
            
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 
 

โครงการ กลไกการยับย้ังการเจริญของมะเร็งรังไขที่ด้ือยา  
ซิสพลาตนิโดยสารไตรเทอรปนอยดที่สกัดไดจากมะระขี้นก 

ชนิดกุกวาซินเจ 
 
 
 

โดย นางสาวพรสิริ พิจการ 
 
 
 

มีนาคม 2559  



2 
 

สัญญาเลขที่ MRG5580128 
 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 
 
 

โครงการ กลไกการยับย้ังการเจริญของมะเร็งรังไขที่ด้ือยา  
ซิสพลาตนิโดยสารไตรเทอรปนอยดที่สกัดไดจากมะระขี้นก 

ชนิดกุกวาซินเจ 
 
 
 

ผูวิจัย นางสาวพรสิริ พิจการ 
สังกัด ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

 
 
 
 

      สนบัสนุนโดยสํานักงานกองทนุสนับสนุนการวจิัย 
 

(ความเห็นในรายงานนีเ้ปนของผูวิจัย  
สกว.ไมจําเปนตองเห็นดวยเสมอไป)  



3 
 

 

                           เอกสารแนบหมายเลข 2 

Abstract 

Ovarian cancer is included in ten leading cancer sites for the estimated new cases and 

dead cases in female at Maharaj Nakorn Chiang Mai Hospital, Thailand. The advanced stages 

(III and IV) of ovarian cancer have been reported to show a lower survival rate due to 

resistance to chemotherapeutic drugs. This study investigated whether kuguacin J promote 

cisplatin- and paclitaxel-induced cancer cell death in drug-resistance human ovarian cancer 

cells (SKOV-3) and drug-sensitive human ovarian cancer cells (A2780). Cytotoxicity testing 

showed that SKOV-3 cells were more resistance to cisplatin and paclitaxel compare to A2780 

cells. The cytotoxicity of paclitaxel (PTX) was significantly increased when co-treated with 

kuguacin J in SKOV-3 cells. We previous reported multidrug resistance ability of kuguacin J in 

cervical cancer cells via the inhibition of P-glycoprotein, which also overexpress in SKOV-3 

cells. However, the present study found that enhancement of PTX toxicity in the cells did not 

involve with P-glycoprotein inhibition. We next further determined which mechanism that 

kuguacin J increased paclitaxel sensitivity, the expression of cell death-involving proteins was 

analyzed by Western blot analysis. The results showed that PTX treatment increased level of 

anti-apoptotic protein, surviving, which may be involved with the drug resistance in SKOV-3. 

The co-treatment of PTX and kuguacin J dramatically decreased level of anti-apoptotic protein, 

survivin and markedly induced cleavage of PARP and caspase-3, which are apoptotic-induced 

molecules. This finding might support the possibility to use kuguacin J as an effective 

chemosensitizer in combination with conventional chemotherapy to promote paclitaxel 

sensitization in ovarian cancer patients 
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บทคัดยอ 

มะเร็งรังไขจัดอยูใน 10 อันดับแรกของมะเร็งที่ถูกตรวจพบและเปนสาเหตุการตายในเพศหญงิ 
ณ โรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม ประเทศไทย พบวาผูปวยมะเร็งรังไขระยะที่ 3 และ 4 จะมีอัตรา
การมีชีวิตรอดที่ต่ําเน่ืองมาจากการด้ือตอยาเคมีบําบดั งานวิจัยน้ีสนใจที่จะศึกษาวากุกวาซินเจสามารถ
เพ่ิมฤทธิข์องยาเคมีบําบัดชนิด cisplatin และ paclitaxel ในการฆาเซลลมะเร็งรังไขที่ด้ือยาไดหรือไม 
โดยพบวาเซลลรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 ด้ือตอยาดังกลาวทั้งสองชนิดเม่ือเทียบกับเซลลมะเร็งรังไขที่ไม
ด้ือยาชนิด A2780 และเม่ือทําการบมเซลล SKOV-3 รวมกับยาเคมีบําบัดและ กุกวาซินเจ พบวา กุ
กวาซินเจไปเพิ่มฤทธิใ์นการฆาเซลลของ paclitaxel แตไมมีผลตอ cisplatin เมือเทียบกับกลุมควบคุม 
จากการศึกษากอนหนาน้ีเราพบวากุกวาซินเจ ไปลดการด้ือยา paclitaxel ในมะเร็งปากมดลูกโดยการ
ยับยั้งการทํางานของพีกลัยโคโปรตีน ซ่ึงโปรตีนชนิดน้ีมีการแสดงออกใน SKOV-3 สูงดวยเชนกัน 
อยางไรก็ตามจากการทดลองพบวาการเพิ่มฤทธิข์อง paclitaxel โดยกุกวาซินเจในมะเร็งรังไขชนิด 
SKOV-3 น้ันไมไดผานการยับยั้งการทํางานของพีกลัยโคโปรตีน จึงไดทําการศึกษากลไกของกุกวาซินเจ
ที่ไปเพ่ิมความไวของ SKOV-3 ตอยา paclitaxel โดยดูการแสดงออกของโปรตีนที่เก่ียวกบัการตายของ
เซลล จากการทดลองพบวาเม่ือทําการบมเซลล SKOV-3 รวมกับ paclitaxel จะมีระดับของ survivin 
สูงขึ้นเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม แตเม่ือทําการบมกุกวาซินเจรวมกับ paclitaxel ในเซลล SKOV-3 พบวา
ระดับของ survivin ลดลงเม่ือเทียบกับกลุมเซลลที่บมดวย paclitaxel เพียงอยางเดียว นอกจากนี้กุ
กวาซินเจยังไปเพิ่มระดับของ cleaved-PARP และ cleaved-caspase-3 ซ่ึงเปนโปรตีนที่กระตุนการตาย
ของเซลลแบบอะพอพโตซิส จากการศึกษาวิจัยครั้งน้ีจะทําใหเห็นแนวโนมที่จะศึกษาและพัฒนาการนํากุ
กวาซินเจ หรือสารสกัดใบมะระขี้นกไปใชรวมกับการรกัษามะเร็งรังไขดวยยาเคมีบําบัด ซ่ึงอาจจะชวย
ลดการด้ือตอยาเคมีบําบัด ทําใหการรักษามะเร็งรังไขมีประสิทธิภาพมากขึ้น  
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วัตถุประสงคของโครงการ 

1. เพ่ือศึกษาผลของ KuJ ตอความไวตอยาเคมีบําบดัชนิด PTX Dox และ Cis ของมะเร็งรังไขที่ด้ือตอ

ยาเคมีบําบัด  

2. เพ่ือศึกษาผลของ KuJ ตอความไวตอยา PTX Dox และ Cis ในการยับยั้งการแบงตัวของมะเร็งรังไข

ที่ด้ือตอยาเคมีบําบัด 

3. เพ่ือศึกษาผลของ KuJ ตอความไวตอยาเคมีบําบดัในการกระตุนการตายแบบอะพอพโตซิสของมะเร็ง

รังไขที่ด้ือตอยาเคมีบําบัด 

4. เพ่ือศึกษาผลของ KuJ ตอการแสดงออกของโปรตีนที่เก่ียวของกับการแบงตวั และการตายแบบอะ

พอพโตซิสในมะเร็งรังไขทีด้ื่อตอยาเคมีบําบัด 
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วิธีทดลอง 

การทดลองที่ 1  การศึกษาผลของ KuJ ยาเคมีบําบัดชนิด PTX Dox และ Cis ในการยับย้ัง 

การเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งรังไขที่ด้ือยาและไมด้ือยาโดยวิธี 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazoliumbromine (MTT) Assay 

1. นําเซลล A2780 CAOV-3 และ SKOV-3 เพาะเลี้ยงใน 96 well plate จํานวน 2,000 เซลล/

หลุม ที่ 37 C ใน 5% CO2 incubator เปนเวลาไว 24 ชั่วโมง 

2. เติมอาหารเลีย้งเซลลที่มี KuJ ยาเคมีบําบัดชนิด PTX Dox และ Cis ที่ความเขมขนตาง ๆ 

แลวบมเซลลตอเปนเวลา 48 ชั่วโมง 

3. เม่ือครบเวลาใช micropipette ดูดอาหารเล้ียงเซลลออก 100 l/well แลวเติม MTT-dye 

solution ปริมาณ 15 l/well แลวบมเซลลตอเปนเวลา 4 ชั่วโมง 

4. ใช micropipette ดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกจนหมด แลวเติม DMSO ปริมาณ 200 l/well 

บมเซลลเปนเวลา 10 นาที แลวจึงผสมสารละลายแตละหลุมดวย micropipette แลวนําไป

วัดการดูดกลืนแสงดวย ELISA reader (ความยาวคลื่น 540 nm และใช 630 nm เปน

ตัวอางอิง) 

คํานวณคาอัตราการมีชีวิตรอดของเซลล (%Survival) เทียบกับหลุมที่เปนชุดควบคุม 

โดยกําหนดใหชุดควบคุมมี %Survival  เปน 100% 

% Survival = คาเฉลี่ย OD จากหลุมทดสอบ  100 

                       คาเฉลี่ย OD จากหลุมควบคุม 
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การทดลองที่ 2   การศึกษาผลของ KuJ ตอความไวตอยา PTX Dox และ Cis ในการยับย้ัง 

การเจริญของมะเร็งรังไขที่ด้ือตอยาเคมีบําบัด 

1. นําเซลล A2780 CAOV-3 และ SKOV-3 เพาะเลีย้งใน 96 well plates จํานวน  2,000 

เซลล/หลุม ที่ 37 C ใน 5% CO2 incubator เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

2. เติมอาหารเลีย้งเซลลที่มียาเคมีบําบัดที่ความเขมขนตางๆ ในภาวะทีมี่หรือไมมี KuJ ไปใน

แตละหลุม (ใหความเขมขนสุดทายของ DMSO ในหลุมทดลองและหลุมควบคุมมีคาเทากัน

และไมเกิน 1%) บมเซลลตอเปนเวลา 48 ชั่วโมง  

3. เม่ือครบเวลาใช micropipette ดูดอาหารเล้ียงเซลลออก 100 l/well แลวเติม MTT-dye 

solution ปริมาณ 15 l/well แลวบมเซลลตอเปนเวลา 4 ชั่วโมง 

4. ใช micropipette ดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกจนหมด แลวเติม DMSO ปริมาณ 200 l/well 

บมเซลลเปนเวลา 10 นาที แลวจึงผสมสารละลายแตละหลุมดวย micropipette แลวนําไป

วัดการดูดกลืนแสงดวย ELISA reader (ความยาวคลื่น 540 nm และใช 630 nm เปน

ตัวอางอิง) 

คํานวณคาอัตราการมีชีวิตรอดของเซลล (%Survival) เทียบกับหลุมที่เปนชุดควบคุม 

โดยกําหนดใหชุดควบคุมมี %Survival  เปน 100% 

% Survival = คาเฉลี่ย OD จากหลุมทดสอบ  100 

                       คาเฉลี่ย OD จากหลุมควบคุม  
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การทดลองที่ 3  การแสดงออกของโปนตีนขับไลยาชนิด P-gp (ระดับโปรตีน) ใน

เซลลมะเร็งรงัไขที่ด้ือยา (SKOV-3 และ CAOV-3) และไมด้ือยา (A2780) 

1. เพาะเลี้ยงเซลลมะเร็งรังไขชนิด A2780 CAOV-3 และ SKOV-3 ใน 6 well-plate (5  106 

cell/well) ที่ 37 C ใน 5% CO2 เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

2. เก็บเซลลมาปนลางดวย PBS ที่ 10,000 rpm, 4 C นาน 2 นาที 3 คร้ัง 

3. ทําใหเซลลแตกดวย lysis buffer (10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 2 mM PMSF, 10 mM 

Tris-HCl, pH 7.4) 

4. นําไปปนที่ 12,000 rpm, 4 C, 10 นาที แลวเก็บ supernatant  

5. นําโปรตีนที่ไดไปวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford 

6. นําโปรตีนที่ไดจากการแตกเซลล (10 μg/lane) ไปแยกตามขนาดดวย 10% SDS-PAGE 

7. ยายโปรตีนจากแผนเจลไปบน nitrocellulose membrane 

8. นํา nitrocellulose membrane ไปชะดวย 5% skimmed milk เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่

อุณหภูมิหองลางดวย 0.1% Tween-PBS 5 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที  

9. เติม primary antibody; anti-P-gp นําไปบมที่ 4 C เปนเวลา 16 ชัว่โมง 

10. ลางดวย 0.1% Tween-PBS 5 คร้ัง คร้ังละ 5 นาท ี

11. เติม second anti-body ; anti-mouse IgG linked to peroxidase เปนเวลา 2 ชั่วโมง ที่

อุณหภูมิหอง 

12. ลางดวย 0.1% Tween-PBS 5 คร้ัง คร้ังละ 5 นาท ี

13. วัดการแสดงออกของพีกลัยโคโปรตีนโดยใชนํ้ายา Supersignal protein detection kit 

(ECL) 

14. วิเคราะหผลโดยวิธี scanning densitometry 
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การทดลองที่ 4  การศึกษาผลของ P-gp modulator ชนิด Ver ตอความไวตอยา PTX ในการ

ยับย้ังการเจริญของมะเร็งรังไขที่ด้ือตอยาเคมีบําบัดชนิด SKOV-3 

1. นําเซลลมะเร็งรังไขมนุษยด้ือยาชนิด SKOV-3 เพาะเลี้ยงใน 96 well plates จํานวน  2,000 

เซลล/หลุม ที่ 37 C ใน 5% CO2 incubator เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

2. เติมอาหารเลีย้งเซลลที่มียาเคมีบําบัดที่ความเขมขนตางๆ ในภาวะที่มีหรือไมมี Ver ไปใน

แตละหลุม (ใหความเขมขนสุดทายของ DMSO ในหลุมทดลองและหลุมควบคุมมีคาเทากัน

และไมเกิน 1%) บมเซลลตอเปนเวลา 48 ชั่วโมง  

3. เม่ือครบเวลาใช micropipette ดูดอาหารเล้ียงเซลลออก 100 l/well แลวเติม MTT-dye 

solution ปริมาณ 15 l/well แลวบมเซลลตอเปนเวลา 4 ชั่วโมง 

4. ใช micropipette ดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกจนหมด แลวเติม DMSO ปริมาณ 200 l/well 

บมเซลลเปนเวลา 10 นาที แลวจึงผสมสารละลายแตละหลุมดวย micropipette แลวนําไป

วัดการดูดกลืนแสงดวย ELISA reader (ความยาวคลื่น 540 nm และใช 630 nm เปน

ตัวอางอิง) 

คํานวณคาอัตราการมีชีวิตรอดของเซลล (%Survival) เทียบกับหลุมที่เปนชุดควบคุม 

โดยกําหนดใหชุดควบคุมมี %Survival  เปน 100% 

% Survival = คาเฉลี่ย OD จากหลุมทดสอบ  100 

                       คาเฉลี่ย OD จากหลุมควบคุม 
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การทดลองที่ 5 การศึกษาผลของ KuJ รวมกับ PTX ในการยับย้ังการเจริญของ

เซลลมะเร็งรงัไขด้ือยาชนิดชนิด SKOV-3 โดยวิธี Microscopic evaluation 

1. นําเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 เพาะเลี้ยง 6 well plates จํานวน  250,000 เซลล/หลมุ 

ที่ 37 C ใน 5% CO2 incubator เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

2. เติมอาหารเลีย้งเซลลที่มียาเคมีบําบัดชนิด PTX ที่ความเขมขน 0 75 และ 100 μM ในภาวะทีมี่

หรือไมมี KuJ ที่ความเขมขน 20 และ 30 μM ไปในแตละหลุม (ใหความเขมขนสุดทายของ 

DMSO ในหลุมทดลองและหลุมควบคุมมีคาเทากันและไมเกิน 1%) บมเซลลตอเปนเวลา 48 

ชั่วโมง 

3. เม่ือครบเวลาทําการถายภาพภายใตกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 100 และ 200 เทาตามลําดับ 

เพ่ือสังเกตุลักษณที่เปลี่ยนแปลงของเซลลมะเร็งรังไข เปรียบกันในแตละการทดลอง 

การทดลองที่ 6 การศึกษาผลของ KuJ รวมกับ PTX ในการยับย้ังวฏัจักรของเซลลใน

เซลลมะเร็งรงัไขที่ด้ือยาชนิด SKOV-3 

1. นําเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 เพาะเลี้ยง 6 well plates จํานวน  250,000 เซลล/หลมุ 

ที่ 37 C ใน 5% CO2 incubator เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

2. เติมอาหารเลีย้งเซลลที่มียาเคมีบําบัดชนิด PTX ที่ความเขมขน 0 75 และ 100 μM ในภาวะทีมี่

หรือไมมี KuJ ที่ความเขมขน 20 และ 30 μM ไปในแตละหลุม (ใหความเขมขนสุดทายของ 

DMSO ในหลุมทดลองและหลุมควบคุมมีคาเทากันและไมเกิน 1%) บมเซลลตอเปนเวลา 48 

ชั่วโมง 

3. เม่ือครบเวลาทําการเก็บเซลลมาปนลางดวย PBS ที่ 10,000 rpm, 4 ºC นาน 2 นาที 3 คร้ัง 

จากน้ันทําการเติม 70% methanol เก็บเซลลไวที่ -20 ºC เปนเวลา 16 ชั่วโมง 

4. ทําการยอมเซลลดวย propidium iodide (Guava® cell cycle reagent, Guava Technologies, 

Hayward, CA, USA)  
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การทดลองที่ 7 การศึกษาผลของ KuJ รวมกับ PTX ตอการแสดงออกของ Survivin 

PARP และ cleaved-caspase 3 ในระดับโปรตีนในเซลลมะเร็งรงัไขที่ด้ือ

ยาชนิด SKOV-3 โดยวิธี Western blot analysis 

1. นําเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 เพาะเลี้ยง 6 well plates จํานวน  250,000 เซลล/หลมุ 

ที่ 37 C ใน 5% CO2 incubator เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

2. เติมอาหารเลีย้งเซลลที่มียาเคมีบําบัดชนิด PTX ที่ความเขมขน 0 75 และ 100 μM ในภาวะทีมี่

หรือไมมี KuJ ที่ความเขมขน 20 และ 30 μM ไปในแตละหลุม (ใหความเขมขนสุดทายของ 

DMSO ในหลุมทดลองและหลุมควบคุมมีคาเทากันและไมเกิน 1%) บมเซลลตอเปนเวลา 48 

ชั่วโมง 

3. เม่ือครบเวลาทําการเก็บเซลลมาปนลางดวย PBS ที่ 10,000 rpm, 4 C นาน 2 นาที 3 คร้ัง 

4. ทําใหเซลลแตกดวย lysis buffer (10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 2 mM PMSF, 10 mM Tris-

HCl, pH 7.4) ในน้ําแข็ง 30 นาที 

5. นําไปปนที่ 12,000 rpm, 4 C, 10 นาที แลวเก็บ supernatant  

6. นําโปรตีนที่ไดไปวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี Bradford 

7. นําโปรตีนที่ไดจากการแตกเซลล (10 μg/lane) ไปแยกตามขนาดดวย 10% SDS-PAGE 

8. ยายโปรตีนจากแผนเจลไปบน nitrocellulose membrane 

9. นํา nitrocellulose membrane ไปชะดวย 5% skimmed milk เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง 

10. ลางดวย 0.1% Tween-PBS 5 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที  

11. เติม primary antibody; anti-survivin, anti-PARP และ anti-caspase 3 antibody นําไปบมที่ 4 

C  เปนเวลา 16 ชั่วโมง 

12. ลางดวย 0.1% Tween-PBS 5 คร้ัง คร้ังละ 5 นาท ี

13. เติม second anti-body ; anti-mouse IgG linked to peroxidase หรือ anti-rabbit IgG linked 

to peroxidase เปนเวลา 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง 

14. ลางดวย 0.1% Tween-PBS 5 คร้ัง คร้ังละ 5 นาท ี

15. วัดการแสดงออกของพีกลัยโคโปรตีนโดยใชนํ้ายา Supersignal protein detection kit (ECL) 

16. วิเคราะหผลโดยวิธี scanning densitometry 
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ผลการทดลอง 
ผลการทดลองที่ 1  การศึกษาผลของยาเคมีบําบัดชนิด Cis, Dox, PTX และ KuJ ในการยับยั้ง 

    การเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งรังไขชนิด SKOV-3 CAOV-3 และ A2780 

จากการทดสอบเปรียบเทียบการด้ือยาเคมีบําบัดชนิด Cis Dox และ PTX ในเซลลมะเร็งรังไขชนิด

ด้ือยา SKOV-3, CAOV-3และเซลลมะเร็งรังไขที่ไวตอยา A2780 พบวาผลของยาเคมีบําบัดทั้ง 3 ชนิด 

ตอเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 มีคา IC50 เทากับ 100 μM, 12 μM และมากกวา 100 μM 

ตามลําดับ ในสวนผลของ KuJ ตอเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 มีคา IC50 เทากับ 40 μM ดัง

แสดงผลการทดลองในรูปที่ 1 - 4 

 ผลของยาเคมีบําบัดชนิด Cis Dox และ PTX ตอเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด CAOV-3 มีคา IC50 

เทากับ 33 μM, 95 nM และ 35 μM ตามลําดับ ในสวนผลของ KuJ มีคา IC50 เทากับ 30 μM ดังแสดงผล

การทดลองในรูปที่ 5-8 

 ผลของยาเคมีบําบัดชนิด Cis Dox และ PTX ตอเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด A2780 มีคา IC50 เทากับ 

20 μM, 54 nM และ 26 nM ตามลําดับ และในสวนผลของ KuJ มีคา IC50 เทากับ 18 μM ดังแสดงผลการ

ทดลองในรูปที่ 9-12 

 
รูปที่ 1 ผลของยาเคมีบําบัดชนิด Cis ที่ความเขมขน 0-400 μM ตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลลมะเร็งรังไขมนุษยชนิดด้ือยา (SKOV-3)  

IC20 = 25 μM  
IC50 = 100 μM 
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รูปที่ 2 ผลของยาเคมีบําบัดชนิด Dox ที่ความเขมขน 0-100 μM ตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลลมะเร็งรังไขมนุษยชนิดด้ือยา (SKOV-3)  

 
รูปที่ 3 ผลของยาเคมีบําบัดชนิด PTX ที่ความเขมขน 0-100 μM ตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลลมะเร็งรังไขมนุษยชนิดด้ือยา (SKOV-3)  

IC20 = 5 μM 
IC50 = 12 μM 

IC20 = 6 μM 
IC50 > 100 μM 
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รูปที่ 4 ผลของ KuJ ที่ความเขมขน 0-50 μM ตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งรังไขมนุษย

ชนิดด้ือยา (SKOV-3)  

 

รูปที่ 5 ผลของยาเคมีบําบัดชนิด Cis ที่ความเขมขน 0-200 μM ตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลลมะเร็งรังไขมนุษยชนิดด้ือยา (CAOV-3)  

IC20 = 30 μM 
IC50 = 40 μM 

IC20 = 10 μM 
IC50 = 33 μM
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รูปที่ 6 ผลของยาเคมีบําบัดชนิด Dox ที่ความเขมขน 0-200 nM ตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลลมะเร็งรังไขมนุษยชนิดด้ือยา (CAOV-3) 

 

รูปที่ 7 ผลของยาเคมีบําบัดชนิด PTX ที่ความเขมขน 0-100 μM ตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลลมะเร็งรังไขมนุษยชนิดด้ือยา (CAOV-3)  

IC20 = 5 μM 
IC50 = 35 μM 

IC50 = 35 μM

IC50 = 55 nM 
IC50 = 95 nM
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รูปที่ 8 ผลของ KuJ ที่ความเขมขน 0-50 μM ตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งรังไขมนุษย

ชนิดด้ือยา (CAOV-3) 

 

รูปที่ 9 ผลของยาเคมีบําบัดชนิด Cis ที่ความเขมขน 0-200 μM ตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลลมะเร็งรังไขมนุษยชนิดด้ือยา (A2780) 

IC20 = 20 μM 
IC50 = 30 μM

IC50 = 15 μM 
IC50 = 20 μM
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รูปที่ 10 ผลของยาเคมีบําบัดชนิด Dox ที่ความเขมขน 0-200 nM ตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลลมะเร็งรังไขมนุษยชนิดด้ือยา (A2780) 

 

รูปที่ 11 ผลของยาเคมีบําบัดชนิด PTX ที่ความเขมขน 0-100 nM ตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลลมะเร็งรังไขมนุษยชนิดด้ือยา (A2780)  

IC20 = 15 nM 
IC50 = 54 nM 

IC20 = 10 nM 
IC50 = 12 nM 
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รูปที่ 12 ผลของ KuJ ที่ความเขมขน 0-50 μM ตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งรังไขมนุษย

ชนิดด้ือยา (A2780) 

ตารางที่ 1 แสดงคา IC20 และ IC50, ของยาเคมีบําบัดชนิด Cis Dox PTX และ KuJ ใน

เซลลมะเร็งรังไขมนุษยชนิดด้ือยา (SKOV-3 และ CAOV-3) และเซลลมะเร็งรังไขมนุษย

ชนิดไมด้ือยา (A2780) เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง 

 

Treatment 
SKOV-3 CAOV-3 A2780 

IC20 IC50 IC20 IC50 IC20 IC50

Cis 25 μM 100 μM 10 μM 33 μM 15 μM 20 μM

Dox 5 μM 12 μM 55 nM 95 nM 15 nM 54 nM

PTX 6 μM >100 μM 5 μM 35 μM 10 nM 26 nM

KuJ 30 μM 40 μM 20 μM 30 μM 10 μM 18 μM

 

IC20 คือ ความเขมขนของสารที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งได 20% 

IC50 คือ ความเขมขนของสารที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งได 50% 

 

IC20 = 10 μM 
IC50 = 18 μM 
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ผลการทดลองที่ 2  การแสดงออกของ P-gp (ระดับโปรตีน) ในเซลลมะเร็งรังไขที่ดื้อยา 

(SKOV-3 และ CAOV-3) และเซลลมะเร็งรังไขที่ไมดื้อยา (A2780) 

 จากในการทดลองที่ 1 ทางคณะผูวิจัย มีความสนใจที่จะนํา KuJ ซ่ึงเปนสาระสําคัญ มาลดการ

ด้ือยาของเซลลมะเร็งรังไข แตอยางไรก็ตามกลไกการด้ือยาในเซลลมะเร็งรังไขน้ันยังไมเปนที่ทราบแน

ชัดรวมถึงผูวิจัยนั้นไดเคยรายงานฤทธิ์ของ KuJ ในการยับยั้งการทํางานของโปรตีนขับยาชนิด P-gp ซ่ึง

ทําใหยาเคมีบําบัดสะสมในเซลลมะเร็งปากมดลูกที่ด้ือยาเคมีบําบัด (KB-V1) และฆาเซลลมะเร็งดังกลาว

ไดมากขึ้น ดังนั้นจึงอาจเปนไปไดวาเซลลมะเร็งรังไขที่ด้ือยาเคมีบําบัด อาจจะมีการแสดงออกของ

โปรตีนขับไลยาชนิด P-gp ที่สูง ซ่ึงอาจเปนกลไกหนึ่งที่ทําใหเซลลมะเร็งชนิดน้ีด้ือตอยาเคมีบําบัด 

ดังนั้นในการทดลองนี้ ผูวิจัยจึงไดทดลองเปรียบเทียบการแสดงออกของ P-gp ระหวางเซลลมะเร็งรังไข

ที่ด้ือยาชนิด SKOV-3 และ CAOV-3 และ เซลลมะเร็งรังไขที่ไมด้ือยาชนิด A2780  

 จากการทดลองเปรียบเทียบการแสดงออกของ P-gp ระหวางเซลลมะเร็งรังไขที่ด้ือยาชนิด SKOV-

3 และ CAOV-3 และ เซลลมะเร็งรังไขที่ไมด้ือยาชนิด A2780 พบวา เซลลมะเร็งรังไขที่ด้ือยาชนิด 

SKOV-3 มีการแสดงออกของ P-gp ที่สูงกวาเซลลมะเร็งรังไขชนิด A2780 และ CAOV-3 ดังแสดงผล

การทดลองในรูปที่ 13 

 

    SKOV-3       CAOV-3       A2780 

 
 

 
 

รูปที่ 13 การแสดงออกของ P-gp (ระดับโปรตีน) ในเซลลมะเร็งรังไขที่ด้ือยา (SKOV-3 และ CAOV-3)

และเซลลมะเร็งรังไขที่ไมด้ือยา (A2780) 

 

  

P-glycoprotein 170-kDa 

β-actin 43-kDa 
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ผลการทดลองที่ 3  การศึกษาผลของ KuJ ตอความไวตอยา PTX ในการยับย้ังการเจริญของ 

   มะเร็งรังไขที่ด้ือตอยาเคมีบําบัด 

 จากการทดลองที่ 2 พบวาเซลลมะเร็งรังไขที่ด้ือยาชนิด SKOV-3 ซ่ึงมีการแสดงออกของ P-gp 

ที่สูงกวาเซลลมะเร็งรังไขที่ไมด้ือยาชนิด A2780 ดังน้ันการแสดงออกของโปรตีนขับไลยาชนิด P-gp ที่

สูง อาจเปนกลไกหนึ่งที่ทําใหเซลลมะเร็งชนิดนี้ด้ือตอยาเคมีบําบัด ในการทดลองนี้ผูวิจัยจึงทําการ

ทดสอบวา P-gp น้ันมีบทบาทในการด้ือยาของเซลลมะเร็งรังไขชนิด SKOV-3 หรือไม โดยไดนํา KuJ 

มาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการทํางานของพี P-gp โดยมี Ver ซ่ึงเปนสารที่ทราบกันดีกวาเปนตัวยับยั้ง P-

gp (P-gp modulator) และใชเปน ตัวควบคุมบวก (Positive control) ในการศึกษาหาสารที่สามารถ

ยับยั้งการด้ือยาผาน P-gp ในเซลลมะเร็ง มาทดสอบ โดยนํา KuJ 5 μM หรือ Ver 15 μM มาบมรวมกับ

ยาเคมีบําบัดชนิด PTX ซ่ึงเปนสับสเตรทจําเพาะตอ P-gp (กลุมทดลอง) เทียบกับการบมเซลลดวยยา

เคมีบําบัดเพียงอยางเดียว (กลุมควบคุม) เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

 ผลการทดลอง เม่ือนํา KuJ ความเขมขน 5 μM บมรวมกับยาเคมีบําบัดชนิด PTX ที่ความ

เขมขน 0-20 μM พบวา ไมสามารถลดคา IC50 ของเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 และไมมีความ

แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ หมายความวา KuJ ไมสามารถเพ่ิมความไวตอ PTX ของเซลลมะเร็ง

รังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 ได 

ผลการทดลอง เม่ือนํา KuJ ความเขมขน 5 μM บมรวมกับยาเคมีบําบัดชนิด PTX ที่ความ

เขมขน 0-100 nM พบวา ไมสามารถลดคา IC50 ของเซลลมะเร็งรังไขไมด้ือยาชนิด A2780 และไมมี

ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ หมายความวา KuJ ไมสามารถเพ่ิมความไวตอ PTX ของ

เซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด A2780 ได เชนกัน 

การยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งในกลุมควบคุมและกลุมทดลอง ไมมีความแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญ แสดงใหเห็นวาแมเซลลมะเร็งรังไขที่ด้ือยาชนิด SKOV-3 จะมีการแสดงออกของ P-gp ที่สูง

กวาเซลลมะเร็งรังไขที่ไมด้ือยาชนิด A2780 แตการแสดงออกของ P-gp น้ีไมไดมีความสัมพันธกับการ

ด้ือยาเคมีบําบัดในเซลลมะเร็งรังไข ดังนั้นกลไกการด้ือยาในเซลลมะเร็งรังไขอาจจะเกี่ยวกับการสง

สัญญาณภายในเซลลที่เปลี่ยนแปลงไป ดังแสดงผลการทดลองในรูปที่ 14 
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รูปที่ 14 ผลของ KuJ  และ Ver ที่ความเขมขน 5 และ15 μM ตามลําดับ ตอการตอบสนองความไวของ

ยารักษามะเร็งชนิด PTX ในเซลลมะเร็งรังไขมนุษยที่ด้ือยา (SKOV-3) (A) และเซลลมะเร็งรังไข

ที่ไวตอยา (A2780) (B) เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง   

A 

B 
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ผลการทดลองที่ 4 การศึกษาผลของ KuJ รวมกับ Cis Dox และPTX ในการยับย้ังการเจริญ 

   ของมะเร็งรังไขที่ด้ือตอยาเคมีบําบัด (SKOV-3 และ CAOV3) 

จากการศึกษาผลของ KuJ ที่ความเขมขนตาง ๆ รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด Cis Dox และ PTX ใน

การยับยั้งการเจริญของมะเร็งรังไขที่ด้ือตอยาเคมีบําบัด (SKOV-3 และ CAOV-3) และชนิดไมด้ือตอยา

เคมีบําบัด (A2780)  

พบวา KuJ ที่ความเขมขน 20 และ 30 μM ใชรวมกับ PTX ที่ความเขมขนต่ํา (0-25 μM) สามารถ

เพ่ิมประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเซลล SKOV-3 (ระหวาง PTX 0 μM กับ PTX 0 μM+ KJ 

30 μM, P<0.05, ระหวาง PTX 10 μM กับ PTX 10 μM+KJ 30 μM, P<0.01, ระหวาง PTX 25 μM กับ 

PTX 25 μM+ KJ 20 μM และ PTX 25 μM กับ PTX 25 μM+ KJ 30 μM ตามลําดับ, P<0.05)ไดอยาง

มีนัยสําคัญทางสถิติ และ KuJ ที่ความเขมขน 20 และ 30 μM ใชรวมกับ PTX ที่ความเขมขนสูง (50-

100 μM) สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเซลล SKOV-3 (ระหวาง PTX 50 μM กับ 

PTX 50 μM+ KJ 20 μM และ PTX 50 μM+ KJ 30 μM ตามลําดับ, P<0.ระหวาง PTX 100 μM กับ 

PTX 100 μM+ KJ 20 μM และ PTX 100 μM+ KJ 30 μM ตามลําดับ, P<0.05) ไดอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ แตไมมีผลในการเพิ่มประสิทธิภาพยาเคมีบําบัดชนิด Cis และ Dox ไดอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ ดังแสดงผลการทดลองในรูปที่ 15-17 

ในสวนของเซลลมะเร็งรังไขชนิดด้ือยา (CAOV-3) และไมด้ือยา (A2780) ไมพบวา KuJ ทั้งที่

ความเขมขน 20 และ 30 μM เม่ือใชรวมกับ Cis Dox และ PTX ที่ความเขมขนตาง ๆ น้ันสามารถเพ่ิม

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเซลลทั้ง 2 ชนิด ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ดังแสดงผลการ

ทดลองในรูปที่ 18-23 
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รูปที่ 15 ผลของ KuJ ที่ความเขมขน 20 และ 30 μM ตามลําดับ รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด Cis ที่ความ

เขมขน 0-80 μM ในเซลลมะเร็งรังไขมนุษยที่ดื้อยา (SKOV-3) เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง  

 

 

รูปที่ 16 ผลของ KuJ ที่ความเขมขน 20 และ 30 μM ตามลําดับ รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด Dox ที่ความ

เขมขน 0-10 μM ในเซลลมะเร็งรังไขมนุษยที่ดื้อยา (SKOV-3) เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง  
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รูปที่ 17 ผลของ KuJ ที่ความเขมขน 20 และ 30 μM ตามลําดับ รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด PTX ที่ความ

เขมขน 0-100 μM ในเซลลมะเร็งรังไขมนุษยที่ดื้อยา (SKOV-3) เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง 

(**, P<0.01 และ ***, P<0.05) 

 

 
รูปที่ 18 ผลของ KuJ ที่ความเขมขน 20 และ 30 μM ตามลําดับ รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด Cis ที่ความ

เขมขน 0-20 μM ในเซลลมะเร็งรังไขมนุษยที่ดื้อยา (CAOV-3) เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง  

  

* * ** *
*

*
*
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รูปที่ 19 ผลของ KuJ ที่ความเขมขน 20 μM รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด Dox ที่ความเขมขน 0-200 nM 

ในเซลลมะเร็งรังไขมนุษยที่ดื้อยา (CAOV-3) เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง  

 

 

รูปที่ 20  ผลของ KuJ ที่ความเขมขน 20 และ 30 μM ตามลําดับ รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด PTX ที่ความ

เขมขน 0-40 μM ในเซลลมะเร็งรังไขมนุษยที่ดื้อยา (CAOV-3) เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง 

  



27 
 

  
รูปที่ 21 ผลของ KuJ  ที่ความเขมขน 15 และ 20 μM ตามลําดับ รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด Cis  ที่ความ

เขมขน 0-20 μM ในเซลลมะเร็งรังไขมนุษยที่ไมดื้อยา (A2780) เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง  

 

 

รูปที่ 23 ผลของ KuJ ที่ความเขมขน 15 และ 20 μM ตามลําดับ รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด Dox ที่ความ

เขมขน 0-40 nM ในเซลลมะเร็งรังไขมนุษยที่ไมดื้อยา (A2780) เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง  
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รูปที่ 22 ผลของ KuJ ที่ความเขมขน 15 และ 20 μM ตามลําดับ รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด PTX ที่ความ

เขมขน 0-40 nM ในเซลลมะเร็งรังไขมนุษยไวดื้อยา (A2780) เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง 

 

การทดลองที่ 5 การศึกษาผลของ KuJ รวมกับ PTX ในการยับยั้งการเจริญของ

เซลลมะเร็งรงัไขดื้อยาชนิดชนิด SKOV-3 โดยวิธี Microscopic 

evaluation 

ผลการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งตอยาเคมีบําบัดชนิด PTX ความเขมขน 

0-100 μM ในเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 เปนเวลา 48 ชั่วโมง โดยสังเกตจํานวนเซลล (cell 

numbers) และลักษณะรูปรางของเซลล (cell morphology) โดยวิธี Microscopic evaluation ดวยกลอง 

phase contrast microscope พบวา เม่ือมีการเติมยาเคมีบําบัดชนิด PTX ลงไปบมรวมกับเซลล SKOV-3 

จะเห็นวามีการเปลี่ยนแปลงในดานจํานวนเซลลและลักษณะรูปรางของเซลลเพียงเล็กนอยเม่ือเปรียบเทียบ

กับเซลลที่ไมไดบมดวยยาเคมีบําบัด ดังแสดงผลการทดลองในรูปที่ 23 
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จากการผลการทดลองขางตน เม่ือนํา KuJ ที่ความเขมขน 20 และ 30 μM มาทดสอบฤทธิ์การยับยั้ง

การเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งรวมกับยาเคมีบําบัดชนิด PTX ความเขมขน 0-100 μM ในเซลลมะเร็งรังไข

ชนิด SKOV3 โดยสังเกตจํานวนเซลล (cell numbers) และลักษณะรูปรางของเซลล (cell morphology) โดย

วิธี Microscopic evaluation พบวา เม่ือมีการเติม KuJ ที่ความเขมขน 20 μM รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด 

PTX ลงไปบมรวมกับเซลล SKOV-3 จะเห็นวามีการเปลี่ยนแปลงในดานจํานวนเซลลและลักษณะรูปรางของ

เซลลอยางมาก เม่ือเปรียบเทียบกับเซลลที่บมดวยยาเคมีบําบัดอยางเดียว โดยการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา 

การใช KuJ ที่ความเขมขน 30 μM มีผลทําใหเซลลเปลี่ยนรูปราง จึงตั้งสมมติฐานไววา เปนความเขมขนที่

เปนพิษตอเซลล จึงเลือกใช KuJ ที่ความเขมขน 20 μM ในการทดลองถัดไป ดังแสดงผลการทดลองในรูป

ที่ 24 

 

รูปที่ 23 ผลของ PTX ที่ความเขมขนที่ 0-100 μM ตามลําดับ ในเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 

เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง (ภาพถายจากกลองจุลทรรศนชนิด phase contrast ที่กําลังขยาย 100 

และ 200 เทา) 

  

100X 

200X 
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รูปที่ 24 ผลของ KuJ ที่ความเขมขน 20 และ 30 μM ตามลําดับ รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด PTX ที่ความ

เขมขน 0-100 μM ในเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง(ภาพถายจากกลอง

จุลทรรศนชนิด phase contrast ที่กําลังขยาย 100 และ 200 เทา) 

การทดลองที่ 6 การศึกษาผลของการใชสาร KuJ รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด PTX ในการ

ยับยั้งวัฏจักรของเซลลในเซลลมะเร็งรงัไขที่ดื้อยาชนิด SKOV-3 

 จากการทดลองที่ 5 พบวาการใชสาร KuJ ที่ความเขมขน 20 μM รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด 

PTX มีผลทําใหเกิดเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปราง และจํานวนเซลล

ลงซึ่งเปนไปไดวา เม่ือใชสาร KuJ รวมกับยาเคมีบาํบัดชนิด PTX จะมีผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง

ของวัฎจักรของเซลลในเซลลมะเร็งรังไขด้ือตอยาชนิด SKOV-3 ดังนั้นในการทดลองนี้ผูวิจัยได

ทําการศึกษาผลของการใชสาร KuJ รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด PTX ตอการยับยั้งวัฏจักรของเซลลใน

เซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 

 จากผลการทดลองพบวาเม่ือบมเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 กับยาเคมีบาํบัดชนิด PTX 

มีผลทําใหเกิดการหยุดของเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 อยูที่ระยะ G2/M ของวัฏจักรเซลล ซ่ึง

ผลดังกลาวสอดคลองกับกลไกลการฆาเซลลมะเร็งของยาเคมีบําบัดชนิด PTX อยูแลว ตอมาเม่ือทําการ

บมเซลลกับสาร KuJ พบวาไมมีการเปลี่ยนแปลงวัฏจักรของเซลลเม่ือเทียบกบักลุมควบคุม ดังนั้น

สามารถสรุปไดวาสาร KuJ ไมมีผลตอการดําเนินไปของวัฏจักรของเซลลในเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด 

100X

200X
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SKOV-3 เม่ือพิจารณาผลของการบมเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 ดวยสาร KuJ รวมกับยาเคมี

บําบัดชนิด PTX พบวามีผลในเกิดการดําเนินวัฏจักรของเซลลหยดุอยูที่ระยะ G2/M และเม่ือทําการ

เปรียบเทียบกับกลุมที่บมดวยยาเคมีบําบดัชนิด PTX อยางเดียวพบวาไมมีความแตกตางอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ ดังน้ันสามารถสรุปไดวาการใชสาร KuJ รวมกับยาเคมีบาํบัดชนิด PTX ใน

เซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนดิ SKOV-3 ไมมีผลตอการดําเนินของวัฏจักรเซลล ดังแสดงในรูปที่ 25 

 

 

รูปที่ 25 ผลของการใชสาร KuJ รสมกับยาเคมีบําบัดชนิด PTX ตอการดําเนินวัฏจักรของเซลลใน

เซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 
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การทดลองที่ 7 การศึกษาผลของการใชสาร KuJ รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด PTX ตอการ

แสดงออกของโปรตีน Survivin PARP และ cleaved-caspase 3 ใน

เซลลมะเร็งรงัไขที่ด้ือยาชนิด SKOV-3 โดยวิธี Western blot analysis 

 การด้ือตอยาเคมีบําบัดสามารถเกิดขึ้นไดโดยผานหลาย ๆ กลไกดวยกัน หน่ึงในกลไกที่สําคญั 

คือ การเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีนทีย่ับยั้งกระบวนการของเซลลแบบอะพอพโทซิส (Anti-apoptosis 

molecules) และลดการแสดงออกของโปรตีนที่กระตุนการเกิดการตายของเซลลแบบอะพอพโทซิส (Pro-

apoptosis molecules) โปรตีนเซอรไววนิ (Survivin) โปรตีนในกลุม inhibitor of apoptosis (IAP) 

family ทําหนาที่ในการยบัยั้งการทํางานของ caspase ซ่ึงเปนโปรตีนในกลุมที่ทําใหเกิดการตายของ

เซลลแบบอะพอพโทซสิ จากการศึกษากอนหนาโดยนักวิจัยหลาย ๆ กลุม พบวาโปรตนี survivin 

เก่ียวของกับการด้ือยาเคมีบําบัดชนิด PTX ในเซลลมะเร็งหลาย ๆ ชนิด โดยที่ยาเคมีบําบัดจะไปกระตุน

ใหเซลลมะเร็งเกิดการแสดงออกของโปรตีน survivin ที่เพ่ิมขึ้น ซ่ึงเปนผลใหเซลลมะเร็งสามารถหลบ

หลีกการตายของเซลลแบบอะพอพโตซิสโดยการกระตุนของยาเคมบีําบัดชนิด PTX ได ดังน้ันในการ

ทดลองนี้ทางผูวิจัยไดสนใจศึกษาผลของดารใชสาร KuJ รวมกับยาเคมีบําบดัชนิด PTX ตอการ

แสดงออกของโปรตีน survivin ในเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3  

 จากการทดสอบพบวาเม่ือทําการบมเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 รวมกับยาเคมีบําบัด

ชนิด PTX พบวามีการแสดงแสดงออกของโปรตีน survivin เพ่ิมขึ้นเม่ือเทียบกับกลุมควบคุม แตในเซลล

ที่ทําการบมดวยสาร KuJ กลับไมพบการแสดงออกของโปรตีน survivin ที่เพ่ิมมากขึ้นเม่ือเปรียบเทียบ

กับกลุมควบคมุ แตเม่ือทําการบมเซลลดวยสาร KuJ รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด PTX การแสดงออกของ

โปรตีน survivin ในเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 ลดลงอยางเหนไดชัดเม่ือทําการเปรียบเทียบ

กับเซลลมะเร็งที่ทําการบมดวยยาเคมีบําบัดชนิด PTX อยางเดียว ดังแสดงในรูปที่ 26 จากผลการ

ทดลองดังกลาวสามารถสรปุไดวากลไกการด้ือตอยาเคมีบําบัดชนิด PTX ในเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด 

SKOV-3 อาจเปนผลมาจากการแสดงออกของโปรตีน survivin ที่เพ่ิมในเซลลมะเร็งหลังจากไดรับยาเคมี

บําบัดชนิด PTX แตเม่ือทาํการบมเซลลมะเร็งรังไขชนิดด้ือยาชนิด SKOV-3 ดวยสาร KuJ รวมกับยา

เคมีบําบัดชนิด PTX พบวาการแสดงออกของโปรตีน survivin ลดลง แสดงวาสาร KuJ สามารถไปยับยั้ง

การเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีน survivin ทําใหเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 กลับมา

ตอบสนองตอยาเคมีบําบัดชนิด PTX ได 
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รูปที่ 26 ผลของสาร KuJ รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด PTX ตอการแสดงออกของโปรตีน survivin ใน

เซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 

 ตอมาทางผูวจัิยไดทําการศกึษาผลของสาร KuJ รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด PTX ตอการ

แสดงออกของโปรตีนในกลุม pro-apoptotic คือ cleaved-caspase 3 และ cleaved-PARP ซ่ึงการ

แสดงออกของโปรตีนดังกลาว สามารถกระตุนใหเซลลเกิด apoptosis ในที่สุด จากการทดลองพบวา 

การบมเซลลดวยยาเคมีบําบดัชนิด PTX หรือ สาร KuJ เพียงอยางเดียวไมพบการแสดงออกของโปรตีน 

cleaved-caspase 3 ซ่ึงอาจจะเปนผลมาจากการเพิ่มขึ้นของโปรตีน survivin ที่ไปยบัยั้งไมใหมีการ

กระตุนการทํางานของ caspase-3 ดังน้ัน จึงไมพบการแสดงออกของโปรตีน cleaved-caspase 3 สวน

ในเซลลมะเร็งกลุมที่บมดวยสาร KuJ ความเขมขนที่ใช (20 μM) เปนความเขมขนที่ไมเปนพิษตอเซลล 

ดังน้ันจึงไมกระตุนใหเซลลเกิด apoptosis แตเม่ือทําการบมเซลลโดยใชสาร KuJ รวมกับยาเคมีบําบัด

ชนิด PTX พบการแสดงออกของโปรตีน cleaved-caspase 3 ซ่ึงอาจจะเปนผลจากการที่สาร KuJ ไป

ยับยั้งการเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีน survivin ทําใหไมสามารถยับยั้งการกระตุนใหเกิดการแสดงออก

ของ cleaved-caspase 3 ได นอกจากนี้ทางผูวิจัยไดวัดการแสดงออกของ cleaved-PARP พบวา

เซลลมะเร็งทีบ่มดวยยาเคมีบําบัดชนิด PTX เพียงอยางเดียว มีการแสดงออกของโปรตีน cleaved-

PARP เพียงเล็กนอย สวนเซลลทีบ่มดวยสาร KuJ เพียงอยางเดียวไมมีการแสดงออกของโปรตีน 

cleaved-PARP แตในเซลลที่ทําการบมดวยสาร KuJ รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด PTX พบวามีการ

แสดงออกของโปรตีน cleaved-PARP พ่ีเพ่ิมมากขึ้น ดังแสดงในรูปที่ 27 ดังน้ันจึงมีความเปนไปไดวา

สาร KuJ ไปยับยั้งการเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีน survivin โดยยาเคมีบําบัดชนิด PTX เปนผลให

เซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 เกิดการตายแบบ apoptosis เปนผลใหการตอบสนองตอยาเคมี

บําบัดชนิด PTX ในเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด PTX ดีขึ้น 
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รูปที่ 27 ผลของสาร KuJ รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด PTX ตอการแสดงออกของโปรตีน cleaved-

caspase 3 และ cleaved-PARP ในเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 
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สรุปและวิจารณผลการทดลอง และขอเสนอแนะสาํหรับงานวิจยัในอนาคต 

จากผลการทดสอบความเปนพิษของยาเคมีบําบัดชนิด Cis Dox และ PTX กับเซลลมะเร็งรังไข

มนุษย 3 ชนิด คือ SKOV-3 CAOV3 และ A2780 พบวา เซลลมะเร็งรังไขมนุษยทั้ง 3 ชนิด ด้ือตอยา

เคมีบําบัด Cis (IC50 = 100, 33 และ 20 μM ตามลําดับ) สวนในยาเคมีบําบัดชนิด Dox และ PTX พบวา 

เซลลมะเร็งรังไขมนุษย A2780 จะคอนขางไวตอยาทั้ง 2 ชนิด (IC50 = 54 และ 26 nM ตามลําดับ) และ

ผลการทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็งรังไขมนุษยของ KuJ พบวา SKOV-3 CAOV3 และ A2780 มี

ความไวตอ KuJ นอยไปหามากตามลําดับ (มีคา IC50 = 40, 30 และ 18 μM ตามลําดับ) จากผลการ

ทดลองขางตนสามารถแบงเซลลมะเร็งรังไขมนุษยที่ใชในการศึกษาวิจัยคร้ังน้ีออกเปนสองกลุม คือ 

เซลลมะเร็งรังไขที่ด้ือยาชนิด SKOV-3 และ CAOV3 และอีกกลุมหน่ึงคือ เซลลมะเร็งรังไขที่ไวตอยาชนิด 

A2780  

กลไกการดื้อยาในเซลลมะเร็งรังไขน้ันยังไมเปนที่ทราบแนชัด ซ่ึงการด้ือยาในเซลลมะเร็งรังไข

อาจเปนผลมาจากการเพิ่มการแสดงออกของโปรตีนขัยไลยา การลดการนํายาเขาสูเซลล การหลีกเลี่ยง

การตายของเซลลแบบอะพอพโตซิส การเปลี่ยนแปลงกระบวนการกําจัดสารพิษภายในเซลล การเพ่ิม

การซอมแซมดีเอ็นเอ กลไกดังกลาวขางตนเซลลมะเร็งไดใชเพ่ือหลบหลีกผลของยาเคมีบําบัดซึ่งอาจจะ

มีกลไกแตกตางกันไปในยาเคมีบําบัดแตละชนิด จากการที่ผูวิจัยไดเคยรายงานฤทธิ์ของสาร KuJ ในการ

ยับยั้งการทํางานของโปรตีนขับยาชนิด P-gp ซ่ึงทําใหยาเคมีบําบัดสะสมในเซลลมะเร็งปากมดลูกที่ด้ือ

ยาเคมีบําบัดและฆาเซลลมะเร็งดังกลาวไดมากขึ้น ดังนั้นทางผูวิจัยไดทําการตรวจสอบการแสดงออก

ของโปรตีนขัยไลยาชนิด P-gp ในเซลลมะเร็งรังไขทั้งสามชนิด พบวาเฉพาะเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด 

SKOV-3 เทาน้ันที่พบการแสดงออกของโปรตีน P-gp ดังน้ันอาจจะเปนไปไดวาการด้ือยาเคมีบําบัดชนิด 

PTX และ Dox ในเซลลมะเร็งดังกลาวอาจจะเปนผลมาการแสดงออกของโปรตีนขับไลยาชนิด P-gp 

เน่ืองจากยาเคมีบําบัดทั้งสองชนิดเปน substrate ที่ของโปรตีน P-gp ดังนั้นผูวิจัยไดนําสาร KuJ มา

ทดสอบรวมกับยาเคมีบําบัดชนิด PTX ที่เปน specific substrate ในเซลลมะเร็งรังไขชนิดด้ือยา SKOV-

3 เปรียบเทียบกับชนิดไมด้ือยา A2780 พบวา KuJ ไมสามารถเพ่ิมความไวของเซลลมะเร็งรังไขด้ือยา

ชนิด SKOV-3 ตอยาเคมีบําบัดชนิด PTX ไดเลย แมในการทดลองไดมีการใช Ver ซ่ึงเปน positive 

control ในการยับยั้งการทํางานของ P-gp ก็ไมสามารถเพ่ิมความไวของเซลลมะเร็งตอยาเคมีบําบัดชนิด 

PTX ได จึงสรุปไดวากลไกการด้ือยาเคมีบําบัดชนิด PTX ของ SKOV-3 น้ัน ไมไดผานกลไกการทํางาน

ของ P-gp แมวาจะมีการแสดงออกของ P-gp ที่สูงก็ตาม 
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ในการทดลองตอมา ผูวิจัยไดปรับวิธีการใช KuJ ในขนาดที่ไมเปนพิษที่เซลลมะเร็ง (IC20) และ

ขนาดที่เปนพิษตอเซลลมะเร็ง (IC50) รวมกับยาเคมีบําบัดทั้ง 3 ชนิด คือ Cis Dox และ PTX ที่ความ

เขมขนตาง ๆผลการทดลองพบวา ในเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV- 3 สาร KuJ สามารถไปเพ่ิม

ประสิทธิภาพของยาเคมีบําบัดชนิด PTX ในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งไดอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ แตเม่ือใชรวมกับยาเคมีบําบําชนิด Cis และ Dox กลับไมมีผลในการเพิ่มประสิทธิ์ในการยับยั้งการ

เจริญของเซลลมะเร็งด้ือยาชนิด SKOV-3 ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ การใช KuJ ทั้ง 2 ขนาดรวมกับ

ยาเคมีบําบัดทั้ง 3 ชนิดในเซลลมะเร็งรังไขดื้อยาชนิด CAOV3 และเซลลมะเร็งรังไขที่ไวตอยา A2780 

ไมสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเซลลทั้ง 2 ชนิด ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

ดังนั้นผูวิจัยจึงตั้งสมมติฐานวา การเพ่ิมประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของยาเคมีบําบัดชนิด PTX 

เม่ือใชรวมกับสาร KuJ ในเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 อาจจะเปนผลมาจากการควบคุมการสง

สัญญาณภายในเซลลที่เก่ียวของกับวัฏจักรของเซลล หรือการตายของเซลลแบบอะพอพโตซิส ดังนั้น

ทางผูวิจัยไดทําการศึกษาผลของการใช KuJ รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด PTX ตอการดําเนินไปของวัฏ

จักรของเซลลในเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 แตพบวาการใชสาร KuJ รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด 

PTX ไมมีผลตอการดําเนินไปของวัฏจักรของเซลลเลย แตจากการสังเกตภายใตกลองจุลทรรศนพบวา 

การใช KuJ ที่ความเขมขน 20 μM รวมกับยาเคมีบําบัดชนิด PTX สามารถกระตุนใหเซลลมะเร็งรังไขด้ือ

ยาชนิด SKOV-3 เกิดการเปลี่ยนแปลงจํานวนของเซลล และรูปรางของเซลลยังเปลี่ยนไป คือเซลลมีล

ลักษณะเซลล blabbing และvesicle เกิดขึ้นอยางมาก ซ่ึงเปนลักษณะของเซลลที่เกิด apoptosis 

มากกวาเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 ที่ไดรับยาเคมีบําบัดชนิด PTX เพียง

อยางเดียว และ เซลลมะเร็งที่ไดรับ KuJ ที่ความเขมขน 20 μM ไมเกิดการเปลี่ยนแปลงทั้งจํานวน และ

รูปราง (สาร KuJ ไมแสดงความเปนพิษตอเซลล) ดังน้ันจึงเปนไปไดวาการเพ่ิมประสิทธิภาพของยาเคมี

บําบัดชนิด PTX ในเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 ของ KuJ เปนผลมาจากการกระตุนใหเซลล

เกิดการตายแบบ apoptosis  

การควบคุมการเจริญเติบโต การแบงตัว จําเปนตองการความสมดุลกันระหวาง โปรตีนที่

เก่ียวของกับการตายแบบ apoptosis (Pro-apoptosis) เชน Bax, Bad, Cytochrom C, p53 หรือ กลุม

โปรตีน caspase ตาง ๆ เปนตัวควบคุมใหเซลลไมเกิดการแบงตัวอยางเกินขีดจํากัด และโปรตีนที่ยับยั้ง

การเกิด apoptosis (Anti-apoptosis) เชน Bcl-2, Bcl-xL, XIAP, หรือ survivin ทําหนาที่เปนตัวยับยั้ง

ไมใหเซลลเกิดการตายแบบ apoptosis ซ่ึงเปนการทํางานแบบยับยั้งซึ่งกันและกัน ซ่ึงการทํางานของ

โปรตีนทั้งสองกลุมน้ีตองสมดุลกัน หากมีการทํางานมากในกลุมโปรตีนใดโปรตีนหนึ่งจะทําใหเกิดความ

ผิดปกติของเซลลตามมา ในการศึกษาวิจัยคร้ังนี้ทางผูวิจัยไดสนใจศึกษาโปรตีน survivin ซ่ึงมีการ



37 
 

รายงานกอนหนาน้ีวา ยาเคมีบําบัดชนิด PTX สามารถไปกระตุนใหเกิดการแสดงออกที่เพ่ิมมากขึ้นของ

โปรตีน survivin ในเซลลมะเร็งที่ไดรับยาเคมีบําบัดชนิดดังกลาว เปนผลใหเซลลมะเร็งเกิดการด้ือตอยา

เคมีบําบัดชนิด PTX ขึ้น และในการศึกษาเซลลมะเร็งรังไขดื้อยาชนิด SKOV-3 พบวามีการแสดงออก

ของโปรตีน survivin ที่มากขึ้นในกลุมที่ไดรับยาเคมีบําบัดชนิด PTX ดังน้ันอาจจะเปนไปไดวากลไกการ

ด้ือยาเคมีบําบัดดังกลาวในเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 มาจากการเพ่ิมการแสดงออกของ 

survivin ซ่ึงเปนผลใหเกิดการยับยั้งการเกิด apoptosis ในกลุมเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 ที่

ไดรับ KuJ รวมกับ PTX พบวาการแสดงออกของโปรตีน survivin ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลกลุมที่

ไดรับยาเคมีบําบัดชนิด PTX เพียงอยางเดียว นอกจากน้ีในเซลลกลุมที่ไดรับ KuJ รวมกับยาเคมีบําบัด

ชนิด PTX พบวามีการแสดงออกของโปรตีนในกลุม pro-apoptosis ที่มากขึ้น คือ cleaved-caspase 3 

และ cleaved-PARP แสดงวาสาร KuJ ไปกระตุนใหเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 เกิด 

apoptosis เม่ือใชรวมกับยาเคมีบําบัดชนิด PTX เปนผลใหเกิดการเพ่ิมประสิทธิภาพของยาเคมีบําบัด

ดังกลาวในเซลลมะเร็งรังไขด้ือยาชนิด SKOV-3 ซ่ึงสามารถทําใหเซลลมะเร็งดังกลาวกลับมาตอบสนอง

ตอยาเคมีบําบัดไดอีกคร้ัง ดังนั้นการศึกษาครั้ง น้ี จึงเปนหลักฐานทางวิทยาศาสตรเ พ่ือยืนยัน

ประสิทธิภาพในการใชสาร KuJ ซ่ึงเปนสารที่ไดจากการสกัดสมุนไพรพ้ืนบานมะระขี้นก รวมกับยาเคมี

บําบัดชนิด PTX เพ่ือทําใหเซลลมะเร็งที่ด้ือตอยาเคมีบําบัดกลับมาตอบสนองตอยาบําบัดอีกคร้ัง ซ่ึง

สงผลตอการรักษาผูปวยมะเร็งรังไขที่ด้ือยา ทําใหโอกาสรอดชีวิตของผูปวยมะเร็งเพ่ิมมากขึ้น 

การรักษาผูปวยโรคมะเร็ง แมในระยะตนจะสามารถกําจัดเซลลมะเร็งออกไปไดมาก โดยการ

รักษาแบบผาตัด รวมกับการใหยาเคมีบําบัดหรือฉายรังสี แตอยางไรก็ตาม เราจะไมสามารถกําจัด

เซลลมะเร็งไดครบทุกเซลล ซ่ึงเซลลในสวนที่เหลือน้ัน จะอยูอยางสงบน่ิงเปนเวลานาน บางทีอาจถึง 10 

ป โดยเซลลมะเร็งนั้น มีการพัฒนาตัวเองใหมีความสามารถด้ือตอการยาเคมีบําบัด และยังสามารถ

แบงตัวและรุกรานเซลลขางเคียงหรือรุกรานไปสูระบบทอนํ้าเหลือง เพ่ือไปสูอวัยวะสําคัญอ่ืน ๆ ได 

หลังจากนี้ ผูปวยจะไมสามารถใชการรักษาแบบเดิมไปทําลายเซลลมะเร็งไดอีกตอไป ดังน้ันการใชสาร 

KuJ รวมกับยาเคมีบําบัดจึงเปนอีกทางเลือกหน่ึงในการรักษาผูปวยมะเร็ง  

 

Keywords : Bitter melon, Kuguacin J, Ovarian cancer, Chemotherapy, Drug resistance 
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Abstract  

Ovarian cancer is included in ten leading cancer sites for the estimated new cases and 

dead cases in female at Maharaj Nakorn Chiang Mai Hospital, Thailand. The advanced stages 

(III and IV) of ovarian cancer have been reported to show a lower survival rate due to 

resistance to chemotherapeutic drugs. This study investigated whether kuguacin J promote 

cisplatin- and paclitaxel-induced cancer cell death in drug-resistance human ovarian cancer 

cells (SKOV-3) and drug-sensitive human ovarian cancer cells (A2780). Cytotoxicity testing 

showed that SKOV-3 cells were more resistance to cisplatin and paclitaxel compare to A2780 

cells. The cytotoxicity of paclitaxel (PTX) was significantly increased when co-treated with 

kuguacin J in SKOV-3 cells. We previous reported multidrug resistance ability of kuguacin J 

in cervical cancer cells via the inhibition of P-glycoprotein, which also overexpress in 

SKOV-3 cells. However, the present study found that enhancement of PTX toxicity in the 

cells did not involve with P-glycoprotein inhibition. We next further determined which 

mechanism that kuguacin J increased paclitaxel sensitivity, the expression of cell death-

involving proteins was analyzed by Western blot analysis. The results showed that PTX 

treatment increased level of anti-apoptotic protein, survivin, which may be involved with the 

drug resistance in SKOV-3. The co-treatment of PTX and kuguacin J dramatically decreased 

level of anti-apoptotic protein, survivin and markedly induced cleavage of PARP and 

caspase-3, which are apoptotic-induced molecules. This finding might support the possibility 

to use kuguacin J as an effective chemosensitizer in combination with conventional 

chemotherapy to promote paclitaxel sensitization in ovarian cancer patients. 

Keywords: Ovarain cancer, Kuguacin J, Chemotherapy, Paclitaxel, Drug resistance 



1. Introduction 

 Ovarian cancer is a major cause of death among gynecological malignancies. In 2007, 

there were 4,919 cases of new cancer at Maharaj Nakorn Chiang Mai Hospital. From the 

report, ovarian cancer is included in ten leading cancer sites for the estimated new cases and 

dead cases in female. Ovarian cancer at its early stages (I/II) is difficult to diagnose until it 

spreads and advances to later stages (III/IV). This is because most symptoms are non-specific 

and thus of little use in diagnosis. Surgical treatment may be sufficient for malignant tumors 

that are well-differentiated and confined to the ovary. Addition of chemotherapy may be 

required for more aggressive tumors that are confined to the ovary. For patients with 

advanced disease a combination of surgical reduction with a combination chemotherapy 

regimen is standard. 

 Chemotherapy has been a general standard of care for ovarian cancer for decades, 

which highly variable protocols depends on the histology of the tumor. There has been some 

improvement in the survival time since the introduction of platinum (Cisplatin or 

Carboplatin) and Paclitaxel therapy. However, the success rate of treating women with 

advanced, recurrent, or persistent ovarian cancers has remained largely unchanged for four 

decades (Dunton, 1997). Therefore, there is a need to consider the use of second-line 

chemotherapeutic options for this cancer (Gershenson et al., 1998; Markman et al., 1998a; 

Markman et al., 1998b; Rose et al., 1998; Shapiro et al., 1996; ten Bokkel Huinink et al., 

1997).  

Chemoresistance is the importance cause of treatment failure in cancer patients and bring 

about to patients death. Resistance to chemotherapeutic drugs could occur by primary 

resistance that cancer cells already resisted before therapy or acquired resistance which 

cancer cells adjusted to survival during drugs treatment. (Wilson et al., 2006) Many drug-

resistant mechanisms of cancer cells have been previous described that difference in cancer 

type and chemotherapeutic occurs drug-resistance by difference mechanism.(Hamilton and 

Rath, 2014; Kigawa, 2013) Drug of choices for ovarian cancer patient is platinum-based 

combined with taxan, thus the resistance mechanism in this cancer type might be involved 

with decreasing of drug concentration in the cancer cells, increased DNA repair mechanism 

and deregulation in apoptosis pathway. (Kigawa, 2013) Reduction of drug accumulation in 

the cancer cells can be caused by decreased drugs uptake or increased drugs efflux. Water-

soluble chemotherapeutic drugs such as cisplatin and nucleoside analogs can transports 

across cell membrane using transporter or carriers, thus decreased of transporter expression 

or mutation of the carriers would results in impair drugs uptake and develop chemoresistance. 



Hydrophobic drugs such as paclitaxel, vinblastine, doxorubicin and etoposide are freely 

across the membrane, the activation of active drug-transporters play a critical role to decrease 

drugs concentration in the cells. (Ambudkar et al., 2003; Hamilton and Rath, 2014)  

 Apoptosis is program cells death regulated mediated by extrinsic pathway, activation 

of death receptors and intrinsic pathway, release cytochrome C to cytoplasm. Therefore, 

deregulation of these pathways can reduced chemotherapy sensitivity in cancer cells. 

Inactivation of pro-apoptosis molecules, Bax, Bak, Bid, Bim and Bad and activation of anti-

apoptosis molecules, Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1, XIAP, cIAP-1 and survivin could promote 

resistance to apoptosis is the importance mechanism in drugs resistance cancer cells. (Huang 

and Sadee, 2006) Up-regulation of anti-apoptosis, Bcl-2 and survivin and down-regulated 

pro-apoptosis molecules, Bax enhance paclitaxel resistance in ovarian cancer cell line. (Ling 

et al., 2004; Liu et al., 2014; Zhan et al., 2015)  

 Momordica charantia or bitter melon has long been used in various Asian traditional 

medicine systems and is commonly consumed as a vegetable (Giron et al., 1991; Lans and 

Brown, 1998). Anti-cancer activities of bitter melon extracts against lymphoid leukemia, 

lymphoma, choriocarcinoma, melanoma, breast cancer, skin tumors, prostatic cancer, 

squamous carcinoma of the tongue and larynx, human bladder carcinomas and Hodgkin’s 

disease have been reported (Basch et al., 2003; Battelli et al., 1996; Ganguly et al., 2000; 

Licastro et al., 1980; Ng et al., 1994; Sun et al., 2001). We previously reported that bitter 

melon leaf extract (BMLE) increased the sensitivity of cervical carcinoma KB-V1 cells to the 

chemotherapeutic agent vinblastine (Limtrakul et al., 2004), inhibited invasion and migration 

of an androgen-independent rat prostate cancer cell line (PLS10) in vitro while decreasing 

lung metastasis in vivo (Pitchakarn et al., 2010) and suppressed the growth of an androgen-

dependent human prostate cancer cell line (LNCaP) in vitro (Pitchakarn et al., 2011b). Using 

bioguided fractionation, we identified the active component of BMLE as kuguacin J 

(Pitchakarn et al., 2011a; Pitchakarn et al., 2011b). We found that kuguacin J inhibited P-

glycoprotein-mediated multidrug resistance (MDR) leading to increase sensitivity to 

vinblastine and paclitaxel in KB-V1 cells (Pitchakarn et al., 2011a) and caused G1 arrest and 

induced apoptosis in human prostate cancer LNCaP cells (Pitchakarn et al., 2011b). Therefore, 

kuguacin J might be a promising candidate new chemopreventive and chemotherapeutic 

agent for cancer therapy. To provide a basis for the use of kuguacin J as a chemotheraputic 

agent for drug resistant cancer, this study investigated whether kuguacin J could enhance 

sensitivity of chemotherapeutic drugs, cisplatin and PTX, in a drug-resistant ovarian cancer 



cell line (SKOV-3). This study will support the possibility to use this compound as an 

effective chemosensitizer in combination with conventional chemotherapy for cancer patients. 



2. Materials and Methods 

2.1 Plant material 

 Leaves of bitter melon were collected in Lampang province, Thailand. A voucher 

specimen (BKF no. 15602) has been deposited at the Forest Herbarium, Department of 

National Park, Wildlife and Plant Conservation, Ministry of Natural Resources and 

Environment, Bangkok, Thailand.  

 

2.2 Extraction and purification of kuguacin J 

The fresh leaves were dried at 30 – 45°C, and then were ground. Dried powdery plant 

samples (1 kilogram) were extracted exhaustively with 4 liters of 80% ethanol by maceration 

at 37°C for 16 h. The mixture was filtered and re-extracted with 4 L of ethanol. The 

combined filtrate will be bleached with 160 g of active charcoal, filtered and concentrated by 

rotary evaporation to 120 ml before filtering to remove precipitates. The filtrate will be rotary 

evaporated and lyophilized. 100 g of residue (BMLE) will be re-dissolved in 1 L of 50% 

methanol and successively partitioned with hexane, diethyl ether, chloroform, ethyl acetate 

and an aqueous layer. 

The diethyl ether fraction was separated by column chromatography. The diethyl 

ether extract (15 g) will be separated by column chromatography over silica gel (Merck, 70-

230 mesh ASTM, cat. No. 7734) 100 g, eluting with various proportions of ethyl acetate-n-

hexane, followed by the increasing volume of methanol in ethyl acetate and finally with pure 

methanol. Fractions (50 mL each) will be collected and combined on the basis of TLC 

behavior. Further separation by column chromatography over silica gel 50 g will be 

performed to afford kuguacin J. The compound will be identified as kuguacin J by comparing 

its physical and HPLC, IR, MS and NMR data with those reported in the literature (Chen et 

al., 2008; Chen et al., 2009; Mekuria et al., 2005; Puspawati, 2008). 

 

2.3 Cells and cell culture 

The chemotherapeutic drug sensitive human ovarian carcinoma A2780 cell line was 

purchased from European Collection of Cell Cultures (ECACC, Salisbury, UK). The 

chemotherapy-resistant human ovarian adenocarcinoma SKOV-3 cell line was obtained from 

the American Type Culture Collection (Rockville, MD). The cell lines were cultured in 

Roswell Park Memorial Institute 1640 medium, (RPMI-1640) with 4.5 g of glucose/l, 5 mM 

l-glutamine, 50 U/ml penicillin and 50 µg/ml streptomycin plus 10% fetal bovine serum 

(FBS); The cell line will be maintained in a humidified incubator with an atmosphere 



comprising 95% air and 5% CO2 at 37°C. When the cells reached 70-80% confluence, they 

will be harvested and plated either for subsequent passages or for drug treatments. 

 

2.4 Cytotoxicity testing 

SKOV-3 and A2780 cells were plated at 4.0×103 cells per well in 96-wells plate. 

After 24 h, various concentrations of kuguacin J or paclitaxel or cisplatin was added and 

incubated for 48 h at 37°C. Cell survival was assessed by means of the MTT colorimetric 

assay. In each experiment, determinations were carried out in triplicate. 

 

2.5 Combination treatment 

SKOV-3 and A2780 cells were plated at 4.0×103 cells per well in 96-wells plate. 

After 24 h, kuguacin J (20 and 30 µM) and various concentrations of cisplatin or paclitaxel 

were added. The cells were incubated for 48 h at 37°C, and cell growth was assessed by 

means of the MTT colorimetric assay. In each experiment, determinations were carried out in 

triplicate. 

 

2.6 Cell cycle analysis 

SKOV-3 cells were plated at 2.5×105 cells per well in 6-wells plate overnight. 

After that, the cells were treated with paclitaxel (75 and 100 µM) with or without kuguacin J 

(20 µM) for 48 h. Next, cells suspension was prepared and stained with propidium iodide 

(Guava cell cycle reagent, Guava Technologies, Hayward, CA, USA) according to the Guava 

Cell Cycle Assay protocol. Cell cycle phase distributions were determined on a Guava PCA 

Instrument using CytoSoft Software. In each experiment, determinations were carried out in 

triplicate. 

 

  



2.7 Western blotting 

SKOV-3 cells were plated at 2.5×105 cells per well in 6-wells plate overnight. After 

that, the cells were treated with paclitaxel (75 and 100 µM) with or without kuguacin J (20 

µM) for 48 h. The cells were harvested and washed with ice-cold PBS, then 200 μl of RIPA 

buffer containing protease inhibitor was added. The samples were stand on ice, then vortex 

every 5 minutes for 30 minutes and centrifuged at 15,000xg for 10 minutes at 4°C. 

Supernatants were transferred to new tubes and the debris pellet was discarded. Protein 

concentration was determined by Bradford method. 

Aliquots of lysates were mixed with 4x sample buffer and heated for 5 minutes at 

95°c and then subjected to 10%SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membrane with 

a glycine transferring buffer [20 mM Tris base, 0.2 M glycine, 20% v/v methanol (pH 8.5]. 

After blocking nonspecific site with 5% skim milk, the membrane was probed with specific 

antibodies at 4°c overnight. The secondary antibody consisting of horse radish peroxidase-

conjugated IgG was used for the detection. The band was visualized by the ECL detection 

system. 

 

2.8 Genotoxicity evaluation of BMLE 

The method intensively has been used to determine mutagenic potential of chemicals 

intensively and was described by Ulrich Graf (REF 1-3). In brief, to generate trans-

heterozygous larvae (mwh flr+/mwh TM3), males of mwh/mwh and females of 

ORR;flr3/In(3LR) TM3, ri pp sep l(3)89Aa bx34e e BdS, Ser were mated. Then, One hundred of 

3 days old trans-heterozygous larvae were cultured on standard medium containing (i) water, 

(ii) BMLE dissolved in 0.25% DMSO (500 µg/ml), (iii) 20 mM urethane (positive control) 

and (iv) 0.25% DMSO (solvent control, negative control). Before taking the wings off, the 

flies were fixed with 70% ethanol. Only the round wings were mounted with Faure’s solution 

and determined the phenotypes according to (REF2). Lastly, the statistical analysis was 

performed as described (REF4).  

 

2.9 Statistical analysis 

All experiments were performed at least in triplicate to confirm reproducibility. 

Statistical analyses were performed with mean ± S.D. values using one-way ANOVA by 

Prism 5.0 software. Statistical significance was concluded with *P< 0.05, **P<0.01 or 

***P<0.001. 



3. Results 

3.1. Effects of cisplatin, paclitaxel and kuguacin J on the growth of A2780 and 

SKOV-3 cells  

MTT assay results showed that SKOV-3 cells were more resistance to cisplatin and 

paclitaxel than A2780 cells as shown in (Figure 1 A-D). The IC50 of cisplatin was more than 

200 µM and 15 µM in SKOV-3 and A2780 cells, respectively. The IC50 of paclitaxel was 

more than 300 µM and 25 nM in SKOV-3 and A2780 cells, respectively. kuguacin J 

treatment at high concentration reduced the growth of SKOV-3 and A2780 cells (Fig.1 E-F) 

with an IC50 of 35 and 17.5 µM, respectively. 

 

3.2. The effect of kuguacin J on cytotoxicity of cisplatin and paclitaxel in human 

ovarian cancer cells 

Based on the growth inhibitory effects of kuguacin J on SKOV-3 cells, sub-toxic 

concentrations of kuguacin J (20 and 30 μM) were selected for further in vitro mechanistic 

studies. We examined the effects of kuguacin J to enhance efficiency of cisplatin and 

paclitaxel inhibiting cell growth of SKOV-3 and A2780. Co-treatment between paclitaxel and 

kuguacin J in SKOV-3 cells showed dramatically higher proportion of SKOV-3 cells death 

compared with the single treatments as show in Figure 2 A-B. The cell survival of SKOV-3 

cells was significant reduced by the co-treatment of paclitaxel and kuguacin J, while this 

effect was not found in A2780 cells. (Figure 2C) Whereas, the kuguacin J was not enhance 

the cytotoxicity of cisplatin in both SKOV-3 and A2780 cells lines. (Figure 2 D-E). These 

data suggested that the resistance to paclitaxel and cisplatin in SKOV-3 cells might be 

regulated by difference pathways such as increased drug efflux by ABC-transporter protein or 

insensitivity to drug-induced apoptosis. 

  



3.3. Paclitaxel resistance in SKOV-3 cells is not involved with an over-expression of 

P-glycoprotein  

Paclitaxel is well known as a specific P-glycoprotein (P-gp) substrate. It could be 

pump out of the cancer cells by P-glycoprotein that lead to multidrug resistance (MDR). Our 

previous study reported that kuguacin J could inhibit P-glycoprotein function which caused 

the accumulation of paclitaxel and vinblastine in KB-V1 cells. (Pitchakarn, 2011 #22) 

Therefore, the reversal of paclitaxel resistance by kuguacin J in SKOV-3 cells might be 

associated with inhibition of P-glycoprotein function or an induction of cell death. We next 

analyzed the expression of P-glycoprotein in SKOV-3 and A2780 cells by Western blotting. 

The result showed the over-expression of P-glycoprotein in SKOV-3 cells, while the protein 

could not be detected in A2780 cells as shown in Figure 3A. We then determined whether 

paclitaxel resistance in SKOV-3 cells is involved with an over-expression of P-glycoprotein. 

The cells were treated with various concentrations of paclitaxel with or without the well-

known P-glycoprotein inhibitors, verapamil and stemofoline. (Thomas and Coley, 2003; 

Umsumarng et al., 2013) We found that the P-glycoprotein inhibitors did not modulate the 

drug resistance in SKOV-3 cells. (Figure 3 B-C) The results suggested that paclitaxel 

resistance in SKOV-3 cells is not involved with an over-expression of P-glycoprotein. 

 

3.4. The reversal of paclitaxel resistance by kuguacin J in SKOV-3 cells not involved 

with cell cycle arrest  

 Paclitaxel interacts with microtubules caused repressing dynamic instability of spindle 

microtubules and inhibiting mitosis, thus causing G2/M arrest and finally induced apoptosis. 

Thus, in this experiment the effect of co-treatment of kuguacin J and paclitaxel on cells cycle 

was determined. The results showed that paclitaxel treatment alone induced G2/M arrest, 

whereas kuguacin J treatment alone did not alter cell cycle of SKOV-3 cells. Cell cycle 

distribution of SKOV-3 in the co-treatment compared to paclitaxel single treatment did not 

differ (Figure 4). From this experiment suggested that the reversal of paclitaxel cytotoxicity 

by kuguacin J might not via induction of cell cycle arrest.  

 

3.5. The reversal of paclitaxel resistance by kuguacin J might via the alteration of cell 

survival-related protein levels 

It has been reported that paclitaxel resistance in ovarian cancer associated with the up-

regulation of survivin. (Ling et al., 2004) In this experiment, the expression of survivin in 

SKOV-3 cells was determined by western blot analysis. The results found that survivin 



expression was increased after paclitaxel single treatment, while kuguacin J treatment alone 

did not affected survivin level (Figure 5A). After co-treatment of paclitaxel and kuguacin J in 

SKOV-3 cells, the survivin expression was decreased compared to the PTX-treated cells 

suggested that kuguacin J could inhibit PTX-stimulated survivin expression. Moreover, the 

expression of apoptotic-involved molecules after the co-treatment of paclitaxel and kuguacin 

J was observed by western blot analysis. The paclitaxel treatment alone slightly increased 

cleaved-PARP expression in SKOV-3 cells, but not cleaved-caspase-3. While kuguacin J 

treatment did not alter the expression of these molecules. Interestingly, the co-treatment of 

the cells with paclitaxel and kuguacin J could essentially increase cleaved-casspase 3 and 

cleaved-PARP protein levels (Figure 5B). The results suggested that the enhancement of PTX 

sensitivity in SKOV-3 cells by kuguacin J might be mediated the inhibition of PTX-induced 

up-regulation of survivin and the induction of apoptosis via a caspase-dependent mechanism.  

 

3.5. BMLE does not cause DNA mutations and DNA breaks 

 

To assess the genotoxic properties of BMLE, the in vivo wing spot test (SMART) was 

used. This in vivo test conducted in special Drosophila melanogaster, which has the recessive 

markers, flare (flr3) and multiple wing hair (mwh). The trans-heterozygous flies allow us to 

detect genome damages on the wings. Furthermore, they possess the same biotransformation 

process resulting in the activation of pro-mutagens or pro-carcinogens, like mammals 

(REF1). Therefore, the assay allows detection of several types of DNA mutations, such as 

nucleotide deletions, point mutations, DNA breaks and failure of recombination (REF 2 and 

3).  

As shown in Table 1, the non-toxic dose of urethane (20 mM) (Table 1) significantly 

induced DNA damages (indicated by total spot/wing), which is along the lines with previous 

study (REF5). Urethane can act as mutagen and carcinogen after biotransformation by 

cytochrome P450 (REF6). Before investigation the mutagenic potential of BMLE, three 

concentrations of BMLE dissolved in 0.25% DMSO were used to determine toxicity in the 

flies. The data (Table survival) shows that BMLE is safe, even at the highest concentration 

(500 ug/ml). Thus, this dose was subsequently used to treat the indicated flies. As shown in 

Table mutagenic, when the statistical calculation was applied (REF 4), BMLE did not induce 

DNA damages compared to either the negative control. In conclusion, these data suggest that 

BMLE, after in vivo mammalian-like biotransformation, is genetic safety.  

  



 

4. Discussion 

Ovarian cancer is the most lethal gynecological cancer due to lack of effective screening 

for early stage and patients found in advance stage as well as cancer developed 

chemoresistance along cancer progression.(Davidson and Trope, 2014) First line drug in 

ovarian cancer is platinum-base combination with paclitaxel but patient would relapse with 

drugs resistance within 3-5 years. Drugs resistance is the large problems in cancer treatments 

leading to treatment failed and patient death. (Gabra, 2014) Cancer cells could be already 

resistance to drugs before receive treatment due to genetics alteration which is intrinsic 

resistance or cancer cells developed resistance to drugs after treatments, acquired resistance. 

Unfortunately, not all patients can continue with platinum combination therapies due to loss 

of activity or toxicity. The second-line chemotherapy must take into account factors such as 

platinum-free (PFI). (Gabra, 2014) Natural bioactive compounds have been investigated to 

use as combination with conventional chemotherapeutic drugs to increase drugs sensitivity in 

cancer cells and also decrease adverse effects of drugs. Fruits, vegetables, and common 

beverages, as well as several herbs and plants with diversified pharmacological properties, 

have been shown to be rich sources of natural bioactive compounds with the potential to 

prevent human cancers. (Khan et al., 2010; Thangapazham et al., 2006) In a previous study, 

we demonstrated that kuguacin J, bioactive compound from Momordica charantia or bitter 

melon inhibited cell growth via induction of cell cycle arrest and apoptosis in androgen-

dependent prostate LNCaP cells. (Pitchakarn et al., 2011b) Moreover, kuguacin J isolated 

from bitter melon increased drugs sensitivity in MDR cancer cell lines by inhibited P-gp 

function. Thus, this study investigated whether kuguacin J promote cisplatin- or paclitaxel-

induced cancer cell death in human ovarian cancer cells. Cytotoxicity testing showed that 

SKOV-3 cells were more resistance to cisplatin and paclitaxel compare to A2780 cells. Co-

treatment the drugs with kugucin J significantly enhanced the cytotoxic effects of paclitaxel 

but not cisplatin in SKOV-3 cells. Due to paclitaxel is a specific substrate for P-gp protein, 

which overexpression in SKOV-3, thus the paclitaxel resistance mechanism might be via P-

gp function. The combination treatment of paclitaxel and known P-gp inhibitors did not 

enhance the drug sensitivity suggested that paclitaxel resistance in SKOV-3 did not involve 

in P-gp overexpression. Paclitaxel binding with tubulin and stabilizes the microtubule 

polymer that cause cell cycle arrest in G2/M phase and finally induced apoptosis. Thus the 

effects of co-treatment of kuguacin J and paclitaxel on cell cycle progression was observed 

and found that the co-treatment did not induce cell cycle arrest in SKOV-3 cells. Whereas the 



microscopic observation showed co-treatment of kuguacin J and paclitaxel obviously 

decreased the cell number and induced cell morphological change suggested that kuguacin J 

may increase paclitaxel toxicity by induced apoptosis signaling in SKOV-3 cells. 

 Defection of cellular death signaling is the importance in drugs resistance mechanism 

found in cancer.(Duiker et al., 2010; Wilson et al., 2006) Apoptosis is regulated by balance of 

pro-apoptosis proteins, including Bid, Bim and Bad and anti-apoptosis proteins, including 

Bcl-2, Bcl-xL and Mcl-1 and inhibitors of apoptosis protein (IAPs) including, XIAP, cIAP-1, 

cIAP-2 and survivin also. (Indran et al., 2011) Previous studies showed acquired paclitaxel 

resistance in ovarian cancer was associated with the up-regulation of survivin. (Ling et al., 

2004) In this study we focus on survivin expression and paclitaxel sensitivity in SKOV-3 

cells.  

Survivin is a member of the IAP family of proteins which regulated both cell cycle 

distribution and apoptosis. It is not detectable in normal adult tissue but its re-expression in 

cancer tissues which correlated with poor prognosis. (Ling et al., 2004; Zaffaroni et al., 2002) 

The overexpression of survivin in advance ovarian carcinoma significantly correlation with 

clinical resistance to paclitaxel treatment.(Salzano et al., 2015; Zaffaroni et al., 2002) 

Survivin expression is regulated by cell cycle-dependent manner and increased in G2/M 

phase. Paclitaxel treatment induced cell cycle arrest at G2/M phase, thus the survivin 

expression could be up-regulated by paclitaxel treatment. (Ling et al., 2004; Zaffaroni et al., 

2002) Previous study reported inhibition of survivin expression could increase paclitaxel 

sensitivity in both primary ovarian cancer cells and ovrian cancer cellline. (Dong et al., 2013; 

Kar et al., 2015) It was previously reported that survivin inhibited apoptosis via directly 

binding with caspase-3.(Altieri, 2003) Our results showed paclitaxel treatment caused 

increasing of survivin expression suggested that the acquired paclitaxel resistance in SKOV-3 

cells might via the regulation of survivin. Besides, we found that paclitaxel treatment alone 

did not induce expression of cleaved-caspase-3 that maybe involved with the up-regulation of 

survivin. Co-treatment of paclitaxel and kuguacin J decreased survivin level and increased 

cleaved-caspase-3 level. The improvement of paclitaxel sensitivity in SKOV-3 cells by 

kuguacin J might be via the inhibition of survivin expression leading to an activation of 

apoptosis.  

Bitter melon is widely consumed as a vegetable and especially as a traditional medicine in 

Asian countries. Our previous studies reported kuguacin J isolated from bitter melon leaf 

extract (BMLE), exerted anti-cancer progression properties. (Pitchakarn et al., 2010; 

Pitchakarn et al., 2011a) Moreover, the present study revealed chemoadjuvant potential of 



kuguacin J in human ovarian cancer cells. To develop and explore the use of BMLE in daily 

life we tested the genotoxic properties of BMLE and found that BMLE, after in vivo 

mammalian-like biotransformation, is genetic safety.  

This finding might support the possibility to use kuguacin J as an effective 

chemosensitizer in combination with conventional chemotherapy to promote paclitaxel 

sensitization in ovarian cancer patients. 
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Fig. 1. Cytotoxicity of cisplatin (A-B), paclitaxel (C-D) and kuguacin J (E-F) on SKOV-3 

and A2780 cells. SKOV-3 cells and A2780 Cells were treated with the drugs or kuguacin J 

for 48 h and the cell survival was determined by the MTT assay. The values are presented as 

the means ± S.D. of three independent experiments. 



 

Fig. 2. Kuguacin J enhanced the cytotoxicity of paclitaxel in SKOV-3 cells (A-B), but not 

A2780 cells (C). Kuguacin J did not increase cisplatin sensitivity in SKOV-3 (D) and A2780 

(E) cells. SKOV-3 cells and A2780 Cells were treated with paclitaxel or cisplatin with or 

without kuguacin J for 48 h and the cell survival was determined by the MTT assay. The 

values are presented as the means ± S.D. of three independent experiments. *** p <  0.001, vs. 

the control treated without kuguacin J 

 



 

 

Fig. 3. P-glycoprotein over-expression was not related to PTX resistance in SKOV-3. The P-

gp expression in SKOV-3 cells and A2780 cells was determined by western blot analysis (A). 

Effect of P-glycoprotein inhibitors, verapamil (B) and stemofoline (C) on cytotoxicity of 

paclitaxel in SKOV-3 cells. SKOV-3 cells were treated with paclitaxel with or without P-gp 

modulators, verapamil or stemofoline, for 48 h. The cell survival was determined by the MTT 

assay and the values are presented as the means ± S.D. of three independent experiments. 

  



 

Fig. 4.  Kuguacin J did not alter cell cycle arrest in the co-treatment with paclitaxel. SKOV-3 

cells were treated with paclitaxel with or without kuguacin J for 48 h. The cells were 

harvested for analysis of cell cycle distribution. The values are presented as the means ± S.D. 

of three independent experiments. 
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Fig 5. The co-treatment of paclitaxel and kuguacin J decreased survivin expression (A) and 

induced the expression of cleaved-PARP and cleaved-caspase 3 (B) in SKOV-3 cells. The 

SKOV-3 cells were treated with paclitaxel with or without kuguacin J for 48 h. The protein 

expression was determined by western blot analysis. The immunoblots shown here are 

representative of three independent experiments with similar results. β-actin was employed as 

a loading control.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Table 1 The survival data of adult flies obtained from trans-heterozygous flies 

Sample Concentration Percentage of surviving flies 
Experiment 1 Experiment 2 

water - 100 100 
Urethane 20 mM 96 93 
0.25% DMSO - 92 94 
BMLE  500 µg/ml 92 100 
BMLE 200 µg/ml 99 100 
BMLE 100 µg/ml 90 100 
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Table 2 The effect of BMLE on genome stability reported as wing spot formation on Drosophila melanogaster. 

Experime

nt 

Treatment Spot per wing (Number of spots from 40 wings)a

Sample 
Concentratio

n 

Small single  

(m = 2) 

Large single  

(m =  5) 

Twin spot 

(m = 5) 

Total spot  

(m = 2) 

1 Negative control - 0.30 (12) 0 (0) 0.05 (2) 0.35 (14) 

 Urethane 20 mM 9.13 (365)+ 3.98 (159)+ 2.08 (83)+ 15.18 (607)+ 

 BMLE 500 µg/ml 0.20 (8)- 0.03 (1)i 0 (0)i 0.23 (9)- 
2 Negative control - 0.30 (12) 0.03 (1) 0 (0) 0.33 (13) 

 Urethane 20 mM 8.10 (324)+ 2.08 (83)+ 1.10 (44)+ 11.28 (451)+ 

 BMLE 500 µg/ml 0.38 (15)i 0.05 (2)i 0 (0)i 0.43 (17)i 
a Statistical diagnoses using estimation of spot frequencies and confidence limits according to Frei and Würgler (1988) for comparison 
with deionized water; + = Positive; - = Negative; i = Inconclusive. Probability levels: α = β = 0.05. One-sided statistical test 
“m” is an increased mutation frequency compared with the spontaneous frequency (m times). 
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