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บทคัดย่อ 
 

การวิจัยนี เ้พ่ือศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของสารไฟโตเอสโตรเจนท่ีสกัดได้จากกวาวเครือขาวต่อ
กระบวนการสร้างและสลายกระดกู และการออกฤทธ์ิผ่านตวัรับของฮอร์โมนเอสโตรเจนในเซลล์สร้างกระดกู 
osteoblast ของหนูแรท ในหลอดทดลอง โดยทําการทดลองในเซลล์ 2 ชนิด คือ osteosarcoma cell line 
UMR-106 และ primary rat osteoblast cells และให้สาร genistein (GEN) ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 
nmol/L, puerarin (PU) ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L และสารสกัดกวาวเครือขาวท่ีความเข้มข้น 

1, 10 และ 100 µg/mL นาน 48 ชัว่โมง เทียบผลการทดลองท่ีได้กบั 17β-Estradiol ท่ีความเข้มข้น 10 nmol/L 
(กลุ่มควบคมุเชิงบวก) และ 0.3% DMSO  (กลุ่มควบคมุเชิงลบ)  พบว่าสารสกัดกวาวเครือขาวและสารไฟโต
เอสโตรเจนท่ีพบในกวาวเครือขาวไปยบัยัง้การเจริญของเซลล์ UMR106 แต่ไปกระตุ้นการเจริญของ primary 
rat osteoblast cells เม่ือตรวจวดัด้วยวิธี BrdU assay ในขณะท่ีไปกระตุ้นการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวกบัการ
พฒันา (differentiation) ของเซลล์สร้างกระดกู คือ alkaline phosphatase (ALP) แต่ไม่มีผลตอ่การแสดงออก
ของยีน runx2, osterix และosteocalcin ซึ่งตรวจวดัโดยวิธี real-time RT-PCR  พร้อมกบักระตุ้นการสร้างเนือ้
กระดกูท่ีเม่ือตรวจด ูbone nodule จากการย้อมสีเซลล์ด้วย Alizarin red S staining เห็นเป็นสีแดง ทัง้ในเซลล์ 
UMR106 และ primary rat osteoblast cells  เม่ือตรวจวดัการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการพฒันาของ
เซลล์สลายกระดูก (osteoclast differentiation) คือ receptor activator of nuclear factor kB (RANKL) และ 
osteoprogeterin (OPG) โดยวิธี real-time RT-PCR พบว่า สารสกดักวาวเครือขาวและสารไฟโตเอสโตรเจนท่ี
พบในกวาวเครือขาวไปลดการแสดงออกของ RANKL แต่กระตุ้น OPG จึงทําให้ RANKL/OPG ratio ลดต่ําลง
ในเซลล์ UMR106 แต่ไม่เกิดการเปล่ียนแปลงในเซลล์ primary rat osteoblast cells  โดยพบว่ากลไกการออก
ฤทธ์ิของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกดัจากกวาวเครือขาวผ่านตวัรับฮอร์โมนเอสโตรเจนในเซลล์ UMR-106 
เพราะการแสดงออกของยีน osterix, ALP และ osteocalcin ในเซลล์ UMR106 ท่ีเคยถูกกระตุ้นเม่ือได้รับ E2, 
GEN, PU และ PM กลับลดลงมาเท่ากับกลุ่มควบคุม เม่ือให้ estrogen receptor antagonist (ICI 182780) 
ก่อนการทดสอบสาร โดยสรุปสารสกดักวาวเครือขาวและสารไฟโตเอสโตรเจนท่ีพบในกวาวเครือขาวสามารถ
กระตุ้นการสร้างเนือ้กระดูกได้โดยไปกระตุ้นการพัฒนาของเซลล์สร้างกระดูกในระยะต้น และไปยับยัง้การ
พฒันาของเซลล์สลายกระดกู ดงันัน้ผลจากการทดลองในครัง้นีจ้ึงช่วยสนบัสนนุศกัยภาพของกวาวเครือขาวท่ี
จะพฒันาไปเป็นยารักษาโรคกระดกูพรุนในคน ตอ่ไปในอนาคต 
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Abstract 
 

This study aims to investigate the mechanism of actions of Pueraria mirifica (PM) extract 
and its major phytoestrogens (puerarin and genistein) via estrogen receptors (ERs) on rat 
osteoblast cells in in vitro. Two types of cells, osteosarcoma cell line UMR-106 and primary rat 
osteoblast cells were incubated for 48 hours with 0.1, 10 and 1000 nmol/L of genistein (GEN), 0.1, 
10 and 1000 nmol/L of puerarin (PU), and 1, 10 and 100 µg/mL of PM extract in comparison with 10 

nmol/L of 17β-Estradiol (positive control) and 0.3% DMSO (negative control). It was found that the 
PM extract, PU and GEN inhibited the proliferation of the UMR106 cells, but stimulated the 
proliferation of the primary rat osteoblast cells, detected by BrdU assay. However, PM extract and 
phytoestrogens stimulated the expression of genes associated with osteoblast differentiation, 
alkaline phosphatase (ALP), and had no effects on runx2, osterix and osteocalcin, measured by 
real-time RT-PCR technique, and stimulated bone mineralization, determined by Alizarin red S 
staining both in UMR106 and primary rat osteoblast cells. The expression of genes associated with 
osteoclast differentiation, i.e., receptor activator of nuclear factor kB (RANKL) was suppressed, and 
osteoprogeterin (OPG) and RANKL/OPG ratio were increased in UMR106, but those genes were not 
changed in primary rat osteoblast cells. The mechanism of action was passed through ER of the 
UMR106 cells, because the expression of osterix, ALP and osteocalcin, which were stimulated by 
E2, GEN, PU and PM, were ablated by co-incubation with estrogen receptor antagonist (ICI 
182780). From this study, it can conclude that the PM extract and its phytoestrogens can increase 
bone formation via stimulation of pre-osteoblast differentiation and suppression of osteoclast 
maturation. The positive effects of this study can corroborate the high potential of the PM herb to be 
developed as anti-osteoporotic drug for human use in the near future. 
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บทนํา 
 

กระดกูพรุน (osteoporosis) เป็นภาวะท่ีกระดกูมีความหนาแน่นของเนือ้กระดกูน้อยกวา่ปกติ ทําให้กระดกูบางและเปราะ  
เสีย่งตอ่กระดกูหกัง่ายขึน้ (Kanis et al., 1994)  ในปัจจบุนัอบุติัการณ์ของโรคกระดกูพรุนมีแนวโน้มสงูขึน้ ทัง้นีเ้ป็นผลมาจากอายเุฉลี่ย
ของประชากรสว่นใหญ่สงูขึน้ ดงันัน้จึงพบโรคกระดกูพรุนได้ในผู้หญิงและผู้ชายวยัทอง (Pongchaiyakul et al., 2006)  สาเหตสํุาคญัท่ี
เหน่ียวนําให้เกิดภาวะกระดกูพรุนในผู้หญิงวยัหมดประจําเดือนคือภาวะพร่องฮอร์โมนเอสโตรเจน (Riggs, 1982; Ohta et al., 2002)  
ถงึแม้วา่การใช้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทน (estrogen replacement therapy) เป็นวิธีการท่ีใช้ในการรักษา หรือปอ้งกนัภาวะกระดกูพรุน
ท่ีมีประสิทธิภาพ แตพ่บวา่การใช้ฮอร์โมนเอสโตรเจนอาจทําให้เกิดผลข้างเคียงท่ีเป็นอนัตราย ได้แก่ ก่อให้เกิดมะเร็งเต้านม  มะเร็งเย่ือบุ
โพรงมดลกู  มะเร็งตอ่มลกูหมาก และเส่ียงตอ่ภาวะลิม่เลอืดอดุตนั เป็นต้น (Canavan and Doshi, 1999; Lissin and Cooke, 2000; 
Fontanges et al., 2004; Smith, 2006) ด้วยตระหนกัถึงผลข้างเคียงท่ีเกิดขึน้ดงักลา่ว จึงได้มีการศกึษา วิจยั และค้นคว้ายา ท่ีใช้รักษา 
หรือปอ้งกนัโรคกระดกูพรุน เพ่ือหลกีเลีย่งผลข้างเคียงท่ีอาจเกิดขึน้ และด้วยประชากรไทยสว่นใหญ่ มีฐานะยากจน ทําให้ผู้ ท่ีเป็นโรค
กระดกูพรุนไมส่ามารถเข้าถงึยาได้อยา่งทัว่ถึง ดงันัน้จงึเป็นท่ีนา่สนใจในการศกึษาพืชสมนุไพรท้องถ่ินภายในประเทศเพ่ือพฒันาเป็นยา
ในการป้องกันและรักษาโรคกระดกูพรุน เพ่ือลดต้นทนุในการผลิตและการนําเข้ายาจากตา่งประเทศ อีกทัง้สามารถนําไปใช้กบั
ประชาชนได้อย่างเหมาะสม และไมมี่ผลข้างเคียง 

กวาวเครือขาว Pueraria mirifica Airy Shaw & Suvatabandhu เป็นพืชสมนุไพรท้องถ่ินท่ีพบได้ทัว่ประเทศไทย  สว่นหวัของ
กวาวเครือขาวมีสารไฟโตเอสโตรเจนเป็นสว่นประกอบอย่างน้อย 17 ชนิด โดยสารหลกัเป็นพวก isoflavanoids  ได้แก่ daidzin, genistin, 
daidzein, genistein และ puerarin (Malaivijitnond, 2012) ซึง่สารเหลา่นีมี้โครงสร้างทางเคมีคล้ายกบัฮอร์โมนเอสโตรเจน จงึสามารถ
จบักบัตวัรับ (estrogen receptors) และออกฤทธ์ิได้เหมือนกบัฮอร์โมนเอสโตรเจน  จากการศกึษาวิจยัท่ีผา่นมาพบวา่ กวาวเครือขาว
สามารถปอ้งกนั (Urasopon et al., 2007; 2008) และรักษา (ผลการทดลองจากโครงการนีใ้นปีท่ี 1) การสญูเสียมวลกระดกู และความ
หนาแน่นกระดกู ในหนแูรทเพศเมียและเพศผู้ ท่ีเหน่ียวนําให้เกิดภาวะกระดกูพรุนโดยการตดัตอ่มบง่เพศออก โดยขึน้อยู่กบัขนาดของ
กวาวเครือขาวท่ีให้ และไมมี่ความแตกต่างกนัระหวา่งเพศ  จากผลงานการวิจยัทัง้หมดนีส้ามารถท่ีจะสรุปได้วา่ กวาวเครือขาวสามารถ
แสดงผลตอ่กระดกูได้เช่นเดียวกบัฮอร์โมนเอสโตรเจน แตอ่ยา่งไรก็ตามในการที่จะนํากวาวเครือขาวไปผลติเป็นยาปอ้งกนัและรักษาโรค
กระดกูพรุน จําเป็นท่ีจะต้องเข้าใจถงึกลไกการออกฤทธ์ิของกวาวเครือขาวตอ่เซลล์กระดเูสยีก่อน  ดงันัน้ในครัง้นี ้(ปีท่ี 2) จงึทําการศกึษา
กลไกการออกฤทธ์ิของสารสกดักวาวเครือขาวตอ่เซลล์กระดกูของหนแูรท (ทัง้ชนิด osteosarcoma และ primary osteblast cell) ใน
หลอดทดลอง (in vitro)  โดยจะติดตามดผูลของของสารสกดักวาวเครือขาวตอ่การเจริญของเซลล์กระดกู  การเปล่ียนแปลงของเซลล์ 
และการสร้างเนือ้กระดกู (mineralization)  

วัตถุประสงค์ของโครงการ (ปีที่ 2) 

1. เพือ่ศกึษากลไกการออกฤทธ์ิของสารไฟโตเอสโตรเจนท่ีสกดัได้จากกวาวเครือขาวตอ่กระบวนการสร้างและสลายกระดกู ตอ่เซลล์กระดกู
ของหนแูรท ในหลอดทดลอง 

2. เพือ่ศกึษากลไกการออกฤทธ์ิของสารไฟโตเอสโตรเจนท่ีสกดัได้จากกวาวเครือขาวผ่านตวัรับของฮอร์โมนเอสโตรเจนในเซลล์สร้างกระดกู 
osteoblast    
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การสาํรวจแนวความคดิและการวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

กระดกู (Bone) 

กระดกู เป็นอวยัวะสาํคญัมีหน้าท่ีช่วยในการเคลื่อนไหวของร่างกาย คํา้จนุ และปกปอ้งอวยัวะภายใน รวมทัง้เป็นแหล่ง
สะสมแร่ธาตท่ีุสาํคญัของร่างกาย โดยเฉพาะแคลเซียม และฟอสฟอรัส กระดกูแตล่ะชิน้ประกอบด้วยเนือ้กระดกูท่ีมีโครงสร้าง
แตกตา่งกนัสองชนิดคือ กระดกูเนือ้แนน่ (cortical bone) และกระดกูเนือ้โปร่ง (trabecular bone) (รูปท่ี 1) โดยกระดกูเนือ้แน่น 
จะพบอยูด้่านนอกของกระดกู มีช่องวา่งระหวา่งเนือ้กระดกูน้อย มีความหนาแน่นสงู พบเป็นโครงสร้างสว่นใหญ่ของกระดกู
บริเวณ diaphysis กระดกูเนือ้โปร่งพบด้านในของกระดกู มีลกัษณะโปร่งบาง สานกนัเป็นโครงตาขา่ย ทําหน้าท่ีช่วยกระจายแรง 
ในการรับนํา้หนกั และเป็นท่ีอยูข่องหลอดเลือด และไขกระดกู พบมากบริเวณกระดกูสว่น metaphysis และ epiphysis  บริเวณ
นอกสดุของกระดกูจะหุ้มด้วยเย่ือหุ้มกระดกู  

 
รูปท่ี 1 โครงสร้างของกระดกูยาว (long bone) ประกอบด้วยกระดกูเนือ้แน่น และกระดกูเนือ้โปร่ง  

สว่นประกอบหลกัของกระดกู ได้แก่ 1) osteoid ซึง่ประกอบด้วยคอลลาเจนเป็นสว่นใหญ่ ทําให้กระดกูมีความยืดหยุ่น 
2) calcium phosphate ซึง่อยูใ่นรูปของ hydroxyapatite (3Ca3(PO4)2Ca(OH)2) โดยสะสมตวัอยูใ่นช่องวา่งระหวา่งโมเลกลุของ
คอลลาเจน ทําให้กระดกูเกิดการแข็งตวั และ 3) เซลล์กระดกู ซึง่มีอยูส่ามชนิดด้วยกนั คือ  osteoblast เป็นเซลล์ท่ีทําหน้าท่ีในการ
สร้างกระดกู   osteoclast เป็นเซลล์ขนาดใหญ่ มีหลายนิวเคลยีส ทําหน้าท่ีในการสลายกระดกู และ osteocyte ซึง่เป็น 
osteoblast ท่ีเจริญเต็มท่ีแล้ว โดยปกติแล้วเซลล์ทัง้สามชนิดนีทํ้างานร่วมกนั เพ่ือทําให้เกิดกระบวนการซอ่ม สร้าง และสลาย
กระดกู (bone remodeling cycle) ซึง่เป็นวงจรท่ีเกิดขึน้ตลอดเวลา เพ่ือคงสมดลุ และความแข็งแรงของกระดกู (Nakamura, 
2007)  

โดยพบวา่ osteoblast และ osteoclast จะมีการทํางานท่ีประสานกนั (รูปท่ี 2) โดยมียีนหลายชนิดท่ีควบคมุการเจริญ 
(development) ของ osteoblast เช่น Core binding factor A1 (Cbfa1) หรือ Runx2, Osf2 และ AML3 (Ducy et al., 1997; 
Komori et al., 1997) โดยยีนเหลา่นีจ้ะมีผลกระตุ้นการเปล่ียนแปลง (differentiation) และการเจริญ (maturation)  โดยไป
กระตุ้นการสร้างโปรตีนหลายชนิด เช่น osterix, osteoponin, osteocalcin, bone sialopactin, type I collagen, receptor 



 3

activator of nuclear factor κB (RANK-L) และ osteopotegerin (OPG)  osteocalcin และ osteoponin จะช่วยในการสะสม
แคลเซียม (mineralization)  ในขณะท่ี RANK-L และ OPG จะควบคมุการทํางานของ osteoclast โดย RANK-L จะจบักบั RANK 
receptor ท่ีอยู่บน pre-osteoclast (osteoclast precursor) ซึง่จะไปกระตุ้น pre-osteoclast ให้กลายไปเป็น mature osteoclast 
ท่ีสามารถทําหน้าท่ีสลายกระดกูได้  ในขณะท่ี OPG สามารถจบักบั RANK-L ได้ ทําให้ RANK-L ไมส่ามารถจบักบั RANK 
receptor ท่ี pre-osteoclast ได้ ดงันัน้ pre-osteoclast จงึไมส่ามารถเปลี่ยนไปเป็น mature osteoclast ได้  การสลายกระดกูจะ
ลดลง 

 
รูปท่ี 2 แสดงการทํางานประสานกนัระหวา่ง osteoblast และ osteoclast ในการควบคมุสมดลุของกระดกู M-CSF และ 

OPG/RANKL เป็น osteoblast factor ท่ีกระตุ้นการเปล่ียนแปลง (differentiation) ของ osteoclast 

ฮอร์โมนสาํคญัท่ีมีบทบาทในการควบคมุสมดลุของกระดกู คือ ฮอร์โมนพาราไทรอยด์ (parathyroid hormone) 
และฮอร์โมนแคลซิโตนิน (calcitonin)  ฮอร์โมนทัง้สองตวันีจ้ะทําหน้าท่ีตรงข้ามกนั โดยฮอร์โมนพาราไทรอยด์จะทําหน้าท่ี
สลายกระดกูและฮอร์โมนแคลซิโตนินจะช่วยในการสร้างกระดกู (Jane and Gary, 2001) 

Bone remodeling cycle ประกอบด้วยกระบวนการตา่งๆ ท่ีแบง่ออกได้เป็น 4 ระยะ ดงันี ้(รูปท่ี 3) 
 Resorption phase คือ กระบวนการสลายเนือ้กระดกู โดย osteoclast จะใช้สว่นของ ruffle border วางตวับริเวณ
ผิวกระดกูสว่นท่ีจะมีการสลายเนือ้กระดกู จากนัน้จะหลัง่ไฮโดรเจนอิออน (H+) และหลัง่ hydrolytic enzyme เพือ่สลาย
กระดกู ทําให้เกิดการปลดปลอ่ยแคลเซียมฟอสเฟตออกมา ในขณะท่ีเกิดกระบวนการสลายกระดกู osteoclast จะหลัง่
เอนไซม์ Tartrate resistant acid phosphatase (TRAP) ออกมา ซึง่ทําให้เกิดกระบวนการ dephosphorylation เกิดการ
สลายเนือ้กระดกู ทําให้กระดกูเกิดเป็นหลมุเลก็ ๆ ขึน้ 
 Reversal phase ภายหลงัจากท่ีมีการสลายกระดกูแล้ว จะมีเซลล์เมด็เลือดขาวพวก macrophages มาเก็บกิน
ซากกระดกู มีกลุม่ mononuclear cells (pro-osteoblasts) มายงัตําแหนง่ท่ีมีการสลายกระดกู และเร่ิมเข้าสูก่ระบวนการ
สร้างกระดกูตอ่ไป 

Formation phase คือ กระบวนการสร้างกระดกู โดย osteoblast จะสงัเคราะห์ และหลัง่ osteoid ล้อมรอบตวัเอง 
หลงัจากนัน้จะหลัง่ pyrophosphate และแคลเซียม ออกมาจนกระทัง่ความเข้มข้นของแคลเซียมภายนอกเซลล์สงูเกินกวา่ท่ี
จะละลายได้ osteoblast จะหลัง่ เอนไซม์ alkaline phosphatase ออกมาเพ่ือสลาย (hydrolyze) pyrophosphate ทําให้
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เกิดการสะสมตวัของแคลเซียม ท่ีช่องวา่งระหว่างโมเลกลุของคอลลาเจน  ซึง่เรียกกระบวนการนีว้า่ mineralization ทําให้ 
osteoblast คอ่ยๆ ถกูดนัให้ออกหา่งจากผิวกระดกู แล้วเปลีย่นไปเป็น osteocyte  
 Quiescence phase เป็นระยะภายหลงัจากท่ีเกิดกระบวนการสร้างกระดกูเสร็จสิน้แล้ว (Hill and Orth, 1998; 
Nakamura, 2007) 
 

 
รูปท่ี 3 แสดงกระบวนการ bone remodeling cycle ซึง่ประกอบด้วยกระบวนการสลายกระดกู โดยการทําหน้าท่ีของ 

osteoclast  และกระบวนการสร้างกระดกู โดยการทําหน้าท่ีของ osteoblast   
 
Bone remodeling cycle เป็นกระบวนการท่ีเกิดขึน้ตลอดเวลา ตัง้แตเ่กิดจนตาย เป็นกระบวนการสําคญัท่ีทําให้

กระดกูมีการเจริญพฒันา และซอ่มแซมกระดกูให้มีความแข็งแรงอยู่เสมอ ถ้ามีความผิดปกติเกิดขึน้กบักระบวนการดงักลา่ว 
เช่น เกิดกระบวนการสลายกระดกูมากกวา่การสร้างกระดกู จะทําให้มีการสญูเสยีเนือ้กระดกู มวลกระดกูลดลง และอาจทํา
ให้เกิดภาวะกระดกูพรุนได้ในท่ีสดุ 

ภาวะกระดูกพรุน (Osteoporosis) 

กระดกูพรุน คือ ภาวะท่ีกระดกูมีความหนาแนน่ของเนือ้กระดกูลดน้อยลง รวมทัง้มีการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้าง
ระดบัจลุภาคของเนือ้เย่ือกระดกู สง่ผลให้กระดกูเปราะบาง ไมส่ามารถรับนํา้หนกั หรือแรงกดได้ตามปกติ ทําให้กระดกูหกั
ได้งา่ย (Kanis et al., 1994) โดยตําแหนง่ท่ีหกับอ่ย ได้แก่ กระดกูสนัหลงั (spinal vertebra) กระดกูสะโพก (hip) และ
กระดกูข้อมือ (wrist) กลไกในการเกิดภาวะกระดกูพรุนนัน้เกิดได้จากสองกลไกด้วยกนัคือ 1)เกิดจาก bone turnover สงูขึน้ 
เน่ืองจากกระดกูมี remodeling unit เพ่ิมมากขึน้ สง่ผลให้เกิดอตัราการสลายกระดกูมากขึน้กวา่ปกติ และ2)เกิดจาก
กระบวนการ bone remodeling cycle imbalance โดยพบวา่เกิดกระบวนการ bone resorption มากกวา่ กระบวนการ 
bone formation  ซึง่การเกิดภาวะกระดกูพรุนนัน้ อาจเกิดจากกลไกใดกลไกหนึง่ หรือเกิดจากทัง้สองกลไกร่วมกนัก็ได้ 
(Compson, 2001) 

ฮอร์โมนเอสโตรเจน มีบทบาทสาํคญัตอ่กระบวนการรักษาสมดลุของกระดกู (Compson et al., 1990) โดยเอสโตร
เจนมีฤทธ์ิยบัยัง้การทํางานของ osteoclast ทําให้เกิดกระบวนการ bone resorption ลดลง จากท่ีกลา่วไปแล้วข้างต้นวา่ 
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กระบวนการ bone remodeling cycle เกิดจาการทํางานของ osteoblast และ osteoclast  พบวา่เซลล์ทัง้สองชนิด มีตวัรับ

ของฮอร์โมนเอสโตรเจน (estrogen receptors) ทัง้ชนิดแอลฟา (estrogen receptor alpha; ERα) และเบต้า (ERβ) 
(Bland, 2000) ซึง่ฮอร์โมนเอสโตรเจนจะสามารถแสดงฤทธ์ิในการควบคมุการทํางานของเซลล์ทัง้สองชนิดได้ โดยการจบั
กบัตวัรับของเอสโตรเจน เม่ือมีภาวะพร่องฮอร์โมนเอสโตรเจน จะมีการสร้าง cytokines จาก osteoblast และ osteoblast 
progenitor cells มากขึน้  cytokines เหลา่นีไ้ด้แก่ interleukin - 1 (IL-1), interleukin - 6 (IL-6) และ tumor necrosis 

factor – alpha (TNF-α)  ซึง่พบวา่ cytokines เหลา่นีจ้ะมีผลทําให้ osteoclast มีอายยุาวนานขึน้ และทําให้ progenitor 
cell เจริญไปเป็น mature osteoclast ได้มากขึน้ (Huges and Boyce, 1997; Jimi et al., 1996 ) สง่ผลทําให้เกิด
กระบวนการสลายกระดกูมากขึน้ นอกจากนีย้งัพบวา่ ฮอร์โมนเอสโตรเจนยงัมีผลตอ่การทํางานของ osteoblast  พบวา่
ฮอร์โมนเอสโตรเจนกระตุ้นให้ osteoblast สร้าง type I collagen มากขึน้ (Nakamura, 2007) และยบัยัง้การเกิด
กระบวนการ apoptosis ของ osteoblast เม่ือมีภาวะพร่องฮอร์โมนเอสโตรเจนจึงมีผลทําให้กระบวนการ bone formation 
เกิดขึน้น้อยลง ด้วยเหตผุลดงักลา่ว เม่ือเข้าสูว่ยัหมดประจําเดือนจึงทําให้เกิดความไมส่มดลุของกระบวนการ bone 
remodeling cycle ขึน้  ทําให้มีการสญูเสียมวลกระดกูมากกวา่ปกติ และเป็นปัจจยัสาํคญัท่ีทําให้เกิดกระดกูพรุนตามมา 

ภาวะกระดกูพรุนเป็นภาวะท่ีไม่สามารถรักษาให้หายขาดได้ แต่สามารถหยุดยัง้การสญูเสียมวลกระดกูไม่ให้เกิด
เพิ่มมากขึน้ และลดอัตราการเกิดกระดูกหักได้ ดังนัน้การป้องกันจึงเป็นวิธีการท่ีดีท่ีสุด แต่คนส่วนใหญ่มักไม่เห็น
ความสําคญัท่ีจะปอ้งกนัไม่ให้เกิดภาวะกระดกูพรุน จนกระทัง่มีอาการจึงจะเข้ารับการรักษา ปัจจุบนัการป้องกนัและรักษา
ภาวะกระดกูพรุนทําได้โดย การออกกําลงักาย รับประทานอาหารท่ีมีปริมาณแคลเซียมท่ีเพยีงพอ หลีกเลี่ยงการด่ืมเคร่ืองด่ืม
แอลกอฮอล์ และงดสบูบหุร่ี สว่นในผู้หญิงท่ีผ่าตดัรังไข่ออก และผู้หญิงวยัหมดประจําเดือนซึง่มีภาวะพร่องฮอร์โมนเอสโตร
เจน จะให้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทน  พบว่าการให้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทนสามารถลดอุบติัการณ์เกิดกระดูกหักได้ 
(Tongeson and Bell., 2001) แต่อาจทําให้เกิดผลข้างเคียงท่ีเป็นอนัตราย ได้แก่ ก่อให้เกิดมะเร็งเต้านม  มะเร็งเย่ือบุโพรง
มดลูก  มะเร็งต่อมลูกหมาก และเสี่ยงต่อภาวะลิ่มเลือดอุดตัน (Sulak 1997; Canavan and Doshi, 1999; Lissin and 
Cooke, 2000; Fontanges et al., 2004; Smith, 2006) เป็นต้น ด้วยตระหนักถึงผลข้างเคียงท่ีเกิดขึน้ดังกล่าว จึงได้มี
การศึกษา วิจัย และค้นคว้ายา ท่ีใช้รักษา หรือป้องกันภาวะกระดูกพรุน เพ่ือหลีกเลี่ยงผลข้างเคียงท่ีอาจเกิดขึน้ อัน
เน่ืองมาจากการใช้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทน ปัจจุบนัยาท่ีใช้ในการรักษาภาวะกระดกูพรุนสามารถแบง่ได้เป็นสองกลุม่คือ 
1) กลุ่มท่ียับยัง้กระบวนการสลายกระดูก (antiresorptive agents) ได้แก่ bisphosphonates ซึ่งเป็นยาท่ีสามารถยับยัง้ 
osteoclast activity และกระตุ้ นกระบวนการ apoptosis ของ osteoclast ส่งผลทําให้เกิดกระบวนการสลายกระดูกลด
น้อยลง (Papapoulos, 2008)  2) กลุม่ท่ีกระตุ้นกระบวนการสร้างกระดกู (anabolic agent) โดยยากลุม่นีมี้วตัถปุระสงค์ใน
การใช้เพ่ือเพิ่มมวลกระดูก ยาในกลุ่มนีไ้ด้แก่ ฮอร์โมนพาราไทรอยด์  ซึ่งพบว่าฮอร์โมนพาราไทรอยด์สามารถเพ่ิม
กระบวนการสร้างกระดกูโดยการกระตุ้น osteoblast activity สามารถเพิ่มจํานวนของ osteoblast และยบัยัง้กระบวนการ 
apoptosis ของ osteoblast cells ได้ (Deal, 2009) แต่พบว่าฮอร์โมนพาราไทรอยด์มีผลข้างเคียง คือ ทําให้เกิดอาการ
วิงเวียนศรีษะ คล่ืนไส้ และ อาเจียน และผลท่ีได้ยงัไม่แน่นอน  จึงยงัไม่เป็นท่ีนิยมท่ีจะนํามาใช้ในการรักษาโรคกระดกูพรุน  
นอกจากนีย้าท่ีใช้ในการรักษาภาวะกระดกูพรุนทัง้สองกลุ่ม ยงัมีราคาสงู และต้องนําเข้าจากต่างประเทศ ทําให้ผู้ ท่ีมีภาวะ
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กระดกูพรุนไม่สามารถเข้าถึงยาได้อย่างทัว่ถึง โดยเฉพาะประชากรไทยส่วนใหญ่ ท่ีมีฐานะยากจน ดงันัน้จึงเป็นท่ีน่าสนใจ
ในการศกึษาสมนุไพรท้องถ่ินภายในประเทศ เพ่ือพฒันาเป็นยาในการป้องกันและรักษาภาวะกระดกูพรุน เพ่ือลดต้นทนุใน
การผลติ และการนําเข้ายาจากตา่งประเทศ  อีกทัง้สามารถนําไปใช้กบัประชาชนได้อยา่งเหมาะสม และไมมี่ผลข้างเคียง 

ผลของไอโซฟลาโวน (Isoflavones) ต่อกระดกู 
ไอโซฟลาโวนเป็นสารไฟโตเอสโตรเจน ท่ีพบมากในพืช เช่น ถั่วเหลือง  มีโครงสร้างและคุณสมบัติทางชีวเคมี

เช่นเดียวกับฮอร์โมนเอสโตรเจน ไอโซฟลาโวน ได้แก่ daidzin, genistin, daidzein, genistein และ puerarin สามารถจับ
กบัตวัรับของฮอร์โมนเอสโตรเจนได้เช่นเดียวกบัฮอร์โมนเอสโตรเจน (Murkies et al., 1998; Chen and Anderson, 2002) 
ได้มีการศึกษาพบว่าไอโซฟลาโวนมีผลกระตุ้ นการสร้างกระดูก  จากการศึกษาโดยการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือกระดูกกับ 
genistein ท่ี ระดับความเข้มข้น  10-6 -10-5  โมลาร์  สามารถเพ่ิมปริมาณแคลเซียมในเนื อ้ เย่ือ  และเพ่ิม   alkaline 
phosphatase activity ซึง่เป็น bone formation marker ได้อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (Yamaguchi and Gao, 1998) และ
เม่ือทําการย้อม osteoclast ด้วย tartrate – resistant acid phosphatase ซึ่งเป็น bone resorption marker พบว่าในกลุ่ม
ท่ีได้รับ genistein จะมีจํานวนของ osteoclast ลดลงอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (Gao and Yamaguchi., 1999)  และจาก
การศึกษาในเซลล์กระดูกพบว่า เม่ือเพาะเลีย้ง osteoblast MC3T3-E1 ร่วมกับ genistein และ daidzein ท่ีความเข้มข้น 
10-6 -10-5  โมลาร์ สามารถเพ่ิม alkaline phosphatase activity และ เพิ่มปริมาณดีเอนเอในเซลล์ได้อย่างมีนยัสําคญัทาง
สถิติ (Sugimoto and Yamaguchi, 2000) ในปี 2007 Zhang และคณะ พบว่าเม่ือเลีย้ง osteoblast ร่วมกับ puerarin ท่ี
ความเข้มข้น 10 และ 25 ไมโครโมล/ลิตร มีผลเพ่ิมจํานวนเซลล์ และเพ่ิม alkaline phosphatase activity ได้อย่างมี
นยัสําคญัทางสถิติ  และจากการศกึษาของ Ishimi และคณะ ในปี ค.ศ. 2000 พบว่า การให้ genistein ขนาด 0.4 และ 0.7 
มิลลกิรัมตอ่วนั นาน 4 สปัดาห์ ในหนขูาวเพศเมียท่ีถกูตดัรังไข่ พบวา่ สามารถปอ้งกนัการสญูเสียมวลกระดกูของกระดกูต้น
ขาได้ 

กวาวเครือขาว  
กวาวเครือขาว เป็นพืชสมนุไพรท้องถ่ินท่ีพบได้เฉพาะในประเทศไทย มีช่ือทางวิทยาศาสตร์วา่ Pueraria mirifica 

Airy Shaw & Suvatabandhu  เป็นไม้เลือ้ย และมีหวัอยูใ่ต้ดินเพื่อสะสมอาหาร สว่นหวัของกวาวเครือขาว ถกูนํามาใช้เป็น
ยาแผนโบราณ โดยมีวตัถปุระสงค์เพ่ือ ทดแทนฮอร์โมนในผู้หญิงวยัหมดประจําเดือน เป็นต้น กวาวเครือขาวสามารถออก
ฤทธ์ิตอ่ระบบสืบพนัธ์ุ ได้เหมือนกบัฮอร์โมนเอสโตรเจน จากการทดลองให้สารแขวนลอยกวาวเครือขาวแก่สตัว์ทดลอง 
พบวา่กวาวเครือขาวสามารถไปกระตุ้นการเจริญของเซลล์เย่ือบมุดลกูและเซลล์เย่ือบผุนงัช่องคลอดในหนแูรทเพศเมียท่ีถกู
ตดัรังไข่ (Malaivijitnond et al., 2004; 2006; Cherdshewasart et al., 2007a)  สามารถลดระดบัของลติูไนซิงฮอร์โมน 
(luteinizing hormone; LH) และฟอลิเคิลสติมเูลติงฮอร์โมน (follicle stimulating hormone; FSH) ในหนแูรทเพศผู้และเพศ
เมีย (Malaivijitnond et al., 2004) และในลิงหางยาวเพศเมีย (Trisomboon et al., 2004; 2006)  และพบวา่สามารถ
บรรเทาอาการภายหลงัหมดประจําเดือนในผู้หญิงวยัหมดประจําเดือนได้  เช่น อาการร้อนวบูวาบ หรือนอนไมห่ลบัได้ เป็น
ต้น (Muangman and Cherdshewasart, 2001)  นอกจากนีย้งัพบวา่กวาวเครือขาวสามารถยบัยัง้การเจริญของมะเร็งเต้า
นมในหนแูรทเพศเมียท่ีถกูชกันําด้วยสารก่อมะเร็ง 7,12-DMBA ได้อยา่งสมัพนัธ์กบัขนาดของกวาวเครือขาวท่ีให้ 
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(Cherdshewasart et al., 2007b) และเม่ือให้สารสกดักวาวเครือขาวท่ีขนาด 100 และ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลติร พบวา่
สามารถไปยบัยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็งเต้านม MCF-7 ในหลอดทดลองได้ (Cherdshewasart et al., 2004)  จาก
การศกึษาพิษเรือ้รังของกวาวเครือขาวในขนาด 5 และ 100 มิลลกิรัม/กิโลกรัม/วนั ในหนแูรท นาน 6 เดือน พบวา่กวาวเครือ
ขาวไมแ่สดงความเป็นพิษ นัน่คือ ไมมี่ผลตอ่การทํางานของตบั ไต และนํา้หนกัอวยัวะสบืพนัธุ์ และอวยัวะภายใน 
(Manosroi et al., 2004) และไมก่่อให้เกิดการระคายเคืองตอ่ผิวหนงัในกระต่ายและหนตูะเภา (Cherdshewasart et al., 
2003) 

สว่นหวัของกวาวเครือขาวประกอบไปด้วย สารไฟโตเอสโตรเจนหลายชนิด ท่ีพบมากได้แก่ กลุม่ของไอโซฟลาโวน 
ซึง่ประกอบด้วย daidzin, daidzein, genistin, genistein, puerarin และ mirificin  เป็นต้น (Chanakaow et al., 2000; 
Ingham et al., 2002; Cherdshewasart et al., 2007a; 2008; Urasopon et al., 2008b) ซึง่สารไอโซฟลาโวนเหลา่นี ้ มี
รายงานวา่มีผลกระตุ้นการเจริญของกระดกู ดงัท่ีได้กลา่วไปแล้วข้างต้น จากการศกึษาวิจยัท่ีผา่นมาพบวา่ กวาวเครือขาว
สามารถลดระดบัของฮอร์โมนพาราไทรอยด์ และระดบัแคลเซียมในซีร่ัม ในลงิหางยาวแก่เพศเมียได้อยา่งมีนยัสําคญัทาง
สถิติ (Trisomboon et al., 2004) และตอ่มา Urasopon และคณะ (2007 และ 2008a) ได้ทําการศกึษาผลของการให้
กวาวเครือขาวทนัทีภายหลงัจากการตดัตอ่มบง่เพศออก (ตดัรังไขใ่นหนเูพศเมีย และตดัอณัฑะออกในหนแูรทเพศผู้  และหนู
ยงัไมไ่ด้แสดงภาวะกระดกูพรุน) เป็นเวลานาน 90 วนั พบวา่หนกูลุม่ควบคมุท่ีตดัตอ่มบง่เพศออกและไมไ่ด้รับกวาวเครือขาว
แสดงภาวะกระดกูพรุน และพบวา่กวาวเครือขาวสามารถป้องกันการสญูเสียมวลกระดกู และความหนาแนน่กระดกู ของ
กระดกูสว่นรยางค์ (long bone) และกระดกูสว่นแกนกลาง (axial bone) ในหนทูัง้สองเพศได้อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ โดย
ขึน้อยูก่บัขนาดของกวาวเครือขาวท่ีให้ และไมมี่ความแตกต่างกนัระหวา่งเพศ และจากการศกึษาตอ่มาของโครงการวิจยันี ้
เพือ่ประเมินผลของกวาวเครือขาวในการรักษาโรคกระดกูจากสภาวะพร่องฮอร์โมนเพศในหนแูรทเพศผู้และเพศเมีย โดยการ
ตดัตอ่มบง่เพศของหนทูัง้สองเพศออกและพกัหนไูว้นาน 90 วนัพบวา่กวาวเครือขาวสามารถปอ้งกนัสภาวะกระดกูพรุนได้
เช่นกนั จากผลงานการวิจยัทัง้หมดนีส้ามารถท่ีจะสรุปได้วา่ กวาวเครือขาวสามารถแสดงผลตอ่กระดกูได้เช่นเดียวกบั
ฮอร์โมนเอสโตรเจน นัน่คือ กวาวเครือขาวสามารถป้องกันและรักษาการเกิดโรคกระดกูพรุนได้ ดงันัน้เพ่ือให้เกิดความ
เช่ือมัน่ และสามารถนําเอากวาวเครือขาวไปพฒันาเป็นยารักษาผู้ ป่วยโรคกระดกูพรุนได้ในอนาคต  จึงได้ทําการศกึษา
เก่ียวกบักลไกการออกฤทธ์ิของกวาวเครือขาวตอ่กระดกู (ในปีท่ี 2 ของโครงการนี)้ 
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วธีิการวจิัย 
 

1. การเตรียมสารสกัดกวาวเครือขาวและการวิเคราะห์ส่วนประกอบไฟโตรเอสโตรเจน 

ผงกวาวเครือขาว (Pueraria mirifica cultivar SARDI 190, lot  no. 0070317) ท่ีใช้ในการศึกษาครัง้นีไ้ด้รับความ
อนุเคราะห์จาก ดร. สมโภช ทบัเจริญ  สถาบนัสุวรรณวาจกกสิกิจเพ่ือการค้นคว้าและพฒันาปศุสตัว์และผลิตภัณฑ์สตัว์ 
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกําแพงแสน   

นําผงกวาวเครือขาวนํา้หนกั 1 กรัมมาสกดัด้วย 70% เอธานอล ปริมาณ 4 mL 2 ครัง้ ตามวิธีการของ Urasopon 
et al. (2008) นําสารละลายส่วนใสด้านบน (supernatant) ท่ีได้จากการสกดัทัง้สองครัง้มารวมกนั ทําให้แห้งนาน 4 ชัว่โมง 
ด้วยเคร่ือง centrifugal concentrator  เก็บตวัอยา่งท่ีสกดัได้เพ่ือนําไปใช้ในการศกึษาในการทดลองท่ี 2 และ 3 ตอ่ไป 

นําส่วนหนึ่งของสารสกัดกวาวเครือขาวไปวิเคราะห์หาส่วนประกอบสารไฟโตรเอสโตรเจนด้วยวิธี HPLC ตาม

วิธีการของ Malaivijitnond et al. (2004) โดยย่อดังนี  ้ ฉีดสารสกัดกวาวเครือขาวปริมาตร 10 L ใน sensory guard 
column (model Hyperclone ODS (C18); Phenomenex, Torrance, CA, USA) ข อ ง  ระบ บ  HPLC (model Agilent 
1000; Agilent, Waldbronn, Germany) ท่ีเช่ือมต่อกับ reverse phase Symmetry C18 column (250 mm x 4.6 mm, 5 

m; Phenomenex)  โดย mobile phase ประกอบด้วย 0.1% vol/vol phosphoric acid และ acetronitrile ในอตัราเร็ว 1 
mL/min  ตรวจวัดด้วยแสง UV ท่ีความยาวคลื่น 255 nm  โดยเปรียบเทียบสารท่ีวิเคราะห์ได้กับสารไฟโตรเอสโตรเจน
มาตรฐาน  5  ช นิด  คื อ  daidzin, genistin, daidzein, genistein (catalog nos. 30408, 48756, D7802 และ  G6649 
ตามลําดบั; St Louis, MO, USA) และ puerarin (catalog no. P5555; Buchs, Switzerland)  ทําการทดลอง 2 ซํา้และนํา
คา่ท่ีได้มาหาคา่เฉลีย่ 
 
2. การศึกษาในเซลล์สร้างกระดูกของหนูแรทชนิด osteosarcoma cell line UMR-106 
2.1. ศกึษาคุณสมบัตขิองเซลล์สร้างกระดกูของหนูแรทชนิด osteosarcoma cell line UMR-106  

ทําการศึกษาข้อมูลเบือ้งต้นเพ่ือยืนยันคุณสมบติัความเป็นเซลล์สร้างกระดูกของเซลล์ osteosarcoma cell line 
UMR-106 และการแสดงออกของตัวรับของฮอร์โมนเอสโตรเจน (estrogen receptor) ในเซลล์กระดูก UMR-106 เพ่ือใช้
เป็นข้อมลูในการวางแผนการทดลองในลําดบัถดัไป ดงันี ้

สัง่ซือ้เซลล์สร้างกระดูกของหนูแรทชนิด rat osteosarcoma cell line UMR-106 จาก American Type Culture 
Collection (ATCC) no. CRL-1661  เลีย้งเซลล์ UMR-106 ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium (DMEM; Sigma) ร่วมกับการให้  10% fetal bovine serum (FBS; PAA, Pasching, Austria) และ 100 U/mL 
penicillin-streptomycin (Gibco, Grand Island, NY, USA) จากนัน้บ่มเซลล์ไว้ท่ีตู้ เลีย้งเซลล์ท่ีควบคุมสภาพแวดล้อมท่ี
อณุหภมิู 37oC และ ปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 5%  แบง่การทดลองออกเป็น 2 ชดุ ดงันี ้
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2.1.1. ตรวจสอบการแสดงออกของตวัรับของฮอร์โมนเอสโตรเจนในเซลล์ UMR-106 
เลีย้งเซลล์ UMR-106 ในจานเพาะเลีย้งขนาด 10 เซนติเมตร  โดยใสเ่ซลล์จานละ 5x105 เซลล์ จากนัน้เลีย้งเซลล์

ในตู้ เลีย้งเซลล์ ท่ีอุณหภูมิ 37oC  5% CO2 เป็นเวลา 5 วนั เพื่อให้เซลล์เพ่ิมจํานวนเป็น 80-90 เปอร์เซ็นต์ (80-90% of the 
cell confluent) หลงัจากนัน้ทําการสกดั mRNA จากเซลล์ และเปลี่ยนเป็นcDNA เพื่อทําการตรวจวดั estrogen receptors 

ทัง้ชนิดแอลฟา (ERα) และเบต้า (ERβ) โดยวิธี real-time RT-PCR 

2.1.2. ตรวจสอบคณุสมบติัการสร้างกระดูก (bone mineralization) ของเซลล์ UMR-106  
เลีย้งเซลล์ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีการเติมสารท่ีเหมาะสมต่อการสร้างกระดกู (หรือท่ีเรียกว่า osteogenic medium) 

ในหลอดทดลอง ท่ีประกอบด้วย 10 mmol/L β- glycerophosphate และ 50 µg/ml ascorbic acid  และตรวจสอบการสร้าง 
bone nodule ด้วยการย้อมสี Alizarin red staining ทกุวนัจนกวา่จะพบวา่มีการสร้าง bone nodule เกิดขึน้ 

 
2.2. ศึกษาผลของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกัดกวาวเครือขาวต่อการเพิ่มจาํนวนเซลล์ UMR-106  

แบ่งเซลล์ UMR-106 ใส่ในจานเพาะเลีย้งแบบ 96 หลุม (96-welll plate) หลุมละ 1x103 เซลล์ (1 ช่องเท่ากับ 1 
ตัวอย่าง) เลีย้งเซลล์เป็นเวลา 48 ชั่วโมง (Nontapornsak et al., 2010) แบ่งการทดลองออกเป็น 5 กลุ่ม และเติมสารท่ี
ต้องการศกึษา ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ดงันี ้

กลุม่ท่ี 1 (กลุม่ Control) เติมสาร 0.3% vol/volDilmethylsulfoxide (0.3% DMSO) 

กลุม่ท่ี 2 (กลุม่ E2) เติมสาร 17β-Estradiol ท่ีความเข้มข้น 10 nmol/L 
กลุม่ท่ี 3 (กลุม่ GEN) เติมสาร Genistein ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L 
กลุม่ท่ี 4 (กลุม่ PU) เติมสาร Puerarin ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L     
กลุม่ท่ี 5 (กลุม่ PM) เติมสารสกดัจากกวาวเครือขาวท่ีความเข้มข้น 1, 10, 100 µg/mL    

หลงัจากเติมสาร ทําการบ่มเซลล์ต่อเป็นเวลา 48 ชัว่โมง  และตรวจวดัจํานวนเซลล์ท่ีมีชีวิต (cell viability) โดยวิธี 
MTT assay และวดัการแจริญของเซลล์ (cell proliferation) โดยวิธี BrdU assay 
 
2.3. ศึกษาผลของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกัดกวาวเครือขาวต่อการแสดงออกของยีนที่เก่ียวกับการ

พฒันา (differentiation) ของเซลล์สร้างกระดกู osteoblast-lke UMR-106  
แบ่งเซลล์ UMR-106 ใส่ในจานเพาะเลีย้งขนาด 10 เซนติเมตร  จานละ 5x105 เซลล์  เลีย้งเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37oC  

5% CO2 เป็นเวลา 5วนั เพื่อให้เซลล์เพ่ิมจํานวนเป็น 80-90 เปอร์เซ็นต์  แบ่งการทดลองออกเป็น 5 กลุ่ม และเติมสารท่ี
ต้องการศกึษา ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ (ทําการทดลองอย่างละ 8 ซํา้) ดงันี ้

กลุม่ท่ี 1 (กลุม่ Control) เติมสาร 0.3% vol/volDilmethylsulfoxide (0.3% DMSO) 

กลุม่ท่ี 2 (กลุม่ E2) เติมสาร 17β-Estradiol ท่ีความเข้มข้น 10 nmol/L 
กลุม่ท่ี 3 (กลุม่ GEN) เติมสาร Genistein ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L 
กลุม่ท่ี 4 (กลุม่ PU) เติมสาร Puerarin ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L     
กลุม่ท่ี 5 (กลุม่ PM) เติมสารสกดัจากกวาวเครือขาวท่ีความเข้มข้น 1, 10, 100 µg/mL    
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หลงัจากเติมสาร ทําการบ่มเซลล์ตอ่เป็นเวลานาน 48 และ 72 ชัว่โมง  ภายหลงัแตล่ะช่วงเวลา นําเซลล์ UMR-106 
มาสกัด mRNA และตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวกับการพัฒนาของเซลล์ UMR-106 (osteoblast cell 
differentiation) ได้แก่ runx2, osterix, alkaline phosphatase (ALP) และosteocalcin โดยวธีิ real-time RT-PCR 
 
2.4. ศึกษาผลของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกัดกวาวเครือขาวต่อการแสดงออกของยีนในเซลล์ UMR-

106 ที่เก่ียวข้องกับการพฒันาของเซลล์สลายกระดกู (osteoclast differentiation) 
แบ่งเซลล์ UMR-106 ใส่ในจานเพาะเลีย้งขนาด 10 เซนติเมตร  จานละ 5x105 เซลล์  เลีย้งเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37oC  

5% CO2 เป็นเวลา 4วัน เพ่ือให้เซลล์เพ่ิมจํานวนเป็น 80-90 เปอร์เซ็นต์ เช่นเดียวกับการทดลองท่ี 6.3  แบ่งการทดลอง
ออกเป็น 5 กลุม่ และเติมสารท่ีต้องการศกึษา ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ (ทําการทดลองอยา่งละ 8 ซํา้) ดงันี ้

กลุม่ท่ี 1 (กลุม่ Control) เติมสาร 0.3% vol/volDilmethylsulfoxide (0.3% DMSO) 

กลุม่ท่ี 2 (กลุม่ E2) เติมสาร 17β-Estradiol ท่ีความเข้มข้น 10 nmol/L 
กลุม่ท่ี 3 (กลุม่ GEN) เติมสาร Genistein ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L 
กลุม่ท่ี 4 (กลุม่ PU) เติมสาร Puerarin ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L     
กลุม่ท่ี 5 (กลุม่ PM) เติมสารสกดัจากกวาวเครือขาวท่ีความเข้มข้น 1, 10, 100 µg/mL  

หลงัจากเติมสาร ทําการบ่มเซลล์ตอ่เป็นเวลานาน 48 และ 72 ชัว่โมง  ภายหลงัแตล่ะช่วงเวลา นําเซลล์ UMR-106 
มาสกัด mRNA และตรวจวัดระดับการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวกับการพัฒนาของเซลล์สลายกระดูก (osteoclast 
differentiation) ได้แก่  receptor activator of nuclear factor kB (RANKL) และ  osteoprotegerin (OPG) โดยวิธี  real-
time RT-PCR 
 
2.5. ศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกัดกวาวเครือขาวผ่านตัวรับฮอร์โมน

เอสโตรเจนของเซลล์ UMR-106 
แบ่งเซลล์ UMR-106 ใส่ในจานเพาะเลีย้งขนาด 10 เซนติเมตร  จานละ 5x105 เซลล์  เลีย้งเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37oC  

5% CO2 เป็นเวลา 5วนั เพ่ือให้เซลล์เพ่ิมจํานวนเป็น 80-90 เปอร์เซ็นต์ เช่นเดียวกับการทดลองท่ี 6.3  จากนัน้เติมสาร 10 
nmol/L estrogen receptor antagonist (ICI 182780; Sigma) ลงไป   ทิ ง้ไว้ เป็น เวลา  2 ชั่วโมง  และล้างเซล ล์ ด้วย
สารละลาย phosphate buffer saline (PBS)  แบ่งการทดลองออกเป็น 5 กลุ่ม และเติมสารท่ีต้องการศึกษา (โดยเลือก
เฉพาะความเข้มข้นสงูสดุในแตล่ะกลุม่การทดลอง จากการทดลองข้อ 6.2 และ 6.3) ดงันี ้

กลุม่ท่ี 1 (กลุม่ Control) เติมสาร 0.3% vol/volDilmethylsulfoxide (0.3% DMSO) 

กลุม่ท่ี 2 (กลุม่ E2) เติมสาร 17β-Estradiol ท่ีความเข้มข้น 10 nmol/L 
กลุม่ท่ี 3 (กลุม่ GEN) เติมสาร Genistein ท่ีความเข้มข้น 1000 nmol/L 
กลุม่ท่ี 4 (กลุม่ PU) เติมสาร Puerarin ท่ีความเข้มข้น 1000 nmol/L     
กลุม่ท่ี 5 (กลุม่ PM) เติมสารสกดัจากกวาวเครือขาวท่ีความเข้มข้น 100 µg/mL    
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หลงัจากเติมสาร ทําการบ่มเซลล์ต่อเป็นเวลานาน 48 ชั่วโมง  นําเซลล์ UMR-106 มาสกัด mRNA และตรวจวดั
ระดับการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวกับการพัฒนาของเซลล์ UMR-106 (osteoblast cell differentiation) ได้แก่ osterix, 
alkaline phosphatase (ALP) และosteocalcin โดยวธีิ real-time RT-PCR 

 
2.6. ศึกษาผลของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกัดกวาวเครือขาวต่อการสร้างเนือ้กระดูก (mineralization) 

ของเซลล์ UMR-106 
แบ่งเซลล์ UMR-106 ใส่ในจานเพาะเลีย้งแบบ 6 หลมุ (6-well plate) หลมุละ 1x105 เซลล์ เลีย้งเซลล์ด้วยอาหาร

เลีย้งเซลล์แบบปกติ เป็นเวลา 48  ชั่วโมง จากนัน้เปลี่ยนเป็นอาหารเลีย้งเซลล์แบบท่ีมีการเติม osteogenic medium ท่ี

ประกอบด้วย 50 mmole/L β- glycerophosphate และ 50 µg/ml L-ascorbate 2-phosphate ทิง้ไว้เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
จากนัน้แบ่งการทดลองออกเป็น 5 กลุม่ และเติมสารท่ีต้องการศกึษา (โดยเลือกเฉพาะความเข้มข้นสงูสดุในแตล่ะกลุม่การ
ทดลอง จากการทดลองข้อ 2.4 และ 2.5) ดงันี ้

กลุม่ท่ี 1 (กลุม่ Control) เติมสาร 0.3% vol/volDilmethylsulfoxide (0.3% DMSO) 

กลุม่ท่ี 2 (กลุม่ E2) เติมสาร 17β-Estradiol ท่ีความเข้มข้น 10 nmol/L 
กลุม่ท่ี 3 (กลุม่ GEN) เติมสาร Genistein ท่ีความเข้มข้น 1000 nmol/L 
กลุม่ท่ี 4 (กลุม่ PU) เติมสาร Puerarin ท่ีความเข้มข้น 1000 nmol/L     
กลุม่ท่ี 5 (กลุม่ PM) เติมสารสกดัจากกวาวเครือขาวท่ีความเข้มข้น 100 µg/mL    

หลังจากเติมสาร  ทํ าการบ่ม เซลล์ต่อ เป็น เวลานาน  48 ชั่วโมง  ตรวจสอบการเกิด  In vitro osteoblast 
mineralization ด้วยการย้อมสีเซลล์ด้วย Alizarin red staining เพ่ือดูการเกิด bone nodule และทําการเปรียบเทียบเชิง
ปริมาณของการเกิด bone nodule โดยวดัปริมาณแคลเซี่ยมท่ีสะสมโดยใช้การย้อมสีเซลล์ด้วยแคลซีน (calcein) และ
ตรวจวดัคา่ด้วย fluorescence multiwall plate reader  

 
3. การศึกษาในเซลล์สร้างกระดูกของหนูแรทชนิด primary osteoblast cells 
3.1. การเตรียม primary rat osteoblast cells และการตรวจสอบลักษณะทางฟีไทป์ของเซลล์ 
นําหนูแรทเพศเมีย สายพันธุ์ Sprague-Dawley อายุ 8 สปัดาห์ มาการุณยฆาต เก็บกระดูกส่วน tibia และ fibular 

เลาะเนือ้เย่ือสว่นท่ีติดกบักระดกูออกมาให้หมด และล้างกระดกูด้วยสารละลาย phosphate-buffered saline (PBS buffer) 
ด้วยวิธีปลอดเชือ้  นํากระดกูท่ีเตรียมได้ไปวางบนจาน petri dish ท่ีมีอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM; Sigma) ร่วมกบัการให้ 100 IU/mL penicillin และ 100 g/mL streptomycin (Gibco, Grand Island, 
NY, USA) ตดักระดูกเป็นชิน้เล็ก ๆ ขนาดประมาณ 1-3 mm2  และล้างด้วย DMEM 5 ครัง้หรือจนกระทัง่ไม่มีเลือดหรือไข
กระดกูหลงเหลืออยู ่ซึง่จะเห็นชิน้กระดกูเป็นสีขาว จากนัน้นําชิน้กระดกูท่ีได้ไปใสใ่น culture flask ท่ีมีอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด 
DMEM ปริมาตร 10 mL และเติม 0.25% collagenase (Sigma Chemical, USA) เพื่อย่อยกระดกู โดยบม่ท่ีอณุหภมิู 37oC 
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนัน้หยุดการย่อยเนือ้กระดูกโดยดูดอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ท่ีมี 0.25% collagenase ออกไปจน
หมด และเติม DMEM ปริมาตร 10 mL ร่วมกบัการให้ 10% fetal bovine serum (FBS; Sigma Chemical, USA)  จากนัน้
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ย้ายชิน้กระดูกไปใส่ใน culture flask ท่ีมี DMEM ปริมาตร 10 mL ร่วมกับการให้ 30% FBS  100 IU/mL penicillin 100 

g/mL streptomycin  50 g/mL L-ascorbarte 2-phosphate และ 100 m sodium pyruvate (Gibo, Grand Island, 
NY, USA) บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ 37oC  5% CO2 เป็นเวลา 3 วนั โดยไม่รบกวนเพ่ือให้ osteoblast cells เคลื่อนออกมาจากเนือ้
กระดูก  จากนัน้ย้าย osteoblast cells ไปเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ท่ีมีลักษณะเช่นเดียวกับขัน้ตอนข้างบนนี ้
เพียงแต่เปลี่ยนเป็น 15% FBS และเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ทุก ๆ 3 วนั และ subculture ด้วย 5% trypsin (Gibo, Grand 
Island, NY, USA)  

จากนัน้ทําการตรวจสอบลกัษณะของ osteoblast cells ภายใต้กล้อง inverted-ligjt microscope และตรวจสอบ
การแสดงออกของตวัรับของฮอร์โมนเอสโตรเจนและการสร้างเนือ้กระดูก (mineralization) ของ primary rat osteoblast 
cells ดงันี ้

3.1.1. ตรวจสอบการแสดงออกของตวัรับของฮอร์โมนเอสโตรเจนในเซลล์ primary rat osteoblast cells 
เลีย้งเซลล์ primary rat osteoblast cells ในจานเพาะเลีย้งขนาด 10 เซนติเมตร  โดยใสเ่ซลล์จานละ 5x105 เซลล์ 

จากนัน้เลีย้งเซลล์ในตู้ เลีย้งเซลล์ ท่ีอณุหภมิู 37oC  5% CO2 เป็นเวลา 5 วนั เพ่ือให้เซลล์เพ่ิมจํานวนเป็น 80-90 เปอร์เซ็นต์ 
(80-90% of the cell confluent) หลังจากนัน้ทําการสกัด mRNA จากเซลล์ และเปลี่ยนเป็น cDNA เพื่อทําการตรวจวัด 

estrogen receptors ทัง้ชนิดแอลฟา (ERα) และเบต้า (ERβ) โดยวิธี real-time RT-PCR 
 
3.1.2. ตรวจสอบคณุสมบติัการสร้างกระดูกของเซลล์ primary rat osteoblast cells  
เลีย้งเซลล์ primary rat osteoblast cells ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีการเติมสารที่เหมาะสมต่อการสร้างกระดกู (หรือ

ท่ีเรียกว่า osteogenic medium) ในหลอดทดลอง ท่ีประกอบด้วย 10 mmol/L β- glycerophosphate และ 50 µg/ml 
ascorbic acid  และตรวจสอบการสร้าง bone nodule ด้วยการย้อมสี Alizarin red staining ทุกวนัจนกว่าจะพบว่ามีการ
สร้าง bone nodule เกิดขึน้ 

 
3.2. ศึกษาผลของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกัดกวาวเครือขาวต่อการเพิ่มจํานวนเซลล์ primary rat 

osteoblast cells  
แบ่งเซลล์ primary rat osteoblast cells ระยะ second passage ใส่ในจานเพาะเลีย้งแบบ 96 หลุม (96-welll 

plate) หลุมละ 1x103 เซลล์ (1 ช่องเท่ากับ 1 ตัวอย่าง) แบ่งการทดลองออกเป็น 5 กลุ่ม และเติมสารท่ีต้องการศึกษา ท่ี
ความเข้มข้นตา่งๆ ดงันี ้

กลุม่ท่ี 1 (กลุม่ Control) เติมสาร 0.3% vol/volDilmethylsulfoxide (0.3% DMSO) 

กลุม่ท่ี 2 (กลุม่ E2) เติมสาร 17β-Estradiol ท่ีความเข้มข้น 10 nmol/L 
กลุม่ท่ี 3 (กลุม่ GEN) เติมสาร Genistein ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L 
กลุม่ท่ี 4 (กลุม่ PU) เติมสาร Puerarin ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L     
กลุม่ท่ี 5 (กลุม่ PM) เติมสารสกดัจากกวาวเครือขาวท่ีความเข้มข้น 1, 10, 100 µg/mL    
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หลงัจากเติมสาร ทําการบม่เซลล์ตอ่เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  และตรวจวดัการแจริญของเซลล์ (cell proliferation) โดย
วิธี BrdU assay 

3.3. ศึกษาผลของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกัดกวาวเครือขาวต่อการแสดงออกของยีนที่เก่ียวกับการ
พฒันา (differentiation) ของเซลล์สร้างกระดกู primary rat osteoblast cells  

แบง่เซลล์ primary rat osteoblast cells ระยะ second passage ใสใ่นจานเพาะเลีย้งแบบ 6 หลมุ (6-welll plate) 
หลมุละ 2x105 เซลล์ แบง่การทดลองออกเป็น 5 กลุม่ และเติมสารท่ีต้องการศกึษาท่ีความเข้มข้นตา่งๆ  ดงันี ้

กลุม่ท่ี 1 (กลุม่ Control) เติมสาร 0.3% vol/volDilmethylsulfoxide (0.3% DMSO) 

กลุม่ท่ี 2 (กลุม่ E2) เติมสาร 17β-Estradiol ท่ีความเข้มข้น 10 nmol/L 
กลุม่ท่ี 3 (กลุม่ GEN) เติมสาร Genistein ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L 
กลุม่ท่ี 4 (กลุม่ PU) เติมสาร Puerarin ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L     
กลุม่ท่ี 5 (กลุม่ PM) เติมสารสกดัจากกวาวเครือขาวท่ีความเข้มข้น 1, 10, 100 µg/mL    

หลังจากเติมสาร ทําการบ่มเซลล์ต่อเป็นเวลานาน 48 ชั่วโมง  นําเซลล์ primary rat osteoblast cells มาสกัด 
mRNA และตรวจวดัระดบัการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวกบัการพฒันาของเซลล์ primary rat osteoblast cells ได้แก่ runx2, 
osterix, alkaline phosphatase (ALP) และosteocalcin โดยวธีิ real-time RT-PCR 
 

3.4. ศึกษาผลของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกัดกวาวเครือขาวต่อการแสดงออกของยีนในเซลล์ 
primary rat osteoblast cells ที่เก่ียวข้องกับการพฒันาของเซลล์สลายกระดกู (osteoclast differentiation) 

แบง่เซลล์ primary rat osteoblast cells ระยะ second passage ใสใ่นจานเพาะเลีย้งแบบ 6 หลมุ (6-welll plate) 
หลมุละ 2x105 เซลล์ แบง่การทดลองออกเป็น 5 กลุม่ และเติมสารท่ีต้องการศกึษาท่ีความเข้มข้นตา่งๆ  ดงันี ้

กลุม่ท่ี 1 (กลุม่ Control) เติมสาร 0.3% vol/volDilmethylsulfoxide (0.3% DMSO) 

กลุม่ท่ี 2 (กลุม่ E2) เติมสาร 17β-Estradiol ท่ีความเข้มข้น 10 nmol/L 
กลุม่ท่ี 3 (กลุม่ GEN) เติมสาร Genistein ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L 
กลุม่ท่ี 4 (กลุม่ PU) เติมสาร Puerarin ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L     
กลุม่ท่ี 5 (กลุม่ PM) เติมสารสกดัจากกวาวเครือขาวท่ีความเข้มข้น 1, 10, 100 µg/mL    

หลังจากเติมสาร ทําการบ่มเซลล์ต่อเป็นเวลานาน 48 ชั่วโมง  นําเซลล์ primary rat osteoblast cells มาสกัด 
mRNA และตรวจวดัระดบัการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวกับการพฒันาของเซลล์สลายกระดกู (osteoclast differentiation) 
ได้แก่ receptor activator of nuclear factor kB (RANKL) และ osteoprotegerin (OPG) โดยวธีิ real-time RT-PCR 
 

3.5. ศึกษาผลของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกัดกวาวเครือขาวต่อการสร้างเนือ้กระดูก (mineralization) 
ของเซลล์ primary rat osteoblast cells 

แบ่งเซลล์ primary rat osteoblast cells ระยะ second passage ใส่ในจานเพาะเลีย้งขนาด 100 mm จํานวน 

5x105 เซลล์ เลีย้งเซลล์ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์แบบท่ีมีการเติม osteogenic medium ท่ีประกอบด้วย 50 mmole/L β- 
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glycerophosphate และ 50 µg/ml L-ascorbate 2-phosphate แบ่งการทดลองออกเป็น 5 กลุ่ม และเติมสารท่ีต้องการ
ศกึษา (โดยเลือกเฉพาะความเข้มข้นสงูสดุในแตล่ะกลุม่การทดลอง จากการทดลองข้อ 3.3 และ 3.4) ดงันี ้

กลุม่ท่ี 1 (กลุม่ Control) เติมสาร 0.3% vol/volDilmethylsulfoxide (0.3% DMSO) 

กลุม่ท่ี 2 (กลุม่ E2) เติมสาร 17β-Estradiol ท่ีความเข้มข้น 10 nmol/L 
กลุม่ท่ี 3 (กลุม่ GEN) เติมสาร Genistein ท่ีความเข้มข้น 1000 nmol/L 
กลุม่ท่ี 4 (กลุม่ PU) เติมสาร Puerarin ท่ีความเข้มข้น 1000 nmol/L     
กลุม่ท่ี 5 (กลุม่ PM) เติมสารสกดัจากกวาวเครือขาวท่ีความเข้มข้น 100 µg/mL    

หลงัจากเติมสาร ทําการบ่มเซลล์ต่อเป็นเวลานาน 21 วนั โดยเปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลล์ทุก ๆ 3 วนั ตรวจสอบการ
เกิด In vitro osteoblast mineralization ด้วยการย้อมสีเซลล์ด้วย Alizarin red S staining เพ่ือดกูารเกิด bone nodule  

 
การตรวจวัดจาํนวนเซลล์ที่มีชีวิต (cell viability) (Nontapornsak et al., 2010) 
 ทําการตรวจวัดจํานวนเซลล์ท่ีมีชีวิต  (cell viability) โดยวิธี MTT assay ซึ่งเป็นวิธี ท่ีใช้ในตรวจวัดเอนไซม์ 
mitochondrial reductase ซึ่งเป็นเอนไซม์ ท่ี สําคัญของกระบวนการหายใจของเซลล์  พบว่าในเซลล์ ท่ี มี เอนไซม์ 
mitochondrial reductase อ ยู่ ส าม ารถ เป ลี่ ย น สี ข อ ง  MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide) ท่ีมีสเีหลอืงให้กลายเป็นสมีว่งของ formazan crystal ได้  

จากการทดลอง ภายหลงัจากเลีย้งเซลล์ osteoblast ใน 96-well plate และให้สารตา่ง ๆ ในแตล่ะกลุม่การทดลอง
แล้ว  จะทําการเติม MTT solution (catalog no. M2128; Sigma) จํานวน 40 ไมโครลติร ลงใน 96-well plate (ความเข้มข้น
สดุท้ายในแต่ละช่องเท่ากับ 1 mg/mL)  จากนัน้บ่มเซลล์ในตู้ เลีย้งเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37 oC นาน 3.5 ชัว่โมง ดูดอาหารเลีย้ง
เซลล์ออกให้หมด จากนัน้เติม MTT solvent (4mmole/L HCL + 0.1% vol/vol Nonnidet P-40 in isopropanol) จํานวน 
150 ไมโครลติร และนําไปวดัคา่การดดูกลนืแสงท่ี 590 nm (ใช้คา่อ้างอิงท่ี 620 nm) ด้วยเคร่ือง microplate reader (model 
1420; Wallac)  ซึง่ความเข้มของสท่ีีเกิดขึน้จะสมัพนัธ์กบัจํานวนเซลล์ท่ียงัมีชีวิตอยู ่

 
การตรวจวัดการแจริญของเซลล์ (cell proliferation)  

ทําการตรวจวดัการแจริญของเซลล์  โดยวิธี BrdU assay โดยอาศยัหลกัการท่ีว่า BrdU (Bromodeoxyuridine) 
เป็นสาย nucleoside สงัเคราะห์ ซึ่งมีคุณสมบัติคล้ายกับเบส thymidine ในสายดีเอนเอ  ซึ่งในระยะ S phase ของ cell 
cycle ท่ีเกิดกระบวนการ DNA replication นัน้  BrdU สามารถเข้าไปจับกับเบสคู่สมแทนท่ี thymidine ในสายดีเอนเอท่ี
สร้างมาใหมไ่ด้ ซึง่ปริมาณ BrdU ท่ีวดัได้จะเป็นตวับง่ชีถ้งึจํานวนดีเอนเอท่ีสร้างใหม ่หรือการแจริญของเซลล์  

จากการทดลอง ภายหลงัจากเลีย้งเซลล์ UMR-106 และ primary rat osteoblast cells ใน 96-well plate และให้
สารต่าง ๆ ในแต่ละกลุ่มการทดลองแล้ว  จะทําการตรวจวัดโดยใช้ BrdU enzyme-linked immunosorbent assay kit 
(catalog no. 11647229001; Roche, Mannheim, Germany) และวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 370 nm (ใช้ค่าอ้างอิงท่ี 490 
nm) ด้วยเคร่ือง microplatereader (model 1420; Wallac, Finland) 
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การสกัดอาร์เอ็นเอจากเซลล์สร้างกระดกูและการสังเคราะห์ cDNA (Wongdee et al., 2011) 

การสกัดอาร์เอ็นเอจากเซลล์ UMR-106 และ primary rat osteoblast cells ทําได้โดยการล้างเซลล์ 3 ครัง้ด้วย
สารละลาย PBS และเติม Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) ปริมาตร 1 mL  ทิง้ไว้ 5 นาที จากนัน้แยก
สารละลายสว่นใสมาเติมคลอโรฟอร์ม จํานวน 200 ไมโครลิตร เขย่าเบา ๆ ให้เข้ากนั ทิง้ไว้ประมาณ 5 นาทีนําไปป่ันเหว่ียง  
แล้วแยกเฉพาะส่วนใสมาเติม isopropanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เขย่าเบา ๆ ให้เข้ากนั  ทิง้ไว้ 10 นาที นําไปป่ันเหว่ียง 
เพื่อให้อาร์เอ็นเอท่ีได้ตกตะกอน แล้วดูดดสารละลายส่วนใสทิง้  ล้างอาร์เอ็นเอท่ีสกัดได้ด้วย 70% EtOH ทัง้นีทุ้กขัน้ตอน
ต้องทําท่ีอุณหภูมิ 4 oC   mRNAท่ีสกัดได้จะนําไปละลายด้วย DEPC-H2O และเก็บรักษาไว้ท่ี -80oC   ตรวจสอบการ
ปนเปือ้นของ mRNA ท่ีสกัดได้ โดยการวดัค่าสดัส่วนการดูดกลืนแสงท่ี 260 และ 280 nm ซึ่งสดัส่วนท่ีได้ควรอยู่ระหว่าง 
1.8-2.0 จงึจะถือวา่ mRNA ท่ีสกดัได้ มีความบริสทุธ์ิเพียงพอท่ีจะนําไปสงัเคราะห์ cDNA ตอ่ไป 

นํา  mRNA ท่ี ได้ในปริมาณ  1 g ไปสังเคราะห์  cDNA  โดยวิธี  reverese transcription ด้วย  iScriptcDNA 
synthesis kit และ oligo-dT20 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) โดยใช้เคร่ือง Bio-Rad myCycler ทัง้นีใ้นการตรวจสอบ

ความคงท่ีของ cDNA ท่ีสงัเคราะห์ได้ จะนําไปเปรียบเทียบกบั housekeeping gene คือ β-actin 
 
การตรวจวัดการแสดงออกของยนี (mRNA expression) ด้วยวิธี Quantitative real-time PCR 

ตรวจวัดการแสดงออกของ mRNA expression  โดย Bio-Rad MiniOpticon real-time PCR ร่วมกับการใช้ iQ 
SYBR Green SuperMix (Bio-Rad) โดย primers ท่ีใช้ มีรายละเอียดดงัแสดงในตารางท่ี 1  

ตารางท่ี1 แสดง primers ของหนแูรท (Rattusnorvegicusoligonucleotide sequences) ท่ีใช้ศกึษาการแสดงออกของยีนในเซลล์
สร้างกระดกู UMR-106 และ primary rat osteoblast cells 
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การตรวจวัดการสร้างเนือ้กระดูกของเซลล์ UMR-106 และ primary rat osteoblast cells ในหลอดทดลอง (In vitro 
mineralization)  

ตรวจวดั In vitro mineralization โดยดูจากแคลเซียมท่ีเซลล์สร้างและรวมตวักันเป็นกลุ่มท่ีเรียกว่า bone nodule ด้วย
การย้อมสี 1% Alizarin Red S (Sigma)  ท่ีสามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า  จากการทดลองภายหลงัจากเลีย้งเซลล์ UMR-106 
และ primary rat osteoblast cells ใน 6-well plate และให้สารต่าง ๆ ในแต่ละกลุ่มการทดลองแล้ว  ทําการล้างเซลล์ด้วย
สารละลาย PBS จํานวน 1 ครัง้  จากนัน้ fix เซลล์ด้วย 70 % EtOH เป็นเวลา 30 นาที และย้อมด้วย 1% Alizarin Red S เป็นเวลา 
5 นาที  ล้างสีย้อมส่วนเกินออกจากเซลล์ด้วย distilled water จะสงัเกตเห็น bone nodule ด้วยตา และนําไปตรวจดลูกัษณะโดย
ละเอียดอีกครัง้ด้วยกล้องจลุทรรศน์ใช้แสงเชิงประกอบ 

การวดัปริมาณแคลเซียมโดยการย้อมด้วย calcein (Hale et al., 2000)  จากการทดลองภายหลงัจากเลีย้งเซลล์ UMR-
106 และ primary rat osteoblast cells ใน 6-well plate และให้สารต่าง ๆ ในแต่ละกลุ่มการทดลดลองแล้ว  เติม  1 µg/ml 
calcein ลงไปในแต่ละหลมุ แล้วนําไปบ่มในตู้ เลีย้งเซลล์ต่อเป็นเวลา 4 ชั่วโมง จากนัน้ล้างเซลล์สารละลาย PBS จํานวน 3 ครัง้  
และนําไปวดัค่า fluorescence ด้วยเคร่ือง microplate reader (model 1420; Wallac) ท่ีความยาวคลื่น 485 nm exitationและ 
530 nm emission คา่ท่ีได้จะเป็นคา่ของ calcein ท่ีจบักบัแคลเซียมท่ีเกิดขึน้ในแตล่ะหลมุ 

 
การวิเคราะห์ข้อมูล 

แสดงผลข้อมลูในรูปของ mean ± SEM วิเคราะห์คา่ความแตกตา่งของข้อมลูระหวา่งกลุม่ด้วย Mann-Whitney test  
และการเปรียบเทียบข้อมลูท่ีมีมากกวา่ 1 คา่ โดยใช้ One-way Analysis of Variance (ANOVA) และทดสอบ post-hoc 
test ด้วย Dunnett’s test ยอมรับคา่ความแตกตา่งทางสถิติท่ี p<0.05 
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ผลการวจิัย 
 

1. การวิเคราะห์ส่วนประกอบไฟโตรเอสโตรเจน 

จากรูปท่ี 1 ได้วิเคราะห์พบสารไฟโตเอสโตรเจน 5 ชนิดจากสารสกัดกวาวเครือขาว คือ puerarin, daidzin, 
genistin, daidzein และ genistein ท่ี retention time เท่ากับ 13.702, 17.976, 23.931, 34.359 และ 43.308 นาที 
ตามลําดบั พบว่า puerarin เป็นสารหลกัท่ีมีปริมาณมากที่สดุ คือ 35.3 mg/100 g และ daidzin, genistin, daidzein และ 
genistein เท่ากับ  2 .3 , 0.4, 11.2 และ  0.9 mg/100 g ซึ่งมีป ริมาณตํ่ากว่า  puerarin จํานวน  15, 90, 3 และ  4  เท่า 
ตามลาํดบั  (รูปท่ี 4) 

 

รูปท่ี  4 แสดง chromatogram ปริมาณสารไฟโตเอสโตรเจน  5 ชนิด คือ  puerarin, daidzin, genistin, daidzein และ 
genistein จากสารสกดักวาวเครือขาว โดยแสดง retention time และปริมาณความเข้มข้นของสารแตล่ะตวั 

 

2. การศึกษาในเซลล์สร้างกระดกูของหนูแรทชนิด osteosarcoma cell line UMR-106 

2.1. ศึกษาคุณสมบัตขิองเซลล์สร้างกระดูกของหนูแรทชนิด osteosarcoma cell line UMR-106  

ก่อนท่ีจะทําการศกึษาผลของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกดัจากกวาวเครือขาวต่อการแสดงออกของยีนในเซลล์ 
osteoblast- like UMR-106  ต้องศึกษาก่อนว่า UMR-106 จะสามารถตอบสนองต่อสารเอสโตรเจนสงัเคราะห์ได้หรือไม ่

โดยตรวจวดัการแสดงออกของ Estrogen receptor-alpha (ER-α) และ Estrogen receptor-beta (ER-β) และตรวจสอบ

คณุสมบติัการสร้างกระดกู In vitro Mineralization  พบวา่ UMR-106 มีการแสดงออกของ ER-α และ ER-β mRNA อย่าง
เด่นชดั (รูปท่ี 5)  ซึง่แสดงให้เห็นวา่ UMR-106 สามารถตอบสนองต่อสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกดัจากกวาวเครือขาว
ได้ผ่าน ERs    และ UMR-106 cells สามารถเร่ิมเกิด mineralization ได้ในวนัท่ี 4 ของการเพาะเลีย้งเซลล์ (รูปท่ี 6) 
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รูปท่ี  5 แสดงการแสดงออกของ Estrogen receptors (ERS)  ทัง้สองชนิด คือ strogen receptor-alpha (ER-α) และ 

estrogen receptor-beta (ER-β) ของเซลล์กระดูกชนิด  Osteoblast- like UMR-106 cells  โดยวิธี Gel Electrophoresis 
for Conventional RT- PCR (A) และ Realtime RT-PCR  (B) 

 
 

 
 

 
 

รูปท่ี 6 แสดงผลการตรวจสอบคณุสมบติั In vitro Mineralization ของเซลล์กระดกูชนิด osteoblast-like UMR-106 cells 

โดยการการเลีย้งเซลล์ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมี 10 nMβ-Glycerophosphate  ย้อมเซลล์ด้วย Alizarin Red S Staining 
และตรวจสอบผา่นกล้อง Inverted microscope  ท่ีกําลงัขยาย 20X พบวา่ UMR-106 cells สามารถเร่ิมเกิด 
mineralization ได้ในวนัท่ี 4  
  

วันที่ 1 วันที่ 4 วันที่ 7 วันที่ 9

A. 

B. 
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2.2. ผลของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกัดจากกวาวเครือขาวต่อการเพิ่มจาํนวนเซลล์ UMR-106  

จากกการตรวจวดัจํานวนเซลล์ท่ีมีชีวิต (cell viability) โดยวิธี MTT assay ของเซลล์กระดูกชนิด osteoblast-like 

UMR-106 cells ภายหลังจากการได้รับสารชนิดต่างๆ คือ 17β-Estradiol (E2) ท่ีความเข้มข้น  10 nmol/L, genistein 
(GEN) ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L, puerarin (PU) ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L  และสารสกดั
กวาวเครือขาว (PM) ท่ีความเข้มข้น 1, 10, 100 µg/mL เป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง เม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ (0.3% DMSO)  
พบวา่ไม่มีการเปลี่ยนในทุกกลุ่มการทดลอง (รูปท่ี 7)  แต่พบว่าการจริญของเซลล์ (cell proliferation) เม่ือตรวจวดัโดยวิธี 
BrdU assay ลดลงในทกุกลุม่การทดลอง โดยเฉพาะท่ีความเข้มข้นสงู (รูปท่ี 8) 
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รูปท่ี 7  แสดงเปอร์เซ็นต์ของ cell viability ของเซลล์กระดูกชนิด osteoblast-like UMR-106 cells ภายหลงัจากการได้รับ

สารชนิดต่างๆ  ได้แก่  17β-estradiol (E2), genistein (GEN), puerarin(PU)  และสารสกัดกวาวเครือขาว  (PM) เป็น
ระยะเวลา 48 ชัว่โมง 

  

A. B. 

C. D. 
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รูปท่ี 8  แสดงจํานวน cell proliferation โดยวดัจากเปอร์เซ็นต์การจบั BrdU labeling agent ท่ีจบักับ DNA ท่ีสร้างขึน้ใหม ่

ของเซลล์กระดูกชนิด osteoblast-like UMR-106 cells ภายหลงัจากการได้รับสารชนิดต่างๆ ได้แก่ 17β-estradiol (E2), 
genistein (GEN) , puerarin(PU)  และสารสกดักวาวเครือขาว (PM) เป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง  
(*,** = p<0.05 และ 0.01 เม่ือเทียบกบั กลุม่ควบคมุ)  

C. D. 

A. 
B. 
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2.3. ผลของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกัดจากกวาวเครือขาวต่อการแสดงออกของยีนที่เก่ียวกับการ
พฒันา (differentiation) ของเซลล์สร้างกระดกู osteoblast-lke UMR-106  

จากกการตรวจวัดการแสดงออกของยีนท่ี เก่ียวข้องกับการพัฒนาของเซลล์สร้างกระดูก  (osteoblast 
differentiation) ด้วยวิธี real-time RT-PCR ได้แก่ ยีน runx2, osterix, alkaline phosphatase (ALP) และ osteocalcin ใน

เซลล์กระดูกชนิด osteoblast-like UMR-106cells ภายหลงัจากได้รับสาร 17β-estradiol (E2) ท่ีความเข้มข้น 10 nmol/L, 
genistein (GEN) ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L, puerarin (PU) ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L  
และสารสกัดกวาวเครือขาว (PM) ท่ีความเข้มข้น 1, 10, 100 µg/mL เป็นระยะเวลา 48 และ 72 ชั่วโมง เม่ือเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม (0.3% DMSO)  พบว่า E2, GEN และ PU สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน ALP ได้ทัง้ท่ี 48 และ 72 ชั่วโมง 
(รูปท่ี 9-11) ยกเว้น PM ท่ีสามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน ALP ได้เฉพาะท่ี 48 ชัว่โมง เท่านัน้ (รูปท่ี 12)  นอกจากนี ้
GEN และ PM ยงัสามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน osterix (ทัง้ GEN และ PM) และ osteocalcin (เฉพาะ PM เท่านัน้) 
ได้อีกด้วย 
 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

48 h 72 h

Runx2

(7)

(7)

(6)
(5)

F
o

ld
 c

h
an

g
e

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

48 h 72 h

 Osterix

(6)

(6)

(7)

(5)

F
o

ld
 c

h
an

g
e

0

1

2

3

4

5

48 h 72 h

ALP

(7)

(6)

(7)

(6)
**

***

F
o

ld
 c

h
an

g
e

0.0

0.5

1.0

1.5

48 h 72 h

Osteocalcin

(6)
(7) (7) (8)

F
o

ld
 c

h
an

g
e

 
รูปท่ี 9  การแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการเกิด osteoblast differentiation คือ runx2, osterix, alkaline 
phosphatase (ALP) และ osteocalcin ในเซลล์กระดูกชนิด นsteoblast-like UMR-106 cells ภายหลงัจากได้รับเอสโตร
เจนสังเคราะห์ (E2) ท่ีขนาดต่างๆ เป็นระยะเวลา 48 และ 72ชั่วโมง ด้วยวิธี Real-time RT-PCR (**,*** = p<0.01 และ 
0.005 เม่ือเทียบกบั กลุม่ควบคมุ)  

Control 

E2 
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รูปท่ี 10  การแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการเกิด osteoblast differentiation คือ runx2, osterix, alkaline 
phosphatase (ALP) และ osteocalcin ในเซลล์กระดูกชนิด osteoblast-like UMR-106 cells ภายหลังจากได้รับสาร 
genistein (GEN) ท่ีขนาดต่างๆ เป็นระยะเวลา 48 และ 72 ชั่วโมง ด้วยวิธี Real-time RT-PCR (*,**,*** = p<0.05, 0.01 
และ 0.005 เม่ือเทียบกบั กลุม่ควบคมุ)  
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รูปท่ี 11  แสดงการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องในกระบวนการเกิด osteoblast differentiation คือ runx2, osterix, 
alkaline phosphatase (ALP) และ osteocalcin ในเซลล์กระดกูชนิด osteoblast-like UMR-106 cells ภายหลงัจากได้รับ 
puerarin (PU) ท่ีขนาดต่างๆ เป็นระยะเวลา 48 และ 72 ชัว่โมง ด้วยวิธี Real-time RT-PCR (*,** = p<0.05 และ 0.01 เม่ือ
เทียบกบั กลุม่ควบคมุ) 
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รูปท่ี 12 แสดงการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการเกิด osteoblast differentiation คือ runx2, osterix, alkaline 
phosphatase (ALP) และ osteocalcin ในเซลล์กระดกูชนิด osteoblast-like UMR-106 cells ภายหลงัจากได้รับสารสกัด
กวาวเครือขาว (PM) ท่ีขนาดต่างๆ เป็นระยะเวลา 48 และ 72 ชั่วโมง ด้วยวิธี Real-time RT-PCR (*,** = p<0.05 และ 
0.01 เม่ือเทียบกบั กลุม่ควบคมุ) 
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2.4. ผลของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกัดจากกวาวเครือขาวต่อการแสดงออกของยีนในเซลล์ UMR-
106 ที่เก่ียวข้องกับการพฒันาของเซลล์สลายกระดกู (osteoclast differentiation) 

จากกการตรวจวัดการแสดงออกของยีนท่ี เก่ียวข้องกับการพัฒนาของเซลล์สลายกระดูก  (osteoclast 
differentiation) ด้ ว ย วิ ธี  Real-time RT-PCR ไ ด้ แ ก่  receptor activator of nuclear factor kB (RANKL) แ ล ะ 
osteoprogeterin (OPG) ในเซลล์กระดกูชนิด Osteoblast-like UMR-106cells ภายหลงัจากได้รับสาร Genistein (GEN) ท่ี
ความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L, Puerarin (PU) ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L  และสารสกัดจาก
กวาวเครือขาว (PM) ท่ีความเข้มข้น 1, 10, 100 µg/mL เป็นระยะเวลา 48 และ 72ชัว่โมง เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคมุ (0.3% 
DMSO)  พบวา่ PU สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน OPG อย่างมีนยัสําคญัย่ิงทางสถิติ (p<0.05 และ 0.01) ทัง้ท่ี 48 
และ 72 ชั่วโมง (รูปท่ี 14) และลดการแสดงออกของยีน RANKL ท่ี 48 ชั่วโมง ในขณะท่ี GEN และ PM ไปกระตุ้นการ
แสดงออกของยีน OPG เฉพาะท่ี 72 ชั่วโมง และทําให้เกิดการแสดงออกของ RANKL ยีนทัง้แบบเพ่ิมขึน้และลดลงท่ีเวลา 
48 และ 72 ชัว่โมง (รูปท่ี 13 และ 15) 
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รูปท่ี 13  แสดงผลการแสดงออกของยีนจากเซลล์กระดูก osteoblast-like UMR-106cells ท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการเกิด 
osteoclast differentiation ซึง่มีความสําคญัต่อการเกิด bone resorption ได้แก่ receptor activator of nuclear factor kB 
(RANKL) และ osteoprogeterin (OPG)  ภายหลงัจากได้รับ genistein (GEN) ท่ีขนาดต่างๆ เป็นระยะเวลา 48 และ 72 
ชัว่โมง ด้วยวิธี Real-time RT-PCR (*,** = p<0.05 และ 0.01 เม่ือเทียบกบั กลุม่ควบคมุ) 
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รูปท่ี 14  แสดงผลการแสดงออกของยีนจากเซลล์กระดูก osteoblast-like UMR-106cells ท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการเกิด 
osteoclast differentiation ซึง่มีความสําคญัต่อการเกิด bone resorption ได้แก่ receptor activator of nuclear factor kB 
(RANKL) และ osteoprogeterin (OPG)  ภายหลังจากได้รับ puerarin (PU) ท่ีขนาดต่างๆ เป็นระยะเวลา 48 และ 72 
ชัว่โมง ด้วยวิธี Real-time RT-PCR (*,** = p<0.05 และ 0.01 เม่ือเทียบกบั กลุม่ควบคมุ) 
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รูปท่ี 15  แสดงผลการแสดงออกของยีนจากเซลล์กระดูก osteoblast-like UMR-106cells ท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการเกิด 
osteoclast differentiation ซึ่งมีความสําคญัต่อการเกิด bone resorptionได้แก่ receptor activator of nuclear factor kB 
(RANKL) และ osteoprogeterin (OPG)  ภายหลงัจากได้รับสารสกัดกวาวเครือขาว ท่ีขนาดต่างๆ เป็นระยะเวลา 48 และ 
72 ชัว่โมง ด้วยวิธี Real-time RT-PCR (*,** = p<0.05 และ 0.01 เม่ือเทียบกบั กลุม่ควบคมุ) 
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2.5. ศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกัดจากกวาวเครือขาวผ่านตัวรับฮอร์โมน
เอสโตรเจนของเซลล์ UMR-106 

เพื่อยืนยนัว่าการออกฤทธ์ิของสารเอสโตรเจนสงัเคราะห์ (E2), สารไฟโตเอสโตรเจน และสารสกัดจากกวาวเครือ
ขาว ผ่านตวัรับฮอร์โมนเอสโตรเจนของเซลล์ UMR-106  จึงคดัเลอืกเฉพาะความเข้มข้นสงูสดุในแตล่ะกลุม่การทดลองในข้อ 

6 .2  และ  6 .3  คือ  17β-estradiol (E2) ท่ี ความ เข้ม ข้น  10 nmol/L, genistein (GEN) ท่ี ความเข้ม ข้น  1000 nmol/L, 
puerarin(PU) ท่ีความเข้มข้น 1000 nmol/L  และสารสกัดกวาวเครือขาว (PM) ท่ีความเข้มข้น 100 µg/mL มาทําการ
ทดลองต่อในขัน้ตอนนี ้ ภายหลงัจากเติมสาร 10 nmol/L estrogen receptor antagonist (ICI 182780) และตรวจวดัการ
แสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องในกระบวนการพฒันาของเซลล์สร้างกระดูก (osteoblast differentiation) ด้วยวิธี Real-time 
RT-PCR ได้แก่  osterix, alkaline phosphatase (ALP) และ  osteocalcin ในเซลล์กระดูกชนิด  osteoblast-like UMR-
106cells เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคมุ (0.3% DMSO)  พบว่าการแสดงออกของยีน osterix, ALP และ osteocalcin ท่ีเคยถูก
กระตุ้ นเม่ือได้รับ E2, GEN, PU และ PM กลับลดลงมาเท่ากับกลุ่มควบคุมเม่ือให้ estrogen receptor antagonist (ICI 
182780) ก่อนการทดสอบสาร (รูปท่ี 16-18)  ซึ่งบ่งชีว้่าการออกฤทธ์ิของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกัดจากกวาวเครือ
ขาวผา่นตวัรับฮอร์โมนเอสโตรเจนของเซลล์ UMR-106  
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รูปท่ี 16  แสดงการแสดงออกของยีน osterix  เมือใ่ห้ estrogen receptors antagonist ( ICI 182780) ร่วมกบั 17β-
estradiol (E2), genistein (GEN), puerarin(PU) และสารสกดักวาวเครือขาว (PM) (* = p<0.05 เม่ือเทียบกบั กลุม่
ควบคมุ) 
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รูปท่ี 17  แสดงการแสดงออกของยีน ALP  เมือใ่ห้ estrogen receptors antagonist ( ICI 182780) ร่วมกบั 17β- estradiol 
(E2), genistein (GEN), puerarin(PU) และสารสกดักวาวเครือขาว (PM) (*,** = p<0.05 และ 0.01 เม่ือเทียบกบั กลุม่
ควบคมุ) 
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รูปท่ี 18  แสดงการแสดงออกของยีน osteocalcin เมือใ่ห้ estrogen receptors antagonist ( ICI 182780) ร่วมกบัสารสกดั
กวาวเครือขาว (PM) (* = p<0.05 เม่ือเทียบกบั กลุม่ควบคมุ) 
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2.6. ผลของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกัดจากกวาวเครือขาวต่อการสร้างเนือ้กระดูก (mineralization) 
ของเซลล์ UMR-106 

จากการตรวจสอบผลของ 17β-estradiol (E2) ท่ีความเข้มข้น 10 nmol/L, genistein (GEN) ท่ีความเข้มข้น 1000 
nmol/L, puerarin(PU) ท่ีความเข้มข้น 1000 nmol/L  และสารสกดัจากกวาวเครือขาว (PM) ท่ีความเข้มข้น 100 µg/mL ตอ่
การสร้างเนือ้กระดกู (mineralization) ของเซลล์ UMR-106  พบวา่สารทัง้ 4 ชนิดสามารถกระตุ้นการเกิด bone nodule ได้  
โดย E2 สามารถกระตุ้นการเกิด bone nodule ได้ดีกวา่สารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกดัจากกวาวเครือขาว (รูปท่ี 19)   
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รูปท่ี 19  แสดงการเกิดการสร้างเนือ้กระดูก (Mineralization) ของ osteoblast-like UMR-106 cells โดยการย้อมสีเซลล์
ด้วย Alizarin Red Staining (A)  และวดัปริมาณของแคลเซียมท่ีสะสมภายในเซลล์จากการวดัปริมาณ calcein ท่ีจบักบัแค

ลเซี่ยม(B) ภายหลงัจากการได้รับสารชนิดตา่งๆ ได้แก่ 17β-estradiol (E2), genistein (GEN), puerarin(PU) และสารสกดั
กวาวเครือขาว (PM) เป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง 
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3. การศึกษาในเซลล์สร้างกระดกูของหนูแรทชนิด primary osteoblast cells 
3.1. การเตรียม primary rat osteoblast cells และการตรวจสอบลักษณะทางฟีไทป์ของเซลล์ 
จากการตรวจสอบฟีโนไทป์ของ primary rat osteoblast cell ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่าเซลล์ซึ่งมีรูปร่างกลมหรือ 

polygonal เร่ิมเคล่ือนออกจากเนือ้กระดกู และเกาะบนจานเพาะเลีย้งในวนัท่ี 3 ของการเพาะเลีย้งเซลล์ (รูปท่ี 20) เม่ือเวลา
ผ่านไปเซลล์เปลี่ยนรูปร่างเป็นสามเหลี่ยมหรือรูปร่างเรียวหวัท้ายแหลม แบ่งเซลล์เพ่ิมจํานวนกินเนือ้ท่ีประมาณ 80% ของ

จานเพาะเลีย้งในวนัท่ี 7 (รูปท่ี 21B)  เม่ือนํา 2nd passage ของเซลล์มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีเสริมด้วย 50 nM β-
glycerophosphate เซลล์สามารถเกิดการสร้าง bone nodule ในวนัท่ี 14 และจํานวนเพ่ิมขึน้เร่ือย ๆ จนวนัท่ี 21 ของการ
เลีย้งเซลล์ (รูปท่ี 21B, D)  เม่ือย้อมด้วย Alizarin Red S staining จะเห็นเป็นผลกึสแีดง (รูปท่ี 21A, C). 

     

รูปท่ี 20 แสดงการเพาะเลีย้ง rat primary osteoblast cells จากกระดกูของหนแูรท เซลล์เร่ิมเคลื่อนออกมาจากเนือ้กระดกู
ในวันท่ี 3 (A) และเกาะกับจานเพาะเชือ้และแบ่งเซลล์จนมีปริมาณ 80% ในวันท่ี 7 การเพาะเลีย้งเซลล์ ลูกศรแสดง 
osteoclast cells  
 
 

 

รูปท่ี 21 แสดงการสร้างเนือ้กระดูกในหลอดทดลองของ primary rat osteoblast cells  ลกูศรแสดง bone nodule ซึ่งติดสี
แดงจากการย้อมด้วย Alizarin red S ในวนัท่ี 14 (A, C) และวนัท่ี 21 (B, D)  หมายเหต ุรูป C และ D ขยาย 200 เท่าจากรูป 
A และ B   หวัลกูศรแสดง mineralized nodule   
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3.2. ศึกษาคุณสมบตัขิองเซลล์สร้างกระดกูของหนูแรทชนิด primary rat osteoblast cell  
ก่อนท่ีจะทําการศกึษาผลของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกดัจากกวาวเครือขาวต่อการแสดงออกของยีนในเซลล์ 

primary rat osteoblast cell  ต้องศึกษาก่อนว่า primary rat osteoblast cell จะสามารถตอบสนองต่อสารเอสโตรเจน

สังเคราะห์ได้หรือไม่ โดยตรวจวัดการแสดงออกของ estrogen receptor-alpha (ER-α) และ estrogen receptor-beta 

(ER-β) และตรวจสอบคุณสมบัติการสร้างกระดูก In vitro Mineralization  พบว่า primary rat osteoblast cell มีการ

แสดงออกของ ER-α และ ER-β mRNA (รูปท่ี 22A)  ซึ่งแสดงให้เห็นว่า primary rat osteoblast cell สามารถตอบสนอง
ต่อสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกัดจากกวาวเครือขาวได้ผ่าน ERs   ดังนัน้เม่ือบ่มเซลล์กับ 10 nM E2 นาน 48 ชั่วโมง  
พบว่า E2 สามารถกระตุ้นการเจริญของเซลล์ (รูปท่ี 22B) และมีการแสดงออกของ osteoblast differentiation marker 
gene คือ ALP พ่ิมขึน้ (รูปท่ี 22C) แต่ไม่พบการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีน Runx2, osterix และ osteocalcin 
mRNA  
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รูปท่ี 22 แสดงการแสดงออกของ estrogen receptor-alpha (ER-α) และ estrogen receptor-beta (ER-β) ของเซลล์
กระดกูชนิด primary rat osteoblast cell โดยวิธี Realtime RT-PCR (A)  เปอร์เซ็นต์ของ cell viability (B) และ การ

แสดงออกของ ALP ภายหลงัจากการได้รับสาร 17β-estradiol (E2) เป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง  (*,** = p<0.05 และ 0.01 
เม่ือเทียบกบั กลุม่ควบคมุ) 
  

A.    ERs B.         BrdU 

C.     ALP mRNA expression 
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3.3. ผลของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกัดจากกวาวเครือขาวต่อการเพิ่มจํานวนเซลล์ primary rat 
osteoblast cell 

จากกการตรวจวดัการเจริญของเซลล์ (cell proliferation) โดยวิธี BrdU assay ของเซลล์กระดูกชนิด primary rat 
osteoblast cell ภายหลงัจากการได้รับสารชนิดตา่งๆ คือ genistein (GEN) ท่ีความเข้มข้น 1000 nmol/L, puerarin (PU) ท่ี
ความเข้มข้น 1000 nmol/L  และสารสกัดจากกวาวเครือขาว (PM) ท่ีความเข้มข้น 100 µg/mL เป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง 
พบวา่มีการเจริญเพ่ิมขึน้อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05 และ 0.01) เม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ (0.3% DMSO)  ไมมี่การ
เปลี่ยนในทกุกลุม่การทดลอง (รูปท่ี 23)  แต่พบวา่การแจริญของเซลล์ (cell proliferation) เม่ือตรวจวดัโดยวิธี BrdU assay 
ลดลงในทกุกลุม่การทดลอง โดยเฉพาะท่ีความเข้มข้นสงู  
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รูปท่ี 23 แสดงเปอร์เซ็นต์การเจริญของเซลล์กระดกูชนิด primary rat osteoblast cell ภายหลงัจากการได้รับสารชนิดต่างๆ 

ได้แก่ 17β-estradiol (E2), genistein (GEN), puerarin(PU)  และ กวาวเครือขาว (PM) เป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง  (*,** = 
p<0.05 และ 0.01 เม่ือเทียบกบั กลุม่ควบคมุ)  
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3.4. ผลของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกัดจากกวาวเครือขาวต่อการแสดงออกของยีนที่เก่ียวกับการ
พฒันา (differentiation) ของเซลล์สร้างกระดกู primary rat osteoblast cell  

จากกการตรวจวัดการแสดงออกของยีนท่ี เก่ียวข้องกับการพัฒนาของเซลล์สร้างกระดูก  (osteoblast 
differentiation) ด้วยวิธี Real-time RT-PCR ได้แก่ ยีน runx2, osterix, llkaline phosphatase (ALP) และ osteocalcin ใน
เซลล์กระดกูชนิด primary rat osteoblast cell ภายหลงัจากได้รับสาร genistein (GEN) ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 
nmol/L, puerarin (PU) ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L  และสารสกดัจากกวาวเครือขาว (PM) ท่ีความเข้มข้น 1, 
10, 100 µg/mL เป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง เม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม (0.3% DMSO)  พบว่า E2, GEN และ PU สามารถ
กระตุ้นการแสดงออกของยีน ALP (รูปท่ี 24-26)  นอกจากนี ้GEN ท่ีความเข้มข้น 0.1 และ 10 nM ยงัสามารถกระตุ้นการ
แสดงออกของยีน osteocalcin ได้อีกด้วย  ในขณะท่ี PU และสารสกัดกวาวเครือขาวไม่ทําให้เกิดการเปลี่ยนแปลงการ
แสดงออกของ runx2, osterix และ osteocalcin 
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รูปท่ี 24 การแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการเกิด osteoblast differentiation ได้แก่ runx2, osterix, alkaline 
phosphatase (ALP) และ osteocalcin ในเซลล์กระดูกชนิด primary rat osteoblast cell ภายหลังจากได้รับ genistein 
(GEN) ท่ีขนาดต่างๆ เป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง ด้วยวิธี Real-time RT-PCR  (*,** = p<0.05 และ 0.01 เม่ือเทียบกับ กลุ่ม
ควบคมุ) 
  

A.                          Runx2 

D.                  Osteocalcin C.                            ALP 

B.                       Osterix 
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รูปท่ี 25 การแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการเกิด osteoblast differentiation ได้แก่ runx2, osterix, alkaline 
phosphatase (ALP) แ ล ะ  osteocalcin ใน เซ ล ล์ ก ระดู ก ช นิ ด  primary rat osteoblast cell ภ าย ห ลั งจ าก ไ ด้ รับ 
puerarin(PU) ท่ีขนาดตา่งๆ เป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง ด้วยวิธี Real-time RT-PCR  (*,** = p<0.05 และ 0.01 เม่ือเทียบกบั 
กลุม่ควบคมุ) 

 
  

A.              Runx2 B.        Osterix 

D.                   ALP C.              Osteocalcin 
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รูปท่ี 26 การแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการเกิด osteoblast differentiation ได้แก่ runx2, osterix, alkaline 
phosphatase (ALP) และ osteocalcin ในเซลล์กระดูกชนิด primary rat osteoblast cell ภายหลังจากได้รับสารสกัด
กวาวเครือขาว (PM) ท่ีขนาดต่างๆ เป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง ด้วยวิธี Real-time RT-PCR  (*,** = p<0.05 และ 0.01 เม่ือ
เทียบกบั กลุม่ควบคมุ) 

 
  

A.                        Runx2 B.                  Osterix 

D.                         ALP C.                   Osteocalcin 
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3.5. ผลของสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกัดจากกวาวเครือขาวต่อการแสดงออกของยีนในเซลล์ primary 
rat osteoblast cell ที่เก่ียวข้องกับการพฒันาของเซลล์สลายกระดกู  

จากกการตรวจวัดการแสดงออกของยีนท่ี เก่ียวข้องกับการพัฒนาของเซลล์สลายกระดูก  (osteoclast 
differentiation) ด้ ว ย วิ ธี  Real-time RT-PCR คื อ  receptor activator of nuclear factor kB (RANKL) แ ล ะ 
osteoprogeterin (OPG) ในเซลล์กระดูกชนิด primary rat osteoblast cell ภายหลังจากได้รับสาร genistein (GEN) ท่ี
ความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L, puerarin (PU) ท่ีความเข้มข้น 0.1, 10 และ 1000 nmol/L และสารสกดักวาวเครือ
ขาว (PM) ท่ีความเข้มข้น 1, 10, 100 µg/mL เป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง เม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม (0.3% DMSO)  พบว่า 
GEN, PU และ PM ไมส่ามารถกระตุ้นการแสดงออกของ RANKL, OPG และRANKL/OPG (รูปท่ี 27-28) 
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รูปท่ี 27 แสดงผลการแสดงออกของยีนจากเซลล์กระดูก primary rat osteoblast cell ท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการเกิด 
osteoclast differentiation คื อ  receptor activator of nuclear factor kB ( RANKL) แ ล ะ  osteoprotegerin (OPG)  

B.          OPG / Genistein 

D.           OPG / Puerarin 

F.             OPG / PM 

A.           RANKL / Genistein 

C.            RANKL / Puerarin 

E.           RANKL / PM 
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ภายหลงัจากได้รับ genistein (GEN), puerarin (PU) และสารสกัดกวาวเครือขาว (PM)  ท่ีขนาดต่างๆ เป็นระยะเวลา 48 
ชัว่โมง ด้วยวิธี Real-time RT-PCR  (*,** = p<0.05 และ 0.01 เม่ือเทียบกบั กลุม่ควบคมุ) 
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รูปท่ี 28 แสดงผลการแสดงออกของยีน RANKL/OPG จากเซลล์กระดกู primary rat osteoblast cell ท่ีเก่ียวข้องกบั
กระบวนการเกิด osteoclast differentiation ภายหลงัจากได้รับ genistein (GEN), puerarin (PU) และสารสกดัจาก
กวาวเครือขาว (PM)  ท่ีขนาดตา่งๆ เป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง ด้วยวิธี Real-time RT-PCR  (*,** = p<0.05 และ 0.01 เม่ือ
เทียบกบั กลุม่ควบคมุ) 
  

A.     Genistein 

B.     Puerarin 

C.     PM 
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การอภปิรายผล 

 
 กวาวเครือขาว เป็นพืชสมนุไพรไทยท่ีมีรายงานวา่มีฤทธ์ิในการสร้างกระดกู (osteogenic effect) โดยไปเพิ่มความ

หนาแน่นกระดกูและมวลกระดูก ทัง้ในหนูแรทเพศเมียและเพศผู้   (Urasopon et al. 2007; 2008)  ในการทดลองครัง้นีจ้ึง
ทําการศึกษาหากลไกการออกฤทธ์ิของสารสกัดกวาวเครือขาวและสารไฟโตเอสโตรเจนหลักท่ีพบในกวาวเครือขาว คือ 
Puerarin (PU)  และ Genistein (GEN)  ในเซลล์กระดกู osteosarcoma cell line (UMR-106 cells) ก่อน ทัง้นีเ้น่ืองจากใน
การทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่าง ๆ ในการเพาะเลีย้งเซลล์และศึกษาการแสดงออกของยีน เซลล์มีความหลากหลาย
ของพันธุกรรมน้อยกว่า (genetic homogeneity) คงตัว ผลการทดลอท่ีได้มีความแม่นยํา (reproductivity) และสามารถ
เพาะเลีย้งเซลล์ได้ง่ายและสะดวกกว่า (Midura et al., 1990; Celic et al., 1998)  แต่อย่างไรก็ตาม osteoblast cell line 
เป็นเซลล์มะเร็งชนิด osteosarcoma  มกัจะเปลี่ยนรูปร่าง (transformation) และการแสดงออกของยีนและการสง่สญัญาณ
ภายในเซลล์ (Karin and Farach-Carson, 2004)  ในบางครัง้การตอบสนองของ cell line ต่อสารต่าง ๆ  ผลท่ีได้อาจจะไม่
เหมือนกบัใน primary cell  ดงันัน้ในการศึกษาครัง้นีจ้ึงได้ทําการทดลองซํา้อีกครัง้ใน primary rat osteoblst cell ท่ีได้จาก
กระดูก long bone (tibia และ fibular) ของหนูแรทสายพันธ์ุ SD  ซึ่งมีการตอบสนองคล้ายกับเซลล์กระดูกในร่างกาย
โดยเฉพาะในแงก่ารจดจําของเซลล์ (cellular memory) (Kasperk et al., 1995)   

จากการศกึษาผลของสารสกดักวาวเครือขาวและสารไฟโตเอสโตรเจนท่ีพบได้ในกวาวเครือขาวตอ่การอยูร่อด (cell 
viability) และการเจริญของเซลล์ (cell proliferation) เม่ือบม่กบัเซลล์ osteoblast-like UMR-106 และ primary rat 
osteoblast cell พบวา่ผลท่ีท่ีได้ตา่งกนั นัน่คือสารสกดักวาวเครือขาวและสารไฟโตเอสโตรเจนที่พบได้ในกวาวเครือขาว
กระตุ้นการอยูร่อด (cell viability) และการเจริญของเซลล์ (cell proliferation) ของเซลล์ osteoblast-like UMR-106  แตไ่ป
ยบัยัง้การเจริญของเซลล์ primary rat osteoblast cell ซึง่ผลท่ีได้สอดคล้องกบัการทดลองก่อนหน้านีท่ี้พบวา่ genistein 
กระตุ้นการเจริญของ primary mouse osteoblast cells  (Pan et al., 2005) และ primary rat cavarial osteoblast cells 
แตไ่มมี่ผลตอ่ UMR106 cells (Li et al., 2005) ในขณะท่ี genistein ท่ีความเข้มข้น 1000 nM ไปลดการเจริญของ human 
osteosarcoma cell line (hFOB) ลง 20% (Rickard et al., 2003) ซึง่การทดลองนีแ้สดงให้เห็นวา่ osteoblastic cells มี
ลกัษณะเฉพาะในการเจริญและต่างกนัในการตอบสนองตอ่สิ่งเร้า (Karin and Farach-Carson, 2004)  ทัง้นีส้ารสกดั
กวาวเครือขาวและสารไฟโตเอสโตรเจนทัง้ 2 ชนิด คือ genistein และ puerarin ท่ีมีผลลดอตัราการเจริญของเซลล์สร้าง
กระดกูวยัออ่น osteoblast-like UMR106 cells  คาดวา่ไปกระตุ้นให้เซลล์พฒันาไปเป็นเซลล์สร้างกระดกูเจริญวยัได้เร็วขึน้  

ในการซอ่มสร้าง (bone remodeling) ของเนือ้กระดกู จะเป็นการทํางานควบคูก่นัของเซลล์ 2 ชนิด คือ ostoblast 
bone formation cell และ osteoclast bone resorption cell ซึง่ทําหน้าท่ีในการสร้างและสลายกระดกู ตามลําดบั โดย
เซลล์ทัง้สองชนิดนีจ้ะต้องมีการเจริญและเปลี่ยนแปลง (differentiation) จากเซลล์ในระยะวยัออ่น (immature cells) ไปเป็น
เซลล์โตเต็มวยั (mature cells) โดยได้รับการกระตุ้นจาก cytokine หรือฮอร์โมน หลายชนิด  ซึง่ในการสร้างกระดกูโดย 
osteoblast นัน้ ประกอบด้วย 2 ขัน้ตอน คือ matrix maturation (การพฒันาของเซลล์ระยะต้น) และ mineralization (การ
พฒันาของเซลล์ระยะท้าย) (Ducy et al. 2000; Owen et al. 1990) ซึง่มีปัจจยัในการควบคมุตา่งกนั ดงันี ้1) ในการพฒันา
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ของเซลล์สร้างกระดกูระยะต้น จะเป็นการเปลีย่นจาก mesenchymal cells ไปเป็น osteoblastic lineage ท่ีถกูควบคมุโดย 
Runx2 และ osterix (Komori 2006)  โดย Runx2 สามารถกระตุ้นการเจริญของ mesenchymal stem cell และกระตุ้นการ
เปลีย่นไปเป็น pre-osteoblasts (Komori 2006; Ducy et al. 2000) หลงัจากนัน้ osterix จะกระตุ้นการพฒันาของเซลล์
สร้างกระดกู (osteoblast differentiation) ตอ่ไป (Komori 2006)  การเจริญของเซลล์สร้างกระดกูวยัออ่น (Pre-
osteoblasts) สามารถถกูกระตุ้นโดยสารอื่น ๆ ได้เช่นกนั เช่น IGF-1, fibroblast growth factor-2 และ bone 
morphogenetic proteins (Ou et al. 2010; Zaidi 2007)  โดยปกติแล้วหลงัจากท่ีการเจริญของเซลล์สร้างกระดกูลดลง 
การแสดงออกของ matrix maturation marker คือ ALP จะคอ่ย ๆ เพ่ิมสงูขึน้ (Zaidi 2007; Stein et al. 2004; Owen et al. 
1990)  2) การพฒันาของเซลล์สร้างกระดกูระยะท้าย ท่ีประกอบด้วยการสร้างเนือ้กระดกู (mineralization) ซึง่ในระยะนีจ้ะ
มีการแสดงออกของยีน osteocalcin เพิ่มขึน้ (Stein et al. 2004; Owen et al. 1990)  ทัง้นีเ้น่ืองจากในการทดลองนีพ้บวา่
ภายหลงัจากบม่เซลล์ กบัสารสกดักวาวเครือขาว puerain และ genistein นาน 48 ชัว่โมง ทัง้ใน osteoblast-like UMR-
106 cells และ primary rat osteoblast cells ทําให้การแสดงออกของ ALP เพิ่มขึน้  ในขณะท่ีการแสดงออกของ Runx2, 
osterix and osteocalcin ไมมี่การเปลีย่นแปลง  ซึง่แสดงให้เห็นวา่สารสกดักวาวเครือขาวและสารไฟโตเอสโตรเจนท่ีพบใน
กวาวเครือขาวกระตุ้นการสร้างเนือ้กระดกู โดยไปกระตุ้นการพฒันาของเซลล์สร้างกระดกูระยะต้น มากกวา่ระยะท้าย แต่
อย่างไรก็ตามก็ควรท่ีจะศกึษาผลตอ่ bone marker ใหม ่ๆ เพ่ิมด้วย 

นอกจากนีย้งัพบวา่เซลล์ทัง้สองชนิดนี ้คือ osteoblast และ osteoclast ยงัสามารถส่ือสารกนั (cross-talk) ได้ ผ่าน
การสร้างและหลัง่ RANKL and OPG (Simonet et al. 1997; Kong et al, 1999; Teitelbaum, 2000)  โดย ostoblast ใน
ระยะเซลล์เจริญวยัจะหลัง่สาร RANKL ท่ีไปจบักบัตวัรับ (RANK receptor) ท่ีวางตวัอยูบ่นเซลล์สลายกระดกูวยัอ่อน 
(osteoclast precursors) และไปกระตุ้นให้เซลล์สลายกระดกูวยัออ่นพฒันาไปเป็นเซลล์สลายกระดกูเจริญวยั (mature 
osteoclasts)  ในขณะท่ีการสลายกระดกู (osteoclastogenesis) สามารถถกูยบัยัง้ได้โดย OPG (a soluble decoy 
receptor of RANKL) ซึง่หลัง่จาก mature osteoblast เช่นกนั โดย OPG จะไปจบักบั RANKL ทําให้ไมส่ามารถจบักบั 
RANK receptor ได้  ดงันัน้สดัสว่นของการแสดงออกของ OPG ตอ่ RANKL (OPG/RANK หรือ RANKL/OPG ratio) จะ
สามารถบง่ชีก้ารสร้างและสลายกระดกูได้ (Anandarajah, 2008)  โดยปกติแล้วเซลล์สร้างกระดกูเป็นเปา้หมายของ 
osteoclastogenic agents หลายชนิด เช่น พาราไทรอยด์ฮอร์โมน และโปรแลกติน โดยไปกระตุ้นให้ RANKL/OPG ratio 
เพิ่มขึน้ และทําให้เกิดการสลายกระดกูเพิ่มขึน้ และเกิดโรคกระดกูพรุน (Charoenphandhu et al. 2010; Zaidi 2007; 
Teitelbaum 2000) ในการทดลองครัง้นีส้ารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกดักวาวเครือขาวสามารถกระตุ้นการแสดงออกของ 
OPG mRNA เพิ่มขึน้ ในเซลล์ osteoblast-like UMR106 cells แม้วา่สารสกดักวาวเครือขาวและ genistein ท่ีขนาดสงูสดุ
เทา่กบั 100 µg/mL และ 1,000 nmol/L  ตามลําดบั สามารถกระตุ้นการแสดงออกของ RANKL ได้ แตส่ดัสว่นของ 
RANKL/OPG ก็ยงัคงมีค่าต่ําอยู ่  ดงันัน้จงึสามารถสรุปได้วา่สารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกดักวาวเครือขาว นอกจากจะมี
ฤทธ์ิกระตุ้นการสร้างกระดกูแล้ว ยงัสามารถยบัยัง้การสลายกระดกูด้วยเช่นกนั ซึง่สอดคล้องกบัการทดลองก่อนหน้านีข้อง 

Li et al. (2004) ท่ีวา่ พรูารินในความเข้มข้น 0.01–1 mol/l สามารถยบัยัง้การออกฤทธ์ิของเซลล์สลายกระดกูได้ เม่ือทํา 
osteoblast/osteoclast co-culture ใน bovine bone slices โดยไปลดจํานวนและพืน้ผิวของเซลล์สลายกระดกูท่ีเนือ้
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กระดกู (surface area of osteoclast absorption lacunae) และเม่ือให้ genistein ท่ีความเข้มข้น 10 nM กระตุ้นการ
แสดงออกของยีน OPG mRNA ใน mouse osteoblast cells MC3T3-E2 (Chen et al., 2003) แตอ่ยา่งไรก็ตามเม่ือ
ทําการศกึษาซํา้ในเซลล์ primary rat osteoblast cells ในครัง้นี ้ ไมพ่บการเปล่ียนแปลงของ RANKL, OPG และ 
RANKL/OPG ratio  

ในการดลองนีแ้สดงให้เห็นวา่ puerarin ซึง่เป็นสารหลกัท่ีพบในกวาวเครือขาว สามารถกระตุ้นการแสดงออกของ
ยีนท่ีเก่ียวกบัการพฒันาของเซลล์สร้างกระดกูวยัออ่น คือ ALP โดยผา่น ER ได้  ซึง่เซลล์สร้างกระดกู osteoblast-like 

UMR106 cells ท่ีใช้ในการทดลองครัง้นีส้ามารถแสดงออก ER และ ERβ และสามารถตอบสนองตอ่เอสโตรเจนและไฟ
โตเอสโตรเจนได้ (Li et al. 2005)  จากการทดลองครัง้นีพ้บวา่ ICI182780 สามารถยบัยัง้การออกฤทธ์ิของสารไฟโตเอสโตร
เจนและสารสกดักวาวเครือขาวตอ่การกระตุ้นการแสดงออกของยีน Osterix, ALP และ Osteocalcin ได้  ผลการทดลองนี ้
บง่ชีว้า่การกระตุ้นการสร้างเนือ้กระดกู (osteoregulatory actions) โดยสารไฟโตเอสโตรเจนและสารสกดักวาวเครือขาว
ผ่าน ER คล้ายกบัการออกฤทธ์ิของ E2  ซึง่สอดคล้องกบัรายงานก่อนหน้านีท่ี้ทําการทดลองในเซลล์ primary osteoblasts 

และ osteoblast cell lines วา่ (Zhang et al. 2007; Li et al. 2005)  puerarin ท่ีความเข้มข้น 10–100 mol/l สามารถ
กระตุ้นการออกฤทธ์ิของ ALP เพิ่มขึน้ และกระตุ้นการสร้างเนือ้กระดกู (mineralizing nodules) ใน primary rat 
osteoblasts ผา่น phosphoinositide-3-kinase/Akt pathway  

โดยสรุปการทดลองนีแ้สดงให้เห็นเป็นครัง้แรกวา่ สารสกดักวาวเครือขาวและสารไฟโตเอสโตรเอสท่ีพบได้ใน
กวาวเครือขาว เช่น พรูาริน และเจนิสเตอิน สามารถกระตุ้นการสร้างเนือ้กระดกูได้โดยไปกระตุ้นการพฒันาของเซลล์สร้าง
กระดกูวยัออ่นไปเป็นเซลล์สร้างกระดกูเจริญวยั ดงัเห็นได้จากการการแสดงออกของยีน ALP mRNA และไปยบัยัง้การ
สลายกระดกู โดยไปเพ่ิมการแสดงออกของยีน OPG จงึทําให้ RANKL/OPG ratio ลดลง  ดงันัน้จากผลการทดลองในครัง้นี ้
จงึช่วยสนบัสนนุศกัยภาพของกวาวเครือขาวท่ีจะพฒันาไปเป็นยารักษาโรคกระดกูพรุนต่อไปในอนาคต แตอ่ยา่งไรก็ตามใน
การศกึษาครัง้นีไ้ด้ศกึษาผลในเซลล์ osteoblast เพยีงฝ่ายเดียว  เพ่ือให้ได้คําตอบท่ีสมบรูณ์ย่ิงขึน้ควรศกึษากลไกการออก
ฤทธ์ิของสารสกดักวาวเครือขาวและสารไฟโตเอสโตรเจนม่ีพบในกวาวเครือขาวตอ่เซลล์ osteoclast ด้วย  และด้วย
ข้อแนะนําของ US-FDA ท่ีวา่ ในการพฒันาและผลติสารท่ีจะใช้ในการปอ้งกนัและรักษาโรคกระดกูพรุนในมนษุย์ ต้องทํา
การทดสอบในสตัว์ทดลองอย่างน้อย 2 ชนิด และด้วยลกัษณะโครงสร้างกระดกูในหนแูตกตา่งจากคน  ดงันัน้จงึควรทําการ
ทดลองในสตัว์อ่ืน เช่น ลิง เพ่ือให้ได้ผลการทดลองท่ีสมบรูณ์ย่ิงขึน้ และควรท่ีจะมีแผนความร่วมมือกบับริษัทเอกชนเพ่ือท่ีจะ
พฒันากวาวเครือขาวไปเป็นยาเพ่ือใช้ในการปอ้งกนัและรักษาโรคกระดกูพรุนในคนตอ่ไป 
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