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ABSTRACT 

 

Kojic acid and methyleugenol were used as food additive and natural contaminant 

in food. Kojic acid has long been studied its mutagenicity and carcinogenicity by many 

groups which presented conceal toxicological results. The previous study reported 

methyleugenol is a natural carcinogen contamination in food and the use of 

methyleugenol was toxicological concern because this compound has been suggested to 

be a genotoxic carcinogen in rodents. The present study has concerned the safety of kojic 

acid and methyleugenol which are abundant in daily food as food additives and also are 

natural contaminants in food. 
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To prove effect of kojic acid on the initiation stage of hepatocarcinogenesis in 

rats, the modified Tsuda’s model was used in this study. Four groups of 15 rats each 

were fed a diet containing 0, 0.1%, 0.5% or 2% kojic acid for 4 weeks. Following an 

additional 2 weeks on a basal diet, rats were then fed a diet containing 0.01% 2-AAF 

for 2 weeks coupled with two-thirds partial hepatectomy during 2-AAF administration 

and continuation for an additional week’s basal diet. Because kojic acid may have 

weak carcinogenicity, the extension of kojic acid treatment and two-third partially 

hepatectomy in rats were performed to increase its initiation efficiency. Rat’s appetite 

became normal after cessation of kojic acid feeding. Data on the effect of various 

concentrations of kojic acid on formation of GST-P positive foci in the liver found 

that 2% kojic acid slightly increased number and area of GST-P positive foci 

compared with non-treated groups. Furthermore, there were no remarkable 

differences between kojic acid-treated and non-treated groups in 8-OHdG formation 

levels in rat liver DNA. PCNA positive index and apoptotic index did not change 

among groups. On the other hand, the body weight of low concentrations of kojic acid 

treated rats significantly increased.  This may be partly due to the influence of kojic 

acid on thyroid hormones which regulate rat basal metabolism. Therefore, this study 

suggested that kojic acid does not have any initiation activity on rat 

hepatocarcinogenesis. 

        Furthermore, we also found short-term exposure to kojic acid influences hepatic 

cytochrome P450 protein expression in male rats. The 14 day treatment with the high 
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dose of kojic acid presented both general toxicity to male F344 rats, as observed by 

weight loss, and organ-specific toxicity, as observed by increased liver and thyroid 

gland size. The high dose of kojic acid decreased serum T4 level. These results 

suggest that kojic acid may act as a goitogens in rodents. In addition, rats fed the high 

dose of kojic acid increased synthesis of CYP2B1, but displayed reduced levels of 

CYP2E1 and CYP2C11 expression. Kojic acid at a high dosage might affect on 

cytochrome P450 protein expression by disruption of thyroid hormone homeostasis, 

leading to hepatotoxicity in rats. 

To investigate the promoting activity of kojic acid on rat 

hepatocarcinogenesis, Ito model was evaluated in this study. Diethylnitrosamine was 

used as an initiator following administering to rats of various concentrations of kojic 

acid contained the diet, and in parallel with partial hepatectomy. The data showed that 

only high concentration (2%) of kojic acid significantly induced the number and area 

of GST-P positive foci formation. Moreover, the experiment showed no effect on 

GST-P positive foci formation at low and medium concentrations (0.01 – 0.5 %). 8-

OHdG formation levels significantly increased with kojic acid at concentrations of 

0.5% and 2%, and cell proliferation was significantly increased at a concentration of 

2%.  Thus, kojic acid increasing GST-P formation with a high concentration of kojic 

acid might be involved with oxidative stress induction and increased cell proliferation, 

while there were no effects on apoptotic pathways. These findings may indicate that 

kojic acid exerts a promoting activity of rat hepatocarcinogenesis at high 
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concentration, but not at low, showing the existence of a threshold in kojic acid 

carcinogenicity. Kojic acid carcinogenicity in rat livers has a nongenotoxic mode of 

action; we observed no initiation activity but did find positive promotion activity. 

Since methyleugenol is a natural carcinogen contaminant in food, the present 

study was designed to evaluate effect of methyleugenol on diethylnitrosamine and 

phenobarbital induced hepatocarcinogenesis in rat using Ito model. The 

administration of mehtyleugenol after diethylnitrosamine initiation reduced body 

weight of rat indicating the toxicity of this food additive at high dosage. Because of its 

genotoxicity in the liver, it increased liver size, the formation of GST-P positive foci 

and cell proliferating nuclear antigen index. Furthermore, it enhanced various 

isozymes of cytochrome P450 proteins including CYP2B1, CYP2C11 and CYP3A2.  

The administration of methyleugenol concentrations ranged from 0.15-150 mg/kg bw 

did not affect on preneoplastic lesions, cell proliferation and oxidative DNA damage 

in the liver of rats co-administrated with diethylnitrosamine and phenobarbital. 

However, the highest dose of methyleugenol moderated the expression of CYP2B1 

and CYP3A2 in the combined diethylnitrosamine and phenobarbital induced rats.  

In conclusion, the kojic acid and methyleugenol, which are carcinogenic 

contaminants in food, have different modes in rat carcinogenicity. Kojic acid has no 

initiation activity on rat hepatocarcinogenesis, while high concentrations exert 

promotion activity, showing the possible existence of a threshold for rat 
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hepatocarcinogenicity. The known genotoxic methyleugenol enhanced the early 

stages of diethylnitrosamine-initiated hepatocarcinogenesis in rat.  
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บทคัดย่อ 

 กรดโคจิกและเมทิลยจีูนอลถูกใชเ้ป็นสารปรุงแต่งและพบเจือปนในอาหาร มีการศึกษาถึง
ฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุและฤทธ์ิก่อมะเร็งของกรดโคจิกอย่างกวา้งขวางแต่พบว่าให้ผลความเป็นพิษท่ี
ขดัแยง้กนั ส่วนเมทิลยูจีนอลจดัเป็นสารก่อมะเร็งจากธรรมชาติท่ีปนเป้ือนในอาหารและควรใช้
อยา่งระมดัระวงัเพราะสารประกอบตวัน้ีมีการรายงานวา่เป็นสารก่อมะเร็งในสัตวฟั์นแทะ ดงันั้นใน
งานวิจยัน้ีจึงมีความสนใจศึกษาถึงความปลอดภยัของกรดโคจิกและเมทิลยูจีนอลซ่ึงเป็นสารปรุง
แต่งและพบเจือปนในอาหาร 

การศึกษาผลของกรดโคจิกต่อระยะเร่ิมต้นของการเกิดมะเร็งตบัในหนูโดยใช้โมเดลท่ี
ดดัแปลงมาจากโมเดลของ Tsuda แบ่งหนูออกเป็น 4 กลุ่ม กลุ่มละ 15 ตวัโดยแต่ละกลุ่มไดรั้บ
อาหารผสมกรดโคจิก 0, 0.1%, 0.5% หรือ 2% เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ตามดว้ยการให้อาหารปกติ 2 
สัปดาห์ จากนั้นให้อาหารผสม 2-AAF 0.01% ต่อ เป็นเวลา 2 สัปดาห์ร่วมกบัการผา่ตดัตบัออก
บางส่วน แลว้ใหอ้าหารปกติต่อ  เน่ืองจากกรดโคจิกถูกคาดวา่เป็นสารท่ีมีฤทธ์ิก่อมะเร็งอยา่งอ่อนจึง
ท าให้เม่ือขยายเวลาการให้กรดโคจิกร่วมกบัการตดัตบัออกบางส่วนมีผลไปเพิ่มประสิทธิภาพฤทธ์ิ
การกระตุน้ของกรดโคจิก  ส่วนการกินอาหารของหนูกลบัสู่ภาวะปกติหลงัจากการหยุดให้กรด    
โคจิก จากผลการทดลองในส่วนของความเขม้ขน้ของกรดโคจิกต่อการเกิด GST-P positive foci 
พบวา่ กรดโคจิก 2% มีแนวโนม้เพิ่มจ านวนและพื้นท่ีของ GST-P positive foci มากข้ึนเม่ือเทียบกบั
กลุ่มควบคุมบวก นอกจากน้ีพบวา่การเกิด 8-OHdG ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัระหวา่งการ
ใหก้รดโคจิกกบักลุ่มควบคุมบวก เช่นเดียวกบัผลในส่วนของ PCNA positive index และ apoptosis 
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index แต่พบวา่กรดโคจิกท่ีความเขม้ขน้ต ่านั้นจะไปเพิ่มน ้ าหนกัตวัของหนูทดลอง ซ่ึงอาจเก่ียวขอ้ง
กบัการท่ีกรดโคจิกมีผลเหน่ียวน าไทรอยดฮ์อร์โมน และมีบทบาทในการควบคุมระบบเมทาบอลิซม
พื้นฐานของหนู ดงันั้นการศึกษาในส่วนน้ีคาดวา่กรดโคจิกไม่มีฤทธ์ิในการกระตุน้กระบวนการเกิด
มะเร็งตบั 
 นอกจากน้ีพบว่าการไดรั้บกรดโคจิกในระยะเวลาสั้นมีผลในการเหน่ียวน าการแสดงออก
ของเอนไซม ์cytochrome P450 ในหนูเพศผู ้การให้กรดโคจิกท่ีความเขม้ขน้สูงเป็นเวลา 14 วนั พบ
ความเป็นพิษต่อหนู F344 เพศผู ้ซ่ึงสังเกตไดจ้ากน ้ าหนกัตวัท่ีลดลง ความเป็นพิษต่ออวยัวะภายใน
โดยตรวจพบตบัและต่อมไทรอยดมี์ขนาดใหญ่ข้ึน อีกทั้งยงัมีผลต่อการลดระดบั T4 ในซีร่ัมลง จาก
ผลการทดลองน้ีคาดวา่กรดโคจิกเป็นสารท่ียบัย ั้งการท างานของต่อมไทรอยด์ในสัตวฟั์นแทะ อีกทั้ง
ในหนูท่ีไดรั้บกรดโคจิกความเขม้ขน้สูงพบวา่มีการแสดงออกของ CYP2B1 เพิ่มข้ึนแต่มีผลไปลด
การแสดงออกของ CYP2E1 และ CYP2C11 ลง จากการทดลองน้ีคาดวา่กรดโคจิกท่ีความเขม้ขน้สูง
มีผลต่อการแสดงออกของโปรตีน Cytochrome P450 โดยไปรบกวนสมดุลฮอร์โมนไทรอยด์
น าไปสู่ความเป็นพิษต่อตบัในหนู 
 การศึกษาฤทธ์ิส่งเสริมของกรดโคจิกต่อการเกิดมะเร็งตบัโดยใช้โมเดลของ Ito นั้น          
ไดเอทิลไนโตรซามีนถูกใชเ้ป็นตวักระตุน้ หนูแต่ละกลุ่มไดรั้บอาหารผสมกรดโคจิกท่ีความเขม้ขน้
ต่าง ๆ ร่วมกบัการตดัตบัออกบางส่วน ผลการทดลองพบว่าการไดรั้บกรดโคจิกท่ีความเขม้ขน้สูง
เหน่ียวน าจ านวนและพื้นท่ีของ GST-P positive foci สูงข้ึน แมว้า่การไดรั้บกรดโคจิกท่ีความเขม้ขน้
กลางและต ่าไม่มีผลต่อการเกิด GST-P positive foci  กรดโคจิกท่ีความเขม้ขน้ 0.5 และ 2% มีผลท า
ให้ปริมาณของ 8-OHdG เพิ่มสูงข้ีน ส่วนการเพิ่มจ านวนของเซลล์เพิ่มสูงข้ึนในกลุ่มท่ีได้รับกรด   
โคจิกท่ีความเขม้ขน้สูงเท่านั้น ดงันั้นการเพิ่มข้ึนของ GST-P positive foci ท่ีเกิดในหนูกลุ่มท่ีไดรั้บ
กรดโคจิกความเข้มข้นสูงนั้นน่าจะเก่ียวข้องกับการเหน่ียวน าภาวะเครียดออกซิเดชั่นและการ
เพิ่มข้ึนของการแบ่งเซลล์ในขณะท่ีไม่มีผลกบัการตายแบบ apoptosis จากการศึกษาส่วนน้ีช้ีให้เห็น
วา่กรดโคจิกแสดงฤทธ์ิส่งเสริมท่ีความเขม้ขน้สูงแต่ท่ีความเขม้ขน้ต ่าจะแสดงฤทธ์ิการเกิดมะเร็งใน
ระดับท่ีจ ากัด ฤทธ์ิการเกิดมะเร็งของกรดโคจิกในตับหนูนั้ นจะแสดงการออกฤทธ์ิแบบ 
nongenotoxic ซ่ึงจากการศึกษาผลของกรดโคจิกพบวา่กรดโคจิกไม่มีฤทธ์ิกระตุน้การเกิดมะเร็งแต่
กลบัมีฤทธ์ิส่งเสริมการเกิดมะเร็ง 
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 เมทิลยจีูนอลจดัเป็นสารก่อมะเร็งจากธรรมชาติท่ีปนเป้ือนในอาหาร โดยการศึกษาส่วนน้ี
ออกแบบมาเพื่อศึกษาผลของเมทิลยจีูนอลต่อการเกิดมะเร็งตบัท่ีถูกเหน่ียวน าจากไดเอทิลไนโตรซา
มีนและฟีโนบาร์บิทอลในหนูโดยใชโ้มเดลของ Ito การให้เมทิลยจีูนอลหลงัจากฉีดไดเอทิลไนโตรซา
มีน พบว่ามีผลท าให้น ้ าหนักตวัของหนูลดลงช้ีให้เห็นถึงความเป็นพิษของเมทิลยูจีนอลท่ีความ
เขม้ขน้สูง เน่ืองจากความเป็นพิษต่อยีนในตบัส่งผลท าให้ขนาดตบั, จ  านวนของ GST-P positive 
foci และ cell proliferating nuclear antigen index เพิ่มข้ึน อีกทั้งยงัไปเพิ่มการแสดงออกของ 
cytochrome P450 เช่น CYP2B1, CYP2C1 และ CYP3A2 การให้เมทิลยจีูนอลในช่วงความเขม้ขน้ 
0.15-150 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน ้ าหนกัตวัไม่มีผลต่อรอยโรคก่อนการเกิดมะเร็ง, การแบ่งตวัเพิ่ม
จ านวนและการถูกท าลายของดีเอ็นเอจากภาวะเครียดออกซิเดชัน่ในตบัหนูท่ีไดรั้บไดเอทิลไนโตร
ซามีนร่วมกับฟีโนบาร์บิทอล แม้ว่าการได้รับเมทิลยูจีนอลท่ีความเข้มข้นสูงจะมีผลต่อการ
แสดงออกของโปรตีน CYP2B1 และ CYP3A2 ในหนูท่ีไดรั้บไดเอทิลไนโตรซามีนร่วมกบัฟีโน
บาร์บิทอล 
 จากการศึกษาทั้งหมดน้ีสรุปไดว้า่กรดโคจิกและเมทิลยจีูนอลซ่ึงเป็นสารปนเป้ือนในอาหาร
ท่ีมีฤทธ์ิก่อมะเร็งนั้นมีการออกฤทธ์ิในการเกิดมะเร็งท่ีแตกต่างกนั โดยกรดโคจิกไม่มีฤทธ์ิกระตุน้
ในการเกิดมะเร็งตบัในหนูในขณะท่ีกรดโคจิกท่ีความเขม้ขน้สูงนั้นมีฤทธ์ิส่งเสริมแสดงให้เห็นถึง
ความเขม้ขน้ต ่าของกรดโคจิกจะแสดงฤทธ์ิการเกิดมะเร็งในระดบัท่ีจ ากดั เมทิลยจีูนอลซ่ึงเป็นสาร
ก่อกลายพนัธ์ุมีผลต่อระยะเร่ิมแรกของการเกิดมะเร็งตบัท่ีถูกเหน่ียวน าโดยไดเอทิลไนโตรซามีน
และส่งเสริมโดยฟีโนบาร์บิทอลในหนู  

 

 


