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บทคัดย่อ 
 

ในงานวิจัยนี้ ได้ศึกษาปริมาณของสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ และฤทธิ์ทางชีวภาพ จากหัวกวาวเครือ
ขาวในธรรมชาติ เปรียบเทียบกับเซลล์กวาวเครือขาวที่เพาะเลี้ยงในอาหาร ผลปรากฎว่าปริมาณสารฟลา
โวนอยด์จากเซลล์กวาวเครือขาวที่เพาะเลี้ยง (PMC) มีมากกว่าปริมาณจากหัวกวาวเครือขาวในธรรมชาติ 
(PMT) ผลการทดสอบฤทธิ์ในหนูทดลอง PMT แสดงฤทธิ์เอสโตรเจนอย่างแรง ส่วน PMC มีฤทธิ์อย่าง
อ่อน จากการทดสอบในเซลล์สลายกระดูก (Osteoclast cell) ทั้ง PMT และ PMC มีผลในการยับยั้งการ
เกิดเซลล์สลายกระดูก การทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธีการ DPPH สารสกัดจาก PMC มีค่า IC50 
น้อยกว่า PMT จากการทดลองทั้งหมดแสดงให้เห็นว่าการเพาะเลี้ยงเซลล์กวาวเครือขาว สามารถผลิต
สารฟลาโวนอยด์ และมีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันมากกว่าหัวกวาวเครือขาวในธรรมชาติ ทั้งยังแสดงฤทธิ์
เอสโตรเจนอย่างอ่อน  
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ABSTRACT 
 

The flavonoid contents of intact tubers and cell culture media were determined 
and physiological activities of Pueraria mirifica extracts were investigated. The total 
flavonoid contents from cell culture media (PMC) were higher than from tubers (PMT). 
Results from in vivo estrogenic activity assays indicated that PMT had a strong estrogenic 
activity in ovariectomized rats. The same amount of PMC exhibited a weak activity. In 
vitro osteoclast suppression investigations indicated that both PMT and PMC extracts 
exhibited anti-osteoclastogenic activities with low toxicities in a standard test cell line. 
Determination of the antioxidant potential using the DPPH assay revealed that the IC50 
value for PMT was lower than for PMC. P. mirifica cell cultures produce more flavonoids 
and exhibit a mild estrogenic and more antioxidant activities than tubers. 
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สารบัญภาพ 
 

รูปที่ หน้าที ่
รูปที่ 1 การเจริญเติบโตของเซลล์แขวนลอยกวาวเครือขาวและการผลิตสารไอโซฟลาโวนอยด์ 
puerarin (ขาว), daidzin (เทา), genistin (เทาเข้ม), daidzein (เทาอ่อน), and genistein 
(ด า) ค่าเฉลี่ย±SE และตัวอักษรแสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95 % 

13 

รูปที่ 2 ความพิษต่อเซลล์ RAW264.7 ของ PMT (○) และ PMC (●) ค่าเฉลี่ย±SE และ
ตัวอักษรแสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95 % 

14 

รูปที่ 3 ฤทธิ์การต้านเซลล์สลายกระดูกจากเซลล์ RAW264.7 ของ PMT และ PMC (50 
mg/mL)  A) Unstimulated cells, B) rRANKL+DMSO, C) rRANKL+PMT and D) 
rRANKL+PMC 

15 

รูปที่ 4 จ านวนเซลล์ RAW264.7 ที่เกิดการกลายสภาพ เมื่อทดสอบกับ PMT และ PMC (50 
mg/mL)ค่าเฉลี่ย±SE และตัวอักษรแสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 % 

16 

รูปที่ 5 ผลของน้ าหนักตัว (A) และ %Co (B) ของหนูตัดรังไข่ ที่ทดสอบกับ PMT และ PMC 

(น้ าเปล่า; (○), 10 หรือ 50 mg/kg ต่อน้ าหนักตัวต่อวัน (●) PMT-10 and (■) PMT-50 

และ 10 หรือ 50 mg/kg ต่อน้ าหนักตัวต่อวัน (▲) PMC-10 and (▼) PMC-50 *แสดงค่า
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

17 
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สารตาราง 
 

ตารางที ่ หน้าที ่
ตารางท่ี 1 ปริมาณสารไอโซฟลาโวนอยด์ของ PMT และ PMC  13 
ตารางท่ี 2 ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน (ค่า IC50 mg/mL) ของ PMT และ PMC โดยวิธี DPPH 
assay 

18 
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 บทน า 
 

การค้นหาสารออกฤทธิ์จากพืชสมุนไพรเป็นกระบวนการส าคัญในการผลิตยารักษาโรคหลายชนิด 
ฤทธิ์ต่าง ๆ ที่ได้เกิดจากสารทุติภูมิ (Secondary metabolites) ที่ถูกสร้าง และสะสมภายในเซลล์พืช 
การเก็บเก่ียวพืชสมุนไพรจากแหล่งธรรมชาติ อาจมีผลกระทบต่อระบบนิเวศ รวมทั้งการเพาะปลูกอาจใช้
เวลาและทุนทรัพย์เป็นจ านวนมาก การเพาะเลี้ยงเซลล์พืชเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพในการผลิตสารทุติภูมิที่
ส าคัญนี้ได้ เพ่ือรองรับต่อความต้องการจากอุตสาหกรรมต่าง ๆ(1) 

กวาวเครือขาว (Pueraria mirifica) เป็นพืชสมุนไพรชนิดหนึ่งที่ได้รับความสนใจ ในการผลิตเป็น
เครื่องส าอางในประเทศไทย เนื่องด้วยสรรพคุณต่างๆ เช่น บ ารุงผิว และกระชับทรวงอก เป็นต้น(2) สาร
ออกฤทธิ์ที่เป็นตัวการส าคัญในกวาวเครือขาวคือ สารกลุ่มไอโซฟลาโวนอยด์ 5 ชนิด ได้แก่ daidzein, 
daidzin, genistein, genistin และ puerarin มีรายงานว่าสารส าคัญเหล่านี้มีฤทธิ์ต่างๆ เช่น ฤทธิ์ต้าน
ออกชิเดชัน ฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็ง และฤทธิ์เอสโตรเจน(3) สุกัญญาและคณะ(4) รายงานฤทธิ์เอสโตรเจนของ
กวาวเครือขาว โดยการทดสอบในหนู ซึ่ง หทัยทิพย์และคณะ(5) ได้รายงานผลการออกฤทธิ์เช่นเดียวกันใน
ลิง จากนั้นนนทกรณ์และคณะ(6) ได้รายงานว่ากวาวเครือขาวมีผลการยับยั้งภาวะกระดูกพรุนในหนู   

ในแง่ของการผลิตสารนั้น จากการเพาะเลี้ยงเซลล์แคลลัสของกวาวเครือขาวได้ถูกรายงานโดย 
สุดารัตน์ และสัณห์ (7) ผลปรากฎว่าเซลล์แคลลัสสามารถผลิตสารไอโซฟลาโวนอยด์ได้สูงกว่าหัวกวาวเครือ
ขาวในธรรมชาติ ต่อมา ลติพรและคณะ (8) และ ศิรินทราและคณะ(9) ได้สรุปผลเช่นเดียวกันในการ
เพาะเลี้ยงเซลล์กวาวเครือขาว รวมทั้งมีหลายงานวิจัยที่รายงานผลของเซลล์เพาะเลี้ยงของพืชสมุนไพร 
และฤทธิ์ทางชีวภาพต่างๆ เช่น ฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรีย์ ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน และการทดสอบความเป็น
พิษต่อเซลล์ เป็นต้น(10-12) 
 อย่างไรก็ตาม ยังมีรายงานน้อยมากเกี่ยวกับการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของเซลล์เพาะเลี้ยง
กวาวเครือขาว งานวิจัยนี้จึงการศึกษาการผลิตสารไอโซฟลาโวนอยด์จากเซลล์กวาวเครือขาว ควบคู่กับ
การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ เพื่อเปรียบเทียบกับปริมาณสารจากหัวกวาวเครือจากแหล่งธรรมชาติ 
 
ระเบียบวิธีวิจัย  
ตัวอย่างพืช 

ตัวอย่างหัวกวาวเครือขาวอายุ 3 ปี เก็บจากอ าเภอแม่ริม จังหวัดเชียงใหม่ และเมล็ดกวาวเครือ
ขาวได้รับความอนุเคราะห์จาก รศ.ยุทธนา สมิตะสิริ (วิทยากร บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเชียงใหม่) 
ตัวอย่างพืชทั้งหมดได้รับการจ าแนกโดย ดร .จันทรารักษ์ โตวรานนท์ (ส านักวิชาวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยแม่ฟ้าหลวง) และเก็บในรูปของตัวอย่างแห้ง (หมายเลข MFLU-307) 
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การเพาะเลี้ยงเซลล์กวาวเครือขาว 
น าเมล็ดกวาวเครือขาวมาท าความสะอาดด้วยแอลกอฮอล์ 95% เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นฟอก

ฆ่าเชื้อด้วยคลอรอกซ์ 15% เป็นเวลา 15 นาที และล้าง 3 ครั้ง ด้วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว เมล็ดที่ปลอด
เชื้อแล้วจะถูกวางเลี้ยงบนอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร Murashige and Skoog’s (MS)(13) ที่เติมน้ าตาล
ซูโครส 3% หลังจากเมล็ดงอกเป็นต้นที่สมบูรณ์แล้ว จึงตัดเฉพาะส่วนรากมากระตุ้นให้เกิดเซลล์แคลลัส
โดยใช้อาหารสูตรMS ที่เติมน้ าตาลซูโครส 3% naphthylacetic acid (NAA) 0.5 g/mL และ benzyl 
adenine (BA) 0.5 g/mL โดยเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และให้แสงเป็นเวลา 
16 ชั่วโมงต่อวัน การเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยเตรียมโดยการใช้เซลล์แคลลัสอายุ 4 สัปดาห์ ถ่ายลงขวด
รูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ขนาด 125 mL ที่บรรจุอาหารเหลวสูตรเดียวกับการกรตุ้นแคลลัส โดย
ใช้อัตรส่วนของน้ าหนักเซลล์สด 0.25 g ต่ออาหารปริมาตร 25 mL ขวดเพาะเลี้ยงจะถูกปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 100 rpm เพ่ือกระตุ้นการแบ่งเซลล์ 
การเตรียมตัวอย่างและการสกัดสาร 

ตัวอย่างแห้งจากหัวกวาวเครือขาว และเซลล์เพาะเลี้ยง เตรียมโดยการอบที่อุณหภูมิ 60     
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง หรือจนกว่าน้ าหนักแห้งที่ได้คงที่ จากนั้นท าการบดให้เป็นผงละเอียด 
ในการสกัดสารใช้ตัวอย่างแห้ง 1 g ต่อสารละลายเมธานอล 100 mL ท าการแช่เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้นกรองด้วยกระดาษกรอง แยกสารละลายมาอบแห้งจนแหลือในรูปสารสกัดหยาบ (Crude extract)  
การวิเคราะห์ปริมาณสารไอโซฟลาโวนอยด์ 

การวิเคราะห์โดยการใช้เทคนิค HPLC (High performance liquid chromatography) 
ดัดแปลงจากวิธีการของวิชัยและคณะ(14) ในการวิเคราะห์สารไอโซฟลาโวนอยด์ 5 ชนิด ได้แก่ daidzein, 
daidzin, genistein, genistin และ puerarin  
การทดสอบฤทธิ์ต้านเซลล์สลายกระดูก 

ท าการทดสอบสารสกัดกวาวเครือขาวกับเซลล์แมคโครฟาจก์ชนิด RAW 264.7 ตามวิธีของ  
ชนม์นรีและคณะ(15) ด้วยวิธีการ TRAP staining assay และ MTT (3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay   
การทดสอบฤทธิ์เอสโตรเจน 

ท าการทดสอบผงกวาวเครือขาวกับหนูทดลอง ตามวิธีของสุกัญญาและคณะ (4) ด้วยวิธีการ 
Vaginal cytology assay   
การทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน 

ท าการทดสอบสารสกัดกวาวเครือขาว ตามวิธีของวิชัยและคณะ(3) ด้วยวิธีการ DPPH assay 
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ผลการวิจัยและการวิเคราะห์ผลการวิจัย 
การเพาะเลี้ยงเซลล์กวาวเครือขาว และปริมาณสารไอโซฟลาโวนอยด์  
 อัตราการเจริญเติบโตของเซลล์แขวนลอย และการผลิตสารไอโซฟลาโวนอยด์ ได้แสดงในรูปที่ 1 
จากผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่า ในวันที่ 3-6 ของการเพาะเลี้ยงเซลล์มีการเจริญช้า (Lag phase) ใน
วันที่ 6-12 เซลล์มีการเจริญเร็ว (Exponential phase) และจากวันที่ 12 เป็นต้นไป เซลล์มีการเจริญคงที่ 
(Stationary phase) ในวันที่ 15 มีปริมาณน้ าหนักเซลล์สูงสุด (15.19±0.21 g/L ของน้ าหนักแห้ง) การ
ผลิตสารไอโซฟลาโวนอยด์เริ่มมีปริมาณเพ่ิมขึ้นในวันที่ 6 และเพ่ิมสูงสุดในวันที่ 12 ของการเพาะเลี้ยง 
(28.03±1.66 mg/g ของน้ าหนักแห้ง) จากการตรวจสอบด้วยเทคนิค HPLC ปรากฎว่า สาร daidzin 
และ genistin มีปริมาณมากสุดในกลุ่มของสารไอโซฟลาโวนอยด์ รวมทั้งตรวจพบได้ในทุกช่วงการเจริญ 
ในขณะที่ puerarin และ daidzein ปรากฎขึ้นหลังจากการเจริญในวันที่ 12 เป็นต้นไป ซึ่งเป็นไปได้ว่า 
daidzin และ genistin เป็นสารตั้งต้นของ puerarin และ daidzein ในส่วนของ genistein มีการตรวจ
พบในบางช่วงเวลา และสูญหายไประหว่างการผลิตสารของเซลล์ จากการเปรียบเทียบปริมาณสารฟลาโว
นอยด์ ปรากฎว่าเซลล์เพาะเลี้ยง PMC (28.03±1.66 mg/g ของน้ าหนักแห้ง) มีปริมาณมากกว่าในหัว
กวาวเครือ PMT (0.36±0.12 mg/g ของน้ าหนักแห้ง) ถึง 77.86 เท่า ซึ่งมีสาร daidzin (15.76±2.41 
mg/g ของน้ าหนักแห้ง) มีที่สุดคิดเป็นสัดส่วนจากปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดได้ถึง 56.22 % จากตาราง
ที่ 1 แสดงปริมาณสารฟลาโวนอยด์เปรียบเทียบกัน PMC มีปริมาณสาร daidzin genistin และ 
daidzein มากกว่าใน PMT ถึง 394 330 และ 210 เท่า ตามล าดับ ถึงสอดคล้องกับหลายรายงานวิจัยที่
เพาะเลี้ยงเซลล์กวาวเครือขาวมา(7-9) 
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รูปที่ 1 การเจริญเติบโตของเซลล์แขวนลอยกวาวเครือขาวและการผลิตสารไอโซฟลาโวนอยด์ puerarin 
(ขาว), daidzin (เทา), genistin (เทาเข้ม), daidzein (เทาอ่อน), and genistein (ด า) ค่าเฉลี่ย±SE และ
ตัวอักษรแสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
 
ตารางท่ี 1 ปริมาณสารไอโซฟลาโวนอยด์ของ PMT และ PMC  
 
Isoflavonoids 

ผงตัวอย่าง (mg/g ของน้ าหนักแห้ง) 
Puerarin Daidzin Genistin Daidzein Genistein Total 

PMT 0.27±0.09 0.04±0.01 0.02±0.01 0.02±0.01 0.01±0.00 0.36±0.12 
PMC 1.23±0.32 15.76±2.41 6.61±1.27 4.20±0.18 0.23±0.05 28.03±1.66 
PMC/PMT 4.55 394.00 330.50 210.00 23.00 77.86 
แสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ า (±SE). 
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รูปที่ 2 ความพิษต่อเซลล์ RAW264.7 ของ PMT (○) และ PMC (●) ค่าเฉลี่ย±SE และตัวอักษรแสดงค่า
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
 
ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเซลล์สลายกระดูก 

สารสกัดของ PMT และ PMC ได้ถูกทดสอบกับเซลล์แมคโครฟาจก์ชนิด RAW264.7 ผลปรากฎ
ว่า ทั้ง PMT และ PMC ที่ความเข้มข้น 0.158 ถึง 50 g/mL ไม่มีผลต่อความมีชีวิตของเซลล์ (Cell 
viability) อย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มตัวอย่าง ดังแสดงในรูปที่ 2 ในส่วนการทดสอบฤทธิ์
ต้านเซลล์สลายกระดูก เซลล์ RAW264.7 ได้ถูกปรับสภาพในสารละลายสกัดของ PMT และ PMC 
จากนั้นท าการกระตุ้นการเกิดเซลล์สลายกระดูก (Osteoclast differentiation) ด้วย RANKL และท าการ
เพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 5 วัน หลังนั้นท าการนับเซลล์ที่เกิดการกลายสภาพภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (รูปที่ 
3) ผลปรากฎว่า PMT และ PMC มีฤทธิ์ในการต้านเซลล์สลายกระดูก อย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุ่มตัวอย่าง (DMSO) โดยที่ PMC มีฤทธิ์ต้านมากกว่า PMT (รูปที่ 4) จากผลการทดลองสรุปได้ว่า
กวาวเครือขาวมีฤทธิ์ต้านเซลล์สลายกระดูก ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของนนทกรณ์และคณะ(6) จากการ
ทดสอบในหนู นอกจากนี้ ยังมีรายงานว่า สาร puerarin เป็นตัวการในการออกฤทธิ์(16-18)  
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รูปที่ 3 ฤทธิ์การต้านเซลล์สลายกระดูกจากเซลล์ RAW264.7 ของ PMT และ PMC (50 g/mL)  A) 
Unstimulated cells, B) rRANKL+DMSO, C) rRANKL+PMT and D) rRANKL+PMC 
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รูปที่ 4 จ านวนเซลล์ RAW264.7 ที่เกิดการกลายสภาพ เมื่อทดสอบกับ PMT และ PMC (50 g/mL)
ค่าเฉลี่ย±SE และตัวอักษรแสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
 
ผลการทดสอบฤทธิ์เอสโตรเจน 

หนูที่ถูกตัดรังไข่ออกจะมีผลท าให้มีพฤติกกรรมการกิน และน้ าหนักตัวเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ 
เมื่อเปรียบเทียบกับหนูปกติ ซึ่งเกี่ยวเนื่องจากการสูญเสียระดับเอสโตรเจนนั้นเอง(19-21) จากการทดลอง 
หนูที่ได้รับ PMT 50 mg ต่อน้ าหนักตัวต่อวัน (PMT-50) มีน้ าหนักตัวเฉลี่ยลดลงอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มตัวอย่าง การเปลี่ยนแปลงนี้เกิดขึ้นในวันที่ 12 ของการทดลอง (รูปที่ 5A) สาเหตุ
เนื่องจากการทดแทนของเอสโตรเจนจากหัวกวาวเครือนั้นเอง(24-25) ในวันเดียวกันนี้ หนูที่ได้รับ PMC 50 
mg ต่อน้ าหนักตัวต่อวัน (PMC-50) มีฤทธิ์เอสโตรเจนเกิดขึ้นเช่นกัน แต่มีระยะเวลาที่สั้นกว่าใน PMT จึง
สรุปได้ว่า PMC-50 มีฤทธิ์เอสโตรเจนอย่างอ่อน แต่ PMT-50 มีฤทธิ์เอสโตรเจนอย่างแรง จากการทดสอบ
ในหนูที่ตัดรังไข่ทิ้ง (รูปที่ 5) ซึ่งมีการรายงานว่าสารที่เป็นตัวการออกฤทธิ์เอสโตรเจนอย่างแรงในหัว
กวาวเครือ คือ miroestrol and deoxymiroestrol(26) แต่ในส่วนของสารกลุ่มไอโซฟลาโวนอยด์ เช่น 
daidzein, genistein, และ puerarin กลับมีฤทธิ์เอสโตรเจนอย่างอ่อน(27)  
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รูปที่ 5 ผลของน้ าหนักตัว (A) และ %Co (B) ของหนูตัดรังไข่ ที่ทดสอบกับ PMT และ PMC (น้ าเปล่า; 

(○), 10 หรือ 50 mg/kg ต่อน้ าหนักตัวต่อวัน (●) PMT-10 and (■) PMT-50 และ 10 หรือ 50 mg/kg 

ต่อน้ าหนักตัวต่อวัน (▲) PMC-10 and (▼) PMC-50 *แสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ที่
ระดับความเชื่อม่ัน 95 % 
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การทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน 
จากผลการทดลองในตารางที่ 2 สารสกัดจาก PMC มีฤทธิ์ในการต้านออกซิเดชันดีกว่า PMT ซึ่ง

สอดคล้องกับปริมาณสารไอโซฟลาโวนอยด์ท่ีมีมากกว่าเช่นกัน ซึ่งมีรายงานว่าสารไอโซฟลาโวนอยด์หลาย
ชนิดนั้นมีต้านออกซิเดชัน(3) แต่อย่างไรก็ตามฤทธิ์ที่เกิดขึ้นยังไม่สามารถเทียบเท่ากับสารมาตราฐานเช่น 
วิตามิน C (ascorbic acid) ซึ่งจัดว่ามีฤทธิ์อย่างอ่อน โดยวิธีของ Qusti และคณะ(28) แต่ยังถือว่ามีฤทธิ์ที่
ดีกว่าพืชหลายชนิด(29-31) 
 
ตารางท่ี 2 ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน (ค่า IC50 mg/mL) ของ PMT และ PMC โดยวิธ ีDPPH assay 
 

ตัวอย่าง IC50  (mg/mL) 
PMT 15.65±0.35c 
PMC  2.85±0.05b 
Ascorbic acid  0.02±0.00a 

 
ค่าเฉลี่ย±SE และตัวอักษรแสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

จากการทดลองทั้งหมด แสดงให้เห็นว่าเพาะเลี้ยงเซลล์กวาวเครือขาวสามารถผลิตสารไฮโซฟลา
โวนอยด์ได้ปริมาณมาก ซึ่งมีฤทธิ์ต้านเซลล์สลายกระดูก และฤทธิ์ต้านออกซิเดชันในเกณฑ์ที่ดี แต่กลับมี
ฤทธิ์เอสโตรเจนอย่างอ่อน ผลที่ได้อาจมีส่วนส าคัญในการผลิตยารักษาโรค พิจารณาจากการใช้สาร      
ไอโซฟลาโวนอยด์ในการรักษาโรคกระดุกพรุน และโรคมะเร็ง โดยที่มีผลข้างเคียงน้อยที่สุด ซึ่งยังคงต้องมี
การศึกษา และพัฒนาต่อไป 
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บทคัดย่อ 
 

ความหนาแน่นของกระดูกมีการรักษาไว้ให้สมดุลโดยเซลล์สร้างกระดูกซึ่งท าหน้าที่สร้างกระดูก
กับเซลล์สลายกระดูกซึ่งสลายกระดูก สาเหตุหลักของการเกิดภาวะกระดูกพรุนซึ่งเป็นปัญหาสุขภาพที่
ส าคัญในสังคมผู้สูงวัย คือ ความไม่สมดุลระหว่างเซลล์สร้างกระดูกและเซลล์สลายกระดูก การลดต่ าลง
อย่างต่อเนื่องของมวลกระดูกน าไปสู่การเพ่ิมความไวต่อการเกิดกระดูกหัก วิธีการป้องกันและบ าบัดภาวะ
นี้จึงมีความจ าเป็นเร่งด่วน ในงานวิจัยนี้ เซลล์สลายกระดูกมีการเหนี่ยวน าจากเซลล์พรีเคอเซอร์ของ
แมโครฝาจที่มาจากไขกระดูก (BMMP) ของหนูเม้าส์โดยใช้ Receptor Activator of Nuclear Factor-
B Ligand (RANKL) เพ่ือใช้ในการคัดกรองสารออกฤทธิ์ต้านการเปลี่ยนสภาพของเซลล์ชนิดนี้ ท าการคัด
กรองเพ่ือหาสารที่มีฤทธิ์จากสารที่ท าให้บริสุทธิ์จากพืช โดยใช้การตรวจวัดแอกทิวิตีของ tartrate-
resistant acid phosphatase (TRAP) โดยการย้อมเป็นตัวบ่งชี้ ในจ านวนสาร 21 ชนิดที่คัดกรอง ซึ่ง
เป็นสารที่สกัดได้จากพืชสมุนไพร พบว่ามีสาร 3 ชนิดที่ยับยั้งการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูกที่
เหนี่ยวน าโดย RANKL ที่ความเข้มข้นที่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ต่ าหรือไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ สารทั้ง
สามชนิดนี้มีรหัสของสาร คือ ASTP010, ASTP019 และ WJ10 ซึ่ง ASTP019 เป็นหนึ่งในสารในกลุ่มนี้ที่
แยกได้จากว่านชักมดลูก (Curcuma comosa Roxb) และมีโครงสร้างเป็นสาร diarylheptanoid สารนี้
มีค่า inhibitory concentration 50 (IC50) ต่อการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูกเท่ากับ 1.49 ไม
โครโมลาร์ เมื่อท าการศึกษาในรายละเอียดเพ่ือหากลไกการออกฤทธิ์ของสารนี้ พบว่าการบ าบัดเซลล์ด้วย 
ASTP019 ยับยั้งการแสดงออกของยีน nuclear factor of activated T cells (NFATc1) ทั้งในระดับ
การถอดรหัสและแปลรหัส ซึ่งโปรตีนนี้มีหน้าที่เป็นทรานสคริปชันเฟคเตอร์หลักของกระบวนการเปลี่ยน
สภาพของเซลล์สลายกระดูก อีกทั้ง การแสดงออกของ Cathepsin K ซึ่งเป็นยีนภายใต้การควบคุมของ 
NFATc1 ลดลงในเซลล์ที่ถูกบ าบัดด้วย ASTP019 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ได้รับตัวท าละลาย 
จากนั้นศึกษาผลของ ASTP019 ต่อวิถีสัญญาณ mitogen-activated protein kinase (MAPK) และ NF-
B ซึ่งเป็นสองวิถีสัญญาณหลักปลายน้ าของ RANK ซึ่งพบว่าการกระตุ้นวิถีสัญญาณของ Extracellular 
Signal-regulated Kinase (Erk) มีการกดอย่างจ าเพาะโดยสารนี้เมื่อกระตุ้นด้วยสัญญาณ RANK/RANKL 
แต่โมเลกุลของวิถีสัญญาณอ่ืนในวิถีสัญญาณ MAPK และ NF-B ยังเป็นปกติ ดังนั้น จากผลทั้งหมดนั้น
บ่งชี้ว่า ASTP019 ยับยั้งการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูกผ่านการกดวิถีสัญญาณ Erk ซึ่งสารนี้อาจ
พัฒนาเป็นยาป้องกันและบ าบัดโรคกระดูกพรุนได้  
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ABSTRACT 
 

Bone density is maintained by the balance between bone formation mediated 
by osteoblasts and bone resorption mediated by osteoclasts. The major causes of 
osteoporosis, a major health concern for aging communities, is an imbalance between 
osteoblasts and osteoclasts. The progressive decrease in bone mass leads to an 
increased susceptibility to bone fractures. New prevention and therapeutic measures to 
treat this condition is urgently needed. In this study, murine bone-marrow-derived 
macrophage progenitor (BMMPs) were induced to differentiate to become osteoclast 
using Receptor Activator of Nuclear Factor-kB Ligand (RANKL) in order to use for 
screening for compounds with anti-osteoclastogenesis activity. Screening was conducted 
to identify compound(s) with anti-osteoclastogenesis activity from plant derived 
compounds, using tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) staining and TRAP activity 
assay as indicators. Among twenty one purified compounds from medicinal plants, three 
compounds significantly suppressed RANKL-induced osteoclast differentiation at the 
concentration with low to no cytotoxicity. The three compounds were designated as 
ASTP10, ASTP19 and WJ10. One of these compounds, ASTP019, was isolated from 
Curcuma comosa Roxb. and has the structure in the group of diarylheptanoid. This 
compound has an inhibitory concentration 50 (IC50) of osteoclastogenesis at 1.49 M. 
Detailed study was conducted to investigate the mode of action of this compound. 
ASTP019 treatment significantly suppressed the expression of nuclear factor of activated 
T cells (NFATc1), a transcriptional master regulator of osteoclast differentiation, at both 
transcription and translation level. Furthermore, the expression of Cathepsin K, a 
downstream gene of NFATc1, was also down-regulated in ASTP019-treated cells, as 
compared to the vehicle control treatment. The effect of ASTP019 treatment was 
further investigated on mitogen-activated protein kinase (MAPK) and NF-B pathways 
which are two major downstream signaling pathways of RANK. The activation of 
Extracellular Signal-regulated Kinase (Erk) was specifically inhibited by this compound 
upon stimulation with RANK/RANKL signaling but other signaling molecules in the MAPK 
and NF-B were remained intact. Taken together, these results suggested that ASTP019 
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suppresses osteoclastogenesis via inhibition of Erk signaling pathways and this 
compound may be developed further as drug for prevention and treatment of 
osteoporosis.   
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ค าส าคัญ 
สารออกฤทธิ์ชีวภาพ โรคกระดูกพรุน เซลล์สลายกระดูก RANK/RANKL  

 
Keywords 
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รูปที่ 1 การเปลี่ยนสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกของเซลล์ไลน์ RAW264.7 หรือเซลล์ไข

กระดูกปฐมภูมิ 
14 

รูปที่ 2 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูกของ ASTP10, 
ASTP19 
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รูปที่ 6 ผลของ ASTP019 ต่อการกระตุ้นวิถีสัญญาณ MAPK โดย RANK/RANKL 19 

รูปที่ 7 ผลของ ASTP019 ต่อการกระตุ้นวิถีสัญญาณ NF-B โดย RANK/RANKL 20 
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ค าอธิบายค าย่อที่ใช้ในการวิจัย 
 
BMMP: Bone marrow-derived macrophage precursor 
MAPK: mitogen-activated protein kinase 
RANK: Receptor Activator of Nuclear Factor-B  
RANKL: Receptor Activator of Nuclear Factor-B Ligand 
RT-PCR: Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction  
TRAP: Tartrate-resistant Acid Phosphatase 
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บทน า 
 
 จากการที่ประชากรโลกมีอายุเฉลี่ยยาวขึ้นท าให้คาดว่าผู้สุงอายุในประเทศต่างๆ รวมถึงประเทศ
ประเทศไทยจะมีเพ่ิมมากขึ้น กลุ่มโรคที่มีความเกี่ยวข้องกับการการชราภาพกลุ่มส าคัญหนึ่ง คือ โรคที่
เกี่ยวข้องกับความผิดปกติของกระดูก โรคกระดูกพรุน (Osteoporosis) เป็นโรคที่มีสาเหตุจากความไม่
สมดุลของกระบวนการสร้างกระดูกและกระบวนการสลายกระดูก โดยกระบวนการเหล่านี้มีการท างาน
โดยกลุ่มเซลล์หลักเฉพาะทาง คือ เซลล์ออสตีโอบลาสต์ (osteoblast) ส าหรับกระบวนการสร้างกระดูก
และเซลล์เซลล์สลายกระดูก (osteoclast) ส าหรับกระบวนการสลายกระดูก เซลล์สลายกระดูกเป็นเซลล์
ที่มีพัฒนาการมาจากกลุ่มเซลล์ของระบบสร้างเลือด (hematopoietic cells) และมีหน้าที่หลักในการ
สลายกระดูก (bone resorption) เพ่ือการสร้างและซ่อมแซมกระดูกใหม่ ซึ่งสาเหตุหลักหนึ่งของการเกิด
โรคกระดูกพรุน คือ การท างานเกินของเซลล์สลายกระดูก ในปัจจุบันแม้จะมียาบ าบัดอาการโรคกระดูก
พรุนก็ตาม แต่ยาที่มีอยู่ในปัจจุบันมักเน้นบ าบัดอาการและยังมีผลข้างเคียง ท าให้การพัฒนายาป้องกัน
และบ าบัดกลุ่มอาการความผิดปกติของการสลายกระดูกจึงมีความต้องการเพ่ิมมากขึ้น  สารออกฤทธิ์
ชีวภาพใหม่ที่มีฤทธิ์กดกระบวนการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูกหรือสารที่มีฤทธิ์กดการท างานของ
เซลล์ดังกล่าว คาดว่าจะเป็นสารตั้งต้นในการพัฒนายาเพื่อป้องกันหรือยาบ าบัดอาการของโรคกระดูกพรุน
นี้ได้ ในโครงการวิจัยนี้จึงมีจุดประสงค์ที่จะคัดกรองสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพซึ่งเป็นสารบริสุทธิ์ที่สกัดจาก
แหล่งพืชและศึกษากลไกการท างานกดการเปลี่ยนสภาพของสารดังกล่าวในระดับโมเลกุลในระดับ in 
vitro  เพ่ือให้ได้องค์ความรู้พ้ืนฐานส าหรับต่อยอด 

การทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 
เซลล์สลายกระดูกเป็นเซลล์ขนาดใหญ่ที่มีหลายนิวเคลียส (multinucleated giant cell) ที่มี

พัฒนาการมาจากเซลล์สายมอโนซัยท์/แมโครฟาจ (monocyte/macrophage lineage) เซลล์ประเภทนี้
หลั่งกรดและเอนไซม์ส าหรับย่อยสลายเพ่ือสลายกระดูก Tartrate resistance acid phosphatase 
(TRAP) เอนไซม์ชนิดนี้เป็นเอนไซม์ที่ใช้เป็นเครื่องหมายในการพิสูจน์เอกลักษณ์ของเซลล์สลายกระดูกซึ่งมี
ความจ าเพาะสูง ไซโตไคน์สองชนิด ได้แก่ RANK-L และ M-CSF มีบทบาทส าคัญในการเหนี่ยวน าการ
เปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูกจากเซลล์ที่ได้จากไขกระดูก (bone marrow cells) ในกลุ่มมัยอี
ลอยด์ [1] เซลล์สร้างกระดูกสามารถควบคุมการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูกได้โดยการหลั่งไซโต
ไคน์สองประเภทนี้ ซึ่งกระบวนการทั้งสองจะอยู่ในสภาวะมีความสมดุลในคนปกติ การไม่สมดุลระหว่าง
กระบวนการสร้างและการสลายกระดูกมักส่งผลให้เกิดภาวะการสูญเสียมวลกระดูกเกินปกติท าให้เกิดโรค
กระดูกพรุนได้   
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เมื่อเซลล์สลายกระดูกมีพัฒนาการสมบูรณ์แล้ว จะท าหน้าที่สลายกระดูกโดยจะจับกับโปรตีนที่มี
ล าดับกรดอะมิโน RGD บนกระดูกและเปลี่ยนโครงสร้างของไซโทพลาสมเป็น ruffle borders และหลั่ง
กรดและเอนไซม์เพ่ือสลายกระดูกท่ีอยู่ด้านล่างของเซลล์ ซึ่งท าให้ผลึกอะพาไทท์ (apatite crystal) มีการ
สลายตัว กระบวนการเหล่านี้เป็นเป้าหมายของยาบรรเทาอาการของโรคกระดูกพรุนหลายชนิดในปัจจุบัน 
[2] ยาส าหรับบ าบัดโรคกระดูกพรุนในปัจจุบันมีหลายชนิด เช่น bisphosphonates แต่มีปัญหาต่างๆ 
เช่น ผลข้างเคียงท่ีไม่พึงประสงค์ ราคาท่ีแพงส าหรับผู้ป่วยในประเทศ เป็นต้น  

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากธรรมชาติที่สามารถต้านการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูกหรือ
กดการท างานสลายกระดูกของเซลล์สลายกระดูกที่พัฒนาการสมบูรณ์แล้วมีศักยภาพสูงในการน าไป
พัฒนาเป็นยาต้านการสลายกระดูกเพ่ือชะลอภาวะการสูญเสียมวลกระดูกได้ อีกทั้ง ยังอาจสามารถใช้เป็น
อาหารเสริมเพ่ือป้องกันการเกิดอาการได้ ที่ผ่านมาได้มีการรายงานเกี่ยวกับสารออกฤทธิ์เช่นนี้จาก
ธรรมชาติ ทั้งจากพืชและจุลินทรีย์ที่สามารถควบคุมการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูกได้ [2]  

Woo และคณะ (2004) รายงานว่า quercetin ซึ่งเป็นสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ที่พบมากในผลไม้
และผัก โดยเฉพาะในสารสกัดจากหัวหอม สามารถยับยั้งการเพ่ิมขึ้นของแอคติวิตีของ TRAP ได้ ใน
เซลล์พรีออส ตีโอคลาสต์ที่เหนี่ยวน าโดย RANK-L [3] อีกทั้ง ในปี 2006 กลุ่มวิจัยเดียวกันยังรายงาน
เกี่ยวกับ reveromycin A ซึ่งเป็นสารมวลโมเลกุลขนาดเล็กที่มีหมู่คาร์บอกซีลิก 3 หมู่ ในโครงสร้างซึ่ง
แยกได้จากสารสกัดจุลินทรีย์ Streptomyces ซึ่งสารนี้สามารถเหนี่ยวน าให้เซลล์สลายกระดูกตายแบบ 
apoptosis ได้แบบจ าเพาะ โดยสารนี้กดการท างานของ isoleucyl-tRNA synthetase ในเซลล์สลาย
กระดูกแบบจ าเพาะ [4] 

ในปี 2010 Tang และคณะรายงานถึงไอโซฟลาโวนที่แยกได้จากพืชซึ่งมีโครงสร้างทางเคมีคล้าย
กับเอสโตรเจนสามารถป้องกันการสูญเสียกระดูกได้ โดยเฉพาะ genestein ที่เป็นไอโซฟลาโวนกลุ่มหลัก
ในถั่วเหลืองสามารถกดการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูกจากเซลล์ไขกระดูกและ RAW264.7 ที่
เหนี่ยวน าโดย RANK-L และ M-CSF ได้ [5] อีกทั้ง ยังมีสารต้านการสลายกระดูกที่แยกได้จากเมแทบอ
ไลต์ทุติยภูมิของจุลินทรีย์ เช่น FK506 Concanamycin B ซึ่งแยกได้จาก Streptomyces sp. [2] และ 
prodigiosins ซึ่งแยกได้จาก Serratia marcescens เป็นต้น [6] ที่ผ่านมาคณะผู้วิจัยได้รายงานถึงสารใน
กลุ่มลิมอนอยด์ท่ีมีฤทธิ์ต้านการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูก ซึ่งออกฤทธิ์โดยการยับยั้งวิถีสัญญาณ 
NF-B และ MAPK ซึ่งอยู่ปลายน้ าจาก RANKL [7] จากการใช้สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพต่างๆ เหล่านี้ 
และการศึกษาในเชิงลึกเกี่ยวกับวิถีสัญญาณที่น าไปสู่การเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูกท าให้รู้ถึง
โมเลกุลที่อาจเป็นเป้าหมายในการออกแบบยาต้านกระบวนการดังกล่าวได้ [8] 

ระเบียบวิธีวิจัย  
1) การเหนี่ยวน าการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูกและการคัดกรองสาร 
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 น าเซลล์ไลน์ RAW264.7 มากระตุ้นด้วย recombinant RANK-L (rRANK-L; Biolgend) ที่ความ
เข้มข้นสุดท้าย 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 5 วัน พร้อมกับสารที่ท าการคัดกรองที่ความเข้มข้นสูงสุด
ที่ให้การอยู่รอดของเซลล์สูงกว่า 80% ขึ้นไป โดยใช้ข้อมูลจากการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสาร
ทดสอบก่อนหน้านี้ เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ที่มี rRANK-L ผสมอยู่ ทุกๆ 2 วัน จากนั้นวัดการเปลี่ยน
สภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกโดยการย้อม tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) โดยวิธีที่
อธิบายต่อไปนี้ ในกรณีของเซลล์ไขกระดูกปฐมภูมิ น าเซลล์ไขกระดูกจากหนูไมซ์ C57BL/6 หรือ BALB/c 
มากระตุ้นด้วย Macrophage Colony Stimulating Factor (M-CSF) ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 25 นาโน
กรัมต่อมิลลิลิตร นาน 3 วันหลังจากนั้น ใส่ rRANK-L เช่นเดียวกับเซลล์ไลน์ RAW264.7 และบ่มนาน 9 
วัน หลังจากนั้นตรวจติดตามการเปลี่ยนสภาพโดยย้อมหาแอกทิวิตีของ TRAP เช่นเดียวกับเซลล์ไลน์ 
RAW264.7  
 2) การตรวจหาแอคติวิตีของTRAP และการย้อมเซลล์เพื่อตรวจหา TRAP 
 หลังจากเหนี่ยวน าให้เซลล์เปลี่ยนสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกแล้ว ตรึงเซลล์ด้วย 10% 
formaldehyde และเติมสารละลาย p-nitrophenylphosphate ใน citrate buffer 50 มิลลิโมลาร์ 
(pH 4.6) ซึ่งเป็นซับสเตรทของ TRAP และเติม 0.1 N NaOH และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโน
เมตรด้วยไมโครเพลทรีดเดอร์ ส าหรับการย้อมหาแอกทิวิตีของ TRAP ในเซลล์สลายกระดูกนั้น น าเซลล์ที่
เหนี่ยวน าเป็นเซลล์สลายกระดูกมาตรึงด้วย 10% formaldehyde นาน 10 นาที และล้างใน 95% เอ
ทานอล จากนั้นเติม naphthol AS-MX phosphate 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ fast red violet LB 
salt 0.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใน sodium acetate buffer 50 มิลลิโมลาร์ (pH 5.0) ที่มี sodium 
tartrate 50 มิลลิโมลาร์ผสมอยู่ หลังจากล้างด้วยน้ าแล้วท าให้แห้ง ส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และนับ
จ านวนเซลล์สลายกระดูกที่ย้อมติดสีแดงเข้มและมีมากกว่า 3 นิวเคลียสในหนึ่งเซลล์ 
 3) Quantitative RT-PCR 
 บ าบัดเซลล์ไขกระดูกหรือเซลล์ไลน์ RAW264.7 ด้วยสารสกัดจากพืชหรือตัวท าละลายควบคุม 
(Dimethyl sulfoxide; DMSO) ดังที่ระบุในแต่ละการทดลองที่ระยะเวลาต่างๆ เมื่อจะเก็บ RNA ทั้งหมด 
ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้งและเติมน้ ายา TriZol Reagent (Invitrogen) 1 มิลลิลิตรในหลุมและบ่มทิ้งไว้นาน 
2 นาที จากนั้นดูดเก็บเซลล์ทั้งหมดและสกัด RNA ตามคู่มือของผู้ผลิต วัดปริมาณ RNA ที่ได้โดย Qubit 
Fluorometer (Invitrogen) และน า RNA 100-500 นาโนกรัมไปเปลี่ยนเป็น cDNA โดยใช้ Reverse 
Transcriptase (Fermentas) จากนั้นน า cDNA มาวัดปริมาณ mRNA เชิงสัมพัทธ์ของ NFATc1 และ 
Cathepsin K โดยใช้ไพรเมอร์และภาวะในการเพ่ิมปริมาณดังตารางต่อไปนี้  ท าปฏิกิริยาโดยใช้ MJ Mini 
personal Thermal cycler (Bio-Rad) ค านวณระดับการแสดงออกเชิงสัมพัทธ์ของ mRNA แต่ละชนิด

โดยวิธี 2-CT โดยใช้ -actin เป็นชุดควบคุม 
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ตารางท่ี 1 คู่ไพรเมอร์และภาวะในการเพิ่มปริมาณโดยวิธี PCR 

Gene Primer sequences Annealing temp. 

(C) 

Product size 
(bp) 

NFATc1 Forward: 
GGTAACTCTGTCTTTCTAACCTTAAGCTC 
Reverse: 
GTGATGACCCCAGCATGCACCAGTCACAG 

62 240 

Cathepsin K Forward: GGCCAACTCAAGAAGAAA 
Reverse: GTACCCTCTGCATTTAGC 

58 225 

-actin Forward: ACCAACTGGGACGACATGGAGAA 
Reverse: GTGGTGGTGAAGCTGTAGCC 

55 380 

  
 4) Western blot 
 บ าบัดเซลล์ดังที่ระบุในการทดลองที่ระยะเวลาต่างๆ ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้งและล้างเซลล์ด้วย 
cold PBS 1 ครั้ง และท าให้เซลล์แตกด้วย RIPA buffer ที่เติม protease inhibitor cocktail และ 
phosphatase inhibitor (Sigma Aldrich) หลังจากดูดผสมแล้วเก็บไลเซตของเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงที่ 
5,000 rpm นาน 5 นาที เก็บส่วนใสเพ่ือน าไปวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีน วัดปริมาณโปรตีนด้วย
วิธี Bicinchroninic acid (PIERCE) และปรับปริมาณโปรตีนของแต่ละตัวอย่างให้เท่ากันและน าไปแยก
ตามขนาดด้วยวิธี SDS-PAGE โดยผสมตัวอย่างโปรตีนใน Laemli Buffer และต้มนาน 5 นาที แยก
โปรตีนโดยใช้ 10% SDS-PAGE ด้วย Protein III system (Bio-Rad) โอนถ่ายโปรตีนไปยงัแผ่นเย่ือ 
PVDF ด้วย semi-dry transfer Trans-Blot SD (Bio-Rad) และบม่กบัแอนติบอดีปฐมภูมิท่ีจ าเพาะตอ่ 
NFATc1, phosphor-MAPK หรือ total MAPK, phosphor-NF-Bp65 หรือ total NF-Bp65, IB 
(Cell Signaling Technology) และ -actin (Millipore) และตรวจหาแอนติบอดีปฐมภูมิด้วย
แอนติบอดีทุติบยภูมิท่ีติดฉลากด้วยเอนไซม์ Horseradish Peroxydase ตรวจหาสญัญาณโดยวิธี 
chemiluminescence 
 การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 วิเคราะห์ข้อมูลที่ได้โดย Student’s t-test โดยใช้ SPSS software (SPSS15) ให้ความต่างอย่าง
มีนัยส าคัญมีค่า p<0.05  
 
ผลการวิจัยและการวิเคราะห์ผลการวิจัย 
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1) การทดสอบระบบการเหนี่ยวน าการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูก 
เพ่ือหาภาวะที่เหมาะสมของระบบการคัดกรองสารที่มีฤทธิ์ต้านการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลาย

กระดูก จึงเหนี่ยวน าเซลล์ไลน์ RAW264.7 หรือเซลล์ไขกระดูกปฐมภูมิจากหนูไมซ์ให้เป็นเซลล์สลาย
กระดูกดังที่อธิบายข้างต้น และตรวจติดตามการเปลี่ยนสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกโดยการย้อมเซลล์เพ่ือ
ตรวจวิเคราะห์ TRAP ดังแสดงในรูปที่ 1 ทั้งเซลล์ไลน์ RAW264.7 (A-B) และเซลล์ไขกระดูกปฐมภูมิ (C-
D) ที่ได้รับการกระตุ้นด้วย rRANKL ย้อมติดสีแดงเข้มที่บ่งชี้ถึงแอกทิวิตีของเอนไซม์ TRAP และยัง
สามารถสังเกตเห็นเซลล์ที่มีมากกว่า 3 นิวเคลียสจ านวนมาก ในขณะที่เซลล์ที่ไม่ได้รับสัญญาณกระตุ้นจาก 
rRANKL ไม่พบมีเซลล์ที่ย้อมติดสี แสดงว่าระบบการเหนี่ยวน าการเปลี่ยนสภาพสามารถใช้ในการคัดกรอง
สารออกฤทธิ์ต้านกระบวนการนี้ได้  

 
รูปที่ 1 การเปลี่ยนสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกของเซลล์ไลน์ RAW264.7 หรือเซลล์ไขกระดูกปฐมภูมิ 
(A-B) เลี้ยงเซลล์ไลน์ RAW264.7 ภายใต้การมีหรือไม่มี rRANKL นาน 5 วัน และย้อมหาแอกทิวิตีของ 
TRAP 
(C-D) เลี้ยงเซลล์ไขกระดูกปฐมภูมิภายใต้การมี M-CSF หรือ M-CSF กับ rRANKL นาน 9 วันและย้อมหา
แอกทิวิตีของ TRAP   
 

2) การทดสอบฤทธิ์ต้านการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูกของสารทดสอบ 
สรุปผลการรายงานผลก่อนหน้านี้ ในการทดสอบผลความเป็นพิษของสารสกัดบริสุทธิ์จากพืชที่

น ามาทดคัดกรองและแอกทิวิตีต้านการอักเสบ (ต้านการผลิตไนตริกออกไซด์จากเซลล์ไลน์ RAW264.7) 
ในตารางที่ 1 และน าความเข้มข้นสูงสุดของสารสกัดที่ท าให้มีเซลล์อยู่รอดมากกว่า 80% (IC20) ไป
ทดสอบผลการต้านการเปลี่ยนสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก โดยใช้ตัวท าละลาย DMSO เป็นชุดควบคุม
บวก ร่วมแสดงผลการทดสอบฤทธิ์ต้านการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูกในตารางที่ 1  
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ตารางที่ 2 ผลการทดสอบความเป็นพิษ ฤทธิ์ต้านการอักเสบและฤทธิ์ต้านการเปลี่ยนสภาพของเซลล์
สลายกระดูกของสารบริสุทธิ์ที่สกัดจากพืช 

รหัสตัวอย่าง 
Cytotoxicity (IC50)  

(ไมโครโมลาร์)  

Anti-inflammatory 
Activity (IC50)  
(ไมโครโมลาร์) 

แอกทิวิตีต้านการ
เปลี่ยนสภาพของเซลล์

สลายกระดูก 
ASTP001 12±3.41 เซลล์ตาย - 
ASTP002 > 50 > 50 - 
ASTP003 > 50 > 50 - 
ASTP004 > 50 > 50 - 
ASTP005 > 50 > 50 - 
ASTP006 > 50 > 50 - 
ASTP007 > 50 > 50 - 
ASTP008 > 50 > 50 - 
ASTP009 > 50 > 50 - 
ASTP010 17.35±2.25 5.28 ±9.49 + 
ASTP011 > 50 > 50 - 
ASTP012 > 50 > 50 - 
ASTP013 > 50 > 50 - 
ASTP014 > 50 > 50 - 
ASTP015 > 50 > 50 - 
ASTP016 ไม่ละลายใน DMSO ND 
ASTP017 > 50 > 50 - 
ASTP018 > 50 > 50 - 
ASTP019 > 50 25.31±2.10 + 
ASTP020 > 50 30.0±3.58 - 
ASTP021 > 50 > 50 - 
ASTP022 > 50 > 50 - 
ASTP023 17.56±1.30 เซลล์ตาย - 
ASTP024 > 50 > 50 - 
ASTP025 > 50 > 50 - 
ASTP026 > 50 > 50 - 
ASTP027 > 50 > 50 - 
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*ND: ไม่ได้ท าการทดสอบ 
-: ไม่มีแอกทิวิตี (ร้อยละของการยบัยั้งการเปลีย่นสภาพต่ ากว่า 10%)  
+: มีแอกทิวิตี (ร้อยละของการยบัยั้งการเปลีย่นสภาพมากกว่า 50% ขึ้นไป)  

 
 จากการทดสอบฤทธิ์ต้านการเปลี่ยนสภาพในเซลล์ไขกระดูกพบว่ามีสารที่มีฤทธิ์ 3 ชนิด ซึ่งมีฤทธิ์
ต้านการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูก โดยสองชนิด (ASTP10, ASTP19) มีฤทธิ์กดการอักเสบด้วย 
ในขณะที่ WJ10 ไม่มีฤทธิ์กดการอักเสบ  
 เมื่อน าสารทั้งสามชนิดมาทดสอบยืนยันฤทธิ์ต้านการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูกที่ความ
เข้มข้นต่างๆ พบว่าสารที่สามชนิดให้ผลต้านการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูกที่ขึ้นกับความเข้มข้น
ที่ใช้ (รูปที่ 2 และ 3)  
 

ASTP028 > 50 > 50 - 
ASTP029 > 50 25±4.31 - 
ASTP030 > 50 > 50 - 
ASTP031 > 50 > 50 - 
ASTP032 ไม่ละลายใน DMSO ND 
ASTP033 ไม่ละลายใน DMSO - 
ASTP034 > 50 > 50 - 
ASTP035 > 50 > 50 - 
ASTP036 > 50 > 50 - 
ASTP037 > 50 > 50 - 
ASTP038 > 50 > 50 - 
ASTP039 14±1.85 เซลล์ตาย - 

WJ10 > 50 > 50 + 
WJ21 > 50 > 50 - 
WJ22 > 50 > 50 - 
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รูปที่ 2 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูกของ ASTP10, ASTP19 
น าเซลล์ไขกระดูกปฐมภูมิมาบ าบัดด้วยตัวท าละลาย DMSO (A-B), ASTP10 (C-E), ASTP19 (F-H) ที่
ความเข้มข้นต่างๆ และเหนี่ยวน าให้เป็นเซลล์สลายกระดูกดังที่ระบุข้างต้นและตรวจวัดแอกทิวิตีของ 
TRAP โดยการย้อมที่ระบุข้างต้น  

 
รูปที่ 3 ผลการเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารบริสุทธิ์ที่สกัดจากพืช 2 ชนิด (ASTP10, WJ10) 
เหนี่ยวน าเซลล์ไขกระดูกให้เป็นเซลล์สลายกระดูกภายใต้การมี ASTP10, WJ10 ที่ความเข้มข้นต่างๆ หรือ 
DMSO และนับจ านวนเซลล์สลายกระดูก (ย้อมติดสีบ่งชี้แอกทิวิตี TRAP และมี 3 นิวเคลียสขึ้นไป) ผลที่
แสดงเป็นผลที่ได้จากการทดลอง 3 ซ้ า a, b, c แสดงความต่างอย่างมีนัยส าคัญ p<0.05   
 

3) ผลของ ASTP019 ต่อการแสดงออกของยีน NFATc1 ในระดับ mRNA และโปรตีน 
เพ่ือให้รู้ถึงกลไกการออกฤทธิ์ของสารที่มีฤทธิ์ต้านการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูก จึงเน้น

ศึกษาฤทธิ์ของ ASTP019 ซึ่งเป็นสารหในกลุ่ม diarylheptanoid ที่สกัดและท าให้บริสุทธิ์ได้จากว่านชัก
มดลูก (Curcuma comosa Roxb.) NFATC1 เป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของกลุ่มยีนที่
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เกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูกและยีนที่เกี่ยวข้องกับการท างานของเซลล์สลาย
กระดูก โดยถือว่าเป็นโปรตีนที่มีความส าคัญที่สุดในการควบคุมการเปลี่ยนสภาพของเซลล์ชนิดนี้  จึงน า
เซลล์ไขกระดูกหรือเซลล์ไลน์ RAW264.7 มาบ าบัดด้วย ASTP019 ที่ความเข้มข้น 1.8 ไมโครโมลาร์ที่
ระยะเวลาต่างๆ และติดตามการแสดงออกของ mRNA โดยวิธี quantitative RT-PCR และโปรตีนด้วย 
Western blot ดังแสดงในรูปที่ 4A ระดับการแสดงออกของ NFATc1 mRNA เพ่ิมสูงขึ้นเมื่อเซลล์ได้รับ
การกระตุ้นโดย RANK/RANKL โดยอยู่ในระดับสูงที่สุดที่ 24 ชั่วโมงหลังจากเริ่มกระตุ้น ในขณะที่เซลล์ที่ที่
มีการบ าบัดด้วย ASTP019 มีการลดต่ าลงของระดับ NFACTc1 mRNA อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ซึ่ง
ผลกระทบของ ASTP019 ต่อการแสดงออกของ NFATc1 mRNA นั้นสอดคล้องกับระดับโปรตีนสะสมใน
เซลล์ที่ตรวจวัดโดยวิธี Western blot ดังแสดงในรูปที่ 4B ดังนั้น ASTP019 กดการแสดงออกของ 
NFATc1 ในระดับการถอดรหัสของยีน ท าให้ระดับของโปรตีนที่มีการแปลรหัสลดต่ าลงด้วย  

 
รูปที่ 4 ผลของ ASTP019 ต่อการแสดงออกของ NFATc1  
บ าบัดเซลล์ไขกระดูก (A) หรือเซลล์ไลน์ RAW264.7 (B) ด้วย ASTP019 (1.8 ไมโครโมลาร์) หรือตัวท า
ละลายชุดควบคุม  DMSO นาน 30 นาทีก่อนใส่ rRANKL ร่วมกับ M-CSF (A) หรือ rRANKL (B) และเก็บ
ตัวอย่างที่ระยะเวลาต่างๆ (A) แสดงผลการวัดระดับเชิงสัมพัทธ์ของ NFATC1 mRNA โดยวิธี 
quantitative RT-PCR โดยน าผลของระดับ NFTAc1 มาปรับเทียบกับ -actin *** แสดงความต่าง
อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) และ (B) แสดงผลการวัดระดับโปรตีนโดย Western blot     

 เพ่ือยืนยันผลของ ASTP019 ที่มีต่อการแสดงออกของ NFATc1 จึงวัดระดับการแสดงออกของ
ยีนที่มีการรายงานว่าอยู่ภายใต้การควบคุมการแสดงออกโดย NFATc1 และมีความส าคัญต่อการท าหน้าที่
เป็นเซลล์สลายกระดูก ได้แก่ Cathepsin K ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่มีหน้าที่ส าคัญในการสลายกระดูกของเซลล์
สลายกระดูก ดังแสดงในรูปที่ 5 ระดับ mRNA ของยีนนี้เพ่ิมสูงขึ้นเมื่อเซลล์ได้รับการกระตุ้นด้วย 
RANK/RANKL และเม่ือเซลล์ได้รับ ASTP0019 ร่วมด้วยพบว่าระดับของ mRNA ของยีนนี้ลดต่ าลงอย่างมี
นัยส าคัญ สอดคล้องกับการลดต่ าลงของ NFATc1  
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รูปที่ 5 ผลของ ASTP019 ต่อการแสดงออกของ Cathepsin K mRNA ในเซลล์สลายกระดูก 
บ าบัดเซลล์ไขกระดูกด้วย ASTP019 (1.8 ไมโครโมลาร์) หรือตัวท าละลายชุดควบคุม  DMSO นาน 30 
นาทีก่อนใส่ rRANKL ร่วมกับ M-CSF และเก็บตัวอย่างที่ระยะเวลาต่างๆ (A) แสดงผลการวัดระดับเชิง
สัมพัทธ์ของ Cathepsin K mRNA โดยวิธี quantitative RT-PCR โดยน าผลของระดับ Cathepsin K 
มาปรับเทียบกับ -actin *** แสดงความต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) 

4) ผลของ ASTP019 ต่อการกระตุ้นวิถีสัญญาณปลายน  าของ RANK/RANKL ที่เกี่ยวข้องกับ
การท าเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูก 

 วิถีสัญญาณปลายน้ าของ RANK/RANKL ประกอบด้วยวิถีสัญญาณหลัก 2 ส่วน ได้แก่ วิถี
สัญญาณ Mitogen-activated Protein Kinase (MAPK) และ NF-B ซึ่งการกระตุ้นวิถีสัญญาณทั้งสอง
ผ่านการเติมหมู่ฟอสเฟตที่โปรตีนส่งสัญญาณ น าไปสู่การแสดงออกของ NFATc1 ดังนั้น เพ่ือศึกษากลไก
การออกฤทธิ์ของ ASTP019 ต่อการกระตุ้นวิถีสัญญาณเหล่านี้ จึงศึกษาผลกระทบของการได้รับ 
ASTP019 ต่อการเติมหมู่ฟอสเฟตของโปรตีนส่งสัญญาณต่างๆ 

MAPK ประกอบด้วย 3 วิถีสัญญาณที่มีเอนไซม์ไคเนสหลัก ได้แก่ Extracellular Signal-
regulated Kinase (Erk) (p42/44), p38 Kinase และ Stress-activated protein kinases (SAPK)/ 
Jun amino-terminal kinases (JNK) (SAPK/JNK) โดยสามารถวัดระดับการกระตุ้นได้โดยการตรวจวัด
ระดับการเติมหมู่ฟอสเฟต ดังแสดงในรูปที่ 6 เมื่อเซลล์ไขกระดูกได้รับการกระตุ้นโดย RANK/RANKL 
แล้ว เอนไซม์ทั้งสามถูกเติมหมู่ฟอสเฟตอย่างรวดเร็วเพ่ือให้มีแอกทิวิตี และมีการก าจัดหมู่ฟอสเฟตอออก
ภายหลังการท างานของเอนไซม์เพ่ือควบคุมแอกทิวิตี เมื่อเซลล์ได้รับ ASTP019 พบว่าวิถีสัญญาณ Erk มี
การลดต่ าลงของการเติมหมู่ฟอสเฟต ในขณะที่ p38 และ SAPK/JNK นั้นไม่มีผล 
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รูปที่ 6 ผลของ ASTP019 ต่อการกระตุ้นวิถีสัญญาณ MAPK โดย RANK/RANKL 
บ าบัดเซลล์ไขกระดูกด้วย ASTP019 (1.8 ไมโครโมลาร์) หรือตัวท าละลายชุดควบคุม  DMSO นาน 30 
นาทีก่อนใส่ rRANKL ร่วมกับ M-CSF และเก็บตัวอย่างที่ระยะเวลาต่างๆ ตรวจวัดระดับโปรตีนและระดับ
โปรตีนที่มีการเติมหมู่ฟอสเฟตของ MAPK โดยวิธี Western blot 

วิถีสัญญาณ NF-B เป็นอีกวิถีสัญญาณที่มีความส าคัญปลายน้ าจาก RANK/RANKL ซึ่งโมเลกุล
ของวิถีสัญญาณหลักได้แก่ NF-B (p50, p65, c-Rel, RelB, NF-B2) ซึ่งที่ภาวะที่ไม่มีสิ่งเร้า โมเลกุล
เหล่านี้จะคงอยู่ในไซโตพลาสมโดยมีโปรตีน IB เป็นโปรตีนยึดจับ เมื่อมีสัญญาณกระตุ้น IB จะถูก
เติมหมู่ฟอสเฟตและน าไปสู่การย่อยสลายโดยโปรตีเอโซม (proteasome) ท าให้ NF-B สามารถ
เคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสได้ วิถีสัญญาณนี้เก่ียวข้องกับการตอบสนองต่อสัญญาณการอักเสบ การเกิดมะเร็ง
และการเปลี่ยนสภาพของเซลล์รวมทั้งเซลล์สลายกระดูก 

เพ่ือศึกษาผลของ ASTP019 ต่อการกระตุ้นวิถีสัญญาณ NF-B จึงตรวจวัดระดับของ NF-
Bp65 ที่มีการเติมหมู่ฟอสเฟตและระดับของ IB ที่ถูกย่อยสลาย ดังแสดงในรูปที่ 7 NF-Bp65 มี
การเติมหมู่ฟอสเฟตอย่างรวดเร็วหลังจากเซลล์ได้รับ RANK/RANKL และ ASTP019 ก็ไม่มีผลกระทบต่อ
ระกับการแสดงออกของโปรตีนนี้แต่อย่างใด ส าหรับระดับของโปรตีน IB  พบว่ามีการลดต่ าลงเมื่อ
เซลล์ได้รับการกระตุ้น ซึ่งสอดคล้องกับการกระตุ้น NF-Bp65 ซึ่ง ASTP019 ก็ไม่มีผลต่อการลดระดับลง
ของ IB เช่นกัน    
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รูปที่ 7 ผลของ ASTP019 ต่อการกระตุ้นวิถีสัญญาณ NF-B โดย RANK/RANKL 
บ าบัดเซลล์ไขกระดูกด้วย ASTP019 (1.8 ไมโครโมลาร์) หรือตัวท าละลายชุดควบคุม  DMSO นาน 30 
นาทีก่อนใส่ rRANKL ร่วมกับ M-CSF และเก็บตัวอย่างที่ระยะเวลาต่างๆ ตรวจวัดระดับโปรตีนและระดับ
โปรตีนที่มีการเติมหมู่ฟอสเฟตของ NF-B p65 และระดับของ NF-B p65 และ IB โดยวิธี 
Western blot 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 งานวิจัยนี้ได้ท าการคัดกรองสารสกัดจากพืชเพ่ือหาสารออกฤทธิ์ต้านการเปลี่ยนสภาพของเซลล์
สลายกระดูก โดยพบว่ามีสาร 3 ชนิดที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเปลี่ยนสภาพของเซลล์ที่กระตุ้นด้วยรีคอมบิแนนท์ 
RANKL ซึ่งสารทั้งสามชนิดยังไม่เคยมีรายงานถึงฤทธิ์ดังกล่าวมาก่อน หนึ่งในสารนั้น คือ ASTP019 ซึ่ง
สกัดได้จากว่านชักมดลูก ซึ่งเมื่อศึกษากลไกในระดับโมเลกุลพบว่ามีฤทธิ์กดการกระตุ้นวิถีสัญญาณ Erk 
ของ MAPK ซึ่งเป็นวิถีสัญญาณปลายน้ าของ RANK/RANKL และควบคุมการแสดงออกของโปรตีน 
NFATc1 ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีบทบาทหลักในการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูก โดยเมื่อไม่นานมานี้ได้
มีรายงานการทดสอบน าสารชนิดนี้ไปศึกษาฤทธิ์ในระดับ in vivo ในสัตว์ทดลองตัดรังไข่ซึ่งเป็น
แบบจ าลองของโรคกระดูกพรุน พบว่าสารนี้มีฤทธิ์ชะลอการลดลงของการสูญเสียมวลประดูกได้ [9] ซึ่ง
สอดคล้องกับผลการทดลองที่ได้ในงานวิจัยนี้  ดังนั้น สารที่คัดกรองได้นี้จึงมีศักยภาพในการน าไปพัฒนา
เป็นสารต้นแบบส าหรับป้องกันและ/หรือบ าบัดอาการกระดูกพรุนต่อไปได ้ส าหรับสารอีกสองชนิดที่พบว่า
มีฤทธิ์ต้านการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูกควรมีการศึกษาถึงกลไกในระดับโมเลกุลต่อไป และควร
มีการน าไปทดสอบในสัตว์ทดลองแบบจ าลองโรคกระดูกพรุนในขั้นต่อไป  

ผลผลิต (Output) หรือตัวชี วัด 
1. ได้สารบริสุทธิ์ 3 ชนิดจากพืชที่มีฤทธิ์ต้านการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สลายกระดูก 
2. รู้กลไกการออกฤทธิ์ของ ASTP019 ที่มีผลต่อการกระตุ้นวิถีสัญญาณ MAPK 
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3. น าเสนอผลงานในการประชุมวิชาการ Thailand Society of Biotechnology TSB2014 โดยการ
น าเสนอปากเปล่า (มหาวิทยาลัยแม่ฟ้าหลวง ระหว่างวันที่ 27-29 พฤศจิการยน 2557)   
 
 
 
 
ตารางเปรียบเทียบผลการด าเนินการกับแผนการด าเนินการที่ตั งไว้ (Gantt Chart) 
 

กิจกรรม เดือน 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสาร
สกัดจากพืช 

 
 

 
 

 
 

         

ทดสอบฤทธิ์ต้านการเปลี่ยนสภาพของ
เซลล์สลายกระดูก 

    
 

 
 

 
 

 
 

 
 

    

ศึกษาฤทธิ์ต้านการเปลี่ยนสภาพใน
ระดับโมเลกุล 

    
 

   
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 หมายถึง กิจกรรมที่ได้ด าเนินการแล้วเสร็จ   หมายถึง กิจกรรมที่วางแผนด าเนินการ  
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ภาคผนวก 
 

งบประมาณที่ได้ใช้จ่ายไปแล้วนับตั งแต่เริ่มโครงการ   486,000 บาท 
 
หมวดงบประมาณ งบประมาณท่ีได้รับ 

(บาท) 
รายจ่าย (บาท) 

1. งบบุคคลากร  
1.1 ผู้ช่วยนักวิจัยท างานเต็มเวลา 
วุฒิปริญญาตรี (13,300 บาท x 1 คน x 12 เดือน) 
วุฒิปริญญาโท (16,400 บาท x 1คน x 12 เดือน) 

356,400.00 
 

159,600.00 
196,800.00 

356,400.00 
 

159,600.00 
196,800.00 

2. งบด าเนินงาน  
2.1 ค่าตอบแทน 

 
- 

 
- 

2.2.ค่าใช้สอย 

2.2.1 ค่าจ้างเหมาบริการ 
      2.2.2 ค่าซ่อมแซม 

11,250.00 
3,750.00 
7,500.00 

11,250.00 
3,750.00 
7,500.00 

 2.3 ค่าวัสดุ 
   -วัสดุวิทยาศาสตร์ 
   -วัสดุส านักงาน 

74,896.00 
74,896.00 

- 

76,009.28 
76,009.28 

- 
3. เงินอุดหนุนในการด าเนินงาน 43,454.00 43,454.00 

รวม 486,000 487,113.28 
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เนื้อหางานวิจัย: โครงการวิจัยนี้มีจุดประสงคเพ่ือทดสอบฤทธิ์ในการรักษาโรคกระดูกพรุนของกวาวเครือขาว
(Pueraria mirifica) ซึ่งเปนพืชสมุนไพรไทยท่ีมีสารไฟโตเอสโตรเจนอยางนอย 17 ชนิด ในสวนหัวของราก โดย
มีรายงานกอนหนานี้วากวาวเครือขาวสามารถกระตุนการทํางานของเซลลสรางกระดูกและยับยั้งการทํางานของ
เซลลสลายกระดูกของหนูและลิงบาบูน (Tiyasatkulkovit et al., 2012; 2014) ในหลอดทดลองได ดังนั้นการ
ทดลองในครั้งนี้จึงทําการทดสอบผลในสัตวทดลอง 2 ชนิด คือ หนูแรท และลิงหางยาวเพศเมีย กอนท่ีจะนําไป
ทดสอบในคนตอไป ดังนี้ 1) การศึกษาในหนูแรท นําหนูแรท สายพันธุ SD เพศเมีย อายุ 6 เดือน มาตัดรังไข
และท้ิงไวเปนเวลา 4 สัปดาหเพ่ือชักนําใหเกิดโรคกระดูกพรุน จากนั้นแบงหนูออกเปน 4 กลุม ปอนสาร
แขวนลอยกวาวเครือขาวขนาด 5, 25 และ 50 มก./กก. น้ําหนักตัว/วัน และฉีดสารพูราริน 7 มก./กก. น้ําหนัก
ตัว/วัน นาน 12 สัปดาห วัดความหนาแนนกระดูกท่ีกระดูก tibia และกระดูก L4 ทุก ๆ 2 สัปดาห ผลการ
ทดลองพบวาความหนาแนนของกระดูกเนื้อโปรงท่ีกระดูก tibia และ L4 มีการลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิต
(p<0.05) ภายหลังจากตัดรังไขนาน 2 สัปดาหเปนตนไป และกวาวเครือขาวขนาด 50 มก./กก. น้ําหนักตัว/วัน
สามารถยับยั้งการสูญเสียกระดูกเนื้อโปรงไดท่ีกระดูกท้ังสองแหง 2) การศึกษาในลิงหางยาว เริ่มจากการ
คัดเลือกลิงหางยาวเพศเมียวัยหลังหมดประจําเดือนท่ีเปนโรคกระดูกพรุนตามธรรมชาติ โดยนําลิงหางยาวเพศ
เมียวัยกอนหมดประจําเดือน วัยท่ีเขาสูภาวะหมดประจําเดือน และวัยหลังหมดประจําเดือน (pre-, peri- and
post-menopause) มาทําการเปรียบเทียบความหนาแนนกระดูกและมวลกระดูกท่ีกระดูก radius และ tibia
พบวาความหนาแนนกระดูกและมวลกระดูกเริ่มลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือลิงเขาสูภาวะหมด
ประจําเดือนและลดลงต่ําสุดเม่ือเขาสูวัยหลังหมดประจําเดือน อยางสัมพันธกับระดับฮอรโมนเอสโตรเจนท่ีลดลง
และระยะเวลาท่ีนานข้ึนหลังหมดประจําเดือน และสัมพันธกับการลดลงของ osteocalcin ในพลาสมาและการ
เพ่ิมข้ึนของ NTX ในปสสาวะ จากนั้นคัดเลือกลิงวัยหลังหมดประจําเดือนและมีคามวลกระดูกต่ําวา 2SD ของลิง
วัยกอนหมดประจําเดือน จํานวน 10 ตัว มาแบงออกเปน 2 กลุม ปอนสารแขวนลอยกวาวเครือขาวขนาด 0 และ
1000 มก./กก. น้ําหนักตัว/วัน นาน 12 เดือน และติดตามการเปลี่ยนแปลงความหนาแนนกระดูกและมวล
กระดูก และการหายของแผลท่ีกระดูก (bone healing) พบวาเนื้อกระดูกและการหายของแผลท่ีกระดูกเริ่มเห็น
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ในเดือนท่ี 6 ของการทดลอง เนื่องดวยการทดลองในลิงยังไม
ครบ 12 เดือนจึงตองติดตามผลการทดลองตอไป แตอยางไรก็ตามจากผลการทดลองท่ีไดในหนูแรทเพศเมียท่ีตัด
รังไขและลิงหางยาวเพศเมียวัยหมดประจําเดือนในเบื้องตนสามารถสรุปไดวากวาวเครือขาวเปนพืชสมุนไพรท่ีมี
ศักยภาพสูงท่ีจะนํามาพัฒนาเปนยารักษาโรคกระดูกพรุนเพ่ือใชในผูหญิงวัยหมดประจําเดือนได
คําสําคัญ: กระดูกพรุน กวาวเครือขาว เอสโตรเจน หนูแรท ลิงหางยาว มวลกระดูก
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Abstract
Project Title: Development of prototype drug from herbs for the prevention of osteoporosis in
aging persons: testing in laboratory animals
Investigators: Suchinda Malaivijitnond1, Narattaphol Charoeanphandhu2, Sukanya Jaroenporn1

Affiliation: 1Department of Biology, Faculty of Science, Chulalongkorn University; 2Department
of Physiology, Faculty of Science, Mahidol University
E-mail address: Suchinda.m@chula.ac.th
Abstract: This study aims to test the therapeutic effects of Pueraria mirifica (PM) Thai herb,
which contains at least 17 phytoestrogens in its tuberous roots, in laboratory animals, because
it was reported previously that PM can stimulate osteoblast and suppress osteoclast functions
in rat and baboon bone cells in vitro (Tiyasatkulkovit et al., 2012; 2014). Two series of
experiments, in female rats and monkeys, were set. 1) Study in rat: 6 months old female SD
rats were ovariectomized, kept for 4 weeks to induce bone loss and divided into 4 groups
which were fed with 5, 25 and 50 mg/kgBW/day of PM (PM5, PM25 and PM50, respectively)
and injected with 7 mg/kgBW/day of puerarin (PU) for 12 weeks. Bone mineral density (BMD)
of tibia and fourth lumbar vertebra (L4) were measured every 2 weeks. It was found that
trabecular (Tb) BMDs of both tibia and L4 were significantly decreased starting form 2 weeks
after OVX (p<0.05) and only PM50 could inhibit the loss at both bone sites. 2) Study in
monkeys: naturally occurring osteoporotic, post-menopausal long-tailed monkeys were first
selected. BMDs and bone mineral contents (BMCs) of radius and tibia were compared
between pre-menopausal, peri-menopausal and post-menopausal long-tailed macaques. The
BMDs and BMCs of radius and tibia significantly decreased in peri-menopause (p<0.05) and
highly decreased in post-menopause monkeys, in correlation with a reduction of serum
estradiol levels and the length of post-menopausal period. This also correlated with a
decrease in plasma osteoclacin and increase in urinary NTX levels. Thus, 10 osteoporotic post-
menopausal monkeys (bone mass lower than 2SD of those of pre-menopausal monkeys) were
selected, divided into 2 groups, fed with 0 and 1000 mg/kgBW/day of PM (PM0 and PM1000,
respectively), and changes of BMDs, BMCs and bone healing were followed up. It was found
that BMDs, BMCs and bone healing on the PM1000 group were significantly higher those of the
PM0 group (p<0.05) starting from 6 months of the treatment. Although the treatment in
monkeys has not done yet, it can preliminary conclude regarding the results in laboratory
animals that PM has high potential to be developed as anti-osteoporotic drug for post-
menopausal women.
Keywords: osteoporosis, Pueraria mirifica, estrogen, SD rat, long-tail macaques, bone mass
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สารบัญภาพ
หนา

รูปท่ี 1 แสดงการทํางานประสานกันระหวาง osteoblast และ osteoclast ในการ
ควบคุมสมดุลของกระดูก M-CSF และ OPGL/RANKL เปน osteoblast factor ท่ี
กระตุนการเปลี่ยนแปลง (differentiation) ของ osteoclast

10

รูปท่ี 2 แสดงกระบวนการ bone remodeling cycle ซึ่งประกอบดวยกระบวน
การสลายกระดูก โดยการทําหนาท่ีของ osteoclast และกระบวนการสรางกระดูก
โดยการทําหนาท่ีของ osteoblast

11

รูปท่ี 3 แสดงคาความหนาแนนกระดูก (BMD) ของกระดูกสวนตางๆของหนูแรท
หลัง จากตัดรังไข (สัปดาหท่ี 0) เปนเวลา 16 สัปดาห

17

รูปท่ี 4 แสดงคาความหนาแนนกระดูก(BMD) ของกระดูกสวนตางๆตั้งแตสัปดาหท่ี
0 -16 ในหนูตัดรังไขท่ีไดรับกวาวเครือขาวท่ีขนาดตางๆ  นาน 12 สัปดาห

18

รูปท่ี 5 แสดงคาความหนาแนนกระดูก (BMD) ของกระดูกสวนตางๆในหนูตัดรังไข
ภายหลังไดรับกวาวเครือขาว นาน 12 สัปดาห

19

รูปท่ี 6 แสดงภาพถายจากกลองจุลทรรศนของกระดูกสวน proximal tibial
metaphysis ท่ียอมดวยสี Goldner’s trichrome ในหนูตัดรังไขภายหลังไดรับ
กวาวเครือขาวท่ีขนาดตางๆ

19

รูปท่ี 7 แสดงคา bone volume ของกระดูกสวน proximal tibial metaphysis
ในหนูตัดรังไขภายหลังไดรับกวาวเครือขาว

20

รูปท่ี 8 แสดงคาเฉลี่ยของมวลกระดูก (BMC) และความหนาแนนกระดูก (BMD)
ท่ีกระดูก radius ของลิงวัยกอนหมดประจําเดือน (pre-menopause), ลิงในวัยท่ี
เขาสูภาวะหมดประจําเดือน (peri- menopause) และลิงวัยหลังหมดประจําเดือน
(post-menopause)

23

รูปท่ี 9 แสดงคาเฉลี่ยของมวลกระดูก (BMC) และความหนาแนนกระดูก (BMD)
ท่ีกระดูก tibia ของลิงวัยกอน (pre-) วัยท่ีเขาสู (peri-) และวัยหลังหมด
ประจําเดือน (post-menopause)

24

รูปท่ี 10 แสดงคาเฉลี่ยของระดับ Bone specific alkaline phosphatase (BAP)
ในพลาสมา ของลิงวัยกอน (pre-) วัยท่ีเขาสู (peri-) และวัยหลังหมดประจําเดือน
(post-menopause)

25
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หนา
รูปท่ี 11 แสดงคาเฉลี่ยของระดับ osteocalcin (OC) ในพลาสมาของลิงวัยกอน
(pre-) วัยท่ีเขาสู (peri-) และวัยหลังหมดประจําเดือน (post-menopause)

26

รูปท่ี 12 แสดงคาเฉลี่ยของระดับ Estradiol (E2) ในพลาสมาของลิงวัยกอน (pre-)
วัยท่ีเขาสู (peri-) และวัยหลังหมดประจําเดือน (post-menopause)

26

รูปท่ี 13 แสดงคาเฉลี่ยของระดับ follicle stimulating hormone (FSH) และ
luteinizing hormone (LH) ในพลาสมา ของลิงวัยกอน (pre-) วัยท่ีเขาสู (peri-)
และวัยหลังหมดประจําเดือน (post-menopause)

27

รูปท่ี 14 แสดงคาเฉลี่ยการเปลี่ยนแปลงของขนาดเสนรอบวง (perimeter) ของ
แผลผาตัด จากภาพเอกซเรยในลิงท่ีไดรับอาหารปกติ (PM0) และลิงท่ีไดรับ
กวาวเครือขาว (PM 1000)

30

รูปท่ี 15 แสดงคาเฉลี่ยการเปลี่ยนแปลงพ้ืนท่ี (area) ของแผลผาตัด จากภาพ
เอกซเรยในลิงท่ีไดรบัอาหารปกติ (PM0) และลิงท่ีไดรับกวาวเครือขาว (PM 1000)

30

รูปท่ี 16 ภาพเอกซเรยเปรียบเทียบแผลผาตัด (บริเวณกรอบสี่เหลี่ยม) ในเดือนท่ี 0
และเดือนท่ี 6 ระหวางลิงกลุมท่ีไดรับอาหารปกติ (PM0) และลิงท่ีไดรับกวาวเครือ
ขาว (PM 1000)

31

รูปท่ี 17 แสดงคาเฉลี่ยของมวลกระดูก (BMC) ในกระดูก Radius (ซาย) และ
tibia (ขวา) ระหวางลิงกลุมท่ีไดรับอาหารปกติ (PM0) และลิงท่ีไดรับกวาวเครือขาว
(PM 1000) โดยจําแนกออกเปน 3 กลุมคือ metaphysis trabecular BMC,
metaphysis cortical BMC และ diaphysis cortical BMC

32
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1. หลักการเหตุผลและระบุสาเหตุท่ีตองดําเนินการวิจัย
จากการท่ีประชากรโลกมีอายุเฉลี่ยยาวข้ึนทําใหคาดวาผูสูงอายุในประเทศตางๆ รวมถึงประเทศไทยจะมี

จํานวนเพ่ิมมากข้ึน กลุมโรคท่ีมีความเก่ียวของกับการชราภาพท่ีสําคัญกลุมหนึ่ง คือ โรคกระดูกพรุน
(osteoporosis) ซึง่เปนโรคท่ีมีสาเหตุมาจากความไมสมดุลของกระบวนการสรางกระดูก (bone formation)
และกระบวนการสลายกระดูก (bone resortion) โดยกระบวนการเหลานี้มีการทํางานโดยเซลลออสตีโอบ
ลาสต (osteoblast) และเซลลออสตีโอคลาสต (osteoclast) ตามลําดับ ฮอรโมนเอสโตรเจน (estrogen) เปน
ฮอรโมนท่ีผลิตและหลั่งมาจากรังไข และในผูหญิงท่ีเขาสูวัยหมดประจําเดือน หรือวัยทอง (post-menopausal
women) จะอยูในภาวะพรองฮอรโมนเอสโตรเจน  ฮอรโมนเอสโตรเจนมีบทบาทสําคัญตอกระบวนการรักษา
สมดุลของกระดูก (Compson et al., 1990) โดยเอสโตรเจนมีฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของ เซลลออสตีโอคลาสต
ทําใหเกิดกระบวนการสลายกระดูกลดลง และพบวาเซลลออสตีโอบลาสตและเซลลออสตีโอคลาสต มีตัวรับของ
ฮอรโมนเอสโตรเจน (estrogen receptors) ท้ังชนิดแอลฟา (estrogen receptor alpha; ER) และเบตา
(ERβ) (Bland, 2000) ซึ่งฮอรโมนเอสโตรเจนจะสามารถแสดงฤทธิ์ในการควบคุมการทํางานของเซลลท้ังสอง
ชนิดได โดยการจับกับตัวรับของฮอรโมนเอสโตรเจน

ภาวะกระดูกพรุนเปนภาวะท่ีไมสามารถรักษาใหหายขาดได แตสามารถหยุดยั้งการสูญเสียมวลกระดูก
ไมใหเกิดเพ่ิมมากข้ึน และลดอัตราการเกิดกระดูกหักได ดังนั้นการปองกันจึงเปนวิธีการท่ีดีท่ีสุด แตคนสวนใหญ
มักไมเห็นความสําคัญท่ีจะปองกันไมใหเกิดภาวะกระดูกพรุน จนกระท่ังมีอาการจึงจะเขารับการรักษา ปจจุบัน
การปองกันและรักษาภาวะกระดูกพรุนทําไดโดย การออกกําลังกาย และรับประทานอาหารท่ีมีปริมาณแคลเซียม
ท่ีเพียงพอ สวนในผูหญิงวัยหมดประจําเดือนซึ่งมีภาวะพรองฮอรโมนเอสโตรเจน จะใหฮอรโมนเอสโตรเจน
ทดแทน (estrogen replacement therapy) พบวาการใหฮอรโมนเอสโตรเจนทดแทนสามารถลดอุบัติการณ
เกิดกระดูกหักได (Tongeson and Bell., 2001) แตอาจทําใหเกิดผลขางเคียงท่ีเปนอันตราย ไดแก กอใหเกิด
มะเร็งเตานม มะเร็งเยื่อบุโพรงมดลูก มะเร็งตอมลูกหมาก และเสี่ยงตอภาวะลิ่มเลือดอุดตัน (Sulak 1997;
Canavan and Doshi, 1999; Lissin and Cooke, 2000; Fontanges et al., 2004; Smith, 2006) เปนตน
ดวยตระหนักถึงผลขางเคียงท่ีเกิดข้ึนดังกลาว จึงไดมีการศึกษา วิจัย และคนควายา ท่ีใชรักษา หรือปองกันภาวะ
กระดูกพรุน เพ่ือหลีกเลี่ยงผลขางเคียงท่ีอาจเกิดข้ึน

ในปจจุบัน ธุรกิจในการผลิตยาเพ่ือรักษาโรคกระดูกพรุน เปนธุรกิจท่ีมีมูลคาสูงมาก ดังเชน บริษัท
Pfizer ผลิตยา Prempro มีการจําหนายในทองตลาดตกปละประมาณ 3,000 ลานเหรียญสหรัฐ แต Primpro
ก็มีผลขางเคียงคือกอใหเกิดมะเร็งเตานม และเสี่ยงตอภาวะลิ่มเลือดอุดตันท่ีหัวใจ นอกจากนี้ยังมียาอีกตัวท่ีนิยม
ใชกันมากคือ Fosamax (alendronate) ท่ีผลิตโดยบริษัท Merck ก็มีมูลคาการตลาดท่ีไมตางจาก Primpro แต
Fosamax ก็มีผลขางเคียง คือ ทําใหกระดูกเปราะ  ดังนั้นการพัฒนายารักษาโรคกระดูกพรุนท่ีมีราคาถูกและมี
ผลขางเคียงนอยกวาหรือไมมีเลย จึงเปนสิ่งจําเปนเรงดวน ประเทศไทยเปนประเทศเขตรอนท่ีมีพืชและสมุนไพร
ท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพจํานวนมากและหลากหลาย หากสามารถพัฒนาสารสกัดจากสมุนไพรไทยท่ีมีฤทธิ์ปองกันโรค
กระดูกพรุนไดและลดอาการขางเคียง จะเปนการเพ่ิมมูลคาสมุนไพรไทยและลดการนําเขายาท่ีมีอยูแลวจาก
ตางประเทศ นอกจากนี้ยังทําใหประชากรไทยสวนใหญ ท่ีมีฐานะยากจนท่ีมีภาวะกระดูกพรุนสามารถเขาถึงยาได
อยางท่ัวถึง

โครงการวิจัยนี้ จึงมีจุดประสงคจะนําพืชสมุนไพรในประเทศไทย ไดแก กวาวเครือขาว (Pueraria
mirifica) และตะบูนดํา เปนตน ซึ่งเปนพืชสมุนไพรท่ีไดผานการวิเคราะหหาสารท่ีมีฤทธิ์ในการปองกันโรค
กระดูกพรุนทางเคมี และไดศึกษาฤทธิ์ของสารท่ีคัดกรองไดในหลอดทดลองแลว (Urasopon et al., 2007;
2008; Wisutsitthiwong et al., 2011; Tiyasatkulkovit et al., 2012) มาศึกษาตอยอดในสัตวทดลอง ไดแก
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ในสัตวฟนแทะ และลิงหางยาว โดยมีเปาหมายท่ีจะนําผลท่ีไดไปประยุกตใชในคนและไปผลิตเปนยารักษาโรค
กระดูกพรุน ตอไป ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จึงไดรวมมือกับบริษัท Siam Natural Co., Ltd. กรุงเทพฯ ท่ีทําหนาท่ี
ผลิตกวาวเครือขาวท่ีไดมาตรฐาน (standardized Pueraria mirifica) เพ่ือสงตอใหกับบริษัทยา เชน
GlaxoSmithKline เพ่ือนําไปผลิตยารักษาโรคกระดูกพรุนในคน

2. วัตถุประสงค
1. เพ่ือศึกษาผลของการใหกวาวเครือขาวตอการปองกันและรักษาภาวะกระดูกพรุนในหนูแรทเพศเมียและ

เพศผู ท่ีถูกชักนําใหเกิดภาวะกระดูกพรุนโดยการตัดตอมบงเพศออก
2. เพ่ือศึกษาผลของการใหสารสกัดตะบูนดําตอการปองกันและรักษาภาวะกระดูกพรุนในหนูแรทเพศเมีย

และเพศผู ท่ีถูกชักนําใหเกิดภาวะกระดูกพรุนโดยการตัดตอมบงเพศออก
3. เพ่ือศึกษาผลของการใหกวาวเครือขาวตอการปองกันและรักษาภาวะกระดูกพรุนในลิงหางยาววัยหมด

ประจําเดือนเพศเมีย

3.ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวของ
กระดูก (Bone)
กระดูก เปนอวัยวะสําคัญมีหนาท่ีชวยในการเคลื่อนไหวของรางกาย คํ้าจุน และปกปองอวัยวะภายใน

รวมท้ังเปนแหลงสะสมแรธาตุท่ีสําคัญของรางกาย โดยเฉพาะแคลเซียม และฟอสฟอรัส กระดูกแตละชิ้น
ประกอบดวยเนื้อกระดูกท่ีมีโครงสรางแตกตางกันสองชนิดคือ กระดูกเนื้อแนน (cortical bone) และกระดูกเนื้อ
โปรง (trabecular bone) โดยกระดูกเนื้อแนน จะพบอยูดานนอกของกระดูก มีชองวางระหวางเนื้อกระดูกนอย
มีความหนาแนนสูง พบเปนโครงสรางสวนใหญของกระดูกบริเวณ diaphysis กระดูกเนื้อโปรงพบดานในของ
กระดูก มีลักษณะโปรงบาง สานกันเปนโครงตาขาย ทําหนาท่ีชวยกระจายแรง ในการรับน้ําหนัก และเปนท่ีอยู
ของหลอดเลือด และไขกระดูก พบมากบริเวณกระดูกสวน metaphysis และ epiphysis บริเวณนอกสุดของ
กระดูกจะหุมดวยเยื่อหุมกระดูก

เซลลกระดูก ซึ่งมีอยูสามชนิดดวยกัน คือ osteoblast เปนเซลลท่ีทําหนาท่ีในการสรางกระดูก
osteoclast เปนเซลลขนาดใหญ มีหลายนิวเคลียส ทําหนาท่ีในการสลายกระดูก และ osteocyte ซึ่งเปน
osteoblast ท่ีเจริญเต็มท่ีแลว โดยปกติแลวเซลลท้ังสามชนิดนี้ทํางานรวมกัน เพ่ือทําใหเกิดกระบวนการซอม
สราง และสลายกระดูก (bone remodeling cycle) ซึ่งเปนวงจรท่ีเกิดข้ึนตลอดเวลา เพ่ือคงสมดุล และความ
แข็งแรงของกระดูก (Nakamura, 2007)

โดยพบวา osteoblast และ osteoclast จะมีการทํางานท่ีประสานกัน (รูปท่ี 1) โดยมียีนหลายชนิดท่ี
ควบคุมการเจริญ (development) ของ osteoblast เชน Core binding factor A1 (Cbfa1) หรือ Runx2,
Osf2 และ AML3 (Ducy et al., 1997; Komori et al., 1997) โดยยีนเหลานี้จะมีผลกระตุนการเปลี่ยนแปลง
(differentiation) และการเจริญ (maturation) โดยไปกระตุนการสรางโปรตีนหลายชนิด เชน osterix,
osteoponin, osteocalcin, bone sialopactin, type I collagen, receptor activator of nuclear factor
κB (RANK-L) และ osteoprotegerin (OPG)  Osteocalcin และ osteoponin จะชวยในการสะสมแคลเซียม
(mineralization) ในขณะท่ี RANK-L และ OPG จะควบคุมการทํางานของ osteoclast โดย RANK-L จะจับ
กับ RANK receptor ท่ีอยูบน pre-osteoclast (osteoclast precursor) ซึ่งจะไปกระตุน pre-osteoclast ให
กลายไปเปน mature osteoclast ท่ีสามารถทําหนาท่ีสลายกระดูกได  ในขณะท่ี OPG สามารถจับกับ RANK-L
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ได ทําให RANK-L ไมสามารถจับกับ RANK receptor ท่ี pre-osteoclast ได ดังนั้น pre-osteoclast จึงไม
สามารถเปลี่ยนไปเปน mature osteoclast ได  การสลายกระดูกจะลดลง

รูปท่ี 1 แสดงการทํางานประสานกันระหวาง osteoblast และ osteoclast ในการควบคุมสมดุลของกระดูก M-
CSF และ OPGL/RANKL เปน osteoblast factor ท่ีกระตุนการเปลี่ยนแปลง (differentiation) ของ
osteoclast
ฮอรโมนสําคัญท่ีมีบทบาทในการควบคุมสมดุลของกระดูก คือ ฮอรโมนพาราไทรอยด (parathyroid

hormone) และฮอรโมนแคลซิโตนิน (calcitonin) ฮอรโมนท้ังสองตัวนี้จะทําหนาท่ีตรงขามกัน โดยฮอรโมน
พาราไทรอยดจะทําหนาท่ีสลายกระดูกและฮอรโมนแคลซิโตนินจะชวยในการสรางกระดูก (Jane and Gary,
2001)

Bone remodeling cycle ประกอบดวยกระบวนการตางๆ ท่ีแบงออกไดเปน 4 ระยะ ดังนี้ (รูปท่ี 2)
Resorption phase คือ กระบวนการสลายเนื้อกระดูก โดย osteoclast จะใชสวนของ ruffle

border วางตัวบริเวณผิวกระดูกสวนท่ีจะมีการสลายเนื้อกระดูก จากนั้นจะหลั่งไฮโดรเจนอิออน (H+) และหลั่ง
hydrolytic enzyme เพ่ือสลายกระดูก ทําใหเกิดการปลดปลอยแคลเซียมฟอสเฟตออกมา ในขณะท่ีเกิด
กระบวนการสลายกระดูก osteoclast จะหลั่งเอนไซม Tartrate resistant acid phosphatase (TRAP)
ออกมา ซึ่งทําใหเกิดกระบวนการ dephosphorylation เกิดการสลายเนื้อกระดูก ทําใหกระดูกเกิดเปนหลุมเล็ก
ๆ ข้ึน

Reversal phase ภายหลังจากท่ีมีการสลายกระดูกแลว จะมีเซลลเม็ดเลือดขาวพวก macrophages
มาเก็บกินซากกระดูก มีกลุม mononuclear cells (pro-osteoblasts) มายังตําแหนงท่ีมีการสลายกระดูก และ
เริ่มเขาสูกระบวนการสรางกระดูกตอไป

Formation phase คือ กระบวนการสรางกระดูก โดย osteoblast จะสังเคราะห และหลั่ง osteoid
ลอมรอบตัวเอง หลังจากนั้นจะหลั่ง pyrophosphate และแคลเซียม ออกมาจนกระท่ังความเขมขนของ
แคลเซียมภายนอกเซลลสูงเกินกวาท่ีจะละลายได osteoblast จะหลั่ง เอนไซม alkaline phosphatase
ออกมาเพ่ือสลาย (hydrolyze) pyrophosphate ทําใหเกิดการสะสมตัวของแคลเซียม ท่ีชองวางระหวาง
โมเลกุลของคอลลาเจน  ซึ่งเรียกกระบวนการนี้วา mineralization ทําให osteoblast คอยๆ ถูกดันใหออกหาง
จากผิวกระดูก แลวเปลี่ยนไปเปน osteocyte
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Quiescence phase เปนระยะภายหลังจากท่ีเกิดกระบวนการสรางกระดูกเสร็จสิ้นแลว (Hill and
Orth, 1998; Nakamura, 2007)

รูปท่ี 2 แสดงกระบวนการ bone remodeling cycle ซึ่งประกอบดวยกระบวนการสลายกระดูก โดยการทํา
หนาท่ีของ osteoclast และกระบวนการสรางกระดูก โดยการทําหนาท่ีของ osteoblast
ภาวะกระดูกพรุน (Osteoporosis)
กระดูกพรุน คือ ภาวะท่ีกระดูกมีความหนาแนนของเนื้อกระดูกลดนอยลง รวมท้ังมีการเปลี่ยนแปลง

ของโครงสรางระดับจุลภาคของเนื้อเยื่อกระดูก สงผลใหกระดูกเปราะบาง ไมสามารถรับน้ําหนัก หรือแรงกดได
ตามปกติ ทําใหกระดูกหักไดงาย (Kanis et al., 1994) โดยตําแหนงท่ีหักบอย ไดแก กระดูกสันหลัง (spinal
vertebra) กระดูกสะโพก (hip) และกระดูกขอมือ (wrist) กลไกในการเกิดภาวะกระดูกพรุนนั้นเกิดไดจากสอง
กลไกดวยกันคือ 1)เกิดจาก bone turnover สูงข้ึน เนื่องจากกระดูกมี remodeling unit เพ่ิมมากข้ึน สงผลให
เกิดอัตราการสลายกระดูกมากข้ึนกวาปกติ และ2)เกิดจากกระบวนการ bone remodeling cycle imbalance
โดยพบวาเกิดกระบวนการ bone resorption มากกวา กระบวนการ bone formation ซึ่งการเกิดภาวะ
กระดูกพรุนนั้น อาจเกิดจากกลไกใดกลไกหนึ่ง หรือเกิดจากท้ังสองกลไกรวมกันก็ได (Compson, 2001)

ฮอรโมนเอสโตรเจน มีบทบาทสําคัญตอกระบวนการรักษาสมดุลของกระดูก (Compson et al., 1990)
โดยเอสโตรเจนมีฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของ osteoclast ทําใหเกิดกระบวนการ bone resorption ลดลง จากท่ี
กลาวไปแลวขางตนวา กระบวนการ bone remodeling cycle เกิดจาการทํางานของ osteoblast และ
osteoclast พบวาเซลลท้ังสองชนิด มีตัวรับของฮอรโมนเอสโตรเจน (estrogen receptors) ท้ังชนิดแอลฟา
(estrogen receptor alpha; ER) และเบตา (ERβ) (Bland, 2000) ซึ่งฮอรโมนเอสโตรเจนจะสามารถแสดง
ฤทธิ์ในการควบคุมการทํางานของเซลลท้ังสองชนิดได โดยการจับกับตัวรับของเอสโตรเจน เม่ือมีภาวะพรอง
ฮอรโมนเอสโตรเจน จะมีการสราง cytokines จาก osteoblast และ osteoblast progenitor cells มากข้ึน
cytokines เหลานี้ไดแก interleukin - 1 (IL-1), interleukin - 6 (IL-6) และ tumor necrosis factor –
alpha (TNF-) ซึ่งพบวา cytokines เหลานี้จะมีผลทําให osteoclast มีอายุยาวนานข้ึน และทําให
progenitor cell เจริญไปเปน mature osteoclast ไดมากข้ึน (Huges and Boyce, 1997; Jimi et al.,
1996 ) สงผลทําใหเกิดกระบวนการสลายกระดูกมากข้ึน นอกจากนี้ยังพบวา ฮอรโมนเอสโตรเจนยังมีผลตอการ
ทํางานของ osteoblast พบวาฮอรโมนเอสโตรเจนกระตุนให osteoblast สราง type I collagen มากข้ึน
(Nakamura, 2007) และยับยั้งการเกิดกระบวนการ apoptosis ของ osteoblast เม่ือมีภาวะพรองฮอรโมน
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เอสโตรเจนข้ึนจึงมีผลทําใหกระบวนการ bone formation เกิดข้ึนนอยลง ดวยเหตุผลดังกลาว เม่ือเขาสูวัยหมด
ประจําเดือนจึงทําใหเกิดความไมสมดุลของกระบวนการ bone remodeling cycle ข้ึน  ทําใหมีการสูญเสียมวล
กระดูกมากกวาปกติ และเปนปจจัยสําคัญท่ีทําใหเกิดกระดูกพรุนตามมา

กวาวเครือขาว
กวาวเครือขาว เปนพืชสมุนไพรท่ีพบไดท่ัวไปในประเทศไทย มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Pueraria mirifica Airy
Shaw & Suvatabandhu จากงานวิจัยท่ีผานมาพบวา หัวของกวาวเครือขาวประกอบไปดวย สารไฟโตเอสโตร
เจนหลายชนิด ท่ีพบมากไดแก กลุมของไอโซฟลาโวน ซึ่งประกอบดวย daidzin, daidzein, genistin,
genistein, puerarin และ mirificin เปนตน (Chanakaow et al., 2000; Ingham et al., 2002;
Cherdshewasart et al., 2007a; 2008; Urasopon et al., 2008b) จากการศึกษาวิจัยท่ีผานมาพบวา
กวาวเครือขาวสามารถลดระดับของฮอรโมนพาราไทรอยด และระดับแคลเซียมในซีรั่ม ในลิงหางยาวแกเพศเมีย
ไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (Trisomboon et al., 2004) และตอมา Urasopon และคณะ (2007 และ 2008a)
ไดทําการศึกษาผลของการใหกวาวเครือขาวทันทีภายหลังจากการตัดตอมบงเพศออก (ตัดรังไขในหนูเพศเมีย
และตัดอัณฑะออกในหนูแรทเพศผู และหนูยังไมไดแสดงภาวะกระดูกพรุน) เปนเวลานาน 90 วัน พบวาหนู
กลุมควบคุมท่ีตัดตอมบงเพศออกและไมไดรับกวาวเครือขาวแสดงภาวะกระดูกพรุน และพบวากวาวเครือขาว
สามารถปองกัน (prevention) การสูญเสียมวลกระดูก และความหนาแนนกระดูก ของกระดูกสวนรยางค
(long bone) และกระดูกสวนแกนกลาง (axial bone) ในหนูท้ังสองเพศไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยข้ึนอยู
กับขนาดของกวาวเครือขาวท่ีให และไมมีความแตกตางกันระหวางเพศ จากผลงานการวิจัยท้ังหมดนี้สามารถท่ี
จะสรุปไดวา กวาวเครือขาวสามารถแสดงผลตอกระดูกไดเชนเดียวกับฮอรโมนเอสโตรเจน นั่นคือ กวาวเครือขาว
สามารถปองกัน (prevention) การเกิดโรคกระดูกพรุนได และจากท่ีมีรายงานวากวาวเครือขาว มีคุณสมบัติใน
การยับยั้งการเกิดและการเจริญของมะเร็งเตานมไดดวย (Cherdshewasart et al., 2004; 2007b) ซึ่งเปนขอดี
ท่ีเหนือกวาการใชฮอรโมนเพศสังเคราะห  ดังนั้นจึงเปนท่ีนาสนใจท่ีจะศึกษาผลของสมุนไพรกวาวเครือขาว ใน
การรักษา (therapeutics) ภาวะกระดูกพรุนภายหลังจากท่ีอาการดังกลาวไดเกิดข้ึนแลว โดยการตัดตอมบง
เพศของหนูท้ังสองเพศออกและพักหนูไวนาน 90 วัน เพ่ือชักนําใหเกิดภาวะกระดูกพรุน แลวจึงทดลองให
กวาวเครือขาว โดยขณะนี้กําลังศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของกวาวเครือขาวตอเซลลกระดูกหนูและลิงในหลอด
ทดลองจากโครงการวิจัยอ่ืน อยางคูขนานกัน เพ่ือใหเกิดความเชื่อม่ันและสามารถนําเอากวาวเครือขาวไปพัฒนา
เปนยารักษาผูปวยโรคกระดูกพรุนไดในอนาคต

ตะบูนดํา
ตะบูนดํา เปนพืชวงศ Meliaceae เพียงชนิดเดียวท่ีจัดอยูในกลุมพืชปาชายเลน มีชื่อทางวิทยาศาสตร

วา Xylocarpus moluccensis องคประกอบทางเคมีหลักท่ีพบในสวนตางๆ ของพืชชนิดนี้ โดยเฉพาะในสวน
เมล็ด (seed kernel) คือสารประกอบลิโมนอยดประเภทตางๆ ไดแก ลิโมนอยดประเภท phragmalin,
mexicanolide, andirobin และ gedunin จากงานวิจัยท่ีผานมา คณะผูวิจัยตางๆ มักมุงเนนท่ีจะนําสารลิโม
นอยดเหลานี้ไปทดสอบฤทธิ์ตานการกัดกินของแมลงศัตรูพืชชนิดตางๆ ตามการใชงานในตํารับยาพ้ืนบาน แต
คณะผูวิจัยของเราเปนกลุมแรกท่ีไดนําสารลิโมนอยดจากตะบูนดํานี้มาคัดกรองฤทธิ์ยับยั้งการเปลี่ยนสภาพของ
เซลลสลายกระดูก (anti-osteoclastogenic activity) ในหลอดทดลอง (in vitro) พบวาลิโมนอยดประเภท
gedunin โดยเฉพาะ 7-oxo-deacetylgedunin สามารถยับยั้งการเปลี่ยนสภาพของเซลลสลายกระดูกไดดีมาก
ดวยคา IC50 4.14 mM และท่ีสําคัญคือมีความเปนพิษต่ํามาก นอกจากนี้คณะผูวิจัยยังไดศึกษากลไกการออก
ฤทธิ์ของลิโมนอยดชนิดนี้ดวย (Wisutsitthiwong et al., 2011) ดังนั้นสารลิโมนอยด 7-oxo-
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deacetylgedunin จึงนาจะเปน candidate ท่ีมีศักยภาพสูงท่ีจะพัฒนาเปนยารักษาโรคกระดูกพรุนได อยางไร
ก็ตาม การศึกษาวิจัยในสัตวทดลอง (in vivo) จะเปนการทดสอบท่ีจําเปนอยางยิ่ง ซึ่งคณะผูวิจัยจะทําการ
ทดสอบในหนูแรทตอไป

4. ระเบียบวิธีวิจัย
4.1. การทดสอบในหนูแรท

4.1.1. การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของกวาวเครือขาวในการรักษาโรคกระดูกพรุนในหนูแรทเพศเมียท่ีถูก
ชักนําใหเกิดโรคกระดูกพรุนโดยการตัดรังไขออก

เตรียมหนูทดลองอายุ 6 เดือน
สั่งซื้อหนูแรทเพศเมีย สายพันธุ Sprague Dawley อายุ 8 สัปดาห น้ําหนัก 180-220 กรัม มาจากศูนย

สัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล จํานวน 40 ตัว มาเลี้ยงไวท่ีศูนยสัตวทดลองคณะวิทยาศาสตร
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ควบคุมอุณหภูมิท่ี 25 ± 1 องศาเซลเซียส  ไดรับแสงสวาง 12 ชั่วโมง (06.00 -
18.00 น.) และมืด 12 ชั่วโมง (18.00 - 06.00 น.) ไดรับน้ําและอาหารสําเร็จรูป (บริษัท เพอรเฟค คอมพาเนียน
กรุป จํากัด ประเทศไทย) ตลอดเวลา จนกระท่ังหนูมีอายุได 6 เดือน ซึ่งเปนระยะท่ีหนูแรทมี peak bone mass

การทดลองนี้ไดรับการอนุมัติจากคณะกรรมการการควบคุมดูแลการเลี้ยง และการใชสัตวเพ่ืองานทาง
วิทยาศาสตร ของคณะวิทยาศาสตร เลขรหัส 1223005

ศึกษาผลและกลไกการออกฤทธิ์ในระดับเซลลและระดับอวัยวะของกวาวเครือขาวตอการรักษาภาวะ
กระดูกพรุนท่ีเกิดจากภาวะพรองฮอรโมนเพศในหนูแรทเพศเมีย

นําหนูแรทมาตัดรังไขออก (สัปดาหท่ี 0) เพ่ือชักนําใหเกิดภาวะพรองฮอรโมนเอสโตรเจน แลวติดตาม
การเปลี่ยนแปลงของความหนาแนนกระดูก (BMD) ของกระดูกแกนกลาง คือ 4th lumbar vertebra (L4) และ
กระดูกรยางค คือ tibia ท่ีบริเวณ metaphysis และ diaphysis ดวยเครื่อง peripheral Quantitative
Computed Tomography (pQCT) ทุก ๆ 2 สัปดาห เปนเวลา 4 สัปดาห จนกระท่ังพบวาหนูเกิดภาวะกระดูก
พรุนจากนั้นจึงแบงหนูออกเปน 5 กลุม ๆ ละ 10 ตัวและเริ่มใหสารตางๆ ทุกวัน เปนเวลา 12 สัปดาห ดังนี้

กลุมท่ี 1 ปอนน้ํากลั่น ปริมาตร 1.0 มล.
กลุมท่ี 2 ฉีดพูรารินเขาชั้นใตผิวหนัง ขนาด 0.7 มก./กก.น้ําหนักตัว ปริมาตร 0.2 มล.
กลุมท่ี 3 ปอนสารสกัดกวาวเครือขาวขนาด 5 มก./กก.น้ําหนักตัว ในน้ํากลั่น ปริมาตร 1.0 มล.
กลุมท่ี 4 ปอนสารสกัดกวาวเครือขาวขนาด 25 มก./กก.น้ําหนักตัว ในน้ํากลั่น ปริมาตร 1.0 มล.
กลุมท่ี 5 ปอนสารสกัดกวาวเครือขาวขนาด 50 มก./กก.น้ําหนักตัว ในน้ํากลั่น ปริมาตร 1.0 มล.
ปอนสารในชวงเวลา 08.00 – 10.00 น. ชั่งน้ําหนักตัวหนูทุก ๆ 2 สัปดาห เพ่ือดูการเปลี่ยนแปลงของ

น้ําหนักตัว  และใชคาน้ําหนักตัวท่ีไดในแตละสัปดาหมาปรับปริมาณการใหสาร ติดตามวัดมวลกระดูกและความ
หนาแนนของกระดูกท่ีกระดูก right tibia และ 4th lumbar vertebra ดวยเครื่อง pQCT ทุก ๆ 2 สัปดาห เม่ือ
สิ้นสุดการทดลองทําการการุณยฆาตหนแูละเก็บซีรั่มเพ่ือตรวจวัด bone markers ท่ีเก่ียวของกับ bone
formation และ bone resorption เก็บกระดูก tibia เพ่ือตรวจวัดตรวจวัดอัตราการสรางกระดูก (bone
formation rate) และการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อกระดูกในระดับจุลภาค (bone histomorphometry)
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4.2. การทดสอบในลิง
จากมีการทดลองมากอนหนานี้วากวาวเครือขาวสามารถปองกันและรักษาภาวะกระดุกพรุนในหนูแรท

เพศผูและเพศเมียท่ีตัดตอมบงเพศออก แตจากขอบังคับของ FDA (1994), JMHW (1999) และ CHMP (2006)
ในการทดสอบความปลอดภัยของสารใด ๆ ท่ีออกฤทธิ์ในการปองกันและรักษาภาวะกระดูกพรุนในคนจะตองทํา
การทดสอบและวิจัยในสัตว ท่ีมีลักษณะทางสรีรวิทยาและกายภาพ รวมท้ังลักษณะตาง ๆ ของกระดูกและ
ฮอรโมนคลายกับคน ดังนั้นในการศึกษาวิจัยครั้งนี้จะทําการศึกษาผลของสารสกัดกวาวเครือขาวตอการรักษา
ภาวะกระดูกพรุนท่ีเกิดจากภาวะพรองฮอรโมนเพศในลิงหางยาวเพศเมีย

การทดลองนี้ไดรับการอนุมัติจากคณะกรรมการการควบคุมดูแลการเลี้ยง และการใชสัตวเพ่ืองานทาง
วิทยาศาสตร ของคณะวิทยาศาสตร เลขรหัส 1123015

4.2.1. เปรียบเทียบคามวลกระดูก และความหนาแนนกระดูกระหวางลิงหางยาววัยกอนหมดประจําเดือน
วัยท่ีเขาสูภาวะหมดประจําเดือน และวัยหมดประจําเดือน

นําลิงหางยาวเพศเมีย (Macaca fascicularis) ท่ีอยูในวัยเจริญพันธุท่ียังมีรอบประจําเดือนอยู (pre-
menopuasal monkey) ลิงหางยาวท่ีเขาสูภาวะหมดประจําเดือน (peri-menopausal monkey) และลิงหาง
ยาวเพศเมียท่ีอยูในสภาวะหมดประจําเดือนอยางนอย 1 ป  อายุไมต่ํากวา 20 ป (post-menopausal
monkey) จากหนวยวิจัยไพรเมท คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ท่ีเลี้ยงไวในเรือนเลี้ยง ท่ีไดรับ
แสงสวาง 12 ชั่วโมง (06.00 - 18.00 น.) และมืด 12 ชั่วโมง (18.00 - 06.00 น.) อุณหภูมิเปลี่ยนแปลงตาม
สภาพแวดลอม ลิงไดรับอาหารวันละ 2 ครั้ง คือ เวลา 0900 – 1000 น. ลิงไดรับอาหารเม็ดสําเร็จรูป (บริษัท
เพอรเฟค คอมพาเนียน กรุป จํากัด ประเทศไทย) และเวลา 1400 – 1500 น. ลิงไดรับอาหารสด เชน แตงกวา
มันเทศ และ กลวย เปนตน

วัดคามวลกระดูก (BMC) และคาความหนาแนนกระดูก (BMD) ของลิงท่ีกระดูก distal radius และ
proximal tibia ดวยเครื่อง peripheral quantitative computed tomography (pQCT; Norland startec
XCT Research SA+ pQCT, Starater, Pforzhiem, Germany) นอกจากนั้นทําการเจาะเลือด (8.00-10.00
น.) และแยกเก็บพลาสมาเพ่ือนําไปตรวจวัดระดับฮอรโมน estradiol, luteinizing hormone (LH) และ
follicle stimulating hormone (FSH) ดวยวิธี radioimmunoassay (Malaivijitnond et al., 1998;
Malaivijitnond and Varavudhi, 1998; Trisomboon et al., 2005) และตรวจวัดระดับของ bone
formation marker คือ bone alkaline phosphatase (bone ALP; Queidel, CA, USA, Catalog no.
8012) และวัดระดับของ osteocalcin (OC; Queidel, CA, USA, Catalog no. 8002) และทําการรองเก็บ
ปสสาวะ (18.00-6.00 น.; 12 ชม.) เพ่ือนําไปวัดคา bone resorption marker คือ N-terminal cross-linking
telopeptide of type I collagen (NTX; Wampole Labs, NJ, USA, catalog no. OST0001) โดยคา
urinary NTX ท่ีไดจะนําไปปรับเทียบกับระดับ creatinine (Jaffe kinetic method)

4.2.2. ศึกษาผลของกวาวเครือขาวตอการประสานกลับคืนของเนื้อกระดูก (bone healing) ในลิงหาง
ยาววัยหมดประจําเดือน

คัดเลือกลิงหางยาวเพศเมียวัยหมดประจําเดือนจากการทดลอง 4.2.1 ท่ีมีคามวลกระดูกต่ํากวา 2SD
ของลิงหางยาววัยกอนหมดประจําเดือน จํานวน 10 ตัว มาผาตัดชิ้นกระดูก (bone biopsy) ในขนาด 1x1
เซนติเมตร บริเวณปกสะโพก (Ilium bone) ออกมา 2 ตําแหนง จากนั้นแบงลิงออกเปน 2 กลุม กลุมละ 5 ตัว
ดังนี้

กลุมท่ี 1 ไดรับอาหารสําเร็จรูปตามปกติ (PM0)
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กลุมท่ี 2 ไดรับอาหารสําเร็จรูปท่ีผสมกวาวเครือขวาวขนาด 1,000 มก./กก. น้ําหนักตัว/วัน (PM 1000)
โดยใหสารทุกวัน ในชวงเวลา 9.00-10.00 น. เปนระยะเวลา 12 เดือน จากนั้นติดตามการประสาน

กลับคืนมาของเนื้อกระดูกในลิงแตละกลุมทุกๆ 2 เดือน โดยการเอกซเรย (Poskom X-Ray Model:PXP-60HF)
ทําการวัดขนาดพ้ืนท่ี (area) และเสนรอบวง (perimeter) ของบริเวณท่ีผาตัดกระดูกออกเทียบกับคาเริ่มตน
(baseline) กอนการผาตัด

4.2.3. ศึกษาผลและกลไกการออกฤทธิ์ของกวาวเครือขาวตอการรักษาโรคกระดูกพรุนในลิงหางยาววัย
หมดประจําเดือน

นําลิงท่ีใชในการทดลองท่ี 4.2.2. มาติดตามวัดมวลกระดูก (BMC) และความหนาแนนกระดูก (BMD)
ของกระดูก distal radius และ proximal tibia ดวยเครื่อง peripheral quantitative computed
tomography (pQCT; Norland startec XCT Research SA+ pQCT, Starater, Pforzhiem, Germany)
ทุก ๆ 2 เดือน และเจาะเลือดในชวงเวลา 8.00-10.00 น. และแยกเก็บพลาสมาเพ่ือนําไปตรวจวัดระดับฮอรโมน
estradiol, luteinizing hormone (LH) และ follicle stimulating hormone (FSH) ดวยวิธี
radioimmunoassay (Malaivijitnond et al., 1998; Malaivijitnond and Varavudhi, 1998; Trisomboon
et al., 2005) และตรวจวัดระดับของ bone formation marker คือ bone alkaline phosphatase (bone
ALP; Queidel, CA, USA, Catalog no. 8012) และวัดระดับของ osteocalcin (OC; Queidel, CA, USA,
Catalog no. 8002) และเก็บปสสาวะท่ีขับออกมาในชวง 12 ชม. (18.00-6.00 น) เพ่ือนําไปวัดคา bone
resorption marker คือ N-terminal cross-linking telopeptide of type I collagen (NTX; Wampole
Labs, NJ, USA, catalog no. OST0001) โดยคา urinary NTX ท่ีไดจะนําไปปรับเทียบกับระดับ creatinine
โดยวิธี Jaffe kinetic method

5. ผลการทดลอง และการวิเคราะหผลการทดลอง
5.1. ศึกษาผลสารสกัดกวาวเครือขาวตอการรักษาโรคกระดูกพรุนท่ีเกิดจากภาวะพรองฮอรโมนเอสโตร

เจนในหนูแรทเพศเมียท่ีตัดรังไข

5.1.1 ศึกษาผลของภาวะพรองฮอรโมนเพศ ตอการเกิดภาวะกระดูกพรุนในหนูแรทเพศเมียท่ีตัดรัง
ไข

การตัดรังไขออกทําใหความหนาแนนรวม (total BMD) ของกระดูก L4 คอย ๆ ลดลงอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) ตั้งแตสัปดาหท่ี 6 จนถึงสัปดาหท่ี 16 ภายหลังจากการตัดรังไข ซึ่งการลดลงของ total BMD
ของ L4 เกิดข้ึนอยางสอดคลองกับการลดลงของกระดูกเนื้อโปรง trabecular BMD ท่ีพบลดลงตั้งแตสัปดาหท่ี 6
จนถึงสัปดาหท่ี 16 ภายหลังจากการตัดรังไข แตไมพบการเปลี่ยนแปลงของกระดูกเนื้อแนน cortical BMD (รูป
ท่ี 3, A-C)

ในสวนของกระดูก tibia พบวาการตัดรังไขทําใหความหนาแนนรวม (total BMD) ของกระดูก tibia
metaphysis ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ตั้งแตสัปดาหท่ี 2 และจะคงท่ีไปจนถึงสัปดาหท่ี 16
ภายหลังจากตัดรังไข ซึ่งการลดลงของ total BMD ของ tibia metaphysis เกิดข้ึนอยางสอดคลองกับการลดลง
ของกระดูกเนื้อโปรง trabecular BMD เชนเดียวกับในกระดูก L4 ท่ีพบการลดลงตั้งแตสัปดาหท่ี 4 ภายหลังจาก
ตัดรังไข แตไมพบการเปลี่ยนแปลงของกระดูกเนื้อแนน cortical BMD และการเปลี่ยนแปลงของ tibia
diaphysis (รูปท่ี 3, D-F) จากผลการทดลองนีแ้สดงใหเห็นวา เม่ือตัดรังไขจะทําใหความหนาแนนกระดูกลดลง
โดยการลดลงจะเกิดท่ีกระดูกรยางคกอนกระดูกแกนกลาง และเกิดในสวนของกระดูกเนื้อโปรง แตไมพบการ
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เปลี่ยนแปลงในกระดูกเนื้อแนน โดยคาความหนาแนนของกระดูกรยางคท่ีลดลงในสัปดาหท่ี 2 หลังตัดรังไข มีคา
ต่ํากวา 2 เทาของคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (2SD) ซึ่งเปนตวับงชี้ของการเกิดภาวะกระดูกพรุน

5.1.2. ศึกษาผลของการใหกวาวเครือขาว ตอการรักษาภาวะกระดูกพรุนในหนูแรทเพศเมียท่ีตัดรังไข
ภายหลังจากตัดรังไขนาน 4 สัปดาห พบวาความหนาแนนของกระดูก trabecular ของกระดูก L4 และ

tibia มีคาต่ําลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับความหนาแนนของกระดูกกอนตัดรังไข (สัปดาหท่ี 0) และ
เม่ือท้ิงหนูภายหลังจากตัดรังไขนาน 16 สัปดาห (PM0) ยิ่งทําใหการความหนาแนนของกระดูกลดลงมากข้ึน แต
สภาวะดังกลาวสามารถฟนคืนไดเม่ือหนูไดรับสารแขวนลอยกวาวเครือขาวขนาด 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนัก
ตัว/วัน (รูปท่ี 4)

เม่ือใหกวาวเครือขาวขนาด 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน (PM50) ในหนูท่ีตัดรังไขและท้ิงไวนาน
4 สัปดาห พบวาสามารถปองกันการลดลงของคาความหนาแนนของกระดูกแกนกลาง L4 และกระดูกรยางค
tibia โดยไมใหลดต่ําไปจากเดิม (รูปท่ี 4) โดยพบวาเม่ือใหกวาวเครือขาวเปนเวลา 12 สัปดาห มีผลทําใหความ
หนาแนนของท้ังกระดูกแกนกลาง L4 และกระดูกรยางคtibia มีคาสูงกวากลุมควบคุม (PM0) อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (รูปท่ี 5)  ซึ่งเม่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงระดับเซลลของกระดูก tibia พบวา กวาวเครือขาวขนาด 50
มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน ทําใหเนื้อกระดูก  (รูปท่ี 6) เพ่ิมข้ึน  โดยไปเพ่ิม bone volume, trabecular
number และ osteoblast surface และทําให trabecular separation ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม
(PM0)  (รูปท่ี 7) ในขณะท่ีพูรารินซึ่งเปนสารไฟโตเอสโตเจนท่ีมีปริมาณมากท่ีสุดในกวาวเครือขาว ไมมีผลตอการ
ปองการการเกิดภาวะกระดูกพรุนได

จากผลการทดลองครั้งนี้กลาวไดวา กวาวเครือขาวขนาดต่ําเพียง 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน มี
ฤทธิ์ปองกันการเกิดภาวะกระดูกพรุนในหนูเพศเมียได แตไมสามารถรักษาใหเนื้อกระดูกกลับมาเทาเดิม (สัปดาห
ท่ี 0) ได



สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ

17

รูปท่ี 3 แสดงคาความหนาแนนกระดูก (BMD) ของกระดูก 4th lumbar vertebra (L4; A-C), tibial
metaphysic (D-F) และ tibial diaphysis (G-H) ในสวนของ total BMD (A, D, G), trabecular BMD
(B, E) และ cortical BMD (C, F, H) ของหนูแรทหลังจากตัดรังไข (สัปดาหท่ี 0) เปนเวลา 16 สัปดาห
*,** = p<0.05 และ 0.01 เม่ือเทียบกับสัปดาหท่ี 0
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รูปท่ี 4 แสดงคาความหนาแนนกระดูก (BMD) ของกระดูก 4th lumbar vertebra (L4; A-B) และ tibial
metaphysic (C-D) ในสวนของ total BMD (A, C) และtrabecular BMD (B, D) ตั้งแตสัปดาหท่ี 0 -
16 ในหนูตัดรังไขท่ีไดรับกวาวเครือขาวขนาด 0, 5, 25 และ 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน
(PM0, PM5, PM25 และ PM50ตามลําดับ) หรือ พูราริน (PU) ขนาด 7.0 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนัก
ตัว/วัน (PU) นาน 12 สัปดาห (สัปดาหท่ี 4 – 16, พ้ืนสีเทา)
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รูปท่ี 5 แสดงคาความหนาแนนกระดูก (BMD) ของกระดูก 4th lumbar vertebra (L4; A-B) และ tibial
metaphysic (C-D) ในสวนของ total BMD (A, C) และ trabecular BMD (B, D) ในหนูตัดรังไข
ภายหลังไดรับกวาวเครือขาวขนาด 0, 5, 25 และ 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน (PM0, PM5,
PM25 และ PM50 ตามลําดับ) หรือ พูราริน (PU) ขนาด 7.0 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วันนาน 12
สัปดาห (สัปดาหท่ี 16) *,** P<0.05 และ 0.01 เม่ือเทียบกับ PM0

รูปท่ี 6 แสดงภาพถายจากกลองจุลทรรศนของกระดูกสวน proximal tibial metaphysis ท่ียอมดวยสี
Goldner’s trichrome ในหนูตัดรังไขภายหลังไดรับกวาวเครือขาวขนาด 0 และ 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัม
น้ําหนักตัว/วัน (PM0 (A) และ PM50 (B) ตามลําดับ) นาน 12 สัปดาห (สัปดาหท่ี 16) (Scale bars,
500 µm)
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รูปท่ี 7 แสดงคา bone volume (A), trabecular thickness (B), trabecular separation (C), trabecular
number (D), osteoblast surface (E) และ osteoclast surface (F) ของกระดูกสวน proximal
tibial metaphysis ในหนูตัดรังไขภายหลังไดรับกวาวเครือขาวขนาด 0 และ 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัม
น้ําหนักตัว/วัน (PM0 และ PM50 ตามลําดับ) นาน 12 สัปดาห (สัปดาหท่ี 16) (* P<0.05 เม่ือเทียบกับ
PM0)

5.1.3. วิจารณและสรุปผลการทดลองในหนูแรท
การเกิดโรคกระดูกพรุนเนื่องจากมีภาวะพรองของฮอรโมนเอสโตรเจนเกิดจากการท่ีกระบวนการสราง

กระดูก (bone formation) ลดลง แตกระบวนการสลายกระดูก (bone resorption) เพ่ิมข้ึน ทําใหเกิดการ
สูญเสียมวลกระดูก (Devareddy et al., 2006) ในงานวิจัยครั้งนี้ไดทําการศึกษาผลของการตัดรังไขเพ่ือชักนําให
มีภาวะพรองฮอรโมนเอสโตรเจนในหนูแรท พบวาสามารถชักนําใหหนูแรทเกิดการสูญเสียเนื้อกระดูกไดซึ่ง
สอดคลองกับรายงานท่ีมีมากอนหนานี้ท่ีวาการตัดรังไขในหนูแรทเพศเมียสามารถชักนําใหกิดภาวะกระดูกพรุน
ได (Fanti et al., 1998; Urasopon et al., 2008) โดยการเปลี่ยนแปลงดังกลาวข้ึนอยูกับ ประเภท ตําแหนง
และชนิดของเนื้อกระดูก โดยเริ่มพบการสูญเสียเนื้อกระดูกในกระดูกเนื้อโปรง (trabecular bone) ไดมากกวา
กระดูกเนื้อแนน (cortical bone) ท้ังนี้เนื่องจากกลไกการทํางานของกระดูกเนื้อแนนของหนูแรทไมมีระบบการ
เปลี่ยนแปลงฮารเวอเชียล (Harversian remodeling system) เหมือนในมนุษย (Kalu, 1991) ทําใหถึงแมจะมี
การลดลงของฮอรโมนเอสโตรเจนก็จะไมมีผลกระทบตอการทํางานดังกลาว นอกจากนี้ยังพบวาการสูญเสียเนื้อ
กระดูกของกระดูกเนื้อโปรง เกิดข้ึนท่ีตําแหนงหัวกระดูก (metaphysis) ของกระดูกรยางคเร็วกวากระดูก
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แกนกลาง โดยพบการลดลงของความหนาแนนของกระดูกรยางคตั้งแตสัปดาหท่ี 2 หลังตัดรังไข และความ
หนาแนนของกระดูกรยางคจะลดลงมากกวา 2 เทาของคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (2SD) ซึ่งเปนตัวบงชี้ของการเกิด
ภาวะกระดูกพรุน ในสัปดาหท่ี 4 หลังจากตัดรังไข ดังนั้นในการทดลองนี้จึงทําการตัดรังไขหนูเปนเวลา 4
สัปดาห เพ่ือเหนี่ยวนําใหหนูแรทเกิดภาวะกระดุกพรุนกอนเริ่มใหกวาวเครือขาว

การไดรับกวาวเครือขาวหลังจากเกิดภาวะกระดูกพรุนพบวา กวาวเครือขาวในขนาด 50 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน สามารถรักษาปริมาณของเนื้อกระดูกใหฟนคืนมาได ซึ่งจากการศึกษากอนหนานี้พบวา
กวาวเครือขาวสามารถปองกันการสูญเสียมวลกระดูกท่ีถูกเหนี่ยวนําโดยการตัดรังไขได (Urasopon et al.,
2008) โดยพบวากวาวเครือขาวมีผลในการกระตุนการทํางานของเซลลสรางกระดูก (osteoblast)
(Tiyasatkulkovit et al., 2012) ดังนั้นกวาวเครือขาวจึงนาจะมีผลในการกระตุนกระบวนการสรางกระดูก
(bone formation) ทําใหการสูญเสียเนื้อกระดูกลดลง แตอยางไรก็ตามการไดรับกวาวเครือขาวในขนาด 50
มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน ภายหลังจากเกิดภาวะกระดูกพรุนเปนเวลานาน 12 สัปดาห ยังไมสามารถ
รักษาใหเนื้อกระดูกกลับมาเทาเดิม (สัปดาหท่ี 0) ได

จากการศึกษานี้จึงสรุปไดวา กวาวเครือขาวขนาด 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว สามารถรักษาปริมาณ
เนื้อกระดูกจากภาวะกระดูกพรุนหลังจากมีการลดลงของฮอรโมนเอสโตรเจนได ดังนั้นกวาวเครือขาวจึงอาจจะ
เปนทางเลือกหนึ่งในการปองกันการสูญเสียของกระดูกของผูปวยโรคกระดูกพรุนได แตอยางไรก็ตามจาก
ขอบังคับของ FDA (1994), JMHW (1999) และ CHMP (2006) ในการทดสอบความปลอดภัยของสารใด ๆ ท่ี
ออกฤทธิ์ในการปองกันและรักษาภาวะกระดูกพรุนในหญิงวัยหมดประจําเดือนจะตองทําการทดสอบและวิจัยใน
สัตวอยางนอย 2 ชนิด นั่นคือ 1)หนูแรท ท้ังนี้เนื่องจากหนูแรทเปนสัตวท่ีมีขอมูลพ้ืนฐานมาก รวมท้ังขอมูล
เก่ียวกับกระดูก แตเนื่องจากหนูแรทเปนสัตวท่ีไมมีการเกิด trabecular และ Harverasian remodeling และ
การเกิดภาวะกระดูกพรุนของ cortical bone เกิดข้ึนอยางชา ๆ ตางจากในคน  รวมท้ังการท่ี corpus luteum
ของหนูแรทเพศเมียไมมีการหลั่งฮอรโมนเอสโตรเจน ดังนั้น 2)จึงตองทําการศึกษาเพ่ิมเติมในสัตวชนิดอ่ืนท่ีมี
ขนาดใหญกวาหนูแรท เชน ลิง ท่ีมีลักษณะทางสรีรวิทยาและกายภาพ รวมท้ังลักษณะตาง ๆ ของกระดูกและ
ฮอรโมนคลายกับคน ดังนั้นในการศึกษาวิจัยครั้งนี้จะทําการศึกษาผลและกลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัด
กวาวเครือขาวในการรักษาภาวะกระดูกพรุนในลิงหางยาวเพศเมียวัยหมดประจําเดือน
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5.2. ศึกษาผลของสารสกัดกวาวเครือขาวตอการรักษาภาวะกระดูกพรุนในลิงหางยาวเพศเมียวัยหมด
ประจําเดือน

5.2.1. เปรียบเทียบคามวลกระดูก ความหนาแนนกระดูกระหวางลิงหางยาววัยกอนหมด
ประจําเดือน วัยท่ีเขาสูภาวะหมดประจําเดือน และวัยหมดประจําเดือน

จากการวัดคามวลกระดูก (BMC) ของกระดูก radius พบวาบริเวณสวนหัวกระดูก (metaphysis) มวล
กระดูกเนื้อโปรง (trabecular bone) ของลิงกลุมท่ีเขาสูภาวะหมดประจําเดือน (peri-menopause) และลิง
หลังหมดประจําเดือน (post-menopause) ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.0003) เม่ือเทียบกับลิงใน
กลุมท่ียังไมหมดประจําเดือน (pre-menopause) (รูปท่ี 8 ซายมือ) โดยการลดลงจะคงท่ีและไมข้ึนกับระยะเวลา
ท่ีหมดประจําเดือน ท้ังนี้ไมพบการเปลี่ยนแปลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของมวลกระดูกเนื้อแนน (cortical
bone) ในบริเวณนี้ ในสวนแกนกลางกระดูก (diaphysis) พบวามวลกระดูกเนื้อแนนของลิงหลังหมด
ประจําเดือนลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.018) เม่ือเทียบกับลิงท่ีเขาสูภาวะหมดประจําเดือน และลิง
กอนหมดประจําเดือน และการลดลงนี้เกิดข้ึนอยางตอเนื่อง อยางสัมพันธกับระยะเวลาหลังหมดประจําเดือน

ในสวนของคาความหนาแนนของกระดูก (BMD) ท่ีบริเวณหัวกระดูก พบวาการเปลี่ยนแปลงสวนใหญ
คลายกับคามวลกระดูก นั่นคือ ลิงกลุมท่ีเขาสูภาวะหมดประจําเดือนและลิงหลังหมดประจําเดือน ความ
หนาแนนของกระดูกเนื้อโปรงมีแนวโนมลดลง เม่ือเทียบกับลิงในกลุมท่ียังไมหมดประจําเดือน ในขณะท่ีความ
หนาแนนของกระดูกเนื้อแนน ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ภายหลังจากท่ีลิงหมดประจําเดือนนาน
อยางนอย 10 ป ในสวนแกนกลางกระดูก (diaphysis) พบวาคาความหนาแนนของกระดูกเนื้อแนนลดลงอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.001) ในลิงหลังหมดประจําเดือนเทียบกับลิงกอนหมดประจําเดือน อยางสัมพันธกับ
ระยะเวลาหลังหมดประจําเดือน (รูปท่ี 8 ขวามือ)

การวัดคามวลกระดูกและความหนาแนนกระดูกของกระดูก tibia พบการเปลี่ยนแปลงไปในทิศทาง
เดียวกันกับกระดูก radius นั่นคือ มวลกระดูกและความหนาแนนเนื้อโปรง (trabecular bone) ของลิงกลุมท่ี
เขาสูภาวะหมดประจําเดือน และลิงหลังหมดประจําเดือน ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.005) เม่ือเทียบ
กับลิงในกลุมท่ียังไมหมดประจําเดือน (รูปท่ี 9 ซายมือ) โดยไมข้ึนกับระยะเวลาท่ีหมดประจําเดือน และมวล
และความหนาแนนกระดูกเนื้อแนนของลิงท่ีเขาสูภาวะหมดประจําเดือนและลิงหลังหมดประจําเดือน ลดลงอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเทียบกับลิงกอนหมดประจําเดือน อยางสัมพันธกับระยะเวลาหลังหมด
ประจําเดือน (รูปท่ี 9 ขวามือ)
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รูปท่ี 8 แสดงคาเฉลี่ยของมวลกระดูก (BMC) และความหนาแนนกระดูก (BMD) ท่ีกระดูก radius ในลิงวัย
กอนหมดประจําเดือน (pre-menopause) ลิงในวัยท่ีเขาสูภาวะหมดประจําเดือน (peri- menopause)
และลิงวัยหลังหมดประจําเดือน (post-menopause) โดยจําแนกออกเปน 3 กลุมคือ radius
metaphysis trabecular BMC, radius metaphysis cortical และ radius diaphysis cortical BMC
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รูปท่ี 9 แสดงคาเฉลี่ยของมวลกระดูก (BMC) และความหนาแนนกระดูก (BMD) ท่ีกระดูก tibia ในลิงวัยกอน
หมดประจําเดือน (pre-menopause), ลิงในวัยท่ีเขาสูภาวะหมดประจําเดือน (peri- menopause) และ
ลิงวัยหลังหมดประจําเดือน (post-menopause) โดยจําแนกออกเปน 3 กลุมคือ tibia metaphysis
trabecular BMC, tibia metaphysis cortical BMC และ tibia diaphysis cortical BMC
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5.2.2. เปรียบเทียบคา bone formation และ bone resorption marker ระหวางลิงหางยาววัย
กอนหมดประจําเดือน วัยท่ีเขาสูภาวะหมดประจําเดือน และวัยหมดประจําเดือน

ระดับ Bone alkaline phosphatase ในพลาสมา ของลิงกลุมท่ีเขาสูภาวะหมดประจําเดือน (peri-
menopause) มีแนวโนมลดลง (p<0.07) เม่ือเทียบกับลิงในกลุมท่ียังไมหมดประจําเดือน (pre-menopause)
และมีแนวโนมเพ่ิมสูงข้ึนภายหลังจากหมดประจําเดือน และมีคาใกลเคียงกับลิงในกลุม pre-menopause (รูปท่ี
10)

รูปท่ี 10 แสดงคาเฉลี่ยของระดับ Bone specific alkaline phosphatase (BAP) ในพลาสมา ของลิงวัยกอน
หมดประจําเดือน (pre-menopause), ลิงในวัยท่ีเขาสูภาวะหมดประจําเดือน (peri- menopause)
และลิงวัยหลังหมดประจําเดือน (post-menopause)
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ระดับ osteocalcin ในพลาสมาของลิงกลุมท่ีเขาสูภาวะหมดประจําเดือน (peri-menopause) และลิง
หลังหมดประจําเดือน (post-menopause) มีคาลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) เม่ือเทียบกับลิงใน
กลุมท่ียังไมหมดประจําเดือน (pre-menopause) (รูปท่ี 11) และไมข้ึนกับระยะเวลาท่ีหมดประจําเดือน

รูปท่ี 11 แสดงคาเฉลี่ยของระดับ osteocalcin ในพลาสมาของลิงวัยกอนหมดประจําเดือน (pre-
menopause), ลิงในวัยท่ีเขาสูภาวะหมดประจําเดือน (peri- menopause) และลิงวัยหลังหมด
ประจําเดือน (post-menopause)

5.2.3. เปรียบเทียบคา estradiol, luteinizing hormone (LH) และ follicle stimulating
hormone (FSH) ระหวางลิงหางยาววัยกอนหมดประจําเดือน วัยท่ีเขาสูภาวะหมดประจําเดือน และวัย
หมดประจําเดือน

ระดับ estradiol ในพลาสมาของลิงกลุมท่ีเขาสูภาวะหมดประจําเดือน (peri-menopause) คอย ๆ
ลดลงเม่ือเทียบกับลิงในกลุมท่ียังไมหมดประจําเดือน (pre-menopause) และลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
(p<0.05) ในลิงหลังหมดประจําเดือน (post-menopause) มามากกวา 10 ป (รูปท่ี 12)

รูปท่ี 12 แสดงคาเฉลี่ยของระดับ estradiol ในพลาสมา ของลิงวัยกอนหมดประจําเดือน (pre-), ลิงในวัยท่ีเขา
สูภาวะหมดประจําเดือน (peri-) และลิงวัยหลังหมดประจําเดือน (post-menopause)

0

5

10

15

20

25

Paused period (Years)
Pre-

Meno
Peri-
Meno

0-5 5.1-10 >10

(26) (7) (10) (8) (3)

a

b

a,b

b
a,b

O
st

eo
ca

lc
in

 (n
g/

m
l)

0

50

100

150

200

Paused period (Years)
Pre-

Meno
Peri-
Meno

0-5 5.1-10 >10

(25) (8) (8) (6) (3)

a

a,b

b

a,b
a,b

Es
tr

ad
io

l (
pg

/m
l)



สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ

27

ระดับ FSH และ LH ในพลาสมาเพ่ิมข้ึนอยางสอดคลองกับระดับ estradiol ท่ีลดลง โดยเพ่ิมข้ึนอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ในลิงหลังหมดประจําเดือน และสัมพันธกับระยะเวลาท่ีหมดประจําเดือนดังท่ีเคยมี
รายงานมาแลวในผูหญิงวัยหมดประจําเดือน แตท่ีสิ่งท่ีแตกตางออกไปและไมเคยมีรายงานมากอนในคน คือ
ระดับ FSH และ LH ในพลาสมา กลับมาลดลงอีกครั้งในลิงท่ีหมดประจําเดือนนาน 10 ป ซึ่งในระยะนีล้ิงสวน
ใหญมีอายุมากกวา 30 ปข้ึนไป หรือเทียบเทากับผูหญิงวัย 90 ปข้ึนไป (รูปท่ี 13)

รูปท่ี 13 แสดงคาเฉลี่ยของระดับ follicle stimulating hormone (FSH) และ luteinizing hormone (LH)
ในพลาสมา ของลิงวัยกอนหมดประจําเดือน (pre-menopause), ลิงในวัยท่ีเขาสูภาวะหมด
ประจําเดือน (peri- menopause) และลิงวัยหลังหมดประจําเดือน (post-menopause)
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5.2.4. วิจารณและสรุปผลเปรียบเทียบคามวลกระดูก ความหนาแนนกระดูก bone marker และ
ระดับฮอรโมนเพศระหวางลิงหางยาววัยกอนหมดประจําเดือน วัยท่ีเขาสูภาวะหมดประจําเดือน และวัยหมด
ประจําเดือน

เม่ือเขาสูภาวะหมดประจําเดือนจะทําใหเกิดการเสียสมดุลของกระบวนการผลัดเปลี่ยนหมุนเวียน
กระดูก (bone remodeling) เนื่องจากภาวะพรองฮอรโมนเอสโตรเจน (Khosla et al., 2012; Weitzman et
al., 2006) โดยอัตราการสลายกระดูก (bone resorption) จะมากกวาอัตราการสรางกระดูก (bone
formation) ทําใหเกิดการสูญเสียมวลกระดูกจนเกิดเปนโรคกระดูกพรุนในท่ีสุด (Recker et al., 2004) จาก
การศึกษาในลิงหางยาวพบวาปริมาณเอสโตรเจนลดลงอยางมีนัยสําคัญเม่ือลิงเขาสูภาวะหมดประจําเดือน และ
ลดลงอยางตอเนื่องเม่ือระยะเวลาท่ีลิงหมดประจําเดือนยาวนานข้ึน ท้ังนี้ท่ีกระดูก tibia เริ่มมีการลดลงของมวล
กระดูกและความหนาแนนของกระดูกตั้งแตชวงเริ่มเขาสูภาวะหมดประจําเดือน ซึ่งสอดคลองกับการศึกษากอน
หนาในนี้มนุษย ท่ีพบวาผูหญิงกลุมท่ีเริ่มเขาสูภาวะหมดประจําเดือนจะมีการเปลี่ยนแปลงของดัชนีชี้วัดมวล
กระดูกและมีการลดลงของความหนาแนนกระดูกอยางรวดเร็ว คิดเปน -4.3 ± 1.3 mg/cm3/year (Seifert-
Klauss et al., 2012) ในขณะท่ีกระดูก radius เกิดการลดลงของมวลกระดูกและความหนานแนนของกระดูก
ในชวงท่ีลิงหมดประจําเดือนแลวเทานั้น ท้ังนี้การท่ีกระดูกท้ัง 2 ชิ้นเกิดการตอบสนองท่ีแตกตางกันอาจ
เนื่องมาจากลักษณะการทํางานของกระดูกแตละชิ้น กลาวคือ เนื่องจากกระดูก tibia ทําหนาท่ีในการรองรับ
น้ําหนักตัว (weight bearing) ซึ่งโดยปกติจะเปนบริเวณท่ีมี mechanical load สูง กระดูกบริเวณนี้จึงมักมี
ความหนาแนนมาก (Klein-Nulend et al., 2012) แตอยางไรก็ตามเนื่องจากลิงหางยาวท่ีใชในการทดลองอยู
ในกรงท่ีมีพ้ืนท่ีจํากัดทําใหมีการเคลื่อนไหวและการใชงานกระดูกสวน tibia นอยกวาปกติ mechanical load
นอยจึงทําใหเห็นผลของการลดลงของมวลกระดูกชัดเจนกวากระดูก radius ท้ังนีน้อกจากระดับฮอรโมนเอสโตร
เจนท่ีลดลงแลว การเพ่ิมข้ึนของระดับฮอรโมน FSH และ LH อาจจะเปนอีกปจจัยหนึ่งท่ีกอใหเกิดโรคกระดูก
พรุนไดเชนกัน (Xu et al., 2009; Geng et al., 2013) ซึ่งในการทดลองครั้งนี้ผูวิจัยไดตรวจพบการกลับมา
ลดลงอีกครั้งของระดับฮอรโมน FSH และ LH ภายหลังจากท่ีลิงหมดประจําเดือนนานมากกวา 10 ป และไมเคย
พบรายงานลักษณะดังกลาวในคน ท้ังนี้เนื่องจากเปนการยากท่ีผูทําวิจัยจะติดตามการเปลี่ยนแปลงของระดับ
ฮอรโมนในคนท่ีมีอายุมากกวา 90 ปได ดังนั้นการใชลิงหางยาวท่ีมีลักษณะทางสรีรวิทยาและโครงสรางของ
กระดูก และมีรูปแบบการหลั่งและระดับฮอรโมนเพศคลายกับของคน ในการศึกษาวิจัยเก่ียวกับโรคกระดูกพรุน
และภาวะพรองฮอรโมนเอสโตรเจน จึงนาจะเปนสัตวทดลองท่ีดีท่ีจะนําขอมูลท่ีไดไปประยุกตใชในคน

การเปลี่ยนแปลงของเนื้อกระดูกภายหลังการหมดประจําเดือนเกิดข้ึนท้ังท่ีบริเวณหัวกระดูกและบริเวณ
แกนกลางกระดูก โดยคามวลกระดูกและความหนาแนนของกระดูกเนื้อโปรงลดลงอยางมีนัยสําคัญท้ังท่ีกระดูก
radius และ tibia ท้ังนี้เนื่องจากกระดูกเนื้อโปรงเกิดการผลัดเปลี่ยนหมุนเวียนไดเร็วกวากระดูกเนื้อแข็งถึง 5-10
เทา (Ruimerman, 2005) จึงทําใหกระดูกเนื้อโปรงเกิดการสูญเสียเนื้อกระดูกอยางรวดเร็ว ในสวนของกระดูก
เนื้อแนนแมวาอัตราการผลัดเปลี่ยนหมุนเวียนกระดูกจะชากวาแตจากผลการทดลองพบวามีการลดลงของเนื้อ
กระดูกเนื้อแนนท้ังท่ีกระดูก radius และ tibia เชนกัน จากการศึกษาในผูหญิงวัยหมดประจําเดือนรายงานวา
ภายหลังหมดประจําเดือนคาความหนาแนนของกระดูก radius ลดลง1.9 ±0.7 เปอรเซ็นตตอป โดยกลไกลการ
สูญเสียกระดูกเนื้อแนนนั้นเกิดจากการสลายตัวของเนื้อกระดูกดานใน (endosteal) ซึ่งจะทําใหความแข็งแรง
ของกระดูกลดลง และโอกาสเสี่ยงในการเกิดกระดูกหักเพ่ิมข้ึน (Ahbough et al., 2003) ซึ่งการเกิดกระดูกหัก
ในผูสูงอายุนําไปสูความเสี่ยงในการทุพพลภาพ, อันตรายตอชีวิต และการสูญเสียทางเศรษฐกิจอยางมหาศาล
อยางหลีกเลี่ยงไมได (Harvey et al., 2010)

ในสวนของดัชนีชี้วัดการผลัดเปลี่ยนหมุนเวียนกระดูก พบวามีการเพ่ิมข้ึนของท้ังท้ังดัชนีชี้วัดการสราง
มวลกระดูก และดัชนีชี้วัดการสลายกระดูก ซึ่งสะทอนถึงการเพ่ิมข้ึนของการผลัดเปลี่ยนหมุนเวียนกระดูก
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(bone turnover) ซึ่งสอดคลอกับการศึกษาใน ลิง (Legrand et al., 2003), คน (Lumachi et al., 2009) แต
อยางไรก็ตามพบวา ระดับ osteocalcin ในพลาสมามีแนวโนมลดลงเม่ือลิงเขาสูวัยหมดประจําเดือนและหลัง
หมดประจําเดือน ซึ่งสอดคลองกับการศึกษากอนหนานี้ ในผูหญิงวัยหมดประจําเดือนซึ่งพบวาปริมาณ
osteocalcin ในพลาสมามีความสัมพันธแบบผกผันกับความหนาแนนของกระดูก (Susanto, 2003) โดยแมวา
ท้ัง bone specific alkaline phosphatase และ osteocalcin จะเปนดัชนีชี้วัดการสรางมวลกระดูกท้ังคู แต
แทจริงแลว ดัชนีชี้วัดมวลกระดูกสองท้ังสอง ชี้วัดมวลกระดูกในข้ันตอนท่ีแตกตางกัน โดย bone specific
alkaline phosphatase จะบงชี้การพัฒนาของเซลลตนกําเนิดไปเปนเซลล osteoblast ซึ่งเปนเซลลท่ีทําหนาท่ี
ในการสรางเนื้อกระดูก จากนั้นกระดูกใหมท่ีเพ่ิมสรางจะเกิดการเจือแรธาตุแคลเซียมและฟอสเฟต ซึ่งดัชนีชี้วัด
กระบวนการเจือแรธาตุ คือ osteocalcin (Foreberg et al., 1999) ดังนั้นจากพบการทดลองครั้งนี้อาจกลาว
ไดวารางกายอาจมีการกระตุนการสรางเซลล Osteoblast เพ่ิมมากข้ึนแตอยางไรก็ตามเนื่องจากมีการลดลงของ
เจือแรธาตุในกระดูก กอปรกับมีการเพ่ิมข้ึนของกระบวนการสลายกระดูก ทําใหเนื้อกระดูกโดยรวมลดลงในท่ีสุด

จากการศึกษาสรุปไดวาการลดลงของมวลกระดูกนั้นเกิดตั้งแตชวงท่ีกําลังเขาสูการหมดประจําเดือน
และการลดลงจะเพ่ิมมากข้ึนภายหลังจากหมดประจําเดือนแลว ดังนั้นการรักษาโรคกระดูกพรุนภายหลังจากท่ี
หมดประจําเดือนไปแลวนั้นอาจลาชาเกินไป ชวงท่ีเหมาะสมในการรักษาคือชวงกอนหมดประจําเดือน (late
pre-menopause) หรือชวงท่ีกําลังเขาสูภาวะหมดประจําเดือน (early peri-menopause)

5.3 ศึกษาผลของกวาวเครือขาวตอการประสานกลับคืนของเนื้อกระดูก (bone healing) ในลิงหางยาว
วัยหมดประจําเดือน

5.3.1. ศึกษาผลของกวาวเครือขาวตอการประสานกลับคืนของเนื้อกระดูก (bone healing) ในลิง
หางยาววัยหมดประจําเดือน

เม่ือใหกวาวครือขาวขนาด 1000 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน ผสมกับอาหารเม็ดสําเร็จรูปแกลิง
หางยาววัยหลังหมดประจําเดือนเปนระยะเวลานาน 6 เดือนพบวาขนาดเสนรอบวง (perimeter) (รูปท่ี 14) และ
พ้ืนท่ี (area) (รูปท่ี 15) ลดลงเม่ือเทียบกับลิงท่ีไดรับอาหารปกติ โดยจะเห็นผลชัดเจนในสวนของเสนรอบวง
(perimeter) ท่ีลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)
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รูปท่ี 14 แสดงคาเฉลี่ยนของขนาดเสนรอบวง (perimeter) ของบริเวณท่ีมีการผาตัดเอาเนื้อกระดูกออก
(bone biopsy) ในลิงท่ีไดรับอาหารปกติ (PM0) และลิงท่ีไดรับกวาวเครือขาว (PM 1000) ซึ่งขนาดเสน
รอบวงท่ีลดลงบงชี้ถึงการประสานของเนื้อกระดูกท่ีเกิดไดเร็วกวา

รูปท่ี 15 แสดงคาเฉลี่ยพ้ืนท่ี (area) ของบริเวณท่ีมีการผาตัดเอาเนื้อกระดูกออก (bone biopsy) ในลิงท่ีไดรบั
อาหารปกติ (PM0) และลิงท่ีไดรับกวาวเครือขาว (PM 1000) ซึ่งขนาดเสนรอบวงท่ีลดลงบงชี้ถึงการประสานของ
เนื้อกระดูกท่ีเกิดไดเร็วกวา
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รูปท่ี 16 ภาพเอกซเรยเปรียบเทียบบริเวณท่ีมีการผาตัดเอาเนื้อกระดูกออก (เสนสีแดง) ในเดือนท่ี 0 และเดือน
ท่ี 6 ระหวางลิงกลุมท่ีไดรับอาหารปกติ (PM0) และลิงท่ีไดรับกวาวเครือขาว (PM 1000)

5.3.2. วิจารณและสรุปผลการทดลองการศึกษาผลของกวาวเครือขาวตอการประสานกลับคืนของเนื้อ
กระดูก (bone healing) ในลิงหางยาววัยหมดประจําเดือน

จากผลการทดลอง เม่ือใหสารแขวนลอยกวาวเครือขาวแกลิงหางยาวเพศเมียวัยหมดประจําเดือนเปน
เวลานาน 6 เดือน พบวาลิงกลุมท่ีไดรับกวาวเครือขาวมีการประสานของกระดูกไดเร็วกวาลิงกลุมทีไดรับอาหาร
ปกตแิตเพียงอยางเดียว ซึ่งผลท่ีไดสอดคลองกับการทดลองท่ีมีกอนหนานีเ้ก่ียวกับการกระตุนการประสาน
กระดูกของพูรารินในกระตาย (Wong and Rabie, 2007) และผลของอีควอล (equol) ในหนูแรท (Kolios et
al., 2009) แตดวยจากการผลัดเปลี่ยนหมุนเวียนกระดูกในลิงนั้นเกิดข้ึนอยางชา ๆ เราจึงจะสามารถเห็นผลใน
การกระตุนการประสานเนื้อกระดูกในลิงหางยาวเพศเมียวัยหมดประจําเดือนได ภายหลังท่ีใหสารนานถึง 6
เดือน แตอยางไรก็ตามจากผลท่ีไดไดเพ่ิมมูลคาใหแกพืชสมุนไพรกวาวเครือขาว ซึ่งนอกจากจะนําไปใชในการ
รักษาโรคกระดูกพรุนแลว ยังอาจจะพัฒนาไปเปนยาเพ่ือเรงการประสานเนื้อกระดูกในคนท่ีกระดูกหักได
โดยเฉพาะอยางยิ่งในผูหญิงวัยหมดประจําเดือนท่ีมักเกิดการหักของกระดูบริเวณตะโพก
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5.4. ศึกษาผลและกลไกการออกฤทธิ์ของกวาวเครือขาวตอการรักษาโรคกระดูกพรุนในลิงหางยาววัย
หมดประจําเดือน

5.4.1. ศึกษาผลและกลไกการออกฤทธิ์ของกวาวเครือขาวตอการรักษาโรคกระดูกพรุนในลิงหางยาว
วัยหมดประจําเดือน

จากผลการทดลองท่ีไดท้ังในกระดูก radius และ tibia ท้ังสวน metaphysic (ท่ีประกอบดวยสวนของ
กระดูกเนื้อโปรง (trabecular bone) และสวนกระดูกเนื้อแนน (cortical bone)) และสวน diaphysis (ท่ี
ประกอบดวยกระดูกเนื้อแนนเปนหลัก) มีการเปลี่ยนแปลงไปในทิศทางเดียวกัน  และอยางสอดคลองกับผลของ
การประสานของเนื้อกระดูกในขอ 5.3.1. พบวาเม่ือใหสารแขวนลอยกวาวเครือขาวในขนาด 1000 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมน้ําหนักตัว/วัน แกลิงหางยาวเพศเมียวัยหมดประจําเดือนเปนเวลานาน 6 เดือน ทําใหกระดูกเนื้อแนนใน
สวน diaphysis มีคาสูงกวาลิงกลุมทีไดรับอาหารปกติแตเพียงอยางเดียว (p<0.05) (รูปท่ี 17)

รูปท่ี 17 แสดงคาเฉลี่ยของมวลกระดูก (BMC) ในกระดูก radius (ซาย) และ tibia (ขวา) ระหวางลิงกลุมท่ี
ไดรับอาหารปกติ (PM0) และลิงท่ีไดรับกวาวเครือขาว (PM 1000) โดยจําแนกออกเปน 3 กลุมคือ
metaphysis trabecular BMC, metaphysis cortical BMC และ diaphysis cortical BMC
** P< 0.01 เม่ือเทียบกับ PM0
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5.4.2. วิจารณและสรุปผลการทดลองการศึกษาผลและกลไกการออกฤทธิ์ของกวาวเครือขาวตอการ
รักษาโรคกระดูกพรุนในลิงหางยาววัยหมดประจําเดือน

ในการวัดคามวลกระดูกพบวาเม่ือเวลาผานไปลิงท่ีหมดประจําเดือนมีการสูญเสียมวลกระดูกอยาง
ตอเนื่องโดยเฉพาะกระดูกเนื้อแข็ง (cortical bone) ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองกอนหนา ท้ังบริเวณปลาย
กระดูก (metaphysis) และแกนกลางกระดูก (diaphysis) โดยในการใหสารแขวนลอยกวาวเครือขาวพบวา
สามารถชวยลดการสูญเสียมวลกระดูกไดในสวนของ cortical diaphysis ท้ังท่ีกระดูก radius และ tibia แมวา
การทดลองนีจ้ะยังไมแลวเสร็จ แตผลการทดลองท่ีไดในเบื้องตนนี้ก็เปนท่ีนาพอใจในการพัฒนากวาวเครือขาวไป
เปนยารักษาโรคกระดูกพรุนเพ่ือใชในคน โดยเฉพาะอยางยิ่งในการเพ่ิมมวลกระดูกในสวนของกระดูกเนื้อแนน
ของ diaphysis ซึ่งอยูบริเวณก่ึงกลางของกระดูกรยางคชนิด long bone ท่ีมักจะหักกอนสวนอ่ืน ๆ เม่ือไดรับ
แรงกระแทก

6. การเผยแพรผลงานวิจัยและการนําไปใชประโยชน
6.1. การนําเสนอผลงานในการประชุมวิชาการนานาชาติ

6.1.1. วิทยากรรับเชิญ (Keynote speaker)
Malaivijitnond S, Anukulthanakorn K, Jaroenporn S, Parhar I. 2014. Neuroprotective and

neurotherapeutic actions of Pueraria mirifica Thai herb. Chulalongkorn University-Peking
University The 4th Life Science Symposium “Advance in Medical Biotechnology”. Faculty
of Science, Chualognkorn University. 26-27 March 2014 (Plenary Lecture).

6.1.2. วิทยากรรับเชิญ (Invited speaker)
Malaivijitnond S, Urasopon N., Tiyasatkulkovit W., Kittivanichkul D., Charoenphandhu N. 2014.

Anti-osteoporotic effects of phytoestrogens containing plant pueraria mirifica: in vitro and
in vivo approaches. The 7th Intercongress symposium of the AOSCE. 18-23 March 2014.
National Taiwan Ocean University, Keelung, Taiwan (Invited Symposium Lecture).

Malaivijitnond S. 2014. Anti-osteoporotic effects of phytoestrogens containing plant Pueraria
mirifica: in vivo and in vitro approaches. Seminar Series at Keio University of Medical
School, Japan. 18 November 2014.

Malaivijitnond S. 2014. Anti-osteoporotic effects of phytoestrogens containing plant Pueraria
mirifica: in vivo and in vitro approaches. Seminar Series at Department of Neuroscience,
Jikei University School of Medicine, Japan. 19 November 2014.

Malaivijitnond S. 2015. Primate models for efficacy testing of phytopharmaceutical products.
31st Annual Meeting and International Research Conference in Pharmaceutical Sciences
(JSPS-NRCT and IAMPS) “Advanced Science and Technology in Pharmaceutical Research”
January 22 - 23, 2015 Faculty of Pharmaceutical Sciences, Chulalongkorn University 10th,
Thailand.
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6.1.3. การนําเสนอผลงานแบบปากเปลา
Kittivanichkul D, Malaivijitnond S. 2014. Changes In Bone Mineral Density And Content In Pre-,

Peri- And Post-Menopausal Cynomolgus Monkeys. The 7th Intercongress symposium of
the AOSCE. 18-23 March 2014. National Taiwan Ocean University, Keelung, Taiwan

6.1.4. การนําเสนอผลงานแบบโปสเตอร
Kittivanichkul D, Watanabe G, Nagaoka K, Jaroenporn S, Malaivijitnond S. 2014. Changes in

bone mass of pre-, peri- and post-menopausal cynomolgus monkeys. 1st seminar of the
Indulging in science research, 27 Febuary 2014, Tokyo University of Agriculture and
Technology, Japan.

Suthon S, Jaroenporn S, Malaivijitnond S. 2014. Therapeutic effects of Pueraria candolleivar.
mirifica and puerarin on ovariectomy induced-osteoporotic rat. การประชุมวิชาการสรีรวิทยา
สมาคมแหงประเทศไทย ครั้งท่ี 43 ประจําป 2557, พัทยา, ชลบุร,ี 23-25 เมษายน 2557.

6.2. บทความในวารสารวิชาการนานาชาติ
Kittivanichkul D, Watanabe G, Nagaoka K, Malaivijitnond S. 2014. Changes in bone mineral

density and content in naturally occurred menopausal cynokolgus monkeys. Menopause.
Submission.
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7. ตารางเปรียบเทียบผลการดําเนินงานกับแผนการดําเนนิการท่ีตั้งไว (Gantt Chart)

กิจกรรม ต.ค. พ.ย. ธ.ค. ม.ค. ก.พ. มี.ค. เม.ย. พ.ค. มิ.ย. ก.ค. ส.ค. ก.ย.

1.การทดสอบทางชีวภาพ
ของกวาวเครือขาวในหนู
แรทเพศผูและเพศเมียที่
ถูกชักนําใหอยูในภาวะ
กระดูกพรุน (การทดลอง
ที่ 4.1.)

2.การทดสอบทางชีวภาพ
ของตะบูนดาํในหนูแรท
เพศผูและเพศเมีย

3.การตรวจวัดคามวลและ
ความหนาแนนกระดูกใน
ลิงหางยาววัยหมด
ประจําเดือนเปรียบเทียบ
กับลิงหางยาววัยเจริญ
พันธุ (การทดลองที่
4.2.1.)

4. การทดสอบทางชีวภาพ
ของกวาวเครือขาวในลิง
หางยาววัยหมดประจํา
เดือน (การทดลองที่
4.2.2 และ 4.2.3)

หมายเหตุ : 1. ใหระบเุดือนท่ีเริม่ดําเนินการวิจยัตามสญัญารับทุน
2. ยังไมสามารถทดสอบสารสกัดตะบดูํา (7-OXO) ในสัตวทดองไดในขณะน้ี เน่ืองจากตะบดูําออกผลเพียงปละครั้ง

เทาน้ัน และการทดสอบในสตัวทดลองตองใชสารสกัดจํานวนมาก โดยผลตะบูนดําหนัก 500 กิโลกรัม สามารถสกัดสาร 7-OXO
ไดเพียง 20 มิลลิกรัมเทาน้ัน

หมายถึง งานหรือกิจกรรมท่ีวางแผนไววาจะทําตามขอเสนอโครงการ
หมายถึง งานหรือกิจกรรมท่ีทําไดแลว
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8. งานตามโครงการท่ีจะทําตอไป
- การทดสอบทางชีวภาพของกวาวเครือขาว (การทดลองท่ี 4.2.2 และ 4.2.3) ในลิงหางยาววัยหมด

ประจําเดือนตอไปจนครบ 12 เดือน

9. คําช้ีแจงเกี่ยวกับอุปสรรคหรือปญญา พรอมวิธีการแกปญหา (ถามี)
- การทดสอบทางชีวภาพของตะบูนดําในหนูแรทเพศผูและเพศเมียมีความลาชา เนื่องจากตะบูนดําออกผลปละ

ครั้ง ในชวงเดือน สิงหาคม ถึง ตุลาคม และสกัดไดในปริมาณนอยไมเพียงพอตอการทดสอบในสัตวทดลอง จึงทํา
ใหไมสามารถทดสอบฤทธิ์ของตะบูนดําในหนูแรทเพศเมียได ขณะนี้ผูวิจัยไดดําเนินการหาสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพตัวใหม คือ สาร collinin ซึ่งเปนสารทุติยภูมิในกลุม geranyloxycoumarin ท่ีพบในพืชวงศสม
Rutaceae เชน Zanthoxylum schinifolium โดยสามารถสกัด collinin ไดจากใบหรือเปลือกหุมลําตนของ
Zanthoxylum schinifolium พบวาสาร collinin สามารถยับยั้งการทํางานของเซลลสลายกระดูกและยับยั้ง
การเปลี่ยนแปลงของเซลลสลายกระดูกวัยออนไปเปนเซลลสลายกระดูกเจริญวัยได และไดมีการนักวิจัยจึงได
คิดคนวิธีสังเคราะหสาร collinin ในหองปฏิบัติการจากสารตั้งตน pyrogallol และ propiolic acid ไดเปน
ผลสําเร็จ (Curini et al., 2003)  ซึ่งลักษณะดังกลาวจัดเปนหัวใจสําคัญท่ีจะพัฒนาสารใด ๆ ก็ตามท่ีพบในพืช
และไปเปนยาเพ่ือใชในคน ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงจะดําเนินการสังเคราะหสาร collinin และนํามาทดสอบฤทธิ์ใน
สัตวทดลองตอไป
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สมุนไพรเพื่อเพิ่มประสิทธิภำพกำรรักษำ 

(ภำษำอังกฤษ) Development of prototype drug from herb for the prevention  

 of Osteoporosis and in Aging Person:  Mucoadhesive Biopolymer 
micro/nanoparticles for Delivery of Anti-osteoclastogenic agents 

 

ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยประจ าปี 2557 จ ำนวนเงิน 424,000.00 บำท 
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2557 

 

รำยนำมคณะผู้วิจัย พร้อมทั้งหน่วยงานที่สังกัดและหมายเลขโทรศัพท์ 
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หน่วยงานที่สังกัด ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 



 2 
 

โทรศัพท์ 02-218-7596 
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วังใหม่ เขตปทุมวัน กทม 

 โทรศัพท ์  02-2184218   

 

หัวข้อรำยละเอียดเกี่ยวกับผลงำนควำมก้ำวหน้ำของกำรวิจัย ดังนี้ 

1. หลักกำรเหตุผลและระบุสำเหตุที่ต้องด ำเนินกำรวิจัย 

โดยทั่วไป ผู้สูงอายุจะมีความสามารถในการดูดซึมสารอาหารได้น้อยเนื่องจากการเสื่อมการ
ท างานของระบบทางเดินอาหาร [1] ท าให้เมื่อได้รับสารอาหารหรือตัวยาในปริมาณที่คิดว่าเพียงพอแก่
ความต้องการของร่างกาย แต่อาจได้รับประโยชน์เหล่านั้นได้ไม่ดีเพียงพอ เนื่องจากสารอาหารหรือยาจะ
ถูกดูดซึมในล าไส้ได้น้อย ดังนั้น อาจท าให้ผู้สูงอายุมีภาวะโรคต่างๆ เช่น โรคหลอดเลือดหัวใจ โรคที่
เกี่ยวกับระบบสมอง เช่น อัลไซเมอร์ หรือ โรคกระดูกพรุน โรคกระดูกพรุน (Osteoporosis) เป็นโรคหนึ่ง
ที่เกิดจากความผิดปกติของการสร้างและซ่อมแซมกระดูก   

โรคกระดูกพรุนในกลุ่มผู้สูงอายุจัดว่าเป็นปัญหาสาธารณสุขและปัญหาเศรษฐศาสตร์ที่ได้รับ
ความส าคัญโรคหนึ่ง เนื่องจากการรักษาผู้ป่วยสูงอายุที่เป็นโรคเนื่องจากกระดูกพรุนจะเสียค่าใช้จ่ายสูง
กว่า ระยะเวลาในการรักษานานขึ้น และต้องการผู้ดูแลอย่างใกล้ชิด    การเฝ้าระวังหรือการป้องกันไม่ให้
เป็นโรคกระดูกพรุนในกลุ่มผู้สูงอายุจึงเป็นสิ่งส าคัญ 

 ปัจจุบันแม้ว่าจะมีอาหารเสริมต้านกระดูกพรุน วิตามินและเกลือแร่ ยาบ าบัดอาการโรคกระดูก
พรุนก็ตาม แต่สารออกฤทธิ์ดังกล่าวอาจไม่มีประสิทธิภาพดีเพียงพอที่จะเฝ้าระวังหรือรักษาผู้ป่วยสูงอายุ
ได้ เนื่องจากความสามารถในการดูดซึมตัวยาในล าไส้น้อยเพาะระบบการดูดซึมในล าไส้ของผู้สูงอายุเริ่ม
เสื่อมเม่ือเวลาผ่านไปประกอบกับระยะเวลาที่สารออกฤทธิ์ต้านกระดูกพรุนจะอยู่ในล าไส้อาจน้อยเกินไป 
และสารออกฤทธิ์ต้านกระดูกพรุนอาจสลายตัวเมื่อผ่านกระเพาะอาหารท าให้ปริมาณชีวภาพสารออกฤทธิ์
ต้านกระดูกพรุนลดน้อยลงกว่าปริมาณท่ีมีประสิทธิภาพในการป้องกันและรักษาโรคกระดูกพรุน ดังนั้น จึง
มีรายงานว่าการให้ไพเพอรีนหรือของผสมที่มีไพเพอรีนเป็นส่วนประกอบพร้อมกับยาและผลิตภัณฑ์เสริม
อาหารอื่นๆ สามารถเพ่ิมชีวปริมาณพร้อมใช้ในกระแสเลือดได้   เพ่ิมระดับสารในเลือด และเพ่ิม
ประสิทธิผลของยาและสารอาหาร  

ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงมีแนวคิดที่จะเพ่ิมประสิทธิภาพการดูดซึมสารออกฤทธิ์ต้านกระดูกพรุนใน
ระบบทางเดินอาหารของผู้สูงอายุเพ่ือป้องกันและรักษาอาการกระดูกพรุนดังกล่าว โดยท าการกักเก็บสาร
ออกฤทธิ์ต้านกระดูกพรุนไว้ในอนุภาคไมโคร/นาโนพอลิเมอร์ชีวภาพเพ่ือปกป้องสารออกฤทธิ์ต้านกระดูก
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พรุนไม่ให้สลายตัวในกระเพาะอาหารเนื่องจากพอลิเมอร์ชีวภาพดังกล่าวจะคงสภาพในสภาวะกรดของ
กระเพาะอาหาร และสามารถบวมตัวได้ดีท่ีภาวะล าไส้เล็กซ่ึงเป็นต าแหน่งการดูดซึมสารออกฤทธิ์ทั่วไป  

ดังนั้นเมื่ออนุภาคกักเก็บสารออกฤทธิ์ต้านกระดูกพรุนเข้าสู่ล าไส้เล็กจะเริ่มบวมตัวและสารออก
ฤทธิ์ต้านกระดูกพรุนจะค่อยๆ ถูกปลดปล่อยด้วยอัตราเร็วตามท่ีต้องการออกมาจากอนุภาคดังกล่าว
เพ่ือให้มีประสิทธิภาพสูงสุด นอกจากนี้ เพื่อเพ่ิมระยะเวลาของอนุภาคกักเก็บสารออกฤทธิ์ต้านกระดูก
พรุนในล าไส้เล็กให้ยาวนานขึ้น และเพ่ิมการดูดซึม พอลิเมอร์ที่มีสมบัติยึดเกาะเยื่อเมือกได้ดีที่ล าไส้เล็กจะ
ถูกพัฒนาขึ้นและน ามาประยุกต์ใช้เพ่ือให้ยาอยู่ในล าเล็กได้นานยิ่งขึ้น 

 

2. วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย  

2.1 เพ่ือพัฒนาอนุภาคไมโคร/นาโนพอลิเมอร์ชีวภาพที่มีสมบัติเกาะติดเยื่อเมือกส าหรับกักเก็บ
และน าส่งสารออกฤทธิ์ต้านกระดูกพรุนไปยังต าแหน่งเป้าหมายแบบควบคุมอัตราการปลดปล่อย 

2.2 เพ่ือศึกษากลไกการเสริมฤทธิ์ระหว่างสารสกัดไพเพอรินและสารออกฤทธิ์ต้านกระดูกพรุน
อ่ืนๆ เพื่อป้องกันหรือรักษาโรคกระดูกพรุน  

 

3. ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

พอลิเมอร์ในระบบน าส่งยาแบบยึดติดเยื่อเมือก ซึ่งปัจจุบันไทโอเลเทดพอลิเมอร์ หรือ ไทโอเมอร์ 
เป็นกลุ่มของพอลิเมอร์ยึดเกาะเยื่อเมือกที่ได้รับความสนใจ เนื่องจากมีหมู่ไทออล (-SH) ในสายโซ่ จึง
สามารถเกิดปฏิกิริยาเป็นพันธะไดซัลไฟด์ (S-S) กับมิวคัสไกลโคโปรตีนเป็นชั้นเจลมิวคัสได้ ท าให้ระบบ
น าส่งยายึดติดเนื้อเยื่อได้นานขึ้น  ช่วยเพิ่มความเข้มข้นยาเฉพาะที่ หรือเพ่ิมการดูดซึมเข้าสู่กระแสเลือด  
อีกท้ังยังช่วยควบคุมการปลดปล่อยให้เกิดช้า ๆ และคงที่ในปริมาณที่ต้องการ โดยไม่ท าให้ยาเกิดการ
ปลดปล่อยหรือตัวยาถูกท าลายไปก่อน  ส าหรับพอลิเมอร์ที่เลือกใช้ในระบบน าส่งยา ได้แก่ ไคโทซาน   
อย่างไรก็ตามงานวิจัยส่วนใหญ่จะเลือกดัดแปรไคโทซานด้วยอนุพันธ์ไทออลเพื่อใช้น าส่งยาที่มีสมบัติเป็น
ไฮโดรฟลิิก ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นที่จะพัฒนาไคโทซานให้มีความเหมาะสมกับสารออกฤทธิ์ต้านกระดูก
พรุนซึ่งมีสมบัติเป็นไฮโดรโฟบิก โดยเลือกตัวดัดแปรไคโทซาน คือ 5-amino-2-
mercaptobenzimidazole ซึ่งจัดเป็นสารกลุ่มแอริลไทออล ที่มีวงอะโรมาติก [1] เป็นองค์ประกอบ 
ส่งผลให้ไทโอเลตเทดไคโทซานมีความไม่ชอบน้ า  อีกท้ังการมีหมู่ไทออล  [2] จะเพ่ิมความสามารถในการ
ยึดติดเยื่อเมือกให้นานขึ้น จากสมบัติทั้งสองประการจะท าให้แก้ปัญหาข้างต้นของตัวยาดังกล่าวได้ 

 

 

 

 
HS 

SH SH 
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 SH 

SH 

HS HS 
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รูปที่ 1 (i)ไทโอเลเทดพอลิเมอร์ หรือ ไทโอเมอร์ (ii) การเกิดพันธะไดซัลไฟด์ระหว่างไทโอเมอร์กับมิวซิน 
[2] 

 

ในปี ค.ศ. 2010 Zhang และคณะ [9] เตรียมอนุภาคไมโครเมตร-นาโนเมตรของไคโทซานด้วย
เทคนิคอิเล็กโทรสเปรย์ซึ่งพบว่า จากสภาวะที่เหมาะสมท าให้ได้อนุภาคของโคโทซานขนาด 124 นาโน
เมตร และประยุกต์ใช้กับระบบน าส่งยาโดยวิธีการกิน  ต่อมาในปี ค.ศ. 2011 Adam และคณะ [10] 
เตรียมอนุภาคไมโครเมตร-นาโนเมตรของ poly(lactide-co-glycolide) (PLGA) ซึ่งบรรจุยาเซเลโคซิบอยู่
ภายใน ด้วยเทคนิคอิเล็กโทรสเปรย์ พบว่า อนุภาคโดยส่วนใหญ่อยู่ในช่วง 1-5 ไมโครเมตร ซึ่งยาจะมี
ความเป็นอสัญฐาน จึงท าให้ยามีความสามารถในการละลายน้ าได้มากข้ึนรวมถึงปรับปรุงชีวปริมาณพร้อม
ใช้ของยาเซเลโคซิบ และการปลดปล่อยของตัวยาเกิดขึ้นอย่างต่อเนื่องเป็นเวลา 10 วัน  

จากงานวิจัยที่กล่าวมาข้างต้นนั้น พบว่าอนุภาคระดับไมโครเมตร-นาโนเมตร จะช่วยเพิ่มความสามารถใน
การละลายน้ าและชีวปริมาณพร้อมใช้ของยาได้  และพอลิเมอร์จะช่วยกักเก็บและควบคุมการปลดปล่อย
ยา  

ไคโทซาน (รูปที ่3) เป็นพอลิเมอร์ย่อยสลายได้ และมีความเข้ากันได้กับเนื้อเยื่อร่างกาย รวมทั้งยังมีสมบัติ
ยึดติดเยื่อเมือก โดยไคโทซานจะเกิดพันธะกับมิวซินในเนื้อเยื่อ ผ่านการบวมตัวคล้ายเจลในน้ า ที่ซึ่งสายโซ่
ของไคโทซานจะคลายตัวออกและพันเข้ากับสายโซ่ที่อยู่ในเยื่อเมือกบริเวณเนื้อเยื่อ [2] จากสมบัติดังกล่าว
จึงได้มีการพัฒนาเพ่ิมสมบัติเกาะติดเยื่อเมือกของไคโทซานดังต่อไปนี้ 

 
 

รูปที่ 3 โครงสร้างทางเคมีของไคโทซาน 

 

ในป ีค.ศ. 2001 Kast และคณะ [11] ปรับปรุงสมบัติการยึดติดเยื่อเมือกของ chitosan-thioglycolic 
acid (TGA)  (รูปที่ 4 (i)) พบว่าช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการยึดติดเยื่อเมือกได้ดีกว่าไคโทซาน 10 เท่า ต่อมา
ในป ีค.ศ. 2010 Millotti และ คณะ [1] ได้ปรับปรุงสมบัติการยึดติดเยื่อเมือกของ chitosan-4-
mercaptobenzoic acid (รูปที่4 (ii)) โดยใช้แอริลไทออล พบว่า สมบัติการยึดติดเยื่อเมือกดีกว่าไคโท
ซาน  60 เท่า กล่าวคือ ช่วง pka ของแอริลไทออล อยู่ในช่วงของ pH ของระบบล าไส้ ประกอบกับ
โครงสร้างของ 4-mercaptobenzoic acid ส่งผลให้พอลิเมอร์มีความเป็นไฮโดรโฟบิกและการยึดติดกับ
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โมเลกุลมิวซินเพ่ิมขึ้น  ซึ่งทั้ง chitosan-thioglycolic acid (TGA) และ chitosan-4-mercaptobenzoic 
acid ยังคงสมบัติการบวมตัวและการสลายทางชีวภาพได้ดี 

 
  

 
ในป ีค.ศ. 2009 Zambito และคณะ [12] สังเคราะห์ไทโอเลเทดควอเทอร์นารีแอมโมเนียมไคโทซาน 
(N+-Ch-SH )  เพ่ือเพ่ิมการซึมผ่านของยาในล าไส้ โดยการคอนจูเกตซักซินิมิดิวส์ไพริดิวส์ไดไทโอโพรพิโน
เอตลงบนควอเทอร์นารีแอมโมเนียมไคโทซาน (N+-Ch)  ซึ่งเมื่อถูกรีดิวซ์โมเลกุลดังกล่าว จะเกิดการ
เปลี่ยนรูปเป็น N+-Ch-SH (รูปที่ 5(i) ) มีปริมาณหมู่ไทออล 4.5 และ 5.2% ตามล าดับ ซึ่งการมีอยู่ของหมู่
ไทออลท าให้การน าส่งและการดูดซึมยาในล าไส้เพิ่มขึ้น    

 
ในป ีค.ศ. 2012 Juntapram และคณะ [13] ดัดแปรไคโทซานเพ่ือเพ่ิมสมบัติยึดติดเยื่อเมือกในระบบ
น าส่งยาผ่านการคอนจูเกตโฮโมซิสเตอีน-ไทโอแลกโตน (HT) ลงบน ไคโทซาน (CS) และไทรเมทิลไคโท
ซาน (TM-CS) ที่อัตราส่วน CS และ TM-CS ต่อ HT 1:0.1 %w/w พบว่า โฮโมซิสเตอีน-ไทโอแลกโตนไค
โทซาน (HT-CS) และไทรเมทิลโฮโมซิสเตอีน-ไทโอแลกโตนไคโทซาน (TM-HT-CS) (รูปที่ 5 (ii)) มีปริมาณ
ของหมู่ไทออล 64.15 และ 32.48 มิลลิโมลต่อกรัม ตามล าดับ และความสามารถในการยึดติดเยื่อเมือก
ของพอลิเมอร์ดังกล่าว ที ่pH 1.2 เพ่ิมข้ึน 3.67 และ 6.33 เท่าเม่ือเทียบกับไคโทซานที่ไม่ผ่านการดัดแปร 

ในป ีค.ศ. 1998 Genta และคณะ [14] เตรียมอนุภาคไคโทซานเพ่ือเป็นระบบน าส่งยาธีโอฟีลีนโดยใช้ก
ลูตารัลดีไฮด์เป็นสารเชื่อมขวางด้วยเทคนิคอิมัลชัน และศึกษาผลความเข้มข้นของกลูตารัลดีไฮด์ที่มีต่อ
สมบัติการยึดติดเยื่อเมื่อกของอนุภาคไคโทซาน พบว่าที่ความเข้มข้นน้อยสุด คือ  5% v/v ของกลูตารัลดี
ไฮด์ยังคงสมบัติการยึดติดเยื่อเมือกของไคโทซานได้ดี   
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  ดังนั้นงานวิจัยนี้มุ่งเน้นที่จะดัดแปรไคโทซานให้มีสมบัติไม่ชอบน้ าเพื่อน าส่งยาซิมวาสแตตินโดย
การติด 5-amino-2-mercaptobenzimidazole (MBI) เข้ากับไคโทซาน (CS) และไทรเมทิลไคโทซาน 
(TM-CS) (รูปที่ 8)โดยใช้กลูตารัลดีไฮด์ หรือเมทิลอะคริเลต เป็นสารเชื่อม เพ่ือให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มี
โครงสร้าง ดังรูปที ่6 ซึ่งประกอบด้วย 1) วงอะโรมาติกของหมู่ MBI จะเพ่ิมสมบัติความไม่ชอบน้ าของพอลิ
เมอร์ 2) หมู่ไทรเมทิลไคโทซานซึ่งเป็นพอลิเมอร์ประจุบวกสามารถเกิดแรงกระท าระหว่างประจ ุ กับหมู่ซิ
เอลิก และ ซัลเฟต ซึ่งเป็นประจุลบของมิวคัสไกลโคโปรตีน [11,12] 3) หมู่ –OH เกิดพันธะไฮโดรเจนกับ
มิวคัสไกลโคโปรตีน 4) หมู่ –SH ท าให้เกิดพันธะไดซัลไฟด์กับซิสเตอีนของมิสคัสไกลโคโปรตีน  

 
 

ส าหรับขั้นตอนการเตรียมอนุภาคไมโครเมตร-นาโนเมตร ของ MBI-CS และ TM-MBI-CS เพ่ือกักเก็บและ
ควบคุมการปลดปล่อยซิมวาสแตตินนั้น งานวิจัยนี้เลือกเทคนิคอิเล็กโทรสเปรย์ เนื่องจากเป็นวิธีที่ง่าย 
สะดวก ซึ่งเทคนิคนี้สามารถผลิตอนุภาคขนาดเล็ก (รูปที่ 7(i)) และการกระจายตัวของอนุภาคแคบ อีกท้ัง
เป็นเทคนิคใหม่ส าหรับยาดังกล่าว โดยอนุภาคไมโครเมตร-นาโนเมตร ของ MBI-CS และ TM-MBI-CS จะ
แสดงการเกิดปฏิกิริยา เป็นพันธะไดซัลไฟด์ (S-S) กับมิวคัสไกลโคโปรตีนเป็นชั้นเจลมิวคัส (รูปที่ 7(ii)) 
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4. ระเบียบวิธีวิจัย  

สรุปขอบเขตงานวิจัยในระยะเวลา 12 เดือน ได้ดังนี้ 

เมื่อจัดเตรียมพอลิเมอร์ส าหรับน าส่งสารออกฤทธิ์ให้มีสมบัติตามท่ีต้องการแล้วจากนั้นจึงเป็น
ขั้นตอนการประยุกต์ทางเภสัชกรรม ซึ่งจะด าเนินการดังต่อไปนี้ 

4.1) เตรียมอนุภาค CS และ TM-CS ที่ดัดแปรด้วย MBI ซึ่งบรรจุซิมวาสแตตินซึ่งเป็นสาร
ต้นแบบ ด้วยเทคนิคอิเล็กโทรสเปรย์   

4.2)  พิสูจน์เอกลักษณ์, หาปริมาณกลุ่มไทออลและไดซัลไฟด์ โดยวิธีของ Ellman  และศึกษา
สมบัติการยึดติดเยื่อเมือกของอนุภาค 

4.3)  วิเคราะห์สัณฐานวิทยาและขนาดของอนุภาคโดยที่บรรจุซิมวาสแตตินโดยใช้  SEM และ 
particle sizer  

4.4)  วิเคราะห์หาประสิทธิภาพในการกักเก็บยา (% encapsulation) ด้วยเทคนิค HPLC [17] 

4.5)  ศึกษาการปลดปล่อยซิมวาสแตติน จากอนุภาค ณ สภาวะเลียนแบบระบบทางเดินอาหาร
ในร่างกาย ที่อุณหภูมิ 372 C 

4.6 วิเคราะห์ข้อมูล สรุปผลการทดลอง และเขียนผลงานเพ่ือเผยแพร่งานวิจัยดังกล่าว 

 

5. ผลการวิจัยและการวิเคราะห์ผลการวิจัย 

เพ่ือให้ผลการวิจัยครบถ้วนจึงขอแนบเอกสารแนบการตีพิมพ์เผยแพร่ผลงานดังต่อไปนี้ 

Kongsong M, Songsurang K, Sangvanich P, Siralertmukul K, Muangsin N. Design, synthesis, 
fabrication and in vitro evalution of mucoadhesive 5-amino-2-mercaptobenzimidazole 
chitosan as low water soluble drug carriers. Eur J Pharm Biopharm. 2014 Nov;88(3):986-
97. doi: 10.1016/j.ejpb.2014.08.016.  

 

6. ผลผลิต (Output) หรือตัวชี้วัดในแต่ละช่วงรายงานความก้าวหน้า 

สามารถสังเคราะห์อนุพันธ์ไคโตซานได้และพิสูจน์เอกลักษณ์เพ่ือน าไปขึ้นรูปและกักเก็บยา 

7. ตำรำงเปรียบเทียบผลกำรด ำเนินกำรกับแผนกำรด ำเนนิกำรที่ตั้งไว้  

กิจกรรม เดือน 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
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1.ค้นคว้าข้อมูล  

 

           

2.เตรียมพอลิเมอร์ MA-CS และพิสูจน์
เอกลักษณ์และสมบัติต่างๆ 

  

 

          

3.เตรียมพอลิเมอร์ MBI-CS และ TM-
MBI-CS และพิสูจน์เอกลักษณ์และ
สมบัติต่างๆ 

   

 

 

 

        

4.ขึ้นรูปพอลิเมอร์ที่สังเคราะห์ได้เพ่ือกัก
เก็บสารออกฤทธิ์ ต้ านกระดู กพรุน 
พร้อมศึกษาประสิทธิภาพการกักเก็บ 
การปลดปล่อยสารออกฤทธิ์ต้านกระดูก
พรุนในระบบทางเดินอาหาร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

5.ศึกษาประสิทธิภ าพในการใช้ ย า
ร่วมกัน 

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 หมายถึง กิจกรรมที่ได้ด าเนินการแล้วเสร็จ   หมายถึง กิจกรรมที่วางแผนด าเนินการ  

 

8. งบประมำณที่ได้ใช้จ่ำยไปแล้วนับตั้งแต่เริ่มโครงกำร 

 

รำยกำร 

 

งวดที่ 1 งวดที่ 2 รวมเงิน 

1. งบบุคคลำกร    

1.1 ผู้ช่วยนักวิจัยท างานเต็มเวลา 

- ค่าจ้างชั่วคราว ปริญญาเอก จ านวน 1  คน 2 เดือน (1 x 2 
x 12,600 = 25,200 บาท) 

25,200 

 

79,000 104,000 
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2. งบด ำเนินงำน     

2.1 ค่ำตอบแทน    

2.1.1 ค่าตอบแทนคณะวิจัย ยังไม่เบิก ยังไม่เบิก ยังไม่เบิก 

2.2.ค่ำใช้สอย  ยังไม่เบิก ยังไม่เบิก ยังไม่เบิก 

      2.3 ค่ำวัสดุ     

1) ค่าวัสดุวิทยาศาสตร์ 48,151 104,378 152,529 

2) วัสดุส านักงาน ยังไม่เบิก ยังไม่เบิก ยังไม่เบิก 

รวมงบประมำณ 73,351 183,378 256,729 

 9. งำนตำมโครงกำรที่จะท ำต่อไป เปลี่ยนจากยาซิมวาสเตตินซึ่งเป็นยาต้นแบบ เป็นพูลารินซึ่งเป็น
สารสกัดจากกราวเครือ 

10. ค ำชี้แจงเกี่ยวกับอุปสรรคหรือปัญหำ  

                                                        ลงชื่อ……………………………. 

                       (รองศาสตราจารย์ ดร. นงนุช เหมืองสิน) 

                                                      หัวหน้าโครงการย่อยท่ี 4 

                  10  มกราคม 2558 
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a b s t r a c t

Mucoadhesive thiolated chitosan suitable as a carrier for low water soluble drugs was designed and
synthesized by conjugating 5-amino-2-mercaptobenzimidazole (MBI) using methylacrylate (MA) as
the linking agent. A 14.4% degree of substitution of MA, as determined by 1H NMR analysis, and
11.86 ± 0.01 lmol thiol groups/g of polymer, as determined by Ellman’s method, was obtained. The
MBI-MA-chitosan had an 11-fold stronger mucoadhesive property compared to unmodified chitosan at
pH 1.2, as determined by the periodic acid: Schiff colorimetric method. Chitosan, MA-chitosan and
MBI-MA-chitosan were fabricated as well-formed microspheres using electrospray ionization, including
an entrapment efficiency of simvastatin (SV) of over 80% for the MBI-MA-chitosan. The mucoadhesive-
ness of the SV-loaded MBI-MA-CS microspheres was still higher than that for SV-loaded chitosan at pH
1.2 and 6.4. The SV-loaded MBI-MA-CS microspheres revealed a reduced burst effect and an increased
release rate (more than fivefold higher than pure SV) of SV over 12 h.

� 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Over the past few years, mucoadhesive polymers have received
attention as excipients for various drug delivery systems, espe-
cially for oral system due to their possibility to localize the drug
at the target site, a prolonged residence time and sustained drug
release at the target site [1]. Drugs that are absorbed through the
mucosal lining of tissues can enter directly into the blood stream
via an increased drug concentration gradient in the mucosa, and
as a result the bio-availability of the drug is improved over those
that cannot or do so less efficiently [2,3]. Due to these advantages,
many attempts have been made to improve the mucoadhesive
properties of polymeric carriers.

Chitosan (poly[b-(1-4)-2-amino-2-deoxy-d-glucopyranose) is a
partially deacetylated derivative of chitin, a polysaccharide
consisting of the copolymers of glucosamine (GluN) and
N-acetylglucosamine (GluNAc). Chitosan has been widely used as
a pharmaceutical excipient based on its non-toxic, high
biocompatible, biodegradable and versatile chemical and physical
properties [4,5]. Because of its beneficial properties, such as
mucoadhesiveness, adsorption enhancement and antibacterial
activity, chitosan is a promising candidate for the development of
conventional and novel drug delivery systems. The presence of
ANH2 and AOH groups, together with the cationic groups of chito-
san are considered to be responsible for the binding to the mucosa
layer via non-covalent bonds (hydrogen bonds and ionic interac-
tions as well as the weaker van der Waal’s interactions with the
mucus layer) resulting in a good mucoadhesive property [6,7].

From the various modification strategies, the introduction of
thiol groups on the polymeric backbone of chitosan (so called thi-
olated chitosan) has become of particular interest for biomaterial
and biomedical applications. This is because of the enhanced
mucoadhesive and enzyme-inhibitory traits of thiolated chitosan
that results from the oxidation and disulfide exchange reaction

http://dx.doi.org/10.1016/j.ejpb.2014.08.016
0939-6411/� 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

Abbreviations: MBI, 5-amino-2-mercaptobenzimidazole; MA, methylacrylate;
SV, simvastatin; TM-HT, N,N-trimethylchitosan-homocysteine thiolactone; EI,
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with cysteine rich sub-domains of mucus glycoproteins [8]. For
example, chitosan–thioglycolic acid conjugates [9] exhibit up to a
10-fold higher mucoadhesiveness than that of unmodified chitosan
and are used as a new scaffold material for tissue engineering [10].
Moreover, thiolated chitosan nanoparticles have been used to
enhance the bioavailability of leuprolide following nasal adminis-
tration [11], while N,N,N-trimethylchitosan-homocysteine thiolac-
tone (TM-HT)-chitosan/alginate polyelectrolyte complex particles
have been used for camptothecin delivery [12]. Thiomers show dif-
ferent properties according to their ionization (pKa) value, charge,
lipophilicity and hydrophilicity of the attached ligand. Addition-
ally, the effectiveness of alkyl thiolated chitosan derivatives can
be further improved by immobilizing aromatic mercaptan
molecules, including chitosan-4-mercaptobenzoic acid [13] and
chitosan-6-mercaptonicotinic acid, which exhibit an aryl entity
as these are supposed to show a higher reactivity at intestinal pH
values and are associated with improved mucoadhesiveness.

However, the thiolated polymers that have been developed to
date are not compatible or suitable as carriers for hydrophobic
drugs. The poor interaction of these thiolated polymers with
hydrophobic drug molecules often results in a faster, less sustained
drug release, low percent encapsulation which affects their poten-
tial applications in pharmaceutical fields [14].

Simvastatin (SV) is practically insoluble in water (maximum
solubility of �30 lg/mL) [15] and so is poorly absorbed from the
gastrointestinal (GI) tract with, for example, an absorption of less
than 5% after a 40 mg oral dose [16]. Therefore, there are require-
ments to improve the release profile to be faster or give and higher
rate than pure simvastatin in order to enhance the absorption at
the gastrointestinal and lower loss of drug during administration.

On the other hand, nano/microparticles based on multifunc-
tional polymers exhibit a variety of beneficial features for the
enhanced uptake of orally administered drugs. Nanoparticulate
drug delivery systems can protect the embedded drug from enzy-
matic degradation and exhibit mucoadhesive, permeation enhanc-
ing and controlled release properties [3]. Various methods for the
preparation of composite micro- or nano-particles have been
reported [17]. One technique for the preparation of particles is
electrospray ionization (EI), where the liquid (polymer solution)
is atomized by means of electrical forces. The polymer flows out
of the nozzle in the form of a droplet when a high voltage is applied
[18,19].

The aim of this work was to design and synthesize a mucoadhe-
sive thiolated chitosan suitable as a carrier for the delivery of
hydrophobic drugs with high %encapsulation and give higher
release rate than pure simvastatin. This was achieved by modifica-
tion of chitosan with 5-amino-2-mercaptobenzimidazole (MBI)
using methylacrylate (MA) as a linker agent. The thiolated chitosan
based microparticles were prepared by EI including with the
encapsulation of SV as a model hydrophobic drug.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Chitosan with an 85% degree of deacetylation (Mw of 500 kDa)
was provided by Seafresh Co. Ltd. (Thailand). MBI, MA, mucin (type
II) from porcine, basic fuchsin (pararosaniline), 1-ethyl-3-3-
dimethylaminopropyl carbodiimide (EDAC), sodium metabisulph-
ite, periodic acid, 5,50-Dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB),
sodium borohydride (NaBH4), sodium tripolyphosphate (TPP) were
purchased from Aldrich Co., USA. SV was obtained as a gift sample
from Silom Medical Co., Ltd. (Thailand). Tween 20 was obtained
from Sigma–Aldrich Co., USA. Dialysis tubing (molecular weight
cut-off (MwCO) 12–14 kDa) was obtained by Membrane Filtration

Products, Inc., USA. All other chemicals were commercially avail-
able and used as received.

2.2. Synthesis of thiolated chitosan (MBI-MA-chitosan)

The preparation of thiolated chitosan was performed via a
two-step reaction (Scheme 1). The first step was the preparation
of N-carboxyethyl chitosan methyl ester (MA-chitosan) from
chitosan and MA by the Michael addition. To 1 g of chitosan
dissolved in 100 mL of 1% (v/v) acetic acid was added 0.50 mL of
MA and 40.0 mL of methanol. The mixture was stirred at 60 �C
for 3 days and then concentrated under reduced pressure to
remove the excess MA and MeOH. The remaining mixture was then
precipitated with excess acetone and harvested by centrifugation
(12,000 rpm for 2 min). The pellet was dialyzed (MWCO
12–14 kDa) against 3 changes of 1 L of methanol over 1 day prior
to being air dried to obtain the MA-chitosan as a pale-yellow
powder at a yield of �90%.

The second step was the coupling of MBI onto the MA-chitosan.
For this 0.1 g of MBI dissolved in 10 mL methanol was slowly
added to 100 mL of MA-chitosan under stirring. EDAC as a coupling
agent was added to the mixture and the mixture was stirred at
60 �C under nitrogen (N2) atmosphere for 2 days. The reaction mix-
ture was then precipitated with excess acetone and harvested by
centrifugation (12,000 rpm for 2 min). The pellet was re-dissolved
in water and dialyzed (MWCO 12–14 kDa) against 3 changes of 1 L
of methanol for 2 days in the dark prior to being lyophilized at
�30 �C and 0.01 mbar. The dry product as white powder obtained
at about 65% yield was stored at 4 �C before use.

2.3. Preparation of SV-loaded chitosan polymer microspheres

Chitosan, MA-chitosan and MBI-MA-chitosan microspheres
were prepared by EI. Briefly, a 1% (w/v) chitosan or the respective
modified chitosan solution in 1% (v/v) aqueous acetic acid was pre-
pared. SV was dissolved in minimal amount of EtOH and then 2 mL
of Tween 80. The mixing of the SV/Tween 80 and chitosan was per-
formed at a 1:1, 2:1 and 4:1% (w/w) final ratio of SV: polymer ratio.

Then 5 mL of this chitosan/polymer solution was placed into a
syringe pump and fed through silicone tubing and into the needle.
Particles generated by application of a high potential difference
electric field and the liquid jet was collected into a coagulant bath
containing 40 mL of 5% (w/v) TPP solution, stirred at 300 rpm. The
formed microspheres were then harvested as a pellet by centrifu-
gation at 12,000 for 5 min, washed in deionized water three times
and freeze dried. The chitosan and modified chitosan microspheres
without SV loading were prepared in the same method as men-
tioned above except without the addition of the SV.

Preliminary studies to optimize the electrospray parameters
with respect to the formed particle sizes and size distribution
(polydispersity (PDI)), evaluated the solution flow rate fixed at
1 mL/h), applied voltage (10, 15 and 20 kV), size of the gauge nee-
dle (24–26 G), and the working distance between the needle tip
and TPP coagulant solution (about 100 mL) as a sequential
univariate analysis.

2.4. Characterization of chitosan and its derivatives

2.4.1. 1H nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR)
1H NMR spectra were recorded on a Bruker NMR spectrometer

operated at 400 MHz. D2O/CF3CO2H at 1% (v/v) was used to
dissolve 5 mg of chitosan or the respective chitosan derivative
(MA-chitosan and MBI-MA-chitosan). The degree of substitution
(DS) of MA carboxylic and methyl ester groups ([COOH + COOMe])
were determined by 1H NMR spectroscopy as previously described
[20], using Eq. (1);

M. Kongsong et al. / European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 88 (2014) 986–997 987



DS ½COOHþ COOMe� ð%Þ ¼ ð250½H2�Þ=ð½H3—H6�Þ; ð1Þ

where [H2] is the integral of the chemical shift of the methylene
proton at 2.32 ppm and [H3–H6] is the integral of the chemical shift
between 3.6 and 4.2 ppm.

2.4.2. Fourier transformed infrared spectroscopy (FT-IR)
The chitosan, MA-chitosan and MBI-MA-chitosan were pre-

pared as potassium bromide pellets. FT-IR spectra were performed
by a Nicolet 6700 Fourier transform infrared spectrometer in the
region from 4000 cm�1 to 400 cm�1.

2.4.3. Determination of the thiol group and disulfide bond content
The DS of thiol groups in the modified polymers was

determined spectrophotometrically using Ellman’s method [21].
This reaction is now widely used for the assay of cholinesterase
and the estimation of sulfhydryl groups in tissues [22]. Briefly,
0.5 mg of MBI-MA-chitosan and, as controls, chitosan and
MA-chitosan, was added to 500 lL of 0.5 M phosphate buffer pH
8.0 and then 500 lL of Ellman’s reagent (3 mg of DTNB dissolved
in 10 mL of 0.5 M phosphate buffer pH 8.0) was added. The
samples were incubated for 2 h at room temperature and the
absorbance was measured at a wavelength of 450 nm. L-Cysteine
hydrochloride standards (10–70 lmol/L) were used to calculate
the amount of thiol moieties on MBI-MA-chitosan. The amount
of disulfide bonds was quantified after reduction with NaBH4 as
described previously [23].

2.4.4. Thermogravimetric analysis (TGA)
The thermal stability of each of the samples was evaluated

using thermogravimetric analysis (TGA) using a PerkinElmer Pyris
Diamond TG/DTA machine under a N2 flow at a rate of 30 mL/min.
Approximately 5 mg of sample was placed in an alumina pan,
sealed and heated from 25 to 500 �C at a ramp rate of 10 �C/min.

2.5. In vitro bioadhesion of mucin to chitosan and the modified
chitosan

2.5.1. Mucus glycoprotein assay
The periodic acid schiff (PAS) colorimetric method is widely

used for the analysis of mucins, glycoproteins and other polysac-
charides in tissues and cells [24], and was utilized here for the
detection of the free mucin concentration following on the adsorp-
tion of mucin onto the chitosan, MA-chitosan and MBI-MA-
chitosan.

Standard calibration curves were prepared from mucin stan-
dard solutions (0.025–0.5 mg/mL) and 100 lL aliquots of the solu-
tion were transferred in triplicate into a 96-well microtiter plate
and the absorbance at 555 nm was recorded.

2.5.2. Adsorption of mucin on chitosan and the modified chitosans
A 0.05% (w/v) mucin solution was prepared in three essentially

isotonic buffers of different pH, namely simulated gastric fluid
(SGF) (0.1 N HCl, pH 1.2), simulated cervical fluid (SCF) (0.1 M
sodium acetate buffer, pH 4.0), and simulated intestinal fluid
(SIF) (0.1 M phosphate buffer, pH 6.4). We prepared three stock
solutions of mucin for each pH (1.2, 4.0 and 6.4) in volumetric flask
in order to get accurate concentration of mucin. Chitosan and its
two derivatives were each individually dispersed (at 5 mg/mL
final) in the above mucin solutions, vortexed and then shaken at
37 �C for 2 h. The sample (chitosan or modified chitosan) with
bound mucin was then removed by centrifugation at 12,000 rpm
for 2 min and harvested the unbound mucin containing superna-
tant. The free mucin concentration was calculated by the PAS assay
with reference to the calibration curve (Section 2.5.1). The amount
of mucin adsorbed to the microspheres was calculated as the dif-
ference between the total amount of mucin added and the free
mucin content in the supernatant. Moreover, all experiments were
performed in triplicate to get more accurate results.

Scheme 1. Synthesis of the N-carboxyethyl chitosan methyl ester (MA-chitosan) and the MBI-carboxymethyl chitosan methyl ester (MBI-MA-chitosan).
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2.6. Swelling of chitosan, MA-chitosan and MBI-MA-chitosan

The swelling behavior of the chitosan, MA-chitosan and
MBI-MA-chitosan was studied as cast films by observing the
change in the diameter of a disk over time when immersed at room
temperature in SGF, SCF or SIF (isotonic buffers at pH 1.2, 4.0 and
6.4, respectively). One gram of the polymer was dissolved in
50 mL of 1% (v/v) aqueous lactic acid to yield a 1% (w/v) polymer
solution. Then the solution was poured into a tray (8 � 10 cm)
and air dried to obtain the respective film. The dried films were
cut into 5.0 mm diameter circles and each one was immersed in
10 mL of one of SGF (pH 1.2), SCF (pH 4.0) or SIF (pH 6.4). The
swelling properties were determined by measuring the change in
the diameters of each film at various time intervals (0–24 h). The
swelling ratio (Sw) for each sample determined at time t was
calculated from Eq. (2) as previously reported [25];

Sw ¼ 100ðDt � D0Þ=D0; ð2Þ

where Dt is the film diameter at time t and D0 is the initial film
diameter.

2.7. Scanning electron microscopy (SEM)

The surface morphology of chitosan and modified chitosan
with/without SV microspheres was examined by scanning electron
microscopy (SEM). The samples were mounted onto an aluminum
stub using double-sided carbon adhesive tape and coated with
gold–palladium at 50 mA for 6 min through a sputter coater. The
particles were observed via scanning electron microscope under
high vacuum at an ambient temperature with a beam voltage of
10–20 kV.

2.8. Particle size and zeta potential

The anhydrous particle size of chitosan and modified chitosan
with/without SV microspheres was evaluated from the SEM anal-
ysis (Section 2.7). The hydrated particle size and size distribution
of each sample and their zeta potential were evaluated by
dynamic light scattering (DLS) with a particle size analyzer
(Zetasizer nano series, Malvern instruments). Microspheres were
suspended in an aqueous 5% (w/v) TPP solution and sonicated
for 2 min prior to assaying immediately. The scattered light was
collected at an angle of 90� through fiber optics and converted
to an electrical signal by an avalanche photodiode. All samples
were run in triplicate with the number of runs set to 5 and run
duration set to 10 s.

2.9. Determination of the SV encapsulation efficiency (EE)

UV spectroscopy was used to determine the SV encapsulation
efficiency (EE). Briefly, the dried SV immobilized onto the modified
microspheres (2 mg) were immersed in 10 mL of EtOH. The mix-
ture was stirred at room temperature for 30 min. The amount of
SV released into the EtOH was then determined by measuring
the absorbance at 238 nm and converted to the SV concentration
by reference to the standard curve, formed from different concen-
trations (3–20 ppm) in the same solvent. The standard curve was
found to be highly accurate and reproducible, with a coefficient
of determination of 0.999. All experiments were repeated three
times. The EE of SV was calculated according to Eq. (3);

EE ð%Þ ¼ ð100�WEÞ=ðWTÞ; ð3Þ

where WE is the weight of drug in the particles and WT is the total
weight of the SV added to the solution in the synthesis of the
particles.

2.10. In vitro SV release

The release of SV from chitosan and the modified chitosan
microspheres was evaluated at pH 1.2 (SGF), pH 4.0 (SCF) and pH
6.4 (SIF) at 37 ± 2 �C by dialysis bag diffusion which can potentially
reduce a burst effect of drug release and sampling and media
replacement. Each accurately weighed sample (�10 mg) was
enclosed in a dialysis bag (MWCO 3.5 kDa) and the sealed bag
immersed into 50 mL of the appropriate buffer (SGF, SCF or SIF) in
a 250 mL flask and shaken at 100 rpm at 37 ± 2 �C. At the specified
time interval (0, 10, 20, 30 and 45 min, and 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 and
12 h) a 3-mL sample was withdrawn for analysis and replaced by
an equal volume of fresh dissolution medium to maintain a constant
volume. Each 3-mL sample was analyzed by UV–Vis spectropho-
tometry at 238 nm and converted to the concentration of released
SV by interpolation from the respective calibration curve derived
from known SV concentrations (10–100 lg/mL) in the respective
buffer. The percentage of cumulative SV release was calculated as
100 (amount of released SV)/(amount of SV before release).

3. Results and discussion

3.1. Formation and characterization of MA-chitosan and
MBI-MA-chitosan

The reaction of chitosan and MA to form MA-chitosan was
performed via Michael addition between the b-carbon of the
a,b-unsaturated-carbonyl group of MA and the amino groups of
chitosan [20]. Then MBI was covalently reacted at the carboxylic
group and the methyl ester group of MA-chitosan via the formation
of amide bonds. The reaction is summarized in Scheme 1.

3.2. 1H NMR analysis

The chemical structures of chitosan and the two modified chito-
sans were characterized by 1H NMR, as shown in Fig. 1. The peaks
at chemical shifts 4.39, 3.25–3.46, 2.71 and 1.61 ppm were
ascribed to the H1 (GluN), H3–H6, H2 (GluN) and acetyl (GluNAc)
protons in the chitosan skeleton (Fig. 1a), respectively. The appear-
ances of new proton positions at 3.1 and 2.7 ppm were assigned to
the Hb and Hc, respectively, of the side chain of MA (Fig. 1b). That
the new proton positions were at a different position compared to
the peak of MA (6.3(d), 6.1(t) and 5.9(d) ppm) was attributed to the
alkene proton. The DS of MA [COOH + COOMe] on chitosan in the
MA-chitosan and MBI-MA-chitosan was 14.4% and 12.6%, respec-
tively. The amount of MBI immobilized in the MA-chitosan derived
polymers is comparatively very low because ANH2 groups on aro-
matic ring of MBI used as nucleophile is less active than aliphatic
compounds. The spectra of MBI-MA-chitosan showed the protons
of the aromatic ring at between 7.1 and 7.5 ppm (Fig. 1c), which
were shifted from the 6.3 and 6.7 in the MA-chitosan (Fig. 1d).
Overall, the 1H NMR spectra confirmed that MA-chitosan and
MBI-MA-chitosan were successfully prepared.

3.3. Fourier transformed infrared spectroscopy (FT-IR)

The FT-IR spectrum of chitosan (Fig. 2a) showed a broad absorp-
tion at 3446 cm�1 assigned to the stretching vibration of the OAH
and NAH bonds. The absorption at 2928 and 2900 cm�1 are related
to CAH stretching. The characteristic chitosan peaks that corre-
spond to the amide C@O stretching and the NAH bending (amide
I band) were observed at 1645 and 1593 cm�1, respectively. The
absorption in the 1146–840 cm�1 region was due to the
polysaccharide skeleton, including the symmetric stretching of
the glycosidic bonds (CAOAC) and the skeletal vibration of the
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CAO stretching. After coupling of MA onto the C-2 amine groups of
chitosan, the characteristic signal at 1720 cm�1 (Fig. 2b), attributed
to the stretching vibration of the C@O ester of MA-chitosan,
appeared and the NAH bending peak was shifted to 1562 cm�1

(amide II band). Moreover, the broad overlapping bands and
decreased intensity in the 1153–848 cm�1 region results from
the coupling of the CAN axial stretching and NAH angular defor-
mation range. The MBI-MA-chitosan spectrum (Fig. 2c) showed
new absorption peaks at 1640 and 1615 cm�1 that were attributed
to the amide C@O stretching and secondary amine of MBI-MA-
chitosan, respectively. The absorption band at 1468 cm�1 was
attributed to the aromatic C@C stretching and the peaks at
612 cm�1 corresponded to the thiol group. Overall, the FT-IR spec-
tra confirm the presence of the thiol and MA groups and so the suc-
cessful preparation of MA-chitosan and MBI-MA-chitosan.

In order to define the interaction between the SV payload and
the polymer in the microspheres, samples of CS, MA-chitosan and
MBI-MA-chitosan with a SV loading of 1% (w/w) were investigated.

The FT-IR spectrum of SV (Fig. 2d) revealed the AOH stretching
absorption band at 3547 cm�1 and CAH stretching vibrations at
3012, 2952, and 2872 cm�1. The main characteristic peaks of SV
at 1721 and 1695 cm�1 were due to the stretching bands of ester
and lactone carbonyl group. The CAH in-plane bending vibration
and skeletal CAC vibrations were observed in the 1350–950 cm�1

region, while the CAH out-of plane bending modes were of weak
intensity in the 600–900 cm�1 region.

The FT-IR spectrum of 1% (w/w) SV-loaded chitosan micro-
spheres (Fig. 2e) revealed additional absorption peaks at
1711 cm�1 corresponding to the ester stretching peaks of SV. The
peak at 1225 cm�1 was due to the CAH in-plane bending vibration
and those at 894, 795 and 664 cm�1 were the CAH in-plane bending
vibrations of SV. That these SV characteristic peaks were shifted
when encapsulated in the chitosan or modified chitosan suggesting
interactions between SV and the chitosan based polymers.

The 1% (w/w) SV-loaded MA-chitosan and MBI-MA-chitosan
microspheres (Fig. 2f and g), also showed the C@O ester stretching
peak at 1715 cm�1 and additional absorption peaks at 2960 cm�1

and 2963 cm�1 due to the CAH stretching vibrations of SV. The
other peaks have a nearly additional absorption in the position of
SV and 1% (w/w) SV-loaded chitosan.

The FT-IR spectra of the SV-loaded chitosan and modified chito-
sans microspheres were broadly similar but differed in the position
of the characteristic peaks of SV, which may be shifted compared to
that of pure SV because of the effect of TPP, Thus, the FT-IR spectra
appeared to confirm the successful loading of SV in chitosan and
the modified chitosan (MA-chitosan and MBI-MA-chitosan)
microspheres.

3.4. TGA of chitosan and the modified chitosans

The thermal stability and thermal behavior of chitosan,
MA-chitosan and MBI-MA-chitosan, were obtained by TGA. The
TG curve of chitosan showed two stages of weight loss, the first
being water loss and volatile products (6% of the total weight) at
50–150 �C, while the second stage at 325–350 �C, with a derivative
TG (DTG) peak at 326 �C and a weight loss of 45% of the total
weight, was ascribed to the degradation of the chitosan backbone
(Fig. 3a). In contrast, the MA-chitosan and MBI-MA-chitosan also
showed a first stage water loss at 50–180 �C (Fig. 3b and c), at
10% and 8% of the total weight respectively, but differed from
chitosan in that the second weight loss, the degradation of the
polymer, occurred at the lower temperature of 290 �C with a 35%
weight loss for MA-chitosan, and at 308 �C with a 40% total weight
loss for MBI-MA-chitosan. The results demonstrate a reduction in
the thermal stability of MA-chitosan and MBI-MA-chitosan
compared to chitosan, which presumably reflects the change in
the crystalline structure of chitosan following the introduction of
MA and MBI side chains. In addition, the amide bond in the
MBI-MA-chitosan is easily broken.

The TGA thermograms for the 1% (w/v) SV loaded chitosan
(Fig. 3d) and MA-chitosan (Fig. 3e) microparticles also showed a
two-stage weight loss of water loss and then polymer degradation.
The chitosan decomposition occurred at 300–350 �C with a DTG
peak at 329 �C for a 20% total weight loss, while for MA-chitosan

Fig. 1. Representative of 1H NMR spectra of (a) chitosan, (b) MA-chitosan, (c) MBI, and (d) MBI-MA-chitosan.
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Fig. 2. FTIR spectra of (a) chitosan, (b) MA-chitosan, (c) MBI-MA-chitosan, (d) SV, (e) 1% (w/w) SV-loaded chitosan, (f) 1% (w/w) SV-loaded MA-chitosan, and (g) 1% (w/w)
SV-loaded MBI-MA-chitosan.
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Fig. 3. TGA analysis (TG and DTG) of (a) chitosan, (b) MA-chitosan, (c) MBI-MA-chitosan, (d) 1% (w/w) SV-loaded chitosan, (e) 1% (w/w) SV-loaded MA-chitosan, and
(f) 1% (w/w) SV-loaded MBI-MA-chitosan.
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and MBI-MA-chitosan the decomposition occurred with a DTG
peak at 309 �C and 315 �C, respectively, accounting for a loss of
25% and 35% of the total weight. That SV loading of the polymers
increased the DTG peak reflects that the SV was entrapped by
the respective polymers. Indeed, the TGA curve of the SV-loaded
MBI-MA-chitosan microparticles appeared as combination of the
MBI-MA-chitosan and SV degradation (Fig. 3f). The higher polymer
decomposition temperature of the SV-loaded MBI-MA-chitosan
than the MBI-MA-chitosan is likely to reflect the inter- and intra-
molecular disulfide interactions.

Overall, the SV-loaded polymer microparticles showed a higher
thermal stability than the corresponding unloaded ones. It is well
established that intramolecular interactions increase the thermal
stability of polymers, and so leads to a higher decomposition
temperature.

3.5. Quantification of the thiol levels in MBI-MA-chitosan

Ellman’s reagent is very useful as a sulfhydryl assay reagent
because of its specificity for ASH groups at a neutral pH and short
reaction time. DTNB reacts with a free sulfhydryl group on MBI-
MA-chitosan to yield a mixed disulfide and 2-nitro-5-thiobenzoic
acid (TNB), a measurable product at 450 nm. The linearity range
for the L-cysteine hydrochloride standards at 450 nm was
10–150 lmol/L, with a linear equation, obtained by the least
square method, of y = 0.008x + 0.001.

From this, the amount of free thiol groups and disulfide bonds
immobilized in the MBI-MA-chitosan derived from a 1:0.1 (w/w)
ratio of MBI-MA-chitosan were found to be 11.86 lmol/g and
6.54 lmol/g polymer, respectively, while neither were detected
in the chitosan or MA-chitosan (Table 1).

3.6. Mucoadhesive properties

The mucoadhesive properties of the modified chitosans with or
without SV loading in SGF, SCF and SIF were determined compared
to that for chitosan with or without SV loading in order to evaluate
the effect of media pH. The PAS colorimetric method, used to quan-
tify the level of mucin in the aqueous solution [26], was found to
have a linearity range within 0.1–0.5 mg/mL and with linear
equations, as obtained by the least square method, of
y = 0.257x � 0.021, y = 0.758x + 0.020 and y = 1.266x + 0.009 in
SGF, SCF and SIF, respectively.

The amount of mucin that was adsorbed onto a polymer has
been reported to depend on the ionization of sialic acid and
charged amino acids in the mucus glycoproteins, as well as the
charged groups in the polymer, and this is pH-dependent (pKa

and pI for sialic acid and mucin are 2.6 and �3–5, respectively)
[3]. Therefore, the different forms of the glycoprotein will be
influenced by the pH of the environment.

At a pH of 1.2 chitosan showed poor mucoadhesive ability but
those for MA-chitosan and MBI-MA-chitosan were about 10.3-
and 11-fold higher, respectively (Table 1). The amino groups of
the chitosan backbone would nearly all be protonated to ANH3

+

groups at pH 1.2 (pKa of chitosan is 6.5–6.8), but the sialic acid on
the mucin would also be protonated and so uncharged (ACOOH
and ASO3H groups) leading to a reduced electrostatic interaction
with chitosan but only hydrogen bonds and van der Waal’s interac-
tions. When the chitosan was coupled with MA, the aliphatic side
chain of MA provided further hydrophobic interactions with the
CH2/CH3 groups of the mucin side chain, while the carboxylic group
of the MA side chain can form strong hydrogen bonds with the
ACOOH and ASO3H groups of the mucus glycoprotein leading to
an increased mucoadhesiveness. For the MBI-MA-chitosan, in addi-
tion to the MA (as above) it contained ASH groups and so exhibited a
slightly stronger mucoadhesiveness compared to MA-chitosan.
However, that the increased mucoadhesion of MBI-MA-chitosan
over that for MA-chitosan was only slight probably reflects the ste-
ric inhibition effect of the aromatic ring that hinders hydrogen
bonding between the ACOOH/ACOOCH3 groups of MA and the
ACOOH/ASO3H groups of mucin. Furthermore, the ASH groups on
the MBI-MA-chitosan can react with the ASH/ASAS (cysteine and
cystine) groups on the mucin to form disulfide bridges via oxidation.

At pH 4.0, the amino groups of chitosan are still mostly proton-
ated (ANH3

+), but the sialic acid groups of mucin are mostly depro-
tonated and so charged (ACOO� and ASO�3 ). This leads to increased
ionic interactions with chitosan and so the 4.7-fold higher mucoadhe-
sion than at pH 1.2. The mucoadhesiveness of MA-chitosan and MBI-
MA-chitosan were also increased at pH 4 (1.3- and 1.2-fold, respec-
tively) over that at pH 1.2 and so remained higher (2.8- and 2.9-fold,
respectively) than that for chitosan. Therefore, the effect of electro-
static, hydrogen and hydrophobic effects impact on the mucoadhe-
sion of chitosan and the modified chitosans at low pH values.

At pH 6.4, the amino groups of chitosan would be �50% depro-
tonated and so the electrostatic interaction between the positive
charges of chitosan backbone (ANH3

+) with the ACOO� and ASO3
�

groups on the mucin would be decreased. However, the actual
level of total bound mucin to the chitosan was not significantly
decreased compared to that at pH 4.0. In contrast, the mucoadhe-
sion of the MA-chitosan and MBI-MA-chitosan was significantly
decreased at pH 6.4 (2.3- and 1.5-fold, respectively) compared to
that at pH 4.0. That the MA-chitosan still bound 1.25-fold more
mucin than chitosan at pH 6.4 reflects, as at the other pH values,
is a result of the hydrophobic interactions between the ACH3 moi-
eties and ACH2 side chain on the polymer with the ACH3 groups on
the mucin side chains, For the MBI-MA-chitosan, in addition the
thiolate anions (AS�; pKa �2.6) would lead to a greater extent of
oxidation and nucleophilic attack forming covalent disulfide bonds
between the thiol group of MBI-MA-chitosan and the cysteine-rich
subdomains of the mucus glycoprotein [27]. Therefore, the hydro-
gen bonding, hydrophobic and covalent effects impact more on the

Table 1
Degree of substitution and mucoadhesive properties in different pH solutions of the chitosan, MA-chitosan and MBI-MA-chitosan with or without SV loading at 1% (w/w).

Sample DS of MA (%)a Thiol groups
(lmol/g) b

Disulfide groups
(lmol/g) c

Mucoadhesion of polymer (mg)d Mucoadhesion of 1% (w/w)
SV-loaded polymer (mg)d

pH 1.2 pH 4.0 pH 6.4 pH 1.2 pH 4.0 pH 6.4

Chitosan 0.0 0.0 0.0 0.07 ± 0.01 0.33 ± 0.01 0.32 ± 0.01 0.06 ± 0.01 0.29 ± 0.01 0.27 ± 0.01
MA-chitosan 14.38 0.0 0.0 0.72 ± 0.01 0.93 ± 0.01 0.40 ± 0.01 0.42 ± 0.01 0.68 ± 0.01 0.29 ± 0.02
MBI-MA-chitosan 12.64 11.86 ± 0.01 6.54 ± 0.02 0.77 ± 0.01 0.97 ± 0.02 0.66 ± 0.02 0.44 ± 0.01 0.73 ± 0.01 0.35 ± 0.02

b–d Data are shown as the mean ± SD and are derived from three independent repeats.
a Degree of substitution (%) of MA groups on the respective chitosans.
b Total number of thiol groups on the chitosan polymer (lmol/g of polymer).
c Total number of disulfide groups on the chitosan polymer (lmol/g of polymer).
d Mucoadhesion is shown as the amount of adsorbed mucin (mg).
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mucoadhesion of chitosan, MA-chitosan and MBI-MA-chitosan at
the higher pH.

Loading of the microspheres with SV at 1% (w/w) decreased
their mucoadhesiveness, although the magnitude of this decrease
was least for chitosan (1.14- to 1.18-fold over the three pH values).
However, the mucoadhesion of the SV-loaded MA-chitosan and
MBI-MA-chitosan was still greater than that for the SV-loaded
chitosan, especially at pH 1.2 (7- and 7.33-fold, 2.34- and 2.51-
fold, and 1.07- and 1.29- fold higher, respectively, at pH 1.2, 4.0
and 6.4, respectively).

Note that the chitosan and modified chitosans are likely to have
formed a polyelectrolyte complex between the charged amine
groups and the hydroxyl groups of TPP, explaining why the posi-
tive charged amine groups of chitosan was insufficient to increase
the mucoadhesion.

3.7. Swelling study

The swelling properties are of paramount importance to con-
sider as they influence the adhesive/cohesive properties as well
the drug release. However, most mucoadhesive delivery systems
are targeted to the small intestine where they will reach the muco-
sal membrane in a partially hydrated form. Excessive water uptake
results in overhydration and a loss of mucoadhesion. Therefore, a
moderate swelling behavior is indispensable for adequate interdif-
fusion between the polymer chains and mucosa since this provides
the basis for sufficient adhesiveness [13].

Swelling can be affected by many factors, such as the cross-link-
ing density and the hydrateability of the materials, and the ionic
strength and pH value of the media [28]. Thus, the swelling behav-
ior was measured in three broadly isotonic buffers of differing pH,
being SGF (pH 1.2), SCF (pH 4.0) and SIF (pH 6.4), and the Sw was
calculated as detailed in Section 2.6.

The chitosan, MA-chitosan and MBI-MA-chitosan polymers
showed essentially the same pattern of change in the Sw with time
(data not shown). With respect to that after 60 min as a represen-
tative time point (Fig. 4), as the pH value increased the degree of
the observed Sw decreased for all three polymers, ranging from
1.13- to 1.25-fold lower for MBI-MA-chitosan at pH 4 and 6.4 com-
pared to pH 1.2, up to 1.33- to 1.75-fold, and 1.22- to 1.81-fold, for
MA-chitosan and chitosan, respectively. Regardless, the MA-chito-
san and MBI-MA-chitosan presented a lower Sw than that of chito-
san in all three different pH media, which is likely to be due to that
the attachment of MA and MBI on the chitosan reduced the overall

hydrophilicity, and so lead to a diminished water uptake compared
to chitosan.

Considering the swelling behavior of polymer cast films and
polymer microspheres, the polymer cast films significantly
increase swelling ratio while polymer microspheres are very little
water swelling in an aqueous environment. The difference between
swelling behavior of the polymer cast films and the polymer
microspheres because the microspheres can be form by using
TPP which is crosslinking agent resulting in dense structure of
polymer. On the other hand, the polymer cast films do not using
any crosslinking agent.

In addition, this could be explained from the pH-dependent
charge balance of MBI-MA-chitosan, MA-chitosan and chitosan,
where the degree of swelling between these three polymers is
modified in accord with their charge balance, shown schematically
in Fig. 4. In a strong acidic medium (pH 1.2), the protonated (pos-
itively charged) amino groups of chitosan repel each other and
hydrogen bonds were dissociated, inducing the network to become
loose and leading to an increase degree of swelling and water
uptake. At pH 4.0, some of the amino groups of chitosan were
deprotonated (NH3

+), reducing the repulsion in the polymer chains
and so leading to a decreased degree of swelling. For MA-chitosan
and MBI-MA-chitosan the reduction in swelling at pH 4.0 com-
pared to pH 1.2 was less marked than that for chitosan due to
the ester and carboxylic groups of the MA side chain that hydrogen
bonded between the polymer chains resulting in a decreased
access to and uptake of water absorption. With respect to the lar-
ger Sw of MBI-MA-chitosan (1.25-fold at pH 1.2 up to 1.75-fold at
pH 6.4) at pH 4.0 and 6.4 the thiolate groups were negatively
charged and so repulsion between the polymer segments is
induced, while steric hindrance from the aromatic group inhibits
intramolecular interactions and so increases the swelling com-
pared to that in MA-chitosan.

At a high pH (pH 6.4), the amino groups of chitosan are �50%
deprotonated and so interchain repulsion in the polymer and swell-
ing is reduced. Furthermore, re-association of the interchain hydro-
gen bonds and consequently weaker interactions between the
polymer chains and the aqueous media, leads to a decreased water
absorption and swelling. That MBI-MA-chitosan swelled more than
MA-chitosan reflects that (i) the thiolate groups remain charged
leading to electrostatic repulsion between polymer segments, and
(ii) the steric inhibition by the aromatic side chain of MBI-MA-chito-
san reduces intra-chain bonding. However, the polymers have only
a relatively low density of thiol groups compared to that for the
amine groups, and so the affects of the amino group are dominant.

3.8. Morphology

Chitosan and modified chitosans are used in the pharmaceutical
field, particularly as a vehicle for controlled drug delivery. Accord-
ingly, the ability to make suitable payload carriers from chitosan
based polymers by a relatively easy method is important. Here,
we evaluated the suitability of EI as a synthesis method for the
MA- and MBI-MA-modified chitosans as potential low water solu-
ble drug carriers.

Preliminary (univariate analysis based) optimization of the EI
parameters revealed the optimal conditions of a 21 kV applied volt-
age, 8 cm working distance, 0.5 mL/h flow rate, and a 26 G needle
(data not shown) with high percentage yield. The percent yield of
microparticles from EI based is in relation to the amount of chitosan.

SEM analysis of the chitosan, MA-chitosan and MBI-MA-chitosan
microparticles formed under these conditions with or without
SV-loading revealed the successful fabrication of microspheres
(Fig. 5). Those without SV were comparable to those loaded with
SV in terms of being in a generic spherical shape with a smooth
surface without visible pores.

Fig. 4. Swelling ratio (Sw) of the chitosan, MA-chitosan and MBI-MA-chitosan
preparations. The data are shown at equilibrium (60 min swelling time) as the
mean ± 1 SD and are derived from three independent repeats.
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3.9. Particle size, size distribution and zeta potential

The particle size and size distribution of the chitosan, MA-chito-
san and MBI-MA-chitosan with and without SV loading are sum-
marized in Table 2. The size of the anhydrous particles, as
measured by SEM, showed that without SV the chitosan particles
were the largest followed by MA-chitosan and then MBI-MA-chito-
san. After loading with SV at 1% (w/w), the chitosan, MA-chitosan
and MBI-MA-chitosan particles were larger (1.2-, 1.4- and 1.5-fold,
respectively), and further increasing the SV loading level increased
the particle size (1.27-fold at 4% (w/w) SV over that at 1% (w/w),
indicating that the particles could encapsulate more SV.

The hydrated particle size, as measured by DLS, of chitosan,
MA-chitosan and MBI-MA-chitosan with and without SV were only
slightly larger than the corresponding anhydrous particle sizes
(1.03- to 1.15-fold), suggesting very little water swelling in an
aqueous environment. The particle size distribution, as the PDI that
ranges from 0 (monodisperse) to 1 (polydisperse), was fairly broad
for chitosan and relatively narrow for the two modified chitosans.

Zeta potential is the electric potential of a particle in dispersion
and provides information on the overall surface charge of the par-
ticles, and how this is affected by changes in the environment (e.g.,
pH, the presence of counter-ions, adsorption) [29]. It is a parameter
which is very useful for the assessment of the physical stability of
the colloidal dispersion, the overall surface charge of the particles
and how this is affected by changes in the environment. The sur-
face charge can greatly influence the particle stability in suspen-
sion through electrostatic repulsion between particles and so
reduce agglomerate formation. From the results, the zeta potential
of the formulation without drug was strongly negative, whereas
those with drug became less negative (Table 2). This is due to
the cationic charge present on the drug having neutralized the sur-
face charges existed on the formulation surface. Moreover, using
TPP as a solution gave rise to negative zeta potential of
formulation.

The chitosan and MA-chitosan microparticles had a negative
charge of �15.12 and �18.38 mV, respectively, because of the
bound TPP (Table 2). This increased for the MBI-MA-chitosan due
to the S� anion on the MBI side chains in addition to the surface
TPP complexed with the chitosan amine groups.

The loading of these particles with 1% (w/w) SV slightly reduced
the zeta potential (1.14-, 1.27- and 1.18-fold or by 1.82, 3.87 and
3.3 mV for chitosan, MA-chitosan and MBI-MA-chitosan, respec-
tively), but the MBI-MA-chitosan particles even with a 4% (w/w)
SV loading should be reasonably stable in aqueous dispersion.

Fig. 5. SEM images of (a and b) chitosan, (c and d) MA-chitosan, (e and f)
MBI-MA-chitosan microspheres, and (g and h) 1% (w/w) SV-loaded MA-chitosan,
and (i and j) 1% (w/w) SV-loaded MBI-MA-chitosan. (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of
this article.)

Table 2
Mean particle diameter, particle size distribution (PDI), zeta potential, and SV encapsulation efficiency (EE) of chitosan, MA-chitosan and MBI-MA-chitosan particles with or
without SV-loading.

Abbreviations Anhydrous particle size
(lm)a

Hydrated particle size
(lm) b

Zeta potential
(mV) b

Polydispersity Index
(PDI) b

EE
(%)c

Without SV
Chitosan 4.5 ± 0.05 4.65 ± 0.09 �15.1 ± 1.2 0.73 ± 0.10 –
MA-chitosan 2.0 ± 0.15 2.30 ± 0.15 �18.4 ± 0.9 0.45 ± 0.15 –
MBI-MA-chitosan 1.7 ± 0.08 1.94 ± 0.13 �21.5 ± 0.7 0.39 ± 0.01 –

With SV
1% (w/w) SV-loaded chitosan 5.4 ± 0.05 5.62 ± 0.08 �13.3 ± 1.3 0.75 ± 0.05 53.0 ± 0.03
1% (w/w) SV-loaded MA-chitosan 2.8 ± 0.15 3.12 ± 0.15 �14.5 ± 0.1 0.53 ± 0.05 70.90 ± 0.01
1% (w/w) SV-loaded MBI-MA-chitosan 2.6 ± 0.12 2.81 ± 0.20 �18.2 ± 1.4 0.49 ± 0.15 64.83 ± 0.01
4% (w/w) SV-loaded MBI-MA-chitosan 3.3 ± 0.05 3.53 ± 0.05 �16.1 ± 1.0 0.67 ± 0.02 82.10 ± 0.01

Data are shown as the mean ± SD and are derived from three independent repeats.
a Anhydrous particle size measured by SEM.
b Hydrated particle size, polydispersity index and zeta potential measured by DLS with a particle size analyzer.
c EE encapsulation efficiency (%) of SV into the polymer particles.
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3.10. Simvastatin encapsulation efficiency

The EE of SV into the chitosan, MA-chitosan and MBI-MA-chito-
san microspheres is summarized in Table 2. For the 1% (w/w) SV
loaded samples the MA-chitosan showed the highest EE (70.9%),
while chitosan had the lowest (53%), revealing the improved com-
patibility between SV and the modified chitosans over chitosan.
Increasing the SV loading level in the MBI-MA-chitosan from 1%
(w/w) to 2% and 4% (w/w) increased the EE obtained to 70.3%
and 82.1%, respectively. (Table 2), and illustrates that EI can pro-
duce a high EE of SV.

3.11. In vitro SV release profiles

From the release profiles, pure simvastatin without any formu-
lation show the most sustained release profile in all pH tested
because simvastatin is a poor water soluble drug and therefore it
gradually swells and dissolve.

The release of SV from 1% (w/w) SV-loaded polymer (chitosan,
MA-chitosan and MBI-MA-chitosan) particles was evaluated over
12 h in SGF, SCF and SIF. The release profiles in SGF (pH 1.2) showed
an initial burst release (1 h) for all three polymers, due to the pres-
ence of free SV on the particle surface (Fig. 6a). However, the burst
effect was more marked for the SV-loaded chitosan (50% SV release)
than when loaded in the MA-chitosan or MBI-MA-chitosan (33% and
40% SV release, respectively). After 2 h (65%, 42% and 50% SV release
from chitosan, MA-chitosan and MBI-MA-chitosan, respectively),
the SV was then gradually released from the polymers over the
remaining 10 h reaching 76%, 57% and 63%, and 86%, 76% and 84%
total SV release after 6 and 12 h, respectively. Thus, MA-chitosan
showed the slowest sustained release of SV, which likely reflects
its hydrophobic nature and its diminished water uptake capability.

With respect to the SV release from the 1% (w/w) SV loaded
MBI-MA-chitosan in media of decreasing acidity (Fig. 6b),
increasing the pH caused a slight delayed release of the SV, but a
similar pattern of SV release of an initial burst (1 h), fast release
rate (post burst to 2 h) and then a slow sustained release for the
remaining 10 h was seen. The reduced rate of SV release with
increasing pH is consistent with the decreased Sw with increasing
pH (Section 3.7).

Finally, increasing the amount of SV loading (and EE, see
Table 2) on the MBI-MA-chitosan from 1% to 4% (w/w) resulted
in a faster release profile of SV at pH 1.2 with about 50% of the total
SV being released in 1 h, but still displayed a sustained released
thereafter over the 12 h period. In the same way a similar trend
(but differing magnitude) in the release profile for the 4% (w/w)

loaded MBI-MA-chitosan compared to the 1% (w/w) loaded parti-
cles was observed at pH 4.0 and 6.4 (data not shown).

Finally, the decreased particle size observed with a modified
chitosan implies an increase in the number of particles and there-
fore an increase in surface area for drug adsorption. The higher
drug loading also gave the higher drug encapsulation efficiency,
while the burst effect for all formulations is relatively comparative
in the range of 20% within the first 1 h and then prolonged release
to 80% of drug loading within 12 h. The results suggested that these
carriers can reduce the amount of simvastatin contained in the oral
formulation in order to maintain the similar release profile.

4. Conclusion

In this study, mucoadhesive thiolated chitosan was successfully
synthesized by covalent attachment under mild conditions. The
immobilization of thiol groups (MBI) onto the MA-chitosan
(11.86 ± 0.01 lmol/g of polymer) resulted in strongly improved
mucoadhesive properties at all three tested pH values (pH 1.2,
4.0 and 6.4), and especially at pH 1.2 (11-fold higher mucoadhe-
sion than chitosan). The chitosan, MA-chitosan and MBI-MA-chito-
san particles were fabricated and loaded with SV using EI, where an
82% EE could be obtained with 4% (w/w) SV-loaded MBI-MA-chito-
san. The obtained microspheres not only reduced the burst effect
but also increased the release rate of SV within 12 h at more than
fivefold higher than pure SV. Moreover, the mucoadhesiveness of
the SV-loaded MBI-MA-chitosan microspheres remained higher
than that for the SV-loaded chitosan microspheres at all three
tested pH values.
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