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ABSTRACT 

 

        Cleistocalyx nervosum var. paniala is a local plant in the Plant Genetic 

Conservation Project under the Royal Initiative of Her Royal Highness Princess Maha 

Chakri Sirindthorn mainly cultivated in the northern provinces of Thailand. Its flesh 

can be eaten and processed as juice, wine and jam remaining many wasted seeds. To 

add economic value and increase scientific information of C. nervosum seed, this 

study aimed to investigate cancer chemopreventive effect of C. nervosum seed 

extracts using both in vitro and in vivo genotoxicity tests. It was found that 0.1-1.0 

mg/plate of dichloromethane and methanol crude extracts had no mutagenic effects on 

Salmonella. typhimurium strains TA98 and TA100 both with and without metabolic 

activation. However, at high concentrations in absence of metabolic activation 

showed cytotoxic effect on bacteria. Furthermore, both extracts presented 

antimutagenicity against aflatoxin B1 (AFB1) and 2-amino-3,4 dimethylimidazo[4,5-

f] quinoline (MeIQ) induced mutagenesis on S. typhimurium strain TA98 and 2-(2-

furyl)-3-(5-nitro-2-furyl)-acrylamide (AF-2) induced mutagenesis on S. typhimurium 

strain TA100. Dichloromethane extract exhibited stronger antimutagenicity than 

methanol extract. To confirm their genotoxicity by using in vivo model, rat liver 

micronucleus test was evaluated. Various concentrations of dichloromethane extract 

(100-500 mg/kg bw) and methanol extract (10-1000 mg/kg bw) were orally 

administrated to rats for 21 days. The highest treated dose of both extracts did not 
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induce micronucleus formation in rat liver Methanol extract slightly inhibited 

micronucleus formation in the liver of diethylnitrosamine initiated rats, while 

dichloromethane extract significantly inhibited liver micronucleus formation in a 

dose-dependent manner. Furthermore, the inhibitory mechanism of dichloromethane 

extract on the early stage of hepatocarcinogenesis involving Phases I and II of 

xenobiotic metabolizing enzymes; NADPH-cytochrome P450 reductase (P450R), 

cytochrome P450 2E1 (CYP2E1), NAD(P)H quinone oxidoreductase-1 (NQO-1), 

glutathione S-transferase (GST), UDP-glucuronyl transferase (UGT) and heme 

oxygenase (HO) was investigated. The dichloromethane extract enhanced the GST 

and UGT activities but decreased HO activity in the liver of diethylnitrosamine 

induced rat. However, it did not affect on the expression of these proteins. Our 

previously study showed that fraction 4 isolated from dichloromethane extract using 

column chromatography presented the strongest antimutagenic potency against 

several mutagens. The five partially purified fractions (MK4.1-4.5) and its pure 

compounds; 2',4'-dihydroxy-6'-methoxy-3',5'-dimethylchalcone (DMC) and 

hariganetin obtained from fraction 4 were investigated for their genotoxic effect. All 

fractions did not exhibit mutagenic effects on S. typhimurium strains TA98 and 

TA100 in presence and absence of metabolic activation. They presented 

antigenotoxicity against AFB1, MeIQ and AF-2 induced mutagenesis in S. 

typhimurium. The antimutagenic potency of these fractions ordered from high to low 

was DMC, hariganetin, MK4.1, MK4.4, MK4.5, MK4.2 and MK4.3, respectively. In 

conclusion, dichloromethane extract obtained from seed of C. nervosum demonstrated 

cancer chemopreventive effects on both mutant bacterial and rat models. 2',4'-

dihydroxy-6'-methoxy-3',5'-dimethylchalcone might be an antimutagenic compound 

presented in C. nervosum seed. Its inhibitory mechanism on the early stage of rat 

hepatocarcinogenesis initiated by diethylnitrosamine might be partly due to 

enhancement of detoxifying enzymes in rat liver 
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บทคดัย่อ 

        มะเก๋ียง เป็นพืชพื้นเมืองในโครงการอนุรักษพ์นัธุกรรมพืชอนัเน่ืองมาจากพระราชดาํริสมเด็จ
พระเทพรัตนราชสุดา สยามบรมราชกุมารี พบมากในเขตภาคเหนือ นิยมนาํมาบริโภคทั้งในรูปผล
สด และผลิตภณัฑแ์ปรรูป เช่น นํ้ ามะเก๋ียง ไวน์และแยม เป็นตน้ จึงทาํใหส่้วนของเมลด็เหลือเป็น
จาํนวนมาก เพื่อเป็นการเพิ่มมูลค่าของเมลด็มะเก๋ียง รวมทั้งมีการศึกษาประโยชน์จากเมลด็มะเก๋ียง
อยูจ่าํกดั ในงานวิจยัน้ีจึงสนใจศึกษาฤทธ์ิตา้นมะเร็งของเมลด็มะเก๋ียงโดยทดสอบฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุ
และตา้นการกลายพนัธ์ุทั้งในหลอดทดลองและสัตวท์ดลอง พบว่า สารสกดัหยาบจากเมลด็มะเก๋ียง
ชั้นไดคลอโรมีเธน และเมทานอลท่ีความเขม้ขน้ 0.1-1.0 มิลลิกรัมต่อเพลท ไม่มีฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุ
ในแบคทีเรียซลัโมเนลลา ธยัฟิมิวเรียม สายพนัธ์ุ TA 98 และ TA 100 ทั้งในสภาวะท่ีมีหรือไม่มี
เอนไซมจ์ากตบัหนูกระตุน้ อยา่งไรกต็ามพบวา่ สารสกดัหยาบไดคลอโรมีเธนและเมทานอลท่ีความ
เขม้ขน้สูงมีฤทธ์ิฆ่าแบคทีเรียซลัโมเนลลา ธยัฟิมิวเรียมในสภาวะท่ีปราศจากเอนไซม ์และสารสกดั
ทั้งสองชนิดมีฤทธ์ิตา้นการกลายพนัธ์ุต่อ AFB1 และ MeIQ ในแบคทีเรียซลัโมเนลลา ธยัฟิมิวเรียม
สายพนัธ์ุ TA 98 และมีฤทธ์ิตา้นการก่อกลายพนัธ์ุต่อ AF-2 ในแบคทีเรียซลัโมเนลลา ธยัฟิมิวเรียม
สายพนัธ์ุ TA 100 โดยเฉพาะสารสกดัชั้นไดคลอโรมีเธนท่ีมีฤทธ์ิตา้นการกลายพนัธ์ุสูงกว่าชั้นเมทา
นอล นอกจากน้ี ไดท้าํการยนืยนัผลของสารสกดัหยาบจากเมลด็มะเก๋ียงต่อการเกิดการกลายพนัธ์ุใน
สตัวท์ดลองโดยใชก้ารเกิดไมโครนิวเคลียสในตบัหนูเป็นตวับ่งช้ีความผดิปกติของสารพนัธุกรรมท่ี
เกิดจากสารเคมี ทาํการป้อนสารสกดัหยาบไดคลอโรมีเธน ความเขม้ขน้ 100-500 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัมนํ้ าหนกัตวั และสารสกดัเมทานอล ความเขม้ขน้ 10-1000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมนํ้ าหนกัตวั
ทางปากเป็นเวลา 21 วนั พบว่า สารสกดัหยาบทั้งสองชนิดท่ีความเขม้ขน้สูงไม่มีผลเหน่ียวนาํการ
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เกิดไมโครนิวเคลียสในตบัหนู แต่พบว่า สารสกดัชั้นเมทานอลสามารถยบัย ั้งการเกิดไมโคร
นิวเคลียสไดเ้ลก็นอ้ย (21%) ในขณะท่ีสารสกดัชั้นไดคลอโรมีเธนท่ีความเขม้ขน้ 250 และ 500 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมนํ้ าหนักตวั สามารถยบัย ั้งการเกิดไมโครนิวเคลียสในตบัหนูท่ีไดรั้บสารก่อ
มะเร็งตบัไดเอทธิลไนโตรซามีนอย่างมีนัยสําคญัได ้49% และ 60% ตามลาํดบั จากการศึกษา
เพิ่มเติมถึงกลไกการยบัย ั้งการเกิดไมโครนิวเคลียสของสารสกดัชั้นไดคลอโรมีเธนท่ีเก่ียวขอ้งกบั
เอนไซมก์าํจดัสารพิษระยะท่ี 1 และ 2 ไดแ้ก่ NADPH-cytochrome P450 reductase (P450R),  
cytochrome P450 2E1 (CYP2E1),  NAD(P)H quinone oxidoreductase-1 (NQO-1),  glutathione S-
transferase (GST),  UDP-glucuronyl transferase (UGT) และ heme oxygenase (HO) พบว่า สาร
สกดัชั้นไดคลอโรมีเธนเหน่ียวนาํกมัมนัตภาพของเอนไซม ์GST และ UGT แต่ลดกมัมนัตภาพของ
เอนไซม ์ HO อย่างไรก็ตามสารสกดัชั้นไดคลอโรมีเธนไม่มีผลต่อการแสดงออกของโปรตีน
ดงักล่าว จากการศึกษาท่ีผา่นมา พบว่า สารก่ึงบริสุทธ์ิลาํดบัท่ี 4 ท่ีไดจ้ากการแยกสารสกดัไดคลอ
มีเธนดว้ยคอลมัน์โครมาโตกราฟี มีฤทธ์ิตา้นการกลายพนัธ์ุสูงสุดต่อสารก่อกลายพนัธ์ุชนิดต่างๆ  
จึงทาํการแยกสารก่ึงบริสุทธ์ิดงักล่าวดว้ยคอลมัน์โครมาโตกราฟีต่อ ทาํใหไ้ดส้ารก่ึงบริสุทธ์ิ 5 ส่วน 
(MK4.1-4.5) และสารบริสุทธ์ิ 2 ชนิด คือ 2',4'-dihydroxy-6'-methoxy-3',5'-dimethylchalcone 
(DMC) และ hariganetin ซ่ึงพบว่าสารดงักล่าวไม่มีฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุในแบคทีเรีย ทั้งสายพนัธ์ุ 
TA98 และ TA100 ทั้งในภาวะท่ีมีและไม่มีการกระตุน้ดว้ยเอนไซมจ์ากตบัหนู แต่มีฤทธ์ิตา้นการ
กลายพนัธ์ุต่อสารก่อกลายพนัธ์ุ AFB1, MeIQ และ AF-2 โดยเรียงลาํดบัฤทธ์ิตา้นการกลายพนัธ์ุสูง
ไปหาตํ่า ดงัน้ี DMC, hariganetin,  MK4.1,  MK4.4,  MK4.5,  MK4.2 และ MK4.3 ตามลาํดบั จาก
งานวิจยัทั้งหมดสามารถสรุปไดว้่า สารสกดัหยาบจากเมล็ดมะเก๋ียงชั้นไดคลอโรมีเธนมีฤทธ์ิตา้น
การกลายพันธ์ุทั้ งในหลอดทดลองและในสัตว์ทดลอง โดยมีสารออกฤทธ์ิท่ีสําคัญคือ 2',4'-
dihydroxy-6'-methoxy-3',5'-dimethylchalcone ส่วนกลไกยบัย ั้งการเกิดมะเร็งตบัในระยะเร่ิมตน้
จากสารก่อมะเร็งไดเอทธิลไนโตรซามีนในหนูทดลอง อาจเก่ียวขอ้งกบัการเหน่ียวนาํเอนไซมก์าํจดั
สารพิษในตบั 
 
 
 
 
 
 
 


