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 ��+���$�+&>������
��
���(�
�� �5���=��	��
�������:#� �$K#6�L=������5������)�5����#��

!����������,
-��5��
����+����9���-+�<�=���� ����'����������
��$
+&>���������,��#$%:��#?����#���5�
9����+��

�$�)��+F

(+�<�+
	��9��&�)�9�������( (Human PBMCs) !���
�������-)������� PHA ,
-�����5��
����

+����9��+F

(�-+�<������(����)���T =��
��#�
�� �������'���=� PBMCs �5��� +�	%�5��+F

(+&>�+�
� 24 

��%���� ��+���$�#$%����+9��9�� 100 Ug/ml ����
=���$+&��(+F�)(+F

(#$%�$�$��)���+&>� 92.9 % +�	%���5 72 ��%���� 

�5�����+���$�#$%����+9��9�� 10 ,
- 100 Ug/ml ����
=���$+&��(+F�)(+F

(#$%�$�$��)
�
�������$����?����#��

�Y�)� ���+&>�  86.8% ,
- 62.3% )��
?���5  #�
��$
�$,��������� ����+9��9��9����+���$�#$%�����Y��5��
����

+����9��+F

(+�<�+
	��9��&�)�:����'%���'%� (IC50) ��
�  �$���������� 100  Ug/ml �����:��<)�����#���5�$
+&>�

+�$������'��������+5	
��)�� ���)���#?�����'���+��%�+)��=�����9���
:�������K#6�L9����+���$�)��+F

(&�)�

9�������( +�	%�=��:��9����
#$%+�$����)��������&�
��������)��:& �������$
���)�������
9����+���$�)�����

��5��
����+����9��+F

(�-+�<������(����)���T ���� MTS assay �5���+F

(�-+�<�
?�:��=��� (HT-29) �
���

+�$�� (HEp-2) ,
-&����
�� (HeLa) #�)����+���$�:��,��=�����+9��9��#$%���Y'� 200 Ug/ml =�9"-#$%��+���$�

��5��
����+����9���-+�<�+�<�+
	�� (H9) :��+&>�������$ (IC50 = 14.7 ± 2.1 Ug/ml) �$�#�
����+&>����)��+F

(���� 

,)�������#���5=� Jurkat �5�����+���$�#$% 20-100 Ug/ml ��5��
����+����9��+F

(:��=�
�+�$����� ���������$

+F

(#$%�$�$��)���+&>� 43.1 ± 2.85% ,)��
�5:���5�����+���$�+&>����)�� Jurkat ��������:��#?����)������&����"�$

+�<�+� (DNA content) +�	%�5���$
�-�-9��+F

(=���4����+F

( +�	%�#���5#$%+�
� 24, 48 ,
- 72 ��%���� �5�����

+���$�#$% 100 Ug/ml ����?�=���$+F

(=��-�- G0/G1 +��%�9'
���� 46.55%, 43.79% ,
- 32.47% =��
�����5���

+&>� 56.09%, 62.50% ,
- 63.53% )��
?���5 ���)�����5��"w����#��9��+F

(�������������� AO/EB 

�5�����+���$�#$% 40 Ug/ml ����
=�����+�
$��9��+F

(+��%���)��+&>�����9���+
<�#$%+�
� 48 ��%���� F'%����+&>� 

1% Apoptotic cells ,
-+�	%�)�����5 PS 5����+F

(���� Annexin V-FITC +�	%�)�����������}
:F�)��+)��(

�5��� " +�
� 3, 6, 9, 12 ,
- 24 ��%���� ��+���$�#������+9��9��#$%#���5:������?�=��+��� apoptosis ,)������

=� ������#�
��9���)�����&:�������+���$���5��
����+����9�� Jurkat ����������?�=��+��� cell cycle arrest ,)�

:������?�=��+��� apoptosis #�
��$
�"-���������-:��#?����#���5+��%�+)��=��-��5
'�+�	%��	�������+��� G0/G1 

arrest )��:& 
 

�9�+�
� : ��+���$�, �-+�<�+�<�+
	��9��, +F

(+�<�+
	��9��&�)�9�������(, K#6�L)����-+�<�, K#6�L��5���

���)�5����#��!���������� 
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Project Title : In vitro studies of Immunomodulatory and antitumor activity of piperine and 
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 Piperine, an amide isolated from piper species, was reported to displayed immunomodulatory 

and anti-tumor activity towards mouse carcinomas. Our study is the first to investigate an in vitro 

immunomodulatory activity of piperine on human PBMCs after PHA stimulation and anti-tumor activity 

of piperine on various human tumor cells. Viability of stimulated-PBMCs with 100 Ug/ml of piperine 

remained at 92.9 % after 24 h treatment. After 72 h, viabilities of stimulated-PBMCs with 10 and 100 

Ug/ml of piperine were significantly decreased to 86.8% and 62.3%, respectively. Piperine seemed to 

exhibit an IC50 value of >100 Ug/ml against stimulated-human PBMCs.  However, mechanisms 

underlying piperine’s effect are being performed. In addition, human cancer cells derived from 

different organs were employed, and their growth affected by piperine was determined by MTS assay. 

We found that cancer cells derived from colon (HT-29), larynx (HEp-2) and cervic (HeLa) were less 

sensitive to piperine even at a high concentration tested (200 Ug/ml). Interestingly, low concentration of 

piperine markedly inhibited the proliferation of cancer cells derived from leukocyte, H9 with IC50 of 

14.7± 2.1 Ug/ml. Moreover, piperine from 20-100 Ug/ml inhibited Jurkat proliferation with similar degree 

observed where cell viability remained at 43.1 ± 2.85%. On the contrary, piperine did not show any 

toxicity towards Jurkat at all. Flow cytometric analysis for DNA content after 24, 48 and 72 h indicated 

that piperine at 100 Ug/ml induced G0/G1 arrest. We found that cells in G0/G1 population increased from 

46.55%, 43.79% and 32.47% to 56.09%, 62.50% and 63.53% compare to control. After 48 h treatment, 

AO/EB staining revealed condensed nuclei cells with 40 Ug/ml of piperine exposure, resulting in 1% 

apoptotic cells. Additionally, annexin V-FITC staining for PS exposure on Jurkat was determined by 

flow cytometric analysis. No apoptotic cell was detected after piperine treatments for 3, 6, 9, 12 and 24 

h. In conclusion, piperine’s anti-tumor effect involved induction of G0/G1 arrest but not apoptosis. 

Nevertheless, further investigation to confirm G0/G1 arrest will be performed. 
 

Keywords : piperine, human tumor cells, human peripheral blood mononuclear cells, anti-tumor 

activity, Immunomodulatory activity 
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����'��������+�	%����������"��5�)� ,
-&�-����(#$%�
���
��9���	�����:���?�
��:����5�����=������

��%�=��
��T &�-+#�#�%��
� ���+0��-�������%�&�-+#�:#� F'%��$!���&�-+#�=�+9)�����	
�����
=���$����

�
���
��9���	�#$%+����+)�5�):��=�+9)�$
 &����5���$����?��
�)!�"8()���T #$%�$����:��+&>�

����&�-��5��=��=��$��)&�-�?������������,����
�� #�
�=�+�	%��9�����+�����������9!�� ������� 

,
-�����������!��:9�+�<5��"��5�)�)���T 9���	�����:���$�����?����,
-:����5������=��������%�=�

�������#�����)�(���,�#�( �$�������
��05�5���5��������	�����:��5�������$��"��5�)�=����

��-)������#?����9���-55!��������������95�����#$%,)�)������:& �	�����:��5������������-)������

)�5����9��!���������� (Immunostimulation) 5��������5��
����)�5����9��!���������� 

(Immunosuppression) :������-+&>����+��%���	�
�&�-��#6�!�����#?����9��+F

(#$%#?�����#$%=��-55

!���������� ���:��,��+F

(+�<�+
	��9�� Lymphocytes ���� T ,
- B lymphocytes, Natural Killer cells, 

Spleen cells ,
- Macrophages �	�����:����	��������#$%:������	�+�
���$
 �'�:����5������=���%�

+�	%������$��"��5�)�+&>����#$%�����Y��5���,
-&��5���)�5����9���-55!����������:�� +�$�����+&>� 

Immunomodulatory agent �	�=��
����$
�$�
��&�-+!# ��)�������+��� ��-+#$�� 9�� ,
-�-+��� �	����

�������#$%=��&�-��5�����=�5���+�� �������$
���&�-��5:&���� 5��5� +#$��+�
<���� ��))5��" 

�-+�����+�$� ���� 9������) ��� �-�
%?�)���� )?�,�,�� ������� ���+�	�����%� ��������" #��)-��� 

���"����( ��w�
?�+)�� ��� #�5#�� �-���� ,
-����5 �������$
 ����$�����������#����#�����)�(+�$%����5

�����������	�#$%�$K#6�L)���-55!�����������$������� #$%�����=��	� ����� F'%��������-+&>���+��)��

=���#�,
�� ����$����������?���=��&�-����(=�#�����,�#�( ���+0��-�������%�=�&�-+#�

����w�+����� F'%��$����?�������6�(9����������������� (Delta-9 tetrahydrocannabinol ��	� THC) 

����$�	%�+�$����� Dronabinol ,
-������+���-�(F'%��$�	%�+�$��#����������� Marinol® ��=������=����

�������:9����+���( ,
-��:9�����-+�<� ����$K#6�L��-)���=����������� (Chopra et al., 1957) ,
-

����
�������
	%�:�� ��+�$�����+&>��
9���+�$������������������� (Chemotherapy)  =���:9��-+�<� 

�������$
 THC ����$K#6�L��5��
����+����,5��)��+��%��?����9��+F

(+�	%�Y����-)������� T cell mitogens, 

B cell mitogens ,
- lipopolysaccharide (LPS) (Klein et al., 1985) ��5��
� Costimulation activity 

9�� Murine peritoneal exudated cells =��
��#�
�� (Chuchawankul et al., 2004) =�#��)�����

9��� THC #$%����+9��9��)%?� (Luo et al., 1992) �
�5��-)������,5��)��+��%��?����9�� lymphocytes ���

���#�
��,
-�����(��������-)������� monoclonal anti-CD3 antibody F'%�=��+&>� mitogen ���+&>�

���#���5=��
��#�
�� (Pross et al., 1992) �	�#$%�?�����$�������'%�F'%��?�
��:����5���������������%�

=�&����5�� �	� ��+9$�� �5����$���)��������
����- (antioxidant) +&>�����&�-��5F'%��$5#5�#=����

&���������)���T #$%+����������+�	%��:&��Y'��-+�<� �������$
 ��+9$�����+&>� immunosuppressive 

agent �	���5��
����,5��)��+��%��?����9�� lymphocyptes =��
��#�
�� (Wilasrusmee et al., 2002) 

+&>�)�� 



viii

����������
��$
 �"-����������=��'�����"��5�)�9����+���$� ��	� Piperine (1-piperoyl 

peperdine) F'%�+&>���� alkaloid #$%:������$&
$ (Piper longum Linn.) ,
- ����:#��?� ��	� Black 

pepper (Piper nigrum Linn.) ���&�)����=��=����&���������� F'%��-�$��+�<����+�	%������������+��

�$���%�+��  =�!���!��)���T 9���
� ���+0��-�������%�&�-+#�=�,Y5+�+�$�,&F�}�� +��� ���+�$� �$����?�

����:#���=��=������������5������ +��� ����=� �����&��&�-�?�+�	�� ��"��� ,
-���)��+�	
�=�

�-55#��+������=� (Singh, 1992) �������$
����$&�-����(=��������������&�� ���9�5Y���&�����- 


����)'�9���
���+�	
� ,
-5��+#��������)� (Singh and Blue Menthal, 1997) �$�
��w��#��

��#�����)�(��������� ��+���$������Y��5��
����#?����9���-55&�-��#�����
�� ,
-
������

���+�5:�� (Virinder et al.,1997 ,
- Mittal et al., 2000) �$�#�
������5��
����#?����9�� P450 

isoenzymes (Atal et al., 1985) ��5��
�������+���-�( prostaglandin ,
- leukotriene =��
��#�
�� 

(Stohr et al., 2001) �����������
�����=���)�(#�
���5�����+���$��$K#6�L Immunomodulatory ,
- 

antitumor activity =���)�(#�
�� ����5�����+���$���-)������,5��)��+��%��?����9��+F

(+�<�+
	��9�� 

+F

(���:9��-��� ��-)�����������,��)�5��$)��+�<�+
	��,��,�- ���+��%��?����9�� plaque forming 

cells =����� ,
-��5��
����+����9��+F

(�-+�<� Dalton’s lymphoma ascites cells (DLA),  Ehrlich 

ascites carcinoma cells (EAC) ,
- Mouse fibrosarcoma cells (L929) =��
��#�
�� ,
-���

�5�����+���$������Y
�9���,
-���+����9��+F

(�-+�<� DLA ,
- EAC =���)�(#�
�� (Sunila et 

al., 2004) ,
-�$K#6�L antimetastatic activity (Pradeep, 2002)  �������$
 ��+���$�����$�
��5��
����

����� nuclear factor-kB (NF- kB), c-Fos, CREB, ATF-2 ,
- proinflammatory cytokine =� B16F-10 

melanoma cells (Kuttan, 2004)  

�����:��<)�� ���:���$������=�T �
���Y'� Immunomodulatory activity 9����+���$�)��+F

(

&�)�9�������( ,
- Antitumor activity 9�� piperine )��+F

(�-+�<� H9 (Human T cell lymphoma) : 

ATCC HTB-176 �"-���������'�&�-���(�-#?����#���5��"��5�)� Immunomodulatory activity 9��

��������������:#��?� (piperine) ,
-������+���-�( (piperic acid) F'%�������+&>� degradation form 

9�� piperine ����-#?�����'����
��-#59�����)�� Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 

+�	%�Y����-)������� mitogens ,
- antigen =��
��#�
�� ,
-�'�����5���:&��5 antitumor activity 

9�����)��+F

(�-+�<� H9 =��
��#�
�� 

,)�+�	%�����&����,
-��&����)���T =�9�
�)���������� ���#�
�&����+���#�������#$%:��+�$����

)�����#?�����������
��$
=���?�+�<�
�
���)����)Y�&�-���(9���)�� ���������'�:��&��5+&
$%��,����������  ,
-:��

+���9�#�������+��%�+)�����,�
��#���	%�T +�	%��'��������,
-#���5K#6�L9����+���$�=�����)���T 9��

��������������:#��?�,
-��+���$��������� ,
-���&:��+&>���)Y�&�-���(��������=��� +&�$�5+#$�5��5

,�����+��� ����$
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�
�D#<��
���&,��  

1. +�	%��'����
9����+���$�,
-������+���-�( piperic acid )�����)�5����9�� 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) =��
��#�
�� (#���5��5+F

(�����

&�)�,
-+F

(������&���:����)�5���+�5F$ ���#?����)��������� MTS assay)  

2. +�	%��'����
9����+���$�,
-������+���-�( piperic acid )�������5��
����+����9��

+F

(�-+�<� H9 (Human T cell lymphoma) =��
��#�
��  

 

�
�D#<��
���*+�� 

1. +�	%��'����
9����+���$�)�����+����9�� Peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs) =��
��#�
�� ���#?����)��������� MTS assay 

2. +�	%��'����
9����+���$�)�������5��
����+����9��+F

(�-+�<������(����)���T =��
��

#�
�� :��,�� +F

(�-+�<�&����
�� (HeLa) �-+�<��
���+�$�� (HEp-2) �-+�<�
?�:��=��� 

(HT-29) �-+�<�+�<�+
	��9�� (H9 ,
- Jurkat) 

3. +�	%��'����
:�������K#6�L9����+���$�=������5��
����+����9��+F

(�-+�<�+�<�+
	��9��  

(Jurkat) =��
��#�
�� 

  

 #�
��$
 :���$+���#����������,�
��#���	%�#$%�?���=������=���������������
��$
 :��,��  
 


?���5#$% �Y��!�� ���9��+�	%�� ,�
��#�� &J#$%:�� 

1 

 

 

�������

������� 

Immunomodulatory activity of 

Piperine on Human Peripheral 

Blood Mononuclear Cells  

Asahi Glass Foundation  

(209,150 5�#) 

&J�5&�-��" 

2550 

2 �������

������� 

K#6�L9����+���$�=������5��
����

+����9��+F

(�-+�<�+�<�+
	��9��

�����(����)���T  

���#���"-��+�����)�(   

(64,000 5�#) 

&J�5&�-��" 

2551 

3 �������

�������  

(������(#$%

&�'���) 

����'����
9������������

����:#��?� (piperine) =����

��5��
����+����9��+F

(�-+�<� 

����)���T =��
��#�
�� 

#������������#?���#�� - 

����6( �-��55�"8�)�'���  

(20,000 5�#) 

&J�5&�-��" 

2548 

 

 ����$���
-+�$��,����������)����)Y�&�-���(=���  ������
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��&�1����F1��	
� 

����'��������+�	%������'����
9�� piperine ,
- piperic acid )�����)�5����#��!����������

,
-�����5��
����+����9��+F

(�-+�<�=��
��#�
����
� �����Y,5�������������:��+&>� 4 9�
�)��

�
�� ����$
 

�
%�!13 1 ���#���5K#6�L9����+���$�)�����+����9�� Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 

=��
��#�
�� 

1.1 ���+)�$��+F

(+�<�+
	��9��&�)�9�������( 

1.2 ���)�����5K#6�L9����+���$�=������5��
����,5��)��9��+F

( ��� MTS assay  

1.3 ���)�����5K#6�L9����+���$�=������5��
����,5��)��9��+F

(+�<�+
	��9��&�)�9��

�����(  

�
%�!13 2  ���)�����5K#6�L9����+���$�=������5��
����,5��)��9��+F

(�-+�<������(����)���T   

2.1 +F

(�-+�<�
?�:��=��� (HT-29) �-+�<��
���+�$�� (HEp-2) ,
-�-+�<�&����
�� (HeLa) 

2.2 +F

(�-+�<�+�<�+
	��9������ H9 ,
- Jurkat 

�
%�!13 3  ����'����
:�������K#6�L9����+���$�)�� H9 ,
- Jurkat  

3.1 ����'�������+&>����)��+F

( (Cytotoxicity) 

3.1.1 ���)������ Lactate Dehydrogenase (LDH) activity 

3.1.2 ���)������ Cell viability ���� Trypan blue dye exclusion method  

3.2 ����'����
��-#59����+���$�)�����+����9��+F

(=��-�-)���T (Cell cycle analysis)  

3.3 ����'���K#6�L9����+���$�)�����+��� Apoptosis  

3.3.1 )�����5��"w����#��9��+F

( (Cell morphology) ���� Fluorescent 

Microscope 

3.3.2 )�����5 DNA fragmentation ��� Gel electrophoresis 

3.3.3 )�����5&����" Phosphatidylserine (PS) 5����+F

(���+��	%�� Flow 

cytometer  

�
%�!13 4 �����+���-�(9����
#���Y�)� 
  

<����/��!13H,$�
� 

=�����'������
��$
 ���������5���(�������=���#$%,��������+���$��$K#6�L=������5��
����+����9��

+F

(�-+�<������(����)���T =��-��5#$%,)�)������ �����+���$��-��5��
����+����9��+F

(�-+�<�+�<�

+
	��9��:���$����+F

(�-+�<�#$%�$,�
���?�+�����������-�	%�T +��� +F

(�-+�<�
?�:�� (HT-29) �-+�<��
���

+�$�� (HEp-2) ,
-�-+�<�&����
�� (HeLa) ����
���#�
��#$%�����=���%�=�����'������
��$
 �	� ��+��

�$���5��
����+����9��+F

(�-+�<�+�<�+
	��9�� H9 ,
- Jurkat  :��������$����?����#���Y�)�  ������

��5��
����+����9�� H9 ��
��$
���"-+&>� dose-dependent manner F'%�����+9��9��9����+���$�#$%

�����Y��5��
����+����9��+F

(�-+�<� H9 :����'%���'%� (IC50) �$��� 14.7 + 2.1 Ug/ml F'%��"-��������:��



xi

�?�+����
������������
���=������������+#�������,�#�(,���&�-+#�:#� (Chuchawankul et al., 

2006) ��������+9��9��9����+���$�)�
�,)� 20 Ug/ml 9'
�:& �����Y��5��
����+����9�� Jurkat  :�����

+&��(+F�)(+F

(#$%�$�$��)������$��� 43.1 + 2.85% ,���������+9��9��9����+���$��-���Y'� 100 Ug/ml 

�������$
�����������:��#?�����'����
9����+���$�)��+F

(+�<�+
	��9��&�)�9�������( (Human 

PBMCs) !���
�������-)������� PHA F'%�+&>� mitogen +�	%�)�����5�����?�+��-9����+���$�=����

��5��
����+����9��+F

(�-+�<�+�<�+
	��+#����
� ������#�
���5��� +�	%�5��+F

(+&>�+�
� 24 ��%����   

�5��� ��+���$�#$%����+9��9�� 100 Ug/ml ����
=���$+&��(+F�)(+F

(#$%�$�$��)���+&>� 92.9 % +�	%���5 72 

��%���� �5�����+���$�#$%����+9��9�� 10 ,
- 100 Ug/ml ����
=���$+&��(+F�)(+F

(#$%�$�$��)
�
�������$

����?����#���Y�)� ���+&>�  86.8% ,
- 62.3% )��
?���5  #�
��$
�$,��������� ����+9��9��9����+���$�#$%

�����Y��5��
����+����9��+F

(+�<�+
	��9��&�)�:����'%���'%� (IC50) ��
�  �$���������� 100  Ug/ml 

�����:��<)�����#���5�$
+&>�+�$������'��������+5	
��)�� ���)���#?�����'���+��%�+)��=�����9���
:�

������K#6�L9����+���$�)��+F

(&�)�9�������( +�	%�=��:��9����
#$%+�$����)��������&�
�������� ,
-

����5�����+���$��$K#6�L��5��
����+����9�� PBMCs :��������$����?����#���Y�)����� ����'����
:�=�

�����5��
����+����9�� PBMCs �����+���$��<�-�$�����?�����������%�+�	%�&�-��5���)�����=�������

�?���+���$���=��=����������-+�<�=����&�����	�:�� ,
-����5�����+���$�:��+&>����)�� PBMCs ����,
�� 

�<�$����+&>�:&:���$�#����'%�=�����?���+���$� ��=��&�-����(=������5������)�5����#��!���������� 

#�
��$
 9'
�������5�
����'���K#6�L9����+���$�)�����)�5����#��!������������%�+�� ������=����+���$�

+&>� Immunosuppressive agent +�	%������)�5����#��!����������=����#$%�$���)�5����#$%:�+��� 

��	�=��&�-����(=����&
��Y��������-)��:& ,
-�������'��������=������(������=����+���$�&����" 

20 mg ������5����������
�
 #$��}�

$� ��	�}J:��)��� (Bano et al., 1991, Pattanaik  et al., 2006)  

��	�=����+���$� 5 mg ������5��+��:F�(���+#���	�+5)��,���#$�+&>�+�
� 14 ���)��)����� (Badmaev et 

al., 1999, Badmaev et al., 2000) :�����=��+�������+&>����)���������,)������=� �'��$��������=����

�?���+���$���=��&�-����(=������()��:&   

���&:����� ��+���$���5��
����+����9�� Jurkat ����������?�=��+��� cell cycle arrest #$%�-�- 

G0/G1 ,)�:������?�=��+��� apoptosis ,)������=� �
�������'��������=����
��$
�����Y=��+&>��	
�w��=�

����'����
:�=������5��
����+����9��+F

(�-+�<�+�<�+
	������)���T ,
-���#���5K#6�L9�����)��

+F

(�-+�<������	%�T +��%�+)�� ���:&Y'�����'���K#6�L9����+���$�������5��)����-+�<� �$�#�
����+&>�

,��#��+�	%������/��������6�(���+���-�(9����+���$�=���$K#6�L#���$�!�������%�9'
� �������-+&>����

+��%���
���9������:#��?� F'%�+&>�,�
��#$%���
��9����+���$�,
�� ��������Y�?����(�������=���#$%:��:&

��/�����+�	%�+&>������������-+�<���	������5������)�5����#��!����������)��:&   
 

��<����� 

 �5&�-��"#$%=��,
��#�
����+#����5 422,000.99 5�# (�$%,�������	%�������5�#+�����5+���

�)���() #�
��$
 ���:��������)�5,#�������#����?��������	%�5�#Y��� 



1 

�!�9� 
 

 ����'��������+�	%����������"��5�)� ,
-&�-����(#$%�
���
��9���	�����:���?�
��:����5������=�

�������%�=��
��T &�-+#�#�%��
� ���+0��-�������%�&�-+#�:#� F'%��$!���&�-+#�=�+9)�����	
�����
=���$����

�
���
��9���	�#$%+����+)�5�):��=�+9)�$
 &����5���$����?��
�)!�"8()���T #$%�$����:��+&>�����&�-��5��=��

=��$��)&�-�?������������,����
�� #�
�=�+�	%��9�����+�����������9!�� ������� ,
-�����������!��:9�+�<5

��"��5�)�)���T 9���	�����:���$�����?����,
-:����5������=��������%�=��������#�����)�(���,�#�( �$

�������
��05�5���5��������	�����:��5�������$��"��5�)�=������-)������#?����9���-55!��������������

95�����#$%,)�)������:& �	�����:��5������������-)������)�5����9��!���������� (Immunostimulation) 

5��������5��
����)�5����9��!���������� (Immunosuppression) :������-+&>����+��%���	�
�&�-��#6�!��

���#?����9��+F

(#$%#?�����#$%=��-55!���������� ���:��,�� +F

(+�<�+
	��9�� Lymphocytes ���� T ,
- B 

lymphocytes, Natural Killer cells, Spleen cells ,
- Macrophages �	�����:����	��������#$%:������	�

+�
���$
 �'�:����5������=���%�+�	%������$��"��5�)�+&>����#$%�����Y��5���,
-&��5���)�5����9���-55

!����������:�� +�$�����+&>� Immunomodulatory agent �	�=��
����$
�$�
��&�-+!# ��)�������+��� ��-+#$�� 9�� 

,
-�-+��� �	�����������#$%=��&�-��5�����=�5���+�� �������$
���&�-��5:&���� 5��5� +#$��+�
<���� 

��))5��" �-+�����+�$� ���� 9������) ��� �-�
%?�)���� )?�,�,�� ������� ���+�	�����%� ��������" 

#��)-��� ���"����( ��w�
?�+)�� ��� #�5#�� �-���� ,
-����5 �������$
 ����$�����������#����#�����)�(

+�$%����5�����������	�#$%�$K#6�L)���-55!�����������$������� #$%�����=��	� ����� F'%��������-+&>���+��)��

=���#�,
�� ����$����������?���=��&�-����(=�#�����,�#�( ���+0��-�������%�=�&�-+#�����w�+����� F'%��$

����?�������6�(9����������������� (Delta-9 tetrahydrocannabinol ��	� THC) ����$�	%�+�$����� Dronabinol 

,
-������+���-�(F'%��$�	%�+�$��#����������� Marinol® ��=������=�����������:9����+���( ,
-��:9�����-+�<� 

����$K#6�L��-)���=����������� (Chopra et al., 1957) ,
-����
�������
	%�:�� ��+�$�����+&>��
9���+�$��

����������������� (Chemotherapy) =���:9��-+�<� �������$
 THC ����$K#6�L��5��
����+����,5��)��+��%�

�?����9��+F

(+�	%�Y����-)������� lipopolysaccharide (LPS), T cell mitogens ,
- B cell mitogens  (Klein 

et al., 1985) ��5��
� Costimulation activity 9�� Murine peritoneal exudated cells =��
��#�
�� 

(Chuchawankul et al., 2004) =�#��)�����9��� THC #$%����+9��9��)%?� (Luo et al., 1992) �
�5��-)������

,5��)��+��%��?����9�� lymphocytes ������#�
��,
-�����(��������-)������� monoclonal anti-CD3 

antibody F'%�=��+&>� mitogen ���+&>����#���5=��
��#�
�� (Pross et al., 1992) �	�#$%�?�����$�������'%�

F'%��?�
��:����5���������������%�=�&����5�� �	� ��+9$�� �5����$���)��������
����- (antioxidant) +&>�

����&�-��5F'%��$5#5�#=����&���������)���T #$%+����������+�	%��:&��Y'��-+�<� �������$
 ��+9$�����+&>� 

immunosuppressive agent �	���5��
����,5��)��+��%��?����9�� lymphocyptes =��
��#�
�� 

(Wilasrusmee et al., 2002) +&>�)��   



2 

����������
��$
 �"-����������=��'�����"��5�)�9����+���$� ��	� Piperine (1-piperoyl peperdine) F'%�

+&>���� alkaloid #$%:������$&
$ (Piper longum Linn.) ,
- ����:#��?� ��	� Black pepper (Piper nigrum 

Linn.) ���&�)����=��=����&���������� F'%��-�$��+�<����+�	%������������+���$���%�+��  =�!���!��)���T 9��

�
� ���+0��-�������%�&�-+#�=�,Y5+�+�$�,&F�}�� +��� ���+�$� �$����?�����:#���=��=������������5������ 

+��� ����=� �����&��&�-�?�+�	�� ��"��� ,
-���)��+�	
�=��-55#��+������=� (Singh, 1992) �������$


����$&�-����(=��������������&�� ���9�5Y���&�����- 
����)'�9���
���+�	
� ,
-5��+#��������)� 

(Singh and Blue Menthal, 1997) �$�
��w��#����#�����)�(��������� ��+���$������Y��5��
����#?����9��

�-55&�-��#�����
�� ,
-
���������+�5:�� (Virinder et al.,1997 ,
- Mittal et al., 2000) �$�#�
������5��
�

���#?����9�� P450 isoenzymes (Atal et al., 1985) ��5��
�������+���-�( prostaglandin ,
- leukotriene =�

�
��#�
�� (Stohr et al., 2001) �����������
�����=���)�(#�
���5�����+���$��$K#6�L Immunomodulatory 

,
- antitumor activity =���)�(#�
�� ����5�����+���$���-)������,5��)��+��%��?����9��+F

(+�<�+
	��9�� 

+F

(���:9��-��� ��-)�����������,��)�5��$)��+�<�+
	��,��,�- ���+��%��?����9�� plaque forming cells 

=����� ,
-��5��
����+����9��+F

(�-+�<� Dalton’s lymphoma ascites cells (DLA),  Ehrlich ascites 

carcinoma cells (EAC) ,
- Mouse fibrosarcoma cells (L929) =��
��#�
�� ,
-����5�����+���$�

�����Y
�9���,
-���+����9��+F

(�-+�<� DLA ,
- EAC =���)�(#�
�� (Sunila et al., 2004) ,
-�$K#6�L 

antimetastatic activity (Pradeep, 2002)  �������$
 ��+���$�����$�
��5��
��������� nuclear factor-kB (NF- 

kB), c-Fos, CREB, ATF-2 ,
- proinflammatory cytokine =� B16F-10 melanoma cells (Kuttan, 2004)  

�����:��<)�� ���:���$������=�T �
���Y'� Immunomodulatory activity 9����+���$�)��+F

(&�)�9��

�����( ,
- Antitumor activity 9�� piperine )��+F

(�-+�<� H9 (Human T cell lymphoma) : ATCC HTB-176 

�"-���������'�&�-���(�-#?����#���5��"��5�)� Immunomodulatory activity 9����������������:#��?� 

(piperine) ,
-������+���-�( (piperic acid) F'%�������+&>� degradation form 9�� piperine ����-

#?�����'����
��-#59�����)�� Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) +�	%�Y����-)������� 

mitogens ,
- antigen =��
��#�
�� ,
-�'�����5���:&��5 antitumor activity 9�����)��+F

(�-+�<� H9 

=��
��#�
�� 

,)�+�	%�����&����,
-��&����)���T =�9�
�)���������� ���#�
�&����+���#�������#$%:��+�$����)�����

#?�����������
��$
=���?�+�<�
�
���)����)Y�&�-���(9���)�� ���������'�:��&��5+&
$%��,����������  ,
-:��+���9�#��

�����+��%�+)�����,�
��#���	%�T +�	%��'��������,
-#���5K#6�L9����+���$�=�����)���T 9������������

����:#��?�,
-��+���$���������  ,
-���&:��+&>���)Y�&�-���(��������=��� +&�$�5+#$�5��5,�����+��� ����$
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�
�D#<��
���&,��  

1. +�	%��'����
9����+���$�,
-������+���-�( piperic acid )�����)�5����9�� Peripheral 

blood mononuclear cells (PBMCs) =��
��#�
�� (#���5��5+F

(�����&�)�,
-+F

(���

���&���:����)�5���+�5F$ ���#?����)��������� MTS assay)  

2. +�	%��'����
9����+���$�,
-������+���-�( piperic acid )�������5��
����+����9��+F

(�-+�<� 

H9 (Human T cell lymphoma) =��
��#�
��  

 

�
�D#<��
���*+�� 

1. +�	%��'����
9����+���$�)�����+����9�� Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) =�

�
��#�
�� ���#?����)��������� MTS assay 

2. +�	%��'����
9����+���$�)�������5��
����+����9��+F

(�-+�<������(����)���T =��
��#�
�� 

:��,�� +F

(�-+�<�&����
�� (HeLa) �-+�<��
���+�$�� (HEp-2) �-+�<�
?�:��=��� (HT-29) �-+�<�

+�<�+
	��9�� (H9 ,
- Jurkat) 

3. +�	%��'����
:�������K#6�L9����+���$�=������5��
����+����9��+F

(�-+�<�+�<�+
	��9��  

(Jurkat) =��
��#�
�� 

  

 #�
��$
 :���$+���#����������,�
��#���	%�#$%�?���=������=���������������
��$
 :��,��  
 


?���5#$% �Y��!�� ���9��+�	%�� ,�
��#�� &J#$%:�� 

1 

 

 

�������

������� 

Immunomodulatory activity of 

Piperine on Human Peripheral 

Blood Mononuclear Cells  

Asahi Glass Foundation  

(209,150 5�#) 

&J�5&�-��" 

2550 

2 �������

������� 

K#6�L9����+���$�=������5��
����

+����9��+F

(�-+�<�+�<�+
	��9��

�����(����)���T  

���#���"-��+�����)�(   

(64,000 5�#) 

&J�5&�-��" 

2551 

3 �������

�������  

(������(#$%

&�'���) 

����'����
9������������

����:#��?� (piperine) =����

��5��
����+����9��+F

(�-+�<� 

����)���T =��
��#�
�� 

#������������#?���#�� - 

����6( �-��55�"8�)�'���  

(20,000 5�#) 

&J�5&�-��" 

2548 

 

 ����$���
-+�$��,����������)����)Y�&�-���(=���  ������
-+�$������
����$
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��&�1����F1��	
� *+$�
,���������������	
� ����9�,
��
%���������	
� (D$��1) 

+�	%�=��5��
���)Y�&�-���( ���������-Y��,5�����+&>�9�
�)��)���T ����$
 

 

�
%�!13 1 ���#���5K#6�L9����+���$�)�����+����9�� Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) =�

�
��#�
��  

1.1 ���&��1��&(���&�),&�0�,���<��� (Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMCs) 

+�
���� 

=����,��+F

(+�<�+
	��9��&�)���
�  ������
����� Density gradient centrifugation (Bunn et al., 

2002)  ������+��-+
	��)����������+���+
	���?�=��=� EDTA tube �����
�+�	����+
	��)����������� PBS =�

��)������ 1:1 �?�+
	��#$%:��:&&���#$% 800 g +&>�+�
� 15 ��#$  �
�������
���������
?�+
	�� (plasma) #$%��������5�

��� +)�� PBS =��+#����5&����" plasma #$%������  ���=��+9�������������:&=��=��
��#$%�$ Ficoll-Hypaque 

(Density = 1.077) ������&�+&))(+
	��
�:&=��
?������T ������)������9��+
	��)���
?���+#����5 4:3  �?�:&&���

#$% 400 g +&>�+�
� 20 ��#$ �����
����+�<5���� PBMCs  F'%������-�������
�9�� Ficoll-Hypaque  ��5  PBS  (���

��&#$% 1) �?�:&&���
�������  PBS  #$% 400 g +&>�+�
� 5 ��#$  2 ��5  +#���� supernatant #�
�:&,
�� resuspend 

+F

(���������+
$
��+F

( 1-2 ml ,
��)�����5���� Trypan Blue Exclusion Method (Strober, 1991) 

red blood cell ��� 
granulocyte

Ficoll-Hypaque

PBMCs

PBS
Blood-PBS

<BU�!13
400 g  20 ��!1

 
��&#$% 1 ���,��+�<�+
	��9�� PBMCs  

 

1.2 ������	
��V!F�W���-�&-��1�*�����
��
%���������
����&(���/��,����X �,� MTS assay  

+�
����  

������
�����#?�=��+����$ (colorimetric method) ����$���&�-��5 MTS ��	� tetrazolium (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl) -2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) +&>����)�
�)��,
- 

phenazine ethosulfate (PES) #?�����#$%+&>�)����5��+
�)���    ���&�-��5 MTS �-Y���$���F(���+F

(#$%����$

�$��)����:&+&>��
�
�) formazan F'%�+&>����#$%�$�$,
-�����Y
-
��:��=������+
$
��+F

(    +�������Y���

&����"�
�
�) formazan #$%+���9'
�:�� �������������������
	�,�� (Absorbance) 9�����#$%��������
	%� 

492 ����+�)� ����������
	�,��#$%���:���-+&>�����������)����5�?����+F

(#$%�$�$��)   ���+&
$%����� 
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&�-��5 MTS =���
��+&>��
�
�) formazan ��
�  ��������#?����9��+��:F�(�$:�����$+�� 

(dehydrogenase)  #?�=�� Nicotinamide Adenine Dinucleotide (NADH)   Y���+#��+
�)���=��,�� PES   ��� 

PES #$%Y���$����(�-:&�$����(���&�-��5 MTS  =���
��+&>��
�
�) formazan =�#$%��� (�����&#$% 2)   (Riss and 

Moravec, 1996)  ��������������
��$
=���
?��� CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay 

(Promega, ����w�+�����)  =����)�����5 

Substrate

NAD

Product

NADH

Dehydrogenase

ETRETR-reduced

N
N

N

S

OCH2COOH

CH3

CH3

SO3
-

N
N

N

S
H

OCH2COOH

SO3
-

CH3

CH3

FormazanMTS

Viable cell

 
��&#$% 2  ��-5�����+�)�5�
���9��+F

(#?�=�����&�-��5  MTS +&
$%��+&>�  formazan 

 

1.3 ������	
��V!F�W���-�&-��1�*�����
��
%���������
����&(���&�),&�0�,���<������

��#���  

�
�����,��+�<�+
	��9��&�)�:��,
��  +��-+
$
��+F

(+�<�+
	��9���?���� 1 x 105  +F

()�� 200 Ul 

)���
�� =� 96-well plate  �����-)������,5��)��9��+�<�+
	��9������ Phytohemagglutinin (PHA) 5 Ug/ml 

+&>�+�
� 24 ��%����    +�	%���5+�
�,
���?�:&#���5���� 1) 0.5% DMSO ()��#?�
-
�����)  2) ��+���$�#$%

����+9��9��)���T )�
�,)� 0.1 – 100 Ug/ml    3) ��  Actinomycin D  1 ug/ml (positive control) ,
- 4) =�

�!��-#$%:���$���#���5 (negative control) �?�:&5�� (incubate) =�)��5��#$%�$���F���(5��:����:F�( 5% #$%

��"�!��� 37 °C  +&>�+�
� 24, 48 ,
- 72 ��%����  �����
�#?����)�����5K#6�L9����+���$�=������5��
����

,5��)��9��+F

(����)���T ��� MTS assay #$%�
�����9���)�� 

 

2. ������	
��V!F�W���-�&-��1�*�����
��
%���������
����&(�����&�)���#���/��,����X   

2.1 &(�����&�)��9�H
$*+'� (HT-29)   ��&�)������&
1�� (HEp-2) �����&�)�<���,��� 

(HeLa) 

+)�$��+F

(����#?����#���5+&>�+�
� 24 ��%����  ���+��-+
$
��+F

(�-+�<��?����   5 x 103  +F

()�� 

200 Ul )���
��  =� 96-well plate  �?�:&#���5���� 0.5% DMSO ()��#?�
-
����+���$�)   ��+���$� ����
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+9��9��)���T )�
�,)�   0.1–100 Ug/ml   �� Paclitaxel 30 nM (positive control) ,
-=��!��-#$%:���$���#���5 

(negative control)   �?�:&5��=�)��5��#$%�$���F���(5��:����:F�( 5% #$%��"�!���   37 °C  +&>�+�
� 72 ��%����   

 

2.2 ��&�)�&�),&�0�,���/��, H9 ��� Jurkat 

+)�$��+F

(�-+�<� H9 ,
- Jurkat  =������+
$
��+F

(=��� (fresh media) 24 ��%����  ���+��-+
$
��

+F

(�-+�<��?����   5 x 103  +F

()�� 200 Ul )���
�� =� 96-well plate  #���5���� 1) 0.5% DMSO ()��#?�


-
����+���$�)    2) ��+���$�����+9��9��)���T )�
�,)�   0.1–100 Ug/ml   3) �� Paclitaxel 30 nM (positive 

control) ,
- 4) =��!��-#$%:���$���#���5 (negative control)  �?�:&5��=�)��5��#$%�$���F���(5��:����:F�(  

5% #$%��"�!��� 37 °C  +&>�+�
� 72 ��%����   

+�	%���5+�
����#���5  +)��  MTS reagent  (CellTiter 96® AQueous One Solution  Cell 

Proliferation Assay)  20 Ul 
�=�,)�
-�
��  5��+&>�+�
� 4 ��%����=�)��5��#$%�$���F���(5��:����:F�(  5% #$%

��"�!��� 37 °C +�	%���5+�
� �?����+��-+
$
��+F

(:&&���#$% 1500 rpm 5 ��#$   ,
-+�<5�����
?�=��=����

+��-+
$
��=���+�	%��?�:&)����������������
	�,�� (Absorbance) #$%��������
	%� 492 ����+�)�   ���=�� 96-

well plate reader �����
��?���"��� (IC50 ) 9����+���$� ��	��������+9��9��9����+���$�#$%�����Y��5��
����

+����9��+F

(+�<�+
	��9��&�)�,
-+F

(�-+�<������(����)���T :�� 50 +&��(+F�)( +�	%�+#$�5��5+F

(=��
���

��5���#$%+��-+
$
��=������+
$
��+F

(&�)� ������������6(�-����������5��
����+����9��+F

(��5����

+9��9��9����+���$�������}�-���������+9��9��9����+���$�,
-����������
	�,�� (Barnett et al., 2002)  

 

3. ����������H�������V!F�W���-�&-��1���� H9 ��� Jurkat  

3.1 ������������&<[�-�����&(��� (Cytotoxicity) 

3.1.1 ������	�
, Lactate Dehydrogenase (LDH) activity 

+�
����   

+F

()����	�+F

(#$%+�	%�����+F

(Y��#?�
�� �-&
��� LDH �����=������+
$
��+F

( F'%������Y

)������:������&4������� coupled enzymatic reaction ��� tetrazolium salt �-Y���$���F(:&+&>��
�
�) 

formazan salt F'%��$�$,�� (�����&#$% 3) �?����+F

(#$%)����	�+F

(#$%+�	%�����+F

(Y��#?�
�� �-����
=���$&����"

9�� LDH ���9'
� ,
-+&>�����������)����5�
�
�) formazan #$%+���9'
� �����Y�?�:&�������������
	�,�� 

(Absorbance) #$% 492 ����+�)� ���=�� 96-well plate reader 

  ���!,��� 

+��-+
$
��+F

(�-+�<� H9 ,
- Jurkat   �?���� 5 x 103  +F

()�� 100 Ul )���
�� =��!��-)���T ����$
 

1) 0.5% DMSO 2) ��+���$�����+9��9��)���T )�
�,)�  0.1–100 Ug/ml 3) �� Paclitaxel 30 nM ,
- 

Camptothecin 145 nM (positive control)  ,
- 4) =��!��-#$%:���$���#���5=�T (negative control)  �?�:&

5��=�)��5��#$%�$���F���(5��:����:F�( 5% #$%��"�!��� 37 °C  +&>�+�
� 24  ��%����  +�	%���5+�
�,
���?���

)�����5���=�� cytotoxicity detection kit (Roche, +������)     +)��  Reaction mixture  100  Ul  
�=�,)�
-
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�
��    #�
�:��#$%��"�!���  15-25 °C     +&>�+�
�   15  ��#$  �����
�+)��  Stop solution  50  Ul 
�=�,)�
-�
��   

+9���=��+9�����   �������������
	�,�� (Absorbance) #$% 492 ����+�)�   ���=��  96-well plate reader   

�����
��?���"  %cytotoxicity  ���   

 

%cytotoxicity =      Absorbancesample – Absorbancelow control       x 100 

     Absorbance high control – Absorbance low control 

 

���   low control    ����Y'�    +F

(=��!��-#$%:���$���#���5 

                                   high control   ����Y'�   +F

(=��!��-#$%:���$���#���5,
-Y��#?�
��  

                                                                         ���� lysis buffer  

Lactate

NAD

Pyruvate

NADH

LDH

tetrazolium salt

N
N

N

S

OCH2COOH

CH3

CH3

SO3
-

Formazan salt

N
N

N

S
H

OCH2COOH

SO3
-

CH3

CH3

 
��&#$% 3  ��-5�����+�)�5�
���9��+F

(#?�=��  tetrazolium salt  +&
$%��+&>�  formazan salt 

 

3.1.2 ������	�
, Cell viability ,$�� Trypan blue dye exclusion method  

���!,��� 

+��-+
$
��+F

(�-+�<� (H9 ,
- Jurkat) �?���� 2.5 x 104  +F

()�� 1 ml )���
�� =��!��-)���T ��� 

����$
 1) 0.5% DMSO 2) ��+���$�����+9��9�� 20 Ug/ml   3) �� Paclitaxel 30 nM (positive control)  ,
- 4) 

=��!��-#$%:���$���#���5=�T (negative control) �?�:&5��=�)��5��#$%�$���F���(5��:����:F�( 5 % #$%��"�!��� 

37 °C +&>�+�
� 24, 48 ,
- 72 ��%����  �����
���5�?����+F

(#$%�$�$��),
-+F

(#$%:���$�$��)���=�� 

Hemocytometer !��=)��
�����
#����(6�����     #$%�?�
��9���  400 +#��,
-�?���"����
-����+&>����)��

+F

( (%cytotoxicity)    

 

����
-����+&>����)��+F

( (%cytotoxicity) =    �?����+F

(#$%:���$�$��)   x 100 

                       �?����+F

(#�
���� 
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�������$
���#?����)�����5�?����+F

(!���
�����#���5=��!��-)���T ���� ,
-�?���"�?����

+F

(  

 

3.2 �������������!����-�&-��1�������&	��'���&(���*���������X (Cell cycle 

analysis)  

+�
����  

Propidium iodide (PI) +&>����+�	��,��������'%� �����Y����)���$�$+�<�+�:��  �'�#?����)�������-��5

���+�	��,�� #?�=��#��5&����"�$+�<�+�,
-�?����+F

(=�,)�
-�-�-:�� ���=��+��	%�� Flow cytometer  

 ���!,��� 

�����������������#$%#?����#���5+�	%��'��� Cell cycle analysis �5����$����'���#�
�=� 

nonsynchronized  ,
- synchronized cells  #�
��$
��������:��#?�����'���=�+F

(#�
� 2 ,55  =����+)�$��  

nonsynchronized cells  #?�:��������+��-+
$
�� Jurkat  =������+
$
��+F

(=���  (fresh media)  24 ��%����

����#?����#���5+���+�$����5���#���5#$%������    ����  synchronized cells   +)�$��������:��=��

��������,��+F

( ������#?� serum starvation  +&>�+�
� 24 ��%��������#?����#���5 ( Safadi-

Chamberlain et al., 2005)    #�
��$
=����+)�$�� synchronized cells  �����Y#?�:���
����6$  ���+&>���� 

synchronize =��:��+F

(#$%+��������=��-�-+�$�����   +��� ���=���� ���+��$ ���Y'� serum starvation                

( Manguikian and Barbour , 2004, Ramos-Morales et al., 2000, Gao and Dou., 2000) F'%�+&>���6$#$%����,
-

�-���#$%���=���� synchronized +F

(    �
���#���5:���59��,)�)����-��������=�� nonsynchronized 

,
- synchronized cells ,)������=�  �$�#�
�����$�������
���Y'����#���5���=�� synchronized cells ���

=���
:��=�
�+�$����5���+����9��+F

()��&�)� =����#���5�$
���������'�+
	��=�� nonsynchronized   cells  

+���+�$����5���#���5�	%�T 9���)�� 

#?����+��-+
$
�� Jurkat �?���� 2.5 x 105 +F

()�� 5 ml )���
��=��!��-#$%�$ 1) 0.5% DMSO 2) ��

+���$�����+9��9�� 20-100  Ug/ml  3) ��  Camptothecin 145 nM  (positive control)   ,
- 4) =��!��-#$%:��

�$���#���5 (negative control)   �?�:&5��=�)��5��#$%�$���F���(5��:����:F�( 5% #$%��"�!��� 37 °C  +&>�+�
� 

24, 48 ,
- 72 ��%���� +�	%���5+�
� �?�+F

(:&&���#$%  1500 rpm  5 ��#$ #�
����� supernatant ,
��&���
������� 

PBS �����
�+)�� 35%  ethanol  1 ml  #�
�:��#$%��"�!���  4 °C  +&>�+�
� 4 ��%���� �����
��?���&���
������� PBS 

2 ���
�  �������� 50 Ug/ml propidium iodide/ 100 Ug/ml RNase A solution �?���� 500 Ul  #�
�:��#$%

��"�!�������+&>�+�
�  1 ��%����=�#$%�	�  �?�:&��+���-�(����+��	%�� FACSCalibur flow cytometer (BD 

Bioscience, ����w�+�����)  �?���"+&��(+F�)(9��+F

(=�,)�
-�-�-�����&�,��� CellQuest (BD 

Bioscience, ����w�+�����)  (Center et al., 2004)  
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3.3 ��������V!F�W���-�&-��1�������&��, Apoptosis  

3.3.1 ���	
��

�^����!�����&(��� (Cell morphology) ����   

        Fluorescent Microscope 

���!,��� 

+��-+
$
��+F

( Jurkat �?����  2.5 x 105  +F

()�� 5 ml )���
�� =��!��-#$%�$ 1) 0.2% DMSO    2) ��

+���$�����+9��9�� 40 Ug/ml 3) ��  Camptothecin 2 ,
- 10 uM  (positive control)   ,
- 4) =��!��-#$%:���$

���#���5 (negative control)   �?�:&5��=�)��5��#$%�$���F���(5��:����:F�( 5% #$%��"�!��� 37 °C +&>�+�
� 

24, 48 ,
- 72 ��%���� +�	%���5+�
� �?�:&&���#$% 1500 rpm +&>�+�
� 5 ��#$ #�
����� supernatant  &���
���+F

(

���� cold PBS ,
- resuspend ���� cold PBS 25 Ul �����
�����+F

(���� Acridine orange / Ethidium 

bromide (����+9��9�� 100 Ug/ml) 2 Ul ,
-&�-+�����"w����#��9��+F

(���=���
���}
���+��+F�)( 

(Olympus Optical, �$%&���) �?�
��9��� 400X  ��� Live cells ��	�+F

(#$%�$�$��)�-�5���+�
$���$
���"-+&>�

+�	
�+�$�����,
-����)���$+9$�� Apoptotic cells �-�$���+�
$����+&>�������	�+�<�+&>���
�����9���$+�<�+�

!��=� ����)���$+9$����	���� ,
- Necrotic cells �-�$���+�
$��
���"-+&>�+�	
�+�$�����+��	��+F

(#$%�$�$��)  

,)�����)���$���  (Ribble et al., 2005)  

3.3.2 ���	
�� DNA fragmentation �,� Gel electrophoresis 

+�
����  

���)��,55�-����#F��+&>���&,55���)��#$%�$���,)����9���$+�<�+���������  �����Y)���

��+���-�(���,)����9���$+�<�+�:�������������$+�<�+� ,
-�?�:&)��������
�����5�,��������-�����������6$

��+
��)��}�$F�� 

���
�
,,1&�)�&� 

+��-+
$
�� Jurkat �?���� 3 x 106  +F

()��15 ml  =��!��-#$%�$ 1) 0.2% DMSO  2) ��+���$�����

+9��9�� 40  Ug/ml  3) ��  Camptothecin 2 ,
- 10 UM  (positive control)  ,
- 4) =��!��-#$%:���$���

#���5 (negative control)   �?�:&5��=�)��5��#$%�$���F���(5��:����:F�( 5% #$%��"�!��� 37 °C +&>�+�
� 48 

��%����    +�	%���5+�
� �?�+F

(+��-+
$
����
��������$+�<�+����=������
?��������$+�<�+� Flexigene DNA kit  

(5����# QIAGEN GmbH, +������)     ������&���)�)-���+F

(   �?�+F

(#$%:��=��=��
��9��� 1.5 ml   +)��  

Buffer FG1  100 Ul  
�:&,
�����������&�+&)9'
�
�  �����
�+)��  Buffer FG2 /QIAGEN Protease 100  Ul  

����������
�5�
��:&��  3 ���
�  �?�:&5��=�+��	%����5�����"�!��� (heat block)  #$%��"�!���  65 °C +&>�

+�
� 10 ��#$ +)�� 100% isopropanol  200 Ul  ,
������������
�5�
��:&�� ��+�<�)-����$+�<�+� (DNA 

precipitate)  �?�:&&���#$%  10,000x g +&>�+�
� 3 ��#$ +#���� supernatant #�
�:&   ,
����%?��
��
�5���-���

#����  +)�� 70% Ethanol  200 Ul  ,
-������=��+��	%��+9������ 5 ����#$  �?�:&&���#$% 10,000x g +&>�+�
� 3 

��#$   +#���� supernatant #�
�,
����%?��
��
�5���-���#���������������� 5 ��#$   �����
�&���,��������

����  5 ��#$    +)��  Buffer FG3  30 Ul   ������=��+��	%��+9������#$%����+�<�)%?�  5 ����#$    �?�:&5��#$%

��"�!���  65 °C   +&>�+�
� 30 ��#$  +�	%���5+�
�+)���
?��
�%�  70 Ul 
�=��$+�<�+�#$%����:�� +)�� Sodium 
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acetate ����+9��9�� 3 mol/l  �?���� 10 Ul ,
- 100% Ethanol 220 Ul   ������=��+��	%��+9������  )�
�#�
�:��#$%

��"�!������� 30 ��#$  �?�:&&���  13,000  rpm +&>�+�
� 10 ��#$  +#���� supernatant #�
�,
��&���
�������  70% 

Ethanol   �����
�+#���� supernatant  #�
�   �?�:&&���,���,
��+)���
?��
�%� 20  Ul 5��#$%��"�!���  65°C +&>�+�
� 

10 ��#$  �����
��?�:&�������+9��9��9���$+�<�+�#$%����:��,
-#?���+
��)��}�$F��5�,��������-�����)��:& 

 

����
,����&�$��$����,1&�)�&� 

�������+9��9��9���$+�<�+�#$%����:�� �������������������
	�,��#$% 260 nm (OD260)  �����
��?���"

����+9��9��9���$+�<�+�#$%����:�������)� (Sambrook et al., 1989) 

 

����+9��9��9���$+�<�+�  (Ug/ml) = OD260 x dilution factor x 50   

   

�?���"&����"9���$+�<�+�#$%)������=�,)�
-)�������=���$����+9��9��+#����� +�	%��?�:&#?���+
� 

�)��}�$F��5�,��������-����� 

  

���!9���&������`�1(�
�������#$�������
 (Agarose Gel Electrophoresis) 

+)�$�� 1% agarose =� 0.5X TBE buffer  ��������%� agarose  �?���� 1 g +)�� 0.5X TBE buffer =��

�$&����)����#���+#����5 100 ml +9���=��+9����� ,
��
-
�����=��+��	%��:����+�}  �����
���=����"�!���
�
�

&�-��"  5 ��#$ �'�+# 1% agarose 
�=�Y��+#+�
  ���F$%��$ (comb) ,
-&
���=��+�
,9<�)��#$%��"�!������� 

+�	%�+�
,9<�)��,
�� +#5�}+}��(
�:&+
<�����  ����T �'�F$%��$���  +)��5�}+}��(=��#���,���+�
 ���=�����+��	�

,���+�
&�-��"  1-2 cm    ����$+�<�+�#$%����:����5�$���� (loading dye) =��+9����� ����
�=��
��9��,���

�����-�����#$%+)�$��:�� ���+����
��,���?����5�����$+�<�+�+��	%������  (DNA marker)  �����
�=����-,�:}

9���  90 ��
)(+9��=�+��	%��+&>�+�
� 50 ��#$  �$+�<�+��-+�
	%������:&���9�
�,����)��9���9���
?�����

��+
��
    +�	%���5+�
� �����$+�<�+�5�,���+�
���� Ethidium Bromide +&>�+�
� 20 ��#$  
����$����+������

�����
?��
�%� +&>�+�
� 5 ��#$ �?�,���+�
#$%�����������,
��:&)�����5�$+�<�+�!��=)�,�����$����+��	%��)���

������6�����������-,�:}}�� (Gel Documentation System)  

 

3.3.3 ���	
��<����� Phosphatidylserine (PS) �����&(����,�&��03�� Flow 

cytometer  

+�
����   

���)�����5+F

(#$% membrane Y��#?�
�������Y)�����5:�������6$ Annexin V assay  +�	%�+F

(

+��%�+��� Apoptosis �-����
=�� PS F'%���������=�9��+�	%�����+F

(+�
	%��#$%:&����������9��+�	%�����+F

( 

Annexin V F'%�+&>��&�)$�#$%�����Y��5��5&�-��
59�� PS :���$ (high affinity) �'�Y���?���=��=����)�����5

���
��$
 +�	%�+�	%�� annexin V ��5���+�	��,�� (fluorescein) +��� FITC ������5���=�� PI F'%������Y����)���$+�<�+� 

�-����=����)�����5���)��,55�-����#F�����=��+��	%���}
:F�)��+)��(:�� ���+F

(#$%����=�����#$% 1  
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(Annexin V neg – PI neg ) ����Y'�+F

(#$%�$�$��)  +F

(#$%����=�����#$% 2  (Annexin V pos – PI neg )  ����Y'�+F

(#$%

����=��-�- Early Apoptosis +F

(#$%����=�����#$% 3   (Annexin V pos – PI pos ) ����Y'�+F

(#$%����=��-�- Late 

Apoptosis ,
-+F

(#$%)��,
�� (�����&#$% 4)   (Koopman et al., 1994, Martin 1995, Vermes et al., 1995) 

1 2

34

 
 

       ��&#$% 4 ,���5��+�"+F

(=��-�-)���T 

 

���!,��� 

#?����+��-+
$
�� Jurkat  �?���� 2.5 x 105  +F

()�� 5 ml  =��!��-#$%�$ 1) 0.5% DMSO 2) ��+���$� 

����+9��9�� 20 - 100 Ug/ml 3) ��  Camptothecin 145 nM  (positive control)   ,
- 4) =��!��-#$%:���$���

#���5 (negative control)   �?�:&5��=�)��5��#$%�$���F���(5��:����:F�( 5% #$%��"�!��� 37 °C +&>�+�
� 24, 

48 ,
- 72 ��%����    +�	%���5+�
� #?��������+F

(�����
?��� Annexin V staining (BD Biosciences, 

����w�+�����)  ���&���#$% 1500 rpm 5 ��#$  &���
������� cold PBS 2 ���
� ,
�� resuspend ���� 1x binding 

buffer 100 Ul  �����
�+)�� Annexin V-FITC 5  Ul ,
- propidium iodide 5 Ul  ����T ���=��+9����� #�
�:��#$%

��"�!�������+&>�+�
� 15 ��#$=�#$%�	� +)�� 1x binding buffer  400 Ul  �����
��?�:&��+���-�(����+��	%�� 

FACSCalibur flow cytometer (BD Bioscience, ����w�+�����)  �?���"+&��(+F�)(9��+F

(=�,)�
-�-�-����

�&�,��� CellQuest (BD Bioscience, ����w�+�����)    

 

4. �����&����+��$����!��
D��� 

 ���#$%:��������#���5�-�?�+���=���&9�����+0
$%�,
-����+5$%��+5���)�w�� (mean ± SD) ������

#���5F
?� (Tripicate) ,
-#?����#�
��F
?����������������
�=�,)�
-���#�
�� �����+���-�(#���Y�)��-=��

�����+���-�(����,&�&���,55#��+�$�� (one-way analysis of varience, ANOVA) F'%�=��=������+���-�(

9����
+�	%��'�������,)�)����-������
���#���5�
��T �
��� ,
- Post Hoc test 9�� Dunnett  ������ p-

value < 0.05  �'��-Y	�����$����?����#���Y�)�  
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�������	
� 
 

1. �����-�&-��1�*�����
��
%����&	��'���&(���&�),&�0�,���<��������#��� 

 

-�&-��1��
��
%����&	��'���&(���&�),&�0�,���<��������#��� (PBMCs) *�+��,!,���  

������#���5�
��-#59����+���$�)�����+����9��+F

(+�<�+
	��9��&�)�9�������( (PBMCs) =�

�!��-#$%�$ mitogen ,
-#?����+��-+
$
��+F

(=��!��-#$%�$��+���$�#$%����+9��9��)���T ��� +&>�+�
� 24, 48 

,
- 72 ��%���� �����
�)�����5+F

(#$%�$�$��) �����6$ MTS assay �
���#�
�� �5�����+���$������Y��5��
�

���+����9�� PBMCs :�� ���,���=���&#$% 5   

#�
��$
+�	%�5��+F

(+&>�+�
� 48 ,
- 72 ��%���� �5�����+���$�#$%����+9��9�� 100 Ug/ml ��5��
����+����

9�� PBMCs :��������$����?����#���Y�)� ����$+&��(+F�)(+F

(#$%�$�$��)���+&>� 70.0% ,
- 62.3% )��
?���5 

=�9"-#$%��+���$�#$%����+9��9�� 10 Ug/ml �����Y��5��
����+����9�� PBMCs :��������$����?����#���Y�)�+�	%�

+��-+
$
��+&>�+�
� 72 ��%���� ����$+&��(+F�)(+F

(#$%�$�$��)���+&>� 86.8%    ��+���$�#$%����+9��9��������#$%=��=�

���#���5�	� 100 Ug/ml F'%������Y��5��
����+����9�� H9 :������$+&��(+F�)(+F

(#$%�$�$��)���+&>� 17.7 + 

2.9% (��&#$% 7) ,
-��5��
����+����9�� Jurkat :������$+&��(+F�)(+F

(#$%�$�$��)���+&>� 43.1 + 2.85% F'%����

K#6�L:���$����������K#6�L��5��
����+����9�� PBMCs (��&#$% 11) �"-���������?�
������=��-���������'����
:�

=�������K#6�L9����+���$�)�� PBMCs  

24                                48                                72 

0

20

40

60

80

100

120

140
0
0.1
1
10
100

Vi
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f c
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*
*
*

����&��� (/
3����)

 
��&#$% 5 ,����
9����+���$�=������5��
����+����9��+F

(+�<�+
	��9��&�)�9�������(  +��-+
$
��+F

(1 x 105  

+F

()���
��  =� culture plate 9��� 96 �
��  �����-)������,5��)��9�� PBMCs ���� PHA 5 Ug/ml ,
-

#���5������+���$�#$%����+9��9��)���T )�
�,)� 0.1-100 Ug/ml +&>�+�
� 24, 48 ,
- 72 ��%����+�	%���5+�
�
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)�����5+F

(#$%�$�$��)�����6$ MTS assay ,
-�?����+&��(+F�)(+F

(#$%�$�$��)+�	%�+#$�5��5�!��-#$%:���$��+���$�  

���#$%,����	����+0
$%�,
-����+5$%��+5���)�w�� (mean ± SD)  * ��� P < 0.05 ,�������,)�)���������$

����?����#���Y�)� 

2. �����-�&-��1�*�����
��
%����&	��'���&(�����&�)�/��,����X 

 

-�&-��1��
��
%����&	��'��� HT-29, HEp-2 ��� HeLa H,$&-1��&�)��$�� 

�
���#���5K#6�L9����+���$�=������5��
����+����9�� HT-29, HEp-2 ,
- HeLa =��
��#�
�� 

!���
�����5��+F

(+&>�+�
� 72 ��%���� ,
-)�����5���+����9��+F

( �����6$ MTS assay �
#$%:��,���=�

��&#$% 6 

0
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f c
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* **
*

 
��&#$% 6  ,����
9����+���$�=������5��
����+����9��  HT-29,  HeLa ,
- HEp-2     +��-+
$
��+F

(�?����   

5 x 103   +F

()���
�� =� culture plate 9��� 96 �
�� =��!��-#$%�$   ��+���$�����+9��9��)���T )�
�,)� 25-

200 Ug/ml +&>�+�
� 72 ��%����  +�	%���5+�
�)�����5+F

(#$%�$�$��)�����6$ MTS assay   ,
-�?����+&��(+F�)(

+F

(#$%�$�$��)+�	%�+#$�5��5�!��-#$%:���$��+���$�  ���#$%,����	����+0
$%�,
-����+5$%��+5���)�w�� (mean ± SD)  

������#�
��F
?�  3 ���
� ,
-=�,)�
-���
��-#?����#���5F
?� (tripicate)     * ��� P < 0.05  ,�������

,)�)���������$����?����#���Y�)� 

������#�
���5��� ��+���$���5��
����+����9�� HT-29, HeLa ,
- HEp-2 :��+�$��+
<�����+�	%�

#���5������+���$�#$%����+9��9�� 200 Ug/ml �5���������$+&��(+F�)(+F

(#$%�$�$��)���+&>� 76.4 %, 69.1% ,
- 

89.8 % )��
?���5 #�
��$
��+���$�)�
�,)�����+9��9�� 25-200 Ug/ml �����Y��5��
����+����9�� HEp-2 :��������$

����?����#���Y�)�+�	%�+#$�5��5�
�����5��� �����:��<)��������K#6�L9����+���$�)�� HEp-2 :��:��+��%�9'
�)��

����+9��9��,)������=� 
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3. -�&-��1��
��
%����&	��'��� H9 *�+��,!,���H,$������1�
�
9��
'!��
D��� 

���#���5K#6�L9����+���$�#$%����+9��9��)�
�,)� 0.1–100 Ug/ml =������5��
����+����9�� H9 =�

�
��#�
�� ���5��+F

(+&>�+�
� 72 ��%���� ,
-)�����5���+����9��+F

( �����6$ MTS assay �
#$%:��

,���=���&#$% 7 
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��&#$% 7  �
9����+���$�=������5��
����+����9��  H9   +��-+
$
��+F

(�?����   5 x 103   +F

()���
�� =� 

culture plate 9��� 96 �
�� =��!��-#$%�$��+���$�����+9��9��)���T )�
�,)�  0.1-100 Ug/ml +&>�+�
� 72 ��%����  

)�����5���+����9��+F

(�����6$  MTS assay �
#$%:��,���=���&9�����+0
$%�,
-����+5$%��+5���)�w�� 

(mean ± SD)  ������#���5F
?� 3 ���
� ,
-=�,)�
-���
��-#?����#���5F
?� (tripicate)   * ��� P < 0.05   

,�������,)�)���������$����?����#���Y�)�   

������#���5=� H9 �5�����+���$�#$%����+9��9�� 100 Ug/ml �����Y��5��
����+����9�� H9 :�� 

����$+F

(����$��)���+&>� 17.7 + 2.9% +�	%�5��+F

(+&>�+�
� 72 ��%����  �������$
����5��������5��
����

+����9�� H9 �$
���-+&>�  Dose-dependent effect ����-���K#6�L�$9'
�+�	%�+��%�����+9��9��,
-�$��� IC50 

+#����5 14.7 + 2.1 Ug/ml F'%�+&>��������5������K#6�L9����+���$�=������5��
����+����9��+F

(�-+�<�+�<�

+
	��9��+&>����
�,�� #�
��$
��+���$�#$%����+9��9��+�$�� 5 Ug/ml �<�����Y��5��
����+����9�� H9 :��������$

����?����#���Y�)�  �����&#$% 8 
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��&#$% 8  �
9����+���$�=������5��
����+����9�� H9 +��-+
$
��+F

(�?����  5x 103   +F

()���
��   

=� culture plate 9��� 96 �
��  =��!��-#$%�$��+���$�����+9��9��)���T )�
�,)�  5-100 Ug/ml +&>�+�
� 72 

��%����  )�����5���+����9��+F

(�����6$ MTS assay  �
#$%:��,���=���&9�����+0
$%�,
-����+5$%��+5�

��)�w�� (mean ± SD)  ������#���5F
?� 3 ���
� ,
-=�,)�
-���
��-#?����#���5F
?� (tripicate)   * ��� P < 

0.05   ,�������,)�)���������$����?����#���Y�)�   CPT ����Y'� Camptothecin  

 

2. ��������������&<[�-�����&(��� (Cytotoxicity)  

2.1 -�&-��1�&<[�-�����  H9 

2.1.1 ���	
������&<[�-����� H9 �,�������	�
, LDH activity 

+F

(#$%+�	%�����+F

(Y��#?�
�� �-&
��� LDH ��������9'
�    LDH +&>�+��:F�(#$%:&

���� lactate :���
�)!�"8(+&>� Formazan salt #$%+����$ �����
�LDH activity �'��$���,&����)��

&����" Formazan salt #$%+���9'
� ,
-�����Y)����������������
	�,�� (Absorbance) 9��

�
�
�)#$% 492 ����+�)�,
-�?���" %cytotoxicity :����������   

%cytotoxicity =      Absorbancesample – Absorbancelow control      x 100 

              Absorbance high control – Absorbance low control 

���   low control    ����Y'�  +F

(=��!��-#$%:���$���#���5 

                                  high control ����Y'�   +F

(=��!��-#$%:���$���#���5,
-Y��#?�
��  

                                                                      ���� lysis buffer  
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������#�
���5�����+���$�#$%����+9��9�� 20, 40 ,
- 100 Ug/ml �$����+&>����

)��+F

(    ���+&>� 16.0%, 22.3% ,
- 27.3% cytotoxicity )��
?���5 ���+��%����9'
�)��

����+9��9��9����+���$� ,��������+���$�+&>����)�� H9 ���=���$ LDH activity ���9'
� �
#$%

:�����,���=���&#$% 9    

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

Piperine concentration (�g/ml)

%
 C

yt
ot

ox
ic

ity

0             5            10           20           40         100      high control 

*
**

 
��&#$% 9 �
9����+���$�)�� LDH activity 9��  H9 +��-+
$
��+F

(�?����   5 x 103   +F

()���
�� =� culture 

plate 9��� 96 �
��   =��!��-#$%�$��+���$�����+9��9��)���T )�
�,)� 0-100 Ug/ml +&>�+�
� 24 ��%���� 

)�����5 LDH activity  ���=�� LDH Cytotoxicity Detection Kit (Roche, +������)  �
#$%:��,���=���&9��

���+0
$%�,
-����+5$%��+5���)�w�� (mean ± SD)  ������#���5F
?� 5 ���
� ,
-=�,)�
-���
��-#?����#���5

F
?� (tripicate)   * ��� P < 0.05   ,�������,)�)���������$����?����#���Y�)�  

 

2.1.2 ���	
������&<[�-����� H9 �,���F1 Trypan Blue Exclusion Method   

����'�������+&>����9����+���$�)�� H9 #?�:��������+��-+
$
��+F

(#$%�!��-)���T +&>�+�
� 24, 48 

,
- 72 ��%���� �����
�����+F

(���� trypan blue stain ��5�?����+F

(#$%�$�$��),
-+F

(#$%:���$�$��) ,
-

�?���"�?����+F

(#$%�$�$��),
-����
-����+&>����)��+F

(  (%cytotoxicity)  

 

      �?����+F

(#$%�$�$��) (cell/ml) = +F

(#$%�$�$��) x dilution factor x104 cell/ml 

      

       ����
-����+&>����)��+F

(  =       +F

(#$%:���$�$��)       x 100 

       �?����+F

(#�
���� 
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����
���#�
���5���+�	%�5��+F

(+&>�+�
� 72 ��%���� �?���� H9 #$%�$�$��)=��!��-#$%:���$���

#���5���+&>� 22.7 + 2.31 x104 +F

( ������+���$�#$%����+9��9�� 20 Ug/ml ����
=���?����+F

(#$%�$�$��)


�
�����$���+#����5 6.6 + 1.97 x104+F

( �	����:�������+���$��$�
#?�=���?����+F

(
�
� (���,���=���&#$% 

10A)  

+�	%�#���5 H9 ,
-��+���$�#$%����+9��9�� 20  Ug/ml  +&>�+�
� 24, 48, 72 ��%����  �5��� 

%cytotoxicity �$���+#����5 12.5 + 5.19%, 26.6 + 2.1% ,
- 40.7 + 0.58% )��
?���5 ,���=��+�<������+���$�

�$����+&>����)��  H9 +��%����9'
�+�	%�+�
�+��%�9'
�  (time-dependent effect)  (�����&#$% 10B)   

0
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����&��� (/
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��&#$% 10 ,����
���#���5 H9  =��!��-)���T :��,�� 1) ��+���$� 20  Ug/ml  2) �� Paclitaxel 30 nM ,
- 

Camptothecin 145 nM (positive control) ,
- 3) =��!��-#$%:���$���#���5=�T (negative control) +&>�
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+�
� 24, 48 ,
- 72 ��%���� �
#$%:��,���=���&9�����+0
$%�,
-����+5$%��+5���)�w�� (mean ± SD) ������

#���5F
?� 4 ���
�  * ��� P < 0.05 ,�������,)�)���������$��������#���Y�)� A) ,����?����+F

(#$%�$�$��)=�

�!��-)���T !���
�����#���5  B) ,��� % cytotoxicity  =��!��-)���T !���
�����#���5 

 

***** &�03�!9����!,
����D���
%��1% -����&(��� H9 ���H��!���
�&+�# ��$��	
�H��
����D+�&(��� 

H9 ��!9����!,������H,$	��&<�13��H<!9����!,
���
� Jurkat  �!� ***** 

 

4. -�&-��1��
��
%����&	��'��� Jurkat *�+��,!,���H,$������1�
�
9��
'!��
D��� 

�
���#���5K#6�L9����+���$�#$%����+9��9��)�
�,)� 0.1–100 Ug/ml =������5��
����+����9�� Jurkat 

=��
��#�
�� ���5��+F

(+&>�+�
� 72 ��%���� ,
-)�����5���+����9��+F

(�����6$ MTS assay �5�����

+���$�#$%����+9��9��10 Ug/ml �����Y��5��
����+����9�� Jurkat :��������$����?����#���Y�)� ,
-�$+&��(+F�)(

+F

(#$%�$�$��)���+&>� 69.6 + 1.82% �����&#$% 11 
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��&#$% 11 �
9����+���$�=������5��
����+����9�� Jurkat  +��-+
$
��+F

(�?����   5 x 103   +F

()���
��  =� 

culture plate 9��� 96 �
��   =��!��-#$%�$��+���$�����+9��9��)���T )�
�,)� 0.1-100 Ug/ml +&>�+�
� 72 

��%����  )�����5���+����9��+F

(�����6$ MTS assay �
#$%:��,���=���&9�����+0
$%�,
-����+5$%��+5�

��)�w�� (mean ± SD)  ������#���5F
?� 3 ���
� ,
-=�,)�
-���
��-#?����#���5F
?� (tripicate)   * ��� P < 

0.05   ,�������,)�)���������$����?����#���Y�)�    



19 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

Piperine concentration (�g/ml)

0           5          10          20         40         80       100  Paclitaxel  CPT
                                                                                       30 nM   145 nM 

Vi
ab

ili
ty

 (%
 o

f c
on

tr
ol

)

*

*

* *

* *

*
*

 
��&#$% 12  �
9����+���$�=������5��
����+����9�� Jurkat  +��-+
$
��+F

(�?����   5 x 103   +F

()���
��  =� 

culture plate 9��� 96 �
��   =��!��-#$%�$��+���$�����+9��9��)���T )�
�,)� 5-100 Ug/ml +&>�+�
� 72 ��%����  

)�����5���+����9��+F

(�����6$ MTS assay  �
#$%:��,���=���&9�����+0
$%�,
-����+5$%��+5���)�w�� 

(mean ± SD)  ������#���5F
?� 3  ���
� ,
-=�,)�
-���
��-#?����#���5F
?� (tripicate)   * ��� P < 0.05   

,�������,)�)���������$����?����#���Y�)�   CPT ����Y'� Camptothecin  

���#���5=� Jurkat �5�����+���$�#$%����+9��9�� 5 Ug/ml �����Y��5��
����+����9�� Jurkat :��

������$����?����#���Y�)� �����:��<)��+�	%�+��%�����+9��9��9'
�)�
�,)� 20-100 Ug/ml :���5��������5��
�+��%����

9'
�)������+9��9��#$%#���5 ����5�����+���$�#$%����+9��9�� 20, 40, 80 ,
- 100 Ug/ml ����
=���$+&��(+F�)(

+F

(#$%�$�$��)���+&>� 51.9 + 9.22%, 44.7 + 4.50%, 40.3 + 1.08% ,
- 43.1 + 2.85% )��
?���5 F'%������5��
�

���+����9�� Jurkat #$%����+9��9�� 20-100 Ug/ml ��
�:��,)�)������+�	%�#���5���#���Y�)�  �����&#$%  12  

 

2.2 -�&-��1�H��&<[�-�����  Jurkat 

2.2.1 ���	
������&<[�-����� Jurkat �,�������	�
, LDH activity 

+�	%�5��+F

(+&>�+�
� 24 ��%���� #?����)������  LDH activity ������#�
���5��� 

LDH activity �$���)%?�,������+9��9��9����+���$��-���Y'� 100 Ug/ml ,���=��+�<������+���$�

:���$����+&>����)�� Jurkat �
#$%:�����,���=���&#$% 13 
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��&#$% 13 �
��+���$�)���-��5 LDH activity 9�� Jurkat +��-+
$
��+F

(�?����   5 x 103   +F

()���
�� =� 

culture plate 9��� 96 �
��    =��!��-#$%�$��+���$�����+9��9��)���T )�
�,)� 0-100 Ug/ml +&>�+�
� 24 ��%���� 

)�����5 LDH activity �
#$%:��,���=���&9�����+0
$%�,
-����+5$%��+5���)�w�� (mean ± SD)  ������

#���5F
?� 4 ���
� ,
-=�,)�
-���
��-#?����#���5F
?� (tripicate)   * ��� P < 0.05   ,�������,)�)���������$

����?����#���Y�)�   

 

2.2.2 ���	
������&<[�-����� Jurkat �,���F1 Trypan Blue Exclusion Method   

�'�������+&>����9����+���$�)�� Jurkat ���5��+F

(#$%�!��-)���T ���+&>�+�
� 24, 48 ,
- 72 

��%���� #?��������+F

(���� trypan blue stain ,
-)�����5�?����+F

(#$%�$�$��),
-+F

(#$%:���$�$��)!��=)�

�
�����
#����( �?���"�?����+F

(#$%�$�$��),
-����
-����+&>����)��+F

(  (%cytotoxicity)  ��������

9���)�� �
#$%:��,��������& 14  

������#�
���5��� +�	%�5��+F

(=��!��-#$%:���$���#���5,
-=��!��-#$%�$��+���$� 20 Ug/ml +&>�

+�
� 72 ��%����  �?����+F

(#$%�$�$��)�$���+#����5  44.5 + 6.76% ,
- 21.8 + 4.50%  )��
?���5  ,��������+��

�$��$�
#?�=���?����+F

(
�
�  (�����&#$% 14)   

�������$
����5���=�#���!��-���#���5 :���5+F

(#$%:���$�$��)  ,
-�$  %Viability +#����5 100 =�

#���!��- ,��������+���$��$�
#?�=�����+����9��+F

(
�
������:��+&>����)��+F

(,)������=�   
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��&#$% 14 ,����?����+F

(#$%�$�$��)9�� Jurkat  =��!��-)���T :��,�� 1) ��+���$� 20  Ug/ml 2) �� Paclitaxel 30 

nM ,
- Camptothecin 145 nM (positive control) ,
- 3) =��!��-#$%:���$���#���5=�T (negative control)   

+&>�+�
� 24, 48 ,
- 72 ��%���� �
#$%:��,���=���&9�����+0
$%�,
-����+5$%��+5���)�w�� (mean ± SD) ���

���#���5F
?� 4 ���
�  * ��� P < 0.05 ,�������,)�)���������$����?����#���Y�)� 

  

���&:����� +�	%�#���5������+���$�#$%����+9��9�� 20 Ug/ml �-����
=���?���� H9 
�
� ,
-��+���$�

�$����+&>����)�� H9 #?�=��+F

()��+��%�9'
�+�	%��-�-+�
�+��%�9'
� =�#��)�����9���+�	%�#���5������+���$�#$%

����+9��9��+�$������
�5�5����?���� Jurkat 
�
�,)���+���$�:��+&>����)�� Jurkat ,)������=� +���+�$����5

������K#6�L9�� Paclitaxel ,
- Camptothecin �5�����#�
�������������Y��5��
����+����9�� Jurkat :�� ,)�

:��+&>����)��+F

(,)������=� ���������'�#?�����'���������
��-#59����+���$�)���
:����+����9�� Jurkat 

������)�����5�
��-#59����+���$�)�����+����9��+F

(=��-�-)���T 

 

3. �����!����-�&-��1�������&	��'���&(���*���������X 

 ������#���59���)���5�����+���$���5��
����+����9�� Jurkat :�����:��+&>����)��+F

( #�
��$
���+&>�

�
+�	%����������������
����+����9��+F

(=���4����+F

( (Cell cycle) F'%�)�����5:��������)������

&����"�$+�<�+� (DNA content) 9��+F

( ���#?����5��+F

(=��!��-)���T +&>�+�
� 24, 48 ,
- 72 ��%����   

)������&����"�$+�<�+�,
-�?����+F

(=�,)�
-�-�-!���
������������� Propidium Iodide ���=��+��	%��

�}
:F�)��+)��( 

�������'����5���+�	%�5��+F

(+&>�+�
� 24 ��%����  ��+���$�#$%����+9��9�� 20, 40, 80 ,
- 100  

Ug/ml  ������
����+����9�� Jurkat :�� ����
=��+F

(=��-�- G0/G1 +��%�9'
�+&>�  50.54%, 52.02%, 50.86% 

,
- 56.09% )��
?���5 +#$�5��5 46.55% =��!��-��5��� (�����&#$% 15) +�	%�5��+F

(��5 48 ��%�����5���  ��

+���$�#$%����+9��9�� 20, 40, 80 ,
- 100 Ug/ml  ������
����+����9�� Jurkat :�� ����
=�����+����9��+F

(



22 

=��-�- G0/G1 +��%�9'
�+&>� 46.05%, 65.57%, 63.11% ,
- 62.50% )��
?���5 +#$�5��5 43.79% =��!��-

��5��� (�����&#$% 16) ,
-+�	%�5��+F

(��5 72 ��%���� �5���+���$�#$%����+9��9�� 20, 40, 80 ,
- 100 Ug/ml  

����
=�����+����9��+F

(=��-�- G0/G1 +��%�9'
�+&>� 45.49%, 62.63%, 66.26% ,
- 63.53%  )��
?���5 

+#$�5��5 32.47% =��!��-��5��� (�����&#$% 17) �-+�<�:�����#$%+�
� 72 ��%���� ��+���$�#$%����+9��9�� 20, 40, 

80 ,
- 100 Ug/ml ������
����+����9�� Jurkat :��#$%�-�- G0/G1 :��  13.02%, 30.16%, 33.79% ,
-  31.06% 

)��
?���5  
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3.1 �����-�&-��1�������&	��'���&(���*���������X !13&��� 24 /
3���� 

A) control     B) 0.2% DMSO    

SubG1 =  0.68%

G0/G1 = 46.55%

S = 18.23%

G2/ M  = 35.31% 

                

SubG1 = 1.01%

G0/G1 = 47.71%

S = 17.8%

G2/ M  = 34.35% 

  
 

C) 0.5% DMSO     D) ��+���$� 20 Ug/ml    

SubG1 =  0.49%

G0/G1 = 45.43%

S = 18.09%

G2/ M  = 36.76% 

                

SubG1 = 1.16 %

G0/G1 = 50.54%

S = 17.65%

G2/ M  = 31.53% 

  
 

E) ��+���$� 40 Ug/ml    F) ��+���$� 80 Ug/ml        

SubG1 = 0.56%

G0/G1 = 52.02%

S = 17.29%

G2/ M  = 30.81% 

             

SubG1 = 1.87%

G0/G1 = 50.86%

S = 16.99%

G2/ M  = 30.27% 

 
 

G) ��+���$� 100 Ug/ml    H) Camptothecin 145 nM         

SubG1 = 1.21%

G0/G1 = 56.09%

S = 16.09%

G2/ M  = 27.36% 

             

SubG1 = 3.85%

G0/G1 = 64.81%

S = 22.13%

G2/ M  = 9.93% 

 
 

��&#$% 15  ,����
���)������&����"�$+�<�+������������ propidium iodide ,
-�'����?����+F

(=�,)�
-

�-�-����+��	%���}
:F�)��+)��( �
#$%:��,���=���&9��+&��(+F�)(+F

(=�,)�
-�-�- ������#���5 1 =� 2 

���
� 
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3.2 �����-�&-��1�������&	��'���&(���*���������X !13&��� 48 /
3���� 

 A) control      B) 0.2% DMSO 

SubG1 = 0.71%

G0/G1 = 43.79%

S = 20.43%

G2/ M  = 35.74% 

                 

SubG1 = 0.78%

G0/G1 = 49.48%

S = 17.16%

G2/ M  = 32.90% 

   
        

C) 0.5% DMSO     D) ��+���$� 20 Ug/ml   

SubG1 = 1.10%

G0/G1 = 41.82%

S = 16.52%

G2/ M  = 41.07% 

                    

SubG1 = 0.62%

G0/G1 = 46.25%

S = 20.82%

G2/ M  = 32.71% 

              
 

E) ��+���$� 40 Ug/ml     F) ��+���$� 80 Ug/ml    

SubG1 = 1.30%

G0/G1 = 65.57%

S = 15.14%

G2/ M  = 18.81% 

               

SubG1 = 2.79%

G0/G1 = 63.11%

S = 12.22%

G2/ M  = 22.11% 

  
 

      G) ��+���$� 100 Ug/ml  H) Camptothecin 145 nM        

SubG1 = 2.25%

G0/G1 = 62.50%

S = 14.02%

G2/ M  = 21.31% 

                 

SubG1 = 6.65%

G0/G1 = 13.12%

S = 73.37%

G2/ M  = 6.93% 

         
             

��&#$% 16  ,����
���)������&����"�$+�<�+������������ propidium iodide ,
-�'����?����+F

(=�,)�
-

�-�-����+��	%���}
:F�)��+)��( �
#$%:��,���=���&9��+&��(+F�)(+F

(=�,)�
-�-�- ������#���5 1 =� 2 

���
� 

 

 

 



25 

3.3 �����-�&-��1�������&	��'���&(���*���������X !13&��� 72 /
3���� 

A) control     B) 0.2% DMSO   

SubG1 = 2.01%

G0/G1 = 32.47%

S = 13.19%

G2/ M  = 51.12% 

                

SubG1 = 0.83%

G0/G1 = 47.15%

S = 19.21%

G2/ M  = 33.16% 

        
  

C) 0.5% DMSO     D) ��+���$� 20 Ug/ml     

SubG1 = 0.98%

G0/G1 = 43.25%

S = 17.84%

G2/ M  = 38.17% 

                

SubG1 = 0.99%

G0/G1 = 45.49%

S = 20.11%

G2/ M  = 33.71% 

        
  

E) ��+���$� 40 Ug/ml    F) ��+���$� 80 Ug/ml     

  

SubG1 = 2.06%

G0/G1 = 62.63%

S = 17.02%

G2/ M  = 18.60% 

            

SubG1 = 2.51%

G0/G1 = 66.26%

S = 18.65%

G2/ M  = 13.18% 

            
 

G) ��+���$� 100 Ug/ml    H) Camptothecin 145 nM         

   

SubG1 = 3.47%

G0/G1 = 63.53%

S = 15.22%

G2/ M  = 18.56% 

  

SubG1 = 5.26%

G0/G1 = 29.73%

S = 50.76%

G2/ M  = 15.13% 

          
             

��&#$% 17  ,����
���)������&����"�$+�<�+������������ propidium iodide ,
-�'����?����+F

(=�,)�
-

�-�-����+��	%���}
:F�)��+)��( �
#$%:��,���=���&9��+&��(+F�)(+F

(=�,)�
-�-�- ������#���5 1 =� 2 

���
�



A) 24 /
3���� 

SubG1 =  0.68%

G0/G1 = 46.55%

S = 18.23%

G2/ M  = 35.31% 

SubG1 = 1.16 %

G0/G1 = 50.54%

S = 17.65%

G2/ M  = 31.53% 

 

SubG1 = 0.56%

G0/G1 = 52.02%

S = 17.29%

G2/ M  = 30.81% 

 

SubG1 = 1.87%

G0/G1 = 50.86%

S = 16.99%

G2/ M  = 30.27% 

 

SubG1 = 1.21%

G0/G1 = 56.09%

S = 16.09%

G2/ M  = 27.36% 

    
 

B) 48 /
3����   

SubG1 = 0.71%

G0/G1 = 43.79%

S = 20.43%

G2/ M  = 35.74% 

 

SubG1 = 0.62%

G0/G1 = 46.25%

S = 20.82%

G2/ M  = 32.71% 

 

SubG1 = 1.30%

G0/G1 = 65.57%

S = 15.14%

G2/ M  = 18.81% 

 

SubG1 = 2.79%

G0/G1 = 63.11%

S = 12.22%

G2/ M  = 22.11% 

 

SubG1 = 2.25%

G0/G1 = 62.50%

S = 14.02%

G2/ M  = 21.31% 

 
 

C) 72 /
3���� 

SubG1 = 2.01%

G0/G1 = 32.47%

S = 13.19%

G2/ M  = 51.12% 

 

SubG1 = 0.99%

G0/G1 = 45.49%

S = 20.11%

G2/ M  = 33.71% 

 

SubG1 = 2.06%

G0/G1 = 62.63%

S = 17.02%

G2/ M  = 18.60% 

 

SubG1 = 2.51%

G0/G1 = 66.26%

S = 18.65%

G2/ M  = 13.18% 

 

SubG1 = 3.47%

G0/G1 = 63.53%

S = 15.22%

G2/ M  = 18.56% 

 
   control         ��+���$� 20 Ug/ml      ��+���$� 40 Ug/ml  ��+���$� 80 Ug/ml                ��+���$� 100 Ug/ml 

��&#$% 18 ,����
���)������&����"�$+�<�+������������ propidium iodide ,
-�'����?����+F

(=�,)�
-�-�-����+��	%���}
:F�)��+)��(  +�	%�5��+F

(=��!��-

)���T +&>�+�
�  A) 24 ��%����  B) 48 ��%����  C) 72 ��%����  �
#$%:��,���=���&9��+&��(+F�)(+F

(=�,)�
-�-�- ������#���5 1 =� 2 ���
� 

26 
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,��������+���$��$�
#?�=��+�����������-���9��+F

(#$%�-�- G0/G1 �������$
����5���+�	%�5��+F

(

������+���$� 100 Ug/ml +&>�+�
� 24, 48 ,
- 72 ��%���� �$ Apoptotic cells F'%��������=��-�- Sub G1 +��%�9'
�

+&>� 1.20%, 2.25% ,
- 3.47% )��
?���5  

 

4. ����������V!F�W���-�&-��1�������&��, Apoptosis  

4.1 ��������	
��

�^����!�����&(��� (Cell morphology) ���� Fluorescent     

Microscope 

 ����'����
9����+���$�)����"w����#��9�� Jurkat #?�:������������+F

(���� Acridine 

orange/Ethidium bromide !���
�����5��+F

(������+���$�+&>�+�
� 24, 48 ,
- 72 ��%���� ,
-

)�����5��&����,
-
���"-9��+F

(!��=)� Fluorescent  Microscope  �5��� Live cells ��	�+F

(

#$%�$�$��)�-+�<����+�
$���$
���"-+&>�+�	
�+�$�����,
-����)���$+9$�� (L) ���� Apoptotic cells �-+�<�

���+�
$���$
���"-��+&>�������	��$��
�����9���$+�<�+�����!��=� ����)���$+9$����	���� (A) ,
- 

Necrotic cells +�<����+�
$���$
���"-+&>�+�	
�+�$�����+��	��+F

(#$%�$�$��)  ���,)�����)���$��� (N) 

 +�	%�5��+F

(+&>�+�
� 24, 48 ,
- 72 ��%����������+���$� 20 Ug/ml :���5 Apoptotic cells 

,)������=� (:��:��,���9����
) ,
-+�	%�+��%�����+9��9��9����+���$�+&>� 40 Ug/ml " +�
� 24 ��%���� 

�<:���5  Apoptotic cells +���+�$����� ,)�+�	%�+��%�+�
�+&>� 48 ,
- 72 ��%�����5����$ Apoptotic cells 

���+&>�  1% ,
- 3% )��
?���5  (�����&#$% 19-21)   
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4.1.1 �����-�&-��1����

�^����!����� Jurkat &�03����&(���&<[�&��� 24 /
3����   

A) control 

                 
 

B) 0.2% DMSO 

                
 

 C) ��+���$� 40 Ug/ml 

                 
 

D) Camptothecin 2 UM   

                  
 

��&#$% 19  ,����
9����+���$�)����"w����#��9��  Jurkat  ���� Fluorescent  Microscope 

 

 

 

 

L

L

L

L
A
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4.1.2 �����-�&-��1����

�^����!�����  Jurkat  &�03����&(���&<[�&��� 48  /
3����   

A) control 

                  
    

B) 0.2% DMSO 

                        
 

C) ��+���$� 40 Ug/ml 

                    
 

D) Camptothecin 2 UM  

                 
 

��&#$% 20 ,����
9����+���$�)����"w����#��9��  Jurkat  ���� Fluorescent  Microscope 

 

 

 

 

A
L

A

L

L

L
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4.1.3 �����-�&-��1����

�^����!�����  Jurkat  &�03����&(���&<[�&��� 72 /
3����   

A) control 

                           
  

B) 0.2% DMSO 

                           
        

C) ��+���$� 40 Ug/ml 

                            
 

  D) Camptothecin 2 UM  

                     
 

��&#$% 21 ,����
9����+���$�)����"w����#��9�� Jurkat ���� Fluorescent Microscope 

 

 

 

 

A

A

L

L

L

L

A
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4.2 ������	
�� DNA fragmentation �,� Gel electrophoresis 

+�	%�)�����5K#6�L9����+���$�=��������?�=��+��� apoptosis ������)�����5���+��� DNA 

fragmentation ��� gel electrophoresis +��%�+)�� #?����+��-+
$
�� Jurkat  �?���� 3 x 106  +F

(  =��!��-#$%

�$  1) 0.2% DMSO  2) ��+���$� 40  Ug/ml 3) ��  Camptothecin 2 ,
- 10 UM  (positive control)   ,
- 4) 

=��!��-#$%:���$���#���5 (negative control) +&>�+�
� 6, 12, 18, 24 ,
- 48 ��%���� �����$+�<�+�,
-�?�:&

)�����5 ����
���#���5 :���5����$��
�����9���$+�<�+� (DNA fragment) =�#���!��-9�����#���5���

:&Y'� positive control ,)������=� ,
-,������-+��%��-�-+�
�,
-����+9��9��9�� positive control =����

#���5,
���<)�� #�
��$
���+&>�+���-+#������	�����
?��������$+�<�+� Flexigene DNA kit  (QIAGEN, +������) 

#$%+
	��=��:�������Y)�)-�����
������$+�<�+�#$%�$9���+
<�:�� �'�:�������Y)��������
�����9���$+�<�+�:�����

+#��������
��� #�
��$
 �"-���������-:��#?�����'���+��%�+)��������&��5+&
$%��+#������6$,
-�
?���#$%=��=����

�����$+�<�+�)��:& 

 

4.3 ������	
�� Phosphatidylserine (PS) �����&(��� 

���)�����5 PS 5����+F

(��� Annexin V-FITC staining +�	%��	�������+��� Apoptosis F'%������Y

)�����5:��,��=��-�-,��T 9�����+��� apoptosis #?�:��������5��+F

(=��!��-)���T +&>�+�
� 3, 6, 9, 

12, 24, 48 ,
- 72 ��%���� ����+F

(���� Annexin V-FITC staining (BD Biosciences, ����w�+�����) 

)�����5 PS 5���� Jurkat ������)����������+��	%���}
:F�)��+)��( ����
���#�
���5�����+���$�#��

����+9��9��#$%#���5:������?�=��+��� Apoptosis ,)������=� (�����&#$% 22-24) 
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4.3.1 ��������	
�� Phosphatidylserine (PS) �����&(���&�03����&(���&<[�&��� 24  

/
3����   

 

A) control     B) 0.5% DMSO 

Annexin V

PI 98.17%

0.82%

0.72%0.28%

   Annexin V

PI 98.80%

0.67%

0.48%0.05%

 
  

 

  

       

C) ��+���$� 20 Ug/ml    D) ��+���$� 40 Ug/ml 

Annexin V

PI 98.50%

0.67%

0.76%0.07%

   Annexin V

PI 98.50%

0.73%

0.67%0.10%

 
  

 

  

 

 

E) ��+���$� 80 Ug/ml         F) Camptothecin 145 nM 

Annexin V

PI 97.92%

1.18%

0.78%0.12%

   Annexin V

PI 95.37%

3.47%

1.14%0.02%

 
              

     

                             

��&#$% 22  ,����
���)�����5 PS 5����+F

(���  Annexin V-FITC staining 
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4.3.2 ��������	
�� Phosphatidylserine (PS) �����&(���&�03����&(���&<[�&��� 48 

/
3����   

 

A) control     B) 0.5% DMSO 

Annexin V

PI 99.04%

0.56%

0.27%0.13%

   Annexin V

PI 98.71%

0.39%

0.58%0.32%

 
   

 

 

 

C) ��+���$� 20 Ug/ml    D) ��+���$� 40 Ug/ml 

Annexin V

PI 99.25%

0.45%

0.22%0.07%

   Annexin V

PI 98.71%

0.66%

0.59%0.04%

 
          

 

 

 

E) ��+���$� 80 Ug/ml         F) Camptothecin 145 nM 

Annexin V

PI 98.77%

0.62%

0.54%0.07%

   Annexin V

PI 91.32%

5.62%

3.02%0.04%

 
                

        

                       

��&#$% 23  ,����
���)�����5 PS 5����+F

(���  Annexin V-FITC staining 
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4.3.3 ��������	
�� Phosphatidylserine (PS) �����&(���&�03����&(���&<[�&��� 72  

/
3����   

 

A) control     B) 0.5% DMSO 

Annexin V

PI 98.42%

0.39%

0.45%0.75%

   Annexin V

PI 98.68%

0.44%

0.36%0.52%

 
      

 

 

 

C) ��+���$� 20 Ug/ml    D) ��+���$� 40 Ug/ml   

Annexin V

PI 98.90%

0.47%

0.39%0.23%

   Annexin V

PI 98.21%

0.79%

0.86%0.14%

 
   

 

 

 

E) ��+���$� 80 Ug/ml    F) Camptothecin 145 nM 

Annexin V

PI 97.21%

1.33%

1.28%0.17%

   Annexin V

PI 84.07%

10.97%

4.53%0.43%

 
   

 

                   

��&#$% 24  ,����
���)�����5 PS 5����+F

(���  Annexin V-FITC staining   
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�#< �"�<����� ����$�&
����� 

&����5���	�����:���$5#5�#=����&������,
-��������)���T ���9'
�  ���Y'�����-+�<�F'%�+&>���+�)�

9�����+�$��$��)�����5)��T 9��&�-+#�:#�   �����
�����'���������
9���	�����:��)��+F

(�-+�<� �'���5����$

&�-����(�������%�)�������/���� +�	%�=��=�������������-+�<�=�����) 9"-�$
�$��������������+�$%����5�	�

����:��#$%��:#�����5���!���������,����
�����:&Y'�����:#��?� F'%��$�����+���$�+&>�����&�-��5�
�� 

,
-�$K#6�L#���$�!��=�����)���T ���:&Y'�K#6�L=������5��
����+����9��+F

(�-+�<�=����#�
�� ���

�'�����������
��$
+&>�����������
�,��    #$%#?�����'����
9����+���$�)�����+����9��+F

(�-+�<������(����)���T 

=��
��#�
��  ,
-+&>�����������
�,��#$%#?�����'����
9����+���$�)��+F

(+�<�+
	��9��&�)�9�������(=�

�
��#�
��   ���:&Y'�����'����
:�������K#6�L9����� ���#?�����'��������=� HT-29, HEp-2, HeLa, 

H9, Jurkat ,
- Human PBMCs   

�������'����5�����+���$���5��
����,5��)��9�� HT-29, HEp-2 ,
- HeLa :��+�$��+
<����� ����$

+&��(+F�)(+F

(#$%�$�$��)�
�����#���5������+���$�#$%����+9��9�����Y'� 200 Ug/ml ���+&>� 76.4 %, 69.1% 

,
- 89.8 %  )��
?���5 ����+9��9��������#$%=��=����#���5���
��$
9'
�������5)��#?�
-
�� DMSO F'%�������

#�
���5��� ���)��#?�
-
�� DMSO �$������+��� 1% �-����
��-#5)�� HT-29, HEp-2 ,
-  HeLa  ���)�� 

=�9"-#$%)��#?�
-
�� DMSO +�$�� 0.5% ����
��-#5)�� H9, Jurkat ,
- Human PBMCs ���)��:�� #�
��$


9'
�������5����9��+F

(#$%=��=����#�
������ +��� ��������������9�� Georges ,
-�"-�5��� DMSO #$%

����+9��9����� ���=��+�������+&>����)�� Caco2/TC7 ( Da Violante et al., 2002)   ,)���-)���=��  HL-60 �$���

+����+��%�9'
� ( Nishizawa et al., 1998)  �
������#�
��=����
��$
�-+&>�,��#��+5	
��)��=�����'��������+�	%�

��/��������K#6�L �������?���+���$�:&+&>����)��,55=����+)�$��������6�(���+���-�(9����+���$� =���$K#6�L

=������5��
����+����9��+F

(�-+�<�����
���9���)��=���$��%�9'
� �$�#�
����+&>�,��#��=����#���5K#6�L9��      

��+���$�������5��)����-+�<�#$%=������=�&����5�� F'%��������
�&����"��	�9���9����)����-+�<�#$%=��=����&���  

,
-
������9���+�$�����+�	%�������K#6�L9��)����)����-+�<����)��:�� ����-+�<�:���������������������� 

Bezerra ,
-�"-�5���+�	%�=����+���$���	����
�#$� (Piplartine)������5 5-fluorouracil (5-FU) �-�����Y

��5��
����+����9��+F

(�-+�<�:�����9'
� ����$��� IC50 9�� 5-FU 
�
� ( Barnett et al., 2002)   �$�#�
�����$

������#$%���5���������+���$��$K#6�L����=�������F'�����	%�T ,
-��:��+&>�������$ ,
-����=�������F'���=��

������=���-,�+
	��:���$9'
�����  ( Badmaev et al., 1999, Badmaev et al., 2000) 

�
���#�
��#$%�����=���%�=�����'������
��$
 �	� ��+���$������Y��5��
����+����9��+F

(�-+�<�+�<�

+
	��9�� H9 ,
- Jurkat  :��������$����?����#���Y�)�  ��������5��
����+����9�� H9 ��
��$
���"-+&>� dose-

dependent manner F'%�����+9��9��9����+���$�#$%�����Y��5��
����+����9��+F

(�-+�<� H9 :����'%���'%� (IC50)  

�$���+#����5 14.7 + 2.1 Ug/ml F'%��"-��������:���?�+����
������������
���=������������+#�������,�#�(

,���&�-+#�:#� (Chuchawankul et al., 2006) ��������+9��9��9����+���$�)�
�,)� 20 Ug/ml 9'
�:& �����Y

��5��
����+����9�� Jurkat  :�����+&��(+F�)(+F

(#$%�$�$��)������$��� 43.1 + 2.85% ,���������+9��9��9����+��
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�$��-���Y'� 100 Ug/ml �<)�� �"-��������:���?�+����
�������������$
=���&9��5#������=����&�-���+���

�
���������-��55�"8�)�'���,�����)� ���
�#$% 6 (Ajsonjorn and Chuchawankul, 2006) ������#�
���$
 ���&

:�������+���$��$K#6�L������?�+��-=������5��
����+����9��+F

(�-+�<�+�<�+
	��9�� ,)����K#6�L=������5��
����

+����9��+F

(#$%�����,�
���?�+����	%�T :��:���$��� 9'
�������5������	�,�
��#$%��9��+F

(�-+�<���
�T �����:��<

)����������+���$��-�����Y��5��
����+����9��+F

(�-+�<�+�<�+
	��#�
���������$
,
�� �"-���������$����

��=�=�����'��������5��
����+����9��+F

(�-+�<�+�<�+
	�������	%�T :��,�� Molt-4, K562 ,
- U937 ,
-

�'����
:�=�������K#6�L9����+���$�+��%�+)��)��:& �������$
 ������K#6�L9����+���$�#$%�$
���"-+&>� 

dose-dependent manner ����-+�<�:�����+��=������5��
����+����9�� H9 ,)�:���5�
����
���=������5��
�

���+����9�� Jurkat #�
��$
 ���+&>��
+�	%�������������K#6�L9����+���$����� receptors #$%�?�+��-5����

+F

( (H9) �'�����
=���������,��9���
��-#5+��%�9'
�+�	%�����+9��9��+��%�9'
�)��
?���5  ��	����+&>�������

K#6�L�����������#$%����,
-:������ receptors =�9"-#$%�������,��9���
��-#5�����+���$�)�� Jurkat ��:��

+��%�9'
�)������+9��9��9�����,)������=� ����-����#$%����+9��9�� 20 Ug/ml 9'
�:& #�
��$
 ���+&>��


+�	%���������+���$�#$%����+9��9�� 20 Ug/ml ��
�+�$����,
-���5�
�� receptors #$%�?�+��-#�
����5���� 

Jurkat �'�����
=������+9��9��9����+���$�#$%+��%����9'
���
� :���$�
��-#5+��%�+)��)�����+����9��+F

(+�	%�

)�����5��� MTS assay #�
��$
 ���:���$�������������5���,������9�� receptors  #$%�?�+��-)����+���$�

,)������=� ���,)�+�	%� &J �.�. 2005 �$���������������5�����+���$������Y��-)��� vanilloid receptors         

( McNamara et al.,2005)   F'%�)����+�$����� Transient receptor potential vanilloid (TRPV1) F'%�+&>� 

receptor 9�� capsaicin F'%�+&>��&�)$�9���&�-��" 95 kDa �$
���"-+&>� six transmembrane domain �$ 

N ,
- C terminal ����=� intracellular #�
���� loop #$% 5 ,
- 6 ,
-+�	%��)��������� intramembranous loop ,
-

+&>�)��#?�=��+������ form )��+&>��� �����:��<)��  ��:���$,)�+�$��+0��- capsaicin +#����
�#$%�����Y��-)��� 

TRPV1 :�� ����$���)���T #�
�#$%+&>� endogenous ,
- exogenous molecules �	%�T #$%�����Y��-)��� TRPV1 

:�� +��� Lipoxygenase products, anadamide ,
- N-oleoyldopamine �������$
����$�������5 antagonist 

��	����#$%�����Y&�����������59�� capsaicin )�� receptor �$
 :��,�� capsazepine ( Docherty et al., 1997, 

Liu and Simon,1997, Walpole et al., 1994, Walker et al., 2003) ,
-�$���������������5�����+���$�

�����Y��-)��� vanilliod receptors =�����,
-�����	%�T 9���-55&�-��# ����
=�����+���
���
�����

���+�	%��������������� (thermogenesis) +��%�9'
�:����������
9�� capsaicin �������  �$�#�
�����$��������

+�	%���/����+���$�F'%�+&>����)��,55=��+&>� agonist #$%�$&�-��#6�!��=������5��5 TRPV1 #$%�$��%�T 9'
��$�����  

( McNamara et al., 2005)   F'%������������9�� Suresh ,
- Srinivasan �5��������������+���$�,
-,�&:F

F����
��$
���"-#$%�
����
'���� ( Suresh and Srinivasan, 2006)       

��������+���$�,
������$���#$%=����+�<������	%�T :��,�� 6-Shoagol, 6-Gingerol, Zingerone ,
- 

Allicin #$%�����9��,
-��-+#$�� F'%����+&>� agonists #$%�����6�����)�9�� TRPV1 �$����� ���:&������
� 

�����������!����������Y��-)��� TRPV1 ,
-����
)������-��5&��:�� ( McGaraughty et al., 2003) 

���+��� ����-��5�����&��,55!���&�����	
�5���������&�-�5����Y���
?����� F'%����������$
+���-:&��-)���
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�
:�)���T ���� TRPV1 ,
-#$%�����=���%� �	� Christopher ,
-�"-�5��������-)��� BEAS-2B ,
- A549 

(human lung epithelial cell lines) ,
- HepG2 (human hepatoma cell line) ���� capsicin ����
=��+��� 

cytotoxicity )��+F

()���-��59�� TRPV1 transcripts #$%)����5=�+F

(��
�T +�	%�������+���$�+&>��$���'%� 

agonist #$%�?����9�� TRPV1 �'����)�
����)�w��:����� ��+���$�����$K#6�L��5��
����+����9�� H9 ,
- Jurkat 

����#�� TRPV1 ,
-+�	%�)�����5���)�w��9���)�� �����Y#?�:��������)�������-��59�� TRPV1 

transcripts �����6$ RT-PCR =�+F

(����
��� �������$
,
����+���$�����������
)�����+����9��+F

(�-+�<�

�����	%�T +��%�+)��:������ +��� �-+�<�)�5 �-+�<�&�� �-+�<���-+��-�����,
-
?�:�� �-+�<���-+��-&�����- ��	�

�-+�<����:9� ���+F

()���T +�
����
��$���&���49�� TRPV1 ���+��� BEAS-2B, A549 ,
- HepG2 F'%��������

����'��������+��%�+)��)��:& #�
��$
 ��������:��#?�����'����
9����+���$�)��+F

(+�<�+
	��9��&�)�9�������( 

(Human PBMCs) !���
�������-)������� PHA F'%�+&>� mitogen +�	%�)�����5�����?�+��-9����+���$�=�

�����5��
����+����9���-+�<�+�<�+
	��+#����
� ������#�
���5��� +�	%�5��+F

(+&>�+�
� 24 ��%����   ��+���$�#$%

����+9��9�� 100 Ug/ml ����
=���$+&��(+F�)(+F

(#$%�$�$��)���+&>� 92.9 % +�	%���5 72 ��%���� �5�����+���$�#$%

����+9��9�� 10 ,
- 100 ug/ml ����
=���$+&��(+F�)(+F

(#$%�$�$��)
�
�������$����?����#���Y�)� ���+&>�  

86.8% ,
- 62.3% )��
?���5  #�
��$
�$,��������� ����+9��9��9����+���$�#$%�����Y��5��
����+����9��+F

(

+�<�+
	��9��&�)�:����'%���'%� (IC50) ��
�  �$���������� 100  Ug/ml �����:��<)�����#���5�$
+&>�+�$�����

�'��������+5	
��)�� ���)���#?�����'���+��%�+)��=�����9���
:�������K#6�L9����+���$�)��+F

(&�)�9��

�����(+�	%�=��:��9����
#$%+�$����)��������&�
�������� ,
-����5�����+���$��$K#6�L��5��
����+����9�� PBMCs 

:��������$����?����#���Y�)����� ����'����
:�=������5��
����+����9�� PBMCs �����+���$��<�-�$

�����?�����������%�+�	%�&�-��5���)�����=��������?���+���$���=��=����������-+�<�=����&�����	�:�� �����:�   

,
-����5�����+���$�:��+&>����)�� PBMCs ����,
�� �<�$����+&>�:&:���$�#����'%�=�����?���+���$���=��

&�-����(=������5������)�5����#��!���������� #�
��$
 9'
�������5�
����'���K#6�L9����+���$�)�����)�5 

����#��!������������%�+�� ������=����+���$�+&>� Immunosuppressive agent +�	%������)�5����#��

!����������=����#$%�$���)�5����#$%:�+��� ��	�=��&�-����(=����&
��Y��������-)��:& ,
-�������'��������

=������(������=����+���$�&����" 20 mg ������5����������
�
 #$��}�

$� ��	�}J:��)���   (Bano et al., 

1991, Pattanaik  et al., 2006)  ��	�=����+���$� 5 mg ������5��+��:F�(���+#� ��	�+5)��,���#$� +&>�+�
� 14 

���)��)�����  ( Badmaev et al., 1999, Badmaev et al., 2000) :�����=��+�������+&>����)���������,)������=� 

�'��$��������=�����?���+���$���=��&�-����(=������()��:&   

�������'��������9���)���5��� ��+���$������Y��5��
����+����9�� H9 ,
- Jurkat  :��������$

����?����#���Y�)� ����
=������������=��'����
:�������K#6�L9����+���$�)��+F

(�-+�<�#�
���������$
  #�
��$
 :��

�'�������+&>����9�����)��+F

( (Cytotoxicity)  ������)������  LDH activity ��������
?��� Cytotoxicity 

Detection Kit PLUS    (Roche, +������)  ,
-)����������+&>�������� Trypan blue dye exclusion method 

�5�����+���$�+&>����)�� H9 ,
-����
=��+F

(#$%�$�$��)�
�����#?����#���5�$�?����
�
�������$����?����

#���Y�)� �������$
����5������+�������+&>����)��+F

(��
�9'
�������5�-�-+�
����� (time-dependent 
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manner) �������#���5=� Jurkat  �
�5�5�����+���$�:��+&>����)��+F

(,)������=�,��=�����+9��9�� 100 

Ug/ml  ,)��5����?����+F

(#$%�$�$��)=��!��-#$%�$��+���$�
�
�������$����?����#���Y�)�+�	%�+#$�5��5�!��-#$%

:���$���#���5+���+�$����5#$%�5=� H9 ��������+���$�����$�
=������5��
����+����9�� Jurkat  =���4����

+F

( ��	��������?�=��+F

()��,55 apoptosis  

�"-���������'�:��#?����)������&����"�$+�<�+� (DNA content) +�	%�5���$
�-�-9��+F

(=���4����+F

( 

���������� Jurkat ���� Propidium iodide ,
-)����������}
:F�)��+)��( +�	%�#���5#$%+�
�)���T ��� 

�5�����+���$�#$% 40, 80 ,
- 100 Ug/ml ������
����+����9�� Jurkat :��#$%�-�- G0/G1 F'%�+&>��-�-#$%+F

(+)�$��

���������+�	%�+9������-�- S +�	%����+���-�(�$+�<�+�)��:& #�
��$
��+���$��-�$K#6�L+��%�9'
�)���-�-+�
�#���5 

���)����5+F

(#$%�-�- G0/G1 +��%�9'
���� 52.02%, 50.86% ,
- 56.09% (24 ��%����) +&>� 65.57%, 63.11% 

,
- 62.50% (48 ��%����) ,
- 62.63%, 66.26% ,
- 63.53% (72 ��%����) )��
?���5 ���,���=���&#$% 18 ,)�

�
��-#5����
���9���)��:��:��+��%�9'
�)������+9��9��9�����,)������=� ���)������&����"�&�)$�#$%�?�+��-

=���4����+F

(�-+&>�����	�����$�9�
���'%������+���$�����?�=��+��� G0/G1 arrest  ����&�)$�#$%�?�+��-)��+F

(=�

�-�-�$
 :��,�� Cyclin A F'%������Y)�����5:�����+#���� western blot �������$
,
�� ���)�����5������

)������&����"�$+�<�+�9���)�� ��������Y�?�,�� Apoptotic cells :���$����� ����-����������=��-�- sub G1 

F'%�������)�����5�5��� +�	%�#���5������+���$�#$%����+9��9�� 40, 80 ,
- 100 Ug/ml +&>�+�
� 72 ��%���� 

�5 apoptotic cells ���+&>� 2.06%, 2.51% ,
- 3.47% )��
?���5 

�������'�����"w����#��9��+F

(�������������� AO/EB ,
-)�����5��� Fluorescent 

microscope �5����$ Apoptotic cells ���+&>� 1% ,
- 3% +�	%�5��+F

(������+���$�+&>�+�
� 48 ,
- 72 

��%���� )��
?���5 (�����&#$% 19-21) 5���$
:�����+F

(�$���)��,55 apoptosis ,)��5:��=�&����"���� 

�����:��<)�� +�	%�)�����5 DNA fragment ��� Gel electrophoresis �
�5:���5��
����� DNA ,��=�

���#���5���� campthothecin #$% 10 UM ��	�+��%��-�-+�
�=����#���5,
���<)�� #�
��$
����$��+�)�

+�	%�������+#������6$,
-����
?���#$%=��=���������$+�<�+�  (Flexigene DNA kit) ��
�:�������Y����,
-

)�)-�����
������$+�<�+�#$%�$9���+
<�T :�� ��	� apoptotic cells  ,��=��!��- positive control +�����:�����

��#$%�-�?���)���������+#��������
���9���)��:�� #�
��$
 ��+���$�+������?�=��+��� apoptosis :��,)�=�&����"

����,
-���:������?�=��+��� DNA fragmentation �"-���������-:��#?�����'���+��%�+)��������&��5+&
$%��

+#������6$,
-�
?���#$%=��=���������$+�<�+����=���
?���  Phenol-chloroform extraction  ( Lazzè et al., 2004)   

��	�=������
?��� Apoptotic DNA Ladder Extraction Kit (Biovision, ����w�+�����) ,
-&��5+&
$%�� positive 

control ,
-)�����5�
:��-��5��+
��
=����+��� DNA fragmentation 9�����)��:&  

�������$
 ��������:��#?����)�����5�
9����+���$�)������+F

(��
����F'%�+&>�)���$
������)��,55 

apoptosis ���������� Phophatidylserine 5����+F

(���� Annexin V-FITC ,
- PI +�	%�)�����5�����}
:F

�)��+)��( �
���#���5#$%+�
� 3, 6, 9, 12 ,
- 24 ��%���� �5�����+���$�#������+9��9��#$%#���5:������?�=��

+��� Apoptosis  
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���&:����� ��+���$���5��
����+����9�� Jurkat ����������?�=��+��� cell cycle arrest #$%�-�- G0/G1 ,)�

:������?�=��+��� apoptosis ,)������=� �
�������'��������=����
��$
�����Y=��+&>��	
�w��=�����'����
:�=�

�����5��
����+����9��+F

(�-+�<�+�<�+
	������)���T ,
-���#���5K#6�L9�����)��+F

(�-+�<������	%�T 

+��%�+)�� ���:&Y'�����'���K#6�L9����+���$�������5��)����-+�<� �$�#�
����+&>�,��#��+�	%������/��������6�(

���+���-�(9����+���$�=���$K#6�L#���$�!�������%�9'
� �������-+&>����+��%���
���9������:#��?� F'%�+&>�

,�
��#$%���
��9����+���$�,
�� ��������Y�?����(�������=���#$%:��:&��/�����+�	%�+&>������������-+�<���	�

�����5������)�5����#��!����������)��:&   
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