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สารจากอธกิารบดีมหาวิทยาลยับูรพา 

 
ในโอกาสท่ีคณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพาได้รับเกียรติเป็นเจ้าภาพร่วมกับสมาคม

เภสัชวิทยาแห่งประเทศไทย ด าเนินการจัดการประชุมวิชาการประจ าปี พ.ศ. 2560 ในหัวข้อ 
Illustrious Issues in Pharmacology 2017 ณ ศูนย์ประชุมบางแสนเฮอริเทจ บางแสน จ.ชลบุรี 
ในวันท่ี 18 - 19 พฤษภาคม 2560 และการประชุมเชิงปฏิบัติการ เรื่อง Zebrafish in 
Experimental Pharmacology ในวันท่ี 20 พฤษภาคม 2560 ณ คณะเภสัชศาสตร์ แล้วนั้น 
มหาวิทยาลัยบูรพาขอแสดงความชื่นชมยินดีต่อความส าเร็จของสมาคมเภสัชวิทยาแห่งประเทศ
ไทย ที่ได้มีการจัดประชุมวิชาการ เพ่ือน าเสนอวิทยาการใหม่ ๆ ในสาขาวิชาเภสัชวิทยาและศาสตร์
ท่ีเกี่ยวข้องได้อย่างต่อเนื่องจนเป็นการประชุมครั้งท่ี 39 ในวันนี้ มหาวิทยาลัยบูรพารู้สึกเป็นเกียรติ
ท่ีได้มีโอกาสเข้ามาเป็นส่วนหนึ่งของความส าเร็จดังกล่าว และขอถือโอกาสนี้ขอบคุณหน่วยงาน 
คณาจารย์ เจ้าหน้าท่ี และท่ีผู้เกี่ยวข้องทุกท่านท่ีได้ให้ร่วมแรงร่วมใจจัดการประชุมในครั้งนี้ให้
ส าเร็จลงด้วยดี 

ในฐานะเจ้าของบ้าน มหาวิทยาลัยบูรพาขอต้อนรับท่านวิทยากร นักเภสัชวิทยา นักวิจัย
และผู้เข้าร่วมประชุมจากสถาบันการศึกษา และหน่วยงานต่าง ๆ ท่ัวประเทศ รวมท้ังท่านผู้มี
เกียรติทุกท่านในท่ีนี้ด้วยความยินดี ขอให้ทุกท่านได้รับความรู้ และความประทับใจจากการเข้า
ร่วมงานประชุม  มีความสุขเพลิดเพลินกับอาหาร และทัศนียภาพท่ีสวยงามของชายหาดบางแสน 
และหวังว่ามหาวิทยาลัยบูรพา คงได้มีโอกาสต้อนรับท่านอีกครั้งในโอกาสต่อไป ขออวยพรให้การ
ประชุมครั้งนี้ บรรลุวัตถุประสงค์ที่ตั้งไว้ทุกประการ และขอเปิดการประชุม ณ บัดนี้ 
 
 
 

 รองศาสตราจารย์ ดร.สมนึก ธีระกุลพิศุทธ์ิ 

ผู้ปฏิบัติหน้าท่ีอธิการบดีมหาวิทยาลัยบูรพา 
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สารจากนายกสมาคมเภสัชวิทยาแห่งประเทศไทย 

 
กระผม รองศาสตราจารย์ นพ. สุพรชัย กองพัฒนากูล ในนามนายกสมาคมเภสัชวิทยาแห่ง

ประเทศไทย  ขอกราบขอบพระคุณท่านอธิการบดีท่ีได้กรุณาให้เกียรติมาเป็นประธานในพิธีเปิด
การประชุมวิชาการในวันนี้ สมาคมเภสัชวิทยาแห่งประเทศไทย มีก าหนดจัดการประชุมวิชาการ
เป็นประจ าทุกปีติดต่อกัน โดยหมุนเวียนให้สถาบันต่างๆ เป็นเจ้าภาพจัดการประชุมร่วมกับ 
สมาคมเภสัชวิทยาแห่งประเทศไทยซึ่งในการประชุมครั้งท่ี 39 นี้ คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัย
บูรพา ได้รับเป็นผู้จัดการประชุมวิชาการของสมาคมเภสัชวิทยา ในหัวข้อของ  Illustrious Issues 
in Pharmacology 2017 ณ ศูนย์ประชุมบางแสน เฮอริเทจ บางแสน จ.ชลบุรีในวันท่ี 18-19 
พฤษภาคม พ.ศ. 2560 และการประชุมเชิงปฏิบัติการเรื่อง Zebrafish in Experimental Pharmacology ณ 
คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา ในวันท่ี 20 พฤษภาคม พ.ศ. 2560 นี้ ซึ่งมีวัตถุประสงค์ของ
การประชุมดังนี้ 

1. เพื่อเพิ่มพูนความรู้ ติดตามความก้าวหน้าของวิทยาการใหม่ๆในด้านเภสัชวิทยา
และศาสตร์อื่นท่ีเกี่ยวข้องแก่ผู้เข้าร่วมประชุม 

2. แลกเปลี่ยนความคิดเห็น ประสบการณ์ และแสวงหาความร่วมมือในการท างาน
วิจัยของผู้เข้าร่วมประชุม  
3. เป็นเวทีน าเสนอผลงานวิจัยของอาจารย์นักวิจัยและนิสิตนักศึกษาในสาขาวิชานี้
และวิทยาศาสตร์สุขภาพอื่นๆ 

4. เรียนรู้และฝึกฝนการใช้ปลาม้าลาย (Zebrafish) เป็นสัตว์ทดลอง 

ท้ังนี้ รูปแบบของการประชุมประกอบด้วยการบรรยายโดยวิทยากรผู้ทรงคุณวุฒิจาก
หน่วยงานต่างๆ  การน าเสนองานวิจัยในรูปแบบโปสเตอร์ซึ่งจะมีบางส่วนท่ีได้รับพิจารณาให้
ตีพิมพ์ในรูปบทความวิจัยในวารสารเภสัชวิทยาซึ่งเป็นวารสารท่ีอยู่ใน TCI หรือใน Proceedings ของ
การประชุมหรือเผยแพร่ในรูปของบทคัดย่อโดยจะมีการประกวดและมอบรางวัลแก่ผลงาน
โปสเตอร์ดีเด่น การชมนิทรรศการเครื่องมือวิจัยและการประชุมเชิงปฏิบัติการโดยมีผู้เข้าร่วม
ประชุมท่ีเป็นสมาชิกของสมาคมเภสัชวิทยาฯและผู้ ท่ีสนใจ จาก 18 สถาบันการศึกษา 35 
หน่วยงาน และมีผลงานท่ีน าเสนอกว่า 50 ผลงาน ท้ังยังได้จัดให้มีการบรรยายพิเศษเพื่อร าลึกถึง
นักเภสัชวิทยาผู้มีคุณูปการต่อวงการเภสัชวิทยาของประเทศไทยคือ รองศาสตราจารย์ ดร. จิรวัฒก์ 
สดาวงศ์วิวัฒน์ ในหัวข้อ Redox signaling: from Life to Death และจะมีการมอบรางวัล
เกียรติยศศาสตราจารย์ นพ.อวย เกตุสิงห์ ประจ าปี 2560 ด้านผลงานวิจัยดีเด่นด้านเภสัชวิทยาใน
การประชุมครั้งนี ้ 
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การประชุมนี้ส าเร็จลุล่วงได้ด้วยดี โดยได้รับความร่วมมือจากคณาจารย์ คณะเภสัชศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยบูรพา วิทยากร บริษัทต่าง ๆ ผู้ให้การสนับสนุนการประชุม บุคลากร นิสิต รวมท้ัง
ผู้เข้าร่วมประชุมทุกท่าน   กระผมจึงใคร่ขอขอบคุณมา ณ โอกาสนี้  บัดนี้ ได้เวลาอันสมควร 
กระผมขอกราบเรียนเชิญท่านอธิการบดีกล่าวเปิดการประชุมในครั้งนี้  
 
 
 

รองศาสตราจารย์ นพ.สุพรชัย กองพัฒนากูล 

  นายกสมาคมเภสัชวิทยาแห่งประเทศไทย 
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สารจากคณบดีคณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 

 

ในนามของคณะเภสัชศาสตร์ กระผมรู้สึกเป็นเกียรติเป็นอย่างยิ่งท่ีได้มีโอกาสต้อนรับ
ผู้เข้าร่วมประชุมวิชาการประจ าปีครั้งท่ี 39 ของสมาคมเภสัชวิทยาแห่งประเทศไทย ซึ่งจัดขึ้นใน
ระหว่างวันท่ี 18 – 20 พฤษภาคม 2560 ณ ศูนย์การประชุมบางแสนเฮอริเทจ จังหวัดชลบุรี และ
อาคารปฏิบัติการเภสัชกรรม คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา ครั้งนี้ นับเป็นครั้งแรกท่ี
สมาคมเภสัชวิทยาแห่งประเทศไทยได้มีการจัดการประชุมวิชาการประจ าปีขึ้น ท่ีบางแสน จ. 
ชลบุรี โดยมีคณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพาได้รับเกียรติเป็นเจ้าภาพร่วม  จึงหวังเป็นอย่าง
ยิ่งว่าท่านผู้เข้าร่วมประชุมทุกท่านจะได้รับท้ังความรู้จากการประชุมวิชาการและความประทับใจ
จากความอุดมสมบูรณ์ของสวนผลไม้และทัศนียภาพของฝั่งทะเลตะวันออก  

ในโอกาสนี้ กระผมใคร่จะขอขอบพระคุณ วิทยากรทุกท่านท่ีได้ให้เกียรติมาบรรยายและ
สาธิตการทดลอง คณะกรรมการผู้ทรงคุณวุฒิ คณะกรรมการพิจารณาผลงานและโปสเตอร์ 
คณะกรรมการอ านวยการ คณะกรรมการด าเนินการจัดการประชุม นิสิตและเจ้าหน้าท่ีผู้เกี่ยวข้อง
ทุกท่าน บริษัทห้างร้านท่ีเข้าร่วมแสดงนิทรรศการเครื่องมือหรือให้การสนับสนุนในรูปแบบอื่น  
ตลอดจนความร่วมมือจากสมาคมเภสัชวิทยาแห่งประเทศไทยและมหาวิทยาลัยบูรพา ซึ่งเป็นส่วน
ส าคัญท าให้การจัดการประชุมครั้งนี้ลุล่วงไปด้วยดี  หวังว่าคณะเภสัชศาสตร์คงจะได้มีโอกาส
ต้อนรับทุกท่านอีก 
 
 
 

เภสัชกร รองศาสตราจารย์ ดร.เอกรินทร์ สายฟ้า 

                                                                                   คณบดีคณะเภสัชศาสตร์ 
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คณะกรรมการจัดการประชุมวิชาการ  
(Organizing Committee) 

 
การประชุมวิชาการคร้ังที่ 39 สมาคมเภสัชวิทยาแหง่ประเทศไทย 

โดย สมาคมเภสัชวิทยาแห่งประเทศไทย ร่วมกบั คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 
 
 

คณะกรรมการที่ปรึกษา 

  เภสัชกร พลตรีสุนันท์ โรจนวิภาต 

  เภสัชกร ศาสตราจารย์ ดร.สมพล ประคองพันธ์ 
  เภสัชกร รองศาสตราจารย์ ดร.เอกรินทร์ สายฟ้า 

  ศาสตราจารย์ ดร.เกศรา ณ บางช้าง 

  รองศาสตราจารย์ นายแพทย์ ดร.สุพรชัย กองพัฒนากูล 
 

คณะกรรมการอ านวยการ 

  เภสัชกรหญิง รองศาสตราจารย์  ดร.มยุรี ตันติศิระ  ประธาน 
  เภสัชกรหญิง ดร.ภัทรวดี ศรีคุณ   รองประธาน 
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  อาจารย์ภักดี สุขพรสวรรค์    กรรมการ 

  อาจาร์สุวิศิษฏิ์ แม้นเหมือน    กรรมการ 

  อาจารย์ภีรดา บุญเผื่อน    กรรมการ 

  อาจารย์ทอแสง วีรกุล     กรรมการ 
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คณะกรรมการผู้ทรงคุณวุฒิประเมินผลงาน 
 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

เภสัชกรหญิง รองศาสตราจารย์ ดร.สุรีย์ เจียรณ์มงคล 

อาจารย์ ดร. แพทย์หญิงปาจรีย์ จริยวิลาศกุล 

อาจารย์ ดร.ปิยนุช วงศ์อนันต์ 
 

มหาวิทยาลัยมหิดล 

เภสัชกรหญิง รองศาสตราจารย์ ดร.ศรีจันทร์ พรจิราศิลป ์

เภสัชกรหญิง ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.วิลาสินี หิรัญพาณิชย์ ซาโตะ 

เภสัชกรหญิง ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. พรพรรณ วิวิธนาภรณ์ 

รองศาสตราจารย์ ดร. นายแพทยป์ระวิทย์ อัครเสรีนนท์ 

รองศาสตราจารย์ ดร. แพทย์หญิงอุไรวรรณ พานิช 
 

มหาวิทยาลัยนเรศวร 

เภสัชกรหญิง รองศาสตราจารย์ ดร.รัตติมา จีนาพงษา 

เภสัชกรหญิง ผู้ช่วยศาสตราจารย์ อรรัตน์ โลหิตนาวี 

เภสัชกร อาจารย์ ดร.ขวัญชัย รัตนมณ ี

เภสัชกร ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ณัถวุฒิ แซ่ลิ้ม 

เภสัชกร รองศาสตราจารย์ ดร.มนุพัศ โลหิตนาว ี

เภสัชกร ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ธนศักดิ์ เทียกทอง 
 

มหาวิทยาลัยขอนแก่น 

เภสัชกร ศาสตราจารย์ ดร.วีรพล คู่คงวิริยะพันธุ์ 
เภสัชกร รองศาสตราจารย์ ดร.จินตนา สัตยาศัย 
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ก าหนดการ 
 

การประชุมวิชาการคร้ังที่ 39 สมาคมเภสัชวิทยาแหง่ประเทศไทย  

“Illustrious Issues in Pharmacology” 
วันที่ 18 - 20 พฤษภาคม 2560 

ณ ศูนย์ประชุมบางแสนเฮอริเทจ และคณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา จ.ชลบุร ี
 

วันที่ 1: วันพฤหัสบดทีี่ 18 พฤษภาคม พ.ศ. 2560 (ณ ศูนย์ประชุมบางแสนเฮอริเทจ) 
8:00-8:45 ลงทะเบียน 
8:45-9:00 กล่าวต้อนรับ โดย คณบดีคณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 
9:00-9:15 กล่าวรายงานการประชุม โดยนายกสมาคมเภสัชวิทยาแห่งประเทศไทย 
9:15-9:30 พิธีเปิด โดยอธิการบดีมหาวิทยาลัยบูรพา 
9:30-10:30 ปาฐกถาเกียรติยศ รองศาสตราจารย์ ดร.จิรวัฒก์ สดาวงศ์วิวัฒน์ 
 Redox signaling: from Life to Death 

 เภสัชกร ศาสตราจารย์ ดร.วีรพล คู่คงวิริยพันธุ์ 
 คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 
10:30-11:00 รับประทานอาหารว่าง  
11:00-12:00 Quantitative Systems Pharmacology: New approaches to drug 

discovery and stratified medicine 

 อาจารย์ ดร.สมพลนาท สัมปัตตะวนิช  
 คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาลมหาวิทยาลัยมหิดล 
12:00-13:00 Lunch symposium 
 Long Term Effectiveness of DSS in Schizophrenia 
 นายแพทย์นิพัทธ์ กาญจนธนาเลิศ 

 คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
13:00-13.45 Advancement of precision medicine in cancer 
 เภสัชกร ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.สุภัสร์ สุบงกช 
 คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 
13:45-14:30 System biology approach to precision medicine 
 อาจารย์ ดร. นายแพทย์ไตรรักษ์ พิสิษฐ์กุล 
 ฝ่ายวิจัย คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
14:30-15:00 รับประทานอาหารว่าง 
 การน าเสนอผลงานวิชาการแบบโปสเตอร์ 
 ประชุมธุรการสมาคมเภสัชวิทยาแห่งประเทศไทย (เฉพาะสมาชิก) 
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15.00-15.45 Engineered synthetic antibody for cancer detection and treatment 
 ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. นายแพทย์ปีติ ธุวจิตต์ 
 คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล 

15.45-16.30 NK cell-based immunotherapy in viral infection and its clinical 
approach 

 เภสัชกรหญิง ดร.ภัทรวดี ศรีคุณ 
 คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 
16.30-18.00 พักผ่อนตามอัธยาศัย 
18.00-21.00 งานเล้ียงต้อนรับ 
  
วันที่ 2: ศุกร์ที่ 19 พฤษภาคม พ.ศ. 2560  (ณ ศูนย์ประชุมบางแสนเฮอริเทจ) 
8:30-9:00 ลงทะเบียน 
9:00-10:00 การบรรยายพิเศษ” แผนแม่บทแห่งชาติว่าด้วยการพัฒนาสมุนไพรไทย 
 นายแพทย์สุเทพ วัชรปิยานันทน์ 
 อธิบดีกรมการเเพทย์แผนไทยเเละเเพทย์ทางเลือก กระทรวงสาธารณสุข 

10:00-10:45 Renieramycin alkaloids from the Thai Sponge Xestospongia sp. as new 
anticancer agents 

 เภสัชกร ดร.คณิต สุวรรณบริรักษ์ 
 คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
10:45-11:00 รับประทานอาหารว่าง 
11:00-11:45 Pharmacokinetics of herbal extract:  A case study of ECa 233 
 เภสัชกร ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.พิสิฐ เขมาวุฆฒ์  
 คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
11:45-12:45 Lunch symposium 

 Merck Technology Platforms for Pharmaceutical Science Studies and  
Quality Control 

 คุณสวิชญา พรบูลย์สถิต 

12:45-13:45 Molecular regulation of cancer stem cell in lung Cancer 
 เภสัชกร รองศาสตราจารย์ ดร.ปิติ จันทร์วรโชติ 

 

คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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13:45-14:30 The acute ER stress mediates proteasome degradation of the 
membrane Hsp40 JB12, the component of RMA1 E3 ligase complex, 
in response to apoptosis 

 ดร.ภัทราวุธ โสภา 
 สถาบันบัณฑิตศึกษาจุฬาภรณ์ ราชวิทยาลัยจุฬาภรณ์ 
14:30-14:45 รับประทานอาหารว่าง 
14:45-15:15 Update on in vitro models in nanotechnology and drug development 

research 
 เภสัชกรหญิง ดร.ศศิธร  เอื้อวิริยะวิทย์ 
 ศูนย์นาโนเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย 
15:15-16.00       Nanoparticle based- drug delivery system for current targeted therapy 
 ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. นายแพทย์อมรพันธุ์ เสรีมาศพันธุ์ 
 คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
16:00-16:30 การมอบรางวัลเกียรติยศ ศาสตราจารย์ นพ.อวย เกตุสิงห์ 
 ด้านผลงานวิจัยดีเด่นด้านเภสัชวิทยาประจ าปี 2560  
 มอบรางวัลน าเสนอผลงานวิชาการโปสเตอร์และพิธีปิด 
 โดย นายกสมาคมเภสัชวิทยาแห่งประเทศไทย 
  
วันที่ 3: เสาร์ที่ 20 พฤษภาคม พ.ศ.2560 (ณ คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา) 
9:00-16:00 Workshop :Zebrafish in Experimental Pharmacology 
 ดร.วิทยา พิมทอง 
 ศูนย์นาโนเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย 
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ปาฐกถาเกียรติยศ รองศาสตราจารย ์ดร. จิรวฒัก ์สดาวงศวิ์วฒัน์ 

 
Redox Signaling: from Life to Death 

 

 
Prof. Veerapol Kukongviriyapan, Ph.D. 

Department of Pharmacology,  

Faculty of Medicine, Khon Kaen University 

 

 

Reactive oxygen species have important functions in living organisms from 

fertilization, growth, senescence till death.   Oxidative stress, a condition implicits where pro-
oxidants overwhelming antioxidants and resulting potential damage to biomolecules, has been 

reportedly implicated in various pathological conditions in most human diseases.  Thus, 

common antioxidants have been used with an inflationary passion as panacea for various 

diseases.  However, most clinical studies have been turned out to be disappointed.  It has been 

recently realized that oxidants may target biomolecules in a specific manner by altering the 

oxidation-reduction (redox)  potential with subsequent changes in their functions.  The target 

proteins, mostly containing critical cysteinyl residues, function specifically in signal 

transduction pathways, thereby, linking redox shifts to phosphorylation / dephosphorylation 

signaling.  It is, therefore, more detailed molecular understanding is needed to enable us to 

intervene redox breakdown into therapy. In some cancers, the cells have an increase in oxidants 

formation for stimulation of cell growth and development and that occurs simultaneously with 

an over-expression of Nrf2.   Nrf2 is a cellular redox sensor, activated by oxidative stress and 

insulting xenobiotics and is regarded as a major antioxidant node regulating expression of 

cytoprotective, antioxidant and redox regulating genes.  Nrf2 has been traditionally considered 

as a tumor suppressor.  However, recent studies suggested that Nrf2 also has functions in 

protecting tumor and supporting aerobic glycolysis in maintenance of tumor growth. Inhibition 

of Nrf2 or some downstream effectors such as HO-1 and NQO1 has proved the concept that 

redox shift in cancer cells results in altering Nrf2 functions to be oncogenic and thus Nrf2 may 

be a potential therapeutic target in cancer treatment.  

 

Acknowledgement:  This work was supported by Thailand Research Fund, National Research 

Council of Thailand, Grant-in-aids from Khon Kaen University and Faculty of Medicine, Khon 

Kaen University. 
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Quantitative Systems Pharmacology:  
New approaches to drug discovery and stratified medicine 

 

 
Somponnat Sampattavanich, Ph.D. 

Siriraj Laboratory for Systems Pharmacology,  

Faculty of Medicine Siriraj Hospital, Mahidol University 
 

 

 Systems pharmacology has become a major focus at research institutes and big pharma 
around the world.   From the identification of novel therapeutic targets to the discovery of 

biomarkers in pharmacogenomic studies, Systems Pharmacology can offer quantitative, fully 

mechanistic, and systematic solutions about drug actions at all scales.  In addition to insights on 
the predicted target, we also learn about the polypharmacological effects on adjacent molecules 

within the same signaling network.  Such integrated perspectives are necessary for the 

understanding of heterogeneous therapeutic response across patient subpopulation. 
At the Siriraj laboratory for Systems Pharmacology, we focus on applying modern 

quantitative methodology to simplify sophisticated biological systems and to translate benchtop 

research into clinical practice at the bedside.  These approaches help identify patterns from 

biomedical ‘big data’ that ultimately result in predictive models of drug response.  In this talk, I 

will use examples from our three most recent projects.  First, I will talk about our efforts to 
develop innovative platforms for high-throughput drug screening and its potential use in drug 

discovery.  Second, I will share insights from our systems-based drug response profiling in 

cholangiocarcinoma.  Finally, I will discuss our contributions towards precision oncology for 

Thai patients, to develop patient-derived avatar models as ex vivo models for personalized drug 

testing.  
 

 

Keywords:  Systems Biology, Heterogeneity, Single-cell analysis 
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Advancement of precision medicine in cancer 
 

 
Asst. Prof. Suphat Subongkot, BCP, BCOP 

Clinical Pharmacy Division,  
Faculty of Pharmaceutical Sciences, Khon Kaen University 

 

 

 Progresses in tumor genomics are leading to a new era in oncology where malignancies 

will be extensively characterized for mutations and molecular abnormalities, and treatment will 

be based primarily on the identified molecular findings rather than the type of cancer.  This 

approach to treatment is recognized as precision medicine. 
 While pharmacogenetics principles have been used for many years in developing drugs 

as with the Thymidylate Synthase target for 5-fluorouracil, it has been most recently the true 

potential power of pharmacogenetics has come to fruition with imatinib in the treatment of 

chronic myelogenous leukemia.  Recently more studies have examined specific patient 

responses to therapy and exploring the role of drug metabolizing polymorphisms.  A classic 

example is that again of dihydro-pyrimidine dehydrogenase deficiency and the potential for 

severe toxicity related to 5-FU. More recently a polymorphism in UDP glucuronosyltransferase 

( UGT) , which inactivates the active metabolite of irinotecan, causing some individuals 

increased toxicity.  Of course long known polymorphisms in cytochrome P450 may cause 

increased or decreased response.  For example, CYP2D6 polymorphisms result in poor 

metabolizers, normal metabolizers, extensive metabolizers, and ultraextensive metabolizers. 
Drugs metabolized through this enzyme include codeine and tamoxifen which are metabolized 

into active agents and thus poor metabolizers have decreased activity with these agents.  On the 

other hand, certain 5- HT3 antagonists like dolasetron, tropisetron and to a lesser extent 

ondansetron are inactivated through CYP2D6 and it appears that ultrametabolizers may have 

an increased risk of nausea and vomiting.   
The development of pharmacogentics and pharmacogenomics is truly in its infancy but will 

probably play a leading role in selecting drug therapy in the near future.  With this, new study 

design as well as new ways of evaluating therapies may be required. 
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Systems biology approach to precision medicine 
 

 
Trairak Pisitkun, M.D., Ph.D. 

Systems Biology Center, Research Affairs,  

Faculty of Medicine, Chulalongkorn University 

 

 

 The success of the “ human genome project”  has marked the beginning of the 21st 

century inter-disciplinary field of science called “Systems Biology” .  It focuses on complex 

interactions within biological systems, using a more holistic perspective approach to biological 

and biomedical research.  Systems biology is an integration of basic and clinical science 

standpoints, large-scale “omics”  technologies, and high-level computational methods for data 

analysis and interpretation. In this lecture, we discuss the applications of several state-of-the-art 

methods in systems biology, including protein mass spectrometry, next-generation sequencing, 

and computa-tional techniques, for developing the novel translational approach in medicine 

namely “precision medicine”. 
 

 

Keywords: Systems Biology, Omics, Mass Spectrometry 
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Engineered synthetic antibody for cancer detection and treatment 
 

 
Asst. Prof. Peti Thuwajit, M.D., Ph.D. 

Department of Immunology,  

Faculty of Medicine Siriraj Hospital, Mahidol University 

 

 

 Cancer is a disease with massive genetic alteration, so there should be expression of 

some antigens that can be used as specific marker for cancer cells. Recent antibody technology 

can be performed in vitro and used for detection or inactivation of the cancer progression or 

both.  The antibodies can be applied in ex vivo and in vivo manners.  Many kinds of antibody 

library such as Fab, single chain variable fragments (ScFv), etc., have been developed and some 

were commercialized for screening of new specific antibody for clinical applications of cancer 

diagnosis and treatment.  These antibodies can be also engineered and labelled with the signal 

for specific in vivo imaging detection of the cancer.  On the other way, they can be used for 

carrying of the cytotoxic drug and kill cancer cells specifically.  Antibodies themselves may 

have inhibitory effects when bind to antigen on cancer cells.  The diagnosis and therapeutic 

properties of engineered antibodies can occur together that termed as “ Theranostic” .  The 

development of ScFv against protein periostin, a secretory protein that can activate cancer 

progression, and its function against cancer progression will be presented.  Therefore, the 

promising of the antibody engineering technique for cancer detection can be applied and up-
grade the early diagnosis and following up of the cancer, leading to the appropriate treatment 

to the patients. 
 
 
Keywords: Antibody, Single chain variable fragment (ScFv), Cancer, Periostin 
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NK cell-based immunotherapy in viral infection and its clinical approach 

 

 
Pattaravadee Srikoon, Ph.D. 

Division of Biopharmacy,  

Faculty of Pharmaceutical Sciences, Burapha University 

 

 

 Natural killer ( NK)  cells play crucial roles in the innate immune defensive system 

against tumor cells and viral infection.  They are equipped with an array of activating and 

inhibitory receptors that stimulate or diminish NK cell activity, respectively. The regulation of 

NK function is well- regulate by enormous expression of NK receptors expressed on cell 

surface.  Four NK subsets have been categorized based on the different expression levels of 

CD16 and CD56.  
Our study shows NK cell repertoire which was attenuated in hepatitis C virus (HCV) 

infection.  Cytotoxic and IFN-γ were reduced in naïve HCV patients, and then reversed after 

treatment with PEG-IFN-  γ and ribavirin.  Same as the study of HIV infection in NK cells, as a 

possible target of viral infection; we found the diminish of CD56dimCD16- NK cell subset.  On 

the other hand, comparable functional activities between NK cells from cord blood 

mononuclear cells ( CBMC)  and peripheral blood mononuclear cells ( PBMC)  by cytokine 

stimulation have been documented.  Our study reveals that NK cells from CBMC and PBMC 

which have different immunophenotypic characteristics, could be stimulated to yield the 

comparable functional activities with the elevated CD56dimCD16-  NK cell population in 

CBMC.  Therefore, CD56dimCD16- NK cell population may be the promising cell for NK cell-
based therapeutic strategies for the treatment of cancer and viral infection.  

Diverse approaches encompass the development of large- scale NK cell– expansion 

protocols for adoptive transfer including the establishment of a microenvironment favorable to 

NK cell activity. More encouraging advances have been made with allogeneic NK cell therapy 

in clinical trials to overcome this limitation. 
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แผนแม่บทแห่งชาติ ว่าด้วยการพฒันาสมนุไพรไทย 
 
 

นายแพทยส์เุทพ  วชัรปิยานันทน์ 
อธบิดกีรมการแพทยแ์ผนไทยและการแพทยท์างเลอืก 

 
 

ประเทศไทยเป็นประเทศที่มีประวตัิศาสตร์มาอย่างยาวนาน มทีุนทางวฒันธรรม (Cultural 
Capital) ทีส่ ัง่สมมาอยา่งต่อเนื่อง ทุนทางธรรมชาต ิ(Natural Capital) ทีม่คีวามหลากหลายไม่แพช้าตใิด
ในโลกทุนทัง้สองประการนี้ได้ก่อเกิด “สมุนไพร” ที่บรรพบุรุษของเราใช้ในการดูแลสุขภาพ การเสรมิ
ความงาม และน ามาเป็นอาหาร ทีส่บืทอดกนัมาจากรุ่นสู่รุ่น มกีารพฒันามาโดยล าดบัตามวิทยาการและ
เทคโนโลยใีนแต่ละสมยั 

รฐับาล ซึง่น าโดยพลเอกประยุทธ ์ จนัทรโ์อชา นายกรฐัมนตร ีไดเ้ลง็เหน็ศกัยภาพของสมุนไพร
ไทยจงึมขีอ้สัง่การเมื่อวนัที่ 11 สงิหาคม 2558 ”ให้กระทรวงสาธารณสุขร่วมกบัหน่วยงานที่เกี่ยวข้อง
พฒันาพชืสมุนไพรไทยให้สามารถใช้ประโยชน์ได้อย่างมีประสทิธภิาพเพื่อให้เป็นที่ยอมรบัและสร้าง
มูลค่าเพิม่ให้แก่ผลติภณัฑแ์ปรรูปจากสมุนไพรไทย” กระทรวงสาธารณสุขจงึได้มอบหมายให้กรมการ
แพทย์แผนไทยและการแพทย์ทางเลือกเป็นแกนกลางในการประสานกระทรวงที่เกี่ยวข้องอีก 8 
กระทรวง รวมถงึองคก์รเอกชนร่วมกนัจดัท าแผนแมบ่ทแห่งชาติ ว่าดว้ยการพฒันาสมุนไพรไทย ฉบบัที ่
1 พ.ศ. 2560 – 2564 และคณะรฐัมนตรไีดใ้หค้วามเหน็ชอบ เมือ่วนัที ่4 ตุลาคม 2559 โดยก าหนดจุดยนื
ของประเทศไทยใหเ้ป็นประเทศผูน้ าการส่งออกวตัถุดบิและผลติภณัฑส์มุนไพรไทยของภูมภิาคอาเซยีน
ภายในปี 2564 

แผนแมบ่ทแห่งชาต ิว่าดว้ยการพฒันาสมนุไพรไทย ฉบบัที ่1 พ.ศ. 2560 – 2564 ประกอบดว้ย 
4 ยทุธศาสตร ์คอื 

 ยุทธศาสตรท่ี์ 1 ส่งเสรมิผลติผลของสมุนไพรไทยที่มศีกัยภาพตามความต้องการของ
ตลาดทัง้ในและต่างประเทศ มเีป้าประสงค์เพื่อส่งเสรมิการปลูก การแปรรูปสมุนไพรที่มีมาตรฐาน 
ปรมิาณวตัถุดบิสมุนไพรที่มคีุณภาพ มคีวามเพยีงพอใกล้เคยีงต่อความต้องการใช้ของผู้ประกอบการ
อุตสาหกรรม การพฒันาสายพนัธุ ์การจดัท ามาตรฐานพชืสมนุไพร และการอนุรกัษ์สมนุไพรไทยใหค้งไว้
ใชป้ระโยชน์ไดอ้ยา่งยัง่ยนื 

 ยุทธศาสตรท่ี์ 2 พฒันาอุตสาหกรรมและการตลาดสมุนไพรใหม้คีุณภาพระดบัสากล มี
เป้าประสงค์เพื่อ พัฒนาผลิตภัณฑ์สมุนไพรให้มีศักยภาพในการแข่งขันทางการตลาดทังในและ
ต่างประเทศ โดยใชง้านวจิยัและนวตักรรมเป็นฐานในการพฒันา 

 ยทุธศาสตรท่ี์ 3 ส่งเสรมิการใชส้มุนไพรเพื่อการรกัษาโรคและการสรา้งเสรมิสุขภาพ มี
เป้าประสงค์เพื่อ เพิ่มการใช้สมุนไพรในระบบสุขภาพ ในการรกัษาโรคและเสรมิสร้างสุขภาพ และ
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เสรมิสรา้งพืน้ฐานการพฒันาการแพทยแ์ผนไทยและสมุนไพรไทยใหเ้ป็นส่วนหนึ่งของระบบสุขภาพของ
ประเทศในระยะยาว 

  
 ยุทธศาสตร์ท่ี 4 สร้างความเข้มแข็งของการบริหารและนโยบายภาครัฐเพื่อการ

ขบัเคลื่อนสมุนไพรไทยอย่างยัง่ยนื มเีป้าประสงค์เพื่อให้ประเทศไทยมกีลไกในการพฒันาสมุนไพรทีม่ ี
ศกัยภาพเพื่อสรา้งมลูค่าทางเศรษฐกจิของประเทศ 

แผนแม่บทฉบบันี้ จะท าให้ประเทศไทยเกดิการพฒันาสมุนไพรอย่างจรงิจงั และต่อเนื่อง โดย
อาศยัความร่วมมอืทัง้จากภาครฐัและเอกชนตลอดห่วงโซ่คุณค่า (Value Chain) ตามแนวทางประชารฐั 
สอดคล้อง Thailand 4.0 ที่จะขบัเคลื่อนประเทศให้ก้าวข้ามกับดกัประเทศที่มรีายได้ปานกลาง เป็น
ประเทศที่มรีายไดสู้ง ผ่านเครื่องยนต์ 3 ตวัคอื Inclusive Growth Engine, Productive Growth Engine 
และ Green Growth Engine เราจะพฒันา“สมุนไพรไทย” เพื่อสร้างความมัน่คงทางสุขภาพและความ
ยัง่ยนืของเศรษฐกจิไทย 
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Renieramycin Alkaloids from the Thai Blue Sponge,  

Xestospongia sp.  as New Anticancer Agents 

 

 
Khanit Suwanborirux, Ph.D. 

Department of Pharmacognosy and Pharmaceutical Botany,  

Faculty of Pharmaceutical Sciences, Chulalongkorn University 

 

 

 Renieramycin alkaloids are bistetrahydroisoquinoline marine natural products 

mainly isolated from marine sponges of some particular genera.  Reniera-mycin M was isolated 

as a major component in a large quantity from the blue sponge xestospongia sp., collected 

around Sichang island of Thailand. Renieramycins possessed highly potent cytotoxicity with 

IC50 values in nM levels toward a wide range of human cancer cell lines such as breast, colon, 

lung, pancreatic, and prostate cells.  Our continuing effort has been aimed to establish the 

medicinal chemistry of the marine-derived renieramycins for further development as new 

anticancer agents. Using renieramycin M as a starting parent compound, we were able to semi-
synthesize several renieramycin analogues, with an eye to improve cytotoxicity profiles. In this 

presentation, the structure-cytotoxicity relationships, potency profiles and mechanistic studies 

of their cytotoxicity will be discussed. 

 

Renieramycin M 

 

 

Keywords: Renieramycin Alkaloids, Bistetrahydroisoquinoline, Marine Natural Products, 

Anticancer Agents, Xestospongia sp. Sponge 

 
 
 
 
 



10 
 

The 39th Pharmacological and Therapeutic Society of Thailand Meeting 
18-20 May 2017; Chonburi, Thailand 

 
 
 

Pharmacokinetics of Herbal Extracts: A Case Study of ECa233 

 

 
Asst. Prof. Phisit Khemawoot1, Ph.D. 

Department of Pharmacology and Physiology, 

 Faculty of Pharmaceutical Sciences, Chulalongkorn University 

 

 

 Traditional medicine serves as an alternative choice of disease prevention as well as 

therapy for people in developing countries.   Recent advancements in pharmacognosy research 

have led to elucidation of several active ingredients and chemical structures from various herbal 

extracts of traditional medicine.  However, most herbal studies discontinue their research at the 

stage of drug development due to several reasons.   Among them, pharmacokinetic studies 

needed for an appropriate dosing interval is the most problematic one, and it is the bottle neck 

for the development of bioactive extract from plants for human use.   
C.asiatica is selected as a candidate for our collaborative programs of drug discovery 

and development from natural resources.  The plant is well documented for treatment of wound 

healing, improvement of cognitive functions, and other therapeutic records since ancient time.  
Recently, a group of scientists from Chulalongkorn University has successfully developed a 

standardized extract of C.  asiatica (ECa233)  that consistently contains triterpenoid glycosides 

more than 80% , and the major constituents are madecassoside and asiaticoside at the ratio of 

1.5 ± 0.5:  1.   This standardized extract, ECa233, exerts several excellent efficacies in line with 

its traditional uses.   However, information on pharmacokinetic data of ECa233 and its active 

ingredients are scare. Though some pharmacokinetic information of the two major constituents 

per se do exist but information on their oral bioavailability, tissue distribution and thorough 

metabolic pathway are not yet explored.   We therefore, aim to conduct comparative 

pharmacokinetic studies of ECa233 in relation to asiaticoside and madecassoside per se.  
Surprisingly, asiaticoside and madecassoside contained in ECa233 demonstrated longer half-
life than their separately given pure compounds.   Data from these studies are essential 

information to define a proper dosing regimen in human subjects to achieve maximal efficacy 

and minimal toxicity of ECa 233 in the future.   
 

 

Keywords: Centella asiatica, ECa233, madecassoside, asiaticoside, pharmacokinetics 
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Molecular Regulation of Cancer Stem cell in Lung Cancer 
 

Assoc. Prof. Pithi Chanvorachote, Ph.D. 
Department of Pharmacology and Physiology, 

Faculty of Pharmaceutical Sciences, Chulalongkorn University 

 

 

 As a hallmark of cancer aggressiveness and subsequent metastasis, the certain 

subpopulation of cancer cells exhibiting phenotypes of stem cells, so called cancer stem cells 

( CSC) , is among the most famous target study in cancer research nowadays.  Therefore, 

identification of the potential factors facilitating transforma-tion of the normal cancer cell to 

CSC and its regulatory mechanisms will provide new insight in cancer cell biology, which can 

be utilized for the development of new therapeutic strategies against aggressive cancer.  Our 

works have focused on the regulatory roles and mechanisms of substances including nitric 

oxide (NO), iron and zinc ion on cancer stem cell (CSC) properties in human lung cancer cells.  
We found that NO as well as iron exposure could enhance CSC signals, markers, and behaviors 

in the lung cancer cells, while treatment of the lung cancer cell with zinc exhibited the opposite 

effect.  Taken together, we provided important insights regarding roles and mechanisms of 

endogenous and exogenous substances in regulating cancer stemness.  Even though clinical and 

in vivo data are of necessity, this knowledge based on cellular and molecular investigations 

offered a potential opportunity to develop a new strategy in treating lung cancer by targeting 

CSC potentiating factors and signals.  Also, the impact of cancer microenvironment-derived 

mediators and exogenous compounds on cancer cell behaviors might draw an interest toward 
investigation those reactive species as a possible target in supporting lung cancer treatments or 

use with caution in high cancer-risk population. 
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The ER membrane-located RMA1 E3 ligase complex is involved in ERQC 

autophagy and priming stressed cells to apoptosis 
 

 
Pattarawut Sopha1,2, Scott A. Houck2, Hong Yu Ren2, and Douglas M. Cyr2 

 
1 Laboratory of Cellular Stress Responses, Program of Applied Biological Sciences, Chulabhorn 

Graduate Institute, Bangkok, Thailand 
2 Department of Cell Biology and Physiology, School of Medicine, University of North Carolina, 

Chapel Hill, North Carolina, USA 

 

 

 Protein homeostasis at the Endoplasmic Reticulum (ER)  is required fidelity of protein 

quality control (PQC)  to minimize proteotoxicity from flux of protein synthesis and secretion. 
Once disturbed, the ER protein homeostasis can be recovered by attenuation of protein 

translation into ER, transcriptional activation of ER chaperones and folding factors, and 

degradation of stress-affected misfolded proteins from the ER by cytosolic proteasome through 

the so-called ER-associated degradation (ERAD)  pathway.  The RMA1 E3 ligase complex has 

been identified as an ERAD component that targets misfolded membrane proteins for 

degradation.  The complex is included single-pass transmembrane E3 ligase RMA1, ERAD 

adaptor Derlin-1, cytosolic Hsc70, and newly-identified transmembrane Hsp40 DNAJB12 

(JB12). In this presentation, data will be presented to demonstrate the roles of the RMA1 

complex in the triage decision for a recently-discovered misfolded membrane protein, 

gonadotrophin-releasing hormone receptor (GnRHR-E90K), that is ERAD resistant but 

degraded by novel ERQC autophagy. In addition, the RMA1 complex was explored during the 

ER stress situation that selectively mediated proteasome degradation of JB12. Regulation of 

ER stress-activated JB12 degradation appeared to involve in priming cells for apoptosis upon 

acute and severe ER stress situation. Hence, these investigations exhibit the roles of ER 

membrane-anchored chaperones and folding factors in controlling protein homeostasis and 

intracellular signaling in response to proteotoxic stress. 
 

 

Keywords:  Protein homeostasis, ER Stress, ER- associated degradation, Hsp40/ J- protein, 

Protein quality control, autophagy 
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Update on In vitro Models in Nanotechnology  

and Drug Development Research 
 

 
Sasitorn Aueviriyavit, Ph.D. 

1Nano Safety and Risk Assessment Laboratory,  

National Nanotechnology Center,  

National Science and Technology Development Agency 

 

 

 Advances in nanotechnology are providing to medicine a new paradigm in valuable 

areas especially drug delivery system, diagnosis and treatment. To minimize the failure rates in 

mandatory phase of clinical trials, preclinical research needs the experimental animal models 

to predict efficacy, pharmacokinetic and safety profiles of lead compounds.  However, animal 

models are very costly, labor intensive, time-consuming, species-different and questionable 

ethically.  Regarding to the ethical issues, European Directive (2010/63/EU)  has announced the 

protection of animals used for scientific purposes by following 3Rs principle:  reduction, 

refinement, replacement.  In addition, EU Cosmetic Products Regulation ( EC)  prohibits the 

testing of finished cosmetic products and cosmetic ingredients on animals (testing ban)  and 

prohibits the marketing in the European Community, of finished cosmetic products and 

ingredients included in cosmetic products that were tested on animals (marketing ban). For these 
reasons, there has been increasing interest in development of in vitro models as alternatives. 
 In this presentation, the update on in vitro models used in nanotechnology and drug 

development research will be reviewed and discussed. Mimicking the microenvironment in the 

human tissues leads to more physiological and predictive in vitro models, which may help to 

reduce animal experimental.  Among developed in vitro models, the immortalized cells 

established from cancerous cells have been widely used because of easiness in cell culture and 

high reproducibility.  However, reliability of the results derived from immortalized cells has 

been unclear because of their different characteristics from normal cells.  To overcome the 

limitation of immortalized cells and 2D culture, other have attempted to recreate the normal 

three-dimensional (3D) architecture of the tissues lining in vitro to recapitulate the mechanically 

active microenvironment of human tissues.  Finally, the most difficulty of developing in vitro 

models are the predictive alternatives for assessment of systemic exposure.  To overcome this 

challenge, “human-on-a-chip”  concepts are in updated trend to replace the respective animals 

and humans in substance evaluation with functional human organisms.  
 

 

Keywords: Alternative Models, In Vitro Models, Nanotechnology, Drug           
Development Research 
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Nanoparticle based- drug delivery system for current targeted therapy 
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Urinary Vascular Endothelial Growth Factor and Interleukin-6 in 

Lupus Nephritis Responders: A Preliminary Study 
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Abstract   
 

Lupus nephritis (LN)  is one of the most serious manifestations of systemic 

lupus erythematosus (SLE).   Despite the improvement in the field, up to one-third of 

LN patients still do not respond to initial immunosuppressive treatment.  Many 

inflammatory cytokines/chemokines have been shown as LN biomarkers.  In this 

study, we assessed the levels of urinary vascular endothelial growth factor (VEGF) 
and interleukin-6 (IL-6)  during an induction phase (baseline, 1-  and 3-month of the 

treatment)  in 17 LN patients responding to various immunosuppressants such as 

intravenous cyclophosphamide ( IVCY) , mycophenolate mofetil ( MMF)  and 

tacrolimus. No statistically significant changes were seen in all urinary biomarkers 

(VEGF:  baseline 2.37 (1.02-3.17)  pg/mg creatinine, 1-month 2.31 (1.57-3.04)  pg/mg 

creatinine, 3-month 1.76 (1.42-3.15) pg/mg creatinine and IL-6: baseline 0.031 (0.018-
0.153) pg/mg creatinine, 1-month 0.032 (0.004-0.081) pg/mg creatinine, 3-month 0.013 

(0.004-0.04) pg/mg creatinine, all p>0.05). However, we found a correlation between 

IL- 6 and urinary protein/ creatinine ratio ( UPCR)  ( p<0. 05) .  Profiles of urinary 

biomarkers in Thai LN patients responding to an induction treatment were shown in 

this study.  Further studies in larger group of patients compared to those who do not 

respond to the treatment and/or healthy controls are needed in order to prove if the 

biomarkers are useful as predictors for treatment outcomes. 
 

Keywords:  Lupus nephritis, intravenous cyclophosphamide, mycophenolate 

mofetil, tacrolimus 
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บทคัดย่อ  
 

ภาวะไตอักเสบลูปัสเป็นภาวะที่มีความรุนแรงมากในผู้ป่วยที่เป็นโรคลูปัสหรือโรค        
เอสแอลอี ซึ่งอาจน าไปสู่การเสียชีวิตหรือพัฒนาไปสู่ไตวายเรื้อรังระยะสุดท้าย แม้ว่าในปัจจุบันจะ
มีการศึกษาพัฒนาทั้งด้านการวินิจฉัยและการรักษาอย่างแพร่หลาย แต่ก็ยังพบว่าผู้ป่วยไตอักเสบ
ลูปัสบางส่วนไม่ตอบสนองต่อการรักษาการพัฒนาเครื่องมือในการในติดตามและท านาย
ผลการรักษาจึงเป็นทางเลือกที่เป็นประโยชน์ งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลง
ของตัวบ่งชี้ทางชีวภาพในปัสสาวะได้แก่  vascular endothelial growth factor (VEGF) และ 

interleukin-6 (IL-6) ในระยะชักน าให้โรคสงบ (ก่อนได้รับการรักษา และหลังได้รับการรักษาแล้ว
เป็นเวลา 1 เดือนและ 3 เดือน)  โดยศึกษาในผู้ป่วยไตอักเสบลูปัสชาวไทยจ านวน 17 คน ที่
ตอบสนองต่อการรักษาด้วยยากดภูมิชนิดต่าง ๆ ได้แก่ ไซโคลฟอสฟาไมด์ชนิดฉีดเข้าหลอดเลือดด า  
มัยโคฟีโนเลทโมฟิติล และทาโครลิมุส  ผลการศึกษาไม่พบการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติของตัวบ่งชี้ทางชีวภาพในปัสสาวะของผู้ป่วย (VEGF: ก่อนได้รับการรักษา 2.37 (1.02-3.17) 

พิโกกรัม/มิลลิกรัมครีแอทินิน, 1 เดือน 2.31 (1.57-3.04) พิโกกรัม/มิลลิกรัมครีแอทินิน,              3 

เดือน 1.76 (1.42-3.15) พิโกกรัม/มิลลิกรัมครีแอทินินและ IL-6 baseline 0.031 (0.018-0.153) พิ
โกกรัม/มิลลิกรัมครีแอทินิน, 1 เดือน 0.032 (0.004-0.081) พิโกกรัม/มิลลิกรัมครีแอทินิน, 3 เดือน 

0.013 (0.004-0.04) พิโกกรัม/มิลลิกรัมครีแอทินิน, p>0.05) อย่างไรก็ตาม จากการศึกษาครั้งนี้
พบว่า ระดับของ IL-6 มีความสัมพันธ์กับระดับของสัดส่วนโปรตีนกับครีแอตินีนในปัสสาวะ 
(p<0.05)  ค่าตัวบ่งชี้ทางชีวภาพในปัสสาวะของผู้ป่วยไตอักเสบลูปัสชาวไทยที่ตอบสนองต่อการ
รักษาในระยะชักน าให้โรคสงบได้แสดงไว้ในการศึกษานี้  ในอนาคตควรมีการศึกษาในผู้ป่วยจ านวน
มากขึ้นรวมทั้งเปรียบเทียบกับผู้ป่วยที่ไม่ตอบสนองต่อการรักษาหรืออาสาสมัครสุขภาพดี เพ่ือ
พิสูจน์ว่าตัวบ่งชี้ทางชีวภาพในปัสสาวะดังกล่าวสามารถใช้ท านายการตอบสนองต่อการรักษาด้วย
ยากดภูมคิุ้มกันในผู้ป่วยไตอักเสบลูปัสหรือไม่  
 

ค าส าคัญ: ไตอักเสบลูปัส, ไซโคลฟอสฟาไมด์,  มัยโคฟีโนเลทโมฟิติล, ทาโครลิมุส 
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 Introduction   
 

Refractory lupus nephritis (LN)  occurs in a substantial proportion of LN 

patients and the treatments of this group of patients remains challenging.1 LN patients 

are heterogeneous in terms of clinical presentations, including the rate of 

deterioration of glomerular filtration rate, various degrees of persistent proteinuria, 

active urinary sediments, and the ongoing kidney inflammation leading to 

irreversible damage caused by scarring and fibrosis.  Therefore, specific monitoring 

is very essential to improve prediction of treatment results. Although renal biopsy is 

a standard effective procedure for follow-up, it is an invasive technique accounted 

for complications such as the presence of blood in urine and pain at the biopsy area. 
Moreover, post- biopsy infection may lead to morbidity and mortality. 2 A non-
invasive tool, especially urinary biomarkers, used to monitor relapse, guide treatment 

decision or predict the treatment outcomes is extremely necessary in LN.  To date, 

several urinary biomarkers are identified but none of these biomarkers is well studied 

particularly in Thai patients.  
Vascular endothelial growth factor ( VEGF)  is a family of multipotent 

cytokines.  In the kidneys, VEGF is most expressed in glomerular podocytes and in 

tubular epithelial cells.  The roles of VEGF in kidney are still unclear but many 

evidences indicate the importance of VEGF in development of the glomerular 

filtration barrier and control of vascular permeability. 3,4 VEGF is an interesting 

molecule in renal diseases.  Studies showed correlations of VEGF expression and 

disease progression.  Intra- renal expression of VEGF and its receptors were up-
regulated in experimental animal models and patients with type-1 and type-2 diabetes. 
In these models, inhibition of VEGF was associated with the diabetes-associated 

renal changes, showing the role of VEGF in pathophysiology of diabetes 

nephropathy. 5 Moreover, urinary VEGF levels and intra- renal VEGF protein 

expressions were higher in class IV LN patients than in healthy control. 6,7 

Importantly, urinary VEFG mRNA levels was shown to predict clinical therapeutic 

response of class IV LN.8 Interleukin-6 (IL-6) is a cytokine that induces T lymphocytes 

differentiation, B lymphocytes development, and production of acute phase proteins. 
IL-6 also drives production of IL-17-producing T cells. Increased urinary IL-6 levels 

were shown in LN patients compared to lupus patients without renal involvement.9  
The objective of this study was to assess the changes if the levels of urinary 

VEGF and IL-6 protein in responsive LN patients during an induction phase of the 

treatment. 
 

Materials and Methods   
 

Patients 

  Seventeen patients were studied. All of them were diagnosed with SLE 

according to the American College of Rheumatology diagnostic criteria for SLE10 

and had LN documented by having one of the following criteria: 1) a total urinary 
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protein level of more than 0.5 g/day, 2) an increment of serum creatinine levels of 

more than 0.5 mg/dl during 1 month period, or 3) the presence of pyuria, hematuria, 

or urinary cast by microscopic examination. All patients’ biopsy specimens were 

identified as class III/IV LN by the classification of the histologic types of LN 

according to the World Health Organization criteria.11 All patients received oral 

prednisolone at the dose of 0.5 mg/kg/day plus a 6-month regimen of one of these 

immunosuppressants: intravenous pulse cyclophosphamide (IVCY; 500 mg/m2 every 

2 weeks), oral mycophenolate mofetil (MMF; 2,000 mg/day) or oral tacrolimus (0.1 

mg/kg/day). All patients were responders at 6 months after treatment as defined by 

the following clinical criteria, including (1) a stabilization and/or an improvement in 

renal function as documented by serum creatinine or (2) >50% decreased in hematuria 

to less than 10 red blood cell per high-power field or (3) a significant reduction in 

proteinuria (>50% reduction to less than 3 g/day if baseline proteinuria was in 

nephrotic range, <1 g/day if baseline proteinuria was in non-nephrotic range) for at 

least 3 months.12 Urine samples were collected at pretreatment including the first and 

third month of the treatment. This study was approved by the Ethics Committee for 

Human Research, Faculty of Medicine, Chulalongkorn University. Written informed 

consents were obtained from all subjects. 
 

Urine samples collection 

Fifty milliliters of mid-stream spot urine samples were collected and were 

immediately centrifuged at 1000 g for 30 min at 4°C.  Supernatant of the samples 

was kept at -80°C until analysis.8  
 

VEGF and IL-6 measurements 

Urinary VEGF and urinary IL- 6 levels were quantified using a Human 

Cytokine Panel Luminex Performance Assay (R&D Systems). Values were normalized 

to urinary creatinine concentrations measured in the same spot urine, and were 

expressed as pg/mg Creatinine. 
 

Data analysis 

Statistical analysis was performed using the SPSS software (version 20) .  The 

continuous data are expressed as median ( interquartile range; IQR) .  Differences 

between groups were assessed using an unpaired-Student’s t test and one-way analysis 

of variance (ANOVA) .  Correlations were assessed using the Spearman method.  The 
threshold of significance was p < 0.05.  
 

Results  
 

Patient characteristics 
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Demographic data of the studied patients are summarized in Table 1.  There 

were four patients received IVCY, nine patients with MMF and four patients with 

tacrolimus.  
 

Serial monitoring of urinary cytokines levels  

There were no statistically significant changes observed for all urinary 

biomarkers measured from baseline to three months during an induction phase of the 

treatment (Table 2).  
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Correlations of urinary VEGF and IL-6 levels with conventional biomarkers 

Urinary IL- 6 levels were significantly correlated with urinary protein/ 
creatinine ratio UPCR (r = 0.53; p < 0.05) (Table 3 and Figure 1). 
 

 

Table 1.  Patients’ characteristics.a   
 

Demographic All IVCY MMF  Tacrolimus  
p-

value 

Number (n) 17 4 9 4 na 

Sex (F/M) 15/2 4/0 8/1 3/1  

Age (years) 32(28-43) 34(26.8-47.3) 37(27-45.5) 32(27.9-36) 0.59 

Race (%)   

Thai (%) 100 100 100 100 na 

Other (%) 0 0 0 0 na 

Baseline laboratory parameters     

Serum creatinine 

(mg/dL) 0.83(0.68-1.18) 1.04(0.79-1.23) 0.80(0.53-1.07) 0.8(0.6-1.12) 0.54 

Urinary protein/ 
creatinine ratio  1.8(1.12-3.81) 1.75(0.98-3.71) 1.60(0.96-5.03) 2.99(1.85-4) 0.84 

Glomerular 

filtration rate 
(mL/min./1.73m2) 

77.34 

(58.39-101.76) 
64.82 

(52.96-90.67) 
85.74 

(65.17-155.06) 
86.49 

(62.10-127.17) 0.62 

Urinary erythrocyte 

count (per high 

power field) 3(1-5) 3(1-16.25) 3(1.50-5) 2(1.25-4.25) 0.62 

6th month laboratory parameters     

Serum creatinine 

(mg/dl) 0.89(0.79-1.23) 1.1(0.84-1.72) 0.86(0.67-0.91) 1.01(0.8-1.42) 0.19 

Urinary protein/ 
creatinine ratio 0.43(0.28-0.9) 0.64(0.2-0.92) 0.4(0.28-0.55) 0.69(0.3-2.47) 0.42 

Glomerular 

filtration rate 
(mL/min./1.73m2) 

75.17 

(51.89-87.53) 
57.67 

(38.89-85.03) 
75.19 

(73.12-121.87) 
65.58 

(46.46-88.52) 0.78 

Urinary erythrocyte 

count (per high 

power field) 1(1-3) 2(1.25-4.25) 1(0-4) 1.5(1-2.75) 0.78 

 

a Values are median (IQR).  
IVCY; intravenous cyclophosphamide, MMF; mycophenolate mofetil, na; not applicable. 
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Table 2.  Levels of urinary VEGF and IL-6.a  
 

  Baseline 1st month 3rd month p value 

All (n=17) 

VEGF 2.37 (1.02-3.17) 2.31 (1.57-3.04) 1.76 (1.42-3.15) 0.82 

IL-6 0.031 (0.018-0.153) 0.032 (0.004-0.081) 0.013 (0.004-0.040) 0.14 

IVCY (n=4) 

VEGF 1.2 (0.41-2.95) 2.39(1.36-2.88) 1.72 (1.26-2.5) 0.67 

IL-6 0.060 (0.020-0.220) 0.070 (0.030-0.120) 0.070 (0.010-0.280) 0.99 

MMF (n=9) 

VEGF 2.6 (1.49-4.66) 2.31(1.83-3.73) 2.29 (1.67-3.53) 0.90 

IL-6 0.030(0.020-3.670) 0.004 (0.001-0.04) 0.010 (0.002-0.030) 0.09 

Tacrolimus (n=4) 

VEGF 2.15 (1.33-4.8) 2.04(1.36-2.98) 1.63 (1.14-3.21) 0.94 

IL-6 0.050 (0.020-0.110) 0.050 (0.010-0.140) 0.020 (0.005-0.070) 0.75 
     

 a Values are median (IQR) in pg/mg Creatinine.  
IVCY; intravenous cyclophosphamide, MMF; mycophenolate mofetil.  

 

 

Table 3.  Correlation between urinary VEGF and IL- 6 protein levels and 

conventional biomarkers. 
 

 

VEGF IL-6 

Correlation 

Coefficient 
p-value 

Correlation 

Coefficient 
p-value 

Conventional biomarkers     

Serum Creatinine (mg/dL) 0.13 0.38 0.16 0.26 

Urine per creatinine ratio  0.28 0.05 0.53 0.01 

Glomerular Filtration Rate 

(mL/min./1.73m2) -0.15 0.31 -0.19 0.17 

Urinary erythrocyte count  

(per high power) 0.03 0.84 -0.1 0.49 
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Figure 1.  The correlation between urinary 

IL-6 protein levels and UPCR. 
 

 

 

Discussion 

 

In this study, we have shown profiles of urinary biomarkers from baseline to 

three months in Thai LN patients who responded to induction treatment by various 

immunosuppressants.  
Avihingsanon et al.  reported that the measurement of urinary mRNA VEGF 

was practical and should be applied in the diagnosis and the prediction of clinical 

response in class IV LN.8 In terms of IL-6, Linker-Israeli et al. found that endogenous 

IL-6 levels increased in lupus patients compared to controls.13 Brugos et al.  also 

reported that urinary IL-6 levels increased in LN patients.14 Unfortunately, our data 

did not support these findings. 
Although urinary VEGF and urinary IL-6 levels did not significantly reduce, 

this study found a significant association between urinary IL-6 levels and UPCR 
(p<0.05). Since increased UPCR is a parameter reflecting disease activity in patients 

with glomerular and/or tubular damage, and is widely used as one of the response 

criteria in LN15, the association between urinary IL-6 and UPCR observed in this 

study suggests that this biomarker might be able to be used as a marker of disease 

activity and response to treatment in LN patients.  
The reductions of urinary VEGF and urinary IL-6 levels in LN patients may 

be linked to the mechanism of action of immunosuppressive drugs received, 

especially, MMF and tacrolimus.  MMF is a prodrug of mycophenolic acid (MPA) 
that inhibits inosine- 5'- monophosphate dehydrogenase enzyme resulting in a 

depletion of guanosine nucleotides in T and B lymphocytes. The action of MPA lead 

to an inhibition of T and B cell proliferation, thereby suppressing cell-mediated 

immune responses and antibody formation.16 Tacrolimus, on the other hand, inhibits 

calcineurin in T lymphocytes, preventing its ability to dephosphorylate and activate 

nuclear factor of activated T (NFAT)  cells.  Tacrolimus affects the transcription of 

many cytokines that are crucial in the immune response process.17 In brief, urinary 

VEGF and urinary IL- 6 levels are reduced as MMF and tacrolimus affect T 

lymphocyte, an inflammatory cell that produces these cytokines.  In addition, 

tacrolimus was shown to suppress the function of activated macrophages and 

R=0.53, p <0.05 
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promotes their apoptosis via mechanisms involve nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells and mitogen-activated protein kinase.18     

This study was conducted in a very small group of patients.  However, our 

data shows potential benefit as these are fundamental knowledge regarding urinary 

biomarkers in Thai LN patients.  Studies in larger number of patients, comparing the 

data with non-responders and/or controls are required to elucidate the findings and to 

prove if these biomarkers are useful as predictors for treatment outcomes. 
  
 Conclusion 

 

In Thai LN patients who are responded to an induction treatment at 6 months, 
reductions of urinary VEGF and urinary IL- 6 were observed by 3- month post 

treatment.  These data suggest the role of urinary biomarkers as a marker for disease 

activity and predictors of treatment outcomes. 
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Abstract   
 

 Cepharanthine (CEP), a biscoclaurine alkaloid extracted from Stephania 

cepharantha Hayata, has shown antitumor effects against several types of cancer 

such as leukemia, cholangiocarcinoma, hepatocarcinoma and non-small-cell lung 

cancer. We have previously found that CEP was able to enhance anti-cancer activity 

of 5-fluorouracil (5-FU) against human colon cancer in vitro. In the present study, we 

therefore evaluated the effect of CEP alone and CEP in combination with 5-FU in a 

colon cancer xenograft model. Materials and Methods: HT-29 tumors were 

established in the right flank of nude mice.  Then, HT-29 tumor bearing mice were 

treated with either 5-FU or CEP alone or 5-FU combined with CEP by intraperitoneal 

injection every other day for three weeks. The mRNA levels of apoptosis regulators 

including Bak, Bax, Bcl-2 and Bcl-xl were determined by quantitative real-time RT-
PCR. Results: Treatment with either CEP alone or CEP in combination with 5-FU 

significantly delayed tumor growth when compared with the control and 5-FU alone 

groups.  Real-time RT-PCR analysis revealed that the combination treatment 

significantly up-regulated the levels of both pro-apoptotic regulators, Bak and Bax. 
Conclusion: CEP could enhance anticancer effect of 5-FU in a mouse xenograft 

model which may be associated with the up-regulation of Bak and Bax and CEP may 

potentially be used as a single agent or in combination with 5-FU for colon cancer 

treatment.  
 

Keywords:   5-fluorouracil, cepharanthine, colon cancer, apoptosis 

 
 

Address correspondence:  Chanaporn Kongsaden, Medical Science Program in Pharmacology, 

Faculty of Medicine, Chulalongkorn University, Bangkok 10330, Thailand.  
E-mail address: Ning_chanakonfsaden@hotmail.com 

 



26 
 

 

The 39th Pharmacological and Therapeutic Society of Thailand Meeting 

18-20 May 2017; Chonburi, Thailand 

ผลของเซฟฟราแรนทีนเมื่อให้ร่วมกับ 5-ฟลูออโรยูราซิล ต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ที่
ปลูกถ่ายในหนูเม้าส ์
 
ชนาภรณ์ กงสะเด็น1, จันทนี อิทธิพานิชพงศ์2, ปิยนุช วงศ์อนันต์2 
 
1สาขาวิชาวิทยาศาสตร์การแพทย์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กรุงเทพมหานคร 
10330 
2ภาควิชาเภสัชวิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กรุงเทพมหานคร 10330 
 
บทคัดย่อ  
 
 Cepharanthine (CEP)  เ ป็ น  biscoclaurine alkaloid ที่ ส กั ด ไ ด้ จ า ก  Stephania 

cepharantha Hayata ซึ่งมีฤทธิ์ต้านมะเร็งหลายๆชนิด เช่น มะเร็งเม็ดเลือดขาว, มะเร็งท่อน้ าดี, 
มะเร็งตับ และมะเร็งปอด เป็นต้น จากการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า CEP สามารถเสริมฤทธิ์ต้าน
มะเร็งล าไส้ใหญ่ของ 5-fluorourcail (5-FU) ในระดับหลอดทดลอง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมี
วัตถุประสงค์ที่จะศึกษาผลของ CEP เมื่อให้ร่วมกับ 5-FU ต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ในระดับ
สัตว์ทดลอง โดยปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ HT-29 เข้าสู่ชั้นใต้ผิวหนังทางด้านขวาของ
สัตว์ทดลอง สัตว์ทดลองจะได้รับ 5-FU หรือ CEP เพียงอย่างเดียว หรือ ได้รับ 5-FU ร่วมกับ 
CEP โดยการฉีดเข้าช่องท้อง ทุก 2 วันเป็นเวลา 3 สัปดาห์ และศึกษาปริมาณ mRNA ของ Bak, 

Bax, Bcl-2 และ Bcl-xl ซึ่งเกี่ยวข้องกับการควบคุมการตายแบบอะพอพโทซิสโดยใช้เทคนิค 
quantitative real-time RT-PCR  จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า การให้ CEP เพียงอย่าง
เดียว หรือให้ร่วมกับ 5-FU สามารถชะลอการเจริญเติบโตของก้อนมะเร็งเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมและกลุ่มที่ได้รับ 5-FU เพียงอย่างเดียว และจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค real-time RT-

PCR พบว่าเมื่อให้ CEP ร่วมกับ 5-FU สามารถเพ่ิมการแสดงออกของ Bak และ Bax ที่เก่ียวข้อง
กับการเหนี่ยวน าท าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส  ดังนั้นการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า CEP 

สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการท าลายมะเร็งของ 5-FU ในสัตว์ทดลองซึ่งอาจเป็นผลจากการที่ 
CEP สามารถเพ่ิมการแสดงออกของ Bak และ Bax  ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นความ
เป็นไปได้ในการน า CEP มาใช้ในการรักษามะเร็งล าไส้ใหญ่โดยอาจจะใช้เป็นยาเดี่ยวหรือใช้
ร่วมกับ 5-FU  

 

ค าส าคัญ:    5-ฟลูโอโรยูราซิล, เซฟฟราแรนทีน, มะเร็งล าไส้, อะพอพโทซิส 
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Introduction   
 

 Colon cancer is one most common cancer which is leading cause of cancer 

death in both men and women worldwide [1]. The treatment options for colon cancer 

are surgery, radiotherapy, chemotherapy and targeted therapy.  Chemotherapeutic 

agents are commonly used to treat colon cancer include 5-fluorouracil, oxaliplatin 

and irinotecan.  5- Fluorouracil ( 5- FU) , an antimetabolite drug, exerts its 

anticancer effects through inhibition of thymidylate synthase (TS) and incorporation 

of its metabolites into RNA or DNA [2]. Although 5-FU is widely used, its application 

in clinic is still limited due to drug resistance and serious side effects.  Therefore, 

novel compounds that can potentiate anticancer effects of 5-FU are urgently needed. 
 Cepharanthine (CEP)  is one of the biscoclaurine alkaloids extracted from 

Stephania cepharantha Hayata, which has been widely used in Japan for treatment 

of many acute and chronic diseases.  The pharmacological activities of CEP include 

anti- allergic, anti-oxidant, anti-malaria, immunomodulatory, multidrug resistance 

reversal and anticancer [3-5] .  Several in vitro and in vivo studies reported that CEP 

inhibited the growth of several types of cancer including, leukemia, lymphoma, lung 

carcinoma, myeloma, cholangiocarcinoma, oral squamous cell carcinoma, and 

hepatocellular carcinoma [6-11]. Apoptosis-inducing effect of cepharanthine has been 

demonstrated through various mechanisms including, down- regulation of anti-
apoptotic genes such as Bcl-xl, up-regulation of pro-apoptotic genes such as Bax and 

activation of caspase-3.  CEP was shown to induce cell cycle arrest by up-regulating 

cell cycle regulators such as cyclin A, cyclin D, cyclin E and p21 [ 12, 13] . 
Interestingly, our in vitro studies illustrated that CEP could enhance anticancer effect 

of 5-FU against human colon cancer [14] .  Thus, the objectives of this study were to 

investigate the effect of CEP and 5-FU on human colon cancer in a mouse xenograft 

model and to identify mechanism(s)  underlying the potentiation effect of CEP on 

anticancer activity of 5-FU. 

 
Materials and Methods   
 

Cell culture 

  A human colorectal cancer cell line, HT-2 9 , was purchased from American 

Type Culture Collection ( ATCC USA) .   The cells were cultured in Dulbecco’ s 

modified eagle medium (DMEM), supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 
100 U/mL penicillin and 100 µg/mL streptomycin at 37๐C in 5% CO2 incubator. 
 

Animal model 

 BALB/ cMlac- nu mice ( National Laboratory Animal Center, Mahidol 

University, Thailand)  were purchased at 4 -6  weeks of age and kept under sterile 

conditions in a pathogen-free environment. The mice were provided with sterile water 
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and food ad libitum.  All animal procedures were performed in accordance with the 

guideline established by the National Institutes of Health for humane treatment of 

animals. Animal protocol was approved by Animal Ethics Committee of the Faculty 

of Medicine, Chulalongkorn University.  
 BALB/cMlac-nu mice were subcutaneous (s.c. )  inoculated with HT-29  cells 
(1x107cells/mouse) suspended in 100 µl metrigel (Corning, USA) in the right flank of 

mice using a 29 - gauge needle (BD, USA). Treatment was initiated when the tumors 

were approximately 100-150 mm3.  The mice were randomly divided into 4 groups 

and treated with 20 µl of normal saline, 10 mg/kg of 5-FU (Sigma, USA) , 20 mg/kg 

of CEP (Abcam, UK)  and 10 mg/kg of 5-FU in combination with 20 mg/kg of CEP. 
All animals received drugs by intraperitoneal injection every other day for 3 weeks. 
Tumor size was measured in two perpendicular diameters using a caliper every other 

day and tumor volume was calculated based on the following equation: tumor volume 

(mm3) = 1/2 [length x (width) 2] [15]. At the end of the treatment, mice were sacrificed 

and the tumors were dissected out and snap-frozen in liquid nitrogen for further study. 
 

Quantitative real-time RT-PCR 

 Total cellular RNA was isolated from tumor tissue using TRIzol reagent 

(Invitrogen, USA) and mRNA was converted into cDNA using Improm-IITM Reverse 

Transcription system (Promega, USA). Amplification of target genes was carried out 

using SYBR Green qPCR super mix universal (Invitrogen, USA)  with the specific 

primers listed in Table 1. GAPDH was used as an internal control. Real-time reactions 

were run on StepOnePlus™ Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific, USA) with the 

following cycling conditions: 50˚C for 2 min, 95 ˚C for 2 min, and 40 cycles of 95˚C 

for 30s, 60 ˚C for 30s, and 72˚C for 30s.  The fold change in gene expression 

normalized to GAPDH and relative to the expression in vehicle treatment was 

calculated using the 2
-CT. 

 

Table 1.  Sequences of primers used for quantitative real-time RT-PCR 

Target Gene Primer sequences 

GAPDH 
Forward: 5’- AAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGT-3’ 
Reverse: 5’- ATGGCATGGACTGTGGTCATGAGT-3’ 

BAX 
Forward: 5’-GACGAACTGGACAGTAACATG-3’ 
Reverse: 5’-AGGAAGTCCAATGTCCAGCC-3’ 

BAK 
Forward: 5’-AGCTGCCATGGTAATCTAACTCA-3’ 
Reverse: 5’-GATGTGGAGCGAAGGTCACT-3’ 

Bcl-2 
Forward: 5’-TCATGTGTGTGGAGAGCGTCAA-3’ 
Reverse: 5’-CTACTGCTTTAGTGAACCTTTTGC-3’ 

Bcl-xl 
Forward: 5’-TTGGACAATGGACTGGTTGA-3’ 
Reverse: 5’-GTAGAGTGGATGGTCAGTG-3’ 

 

Statistical analysis 
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  All data are presented as mean ± standard error of mean (SEM) .  Statistical 

analysis of data was performed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed 

by Bonferroni/Dunn post hoc using SPSS statistics 21 software (IBM Corporation, 

USA). The difference is considered significant if p  0.05. 
 

 

 

Results  
 

The growth-inhibitory effects of CEP and 5-FU in a colon cancer xenograft model 

 Previously, we have found that CEP could enhance anticancer effect of 5-FU 

against colon cancer in vitro. In the present study, we therefore evaluated whether 

CEP can increase the antitumor activity of 5-FU in a colon cancer xenograft mouse 

model. HT-29 tumor bearing mice were treated with either 5-FU or CEP alone or 5-
FU in combination with CEP. As shown in Fig. 1A, the tumor volumes of the 5-FU-
treated mice were similar to those of the control group, indicating that 5-FU alone 

was unable to control the growth of HT-29 tumor. In contrast to 5-FU, CEP alone 

significantly delayed tumor growth, with respect to the control and 5-FU groups. 
Remarkably, combination treatment with CEP and 5-FU was more effective in 

controlling the growth of tumor. At the end of the treatment, the tumor volumes of 

the combination group were 3 times less than those of the control group. Similarly, 

the combination treatment significantly decreased the tumor weight by more than 

half of the control group (Fig. 1B, p0.05). Of note, there were no significant changes 

in body weight from the baseline in any treatment group (Fig. 1C), suggesting that the 

single treatment with either 5-FU or CEP alone and the combination treatment of 5-
FU and CEP are safe.    
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Figure 1 The anticancer effect of 5-FU or CEP alone and 5-FU in combination with 

CEP in a colon cancer xenografted mouse model. (A) Tumor volume were measured 

(C)  

 

(A)  

(B) 
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every other day (B) Tumor weight was determined at the end of experiment and (C) 
Body weight measured every other day . Results of the control and 5-FU groups were 

presented as means (n = 2) whereas results of the CEP and combination groups were 

presented as means ± SEM (n = 3), *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001 compared with control 

and #p≤0.05, ##p≤0.01, ###p≤0.001 compared with 5-FU. 

The effect of CEP and 5-FU on the expression of Bcl-2 family mRNAs in a mouse 

xenograft model 

The levels of pro-apoptosis (Bak and Bax) and anti-apoptosis (Bcl-2 and Bcl-
xl) mRNAs were measured by quantitative real-time RT-PCR. As shown in Fig. 2A, 

CEP alone significantly up-regulated Bak mRNA expression, with respect the control 

and 5-FU alone groups. Interestingly, the combination treatment of 5-FU and CEP 

significantly increased mRNA level of Bak, which was approximately 3 times above 

that of the control group (p  0.01). Moreover, the expression of Bak in the treatment 

of 5-FU combined with CEP was significantly higher than that in the single treatment 

of with either 5-FU or CEP alone. Similar to Bak, the combination treatment 

significantly up-regulated the expression of Bax, another pro-apoptotic member of 

BCl-2 family (Fig. 2B, p 0.01). Conversely, there were no significant difference in 

the expression of anti-apoptotic Bcl-2 and Bcl-xl mRNAs in any treatment groups 

(Fig. 2C & D). Taken together, these results suggest that CEP may enhance anti-cancer 

activity of 5-FU by up-regulating the expression of Bak and Bax.    
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Figure 2 The effect of 5-FU and CEP on the mRNAs expression of (A) Bak, (B) Bax, 
(C) Bcl-xl, and (D) Bcl-2 in a xenograft mouse model. Results were presented as means 

± SEM (n=3). *p≤0.05, **p≤0.01 compared with control, #p≤0.05, ##p≤0.01 compared with 5-FU, @ 

p≤0.05 compared with CEP. 

 

 

Discussion 

We have previously found that CEP increased anticancer effect of 5 -FU in 

colon cancer in vitro. In the present study, we examined the effects of CEP alone and 

in combination with 5-FU in a colon cancer xenograft model. The results showed that 

CEP alone significantly inhibited the growth of tumor when compared with the 

control group (Fig.  1 A) .  Notably, the combination treatment with CEP and 5-FU 

significantly decreased tumor size and tumor weight, with respect to the treatment 

with 5-FU, alone.   Several studies reported that CEP inhibited tumor growth by 

inducing apoptosis through up- regulation of pro- apoptotic gene, Bax and down-
regulation of anti-apoptotic genes, Bcl-2 and Bcl-xl in many cancer cells [7, 8, 16]. In 

the present study, we demonstrated that combination treatment of CEP and 5-FU 

significantly up- regulated the expression of Bak and Bax mRNA (Fig.  2A & B) .  
Collectively, it is likely that up-regulation of pro-apoptotic regulators, Bak and Bax 
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are responsible for the synergistic effects of CEP on anticancer activity of 5-FU 

against human colon cancer.  
 

Conclusion 

This study clearly illustrated that treatment with either CEP alone or CEP in 

combination with 5-FU effectively controlled the growth of colon cancer in a mouse 

xenograft model. The combination treatment significantly up-regulated the mRNA 

levels of Bak and Bax. Therefore, this investigation suggests that CEP can potentially 

be used either alone or in combination with other chemotherapeutic agents for colon 

cancer treatment. 
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Abstract 
 

Reactive oxygen species (ROS)  are key signaling molecules that play an important 

role in the progression of inflammatory disorders.  An enhanced ROS generation by 

inflammatory cells at the site of inflammation causes tissue injury. Centella asiatica 
(L.) Urban has been used traditionally in various skin diseases. The aim of this study 

was to examine effects of the standard extract of C.  asiatica ECa 233 on 

lipopolysaccharide (LPS)-induced ROS production in human keratinocytes (HaCaT) 
and mouse macrophage (RAW264.7)  cells.  The ROS generation was determined by 

using dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA)  assay.  The results showed 

that standard extract of C.  asiatica ECa 233 (0.1, 1, 10 and 100 µg/mL) significantly 

decreased the intracellular levels of ROS production similar to those observed in 

dexamethasone treatment (1 µg/mL)  in RAW264.7 cells.  Furthermore, ECa 233 (10 

and 100 µg/mL)  remarkably attenuated the increased ROS levels after induction in 

HaCaT cells.  These results indicate that ECa 233 treatment could alleviate LPS-
induced ROS production in both HaCaT and RAW 264.7 cells.  Our information 

regarding the anti-oxidant effect of ECa 233 has provided an incentive to test its 

therapeutic potential for oxidative stress in the future. 
 

Keywords:  ECa 233, HaCaT, RAW264.7, oxidant, dexamethasone 
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สารสกัดมาตรฐานบักบก อี ซี เอ 233 ลดระดับอนุมูลอิสระที่กระตุ้นด้วยไลโปโพลี
แซคคาไรด์ในเซลล์ผวิหนังครีาติโนไซต์และเซลล์แมคโครฟาจ 
 
ฟูรอยดา มูลทรัพย์1, ศุภิตา ธนะเศวตร2,มยุรี ตันติสิระวนิดา สุขเกษศิริ ,31 
1ภาควิชาเภสัชวิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ จังหวัดสงขลา 90110  
2ภาควิชากายวิภาคศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ จังหวัดสงขลา 90110 
3คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา จังหวัดชลบุรี 20130 
 
บทคัดย่อ 

อนุมูลอิสระของออกซิเจนเป็นสัญญาณระดบัโมเลกุลท่ีมีบทบาทส าคญัต่อการเกิดความ
ผิดปกติของการอกัเสบ การเพิ่มข้ึนของอนุมูลอิสระของออกซิเจนจากเซลล์ก่ออกัเสบ ท าให้มี
อนุมูลอิสระของออกซิเจนในต าแหน่งท่ีเกิดการอกัเสบเพิ่มข้ึน ส่งผลให้เกิดการบาดเจ็บของ
เน้ือเยื่อ บวับกเป็นพืชท่ีใชใ้นทางการแพทยแ์ผนโบราณในการรักษาโรคผิวหนงัหลายชนิด การ
ศึกษาวิจยัในคร้ังน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัมาตรฐานบวับก อี ซี เอ 233 
ในเซลล์ผิวหนงัคีราติโนไซตแ์ละเซลล์แมคโครฟาจของหนูท่ีถูกเหน่ียวน าให้สร้างอนุมูลอิสระ
ของออกซิเจนดว้ยไลโปโพลีแซคคาไรด ์โดยวดัระดบัของอนุมูลอิสระของออกซิเจนดว้ยวิธีการ
ยอ้มเซลลด์ว้ยสารเรืองแสงไดคลอโรฟลูออเรสซินไดอะซิเตต จากผลการทดลองพบวา่สารสกดั
มาตรฐานบวับก อี ซี เอ 233 ท่ีความเขม้ขน้ 0.1, 1, 10 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถ
ลดระดบัอนุมูลอิสระของออกซิเจนภายในเซลล์อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติในเซลล์แมคโครฟาจ 
ซ่ึงให้ผลเช่นเดียวกบัยามาตรฐานเดกซาเมทาโซน ( 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) นอกจากน้ีสาร
สกดัมาตรฐานบวับก อี ซี เอ 233 ท่ีความเขม้ขน้ 10 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถลด
ระดบัอนุมูลอิสระของออกซิเจนภายในเซลล์อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติในเซลล์ผิวหนงัคีราติโน
ไซต ์จากการศึกษาคร้ังน้ีสรุปไดว้า่สารสกดัมาตรฐานบวับก อี ซี เอ 233 สามารถลดระดบัอนุมูล
อิสระของออกซิเจนภายในเซลลท่ี์ถูกเหน่ียวน าใหส้ร้างอนุมูลอิสระของออกซิเจนดว้ยไลโปโพลี
แซคคาไรด์ จากการศึกษาคร้ังน้ีสนบัสนุนฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของบวับกซ่ึงควรท าการศึกษา
ต่อไปในอนาคต 
 
ค าส าคัญ:  อี ซี เอ 233, เซลล์ผิวหนงัคีราติโนไซต์, เซลล์แมคโครฟาจ, อนุมูลอิสระ, เดก

ซา-เมทาโซน 
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Introduction 

 

Reactive oxygen species (ROS) , including peroxide, superoxide anion and 

hydroxyl radical as well as reactive nitrogen species (RNS) such as nitric oxide (NO) 
act as an important biochemical mediators for the pathogenesis of inflammatory 

disorders. An increased ROS and RNS production cause the reduction of endogenous 

antioxidants, finally resulting in cell injury and contributing to a number of human 

diseases such as cancer, degenerative diseases, cardiovascular diseases, diabetes, and 

aging.1 
Centella asiatica is a medicinal plant in family Apiaceae that has been used 

as a traditional medicine for the treatment of eczema, psoriasis, and leprosy.2 The 

major compounds are asiaticoside, asiatic acid, madecassoside and madecassic 

acid. 3,4 Asiaticoside which is the most abundant triterpene glycoside has the 

beneficial effect in wound healing.5 In addition, the extracts of this plant and its active 

components possess several pharmacological activities, such as anti- oxidant 

effect6,7,8,9,10,11, learning and memory improvement12, decreased lipid peroxidation 

in the brain.13 Thus, this plant was extensively studied which aim to develop as an 

alternative for several pathological symptoms.  The potential effect of C.  asiatica in 

antioxidant effect was evaluated both in vitro and in vivo. Previous studies found that 

C.  asiatica attenuated the oxidative stress by increased the anti-oxidant enzyme 

including superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase. 10,11 The 

standard extract of C.  asiatica ECa233, characterized with well-defined ratio of the 

active ingredients by Tantisira M.H. and collaborates.14 However, at present there has 

been little evidence to encourage antioxidative activity of standard extract of C. 
asiatica ECa233. In this study, we investigated the inhibitory effect of a standardized 

extract of C.  asiatica ECa 233 on ROS production in lipopolysaccharide (LPS) -
induced human keratinocytes (HaCaT) and mouse macrophage (RAW264.7) cells. 

 

 

Materials and Methods 

 

Reagents 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), L-
glutamine, penicillin/ streptomycin were purchased from Gibco BRL Life 

technologies (Grand Island, NY, USA). 2≤,7≤-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-
DA) , 3- ( 4,5- dimethylthiazol- 2- yl) - 2,5- diphenyltetrazolium bromide ( MTT)  and 

dimethylsulfoxide (DMSO) were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA). 
 

Keratinocyte culture  

The standardized C.  asiatica extract ECa233 was kindly provided from 

Associate Professor Mayuree Tantisira, Ph.D. , Faculty of Pharmaceutical Science, 

Burapha University, was dissolved in a 10% DMSO and treated to cell cultures at 
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final concentrations of 0.1-100 μg/mL.  The DMSO concentration in culture medium 

was always less than 0.1% (v/v) , which was non-toxic to the cells.  The standardized 

extract of C.asiatica ECa 233 contains not less than 80% triterpenoids and the ratio 

between madecassoside and asiaticoside was maintained within 1.5±0.5. 4 Human 

keratinocytes ( HaCaT)  cell line were obtained from CLS Cell Line Service 

(Heidelberg, Germany)  and mouse macrophage (RAW264.7)  cells were purchased 

from ATCC (Manassas, VA, USA). The cells were maintained in DMEM containing 

10% FBS, penicillin (100 U/mL)/streptomycin (100 µg/mL) and 2 mM L-glutamine in 

a humidified atmosphere at 37C and 5% CO2. 
 

Cytotoxicity of ECa 233 in HaCaT cells 

HaCaT were grown in 96-well plate at a density of 1×104 cells/well and 

incubated for 24 h with the standardized C.  asiatica extract ECa233 at the 

concentrations of 0, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 and 1000 µg/mL.  RAW 264.7 cells 

were exposed with the standardized C. asiatica extract ECa233 at the concentrations 

of 0, 0.1, 1, 10, 100 and 1000 µg/mL.  The MTT assay was used to determine the 

viability of cells.  The 0.5 mg/mL of MTT solution was added and incubated for 2 h 

at 37 ºC.  Then, the optical density was determined at 570 nm using a microplate 

reader (Bio-tex, Highland Park, USA).  
 

Measurement of cell viability in the presence or absence of ECa 233 on LPS 
induced cells  

HaCaT and RAW264.7 cells were cultured in 96-well plates at the density of 

5104 cells/well.  After 24 h of incubation, cells were stimulated with LPS in the 

presence or absence of various concentrations of ECa 233 (0.1, 1, 10 and 100 µg/mL) 
for 24 h.  Dexamethasone (1 µg/mL)  was used as a reference drug.  The cell viability 

was determined using MTT assay. 
 

Determination of intracellular ROS production in HaCaT and RAW264.7 cells 

Intracellular ROS production in HaCaT and RAW264.7 cells was assayed 

through the oxidation of DCFH-DA.  Briefly, HaCaT and RAW264.7 cells were 

cultured in 96-well plates at the density of 5104 cells/well. After 24 h of incubation, 

cells were stimulated with LPS in the presence or absence of various concentrations 

of ECa 233 (0.1, 1, 10 and 100 µg/mL) for 24 h. Dexamethasone (1 µg/mL) was used 

as a reference drug.  Then, the cells were washed and exposed to 50 µM of DCFH-
DA for 1 h, at 37 ºC in dark condition.  The fluorescence of DCF was determined 

using a fluorescence microplate reader (Bio-tex, Highland Park, USA) at an excitation 

wavelength of 485 nm and an emission wavelength of 530 nm.  The fluorescence 

intensity corresponded to the levels of intracellular ROS generated. Intracellular ROS 

levels were expressed in term of the percentage of the control.   
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Statistical analysis 

 
Statistical analysis was performed using the SPSS version 16.0 for Windows 

software.  All data were expressed as mean±SEM.  ANOVA was used for testing the 

differences of the mean values among groups and pairwise comparison between 

groups was analyzed by LSD post hoc test.  Values of P<0.05 were considered to be 

statistically significant. 
 

 

Results 

 

Cytotoxicity of the standardized extract C. asiatica ECa 233.  
In order to evaluate the toxicity of ECa 233, HaCaT cells were exposed with 

the ECa 233 at the concentrations of 0, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 and 1000 µg/mL 

for 24 h. The ECa 233 only at dose of 1,000 μg/mL significantly decreased cell 

viability to 75.38±4.90% of the control after 24 h of exposure (Figure 1). In contrast, 

in RAW 264.7, ECa 233 did not significantly decrease cell viability at concentration 

up to 1000 µg/mL (Figure 2). Additionally, the cells were treated with 0.1-100 µg/mL 

ECa 233 revealed non-toxic effects on skin keratinocytes and macrophage cells. 
Subsequently, 4 non-cytotoxic dosage of ECa 233 were chosen to test the anti-
oxidative activity. 
 

 
Figure 1. Cytotoxicity effect of the ECa 233 on human skin keratinocyte cells. Cells 

were exposed to 0.001-1000 µg/mL of ECa 233 for 24 h. Cytotoxicity was determined 

by MTT assay.  The results were presented as a percentage of the control.  Data are 

expressed as the mean ± SEM (n=4) .  *P< 0.05 versus an untreated control (0.1% 
DMSO). 
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Figure 2. Cytotoxicity effect of the ECa 233 on RAW264.7 macrophage cells. Cells 

were exposed to 0.1-1000 µg/mL of ECa 233 for 24 h.  Cytotoxicity was determined 

by MTT assay.  The results were presented as a percentage of the control.  Data are 

expressed as the mean ± SEM (n=4).  
 

Effect of ECa 233 and dexamethasone on LPS induced ROS production in HaCaT 

and RAW264.7 cells 

In RAW264.7 macrophage cells, LPS (1 μg/mL)  significantly increased the 

generation of ROS to 180.99±28.88% of the control. Treatment with ECa 233 (0.1, 1, 

10 and 100 μg/mL)  and dexamethasone (1 μg/mL)  significantly inhibited the LPS-
induced ROS production to 119.31±8.70, 118.56±21.17, 112.43±26.69, 109.36±8.22 

and 103.47±19.84% of the control, respectively (Figure 3). As shown in Figure 4, the 

productions of ROS in HaCaT cells were significantly increased 140.24±23.09 % of 

the control in response to LPS stimuli.  Nevertheless, the ROS production in HaCaT 

was significantly inhibited by ECa 233 (10 and 100 μg/mL)  with 121.16±8.65 and 

116.91±1.49% of the control and dexamethasone (1 μg/mL) with 105.24±16.45% of the 

control.  ECa 233 and dexamethasone treatment alone did not apparently alter the 

generation of ROS in both cell types (Figure 3 and 4). 
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Figure 3.  Effect of ECa 233 and dexamethasone on LPS-induced ROS production in 

RAW264.7 macrophage cells. ROS production was determined by DCFH-DA assay. 
Data are mean±SEM from four independent experiments.  Differences among groups 

were evaluated by one- way ANOVA followed by LSD post hoc test.  * P<0. 05 

compared with control (0.1% DMSO), **P<0.05 compared with LPS. 
 

 
Figure 4.  Effect of ECa 233 and dexamethasone on LPS-induced ROS production in 

HaCaT keratinocyte cells.  Data are mean±SEM from four independent experiments. 
Differences among groups were evaluated by one-way ANOVA followed by LSD 

post hoc test. *P<0.05 compared with control (0.1% DMSO), **P<0.05 compared with 

LPS. 
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Effect of ECa 233 and dexamethasone on cell viability in LPS induced HaCaT 

and RAW264.7 cells  
 After stimulation with LPS in the presence or absence of various 

concentrations of ECa 233 (0.1, 1, 10 and 100 µg/mL)  for 24 h in RAW 264.7 and 

HaCaT cells, it was found that ECa 233 did not evidently affect the viability of 

RAW264.7 (Figure 5)  and HaCaT (Figure 6)  cells.  The results from this study imply 

that ROS suppression by ECa 233 and dexamethasone was not due to chemically 

induced cytotoxicity at any dosage in both cell types.  
 

 
 

Figure 5.  The effect of ECa 233 on cell viability in LPS-induced RAW264.7 cells. 
Cells were stimulated with LPS (1 μg/mL) in the absence or presence of ECa 233 (0.1, 

1, 10 and 100 µg/mL) for 24. Cell viability was determined by MTT assay. The results 

were presented as a percentage of the control. Data are expressed as the mean ± SEM 

(n=4).  
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Figure 6. The effect of ECa 233 on cell viability in LPS-induced HaCaT cells. Cells 

were stimulated with LPS (10 μg/mL) in the absence or presence of ECa 233 (0.1, 1, 

10 and 100 µg/mL) for 24 h. Cell viability was determined by MTT assay. The results 

were presented as a percentage of the control. Data are expressed as the mean ± SEM 

(n=4).  
 

Discussion 

 

Centella asiatica is a source of natural bioactive constituents, triterpenoid 

saponins, flavonoids, phenolic acids and triterpenic steroids.15,16 C.  asiatica is used 

in the treatment of dermatological conditions including small wounds, hypertrophic 

wounds, burns and psoriasis.17 It was observed that C.  asiatica extract stimulated the 

fibroblast proliferation and decreased the formation of stretch marks and 

inflammatory reactions. Moreover, C. asiatica is used as an active compound in skin 

care because of its antioxidant, anti-inflammatory, and anti-aging activity18. Our MTT 

assay showed that ECa 233 (0.1-100 μg/mL)  exposure was not reduced cell viability 

in keratinocytes and macrophage cells.  These findings were consistent to the 

observation found in IMR-32 neuroblastoma cells19. The imbalance between reactive 

oxygen species ( e. g.  superoxide anion, hydrogen peroxide)  overproduction and 

reduction of intracellular antioxidative protection resulted in the damage to cell 

structures ( lipids, proteins, and DNA)  which are oxidized and therefore leads to 

cellular dysfunction and ultimately cell death. Our study indicated that a standardized 

extract of C. asiatica ECa 233 treatment can significantly decrease in the generation 

of ROS in LPS-induced keratinocytes and macrophage cells which implied that ECa 

233 had an anti- oxidative potential.  Treatment with dexamethasone produced a 

significantly decreased level of ROS.  These findings were consistent to the 

observation found in in vitro and in vivo. 6,7,8,9 Previous study showed that 
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administration of C.  asiatica extract caused a decrease plasma malonaldehyde level 

in hydrogen peroxide induced oxidative stress in rats.9 This may be due to the high 

content of phenolic and triterpenoid presence in the C. asiatica extract. Besides, they 

are considered as a potent superoxide and hydroxyl radical scavengers and was 

consistent to previous studies.6,7 In addition, C.  asiatica contains biologically active 

compounds which prevents and protect the vital organs from oxidative damage.9 
Furthermore, C.  asiatica increased the anti- oxidant enzymes, like superoxide 

dismutase, catalase and glutathione peroxidase, and anti- oxidants like 

glutathione.10,11 Thus, the finding in this study supported the anti-oxidative role of 

standardized extract of C. asiatica ECa 233. 
 

 

Conclusion 

 

This study demonstrated that the level of intracellular ROS was significantly 

decreased in keratinocyte HaCaT and macrophage RAW264.7 cells after treatment 

with a standardized extract of C. asiatica ECa233, indicating antioxidant activity. The 

cellular mechanisms underlying the anti- inflammatory and antioxidant activity of 

ECa 233 in both HaCaT keratinocyte and RAW264.7 macrophage cells are needed 

to be further explored. 
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Abstract 

 

 Cholangiocarcinoma (CCA) is a malignant tumor arising from epithelial cells 

of biliary tract.  CCA is difficult in diagnosis until the patients are at the advanced 

stage and the treatment is usually ineffective.  Resulting in poor progno-sis.  Piper 

nigrum was used in traditional medicine for various conditions.  In this study we 

focused on piperine free P.  nigrum extract (PFPE) .  PFPE has been reported to be 

effective against breast cancer cells and nitrosomethylurea ( NMU) – induced 

mammary tumorigenesis in rats.  Moreover, PFPE showed no acute toxicity in rats 

during a 14-day observation period.  The aim of this present study was to investigate 

whether PFPE could inhibit cholangiocarcinoma cells, KKU-M213.  The cells were 

treated with PFPE at 0-80 g/mL for 48 h and cell viability was assessed by MTT 

assay.  The protein expressions of p53, p21, caspase-3 and c-Myc were detected by 

Western blotting after PFPE treatment at the IC50 concentration for 0-96 h. We found 

that PFPE inhibited CCA cells proliferation with IC50 of 13.69±1.14 g/mL.  PFPE 

increased protein levels of p53, p21 and caspase-3 and down-regulated c-Myc.  The 

mechanism of PFPE is suggested to be involved with inhibition of cell cycle and 

induction of apoptosis.  These data provide evidences of anticancer mechanism of 

PFPE.  However, more studies are needed for elucidating the mechanisms on 

signaling pathway in CCA cells. 
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บทคัดย่อ 
 
 มะเร็งท่อน้ าดีเป็นมะเร็งที่เกิดขึ้นบริเวณเยื่อบุเซลล์ท่อน้ าดี มะเร็งชนิดนี้วินิจฉัยได้ยากมัก
ตรวจพบในระยะท่ีมีความรุนแรงของโรค และการรักษายังไม่มีประสิทธิภาพ ส่งผลให้การพยากรณ์
โรคไม่ดี พริกไทยด าเป็นพืชพ้ืนบ้านที่น ามาใช้เป็นยารักษาโรคต่างๆ หลายชนิด การศึกษานี้ได้น า
สารสกัดจากพริกไทยด าที่ปราศจากพิเพอรีน (piperine-free P. nigrum crude extract; PFPE) 

มาทดสอบฤทธิ์ต้านมะเร็งท่อน้ าดี ในการศึกษาที่ผ่านมาเคยมีรายงานว่าสาร  PFPE มีฤทธิ์ต้าน
เซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยง และต้านมะเร็งเต้านมในหนูที่เหนี่ยวน าด้วยสารไนโตรโซเมทิลยูเรีย 
นอกจากนี้ไม่พบความเป็นพิษเฉียบพลันในหนูที่ได้รับ PFPE หลังจากติดตามอาการเป็นระยะเวลา 
14 วัน การวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาฤทธิ์การต้านเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีชนิด KKU-M213 
ของสาร PFPE การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ของสาร PFPE กับเซลล์มะเร็ง KKU-M213 ใช้
ความเข้มข้น 0-80 มคก./มล. เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และวัดอัตราการรอดชีวิตของเซลล์โดยใช้วิธี 
MTT assay และศึกษาระดับของโปรตีน p53, p21, caspase-3 และ c-Mycด้วยวิธี Western 

blotting เมื่อเซลล์ได้รับสาร PFPE ที่ความเข้มข้นที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ได้ร้อยละ 50 

(IC50) เป็นเวลา 0-96 ชั่วโมง การทดลองพบว่าสาร PFPE สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็งท่อน้ าดีโดยมีค่า IC50 เท่ากับ 13.69±1.14 มคก./มล. และพบระดับของโปรตีน p53, 

p21 และ caspase-3 เพ่ิมขึ้น ส่วนโปรตีน  c-Myc มีระดับลดลง ดังนั้น ฤทธิ์ของ PFPE อาจ
เกี่ยวข้องกับการเหนี่ยวน าให้เกิดการหยุดวัฏจักรของเซลล์ และเกิดการตายของเซลล์แบบอะพอพ
โตซิส ซึ่งข้อมูลจากผลการวิจัยนี้ท าให้เข้าใจกลไกการต้านมะเร็ง อย่างไรก็ตามจะต้องมีการศึกษา
ในอนาคตเพ่ือตรวจสอบผลของสาร PFPE ต่อโมเลกุลโปรตีนอ่ืนๆ ที่ควบคุมกระบวน การเกิด
มะเร็งท่อน้ าดีต่อไป 

 
ค าส าคัญ: ฤทธิ์การต้านมะเร็ง, มะเร็งท่อน้ าดี, ความเป็นพิษต่อเซลล์, พริกไทยด า 
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บทน า 

 
 ปัจจุบันมะเร็งท่อน้ าดีมีอุบัติการณ์การเกิดโรคที่ไม่ลดน้อยลง โดยเฉพาะภาคตะวันออก 
เฉียงเหนือของไทย และประเทศเพ่ือนบ้านในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ พบว่าประเทศไทยมีอัตรา
การเกิดมะเร็งท่อน้ าดีมากที่สุดในโลก1 มะเร็งท่อน้ าดีมักมีการพยากรณ์โรคไม่ดี วินิจฉัยโรคได้ยาก
ในระยะแรกและตอบสนองต่อการรักษาน้อย2 ปัจจัยเสี่ยงในการเกิดมะเร็งท่อน้ าดีที่พบได้มากที่สุด
ในไทยคือ การติดเชื้อพยาธิใบไม้ตับ1 ซึ่งส่งผลให้เกิดการอักเสบเรี้อรังของเซลล์ท่อน้ าดี มีการหลั่ง
สารต่างๆ เช่น interleukin-6 และ cyclooxygenase-2 เป็นต้น เกิดการซ่อมแซมแผลบ่อยๆ จน
เซลล์ปกติเปลี่ยนไปเป็นมะเร็งท่อน้ าดีในที่สุด1,3 และยังมีปัจจัยเสี่ยงอ่ืนๆในการเกิดมะเร็งท่อน้ าดี 
เช่น การติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบีและซี4,5 การดื่มแอลกอฮอล์และนิ่วในท่อน้ าดี6 เป็นต้น ส าหรับ
การรักษาประกอบด้วยการผ่าตัด เคมีบ าบัดและรังสีรักษา ซึ่งเคมีบ าบัดมักท าให้เกิดผลข้างเคียง 
เช่น คลื่นไส้ อาเจียน ปากแห้ง เบื่ออาหาร ผมร่วง ติดเชื้อง่าย ซีด และเลือดออกง่าย เป็นต้น7 ท า
ใหผู้้ป่วยเกิดความไม่สุขสบาย บางรายเกิดภาวะทางจิตใจ ซึมเศร้า ท้อแท้ สิ้นหวังต่อการรักษาหรือ
ผู้ป่วยบางรายดื้อต่อยาเคมีบ าบัดซึ่งเป็นปัญหาส าคัญทางการแพทย์ในการรักษามะเร็งท่อน้ าดีใน
ปัจจุบัน 

 พริกไทยด า (Piper nigrum L.) เป็นสมุนไพรพ้ืนบ้านของไทย ประกอบด้วยสารส าคัญ
เช่น อัลคาลอยด์ ลิกแนน และเทอร์ปีน เป็นต้น8 พริกไทยด ามีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาหลายอย่าง เช่น 
ต้านอาการท้องเสีย ต้านหอบหืด ต้านการอักเสบ ป้องกันโรคหัวใจ และหลอดเลือด เป็นต้น9 สารพิ
เพอรีนเป็นอัลคาลอยด์ที่พบมากที่สุดในพริกไทยด า  แต่เคยมีการศึกษาพบว่า เมื่อให้สารพิเพอรีน
กับหนูทดลองจะมีความเป็นพิษต่อระบบภูมิคุ้มกัน ม้าม ต่อมไทมัส ต่อมน้ าเหลือง10 และเป็นพิษ
ต่อระบบสืบพันธ์ของหนู11 ในการศึกษานี้สนใจฤทธิ์ต้านมะเร็งท่อน้ าดีของสารสกัดหยาบจาก
พริกไทยด าที่ปราศจากพิเพอรีน (piperine free P. nigrum extract; PFPE) จากการศึกษาที่ผ่าน
มาพบว่า PFPE มีฤทธิ์ป้องกันและต้านมะเร็งเต้านมทั้งในสัตว์ทดลอง และเซลล์มะเร็งเต้านมโดย
การศึกษาในเซลล์มะเร็งเต้านม MCF-7, MDA-MB-468 และ MDA-MB-231 พบว่า PFPE มี
ความเป็นพิษต่อเซลล์โดยมีค่า IC50 ประมาณ 7.45, 18.19 และ 21.68 มคก./มล. ตามล าดับ แต่มี
ความเป็นพิษต่อเซลล์เต้านมปกติ (MCF-12A) ต่ า โดยมีค่า IC50 ประมาณ 48.07 มคก./มล.12 
ส่วนฤทธิ์ในการป้องกัน และต้านมะเร็งเต้านมในสัตว์ทดลองพบว่าเมื่อให้ PFPE ในหนูที่ชักน าให้
เป็นมะเร็งเต้านมด้วยไนโตรโซเมทิลยูเรีย มีผลให้ก้อนมะเร็งมีขนาดเล็กลงโดย PFPE ออกฤทธิ์ใน
ระดับ โม เลกุ ล โดยการ เ พ่ิม โปรตีน  p53 และ  cytochrome c มี ผลลดโปรตีน  c-Myc, 

topoisomerase II, estrogen receptor, E-cadherin, vascular endothelial growth factor, 

matrix metalloproteinase-2 และ -913,14 อีกทั้งพบว่าเมื่อให้ PFPE ปริมาณ 5,000 มก./กก. 
แก่หนูทดลองไม่พบพิษเฉียบพลันแต่อย่างใด14 อย่างไรก็ตามในปัจจุบันยังไม่มีการศึกษาวิจัย
เกี่ยวกับผลของ PFPE ในการต่อต้านเซลล์มะเร็งท่อน้ าดี ดังนั้นการศึกษาวิจัยนี้จึงศึกษาฤทธิ์ของ 
PFPE ในการยับยั้งเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีรวมทั้งกลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุล เพ่ือใช้เป็นข้อมูล
สนับสนุนในการศึกษาในสัตว์ทดลองในการพัฒนาเป็นยาใหม่ที่ใช้ในการรักษาผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดี
ต่อไปในอนาคต 
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วัสดุและวิธีการ 

 

การสกัดสาร PFPE จากพริกไทยด า (P.nigrum) 

 น าเมล็ดพริกไทยด ามาบดให้ละเอียดแล้วสกัดด้วยไดคลอโรมีเทน และน าไปบ่มในเครื่อง
เขย่าเป็นเวลา 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส จากนั้นน าสารสกัดทั้งหมดมาระเหยตัวท า
ละลายออกด้วยเครื่อง rotary evaporator จะได้สารสกัดหยาบพริกไทยด า (P. nigrum crude 

extract) ซึ่งเป็นสารคล้ายน้ ามันสีน้ าตาล จากนั้นน าสารสกัดที่ได้มาท า recrystalization โดยใช้
อีเทอร์ที่เย็นเติมลงในสารสกัดจากนั้นน าสารสกัดที่ได้ทั้งหมดมากรองเพ่ือแยกเอาผลึกสีเหลืองซึ่ง
เป็นผลึกของพิเพอรีนออก น าสารสกัดไประเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่อง rotary evaporator 
ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จะได้สาร PFPE12 

 

การเลี้ยงเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีเพาะเลี้ยงชนิด KKU-M213 
 เลี้ ยงเซลล์มะเร็ งท่อน้ าดี เพาะเลี้ ยงชนิด  KKU-M213 ด้วยอาหาร Dulbecco's 

Modified Eagle Medium (DMEM)  ที่ มี  penicillin ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  100 ยู นิ ต / ม ล . , 

streptomycin ความเข้มข้น 100 มคก./มล., 10% fetal bovine serum และ 1% L-gluta mine 

โดยเลี้ยงเซลล์ในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 และความชื้น
สัมพัทธ์ร้อยละ 80  

 

การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยเทคนิค MTT assay 

 เลี้ยงเซลล์ KKU-M213 ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด 96 หลุม จากนั้นเติมอาหารเลี้ยง
เซลล์ที่ผสมด้วยสาร PFPE พิเพอรีน และสารสกัดหยาบพริกไทยด า ที่ความเข้มข้นระหว่าง 0-80 

มคก./มล. โดยมีกลุ่มควบคุมแบบบวกเป็น doxorubicin ที่ความเข้มข้นระหว่าง 0-10 ไมโครโม
ลาร์  และน าไปเลี้ยงต่อเป็นเวลา 48 ชม. จากนั้นเติมสารละลาย MTT ความเข้มข้น 0.5 มก./มล. 
น าไปบ่มในตู้เลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 30 นาที ดูดสารละลาย MTT ออกแล้วจึงเติม DMSO และบ่ม
เซลล์เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือให้ตะกอน formazan ละลายน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง 
microplate reader ที่ความยาวคลื่น 570 และ 650 นาโนเมตร จากนั้นค านวณร้อยละของเซลล์
ที่รอดชีวิต และหาค่าความเข้มข้นของสารที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ได้ร้อยละ 50 

(IC50) โดยใช้โปรแกรม SoftMax® Pro 5 (MDS Analytical Technologies Inc., California, 

USA)  
 

การศึกษาการแสดงออกของโปรตีน c-Myc, p21, p53 และ caspase-3 ด้วยวิธี Western blot 

analysis 

 เก็บเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีหลังให้สาร PFPE ที่ความเข้มข้น IC50 (ซึ่งได้จาก MTT assay) 
ที่เวลา 0, 24, 48, 72 และ 96 ชม. และสกัดโปรตีนจากเซลล์แล้วน าไปแยกโดยวิธี  sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) จากนั้นย้ายโปรตีนลง
สู่แผ่นไนโตรเซลลูโลส ท าการ block ด้วย 5% non-fat milk จากนั้นบ่มด้วย primary antibody 
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ที่จ าเพาะต่อโปรตีน c-Myc, p21, p53, caspase-3 และ GAPDH (internal control) และบ่ม
ด้วย secondary antibody และน าไปประกบฟิล์มเพ่ือดูโปรตีน โดยการศึกษาการแสดงออกของ
โปรตีนด้วยวิธี  Western blot analysis จะท าซ้ ามากกว่าหรือเท่ากับ 3 ครั้ง (independent 

experiments) 
  

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 ค่า IC50 รายงานเป็นค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) และเปรียบเทียบความ
แตกต่างของข้อมูลระหว่างกลุ่มท่ีได้รับ PFPE กับพิเพอรีน และกลุ่มที่ได้รับ PFPE กับสารสกัด
หยาบจากพริกไทยด า โดยใช้ t-test หาก p-value < 0.05 ถือว่ามีนัยส าคัญทางสถิติ 
 

ผลการทดลอง 

 

ฤทธิ์ของสาร PFPE ต่อการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีชนิด KKU-M213 

 เมื่อให้สาร PFPE กับเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีชนิด KKU-M213 เป็นเวลา 48 ชม. พบว่ามีค่า 
IC50 เท่ากับ 13.69±1.14 มคก./มล. (ตารางที่ 1) ทั้งนี้ U.S. National Cancer Institute (NCI) 

plant screening program ได้กล่าวไว้ว่า สารสกัดหยาบจากพืชใดๆ ก็ตาม ที่สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเซลล์ได้ ควรมีค่า IC50 น้อยกว่าหรือเท่ากับ 20 มคก./มล.15 ซึ่งถือว่าสาร PFPE 

สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีได้ ส่วนสารสกัดหยาบจากพริกไทยด า ซึ่งมี
สารพิเพอรีนเป็นองค์ประกอบอยู่ และพิเพอรีน มีค่า IC50 เท่ากับ 22.24± 0.25 และ 27.01± 

0.36 มคก./มล. ตามล าดับ จะเห็นได้ว่า PFPE มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อ
น้ าดีชนิด KKU-M213 ได้มากที่สุด รองลงมาคือสารสกัดหยาบพริกไทยด า ในขณะที่พิเพอรีนมี
ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีน้อยที่สุดโดยฤทธิ์ดังกล่าวขึ้นกับความเข้มข้นของ
สาร (รูปที่ 1) 
  

ตารางท่ี 1 ค่า IC50 ของสารจากพริกไทยด า และยาเคมีบ าบัดที่มีผลต่อเซลล์ KKU-M213 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compounds  IC50 (mean ± SD)  

PFPE 13.69± 1.14 g/ml 

P. nigrum crude extract 22.24± 0.25 g/ml 

Piperine extract 27.01± 0.36 g/ml 

Doxorubicin 1.74 ± 0.02 M 
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รูปที่ 1 ร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีชนิด  KKU-M213 เมื่อได้รับสารสกัดจาก
พริกไทยด าที่ความเข้มข้น 0, 5, 10, 20, 40 และ 80 มคก./มล.เป็นเวลา 48 ชั่วโมง      (* 
p-value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกลุ่มที่ได้รับ  piperine extract กับ PFPE และ   **p-

value < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกลุ่มที่ได้รับ P. nigrum crude extract กับ PFPE) 
 

ฤทธิ์ของสาร PFPE ต่อระดับของโปรตีน c-Myc, p21, p53 และ caspase-3 ในเซลล์มะเร็งท่อ
น้ าดี KKU-M213 

 หลังจากบ่มเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีชนิด KKU-M213 ด้วยสาร PFPE ที่ความเข้มข้น 13.69

มคก./มล. (ซึ่งเป็นค่า IC50) เป็นเวลา 0-96 ชม. และตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนที่สนใจ
ด้วยวิธี Western blot analysis พบว่าสาร PFPE สามารถเพ่ิมระดับของโปรตีน p53, p21, 

caspase-3 โดยระดับของโปรตีน p21 เพ่ิมสูงสุดที่เวลา 24 ชม. ระดับของโปรตีน caspase-3 

เพ่ิมข้ึนที่เวลา 24-72 ชม. ส่วนระดับโปรตีน p53 เพ่ิมขึ้นที่ 72 ชม. ในขณะที่ระดับของโปรตีน  c-
Myc ลดลง เมื่อได้รับสารนาน 96 ชม. โดยมี GAPDH เป็นโปรตีนควบคุมปริมาณ (รูปที่ 2) จะ
เห็นได้ว่าสาร PFPE สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการตายของเซลล์แบบอะพอพโตซิส และยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีชนิด KKU-M213 ได ้
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รูปที่ 2 ระดับของโปรตีน c-myc, p53, p21 และ caspase-3 เมื่อได้รับสาร PFPE ที่ความ
เข้มข้น 13.69 มคก./มล. เป็นเวลา 0, 24, 48,72 และ 96 ชม. 

 

 

วิจารณ์ 
 

 การเกิดมะเร็งท่อน้ าดีมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นในขณะที่การรักษายังมีประสิทธิภาพไม่เพียงพอ 
ผู้ป่วยมักกลับเป็นซ้ าในระยะเวลา 5 ปีหลังการรักษา16 ดังนั้นสมุนไพรพ้ืนบ้านอาจเป็นทางเลือก
หนึ่งในการรักษา มีการรายงานว่าพืชในตระกูล  Piper หลายชนิดสามารถต้านมะเร็งได้ เช่น 
Piper sarmentosum ต้านมะเร็งตับ17 Piper longum ต้านมะเร็งล าไส้ใหญ่ มะเร็งเม็ดเลือดขาว 
และมะเร็งตับอ่อน18 Piper chaba ต้านมะเร็งตับ และมะเร็งท่อน้ าดี19 แต่ยังไม่มีการศึกษา Piper 

nigrum ในมะเร็งท่อน้ าดี การศึกษานี้จึงได้น าสารสกัดจากพริกไทยด า ได้แก่ สารพิเพอรีน สาร
สกัดหยาบจากพริกไทยด า และ PFPE มาทดสอบฤทธิ์การต้านมะเร็งท่อน้ าดี ซึ่งพิเพอรีนเป็น
สารประกอบหลักที่สกัดได้จากพริกไทยด า9 แต่เมื่อน าไปทดสอบความเป็นพิษในเซลล์มะเร็งท่อ
น้ าดี พบว่ามีความเป็นพิษต่อเซลล์น้อยที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดหยาบจากพริกไทยด า 
และ PFPE จึงได้น าพิเพอรีนออกจากสารสกัดหยาบพริกไทยด าได้เป็น PFPE ซึ่งมีรายงานก่อน
หน้านี้ว่าสาร PFPE มีฤทธิ์ต้านมะเร็งเต้านมทั้งในเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงและมะเร็งเต้านม
ในหนูที่เหนี่ยวน าด้วยไนโตรโซเมทิลยูเรีย12,14 

 เมื่อทดสอบความเป็นพิษของ PFPE ต่อเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีเพาะเลี้ยงชนิด KKU-M213 

พบว่ามีค่า IC50 13.69±1.14 มคก./มล. เช่นเดียวกับการศึกษาก่อนหน้านี้ที่พบว่า PFPE มีความ
เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงชนิด MCF-7 ด้วย IC50 7.45±1.59 มคก./มล.12,14

ในขณะที่สารสกัดจากพืชในตระกูล Piper อ่ืน เช่น P. chaba มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งท่อ
น้ าดีเพาะเลี้ยงชนิด CL-6 ด้วยค่า IC50 50.62 ± 3.10 มคก./มล.19 จะเห็นได้ว่า PFPE ที่ได้จาก 
P. nigrum มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีชนิด KKU-M213 ค่อนข้างสูง ส่วนสารสกัด
จาก P. chaba มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีชนิด CL-6 ต่ า ทั้งนี้ความแตกต่างข้างต้นอาจ
ขึ้นอยู่กับคุณสมบัติ และการตอบสนองของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีที่ต่างชนิดกัน หรือองค์ประกอบ
ของสารบางอย่างในพืชตระกูล Piper ที่ต่างกัน 

 เมื่อศึกษากลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกุลของสาร PFPE ต่อการต้านเซลล์มะเร็งท่อ 
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น้ าดีชนิด KKU-M213 พบว่าสาร PFPE เหนี่ยวน าให้มีการเพ่ิมขึ้นของโปรตีน p53, p21 และ 
caspase-3 ในเซลล์มะเร็งท่อน้ าดี ส่งผลให้หยุดวัฏจักรเซลล์ และเกิดการตายของเซลล์มะเร็งท่อ
น้ าดี การเพ่ิมขึ้นของ p53 ท าหน้าที่เป็น transcription factor กระตุ้นให้มีการเพ่ิมขึ้นของระดับ
โปรตีน p2120,21 โดย p21 ยับยั้งการท างานของ cyclin และ CDK21 ส่งผลให้เซลล์มะเร็งหยุด
การแบ่งตัว นอกจากนี้การเพ่ิมขึ้นของ p53 มีผลไปกระตุ้นการท างานของ Bax ซึ่งจะเหนี่ยวน าให้
มีการแสดงออกของโปรตีนต่างๆ รวมทั้ง caspase-322 ซึ่งเกี่ยวข้องกับกระบวนการตายของเซลล์ 
มะเร็งท่อน้ าดีแบบอะพอพโตซิส 
 การลดลงของระดับโปรตีน c-Myc เมื่อได้รับสาร PFPE มีผลต่อการแบ่งตัว และการ
เจริญเติบโตของเซลล์ เนื่องจาก c-Myc เกี่ยวข้องกับการแสดงออกของโปรตีนหลายชนิดภายใน
เซลล์ เช่น กระตุ้นการท างานของ CDK, cyclin D1 ส่งผลให้เซลล์มะเร็งเจริญเติบโตหรือ c-Myc 
ยับยั้งการท างานของ p2123 ส่งผลให้วัฏจักรเซลล์ด าเนินต่อไป ดังนั้นเมื่อระดับของโปรตีน c-Myc 

ลดลงหลังจากได้รับสาร PFPE ผลคือการท างานของ CDK, cyclin D1 ลดลง ในขณะที่การ
ท างานของ p21 เพ่ิมขึ้น ส่งผลให้เซลล์มะเร็งหยุดการแบ่งตัว และเกิดการตายของเซลล์มะเร็งใน
ที่สุด 
 กระบวนการเกิดมะเร็งท่อน้ าดีในระดับโมเลกุลเกี่ยวข้องกับระดับโปรตีนหลายชนิดภายใน
เซลล์ที่มีการเปลี่ยนแปลงไปจากปกติ เช่น มีการท างานของ tumor suppressor gene ลดลงส่งผล
ให้ระดับโปรตีน p53 และ p21 ลดลง หรือมีการเพ่ิมขึ้นของระดับโปรตีน Akt, c-Myc, cyclin, 

STAT-3, COX-2 และ NF-B เป็นต้น ซึ่งเกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตของเซลล์ เมื่อศึกษา
กลไกการออกฤทธิ์ต้านมะเร็งท่อน้ าดีระดับโมเลกุลของสาร  PFPE พบว่าระดับของโปรตีนp53, 

p21 และ caspase-3 เพ่ิมขึ้น ในขณะที่ c-Myc ลดลง ซึ่งการศึกษาก่อนหน้านี้มีรายงานเกี่ยวกับ
กลไกต้านมะเร็งท่อน้ าดีของสารสกัดจากธรรมชาติ เช่น curcumin จากขมิ้น พบว่าสารยับยั้งการ
เจริญเติบโต และเหนี่ยวน าการตายของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีชนิด KKU-M156 โดยมีการเพ่ิมขึ้น
ของ cleaved caspase-3, -8, -9, death receptor 4, 5 มีการลดลงของ Bcl-2, Bcl-XL, C-

FLIP, survivin, cyclin D1, c-Myc24 นอกจากนี้สาร curcumin ยังลดระดับโปรตีน cyclin 

D1 และเพ่ิม cleaved PARP ในเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีชนิด SG-231 และ CCLP-125 สารสกัดจาก
ฟ้าทะลายโจรเหนี่ยวน าให้ เซลล์มะเร็งท่อน้ าดี  KKU-M213 เกิดการตายโดยสารยับยั้ง 
topoisomerase IIα เพ่ิมระดับ cleaved PARP-1, Bax และ p53 นอกจากนี้ยังหยุดวัฏจักรของ
เซลล์โดยการลดโปรตีน CDK6 และ cyclin D126 เมื่อศึกษาโครงสร้างของสารพบว่า curcumin 

เป็นสารกลุ่มโพลีฟีนอล25 สารจากฟ้าทะลายโจรเป็นไดเทอร์ปีนแลคโตน26 PFPE ซึ่งเป็นสารสกัด
หยาบประกอบด้วย อัลคาลอยด์ เทอร์ปีน ฟีโนลิค เทนนิน เป็นต้น 8 จะเห็นได้ว่าสารจากพืช
สมุนไพรหลายชนิดมีโครงสร้างบางอย่างที่เหมือนกัน ดังนั้นพืชแต่ละชนิดจึงมีกลไกการออกฤทธิ์
ต้านมะเร็งท่อน้ าดีที่คล้ายกัน  
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สรุป 

 

 จากผลการศึกษาสรุปได้ว่าสาร PFPE สามารถต้านเซลล์มะเร็งท่อน้ าดีชนิด KKU-

M213 โดยเหนี่ยวน าให้เซลล์หยุดการแบ่งตัว และกระตุ้นให้เกิดการตายของเซลล์ จากระดับของ
โปรตีน p53, p21 และ caspase-3 ที่เพ่ิมขึ้น และระดับของ c-Myc ที่ลดลงซึ่งผลการศึกษาที่ได้
จะเป็นข้อมูลพื้นฐานในการศึกษาโมเลกุลของโปรตีนอ่ืนๆ ที่เก่ียวข้องกับการเจริญเติบโตของมะเร็ง
ท่อน้ าดีต่อไป 

 

กิตติกรรมประกาศ 

 

 การศึกษาวิจัยครั้งนี้ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยเพ่ือวิทยานิพนธ์ ประจ าปีงบประมาณ 2560 
บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ ทุนอุดหนุนการวิจัยประเภททั่วไป และทุนจาก
ห้องปฏิบัติการวิจัยสู่ความเป็นเลิศด้านชีวโมเลกุลของมะเร็ง มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 
(ExLab004) 
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Abstract   
 

 Ineffective erythropoiesis and iron overload are evidenced to be the causes 

of osteoporosis in β-thalassemia patients. Particularly, the excessive iron deposition 

in vital organs often leads to morbidity and mortality in patients with thalassemia. 
However, little is known about the iron distribution and deposit in the bone and joints 

of patients with β-thalassemia as well as the effectiveness of iron chelator in 

removing iron deposits from the bone. Therefore, the present study aimed to 

investigate these by evaluating bone mineral density (BMD) and iron distribution and 

iron deposits in the leg bones including femur, tibia and the knee joint of iron 

overloaded β-globin knockout (BKO) thalassemic mice. The results showed that BMD 

was not affected by the disease and the iron overload condition. Moreover, it was 
observed that iron accumulated in the bone marrow, compact bone, and trabecular 

bone of iron overloaded BKO mice, as well as in the cells found in the surface of 

bone. However, after treatment with deferiprone (L1), less accumulation of iron was 

observed in these areas, suggesting that L1 may be effective in removing iron in the 

bone.  
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บทคัดย่อ  
 

การสร้างเม็ดเลือดอย่างไม่มีประสิทธิภาพและภาวะเหล็กเกินเป็นสาเหตุของโรคกระดูก
พรุนในผู้ป่วยธาลัสซีเมียชนิดเบต้า โดยเฉพาะอย่างยิ่งการสะสมของเหล็กที่มากเกินไปในอวัยวะ
ส าคัญของร่างกาย  อันเป็นสาเหตุของการเกิดโรคในผู้ป่วยและการเสียชีวิต อย่างไรก็ตามใน
ปัจจุบันข้อมูลเกี่ยวกับการศึกษาถึงการกระจายตัวและการสะสมของเหล็กในกระดูก รวมถึง
ประสิทธิภาพของยาขับเหล็กในการดึงเหล็กออกจากกระดูกและข้อต่อในผู้ป่วยธาลัสซีเมียชนิด
เบต้ายังมีน้อย ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ในการศึกษาหัวข้อดังกล่าว โดยประเมินความ
หนาแน่นของกระดูก รวมทั้งศึกษาการกระจายตัวและการสะสมของเหล็กในกระดูกขาท่อนบน 
ท่อนล่างและที่ข้อเข่าในหนูถีบจักรที่เป็นธาลัสซีเมียชนิดเบต้า หลังจากให้ยาขับเหล็กดีเฟอริโพรน 
จากผลการทดลองไม่พบความเปลี่ยนแปลงความหนาแน่นของกระดูกในสัตว์ทดลองทั้งจากภาวะ
ของโรคเองและภาวะที่ได้รับเหล็กเกิน แต่พบว่ามีการสะสมของเหล็กที่บริเวณไขกระดูก กระดูก
แข็ง และ กระดูกโปร่ง รวมทั้งเซลล์เนื้อเยื่อเกี่ยวพันบริเวณผิวกระดูกในสัตว์ทดลอง อย่างไรก็ตาม
พบว่ากลุ่มท่ีได้รับยาขับเหล็กดีเฟอริโพรนมีการสะสมของเหล็กในบริเวณเหล่านี้ลดลง แสดงให้เห็น
ว่าดีเฟอริโพรนอาจมีประสิทธิภาพในการลดการสะสมเหล็กในกระดูกได้ 
  
ค าส าคัญ:    การสร้างเม็ดเลือดไม่มีประสิทธิภาพ, ภาวะเหล็กเกิน, โรคกระดูกพรุน, ธาลัสซีเมีย

ชนิดเบต้า, ดีเฟอริโพรน 
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Introduction   
 

Ineffective erythropoiesis and iron overload are the causes of osteoporosis in 

β-thalassemia patients. Osteoporosis caused by ineffective erythropoiesis may be due 

to dramatic bone marrow expansion which interrupts bone formation.  
An excess accumulation of iron in multiple organs, especially in bone and 

joints, can result in osteopenia and osteoporosis. Several studies have shown that 

there was a decrease in bone mineral density and deterioration in the bone 

microarchitecture in the iron overloaded mice1,2 and in patients presenting with iron 

overload3. Moreover, arthropathy has also been investigated in iron overloaded 

patients with β-thalassemia who were found to have iron deposit in both knees of 

these patients4. 

Since the excessive iron deposition in many organs are known to be the cause 

of morbidity and mortality in patients with thalassemia, iron chelators are required 

to reduce iron deposition in these patients5. Although several studies have been 

investigated the effectiveness of iron chelators in multiple vital organs of β-
thalassemic mice as well as iron overloaded mice models. Little is known about the 

iron distribution and accumulation in the bone as well as the effectiveness of iron 

chelators in removing iron deposits from the bone and joints of patients with β-
thalassemia. Therefore, the present study aimed to investigate this by using the β-
globin knockout (BKO) mice as a model of human β-thalassemia intermedia.  
 

 

Materials and Methods   
 

Seven-week-old wild type C57BL/6J mice (WT) were used as a WT control 

group. The heterozygous β-globin knockout (BKO) mice (Hbbth-3/+, BKO) weighing 17-
25 g were randomly divided into 3 groups (n= 5), i.e., BKO normal control (N), iron 

overloaded (I), and iron chelator-treated groups (deferiprone; L1). BKO normal control 

group was intraperitoneally loaded with saline whereas iron overloaded group was 

intraperitoneally loaded with 20 mg (1 dose) iron dextran per mouse once daily, total 

180 mg (9 doses) of iron dextran/mouse during 2 weeks6. The mice with iron chelator-
treated group was intraperitoneally treated with L1 0.6 µmol (80 µg)/g body weight 
for 7 days starting 3 days after receiving the final dose of iron dextran injection. The 

mice were euthanized 24 h after iron chelator administration7. Both left and right legs 

were finally collected for X-ray and histological analyses. Experimental protocol 

(Protocol No. MUSC60-003-353) was approved by the Animal Ethics Committee at 

the Faculty of Science, Mahidol University of Thailand.  
X-ray is a two-dimensional technique for assessment of bone mineral density 

(BMD) change. One leg of mouse from each group was scanned and then 

deterioration in the trabecular architecture was analyzed from X-ray image by using 

image J Ver.1.47i. software (The National Institutes of Health, Maryland, United 
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States). Each pixel from X-ray image was analyzed at the grayscale level and 

eventually a histogram was created. Integrated pixel value from the histogram was 

then recorded. 
Leg bone was fixed in 4% paraformaldehyde, 5% sucrose in 150 mmol/L PBS, 

pH 7.4 for 24-48 h, decalcified with 10% EDTA for 2 weeks and embedded in paraffin. 
The sagittal sections of the leg bone were stained for histological examination and 

for investigating iron deposition using hematoxylin and eosin (H&E), and Perl’s 

Prussian blue, respectively. The Perl’s Prussian stained digital images were obtained 

by using a fluorescence microscope (Olympus BX53, Olympus, Tokyo, Japan. and 

the semi-quantitative analysis of iron deposit in the trabecular and compact bone 

were performed using image J Ver.1.47i software (The National Institutes of Health, 

Maryland, United States). 
 

 

Results and Discussion 

 

The analysis of X-ray images showed that no significant difference in 

integrated pixel value of distal femur and proximal tibia was observed in any 

investigated groups (Figure 1), suggesting that BMD was not affected by the disease 

and the iron overload condition. Although X-ray can be used to assess BMD8, in the 

present study was unable to detect the changes in BMD by using this technique. This 

may be due to the insensitivity of this technique, in which it is required 

approximately 20-40% of bone loss for accurately detected9. Therefore, further study 

using Micro-CT, a three-dimensional technique, which has better sensitivity than X-
ray method is required for quantifying BMD.   
  

 

Figure 1. Image analysis of bone densities in distal femur and proximal tibia. WT, 

wild-type control; N, control; I, iron overload; I+L1, iron 

overload+deferiprone; BKO, β-knockout. These data show the mean 

±SEM (n=5), *P ˂ 0.05. 
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Based on gross examination of the tissue slides, in which iron was detected 

by staining with Perl’s Prussian blue (blue stain), as expected, iron was found to 

accumulate in the bone marrow of iron overloaded BKO mice (Figure 2). In 

addition, iron was also found in the compact bone and trabecular bone as well 

as in the cells found in the surface of bone. However, this accumulation was not 

observed in WT and BKO mice. Consistent with the present finding, it was reported 

that iron accumulated abundantly in bone marrow of the iron-overloaded male mice2 

and trabecular surface of HFE-/- mice, a mouse model of hemochromatosis10. In 

addition, iron was also reported to accumulate along mineralization fronts and 

osteoid surfaces in thalassemic patients with iron overload11. Interestingly, iron was 

not found in the articular cartilage of both femur and tibia bone as indicated by lack 

of blue stained (Figure 2). Moreover, in iron overloaded BKO mice treated with L1, 

iron appeared to accumulate with lesser amount in the areas indicated above, 
suggesting that L1 may be effective in removing iron in the bone.  
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Figure 2. Perl’s Prussian blue staining in decalcified bone section at 40 original 

magnification (A), in iron overloaded (C), DF-treated (D) BKO, normal 

wild-type (E), control BKO (F) and Articular cartilage was not stained 

Perl’s Prussian blue (B) at 200 original magnification. Arrow indicated 

iron deposits in cells. AC: articular cartilage, C: compact bone, T: 
trabeculae, BM: bone marrow. 

 

Conclusion 

 

This study demonstrated that BMD was not affected by the disease and the 

iron overload condition when assessed by using X-ray method. However, further 

investigations using micro-CT technique are required to confirm this finding. In 

addition, accumulation of iron was found in the bone marrow, compact bone, and 

trabecular bone of iron overloaded BKO mice, as well as in the cells that were found 
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in the surface of bone.  The result in this study suggested that the current available 

iron chelator, deferiprone (L1) could be as effective in chelating iron as previously 

seen in well-studied tissues such as heart and liver, which in turn could improve the 

quality of life of aging patients with thalassemia.   
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Abstract 

 

Insulin fibrillation is a physical process in which non-native insulin molecules 

interact with each other to form insulin aggregates, resulting in insulin fibrils.  There 

are many environmental factors affecting insulin fibril formation such as protein 

concentration, temperature, pH and agitation.  These aggregates are formed during 

production process of insulin injection and also known to form around insulin 

injection sites in diabetic patients.  Current approaches for preventing insulin 

fibrillation are small molecules from natural products that specifically and efficiently 

inhibit the aggregation process.  Cyanidin-3-rutinoside (C3R) , a natural anthocyanin 

widely exists in fruits and vegetables, has been reported to possess anti-oxidant and 

anti-hyperglycemia activity.   The aim of study was to examine the effect of C3R on 
of the formation of insulin fibrillation.  The various factors of the insulin fibrillation 

process including insulin concentration (0.5 and 1 mg/mL) , temperature (37°C and 

60°C) , pH (acidic pH and neutral pH) , incubation time (24 h) , and agitation were 

investigated.  The formation of insulin fibril was measured using thioflavin-T (ThT) 
fluorescence assay, fluorescence microscopy and transmission electron microscopy 

(TEM) .  The results demonstrated that an increase in insulin concentration, elevated 

temperature, acidic pH, incubation time and agitation resulted in faster growth and 

higher amount of insulin fibrils (p<0.05) .  The selected conditions for induction of 

insulin fibrillation were insulin concentration of 1 mg/mL at 37°C under pH 1.6 and 

250 rpm agitation for 24 h.  The presence of C3R in solution at the molar ratio of 

insulin:C3R 1:0.0625 and 1:0.125 significantly reduced amyloid formation of insulin. 
Moreover, C3R interrupted the performed insulin fibril and altered the morphology 

of mature insulin fibrils into short and thinner bundled fibrils. These findings suggest 

Address correspondence and reprint request to:  Sirichai Adisakwattana, Department of Nutrition 

and Dieetics, Faculty of Allied Health Sciences, Chulalongkorn University, Bangkok 10330, Thailand.  
E-mail address: sirichai.a@chula.ac.th 

 

 



67 
 

 

The 39th Pharmacological and Therapeutic Society of Thailand Meeting 
18-20 May 2017; Chonburi, Thailand 

that C3R could protect against insulin amyloid formation.  Therefore, C3R may be a 

promising agent for prevention of the formation of insulin fibrillation. 
 

Keywords:  Insulin, amyloid fibril, cyanidin-3-rutinoside, morphology 
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ฤทธิ์ป้องกันของไซยานิดนิ-3-รูติโนไซด์ต่อการต้านการเกิดโครงสร้างเส้นใยอมัย
ลอยด์ของอินซูลิน    
  
ธันยพร สายทอง1, วีรฉัตร สมพงศ์2, ถาวรีย์ ถิละเวช2, สิริชัย อดิศักดิ์วัฒนา2 

 
1หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาอาหารและโภชนาการ ภาควิชาโภชนาการและการ
ก าหนดอาหาร คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กรุงเทพฯ 10330 ประเทศไทย 

 2ภาควิชาโภชนาการและการก าหนดอาหาร คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
กรุงเทพฯ 10330 ประเทศไทย 
 
บทคัดย่อ  
 
 การเกิดโครงสร้างเส้นใยอมัยลอยด์ของอินซูลินเป็นกระบวนการทางกายภาพที่เกิดจาก
การปฏิสัมพันธ์กันระหว่างอินซูลินที่มีการเปลี่ยนสภาพโมเลกุลไปจนเกิดการเกาะกลุ่มของอินซูลิน 
และส่งผลให้เกิดเส้นใยอมัยลอยด์  ปัจจัยทางสภาพแวดล้อมที่ส่งผลต่อการเกิดโครงสร้างเส้นใย 
อมัยลอยด์ของอินซูลิน เช่น ความเข้มข้นของโปรตีน อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-ด่างและการ
สั่นสะเทือน การก่อตัวของเส้นใยอมัยลอยด์สามารถเกิดได้ในระหว่างกระบวนการผลิตยาฉีด
อินซูลินและยังพบได้ที่บริเวณผิวหนังของผู้เบาหวานที่มีการฉีดอินซูลินเป็นประจ า ปัจจุบันมีวิธีการ
ในการการป้องกันการก่อตัวของโครงสร้างเส้นใยอมัยลอยด์ของอินซูลินโดยการใช้โมเลกุลขนาด
เล็กที่พบได้ในธรรมชาติซึ่งมีคุณสมบัติเฉพาะและมีประสิทธิภาพในการยับยั้งกระบวนการดังกล่าว 
สารไซยานิดิน-3-รูติโนไซด์เป็นสารในกลุ่มแอนโทไซยานินที่พบได้ทั่วไปในพืชผักและผลไม้ มี
คุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระและช่วยลดระดับน้ าตาลในเลือด การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือ
ศึกษาฤทธิ์ของสารไซยานิดิน-3-รูติโนไซด์ต่อกระบวนการเกิดเส้นใยอมัยลอยด์ของอินซูลิน และ
ศึกษาปัจจัยที่ส่งผลต่อการเกิดเส้นใยอมัยลอยด์ของอินซูลินประกอบด้วยความเข้มข้นของอินซูลิน 

(0.5 และ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) อุณหภูมิ (37 และ 60 องศาเซลเซียส) ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
(pH 1.6 และ 7.4) ระยะเวลาในการบ่ม (24 ชั่วโมง) และการสั่นสะเทือน การเกิดโครงสร้างเส้นใยอ
มัยลอยด์ตรวจวัดด้วยวิธี thioflavin-T fluorescence วิธี fluorescence microscopy และ วิธี 
transmission electron microscopy (TEM) ผลการศึกษาพบว่าการเพ่ิมขึ้นของความเข้มข้น
อินซูลิน อุณหภูมิ ภาวะกรด ระยะเวลาในการบ่มและการสั่นสะเทือน ส่งผลในการเพ่ิมอัตราเร็ว
และปริมาณการก่อตัวของเส้นใยอมัยลอยด์ของอินซูลิน (p<0.05) สภาวะที่เลือกน ามาใช้ในการ
กระตุ้นการเกิดโครงสร้างเส้นใยอมัยลอยด์ของอินซูลินคือ อินซูลินที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร บ่มเพาะที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะกรด (pH 1.6) และการสั่นสะเทือนที่
ความเร็ว 250 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าสารไซยานิดิน-3-รูติโนไซด์ที่อัตราส่วนของ
อินซูลิน:สารไซยานิดิน-3-รูติโนไซด์คิดเป็น 1:0.0625 และ 1:0.125 สามารถลดการเกิดโครงสร้าง
เส้นใยอมัยลอยด์ของอินซูลินอย่างมีนัยส าคัญ นอกจากนี้สารไซยานิดิน-3-รูติโนไซด์ยังรบกวนการ



69 
 

 

The 39th Pharmacological and Therapeutic Society of Thailand Meeting 
18-20 May 2017; Chonburi, Thailand 

ก่อตัวของเส้นใยอมัยลอยด์และเปลี่ยนแปลงโครงสร้างเส้นใยอมัยลอยด์ให้มีลักษณะสั้นและเล็กลง 
ผลการวิจัยเหล่านี้ชี้ให้เห็นว่าสารไซยานิดิน-3-รูติโนไซด์สามารถป้องกันการก่อตัวของเส้นใยอมัย
ลอยด์ของอินซูลินได้ ดังนั้นสารไซยานิดิน-3-รูติโนไซด์อาจเป็นสารในป้องกันการเกิดโครงสร้างเส้น
ใยอมัยลอยด์ของอินซูลินได้ในอนาคต 
 
ค าส าคัญ:  อินซูลิน  ,เส้นใยอมัยลอยด์ ,ไซยานิดิน -3-รูติโนไซด์  ,รูปร่างลักษณะของเส้นใย  
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Introduction 

 

Insulin fibrillation is a physical process by which partially unfolded insulin 

molecules that subsequently interact with each other to form linear aggregates, 

resulting in mature insulin fibrils1.  Insulin forms amyloid like fibrils under a variety 

of conditions such as insulin concentration, temperature, pH and agitation2.  The 

formation of insulin fibrils is a problem in biotechnological applications because 

insulin fibrils can be formed during production process of insulin injection3. 
Moreover, insulin fibrils have been observed in patients with diabetes after repeated 

subcutaneous insulin injection which cause the impairment of insulin absorption and 

associating with severe insulin resistance4. 
Natural bioactive compounds such as curcumin, quercetin and gallic acid 

showed an effective inhibitory activity on amyloid fibril formation5. Anthocyanins, a 

natural phytochemical, have been demonstrated a number of pharmacological 

properties including anti- inflammation, anti- carcinogenic, cardioprotective, 

neuroprotective, anti- diabetic activities and also inhibiting amyloid fibrillation6. 
Cyanidin-3-rutinoside (C3R), a naturally occurring anthocyanin, has been found with 

high content in vegetables and fruits7.  Previous studies showed that C3R potentially 

inhibited the formation of advanced glycation end products (AGEs) , the damage of 

oxidative- dependent protein8.  C3R also showed anti- hyperglycemic activities by 

inhibiting -glucosidase and pancreatic -amylase in vitro and in vivo8. However, no 

research has evaluated the potential effectiveness of C3R in relation to its activity 

against insulin fibril formation in vitro.  Therefore, the purpose of this study was to 

investigate the effects of C3R on formation of insulin fibrils derived from 

recombinant human insulin. 
 

Materials and Methods  
 

Chemicals and reagents 

Recombinant human insulin (MW 5807.6 g/mol)  was purchased from MP 

Biomedicals, LLC, ( Illkirch, France) .  Hydrochloric acid, sodium hydroxide and 

thioflavin-T (ThT)  were purchased from Sigma-Aldrich Co.  (St.  Louis, USA) .  Other 

reagents were of analytical grade. 
 

Cyanidin-3-rutinoside (C3R) synthesis 

Cyanidin-3-rutinoside was synthesized according to a previous study9.  Rutin 

or quercetin-3-O-rutinoside was dissolved in 3% methanol-HCl to give C3R by mixing 

with zinc amalgam.  The C3R was purified by column chromatography.  Thereafter, 

the methanolic solution of C3R was gently evaporated by using a rotary evaporator.  
 

Preparation of insulin fibrils 

 Insulin fibril was prepared according to the previous study10. Insulin solution 
(0.5 and 1 mg/mL) was freshly prepared in 0.025M HCl with 0.1M NaCl (pH 1.6). For 
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studying the effect of temperature on insulin fibrillation, 0.5 and 1 mg/mL insulin 

solution were incubated at 37°C and 60°C.  The effect of pH on insulin fibrillation 

was studied by using 0.5 and 1 mg/mL insulin which was dissolved in 0.025M HCl 

with 0.1M NaCl at pH 1.6 or 20 mM phosphate buffer with 0.1M NaCl at pH 7.4. The 

effect of agitation on insulin fibrillation was studied by incubating the samples with 

and without shaking at 250 rpm.  For investigating the effect of C3R on insulin 

fibrillation, 0.5 and 1 mg/mL insulin solution were mixed with C3R to get 1:0, 

1: 0. 0625 and 1: 0. 125 molar ratio of insulin: C3R complexes.  Then, they were 

incubated at 37°C under stirring condition at 250 rpm for 24 h.  Insulin fibrils were 

collected at every hour.  
 

Determination of insulin fibrillation 

 

 Insulin fibrils formation was measured by Thioflavin-T, a fluorescent dye, 

according to the previous study10.  Briefly, insulin fibril was mixed with 20 M ThT 

solution.  ThT fluorescence intensity was measured at the excitation wavelength of 
435 nm and emission wavelength of 485 nm.  The formation of insulin fibril was 

observed by using a fluorescence microscope ( Nikon eclipse Ts2- FL) .  The 

characterization of insulin fibrils was detected by using transmission electron 

microscopy ( TEM)  according to the previous study with slight modification11. 
Samples were dropped onto Formvar- carbon coated copper- mesh grids and 

negatively stained with 1% (w/v)  uranyl acetate.  Observations were carried out using 

an electron microscope with an accelerating voltage of 80 kV. 
 

Statistical analysis  

The experiments were performed in triplicate and the values were presented 

as means ± SD.  Data was analyzed using one-way ANOVA, followed by Duncan’s 

post hoc test. Difference was considered statistically significant at P-value < 0.05. 
 

 

Results 

 

Effects of environmental factors on the kinetics of insulin fibril formation 

 As shown in Figure 1A, a significant increase in ThT fluorescence intensity 

and faster growth of fibrils were observed after incubating insulin under acidic pH at 

60°C without agitation for 24 h, as compared with the control incubated at 37°C 
(p<0.05) .  The pH effect showed that the pH 1.6 caused greater and faster formation 

of insulin fibril than at the pH 7.4 (p<0.05) (Figure 1B). Under the absence of agitation, 

insulin fibrillation was slightly formed compared to agitation at 250 rpm (p<0.05) 
(Figure 1C) .  Moreover, at 1 mg/mL insulin had higher and faster increase in the 

formation of insulin fibril compared to 0.5 mg/mL insulin in all conditions. It suggests 

that the condition including insulin concentration of 1 mg/mL at 37°C under pH 1.6 

and 250 rpm agitation gave a significant growth curve and fibril formation which was 
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subjected for further studies (Figure 2A) .   The results from ThT fluorescence assay 

were confirmed by using a fluorescence microscope.  As demonstrated in Figure 2B, 

insulin (1 mg/mL) showed no fibrils formed at 0 h.  After incubation for 24 h, insulin 

became aggregate and formed straight needle-like fibrils. 
 

 
 

Figure 1.  Kinetics of insulin fibril formation in different environmental factors 

measured by ThT fluorescence assay.  (A)  The effect of temperature on 

insulin fibril formation; 0.5 and 1 mg/mL insulin were incubated at 37°C 

and 60°C under acid pH for 24 h.  (B)  The effect of pH on insulin fibril 

formation; 0.5 and 1 mg/mL insulin were incubated at 37°C under pH 1.6 

and 7.4 for 24 h. (C) the effect of agitation on insulin fibril formation; 0.5 

and 1 mg/mL insulin were incubated at 37°C under acid pH with 250 rpm 

and non-shaking for 24 h. The results are presented as mean±SEM (n=3). 
Groups do not shared a common letter are significant difference. P-values 

of less than 0.05 are considered as statistically significant. 
 

(A) (B)) 

(C) 
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Figure 2.  Kinetics of insulin fibril formation at 

1mg/ml insulin concentration.  (A)  The growth curve of insulin fibril 

formation measured by ThT fluorescence assay.  1mg/ml insulin was 

incubated at 37°C under physiological pH (filled circle)  and 37°C under 

acidic pH with 250rpm ( open circle)  for 24 h.  ( B)  Fluorescence 

microscopy images of insulin fibril formed; 1mg/ml insulin at 0 h (a) and 

24 h (b) .  Scale bar represents 100m.  The results were presented as 

mean±SEM (n=3). The differences are statistically significant if P-values 
 0.05. 

 

 
Effects of C3R on insulin amyloid fibril formation 

 As shown in Figure 3A, when incubating insulin with C3R at various molar 

ratios, the insulin fibrils formation was markedly delayed, resulting in a significant 

decrease in the final ThT fluorescence intensity (p<0.05). At the 1:0.0625 and 1:0.125 

molar ratio of insulin:C3R, they inhibited the insulin fibrils formation by 19.44% and 

29.87%, respectively. Moreover, an increase in molar ratio of insulin:C3R resulted in 

an increase in the lag time of the insulin fibril growth.  The lag time of insulin alone 

after 24 h was 10.30.2 h. When C3R was added at 1:0.0625 and 1:0.125 molar ratio 

of insulin:C3R, the lag time was increased to 11.90.2 and 13.20.2 h, respectively 

(p<0.05). According to the images from TEM (Figure 3B), no fibril in insulin alone at 

0 h was observed.  After 24 h of incubation, insulin alone became aggregated and 

contained a high density of needle-like fibrils and dense networks of long fibrils.  In 

the presence of C3R, the insulin assemblies showed different morphologies, 

depending on the concentration of C3R added.  Small aggregates were found when 

insulin was incubated with 1:0.0625 molar ratio of insulin:C3R. At 1:0.125 molar ratio 

of insulin:C3R, short and bundled fibrils were observed.  

(B) (A) 
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Figure 3.  The effects of C3R on insulin fibril formation. (A) The effects of C3R on 

the formation of insulin fibrils measured by ThT fluorescence assay. 
Samples were prepared by incubating insulin (1 mg/mL)  at 37°C under 

acidic pH with 250 rpm for 24 h in the absence and presence of C3R in 

different molar ratio.  (B)  TEM images of insulin:C3R complexes; (a) 
insulin alone ( 1 mg/ mL)  incubated at 37°C under acidic pH at 0 h; 

insulin:C3R complexes at 1:0 (b), 1:0.0625 (c) and 1:0.125(d) molar ratios 

after 24 h incubation at 37°C under acidic pH with 250 rpm.  Scale bar 

represents 0.5 m. The results are presented as mean±SEM (n=3). Groups 

do not shared a common letter are significant difference (p<0.05). 
 

Discussion 

 

 Insulin fibrillation is a common physical instability problem in the 

development of many diseases2.  It has been shown that several proteins are able to 

interact with each other, resulting in the formation of insulin fibrils under both 

physiological and non-physiological conditions4,12,13. Insulin aggregates are observed 

at the sites of repeated insulin injection in diabetic patients especially in type 1 

diabetes 4. Moreover, it is formed during the production process of insulin injection12. 
The changes of native insulins to insulin fibrils can be induced by various factors12. 
In the present study, we found that the tendency to insulin fibrillation increased with 

elevated temperature, acidic pH, agitation and an increasing insulin concentration 

indicated by ThT fluorescence assay. Previous studies found that exposure of insulin 

to extreme temperature, low pH, vigorous agitation and higher insulin concentration 

resulted in shorter lag time and faster growth of fibrils12,13.  The formation of insulin 

fibrils was confirmed by using a fluorescence microscope.   It showed a high content 

of straight needle-like fibrils, bundles and dense networks of long fibrils. 

(B) (A) 
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The insulin fibrillation is associated with many diseases and the stability of 

insulin injection4. There is an important need to identify approaches that may prevent 

insulin fibril formation and this study shows for the first time that C3R effectively 

inhibited insulin fibrillation. The results reported that C3R at various concentrations 

significantly decreased ThT fluorescence intensity, delayed the lag time, and altered 

the morphology of mature insulin fibril, indicating C3R can inhibit the formation of 

insulin fibrils.  These findings consistent with previous studies which showed that 

many polyphenols such as ferulic acid, quercetin, epigallocatechin gallate (EGCG) 
and quinone can inhibit insulin amyloid fibril formation10,11,16,17.  The effectiveness 

of C3R in reducing the formation of insulin fibrils can be explained by the effect of 

C3R on disturbing the insulin fibril formation.  Studies suggested that the inhibitory 

activity of polyphenols can occur via several mechanisms which depends on the 

chemical structure of compounds2,10,16.  It is possible that C3R containing aromatic 

rings, hydroxyl groups may interact with amino acid of insulin through hydrophobic 

bonding, resulting in inhibition of insulin fibrillation.  Additional computational 

studies are required for identification of its interaction. 
 

Conclusion 
 

The present study shows that C3R can inhibit insulin fibril formation and 

change the mature insulin fibrils into short and thinner fibrils.  The results suggest 

that C3R may be application to delay the growth of insulin fibrils and prevent the 

formation of insulin fibrillation. 
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Abstract 

 

Metformin is one of the most antidiabetics commonly used in type 2 diabetes. 
A role of metformin against tumorgenesis has currently been implicated and several 

studies also reported the lack of anticancer activity of the antidiabetics. To further 

elaborate these findings, the aim of study was to investigate effect of metformin on 

cytotoxicity in human cervical cancer (HeLa) cell line. The cytotoxicity was 

determined using the MTT assay and the alteration of cell morphology was assessed 

with an inverted microscope. The results show that metformin dose- and time-
dependently inhibited the growth of HeLa cells and the IC50 values were 35.00±2.51 

and 30.00±5.64 mM at 12 and 24 h, respectively. In addition, metformin caused a 

decrease number of viable cells, and rounded in shaped followed by detached from 

the tissue culture plate. We suggest that metformin possesses anti-proliferative 

activity via an induction of cell cytotoxic and decreased the growth in HeLa cervical 

cancer cell lines. 
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บทคัดย่อ 
 

เมทฟอร์มินเป็นยาที่นิยมใช้ในการรักษาโรคเบาหวานชนิดที่ 2 ปัจจุบันมีการศึกษาจ านวน
มากที่รายงานถึงบทบาทของเมทฟอร์มินในการต้านการเกิดมะเร็ง แต่ในหลายการศึกษาที่ผ่าน
มายังขาดข้อมูลเกี่ยวกับฤทธิ์ต้านมะเร็งของยาลดระดับน้ าตาลในเลือด งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์
เพ่ือศึกษาผลของเมทฟอร์มินต่อความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็ งปากมดลูก โดยทดสอบ
ความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยวิธีเอ็มทีทีและดูการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาด้วยกล้องจุลทรรศน์
ชนิดหัวกลับ ผลการทดลองพบว่าเมทฟอร์มินยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกโดย
ขึ้นกับขนาดและระยะเวลาที่ได้รับสาร โดยมีความเข้มข้นของสารที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์
ร้อยละ เท่ากับ 50 35.00±2.51 และ 30.00±5.64 มิลลิโมลาร์ เมื่อได้รับเมทฟอร์มินเป็นเวลา 12 
และ ชั่วโมง ตามล าดับ 24 นอกจากนี้เมทฟอร์มินมีผลเปลี่ยนแปลงสัณฐานวิทยาของเซลล์โดยท า
ให้เซลล์หดตัว หลุดออกจากภาชนะเลี้ยงและมีจ านวนเซลล์ลดลง จากผลการทดลองครั้งนี้บ่งชี้ว่า
เมทฟอร์มินมีฤทธิ์ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์โดยท าให้เซลล์มะเร็งปากมดลูกเกิดความเป็นพิษและ
ลดการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งปากมดลูก 
 
ค าส าคัญ: ยาลดน้ าตาลในเลือด, เซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งปากมดลูก ,มะเร็งปากมดลูก  
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Introduction 
 

Cervical cancer was found a high incidence of cancer in women with the new cases 
approximately in 470,000 people.  The number of deaths from cervical cancer was about 

233,000 people per year and 85 percent of cervical cancer cases were found in the 
developing countries. 1 In particularly, patients with preexisting type 2 diabetes ( T2DM) 
present a higher risk of cancer progression and cancer-related mortality.  

Metformin is a biguanide, most widely prescribed drug for T2DM.  Furthermore, the 

abundant of epidemiologic studies repeatedly marked that T2DM patients taking metformin, 
compared to those receiving other antidiabetic medications, had a reduced risk of the 
occurrence of various types of cancers.2 In addition, this observation was also proved by 

numerous meta-analyses confirming that metformin decreases cancer incidence by 30-50% 

by efficiently inhibiting the growth of various tumors via the inhibition of mechanistic target 
of rapamycin (mTOR) dependent and independent on AMP-activated protein kinase (AMPK) 
activation.2,3 In addition, the study reported that metformin suppressed the proliferation of 

cervical cancer cells by regulating apoptosis and autophagy.3 The aim of this study was to 

investigate cytotoxic and growth inhibitory effects of metformin on cervical cancer cells. 
  
Materials and Methods 
 
Cell line and culture conditions 
 Human cervical cancer (HeLa) cell line were purchased from the American Type 

Culture Collection (Manassas, VA, USA) and were cultured in Eagle's Minimum Essential 

Medium (EMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum, 1% antibiotic and 2 mM L-
glutamine. HeLa cells were maintained in a humidified incubator at 37°C with 5% CO2.  
 

Drug and reagents 

Metformin and MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium 

bromide] were provided from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). The stock 

solution was prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO) and the final concentration of 

DMSO in culture medium was always less than 0.1% (v/v), which was non-toxic to the 

cell cultures. 
 
Cytotoxicity assays 

The cell viability was assessed using the MTT assay. HeLa cells were grown in a 96-
well plate at a density of 1×104 cells/well and incubated for 6, 12, and 24 h with metformin at 

the concentrations of 0, 7.5, 10, 25, 30, 35, 40, 45 and 50 mM. After the incubation, 0.5 mg/mL 

of MTT solution was added and incubated for 2 h at 37 ºC. Then, the insoluble formazan was 

dissolved in DMSO and the optical density was determined at 570 nm using a microplate 
reader (Bio-tex, Highland Park, USA).  
 
 
Morphological studies of cell lines 

The morphology of HeLa cells were examined with an inverted microscope 
(Olympus IX70, Japan) after cells were exposed to metformin at 0, 10, 25 and 50 mM for 6 

and 24 h.  
 

Statistical analysis 

All data were presented as a mean ± SEM. One-way analysis of variance 

(ANOVA) was used for testing the differences of the mean values among groups and 

https://www.atcc.org/Products/All/30-2003.aspx
https://www.atcc.org/Products/All/30-2003.aspx
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pairwise comparisons between groups were analyzed by Tukey post hoc test. Values 

of P<0.05 were considered to be statistically significant.  
 
Result 
 
The cytotoxicity of the metformin in cervical cancer cell line 

To examine the cytotoxicity of the metformin, HeLa cells were exposed with the 
metformin at the concentrations of 0, 7.5, 10, 25, 30, 35, 40, 45 and 50 mM for 6, 12 and 24 

h. The result showed that a treatment with high concentration of the metformin significantly 

decreased cell viability compared to an untreated group (Figure 1). A significant toxic dose of 

the metformin was 25 to 50 mM, and the half maximal inhibitory concentration (IC50) in HeLa 

cells were 35.00±2.51 and 30.00±5.64 mM at 12 and 24 h, respectively. 
 
Effect of metformin on cells morphology of cervical cancer cells 

We further examined the cellular morphological changes of HeLa cells after 10, 25 
and 50 mM metformin treatment for 6 and 24 h. Cell shrinkage was observed as an early 

marker of apoptosis at 6 and 24 h. In addition, other types of morphological changes such 

as the cells rounded up, lose contact with their neighbors, detached from the culture plate 
and the reduction of cell number were clearly observed at 24 h exposure period when 
compare to the control (Figure 2). 

 
Figure 1. Effect of metformin on HeLa cell viability assessed by MTT assay after 6, 12, and 

24 h treatment. Data are shown as mean ± SEM of three independent 

experiments. * p< 0.05 versus the untreated control. 
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Figure 2.  Representative photomicrograph showed the changes of cell morphology of 

HeLa cells after exposure to metformin for 6 and 24 h. Inverted microscope 

examined cell morphology on HeLa after treatment with 10, 25 and 50 mM of 
metformin.  

 
Discussion 
 

This study was performed primarily to investigate cytotoxicity of metformin on human 
cervical cancer HeLa cells. First of all, effects of metformin on cell viability of HeLa cells were 

assessed using MTT assay.  The results showed that metformin causes significant cytotoxic 

effect to cervical cancer cells at the range of metformin concentrations between 25-50 mM 

after 12 and 24 h. Our data demonstrated that metformin exhibited cytotoxicity against HeLa 

cells in dose- and time-dependent manner, with IC50 values expressed from 35.00±2.51 at 12 

h, and 30.00±5.64mM at 24 h, respectively. The result from this study was consistent with the 

previous study4 found that the growth of cervical cancer cell lines such as Caski and SiHa 
was inhibited by the metformin in a time-  and dose-dependent manner.  Moreover, breast 

cancer cell, lung cancer cell, prostate cancer cell, and colon cancer cell proliferations have 
been inhibited by metformin. 5,6,7 During apoptosis process, the distinct morphological 

features of apoptotic cells exhibit nuclear fragmentation and chromatin condensation which 
initially originate at the peripherally along the nuclear membrane thereafter the apoptotic 
nucleus would further condenses in the late stage and eventually breaks up.8 According to 

the microscopic examination, metformin treatment could decrease the number of viable 
cells, and rounded in shaped followed by detached from the culture plate.  Phase contrast 

microscopic study revealed morphological changes with the characteristic of apoptosis and 
related to the toxicity of metformin.  The apoptotic cells demonstrated by the loss of cellular 

adhesion and early detachment from their basal membrane which are the apoptotic 
characteristics of monolayer adherent cells.9 In addition, classical morphologies of apoptosis, 

including cell rounding due to shrinkage were observed as early markers of apoptosis.10 

Consistent with this finding, the exposure of metformin induced apoptotic and autophagy in 
cervical cancer cells.11 

In conclusion, our present investigation indicated that metformin inhibited growth of 
human cervical cancer HeLa cells.  However, the cellular mechanisms underlying the 

inhibition of cell growth need to be further explored. 
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Abstract   
 

 β-thalassemia/hemoglobin E (Hb E) is one of the most common inherited 

hematologic disorders in Southeast Asia characterized by an absence of β-globin 

chain. Vascular complications in β-thalassemia/Hb E patients were believed to 

involve several mediators including reactive oxygen species (ROS) and growth 

factors based on both in vitro and in vivo studies. The aim of this study is to determine 

the relationship between platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB), oxidative 

stress and their effects on vascular endothelial cells. This pilot study recruited four 

healthy volunteers and four β-thalassemia/Hb E. Our results demonstrated that 

extracellular oxidative stress biomarkers in serum (i.e. methemoglobin, lipid 

peroxidation products) were elevated in thalassemia group. Nitric oxide (NO) 
consumption in thalassemia plasma was significantly higher when compared with 

healthy subjects. Additionally, intracellular oxidative signals measured by 

dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) assay were significantly increased 

in thalassemia sera-treated endothelial cells. Although we found high PDGF-BB level 

in thalassemia serum, unexpectedly the sera inhibited endothelial cell proliferation 

in vitro. We reason that high levels of ROS and bilirubin might play a role in this 

phenomenon. The exact mechanisms of such inhibition are currently under 

investigation. In all, our data provides clues that oxidative stress may involve in 

PDGF-BB-induced vascular complications in thalassemia patients. 
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ระดับภาวะเครียดออกซิเดชันและพีดีจีเอฟ-บีบีที่สูงในผู้ป่วยธาลัสซีเมียสง่ผลเสียต่อ
เซลล์เพาะเลี้ยงเยื่อบุผิวหลอดเลือด: การศึกษาเบื้องต้น 
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บทคัดย่อ  
 

เบต้าธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบินอีเป็นโรคทางพันธุกรรมของเม็ดเลือดแดงชนิดหนึ่งที่พบได้
บ่อยในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ซึ่งเป็นผลมาจากความผิดปกติในการสร้างสายโกลบินชนิด
เบต้า หลักฐานระบุว่าภาวะแทรกซ้อนของหลอดเลือดในผู้ป่วยเบต้าธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบินอีอาจ
เกี่ยวข้องกับรีแอคทีฟออกซิเจนสปีชีส์และสารกระตุ้นการเจริญเติบโต งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์
เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างภาวะเครียดออกซิเดชันและพีดีจีเอฟ-บีบี รวมถึงผลของปัจจัยทั้ง
สองต่อเซลล์เยื่อบุผิวหลอดเลือดของผู้ป่วยธาลัสซีเมีย ในการศึกษาเบื้องต้นนี้ใช้คนสุขภาพดีและ
ผู้ป่วยเบต้าธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบินอีจ านวน 4 คนต่อกลุ่ม ผลการศึกษาภาวะเครียดออกซิเดชัน
ภายนอกเซลล์ (ระดับของเมทฮีโมโกลบินและ ผลิตภัณฑ์ของกระบวนการไลพิดเปอร์ออกซิเดชัน) 

พบว่ามีค่าสูงขึ้นในซีรัมของผู้ป่วยธาลัสซีเมีย นอกจากนี้การท าลายไนตริกออกไซด์ในพลาสมาของ
ผู้ป่วยธาลัสซีเมียมีค่าสูงกว่าคนสุขภาพดี ผลการศึกษาภาวะ เครียดออกซิเดชันภายในเซลล์บุผิว
หลอดเลือดโดยใช้วิธีไดคลอโรไดไฮโดรฟลูออเรสซีน ไดอะซีเตต (DCFH-DA) พบว่ามีค่าสูงขึ้นใน
กลุ่มที่ใช้ซีรัมของผู้ป่วยธาลัสซีเมียเช่นกัน การศึกษาระดับพีดีจีเอฟ-บีบีโดยวิธีอีไลซ่าให้ผลว่าซีรัม
ของผู้ป่วยธาลัสซีเมียมีค่าสูงกว่ากลุ่มควบคุม ถึงแม้ว่า พีดีจีเอฟ-บีบี จะเป็นสารกระตุ้นการ
เจริญเติบโตของเซลล์แต่เมื่อน าซีรัมของผู้ป่วยมาศึกษาในหลอดทดลองกลับพบว่าออกฤทธิ์ยับยั้ง
การเพ่ิมจ านวนของเซลล์เยื่อบุผิวหลอดเลือดซึ่งผลนี้อาจเกิดจากระดับของรีแอฟทีฟออกซิเจนสปี
ชีส์และบิลิรูบินในซีรัมของผู้ป่วยที่อยู่ในระดับสูง ซึ่งกลไกการยับยั้งที่แน่ชัดนั้นยังอยู่ในระหว่าง
การศึกษาเพ่ิมเติม จากข้อมูลเบื้องต้นนี้บ่งชี้ว่า ภาวะเครียดออกซิเดชันอาจกระตุ้นการสร้างพีดีจี
เอฟ-บีบีและส่งผลให้เกิดภาวะแทรกซ้อนของหลอดเลือดในผู้ป่วยธาลัสซีเมีย 

 

ค าส าคัญ:    พีดีจีเอฟ-บีบ,ี ภาวะเครียดออกซิเดชัน, ธาลัสซีเมีย, เซลล์เยื่อบุผิวหลอดเลือด, การ
เพ่ิมจ านวน, ภาวะแทรกซ้อน 
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Introduction    
  

β-thalassemia is a group of hereditary disorders caused by a mutation on chromosome 11 

resulting in the defective of β-globin synthesis. The most common type of β-thalassemia in Thai 

populations is β-thalassemia/hemoglobin E (Hb E)1. Excessive unmatched α-globin chains aggravate 

hemolysis that releases free iron and generates reactive oxygen species (ROS) in the blood. 
Platelet-derived growth factor (PDGF) ligands are dimeric peptides which participate in 

angiogenesis process. Platelets were proposed as the only source of PDGF synthesis; however, recent 

evidence showed that endothelial cells (EC), smooth muscle cells (SMC), glial cells, and activated 

macrophage could also produce PDGF2. 
In particular, PDGF-BB isoform is mostly found in vascular endothelial cells3. Interaction 

between PDGF-BB–PDGFR-β regulates endothelial cell proliferation during new blood vessels 

formation4. Besides their roles in physiological processes, PDGF-B ligands and PDGFR-β expression 

were found significantly increased in inflammatory vessels5-7. Administration of imatinib, a PDGF 

receptor antagonist, effectively improved pulmonary hypertension and reversed vascular remodeling 

in an animal model8 and clinical studies9 suggesting that overproduction of PDGF-BB play a role in 

pathological angiogenic processes. 
Endothelial dysfunction generally defines a stage of endothelial cells that impairs normal 

vascular mechanical properties. The endothelial dysfunction and vascular remodeling are keys 

pathological events leading to a development of vascular complications including atherosclerosis, 

pulmonary hypertension, and thromboembolism in thalassemia patients10-13. Endothelial cells are key 

targets of several growth factors and reactive oxygen species (ROS) that involve in the pathogenesis 

of vascular disorders; however, the association among PDGF-BB, ROS, and vascular complications 

has not been yet studied. In this pilot study, we aimed to investigate an interplay between ROS, PDGF-
BB, and their effects on human pulmonary artery endothelial cells. 
 

Materials and Methods  

 
Subjects and blood collection 

Four healthy and four β-thalassemia/Hb E patients were enrolled in this study during 

November 2016. The protocol was approved by institutional review board (Ramathibodi hospital, 

Mahidol University, Thailand) on Human Rights Related to Research Involving Human Subjects 

under project No.ID-03-56-27. Venous clotted and heparinized blood samples were collected and 

centrifuged at 1,000 g for 10 minutes at room temperature to obtain serum and plasma respectively. 
Hemoglobin typing was performed to confirm β-thalassemia/Hb E diagnosis. Participants with history 

of smoking and alcohol consumption were excluded from this study. 
 

Human Pulmonary Artery Endothelial Cell (HPAEC) culture 

Human Pulmonary Artery Endothelial Cell (HPAEC)  was purchased from American Type 

Culture Collection (ATCC®, PCS-100-022TM) .  Cells were grown in 75 cm3 tissue culture flask using 

complete medium under humidified atmosphere of 5% CO2 at 37 °C.  When the confluency reached 

80%, cells were subcultured.  All experiments used cells between 4-8 passage.  The complete medium 

was prepared from vascular cell basal medium (ATCC®, PCS-100-030TM)  supplemented with 2% 
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bovine brain extract (BBE) , 2% fetal bovine serum (FBS) , 5 ng/ml recombinant human endothelial 

growth factor, 10 mM L- glutamine, 0. 75 units/ ml heparin sulfate, 1 µg/ mL hydrocortisone 

hemisuccinate, and 50 µg/mL ascorbic acid (ATCC®, PCS-100-040TM) and 1% penicillin/streptomycin 

(Merck, United states).  
 

Measurement of thiobarbituric acid reactive substances (TBARs) in serum 

 Various concentrations of standard TBARs (i.e. 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 and 1.6 µM) was prepared 

from 1, 1, 3, 3-tetramethoxypropane standard (TEP) in order to evaluate the concentration of lipid 

peroxidation products in healthy and thalassemia plasma samples. In this experiment, these following 

reagents including butylated hydroxytoluene (BHT), trichloroacetic acid (TCA), 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and thiobarbituric acid (TBA) were mixed with either sera 

samples or standard in order to produce lipid peroxidation products, malondialdehyde (MDA). 
Reaction takes place at 100 oC for 1 hour. Then, adding butanol at 1:1 v/v following by centrifugation 

at 2,000 round/minutes (rpm) for 10 minutes in order to extract MDA. TBARS were measured at 532 

nanometers (excitation wavelength) and 553 nanometers (emission wavelength) using a Perkin Elmer 
LS55 luminescence spectrometer. Concentration of lipid peroxidation products in healthy and 

thalassemia plasma were calculated from standard curve of TEP. 
 

Determination of potential nitric oxide (NO) consumption 

 NO donor, DETANONOate, was dissolved in 5 mL of phosphate saline buffer (PBS) to make 

a 50 μM working concentration before adding into a helium-filled purged glass chamber to supply a 

nitric oxide to a chemiluminescence nitric oxide analyzer. A 100 µl of plasma sample was injected 

into the chamber during steady-state of NO signal. A reduction in NO signals was immediately 

recorded. Area under the curve (AUC) was determined using Origin 7 (OriginLab Corporation, MA). 
Nitrite concentrations was estimated from standard curve. 
 

Assessment of intracellular oxidative status  

 Intracellular ROS products were monitored by dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-
DA)  assay.  In this study, HPAECs at the density of 8,000 cells/well were cultured in black 96-well 
plates with clear bottom.  After 24 hours, cells were incubated with 20 µM of DCFH-DA for 40 

minutes.  Excessive DCFH-DA was washed out prior to samples loading.  ROS signals at 30 minutes, 

1 hour and 3 hours were detected by a microplate reader (Wallac Victor2 V1420) at 490 nm (excitation) 
and 535 nm (emission).  
 

Measurement of platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB) levels in serum 

Platelet- derived growth factor- BB concentrations were detected by ELISA ( Sigma) 
according to the manufacturer’s instructions.  The detection limit of this assay was 1 pg/ml.  In brief, 

healthy and thalassemia serum samples were diluted 1:20 with phosphate buffer saline for the assay. 
One hundred µl of sample was added to each well of 96-well plate and incubated at room temperature 

for 1 hour.  Primary and secondary antibodies were incubated for 60 and 40 min, respectively.  The 

reaction was stopped and absorbance was read at 450 nanometers using a microplate reader (Wallac 

Victor2 V1420). Concentrations of PDGF-BB were extrapolated from the standard curve.  
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Assessment of HPAECs proliferation 

 HPAECs were labeled with 1 µM of carboxy-fluorescein diacetate N-succinimidyl diester 

(CFSE) at 37oC for 10 minutes for detecting. Then, cells were washed and plated at a density of 80,000 

cells per well in 12-well plates using 5% complete media overnight.  On the following day, medium 
was changed to 25% complete media supplemented with 20% serum from indicated subjected for 72 

hours. Proliferation of HPAECs was analysed by flow cytometry FACSCanto (BD Bioscience, USA). 
The effect of PDGF-BB and human sera on HPAEC was analyzed using cell division index calculated 

by FlowJo software (Tree Star, USA). 
 

Statistical analysis 

Data throughout the study were demonstrated as median with interquartile range. Statistical 

analyses were performed using two-tailed Mann-Whitney test (GraphPad, San Diego, CA). Statistical 

significance was considered if p-value< 0.05. 
 

Results  
 

Demographic data of healthy volunteers and ≤-thalassemia/Hb E patients  

 β-thalassemia/Hb E patients had higher levels of indirect bilirubin, serum ferritin levels 

than healthy subjects. Hemoglobin (Hb), mean corpuscular volume (MCV) and aspartate 

aminotransferase enzyme (AST) are lower in thalassemia group compared with control subjects (*p 
< 0.05). There was no difference in age, serum iron, alanine amino transferase (ALT), alkaline 

phosphatase (ALP) and albumin between these two groups (Table 1).  
 

Extracellular oxidative stress markers 

Methemoglobin (MetHb)  percentage and TBARs in plasma were measured as markers of 

extracellular oxidative status.  β- thalassemia/ Hb E patients had increased percentage of 

methemoglobin (2.95 % vs 0.35 %) and TBARs levels (0.32 nmol/mL vs 0.14 nmol/mL) compared with 

healthy subjects (*p < 0.05) (Figure 1A and 1B). 
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Table 1.   Demographic data of healthy volunteers and β-thalassemia/Hb E patients  

 

 Healthy (N = 4) Thalassemia (N = 4) Reference 

Range 

Age 32.00 (28.75 - 34.50) 34.50 (24.50 - 61.75) - 

Gender 

(male/female) 
2/2 1/3 - 

Hb (g/dL) 14.61 (13.58 - 15.78) 7.95 (7.00 - 8.98)* 13.00 - 18.00 

MCV (fl) 85.25 (85.03 - 86.83) 75.40 (67.48 - 81.23)* 80.00 - 99.00 

Indirect bilirubin 

(mg/dl) 
0.70 (0.40 - 0.93) 2.30 (1.60 - 5.03)* 0.20 - 1.20 

Serum iron 

(μg/dL) 
96.50 (64.25 - 141.50) 182.50 (126.00 - 230.80) 35.00 - 150.00 

Serum Ferritin 

(ng/ml) 
80.05 (54.30 - 320.30) 723.10 (613.00 - 1927.00)* 27.00 - 300.00 

AST (U/L) 65.50 (53.50 - 81.25) 24.50 (19.00 - 30.00)* 5.00 - 34.00 

ALT (U/L) 19.50 (14.75 - 32.50) 19.00 (15.75 - 24.50) 0.00 - 55.00 

ALP (U/L) 18.00 (12.75 - 56.25) 63.00 (56.25 - 92.25) 40.00 - 150.00 

Albumin (g/L) 43.75 (38.43 - 45.70) 38.90 (35.23 - 42.28) 35.00 - 50.00 

Hb = hemoglobin, MCV = mean corpuscular volume, AST = aspartate aminotransferase, ALT = 

alanine aminotransferase, ALP = alkaline phosphatase; *p < 0.05 by Mann-Whitney test. Numbers in 

parenthesis are interquartile range. 
 

 
 

Figure 1.    Extracellular oxidative stress markers (A) Methemoglobin percentage and (B) TBARs 

level in plasma obtained from healthy and β-thalassemia/Hb E subjects (N = 4 each). 

 Data are median with interquatile range.  *p<0.05. 
 

NO consumption 

 The levels of potential NO consumption in β-thalassemia/Hb E plasma were higher than 

healthy subjects (7.06 μM vs 0.73 μM) (*p < 0.05) (Figure 2). 
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Intracellular oxidative status  

β-thalassemia/Hb E patient sera induced higher ROS levels in HPAECs compared with 

healthy sera (p < 0.05) (Figure 3).  
 

Increased in PDGF-BB concentrations 

 β-thalassemia/Hb E patient sera had higher platelet-derived growth factor-BB concentrations 

than healthy volunteers. (228.10 pg/ml vs 11.92 pg/ml) (*p < 0.05) (Figure 4). 
 

 
 

Figure 2.    Potential NO consumption in plasma of healthy and β-thalassemia/Hb E subjects  

 Data are median with interquatile range. (N = 4 each). *p<0.05.  
 

 

Figure 3.   Intracellular ROS levels in serum-treated HPAECs  
 Data are median with interquatile range. (N = 4 each).*p < 0.05 

 

 
 

Figure 4.    Platelet-derived growth factor-BB levels in serum  
 Data are median with interquatile range. (N = 4 each). *p < 0.05 
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Thalassemia sera inhibited endothelial cell proliferation 

β-thalassemia/Hb E patient sera inhibited human pulmonary artery endothelial cell 

proliferation compared with healthy groups (0.33 vs 0.72) (*p < 0.05) (Figure 5). 
 

 
 

Figure 5.    Division index of serum-treated HPAECs  

 Data are median with interquatile range. (N = 4 each). *p < 0.05. 
 

Discussion  

 
 Although this preliminary study was carried out on a small group of subjects, our results 

demonstrated the serum PDGF-BB level in β-thalassemia/Hb E patients is statistically higher than 

healthy subjects consistent with previous report7. Despite PDGF-BB is a growth factor, we 

unexpectedly found that addition of serum to the 25% complete medium markedly inhibited HPAEC 

proliferation. This finding indicates that other factors in the serum contribute to the effect. The 

neuroprotective effect of PDGF-BB suppressing oxidative stress-induced neurotoxicity has been 

demonstrated in the cultured mouse cortical neurons14. Therefore, we examined the oxidative status 

in our study. We found thalassemia patients have significantly high oxidative stress levels in both 

extracellular and intracellular compartments. Besides, we found our thalassemia patients had high 

bilirubin and ferritin levels that could inhibit endothelial cell growth in vitro15, 16. 
Extended study in a large population is needed to provide enough statistical power and 

confirm our findings. From our results, it is possible that high ROS levels inhibits endothelial cells 

and triggers PDGF-BB production as a defensive mechanism, however, the association between high 

ROS and high PDGF-BB remains unclear. The investigation of precise cellular events of an interplay 

between ROS and PDGF-BB in a large population is currently underway. 
 
Conclusion 

 
 In summary, these findings provide data that an increase of oxidative stress markers together 

with PDGF-BB levels in thalassemia patients involve in the inhibition of endothelial cell proliferation. 
However, the definite underlying mechanism of this phenomenon requires further experiments to 

address an interplay between these two factors and their association with vascular complication in 

thalassemia. 
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Abstract   
 

Pueraria candollei var.  mirifica is a medicinal plant that is promoted as a 

“Champion Product”  by the Government of Thailand.  Puerarin, the major bioactive 

component of this plant, has interesting pharmacodynamic activity against diseases 

of aging, but there is little pharmacokinetic information to support further study of 

this activity. Therefore, the aim of this study was to determine the pharmacokinetics 

of puerarin, including absorption, distribution, metabolism and elimination, in rats. 
Moreover, this is the first study to examine the tissue distribution of puerarin in the 

hippocampus, femur and tibia, and mammary gland based on recently the 

pharmacodynamic effects reported for neurodegenerative disease, osteoporosis, and 

breast cancer, respectively. Adult female rats were administered puerarin at 1 mg/kg 

intravenously or 5 and 10 mg/kg orally. Blood, tissue, urine and faeces were collected 

and analysed by liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Puerarin reached 

a maximum concentration in blood (140-230 µg/L)  within 1 h after oral dosing, and 

had an absolute oral bioavailability of approximately 7% .  Puerarin was widely 

distributed in several tissues, including the hippocampus, heart, lung, stomach, liver, 

mammary gland, kidney, spleen, femur, and tibia.  Approximately 50%  of the 

intravenous dose was excreted as glucuronide metabolites via the urinary route. 
These results are useful for the development of puerarin and Pueraria candollei var. 
mirifica as phytopharmaceutical products for the prevention and treatment of 

diseases of aging.  
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ชีวปริมาณออกฤทธิ์สัมบูรณ ์และเภสัชจลนศาสตร์การกระจายของสารพูรารินในหนู
แรทเพศเมีย 
 

พิลาสลักษณ์ ภู่1, นัฏฐพล หรรษคุณาชัย1, รัชนี รอดศิริ1, สุจินดา มาลัยวิจิตรนนท์2, พิสิฐ เข
มาวุฆฒ1์,3 

 
1ภาควิชาเภสัชวิทยาและสรีรวิทยา คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
2ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

3ศูนย์นวัตกรรมทางยาและผลิตภัณฑ์สุขภาพ คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 

บทคัดย่อ 

 

กวาวเครือขาว (Pueraria candollei var. mirifica) เป็นพืชที่มีสรรพคุณทางยาของไทย
และได้รับการสนับสนุนจากรัฐบาลประเทศไทยให้เป็นผลิตภัณฑ์สมุนไพรต้นแบบ โดยมีสารพูราริน 

(puerarin) ซึ่งเป็นสารออกฤทธิ์ส าคัญของพืชชนิดนี้ จากการศึกษาก่อนหน้านี้พบฤทธิ์ทางเภสัช
วิทยาที่หลากหลาย รวมถึงมีผลการศึกษาที่เกี่ยวข้องกับโรคในผู้สูงอายุเช่น โรคกระดูกพรุนและ
โรคทางระบบประสาท แต่ข้อมูลการศึกษาทางด้านเภสัชจลนศาสตร์ส าหรับสนับสนุนผลการศึกษา
ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาดังกล่าวยังมีข้อมูลไม่เพียงพอ ดังนั้นการศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษา
ค่าพารามเิตอร์ทางเภสัชจลนศาสตร์ของสารพูรารินในหนูแรทเพศเมีย โดยให้สารพูรารินทางหลอด
เลือดด าขนาด 1 มิลลิกรัม/กิโลกรัมและในรูปแบบรับประทานขนาด 5 และ 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
จากนั้นเก็บตัวอย่างเลือด อวัยวะ ปัสสาวะ และอุจจาระภายหลังได้รับสาร และวัดระดับสารส าคัญ
โดยใช้เทคนิค liquid chromatography-tandem mass spectrometry จากการศึกษาพบว่าสาร
พูรารินมีระดับความเข้มข้นของยาสูงสุดในพลาสมา อยู่ในช่วง 140-230 มคก./ลิตร ภายใน 1 
ชั่วโมง หลังได้รับสารในรูปแบบรับประทาน และมีค่าชีวปริมาณออกฤทธิ์สัมบูรณ์ ประมาณร้อยละ 
7 นอกจากนี้ สารพูรารินสามารถกระจายไปยังอวัยวะต่าง ๆ ได้ดี รวมถึงสมองส่วนฮิปโปแคมปัส 
หัวใจ ปอด กระเพาะอาหาร ตับ ต่อมน้ านม ไต ม้าม กระดูกแข้ง และกระดูกน่อง โดยพบว่าร้อยละ 
50 ของขนาดท่ีได้รับจะถูกขับออกทางปัสสาวะในรูปพูรารินกลูคูโรไนด์ ซึ่งข้อมูลดังกล่าวเป็นข้อมูล
พ้ืนฐานที่มีความจ าเป็นส าหรับการวิจัยและพัฒนาสารพูรารินและสารสกัดกวาวเครือขาวให้ เป็น
ผลิตภัณฑ์ยาสมุนไพร ส าหรับใช้ในการป้องกันและรักษาโรคในผู้สูงอายุต่อไป  

  

ค าส าคัญ:  เภสัชจลนศาสตร์, สารพูราริน, หนูแรท 
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บทน า 

 

สารพูราริน (7,4≤-dihydroxy-8-C-glucosylisoflavone) เป็นสารส าคัญหลักที่พบใน
กวาวเครือขาว (Pueraria candollei var. mirifica) ซึ่งเป็นพืชสมุนไพรในวงศ์ Leguminosae 
โดยมีการศึกษาและนิยมน ามาใช้ในด้านการรักษาอาการหลังหมดประจ าเดือนในเพศหญิง 1,2 

ป้องกันการเกิดภาวะกระดูกพรุน3-5 ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้านม6  การศึกษาฤทธิ์
ทางเภสัชวิทยาในระดับพรีคลินิกและคลินิก พบว่าสามารถรักษาและป้องกันโรคหัวใจและหลอด
เลือด7 รวมถึงมีผลการศึกษาที่เกี่ยวข้องกับโรคในผู้สูงอายุ เช่นภาวะกระดูกพรุน , เบาหวาน, โรค
หลอดเลือดหัวใจ และโรคทางระบบประสาท3,8-10 แต่ข้อมูลการศึกษาทางด้านเภสัชจลนศาสตร์
ก่อนหน้านี้ที่สอดคล้องและสนับสนุนกับผลการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาดังกล่าวยังมีข้อมูลไม่
เพียงพอ 

จากการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า ข้อมูลของการศึกษาทางด้านเภสัชจลนศาสตร์ของสารพู
รารินในสัตว์ทดลอง ส าหรับการให้สารในรูปแบบรับประทานมีระดับยาสูงสุด  (Tmax) อยู่ในช่วง 
0.45-5.00 ชั่วโมง และค่าครึ่งชีวิต (t1/2) อยู่ในช่วง 0.80-1.00 ชั่วโมงหลังได้รับสาร11-15  ข้อมูลการ
กระจายตัวในอวัยวะต่าง ๆ หลังได้รับสารพูราริน พบว่าเมื่อให้ในรูปแบบรับประทานขนาด 20 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม ที่เวลา 1 ชั่วโมง จะพบการกระจายไปยังเนื้อเยื่อบริเวณตับ  ม้าม ไต ปอด หัวใจ
และสมอง โดยมี ค่า Tmax 2.5 ชั่วโมง16 Prasain และคณะ (2004) พบว่าเมแทบอลิซึมของสารพู
รารินเกิดผ่านขบวนการ hepatic phase I metabolism ผ่านทาง cytochrome P450 และถูก
เปลี่ยนแปลงไปอยู่ในรูป dihydroxylated puerarin17 อย่างไรก็ตาม Luo และคณะ (2010) 

รายงานว่าเมแทบอลิซึมของสารพูรารินเกิดผ่านขบวนการ phase II glucuronidation เป็นหลัก
แล ะถู ก เ ปลี่ ย นแปล ง ไปอยู่ ใ น รู ป  puerarin-4≤-O-glucuronide แ ล ะ  puerarin-7 -O-

glucuronide18  สารพูรารินถูกขับถ่ายออกนอกร่างกาย ในรูปไม่เปลี่ยนแปลงทางปัสสาวะเป็น
หลัก และมีการขับออกในรูป glucuronide metabolites ทางอุจจาระบางส่วน19 

ทางคณะผู้วิจัยจึงต้องการศึกษาค่าพารามิเตอร์ทางเภสัชจลนศาสตร์ ค่าชีวปริมาณออก
ฤทธิ์สัมบูรณ์ การกระจายตัวของสารพูรารินในอวัยวะต่าง ๆ ได้แก่ สมองส่วนฮิปโปแคมปัส หัวใจ 
ปอด กระเพาะอาหาร ตับ ต่อมน้ านม ไต ม้าม กระดูกแข้ง (tibia) และกระดูกน่อง (femur) เม
แทบอลิซึม และการขับถ่ายออกนอกร่างกายทางปัสสาวะและอุจจาระของสารพูราริน โดยใช้หนู
เพศเมียได้รับสารพูรารินทางหลอดเลือดด าขนาด 1 มิลลิกรัม/กิโลกรัม และในรูปแบบรับประทาน
ขนาด 5 และ 10 มิลลิกรัม /กิโลกรัม โดยมีการวัดระดับสารส าคัญด้วยเทคนิค liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry เพ่ือใช้ข้อมูลดังกล่าวส าหรับการวิจัยและ
พั ฒ น า ส า ร พู ร า ริ น  แ ล ะก ว า ว เ ค รื อ ข า ว ใ ห้ เ ป็ น ผลิ ต ภัณ ฑ์ ที่ อ ยู่ ใ น รู ป ย า สมุ น ไพร 
(phytopharmaceuticals) ส าหรับใช้ในการป้องกันและรักษาโรคในผู้สูงอายุต่อไป  
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วัสดุและวิธีการ 

 

สัตว์ทดลอง และสารเคมี 

หนูแรทเพศเมีย สายพันธุ์ Spraque-Dawley อายุ 16 สัปดาห์ น้ าหนัก 400-500 กรัม 
จ านวน 16 ตัว จากศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล โดยการเลี้ยงดูให้อาหารเม็ด
ส าเร็จรูป และน้ าสะอาดอย่างไม่จ ากัดปริมาณ ในห้องที่ควบคุมอุณหภูมิให้อยู่ในช่วง 25±2 องศา
เซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ 50-60 ได้รับแสงสว่างวันละ 12 ชั่วโมง  งานวิจัยนี้ได้รับการ
อนุเคราะห์สารพูราริน จาก ศาสตราจารย์ ดร. สุจินดา มาลัยวิจิตรนนท์ ภาควิชาชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และได้รับการอนุมัติจากคณะกรรมการควบคุมดูแลการ
เลี้ยงและการใช้สัตว์เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (เลขที่
อนุมัต:ิ 15-33-001, วันที่อนุมัติ: 22 เมษายน 2558) 
 

วิธีการศึกษา 

หนูทดลองถูกแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ๆ ละ 4 ตัว ได้รับสารละลายพูรารินขนาด 1 มิลลิกรัม/

กิโลกรัม ทางหลอดเลือดด าบริเวณหาง  หรือในรูปแบบรับประทานขนาด 5 และ 10 มิลลิกรัม/

กิโลกรัม ส าหรับยาเตรียมที่ใช้ในการทดลองทางเภสัชจลนศาสตร์ของสารพูรารินเตรียมโดยการ
ละลายสารพูรารินในสารสะลาย 20% DMSO ใน 0.9% NSS จากนั้นท าการเก็บตัวอย่างเลือด 
(300 มคล.) ที่เวลาก่อนได้รับยา, 0.08, 0.25, 0.50, 1, 2, 4, 8, 12 และ 24 ชั่วโมงตามล าดับ โดย
เก็บในหลอด heparinized จากนั้นน าตัวอย่างเลือดไป centrifuge ที่ความเร็ว 1,500×g เป็น
เวลา 10 นาที และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสจนกระทั่งน าไปวิเคราะห์ มีการเก็บ
ตัวอย่างปัสสาวะและอุจจาระทุก ๆ 24 ชั่วโมงเป็นเวลา 72 ชั่วโมง ตัวอย่างปัสสาวะและอุจจาระ 
จะถูกเก็บแบ่งออกเป็น 3 ช่วงเวลา คือ 0-24, 24-48 และ 48-72 ชั่วโมง และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียสจนกระท่ังน าไปวิเคราะห ์

การศึกษาการกระจายตัวในอวัยวะต่าง ๆ หนูทดลองจ านวน 16 ตัวได้รับสารละลายพูรา
ริน 1 มิลลิกรัม/กิโลกรัมทางหลอดเลือดด า จากนั้นท าการเก็บอวัยวะที่เวลา 0.08, 1, 2 และ 4 
ชั่วโมง หลังได้รับสารพูราริน โดยเก็บอวัยวะต่าง ๆ ได้แก่ สมองส่วนฮิปโปแคมปัส หัวใจ ปอด 
กระเพาะอาหาร ตับ ต่อมน้ านม ไต ม้าม กระดูกแข้ง และกระดูกน่อง ตัวอย่างอวัยวะจะถูกล้าง
ด้วยน้ าเกลือเย็น และเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกระท่ังน าไปวิเคราะห์  
 

ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์โดยเครื่องมือ LC-MS/MS 

 การเตรียมตัวอย่างเพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสารพูรารินในตัวอย่างพลาสมา (50 มคล.)  และ
ปัสสาวะ (50 มคล. ) ท า โดยการตกตะกอนโปรตีนกับ เมทานอล (200 มคล. )  ที่มีสาร 
glycyrrhetinic acid (10 นนก. ) เป็นสารมาตรฐานภายใน (internal standard) ส าหรับตัวอย่าง
อวัยวะต่าง ๆ และอุจจาระ (50 มก.) จะถูก homoginized และตกตะกอนโปรตีนกับเมทานอล 

(200 มคล.) ที่มีสาร glycyrrhetinic acid (10 นนก. ) เป็นสารมาตรฐานภายใน  ส าหรับตัวอย่าง
กระดูกแข้ง และกระดูกน่อง ต้องผ่านขบวนการ decalcified โดยการแช่สารละลาย 10% 
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EDTA/DW เป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ จากนั้นตกตะกอนโปรตีนกับเมทานอล  (200 มคล.) ที่มี
สาร glycyrrhetinic acid (10 นนก. ) เป็นสารมาตรฐานภายใน เช่นเดียวกัน 

การเตรียมตัวอย่ างเ พ่ือวิ เคราะห์หาปริมาณสาร พูรารินกลูคู โ รไนด์  (puerarin 

glucuronide)  ท าโดยน าตัวอย่างพลาสมา (50 มคล.)  และปัสสาวะ (50 มคล.) ใส่ลงในสารละลาย 
β-glucuronidase ความเข้มข้น 0.1 M ในโพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 6.8) น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และหยุดปฏิกิริยาด้วย เมทานอล (400 มคล.) ที่มี
สาร glycyrrhetinic acid (20 นนก./400 มคล. ) เป็นสารมาตรฐานภายใน  ส าหรับตัวอย่างอวัยวะ
ต่าง ๆ และอุจจาระ (50 มก.) หลังจาก homoginized น าตัวอย่าง (50 มคล.) ใส่ลงในสารละลาย 
β-glucuronidase ความเข้มข้น 0.1 M ในโพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 6.8) น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และหยุดปฏิกิริยาด้วยเมทานอล (400 มคล.) ที่มี
สาร glycyrrhetinic acid (20 นนก./400 มคล. ) เป็นสารมาตรฐานภายในเช่นเดียวกัน 

ตัวอย่างจะถูกน าไปวัดด้วยเครื่องมือ LC-MS/MS ซึ่งขั้นตอนการวิเคราะห์ปรับเปลี่ยน
บางส่วนตามขั้นตอนของ Li et al. โดยค่าความถูกต้อง (accuracy) ของการตรวจวัดสารพูรารินที่
ความเข้มข้นแตกต่างกัน ได้ผลอยู่ในช่วง 93.60% – 107.80% ความแม่นย า (precision) ในการ
วิเคราะห์ไวมีค่า %RSD น้อยกว่า 15%11 และ Prasain et al. โดยค่าความแม่นย า (precision) ใน
การวิเคราะห์ไวมีค่า %CV น้อยกว่า 15%17 ซึ่งวิธีการตรวจวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นมีความถูกต้อง
แม่นย าอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ จากการศึกษานี้ มีค่า limited of detection เท่ากับ 0.16 มคก./
ลิตร ค่า signal to noise ratio เท่ากับ 5 และมีค่า R2 มากกว่า 0.99 เครื่องมือ LC-MS/MS 

ประกอบด้ วย  liquid chroma-tograph รุ่ น   Eksigent ekspert UHPLC 100  และ mass 

spectrometer รุ่น  QTRAP 6500  วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม  Analyst software version1.6 

(AB Sciex, USA)  โ ด ย ใ ช้  stationary phase C18 column (Synergi, Phenomenex Inc. , 

USA) ส่วนของ mobile phase ประกอบด้วย 100% เมทานอล และ 0.2% formic acid ในน้ า (pH 

2.5) ในรูปแบบของ gradient elution โดยเริ่มด้วย 10% เมทานอล เป็นเวลา 0.5 นาที และเพ่ิมข้ึน
เป็น 90% เมทานอล ที่เวลา 1.5 นาทีจนถึง 3.5 นาที หลังจากนั้นลดลงเป็น 10% เมทานอล ที่เวลา 

4 นาทีจนถึง 4.5 นาที โดยค่า retention time ของสารพูรารินเท่ากับ 1.58 นาท ีและค่า retention 

time ของสาร glycyrrhetinic acid เท่ากับ 2.12 นาท ี
 

การวิเคราะห์ข้อมูล 

 การศึกษานี้ใช้โปรแกรม PK solution 2.0 (Summit research services, USA) โดยใช้
การค านวณหาค่าพาราทางเภสัชจลนศาสตร์ด้วยวิธี  non-compartmental analysis ในการ
วิเคราะห์ข้อมูลเพ่ือหาค่าเภสัชจนศาสตร์ ผลการทดลองรายงานเป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ p <0.05 โดยใช้โปรมแกรม SPSS ver. 16 
(SPSS Inc, USA) 
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ตารางท่ี 1  ลักษณะทางกายภาพและค่าทางชีวเคมี ก่อนได้รับสารพูราริน ก่อนได้รับยา และ 24 

ชั่วโมงหลังได้รับสารละลายพูราริน 1 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ทางหลอดเลือดด าบริเวณ
หาง หรือในรูปแบบรับประทานขนาด 5 และ 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 

 
Parameters Puerarin 

  
1 mg/kg IV 

 
5 mg/kg PO 

 
10 mg/kg PO 

  
0 h 

 
24 h 

 
0 h 

 
24 h 

 
0 h 

 
24 h 

Physical 

appearance 
Normal Normal Normal Normal Normal Normal 

AST (U/L) 
61.67 ± 

9.36 

55.83 ± 

2.90 

57.67 ± 

5.10 

56.00 ± 

6.84 

55.60 ± 

7.96 

57.40 ± 
5.12 

ALT (U/L) 
27.00 ± 
26.18 

11.20 ± 

16.22 

26.33 ± 
18.78 

13.17 ± 
17.40 

25.00 ± 
13.92 

12.17 ± 
9.76 

Creatinine 

(mg/dL) 
0.20 ± 

0.00 

 0.20 ± 
0.00 

0.21 ± 

0.02 

0.21 ± 

0.02 

0.21 ± 
0.10 

0.21 ± 

0.08 

แสดงข้อมูลในรูปค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean ± SD), n=4 

*p <0.05, ก่อนได้รับยา และ 24 ชั่วโมง 
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ตารางท่ี 2 ค่าพารามิ เตอร์ทางเภสัชจลนศาสตร์ของสาร พูราริน และสาร puerarin 

glucuronide หลังได้รับสารละลายพูราริน 1 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ทางหลอดเลือดด า
บริเวณหาง  หรือในรูปแบบรับประทานขนาด 5 และ 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 

 

Parameters Puerarin 

  
1 mg/kg IV 

 
5 mg/kg PO 

 
10 mg/kg PO 

Puerarin    

C
max

 (µg/L) 621.96 ± 170.72 145.47 ± 84.11 228.00 ± 164.84 

T
max

 (h) N/A 0.19 ± 0.09 0.33 ± 0.21 

AUC
0-t
 (µg.h/L) 291.47 ± 108.05 109.45 ± 60.61 204.57 ± 157.47 

AUC
0-≤ 

(µg.h/L) 292.23 ± 108.93 109.58 ± 60.55 212.20 ± 157.50 

Vd (L/kg) 1.16 ± 0.56 101.59 ± 119.57 90.17 ± 18.28 

 MRT (h) 0.24 ± 0.06 0.67 ± 0.21 0.88 ± 0.20 

T
1/2

 (h) 0.21 ± 0.06 0.88 ± 0.49 0.86 ± 56.31 

CL (L/h/kg) 5.43 ± 2.66 65.06 ± 52.75 74.79 ± 0.17 

Absolute 

bioavailability (%) 100 7.50 7.29 

Puerarin glucuronide   

AUC0-t (µg.h/L) 2,133.20 73.30 7,207.40 

AUCpuerarin glucuronide / 
AUCpuerarin 

7.35 0.67 34.65 

แสดงข้อมูลในรูปค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean ± SD), n=4 

*p <0.05, ระหว่างรูปแบบรับประทานขนาด 5 และ 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
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ตารางท่ี 3 Percent recovery ของสารพูรารินและสาร puerarin glucuronide หลังได้รับ
สารละลายพูราริน 1 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ทางหลอดเลือดด าบริเวณหาง  หรือใน
รูปแบบรับประทานขนาด 5 และ 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 

 

 
Recovery (%) Puerarin 

  
1 mg/kg IV 

 
5 mg/kg PO 

 
10 mg/kg PO 

Puerarin    

Urine
0-24h

 <1.00 <1.00 <1.00 

Urine
24-48h

 <1.00 <1.00 <1.00 

Urine
48-72h

 <1.00 <1.00 <1.00 

Faeces
0-24h

 <1.00 <1.00 <1.00 

Faeces
24-48h

 <1.00 <1.00 <1.00 

Faeces
48-72h

 <1.00 <1.00 <1.00 

Puerarin glucuronide   

Urine
0-24h

 47.53 ± 51.37 <1.00 12.13 ± 13.01 

Urine
24-48h

 2.38 ±0.97
* <1.00 <1.00 

Urine
48-72h

 1.89 ±0.45
* <1.00 <1.00 

Faeces
0-24h

 7.66 ± 2.51* 
<1.00 1.94 ± 2.16 

Faeces
24-48h

 3.55 ± 0.55
* <1.00 <1.00 

Faeces
48-72h

 3.45 ± 0.80
* <1.00 <1.00 

แสดงข้อมูลในรูปค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean ± SD), n=4 

*p <0.05, ระหว่างรูปแบบรับประทานขนาด 5 และ 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 



102 
 

 

The 39th Pharmacological and Therapeutic Society of Thailand Meeting 

18-20 May 2017; Chonburi, Thailand 

 

รูปที่ 1  ความเข้มข้นเฉลี่ยของสารพูรารินในพลาสมาที่เวลาต่าง ๆ หลังได้รับสารละลายพูราริน 
1 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ทางหลอดเลือดด าบริเวณหาง (≤) หรือในรูปแบบรับประทานขนาด 
5 () และ 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัม  ();  แสดงข้อมูลในรูปค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (mean ± SD), n=4 
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รูปที่ 2  ค่าความเข้มข้นของสารพูรารินในเนื้อเยื่อต่อความเข้นข้นในพลาสมา (tissue-to-

plasma ratio) ของสารพูราริน (แท่งสีด า) และสาร puerarin glucuronide (แท่งสีเทา) 
ในอวัยวะต่าง ๆ ที่เวลา 0.08 ชั่วโมง (A) 1.0 ชั่วโมง (B) 2.0 ชั่วโมง (C) และ 4.0 ชั่วโมง 
(D) หลังได้รับสารละลายพูราริน 1 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ทางหลอดเลือดด าบริเวณหาง; 

แสดงข้อมูลในรูปค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean ± SD), n=4; NA = ค่าต่ า
กว่าระดับการตรวจวัดได้    
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รูปที่ 3  ความเข้มข้นเฉลี่ยของพูรารินกลูคูโรไนด์ในพลาสมาที่เวลาต่าง ๆ หลังได้รับสารละลายพู
ราริน 1 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ทางหลอดเลือดด าบริเวณหาง (≤) หรือในรูปแบบรับประทาน
ขนาด 5 () และ 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัม (); แสดงข้อมูลในรูปค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (mean ± SD), n=4 

 

ผลการทดลอง 
 

ความทนได้และความเป็นพิษต่อตับและไตในหนูแรทที่ได้รับสารพูราริน 

หนูแรทเพศเมีย ได้รับสารพูรารินทางหลอดเลือดด าขนาด 1 มิลลิกรัม/กิโลกรัม และใน
รูปแบบรับประทานขนาด 5 และ 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัม มีลักษณะทางกายภาพที่ปกติ และค่า
ชีวเคมีจากตัวอย่างพลาสมา พบว่าค่าของ  aspartate transaminase (AST) และ alanine 

transaminase (ALT) ไม่มีการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส าคัญ เช่นเดียวกับค่า creatinine ในเลือด
ซึ่งแสดงผลถึงการท างานของไต ทั้งก่อนได้รับสาร และ 24 ชั่วโมงหลังได้รับสารในหนูทุกตัว 
(ตารางที่ 1) 

 

ความเข้มข้นของสารพูรารินในพลาสมาที่เวลาต่าง ๆ และค่าชีวปริมาณออกฤทธิ์สัมบูรณ์  
รูปที่ 1 แสดงความเข้มข้นเฉลี่ยของสารพูรารินในพลาสมาที่เวลาต่าง ๆ  โดยการ

ค านวณหาค่าพารามิเตอร์ทางเภสัชจลนศาสตร์ด้วยวิธี  non-compartmental analysis แสดง
รายละเอียดดังตารางที่ 2 จากการศึกษาพบว่าหลังได้รับสารพูรารินทางหลอดเลือดด า ระดับความ
เข้มข้นของสารพูรารินในเลือดลดลงอย่างรวดเร็ว และถูกขับออกจากระบบไหลเวียนเลือดภายใน 
4 ชั่วโมง โดยค่า Cmax เท่ากับ 621.96 ± 170.72 มคก./ลิตร ค่าพ้ืนที่ใต้กราฟความสัมพันธ์ระหว่าง
ระดับพูรารินในเลือดกับเวลา (AUC0–≤) เท่ากับ 292.23 ± 108.93 มคก.-ชม./ลิตร ค่าปริมาตร
การกระจาย (Vd) เท่ากับ 1.16 ± 0.56 ลิตร/กิโลกรัม ค่าการก าจัด (CL) เท่ากับ 5.43 ± 2.66 

ลิตร/ชั่วโมง/กิโลกรัม ค่าเวลาเฉลี่ยของสารที่ให้ถูกก าจัดออกนอกร่างกาย (MRT) เท่ากับ 0.24 ± 

0.06 ชั่วโมง และค่าครึ่งชีวิต (T1/2) เท่ากับ 0.21 ± 0.06 ชั่วโมง และหลังจากได้รับสารพูรารินใน
รูปแบบรับประทานขนาด 5 และ 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัมพบว่าระดับความเข้มข้นสูงสุดของสารพูรา
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รินเกิดขึ้นภายใน 1 ชั่วโมง และหลังจากนั้นระดับความเข้มข้นของสารพูรารินลดลงต่ ากว่าระดับ
การวิเคราะห์ได้ในช่วง 4-8 ชั่วโมงหลังได้รับสาร โดยค่า Cmax อยู่ในช่วง 140-230 มคก./ลิตร ค่า 
AUC0-≤ อยู่ในช่วง 110-210 มคก.-ชม./ลิตร ค่า T1/2  อยู่ในช่วง 0.86-0.88 ชั่วโมง โดยไม่พบความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างขนาดสารที่ได้รับแตกต่างกัน และพบว่าค่าชีวปริมาณ
ออกฤทธิ์สัมพัทธ์ ประมาณร้อยละ 7 

 

การกระจายตัวในเนื้อเยื่อ  
ผลการกระจายสารพูรารินไปยังอวัยวะต่าง ๆ ที่เวลา 0.08, 1, 2 และ 4 ชั่วโมง หลังได้รับ

สารพูรารินทางหลอดเลือดด า ขนาด 1 มิลลิกรัม/กิโลกรัม แสดงดังรูปที่ 2 พบว่า ที่เวลา 0.08 
ชั่วโมง ค่าความเข้มข้นของสารพูรารินในเนื้อเยื่อต่อความเข้นข้นในพลาสมา ที่ไตสูงสุด ตามด้วย
ปอด กระเพาะอาหาร ตับ ต่อมน้ านม และล าไส้เล็กตามล าดับ ซึ่งอัตราส่วนดังกล่าวอยู่ในช่วง 10-

100 เท่า และลดลงเป็น 1-10 เท่าที่ชั่วโมงที่ 1 ต่อมาหลังได้รับสารที่เวลา 2 ชั่วโมง ความเข้มข้น
ของสารพูรารินในเนื้อเยื่อต่อความเข้มข้นในพลาสมาสามารถตรวจพบได้ในเกือบทุกอวัยวะ รวมถึง
สมองส่วนฮิปโปแคมปัส หัวใจ ปอด กระเพาะอาหาร ตับ ต่อมน้ านม  ไต ม้าม และกระดูกแข้ง แต่
ไม่พบในกระดูกน่อง ที่เวลา 4 ชั่วโมงยังคงพบการกระจายไปยังเนื้อเยื่อต่างของสารพูราริน และ
เพ่ิมข้ึนในอวัยวะที่มีการแพร่ผ่านได้ยาก (low perfused organ) เช่น กระดูก 

 

กระบวนการเมแทบอลิซึม 
 รูปที่ 3 แสดงความเข้มข้นของพูรารินกลูคูโรไนด์ในพลาสมาที่เวลาต่าง ๆ หลังได้รับสารพู
ราริน พบว่า AUCpuerarin glucuronide / AUCpuerarin มีค่าประมาณ 7 เท่า หลังได้รับสารพูรารินทาง
หลอดเลือดด า และในส่วนของการได้รับสารพูรารินในรูปแบบรับประทานขนาด 10 มิลลิกรัม/
กิโลกรัม พบว่า ค่า AUCpuerarin glucuronide / AUCpuerarin มีค่าประมาณ 30 เท่า ซึ่งผลดังกล่าว
สอดคล้องกับการกระจายสารพูรารินไปยังเนื้อเยื่อต่าง ๆ พบว่าที่เวลา 0.08 ชั่วโมง ความเข้มข้น
ของสารพูรารินกลูคูโรไนด์ต่อความเข้มข้นในพลาสมามีค่าสูงในเกือบทุกอวัยวะ และเมื่อเวลา
เพ่ิมข้ึน ค่าดังกล่าวจะลดลงในเนื้อเยื่อส่วนใหญ่ ยกเว้นในสมองและกระดูก  
 

 
กระบวนการขับถ่าย 

ตารางที่ 3 แสดงร้อยละการขับถ่ายของสารพูรารินในรูปไม่เปลี่ยนแปลง (unchange 

puerarin) ซึ่งพบสารพูรารินในรูปไม่เปลี่ยนแปลงในปัสสาวะและอุจจาระต่ ากว่าร้อยละ 1 หลังจาก
ที่ได้รับสารทั้งทางหลอดเลือดด าและในรูปแบบรับประทาน ในกลุ่มที่ได้รับสารพูรารินทางหลอด
เลือดด า พบว่าสารพูรารินกลูคูโรไนด์ถูกขับออกทางปัสสาวะเป็นหลัก ประมาณร้อยละ 50 ของ
ปริมาณสารที่ได้รับใน 24 ชั่วโมงแรก และประมาณร้อยละ 15 ของสารพูรารินกลูคูโรไนด์ถูกขับ
ออกมาในอุจจาระ ภายใน 72 ชั่วโมง ส าหรับกลุ่มที่ได้รับสารพูรารินในรูปแบบรับประทาน ขนาด 
10 มิลลิกรัม/กิโลกรัม พบว่าสารพูรารินกลูคูโรไนด์ถูกขับออกมาร้อยละ 10 ในปัสสาวะในช่วง 0-
24 ชั่วโมงแรก    
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วิจารณ์ 
 

สารพูรารินมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่ เกี่ยวข้องโรคในผู้สูงอายุ เช่น ภาวะกระดูกพรุน 
เบาหวาน โรคหลอดเลือดหัวใจ และโรคทางระบบประสาท8 แต่ข้อมูลการศึกษาทางด้านเภสัช
จลนศาสตร์ก่อนหน้านี้ที่สอดคล้องและสนับสนุนกับผลการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาดังกล่าวยังมี
ข้อมูลไม่เพียงพอ ดังนั้นการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์ในการท าการศึกษาค่าพารามิเตอร์ทางเภสัช
จลนศาสตร์ ค่าชีวปริมาณออกฤทธิ์สัมบูรณ์ การกระจายตัวในอวัยวะต่าง ๆ เมแทบอลิซึม และการ
ขับถ่ายออกทางปัสสาวะและอุจจาระของสารพูราริน 
 การศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า  เมื่อให้สารพูรารินในรูปแบบรับประทานจะให้ค่า Tmax อยู่
ในช่วง 0.45-5.00 ชั่วโมง11-15  แต่ในการทดลองครั้งนี้พบว่า ค่า Tmax หลังได้รับสารพูรารินโดยวิธี
ป้อนทางปากมีค่าเพียง 0.2-0.3 ชั่วโมง โดยค่า Tmax ที่แตกต่างกันน่าจะเกิดจากการเตรียมต ารับที่
แตกต่างกัน โดยต ารับที่เตรียมในการศึกษานี้เตรียมในรูปแบบสารละลายใส ส่งผลให้เกิดการดูดซึม
อย่างรวดเร็วบริเวณทางเดินอาหาร และมีค่า Tmax ที่สั้นลง  นอกจากนี้ยังพบการเปลี่ยนแปลงเป็น
พูรารินกลูคูโรไนด์อย่างรวดเร็วที่เวลา 0.08 ชั่วโมง ผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า สารพูรารินเกิดการ
เปลี่ยนแปลง ผ่านขบวนการ glucuronidation อย่างรวดเร็วและปริมาณของสารพูราริน รวมถึง
สารพูรารินกลูคูโรไนด์ ที่พบเป็นสัดส่วนที่แปรผันตรงกับขนาดของสารที่ได้รับ โดยในส่วนของการ
ได้รับสารพูรารินในรูปแบบรับประทานขนาด 5 และ 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัม พบว่า ค่า AUCpuerarin 

glucuronide / AUCpuerarin มีค่าประมาณ 0.67 เท่า และ 30 เท่าตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษา
ก่อนหน้านี้มีการรายงานพบว่าสารพูรารินมีการดูดซึมในรูปแบบ passive transportเป็นหลัก 
นอกจากนี้ยังพบว่าสารพูรารินเป็นสารตั้งต้น (substrate) ของ P-glycoprotein (P-gp) และ 
multi- resistance protein (MRP) ซึ่งเป็น efflux transporter21และ สารพูรารินถูกจัดอยู่ใน 
Biopharmaceutics Classification IV ซึ่งเป็นสารที่มีค่าการละลายต่ า และการแพร่ผ่านได้ต่ า  
มีคุณสมบัติเป็นกรดอ่อน แตกตัวได้ในที่ที่มีสภาวะ pH สูง สารพูรารินจึงมีค่าการละลายที่ต่ าใน
สภาวะเป็นกรดเช่นในกระเพาะอาหาร และส่งผลต่อการตกตะกอนที่บริเวณทางเดินอาหาร 20  
ดั ง นั้ น จึ ง ส่ ง ผ ล ใ ห้ ส า ร พู ร า ริ น มี ค่ า ชี ว ป ริ ม า ณ อ อ ก ฤ ท ธิ์ สั ม บู ร ณ์ เ พี ย ง ร้ อ ย ล ะ  7  
 

 จากการศึกษาก่อนหน้านี้ไม่พบรายงานการกระจายสารพูรารินไปยังเนื้อเยื่อ สมองส่วน
ฮิปโปแคมปัส กระดูก ต่อมน้ านม ซึ่งในการศึกษานี้ พบว่าสารพูรารินสามารถกระจายไปยังเนื้อเยื่อ
เหล่านี้ได้ นอกจากนี้ปริมาตรการกระจายของสารพูราริน (Vd) มีค่าประมาณ 1.16 ลิตร/กก. แสดง
ให้เห็นว่าสารพูรารินสามารถกระจายไปยังเนื้อเยื่อต่าง ๆ ได้ดี และสอดคล้องกับคุณสมบัติทางเคมี
ของสาร รวมถึงค่า lipophilicity ที่สูง (XlogP 1.95) และค่าการละลายน้ าที่ต่ า (0.46 มก./มล.) 
และความเข้มข้นดังกล่าวอยู่ในระดับที่สามารถมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่เกี่ยวข้องกับการป้องกันและ
การรักษาโรคเก่ียวกับระบบประสาทและโรคกระดูกพรุน  
 กระบวนการเมแทบอลิซึมของสารพูราริน พบว่าปริมาณสารพูรารินกลูคูโรไนด์ ที่เกิดขึ้น 
มีค่า AUCpuerarin glucuronide / AUCpuerarin เท่ากับ 7 หลังได้รับสารพูรารินทางหลอดเลือดด า และ 
30 เท่าหลังได้รับสารในรูปแบบรับประทาน ขนาด 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัม (ตารางที่ 2)   โดยปริมาณ
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พูรารินกลูคู โ ร ไนด์  ที่ ตรวจพบในตั วอย่ า งชี วภาพ เกิดขึ้ น โดยอาศัย เอนไซม์  UDP-

glucuronosyltransferases 17 จากการศึกษานี้เราพบว่าการเกิดขบวนการ glucuronidation 

เกิดขึ้น ที่เวลา 0.08 ชั่วโมง แสดงให้เห็นว่าขบวนการ glucuronidation เกิดขึ้นอย่างรวดเร็วและ
สารพูรารินถูกเปลี่ยนไปเป็นสารพูรารินกลูคูโรไนด์จ านวนมาก ข้อมูลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าเกิด
กระบวนการ first pass metabolism อาจส่งผลให้ลดการดูดซึมปริมาณสารพูรารินในระบบ
ไหลเวียนเลือด และส่งผลให้เกิดค่าชีวปริมาณออกฤทธิ์สัมบูรณ์ของสารพูรารินที่ค่อนข้างต่ า   

ร้อยละการขับถ่ายของสารพูรารินในรูปไม่เปลี่ยนแปลง (unchange puerarin) ใน
ปัสสาวะและอุจจาระน้อยกว่าร้อยละ 1 ในช่วงเวลา 72 ชั่วโมงหลังได้รับสาร แสดงให้เห็นว่า สารพู
รารินถูกเปลี่ยนแปลงไปอยู่ในรูปแบบ glucuronide ก่อนที่จะถูกขับถ่ายออกผ่านทางท่อน้ าดี หรือ 
ทางไต และประมาณร้อยละ 50 ของปริมาณสารที่ได้รับขนาด 1 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ถูกตรวจพบใน
ปัสสาวะในช่วง 24 ชั่วโมงแรก และประมาณร้อยละ 1-10 หลังได้รับสารในรูปแบบรับประทาน ถูก
ขับออกผ่านทางปัสสาวะในรูปแบบ glucuronide  

 

สรุป 

 

 จากการศึกษาพบว่าสารพูรารินมีค่าชีวปริมาณออกฤทธิ์สัมบูรณ์ ประมาณร้อยละ 7 สารพู
รารินสามารถแพร่กระจายไปยังอวัยวะต่างๆได้ดี รวมถึงสมองส่วนฮิปโปแคมปัส, หัวใจ, ปอด, 
กระเพาะอาหาร, ตับ, ต่อมน้ านม, ไต, ม้าม, กระดูกแข้ง และกระดูกน่อง โดยสารพูรารินประมาณ
ร้อยละ 50 ของขนาดสารที่ได้รับจะถูกขับออกผ่านทางปัสสาวะ ในรูปของ puerarin glucuronide 

ซึ่งข้อมูลดังกล่าวเป็นข้อมูลพ้ืนฐานที่มีความจ าเป็นส าหรับการวิจัยและพัฒนาสารพูราริน และสาร
สกัดกวาวเครือขาวให้เป็นผลิตภัณฑ์ที่อยู่ในรูปยาสมุนไพร (phytopharmaceuticals) ส าหรับใช้
ในการป้องกันและรักษาโรคในผู้สูงอายุต่อไป  
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Abstract 
 

Colistin, an old antibiotic discovered 60 years ago, is re-introduced in clinical 

practice because of the higher prevalences of nosocomial infections and multidrug 

resistance. Colistin withdrawal due to its toxicities leaves the knowledge gaps 

unfilled. Drug information and dosage guidelines of colistin have not been well 

defined. In this study, a simple HPLC method, modified from previous studies, was 

validated for the purpose of therapeutic drug monitoring (TDM) of colistin. Colistin 

sulfate and netilmicin sulfate were used as the reference standard and the internal 

standard, respectively. Colistin was extracted from plasma sample by 

deproteinization, solid-phase extraction with fluorenylmethoxycarbonyl chloride 

(FMOC-Cl) derivatization and separated by reverse phase-HPLC using acetonitrile, 

tetrahydrofuran and water (50:25:25, v/v/v) as mobile phase. The calibration curve 

over the concentration range 0.41447 – 13.26301 mg/L showed good linear 

correlation, R2 > 0.998. The sensitivity of the method was 0.41447 mg/L. No 

interference was detected near the retention times of colistin and netilmicin. The 

intra-day and inter-day accuracy were 98.93 – 112.23% and 110.18 – 112.97%, 

respectively. The intra-day and inter-day precision were 2.70 – 11.10% and 7.82 – 
14.30%, respectively. The propose method demonstrated good sensitive, selective, 

precise and accurate, met the US FDA standard of bioanalysis method validation and 

appropriated for therapeutic drug monitoring study. 
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บทคัดย่อ 
 

โคลิสตินเป็นยาปฏิชีวนะที่ถูกค้นพบเมื่อ 60 กว่าปีก่อน และได้ถูกน ากลับมาใช้ใหม่
เนื่องจากปัญหาการติดเชื้อในโรงพยาบาลและปัญหาเชื้อดื้อยาปฏิชีวนะเพ่ิมสูงขึ้น  การเลิกใช้โคลิ
สตินในอดีตจากสาเหตุความเป็นพิษของยาส่งผลให้ข้อมูลและการศึกษาเกี่ยวกับยานี้ยังมีไม่
เพียงพอ ข้อก าหนดของแนวทางการใช้ยาก็ยังไม่ชัดเจน  การศึกษานี้จึงพัฒนาวิธีวิเคราะห์จาก
การศึกษาก่อนหน้าเพ่ือตรวจวิเคราะห์ปริมาณโคลิสตินในพลาสมามนุษย์ด้วยเทคนิคโครมาโทก
ราฟีของเหลวสมรรถนะสูงส าหรับใช้ในการตรวจติดตามระดับยาในผู้ป่วย  การศึกษานี้ใช้โคลิสติน
ซัลเฟตและเนทิลมัยซินซัลเฟตเป็นสารมาตรฐานและสารมาตรฐานภายในตามล าดับ  สกัดโคลิสติน
จากตัวอย่างด้วยกระบวนการตกตะกอนโปรตีน, การท าปฏิกิริยาอนุพันธ์กับ 9-ฟลูออเรนิลเมธอกซี
คาบอนิลคลอไรด์ (FMOC-Cl)  ในเฟสของแข็ง  และวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง โดยใช้สารละลายอะซีโตรไนไตรล์, เตตระไฮโดรฟูแรน และน้ า (50:25:25 โดย
ปริมาตร) เป็นเฟสเคลื่อนที่  กราฟมาตรฐานของโคลิสตินครอบคลุมความเข้มข้นตั้งแต่ 0.41447 - 

13.26301 มิลลิกรัมต่อลิตร  และให้ค่า R2  > 0.998  ความไวของวิธีวิเคราะห์มีค่า 0.41447 

มิลลิกรัมต่อลิตร และไม่พบพีกรบกวน  ค่าความถูกต้องของการวิเคราะห์ภายในวันเดียวกันและ
ระหว่างวันเท่ากับ 98.93 – 112.23% และ 100.18 – 112.97% ตามล าดับ  ค่าความแม่นย าของการ
วิเคราะห์ภายในวันเดียวกันและระหว่างวันเท่ากับ 2.70 – 11.10% และ 7.82 – 14.30% ตามล าดับ  
วิธีนี้มีความไว, ความจ าเพาะ, ความถูกต้องและแม่นย าตามมาตรฐานการวิเคราะห์สารทางชีวภาพ
ของ US FDA  มีความเหมาะสมที่จะน ามาใช้ในการศึกษาการตรวจติดตามระดับยาโคลิสตินใน
พลาสมา 

 
ค าส าคัญ:  โคลิสติน, เอชพีแอลซี, การตรวจติดตามระดับยา 
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Introduction  
 

Colistin was revived since many years ago.  It is used as the ‘ last- resort’ 
antibiotic for nosocomial infections caused by dreaded multidrug- resistant gram-
negative bacteria such as Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa.1 
Two salt forms of colistin are commercially available, colistin sulfate and colistin 

methanesulfonate (CMS) .  CMS, less potent and less toxic prodrug, is the most 

commonly used form for intravenous infusion in clinical practice. 2 Colistin, a 

cationic polypeptide antibiotic, is composed of two major components, colistin A 

and colistin B, and more than 30 minor components.3 Bacterial membrane disruption 

was assumed to be the concentration-dependent bactericidal action of colistin. 2, 4 
Clearance mechanism of colistin is still unclear, extensive renal tubular reabsorption 

was reported by previous studies.5, 6 The most common adverse effect of colistin is 

nephrotoxicity and variable incidence rates were reported by previous studies. Other 

adverse effect, rarely reported, is neurotoxicity including paresthesia, apnea and 

neuromuscular blockade.1 While higher rates of nosocomial infection lead to the 

increased use of colistin, PK/PD information and dosage guidelines have not been 

well defined.  Recently, inter- individual variability characteristics of plasma 

concentrations and geometric mean apparent clearance of colistin were reported in 

multi- center population pharmacokinetic study. 7 Despite, the physician- selected 

CMS daily dose at the upper limit of the product recommendation in patients with 

moderate to good renal function, the average steady-state plasma concentrations were 

insufficient to achieve the desired target concentration.  In addition, the higher dose 

in patients with good renal function might result in a higher proportion of CMS at 

the kidney increasing intrarenal conversion to colistin and renal toxicity. 7 
Therapeutic drug monitoring (TDM)  can be useful for managing drug dosage and 

plasma concentration to achieve maximum efficacy and avoid toxicity. 8 Lately, 

several case reports9- 11 provided benefits of monitoring colistin plasma trough 

concentration in CMS treatment.  Likewise, after a week of CMS treatment, trough 

level of plasma colistin was defined as the independent risk factor and the only 

predictor for colistin–associated acute kidney injury.12 

Though discovered 40 years ago, colistin was withdrawn due to its 

nephrotoxicities in the ‘golden age’ of antibiotic medicinal chemistry.13, 14 A paucity 

of accurate and precise methods for colistin determination is one of major issues 

caused limitation in PK/PD studies.  In 2001, a reliable and validated HPLC method 

for analysis colistin in human plasma was published.15 Colistin extraction on solid 

phase extraction C-18 cartridge using FMOC-Cl was first described with advantages, 

including fluorescent derivatizability of both primary and secondary amine groups 

of colistin, stability of FMOC derivatives at room temperature and simplicity of 

HPLC apparatus.  In 2008, the measurement of polymyxin B in human plasma using 

a validated HPLC method was first developed, based on the HPLC method for 

colistin previously reported15, with a smaller sample volume, a simpler step of 

sample pretreatment and a shorter run time.16 Polymyxin B and colistin (polymyxin 
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E) are in the same class of antibiotics, polymyxins. Their structure are almost similar 

with the only one amino acid difference.13 In this study, a simple HPLC method, 

modified from two previous studies15, 16, was validated for the purpose of therapeutic 

drug monitoring of colistin. 
Materials and Methods  

 

Chemicals and reagents 

Colistin sulfate was U. S.  Pharmacopoeia reference standard ( USP 

Convention) .  Netilmicin sulfate ( internal standard)  was European Pharmacopoeia 

reference standard (European Directorate for the Quality of Medicines; EDQM). The 

derivatizing reagent, 9-fluorenylmethyl chloroformate (FMOC-Cl)  was from Sigma-
Aldrich.  Methanol (Merck) , acetonitrile and tetrahydrofuran (Honeywell Burdick & 

Jackson) were HPLC grade. Boric acid (Vivantis), sodium hydrogen carbonate (Carlo 

Erba Reagenti)  and sodium hydroxide (Merck)  were analytical grade.  Water was 

purified with a Labconco WaterPro PS Polishing Systems to 18.2 MΩ·cm.  1% (w/w) 
sodium hydrogen carbonate solution (pH 9.2) was freshly prepared by dissolving the 

proper amount of sodium hydrogen carbonate in water and adjusting pH with 10% 
(w/w)  sodium hydroxide solution.  The derivatizing mixture was freshly prepared by 

mixing 30 µL of 100 mM FMOC-Cl in acetonitrile and 80 µL of methanol. 
 

HPLC apparatus 

Colistin was determined by a Shimadzu Prominence HPLC system equipped 

with LC-20AB pump, DGU-20A5 degasser, SIL-20AC autosampler, CTO-20AC 

column oven, CBM- 20A interface and RF- 10AXL fluorescence detector.  The 

chromatographic separation was performed on an Onyx Monolithic C18 column (2 

µm, 100 × 4.6 mm ID) coupled with an Onyx Monolithic C18 guard column (5 × 3.0 

mm) (Phenomenex). 
 

Sample pre-treatment, pre-column derivatization and HPLC analysis 

Plasma samples were stored in a - 80°C freezer and thawed at room 

temperature before processing.  100 µL of plasma was mixed with 10 µL of the 

internal standard (40 mg/L netilmicin sulfate) and deproteinized by an equal volume 

of acetonitrile.  After centrifugation at 5,000 ×g for 10 minutes, the supernatant was 

transferred to a conditioned SPE cartridge. 
Pre-column derivatization was performed on a SPE Vacuum Manifold (GL 

Sciences) .  A reverse phase C-18 sorbent of the SPE cartridges (100 mg, Sep-Pak, 

Waters) was properly washed and wetted with acetone (2 mL) then equilibrated with 

sodium hydrogen carbonate solution (2 mL) .  The supernatant was loaded onto the 

conditioned cartridge followed by washing with sodium hydrogen carbonate solution 
(1 mL)  to remove interferences.  110 µL of derivatizing mixture was added, after 10 

minutes of derivatization reaction, the cartridge was dried out. Following elution with 
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900 µL of acetone, the eluent was mixed with 0. 2 M boric acid (600 µL)  and 

acetonitrile (500 µL), and kept at 25 °C in the autosampler until injection. 
For HPLC analysis, 30 µL of sample was injected, colistin derivatives and 

the internal standard were eluted isocratically using acetonitrile- tetrahydrofuran-
water mixture (50:25:25, v/v/v) as mobile phase at flow rate 1.0 mL/min. Column oven 

temperature was set at 25 °C.  The excitation and emission wavelengths of the 

fluorescence detector were set at 260 and 315 nm. 
 

Validation procedures 

Standard solutions were prepared by diluting colistin sulfate over the 

concentration range 5 - 160 mg/L, of which the final concentrations of colistin sulfate 

were over the range 0.5 -  16.0 mg/L (0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 10.0 and 16.0 mg/L) .  The 

accuracy of each calibration point when back-calculated should be within 85 – 115% 
[%accuracy = (actual concentration / nominal concentration) × 100] with the exception 

of the lowest concentration on the calibration curve, for which accuracy should be 

within 80 – 120% of the nominal concentration. 
The selectivity of the method was tested by comparing chromatograms of 

blank plasma obtained from 6 different sources with plasma spiked with colistin 

sulfate and the internal standard. 
The intra- day and inter- day accuracy and precision of the method were 

investigated by 5-replicate analysis per concentration of samples spiked with the 

colistin sulfate standard solutions at 3 different concentrations (15, 30 and 120 mg/L) 
and over 3 consecutive days (in 3 separate analytical runs). For each concentration, 5 

replicates of samples were performed and calculated with the calibration curve 

obtained daily.  Accuracy was shown as percentage value [ % accuracy =  ( actual 

concentration /  nominal concentration)  × 100]  and should be within 85 –  115% . 
Precision was expressed as percent coefficient of variation (CV)  [CV (%) = (standard 

deviation / mean) × 100] and should not exceed 15%. 
The sensitivity of the method was tested by 5-replicate analysis of samples 

spiked with the lowest colistin sulfate standard solution, at concentration of 5 mg/L. 
Accuracy was shown as percentage value [%accuracy = (actual concentration / nominal 

concentration)  × 100]  and should be within 80 –  120%.  Precision was expressed as 

percent coefficient of variation (CV) [CV (%) = (standard deviation / mean) × 100] and 

should not exceed 20%. 
 

Results  
 

Under the HPLC condition, the retention times of the internal standard, 

colistin A and colistin B were 6.53, 9.27 and 10.94 minutes. The chromatograms for 

blank plasma from a healthy volunteer, point 4 of colistin calibration curve and 
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trough plasma sample from a patient receiving colistin methanesulfonate, obtained 

in 19.5 minutes, are shown in Figure 1. 
Peak area of colistin was calculated as the sum of peak areas of two major 

components, colistin A and colistin B. After multiplying each level of the final 

concentrations of colistin sulfate by 1163/1403, the calibration curves of colistin 

were constructed, not forced through the origin, by weighted (1 X⁄ ) least-squares linear 

regression of the peak area ratios versus the calculated colistin concentrations. The 

concentrations of colistin on the calibration curve were 0.41447, 0.82894, 1.65788, 

3.31575, 8.28938 and 13.26300 mg/L. Linearity was expressed as the coefficient of 

determination (R2). All the calibration curves showed good linear correlation, R2 was 

> 0.99. 
From all blank plasma chromatograms obtained from 6 different sources, 

there were no interfering peaks detected near the retention times of the compounds 

of interest indicating the selectivity of the method. 
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(a)  

 
(b) 

 
(c) 

 
 

Figure 1.  Typical chromatograms obtained with fluorescence detection for blank 

plasma (a) , point 4 of colistin calibration (b)  and (c)  plasma from patient 

receiving colistin methanesulfonate (IS: internal standard), The retention 

times of the internal standard, colistin A and colistin B were 6.53, 9.27 

and 10.94 minutes 
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Accuracy and precision of this method were acceptable. Determined during a 

single analytical run, the intra-day accuracy were between 98.93 and 112.23% and the 

intra-day (CV) were between 2.70 and 11.10. Investigated in three separate analytical 

runs, the inter-day accuracy were between 100.18 and 112.97% and the inter-day 

precision were between 7.82 and 14.30. (Table 1) 
The lower limit of quantification (LLOQ) for colistin, obtained from analysis 

of plasma spiked with 5 mg/L colistin sulfate, was 0.41447 mg/L. Accuracy and 

precision were 99.92% and 3.82%, respectively. 
 

 

Table 1.   Intra-day and inter-day accuracy and precision. 
 

Level 
Colistin conc. 

(mg/L) 
Intra-day analysis (n=5) Inter-day analysis (n=15) 
%accuracy %CV %accuracy %CV 

LLOQ 0.41447 99.92 3.82 - - 

Low 1.24341 98.93 2.70 100.18 14.30 

Medium 2.48681 110.88 11.10 112.97 7.82 

  9.47256 112.23 4.45 107.98 9.10 

 

Discussion 

 

The concentrations of colistin were calculated by multiplying the obtained 

colistin sulfate plasma concentrations by 1163/ 1403 before constructed on the 

calibration curve (1163 is the average molecular weight of colistin A and colistin B, 

the two major component of colistin, and 1403 is the average molecular weight of 

colistin sulfate).17 A run time of 19.5 minutes was very similar to previous methods17-

19 under the simplified procedures of sample deprotienization and SPE cartridge 

conditioning. Two steps of SPE cartridge conditioning were introduced with acetone 

and sodium hydrogen carbonate. Increased yield of FMOC-Cl derivatives was noticed 

at pH 9.2 when compared with pH 10 of sodium hydrogen carbonate. At 25 °C in the 

autosampler, the size of unwanted peaks was reduced whereas the derivatives of 

internal standard, colistin A and colistin B were stable for at least 96 hours compared 

with immediate analysis after elution.  Pharmacokinetic and animal model studies 

provided an average plasma concentration of colistin at steady state (Css,avg) of 2 - 2.5 

mg/ L. 7, 20 Recently, two case reports provided therapeutic drug monitoring for 

successful colistin treatment.  One, colistin plasma trough concentration of 1.1 mg/L 

was determined on day 3 and day 4 after colistin initiation in patient with liver 

abscess caused by MDR-Pseudomonas aeruginosa.10 Two, colistin plasma trough 

concentration of 7.88 mg/L on day 13 after colistin initiation was determined in the 

systemic lupus erythematosus patient who had bacteremia due to MDR-
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Pseudomonas aeruginosa with decreased CrCL and colistin plasma trough 

concentration were 0. 61 mg/ L on day 20 with the recovery of CrCL. 11 The 

concentration range of the calibration curve (0.41447 ≤  13.26300 mg/L) was chosen 

on the basis of covering the expected range of colistin plasma trough concentration 

for therapeutic drug monitoring study. 
Recent studies21-23 suggested that the higher colistin dosage is associated with 

the effectiveness.  Trough plasma concentration monitoring of colistin supported the 

decision process of lowering the colistin dosage which was beneficial to improving 

impaired renal function and still efficacious. 11 Since, colistin is extensively 

reabsorbed in renal tubules and CMS is mainly cleared through renal tubular 

secretion, the colistin plasma concentration may also be affected by instability of 

renal function.  Therefore, a previous case report suggested that the role and the 

clinical utility of colistin therapeutic drug monitoring should be further investigated 

in a larger population of patients with fluctuating renal function.9 The previous study  

assessed the stability of colistin and CMS under different storage conditions and 

provided that when stored at -80 °C or -70 °C, colistin concentration in colistin-spiked 

plasma was stable up to 6-8 months of storage.24 Limitation of this study, recovery 

of interesting compounds were not methodically evaluated.  
 
 

Conclusion 

 

The propose method demonstrated good sensitive, selective, precise and 

accurate, met the US FDA standard of bioanalysis method validation and 

appropriated for therapeutic drug monitoring. 
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Abstract   
 

Metformin is a biguanide anti-diabetic drug with various pharmacological 

activities including anti-carcinogenic action.  This study was to determine the effects 

of metformin on MRP2 activity in MCF-7 cells.  The activity of MRP2 was assessed 

by measuring intracellular accumulation of CDCF fluorochrome.  The results showed 

that metformin had no direct effect on CDCF accumulation after 30-min treatment.  
However, prolong exposure of MCF-7 cells with 5 mM metformin for 48 hr resulted 

in increased MRP2 activity.  These data suggested that metformin might be able to 

increased MRP2 function in the breast cancer cells possibly via up-regulation of 

MRP2 protein expression.  Further studies on its mechanism and an involvement of 

AMPK activation should be pursued 
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เมทฟอร์มินเพิ่มการท างานของเอ็มอาร์พีทูในเซลล์มะเร็งเต้านมเอ็มซีเอฟเซเว่นหลังจาก
ที่ให้เป็นระยะเวลานาน 

 
พลอย วรรณภากร, สุรีย์ เจียรณ์มงคล 

ภาคเภสัชวิทยาและสรีรวิทยา คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กรุงเทพฯ  

 
บทคัดย่อ 
 

เมทฟอร์มินเป็นยารักษาเบาหวานในกลุ่มไบกวาไนด์ที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาหลากหลาย
รวมถึงฤทธิ์ในการต้านมะเร็ง การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของเมทฟอร์มินต่อการท างาน
ของเอ็มอาร์พีทูในเซลล์ MCF-7 โดยวัดการท างานของเอ็มอาร์พีทูจากการสะสมของสารเรืองแสง 
CDCF ภายในเซลล์ ผลการทดลองพบว่าเมทฟอร์มินไม่มีผลโดยตรงต่อการสะสมของ CDCF 

หลังจากที่ให้นาน 30 นาที อย่างไรก็ตามการให้เมทฟอร์มิน 5 mM แก่เซลล์ MCF-7 เป็น
ระยะเวลานาน 48 ชั่วโมง มีผลเพ่ิมระดับการท างานของเอ็มอาร์พีทู ผลการศึกษานี้ชี้ให้เห็นว่า  
เมทฟอร์มินอาจเพ่ิมการท างานของเอ็มอาร์พีทูในเซลล์มะเร็งเต้านมได้ โดยคาดได้ว่าเมทฟอร์มิน
อาจมีผลเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีนเอ็มอาร์พีทู ซึ่งควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับกลไก
ดังกล่าวและความเก่ียวข้องกับการกระตุ้น AMPK ต่อไป 

 

ค าส าคัญ:  เมทฟอร์มิน, MRP2, MCF-7 cells  
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Introduction   
 

Development of multi-drug resistance (MDR)  against cytotoxic drugs may 

cause chemotherapy failure in cancer treatment.  This may be due to high expression 

of drug efflux proteins in the family of ATP binding cassette (ABC) transporters that 

can actively pump cytotoxic agent out of cancer cells.  Therefore, the cytotoxic drugs 

cannot accumulate within the cells up to their cytotoxic levels, and consequently 

losing their therapeutic efficacy.   These ATP- driven transporters include P-
glycoprotein (P-gp) , multidrug resistance associated proteins (MRPs)  and breast 

cancer resistant protein (BCRP).1  The ABC transporters in particular P-gp and MRP2 

are intrinsically expressed in several types of cancer cells including breast cancer 

MCF-7 cells.2  In addition, changing in expression levels and functionality of these 

transporters has been reported in the cells exposed with a number of compounds such 

as doxorubicin, piperine.3  tamoxifen.2  Recently, we demonstrated that MCF-7 cells 

were induced to express P- gp level after prolonged treatment with doxorubicin.  
Subsequently, the cells were less sensitive toward doxorubicin treatment.4 
 Metformin ( N, N dimethylbiguanide hydrochloride)  is a biguanide anti-
diabetic drug with various pharmacological activities including anti- tumorigenic 

effect.   Metformin has been reported to inhibit proliferation of various cancer cells 

such as prostate cancer, colon cancer, ovarian cancer and breast cancer.5 Recently it 

was reported that metformin at the concentrations of 1-10 mM decreased activity of 

P-gp in MCF-7/adr cells after 2 days treatment.6 However, there are no reports on the 

effect of metformin on MRP2 activity in human breast cancer cells. 
   This study aimed to investigate the effect of metformin on activity of MRP2 

in MCF-7 cells.   Its direct inhibitory action as well as its potential to affect MRP2 

expression were evaluated.   Our findings suggested that metformin might be able to 

increase MRP2 function after prolong treatment.  
 

Materials and Methods   
 

Cell culture  

   Human breast adenocarcinoma MCF- 7 cell line was purchased from 

American Type Culture Collection (ATCC® HTB22™). Cells were grown in RPMI-
1640 (supplement with 10% heat-inactivated fetal bovine serum and 1% penicillin-
streptomycin)  in humidified 37 °C, 5% CO2 and 95% air.  Cells were sub-cultured by 

trypsin-EDTA at 80% confluence. 
 

Cell viability: MTT assay  

 MCF-7 cells were seeded onto 96 well-plates at the density of 3.1x104 

cells/cm2 and cultured for 2 days.  The cells were treated with metformin (1-20 mM) 
for 24 and 72 hr.  At the end of each treatment period, the cells were washed and 

further incubated with MTT reagent (0.5 mg/ml) for another 4 hours.  The formazan 
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crystals were dissolved with DMSO, and measured the absorbance at 570 nm with a 

microplate reader (Wallac 1420 VICTOR 3, PerkinElmer Inc., USA).  The 

concentrations of metformin that produced cell death of less than 20% were 

considered non-cytotoxic. 
Expression of ABCC2 mRNA in MCF-7 cells: RT-PCR  

 The mRNA contents of ABCC2 (MRP2), MDR1 (P-gp), ABCG2 (BCRP1) and 

beta actin were determined by RT-PCR technique. The cells were lysed and extracted 

for RNA using TRIzol ® reagent according to the manufacturer’s instructions (Gibco 

Life Technologies, Grand Island, NY, USA) .   RNA was reversely transcribed to 

cDNA by ImProm-II TM reverse transcription system (Promega, USA) , followed by 

PCR amplification.   The PCR conditions for MDR1 were as follows:  an initial 

denaturing at 95°C for 5 minutes, 30 cycles of denaturing at 95°C for 30 s, annealing 

at 55°C for 30 s and extension at 72°C for 30 s; for ABCC2 and beta actin an initial 

denaturing at 95°C for 5 minutes, 40 cycles of denaturing at 94°C for 30 s, annealing 

at 60°C for 30 s and extension at 72°C for 40 s; and for ABCG2 an initial denaturing 

at 95°C for 5 minutes, 30 cycles of denaturing at 95°C for 30 s, annealing at 58°C 

for 30 s and extension at 72°C for 40 s.   The following specific primers were used: 
5≤-CAG ACA GCA GGA AAT GAA GTT GAA-3≤ and 5≤-ACC AAC TCA CAT 

CCT GTC TGA-3≤ for MDR1,  5≤-ACT TGT GAC ATC GGT AGC ATG C-3≤ 
and 5≤-GTG GGC GAA CTC GTT TTG-3≤ for ABCC2, 5≤-TGA CAT TAA GGA 

GAA GCT GTG CTA-3≤ and 5≤-GAG TTG AAG GTA GTT TCG TGG ATG-3≤ 
for beta actin and 5≤-ATC CCC AGG CCT CTA TAG CT-3≤ and 5≤-GAG ATT 

GAC CAA CAG ACC ATC A-3≤ for ABCG2 (The Gemini Singapore Science Park 

II, Singapore) .   The PCR products were determined by gel electrophoresis (1.5% 
agarose) and detected by the reporter dye (SYBR) Green under a luminescence-Image 

analyzer (ImageQuant™ LAS 4000, GE Healthcare Bio-sciences, Japan). 
 

Assays of MRP2 activities: Uptake assay 

The MRP2 activity was determined by an uptake assay.  The cells were seeded 

onto 24 well-plates at 1.16 x 105 cells/cm2, and cultured for 2 days.  On the day of 

experiment, the cells were washed with Hank’s balanced salts solution (HBSS)  and 

pre-incubated with metformin (1-5 mM) for 30 min prior to addition of 5(6)-Carboxy-
2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (CDCF-DA, 5 µM) for another 30 minutes.  In this 

study, we used indomethacin (500 µM), a known MRP2 inhibitor as a positive control 

group.  At the end of incubation period, the cells were washed with ice-cold PBS and 

lysed with 0.1% Triton X-100.  The amount of fluorescent CDCF was determined with 

a microplate reader (Wallac 1420 Perkin-Elmer Victor 3; Perkin Elmer Inc. )  at an 

excitation wavelength 485 nm and emission wavelength 535 nm.   The protein was 

quantified by BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific™, USA) at 570 nm. 
Changing in MRP2 function in the MCF-7 cells after prolonged treatment 

with metformin was also determined with an uptake assay.   In this experiment, the 
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cells were treated with metformin (up to 5 mM) for 24 and 48 hr.  At the end of each 

treatment period, the cells were washed 3 times prior to measurement of MRP2 

activity with the uptake assay as abovementioned.  The MRP2 activity was estimated 

by the % increase in intracellular CDCF in the presence of indomethacin (500 µM). 
  

Statistical analysis  

 Data were expressed as mean ± S.E.M. of three independent experiments. 
One-way ANOVA analysis followed by post-hoc Dunnett’s test was conducted to 

indicate the significance of differences at p < 0.05. 
 

Results  

 

Cell viability  

Metformin could induce cytotoxicity to MCF-7 cells after treatment for 24 

and 72 hr in concentration dependent manner. According to our criteria, the apparent 

cytotoxic concentrations of metformin were greater than 10 mM and 5 mM for 24-hr 

and 72-hr treatment, respectively (Figure 1). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         
Figure 1.   Cell viability after treatment with metformin (1-20 mM) for 24 and 72                        

                   hr.  *p < 0.05 vs control (n = 3 separated experiments). 
 

 

Expression and activity of MRP2  
 Expression of ABCC2 mRNA, but not MDR1 mRNA nor ABCG2 mRNA, 

in our MCF-7 cells was clearly shown in Figure 2.   Moreover, the cells exhibited 

MRP2 activity at appreciable level.   The presence of indomethacin (5 0 0  µ M) 
increased intracellular CDCF accumulation by approximately 2.38 fold (Figure 3) .  
Metformin at the concentrations upto 5 mM had no significant effect on intracellular 

CDCF levels, comparing with the untreated control group (without metformin).  Our 

results suggested that metformin had no inhibitory effect against MRP2 activity.  

* 
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MRP2 activities of MCF-7 cells after prolonged treatment (24 and 48 hr) with 

metformin were also assessed.   Pretreatment the cells with metformin (upto 5 mM) 
for 24 hr did not significantly affect intracellular CDCF accumulation, comparing 

between those in the presence or absence of indomethacin (Figure 4).  However, when 

the metformin treatment period was extended to 48 hr, metformin at the non-
cytotoxic concentration of 5 mM was able to increase CDCF accumulation in the 

presence of indomethacin by approximately 2.22 fold, suggesting an increase of 

MRP2 function in these cells.  
 

  

  

 

  
        
 

 

 

 

Figure 2.   The basal mRNA level of the ABC transporters (ABCG2, MDR1 and 

ABCC2) in MCF-7 cells. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            
 

 

 

        
Figure 3.   Metformin (upto 5 mM) had no direct inhibitory effect on MRP2 activity 

after treatment for 30 min.   Indomethacin (500µM) , a known MRP2 

inhibitor, was used as a positive control.   *p < 0.05 vs control (n =  3 

separated experiments). 
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Figure 4.   Intracellular accumulation of CDCF.   The MCF-7 cells were pretreated 

with metformin for 24 and 48 hr prior to measurement of MRP2 activity 

with an uptake assay.   Significant increase in intracellular CDCF in the 

presence of indomethacin (500 µM) in relative to those in the absence of 

indomethacin indicated the residual MRP2 activity.  *p < 0.05 vs control 
(n = 3 separated experiments). 

 

Discussion 

 

Our studies demonstrated that metformin had no direct effects on MRP2 

activity.   However, this drug was able to increase MRP2 function after prolonged 

treatment (48 hr) , possibly involving with up-regulation of protein level.  However, 

other previous report of the effect of metformin on P-gp function has showed that 

metformin (1 -1 0  mM)  decreased P-gp activities in MCF-7/adr cells after 2 days 

treatment. 6  Although P-gp and MRP2 belong to the ABC transporters, they are 

encoded by different gene, and possibly with different regulation pathways in 

transcription and translation processes.  Thus, changing in protein expression of each 

transporter in response to chemical treatment may vary.   It was reported that the 

content of MDR1 mRNA in hepatocytes isolated from lipopolysaccharide-treated 

rats increased whereas the content of MRP2 mRNA decreased. 7   It might be 

anticipated that metformin had different effects on P-gp and MRP2 expression. 
The mechanisms of metformin in increasing MRP2 activity are needed 

further investigation.   Further studies on metformin-mediated MRP2 expression at 

transcription and translation levels should be pursued.   Moreover, activation of 

AMPK has been linked to an increase of Na+, K+ ATPase activity in skeletal muscle 

cells. 8 The inductive effect of metformin, a known AMPK activator, on MRP2 

functionality via increasing ATPase activity should be also studied in the future. 
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Conclusion 

 

Metformin had no direct interference on MRP2 activity.   However, this drug 

was able to increase MRP2 function in MCF-7 cells after prolong treatment (48 hr). 
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Abstract   

 

 Platelet hyperactivity is associated with vascular complications in 

thalassemia. The mechanism of platelet hyperactivity in β-
thalassemia/hemoglobin(Hb) E remains unclear. We hypothesized that increased 

intracellular reactive oxygen species (ROS) generated by nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate oxidase (NOX) may be involved in platelet hyperactivity in 

thalassemia. ROS levels were determined in platelets from healthy and β-
thalassemia/HbE subjects (N = 6 each). We measured ROS in platelets by 

dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) assay. Baseline and thrombin-
induced platelets of β-thalassemia/HbE than healthy subjects ROS and P-selectin 

expression were higher in. Inhibition of NOX by apocynin decreased baseline and 

thrombin-induced ROS generation and P-selectin expression on platelets of β-
thalassemia/HbE subjects. In conclusion, thalassemic platelets have elevated ROS 

levels generated from NOX, and increased intracellular ROS may play a role in 

platelet hyperactivity in thalassemia patients.  
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บทบาทของ NOX ต่อ reactive oxygen species ภายในเซลล์และการท างาน
ของเกล็ดเลือดในผู้ป่วยธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบินอ ี
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4 คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลศิริราช มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร 
 
บทคัดย่อ 
 
 ภาวะเกล็ดเลือดไวเกี่ยวข้องกับภาวะแทรกซ้อนทางหลอดเลือดในผู้ป่วยธาลัสซีเมีย 
อย่างไรก็ตามกลไกท่ีท าให้เกิดภาวะเกล็ดเลือดไวในอาสาสมัครธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบินอียังคงไม่
ชัดเจน สมมติฐานของการศึกษานี้ คือม ี  reactive oxygen species  (ROS)  มากขึ้นที่ถูกสร้าง
จากเอนไซม ์  nicotinamide  adenine dinucleotide phosphate oxidase (NOX) และอาจจะ
เกี่ยวของกับภาวะเกล็ดเลือดไวในผู้ป่วยธาลัสซีเมีย การศึกษานี ้ วัดระดับของ ROS ในเกล็ดเลือด
ของอาสาสมัครคนสุขภาพแข็งแรงและอาสาสมัครธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบินอี (6 คนต่อกลุ่ม)  การวัด 
ROS ในเกล็ดเลือด โดยวิธีวิเคราะห์ไดคลอโรไดไฮโดรฟลูออเรสซีน (DCFH-DA assay) ระดับ 
ROS และการแสดงออกของ  P-selectin  บนเกล็ดเลือดในภาวะพ้ืนฐานและหลังถูกกระตุ้นด้วย
ทรอมบินมีค่าสูงขึ้นในอาสาสมัครธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบินอีมากกว่าอาสาสมัครสุขภาพแข็งแรง การ
ยับยั้ง NOX ด้วย apocynin ลดระดับ ROS  และการแสดงออกของ P-selectin บนเกล็ดเลือด
ของอาสาสมัครธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบินอี ทั้งในภาวะพ้ืนฐานและหลังถูกกระตุ้นด้วยทรอมบิน 
บทสรุป เกล็ดเลือดของอาสาสมัครธาลัสซีเมีย/ฮีโมโกลบินอี มีการเพ่ิมข้ึนของระดับ ROS  ซึ่งถูก
สร้างจาก NOX  และ ROS ในเซลล์อาจมีบทบาทต่อการเพิ่มความไวในการตอบสนองของเกล็ด
เลือด (hyperactivation) 
 

ค าส าคัญ : ธาลัสซีเมีย, เกล็ดเลือด,  ROS, NAD(P)H oxidase 
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Introduction    
  

 Platelet hyperactivity is associated with vascular complications such as 

pulmonary hypertension and thrombosis in thalassemia1,2. The increased reactive 

oxygen species (ROS), decreased antioxidants, and iron overload may lead to 

endothelial dysfunction and platelet hyperactivity in thalassemia3,4. ROS play a role 

as intracellular signaling molecules during platelet activation induced by thrombin 

and collagen5,6. Increased intracellular ROS in platelets are related with vascular 

diseases such as atherosclerosis, hypertension and pulmonary hypertension7,8. 
Platelets of thalassemia subjects have high ROS and low glutathione (GSH) levels9. 
However, the role of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase (NOX) on 

ROS levels in thalassemic platelets has not been investigated.  
 ROS play an important role in regulation of platelet function and promotion 

of platelet activation. In turn, activated platelets have ability to produce ROS that are 

able to modify platelet function10. The ROS in platelets are generated from activated 

NOX during platelet activation. Superoxide anion and hydrogen peroxide behave as 

second messengers to induce a series of platelet activating events such as cytosolic 

calcium elevation, thromboxane A2 (TXA2) secretion, and granule release11,12.  
 In this study, we aimed to investigate the role of NOX on intracellular ROS 

and platelet activity in thalassemia.  
 

Materials and Methods  

 

Subjects  

 

 Six healthy and six β-thalassemia/Hb E subjects were enrolled in this study. 
Criteria of healthy and thalassemia subjects must be 20-40 years old, did not take 

anti-platelets drug and blood transfusion at least 2 weeks. For β-thalassemia/Hb E 

subjects must be splenectomized. The protocol was approved by institutional review 

board (Ramathibodi hospital, Mahidol University, Thailand) on Human Rights 

Related to Research Involving Human Subjects under project No.ID-03-56-27. 
 

Blood sample collection 

 Four milliliters of venous blood were placed to tubes containing acid citrate 

dextrose buffer at ratio 6:1 and gently mixed.  
 

Wash platelet preparation           

 Blood samples were centrifuged at 120 g for 5 minutes at room temperature, 

and then platelet-rich plasma (PRP) was collected. Prostacyclin (PGI2) (500 nM) was 

added into PRP to prevent platelet activation before centrifugation at 500 g for 5 

minutes to collect platelet pellet. Platelet pellet was washed with CGS washing buffer 
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(120 mM NaCl, 12.9 mM tri-Na-citrate, 30 mM D-glucose pH 6.5). After 

centrifugation, platelets were resuspended in Tyrode’s incubation buffer (137 mM 

NaCl, 2.7 mM KCl, 0.36 mM Na2HPO4, 5mM HEPES, 5.6 mM D-glucose, 0.1% BSA 

pH 7.4) at ratio 1:2 and further incubated at 37 ๐C for 1 hour before starting 

experiments. 

Measurement of ROS generation in platelets 

 Washed platelets were pre-incubated with 10 μM dichlorodihydrofluorescein 

diacetate (DCFH-DA) for 15 minutes at 37 ๐C in dark. The washed platelets (100 μl) 
were added into tubes containing saturated concentrations of PEcy5-labeled CD42b 

(a platelet marker) and PE-labeled CD62P (a platelet activation marker), and incubated 

in dark at room temperature for 15 minutes. Then, the platelets were stimulated with 

2 U/ml thrombin and incubated for 15 minutes. In a separate set of experiment, 600 

μM apocynin (an NADPH oxidase inhibitor) was pre-incubated for 15 minutes before 

stimulation with thrombin. Platelets were diluted with Tyrode’s buffer containing 10 

μM DCFH-DA and analyzed immediately. Intracellular ROS levels and P-selectin 

expression were measured by BD AccuriTM C6 flow cytometer (BD Bioscicences). 
The baseline levels of ROS and P-selectin (CD62P) expression were quantified in 

samples without thrombin and used as a reference for subsequent experiments. A 

percentage of cells with CD62P expression greater than the baseline levels were 

calculated from 30,000 events positive for CD42b. ROS stimulation indexes were 

calculated from the mean fluorescence intensity (MFI) expressed as fold change 

relative to unstimulated platelet set as 10. 
 

Statistical analysis 

 

Statistical analyses were performed using Student’s t test (GraphPad, San 

Diego, CA). Results are shown as means  SEM. Statistical significance was 

considered if P-value < 0.05. 
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Results  

Baseline intracellular ROS and P-selectin expression on platelet  

The levels of intracellular ROS and P-selectin expression on platelets were 

higher in β-thalassemia/HbE than healthy subjects (*P < 0.05) (Figure 1). 
 

 

  Figure 1 Baseline intracellular ROS (A) and P-selectin expression (B) on platelets 

of healthy and β-thalassemia/HbE subjects (N = 6 each)  *P < 0.05 (unpaired t test). 
 

 

 

Thrombin-induced ROS and P-selectin expression  

 The levels of intracellular ROS and P-selectin expression induced by 

thrombin (2 units/ml) were higher in platelets from thalassemia subjects that those 

from healthy subjects (Figure 2). 

  

      

Figure 2 Thrombin-induced intracellular ROS generation (A) and P-selectin 

expression (B) on platelets from healthy and β-thalassemia/HbE subjects (N = 6 each). 
*P < 0.05 (unpaired t test). 
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Effect of NOX inhibitor on ROS and P-selectin expression 

 Apocynin, a NOX inhibitor, decreased intracellular ROS and P-selectin 

expression on healthy and thalassemic platelets (Figure 3,4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 3 Apocynin inhibited intracellular ROS generation (A) and P-selectin 

expression (B) induced by thrombin on platelets from healthy subjects (N = 6 each). *P 

< 0.05 (unpaired t test). 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 Apocynin inhibited intracellular ROS generation (A) and P-selectin 

expression (B) induced by thrombin on platelets from β-thalassemia/HbE (N = 6 each). 
*P < 0.05 (unpaired t test). 

 

Discussion 

 

 We demonstrate higher levels of ROS and P-selectin expression on platelets 

of β-thalassemia/HbE subjects compared with healthy subjects. Both baseline and 
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thrombin-induced ROS generation and P-selectin expression are higher in 

thalassemia than healthy subjects. P-selectin expression induced by thrombin is 

related with ROS generated by NOX, because a NOX inhibitor (apocynin) can inhibit 

ROS generation and P-selectin expression.  
 

 P-selectin is platelet degranulation marker. P-selectin is released from platelet 

α-granules and then incorporated into membrane. The expression of P-selectin on 

platelets is elevated in splenectomized β-thalassemia/HbE subjects in comparison 

with non-splenectomized thalassemia and healthy subjects. Only splenectomized 

subjects were enrolled in our study. Splenectomized thalassmia subjects also have 

increased soluble P-selectin in plasma. Here, we provide additional data that the 

baseline and agonists-induced P-selectin expression increase in splenectomized 

thalassemia subjects1. 
 

 Thalassemic platelets has decreased glutathione and increased ROS9. ROS 

such as superoxide and hydrogen peroxide play role as signaling molecules during 

platelet activation, in particular when induced by collagen and thrombin11,12. It is 

unknown whether increase in baseline intracellular ROS is due to oxidative stress or 

platelet hyperactivity. Nonetheless, antioxidants such as vitamin E and reduced 

glutathione can decrease platelet activity in thalassemia13,14. Apart from oxidative 

stress, platelet hyperactivity may result from decreased nitric oxide and prostacyclin 

secondary to endothelial dysfunction15,16.  
 

 NOX is a primary enzyme responsible for ROS generation in platelets. 
Collagen and thrombin are strong platelet agonists known to mediate platelet 

activation through NOX activation and subsequent ROS generation17. ROS can 

activate kinase proteins such as ERK, AKT and P38 leading to thromboxane A2 

synthesis, integrin αIIbβ3 activation, P-selectin expression, and degranulation18,19. 
NOX inhibitors can inhibit platelet ROS production, platelet activation, and 

prevention of thrombosis in human. Thereby, NOX inhibition may be a new strategy 

for therapy of platelet hyperactivity in thalassemia.  
 

Conclusion 

 

 In summary, these studies indicate that intracellular ROS expression in 

healthy and thalassemia platelets were generated from NAD(P)H oxidase. These ROS 

may play a role in promoting platelet activation in β-thalassemia/HbE patients. 
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Abstract   
 

 Breast cancer is the most common cancer among women worldwide 

including Thailand. Previous studies reported that nitric oxide (NO) at nanomolar 

concentrations promotes proliferation of cancer cells in the microenvironment with 

limited oxygen and nutrients. The aim of this study was to determine the NO level 

and expression of genes associated with NO production in breast tissues obtained 

from patients diagnosed with breast cancer. The results showed that nitrite and nitrate 

levels were higher in breast cancer tissues than normal adjacent breast tissues. The 

mRNA expressions of endothelial nitric oxide synthase (eNOS), inducible nitric 

oxide synthase (iNOS), and xanthine oxidoreductase (XOR) were not different 

between breast cancer tissues and normal adjacent tissues. In conclusion, increases 

in NO metabolites were observed in breast cancer tissue whereas there was no change 

in mRNA expressions of gene for NO production. Increased nitrite and nitrate levels 

in breast cancer tissues suggest that NO can promote cancer cell proliferation. Thus, 

inhibition of NO synthesis could be a novel therapeutic approach. Further study is 

required to correlate NO levels with clinical variables, and to elucidate the 

mechanism of increased NO.  
 
Keywords:   Breast cancer, nitric oxide  
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การเพิ่มขึ้นของระดับเมแทบอไลท์ของไนตริกออกไซด์ในเนื้อเยื่อมะเร็งเต้านมจาก 
ผู้ป่วย 
 
พีรวิชญ์ คงแก้ว1, รณรัฐ สุวิกะปกรณ์กุล2, พรพรรณ วิวิธนาภรณ์1,  ณัฐวุธ สิบหมู่1 
 
1ภาควิชาเภสัชวิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหดิล กรุงเทพมหานคร 
2ภาควิชาศัลยศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร 
  
 

บทคัดย่อ  
 

โรคมะเร็งเต้านมเป็นโรคมะเร็งที่พบบ่อยในผู้หญิงทั่วโลกรวมทั้งในประเทศไทยความ
เข้มข้นของไนตริกออกไซด์ (nitric oxide) ในระดับท่ีต่ าส่งเสริมการเจริญแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง 

ในสภาวะที่มีออกซิเจนและสารอาหารจ ากัด งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาระดับของ         
ไนตริกออกไซด์และการแสดงออกของยีนส์ที่เกี่ยวข้องกับไนตริกออกไซด์ในเนื้อเยื่อเต้านมจาก
ผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคมะเร็งเต้านมผลการศึกษาพบว่า ระดับไนไตรท์และไนเตรตใน
เนื้อเยื่อมะเร็งเต้านมสูงกว่าเนื้อเยื่อปกติที่อยู่ข้างเคียงเนื้อเยื่อมะเร็ง แต่ ไม่พบความแตกต่างของ
การแสดงออกของเอ็มอาร์เอนเอของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างไนตริกออกไซด์ คือ เอนโดธีเลียว -    
ไนตริกออกไซด์ซินเทส (eNOS), อินดิวซิเบลไนตริกออกไซด์ซินเทส (iNOS) และแซนทีน-    ออกซิด
รีดักเทส (XOR) ระหว่างเนื้อเยื่อดังกล่าว โดยสรุป ระดับเมแทบอไลท์ของไนตริกออกไซด์ เพ่ิมขึ้น
ในเนื้อเยื่อมะเร็งเต้านม แต่ระดับเอ็มอาร์เอนเอของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างไนตริกออกไซด์  ไม่มี
การเปลี่ยนแปลง การเพ่ิมขึ้นของไนไตรท์และไนเตรตในเนื้อเยื่อมะเร็งเต้านม          สรุปว่าไนตริ
กออกไซด์สามารถสนับสนุนการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง ดังนั้นการยับยั้งการสร้าง    ไนตริกออก
ไซด์อาจจะเป็นแนวทางการรักษาใหม่ ควรจะมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง
ระดับไนตริกออกไซด์และตัวแปรทางคลินิกอ่ืนๆของผู้ป่วยและเพ่ือศึกษาการเพ่ิมขึ้นของระดับไน
ตริกออกไซด ์
 

ค าส าคัญ:  มะเร็งเต้านม, ไนตริกออกไซด์ 
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Introduction    
  

 Breast cancer is one of the most common cancers in women, leading to high 

morbidity and mortality. NO is known as a vasodilator and platelet inhibitor. 
Correlation between NO and cancer cell growth was reported1, 2. However, high NO 

concentrations inhibits cancer cell growth3-5. Effect of NO on cancer cells is therefore 

dependent on its concentration6. The high NO levels can be achieved by increasing 

eNOS or iNOS expression in cancer cells7. NO at 1 – 100 nM can promote 

angiogenesis, stimulate cancer cell proliferation, and inhibit apoptosis. In contrast, 

NO at concentration higher than 300 nM can induce apoptosis of cancer cells8. NO 

is oxidized to nitrite (NO2
-) by autoxidation or oxidants.  Nitrite can be further 

oxidized to nitrate (NO3
-) by hemoglobin or heme-containing proteins such as 

myoglobin, cytoglobin and neuroglobin. Nitrate can be converted to nitrite by 

bacteria in oral cavity and colon. Nitrite is converted to NO by deoxyhemoglobin, 

xanthine oxidoreductase (XOR)9, 10, or mitochondrial enzyme11. 
 In this study, we aimed to evaluate NO metabolite levels and mRNA 

expression of genes associated with NO production in breast cancer tissues from 

patients.  
 

Materials and Methods  

 

Tissues collection from patients 

 Human breast tissues were obtained from Department of Surgery, 

Ramathibodi hospital, Mahidol University, Thailand. Breast tissues were collected 

from operation room and stored at -80 oC until use (N=24). The project was approved 

by Committee on Human Rights Related to Research Involving Human Subjects, 

Faculty of Medicine Ramathibodi Hospital, Mahidol University based on the 

declaration of Helsinki, protocol ID 03-58-32. Nitrite and nitrate were measured by 

tri-iodide based and vanadium chloride based chemiluminescense methods, 

respectively. The expressions of mRNA NOS and XOR enzymes were determined 

by real-time polymerase chain reaction (real-time PCR). 
 

Measurement of nitrite and nitrate in breast tissues  

 Frozen tissues were thawed on ice and weighted. Tissues were homogenized 

with 1.5 mL of homogenized solution containing with stabilizers (1 mM of KCN, 12 

mM of K3Fe2(CN)6, 10 mM of NEM and DTPA). Afterwards, homogenized tissue 

was injected into column containing tri-iodide solution for nitrite determination and 

vanadium chloride for nitrate determination12-14. The signals were recorded and area 

under the curve (AUC) was determined using Origin 7 (Origin lab, Northampton, MA, 
USA).  
 

Real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) 
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 Breast tissue was homogenized with lysis buffer ( Jena Bioscience, Jena, 

Germany) containing 2-mercaptoethanol. After that, 1000 l of homogenized sample 

was mixed with 600 L of isopropyl alcohol to precipitate RNA.  The mixture was 

transferred to extraction column ( Jena Bioscience, Jena, Germany) .  The RNA 

concentration was determined by Nanodrop spectrophotometer. The complementary 

DNA (cDNA)  was generated by 1 g of total RNA, random primers (Roche, Basel, 

Switzerland), and superscript III transcriptase (Invitrogen) at 50 oC. The quantification 

was monitored by measuring the increasing of fluorescence intensity using iTaqTM 

Universal SYBR Green Supermix ( Bio- Rad, Hercules, CA, USA)  on Applied 

Biosystems real time PCR 7500 machine. The quantitative gene expression data was 

normalized to mRNA level of glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase (GAPDH).  
 

Statistical analysis 

Data were presented as means + SEM or medians with interquartile range 

(IQR). p value less than 0.05 was considered statistically significant difference 

(GraphPad, San Diego, CA).  
 

Results  

 

Levels of NO metabolites (nitrite and nitrate) in breast tissues 

 Nitrite and nitrate levels are reported as nanomole per gram of breast 

tissues. The results showed that breast cancer tissues had significant higher nitrite 

and nitrate levels than normal adjacent tissues [median (IQR) for nitrite: 17.99 

(0.8945-28.82) vs. 14.47 (0.9368-26.61); for nitrate: 401.4 (163.7-617.1) vs.  276.3 

(179.2-414.5)] (Figure 1). 
 

 
 

Figure 1.  The nitrite (A)  (N = 26)  and nitrate (B)  (N = 12)  levels in normal adjacent 

tissues and breast cancer tissues from patients.  *p < 0.05, Wilcoxon 

signed rank test. 
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The mRNA expressions of eNOS, iNOS and XOR were analyzed in normal 

adjacent and cancer tissues by real-time PCR.  There was no difference in eNOS, 

iNOS, and XOR mRNA levels between normal and cancer breast tissues (Figure 2A-
C). 

 

 
 

Figure 2.  mRNA of eNOS (A), iNOS (B), and XOR (C) in breast cancer tissues from 

patients (N = 3-13). Data are means + SEM, Mann Whitney U test. 
 

  

Discussion 

 

 In this study, we demonstrated that the nitrite and nitrate levels were higher 

in breast cancer tissues than normal adjacent tissues. However, there was no change 

in mRNA expression of genes involving in NO production, i.e., eNOS, iNOS, and 

XOR.  The nitrite concentration in range of 10 – 20 nM in breast tissues is known to 

be able to promote cancer cell growth8. The nitrate levels are also higher in breast 

cancer tissues than normal tissues. The mRNA expression of eNOS and iNOS are not 

different between normal and cancer breast tissues; however, more number of 

samples is needed to confirm this pilot result. Our results are inconsistent with earlier 

reports that eNOS and iNOS expression are increased in breast cancer cells, as shown 

by immunohistochemistry7.  Although the mRNA levels of enzymes are not different, 

it is possible that the enzyme activity or amount may increase. Therefore, the activity 
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and amount of eNOS and iNOS requires further investigation by western blot 

analysis.  

 

 

 

Conclusion 

 

 NO metabolites (nitrite and nitrate) are increased in breast cancer tissues than 

normal adjacent tissues, but the mRNA expressions of eNOS, iNOS, and XOR are 

not changed.  
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Abstract 
 

The expression and function of drug transporters including P-glycoprotein (P-
gp) , an efflux transporter which is encoded by Mdr1a and Mdr1b genes in rat and 

organic anion transporting polypeptide (OATP1B1) , an influx transporter which is 

encoded by Slc21a5 gene in rat have been shown to be affected by grapefruit. Pomelo 

(Citrus grandis L.  Osbeck)  is a citrus fruit which has been used as food or herbal 

medicine, known as antioxidant and antihyperlipidemic effects.  This study aimed to 

investigate the effects of pomelo on Mdr1a, Mdr1b and Slc21a5 expressions in rat 

livers and intestines.  Rats were divided into two groups:  control group and pomelo 

group.  In pomelo group, they were orally administered pomelo juice (2 ml/kg, po) 
twice daily for 7 days.  The expression of hepatic and intestinal Mdr1a, Mdr1b and 

Slc21a5 mRNA were measured using the real-time reverse transcription polymerase 

chain reaction.  The results of this study clearly illustrated that administration of 

pomelo juice dramatically down-regulated the expression of hepatic Slc21a5 mRNA 

(p<0.05), it however did not alter the expression of Mdr1a and Mdr1b mRNA in the 

livers.  Conversely, real-time RT-PCR analysis revealed that the levels of Mdr1a and 

Mdr1b mRNA in the intestine of rats receiving pomelo juice were significantly lower 

than those of the control group.  The mRNA levels of Mdr1a and Mdr1b were 

decreased by 86.47% (p<0.001)  and 51.43% (p<0.05)  of control whereas intestinal 

Slc21a5 mRNA expression remained unchanged. In conclusion, pomelo juice down-
regulated the expression of hepatic Slc21a5 and intestinal Mdr1a and Mdr1b mRNAs 

in rats, suggesting that there is a risk of pomelo and drug interaction which is 

associated with inhibition of drug transporters caused by pomelo.  
 

Keywords:  Pomelo, P-glycoprotein (P-gp) , organic anion transporting polypeptide 

(OATP) 
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ผลของส้มโอต่อการแสดงออกของยีน Mdr1a, Mdr1b และ Slc21a5 ในหนูแรท 
 

กฤษกรณ์ ระย้าศิลป์1, รศ.สุพีชา วิทยเลิศปัญญา2, อ.ดร. ปิยนุช วงศ์อนันต์2 

 
1สหสาขาวิชาเภสัชวิทยา บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
2ภาควิชาเภสัชวิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
บทคัดย่อ  
 

P-glycoprotein (P-gp) ซึ่งเป็น efflux transporter ที่ถูกสร้างมาจากยีน Mdr1a และ
ยีน Mdr1b ในหนูแรท และ organic anion transporting polypeptide1B1 (OATP1B1) ซึ่ง
เป็น influx transporter ที่ถูกสร้างจากยีน Slc21a5 ในหนูแรท ส้มโอเป็นผลไม้ประเภท citrus 
น ามาใช้เป็นอาหาร และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และลดไขมันในเลือด งานวิจัยนี้จงึสนใจที่จะศึกษา
ผลส้มโอต่อการแสดงออกของยีน Mdr1a, Mdr1b และ Slc21a5 ในตับและล าไส้หนูแรท โดย
แบ่งหนูแรท ออกเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มละ 3 ตัว มีกลุ่มควบคุม (N=3) และกลุ่มที่ได้รับน้ าส้มโอ (N=3) 
โดยกลุ่มที่ได้รับส้มโอจะได้รับส้มโอปริมาณ 2 ml/kg วันละ 2 ครั้ง เป็นเวลา 7 วัน จากนั้น
ท าการศึกษาการแสดงออกของยีน Mdr1a ยีน Mdr1b และยีน Slc21a5 ในตับและล าไส้เล็กของ
หนูแรทด้วยเทคนิค real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) ผลการทดลองในเซลล์
ตับของหนูแรทพบว่ามีการแสดงออกของยีน Slc21a5 ลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ขณะที่การแสดงออกของยีน Mdr1a และ Mdr1b ในตับของหนูแรท
ที่ได้รับส้มโอไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญจากกลุ่มควบคุม นอกจากนี้ในการศึกษาการแสดงออกใน
เซลล์ล าไส้เล็กพบว่าการแสดงออกของยีน Mdr1a (p<0.001)  และ ยีน Mdr1b (p<0.05)  ลดลง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติโดยมีการแสดงออกที่ลดลงถึง 86.57% และ 51.43% ตามล าดับ ขณะที่
การแสดงออกของยีน Slc21a5 ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม โดยสรุปน้ าส้มโอลดการแสดงออกของ 
Slc21a5 mRNA ในตับและลดการแสดงออกของ Mdr1a และ Mdr1b mRNA ในล าไส้ของหนู
แรท ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นความเสี่ยงของการเกิดอันตรกริยาระหว่างส้มโอกับยาอัน
เป็นผลเนื่องจากผลการยับยั้งการแสดงออกของ drug transporters ของส้มโอ   

 
ค าส าคัญ:    ส้มโอ, พีไกลโคโปรตีน, ออร์แกนิค แอนไอออน พอลิเปปไทด์ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



147 
 

 

The 39th Pharmacological and Therapeutic Society of Thailand Meeting 
18-20 May 2017; Chonburi, Thailand 

Introduction  
 

Drug transporters play important roles in the absorption, distribution, and 

removal of drugs.  P-glycoprotein (P-gp) , an efflux transporter, is located on various 

cell types such as hepatocytes and enterocytes.  P-gp is encoded by MDR1 gene in 

human1 and Mdr1a and Mdr1b genes in rats2.  In addition to efflux transporters, 

uptake transporters of the organic anion transporting polypeptide (OATPs)  family, 

especially OATP1B1, which is encoded by human SLCO1B1 gene3 and rat Slc21a5 

gene2, has been shown to be a major determinant of pharmacokinetic profile of many 

clinical drugs4.  Since both P-gp and OATP have broad substrate specificity, there is 

a significant risk for drug-drug interactions through induction and inhibition of these 

transporters5.  
Pomelo is a citrus fruit (Citrus grandis L. Osbeck), which is originated in 

Asia; however, the consumption of pomelo is not limited to Asia region but it is 

spread worldwide6. Pomelo is known as good sources of vitamin C and flavonoids7. 
Moreover, the beneficial effects of pomelo such as antioxidant and 

antihyperlipidemic have been reported8. Consequently, the possibility of the 

concomitant consumption of pomelo with conventional drugs in patient is even more. 
It however should be noted that pomelo is botanically related to grapefruit (Citrus 

paradisi) and also contains furanocoumarins which has been reported as inhibitors of 

both CYP3A4 and P-gp9. Therefore, this study investigated the effect of pomelo on 

expressions of drug transporters including, Mdr1a, Mdr1b and Slc21a5 in a rat 

model. Thus, the study will provide supplemental safety information of herbal-drug 

interaction. 
 

Materials and Methods 

 

Animal Model  
Male Sprague-Dawleys rats with age of 7 weeks and weight of 250 to 300 g 

(were purchased from supplied by the National Laboratory Animal Center, Mahidol 

University, Salaya, Nakorn Pathom, Thailand) .  All animals were housed as 3 

animals/cage and kept in a controlled environment with a 12:12hours light-dark cycle 

at 25±2ºC at the laboratory animal facililities of the Faculty of Medicine, 

Chulalongkorn University’s animal laboratory facilities.  The experimental protocol 

was approved by the Animal Ethics Committee for animal study of the Faculty of 

Medicine, Chulalongkorn University. 
Rats were divided into two groups; control and pomelo groups.  Animals in 

the pomelo group were orally administered with pomelo juice (2 ml/kg, po)  twice 

daily (9.00 and 17.00)  for 7 days.  After that, rats were sacrificed under isoflurane 

anesthesia and livers and intestines were taken and frozen in liquid nitrogen.  The 

mRNA expression levels of hepatic and intestinal drug transporters including Mdr1a, 

Mdr1b and Slc21a5 were measured. 
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RNA Isolation and Real time RT-PCR Analysis  

Intestinal and hepatic tissues were rinsed with cold 0.9% normal saline.  Total 

RNA was isolated using TRIzol reagent (Invitrogen, Burlington, ON, Canada). Then, 

total RNA was converted to cDNA by ImProm- II Reverse Transcription System 

(Promega). Gene amplification was carried out using TaqMan gene expression assays 

from Applied Biosystems (Carlsbad, CA)  with the specific primers as shown in 

Table1.  The mRNA levels of interested genes in rats receiving pomelo are 

normalized to GAPDH were expressed in relative to those in control rat using the 2-

≤≤CT method. 
 

Table 1.  Sequences of primers used for quantitative real-time RT-PCR 

 

gene orientation Primer sequences 5’ to 3’ orientation 

Mdr1a 

Forward 5’-TCT GGC GGC CAT TAT CCA T-3’ 

Reverse 
5’-TCA TAC TAC GGT TGT TTC CTA 

CAT TTG-3’ 

Mdr1b 

Forward 
5’-TGA ATC CCA AAG TGA CAC TGG T-
3’ 

Reverse 
5’-ATA CTT CTG CGA ATT GAT CTC 

CTT ATT-3’ 

Slc21a5 

Forward 
5≤-CCA CTG CTG AGG TAG TCT TCC 

TTA TG-3≤ 

Reverse 
5≤-CAG AGC CAG AAT GCT AAG TGT 

GC-3≤ 

GAPDH 

 

Forward 5’-TGC ACC ACC AAC TGC TTA GC-3’ 
Reverse 5’-GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG-3’ 

 

Data analysis  
The data are presented as mean ± SEM.  Estimation of differences between 

groups were used an unpaired Student’s t test. *p<0.05 and **p<0.001 were determined 

as statistically significance. 
 

Results  

 

mRNA Expression of hepatic Drug Transporters in Rats   

As shown in Figure 1, oral administration of pomelo juice for 7 days 

decreased expression of Slc21a5 mRNA in the liver by approximately 70% (p<0.05), 
with respect to the control group. Conversely, there were no significant difference in 

Mdr1a and Mdr1b mRNA expression between the control group and the pomelo 

group. 
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Figure 1. The expression of Mdr1a, Mdr1b and Slc21a5 mRNAs in the livers of 

control and pomelo rats using quantitative real-time RTPCR (qRT-PCR). 
Data are presented as mean ± S.E.M.  of three animals in each group. 
*p<0.05 compared with control rats. 

 

mRNA Expression of intestinal Drug Transporters in Rats   

In contrast to the liver, we found that oral administration of pomelo juice 

down-regulated the expression of Mdr1a mRNA in the rat intestine by approximately 

85% (p<0.001). Furthermore, a significant reduction in intestinal Mdr1b was detected 

in pomelo juice-treated animals when compared to the control animals (p<0.05). It 
however should be noted that the expression of the uptake transporter, Slc21a5 
mRNA remained unchanged. 
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Figure 2. The expression of Mdr1a, Mdr1b and Slc21a5 in the intestines of control 

and pomelo rats using quantitative real-time RTPCR (qRT-PCR). Data are 

presented as mean ± S.E.M.  of three animals in each group.  *p<0.05 and 

**p<0.001 compared with control rats. 
 

 

Discussion 

 

Previous studies reported that administration of grapefruit resulted in 

inhibition of enteric P- gp, increasing drug bioavailability or eventually causing 

toxicity10.  It was shown that grapefruit down-regulated the expression of both P-gp 

protein and mRNA in HK- 2 cell line11.  Conversely, Edwards and co- workers 

(Edwards et al, 1999) demonstrated that consumption of grapefruit for 6 days did not 

affect the expression of intestinal P-gp protein12.  This study showed that the mRNA 

expression of Mdr1a and Mdr1b in the intestine of rats receiving pomelo for 7 days 

statistically decreased when compared with the control.  In addition to efflux 

transporters, previous studies showed that the component of grapefruit juice such as 

bergamottin and 6',7'-dihydroxybergamottin could inhibit the activity of drug uptake 

transporters13. It was reported that similar to grapefruit, pomelo has flavonoids which 

are associated to OATP inhibition14.  The results from this study illustrated that 

hepatic mRNA expression of Slc21a5 in the pomelo-treated rats was significantly 

lower than that in the control animals.  The previous study has been reported that 
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pomelo juices statistically significant enhanced tacrolimus blood concentrations in 

rat model.  They proposed that pomelo may change activity and function of CYP3A 

and P- gp15.  Consistent with human subjects, the study showed pomelo pulps 

significantly increased cyclosporine bioavailability.  They described that pomelo 

could inhibit intestinal P- gp or CYP3A in human16.  In more detail, our study 

demonstrated that pomelo inhibited expression of intestinal drug efflux transporters 

and hepatic drug uptake transporters which can cause a risk of side effects when 

concomitant with drugs that are substrates of P-gp and OATPs. 
 

Conclusion  
 

 The present study revealed that oral administration of pomelo juice resulted 

in down-regulation of hepatic Slc21a5 mRNA expression and intestinal Mdr1a and 

Mdr1b in rats, suggesting the potential interaction of drugs that are substrate for P-
gp and OATP1B1. 
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Abstract 

 

A Thai traditional remedy for postpartum care called "Sa-Tri-Lhang-Klod'' 

(STK) is in the lists of The National List of Essential Herbal Medicine (NLEM) of 

Thailand. It has been used for postpartum care on excrete lochia, blood tonic, 
uterine involution and improving blood circulation. STK consists of 17 herbs which 

has no reported on the antimicrobial activity. Therefore, the objectives of this study 

was to investigate the antimicrobial activity of STK and its plant components to 

compare their antimicrobial activity. All specimens were macerated with 95% 
ethanol to obtained ethanolic extracts. All extracts were tested antimicrobial activity 

against Staphylococcus aureus(ATTC 25923), Escherichia coli (ATTC 25922),and 

Candida albicans(ATTC 90028) by disc diffusion method. Minimum inhibitory 

concentration (MIC), and minimum bactericidal concentration (MBC) of all extracts 

were measured by broth dilution method. The result showed that the ethanolic 

extract of C.sappan exhibited antimicrobial activity against S. aureus and E. coli 
with the highest inhibition zone of 22.67 ± 2.32 mm and 10.33 ± 0.58mm, 

respectively. P.Indica extract exhibited highest antimicrobial activity against 
C.albican with the highest inhibition zone of 13.00 ± 0.00 mm. M. siamensis showed 

bacteriacidal activity against S. aureus with MIC and MBC of 0.019 mg/ml. 
Moreover, the MIC and MBC values for C. sappan against E.coli and C.albican 

were observed to be same (1.25 mg/ml and 0.625 mg/ml, respectively).All of extracts 

had less antimicrobial activity than Gentamicin and Amphotericin B. However, this 

results can supported STK to protect postpartum infection. 
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บทคัดย่อ 
 

ต ารับยาสตรีหลังคลอดเป็นต ารับยาไทยที่ถูกบัญญัติอยู่ในบัญชียาหลักแห่งชาติใช้ เป็นยา
ที่ช่วยในการขับน้ าคาวปลา ช่วยให้มดลูกเข้าอู่และช่วยในการไหลเวียนของเลือดในหญิงหลังคลอด 
ซึ่งประกอบด้วยสมุนไพรเดี่ยว 17 ชนิด โดยยาต ารับนี้ยังไม่เคยมีรายงานการศึกษาฤทธิ์ต้านจุลชีพ
มาก่อน ดังนั้นการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาฤทธิ์ต้านจุลชีพของสารสกัดในต ารับยาสตรี
หลังคลอดและสมุนไพรเดี่ยวที่เป็นส่วนผสมในต ารับ โดยศึกษาจากสารสกัดที่ได้จากการหมักด้วย 
95% เอทานอล น าสารสกัดทั้งหมดไปทดสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพด้วยวิธี disc diffusion หาค่าความ
เข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ (MIC) และค่าความเข้มข้นที่ต่ าที่สุดที่
สามารถฆ่าเชื้อ (MBC) ต่อเชื้อ Staphylococcus aureus (ATTC 25923), Escherichia coli 

(ATTC 25922) และCandida albicans (ATTC 90028) พบว่าสารสกัดสมุนไพรฝางชั้น 95% 

เอทานอลมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ S. aureus และ E. coli มากที่สุด โดยมีบริเวณท่ีสามารถยับยั้งถึง 22.67 

± 2.32 มิลลิเมตรและ10.33 ± 0.58 มิลลิเมตรตามล าดับ สารสกัดเจตมูลเพลิงแดงชั้น 95% เอ
ทานอล มีฤทธิ์ในการยับยั้ง C.albican มากที่สุด โดยมีบริเวณที่สามารถยับยั้งได้13.00±0.00 

มิลลิเมตร สมุนไพรที่มีค่า MIC และ MBC  ต่อ เชื้อ S. Aureus ดีที่สุด คือ ดอกสารภี (0.019 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) และ สารสกัดที่มีค่า  MIC และ MBC เท่ากัน ต่อเชื้อ  E.Coli และ 
C.Albican ที่สุดคือ สารสกัดฝางชั้น 95% เอทานอล (1.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 0.625 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ) สารสกัดทั้งหมดยังคงมีฤทธิ์การต้านเชื้อจุลชีพที่ต่ ากว่าเจนตาไม
ซินและแอมโฟเทอริซิน บี อย่างไรก็ตามผลสรุปนี้สามารถสนับสนุนการใช้ต ารับยาในแพทย์แผน
ไทยส าหรับป้องกันการติดเชื้อหลังคลอด 

 
ค าส าคัญ: ต ารับยาสตรีหลังคลอด, ต้านเชื้อจุลชีพ, ติดเชื้อหลังคลอด 
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Introduction  

 

Alternative medicines is now commonly used for several ailments including 
postpartum care because it is generally believed that herbal medicines are effective, 

safe, cheap and easily accesible.The use of medicinal plants in women's health 

related conditions such as pregnancy, postpartum healthcare and lactation have been 

documented for various ethnic groups
(1). 

"Sa-Tri-Lhang-Klod (STK)'' is Thai traditional medicine and is in The National 

List of Essential Herbal Medicines (NLEM).It is used for postpartum care to excrete 

lochia, uterine involution and improving blood circulation. Besides, STK has been 
used to treat various symptoms in women such as irregular menstruation, 

postmenopausal symptoms, menopause,amenorrhea, abnormal blood circulation and 
inflammation in postpartum. STK consists of 17 plants and it has no report on 

antimicrobial activity. However, previous studies have reported that plant 

components of  STK showed cytotoxic activity(2). Preparation of STK consists of roots 

of Maclura cochinchinensis Lour.Corner, stems of Artocarpus heterophyllus Lam., 
rhizomes of Curcuma comosa Roxb., stems of Caesalpinia sappan Linn.,vines of 
Piper ribesioides Wall., roots of Plumbago indica L.,flowers of P. longum Linn., roots 

of Angelica sinensis Oliv.Diels, stems of Salacia chinensis L., fruits of P. nigrum 

Linn., roots of P. samentosum L., flowers of Carthamus tinctorius Linn., flowers of 

Jasminum sambac Ait., flowers of Mimusops elengi L., flowers of  Mesua ferrea 

Linn., flowers of Mammea siamensis Kosterm., and flowers of Nelumbo nucifera 

Gaertn. Each plants has been used in Thai traditional medicine as stimulator for blood 

circulation, blood tonic, anti-inflammation,and astringent in postpartum women for 

long time (3).  

Therefore, the objectives of this study was to investigate the antimicrobial 

activity of STK extract and its plant component extracts against three types of 
microorganism such as S.aureus, E. coli, and C.albicans. This study may provide 

scientific support to use STK for postpartum infection. 
 

Materialsand Methods 

 

Chemicals and reagents 

 Mueller-Hinton agar (MHA), Mueller-Hinton broth(MHB) and nutrient agar 
(NA) were purchased from Difco, USA. Resazurin was purchased from Sigma, USA. 
95% Ethanol was purchased from CMJ Anchor Company, Thailand. Dimethyl 

sulphoxide (DMSO)was purchased from RCI Labscan, Thailand.  
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Plant materials and extraction 

 Plant materials of STK were collected from several parts of Thailand and 

their voucher specimens are presented in Table 1. The voucher specimens were 

deposited at the herbarium of Southern Center of Thai Medicinal Plants at Faculty 

of Pharmaceutical Sciences, Prince of Songkla University, Songkhla, Thailand. Each 

plant materials were cleaned, sliced and dried in a hot air oven at 50ºC. 
 

Maceration 

 The crude specimens of STK and its ingredients were macerated in 95% 
ethanol for 3 days and filtered by Whatman No.1 filter paper. The macerated fluid 
was dried by rotary evaporator and repeated two times. 
 

Determination of antimicrobial activities 

 Microbial strains:  The microbial species, S.  aureus (ATTC 25923) , E.  coli 

(ATTC 25922) and C. albicans (ATTC 90028) were used for this study. The cultures 

of bacteria were maintained at 4 ºC throughout the study and used as stock cultures. 
The cultivation medium, MHA was used as base medium for the screening of anti-
microbial activity.  MHB was used for preparing inoculums.  The antimicrobial test 

was performed in triplicate. Gentamicin and ampicillin were used as positive controls 
for the bacteria and amphotericin B for the fungus, DMSO was used as negative 

control.Preparation of inoculums: Each type of microorganism was streaked on a 

non-inhibitory NA plate to obtain isolated colonies and incubated at 37ºC for 18-24 

h for the bacteria and 36-48 h for the fungus. One single colony was selected with an 

inoculating loop, and transferred into 3 ml of MHB and incubated in a shaking 

incubator at 37ºC for 2 h.  The turbidity of bacteria was adjusted to 0.5 McFarland 

standards (1.5x108 CFU/ml) by MHB. 
 Preparation of test disc:  The 95%  ethanolic extracts of STK and its 

ingredients were dissolved in DMSO to a final concentration of 500 mg/ml and the 

aqueous extracts were dissolved in distilled water to a final concentration of 100 

mg/ml and filtered with Millipore filter paper 0.22 µm.  Then 10 µl of extracts was 

applied on sterilized paper disc (6 mm in diameter) 
 Disc diffusion method:  This method was used to screen antimicrobial 

activity of the extracts (8). Filter paper discs (6 mm in diameter) were impregnated with 

10 μl of the extract (500 μg/ml in concentration) .  Air-dried discs were placed on 

inoculated MHA surface (for bacteria) and on Sabouraud dextrose agar (SDA) surface 

(for fungus). Positive controls in the present study were gentamicin and amphotericin 

B (1 mg/ml in concentration) .  These plates were incubated at 37°C for 24 h for 

bacteria and at 30°C for 48 h for fungus.The zone of inhibition was calculated by 

measuring the diameter of the inhibition zone.  Three different fixed directions were 

taken in triplicate and the average value was calculated. 
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 Measurement of MIC and MBC:The MIC assay is a technique used to 

measure the lowest concentration of tested compound that can inhibit the growth of 

microbes(9). This technique utilized the microdilution method in a 96-well microplate. 
Concisely, 50 μl of extract was diluted in two fold dilution in the well.  The cultures 

were prepared from 18-24 h cultures of S.  aureus, and E.  coli and from 36-48 h 

cultures of C. albicans on broth cultures. The culture was diluted with MHB medium 

to 0.5 McFarland standard using densitometer, and 50 μl was added into each well 

and mixed well.  After 16-18 h of incubation at37°C, 10 μl of resazurin solution was 

added into each well and incubated further for 2 h.  MIC of the present study was 

defined as the lowest concentration of the extract that prevented a color change in 

the 96- well microplate.  The MBC of the present study was determined by sub-
culturing the test dilution ( that used in MIC)  onto fresh solid medium and was 

incubated further for 24 h. 
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Table 1. Plants and part of plants component in STK. 
 

Botanical name Family Plant collected from Voucher 

specimen 

number 

Part used Thai traditional medicine 

used 

A. sinensis Umbelliferae China SKP199010901 Root Blood tonic, menopause and 

premenstrual syndrome 

A.  heterophyllus Moraceae NakhonRatchasima SKP117010801 Stem Haemostatic, anti-
inflammation, blood tonic and 

astringent 

C. sappan Leguminosae Bangkok SKP098031901 Stem Blood tonic, menorrhagia, 

leucorrhoea and diabetes 

C. tinctorius Compositae Chiang Mai SKP051032001 Flower Blood tonic, cardiac tonic and 

reduce cholesterol 

C. comosa Zingiberaceae Phetchabun SKP201030301 Rhizome Menorrhagia, leucorrhoea, 

postpartum uterine bleeding 

and perimenopausal bleeding 

J. sambac Oleaceae NakhonPathom SKP129101901 Flower Asthma, cardiac tonic and 

fatigue 

M. cochinchinensis Moraceae PrachuapKhiri Khan SKP117130301 Stem Fever, antispasmodic and  

astringent 

M. siamensis Guttiferae Ratchaburi SKP083131901 Flower Cardiac tonic, fever-lowering 

and enhancement of appetite 

M. ferrea Guttiferae Ratchaburi SKP083130601 Flower Astringent, carminative, blood 

tonic and cardiac tonic 

M. elengi Sapotaceae 

 

Ratchaburi SKP171130501 

 

Flower 

 

Cardiac tonic, expectorate and  

sore throat 

N. nucifera 

 

Nelumbonaceae 

 

Ratchaburi SKP125141401 

 

Pollen 

 

Cardiac tonic, vertigo, faintness 

and fever 

 

P. longum 

 

Piperaceae 

 

Chanthaburi 

 

SKP146160301 

 

Fruit 

 

Carminative, element tonic and 

antidiarrheal 

P. Nigrum 

 

Piperaceae 

 

Chanthaburi 

 

SKP146161401 

 

Fruit 

 

Carminative, element tonic, 

expectorate and diuretic 

P. ribesioides 

 

Piperaceae 

 

Sakhonnakhon 

 

SKP146161801 

 

Stem 

 

Carminative, antiflatulant and 

element tonic 

P. samentosum 

 

Piperaceae 

 

Ratchaburi 

 

SKP146161901 

 

Root 

 

Expectorant, carminative and 

flatulence 

 

P. indica 

 

Plumbaginaceae 

 

Bangkok 

 

SKP148160901 

 

Root 

 

Carminative, stomachache, 

antidiarrheic and hemorrhoids 

 

S. chinensis 

 

Celastraceae 

 

Ratchaburi 

 

SKP044190301 Stem Blood tonic,  cardiac tonic, 

carminative and muscle pain 

STK - - - - Amenorrhea, blood tonic, 

menopause and astringent 

 

 

Results  

 

The result showed that the ethanolic extract of C.sappan exhibited 

antimicrobial activity against S. aureus and E. coli with the highest inhibition zone of 

22.67 ± 2.32 mm and 10.33 ± 0.58 mm, respectively and the extract of P.Indica 

exhibited antimicrobial activity against C.albican with the highest inhibition zone of 

13.00 ± 0.00 mm. The MIC and MBC of the M. siamensis showed the highest activity 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjolqyZr-HNAhVKNY8KHZIdAKQQFghCMAQ&url=http%3A%2F%2Fwww.worldagroforestry.org%2Ftreedb%2FAFTPDFS%2FCaesalpinia_sappan.PDF&usg=AFQjCNGxIg86BG7124fifQ6T2TU0wM_1Sg
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against S. aureus at 0.019 mg/ml and 0.019 mg/ml, respectively. Moreover, MIC and 

MBC of C. sappan showed the highest activity against E. coli at 1.25 mg/ml and 2.5 

mg/ml , respectively and C. albican  at 0.625 mg/ml for both  MIC and MBC. The 95% 
ethanolic extract of STK had no activity against E. coli. Nevertheless, the 95% 
ethanolic extracts of STK showed antimicrobial activity against S. aureus and C. 
albican with inhibition zone of 9.33 ± 0.58 mm and 7.33 ± 0.58 mm, respectively. 
Moreover, both MIC and MBC of the 95% ethanolic extracts of STK against S. aureus 

were 0.625 mg/ml Futhermore, MIC and MBC value of STK extract against C. 
albicans was observed to be same was 2.5 mg/ml. The antimicrobial activity of the 

95% ethanolic extracts of STK and its plant ingredients by disc diffusion method are 
shown in Table 2. The MIC and MBC of the 95% ethanolic extracts of STK and its 

plant ingredients are shown in Table 3. 
 

Table 2. Antimicrobial activity of the 95% ethanolic extracts of STK and its plant 

ingredients by disc diffusion method (mean ± SD) (n=3). 
 

Plants name Inhibition zone (mm) 

S. aureus E. coli C. albicans 

A. sinensis NI NI NI 

A. heterophyllus 11.67 ± 0.58 NI NI 

C. sappan 22.67 ± 2.318 10.33 ± 0.58 11.33 ± 1.16 

C. tinctorius NI NI NI 

C. comosa NI NI NI 

J. sambac NI NI NI 

M. cochinchinensis 12.00 ± 0.00 NI NI 

M. ferra 10.00 ± 0.00 NI 9.57 ± 0.58 

M. siamensis 9.00 ± 0.00 NI NI 

M. elengi NI NI NI 

N. nucifera NI NI NI 

P. longum 9.67 ± 0.58 NI NI 

P. Nigrum NI 8.33 ± 0.58 8.33 ± 0.58 

P. ribesioides 8.33 ± 1.16 NI NI 

P. samentosum NI NI NI 

P. indica 20.00  ± 0.00 8.67 ± 0.58 13.00 ± 0.00 

S. chinensis 10.00 ± 0.00 NI NI 

STK 9.33 ± 0.58 NI 7.33 ± 0.58 

Gentamycin 22.00 ± 0.00 23.00 ± 0.00 NT 

Amphotericin B NT NT 19.00 ± 0.00 

NI=No inhibition, NT= Not tested 
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Table 3. MIC and MBC of the 95%  ethanolic extracts of STK and its plant 

ingredients (n=3). 
 

Plant name 
MIC(mg/ml)/MBC(mg/ml) 

S. aureus E. coli C. albicans 

A. sinensis NI NI NI 

A. heterophyllus 0.156/0.156 NI NI 

C. sappan 0.156/0.156 1.25/2.5 0.625/0.625 

C. tinctorius NI NI NI 

C. comosa NI NI NI 

J. sambac NI NI NI 

M. cochinchinensis 0.625/0.625 NI NI 

M. ferra  0.15/0.15 NI NI 

M. siamensis 0.019/0.019 NI NI 

M. elengi NI NI NI 

N. nucifera NI NI NI 

P. longum 1.25/1.24 NI NI 

P. Nigrum 0.039/0.039 1.25/2.5 1.25/1.25 

P. ribesioides 1.25/1.25 NI NI 

P. samentosum NI NI NI 

P. indica 2.5/2.5 2.5/2.5 1.25/1.25 

S. chinensis 1.25/1.25 NI NI 

STK 0.625/0.625 NI 2.5/2.5 

Gentamycin 0.125/0.125 (µg/ml) NT NT 

Amphotericin B NT NT 1/1 (µg/ml) 

NI = No inhibition, NT = Not tested 
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Disscussion 

 

The antimicrobial activities against bacteria and fungus of the 95% ethanolic 

extracts were studied by using disc diffusion method and determination of MIC and 

MBC. Bacteria and fungus are the cause of infection related to postpartum pyrexia. 
Previous studies showed the antimicrobial activities of A. sinensis(4)A. heterophyllus(5), 

C. sappan(6),M. siamensis(7),Nelumbo nucifera(7) against S. aureus that are in line with 

the results of our study. Our results also showed that M. siamensis exhibited the 

highest antimicrobial activity against S. aureus with both MIC and MBC of 0.019 

mg/ml (Table 3). C. sappan and P. indica had antimicrobial activities against all of 

three microbia, tested in this study (Table 2). Surprisingly, eventhough several herbs 

in STK showed antimicrobial activities, and that their antimicrobial activity should 

at least be addtive when used as combination in STK, but the overall antimicrobial 

activity of STK was not more effective than some herbs in this preparation and that 

STK was not effective against E. coli. However, further study should be performed 

for the antimicrobial activity of STK other microorganisms to expand its spectrum 

All extracts in this study had less antimicrobial activity than gentamicin and 

amphotericin B. However, the results of the present study can partially support the use 
of STK, a remedy in Thai traditional medicine for protection of postpartum infection. 
 

Conclusions 

 

The ethanolic extract of STK showed antimicrobial activity against one of the 

cause of postpartum infection, S. aureus. In addition, the ethanolic extract of some 

plants which were the ingredients in STK exhibited good antimicrobial activity, as 

well. Therefore, these results could be considered for adding  more indication of STK 
in the NLEM of Thaiand. 
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Abstract 

 

Nowadays, food additives, including monosodium glutamate ( MSG)  are 
widely used in food industry and household units.  The studies of the effect of over-
consumption of MSG on the reproductive organs were still controversial.  In this 

study, zebrafish, a useful model organism for the study of vertebrate biology, was 

used to observe the effects of MSG on the sex ratio and reproductive organs. The 10-
day-old zebrafishes were divided into 5 groups, group 1 was negative control which 

carbon-filtered water was used without any other substances.  Group 2 was positive 

control in which ethinylestradiol solution 10 µg/L was added.  Group 3-5 were the 

experimental groups in which 0. 001% , 0. 01%  and 0. 1%  of MSG were added 

respectively.  The experiment was conducted for 60 days to study the effect of tested 

substances on the sex ratio and other abnormalities of reproductive organs of the 

zebrafish.  The result showed that male to female ratios for group 1-5 were 9:1, 3:7, 

7:3, 6:4 and 5:5, respectively.  The animals treated with 0.01% and 0.1% MSG had 

significantly male:female ratios lower than negative control group.  In conclusion, 

exposure to MSG has an impact on the reproductive organs of zebra fish and tends 

to increase the number of female zebra fish. Further studies are necessary in order to 

elucidate the detailed mechanism of this toxicity and to draw a conclusion on a causal 

association between the MSG intake and the abnormality in sex ratio and 

reproductive organ of zebra fish. 
 

Keywords: zebrafish, monosodium glutamate, sex ratio, sexual development 
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ผลของสารละลายผงชูรสต่ออัตราส่วนเพศและระบบสืบพันธุ์ของปลาม้าลาย 
 
เนาวรัตน์ สุธัมนาถพงษ์1, จุฑานาถ ศรีส าราญ2, ชานนท์ หยั่น2, ยุทธศักดิ์ กรานบุญ2, วชิรา 
อยู่สุนทร2, นพดล พิฬารัตน์3, อรัญญา พลพรพิสิฐ4 
  
1ภาควิชาเภสัชวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กรุงเทพฯ 10330 
2นิสิตชั้นปีที่ 6 คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กรุงเทพฯ 10330 
3ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กรุงเทพฯ 10330 
4ภาควิชาอายุรศาสตร์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กรุงเทพฯ 10330 
 
บทคัดย่อ 

 
ในปัจจุบันมีการใช้วัตถุเจือปนอาหาร (food additives) รวมถึงผงชูรส (monosodium 

glutamate หรือ MSG) กันอย่างแพร่หลายทั้งในอุตสาหกรรมอาหารและในครัวเรือน จากการ
สืบค้นงานวิจัยที่เก่ียวข้อง พบว่ามีท้ังที่สนับสนุนและไม่สนับสนุนการบริโภค MSG งานวิจัยนี้ใช้
ปลาม้าลายซึ่งเป็นสัตว์ที่มีประโยชน์ในการศึกษาทางด้านชีววิทยาของสัตว์มีกระดูกสันหลัง เพ่ือ
ทดสอบผลของ MSG ต่ออัตราส่วนเพศและระบบสืบพันธุ์ของปลาม้าลาย โดยท าการแบ่งกลุ่มปลา
ม้าลายวัยอ่อนอายุ 10 วันออกเป็น 5 กลุ่ม กลุ่มท่ี 1 เป็นกลุ่มควบคุมลบที่เลี้ยงในน้ ากรองคาร์บอน
โดยไม่เติมสารเคมีใด ๆ (carbon filtered water) กลุ่มท่ี 2 เป็นกลุ่มควบคุมบวกซ่ึงใส่สารละลาย
เอธินิลเอสตราไดออล (ethinyl estradiol solution) ที่ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อลิตร กลุ่มท่ี 
3-5 เติม MSG ที่ความเข้มข้น 0.001%, 0.01% และ 0.1% ตามล าดับ จากนั้นเลี้ยงปลาเป็น
เวลานาน 60 วัน เพ่ือดูผลกระทบต่ออัตราส่วนเพศและความผิดปกติอ่ืนๆของอวัยวะสืบพันธุ์ ผล
การทดลองพบว่าอัตราส่วนปลาเพศผู้ต่อปลาเพศเมียของกลุ่มที่ 1-5 เท่ากับ 9:1, 3:7, 7:3, 6:4 และ 
5:5 ตามล าดับ พบว่าค่าที่ได้เมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุมลบกับกลุ่มที่ 4, 5 และกลุ่ม
ควบคุมบวกกับกลุ่มที่ 3 มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ผลการทดลองนี้สรุปได้ว่า 
MSG มีผลต่ออวัยวะสืบพันธุ์ของปลาม้าลาย โดยมีแนวโน้มท าให้อัตราส่วนปลาเพศเมียสูงขึ้น 
อย่างไรก็ตามควรจะมีการศึกษาต่อไปเพ่ือให้ทราบถึงกลไกการเกิดพิษ และยืนยันความสัมพันธ์เชิง
สาเหตุว่าผงชูรสมีส่วนเกี่ยวข้องกับความผิดปกติในอัตราส่วนเพศและอวัยวะสืบพันธุ์ของปลาม้า
ลาย 
  
ค าส าคัญ : ปลาม้าลาย, ผงชรูส, โมโนโซเดียมกลูตาเมต, อัตราส่วนเพศ, พัฒนาการระบบสืบพันธุ์ 
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บทน า 
 

ในปัจจุบันมีการใช้วัตถุเจือปนอาหาร เช่น ผงชูรส กันอย่างแพร่หลาย ทั้งในภาคอุตสาห-
กรรมขนาดใหญ่และในครัวเรือนขนาดย่อม เนื่องจากยุคสมัยที่เปลี่ยนแปลงไป ท าให้ผู้คนต้องใช้
ชีวิตแข่งขันกับเวลามากข้ึน โอกาสที่แต่ละครอบครัวท าอาหารรับประทานเองน้อยลง ดังนั้นจึงมี
การซื้ออาหารจากร้านอาหารเพ่ิมข้ึน ส่งผลให้ผงชูรสกลายเป็นส่วนหนึ่งของการบริโภคของผู้คน
อย่างหลีกเลี่ยงไม่ได้ เหตุผลอีกประการหนึ่งที่ส่งเสริมให้มีการใช้ผงชูรสมากข้ึน คือการเติบโตของ
อุตสาหกรรมผลิตผงปรุงส าเร็จรูปเพ่ือตอบสนองความต้องการ และเพ่ิมความสะดวกสบายให้แก่
ผู้คนในปัจจุบันที่มีมากขึ้นนั่นเอง 

ผงชูรส (monosodium glutamate หรอื MSG) เป็นวัตถุเจือปนอาหารที่มีลักษณะเป็น
ผลึกสีขาว ไม่มีกลิ่น สูตรทางเคมีคือ C5H8NNaO4 • H2O เป็นเกลือของกรดกลูตามิก สามารถ
ละลายในน้ า แตกตัวให้โซเดียมและกลูตาเมต ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนชนิดหนึ่งที่สามารถพบได้ในอาหาร
ทั่วไป แต่อาจมีปริมาณลดลงจากการขนส่งและเก็บรักษา ดังนั้นการเติมผงชูรสลงไปในอาหารจึง
เพ่ิมปริมาณกลูตาเมตที่สูญเสียไป และกระตุ้นตุ่มรับรสท าให้รับรสชาติได้ดีขึ้น 

องค์การอนามัยโลกได้ก าหนดค่าระดับที่ยอมรับได้ต่อวัน (acceptable daily intake 
หรือ ADI) ของผงชูรสให้อยู่ในกลุ่ม not specified เนื่องจากมีความเป็นพิษต่ ามาก แต่มีรายงาน
การแพ้ผงชูรสในประเทศสหรัฐอเมริกา1 ซึ่งสรุปว่าการบริโภคผงชูรสอาจโน้มน าให้เกิดหลอดลมตีบ 
(bronchospasm) ได้ในผู้ป่วยบางรายที่เป็นโรคหืดหอบรุนแรง (severe unstable asthma) 
นอกจากนี้ยังมีรายงานเกี่ยวกับกลุ่มอาการ Chinese restaurant syndrome (CRS) ที่เกิดขึ้น
หลังจากบริโภคผงชูรส โดยมีรายงานครั้งแรกในปี ค .ศ. 1968 และหลังจากนั้นได้มีรายงานตามมา
มากมาย ผลงานการวิจัยผลกระทบของผงชูรสต่อสุขภาพ พบว่ามีทั้งท่ีสนับสนุนว่าการผงชูรสท าให้
เกิดกลุ่มอาการCRS2-5 และท่ีไม่สนับสนุนว่าผงชูรสท าให้เกิดกลุ่มอาการ CRS6-9  

นอกจากการทดสอบผลข้างเคียงของผงชูรสในมนุษย์แล้ว ยังมีงานวิจัยที่ท าในสัตว์ทดลอง
เช่นกัน มีการศึกษาผลของผงชูรสต่อการเปลี่ยนแปลงทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่อรังไข่ของหนู  
Wistar rat ระยะโตเต็มวัย พบว่าผงชูรสสามารถท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อรังไข่ และ
โน้มน าให้หนูเกิดภาวะความไม่สมบูรณ์พันธุ์ได้10 นอกจากนี้ยังมีการทดลองเกี่ยวกับผลของผงชูรส
ต่ออวัยวะสืบพันธุ์ของหนูเพศผู้11 พบว่าหนูทดลองที่ได้รับผงชูรส (6 กรัมต่อกิโลกรัม) มีน้ าหนัก
ของถุงเก็บตัวอสุจิใกล้อัณฑะ (seminal vesicle) ปริมาณเทสโทสเตอโรน (testosterone) และ
ตัวอสุจิลดลง 

ปลาม้าลาย (Danio rerio) เป็นสัตว์ที่ได้รับความนิยมในการน ามาใช้เป็นสัตว์เพ่ืองานทาง
วิทยาศาสตร์ ในปัจจุบันมีการสนับสนุนให้ใช้ปลาม้าลายทดแทนการใช้หนูทดลองมากขึ้น 
(replacement species) เนื่องจากปลาม้าลายเป็นปลาขนาดเล็ก ดูแลง่าย มีวงจรชีวิตที่สั้นกว่า
สัตว์ทดลองชนิดอ่ืนๆ โดยใช้เวลา 2-3 วันหลังปฏิสนธิออกมาจากไข่การเปลี่ยนแปลงทางเพศ
เกิดขึ้นหลังจากปฏิสนธิประมาณ10 วัน ในระยะเริ่มแรกปลาม้าลายเป็นเพศเมียทั้งหมด การ
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เปลี่ยนแปลงทางเพศของปลาม้าลายไปเป็นเพศเมียจะสมบูรณ์หลังจากปฏิสนธิ 35 วัน ในขณะที่
การเปลี่ยนแปลงไปเป็นเพศผู้โดยสมบูรณ์ เกิดข้ึนหลังจากปฏิสนธิ 45 วัน 

จากสถานการณ์การใช้ผงชูรสกันในปริมาณมากทั่วโลกและจากข้อมูลการศึกษาซึ่งพบว่า
ผงชูรสมีแนวโน้มที่จะเป็นสารในกลุ่ม endocrine disrupters12-14 การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์
เพ่ือศึกษาถึงผลของผงชูรสต่อการเปลี่ยนแปลงของระบบสืบพันธุ์และอัตราส่วนเพศในปลาม้าลาย 
เพ่ือให้เกิดความตระหนักและทราบถึงความส าคัญของผงชูรสที่อาจมีผลกระทบต่อการ
เปลี่ยนแปลงของระบบสืบพันธุ์ของสิ่งมีชีวิต 

วัสดุและวิธีการ 

สัตว์ทดลอง 
 ปลาม้าลายวัยอ่อน (larvae) อายุ10 วันหลังฟัก (10 dph) ได้จากการน าปลาม้าลายพ่อ
แม่พันธุ์ที่สมบูรณ์แข็งแรงจากฟาร์มเลี้ยงปลาแห่งหนึ่งในจังหวัดนครปฐมมาเลี้ยงไว้เพ่ือปรับตัวให้
เข้ากับสภาพแวดล้อมในห้องปฏิบัติการศูนย์วิจัยโรคสัตว์น้ า คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย เป็นเวลา 1 เดือน ใช้น้ ากรองคาร์บอนในการเลี้ยง จากนั้นน าปลาม้าลายพ่อแม่พันธุ์
อย่างละ 10 ตัว น าลงตู้ฟักไข่ปลาทิ้งไว้เป็นเวลาหนึ่งคืน เก็บไข่ปลาม้าลายในวันถัดมา น ามาแยก
ใส่ในตู้ปลาจ านวน 4 ตู้ ตู้ละ 100 ฟอง ให้อากาศผ่านหัวทรายเป็นเวลา 3 วัน จนลูกปลาม้าลายฟัก
เป็นตัว เลี้ยงไว้เป็นเวลา 10 วัน จึงน ามาทดสอบ  

ใบอนุญาตใช้สัตว์เ พ่ืองานทางวิทยาศาสตร์  คณะสัตวแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย เลขที่ 1631007 

วิธีการทดลอง 
การเลี้ยง เลี้ยงแบบ static renewal system ใชลู้กปลาที่ได้จากการฟักในหัวข้อสัตว์ทด-

ลอง 200 ตัว เริ่มเลี้ยงที่อายุ 10 dph ถึง 60 dph ในน้ ากรองคาร์บอน (carbon filtered water) 
ที่อุณหภูมิห้อง ใช้ตู้ที่มีความจุน้ าขนาด 15 ลิตร เติมน้ าที่ใช้ในการเลี้ยงจ านวน 10 ลิตร โดยเปลี่ยน
ถ่ายน้ า 50 % จากนั้นเติมสารทดสอบในปริมาณ 50 %  ทุก ๆ 5 วัน ตรวจและเก็บบันทึกข้อมูล
คุณภาพน้ า ได้แก่ อุณหภูมิและค่าความเป็นกรด-ด่างของน้ า (pH) หลังจากการเปลี่ยนถ่ายน้ า 

การให้อาหาร เมื่อลูกปลาม้าลายฟักเป็นตัว ให้อาหารผงเตตร้ามิน (TetraMin®) สลับกับ
อาร์ทีเมียวันละ 2 ครั้ง เช้าและเย็น เมื่อปลามีขนาดใหญ่ขึ้นให้หนอนแดง (bloodworm) เสริม
พร้อมกับการให้อาหารแบบปกติ 

วิธีการทดลอง แบ่งปลาออกเป็น 5 กลุ่มกลุ่มละ 20 ตัวท าการทดลอง 2 ซ้ าทุกกลุ่มการ
ทดลองโดยเริ่มใส่ MSG ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กันในปลาวัยอ่อนอายุ 10 วัน  

งานวิจัยนี้ใช้ MSG 3 ความเข้มข้น คือ 0.001 %, 0.01 % และ 0.1 % ซึ่งเท่ากับความ
เข้มข้นระดับต่ ากว่าค่า LD50 ที่ 96 ชั่วโมงในระยะเอมบริโอ 1000, 100, และ 10 เท่าตามล าดับ
ทั้งนี้ค่า LD50 ที่ใช้อ้างอิงจากค่า LD50 ที ่96 ชั่วโมงเท่ากับ 1.039 %15 

กลุ่มท่ี 1 กลุ่มควบคุมลบ เลี้ยงโดยใช้น้ ากรองคาร์บอนเท่านั้นตลอดการทดลอง 
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กลุ่มท่ี 2 กลุ่มควบคุมบวก ใส่สารละลายเอธินิลเอสตร้าไดออล 10 µg/L  
กลุ่มท่ี 3 MSG 0.001 % 
กลุ่มท่ี 4 MSG 0.01 %  
กลุ่มท่ี 5 MSG 0.1 % 

เมื่อครบก าหนดท าการการุณยฆาตด้วยยาสลบ  2-Phenoxyethanol (2-PE) [1-
hydroxy-2-phenoxyethane] เก็บตัวอย่างปลาทดลองแช่ในฟอร์มาลิน 10 % เฉพาะปลาที่จะ
ท าการย้อมสี (hematoxylin and eosin staining; H & E) จ านวนกลุ่มละ 4 ตัว ท าการศึกษา
ทางจุลพยาธิวิทยาโดยศึกษาสไลด์ตัวอย่างแบบสด (wet mount) กับปลาที่เหลืออยู่ของแต่ละกลุ่ม
และสไลด์ตัวอย่างที่ย้อมสี H & E เพ่ือดูเพศปลาและความผิดปกติอ่ืน ๆของอวัยวะสืบพันธุ์ 

การศึกษาด้วยสไลด์ตัวอย่างแบบสด น าตัวอย่างปลามาผ่าเพ่ือน าส่วนอวัยวะสืบพันธุ์ที่
อยู่ในช่องท้องบริเวณด้านท้ายใต้ถุงลมออกมา จากนั้นน าไปวางบนสไลด์ปิดด้วยแผ่นปิดสไลด์แล้ว
น าไปส่องใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงบันทึกจ านวนเพศที่พบและดูความผิดปกติ 

การศึกษาด้วยสไลด์ตัวอย่างย้อมสี H&E น าตัวอย่างปลาที่ได้ไปตัดแต่งให้ได้ส่วนที่
ต้องการบริเวณด้านท้ายของช่องท้องปลาแยกใส่ในตลับใส่ชิ้นเนื้อ น าตลับใส่ชิ้นเนื้อทุกกลุ่มมาล้าง
ด้วยน้ าก๊อกไหลผ่านเป็นเวลา 30 นาทีแล้วน าตลับใส่ชิ้นเนื้อเข้าเครื่อง tissue processor และท า
พาราฟินบล็อกเนื้อเยื่อด้วยเครื่อง tissue embedding น าพาราฟินบล็อกเนื้อเยื่อที่ได้ไปตัดด้วย
เครื่องตัดเนื้อเยื่อแบบมือหมุนในแนวขวาง (cross-section) ให้ได้เป็นแผ่นเนื้อเยื่อหนา 2-5 
ไมครอน วางบน floating bath ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส น าแผ่นสไลด์มาช้อนแผ่นเนื้อเยื่อที่
ได้ดังกล่าว แล้วน าไปอบในตู้อบสไลด์ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส อย่างน้อย 30 นาที แล้วจึง
น าไปย้อมสี H & E ตามขั้นตอน จากนั้นน ามาส่องใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงเพ่ือจ าแนกเพศ
และศึกษา 

การแยกเพศปลาม้าลายทางจุลพยาธิวิทยา แยกเพศโดยผ่านกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง
หาอวัยวะสืบพันธุ์ที่อยู่บริเวณด้านท้ายของช่องท้องใต้ส่วนของกระเพาะลม (swim bladder) ส่วน
ของการศึกษาด้วยสไลด์ตัวอย่างแบบสดปลาเพศผู้ พบส่วนของอัณฑะ (testis) เป็นลักษณะท่อ
หลายๆท่อประกอบกัน และยังสามารถพบเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ที่เคลื่อนไหวได้ ปลาเพศเมียพบ
ลักษณะของรังไข่ (ovary) ที่เจริญเป็นพวงประกอบด้วยไข่ (oocyte) หลายระยะ 

การศึกษาโดยสไลด์ตัวอย่างย้อมสี H & E ปลาเพศผู้พบส่วนของอัณฑะที่ติดสีค่อนข้างม่วง 
มีลักษณะของการติดสีที่ค่อนข้างชัดเจน และเซลล์สืบพันธุ์เรียงตัวกันแน่นเห็นเป็นท่อเช่นกัน ใน
ปลาเพศเมีย พบลักษณะของรังไข่เป็นกลุ่มของไข่หลายระยะ ซึ่งมีการติดสีแตกต่างกันไปตามแต่
ละระยะอย่างชัดเจน  

นอกจากนั้นยังมีวิธีแยกปลาที่มีทั้งสองเพศ (intersex) ได้ โดยการประเมินจากการดู
อัณฑะที่พบเซลล์ไข่16 ซึ่งเกิดจากการเปลี่ยนแปลงทางสรีระวิทยาที่ไม่สมบูรณ์ หลังจาก 45 วัน 
โดยในการทดลองนี้ไม่พบปลาที่มีทั้งสองเพศ 
การเก็บข้อมูล 

ข้อมูลในการทดลองแบ่งเก็บเป็น  2 แบบ 
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1. ข้อมูลระหว่างการทดลอง เช่น อุณหภูมิ อัตราการรอด ความผิดปกติที่พบและค่าความ
เป็นกรด-ด่างของน้ า (pH) 

2. ข้อมูลหลังสิ้นสุดการทดลอง เช่น อัตราส่วนเพศที่ได้จากสไลด์ตัวอย่างแบบสดและ
สไลด์ตัวอย่างที่ย้อมสี H & E และความผิดปกติที่พบทางจุลพยาธิวิทยา 
การวิเคราะห์ข้อมูล 

วิเคราะห์หาความสัมพันธ์ของอัตราส่วนจ านวนเพศผู้ต่อเพศเมียเปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม
ทดลองและกลุ่มควบคุมโดยใช้ Chi-square test ก าหนดให้มีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ p < 0.05  

ผลการศึกษาแสดงในรูปอัตราส่วนจ านวนเพศผู้ต่อเพศเมียและเปอร์เซ็นต์ วิเคราะห์
แนวโน้มของอัตราการรอดในแต่ละกลุ่มการทดลองเมื่อครบ 60 วัน โดยดูเป็นเปอร์เซ็นต์การรอด
เทียบกับปัจจัยของสิ่งแวดล้อมท่ีได้จดบันทึกไว้ของแต่ละกลุ่มการทดลอง 

ผลการทดลอง 
 งานวิจัยนี้เลี้ยงปลาม้าลายตั้งแต่วัยอ่อนจนถึงระยะโตเต็มวัยเป็นเวลานาน 60 วัน พบว่า
ตลอดการเลี้ยงคุณภาพน้ าในทุกกลุ่มการทดลองค่อนข้างคงที่โดยมีอุณหภูมิเฉลี่ย  29.4 องศา
เซลเซียสและค่า pH เฉลี่ย 7.48 - 7.6 ซึ่งอยู่ในค่ามาตรฐานการเลี้ยงปลาน้ าจืดในสัตว์ทดลอง16 

ส าหรับอัตรารอดตายพบว่ากลุ่มการควบคุมที่ใช้น้ ากรองคาร์บอน (กลุ่ม1) มีอัตรารอด
เฉลี่ย 67.5% กลุ่มควบคุมบวกที่ใส่สารละลายเอธินิลเอสตราไดออล (กลุ่ม2) มีอัตราการรอด
82.5% และกลุ่มทดสอบMSG ที่ความเข้มข้น 0.001%, 0.01%, 0.1% (กลุ่มที่3-5) มีอัตราการ
รอด 75 %, 27.5 % และ 25% ตามล าดับ (ตารางที1่) 

 
ตารางท่ี 1 อัตราการรอด) survival rate ของปลาม้าลายเมื่อครบ (60 วัน 

กลุ่มทดสอบ 
Total Fish at 0 

dph (n) 
Total Fish at 60 

dph (n) 
Survival Rate (%) 

1 Negative control 40 27 67.5 
2 Positive control 40 34 82.5 
3 MSG 0.001% 40 33 75 
4 MSG 0.01% 40 11 27.5 
5 MSG 0.1% 40 10 25 

จากการทดลองผลของ MSG ต่อสัดส่วนของการเปลี่ยนแปลงเพศที่ศึกษา โดยวิธีการท า
fresh smear จากเนื้อเยื่อและวิธีการท าสไลด์ทางวิทยาเนื้อเยื่อภายใต้กล้องจุลทรรศน์  
(histology) ได้ผลการทดลองดังนี้ 

กลุ่มที่ 1 พบจ านวนปลาเพศผู้ 23 ตัว (85.2%) ตัวเมีย 4 ตัว (14.8%) จากตัวอย่างใน
วันที่ 60 dph จ านวน 27 ตัวอย่าง กลุ่มท่ี 2 พบจ านวนปลาเพศผู้ 11ตัว (32.4%) เพศเมีย 23 ตัว 
(67.6%) จาก 34 ตัวอย่าง กลุ่มที่ 3 พบจ านวนปลาเพศผู้ 23 ตัว (69%) เพศเมีย10 ตัว (31%) 
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จาก 33 ตัวอย่าง กลุ่มที่ 4 พบจ านวนปลาเพศผู้ 7 ตัว (63.6%) เพศเมีย 4 ตัว (36.4%) จาก 11 
ตัวอย่าง กลุ่มท่ี 5 พบจ านวนปลาเพศผู้ 5 ตัว (50%) เพศเมีย 5 ตัว (50%) จาก 10 ตัวอย่าง 

การวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี Chi square พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติระหว่างกลุ่มควบคุมลบกับกลุ่มการทดลองที่ 1, 2 และมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติระหว่างกลุ่มควบคุมบวกกับกลุ่มการทดลองที่ 5 (ตารางที ่2 และรูปที่ 1) 

ตารางท่ี 2 อัตราส่วนเพศของปลาม้าลายในแต่ละกลุ่มการทดลอง 

กลุ่มทดสอบ 
Total Fish 

at 60 dph (n) 
Male Sample 

(%) 
Female Sample 

(%) 
1 Negative control 27 23 (85.2%)*a 4 (14.8%)*a 
2 Positive control 34 11 (32.4%)*b 23 (67.6%) *b 
3 MSG 0.001% 33 23 (69%)*b 10 (31%)*b 
4 MSG 0.01% 11 7 (63.6%)*a 4 (36.4%)*a 
5 MSG 0.1% 10 5 (50%)*a 5 (50%)*a 

*aหมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมลบ 
*bหมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมบวก 

ผลการตรวจเนื้อเยื่อทางจุลพยาธิวิทยาของอวัยวะสืบพันธุ์ของปลาม้าลายกลุ่มควบคุมลบ 
กลุ่มควบคุมบวก และกลุ่มที่ทดสอบด้วย MSG ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กัน พบเนื้อเยื่อปกติของรังไข่
และอัณฑะของปลาแต่ละตัวแยกกัน ทั้งนี้ไม่พบเนื้อเยื่อที่เป็นสองเพศในปลาตัวเดียวกัน พบการ
อักเสบและเกิดเนื้อตายของเนื้อเยื่ออัณฑะของปลาในกลุ่มควบคุมบวกจ านวน 1 ตัว (รูปที่ 1)  
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รูปที ่1 เนื้อเยื่ออวัยวะสืบพันธุ์ปลาม้าลายกลุ่ม A กลุ่มควบคุมลบ กลุ่ม B-C กลุ่มควบคุมบวก 
กลุ่ม D-E (MSG 0.001%) กลุ่ม F-G (MSG 0.01%) กลุ่มH (MSG 0.1%) O=Ovary, 
T=Testis, N=Necrosis, I=Inflammation (ก าลังขยาย 10 เท่า H&E stain)  
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วิจารณ์ 
ปัจจุบัน กลไกท่ีท าให้ปลาม้าลายเปลี่ยนแปลงเพศยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด มีรายงานว่าการ

เกิดเพศของปลาม้าลายไม่ได้ถูกควบคุมโดยโครโมโซม แต่อาจเกี่ยวข้องกับยีนหลายตัว เช่น 
dmrt1, sox9a, amh, wt1, ftz-f1, gata17-19 รวมถึงการท างานของเอนไซม์และฮอร์โมนเพศ 
และปัจจัยจากสภาพแวดล้อม เช่น อุณหภูมิ และปริมาณออกซิเจนละลายน้ า20-24  

ในภาวะปกติ ระบบสืบพันธุ์ของปลาม้าลายในช่วง  20 วันแรกเกิด มีการเจริญของเนื่อ
เยื่อคล้ายรังไข่ เมื่อลูกปลาม้าลายมีอายุประมาณ 20- 25 วัน ลูกปลาม้าลายจ านวนครึ่งหนึ่งเกิด
การฝ่อของเนื้อเยื่อคล้ายรังไข่ เกิดการเจริญขึ้นของเนื้อเยื่ออัณฑะ และเปลี่ยนเป็นปลาเพศผู้   
ในขณะที่ลูกปลาที่เหลือจะมีพัฒนาการของรังไข่เป็นปลาเพศเมียต่อไป 

มีการศึกษาเกี่ยวกับเอนไซม์อะโรมาเทสซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์
เอสโตรเจนและยับยั้งการท างานของเทสโทสเตอโรน พบว่าในช่วงที่มีการเปลี่ยนจากปลาเพศเมีย
เป็นปลาเพศผู้นั้น มีการลดลงของการท างานของเอนไซม์ดังกล่าว นอกจากนี้ อุณหภูมิการเลี้ยง
ปลาที่สูงกว่า 28 องศาเซลเซียส ก็มีผลยับยั้งการท างานของเอนไซม์อะโรมาเทส ท าให้การท างาน
ของฮอร์โมนเอสโตรเจนลดลง และการท างานของฮอร์โมนเทสโทสเตอโรนเพ่ิมขึ้น ท าให้ปลาเพศผู้
มีจ านวนมากขึ้น22-24 

จากการทดสอบผลของ MSG ต่อการเปลี่ยนเพศในปลาม้าลายในการศึกษานี้ พบว่า MSG 
ที่ความเข้มข้น 0.01% และ 0.1% ท าให้อัตราส่วนจ านวนปลาเพศเมียเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ และการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวแปรผันตามระดับความเข้มข้นของ MSG ที่ทดสอบ ทั้งนี้ การที่
ปลาที่ได้รับ MSG ในระดับสูงมีอัตราส่วนปลาเพศเมียมากขึ้น อาจเกิดจากการเพ่ิมขึ้นของ
เอ็นไซม์อะโรมาเทส เนื่องจากมีรายงานว่า MSG มีผลกระตุ้น aromatase-based reporter 
gene25 ที่สมองของปลาม้าลาย ท าให้มีการสังเคราะห์เอสโตรเจนมากขึ้นและยับยั้งการท างานของ
เทสโทสเตอโรน ส่งผลท าให้เนื้อเยื่อรังไข่มีพัฒนาการมากขึ้น โดยเฉพาะอย่างยิ่งในช่วงอายุก่อน 
45 dph จึงท าให้อัตราส่วนปลาเพศเมียเพิ่มมากขึ้น 

นอกจากนี้ ยังมีรายงานระบุว่าตัวอ่อนของปลาม้าลายที่สัมผัสกับ MSG ที่ความเข้มข้น 
100 μg/ml มีความพิการแรกเกิดหลายประการ ได้แก่ หัวใจผิดรูป (elongated heart) เยื่อหุ้ม
หัวใจบวมน้ า (cardiac sac edema) ถุงไข่แดงบวมน้ า (yolk sac edema) กระดูกสันหลังคด 
(spinal kyphosis)26 ซึ่งการทดลองในครั้งนี้ อัตราการรอดตายของปลาม้าลายในกลุ่มที่  4 (MSG 
0.01%) และกลุ่มที่ 5 (MSG 0.1%) ค่อนข้างต่ าเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ 3 (MSG 0.001%) และกลุ่ม
ควบคุม อาจเกิดจากความเป็นพิษที่กล่าวมา อย่างไรก็ดี เป็นที่น่าสังเกตว่า อัตรารอดของปลาม้า
ลายในกลุ่มควบคุมลบของการศึกษาในครั้งนี้ค่อนข้างต่ า ทั้งนี้เนื่องจากในระยะแรกของการทดลอง
ซึ่งเป็นระยะที่ลูกปลามีขนาดเล็กมากนั้น มีลูกปลาจ านวนหนึ่งหลุดออกไปจากระบบในระหว่างที่
ท าการเปลี่ยนถ่ายน้ าในกลุ่มดังกล่าว 

การศึกษาในครั้งนี้พบว่า อุณหภูมิมีอิทธิพลต่อการเปลี่ยนเป็นเพศผู้ของปลาม้าลาย โดย
พบว่าทุกกลุ่มการทดลองมีจ านวนปลาเพศผู้สูงมากผิดปกติ โดยเฉพาะอย่างยิ่งกลุ่มที่ 1 (negative 
control) มีจ านวนปลาเพศผู้สูงถึง 85.2% ซึ่งน่าจะเป็นผลที่เกิดจากอุณหภูมิที่สูงในช่วงที่ท าการ
ทดลอง (อุณหภูมิเฉลี่ยเท่ากับ 29.4 °c) ผลของอุณหภูมิต่อการเปลี่ยนเป็นเพศผู้ของปลาม้าลายนี้
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สอดคล้องกับการทดลองของ Abozaid, H27 ในปีค.ศ. 2011 ซึ่งระบุว่าเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นปลาม้า
ลายเปลี่ยนเป็นเพศผู้มากข้ึน แต ่pH ในการเลี้ยงที่เหมาะสมไม่ส่งผลต่อการเปลี่ยนเพศ28 การเลี้ยง
ปลาที่อุณหภูมิสูงกว่า  28 องศาเซลเซียส มีผลยับยั้งการท างานของเอนไซม์อะโรมาเทส ท าให้การ
ท างานของฮอร์โมนเอสโตรเจนลดลง และการท างานของฮอร์โมนเทสโทสเตอโรนเพิ่มขึ้น ท าให้
ปลาเพศผู้มีจ านวนมากข้ึน22,24 แต่ถ้าตดัปัจจัยในเรื่องของอุณหภูมิออกไป จะพบว่ากลุ่มที่ได้รับ 
MSG 0.01% และ  MSG 0.1% มีอัตราส่วนปลาเพศเมียมากกว่ากลุ่มอ่ืน ๆ 

ผลการทดลองในครั้งนี้บ่งชี้ว่า MSG มีผลต่อกระทบต่อระบบสืบพันธุ์และอัตราส่วนเพศ
ของปลาม้าลาย โดยมีแนวโน้มท าให้อัตราส่วนปลาเพศเมียเพ่ิมข้ึน 
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Abstract 
 

P- glycoprotein ( P- gp)  is found in the blood- brain barrier and plays an 

important role in preventing diffusion of drugs into the brain.  It is still controversial 

as to whether the presence of ABCB1C3435T polymorphism has an impact on the 

efficacy of risperidone treatment.  Therefore, the purpose of this study was to 

investigate the association between ABCB1C3435T and clinical treatment outcome 

of risperidone assessed by PANSS scores.  This observational prospective study was 

conducted in 50 schizophrenic patients receiving risperidone monotherapy at 

Phramongkutklao Hospital.Clinical data and blood samples of the patients were 

collected.Genomic DNA was genotyped for ABCB1C3435Tvariant.The association 

between ABCB1 C3435T variant and risperidone clinical outcome as PANSS scores 
after two-week treatment was determined using independent sample Student’s t-test. 
The genotype results showed that 18  patients had CC genotype, 25 patients had 

CTgenotype and 7 patients had TT genotype.The genotype distribution was in Hardy-
Weinberg equilibrium.  The association study showed that ABCB1C3435T was 

associated with clinical improvement of patients with schizophrenia.Patients with CT 

or TT genotype showed a significant greater percentage improvement of positive 

subscale PANSS scores than those with CC genotype(p= 0.031). 
 

Keywords:risperidone, ABCB1C3435T, p-glycoprotein,schizophrenia, 

pharmacogenomics 
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บทคัดย่อ 

 

 P-glycoprotein (P-gp) พบได้ใน blood-brain barrier และมีบทบาทส าคัญในการ
ปกป้องสมองจากการแพร่ผ่านของยายังไม่มีข้อสรุปที่ชัดเจนว่าการมีพหุสัณฐาน ABCB1C3435T 
มีผลต่อประสิทธิภาพในการรักษาด้วยยาริสเพอริโดนหรือไม่ การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือหา
ความสัมพันธ์ระหว่าง ABCB1C3435T กับผลการรักษาทางคลินิกของริสเพอริโดนซึ่งประเมินโดย 
PANSS scores การศึกษานี้เป็นการวิจัยเชิงสังเกตแบบไปข้างหน้าในผู้ป่วยโรคจิตเภท50 รายจาก
โรงพยาบาลพระมงกุฎเกล้าซึ่งได้รับริสเพอริโดนเป็นยาเดี่ยวส าหรับรักษาอาการจิตเภท  เก็บข้อมูล
ทางคลินิกและตัวอย่างเลือดของผู้ป่วย จีโนมิคดีเอ็นเอจะถูกน าไปจีโนไทป์เพ่ือหาความผันแปรของ
ABCB1C3435T ศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่าง ABCB1C3435T กับผลการรักษาของยาริสเพอริ
โดนหลังการรักษา 2 สัปดาห์ซึ่งแสดงโดย PANSS scores ด้วยสถิติ Student’s t-test ของกลุ่ม
ตัวอย่างที่เป็นอิสระจากกัน ผลการศึกษาจีโนไทป์พบว่าผู้ป่วย 18 รายมีจีโนไทป์แบบ  CC  เป็น
แบบ CT จ านวน 25 ราย และเป็นแบบ TTจ านวน 7 ราย โดยพบว่าการกระจายของจีโนไทป์อยู่
ในสมดุล Hardy-Weinberg การศึกษาความสัมพันธ์และพบว่า ABCB1C3435T มีความสัมพันธ์
กับผลการรักษาทางคลินิกของผู้ป่วยจิตเภทโดยผู้ป่วยกลุ่มที่มีจีโนไทป์แบบCTหรือ TT มีการลดลง
ของคะแนน PANSS ในหมวดอาการด้านบวกคิดเป็นร้อยละมากกว่ากลุ่ม CCอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (p= 0.031) 
 
ค าส าคัญ: ริสเพอริโดน, เอบีซีบีวันC3435T, พีไกลโคโปรตีน, โรคจิตเภท, เภสัชพันธุศาสตร์ 
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Introduction 

 

Schizophrenia is a mental illness characterized by hallucinations, delusions, 

disorganized speech, grossly disorganized behavior and negative symptoms.It is 

affected approximately one percent of the population(1). The etiology of 

schizophrenia remains unclear. It is hypothesized that the alterations of dopaminergic 

neurotransmission together with genetic vulnerability and stressful environment can 

lead to a disorder of thought, emotion, perception, and behaviors of schizophrenic 

patients. 

Pharmacological management is the main approach in the treatment of 

schizophrenia. Two major groups of drugs used in schizophrenia are typical 

antipsychotics and atypical antipsychotics. Risperidone, an atypical antipsychotic, 

has been increasing used because of its higher efficacy and lower incidence of 

extrapyramidal side effects than typical antipsychotics(2). In Thailand, risperidone is 

included in the National List of Essential Medicine 2004. 

Risperidone has been shown to be a good substrate of P-glycoprotein (P-gp), a 

member of ATP-binding cassette (ABC) transporters(3). P-gp is an efflux transporter 

found abundantly in various tissue, e.g. epithelial tissue of the small and large 

intestines, biliary canaliculi of the hepatocyte, biliary ductules and proximal tubules 

of the kidneys (4). It is also found in capillaries of the blood-brain barrier and plays a 

role in limiting access of its substrates to the brain (5). 
P-gp is encoded by ABCB1 gene which is highly polymorphic. Many single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) have been found along the gene, from promoter to 

exon and intron (6). The frequencies of genetic variants differ in each ethnicity of 

population. A study of Hoffmeyer et al. reported that a synonymous SNP, ABCB1 

C3435T, was related to P-gp expression in the small intestine. According to the study, 

the TT genotype had two times lower P-gp expression in the small intestine than the 

CC genotype, and associated with a significantly higher plasma drug levels (6). 
Kimchi-Sarfatyet al. suggested that ABCB1 C3435Tmight affect the specificity of P-
gp to the substrate(7) leading to a number of subsequent studies to find out its impact 

on blood level of drug. However, the impact of ABCB1 C3435T on the efficacy of 

drug treatment is still debatable. Retrospectively, Almoguera et al. found that 

ABCB1C3435T was associated with increased efficacy of risperidone (8) whereas 

Xing et al. found no impact of ABCB1C3435Ton risperidone  treatment(9). Therefore, 

the aim of this study was to investigate the influence of ABCB1C3435T on 

risperidone treatment outcomes prospectively. 
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Materialsand Methods  

 

Study participants and drug treatment: This study was an observational prospective 

study. The participants were patients with schizophrenia, admitting at 

Phramongkutklao Hospital during 2015-2016, whose symptoms met the criteria of 

the Fourth Edition of Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-
IV)(10) and receiving risperidone as antipsychotic monotherapy without using 

cytochrome P450 (CYP)inhibitors, P-gp inducers or inhibitors. The daily dose of drug 

was adjusted according to responses of each patient.    
 

Clinical Assessment: Demographic data i.e. weight, height, smoking history, and 

drinking history was recorded. Baseline clinical data i.e. the Clinical Global 

Impressions Scale(CGI) and the Positive and Negative Syndrome Scale (PANSS) 
scores were evaluated by psychiatrist at pre-treatment. These scores were 

evaluated again two weeks after risperidone treatment.  
 

Treatment outcome assessments include PANSS total and subscale (positive 

symptoms and negative symptoms) scores were calculated as the percentage of 

improvement as follows:(11) 
 
% improvement = (PANSSbaseline-PANSSend)/(PANSSbaseline-PANSSbaseline minimum)× 100 

 

Genotyping: Peripheral blood samples were collected from each patient. Genomic 

DNA was extracted from leukocyte by using QIAGEN DNA purification kit.  ABCB1 

C3435T was genotyped by using Taqman®SNP Genotyping Assays. 
 

The study was approved by the institutional review board of The Royal Thai Army 

Medical Department (Q012h/58). The written informed consent was obtained from 

each participant. 
 

Statistical Analysis:The association of ABCB1 C3435Twith initial efficacy of 
risperidone was determined by independent sample Student’s t-test, with a statistical 

significant at p-value of <0.05.All statistical analyses were performed using IBM 

SPSS Statistics for Windows, Version 22.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA). 
 

Results  
 

This observational prospective study was conducted on the total of 50 

patients with schizophrenia receiving risperidone monotherapy at Phramongkutklao 

Hospital during 2015-2016. Fourty six of them were males aged 28.24±9.66 years and 

the other four were females aged 48.88±15.70 years. The patients received 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiV0daLi8TSAhXJO48KHcBUDhMQFggiMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC2880930%2F&usg=AFQjCNGndNWQcoDRrM73OJXk-jSajeUUQQ&bvm=bv.148747831,d.c2I
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiV0daLi8TSAhXJO48KHcBUDhMQFggiMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC2880930%2F&usg=AFQjCNGndNWQcoDRrM73OJXk-jSajeUUQQ&bvm=bv.148747831,d.c2I
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5.06±1.41mg of risperidone per day and stayed in the hospital for 38.64±16.77 days. 
Demographic and clinical characteristics of the patients are shown in Table 1.  

 

Table 1 Demographic and clinical characteristics of all patients enrolled in the study 

Clinical and demographic data      * (mean±SD)(range)   

Number of patients   N=50   

Gender         

Male   46 (92.00%)   

Female   4 (8.00%)   

Age years*   29.89±11.52 (19.92-63.00)   

Body weight*   63.51±9.79 (46.50-92.30)   

Height*   168.11±7.53 (148.00-184.00)   

BMI*   22.61±4.15 (15.90-42.14)   

Duration of illness(years)*   3.77±6.21 (0.04-30.00)   

Dosage of risperidone 2 weeks treatment* 5.06±1.41 (2.00-8.00)   

Hospital stay(day)* 38.64±16.77 (16.00-79.00)   

Education       

Primary school   8 (16.00%)   

High school   34 (68.00%)   

College   8 (16.00%)   

     

Smokers       

Never   17 (34.00%)   

Sometimes   3 (6.00%)   

Often   30 (60.00%)   

Schizophrenia       

Paranoid   25 (50.00%)   

Disorganized   1 (2.00%)   

Undifferentiated   2 (4.00%)   

Unspecified   22 (44.00%)   

      

 In terms of clinical symptoms, initially, patients had average PANSS total 

score of 94.24±21.25.PANSS total score was decreased to 65.32±21.19 after two 

weeks of risperidone treatment, or having  improvement of 30.55±15.16%. Initial 

positive subscale PANSS score of the patients was 26.14±7.23 and was reduced to 

16.6±5.72 after two weeks of the treatment, or improvement of 34.28±21.5% .In 

addition, baseline negative subscale PANSS score of the patients (23.58±6.77) was 
also reduced to 16.54±6.09 after two weeks of the treatment, or an  improvement of 

28.57±19.78%.The differences of the scores before and after risperidone treatment 

were statistical significant, as shown in Table 2.  
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Table 2 Clinical improvement presented by PANSS total and PANSS subscale in all 

patients 

         

Variables       Mean±SD p-value  

PANSS Positive            
Baseline PANSS score     

26.14±7.23 
   

2 week PANSS score     
16.6±5.72 <0.001  

Percentage of change in PANSS Positive score 34.28±21.57 
   

PANSS Negative            
Baseline PANSS score     

23.58±6.77 
   

2 week PANSS score     
16.54±6.09 <0.001  

Percentage of change in PANSS Negative score 28.57±19.78 
   

PANSS Total            
Baseline PANSS score     

94.24±21.25 
   

2 week PANSS score     
65.32±21.19 <0.001  

Percentage of change in PANSS Total score   
30.55±15.16 

     
p-value were determined by Student’s t-test  

 

In terms of prevalence of ABCB1 C3435T, the distribution of the ABCB1 

C3435T was consistent with Hardy-Weinberg equilibrium (p> 0.05). The variant 

allele frequency (T allele) was 39%.(Table 3). 

Table 3 ABCB1 C3435Tgenotype distribution and allele frequencies in all patients 

      

Genotype N(%) Allele Frequency (%) 
Hardy-Weinberg 

equilibrium p-value 

ABCB1 C3435T       

CC 18 (36.0) C=61 (61.0) 0.7191 

CT 25 (50.0) T=39 (39.0)   

TT 7 (14.0)     

     

To determine the association of ABCB1C3435T with risperidone treatment 

outcome, PANSS total and subscale (positive symptoms and negative symptoms) 
scores were compared between patients who carry CC genotype and those carrying 

variant allele (CT or TT genotypes).The result showed that after receiving risperidone 

for two weeks, the patients in the C3435T variant group had significant greater 

percentage improvement of positive subscale PANSS score than the homozygous 
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wild type group (p = 0.031). However, no significant association was seen for negative 

subscale PANSS and PANSS total scores.(Table 4).  

 

Table4.The association of ABCB1C3435T genotype on PANSS total and PANSS 

subscale scores. 

          

Variables 

Baseline PANSS score 

% improvement in 

PANSS score 

Mean±SD p-value Mean±SD p-value 

PANSS Positive         

CC 24.89±6.38   25.60±25.56   

CT+TT 26.84±7.68 0.364 39.16±17.57 0.031 

PANSS Negative         

CC 23.50±6.27   26.12±20.63   

CT+TT 23.63±7.14 0.951 29.94±19.49 0.518 

PANSS Total         

CC 92.61±18.47   27.13±15.00   

CT+TT 95.16±22.89 0.689 32.48±15.13 0.235 

p-value were determined by Student’s t-test  

 

Discussion 

As an atypical antipsychotic, risperidone antagonizes dopamine D2 receptor 

and 5-HT2A receptors in the mesolimbic and mesocortical dopaminergic pathway of 

the brain leading to antipsychotic action(12). Risperidone has high volume of 

distribution and it can distribute to the brain by lipid diffusion(13, 14). However, 

risperidone and its active metabolite can be effluxed by P-gp as the protection 

mechanism against toxic xenobiotic(15).  

The present study showed the association between ABCB1C3435Tvariant 

with greater improvement in positive subscale PANSS scores after risperidone 
treatment. Positive subscale PANSS scores of the patients with CT or TT genotype 

was decreased in a greater extent than that of the homozygous wild type. Previously, 
ABCB1C3435T variant has been shown to impact risperidone blood level(16). In 

addition, risperidone blood level correlated with dopamine D2/D3 receptor 

occupancy in the striatum(17). Thus, the present study support those findings that 

patients with ABCB1 CT or TT genotypes may be associated with increased level of 
risperidone in blood or brain and subsequently increased response to risperidone as 

shown by the greater improvement of positive subscale PANSS scores. 

While Almoguera et al. (8) reported the association between CT+TT 

C3435Tvariant with total PANSS scores, no significant association between 

ABCB1C3435Twith total PANSS scores was observed in this study. Duration of 

treatment might affect total PANSS scores. Almoguera et al. (8) evaluated PANSS 
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scores at baseline and discharge while this study monitored PANSS scores at 

baseline and 2-week after treatment, thus, only improvement of positive subscale 

PANSS scores was observed in this study. Risperidone has high dopamine D2 

receptor occupancy compared to other atypical antipsychotics (18)which might lead 

to the higher efficacy in the treatment of positive symptoms. Moreover, meta-analysis 

study revealed the significant reduction of total and positive subscale PANSS scores 

but not negative subscale PANSS scores at 6-week after risperidone treatment (19). 
This might explains the lack of risperidone effect in negative subscale PANSS score 

evaluated 2-week after treatment. 

In contrast to this study, previous retrospective study by Xing et al. showed 
no association between C3435Tvariant and risperidone treatment(9). Dose adjustment 

and additive treatment usually occurred in retrospective study, therefore, the impact 

of genetic factors could be masked. On the other hand, the present study performed 

prospectively with monotherapy of risperidone. The clinical outcomes practically 

evaluate at 2-week after treatment to determine dose adjustment. Thus, the clinical 

outcome observed in this study certainly represent the effect of risperidone.  
 

Conclusion 

 

The present study demonstrated the association ofABCB1C3435Tvariant 

with greater effect in positive subscale PANSS scores in Thai patients with 

schizophrenia. Our findings suggest that the variant of ABCB1might influence the 

response to risperidone treatment and support the theory that P-gp had impact on the 

efficacy of antipsychotic drug treatment. Further studies are needed, together with 

meta-analysis to create knowledge for using genetic marker as a decision tool for 

treating patients in the future.  
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Abstract 

 

 Phenytoin (PHT) is one of the most cost-effective antiepileptic drugs and also 

the common cause of severe cutaneous adverse drug reactions (SCARs). The Previous 

studies showed that doses of phenytoin had an effect on drug levels and high serum 

phenytoin levels appeared to be a risk factor for drug-induced skin reactions. Thus, 

this study aimed to investigate the association between doses of phenytoin and 

phenotype specific PHT-induced SCARs in Thai patients. Thirty-six PHT-induced 

SCARs cases (15 SJS and 21 DRESS/DHS) and 100 PHT-tolerant controls were 

studied. The associations of loading and maintenance doses of phenytoin with 

SCARs were tested. The results showed that means of phenytoin maintenance doses 

based on body weight in the SCARs cases (mean ± SD, 5.45 ± 1.28 mg/kg/day), 
specifically DRESS/DHS (5.71 ± 1.26 mg/kg/day) were significantly higher than that 

in the tolerant controls (4.64 ± 1.36 mg/kg/day) (p = 0.002and 0.001, respectively). Using 

phenytoin maintenance dose higher than 5 mg/kg/day was associated with PHT-
induced SCARs and DRESS/DHS (p = 0.032, OR = 2.38 and p = 0.007, OR = 4.26, 

respectively). However, there was no association between dose of phenytoin and 

PHT-induced SJS. In conclusion, the association between maintenance dose of 

Address correspondence and reprint request to: PornpimolKijsanayotin, Department of 

Pharmacology and Physiology, Faculty of Pharmaceutical Sciences, Chulalongkorn University, 

Bangkok, Thailand. E-mail address: pornpimol.k@chula.ac.th. 
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phenytoin and PHT-induced SCARs was first observed in this study. Using the higher 

maintenance dose of phenytoin per body weight might increase the risk of PHT-
induced SCARs, especially DRESS. 
 

Keywords:Phenytoin, SCARs, DRESS/DHS, SJS, Dose, Non-genetic factor 
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ความสัมพันธ์ระหว่างขนาดยาเฟนิทอยด์ที่ใช้ควบคุมอาการกับการเกิดอาการไม่พึง
ประสงค์ทางผิวหนังชนิดรุนแรงในผู้ป่วยชาวไทย 
 
กฤติกา แย้มพยนต์1, ชลภัทรสุขเกษม2,3,ชนินทร์ลิ่มวงศ์4,โยธินชินวลัญช์5, 
เทอดพงศ์เต็มภาคย์6,ทิชาฤกษ์พัฒนาพิพัฒน์7, พรพิมลกิจสนาโยธิน1 

 
1ภาควิชาเภสัชวิทยาและสรีรวิทยา คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
2สาขาวิชาพยาธิวิทยาคลินิก ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี 
มหาวิทยาลัยมหิดล 
3หองปฏิบัติการเภสัชพันธุศาสตรและการรักษาเฉพาะบุคคล ศูนย์การแพทย์สมเด็จพระเทพรัตน์ 
โรงพยาบาลรามาธิบดี  
4สาขาวิชาเวชพันธุศาสตร์ ภาควิชาอายรุศาสตร์คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาลมหาวิทยาลยัมหิดล 
5หน่วยประสาทวิทยากองอายุรกรรม โรงพยาบาลพระมงกุฏเกล้า 
6หน่วยโรคตจวิทยาภาควิชากุมารเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
7สาขาวิชาโรคภูมิแพ้ อิมมูโนวิทยาและโรคข้อ ภาควิชาอายุรศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาล
รามาธิบดีมหาวิทยาลัยมหิดล 
 
บทคัดย่อ 
 
 เฟนิทอยด์ เป็นยากันชักที่มีประสิทธิภาพและมีความคุ้มค่าด้านต้นทุนประสิทธิผลแต่
ขณะเดียวกันก็เป็นหนึ่งในสาเหตุหลักของการเกิดอาการไม่พึงประสงค์ทางผิวหนังชนิดรุนแรง
การศึกษาก่อนหน้านี้แสดงให้เห็นว่าขนาดยาเฟนิทอยด์ที่ได้รับมีผลต่อระดับยาในเลือดและการมี
ระดับยาเฟนิทอยด์ในเลือดสูงอาจจะเป็นปัจจัยเสี่ยงอย่างหนี่งของการเกิดผื่นแพ้ยาเฟนิทอยด์ 
ดังนั้นในการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างขนาดยาเฟนิทอยด์ที่ได้รับกับ
การเกิดอาการไม่พึงประสงค์ทางผิวหนังชนิดรุนแรงในแต่ละรูปแบบจากยาเฟนิทอยด์ในผู้ป่วยชาว
ไทย โดยมีผู้ป่วยในกลุ่มที่เกิดอาการไม่พึงประสงค์ทางผิวหนังชนิดรุนแรงจากยาเฟนิทอยด์จ านวน 
36 คน (เป็นผู้ที่เกิดผื่นชนิด SJS 15 คน และผื่นชนิด DRESS/DHS 21 คน) และผู้ป่วยกลุ่มควบคุม
ซึ่งไม่แพ้ยาเฟนิทอยด์จ านวน 100 คน ท าการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างขนาดยาเฟนิทอยด์
เริ่มต้นและขนาดยาเฟนิทอยด์ที่ใช้ควบคุมอาการกับการเกิดอาการไม่พึงประสงค์ทางผิวหนังชนิด
รุนแรง จากการศึกษาพบว่าขนาดยาต่อน้ าหนักตัวของยาเฟนิทอยด์ที่ใช้ควบคุมอาการในกลุ่ม
ผู้ป่วยที่เกิดอาการไม่พึงประสงค์ทางผิวหนังชนิดรุนแรง (5.45 ± 1.28 มก./กก./วัน) โดยเฉพาะ
กลุ่มท่ีเกิดผื่นชนิด DRESS/DHS (5.71 ± 1.26 มก./กก./วัน)มีค่าเฉลี่ยสูงกว่าในกลุ่มควบคุม (4.64 
± 1.36 มก./กก./วัน)อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p = 0.002 และ 0.001 ตามล าดับ)และพบว่าการ
ใช้ยาเฟนิทอยด์ขนาดสูงกว่า 5 มก./กก./วัน ในการรักษาเพ่ือควบคุมอาการมีความสัมพันธ์กับการ
เกิดอาการไม่พึงประสงค์ทางผิวหนังชนิดรุนแรงและการเกิดผื่นชนิด DRESS/DHS(p = 0.032, OR = 
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2.38 และp= 0.007, OR = 4.26 ตามล าดับ)แต่อย่างไรก็ตามไม่พบความสัมพันธ์ระว่างขนาดยาเฟ
นิทอยด์ที่ใช้กับการเกิดผื่นชนิด SJS การศึกษานี้เป็นการศึกษาแรกที่แสดงให้เห็นความสัมพันธ์
ระหว่างขนาดยาเฟนิทอยด์ที่ใช้ควบคุมอาการกับการเกิดอาการไม่พึงประสงค์ทางผิวหนังชนิด
รุนแรงจากยาเฟนิทอยด์ โดยพบว่าขนาดยาต่อน้ าหนักตัวของยาเฟนิทอยด์ที่สูงขึ้นในการรักษาเพ่ือ
ควบคุมอาการอาจเพิ่มความเสี่ยงต่อการเกิดผื่นแพ้ยาชนิดรุนแรงจากเฟนิทอยด์ โดยเฉพาะการเกิด
ผื่นชนิด DRESS/DHS 
 
ค าส าคัญ:ยาเฟนิทอยด์, อาการไม่พึงประสงค์ทางผิวหนังชนิดรุนแรง, DRESS/DHS, ผื่นชนิด SJS, 
ขนาดยาต่อน้ าหนักตัว 
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Introduction 
 

 Phenytoin (PHT) is not only a widely used antiepileptic drug for seizure 

control and prevention but also a common cause of severe cutaneous adverse drug 

reactions (SCARs), including drug rash with eosinophilia and systemic symptoms 

(DRESS), drug hypersensitivity syndrome (DHS), Stevens-Johnson syndrome (SJS) 
and toxic epidermal necrolysis (TEN).1-3The incidences of SCARs due to phenytoin 

were ranging from 0.2 to 2.4 per 1,000 users, depending on types of rash and ethnic 

groups.4-6 In Thailand, according to the data from a cumulative spontaneous reports 

of adverse drug reactions between 1984 and 2014, phenytoin was reported as the 

number one of drug causing DRESS/DHS (233 cases) and a top five of drug causing 

SJS/TEN (1,104 cases).7Accordingly, PHT-induced SCARs is an important problem 

in medical treatment.  
 Several factors associated with drug eruptions were studied. In addition to 

immunologic risk factors such as HLA alleles, the influential effects of doses on drug-
induced cutaneous adverse reactions have been investigated. For lamotrigine, the 

starting doses and titration rates were possibly related to the incidence of serious 

rash.8, 9 Moreover, high starting dose of allopurinol was a risk factor for allopurinol 

hypersensitivity syndrome.10, 11 

 For phenytoin, in 1978 and 1984, the evidences suggested that high serum 

phenytoin levels were associated with the occurrences of PHT-induced skin 

reactions.12, 13 Furthermore, a poor-metabolizing variant, CYP2C9*3, was recently 

reported as a significant risk factor for PHT-induced SCARs in many Asian 

countries, including Thailand.4, 14 There were prior studies showing that phenytoin 

levels were increased in CYP2C9*3 carriers and would be risen depending on doses 

of phenytoin administered.15-17 Based on the evidences mentioned above, it is 

possible that factors affecting drug metabolisms or phenytoin levels, such as doses, 

may be associated with PHT-induced SCARs.10, 11Consequently, this study aimed to 

investigate the association between doses of phenytoin and phenotype specific PHT-
induced SCARs in Thai patients.  
 

 

Materials and Methods 
 

Cases and controls 

 This study recruited patients from three medical school hospitals in Bangkok, 

Thailand, including Siriraj hospital, Ramathibodi hospital and Phramongkutklao 

hospital.  Thai adult patients with phenytoin use found in medical records between 

January 2008 and June 2015 were eligible.  Thirty- six patients who developed 

SJS/TEN or DRESS/DHS from phenytoin within 3 months after phenytoin exposure 

were defined as SCARs cases.  One hundred patients without any cutaneous adverse 

reactions and had taken phenytoin for at least 3 months were defined as PHT-tolerant 
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controls.  The participants’  demographic data, clinical manifestation of ADR, drug 

level, and dosage of phenytoin used were reviewed from their medical records.           
 Phenytoin has been identified as the principle cause of skin lesions in all 36 

patient cases according to Naranjo algorithm. 18 All SCARs cases were further 

confirmed by the same dermatologist using consensus diagnostic and phenotyping 

criteria.  Based on Roujeau criteria,19 SJS and TEN were characterized as rapidly 

developing dusky purpuric macules, atypical target- like lesions or blisters 

accompanied by mucosal involvement with skin detachment.  Distinct cases of SJS, 

SJS-TEN overlap, and TEN were differentiated based on the extent of skin area 

detachment ranging from less than 10% of the body surface area (BSA) , 10 to 30% 
BSA, and greater than 30% BSA, respectively.19 DRESS and DHS were assessed 

using RegiSCAR criteria which consisted of acute skin rash together with the 

involvement of at least one internal organ ( e. g. , hepatitis and nephritis) , 

lymphadenopathy, hematologic abnormality ( e. g. , eosinophilia, and atypical 

lymphocytosis) and fever,20 or according to the triad of fever, rash and internal organ 

involvement.5 
This study was approved by the institutional review board of each hospital, 

specifically, Siriraj Institutional Review Board (471/2557 EC1), Ethics Committee of 

the Faculty of Medicine, Ramathibodi Hospital ( ID 05- 58- 17)  and Institutional 

Review Board of The Royal Thai Army Medical Department (Q017h/57). The written 

informed consent was obtained from each participant.  
 

Statistical analysis 

 The normally distributed data were presented as mean ± standard deviation 

(SD) and analyzed using Student’s t-tests. For data that were not normally distributed 

were presented as median value with range, and were analyzed using Mann-Whitney 

U tests.  Normal distributions of continuous data were examined using Kolmogorov-
Smirnov test or Shapiro–Wilk test.  Proportion data were compared using Fisher's 

exact tests.  Odds ratio (OR)  with 95% confidence interval (CI)  were reported.  For a 

zero in any cells of a contingency table, Haldane's modification, adding 0.5 to all 

cells of a 2 × 2 table, was applied to estimate the odds ratio (OR) .21All statistical 

analyses were performed using IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0 

( IBM Corp. , Armonk, NY, USA) .  Two- tailed p- value < 0. 05 was considered 

statistically significant. The figures were plotted using GraphPad Prism version 7.02 

for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).  
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Table 1.Demographic data of PHT-induced SCARs cases and PHT-tolerant controls 

 

Characteristics 

Cases of PHT-induced SCARs 
PHT-Tolerant 

Controls 

(n=100) 
p-value 

SJS 

(n=15) 
 

 

DRESS/DHS 

(n=21) 
 

 

TotalSCA

Rs 

(n=36) 

Gender, No.(%)          

Female 9 (60.0)  13 (61.9)  22 (61.1) 64 (64.0) 0.841a,b 

Male 6 (40.0)  8 (38.1)  14 (38.9) 36 (36.0)  

Age, years        

Mean ± SD 57.9 ±12.7  49.2 ±19.0  52.9 ±17.0 49.0 ±12.3 0.218a,c 

PHT exposure, days        

Duration, Median (Range) 26 (7-65)  25 (8-51)  26 (7-65) 1008 (91-8972) <0.001a,d 

Onset of ADR, Median (Range) 21 (7-61)  23 (8-48)  22 (7-61) - - 
a PHT-induced SCARs cases and PHT-tolerant controls were compared 
bp-value were calculated by Fisher’s exact test (two-tailed) 
cp-value were calculated by Student’s t-test  
dp-value were calculated by Mann-Whitney U test 

 

 

Table 2.Total dose of phenytoin in PHT-induced SCARs cases and PHT-tolerant 

controls  

 

Groups or subgroups n 
Total dose of PHT  

Median Minimum Maximum p-valuea,b 

Loading dose (mg)      

SCARs 20 750 500 1,000 0.677 

SJS 6 750 500 800 0.324 

DRESS/DHS 14 750 700 1,000 0.905 

Tolerant control 34 750 500 1,250  

Maintenance dose (mg/day)      

SCARs 36 300 200 300 0.666 

SJS 15 300 200 300 0.915 

DRESS/DHS 21 300 200 300 0.619 

Tolerant control 100 300 100 400  
a Median dose of PHT in PHT-induced SCARs, SJS or DRESS/DHS cases were compared with PHT-tolerant controls  
bp-value were calculated by Mann-Whitney U test 
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Table 3. Associations between doses of phenytoin based on body weight and PHT-
induced SCARs 

 

Dose of PHT  

based on BW  

Groups or subgroups 

(Participant number; n) 

Positive 

participants p-valuea,b OR (95% CI) 
n (%) 

Loading dose       

> 15 mg/kg       

 SCARs (20) 8 (40.0) 0.552 1.60 (0.50-5.10) 
 SJS (6) 0 (0) 0.307 0.18 (0.01-3.48) 
 DRESS/DHS (14) 8 (57.1) 0.103 3.20 (0.88-11.63) 
 Tolerant control (34) 10 (29.4)    

> 20 mg/kg       

 SCARs (20) 2 (10.0) 0.548 3.67 (0.31-43.27) 
 SJS (6) 0 (0) 1.000 1.72 (0.06-47.00) 
 DRESS/DHS (14) 2 (14.3) 0.200 5.50 (0.46-66.32) 
 Tolerant control (34) 1 (2.9)    

Maintenance dose        

> 5 mg/kg/day       

 SCARs (36) 21 (58.3) 0.032* 2.38 (1.10-5.19) 
 SJS (15) 6 (40.0) 1.000 1.14 (0.37-3.44) 
 DRESS/DHS (21) 15 (71.4) 0.007* 4.26 (1.52-11.93) 
 Tolerant control  (100) 37 (37.0)    

> 7 mg/kg/day       

 SCARs (36) 5 (13.9) 0.014* 7.90 (1.46-42.78) 
 SJS (15) 2 (13.3) 0.082 7.54 (0.98-58.18) 
 DRESS/DHS (21) 3 (14.3) 0.036* 8.17 (1.27-52.38) 
 Tolerant control  (100) 2 (2.0)    

a PHT-induced SCARs, SJS or DRESS/DHS cases were compared with PHT-tolerant controls  
bp-value were calculated by Fisher’s exact test (two-tailed) 
* Significant difference at p-value < 0.05 

 

 
 

Figure 1. Scatter dot plots of loading dose of phenytoin based on body weight. 
Each group of (A) PHT-induced SCARs, (B) PHT-induced SJS, and (C) 
PHT-induced DRESS/DHS was compared with PHT-tolerant controls. 
The horizontal lines refer to mean loading doses of phenytoin. p-value 

were calculated by Student’s t-test.* Significant difference at p-value < 

0.05. 
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Figure 2. Scatter dot plots of maintenance dose of phenytoin based on body 

weight. Each group of (A) PHT-induced SCARs, (B) PHT-induced SJS, 

and (C)  PHT-induced DRESS/DHS was compared with PHT-tolerant 

controls.  The horizontal lines refer to mean maintenance doses of 

phenytoin.  p-value were calculated by Student’s t- test.  *Significant 

difference at p-value < 0.05. 
 

 

 

 
 

Figure 3. Percentage of patients who developed ( A)  SCARs and ( B) 
DRESS/DHS from phenytoin in each range of phenytoin maintenance 

dose based on body weight (BW). 
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Figure 4. Correlation between serum phenytoin level and phenytoin 

maintenance dose based on body weight (BW) . r refer to Pearson 

correlation coefficient.** Correlation is significant at the <0.001 level 

(two-tailed). 
 

 

Results 

 

Demographic data ofpatients 

 The demographic data of 36 PHT- induced SCARs ( 15 SJS and 21 

DRESS/DHS) and 100 PHT-tolerant controls are summarized in Table 1. There were 

no differences in gender and age between SCARs cases and tolerant controls (p = 
0.841 and 0.218, respectively) .  The median onset of PHT-induced SCARs was 22 

days.   
 

Association between loading dose of phenytoin and PHT-induced SCARs 

 The data of phenytoin loading doses were available in 20 PHT- induced 

SCARs cases and 34 PHT- tolerant controls.  The median total loading doses of 

phenytoin were 750 mg, equally in all groups.  There were no differences between 

SCAR, SJS or DRESS/DHS cases and tolerant controls (p =  0.677, 0.324 and 0.905, 

respectively) (Table 2).  
 However, the phenytoin loading dose based on body weight in the SCARs 

cases was significantly higher than that in the tolerant controls (p = 0.042) .  Their 

loading doses were 15.06 ± 3.23 (mean ± SD)  and 12.91 ± 3.87 mg/kg, respectively 

(Figure 1A) .  Moreover, in the specific phenotype analysis, an average loading dose 

of phenytoin based on body weight in the DRESS/DHS subgroup (16.22 ± 3.15 

mg/kg) was statistically significant higher than that in the tolerant control group, (p = 
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0.007)  (Figure 1C) .  In contrast, for SJS subgroup, the phenytoin loading doses per 

body weight (12.33 ± 1.13 mg/kg)  did not significantly differ from that in tolerant 

controls (p = 0.483) (Figure 1B).       
 Based on the usual loading dose, the proportions of patients who were started 

on phenytoin with a loading dose greater than 15 and 20 mg/kg were found more 

frequently in the SCARs cases than in the tolerant controls, specifically in 

DRESS/DHS subgroup.  However, the statistically significant associations between 

higher loading doses of phenytoin and PHT- induced SCARs were not observed 

(Table 3). 
 

Association between maintenance dose of phenytoin and PHT-induced SCARs 

 Although the total daily maintenance dose of phenytoin in the SCARs cases, 

including SJS and DRESS/ DHS subgroups, and the tolerant controls were 300 

mg/day, equally in all groups (Table 2) , the maintenance doses based on their body 

weight were different.  The maintenance dose of phenytoin per body weight in the 

SCAR cases was statistically significant higher than that in the tolerant controls 

(mean ± SD, 5.45 ± 1.28 vs 4.64 ± 1.36 mg/kg/day, p =  0.002)  (Figure 2A) .  A 

significantly higher phenytoin maintenance dose was observed in the DRESS/DHS 

subgroup (5.71 ± 1.26 mg/kg/day), but not in the SJS subgroup (5.10 ± 1.25 mg/kg/day), 
when those were compared with the tolerant control group (p =  0.001 and 0.219, 

respectively) (Figure 2B and 2C).  
 Furthermore, the results showed that using phenytoin maintenance dose 

higher than 5 mg/kg/day was associated with PHT-induced SCARs (p =  0.032, OR = 
2.38) , specifically for DRESS/DHS phenotype (p =  0.007, OR = 4.26)  (Table 3) .  In 

addition, the percentages and the risks of developing SCARs and DRESS/DHS were 

increased in patients taking a higher maintenance dose of phenytoin (Fig 3A and 3B, 

Table 3) .  The odds ratios of PHT-induced SCARs and DRESS/DHS were increased 

to approximately 8 in patients who using phenytoin maintenance dose greater than 7 

mg/kg/day (Table 3).    
 

 

Discussion 

 

 Phenytoin is an antiepileptic drug with a narrow therapeutic index.  The total 

serum phenytoin levels in the range of 10-20 μg/ml (1-2 μg/ml of unbound phenytoin) 
are associated with achieving therapeutic effects without toxicity.  22, 23The 

recommended doses are slightly higher in the younger age groups and initially lower 

in the geriatric groups. For adults, the usual maintenance doses of phenytoin are 300-
400 mg/ day, which may be increased to 600 mg/ day, or approximately 5- 7 

mg/kg/day.23, 24The loading doses of phenytoin are generally 10-20 mg/kg and as 

much as 30 mg/kg in some patients.23, 25 Based on usual dose per body weight, while 

almost all PHT-tolerant controls received phenytoin within the recommended dose 
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range, about 10-14% of patients with SCARs got the higher doses (loading doses > 20 

mg/kg or maintenance doses > 7 mg/kg/day).            
 The signs and symptoms such as ataxia, nystagmus, slurred speech, nausea, 

vomiting, and  drowsiness are already known adverse effects of phenytoin, which 

are related to doses and drug concentrations.22, 26 In addition to those side effects, this 

study showed that allergic reactions to phenytoin such as SCARs and DRESS/DHS 

were associated with daily phenytoin maintenance doses based on body weight. 
Moreover, we found that the risks of PHT-induced SCARs, especially DRESS/DHS, 

were increased when the higher maintenance doses of phenytoin were used. 
According to this finding, it is likely that that developing SCARs and DRESS/DHS 

from phenytoin could possibly be related to the higher drug levels. This suggestion is 

supported by the significant correlation between serum phenytoin levels and daily 

phenytoin maintenance doses per body weight (Figure 4). An increased daily dose of 

phenytoin resulted in a rise of serum phenytoin levels.In addition, our results are in 

line with the previous finding that CYP2C9*3 variant was an associated risk factor 

of PHT- induced SCARs.  4, 14 It may suggest that the influence of using a higher 

maintenance dose of phenytoin may be similar to the effect of a poor-metabolizing 

variant, CYP2C9* 3, on serum phenytoin levels.  16, 17 However, there was no 

association between the higher loading doses of phenytoin and PHT-induced SCARs. 
This could possibly be resulted from the phenytoin loading dose had been 

discontinued and changed to the maintenance dose before the time to steady state 

level of phenytoin.     
 For further studies, the associations between doses of phenytoin and PHT-
induced SCARs, including the correlation of serum phenytoin levels, should be 

confirmed in other populations. The studies may be extended to minor reactions, such 

as PHT-induced maculopapular eruptions (MPE) .  The associations of PHT-induced 

SCARs with other non-genetic factors thatpossibly affect phenytoin levels, such as 

renal functions, liver functions, and drug interactions, should also be investigated.  
 

 

Conclusion 

 

 The association between maintenance dose of phenytoin and PHT-induced 

SCARs was first observed in this study. Using the higher maintenance dose of 

phenytoin per body weight might increase the risk of PHT-induced SCARs, 

especially DRESS.    
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Abstract   
 

Amantadine, an anti-influenza drug, has also been used as the alternative treatment of 

Parkinson’s disease. The common side effects of amantadine are nausea, dizziness and 

confusion. Rimantadine is a derivative of amantadine with comparable efficacy and 

effectiveness on influenza to amantadine but less side effects on the central nervous system. 
However, the use of rimantadine in Parkinson’s disease is limited only in case reports. 
Amantadine and its derivatives have anti-proliferative effects on lymphocytes; therefore, the 

side effects on the central nervous system of amantadine and rimantadine could be caused by 

their cytoxicity to neurons and astrocytes. This study aimed to compare cytotoxicity of 

amantadine hydrochloride and rimantadine hydrochloride on cultured human astrocytes and 

neurons. Cytotoxicity of A172 human astrocytoma and CHP-212 human neuronal cell lines was 

assessed using MTT assays. Amantadine and rimantadine decreased viability of human 

astrocytes and neurons in a dose-dependent manner at 24 and 48 hours. The median toxic 

concentrations (TC50) of amantadine and rimantadine on A172 were 140.7±1.2 μM and 62.9±1.2 

μM, respectively; while TC50 values on CHP-212 were 325.7±1.6 μM and 98.2±1.1 μM, 

respectively. The present study demonstrates that rimantadine is more toxic than amantadine 

on human astrocytes and human neurons, indicating that the use of rimantadine for 

neurodegenerative treatment may be limited due to its cytotoxic effect. The mechanisms 

underlying cytotoxicity of rimantadine will be further investigated. 
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Abstract   
 

 Multidrug resistance malaria is a global health problem worldwide particularly in 

Thailand.  The developement of novel antimalarial drugs are urgently needed.  The aim of the 

present study was to investigate antimalarial activity and time dependent action of the crude 

ethanolic extracts of Atractylodes lancea ( Thunb. )  DC.  rhizome against 3D7 Plasmodium 

falciparum. Antimalarial activities were evaluated using fluorescent-based assay. The IC50 value 

(concentration that inhibits malaria parasite growth by 50% )  was evaluated using Calcusyn 

software. The synchronized parasites in ring stage were exposed to Atractylodes lancea (Thunb.) 
DC. extract at various concentrations, i.e., 0.78, 1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25, 50 and 100 µg/mL for 

3, 6, 12, 24, and 48 h (37°C).  The 200 µM of dihydro-artemisinin was used as positive control. 
Cultures were washed out and incubated with complete media until 48 h.  The IC50 of 

Atractylodes lancea (Thunb. )  DC.  was 20 µg/mL.  The antimalarial action started at 12 h after 

exposure.  There was no difference in IC50 values following the 24-  and 48- h exposure.  In 

conclusion, the ethanolic extract of Atractylodes lancea ( Thunb. )  DC.  exhibited moderate 

antimalarial activity ( IC50 value ranging from 11 to <26 µg/mL was classified as moderate 

activity), on the trophozoite stage (at 12 h).  
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Abstract   
 

Endothelium- derived hyperpolarizing factors ( EDHFs)  are the main vasodilatory 

mediators of resistance which are important in regulating blood pressure.  EDHFs have been 

suggested to compensate for impaired nitric oxide ( NO)  release in patients with essential 

hypertension.  This study aimed to determine the antihypertensive effect of aqueous extract of 

Moringa oleifera leaves ( MOE)  and its effect on EDHF- mediated vasorelaxation in 

hypertensive rats induced by Nω-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME). Male 

Wistar rats were administrated with L-NAME (50 mg/kg/day)  in drinking water for 3 weeks. 
Acute hypotensive activity of MOE was tested in anesthetized rats by means of intravenous 

injection of the extract, and the changes in arterial pressure were measured via femoral artery 

catheterization. The results showed that MOE (0.1-3 mg/kg) caused a dose-dependent reduction 

in mean arterial blood pressure (7.13±0.47-29.76±1.86%) with no significant change in heart rate. 
The vaso- relaxant activity of MOE was investigated in resistance arteries using perfused 

isolated mesenteric arterial beds.  The injection of MOE ( 0. 001- 0. 3 mg in 0. 1 ml injection 

volume)  into the perfusate caused a concentration- dependent relaxation with a maximum 

relaxation of 75.57±1.76% achieved at 0.3 mg which was abolished by endothelium denudation 

(15.36±1.00%, max. relaxation). The inhibition of NO, PGI2 and H2S productions did not affect 

the MOE induced endothelium- dependent relaxation ( 84. 76±3. 35% , max.  relaxation) . 
Interestingly, this persisting relaxation was significantly inhibited by calcium- activated 

potassium channel blocker (5 mM tetraethylammonium), myoendothelial gap junction inhibitor 

(10 µM 18α-glycyrrhetinic acid) , and high potassium medium (45 mM KCl)  with a maximum 

relaxation of 68. 28±1. 83, 32. 78±1. 07, and only 17. 90±1. 64% , respectively.  These findings 

demonstrate that the endothelium- dependent vasorelaxation in response to MOE may be 

mediated via EDHF release. Thus, we conclude that MOE has antihypertensive effect possibly 

by inducing of EDHF mediated vasorelaxation. 

Keywords:  Antihypertensive effect, EDHF, Moringa Oleifera, vasorelaxation 
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Abstract   
 

 Overexpression of 5- lipoxygenase ( 5- LOX)  and cysteinyl leukotriene receptors is 

associated with various types of cancers, including astrocytoma.  A recent epidemiology 
indicates the use of cysteinyl leukotriene receptor antagonists lower the risk of cancers in 

asthma patients.  Inhibition of the 5-LOX pathway partially suppresses proliferation of human 

glioma cell lines. This study aimed to investigate the growth inhibition and cytotoxic effects of 

montelukast and zafirlukast in A172 human glioblastoma cells using flow cytometry.  Cell 

proliferation and apoptosis were determined by comparing carboxyfluorescein diacetate 

succinimidyl ester (CFSE) fluorescent decay and annexin V-FITC/7-AAD staining assays.  Daily 

treatment with 20 M zafirlukast decreased proliferation at day 3 and 5 while 20 M 

montelukast suppressed proliferation only at day 5.  In contrast, montelukast was more toxic 

than zafirlukast.  At 24 hours post-exposure, annexin V positive cells were 81.3% and 35.0% in 

20 M montelukast and zafirlukast, respectively.  These results suggest that montelukast and 

zafirlukast potentially suppress tumor growth and induce cell death in human glioblastoma 

cells. 
 

Keywords:  Montelukast, zafirlukast, apoptosis, glioblastoma 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Address correspondence and reprint request to: Pornpun Vivithanaporn, Department of Pharmacology, Faculty of 

Science, Mahidol University, Bangkok 10400, Thailand.  
E-mail address: pornpun.viv@mahidol.ac.th 

  

 

mailto:pornpun.viv@mahidol.ac.th


203 
 

The 39th Pharmacological and Therapeutic Society of Thailand Meeting 
18-20 May 2017; Chonburi, Thailand 

 
 

A05 

 

 
Cytotox ic i ty  and Apoptos i s  Inducing  Effect  o f  Plumbagin  on 

Cholangiocarcinoma Cell  
 

Luxsana Panrit1, TullayakornPlengsuriyakarn2, Kesara Na-Bangchang2 

  
1 Drug discovery and development center Thammasat University, Pathum Thani 12121, Thailand  
2 Center of Excellence in Pharmacology and Molecular Biology of Malaria and Cholangiocarcinoma, Chulabhorn 

International College of Medicine, Thammasat University, Pathum Thani 12120, Thailand 
 

Abstract 

 

 Cholangiocarcinoma (CCA)  is a cancer that arises from the epithelial cell of the bile 

duct both inside and outside the liver.  CCA is an important public health problem in several 

parts of Southeast Asia, particularly in the northeastern region of Thailand.  Plumbagin ( 5-
hydroxy- 2- methyl- 1,4- naphthoquinone)  is a major constituent isolated from the root of 

Plumbagoindica Linn.  The compound has been shown to exhibit a wide spectrum of 

pharmacological activities. The aim of the study was to investigate the cytotoxic and apoptosis 

of plumbagin on the CCA cell line CL-6.  Based on results of the cytotoxicity test using MTT 

assay, the median of 50% inhibitory concentration (IC50)  values of plumbagin and the standard 

drug 5- fluorouracil ( 5- FU)  were 22. 64 and 1,057. 33µM, respectively.  The mechanisms of 

apoptosis induction were determined by CellEvent™  Caspase-3/7 assay and flow cytometry 

( FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit) .  After 24- h exposure, the compound activated 

caspase-3/7 and induced apoptosis by the occurrence of 39.84% early apoptotic cells and 59.69% 
late apoptotic cells compared with untreated.  Plumbagin could be a promising candidate for 

further development for treatment of cholangiocarcinoma. 
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Abstract   
 

 Cholangiocarcinoma (CCA) is a malignancy of the biliary duct system that almost found 

in Thai population living in the North-Eastern region. Treatment of CCA became more difficult 

since cancer cells resisted to the commonly used chemotherapeutic drug, 5-fluorouracil (5-FU). 
Kaemferia galanga Linn (KG)  is a medicinal plant available in Thailand and other tropical 

countries.  Ethyl- p- methoxycinnamate ( EPMC)  isolated from KG extracts has several 

pharmacological actions including anti- inflammation and anti-neoplastic.  Consequently, the 

present study aimed to investigate the anticancer effect of EPMC to CCA using 

cholangiocarcinoma cell line (CL-6)  by assessment of cytotoxicity, morphologic change, cell 

cycle arrest, apoptosis and selectivity to normal cells. The cytotoxicity test in CL-6 using MTT 

method revealed EPMC IC50 value of 251.8  13.0 g/mL.  Cell morphology following 48-h 

EPMC exposure showed decreased cell viability related to EPMC concentration by presenting 

of cell shrinkage, cell membrane blebbing and lower level of cell adherence.  Cell cycle arrest 

at G2/M phase and apoptosis in CL-6 cell line exhibited after incubation with 252 g/mL EPMC 

for 48 h. In addition, in vitro determination of primary safety of EPMC found that the selectivity 

index (or IC50 ratio between human fibroblast cells (OUMS) and CL-6) of EMPC was 3.6. These 

findings indicated that EPMC could be a promising compound to be developed as an anticancer 

drug or a supplement for cholangio-carcinoma treatment. 
 

Keywords:  Cholangiocarcinoma, ethyl- p- methoxycinnamate, cytotoxicity, cell cycle arrest, 

apoptosis 

 
 
 
 
 
 
 
 Address correspondence and reprint request to: Kesara Na-Bangchnag, Center of Excellence in Pharmacology and 

Molecular Biology of Malaria and Cholangiocarcinoma, Chulabhorn International College of Medicine, Thammasat 

University, Pathum Thani 12120, Thailand.  
E-mail address: kesaratmu@yahoo.com 

 



205 
 

The 39th Pharmacological and Therapeutic Society of Thailand Meeting 
18-20 May 2017; Chonburi, Thailand 

 

A07 

 

 
Antiviral and Anti-inflammatory Effects of α-Mangostin from Garcinia 

mangostana Linn. in Dengue Virus Infection 

  
Mayuri Tarasuk1, Pucharee Songprakhon2, Pa-thai Yenchitsomanus2, Kesara Na-
Bangchang1  
 
1 Center of Excellence in Pharmacology and Molecular Biology of Malaria and Cholangiocarcinoma, Chulabhorn 

International College of Medicine, Thammasat University, Pathum Thani 12120, Thailand 
2 Division of Molecular Medicine, Department of Research and Development, Faculty of Medicine Siriraj Hospital, 

Mahidol University, Bangkok 10700, Thailand 

 

Abstract   
 

Dengue virus ( DENV)  infection is a global public health problem.  The severity of 

disease in the patients with dengue infection correlates with high viral load and excessive 

immune activation which creates a cascade of cytokine production, called “cytokine storm” . 
Currently, neither a preventive vaccine nor an effective therapeutic agent is available.  Thus 

inhibition of DENV and cytokine production could be expected to enhance therapeutic effects 

for DENV infection.   In this study we investigated antiviral and anti-inflammatory activities of α-
mangostin ( α- MG)  from Garcinia mangostana Linn.  against dengue virus infection by 

determining its effect on cell infection rate, viral production, and cytokine/  chemokine 

expression after the cells were infected with dengue virus.  Our data demonstrated that α-MG 

could effectively inhibit dengue virus infection. Treatment of dengue infected cells with α-MG 

significantly reduced cell infection rates and viral release into the culture supernatant. 
Furthermore, treatment with α-MG could effectively reduce cytokine (IL-6 and TNF-α)  and 

chemokine (RANTES, MIP-1β, and IP-10)  transcription.  Overall, cytokine/chemokine gene 

expression was more robustly inhibited by α- MG than antiviral agent, ribavirin, and anti-
inflammatory drug, dexamethasone.  α-MG is a promising compound for the development of 

direct-acting antivirals against DENV infection.  Moreover, it has a potent anti-inflammatory 

effect that offers a greater efficiency to combat dengue virus infection.  
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Abstract   
 

 Tradescantia fluminensis ( TF)  has been used as an alternative treatment in Thai 

traditional medicine for renal failure.  However, information on its toxicity and phytochemical 

properties has not been investigated.  In this study, acute and subacute (repeated dose 28-day) 
toxicity in Wistar rats and phytochemical constituents of the crude water soluble extract of T. 
fluminensis were evaluated. For acute toxicity, the extract was administered orally at the highest 

starting dose level (5,000 mg/kg body weight)  and signs of toxicity were observed during the 

first 30 minutes, periodically during first 24 hours, and then daily for 14 days.   For subacute 

toxicity, the extract was given at the daily dose of 1,000 mg/kg body weight for 28 days and 

signs of toxicity were observed daily.   The phytochemical constituents (phenols, flavonoids, 

anthocyanins, triterpenes/ steroids, alkaloids, anthraquinones, coumarin, saponins, quinone, 

tannins, sugar, proteins and amino acid, glycosides, fat and essential oil, and phloroglucinol) of 

the extract were determined based on color intensity or precipitate formation.  Results showed 

that crude water soluble extract of T.  fluminensis exhibited no significant sign of toxicity 

(physiology and laboratory parameters)  and none of the animals died during the observation 

period. The major constituents of the extract included phenol, tannins, and saponins. Therefore, 

non-clinical toxicity study in rats suggests good tolerability profile of the crude water soluble 

extract of T.  fluminensis.  Further study will be performed to investigate its efficacy in the 

treatment of renal failure in the animal model. 
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Abstract   
 

Oxidative stress and free radical reaction in platelet involve in hyperactivity of platelet 

and thus contribute to cardiovascular complications.  The pomelo (Citrus maxima Merr. )  is the 

largest citrus fruit that enrich with phenolic compounds and flavonoids such as keamferol and 

luteolin.  The aim of this study was to investigate the antioxidant activity of pomelo juice and 

its methanolic extracts of three cultivars (Thong Dee, Khao Yai and Khao Tang Kwa)  on lipid 

peroxidation in platelets.  Platelets suspension was prepared from rat plasma, washed and 

suspended in Tyrode’s buffer containing 0.35% BSA. Lipid peroxidation was induced by 20 mM 

of 2,2′-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH). Lipid radicals were detected 

by a novel profluorescence nitroxide switch probe.  Fluorescence intensity, at excitation 

wavelength 470 nm and emission wavelength 530 nm, was followed for 90 min.  Pomelo juice 

and methanolic extract demonstrated the inhibitory effect on AAPH induced lipid radicals in 

platelets. The methanolic extract of Thong Dee showed the highest antioxidant effect on platelet 

lipid peroxidation.  The %inhibition was 78% and 64% when the incubation time was 5 and 30 

min, respectively.  The pomelo juice exerted the inhibitory effect about 38-43% and 26-29% in 

event of incubation time 5 and 30 min, respectively. There was no significant difference among 

three cultivars of pomelo juice.   The antioxidant activity may relate to phenolic and flavonoid 

contents in different pomelo cultivars.  Since the formation of lipid radicals relates to platelet 

functions, methanolic extract from Thong Dee will be further identified and studied on platelet 

functions.      
 

Keywords:  Fluorescence probe, lipid peroxidation, platelets 

 
 
 
 
 
 
 Address correspondence and reprint request to:  Noppawan Phumala Morales, Department of Pharmacology, 

Faculty of Science, Mahidol University, Bangkok 10400, Thailand. 
E-mail address: noppawan.phu@mahidol.ac.th 

 



208 
 

The 39th Pharmacological and Therapeutic Society of Thailand Meeting 
18-20 May 2017; Chonburi, Thailand 

 

A10 

 

 
Cytotoxic, Apoptotic and Inhibitory Activities on Cell Migration of 

Atractylodin in Cholangiocarcinoma Cell Line 
  
Tullayakorn Plengsuriyakarn, Kesara Na-Bangchang 

 
Center of Excellence in Pharmacology and Molecular Biology of Malaria and Cholangiocarcinoma, Chulabhorn 

International College of Medicine, Thammasat University1, Pathum Thani 12120, Thailand 

 

Abstract   
 

 Cholangiocarcinoma (CCA) is an important cancer in the Great Mekong region, 

particularly in Thailand. Limitation of treatment option and the lack of effective diagnostic tool 

for early detection of CCA are of major concerns for the control of this type of cancer. The aim 

of the study was to investigate cytotoxic, apoptotic and inhibitory activities on cell migration 

of atractylodin, the active constituent of Atracylodes lancea (Thunb.) DC. against CCA cell line 

CL-6.  MTT assay was used to test cytotoxicity and Real-Time Cell Analyzer Dual purpose: RT-
CA DP system was used to test cell migration. CellEvent™ Caspase-3/7 assay was an assay for 

detection caspase-3/7 activity resulting from cell undergone apoptosis. The median IC50 
(concentration that inhibits cell growth by 50%) of cytotoxic activity of atractylodin was 39.5 

μg/mL. Atractylodin produced inhibitory activity on cell migration inducing cell apoptosis. 
Results suggest the potential role of atractylodin for further development as chemotherapeutic 

for CCA.  
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Abstract   
  

Cholangiocarcinoma ( CCA)  is a progressively fatal form of cancer arising from 

malignant transformation of hepatic biliary cholangiocytes.  Countries like Thailand, Laos and 

Cambodia are known to have high incidents of this cancer.  The objective of this study was to 

evaluate growth inhibitory activity of atractylodin, a bioactive sesquiterperioid present in 

rhizomes of Atractylodes lancea in CCA- associated cell line ( CL- 6) .  Here we determine 

cytotoxicity and potential effects of atractylodin on cell cycle arrest of CL- 6 cells using 

standard MTT assay and flow cytometry respectively. In addition, western blotting was used to 

evaluate the effect of atractylodin on STAT 1/3 activation and heme oxygenase-1 production. 
The results showed that atractylodin treatment exhibited cytotoxicity with IC50 of 221.25 ± 

11.42 µM (mean ± SD). Atractylodin proficiently induced apoptosis at 48 h after treatment and 

cell cycle arrest of CL-6 cells was observed at G1 phase.  Moreover, atractylodin treatment 

resulted in suppression of STAT1/ 3 activation and HO- 1 production in CL- 6 cells.  Taken 

together, the results suggest that atractylodin holds therapeutic potentials and demands further 

in-depth studies in CCA research. 
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Abstract   
  

Cholangiocarcinoma (CCA)  is an important public health problem in several tropical 

and subtropical parts of the world, particularly Thailand. Chemotherapy against CCA is largely 

ineffective and discovery and development of effective chemotherapeutics is urgently needed. 
The objective of the study was to evaluate the anti-CCA potential as well as toxicity of the 

crude extract of Kaempferia galanga L.  both in vitro and in animal models.  The ethanolic 

extract of K.  galanga L.  rhizome and the standard anticancer drug 5-fluorouracil (5-FU)  were 

evaluated for their cytotoxic activities against CCA cell line (CL-6) using MTT cell proliferation 

assay.  Acute and subacute toxicity of the extract were evaluated in ICR mice according to the 

OECD guidelines and anti-CCA activity was evaluated in CCA-xenografted nude mice. Results 

of cytotoxicity test showed moderate activity of the extract with median (range) 50% inhibitory 

concentration (IC50)  of 64.2 (57.76-72.11) , while the IC50 of 5-FU was 107.1 (103.53-109.64) 
µg/mL. Toxicity testing revealed no overt toxicity up to the maximum single oral dose of 5,000 

mg/kg body weight and up to daily dose of 1,000 mg/kg body weight for 30 days.  In addition, 

the extract at the dose level of 1,000 mg/kg body weight given daily for 30 days exhibited 

promising anti-CCA activity in CL6-xenografed nude mice as determined by tumor growth 

inhibition ( TGI)  and prolongation of survival time.  In an effort for further developing an 

effective drug option against CCA, further studies should be carried out to investigate this 

potential herbal agent.   
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Abstract   
  

 Cholangiocarcinoma (CCA)  is a form of bile duct cancer that has high mortality rate, 

particularly in Thailand.  β-Eudesmol, a compound isolated from Atractylodes lancea has been 

shown to exhibit promising activity against CCA both in vitro and in vivo. The aim of this study 

was to further evaluate the mechanisms through which the compound exerts its anti- CCA 

activity.  The CCA cell lines ( CL- 6)  was exposed to β- eudesmol at various concentrations. 
Cytotoxicity and apoptosis inducing activity were measured using MTT assay and flow 

cytometry, respectively.  Western blotting was performed to assess STAT1/3 activation and 

heme oxygenase-1 (HO-1) production in CL-6 cells. The results demonstrated that the IC50 of β-
eudesmol against CL-6 was 39.331.15 µg/mL (meanSD) and cell cycle arrest was observed at 

the G1 phase.  Moreover, β-eudesmol potently induced cell apoptosis at 48 h postexposure. 
Inhibition of protein activation of both STAT1 and STAT3 by suppressing the STAT 

phosphorylation was observed in a concentration-dependent manner. β-Eudesmol exposure also 

inhibited HO-1 expression in CL-6 cells in a time-dependent manner. The results suggest that β-
eudesmol holds therapeutic potentials and demands further in-depth studies in CCA research. 
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Abstract   
  

Coumarins, natural or synthetic compounds, have been attracting interest due to their 

broad spectrum of pharmacological activities including anti- inflammatory, anti- HIV, 

antitumor, antioxidant, antimicrobial, antifungal, anti- arrhythmic effects.  Large number of 

natural products containing oxepine ring, seven– membered oxygen heterocycle, such as 

pterulone and heliannuol A show diverse biological and pharmacological activities ranging 

from anti-depressant, analgesic, anti-inflammatory, anti-microbial, antioxidant, antitumor to 

anti-apoptosis. Coumarins fused with heterocycles have gained increasing attention due to their 

potential biological activities.  However, few of medium ring oxacycle fused coumarins have 

been synthesized.  Therefore, the aims of this study were to synthesize oxepin- annulated 

coumarins and evaluate their in vitro antiproliferative activity.  The required oxepin-annulated 

coumarins were synthesized from coumarin precursors through key intermediate diallylated 

coumarin derivatives.  The in vitro antiproliferative activity of these compounds and its key 

intermediates on three cancer cell lines; breast (SKBR3), colon (Caco-2) and liver hepatocellular 
(HepG2)  were determined by MTT assay.  The results showed that all 11 coumarin derivatives 

caused a dose- dependent reduction in cell viability in all three cancer cell lines after 48- h 
incubation.  Based on 50%  inhibitory concentration ( IC50)  values, 4- propyl- 8,11- dihydro- 2H-
oxepino[ 2,3- h] chromen- 2- one as the oxepin- annulated coumarin showed highest 

antiproliferative activity on all three cancer cell lines; SKBR3      (IC50; 11.18±1.93 g/mL) , 
Caco-2 (IC50; 30.05±0.71 g/mL) and HepG2 (IC50; 15.32±0.30 g/mL). These findings show 

that our oxepin-annulated coumarins exert an antiproliferative effect and could be used as a 

starting point for development of powerful coumarin anticancer therapies. 
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Abstract   
  

Cholangiocarcinoma (CCA) is the cancer of bile duct that has high incidence and high 

mortality rate, particularly in the Northeastern part of Thailand. Atractylodes lancea (Thunb.) 
DC. (AL) has been traditionally used as crude extract in different treatment of various diseases 

in China, Japan, and Thailand. It contains several bioactive components (atractylodin, β-
eudesmol, hinesol and atractylone) that show the pharmacological activities against CCA. 
Therefore, the present study focused on the effect of AL ethanolic extract (ALE), atractylodin 

and β-eudesmol on mutagenicity and apoptotic activity by using micronucleus test and JC-1 

fluorescence method. CCA cell lines (CL-6 and HUCCT-1) and normal human embryonic 

fibroblast cell line (OUMS-36T-1F) were used in this experiment. The result showed that ALE, 

atractylodin and β-eudesmol increased the number of micronucleus in CL-6 and HUCCT-1 cells 

compared with untreated cells but not observed in OUMS-36T-1F cells. In the part of apoptotic 

activity, apoptosis inductions by ALE and atractylodin were observed in CL-6, HUCCT-1 and 

OUMS-36T-1F cells whereas β-eudesmol-induced apoptosis was found in CL-6 cells only. 
These results provided safety data for future development of ALE, atractylodin and β-eudesmol 

as drug candidates for treatment of CCA. 
 

Keywords:  Atractylodes lancea, micronucleus, mutagenicity, JC-1 fluorescence method, 

apoptosis 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Address correspondence and reprint request to: Kesara Na-Bangchnag, Center of Excellence in Pharmacology and 

Molecular Biology of Malaria and Cholangiocarcinoma, Chulabhorn International College of Medicine, Thammasat 

University, Pathum Thani 12120, Thailand.  
E-mail address: kesaratmu@yahoo.com 

 



214 
 

The 39th Pharmacological and Therapeutic Society of Thailand Meeting 
18-20 May 2017; Chonburi, Thailand 

 

A16 

 

 

Atractylodes lancea (Thunb. )  DC.  Drug Development for Treatment of Bile 

Duct Cancer 
 

Thananchanoke Rattanathada1, Siriprapa Warathumpitak1, Asmare Amuamuta 

Limeneh1, Rathapon Asasutjarit2, Tullayakorn Plengsuriyakarn1, Sumet 

Kongkiatpaiboon3, Kesara Na-Bangchang1  
 
1 Center of Excellence in Pharmacology and Molecular Biology of Malaria and Cholangiocarcinoma, Chulabhorn 

International College of Medicine, Thammasat University, Pathum Thani 12120, Thailand 

2 Department of Pharmaceutical Technology, Faculty of Pharmacy, Thammasat   University, Pathum Thani 

12120, Thailand  
3 Drug Discovery and Development Center, Thammasat University, Pathum Thani 12121, Thailand 

 

Abstract   
 

Cholangiocarcinoma (CCA) is the cancer of bile duct with high incidence and mortality 

rate especially in the northeastern region of Thailand.  Disease diagnosis of early stage as well 

as treatment options is unsatisfactory. Standard treatment with conventional chemotherapeutic 

drugs is disappointing with low cure rates. The ethanolic extract of Atractylodes lancea (Thunb.) 
DC. (AL) has been found that it has cytotoxic activity against cholangiocarcinoma (CCA) cell 

lines. The aims of the studies were divided into 4 parts, namely, optimization of extracting 

method, large scale production of AL extraction, formulation of AL capsule and 

acute/subchronic toxicity evaluation of AL capsules on Wistar rats. To investigate cytotoxic 

activity against cholangiocarcinoma (CCA) cell line of the ethanolic extract of A. lancea (ALE) 
obtained from two traditional herbal shops in Nakhon-Pathom (NP) and Bangkok (CP), three 

different extraction procedures, namely, maceration, sonication, and heat-reflux were used to 

prepare ALE. Cytotoxic activity of the extracts and 5-fluorouracil (standard control) on CCA 

cell line (CL-6) and normal human embryonic fibroblast cells (OUMS-36T) was evaluated using 

standard MTT assay at the concentration range of 0-250 µg/mL. Results showed that the 

ethanolic extract of AL obtained from both NP and CP prepared by sonication exhibited the 

highest cytotoxic activity against CL-6 cells with IC
 
50 values (mean±SD) of 26.15±0.48 and 

28.29±0.13 µg/mL, respectively. The maceration, although not the most efficient method, was 

selected for further optimization due to its simplicity, cost-effectiveness, and applicability for 

large scale production. The 24-h maceration of AL (obtained from NP) twice, provided the most 

suitable condition to prepare the extract with regard to the extraction yield and cytotoxic 

activity (9.95% yield, IC50: 33.15±2.50 µg/mL). To produce large scale of AL crude, a 24-h 

maceration of 60 kg of ground AL rhizome  has been performed using 95% ethanol to be solvent 

by the ratio1:5 (w/v) twice. Rotatory evaporation and freeze drying have been performed to dry 

the ALE. Cytotoxic activity of the large scale ALE against CL-6 cells was demonstrated with 

an IC50 value of 29.60±2.24 µg/mL. To formulate the AL capsule, AL mixture has been mixed 

using lactose by the ratio 1:3  (w/w). Sodium lauryl sulfate was chosen to be a surfactant. Lactose 
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has been chosen to be a water-soluble filler. Talcum has been chosen to be a glidant. Capsules 

No. 00 has been chosen to be filled 0.6016 g of formulated AL powder. From the maximum 

recommended starting dose )MRSD (calculation, the MRSD of AL crude extract is 2.14 g. 
However, for the preliminary clinical trial, 1g of AL capsules will be orally administered to the 

subjects. Therefore, nine capsules will be orally administered for 1 g of AL crude. To evaluate 

the acute/subchronic toxicity, AL formulation was orally administrated to Wistar rats for 

safety/toxicity evaluation. For acute toxicity, a single oral administration of AL formulation 

was performed at a dose of 5,000 mg/kg (5 females/5 males) to the treated group and control 

group were fed by 20% tween 80. The study of subchronic toxicity was determined by oral 

feeding (both female and male rats) daily with the test substance at the dose of 1000, 3000 and 

5000 mg/kg and a control group fed with 20% tween 80 continuously for 90 days.  Evaluation 

of the acute toxicity test showed neither mortality nor significant differences in general 

behavior, physiological activities, food and water consumption and the body weights between 

controls and treated animals. Moreover, gross pathological changes were not comparatively 

detectable between all controls and treated animals of both sexes at autopsy. In subchronic 

toxicity evaluation, no mortality was observed when varying doses of 1000, 3000 or 5000 

mg/kg of AL formulation were administered. There were no significant differences in general 

behaviors, food and water consumption and body weights between controls and treated animals 

of both sexes. Macroscopic observations of internal organs or tissues at autopsy both in the 

treated and control rats showed no changes. These results indicate that AL capsule is basically 

safe for further study in clinical trials. However, the pharmaceutical properties should be 

evaluated. The chronic toxicity should be studied as well. 
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Abstract   
 

Malaria is a fatal infectious disease in tropical and subtropical regions especially along 

the Thailand- Myanmar and Thailand- Cambodia borders.  Effective development of new 

alternative antimalarial drugs development is urgently required due to the spread of artemisinin 

resistant Plasmodium falciparum in Southeast Asia.  The aim of this study was to assess the 

antimalarial activity of the isolated bioactive compounds from Stephania venosa.  The 

phytochemical analysis of the extract was investigated by using HPLC. The in vitro antimalarial 

activities of the bioactive compounds were assessed using SYBR green- I assay.  Results 

revealed that berberine, stephanine and oxocrebanine alkaloids are major components found in 

S.venosa.  The median IC50 values of three bioactives against 3D7 and K1 were less than 10 

µg/mL for both clones.    The median IC50 values of berberine were 0.024 and 0.035µ  g/mL, 

respectively.    The median IC50 values of stephanine were 2.0 and 2.5µ  g/mL, respectively. The 

median IC50 values of oxocrebanine were 2.2 and 2.7µ g/mL, respectively. It could be concluded 

that berberine has the promising antimalarial activity and in vivo activity should be confirmed 

in malaria-infected mouse model. 
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Abstract   
 

Insulin resistance is a condition in which there are defects in the insulin actions to 

induce tissue glucose uptake by inhibiting glucose transporter type 4 (GLUT4) translocation 

and GLUT4 mRNA expression. Our previous study has reported that overstimulation of β2-
adrenergic receptors (β2-ARs) was associated with the pathogenesis of insulin resistance in the 

heart. However, the mechanisms by which β2-agonists affect insulin resistance in the heart are 

incompletely understood. This study aimed to investigate the effect of β2-agonists (e.g., 
salbutamol, salmeterol, and formoterol) on insulin-induced GLUT4 translocation in β2-AR-
overexpressing human embryonic kidney cells 293 (HEK-293) and on insulin-induced GLUT4 

mRNA expression in rat heart myoblastic cells (H9C2). In this study, we found that salbutamol, 

salmeterol, and formoterol (10 M) significantly inhibited insulin-induced GLUT4 

translocation in HEK-293 after long-term (3-h) stimulation of β2-ARs. The percentages of cells 

with GLUT4 translocation to the membrane were 66.8, 31.3, 31.5, and 26.0 by the treatment of 

vehicle, salbutamol, salmeterol, and formoterol, respectively. However, no changes were 

observed after short-term exposure (15-min) to these β2-agonists. Moreover, GLUT4 mRNA 

expression of H9C2 cells was significantly reduced by β2-agonists (10 M). The folds over basal 

change of relative GLUT4 mRNA level were 2.4, 1.6, 1.7, and 1.4 in cells treated with insulin 

alone or insulin together with salbutamol, salmeterol, and formoterol, respectively. These 

findings indicated that prolonged stimulation of β2-ARs by β2-agonists may enhance insulin 

resistance by suppressing of GLUT4 translocation and GLUT4 mRNA expression. The impact 

of this study helps us to understand the molecular mechanism of β2-agonists on the induction 

of insulin resistance which would help physicians to choose the proper β2-agonists for each 

individual patient. 
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Abstract   
 

 Nitrite, bioactive nitric oxide metabolite, is found in vegetables, dietary and preserved 

food.  Nitrite acts as an endogenous vasodilator presenting in erythrocytes and plasma.  Since 

nitrite in solution is inexpensive source of nitric oxide, and convenient to use, inhaled sodium 

nitrite is being investigated in phase 2 clinical trial for treatment of pulmonary hypertension in 

HbE/β-thalassemic patients. One of possible adverse effects of inhaled nitrite is oxidative stress. 
The effect of nitrite on lipid peroxidation has not been reported in humans.  In this study, we 

investigated the effect of nebulized sodium nitrite on lipid peroxidation in HbE/β-  thalassemia 

patients (n=5)  following a 15-mg single dose administration, an effective dose for pulmonary 

artery dilation in thalassemia patients with pulmonary hypertension.  Blood samples were 

collected before and after administration (at 0, 10, 60 and 120 min) .  Whole blood nitrite was 

measured using chemiluminescence method.  8- Isoprostanes and thiobarbituric reactive 

substances (TBARS) were determined as markers of lipid peroxidation using ELISA technique 

and spectro-fluorometric method, respectively. The preliminary results showed that, immediately 

after 15 mg nitrite inhalation, nitrite levels in whole blood increased from 164. 0±47. 4 to 

421. 0±92. 9 nM and decreased with a half- life of 51. 2±5. 7 min.  No significant changes in 

TBARS in plasma and erythrocytes as well as 8-isoprostanes levels in plasma were observed. 
We conclude that a single dose of 15-mg inhaled nebulized sodium nitrite has no effect on lipid 

peroxidation in HbE/ β- thalassemia patients.  Further study in larger number of subjects is 

required.  
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Abstract   
 

 Nitric Oxide (NO)  produced from endothelial nitric oxide synthase (eNOS)  regulates 

vascular homeostasis by causing vasodilation, inhibition of leukocyte adhesion, and platelet 

inhibition.  In blood, NO is converted to nitrite anion (NO2
-) , a stable derivative of NO, which 

serves as a bioactive form stored in erythrocytes.  Decreased NO bioavailability which 

represents endothelial dysfunction is present in thalassemia, and is related with oxidative stress 

and iron overload.  As deferoxamine and deferiprone can improve endothelial function in 

thalassemia, we hypothesized that deferiprone alone could increase NO synthesis by 

endothelial cells.  The effects of acute deferiprone administration on blood nitrite in 20 healthy 

and 20 β-thalassemia/hemoglobin E subjects were studied.  In addition, the effect of deferiprone 

on NO synthesis in primary human pulmonary arterial endothelial cells were examined in vitro. 
The nitrite levels in plasma increased by 166.9±76.6% and 97.7±31.4% (mean±SEM) at 3 h after 

a single oral administration of deferiprone (25 mg/kg)  in healthy and thalassemia subjects, 

respectively. The diastolic blood pressure also decreased by 12.6±1.9% (mean±SEM) at 3 h after 

administration in healthy subjects, without orthostatic symptom.  No change in systolic blood 

pressure and heart rate was observed. In vitro study showed that deferiprone increased cellular 

nitrite levels and eNOS phosphorylation at serine 1177 (marker of eNOS activation) in primary 

human pulmonary artery endothelial cells.  We conclude that deferiprone can improve 

endothelial function by increased eNOS activation and NO synthesis in thalassemia.  
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Abstract 

 

Metformin (1, 1-dimethylbiguanide hydrochloride)  is the first-line drug used in type 2 

diabetic mellitus.  Interestingly, patients who take metformin have a reduced risk of some 

cancers.  Moreover, metformin shows anticancer effects in many types of cancer cells including 

breast, esophageal, pancreatic and lung cancers.  The aim of this study was to examine 

anticancer effect of metformin in cholangiocarcinoma (CCA)  in KKU-M156 cells.   The study 

showed that metformin sensitized CCA cells to cisplatin ) Cis(  on cell cytotoxicity and 

apoptosis, as determined by acridine orange-ethidium bromide fluorescent assay.  Moreover, 

metformin significantly enhanced cisplatin-induced antimigration of CCA cells as determined 

by wound healing assay. Cis induced reproductive cell death in clonogenic assay and the effect 

was enhanced by metformin.  To explore the mechanism of antiproliferation, cell cycle analysis 

was performed.  The study showed that Cis and combination of Cis and metformin strongly 

induced cell cycle arrest at S phase.  It is concluded that metformin has novel anticancer effect 

and may be used to enhance antitumor activities of Cis.  This work was supported by grant in-
aids from the Office of the Higher Education Commission through the Health Cluster of Khon 

Kaen University, and Research Fund from Faculty of Medicine, Khon Kaen Univesity. 
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Abstract  

 

Mitrephora sirikitiae, whose common name is Maha- Phrom- Rachini, is an endemic 

plant in Mae Hong Sorn province, Thailand.There is no report on biological activities of this 

plant.  This study aimed to investigate the effects on lipopolysaccharide ( LPS) - induced 

inflammatory mediator secretion and synthesis in RAW264.7 murine macrophage cells of the 

methanol extract of M.  Sirikitiae leaves, together with lignans isolated from the extract, 

including epieudesmin ( 1) , phyllegenin ( 2) , magnone A ( 3) , forsythialan B ( 4) , 2- ( 3,4-
methylenedioxyphenyl) -6-(3,5-dimethoxyphenyl)-3,7-dioxabicyclo-[3.3.0]octane (5), and 3,4-O-
dimethyl- cedrusin ( 6) .  The secretion of inflammatory mediators was measured by ELISA 

technique.  The synthesis of inflammatory mediators determined as mRNA expression was 

analyzed by real-time RT-qPCR and indomethacin was used as a positive control. In this study, 

we found that the methanol extract of M. sirikitiae leaves could inhibit LPS-induced PGE2 and 

TNF- secretion in a dose-dependent manner.  Phyllegenin (2)  at a concentration of 10 µg/mL 

showed significant inhibition of LPS-induced PGE2 secretion.  Whereas, the lignans 3 and 5 at 

a concentration of 5 µg/ mL significantly inhibited the secretion of TNF-.  Moreover, the 

methanol extract also inhibited LPS-induced mRNA expressions of TNF-, COX-2, and iNOS. 
The lignans 3 and 5 at a concentration of 5 µg/mL significantly inhibited LPS-induced mRNA 

expressions of TNF- which related to the effect on LPS-induced TNF- secretion.  The lignin 

4 at a concentration of 5 µg/mL could inhibit only LPS-induced COX-2 mRNA expression and 

lignans 2 and 6 at a concentration of 10 µg/mL could decrease the COX-2 and iNOS mRNA 

expressions. The result of this study demonstrated anti-inflammatory action of lignans isolated 

from the methanol extract of M. sirikitiae leaves. Therefore, M. sirikitiae leaves containing many 

active compounds may play an important role for protection of inflammation in further studies. 
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Abstract 

 

Ischemic stroke occurs when the blood supply to the brain is disrupted and may result 

in cognitive impairment and dementia in patients.  Boesenbergia rotunda ( BR)  had been 

traditionally used as herbs to treat inflammation and bacterial infection.  Many studies found 

that BR rhizome extracts had anti-inflammatory, anti-oxidant and neuroprotection.  Thus, this 

study aimed to investigate the effect of ethanolic extract of BR rhizomes (BRE) on learning and 

spatial memory and hippocampal cell death in mice with cerebral ischemic-reperfusion (IR) 
injury. A total of 30 male ICR mice were randomly divided into 5 groups with 5-6 mice in each 

groups; sham-operated, bilateral common carotid arteries occlusion (2VO) and 2VO+BRE at the 

doses of 100, 300 and 1,000 mg/kg body weight. All animals were orally gavage once daily for 

5 consecutive days after operation.  Spatial memory was assessed using the Morris water maze 

test.  At the end of experiment, the brain samples were collected.  Neuronal cell death in 

hippocampal CA1 and CA3 subfields were determined using Cresyl violet staining. The results 

showed that escape latency significantly increased in 2VO group when compared to sham-
operated group ( 30. 838. 55 vs.  8. 922. 18 s)  ( P<0. 05) .  In addition, the number of survival 

hippocampal neurons in 2VO group (CA1=89.971.01; CA3=78.80+4.36 cells)  significantly 

decreased when compared to sham-operated group (CA1=1344.21; CA3=124.193.36 cells) . 
BRE-treated animals improved spatial memory and reduced hippocampal cell death after IR 

injury, but not in a dose-dependent manner. BRE at a dose of 1,000 mg/kg body weight evidently 

significantly reversed the learning and memory deficit (7.79+2.34 s) and ameliorated the injuries 

of hippocampal neurons after IR insult (CA1=103.53+3.10; CA3=92.22+1.66 cells)  (P<0.05) 
compared to 2VO group.  These results suggest that ethanolic extract of BR rhizomes is likely 

to have beneficial effect at least partially against IR injury induced neuronal cell death and 

cognitive impairment. 
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Abstract   
 

 ECa 233 is a standardized extract of Centella asiatica, characterized as white powder 

containing triterpenoid glycosides not less than 80% with a ratio of madecassoside to 

asiaticoside of 1.5±0.5:1. The extract has been found to exhibit various positive neurological 

effects. Although toxicological profiles of ECa 233 have been successively reported, the 

pharmacokinetic data needed for further therapeutic development are not fully elucidated. This 

study aimed to investigate the pharmacokinetics of multiple oral dosing of ECa 233 at 100 

mg/kg/day for 7 days in rats and its effect on intestinal efflux transporters. Plasma, tissues, urine, 

and feces were collected from 0 to 24 h after dosing on days 1 and 7. The concentrations of 

asiaticoside, madecassoside, asiatic acid, and madecassic acid were simultaneously analyzed 

by liquid chromatography-tandem mass spectrometry. No significant change was observed in 

physical and blood biochemical parameters of the animals treated with ECa 233 for 7 days. The 

maximum plasma concentration and area under the curve at day 7 of madecassoside and 

asiaticoside decreased by 70-80% from day 1. However, both triterpenoid glycosides were 

extensively distributed and accumulated, resulting in significantly higher concentrations at 

pharmacologically relevant organs such as brain and skin. Madecasssic acid and asiatic acid 

were major metabolites mainly found in and excreted via feces. Moreover, multiple dosing of 

ECa 233 increased mRNA expression of Abcb1a and Abcc2 in the small intestine 

approximately by 2- to 3-fold. This is the first study to identify an inductive effect of a 

standardized extract of Centella asiatica after multiple oral dosing in rats. Potential drug-herb 

interactions when ECa 233 is co-administered with Abcb1a and Abcc2 substrates calls for 

further investigations. 
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Abstract   
 

 Deoxycholic acid (DCA) is a secondary bile acid which is widely used as drug recipient 

for enhancing drug delivery to several types of cancer cells. This study aimed to investigate the 

effect of DCA curcumin-formulated liposomes on apoptosis induction of cholangiocarcinoma 

(CCA) cell lines. Liposome is a nanovesicular drug transportation system with the amphipathic 

property that can be used effectively for poor-water soluble drugs such as curcumin. DCA 

curcumin-formulated liposomes significantly induced cell apoptosis in KKU213 and KKU214 

CCA cell lines with IC50 values of 47.2 µM and 35.8 µM, respectively using MTT assay and 

Annexin V/viability test. Moreover, we also found the significant activation of caspase 3 and 7 

pathway induced by DCA curcumin-formulated liposomes at concentration of               25-100 µM 
compared to liposome without curcumin and curcumin-formulated liposomes using flow 

cytometry. This finding showed the advantage of using DCA curcumin-formulated liposomes 

for enhancing curcumin efficacy which may lead to the development of specific drug delivery 

system for CCA chemotherapeutic agents.  
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Abstract   
 

 Colorectal cancer (CRC) is a cancer type that occurs worldwide. 5-fluo-rouracil (5-FU) is 

a current chemotherapeutic agent used as standard treatment for CRC. However, the response 

rate to 5-FU as monotherapy in advanced CRC patients is about 10-15%. Therefore, new 

potential anticancer agents that can improve the efficacy of 5-FU and/or induce resistance 

reversal are predominantly needed. Cyclopamine is a steroidal alkaloid extracted from corn lily 

plant (Veratrum californicum). It has been recently reported that cyclopamine inhibited medullo-
blastoma, prostate cancer, and breast cancer and was identified as an inhibitor of the Hedgehog 

signaling pathway in pancreatic cancer. The objective of this study was to investigate the 

anticancer and anti-invasion of cyclopamine, and to determine the synergistic effect of 

cyclopamine and 5-FU on cell viability in CRC cells, SW-620. The results from MTT assays 

demonstrated that cyclopamine inhibited the growth of SW-620 cells in a time- and 

concentration-dependent manners after 24, 48, and 72 h exposures with the IC50 values of 30.52, 

23.49, and 21.99 μg/mL, respectively. The drug combination assay demonstrated that the cell 

viability of SW-620 colorectal cancer cells were effectively decreased after co-treatment with 

a low dose of cyclopamine (20 µg/mL) and 5-FU (1-50 µg/mL). Moreover, the matrigel invasion 

assay showed that 20 µg/mL of cyclopamine combined with 20 µg/mL of 5-FU significantly 

decreased percentage of proportional invasiveness (p < 0.01) after 48 h treatment, indicating 

anti-invasive activity. These findings suggest that cyclopamine is a potential compound for 

developing a new naturally derived anticancer agent for CRC patients in the futures. 
 

Keywords:  Cyclopamine, cell viability, colorectal cancer, 5-fluorouracil 

 
 
 
 
 
 
 
Address correspondence and reprint request to: Suwisit Manmuan, Department of Pharmacology, Faculty of 

Pharmaceutical Sciences, Burapha University, Chonburi, 20131, Thailand. E-mail address: suwisit@buu.ac.th 

 

 



226 
 

The 39th Pharmacological and Therapeutic Society of Thailand Meeting 
18-20 May 2017; Chonburi, Thailand 

 

A27 

 

 
The Prevalence of Hemoglobin Type in Malaria Susceptibility and Severity 

 
Jiraporn Kuesap1, Kesara Na-Bangchang2 

 
1  Faculty of Allied Health Sciences, Thammasat University, Pathum Thani 12120, Thailand   
2  Chulabhorn International College of Medicine, Thammasat University, Pathum Thani 12120, Thailand 

 

Abstract   
 

 Malaria is a mosquito-borne infectious disease affecting humans by parasites of the genus 

Plasmodium.  Hemoglobinopathies are one of the factors that affect malaria disease severity. 
Thalassemia is associated with abnormal erythrocyte that might influence iron supply for 

malaria parasites growth.  The association between thalassemia and malaria disease has been 

reported in some populations.  The coexistence of thalassemia and malaria was reported to 

protect the infected host against malaria caused by Plasmodium falciparum in several areas but 

not by         P.  vivax in Papua New Guinea.  The aim of the current study was to examine the 

prevalence of thalassemia in malaria patients who resided along the border areas of Thailand. 
Hemoglobin typing was performed using low pressure liquid chromato-graphy (LPLC)  and α-
thalassemia was confirmed by multiplex polymerase chain reaction ( PCR)  methods.  Thirty 

percent of HbE, β-thalassemia and type 2                       α-thalassemia were detected. Malaria patients 

with β - thalassemia and HbE with type 2 α- thalassemia are more likely to develop severe 

malaria. Further study with increasing sample size is needed to confirm the effect of thalassemia 

on malaria patients in Thai endemic areas. 
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Abstract   
 

 Careya sphaerica Roxb. belongs to the Lecythidaceae family, is known as “Kradonbok” 
in Thai, widely used as traditional vegetable.  The aim of this study was to investigate the 

neuroprotective effects of Careya sphaerica Roxb.  extracts on hydrogen peroxide ( H2O2) -
induced apoptosis in SH- SY5Y neuroblastoma cells.  The Careya sphaerica Roxb.  extracts 

including methanol extract of leaves and flowers and butanol extract of flowers were 

investigated for antioxidant activity using DPPH and ABTS assays. The neuroprotective effects 

of Careya sphaerica Roxb.  extracts on H2O2-induced neuronal cell death were determined by 

WST-8 assay. The marker of apoptosis, caspase-3 was observed by immunoblotting.  The DPPH 
assay and ABTS assay results showed that the butanol extract of flowers and methanol extract 

of flowers and leaves at concentration 100 g/mL had strong antioxidant activity compared to 

control. All extracts also possessed protective effects in SH-SY5Y cells exposed to H2O2 which 

was correlated with their inhibitory effect on caspase-3 activation  using curcumin as positive 

control.  This study suggests that the Careya sphaerica Roxb.  extracts including methanol 

extract of leaves and flowers and butanol extract of flowers have neuroprotective effects on 

H2O2-induced neuron cell death, possibly due to its antioxidant effect.  
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Abstract   

 

 Diabetes mellitus is a metabolic disease that is characterized by chronic hyperglycemia 

and a lack of the absolute or relative effects of insulin.  The effectiveness in improving 

postprandial glycemic control and maintaining a normal blood glucose level could delay the 

progression of long-term diabetic complications. One of the treatments has been emphasized on 

the inhibition of gastrointestinal hydrolases, particularly α- glucosidase that plays a role in 

glycemic control.  The α-glucosidase inhibitory effect of five active components in mulberry 

( Morus alba L. )  was investigated and found that oxyresveratrol was effective more than 

acarbose, an α- glucosidase inhibitor.  Oxyresveratrol is also a major constituent of the 

heartwood of Artocarpus lakoocha Roxb.  It was found that the quantity of oxyresveratrol in 

water extract of A.  lakoocha was higher than that of mulberry leaf.  A dried aqueous extract of 

A.  lakoocha is called Puag-Haad that has traditionally used in Thai traditional medicine for 

centuries.  Puag-Haad and oxyresveratrol have been showed for their active role in health and 

disease prevention. However, the study of reducing blood glucose levels through the inhibition 

of α-glucosidase activity has not been conducted.  Thus the present study aimed to determine 

the inhibitory effect of Puag-Haad and oxyresveratrol on α-glucosidase activity.  The result 

showed that acarbose, Puag- Haad and oxyresveratrol inhibited α- glucosidase activity in a 

concentration-dependent manner when p-nitrophenyl α-D-glucopyranoside (pNPG) was used as 

a substrate.  The IC50 of Puag-Haad, oxyresveratrol, and acarbose were 11.18, 45.85, and 656.9 

µg/ mL, respectively, indicating that oxyresveratrol has stronger α- glucosidase inhibitory 

activity than acarbose.  Interestingly, Puag-haad is the strongest α-glucosidase inhibitor in this 

study. From Lineweaver-Burk plot, acarbose exhibited competitive inhibitory activity whereas 

Puag-Haad and oxyresveratrol showed noncompetitive inhibition.  Therefore Puag-Haad and 

oxyresveratrol are natural compounds that should be further investigated for their potential as 

anti-diabetic agents. 
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Abstract   
 

The beneficial effect of cholesterol- lowering proteins and/ or peptides derived from 

various dietary sources is continuously reported. A non-dietary protein from silk cocoon, sericin, 

has also demonstrated cholesterol- lowering activity.  A sericin hydrolysate prepared by 

enzymatic hydrolysis was also expected to possess this effect.  The present study aimed to 

investigate the cholesterol- lowering effect of sericin peptides, so called “ sericin- derived 

oligopeptides”  (SDO)  both in vivo and in vitro.  The results showed that SDO at all three doses 

tested (10, 50 and 200 mg/kg/day)  suppressed serum total and non-HDL cholesterol levels in 

rats fed a high- cholesterol diet as compared with high cholesterl diet group ( p<0. 05) . 
Triglyceride and HDL-cholesterol levels did not significantly change among all groups.  The 

fecal contents of bile acids and cholesterol did not differ among high-cholesterol fed rats. SDO 

dose- dependently reduced cholesterol solubility in lipid micelles, and inhibited cholesterol 

uptake in monolayer Caco-2 cells.  SDO also effectively bound to all three types of bile salts, 

i.e., taurocholate, deoxytaurocholate and glycodeoxycholate.  Direct interaction with bile acids 

of SDO may disrupt micellar cholesterol solubility, and subsequently reduce the absorption of 

dietary cholesterol in intestines.  Taking all data together, SDO or sericin peptides exhibit a 

beneficial effect on blood cholesterol levels and could be potentially used as a health promoting 

dietary supplement or nutraceutical product. 
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Abstract   
 

 Obesity is one of the risk factors of metabolic diseases such as diabetes and 

cardiovascular diseases. The key strategy to prevent and treat obesity is maintaining an energy 

balance by behavioral changing. However, it is not readily long-term persisted for most people. 
Searching ways, especially by using dietary supplement to prevent and/or treat obesity without 

changing the behavior or appearance of the favorite foods receives much attention. The present 

study aimed to investigate the anti-adipogenesis effect of Puag-Haad, a dried aqueous extract 

prepared from the heartwood of Artocarpus lakoocha Roxb., and oxyresveratrol using 3T3-L1 

adipocyte cell model. Stock solution of Puag-Haad and oxyresveratrol were prepared in 100% 
DMSO. The final concentration of DMSO in culture medium was 0.1%. Puag-Haad and 

oxyresveratrol were added to the medium at cell differentiation stages to the end of the 

adipogenesis process. The lipid contents in the mature adipocytes were determined using Oil 

Red O staining method. The result showed that both Puag-Haad (5-40 µg/mL) and oxyresveratrol 

(25-100 µM) inhibited lipid accumulation in a concentration-dependent manner. Puag-Haad and 

oxyresveratrol decreased lipid accumulation approximately 40% at the concentration of 40 
µg/mL and 100 µM, respectively. This study suggested that Puag-Haad and oxyresveratrol have 

anti-adipogenesis effect by inhibiting lipogenesis in adipocytes. The underlying mechanisms of 

this effect will be further investigated.       
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Abstract 

Oxidative stress plays important role in pathophysiology of neurodegenerative diseases, 

thus antioxidant has been suggested for prevention and treatment of such diseases. Artocarpus 

lakoocha Roxb. has been used as traditional drug plant for centuries in Thailand. Aqueous 

extract of A. lakoocha known as Puag-Haad has been used for anthelminthic treatment. Previous 

studies revealed the potential of oxyresveratrol as a neuroprotectant. We proposed that Puag-
Haad would have similar effect since the main compound of Puag-Haad is oxyresveratrol. In 

this present study, we examined the neuroprotective effect of Puag-Haad (containing 

approximately 66% oxyresveratrol) and oxyresveratrol against hydrogen peroxide (H2O2)-
induced neuronal damage in SH-SY5Y cells. The preliminary study showed high antioxidant 

activities of these compounds tested by DPPH and FRAP assays. Puag-Haad, oxyresveratrol 

and trolox as a positive control showed IC50 at 9.36 µg/mL, 38.14 µM, and 55.29 µM 

respectively. IC50 of Puag-Haad based on oxyresveratrol content is 22.97 µM. For FRAP assay, 

the results demonstrated that oxyresveratrol and trolox at 100 µM concentration produced Fe2+ 

ions at 11.18 and 8.23 µM, respectively. Puag-Haad at 30 µg/mL (73.7 µM oxyresveratrol) 
produced 10.82 µM of Fe2+ ions. The neuroprotective effects of Puag-Haad and oxyresveratrol 

determined by XTT and LDH assays were observed after a short H2O2 treatment (4 h) but not 

at 24 h. Further studies are needed to investigate the effects on cellular oxidative stress. 
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Abstract 

 

 Gynura pseudochina DC.  var.  hispida Thv.  leaves have long been used effectively 

against Psoriasis cutaneous plaques in Thai traditional medicine. The research objectives are to 

prepare Gynura pseudochina DC.  var.  hispida Thv.  leaves extract ointment and to perform 

subacute toxicity test on guinea pigs’ skin before proceeding to Phase II clinical trial along with 

the study of its mechanism of action.  Dried powder of Gynura pseudochina DC.  var.  hispida 

Thv. leaves was extracted by 95 ethanol and vacuum dried, yielding semisolid dark green 

substance.  Ointment (0.1/1 g)  was prepared and kept in a refrigerator until used.  The Gynura 

extract ointment was applied on 2.5 cm2 shaved skin of 12 guinea pigs once a day for 45 days 

and the ointment base was also applied on the 2.5 cm2 shaved skin of another 8 guinea pigs of 

the same batch as a control group.  There was no difference in all physiological parameters 

between two groups of the animals during and at the end of the experiment.  Skin biopsy 

microscopic examination performed periodically during and at the end of an experiment 

revealed no histological change in both groups of the animals. The preparation, 0.1/1 g Gynura 

leaves extract ointment produced no abnormal reaction in this subacute toxicity test.  The 

clinical trial and the study of mechanism of action have been further performed. 
 

Funding for this work was provided by the Cerebos Awards Research Fund. 
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Abstract  

 

Diabetes mellitus is a serious health problem of Thais and also worldwide population, 

as it cannot be radically cured. Insulin resistance is an essential cause of Type 2 diabetes. Long 

term high fat and high fructose diet (HFFD) consumption can cause an insulin resistance leading 

to hyperglycemia, glucose intolerance and dyslipidemia. This study aimed to investigate the 

effects of aril extract of Momordica cochinchinensis (MCE) on glucose and fat metabolism in 

HFFD-induced insulin resistant rats. Male Wistar rats were used. The rats in the normal group 

were fed normal chow, while those in the insulin resistant group were fed HFFD (40% lard and 

20% fructose) throughout the experimental period. At week 4 of normal chow or HFFD feeding, 

treatments were applied for further eight weeks, as follows: Group I: normal chow with distilled 

water (DW); Group II: normal chow with MCE 500 mg/kg/day; Group III: HFFD with DW; 

Group IV-V: HFFD with MCE 250 and 500 mg/kg/day; Group VI: HFFD with pioglitazone 10 

mg/kg/day. Following this, fasting blood glucose (FBG), oral glucose tolerance test (OGTT), 
serum insulin level, HOMA-IR, lipid profiles and expression of PPAR- mRNA in liver were 

determined. The results showed that insulin resistant rats had high blood glucose and lipid 

levels, impaired OGTT, and high HOMA-IR value, which are the characteristics of Type 2 DM .
The administration of MCE (250 and 500 mg/kg) significantly decreased FBG, reduced 

triglyceride and improved OGTT. However, MCE only showed a prominent tendency, but not 

significantly, to lower HOMA-IR values in HFFD feeding rats. Interestingly, MCE significantly 

increased the expression of liver PPAR- mRNA of insulin resistant rats which may contribute 

to the action of MCE on glucose and fat metabolism in these rats. In conclusion, MCE possesses 

potential to be developed as supplementary agent in the treatment of insulin resistance and 

Type 2 DM patients.  
 

Keywords:  Momordica cochinchinensis, Type 2 diabetes, insulin resistance, PPAR- 

 
* This work will be published as a full paper in Thai Journal of Pharmacology Vol. 39 No. 1 (2017). 

 

 

 
Address correspondence and reprint request to:  Patchareewan Pannangpetch, Department of 

Pharmacology, Faculty of Medicine, Khon Kaen University, Khon Kaen 40002, Thailand.  
E-mail address: patc_pan@kku.ac.th 

 



234 
 

The 39th Pharmacological and Therapeutic Society of Thailand Meeting 
18-20 May 2017; Chonburi, Thailand 

 

A35  

 

 

The Neuroprotective Effects of a Germinated Black Glutinous Rice Diet on Aβ25-

35 Peptide Induced Learning and Memory Deficits in Male Rats 

 
Gayvalin Pramoolsilpa1, Sutisa Nudmamud-Thanoi2,3 and Onrawee Khongsombat1,3 

 
1Department of Physiology, Faculty of Medical Sciences, Naresuan University, Phitsanulok, Thailand 
2Department of Anatomy, Faculty of Medical Sciences, Naresuan University, Phitsanulok, Thailand 
3Center of Excellence in Medical Biotechnology, Naresuan University, Phitsanulok, Thailand 
 

Abstract  
 

Germinated black glutinous rice (GBGR) is a black glutinous rice (BGR) that has been 

soaked in water to initiate pre-germination. It is also known as pre-germinated brown rice (PGR). 
Most nutrients in GBGR are γ-aminobutyric acid (GABA), γ-oryzanol, and another bioactive lipid. 
GABA concentrations in GBGR are more than 15 times greater than in non-germinated. PGR was 

being reported to have neuroprotective effects in developing rats, against the accumulation of lead 

and protects against neuronal cell loss and memory deficits, but there are no report regarding 

GBGR, for example. In our research, we investigated the effects and protective mechanisms of Aβ25-

35 peptides in GBGR against glutamate-induced excitotoxicity. In our in vivo studies, rats were 

injected with 15 μl of aggregate Aβ25-35 peptides following screening of the effects on locomotor 

activities by open field test. Spatial navigation and recognition memories were evaluated by the 

Morris water maze and novel object recognition test, following which the glutamate and GABA 

concentrations were analyzed by high performance liquid chromatography with electrochemical 

detection. Finally, the neuronal viability was counted by histological techniques. The results showed 

that the rats given GBGR had significantly increased spatial and recognition memories by the 
increase of GABA concentration and in the hippocampus. Moreover, GBGR shown neuronal 

viability as the control rat. It can be concluded that GBGR has a potential role to protect against 

memory deficits in an Alzheimer’s rat model. 
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