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ABSTRACT 

 

 Cleistocalyx nervosum var paniala is a local fruit mainly cultivated in the 

Northern Thailand. Our previous studies revealed that the dichloromethane extract of 

C. nervosum seed presented antimutagenicity and anticlastogenicity. Moreover, 2′,4′-

dihydroxy-6′-methoxy-3′,5′-dimethylchalcone (DMC) isolated from C. nervosum seeds 

had a strong antimutagenicity against several mutagens using Ames test. This study 

focused on anticarcinogenicity of C. nervosum seeds extract both in in vitro and animal 

models and their possible cancer chemopreventive mechanism in rats. Six partially 

purified fractions (MK1-6), pure compounds (DMC and hariganetin) and their parent 

dichloromethane extract were investigated cytotoxic effects on several cancer cell lines 

including lung (A549), liver (HepG2), colon (SW620) compared to normal fibroblast 

(MRC5). Crude extract showed potent cytotoxic effect on A549, while MK4 presented 

the strongest cytotoxicity on HepG2 and SW620 as well as MRC5 cell. DMC exhibited 

the most potent cytotoxicity on A549 and SW620 cells. The total growth inhibition 

(TGI) values of crude extract, MK4, and DMC also presented strong cytotoxicity on all 

cell lines compared to other fractions. TGI concentration of these extracts in SW620 

cells were lesser than the other cell lines. These results indicated that the crude extract, 

MK4 and DMC were effective compounds which inhibit cancer cell growth especially 

colon cancer. Moreover, C. nervosum seed extracts have a selective toxicity on colon 

cancer cell. Furthermore, we evaluated NAD(P)H quinone oxidoreductase (NQO) 

induction activity of C. nervosum seeds in Hepa1c1c7 cell, a marker for screening 
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anticarcinogenic enzyme activity. The results showed the crude extract and MK5 were 

effective NQO activity inducers which the values of concentration required to double 

NQO induction activity were 3.47 and 3.23 µg/ml, respectively. Therefore, the DMC 

was further examined the carcinogenicity and anticarcinogenicity compared to crude 

extract in animal model. Male Wistar rats were injected by diethylnitrosamine (DEN) 

to initiate hepatocarcinogenesis and 1,2-dimethylhydrazine (DMH) to initiate 

colorectal carcinogenesis. After 1 week of the last injection, 200 and 400 mg/kg bw of 

crude extracts and 20 mg/kg bw of DMC were orally administrated for 10 consecutive 

weeks. Glutathione S-transferase placental form (GST-P) positive foci and aberrant 

crypt foci (ACF) were used as the end point markers for preneoplastic lesions of 

hepatocarcinogenesis and colorectal carcinogenesis, respectively. The C. nervosum 

seed extract did neither produce GST-P nor ACF in liver and colon of rats. DMC and 

crude extract of C. nervosum seeds did not modulate the number of GST-P positive foci 

in the livers of DEN and DMH-treated rats. The treatment of crude extract at low dose 

and DMC during post-initiation phase statistically reduced the number of ACF in the 

colon of carcinogens-treated rats but did not affect on ACF size. Furthermore, the crude 

extract and DMC also significantly reduced the number of PCNA positive cells in the 

colon of carcinogens treated rats. DMC also significantly decreased the frequency of β-

catenin accumulated crypts (BCAC) in the colon of carcinogens-injected rats. However, 

the numbers of TUNEL-positive cells in the colon of crude extract and DMC-treated 

groups were not different from the positive control. Moreover, the effects of crude 

extract and DMC on phase I and II of xenobiotic metabolizing enzymes including 

cytochrome P450 2E1 (CYP2E1), UDP-glucuronyl transferase (UGT), glutathione S-

transferase (GST) and NAD(P)H quinone oxidoreductase-1 (NQO-1) were 

investigated. The high dose of crude extract and DMC significantly increased hepatic 

GST activity, while the low and high doses of crude extract statistically increased 

hepatic NQO-1 activity. However, the treatment of crude extract and DMC did not 

affect on the activity of UGT and the expression of CYP2E1 in the liver of carcinogens 

treated rats. The Cleistocalyx nervosum seeds presented chemopreventive effect on the 

early stages of colon carcinogenesis in rats induced by diethylnitrosamine and 

dimethylhydrazine. The cytotoxic activity and phase II xenobiotic metabolizing 

enzyme induction properties of C. nervosum seeds might suppress cancer cell 
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proliferation leading to reduction of preneoplastic lesions in rat colon. The 2′,4′-

dihydroxy-6′-methoxy-3′,5′-dimethylchalcone might be one candidate anticarcinogen 

in the seeds of Cleistocalyx nervosum var. paniala. 
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บทคัดย่อ 
  

 มะเก๋ียง (Cleistocalyx nevosum var. paniala) เป็นผลไมพ้ื้นเมืองท่ีปลูกมากในเขตภาคเหนือ

ของประเทศไทย กลุ่มวจิยัพบวา่สารสกดัหยาบไดคลอโรมีเธนจากเมล็ดมะเก๋ียงมีฤทธ์ิตา้นการกลาย

พัน ธ์ุ  แ ล ะ ต้ า น ก า รท า ล า ย โ ค ร โ ม โ ซ ม  น อ ก จ า ก น้ี  2′,4′-dihydroxy-6′-methoxy-3′,5′-

dimethylchalcone (DMC) ท่ีแยกบริสุทธ์ิไดจ้ากเมล็ดมะเก๋ียง มีฤทธ์ิตา้นการกลายพนัธ์ุสูงสุดต่อสาร

ก่อกลายพนัธ์ุชนิดต่างๆเม่ือทดสอบดว้ยวิธีของเอมส์ งานวิจยัน้ีจึงสนใจศึกษาฤทธ์ิตา้นมะเร็งของ

เมล็ดมะเก๋ียงทั้งในหลอดทดลองและสัตวท์ดลองรวมทั้งกลไกป้องกนัการเกิดมะเร็งในหนูทดลอง  

จากการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกดัหยาบ สารก่ึงบริสุทธ์ิ 6 ส่วน และสารบริสุทธ์ิ 

DMC และ hariganetin จากเมล็ดมะเก๋ียงต่อเซลล์มะเร็งปอด (A549) เซลล์มะเร็งตบั (HepG2) และ

เซลลม์ะเร็งล าไส้ใหญ่ (SW620) เปรียบเทียบกบัเซลล์ปกติ (MRC5) พบวา่ สารสกดัหยาบยบัย ั้งการ

เจริญของเซลล์มะเร็งปอดได้ดีท่ีสุด ในขณะท่ีสารก่ึงบริสุทธ์ิส่วนท่ี 4 ย ับย ั้ งการเจริญของ

เซลลม์ะเร็งตบั เซลลม์ะเร็งล าไส้ใหญ่ และเซลลป์กติไดสู้งสุด สารบริสุทธ์ิ DMC มีประสิทธิภาพใน

การยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งปอดและเซลลม์ะเร็งล าไส้ใหญ่ไดดี้ท่ีสุด จากค่าความเขม้ขน้ของ

สารท่ียบัย ั้งการเจริญของเซลล์ได้ทั้ งหมด (TGI value) แสดงให้เห็นว่า สารสกัดหยาบ สารก่ึง

บริสุทธ์ิส่วนท่ี 4 และ DMC มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลล์สูงเม่ือเทียบกบัสารสกดัส่วนอ่ืน และมี

ค่าท่ีต ่าในเซลลม์ะเร็งล าไส้ใหญ่เม่ือเทียบกบัเซลลช์นิดอ่ืน จึงอาจสรุปไดว้า่สารสกดัหยาบ สารก่ึง
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บริสุทธ์ิส่วนท่ี 4 และ DMC มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง และสารสกดัจาก

เมล็ดมะเก๋ียงยงัมีความจ าเพาะในการยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่มากกวา่เซลล์มะเร็ง

ชนิดอ่ืน นอกจากน้ีการทดสอบฤทธ์ิเหน่ียวน าเอนไซม์ NAD(P)H quinone oxidoreductase (NQO)  

ในเซลล์มะเร็งตบั hepa1c1c7 ซ่ึงเป็นตวับ่งช้ีฤทธ์ิเอนไซมต์า้นมะเร็ง พบวา่สารสกดัหยาบ และสาร

ก่ึงบริสุทธ์ิส่วนท่ี 5 มีฤทธ์ิเหน่ียวน าเอนไซม์ NQO ไดดี้กว่าสารสกดัส่วนอ่ืน ซ่ึงความเขม้ขน้ของ

สารท่ีเหน่ียวน ากัมมันตภาพเอนไซม์เป็นสองเท่า คือ  3.47 และ 3.23 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตามล าดบั ดงันั้นจึงเลือกใชส้ารบริสุทธ์ิ DMC เทียบกบัสารสกดัหยาบในการศึกษาฤทธ์ิก่อมะเร็ง 

และตา้นมะเร็งในหนูทดลองท่ีเหน่ียวน าให้เกิดมะเร็งตบัดว้ยไดเอทธิลไนโตรซามีน และมะเร็ง

ล าไส้ใหญ่ดว้ยไดเมทธิลไฮดราซีน หลงัจากการฉีดสารก่อมะเร็งคร้ังสุดทา้ย 1 สัปดาห์ ท าการป้อน

สารสกดัหยาบความเขม้ขน้ 200 และ 400 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน ้ าหนกัตวั และสารบริสุทธ์ิ DMC 

ความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน ้ าหนกัตวัทางปากเป็นเวลา 10 สัปดาห์ แลว้ท าการตรวจวดั 

glutathione S-transferase placental form (GST-P) positive foci ซ่ึงเป็นรอยโรคก่อนเกิดมะเร็งตับ 

และ aberrant crypt foci (ACF) ซ่ึงเป็นรอยโรคก่อนเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่ พบว่าสารสกดัจากเมล็ด

มะเก๋ียงไม่มีฤทธ์ิก่อมะเร็งทั้ง 2 อวยัวะ สารสกดัหยาบและ DMC ไม่สามารถลดจ านวน GST-P 

positive foci ในตบัหนูท่ีเหน่ียวน าดว้ยไดเอทธิลไนโตรซามีนและไดเมทธิลไฮดราซีน แต่สารสกดั

หยาบท่ีความเขม้ขน้ต ่าและ DMC สามารถลดจ านวน ACF ในล าไส้ใหญ่ได้อย่างมีนยัส าคญัทาง

สถิติแต่ไม่มีผลต่อขนาดของ ACF นอกจากน้ีสารทั้ง 2 ชนิดยงัสามารถลดจ านวน PCNA positive 

cell ในล าไส้ใหญ่หนูท่ีเหน่ียวน าด้วยไดเอทธิลไนโตรซามีนและไดเมทธิลไฮดราซีนได้อย่างมี

นัยส าคญัทางสถิติ และสารบริสุทธ์ิ DMC ยงัสามารถลดการเกิด  β-catenin accumulated crypts 

(BCAC) ในล าไส้ใหญ่ท่ีได้รับสารก่อมะเร็งได้อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ อย่างไรก็ตามสารทั้ง 2 

ชนิดไม่มีผลต่อจ านวน TUNEL-positive cell ในล าไส้ใหญ่เม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุมบวก จาก

การศึกษาเพิ่มเติมถึงผลของสารสกดัหยาบและ DMC ต่อเอนไซม์ก าจดัสารพิษระยะท่ี 1 และ 2 

ไ ด้ แ ก่  cytochrome P450 2E1 (CYP2E1), UDP-glucuronyl transferase (UGT), glutathione S-

transferase (GST) และ NAD(P)H qionone oxidoreductase-1 (NQO-1) พบว่าสารสกัดหยาบความ

เขม้ขน้สูงและ DMC เหน่ียวน ากมัมนัตภาพของเอนไซม์ GST ในตบัไดอ้ย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 

ในขณะท่ีสารสกดัหยาบความเขม้ขน้ต ่าและความเขม้ขน้สูงเหน่ียวน ากมัมนัตภาพของเอนไซม์ 
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NQO-1ในตบัไดอ้ย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ อย่างไรก็ตามสารสกดัหยาบทั้งความเขม้ขน้ต ่าและสูง 

รวมทั้ง DMC ไม่มีผลต่อกมัมนัตภาพของเอนไซม์ UGT และการแสดงออกของโปรตีน CYP2E1 

ในตบัหนูท่ีไดรั้บสารก่อมะเร็ง จากงานวิจยัทั้งหมดอาจสรุปไดว้า่สารสกดัหยาบไดคลอโรมีเธนจาก

เมล็ดมะเก๋ียงมีฤทธ์ิตา้นมะเร็งล าไส้ใหญ่ในระยะเร่ิมตน้ในหนูท่ีเหน่ียวน าดว้ยไดเอทธิลไนโตรซา

มีนและไดเมทธิลไฮดราซีน โดยอาจเป็นผลจากฤทธ์ิฆ่าเซลลม์ะเร็งและฤทธ์ิเหน่ียวน าเอนไซมก์ าจดั

สารพิษระยะท่ี 2 ของสารสกดัจากเมล็ดมะเก๋ียงท่ีมีผลยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนของเซลล์มะเร็ง ท าให้

ลดการเกิดรอยโรคก่อนเกิดมะเร็งในล าไส้ใหญ่หนู และ 2′,4′-dihydroxy-6′-methoxy-3′,5′-

dimethylchalcone (DMC) อาจเป็นสารออกฤทธ์ิตา้นมะเร็งท่ีส าคญัชนิดหน่ึงในเมล็ดมะเก๋ียง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


