
iv 

 

Thesis Title                            Effects of Pinocembrin on Initiation and Promotion 

Stages of Hepatocarcinogenesis in Rats 

Author     Miss Charatda  Punvittayagul 

Degree     Master of Science (Biochemistry) 

Thesis Advisor   Asst. Prof. Dr. Rawiwan Wongpoomchai      

     

 

ABSTRACT 

 

 

       Pinocembrin (5, 7-dihydroxy flavanone) is a flavanone present in some natural 

products including the rhizome of Boesenbergia pandurata or “Kra-chai”.  Many reports 

showed its in vitro biological benefits without safety indication and in vivo biological 

effects.  The mutagenicity and carcinogenicity of pinocembrin isolated from the rhizome 

of B. pandurata were examined in male Wistar rats.  The mutagenicity of pinocembrin 

using liver micronuclei in male Wistar rats was assessed.  After feeding rats with 1-100 

mg/kg for 7 days, the liver micronucleus formation and mitotic cells in hepatocytes were 

analyzed.  Neither phytochemical affected micronucleus formation nor mitotic index.  

Our results indicated that pinocembrin was not mutagenic to male Wistar rats within the 

1-100 mg/kg interval. Furthermore, the effect of pinocembrin on xenobiotic-metabolizing 

enzymes was investigated.  It was found that the activity of heme oxygenase significantly 

increased in 10 and 100 mg/kg bw of  pinocembrin treated groups (p<0.05).  However, 

pinocembrin did not affect on the activities of NADPH: cytochrome P450 reductase, 

NADPH: quinone reductase, UDP-glucuronosyltransferase and glutathione-S-transferase.  

It also did not affect on the expression of phase I metabolizing enzymes including 

CYP1A1, CYP2B1, CYP2C11, CYP2E1, CYP3A2, and NADPH: cytochrome P450 
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reductase.  Furthermore, the antimutagenic effect of pinocembrin on diethylnitrosamine-

initiated mutagenesis in rat liver was investigated. All rats were intraperitoneally injected 

by 30 mg/kg bw of DEN for 2 times.  It was found that the administration of pinocembrin 

at concentrations of 2, 10 and 50 mg/kg bw for 6 days after initiation, did not inhibit 

micronucleated hepatocytes formation.  However, it slightly reduced number of 

micronucleated hepatocytes (20-30%)  when either increased duration of pinocembrin 

treatment or decreased concentration of DEN.  Moreover, the effect of pinocembrin on 

promotion stage in DEN-induced rat hepatocarcinogenesis using the medium-term 

carcinogenicity test was evaluated. Male Wistar rats were divided into 7 experimental 

groups. At week 3 and 4 of an experiment, groups 1 to 5 were given a double 

intraperitoneal injection of DEN to initiate hepatocarcinogenesis, while groups 6 and 7 

were administrated a normal saline solution instead.  Before 2 weeks of the first injection, 

groups 2 and 3 were orally received 2 and 10 mg/kg bw of pinocembrin, respectively for 

15 weeks.  While groups 4 and 5 were fed with pinocembrin at the concentrations of              

2 and 10 mg/kg bw, respectively, after injections for 1 week, for 10 weeks. Groups 1 and 

6 were treated with 5% tween-80 as vehicle controls, while group 7 was fed with 

pinocembrin at 10 mg/kg. All animals were 2/3 partial hepatectomized at week 6 and 

were sacrificed at week 15.  The livers were immunohistochemically examined for 

glutathione-S-transferase placental form (GST-P) expression, a preneoplastic lesion of rat 

hepatocellular carcinoma, as the end point marker. These results showed that there was 

no GST-P positive foci found in livers of pinocembrin treated group and negative control 

group.  Furthermore, 2 and 10 mg/kg bw of pinocembrin did not modulate  the number of 

GST-P positive foci in diethylnitrosamine- induced rat hepatocarcinogenesis.  Based on 

these observations, it could be concluded that pinocembrin did not showed mutagenicity 

and carcinogenicity in rat liver. It did not present antimutagenicity and 

anticarcinogenicity in diethylnitrosamine-induced rat hepatocarcinogenesis. 
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บทคัดยอ 

 

        พิโนเซมบริน หรือ 5, 7-dihydroxyflavanone เปนสารประกอบประเภทฟลาวาโนนชนิดหนึ่งท่ีพบ

ในผลิตภัณฑธรรมชาติบางชนิดรวมท้ังเหงากระชาย (Boesenbergia pandurata) จากการศึกษาที่ผานมา

ในหลอดทดลองพบวาสารน้ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพ แตยังไมมีการศึกษาถึงความปลอดภัยในการใชใน

ส่ิงมีชีวิต ดังนั้นงานวิจัยน้ีจึงทําการศึกษาฤทธิ์กอกลายพันธุและฤทธิ์กอมะเร็งของสารพิโนเซมบรินที่

สกัดจากเหงากระชายในหนูวิสตารเพศผู ในการศึกษาฤทธิ์กอกลายพันธุของสารพิโนเซมบริน โดยใช

วิธีการทดสอบการเกิดไมโครนิวเคลียสในตับ ผลการวิจัยพบวาการใหสารพิโนเซมบรินความเขมขน  

1-100 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักตัวตอเน่ืองกันเปนเวลา 7 วัน ไมมีฤทธิ์ในการเหนี่ยวนําใหเกิด                

ไมโครนิวเคลียสในเซลลตับและไมมีผลตอดรรชนีการแบงเซลลแบบไมโตซีสเม่ือเปรียบเทียบกับกลุม

ควบคุม นอกจากนี้ทําการศึกษาผลของสารพิโนเซมบรินตอเอนไซมกําจัดสารแปลกปลอม ผลการ

ทดลองพบวาพิโนเซมบรินความเขมขน 10 และ 100 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักตัวเหนี่ยวนํา 

กัมมันตภาพของเอนไซม heme oxygenase ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 

(p<0.05) แตอยางไรก็ตาม  พิโนเซมบรินความเขมขน 1, 10 และ 100 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมนํ้าหนักตัว

น้ันไมมีผลตอกัมมันตภาพของเอนไซม NADPH: cytochrome P450 reductase, NADPH: quinone 

oxidoreductase, UDP-glucuronyltranferase และ glutathione-S-transferase นอกจากนี้ยังไมมีผลตอการ

แสดงออกของเอนไซม CYP1A1, CYP2B1, CYP2C11, CYP2E1, CYP3A2, และ NADPH: 
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cytochrome P450 reductase อีกดวย  จากน้ันศึกษาฤทธิ์ในการตานการกลายพันธุจากการเหนี่ยวนําดวยสาร                

ไดเอทธิลไนโตรซามีนของพิโนเซมบริน โดยฉีดไดเอทธิลไนโตรซามีนความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม

น้ําหนักตัว  2 ครั้ง พบวาการพิโนเซมบรินความเขมขน 2, 10 และ 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมนํ้าหนักตัว 

ตอเน่ืองกันเปนเวลา 6 วันหลังจากเร่ิมฉีดไดเอทธิลไนโตรซามีน พบวาพิโนเซมบรินไมมีฤทธิ์ยับย้ังการกลาย

พันธุจากสารไดเอทธิลไนโตรซามีน อยางไรก็ตามเม่ือเพิ่มระยะเวลาในการใหสารพิโนเซมบรินกอนการใหสาร

กอมะเร็งและ/หรือลดความเขมขนของ ไดเอทธิลไนโตรซามีนลงสามารถปองกันการเกิดไมโครนิวเคลียสได

เพียงเล็กนอย (20-30%) และไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ   นอกจากนี้ไดทําการศึกษาผลของสา

รพิโนเซมบรินตอระยะสงเสริมของกระบวนการเกิดมะเร็งตับจากการเหน่ียวนําดวยสารไดเอทธิลไนโตซามีน

โดยใชการทดสอบฤทธิ์กอมะเร็งแบบระยะกลาง โดยแบงหนูพันธุวิสตารเพศผูออกเปน  7 กลุม  ในสัปดาหที่ 3 

และ 4 ของการทดลอง กลุมที่ 1-5 ฉีดไดเอทธิลไนโตรซามีนความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักตัว 

สวนกลุมท่ี 6-7  ฉีด Normal Saline Solution ทางชองทอง กลุม 2 และ 3 ปอนสารพิโนเซมบรินความเขมขน 2 

และ 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักตัวตามลําดับเปนเวลา 15 สัปดาห โดยปอนกอนฉีดไดเอทธิลไนโตรซามีน 

2 สัปดาห  กลุม 4 และ 5  ปอนสารพิโนเซมบรินความเขมขน 2 และ 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักตัวเปนเวลา 

10 สัปดาห โดยเริ่มปอนหลังจากฉีดไดเอทธิลไนโตรซามีน  1 สัปดาห  กลุม 1 และ 6 ปอน 5% Tween-80  สวน

กลุมที่ 7 ปอนพิโนเซมบรินความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนัก ทําการตัดตับออกบางสวนในสัปดาห

ที่ 6 และทําการุณยฆาตสัปดาหท่ี 15 ของการทดลอง และตรวจดูการแสดงออกของ GST-P positive foci ซ่ึงเปน

รอยโรคกอนเกิดมะเร็งตับดวยวิธี Immunohistochemistry ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาไมพบ GST-P positive 

foci ในตับของกลุมควบคุมลบและกลุมที่ไดรับสารพิโนเซมบรินเพียงอยางเดียวและ พิโนเซมบรินความเขมขน 

2, 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักตัวไมสามารถลดจํานวน GST-P positive foci จากการเหนี่ยวนําดวย                       

ไดเอทธิลไนโตรซามีนได จากผลการทดลองสรุปไดวาพิโนเซมบรินไมมีฤทธิ์กอกลายพันธุ และไมมีฤทธิ์กอ

มะเร็งตับในหนูขาว และพบวาพิโนเซมบรินไมมีฤทธิ์ตานการกลายพันธุและไมมีฤทธิ์ตานการเกิดมะเร็งตับจาก

การเหน่ียวนําดวยสารไดเอทธิลไนโตรซามีนในหนูขาว 

 


