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Abstract  

____________________________________________________________________________ 

Project Code     :  RMU5480002 

Project Title       :  Effect of Thunbergia laurifolia on pathogenesis of hamster  

        opisthorchiasis cholangiocarcinogenesis and anti-cholangiocarcinoma 

Investigator       :  Associate Professor  Thidarut Boonmars  

                Department of Parasitology, Faculty of Medicine, Khon Kaen University   

E-mail Address   :  bthida@kku.ac.th  

Project Period     :  3 years    

 

To clarify the effect of Thunbergia laurifolia on pathogenesis of Opisthorchis viverrini  and 

cholangiocarcinoma (CCA) development  therefore,   the present study was  performed to 

evaluate the efficacy of  T. laurifolia in vivo and  in vitro studies;  i) in vivo, this study was 

evaluated the efficacy of T. laurifolia in various hamster models; hamsters infected with O. 

viverrini alone (OV), OV and praziquantel, OV-induced cholangiocarcinoma models and 

infection-induced cholangiocarcinoma and praziquatel models  through gross and 

histopathological changes  using  H&E, sirius red, PCNA and CK19 staining  and  liver and 

kidney  function tests.  Moreover evaluation of the T. laurifolia effect in allograft  hamster 

model using  tumor volume  ii)  in vitro, T. laurifolia inhibited cell growth in human 

cholangiocarcinoma cells (M214) and hamster  cholangiocarcinoma cells (Ham-1) using  SRB 

assay, flow cytometer and real time PCR to detect gene expressions after T. laurifolia 

treatment.   Results showed that T. laurifolia had an antioxidant and anti-inflammatory 

properties which improve liver function in hamsters with liver fluke infection and/or combination 

with praziquantel, as evidenced by a reduction of the inflammatory cells surrounding the 

hepatic bile ducts and inhibiting CCA development in hamster model that correlated with the 

results of the liver function tests. In addition, T. laurifolia inhibited cell proliferation with dose 

dependent and induced G2/M phase arrest which correlated with the results of apoptotic and 

cell cycle correlate to gene expressions. The present study suggests that T. laurifolia may 

useful for CCA prevention and treatment however; further study should focus on clinical trial.    

Keywords: Thunbergia laurifolia, pathogenesis,opisthorchiasis, cholangiocarcinoma  
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ผลของรางจืดในการเกิดโรคของพยาธิใบไมตับและการพัฒนาโรคมะเร็งทอนํ้าดี ดังน้ันการศึกษาคร้ังน้ี

ไดดําเนินการประเมินประสิทธิภาพของ รางจืดในสัตวทดลองและหลอดทดลองดังน้ี 1) ในสัตวทดลอง

การศึกษาน้ีเปนการประเมินประสิทธิภาพของรางจืดในหนูแฮมสเตอรในรูปแบบตางๆ เชน แฮมสเตอร

ท่ีติดเช้ือพยาธิใบไมตับเพียงอยางเดียว  ติดเช้ือพยาธิใบไมตับ และหรือรวมกับการไดรับยาพราซิควาน

เทล ติดเช้ือพยาธิใบไมตับรวมกับรับสารกอมะเร็งเพื่อชักนําใหเกิดมะเร็งทอนํ้าดี และรูปแบบการติด

เช้ือและชักนําใหเกิดมะเร็งทอนํ้าดีและหรือรวมกับการไดรับยาพราซิควานเทล โดยศึกษาการ

เปลี่ยนแปลง มหกายวิภาคและจุลพยาธิวิทยาโดยการยอมสีดวย H & E,   sirius red  และการยอม

แอนติบอดีตอ PCNA  และ  CK19 และศึกษาการทํางานของตับและไต  นอกจากน้ีการประเมินผลของ

รางจืดในรูปแบบของการปลูกถายเซลลมะเร็งในหนูทดลอง  2) ในหลอดทดลองใชรางจืดยับย้ังการ

เจริญเติบโตของเซลลในเซลลมะเร็งทอนํ้าดีของคน (M214) และเซลลมะเร็งทอนํ้าดีหนูแฮมสเตอร  โดย

ใช SRB ทดสอบ และ flow cytometer และเรียลไทมพีซีอารเพื่อตรวจหาการแสดงออกของยีนหลังการ

รักษาดวยรางจืด ผลการศึกษาพบวารางจืดมีคุณสมบัติตานอนุมูลอิสระและตานการอักเสบทําใหสภาพ

ของตับดีข้ึนในหนูแฮมสเตอรท่ีติดเช้ือพยาธิใบไมตับและหรือการรวมกับไดรับยาพราซิครานเทล  โดย

การลดการอักเสบของเซลลท่ีอยูรอบ ๆ ทอนํ้าดีในตับและยับย้ังการพัฒนามะเร็งทอนํ้าดีซ่ึงสัมพันธกับ

ผลของการทดสอบการทํางานของตับ นอกจากน้ีรางจืดยับย้ังการเพิ่มจํานวนเซลลโดยไปเพิ่มชวงเวลา

ของ  G2/M  ซ่ึงสัมพันธกับผล apoptosis  และมีความสัมพันธกับการแสดงออกของยีน  การศึกษาคร้ัง

น้ีแสดงใหเห็นวา รางจืดมีประโยชนในการปองกันและรักษาโรคมะเร็งทอนํ้าดี  อยางไรก็ตามการศึกษา

ตอไปควรมุงเนนไปท่ีการวิจัยทางคลินิก 

 

คําหลัก: รางจืด พยาธิกําเนิด โรคพยาธิใบไมตับ มะเร็งทอนํ้าดี          

 



บทนํา 

พยาธิใบไมตับ (Opisthorchis viverrini : OV) มีแหลงระบาดในเอเชียตะวันออกเฉียงใต  สําหรับ

ประเทศไทยพบมีการระบาดมากท่ีสุดท่ีภาคตะวันออกเฉียงเหนือ โดยเฉพาะในจังหวัดขอนแกน  จาก

การศึกษาท่ีผานมาพบวา พยาธิใบไมตับเปนปจจัยเสี่ยงอยางหน่ึงท่ีกอใหเกิดโรคมะเร็งทอนํ้าดี ซ่ึง

สอดคลองกับอุบัติการณการเกิดโรคมะเร็งทอนํ้าดีท่ีพบมากท่ีสุดในภูมิภาคน้ีเชนกัน ดังน้ันการติดเช้ือ

พยาธิใบไมตับ จึงเปนสาเหตุสําคัญท่ีกอใหเกิดปญหาตอสุขภาพของประชากรในภูมิภาคน้ี ท้ังดานโรค

พยาธิใบไมตับและมะเร็งทอนํ้าดี โดยสาเหตุของการติดเช้ือพยาธิใบไมตับเกิดจากอุปนิสัยในการ

บริโภคปลาในวงศตะเพียน (cyprinoid fish) ท่ีมีระยะติดตอเมตาเซอรคาเรีย (metacercaria) ปนเปอน

อยูภายในเน้ือปลาท่ีปรุงแบบสุกๆ ดิบๆ (Waikagul,1998)  เม่ือเกิดการติดเช้ือพยาธิ จะมีการหลั่งของ

เสียซ่ึงเปนแอนติเจนออกมา สงผลใหไปกระตุนระบบภูมิคุมกันของรางกาย ทําใหมีการตอบสนองของ

เซลลอักเสบจํานวนมากตอแอนติเจนของพยาธิ โดยจะมีการเรียกเซลลอักเสบเขามาลอมรอบริเวณท่ีมี

พยาธิอาศัยอยู จึงทําใหเกิดการอักเสบข้ึน โดยเซลลอักเสบน้ันจะมีการสรางอนุมูลอิสระข้ึนเปนจํานวน

มากเพื่อไปทําลายพยาธิ แตอนุมูลอิสระไมเพียงจะทําลายเฉพาะพยาธิหรือแอนติเจนของพยาธิเทาน้ัน 

ยังสามารถทําลายเซลลของโฮสตโดยผานกระบวนการออกซิเดช่ันเเละปฏิกิริยาไนเตรช่ัน ซ่ึงอนุมูล

อิสระท่ีสรางข้ึนน้ีสามารถทําความเสียหายใหกับสารชีวโมเลกุลตางๆ ท้ังดีเอ็นเอ โปรตีน ลิพิด เเละคาร

โบไฮเดรท โดยเฉพาะการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสบนสายดีเอ็นเอของจีนท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการเกิด

มะเร็ง เชน oncogene, tumor suppressor gene และ apoptotic gene  เม่ือจีนเหลาน้ีผิดปกติไปหรือมี

การสะสมเบสท่ีผิดปกติจํานวนมากและไมสามารถซอมแซมเบสท่ีเปลี่ยนแปลงไปใหเปนปกติไดก็จะทํา

ใหเกิดการผาเหลาตอไป จึงทําใหเปนจุดเร่ิมตนของการเกิดมะเร็งและนําไปสูการเกิดมะเร็งตามมา 

นอกจากน้ีผลของอนุมูลอิสระและไซโตไคนตางๆท่ีสรางข้ึนระหวางกระบวนการอักเสบ ยังสามารถไป

กระตุนการแสดงออกของยีนตางๆ เชน stress response genes และ cell proliferation gene โดยการ

แสดงออกของยีนเหลาน้ี จะควบคุมการแบงตัวและการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลล ทําใหมีการแบง

เซลลเพิม่ข้ึน เกิด hyperplasia ท่ีพบในโรคพยาธิใบไมตับ โดยการติดเช้ือพยาธิใบไมตับทําใหเกิดการ

อับเสบของทอนํ้าดีท้ังระยะเฉียบพลันและเร้ือรัง หากไมไดรับการรักษา ปจจุบันมีหลักฐานชัดเจนวา

การติดเช้ือเปนเวลานานๆ ทําใหเกิดการอักเสบแบบเร้ือรังและสัมพันธกับการเกิดการเกิดมะเร็ง และ

พบวาการติดเช้ือพยาธิซํ้าบอยๆ จะเพิ่มความเสี่ยงในการเกิดมะเร็งทอนํ้าดีมากข้ึน   มีการใชยาหรือ

สมุนไพรท่ีคุณสมบัติเปนสารตานการอักเสบและอนุมูลอิสระ เพื่อลดการอักเสบจึงเปนอีกทางเลือกหน่ึง

ในการลดความเสี่ยงในการเกิดมะเร็งทอนํ้าดี  สําหรับการรักษาโรคมะเร็งทอนํ้าดีในปจจุบันพบวายังไม

มีประสิทธิภาพดีพอ เน่ืองจากผูปวยท่ีมารับการรักษามักมาในระยะทาย เน่ืองมาจากหลายๆปจจัย

ดวยกัน รวมถึงเคร่ืองมือหรือตัวช้ีวัดท่ีใชในการวินิจฉัยในชวงแรกของการเกิดโรคยังไมจําเพาะ  ทําให

ผูปวยดวยโรคน้ีปวยสวนใหญมักจะเสียชีวิตหรือมีชีวิตรอดหลังจากการรักษาไมเกิน 5 ป ซ่ึงมีใน

สัดสวนท่ีนอยมาก และเปนท่ีทราบกันดีอยูแลววาการพัฒนาเปนมะเร็งรวมท้ังมะเร็งทอนํ้าดีน้ันมี

จุดเร่ิมตนจากกระบวนการอักเสบ ดังน้ันการลดหรือยับย้ังกระบวนการดังกลาวอาจสงผลตอการพัฒนา

เปนมะเร็ง รวมถึงการชักนําหรือหยุดย้ังการแบงตัวของเซลลมะเร็งสงผลตอการรักษามะเร็งตอไป  

ปจจุบันไดมีรายงานการใช31ยาหรือสารสกัดจากสมุนไพรหลายๆชนิด เพื่อตานมะเร็ง ตานการอักเสบ

รวมไปถึงสารตานอนุมูลอิสระมาทดลองใชในการลดการเจริญเติบโต การลุกลาม หรือรักษามะเร็ง

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9886121?ordinalpos=5&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum


หลายๆชนิด ซ่ึงพบวาใหผลดีในการศึกษาระดับเซลลและสัตวทดลองแตใหผลไมดีในผูปวย รวมไปถึง

ยาท่ีใชตานมะเร็งมีราคาคอนขางสูง มีผลตอผูปวยถึงชีวิตไดเชนกัน 31   มีรายงานการใช31ยาหลายชนิด

เพื่อตานการเกิดมะเร็งทอนํ้าดี มาทดลองใชในการลดการเจริญเติบโตและการลุกลามของมะเร็งหลายๆ

ชนิดซ่ึงพบวาใหผลดีในการศึกษาระดับเซลลและสัตวทดลองโดยยาจะไปยับย้ัง 31cyclooxygenase 

(COX-2) ซ่ึงเปนเอนไซมสําคัญในการเปลี่ยนกรด arachidonic เปน endoperoxide PGH2 สังเคราะห 

prostaglandin แตอยางไรก็ตามยังไมมีรายงานการใชในยาดังกลาวทางคลินิกอยางจริงจังเน่ืองจากมี

ผลเสียตามมาดวยเชนกัน และ31ปจจุบันพบการใชสมุนไพรหลายชนิดในการรักษามะเร็งซ่ึงมีท้ังท่ีไดผลดี

และไมดีในหลอดทดลองสัตวทดลอง  อยางไรก็ตามรางจืดเปนสมุนไพรไทยอีกชนิดหน่ึงท่ีมีการใชมา

ตั้งแตสมัยโบราณในการลางสารพิษและลดไข  โดยสารประกอบสวนใหญเปนสารจําพวก Flavonoids  

ไดแก apigenin, cosmosin  delphinidin-3,5-di-O β -D-glucoside ซ่ึงเปนท่ีรูกันดีวามีคุณสมบัติเปน 

anti-oxidant , anti-inflammation & cancer activities  โดยเฉพาะ   apigenin มีรายงานการใช 

apigenin  เปน anti-cancer ในการศึกษาในเซลลมะเร็งหลายๆ ชนิดเชน  pancreatic cancer cell line  

ผาน G2/M cell cycle arrest    มีผลเปน cytotoxic ตอ leukemia cell line  และยับย้ังการแบงตัวท่ี

G2/M phase,  สําหรับ myeloidHL60 ยับย้ังการแบงตัวท่ี G0/G1 phase  สําหรับ  erythroid TF1cells 

และ  JAK/STAT pathway    จากอดีตจนถึงปจจุบันยังไมมีรายงานการศึกษาผลของรางจืดในการตาน

มะเร็งอยางชัดเจน มีเพียงแตคําบอกเลาปากตอปากของผูปวยมะเร็งท่ีไปใชการรักษาแพทยทางเลือก

แลวไดผลดี  นอกจากน้ีจากการศึกษาเบ้ืองตนในสัตวทดลองของผูวิจัยพบวา การใหรางจืดสดหรือแหง

ติดตอกัน เปนเวลา 3 สัปดาห สามารถลดขนาดของกอนมะเร็งไดถึงกึ่งหน่ึงโดยไมสงผลตอการ

เจริญเติบโตของสัตวทดลอง   ดังน้ันทีมวิจัยจึงมีความสนใจในการศึกษาสมุนไพรรางจืดในการปองกัน

และรักษามะเร็งเปนอยางย่ิงโดยเฉพาะมะเร็งทอนํ้าดี โดยการสํารวจขอมูลเชิงระบาด สัตวทดลอง และ

หลอดทดลอง หากรางจืดสามารถใชปองกันหรือรักษามะเร็งไดจริง ก็จะเปนประโยชนตอมนุษยชาติ

อยางย่ิง  เน่ืองจากสามารถปลูกใชในครัวเรือนไดงายและราคาถูก  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



การทดลอง 

 

การทดลองในสัตวทดลอง 

 

การติดเชื้อพยาธิใบไมตับในหนูทดลอง  

นําปลาวงศปลาตะเพียน (cyprinoid fish) ท่ีมีการติดเช้ือจากแหลงระบาดในจังหวัดขอนแกน มาปนให

ละเอียด จากน้ันนําไปปนในเคร่ืองปน (blender) รวมกับสารละลายเปปซิน  เปนเวลา 3-5 นาที  แลว

ผสมเน้ือปลาท่ีละเอียดดวยสารละลายเปปซินอีกคร้ัง  ในอัตราสวน  4:6  โดยปริมาตร  แลวนําไปยอย

ใน shaking water bath ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ช่ัวโมง  จากน้ันนําปลาท่ียอยแลวมา

กรองดวยตะแกรง    ท่ีมีรูขนาดตางๆ  คือ 1,000,  425  และ 106      ไมโครเมตร  ตามลําดับ  โดยใช

นํ้าเกลือ (0.85% NaCl)   เปนตัวเจือจาง  นําตะกอนท่ีไดมาตกตะกอนใน sedimentation jar  เพื่อ

เลือกหา metacercariae ของ        พยาธิใบไมตับ O.viverrini ดวยกลอง stereomicroscope  เม่ือครบ

ตามจํานวนท่ีตองการจึงนับแยกเอาเฉพาะ metecercariae  ท่ีมีชีวิตนําไปปอนใหแฮมสเตอร โดยให 50 

metecercariae ตอหนูหน่ึงตัว โดยสอดทอ polyethylene tube ท่ีตอจากปลายเข็มเขาทางหลอดอาหาร

ของหนู แลวจึงปลอยพยาธิเขาไปในขณะท่ีหนูแฮมสเตอร   กําลังสลบจากการดมดวยอีเทอร  หลังจาก

น้ัน 3-5 นาที  หนูก็จะกลับมาฟนเปนปกต ิ

 

การทํา cholangiocacinoma model (liver fluke plus carcinogen) 

โดยการติดเช้ือพยาธิใบไมตับโดยการปอนตัวออนระยะ metacercariae และการใหสารกอมะเร็ง N-

nitrosodimethylamine ทําการติดเช้ือพยาธิใบไมตับ O.viverrini และใหนํ้าดื่มท่ีผสม NDMA 12.5 ppm 

ในนํ้าดื่ม  โดยใหหลังจากการติดเช้ือพยาธิใบไมตับ 1 สัปดาห  เปนระยะเวลา 2 เดือนติดตอกันทุกวัน 

 

การทํา cholangiocacinoma model (hamster CCA cell line injection) 

โดยนํา hamster CCA cell จํานวน 150,000 cells ฉีด intradermal injection บริเวณดานหลังหนูแฮม

สเตอร  รอจนกวากอนมะเร็งจะเจริญข้ึนอยางนอย 0.5 cm จึงทําการทดลอง  

 

การเตรียมและใหสมุนไพรรางจืดในสัตวทดลอง 

ใบรางจืดท่ีใชในการทดลองน้ีไดจากการปลูกรางจืดชนิดเถา ใชเองเพื่อทําการวิจัยของผูวิจัยเอง เปน

สายพันธุไทย ใบท่ีนํามาใชเปนใบระยะ ไมออนไมแกเกินไป กวางประมาณ 4-5 เซนติเมตร ใบยาวราว 

8-12 เซนติเมตร 

 

การเตรียมสมุนไพรสด  

นําใบสมุนไพรรางจืดสดมาลางและช่ังเพื่อปนดวยนํ้ากลั่น โดยใหมีขนาดความเขมขนท่ีจะใชคือ 100 

mg/kg/day โดยจะทําการเตรียมใหมทุกวัน  

 

 



การเตรียมสมุนไพรแหง 

นําใบสมุนไพรรางจืดสดมาลางและตากแดดใหแหงเปนเวลา 2 วัน นําไปบด และช่ังเพื่อผสมดวยนํ้า

กลั่น โดยใหมีขนาดความเขมขนท่ีจะใชคือ 100 mg/kg/day โดยจะทําการเตรียมใหมทุกวัน  

 

การเตรียมสมุนไพรแหงตม 

นําใบสมุนไพรรางจืดแหงบดและช่ังเพื่อผสมดวยนํ้ารอน โดยใหมีขนาดความเขมขนท่ีจะใชคือ 100 

mg/kg/day โดยจะทําการเตรียมใหมทุกวัน  

 

การเตรียมสมุนไพรสกัด 

นําใบสมุนไพรรางจืดสดมาลางและตมดวยนํ้ากลั่น ช่ังนํ้าหนักของใบรางจืด นําใบรางจืดมาหั่น 

ฝอย นําไปใสภาชนะสําหรับกลั่น เติมนํ้าลงไป ใหทวมใบรางจืดพอดีหลังจากน้ันตมจนกระท้ังเดือด  

เม่ือนํ้าเดือดใหเร่ิมจับเวลา  30 นาทีและใชภาชนะรองรับสารท่ีกลั่นตัวออกมา  เม่ือครบ 30 นาทีใหปด

เคร่ือง หยุดใหความรอน และนําภาชนะรองรับสารท่ีกลั่นตัวออกจากท่ีรองรับ  

 

หมายเหตุ: สําหรับความเขมขนของสมุนไพรท่ีจะนํามาใชจริงจะปรับตามปริมาณของ apigenin   

ท่ีตรวจพบในสมุนไพรสดหรือแหง โดยสารดังกลาวมีคุณสมบัติเปน  anti-cancer รวมถึงคา total anti-

oxidant capacity ท่ีพบไดเชนกัน   

 

การหา  Total antioxidant capacity ของรางจืดสด และ แหง โดยใช FRAP assay   

  

Total anti-oxidant activity : FRAP assay

OD measurement at 0 and 4 min  at 593 nm. 

Ascorbic acid standards 
(100µM-1000µM)

Sample (100 µl) 
(Rang Jued) 

mixed with 3 ml of working FRAP 
reagent 

Incubate at 37 C in water bath

FRAP value of Sample (µM)  
Change in absorbance of sample from 0 to 4 minute

Change in absorbance of standard from 0 to 4 minute

FRAP value 
of standard
(1000 µM) 

X

 
 

หาสารประกอบ apigenin ในรางจืดชนิดตางๆ  

 หาสารประกอบ apigenin ในรางจืดชนิดตางๆ เทียบกับ apigenin standard โดยใช 

Thin layer chromatography และหรือ  HPLC   

 

 

 

 



การทํา gene analysis  

การสกัด Total RNA จากตับและการทํา RT-PCR โดยใช Trizol  เพื่อศึกษายีนท่ีเกี่ยวของกับการเกิด

มะเร็งและหรือบงถึงการเกิดมะเร็ง นําสวนตับ ช่ังนํ้าหนักตับหนูประมาณ 300 มิลลิกรัม นํามา 

homogenize ดวย glass homogenizer แลวเติม Trizol reagent  3 มิลลิตร แลวบดเพื่อใหเซลลแตก 

แลวนําใส tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  เพื่อนําไปปนแยกท่ี 12,000 รอบ/นาที  4 
0
C นาน 10 นาที แลว

ดูดเอาสวนใส เติม chloroform 250 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 2-3 

นาที  นําไปปนแยกท่ี  12,000 รอบ/นาที  8
0
C นาน 10 นาที แลวดูดเอาสวนใสเติม isopropanal 300 

ไมโครลิตร ตั้งท้ิงไวอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที นําไปปนแยกท่ี 12,000 รอบ/นาที  4
0
C นาน 10 

นาที ไดตะกอน RNA และ DNA สีขาวท่ีกนหลอด  เทสวนใสท้ิง  ลางตะกอนดวย 75% ethyl alcohol  

ท่ีเย็นโดยกลั้วเบาๆ แลวจึงเท 75% ethyl alcohol  ท้ิง จากน้ันตั้งท้ิงไวใหแหงประมาณ 10-20 นาที ทํา

การละลายตะกอนดวย DEPC-treated water 100 ไมโครลิตร  เม่ือละลายหมดแลวจึงทําการ heat 

shock โดยนําไปอุนใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 70
0
C นาน 10 นาที แลวรีบเอาข้ึนมาวางบนนํ้าแข็งทันที 

ทําลาย DNA ดวย DNase 12.5 ไมโครลิตร, 10x DNase buffer 2.5 ไมโครลิตร  และ RNase inhibitor 

2.5 ไมโครลิตร ใช DNA 105 ไมโครลิตร จะไดปริมาตรรวมเทากับ 125 ไมโครลิตร  จากน้ันนําไปอุนใน 

water bath ท่ีอุณหภูมิ 37
0
C นาน 60 นาที หยุดปฏิกิริยาและแยกช้ันโปรตีนดวย phenol+chloroform 

(1:1 โดยปริมาตร = 62.5+62.5 ไมโครลิตร)นําไปปนแยกท่ี 12,000 รอบ/นาที  8
0
C นาน 10 นาที แลว

ดูดเอาสวนใส ตกตะกอน RNA ดวย 1/10 โดยปริมาตรของ 2.5M Sodium acetate และ 2.5 เทาของ 

absolute ethyl alcohol นําไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20
0
C นาน 30 นาที แลวนําไปปนแยกท่ี 12,000 รอบ/

นาที  4
0
C นาน 10 นาที ไดตะกอน RNA สีขาวอยูท่ีกนหลอด เทสวนใสท้ิง ลางตะกอนดวย 75% ethyl 

alcohol  ท่ีเย็นโดยกลั้วเบาๆ แลวนําไปปนแยกท่ี 12,000 รอบ/นาที  4
0
C นาน 5 นาที เทสวนใสท้ิง  

ตั้งท้ิงไวใหแหง ละลายตะกอนดวย DEPC-treated water  50 ไมโครลิตร จะได RNA แลวนําไปวัดคา 

OD ท่ีความยาวคลื่น  260 และ 260/280 นาโนเมตร  เพื่อนํามาคํานวณความเขมขนของ total RNA 

และทํา cDNA และใชในการศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของกับการเกิดมะเร็งตอไป 

 

การตรวจวิเคราะหทางชิ้นเน้ือทาง Gross appearance, histopathology และ การยอมการเกิด 

fibrosis, Immunohistology เพื่อศึกษา tumor markers เชน  CK19 และ PCNC เปนตน 

 

การตรวจวิเคราะหทางชีวเคมี  ตางๆ  วัดการเกิด fibrosis โดย   hydroxyproline  

assay  วัดผลของสมุนไพรตอตับโดยวัดระดับ alanine  aminotransferase (ALT) และ alanine   

aminotransferase (AST)  วัดผลของสมุนไพรตอไตโดยวัดระดับ blood urea nitrogen (BUN) และ  

creatinine   

  

หมายเหตุ: วิธีการทดลองหรืการตรวจอาจเปลี่ยนแปลงไปตามจําจําเพาะและการใชเทคนิคท่ีทันสมัย

ข้ึนท่ีมีการใช ณ เวลาน้ันๆ 

 

 



การศึกษาการปองกันการพัฒนาของโรคพยาธิใบไมตับและมะเร็งทอนํ้าดี   

จํานวนหนูท่ีใชท้ังหมดในการทดลอง คือ  256  ตัว โดยใชจากตารางการคํานวณของ ILAR 1976  ทํา

การปอนสมุนไพรรางจืด ติดตอกันทุกวันเปนระยะเวลา 6 เดือน  ความเขมขนของรางจืดท่ีใช 100mg 

/kg/day     ความเขมขนของ NDMA ท่ีใช  12.5 ppm ในนํ้าดื่ม จํานวมเมตาเซอรคาเรียของพยาธิใบม

ตับท่ีใช   50 metacercariae / hamster  ซ่ึงออกแบบการทดลองดังน้ี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Syrian hamster 

N 

Specimen’s collection   1,2,3,6 months 

 

 

Liver  - RNA – tumor relevant genes 

- Gross pathology 

- Histopathology(H&E, 

Sirius red  staining) 

- Immunohistochemical 

staining (CK19, 

COX2,PCNA) 

 

Determination of treatment outcome 

- Survival rate   

- Hamster body weight   -   Hamster vital organ weight 

- Tumor weight     -   Tumor size    

Blood (serum) - liver function  test     

                   (ALP,ALT) 

- Kidney function 

(BUN,creatinine) 

NDMA NDMA +OV OV NDMA +OV+R OV+R NDMA +R R 

Kidney  

- histopathology 

Feces 

-EPG 

 



 

กลุมที่ กลุม 1 เดือน 2 

เดือน 

3 เดือน 6   

เดือน 

รวม 

1 ควบคุม 8 8 8 8 32 

2 OV 8 8 8 8 32 

3 OV+NDMA 8 8 8 8 32 

4 NDMA 8 8 8 8 32 

5 รางจืด 8 8 8 8 32 

6 OV+NDMA+รางจืด 8 8 8 8 32 

7 NDMA + รางจืด 8 8 8 8 32 

8 OV+รางจืด 8 8 8 8 32 

รวม 128 128 128 128 256 

          

 

การศึกษาการ รักษามะเร็งทอนํ้าด ี  

จํานวนหนูท่ีใชท้ังหมดในการทดลอง คือ  50  ตัว โดยใชจากตารางการคํานวณของ ILAR 1976    

ทําการปอนสมุนไพรรางจืด ติดตอกันทุกวันเปนระยะเวลา 1-2 เดือน  ข้ึนกับขนาดของมะเร็งของ

กลุมควบคุมวาโตเกินไปหรือไม     ความเขมขนของรางจืดท่ีใช 100mg /kg/day   ซ่ึงออกแบบการ

ทดลองดังน้ี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กลุมที่ กลุม 1 เดือน 2 เดือน รวม 

1 CCA+ diluents 5 5 10 

2 CCA+รางจืดตม 5 5 10 

3 CCA + รางจืดสด 5 5 10 

4 CCA+รางแหง 5 5 10 

5 รางจืด 5 5 10 

รวม 25 25 50 

หมายเหตุ ความเขมขนจาก การทดลองในหลอดทดลอง จะนําไปปรับใชในการทดลองในสัตวทดลอง   

                 การตรวจแตละคาอาจมีการเปลี่ยนแปลงกับผลท่ีไดในแตละชวงเพื่อใหสอดคลองกัน 

 

 

 

Syrian hamster 

Primary cell culture of hamster CCA 

Treatment 1:  

100 mg/kg/day of 

Boiled 

 

 

Control: 

No treatment 

Determination of treatment outcome 

- Hamster body weight   -   Hamster vital organ weight 

- Tumor weight     -   Tumor size    

Histopathological examination including hematoxylin and eosin staining and bile duct marker 

staining (CK19) 

Intradermal injection into Syrian hamster back with 

optimal number of cancer cells 

Treatment 2:  

100mg/kg/day of 

Fresh Rang Jued 

Treatment 3:  

100 mg/kg/day of 

Dried Rang Jued 

Thunbergia laurifoliatreatment 



ขอบเขตของการวิจัย 

โดยระบุขอบเขตของการวิจัยท่ีจะทําใหชัดเจนวา จะทําแคไหนครอบคลุมถึงอะไรบาง 

การศึกษาทั้งในสัตวทดลอง   

 

การศึกษาการปองกันการพัฒนาของโรคพยาธิใบไมตับและมะเร็งทอนํ้าดี  

ใชโมเดลการทําใหเกิดมะเร็งโดยการติดเช้ือพยาธิใบไมตับ(Opisthorchis viverrini) และใหสารกอมะเร็ง 

(N-nitrosodimethylamine) โดยจะมีกลุมควบคุมของแตละการทดลองโดยแบงการทดลองเปนกลุมท่ีใหยาหรือ

ไมให แลวทําการศึกษาเปนชวงๆ 1, 2, 3 และ 6 เดือน หรือปรับตามผลท่ีเกิดข้ึน  ทําการศึกษาทางกายวิภาค 

พยาธิภาพท่ีเปลี่ยนแปลง คาทางเคมีของเลือด แบบแผนการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของกับการเกิดมะเร็งหรือ

บงช้ีมะเร็ง และหรือยอม immunohistostaining ของ CK19 และ PCNA  เปนตน 

ใชโมเดลการทําใหเกิดมะเร็งทอนํ้าดี โดยการฉีด hamster CCA cell line  พรอมกับการใหรางจืด โดย

จะทําการศึกษา  ทางกายวิภาค โดยการวัดขนาดของกอนมะเร็ง การเจริญเติบโตของหนูทดลอง พยาธิภาพท่ี

เปลีย่นแปลง คาทางเคมีของเลือด แบบแผนการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของกับการเกิดมะเร็งหรือบงช้ีมะเร็ง 

และหรือยอม immunohistostaining ของ CK19 และ PCNA  เปนตน 

 

การศึกษาการรักษามะเร็งทอนํ้าดี  

จะใชโมเดลการทําใหเกิดมะเร็งทอนํ้าดี โดยการฉีด hamster CCA cell line  หลังจากพบกอนมะเร็ง

อยางนอย 3 mm จึงทําการใหรางจืด โดยจะทําการศึกษา  ทางกายวิภาค โดยการวัดขนาดของกอนมะเร็ง การ

เจริญเติบโตของหนูทดลอง พยาธิภาพท่ีเปลี่ยนแปลง คาทางเคมีของเลือด แบบแผนการแสดงออกของยีนท่ี

เกี่ยวของกับการเกิดมะเร็งหรือบงช้ีมะเร็ง และหรือยอม immunohistostaining ของ CK19 และ PCNA  เปนตน 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



              เอกสารแนบหมายเลข 3 

Output จากโครงการวิจัยที่ไดรับทุนจาก สกว. 

 

  1. ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาติ  

1.1 Sudsarn P, Wongchalee N, Boonmars T, Laummaunwai P, Chamgramol    

      Y, Pairojkul C, Juasook A, Boonjaraspinyo S.  Sex differences in     

      opisthorchiosis and the development of cholangiocarcinoma in Syrian     

 hamster model. Parasitol Res. 2014 Mar;113(3):829-35.  

 Impact factor 2.85   

1.2 Wonkchalee N, Boonmars T, Laummaunwai P, Aromdee C,  

Hahnvajanawong C, Wu Z, Sriraj P, Aukkanimart R, Chamgramol Y, 

Pairojkul C, Juasook A, Sudsarn P.  A combination of praziquantel and the 

traditional medicinal plant Thunbergia laurifolia on Opisthorchis viverrini 

infection and cholangiocarcinoma in a hamster model. 

Parasitol Res. 2013 Dec;112(12):4211-9.  

Impact factor 2.85  

1.3 Wonkchalee O, Boonmars T, Aromdee C, Laummaunwai P, Khunkitti  

W, Vaeteewoottacharn K, Sriraj P, Aukkanimart R, Loilome W, 

Chamgramol Y, Pairojkul C, Wu Z, Juasook A, Sudsarn P. 

Anti-inflammatory, antioxidant and hepatoprotective effects of Thunbergia 

laurifolia Linn. on experimental opisthorchiasis. Parasitol Res. 2012 

Jul;111(1):353-9.   

 Impact factor 2.85  

 

2. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 

- เชิงพาณิชย (มีการนําไปผลิต/ขาย/กอใหเกิดรายได หรือมีการนําไปประยุกตใชโดย

ภาคธุรกิจ/บุคคลท่ัวไป) 

 

- เชิงนโยบาย (มีการกําหนดนโยบายอิงงานวิจัย/เกิดมาตรการใหม/เปลี่ยนแปลง

ระเบียบขอบังคับหรือวิธีทํางาน) 

 

- เชิงสาธารณะ (มีเครือขายความรวมมือ/สรางกระแสความสนใจในวงกวาง) 



 

- เชิงวิชาการ (มีการพัฒนาการเรียนการสอน/สรางนักวิจัยใหม) 

ไดผลิตบัณฑิตศึกษาระดับปริญญาเอกจํานวน 2 คน   

คือ  1.  นางสาวณัฎฐชานันฑ (อรสา)  วงศชาลี  กําลังจะจบการศึกษา  

      2.  นางสาวภัคยานี สุดสาร                     จบการศึกษา 

 

3. อื่นๆ (เชน ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการในประเทศ การเสนอผลงานในท่ีประชุม

วิชาการ หนังสือ การจดสิทธิบัตร) 

3.1 ประชุมและเสนอผลงานทางวิชาการ ในการประชุมนักวิจัยรุนใหม พบ  

เมธีวิจัยอาวุโส สกว. คร้ังท่ี 13 เสนอผลงาน oral presentation เร่ือง Effect of medical 

plant Thunbergia laurifolia on hamster opisthorchiasis and cholangiocarcinoma   

3.2 Precongress Symposium 2012 “การวิจัยและพัฒนาเพื่อกําจัดพยาธิใบไมตับและ

มะเร็งทอนํ้าดี”  วันท่ี 9 ตุลาคม 2555 ณ หองบรรยาย 2 คณะแพทยศาสตร 

มหาวิทยาลัยขอนแกน    เสนอผลงาน oral presentation เร่ือง  ผลิตภัณฑธรรมชาติเพื่อ

ปองกันและรักษามะเร็งทอนํ้าดี :ความหวังท่ีรอคอย  

3.3 The 1
St
 Asian Parasites by Asian Parasitologists (APAP) Helminthes in 

Greater  Mekong  Subregion   วันท่ี12 พฤษภาคม 2556 ณ คณะแพทยศาสตร 

มหาวิทยาลัยขอนแกน  

3.4 การนําเสนอผลงานในการประชุมท่ีมหาวิทยาลัย KAGAWA ณ เมือง KAGAWA 

ประเทศญี่ปุน  ระหวางวันท่ี 19-20 ตุลาคม 2556    

3.5 การนําเสนอผลงานในการประชุม“Basic and Applies Knowledge of Parasitic 

Diseases and Agents: Frontier Research on Parasites in Greater Mekong Sub Region” 

วันท่ี 8 พฤษภาคม 2557 ณ คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน เร่ือง Opisthorchiasis 

associated cholangiocarcinoma   :Risk factors for cholangiocarcinoma  :Promising 

herbal medicine for CCA prevention  and treatment   

 3.6 การประชุมวิชาการโครงการปริญญาเอกกาญจนาภิเษก คร้ังท่ี 15 ระหวางวันท่ี 

28-30 พฤษภาคม  2557 จังหวัดชลบุรี  

  

 



ผลการทดลอง 

ผลของสารสกัดรางจืดตอเซลละมะเร็งทอนํ้าดีของคนและหนูแฮมสเตอร 

ผลท่ีไดแสดงใหเห็นวาสารสกัดจากรางจืดสงผลตอเซลลมะเร็งทอนํ้าดีของหนูแฮมสเตอรและ เซลลมะเร็ง

ทอนํ้าดีของคนชนิดM123      ท่ีความเขมขนท่ีแตกตางกัน โดยความเขมขนท่ีทําให IC50  อยูท่ีความ

เขมขน  3.54  ( ภาพ A ) และ 3.8 กรัมตอมิลลิลิตร  ( ภาพ B ) ของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีของหนูแฮม

สเตอรและเซลลมะเร็งทอนํ้าดีของคนชนิดM123  ท่ี 48 ช่ัวโมง  พบวามีการลดลงอยางมีนัยสําคัญใน

กลุมท่ีไดรับสารสกัดจากสมุนไพรเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  

  

 

 

ภาพที่ 1 ผลของสารสกัดจากรางจืดตอเซลลมะเร็งทอนํ้าดีของคน (A)  และเซลลมะเร็งทอนํ้าดี 

ของหนูแฮมสเตอร (B)  

 

 

 



 

ผลของสารสกัดรางจืดตอ  Cell cycle arrest  ของเซลละมะเร็งทอนํ้าดีของคนและหนูแฮม

สเตอร 

ผลการศึกษาพบวาสารสกัดรางจืดท่ีความเขมขนตางๆ  ไดแก 1.25   2.5   5  และ 10 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร  สงผลตอการหยุดย้ังวัฏจักรเซลลท่ีแตกตางกัน โดยพบวาสารสกัดรางจืดท่ี  2.5 และ 5  กรัม

ตอมิลลิลิตรสามารถหยุดย้ังวัฏจักรเซลลท่ี G2M phase  สวนท่ี 5 และ 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร   ดัง

ภาพ 2   

G1 phase
(Mean±SD)

S phase
(Mean±SD)

G2/M phase
(Mean±SD)

Control 41.1±4.66a 11.05±1.47ab 17.5±0.84a

TL 1.25 42.55±0.07a 13.45±0.21b 19.55±0.91b

TL 2.5 54.8±1.27b 9.85±0.63a 20.4±0.56b

TL 5 50.25±0.63ab 9.1±0.42a 24.5±0.70c

TL 10 41.65±0.07b 13.7±0.42b 24.55±0.77c
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Control TL 1.25 mg/ml TL 2.5 mg/ml

TL5 mg/ml TL 10 mg/ml

Effect of TL on cell cycle of human cholangiocarcinoma cell after 48 hour post-treatment

 

ภาพที่ 2 ผลของสารสกัดจากรางจืดยับย้ังเซลลมะเร็งทอนํ้าดีของคน 

 

 

 

 

 



 

 

ผลของรางจืดตอการแสดงออกของ  apoptotic  proteins    

ผลการศึกษาพบวาสารสกัดรางจืดท่ีความเขมขนตางๆ  ไดแก    0    2.5   5  และ 10 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร   สงผลตอการชักนําใหเกิดการตายแบบ apotosis โดยพบวามีการแสดงออกของโปรตีน Akt  

p53 p27  p57 สูงข้ึน  ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง  ดังภาพท่ี 3  

 

TL2.5         TL 5     TL 10     TL0    (mg/ml)

Effect of TL on protein expression of human cholangiocarcinoma cell after 24 post-treatment

After treatment increase of p57, p27, p53 and Akt with dose-dependent

 

ภาพที่ 3  ผลของสารสกัดจากรางจืดตอการแสดงออกของ  p57, p27, p53 และ Akt 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ผลของรางจืดตอการแพรกระจายของมะเร็ง โดยการทํา migration assay  

ผลการศึกษาพบวาสารสกัดรางจืดท่ีความเขมขนตางๆ  ไดแก  0   และ  5   มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดย

พบวาท่ีความเขมขน 5  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สงผลยับย้ังการเคลื่อนท่ีของเซลลมะเร็ง  ดังภาพท่ี 4   

 

Effect of TL on migration of human cholangiocarcinoma cell after 24 post-treatment
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ภาพที่ 4   ผลของรางจืดตอการแพรกระจายของมะเร็ง โดยการทํา migration assay  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ผลของ apigenin ตอ  Cell cycle arrest  

ผลการศึกษาพบวาสาร apigenin  ท่ีความเขมขนตางๆ  ไดแก 5   10   และ 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

และ รวมกับยาตานมะเร็ง Cycloheximide  สงผลตอการหยุดย้ังวัฏจักรเซลลท่ีแตกตางกัน ท่ีชวงของ 

G2M  แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ ดังภาพท่ี 5   

 

 

G1 phase
(Mean±SD)

S phase
(Mean±SD)

G2/M phase
(Mean±SD)

Control 50.80±1.55d 13.6±0.14d 18.25±0.21ab

Cycloheximide 160 µM 45.85 ± 1.34abcd 10.85±0.35c 20.6±0.42cd

APG 5 µM 47.70±1.41bcd 10.55±0.35bc 20.4±0.28cd

APG 10 µM 45.10±0.98abc 10.4±0.28bc 19.7±0.98bc

APG 20 µM 41.30±2.68a 7.4±0.28a 22.05±1.20d

Cy+APG 5 µM 57.8±2.12c 8.7±0.28abc 17.45±1.06a

Cy+APG 10 µM 49.0±3.67cd 8.6±2.12ab 20.45±0.63cd

Cy+APG 20 µM 43.55±0.77ab 13.35±1.06d 16.95±0.35a
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ภาพที่ 5  ผลของ apigenin ตอ  Cell cycle arrest  

 

 

 

 

 



ผลของ  apigenin ตอการแสดงออกของ apoptotic genes 

ผลการศึกษาพบวาสาร apigenin  ท่ีความเขมขนตางๆ  ไดแก    5   10   และ 20 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร  สงผลตอการเพิ่มข้ึนของการแสดงออกของยีน  p21  p27  และ AKT  ท่ีแตกตางกัน อยางมี

นัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม ยกเวนยีน BAX และ  BCl2  ดังภาพท่ี 6   
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ภาพที่ 6  ผลของ  apigenin ตอการแสดงออกของ apoptotic proteins    

 

 

 

 

 

 

 



 

ผลของ  apigenin ตอ apoptosis 

ผลการศึกษาพบวาสาร apigenin  ท่ีความเขมขนตางๆ  ไดแก    5   10   และ 20 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร  ไมสงผลตอการเกิด apoptosis  ดังภาพท่ี 7   

 

(Mean±SD) Q1 (necrosis) Q2 (dead cell) Q3 (living) Q4 (on going to dead)
Control 0.1±0.0016 2.2±0.17 95.27±0.05 2.43±0.32

APG 5 µM 0.03±0.05 2.3±0.06 95.2±0.5 2.43±0.38
APG 10 µM 0±0 1.67±0.4 94.4±1.35 4±1.5
APG 20 µM 0±0 2.17±1.05 95.6±1.27 2.3±0.36

Effect of apigenin on apoptosis of human cholangiocarcinoma cell

Control APG 5 µM APG 10 µM APG 20 µM

 

ภาพที่ 7  ผลของ  apigenin ตอการเกิด  apoptosis  

 

 

 

 

 

 



ผลของ  apigenin ตอการแสดงออกของ  apoptotic proteins    

ผลการศึกษาพบวาสารสกัดรางจืดท่ีความเขมขนตางๆ  ไดแก    5   10 และ 20 ไมโครโมล สงผลตอ

การชักนําใหเกิดการตายแบบ apoptosis โดยพบวามีการแสดงออกของโปรตีน Akt  p53 p27  p57 

สูงข้ึน  ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง  ดังภาพท่ี 8  

A20µM A10µM   A5µM     A0µM

Effect of apigenin on protein expression of human cholangiocarcinoma cell after 24 post-treatment

After treatment increase of p57, p27, p53 and Akt with dose-dependent

 ภาพที่ 8   ผลของ  apigenin ตอการแสดงออกของ  apoptotic proteins    

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ผลของ  apigenin ตอการแพรกระจายของมะเร็ง โดยการทํา migration assay 

ผลการศึกษาพบวาสารสกัดรางจืดท่ีความเขมขนตางๆ  ไดแก  0   และ  40 ไมโครโมล โดยพบวาท่ี

ความเขมขน 40 ไมโครโมล สงผลยับย้ังการเคลื่อนท่ีของเซลลมะเร็ง  ดังภาพท่ี 9   

 

Effect of apigenin on migration of human cholangiocarcinoma cell after 24 post-treatment
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ภาพที่ 9  ผลของ  apigenin ตอการแพรกระจายของมะเร็ง โดยการทํา migration assay  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

รางจืดยับยั้งการเจริญของมะเร็งทอนํ้าดีในหนูแฮมสเตอรที่ทําการปลูกถายมะเร็ง 

ผลการศึกษาพบวาสารสกัดรางจืดท่ีความเขมขนตางๆ  ไดแก    100  และ 500 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 

สงผลทําใหการเจริญของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีท่ีไดทํา allograph  ในหนูแฮมสเตอรลดลง  จากการปอน

สารสกัดรางจืดติดตอกันเปนเวลา  1  เดือน  โดยไมสงผลตอการเจริญเติบโตของหนู   ดังภาพท่ี 10  

        

  

ภาพที่ 10   ผลของรางจืดยับย้ังการเจริญของมะเร็งทอนํ้าดี   โดยปริมาตรของกอนมะเร็ง (A และ B)  

การเปรียบเทียบกับสมุนไพรชนิดอื่น (C) นํ้าหนักของหนูทดลอง (D) 
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พยาธิสภาพของหนูทดลองที่ไดรับรางจืดเพื่อยับยั้งการเจริญของมะเร็งทอนํ้าดี 

ผลจากการใหสารสกัดรางจืดในโมเดลของการปลูกถายมะเร็งทอนํ้าดีของหนูแฮมสเตอร

พบวา การใหรางจืดขนาด 100 มกตอกก และ 500 มกตอกก สงผลตอการเพิ่มจํานวนของ

เซลลมะเร็งดังภาพท่ี 11 

 

  

ภาพที่ 11 พยาธิสภาพของหนูทดลองท่ีไดรับรางจืดเพื่อยับย้ังการเจริญของมะเร็งทอนํ้าดี โดย  

การทํา  allograft cholangiocarcinoma ในกลุมควบคุม (A,D,G)  และ กลุมท่ีใหสารสกัดความ

เขมขน  100 มกตอกก  (B,E,H) and  500 มกตอกก  (C,F,I) 

 

 



 

ผลการยอมอิมมูโนฮิสโตสําหรับ PCNA และ CK19 

ผลจากการใหสารสกัดรางจืดในโมเดลของการปลูกถายมะเร็งทอนํ้าดีของหนูแฮมสเตอร

พบวา การใหรางจืดขนาด 100 มกตอกก และ 500 มกตอกก สงผลตอการเพิ่มจํานวนของ

เซลลมะเร็ง โดยการยอม PCNA และ CK19 โดยพบ positive area นอยกวาในกลุมควบคุม ดัง

ภาพท่ี 12 

 

 

 

ภาพที่ 12  การยอมอิมมูโนฮิสโตสําหรับ PCNA และ CK19  ในกลุมควบคุม (A,D)  และ กลุมท่ี

ใหสารสกัดความเขมขน  100 มกตอกก  (B,E) and  500 มกตอกก  (C,F) 

 

 

 

 



 

Apigenin ยับยั้งการเจริญของมะเร็งทอนํ้าดีในหนูนูดเมาสที่ทําการปลูกถายมะเร็ง 

ผลการศึกษาพบวาการใหสาร apigenin สงผลทําใหการเจริญของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีท่ีไดทํา xenograph  

ในหนูนูดเมาสลดลง และนํ้าหนักของมะเร็งลดลงเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม  จากการปอนสาร apigenin 

ติดตอกันเปนเวลา  22 วัน  โดยไมสงผลตอการเจริญเติบโตของหนู   จากผลพยาธิวิทยา โดยการยอม 

H&E น้ัน พบวาไมคอยเห็นความแตกตางในแงของรูปลักษณะของมะเร็งนํ้าดี  และจากการยอม ภาพ

เปนการยอมดวย   ki-67 ซ่ึงดูการ proloferative ของ cell โดย positive ใน cell ท่ีอยูระหวางการแบงตัว

ในชวง late G1, S, G2 phase และ negative ใน G0 phase  จากการทดลองบริเวณสวนขอบของ

ตัวอยางจะ positive มากกวาสวนกลางและสวนกลางของกลุมท่ีไดรับยาจะพบพังผืดไดมากกวากลุม

ควบคุม ดังภาพท่ี 13 
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ภาพที่ 13   Apigenin ยับย้ังการเจริญของมะเร็งทอนํ้าดีในหนูนูดเมาสท่ีทําการปลูกถายมะเร็ง 

 

 

 



ผลของรางจืดตอการลดการอักเสบหลังการรักษาพยาธิใบไมในตับในหนูแฮม

สเตอร  

สารสกัดรางจืดท่ีความเขมขน 100 มกตอกกใหตอเน่ืองเปนเวลา 1 เดือน สงผลตอการ

ลดการอักเสบหลังการรักษาพยาธิใบไมในตับในหนูแฮมสเตอรท่ีติดเช้ือพยาธิใบไมตับและหรือ 

ไดรับสารกอมะเร็ง  

 

 

ภาพที่ 14  ผลของรางจืดตอการลดการอักเสบหลังการรักษาพยาธิใบไมในตับในหนู 

แฮมสเตอร   ติดเช้ือพยาธิใบไมตับ(A, D)  ติดเช้ือพยาธิใบไมตับและใหสารสกัดรางจืดสด (B, 

E), ติดเช้ือพยาธิใบไมตับและใหสารสกัดรางจืดสด (C, F)  ไดรับสารกอมะเร็ง (G,J)  ไดรับสาร

กอมะเร็งและใหสารสกัดรางจืดสด (H,K)  ไดรับสารกอมะเร็งและใหสารสกัดรางจืดแหง (H,K) 

P: parasite, Asterisk; inflammation 

 

 



 

ผลของรางจืดตอการโรคพยาธิใบไมตับและรักษาพยาธิใบไมในตับในหนูแฮม

สเตอร  

สารสกัดรางจืดท่ีความเขมขน 100 มกตอกกใหตอเน่ืองเปนเวลา 2,  3 และ 4  เดือน 

สงผลตอการลดการอักเสบหลังการรักษาพยาธิใบไมในตับดวยพราซิควานเทลในหนูแฮมสเตอร

ท่ีติดเช้ือพยาธิใบไมตับ  

 

OV_PZ 

OV_PZ_RC

2 months                        3 months                    4 months

ภาพที่ 15  ผลของรางจืดตอการโรคพยาธิใบไมตับและรักษาพยาธิใบไมในตับในหนูแฮมสเตอร  

 ลูกศรคือถุงนํ้าดี  

 

 

 

 

 



 

ผลของรางจืดตอการลดการอักเสบหลังการรักษาพยาธิใบไมในตับในหนูแฮมสเตอร  

สารสกัดรางจืดท่ีความเขมขน 100 มกตอกกใหตอเน่ืองเปนเวลา 2,  3 และ 4  เดือน 

สงผลตอการลดการอักเสบหลังการรักษาพยาธิใบไมในตับดวยพราซิควานเทลในหนูแฮมสเตอร

ท่ีติดเช้ือพยาธิใบไมตับ ซ่ึงแสดงโดยการยอมสี H&E และ Sirius red  

 

ภาพที่ 16  ผลของรางจืดตอการลดการอักเสบหลังการรักษาพยาธิใบไมในตับใน

หนูแฮมสเตอร    

 



ผลของรางจืดตอการลดการอักเสบและยับยั้งมะเร็งหลังการรักษาพยาธิใบไมใน

ตับและการไดรับสารกอมะเร็งในหนูแฮมสเตอร  

จากภาพพบวารางจืดสงผลตอการลดความหนาหรือขุนของถุงนํ้าดีและสีของเน้ือตับ

(OV_NDMA_RC, OV_NDMA_PZ_RC)เมือเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมไดรับรางจืด 

(OV_NDMA, OV_NDMA_PZ)  

 

ภาพที่ 17 ผลของรางจืดตอการลดการอักเสบหลังการรักษาพยาธิใบไมในตับและการไดรับสาร

กอมะเร็งในหนูแฮมสเตอร  OV คือติดเช้ือพยาธิใบไมตับ,  NDMA คือดรับสารกอมะเร็ง NDMA 

, RC คือไดรับสารสกัดรางจืด , PZ คือไดรับยาพราซิควานเทล  

 

 

 

 



 

ผลของรางจืดตอการลดการอักเสบและยับยั้งการเกิดมะเร็งหลังการรักษาพยาธิใบไมในตับและ

การไดรับสารกอมะเร็งในหนูแฮมสเตอร  

จากภาพแสดงใหเห็นวาการไดรับสารสกัดรางจืดเปนเวลา 2 , 3, และ 4 เดือน สงผลตอการลดการ

อักเสบรอบทอนํ้าดีและการเกิดเกมะเร็งทอนํ้าดีลาชา (OV_NDMA_RC, OV_NDMA_PZ_RC เมือเทียบ

กับกลุมควบคุมท่ีไมไดรับรางจืด (OV_NDMA, OV_NDMA_PZ)  

 

ภาพที่ 18 ผลของรางจืดตอการลดการอักเสบหลังการรักษาพยาธิใบไมในตับและการ

ไดรับสารกอมะเร็งในหนูแฮมสเตอร   OV คือติดเช้ือพยาธิใบไมตับ,  NDMA คือดรับสารกอ

มะเร็ง NDMA , RC คือไดรับสารสกัดรางจืด , PZ คือไดรับยาพราซิควานเทล 

 

 



ผลของรางจืดตอการชะลอหรือยับยั้งการเกิดมะเร็งทอนํ้าดีในหนูแฮมสเตอร  

จากภาพพบวาการไดรับสารสกัดรางจืดตอเน่ืองเปนเวลา 6 เดือน สงผลตอการลดความหนาหรือขุนของ

ถุงนํ้าดีและสีของเน้ือตับ และนอกจากน้ียังลดการเกิดมะเร็งทอนํ้าดี  (OV_NDMA_RC, 

OV_NDMA_PZ_RC)เมือเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมไดรับรางจืด (OV_NDMA, OV_NDMA_PZ)   

 

 

ภาพที่ 19 ผลของรางจืดตอการชะลอหรือยับยั้งการเกิดมะเร็งทอนํ้าดีในหนูแฮมสเตอร  

OV คือติดเช้ือพยาธิใบไมตับ,  NDMA คือดรับสารกอมะเร็ง NDMA , RC คือไดรับสารสกัด

รางจืด , PZ คือไดรับยาพราซิควานเทล 

  



 

การตรวจคาเลือดทางเคมีหลังการในการใหรางจืดในหนูแฮมสเตอรที่ติดเชื้อ

และไดรับสารกอมะเร็ง และยาพราซิความนเทล   

จากผลการตรวจการทํางานของตับและไตพบวา สารสกัดรางจืดไมไดสงผลตอการ

ทํางานของไตซ่ึงแสดงโดยคา BUN และ creatinin  แตชวยลดการอักเสบทําใหคา ALT ลดลง 

เม่ือียบกับกลุมท่ีไมไดรับสาสกัดรางจืดคาเลือด 

ตารางท่ี  1 ผลการตรวจคาการทํางานของตับและไต 

Group 
ALT  (U/L)  ALP  (U/L)  

Mean ± SEM  Mean ± SEM  

Normal 1M  90 ± 15
a 

 172.5 ± 47.5
ab 

 

OV 1M  1121.1 ±  88.9
b 

 139.4 ±  4.79
ab 

 

OVFRC 1M  605.33 ±  44.86
c 

 204.67 ±  37.7
b 

 

OVDRC 1M  853.75 ±  56.73
d 

 130.25 ±  116.85
a 

 

OVNDMA  6M  139.0 ± 54.9
a

  105.3 ± 59.9
a 

 

OVNDMARC 6M  124.4 ± 60.4
a

  72.8 ± 13.7
a

  

OVNDMAPZ 6M  183.0 ± 14.1
a

  75.0 ± 7.0
a

  

OVNDMAPZRC 6M  107.2 ± 41.9
a

  69.6 ± 8.4
a

  

 

 



บทวิจารณ 

จากการศึกษาขอมูลการใชสมุนไพรในโมเดลของการใชเพื่อเปนการปองกันและรักษามะเร็งทอนําดีใน

หนูแฮมสเตอรพบวามีผลในการยับย้ังการ อักเสบ และการเกิดมะเร็งทอนํ้าดีใหพัฒนาชาลงจริง ซ่ึง

อาจจะมาจากการมีคุณสมบัติเปน สารตานการอักเสบ (Anti-inflammation) และตานสารอนุมูลอิสระ     

(anti-oxidant) รวมท้ังจากการศึกษา โดยใชโมเดลท่ีเทียบกับการใหยาถายพยาธิในโมเดลมะเร็งยัง

พบวา มีการพัฒนาการเกิดมะเร็งข้ึน ในขณะท่ีกลุมท่ีใหท้ังยาถายพยาธิและสมุนไพรพบวาไมมี หรือมี

นอยมากของเซลลมะเร็ง นอกจากน้ียังไดศีกษาเปรียบเทียบการเกิดมะเร็งทอนํ้าดีในหนูเพศผูและเมีย

พบวา ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญซ่ึงสอดคลองกับในคนท่ีตองอาศัยปจจัยภายนอกอื่นๆเขามา

เกี่ยวของดวย ซ่ึงไดตีพิมพแลว   การศึกษาคร้ังน้ีไดแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวารังจืดมีฤทธิต์านการ

อักเสบ และคุณสมบัติตานอนุมูลอิสระ ทําใหการทํางานของตับในหนูแฮมสเตอรท่ีติดเช้ือพยาธิใบไมตับ

หรือหลังการบริหารงานของ NDMA ท่ีดีข้ึน  โดยการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิวิทยาแสดงใหเห็นไดจาก

การลดการอักเสบของเซลลท่ีอยูรอบ ๆ ทอนํ้าดีของตับ มีความสัมพันธกับผลของการทดสอบการทํางาน

ของตับ โดยเฉพาะอยางย่ิง ALT  การแสดงใหเห็น การลดความเสียหายของเซลลตับ สารตานอนุมูล

อิสระท่ีสูงข้ึน แสดงใหเห็นโดยการวิเคราะห frap  เน่ืองจากการลดลงของเซลลอักเสบรอบทอนํ้าดีในตับ

และการลดลงของระดับ ALT   นอกจากน้ี สาร apigenin ท่ีพบในรางจืด มีผลการยับย้ังเซลลมะเร็งทอ

นํ้าดี M214  โดยไปมีผลตอวัฏจักรของเซลลท่ี  G2M  phase และทําใหสงผลตอการพัฒนาของมะเร็งทอ

นํ้าดีชาลง  สงผลตอการชักนําใหเกิดการตายแบบ apotosis บางแตไมชัดเจน  โดยพบวามีการ

แสดงออกของโปรตีน Akt  p53 p27  p57 สูงข้ึน    นอกจากนีสารสกัดรางจืดสงผลยับย้ังการเคลื่อนท่ี

ของเซลลมะเร็ง  และสงผลทําใหการเจริญของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีท่ีไดทํา allograph  ในหนูแฮมสเตอร

ลดลง   

คุณสมบัติของสารสกัดรางจืด 

จากผลการศึกษาในคร้ังน้ีพบวาสารสกัดท่ีนํามาใชในการทดสอบมีคุณสมบัติการเปนสารตานอนุมูลอิสระ

ของสารสกัดรางจืด ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาอื่นๆท่ีผานมา ( Oonsivilai et al., 2007)  นอกจากน้ีแลว 

มีรายงานการศึกษา phenolic profile ของสารสกัดรางจืด พบวามีสาร apigenin,  apigenin glucosides,   

phenolic  acids  เชน caffeic acid, gallic acid  และ  protocatechuic acid  

และจากผลการทดลองพบวาการใชสารสกัดรางจืดแบบสด และ แหง สงผลตอผลของการตานอนุมูล

อิสระ ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาท่ีผานมาพบวากรรมวิธีการชงชาหรือการเตรียมรางจืดดวยวิธีท่ี

แตกตางกันจะสงผลท่ีแตกตางกันดวยโดย  ในการศึกษาน้ีใชทดลองคุณสมบัติของรางจืดดวยกรรมวิธี

การทําชาชงท่ีแตกตางกันเพื่อเลียนแบบชาชงท่ีมีจําหนายตามทองตลาด มีวิธีดังน้ี คือ sun drying,  

oven   drying   and  microwaving  โดยแตละกรรมวิธีนํามาทดสอบเพื่อหา total phenolic content  



และ antioxidant activity   เปรียบเทียบกับรางจืดสด โดย  total phenolic content ทดสอบโดยใช วิธี  

Folin-Ciocalteu method และ antioxidant activity    ทดสอบโดย  1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 

(DPPH),  ferric  reducing  antioxidant  power  (FRAP)  and  ferrous  ion  chelating  (FIC)  

assays  จากผลการทดลองพบวา  microwave-dried  ใหคา  total phenolic content  และ antioxidant 

activity  สูงสุดเม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธีการอื่น และนํา ผงรางจืดท่ีไดจากกรรมวิธี microwaving ไป

ใชเปรียบเทียบกับชารางจืดในทองตลาดพบวา ใหคา total phenolic content  และ antioxidant activity   

สูงกวาชารางจืดในทองตลาด 5 และ  10 เทาตามลําดับ (Chan   and  Lim  2006)   

 

สารสกัดรางจืดยับยั้งการพัฒนา เพิ่มจํานวน และลดการกระจายของเซลลมะเร็งทอนํ้าดี 

จากการทดสอบการยับย้ังการเพิ่มจํานวนของสารสกัดรางจืดและสาร apigenin พบวายับย้ังวัฏจักรของ

เซลลท่ี G2M  แตจากผลการทํา  flow cytometre  และทําใหสงผลตอการพัฒนาของมะเร็งทอนํ้าดีชาลง  

สงผลตอการชักนําใหเกิดการตายแบบ apotosis บางแตไมชัดเจน  โดยพบวามีการแสดงออกของ

โปรตีน Akt  p53 p27  p57 สูงข้ึน   เพื่อตรวจสอบผลตอการชักนําใหเกิด apoptosis พบวา สารสกัด

รางจืด และ หรือ apigenin  มีผลตอการกระตุนใหเกิดการตายนอยมาก ซ่ึงสอดคลองกับผลการยอม

โปรตีน   แตสามารถยับย้ังการเคลื่อนท่ีของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีไดจากผลการทํา immigration assay  

และสงผลทําใหการเจริญของเซลลมะเร็งทอนํ้าดีท่ีไดทํา allograph  ในหนูแฮมสเตอรลดลง    ซ่ึง

สอดคลองกับรายงานท่ีผานมาของ Trochon et al (2000) พบวาสาร apigenin สามารถยับย้ังมะเร็ง การ

เพิ่มจํานวนของ endothelial cell ท่ี G2M phase และยับย้ังการแสดงออกของ p21 และ p27  ซ่ึงตาง

จากผลการทดลองคร้ังน้ี   และ Yin et al (2001) ท่ีทําการทดสอบใน breast carcinoma cells   และ 

Gupta   et al ( 2001) ท่ีทําการทดสอบใน human prostate carcinoma cells  

สารสกัดรางจืดชวยลดพยาธิสภาพจากการติดเชื้อพยาธิใบไมตับและหรือลดพิษจากสารกอ

มะเร็ง  และชะลอการเกิดมะเร็งทอนํ้าดี    

ในทุกกลุมท่ีไดรับสารสกัดรางจืดขนาด 100 มิลลกรัมตอกิโลกรัมติดตอกันนาน 6 เดือน ไมสงผลเสียตอ

อวัยวะภายใน เชน กระเพาะ  ตับ  ไต หรือ มาม แตอยางใด โดยยืนยันจากผลทางพยาธิวิทยาและคา

เลือด  ALT   ALP  บงบอกถึงเซลลตับอยูในระดับปกติ   BUN  และ  Creatinine   บงบอกถึงการ

ทํางานของไตเปนปกติ   (ดังตารางท่ี 1)  ซ่ึงช้ีใหเห็นวารางจืดไมสงผลตอการทําลายตับและไต อีกท้ังไม

สงผลตออัตราการเจริญเติบโตของสัตวทดลอง เน่ืองจากสัตวทดลองมีนํ้ากนักตัวเปนปกติเม่ือเทียบกับ

กลุมควบคุม ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาท่ีผานมา โดย วิรวรรณ วิสิฐพงศพันธและคณะ  2003    ท่ี

ทดสอบความเปนพิษของรางจืด ท่ีขนาด 500 มิลลกรัมตอกิโลกรัม  และ10  กรัมตอกิโลกรัม โดยไมพบ



ความผิดปกติของคาเลือดและพยาธิสภาพท่ีเกิดข้ึนกับหนูขาวท่ีไดรับนํ้าสกัดใบรางจืดแตอยางใด    และ 

Chivapat et al. 2009  ซ่ึงรายงานวาการ ในการศึกษาน้ีเปนการศึกษาพิษเร้ือรังจากการใหรางจืดในหนู

ขาว โดยในกลุมหนูทดลองไดรับรางจืดในขนาด    20, 200, 1,000, 2,000 and 2,000 มิลลกรัมตอ

กิโลกรัมตอวัน  เปนเวลานาน 6 เดือน  คิดเปน  1, 10, 50 และ 100 เทาของขนาดท่ีใชในคน  จากผล

การทดลองพบวา สารสกัดรางจิดไมมีผลตอนํ้าหนักตัว พฤติกรรมและสุขภาพของหนูโดยท่ัวไป (Body 

weight, Hematological test)  อีกท้ังสารสกัดรางจืดไมทําใหพิษสะสมและไมทําใหหนูตาย  ผลทางดาน

พยาธิสภาพไมพบการเปลี่ยนแปลงท่ีผิดปกติ  

ผลจากการใชรางจืดในหนุแฮมสเตอรท่ีติดเช้ือพยาธิใบไมตับและหรือใหสารกอมะเร็งพบวา

สงเสริมทําใหการอักเสบรอบทอนํ้าดีลดลงอยางเห็นไดชัด (ดังภาพท่ี 14 และ 16 ) สอดคลองกับคา ALT 

ท่ีลดลงใกลเคียงกับคาปกติอยางมีนัยสําคัญ (ดังตารางท่ี 1)  ซ่ึงอาจเปนผลมาจากคุณสมบัติตานการ

เสบและหรือตานอนุมูลอิสระของรางจืด  โดยสอดคลองกับการศึกษาของ Usanawarong et al (2000) 

และ Usanawarong and Thesiri (2001) ท่ีใชรางจืดในการลกพิษของ Paraquet  และ  Parathion 

ตามลําดับ      สําหรับ Pramyothin et al (2005)   ซ่ึงพบวาหนูขาวไดรับการปอน  ethanol  4  กรัมตอ

กิโลกรัมตอวัน  เปนเวลา 14 วัน ทําใหเกิดการอักเสบท่ีตับ โดยพบเซลลอักเสบจํานวนมากท่ีตับ และ

หลังจากน้ันไดรับรางจืด  25 มิลลกรัมตอกิโลกรัมตอวัน  และ/หรือ Silymarin  5 มิลลกรัมตอกิโลกรัมตอ

วันเปนเวลา   7 วัน ผล พบวา คา ALT และ  AST ในเลือดมีคาลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมท่ีไดรับ 

ethanol และไมไดรับสมุนไพร    และนอกจากน้ีแลวรางจืดยังมีผลในการชะลอการเกิดมะเร็งทอนํ้าดีใน

หนูแฮมสเตอรท่ีติดเช้ือพยาธิใบไมในตับและไดรับสารกอมะเร็ง NDMA และหรือไดรับยาพราซิครวนเทล 

(ดังภาพท่ี 19)   นอกจากจะมาจากคุณสมบัติท่ีเปนสารตานการเสบและหรือตานอนุมูลอิสระของรางจืด

แลว ยังอาจจะมาจากคุณสมบัติของการเปนสมุนไพรถอนพิษ (detoxification) โดยมีรายงานการศึกษา

จํานวนมากในสัตวทดลอง เชนในปลาท่ีไดรับ  (Pb(NO3 ) 2 รวมกับสารสกัดรางจืดในขนาด  2 mg /g of 

fish food ใหผลคาเลือด blood chemistry( ALT, AST), hematological (CBC) และ histologicalอยูใน

เกณฑปกติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไดรับอาหารแบบปกติ จากการทดลองน้ีสรุปวาสารสกัด

รางจืดอาจมีสวนในการชวยลดพิษของ Pb(NO3 ) 2  ได  (Palipoch et al  2011)    และยังมีรายงานการ

ทดลอง โดย Tangpong &  Soisungwan, 2010)  ใชรางจืด เพื่อทดสอบความสามาถในการปองกันพิษ

จากตะกั่ว  (1 g/L)  ท่ีสมองของหนูขาว การทดลองพบวารางจืด (100 mg/kg และ 200 mg/kg) ไม

สามารถท่ีจะลดระดับของตะกั่วในกระแสเลือดหรือในสมองของหนูท่ีไดรับพิษตะกั่วได แตสามารถชวย

บรรเทาผลกระทบท่ีเกิดจากการเสียความทรงจําในหนูท่ีไดรับพิษไดจากการทดสอบดวยการใหหนูวาย

นํ้า และยังฟนฟู  caspase-3 activity อีกท้ังยังชวยรักษาระดับของ total anti-oxidant capacity และ 



anti-oxidant enzymes ในสมองของหนูท่ีไดรับรางจืดรวมดวย  จากการศึกษาน้ีสรุปวารางจืดอาจมีสวน

ชวยในการลดการตายของ neuronal cell และลดการสูญเสียความทรงจําในหนูท่ีไดรับพิษจากตะกั่ว   

การศึกษาในสัตวทดลองคร้ังน้ีเปนรายงานการศึกษาแรกท่ีพบวาสารสกัดรางจืดสามารถยับย้ัง

การเกิดมะเร็งทอนํ้าดีได ในการใหติดตอกันทุกวันนานถึง 6 เดือน และการใหหลังเร่ิมมีการพัฒนาเปน

มะเร็งทอนํ้าดีแลว 3 เดือน แลวใหรางจืดติดตอกันนาน 4 เดือนพบวาการเกิดมะเร็งชา และมีชีวิตอยูได

ตลอดการทดลองเม่ือเทียบกับกวากลุมท่ีไมไดรับ   ซ่ึงคาดวามาจากคุณสมบัติของการเปน

detoxification ทําใหสามารถลดพิษจาก NDMA และ นอกจากน้ีคุณสมบัติ anti - oxidant และ anti-

inflammation ยังเสริมทําใหพยาธิสภาพของตับดีข้ึนและสามารถมีชีวิตไดนานข้ึน   

การศึกษาคร้ังน้ี แสดงใหเห็นถึงขอดีของรางจืด จาการเปนสารตานอนุมูลอิสระและสารตานการ

อักเสบ ใน แฮมสเตอร ท่ีไดรับสารกอมะเร็ง NDMA เชนเดียวกับท่ีติดเช้ือ O. viverrini  นํา ไปสูการลด 

พยาธิวิทยาของตับและการปรับปรุงการทํางานของตับ จากการศึกษาในหลอดทดลองพบวา สาร 

apiginin ท่ีอยูในรางจืดสงผลตอการ metastasis ของเซลลมะเร็งและทําใหเกิด cell cycle arrest ท่ี 

G2M    และรายงานคร้ังน้ีแสดงใหเห็นชัดวาคุณสมบัติของสมุนไพรรางจืดเปนสารลดพิษ ตานอนุมูล

อิสระสารตานการอักเสบ และ ยับย้ังการพัฒนาและกระจายของมะเร็งทอนํ้าดี โดยสามารถปองกันหรือ

ชะลอการเกิดมะเร็งทอนํ้าดีไดในสัตวทดลองได  ดังน้ันการศึกษาตอไปในอนาคตนาจะทําการศึกษาใน

คนไขท่ีเปนมะเร็งทอนํ้าดีระยะแรกๆ อาจสงผลดีในการชะลอการพัฒนาและกระจายของมะเร็งทอนํ้าดี 

หรือใชในคนท่ีมีความเสี่ยงสูงในการท่ีจะมีภาวะของการอักเสบของตับอยางเร้ือรัง  นอกจากน้ีแลวควร

ทดลองในมะเร็งชนิดอื่นๆ ซ่ึงอาจจะเปนประโยชนในวงกวางตอไป  
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Abstract Worldwide, the highest incidence of cholangiocar-
cinoma (CCA) is found in northeast Thailand, the endemic
area of Opisthorchis viverrini infection. Cumulated clinical
data revealed that the majority of CCA patients are men.
However, many other types of cancers are more commonly
found in women. In this study, we investigated the sex differ-
ences in the development of CCA, induced by O. viverrini
infection and N -nitrosodimethylamine administration, in
Syrian hamsters. Histopathology, liver function tests, and
fecal egg counts were analyzed. The results showed that there

are no sex differences in hamsters responses to O. viverrini
infection and no prevalence of CCA development. Even
though serum ALT level in O. viverrini -infected or CCA
hamsters was significantly increased in female compared to
male (p <0.05) and uninfected control (p <0.05), our results
may imply that the higher prevalence of opisthorchiasis and
CCA in men than in women in northeast Thailand may
depend on behaviors of an individual exposed to risk factors
rather than gender difference.

Introduction

Many reports have shown that men and women differ in their
susceptibility to certain diseases, including cancers (Eliassen
et al. 2006; Giannitrapani et al. 2006; Green et al. 2012). For
example, females have a much greater risk of breast cancer,
and men have a risk of prostate cancer (Eliassen et al. 2006;
Green et al. 2012).

Opisthorchiasis, caused by Opisthorchis viverrini which is
one of the risk factors for cholangiocarcinoma (CCA), is
highly prevalent in northeast Thailand (Vatanasapt et al.
1990; Sriamporn et al. 2004; IARC 2011). Previous study
has shown that the majority of opisthorchiasis and CCA cases
are found in men (Poomphakwaen et al. 2009). This may be
caused by different behaviors such as smoking, excessive
drinking, and raw fish consumption. However, actual reasons
for this sex differences in CCA remain obscure. Thus, the
present study is intended to clarify the effect of sex differences
on the pathology of opisthorchiosis and CCA development in
an animal model. Previous studies using the hamster,
O. viverrini model have used only male hamsters; here, we
compare the results from male and female hamsters. We used
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data obtained from histopathology, liver function tests, and
fecal egg counts for analysis of sex difference.

Material and methods

Animals and rationale for the experimental design

Fifteen male and 15 female Syrian hamsters, 6 to 8 weeks old,
from the Animal Unit, Faculty of Medicine, Khon Kaen
University (Table 1), were divided equally into three groups
with two purposes: (1) for inflammatory cell response of
hamsters infected with O. viverrini (OV) (group 1) and ham-
sters administered N-nitrosodimethylamine (ND) (group 2)
and (2) for CCA development of hamsters infected with O.
viverrini and administered N -nitrosodimethylamine (OVND)
(group 3). To induce hamster CCA development,
N-nitrosodimethylamine was given daily in drinking water
at day 0 to 30, and O. viverrini was given in a single dose at
day 0. Five male and 5 female hamsters of each group were

sacrificed at day 30 or 120 postinfection; photographs were
taken for comparison of the gross anatomy of the livers
(Fig. 1). The experiment was conducted according to the
guidelines of the Committee of Animal Ethics, Khon Kaen
University (ethical clearance no. AEKKU 23/2554).

Parasite infection

Cyprinoid fishes (such as Henicorhynchus siamensis and
Cirrhinus jullieni) were bought from a local market in Khon
Kaen province. The digestion process followed the method
used in our previous studies (Wonkchalee et al. 2012). In brief,
fishes were digested with pepsin–HCl at 37 °C for 1 h. After a
complete digestion followed by filtration, O. viverrini
metacercariae (a double-walled cyst, oval shape, oral, and
ventral suckers were clearly seen, and excretory bladder ap-
pears as containing black brown granules; the average size of
the encysted metacercaria is 201 μm×167 μm) were collected
under a stereomicroscope. Male and female hamsters were
orally infected with 50 O. viverrini metacercariae each.

Table 1 Experimental groups

Groupa Administered OV Administered ND in
drinking water

Serum sample
taken at

Sacrificed at day
30 (n , sex)

Sacrificed at day
120 (n , sex)

1, OVb 50 mc at day 0 – Day 30 5 ♂,5 ♀ –

2, NDb – Day 0–30 Day 30 5 ♂, 5 ♀ –

3, OVNDbc 50 mc at day 0 Day 0–30 Day 120 – 5 ♂, 5 ♀

Symbol ♂ indicates male and symbol ♀ indicates female

mc metacercariae
a Five each of male and female hamsters per group
bGroups 1 and 2 intended to show differences in inflammatory cell responses between male and female
c Group 3 intended to show differences in CCA development between male and female

Gb

Gb

Gb

Gb

Gb

Gb

OV                          ND OVND

Female 

Male

Fig. 1 Representative gross
anatomy of livers of female (a–c)
and male (d–f) hamsters infected
with O. viverrini (OV) (a , d),
hamsters administered with
N-nitrosodimethylamine (ND)
(b , e), and hamsters infected with
O. viverrini and administered
N-nitrosodimethylamine
(OVND) (c , f). Gb gallbladder
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N-nitrosodimethylamine preparation and administration

ND, purchased from Wako Pure Chemical Industries,
Osaka, Japan, was used for inducing CCA development in

hamsters (Thamavit et al. 1978). N -nitrosodimethylamine
was prepared in distilled water at a final concentration at
12.5 ppm for administration to the assigned hamster groups
(daily for 30 days).

Fecal egg count

Two fecal pellets were collected from the rectum of each
infected hamster (groups 1 and 3) after euthanasia. A formalin
technique was employed for the quantitative O. viverrini egg
count. In brief, fecal pellets were weighed, fixed, and broken
up in 1 ml of 10% formalin. Then, 0.2 ml of this solution with
10 μl of 1 % iodine solution was sampled and smeared on a
glass slide, and the number of O. viverrini eggs was counted
under a microscope.

Table 2 The average eggs per gram of feces from female and male
hamsters infected with O. viverrini (OV) and infected with O. viverrini
combined with N-nitrosodimethylamine hamster (OVND)

Groups EPG (mean ± SD)

Female Male

OVat day 30 1,977.4±218.2 1,927.75±40.2

OVND at day 120 8,956.6±1,406.2 8,691.38±425.2

Time points (1 or 4 months) are indicated

Female Male

OV

days 30

ND

days 30

Fig. 2 Representative of histology of female and male hamsters’ livers
after infectedwithO. viverrini (OV) and administeredwithND for 30 days.
The liver sections were stained with hematoxylin and eosin (a–d , i–l) and
Sirius red (e–h , m–p) in hamsters infected with O. viverrini (a–d, e–h)

and administered N-nitrosodimethylamine hamsters (ND) (i–l , m–p). V
portal vein, P parasite, Bd bile duct. Red stars indicate inflammatory cell
aggregation. Black head arrow indicates fibrosis
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Light microscopic observation

Liver sections stained with hematoxylin and eosin (H&E)
were used for the histopathological study. In brief, liver tissue
from each hamster was fixed with 10 % formalin, dehydrated
with an ascending ethanol series, cleared in xylene, and then
embedded in paraffin. Liver tissue sections were cut at 5 μm
thickness, deparaffinized and rehydrated, and then stained
with H&E. Histological grading followed to the previous
report (Boonjaraspinyo et al. 2010; Wonkchalee et al. 2012).

Sirius red staining for collagen

To compare the fibrosis between male and female hamsters,
liver sections were first stained with hematoxylin for 8 min to
show nuclei, and then, the slides were washed in running tap
water for 10 min. Then, the slides were stained with a saturat-
ed aqueous solution of picric acid containing 0.1 % Sirius red
(Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA) for 1 h, washed in two
changes of acidified water (5 ml of glacial acetic acid in 1 L of

distilled water), dehydrated, cleared with xylene, and
mounted. Collagen fibers in the connective tissues were
stained red. The sections were observed and digitized under
a light microscope (Olympus BX51; Tokyo, Japan) for grad-
ing fibrosis.

Measurement of serum liver enzymes

Hamster sera were obtained from groups of normal male and
female hamsters, groups 1 and 2 at day 30 and group 3 at day
120 to determine liver damage through alanine aminotrans-
ferase (ALT) and bile duct proliferation or obstruction through
alkaline phosphatase (ALP). Measurement of the ALTactivity
using Alanine Aminotransferase Activity Assay Kit (Cayman,
Michigan, USA) is carried out by monitoring the rate of
NADH oxidation in a coupled reaction system employing
lactate dehydrogenase (LDH). The oxidation of NADH to
NAD+ is accompanied by a decrease in absorbance at
340 nm. Under circumstances in which the ALT activity is
rate limiting, the rate decrease is directly proportional to the

Table 3 Histopathological grading of female (F) and male (M) hamsters’ livers after infected with O. viverrini (OV) and administered with
N-nitrosodimethylamine (ND) for 30 days

Histopathology Criteria OV (F) (%) OV (M) (%) ND (F) (%) ND (M) (%)

Inflammation 0 = none

1 = mild (hepatocyte, 1–4 small foci per 4× objective or 5–20 % per field) 40 50

2 =moderate (hepatocyte + portal area, 1–4 foci per 4× objective or 20–50 % per field) 60 80 60 50

3 = severe (hepatocyte + portal area >5 foci per 4× objective) or >50 % per filed 40 20

Bile duct changes 0 = no proliferation 100 100

1 = mild proliferation (1–5 foci per 4× objective) 20 40

2 = moderate proliferation (6–10 foci per 4× objective) 60 60

3 = severe proliferation (>10 foci per 4× objective) 20

Granulomatous
reaction

0 = absent 100 80 100 100

1 = present 20

Fibrosis 0 = no fibrosis

1 = portal fibrosis without fibrous septa 20 40 40 50

2 = portal fibrosis with short fibrous septa 80 60 60 50

3 = portal fibrosis with fibrous septa

Fig. 3 Representative histology
of livers at day 120 of female and
male hamsters infected with
O. viverrini and administered
with N-nitrosodimethylamine
(OVND) (a–d). V portal vein,
P parasite, Bd bile duct, CCA
cholangiocarcinoma area. Red
stars indicate inflammatory cell
aggregation
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ALT activity in the sample. In the measurement of the ALP
activity using Alkaline Phosphatase Assay Kit (Abcam,
Cambridge MA, USA), ALP cleaves the phosphate group of
the non-fluorescent 4-methylumbelliferyl phosphate disodium
salt (MUP) substrate, resulting in an intense fluorescent
signal.

Statistical analysis

All data were analyzed by SPSS version 19.0 using the
correlation, one-way ANOVA, and generated mean and stan-
dard deviation. Grading of gross and histopathology was
followed by previous reports (Boonjaraspinyo et al. 2010;
Wonkchalee et al. 2012).

Results

Fecal egg count

Table 2 shows that the eggs per gram of feces (EPG) of
infected female hamsters were similar to those observed in
males in the same experimental group with no statistically
significant difference. In group 3 at day 120, the numbers of
eggs per gram of feces were four to five times higher when
compared with the eggs per gram of feces in group 1 at day 30.

Gross pathology

The abnormal liver surfaces of group 2 at day 30 were similar
to those of the O. viverrini-infected group (group 1) with

some dilation of the common bile duct and gallbladder. In
group 3 at day 120, the common bile duct and gallbladder
were similar in being opaque, as shown in Fig. 1.

Histopathological changes

Figure 2 shows the results of the O. viverrini -infected or
N-nitrosodimethylamine-administered group (groups 1 and 2).
Inflammatory cell infiltration surrounding the hepatic bile ducts
was observed at day 30 in group 1 (Fig. 2(a–d)). Inflammatory
cells were more often observed in female hamsters
(Fig. 2(a, b)) than in males (Fig. 2(c, d)), especially at the
common bile duct and hilar region. Fibrosis in infected

Table 4 Histopathological grading of livers at day 120 of female (F) and male (M) hamsters infected with O. viverrini and administered N-
nitrosodimethylamine (OVND)

Histopathology Criteria OVND (F) (%) OVND (M) (%)

Inflammation 0 = none

1 = mild (hepatocyte, 1–4 small foci per 4× objective or 5–20 % per field)

2 = moderate (hepatocyte + portal area, 1–4 foci per 4× objective or 20–50 % per field) 80 80

3 = severe (hepatocyte + portal area >5 foci per 4× objective) or >50 % per filed 20 20

Goblet cell proliferation 0 = absent

1 = mild (+) 20

2 = moderate (++) 60 80

3 = severe (+++) 20 20

Bile duct change and
cholangiocarcinoma

0 = absent proliferation

1 = mild proliferation without cholangiofibrosis

2 = moderate proliferation with cholangiofibrosis 40 60

3 = CCA area 5–20 % per 4× objective 20 20

5 = CCA area 30–50 % per 4× objective 20

6 = CCA area >50 % per 4× objective 20 20

Granulomatous reaction 0 = absent 100 100

1 = present

Table 5 The average (mean ± SD) of serum alanine transaminase (ALT)
and serum alkaline phosphatase (ALP) level in livers of female and male
hamsters 1 and 4 months after the start of experiment

Groups ALT (U/l) ALP (U/l)

Female Male Female Male

Na 108.8±39.7 104.4±19.4 169.8±23.0 93.2±8.43

OVb at day 30 1,056±83.4* 587.0±68.2 139.4±4.4 105.2±7.8

NDc at day 30 1,238.0±138.5* 899±17.3 99.2±3.6 72.7±30.4

OVNDd at day 120 315.8±32.2* 213.6±46.8 91.4±6.2 77.3±8.7

*p <0.05
aNormal hamster
b Hamsters infected with O. viverrini
c Hamsters administered N-nitrosodimethylamine
dHamsters infected with O. viverrini and administered
N-nitrosodimethylamine
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female hamsters (Fig. 2(e, f)) was higher than that in males
(Fig. 2(g, h)). At day 30, aggregations of inflammatory cells
around the hepatic bile ducts were observed in both females
and males of group 2 (Fig. 2(i–l)); in female hamsters
(Fig. 2(i, j)), inflammatory cell infiltration was more pro-
nounced than in males (Fig. 2(k, l)), especially at the com-
mon bile duct and hilar region. Fibrosis accumulation in
infected female hamsters (Fig. 2(m, n)) was similar to that
in male (Fig. 2(o, p)). Histopathological grading of female
and male hamsters’ livers 1 month after infection with O.
viverrini and administration of ND are shown in Table 3.

As shown in Fig. 3, the group 3 of hamsters showed
inflammatory cell infiltration and an increase of bile duct
number and bile duct cancer at day 120 (Fig. 3(a–d)). A large
area of CCA was more evident in female hamsters
(Fig. 3(a, b)) than in males (Fig. 3(c, d)), especially near
the hepatic bile ducts and subcapsular region.
Histopathological grading of livers at day 120 of female
and male hamsters is shown in Table 4.

Liver function tests

ALTand ALP levels in male and female hamsters in groups 1,
2, and 3 as shown in Table 5 were higher than those in normal
uninfected male or female hamsters. Both serum ALT and
ALP levels in all experimentals were always higher in females
than in males. ALT serum levels were invariably significantly
higher in females than in males (p <0.05). In the case of ALP
serum levels, these were usually higher in female hamsters,
but not statistically significantly.

Discussion

Male hamsters were commonly used as an animal model in
previous studies on opisthorchiosis and CCA (Thamavit et al.
1978). Our present study is the first to show the different
pathologies between male and female hamsters. We found
that females tended to exhibit a greater inflammatory infiltra-
tion in OV-infected group and earlier CCA development than
males as evidenced by histopathological results and liver
function test levels, ALT. Sex had no effect on parasite devel-
opment as evidenced by EPG.

Estrogen in female does cause elevated liver damage leading
to increasing liver enzymes (Lee et al. 2012; Cho et al. 2013);
therefore, our present data showed that female in normal,
groups 1, 2, and 3 had a higher level of ALT and ALP than
those of observed in male. This is consistent with several
reports showing that females are more susceptible to liver
injury, e.g., from drugs and many xenobiotics (Kono et al.
2000; Miller 2001; Lorbek et al. 2013). In the case of alco-
holics, females develop the symptoms of alcoholic liver injury
more rapidly and severely than males (Gallucci et al. 2004;

Muller 2006; Eagon 2010). Females also have a higher risk of
the incidence of diabetes as well as anemia and hypertension
which are common side effects of diabetic disease (Kumar
1996). In a recent report, diabetes was found to increase the
risk of the occurrence of gallbladder cancer and extrahepatic
cholangiocarcinoma (Ren et al. 2011). In cases of bile duct
ligation, females had slightly more advanced states of fibrosis
and inflammation than males (Zivna et al. 2001). This is in
agreement with our present results, which showed early and
severe pathology of the liver afterO. viverrini infection as well
as enhanced CCA development.

In contrast, several diseases are more prevalent in males;
this may depend not only on physiology but also on behaviors
that make males more susceptible to infections, diseases, or
cancer (Roberts et al. 2012;Walter et al. 2013). Several reports
have shown a greater intensity of parasitic infection in males
(Daniels and Belosevic 1995; Poulin 1996; Travi et al. 2002;
Klein 2004; Liu et al. 2006; Klein et al. 2008; Idris et al. 2012;
Morton and Garcia-del-Pino 2013). In addition to physiolog-
ical factors, severity of disease might be associated with many
other determinants such as lifestyle and environmental factors.
The higher incidence of opisthorchiasis and CCA in men is
likely due to behavioral differences, such as higher consump-
tion of raw fish by men, often in a social setting that involves
high intake of alcohol.
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Abstract Thunbergia laurifolia Linn (Rang Chuet) pos-
sesses antioxidant and anti-inflammatory properties as well
as anticancer activities. The aim of the present study was to
evaluate the efficacy of T. laurifolia in reducing inflammation

from pathological changes in Syrian hamsters infected with
the human liver fluke Opisthorchis viverrini. Hamster groups
were also administered N-nitrosodimethylamine (NDMA)
and treated with T. laurifolia. Light microscopic observation
of histopathological changes, liver function tests for alanine
transaminase (ALT) and alkaline phosphatase (ALP) and kid-
ney function tests for blood urea nitrogen (BUN) and creati-
nine were performed. Antioxidant effects of both fresh and
dried Rang Chuet solutions were observed. Analysis of the
histopathological changes showed anti-inflammatory proper-
ties, both in the case of O. viverrini infection or with NDMA
administration, by reducing the aggregation of inflammatory
cells surrounding the hepatic bile ducts as indicated by normal
serum ALT, ALP, BUN and creatinine levels in treated Syrian
hamsters. The present study found that fresh and dried Rang
Chuet solutions clearly reduced the inflammatory cells in both
O. viverrini-infected and NDMA-administered groups and
was correlated with the total antioxidant capacity. These find-
ings suggest that T. laurifolia possesses antioxidant and anti-
inflammatory properties and that its application may be useful
for prevention of the inflammatory process, one of the risk
factors ofO. viverrini-associated cholangiocarcinoma (CCA).

Introduction

Thunbergia laurifolia Linn, commonly known as laurel clock
vine or blue trumpet vine, is native to India (Starr et al. 1999),
and in the Indomalaya ecozone, the species occurs from Indo-
china to Malaysia (Schonenberger 1999). It is locally known
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as “kar tuau” in Malaysia and “Rang Chuet” in Thailand
(Chan and Lim 2006). In Malaysia, juice from crushed leaves
of T. laurifolia are taken for menorrhagia, placed into the ear
for deafness and applied as a poultice for cuts and boils
(Burkill 1966). In Thailand, leaves are used as an antipyretic
and for their detoxifying effects, e.g., as an antidote for poi-
sons (Ussanawarong et al. 2000; Ussanawarong and Thesiri
2001; Kanchanapoom et al. 2002). Several Thai herbal com-
panies have started producing and exporting Rang Chuet tea
(Chan and Lim 2006). The tea has been claimed to counteract
the harmful effects of drugs, alcohol and cigarettes.

Opisthorchis viverrini, a human liver fluke, is the primary
risk factor for cholangiocarcinoma (CCA), a rare but highly
fatal disease most prevalent in Southeast Asia including Thai-
land (IARC 1994). Humans are infected by ingestion of raw
cyprinid fish, which are contaminated by the infective stage
known as metacercariae. After O. viverrini metacercariae in-
gestion, the excysted juveniles migrate to the bile canal at the
duodenum and grow to adulthood at the common bile duct or
gallbladder, an area which is suitable for their survival. At the
early stages of infection, liver changes are due to the inflam-
matory response (eosinophils, monocytes and neutrophils)
around the juvenile flukes in the intrahepatic bile ducts. The
severity of inflammation gradually increases and reaches a
maximum at about 3 to 4 weeks post-infection, as evidenced
by the accumulation of mononuclear cells and eosinophils
which infiltrate the intrahepatic bile ducts. The virulence of
the disease also depends on the number of parasites and the
duration of infection, which involves the host's immune re-
sponse such as cytokine expression and free radicals (Pinlaor et
al. 2004). Chronic infection withO. viverrini for many years is
associated with hepatobiliary diseases (Sripa 2003) including
the development of hepatobiliary cancer and CCA. Reducing
the behavior of eating raw fish has proven to be difficult, so the
infection rate of this parasite remains high. Therefore, reducing
the pathogenesis from an O. viverrini infection may be one of
the preferred options to reduce the risk of CCA development.

Our previous report (Boonjaraspinyo et al. 2009) showed
that a traditional medicine, a mixture of turmeric and fingerroot,
reduced the inflammatory cells surrounding the hepatic bile
duct but could not be used for prevention of cholangiocarcino-
genesis. Thus, the present study was performed to evaluate the
efficacy of another Thai medicinal plant, T. laurifolia or Rang
Chuet in Thai. T. laurifolia is widely used for detoxification
from lead poisoning or other toxins (Ussanawarong et al. 2000;
Ussanawarong and Thesiri 2001; Chattaviriya et al. 2010;
Tangpong and Satarug 2010; Palipoch et al. 2011). Recently,
several papers have reported that apigenin, one of the flavonoid
compounds in Rang Chuet (Oonsivilai et al. 2007), has antiox-
idant (Chan and Lim 2006; Oonsivilai et al. 2008) and antican-
cer properties (Ujiki et al. 2006; Ruela-de-Sousa et al. 2010).

The anti-inflammatory and antioxidant effects of Rang
Chuet were studied in a Syrian hamster opisthorchiasis model

and in hamsters with N-nitrosodimethylamine administration
(NDMA). Histopathological changes were observed. Liver
function tests for alanine transaminase (ALT) and alkaline
phosphatase (ALP) and kidney function tests for blood urea
nitrogen (BUN) and creatinine were performed. Total antiox-
idant capacity was measured by FRAP assay.

Materials and methods

Parasite preparation

Parasites were prepared following the method in a previous
report (Wonkchalee et al. 2011a). In brief, O. viverrini meta-
cercariae were obtained from naturally infected cyprinid fish
in an endemic area of Khon Kaen, northeast Thailand. Fresh
fish were digested in 1% pepsin/HCl and incubated at 37°C
for 1 h and then filtered and precipitated with normal saline in
a sedimentation jar. Afterwards the metacercariae—oval-
shaped, with large, black excretory bladders—were identified
under a dissecting microscope.

Rang Chuet preparation

Rang Chuet was acquired from a farm in Khon Kaen prov-
ince, Thailand. Fresh and dried leaves were used; fresh
leaves were minced in distilled water and dried leaves were
ground into a powder and then kept until used. Rang Chuet
powder was diluted with distilled water, then boiled for
30 min and 0.5 ml (or 100 mg/kg/day) of the solution was
used for oral treatment of the assigned groups.

FRAP assay

The ferric-reducing antioxidant power (FRAP) of extracts was
determined following the previous method of Chan and Lim
(2006), with modifications. Samples had to be diluted because
precipitation occurred upon color development. Dilutions of
extracts (1 ml) were added to 2.5 ml phosphate buffer (0.2 M,
pH 6.6) and 2.5 ml of potassium ferricyanide (1% w/v). Each
mixture was incubated at 50°C for 20 min. A total of 2.5 ml
trichloroacetic acid solution (10%w/v) was added to the mixture
to stop the reaction. The mixture was then separated into aliquots
of 2.5 ml and diluted with 2.5 ml water. A total of 500 μl ferric
chloride solution (0.1% w/v) was added, and the resulting solu-
tion was allowed to stand for 30 min until the color was fully
developed. Absorbance measured at 700 nm in triplicate was
used to normalized with the Fe2+ standard curve. Results of the
FRAP assay were expressed as millimoles per Fe2+ per gram.

Infection with O. viverrini

Fifteen Syrian hamsters were each administered 50 O. viver-
rini metacercariae by oral intragastric intubation, as in a
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previous protocol (Wonkchalee et al. 2011b) and then fed
with the assigned herb.

Animal groups

Thirty Syrian hamsters were divided into six groups: 1)
infected with O. viverrini alone (OV), 2) infected with O.
viverrini and administered with fresh Rang Chuet solutions
(OVFRC), 3) infected with O. viverrini and administered
with dried Rang Chuet solutions (OVDRC), 4) administered
with NDMA alone (NDMA), 5) administered with NDMA
and fresh Rang Chuet solutions (NDMAFRC) and 6) ad-
ministered with NDMA and dried Rang Chuet solutions
(NDMADRC). Hamsters were sacrificed on day 30; whole
liver tissues were collected for observation of histopatho-
logical changes, and sera were tested for liver and kidney
function. The protocol was approved by the Animal Ethics
Committee of the Faculty of Medicine, Khon Kaen Univer-
sity, Thailand (Ethical Clearance No. AEKKU23/2554).

Light microscopic observation

Hamster livers were fixed in 10% buffered formalin. After
fixation, liver tissue was soaked with phosphate-buffered
saline and then dehydrated through a series of various con-
centrations of ethyl alcohol. The tissue was then embedded

in paraffin wax. Sections of 5 μm thickness were cut using a
microtome and then stained with hematoxylin–eosin and
observed under a light microscope, as in previous studies
(Boonmars et al. 2009; Boonjaraspinyo et al. 2011). Photo-
graphs of each slide were taken at 10× and 40× magnifica-
tion. The histological feature of liver biopsy and grading
criteria levels are shown in Table 1.

Biochemical estimation

Measurement of serum liver enzymes and kidney function

Syrian hamster sera were obtained to determine liver and
kidney damage; ALT, ALP, BUN and creatinine analysis
was performed at the Chemistry Room, Community Labo-
ratory, Faculty of Associated Medical Sciences, Khon Kaen
University.

Statistical analysis

The data on histopathological changes and serum levels of
ALT, ALP, BUN and creatinine were presented as means ±
SD. Statistics were analyzed using one-way ANOVA (SPSS
version 13.0, USA). Values were considered statistically
significant when p<0.05.

Table 1 Histological feature of liver biopsy and grading criteria levels in the group of OV infection and administration NDMA with or without
fresh Rang Chuet solutions (FRC) and with or without dried Rang Chuet solutions (DRC) by microscopic observation

Histopathology Criteria OV OVFRC OVDRC NDMA NDMAFRC NDMADRC

Goblet cell proliferation 0 0 0 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0 0

Portal inflammation 0 0 0 0 0 0 0

1 0 25% (1) 40% (2) 33.4% (2) 50% (2) 60% (3)

2 50% (3) 25% (1) 40% (2) 66.6% (4) 50% (2) 40% (2)

3 50% (3) 50% (2) 20% (1) 0 0 0

Focal inflammation 0 0 0 0 0 0 0

1 0 0 0 33.4% (2) 50% (2) 60% (3)

2 33.4% (2) 50% (2) 60% (3) 66.6% (4) 50% (2) 40% (2)

3 66.6% (4) 50% (2) 40% (2) 0 0 0

4 0 0 0 0 0 0

Hepatic bile duct proliferation 0 0 0 0 100% (6) 100% (4) 100% (5)

1 33.4% (2) 25% (1) 50% (2) 0 0 0

2 66.4% (4) 75% (3) 50% (2) 0 0 0

3 0 0 0 0 0 0

Goblet cell proliferation: [00absent, 10single or discrete group, 20two or more group, 30diffuse], portal inflammation: [00minimal/no portal
inflammation, 10mild (sparking of inflammatory cells <1/3of portal tract, 20moderate (increase in inflammatory cells 1/3–2/3 of portal), 30severe
(dense packing >2/3 of portal tract)], focal inflammation: [00none, 10one focus or less per 10× objective, 20 two to four foci per 10× objective, 30
four to ten foci per 10× objective, 40more than ten foci per 10× objective], hepatic bile duct proliferation: [00absent, 10focal, 20scattering, 30
diffuse]
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Results

Total antioxidant capacity

The effect of the temperature of diluents on total antioxidant
capacity was evaluated. Fresh and dried Rang Chuet solu-
tions using room temperature water resulted in 10.36 and
95.12 mmol Fe2+/g sample, respectively, while fresh and
dried Rang Chuet solutions using boiling water showed
15.72 and 156.29 mmol Fe2+/g sample, respectively. There-
fore, boiled dried Rang Chuet solutions were used to treat
animal models.

Inhibitory effects of Rang Chuet on inflammation

Observation of the gross pathology of the livers revealed
few differences between groups with O. viverrini infection
(OV) and those treated with Rang Chuet (OVFRC and
OVDRC). Liver surfaces were smooth and shiny, with
slightly opaque common bile ducts and straw-colored bile
fluid. However, a reduction in thickening of the wall of the
common bile duct was evident in both OVFRC and OVDRC
groups (Fig. 1b, c).

Analysis of histopathological changes focused on the
aggregation of inflammatory cells surrounding the hepatic
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Fig. 1 Gross and
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(OV; a, d), O. viverrini infection
with fresh Rang Chuet solutions
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bile ducts and liver tissue, and hepatic bile duct prolifera-
tion. Histopathological changes in the O. viverrini-infected
groups (Fig. 1a–f) were similar to those observed in the
NDMA groups (Fig. 1g–l). Aggregation of inflammatory
cells surrounding the hepatic bile ducts was observed both
in O. viverrini-infected groups (Fig. 1a, d) and in those
receiving NDMA administration (Fig. 1g, j). A reduction
of inflammatory cells surrounding the intrahepatic bile ducts
was observed in the OVFRC, OVDRC, NDMAFRC and
NDMADRC groups (Fig. 1e, f, k, l). The degree of inflam-
matory aggregation is shown in Table 1.

Effects of Rang Chuet on liver enzyme and kidney function

Table 2 shows the activities of serum ALT, ALP, BUN and
creatinine, which correlate with histopathological changes
(Fig. 1). The liver and kidney serum markers (ALT, ALP,
BUN and creatinine) in the Rang Chuet group remained
within normal levels. Serum ALT levels increased about 3-
to 10-fold after Syrian hamsters were administered with
NDMA or infected with O. viverrini. There was a significant
decrease in serum ALT in the groups of OVFRC (p00.012),
OVDRC (p00.001) and NDMAFRC (p00.000) at 1 month.
Serum BUN, ALP and creatinine levels in the OV, OVFRC,
OVDRC, NDMA, NDMAFRC and NDMADRC groups
remained within normal levels.

Discussion

The present study clearly shows that Rang Chuet has anti-
inflammatory and antioxidant properties which improve
liver function in hamsters with liver fluke infection or after
administration of NDMA. Pathological changes, as
evidenced by a reduction of the inflammatory cells sur-
rounding the hepatic bile ducts, were correlated with the
results of the liver function tests (especially ALT) showing

decreased liver cell damage. Higher antioxidant activity, as
shown by FRAP analysis, was due to the reduction of
inflammatory cells surrounding the hepatic bile duct and to
the reduction of ALT levels.

Examination of pathological changes in the livers
revealed the anti-inflammatory property of Rang Chuet in
Syrian hamsters with inflammatory cells induced by O.
viverrini infection or NDMA administration. This was in
agreement with a previous report in which Rang Chuet,
administered at 5 g/kg to mice with induced paw edema,
demonstrated anti-inflammatory activity at 3 h (p>0.01) and
6 h (p>0.001) (Pongphasuk et al. 2005). Histopathological
results, supported by liver function tests, showed that Rang
Chuet has no toxic side effects; this was in line with previ-
ous reports where Rang Chuet demonstrated no toxic effects
in a mouse model at 8 g/kg/days for 30 days (Pongphasuk et
al. 2005) and in a rat model at up to 2 g/kg/days for 6 months
(Chivapat et al. 2009). The administration of NDMA was
directly toxic to liver tissue and induced the infiltration of
inflammatory cells surrounding the biliary tree and hepatic
tissue by day 30, similar to the findings of Boonmars et al.
(2009). Moreover, NDMA administration in rats induced
chronic inflammation and led to liver tumors (Peto et al.
1991), bile duct proliferation and liver fibrosis (George et al.
2001). The anti-inflammatory property of Rang Chuet was
clearly demonstrated by the reduction of inflammatory cells
in hepatic tissue, leading to decreased serum ALT (Table 1)
in all groups treated with a Rang Chuet solution. This result
agrees with a previous study in which the extract com-
pounds from Rang Chuet showed anti-inflammatory effects
as well as antioxidant effects as determined by FRAP assay
(Oonsivilai et al. 2007). In addition, phenolic profiling of
Rang Chuet water extract revealed the presence of apigenin
and apigenin glucosides as well as phenolic acids such as
caffeic acid, gallic acid and protocatechuic acid (Oonsivilai
et al. 2007); these compounds are involved in its anti-
inflammatory and anticancer properties. About eight steroid

Table 2 Blood chemistry test tests serum levels of alanine transami-
nase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), blood urea nitrogen (BUN),
creatinine (Cr), levels in the group of O. viverrini infection alone (OV),
O.viverrini infection with fresh Rang Chuet solutions (OVFRC), O.

viverrini infection with dried Rang Chuet solutions (OVDRC) and
administration NDMA alone (NDMA), administration NDMA with
fresh Rang Chuet solutions (NDMAFRC), administration NDMAwith
dried Rang Chuet solutions (NDMADRC) compared normal control

Group BUN (mg/dl) Creatinine (g/dl) ALT (U/l) ALP (U/l)
Mean±SEM Mean±SEM Mean±SEM Mean±SEM

Normal 22.0±4a 0.3±0.1a 90±15a 172.5±47.5a

OV 26.0±1.14a 0.24±0.02a 1,121.1±88.9c,d 139.4±4.79a

OVFRC 21.67±0.88a 0.26±0.03a 605.33±44.86b,c 204.67±37.7b

OVDRC 22.4±0.81a 0.38±0.02b 853.75±56.73b 130.25±116.85a,b

NDMA 18.6±0.6b 0.22±0.02a 1,238±154d 99.20±3.97a

NDMAFRC 17.4±0.68b 0.26±0.02a 1,016±77.57c 142±18.03a

NDMADRC 22.4±0.51a 0.3±0.0a 258.8±52.81a 137.8±9.29a

Mean with different superscripts are significantly different (P<0.05)
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substances have also reportedly been found by thin-layer
chromatographic study of the extracts.

The histopathology of Syrian hamsters infected with O.
viverrini was similar to previous reports (Boonmars et al.
2007; 2008; 2009). At 30 days post-infection, a peak of
inflammatory cells (mononuclear cells and eosinophils) was
observed surrounding the hepatic bile ducts as well as epithe-
lial hyperplasia, goblet cell metaplasia, adenomatous metapla-
sia and thickened periductal fibrosis (Fig. 1), findings which
correspond with increased serum ALT level. A slight decrease
in inflammatory cells was observed, both in the case of O.
viverrini infection and NDMA administration, when a Rang
Chuet diet was administered. Although the results were sim-
ilar for all Rang Chuet-treated groups, different inflammatory
inducers may trigger different host immune response mecha-
nisms. The metabolized product from NDMA is directly toxic
to the liver and subsequently generates an inflammatory cell
response, whereas O. viverrini induces a host immune re-
sponse, as evidenced by inflammatory cells surrounding the
hepatic bile duct. Moreover, the present study shows that the
antioxidant property was in agreement with previous reports,
which found that Rang Chuet powder diluted with boiling
water had a high antioxidant capacity with low toxicity (Wong
et al. 2006; Oonsivilai et al. 2008).

The present study demonstrates the advantages of Rang
Chuet as an antioxidant and anti-inflammatory agent in
Syrian hamsters that were administered NDMA as well as
in those infected with O. viverrini, leading to a reduction in
liver pathology and an improvement in liver function.
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Abstract Cholangiocarcinoma (CCA) associated by
Opisthorchis viverrini remains a health problem in Southeast
Asia including Thailand. At present, there is still no efficient
treatment for CCA. Thunbergia laurifolia is a traditionally used

medicinal plant; its aqueous leave extract possesses the antiox-
idant activity and anti-inflammatory on hamster opisthorchiasis
had been reported previously. Here, we demonstrate the com-
bined effects of the T. laurifolia extract plus antihelminthic
drug, praziquantel (PZ) on hamsters with opisthorchiasis and
hamsters with opisthorchiasis related-cholangiocarcinoma
through light microscopic observations of histopathological
changes, as well as liver function tests for alanine transaminase
(ALT) and alkaline phosphatase, and kidney function tests for
blood urea nitrogen and creatinine. Results showed T. laurifolia
extract combined with praziquantel reduced inflammatory cell
aggregation and inhibiting CCA development, which were
correlated to the serum ALT level. These present studies sug-
gest that administration of T. laurifolia after praziquantel treat-
ment clearly improve the hepatobiliary system and could re-
duce the risk of subsequent CCA development in human.

Introduction

Thunbergia laurifolia (laurel clock vine or blue trumpet vine is
locally known as Rang chuet in Thailand) is widely used for
detoxification from poisoning or other toxins (Tejasen and
Thongthapp 1979; Ruengyutthakan 1980; Chanawirat 2000;
Thongsaard and Marsden 2002; Srida et al. 2002; Khunkitti
et al. 2003). In addition, T. laurifolia contains phenolic com-
pounds which are involved in anti-inflammation and antioxi-
dant (Oonsivilai et al. 2008). Our previous report (Wonkchalee
et al. 2012) showed that a traditional medicine, derived
from T. laurifolia , reduced the aggregation of inflammatory
cells surrounding the hepatic bile duct in hamster with
opisthorchiasis without any observable toxic side effects; this
finding was in agreement with several previous reports
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(Chattaviriya et al. 2010; Tangpong and Satarug 2010; Palipoch
et al. 2011). However, it was unable to kill the parasite
Opisthorchis viverrini , which is the cause of opisthorchiasis.
Praziquantel is an effective antihelminthic drug for liver flukes
such as O. viverrini ; moreover, it can improve liver pathology
by reducing hepatic fibrosis and collagen contents (Pinlaor et al.
2009). However, the adverse effect is due to the presence of
dead worms which increase the inflammatory response of the
cells surrounding the hepatic bile ducts containing dead worms
which resulted in the liver cell damage (Pinlaor et al. 2004;
Boonmars et al. 2007, 2008). Hence, the advantages and dis-
advantages of praziquantel treatment are of great concern.

It has been established that inflammation from any etiology
constitutes the primary risk for several cancers, including chol-
angiocarcinoma (CCA). Prevention of CCA associated with O.
viverrini in Thailand by changing the habit of eating uncooked
raw cyprinoid fish is not well cooperative. Moreover, the CCA
treatment remains a big problem because of many factors, the
CCA stage, less efficacy chemotherapeutic drugs, and so on.
Therefore, the present study was performed to evaluate the
prevention, treatment, and adverse effects of T. laurifolia on
hamster with opisthorchiasis treated with praziquantel and on
hamster CCA induced by N-nitrosodimethylamine administra-
tion and O. viverrini infection.

Materials and methods

Parasite preparation and animal infection

Parasites were prepared as described in the previous report
(Wonkchalee et al. 2012). In brief, metacercariae were obtained
from naturally infected cyprinid fish in an endemic area of Khon
Kaen, northeast of Thailand. Fresh fish were digested in 1 %
pepsin/HCl and incubated at 37 °C for 1 h, then filtered and
precipitated with normal saline in a sedimentation jar.
Afterwards, the O. viverrini metacercariae oval-shaped, with
large black excretory bladders were identified under a dissecting
microscope. Each Syrian hamster was administered with 50
O. viverrini metacercariae by oral intragastric intubation.

T. laurifolia preparation

T. laurifolia leaves were collected from Khon Kaen province,
Thailand. They were dried at 60 °C using hot air oven. Dried
leaves were ground into a powder and then kept at −20 °C
until used. For CCA prevention purpose, T. laurifolia powder
was suspended in distilled water to get final concentration
100 mg/kg/dose or orally fed with 0.3 ml/hamster to the
assigned groups on the day of infection. For CCA treatment
purposes, T. laurifolia was used for oral treatment of the
assigned groups started on 3 months after infection and diary
continued fed until to the end of time point (around 6 months).

N-nitrosodimethylamine preparation and administration

N -nitrosodimethylamine (NDMA), purchased from Wako
Pure Chemical Industries, Osaka, Japan, was used for induc-
ing hamster CCA development (Thamavit et al. 1978). N-
nitrosodimethylamine was prepared in distilled water at
12.5 ppm for administration to the assigned hamster groups
(daily for a month started on day 30 to day 60).

Praziquantel preparation

Praziquantel was diluted with 2 % chemophor, a nonionic
solubilizer and emulsifier (Sigma-Aldrich, St. Louis MO,
USA). One month post-infection, a single dose of 400 mg/kg
was administered orally to the assigned treatment groups.

Animal groups

Male Syrian hamsters, 6–8 weeks old, were divided into six
groups: (a) infected with O. viverrini plus praziquantel
(OV_PZ), (b) infected with O. viverrini plus praziquantel and
T. laurifolia (OV_PZ_TL), (c) infectedwithO. viverrini plusN-
nitrosodimethylamine (OV_NDMA), (d) infected with
O. viverrini plus NDMA and T. laurifolia (OV_NDMA_TL),
(e) infected with O. viverrini plus NDMA and praziquantel
(OV_NDMA_PZ), and (f) infected with O. viverrini plus
NDMA, praziquantel, and T. laurifolia (OV_NDMA_PZ_TL),
as shown in Fig. 1. Five hamsters in each group were sacrificed
on days 60, 90, 120, and 180.Whole liver tissues were collected
for observation of gross pathology and histopathological
changes, and sera were tested for liver and kidney function.
The protocol was approved by the Animal Ethics Committee
of the Faculty of Medicine, Khon Kaen University, Thailand
(ethical clearance no. AEKKU 23/2554).

Macroscopic observation

Four lobes of the liver (right, left, caudate, and quadrate) were
carefully studied for color, appearance of the margins, pres-
ence or absence of nodules, and granularity of surfaces, both
visually and from photographs taken with a digital camera.

Light microscopic observation

Hamster livers were fixed in 10 % buffered formalin. After
fixation, all pieces of liver tissues (5 mm thickness) were
soaked with phosphate-buffered saline and then dehydrated
through a series of various concentrations of ethyl alcohol.
The tissue was cleared then embedded in paraffin wax.
Sections of 5 μm thickness were cut using a microtome, then
stained with hematoxylin and eosin and observed under a light
microscope, as in previous studies (Boonmars et al 2009;
Boonjaraspinyo et al. 2010). Photographs of each slide were
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taken at ×4 and ×10 magnifications. To evaluate the degree of
liver fibrosis, liver sections were stained with Sirius red,
which stains collagen fibers in red color. After nuclear staining
with hematoxylin for 8 min, the slides were washed in running
tap water for 10 min, and then they were stained with a
saturated aqueous solution of picric acid containing 0.1 %
Sirius Red (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA) for 1 h. The
slides were then washed in two changes of acidified water
(5 ml of glacial acetic acid in 1 L of distilled water). After
dehydration and clearing with xylene, the liver sections were
mounted. The sections were observed and digitized under a
light microscope (Olympus BX51; Tokyo, Japan). The histo-
logical criteria for liver section were characterized into inflam-
mation [ 0, no inflammation; 1, mild (small foci or 5–20% per
4× objective), 2, moderate (some portal area or 20–50 % per
4× objective), 3, severe (most portal area or >50 % per 4×
objective)], bile duct change [ 0, absence proliferation or
dilatation; 1, dilatation; 2, proliferation and dilatation], gran-
ulomatous [ 0, absence; 1, appear] and fibrosis [0, no fibrosis;
1, portal fibrosis without short fibrous septa; 2, portal fibrosis
with short fibrous septa; 3, portal fibrosis with fibrous septa].
In addition, the histological studies of cholangiocarcinoma
model are divided into inflammation criteria as above, goblet
cell proliferation [0, absence; 1, mild; 2, moderate; 3, severe],
bile duct change and cholangiocarcinoma [0, absent prolifer-
ation; 1, mild proliferation without cholangiofibrosis; 2, mod-
erate proliferation with cholangiofibrosis; 3, CCA area
5–20 % per 4× objective; 5, CCA area 30–50 % per 4×
objective; 6, CCA area >50 % per 4× objective], granuloma-
tous, and fibrosis criteria as above.

Liver and kidney function measurements

Hamster whole blood were collected from heart puncture of
anesthesia hamsters in each group, and then sera were

determined to verified any damage on liver and kidney which
wereALT,ALP,BUN, and creatinine by using Spectrophotometer
(Automate RA 100) at the Chemistry Room, Community
Laboratory, Faculty of Associated Medical Sciences, Khon Kaen
University.

Statistical analysis

To have statistically significant difference (p<0.05), five ham-
sters in each group and each time point were followed bymanual
of animal technology (Barnett 2001). The data on histopatho-
logical changes and serum levels of ALT, ALP, BUN, and
creatinine are presented as means ± SD. Statistics were analyzed
using one-way ANOVA (SPSS version 16.0, USA). Values
were considered statistically significant when p<0.05.

Results

Gross and histopathological changes in hamster
opisthorchiasis treated with praziquantel and T. laurifolia
on months 2, 3, and 4

Observation of the gross pathology of the livers revealed few
differences between the O. viverrini- infected group treated
with praziquantel (OV_PZ) and the group also administered
T. laurifolia (OV_PZ_TL) and sacrificed after 2, 3, and
4 months. Liver surfaces were smooth, shiny, and straw-
colored bile fluid similar to normal but slightly opaque com-
mon bile ducts (Fig. 2). Histopathological changes in all time
points consisted primarily of aggregations of inflammatory
cells surrounding the hepatic bile ducts and liver tissue and
hepatic bile duct proliferation. Histopathological changes in
the OV_PZ group by month 2 (Fig. 3a) were similar to those
observed in that group on months 3 and 4, with a different

Fig. 1 Scheme of the treatments
to animal groups
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OV_PZ

OV_PZ_TL

Fig. 2 Representative hamster
livers from the infected plus
praziquantel (OV_PZ) group and
the infected plus praziquantel and
T. laurifolia (OV_PZ_TL) group
at 2, 3, and 4 months post-
infection, red arrows indicate
gallbladder

100µm 100µm 100µm

200µm 200µm
X

200µm

100µm 100µm 100µm

200µm 200µm 200µm

OV_PZ_TL

Fig. 3 Representative
histopathology of hamster livers
as revealed by hematoxylin and
eosin and Sirius red staining.
Shown are sections from the
infected plus praziquantel
(OV_PZ) group and the infected
plus praziquantel and T. laurifolia
(OV_PZ_TL) group at 2, 3, and
4 months post-infection. Red
stars indicate inflammatory cell
aggregation; black arrows
fibrotic areas; Bd bile duct; v
portal vein
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degree of inflammatory cell infiltration but no statistically
significant difference. The highest aggregation of inflamma-
tory cells surrounding the hepatic bile ducts was observed in
month 4 (Fig. 3c), followed by month 3 (Fig. 3b). Hepatic
fibrosis was observed at all time points; it was predominantly
observed onmonth 2 (Fig. 3d), followed bymonths 3 (Fig. 3e)
and 4 (Fig. 3f), respectively, but no statistically significant
difference. In the OV_PZ_TL group on months 2 (Fig. 3g), 3
(Fig. 3h), and 4 (Fig. 3i), a few inflammatory cells surrounding
the hepatic bile duct were observed, which increased in a time-
dependent manner after praziquantel treatment. A degree of
hepatic fibrosis was less observed than the OV_PZ group at
all time points with statistically significant difference (p >0.05).
Histopathology which focused on inflammatory cell aggrega-
tion and fibrosis of OV_PZ_TL group seemed to be better than
OV_PZ groupwith statistically significant difference (p >0.05).
The histological criteria for liver sections have shown in
Table 1.

Gross and histopathological changes in a hamster CCAmodel
(opisthorchiasis and NDMA administration) treated
with praziquantel and T. laurifolia

The liver surface of the CCA model (OV_NDMA) was red-
dish brown similar to all treated groups (OV_NDMA_TL,
OV_NDMA_PZ and OV_NDMA_PZ_TL), but a CCA mass
was found in the hepatic tissue. Opaque gallbladder and
dilated bile ducts were observed in both groups of
OV_NDMA (Fig. 4a) and OV_NDMA_TL (Fig. 4d), but
not in both praziquantel treated groups: OV_NDMA_PZ
(Fig. 4g) andOV_NDMA_PZ_TL (Fig. 4j). The entire section
in groups of OV_NDMA (Fig. 4b) and OV_NDMA_PZ

(Fig. 4h) were observed CCA area. The aggregations of
inflammatory cells with or without small CCA foci were
found in both T. laurifolia treated groups, OV_NDMA_TL
(Fig. 4e) and OV_NDMA_PZ_TL (Fig. 4k) but in different
degree. The group of OV_NDMA_PZ_TL had an inflamma-
tory cell aggregation, goblet cell number (p <0.00), bile duct
proliferation, and CCA area less than OV_NDMA_TL group
with statistically significant difference (p <0.00, p <0.00, and
p <0.01, respectively). The degree of fibrosis was correlated
with the CCA area predominantly in OV_NDMA (Fig. 4c),
followed by OV_NDMA_PZ (Fig. 4i), OV_NDMA_TL
(Fig. 4f), and OV_NDMA_PZ_TL(Fig. 4l) groups, respec-
tively, but no statistically significant difference. The histolog-
ical criteria for liver sections are shown in Table 2.

Liver and kidney functions

Table 3 shows the levels of serum ALT, ALP, BUN, and
creatinine, which correlate with histopathological changes
(Figs. 2, 3, and 4). The kidney serum markers (BUN and
creatinine) in all T. laurifolia groups remained within normal
levels indicating no renal toxic effect of T. laurifolia . The
highest serum ALT levels were observed in the OV_PZ group
at 2 months (492.5±136.5), followed by OV_NDMA_PZ
(183.0±14.1), OV_PZ at 3 months (161.0±88.1), and
OV_NDMA (139.0±54.9) groups, respectively. For the
OV_RC_PZ group at 2, 3, and 4 months, serum ALT levels
gradually decreased within normal levels (88.0±12.8, 82.5±
14.8, and 76.0±31.1, respectively). Moreover, the serum ALT
level in a CCA model, induced by O. viverrini infection and
NDMA administration, was significantly decreased with
T. laurifolia and/or praziquantel treatment (p <0.05).

Table 1 Histopathological grading of hamster liver from the OV infection plus praziquantel group (OV_PZ) and the infected plus praziquantel and
T. laurifolia group (OV_PZ_TL) at 2, 3, and 4 months post-infection

Histopathology Criteria OV_PZ
2 M

OV_PZ_TL
2 M

OV_PZ
3 M

OV_PZ_TL
3 M

OV_PZ
4 M

OV_PZ_TL
4 M

Inflammation 0=none

1=mild (small foci or 5–20 % per 4× objective) 50 % 66.7 % 50 % 100 % 100 %

2=moderate (some portal area or 20–50 % per 4× objective) 50 % 33.3 % 50 % 100 %

3=severe (most portal area or >50 % per 4× objective)

Bile duct change 0=absent proliferation/dilatation 33.3 % 50 % 100 % 50 % 100 %

1=dilatation 100 % 66.7 % 50 % 50 %

2=proliferation and dilatation

Granulomatous 0=absent 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %

1=present

Fibrosis 0=no fibrosis

1=portal fibrosis without short fibrous septa 50 % 66.7 % 50 % 100 % 50 % 100 %

2=portal fibrosis with short fibrous septa 50 % 33.3 % 50 % 50 %

3=portal fibrosis with fibrous septa

Hamster which showed effect of PZ (no parasite in bile ducts) were including for histopathological grading
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Discussion

The present study clearly shows that T. laurifolia could reduce
inflammatory cell aggregation after praziquantel treatment,
resulting in improvement and protection in the hepatobiliary
system. Pathological changes, as evidenced by a reduction of
inflammatory cells surrounding the hepatic bile ducts, were
correlated with serum ALT level, showing decreased liver cell
damage. Moreover, the present study is the first report to show
that T. laurifolia has anti-CCA properties, as evidenced by a
reduction of CCA area and inhibition CCA development as in
sectioning slide.

Previous studies (Pinlaor et al. 2004; Boonmars et al. 2007;
Boonmars et al. 2008) have shown that inflammatory cell infil-
tration surrounding the hepatic bile ducts increased after
praziquantel treatment. Importantly, the present study shows that
the use of T. laurifolia could reduce inflammatory cell infiltration
after praziquantel treatment, resulting in a reduction of CCA risk.
This is in agreement with our previous report (Wonkchalee et al.
2012) in which T. laurifolia administered at 100 mg/kg/day
to hamsters with opisthorchiasis demonstrated anti-inflammatory
activity at 1 month in which T. laurifolia administered at 5 g/
kg to paw edema mice demonstrated anti-inflammatory activ-
ity at 3 h (p>0.01) and 6 h (p>0.001) (Chivapat et al. 2009) and
in which T. laurifolia administered to rats treated with ethanol

demonstrated hepatoprotective activity (Pramyothin et al.
2005). Moreover, this result was similar to another previous
report in which crude curcumin and finger root administration
exhibited anti-inflammatory activity in hamster opisthorchiasis
or NDMA administration alone (Boonjaraspinyo et al. 2010).
These results were consistent with the normal levels (25–70U/L)
of serum ALT found in the T. laurifolia treated groups (Table 3).
Moreover, from the serum levels of BUN and creatinine suggest
that T. laurifolia had no renal toxicity, a finding which was in
accordance with previous studies (Pramyothin et al. 2005;
Chivapat et al. 2009). In 6 months, CCA hamster which were
treated with OV_NDMA, CCA areas are found as shown in
Fig. 4b, which was in agreement with previous reports
(Boonjaraspinyo et al. 2010; Juasook et al. 2013). Interestingly,
in the OV_NDMA_TL, a CCA treatment model by giving
T. laurifolia during CCA appear, had reduced CCA areas more
than the OV_NDMA _PZ. Although praziquantel can kill theO.
viverrini parasite and reduce the pathology below the level seen
in the OV_NDMA, CCA development was still observed in the
OV_NDMA _PZ. Interestingly, praziquantel treatment followed
by T. laurifolia treatment in the OV_NDMA_PZ_TL could
inhibit CCA development. This may be due to a lack of inflam-
matory activation from parasites after praziquantel treatment and
even it had immune response from parasite death. T. laurifolia
could inhibit this host immune response during chronic stage

100µm 200µm

100µm 200µm

100µm 200µm

100µm 200µm

OV_NDMA_TL

OV_NDMA_PZ_TL

CCA

Fig. 4 Representative gross and
histopathology of hamster livers
inferred from digitized photos (a ,
d, g , j) and sections stained with
hematoxylin and eosin (b , e , h , k)
or with Sirius red (c , f, i, l).
Sections shown are from the
infected livers treated with N-
nitrosodimethylamine
(OV_NDMA) group, the infected
plus N-nitrosodiethylamine and T.
laurifolia (OV_NDMA_TL)
group, the infected plus N-
nitrosodimethylamine and
praziquantel (OV_NDMA_PZ)
group and the infected plus N-
nitrosodimethylamine,
praziquantel and T. laurifolia
(OV_NDMA_PZ_TL) groups. All
specimens are from animals
sacrificed after 6 months. CCA
cholangiocarcinoma; Red arrow
gallbladder; red stars indicate
inflammatory cell aggregation; Bd
bile duct; p parasite
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from its anti-inflammatory property; the resulting improvement
in liver pathology was correlated with liver function tests, espe-
cially for ALT levels.

Although the metabolized product from NDMA is directly
toxic to the liver and subsequently generates an inflammatory

cell response, our previous studies showed that T. laurifolia
had high antioxidant and detoxification properties (Oonsivilai
et al. 2008). Those results correlated to the anti-inflammatory
property of T. laurifolia which was clearly demonstrated by
the reduction of inflammatory cells in hepatic tissue, leading

Table 2 Histopathological grading of hamster liver at 6 months post-OV
infection of the infected plus N-nitrosodimethylamine (OV_NDMA)
group, the infected plus NDMA and T. laurifolia (OV_NDMA_TL)

group, the infected plus NDMA and praziquantel (OV_NDMA_PZ)
group, and the infected plus NDMA, praziquantel and T. laurifolia
(OV_NDMA_PZ_TL) group

Histopathology Criteria OV_NDMA
6 M

OV_NDMA_TL
6 M

OV_NDMA_PZ
6 M

OV_NDMA_PZ_TL
6 M

Inflammation 0=none

1=mild (hepatocyte:1–4 small foci per
4× objective or 5–20 % per field)

100 % 37.5 %50 % 50 %50 % 100 %

2=moderate (hepatocyte+portal area: 1–4 foci
per 4× objective or 20–50 % per field)

12.5 %

3=severe (hepatocyte+portal area >5 foci per
4× objective) or >50 % per filed

Globlet cell proliferation 0=absent 12.5 % 100 %

1=mild (+) 50 % 87.5 % 50 %

2=moderate (++) 50 % 50 %

3=severe (+++)

Bile duct change and
Cholangiocarcinoma

0=absent proliferation

1=mild proliferation without cholangiofibrosis 100 %

2=moderate proliferation with cholangiofibrosis 50 % 100 % 50 %

3=CCA area 5–20 % per 4× objective 50 % 50 %

5=CCA area 30–50 % per 4× objective

6=CCA area >50 % per 4× objective

Granulomatous 0=absent 100 % 75 % 100 % 100 %

1=present 25 %

Fibrosis 0=no fibrosis

1=portal fibrosis without short fibrous septa 50 % 25 %
62.5 %

50 %
50 %

62.5 %
37.5 %

2=portal fibrosis with short fibrous septa 50 % 12.5 %

3=portal fibrosis with fibrous septa

In praziquantel treatment group, only hamster which showed no parasite in the sections was histopathological grading

Table 3 Serum liver enzymes
and kidney function

Results from treated animals were
compared with normal hamster.
Group with different lowercase
letters is statistically significant
difference (P<0.05)

Groups ALT (U/L) ALP (U/L) BUN (mg/dl) Creatinine (mg/dl)

Normal 104.4±19.41a 93.2±8.43a 22.4±1.9ab 0.36±0.08ab

OV_PZ 2 m 492.5±136.5b 320.0±369.1a 17.3±1.4ab 0.45±0.07ab

OV_PZ_TL 2 m 88.0±12.8a 86.3±25.1a 20.9±1.6ab 0.36±0.05ab

OV_PZ 3 m 161.0±88.1a 72.0±17.5a 22.9±1.3ab 0.56±0.15b

OV_PZ_TL 3 m 82.5±14.8a 59.0±5.7a 23.5±2.4ab 0.40±0.00bc

OV_PZ 4 m 116.5±19.1a 50.0 ±3.5a 21.5±0.35ab 0.35±0.07ab

OV_PZ_TL 4 m 76.0±31.1a 49.5±2.1a 23.7±0.7b 0.25±0.07a

OV_NDMA 6 m 139.0±54.9a 105.3±59.9a 16.5±1.4a 0.40±0.00ab

OV_NDMA_TL 6 m 124.4±60.4a 72.8±13.7a 23.1±1.3b 0.34 ±0.05ab

OV_NDMA_PZ 6 m 183.0±14.1a 75.0±7.0a 21.7±1.3ab 0.40 ±0.00ab

OV_NDMA_PZ_TL 6 m 107.2±41.9a 69.6±8.4a 23.8±2.6b 0.28 ±0.04a
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to decreased serum ALT in all T. laurifolia treatment groups
(Table 3).

Praziquantel has been used for many years to treat liver
fluke infections even through the cure rate of praziquantel
treatment is not 100 % in both human (Bunnag and
Harinasuta 1981; Bunnag et al. 1984) and hamster
opisthorchiasis (Duenngai et al. 2013) which correlate to our
present result. Several recent reports have shown that it can
reduce liver fibrosis and egg granulomas in the liver of pa-
tients with blood and liver fluke infections (Pinlaor et al.
2010). However, other previous reports found that in the acute
phase of post-praziquantel treatment, there was an increase in
serum ALT level and inflammatory cell infiltration (Pinlaor
et al. 2008; Boonmars et al. 2008). Those findings agree with
our present findings (Fig. 3 and Table 3). Therefore, using T.
laurifolia which has antioxidant and anti-inflammatory prop-
erties could reduce inflammation after praziquantel treatment.
The outcome of this treatment is better than the combination
of curcumin and praziquantel which was also shown to im-
prove liver pathology (Charoensuk et al. 2011).

The present study is the first report to demonstrate the
advantages of T. laurifolia post-praziquantel treatment by
inhibiting inflammation and retarding cholangiocarcinoma de-
velopment in a hamster CCA model. However, further studies
on the identification of the active constituents in T. laurifolia
that involves in the activity, as well as themode of action should
be carried out.
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Thailand Research Fund Senior Research Scholar Meeting 2014  
Professor Dr. Wanchai Maleewong 

“Basic and Applies Knowledge of Parasitic Diseases and Agents: Frontier Research  
on Parasites in Greater Mekong Sub Region”  

Venue: 8.00 - 16.00, 8 May 2014, KKU-MED-Alumni Association Meeting Room,  
Third floor, Conventional Academic Building, Faculty of Medicine, Khon Kaen University, Khon Kaen 

  

 

08.00 - 09.00  Registration 
09.00 - 09.10   “Reception and Reporting Remarks” by Professor Dr. Wanchai Maleewong 

   (TRF Senior Researcher, Thailand Research Fund, Chairman of Organizing Committee; Department of     
   Parasitology and  Research and  Diagnostic Center for Emerging Infectious Diseases, Khon Kaen University)  

 
 
09.10 - 09.25   “Opening and welcome Remarks” by Assoc. Prof. Charnchai Panthongviriyakul, MD. 

   (Dean, Faculty of Medicine Khon Kaen University) 
09.25 - 10.00  1.“How to publish your research work in a peer-reviewed journal ?” 

 
    by Prof. Wanpen Chaicumpa, D.V.M. (Hons.), Ph.D. 
    (Chair Professor and Research Consultant, Department of Parasitology, Faculty of Medicine Siriraj Hospital,  
    Mahidol University) 

10.00 - 10.35 2.“Pathogen and animal Toxin Act: laboratory role and responsibility” (พ.ร.บ. เชื้อโรคและพิษจากสัตว:์    
    บทบาทและความรับผิดชอบของหอ้งปฏิบตัิการ) By Dr. Patravee Soisangwan 

     (Director Bureau of Pathogen and Animal Act, Department of Medical Sciences, Ministry of Public Health) 
10.35 – 10.55  Coffee / Tea Breaks 
10.55 – 11.25  3. “Current status of Capillariasis in Thailand” by Prof. Pewpan Maleewong, MD.  

      (Professor of Parasitology, Department of Parasitology and Research and Diagnostic Center for Emerging  
     Infectious Diseases, Faculty of Medicine,  Khon Kaen University) 

11.25 – 11.55  4. “Opisthorchiasis Associated Cholangiocarcinoma : Risk Factors for Cholangiocarcinoma (CCA),   
     Promising Herbal Medicine for CCA Prevention and Treatment” by Assoc. Prof. Thidarut Boonmars, D.V.M., Ph.D. 

      (Department of Parasitology,  Faculty of Medicine, Liver Fluke and Cholangiocarcinoma Research Center,  
     Khon Kaen University) 

12.00 - 13.00  Lunch Symposium 
13.00 – 13.20 5. “Detrimental Effect of Water Submersion of Stools on Development of Strongyloides stercoralis”  

     by Assist. Prof. Witthaya Anamnart 
      (Department of Medical Technology, School of Allied Health Sciences and Public Health, Walailak University) 
13.20 – 13.40  6. “Acanthamoeba Diagnosis” by Dr. Porntip Laummaunwai 

     (Department of Parasitology, Faculty of Medicine, Khon Kaen University)  

13.40 – 14.00  7.  “Rapid Molecular Identification of Human Taeniid Cestodes by Pyrosequencing Approach” 

       Assist. Prof. Dr. Tongjit Thanchomnang 
      (Faculty of Medicine, Mahasarakham University) 

14.00 – 14.20  8. “A Recombinant Matrix Metalloproteinase Protein from Gnathostoma spinigerum for     
     Serodiagnosis of Human Gnathostomiasis” by  Dr. Penchom Janwan 

      (Department of Parasitology and Research and  Diagnostic Center for Emerging Infectious Diseases, Khon Kaen University) 
14.20 – 14.40  9.  “Molecular Variation in the Paragonimus heterotremus Complex in Thailand and Myanmar” 

       by Dr. Oranuch Sanpool 
      (Department of Parasitology and Research and  Diagnostic Center for Emerging Infectious Diseases, Khon Kaen University) 

14.40 – 15.00  Coffee / Tea Breaks 
15.00 – 15.30  10. “Current Status of Human Hookworm Infections, Ascariasis, Trichuriasis, Schistosomiasis     

       Mekongi and Other Trematodiases in Lao People's Democratic Republic”  
       by  Dr. Sakhon Laymanivong   

        (Centre of Malariology, Parasitology and Entomology, Ministry of Health, Lao PDR) 
15.30 – 16.00 Closing Remark, Professor Dr. Wanchai Maleewong 
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