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ABSTRACT 

 

Increased intestinal iron absorption and repeated blood transfusions can result 

in secondary iron overload and vital organ dysfunction. The liver is commonly 

affected by excessive iron accumulation, leading to generation of reactive oxygen 

intermediates (ROI).  Thalassemias lead to liver fibrosis due to hepatic iron overload 

results in hepatocellular carcinoma.  Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) due to 

hyperlipidemia is the latest known cause of liver fibrosis and cirrhosis.  Iron overload, 

HCV infection and fatty liver are tend to cause liver fibrosis.  Desferrioxamine 

(DFO), deferiprone (DFP) and deferasirox (DFX) are promising iron chelators used 

for treatment of β-thalassemia patients with iron overload. Green tea (Camellia 

sinensis) catechins exhibit anti-oxidative and iron-chelating properties.  Chitosan is a 

biopolymer of glucosamine which shows hypolipidemic, antioxidant and iron cross-

linking effects.  It is hypothesized that green tea catechins and chitosan will reduce 

hepatic iron deposition, oxidative stress and fat accumulation, and consequently 

prevent liver tissue damage.   

Accordingly, this study investigates biochemical changes of iron and ROI in 

hepatocytes of iron-loaded wild-type (WT) and heterozygous BKO type-thalassemia 

(BKO) mice, and whether green tea crude extract alleviates iron overload and 

oxidative stress of the hepatocytes or not.  Effectiveness of chitosan in lowering 



 v

nonalcoholic steatohepatitis (NASH) and liver fibrosis of high fat-fed rats were also 

examined.   

Two animal models, Wistar rats and C57/BL6 mice, were used.  WT and 

BKO mice were induced to iron overload by the feeding of a ferrocene-supplemented 

diet (Fe diet, 0.2% w/w) for 8 weeks and with oral administration of the green tea 

extract (300 mg/kg) and a standard iron chelator, deferiprone (DFP) (50 mg/kg) for 

further 8 weeks.  Rats were fed with normal fat (NF) and high-fat (HF) diets for 12 

weeks.  They were then orally administered with cornstarch (5% w/w), chitosan (5% 

w/w) and orlistat (25 mg/kg) for further 8 weeks.  Blood samples of the treated rats 

were collected for measuring levels of plasma cholesterol, triglyceride, aspartate 

aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT).  Concentrations of iron, 

ferritin, triglyceride, glutathione (GSH), collagen and malondialdehyde (MDA) were 

analyzed in their liver tissues.  Histochemical examinations including hematoxylin & 

eosin (H&E), Pearl’s Prussian blue and Mason trichrome staining were also 

performed in the liver tissue sections. 

The results showed that chitosan inhibited a progressive increase of 

triglyceride levels in plasma and liver of the rats significantly.  It reduced ferritin 

concentrations, but did not affect levels of GSH in their livers.  The compound 

increased liver iron and collagen concentrations slightly.  Green tea extract decreased 

iron deposition in livers of the iron-loaded WT and BKO mice effectively and 

significantly.  The green tea did not change GSH concentrations in livers of the iron-

loaded WT, and slightly decreased GSH concentrations in livers of BKO mice.  Most 

importantly, chitosan and green tea were able to decrease levels of liver MDA 

significantly.  However, chitosan was not harmful to livers of the treated rats.  In 

conclusion, green tea would be effective in chelating iron pools and inhibiting lipid 

peroxidation in the liver cells.  Chitosan can lower hepatic fat accumulation and 

oxidative stress.  Altogether, combined treatment of green tea and chitosan would 

inhibit or prevent liver fibrosis caused by excessive iron and fat accumulation.  

Prospectively, the adjunctive therapy should to be further investigated in β-

thalassemia patients with iron overload.  
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บทคัดยอ 
 

การเพิ่มการดูดซึมธาตุเหล็กท่ีลําไสและการเติมเลือดเปนประจํา สามารถทําใหเกิดภาวะ
เหล็กเกินทุตยภูมิ และการทําหนาท่ีของอวัยวะที่สําคัญผิดปกติไป ตับมักเปนอวัยวะท่ีไดรับ
ผลกระทบบอยมากจากการสะสมธาตุเหล็กเกินซ่ึงนําไปสูการสรางสารประกอบตัวกลางออกซิเจน
ท่ีไวตอการเกิดปฏิกิริยา ผูปวยธาลัสซีเมียสามารถเกิดภาวะไฟโบรซิสท่ีตับไดเนื่องจากภาวะเหล็ก
เกินและการติดเช้ือไวรัสตับอักเสบชนิดซีซ่ึงสงผลทําใหเกิดโรคมะเร็งตับ โรคตับค่ังไขมันท่ีไมไดมี
สาเหตุจากแอลกฮอลซ่ึงมีสาเหตุจากไขมันในเลือดสูงกวาปกติเปนสาเหตุของการเกิดไฟโบรซิส
และตับแข็ง ภาวะเหล็กเกิน การติดเช้ือตับอักเสบชนิดซี และตับค่ังไขมันสามารถนําไปสูการเกิดไฟ
โบรซิสท่ีตับ ยาเดฟาร็อกซามีน ดีเฟอรีโพร และดีเฟอราซีรอกซ เปนยาขับเหล็กท่ีใชเพื่อรักษาผูปวย
ธาลัสซีเมียชนิดบีตาท่ีมีภาวะเหล็กเกิน 
  สารคะเตชินจากชาเขียวมีคุณสมบัติตานออกซิเดชันและขับเหล็ก ไคโตแซนเปนสารชี
วโพลีเมอรของกลูโคซามีนซ่ึงแสดงผลลดไขมันในเลือด ตานออกซิเดชัน และจับเหล็กไดจึงมี
สมมติฐานวาคะเตชินจากชาเขียว และไคโตแซนนาจะชวยลดการสะสมธาตุเหล็ก ออกซิเด
ทีฟสเตรท และการสะสมไขมันท่ีตับสงผลทําใหชวยปองกันการทําลายเน้ือเยื่อตับได 

ดังนั้นการศึกษาคร้ังนี้เปนการตรวจสอบการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีของธาตุเหล็กและสาร
ตัวกลางออกซิเจนท่ีไวตอการเกิดปฏิกริยาในเซลลตับของหนูทดลองท่ีมีภาวะเหล็กเกินและศึกษาวา
สารสกัดจากชาเขียวสามารถบรรเทาภาวะเหล็กเกินและออกซิเดทีฟสเตรทของเซลลตับเหลานั้นได
หรือไม รวมท้ังทดสอบสัมฤทธ์ิผลของไคโตแซนท่ีชวยลดการอักเสบและการเกิดไฟโบรซิสของ
ตับในหนูทดลองท่ีรับประทานอาหารไขมันสูง 
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การศึกษานี้ใชหนูทดลองสองแบบ หนูขาวสายพันธุวิสตาและหนูเมาทสายพันธุ C57/BL6 
ทําการเหนี่ยวนําหนูเมาทใหเกิดภาวะเหล็กเกินโดยการเล้ียงดวยอาหารเสริมเฟอโรซีน (0.2% โดย
น้ําหนัก) เปนเวลานาน 8 สัปดาห และทําการรักษาดวยการใหหนูทดลองกินสารสกัดชาเขียว
ปริมาณ 300 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักตัว ยาดีเฟอรีโพนปริมาณ 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม
น้ําหนักตัวตอไปอีก 8 สัปดาห เล้ียงหนูขาวดวยอาหารไขมันปกติและไขมันสูงเปนเวลา 12 สัปดาห 
แลวทําการเล้ียงดวยแปงขาวโพดปริมาณ 5%โดยนํ้าหนัก ไคโตแซน 5%โดยนํ้าหนัก และยาออร
ลิสแตทปริมาณ 25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักตัวตอไปอีก 8 สัปดาห ทําการเจาะตัวอยางเลือดหนู
เพื่อนํามาวัดระดับคอเลสเตอรอล ไตรกลีเซอรไรด และเอนไซม aspartate aminotransferase และ 
alanine aminotransferase รวมท้ังวิเคราะหหาปริมาณความเขมขนธาตุเหล็ก เฟอริทิน ไตรกลีเซอ
ไรด กลูตาไทโอน คอลาเจน และมาลอนไดอัลดีไฮด ในเนื้อเยื่อตับของหนูทดลอง และตรวจสอบ
ทางเนื้อเยื่อวิทยาของเนื้อเยื่อตับดวยวิธี hematoxylin & eosin (H&E), Pearl’s Prussian blue และ 
Mason trichrome  

ผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาไคโตแซนยับยั้งการเพิ่มข้ึนของระดับไตรกลีเซอไรดใน
พลาสมาและเซลลตับของหนูทดลองอยางมีนัยสําคัญ ไคโตแซนสามารถลดความเขมขนเฟอริทิน
แตไมมีผลตอระดับกลูตาไทโอนในเซลลตับ สารประกอบนี้มีผลทําใหความเขมขนของเหล็กและ
คอลาเจนในตับเพิ่มข้ึนเล็กนอย สารสกัดชาเขียวชวยลดการสะสมของธาตุเหล็กในเซลลตับของหนู
เมาสทีมีภาวะเหล็กเกินอยางมีประสิทธิผลและนัยสําคัญ สารสกัดชาเขียวไมทําใหความเขมขนขอ
งกลูตาไทโอนในเซลลตับของหนูเมาสสายพันธปกติท่ีมีเหล็กเกินเปล่ียนแปลงไป แตสงผลใหความ
เขมขนของกลูตาไทโอนในตับของหนูเมาสธาลัสซีเมียลดลงเล็กนอย ส่ิงท่ีสําคัญท่ีสุดคือไคโตแซน
และชาเขียวสามารถลดระดับของมาลอนอัสดีไฮดในเซลลตับอยางมีนัยสําคัญ ไคโตแซนไมเปน
อันตรายตอตับของหนูขาวท่ีไดรับสารไคโตแซน 

ดังนั้นจึงสรุปไดวาชาเขียวนาจะมีสัมฤทธ์ิผลในการกําจัดเหล็กและยับยั้งการเกิดเปอร
ออกซิเดชันของไขมันในเซลลตับได ไคโตแซนสามารถชวยทําใหการสะสมไขมันและออกซิเด
ทีฟสเตรทท่ีตับลดตํ่าลงได การรักษารวมกันดวยชาเขียวและไคโตแซนนาจะชวยยับยั้งและปองกัน
การเกิดไฟโบรซิสของตับท่ีมีสาเหตุจากการสะสมธาตุเหล็กและไขมันมากเกินไป  ในการศึกษา
ตอไปภายหนาการบําบัดรวมนี้จําเปนตองทําการศึกษาตอไปในผูปวยธาสัสซีมียชนิดบีตาท่ีมีภาวะ
เหล็กเกิน 

 

 


