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ABSTRACT 

 
Current strategy for the evaluation of anticancer phytochemicals is based in 

part on cancer progression including cell cycle and apoptosis regulation, drug 

resistance of cancer cells and metastasis. Bitter melon or Momordica charantia is 

widely consumed as vegetable and especially folk medicine in Asia. Our previous 

study demonstrated that the bitter melon leaf extract (BMLE) was able to reverse the 

multidrug resistant (MDR) phenotype. However the active compounds have not been 

characterized. Besides, there is no evidence whether bitter melon leaf extract affects 

on prostate cancer progression, that prompt author to study the inhibitory effects of 

BMLE on cancer cell progression in vitro and in vivo. 

In the first part of this study, bioguided fractionation was used to identify the 

active component(s) of BMLE, which is able to modulate the function of P-gp and the 

MDR phenotype in a multidrug resistant human cervical carcinoma KB-V1cells 
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(high expression of P-glycoprotein, P-gp) compared to parental KB-3-1 cells (lack of 

P-gp). Researcher found that kuguacin J, a triterpenoid, one of the active components 

in BMLE, increased sensitivity to vinblastine and paclitaxel in KB-V1 cells. A flow 

cytometry assay indicated that kuguacin J inhibits the transport function of P-gp and 

thereby significantly increase the accumulation of rhodamine123 and calcein-AM in 

the cells. Kuguacin J significantly increases intracellular [3H]-vinblastine 

accumulation and decreased the [3H]-vinblastine efflux in the cells. Kuguacin J also 

inhibited the incorporation of [125I]-iodoarylazidoprazosin (IAAP) into P-gp in a 

concentration-dependent manner, indicating that kuguacin J directly interacts with the 

drug-substrate-binding site on P-gp. These results indicate that kuguacin J modulates 

the function of P-gp by directly interacting at the drug-substrate-binding site and it 

appears to be an effective inhibitor of P-gp activity in vitro, and thus could be 

developed as an effective chemosensitizer to treat multidrug resistant cancers. 

In secound part of this study, researcher focused on the effects of BMLE and 

kuguacin J on androgen-dependent LNCaP human prostate cancer cells. Both 

treatments exerted growth inhibition through G1-arrest and induction of apoptosis. In 

addition, kuguacin J markedly decreased the levels of cyclins (D1 and E), cyclin-

dependent kinases (Cdk2 and Cdk4) and proliferating cell nuclear antigen, and caused 

an increase in p21 and p27 levels. Its induction of apoptosis was accompanied by an 

increase in cleavage of caspase-3 and poly (ADP-ribose) polymerase, attributable to 

augment of Bax/Bcl-2 and Bad/Bcl-xL and reduction of survivin levels. BMLE and 

kuguacin J also reduced the expression of androgen receptor (AR), prostate-specific 

antigen (PSA) while increased p53 level. Down-regulation of p53 by RNA 

interference indicated that BMLE and kuguacin J inhibited cell growth partly through 
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p53-dependent cell cycle arrest and apoptotic pathways. Both BMLE and kuguacin J 

caused less toxicity in a normal prostate cell line, PNT1A. The results suggest that 

BMLE and kuguacin J, from its diethyl ether fraction could be promising candidate 

new antineoplastic and chemopreventive agents for cancer and carcinogenesis. 

The anti-invasive effects of BMLE on a rat prostate cancer cell line (PLS10) 

in vitro and in vivo also have been investigated. The results indicated that non-toxic 

concentrations of BMLE significantly inhibited the migration and invasion of cells in 

vitro. The results of zymography showed that BMLE inhibited the secretion of MMP-

2, MMP-9 and uPA from PLS10. Besides, BMLE not only significantly decreased 

gene expression of MMP-2 and MMP-9, but also markedly increased the mRNA level 

of TIMP-2, known to have inhibitory effects on the activity of MMP-2. Collagenase 

type IV activity also was partially inhibited by BMLE. In vivo study, intravenous 

inoculation of PLS10 to nude mice resulted in 100% survival rate in the mice given 

BMLE-diet as compared to 80% in the controls. The incidence of lung metastasis did 

not show any difference, but the percentage lung area occupied by metastatic lesions 

was slightly decreased in the 0.1% BMLE treatment group and significantly decreased 

with 1% BMLE treatment as compared to the control. The results thus indicate for the 

first time an anti-metastatic effect of BMLE both in vitro and in vivo. 

In conclusion, BMLE and kuguacin J have shown to possess potent anticancer 

capabilities to induce apoptosis/cell cycle arrest in pre-initiated/initiated tumor cells, 

while in more advanced tumors, these compounds could block resistant to anticancer 

drugs, tumor progression and metastasis. These findings provide the evidences of 

anticancer effects of BMLE and kuguacin J and possibility to develop these natural 

products for cancer chemoprevention and chemotherapy.  
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บทคัดยอ 

 
ในปจจุบันไดมีการศึกษาฤทธ์ิตานมะเร็งของสารพฤกษเคมี (Phytochemical) ท่ีแสดงผลตอ

พัฒนาการของมะเร็งซ่ึงรวมไปถึง การควบคุมวัฏจักรของเซลล, การตายแบบอะพอพโตซิส และ

การแพรกระจายของเซลลมะเร็ง ในแถบเอเชียมีการบริโภคมะระขี้นก (Momordica charantia) ท้ัง

ในรูปแบบของอาหารและยาพ้ืนบานโดยกอนหนานี้ทางทีมงานวิจัยไดรายงานฤทธ์ิยับย้ังการดื้อยา

หลายขนานของสารสกัดหยาบจากใบมะระขี้นก แตอยางไรก็ตามยังไมมีการรายงานชนิดของ

สารสําคัญจากใบมะระขี้นกท่ีออกฤทธ์ิดังกลาว นอกจากนี้ยังไมมีการรายงานฤทธ์ิยับย้ังของสาร

สกัดใบมะระขี้นกตอพัฒนาการของมะเร็งตอมลูกหมาก ดังนั้นการศึกษานี้จึงมุงเนนศึกษาถึงฤทธ์ิ

ตานมะเร็งของสารสกัดจากใบมะระขี้นกตอพัฒนาการของมะเร็งท้ังในหลอดทดลองและ

สัตวทดลอง 

สวนแรกของการศึกษาไดนําใบมะระขี้นกมาทําการสกัดแยกสวนเพ่ือใหไดสารบริสุทธ์ิ

และหาฤทธ์ิยับยั้งการทํางานของโปรตีนบนผิวเซลลท่ีทําหนาท่ีขับไลยาชนิดพี-ไกลโคโปรตีนและ

การดื้อยาหลายขนาน ในเซลลมะเร็งปากมดลูกของมนุษยท่ีดื้อยา KB-V1 ท่ีมีการแสดงออกของ พี-

ไกลโคโปรตนีมากบนผิวเซลล เทียบกับ KB-3-1 เซลลท่ีไมดื้อยาและมีการแสดงออกของพี-ไกลโค

โปรตีนในระดับต่ํา 
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จากการศึกษาพบวาสารสําคัญจากใบมะระขี้นก สารกุกวาซินเจ (kuguacin J) ซ่ึงเปนสาร

ในกลุมไตรเทอรปนอยด (triterpenoid) สามารถเพ่ิมความไวของเซลล KB-V1 ตอยาวินบลาสติน 

และแพคลิแทกเซล ผลการศึกษาจากโฟลไซโตเมทรีพบวาสารกุกวาซินเจสามารถเพ่ิมการสะสม

ของสารเรืองแสงชนิด โรดามีนหนึ่งสองสาม และ แคลซีน เอเอ็มภายในเซลลดังกลาวไดอยางมี

นัยสําคัญ กุกวาซินเจยังสามารถเพ่ิมการสะสมและลดการขับออกของยาวินบลาสตินท่ีติดฉลากดวย

สารรังสีในเซลลดังกลาว นอกจากนี้สารกุกวาซินเจยังใหผลยับย้ัง IAAP photoaffinity labeling ของ

พี-ไกลโคโปรตีนอีกดวย ผลดังกลาวแสดงใหเห็นถึงยับย้ังการทํางานของพี-ไกลโคโปรตีน โดยการ

จับกันระหวางสารกุกวาซินเจกับพี-ไกลโคโปรตีน ตรงตําแหนงจําเพาะท่ียาจับกับพี-ไกโคลโปรตีน 

การศึกษานี้แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการยับย้ังการทํางานของโปรตีนขนสงชนิดพี-ไกลโค

โปรตีนโดยสารกุกวาซินเจ ซ่ึงแสดงถึงความเปนไปไดในการพัฒนาสารกุกวาซินเจไปใชเปนสารท่ี

สามารถควบคุมหรือลดการดื้อยาในผูปวยมะเร็งได 

การศึกษาในสวนท่ีสองเปนการศึกษาผลของสารสกัดใบมะระขี้นกอยางหยาบ และสารกุ

กวาซินเจตอมะเร็งตอมลูกหมากของมนุษยชนิดท่ีขึ้นกับฮอรโมนแอนโดรเจน LNCaP พบวาสาร

ดังกลาวท้ังสองชนิดมีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งโดยกระตุนใหเซลลหยุดการเจริญอยูท่ี

ระยะกอนการสรางดีเอ็นเอ (G1) และยังกระตุนใหเซลลเขาสูขบวนการตายแบบอะพอพโตซิส สาร

กุกวาซินเจควบคุมวัฏจักรของเซลลในระยะ G1 โดยยับย้ังการแสดงออกของโปรตีนชนิด ไซคลิน 

(cyclin D1 & E), ไซคลินดีเพนเดนทไคเนส (Cdk 2 & 4), โพรลิฟเฟอเรทิงเซลลนิวเคลียรแอนติเจน 

(PCNA) และยังกระตุนการแสดงออกของโปรตีนชนิด p21 และ p27 นอกจากน้ีพบวาสารกุกวาซิน

เจยังเหนี่ยวนําใหเกิดอะพอพโตซิสผานทางการเพิ่มอัตราสวนของโปรตีน Bax/Bcl-2 และ Bad/Bcl-

xL และการลดการแสดงออกของโปรตีนเซอรไววิน ซ่ึงนําไปสูการกระตุนการทํางานของแคสเปส-

3 และยับยั้งการทํางานของโปรตีนโพลีเอดีพีไรโบสโพลีเมอรเรส (PARP) นอกจากนี้สารสกัด

หยาบใบมะระขี้นกและสารกุกวาซินเจยังลดการแสดงออกของตัวรับแอนโดรเจน (AR) และ พรอส

เททสเปซิฟกแอนติเจน (PSA) ในขณะท่ีเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีนชนิด p53 การศึกษาผลของ

การยับยั้งการแสดงออกของโปรตีนชนิด p53 โดยวิธี RNA interference พบวา สารสกัดหยาบใบ

มะระขี้นก และสารกุกวาซินเจยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง LNCaP ผานทางการกระตุนการ

แสดงออกของโปรตีนชนิด p53 โดยการแสดงออกของโปรตีนดังกลาวนี้ทําใหเกิดการยับย้ังวัฏจักร

ของเซลลท่ีระยะ G1 และเหนี่ยวนําใหเกิดการตายแบบอะพอพโตซิส นอกจากนี้สารสกัดหยาบใบ

มะระขี้นก และสารกุกวาซินเจมีผลตอการเหนี่ยวนําใหเกิดความเปนพิษตอเซลลตอมลูกหมาก 

PNT1A นอยกวาเซลลมะเร็ง LNCaP จากผลการทดลองในสวนนี้พบวามีความเปนไปไดท่ีจะนํา
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สารสกัดหยาบใบมะระขี้นกและสารกุกวาซินเจมาพัฒนาใชเปนสารตอตานมะเร็งได ท้ังในระดับ

ปองกันและ/หรือการรักษาโรคมะเร็งในระยะเริ่มตนของการพัฒนาของโรค 

ในสวนสุดทายไดทําการศึกษาผลของสารสกัดหยาบใบมะระขี้นกตอการรุกรานของ

เซลลมะเร็งตอมลูกหมากของหนูชนิดท่ีไมขึ้นกับฮอรโมนแอนโดรเจน PLS10 ทั้งในหลอดทดลอง 

และในสัตวทดลอง พบวาสารสกัดหยาบใบมะระขี้นก ณ ความเขมขนท่ีไมเปนพิษตอเซลลสามารถ

ยับยั้งท้ังการเคล่ือนท่ีและการรุกรานของเซลลมะเร็งไดอยางมีนัยสําคัญ การศึกษาผลของสารสกัด

หยาบใบมะระขี้นกตอการหล่ังของเอนไซมเมทริกเมทาโลโปรตีนเนส (MMP)-2, MMP-9 และ ยูโร

ไคเนสพลาสมิโนเจนแอกติเวเตอร (uPA) โดยวิธี Zymography พบวาสารสกัดหยาบใบมะระขี้นก

ยับยั้งการหล่ังของเอนไซมดังกลาวท้ังสามชนิด การศึกษาผลของสกัดหยาบใบมะระขี้นกตอการ

แสดงออกของ MMP-2, MMP-9 และ โปรตีนยับยั้งเอนไซมเมทริกซเมทาโลโปรตีนเนสชนิดท่ี 2 

(TIMP-2) โดยวิธีเรียลไทมพีซีอาร พบวาสารสกัดหยาบใบมะระขี้นกไมเพียงแตยับย้ังการ

แสดงออกของท้ัง MMP-2 และ MMP-9 แตยังเพ่ิมการแสดงออกของ TIMP-2 ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีมี

ฤทธ์ิยับยั้งการทํางานของ MMP-2 จากการศึกษาผลของสารสกัดหยาบใบมะระขี้นกตอการทํางาน

ของเอนไซมคอลลาจิเนสชนิด IV พบวาสารสกัดหยาบใบมะระขี้นกยับย้ังการทํางานของเอนไซม

ดังกลาว การศึกษาผลของสารสกัดหยาบใบมะระขี้นกตอการแพรกระจายเซลลมะเร็งตอมลูกหมาก 

PLS10 ท่ีทําการฉีดเขาทางหลอดเลือดดําของหนูชนิด nude mouse พบวา หนูในกลุมท่ีไดรับสาร

สกัดหยาบใบมะระขี้นกมีอัตราการอยูรอด 100% ในขณะท่ีกลุมชุดควบคุมมีอัตราการอยูรอด 80% 

แมวาอัตราการเกิดการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง PLS10 ไปสูปอดของหนูในกลุมทดลองและ

กลุมควบคุมจะไมมีความแตกตางกัน แตพบวาเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม เปอรเซ็นตพ้ืนท่ีของรอย

โรคมะเร็งท่ีแพรกระจายสูปอดมีคาลดลงในหนูกลุมท่ีไดรับสารสกัดหยาบใบมะระขี้นกท่ีความ

เขมขน 0.1% และลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในหนูกลุมท่ีไดรับสารสกัดหยาบใบมะระขี้นกท่ี

ความเขมขน 1% ผลการศึกษาครั้งนี้เปนการรายงานฤทธ์ิของสารสกัดหยาบใบมะระขี้นกตอการ

ยับยั้งการแพรกระจายของเซลลมะเร็งท้ังในหลอดทดลอง และในสัตวทดลองเปนครั้งแรก 

จากผลการทดลองท้ังหมดสามารถสรุปไดวาสารสกัดหยาบใบมะระขี้นกและสารกุกวาซิน

เจ มีฤทธ์ิตอตานมะเร็ง สามารถยับย้ังพัฒนาการของเซลลมะเร็งในระยะแรกโดยเหนี่ยวนําการเกิด

การตายแบบอะพอพโตซิสและการหยุดวัฏจักรของเซลลท่ีระยะ G1 และยังสามารถยับยั้งการดื้อยา 

และการแพรกระจายของเซลลมะเร็งในระยะพัฒนาไปสูระยะสุดทายอีกดวย การศึกษาครั้งนี้คนพบ

ฤทธ์ิตานมะเร็งของสารสกัดหยาบใบมะระขี้นกและสารกุกวาซินเจ โดยจากองคความรูนี้สามารถ

จะนําสารดังกลาวมาพัฒนาเพ่ือใชเปนสารตอตานมะเร็งไดท้ังในรูปแบบของสารปองกันรวมไปถึง

ยารักษาโรคมะเร็ง 


