients with pulmonary fibrosis and 

in bleomycin model of pulmonary 

inflammation and fibrosis in animals. 

Immunohistochemical studies showed that 

expression of thrombin and protease 

activated receptor-1 (PAR-1) in animal lung 

tissues increased dramatically after 

instillation of bleomycin (Howell et al. 

2002). 

Dabigatran, an active drug of dabigatran 

etexilate, is a synthetic, competitive and 

reversible direct thrombin inhibitor 

(Bogatkevich et al. 2011). It inhibits free 

thrombin, fibrin bound thrombin and 

thrombin-induced platelet aggregation. It 

inhibits both the cellular and coagulation 

effects of thrombin. By inhibiting the 

cellular effect, it acts as an anti-

inflammatory and antifibrotic drug and by 

inhibiting the hemostatic effect, it acts as an 

anticoagulant drug resulting in bleeding 

side effects (Ryn et al. 2010, Blommel and 

Blommel 2011, Harper et al. 2012). The 

present study aimed therefore to investigate 

the effect of dabigatran at a low 

antithrombotic dose in prevention of 

bleomycin-induced pulmonary 

inflammation and fibrosis. Moreover, 

dabigatran safety profile on the stomach 

was also studied. 

 

Methods 

 

Animals  
 Male ICR mice (obtained from the 

National Laboratory Animal Center, 

Mahidol University at Salaya) at aged 10-

13 weeks old, 40-45 g were used. They 

were maintained in the animal room under 

controlled conditions of 12 hours light and 

dark cycle and 252°C. The mice were fed 

with a standard diet and water ad libitum. 

The experimental protocol was approved by 

the Institutional Animal Care and Use 

Committee, Faculty of Pharmacy, Mahidol 

University. Mice were randomly divided 

into 3 groups with 6-7 mice per group, i.e. 

saline (intravenous sterile normal saline 

twice on day 1 and distilled water orally 

once daily on days 2-9, served as the 

control), bleomycin (50 mg/kg/day 

bleomycin sulfate, Bleolem
®
Lemery, 

Mexico, intravenously in two divided doses, 

on day 1) and dabigatran (pretreated with 

bleomycin at the dosage mentioned above, 

followed by 10 mg/kg/day dabigatran 

etexilate, Paradaxa
®
Boehringer Ingelheim, 

as a suspension in distilled water, given 

orally once daily on days 2-9). On the day 

10, mice were euthanized by a 150 mg/kg 

dose of phenobarbital sodium (Sigma-

Aldrich) and the lung and the stomach were 

collected. 

 

Histological studies of lung inflammation  
Right superior and inferior lobes of 

lung were fixed in 10% formalin 

(formaldehyde 35-40%RCI Labscan) for 

24 hours, followed by paraffin embedding 

and staining with hematoxylin and eosin for 

inflammation study. Sections were 

observed under a microscope (Olympus) 

with a digital compact camera (Olympus) at 

400× magnifications. Semi-quantitative 

study was performed by giving scores for 

inflammation of lung (Ashcroft et al. 1988, 

Dubin and Kolls 2007, Oku et al. 2008) 

(Table 1).  

 

 



Thai J Pharmacol; Vol 34: No 1, 2012   15 

Table 1    Scoring of histology of lung for inflammation and fibrosis (Ashcroft et al. 1988, Dubin 

and Kolls 2007, Oku et al. 2008). 

 
Score Subpleural 

infiltration 

Peribronchial 

infiltration 

Alveolar duct 

infiltration 

Alveolar infiltration 

0 none none none none 

1 <25% <25% <25% <100 cells in 1-4 flelds 

2 25-50% 25-50% 25-50% <100 cells in 5-8 flelds 

3 51-70% 51-70% 51-70% >100 cells in 1-4 flelds 

4 71-90% 71-90% 71-90% >100 cells in 5-8 flelds  

5 >90% or diffused >90% or diffused >90% or diffused diffused 

 

 
Gastric ulcer detection  

Pylorus and cardia were ligated 

and instilled with 0.5% formalin, excised 

and then fixed in 0.5% of formalin for 10 

minutes. The stomach was cut along the 

greater curvature, rinsed with normal saline 

and kept on a glass slide to observe the 

severity of gastric mucosal damage under a 

stereo microscope. The macroscopically 

apparent damage to the glandular and 

pyloric part was scored by following 

criteria which were modified from Sener-

Muratoğlu et al. (2001): 0 = normal color 

without small red spot, 1 = 1-5 red spots of 

less than 1 mm in length, 2 = 6-25 red spots 

of less than 1 mm in length, 3 = 26-50 red 

spots or 1-5 small ulcers of 1-2 mm in 

length, 4 = 50-100 red spots or 5-10 small 

ulcers or 1 medium ulcer of 2.1-4 mm in 

length, and 5 = >100 red spots or >10 small 

ulcers or 1 large ulcer >4 mm in length. 

Sums of lesion scores for each mouse were 

expressed as the ulcer index. 
 

Statistical analysis 

Values were expressed as means ± 

S.D. Mean differences were evaluated by 

one way ANOVA test. Kruskal-Wallis test 

was used for non-parametric data. A p-

value of less than 0.05 was considered 

significant difference. 

 Results 

 

Effect of dabigatran on bleomycin-

induced pulmonary inflammation 

In bleomycin-treated mice, more 

subpleural, peribronchial, alveolar duct and 

alveolar infiltration (Figure 1) as well as 

higher (p<0.01) inflammation scores (Table 

2) could be observed when compared to 

saline-treated control mice. Treatment with 

dabigatran etexilate at a dose of 10 

mg/kg/day for 8 days could not reduce the 

bleomycin-induced pulmonary 

inflammation (p>0.05) as evaluated by 

inflammation scores. 

 

Effect of dabigatran on bleomycin-induced 

gastric ulcer 

Bleomycin-treated mice did not 

show any differences in stomach gross 

appearance (Figure 2) and in ulcer index 

scores (Table 2) when compared with 

saline-treated mice. Treatment with 

dabigatran etexilate at a dose of 10 

mg/kg/day for 8 days produced more 

number of red spots (less than 1 mm in 

length) and small ulcers (1-2 mm length) 

(Figure 2) and higher ulcer index scores 

(p<0.01) (Table 2) when compared to either 

treatment with saline or bleomycin alone. 
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Saline                        Bleomycin                 Dabigatran 

Figure 1     Histological appearance of transverse sections of the murine lung after staining with 

hematoxylin and eosin, ×10 magnification. Saline = the control, bleomycin = mice 

treated with 50 mg/kg/day bleomycin sulfate, intravenously in two divided doses on 

day 1, and dabigatran = mice pretreated with bleomycin at the dosage mentioned 

above, followed by 10 mg/kg/day dabigatran etexilate, orally once daily on days 2-

9. 

 

 

 

   

Saline                          Bleomycin                 Dabigatran 

 

 

Figure 2    Gross appearance of the stomach. Saline = the control, bleomycin = mice treated 

with 50 mg/kg/day bleomycin sulfate, intravenously in two divided doses on day 1, 

and dabigatran = mice pretreated with bleomycin at the dosage mentioned above, 

followed by 10 mg/kg/day dabigatran etexilate, orally once daily on days 2-9. 
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Table 2  Inflammation scores of mouse lungs and ulcer index scores of mouse   stomachs 

treated with saline, bleomycin and dabigatran 

 

Treatments Inflammation scores Ulcer index scores 

Saline 6.00 ± 1.095 1.16 ± 0.41 

Bleomycin 9.60 ± 2.16
*
 1.00 ± 0.63 

Dabigatran 8.85 ± 1.07
*
 2.57 ± 0.79

*†
 

Data are expressed as means ± S.D. 

Compared with saline group: 
*
p<0.01.  

Compared with bleomycin group: 
†
p<0.01.  

Saline = the control, bleomycin = mice treated with 50 mg/kg/day bleomycin sulfate, 

intravenously in two divided doses on day 1, and dabigatran = mice pretreated with bleomycin 

at the dosage mentioned above, followed by 10 mg/kg/day dabigatran etexilate, orally once 

daily on days 2-9. 

 

Discussion 

 To induce pulmonary inflammation, 

the bleomycin dosage regimen of 10 

mg/kg/day intravenously for five 

consecutive days (Oku et al. 2008) was 

modified to 50 mg/kg/day in two divided 

doses (6 hours apart) intravenously on day 

1 to reduce sclerodermatous changes (Sikic 

et al. 1978) and local infections. 

  Increasing evidences have shown 

the involvement of coagulation cascade in 

various fibrotic diseases including 

pulmonary inflammation and fibrosis. 

Activation of coagulation forms thrombin, 

which is a major mediator acting in the 

initial phase for inflammation and fibrosis. 

There are evidences that the levels of 

thrombin were increased in bronchio-

alveolar fluid from patients with pulmonary 

fibrosis and in bleomycin model of 

pulmonary inflammation and fibrosis in 

animals. So, thrombin may play a role as an 

important mediator in pathogenesis of 

pulmonary inflammation and fibrosis 

(Howell et al. 2002, Chambers 2008). 

Recent study by Bogatkevich et al. (2011) 

showed that dabigatran etexilate, a direct 

thrombin inhibitor, given for 2 weeks as 

supplemented chow had anti-inflammatory 

and antifibrotic effects on bleomycin-

induced pulmonary inflammation and 

fibrosis in mice. However, the exact dose of 

dabigatran etexilate was not calculated and 

they did not study the effect of the drug 

dose on gastrointestinal bleeding. 

Gastrointestinal hemorrhage is occurred at 

high frequency under dabigatran etexilate 

treatment (Ryn et al. 2010, Blommel and 

Blommel 2011), particularly in higher 

dosage (Garnock-Jones 2011) or in elderly 

patients with renal impairment (Wychowski 

and Kouides 2012). In the present study, a 

dose of dabigatran etexilate at 10 mg/kg 

instead of 20 mg/kg was chosen for mice to 

lower the bleeding risk. With this dose, it 

can only exhibit a slight trend of decreasing 

pulmonary inflammation while the gastric 

damage could still occur. Therefore, 

dabigatran alone may not be useful for the 

prevention of bleomycin-induced lung 

adverse reactions. 

 

Conclusion  

 

Dabigatran etexilate at an 

antithrombotic dose of 10 mg/kg could 

exhibit only a slight trend of decreasing 

pulmonary inflammation induced by 

bleomycin in mice while it can produce 

gastric damage. To increase the dose of 

dabigatran may cause more risk of serious 

gastric hemorrhage/ulcer. Therefore, 

dabigatran alone may not be useful for the 

prevention of bleomycin-induced lung 

adverse reactions or other interstitial lung 

diseases. 
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Abstract 

  

Objective; To isolate new compound from the seeds of Combretum quadrangulare 

Kurz. that shows antibacterial activity.  Method; The seeds were macerated with 95% ethanol.  

Purified by column chromatography using Avicel as the adsorbent and using 50% methanol in 

water as the eluting solvent and further purified by Avicel preparative layer chromatogram 2 

times by using 80% methanol in water as developing solvent. MIC of pure compound was done 

by two fold dilution method and Muller Hinton agar was chosen as the media.   Conclusion;  It 

was found that the new compound combretin was steroidal alkaloid and showed antibacterial 

activity against E. coli ATCC 25922 and P. aeruginosa ATCC 27853 better than S. aureus 

ATCC 25923. 
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มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ เชียงใหม่ 50200 
 

บทคดัย่อ 
 

 วัตถุประสงค์ เพ่ือแยกสารใหม่ที่มีฤทธิ์ต้านแบคทเีรียจากเมลด็สะแกนา  วิธทีดลอง หมัก

เมลด็สะแกนาด้วย 95% เอธานอล ท าให้บริสทุธิ์ด้วยคอลัมน์โครมาโตกราฟโดยใช้อาวิเซลเป็นตัว

ดูดซับและใช้ 50% เมธานอลในน า้เป็นน า้ยาแยก และท าให้บริสทุธิ์ ต่อด้วยอาซิเซล โครมาโตกราฟ

ผิวบางแบบหนา 2 คร้ัง โดยใช้ 80% เมธานอลในน า้เป็นน า้ยาแยก หาค่าความเข้มข้นต ่าสดุในการ

ยับย้ังเช้ือแบคทเีรียของสารบริสทุธิ์โดยวิธเีจือจางเป็น 2 เทา่ และใช้มูลเลอร์ฮินตันอะการ์เป็นอาหาร

เล้ียงเช้ือ  บทสรุป พบสารใหม่คอมเบรทตินซ่ึงเป็นสเตียรอยด์ดัลแอลคาลอยด์ มีฤทธิ์ต้าน E. coli 

ATCC 25922 และ P. aeruginosa ATCC 27853 ได้ดีกว่า S. aureus ATCC 25923 

 

ค าส าคญั:           คอมเบรทติน, สเตรียรอยด์ดัลแอลคาลอยด์, ฤทธิ์ต้านแบคทเีรีย 
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Introduction 

 
Combretum quadrangulare Kurz. 

is found throughout Thailand especially in 

open wet places.  Therapeutic uses of this 

plant in the country were anthelmintics (the 

parts used were seeds, roots and leaves) and 

curing veneral disease (the parts used were 

roots and wood) (Sachium P.1979). 

Aaemorn S et al. 1980 studied the 

chemical constituents of this plant.  They 

found that alcoholic and other extracts from 

the roots and seeds could kill earthworms.  

They also found that crude extracts from 

seeds showed antibacterial activity.  The 

flavonoid compound found in this plant is 

combretol.  They further found new 

compounds from roots and seeds which 

were 3 compounds of pentacyclic triterpene 

carboxylic acid, viz, 3, 6, 18-

trihydroxy-urs-12-en-30-ic acid, 3,6-diketo-

olean-12-en-28-oic acid and olean-12-en-

28-oic acid.   They also found -sitosterol 

and -sitosteryl, 2 compounds of long-chain 

alcohol and amino compound. 

Ian RC et al. 1985 found three 

flavonoids from the flowers of this plant 

which were 

1) 5-hydroxy-3,7-dimethoxy-2-

(3,4,5-trimethoxyphenyl)-4H-

1-benzopyran-4-one 

(combretol) 

2) 5-hydroxy-2-(3-hydroxy-4-

methoxy-phenyl)-3,7-

dimethoxy-4H-1-benzopyran-4-

one (ayanin) and 

3) polymorphic forms of 5-

hydroxy-2-(4-hydroxy-3,5-

dimethoxyphenyl)-3,7-

dimethoxy-4H-1-benzopyran-4-

one.  

Perapol Y et al. 1988 studied the 

anthelmintic activity of seeds of C. 

quadrangulare Kurz for roundworms in 

young buffalo. They found that after young 

buffalo ate the seeds once, the number of 

eggs of Neoascaris vitulorum in feces was 

reduced and completely disappeared within 

1-3 weeks.They also studied the toxicity of 

the seeds of this plant and found that seed 

extracts were not toxic to albino rat and 

mice.  The dose that they studied did not 

kill the rat and no side effects was found 

within 48 hours after giving the extract. 

 Markus G et al. 1988 found 2 

flavonoids, viz., kumatakenin and 

isokaemferide and also found 3 types of 

cycloartane  triterpenes   from   the   leaves  

of this plant which were 1, 3-dihydroxy-

cycloart-24-ene-30-carboxylic acid, 1,3-

dihydroxycycloart-24-ene-30-carboxylic 

acid methyl ester and  1, 3-25-

trihydroxy-cycloart-21-al-23-ene-30-

carboxylic acid methyl ester. 

Arjan HB et al. 2000, Ketut A et 

al. 2001(a) and Ketut A et al. 2001 (b) 

found that methanol, methanol-water (1:1) 

and water extracts of the seeds of C. 

quadrangulare Kurz. included triterpene 

glycosides which showed good 

hepatoprotective activity. 

Arjan HB et al. 2000 found new 

gallic acid from methanolic extracts of the 

seeds of this plant which also showed 

strong hepatoprotective activity. 

From our preliminary work, 

Khesorn N et al. 2006 we found that crude 

methanolic extracts from the seeds of C. 

quadrangulare Kurz. showed MIC 

(Minimum inhibitory concentration) against 

Staphyllococcus aureus ATCC 25923 at 

312 mcg/ml and also showed antabacterial 

activity against Escherichia coli ATCC 

25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853 and Klebciella pneumoniae ESBL 

non-producing strain.  The objective of this 

investigation is to isolate new compound 

that showed antibacterial activity. 

 

Materials and Methods 

 

Sample preparations 
Combretum quadrangulare Kurz 

specimens were collected from around 

Chiang Mai Province in 2007.  Mature 

seeds were collected (Nantachit, voucher 

No.2) and kept in CMU’s Pharmacy 

Herbarium.  The seeds were dried at 40 °C 

and powdered.  One kilogram of powder 

were macerated with 3 litres of 95% 

ethanol.  Each replicate was macerated for 1 

day, filtered and repeated 2 times.  The 

filtrate was evaporated in a vacuum.  The 

residue  (crude extract) was brownish black.  

The percent yield of material collected was 

14.38. 
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Equipment 
2.1 Nuclear   Magnetic  Resonance   

(NMR) spectra were recorded by Bruker FT 

NMR 500 MHz 

2.2 Mass spectrum was recorded 

by micro OTOF 

 

Screening of 95% ethanolic crude extract 

of C. quadrangulare from 2007 and 2010 

by agar dilution method. (John AW 1981 

and Edwin HL 1988) 

Crude ethanolic extracts of 2007 

and 2010 (using sample that was collected 

in 2007 but kept as dried seeds for 4 years 

in order to confirm the result from 2007 

because anti-inflammation action is the 

objective of the further test in the future.) 

were screened for antibacterial activity 

against gram  and gram  of 3 types of 

ATCC strains organisms. (Table 1) Water 

was chosen to dissolve 95% ethanolic crude 

extract and then two-fold dilution was done 

by using water as the solvent and mixed 

with Muller-Hilton agar. 

 

Purification of  95% crude ethanolic extract 

in 2010 

95% Crude ethanolic extract 1.5 g. 

was purified by column chromatography.  

Avicel  was  used  as the adsorbent and the 

column was eluted with 50% methanol in 

water.  A total of 3 fractions 10 ml each, 

was collected.  Each fraction was sound to 

produce the same spot in thin layer 

chromatogram. Each fraction was 

vacuumed by vacuum pump in order to 

remove methanol in a cool condition 

because the sample fractions might be heat-

labile.  The remaining water residue was 

removed by freeze-drying and the residues 

combined and further purified with 

preparative thin layer chromatogram 

(PTLC) twice.  Avicel was used as an 

adsorbent with 1 mm. thickness and 

developed with 80% methanol in water.  

The residue from the first PTLC was 

separated and purified further with the 

second PTLC developed in the same 

solvent 80% methanol in water.  The pure 

compound from second PTLC was tested 

for antibacterial activity against 3 

pathogenic bacteria by agar diffusion 

method (tested for clear zone) [Table 1] and 

agar dilution method [tested for MIC  

[Table 2].   Dimethyl sulfoxide,   PEG 200, 

 methanol, ethanol, ethyl acetate, 

dichloromethane and hexane were chosen 

to test for their antibacterial activity by agar 

diffusion method.  The solvents that 

showed no antibacterial activity were ethyl 

acetate and hexane. 

 

Determining MIC of  the pure compound 
The method was done the same as 

screening method in number 3 but ethyl 

acetate was used as the solvent because it 

was miscible with media. 

 

Results and discussion 

 

Antibacterial activity 

Three pathogenic bacteria were 

chosen to test by agar diffusion method 

(tested for clear zone). Ethyl acetate was 

chosen as the solvent because it was 

miscible with media and it also dissolved 

the pure compound. 

From our preliminary work 

Khesorn N et al 2006, John AW 1981 and 

Edwin HI. 1988 crude methanolic extract of 

C. quadrangulare showed antibacterial 

activity against gram  better than gram 

and  also  effective  against Acenobacter 

baumannii which is the resistant strain in 

the hospital showed MIC at 937.50 mcg/ml. 

(unpublished data).  When the seeds were 

kept dry for 4 years the isolated pure 

compound showed its activity in the 

opposite way it showed activity against 

gram  better than gram   which was the 

wonderful thing in the world. (Table 1) 

Positive control by agar diffusion 

method of pure compound (Table 1) was 

not done because gram  and gram  

antibiotics should be used as reference 

standard.  One petri dish diameter 8.0 cm. 

was used for this test.  Normally reference 

standard antibiotics showed large clear zone 

but the area of one petri dish was not 

enough so two petri dishes should be used.  

The amount of pure compound was too 

small to test in two petri dishes so positive 

control in agar diffusion method was not 

done. 

True MIC of pure compound 

could not be determined because the solvent 

effect of ethyl acetate large amount showed 

antibacterial action but the results from 

Table 1  and 2  showed  the  activity  in  the  
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Table 1     MIC of crude extracts and pure compound 

 

No. Organisms I (mcg/ml) II (mcg/ml) Total (mcg/ml) 

MIC of 95% crude ethanolic extract collect in 2007 

1 S. aureus ATCC 25923 < 468.75 

(< 50.0%) 

< 468.75 

(< 50.0%) 

< 937.5 

2 E. coli ATCC 25922 15,000 

(50.0%) 

15,000 

(50.0%) 

30,000 

3 P. aeruginosa ATCC 27853 1,875.00 

(50.0%) 

1,875.00 

(50.0%) 

3,750 

MIC of 95% crude ethanolic extract in 2010 (using raw material that collected in 2007 but kept dried 

seeds for 4 years) 

1 S. aureus ATCC 25923 1,250 

(50.0%) 

1,250 

(50.0%) 

2,500 

2 E. coli ATCC 25922 5,000 

(50.0%) 

5,000 

(50.0%) 

10,000 

3 P. aeruginosa ATCC 27853 1,250 

(66.7%) 

625 

(33.3%) 

1,875 

Screening of pure compound (isolated from crude extract 2010) by agar diffusion method 

1 Control (Ethyl acetate) No zone - - 

2 S. aureus ATCC 25923 No zone - - 

3 E. coli ATCC 25922 12 

(50.0%) 

12 

(50.0%) 

24 

4 P. aeruginosa ATCC 27853 11 

(47.8%) 

12 

(52.2%) 

23 

 
 

 

 

Table 2     MIC of pure compound (isolated from crude extract 2010) by agar dilution  

method   using ethyl acetate as the solvent 

 

No. Concentration 

(mcg/ml) 

S. aureus 

ATCC 25923 

E. coli 

ATCC 25922 

P. aeruginosa 

ATCC 27853 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

82 

164 

328 

565 

1,312 

2,625 

5,250 

10,500 

21,000 

Control 

(Ethyl acetate) 

Growth 

Growth 

Growth 

Growth 

Growth 

Growth 

Growth 

Growth 

Growth 

No growth 

No growth 

No growth 

No growth 

No growth 

No growth* 

Growth 

Growth 

Growth 

Growth 

No growth 

 

No growth 

No growth 

No growth 

No growth 

No growth 

No Growth 

No Growth* 

Growth 

Growth 

No growth 
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same direction.  From Table 1 pure 

compound showed no effect against S. 

aureus  ATCC  strain 25923 and the 

activity against E. coli ATCC  strain 

25922  (average    inhibition zone was 12 

m.m.)   which  was    better  than the effect 

against P. aeurginosa ATCC strain 27853 

(average inhibition zone was 11.5 m.m.) 

the same as Table 2 pure compound 

showed no effect against S. aureus ATCC 

strain 25923 and the effect against E. coli 

ATCC strain 25922 (MIC was about 2625 

mcg/ml) which was better than activity 

against P. aeruginosa ATCC 27853 strain 

(MIC was about 10,500 mcg/ml) so the 

results from Table 2 could be accepted. 

From MIC testing method of pure 

compound (Table 2) ethyl acetate showed 

antibacterial action (control test showed no 

growth of  bacteria)  because  the  solvent 

used was larger amount than that used in 

agar diffusion method.   MIC of E. coli 

ATCC 25922  was  at  1,312  mcg/ml  and 

MIC of P. aeruginosa ATCC 27853 was at 

5,250 mcg/ml.  From agar diffusion 

method pure compound showed 

antibacterial action against E. coli ATCC 

25922 and P. aeruginosa ATCC 27853 

which     ethyl      acetate     showed     no  

 antibacterial action (Table 1) therefore 

MIC of  E.  coli  ATCC  25922   and    

MIC   of  P. aeruginaosa ATCC 27853 

should be higher than 1,312 and 5,250 

mcg/ml (Table 2). 

 

Spectroscopic data 

1  
1
H NMR Spectra 

The structure of isolated pure 

compound from the seed of C. 

quadrangulare Kurz.   based on 
1
H NMR 

was detailed as followed. 

First part, 33 protons 

(Triterpenoid skeleton),  = 4.9 ppm, 3 

protons of aziridine ring, 2 protons (2 

position),  = 4.5 ppm and 1 proton (1 

position),  = 5.3 ppm and 1 proton of 

amino group in aziridine ring (3 

position),  = 7.0 ppm, 6 protons of 2 

methyl groups of isopropyl position (28 

& 29 position),  = 0.8 ppm, 4 protons of 

ethylenic groups (25 & 26 position),  = 

1.6 ppm, 3 protons of 1 methyl group (24 

position),  = 2.0 ppm  and 2 protons of 2 

methine groups (23 & 27 position),  = 

2.5 ppm and  = 2.8 ppm. 

Second part, 30 protons  

(Triterpenoid skeleton),  = 1.3 ppm, 1 

proton of methine group in cyclohexene 

ring (4 position),  = 2.3 ppm. 
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First part = 33H + 15H (side chain) + 4H (aziridine ring)

 
 
Figure 1    Structure of the first part of pure compound 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2     Structure of the second part of pure compound 
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Figure 3     Molecular ion of pure compound 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4     Fragment ions I, II, III and IV 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5  Molecular ion, m/z = 737.4804 in micro OTOF corresponding to the molecular 

formula C52H83ON.  Fragment ion I m/z = 457.3318, Fragment ion II, m/z = 301, 

Fragment ion III, m/z = 369.2695 and Fragment ion IV, m/z = 341.2439. 

 
2 Mass Spectra 

Stereochemistry of ether group 

was at β-position and aziridine was at α-

position [Figure 5] which were the results 

of substituted group at 3',4' position of ring 

A' (like hormone androgen e.g. 4-

Dihydrotestosterone usually was double 

bond and hydroxyl group).  Aziridine ring 

substituted at 3-position was low stability 

so  the   steric hindered at 3-position was 

easily occurred so fragment ion I was 

happened (Figure 4). 

 

 Stereochemistry of first part of the  

pure compound, A-B, B-C, C-D and D-E 

ring junction should be all trans-

configuration in order to form more 

stability because first and second part of 

the pure compound were large molecules 

which steric hindrance should be occurred 

easily (Figure 3). From  the  introduction  

penta-cyclic triterpene carboxylic acid, β-

sitosterol and β-sitosteryl were isolated.  

This is the information which confirms 

that pure compound is steroidal 

compound. 
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Conclusion 

 

From 
1
HNMR spectra and Mass 

spectrum the pure compound was steroidal 

alkaloid named combretin.  Combretin 

showed antibacterial activity against E. 

coli ATCC 25922 and P. aeruginosa 

ATCC 27853 better than S. aureus ATCC 

25923 after dried seeds were kept for 4 

years. 

 To solve the problem of solvent 

effect, control plate should be done first 

and solvent used should be 50% ethyl 

acetate in water because the amount of 

ethyl acetate was reduced and the water 

could also sparingly dissolved the pure 

compound. 

    

 

In this investigation which was 

done in small laboratory and there was no 

advance instrument the stereochemistry of 

pure compound could be elucidated from 

the knowledge of the investigator. 
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Abstract 

  

The prevalence and patterns of mutations of pvdhfr and pvdhps were investigated in a 

total of 41 blood samples collected from patients with P. vivax infection who attended the 

malaria clinics in Mae-hongson (n= 30), Ranong (n= 11) during 2009-2010. SNP-haplotypes at 

positions 13, 33, 57, 58, 61, 117 and 173 of the pvdhfr and positions 383 and 553 of the pvdhps 

were examined by nested PCR-RFLP. All isolates carried mutations at codons 58R, 117N and 

117T. Thirteen isolates carried mutations at codons 61M. Mutation at codon 57 consisted of two 

types, 57I and 57L. For pvdhps, the most prevalent alleles were the mutant 383G (63.4%) and 

the wild-type A553 (100%) alleles. For pvdhfr, the most common alleles were triple mutant 

57L/58R/117T (34.2%), 57I/58R/117T (29.3%), 58R/61M/117N (7.3%), and 57F/L/58R/117T 

(2.4%). Two isolates carried double mutant 58R/117N.Ten isolates carried quadruple mutant: 

57I/58R/61M/117T (19.6%), 57L/58R/61M/117T (2.4%) and 57F/L/58R/61M/117N/T (2.4%). 

The most prevalent combination allele was triple pvdhfr mutant allele 57I/58R/117T combined 

with single pvdhps mutant allele 383G.  Data suggest that the distribution and patterns of 

polymorphisms of pvdhfr and pvdhps varies depending on P. vivax endemic areas. 

 

Key Words Plasmodium vivax, Plasmodium vivax dihydrofolate reductase (pvdhfr), 

Plasmodium vivax dihydropteroate synthase (pvdhps), PCR-RFLP, sulfadoxine-

pyrimethamine (SP) 
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ความหลากหลายขอ งยนีดื้ อยาเช้ือมาลาเรียชนดิไวแวกซ ์ไดไฮโดรโฟเลท- รีดกัเทส 

(pvdhfr) และไดไฮดรอบเทอโรเอท- ซินเทส (pvdhps) ในพื้ นทีที่ม่ีการระบาดของ

เช้ือมาลาเรีย 
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1
ศูนยค์วามเป็นเลิศทางดา้นการวจิยั คน้ควา้ และพฒันายาแห่งประเทศไทย มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร ์(ศูนย์

รงัสิต) ปทมุธานี ประเทศไทย 
2
วทิยาลยัสาธารณสขุศาสตร ์จฬุาลงกรณม์หาวทิยาลยั ประเทศไทย 

3
ภาควชิาปรสิตวทิยา คณะแพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ เชียงใหม่ ประเทศไทย  

 

บทคดัย่อ 

 ความชุกและรปูแบบของยีนดื้อยาเชื้อมาลาเรียชนิดไวแวกซ์ ไดไฮโดรโฟเลท- รีดกัเทส(pvdhfr) และ

ไดไฮดรอบเทอโรเอท-ซินเทส(pvdhps) ท าการศึกษาจากตวัอย่างเลือดของผู้ป่วย โดยเกบ็จากผู้ป่วยที่เข้ารับการ

รักษาในมาลาเรียคลินิก จ านวนทั้งหมด 41 ตวัอย่าง แบ่ง เป็นที่จังหวัดแม่ฮ่องสอน จ านวน 30 ตวัอย่าง และ

ระนอง จ านวน 11 ตวัอย่าง ในระหว่างปี 2552-2553 เพ่ือศึกษาความสมัพันธข์องชุดความแปรผนัของยีน 

(SNP-haplotypes) ไดไฮโดรโฟเลท-รีดกัเทส(pvdhfr) ที่ต าแหน่ง 13, 33, 57, 58, 61, 117 และ 173 และ

ไดไฮดรอบเทอโรเอท-ซินเทส(pvdhps) ที่ต าแหน่ง 383 และ553 โดยวิธ ี nested PCR-RFLP จากการศึกษา

พบว่าตวัอย่างทั้งหมดมกีารดื้อยาที่ต าแหน่ง 58R, 117N และ 117T  และพบว่ามจี านวน 30 ตวัอย่าง ที่มกีารดื้อ

ยาที่ต าแหน่ง 61M โดยการดื้อยาที่ต าแหน่ง 57 แบ่งเป็น 2 แบบ คอื 57I และ 57L  ส าหรับยีนไดไฮดรอบเทอโร

เอท-ซินเทส(pvdhps) พบว่าความชุกของ allele รปูแบบที่มกีารดื้อยามากที่สดุคอื 383G (63.4%) และรปูแบบ

ของยีนปกตคิอื A553 (100%) ส าหรับยีนไดไฮโดรโฟเลท-รีดกัเทส(pvdhfr) ความชุกของ allele รปูแบบที่พบ

มากที่สดุ คอืการดื้อยาแบบ 3 ต าแหน่ง(triple mutant) : 57L/58R/117T (34.2%), 57I/58R/117T 

(29.3%), 58R/61M/117N (7.3%), และ57F/L/58R/117T (2.4%) พบว่ามจี านวน 2 ตวัอย่าง ที่มกีารดื้อ

ยาแบบ 2 ต าแหน่ง (double  mutant) : 58R/117N  และพบว่ามจี านวน 10 ตวัอย่าง ที่มกีารดื้อยาแบบ 4 

ต าแหน่ง (quadruple mutant) : 57I/58R/61M/117T (19.6%), 57L/58R/61M/117T (2.4%) และ

57F/L/58R/61M/117N/T (2.4%)  ส าหรับความชุกของ allele รปูแบบผสมผสานเป็นการดื้อยาแบบ 3 

ต าแหน่ง(triple mutant) ของยีนไดไฮโดรโฟเลท-รีดกัเทส(pvdhfr) คอื 57I/58R/117T และการดื้อยาแบบ 1 

ต าแหน่ง(single mutant) ของยีนไดไฮดรอบเทอโรเอท-ซินเทส(pvdhps) คอื 383G  จากการศึกษาพบว่าการ

กระจายตวัและรปูแบบความหลากหลายของยีนดื้อยาเชื้อมาลาเรียชนิดไวแวกซ์ ไดไฮโดรโฟเลท- รีดกัเทส

(pvdhfr) และไดไฮดรอบเทอโรเอท-ซินเทส(pvdhps) แปรผนัตามพ้ืนที่ที่มกีารระบาดของเชื้อมาลาเรีย  

 

ค าส าคญั:   เชื้อมาลาเรียชนิดไวแวกซ,์ ยีนด้ือยาเชื้อมาลาเรียชนิดไวแวกซ ์ไดไฮโดรโฟเลท-รีดกัเทส(pvdhfr) , 

ยีนด้ือยาเชื้อมาลาเรียชนิดไวแวกซ ์ไดไฮดรอบเทอโรเอท- ซินเทส(pvdhps), เทคนิคในการเพ่ิม

จ านวน ดเีอน็เอ ในหลอดทดลอง- เทคนิคที่ใช้ดเีอน็เอตรวจสอบ น ามาท าปฏกิริิยากบัดเีอน็เอของ

สิ่งมชีีวิตที่สนใจที่ถูกแยกเป็นเส้นเดี่ยว และถูกตดัย่อยด้วยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ , ยาซัลฟาดอ็กซิน-

ไพริเมทามนี 
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Introduction 

 
Chemotherapy remains a key 

factor in the fight against malaria, but the 

emergence and spread of resistance of the 

parasite to an increasing number of 

antimalarial drugs is one of the greatest 

challenges for malaria control.(Lu et al. 

2010) The antimalarial combination 

sulfadoxine-pyrimethamine (SP, Fansidar
TM

) 

was introduced to Thailand in 1972 as the 

first-line treatment of chloroquine resistant 

Plasmodium falciparum malaria (Na-

Bangchang and Congpuong 2007). 

Rapidly after its introduction for clinical 

use, resistance of the parasite to this drug 

was reported along the Thai-Cambodian 

border, and by 1982, resistance was 

widespread throughout the country 

(Pinichpongse et al. 1982, Thaithong et al. 

1988, Hastings et al. 2005). The molecular 

targets of action of sulfadoxine and 

pyrimethamine are dihydropteroate 

synthase (dhps) and dihydrofolate 

reductase (dhfr), respectively. As a result, 

resistance to SP is determined by specific 

point mutations in the parasite genes 

(Zakeri et al. 2009). These mutations of 

the genes, dhfr and dhps, which encode 

these two enzymes cause alterations of key 

amino acid residues in the active sites of 

these enzymes, which reduce the affinity 

of the enzyme for the drug (Gregson and 

Plowe 2005). In Thailand, SP has never 

been used for treatment of P. vivax 

infections, but P. vivax often co-exists 

with P. falciparum with relative equal 

frequencies (Snounou and White 2004). 

Therefore, P. vivax has often been exposed 

involuntarily to SP during treatment of P. 

falciparum, and this has caused a 

progressive selection of SP-resistant 

alleles in P.vivax (Imwong et al. 2003). In 

this study, we determined the prevalence 

and diversity of pvdhfr and Pvdhps mutant 

alleles in P. vivax isolates collected from 

different  malaria   endemic   areas    of 

Thailand, i.e., Mae-hongson, Ranong. 

 

Materials and Methods 

 

Study areas and sample collection 

A total of 41 blood samples with 

mono-infection of P. vivax were collected 

from patients attending the malaria clinics  

 in the provinces alone Thai-Myanmar 

(Mae-hongson, Ranong) during 2009 -

2010. Approval of the study protocol was 

obtained from the Ethics Committees of 

Ministry of Public Health of Thailand. 

Two-hundred to 300 l finger-prick blood 

samples were collected onto filter paper 

(Whatman No. 3).  

 

Extraction of parasite genomic DNA  

Parasite genomic DNA was 

extracted from individual dried blood 

spots on filter paper using a QIAamp 

DNA extraction mini-kit (QIAGEN) and 

used as template for PCR amplification 

(Qiagen,Valencia, CA). 

 

Amplification of pvdhfr  
The first reaction of pvdhfr was 

amplified by the primers pvdhfr-OF and  

pvdhfr-OR (Imwong et al. 2003). PCR 

cycling conditions were as follows: initial 

denaturation at 95°C for 5 min, followed 

by 30 cycles of 95°C for 30 sec, 64°C for 

30 sec, 72°C for 30 sec, and then 72°C for 

5 min. 
 

Amplification of pvdhps 

The first reaction of pvdhps was 

amplified by the pvdhps-OF and pvdhps-

OR  primers (Imwong et al. 2003). PCR 

cycling conditions were as follows: initial 

denaturation at 95°C for 5 min, followed 

by 25 cycles of 95°C for 1 min, 58°C for 

2 min, 72°C for 2 min, and then 72°C for 

5 min.  

 

Results 

Detection of mutations in the pvdhfr and 

pvdhps genes 

The frequencies of pvdhfr and 

pvdhps mutations in 41 P. vivax isolates 

are summarized in Table 3. Point 

mutations in pvdhfr were detected in 4 

(codons 57,58, 61 and 117) out of 7 codons, 

while wild-type alleles were detected in 3 

codons (13, 33 and 173). Among the 

mutation alleles, all isolates carried 

mutations at codons 58 (58R) and 117 

(117N, 117T). For pvdhps, the most 

prevalent alleles were the mutant 383G 

(63.4%) and the wild-type A553 (100%) 

alleles. 
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Table 1     Method  for  amplification of pvdhfr (second reactions) and restriction enzymes 

 

Amino 

acid 

codon 

Locus PCR primer Restriction enzymes References 

 

 

13, 33, 58 

and 61 

I13L  

pvdhfr-13F 

pvdhfr-13R  

HaeIII  

 

 

 

Imwong et al. 

2003 

P33L Cfr42I (SacII) 

S58R AluI 

T61M Tsp45I 

57 and 

173 

F57 pvdhfr-OF  

pvdhfr-NR 

XmnI 

I173L Eco130I(StyI) 

57 and 

117 

F57I/L pvdhfr-F57  

pvdhfr-NR 

BsrGI 

S117T/N PvuII, BsrI and BstNI 

 

 

 

Table 2        Method for amplification of pvdhps (second reactions) and restriction enzymes 

 

Amino 

acid 

codon 

Locus PCR primer  Restriction 

enzymes 

References 

383 A383G pvdhps-NF  

pvdhps-NR 

Msp I (HpaII)  

Imwong et al. 

2003 

553 A553G pvdhps-553OF  

pvdhps-NR 

Msc I  
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Table 3     The frequencies of pvdhfr and pvdhps single nucleotide polymorphisms in 41 P.  

vivax isolates  
 

Gene 
Amino acid 

position 
SNPs 

Number of isolates  

(%) 

pvdhfr 

13 
I (wild-type) 

L (mutant) 

41 (100.0%) 

0 (0.0%) 

33 
P (wild-type) 

L (mutant) 

41 (100.0%) 

0 (0.0%) 

57 

F (wild-type) 

I (mutant) 

L (mutant) 

F/L(mutant) 

4 (9.8%) 

19 (46.3%) 

16 (39.0%) 

2 (4.9%) 

58 
S (wild-type) 

R (mutant) 

0 (0.0%) 

41 (100.0%) 

61 
T (wild-type) 

M (mutant) 

28 (68.3%) 

13 (31.7%) 

117 

S (wild-type) 

N (mutant) 

T (mutant) 

N/T (mutant) 

0 (0.0%) 

4 (9.8%) 

36 (87.8%) 

1 (2.4%) 

173 
I (wild-type) 

L (mutant) 

41 (100.0%) 

0 (0.0%) 

Gene 
Amino acid 

position 
SNPs 

Number of isolates  

(%) 

pvdhps 

383 
A (wild-type) 

G (mutant) 

15 (36.6%) 

26 (63.4%) 

553 
A (wild-type) 

G (mutant) 

41 (100.0%) 

0 (0.0%) 
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Table 4     Frequency distribution of pvdhfr and pvdhps combination alleles in 41  P. vivax 

isolates 
 

 

 
Discussion and Conclusion 

 

A total of 41 blood samples of P. 

vivax isolates collected from antimalarial 

drug resistant areas of Thailand, i.e., Mae-

hongson, Ranong provinces during the year 

2009-2010 were investigated in this study. 

The most prevalent combination allele was 

a triple pvdhfr mutant allele 57I/58R/117T 

combined with a single pvdhps mutant 

allele 383G found in Mae-hongson and 

Ranong provinces. This indicate that the 

distribution and diversity of pvdhfr and 

pvdhps mutant alleles in P. vivax isolates 

were found in Thai malaria endemic area, 

such as Mae-hongson and Ranong 

province.  In  this  study  there have been a 

 few studies which investigated the 

prevalence and diversity of pvdhfr and 

pvdhps in P. vivax isolates from different 

malaria endemic areas of Thailand. 

Development of new antifolates drugs that 

are effective against sulfadoxine-

pyrimethamine (SP)-resistant P. vivax is 

required. 
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Abstract 

  

The emergence and spreading of multidrug resistance Plasmodium falciparum 

throughout is a major problem of malaria control in Thailand. The aim of this study was to 

assess the in vitro susceptibility of 25 P. falciparum isolates in Thailand to the four standard 

antimalarial drugs, i.e., chloroquine (CQ), quinine (QN), mefloquine (MQ) and artesunate (AS) 

including their relationships with polymorphisms (gene mutation of pfcrt, pfmdr1 and copy 

number of pfmdr1). In vitro sensitivity test was performed using SYBR green I assay. The 

mutations of pfcrt and pfmdr1 were analyzed by PCR-RFLP and copy number of pfmdr1was 

determined by SYBR green I real-time PCR. The median IC50 (95%CI) of CQ, QN, MQ and AS 

were 96.02 (67.72-132.29), 226.95 (163.88-299.66), 23.88 (19.40-31.29) and 1.73(1.30-2.04) 

nM, respectively. All isolates (100%) carried mutation of pfcrt at codons 76, 220, 271, 326, 356, 

371. No mutation of pfmdr1at codon 86 was detected; 19 isolates (76%) carried 1 pfmdr1 copy 

number while 6 isolates (24%) carried more than 1 pfmdr1 copy number. MQ resistant 

phenotype correlated well with the increase in pfmdr1 copy number. Further investigation 

should focus on confirmation of these observations in a larger sample size. 

 

Key Words Plasmodium falciparum, antimalarial drug resistance, pfcrt, pfmdr1 
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การศึกษาความสมัพนัธร์ะหว่างความไวของเช้ือมาลาเรียชนดิฟัลซิพารมัในประเทศ

ไทยต่อยาตา้นมาลาเรียในหลอดทดลองและความหลากหลายของเครือ่งหมายระดบั

โมเลกุลของการดื้ อยาตา้นมาลาเรีย 
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1
ศูนยค์วามเป็นเลิศทางดา้นการวจิยั คน้ควา้ และพัฒนายาแห่งประเทศไทย 

มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร ์(ศูนยร์งัสิต) ปทมุธานี ประเทศไทย 
 

บทคดัย่อ 
 

 การแพร่กระจายของเช้ือมาลาเรียชนิดฟัลซิพารัมที่ด้ือต่อยาต้านมาลาเรียหลายชนิดทั่วพ้ืนที่

เป็นปัญหาส าคัญของการควบคุมมาลาเรียในประเทศไทย การศึกษานี้มีจุดประสงค์เพ่ือประเมิน

ความไวของเช้ือมาลาเรียชนิดฟัลซิพารัมในหลอดทดลองต่อยาต้านมาลาเรีย คือคลอโรควิน , ควินิน, 

เมฟโฟลควินและอาร์ติซูเนต และความสมัพันธก์บัความหลากหลายของเคร่ืองหมายระดับโมเลกุล

ของการดื้อยาต้านมาลาเรีย (การกลายพันธุข์องยีน pfcrt, pfmdr1 และการเพ่ิมจ านวนชุดของยีน 

pfmdr1) ซ่ึงการประเมินความไวของเช้ือต่อยาในหลอดทดลองท าโดยวิธ ี SYBR Green I ส่วน

การศึกษาการกลายพันธุข์องยีน pfcrt, pfmdr1 และการเพ่ิมจ านวนชุดของยีน pfmdr1 ท าโดย 

PCR-RFLP และ SYBR Green I real-time PCR ตามล าดับ ผลการทดสอบความไวของเช้ือ

มาลาเรียชนิดฟัลซิพารัมในหลอดทดลองต่อยาต้านมาลาเรีย ทั้งหมด 25 ตัวอย่าง พบว่าค่ามัธยฐาน

ของความเข้มข้นที่ยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือ 50 % (IC50) (ช่วงความม่ันใจ 95%) ของยาคลอ

โรควิน, ควินิน, เมฟโฟลควินและอาร์ติซูเนตเทา่กบั 96.02 (67.72-132.29), 226.95 

(163.88-299.66), 23.88 (19.40-31.29) และ 1.73(1.30-2.04) นาโนโมลาร์ ตามล าดับ 

การศึกษาระดับโมเลกุล พบการกลายพันธุของยีน pfcrt ต าแหน่ง 76, 220, 271, 326, 356 และ 

371 เทา่กบั 100% แต่ไม่พบการกลายพันธุข์องยีน pfmdr1 ต าแหน่ง 86 ส าหรับการศึกษาการเพ่ิม

จ านวนชุดของยีน pfmdr1 พบว่า 19 ตัวอย่าง (76%) มียีน pfmdr1 จ านวน 1 ชุด และ 6 ตัวอย่าง 

(24%) มียีน pfmdr1 มากกว่า 1 ชุด และจากการศึกษาน้ีพบว่า เช้ือมาลาเรียที่ด้ือต่อยาเมฟ

โฟลควินในหลอดทดลองมีความสมัพันธก์บัการเพ่ิมจ านวนชุดของยีน  pfmdr1 อย่างไรกต็าม ควร

ท าการศึกษาเพ่ิมเติมในตัวอย่างที่มีขนาดใหญ่ข้ึน เพ่ือยืนยันผลการทดสอบน้ี  

 

ค าส าคญั:         เชื้อมาลาเรียชนิดฟัลซิพารมั, การดื้อยาต้านมาลาเรีย, ยีน pfcrt, ยีน pfmdr1 
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Introduction 

 
The emergence and spreading of 

multidrug resistance Plasmodium 

falciparum is a major problem of malaria 

control in Thailand. Chloroquine resistance 

was initially reported in the late 1950's, 

followed by sulphadoxine-pyrimethamine 

(FansidarTM), and mefloquine (Harinasuta 

et al., 1965). Currently, a three-day 

artesunate-mefloquine combination is used 

as the first-line treatment for acute 

uncomplicated falciparum malaria 

throughout the country (Na-Bangchang and 

Karbwang, 2009), whereas a seven-day 

quinine-tetracycline is used as a second-line 

treatment (Achan et al., 2011). In vitro 

assay for sensitivity of malaria parasites to 

antimalarial drugs including the monitoring 

of molecular markers of antimalarial drug 

resistance provide information 

complementary to clinical assessment for 

monitoring emergence of drug resistance, 

changing trends of drug sensitivity or 

resistance over time (Basco, 2007). 

Polymorphisms of the two genes encoding 

the parasite transporter proteins, pfcrt 

(Plasmodium falciparum chloroquine 

resistance transporter) and pfmdr1 

(Plasmodium falciparum multidrug 

resistance 1) localized in the membrane of 

digestive vacuole have been linked with 

resistance of P. falciparum to antimalarial 

drugs (Valderramos and Fidock, 2006). The 

aim of this study was to assess the in vitro 

susceptibilities of P. falciparum isolates in 

Thailand to the four standard antimalarial 

drugs, i.e., chloroquine (CQ), quinine (QN), 

mefloquine (MQ) and artesunate (AS) 

including their relationships with 

polymorphisms (gene mutation and copy 

number of pfcrt and pfmdr1 genes). 

 

Material and Methods 

 

Sample collection                                                                                                                  

The study was conducted at Mae 

Tao clinic for migrant workers, Tak 

Province in 2009.  A total of 25 blood 

samples (1 ml each) were collected from 

patients with acute uncomplicated 

falciparum malaria prior to the treatment 

with the standard regimen of a 3-day 

artesunate-mefloquine. Written informed  

 consent for study participation was 

obtained from all patients.  Approval of 

the study protocol was obtained from the 

Ethics Committee of the Ministry of 

Public Health of Thailand. 

 

In vitro drug sensitivity assay 

All P. falciparum isolates were 

adapted to culture according to the method 

of Trager and Jensen with modification 

(Trager and Jensen, 1976). In vitro 

sensitivity testing of each P. falciparum 

isolate to the four antimalarial drugs were 

performed in a 96-flat-bottom sterile 

microtiter plate according to the method of 

Rieckmann and Bennnette (Bennett et al., 

2004, Rieckmann et al., 1978). 

Antimalarial powder was dissolved in 

50% ethanol to obtain the stock solution at 

concentration of 10 mM. Prior to 

sensitivity testing, stock concentration of 

each drug was diluted with complete 

medium in microtiter plate to obtain 

working concentration ranges of 1,000-

7.8, 4,000-31.2, 400-3.1, and 100-0.78 nM 

for CQ, QN, MQ and ARS, respectively. 

Dihydroartemisinin (200 µM) was used as 

positive control. Highly synchronous ring 

stage parasites were diluted with fresh 

uninfected RBCs to obtain 2% 

parasitaemia with 1% haematocrit. Fifty 

microliters of parasitized erythrocytes 

were incubated with 50 µl of each 

working drug concentration for 48 h in a 

humidified airtight chamber with a gas 

mixture of 5% O2, 5% CO2, and 90% N2. 

Evaluation of susceptibility of P. 

falciparum to antimalarial drugs were 

performed using SYBR green I assay 

(Bennett et al., 2004). Fluorescent 

intensity was measured at the excitation 

and emission wavelengths of 485 and 530 

nm, respectively. The concentration-

response curves obtained from in vitro 

sensitivity assay were analyzed by 

nonlinear regression analysis using 

CalcuSyn
TM

 software (Biosoft, 

Cambridge, UK).  Results were expressed 

as inhibitory concentration (IC) 50, which 

is defined as the concentration of 

antimalarial drug that produces 50% 

inhibition of parasite development as 

compared to the control. 
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Detection of mutations in the pcrt and 

pfmdr1 genes and quantification of 

pfmdr 1 copy number  

PCR-RFLP was employed to detect 

mutations of pfcrt at the codons 76, 220, 

271, 326, 356, 371 (Fidock et al., 2000), 

and of pfmdr1 at the codon 86 (Djimdé et 

al., 2001). PCR was performed in a total 

volume of 25 µl with the following 

reaction mixture: 0.1 µM of each primer, 

2.5 mM MgCl2, 100 µM deoxynucleotides 

(dNTPs), 1x PCR buffer (100 mM KCl, 

20 mM Tris-HCl pH 8.0), 0.5 unit of Taq 

DNA polymerase (Fermentas, Lithuania) 

and 2 µl of genomic DNA. DNA of G112 

(chloroquine sensitive) and K1 

(chloroquine resistant) P. falciparum 

served as control clones. Pfmdr1 copy 

number was determined by SYBR Green I 

real-time PCR according to the method 

designed by Ferreira and coworkers with 

modification (Ferreira et al., 2006). 

Individual real-time PCR reaction was 

carried out in a 25 µl reaction volume in a 

96-well plate containing 1× buffer (10×), 

3.5 mM MgCl2, 200 µM dNTPs, 1 µM 

each of sense and antisense primer, 12.5 

µl of Platinum
TM

 PCR SuperMix 

(Invitrogen, USA). The 2
-ΔΔCt

 method of 

relative quantification was adapted to 

estimate copy number in P. falciparum 

genes. The pf-β-actin 1 served as the 

house-keeping gene in all experiments and 

genomic DNA extracted from P. 

falciparum 3D7and Dd2 clones known to 

harbor a single and 4 copies of each 

pfmdr1 were used as controls. 

 

Data analysis 

In vitro sensitivity of all parasite 

isolates to CQ, QN, MQ and AS were 

expressed as median (95% CI) of the IC50 

values. Antimalarial drug susceptibility 

was categorized into two levels as 

follows: CQ sensitive (S: IC50 < 25 nM), 

CQ resistant (R: 25 ≥  nM);  QN sensitive 

(IC50 < 500 nM), and CQ resistant (R: IC50 

≥500 nM);  MQ  sensitive  (S:  IC50  < 25 

 nM), and MQ resistant (R: 25 ≥  nM); AS 

sensitive (S: IC50 ≤ 10.5 nM) and AS 

resistant (R: IC50 > 10.5 nM) (Cerutti et 

al., 1999, Pickard et al., 2003, Pradines et 

al., 2011).  Association between the 

proportion of pfcrt/pfmdr1 mutation or 

pfmdr1 amplification and antimalarial 

drugs sensitivity phenotype was 

investigated using the Pearson Chi-

Squared test at statistical significance 

level of α = 0.05 (SPSS version 15.0). 

 

Results 

 

A total of the 25 isolates were 

successfully evaluated for their in vitro 

susceptibilities and molecular markers of 

antimalarial drug resistance. Results 

obtained from individual isolate are 

presented in Table 1. All isolates were 

resistant to CQ with median IC50 (95%CI) 

of 96.02 (67.72-132.29) nM. The MQ 

median IC50 (95%CI) of 25 isolates was 

23.88 (19.40-31.29) nM and in the groups 

classified as MQ-sensitive (n=13, 52%) 

and MQ-resistant (n=12, 48%) were 19.14 

(12.87-21.15) and 32.39 (27.13-61.94) 

nM, respectively. None was classified as 

QN- or AS-resistant [median IC50 (95%CI) 

226.95 (163.88-299.66) vs 1.73(1.30-2.04) 

nM].  Molecular analysis revealed 100% 

mutation of pfcrt at codons 76, 220, 271, 

326, 356, 371.  No mutation of pfmdr1at 

codon 86 was detected; 19 isolates (76%) 

carried one pfmdr1 copy number while 6 

isolates (24%) carried more than one 

pfmdr1 copy number. The IC50 of CQ in 

isolates carrying one pfmdr1 copy number 

was higher than those isolates carrying 

more than one copy number. On the other 

hand, the IC50 of QN, MQ and AS of the 

isolates carrying one copy was lower than 

that carrying more than one pfmdr1 copy 

though not statistically significant. 

Furthermore, isolates carrying more than 

one pfmdr1 copy (67%) were found to be 

associated with MQ resistant phenotype (p 

< 0.05). 
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Table 1   In vitro sensitivity and analysis of molecular markers of antimalarial drug resistance 

of 25 P. falciparum isolates. R and S represent resistant and sensitive, respectively. 
  

Isolate 

IC50 (nM) PfcrtK76T/A220S/ 

Q271E/A326S/I356T/ 

R371I Pfmdr1N86Y 

Pfmdr1 

copy 

number 
CQ QN MQ AS 

1 66.93 (R) 294.10 (S) 20.72 (S) 1.22 (S) TSESTIN 1 

2 132.29 (R) 473.01 (S) 89.97 (R) 3.16 (S) TSESTIN 1 

3 162.97 (R) 82.42 (S) 16.49 (S) 0.90 (S) TSESTIN 1 

4 49.80 (R) 163.88 (S) 28.83 (R) 1.73 (S) TSESTIN 6 

5 100.67 (R) 341.50 (S) 32.25 (R) 1.73 (S) TSESTIN 2 

6 46.50 (R) 102.20 (S) 10.57 (S) 1.19 (S) TSESTIN 3 

7 275.30 (R) 329.51 (S) 60.01 (R) 2.87 (S) TSESTIN 3 

8 410.39 (R) 226.95 (S) 31.29 (R) 2.04 (S) TSESTIN 1 

9 76.47 (R) 354.77 (S) 19.40 (S) 3.37 (S) TSESTIN 1 

10 247.32 (R) 204.18 (S) 20.89 (S) 1.58 (S) TSESTIN 1 

11 240.22 (R) 136.45 (S) 27.13 (R) 1.55 (S) TSESTIN 1 

12 523.68 (R) 293.38 (S) 32.54 (R) 1.30 (S) TSESTIN 1 

13 230.46 (R) 149.61 (S) 13.29 (S) 0.64 (S) TSESTIN 1 

14 81.10 (R) 49.18 (S) 12.87 (S) 1.04 (S) TSESTIN 1 

15 129.37 (R) 198.62 (S) 23.88 (S) 3.44 (S) TSESTIN 1 

16 64.75 (R) 261.04 (S) 40.59 (R) 1.99 (S) TSESTIN 1 

17 96.02 (R) 257.24 (S) 26.78 (R) 1.77 (S) TSESTIN 2 

18 71.38 (R) 56.18 (S) 5.97 (S) 0.71 (S) TSESTIN 1 

19 64.60 (R) 299.66 (S) 25.12 (R) 0.94 (S) TSESTIN 1 

20 56.31 (R) 211.98 (S) 22.09 (S) 1.87 (S) TSESTIN 1 

21 67.72 (R) 386.87 (S) 64.84 (R) 3.18 (S) TSESTIN 4 

22 114.75 (R) 181.83 (S) 19.14 (S) 2.17 (S) TSESTIN 1 

23 89.68 (R) 102.30 (S) 17.45 (S) 1.76 (S) TSESTIN 1 

24 63.89 (R) 325.58 (S) 61.94 (R) 4.97 (S) TSESTIN 1 

25 125.89 (R) 474.32 (S) 21.15 (S) 1.63(S) TSESTIN 1 
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Discussion 

 

The study investigated the in vitro 

susceptibility of 25 P. falciparum isolates, 

collected from Mae Sot district in 2009, to 

the four commonly used antimalarial drugs 

in Thailand (CQ, QN, MQ, and AS) the 

possible association with candidate 

molecular markers of resistance (pfcrt and 

pfmdr1). All isolates (100%) classified 

based on in vitro susceptibilities as CQ 

resistant isolates carried pfcrt 76 mutations. 

This CQ resistant genotype has been 

detected in P. falciparum isolates in 

Thailand since 1979, even the drug was 

withdrawn from clinical use as first-line for 

treatment of falciparum malaria in Thailand 

(Saito-Nakano et al., 2008).  Among 

several distinct sequence diversity of pfcrt 

point mutation detected in individual CQ 

resistant lines/isolates from different 

geographical areas, the replacement of 

lysine (K) with threonine (T) at amino acid 

76 is essential for conferring resistance to 

chloroquine (Fidock et al., 2000). For 

pfmdr1, N86Y mutation was found to be 

associated with chloroquine resistance in 

vitro both in field isolates and laboratory 

lines (Duraisingh and Cowman, 2005). 

However, this mutation was not observed in 

the isolates collected in this study.  

Nevertheless, in a previous study, the 

isolates carrying both the pfcrt 76 and 

pfmdr1 86 wild type alleles or the single 

mutant pfmdr1 86, showed lower CQ IC50 

than that with only the single mutant pfcrt 

 76 allele.  In addition, isolates carrying both 

pfcrt 76 and pfmdr1 86 mutation alleles had 

the highest  CQ IC50 (Tinto et al., 2003). 

For MQ, 12 out of 25 isolates (48%) were 

identified as MQ resistant. Amplification of 

pfmdr1 has been linked with a reduction in 

in vitro susceptibility of P. falciparum 

isolates to QN, MQ and AS, as well as a 

predictor of treatment failure following 

artemisinin-based combination therapy 

(ACT)
 
(Price et al., 2004). The observation 

in the present study revealed a good 

correlation of an increase in pfmdr1 copy 

number with MQ resistant phenotype (p < 

0.05). 

 

Conclusion 

 

All of the 25 P. falciparum isolates 

exhibited CQ resistant phenotype carried 

pfcrt 76 mutation genotype. All isolates 

were sensitive to QN and AS. MQ 

resistant phenotype was associated with 

the increase in pfmdr1 copy number. 

These findings should be confirmed in a 

larger sample size. 
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Abstract 

  

The multidrug resistance Plasmodium falciparum is a major health problem in the 

malaria endemic areas of the world including Thailand.  To cope with the situation, 

development of effective and safe antimalarial drugs is urgently required.  Artemisinin and 

derivatives (dihydroartemisinin, artemeter, artesunate, arteether) are currently the mainstay in 

chemotherapy of multidrug resistance falciparum malaria. The objective of the study was to 

observe the protein patterns of P. falciparum following exposure to dihydroartemisinin (DHA) 

for 5 hours.  Proteins were extracted from G112 P. falciparum clone in the presence (3 nM) and 

absence (control) of DHA.  Proteins were separated by two-dimension gel electrophoresis and 

stained with silver stain. Analysis and comparison of protein patterns between DHA-exposed 

and non-exposed parasite was done by PDQuest Program.  Results showed that approximately 

63 spots of protein patterns were similar, but the number of protein spots was markedly lower in 

the exposed parasite (99 spots) comparing to non-exposed parasite (147 spots). 
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โปรตีนของเช้ือฟัลซิพารมัมาลาเรีย 
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1
ศูนยค์วามเป็นเลิศทางดา้นการวจิยั คน้ควา้ และพฒันายาแห่งประเทศไทย 

มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร ์(ศูนยร์งัสิต) ปทมุธานี ประเทศไทย 
 

บทคดัย่อ 
 

 เช้ือฟัลซิพารัมด้ือต่อยาต้านมาลาเรียเป็นปัญหาสาธารณสขุที่ส าคัญของประเทศไทย  จึงมี

ความพยายามคิดค้นและพัฒนายาต้านมาลาเรียชนิดใหม่ขึ้นมาเพ่ือแก้ปัญหานี้  ยาต้านมาลาเรียกลุ่ ม

ใหม่ที่มีประสทิธภิาพสงูในการต้านเช้ือฟัลซิพารัมที่ด้ือยาในปัจจุบัน คือยากลุ่มอาร์ติมิซินิน และ

อนุพันธ ์ (ไดฮัยโดรอาร์ติมิซินิน, อาร์ติมิเตอร์ เป็นต้น ดังน้ันเพ่ือเป็นการศึกษาวิจัยการ

เปล่ียนแปลงรูปแบบของโปรตีน อนัจะเป็นข้อมูลพ้ืนฐานส าคัญในการศึกษากลไกการออก ฤทธิ์ของ

ยาในกลุ่มอาร์ติมิซินิน  ทางคณะผู้วิจัยจึงได้ท าการศึกษาเปรียบเทยีบรูปแบบโปรตีนของเช้ือ

มาลาเรียชนิดฟัลซิพารัมที่ไม่ได้รับยาและภายหลังได้รับยาไดฮัยโดรอาร์ติมิซินิน (DHA) ด้วยวิธี 

two-dimension electrophoresis  และวิเคราะห์ผลโดยใช้โปรแกรม PDQuest ผลการศึกษาพบว่า

ภายหลังเช้ือมาลาเรียชนิดฟัลซิพารัมสายพันธุ ์ G112 ได้รับยา DHA ที่ความเข้มข้น 3 นาโนโมลาร์ 

เป็นเวลา 5 ช่ัวโมง เช้ือจะยังไม่ตาย แต่จะเกดิการเปล่ียนแปลงของโปรตีนในตัวเช้ือ ซ่ึงเม่ือ

เปรียบเทยีบกบัรูปแบบโปรตีนของเช้ือที่ไม่ได้รับยาน้ัน พบว่าปริมาณโปรตี นของเช้ือที่สมัผัสยาลด

น้อยลง โดยพบจุดของโปรตีน 147 จุด และ 99 จุด ในกลุ่มที่ไม่ได้รับยาและกลุ่มที่ได้รับยา

ตามล าดับ และพบว่าโปรตีนทั้งสองกลุ่มน้ีมีส่วนที่เหมือนกนัเพียง 63 จุดเทา่นั้น  

 

ค าส าคญั:         เชื้อมาลาเรียชนิดฟัลซิพารมั, โปรตีโอมิกส์, ไดฮัยโดรอาร์ติมิซินิน 
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Introduction 

 
 Multi-drug resistance Plasmodium 

falciparum is the major problem in malaria 

control in Thailand, particularly those areas 

along Thai-Cambodian and Thai-Myanmar 

boarders (Wongsrichanalai et al. 2001) 

Artemisinin and derivatives    (dihydro- 

artemisinin, artemeter, artesunate, arteether) 

are currently the mainstay in chemotherapy 

of multidrug resistance falciparum malaria. 

Their action is rapid; malaria parasitaemia 

is cleared from patient’s peripheral blood 

within 48 hours.  The major mechanism of 

action of this group of drugs is related to 

their unique chemical component of the 

endoperoxide bride, which upon being 

stimulated by malarial heam, is broken and 

generating free radicals that interact with 

specific proteins in the parasite and lead to 

parasite death.  The exact mechanisms and 

consequences of this protein interactions 

remains to be elucidated (Meshnick 1998).   

Proteomics is the large-scale study 

of proteins, particularly their structures and 

functions. Proteins are vital parts of living 

organisms as they are the main components 

of the physiological metabolic pathways of 

cells. The proteomics is the next step in the 

study of biological systems, after genomics 

and transcriptomics. It is much more 

complicated than genomics mostly because 

while an organism's genome is more or less 

constant, the proteome differs from cell to 

cell and from time to time. This is because 

distinct genes are expressed in distinct cell 

types. This means that even the basic set of 

proteins which are produced in a cell needs 

to be determined. A common way to 

determine protein patterns from organism is 

two-dimensional gel electrophoresis (2-

DE), which simply means that the proteins 

are electrophoresed first in one allows small 

differences in a protein to be to be 

visualized by separating a modified protein 

from its unmodified form, thus this method 

is suitable to investigate the protein target 

for drug and vaccine development (Gevaert 

and Vandekerckhove 2000, Bernard et al. 

2004). In this study, the protein patterns of 

P. falciparum malaria after exposed to 

DHA was investigated. 

 Materials and Methods 

 

Chemicals and Reagents 

Dihydroartemisinin (DHA) and 

SYBR Green I were purchased from 

Sigma-Aldrich Inc. (USA). The culture 

medium RPMI and gentamicin were 

purchased from Gibco BRL Life 

Technologies (USA). Commercial grade 

ethanol was purchased from Labscan 

(Polska). Stock solution of DHA was 

prepared at the concentration of 10 nM in 

50% ethanol.  On the day of experiment, 

stock solution of drug was diluted with 

serum-free medium in order to obtain 

required concentrations. 

 

Parasite culture 

G112Plasmodium falciparum 

clone was cultured in RPMI 1640 medium 

(Gibco, USA) supplemented with 10% 

human B serum and 25 mM HEPES.  

Cultures were kept at 37°C under an 

atmosphere of 5% O2, 5% CO2, and 90% 

N2 (Trager and Jensen 1976). The level of 

parasitaemia in the culture was kept at 2% 

haematocrit. 

 

In vitro sensitivity of P. falciparum to 

DHA 

The antimalrial activity DHA in 

G112P. falciparum clone was determined 

using SYBR Green I assay (Bennett et al. 

2004, Smilkstein et al. 2004). Highly 

synchronous ring stage parasite was used 

in each assay. An aliquot of parasite 

inoculum (50 l) with 2% parasitaemia 

and 1% haematocrit, was added into each 

well of microtiter plate. The 96-well drug 

plates were dosed with DHA. The 

experiments were repeated three times 

(triplicate each). IC50 value (drug 

concentration that inhibits the parasite 

growth by 50%) used as an indicator for 

antimalarial activity, and was determined 

from a log-dose–response curve plotted 

using the CalcuSyn version 1.1 (BioSoft, 

USA). 

 

2-Dimensional gel electrophoresis  

Synchronized parasite culture was 

harvested and cell pellet was resuspended 

and  in   0.15%    saponin    in    PBS    and  
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incubated  on ice for 1 hour in order to lyse 

red cells. The lysate was collected through 

centrifugation at 13,000 × g for 5 min (4°C) 

and washed three times with 1 ml of PBS 

until the supernatant was clear.  Red blood 

cell pellet was washed in 1 ml of 10 mM 

Tris-HCl pH 7.4 containing 1 × protease 

inhibitor Cocktail (Roche Co. Ltd.) until red 

cell ghost was colorless. Pellet was then re-

suspended in 500 l of lysis buffer (8 M 

urea, 2 M thiourea, 1% CHAPS, 65mM 

DTT, 0.5% ampholyte pH 3-10) and sample 

was vortexed and sonicated on ice four 

times, eight seconds each (21% amplitude, 

8 sec, interspersed with 9 sec), followed by 

centrifugation at 13,000 × g for 1 hr (4°C), 

and the supernatant was subjected to 2-DE 

(Nirmalan et al. 2004, Makanga et al. 

2005). Quantification of protein 

concentrations of the extracts was 

performed by using Bradford reagent 

(BioRad, USA). Two-dimensional gel 

electrophoresis (2-DE) was carried out 

using a 2D electrophoresis system (BioRad,  

 USA) according to the manufacturer’s 

recommendation with modifications.and 

NRU Projects), Ministry of Education of 

Thailand, Mae Tao clinic and all 

volunteers for supporting this study. 

 

Results 

 

In vitro antimalarial activity of DHA  

The concentration-response curve 

of  in vitro antimalarial activity of DHA 

against G112 P. falciparum is shown in 

Figure 1. The IC50 of DHA of 3.0 nM  was 

used in proteomics study.  

 

Proteomics study 

Proteins were extracted from 

G112 P. falciparum clone in the presence 

(5 hours exposure) and absence (control) 

of DHA.  Results showed that 

approximately 63 spots of protein patterns 

were similar, but the number of protein 

spots was markedly lower in the exposed 

parasite (99 spots) compared with the non-

exposed parasite (147 spots) (Figure 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1   The concentration response curve of DHA 
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Figure 2    The protein patterns of G112 P. falciparum clone; A: without DHA and B with DHA 

exposure 
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Discussion 

 

Proteomics approach is a new tool to 

observe targets for drug and vaccine 

development. Nevertheless, the application 

of this approach in malaria parasite is still 

limited. The proteomics tool have been 

undertaken to study the mechanisms of 

action or resistance of antimalarial drugs in 

P. falciparum  (Makanga et al. 2005, Prieto 

et al. 2008, Cooper et al. 2004). In the 

present study, we observed the protein 

patterns  

 of P. falciparum following exposure to 

DHA. Identification of those proteins 

which were down-regulated after exposure 

to DHA is underway.    
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Abstract 

  

Malaria remains a major public health problem in Thailand due to the emergence of 

multidrug resistance Plasmodium falciparum. Malaria infection caused by P. falciparum can 

cause coma, especially cerebral malaria and lead to death. Understanding genetic diversity of 

parasites is essential for developing effective drugs and vaccines for malaria control. The 

objective of this study was to investigate the genetic diversity pattern of merozoite surface 

protein 1 (PfMSP-1) and merozoite surface protein 2 (PfMSP-2) genes in a total of 50 P. 

falciparum isolates collected from Mae Sot district, Tak province, Thailand during 2009 to 2010. 

The polymorphisms of PfMSP-1 and PfMSP-2 were investigated by polymerase chain reaction 

(PCR). Both individual gene and their combination patterns showed marked genetic diversity. 

These two polymorphic genes could be used as molecular markers to detect multiple clone 

infections and differentiate recrudescence from re-infection in P. falciparum isolates in Thailand. 
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ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยนีเมอรโ์รซอยทเ์ซอรเ์ฟสโปรตีนของเช้ือ

มาลาเรียชนดิฟัลซิพารมั ในพื้ นทีอ่ าเภอแม่สอด จงัหวดัตาก 
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1
ศูนยค์วามเป็นเลิศทางดา้นการวจิยั คน้ควา้ และพฒันายาแห่งประเทศไทย 

มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร ์(ศูนยร์งัสิต) ปทมุธานี ประเทศไทย 
 

บทคดัย่อ 
 

 มาลาเรียเป็นหน่ึงในโรคที่ก่อให้เกดิปัญหาทางด้านสาธารณสขุของประเทศไทย การติดเช้ือ

มาลาเรียชนิดฟัลซิพารัมอาจก่อให้เกดิอาการรุนแรง โดยเฉพาะภาวะมาลาเรียขึ้นสมอง และอาจท า

ให้ผู้ป่วยเสยีชีวิตได้  นอกจากน้ีปัญหาส าคัญในการควบคุมโรคมาลาเรียคือปัญหาเช้ือมาลาเรียชนิด

ฟัลซิพารัมด้ือต่อยาต้านมาลาเรียหลายชนิด (multidrug resistance) เน่ืองจากเช้ือมาลาเรียฟัลซิ

พารัมสายพันธุใ์นประเทศไทยได้พัฒนาชีววิทยาของเซลล์ในระดับโมเลกุลให้ลดการตอบสนองต่อยา

ต้านมาลาเรียหลายๆ ชนิดที่มีใช้ในการรักษา ท าให้เกดิความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือ

มาลาเรียสงู ดังน้ันการเข้าใจถึงพันธุกรรมประชากรของเช้ือมาลาเรียจึงมีประโยชน์ในการควบคุมโรค 

ท าให้ทราบถึงขอบเขตความหลากหลายทางพันธุกรรม และการแพร่กระจายของเช้ือดื้อยา ซ่ึงมี

ความส าคัญต่อการพัฒนายาที่มีประสทิธภิาพรวมทั้งการน าไปใช้เป็นองค์ความรู้พ้ืนฐานในการ

พัฒนาวัคซีน วัตถุประสงค์ของงานศึกษาวิจัยน้ีจัดท าขึ้นเพ่ือศึกษารูปแบบความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของยีน MSP-1 และ MSP-2 ของเช้ือมาลาเรียชนิดฟัลซิพารัม จากตัวอย่างเลือดของ

ผู้ป่วยมาลาเรียจ านวน 50 ราย ในพ้ืนที่อ  าเภอแม่สอด จังหวัดตาก พ.ศ. 2552 - 2553 โดยใช้

เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ผลการศึกษาพบว่า ยีน MSP-1 และ MSP-2 มี

ความหลากหลายของรูปแบบทางพันธุกรรมสงู นอกจากน้ีเมื่อรวมรูปแบบทางพันธุกรรมของยีน 

MSP-1 และ MSP-2 เข้าด้วยกนั ท าให้สามารถจ าแนกรูปแบบความหลากหลายทางพันธุกรรม

ได้มากขึ้น ดังน้ันการศึกษาความหลากหลายของรูปแบบทางพันธุกรรมของยีน MSP-1 และ MSP-

2 จึงสามารถน ามาใช้ในการวิเคราะห์การติดเช้ือหลายสายพันธุใ์นเวลาเดียวกนัและการจ าแนกความ

แตกต่างของการติดเช้ือซ า้ และการติดเช้ือใหม่ได้ 

 

ค าส าคญั:         Plasmodium falciparum, Merozoite Surface Protien (MSP), genetic polymorphisms 
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Introduction 

 
Malaria is one of the most 

important public health problems in 

several tropical countries including 

Thailand. Infection with Plasmodium 

falciparum can cause severe morbidity and 

mortality. In Thailand, malaria disease is 

endemic throughout the country, with the 

highest incidence reported from Tak 

Province (Na-Bangchang and Congpuong 

2007). In Mae Sot district of Tak Province, 

the prevalence of P. falciparum and 

Plasmodium vivax infection is 

approximately equal. Molecular 

genotyping of genetic markers of 

antimalarial drug resistance plays an 

important role as a tool for monitoring the 

trend of antimalarial drugs resistance. To 

accurately confirm P. falciparum drug 

resistance, recrudescence and re-infection 

must initially be discriminated. Merozoite 

surface protein-1 (MSP-1) of P. 

falciparum is a major surface protein with 

an approximate molecular size of 190 kDa. 

MSP-1 exerts a key role in erythrocyte 

invasion by the merozoite (Holder and 

Blackman 1994). It is a target of human 

immune responses (Woehlbier et al. 2006) 

and a hopeful candidate for a blood stage 

subunit vaccine (Holder et al. 1999). MSP-

2 of P. falciparum is another coming 

candidate antigen for subunit malaria 

vaccine (Lawrence et al., 2000). The aim 

of the study was to investigate the genetic 

diversity of PfMSP-1 and PfMSP-2 genes 

in blood samples collected from 50 

patients with uncomplicated P. falciparum 

malaria in Mae Sot district of Thailand. 

 

Methods 

 

Study sites and sample collection 
A total of 50 blood samples (1 ml 

each) were collected from patients 

attending the malaria clinics in Mae Sot 

district, Tak province during 2009 to 2010. 

Approval of the study protocol was 

obtained from the Ethics Committees of 

Mae Sot General Hospital, Tak province, 

Thailand. Two millilitres of blood samples 

were collected by venipuncture prior to 

treatment with standard regimens for       

P. falciparum     and       collected       into  

 

 

 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 

collecting tubes. Giemsa-stained thin and 

thick blood smears were prepared and 

examined microscopically for P. falciparum 

parasites. 

 

Extraction of parasite genomic DNA  

Parasite genomic DNA was extracted 

from whole blood using Chelex extraction 

method and used as template for PCR 

amplification. 

 

Amplification of PfMSP-1 and PfMSP-2  
P. falciparum genotyping was carried 

out using PCR technique. In the reaction, 

primer pairs corresponding to the conserved 

sequences spanning the polymorphic regions 

composed of forward-5’GAAGATGCAGT 

ATTGACAGG3’ and reverse-5’GAGTTCT 

TTAATAGTGAACAAG3’ for MSP-1 and 

forward-5’GAGTTCTTTAATAGTGAACA 

AG3’ and reverse-5’CCTGTACCTTTATT 

CTCTGG3’ for MSP-2 (Wooden et al. 

1993). The reaction volume was 20 μl 

containing 1 μM of each of primer, 0.5 U of 

Taq polymerase, 1x of buffer with KCl 

(Fermentas, Canada), 2.5 mM of MgCl2 

(Fermentas, Canada), 0.5 mM of dNTP, and 

DNA template. PCR was performed under 1 

cycle of 5 min at 94°C, then 30 cycles of 1 

min at 94°C, 1 min at 50°C, 1 min at 72°C, 

and final extension at 72°C for 5 min of 

amplification condition. PCR products were 

analysed on a 2% on a 2% agarose gel 

containing ethidium bromide. The variation 

in size of the amplified products was 

observed. 

 

Results 

 

Out of fifty samples, 46 (92%) and 39 

(78%) samples were successfully amplified 

for PfMSP-1 and PfMSP-2, respectively 

(Figure 1). Both P. falciparum genes were 

highly polymorphic, of which 15 PfMSP-1 

genotypes and 16 PfMSP-2 genotypes were 

detected. The dominant polymorphism size 

detected for PfMSP-1 and PfMSP-2 were 

310 and 650 bp, respectively. Nine (20%) 

and three (8%) samples showed multiple 

clone infections for PfMSP-1 and PfMSP-2, 

respectively (Table 1). 
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A 

 

    B 

 

 

     

Figure 1     Gel photographs of polymerase chain reaction amplified products of PfMSP-1 (A) 

and PfMSP-2 (B)  
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Table 1      Summary of polymorphism sizes of PfMSP-1and PfMSP-2 in 50 P. falciparum 

isolates collected from Mae Sot district. 

 
PfMSP-1 (n = 46) PfMSP-2 (n = 39) 

polymorphism size (bp) n polymorphism size (bp) N 

280 1 450 2 

285 1 480 2 

290 4 490 2 

300 12 500 4 

310 14 510 5 

315 2 520 1 

320 1 590 3 

325 1 600 3 

330 1 610 1 

300/400 1 630 1 

310/360 2 650 6 

315/370 1 660 1 

320/360 3 690 3 

325/360 1 700 2 

330/380 1 500/520 2 

  520/530 1 

Total polymorphisms 15  16 

 

 
Combination of PfMSP-1and PfMSP-2 

polymorphisms  

The combination of PfMSP-1 and 

PfMSP-2 polymorphism sizes showed 

higher level of diversity than each 

individual gene alone. Thirty-two patterns 

of PfMSP-1/PfMSP-2 were found (Table 2). 

The dominant combination was 310/650.  A 

total of seven (18%) samples showed 

multiple clone infections (Table 2). 

 

Discussion 

 

Several malarial proteins have been 

proposed as vaccine candidate antigens, but 

MSP-1 is the most popular (Genton et al. 

2003, Reed et al. 2009). Results of the 

phase 1–2b clinical trial of a MSP-2 based 

vaccine showed that one allelic type 

included in the vaccine may be more 

effective against the parasites (Genton et al.  

 2002). P. falciparum MSP-2, apical 

membrane antigen-1 (AMA-1) and 

circumsporozoite protein (CSP) are also 

under investigation as candidate antigens 

for the development of malaria vaccine 

(Collins et al. 1994, Stoute et al. 1997).  

The polymorphisms of PfMSP-1 

and PfMSP-2 of P. falciparum isolates have   

been investigated in isolates collected from 

several malaria endemic areas (Kang et al. 

2010, Khaminsou et al. 2011, Londono-

Renteria et al. 2012, Mayengue et al. 2011, 

Mwingira et al. 2011). All showed the 

highly polymorphic patterns of these two 

genes. High level of PfMSP-1 and PfMSP-2 

polymorphisms and multiple clonal 

infections were reported in three malaria 

endemic regions of Lao PDR (Khaminsou 

et al. 2011). Similarly, sequence analysis of 

PfMSP-1 block 2 in P. falciparum isolates 

collected   from   Myanmar    demonstrated 
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Table 2     Polymorphism sizes of various combination patterns of PfMSP-1 and PfMSP-2 

observed in 50 P. falciparum isolates collected from Mae Sot 

 

Pattern 
PfMSP-1/PfMSP-

2 (bp) 
n Pattern 

PfMSP-1/PfMSP-2  

(bp) 
N 

1 280 700 1 17 310 510 2 

2 290 510 1 18 310 590 1 

3 290 530 1 19 310 600 2 

4 290 590 1 20 310 610 1 

5 290 650 2 21 310 650 3 

6 300 450 1 22 310 660 1 

7 300 480 1 23 310 690 1 

8 300 490 2 24 315 500 1 

9 300 500 1 25 315 650 1 

10 300 510 1 26 310/360 500 1 

11 300 590 1 27 310/360 520/530 1 

12 300 600 1 28 320/360 500 1 

13 300 690 2 29 320/360 500/520 1 

14 300 700 1 30 320/360 510 1 

15 310 450 1 31 325/360 500/520 1 

16 310 480 1 32 330/380 520 1 

 

14 different genotypes (5 for K1 type and 9 

for MAD20 type) and PfMSP-2 block 3 

found 22 genotypes (7 for FC27 type and 

15 for 3D7 type) (Kang et al. 2010).  A 

recent report from Republic Congo revealed 

high polymorphisms and multiple clones of 

P. falciparum isolates (Mayengue et al. 

2011). Moreover, isolates collected from 

Malawi, Tanzania, Uganda, Burkina Faso 

and São Tomé exhibited highly 

polymorphic and low allele frequencies of 

PfMSP-1, PfMSP-2 and glurp, with a total 

of 17 PfMSP-1 genotypes, 116 PfMSP-2 

genotypes and 14 glurp genotypes 

(Mwingira et al. 2011). In contrast, 

relatively low level of genetic diversity was 

found in the isolates collected from Haiti (9 

PfMSP-1 genotypes) (Londono-Renteria et 

al. 2012). Results of the present study 

confirm the genetic variation of PfMSP-1 

and PfMSP-2 genes of P. falciparum 

isolates collected from Mae Sot district, the  

 endemic area of Thailand with highest 

malaria incidence. Moreover, the 

combination of PfMSP-1/PfMSP-2 was 

relatively more polymorphic, and thus 

appropriate for the detection of multiple 

clone infection. The low efficacy of 

vaccine candidate antigens observed in 

various clinical trials would be due to the 

highly variable genetic polymorphisms of 

PfMSP-1 and PfMSP-2 in P. falciparum 

isolates. 

 

Conclusions 

 

PfMSP-1 and PfMSP-2, as well as 

the combination patterns of PfMSP-

1/PfMSP-2 showed marked genetic 

diversity. The combination of these two 

polymorphic genes could be used as 

molecular markers to detect multiple clone 

infections and differentiate recrudescence 

from re-infection in P. falciparum isolates  
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in Thailand. This information is useful for 

treatment and control program of malaria in 

Thailand. 
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Abstract 

  

Garcinia mangostana Linn., commonly known as mangosteen, is a tropical fruit tree 

belonging to the family Clusiaceae (Guttiferae). Several parts of this plant have been used for 

traditional medicine, especially pericarp of mangosteen. The aim of this study was to evaluate 

antimalarial activity of the crude ethanolic extract of pericarp of Garcinia mangostana Linn. 

The finger print of the crude ethanolic extract and content of the marker compound. The α-

mangosteen (32.9%) was analyzed by HPLC.  Antimalarial activity of the crude ethanolic 

extract was evaluated in vitro against 3D7 (chloroquine-sensitive) and K1 (chloroquine resistant) 

Plasmodium falciparum clones. The crude ethanolic extract of pericarp of Garcinia mangostana 

Linn. exhibited moderate antimalarial activity with IC50 values of 10.94 and 7.54 µg/ml against 

3D7 and K1 clones, respectively. It exhibited promising antimalarial activity with safety profile 

in acute and subacute toxicity tests in mice. The crude ethanolic extract of pericarp of Garcinia 

mangostana Linn  at the dose of 250 mg/kg produced maximal activity. 

 

Key Words Garcinia mangostana Linn, pericarp mangosteen, Plasmodium falciparum, 

antimalarial activity 
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มาลาเรียในหลอดทดลองและสตัวท์ดลอง  
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1
ศูนยค์วามเป็นเลิศทางดา้นการวจิยั คน้ควา้ และพฒันายาแห่งประเทศไทย 

มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร ์(ศูนยร์งัสิต) ปทมุธานี ประเทศไทย 
 

บทคดัย่อ 
 

 Garcinia mangostana Linn. เป็นที่รู้จักกนัในช่ือมังคุด เป็นผลไม้เขตร้อนอยู่ในแฟมิล่ี 

Clusiaceae (Guttiferae) ส่วนต่างๆของมังคุดสามารถใช้เป็นยาสมุนไพรโดยเฉพาะอย่างย่ิงเปลือก

มังคุด เป้าหมายของการวิจัยน้ี คือทดสอบสารสกดัจากเปลือกมังคุดด้วยเอทานอลต่อฤทธิ์การต้าน

เช้ือมาลาเรีย finger print ของสารสกดัจากเปลือกมังคุดด้วยเอทานอลและส่วนประกอบถูกวิเคราะห์

โดยใช้ α-mangosteen เป็น marker ซ่ึงมี 32.9% ด้วยวิธี HPLC ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเช้ือ

มาลาเรียของสารสกดัจากเปลือกมังคุดด้วยเอทานอลกบัเช้ือมาลาเรียชนิดฟัลซิพารัมสายพันธุ ์ 3D7 

และ K1 ในหลอดทดลองพบว่า ความเข้มข้น ของสารสกดัจากเปลือกมังคุดด้วยเอทานอลที่สามารถ

ยับย้ังเช้ือมาลาเรีย 50% เทา่กบั 10.94 และ 7.54 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดับ การทดสอบ

ความเป็นพิษเฉียบพลันและกึ่งเฉียบพลันในหนูถีบจักร การ ทดสอบฤทธิ์การต้านเช้ือมาลาเรียของ

สารสกดัจากเปลือกมังคุดด้วยเอทานอล พบว่าสามารถยับย้ังเช้ือมาลาเรียที่ความเข้มข้น 250 

มิลลิกรัมต่อกโิลกรัมในระดับปานกลาง 

 

ค าส าคญั:         Garcinia mangostana Linn, เปลือกมังคุด, เชื้อมาลาเรียชนิดฟัลซิพารมั, ฤทธิ์ต้านเช้ือ

มาลาเรีย 
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Introduction 
 

Malaria is a mosquito-borne 

infectious disease which is an important 

public health problem in tropical and 

subtropical regions of the world. Major 

problem which limits the control of the 

disease is the emergence and spread of 

multidrug resistant Plasmodium falciparum. 

Research and development for new 

promising antimalarials from different 

sources including natural products is 

urgently needed.  

Garcinia mangostana Linn., 

commonly known as mangosteen, is a 

tropical fruit tree belonging to the family 

Clusiaceae (Guttiferae). The fruit pericarp 

has long been used in traditional medicine 

for treatment of abdominal pain, diarrhea, 

dysentery, infected wound, suppuration, 

chronic ulcer catarrh, cystitis, eczema, 

fever, intestinal ailments, pruritis and other 

skin infection (Mahabusarakam et al., 1987; 

Martin, 1980). Several biological and 

pharmacological activities of several 

compounds isolated from mangosteen 

pericarp which  its crude extracts have been 

extensively investigated (Chen et al., 1996). 

In the present study, we investigated 

preliminarily the in vitro and in vivo 

antimalarial activity of the crude ethanolic 

extract of the pericarp of G. mangostana 

Linn.  

  

Materials and methods 
 

Plants materials and preparation of crude 

extracts 

Mangosteen fruits were collected 

from market on September. Mangosteen 

fruits will rinsed thoroughly with tap water. 

The pericarps were separated, cut into small 

pieces, oven dried at 45 ºC, and then ground 

into powder with pestle and mortar. 

Extraction was carried out by macerating 

the powder  plant   materials (100 g) in 

flasks containing 500 ml of 95% ethanol at 

room temperature (25-30 ºC) for 7 days. 

The extraction solvent was separated and 

filtered through Whatman no.1 filter paper, 

evaporated under reduced pressure by 

rotary evaporation. The crude ethanolic 

extract of mangosteen’s pericarp was 

weighed and stored at -20 ºC until used.  

The finger print  of  the  crude  extract  and  

 content of the marker compound α-

mangosteen was analysed by HPLC. The 

yields of crude extract was about 10.6% 

(w/w), of which 32.9% (w/w) were α-

mangosteen. 

 

Assessment of antimalarial activity in 

vitro  

3D7 (chloroquine sensitive) and 

K1 (chloroquine resistant) Plasmodium 

falciparum clones were cultivated and 

maintained in O+ human erythrocytes 

suspended in RPMI 1640 culture medium 

(at 37 ºC under a gas mixture of 5% CO2, 

5% O2 and 90% N2) according to the 

method described by Trager and Jensen 

(Trager and Jensen, 1976). Parasite 

suspension was treated with 5% sorbitol to 

obtain the ring stage of P. falciparum 

(Lambros and Vanderberg, 1979). 

The crude ethanolic extract of G. 

mangostana Linn. (pericarp) was screened 

for antimalarial activity against 3D7 and 

K1 P. falciparum clones using SYBR 

Green I based assay (Bennett et al., 2004). 

The assay was performed using parasite 

suspension with 2% parasitaemia and 1% 

haematocrit. Fifty percent inhibitory 

concentration (IC50) values were 

determined by dose effect analysis 

(CalcuSyn 
TM

 Software). The antimalarial 

dihydroartemisinin was used as a positive 

control drug.  

 

Assessment of antimalarial activity in vivo 

Animals:  Swiss mice (5-7 weeks 

of age, weighing 25-30 g) of either sex 

were obtained from National Laboratory 

Animal Centre, Thailand. Animal 

experiments were carried out in 

accordance with the Guidelines for the 

Care and Use of Laboratory Animals 

(National Institutes of Health publication 

number 85-23). The animal was housed 

under standard conditions and fed with a 

stock diet and water ad libitum. 

Toxicity tests: All mice were 

refrained from water and food 2 h before 

oral administration of each dose of the 

crude extract. For acute toxicity test, crude 

extract at a single dose of 5,000 mg/kg 

body weight was given orally by 

intragastric gavage to six mice (3 males, 3  
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females).  For  subacute   toxicity  test,  the 

extract at the dose of 1,000 mg/kg body 

weight was given orally by intragastric 

gavage to six mice (3 males, 3 females) for 

14 days. General behavior or any sign of 

toxicity including vital signs and body 

weight were recorded over a period of 24 h 

for up to 14 days (Twaij et al., 1983).       

 Antimalarial activity testing: ANKA 

strain P. berghei (obtained from The 

National Science and Technology 

Development Agency, Thailand: NSTDA) 

was used to assess in vivo antimalarial 

activity of the crude ethanolic extract of 

pericarp of G. mangostana Linn. using a 4-

day suppressive test (Peters et al., 1975). 

The rodent malaria parasites were 

maintained by serial blood passage in mice 

and parasite blood stage was store at -196 

ºC in a liquid nitrogen tank until use.   

The infected blood was collected 

from each donor mouse by cardiac puncture 

and diluted with 0.9% NaCl. P. berghei 

infected erythrocytes in a saline suspension 

(0.2 ml) at the density of 1×10
7 

erythrocyte 

parasites were injected by intraperitoneal 

route to 30 mice (15 males and 15 females).  

Mice were allocated to five groups (3 males 

and 3 females for each group) mice to 

receive intraperitoneal injection of the 

extract at the dose of 500, or 250, or 100 

mg/kg for 4 days. The vehicle control group 

received Tween 80, whereas the positive 

control group received oral chloroquine 

diphosphate at the dose of 10 mg/kg/day for  

 4 days. Blood samples were collected 

from the tail of each mouse daily for 4 

days, stained with 10% Giemsa in pH 7.2 

phosphate buffer and examined 

microscopically for assessment of 

parasitaemia. The mean parasitaemia on 

day 4 of treatment in each group was used 

to calculate the % chemosuppression for 

each dose using the formula: [(A-

B)/A]×100, where A is the mean 

parasitaemia in the negative control and B 

is the parasitaemia in the test group.  The 

antimalarial activity of the crude extract 

was determined from % reduction of 

parasitaemia in the tested groups 

compared with untreated infected mice. 

Survival time in days was also recorded. 

 

Results 

 

Antimalarial activity of the crude extract 

in vitro  

The IC50 of G. mangostana Linn. 

against 3D7 and K1 P. falciparum clones 

in vitro were 11.12 µg/ml (moderate 

activity) and 7.54 µg/ml (high activity), 

respectively.    

 

Toxicity test 

Swiss mice administered the crude 

extract at a single dose of 5,000 mg/kg 

(acute toxicity test) or 1,000 mg/kg for 14 

days (subacute toxicity test) showed  no 

sign of toxicity during the observation 

period of 14 days. 

 

 

Figure 1     Percent inhibition of parasitemia in mice each group 

Crude extract of mangosteen 
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Antimalarial activity in vivo 

Inhibition of parasitaemia (%) and 

parasitaemia (%) following a 4-day dose of 

500, 250 and 100 mg/kg were 41.44  vs 3.3 

%, 66.42 vs 1.89 %, and 43.35 vs 3.19 %, 

respectively (Figure 1). Complete inhibition 

of parasitaemia (100% inhibition, 0% 

parasitaemia) was observed in the group 

treated with chloroquine. No significant 

inhibition of parasitaemia was observed in 

mice treated with Tween-80. Parasite 

density in the untreated control group was 

5.64%. 

 

Discussion and Conclusion 

 

The crude ethanolic extract of the 

pericarp of G. mangostana Linn. exhibited  

moderate and high in vitro antimalarial 

activity against CQ-sensitive (3D7) and 

CQ-resistant (K1) P. falciparum clones, 

respectively. Several xanthones isolated 

from G. mangostana Linn. have shown 

antimalarial activity in vitro against 

Plasmodium falciparum. β-mangostin and 

α-mangostin exhibited a comparable IC50  

 value (7 and 5.1 µM, respectively). In the 

other hand, Mahabusarakam et al. found 

that α-mangostin exhibited an IC50 value 

of 17 µM against P. falciparum 

(Mahabusarakam et al., 2006). Its in vivo 

antimalarial activity was moderate. The 

results for in vivo antimalarial activity do 

not necessarily correlate withthose for in 

vitro antimalarial activity as reported by 

Gessler et al. (Gessler et al., 1995). The 

crude ethanolic extract was well tolerated 

for both in the acute and subacute toxicity 

tests. The study is underway to assess the 

optimal dose of the crude ethanolic extract 

with potent antimalarial activity (100% 

inhibition) and condition experiments.  
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Abstract 

  

Phyllanthus amarus Schum. & Thonn. has been used in traditional medicine for 

treatment of diverse conditions. Various pharmacological effects of its extracts have been 

reported such as hepatoprotective, antioxidant, anti-inflammatory, antiviral and anticarcinogenic 

activities. However, safety data regarding herb-drug interaction of this plant is still marginally 

reported. Drug interaction issue is one of the major concerns in drug utilization since it may 

cause therapeutic failure or serious adverse reaction of co-administered medicines. The purpose 

of this study was to investigate effect of P. amarus aqueous extract on human cytochrome P450 

3A4 (CYP3A4) activity in hepatoma HepG2 cells. Cytotoxicity of P. amarus aqueous extract 

was determined by MTT assay. The result showed that the extract reduced percent cell viability 

of HepG2 cells with IC50 values of 3.69, 1.76 and 1.24 mg/ml for the incubation periods of 24, 

48 and 72 hours, respectively. The extract at concentration of 0.5 mg/ml significantly increased 

CYP3A4 activity in a time-dependent manner. As compared to the control, CYP3A4 activity 

was enhanced by 1.64, 2.07 and 2.43 fold following incubation with the extract for 24, 48 and 

72 hours, respectively. The inductive effect of the extract found in this study provides an 

information of herb-drug interaction potential, thus further study in vivo is suggested. 

 

Key Words cytochrome P450 3A4, HepG2 cells, Herb-drug interaction, Phyllanthus 

amarus 
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ผลของสารสกดัลูกใตใ้บดว้ยน ้ าต่อสมรรถนะของเอนไซมไ์ซโตโครมพี 450 3 เอ 4 

ของมนุษยใ์นเซลลเ์พาะเลี้ ยง HepG2 

 

กฤษดา อนนัตวุฒิกุล
1
, สุรีรตัน ์พรธาดาวิทย์

2
, พรเพญ็ เปรมโยธิน

1
, สมทรง ลาวณัยป์ระเสริฐ

1
  

 
1
ภาควชิาเภสชัวทิยาและสรีรีวทิยา คณะเภสชัศาสตร ์จฬุาลงกรณม์หาวทิยาลยั ประเทศไทย 

2
ภาควชิาเคมีคลินิก คณะเทคนิคการแพทย ์มหาวทิยาลยัมหิดล ประเทศไทย 

 

บทคดัย่อ 
 

 ลูกใต้ใบเป็นสมุนไพรที่มีการใช้ในการแพทย์แผนโบราณในการรักษาภาวะต่างๆอย่าง

แพร่หลาย มีรายงานฤทธิ์ทางเภสชัวิทยาของสารสกดัลูกใต้ใบ ได้แก่ ฤทธิ์ป้องกนัความเป็นพิษต่อ

ตับ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอสิระ ฤทธิ์ต้านการอกัเสบ ฤทธิ์ต้านไวรัส และฤทธิ์ต้านการก่อมะเรง็ เป็นต้น 

อย่างไรกต็ามข้อมูลความปลอดภัยของลูกใต้ใบที่เกี่ยวข้องกบัอนัตรกริิยาระหว่างสมุนไพรกบัยายังมี

จ ากดั การเกดิอนัตรกริิยาระหว่างยามีความส าคัญเน่ืองจากอาจมีผลท าให้ประสทิธผิลในกา รรักษา

ของยาลดลง หรือเกดิอาการไม่พึงประสงค์ขึ้นได้ งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของสารสกดั

ลูกใต้ใบด้วยน า้ต่อสมรรถนะของเอนไซม์ ไซโตโครมพี 450 3 เอ 4 (CYP3A4) ของมนุษย์ ใน

เซลล์เพาะเล้ียงเฮพจี 2 จากการศึกษาความเป็นพิษโดย  MTT assay พบว่าสารสกดัลดการมีชีวิ ต

รอดของเซลล์ โดยมีค่า IC50 เทา่กบั 3.69, 1.76 และ 1.24 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เมื่อบ่มเป็นเวลา  

24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ตามล าดับ จากการศึกษาผลต่อสมรรถนะเอนไซม์ CYP3A4 พบว่าสาร

สกดัที่ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร มีผลเพ่ิมสมรรถนะของเอนไซม์ CYP3A4 ในลักษณะที่

ขึ้นกบัเวลา โดยเพ่ิมสมรรถนะเป็น 1.64, 2.07 และ 2.43 เทา่เมื่อเปรียบเทยีบกบักลุ่มควบคุม 

หลังจากการบ่มเป็นเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ตามล าดับ ผลเหน่ียวน าของสารสกดัในการศึกษา

น้ีบ่งช้ีถึงแนวโน้มในการเกดิอนัตรกริิยาระหว่างสมุนไพรกบัยา จึงควรท าการศึกษาแบบในกายต่อไป 

 

ค าส าคญั:         ไซโตโครมพี 450 3 เอ 4, เซลล์เพาะเล้ียงเฮพจี 2, อนัตรกริิยาระหว่างสมุนไพรกบัยา, 

ลูกใต้ใบ 
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Introduction 

 
 Drug interaction is one of the 

major concerns in drug utilization since it 

can either affect therapeutic efficacy or 

safety of concomitant medicines 

particularly of those with narrow 

therapeutic index. One of the most common 

mechanisms of drug interaction is the 

interfering with drug metabolizing enzymes 

especially with CYP3A4, which is 

responsible for the metabolism of 

approximately 60% of clinically used 

medicines (Chen and Raymond 2006). As a 

result, the potentials of CYP3A4 induction 

or inhibition are required to be investigated 

in the research and development process. 

Phyllanthus amarus Schum. & Thonn. 

(Euphorbiaceae), also known as “Luk Tai 

Bai”, has been traditionally used as the 

herbal medicines for various conditions 

particularly for the treatment of jaundice 

and other symptoms of liver diseases. 

Several pharmacological effects of its 

extracts have been previously reported 

including hepatoprotective (Wongnawa et 

al. 2006, Pramyothin et al. 2007), 

antioxidant (Wongnawa et al. 2006), anti-

inflammatory (Kassuya et al. 2003), 

antiviral (Notka et al. 2004) and 

anticarcinogenic (Rajeshkumar et al. 2002) 

activities. 

Previous studies demonstrated the 

inhibitory effect of P. amarus extracts on 

various CYPs including CYP3A4 (Kumar 

and Kuttan 2006, Appiah-Opong et al. 

2008, Taesotikul et al. 2011). Inductive 

effect of this plant extract has not yet been 

reported. Recent studies have shown the 

ability of some flavonoids, lignans and 

tannins, which can also be classified as 

polyphenols, in the activation of pregnane 

X receptor (PXR) and constitutive 

androstane receptor (CAR), the commonly 

known transcription factors involved in 

CYP3A4 gene expression (Jacobs et al. 

2005, Kluth et al. 2007, Dong et al. 2010, 

Yao et al. 2010). It has been found that P. 

amarus extracts are composed of various 

components, including numerous kinds of 

polyphenolic compounds, which may have 

different effects on CYP3A4 activity and 

gene expression. Thus, the overall outcome 

can be either inhibition, induction or no 

significant     change    according     to    the  

 combination of their effects on CYP3A4 

which cannot be simply predicted. 

Therefore, this study aimed to determine 

the effect of P. amarus aqueous extract on 

CYP3A4 activity using HepG2, the human 

liver carcinoma, cells. 
 

Materials and methods 
 

Plant Material 

The aqueous extract of P. amarus 

was kindly provided by Assoc. Prof. Dr. 

Pornpen Pramyothin, Department of 

Pharmacology and Physiology, Faculty of 

Pharmaceutical Sciences, Chulalongkorn 

University. The preparation procedure of 

P. amarus aqueous extract and the 

determination of its hepatoprotective 

activity were previously described 

(Pramyothin et al. 2007). 
 

Cell culture 

HepG2 cells were cultured in 

Dulbecco’s Modified Eagles medium 

(DMEM) supplemented with 10% fetal 

bovine serum, 2 mM L-glutamine, 100 

U/ml penicillin and 100 µg/ml strepto-

mycin. Cells were maintained at 37ºC in a 

humidified atmosphere with 5% CO2. 
 

MTT assay 

MTT assay was performed to 

determine the cytotoxicity of P. amarus 

aqueous extract on HepG2 cells so as to 

obtain the optimal concentration for 

subsequent experiments. Cells were 

cultured in 96-well plates and treated with 

various concentrations of P. amarus 

aqueous extract (0.001-5 mg/ml) for 24, 

48 and 72 hours. After treatment, cells 

were incubated with medium containing 

0.5 mg/ml MTT at 37°C for 2 hours. The 

remaining formazan crystal was dissolved 

in DMSO and the optical density at 570 

nm was measured using a microplate 

reader (DTX 800 multimode detector, 

Beckman Coulter, USA). Three indepen-

dent experiments were performed in 

triplicates of each.  Median inhibitory 

concentration (IC50) was calculated by 

plotting log of concentrations of P. 

amarus aqueous extract versus the 

corresponding probit unit of the percent 

inhibition. 
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Percentage of cell viability was calculated by using the following equation. 

% cell viability     =        Test compound treated values   × 100 

                            Control (untreated) values 

 
Determination of CYP3A4 activity in 

HepG2 cells 

CYP3A4 activity was determined 

using P450-Glo™ CYP3A4 Assay 

containing Luciferin IPA (Promega, USA). 

In brief, HepG2 cells were cultured in 24-

well plates and treated with P. amarus 

aqueous extract (0.05, 0.1 and 0.5 mg/ml) 

for 24, 48 and 72 hours. After treatment, 

cells were incubated with the medium 

containing 3 µM Luciferin IPA at 37°C for 

2 hours. Then, 100 µl of medium from each 

well was transferred to a 96-well opaque 

white plate and mixed with 100 µl of 

Luciferin Detection Reagent at room 

temperature. Luminescence was measured 

using a microplate reader (DTX 800 

multimode detector, Beckman Coulter, 

USA). Background subtracted 

luminescence values were normalized to 

cell number by dividing the P450-Glo™ 

Assay values by the CellTiter-Glo
®
 Assay 

(Promega, USA) values. Dexamethasone 

was used as the positive control for 

CYP3A4 induction. Three independent 

experiments were performed in triplicates 

of each.  

 Statistical analysis 

Results were expressed as mean ± 

S.E.M. Statistical analysis was performed 

using the SPSS version 16.0 for windows 

software. Mean difference among groups 

in MTT assay and between the control and 

treatment groups in CYP3A4 activity 

assay were examined using one-way 

ANOVA followed by Tukey’s post hoc 

test and Student’s independent t-test, 

respectively. P-value < 0.05 was 

considered statistically significant. 

 

Results 

 

P. amarus aqueous extract 

exhibited significant cytotoxicity on 

HepG2 cells at concentrations of 1, 2.5 

and 5 mg/ml in a time- and concentration-

dependent manner (Figure 1). The extract 

caused the reduction of cell viability with 

IC50 values of 3.69, 1.76 and 1.24 mg/ml 

for the incubation times of 24, 48 and 72 

hours, respectively (Figure 2, 3 and 4). 
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Figure 1     Effect of P. amarus aqueous extract on HepG2 cell viability as determined by MTT 

assay after 24, 48 and 72 hours of incubation. Data are expressed as mean ± S.E.M. 

(n=3). * Significant difference from the control (P < 0.05) 
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Figure 2     Cytotoxicity   of  P. amarus 

aqueous extract on HepG2 cells 

after 24 hours of incubation 
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Figure 3    Cytotoxicity of P. amarus aqueous 

extract on HepG2 cells after 48 

hours of incubation 

y = 2.0363x + 4.8088

R2 = 0.9977

IC50 = 1.24 mg/ml
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Figure 4     Cytotoxicity of   P. amarus 

aqueous extract on HepG2 cells 

after 72 hours of incubation 

 
 
 

  

 
Effects of P. amarus aqueous extract 

and dexamethasone on CYP3A4 activity are 

shown in Figure 5. Dexamethasone (50 

µM) markedly increased CYP3A4 activity 

by approximately 2.33, 2.56 and 2.46 fold 

after incubation for 24, 48 and 72 hours, 

respectively. P. amarus aqueous extract at 

the concentration of 0.5 mg/ml increased 

CYP3A4 activity by 1.64, 2.07 and 2.43 

fold as compared to the control following 

incubation for 24, 48 and 72 hours, 

respectively, while the lower concentrations 

of the extract did not show significant 

induction. 

 Discussion 

 

In this study, effect of P. amarus aqueous 

extract on CYP3A4 activity was examined 

in HepG2 cells. The concentration of the 

extract used (0.05-0.5 mg/ml) did not 

significantly affect cell viability as 

determined by MTT assay. It was found 

that the extract at concentration of 0.5 

mg/ml significantly increased CYP3A4 

activity in a time-dependent manner. 

Previously, several phytochemical 

compounds have been reported to possess 

CYP3A4 induction potential. The results 

from gene reporter assay studies 

compounds have demonstrated that some 
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Figure 5     Effect of P. amarus aqueous extract (0.05, 0.1 and 0.5 mg/ml) on CYP3A4 activity 

in HepG2 cells after 24, 48 and 72 hours of incubation (PA = P. amarus aqueous 

extract, DEX = 50 µM dexamethasone). Data are expressed as mean ± S.E.M. 

(n=3). * Significant difference from the control (P < 0.05) 

 

 

 

 
polyphenolic capability to activate CYP3A4 

promoter, PXR and CAR (Jacobs et al. 

2005, Kluth et al. 2007, Dong et al. 2010, 

Yao et al. 2010). Among these reported 

compounds, quercetin, a flavonoid which is 

also presented in P. amarus, was found to 

enhance CYP3A4 promoter activity (Kluth 

et al. 2007). Previous reports described the 

possible mechanisms of various kinases 

including protein kinase A (PKA), protein 

kinase C (PKC), cyclin-dependent kinases 

(Cdks) and 70 kDa form of ribosomal 

protein S6 kinase (p70 S6K) in the 

repression of PXR-mediated CYP3A4 

Expression (Pondugula et al. 2009, Dong et 

al. 2010). Some flavonoids were reported to 

activate PXR by inhibition of Cdks (Dong 

et al. 2010). Moreover, a number of 

hydrolysable tannins isolated from P. 

amarus were found to be potent inhibitors 

of protein kinases (Polya et al. 1995). These 

previous findings may partly explain the 

increase of CYP3A4 activity by P. amarus 

aqueous extract observed in this study. 

Further in vivo study should be conducted 

to    confirm    these     in   vitro     findings 

 since the observed concentration that 

significantly induced CYP3A4 was rather 

high. On the other hand, the extract at 

lower concentrations might reveal its 

inductive effect when it is applied 

chronically. 

 

Conclusion 

 

This study demonstrated that P. 

amarus aqueous extract increased 

CYP3A4 activity in vitro using HepG2 

cells. The inductive effect of the extract 

found in this study provides an 

information of herb-drug interaction 

potential, thus further study in vivo is 

suggested. 
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Abstract 

  

The constituents in medical plants or herbal formulations may interfere with human 

liver drug metabolizing enzyme particularly cytochrome P450s (CYPs). This interaction may 

result in toxicity when co-administered these plants with some certain drug that are metabolized 

by the same CYP isozyme. The aim of this study was to investigate the propensity to inhibit 

CYP1A2 and CYP3A4 mediated hepatic drug metabolism of the crude ethanolic extracts of the 

seven Thai medicinal plants/herbal formulation with promising antimalarial activities, i.e., 

Dioscorea membranacea Pierre. (rhizome), Dracaena loureiri Gagnep (stem, bark), Myristica 

fragrans Houtt. (seed), Plumbago indica Linn. (root), Garcinia mangostana Linn. (pericarp), 

Piper chaba Hunt. (fruit), and Benjakul formulation 1(a mixture of parts of 5 plants), using 

human liver microsomes in vitro. The extract of Dioscorea membranacea Pierre exhibited the 

most potent inhibitory activities on CYP1A2 and CYP3A4 with IC50 of 0.15 and 0.24 µg/ml, 

respectively. Results suggest that the potential for toxicity should be aware of for future 

development of Dioscorea membranacea Pierre as antimalarial drugs.   

 

Key Words antimalarial drugs, Metabolism, Human liver microsome, Medicinal plants, 

CYP450 inhibition 
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การศึกษาการยบัยั้งไซโตโครมพี 1เอ2 และ ไซโตโครมพี 3เอ4 ของมนุษย ์ดว้ย

สมุนไพรทีมี่ฤทธ์ิในการตา้นเช้ือมาลาเรีย 

 

วิริยาภรณ ์สุ่มสกุล
1, วิฑูรย ์ไวยนนัท์1, วิรชัน ีมหาวรศิริกุล1, อนุรกัษ ์เช้ือมัง่1, วิจิตรา ทศันยีกุล2,             

เกศรา ณ บางชา้ง
1 

 
1
ศูนยค์วามเป็นเลิศทางดา้นการวจิยั คน้ควา้ และพฒันายาแห่งประเทศไทย 

มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร ์(ศูนยร์งัสิต) ปทมุธานี ประเทศไทย 
2
คณะแพทยศ์าสตร ์มหาวทิยาลยัขอนแก่น 

 

บทคดัย่อ 
 

 ส่วนประกอบที่ส าคัญในยาสมุนไพร หรือต าหรับยาสมุนไพรน้ัน อาจมีผลต่อเอนไซม์ที่ใช้ใน

การเปล่ียนแปลงยาในตับ เช่น ไซโตโครมพี 450 (CYPs)  และอาจก่อให้เกดิความเป็นพิษหรือการ

รักษาล้มเหลวได้เมื่อใช้ร่วมกบัยาอื่นๆ  ในการศึกษาคร้ังน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือประเมินแนวโน้มของ

สารสกดัสมุนไพร 7 ชนิดที่มีฤทธิ์ต้านมาลาเรียในการยับย้ัง CYP1A2 และ 3A4 ซ่ึงเป็นตัวกลางใน

การเปล่ียนแปลงยาในตับ ได้แก่ หัวข้าวเยน็ใต้ (เหง้า), จันทน์แดง (เปลือกของล าต้น), จันทน์เทศ 

(เมลด็ ), เจตมูลเพลิงแดง (ราก ), มังคุด (เปลือกของผล ), ดีปลี (ผล), ต าหรับเบญจกุล 

(ประกอบด้วยสมุนไพร 5 ชนิด) โดยใช้ไมโครโซมจากตับของมนุษย์ในการทดลองในหลอดทดลอง 

จากการทดลองพบว่าสารสกั ดจากหัวข้าวเยน็ใต้มีฤทธิ์ในการยับย้ัง CYP1A2 และ 3A4 มากที่สดุ 

ซ่ึงค่าความเข้มข้นที่สามารถยับย้ังการเปล่ียนแปลงยาของ CYP1A2 และ 3A4 ได้ 50% (IC50) คือ 

0.15 และ 0.24 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ จากการศึกษาคร้ังน้ีได้เสนอแนะว่าควรพึงระวัง

ความเป็นพิษที่จะเกดิจากการใช้สารสกดัจากหัวข้าวเยน็ใต้ในการรักษาโรคมาลาเรียเมื่อใช้ร่วมกบัยา

อื่นๆที่เปล่ียนแปลงโดย CYP1A2 และ 3A4 

 

ค าส าคญั:         ยาต้านมาลาเรีย, การเปล่ียนแปลงยา, ไมโครโซมของมนุษย์, พืชสมุนไพร, การยับย้ังไซ
โตโครมพี 450 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



68   Thai J Pharmacol; Vol 34: No 1, 2012 
 

 

Introduction 

 
The emergence and spread of 

multidrug-resistant Plasmodium falciparum 

has become major public-health problem in 

malaria control programs in most endemic 

regions of the world (Na-Bangchang and 

Congpuong 2007).  Since antimalarial drug 

resistance compromises the effective 

treatment of the disease, there is necessary 

for ongoing drug discovery research that 

will provide effective and affordable 

antimalarial agents which are also simple to 

administer. Natural products including 

medicinal plants may offer cheap 

alternative treatment opportunities for 

malaria patients. The cytochrome P450 

enzymes (CYP) represent a large  family   

of      proteins involved in the metabolism 

of drugs and other xenobiotics as well as 

endogenous compounds (Obach, 2000). It 

is possible that certain constituents in 

traditional plants or herbal preparations 

may interfere with this enzyme system. 

This metabolic drug interaction is 

important as it could lead to untoward or 

toxicity due to a significant increase of 

plasma drug concentration of the 

coadministered drugs that are metabolized 

by the same CYP isozyme. 

In the present study, the propensity 

of seven candidate Thai medicinal 

plants/herbal formulation with promising 

antimalarial activities (Table 1) to interfere 

with CYP1A2 and CYP3A4 in vitro. 

 Materials and method 

 

Plant materials 

Plant materials (Table 1) were 

collected from different regions of 

Thailand and some were purchased from 

the city markets.  Authentication of plant 

materials was carried out at the herbarium 

of the Department of Forestry, Bangkok, 

Thailand, where the herbarium vouchers 

have been kept. The extraction of all Thai 

herbal medicinal plants was performed by 

maceration method (Mahavorasirikul et 

al., 2010). Stock solutions of the ethanolic 

extracts were prepared at the 

concentration of 1 mg/ml. 

 

CYP1A2 and 3A4 inhibition 

The activities of CYP1A2 and 

CYP3A4 were assessed through 

measurement of the formation of 

paracetamol from the substrate drug 

phenacetin (Lavhekar et al., 2006), and 

formation of oxidized nifedipine from the 

substrate drug nifedipine (Patki et al., 

2003), respectively. The incubation 

reaction was performed in duplicate in a 

total volume of 0.5 ml of 0.1 M sodium 

phosphate buffer pH 7.4, 0.2 mg/ml 

human liver microsomes, specific probe 

(phenacetin or nifedipine), and 0.6 mM 

NADPH.  The reaction was initiated by 

the addition of NADPH  and  incubated  at   

 

 

Table 1     Six medicinal plants and one herbal formulation under investigation 
 

Plant/herbal formulation Plant part used 

Piper chaba Hunt.(PC) Fruit 

Dioscorea membranacea Pierre.(DM) Rhizome 

Dracaena loureiri Gagnep. (DL) Stem, Bark 

Myristica fragrans Houtt. (MF) Seed 

Plumbago indica Linn. (PL) Root 

Garcinia mangostana Linn. (GM) Pericarp 

Benjakul formulation 1 (BF) A mixture of parts from 5 plants 
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37°C for 60 (phenacetin) or 40 (nifedipine) 

min with agitation. The reaction was 

stopped by the addition of 250 µl of cold 

acetronitrile, and 50 µl of caffeine (for 

CYP1A2 reaction) or diazepam (for 

CYP3A4 reaction) was added as an internal 

standard.  The concentration of metabolite 

(paracetamol or oxidized nifedipine) was 

measured by HPLC with UV detection 

(Lavhekar et al., 2006;  Patki et al., 2003). 

To evaluate the effect of the crude 

extracts and selective inhibitors on the 

activities of CYP1A2, and CYP3A4 (-

napthoflavone for CYP1A2, ketoconazole 

for CYP3A4), a fixed concentration of 

specific probe  was incubated with a range 

of crude extracts concentrations (0–200 

µg/ml). Metabolite formation was 

expressed as a percentage of control in the 

absence of inhibitor based on metabolite to 

internal standard peak height ratio. The 

IC50 value (concentration which inhibits 

enzyme activity by 50%) was calculated 

using dose response analysis (CalcuSyn
TM

 

software, USA). 

 

 Results  

 

The ethanolic extracts of Piper 

chaba Hunt., Dioscorea membranacea 

Pierre., Dracaena loureiri Gagnep., 

Myristica fragrans Houtt, Plumbago 

indica Linn., Garcinia mangostana Linn. 

and Benjakul formulation 1 inhibited 

CYP1A2 activity in a dose-dependent 

manner with IC50 values ranging from 

0.15-13.59 (µg/ml incubation: Figure 1). 

The extract of Dioscorea membranacea 

Pierre. exhibited the most potent 

inhibitory activity (IC50= 0.15 µg/ml) 

similarly to α-napthoflavaone (selective 

inhibitor of CYP1A2). The IC50 values for 

their inhibitory activities on CYP3A4 

were 0.24-29.74 (µg/ml incubation: Figure 

1). The extract of Dioscorea 

membranacea Pierre. exhibited the most 

potent inhibitory activity (IC50 =0.24 

µg/ml) similarly to ketoconazole (selective 

inhibitor of CYP3A4).   

 

 

 
 

Figure 1  Inhibitory activities (represented by IC50 values) of the ethanolic extracts of 6 

medicinal plants and 1 herbal formulation on human CYP1A2 and CYP3A4 in 

comparison with selective inhibitors 

                    PC = Piper chaba Hunt., DM = Dioscorea membranacea Pierre.,  

                    DL = Dracaena loureiri Gagnep., MF = Myristica fragrans Houtt,  

                    PI = Plumbago indica Linn., GM = Garcinia mangostana Linn. and  

                    BF = Benjakul formulation 1 
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Discussion and Conclusion 

 

Interactions between phytoche- 

micals in herbal medicines and CYPs are 

now well recognized because of their 

potential clinical and toxicological 

implications. These phytochemicals could 

act as substrates, inhibitors or inducers of 

CYPs, which can lead to pharmacokinetic 

interactions with administered drugs 

metabolized by this CYPs system. Among 

the medicinal plants/herbal formulation 

under investigation, the ethanolic extracts 

of Dioscorea membranacea Pierre. 

exhibited the most potent inhibitory activity 

on CYP1A2 and CYP3A4. Concurrent    

administration  of  both   medicinal   plants 

 with drugs that are metabolized by 

CYP1A2 or CYP3A4 may result in 

untoward effects or toxicity from 

metabolic enzyme inhibition. Until further 

clinical investigation in healthy subjects 

are confirmed, the potential of these plants 

for use in treatment of malaria infection 

may be limited.   
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Abstract 

  

Pseuderanthemum palatiferum or Hoan-Ngoc is a herb used as traditional medicine in 

Vietnam and widely used also for treatment of many chronic diseases in Thailand. Thus, a 

potential interaction when concomitantly used with drugs is of great interest.  The aim of this 

study was to investigate the cytoxicity and CYP3A4 activity of ethanolic extract of P. 

palatiferum in HepG2 cell.  HepG2 cells were exposed to various concentrations of extract for 

24, 48 and 72 h.  MTT assay was used in cytotoxicity test and CYP3A4 activity was determined 

by P450-Glo assay.  MTT assay showed that the IC50 of the extract at 24, 48 and 72 h were 

320.63, 266.07 and 299.23 µg/ml, respectively. We found that the extract at all concentration    

(1-25 µg/ml) could not induce CYP3A4 activity of the HepG2 cell. In addition, there is 

insignificant difference of the CYP3A4 activities between the treated and the vehicle control 

group. In conclusion, the extract shows very low cytotoxic activity against HepG2 and no effect 

on CYP3A4 activity. Thus, this plant may be safely used with other therapeutic drugs which are 

CYP3A4 substrate. 
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ผลของสิง่สกดัเอทานอลของว่านพญาวานรกบัไซโตโครมพี 450 3A4  ในเซลลต์บั

มนุษยเ์พาะเลี้ ยง HepG2 
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บทคดัย่อ 
 

 ว่านพญาวานรหรือฮว่ านงอ็ก (Pseuderanthemum palatiferum) เป็นพืชสมุนไพรพ้ืนบ้าน

ของประเทศเวียดนามที่นิยมน ามาใช้ในการรักษาโรคต่างๆรวมทั้งในประเทศไทย    การเกดิอนัตร

กริิยาระหว่างยาและสมุนไพรน้ันเป็นสิ่งที่อนัตรายและควรระวัง   วัตถุประสงค์ของการศึกษาในคร้ัง

น้ีเพ่ือศึกษาผลของสารสกดัว่านพญาวานรต่อความเป็นพิษต่อเซลล์และสมรรถนะของเอนไซม์ 

CYP3A4 ในเซลล์เพาะเล้ียง HepG2 โดยท าการทดสอบสารสกดัที่ความเข้มข้นต่างๆ ที่ระยะเวลา 

24, 48 และ72 ช่ัวโมง    ในกา รทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์จะทดสอบด้วยวิธ ี MTT และการ

ทดสอบสมรรถนะของเอนไซม์ CYP3A4 จะทดสอบด้วยชุด P450-Glo assay    จากการทดสอบ 

MTT พบว่า ค่า IC50  มีค่าเทา่กบั  320.63, 266.07 และ 299.23 µg/ml ที่ระยะเวลา 24, 48 

และ 72 ช่ัวโมง ตามล าดับ และสารสกดัที่ทุกระดับ ความเข้มข้น (1-25 µg/ml) ไม่มีผลเหน่ียวน า

สมรรถนะของเอนไซม์ CYP3A4 ในเซลล์เพาะเล้ียง HepG2   โดยพบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมี

นัยส าคัญสมรรถนะของเอนไซม์  CYP3A4 ระหว่างกลุ่มที่ได้รับสารสกดัและกลุ่ม ตัวท าละลาย จาก

ผลการทดลองสรุปว่า สารสกดัว่านพญาวานรแทบจะไม่มีความ เป็นพิษต่อเซลล์เพาะเล้ียง HepG2  

และไม่มีผลต่อสมรรถนะของเอนไซม์ CYP3A4  โดยสารสกดัว่านพญาวานรน้ันน่าจะมีความ

ปลอดภัยเม่ือใช้ร่วมกบัยาแผนปัจจุบันที่เป็นซับสเตรทของเอนไซม์ CYP3A4            

 

ค าส าคญั:         ยาต้านมาลาเรีย, การเปล่ียนแปลงยา, ไมโครโซมของมนุษย์, พืชสมุนไพร, การยับย้ังไซ
โตโครมพี450 
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Introduction 

 
Herbal medicinal products are 

becoming popular in health care and are 

often administered in combination with 

prescribed drugs. The clinical importance of 

herb-drug interactions are a major safety 

concern of patients. Pharmacokinetic 

mechanism has been considered to be a 

major role of these interactions. 

Pseuderanthemum palatiferum or Hoan-Ngoc 

is a herb used in folk medicine in Vietnam 

and popularly used also in many chronic 

diseases such as hypertension, arthritis and 

diabetes in Thailand (Khonsung et al. 

2011). Some phytochemical compounds 

found in its leaves were flavonoids 

including stigmasterol and kaempferol   and 

phytosterol such as apigenin and β-

sitosterol (Giang et al. 2003). The 

pharmacological activities of this herb 

previously demonstrated in vitro are 

antioxidant, antidiarrhea, and antibacterial 

(Vinh and Bang 2011, Dieu et al. 2006, 

Noppon et al. 2009). 

Cytochrome P450 enzymes (CYP) 

have an essential role in drug metabolism in 

phase I which catalyze endogenous 

substances and xenobiotics. CYP convert 

drugs into more polar compounds which 

can easily excreted from body or be 

conjugated in phase II metabolism. 

CYP3A4 is the most abundance and plays 

the important role in drug metabolism since 

about 50% of therapeutic drugs are 

metabolizes by CYP 3A4 (Hariparsad et al. 

2004).  Induction or inhibition of CYP may 

alter plasma concentration and drug 

response of co-administered medicine. 

Therefore, interactions between herbal 

medicinal products and therapeutic drugs     

are a major safety concern because herb 

may cause adverse drug reactions or change 

in therapeutic efficacy of concomitant 

medicine. The objective of this study was to 

determine effect of ethanolic extract of 

Pseuderanthemum palatiferum (Nees) 

Radlk on CYP450 3A4. In this study 

CYP3A4 activity was assessed        in vitro 

models by using human hepatoma HepG2 

cell line that constitutively express of 

CYP3A4. 

 Materials and Methods 

 

Plant extract 
P. palatiferum was obtained from 

Hoanngoc farm (Pathum Thani, Thailand). 

Their leaves were collected, cleaned and 

macerated with 95% ethanol for 7 days. 

The extract was filtered and evaporated by 

rotary evaporator and freeze dry until the 

extract was dry. The extract was kept in -

20๐C until used. The extract powder was 

dissolved with 0.5% DMSO.  

 

Cells Culture 
The human hepatoma (HepG2) 

cells were obtained from the American 

type Culture Collection. They were 

cultured in DMEM medium (GIBCO, 

USA) supplemented with 10% (v/v) FBS 

(GIBCO, USA),            200mM L-

glutamine (GIBCO, USA), 10,000 

units/ml penicillin and 10,000 µg/ml 

streptomycin (GIBCO, USA) at 37 

C in a 

humidified atmosphere of 5% CO2. 

 

Cytotoxicity effect of test compound  

Cells viability was determined by 

MTT assay. MTT were converted to 

formazan in living cell by mitochondrial 

enzyme (Mohamed and Kadi 2009). Cells 

were seeded in 96-well plates. Each well 

contained 22,000 cells/well then incubated 

at 37 

C in a humidified atmosphere of 5% 

CO2. After 24 h, cells were treated with 0-

400 µg/ml extract. After incubation period of 

24, 48 and 72 h, medium was removed. 

Cell were washed with phosphate buffer 

saline then incubated with medium 

containing 5 mg/ml MTT solution for 1 h. 

Cells viability was measured by 

microplate reader (DTX 800 Beckman 

coulter, USA) at 570 nm. 

 

Determination of CYP3A4 activity  

CYP3A4 activity was determined 

by using P450-Glo assay (Promega, 

USA). Luciferin-IPA (luminogenic 

CYP3A4 substrate) was metabolized by 

CYP3A4 enzyme and luciferase into a 

luminescent compound.  Briefly,   cultured 
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cell into 24-well plates and treated with 0-

25 µg/ml extract for 24, 48 and 72 h. After 

incubation period, medium was removed. 

Cells were washed with phosphate buffer 

saline then incubated with 3 µM luciferin-

IPA for 2 h. CYP3A4 activity were 

determined by using a luminometer (DTX 

800 Beckman coulter, USA) and 

normalized with viable cell number. 

Dexamethasone (50 µM) and 0.5%DMSO 

were used as the positive control and 

vehicle control, respectively.  

 

Statistical Analysis 

All data were presented as mean ± 

standard error of the mean (SEM). The 

50% inhibitory concentrations (IC50) of the 

extract on HepG2 cell at various time 

points were analyzed using probit analysis.       

A statistical significant difference between 

treated and control groups was determined 

by one-way analysis of variance (ANOVA) 

and Student’s t-test. P values <0.05 was 

considered to be statistically significant.  

 

 Results 

 

The MTT assay showed that the 

concentrations of 0-100 µg/ml extracts did 

not affect cell viability.  Incubation with a 

high concentration of the extract (200 and 

400 µg/ml), cell viability were 

significantly decreased (Fig 1).  The IC50 

values of the extracts at 24, 48 and 72 h. 

were 320.63, 266.07 and 299.23 µg/ml, 

respectively (Fig 2).             

After treatment of HepG2 with 

dexamethasone, the result showed that 

dexamethasone significantly increased 

CYP3A4 activity 1.80, 2.24 and 2.06 fold   

at 24, 48 and 72 h, respectively compared 

to untreated control (Fig 3). The activity 

of CYP3A4 enzyme after incubation with 

the extract at 1-25 µg/ml was not 

significant increased compared to vehicle 

control. 

 

 

 

 

      

 
 

Figure 1     Effect of the ethanolic extract of P. palatiferum on HepG2 cells viability. *p < 0.05 

when compared to  the control at the same time point 
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Figure 2    The IC50 values of the ethanolic extract of  P. palatiferum on HepG2 cells. (a) 24 h  

(b) 48 h (c) 72 h 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3     Effect of the ethanolic  extract  of P. palatiferum and Dexamethasone (DEX) on 

CYP3A4 activities in HepG2 cells. *p < 0.05 when compared to the control at the 

same time point 
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Discussion 

 

In early stage of drug discovery, in 

vitro toxicity test and drug interaction by 

detection of CYP activity are very 

important to obtain rapid evaluation of test 

compound and reduce animal use. The 

HepG2 cell line is widely used in 

cytotoxicity experiments and drug 

metabolism. In the present study, the 

ethanolic extract of        P. palatiferum 

(Nees) Radlk showed very low cytotoxic 

activity against HepG2. The IC50 was found 

to be high and the concentrations of 0-100 

µg/ml extract were non-toxic to cells. Based 

on the cytotoxicity result, the 

concentrations of extract ranging from 1-25 

µg/ml were used in CYP3A4 activity 

experiment. In CYP 3A4 activities, 

treatment with dexamethasone, a CYP3A4 

inducer, resulted in an induction of 

CYP3A4 activity when compared to 

untreated group, while CYP 3A4 activities 

of all concentrations of the extract tested 

were    no    significant     difference   when  

 compare to solvent treated group. 

However, the higher concentration and 

longer incubation of the extract in HepG2 

cells as well as study in laboratory animals 

should be further done. 

 

Conclusions 

 

The ethanolic extract of P. 

palatiferum shown to be nontoxic to cells 

and did not significantly increase 

CYP3A4 activity. However, the 

expression of CYP3A4 mRNA and 

protein should be further investigated in 

order to confirm the results of CYP3A4 

activity. 
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Abstract 

  

Inhibition of the cytochrome P450 especially CYP3A4 may result in clinically 

significant drug interactions and adverse reactions due to a change in metabolic clearance of the 

drug.  Nomilin, a bitter taste limonoid found abundantly in citrus species, was investigated for 

its inhibition against recombinant human cytochrome P450 3A4 (CYP3A4) activity.  The 

enzyme activity was determined by the production of 6-hydroxytestosterone from testosterone, 

which was quantified by the high-performance liquid chromatography (HPLC) technique.  Our 

results showed that nomilin inhibited CYP3A4 activity with the IC50 value of 14.54 M.  The 

inhibitory profile suggested the mixed type inhibition with the apparent Ki value of 4.832 M. It 

was possible that nomilin and natural product containing nomilin could interfere CYP3A4-

mediated metabolisms, and potentially lead to food-drug interaction problems. 
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บทคดัย่อ 
 

 การยับย้ังเอนไซม์ไซโตโครม พี450 โดยเฉพาะไซโตโครม พี3เอ4 ส่งผลให้เกดิอนัตรกริิยา

ที่มีความส าคัญทางคลินิกและอาการไม่พึงประสงค์ขึ้น เน่ืองจากท าให้เกดิการเปล่ียนแปลงการก าจัด

ยา nomilin เป็นสารกลุ่มลิโมนอยด์ที่มีรสขม พบได้มากในพืชตระ กูลส้ม ซ่ึงในการศึกษานี้ ได้ศึกษา

ผลการยับย้ังสมรรถนะเอนไซม์รีคอมบิแนนท ์ไซโตโครม พี450 3เอ4 ของมนุษย์ โดยวัดสมรรถนะ

เอนไซม์จากการสร้าง 6-hydroxytestosterone จาก testosterone และวัดปริมาณ  metabolite ที่

เกดิขึ้น โดยใช้เทคนิค high-performance liquid chromatography (HPLC) ผลการทดลองพบว่า 

nomilin สามารถยับย้ังสมรรถนะเอนไซม์ CYP 3เอ4 ได้ โดยมีค่า IC50 14.54 M และ มีรูปแบบ

การยับย้ังแบบผสม (mixed type) โดยมีค่า apparent Ki 4.832 M จึงเป็นไปได้ว่า nomilin และ

ผลิตภัณฑธ์รรมชาติที่มี nomilin เป็นองค์ประกอบมีผลรบกวนการ เมแทบอลิซึมที่อาศัยเอนไซม์ 

CYP 3เอ4 และมีความเป็นไปได้ที่จะท าให้เกดิปัญหาอนัตรกริิยาระหว่างอาหารและยาได้ 

 

ค าส าคญั:         nomilin, ไซโตโครม พี450, CYP 3เอ4, การยับย้ัง 
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Introduction 

 
Cytochrome P450 (CYPs)  are drug 

metabolizing enzymes that play an 

important role in the metabolism of various 

endogenous and exogenous substances 

including steroids, biogenic amines, 

alcohol, drugs and chemicals.   Among the 

members of CYPs family, CYP3A4 is one 

of the major CYPs responsible for up to 55 

% of the metabolized drugs (Ogu and Maxa 

2000; Mukherjee et al. 2011).  Alteration in 

CYPs activity either through induction or 

inhibition often causes uncertain outcomes 

and toxicities due to a shift in metabolic 

clearance and pharmacokinetic profiles of 

the compounds being CYPs substrates 

(Martin 2001). 

Limonoids are highly oxygenated 

terpenoids compounds found abundantly in 

the plant families of Meliaceae and 

Rutaceae.    The terpenoids have been 

reported a broad range of biological 

activities including insecticidal, antiviral, 

antioxidant, antifeedant and anticancer (Roy 

and Saraf 2005).    Nomilin is a bitter taste 

limonoid found as a constituent in citrus 

species such as Citrus grandis, Citrus limon, 

Citrus paradisi, Citrus sinensis (Hasegawa 

and Herman 1985; Rouseff 1982; Girard 

and Mazza 1998).   It has been reported that 

nomilin was able to inhibit HIV-1 

replication (Battinelli et al. 2003), and 

HTLV-1 reverse transcriptase enzyme 

(Balestrieri et al. 2011).  In addition, 

nomilin which was extracted from pomelo 

juice was able to inhibit CYP3A4 activity 
(นุศรา ปิยะพลรุ่งโรจน์ 2551). 

In this study, we further investigated 

and characterized the inhibitory action of 

nomilin on the catalytic activity of 

CYP3A4, using the in vitro model of 

recombinant human c- DNA baculovirus 

expressed CYP3A4.    The information 

from this study could be used for risk 

evaluation of the potential metabolic-based 

interaction related to consumption of 

nomilin and natural products containing 

nomilin. DNA baculovirus expressed 

CYP3A4.    The information from this study 

could be used for risk evaluation of the 

potential metabolic-based interaction 

related to consumption of nomilin and 

natural products containing nomilin. 

 Materials and Methods 

 

Chemicals 

Nomilin (MW=514.6) was 

purchased from Chromadex (USA).  

Baculovirus expressed recombinant cDNA 

Cytochrome P450 3A4 including 

cytochrome b5 (Cytochrome P450 

BACULOSOMES


 Invitrogen, USA) and 

testosterone (Sigma Chemical Co.,St 

Louis, MO, USA) and 6-

hydroxytestosterone (Sigma Chemical 

Co., St Louis, MO, USA) were kindly 

provided by Assoc. Prof. Nusara 

Piyapolrungroj, Ph.D. (Faculty of 

Pharmacy, Silpakorn University, 

Thailand).  Glucose-6-Phosphate and 

Glucose-6-Phospate dehydrogenase were 

purchased from Merck (Germany).  

Nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate (NADP) was obtained from 

Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, 

USA).  Magnesium Chloride, potassium 

Phosphate, and dipotassium Phosphate 

were purchased from Ajax Finechem 

(Sydney, Australia).  Methanol (purity 

99.8 %, chromatographic grade) was 

purchased from Burdick&Jackson 

(Morristown, NJ, USA). 

 

Determination of the IC50 

The reaction mixture, containing 

CYP3A4 (20 pmol/ml), testosterone (200 

M), and the test compound (2-150 M) in 

0.1 M potassium phosphate buffer (pH 

7.45), was pre-incubated at 370°C   for   5 

min.  The reaction was started by addition 

of NADPH regenerating system (1.3 mM 

NADP, 3.3 mM glucose-6-phosphate, 0.4 

U/ml glucose-6-phosphate dehydrogenese, 

and 3.3 mM magnesium chloride).  After 

the incubation period of 15 min at 37 °C, 

100% ice-cold acetonitrile was added into 

the mixture to stop the reaction, followed 

by centrifugation at 15,000 rpm for 45 min.  

The supernatant was subjected to HPLC 

analysis for 6β-hydroxytestosterone using 

a BDS Hypersil column (4.6 mm x 250 

mm, 5 M).  The total run time was 30 min 

under the condition of mobile phase 

methanol:water (55:45), flow rate 1 

ml/min,  UV   detection   at  254  nm.  The  
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metabolite    6β-hydroxytesto-sterone was 

detected at 7.4 min and quantified by 

comparison with a standard curve of 6β-

hydroxytestosterone (0.25 to 20 M). 

 

Determination of the type inhibition and 

the Ki value 

In this experiment, the inhibition of 

CYP3A4 was performed in the reaction 

mixtures containing testosterone (25, 50, 

100, 200 M), nomilin (0, 5, 10, 20 M) 

and CYP3A4  (20 pmol/ml) at 37 °C.  The 

reaction was started by addition of the 

NADPH regenerating system.   After the 15 

min incubation period, the reaction was 

terminated by 100% ice-cold acetonitrile, 

followed by centrifugation.  The 

supernatant was subjected to HPLC analysis 

as described above. 

 

Data analysis 

The IC50 value (the concentration of 

inhibitor causing a 50% reduction in CYP 

activity) was determined using Probit 

analysis in SPSS 16.0 software.    The type 

of inhibition was initially estimated 

graphically from the Lineweaver-Burk plots 

between   reciprocal  of  CYP3A4  activity 

 and reciprocal of testosterone 

concentrations.  The apparent Ki value 

was estimated from the secondary plots of 

the slopes of Lineweaver-Burk plots 

against individual nomilin concentration. 

 

Results 

 

In this study, the catalytic action 

of CYP3A4 was determined by following 

the testosterone 6β-hydroxylation for 15 

min.  In our experimental condition, the 

time course of the production of 

metabolite 6β-hydroxytestosterone was in 

linearity up to 30 min.  The presence of 

nomilin in the reaction mixture could 

suppress the CYP3A4 activity in 

concentration dependent manner.  At 15 

min incubation period, nomilin inhibited 

the CYP3A4 activity with an IC50 value 

of 14.54  2.77 M (Figure 1).    The 

Lineweaver-Burk plots and the 

corresponding secondary plots for nomilin 

mediated-inhibition of CYP3A4 were 

shown in Figure 2 (A, B).    Linear 

regression analysis of the kinetic data 

indicated that nomilin was a mixed type 

inhibitor of CYP3A4 with an apparent Ki   

value of 4.832  0.317 M. 

 

 

 

  

 
 

Figure 1     Inhibitory effect of nomilin on CYP3A4. (Each data point represented the mean of 

triplicate analysis)       

   



Thai J Pharmacol; Vol 34: No 1, 2012   81 

 

(A) 

-0.05

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

-0.04 -0.02 0.00 0.02 0.04 0.06

1/
V

el
oc

it
y 

 (
p

m
ol

 

C
Y

P
3A

4*
m

in
/p

m
ol

 p
ro

d
u

ct
)

1/[Testosterone]  (1/M)  

 (B) 

Nomilin concentration (M)

-5 0 5 10 15 20 25

K
m

ap
p

/V
m

ax
ap

p

0

1

2

3

4

5

6

7

 
 

Figure 2    Lineweaver-Burk plots for the inhibition effects of nomilin on CYP3A4 (A) (; 0 

M, ; 5 M, ; 10 M, X; 20 M) and the secondary plot of CYP3A4 activity using 

the slopes of the primary Lineweaver-Burk plots versus the concentrations of 

nomilin (B). Each point represents the average of duplicate determinations 

 

 

 

 

Discussion and Conclusion 

 

In this study, we investigated the 

inhibitory action of nomilin against 

CYP3A4 activity.  The Lineweaver-Burk 

plots showed that the presence of nomilin in 

the CYP-mediated testosterone 

hydroxylation  altered   the intercepts on 

both  X-axis (or 1/[S]) and Y-axis (or 1/V).  

The results indicated that nomilin 

apparently increased the Km value of the 

testosterone-CYP3A4 complexes.  

Furthermore, nomilin decreased the 

maximal velocity (Vmax) of the enzyme 

catalytic reaction. These nomilin-mediated 

changes in the values of Km and Vmax 

suggested that nomilin caused a mixed type 

inhibition of CYP3A4-mediated 

testosterone 6β-hydroxylation.  It was likely 

that nomilin could bind to either the free 

enzyme   in   competitive   manner   or   the  

 substrate-bound enzyme in uncompetitive 

fashion.  In addition, this compound was a 

relatively potent inhibitor of CYP3A4 

activity since its IC50 and Ki values were 

in the micromolar range.  It was possible 

that nomilin might be able to cause drug 

interaction problems related to a decrease 

in CYP3A4 activity. Therefore, caution 

should be exercised with respect to 

possible food-drug interactions when 

taken nomilin or natural products 

containing nomilin with CYP3A4 drug 

substrates. 
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Abstract 

  

This study is to investigate the anticancer activities of lipophilic extracts from 

underground part & inflorescences of Acmella ciliata, stem bark & leaves of Aglaia odorata, 

leaves of Azadirachta indica and stem bark of Harrisonia perforata. The lipophilic extracts 

were prepared from 50% chloroform-water extraction. In vitro cytotoxic effects of these extracts 

were determined on the human hepatocellular carcinoma HepG2 cells and breast cancer MCF-7 

cells by MTT assay compared with a reference drug (5-fluorouracil, 5-FU). Chloroform extract 

of leaves of  A.odorata exhibited the highest cytotoxic activity with IC50 value of 72.97±6.67 

µg/ml against HepG2 cells. The most active extract against MCF-7 cells was stem bark of 

A.odorata, with IC50 value of 65.55±5.58 µg/ml. Both lipophilic extracts of  A.odorata 

demonstrated potential anticancer properties because their IC50 below 100 µg/ml. In contrast, 

the other lipophilic extracts produced only moderate cytotoxicity (100 < IC50 < 1,000 µg/ml) 

when tested against HepG2 and MCF-7 cells. 5-FU showed cytotoxicity to HepG2 cells with 

IC50 value of 80.42±1.67 µg/ml and to MCF-7 cells with IC50 value of 119.97±5.10 µg/ml. 

Based on this study, the extracts from leaves and stem bark of  A.odorata will be further 

investigated to identify their active compounds. 

 

Key Words cytotoxicity, lipophilic extracts, 50% inhibitory concentration (IC50) 
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การทดสอบความเป็นพิษเบื้ องตน้ของสารสกดักึง่หยาบในการตา้นเซลลม์ะเร็ง

เซลลม์ะเร็งตบั (HepG2) และเซลลม์ะเร็งเตา้นม (MCF-7) 

 

กฤษฎา ศิริสภาภรณ์
1, พไิลวรรณ ศิริพฤกษพ์งษ์1, สรญัญา วชัโรทยั2, อุมาพร รุ่งสุริยะวิบูลย์1  

 
1
ภาควชิาเทคนิคการแพทย ์คณะสหเวชศาสตร ์มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร์ ศูนยร์งัสิต ปทมุธานี  

2
ภาควชิาพฤกษศาสตร ์คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์บางเขน กรุงเทพมหานคร  

 

บทคดัย่อ 
 

 การศึกษาในคร้ังน้ีเพ่ือทดสอบฤทธิ์ในการต้ านมะเรง็ของสารสกดักึ่งหยาบจากส่วนใต้ดิน

และช่อดอกของผักคราดหัวแหวน (Acmella ciliata) เปลือกต้นและใบของประยงค์ (Aglaia 

odorata) ใบของสะเดาอนิเดีย (Azadirachta indica) และเปลือกต้นของคนทา (Harrisonia 

perforata) ที่สกดัแยกด้วยสารละลายคลอโรฟอร์มความเข้มข้นร้อยล ะ 50 น ามาทดสอบหาความ

เป็นพิษต่อเซลล์มะเรง็ตับ HepG2 และเซลล์มะเรง็เต้านม MCF-7 เปรียบเทยีบกบัยามาตรฐาน 5-

fluorouracil (5-FU) ในหลอดทดลอง ประเมินผลด้วยวิธ ี MTT ผลการทดลองพบว่า สารสกดัจาก

ส่วนใบของประยงค์ แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเรง็ตับมากที่สดุ โดยมีค่า  IC50 เทา่กบั 

72.97±6.67 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สารสกดัจากเปลือกต้นประยงค์ แสดงค่าความเป็นพิษต่อ

เซลล์มะเรง็เต้านมมากที่สดุ โดยมีค่า  IC50 เทา่กบั 65.55±5.58 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงว่า

สารสกดักึ่งหยาบทั้งสองชนิดมีศักยภาพในการต้านมะเรง็จากการที่มีค่า  IC50 ต ่ากว่า  100 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในทางตรงกนัข้ามสารสกดักึ่งหยาบอื่นๆแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเรง็

ตับและเซลล์มะเรง็เต้านมในระดับปานกลาง โดยมีค่า  IC50 อยู่ระหว่าง 100-1,000 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ยามาตรฐาน 5-FU แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเรง็ตับ มีค่า IC50 เทา่กบั 80.42±1.67 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและพิษต่อเซลล์มะเรง็เต้านม  มีค่า IC50 เทา่กบั 119.97±5.10 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร จากผลการทดลอง สารสกดักึ่งหยาบจากใบและเปลือกต้นของประยงค์จะถูกน าไป  

วิเคราะห์หาสารส าคัญต่อไป  

 

ค าส าคญั:         ความเป็นพิษต่อเซลล์ สารสกดักึ่งหยาบ การยับย้ังการเจริญเติบโตที่ 50 เปอร์เซน็ต ์
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Introduction 

 
Cancer is becoming a significant 

health problem. It is the leading cause of 

death in Thailand. In particular, breast 

cancer is the second most common cancer 

in Thai women. The incidence of the whole 

country is 17.2/100,000/year (Martin and 

Cheirsilpa 2003), and in terms of the peak 

incidence, it is from the age of 35 years 

which is quite early when compared to 

other types of cancers. Breast cancer caused 

411,000 deaths each year worldwide 

(Ferlay et al. 2004). In 2000, incidences of 

liver cancer in Thailand were reported to be 

very high, which has the highest incidence 

rate of 31.2/100,000 in males and 

11.5/100,000 in females (Vatanasapt and 

Sriamporn 1999). Treatments for cancer can 

be extensive and expensive. For decades, 

drug candidates from herbal plants have 

been considered as potential therapeutic 

agents because they are generally safer, less 

toxic, and have fewer lethal side effects 

than chemically synthesized or semi-

synthetic drugs. The diversity of medicinal 

plants in Thailand are interested to explore 

which choice of anticancer agents. The 

objectives in this study was focused on 

cytotoxic activity of lipophilic extracts from 

different parts of plants belonging to 3 

families i.e. family Asteraceae 

(underground part, leaves and 

inflorescences of Acmella ciliata), family 

Meliaceae (leaves and stem bark of Aglaia 

odorata and Azadirachta indica) and family 

Simaroubaceae (stem bark of Harrisonia 

perforata) against on HepG2 cells and  

MCF-7 cells. Plant selection in this study 

was based on the literature research of 

traditional medicinal plant usage in Thai 

folk medicine, that there are only few 

studies on the cytotoxic activities.  

 

Materials and Methods  

 

Plants materials  

The selected species and plant 

materials (see Table 1) were collected in 

Thailand during 2009-2011. They were 

identified by Associate Professor Dr. 

Srunya Vajrodaya, at the department of 

botany, faculty of sciences, Kasetsart 

University where the voucher specimens are 

deposited. 

 Preparation of plant extracts 

Dried parts of plants were ground 

and extracted with methanol at room 

temperature for 7 days, filtered, and 

concentrated. The aqueous residue was 

extracted with CHCl3. The CHCl3 

fractions were evaporated to dryness by 

evaporator. The CHCl3 extracts (lipophilic 

extracts) were dissolved in absolute 

methanol, filtered through a 0.22 µm 

cellulose nitrate membrane, then kept in 

aliquots and stored at -20°C until used. 

 

Cancer cell culture 

HepG2 cells were cultured in 

Eagle’s Minimum Essential Medium with 

Alpha medium (MEM-alpha, Gibco
®
 

BRL., USA) supplemented with 10% 

heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 

0.1% penicillin- streptomycin (Pen/Strep) 
1,000 units/µg/ml (Gibco

®
 BRL ., USA). 

MCF-7 cells were cultured in Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM, 

Gibco
®
 BRL) supplemented with 10% 

heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 

0.1% penicillin- streptomycin (Pen/Strep) 
1,000 units/µg/ml (Gibco

®
 BRL ., USA). 

Cell cultures were maintained 

continuously in a humidified atmosphere 

of 95% air and 5% CO2 at 37 °C. 

 

MTT colorimetric assay 

The effects of each lipophilic 

extracts on cell viability was assessed 

using MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 

2,5 diphenyltetrazolium bromide; Sigma-

Aldrich, USA) viability assay according to 

the methodology of Mosmann (1983). Ten 

thousand cells were seeded in 96-well 

microtiter plates and incubated overnight 

for cell attachment. Each extract solution 

and eight concentrations from 3.9 to 

500µg/ml were prepared in 96-well 

microtiter plates. 100 µl of each extract 

concentration range from 3.9 to 500 µg/ml 

was then added. Cells were treated for 48 

h at 5% CO2, 37 °C. After 48 h of 

incubation, the cells were inspected under 

an inverted microscope and 20 µl of MTT 

(5 mg/ml in PBS) 
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Table 1     Plant samples including their bioactive properties and main constituents  

 

Families Scientific names 
Traditional medicine 

used 

Bioactive 

properties 

Main 

constituents 
Asteraceae Acmella ciliata  

 

toothache, rheumatism 

and fever 

(Bunyapraphatsara and 

Chokechareunporn 

1999; Farnsworth and  

Bunyapraphatsara 

1992) 

antimicrobial, 

antioxidant, 

antipyretic 

(Prachayasittikul 

et al. 2009) 

isobutylamides, 

triterpenoids 

(Gokhale and 

Bhide 1945; 

Ramsewak et 

al. 1999) 

Families Scientific names 
Traditional medicine 

used 

Bioactive 

properties 

Main 

constituents 

Meliaceae Azadirachta indica  malaria treatment, 

antifever (Biswas et al. 

2002) 

antimalarial, 

antibacterial 

isoprenoids, 

azadirachtin
 
 

(Biswas et al. 

2002) 

Meliaceae Aglaia odorata  antifever
  

(Sunilson et al.  2010) 

antibacterial, 

antifungal 

(Piattelli et al. 

1995) 

aglains, 

rocaglamides
 

(Brader et al. 

1998) 
Simaroubaceae Harrisonia  

perforata  

antidiarrhea and 

dysentery  

(Prayong et al. 2008) 

antimalarial 

(Nguyen-

Pouplin et al 

2007), 

antiinfective 

(Limsong et al. 

2004) 

quassinoids, 

limonoid  

(Tanaka et al. 

1995) 

 

 
was added to each well and incubated for 3 

h. The final concentration of solvent was 

not exceeded to 1%. The medium was then 

gently aspirated and 100 µl of DMSO 

(Sigma-Aldrich, USA) was added to each 

well. Absorbance was determined at 570 

nm using microplate reader (Varioscan 

Flash, Thermo, Finland). The absorbance 

revealed directly correlates to the variable 

cell number. Each extract was tested in nine 

replicates (n=9), using 5-fluorouracil (5-

FU) as positive control. Treated cells were 

compared with control cells (no extracts or 

drug added or 100% cell survival). The 

percentage of cell viability in relation to 

control was determined by the following 

equation: 

 

(%) Cell viability  =  

Absorbance at 570 nm of treated cells × 100 

Absorbance at 570 nm of control cells 

 Data analysis 

50% inhibitory concentrations 

(IC50) values were evaluated by 

Calcusyn™USA software and the IC50 

values were considered within 95% 

confidence interval. Data were expressed 

as mean ± standard derivation (SD). 

 

Results and Discussion 

 

In this study, four species 

belonging to three families of Thai plants 

i.e., Acmella ciliata (Asteraceae), 

Azadirachta indica (Meliaceae), Aglaia 

odorata (Meliaceae) and Harrisonia 

perforata (Simaroubaceae) were lipophilic 

extracted and compared for their cytotoxic 

effects against HepG2 and MCF-7 cells. 

These plants have been used by Thai 

people in treatment of different illness (see 

table 1).  MTT assay was the technique 

utilize for cell survival determination. The 

cytotoxic activities of the lipophilic 

extracts  were  summarized   in    table  2. 
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Table 2  Cytotoxicity of 5-FU and 6 lipophilic extracts against HepG2 and MCF-7 cells 

following continuous 48 h exposure.  
 

Plants Family 
IC50 (µg/ml) 

HepG2 MCF-7 

1. Acmella ciliata (underground part) 

2. Acmella ciliata (inflorescences) 

3. Aglaia odorata (stem bark)  

4. Aglaia odorata (leaves) 

5. Azadirachta indica  (leaves) 

6. Harrisonia perforata (stem bark) 

     5-fluorouracil (5-FU) (µg/ml) 
     5-fluorouracil (5-FU) (µM) 

Asteraceae 

Asteraceae 

Meliaceae 

Meliaceae 

Meliaceae 

Simaroubaceae 

- 

- 

192.21±16.98 

196.16±15.80 

137.65±11.15 

72.97±6.67 

143.78±11.58 

212.02±28.79 

80.42±1.67 

618.21±12.86 

164.39±10.70 

219.87±25.25 

65.55±5.58 

115.01±8.08 

155.50±13.33 

119.85±13.56 

119.97±5.10 

922.31±39.24 

The data represent mean ± SD of three independent experiments (n=9)  

 

In order to control the study of cytotoxic 

effect induced by the extracts, a reference 

drug (5-FU) was used as positive control for 

parallel comparison. The IC50 values of 5-FU 

against HepG2 cells and MCF-7 cells were 

618.21±12.86 M and 922.31±39.24 M 

respectively. 5-Fluorouracil induced 

cytotoxicity in HepG2 cells in the present 

study was similar previously reported by 

Mahavorasirikul study (IC50 = 633.08±284.25 

M) (Mahavorasirikul et al. 2010). The 

cytotoxic effects were classified into 3 levels; 

potentially cytotoxicity (IC50 < 100 g/ml), 

moderated cytotoxicity (100 < IC50 <1,000 

g/ml) and inactive (IC50 > 1,000 g/ml) 

(Prayong et al. 2008). Based on this criteria, 

the extract from leaves of A. odorata was the 

most toxicity against HepG2 cells (IC50 = 

72.97±6.67 µg/ml) (table 2 and figure 1), 

whereas stem bark of A. odorata was the 

most cytotoxicity against MCF-7 cells (IC50 

=65.55±5.58 g/ml) (table 2 and figure 2). 

As showing high anticancer activity against 

both cancer cells, they are suitable for 

further investigation of the purification of 

bioactive compounds. There are many 

studies have been reported on bioactive 

properties of genus Aglaia belonging to 

family Meliaceae, but no cytotoxic 

activities against MCF-7 cells and HepG2 

cells were reported for A. odorata. 

Moreover, many previous studies were also 

demonstrated anticancer or antitumor 

activities of Aglaia odorata  (Cai et al. 2010; 

Lee et al. 1998; Ohse et al. 1996; Wu et al. 

1997). Many constituents in this plant, 

presented as anticancer activities were 

reported  such  as  dolabellane diterpenoids, 

 shown weakly cytotoxic effect on the 

human myeloid leukemia HL-60, 

hepatocellular carcinoma SMMC-7721, 

and lung cancer A-549 cells. Cyclopenta 

[b] benzofuran flavaglines, generally 

obtained from the genus Aglaia of the 

family Meliaceae, had the anticancer 

activity against tumor cell lines, P-388 

lymphocytic leukemia both in vitro and in 

vivo (Lee et al. 1998; Ohse et al. 1996). 
Rocaglamide and scopoletin were 

previously isolated from Aglaia odorata 

has been reported to show activity against 

the KB (nasal pharyngeal carcinoma), 

HCT-8 (human colon carcinoma), RPMI-

7951 (human melanoma), and TE-671 

(human medulloblastoma) cancer cell 

lines (Wu et al. 1997). 
In contrast, other plant extracts 

such as inflorescences and underground 

part of A. ciliata, leaves of A. indica and 

stem bark of H. perforata were shown IC50 

values over than 5-FU(IC50 > 100 µg/ml) 

in both HepG2 cells and MCF-7 cells. 

Therefore, they were not truly interested 

in selecting for treatment of cancer. Under 

this toxicity study, most of plant extracts 

were found to be moderated cytotoxicity 

of 100 < IC50 < 1,000 µg/ml, and no 

significantly difference in cytotoxicity 

between MCF-7 and HepG2 cells. 

However, anticancer drug 

develop-ment from these lipophilic 

extracts are still needed more studies on 

the pathway and mode of action. In 

addition, the comparison of cytotoxic 

activity against cancer cells and normal 

cells must be shown. 
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                 Untreated HepG2 cells                 HepG2 cells treated  

         with 72.97 µg/ml leaves extract for 48 h 

                                                                              

 

Figure 1   Effects of A. odorata leaves extract on morphology of HepG2 cell examined under 

microscopy.  The morphology of untreated HepG2 cells;100% cell growth (left) and 

HepG2 cells were treated with the leaves extract at 72.97 µg/ml  for 48 h (right) 

 

 

              Untreated MCF-7 cells               MCF-7 cells treated  

     with 65.55 µg/ml stem bark extract for 48 h 

                                                     

 

Figure 2   Effects of A. odorata stem bark extract on morphology of MCF-7 cell examined 

under microscopy.  The morphology of untreated MCF-7 cells; 100% cell growth 

(left) and MCF-7 cells treated with the stem bark extract at 65.55 µg/ml  for 48 h 

(right) 

 

 

 

                                                 
 

Figure 3     Dose-response curves of A. odorata leaves extract in HepG2 cells, 1
st
-5

th
 

experiments were demonstrated by Calcusyn™USA software 
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Figure 4     Dose-response curves of A. odorata leaves extract in HepG2 cells, 6
th
-9

th
 

experiments were demonstrated by Calcusyn™USA software. 

 

 

 
 

Figure 5     Dose-response curves of A. odorata stem bark extract in MCF-7 cells, 1
st
-5

th
 

experiments were demonstrated by Calcusyn™USA software 

 
 

 
 

Figure 6     Dose-response curves of A. odorata stem bark extracts in MCF-7 cells, 6
th
-9

th
 

experiments were demonstrated by Calcusyn™USA software 
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Conclusion 

 

Results obtained from this study 

indicated that lipophilic extracts from 

leaves and stem barks of A. odorata or Pra-

Yong exhibited promising cytotoxic activity 

against HepG2 and MCF-7 cells. Our 

findings suggest that these two parts of A. 

odorata extracts might be good candidates 

of anticancer against hepatocellular 

carcinoma and breast cancer cells.  For the 

further studies, identification of their active 

compounds in these extracts should be 

determined. 

 Acknowledgements  

 

This work was supported by grant 

from the Thailand research fund 

(MRG5280123) and the National Research 

Council of Thailand. The authors wish to 

thank Professor. Dr. Kesara Na-Bangchang, 

Anurak Choeymang, MT., Miss 

Wiratchanee Mahavorasirikul, and Miss 

Mudtika fungkrajai for kindly helpful and 

advice. 

 

 
References 

 
Biswas K, Chattopadhyay I, Banerjee RK,  

Bandyopadhyay U. Biological activities 

and medicinal properties of neem 

(Azadirachta indica). Current  science. 

2002; 82(11): 1336-45. 

Brader G, Vajrodaya S, Greger H, Bacher M, 

Kalchhauser H. Bisamides, lignans, 

triterpenes, and insecticidal 

cyclopenta[b]benzofurans from Aglaia 

species. J. Nat. Prod. 1998; 61: 1482–

90. 

Bunyapraphatsara N, Chokechareunporn O. 

Tradition medicinal plants. Prachachon: 

Bangkok, 1999. 

Cai X-H, Wang Y-Y, Zhao P-J, Li Y, Luo X-

D. Dolabellane diterpenoids from 

Aglaia odorata. Phytochemistry. 2010; 

71: 1020–4. 

Farnsworth NR, Bunyapraphatsara N. Thai 

medicinal plants recommended for 

primary health care system. Prachachon: 

Bangkok, 1992. 

Ferlay J, Bray F, Pisani P. GLOBOCAN 

2002: Cancer Incidence,Mortality and 

Prevalence Worldwide. IARC 

CancerBase No. 5. Version 2.0. Lyon: 

IARC Press; 2004. Available at: 

http://www-dep.iarc.fr. Accessed 

January 15, 2005. 

Gokhale VG, Bhide BV. Chemical 

investigation of Spilanthes acmella. J. 

Ind.Chem. Soc. 1945; 22: 250-2. 

Lee SK, Cui B, Mehta RR, Kinghorn AD, 

Pezzuto JM. Cytostatic mechanism and 

antitumor potential of novel 
 1

H-

cyclopenta[b]benzofuran lignans 

isolated from Aglaia elliptica. Chemico-

Biol Interact. 1998; 115: 215–28.
 

 Limsong J, Benjavongkulchai E,  

Kuvatanasuchai J. Inhibitory effect  of 

some herbal extracts on adherence of  

Streptococcus  mutants. Journal of 

Ethnopharmacology. 2004; 92: 281-9. 

Mahavorasirikul W,Viyanant V, Chaijaroenkul  

W, Itharat A, Na-Bangchang K. 

Cytotoxic activity of Thai medicinal 

plants against human 

cholangiocarcinoma, laryngeal and 

hepatocarcinoma cells in vitro. BMC 

Complementary and Alternative 

Medicine. 2010; 10(55): 1-8. 

Martin N, Cheirsilpa A .Breast Chapter 11. 

Cancer in Thailand. 1995–1997.  

Ministry of Public Health, Bangkok. 

2003; 3 :47– 8. 

Mosmann, T. Rapid colorimetric assay for 

cellular growth and survival: application 

to  proliferation and cytotoxicity assays. 

Journal of Immunological Methods. 

1983; 65: 55–63. 

Nguyen-Pouplin J, Tran H, Phan T A, Dolecek 

C, Farrar J. Antimalarial  and cytotoxic 

activities of ethnopharmacologically 

selected medicinal plants from South 

Vietnam. Journal of Ethnopharmacology. 

2007; 109: 417–27. 

Ohse T, Ohba S, Yamamoto T, Koyano T, 

Umezawa K. Cyclopentabenzofuran 

lignan protein synthesis  inhibitors from 

Aglaia odorata. J Nat Prod. 1996; 59: 

650–2. 

Piattelli M, Tringali C, Neri P, Rocco C. 

Stereochemistry and conformation  of 

dolabellane diterpenes: an NMR and 

molecular mechanics study. J. Nat. Prod. 

1995; 58: 697–704. 

 

 



Thai J Pharmacol; Vol 34: No 1, 2012   91 

Prachayasittikul S, Suphapong S, 

Worachartcheewan A, Lawung R, 

Ruchirawat S. Bioactive Metabolites    

from Spilanthes acmella Murr. 

Molecules. 2009; 14: 850-67. 

Prayong P, Barusrux S, Weerapreeyakul N. 

Cytotoxic activity screening of some 

indigenous Thai plants. Fitoterapia. 

2008; 79: 598–601. 

Ramsewak RS, Erickson AJ, Nair MG. 

Bioactive N-isobutylamides from the 

flower buds of Spilanthes acmella. 

Phytochemistry. 1999: 729–32. 

Sunilson A J, Samuel J, Kalusalingam A, 

Chellappan D K, Gopinath R. 

Ethnomedical survey of plants used by 

the Orang Asli in Kampung Bawong, 

Perak, West Malaysia. Journal of 

Ethnobiology and Ethnomedicine. 2010; 

6: 5. 

 Tanaka T, Koike K, Mitsunaga K, Narita K, 

Takano S. Chromones from Harrisonia 

perforata. Phytochemistry. 1995; 40: 

1787–90. 

Vatanasapt V, Sriamporn S. Liver cancer. 

Cancer in Thailand, 1992-1994, IARC 

Technical Report. 1999;                             

34(2): 45-8. 

Wu T-S,  Liou M-J, Kuoh C-S, Teng C-M, 

Nagao T, Lee K-H. Cytotoxic and 

Antiplatelet Aggregation Principles from 

Aglaia elliptifolia. J. Nat. Prod. 1997; 60: 

606-8. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



92   Thai J Pharmacol; Vol 34: No 1, 2012 
 

 

RESEARCH ARTICLE 

 

 

Effects of Genistein on Neointimal Chagnes after   Balloon Injury of 

Carotid Artery in Ovariectomized Rats 
 

Jirawan Mala
1
, Sompol Sangaunrungsirikul

2
, Pichet Sampatanukul

3
,  

Wasan Udayachalerm
2
 

 
1 
Inter- Program of Physiology, Graduate School, Chulalongkorn University,Thailand 

2
 Department of Physiology, Faculty of Medicine, Chulalongkorn University,Thailand 

3
 Department of Pathology, Faculty of Medicine, Chulalongkorn University,Thailand 

 

 

Abstract 

  

The aim of the present study was to investigate the effects of Genistein on neointimal 

changes after balloon injury of carotid artery in ovariectomized rats. Animals in this study were 

divided into 4 groups namely i) the sham operation group treated with dimethyl sulfoxide 

(DMSO) 100 µl/day sc (n=8;Sham+DMSO) ii) the ovariectomized rats treated with DMSO 100 

µl/day subcutaneous (sc) (n=8;OVX+DMSO), iii) the ovariectomized rats treated with Genistein 

0.25 mg/kg/day.sc (n=8;OVX+Genistein), and iv) the ovariectomized rats treated with 17β-

estradiol 0.2 µg/kg/day.sc (n=8;OVX+E2).and iv Three groups of ovarictmized rats underwent 

balloon injury of left carotid artery and the other group underwent sham operation. Histology of 

the left carotid arteries were examined two weeks after the injury event. It showed that the 

intima area and the ratio of intima area to media area were significantly increased in the 

OVX+DMSO group compared with the Sham+DMSO group (3167.78 ± 562.75 µm
2
 and 1.36 ± 

0.23 respectively).The intimal thickness and its ratio to media were significantly decreased in 

the OVX+Genistein group and the OVX+E2 group compared with the OVX+DMSO group 

(1392.37± 235.12 µm
2
, 0.6 ± 0.09 and 1298.00 ± 152.02 µm

2
, 0.58 ± 0.07 respectively). The 

findings suggest that Genisetein could inhibit neointimal changes from balloon injury of carotid 

artery in ovariectomized rats as similar to estrogenic administration.  

 

Key Words genistein, neointimal change, balloon injury, ovariectomy 
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ผลของเจนนสิตีนต่อการเปลีย่นแปลงของชั้นอินทิมาในหลอดเลือดแดงคาโรติด

ภายหลงัการท าใหบ้าดเจ็บดว้ยบอลลูนในหนูแรททีถู่กตดัรงัไข่ 
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บทคดัย่อ 
 

 จุดประสงค์ของการศึกษาในคร้ังน้ีคือ ศึกษาผลของเจนติสตีนต่อการเปล่ียนแปลงของช้ัน

อนิทมิาในหลอดเลือด แดงคาโรติดภายหลังการท าให้บาดเจบ็ด้วยบอลลูนในหนูแรทที่ถูกตัดรังไข่ 

สตัว์ทดลองในการศึกษาคร้ังน้ีแบ่งเป็น 4 กลุ่มกลุ่มละ 8 ตัวคือ 1) กลุ่มหนูที่ได้รับการผ่าตัดแต่

ไม่ได้ท าการผ่าตัดรังไข่ (sham operation) ได้รับ DMSO 100 ไมโครลิตรต่อวัน  (Sham+DMSO) 

2) กลุ่มหนูที่ ถูกผ่าตัดรังไข่ 2 ข้างได้รับ DMSO 100 ไมโครลิตรต่อวัน  (OVX+DMSO) 3) กลุ่ม

หนูที่ถูกผ่าตัดรังไข่ 2 ข้าง ได้รับเจนนีสตีน 0.25 มิลลิกรัมต่อกโิลกรัมต่อวัน  (OVX+Genistein) 4)

กลุ่มหนูที่ถูกผ่าตัดรังไข่ 2 ข้าง ได้รับ 17-β estradiol (E2) 0.2 ไมโครกรัมต่อกโิลกรัมต่ อวัน 

(OVX+E2) เป็นเวลา 4 สปัดาห์ จากน้ันถูกท าให้บาดเจบ็ด้วยบอลลูนในหลอดเลือดแดงคาโรติด

ข้างซ้าย เล้ียงต่อเป็นเวลา 2 สปัดาห์ ท าการการุณยฆาต เกบ็หลอดเลือดแดงคาโรติดข้างซ้ายเพ่ือ

ประเมินการเปล่ียนแปลงของพ้ืนที่ในช้ันมีเดีย  ช้ันอนิทมิา ช้ันอนิทมิาต่อช้ันมีเดีย ผลการทดลอง 

พบว่า กลุ่ม OVX+DMSO มีการเพ่ิมข้ึนของช้ันอนิทมิา ช้ันอนิทมิาต่อช้ันมีเดีย อย่างมีนัยส าคัญทาง

สถิติเมื่อเทยีบกบักลุ่ม  Sham+DMSO แต่ในกลุ่ม OVX+Genistein และกลุ่ม OVX+E2 ช้ันอนิทมิา 

ช้ันอนิทมิาต่อช้ันมีเดีย  ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทยีบกบั กลุ่ม OVX+DMSO จากผลการ

ทดลอง สรุปได้ว่า เจนนิสตีนออกฤทธิ์คล้ายกบัเอสโตรเจนขนาดต ่าในการยับย้ังการเปล่ียนแปลง

ของช้ันอนิทมิาในหลอดเลือดแดงคาโรติดภายหลังการท าให้บาดเจบ็ด้วยบอลลูนในหนูแรทที่ถูกตัด

รังไข่ 

 

ค าส าคญั:         เจนนิสตีน การเปล่ียนแปลงของช้ันอนิทมิา การท าให้บาดเจบ็ด้วยบอลลูน การตัดรังไข่
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บทน า 
 

ผู้หญิงวัยหมดประจ าเดือน

(menopause)มีอุบัติการณข์องโรคหัวใจและ

หลอดเลือดสงูขึ้นเป็นผลจากการพร่องฮอร์โมน

เอสโตรเจน แต่การได้รับฮอร์โมนเอสโตรเจน

ทดแทนยังเป็นที่โต้แย้งกนัในแง่ของประโยชน์

ทางคลินิกเนื่องจ ากเอสโตรเจนมีความเสี่ยงต่อ

การเกดิโรคหลอดเลือดสมอง มะเรง็เต้านม 

เพ่ิมขึ้น ( Anderson et al. 2004) ได้มีการ

พยายามน าเอาฮอร์โมนเอสโตรเจนมาศึกษาใน

สตัว์ทดลองโดยท าการตัดรังไข่ 2ข้าง( Bilateral 

ovariectomy) เพ่ือเหน่ียวน าให้เกดิภาวะพร่อง

ฮอร์โมนเอสโตรเจนและสญูเสยีการท าหน้าที่ของ

เอนโดทเีล่ียม( Endothelial dysfunction) ใน

หนูแรท (Khemapech 2003) บริหารเอสโตร

เจนทดแทนในขนาดที่แตกต่างกนัทางผิวหนัง 

(Estrogen replacement) และจ าลองการเกดิ

หลอดเลือดแดงตีบในระยะแรกโดยการท าให้

บาดเจบ็ด้วยบอลลูนที่หลอดเลือดแดงคาโรติด ( 

Rat carotid artery balloon injury model) จาก

การศึกษาพบว่า การให้เอสโตรเจนทดแทนมีผล

ท าให้ลดการหนาตัวที่ช้ันอนิทมิาได้ ( 

Neontimal formation) แต่อย่างไรกต็ามการให้

เอสโตรเจนทดแทนขนาดสงูมีผลท าให้ระดับ

ไขมันในเลือดสงูและยังมีผลต่อน า้หนักมดลูกที่

เพ่ิมขึ้นอกีด้วย (Uterus hyperplasia) 

(Watanabe et al 2004). 

พบอุบัติการณก์ารเกดิโรคหัวใจและ

หลอดเลือดต ่าในเอเชีย จากการศึกษาพบว่ามี

การบริโภคอาหารประเภทถั่ว และ ผลิตภัณฑท์ี่

ท  าจากถั่วสงู ( Adlercreutz and Mazur 1997) 

ซึ่งเจนนิสตินเป็นสารประกอบหลักในกลุ่ม ไอ

โซฟลาโวน (Isoflavone) มีมากในถั่ว เหลือง ซึ่ง

โครงสร้างคล้ายกบัเอสโตรเจนสามารถ จับกบั

ตัวต้อนรับเอสโตรเจน ( Estrogen receptors) 

ส่งผลท าให้ออกฤทธิ์ต่ออวัยวะเป้าหมายแต่ออก

ฤทธิ์อ่อนกว่า (week action) (Kolonel 1988)  

 จุดประสงค์ใน การศึกษาคร้ังนี้คือเพ่ือ ศึกษาผล

ของเจนนิสตีนต่อการเปล่ียนแปลงของช้ัน อนิทิ

มาในหลอดเลือดแดงคาโรติดภายหลังการท าให้

บาดเจบ็ด้วยบอลลูนในหนูแรทที่ถูกตัดรังไข่เพ่ือ

ใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการพัฒนายาต่อไป 

 

วิธีการทดลอง  

 
การเตรียมสัตวท์ดลอง (Animal preparation) 

สตัว์ทดลองที่ใช้ในการทดลองน้ีคือ หนู

แรทเพศเมีย สายพันธุ ์Wistar อายุ 12 สปัดาห์ 

น า้หนัก 240-270 กรัม จ านวน 32 ตัวจาก

ส านักสตัว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล 

ต.ศาลายา กิ่งอ .พุทธมณฑล จ .นครปฐม โดย

ให้อาหารเมด็ส าเรจ็รูป และน า้สะอาดอย่างไม่

จ ากดั เล้ียงในห้องที่ควบคุมอุณหภมูิให้อยู่

ในช่วง 25 องศาเซลเซียส และมีแสงสว่างวันละ 

12 ช่ัวโมง งานวิจัยนี้ ได้รับอนุมัติจาก

คณะกรรมการควบคุมดูแลการเล้ียงและการใช้

สตัว์เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ คณะ

แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณม์หาวิทยาลัย เลขที่

ใบรับรอง 17/54 

 

ข้ันตอนการทดลอง (Experimental protocols)  

แบ่งสตัว์ทดลองออกเป็น 4 กลุ่ม กลุ่ม

ละ 8 ตัว ดังนี้  คือ 1)กลุ่ม Sham operation 

ได้รับ  Dimethyl sulfoxide 

(DMSO,Sigma,USA) 100 ไมโครลิตรต่อวัน

ฉีดทางผิวหนังทุกวัน  (Sham+DMSO) 2) 

กลุ่มหนูที่ถูกผ่าตัดรังไข่ 2 ข้างได้รับ  DMSO 

100 ไมโครลิตรต่อวัน ฉีดทางผิวหนังทุกวัน

(OVX+DMSO) 3) กลุ่มหนูที่ถูกผ่าตัดรังไข่ 2 

ข้าง ได้รับ เจนนิสตีน (Sigma,USA) 0.25 

มิลลิกรัมต่อกโิลกรัม ฉีดทางผิวหนังทุกวัน  

(OVX+Genistein) และ 4) กลุ่มหนูที่ถูก

ผ่าตัดรังไข่ 2 ข้าง ได้รับ17-β estradiol (E2)  
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(Sigma,USA) 0.2 ไมโครกรัมต่อกโิลกรัม  ฉีด

ทางผิวหนังทุกวัน  (OVX+E2) จากนั้น 4 

สปัดาห์ กลุ่มหนู 3 กลุ่มที่ถูกตัดรังไข่และได้รับ

สารต่างๆดังกล่าวถูกน ามาท าการผ่าตัดให้

บาดเจบ็ด้วยบอลลูน (balloon injury) ที่หลอด

เลือดแดงคาโรติดข้างซ้าย (left carotid artery) 

ส่วนกลุ่ม  Sham+DMSO ได้รับการผ่าตัดแต่

ไม่ได้ท าให้บาดเจบ็ด้วยบอลลูน ( sham 

operation) 
 

การผ่าตัดใหบ้าดเจ็บดว้ยบอลลนู ทีห่ลอด

เลอืดแดงคาโรติด (Balloon injury of 

Carotid Artery) 

ท าการผ่าตัดโดยเปิดถึง หลอดเลือดแดง

คาโรติดข้างซ้าย (left common carotid artery)  

หลอดเลือดคาโรติดด้านนอก (external carotid 

artery) และหลอดเลือดคาโรติดด้านใน(internal 

carotid artery)  ท าการคล้องด้ายไว้ เพ่ือแยก

หลอดเลือดต่างๆ และท าการ clamp ที่หลอด

เลือด common carotid artery บริเวณใกล้กบั

หน้าอกส่วนบน และ clamp ที่ internal carotid 

artery  ตรงบริเวณใกล้รอยแยก (bifurcation) 

สอด balloon catheter ขนาด 1  มิลลิเมตร ทาง 

external carotid artery ผ่านไปยัง common 

carotid artery ท าการขยาย balloon ด้วยเคร่ือง 

automated balloon inflation device ที่ความดัน 

1 บรรยากาศ (1 atm) ท าการดึงลาก 3 คร้ัง 

เพ่ือให้ endothelial cell ถูกท าลาย จากนั้น

ค่อยๆดึง balloon catheter ออก และผูกด้ายที่ 

left external carotid artery ท าการเยบ็ปิด  ทุก

การผ่าตัดท าภายใต้สลบและวิธปีราศจากเช้ือ  

(Aseptic surgery) เล้ียงหนูต่อเป็นเวลา 2 

สปัดาห์จากนั้นท าให้ตายอย่างสงบด้วย  Sodium 

pentobarbital ขนาด 120 มิลลิกรัม เกบ็หลอด

เลือดแดงคาโรติดข้างซ้าย เพ่ือประเมิน 

histology (Tulis 2007, Watanabe et al. 

2004) 

 ประเมนิ histology ของการเปลีย่นแปลงของ

ชัน้อินทมิาในหลอดเลอืดแดงคาโรติด

ภายหลังการท าใหบ้าดเจ็บดว้ยบอลลนู  

การประเมิน  histology ของการ

เปล่ียนแปลงของช้ันอนิทมิาในหลอดเลือดแดง

คาโรติดภายหลังการท าให้บาดเจบ็ด้วยบอลลูน 

โดยท าการ perfusion ด้วย phosphate buffer 

saline (PBS) และ fixtation ด้วย 10% neutral 

solution formalin buffer  ตัดส่วนของหลอด

เลือดคาโรติดข้างซ้ายประมาณ 1.5 เซนติเมตร

และ embedded ใน paraffin ท าการตัด cross-

section 3 ไมครอนแล้วย้อมด้วย Elastica van 

Gieson staining 5 section ต่อ 1 slide จากนั้น

ถ่ายภาพและประเมิน neointemal change ด้วย 

NIH image program (Image J) โดยโปรแกรม

จะวิเคราะห์ pixel intensities values ค านวณ

เป็นพ้ืนที่ตามช้ันมีเดียและ  อนิทมิา โดยการ

เปล่ียนแปลงของช้ันอนิทมิา คือ อตัราส่วน

ระหว่างระหว่างพ้ืนที่ของช้ันอนิทมิาส่วนด้วย

พ้ืนที่ของช้ันมีเดีย(Intima/Media ratio ) โดย

ค านวณค่าเฉล่ีย 5 section ต่อ 1 การวิเคราะห์ 

(Ishibahshi et al.2006) 
 

Neointimal change =  

Intima area (µm2)/Media area(µm2) 
 

การวเิคราะหท์างสถติิ 

ข้อมูลต่างๆ แสดงเป็น mean ± SEM 

ท าการวิเคราะห์ข้อมูลเปรียบเทยีบค วาม

แตกต่างระหว่างกลุ่ม ด้วย one-way ANOVA 

ที่ระดับความเช่ือมั่น 95%  (P < 0.05) ด้วย

โปรแกรม SPSS version 17.0 
 

ผลการทดลอง 
 

1. ผลของเจนนีสตีนที่มีต่อการเปล่ียนแปลง

ของช้ันอนิทมิาในหลอดเลือดแดงคาโรติด

ภายหลังการท าให้บาดเจบ็ด้วยบอลลูน 2 

สปัดาห์ในหนูแรทที่ถูกตัดรังไข่ 
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Elastica van gieson staining, magnification  x 4 ( Bars: 500 µm) 

 

 

รูปท่ี  1     แสดง cross-section ของหลอดเลือดแดงคาโรตดิข้างซ้ายภายหลังท าให้บาดเจบ็ด้วยบอลลูน 2    

สปัดาห์    ลูกศรชี้ลงแสดงถงึชั้นอนิทมิา   หัวลูกศรชี้ขึ้นแสดงถงึชั้นมเีดยี 

(A) แสดงกลุ่ม sham operation และได้รับ DMSO 100 ไมโครลิตรต่อวัน (Sham+DMSO) 

(B) แสดงกลุ่มหนูที่ถูกผ่าตดัรังไข่ 2 ข้างและได้รับ DMSO 100 ไมโครลิตรต่อวัน (OVX+DMSO) 

(C) แสดงกลุ่มหนูที่ถูกผ่าตดัรังไข่ 2 ข้างและได้รับ เจนนีสตนี 0.25 มลิลิกรัมต่อกโิลกรัมต่อวัน (OVX+Genistein) 

(D) แสดงกลุ่มหนูที่ถูกผ่าตดัรังไข่ 2 ข้างและได้รับ17-β estradiol (E2) 0.2 ไมโครกรัมต่อกโิลกรัมต่อวัน   

(OVX+E2) 

 

2. ผลการวิเคราะห์พ้ืนที่ของช้ันมีเดีย ช้ันอนิทิ

มา และอนิทมิาต่อมีเดีย 

การประเมิน  histology พบว่า พ้ืนที่ของ

ช้ันมีเดียหลังท าให้บาดเจบ็ด้วยบอลลูนไม่มี

ความแตกต่างทางสถิติในทุกกลุ่ม (ดังในรูป 2 

A) พ้ืนที่ของช้ันอนิทมิาและอนิทมิาต่อมีเดีย 

พบว่า ในกลุ่มหนูที่ถูกผ่าตัดรังไข่และได้รับ 

DMSO (OVX+DMSO) เพ่ิมขึ้นอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 99.5 % 

(3167.78 ± 562.75 µm
2
, 1.36 ± 0.23 ตามล าดับ)  

 เมื่อเทยีบกบักลุ่ม sham operation และได้รับ

DMSO(sham+DMSO)  แต่ในกลุ่มหนู ที่ถูกตัด

รังไข่ 2 ข้างและได้รับ   เจนนิ สตีน  0.25 

มิลลิกรัมต่อกโิลกรัม ต่อวัน  

(OVX+Genistein)และกลุ่มหนู ที่ถูกผ่าตัดรังไข่ 

2 ข้างและกลุ่มหนูที่ถูกผ่าตัดรังไข่ 2 ข้าง และ 

ได้รับ17-β estradiol (E2) 0.2 ไมโครกรัมต่อ

กโิลกรัมต่อวัน (OVX+E2) พบว่า ลดลงอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 99.5% 

(1392.37  +235.12 µm
2
, 0.6 + 0.09 และ 

A B 

C D 
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รูปท่ี 2        แสดงการวิเคราะห์พ้ืนที่ของชั้นมเีดยี (A) ชั้นอนิทมิา (B) และชั้นอนิทมิาต่อมเีดยี (C) ภายหลัง

ท าให้บาดเจบ็ด้วยบอลลูน 2 สปัดาห์ ค่าแสดงเป็น mean ± S.E.M. 
*
 P ˂o.oo5 เมื่อเเทยีบกบักลุ่ม 

sham operation และได้รับ  DMSO(sham) 
#
 P ˂o.oo5 เมื่อเปรียบเทยีบกบักลุ่มที่ถูกผ่าตดัรังไข่ 

2 ข้าง และได้รับ DMSO(OVX+DMSO) 
 

 

 1298.00+152.02 µm
2
, 0.58+0.07 

ตามล าดับ) เมื่อเปรียบเทยีบกบักลุ่มที่ ถูกผ่าตัด

รังไข่ 2 ข้าง และได้รับ DMSO (OVX+DMSO) 

(ดังรูป 2B, 2C) 
 

วิจารณ ์
 

จากผลการทดลองพบว่า การให้เจ นนิ

สตีนขนาด 0.25 มิลลิกรัมต่อกโิลกรัมต่อวัน ฉีด

ทางผิวหนังสามารถ ยับยั้งการ เปล่ียนแปลงของ

ช้ันอนิทมิา         ภายหลังจากการท าให้บาดเจบ็ 

 ด้วยบอลลูนในหนูแรทที่ถูกตัดรังไข่ จาก

การศึกษาของ Xing และ คณะ ในปี 2003 

พบว่ามีการเพ่ิมจ านวน Granulocyte และ 

Monocyte/macrophage ซึ่งกระตุ้นให้มีการ

แสดงออกของ Adhesion molecules บนเอนโด

ทเีล่ียม มีผลท าให้  Granulocyte และ 

Monocyte/macrophage ท าการ rolling และมี

การเกาะติดบนผิวของเอนโดทเีล่ียมซ่ึงอาศัย

การท างานของ adhesion molecules ตามมา

ด้วยการ migration ของ leukocyte ผ่านเข้าไป 
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ใน periadventitial และ adventitial ของหลอด

เลือดแดงใน 1วันแรกภายหลังจากเอนโดทเีล่ียม

ถูกท าให้บาดเจบ็ด้วยบอลลูน (Xing et al. 

2003) ส่วนกลไกการออกฤทธิ์ของเจนนิสตีนยัง

ไม่เป็นที่ทราบชัดเจน       แต่จากการศึกษาใน  

in vitro พบว่า เจนนิสตีนมีผลไปยับย้ังการ

แสดงออกขอ ง vascular endothelial cell 

adhesion molecule และยังเป็นที่น่าสนใจว่า เจน

นิสตินสามารถยับย้ังการแสดงออกของ CD62E 

และ CD106 ที่ถูกกระตุ้นด้วย TNF-α บน 

human umbilical vein endothelial cell และ

ต าแหน่งของ monocyte adhesion อกีด้วย ซึ่งมี

ส่วนส าคัญในป้องกนัการตอบสนองของเอนโดที

เล่ียมตรงต าแหน่งที่มีการอกัเสบ  (Weber et 

al.1995 และ May et al.1996) 

 อย่างไรกต็ามกลไกการออกฤทธิ์ที่แท้จริงของเจน

นิสตินน้ันยังเป็นที่ค้นหาต่อไป 
 

สรุป 
 

เจนนิสตีนสามารถป้องกนัการ

เปล่ียนแปลงของช้ันอนิทมิาได้ซ่ึงออกฤทธิ์คล้าย

กบัเอสโตรเจนขนาดต ่า ในหลอดเลือดแดงคาโร

ติดภายหลังการท าให้บาดเจบ็ด้วยบอลลูนในหนู

แรทที่ถูกตัดรังไข่ 
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Abstract 

  

The emergence and spread of multidrug-resistant Plasmodium falciparum has become 

problematic in undermining malaria control programs in most endemic regions of the world. 

Discovery and development of new antimalarial drugs is urgently needed. Natural products are 

one of the important sources of promising antimalarial drugs. The aim of the present study was 

to investigate the antimalarial activities of fifteen medicinal plants/formulations used in Thai 

traditional medicine for treatment of various ailments. The antimalarial activity of each plant 

extract was assessed against chloroquine-resistant K1 and chloroquine-sensitive 3D7 P. 

falciparum clones using SYBR green-I-based assay. The extracts of five plants/formulation, i.e., 

Piper chaba Hunt. (fruit), Kaempferia galangal Linn. (leaf), Myristica fragrans Houtt.(seed), 

Garcinia mangostana Linn.(pericarp), and Pra-Sa-Prao-Yhai formulation (a mixture of parts of 

18 plants) exhibited potent antimalarial activities against 3D7 or K1 P. falciparum clone or both 

with IC50 values of less than 10 µg/ml. Cytotoxicity of each extract against human renal 

epithelial (HRE) cell line was performed using MTT assay and the selectivity index (SI) was 

calculated. Results showed that all the plant extracts except Garcinia mangostana Linn. were 

highly selective for both P. falciparum clones with SI greater than 10. The ethanolic extract of 

Piper chaba Hunt.was both the most potent and selective candidate. All five plants/formulation 

will be further investigated for their active ingredients and molecular targets of action including 

their antimalarial activities in animal model. 

 

Key Words Plasmodium falciparum, Thai medicinal plants, antimalarial activity, drug 

resistance 
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การศึกษาการออกฤทธ์ิตา้นมาลาเรีย และความเป็นพิษต่อเซลลข์องสมุนไพรไทย 

 

อาทิตยา เทีย่งสู่สุข, วิฑูรย ์ไวยนนัท,์ วรรณา ชยัเจริญกุล, เกศรา ณ บางชา้ง
 

 
ศูนยค์วามเป็นเลิศทางดา้นการวจิยั คน้ควา้และพฒันายาแห่งประเทศไทย, มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร ์

(ศูนยร์งัสิต) ปทมุธานี 
 

บทคดัย่อ 
 

 การปรากฏและแพร่กระจายของเช้ือมาลาเรียที่ด้ือต่อยาหลายชนิด รวมทั้งการลด

ประสทิธภิาพของยาอาร์ทมีิซินินและอนุพันธ ์ได้กลายเป็นปัญหาอย่างย่ิงต่อการควบคุมโรคมาลาเรีย

ในแถบภมิูภาคที่มีการระบาดของโรคมากที่สดุ การคิดค้นและพัฒนายาต้านมาลาเ รียชนิดใหม่จึง

เป็นสิ่งที่จ าเป็นอย่างเร่งด่วน  ผลิตผลที่มาจากธรรมชาติน้ันเป็นหน่ึงในแหล่งก าเนิดที่ส าคัญของยาที่

มีแนวโน้มต้านมาลาเรีย  การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการมีฤทธิ์ต้านมาลาเรียจากพืช

สมุนไพร 15 ชนิด/สตูร ที่ใช้ในแพทย์แผนไทยในการรักษาโรคต่างๆ  การออกฤทธิ์ต้านมาลาเรีย

จากสารสกดัจากพืชแต่ละชนิด (ในเอธานอล) ประเมินฤทธิ์ต้านมาลาเรียต่อเช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิ

พารัมสายพันธุ ์K1 และ 3D7 ด้วยวิธ ีSYBR Green I สารสกดัจากพืช 5 ชนิด/สตูร ได้แก่ ดีปลี 

เปราะหอม จันทน์เทศ มังคุด และต ารับประสะเปราะใหญ่ พบว่ามีฤทธิ์ต้านมาลาเรียที่มีศักยภาพต่อ

เช้ือพลาสโมเดียมฟัลซิพารัมสายพันธุ ์ K1 หรือ 3D7 อย่างใดอย่างหน่ึงหรือทั้งสองอย่าง โดยมีค่า

ความเข้มข้นที่สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือได้ร้อยละ 50 น้ันมีค่าน้อยกว่า 10 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร  ศึกษาความเป็นพิษของสารสกดัจากแต่ละชนิ ดต่อเซลล์เย่ือบุผิวของไตที่ได้มาจากมนุษย์ 

โดยใช้วิธ ีMTT และน าผลการทดสอบน้ีมาค านวณหาค่า selectivity index (SI) ผลการศึกษาพบว่า

สมุนไพรทั้งหมดยกเว้นสารสกดัจากมังคุดน้ันแสดงให้เหน็ถึงการเลือกออกฤทธิ์ต่อเช้ือมาลาเรียสงู

ในทั้งสองสายพันธุ ์โดยมีค่าดัชนี  SI มากกว่า 10 สารสกดัจากดีปลีเหมาะสมที่จะได้รับเลือกเป็นยา

ต้านมาลาเรียตัวใหม่เน่ืองจากคุณสมบัติการมีฤทธิ์ต้านมาลาเรียที่สงู การเลือกออกฤทธิ์ต่อเช้ือ

มาลาเรียเละความปลอดภัยต่อเน้ือเยื่อมนุษย์ การศึกษาในภายภาคหน้าสมุนไพรทั้งห้าชนิดน้ีจะถูก

ส ารวจการมีฤทธิ์ต้านมาลาเรียในสตัว์ทดลองและกลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุล 

 

ค าส าคญั:         Plasmodium falciparum, Thai medicinal plants, antimalarial activity, 

drug resistance 
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Introduction 
 

Malaria is widespread in tropical and 

subtropical regions (Na-Bangchang and 

Congpuong, 2007). It continues to be an 

enormous global health challenge, with 

millions of new infections and deaths 

reported annually (Guantai and Chibale, 

2011). The treatment and control of malaria 

is becoming increasingly difficult due to the 

emergence and spread of multidrug-

resistant Plasmodium falciparum (White, 

1998). Nevertheless, antimalarial 

chemotherapy remains the mainstay for 

malaria control in the absence of a suitable 

vaccine treatment. Several approaches have 

been applied for searching of new 

antimalarial drugs.  Among these are 

investigation of antimalarial candidates 

from natural-product-derived compounds. 

The objective of the study was to search for 

new promising antimalarial drugs from Thai 

medicinal plants used for treatment of 

various ailments. A total of 15 Thai 

medicinal plants/formulations were 

investigated for their antimalarial and 

cytotoxic activities in human renal epithelial 

cell in vitro. 
 

Materials and methods 
 

Plant materials and preparation of plant 

crude extracts  

Plant materials were collected from 

different regions of Thailand and some were 

purchased from the city markets.  

Authentication of the plant materials was 

performed at the herbarium of the 

Department of Forestry, Bangkok, Thailand, 

where the herbarium vouchers have been 

archived. A duplicate set of each plant 

material has been deposited in the 

herbarium of Southern Center of Thai 

Medicinal Plants, Faculty of Pharmaceutical 

Sciences, Prince of Songkhla University, 

Songkhla, Thailand. The extraction of all 

Thai herbal medicinal plants was performed 

by maceration method (Mahavorasirikul et 

al., 2010). Stock solutions of the ethanolic 

extracts were prepared at the concentration 

of 1 mg/ml. Table 1 summarizes the 

information of the investigated plant 

species, which includes botanical names, 

the plant parts used in the screening. Table 

2 shows the composition of Pra-Sa-Prao-

Yhai formulation. 

 Assessment of antimalarial activities in 

vitro 

Plasmodium falciparum 

chloroquine-resistant (K1) and chloroquine-

sensitive (3D7) clones were kindly 

provided by the Malaria Research Unit, 

Institute of Health Research, Chulalongkorn 

University, Thailand. CQ-sensitive and CQ-

resistant clones of P. falciparum were 

maintained in continuous culture in O
+
 

human erythrocytes suspended in RPMI 

1640 culture medium (at 37°C under a gas 

mixture of 5% CO2, 5% O2, and 90% N2) 

according to the standard method described 

by Trager and Jensen (Trager and Jensen, 

1976). The level of parasitaemia in the 

culture was maintained between 2 and 10%. 

The parasite culture was treated with 5% 

sorbitol in order to obtain the ring stage of 

P. falciparum (Lambros and Vanderberg, 

1979). 

Antimalarial activity screening of 

ethanolic extracts of 15 medicinal 

plants/formulations was performed using 

2% parasitaemia and 1% haematocrit. All 

assays were performed in 96-well microtiter 

plates using SYBR green-I-based assay 

(Bennett et al., 2004, Smilkstein et al., 

2004). Each extract was initially screened 

for antimalarial activity against 3D7 and K1 

P. falciparum clones at the concentration of 

50 µg/ml. The potential candidates which 

resulted in parasite survival of less than 50% 

were further assessed for their IC50 

(concentration that inhibits parasite growth 

by 50%) values using dose response analysis 

(CalcuSyn
TM

 software, USA). The 

concentration range of the plant extracts 

used was 0.78-100 µg/ml. Chloroquine 

(0.002-0.257µg/ml), artesunate (0.00015-

0.01922µg/ml) and mefloquine (0.00065-

0.08295µg/ml) were used as standard 

antimalarial drugs. 

 

Assessment of cytotoxic activities in vitro 

Normal human renal epithelial cell 

line (HRE) was purchased from PromoCell 

Co. Ltd. (PromoCell, Germany) and was 

cultured in renal epithelial cell growth 

medium 2 with SupplementPack 

(PromoCell, Germany). HRE was 

incubated at 37
o
C in 5% CO2 atmosphere 

with  95%  humidity,  and  was  seeded  in 
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Table 1.List of Thai medicinal plants/formulations 

Family Plant species Plant part used 

Zingiberaceae Amomum  testaceum Ridl. Seed 

Umbelliferae Angelica dahurica Benth. Root 

Umbelliferae Angelica sinensis (Oliv.) Diels Rhizomes 

Cruciferae Asclepias curassavica Linn. Flower 

Umbelliferae Cuminum cyminum Linn. Seed 

Guttiferae Garcinia mangostana Linn. Pericarp 

Zingiberaceae Kaempferia galangal Linn. Leaves 

Umbelliferae Ligusticum sinense Oliv. cv. Chuanxiong Rhizomes 

Myristicaceae Myristica fragrans Houtt. Seed 

Nelumbonaceae Nigella sativa Linn. Seed 

Piperaceae Piper chaba Hunt. Fruits 

- Pra-Sa-Prao-Yhai Formulation - 

Smilacaceae Smilax corbularia Kunth.  Rhizomes 

Myrtaceae Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry Flower 

Zingiberaceae Zingiber ligulatum Roxb. Rhizomes 

 

Table 2.Composition of Pra-Sa-Prao-Yhai formulation 

Family  Plant species Plant part used 

Compositae Artemisia annua Linn. Rhizomes 

Compositae Atractylodes lancea (thung.) DC. Rhizomes 

Cruciferae  Asclepias curassavica Linn. Flower 

Dracaenaceae  Dracaena loureiri Gagnep. Stem 

Guttiferae  Mammea siamensis Kosterm Flower  

Guttiferae Mesua ferrea Linn. Flower  

Myristicaceae Myristica fragrans  Houtt. Seed 

Myrtaceae Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry Flower 

Nelumbonaceae Nigella sativa Linn. Seed 

Sapotadeae  Mimusops elengi Linn. Flower 

Umbelliferae Angelica dahurica Benth. Root 

Umbelliferae Angelica sinensis (Oliv.) Diels Rhizomes 

Umbelliferae  Anethum graveolens Linn. Root  

Umbelliferae Cuminum cyminum  Linn. Seed 

Umbelliferae  Foeniculum vulgare  Mill. var. dulce  Alef. Seed 

Umbelliferae  Ligusticum sinense Oliv. cv. Chuanxiong Rhizomes 

Zingiberaceae Amomum  testaceum Ridl. Seed 

Zingiberaceae Kaempferia galangal Linn. Leaves 
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a 96-well plate at a density of 10
4
 cells/well 

in 100 µl of culture medium. After 24 h 

incubation, cells were maintained with 

different concentrations of each plant 

extract (1.95-250 µg/ml). The cytotoxicity 

of the plant extracts was determined using 

the colorimetric methylthiazoletetrazolium 

(MTT) assay (Mosmann, 1983). 

Absorbance was measured at 570 nm using 

a microplate reader (Varioscan Flash, 

Finland). Experiments were repeated three 

times for each extract (triplicate for each 

experiment). The selectivity index was 

determined by the ratio of the IC50 value on 

HRE cells to the IC50 value on 3D7 and K1 

P. falciparum clone. 

 

Results 

 

Results from the initial screening 

demonstrated that the extracts of 9 out of 15 

medicinal plants/herbal formulations 

showed promising activity against both K1 

and 3D7 clones of P. falciparum with 

parasite survival of less than 50% at the  

 concentration of 50 µg/ml (Figure 1). 

Among these, the 4 plants and 1 herbal 

formulation showed potent antimalarial 

activities with IC50 values of less than 10 

µg/ml for 3D7 or K1 P. falciparum or both 

(Piper chaba Hunt.:IC50 4.1 vs 5.3 µg/ml; 

Myristica fragrans Houtt.: IC50 4.6 vs 5.4 

µg/ml; Kaempferia galangal Linn.: IC50 4.7 

vs 9.7 µg/ml; Garcinia mangostana Linn.: 

IC50 11.8 vs 3.6 µg/ml; Pra-Sa-Prao-Yhai 

formulation Table 1: IC50 9.1 vs 15.7 µg/ml 

against 3D7 vs K1) (Figure1). All the 

medicinal plants/herbal formulations 

extracts except Garcinia mangostana Linn. 

showed satisfactory selective antimalarial 

activities against both clones with SI > 10 

(Figure 2). The highest of antimalarial 

activities and selectivity was The ethanolic 

extract of Piper chaba Hunt. Exhibited the 

most potent and selective antimalarial 

activity with potency of 12.4%, 0.075%, 

and 0.014% of chloroquine, mefloquine and 

artesunate against K1 P. falciparum clone, 

respectively. 

 

 
 

 

 

Figure1      Antimalarial activities (indicated by IC50 values) of 8 medicinal plants and 1 herbal 

formulation against Plasmodium falciparum (K1 and 3D7 clones) 
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Figure2      Selective index of 4 medicinal plants and 1 herbal formulation against 3D7 and K1 

Plasmodium falciparum clones. 

 
Discussion 

 

 The five plants/formulation 

exhibited the most potent antimalarial 

activity with IC50 of less than 10 µg/ml 

against CQ-resistant and CQ-sensitive P. 

falciparum clones or both. Based on the 

criteria for categorization of plant extracts 

with antimalarial activity (Rasoanaivo et 

al., 2004), their activities were considered 

good to moderate. The IC50 values of Pra-

Sa-Prao-Yhai formulation and Garcinia 

mangostana Linn. were less than 10 µg/ml 

against K1 or 3D7 clone. The low 

selectivity index of the extract of Garcinia 

mangostana Linn. against 3D7 P. 

falciparum (SI = 5.7) indicates relatively 

high toxicity of the extract to human cells. 

Despite its selectivity for both clones, Pra-

Sa-Prao-Yhai may be used only effectively 

against CQ-sensitive P. falciparum strains 

(IC50 in K1 > 10 µg/ml). The ethanolic 

extracts of Piper chaba Hunt., Myristica 

fragrans Houtt., and Kaempferia galangal 

Linn. showed good antimalrial activities 

and selective for both 3D7 and K1 P. 

falciparum clones. The ethanolic extract of 

Piper chaba Hunt. exhibited the most 

potent and selective antimalarial activity. 

Further investigations of the potential 

antimalarial candidates in animal model 

including molecular mechanisms of action 

of the isolated active moieties are 

underway. 

 Conclusion 

 

Among the 15 Thai medicinal 

plants used for treatment of various 

ailments, the ethanolic extracts of 5 

plants/formulation, i.e., Piper chaba Hunt. 

(fruit), Kaempferia galangal Linn. 

(leaves), Myristica fragrans Houtt. (seed), 

Garcinia mangostana Linn.(pericarp), and 

Pra-Sa-Prao-Yhai formulation (a mixture 

of parts of 18 plants) exhibited potent 

antimalarial activities against 3D7 or K1 

P.  falciparum clone or both with IC50 

values of less than 10 µg/ml. All except 

Garcinia mangostana Linn. were highly 

selective for both P. falciparum clones 

with SI greater than 10. The ethanolic 

extract of Piper chaba Hunt. exhibited the 

most potent and selective antimalarial 

activity. 
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Abstract 

 
Heat shock proteins (HSPs) play an important role in cellular protection when exposed 

to stressors such as positive pressure ventilation, lipopolysaccharide, and elevated temperatures. 

The aim of this study was to investigate HSP70 expression in lungs of the rats treated with 

steam aerosolization. Male Sprague-Dawley rats were breathed under steam aerosolization for 

30, 60, 90 and 120 minutes at 40°C and at 50°C for 30 minutes. After the experiments, the lungs 

were removed and analyzed for the expression of HSP70 by Western blot analysis. After 60 

minutes of steam aerosolization at 40°C, there was an increase in HSP70 expression in rat’s 

lungs compared with those of control group. Steam aerosolization at 40°C for 60 minutes was 

the optimal condition to induce expression of HSP70 in rats. No rat could tolerate to 50°C-

steam aerosolization longer than 30 minutes. The present study showed that steam 

aerosolization induced an expression of HSP70 in lung tissues of the rats, which may confer 

protection against lung injury. 

 

Key Words: Heat shock protein, HSP70, Steam aerosolization 
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บทคดัย่อ 

 

 

Heat shock proteins (HSPs) มีบทบาทส าคัญในการปกป้องเซลล์เมื่อได้รับตัวกระตุ้นให้อยู่

ในภาวะเครียด เช่น positive pressure ventilation, lipopolysaccharide และอุณหภมิูที่สงูข้ึน  

การศึกษาคร้ังน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของ HSP70 ในปอดของหนูที่ได้รับไอ

ละอองน า้อุ่นทางการหายใจ  หนูขาวเพศผ่ายพันธุ ์ Sprage-Dawley หายใจภายใต้ละอองไอน า้อุ่นที่

อุณหภมูิ 40°C เป็นเวลา 30, 60, 90 หรือ 120 นาท ีหรือที่อุณหภมิู  50°C เป็นเวลา 30 นาท ี

ภายหลังการทดลองปอดถูกแยกออกมาเพ่ือวิเคราะห์การแสดงออกของ HSP70 โดยวิธกีาร 

Western blot analysis  การให้ไอละอองน า้อุ่นที่ 40°C เป็นเวลา 60 นาที สามารถเพ่ิมการ

แสดงออกของ HSP70 ในปอดของหนูอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม การให้ไอละออง

น า้อุ่น ที่ 40°C เป็นเวลา 60 นาท ีท าให้เกดิการแสดงออกของ HSP70 ในหนูขาวได้สงูสดุ  หนูขาว

ไม่สามารถทนต่อละอองไอน า้อุ่นที่อุณหภมิู 50°C ได้นานกว่า 30 นาท ี การศึกษาคร้ังน้ีช้ีให้เหน็ว่า

ไอละอองน า้อุ่นสามารถชักน าให้เกดิการแสดงออกของ HSP70 ในปอดของหนูขาวได้ ซ่ึงอาจน าไปสู่

การป้องกนัการได้รับบาดเจบ็ที่เน้ือเย่ือปอดได้ 

 
ค ำส ำคญั:  Heat shock protein, HSP70, ละอองไอน า้อุ่น 
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Introduction 
 

Heat shock proteins (HSPs) are a 

group of stress proteins that maintain cell 

homeostasis against various forms of stress 

as an adaptive response. Various families of 

HSPs are classified by their molecular 

weights, e.g. HSP25, HSP32, HSP47, 

HSP60, HSP70, HSP90 and HSP110 

[Kregel 2002]. Most of them play an 

important role to protect cells from many 

stressors such as hyperthermia, 

inflammation, cardiac ischemia, 

endotoxemia and oxidative stress [Kiang 

and George 1998, Hartl and Hayer-Hartl 

2002] and can be induced by different kinds 

of non-thermal stressors and 

pharmacological agents, like temperature, 

heavy metals, hyperosmolarlity, 

ischemia/reperfusion, sodium arsenite and 

glutamine [Jing et al. 2007, Wheeler and 

Wong 2007]. Several lines of evidences 

have demonstrated that induction of stress 

response confers against cytotoxic stimuli. 

Heat stress administered before sepsis has 

protected endothelial cells against 

endotoxin-mediated apoptosis [Chen et al. 

2000], protected animal against 

ischemia/reperfusion injury [Tandara et al. 

2006], sepsis-induced acute lung injury 

[Hagiwara et al. 2007] and decreased 

mortality rate [Kustanova et al. 2006]. 

The use of thermal water or steam 

is one of the oldest approaches as part of 

the treatment of respiratory tract disease 

[Olina et al. 2008]. The physiopathology 

and mechanisms of thermal water in the 

treatment of respiratory tract disease are not 

yet well clarified. It was interesting to 

investigate whether steam aerosolization 

resulted in increased expression of HSP70 

in lung tissue of rats. 

 

Materials and Methods 

 

Animals and study designs 

Male Sprague-Dawley rats 

(National Laboratory Animal Center of 

Salaya Campus, Mahidol University, 

Thailand) weighing 250-300 g, 8 weeks old 

were used in this study and approved by 

ethical committee, Faculty of Medicine, 

Srinakharinwirot University, Thailand. 

After a 2 week period of adaptation, 

animals were randomly divided into two 

groups, control and steam groups. The rats 

in the stream group breathed with 

aerosolized steam in various time and 

temperature (at 40°C for 30, 60, 90, 120 

min and at 50°C for 30 min). Blood 

pressure, mean arterial pressure, heart rate 

(non-invasive blood pressure measuring 

system LE5002, Barcelona, Spain) and core 

temperature of the body were measured 

before and after the experiments. At the end 

of the experiment, the rats were sacrificed 

and lungs were removed and washed in 

0.9% normal saline, frozen in liquid 

nitrogen, and stored at -80°C for Western 

blot analysis. 

 

Lung homogenate preparation 

Lung tissue was homogenized in 

lysis buffer containing 10 mM Tris, 5 mM 

EDTA, 2% Triton X-100, 0.2 mM Na3VO4, 

1 mM phenylmethyl sulphonyl fluoride, and 

10 µg/ml leupeptin and aprotinin for 10 

seconds, sonicated for 90 seconds, and left 

on ice for 50 minutes. The homogenate was 

then centrifuged for 1 hour at 12,000 x g, 

4°C and the supernatant fraction was 

transferred to a sterile tube and stored at - 

80°C until use. 

 

Western Blot Analysis 

An equal amount (50 μg protein) of 

lung homogenates prepared in 1x sample 

buffer were loaded and separated by 10 % 

polyacrylamide resolving gel using the 

sodium dodecyl sulfate (SDS) 

discontinuous buffer system described by 

Leammli (1970). After electrophoresis, the 

proteins on the gel were transferred to 

polyvinylidene difluoride (PVDF) 

membrane as described by Towbin et al. 

(1979), using BioRad immunoblotting tank, 

for 3 hours at 100 volts.  When protein 

transfer was completed, the PVDF 

membrane was soaked in PBS containing 

0.1 % Tween 20, 5 % skim milk, and 0.1% 

NaN3 at 37°C overnight. After 3 washes 

with PBS containing 0.1 % Tween 20 for 5 

minutes each, the membrane was incubated 

in a mixture of mouse anti-rat HSP 70 

antibody (Sigma) diluted at 1:5,000 and 

mouse anti- β actin (Sigma) diluted at 

1:10,000 at room temperature for one hour 

and then at 4°C for 16 hours. Then, the blot 
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was washed as described above with an 

additional wash of 15 minutes and reacted 

with a mixture of 1:8,000 dilution of rabbit 

anti-mouse IgG peroxidase conjugate 

(sigma) and 1:10,000 dilution of 

streptavidin peroxidase conjugate (Sigma), 

for one hour at room temperature. After 

washing of peroxidase conjugate, the 

protein bands on the membrane were 

detected using chemiluminescent substrate 

(Pierce Supersignal West Pico) by 

following the manufacturer’s protocol and 

visualized by exposing Hyperfilm Thermo 

Scientific CL-XPosure autoradiograph film 

for an appropriate time. To determine 

HSP70 expression, the intensity of protein 

bands was analyzed by Gene Tool. 

 

Statistical Analysis 

All data were expressed as mean ± 

SEM. Statistical analysis was performed by 

using Student’s paired t-tests to compare 

within the group and one-way analysis of 

variance (ANOVA) with Bonferroni's test 

to compared between the groups. P < 0.05 

was considered statistically significant. 

 

 

Result 
 

HSP70 expression 
Western blot analysis revealed that 

steam aerosolization induced HSP70 

expression in lung tissue of rats. At the 

temperature of 50°C, no rat could tolerate 

longer than 30 min. The Western blot and 

relative band density of lung tissues from 

rats treated with aerosolized steam at 40 °C 

for 30, 60, 90, 120 min were shown in 

Figure 1. The relative band density of 

HSP70/actin ratio was maximum at the 

condition of 40°C for 60 min of steam 

aerosolization and was significantly higher 

than those of 40°C 30 min and the control 

group (Figure 2).  

 

Heart rate, blood pressure and 

temperature 

Heart rate, blood pressure and core 

temperature of rat treated with thermal 

steam at 40°C for 60 min before and after 

the experiments were shown in Figure 3. 

Treatment with steam aerosolization at 

40°C for 60 min had no effects on three 

vital signs. 

 

 

 

Figure 1 Heat shock protein 70 expression. (Above) Western blot of lung tissues from rats 

treated with steam aerosolization at 40°C for 30, 60, 90 and 120 min. (Below) A 

graphic representation of the band density ratio of HSP70 and actin.  

 * P < 0.05 vs 40°C, 30, 120 min 
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Figure 2 Heat shock protein 70 expression in the control and steam aerosolization groups at 

40°C for 60 minutes. (Above) Western blot of lung tissues and (Below) a graphic 

representation of the band density ratio of HSP70 and actin. 

* P < 0.05 vs control 

 

 

 

   

Figure 3 Blood pressure (A), heart rate (B), and core temperature (C) of the rats treated with 

thermal steam at 40°C for 60 min before and after the experiments. SYS: systolic 

blood pressure; DIA: diastolic blood pressure; MAP: mean arterial blood pressure 
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Discussion 
 

Steam aerosolization was 

associated with the expression of HSP70. It 

was found that the thermal steam at the 

variety of temperatures and times induced a 

wide range of HSP70 expression. The 

optimal condition in this experiment was 

the temperature at 40°C for 60 min. 

Among the members of HSPs, 

HSP70 families are the most temperature-

sensitive, initially noted in cells following 

acute stress and played a role to help 

animals survive during severe heat stress 

[Kiang and George 1998, Wang et al. 2005]. 

In normal, non-stressed cells, HSP70 is not 

expressed or expressed at very low levels, 

but is extremely synthesized in response to 

different stressors, like hyperthermia and 

sepsis [Kregel 2002].  Whole body 

hyperthermia with the temperature of 

41.5 °C for 20 min and 41 °C for 15-20 min 

in rats and mice, respectively lead to 

increased expression of HSP70 in lung 

[Pespeni et al. 2005]. Increased expression 

of pancreatic HSP70 was found after whole 

body hyperthermia at 42°C [Wagner et al. 

1996]. In addition, microwave hyperthermia 

treatment in human skeletal muscle also 

increased HSP70 [Ogura et al. 2007]. 

HSP70 was up-regulated after 18 h of LPS 

exposure to rat lung pericytes [Edelman et 

al. 2007]. Moreover, HSP70 was also 

induced by high peak airway pressure 

ventilation in rat lungs [Vreugdenhil et al. 

2003]. The similar changes were found in 

this study. After thermal steam 

aerosolization exposure, HSP70 expression 

in rat lungs was significantly higher than 

the control group. It was shown that steam 

aerosolization at 40°C for 60 min was an 

optimal condition and was considered to be 

appropriate to induce expression of HSP70. 

With this condition, heart rate, blood 

pressure and temperature of the rats were 

not affected. Adversely, the rats were stress, 

exhaust after exposed to steam 

aerosolization longer than 60 min. At the 

temperature of 50°C, the rats were suffered 

and death within 30 min. 

Several studies in animals and 

possibly humans have demonstrated that 

local heat preconditioning can induce 

protective responses in a restricted area of 

the body. HSP70 play a protective role 

against bleomycin-induced pulmonary 

injury, inflammation, fibrosis and 

dysfunction by inhibiting the expression of 

pro-inflammatory cytokines [Tanaka et al. 

2010]. In rats heated at 42°C for 15 min, 

HSP70 was expressed in the serum and 

could reduce tissues injury caused by LPS 

[Hagiwara et al. 2007]. Warming the skin 

of pigs by raising the surface temperature to 

43 °C for 2-3 hours before surgery could 

reduce rates of necrosis and apoptosis of 

skin flap [Harder et al. 2004]. Exogenous 

mammalian extracellular HSP70 could 

protect organisms from LPS-induced shock 

in rats, decrease mortality and restore 

homeostasis [Rozhkova et al. 2010]. In 

clinical situation, inhalation of thermal 

water has been used empirically in the 

treatment of chronic diseases of upper and 

lower respiratory tract. Therefore, HSP70 

expression in lung by steam aerosolization 

found in this study may confer protective 

role during respiratory tract infection or 

sepsis. 

In conclusion, the present study 

emphasized that thermal steam 

aerosolization induced HSP70 expression. 

This phenomenon may be applied to the 

clinical approach. The effects of steam 

aerosolization on various diseases like 

sepsis should be further investigated. 
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Abstract 

The aim of this study was to screen biological properties of water, 50% ethanol and 

95% ethanol extract from bark and wood of Lannea coromandelica (Houtt.)Merr (Family: 

Anacardiaceae). Extracts were tested for total phenolic contents by Folin–Ciocalteau’s reagent 

assay, free radical scavenging activity by 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl scavenging methods, 

antityrosinase activity by enzymatic assay and antibacterial activity by broth dilution and agar 

plate diffusion method. The results showed that the phenolic content was correlated with the 

polarity of the solvent and part of the plant that low polar solvent had higher phenolic content 

than polar solvent and bark had higher phenolic content than wood. The highest total phenolic 

content was found in the 95%ethanol bark extract at 370.04 ±11.04 mg GAE/g. The bark 

extracts with 95% ethanol and 50% ethanol exhibited high antioxidant activity which showed 

the 50% inhibitory concentration (IC50) at 285.64 ± 59.38 and 297.55 ± 36.14 µg/ml, 

respectively. Among the extracts, the 95% ethanol extract from bark showed the best tyrosinase 

inhibition activity with the IC50 222.75 ± 25.59 µg/ml, although significantly lower than kojic 

acid. The 95% ethanol and 50% ethanol bark extract also showed antibacterial activity against 

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Propionibacterium acnes with minimal 

inhibition concentration (MIC) values 5, 5, 25 mg/ml, respectively. This study indicated that 

Lannea coromandelica bark extract by 95% ethanol had highest total phenolic content which 

resulted in the highest free radical scavenging, antityrosinase activities and antibacterial 

activities. 
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บทคดัย่อ 

 

วัตถุประสงค์ของการศึกษาในคร้ังน้ีเพ่ือคัดกรองคุณสมบัติทางชีวภาพของสารสกดัจากน า้ , 

50% เอทานอลและ 95% เอทานอล จากส่วนเปลือกและแก่นของต้นอด  Lannea coromandelica 

(Houtt.) Merr สารสกดัที่ได้จะท าการทดสอบปริมาณฟีนอลิครวมด้วยวิธ ี Folin–Ciocalteau’s 

reagent assay ฤทธิ์ต้านอนุมูลอสิระ ด้วยวิธ ี 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl ฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไท

โรซิเนส ด้วยวิธ ีenzymatic assay และฤทธิ์ต้านแบคทเีรียด้วยวิธ ี broth dilution และ agar diffusion 

ผลการศึกษา พบว่า ปริมาณฟีนอลิคสมัพันธก์บัความมีขั้วของตัวท าละลายและส่วนข องพืชที่ศึกษา 

โดยเม่ือใช้ตัวท าละลายที่มีข้ัวต ่าจะได้สารสกดัที่มีปริมาณฟีนอลิคสงูกว่าตัวท าละลายที่มีข้ัวสงูและ

ส่วนของเปลือกจะมีปริมาณฟีนอลิคสงูกว่าส่วนของแก่น โดยปริมาณฟีนอลิคสงูสดุจะพบในสารสกดั

จากส่วนของเปลือกด้วย 95% เอทานอลซ่ึงมีปริมาณฟีนอลิค เทา่กบั 370.04 ±11.04 mg GAE/g 

ส่วนของเปลือกที่สกดัด้วย 95% เอทานอล และ 50% เอทานอล มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอสิระสงู  โดยมีค่า 

IC50 เทา่กบั 285.64 ± 59.38 µg/ml และ 297.55 ± 36.14 µg/ml.,ตามล าดับ ในบรรดาสาร

สกดั พบว่า สารสกดัส่วนของเปลือกด้วย 95% เอทานอล มีฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโ รซิเนสได้ดีที่สดุ  

โดยมีค่า IC50 เทา่กบั 222.75 ± 25.59 µg/ml. แต่ยังมีฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนสน้อยกว่ากรดโค

จิคอย่างมีนัยส าคัญ . สารสกดัด้วย 95%เอทานอล และ 50% เอทานอลของเปลือก มีฤทธิ์ในการ

ยับย้ังเช้ือแบคทเีรีย  Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa และ Propionibacterium 

acnes โดยมีความเข้มข้นต ่าสดุที่สามารถยับย้ังเช้ือ เทา่กบั 5, 5 และ 25 mg/ml ตามล าดับ 

การศึกษาน้ี พบว่า ส่วนของเปลือกต้นอดที่สารสกดัด้วย 95%เอทานอล มีปริมาณฟีนอลิคสงูสดุและ

มีผลท าให้สามารถยับย้ังอนุมูลอสิระ,ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนส และต้านเช้ือแบคทเีรียได้ 

 

ค าส าคัญ:  ต้นอด, ปริมาณฟีนอลิค, ฤทธิ์ต้านออกซิเดช่ัน , ฤทธิ์ต้านเอนไซม์ไทโรซิเนส , ฤทธิ์

ต้านเช้ือแบคทเีรีย 
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Introduction 

       

Oxidative stress caused by free 

radicals may be related to aging and 

diseases, such as atherosclerosis, diabetes, 

cancers, and cirrhosis. Antioxidants are 

essential substances which possess the 

ability to protect the body from oxidative 

stress (Blokhina et al., 2003).  Many of the 

natural phytochemical compound in plants 

have been found to exhibit antioxidant 

activity including carotenoids, thiols, 

vitamins, flavonoids and phenolics 

(Michalak, 2006). Moreover, many 

phenolic plants such as twig and root of 

mulberry (Morus alba L.)(Chang et al., 

2010), fruiting bodies of mushroom 

(Lentinus lepideus) (Yoon et al., 2010) 

leave of jacktree (Artocarpus heterophyllus 

Lam.)(Loizzo et al., 2010), etc, have been 

found to be responsible for antityrosinase 

and antimicrobial activities. Therefore, 

many plants have been developed into 

pharmaceutical products according to these 

activities. 

           Lannea coromandelica (Houtt.) 

Merr or “Aod or Kook” in Thai belongs to 

the family Anacardiaceae. This plant is the 

perennial plant distributed in north and 

northeast Thailand. It has mostly been used 

in traditional medicine to treat 

elephantiasis, impotence, ulcers, vaginal 

troubles, halitosis, heart disease, dysentery, 

and gout (Islam et al., 2002). Previous 

studies on the bioactivities of the extract 

from L. coromandelica showed anti-

inflammatory property (Singh and Singh, 

1994), hypotensive activity in dogs and rats 

(Singh and Singh, 1996), and wound 

healing property (Sathish et al., 2010). 

However, most of the report did not show 

the correlation between the constituent of 

the extract and its activity. Moreover some 

bioactivity such as free radical scavenging 

activity, antityrosinase activity, and 

antimicrobial activity against some 

dermatological microorganisms which were 

useful for skin application have not been 

studied. 

Therefore, the aim of this study was to 

screen the bioactivities of this plant that 

beneficial for dermatological application. 

The bark and wood of the plant was 

extracted by different solvents and total 

phenolic content in the extracts was 

determined. Free radical scavenging 

activity, antityrosinase activity and 

antibacterial activity against 

Strephyrococcus aureus (S. aureus), 

Pseudomonas aeruginosa (Ps. aeruginosa) 

and Propionibacterium acnes (P. acne) of 

the extracts were investigated. The data 

obtained would provide the possibility in 

developing the performance ingredient with 

anti-aging and/or antibacterial properties 

from this plant.  

 

Methods 
 

Plant materials 

Stem of L. coromandelica were 

collected in March 2011 from Faculty of 

Pharmaceutical Sciences, Khon Kaen 

University, Thailand. 

 

Preparation of the extracts  

 The extracting solvents in this 

study were water, 50% ethanol and 95% 

ethanol. Fresh barks and wood of L. 

coromandelica were cut into small pieces, 

air dried and macerated in the solvent for 7 

days at room temperature. The remaining 

pieces of the plant were removed from the 

fluid extract by filtration. For the extraction 

by 95%ethanol or 50%ethanol, the solvent 

was removed by evaporation using a rotary 

evaporator at 35° C and follow by 

lyophilization. For the water extraction, the 

water was removed by lyophilization.  The 

dried extracts were kept in desiccators for 

further studies. 

 

Determination of total phenolic content 

      Total phenolic contents of L. 

coromandelica extracts were determined by 

Folin–Ciocalteu reagent assay and 

expressed as gallic acid equivalents per 

gram (GAE/g) of the dried extracts. In 

brief, 80 µL aliquot of the extracts in 5% 

ethanol was added to 80 µL of 7.5% 

Na2CO3 solution. After 3 min, 100 µL of 2 

M Folin–Ciocalteu reagent was added and 

the mixture was allowed to stand for 1 hr at 

25°C. The absorbance was measured at 620 

nm using spectrophotometer (UV-2802, 

Unico Co. Ltd., Shanghai,China). The 

absorbance of the blank, consisted of all 

reagents and solvents except the tested 

samples, was also measured. The total 
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phenolic contents were determined using 

the standard gallic acid calibration curve. 

 

Determination of free radical scavenging 

activity 

      Free radical scavenging activity 

was measured by 1,1-Diphenyl-2-

picrylhydrazyl (DPPH) radical-scavenging 

activity. In brief, 150 µL of extract in 5% 

ethanol with different dilutions was added 

to 50 µL of 1 mM DPPH. The mixtures 

were incubated for 30 min before the 

absorbance was measured at 540 nm. The 

DPPH scavenging ability was calculated as 

the concentration that inhibits the oxidation 

of DPPH for 50% (IC50). Ascorbic acid was 

used as the positive control in this study. 

 

Determination of antityrosinase activity  
      Antityrosinase activity was 

measured according to the ability of the 

extracts in inhibiting the transform of L-

dopa into dopachrome which was the 

function of tyrosinase. The method was the 

same as previously reported by Hanamura 

et al. (2008) with slightly modification. In 

brief, 50 µL of extract in 5% ethanol with 

different dilutions was added to 40 µl of 

2.5mM L-dopa in a 96-well microplate; 

then 40 µl of tyrosinase (125 units/ml) was 

added into each well. The amount of 

dopachrome in the reactions mixture was 

measured after incubate the mixture at 37° 

C for 15 min based on the optical density at 

420 nm. The inhibitory activity of the 

sample was expressed as the concentration 

that inhibited 50% of the enzyme activity 

(IC50).  Kojic acid was used as the control 

in this study. 

 

Determination of antibacterial activity 

     All extract were tested for 

antibacterial activity against S. aureus, Ps. 

aeruginosa and P. acnes. The active plant 

extract were diluted to determine the 

minimum inhibitory concentration (MIC) 

by broth dilution and the result were 

confirmed by determining the zone of 

inhibition by agar plat diffusion method. 

Gentamycin was used as the positive 

control in this study. For S. aureus and Ps. 

aeruginosa, the tested bacteria were 

removed aseptically with an inoculating 

loop and transferred to a test tube 

containing 4 mL of  Mueller Hinton 

nutrient broth in order to obtain the 

turbidity of the bacterial culture equal to 

equaled 0.5 McFarland (10
8
 cfu/mL) 

standards. The dilute extract concentration 

0.625, 1.25, 2.5, 5, 25 and 50 mg/mL were 

added in to the culture and incubated for 

37
o 

C for 18 hours. For P. acne the method 

was the same as the above but Tryptic soy 

nutrient broth was used as the media and 

incubated condition was 37
o
 C for 48 hours 

under anaerobic condition. The inhibitory 

efficacy of the extract was determined by 

observe the clarity of the media after 

incubation. For agar plate diffusion, three 

disks of Whatman’s No.1 filter paper (6 

mm in diameter) were impregnated with 50 

μL of extract concentration 25 mg /mL and 

place on the surface of agar plate which was 

already spread by the tested bacteria. The 

plate was incubated at 37
o
 C for 18 hours 

for S. aureus and Ps. aeruginosa or 48 

hours under anaerobic condition for P. acne 

and the diameter of clear zone around the 

disk was recorded. 

 

Statistical analysis 

    Results were used ANOVA and 

Bonferroni test to analyze mean difference 

between groups. P-value < 0.05 was 

considered statistically significant. 

 

Results 

 

Total phenolic content  

      The yields of bark extract from L. 

coromandelica were much higher than that 

of wood extract revealed that the majority 

of the constituent was concentrated in the 

bark. In both bark and wood extracts, 50% 

ethanol was the most suitable extracting 

solvent in term of the ability to provide the 

high amount of the extracts because 50% 

ethanol extract exhibit the highest yield 

when compared to other solvents. However, 

the total phenolic contents were highest in 

the 95% ethanol extracts implied that 

phenolic solubility was correlated with the 

polarity of the solvent since phenolic 

content in low polar solvent (95% ethanol) 

extract of bark and wood were higher than 

that of higher polar solvent (50% ethanol 

and water). The result also show that total 

phenolic contents in bark was higher than 

that in wood in every solvent used (Table1). 
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Free radical scavenging activity. 

      The results indicated that the 

highest free radical scavenging activity of 

the extracts was found in 95% ethanol bark 

extract which has IC50 285.64 ±59.38 

µg/ml. The bark extracts exhibited higher 

free radical scavenging activity than the 

wood extract and the 95% ethanol extract 

exhibited higher free radical scavenging 

activity than 50% ethanol and water 

extracts, respectively. When compare with 

ascorbic acid which has IC50 259.55 ±28.55 

µg/ml, the 95% ethanol and 50%ethanol 

bark extract were found to have comparable 

free radical scavenging activity (Figure1). 

 

 

Table 1  Percentage of yield and total phenolic content of bark and wood extracts from L. 

coromandelica using different solvents. 

 
 

Part of plant Solvents Yield (%w/w)
a
 Total phenolic content (GAE/g)

b
 

Bark 

Water 4.19 260.00 ± 9.28 

50% ethanol 5.26 284.32 ± 4.46 

95% ethanol 3.35 370.04 ± 11.04* 

Wood 

Water 1.09 59.16 ± 2.69* 

50% ethanol 1.61 90.79 ± 6.78* 

95% ethanol 0.50 107.41 ± 3.29* 
a
 Yield is calculated from weigh of dry extract x 100 per weigh of dry plant.   

b
 Data are represented as mean ± standard deviation (n =9). 

*
P < 0.05; compared with group. 
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Figure1.  IC50 for free radical scavenging activity of L. coromandelica bark and wood extract 

using different solvents. The results express as the concentration that inhibit the 

oxidation of DPPH for 50% (n=9).  

 

Antityrosinase activity 

      The IC50 of the antityrosinase 

activity of the 95% ethanol bark extract at 

222.75 ± 25.59 µg/ml revealed that this 

extract has the highest activity followed by 

50% ethanol bark extract, 95% ethanol 

wood extract and 50% ethanol bark extract 

(Figure 2). However, when compare with 

kojic acid (IC50 = 27.86 ± 0.78 µg/ml, data 

not show in figure 2), the antityrosinase 

activity of the extract was significantly 

lower than kojic acid. On the other hand 

water extract of both bark and wood were 

found to have very high IC50 (2295.58 ± 

350.50 and 3187.70 ± 400.95 µg/ml, 

respectively) implied that the water extract 

was not able to inhibit enzyme tyrosinase 

activity. 
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Figture 2.  IC50 values of antityrosinase activity of L. coromandelica bark and wood extract 

using different solvents (n =9).  

 
Antibacterial activity 

      The antibacterial activity of L. 

coromandelica extract was evaluated 

against S. aureus, Ps. aeruginosa and P. 

acnes by broth dilution and agar diffusion 

methods. The water extracts of bark and 

wood of this plant were not active against 

any of the microorganisms because the 

highest concentration of the extract (50 

mg/ml) failed to inhibit growth of bacteria. 

For bark extract, 50% ethanol and 96% 

ethanol has similar antibacterial activity 

against S. aureus and Ps. aeruginosa which 

was higher than the activity against P. 

acnes. On the other hand, wood extracts by 

50% ethanol and 95% ethanol showed a 

slightly antibacterial activity against S. 

aureus and no activity against Ps. 

aeruginosa and P. acnes. The MIC of all 

extracts are reported in Table 2. The 50% 

ethanol and 95% ethanol bark extracts were 

further evaluated to determine zone of 

inhibition. The result confirmed that 50% 

and 95% ethanol of bark extract had similar 

activity in inhibition of microorganism 

especially for the inhibition of S. aureus 

(Table3). 

 

 

Table 2  Antibacterial activities of bark and wood using different solvents of L. 

coromandelica extracts against bacterial species tested by Broth dilution method 
 

Bacterial species 

Minimum inhibitory concentration (MIC) mg/ml. 

Bark Wood 

Water 50%ethanol 95%ethanol Water 50%ethanol 95%ethanol 

S. aureus > 50 5 5 > 50 25 25 

Ps. aeruginosa > 50 5 5 > 50 > 50 > 50 

P. acnes >50 25 25 > 50 > 50 > 50 

 

 

Table 3  Antibacterial activity of 50% ethanol and 95% ethanol bark extracts of L. 

coromandelica (25 mg/ml) against bacterial species tested by agar disc diffusion 

method. Gentamicin (50 µg/ml) was used as the positive control. 

 
 

Bacterial species  
Zone of inhibition (mm) 

50% ethanol bark 95% ethanol bark Gentamicin 

S. aureus 10,11 11,11 27,27 

Ps. aeruginosa 8,8 8,9 27,28 

P. acnes 8,8 8,8 21,21 
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Discussion  

      

Many plant phenolics have been 

found to be responsible for several 

biological properties such as antioxidant, 

antityrosinase and antimicrobial activities 

(Chang et al., 2010; Okoro et al., 2010). 

Our results showed that phenolic compound 

is constituent of the extracts from L. 

coromandelica and resulted in bioactivity 

of the extracts. Some studies reported that 

phenolic compounds from different source 

or extracting solvents may have varying 

properties (Lim et al., 2009; Wannes et al., 

2010).  In our study, the majority of 

phenolic compound was located at the bark 

and the content was highest when using 

95% ethanol as the extracting solvent while 

50% ethanol and water has less ability to 

extract the phenolic. This should be because 

phenolic is the hydrophobic compound 

which has higher solubility in low polar 

solvent such as 95%ethanol than in water. 

This phenolic compound is responsible for 

free radical scavenging activity.in dose 

dependent manner. The activity was highest 

in 95%ethanol bark extract which was 

related to the phenolic contents in the 

extract. Free radical scavenging activity of 

the extract was comparable to the ascorbic 

acid which was well known antioxidant. 

The extracts by 95%ethanol and 

50%ethanol also exhibited antityrosinase 

activity in dose dependent manner while the 

water extract did not show this activity. 

However, antityrosinase activity was quite 

low when compared with kojic acid that 

used as the positive standard. Therefore the 

advantage of antityrosinase in this plant 

may be minor when compared with 

antioxidant activity. 

      For antibacterial activity, our result 

showed that 50% ethanol and 95% ethanol 

bark extract inhibited the growth of bacteria 

whereas the water extracts or wood extracts 

were inactive. The result indicated that L. 

coromandelica extracts posses high 

antibacterial activity, against S. aureus, 

moderate activity against Ps. aeruginosa 

and low activity against P. acnes .The 

previous reports showed that L. 

coromandelica extract has antibacterial 

activity against E.coli, Bacillus subtilis, S 

aureus (Basuri et al,2011),  Bacillus cereus, 

Proteus vulgaris, Aspergillus niger (Sathish 

et al., 2010). Our result confirm the activity 

against S. aureus but did not shown the 

satisfy activity against Ps. aeruginosa and 

P.acnes . 

      The previous reports about L. 

coromandelica activity mostly show the 

antimicrobial activity, our study was the 

first to demonstrate that this plant also has 

prominent free radical scavenging activity 

and minor antityrosinase activity. For free 

radical scavenging activity which in 

according to the phenolic content reveal 

that phenolic is the major contributors to 

antioxidant activity which was also stated 

in the report by Shukla (2009). In the other 

hand, antityrosinase activity that did not 

correlate with the phenolic content suggest 

that other bioactive constitute in the extract 

should provide this activity. 

  

 Conclusion 
 

According to this study, the extract 

from L. coromandelica bark by 95% 

ethanol exhibits the high phenolic content 

and has the potential as an antioxidant with 

minor antityrosinase activity. Thus, apart 

from antibacterial activity, this plant could 

be used in pharmaceutical application as a 

source of natural antioxidant for health 

benefits  
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Abstract 

  

Osteoarthritis (OA) is a common disorder of synovial joint. Knee pain is a predominant 

clinical symptom that causes disability especially in elderly. It is typically worse with weight 

bearing and activities resulting in the loss of patient‟s quality of life.  The current medications 

used for OA such as steroids and NSAIDs cause serious side-effects. Therefore alternative 

medicines that offer a superior safety profile are required. Morus alba L. (Mulberry tree) has 

long been widely used in traditional Chinese medicines.  It has been reported to have various 

pharmacological properties including antihyperglycemic, anti-oxidant and in particular anti-

inflammatory effects. M. alba extract has been shown to suppress the production of 

inflammatory mediators including NO, PGE2. Although a number of studies have reported the 

anti-inflammatory effects of M. alba, its potential for treating pain associated with OA has not 

been explored. Thus, this study was designed to investigate the efficacy of M. alba extract on 

pain-related behavior in rat model of OA. OA was induced in male Wistar rats by anterior 

cruciate ligament transection (ACLT). The pain-related behavior during OA development was 

determined up to 12 weeks post-OA induction by using hind limb weight bearing tester.  M. 

alba extract significantly reduced OA-associated joint pain in similar manner as glucosamine. 

This study is the first to demonstrate that M. alba extract could attenuate pain associated with 

OA in rat model.  However, further studies are required to determine the active components and 

the mechanism of action responsible for its effect.  

 

Key Words Osteoarthritis, Morus alba L., anterior cruciate ligament transection, joint pain, 

glucosamine 
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บทคดัย่อ  
 

โรคข้อเสื่อมอกัเสบ (Osteoarthritis, OA) เป็นโรคข้อที่พบได้บ่อยโดยเฉพาะอย่างย่ิง

บริเวณข้อต่อซินโนเวียล (Synovial joint) อาการแสดงที่เด่นชัดในผู้ป่วยเหล่าน้ีคืออาการปวดเข่าซ่ึง

เป็นอุปสรรคอย่างย่ิงต่อการเคล่ือนไหวโดยเฉพาะในผู้สงูอายุ การรักษาโรคข้อเข่าเสื่อมในปัจจุบัน

นิยมใช้ยาในกลุ่มสเตียรอยด์และ ยาต้านการอกัเสบที่ไม่ใช่สเตียรอยด์เพ่ือบรรเทาอาการปวด แต่

ยากลุ่มน้ีมีผลข้างเคียงอย่างมาก ดังน้ันการศึกษาวิจัยเพ่ือให้ได้ยาที่เป็นทางเลือกใหม่ซ่ึงมี

ผลข้างเคียงน้อยกว่ายาที่มีใช้อยู่ในปัจจุบันจึงมีความจ าเป็นอย่างมาก Morus alba L.  หรือต้น

หม่อนได้มีการใช้กนัอย่างแพร่หลายในประเทศจีน โดยน ามาเป็นส่วนประกอบในต ารับยาจีนโบราณ 

มีการศึกษาพบว่าต้นหม่อนมีฤทธิ์ทางเภสชัวิทยามากมาย เช่น ฤทธิ์ลดระดับน า้ตาลในเลือด ฤทธิ์

ต้านอนุมูลอสิระ และโดยเฉพาะอย่างย่ิงฤทธิ์ต้านการอกัเสบ  มีรายงานว่าสารสกดัจากต้นหม่อน

สามารถลดการสร้างสารสื่อกลางของการอกัเสบ (Inflammatory mediators) เช่น  NO และ PGE2  

แม้ว่าจะมีหลายการศึกษาที่รายงานผลต้านการอกัเสบของต้นหม่อน แต่ศักยภาพในการลดอาการ

ปวดอนัเนื่องมาจากโรคข้อเสื่อมอกัเสบยังไม่มีการศึกษา ดังน้ันการวิจัยน้ีจึงต้องการศึกษา

ประสทิธภิาพของสารสกดัต้นหม่อนต่ออาการปวดที่เกดิจากข้อเข่าเสื่อมในหนูขาวเพศผู้ พันธุ์  

Wistar ซ่ึงชักน าให้เกดิโรคข้อเข่าเสื่อมโดยการตัดเส้นเอน็ที่มีช่ือว่า anterior cruciate ligament 

(ACL) จากน้ันติดตามประเมินอาการปวดที่เกดิจากการชักน าให้เกดิโรคข้อเข่าเสื่อมในหนูเป็นเวลา 

12 สปัดาห์โดยใช้เคร่ืองมือที่วัดการลงน า้หนักที่เท้าหลังของหนู ที่เรียกว่า  hind limb weight 

bearing tester  ผลการวิจัยน้ีพบว่าสารสกดัจากต้นหม่อนมีฤทธิ์บรรเทาอาการปวดข้อเข่าได้

คล้ายคลึงกบักลูโคซามีน งานวิจัยน้ีเป็นการศึกษาคร้ังแรกที่แสดงให้เหน็ถึงฤทธิ์ของสารสกดัจากต้น

หม่อนต่อการบรรเทาอาการปวดที่เกดิจากข้อเข่าเสื่อมในหนู อย่างไรกต็ามยังต้องมีการศึกษา

เพ่ิมเติมเพ่ือยืนยันผลการวิจัยน้ี และประเมินหาสารออกฤทธิ์ส าคัญ รวมทั้งกลไกการออกฤทธิ์ของ

สารดังกล่าวที่มีผลในการลดปวด 

 

ค าส าคญั:           โรคข้อเข่าเสื่อม, ต้นหม่อน, ปวดข้อเข่า, กลูโคซามีน 
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Introduction 

 
Osteoarthritis (OA) is a painful 

condition of chronic progressive 

degenerative joint disease, and is a leading 

cause of disability in elderly. It can affect 

any joint in the body. The most common 

affected joints include hands, feet, spine, 

and weight-bearing joints such as knees 

and hips. Since the current medicine used 

to treat OA possesses several adverse 

effects, an alternative medicine that 

provides pain-relieving effect as well as 

delays disease progression with superior 

safety profile for OA is needed.  

 The mulberry (Morus alba L.) tree 

(also known as white mulberry) has been 

widely used in traditional Chinese 

medicines. Methanolic extract of M. alba 

leaf has been shown to suppress the 

production of inflammatory mediators 

including NO, PGE2 (Choi and Hwang, 

2005). The active component isolated from 

water extract of dried root bark of M. alba 

have been shown to exhibit the anti-

inflammatory effect (Chung et al., 2003). 

This anti-inflammatory property might be 

correlated with inhibition of the iNOS 

expression through down-regulation the 

binding activity of NF-B, a pivotal 

transcription factor that has been involved 

in the regulation of expression of numerous 

genes associated with inflammatory 

response (Roman-Blas and Jimenez, 2006), 

and significant inhibition of COX-2 

activity. Although OA has traditionally 

been regarded as a non-inflammatory 

arthritis, inflammatory processes are 

believed to play a significant role in the 

progression of cartilage degeneration and 

joint damage in OA patients (Allen et al., 

2010).  The possible mechanisms that are 

responsible for the anti-inflammatory 

effects of M. alba extract has been 

identified (Chung et al., 2003, Choi and 

Hwang, 2005), however its potential for 

treating OA has not been explored. This 

study is therefore aimed to investigate the 

potential of stem M. alba extracts as a 

novel treatment for OA pain. 

 

Materials and Methods 

 

Animals  

Five weeks old male wistar rats (140 

 - 160 g) were obtained from National 

Laboratory Animal Center, Mahidol 

University, Thailand. Ethical approval of 

this study was obtained and approved by 

the Faculty of Science, Mahidol University 

Animal Care and Use Committee. Animal 

were housed in pair in a temperature-

controlled room (20  2°C), maintained at 

humidity 60  10%, and a 12 h/12 h dark-

light cycle. Standard laboratory rat food 

and water were supplied ad libitum.  The 

OA was surgically induced by anterior 

cruciate ligament transection (ACLT) as 

previously described (Naito et al., 2010).  

Sham-operated rats were treated identically 

as ACLT rats except that transection of the 

ACL is omitted.   

 

Investigation of the efficacy of M. alba 

extract in rat model of OA 

M. alba ethanolic extract was 

prepared by maceration from Department 

of Pharmaceutical Technology, Faculty of 

Pharmaceutical Sciences, Naresuan 

University, Thailand.  

Wistar rats were divided into four 

groups: 1. Sham group with vehicle (Sham 

+ vehicle; n=7), 2. ACLT group with 

vehicle (ACLT + vehicle; n=10), 3. ACLT 

group with glucosamine sulfate (ACLT + 

glucosamine; n=6) and 4. ACLT group 

with M. alba extract (ACLT + M. alba 

extract; n=6). M. alba extract (280 mg/kg) 

and glucosamine sulfate (250 mg/kg) were 

dissolved in water. 

All groups received test articles or 

vehicle (water) via oral gavage once a day 

for 7 consecutive weeks starting at week 5 

post ACLT induction. Changes in hind 

paw weight-bearing distributions were 

assessed at the following time points: at 0 

(baseline), 5, 6, 9 and 12 weeks post ACLT 

induction. 

 

Assessment of Pain: Weight-bearing 

distribution test 

The incapacitance meter (hind limb 

weight bearing tester) (Harvard Apparatus, 

Barcelona, Spain) was used to assess the 

pain-related behavior (knee joint pain). 

This technique measures the difference in 

weight bearing between the contralateral 

operated    limb     and    the    contralateral 
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Figure 1   Effects of M. alba extract (280 mg/kg) and glucosamine (250 mg/kg) on the % 

weight bearing. M. alba extract and glucosamine were orally administered once a 

day for 7 consecutive weeks starting at week 5 following ACLT induction. 

Statistically significant differences were determined using one-way analysis of 

variance (ANOVA), followed by Newman-Keuls post hoc test (*p < 0.05, **p < 

0.01, ***p < 0.0001 vs ACLT + vehicle group) 
 

 
non-operated limb.  Changing of hind paw 

weight distribution between the operated 

and the contralateral non-operated limb 

were used as an index of knee joint pain in 

this study. The percentage of weight 

distributed on the operated limb was 

determined as previously described 

(Pomonis et al., 2005).  

 

Statistical Analysis  

All data were expressed as the mean 

and standard error of the mean (mean ± 

SEM).  Statistical significance was 

determined using one-way analysis of 

variance (ANOVA), followed by Newman-

Keuls post hoc test.  The p value was set at 

p < 0.05 for the significant different 

between groups. 

  

Result and Discussion 

 

As can be seen in Figure 1, a 

significant reduction in the percent weight-

bearing on the surgical limb was observed  

 throughout the study period in ACLT 

group received vehicle, while sham-

operated rats maintained the percent 

weight-bearing of approximately 50%. 

Oral administration of glucosamine (250 

mg/kg) significantly reversed the percent 

weight-bearing at all test time points. 

Similar result was also noted in ACLT 

group received M. alba extract, in which 

the percent weight-bearing was higher 

than that of the ACLT group received 

vehicle at 6, 9 and 12 week post ACLT 

induction (45.6 ± 1.2% vs 42.6 ± 0.5%, 

*p < 0.05; 45.6 ± 0.3% vs 42.9 ± 0.8%, 

**p < 0.01; 47.6 ± 0.5% vs 44.0 ± 0.8%, 

***p < 0.0001, respectively). 

 

Conclusion 

 

To our knowledge, this is the first 

study to demonstrate that the ethanolic 

extract of M. alba at dose of 280 mg/kg 

significantly attenuate pain associated 

with OA in ACLT-induced rat model. 
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However,  
further studies are required to determine 

the active components and the mechanism 

of action responsible for its effect. 
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Abstract 

  

Toxicological investigation is performed to help identification the cause and manner of 

unnatural death. Urine samples are used as evidences of methamphetamine (MA) abuse under 

the Narcotics Laws of Thailand, whereas blood samples are specimens for investigation of 

poisoning from drugs or illicit substances. MA use or toxicity is implicated as a direct/an 

antecedent cause of death or even a significant contributing factor. This study investigated the 

relationship between MA concentrations in urine and blood of Thai MA abusers. Urine and 

blood samples of 30 Thai MA abusers were quantified for MA using head space-solid phase 

microextraction/gas chromatography-mass spectrometry technique. The results showed that MA 

concentrations in urine were far higher than the corresponding MA concentrations in blood. MA 

concentrations in urine and blood samples collected from 25 deceased were closely correlated 

with a correlation coefficient (r) of 0.93 (p < 0.05) with a linear regression equation of y = 

0.0009x + 6.066. This relationship is preliminarily advantageous for estimation of MA 

concentration in urine from MA concentration in blood sample while urine sample is not 

available or vice versa. 

 

Key Words methamphetamine, blood, urine 
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บทคดัย่อ 
 

การตรวจพิสจูน์ทางพิษวิทยาจะช่วยระบุถึงสาเหตุการตาย และพฤติการณ์การตายในศพที่

ตายผิดธรรมชาติ ตัวอย่างปัสสาวะถูกน ามาใช้เป็นวัตถุพยาน ในการตรวจพิสจูน์การเสพ เมทแอมเฟ

ตามีนตามกฎหมายที่เกี่ยวข้องกบัยาเสพติดของประเทศไทย ในขณะที่ตัวอย่างเลือดเป็นตัวอย่างที่

ใช้ตรวจพิสจูน์ ความเป็นพิษจากยาหรือสารที่ผิดกฎหมาย การเสพเมทแอมเฟตามีน  หรือพิษที่เกดิ

จากเมทแอมเฟตามีน อาจเป็นสาเหตุการตายโดยตรง/สาเหตุก่อนการตาย หรือเป็นปัจจัย เกี่ยวข้อง

ส่งเสริมที่ส าคัญ การศึกษาน้ีศึกษาความสมัพันธร์ะหว่างความเข้มข้นของเมทแอมเฟตามีนใน

ปัสสาวะและเลือดของศพผู้เสยีชีวิต ชาวไทยที่เสพเมทแอมเฟตามีน โดยเกบ็ ตัวอย่างปัสสาวะและ

ตัวอย่างเลือดของศพ ผู้เสยีชีวิต ชาวไทยที่ เสพเมทแอมเฟตามี นจ านวน 30 ราย น ามา วิเคราะห์

ปริมาณเมทแอมเฟตามีน ด้วยเทคนิคเฮดสเปซ-โซลิดเฟสไมโครเอกซ์แทรคชัน / แกสโครมาโทรก

ราฟี-แมสสเปกโตรเมตรี  ผลการศึกษาพบว่า ความเข้มข้นของเมทแอมเฟตามีนในปัสสาวะมีค่าสงู

กว่าความเข้มข้นของเมทแอมเฟตามีนในเลื อดมาก ความเข้มข้นของเมทแอมเฟตามีนในตัวอย่าง

ปัสสาวะและตัวอย่างเลือดจากศพจ านวน 25 ราย มีความสมัพันธก์นั สงู โดยมีค่าสมัประสทิธิ์

สหสมัพันธ ์(r) เทา่กบั 0.93 (p<0.05) และมีสมการถดถอยเชิงเส้น  y = 0.0009x + 6.066 

ความสมัพันธท์ี่ได้น้ีจะเป็นประโยชน์เบ้ืองต้นส าหรับการท านายความเข้มข้นของเมทแอมเฟตามีนใน

ปัสสาวะจากความเข้มข้นของเมทแอมเฟตามีนที่ ตรวจพบในตัวอย่างเลือดในกรณีที่ไม่ สามารถเกบ็

ตัวอย่างปัสสาวะได้หรือในทางกลับกนักไ็ด้ 

 

ค าส าคญั:           เมทแอมเฟตามีน, เลือด, ปัสสาวะ 
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Introduction 

 
Methamphetamine (MA), one of the 

amphetamine-type stimulations, is the most 

widespread drug of abuse in Thailand. 

According to the Notification of Narcotics 

Control Board B.E. 2543, its investigation 

is based on urine samples. Any persons 

with urine MA concentrations of  1 g/ml 

are accused as persons with illegal MA 

consumption under the Narcotics Act B.E. 

2522.  While MA concentrations in urine 

samples are used as evidences of MA 

abuser under the law, MA concentrations in 

blood samples represent MA physiological 

effects. Thus, blood samples are also 

collected for forensic investigation if drugs 

or illicit substances are suspected to be a 

cause of death. MA use or toxicity is 

implicated as either a direct/an antecedent 

cause of death or even a significant 

contributing factor. However, the study of 

MA-related fatalities of Thai MA abusers is 

limited (Sribanditmongkol P, Chokjamsai 

M, and Thampitak, 2000; Narongchai P, 

Narongchai S, and Thampituk, 2007). 

Most studies were based on small 

case reports and the relationship between 

urine and blood MA concentrations were 

not shown in those previous studies. This 

study aimed to investigate the relationship 

between MA concentrations in urine and 

blood samples of Thai MA abusers and the 

correlation equation was constructed so as 

for predicting MA concentration in blood 

from urine samples or vice versa. The 

findings of this study may contribute 

beneficial information for postmortem MA 

investigation in the cases that either urine or 

blood sample is not available. 

 

Materials and Methods 

 

Chemicals and Reagents 

Methamphetamine hydrochloride 

was from Lipomed (U.S.A.). 

Diphenhydramine hydrochloride was 

purchased from Sigma Chemical Ltd. 

(U.S.A). All other chemicals (methanol, 

sodium chloride, and sodium hydroxide) 

were analytical grade (Merck, Darmstadt, 

Germany). 

 

 

  Urine and blood samples 

Urine and blood samples were 

collected from 30 Thai deceased who were 

sent to be performed autopsies at the 

Institute of Forensic Medicine during 

September-December 2011. Blood samples 

were collected from basal artery of the dead 

whose urine samples were positive of MA 

via strip screening test using Orange Test 

Methamphetamine Strip


 (True line Med. 

Co. Ltd., Switzerland). Both urine and 

blood samples were stored at 4C until 

analysis. 

 

Sample Preparations 

Blood samples: Two milliliters of 

blood sample was transferred to an 

extraction tube and then 2 ml of 5 M 

sodium hydroxide was added. The mixture 

was vortex-mixed before centrifugation at 

14,000 rpm for 20 min. The supernatant 

was transferred to a 20 ml glass vial and 

200 l of diphenhydramine solution (20 

µg/ml) as well as 0.5 g of sodium chloride 

were added. The glass vial was capped with 

aluminum cap before analysis. 

Urine samples: One milliliter of 

urine sample was transferred to a 20 ml 

glass vial. Then, 200 l of premixed 

solution of diphenhydramine in 1 M sodium 

hydroxide (1 µg /ml) was added. Then, 0.3 

g of sodium chloride was added into the 

glass vial which was capped with aluminum 

cap before analysis. 

 

Instrumentation 

Headspace-Solid Phase Micro-

extraction/Gas Chromatrography-Mass 

Spectrometry (HS-SPME/GC-MS) 

consisted of GC/MS (QP-2010 plus 

Shimadzu, Kyoto, Japan) equipped with an 

AOC-5000 Auto injector. Samples were 

separated on a crossband 100% dimethyl 

polysiloxane 0.25 mm i.d. × 0.5 m 

thickness × 30 m length Rtx-1MS column 

(Restex, U.S.A). SPME assembly with a 

replaceable extraction fiber coated with 100 

m polydimethylsiloxane (PDMS) Fused 

Silica/SS 57341-U (Supelco, Bellefonte, 

U.S.A).  
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Initial oven temperature of 100 c was held 

for 5 min, then increased at the rate of 

15c/min to 150c for 1 min, and finally 

increased to 250c at 15c/min for 3 min. 

The injection port and interface temperature 

were set at 240c and 220c, respectively. 

The split injection mode and helium carrier 

gas was used. MS detection was operated in 

selective ion monitoring method and 

characteristic ion for MA quantification 

was m/z = 58. 

 
Statistical analysis 

All results were expressed as mean  

S.E. Relationship between urine and blood 

MA concentrations was tested by Pearson‟s 

correlation and simple linear regression 

using SPSS for Windows, version 16.0. A 

p-value of less than 0.05 was considered 

statistically significant. 

 
Results 

 

A summary of demographic profile 

of the deceased is presented in Table 1. 

Urine and blood samples were mostly 

collected from male deceased (73%) 

whereas the remaining (27%) was female. 

Mean  S.E. of the age of all deceased was 

29.96  1.77 years (range 20-60 years). 

Majority of the subjects‟ cause of death was 

car-accident (34%). Urine MA 

concentrations of all deceased were higher 

than 1 g/ml (1,000 ng/ml). MA 

concentrations in urine were far higher than 

the corresponding MA concentrations in 

blood. To determine the correlation 

between MA concentrations in blood and in 

urine, the data of 25 from the total of 30 

deceased were used because blood MA 

concentrations of 5 cases were lower than 

the limit of detection of the method used in 

this study. The results showed that MA 

concentrations in urine and blood samples 

were linear correlated with a correlation 

coefficient (r) of 0.93 (p-value < 0.05) and 

the linear regression equation was y = 

0.0009 x + 6.066 (Figure 1). 

  Discussion 

 

The results showed that MA 

concentrations in urine were far higher than 

the corresponding MA concentrations in 

blood. This is consistent to a previous study 

of Lebish, Finkle and Brackett (1970). 

Actually, peak plasma MA concentration 

was shown to occur after 4 hours and 2.5 

hours via intranasal administration and 

smoking, respectively (Hart et al., 2008, 

Perez-Reyes et al., 1991) and 

approximately 70% of MA dose was 

excreted in urine within 24 hours 

(Cruickshank and Dyer, 2009). In addition, 

MA could be detected in urine several days 

(7 days) after repeated MA doses (Oyler et 

al., 2002; Connell et al., 1958). In this 

study, if MA concentrations in blood were 

not the toxic level or the cause of death, 

urine sample collections which were 

performed after death, were not supposed to 

be performed at the time close to the time 

after MA use. Thus, MA concentrations in 

urines were found with higher 

concentrations than in blood samples. The 

reports regarding toxic/fatal MA 

concentrations in blood vary among studies. 

Toxic concentrations of blood MA were 

ranged from 0.2 - 5.0 mg/ml (200,000 

ng/ml – 5,000,000 ng/ml) (Nagata, 1983; 

Winek, Wahba, and Winek Jr, 2001; Schulz 

and Schmoldt, 2003). Fatal blood MA 

concentrations were reported as  10 mg/ml 

(10,000,000 ng/ml) (Nagata, 1983; Winek 

et al., 2001; Schulz and Schmoldt, 2003) or 

 0.5 mg/L (500 ng/ml) (Logan, Fligner, 

and Haddix, 1998). These variations could 

be due to differences of route of 

administration, amount and purity of the 

substance,    co-administrated           drugs/ 

substances, physiological condition of the 

individual, etc. (He et al., 1996; Logan et 

al., 1998; Matoba, 2001; Ago M, Ago K, 

and Ogata, 2006; Inoue et al., 2006). 

However, blood MA concentrations of all 

the subjects in this study (Mean ± S.E. of 

blood MA concentrations = 34 ± 6 ng/ml) 

were lower than the reported toxic/fatal 

concentrations. Thus, MA exposures of the 

subjects in this study were possibly a 

contributing factor not the direct cause of 

death. 
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Table 1  Demographic profile of subjects 

 

No. Sex Age (years) Causes of death 

 1 M 24 Fall 

2 M 31 Gunshot Wound 

3 M 21 Electrocution 

4 F 20 Hanging 

5 M 31 Drowning 

6 M 29 Accident 

7 M NA Homicide 

8 F 25 Accident 

9 M 33 Gunshot Wound 

10 M 33 Hanging 

11 M 27 Accident 

12 M 25 Unknown 

13 M NA Unknown 

14 M 26 Accident 

15 M 33 Hanging 

16 M 24 Accident 

17 M 30 Accident 

18 M 20 Gunshot Wound 

19 M 25 Gunshot Wound 

20 M 28 Accident 

21 M NA Accident 

22 F 24 Unknown 

23 M 43 Accident 

24 M 40 Unknown 

25 M 40 Accident 

26 F 22 Hanging 

27 M 60 Unknown 

28 F 35 Drowning 

29 M NA Gunshot Wound 

30 M NA Unknown 

X ± S.E.  29.96 ± 1.77  

Range  20-60  

M = male; F = female; NA = not available 
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Figure 1 Relationship between urine and blood MA concentrations of Thai MA abusers (n = 25) 

 

 

 
Conclusion 

 

MA concentrations in urine and 

blood samples collected from 25 Thai 

deceased were closely correlated with a 

correlation coefficient of 0.93 (p < 0.05) 

with a linear regression equation of y = 

0.0009x + 6.066. This relationship is 

preliminarily advantageous for prediction of 

MA concentration in urine from MA 

concentration in blood sample while urine 

sample is not available or vice versa. 
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Abstract 

  

The purpose of this study was to determine methamphetamine (MA) and amphetamine 

(AM) concentrations in urine of Thai patients receiving selegiline in order to evaluate the 

incidence of false interpretation of MA and AM abuse in these patients. Urine samples were 

collected from eleven Thai patients (9 men and 2 women, 52-76 years old). They were 

outpatients of Prasat Neurological Institute and were prescribed selegiline for medical purpose. 

Urine samples were collected at 2, 4, 6, 8 and 20 hours after selegiline administration. To 

determine concentrations of MA and AM which are metabolites of selegiline, solid-phase 

microextraction-gas chromatography-mass spectrometry (SPME-GC-MS) was employed. The 

results showed that both MA and AM concentrations found in the urines collected from 2 to 20 

hours after selegiline administration were mostly more than 1,000 ng/ml, the concentration 

which is the cut-off value for positive interpretation of illicit MA abuser according to the 

regulation. However, the mean ratio of AM/MA in urine at 2-20 hours after selegiline 

administration was ranged from 0.63-0.91which was higher than the ratio of AM/MA in urine of 

most MA abusers reported in other studies. MA and AM detected in urines of patients receiving 

therapeutic dose of selegiline can cause false interpretation of MA or AM abuse. Whether or not 

the ratio of AM/MA is preliminarily useful to differentiate patients receiving selegiline from 

MA abusers, is needed to be further explored. 
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การแปลผลผดิพลาดว่าเป็นผูเ้สพยาเสพติดชนดิเมทแอมเฟตามีนและแอมเฟตามีน

ในผูป่้วยชาวไทยทีไ่ดร้บัยาซีลีจิลีน 
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บทคดัย่อ 
 

วัตถุประสงค์ของ การศึกษานี้ เพ่ือวิเคราะห์ความเข้มข้นของเมทแอมเฟตามีน (MA) และ

แอมเฟตามีน (AM) ในตัวอย่างปัสสาวะของผู้ป่วยชาวไทยที่ได้รับยาซีลีจิลีนเพ่ือใช้ในการประเมิน

อุบัติการณ์การของการแปลผลผิดพลาด ว่าเป็นผู้เสพยาเสพติดชนิดเมทแอมเฟตามีนและแอมเฟตา

มีนในผู้ป่วยเหล่านี้  ตัวอย่ างปัสสาวะถูกเกบ็จากผู้ป่วยชาวไทย 11 ราย (ชาย 9 ราย และ หญิง 2 

ราย, 52-76 ปี) ซ่ึงเป็นผู้ป่วยนอกของสถาบันประสาทวิทยาและได้รับยาซีลีจิลีนในขนาดการรักษา 

ตัวอย่างปัสสาวะถูกเกบ็ที่เวลา 2, 4, 6, 8 และ 20 ช่ัวโมง หลังจากรับประทานยา   ซีลีจิลีน 

วิเคราะห์ความเข้มข้นของ MA และ AM ที่เป็นเมแทบอไลทข์องซีลีจิลีน ด้วยเคร่ืองมือ solid-phase 

microextraction-gas chromatography-mass spectrometry (SPME-GC-MS)  ผลการศึกษา

พบว่าความเข้มข้น ของเมทแอมเฟตามีนและแอมเฟตามีนในตัวอย่างปัสสาวะเกบ็ที่เวลา  2-20 

ช่ัวโมงหลังจากรับประทานยาซีลี จิลีนโดยส่วนใหญ่มากกว่า 1000 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ซ่ึงเป็นค่า

ความเข้มข้นที่กฎหมายก าหนดเป็นจุดตัดส าหรับการแปลผลว่าเป็นบวกมีการเสพยาเสพติดชนิดเมท

แอมเฟตามีน  อย่างไรกต็ามค่าเฉล่ียอตัราส่วนของ  AM/MA ในปัสสาวะที่เวลา 2-20 ช่ัวโมง 

หลังจากรับประทานยาซีลีจิลีน อยู่ในช่วงระหว่าง 0.63-0.91 ซ่ึงสงูกว่าค่าอตัราส่วนของ  AM/MA 

ในปัสสาวะของผู้เสพยาเสพติดชนิดเมทแอมเฟตามีนเป็นส่วนใหญ่ที่รายงานมาก่อนในการศึกษาอื่น   

MA และ AM ที่ตรวจพบในปัสสาวะของผู้ป่วยที่ได้รับยาซีลีจิลินในขนาดรักษาเป็นสาเหตุให้เกดิการ

แปลผลผิดพลาด ว่าเป็นผู้เสพยาเสพติดชนิด  MA และ AM ได้  การพิจารณาความเป็นไปได้ใน ใช้

ค่าอตัราส่วนของ AM/MA เป็นข้อมูลเบ้ืองต้นในการแยกผู้ป่วยที่ได้รับยาซีลีจิลีน  ออกจากผู้เสพยา

เสพติดชนิดเมทแอมเฟตามีนน้ันจ าเป็นต้องมีการศึกษาต่อไป 
 

ค าส าคญั:           เมทแอมเฟตามีน, แอมเฟตามีน, ซีลีจิลีน 
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Introduction 

 
Selegiline, a selective irreversible 

monoamine oxidase B inhibitor, is widely 

used in the treatment of Parkinson‟s disease 

(Wessel and Szelenyi 1992). Selegiline is 

metabolized rapidly in gastrointestinal tract 

and liver into desmethylselegiline, (R)-(  )-

methamphetamine and (R)- (  ) -

amphetamine which are excreted in urine 

(Shin 1997).  

Methamphetamine (MA) is 

classified as type I narcotic drug according 

to Thai regulation. Urine MA or derivatives 

of amphetamine (AM) concentration of   

1000 ng/ml indicates the presence of these 

substances in the body. Thus, urine 

concentration of these substances of   

1000 ng/ml is used as the cut-off value for 

positive interpretation of illicit abuser of 

MA or derivatives of AM according to the 

regulation. Since majority (30-50%)   of 

MA exposure with a lesser amount (4-10%) 

of AM which is one of its metabolite are 

excreted in urine (Jirovsky et al. 1998, 

Moore 1999), both MA and AM are found 

in urine of MA abusers (Hasegawa et al. 

1999).    

As mentioned above, MA and AM 

are also found in urine of patients receiving 

selegiline. Thus, the presence of MA and 

AM in urine samples collected from dead 

bodies with unknown history/cause of 

death, may be interpreted as MA users even 

though they actually received selegiline 

therapy. This false positive interpretation of 

MA or AM abuse in patients receiving 

selegiline is practically concerned in 

forensic investigation. However, the 

incidence of false interpretation of MA or 

AM abuse in patients with selegiline 

therapy has not been reported. 

The purpose of this study was to determine 

MA and AM concentrations in urine of 

Thai patients receiving selegiline so as to 

evaluate the incidence of false 

interpretation of MA and AM abuse in 

these patients. The ratio of AM/MA was 

also discussed based on the information 

reported by other studies in an attempt to 

differentiate patients receiving selegiline 

from MA abusers. 

 

  Materials and Methods 

 

 Materials 

Amphetamine hydrochloride and 

methamphetamine hydrochloride were from 

Lipomed (U.S.A.).  Diphenhydramine 

hydrochloride was purchased from Sigma 

Chemical Ltd. (U.S.A.). All other 

chemicals were analytical grade.   

 

 Methods 

 

 Subjects 

Eleven Thai patients (9 men and 2 

women, 52-76 years old) were outpatients 

of Prasat Neurological Institute, 

Department of Medical Services, Ministry 

of Public Health, Bangkok, Thailand. The 

study protocol was approved by the Prasat 

Neurological Institute ethical committee for 

the protection of the rights of human 

subjects (Approval # 54029, February 24, 

2011). The patients were prescribed 

selegiline for medical purpose at the 

dosages of 2.5 or 5 mg twice daily. In all 

patients, urine collection was performed 

after at least 7 days of selegiline 

administration. Urine samples were 

collected at 2, 4, 6, 8 and 20 hours after 

selegiline administration. 
 

Analytical procedure 
One milliliter of urine sample was 

placed in a 20 ml vial and 300 µl of a 

mixture (1:10 v/v) of diphenhydramine (4 

mg/ml) and 200 mM KOH was added. 

After 3 g of sodium chloride was added, 

the vial was seal with a silicone cap and 

an aluminum crimp seal. MA and AM 

in urine sample were then analyzed by 

solid-phase microextraction (SPME)-

gas chromatography-mass spectrometry. 
 The gas chromatography-mass 

spectrometry (GC-MS, QP-2010 plus 

Shimadzu, Kyoto, Japan) was equipped 

with a 30 m × 0.25 mm (i.d.) column, Rtx-

1MS (Restex, U.S.A). The column oven 

was set at 100°C for 5 min and then 

programmed to increase from 100 to 150°C 

at 15°C/min for 1 min and finally increase 

to 250˚C for 3 min. The injection port and 

interface  temperature  were  set  at  240°C   
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and 220°C, respectively. Splitless injection 

mode was used. Helium with flow rate of 

1.53 ml/min was used as the carrier gas. 

Quantification of sample was done by the 

selective ion monitoring (SIM) method and 

selected characteristic ions for AM and MA 

were m/z = 44 and 58, respectively. 

SPME assembly with a replaceable 

extraction fiber, coated with 100 µm 

polydimethylsiloxane, was purchased from 

Supelco (Bellefonte, PA, USA) with an 

AOC-5000 Auto injector. The samples 

were adsorption for 10 min and fiber were 

desorbed for 6 min. 

 

  Results 

 

The age of eleven Thai patients (9 

men and 2 women) in this study were 

between 52-76 years old. Four and seven 

patients were prescribed selegiline at the 

dosages of 2.5 mg and 5 mg twice daily, 

respectively (Table 1). At all time points of 

urine collection (2, 4, 6, 8 and 20 hours), 

AM was found in urines of all patients at 

the concentrations above 1000 ng/ml. 

Percentages of patients whose urines 

contained MA at the concentration above 

1000 ng/ml were 90.1, 90.1, 100, 90.1 and 

81.8 at the times of urine collection of 2, 4, 

6, 8 and 20 hours, respectively.  Ratio of 

AM/MA of urines collected at 2, 4, 6, 8 and 

20 hours was in the range of 0.63-0.91 

(Table 2).  
 

 

 

Table 1  Patients demographic data 

 
 

Patient Age Sex Dosage regimen of selegiline 

No. (years)   (mg/day) 

1 68 male 2.5 mg × 2 

2 76 male 2.5 mg × 2 

3 58 female 2.5 mg × 2 

4 64 male 2.5 mg × 2 

5 59 male 5 mg × 2 

6 68 male 5 mg × 2 

7 55 male 5 mg × 2 

8 52 male 5 mg × 2 

9 68 male 5 mg × 2 

10 54 male 5 mg × 2 

11 69 female 5 mg × 2 
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Table 2  Concentratians of MA, AM in urine of patients collected at various times after selegiline administration and the corresponding AM/MA ratio 

Patient  

 

Concentrations of MA and AM  (ng/ml) in urine of patients collected at various times after selegiline administration and the corresponding AM/MA ratio 

 

No. 2 hr 4 hr 6 hr 8 hr 20 hr 

  MA AM AM/MA MA AM AM/MA MA AM AM/MA MA AM AM/MA MA AM AM/MA 

1 1136.58 1115.13 0.98 1304.28 1128.50 0.87 1579.99 1151.96 0.73 2169.66 1292.62 0.60 1515.85 1092.99 0.72 

2 1247.64 1147.20 0.92 1027.37 1075.75 1.05 2625.15 1422.61 0.54 1533.20 1476.31 0.96 1504.93 1854.50 1.23 

3 1090.38 1043.81 0.96 1808.98 1312.66 0.73 2847.72 1495.87 0.53 3342.88 1591.73 0.48 1598.41 1181.88 0.74 

4 1043.63 1043.38 1.00 1855.29 1227.14 0.66 1133.26 1051.29 0.93 1323.20 1164.52 0.88 819.10 1025.30 1.25 

5 2348.58 1416.60 0.60 2011.36 1346.94 0.67 3163.46 1622.89 0.51 2749.60 1508.54 0.55 2716.62 1582.49 0.58 

6 1153.97 2201.33 1.91 5119.15 3397.84 0.66 3074.41 2132.09 0.69 2511.50 2123.17 0.85 755.26 1149.64 1.52 

7 3144.91 1153.05 0.37 2073.11 1036.35 0.50 3842.78 1328.87 0.35 726.98 1048.30 1.44 2143.04 1158.84 0.54 

8 1882.38 1184.97 0.63 1430.47 1043.60 0.73 2014.99 1113.77 0.55 1218.74 1037.88 0.85 1662.07 1178.46 0.71 

9 903.84 1034.15 1.14 1807.55 1060.88 0.59 1627.08 1047.02 0.64 1439.07 1029.96 0.72 1470.90 1060.23 0.72 

10 2222.66 2466.33 1.11 993.58 1424.12 1.43 1432.11 1378.73 0.96 1462.03 1364.30 0.93 1935.08 1275.31 0.66 

11 6171.15 2485.90 0.40 10582.11 4214.24 0.40 5854.35 3010.64 0.51 6809.67 3081.68 0.45 13509.34 5076.20 0.38 

False 

positive 

(%) 90.10 100.00   90.10 100.00   100.00 100.00   90.10 100.00   81.80 100.00   

(1,000 

ng/ml)                               

Mean     0.91     0.75     0.63     0.79     0.82 

SEM     

 

0.13 
    

 

0.09 
    

 

0.06 
    

 

0.09 
    

 

0.11 
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Discussion 

 

Results from this study showed that 

the concentrations of both MA and AM 

found in the urines collected from 2 to 20 

hours after selegiline administration were 

mostly more than 1,000 ng/ml, the 

concentration which is the cut-off value for 

positive interpretation of illicit MA abuser 

according to the regulation. However, the 

mean ratio of AM/MA in urine at 2-20 

hours after selegiline administration was 

ranged from 0.63-0.91 which was higher 

than the ratio of AM/MA in urines of most 

MA abusers reported by other studies (Kim 

et al. 2000; Hasegawa et al. 1999). This 

may be explained by the pharmacokinetic 

of the compounds that selegiline is 

metabolized to AM via two pathways. One 

pathway yields AM while the other yields 

MA which is further metabolized to AM 

(Shin 1997). Thus, higher AM/MA ratio is 

found in patients receiving selegiline. In 

contrast, in MA abusers, MA is excreted 

mainly unchanged in urine (30-50%) while 

smaller amount of AM (4-10%) is excreted 

in urine (Jirovsky et al. 1998; Moore 1999). 

Thus, smaller AM/MA ratio is found in 

MA users. 

Several studies reported the ratio of 

AM/MA in urine of patients receiving 

selegiline and of MA abuser so as to use the 

ratio to distinguish patients receiving 

selegiline from MA abuser. They found that 

AM/MA ratios of patients receiving 

selegiline are higher than those of the MA 

abusers.  

 For example, AM/MA ratios in patients 

receiving selegiline were 0.30 (Meeker and 

Reynolds 1990), 0.46 (Kupiec and 

Chaturvedi 1999), 0.33 (Kim et al. 2000) 

and 0.40 (Fujita et al. 2008) whereas the 

ratio of AM/MA in urine of MA abuse is 

0.20 (Kim et al. 2000). Hasegawa et al 

(1999) reported that the ratio of AM/MA in 

urines of healthy volunteers receiving 

selegiline increased from 0.24 to 0.67 from 

2 to 48 h after selegiline administration 

while the ratio of AM/MA in most MA 

abusers was less than 0.24. 

Unexpected amount of MA in urine 

at various times after selegiline 

administration found in some patients in this 

study (such as patient no 7, 10 etc.) could be 

explained by the factors that influence MA 

excretion such as pH of the urine. Urinary 

excretion of MA which is a tertiary amine 

can be changed by the pH of the urine 

(Cook et al. 1993; Kim et al. 2004). 

 

Conclusion 

 

MA and AM detected in urines of 

patients receiving therapeutic dose of 

selegiline can cause false positive 

interpretation of MA or AM abuse. Whether 

or not the ratio of AM/MA is preliminarily 

useful to differentiate patients receiving 

selegiline from MA abusers, is needed to be 

further explored. 

 



Thai J Pharmacol; Vol 34: No 1, 2012   139 

Kim I, Oyler JM, Moolchan ET, Cone EJ, 

Huestis MA.Urinary pharmacokinetics of 

methamphetamine and its metabolite, 

amphetamine following controlled oral 

administration to humans. Ther Drug 

Monit . 2004; 26:664–72. 

Kim EM, Chung HS, Lee KJ and Kim HJ. 

Determination of enantiomeric metabolites 

of l-deprenyl, d-methamphetamine, and 

racemic methamphetamine in urine by 

capillary electrophoresis:comparison of 

deprenyl use and methamphetamine use. J 

Anal Toxicol. 2000; 24 (4):238-244. 

Kupiec CT, Chaturvedi AK. Stereochemical 

determination of selegiline metabolites in 

postmortem biological specimens. J 

Forensic Sci. 1999; 44 (1):222–226.  

 Meeker JE, Reynolds PC. Postmortem tissue 

methamphetamine concentrations 

following selegiline administration. J Anal 

Toxicol. 1990; 14:330-331. 

Moore K. Amphetamines/ sympathomimetic 

amines. In: Levine B, ed. Principles of 

Forensic Toxicology. Washington DC: 

AACC Press, 1999:265-284. 

Shin HS. Metabolism of selegiline in humans 

identification, excretion, and 

stereochemistry of urine metabolites. Drug 

Metab Dispos.1997; 25 (6):657-662. 

Wessel K, Szelenyi I. Selegiline-an overview of 

its role in the treatment of Parkinson‟s 

disease. J Clin Invest. 1992; 70:459-

462. 

 



140   Thai J Pharmacol; Vol 34: No 1, 2012 

 

 

RESEARCH ARTICLE 

 

 

Investigation of Antioxidant Activities and Hepatoprotective effect of 

Hoan Ngoc (Pseuderanthemum Palatiferum) against Hydrogen 

Peroxide - Induced Oxidative Damage in HepG2 Cells 
 

Supaporn Udomsup
1
, Suree Jianmongkol

2
, Chaiyo Chaichantipyuth

3
, Supatra 

Srichairat
1 

 
1
Department of Veterinary Pharmacology, Faculty of Veterinary Science, Chulalongkorn 

University, Bangkok 10330, Thailand 
2
Department of Pharmacology, Faculty of Pharmaceutical Sciences, Chulalongkorn University, 

Bangkok 10330, Thailand 
3
Department of Pharmacognosy and Pharmaceutical Botany, Faculty of Pharmaceutical 

Sciences, Chulalongkorn University, Bangkok 10330, Thailand 

 

 

Abstract 

  

The purpose of this study was to investigate hepatoprotective and antioxidant activities 

of Pseuderanthemum palatiferum extract (PPE) against hydrogen peroxide (H2O2) – induced 

oxidative damage in HepG2 cells. The phytochemical analysis reported that PPE contained 

phenolic and flavonoid compounds. PPE exhibited lower antioxidant activities than ascorbic 

acid determined by 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radicals (DPPH), ferric reducing antioxidant 

power (FRAP) and H2O2 scavenging assay. The hepatoprotective effect of PPE against H2O2– 

induced oxidative damage in HepG2 was investigated by measuring cell viability via MTT (3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) assay. Lipid peroxidation and 

cytotoxicity were determined by malondialdehyde (MDA) formations and lactate 

dehydrogenase (LDH) leakage, respectively. Reactive oxygen species (ROS) were detected by 

using 2',7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA). After 24-h incubation with PPE   (1, 5, 10, 

25, 50 g/mL) and H2O2 (100 M) of HepG2 cells, the ROS levels of PPE group, especially 1, 

5, 10 g/mL, were not significantly lower than those of untreated group. The levels of cell 

viability (MTT assay) and cell damage detected by LDH and MDA contents of PPE treated 

groups were not significantly different from untreated group. These findings suggest that PPE 

exhibited low antioxidant and no hepatoprotective effects against H2O2–induced oxidative 

damage in HepG2 cells. 

 

Key Words Pseuderanthemum palatiferum, hydrogen peroxide, oxidative stress, HepG2 

cells 
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10330 ประเทศไทย 
 

บทคดัย่อ 

 

วัตถุประสงค์ของการศึกษาคร้ังน้ี เพ่ือศึกษาฤทธิ์ของสารสกดัจากว่านพญาวานรในการต้าน

ออกซิเดชันและปกป้องเซลล์ตับที่ถูกเหน่ียวน าให้เกดิความเสยีหายจากปฏกิริิยาออกซิเดชันด้วย  

hydrogen peroxide (H2O2) โดยศึกษาในเซลล์ HepG2 ร่วมกบัการวิเคราะห์ส่วนประกอบของสาร

สกดั ผลการทดลองพบว่า สารสกั ดจากว่านพญาวานรประกอบด้วยสารประกอบฟีนอลและ

สารประกอบฟลาโวนอยด์ ผลการศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธ ี 1,1- diphenyl-2-

picrylhydrazyl radicals (DPPH) assay, ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay และ 

H2O2 scavenging assay พบว่าสารสกดัมีฤทธิ์ต้านออกซิ เดชันน้อยกว่าวิตามินซี ผลการศึกษาฤทธิ์

ปกป้องเซลล์ตับ เม่ือให้สารสกดัที่ความเข้มข้น  1, 5, 10, 25 และ 50 g/mL ร่วมกบั H2O2 100 

M แก่เซลล์ HepG2 เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันวัดอตัราการมีชีวิตรอดของเซลล์ด้วยวิธี  MTT 

(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) assay วัดปฏกิริิยา lipid 

peroxidation และความเป็นพิษต่อเซลล์โดยการวัดระดับ malondialdehyde (MDA) และ LDH 

(lactate dehydrogenase) ตามล าดับ รวมทั้งวัดปริมาณของ  reactive  oxygen species (ROS) 

ภายในเซลล์  โดยใช้สาร 2',7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) พบว่าสารสกดัทุก

ความเข้มข้น โดยเฉพาะที่ความเข้มข้น 1, 5 และ 10 g/mL มีผลท าให้ระดับ  ROS ต ่ากว่ากลุ่มที่

ไม่ได้รับสารสกดั แต่ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ อตัราการรอดชีวิตของเซลล์ (MTT assay) และระดับ

เอนไซม์ LDH รวมทั้งปฏกิริิยา lipid peroxidation ของกลุ่มที่ได้รับสารสกดัและกลุ่มที่ไม่ได้รับสาร

สกดัไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  จากผลการทดลองดังกล่าวสรุปได้ว่าสารสกดั

จากว่านพญาวานรมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอสิระได้น้อยมาก  จึงไม่มีผลในการปกป้องเซลล์ตับที่ถูก

เหน่ียวน าให้เกดิภาวะเครียดออกซิเดชันด้วย H2O2  

 

ค าส าคญั:        ว่านพญาวานร, ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์, ภาวะเครียดที่เกดิจากปฏกิริิยา  

                     ออกซิเดชัน, เซลล์ HepG2 



142   Thai J Pharmacol; Vol 34: No 1, 2012 
 

 

บทน า 
 

Oxidative stress เป็นภาวะที่มี reactive 

oxygen species (ROS) มากเกนิไป โดย ROS 

มีผลท าให้เย่ือหุ้มเซลล์เสยีหาย และการท างาน

ของเซลล์ผิดปกติ เน่ืองจากไปท าลายโปรตีน ดี

เอน็เอ และ ท าให้เกดิปฏกิริิยา  peroxidation 

ของไขมัน (lipid peroxidation) รวมทั้งกระตุ้น

กระบวนการอกัเสบ
 
ผลดังกล่าวมีความเกี่ยวข้อง

กบัการเกดิโรคเร้ือรังและโรคที่เกดิจากความ

เสื่อม ได้แก่ มะเรง็ เบาหวาน โรคใน ระบบ

หลอดเลือดและหัวใจ โรคเกี่ยวกบัการ

เสื่อมสภาพของเซลล์  สมอ ง
1  

รวมทั้งโรคที่

เกดิขึ้นใน ตับ  พบว่า ROS และ reactive 

nitrogen species (RNS) มีบทบาทส าคัญใน

การเหน่ียวน าให้เกดิโรคและพัฒนาการของโรค

ตับดังกล่าว
2
  ปัจจุบัน เร่ิมมีการใช้พืชสมุนไพร

ส าหรับต้านฤทธิ์  ROS ที่เกดิขึ้นกบัเซลล์ โดยมี

ผลดักจับ ROS หรือกระตุ้นกระบวนการปกป้อง

ภายในเซลล์  และที่ได้มีการพัฒนาเป็นยาแผน

ปัจจุบัน คือ silymarin ซึ่งมีสารประกอบฟลาโว

นอยด์เป็นตัวยาส าคัญ 

ว่านพญาวา นร (Pseuderanthemum 

palatiferum) เป็นพืชสมุนไพรที่มีถิ่นก าเนิดจาก

ประเทศเวียดนาม อยู่ในวงศ์ Acanthaceae มีช่ือ

ท้องถิ่นว่า ว่านลิง ต้นลิง ว่านเพชรพันล้าน และ  

ฮว่านงอ็ก (Hoan ngoc) ในประเทศเวียดนาม

ได้มีการน าพืชชนิดนี้มาใช้ในการป้องกนัและ

รักษาโรคต่างๆ ได้แก่โรคท้องเสยี โรคความดัน

โลหิตสงู  ข้ออกัเสบ หลอดลมอกัเสบ โรคตับ

อกัเสบ โรคกระเพาะอาหารเป็ นแผล โรคล าไส้

อกัเสบ โรคไตอกัเสบ บาดแผล ท้องผูก  อาการ

ปวดเมื่อย โรคเบาหวาน และโรคตาแดง เป็น

ต้น
3    
ประเทศไทยได้มีการน าว่านชนิดนี้มาใช้ใน

การป้องกนัและรักษาโรคต่างๆ เช่นกนั  เช่น 

โรคกระเพาะอาหาร โรคเกี่ยวกบัล าไส้ใหญ่ โรค

ตับอกัเสบ คอพอก โรคไตอกัเสบ และ

โรคเบาหวาน เป็นต้น
4
     สารส าคัญที่สามารถ 

 แยกได้จากใบของว่านพญาวานร ได้แก่ 

stigmasterol, -sitosterol, triterpenoid 

saponin, kaempferol, salicylic acid, phytol, 

palmitic acid
5
 , pseuderantin  และสารอาหาร

ต่างๆ ได้แก่ โปรตีน และกรดอะมิโน เช่น ไลซีน 

(lysine) เมทไธโอนี น (methionine) ทรีโอนีน 

(threonine)  และแร่ธาตุต่างๆ ได้แก่ แคลเซียม 

เหลก็ และทองแดง
6   

      

สรรพคุณของว่านพญาวานรที่มีงานวิจัย

อ้างองิ  ได้แก่  ฤทธิ์ต้าน  H2O2

„
 (hydrogen 

peroxide radical) ซึ่งเป็นอนุมูลอสิระในเมด็

เลือดแดงของคน ฤทธิ์ต้านแบคทเีรีย Salmonella 

typhi 158, Shigella flexineri และ Escherichia 

coli ฤทธิ์ต้านเช้ือรา  Candida albicans และ 

Candida stellatoides
7
ฤทธิ์ต้านอาการท้องเสยีใน

ลูกสกุร
8
 ฤทธิ์ต้านโรคเบาหวาน

9
  และฤทธิ์ลด

ระดับความดันโลหิต
10  

อย่างไรกต็ามยังขาด

ข้อมูลที่เป็นการศึกษาทางวิทยาศาสตร์เกี่ยวกั บ

ฤทธิ์ทางเภสชัวิทยาในการต้านออกซิเดชัน  และ

ยังไม่มีการศึกษาเกี่ยวกบัฤทธิ์ในการปกป้องเซลล์

ตับที่เสยีหายจากปฏกิริิยาออกซิเดชันในเซลล์

เพาะเล้ียง  ดังนั้นงานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือ

ศึกษาฤทธิ์ของสารสกดัจากว่านพญาวานรในการ

ลดอนุมูลอสิระและต้านปฏกิริิยาออกซิเ ดชัน ซึ่งมี

ผลปกป้องเซลล์ตับที่ถูกเหน่ียวน าให้เกดิความ

เสยีหายจากปฏกิริิยาออกซิเดชันด้วย  hydrogen 

peroxide (H2O2) โดยศึกษาในเซลล์  HepG2 

เพ่ือให้ได้ข้อมูลที่เป็นประโยชน์ต่อการป้องกนั

และรักษาโรคตับอกัเสบต่อไปในอนาคต   

 

อุปกรณแ์ละวิธีการทดลอง 

 

สารเคม ี

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radicals 

(DPPH), tripyridyltriazine (TPTZ), MTT reagent 

(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl  
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tetrazolium bromide), 2',7'‟dichlorofluorescein 

diacetate (DCFH-DA), pyruvic acid และ 

thiobarbituric acid (TBA) จาก Sigma (St. 

Louis, MO, USA) hydrogen peroxide 

(H2O2) และ trichloroacetic acid (TCA) จาก 

Merck (Darmstadt, Germany) เซลล์ HepG2 

จาก ATCC (Manassas, VA, USA) โดยได้รับ

ความอนุเคราะห์จาก รศ.ดร.สวุรา วัฒนพิทยกุล  

Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM), fetal bovine serum (FBS), 

penicillin, streptomycin และ trypsin จาก 

Gibco (Grand Island, NY, USA) 

 

การสกัดว่านพญาวานร 

น าใบของว่านพญาวานร ที่มีอายุ 2 ปีขึ้น

ไป  โดย ซื้อจากสวน สมุนไพรฮ ว่าน งอ็ก  จ.

ปทุมธานี  และมาผสมกั บ 95% เอทานอล  ป่ัน

ให้เป็นเนื้อเดียวกนัด้วยเคร่ือง homogenizer 

หมักทิ้งไว้ 7 วัน  จากนั้น ระเหย ให้แห้งด้วย

เคร่ือง rotary evaporator และท าให้แห้งจนเป็น

ผงด้วยเคร่ือง  lyophilizer ละลายสารสกดัด้วย 

dimethyl sulfoxide (DMSO) ให้ได้ความ

เข้มข้นตามต้องการ 

 การตรวจสอบองค์ประกอบของสารสกัด 

1. การหาปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอล 

(Total phenolic compounds) 

หาปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอล

ของสารสกดัโดยใช้  Folin-Ciocalteau reagent 

(FCR) ตามวิธขีอง  Slinkard และ Singleton 

(1977)
11

 แสดงผลเป็น gallic acid equivalent 

(mg gallic acid/g dried extract) 

 

2. การหาปริมาณรวมของสารประกอบฟลาโว

นอยด์ (Total flavonoid compounds) 

หาปริมาณรวมของสารประกอบฟลาโว

นอยด์โดยวิธี colorimetric method ของ Zhishen 

และคณะ (1999)
1 2

  แสดงผลเป็น  catechin 

equivalent (mg catechin/ g dried extract)  

 

การศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมลูอิสระของสารสกัด 

1. การวเิคราะหค์วามสามารถของการดักจับ

อนุมลูอิสระดว้ยสาร DPPH (Scavenging 

effect on 1,1- diphenyl-2-picrylhydrazyl 

radicals (DPPH)) 

วิเคราะห์ ความสามารถ ใน การดักจับ

อนุมูล อสิระของสารสกดัตามวิธขีอง Blois 

(1958) 
13  

ค านวณความสามารถในการดักจับ

อนุมูลอสิระ ตามสตูรดังนี้  

 

 

 

 Radical scavenging activity (%) =      Acontrol ‟ Asample   ×  100 

                                                           Acontrol 

หมายเหตุ A คือ ค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) 
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2. การวเิคราะหห์าความสามารถในการรีดิวซ์

ของสารตา้นอนุมลูอิสระ (Ferric reducing 

antioxidant power (FRAP) assay) 
วิเคราะห์ความสามารถในการรีดิวซ์ของ

สารวิเคราะห์ด้วยวิธ ี FRAP assay ตามวิธกีาร

ของ Benzi และ Strains (1996)
14

  แสดงค่า

เป็น EC1 (Equivalent Concentration 1) หรือ 

ค่าความเข้มข้นของสารต้านออ กซิเดชันที่มี

ความสามารถในการรีดิวซ์  Fe(III)-TPTZ ได้

เท่ากบั FeSO4„7H2O 1 mM 

 3. การวเิคราะหค์วามสามารถในการดักจับ 

H2O2 (Hydrogen peroxide radical (H2O2) 

scavenging activity assay) 

วิเคราะห์ความสามารถในการดักจับ 

H2O2 ของสารด้วยการ titration ตามวิธขีอง Zhao 

และคณะ (2006)
15

 ค านวณความสามารถในการ

ดักจับอนุมูลอสิระ ตามสตูรดังนี้  
  

 

 

 

 

 

การศึกษาฤทธ์ิปกป้องเซลลข์องสารสกัดใน 

HepG2 cells 

1. การเพาะเลี้ ยงเซลล ์HepG2 cells 

เพาะเล้ียงเซลล์  HepG2 ใน Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM) ที่มี 10% 

fetal bovine serum (FBS) และ penicillin 

(100 units/mL), streptomycin (100 

g/mL) ที่อุณหภมูิ 37°C, 5% CO2 เปล่ียน 

media ทุก 1-2 วัน และ subculture ที่ 

confluence 70-80% ทุก 4-5 วัน 
 

2. การทดสอบการมชีีวติรอดของเซลลด์ว้ยวธีิ 

MTT assay 

วัดอตัราการมีชีวิต รอดของเซลล์โดยวิธี  

MTT assay ตามวิธขีอง Hansen และคณะ 

(1989)
16

 
 

2.1 การศึกษาความเป็นพิษของ  H2O2 ต่อ

เซลล ์HepG2 

เพาะเล้ียงเซลล์ HepG2 ที่มีจ านวน 1.5 

x 10
4
 เซลล์/หลุม ใน 96-well plate เป็นเวลา 

24 ช่ัวโมง  เติม H2O2 ที่ความเข้มข้นต่างๆ บ่ม 

 นาน 24 ช่ัวโมง ดูด media ทิ้ง จากนั้นเติม

สารละลาย MTT (0.25 mg/mL) นาน 4 ช่ัวโมง 

ดูด media ทิ้ง ละลายผลึก formazan ด้วย 100 

L DMSO และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 540 นาโนเมตร  ด้วยเคร่ือง ELISA 

microplate reader (GDV model DV990BV6, 

Italy)  
 

2.2 การศึกษาความเป็นพษิของสารสกัดต่อ

เซลล ์HepG2 

เพาะเล้ียงเซลล์ HepG2 ที่มีจ านวน 1.5 x 

10
4
 เซลล์/หลุม ใน 96-well plate เป็นเวลา 24 

ช่ัวโมง เติมสารสกดัที่ความเข้มข้นต่างๆ บ่มนาน 

24 ช่ัวโมง จากนั้นทดลองเช่นเดียวกบัการศึกษา

ความเป็นพิษของ H2O2 ต่อเซลล์ HepG2 
 

2.3 การศึกษาฤทธ์ิปกป้องเซลลข์องสารสกัด

เมือ่ใหร่้วมกับ H2O2 ในเซลล ์HepG2 

เพาะเล้ียงเซลล์ HepG2 ที่มีจ านวน 1.5 x 

10
4
 เซลล์/หลุม ใน 96-well plate เป็นเวลา 24 

ช่ัวโมง เติมสารสกดัที่ความเข้มข้นต่างๆ  ร่วมกบั 

H2O2 100 M  บ่มนาน  24  ช่ัวโมง  จากนั้น 
 

Radical scavenging activity (%) =    V0 - V1   ×  100 

                                                    V0 

V0 คือ ปริมาตรของ Na2S2O3 ที่ใช้ในการไตเตรทของกลุ่มที่ไม่มีสารสกดั 

และ V1 คือ ปริมาตรของ Na2S2O3 ทีใ่ช้ในการไตเตรทของสารสกดั 
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ทดลองเช่นเดียวกบัการศึกษาความเป็นพิษของ  

H2O2 ต่อเซลล์ HepG2 
 

3. การวเิคราะหห์าปริมาณ  reactive oxygen 

species (ROS) ในเซลล ์

เพาะเล้ียงเซลล์ HepG2 ที่มีจ านวน 5 x 

10
5
 เซลล์/หลุม ใน 6-well plate เป็นเวลา 24 

ช่ัวโมง เติมสารสกดัที่ความเข้มข้นต่างๆ  ร่วมกบั 

H2O2 100 M บ่มนาน 24 ช่ัวโมง หาปริมาณ 

ROS ภายในเซลล์ ตามวิธี ของ Wu และ 

Cederbaum (2008)
17

 วัด  fluorescence 

intensity ด้วยเคร่ือง Perkin-Elmer 650‟105 

fluorescence spectrometer (Perkin Elmer 

LS50B, U.S.A.) ที่ความยาวคล่ืน 490 nm 

(excitation) และ 525 nm (emission) และ

แสดงค่าเป็น Intensity/mg protein 
 

4. การวเิคราะหห์า LDH  

   (Lactate dehydrogenase) 

เพาะเล้ียงเซลล์ HepG2 ที่มีจ านวน 5 x 

10
5
 เซลล์/หลุม ใน 6-well plate เป็นเวลา 24 

ช่ัวโมง เติมสารสกดัที่ความเข้มข้นต่างๆ  ร่วมกบั 

H2O2 100 M บ่มนาน 24 ช่ัวโมง วิเคราะห์หา

ระดับ LDH ตามวิธขีอง Wu และ Cederbaum 

(2008)
17

  วัด LDH activity (Absorbance 

per min)  ด้วยเคร่ือง spectrophotometer 

(Shimadzu model UV-160A, Japan) ที่ความ

ยาวคลื่น 340 nm 35°C 1 นาท ีจากนั้น

ค านวณหาค่า Cytotoxicity index ตามสตูรดังนี้  

 

 

 

5. การวเิคราะหห์าปฏกิิริยา lipid peroxidation 

เพาะเล้ียงเซลล์ HepG2 ที่มีจ านวน 5 x 

10
5
 เซลล์/หลุม ใน 6-well plate เป็นเวลา 24 

ช่ัวโมง เติมสารสกดัที่ความเข้มข้นต่างๆ  ร่วมกบั 

H2O2 100 M บ่มนาน 24 ช่ัวโมง วัดระดับ 

malondialdehyde (MDA) ที่เป็นผลผลิตจาก 

 ปฏกิริิยา lipid peroxidation ตามวิธขีอง Wu และ 

Cederbaum (2008)
17

  วัด ค่า การดูดกลืนแสง

ของ thiobarbituric acid reactive substance 

(TBARS) ที่เกดิข้ึนด้วยเคร่ือง  

spectrophotometer ที่ความยาวคล่ืน 535 nm โดย

ใช้ค่า extinction coefficient เท่ากบั 1.56 ×  10
5
 

M/cm ในการค านวณ  malondialdehyde 

equivalents (nmoles/mg protein) 

 

การวิเคราะหข์อ้มูลและสถิติ 

ข้อมูลที่ได้แสดงเป็นค่าเฉล่ีย + ค่า

ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (mean + S.E.M.) 

และทดสอบความแตกต่างทางสถิติของการ

ทดลองแต่ละกลุ่มโดยใช้  ANOVA (One-way 

Analysis of Variance) และเปรียบเทยีบด้วย 

Scheffe’s test เพ่ือหานัยส าคัญทางสถิติ  ก าหนด

ระดับความเช่ือมั่น 95% (p<0.05) 

 

ผลการทดลอง (Results) 
 

1. สารสกัดว่านพญาวานร 

ในการสกดัใบของว่านพญาวานรด้วยเอทา

นอล พบว่าได้ปริมาณของสารสกดั 123.49 g 

จากใบของว่านพญาวานรทั้งหมด 5 kg คิดเป็น % 

yield เท่ากบั 2.47% มีปริมาณรวมของ

สารประกอบฟีนอล เท่ากบั 205.00 + 12.02 mg 

gallic acid/g dried extract และมีปริมาณรวมของ

สารประกอบฟลาโวนอยด์ เท่ากบั 117.09 + 

0.95 mg catechin/g dried extract 

 

2. การศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมลูอิสระของสารสกัด 

2.1 DPPH assay 

สารสกดัจากใบว่านพญาวานรที่ความเข้มข้น 

3.75 ‟ 60 g/ml สามารถยับยั้ง DPPH radical 

ได้ 19.58 ‟ 25.94% โดยเปอร์เซน็ต์การยับย้ังไม่

แปรไปตามความเข้มข้นของสารสกดัที่เพ่ิมข้ึน ดัง

แสดงในรูปที่ 1 

Cytotoxicity index = LDH medium  ×  100% 

                            LDH lysate+medium 
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รูปท่ี 1  ความสามารถในการยับย้ัง DPPH radical ของสารสกดัที่ความเข้มข้น 3.75‟60 g/mL 
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รูปท่ี 2  ความสามารถในการรีดิวซ์ ferric tripyridyltriazine (Fe(III)-TPTZ) ของสารสกดัที่ความเข้มข้น 

15.625 ‟ 500 g/mL 
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รูปท่ี 3    ความสามารถในการยับย้ัง H2O2 ของสารสกดัที่ความเข้มข้น 15.625 ‟ 50  g/ml 

PPE concentration (g/mL) 

 

PPE concentration (g/mL) 
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2.2 FRAP assay 

สารสกดัที่ความเข้มข้น  15.625 ‟ 500 

g/mL มีความสามารถในการรีดิวซ์แปรไปตาม

ความเข้มข้นของสารสกั ดที่เพ่ิมข้ึน ดังแสดงใน

รูปที่ 2 เมื่อเปรียบเทยีบค่า  EC1 ระหว่างสาร

สกดัและสารมาตรฐาน ascorbic acid พบว่า สาร

สกดัจากใบว่านพญาวานรมีค่า  EC1 (7.42 

mg/mL) มากกว่า  ascorbic acid (0.61 

mg/mL) 12.16 เท่า 
  

2.3 การวเิคราะหค์วามสามารถในการดักจับ 

H2O2 

สารสกดัจากใบว่า นพญาวานรที่ความ

เข้มข้น 31.25 ‟ 500 g/mL สามารถยับยั้ง  

H2O2 ได้ 20.83 ‟ 29.17% โดยที่ความเข้มข้น 

62.5  g/mL สามารถยับยั้ง  H2O2 ได้สงูสดุ

คือ 29.17% ดังแสดงในรูปที่ 3 
 

3. การศึกษาฤทธ์ิปกป้องเซลลข์องสารสกัดใน 

HepG2 cells ดว้ยวธีิ MTT assay 
3.1 การศึกษาความเป็ นพษิของ  H2O2 ต่อ

เซลล ์HepG2 

เมื่อให้ H2O2 ที่ความเข้มข้น 10 ‟ 

1000 M แก่เซลล์ HepG2 เป็นเวลา 24 

ช่ัวโมง อตัราการ มีชีวิต รอดของเซลล์เมื่อ

เปรียบเทยีบกบักลุ่มควบคุม  (%control) มีค่า

ระหว่าง 13.42 ‟ 86.8% โดย %control 

แปรผกผันกบัความเข้มข้นของ  H2O2 ที่เพ่ิมข้ึน 

H2O2 ที่ความเข้มข้น 50 ‟ 1000 M ท าให้

เซลล์มีอตัราการ มีชีวิตร อดต ่ากว่ากลุ่มควบคุม

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ดังแสดงใน

รูปที่  4 และที่ความเข้มข้น  100 M 

มี %control เท่ากบั 65.1% ซึ่งจะใช้ในการ

ทดลองต่อไป 
 

3.2 การศึกษาความเป็นพษิของสารสกัดต่อ

เซลล ์HepG2  

 

 

สารสกดัที่ความเข้มข้น 0.5, 1, 5, 10, 

25 และ 50 g/mL ซึ่งเป็นความเข้มข้นสงูสดุ

ที่เตรียมได้  ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ HepG2 

โดยมี %control ระหว่าง 97.46 ‟ 102.30 % 

ดังนั้นจึงเลือกสารสกดัทุกความเข้มข้น (0.5 ‟ 

50 g/mL) เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 
 

3.3 การศึกษาฤทธ์ิปกป้องเซลลข์องสารสกัด

เมือ่ใหร่้วมกับ H2O2 ในเซลล ์HepG2  

เมื่อให้สารสกดัที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ร่วมกบั H2O2 แก่เซลล์  HepG2 พบว่า % 

control ของกลุ่มที่ได้รับสารสกดัที่ความเข้มข้น  

1,   5,  10,   25 และ 50 g/mL มีค่า

ระหว่าง 58.64 ‟ 70.54 % และแตกต่างจาก

กลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 

แต่ไม่แตกต่างจากกลุ่มที่ไม่ได้รับสารสกดั ดัง

แสดงในรูปที่ 5 
 

4. การวเิคราะหห์าปริมาณ reactive oxygen 

species (ROS) ในเซลล ์

เมื่อให้สารสกดัที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ร่วมกบั H2O2 แก่เซลล์ HepG2 กลุ่มที่ได้รับสาร

สกดัที่ความเข้มข้น 1, 5, 10, 25 และ 50 

g/mL มีค่า  fluorescence intensity/mg 

protein ระหว่าง 0.60 ‟ 1.10 และมีค่าต ่ากว่า

กลุ่มที่ไม่ได้รับสารสกดั แต่ไม่มีนัยส าคัญทาง

สถิติ โดยสารสกดัที่ความเข้มข้น 1, 5 และ 10 

g/mL มีระดับ fluorescence intensity/mg 

protein ต ่ากว่ากลุ่มควบคุมดังแสดงในรูปที่ 6 
 

5. การวเิคราะหห์า LDH  

(Lactate dehydrogenase) leakage 

จากการวิเคราะห์หาปริมาณ  LDH 

(lactate dehydrogenase) leakage โดยการวัด  

LDH activity (Absorbance per min) ใน 

media และ cell lysate และน ามาค านวณหาค่า  

cytotoxicity index พบว่ากลุ่มที่ได้รับสารสกดัที่ 
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รูปท่ี 4  ผลของ H2O2 ที่ความเข้มข้น 10 ‟ 1000 M ต่อเซลล์ HepG2 (MTT test) ผลการทดลอง

แสดงค่าเป็นค่าเฉล่ีย + ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (Mean + S.E.M., n = 3)  

* แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ P<0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกบักลุ่มควบคุม 
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รูปท่ี 5 ผลของสารสกดัที่ความเข้มข้น 1 ‟ 50 g/mL เมื่อให้ร่วมกบั H2O2 ต่อเซลล์ HepG2 (MTT 

assay) ผลการทดลองแสดงค่าเป็นค่าเฉล่ีย + ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (Mean + S.E.M., 

n = 3) * แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ P<0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกบักลุ่มควบคุม 

 

ความเข้มข้น 1, 5, 10, 25 และ 50 g/mL 

ร่วมกบั H2O2 100 M ม ีcytotoxicity index 

ระหว่าง 4.17 ‟ 6.20 และมีค่าต ่ากว่ากลุ่ม

ควบคุม และกลุ่มที่ไม่ได้รับสารสกดั แต่ไม่มี

นัยส าคัญทางสถิติ โดยสารสกดัที่ความเข้มข้น 1 

g/mL มี cytotoxicity index ต ่าที่สดุ คือ 4.17 

ดังแสดงในรูปที่ 6 

 

 

6. การวเิคราะหห์าปฏกิิริยา lipid peroxidation 

เมื่อให้สารสกดัที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ร่วมกบั H2O2 แก่เซลล์ HepG2  กลุ่มที่ได้รับ

สารสกดัที่ความเข้มข้น 1, 5, 10, 25 และ 50 

g/mL มีปริมาณ malondialdehyde ระหว่าง 

292.72‟308.53 nmoles/mg protein และมี

ค่าต ่ากว่ากลุ่มที่ไม่ได้รับสารสกดั  แต่ไม่มี

นัยส าคัญทางสถิติ ดังแสดงในรูปที่ 6 
 

* * 
* 

* 

* 

Extract (g/mL) -       -         1          5           10          25          50 

H2O2 (100 M) -       +         +           +            +           +            + 

* * * * * * 

H2O2 concentration (M) 
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รูปท่ี 6 ผลของสารสกดัที่ความเข้มข้น 1 ‟ 50 g/mL เมื่อให้ร่วมกบั H2O2 ต่อเซลล์     HepG2 (A) 

ระดับ ROS (B) ค่า cytotoxic index จากการวัด LDH leakage (C) ระดับ MDA ผลการทดลอง

แสดงค่าเป็นค่าเฉล่ีย+ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (Mean + S.E.M., n = 3)  

* แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ P<0.05 เมื่อเปรียบเทยีบกบักลุ่มควบคุม 

 

B 

C 

Extract (g/mL) -       -       1       5         10        25       50 

H2O2 (100 M)     -       +       +          +          +          +         + 

Extract (g/mL) -       -       1       5         10         25        50 

H2O2 (100 M) -       +       +          +          +          +           + 

Extract (g/mL) -       -      1      5         10       25        50 

H2O2 (100 M) -       +      +          +          +         +          + 

A 

B 

C 
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อภิปรายและสรุปผลงานวิจยั 
 

ภาวะ oxidative stress เป็นผลมาจาก

ปริมาณ reactive  oxygen species (ROS) ที่

มากเกนิปกติ มีความเกี่ยวข้องกบั โรคต่างๆ 

รวมทั้ง โรคตับ
2
 เมื่อเซลล์ตับได้รับสารเคมีหรือ

สารพิษ จะเกดิการกระตุ้น  kupffer cell, ไมโต

คอนเดรีย, cytochrome P450 หรือ neutrophil 

ให้มีการสร้าง reactive  oxygen species (ROS) 

มากขึ้น ส่งผลท าให้เซลล์ตับเกดิความเสยีหาย

จากภาวะ  oxidative stress เช่น ท าให้

เกดิปฏกิริิยา lipid peroxidation, โปรตีนหรือดี

เอน็เอเสยีหาย  จนท าให้การท างานของเซลล์ตับ

เปล่ียนแปลงไป  
18

  ดังนั้นการใช้สมุนไพรเพ่ือ

ช่วยลดปริมาณ ROS น่าจะเป็นอกีทางเลือกหนึ่ง

ในการรักษาโรคตับ  

สมุนไพรส่วนใหญ่ที่ระบุว่าสามารถ

ปกป้องตับได้จะมีองค์ประกอบส าคัญเป็น

สารประกอบฟีนอล  และฟลาโวนอยด์ซึ่งสาร

ดังกล่าวมีฤทธิ์ที่มีประโยชน์ต่อร่างกาย ได้แก่ ต้าน

ออกซิเดชัน  ต้านไวรัส  ต้านแบคทเีรีย ต้านการ

อกัเสบ และต้านมะเรง็
19,20

     จากผลการวิจัยคร้ัง

นี้พบว่าสารสกดัจากใบว่านพญ าวานร มีปริมาณ

สารประกอบฟีนอลเท่ากบั  205.00 + 12.02 mg 

gallic acid/ g dried extract ปริมาณ

สารประกอบฟลาโวนอยด์ เท่ากบั 117.09 + 

0.95 mg catechin/ g dried extract สอดคล้อง

กบัการศึกษาก่อนหน้าน้ีเกี่ยวกบัองค์ ประกอบทาง

เคมีของว่านพญาวานร พบว่ามี flavonoids, 

stigmasterol, -sitosterol, triterpenoid saponin, 

kaempferol, apigenin, salicylic acid, phytol, 

palmitic acid
5
  จากผลการวิเคราะห์ความสามารถ

ในการลดปริมาณอนุมูลอสิระของสารสกดัจากว่าน

พญาวานรในงานวิจัยคร้ังนี้ พบว่าสารสกดัสามารถ

ต้านปฏกิริิยาออกซิเดชัน ได้ เมื่อทดสอบด้วยวิธ ี

DPPH และ FRAP assay สอดคล้องกบัการศึกษา

ก่อนหน้าน้ีของ สมหมาย ปะติตังโข (2010)
21

 ที่ 

 

 

พบว่าสารสกดัใบแห้งของว่านพญาวานรในตัวท า

ละลาย  hexane, dichloromethane, ethyl 

acetate, methanol และ ethanol มีฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอสิระ  เมื่อทดสอบด้วยวิธี  DPPH และ 

FRAP assay เช่นกนั ทั้งนี้ผลดังกล่าวแสดงให้

เหน็ถึงความสามารถในการให้ไฮโดรเจนอะตอม

และอเิลก็ตรอนแก่อนุมูลอสิระของสารสกดัฟลา

โวนอยด์ที่มีกลุ่ม  hydroxyl group    (-OH) 

เป็นองค์ประกอบของ จึงท าหน้าที่ให้อนุมูล

ไฮโดรเจน (H
„
) หรืออเิลก็ตรอนแก่อนุมูลอสิระ

ได้โดยตรง ท าให้อนุมูลน้ันมีความเสถียรมากขึ้น   

Hydrogen peroxide (H2O2) เป็น

สารเคมีที่นิยมน ามาเหน่ียวน าให้เกดิภาวะ  

oxidative stress ในเซลล์เพาะเล้ียง  ถึงแม้ H2O2 

จัดเป็น ROS ในกลุ่มที่ไม่ใช่อนุมูล (nonradical 

oxygen derivatives) และไม่ท าให้เกดิความ

เสยีหายต่อเซลล์โดยตรง แต่สามารถท าปฏกิริิยา

กบั superoxide radical (O2

„-
) โดยมี Fe

2+
 หรือ 

Cu
2+

 ช่วยเร่งปฏกิริิยาซึ่งท าให้เกดิ  hydroxyl  

radical (OH
„
) ซ่ึงเป็นสารที่มีความไวสงูสดุใน

การท าปฏกิริิยากบัชีวโมเลกุลอื่น
22

  เมื่อเซลล์ถูก

เหน่ียวน าให้เกดิภาวะ  oxidative stress ด้วย 

H2O2 มีผลให้ชีวโมเลกุลเกดิความเสยีหาย เช่น 

เกดิปฏกิริิยา peroxidation ของไขมัน และเกดิ

การเปล่ียนแปลงของโปรตีนหรือดีเอน็เอ เป็น

ต้น
23 

เมื่อวัดความเป็นพิษของ  H2O2 ต่อ

เซลล์ HepG2 โดยใช้วิธ ีMTT assay เพ่ือวัด

อตัราการมี ชีวิตรอดของเซลล์  และการท างาน

ของไมโตคอนเดรีย พบว่า  อตัราการมีชีวิตรอด

ของเซลล์เมื่อเปรียบเทยีบกบักลุ่มควบคุม 

(%control) ลดลงตามความ       เข้มข้นของ  

H2O2 ที่เพ่ิมข้ึน แสดงว่าในภาวะที่มี  ROS ใน

ปริมาณมากท าให้เกดิความเสยีหายต่อการ

ท างาน ของไมโตคอนเดรีย จากผลการศึก ษา

เลือกใช้ H2O2 ที่ความเข้มข้น 100 M ที่มี % 

control   เท่ากบั   65.1%     ส าหรับใช้ในการ 
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เหน่ียวน าเซลล์ให้เกดิภาวะ oxidative stress และ

ดูผลที่เกดิข้ึนเมื่อให้ร่วมกบัสารสกดัจากว่านพญา

วานร 

สารสกดัที่ความเข้มข้น  0.5 - 50 

g/mL ซ่ึงเป็นความเข้มข้นสงูสดุที่ เตรียมได้ ไม่

มีความเป็นพิษต่อเซลล์  HepG2 ดังนั้นจึงเลือกใช้

สารสกดัที่ความเข้มข้น  1 - 50 g/mL จ านวน 

5 ความเข้มข้นเพ่ือท าการศึกษาต่อไป 

ผลจากการศึกษาฤทธิ์ปกป้องเซลล์ของ

สารสกดัเมื่อให้ร่วมกบั  H2O2 ในเซลล์  HepG2 

โดยใช้วิธี MTT assay สารสกดัทุกความเข้มข้นที่

น ามาศึกษาไม่มีผลลดอตัราการตายของเซลล์เมื่อ

เปรียบเทยีบกบักลุ่มที่ไม่ได้รับสารสกดั 

จากการตรวจวัด  ROS ที่อยู่ในภายใน

เซลล์พบว่า กลุ่มได้รับ สารสกดั ทุกความเข้มข้น มี

ระดับ fluorescence intensity ต ่ากว่ากลุ่มที่ไม่ได้

รับสารสกดั แต่ ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ  การที่สาร

สกดัที่มีความเข้มข้น 1, 5 และ 10 g/mL มีผล

ท าให้ระดับ ROS ภายในเซลล์ต ่า กว่าสารสกดัที่มี

ความเข้มข้น สงูนั้นอาจเป็นผลมาจากปัญหา การ

ดูดซึมของสารสกดั  โดยสารสกดัที่ความเข้มข้นสงู

มีโอกาสที่จะดูดซึมเข้าเซลล์ได้น้อยกว่าสารสกดัที่

ความเข้มข้นต ่า นอกจากนี้ยังเคยมีรายงานก่อ น

หน้าน้ีว่าสารประกอบฟลาโวนอยด์ที่ความเข้มข้น

สงูกลับสร้างความเสยีหายแก่เซลล์ได้มากกว่าที่

ความเข้มข้นต ่า
24

 

เมื่อวิเคราะห์หาปริมาณ  LDH (Lactate 

dehydrogenase) โดยแสดงค่าในรูปของ  

cytotoxicity index  พบว่ากลุ่มที่ได้รับสารสกดัทุก

ความเข้มข้นมีค่า  cytotoxicity index ต ่ากว่ากลุ่ม

ที่ไม่ได้รับสารสกดั  และ จากการวิเคราะห์หา

ปฏกิริิยา  lipid peroxidation พบว่ากลุ่มที่ได้รับ

สารสกดัทุกความเข้มข้นมีระดับ lipid 

peroxidation ต ่ากว่ากลุ่มที่ไม่ได้รับสารสกดั แต่

ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ  การที่ผลของ  LDH และ 

lipid peroxidation ของแต่ละกลุ่มไม่แตกต่างกนั   

 

 

อาจเนื่องมาจากความเข้มข้นของ  H2O2 ที่ยังไม่

มากพอที่ท  าให้เกดิภาวะ  oxidative stress จน

รุนแรงมากพอให้เกดิความเสยีหายต่อเยื่อหุ้ม

เซลล์ เน่ืองจากระดับ  LDH และปฏกิริิยา  lipid 

peroxidation บ่งบอกถึงสภาพของเย่ือหุ้มเซลล์
25

  

นอกจากนี้ยังมีกลไ กต่อต้านออกซิเดชันโดย

อตัโนมัติของเซลล์ตับเอง  (autoregulation) ที่

ควบคุมระดับ  ROS ที่เกดิข้ึน
26

  รวมทั้งความ

แปรปรวนของ  NAD
+
/NADH หรือ  

NADP
+
/NADPH และ  lactate/pyruvate 

(redox state) ของเซลล์ที่ใช้ในการทดลองในแต่

ละคร้ัง   และปริมาณของโลหะทรานสชัินที่มีอยู่

ใน media
27, 28

 ตลอดจนอาจเกดิจากตัวสารสกดั

เองที่สามารถดูดซึมเข้าเซลล์ได้น้ันไม่มาก

พอที่จะเหน็ผลได้ชัดเจนในการปกป้องเซลล์ 

ผลการศึกษาก่อนหน้าน้ีที่ทดสอบฤทธิ์

ต้านอนุมูลอสิระของสารสกดัน า้จากใบสดของ

ว่านพญาวานรด้วยวิธี  ABTS และ DPPH พบว่า

ว่านพญาวานรมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิ สระเช่นกนั แต่

ไม่มีผลในการลดการเกดิปฏกิริิยา  lipid 

peroxidation เมื่อวัดระดับ MDA ในซีร่ัมของหนู

ทดลอง
29

 

จากผลการทดลองคร้ังนี้สรุปได้ว่าสาร

สกดัจากว่านพญาวานรมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูล

อสิระได้น้อยมาก  จึงไม่มีผลในการปกป้องเซลล์

ตับที่ถูกเหน่ียวน าให้เกดิภาวะ  oxidative stress 

ด้วย H2O2 ระดับ ROS ที่ลดลงภายในเซลล์นั้น

ยังมีกลไก อื่นๆที่เกี่ยวข้อง ได้แก่ การยับย้ังโลหะ

ทรานสชัิน, lipoxygenase และ phospholipase  C 

หรือการกระตุ้นเอนไซม์ catalase เป็นต้น ในการ

ทดลองคร้ังต่อไปควร ปรับเปล่ียนความเข้มข้น

ของ H2O2 ที่เหน่ียวน าให้สู งขึ้น เพ่ือให้เกดิผล

ของภาวะ oxidative stress ที่ชัดเจน และควรมี

การศึกษาในสตัว์ทดลองเพ่ือให้มีสภาพใกล้เคียง

กบัร่างกายมนุษย์และสตัว์เล้ียงมากที่สดุ 
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Abstract 

  

A cholesterol lowering effect of sericin was investigated both in vivo and in vitro. Rats 

were dosed with cholesterol with and without sericin for 17 days. The result shows that total 

serum cholesterol and non-HDL levels were reduced in rats fed high-cholesterol diet with all 

three tested doses of sericin (10, 100, and 1000 mg/kg/day). The expression of certain liver 

proteins isolated from rats supplemented with sericin was determined. This study suggests that 

hypocholesterolemic effect of sericin may be involved with down-regulation of microsomal 

triglyceride transfer protein (MTP), the protein involved in VLDL assembly and cholesterol 7α-

hydroxylase (CYP7A1), the protein removed cholesterol from the body by biosynthetic pathway 

producing bile acids. 
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Introduction 

 
Hypercholesterolemia is strongly 

associated with atherosclerosis and 

cardiovascular diseases (CVD). Several 

reports suggested that various types of 

dietary proteins could decrease serum 

cholesterol levels (1-3). Most of the 

previous studies were focused on proteins 

isolated from regular diets, proteins from 

non-dietary diet such as silk protein may 

also have this particular effect. Sericin 

contributes 25-30% of the total silk cocoon 

weight. It has high serine content (30-33%).  

In the past decade, many biological 

activities of sericin have been reported. Our 

previous study suggests the cholesterol 

lowering effect of sericin and this effect is 

resulted from its inhibition of cholesterol 

absorption in intestinal cells and its 

reduction of cholesterol solubility in lipid 

micelles (4). However, the systemic effect 

associated with the regulation of hepatic 

cholesterol formation and clearance is 

unknown. The aim of the this study is to 

determine the cholesterol lowering effect of 

sericin in rats and the expression of certain 

proteins isolated from rat livers. These 

proteins include MTP and CYP7A1.  These 

selected proteins play important roles in 

formation and clearance of cholesterol in 

the liver. Changes in the expression of 

these proteins may be explained the 

systemic effect of sericin as cholesterol 

lowering agent. 

 

Methods 

 

Animal experiment 

Twenty five male Sprague-

Dawley rats (200–250 g) were obtained 

from the National Laboratory Animal 

Centre, Mahidol University, Thailand.  All 

animal experimental procedures were 

approved by the Animal Research Ethics 

Committee, Naresuan University, Thailand. 

The animals were fed a standard diet with 

high-cholesterol supplement (cholesterol, 

bile extract, and coconut oil at 1.5, 0.75 and 

0.75 g/kg body weight/day, respectively).  

The percentage of cholesterol each animal 

received is approximately 2% of daily 

diet. The cholesterol mixtures  were daily 

 administered with and without sericin 

solutions by gastric tube for 17 days.  

Fasting blood was collected at day 0 

(baseline), 4, 8, 11, 14 and 17 from the tail 

vein to measure serum lipid levels.  During 

the experimental period, body weight and 

food intake were regularly recorded. 

 
Measurement of serum lipid levels 

Serum total cholesterol, HDL 

and triglyceride levels were measured 

using commercial enzymatic assay kits 

(HUMAN GmbH, Germany).  The 

procedures were conducted following the 

manufacturer protocol.  The levels of non-

HDL cholesterol were calculated by 

subtracting HDL levels from total 

cholesterol levels.   

 

Protein expression analysis (Western 

blotting) 

The expression of MTP and 

CYP7A1 were determined by western 

blotting. Livers were isolated from rats and 

microsomal fraction was prepared and 

measured protein concentration. Forty 

micrograms of microsomal protein were 

separated on SDS-polyacrylamide gel. 

Proteins were then transferred onto PVDF 

membrane. The membrane was blocked 

with PBS containing 5% skim milk at 

room temperature. Then, the membrane 

was incubated with specific antibodies 

against MTP and CYP7A1 overnight at 

4C and detected protein by horseradish 

peroxidase-labeled IgG antibody in PBS 

containing 2.5% skim milk at room 

temperature. The activity was assessed by 

using chemiluminescent substrate. 

 

Results 

 

Effect of sericin on serum lipids in high 

cholesterol-fed rats 

Over the 17 day sampling 

period, there was a progressive increase in 

serum cholesterol in the high-cholesterol 

group (Figure 1). Clear differences 

between high-cholesterol and sericin 

treatment groups emerged by day 8 

(Figure 1). 
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Figure 1 Serum total cholesterol in rats fed high-cholesterol diet. Rats were fed 

cholesterol (2%cholesterol of total daily diet) with and without sericin at 10, 

100, and 1000 mg/kg/day for 17 days. The data represent mean ± SD (#, p≤0.05 

compared to baseline; *, p≤0.05, and **, p≤0.01, compared to high-cholesterol 

group, n = 5). 

 

By day 14, the high-cholesterol group 

showed substantial serum cholesterol 

increases while sericin treatments at all 

studied doses inhibited partially but 

significantly such cholesterol 

enhancement. At the end of the 

experiment (day 17), significant reduction 

of serum total cholesterol was observed 

only in of sericin at 10 mg/Kg/day only. 

Table 1 shows lipid profile expressed as 

the differences for values at day 17 

compared to day 0. Sericin at low dose (10 

and 100 mg/kg/day) significantly inhibited 

the increase in total and non-HDL 

cholesterol levels. Unexpectedly, sericin at 

1000 mg/kg/day showed no significant 

reduction. For HDL cholesterol, there was 

no consistent trend over the 17 days in any 

of the groups and no difference between 

the sericin and high-cholesterol rats. 

Serum TG levels were noticeable 

decreased due to 10 mg/kg/day sericin 

treatment. None of the cholesterol effects 

could be related to food intake since this 

remained constant during the 17 days.  

 Taken together, sericin supplement 

effectively decreased the enhancement of 

serum levels of total cholesterol and non-

HDL cholesterol in rats fed high-

cholesterol diet. 

 

Effect of sericin on the expression of 

MTP and CYP7A1 in rat livers  

Maintenance on a 2% 

cholesterol diet for 2 wk significantly 

decreased the expression of hepatic MTP 

while it showed no affect on the 

expression of hepatic CYP7A1. 

Supplementation of sericin significantly 

lowered the expression of hepatic MTP 

and CYP7A1. Unexpectedly this effect 

was not observed with high concentrations 

of sericin. The expression of hepatic MTP 

was significantly lowest in 10 mg/kg/day 

sericin treated group while the expression 

of hepatic CYP7A1 was significantly 

lowest in 100 mg/kg/day sericin treated 

group.  
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Table 1       Changes of plasma lipid levels and amount of food intake after 17 days of  

                    treatment 
 

Groups 

Changes from day 0 (mg/dl)  Food intake 

(g/day/100g 

BW) 
Total 

cholesterol 
HDL-C Non-HDL-C Triglyceride 

High cholesterol 94.74±24.00 -6.36±6.48 101.10±30.28 46.54±45.45 7.02±1.59 

High cholesterol+ 

Sericin 10 mg/kg/day 
26.45±9.07** -11.77±4.88 38.22±4.58** -0.94±16.44 6.94±0.36 

High cholesterol+ 

Sericin 100 mg/kg/day 
62.57±13.57* -2.34±7.01 64.91±10.69* 73.27±42.20 8.65±1.46 

High cholesterol+ 

Sericin 1000 mg/kg/day 
85.54±13.15 -12.01±5.84 97.55±9.50 97.87±16.61 8.29±0.35 

 Values are expressed as mean ± SD (n = 5) 

 Significantly different from high cholesterol group (*p   0.05, **p   0.01) 

 

 
 

Figure 2           Expression of MTP (A) and CYP7A1 (B) in rat liver. Rats were fed cholesterol 

(2% cholesterol of total daily diet) with and without sericin at 10, 100, and 1000 

mg/kg/day for 17 days. The data represent mean ± SD; #, p≤0.05 compared to 

control group; *, p≤0.05 compared to high-cholesterol group;  n = 5). C, control 

group; HC, high-cholesterol group. 

 

Discussions and Conclusion 

 

Our data provide evidence that 

sericin suppresses serum total cholesterol 

and non-HDL cholesterol levels in animals 

fed supplemental cholesterol; about half of 

the augmentation accounted for by 

cholesterol feeding was reversed by 

sericin. Our previous study suggests the 

intestinal effects of sericin by inhibition of 

cholesterol absorption and by reduction of  

 cholesterol solubility in lipid micelles 

expected to occur in the intestinal tract 

(4). Since sericin is protease resistant, 

undigested sericin is expected to play a 

major role on its cholesterol lowering 

effect.  However, the systemic effect of 

sericin could not be resulted out. There is 

a strong positive correlation between 

serum cholesterol concentration and 

dietary methionine concentration or 

methionine: glycine ratio (5).  
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Our sericin contains 0.04% w/w 

methionine and 13.5% w/w glycine which 

makes its ratio to about 0.003 which is far 

lower than several of dietary proteins. 

Therefore, small amount of absorbed 

sericin may exhibit systemic effect. The 

present study suggests the hepatic effect of 

sericin by down-regulation of MTP and 

CYP7A1 expression although this effect 

was observed only with low concentration 

of sericin. However, this might be indirect 

effect or the consequence of cholesterol 

lowering activity through the intestinal 

effects of sericin. Nevertheless, there are 

many liver proteins regulating cholesterol 

formation and clearance that are 

interesting to be further investigated. 
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Abstract 

  

Abnormal iron accumulation in central nervous system (CNS) has been accepted to 

play roles in several neurodegenerative diseases. Iron may catalyze free radical reactions in 

CNS, however, the mechanism has not been clearly defined. Microglia activation may be a 

source of free radical production. Therefore, we investigated the intracellular reactive oxygen 

species (ROS) production in microglia (High Aggressive Proliferating Immortalized (HAPI)) 

cells after lipopolysaccharide (LPS) stimulation. The cells were cultured in normal medium 

(free phenol-red Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplement with 2.5% heat-

inactivated fetal bovine serum (FBS)) or iron overloaded condition (normal medium loaded 

with 10 µM Fe2SO4) for 3 days before experiment. Intracellular ROS production was 

monitored by an oxidant-sensing fluorescence probe, 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate 

(DCFH-DA) and cell viability was determined by MTT assay. The results demonstrated that 

LPS activated intracellular ROS production and decreased cell viability in concentration 

dependent manner. Significant enhanced production of ROS, in corresponding with decreased 

cell viability, was detected in microglia cells cultured under iron overloaded condition. In 

conclusion, the microglia cells were more susceptible to LPS activation in iron overloaded 

condition that may implicate in pathogenesis of neurodegenerative diseases. Furthermore, the 

cellular and molecular mechanisms need to be clarified.    

 

Key Words iron overload, microglia, reactive oxygen species  
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บทคดัย่อ  
 

ความผิดปกติของการสะสมเหลก็ในระบบประสาทส่วนกลาง (CNS) ได้รับการยอมรับว่า

เป็นส่วนส าคัญที่ก่อให้เกดิโรคที่เกดิจากการเสื่อมของสมอง (neurodegenerative diseases)  เพราะ

เหลก็เป็นตัวกระตุ้นปฏกิริิยาของอนุมูลอสิระในระบบประสาทส่วนกลาง  อย่างไรกต็ามกลไกของ

ปฏกิริิยานี้ ยังไม่ชัดเจนนัก  การกระตุ้นเซลล์ไมโครเกลีย (microglia) อาจเป็นแหล่งก าเนิดของ

อนุมูลอสิระที่เกดิข้ึนในสมอง  ดังน้ันจึงท าการวิเคราะห์อนุมูลอสิระที่เกดิภายในเซลล์ของไมโครเก

ลียโดยใช้ High Aggressive Proliferating Immortalized (HAPI) เซลล์และกระตุ้นด้วยไลโพพอลิ

แซคคาไรด์ (LPS)  เซลล์จะถูกเพาะเล้ียงในอาหารคือ free phenol-red Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM) ที่เพ่ิม fetal bovine serum (FBS) 2.5 เปอร์เซน็ต์  หรือในอาหารที่

เติมเหลก็ในรูปของเฟอร์รัสซัลเฟต  (Fe2SO4) ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์เป็นเวลา 3 วันก่อนที่

จะท าการทดลอง  อนุมูลอสิระภายในเซลล์ตรวจวัดโดยใช้  fluorescent probe ได้แก่ 2’,7’-

dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) และตรวจวัดความสามารถของเซลล์ในการมี

ชีวิตอยู่และเจริญเติบโตต่อไปได้ (cell viability) โดยใช้วิธ ี MTT  จากผลการทดลองแสดงให้เหน็

ว่าไลโพพอลิแซคคาไรด์สามารถกระตุ้นให้เกดิอนุมูลอสิระและยังลดความสามารถของเซลล์ในการมี

ชีวิตอยู่และเจริญเติบโตต่อไปได้โดยข้ึนอยู่กบัความเข้มข้นของไลโพพอลิแซคคาไรด์ที่ใช้  นอกจากน้ี

ในการเพาะเล้ียงที่มีสภาวะเหลก็เกนิพบว่าเซลล์จะสร้างอนุมูลอสิระได้สงูและมีความสามารถในการ

มีชีวิตอยู่และเจริญเติบโตต่อไปได้ต ่ากว่าเซลล์ที่เพาะเล้ียงในสภาวะปกติ  โดยสรุปไมโครเกลียเซลล์

มีความไวในการตอบสนองต่อการถูกกระตุ้นด้วยไลโพพอลิแซคคาไรด์ภายใต้สภาวะเหลก็เกนิ  

กระบวนการน้ีอาจมีความเกี่ยวข้องกบัการก่อให้เกดิโรคที่เกดิจากการเสื่อมของสมอง  กลไกของ

ปฏกิริิยานี้ ในระดับของเซลล์และโมเลกุลยังต้องมีการศึกษาค้นคว้าเพ่ิมเติมต่อไป 

 

ค าส าคญั:           สภาวะเหลก็เกนิ, ไมโครเกลีย, อนุมูลอสิระ 
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Introduction 

 
Iron is essential for life because 

it is a key element for electron transport 

that requires for functioning of proteins 

involved in oxidative energy production, 

oxygen transport and mitochondrial 

respiration (Hershko et al. 2005).
 
When 

excess, iron catalyzes reactive oxygen 

species (ROS) via Fenton reaction by 

catalyzing the conversion of superoxide 

anion (O2
•_

) and hydrogen peroxide (H2O2) 

(Peng et al. 2009).
 

Neurodegenerative 

diseases such as Alzheimer‟s disease (AD), 

Parkinson‟s disease (PD), Huntington‟s 

disease, Hallerorden-Spatz syndrome 

(HSS), amyotrophic lateral sclerosis (ALS), 

multiple sclerosis and aceruloplasminemia 

have been linked with abnormally high 

levels of iron in the brain (Whitnall and 

Richardson 2006).
 

However, the 

mechanism related to enhanced free radical 

production has not been demonstrated. 

Microglia represent the innate 

immune system in the brain and thus are 

the first line of defense against invading 

pathogens and serve as specialized sensors 

for brain tissue injury. After a pathological 

stimulus, microglia cells produced nitric 

oxide, ROS and others factors that involved 

in neurodegenerative condition (Heneka et 

al. 2010).
 
To date, the relationship between 

abnormal iron accumulation and microglia 

functions has not been elucidated. We 

postulate that iron accumulation in CNS 

may modify the response of microglia to 

the stimulus, and hence enhance the 

production of ROS.  

Several molecules have been 

speculated as the inducer of microglia 

activation from in vivo and in vitro 

systems. Among such molecules, 

lipopolysaccharide (LPS) has been widely 

used for study due to its reproducible action 

and easy handling (Nakajima et al. 2003).
 

Therefore, we investigated the intracellular 

ROS production in microglia cells under 

iron overloaded culture condition by using 

LPS as a stimulus. The generation of 

intracellular ROS was detected by 

fluorescence techniques using oxidant-

sensing fluorescence probe- 

 2‟,7‟-dichlorodihydrofluorescein diacetate 

(DCFH-DA).  DCFH-DA converts into the 

polar derivative DCFH that is 

nonfluorescence but switches to highly 

fluorescence DCF when it is oxidized by 

intracellular ROS. Our results may partly 

explain the mechanism underlying 

pathogenesis of neurodegenerative 

diseases (Rastogi et al. 2010). 

 
Materials and Methods   

 

Cell culture 

High Aggressive Proliferating 

Immortalized (HAPI) cells were cultured 

on a 96 well plate at a density 1 x 10
4
 

cells/well in free phenol-red Dulbecco‟s 

modified Eagle‟s medium (DMEM) 

supplement with 2.5% heat-inactivated 

fetal bovine serum (FBS). 

 
Iron overloading and LPS activation 

For iron overload condition, 

HAPI cells were cultured in the medium 

loading with 10 µM of Fe2SO4 for 3 days. 

For normal condition, HAPI cells were 

cultured in normal medium for 3 days. 

After incubation period, fresh medium was 

replaced and the cells were incubated with 

0, 10, 100, 1000 ng/ml of LPS for 17 h 

before ROS detection. 

 
Fluorescence and MTT assay  

After incubation with LPS for 

17 h, LPS containing medium was 

removed and replaced with DCFH-DA in 

free phenol-red DMEM without FBS. 

After 30 min, the cells were washed with 

PBS and maintained in free phenol-red 

DMEM without FBS and then analyzed 

immediately by using microplate reader 

(Bio-Tek Instruments, USA). Following 

the ROS detection, MTT assay was 

performed for measurement of cell 

viability (Mosmann 1983). Intracellular 

ROS production was demonstrated as ratio 

of fluorescence to cell viability (Trayner et 

al. 1995). 

 

 

 



162   Thai J Pharmacol; Vol 34: No 1, 2012 
 

 

Statistical analysis 

Data analysis and statistics were 

performed at 0.05 significance level using 

GraphPad Prism 5.0 software (San Diego, 

USA). The statistical significance of 

differences between experimental groups 

was calculated by one-way analysis of 

variance test.  
 

Results  
 

The viability of microglia cells 

cultured under normal and iron overloaded 

condition with various concentrations of 

LPS is shown in Figure 1a. Without LPS 

stimulation, there was no significantly 

different in cell viability in normal and iron 

overloaded condition. However, iron 

overload enhanced cell death in the present 

 of LPS. The cell viability was 64% in iron 

overload comparing with 87% in normal 

condition when LPS was 10 ng/ml. The 

effect of iron was stronger and significantly 

different in cell viability in normal and iron 

overloaded condition in LPS concentrations 

100 and 1000 ng/ml. 

The ratio of the DCF fluorescence to 

the MTT absorbance was taken as the 

extent of intracellular ROS generation 

normalized to the absorbance of cell 

viability. The results were represented as 

fold of control (Figure 1b). Consistency 

with cell viability, activated microglia cells 

produced significantly higher intracellular 

ROS in iron overloaded condition.  

Moreover, the effect was clearly 

demonstrated in higher LPS concentration. 

 
 

 
 

Figure 1 Cell viability (MTT assay, (a)) and ROS production (b) of microglia cells after 

incubation with LPS concentration 10-100 ng/ml for 17 hr. Microglia cells were 

cultured under iron overloaded () and normal condition (   ) for 3 days before 

experiment. The values were expressed as means ± SEM of 4 individual 

experiments.* P value < 0.05; ** P value < 0.01 
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Discussion 
 

LPS activates microglia from a 

resting state to an activated state that  

release several compounds such as 

proinflammatory cytokines, ROS and 

nitric oxide and eventually lead to 

neuronal death. ROS can act as signal for 

the activation of microglia, indicating that 

neurons are not healthy and easy to injured 

(Machado et al. 2011). According to our 

results, iron overloaded microglia showed 

higher susceptibility to LPS activation. We 

hypothesized that iron accumulation in 

CNS may modify the response of 

microglia to the stimulus and thus, 

enhance the production of ROS. The 

molecular mechanism related to iron 

overload need to be investigated. 

 Conclusion 

 

Our results clearly showed that 

microglia cells culture under iron 

overloaded condition were susceptible to 

LPS stimulation. Increased intracellular 

ROS production may accelerate oxidative 

damage of microglia and result in abnormal 

microglia functions. In this study, roles of 

iron on cellular and molecular response of 

microglia cells have not been investigated.  
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Abstract 

  

This study aimed to investigate the effect of water extract from Piper nigrum seeds on 

phagocytic activity of macrophages. Phagocytosis of mouse macrophages J774A.1 cells was 

determined by zymosan-NBT reduction assay. The water extract of P. nigrum promoted 

phagocytic activity of J774A.1 cells in a concentration dependent fashion at the concentrations 

of 1.56-50 µg/ml. Effect of the water extract of P. nigrum on nitric oxide (NO) which is one of 

the free radicals involve in oxygen dependent mechanism for killing pathogen during 

phagocytosis was also evaluated by using Griess reagent. The extract augmented NO production 

in J774A.1cells, in a concentration dependent fashion. It also up regulated the mRNA 

expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS), which is the enzyme responsible for NO 

generation in activated macrophages. The results from this study suggest that the water extract 

of Piper nigrum seeds is able to boost phagocytic activity of macrophages. 

 

Key Words Piper nigrum, immunomodulation, macrophage, phagocytosis 
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บทคดัย่อ  
 

การวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือค้นหาฤทธิ์ของสารสกดัน า้ของเมด็พริกไทยด าต่อการท างาน

ของเซลล์แมคโครฟาจ ได้แก่ กระบวนการจับกนิสิ่งแปลกปลอม (phagocytosis) ซ่ึงทดสอบโดยวิธ ี

zymosan-NBT reduction ผลการทดลองพบว่าสารสกดัที่ความเข้มข้นต้ังแต่ 1.56-50 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มีฤทธิ์กระตุ้นเซลล์แมคโครฟาจให้เกดิกระบวนการจับกนิสิ่งแปลกปลอม

เพ่ิมข้ึนแปรผันตามขนาดของสารสกดั และทดสอบฤทธิ์ของสารสกดัต่อการผลิตไนตริกออกไซด์ 

(nitric oxide) ซ่ึงเป็นอนุมูลอสิระชนิดหน่ึงที่ถูกสร้างข้ึนระหว่างกระบวนการจับกนิสิ่งแปลกปลอม

โดยอาศัยออกซิเจน ใช้ท าลายสิ่งแปลกปลอมที่ถูกเกบ็กนิเข้าไปในฟาโกโซม (phagosome) โดยใช้ 

Griess reagent พบว่าสารสกดัมีฤทธิ์เพ่ิมการผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์แมคโครฟาจ แปรผันตาม

ขนาดของสารสกดัเช่นเดียวกนั นอกจากน้ันสารสกดัยังมีฤทธิ์กระตุ้นให้เกดิการแสดงออกของ

เอนไซม์ iNOS ซ่ึงเป็นเอนไซม์ที่ใช้ในการผลิตไนตริกออกไซด์ให้มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนอกีด้วย ผล

จากการศึกษานี้แสดงให้เหน็ว่าสารสกดัน า้ของเมด็พริกไทยด า สามารถกระตุ้นกระบวนการจับกนิสิ่ง

แปลกปลอมของเซลล์แมคโครฟาจได้ 

 

ค าส าคญั:           Piper nigrum, immunomodulation, macrophage, phagocytosis 
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Introduction 

 
Macrophages are important cells 

in the immune system which play several 

essential roles both in innate and adaptive 

immune response against pathogens, 

cancer cells and foreign particles. They are 

major tissue phagocytes which have 

phagocytic ability to engulf and destroy 

foreign particles or pathogens. 

Macrophages can recognize pathogens by 

varieties of pattern recognition receptors 

(PRRs) on their cell surface and engulf the 

pathogens into phagosome vesicles. These 

phagosomes can fuse with lyzosomes 

become to phagolysosomes which are 

vesicles for destroying the engulfed 

pathogens by oxygen-dependent and 

oxygen-independent mechanisms.   

Toxic free radicals such as 

reactive oxygen species (ROS) and nitric 

oxide (NO) play key roles in the oxygen-

dependent killing mechanism. 

Macrophages also function as antigen 

presenting cells (APCs) to activate T 

helper cells. They are ones of effector cells 

for eliminating pathogens by humoral as 

well as cell-mediated immune responses 

generated by both B and T lymphocyte 

activation (Flannagan et al. 2009, Murray 

and Wynn 2011). Activation of 

macrophage functions can be benefit for 

protection against infection and cancer. 

Piper nigrum (P. nigrum) is one of the 

most widely used not only as spice 

dietaries but also as medicinal herb. 

Several phytochemicals of this plant are 

identified and studied such as lignans, 

neolignans, terpenes, alkaloids and amides 

(Ahmad N et al. 2011). Various 

pharmacological activities as well as 

immunomodulatory effects of the plant 

have been reported. There are controversial 

evidences about the effect of P. nigrum 

extract and many constituents of the plant 

on macrophage functions. Both anti-

inflammatory and immunostimulatory 

activities have been suggested. This study 

intended to investigate immunomodulatory 

effects of water extract of P. nigrum fruits 

on macrophage J774A.1 cells. 

 

 Materials and Methods 

 

Plant extract 

Grounded Piper nigrum seeds 

were heated in 60ºC distilled water for 2 h. 

The solution was filtered through a 5 µ 

filter paper and lyophilized. The 

lyophilized powder was stored in closed 

container at -20°C until used. The powder 

was dissolved in deionized water as the 

stock solution. This stock solution was 

diluted to various concentrations in 

incomplete DMEM for treating cells.  

 

Cells 

The murine macrophage J774A.1 

cells were obtained from American Type 

Culture Collection (ATCC). The cells were 

maintained in DMEM containing 10% fetal 

bovine serum, 100 U/ml penicillin and 100 

µg/ml streptomycin and incubated at 37°C 

in 5% CO2 / 95% air. 

 

Determination of NO production 

J774A.1 cells, at 4x10
5
 cell/ml, 

were treated with 1.56-100 µg/ml of the 

water extract of P. nigrum at 37°C for 24 h. 

The amount of NO in the supernatant 

generated by the treated cells was 

determined by using Griess reagent assay 

(Amano and Noda 1995) for nitrite 

determination. NO content as nitrite 

concentration was calculated from a 

standard curve prepared from standard 

sodium nitrite solutions. Incomplete 

DMEM and 100 ng/ml of 

lipopolysaccharide (LPS) were used as the 

negative and the positive controls, 

respectively. 

 

Determination of macrophage 

phagocytosis 

The phagocytic activity was 

determined by using zymosan-nitroblue 

tetrazolium (NBT) reduction assay 

(Manosroi et al. 2003). J774A.1 cells, at 

4x10
5 

cell/ml, were treated with 1.56-100 

µg/ml of the water extract of P. nigrum at 

37ºC for 24 h. The treated cells were 

washed twice with DMEM and then treated 

with 600 µg/ml and 800 µg/ml zymosan at  
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37ºC for 1 h. The cells were washed with 

methanol for three times and lysed by 2M 

KOH solution and DMSO solution. The 

amount of formazan product from NBT 

reduction in phaglysosome was measured 

at 570 nm. The effect of the water extract 

on phagocytic activity of J774A.1 was 

compared to the solvent control as the 

percentage of phagocytic stimulation.  

 
Determination of iNOS mRNA 

expression 

 J774A.1 cells, at 4x10
5 

cell/ml, were treated with 12.5-50 µg/ml 

of the water extract of P. nigrum at 37ºC 

for 24 h. Total RNA was isolated from the 

treated cells and then reversed to cDNA. 

The cDNA was used as the template to 

amplified mRNA of iNOS with suitable 

primers. The PCR products were run on 

1.5% agarose gel electrophoresis, stained 

with ethidium bromide solution, and 

determined their densities by gel 

documentation. 

 Statistical analysis  

 Data are expressed as 

means ± standard error of means (S.E.M) 

from at least three independent 

experiments. Statistical significance of 

difference of the data was analyzed by 

One-way ANOVA with Tukey‟s Honestly 

Significant Difference (HSD) post hoc 

test. p < 0.05 was regarded as statistically 

significant.  

 

Results 

 

Effect of Piper nigrum water extract on 

macrophage phagocytosis 

The amount of the formazan 

product from NBT reduction was used as 

the indicator of phagocytotic activity of 

macrophages. The water extract of P. 

nigrum significantly promoted zymosan 

phagocytosis of J774A.1 cells, in a 

concentration dependent manner. However 

its stimulatory effect was decreased at 100 

µg/ml (Figure1).  

 

 

 
 

Figure 1 Effect of P.  nigrum water extract on phagocytic activity in macrophage 

J774A.1 cells. Cells were treated with 1.56-100 µg/ml of P. nigrum water 

extract or LPS 100 ng/ml for 24 h. The phagocytic activity of the treated cells 

was evaluated by zymosan-NBT reduction assay. The percentage of 

phagocytosis stimulation of P. nigrum water extract was compared to the 

solvent control. Data are expressed as mean ± S.E.M from 4 independent 

experiments (n=4). *p<0.05, **p<0.01 compared to untreated control.   
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Effect of Piper nigrum water extract on 

NO production  

 NO plays role in phagocytosis by 

killing microorganism in phagolysosome 

in oxygen-dependent pathway. The extract 

at 3.125-100 µg/ml significantly enhanced 

NO production in macrophage J744.1A 

cells, in a concentration dependent manner 

(Figure 2). 

 

 Effect of Piper nigrum water extract on 

iNOS mRNA expression    
 The effect of the water extract of 

P. nigrum on iNOS enzyme which 

catalyzes NO  production in activated 

macrophages was also evaluated. The 

water extract of P. nigrum, at all 

concentration used in this study (12.5-50 

µg/ml), significantly induced the mRNA 

expression of iNOS (Figure 3). 

 

 
Figure 2 Effect of P.  nigrum water extract on NO production. J774A.1. Cells were 

treated with 1.56-100 µg/ml of P.  nigrum water extract or LPS 100 ng/ml for 

24 h. The amount of NO in the supernatant was determined using Griess 

reagent for nitrite determination. The concentration of nitrite in each condition 

was calculated from sodium nitrite standard curve. Data are expressed as mean 

± S.E.M from 3 independent experiments (n=3). *p<0.05, **p<0.01 compared 

to untreated control. 

 
Discussion 

 

Both innate and adaptive 

immune responses can be initiated by 

macrophage activation. After recognizing 

pathogens by pattern recognition 

receptors, macrophages become activated 

cells with high phagocytic activity and 

high ability to generate several cytokines 

and other immune mediators. 

Phagocytosis by activated macrophages 

can initiate the innate immune response. 

Parts of the ingested pathogens become 

antigenic peptides which are presented to 

T lymphocytes by MHC class II molecules 

on macrophages. Activated macrophages 

are also main effector cells for eliminating 

pathogens in Th1-mediated immunity as 

well as antibody mediated 

 immune response (Fujiwara and 

Kobayashi 2005, Medzhitov 2007 ). The 

present study showed that the water 

extract of P. nigrum fruits showed in vitro 

stimulatory effect on phagocytic activity 

of mouse macrophages J774A.1 cells. It 

also activated the generation of NO which 

play role in destroying pathogen in 

phagosome by oxygen-dependent 

pathway. The expression of iNOS which 

catalyzes NO production in activated 

macrophages was also up regulated by the 

extract. The results in this study contradict 

to some previous reports which suggested 

that P. nigrum fruits extract inhibited 

macrophage activation (Bae et al 2010). It 

is possible that the water extract in this 

study which prepared by heating at 60ºC 

may contain different active constituents 

from the extracts in those previous reports. 
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Figure 3 Effect of P. nigrum water extraction on iNOS mRNA expression J774A.1 cells. 

Cells were treated with 12.5-50 µg/ml of P. nigrum water extract or LPS 100 

ng/ml for 24 h. The mRNA expression of iNOS was determined by RT-PCR. 

The PCR products were detected by agarose gel electrophoresis and gel 

documentation. The data are expressed as mean ± S.E.M from 3 independent 

experiment (n=3). **p<0.01 compared to untreated control. 

 

Conclusion  

 

This study demonstrated that 

water extract of Piper nigrum increase 

phagocytosis and NO production in 

macrophages. Much more in vitro and in 

vivo studies are required to evaluate the 

immunostimulatory effects of the extract 

not only on macrophages but also on other 

immune cells. 
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Abstract 

  

Mangosteen (Garcinia mangostana) is a tropical evergreen tree originated in 

Southeast Asia and used for centuries as a folk medicine. A major active component is α-

mangostin, has been used in Thai traditional medicine, food supplements and herbal cosmetic 

preparations. α-Mangostin is used as a marker quantitative analysis and standardization of the 

raw materials and preparation from this plant. The aims of this study were to develop and 

validate a reverse-phase high performance liquid chromatographic (HPLC) method for quality 

of α-mangostin from mangosteen rind extract. Chromatographic separation was carried out on a 

Hypersil
®
 Gold C-18 column (4.6 x 250 mm, 5 μm) at room temperature. The a gradient mobile 

phase consisting of 55-85%  acetonitrile running through the column at a flow rate of 1.0 

ml/min. The wavelength was set at 256 nm. The method was validated for linearity, precision, 

accuracy and limit of quantitation (LOQ). Calibration curves were linear (r
2
 > 0.9999) in the 

ranges 5–200 µg/ml. The limit of quantification was 0.10 µg/ml. The precision of the method 

based on within-day repeatability and reproducibility (day-to-day variation) was below 2% (% 

coefficient of variations: % CV). Good accuracy was observed for both the intra-day or inter-

day assays. The mean recoveries were 100.69%. The method was applied successfully to the 

determined of      α-mangostin for analytical research and routine quality assessment of 

mangosteen rind extract and products. 

 

Key Words alpha-mangostin, mangosteen, Garcinia mangostana, method validation, 

quality control 
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การสอบเทียบมาตรฐานวิธีวิเคราะหป์ริมาณแอลฟาแมงโกสตินดว้ยโครมาโตกราฟี

ของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
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ศูนย์ความเป็นเลิศทางด้านการวิจัย ค้นคว้า และพัฒนายาแห่งประเทศไทย 

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ (ศูนยรั์งสติ) ปทุมธานี 12121 
2
โครงการบัณฑติศึกษา  คณะสหเวชศาสตร์  มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์  (ศูนย์รังสติ) ปทุมธานี 

12121 
 

บทคดัย่อ  
 

มังคุดเป็นผลไม้ที่นิยมบริโภคอย่างแพร่หลาย และน ามาใช้เป็นสมุนไพรรักษาโรค เปลือก

มังคุดมีสารส าคัญหลัก คือ แอลฟา -แมงโกสติน ในปัจจุบันน าสารสกดัจากเปลือกมังคุดมาผลิตเป็น

อาหารเสริม รวมถึงเคร่ืองส าอางและยาแผนไทย ดังน้ันจึงต้องควบคุมคุณภาพของสารสกดัจาก

เปลือกมังคุด โดยการก าหนดปริมาณแอลฟา -แมงโกสตินจากสารสกดั วัตถุประสงค์การวิจัยเพ่ือ

การสอบเทยีบวิธวิีเคราะห์ปริมาณแอลฟา-แมงโกสตินด้วยโครมาโตกราฟีของเหลวสามารถนะสงู 

เพ่ือควบคุมคุณภาพสารสกดัจากเปลือกมังคุด การแยกโครมาโตแกรมอาศัยคอลัมน์  Hypersil® 

Gold C-18 (5 ไมโครเมตร, 4.6 x 250 มิลลิเมตร) ที่อุณหภมิูห้อง โดยใช้วัฏภาคเคล่ือนที่ อะซิ

โตไนไตรล์ 55-85 % v/v ในน า้ อตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตร/นาท ีที่ความยาวคล่ืน 254 นาโน

เมตร กราฟมาตรฐานเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 5-200  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มีค่ า

สมัประสทิธิ์สหสมัพันธเ์ป็น 0.9999 และมีค่าต ่าสดุที่สามารถวิเคราะห์ปริมาณได้ (LOQ) เทา่กนั 

0.10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร การทดสอบความแม่นย าภายในวันเดียว  และ ระหว่างวัน ( CV ) น้อย

กว่า 2 % และมีค่าความถูกต้องสงู ค่าเฉล่ียการกลับคืน (recovery) เทา่กบั 100.69 % วิธวิีเคราะห์

ปริมาณแอลฟา-แมงโกสตินด้วยโครมาโตกราฟีของเหลวสามารถนะสงู มีความเหมาะสมในควบคุม

คุณภาพสารสกดัจากเปลือกมังคุด ส าหรับงานวิจัยและผลิตภัณฑจ์ากสารสกดัมังคุด  

 
ค าส าคญั:       แอลฟา-แมงโกสติน, การสอบเทยีบมาตรฐานวิธวิีเคราะห์, การควบคุมคุณภาพ 
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Introduction 

 
Mangosteen (Garcinia 

mangostana) is a tropical evergreen tree 

originated in Southeast Asia and used for 

centuries as a folk medicine. The rind it has 

been used worldwide as traditional 

medicine for anti-inflammatory 

(Gopalakrishnan et al., 1980), 

(Moongkarndi et al., 2004), antibacterial 

(Iinuma et al., 1996) , (Suksamrarn et al., 

2003), and anticancer effects (Matsumoto 

et al., 2003). Recently, the consumption of 

mangosteen products has increased as a 

dietary supplement in the United States, 

because of their potent antioxidant 

properties (Jung et al., 2006), 

(Chomnawang et al., 2007). Several studies 

have reported that xanthones particularly α-

mangostin, which is a major xanthone, 

Xanthones, are highly biologically active, 

possess anti-inflammatory properties such 

as COX inhibition, and have cardiovascular 

protective effects (Nakatani et al., 2002). It 

is popularly applied to cosmetic and 

pharmaceutical products. However, there is 

limited information for quality and quantity 

determination of α-mangostin in 

mangosteen extract. So analytical methods 

play an important role in the quality control 

of its raw materials and products. From 

previous report, the quantitative analytical 

methods of α-mangostin by gas 

chromatography (GC) (Jefferson, Stacey 

and Scheinmann, 1971) and LC-MS/MS (Ji 

et al., 2007).  However, these methods need 

expensive equipment, long time comsuming 

and complicate procedures for the preparation 
of sample and standard solutions. 

 The aims of this study were to develop and 

validate HPLC method for quantitative 

analysis of α-mangostin content in the 

mangosteen fruit rind extracts according to 

International Conference on Harmonization 

(ICH) of note for guidance on validation of 

analytical procedures (ICH, 1996). 

 

Materials and Methods 

 

Chemicals and Reagents  

α-Mangostin (Figure 1) was 

obtained from ChromaDex Inc. (Santa 

Ana, CA).  All organic solvents (HPLC 

grade) were purchased from Fison 

Scientific Equipment (Bishop Meadow 

Road, Lough borough, U.K.). Ultrapure 

analytical grade Type I water (r>18M 

Ω/cm) was produced by a Milli-Q Plus
TM

 

water system (Millipore Corporation, 

Bedford, MA, USA).  The other chemicals 

and solvents used in this experiment were 

analytical grade which were purchased 

from Lab scan Asia (Thailand). 

 

Preparation of standards and calibration 

standard solution 

The standard stock solutions of 

α-mangostin were prepared by dissolving 

their accurately weighted compounds in 

methanol to give the solution a final 

concentration of 1,000 μg/ml, and stored at 

-20°C until use. These solutions were then 

serially diluted with methanol to provide 

calibration standard solutions of 5, 10, 25, 

50, 100, and 200 μg/ml. 

 

 

 

 

Figure 1 Chemical structure of α-mangostin 
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Preparation of plant materials 

The mangosteens were purchased 

from two local markets in Bangkok, 

Thailand. The fruit rinds were cut into 

small pieces and dried in a hot oven at 50 

°C. The sample was extracted by 95 % 

ethanol. Each extract was filtered through a 

Whatman no. 1 filter paper. The filtrate was 

concentrated under reduced pressured at 50 

°C using a rotary vacuum evaporator. 

Each dried extract (10 mg) was 

accurately weighed and transferred to a 10 

ml volumetric flask. Methanol was added 

to volume (1,000 μg/ml) and diluted with 

methanol to a final concentration of 250 

μg/ml. Prior to analysis, the solutions were 

filtered through 0.45 μm membrane filters. 

 
Instrumentation and chromatographic 

condition 

The method was developed on a 

chromatographic system consisting of the 

elution solvent delivery (Spectra System 

P4000 Quaternary Solvent 

Delivery/Controller: Thermo Fisher 

Scientific, CA,USA) ,equipped with 

solvent degasser (SpectraSystem SCM1000 

Solvent Degasser : Thermo Fisher 

Scientific, CA,USA), an auto sampler 

(SpectraSystem AS3500 :Thermo Fisher 

Scientific, CA, USA) and a UV detector 

(SpectraSystem UV/Vis3000: Thermo 

Fisher Scientific, CA,USA). The wave 

length was set at 254 nm. The separation 

was carried out on a reversed-phase column 

(Thermo Hypersil Gold C18, 250 

mm×2.1mm i.d., 5 µm: Thermo Scientific, 

CA, USA). The elution solvent consisted 

water (A) and acetonitrile (B). The gradient 

mode was as follows: 55 % to 85% B for 0-

30 min; constant at 85 % B for 30-35 min; 

85 % to 55% B for 36-36 min, constant at 

55 % B for 36-40 min. The 

chromatographic analysis was operated at 

25◦C. The samples or standard solutions 

were injected onto the column 20 µl at flow 

rate of 1.0 ml/min. 

 

Method Validation 

1. Linearity and Calibration curve 
Linearity and standard curve 

were determined by using α-mangostin 

standard solution 5, 10, 25, 50, 100, and 

200 μg/ml 

 2. Accuracy and precision  

Intra- and inter-day precision and 

accuracy were evaluated at 3 levels of 

standard α-mangostin a concentrations 10, 

100, and 150 μg/ml. Intra- and inter-day 

assay precision were determined as relative 

standard deviation (RSD), and intra and 

inter-day assay accuracies were expressed 

as percentages of theoretical concentration 

 

3. Recovery 

Three level differences of 

standard α-mangostin concentrations were 

spiked in dried mangosteen rind extract 

sample with known contents of α-

mangostin, and the samples were processed 

according to the final concentration of 

standards to be as 10, 100, and 150 μg/ml. 

The three injections for each concentration 

were done per day over three different 

days.  

 

4. Limit of Detection (LOD) and Limit of 

Quantitation (LOQ) 

The limits of detection (LOD) 

and quantitation (LOQ was determined by 

diluting standard solutions with methanol 

and was then analyzed with the HPLC 

system. LOD and LOQ were based on 3 

times and 10 times of signal-to-noise ratio, 

respectively. 

 

Results  

 

The chromatographic condition 

was developed for the quantification of α-

mangostin in G. mangostana fruit rind 

extracts. The chromatograms of standard α-

mangostin (Figure 2a) were free from any 

interference peak, with good resolution and 

sharp peaks. Mangosteen rind extracts 

showed α-mangostin peak with the other 

peaks (Figure 2a). The retention times of α-

mangostin was 10.71 min. The method was 

validated for its linearity, precision, 

accuracy, LOD, and LOQ. The standard 

curves for α-mangostin was within the 

concentration range standard curves for the 

analytical range of 5 - 200 μg/ml. The 

calibration ranges yielded linear 

relationships with correlation coefficients 

(r2 0.9999). The linear regression equation 

obtained from the mean of the six 

calibration curves was y = 2653x – 1884. 
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The LOD and LOQ were found to be 0.05 

and 0.10 μg/ml, respectively. The results 

showed acceptable precision of the method 

based on within-day repeatability and 

reproducibility (Inter-day variation) was 

below 2% (% coefficient of variations: 

%CV) and Good accuracy was observed 

for both the intra-day or inter-day assays  

were expressed as the mean deviation from 

the theoretical values varied between -1.09  

 and 2.29%,  1.26 and 3.06%, respectively 

(Table 1). The recovery of α-mangostin at 

the concentrations of 10, 100, and 150 

μg/ml were 103.15, 98.03 and 100.88 %.  

The method has been applied to 

the determined of α-mangostin in the 

ethanolic extracts of G. mangostana fruit 

rind. The contents of Sample A and Sample 

B were 12.69 ± 0.08 and 15.02 ±0.11% 

w/w. 

 

  

(a) 

  

(b) 

 

Figure 2            Chromatograms of (a) standard α-mangostin  (b) mangosteen rind extract.  

             The retention times for α-mangostin is 20.0 min. 

 

 

α-mangostin 
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Table 1      Inter-day (between day) and intra-day (within day) validation of α-mangostin  

      concentrations 
 

Concentration 

 (ng/ml) 

Intra-day  

(n = 6) 

Inter-day  

(n = 6) 

mean ± SD; 

ng/ml 

Precision % 

CV 

Accuracy 

(% DMV) 

mean ± SD; 

ng/ml 

precision % 

CV 

Accuracy 

(% DMV) 

10 9.24 ± 2.76 1.44 2.29 9.19 ± 3.14 0.89 3.06 

100 97.67 ± 5.48 0.56 -2.33 98.90 ± 3.44 0.76 -1.09 

150 148.79 ± 0.51 1.05 -1.09 
147.87 ± 

0.60 
1.25 1.26 

           % CV: coefficient of variation; % DMV: deviation of mean value from the theoretical value 

 

Discussion 

 

HPLC method for the 

quantification of α-mangostin in G. 

mangostana had been reported that RP-

HPLC method with gradient solvent system 

comprising 0.1 %v/v orthophosphoric acid 

: acetonitrile (Pothitirat and Gritsanapan, 

2009). Another report RP-HPLC method  

with isocratic solvent system comprising 

0.2% formic acid : acetonitrile 30:70, v/v 

(Yodhnu et al., 2009). In our work, we used 

a C18 column with gradient solvent system 

comprising water:acetonitrile which offers 

advantages over isocratic solvent system 

for separation a wide range of compounds 

with high resolution and a simple mobile 

phase. 

 Conclusion 

 

The HPLC method method for 

determination of α-mangostin is simplicity, 

good linearity, high precision and 

accuracy. The method developed should be 

useful for analytical research and quality 

control of raw materials of G. mangostana  

fruit rind and its extract. 
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Abstract 

  

Stevens-Johnson syndrome (SJS) and toxic epidermal necrolysis (TEN) are rare but 

severe cutaneous adverse drug reactions.  Co-trimoxazole has been reported as the most 

common culprit drug of SJS or TEN in Thailand.  This study aimed to investigate the 

relationship between HLA alleles and co-trimoxazole-induced SJS or TEN in Thai patients.  

Ten co-trimoxazole-induced SJS or TEN patients were recruited in the study. HLA genotyping 

were determined by sequence specific oligonucleotide (SSO) technique.  Compare to the 

frequency of HLA alleles reported in the general Thai subjects, the frequencies of HLA-A*11, 

HLA-B*13, HLA-B*07, HLA-C*06, HLA-C*07 and HLA-DRB1*07 were apparently higher in 

co-trimaxazole-induced SJS or TEN patients.  Of these 10 patients, 4 (40.0%) patients carried 

the HLA-DRB1*07 while only 47 out of 400 (11.8%) of the general Thai subjects carried this 

allele.  The risk of co-trimoxazole-induced SJS or TEN was significantly higher in the patients 

with HLA-DRB1*07 with an odds ratio (OR) of 5.01 [95.0% CI 1.36–18.40, P<0.05].  Since the 

number of patients in this study is small, further study is required to confirm that the HLA-

DRB1*07 is really a valid genetic marker for the screening of Thai individuals at risk of co-

trimoxazole-induced life-threatening SJS and TEN.  
 

 

Key Words co-trimoxazole, Stevens-Johnson syndrome (SJS), toxic epidermal necrolysis 

(TEN), human leukocyte antigen (HLA) 
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ความสมัพนัธร์ะหว่างลกัษณะทางพนัธุกรรมของยนี HLA กบักลุ่มอาการ Stevens-

Johnson syndrome และ toxic epidermal necrolysis ทีเ่กิดจากยา co-trimoxazole ใน
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บทคดัย่อ  
 

กลุ่มอาการ Stevens-Johnson syndrome (SJS) และ toxic epidermal necrolysis (TEN) 

เป็นกลุ่มอาการแพ้ยาทางผิวหนังที่มีอุบัติการณ์การเกดิต ่า แต่มีอาการรุนแรง ส าหรับประเทศไทยมี

รายงานว่า ยา co-trimoxazole เป็นยาซ่ึงเป็นสาเหตุหลักของการเกดิกลุ่มอาการ SJS และ TEN 

การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความสมัพันธร์ะหว่างลักษณะทางพันธุกรรมของยีน HLA กบั

กลุ่มอาการ SJS และ TEN เน่ืองจากการใช้ยา co-trimoxazole ในผู้ป่วยชาวไทย ผู้ป่วยที่มีอาการ

แพ้ยาชนิด SJS หรือ TEN จ านวน 10 ราย เข้าร่วมการศึกษา โดยศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของ

ยีน HLA ด้วยเทคนิค sequence specific oligonucleotide (SSO) เพ่ือเปรียบเทยีบกบัข้อมูล HLA 

แอลลีลของคนไทยสขุภาพดีในฐานข้อมูล ผลการศึกษาพบว่า ยีน HLA-A*11, HLA-B*13, 

HLA-B*07, HLA-C*06, HLA-C*07 และ HLA-DRB1*07 มีความถี่สงูในผู้ป่วยแพ้ยาชนิด 

SJS และ TEN และผู้ป่วย 4 ใน 10 ราย (40%) มียีน HLA-DRB1*07 ขณะที่คนไทยสขุภาพดี

พบยีนนี้ เพียง 47 ใน 400 ราย (11.75%) นอกจากน้ียังพบว่าผู้ป่วยที่มียีน HLA-DRB1*07 มี

อตัราเสี่ยง (Odds ratio) ที่จะเกดิการแพ้ยาชนิด SJS หรือ TEN จากการใช้ยา co-trimoxazole สงู

ถึง 5.01 เทา่ เม่ือเทยีบกบัผู้ที่ไม่มียีนน้ี (95% ของช่วงความเช่ือมั่นเทา่กบั 1.36‟18.40, 

P<0.05) อย่างไรกต็าม จ านวนผู้ป่วยแพ้ยาชนิด SJS หรือ TEN ที่เข้าร่วมการ ศึกษาในคร้ังน้ียังมี

จ านวนน้อย เพ่ือยืนยันผลว่ายีน HLA-DRB1*07 สามารถที่จะน ามาเป็นตัวบ่งช้ีที่ดีส าหรับการ

ท านายความเสี่ยงในการเกดิการแพ้ยาชนิด SJS และ TEN ที่เกดิจากการใช้ยา co-trimoxazole ใน

ผู้ป่วยชาวไทยได้หรือไม่ จ าเป็นจะต้องมีการศึกษาข้อมูลเพ่ิมเติมในผู้ป่วยจ านวนที่มากข้ึน 

 

ค าส าคญั:           co-trimoxazole, Stevens-Johnson syndrome (SJS), toxic epidermal  

   necrolysis (TEN), human leukocyte antigen (HLA) 
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Introduction 

 
Stevens Johnson syndrome (SJS) 

and toxic epidermal necrolysis (TEN) are 

two most common severe cutaneous 

adverse reactions (SCAR).  SJS is 

characterized by small blisters arising on 

purple macules, with skin detachment 

below 10% of the body surface area 

(BSA), whereas in TEN skin detachment 

spread over more than 30% of the BSA 

(Roujeau and Stern 1994).  These SCAR 

have often been linked to drug exposure 

(Leenutaphong et al. 1993).  Several drugs 

are known to associate with SCAR.  Data 

from spontaneous reports in Thailand 

during 1983–2006 revealed that co-

trimoxazole was the most common culprit 

drug for SJS and TEN in Thai population 

(ศูนย์เฝ้าระวังความปลอดภัยด้านผลิตภัณฑส์ขุภาพ

กระทรวงสาธารณสขุ 2551).  Co-trimoxazole 

is also reported to be the most common 

culprit drug for SJS or TEN in the 

Srinagarind Hospital, Khon Kaen, 

Thailand, during 1995–2008 

(Jantararoungtong et al. 2009). 

Although the pathogenesis of 

SCAR is not fully understood but genetic 

factors are suggested to play importance 

roles (Gueant et al. 2008).  A recent study 

in France revealed that the sulfonamide-

related cases of TEN were significantly 

higher in the patients with HLA-B*12 and 

also tended to link with the HLA-A*29 and 

HLA-DR*7 (Roujeau et al. 1987).  

Moreover, the positive association between 

sulfonamide-related cases of SJS or TEN 

and HLA-B*59 was seen in Japanese and 

Korean patients (Shirato et al. 1997).  The 

issue of ethnicity has been raised for the 

association between HLA-B*1502 and 

carbamazepine-induced SJS or TEN 

(Chung et al. 2004) as well as for the 

association between the HLA-B*5701 and 

abacavir hypersensitivity (Mallal et al. 

2002).  The aim of this study is, therefore, 

to determine the association of HLA 

genotypes and co-trimoxazole-induced SJS 

or TEN in Thai patients. 

 

Materials and Methods 

 

Patients 

 Patients admitted to local 

hospitals with the diagnosis of co-

trimoxazole-induced SJS or TEN in 

Thailand from 1982 to 2010 were 

identified by their medical records.  The 

diagnosis of SJS and TEN was confirmed 

by either a dermatologist or an internist 

based on the cutaneous lesions of the 

patients according to Roujeau. (Roujeau 

2005).  Among the subjects identified, 10 

patients agreed to participate in this study.  

In the enrolled cases, co-trimoxazole was 

identified as the culprit drug if the 

symptoms had occurred within the first 3 

months of exposure and resolved upon 

withdrawal of this drug.    

HLA genotypes data of 400 

general north-eastern Thai subjects from 

the Allele Frequency Net Database 

(www.allelefrequencies.net) were used as 

the control group.  The study protocol was 

approved by the Khon Kaen Ethics 

Committee for Human Research, Khon 

Kaen University, Thailand (HE 510837). 

 

Genomic DNA preparation   

Ten milliliters of venous blood 

were collected in a tube coated with 

EDTA.  Leukocytes were separated by 

centrifugation at 2,500 rpm for 15 min.  

Genomic DNA was isolated from 

leukocytes using a QIAamp DNA Blood 

mini kit (QIAGEN GmbH, Germany).   

 

HLA genotyping 

 The actual HLA alleles of each 

patient were determined using sequence 

specific oligonucleotide (SSO) technique. 

 

Statistical analysis 

 Fisher‟s exact test was used to 

analyze the association between co-

trimoxazole-induced SJS or TEN and HLA 

alleles.  P-values < 0.05 was considered 

statistically significant. 

 

Results 

 

A total of 10 co-trimoxazole-

induced SJS or TEN patients were 

recruited in this study.  The patients 
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included 4 cases of SJS and 6 cases of 

TEN.  The mean age of the patients was 

37.80 ± 21.79 years.  The indications of co-

trimoxazole prescribed for these patients 

included treatments of HIV (30%) and 

other bacterial infections (70%).  The 

median time from the first day of drug 

exposure to the onset of SCAR was 1 days, 

ranging from 1-66 days.  The median 

length of hospitalization for treatment of 

SCAR was 7 days, ranging from 3-20 days 

and median cost of medical treatment was 

23,728 bahts.  The demographic 

characteristics of the patients are 

summarized in Table 1. 

 

  

 HLA genotyping data showed 

that 4 out of 10 (40%) co-trimoxazole-

induced SJS or TEN patients carried HLA-

DRB1*07 allele, whereas only 47 out of 

400 (11.75%) of general Thai subjects 

carried this allele.  The risk of co-

trimoxazole-induced SJS or TEN was 

significantly higher in the patients with 

HLA-DRB1*07 when compared with those 

who did not carry this allele with an OR of 

5.01 [95% confidence interval (CI) 1.36–

18.40, P<0.05] (Table 2).  In addition, the 

risk of co-trimoxazole-induced SJS or TEN 

in patients who carried HLA-A*11, HLA-

B*13, HLA-B*07, HLA-C*06 or HLA-

C*07 appeared to be higher, although 

statistically not significant (Table 2). 

 

Table 1      Demographic characteristics of co-trimoaxazole-induced SJS or TEN patients 

 

Characteristics SJS (%) TEN (%) Total (%) 

 

Number of patients 4 (40) 6 (60) 10 (100) 

Gender 

          Male 1 (25) 3 (50) 4 (40) 

       Female 3 (75) 3 (50) 6 (60) 

Mean age ± SD, years 45.25 ± 29.20 32.83 ± 16.39 37.80 ± 21.79 

Indications for co-trimoxazole 

          Opportunistic infections in HIV patients 1 (25) 2 (33.34) 3 (30) 

       Other bacterial infections  3 (75) 4 (66.66) 7 (70) 

Median exposure time [range], days 1.0 [1-2] 1.5 [1-66] 1.0 [1-66] 

Median duration of hospital stay [range], days 6.5 [3-7] 13 [5-20] 7 [3-20] 

Median cost of medical treatment [range], bahts 10,179.00 28,795.50 23,728.00 

 

[10,179] [6,958-100,000] [6,958-100,000] 

 

Discussion and Conclusion  

 

Consistent with the previous 

report in Euorpean population (Roujeau et 

al. 1987), the association between HLA-

DRB1*07 and co-trimoxazole-induced SJS 

or TEN in Thai patients was statistically 

significant.  While the association between 

HLA-A*11, HLA-B*13, HLA-B*07, 

HLA-C*06 or HLA-C*07 and co-

trimoxazole-induced SJS or TEN in Thai 

patients were not statistically significant,  

 however, the risk of co-trimoxazole-

induced SJS or TEN in patients who 

carried these alleles appeared to be higher.  

This effect may arise from the limited 

number of subjects. 

The human major histocompati- 

bility complex (MHC) contains the genes 

for human leukocyte antigen (HLA) class I 

and class II, also known as MHC-I and 

MSC-II. The MHC gene family is located 

on chromosome 6 in a region of high 

linkage disequilibrium.   
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Table 2       The association of individual HLA allele with co-trimoxazole-induced SJS or  

       TEN 

 

HLA allele 
Co-trimoxazole-induced 

SJS or TEN (n=10) 

General Thai subjects 

(n=400) 

Odds ratio 

[95% CI] 

 

A*11 

 

7 (70%) 

 

186 (46.50%) 

 

2.68 [0.68 - 10.53] 

B*13 4 (40%) 74 (18.50%) 2.94 [0.81 - 10.67] 

B*07 2 (20%) 30 (7.50%) 3.08 [0.63 - 15.17] 

C*06 2 (20%) 26 (6.50%) 3.60 [0.73 - 17.81] 

C*07 8 (80%) 198 (49.50%) 4.08 [0.86 - 19.46] 

DRB1*07 4 (40%) 47 (11.75%)  5.01 [1.36 - 18.40]
*
 

 
*
Significant after adjusting for multiple comparisons (P-value < 0.05) 

 

The HLA class I complex consists of three 

genes, HLA-A, -B and -C; the HLA class II 

complex consists of the HLA-DR, -DP and 

-DQ genes (Horton et al. 2004).  The HLA 

genes, particularly HLA-B, are some of the 

most polymorphic in the human genome 

with over 5000 HLA-I and -II alleles listed 

in the IMGT/HLA database (Robinson et 

al. 2009).  
HLA molecules encoded by the 

HLA genes play a important role in the 

immune system.  They bind endogenous 

and exogenous peptides which result from 

the breakdown of self-cells or foreign 

proteins, and subsequently present these 

bound peptide antigens to T cells to initiate 

their antigen-specific responses.  HLA 

class I molecules present peptides derived 

from proteins broken down inside cells, 

while HLA class II molecules present 

antigens encountered outside of cells.  The 

main structural difference between the 

HLA class I and II molecules lies in the 

peptide binding groove, which determines 

peptide binding specificities (Hulsmeyer et 

al. 2004). 

Recently, the strong association 

between certain HLA-B alleles with SCAR 

induced by carbamazepine and allopurinol 

have been demonstrated in several 

populations.  This strong association 

suggests that the specific HLA-B molecule 

is not just a genetic marker, but that it also 

 plays an important role in the pathogenesis 

of these SCAR.  HLA molecules present 

endogenous or processed exogenous 

antigens to CD8+ cytotoxic T cells, thereby 

eliciting an adaptive immune response.  

HLA restriction has been shown to be 

required for the activation of drug-specific 

T cells by the culprit drug.  The T cell 

receptor (TCR) of the effector T cell is 

thought to recognize the drug-peptide 

complex bound by the specific HLA 

molecule on the antigen-presenting cell, 

resulting in the release of immune 

mediators, and leading to robust adaptive 

immune reactions in SCAR. (Chung et al. 

2007). 

There are two hypotheses to 

explain how TCR/drug-peptide/HLA 

interact.  The Hapten hypothesis proposes a 

specific drug/metabolite may act as a 

hapten and bind to proteins or MHC-bound 

peptides, which then are recognized by T 

lymphocytes for HLA restricted T cell 

activation.  The “p-i concept” (direct 

pharmacological interaction of drugs with 

immune receptors) suggests that drugs can 

bind directly and non-covalently to a 

matching TCR, together with MHC 

molecules (Pichler et al. 2006).  Thus, both 

hypotheses suggest that SCAR involve the 

interaction of specific MHC molecule, 

TCR, and drug-modified antigen.   
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The results from the present 

study show that certain alleles of HLA, 

particularly HLA-DRB1*07 allele 

statistically significant associated with co-

trimoxazole-induced SJS or TEN in studied 

population. This study suggests that HLA-

DRB1*07 may play important role in co-

trimoxazole-induced SJS or TEN.  Further 

studies in larger population is needed to 

confirm the validity of HLA-DRB1*07 as a 

genetic marker for screening Thai 

individuals who may be at risk of co-

trimoxazole-induced life-threatening SJS 

and TEN. 
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Abstract 

  

Rhinacanthin-N is a bioactive naphthoquinone compound with a therapeutic potential 

as an anticancer agent.  The purpose of this study was to determine the influence of this 

compound on the multidrug resistant efflux transporters in particular P-gp and MRP2, using the 

in vitro model of the Caco-2 cells.  The activities of P-gp and MRP2 were determined by 

following the retention of its specific fluorescent probes (calcein and CDCF) in the uptake 

assays.  Our results showed that rhinacanthin-N was able to interfere the activities of P-gp and 

MRP2.  The inhibitory effect against P-gp was relatively weak and could be reversed at high 

concentration.  By contrast, the inhibitory effect of this compound was more potent toward the 

function of MRP2.  It was likely that the molecular structure of rhinacanthin-N was more 

compatible for its interaction with MRP2 than P-gp. 
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บทคดัย่อ  
 

ไรนาแคนทนิเอนเป็นสารที่มีฤทธิ์ในการต้านมะเรง็ซ่ึงจัดอยู่ในกลุ่มแนพโทควินโนน ซ่ึงใน

งานวิจัยน้ีได้ศึกษา ผลของไรนาแคนทนิเอนต่อตัวขับยาออกนอกเซลล์ที่ท  าให้เกดิภาวะการด้ือยา

โดยเฉพาะ พี-ไกลโคโปรตีน (P-gp) และ มัลติดรักรีซิสแทนซ์โปรตีน 2 (MRP2) โดยใช้เซลล์คา

โค-2เป็นแบบจ าลองในการศึกษา ทั้งน้ีจะวัดการท างานของตัวขับยาออกทั้งสองชนิดโดยวัดค่าการ

เรืองแสงของ calcein (P-gp) และ CDCF (MRP2) ที่สะสมในเซลล์ จากผลการทดลองพบว่าไรนา

แคนทนิเอนมีผลยับย้ังการท างานของ P-gp ได้ค่อนข้างต ่า และจะไม่พบผลดังกล่าวเมื่อความ

เข้มข้นของสารอยู่ในระดับสงู ในขณะที่สารไรนาแคนทนิเอนมีผลยับย้ังการท างานของ MRP2 ได้

มากกว่า P-gp อย่างชัดเจน ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะโครงสร้างทางโมเลกุลของไรนาแคนทนิเอนที่ท  าให้

สารน้ีสามารถจับ MRP2 ได้ดีกว่า P-gp   

 

ค าส าคญั:           ไรนาแคนทนิเอน, พี-ไกลโคโปรตีน, มัลติดรักรีซิสแทนซ์โปรตีน 2,  

    เซลล์คาโค-2 
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Introduction 

 
Rhinacanthus nasutus Kurz. has 

been known in Thai traditional medicine 

for treatment of various diseases including 

eczema, pulmonary tuberculosis, herpes, 

hepatitis and cancer (Siripong et al., 2006).  

Rhinacanthin-N is one of the main 

bioactive naphthoquinone esters found in 

the leaves and roots of this plant.  This 

compound has been demonstrated its 

potential therapeutic value as an anticancer 

agent with the intrinsic activities including 

cytotoxicity, antiproliferative, antitumor, 

pro-apoptotic activities (Kongkathip et al., 

2004, Siripong et al., 2006).  It is likely 

that rhinacanthin-N may be in part 

accounted for the anticancer effect of         

R. nasutus Kurz. 

Multidrug resistance is one 

major problem that can lead to therapeutic 

failure in cancer treatment.  It has been 

known that certain cancer cells highly 

express drug efflux transporters in 

particular the ATP-binding cassette 

transporters (ABC- transporters) to reduce 

the accumulation of intracellular cytotoxic 

drug (Fletcher et al. 2010).  Consequently, 

those cancer cells become resistant to 

chemotherapy.  Examples of the ABC 

efflux transporters include the ABCB1 (P-

glycoprotein; P-gp), the ABCC2 (multidrug 

resistance-associated protein 2; MRP2), the 

ABCG2 (breast cancer resistance protein; 

BCRP).  

 In addition to the cancer cells, these efflux 

transporters can be found in various normal 

tissues such as in the epithelium or 

endothelium of intestine, liver, kidney and 

blood brain barrier.  The presence of these 

transporters takes part in restricting 

chemicals to penetrate into the organ 

system and also promoting substrates 

extrusion (Glavinas et al., 2004; Leslie et 

al., 2005; Takano et al., 2006) 

The substrates of these ABC 

transporters are diverse in chemical 

structure.  Several drug groups and plant-

derived compounds including anticancer 

drugs (e.g., vinblastine, doxorubicin), 

NSAIDs (e.g., indomethacin heptyl ester), 

calcium channel blocker (e.g., verapamil), 

lignans (e.g., eudesmin, diphyllin, 

deoxyschizandrin), piperine, capsaisin are 

known to interact with P-gp either as being 

substrates or inhibitors (Lim et al., 2007; 

Marchetti et al., 2007; Yoo et al., 2007; 

Sharom 2008; Zrieki et al., 2008).  In 

addition, some of these compounds are 

reported to contain intrinsic inhibitory 

action on the MRP2, as well (Morris and 

Zhang 2006).  To our knowledge, there are 

no reports of the interaction between 

rhinacanthin-N and the ABC efflux 

transporters in particular P-gp and MRP2.

  

Thus, the present study was to 

determine whether rhinacanthin-N could 

inhibit the function of P-gp and MRP2 

transporters, using the in vitro model of   

caco-2 cells.      

 

 

Figure 1 Chemical structure of rhinacanthin-N 
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Materials and Methods 

 

Materials 
Rhinacanthin-N isolated from R. 

nasutus Kurz. roots was kindly provided 

by Dr. Pongpun Siripong, National Cancer 

Institute, Bangkok, Thailand.  Other 

chemicals including verapamil, 

probenecid, calcein acetoxymethyl ester 

(calcein-AM), diacetate ester of 5(6)-

carboxy-2‟, 7‟-dichlorofluorescein 
(CDCFDA), Hank‟s balanced salt solution 

(HBSS), Bradford reagent were purchased 

form Sigma chemical company (St. Louis, 

MO, USA).   

 

Cell cultures 

The Caco-2 cells (ATCC, 

Rockville, MD, USA), passage 54 to 68, 

were maintained in complete medium 

(DMEM supplemented with 10% heat-

inactivated fetal bovine serum, 1% non-

essential amino acid, 1% penicillin-

streptomycin, and 2mM L-glutamine) at 

37°C in a humidified atmosphere of 5% 

CO2.  Cells were subcultured at 70% 

confluency.  For the uptake study, the cells 

were seeded on a 24 well-plate at a density 

of 13,000 cells/cm
2
, and were grown for 21 

days. 

 

Uptake study  

The Caco-2 cells were pretreated 

with the test compound for 30 minutes, 

followed by addition of either a P-gp 

substrate calcein-AM (0.4 µM) or a MRP2 

substrate CDCFDA (5 µM).  After the 

incubation period of 30 minutes, the cells 

were washed and lysed with 0.1% Triton 

X-100.  The fluorescent intensity of calcein 

or CDCF was determined with the 

microplate reader at an excitation 

wavelength and an emission wavelength of 

485nm and 535 nm, respectively.  The 

amounts of proteins in each sample were 

determined with Bradford reagent in order 

to normalize the total protein in each 

experiment. 

 Statistical analysis 

The results were calculated and 

expressed as the percentage of the calcein 

or CDCF retention/mg protein in relative 

to those of the control group in each 

experiment (100%).  Data were expressed 

as the mean ± SEM obtained from at least 

three separated experiments.  The effects 

of rhinacanthin-N were statistical analyzed 

using one-way analysis of variance 

(ANOVA) with Dunnett‟s post hoc test for 

multiple comparisons.  Paired T-test was 

also used for comparison between the 

control and positive control groups.  

Significance was considered at P < 0.05. 

 

Results 

 

In our culture condition, the 

expression of active P-gp and MRP2 in the 

Caco-2 cells after cultured for 21 days post 

seeding was at the appreciable level.  The 

presence of verapamil (a known P-gp 

inhibitor) and probenecid (a known MRP2 

inhibitor) increased intracellular 

accumulation of calcein and CDCF by 

1.69, and 2.09 folds, respectively (Fig 2, 

3).  Rhinacanthin-N at the concentration up 

to 10 µM slightly increased calcein 

retention in the Caco-2 cells.  The 

maximum inhibitory effect of this 

compound against P-gp activity was 

approximately 1.28 fold.  Surprisingly, the 

effect of this compound on P-gp activity 

was unnoticeable when its concentration 

increased to 100 µM (Fig 2).  

Rhinacanthin-N was able to 

increase the intracellular CDCF retention, 

suggesting its inhibitory action against 

MRP2 activity in the Caco-2 cells.  The 

inhibition was apparently concentration-

dependent and reached its saturated 

maximal level (approximately 1.8 fold in 

relative to those of the control).  In 

addition, rhinacanthin-N could elicit its 

maximal inhibitory effect against MRP2 at 

the concentration of 0.625 µM (Fig 3).   



Thai J Pharmacol; Vol 34: No 1, 2012   187 

Concentration (M) 

A
c
c
u

m
u

la
ti
o

n
 o

f 
c
a

lc
e

in
 (

%
 o

f 
c
o

n
tr

o
l)

0

50

100

150

200

250

Control    VER     0.625   1.25       2.5          5         10        100

Rhinacanthin-N

*

 

 

Figure 2 Effect of rhinacanthin-N on P-gp function in the Caco-2 cells.  In this 

experiment, verapamil (VER),   a known P-gp inhibitor, at the concentration of 

100 µM was used as the positive control.  The calcein accumulation was 

expressed as the percentage of control.  Values represented the mean ± SEM 

(n=3-6). *P < 0.05 compared with control.   
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Figure 3 Effect of rhinacanthin-N on MRP2 function in the Caco-2 cells.  In this 

experiment, probenecid (PRO), a known MRP2 inhibitor, at the concentration 

of 500 µM was used as the positive control.  The CDCF accumulation was 

expressed as the percentage of control.  Values represented the mean ± SEM 

(n=3-6). *P < 0.05 compared with control.    
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Discussion and Conclusion 

 

We demonstrated that 

rhinacanthin-N was able to inhibit the 

function of P-gp and MRP2 efflux pumps.  

Its inhibitory action against P-gp activity 

was weak and could be reversed at the high 

concentration.  By contrast, the inhibitory 

effect of rhinacanthin-N was more potent 

toward MRP2 than toward P-gp activities.    

The maximum inhibition could be 

observed at the concentration as low as 

0.0625 µM.  Upon increasing the 

concentration, the inhibition against MRP2 

was saturated.  It was likely that the 

molecular structure of rhinacanthin-N was 

more compatible for its interaction with 

MRP2 than P-gp.  Highly lipophilicity and 

aromaticity are important structures for 

binding with both P-gp and MRP2 

(Matsson et al., 2009).  Certainly, the 

ligand binding sites of P-gp and MRP2 are 

differences, which affects the pump 

specficity. 

 It was proposed that the primary binding 

sites of rat MRP2 contained the two 

hydrophobic sites and the two 

electrostatically positive sites (Hirono et 

al., 2005).  Considering that the structure 

of rhinacantin-N has two hydrophobic 

regions with hydrogen acceptors and 

donors (Fig 1), this compound could be 

favorably accommodated by the primary 

binding sites of MRP2 more than by those 

of P-gp.  Our findings also suggested that 

rhinacanthin-N might be able to affect the 

clearance of MRP2 drug substrates.   

 

Acknowledgement  

 

This work (AS638A) was 

partially supported by the Higher 

Education Research Promotion and 

National Research University Project of 

Thailand. 

 

References 

 
Fletcher JL, Haber M, Henderson MJ, Norris 

MD. ABC transporters in cancer: more 

than just drug efflux pumps. Nat Rev 

Cancer. 2010;10:147-156. 

Glavinas H, Krajcsi P, Cserepes J, Sarkadi B. 

The role of ABC transporters in drug 

resistance, metabolism and toxicity. Curr 

Drug Deliv. 2004;1(1):27-42. 

Hirono S, Nakagome I, Imai R, Maeda K, 

Kusuhara H, Sugiyama Y. Estimation of 

the three-dimensional pharmacophore of 

ligand for rat multidrug-resistance-

associated protein 2 using ligand-based 

drug design techniques. Pharm Res. 

2005;22(2):260-269. 

Kongkathip N, Luangkamin S, Kongkathip B, 

Sangma C, Grigg R, Kongsaeree P, et al. 

Synthesis of novel rhinacanthins and 

related anticancer naphthoquinone esters. J 

Med Chem. 2004;47:4427-4438. 

Leslie EM, Deeley RG, Cole SP. Multidrug 

resistance proteins: role of P-glycoprotein, 

MRP1, MRP2, and BCRP (ABCG2) in 

tissue defense, Toxicol Appl Pharmacol. 

2005;204:216-237.  

Lim S, Grassi J, Akhmedjanova V, Debiton E, 

Balansard G, Beliveau R, et al. Reversal of 

p-glycoprotein-mediated drug efflux by 

eudesmin from Haplophyllum perforatum        

         and cytotoxicity pattern versus diphyllin, 

podophyllotoxin and etoposide. Planta 

Med. 2007;73(15):1563-7. 

Marchetti S, Mazzanti R, Beijnen JH, Schellens 

JHM. Concise review: Clinical relevance 

of drug-drug and herb-drug interactions 

mediated by the ABC transporters ABCB1 

(MDR1, P-glycoprotein). Oncologist. 

2007;12:927-941.     

Matsson P, Pedersen JM, Norinder U, 

Bergstrӧm CAS, Artursson P. 

Identification of novel specific and general 

inhibitors of the three major human ATP-

binding cassette transporters P-gp, BCRP 

and MRP2 among registered drugs. Pharm 

Res. 2009;26(8):1816-1831.  

Morris ME, Zhang S. Flavonoid-drug 

interactions: Effects of flavonoids on ABC 

transporters. Life Sci. 2006;78(18):2116-

2130.     

Sharom FJ. ABC multidrug transporters: 

structure, function and role in 

chemoresistance. Pharmacogenomics. 

2008;9(1):105-127.                           

Siripong P, Kanokmedakul K, Piyaviriyagul S, 

Yahuafai J, Chanpai R, Ruchirawat S, et 

al. Antiproliferative naphthoquinone esters 

from Rhinacanthus nasutus Kurz. roots on 

various cancer cells. J Trad Med. 2006; 

23:166-172.                                               
 



Thai J Pharmacol; Vol 34: No 1, 2012   189 

Siripong P, Yahuafai J, Shimizu K, Ichikawa 

K, Yonezawa S, Asai T, et al. Induction 

of apoptosis in tumor cells by three 

Naphthoquinone esters isolated from 

Thai medicinal plant: Rhinacanthus 

nasutus Kurz. Biol Pharm Bull. 

2006;29:2070-2076. 

Takano M, Yumoto R, Murakami T. 

Expression and function of efflux drug 

transporters in the intestine. Pharmacol 

ther. 2006;109:137-161        

 Yoo HH, Lee M, Lee MW, Lim SY, Shin J, 

Kim DH. Effects of Schisandra lignans 

on P-glycoprotein-mediated drug efflux 

in human intestinal caco-2. Planta Med. 

2007;73(5):444-50.     

Zrieki A, Farinotti R, Buyse M. 

Cyclooxygenase inhibitors down regulate 

P-glycoprotein in human colorectal 

Caco-2 cell line. Pharm Res. 

2008;25(9):1991-2001. 

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



190   Thai J Pharmacol; Vol 34: No 1, 2012 
 

 

RESEARCH ARTICLE 

 

 

Urinary Excretion of Flavonoids after Ingestion of Guava Juice 
 

Lalita Chomphen
1
, Paveena Yamanont

1
, Nuntavan Bunyapraphatsara

2
, Noppawan 

Phumala Morales
1
 

 
1
Department of Pharmacology, Faculty of Science, Mahidol University, Bangkok, Thailand 

2
Department of Pharmacognosy, Faculty of Pharmacy, Mahidol University, Bangkok, Thailand 

 

Abstract 

  

The urinary excretion of flavonoids after ingestion of guava juice was determined by 

an LC-MS/MS method. After overnight fasting, a healthy male volunteer was given a glass of 

180 ml of guava juice. Urine samples were collected during 0-6, 6-12 and 12 -24 hours after 

ingestion. Solid-phase extraction was performed on an Oasis
TM

 HLB cartridge (>95% recovery). 

The chromatographic system was carried out using Hypersil BDS C18 column (2504.6 mm 

I.D., 5 m). The gradient mobile phase composed of 0.1% formic acid in acetonitrile and water, 

and flow rate was 0.2 ml/min. To determine flavonoids metabolites, -glucuronidase and aryl 

sulfatase were used to hydrolyze urine samples before extraction.  The results demonstrated that 

only conjugated metabolites of quercetin, luteolin and kaempferol were excreted in the urine 

during first 12 hours after ingestion. Quercetin was excreted as glucuronide and sulfate 

conjugate, accounting for 477 and 760 µg of free quercetin, respectively, while luteolin and 

kaempferol were excreted only as sulfate metabolites and accounting for 354 and 215 µg of free 

respective flavonoids. On the basis of these results, urinary excretion of flavonoids may provide 

a database for further study on bioavailability and health benefits derived from adequate 

ingestion of guava juice. 
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บทคดัย่อ  
 

งานวิจัยน้ี ศึกษาการขับสารฟลาโวนอยด์ทางปัสสาวะหลังจากรับประทานน า้ฝร่ังและ

ตรวจวัดโดยวิธ ี LC-MS/MS อาสาสมัครสขุภาพดีเพศชายจะได้รับประทานน า้ฝร่ังปริมาณ 180 

มิลลิลิตรหลังจากที่อด อาหารข้ามคืน ตัวอย่างปัสสาวะเกบ็เป็นช่วงเวลาที่ 0-6, 6-12 และ 12-24 

ช่ัวโมง หลังจาก รับประทานน า้ฝร่ัง ในการเตรียมตัวอย่างใช้เทคนิคการสกดัด้วยตัวดูดซับของแขง็ 

(Solid‟phase extraction) โดย Oasis
TM

 HLB cartridge ในระบบโครมาโตกราฟฟีใช้คอลลัมน์ 

Hypersil BDS C18 ในการแยกสาร อตัราส่วนของ เฟสเคล่ือนที่ประกอบด้วย formic acid ร้อยละ

0.1 ใน  acetonitrile และน า้ ใช้อตัราการไหล  0.2 ไมโครลิตรต่อนาท ี ส าหรับการการ

ตรวจวัดปริมาณเมตตาบอไลทข์องสารฟลาโวนอยด์ ตัวอย่างจะน ามาผ่านกระบวนการไฮโดรไลซิส

โดยเอนไซน์ -glucuronidase และ aryl sulfatase ผลการทดลองแสดงให้เหน็ว่าระหว่างช่วง 12 

ช่ัวโมง หลังจากรับประทานน า้ฝร่ังไปแล้ว พบสาร quercetin, luteolin และ kaempferol ถูกขับ

ออกมาในรูปที่เช่ือมต่อกบั glucuronic acid และ salfate สาร quercetin ที่ขับออกมาจะอยู่ในรูปของ 

glucuronide และ sulfate ปริมาณ 447 และ 760 ไมโครกรัมตามล าดับ ส าหรับ luteolin และ 

kaempferol จะขับออกมาเฉพาะในรูปของ sulfate มีปริมาณ 354 และ 215 ไมโครกรัมตามล าดับ 

จากผลการทดลองน้ีการขับสารฟลาโวนอยดท์างปัสสาวะสามารถใช้เป็นฐานข้อมูลส าหรับการศึกษา 

ต่อเกี่ยวกบัชีวสมมูลและประโยชน์ทางสขุภาพที่ได้มาจากการบริโภคน า้ฝร่ัง 

 
ค าส าคญั:           LC-MS/MS, สารฟลาโวนอยด,์ ฝร่ัง 
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Introduction 

 
Flavonoids are part of a family of 

naturally occurring polyphenolic 

compounds characterized by a common 

benzo-γ-pyrone structure (Garcia and 

Castillo 2008). The common flavonoids in 

fruit are kaempferol, myricetin, apigenin, 

luteolin, hesperitin, naringenin, and 

quercetin. Flavonoids exhibit anti-cancer 

(Block 1992), anti-viral (Selway 1986) and 

anti-inflammatory activity (Middleton et al. 

2000). Epidemiological studies have 

indicated that increasing fruit consumption, 

especially fruits that are rich in antioxidant 

compounds, such as flavonoids and dietary 

fibers, reduces the risk of non-

communicable diseases such as 

cardiovascular disease, cancer and mental 

health problems due to their protective 

properties against oxidative damage caused 

by harmful free radicals produced 

internally or from the environment (Erlund 

2004). Despite high content of flavonoids 

in diet, it is not necessary that they are 

active within the body. The factors may 

due to lower intrinsic activity, poor 

intestinal absorption, or rapidly metabolism 

and elimination. Therefore, the knowledge 

of the bioavailability of flavonoids is thus 

essential for evaluating their health effects. 

This study is aimed to analyze 

flavonoids content that could be recovered 

in urine after ingestion of high flavonoids 

diet, particularly Thai fruits. Guava (fa-

rang) is one of the most favorite fruits in 

Thailand. There are several varieties of 

guava such as Kim chu and Pan see thong. 

Guava fruit has benefit to decrease in 

serum total cholesterol, triglycerides and 

blood pressures and increase in high-

density lipoprotein cholesterol in 

hypertension patients (Singh et al. 1992). 

From previous research (Kongkachuichai et 

al. 2010), guava (Pan see thong) has total 

flavonoids contain 8,926.69-mg/100 g 

edible portion and the most abundant of 

flavonoids is quercetin (3,455.62-mg/100 g 

edible portion). 

Our research, the technique of 

LC-MS/MS was developed to identify 

various flavonoids including kaempferol, 
myricetin, apigenin, luteolin, hesperitin, 

 

 naringenin, and quercetin. We expected 

that analyzing of flavonoids content in 

urine could reflex the metabolism pathway 

and the total intestinal absorption of 

flavonoids. The results may provide useful 

information for section of Thai fruits as 

food source of flavonoids. 

 

Materials and Methods 

 

Subjects 

This study was carried out in 

healthy volunteer male/female, age ranges 

20-45 year old. All subjects have body 

mass index between 18-25. They are non-

alcohol drinkers, non-smokers and free 

from any medications at least one week 

before the study. The study protocol is 

approved by Ethical Committee on Human 

Rights of Faculty of Medicine, 

Ramathibodi Hospital, Mahidol University. 

 

Fruit samples 

Guava (Pan see thong) was 

obtained from Simummuang market in 

Pathumthani. It was washed several times 

with tap water to ensure that all 

contaminations were removed and the 

sample was rinsed again with deionized 

water. The juice was extracted by Fruits 

juicer (Moulinex JU2000, France). A glass 

of guava juice (180 ml) was served to 

volunteers without any addition. Yield of 

guava juice was 60 ml/100 g edible portion.  

 
Study design 

Volunteers were an overnight 

fasting and urine sample was collected 

during 24 hours before day of study. At the 

appointed date, servings of guava juice 180 

ml will be given to subject following with 

200 mL water. Beverages containing 

alcohol and caffeine are prohibited during 

the test period. Urine samples were 

collected at interval 0-6, 6-12, 12-24 hours 

in plastic bottle containing 70 mg of 

ascorbic acid per 100 ml of urine.  After 

filtration urine will be stored at -20°C until 

the analysis. Subject had lunch and dinner, 

which not contain fruits and vegetables at 4 

and 12 after ingestion of juice. 
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Urine sample preparation 

The volume of urine samples 

were measured and then centrifuged at 

3500 rpm to remove the precipitate.  Ten 

milliliter of each sample was collected for 

freeze drying (Pirani 501, Thermo electron 

corporation, USA). Powder was re-

dissolved in 3 ml of 0.5 M phosphoric acid 

before performed extraction on solid phase 

using OasisTM HLB cartridge (30 mg; 

Milford, MA, USA). The sample was 

eluted with 3 ml of methanol and then 

evaporated at 37C in speed vacuum 

concentrator (SAVANT Model SC210A, 

Thermo electron corporation, USA). The 

residue was reconstituted with 200 µl of 

mobile phase and 10 µl was injected to 

liquid chromatographic system to 

determine content of flavonoids. 

 

Quantitative analysis of flavonoids in 

urine by LC-MS/MS 

This system was carried out 

mm I.D., 5 m) (Thermo scientific, USA). 

The mobile phase composed of 0.1% 

formic acid in water (A) and 0.1% formic 

acid in acetonitrile (B). Separations were 

effected by a gradient using a flow rate 0.2 

ml/min as follow: elution starting with 

70% A, 5-10 min; 60% A, 15-17 min; 50% 

A, 19 min; 60% A, 25-45 min; 70% A. 

Column eluent was directed into a ESI/ion 

trap mass spectrometer (Agilent 1100 

series, Germany).  Mass were run in 

positive ion mode solution using a 

capillary voltage of 25 eV and capillary 

temperature 350C. Absorbance was 

recorded by PDA (Bruker esquire HCT 

series, Germany) at wavelength of 200-400 

nm. 

 

Quantitative analysis metabolites of 

flavonoids in urine 

Conjugated metabolites of 

flavonoids, glucuronic acid and sulfate 

conjugates, were determined in the urine 

after hydrolyzing by -glucuronidase (type 

B-I) and aryl sulfatase (3507 90 90), 

respectively, at 37ºC for 16 hr. After 

hydrolysis the urine samples were 

performed as the above described 

procedure. 
 

 Calibration curve 

A calibration curve was 

constructed in urine by adding the standard 

flavonoids (kaempferol, myricetin, 

apigenin, luteolin, hesperitin, naringenin, 

and quercetin) into urine and then 

performed the extraction as the above 

described procedure. Calibration of the all 

compounds gave a linear signal (r2>0.991) 

over rang of 1-100 ng. The lower limit of 

quantification was approximately 5 ng in 

urine.    

 

Results  

 

After an overnight fasting, there 

was no detectable amount of flavonoids 

and their metabolites recovered in urine 

(data not showed). After guava juice 

ingestion, quercetin (m/z = 303, RT = 28.7 

min), luteolin (m/z = 287, RT= 27.8 min) 

and kaempferol (m/z =287, RT = 33.7 min) 

were found in the urine. The structure of 

flavonoids was confirmed by product mass 

using m/z=257, 258 and 241 for quercetin, 

luteolin and kaempferol, respectively. Our 

results demonstrated that flavonoids 

excreted in the urine as conjugated 

metabolites (Figure 1 and 2). There was no 

free flavonoid found in urine. Glucuronic 

conjugated quercetin was about 128 and 

349 µg recovered during first and second 6 

hours after juice ingestion, respectively. 

Total amount of its sulfate conjugated was 

403 and 357 µg found during 0-6 and 6-12 

hours after ingestion. Luteolin and 

kaempferol were excreted in urine only as 

sulfate conjugated metabolites. Their total 

amounts were 354 and 215 µg, respectively 

at only the first 6 hours after ingestion.    

There was no flavonoids excretion in urine 

after 12 hour of ingestion. 

 

Discussion 

 

Naturally, flavonoids from fruits 

occur mainly as glycoside. Flavonoid 

glycosides are absorbed by two pathways, first 

flavonoids glycoside themselves pass though 

sodium dependent glucose transporter 1 or 

they are hydrolyzed by lactase phlorizin 

hydrolase before absorption. 
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In enterocytes, flavonoids 

glycoside can be hydrolyzed by β-

glucosidase enzyme to aglycone. 

Flavonoids aglycone then future undergo 

phase II metabolism to form methylate, 

glucuronide and sulfate derivatives 

(Prasain and Barnes 2007). Metabolites of 

flavonoids may follow 2 pathways of 

excretion, via the biliary or the urinary.  

Our study demonstrated that all 

of flavonoids were excreted as conjugated 

metabolites, mainly sulfate metabolites. 

The total contents of quercetin, luteolin 

and kaempferol recovered in urinary 

respectively, suggesting that the high 

amount of flavonoids were absorbed into 

circulation. Further study related to the 

benefit of dietary flavonoids will be 

evaluated. 

 Conclusion 

 

On the basis of these results, 

flavonoid in urinary excretion provide a 

database for further study on 

bioavailability and health benefits derived 

from adequate ingestion of guava juice. 
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Figure 1 LC–MS/MS chromatograms of flavonoid in urine at I. m/z=287 (luteolin and 

kaempferol) and II. m/z=303 (quercetin) without enzyme hydrolysis (A), after 

hydrolyzed with -glucuronidase (B) and after hydrolyzed with aryl sulfatase 

(C). The chromatograms obtained from a volunteer 6 hours after ingestion 

guava juice. 
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Figure 2 LC–MS/MS chromatograms of flavonoid in urine at I. m/z=287 (luteolin and 

kaempferol) and II. m/z=303 (quercetin) without enzyme hydrolysis (A), after 

hydrolyzed with -glucuronidase (B) and after hydrolyzed with aryl sulfatase 

(C). The chromatograms obtained from a volunteer 12 hours after ingestion 

guava juice. 
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Abstract 

  

The purpose of this study was to evaluate anti-nociceptive effect of Standardized 

Extract of Centella asiatica ECa 233 (ECa 233) at various doses in male ICR mice. The Tail 

flick latencies (cut-off 4 sec) were determined in experimental animals prior to the 

administration of 0.9% normal saline solution (NSS; 10 ml/kg, i.p.), morphine (MO; 10 mg/kg, 

i.p.), 0.5% carboxymethylcellulose (CMC; 10 ml/kg, p.o.), or various doses of ECa 233  (10, 30, 

60, 100 and 300 mg/kg, p.o.) and were subsequently determined at 15, 30, 45, 60, 90, 120 and 

240 min after the administration of the test compounds. The percentage of maximum possible 

effect (%MPE) was calculated and used in the determination of the area of analgesia (%MPE-

min). It was found that morphine significantly (p<0.001) increased Tail flick latency producing 

an area of analgesia of 15461.03 ± 942.02 %MPE-min compared with that of normal saline 

solution (NSS), -59.89 ± 633.29 %MPE-min. Furthermore, in comparison to vehicle, 0.5% 

CMC, orally given ECa 233 apparently exhibited analgesic activity in a dose-dependent manner 

and significant increased of Tail flick latency were observed at the dose of 100 and 300 mg/kg 

with %MPE-min of 4147.36 ± 840.82 %MPE-min. (p<0.05) and 6334.49 ± 1650.82 %MPE-

min. (p<0.001), respectively. The results obtained clearly demonstrated central analgesic 

activity of ECa 233 at the spinal levels. Further studies are required to delineate the underlying 

mechanisms. 

 

Key Words Anti-nociception, Standardized extract of Centella asiatica ECa 233, Tail flick 

test 
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ปฐวีณก์ร เกษโกมล
1
, ภสัราภา โตวิวฒัน์

2
, บุญยงค ์ตนัติสิระ

2,3
, มยุรี ตนัติสิระ

2,4
 

 
1
สหสาขาเภสชัวิทยา จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กรุงเทพฯ 10330 

2
ภาควิชาเภสชัวิทยาและสรีรวิทยา คณะเภสชัศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กรุงเทพฯ 10330 

3
ที่อยู่ปัจจุบัน: คณะเภสชัศาสตร์ มหาวิทยาลัยศิลปากร นครปฐม 73000 

4
ที่อยู่ปัจจุบัน: คณะเภสชัศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา ชลบุรี 20131 

 
บทคดัย่อ  
 

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาฤทธิ์ระงับปวดของสารสกดัมาตรฐานบัวบก อซีีเอ  233 

ในขนาดต่างๆในหนูเมาส ์สายพันธุ ์ ICR เพศผู้ บันทกึระยะเวลาที่หนูเมาสท์นต่อความร้อนได้โดย

ไม่กระดกหางหนี (Tail flick latencies) ในแต่ละคร้ัง โดยให้เวลาสงูสดุ  (cut-off time) ไม่เกนิ 4 

วินาท ีก่อนให้น า้เกลือ 0.9% มอร์ฟีน คาร์บอกซีเมทลิเซลลูโลส (0.5%) หรือ อซีีเอ 233 ในขนาด 

10, 30, 60, 100 และ 300 มก./กก. โดยการป้อนทางปาก บันทกึเวลาที่หนูสามารถทนต่อความ

ร้อนได้โดยไม่กระดกหางหนี ที่เวลา 15, 30, 45, 60, 90, 120 และ 240 นาท ีหลังให้สาร

ทดสอบ น าค่าที่ได้มาค านวณเปอร์เซน็ต์สงูสดุที่หนูสามารถทนต่อความร้อนได้ (%MPE) และ

ค านวณหาพ้ืนที่ใต้กราฟระหว่าง %MPE กบัเวลา (area of analgesia) พบว่า มอร์ฟีนมีฤทธิ์ระงับ

ปวดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.001) เมื่อเปรียบเทยีบกบักลุ่มควบคุมซ่ึงไดัรับน า้เกลือ โดยมี

ค่า area of analgesia เทา่กบั 15461.03 ± 942.02 %MPE-min และ -59.89 ± 

633.29 %MPE-min ตามล าดับ นอกจากน้ัน ยังพบว่าเมื่อเปรียบเทยีบกบัน า้กระสายยา อซีีเอ  

233 แสดงฤทธิ์ระงับปวดในลักษณะที่มีความสมัพันธก์บัขนาดยา และออกฤทธิ์ระงับปวดอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติใน ขนาด 100 และ 300 มก./กก. ซ่ึงมีค่า area of analgesia เทา่กบั 4147.36 

± 840.82 %MPE-min (p<0.05) และ 6334.49 ± 1650.82 %MPE-min (p<0.001) 

ตามล าดับ ผลการศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้เหน็โดยชัดเจนว่า อซีีเอ  233 มีฤทธิ์ระงับปวดต่อระบบ

ประสาทส่วนกลางที่ระดับไขสนัหลัง และควรมีการศึกษาต่อไปถึงกลไกการออกฤทธิ์ที่เกี่ยวข้อง  

 
ค าส าคญั:           ฤทธิ์ระงับปวด, สารสกดัมาตรฐานบัวบก อซีีเอ 233, Tail flick test 
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Introduction 
 

Pain are common problems 

exerting impact on lifestyles and health of 

human being. Many analgesics including 

acetaminophen and indomethacin, 

nonsteroidal anti-inflammatory drugs 

(NSAIDs), are available for treatments of 

these symptoms, albeit, on the expense of 

various adverse effects especially when 

being used for long term treatment 

(Jongchanapong et al. 2010). Therefore, 

new analgesics with improving safety 

profiles or lacking of adverse effects 

including those derived from plants are 

extensively evaluated (Jongchanapong et 

al. 2010). Our attention is accordingly 

focused on the investigation of the efficacy 

of standardized extract of Centella asiatica 

ECa 233 (ECa 233). 

Centella asiatica (L.) Urban 

(Umbelliferae) is a medicinal herb that has 

long been used in Asia. Its major 

constituents are mainly triterpenoids 

including asiaticoside, madecassoside, 

asiatic and madecassic acids (Jamil et al. 

2007). Previous studies have shown anti-

nociceptive activity of the crude extracts of 

C.asiatica in mice (Somchit et al. 2004).  

Furthermore studies suggested that 

triterpenoids, bioactive constituents of the 

crude extract of C.asiatica, could be 

responsible for the anti-nociceptive 

activities observed (Inamdar et al. 1996). 

Though, C.asiatica is one of the most 

extensively-studied plant, a great variation 

of compositions and characteristics of the 

test substances sometimes led to 

incomparable results and difficulty in 

further development to clinical application 

(Brinkhaus et al. 2000).   

To avoid such problems, ECa 

233 with well-defined characteristics has 

been established and subjected to extensive 

pharmacological and safety evaluation 

(Tantisira 2011). ECa 233 is defined as a 

white to off-white powder of C.asiatica 

extract containing not less than 80% of 

triterpenoids      with  the   madecassocide/ 

asiaticoside ratio between 1.50 ± 0.05:1 

(Tantisira 2008). Orally given ECa 233 has 

shown benefit in improving learning and 

memory deficit, acceleration of wound  

 healing and gastro-protective effect in 

experimental animals (Kam-eg et al. 2009, 

Wannarat et al. 2009, Tantisira et al. 2010, 

Yoomuang et al. 2010). In addition, ECa 

233 demonstrated a favorable safety profile 

in both acute and sub-chronic toxicity 

testing (Chivapat et al. 2011). Further 

investigation in human subjects with mild 

aphthous ulcers showed that oral paste 

containing ECa 233 significantly reduced 

ulcer size and shortened time to achieve 

complete healing. Interestingly, pain score 

as well as inflammation associated with the 

ulcers were significantly reduced 

(Ruengprasertkit et al. 2010). We therefore, 

considered to investigate further on 

analgesic effects of ECa 233 in animal 

mode of Tail flick test. 

 

Materials and Methods 

 

Animals 

Male ICR mice weighing 18-25 g 

from the National Laboratory Animal 

Centre, Mahidol University, Salaya, 

Nakornprathom, Thailand were used in the 

study. The animals were housed in the 

animal facility of the Faculty of 

Pharmaceutical Sciences, Chulalongkorn 

University under standard conditions of 

temperature (25±2°C), 50-60% of humidity 

and 12 hr/12 hr light/dark cycles. Food and 

water were given adlibitum. They were 

acclimatized for one week prior to the 

experiments. The experimental protocols 

were approved by the Institutional Animal 

Care and Use Committee of the Faculty of 

Pharmaceutical Sciences, Chulalongkorn 

University, Bangkok, Thailand. 

 

Preparation of the test compound 

ECa 233 contain not less than 

80% of triterpenoids with madecassosid 

and asiaticoside ratio between 1.50 ± 0.05:1 

was prepared by Associate Professor 

Ekarin Saifah, Ph.D and collaborates at the 

Faculty of Pharmaceutical Sciences, 

Chulalongkorn University, Bangkok, 

Thailand. It was suspended in 0.5% 

carboxymethylcellulose (0.5%CMC) and 

fed to the animals by gavage tubing. 
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Drugs and chemicals 

Morphine sulphate (MO) was 

dissolved in 0.9% sodium chloride solution 

(NSS). All chemicals reagents were 

obtained from Sigma Chemicals, Dorset, 

England.  

 

Tail flick test 

These studies employed the Tail 

flick assay described by D‟Amour and 

Smith in 1941. Male ICR mice (N=10 per 

group) were placed in individual Plexiglas 

restrainers with an opening to allow the tail 

to protrude. Each tail rested in a shallow 

groove housing a light sensitive sensor. A 

beam of radiant heat (24 V, high amperage 

150-watt light bulb situated 8 cm above the 

tail) was aimed at the mid of a dorsal 

portion of the distal part of the mouse‟s tail 

that has been blackened by the length of 1 

cm by a black ink marking pen. The device 

(Harvard Tail flick Analgesia meter) 

automatically recorded the latency between 

the onset of the light beam stimulus and 

the response to heat. The maximum 

duration of each test was set at 4.0 sec to 

minimize the potential for thermal injury.  

 The stimulus intensity was set so 

that the baseline Tail flick latencies were 

approximately 1.0-1.5 sec, and the intensity 

remained constant throughout the 

experiment. Animals failing to respond 

within 1.5 sec were excluded from testing. 

On the day of testing, all animals were 

tested for 3 pre-drug Tail flick baselines 

conducted at 10-15 min intervals. The 

average score of the last two trials served 

as the baseline measure for each animal. 

Immediately after the third baseline trial of 

the Tail flick test, vehicle (NSS; 10 ml/kg) 

i.p. morphine sulphate (MO; 10 mg/kg) i.p. 

or 0.5% CMC and various doses of ECa 

233 (10, 30, 60, 100, 300 mg/kg) p.o. were 

administered. Tail flick latencies were 

recorded at 15, 30, 45, 60, 90, 120 and 240 

min after the administration of the test 

compound. The time-course of the Tail 

flick latency was expressed as the mean 

percentage of maximum possible effect 

(%MPE) according to the following 

formula: 

The area of analgesia for the Tail 

flick assays was derived by computing the 

area under the corresponding 0-240 min 

time-course-%MPE curves; areas were 

calculated using the trapezoidal rule. 

 

 

 

 

 
 

Analysis of Data 

The results are expressed as 

means ± standard error of the mean 

(S.E.M.) Differences in mean values 

between groups were analyzed  by a one-

way analysis of variance (ANOVA)  

followed by a post-hoc Tukey HSD test  

(SPSS version 18.0 for windows). P<0.05 

was considered as statistical significance. 

 

Results  

 

Analgesic activity of morphine 

In comparison to NSS, 

significant (p<0.001) analgesic activity of 

intraperitoneally given MO, assessed from  

 Tail flick latency during the period of 240 

min following drug administration, was 

observed from 15 to 120 min (Figure 1). 

Area of analgesia was found to be -59.89± 

633.29 and 15461.03 ± 942.02 %MPE-

min. in mice receiving vehicle (NSS; 10 

ml/kg) and morphine (MO; 10 mg/kg), 

respectively (Figure 3). 

 
Analgesic activity of ECa 233 

As shown in Figure 2, orally 

administered standardized  extract of ECa 

233 (10, 30, 60, 100 and 300 mg/kg) 

tended to exhibit analgesic activity, seen as 

an increase of Tail flick latency, in a dose 

dependent manner. In comparison to 

 

%MPE  =  (post-drug latency) – (predrug latency)  × 100 

                     (cut-off time) – (predrug latency) 

 

where the cut-off time was set at 4 sec. 
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0.5%CMC which is a vehicle serving as a 

negative control, significant analgesic 

effect of ECa 233 was noted at the doses of 

100 (p<0.05)  and 300 (p<0.001) mg/kg 

produced area of analgesia of 4147.36 ± 

840.82 and 6334.49 ± 1650.82 %MPE-min, 

respectively. Apparently, analgesic activity 

of ECa 233 was relatively weaker than that 

of MO (Figure 3). However, it should be 

noted that onset of analgesic activity of 

ECa 233 in all tested doses, except that of 
ECa 233 at the dose of 300 mg/kg, was 

delayed than that of intraperitoneally given 

MO. Analgesic activity of ECa 233 at the 

dose of 300 mg/kg was rapidly noted at the 

same time as did MO (15 min after the 

administration of the test compound). 
However, longer duration of analgesic 

activity (15-240 min) than that of MO (15-

120 min) was demonstrated by ECa 233 at 

the dose of 300 mg/kg (Figure 2).   

 Discussion and Conclusion  

 

The present study demonstrated 

the anti-nociceptive effects of ECa 233 

using acute pain model of Tail flick test in 

mice which is mostly sensitive to spinal 

reflex, a central analgesic activity at the 

level of spinal cord (Vogel 2002, Harris et 

al. 1969). In agreement with previous 

report, morphine, a narcotic analgesic drug 

exhibited significant analgesic effect in the 

Tail flick test (Malhotra et al. 1997). 

Increase of K+ conductance and/or 

decreasing Ca2+ conductance have been 

proposed to underlie an increase of Tail 

flick latency by morphine (Malhotra et al. 

1997, Verma et al. 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
Figure 1 Individual time courses of the response (%MPE versus time (min)) after intraperitoneal 

administration of normal saline solution (NSS; 10 mg/kg) and morphine sulphate (MO; 

10 mg/kg).  

Results are expressed as means ± SEM, N=10 for all groups.  

***p<0.001 significantly different compared to NSS 
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Figure 2 Area of analgesia (%MPE-min) from 0-240 minutes after oral administration of 0.5% 

carboxymethylcellulose (0.5%CMC; 10 ml/kg) and ECa 233 at various doses (10, 30, 

60, 100 and 300 mg/kg)respectively in mice. 

Results are expressed as means ± SEM, N=10 for all groups.  

*p<0.05 significantly different compared to CMC 

**p<0.01 significantly different compared to CMC 

 
Mouse Tail flick test 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 Area of analgesia (%MPE-min) from 0-240 minutes after administration of normal 

saline solution (NSS; 10 mg/kg, i.p.), morphine sulphate (MO; 10 mg/kg, i.p), 0.5% 

carboxymethylcellulose (0.5%CMC; 10 ml/kg, p.o.) and various doses of ECa 233 (10, 

30, 60, 100 and 300 mg/kg, p.o.) respectively in mice. 

Results are expressed as means ± SEM, N=10 for all groups.  
+
p<0.05 significantly different compared to CMC 

+++
p<0.001 significantly different compared to CMC 

***p<0.001 significantly different compared to NSS 
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Anti-nociceptive effect of 

C.asiatica in response to noxious thermal 

stimulation has been previously reported in 

the hot-plate tests in mice, another animal 

model sensitive to central analgesic activity 

(Somchit et al. 2004). Additionally, 

application of oral paste containing ECa 

233 significantly reduced pain score of 

mouth ulcers in humans (Ruengprasertkit et 

al. 2010). In line with these findings, the 

present study demonstrated significant 

analgesic activity of ECa 233 in Tail flick 

test. Based on the results obtained, a 

cerebral analgesic activity at the spinal 

level of ECa 233 is suggestive. Though, 

anti-nociceptive effect of ECa 233 have 

been proposed to associate with high 

content of triterpenoids such as asiaticoside 

and madecassoside (Yadava and Kumar 

1999), however, no attempt has been made 

to clarify the significance  of each 

individual.  

 As morphine is generally 

recognized as a strong centrally acting 

analgesic (Harris et al. 1969), it is not 

surprising to observe comparatively less 

potent analgesic activity of ECa 233.  

 However, in consideration to 

addiction and strong depression of 

respiration that may consequently result 

from high dose of morphine in relation to 

longer duration of analgesic activity and 

the very favorable safety profiles of ECa 

233 (Mark and Chancy 1995, Chivapat et 

al. 2011). It is worthwhile to investigate 

further on the analgesic effect of ECa 233 

emphasizing on the active constituent 

responsible for the analgesic effect 

observed as well as its underlying 

mechanisms. 
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Abstract 

  

Inhibition of mitochondrial cytochrome c oxidase by β-amyloid peptide had been 

reported to be the first circumstance in neuron in which led to respiration of mitochondria 

defects. This study aimed to investigate the effects of ECa233 on the respiration of isolated 

mouse brain mitochondria in which cytochrome c oxidase was inhibited by potassium cyanide 

(KCN). IC50 concentration of KCN found in this study was 0.3 mg/ml. Firstly, we determined 

the effects of ECa233 on the respiration of mitochondria by incubating the mitochondria with 5 

concentrations of ECa233 (10, 25, 50, 75 and 100 mg/ml). The results showed no toxic effect of 

ECa233 on the oxygen consumption rate of mitochondria. After that, the effects of ECa233 on 

the mitochondrial function were examined by incubating the mitochondria with KCN followed 

by different concentrations (10, 25, 50, 75 and 100 mg/ml) of ECa233. The data showed no 

improvement on the KCN-induced depression of oxygen consumption rate of mitochondria. The 

results indicated that ECa233 did not recover neuron via cytochome c oxidase. It is suggested 

that further studies on ECa233 mechanism is needed. 

 

Key Words standardized extract of Centella asiatica ECa233, cytochrome c oxidase, brain 

mitochondria, oxygen consumption 
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บทคดัย่อ  
 

จากรายงานที่กล่าวว่า กลไกการเกดิโรคอลัไซเมอร์เร่ิมต้นจากความบกพร่องในการท างาน

ของไมโตคอนเดรียโดยเช่ือว่าเกดิจากการที่ cytochrome c oxidase ถูกยับยั้งโดยเบตาอะมัยลอยด์ 

การทดลองน้ีเป็นการศึกษาฤทธิ์ของสารสกดับัวบกมาตรฐานอซีีเอ233 (ECa233) ต่อการท างาน

ของไมโตคอนเดรียซ่ึง cytochrome c oxidase ถูกยับยั้ง โดยแยกไมโตคอนเดรียจากสมองส่วนหน้า

ของหนูเมาสม์าวัดอตัราการใช้ออกซิเจนและค านวณเป็นค่า RCI ใช้ potassium cyanide (KCN) ซ่ึง

เป็นตัวยับยั้งจ าเพาะต่อ cytochrome c oxidase จากการศึกษานี้  พบว่า KCN มีค่า IC50 เทา่กบั 

0.3 มก./มล. เมื่อทดสอบผลของ ECa233 ต่อการท างานของไมโตคอนเดรียโดยการใส่ ECa233 

ความเข้มข้นต่างๆ (10, 25, 50, 75 และ 100 มก./มล.ใน DMSO) ลงในไมโตคอนเดรีย พบว่า 

ECa233 ไม่มีผลลดอตัราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรีย ส่วนการทดสอบผลของ ECa233 ต่อ

การท างานของไมโตคอนเดรียที่ถูกยับย้ังโดย KCN พบว่า ECa233 ทุกความเข้มข้น (10, 25, 50, 

75 และ 100 มก./มล.ใน DMSO) ไม่สามารถช่วยเพ่ิมอตัราการใช้ออกซิเจนของไมโตคอนเดรียที่

ถูกยับยั้งโดย KCN ได้  ผลการทดลองน้ีแสดงให้เหน็ว่ากลไกการช่วยฟ้ืนฟูเซลล์ประสาทของ 

ECa233 ไม่ผ่านการช่วยแก้ไขการท างานของ cytochrome c oxidase  ดังน้ัน อาจต้องมีการศึกษา

กลไกการท างานของ ECa233 ผ่านกระบวนการอื่นๆ ของเซลล์ต่อไป 

 

ค าส าคญั:       standardized extract of Centella asiatica ECa233, cytochrome c oxidase,   

                    brain mitochondria, oxygen consumption 
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Introduction 

 
Centella asiatica (Linn.) is used 

in Ayuravedic medicine for dementia 

(Kumar and Gupta 2002). Previous studies 

showed that the standardized extract of 

Centella asiatica ECa233 improved 

memory deficits in mice models of stroke 

(Sukvichai et al. 2011) and Alzheimer‟s 

disease induced by -amyloid i.c.v. 

injection (Kam-Eg et al. 2009). In addition, 

both studies demonstrated that ECa233 

significantly reduced hippocampal cell loss. 

This was partly due to the antioxidant 

effect of ECa233. 

The inhibition of mitochondrial 

cytochrome c oxidase by -amyloid was 

proposed as early target site of -amyloid 

toxicity in Alzheimer‟s disease (Canevari et 

al. 1999, Cardoso et al. 2001). As ECa233 

mechanism of action was not observed, the 

involvement of ECa233 in function loss of 

mitochondrial cytochrome c oxidase in 

vitro was investigated in the present study. 

KCN was used to selectively inhibit 

mitochondrial cytochrome c oxidase. 

 

Materials and Methods 

 

 Male ICR mice weighing 25-30 

g (National Laboratory Animal Center, 

Mahidol University, Nakornpathom) were 

used. Mice were kept in a constant 12/12 h 

light/dark cycle and 25±2 oC room 

temperature. Food and water were available 

ad libitum. All experimental procedure was 

approved by Local Ethic Committee. The 

standardized extract of Centella asiatica 

ECa233 was prepared by Associate 

Professor Dr. Ekarin Saifah, Faculty of 

Pharmaceutical Sciences, Chulalongkorn 

University. ECa233 used in this experiment 

was suspended in DMSO to 5 

concentrations; 10, 25, 50, 75 and 100 

mg/ml. The mitochondrial isolation method 

was modified from Thoopmongkon and 

Rodsiri (2011). Briefly, mouse was 

sacrificed by decapitation. Brain was 

rapidly removed and cerebrum was 

dissected. Two cerebrums were pooled in 

10 ml isolation medium (250 mM sucrose, 

10 mM Tris,  2 mM EDTA and BSA 1 mg/ml, 

pH7.4) and then homogenized thoroughly. 

 Mice brain homogenate was 

centrifuged at 2,000g for 3 minutes at 4 

oC. The supernatant was collected and 

added 10 l of 0.02% digitonin and then 

centrifuged at 2,000g for 3 minutes and 

12,000g for 10 minutes. Pellet was 

collected and resuspended in 10 ml 

isolation medium and then centrifuged at 

12,000g for 10 minutes. The pellet was 

washed and resuspended in 2 ml 

incubation medium (225 mM mannitol, 75 

mM sucrose, 10 mM Tris, 5 mM KCl and 

10 mM KH2PO4, pH 7.4). Protein 

concentrations were determined using 

Lowry method (Lowry et al. 1951). 

Mitochondrial oxygen consumption was 

measured using Gilson oxygraph 

apparatus. To determine the IC50 of KCN, 

mitochondria suspension, medium and 

chemicals were added to Gilson 

temperature (37 oC)-controlled chamber 

as follows; 1,700-l of incubation 

medium, 200-l of mitochondria 

suspension, 10-l of 5 mM glutamate and 

malate (substrates of the mitochondrial 

electron transport chain), either 10-l of 

KCN at varied concentrations or 

deionized water as control and 2-l of 

ADP+Pi to initiate the mitochondrial 

oxidative phosphorylation reaction. The 

concentration of oxygen in the chamber 

was measured using a Clark oxygen 

electrode and recorded using Gilson N2 

recorder. The effect of ECa233 on 

mitochondrial oxygen consumption was 

investigated. Mitochondria suspension, 

medium and chemicals were added to the 

chamber as follows; 1,700-l of 

incubation medium, 200-l of 

mitochondria suspension, 10-l of 5 mM 

glutamate and malate, 10-l of ECa233 at 

varied concentrations or DMSO as control 

and 2-l of ADP+Pi. To determine the 

protective effect of ECa233 on 

mitochondrial cytochrome c oxidase 

inhibition, mitochondria suspension, 

medium and chemicals were added to the 

chamber as follows; 1,700-l of 

incubation medium, 200-l of 

mitochondria suspension, 10-l of 5 mM 

glutamate  and  malate,  10-l  of  5  mM 
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glutamate and malate, 10-l of ECa233 at 

varied concentrations or DMSO as control 

and 2-l of ADP+Pi. To determine the 

protective effect of ECa233 on 

mitochondrial cytochrome c oxidase 

inhibition, mitochondria suspension, 

medium and chemicals were added to the 

chamber as follows; 1,700-l of incubation 

medium, 200-l of mitochondria 

suspension, 10-l of 5 mM glutamate and 

malate, 10-l of KCN at IC50 

concentrations, 10-l of ECa233 at varied 

concentrations or DMSO as control and 2-

l of ADP+Pi. Data was calculated as 

natom O/min/mg protein. The respiratory 

control index (RCI) was used to evaluate 

the function of mitochondria suspension as 

the mitochondria suspension which had the 

RCI less than 4 was excluded from the 

experiment. Data was presented as mean ± 

SEM. One-way analysis of variance 

(ANOVA) followed by Tukey‟s post-hoc 

test was used for statistical comparison and 

P< 0.05 was considered as significant 

difference. 

 

Results 

 

To determine the IC50 of KCN, 
mice brain 

 mitochondria were incubated with 6 

concentrations of KCN (0.01, 0.1, 0.3, 0.5, 

1 and 10 mg/ml). The IC50 of KCN in this 

experiment was 0.3 mg/ml or 3 g in 

reaction chamber (Figure 1). This 

concentration of KCN was used for further 

investigation. 

The effect of ECa233 on 

mitochondrial oxygen consumption was 

examined using 6 concentrations of 

ECa233 (1, 10, 25, 50, 75 and 100 mg/ml). 

DMSO slightly decreased oxygen 

consumption rate when compared to 

normal. The data showed that no 

concentrations of ECa233 could reduce 

rate of oxygen consumption of 

mitochondrial state 3 and state 4 

respiration (Table 1).  
The protective effect of ECa233 

on KCN-inhibited mitochondrial 

respiration was examined by incubating 

mitochondria with KCN and 5 

concentrations of ECa233 (10, 25, 50, 75 

and 100 mg/ml). When compared to 

control (KCN-treated) mitochondria, 10 

and 25 mg/ml ECa233 partially improved 

the oxygen consumption of mitochondria. 

However, none of ECa233 concentrations 

significantly recovered the state 3 oxygen 

consumption rate of mitochondria. 

 

 
 

 

Figure 1            KCN showed concentration-dependent toxicity on state 3 oxygen consumption 

rate. Results were showed as mean ± SEM, n = 5 (* denoted significantly 

different of state 3 respiration compared to normal group with P < 0.05, # 

denoted significantly different of state 4 respiration compared to normal group 

with P < 0.05) 
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Table 1 Oxygen consumption rates and RCI of ECa233 treated groups compared to normal 

and DMSO (ECa233 vehicle) treated mitochondria. Results were showed as mean ± 

SEM, n = 5 
 

Groups ECa233 

concentrations 

(mg/ml) 

Oxygen consumption  

rate of state 3 respiration 

(natoms O/ml/min) 

Oxygen consumption  

rate of state 4 respiration  

(natoms O/ml/min) 

RCI 

Normal - 30.97 ± 2.18 5.80 ± 0.35 5.33 ± 0.17 

DMSO - 21.38 ± 3.61 4.43 ± 0.58 4.90 ± 0.60 

ECa233 1 23.88 ± 2.36 4.10 ± 0.50 5.96 ± 0.58 

10 26.02 ± 2.53 4.24 ± 0.44 6.16 ± 0.33 

25 24.12 ± 3.32 3.96 ± 0.37 6.08 ± 0.74 

50 23.80 ± 3.74 4.98 ± 0.64 4.72 ± 0.29 

75 24.54 ± 2.63 4.92 ± 0.43 4.98 ± 0.30 

100 22.36 ± 2.85 4.68 ± 0.49 4.82 ± 0.37 

 

 
Figure 2       Oxygen consumption rates of ECa233 treated groups compared to control 

group. Results were showed as mean ± SEM, n = 5 (* denoted significantly 

different compared to normal (DMSO-treated mitochondria) with P < 0.05). 

 
Discussion 

 

The present study demonstrated 

effects of ECa233 on mitochondrial 

function which was defected by the 

specific cytochrome c oxidase inhibitor, 

KCN. The toxic effect of KCN was 

concentration-dependent. The IC50 of 

KCN was varied due to the experimental 

protocol. IC50 found in this study was 0.3 

mg/ml, equaled to 3 μg in 2 ml chamber 

(Leavesley et al. 2008, Nadanaciva et al. 

2007). 

 Previous studies reported that ECa233 had 

no toxic effect in rat after subchronic oral 

treatment of 10, 100 and 1,000 mg/kg body 

weight/day ECa233 were given. (ตันติสิระ 

และคณะ 2549). In this study, ECa233 did 

not induce or inhibit function of normal 

mitochondria, even the highest 

concentration (100 mg/ml in DMSO) was 

given. The result indicated that ECa233 

had no toxic effect on brain mitochondrial 

function. This could add on the ECa233 

safety profile. 
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The data obtained from the last experiment 

showed that ECa233 did not recover the 

impaired function of mitochondria 

inhibited by KCN. Under this experimental 

setup, ECa233 was exposed to isolated 

brain mitochondria in the chamber to 

promote mitochondrial function without 

intracellular environment (Sousa et al. 

2003). The results indicated that neuronal 

protective mechanisms of ECa233 did not 

directly interact with cytochrome c oxidase 

or mitochondria. Thus the further studies 

probably aim to discover effects of 

ECa233 on other cellular signaling 

pathway. 

 Conclusion 

 

Though standardized extract of 

Centella asiatica ECa233 is not toxic to the 

function of mitochondria, it is not able to 

recover the impaired mitochondrial 

function blocked by KCN. Hence, ECa233 

may work through other cell protecting 

pathways.  
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Abstract 

  

Osteoarthritis (OA) is the most prevalent form of joint disease and is a leading cause 

of joint dysfunction and disability in the elderly. Currently, there are no gold standard 

treatments for OA.  Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are widely used in patients 

with OA aiming at relieving pain and restoring the joint function. However, a number of 

undesirable effects have been reported following a long term use of NSAIDs.  Hence, there is 

still a tremendous need to identify novel agents for the treatment of OA with superior safety 

profile.  The aim of this study was to investigate the efficacy of bromelain, an enzyme obtained 

from pineapple on pain-related behavior in the anterior cruciate ligament transection (ACLT) rat 

model of OA.   OA was surgically induced in the right knee joint by anterior cruciate ligament 

transection in male Wistar rat. A number of beneficial properties of bromelain have been 

reported including promoting chondrocyte survival, anti-inflammatory and analgesic effects.  

The pain-related behavior during OA development was accessed up to 15 weeks post-OA 

induction using hind limb weight bearing tester.  From week 5 post-OA induction, the hind paw 

weight distribution appeared stabilized and significantly different from the control group.  

Interestingly, bromelain demonstrated the ability to significantly attenuate the OA-associated 

joint pain in similar manner as glucosamine.  Thus, present results suggest that bromelain might 

be useful as alternative or adjuvant treatment for patients who suffering from OA pain. 

However, the mechanism in which bromelain exerts its antinociceptive effect remains to be 

investigated.  

 

Key Words Osteoarthritis, Bromelain, anterior cruciate ligament transection (ACLT), rat, 

pain 
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การทดสอบฤทธ์ิของโบรมีเลนในการลดความเจ็บปวดของโรคขอ้เข่าเสือ่มโดยการ

ตดัเอ็นไขวห้นา้ขอ้เข่าในหนูทดลอง 
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บทคดัย่อ  
 

โรคข้อเสื่อม  (Osteoarthritis, OA) เป็นโรคข้อที่พบได้บ่อยในผู้สงูอายุ ซ่ึงโรคน้ีมี

ผลกระทบอย่างย่ิงต่อการท ากจิรรมประจ าวันของผู้ป่วยน ามาซ่ึง คุณภาพชีวิตที่ลดลง  ในปัจจุบันยัง

ไม่มียาที่ประสทิธภิาพที่ดีพอในการบรรเทาอาการปวด หรือชะลออาการของโรคได้  ยาที่ใช้กนัอยู่ใน

ปัจจุบันมีวัตถุประสงค์ที่มุ่งเน้นเพ่ือบรรเทาความเจบ็ปวด  โดยแพทย์ นิยมสั่งจ่ายยาต้านการอกัเสบ

ที่ไม่ใช่สเตียรอยด์ ซ่ึงมีผลก่อให้เกดิอาการข้างเคียงที่ รุนแรงหากใช้ ต่อเน่ืองในระยะเวลานาน ดังน้ัน

จึงมีความจ าเป็นอย่างย่ิงที่จะต้องมีการศึกษาวิจัยเพ่ือให้ได้ ยาที่มีประสทิธภิาพในการ บรรเทาอาการ

เจบ็ปวด เน่ืองจาก โรคข้อเสื่อม ซ่ึงมีผลข้างเคียง น้อยที่สดุ  ดังน้ันการศึกษาคร้ังน้ี จึงมีวัตถุประสงค์

เพ่ือทดสอบฤทธิ์ของโบรมี เลนในการบรรเทาความเจบ็ปวดจากโรคข้อเข่าเสื่อมในหนูทดลอง ซ่ึงถูก

ชักน าให้เกดิข้อเข่าเสื่อมโดยการตัดเส้นเอน็ที่มีช่ือว่า anterior cruciate ligament (ACLT)   ความ

เจบ็ปวดที่เกดิข้ึนจากการชักน าให้เกดิข้อเข่าเสื่อมจะถูกประเมินโดยใช้เคร่ืองมือที่วัดการลงน า้หนักที่

เท้าหลังของหนูที่เรียกว่า hind limb weight bearing tester เป็นเวลา 15 สปัดาห์ จากผลการวิจัย

พบว่าอาการ ปวดเนื่องจาก ข้อเข่าเสื่อมพัฒนาเตม็ที่ในสปัดาห์ที่ 5 หลังการผ่าตัด  นอกจากน้ียัง

พบว่าโบรมีเลน มีฤทธิ์บรรเทาอาการ ปวดเข่าในหนูทดลองที่เป็นข้อเข่าเสื่อมได้อย่างมี นัยส าคัญทาง

สถิติ (P<0.05) ซ่ึงมีประสทิธภิาพใกล้เคียงกบักลูโคซามีน  จากผลการวิจัยน้ี โบรมีเลนอาจสามารถ

น าไปใช้เป็นอาหารเสริมเพ่ือบรรเทาอาการปวดในผู้ป่วยที่มีอาการของข้อเสื่อมได้เม่ือใช้อย่าง

ต่อเน่ือง อย่างไรกต็ามผลการทดลองน้ียังต้องการการยืนยัน เพ่ือศึกษาถึงก ลไกการออกฤทธิ์ของ

โบรมีเลน  

 

ค าส าคญั:       โรคข้อเข่าเสื่อม, โบรมีเลน, การตัดเอน็ไขว้หน้าข้อเข่า, กลูโคซามีน,  

                    ความเจบ็ปวด 
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Introduction 

 
Osteoarthritis (OA) is a joint 

degenerative disease (Goldring and 

Goldring 2007). It has traditionally been 

believed as non-inflammatory arthritis. 

However, several lines of recent evidence 

suggest that inflammation plays a pivotal 

role in the progression of cartilage 

degeneration and joint damage in OA 

patients (Goldring 2000; Allen et al. 2010).  

Since there is no available Disease 

Modifying Osteoarthritis Drugs 

(DMOADs), the current pharmacological 

treatment for OA aims at reducing 

symptomatic pain and increasing joint 

function  in order to  improve the patient‟s 

quality of life (Zhang et al 2008). Non-

steroidal anti-inflammatory drugs 

(NSAIDs) and acetaminophen are 

commonly prescribed for the treatment of 

OA pain (Sarzi-Puttini et al. 2005).  

However, long-term treatment of NSAIDs 

exhibits serious adverse effects such as 

gastrointestinal ulceration and bleeding as 

well as platelet dysfunction (Ding 2002). 

Additionally, glucosamine sulfate has been 

reported to attenuate OA pain and delay 

disease progression. Nevertheless, 

effectiveness and mechanism of 

glucosamine remain unclear (Zhang et al 

2008). Therefore, it is an urgent need to 

identify an alternative medicine that offer a 

superior safety profile, which provide pain-

relieving effects as well as prolong disease 

progression.  

Bromelain is an enzyme mixture 

obtained from the stem and fruit of 

pineapple (Ananas comosus) 

(Bhattacharyya 2008).  The efficacy of 

bromelain for the treatment of OA-

associated pain has long been investigated, 

in which bromelain demonstrated 

chondroprotective effect and inhibiting the 

production of cartilage degradation 

mediators in canine chondrocytes 

(Siengdee et al. 2010). However, the efficacy 

of bromelain as alternative or adjuvant 

treatment for OA is still controversial (Brien 

2004).  Therefore, further investigations are 

required to determine the effectiveness of 

bromelain for OA therapy. 

 This present study aims to investigate the 

efficacy of bromelain on pain-related 

behavior relative to glucosamine in anterior 

cruciate ligament transection (ACLT)-

induced OA rat model.  

 

Materials and Methods 

 

Materials  

Bromelain crude extract was 

purchased from MP Biomedical LLC. 

(Solon, OH, USA). D-glucosamine sulfate 

2NaCl was obtained from Taizhou City 

Fengrun Biochemical Co., LTD (Taizhou, 

China). 

 

Animals 

Five weeks old male Wistar rats 

(140-160 g) were obtained from National 

Laboratory Animal Center, Mahidol 

University, Thailand. Animal ethics 

approval has been obtained from the 

Faculty of Science, Mahidol University 

Animal Care and Use Committee.  Animal 

were housed in pair in a temperature-

controlled room (202oC), maintained at 

humidity 6010%, and a 12 h/12 h dark-

light cycle. Standard laboratory rat food 

and water were supplied ad libitum.  

Animals were allowed to acclimatize for 

one week prior to ACLT induction. OA 

was surgically induced as previously 

described (Hayami et al. 2006; Naito et al. 

2010; Wen et al. 2010). ACL on the right 

knee was transected with surgical blade; 

while the left knee was left untreated.  

Sham-operated rats were treated identically 

as ACLT rats except that transection of the 

ACL is omitted. 

 

Experimental designs 

Experimental group I: Determination of 

time course development of OA pain in rat 

model of ACLT-induced OA 

Rats were divided into three 

groups: 1. Control group (Naive; n=6), 2. 

Sham-operated group (Sham; n=7) and 3. 

ACLT group (ACLT; n= 6). The time 

course development of OA pain was assessed 

up to 15 weeks post ACLT induction.   
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Changes in hind paw weight-bearing 

distributions were assessed at the following 

time points:at 1, 3, 6, 9, 12 and 15 week 

post ACLT induction. 

 

Experimental group II: Investigation of 

the efficacy of bromelain in rat model of 

ACLT-induced OA 

Rats were divided into four 

groups: 1. Control group with saline (naïve 

+ saline; n=6), 2. ACLT group with saline 

(ACLT + Saline; n=6), 3. ACLT group 

with glucosamine sulfate (ACLT + 

glucosamine; n=6) and 4. ACLT group 

with bromelain (ACLT + bromelain; n=6). 
Bromelain (150 mg/kg) and glucosamine 

sulfate (250 mg/kg) were dissolved in 

sterile saline.  All groups received test 

articles or vehicle (saline) via oral gavage 

once daily without fasting for 10 

consecutive weeks. Changes in hind paw 

weight-bearing distributions were assessed 

at the following time points: at 0 

(baseline), 5, 6, 9, 12 and 15 weeks post 

ACLT induction.   

 Assessment of nociception: Weight-

bearing distribution test 

Assessment of pain-related 

behavior (knee joint pain) was performed 

using Incapacitance meter (hind limb 

weight bearing tester).  This technique 

measures the difference in weight bearing 

between the operated limb and the 

contralateral non-operated limb.  Changes 

in hind paw weight distribution between 

the operated and the contralateral non-

operated limb were used as an index of 

joint pain in the OA rats. The percent 

weight distribution on the operated limb 

was determined as previously described  

(Pomonis et al. 2005). 

Statistical Analysis  

All data were expressed as the 

mean and standard error of the mean (mean 

± SEM).  Statistical significance was 

determined using one-way analysis of 

variance (ANOVA), followed by Newman-

Keuls post hoc test.  The P value was set at 

P<0.05 for the significant different 

between groups. 

 

 
 
Results 

 

The time course development of 

OA-associated pain induced by ACLT was 

observed for 15 weeks post OA induction.  

A significant change(P < 0.05) in the 

percent weight bearing distribution was 

observed at all test time points, which was 

more pronounced in ACLT group on week 

one post-ACLT induction as compared to 

naïve and sham groups (Figure 

1A).Following five weeks post-ACLT 

induction, the percent weight bearing 

distribution appears stabilized and 

significantly different (P < 0.05) from the 

naïve and sham groups, in which the OA 

pain was fully developed. Interestingly, 

bromelain (150 mg/kg) significantly 

attenuated (P < 0.05) change in the percent 

weight bearing distribution at all test time 

points when compared with ACLT + 

vehicle group (Figure 1B). Similar result 

was observed in ACLT- group received  

 glucosamine (250 mg/kg)which was used 

as a positive control in this study. 

 

Discussion 

 

In the present study, for the first 

time to our knowledge, the analgesic effect 

of bromelain was evaluated in the rat 

model of osteoarthritis.  Consistent with 

previous clinical studies (Walker et al. 

2002; Brein et al. 2006), showing that 

bromelain attenuated knee joint pain in the 

OA patients, the present results also 

demonstrated that once-daily oral 

administration of bromelain at a dose of 

150 mg/kg  exhibited its analgesic activity.  

Moreover, our results are consistent with 

Wen and colleagues (2010) (Wen et al. 

2010) which showed that oral 

administration of glucosamine sulfate (250 

mg/kg) could attenuate pain related 

behavior in rat model of ACLT-induced 

OA. 
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Figure 1 (A) The development of ACLT-induced joint pain.  (B) Effects of bromelain 

(150 mg/kg) and glucosamine (250 mg/kg) on the development of ACLT-

induced joint pain.  Bromelain and glucosamine were orally administered once 

a day for 10 consecutive weeks starting at week 5 following ACLT induction.    

Statistically significant differences were determined using one-way analysis of 

variance (ANOVA), followed by Newman-Keuls post hoc test. P<0.05 was 

considered as significant. * = ACLT versus Naïve and sham group; ** = ACLT 

+ glucosamine or # = ACLT + bromelain versus ACLT + vehicle. 
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Conclusion 

 

In summary, the present results 

suggested that bromelain might be useful as 

alternative or adjuvant treatment for patients 

who suffering from OA pain. However, 

additional studies are required to confirm its 

efficacy.  Moreover, its mechanism of action 

in which bromelain exerts its analgesic effect 

remains to be investigated. 
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Abstract 

  

Garlic (Allium sativum) has been used as a medicinal agent since ancient Egypt. There 

are extensive studies on its properties and pharmacological activities. The major bioactive 

constituents of garlic are sulfur compounds which consist of water soluble sulfur compounds 

and oil-soluble sulfur compounds. Several studies have supported the chemopreventive and 

chemotherapeutic activities of garlic in various types of cancers by which the possible 

mechanisms of action include the enhancement of the activity of enzymes that depress the 

activation of carcinogens, the inhibition of reactive oxygen species formation, the induction of 

cell cycle arrest and apoptosis, and the inhibition of migration and invasion of cancer cells. In 

terms of garlic‟s effects on the prevention and treatment of cardiovascular diseases, the in vitro 

studies of lipid-lowering effect of garlic showed that bioactive constituents of garlic inhibit 

enzymes involved in cholesterol and fatty acid synthesis. In clinical trials, there are both 

supportive and negative results of lipid-lowering effect of garlic. The results from a systematic 

review that confirms this effect demonstrated the average drop in total cholesterol was 24.8 

mg/dL (9.9%), LDL 15.3 mg/dL (11.4%), and triglycerides 38 mg/dL (9.9%). Another 

systematic review and meta-analysis study found that garlic significantly reduces total 

cholesterol and triglyceride but does not significantly decrease LDL-cholesterol nor increase 

HDL-cholesterol. Garlic has anti-platelet activity and could lower blood pressure. There are 

many clinical trials that confirm blood pressure-lowering effect of garlic. Systematic review and 

meta-analysis found that garlic reduces systolic blood pressure at a mean of 4.6 ± 2.8 mm Hg 

when compared to the control groups (p = 0.001), whereas in the hypertensive patients, it 

reduces systolic and diastolic blood pressure at a mean of 8.4 ± 2.8 mm Hg (p < 0.001) and 7.3 

± 1.5 mm Hg (p < 0.001), repectively. Another study also confirmed that garlic reduces systolic 

and diastolic blood pressure by 16.3 mm Hg and 9.3 mm Hg in patients with elevated systolic 

blood pressure. In addition, a trial involving patients who had garlic as an adjunct treatment to 

existing antihypertensive but uncontrolled hypertension, garlic could reduce systolic blood 

pressure at a mean of 10.2 ± 4.3 mm Hg (p = 0.03). This trial indicates that garlic has additive 

effect to current antihypertensives in lowering blood pressure in patients with treated but 

uncontrolled hypertension. It has been found that garlic exerts antioxidant effect by scavenging 

superoxide ions, reducing lipid peroxide formation, increasing glutathione in the cells, and 

enhancing the activities of enzymes glutathione disulphide reductase and superoxide dismutase. 

Other activities of garlic include antibacterial, antifungal, antimalarial, and antiviral activities, 

and also immunomodulatory effects. It has been found in a clinical trial that garlic may be 

effective in preventing common cold. In conclusion, the results from these studies are 

supportive to the claimed effects of garlic and may lead to drug development for the prevention 

and treatment of several diseases, especially the cardiovascular diseases and cancers. 
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กระเทียม (Allium sativum Linn.) 

 
พวงทพิย์ คุณานุสรณ์ 

 

ภาควิชาเภสชัวิทยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ 

 

บทคดัย่อ 
  

กระเทยีม (Allium sativum) ถูกน ามาใช้เป็นยาตั้งแต่ยุคอยีิปตโ์บราณ มกีารศึกษาและวิจัยอย่าง

มากมายถงึคุณสมบตัแิละฤทธิ์ทางเภสชัวิทยาของกระเทยีม สาร หลักที่เป็นสารส าคญัที่สามารถออกฤทธิ์คอื 

สารประกอบของซัลเฟอร์  ซึ่งประกอบด้วยชนิดที่ละลายในน า้ และชนิดที่ละลายในไขมนั มกีารศึกษามากมาย

สนับสนุนว่ากระเทยีมมฤีทธิ์ในการป้องกนัและรักษาโรคมะเรง็ได้หลายชนิด โดยมกีลไกการออกฤทธิ์ที่เป็นไปได้ 

ได้แก่ การกระตุ้นเอนไซมไ์ปลดการกระตุ้นสารก่อมะเรง็ การยับยั้งการสร้าง reactive oxygen species การกระตุ้น

ให้เซลล์หยุดอยู่ใน cell cycle การกระตุ้นให้เกดิ apoptosis และยับยั้งการเกดิ migration และ invasion ของ

เซลล์มะเรง็ ส าหรับฤทธิ์ป้องกนัและรักษาโรคหัวใจและหลอดเลือดของกระเทยีม ผลจา กการศึกษาฤทธิ์ลดระดบั

ไขมนัในเลือดในหลอดทดลองแสดงว่าสารส าคญัของกระเทยีมสามารถยับย้ังเอนไซมห์ลายชนิดที่เกี่ยวข้องกบัการ

สงัเคราะห์ cholesterol และ fatty acid ในการศึกษาทางคลินิก ผลการศึกษามทีั้งยืนยันและปฏเิสธฤทธิ์ลดระดบั

ไขมนัในเลือดของกระเทยีม โดยผลจากการศึก ษาแบบ systematic review ที่ยืนยันฤทธิ์นี้แสดงค่าเฉล่ียในการลด 

total cholesterol ได้ 24.8 มลิลิกรัม/เดซิลิตร (9.9%) ลด LDL-cholesterol ได้ 15.3 มลิลิกรัม/เดซิลิตร 

(11.4%) และลด triglyceride ได้ 38 มลิลิกรัม/เดซิลิตร (9.9%) อกีการศึกษาแบบ systematic review และ 

meta-analysis พบว่ากระเทยีมมฤีทธิ์ลดระดบั total cholesterol และ triglyceride ได้อย่างมนีัยส าคญั แต่ไม่มผีล

ลด LDL-cholesterol หรือเพ่ิม HDL-cholesterol อย่างมนีัยส าคญั กระเทยีมมฤีทธิ์ต้านเกรด็เลือดและสามารถ

ลดความดนัโลหิต มกีารศึกษาทางคลินิกมากมายที่ยืนยั นฤทธิ์ลดความดนัโลหิตของกระเทยีม จากการวิจัยแบบ 

systematic review และ meta-analysis พบว่ากระเทยีมลด systolic blood pressure ได้เฉล่ีย 4.6 ± 2.8 

มลิลิเมตรปรอทเมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม (p = 0.001) ในขณะที่ในผู้ป่วยที่มคีวามดนัโลหิตสงู กระเทยีมลด 

systolic และ diastolic blood pressure ได้เฉล่ีย 8.4 ± 2.8 มลิลิเมตรปรอท (p < 0.001) และ 7.3 ± 1.5 

มลิลิเมตรปรอท (p < 0.001) ตามล าดบั อกีการศึกษาหนึ่งกยื็นยันว่าในผู้ป่วยที่ม ี systolic blood pressure สงู 

กระเทยีมสามารถลด  systolic blood pressure ได้ 16.3 มลิลิเมตรปรอท และ  diastolic blood pressure ได้ 9.3 

มลิลิเมตรปรอท นอกจากนี้ ยังมกีารศึกษาในผู้ป่วยที่ได้รับกระเทยีมเพ่ิมเตมิจากการรักษาด้วยยาลดความดนัโลหิต

สงูที่ผู้ป่วยได้รับอยู่แต่ควบคุมความดนัโลหิตสงูไม่ได้ พบว่ากระเทยีมสามารถลด systolic blood pressure ได้โดย

เฉล่ีย 10.2 ± 4.3 มลิลิเมตรปรอท  (p = 0.03) ชี้ ให้เหน็ว่ากระเทยีมเสริมฤทธิ์ยาลดความดนัโลหิตสงูอื่นๆใน

ผู้ป่วยที่ไม่สามารถควบคุมภาวะควมดนัโลหิตสงูด้วยยาที่ใช้อยู่ ในส่วนของฤทธิ์ต้านอนุมูลอสิระ พบว่ากระเทยีม

ออกฤทธิ์โดยโดยการก าจัด superoxide ions ลดการสร้าง lipid peroxide เพ่ิมระดบั GSH ภายในเซลล์  และการ

กระตุ้นการท างานของเอนไซม์  glutathione disulphide reductase และ superoxide dismutase ฤทธิ์อื่นๆของ

กระเทยีมประกอบด้วยฤทธิ์ต้านแบคทเีรีย เชื้อรา เชื้อมาลาเรีย และเชื้อไวรัส รวมทั้งม ี immunomodulatory 

effects ด้วย มกีารศึกษาทางคลิ นิกพบว่ากระเทยีมอาจมปีระสทิธผิลในการป้องกนัโรคหวัดได้ โดยสรปุ ผลจาก

การศึกษาเหล่านี้สนับสนุนสรรพคุณของกระเทยีม และอาจน าไปสู่การพัฒนาไปเป็นยาเพ่ือใช้ในการป้องกนัและ

รักษาโรคต่างๆ โดยเฉพาะอย่างย่ิงโรคที่มกีารกล่าวอ้างสรรพคุณอย่างกว้างขวาง ได้แก่ โรคหัวใจและหลอ ดเลือด 

และโรคมะเรง็ 
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บทน า 
 

กระเทยีมมีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Allium 

sativum Linn. อยู่ในวงศ์ Alliaceae มีช่ือท้องถิ่น

แตกต่างกนัออกไป เช่น กระเทยีม (ภาคกลาง) 

หอมเทยีม (ภาคเหนือ และภาคใต้ ) และหอม

ขาว (ภาคอสีาน) เป็นต้น 

ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของกระเทยีม 

กระเทยีมเป็นพืชล้มลุกที่มีหัวอยู่ใต้ดิน แต่ละหัว

ประกอบด้วยกลีบเรียงซ้อนกนัประมาณ 4-15 

กลีบ บางพันธุจ์ะมีเพียงกลีบเดียว เรียกว่า 

“กระเทยีมโทน” แต่ละกลีบมีกาบเป็นเยื่อบางๆ

สขีาวอมชมพูหุ้มอยู่โดยรอบ กระเทยีมมีรากไม่

ยาวนัก ใบมีลักษณะยาว แคบ แบน และกลวง  

ปลายใบแหลม โคนมีใบหุ้มซ้ อนกนั ดอก สขีาว

ออกเป็นช่อติดเป็นกระจุกที่ปลายก้านช่อ 

กระเทยีมมีกลิ่นหอมฉุน รสชาติเผด็ร้อน
1
 

กระเทยีมถูกน ามาใช้เป็นยาตั้งแต่ยุค

อยีิปต์โบราณเพ่ือใช้ในการรักษาโรคหัวใจ 

โรคมะเรง็ และอาการปวด ศีรษะ  มีการใช้

กระเทยีมในการรักษาแบบพ้ืนบ้านในอกีหลาย

ประเทศ โดยเฉพาะอย่า งย่ิงใน อนิเดีย และจีน
2
 

กระเทยีมเป็นส่วนผสมที่ส  าคัญในต ารับยา

สมุนไพรพ้ืนบ้านต่างๆมากมาย มีการกล่า วอ้าง

ถึงสรรพคุณของกระเทยีมอย่างกว้างขวาง  

ปัจจุบันมีผลิตภัฯฑก์ระเทยีมหลากหลายรูปแบบ

วางขายในท้องตลาด ส าหรับเป็นอกีทางเลือก

หนึ่งของผู้ป่วย เพ่ือใช้ ในการรักษาโรคต่าง ๆ มี

การศึกษาและวิจัยเพ่ือค้นหาสารส าคัญที่เป็นสาร

ออกฤทธิ์ ในเชิงชีวภาพของกระเทยีม (bioactive 

constituents of garlic) รวมทั้งมีการศึกษาและ

วิจัย อย่าง มากมายทั้งในหลอดทดลอง  ใน

สตัว์ทดลอง  และการศึกษาทางคลินิกเพ่ือแสดง

ให้เหน็ถึงคุณสมบัติและฤทธิ ทางเภสชัวิทยาที่

น่าสนใจต่างๆของกระเทยีม  ผลจากการศึกษา

และวิจัยเหล่าน้ีมีประโยชน์ในการยืนยัน

สรรพคุณของกระเทยีม และอาจน าไปสู่การ

พัฒนาไปเป็นยาเพ่ือใช้ในการป้องกนัและรักษา 

 โรคต่างๆ โดยเฉพาะอย่างย่ิงโรคที่มีการกล่าว

อ้างสรรพคุณอย่างกว้างขวาง ได้แก่ โรคหัวใจ

และหลอดเลือด และโรคมะเรง็ 

 
ส่วนประกอบของกระเทียม 

กระเทยีมสดประกอบด้วยส่วนที่เป็นน า้ 

คาร์โบไฮเดรต โปรตีน เส้นใย  ไขมัน 

สารประกอบของซัลเฟอร์ (sulfur compounds) 

33 ชนิด กรดอะมิโน  17 ชนิด เจอร์มาเนียม 

(germanium) 14 ไมโครกรัม/100 กรัม 

แคลเซียม 50-90 ไมโครกรัม/100 กรัม 

ทองแดง 0.02-0.03 ไมโครกรัม/100 กรัม 

เหลก็ 2.8‟3.9 ไมโครกรัม/100 กรัม โปแต

สเซียม 100-200 ไมโครกรัม/100 กรัม 

แมกนีเซียม 43-77 ไมโครกรัม/100 กรัม 

โครเมียม 0.3-0.5 มิลลิกรัม/100 กรัม 

แมงกานีส 0.2-0.6 มิลลิกรัม/100 กรัม 

โบรอน 0.3-0.6 มิลลิกรัม/100 กรัม แบเรียม 

0.2-1.0 มิลลิกรัม/100 กรัม อะลูมินัม 0.5-

1.0 มิลลิกรัม/100 กรัม โซเดียม 10-22 

มิลลิกรัม/100 กรัม ฟอสฟอรัส 390-460 

มิลลิกรัม/100 กรัม สงักะส ี 1.8-3.1 

มิลลิกรัม/100 กรัม เซเลเนียม (selenium) 

15-35 ไมโครกรัม/100 กรัม ไธอะมิน 0.25 

มิลลิกรัม/100 กรัม ไรโบฟลาวิน (riboflavin) 

0.08 มิลลิกรัม/100 กรัม วิตามินซี 5 

มิลลิกรัม/100 กรัม กรดนิโคตินิก 0.5 

มิลลิกรัม/100 กรัม เรตินอล (retinal) 15 

ไมโครกรัม/100 กรัม พลังงาน 39-140 แค

รอลี/100 กรัมของน า้หนักกระเทยีมสด
3-4

 

Aged garlic extract (AGE) เป็นสาร

สกดัจากกระเทยีม ที่มีวางขายอย่างแพร่หลาย 

ได้จากการสกดักระเทยีมสด ที่อุณหภมูิห้องเป็น

เวลานาน AGE ประกอบด้วยสารส าคัญที่ออก

ฤทธิ์ทั้งชนิดที่ละลายในน า้ ได้แก่ S-allyl-

cysteine (SAC) และ S-allylmercaptocysteine  
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(SAMC) และชนิดที่ละลายในไขมัน (ยกเว้น 

allicin ซึ่งไม่คงตัว ) ได้แก่ diallyl sulfide 

(DAS), diallyl disulfide (DADS) เป็นต้น 

นอกจากนี้กย็ังประกอบด้วยสารกลุ่ม 

flavonoids, saponins และสารอื่นๆ
5 

 
สารส าคญัท่ีสามารถออกฤทธ์ิในเชิงชีวภาพ

ของกระเทียม (Bioactive constituents of 

garlic)
6-8 

สารหลักที่เป็นสารส าคัญที่สามารถออก

ฤทธิ์คือ สารประกอบของซัลเฟอร์ โด ยชนิดหลัก

ที่พบมากในกระเทยีม คือ -glutamyl-S-

allyl-L-cysteines และ S-allyl-L-cysteine 

sulfoxides (alliin) เมื่อน าหัวกระเทยีมสดมา

เกบ็ไว้เป็นเวลานาน จะเกดิกระบวนการ

เปล่ียนแปลงทางชีวภาพตามธรรมชาติ (natural 

aging bioconversion) ท าให้เกดิการเปล่ียน -

glutamyl-S-allyl-L-cysteines   โดยอาศัย

เอนไซม์  -glutamyl Transpeptidase ได้เป็น 

organosulfur compounds ชนิดที่ละลายในน า้

เป็นส่วนใหญ่  เช่น SAC และ SAMC เป็นต้น 

(รูปที่ 1-2)  

เมื่อท าให้เกดิการฉีกขาดของเซลล์ เช่น 

การน าหัวกระเทยีมสดมาห่ันเป็นช้ินเลก็ๆ บด 

หรือแม้แต่การ เคี้ยว จะเกดิกระบวนการสร้าง 

organosulfur compounds ชนิดที่ละลายในไขมัน 

โดย  alliin จะถูกเปล่ียนอย่างรวดเรว็เป็น allyl 

thiosulfinates  ซึ่งชนิดหลักคือ diallyl 

thiosulfinate (หรือ allicin) โดยอาศัยเอนไซม์  

alliinase เน่ืองจาก allicin เป็นสารที่ไม่คงตัว จะ

สลายต่ออย่างรวดเรว็ได้เป็นสารชนิดต่างๆที่มี

กลิ่นฉุนได้แก่ DAS, DADS, diallyl trisulfide 

(DATS) และ  ajoene ซึ่งสารเหล่าน้ีเป็น

สารประกอบหลักของส่วนที่เป็นน า้มันหอม

ระเหย (volatile oil) ของกระเทยีม 

นอกเหนือจากกลุ่มที่เป็นสารประกอบ 

 ของซัลเฟอร์ มีรายงานว่าสารออกฤทธิ์ ส  าคัญอื่นๆ

ของกระเทยีมคือกลุ่ม steroid saponins เช่น 

eruboside-B และ -chlorogenin รวมทั้ง allixin 

และ organo-selenium compounds ซึ่งอาจท างาน

เสริมฤทธิ์กบัสารส าคัญหลักคือ organosulfur 

compounds 

 

ฤทธ์ิป้องกนัและรกัษาโรคมะเร็ง 

มีการศึกษาวิจัยมากมายเพ่ือแสดงแ ละ

ยืนยันฤทธิ์ทางเภสชัวิทยาต่างๆของกระเทยีมและ

สารส าคัญในกระเทยีมที่ออกฤทธิ์ในเชิงชีวภาพ 

รวมทั้งการศึกษาเพ่ือหากลไกการออกฤทธิ์ ซ่ึง

ประกอบด้วยการศึกษาในหลอดทดลอง การศึกษา

ในสตัว์ทดลอง ตลอดจนการศึกษาทางคลินิก ฤทธิ์

ทางเภสชัวิทยาที่ส  าคัญที่มีการศึกษา ได้แก่ ฤทธิ์

ป้องกนัและรักษาโรคมะเรง็ ฤทธิ์ป้องกนัและรักษา

โรคหัวใจและหลอดเลือด ซ่ึงประกอบด้วยฤทธิ์ลด

ระดับไขมันในเลือด ฤทธิ์ต้านเกรด็เลือด ฤทธิ์ลด

ความดันโลหิต ฤทธิ์ต้านอนุมูลอสิระ และฤทธิ์

อื่นๆ 

 

1. ฤทธ์ิป้องกนัและรกัษาโรคมะเร็ง 

การศึกษามากมายสนับสนุนว่ากระเทยีม

มีฤทธิ์ในการป้องกนัและรักษาโรคมะเรง็ได้หลาย

ชนิด โดยพบว่าสารกลุ่ม  allyl sulfides เช่น DAS, 

DADS และ DATS รวมทั้ง ajoene สามารถยับยั้ง

การเพ่ิมจ านวนของเซลล์มะเรง็ได้ทั้งในหลอด

ทดลอง และในสตัว์ทดลองที่เหน่ียวน าโดย

สารเคมีให้เกดิก้อนมะเรง็ (tumors) มีรายงานจาก

การศึกษาในหลอดทดลองพบว่า DADS สามารถ

ยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเรง็เต้านมของสนุัข 

(neoplastic canine mammary tumor cells) และ

ของคน (human breast cancer cells) โดยมีกลไก

การออกฤทธิ์ที่เป็นไปได้ ได้แก่ การกระตุ้น

เอนไซม์ไปลดการกระตุ้นสารก่อมะเรง็ 

(carcinogens) การยับย้ังการ สร้าง reactive 

oxygen species    (ROS)    การกระตุ้นท าให้ 
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จาก http://www.healthyfellow.com/367/aged-garlic-extract/ 

รูปท่ี 1           กระบวนการเปล่ียนแปลงทางชีวภาพของกระเทยีม 

 

 

รูปท่ี 2           โครงสร้างทางเคมีของสาระส าคัญที่สามารถออกฤทธิ์ในเชิงชีวภาพของกระเทยีม 
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เซลล์มะเรง็หยุดอยู่ใน cell cycle และท าให้เกดิ 

apoptosis
9-11 

DADS ยังช่วยเร่งการเกดิ

apoptosis ของเซลล์มะเรง็ตับของคน (human 

HepG2 hepatoma cells)
12

 และของเซลล์มะเรง็

เมด็โลหิตขาวของคน (human leukemia HL-

60 cells)
13

 ตลอดจนยับย้ังการแบ่งตัวเพ่ิม

จ านวน (proliferation) ของเซลล์มะเรง็ล าไส้

ใหญ่ของคน (human colon tumor cells) โดย

รบกวนกระบวนการใน cell cycle
14-15

 อกี

การศึกษาในหลอดทดลองพบว่า DADS กระตุ้น

ให้เกดิ apoptosis ของเซลล์มะเรง็ต่อมลูกหมาก 

(prostate cancer cells) ของคน ทั้งชนิดที่อาศัย

แอนโดรเจน (androgen)
16

 และไม่อาศัยแอน

โดรเจน
17

 ส่วนการศึกษาในหนูขาวยืนยันว่า 

DADS ยังสามารถป้องกนัการเกดิโรคมะเรง็

ต่อมลูกหมากได้ด้วย
18

 นอกจากนี้  ทั้ง DADS 

และ DAS ยังสามารถกระตุ้นให้เกดิ apoptosis 

ของเซลล์มะเรง็ปอดของคนคือ non small cell 

lung cancer cells
19

 และเฉพาะ DADS ที่มีผล

ต่อ A549 lung carcinoma cells
 20

 การศึกษาใน

หนูถีบจักรยังพบว่า DAS มีฤทธิ์ป้องกนัการเกดิ

โรคมะเรง็ผิวหนังได้ด้วย
21

 มีการศึกษาในหลอด

ทดลองพบว่า DATS มีผลยับย้ังการแบ่งตัวเพ่ิม

จ านวนของเซลล์มะเรง็ล าไส้ใหญ่ของคน 

(human colon tumor cells) โดยยับย้ังการเกดิ 

tubulin polymerization และกระตุ้นกระบวนการ 

cell cycle-dependent induction of apoptosis

ส่วนการศึกษาในหนูถีบจักร พบว่าสามารถลด

ขนาดของก้อนมะเรง็ล าไส้ใหญ่ของคนซึ่งท าการ

ปลูกถ่ายที่บริเวณใต้รักแร้ของหนูได้ถึง 70% 

เมื่อเทยีบกบักลุ่ มควบคุม
22

 DATS ยังมีผลต่อ 

BGC823 cells ซึ่งเป็นเซลล์มะเรง็กระเพาะ

อาหารของคน  (human gastric cancer cells)       

โดยท าให้เซลล์หยุดอยู่ในระยะ G1/S ของ cell 

cycle
23

 นอกจากนี้ยังมีรายงานเมื่อเรว็ๆนี้พบว่า 

ทั้ง DAS, DADS และ DATS ยังสามารถยับยั้ง

การเกดิ migration และ  invasion ของ

เซลล์มะเรง็ส าไส้ใหญ่ในคน   (human   colon 

 cancer colo 205 cells) โดยผ่านการยับย้ัง

กระบวนการ expressions ของ  matrix 

metalloproteinase-2 (MMP-2), MMP-7 

และ MMP-9 ซึ่งอาจน าไปสู่การพัฒนาเป็น 

antimetastatic drugs ต่อไปในอนาคต
24

 DADS 

ยังสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ histone 

deacetylase และกระตุ้นการเกดิ  histone 

hyperacetylation ทั้งใน in vitro และ in vivo
25

 

ส าหรับฤทธิ์ของ ajoene มีรายงานพบว่าสามารถ

ยับย้ังการเกดิโรคมะเรง็ผิวหนังที่เหน่ียวน าให้

เกดิขึ้นในหนูถีบจักรโดยใช้ 12- O-

tetradecanoylphorbol-13-acetate
26

 และพบว่า 

ajoene ท าให้เกดิ apoptosis ของเซลล์มะเรง็

ผิวหนังของหนู (murine melanoma B16F10 

cells) (โดยการกระตุ้นเอนไซม์ caspase-3)
27

 

และท าให้เกดิ apoptosis ของเซลล์มะเรง็เมด็

โลหิตขาวของคน (human leukemia HL-60 

cells) (โดยอาศัย ROS modulated apoptosis 

และการกระตุ้น nuclear factor kappaB)
28-29

 

ส าหรับสารกลุ่ม organosulfur 

compounds ชนิดที่ละลายในน า้ มีรายงานว่า 

SAMC สามารถกระตุ้นให้เกดิ apoptosis ของ 

SW-480 และ HT-29 cells ซึ่งเป็นเซลล์มะเรง็

ล าไส้ใหญ่ของคน (human colon cancer cells) 

ได้ดีกว่า SAC มาก โดยกลไกการออกฤทธิ์

ประกอบด้วยการเพ่ิม caspase-3-like-activity  

การเหน่ียวน าให้เกดิการท างานของเอนไซม์ jun 

kinase และการลดปริมาณ glutathione
30

 รวมทั้ง

อาจเกี่ยวข้องกบั microtubule depolymerization 

และ c-Jun NH2-terminal kinase 1 

activation
31

 

 

2. ฤทธ์ิป้องกันและรกัษาโรคหวัใจและหลอด

เลือด  

2.1 ฤทธ์ิลดระดบัไขมนัในเลือด 

มีการศึกษาในหลอดทดลองที่แสดงว่า

สารส าคัญของกระเทยีม   สามารถยับยั้งเอนไซม์

หลายชนิด           ที่เกี่ยวข้องกบัการสงัเคราะห์ 
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 cholesterol และ fatty acid มีรายงานว่า alliin, 

SAC และ DADS สามารถยับยั้ งการท างานของ 

HMG-CoA reductase ซ่ึงเป็นเอนไซม์ส าคัญที่

เป็น rate-limiting step ในการสงัเคราะห์ 

cholesterol
32-33

  ซ่ึงฤทธิ์น้ีจะเหมือนกบัยาลด 

cholesterol ในกลุ่ม statins จากผลการศึกษา

ของ Liu และ Yeh ในปีค.ศ. 2001 พบว่า SAC 

ยังสามารถยับยั้งการสงัเคราะห์ fatty acid โดย

ออกฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม์ fatty acid synthase ซึ่ง

ส่งผลให้ระดับ triglyceride (TG) ใน cultured 

rat hepatocytes ลดลง
34

 นอกจากนี้ยังมีรายงาน

ว่า SAC, alliin, DADS และ DATS สามารถ

ยับยั้งเอนไซม์ squalene monooxygenase ซึ่ง

เป็น rate-limiting step อกีขั้นตอนหนึ่งในการ

สงัเคราะห์ cholesterol ได้อกีด้วย
35

 มีการศึกษา

ที่น าเสนออกีกลไกในการยับย้ังการสงัเคราะห์ 

cholesterol ของกระเทยีม โดยอาจมีความ

เป็นไปได้ว่าสารออกฤทธิ์ที่ส  าคัญของกระเทยีมที่

มี allyl-disulfideหรือ allyl-sulfhydryl group        

มีฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม ์sterol 4-methyl oxidase 

ส่งผลให้มีการเพ่ิมขึ้นของ lanosterol และ

dimethylzymosterol ซึ่งอาจไปกระตุ้นให้เกดิการ

สลายตัวของเอนไซม์ HMG-CoA reductase 

โดยผ่าน Insig-mediated pathway
36

 มีรายงาน

ว่าสารส าคัญชนิดที่ละลายในน า้ เช่น SAC มี

ความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxic) น้อยกว่า 

และมีประสทิธภิาพในการยับย้ังการสงัเคราะห์ 

cholesterol มากกว่าสารส าคัญชนิดที่ละลายใน

ไขมัน เช่น DAS อย่างไรกต็ามพบว่าการยับย้ัง

การสงัเคราะห์ cholesterol เกดิข้ึนได้ดีที่สดุโดย 

AGE ซึ่งประกอบด้วยสารส าคัญทั้งสองกลุ่ม
37

 

ในช่วง 10 ปีที่ผ่านมา มีการศึ กษาทาง

คลินิกมากมายรวมทั้งการศึกษาแบบ systematic 

review และ meta-analysis ของกระเทยีมใน

รูปแบบต่างๆที่มีวางขายอยู่ในท้องตลาด เพ่ือ

แสดงฤทธิ์ลดระดับไขมันในเลือด ซ่ึงผล

การศึกษามีทั้งยืนยัน       และปฏเิสธฤทธิ์น้ีของ
 

 กระเทยีม Alder และคณะ (2003) รายงานผล

การศึกษาแบบ systematic review ว่ามีเพียง 6 

การศึกษาจากทั้งหมด 10 การศึกษาที่พบว่า

กระเทยีมมีประสทิธภิาพในการลดระดับไขมันใน

เลือด โดยมีค่าเฉล่ียในการลดระดับ total 

cholesterol (TC) ได้ 24.8 มิลลิกรัม/เดซิลิตร 

(9.9%) ลดระดับ LDL-cholesterol ได้ 15.3 

มิลลิกรัม/เดซิลิตร (11.4%) และลดระดับ TG 

ได้ 38 มิลลิกรัม/เดซิลิตร (9.9%) อย่างไรก็

ตามการศึกษาเหล่าน้ียังมีข้อด้อยหลายด้าน เช่น 

มีระยะเวลาการศึกษาสั้นเกนิไป และไม่มีการ

ควบคุมอาหาร เป็นต้น จึงยังไม่สามารถสรุปได้

อย่างแน่ชัดถึงฤทธิ์ลดระดับไขมันในเลือดของ

กระเทยีม
38

 Khoo และ Aziz (2009)ท าการ

วิเคราะห์แบบ meta-analysis ของ การศึกษาที่

ท าแบบ randomized controlled trials มี

ระยะเวลาการศึกษาอยู่ในช่วง 11 ถึง 24 

สปัดาห์ จากทั้งหมด 13 การศึกษา จ านวน

ผู้เข้าร่วมในการศึกษา 1056 คน เพ่ือดูผลของ

กระเทยีมต่อระดับ cholesterol ทั้งในอาสาสมัคร

สขุภาพดี และผู้ป่วยที่มีระดับ cholesterol ใน

เลือดสงู ในภาพรวมพบว่ากระเทยีมมี

ประสทิธผิลไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญจากกลุ่ม

ควบคุม (placebo control) ในการลดระดับ TC, 

LDL-cholesterol, TG หรือ apolipoprotein B 

รวมทั้งไม่มีความแตกต่างในการเพ่ิมระดับ 

HDL-cholesterol โดยสรุป การศึกษาน้ีแสดงให้

เหน็ว่า กระเทยีมไม่มีผลต่อระดับ cholesterol 

ในเลือด
39

 Reinhart และคณะ (2009) ท าการ

วิจัยแบบ systematic review และ meta-

analysis ของการศึกษาที่ท  าแบบ randomized 

placebo-controlled trials เพ่ือดูผลของ

กระเทยีมต่อระดับ cholesterol และ TG  รวมทั้ง

ยังมีการวิเคราะห์ข้อมูลกลุ่มย่อยอกีหลายกลุ่ม 

(subgroup analyses)เช่น การแยกกลุ่มที่มี

ระยะเวลาการศึกษาอยู่ในช่วงน้อยกว่าหรือ

เท่ากบั  12  สปัดาห์   และ  กลุ่มที่มีระยะเวลา 
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การศึกษาอยู่ในช่วงมากกว่าหรือเท่ากบั 12 

สปัดาห์ การแยกกลุ่มวิเคราะห์ข้อมูล โดยขึ้นกบั

ชนิดของกระเทยีมที่รับประทานว่าเป็นกระเทยีม

ผง (garlic powder) น า้มันกระเทยีม  (garlic 

oil) หรือ AGE  และการแยกกลุ่มวิเคราะห์

ข้อมูลโดยระดับค่าเฉล่ียของ TC และ TG เมื่อ

เร่ิมต้นศึกษา รวมทั้งการแยกกลุ่มวิเคราะห์

ข้อมูลของผู้ป่วยที่จ ากดัอาหารไขมัน และกลุ่ มที่

ได้รับค าแนะน าในการรับประทานอาหารไขมัน 

เป็นต้น ผลการศึกษาจากทั้งหมด 29 การศึกษา 

พบว่ากระเทยีมมีฤทธิ์ลดระดับ TC ( - 0.19; 

95 % CI - 0.33, - 0.06 มิลลิโมล/ลิตร) 

และ TG ( - 0.11; 95 % CI - 0.19, - 0.06 

มิลลิโมล /ลิตร ) ได้อย่างมีนัยส าคัญ แต่ไม่

สามารถลดระดับ  LDL-cholesterol หรือเพ่ิม

ระดับ HDL-cholesterol อย่างมีนัยส าคัญ จาก

การวิเคราะห์ข้อมูลกลุ่มย่อย พบข้อมูลที่น่าสนใจ

คือ กระเทยีมมีฤทธิ์ลดระดับ TC ได้ โดยลดได้

ดีกว่าในผู้ป่วยที่มีระดับ TG เมื่อเร่ิมต้นศึกษาอยู่

ในระดับสงู และรับประทานกระเทยีมผงตั้งแต่ 

12 สปัดาห์ขึ้นไปโดยไม่ต้องควบคุมอาหารไขมัน

หรือได้รับค าแนะน าในการควบคุมอาหาร
40

 

 
2.2 ฤทธ์ิตา้นเกร็ดเลือด 

มีรายงานว่ากระเทยีมและสารส าคัญใน

กระเทยีม เช่น allicin, DATS และ ajoene 

สามารถยับยั้ง platelet aggregation โดยพบว่า

การออกฤทธิ์ของ DATS อาศัยการยับย้ัง Ca
2+

 

mobilization ภายในเซลล์ ในขณะที่ ajoene มี

ฤทธิ์ยับย้ังเอนไซม์ cyclooxygenase-1 ส่งผลให้

เกดิการยับย้ังการสงัเคราะห์  thromboxane 

A2

41-44 

 
2.3 ฤทธ์ิลดความดนัโลหิต 

ฤทธิ์ลดความดันโลหิตของกระเทยีม

สมัพันธก์บัคุณสมบัติในการกระตุ้นให้มีการสร้าง

hydrogen sulphide
45

 และ nitric oxide รวมทั้ง  

 การยับย้ังการท างานของ angiotensin-

converting enzyme (ACE) ส่งผลท าให้หลอด

เลือดคลายตัว และลดความดันโลหิตในที่สดุ
46-49

 

ความดันโลหิตสงูเป็นปัจจัยส าคัญที่

น าไปสู่การเกดิโรคหัวใจและหลอดเลือด   
(cardiovascular diseases) มีรายงานว่าการลด 

systolic blood pressure (SBP) และ diastolic 

blood pressure (DBP) ลง 4-5 และ 2-3 

มิลลิเมตรปรอท ตามล าดับ สามารถลดความ

เสี่ยงของการเกดิโรคหัวใจและหลอดเลือดได้ 

8‟20%
50-51

 มีการศึกษาทางคลินิกมากมายที่

ยืนยันฤทธิ์ลดความดันโลหิตของกระเทยีม
52-54

 

จากการวิจัยแบบ systematic review และ 

meta-analysis จากทั้งหมด 29 การศึกษาตั้งแต่

ปีค .ศ. 1995- 2007 มี 11 การศึกษาที่เป็น

การศึกษาแบบ randomized placebo-controlled 

trials โดยชนิดของกระเทยีมที่รับประทานใน 9 

การศึกษาคือกระเทยีมผง (600-900 

มิลลิกรัม /วัน) อกี 2 การศึกษาใช้น า้มัน

กระเทยีม หรือ  AGE และมีระยะเวลาการศึกษา

อยู่ในช่วง 12 ถึง 23 สปัดาห์ ผลการศึกษาจาก 

10 การศึกษาพบว่ากระเทยีมลด SBP ได้เฉล่ีย 

4.6 ± 2.8 มิลลิเมตรปรอท เมื่อเทยีบกบักลุ่ม

ควบคุม (p = 0.001) ในขณะที่เมื่อพิจารณาผล

ในผู้ป่วยที่มีความดันโลหิตสงู กระเทยีมลด SBP 

ได้เฉล่ีย 8.4 ± 2.8 มิลลิเมตรปรอท (จาก 4 

การศึกษา, p < 0.001) และลด DBP ได้เฉล่ีย 

7.3 ± 1.5 มิลลิเมตรปรอท (จาก 3 การศึกษา, 

p < 0.001) การศึกษาน้ีในภาพรวมแสดงให้

เหน็ว่ากระเทยีมมีฤทธิ์ในการลดความดันโลหิต

ในผู้ป่วยที่มีความดันโลหิตสงู
55

 ซึ่งการศึกษา

แบบ meta-analyses อกีการศึกษาหนึ่งกย็ืนยัน

ว่าในผู้ป่วยที่มี SBP สงู กระเทยีมสามารถลด 

SBP ได้ 16.3 มิลลิเมตรปรอท (95% CI 6.2 

to 26.5) และ DBP ได้ 9.3 มิลลิเมตรปรอท 

(95% CI 5.3 to 13.3) เมื่อเปรียบเทยีบกบั

กลุ่มควบคุมที่มี SBP สงูเช่นกนั
56

 อกีการศึกษา 
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แบบ double-blind parallel randomised 

placebo-controlled trial ที่ศึกษาในผู้ป่วย 50 

รายที่ได้รับการรักษาด้วยยาลดความดันโลหิตสงู 

(antihypertensives) แต่ควบคุมความดันโลหิต

ไม่ได้ในช่วง 12 เดือนที่ผ่านมา โดยกลุ่มที่ได้รับ

กระเทยีม (ประกอบด้วย AGE 960 มิลลิกรัม 

และ SAC 2.4 มิลลิกรัม ซึ่งเทยีบเท่ ากบั

กระเทยีมสด 2.5 กรัม) เพ่ิมเติมจากการรักษา

ด้วยยาลดความดันโลหิตสงูที่ผู้ป่วยได้รับอยู่เป็น

เวลา 12 สปัดาห์ สามารถลด SBP ได้โดยเฉล่ีย 

10.2 ± 4.3 มิลลิเมตรปรอท  (p = 0.03) 

ช้ีให้เหน็ว่า AGE มีประสทิธผิลเทยีบเท่ากบัยา

ลดความดันโลหิตสงูอื่นๆ  ที่ใช้ในปัจจุบันในการ

ลดความดันโลหิตในผู้ป่วยที่ได้รับการรักษาแต่

ไม่สามารถควบคุมความดันโลหิตสงู
57

 โดยเทยีบ

กบัรายงานที่ว่ายากลุ่ม  beta-blockers ลด SBP 

ได้ 5 มิลลิเมตรปรอท ยากลุ่ม  angiotension 

converting enzyme inhibitors (ACEI) ลดได้ 8 

มิลลิเมตรปรอท
58

 และยากลุ่ม  angiotensin II 

type 1 receptor antagonists ลด DBP ได้ 10.3 

มิลลิเมตรปรอท
59

  

 
2.4 ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 

การเกดิปฏกิริิยา oxidation ของ LDL 

มีบทบาทส าคัญที่น าไปสู่การพัฒนาไปเป็น 

atherosclerotic heart disease มีการศึกษาฤทธิ์

ของ AGE ในการต้านอนุมูลอสิระที่ส่งผล

ต่อต้านการเกดิ  oxidized LDL พบว่า AGE 

ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอสิระโดย superoxide 

scavenging และลดการสร้าง lipid peroxide ที่

เกดิจากการเหน่ียวน าด้วย Cu
2+

 โดย AGE จับ

กบั Cu
2+

 (chelation of Cu
2+

)
60

 ผลการศึกษาน้ี

ยืนยันคุณสมบัติของ  AGE และ SAC ในการลด  

oxidative stress ภายในเซลล์ 
61-62

 นอกจากนี้ยัง

มีรายงานว่าทั้ง AGE และ SAC ยังสามารถ

ป้องกนั endothelial cells ไม่ให้เกดิการบาดเจบ็

จากการกระตุ้นด้วย oxidized LDL โดยป้องกนั

การลดลงของระดับ glutathione  (GSH)  ภาย 

 ในเซลล์ และลดการเกดิ  oxidative stress ภายใน

เซลล์ โดย SAC ยังมีฤทธิ์ยับย้ั ง H2O2- หรือ 

TNF-alpha-induced NF-kappa B activation 

อกีด้วย
63

 ข้อมูลน้ียืนยันผลการศึกษาที่พบว่าฤทธิ์

ต้านอนุมูลอสิระของ AGE อาจมีกลไกผ่านการ

เพ่ิมระดับ  GSH ภายในเซลล์ และการกระตุ้นการ

ท างานของเอนไซม์  glutathione disulphide 

reductase และ superoxide dismutase
64

 

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอสิระ  ของกระเทยีมช่วย

ยืนยันประโยชน์  ในการลดความเสี่ยงของการเกดิ

โรคหัวใจและหลอดเลือด โรคหลอดเลือดสมอง 

(cerebrovascular diseases) ตลอดจนโรคมะเรง็ 

ตับอกัเสบ Alzheimer’s disease และ aging เป็น

ต้น 

 
3. ฤทธ์ิอ่ืนๆ 

มีรายงานว่า allicin มีผลต่อทั้ ง gram 

negative bacteria
65
 และ gram positive bacteria ส่วน

ใหญ่ ซึ่งรวมถึง methicillin resistant Staphylococcus 

aureus,
66-67

 Pseudomonas aeruginosa,
67
 group B 

streptococci
68
 และ oral streptococci

69
 โดยเมื่อเรว็ๆ

นี้พบว่า allicin สามารถยับยั้ง hemolytic activity 

จาก pneumolysin ซึ่งเป็น virulence factor ที่ส  าคัญ

ของ Streptococcus pneumoniae
70
 นอกจากนี้

กระเทยีมยังมีฤทธิ์ต้านเช้ือรา Candida albicans
71

 

ต้านเช้ือมาลาเรีย
72

 รวมทั้งมี immunomodulatory 

effects
73-76

 พบว่า กระเทยีมสกดัและสารส าคัญ

ต่างๆ เช่น ajoene, allicin, allyl methyl 

thiosulfinate และ methyl allyl thiosulfinate มี

ฤทธิ์ต้านเช้ือไวรัสหลายชนิด ได้แก่ herpes 

simplex virus type 1-2, parainfluenza virus 

type 3, vaccinia virus, vesicular stomatitis 

virus และ  human rhinovirus type 2
77

 ส าหรับ

การศึกษาทางคลินิกใน การป้องกนัและรักษาโรค

หวัด (common cold) ในอาสาสมัครจ านวน 146 

ราย ที่รับประทานกระเทยีม (มี allicin 180 

มิลลิกรัม) เป็นเวลา 12 สปัดาห์ พบว่ากระเทยีม

อาจมีประสทิธผิลในการป้องกนัโรคหวัดได้ โดย 
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 อาสาสมัครกลุ่มที่รับประทานกระเทยีมเกดิโรค

หวัด 24 ราย ในขณะที่ก ลุ่มควบคุมที่ไม่ได้

รับประทานกระเทยีมเกดิ 65 ราย ( p< 

0.001)
78 

 
สรุป 

มีการศึกษามากมายสนับสนุนว่า

กระเทยีมมีฤทธิ์ในการป้องกนัและรักษา

โรคมะเรง็ได้หลายชนิด ส าหรับฤทธิ์ป้องกนัและ

รักษาโรคหัวใจและหลอดเลือดของกระเทยีม 

พบว่าสารส าคัญของกระเทยีมสามารถยับย้ัง

เอนไซม์ต่าง ๆในขั้นตอนของการสงัเคราะห์ 

cholesterol และ fatty acid โดยผลการศึกษา 

 ทางคลินิก มีทั้งยืนยันฤทธิ์ลดระดับไขมันใน

เลือด และปฏเิสธฤทธิ์น้ีของกระเทยีม กระเทยีม

มีฤทธิ์ต้านเกรด็เลือด ลดความดันโลหิต และ

ต้านอนุมูลอสิระ นอกจากน้ียังมีฤทธิ์อื่นๆ เช่น 

ฤทธิ์ต้านแบคทเีรีย เช้ือรา เช้ือมาลาเรีย และเช้ือ

ไวรัส รวมทั้งมี immunomodulatory effects ผล

จากการศึกษาและวิจัยเหล่าน้ีมีประโยชน์ในการ

ยืนยันสรรพคุณของกระเทยีม และอาจน าไปสู่

การพัฒนาไปเป็นยาเพ่ือใช้ในการป้องกนัและ

รักษาโรคต่างๆ โดยเฉพาะอย่างย่ิงโรคที่มีการ

กล่าวอ้างสรรพคุณอย่า งกว้างขวาง ได้แก่ 

โรคหัวใจและหลอดเลือด และโรคมะเรง็ 
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Abstract 

  

Ocimum sanctum Linn., known in Thailand as “Kapraw”, is a valuable plant which is 

widely used as food spice and herbal medicine in many Asian countries including Thailand. In 

Thailand, it is used for the treatment of gastrointestinal disorders such as flatulence, abdominal 

discomfort, dyspepsia and nausea. It is also useful for, fever, cough, ashma, urticaria and some 

skin diseases. Its leaves, seed, root or whole plant are used for these purposeses. To date, several 

phytochemical and pharmacological properties of O. sanctum have been reported. Most of these 

studies have been done by using aqueous, ethanol, methanol extracts of its leaves or fixed oil 

from its seeds. Although there are very few clinical trials evaluating its efficacy in human, but 

the diversity of pharmacological activities of O. sanctum, including anti-ulcerogenic, 

gastroprotective, antioxidant, anti-inflammatory, analgesic, antidiabetic, antilipidemic, 

immunoregulatory, anticancer, and radioprotective effects obtained from animal and in cell 

culture or tissues lend support to its use in alternative medicine and are promising for its 

development as modern medicine.  
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กะเพรา (Holy basil, Sacred basil) 
 
ณัฏฐกานต์ิ จิรัณธนัฐ 

 
ภาควิชาเภสชัวิทยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ 

 

บทคดัย่อ 
  

กะเพรา (Ocimum sanctum Linn.) เป็นพืชที่ทรงคุณค่า โดยมีการใช้ประกอบอาหารและ

เป็นยาสมุนไพรในหลายประเทศในเอเชีย รวมทั้งประเทศไทย กะเพราถูกน าไปใช้ส าหรับรักษาโรค

ของระบบทางเดินอาหาร เช่น ท้องอดื ท้องเฟ้อ แน่นท้อง จุกเสยีด ปวดท้อง และคล่ืนไส้ นอกจากน้ี

ยังใช้ส าหรับลดไข้ ไอ หอบหืด ลมพิษ และโ รคผิวหนังบางชนิดได้ โดยจะใช้ส่วนของใบ เมลด็ ราก 

หรือทั้งต้นเพ่ือจุดประสงค์ที่กล่าวมา ปัจจุบันมีรายงานเกี่ยวกบัการศึกษาพฤกษเคมีและคุณสมบัติ

ทางเภสชัวิทยาของกะเพรามากมาย ซ่ึงการศึกษาส่วนใหญ่ใช้สารสกดัน า้ ethanol หรือ methanol 

ของใบกะเพรา หรือน า้มันเมลด็กะเพรา  แม้ว่าจะมีการศึกษาทางคลินิกซ่ึงประเมินประสทิธผิลของ

กะเพราในมนุษย์อยู่น้อยมาก แต่คุณสมบัติทางเภสชัวิทยาที่หลากหลายของกะเพรา ได้แก่ ฤทธิ์ต้าน

การเกดิแผลในกระเพาะอาหารและปกป้องกระเพาะอาหาร ต้านอนุมูลอสิระ  ต้านการอกัเสบ ระงับ

ปวด ต้านเบาหวาน ลดไขมันในเลือด ปรับระบบภมูิคุ้มกนั ต้านมะเรง็ และป้องกนัอนัตรายจากรังสี

ที่ได้จากการศึกษาในสตัว์ทดลองหรือเซลล์เน้ือเย่ือต่างๆ จะช่วยสนับสนุนการน ากะเพราไปใช้ในงาน

การแพทย์ทางเลือกและใช้เป็นข้อมูลในการพัฒนาเป็นยาแผนปัจจุบันได้ในอนาคต 
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บทน า 
 

กะเพรา
1,2

 เป็นพืชไม้ล้ มลุกอยู่ในวงศ์ 

Labiatae มีช่ือวิทยาศาตร์ว่า Ocimum sanctum 

Linn. และช่ือวิทยาศาสตร์พ้องว่า Ocimum 

tenuiflorum Linn ช่ืออื่นๆ ได้แก่ กะเพราขาว 

กะเพราแดง (ภาคกลาง ) กอมก้อ กอมก้อดง 

(เชียงใหม่ ) ห่อกวอซู ห่อตูปลู (กะเหร่ียง-

แม่ฮ่องสอน) อิ่มคิมหล า (เงี้ ยว-แม่ฮ่องสอน)
1-

4
 กะเพราเป็นไม้ต้นเลก็ๆ สงูประมาณ 1-3 ม. 

ล าต้นและกิ่งอ่อนมีขน เมื่อแก่เกลี้ยง โคนต้น

แขง็ กิ่งเป็นสี่เหล่ียม ใบเดี่ยวเรียงตรงข้ามเป็น

คู่ๆ รูปใบหอกแกมรี  กว้าง 2.5-4.5 ซม. ยาว 

5-10 ซม.  ปลายใบแหลม โคนใบสอบ ขอบใบ

จักเป็นฟันเลื่อยหรือจักมน  เฉพาะบริเวณโ คน

ใบจะเรียบ มีขนละเอยีดปกคลุมหรือมีขน

ประปราย ก้านใบเลก็  ยาว 2-4.5 ซม. มีขน 

ดอกออกเป็นช่อที่ยอดและที่ปลายกิ่ง ดอกเป็น

ช่อตั้งขึ้นไปเป็นช้ันๆคล้ายฉัตร ช่อดอกแบบ

กระจะหรือกระจะซ้อน ยาว 10- 15 ซม .  

แกนกลางช่อมีขนนุ่ม ร้ิวประดับรูปไข่ ปลายเรียว

แหลม ไม่มีก้าน ก้านด อกสั้นมาก กลีบเล้ียงรูป

ระฆังเช่ือมติดกนัเป็นหลอดยาว 15.2 มม. ผล

แห้งมีรูปรีขนาดเลก็ 4 ผลอยู่ด้วยกนั
1 , 3 ,4

 

กะเพราที่มีกิ่งก้านใบมีสแีดงหรือสแีดงม่วง แดง

อมกลูโคส ดอกสชีมพูม่วง ล าต้นสแีดง ลักษณะ

คล้ายใบสะระแหน่ เรียกว่ากะเพราแดง ส่วน

ชนิดที่มีต้น และกิ่งอ่อนเป็นสี เขียว  ใบมีสีเขียว

อ่อน ดอกสขีาว เรียกว่ากะเพราะขาว กะเพราทั้ง

สองชนิดนี้ ใช้ใบประกอบในการปรุงเป็นอาหาร 

โดยกะเพราแดงมีรสเผด็ร้อนแรงกว่ากะเพราขาว

มาก
2,3  

 

ส่วนท่ีใช ้

ใบ เมลด็ ราก หรือทั้งต้น 

 

 

 สรรพคุณ
1-5

 

ใบ  ใช้เป็นยาขับลม  ขับผายลม  แก้

ท้องอดื ท้องเฟ้อ อาการจุ กเสยีดในท้อง ปวด

ท้อง และบ ารุงธาตุ นอกจากนี้ยังช่วยขับเหงื่อ 

ขับเสมหะ รวมทั้งรักษาโรคผิวหนังและกลาก

เกลื้อนได้  

เมลด็ ใช้พอกบริเวณตาเมื่อมีผงหรือฝุ่ น

ละอองเข้าตา ผงหรือฝุ่ นกจ็ะหลุดออกมาได้  

ราก แก้โรคธาตุพิการ แก้จุกเสยีด 

ท้องอดื ท้องเฟ้อ แก้ไข้ แก้ลมพิษ ขับเ หงื่อ 

รวมทั้งแก้หืด ไอ และสะอกึ 

ตามต าราการแพทย์แผนไทย กะเพราใช้

เป็นสมุนไพรหลักในยาต ารับที่ช่ือ “ประสะ

กะเพรา” โดยใช้แก้ท้องขึ้น ท้องเฟ้อ ปวดท้อง 

คลื่นไส้อาเจียน นอกจากนี้ยังมีการน ามาแกง

เลียงใบกะเพรารับประทานหลังคลอดเพ่ือช่วย

ขับน า้นม ในชวาใช้ใบเป็นยาขับน า้นม  

เช่นเดียวกนั 

 
องคป์ระกอบทางเคมี 

กะเพรา มี สารอาหารต่างๆ ทั้ง

คาร์โบไฮเดรต โปรตีน และไขมัน รวมทั้ง มี

วิตามินเอและฟอสฟอรัส ค่อนข้างมาก และยังมี

เกลือแร่และวิตามินอื่นๆ
1,5

 นอกจากนี้ ยังพบว่า

ในกะเพราและน า้มันหอมระเหยจากใบกะเพรามี

สารประกอบหลายชนิดซ่ึงมีฤทธิ์ทางเภสชัวิ ทยา 

สารประกอบที่ส  าคัญที่สดุคือ eugenol
6,7

 และยัง

พบสารประกอบกลุ่ม phenolic compounds 

อื่นๆ ได้แก่ cirsilineol
7
, isothymusin

7
, 

isothymonin
7
, rosmarinic acid

7,8
 ส่วนสารกลุ่ม 

flavonoids ที่ส  าคัญ ได้แก่ orientin
9
 และ  

vicenin
9
 นอกจากนี้ยังพบสารอื่นๆ อกี เช่น 

ursolic acid, apigenin, apigenin-7-O-

glucuronide, luteolin, luteolin-7-O 

glucuronide และ molludistin
10
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การศึกษาทางเภสชัวิทยา 
 

1.1  ฤทธ์ิตา้นการเกิดแผลในกระเพาะอาหาร

และปกป้องกระเพาะอาหาร 

ฤทธิ์ต้านการเกดิแผลในกระเพาะ

อาหารและปกป้องกระเพาะอาหารเป็นฤทธิ์ที่

ส  าคัญ ของกะเพรา โดยมีรายงานว่าสารสกดั

กะเพรามีผลลดการเกดิแผลในกระเพาะอาหาร

ของหนูขาวที่ผ่านการท า pyrolus ligation และ

ของหนูขาวที่ได้รับ aspirin ร่วมกบัการท า 

pyrolus ligation โดยฤทธิ์ต้านการเกดิแผลใน

กระเพาะอาหารเกดิจากการยับย้ังการหลั่งกรด

และเพ่ิมการสร้างสารเย่ือเมื อก (mucous) ใน

กระเพาะอาหาร
11

 ต่อมามีรายงานว่า fixed oil 

จากกะเพรามีฤทธิ์ต้านการเกดิแผลในกระเพาะ

อาหารในสตัว์ทดลองที่เหน่ียวน าให้เกดิแผลใน

กระเพาะอาหารด้วย aspirin, indomethacin, 

ethanol, histamine, reserpine, serotonin หรือ

ความเครียด โดยออกฤทธิ์ลดการหล่ังกร ดและ

ยังมีฤทธิ์ลดการอกัเสบจากการยับย้ังเอนไซม์ 

lipoxygenase (LOX)
12

  ในอกีการศึกษาหนึ่ง

พบว่า สารสกดั ethanol จากใบกะเพราในขนาด 

100 มก ./กก . ที่ป้อนให้หนูขาวทางปาก 

สามารถต้านการเกดิแผลในกระเพาะอาหารที่

เหน่ียวน าด้วย cold restraint, aspirin, ethanol 

หรือ pylorus ligation ได้ถึง  65.07, 63.49, 

53.87 และ 62.06% ตามล าดับ   รวมทั้งยัง

ยับยั้งการเกดิแผลในกระเพาะ อาหารของหนู

ตะเภาที่เกดิจาก histamine ได้ถึง 61.76% 

นอกจากน้ีสารสกดัดังกล่าวยังมีฤทธิ์สมานแผล

เร้ือรังในกระเพาะอาหารที่เหน่ียวน าด้วย acetic 

acid ได้ภายใน 20 วันหลังได้รับสารสกดัอกีด้วย 

รวมทั้งยังสามารถลดปริมาณกรด (free acidity) 

ความเป็นกรด (total acidity) และ peptic 

activity ได้ถึง 72.58, 58.63, 57.6% 

ตามล าดับ และเพ่ิมการหลั่ง mucin ถึง 34.61% 

โดยฤทธิ์ต้านการเกดิแผลในกระเพาะอาหารและ

สมานแผลของสารสกดันี้       น่าจะเกดิจากฤทธิ์ 

 ปกป้องเยื่อบุในกระเพาะอาหารมากกว่าการ

ยับยั้งการหลั่งกรดในกระเพาะอาหาร
13

 

ในอกีการศึกษาหนึ่ง ที่ใช้สารสกดั 

methanol จากใบกะเพราที่มี eugenol 5% ป้อน

ทางปากให้สตัว์ทดลองในขนาด 50-200 มก./

กก.วันละ 2 คร้ังเป็นเวลา 5 วัน พบว่าสารสกดั

กะเพรา มีฤทธิ์ป้องกนัการเกดิแผลในกระเพาะ

อาหารที่เหน่ียวน าโดย cold restraint ได้ ใน

ขนาด 100 มก./กก. สามารถป้องกนัการเกดิ

แผลในกระเพาะอาหารที่เหน่ียวน าด้วย ethanol 

และ pylorus ligation ได้ แต่ไม่มีประสทิธภิาพ

ในการป้องกนัแผลในกระเพาะอาหาร ที่เกดิจาก 

aspirin สารสกดัในขนาดเดียวกันน้ี มีฤทธิ์สมาน

แผลที่เหน่ียวน าด้วย acetic acid ได้ภายใน 5 

และ 10 วันหลังได้รับสารสกดั ฤทธิ์เหล่าน้ีเกดิ

จากกลไกในการลด offensive factors ได้แก่ การ

ยับยั้งการหลั่ง acid-pepsin และการเกดิ lipd 

peroxidation ในขณะที่ช่วยเพ่ิม gastric 

defensive factors ได้แก่ ก ารหลั่ง mucin, 

cellular mucus และยืดอายุของ mucosal cells 

และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอสิระ แต่ไม่ได้เหน่ียวน า

การเพ่ิมจ านวนของ mucosal cells
14

   

สารสกดั hydroalcohol จากใบกะเพรา

ในขนาด 100 และ 120 มก./กก. มีฤทธิ์ป้องกนั

การเกดิแผลในกระเพาะอาหารที่เหน่ียวน าด้วย 

ethanol และ pylorus ligation ได้ และสามารถ

ยับยั้งการเกดิแผลในล าไส้ส่วนต้น (duodenum) 

ของหนูตะเภาที่เหน่ียวน าด้วย histamine  

นอกจากนี้ยังพบว่า มีการลดลงของระดับ 

malondialdehyde (MDA) ในหนูขาวที่ท  าให้เกดิ

แผลในกระเพาะอาหารด้วย ethanol และในหนู

ตะเภา ที่ท  าให้เกดิแผลในกระเพาะอาหารด้วย 

histamine ในขณะที่มีการเพ่ิมข้ึนของระดับ 

superoxide dismutase (SOD) ในหนูขาวที่ท  าให้

เกดิแผลในกระเพาะอาหารด้วย pyrolus ligation 

และในหนูตะเภา ที่ท  าให้เกดิแผลในกระเพาะ

อาหารด้วย histamine โดยฤทธิ์ป้องกนัการเกดิ

แผลในทางเดินอาหารของสารสกดัใบกะเพรานี้  
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คาดว่าเกดิจากฤทธิ์ต้านอนุมูลอสิระ
15

 
 

1.2  ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 

มีผู้สนใจท าการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูล

อสิระของกะเพราเป็นจ านวนมาก จากการ

ทดสอบด้วย chemiluminescence method, 

cytochrome C reduction และ deoxyribose 

oxidation methods พบว่า สารสกดักะเพรามี

ฤทธิ์เกบ็กนิอนุมูลอสิระ (free radical 

scavenging activitiy)  peroxyl, superoxide 

และ hydroxyl ได้
16

 มีรายงานการศึกษาว่า 

essential oil จากกะเพรามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอสิระ

เมื่อท าการทดสอบด้วย hypoxanthine/xanthine 

oxidase assay และ DPPH assays
6
 อกีการศึกษา

หนึ่งป้อนสาร สกดักะเพราให้หนูถีบจักรเพศผู้ใน

ขนาด 0.5 ก./กก. เป็นระยะเวลา 15 วัน มีผล

เพ่ิมการท างานของเอนไซม์ต้านอนุมูลอสิระใน

ร่างกาย ได้แก่  SOD และ catalase (CAT)
17

 

ต่อมามีรายงานว่า สารกสดักะเพรามีฤทธิ์ยับย้ัง

การสร้าง superoxide anions ในหลอดทดลอง

และยับย้ังการสร้าง lipid peroxides ในเมด็เลือด

ขาวได้ นอกจากนี้ เมื่อน าสารสกดักะเพราใน

ขนาด 500 มก./กก. มาป้อนให้กบัหนูขาวที่เป็น

เบาหวาน พบว่าสามารถยับย้ังการสร้าง lipid 

peroxides ทั้งยังท าให้ระดับ reduced glutathione 

(GSH) สงูขึ้นใกล้เคียงกบัระดับปกติอกีด้วย
18

  

สารส าคัญในกะเพราที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอสิระที่ดี 

ได้แก่ eugenol
6,7

, cirsilineol
7
, isothymusin

7
, 

isothymonin
7
, rosmarinic acid

7,8
, orientin

9
 

และ vicenin
9
 ทั้งน้ีฤทธิ์ต้านอนุมูลอสิระของ

กะเพราถือเป็นฤทธิ์ที่ส  าคัญและมีบทบาท

เกี่ยวข้องกบัฤทธิ์ทางเภสชัวิทยาอื่นๆของกะเพรา 

ได้แก่ ป้องกนัการเกดิแผลในกระเพาะอาหาร
15

 

เร่งการสมานแผล
19,20

 ป้องกนัการเกดิมะเรง็
21

และการแพร่กระจายของมะเรง็
22

 รวมทั้งฤทธิ์

ปกป้องอวัยวะภายใน (เช่น ตับ
23 ,24

 ตา
25 ,26

 

ระบบประสาท
27-29

 หัวใจและหลอดเลือด
30-34

)  

 และป้องกนัอนัตรายจากรังสี
35-39

 

 
1.3  ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ 

สารสกดั methanol และสารสกดัแขวน

ตะกอนในน า้ของกะเพรา มีฤทธิ์ยับย้ังการ

อกัเสบแบบเฉียบพลันและแบบเร้ือรัง ดังจะเหน็

ได้จากฤทธิ์ยับย้ังการบวมของอุ้งเท้าหนูขาวที่

เหน่ียวน าด้วย carrageenan และลดการสร้าง 

granuloma และ exudates ที่เหน่ียวน าด้วย 

croton oil ตามล าดับ  ซึ่ งฤทธิ์ ต้านการอกัเสบ

ของสารสกดัทั้งสองชนิดในขนาด 500 มก./กก.

เทยีบเท่ากบัฤทธิ์ของ sodium salicylate ใน

ขนาด 300 มก./กก.  นอกจากนี้สารสกดัทั้งสอง

ชนิดยังมีฤทธิ์ระงับปวดจากการทดลองที่ใช้ 

hotplate ในหนูถีบจักร ลดไข้จากการทดลองที่

เหน่ียวน าให้เกดิไข้ด้วย typhoid-paratyphoid 

A/B vaccine และระงับอาการท้องเดินที่

เหน่ียวน าให้ท้องเดินด้วย castor oil
40

 

มีรายงานว่า fixed oil จากกะเพรามี

ฤทธิ์ต้านการอกัเสบโดยสามารถยับย้ังการบวม

ของอุ้งเท้าหนูขาวที่เหน่ียวน าด้วย carrageenan,  

arrachidonic acid, leukotriene B4, 

prostaglandin E2, histamine, serotonin, และ 

hyaluronic acid
41

 ผลการทดลองดังกล่าวแสดง

ให้เหน็ว่า fixed oil มีฤทธิ์ยับย้ังเมแทบอลิซึม

ของ arachidonic acid โดยอาจมีผลยับย้ัง

เอนไซม์ของทั้ง COX และ LOX pathways
41,42

 

สารส าคัญที่ออกฤทธิ์ต้านการอกัเสบน่าจะเป็น  

linolenic acid ที่อยู่ใน fixed oil ของกะเพรา
3
 

นอกจากนี้  fixed oil จากกะเพรายังมีฤทธิ์ยับย้ัง

อาการท้องเดินที่เหน่ียวน าด้วย castor oil อกี

ด้วย
41

 

มีการศึกษาหนึ่งพบว่า สารสกดัจากใบ

และต้นของกะเพรามีสารอยู่หลายชนิดที่มีฤทธิ์

ต้านอนุมูลอสิระ ได้แก่ eugenol, cirsilineol, 

cirsimaritin, isothymusin, isothymonin, 

apigenin  และ rosmarinic acid โดยเมื่อท าการ 



234   Thai J Pharmacol; Vol 34: No 1, 2012 
 

 

 

ทดสอบซ่ึงใช้สารเหล่าน้ีที่ความเข้มข้น 1000 ไม

โครโมล พบว่า eugenol, apigenin, rosmarinic 

acid, cirsimaritin, cirsilineol, และ 

isothymonin มีฤทธิ์ยับย้ัง COX-1 ได้ 97, 65, 

58, 50, 37และ 37% ตามล าดับ ในขณะที่ 

eugenol, cirsilineol, cirsimaritin, apigenin  

และ rosmarinic acid มีฤทธิ์ยับย้ัง COX-2 ได้

ดีกว่า COX-1 เลก็น้อย
7
 

ต่อมามีอกีการศึกษาที่รายงานว่าน า้มัน 

(fixed oil) จากกะเพราสามารถลดการร่ัวของ

โปรตีนและสอีอกมาใน peritoneal fluid ของหนู

ถบีจักรที่ถูกเหน่ียวน าให้มีการอกัเสบในช่องท้อง

ได้  นอกจากน้ีในการทดลองที่เหน่ียวน าให้เกดิ

การอกัเสบในช่องอก (pleurisy) ของหนูขาวด้วย 

carrageenan พบว่า fixed oil ของกะเพรา

สามารถยับยั้ง migration ของเมด็เลือดขาวชนิด 

leucocytes เข้าไปใน pleural exudates ได้  ผล

การทดลองนี้แสดงให้เหน็ว่า fixed oil สามารถ

ลดการซึมผ่านหลอดเลือด และ migration ของ 

leucocytes หลังเกดิการอกัเสบได้
5
  ในอกี

การศึกษาหนึ่งซึ่งใช้ fixed oil จากสมุนไพรชนิด

ต่างๆ พบว่า fixed oil จากกะเพราซึ่งมีปริมาณ 

alpha-linolenic acid สงู มีฤทธิ์ต้านการบวมของ

อุ้ งเท้าหนูขาวที่เหน่ียวน าด้วย carrageenan, 

leukotriene และ arachidonic acid ดีกว่า fixed 

oil จากสมุนไพรอื่นที่มีปริมาณ alpha-linolenic 

acid ต ่า โดย fixed oil จากกะเพราจะมีฤทธิ์

ยับย้ังการบวมของอุ้งเท้าหนูที่เหน่ียวน าด้วย 

leukotriene มากที่สดุ
43

 

 

1.4  ฤทธ์ิระงบัปวด 

สารสกดัเมทานอลและสารสกดัแขวน

ตะกอนในน า้ของกะเพรา มีฤทธิ์ระงับปวดในการ

ทดลอง hotplate ในหนูถีบจักร
40

 ต่อมามีรายงาน

ว่าสารสกดั ethanol จากใบกะเพรา มีฤทธิ์ ระงับ

ปวด เมื่อฉีดเข้าทางช่องท้องในขนาด 50 และ 

100 มก./กก. และป้อนทางปากในขนาด 50,  

 100 และ 200 มก./กก. สามารถลดจ านวนคร้ัง

ของการบิดตัวในหนูถีบจักรที่ถูกเหน่ียวน าให้

เกดิความเจบ็ปวดด้วย acetic acid ได้ (acetic 

acid induced writhing response) อกีทั้งเมื่อให้

สารสกดัดังกล่าวโดยการฉีดเข้าทางช่องท้อง ยัง

สามารถเพ่ิม tail withdrawal latency ในหนูถีบ

จักรได้  นอกจ ากนี้  naloxone (ยาต้านโอปิ

ออยด์ ) และ DSP-4 (ยาลดระดับ 

noradrenaline ในสมอง) สามารถลดฤทธิ์ระงับ

ปวดของสารสกดัในการทดลองทั้ง 2 ชนิด 

ในขณะที่ยา parachlorophenylalanine (ยาลด

การสงัเคราะห์ serotonin) สามารถเสริมฤทธิ์กบั

สารสกดัในการทดลอง tail flick ได้  ผลการ

ทดลองเหล่าน้ีแสดงว่า สารสกดักะเพรามีฤทธิ์

ระงับปวดโดยมีกลไกการออกฤทธิ์ผ่านสาร

สื่อกลางประสาทหลายชนิดทั้งภายในและ

ภายนอกสมอง
44

 

 

1.5  ฤทธ์ิตา้นเบาหวาน 

สารสกดั ethanol จากใบกะเพราและสาร

สกดัน า้จากใบกะเพราที่ให้โดยการป้อนทางปาก 

สามารถลดระดับกลูโคสในเลือดของหนูขาว

ปกติ
45-47

 และของหนาวที่มีระดับกลูโคสใน

เลือดสงูจากการป้อนกลูโคส
45

 และหนูขาวที่

เหน่ียวน าให้เป็นเบาหวานด้วย 

streptozotocin
45,46 

หรือ alloxan
47,48

 โดยสาร

สกดั ethanol จากใบกะเพรามีฤทธิ์ 91.55 และ 

70.43% ของยา tolbutamide ในหนูขาวปกติ

และหนูขาวที่เป็นเบาหวานตามล าดับ
45

 

การศึกษาต่อมาพบว่า สารสกดั ethanol จากใบ

กะเพราในขนาด 200 มก./กก. เป็นเวลา 30 

วัน มีผลลดระดับกลูโคสในเลือดของหนูที่เป็น

เบาหวานจากการเหน่ียวน าด้วย streptozotocin 

ได้ประมาณ 9.06 และ 26.4% ในวันที่ 15 และ 

30 ของการทดลอง นอกจากนี้พบว่าสารสกดันี้มี

ผล เปล่ียนแปลง การท างานของเอนไซม์  

hexokinase,  glucokinase   และ   phosphor- 
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 Fructokinase ที่เกี่ยวข้องในกระบวนการเม

แทบอลิซึมของคาร์โบไฮเดรตในหนูที่เป็น

เบาหวาน อย่างไรกต็าม สารสกดันี้ ไม่มีผลต่อ

ระดับ glycogen ในเน้ือเยื่อ ไต ตับ และ

กล้ามเน้ือลายของหนูที่เป็นเบาหวาน
49  

ถึง

กระนั้นกต็าม ในอกีการศึกษาหนึ่งพบว่า สาร

สกดั ethanol จากใบกะเพราที่ให้แก่หนูขาวที่

เหน่ียวน าให้เป็นเบาหวานด้วย streptozotocin 

ช่วยลดระดับกลูโคสและ glycosylated 

haemoglobin ในเลือด ในขณะเดียวกนักเ็พ่ิม

ระดับของ glycogen, haemoglobin และโปรตีน

ในหนูเบาหวาน นอกจากนี้ยังพบว่าสารสกดันี้

ช่วยให้การท างานของเอนไซม์  hexokinase, 

glucose-6-phosphate dehydrogenase และ 

glycogen synthetase ซึ่งลดลง กลับมีระดับเพ่ิม

สงูข้ึนจนใกล้เคียงระดับปกติ  ในขณะที่ท  าให้การ

ท างานของ lactate dehydrogenase, fructose-

1,6-bisphosphatase, glucose-6-phosphatase 

และ glycogen phosphorylase ที่สงูข้ึนในหนู

เบาหวานกลับลดลงได้อย่างมีนัยส าคัญ  

นอกจากนี้พบว่าการจับของอนิซูลินกบั receptor 

ในหนูเบาหวานจะลดลงอย่างมากในหนูที่รับสาร

สกดั
50

 ในการศึกษาต่อมาพบว่าสารสกดั ethanol 

และส่วนสกดั 5 ชนิด (water, butanol, 

ethylacetate, chloroform และ hexane 

fractions) จากใบกะเพรามีฤทธิ์กระตุ้นการหล่ัง

อนิซูลินจาก perfused rat pancreas, isolated rat 

islets และ clonal rat beta-cell line
51 
ในการศึกษา

สารสกดัน า้จากใบกะเพราที่ให้ 200 มก./กก./

วัน เป็นเวลา 30 วันในหนูขาวที่ได้รั บอาหาร

ผสมฟรุกโตส 66%  ช่วยลดระดับกลูโคสใน

เลือดได้อย่างมีนัย 2.ส าคัญเมื่อเทยีบกบักลุ่ม

ควบคุม แต่ไม่มีผลป้องกนัภาวะ TG และ

อนิซูลินในเลือดสงูได้
52

 มีรายงานว่าสารสกดั

กะเพราในขนาด 500 มก./กก. เมื่อน ามาป้อน

ให้กบัหนูขาวที่เป็นเบาหวาน พบว่าไม่เพียงแต่จะ

ช่วยลดระดับกลูโคสในเลือดเท่านั้น ยังช่วยฟ้ืนฟู

การท างานของเอนไซม์ต้านอนุมุลอสิระ   และท า 

 ให้ระดับ glutathione (GSH) สงูขึ้นใกล้เคียงกบั

ระดับปกติอกีด้วย ซ่ึงฤทธิ์ต้านอนุมูลอสิระ

ดังกล่าวจะเป็นประโยชน์ในการป้องกนั

ภาวะแทรกซ้อนของเบาหวานได้
18

 ในอกี

การศึกษาหนึ่งพบว่าการให้อ าหารผสมฟรุกโตส

แก่หนูขาวเป็นเวลา 60 วัน จะท าให้น า้หนักตัว

เพ่ิมขึ้น ระดับกลูโคสในเลือดสงู อนิซูลินใน

เลือดสงู TG ในเลือดสงู และเกดิภาวะดื้อ

อนิซูลิน ซึ่งสารสกดัน า้จากกะเพราทั้งต้นช่วยลด

ผลดังกล่าวและสามารถป้องกนัการเกดิภาวะดื้อ

อนิซูลินที่เหน่ียวน าด้วยฟรุกโตสในหนูขาวได้
53 

มีรายงานว่าผงใบกะเพราที่ให้กบัหนู

ปกติและหนูที่เป็นเบาหวานเป็นเวลา 1 เดือน 

ช่วยลดระดับ  fasting blood glucose, uronic 

acid, total amino acids, TC, TG, 

phospholipids และ total lipids ในเลือด 

นอกจากนี้  ยังลดระดับ TC และ TG ที่ตับ ลด 

total lipids ที่ตับและไต ส่วนที่หัวใจมีการลดลง

ของ TC และ phospholipids
54

  การศึกษาต่อมา 

พบว่าผงใบกะเพราในขนาด 200 มก./กก./วัน 

ที่ให้แก่หนูขาวที่เป็นเบาหวานที่เหน่ียวน าด้วย 

alloxan ช่วยลดระดับกลูโคสในเลือดของหนูได้ 

แต่ไม่ สามารถป้องกนัการเกดิต้อกระจก 

(cataract) ในวันที่ 75, 100  และ 115 วัน

หลังจากเหน่ียวน าให้หนูเป็นเบาหวานด้วย 

alloxan
55

  อย่างไรกต็าม ในอกีการศึกษาหนึ่ง

พบว่าน า้มันเมลด็กะเพราในขนาด 0.8 ก./กก./

วันเป็นเวลา 2 สปัดาห์ไม่มีผลลดระดับกลูโคส

ในเลือดของกระต่ายที่เป็นเบาหวานซ่ึงเหน่ียวน า

ด้วย alloxan
56

 

 

1.6  ฤทธ์ิลดไขมนั (Antilipidemic effect) 

การให้ใบสดของกะเพราขนาด 1 และ 2 

กรัมผสมในอาหาร 100 กรัมนาน 4 สปัดาห์ ท า

ให้มีการเปล่ียนแปลงของ  lipid profile ใน

กระต่ายปกติ คือท าให้ระดับ TC, TG, 

phospholipid และ LDL-cholesterol ในซีร่ัม

ลดลง ในขณะที่เพ่ิมระดับ HDL-cholesterol  
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และปริมาณรวมของ  sterol ในอุจจาระ
57

 จาก

การศึกษาพบว่า การให้ผงใบกะเพรานาน 1 

เดือนช่วยลดระดับ TC, TG, phospholipids 

และไขมันรวมในเลือด นอกจากนี้มีผลลด TC 

และ TG ที่ตับ ไขมันรวมที่ตับและไต รวมทั้งลด

ระดับ TC และ phospholipids ที่หัวใจในหนูที่

เป็นเบาหวาน
54 

 มีการศึกษาหนึ่งพบว่า การให้

น า้มันจากเมลด็กะเพราในขนาด 0.8 ก./กก./

วัน เป็นเวลา 4 สปัดาห์ ช่วยลดระดับ 

choleaterol, TG และ LDL- และ VLDL-

cholesterol ในซีร่ัมของกระต่ายที่ถูกเล้ียงด้วย

อาหารที่มี cholesterol (100 มก./กก./วัน) 

เมื่อเปรียบเทยีบกบักลุ่มที่ไม่ได้รับน า้มั นจาก

เมลด็กะเพรา
56

 ในอกีการศึกษาหนึ่งท าโดยเลี้ ยง

หนูขาวด้วยอาหารที่มี cholesterol สงูเป็นเวลา 7 

สปัดาห์ โดย 3 สปัดาห์สดุท้าย ให้ได้น า้มันจาก

ใบกะเพราแก่หนูขาว วันละคร้ังด้วย พบว่าน า้มัน

ใบกะเพราที่มี  eugenol และ methyl eugenol 

เป็นสารประกอบหลักมีผลลดระดับไขมัน,lactate 

dehydrogenase และ creatine kinase ในซีร่ัม

รวมทั้งลด atherogenic index โดยไม่มีผลลด

ระดับเอนไซม์ aspartate aminotransferase 

(AST), alanine aminotransferase (ALT) และ 

alkaline phosphatase (ALP) ที่ตับในหนูขาวที่

ได้รับอาหารที่มี cholesterol สงู
58

 ส่วน อกี

การศึกษาหนึ่งซึ่งให้ใบกะเพราสดในขนาด 2 

กรัม /วันแก่กระต่ายสขุภาพดีเป็นเวลา 8 

สปัดาห์ พบว่าท าให้ระดับ  homocysteine, TC, 

TG, LDL- และ, VLDL-cholesterol ในซีร่ัม

ลดต ่าลง ในขณะที่ระดับ HDL-cholesterol เพ่ิม

สงูขึ้น
59

  ในการศึกษา fixed oil จากกะเพราใน

หนูขาวเพศผู้ 4 กลุ่มคือ กลุ่มปกติ กลุ่มควบคุม

ที่ได้รับอาหารไขมันสงู กลุ่มที่ได้รับอาหารไขมัน

สงูร่วมกบั fixed oil จากกะเพรา กลุ่มที่ได้รับ

อาหารไขมันสงูร่วมกบั simvastatin พบว่า เมื่อ

ให้ fixed oil จากกะเพราในช่วง 3 สปัดาห์

สดุท้าย มีผลยับย้ังการเพ่ิมขึ้นของ TC, TG,  

 LDL-cholesterol, และ atherogenic index แต่

ไม่มีผลต่อ HDL-cholesterol นอกจากนี้  fixed 

oil จากกะเพรายังมีผลยับย้ังการเพ่ิมขึ้นของ  

cholesterol และ TG ที่ตับ แต่ไม่มีผลต่อระดับ

ไขมันทั้งสองชนิดในอุจจาระ  Fixed oil ยังท าให้

การเพ่ิมขึ้นของ lactate dehydrogenase และ 

creatinine kinase-MB กลับลดลงสู่ระดับปกติ แต่

ไม่มีผลต่อการเพ่ิมขึ้นของระดับ ALT, AST, และ 

ALP จากผลการทดลองที่ได้แสดงให้เหน็ว่า fixed 

oil จากกะเพรามีฤทธิ์ลดไขมัน ต้านการ แขง็ตัว

ของหลอดเลือด และปกป้องหัวใจจากภาวะไขมัน

ในเลือดสงู โดยคาดว่าสารส าคัญที่ออกฤทธิ์ คือ 

linolenic acid และ linoleic acid ที่อยู่ในน า้มัน
60
 

 

1.7 ฤทธ์ิต่อระบบภูมิคุม้กนั 

กะเพรามีฤทธิ์ต่อระบบภมูิคุ้มกนั
61

  มี

การศึกษาสารสกดั  methanol และส่วนสกดัน า้

จากใบกะเพราต่อการควบคุมระบบภมูิคุ้มกนั

ของร่างกายโดยใช้ Salmonella typhosa และ 

sheep erythrocytes พบว่าสารสกดัดังกล่าวมี

ฤทธิ์กระตุ้นภมูิคุ้มกนัแบบ humoral 

immunologic response ดังจะเหน็ได้จากการ

เพ่ิมขึ้นของ antibody titre ในทั้ง Widal และ 

sheep erythrocyte agglutination tests รวมทั้ง

แบบ cellular immunologic response ดังเหน็ได้

จาก E-rosette formation และ lymphocytosis
62

 

การศึกษาที่ท  าให้หนูเครียดโดยการจ ากดัการ

เคลื่อนไหว (restraint stress) พบว่า น า้มันเมลด็

กะเพรามีฤทธิ์ปรับภมูิคุ้มกนัทั้งแบบ humoral-

mediated immune (HMI) และ cell-mediated 

immune (CMI) มีฤทธิ์ป้องกนัการลดลงของ 

anti-SRBC antibody titre (ซึ่งเป็น HMI 

responses) รวมทั้งป้องกนัการลดลงของ  foot 

pad thickness และ percentage LMI (% LMI) 

(ซึ่งเป็น CMI responses) ทั้งน้ีฤทธิ์ดังกล่าวของ

น า้มันเมลด็กะเพราจะเพ่ิมขึ้นถ้าให้ร่วมกบั  

diazepam ซึ่งเป็นยาในกลุ่ม benzodiazepines  
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(BDZ) ในขณะที่จะถูกยับยั้งได้ด้วย flumazenil 

ซึ่งเป็นยาต้าน BZD
63 

 สารสกดัน า้จากใบกะเพรา

ในอกีการศึกษาหนึ่งสามารถลด total bacterial 

count (TBC) แต่เพ่ิม neutrophil และ 

lymphocyte counts ร่วมไปกบัการเพ่ิมขึ้นของ  

phagocytic activity และ phagocytic index 

นอกจากนี้  มี การ เพ่ิมขึ้น ปริมาณขอ งเอนไซม์ 

lysosome ของ polymorphonuclear cells 

(PMNs) ในน า้นมของวัว ที่ได้รับสารสกดัน้ี 64 

จากการทดลองในหนูตะเภา ยาต้านวัณโรค 

(isoniazid, rifampicin และ pyrazinamide) จะ

ท าให้เกดิความเป็นพิษต่อตับ (เอนไซม์ตับเพ่ิม

สงูขึ้น) และกดภมูิคุ้มกนั (phagocytic % [P%], 

phagocytic Index และ chemotactic index 

ลดลง)  เมื่อให้สารสกดักะเพรา แก่หนูตะเภา 2 

ช่ัวโมงก่อนให้ยาต้านวัณโรค ดังกล่าวสามารถ ลด

การเพ่ิมขึ้นของเอนไซม์ตับและเพ่ิม P% แสดง

ว่าสารสกดักะเพรามีฤทธิ์ปกป้องตับและป้องกนั

การกดภมูิคุ้มกนัจากยาต้านวัณโรคได้ 65 ในอกี

การศึกษาหนึ่งซึ่งทดลองโดยให้ lindane (สารที่

มี immunotoxicity และ oxidative activity) แก่

หนูขาว แล้ววัด hemagglutination titer ต่อ 

sheep red blood cells (SRBC) (บ่งถึง HMI) 

และ foot pad thickness (เพ่ือประเมิน delayed 

type hypersensitivity) พบว่าสาร lindane มีผล

ลด anti-SRBC antibody titer และ foot pad 

thickness เมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม น า้มันจาก

เมลด็กะเพราเพ่ิม anti-SRBC antibody titer 

แต่ไม่มีผลต่อ foot pad thickness เมื่อเทยีบกบั

กลุ่มที่ได้รับ lindane อย่างเดียว  นอกจากนี้  

น า้มันจากเมลด็กะเพรา สามารถลด oxidative 

stress (การเพ่ิมขึ้นของระดับ MDA และการ

ลดลงของระดับ GSH) ของ lindane ได้
66

 

 

1.8  ฤทธ์ิตา้นมะเร็งและการแพร่กระจายของ

มะเร็ง  

การศึกษาใน liver microsomes ของหนู 

 ขาว ursolic acid ซ่ึงสกดัจากกะเพรามีฤทธิ์

ป้องกนัการเกดิ lipid peroxidation ที่เหน่ียวน า

ด้วย ascorbic acid, carbon tetrachloride 

ADP/Iron
67

  ใบกะเพรามีฤทธิ์ต้านการเกดิ

มะเรง็โดยการเหน่ียวน าให้เกดิ squamous cell 

carcinomas ในกระเพาะอาหารของหนูถีบจักร

ด้วยการป้อน benzo[a]pyrene (B[a]P) และการ

เหน่ียวน าให้เกดิมะเรง็ตับในหนูขาวโดยการป้อน 

3'-methyl-4-dimethylaminoa-zobenzene 

(3'MeDAB) ได้
68

  การทาสารสกดัเอธานอล

จากใบกะเพราบนผิวหนังเป็นเวลา 15 วัน 

สามารถลดการเกดิมะเรง็ผิวหนังชนิด papilloma 

ในหนูถีบจักร โดยมีผลท าให้ในผิวหนังมีระดับ 

GSH เพ่ิมสงูขึ้นถึง 2 เท่า และ gltathione S-

transferase (GST) activity สงูขึ้นถึง 25% ซึ่ง

แตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ
69

  การ

สารสกดั  ethanol จากใบกะเพราในขนาด 400 

และ 800 มก./กก./วัน เป็นเวลา 15 วันแก่หนู

ถีบจักร ท าให้เพ่ิม activity ของ cytochrome P 

(CYP)-450, CYP B5, aryl hydrocarbon 

hydroxylase และ GST ในตับซึ่งมีบทบาทส าคัญ

ในการขจั ดสารก่อมะเรง็และสารก่อกลายพันธ์  

(mutagens)  นอกจากนี้ยังท าให้มีการเพ่ิมขึ้น

ของ GST   ภายนอกตับ    และของระดับ GSH 

ในเน้ือเยื่อ ของตับ ปอด  และกระเพาะอาหาร  

การทดลองนี้แสดงว่าสาร สกดัมีฤทธิ์ป้องกนั สาร

ก่อมะเรง็และสารก่อกลายพันธ ์ได้
70
  เมื่อน าเซลล์

ตับที่เล้ียงไว้มาใส่สารสกดักะเพราที่ 0-500 มคก. 

เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นจึงใส่  

dimethylbenz[a]- anthracene (DMBA) เป็น

เวลา 18 ช่ัวโมง เมื่อน าเซลล์ไปแยกเอา DNA 

ออกมาท าการวิเคราะห์ พบว่าสารสกดั ท า ให้

ระดับของ DMBA-DNA adducts ลดลงอย่างมี

นัยส าคัญโดยไม่ ท าให้ เซลล์ตับตาย  การศึกษาน้ี

แสดงว่าสารสกดัใบกะเพราสามารถยับยั้งการ

เกดิมะเรง็ได้โดยยับย้ัง metabolic activation 

ของสารก่อมะเรง็
71

     ในการศึกษาฤทธิ์ต้านการ 
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เกดิมะเรง็ชนิด papillomas ที่เหน่ียวน าด้วย 

7,12-DMBA ในหนูแฮมเตอร์ พบว่าการให้สาร

สกดัน า้จากใบกะเพราโดยการป้อนทางปาก ให้ผล

ดีกว่าการให้สารสกดั ethanol โดยการรับประทาน

และการพอกกะเพราสด
72

  ในการศึกษาฤทธิ์

ป้องกนัการเกดิมะเรง็กระเพาะอาหาร    โดยป้อน  

N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine 

(MNNG) ให้หนูขาว 2 คร้ัง เว้นระยะห่างคร้ังละ 

2 สปัดาห์ พบว่า สารสกดัเอธานอลจากใบ

กะเพ ราในขนาด 300 มก./กก. โดยการป้อน

ทางปากสปัดาห์ละ 3 คร้ัง เป็นเวลา 26 สปัดาห์  

สามารถต้านการเกดิมะเรง็กระเพาะอาหารที่

เหน่ียวน าด้วย MNNG ได้
73 

สารสกดั ethanol จากใบกะเพรามีฤทธิ์

ต้านการเกดิมะเรง็ผิวหนังที่เหน่ียวน าด้วย 3-

methylcholanthrene (MCA), 7,12-DMBA 

และ aflatoxin B1 (AFB1) ในหนูถีบจักร โดย

กลไกการต้านการเกดิมะเรง็ ของสารสกดันี้ น่าจะ

เกดิจาก (1) ฤทธิ์ต้านอนุมูลอสิระ (2) การ

เปล่ียนแปลงเอนไซม์ใน phase I และ phase II 

metabolism และ /หรือ  (3) การยับย้ัง  
proliferation ของเซลล์มะเรง็

74
  สารสกดั  

ethanol จากกะเพราเหน่ียวน าให้เกดิ apoptosis 

โดยผ่าน mitochondria caspase dependent 

pathway ในเซลล์มะเรง็ชนิด A549 ในขณะที่

สารสกดั นี้ สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลล์มะเรง็ปอด (Lewis lung carcinoma) ที่

ปลูกถ่ายเข้าไปในหนูถีบจักร C57BL/6 ได้ 

แสดงว่าสารสกดัมีฤทธิ์ต้านมะเรง็ปอดและอาจใช้

เป็นทางเลือกในการป้องกนัมะเรง็ได้
75

  สารสกดั

เอธานอลจากกะเพรามีฤทธิ์ต้านการแพร่กระจาย

ของมะเรง็  โดยมีฤทธิ์ท  าลายเซลล์มะเรง็ปอด 

(Lewis lung carcinoma cells) และยังยับย้ัง 

cell adhesion และ invasion โดยผ่านการยับย้ัง

การท างาน (activity) ของ  matrix 

metalloproteinase-9 (MMP-9)       และการ 

 เพ่ิมขึ้นของเอนไซม์ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอสิระ ได้แก่ 

superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) 

และ glutathione peroxidase (GSH-Px)
22

 

 
1.9 ฤทธ์ิปกป้องอนัตรายจากรงัสี 

(Radioprotective activity) 

 ฤทธิ์ปกป้องอนัตรายจากรังสี ของสาร

สกดัใบกะเพรามีรายงานคร้ังแรกเมื่อปี 1995  ซึ่ง

ท าการทดลองโดยฉายรังสหีนูถีบจักรทั้งตัว ด้วย 

11 Gy(LD100/30) of 60Co gamma 

radiation) พบว่าการให้สารสกดัใบกะเพรา

สามารถเพ่ิมอตัรารอดชีวิตของหนูถีบจักรเมื่อ

เปรียบเทยีบกบักลุ่มที่ไม่ได้รับสารสกดัก่อนการ

ฉายรังสี
35

 และยังช่วยป้องกนัความ เสยีหายของ

โครโมโซมของเซลล์ไขกระดูกหนูถีบจักรได้อกีด้วย
76

 ต่อมามีรายงานว่าการใช้สารสกดัจากใบกะเพรา

ร่วมกบัสารป้องกนัรังสี  WR-2721 ที่ได้จากการ

สงัเคราะห์ ให้ผลในการปกป้องเซลล์ไขกระดูกได้

สงูกว่าการให้สารสกดัใบกะเพราหรือ WR-2721 

อย่างเดียว และลดความเป็นพิษจากขนาดสงูของ 

WR-2721 ได้ ซึ่งแสดงว่าการใช้ร่วมกนั อาจจะ

ช่วยเสริมฤทธิ์ในการปกป้องอนัตรายจากรังสใีน

คนได้ดียิ่งขึ้น
77

 อกีการศึกษาหนึ่งพบว่า สาร 

flavonoids orientin และ vicenin ที่สกดัจากใบ

กะเพรา มีได้ดีกว่าสารป้องกนัรังสทีี่ได้จาก

สงัเคราะห์
78

 ฤทธิ์ปกป้องอนัตรายจากรังสี คาดว่า

เกดิผ่านกลไกต้านอนุมูลอสิระของสาร flavonoids 

ทั้งสองชนิดนี้
78-81

  Polysaccharides ที่สกดัจาก

กะเพราสามารถป้องกนัอนัตรายของเซลล์ม้ามหนู

ถีบจักรจากรังสแีกมมา โดยอาศัยฤทธิ์ต้านอนุมูล

อสิระ เช่นเดียวกนั
82

  การให้ สารสกดัน า้จาก

กะเพราแก่หนูถีบจักรก่อนได้รับรังส ี
131

iodine ใน

ขนาดสงู พบว่าการให้สารสกดักะพราท าให้ระดับ 

GSH ที่ตับลดลงน้อยกว่ากลุ่มที่ไม่ได้รับสารสกดั 

และยังสามารถป้องกนัการท าลายของต่อมน า้ลาย

ของหนูถีบจักรได้
83
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1.10  ฤทธ์ิตา้นแบคทีเรีย 

 การศึกษาเบื้องต้นของสมุนไพรที่มี

ฤทธิ์ต้านเช้ือแบคทเีรียทั้งแกรมบวกและแกรม

ลบที่ก่อโรคในคน  พบว่าสารสกดัจากกะเพรามี

ฤทธิ์ต้านเช้ือแบคทเีรีย แม้จะมีขอบเขตการออก

ฤทธิ์ค่อนข้างแคบ
84

 การทดสอบฤทธิ์ต้านเช้ือจุล

ชีพโดยวิธ ี agar diffusion method พบว่าสาร

สกดัน า้และสารสกดั  ethanol จากกะเพรามีฤทธิ์

ยับยั้ งการเจริญเติบโตของเช้ือกลุ่ม enteric 

pathogensโดยสารสกดัน า้จากกะเพราออกฤทธิ์

ยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ Klesbiella, E. 

coli, Proteus และ Staphylococcus aureus ได้

มากกว่าสารสกดั  ethanol  ในขณะที่สารสกดั  

ethanol ออกฤทธิ์ต่อเช้ือ Vibrio cholerae ได้
85

  

สารสกดั ethanol จากใบกะเพรามีฤทธิ์ต้านเช้ือ 

beta-lactamase producing และ methicillin-

resistant S. aureus รวมทั้ง  methicillin-

sensitive S. aureus
86

  อกีการศึกษาหนึ่งรายงาน

ว่า สารสกดักะเพรามีฤทธิ์ต้านเช้ือ multidrug 

resistant Neisseria gonorrhoeae
87

 ซึ่งต่อมา

พบว่าสารส าคัญที่ออกฤทธิ์ คือ eugenol ในสาร

สกดันี้
88

 ส่วนการศึกษาหนึ่งรายงานว่า fixed oil 

จากกะเพรามีฤทธิ์ต้านเช้ือ  S. aureus, Bacillus 

pumilus และ Pseudomonas aeruginosa โดย

ออกฤทธิ์ได้ดีที่สดุต่อเช้ือ S. aureus  ทั้งนี้คาดว่า 

linolenic acid ซึ่งมีปริมาณสงูใน  fixed oil เป็น

ตัวออกฤทธิ์ต้านเช้ือแบคทเีรีย
89

  นอกจากนี้  สาร

สกดั  ethanol จากกะเพรามีฤทธิ์ต้านเช้ือ 

Klebsiella pneumoniae และ Enterococcus 

faecalis ที่ก่อโรคของทางเดินปัสสาวะได้
90

 

 

1.11  ฤทธ์ิ antifertility และ 

antispermatogenicity 

สารสกดักะเพรามีฤทธิ์ antifertility
91-93

 

โดยพบว่าสารสกดัน า้จากใบกะเพรามีฤทธิ์  

antifertility เมื่อท าการศึกษาในหนูขาวเพศเมีย

ที่ตั้งท้องระยะแรก  อย่างไรกต็ามสารสกดัน า้จาก 

 ใบกะเพรา  ไม่มี teratogenicity
91

 นอกจากนี้ยังมี

รายงานว่าสารสกดักะเพรามี antispermatogenic 

effect
94,95

  โดยเมื่อให้ สารสกดั benzene จากใบ

กะเพราในขนาด 250 มก./กก. น า้หนักตัวแก่หนู

ขาวเพศผู้ นาน 46 วันมีผลลดจ านวน  การ

เคลื่อนไหวและ ความเรว็ของการเคลื่อนไหวไป

ข้างหน้าของอสจุิ   นอกจากนี้ยังพบว่าสารสกดั

ดังกล่าวมีผลเพ่ิมเปอร์เซน็ต์ของ อสจุิที่ผิดปกติใน 

caudal epididymal fluid  ในขณะที่ลดปริมาณ

ของฟรุ กโตสใน caudal plasma ที่อยู่ใน 

epididymis และ seminal vesicles ซ่ึงฤทธิ์ต่ออสจุิ

นี้ น่าจะเป็นผลมาจากฤทธิ์ลดฮอร์โมนแอนโดรเจน

ของกะเพรา อย่างไรกต็าม ฤทธิ์ต้าน อสจุิ นี้ เป็น

แบบช่ัวคราวเท่านั้น เน่ืองจาก ทุกตัววัดสามารถ

กลับสู่ปกติ 2 สปัดาห์ภายหลัง หยุดให้ สารสกดั

กะเพรา
95

 

 

2.  การศึกษาความเป็นพิษ 

2.1  การศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลนั 

ในการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันของสารสกดั  

ethanol จากกะเพราในหนูถีบจักร พบว่า ขนาดที่ท  า

ให้สตัว์ทดลองตายคร่ึงหนึ่ง  (LD50) เมื่อให้สาร

สกดัโดยการป้อนทางปากและโดยการฉีดเข้าช่อง

ท้อง มีค่า 4,505 มก./กก. และ 3,241 มก./กก. 

ตามล าดับ
96

 อกีการศึกษาหนึ่งซึ่งท าการทดสอบ

ความเป็นพิษเฉียบพลันของสารสกดัน า้และสาร

สกดั ethanol จากใบกะเพราโดยการป้อนทางปาก

ให้สตัว์ทดลอง พบว่าสารสกดัน า้ในขนาด 5,000 

มก./กก. ไม่ท าให้เกดิอาการแสดงของความเป็นพิษ

เฉียบพลันใดๆและไม่ท าให้สตัว์ทดลองตาย ส่วน

สารสกดั ethanol เมื่อให้ในขนาด 4,000 มก./กก. 

พบว่าสตัว์ทดลองทนได้ดี แต่ตาย 80% ทั้งนี้ ค่า 

LD50 ของสารสกดัน า้และของสารสกดั ethanol จาก

ใบกะเพราเมื่อให้ทางปากเท่ากบั 6,200 มก./กก. 

และ 4,600 มก./กก.ตามล าดับ
35

 การศึกษาความ

เป็นพิษเฉียบพลันของน า้มันจากเมลด็กะเพราที่ให้

โดยการฉีดเข้าทางช่องท้องแก่หนูถีบจักร พบว่า 
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ขนาดของน า้มันจากเมลด็กะเพราที่สตัว์ทดลองทน

ได้ดีคือ 30 มล./กก. ในขณะที่ขนาดที่ ท าให้

สตัว์ทดลองตายหมดคือ 55 มล./กก. ทั้งนี้ น า้มัน

จากเมลด็กะเพราจะมีค่า LD50 ในการฉีดเข้าช่อง

ท้องเท่ากบั 42.5 มล./กก.
97 

 
2.2  การศึกษาความเป็นพิษกีง่เฉียบพลนั 

(Subacute toxicity study) 

เมื่อฉีด fixed oil จากเมลด็กะเพราเข้า

ช่องท้องของหนูขาวในขนาด 3 มล./กก./วัน เป็น

เวลา 14 วัน ไม่ก่อให้เกดิอาการไม่พึงประสงค์

หรือพฤติกรรมผิดปกติใดๆ รวมทั้งไม่พบความ

ผิดปกติของน า้หนักตัว reflex และอวัยวะภายใน

ของหนูขาว
97

  

 
3.  การศึกษาทางคลินิก (Clinical trials) 

3.1  การศึกษาผลลดระดบักลูโคสในเลือดของ

กะเพราในผูป่้วยโรคเบาหวาน 

การศึกษาแบบ randomized, placebo-

controlled, crossover, single blind trial ในผู้ป่วย

โรคเบาหวานชนิดที่ 2 พบว่า ใบกะเพราสามารถ

ลดระดับ กลูโคสหลังอดอาหาร และกลูโคสหลัง

รับประทาน อาหารลงได้ 17 .6 และ 7.3% 

ตามล าดับ แต่ระดับกลูโคสในปัสสาวะของกลุ่มที่

ได้รับใบกะเพราและได้รับใบหลอก (placebo 

leaves) ไม่มีความแตกต่างกนั นอกจากน้ีในช่วงที่

ให้ใบกะเพรามีการลดลงของระดับ cholesterol ใน

เลือดเลก็น้อย
98 

 
3.2  การศึกษาผลลดภาวะวิตกกงัวลและ

อาการท่ีเกี่ยวขอ้ง 

การศึกษาแบบ controlled programmed 

trial      ในผู้ป่วยโรควิตกกงัวล  (generalized  

 anxiety disorder) จ านวน 35 คน (ผู้ชาย 21 คน 

ผู้หญิง 14 คน โดยมีอายุเฉล่ีย 38.4 ปี) โดยการ

ให้สารสกดัใบกะเพรา ขนาด 500 มก./แคปซูล 

วันละ 2 คร้ังหลังอาหาร นาน 60 วัน ท าการตรวจ

ประเมินอาการทางคลินิกและใช้แบบสอบถาม

มาตรฐาน (standard questionnaires based on 

different psychological rating scale) ในวันที่ 0, 

30 และ 60 พบว่าสารสกดัใบกะเพราช่วยลด

อาการของโรค วิตก กงัวลและอาการที่เกี่ยวข้อง

ได้แก่ เครียดและซึมเศร้าได้
99

 

 
3.3  การศึกษาผลต่อระบบภูมิคุม้กนั 

จากการศึกษาทางคลินิก ของกะเพรา ต่อ

ระบบภมูิคุ้มกนัแบบ double-blinded randomized 

controlled cross-over trial ในอาสาสมัครสขุภาพดี 

จ านวน 24 คน โดยแบ่งเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่กลุ่ มที่

ได้รับสารสกดั ethanol จากใบกะเพราขนาด 300 

มก. และกลุ่มที่ได้รับยาหลอกในขณะท้องว่าง โดย

ประเมินผลต่อระดับ T-helper (Th) 1 and Th2 

cytokines (interferon-γ [IFN-γ] และ 

interleukin-4 [IL-4]) ใน blood culture 

supernatants ที่กระตุ้นด้วย lipopolysaccharide และ 

phytohaemagglutinin รวมทั้งตัววัดอื่นๆ ได้แก่ Th 

and T-cytotoxic cells, B-cells และ NK-cells 

โดยใช้วิธกีาร flow cytometry  ผลการศึกษาพบว่า

อาสาสมัครทีไ่ด้รับสารสกดั ethanol จากใบกะเพรา

เป็นเวลา 4 สปัดาห์ มีการเพ่ิมขึ้นของระดับ IFN-γ  

และ IL-4 รวมทั้งเปอร์เซน็ต์ของ T-helper cells 

และ NK-cells โดยมีความแตกต่างอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทยีบกบักลุ่มที่ได้รับ

ยาหลอก จากผลการทดลองน้ีแสดงให้เหน็ถึงฤทธิ์

ปรับภมูิคุ้มกนัของสารสกดัจากใบกะเพราใน

อาสาสมัครสขุภาพดี
100
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