
iv 

 

 Thesis Title Anticancer Activities of Alkaloids Isolated from Stephania 

venosa (Bl.) Spreng 

Author Miss Pattama Wongsirisin 

Degree Master of Science (Biochemistry) 

Thesis Advisory Committee  

 Dr. Supachai Yodkeeree     Advisor 

 Assoc. Prof. Dr. Pornngarm Dejkriengkraikul Co-advisor 

 

ABSTRACT 

 

Current strategy for the evaluation of anticancer phytochemicals is based in 

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

metastasis.  Stephania venosa is a medicinal plant has been used as a Thai folk 

remedies and known to be a rich source of alkaloids. In this study, I focused the 

effects of  four alkaloids isolated from the tuber of Stephania venosa including 

tetrahydropalmatine, crebanine, O-methylbulbocapnine and N-

methyltetrahydropalmatine on ant-cancer activity in human cancer cells. The alkaloids 

were investigated in vitro for their potential cytotoxic activity on HL-60, K562, and 

U937 human leukemic cell lines using the MTT assay. Among four alkaloids, 

crebanine had shown the most active to inhibit the proliferation of human leukemic 

cells HL-60, U937 and K562 by which HL-60 cells were the most sensitive to its 

treatment. Moreover, our results demonstrated that crebanine mediated cell cycle 

arrest at G0/G1 phase and this was associated with down-regulation of cyclin A, D 

and PCNA. In addition, crebanine induced apoptosis, which was detected by 

observation of the membrane phospholipid exposure in flow cytometry. Its induction 

of apoptosis was accompanied by an increase in cleavage of caspase-3, 8, 9 and poly 
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(ADP-ribose) polymerase (PARP). Moreover, the augmentation of Bax/Bcl-2, Bcl-xl 

proteins levels were observed. Crebanine also decreased mitochondrial membrane 

potential. Taken together, crebanine exerts anti-proliferative effects on human cancer 

cells through the induction of cell cycle arrest at the G1 phases and apoptosis. In 

addition, the alkaloids from Stephania venosa have not been investigated whether 

they exhibit antimetastatic activity. Therefore, the effect of the alkaloids on 

chemoinvasion of HT1080 was investigated. Moreover the expression and the activity 

of ECM degradation enzymes (MMP-2, MMP-9, uPA, MT1-MMP) were determined. 

The results from Boyden chamber assay indicated that crebanine and O-methyl 

bulbocapnine significantly inhibited HT1080 cells invasion, whereas the cell 

migration was not affected. Zymography analysis exhibited that crebanine and O-

methylbulbocapnine significantly decrease uPA, MMP-2, and MMP-9 secretion from 

HT1080 cells in a dose-dependent manner, and they also reduce the expression level 

of  MT1-MMP in HT1080 cells. However, four alkaloids had no effects on the 

activity of MMP-2, MMP-9 and collagenase. Taken together, these data demonstrated 

that crebanine could significantly inhibit cell cycle progression and cause cell death 

via apoptosis. Moreover, crebanine and O-methylbulbocapnine exerts antimetastasis 

potency by down-regulation of ECM degradation enzymes. The results suggest that 

crebanine and O-methylbulbocapnine is a promising new candidate as a 

chemotherapeutic agent for cancer therapy. 
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บทคัดย่อ 

 
ในปัจจุบนัมีการศึกษาฤทธ์ิตา้นมะเร็งของสารพฤกษเคมี (phytochemical) ท่ีแสดงผลต่อ

การยบัย ั้งการเจริญเติบโตและการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง กระท่อมเลือดหรือบอระเพด็พุชา้ง 
(Stephania venosa) เป็นพืชสมุนไพรท่ีพบไดท้ัว่ทุกภูมิภาคของประเทศไทยโดยส่วนหัวของ
สบู่เลือดถูกน ามาใชเ้ป็นยาสมุนไพรหลายชนิดซ่ึงสารส าคญัท่ีพบไดใ้นพืชชนิดน้ีคือสารในกลุ่มอลั
คาลอยด์ โดยการศึกษาน้ีไดท้  าการทดสอบฤทธ์ิของสารอลัคาลอยด์ส่ีชนิดท่ีสกดัไดจ้ากหัวของตน้
กระท่อมเลือด ไดแ้ก่ เตตระไฮโดรปาลมาทีน, ครีบานีน, โอ - เมทิลบลัโบแคปนีน และ เอ็น – เมทิล
เตตระไฮโดรปาลมาทีน โดยการทดสอบฤทธ์ิของอลัคาลอยด์ทั้งส่ีชนิดต่อการยบัย ั้งการเจริญของ
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด HL-60, K562, และ U937 ดว้ยวิธี MTT assay พบวา่ ครีบานีน
สามารถยบัย ั้งการแบ่งตวัของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด HL-60, U937 และ K562 ไดดี้ท่ีสุด
เม่ือเทียบกบัสารอลัคาลอยด์อีกสามชนิดและเซลล์ HL-60 มีการตอบสนองดีท่ีสุด นอกจากนั้นครี
บานีนยงัสามารถเหน่ียวน าให้เกิดการยบัย ั้งวฏัจกัรของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวให้อยู่ในระยะ 
G0/G1 โดยมีกลไกในการลดการแสดงออกของโปรตีน cyclin A, cyclin D และ PCNA และ
เม่ือท าการทดสอบฤทธ์ิของครีบานีนต่อการเหน่ียวน าให้เกิดกระบวนการตายของเซลล์แบบอะ
พอพโทสิส โดยวิธี flow cytometry พบวา่ครีบานีนสามารถเหน่ียวน าให้เกิดการตายแบบอะพอพ
โทสิสซ่ึงสัมพันธ์กับการแสดงออกท่ีเพิ่ม ข้ึนของโปรตีนท่ีสนับสนุนการตายของเซลล์
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แบบอะพอพโทสิสไดแ้ก่ caspase-3, 8, 9 และ poly (ADP-ribose) polymerase และท าให้
สมดุลของโปรตีน Bax และ Bcl-2, Bcl-xl เสียไป รวมทั้งยงัสามารถลดความต่างศกัยข์องผนงัไม
โตคอนเดรียซ่ึงเป็นตวับ่งช้ีในการเกิดการตายแบบอะพอพโทสิสจากปัจจยัภายใน นอกจากนั้นยงั
ไดศึ้กษาผลของอลัคาลอยด์ทั้งส่ีชนิดต่อการยบัย ั้งการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งชนิด HT1080 
และศึกษาการแสดงออกของเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกับการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง ได้แก่    
MMP-2, MMP-9, MT1-MMP และ uPA โดยผลการศึกษาพบวา่ ครีบานีนและ โอ - เมทิลบลั
โบแคปนีนสามารถยบัย ั้งการแพร่กระจายของเซลล์ HT1080 ไดแ้ต่ไม่มีผลต่อการเคล่ือนท่ีของ
เซลล์มะเร็ง ในขณะท่ีอลัคาลอยด์อีกสองชนิดไม่มีผลยบัย ั้งการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง เม่ือ
ศึกษาการหลัง่ของเอนไซม์ uPA, MMP-2 และ MMP-9 ออกจากเซลล์ HT1080 โดยวิธี 
zymography พบวา่ ครีบานีนและ โอ - เมทิลบลัโบแคปนีนสามารถยบัย ั้งการหลัง่ของเอนไซมม ์
uPA, MMP-2 และ MMP-9 จากนั้นยงัพบวา่ ครีบานีนและโอ-เมทิลบลัโบแคปนีนยงัสามารถลด
การแสดงออกของ MT1-MMP ในเซลล์มะเร็งชนิด HT1080 แต่อยา่งไรก็ตามอลัคาลอยด์ทั้งส่ี
ชนิดไม่มีผลต่อการท างานของเอนไซม์ MMP-2, MMP-9 และ collagenase ทั้งหมดสามารถ
สรุปไดว้า่ ครีบานีนสามารถยบัย ั้งการด าเนินไปของวฏัจกัรเซลล์และเหน่ียวน าให้เกิดการตายของ
เซลล์มะเร็งแบบอะพอพโทสิส นอกจากนั้น ทั้งครีบานีนและโอ-เมทิลบลัโบแคปนีนยงัแสดงฤทธ์ิ
ในการต้านการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งผ่านการลดระดับของเอนไซม์ท่ีใช้ในการสลาย
ส่วนประกอบนอกเซลล์ ดงันั้นในการคน้พบคร้ังน้ีจึงเป็นอีกหน่ึงขอ้มูลท่ีจะน าเอา ครีบานีนและ  
โอ - เมทิลบลัโบแคปนีนไปใช้ศึกษาวิจยัทางคลินิกต่อ เพื่อเป้าหมายในการน าเอาสารสกดัจาก
ธรรมชาติไปใชใ้นการรักษายบัย ั้งการแพร่กระจายของมะเร็ง 


