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บทคดัย่อ 

 

  ในสตรวียัหมดประจําเดอืน ซึÉงเป็นภาวะทีÉรงัไข่ทํางานลดลง มกัพบภาวะทีÉมี

การสูญเสียมวลและความแขง็แรงของกล้ามเนืÊอ (sarcopenia) การขาดฮอร์โมนเอสโตรเจน 

ส่งผลใหค้วามแขง็แรงและประสทิธภิาพการทาํงานของกลา้มเนืÊอลดลง ซึÉงกลไกในการทาํใหเ้กดิ 

sarcopenia ในสตรวียัหมดประจาํเดอืนนั Êนยงัไม่มกีารอธบิาย การศกึษาครั ÊงนีÊจงึศกึษาผลของ

การตดัรงัไข่ และการได้รบัฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทนต่อระดบัฮอร์โมนเอสโตรเจนในเลอืด 

ประสทิธภิาพการทาํงานของกล้ามเนืÊอ พืÊนทีÉหน้าตดัของเซลล์กล้ามเนืÊอ การเปลีÉยนแปลงของ

เอสโตรเจน รเีซพเตอร์ และโปรตนีพาร์วลับูมนิในกล้ามเนืÊอ EDL และ gastrocnemius โดย

ศกึษาในหนูขาวใหญ่ พนัธุ์ Wistar เพศเมยี อายุ 12 สปัดาห์ แบ่งเป็น 5 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่ม

ควบคุม (Sham) กลุ่มทีÉถูกตดัรงัไข ่(OVX) กลุ่มทีÉถูกตดัรงัไขแ่ละใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจนทดแทน

ในขนาด 10 มคก./กก. (E10) , 20 มคก./กก. (E20) และ 40 มคก./กก. (E40) เป็นเวลา 10 

สปัดาห์ จากการศกึษาพบว่า กลุ่ม OVX มรีะดบัฮอร์โมนเอสโตรเจน พืÊนทีÉหน้าตดัของเซลล์

กล้ามเนืÊอ แรงหดตวัของกล้ามเนืÊอ และความทนทานของกล้ามเนืÊอลดลงอย่างมีนัยสําคญั 

(p<0.05) กลุ่มทีÉได้รบัฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทนทั Êงสามกลุ่ม มีพืÊนทีÉหน้าตดัของเซลล์

กล้ามเนืÊอ แรงหดตวัของกล้ามเนืÊอ ความเรว็ในการคลายตวั และความทนทานของกล้ามเนืÊอ

เพิÉมขึÊนใกล้เคยีงปกต ินอกจากนีÊ กลุ่ม OVX พบปฏกิริยิาอมิมูโนของเอสโตรเจน รเีซพเตอร ์

ชนิดแอลฟา่  และเบตา้   และระดบัของโปรตนีพาร์วลับูมนิลดลง   ขณะทีÉกลุ่มทีÉได้รบัฮอร์โมน

เอสโตรเจนทดแทนทั Êงสามกลุ่ม มปีฏกิริยิาอมิมูโนของเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ทั Êงสองชนิด และ

ระดบัของโปรตีนพาร์วลับูมนิเพิÉมขึÊนใกล้เคยีงกบัปกติ อธิบายได้ว่า การลดลงของฮอร์โมน

เอสโตรเจนและเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ ทําให้การแสดงออกของยนีลดลง อาจจะส่งผลให้การ

สร้างโปรตีนต่างๆ ภายในกล้ามเนืÊอลดลง ทําให้ขนาดของกล้ามเนืÊอ และโปรตนีพาร์วลับูมิน 

ลดลง การลดลงของพาร์วลับูมนิส่งผลให้ประสทิธภิาพการคลายตวัของกล้ามเนืÊอลดลง ทําให้

การหดตวัครั Êงใหม่ลดลงด้วย จงึทําให้ประสทิธภิาพการทํางานของกล้ามเนืÊอลดลง ซึÉงอาจจะ

นํามาใชใ้นการอธบิายกลไกของการเกดิ sarcopenia ในสตรวียัหมดประจําเดอืน ในขณะทีÉการ
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ใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจนทดแทนในปรมิาณสูง (20 และ 40 มคก./กก.) ทําให้ขนาดพืÊนทีÉหน้าตดั 

ประสทิธภิาพการทาํงาน และปรมิาณโปรตนีพารว์ลับมูนิ ของกลา้มเนืÊอเพิÉมขึÊน  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



(5) 
 

Thesis Title Effects of Estrogen Replacement on Morphology and Function of  

 Skeletal Muscles of Ovariectomized Rat  

Author Miss Suchirat  Bunratsami 

Major Program Anatomy 

Academic Year 2011 

 

ABSTRACT 

 

  Menopause is a result of ovarian hypofunction, believed to underlie 

muscle weakness and loss of muscle mass because of estrogen deprivation. This loss 

may contribute to a decrease of muscle strength and muscle function. The mechanism 

of sarcopenia in menopause remains unclear. The aim of this study was to investigate 

the effect of ovariectomy and various doses of estrogen replacements on estrogen and 

estrogen receptors levels, muscle size, muscle function and parvalbumin levels of EDL 

and  gastrocnemius muscles. Twelve-week old female Wistar rats were randomly 

divided into 5 groups ; sham operated, ovariectomized (OVX), OVX groups that 

received 10 weeks estrogen replacement of 10 µg/kg (E10), 20 µg/kg (E20) and 40 

µg/kg (E40). The results showed that the estrogen levels, myofiber cross-sectional 

areas, force and fatigue resistance were significantly reduced in the OVX group 

compared to those of the sham group (p<0.05). Estrogen replacements tended to 

increase myofiber cross-sectional areas, improve the muscle functions and relaxation 

time. Moreover the results demonstrated that the α and β estrogen receptors 

immunoreactivity was decreased in the OVX groups and restored in the estrogen 

replacement groups. Parvalbumin levels was significantly reduced in the OVX group 

(p<0.05) whereas in the estrogen replacement groups there was  significantly increase 

of parvalbumin levels compared to that of the OVX group (p<0.05) and similar to that of 

the sham group. The results demonstrated that a decrease of estrogen levels may lead 

to a reduction of estrogen receptors. A decline of both estrogen and estrogen receptors 

may result in a decrease of gene expression leading to a decline in muscle protein 

synthesis that cause a reduction of muscle size and parvalbumin levels. A decrease of 

parvalbumin levels results in a decrease of relaxation efficiency which leads to slow 

contraction. This cause a decrease of muscle function. This may be used to explain the 
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mechanism of sarcopenia in menopause whereas high dose of estrogen replacements 

(20 and 40 µg/kg) restored muscle size, muscle function and parvalbumin levels.  
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บททีÉ 1 

บทนํา 

 

1. ความสาํคญัและทีÉมาของการวิจยั 

 สตรวียัหมดประจําเดอืน (menopause)  คอืสตรทีีÉเขา้สู่ระยะสิÊนสุดการมรีะดู

อยา่งถาวร  เนืÉองจากรงัไขห่ยดุทาํงาน  ซึÉงเป็นช่วงระยะเวลาหนึÉงในกระบวนการเปลีÉยนแปลง

ทางสรีรวิทยาซึÉงเป็นไปตามธรรมชาติ  จากสตรีในวัยเจริญพันธุ์เข้าสู่วยัซึÉงร ังไข่หมด

ความสามารถในการเจริญพนัธุ์ และการสร้างฮอร์โมนเพศลดลง  (กอบจติต์,  2543)  ช่วงวยั

หมดประจาํเดอืนจะมฮีอรโ์มนเอสโตรเจนน้อยลง   ร่วมกบัระดบัฮอรโ์มนโกนาโดโทรปินทีÉสูงขึÊน 

และระดบัฮอร์โมนแอนโดรเจนลดลง  (Brys  et al.,  2009)  อายุเฉลีÉยของสตรทีีÉเขา้สู่วยัหมด

ประจาํเดอืนอยูร่ะหว่าง  47-50  ปี  ในปจัจุบนัมสีตรทีีÉเขา้สู่วยัหมดประจําเดอืนจํานวนมากขึÊน  

เป็นผลมาจากอายขุยัของประชากรทีÉเพิÉมมากขึÊน  จงึมแีนวโน้มทีÉสตรตี้องใช้ชวีติในช่วงวยัหมด

ประจาํเดอืนยาวนานขึÊน  (นิมติ,  2543)  จากการประมาณการณ์อายขุยัเฉลีÉยของประชากรสตรี

ในประเทศไทยพบวา่      เพิÉมจาก  68.05 ปี  ในปี พ.ศ.  2523-2528  มาเป็น  73.55 ปี  ในปี 

พ.ศ.  2548-2553  (Alpha  Research,  1994)  และจากประมาณการณ์ขององค์การ

สหประชาชาติพบว่า  สดัส่วนของผู้สูงอายุทั Éวโลกมแีนวโน้มเพิÉมขึÊน  โดยคาดว่าสดัส่วนของ

ผู้สูงอายุในประเทศไทยจะเพิÉมขึÊนจากร้อยละ  3.3 ในปี พ.ศ. 2528  ไปเป็นร้อยละ  4.5  และ  

9.1  ในปี พ.ศ. 2543  และ  2568  ตามลําดบั (United  Nations Department  for  

International  Economic  and  Social  Affairs,  1985)  ซึÉงการขาดฮอรโ์มนเอสโตรเจนในสตรี

วยัหมดประจาํเดอืนนั Êน  ทาํใหร้่างกายมกีารเปลีÉยนแปลงในทางเสืÉอมถอยหลายระบบ  ในระบบ

กลา้มเนืÊอพบวา่  การขาดฮอรโ์มนเอสโตรเจนมคีวามสมัพนัธก์บัการถดถอยของกําลงักล้ามเนืÊอ

ในสตรีวยัหมดประจําเดอืน  โดยจากการศกึษาของ Phillips และคณะ (1993) พบว่าความ

แขง็แรงของกลา้มเนืÊอ adductor pollicis ในสตรวียัหมดประจาํเดอืนลดลงเป็นอยา่งมาก  สาเหตุ

อาจเกดิจากการลดลงของมวลกล้ามเนืÊอ หรือทีÉเรยีกว่า sarcopenia ซึÉงการเปลีÉยนแปลงของ

ฮอรโ์มนเพศเป็นปจัจยัทีÉทาํให้เกดิการสูญเสยีมวลกล้ามเนืÊอได้ (Kjaer,  2001)  และภาวะนีÊพบ

มากในผูส้งูอาย ุ ส่งผลใหก้ารเคลืÉอนไหวต่างๆ ทําได้ลําบากขึÊน ความคล่องตวัลดลง และเสีÉยง

ต่อการหกล้ม ทําให้คุณภาพชวีติของผู้สูงอายุลดลง  (Baumgartner et al., 1998)  และมี

การศึกษาพบว่า  สตรีวยัหมดประจําเดือนทีÉได้รบัฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทนนั Êน มีความ

แขง็แรงของกลา้มเนืÊอมากกวา่สตรทีีÉไม่ไดร้บัฮอรโ์มนทดแทน (Phillips et al., 1993; Heikkinen  

et al., 1997)  และจากการศกึษาความสามารถในการหดตวัของกลา้มเนืÊอของหนูเพศเมยีพบว่า  

กลา้มเนืÊอลายของหนูทีÉถูกตดัรงัไข่มแีรงในการหดตวัน้อยกว่าหนูทีÉไม่ถูกตดัรงัไข่  และในกลุ่ม

หนูทีÉถูกตดัรงัไขแ่ลว้ไดฮ้อรโ์มนทดแทนจะมแีรงในการหดตวัของกล้ามเนืÊอมากขึÊน  (Moran et 



2 
 

al., 2007)  และจากการศกึษาการฟืÊนตวัของกลา้มเนืÊอทีÉฝอ่ในหนูพบวา่ ในกลุ่มหนูทีÉถูกตดัรงัไข่

มกีารฟืÊนตวัของกล้ามเนืÊอทีÉฝ ่ อช้ากว่ากลุ่มหนูทีÉไม่ถูกตดัรงัไข่  แสดงว่าฮอร์โมนเพศมคีวาม

เกีÉยวขอ้งกบักระบวนการสรา้งมวลกล้ามเนืÊอ (Fisher et al., 1998; Brown et al., 2005; Sitnick 

et al., 2006)  และพบว่าหนูทีÉถูกตดัรงัไข่และให้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทนมกีารฟืÊนตวัของ

กล้ามเนืÊอทีÉฝ ่ อเรว็กว่าหนูทีÉถูกตดัรงัไข่แต่ไม่ได้รบัฮอร์โมนทดแทน  (McClung et al., 2006a) 

นอกจากนีÊ จากการศกึษายงัพบเอสโตรเจน  รเีซพเตอรท์ีÉนิวเคลยีสในเซลลก์ลา้มเนืÊอลายของคน

ทั Êงชนิดแอลฟา่ และเบตา้ ซึÉงพบทั Êงในเพศหญงิและเพศชาย (Wiik et al., 2009) และนอกจากนีÊ

กล้ามเนืÊอลายยงัมเีอสโตรเจน  รเีซพเตอร์บนเยืÉอหุ้มเซลล์ ในไซโตพลาสซึม และบนเยืÉอหุ้ม

นิวเคลยีสดว้ย และเชืÉอวา่เอสโตรเจนมผีลโดยตรงต่อกล้ามเนืÊอผ่านทางเอสโตรเจน รเีซพเตอร ์

ชนิดแอลฟา่ (Brown, 2008) และมกีารศกึษาพบเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ในกล้ามเนืÊอลายในหนู  

(Dahlberg, 1982; Lemoine et al., 2002)  หมู (Kalbe et al., 2007)  แกะ (Frey et al., 1990)  

กระต่าย (Gustafsson et al., 1984; Saartok, 1984)  ววั (Pfaffl et al., 2001) และไก่  (Cooke 

et al.,  2003) จึงนําไปสู่การตั Êงสมมตฐิานว่าฮอร์โมนเอสโตรเจนมผีลต่อความแขง็แรงของ

กล้ามเนืÊอ ในการอธิบายว่าฮอร์โมนเอสโตรเจนลดลง ทําให้ประสิทธิภาพการทํางานของ

กล้ามเนืÊอลายลดลงนั Êนได้มีการอธิบายว่า การลดลงของเอสโตรเจน ทําให้การทําปฏิกิริยา

ระหวา่งแอคตนิกบัไมโอซนิลดลง แต่ปรมิาณของแอคตนิและไมโอซนิไม่เปลีÉยนแปลง (Moran et 

al., 2006) นอกจากนีÊ จากการศกึษาของ Lexell (1995) พบว่า ในสตรวียัสูงอายุมขีนาดของ  

เสน้ใยกลา้มเนืÊอชนิดหดตวัเรว็  (muscle fiber type II)   เลก็ลง ในขณะทีÉเส้นใยกล้ามเนืÊอชนิด

หดตวัช้า (muscle fiber type I) ได้รบัผลกระทบจากอายุน้อยกว่า และมจีํานวนของเส้นใย

กล้ามเนืÊอลดลง โดยเฉพาะเส้นใยกล้ามเนืÊอชนิดหดตวัเรว็ (muscle fiber type II) และจาก

การศกึษาของ Brown (2008) พบวา่ เสน้ใยกลา้มเนืÊอชนิดหดตวัเรว็ (muscle fiber type II)   มี

เอสโตรเจน รเีซพเตอร ์ชนิดแอลฟา่มาก และพบว่ามนัจะเริÉมฝ่ อตั Êงแต่อายุ 50 ปี  ขณะทีÉเส้นใย

กล้ามเนืÊอชนิดหดตวัช้า (muscle fiber type I) ยงัมจีํานวนมาก จงึบอกได้ว่าการขาดฮอร์โมน

เอสโตรเจนอาจทําให้มกีารสูญเสยีเส้นใยกล้ามเนืÊอชนิดหดตวัเรว็ (muscle fiber type II) และ

จากการศกึษาของ Kadi และคณะ (2002) พบว่า การตดัรงัไข่ในหนูเพศเมีย ทําให้ myosin 

heavy chain ชนิดหดตวัเรว็เปลีÉยนไปเป็น myosin heavy chain ชนิดหดตวัช้า ทั Êงในกล้ามเนืÊอ 

extensor digitorum longus ซึÉงเป็นกลา้มเนืÊอทีÉหดตวัเรว็ และ soleus ซึÉงเป็นกล้ามเนืÊอทีÉหดตวั

ช้า  แต่เมืÉอนําหนูทีÉถูกตดัรงัไข่มาวิÉงและให้ฮอร์โมนทดแทน  กล้ามเนืÊอทั Êงสองมดัไม่เกิดการ

เปลีÉยนแปลงดงักล่าว การลดจํานวนลงของเส้นใยกล้ามเนืÊอชนิดหดตวัเรว็ (muscle fiber type 

II) ทาํใหก้ลา้มเนืÊอมคุีณสมบตัขิองเส้นใยกล้ามเนืÊอชนิดหดตวัช้า (muscle fiber type I) เด่นขึÊน 

ทําให้การหดตวัของกล้ามเนืÊอช้าลงตามมา การเกดิแรงในการหดตวัของกล้ามเนืÊอลดลง และ

ความสามารถในการเคลืÉอนไหวลดลง (Lee et al., 2007) ซึÉงจากการศกึษาของ Mccormick และ

คณะ (2004) ได้เสนอแนะว่าการทีÉประสิทธิภาพการหดตัวและคลายตัวของกล้ามเนืÊ อ
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เปลีÉยนแปลง จากผลของการเปลีÉยนแปลงปรมิาณฮอร์โมนเอสโตรเจนนั Êน อาจจะเกดิจากการ

เปลีÉยนแปลงของโปรตีนหรอืโครงสร้างอืÉนๆ ภายในเซลล์ทีÉเกีÉยวข้องกบัการขนส่งแคลเซียม 

(calcium transport) ซึÉง พาร์วลับูมิน (parvalbumin) เป็นโปรตีนทีÉทําหน้าทีÉในการจบักับ

แคลเซยีม (Ca2+ binding protein) โดยทีÉพารว์ลับมูนิจะทาํหน้าทีÉดงึแคลเซยีมไอออนออกมาจาก 

โทรโปนินซ ี(troponin C) และส่งแคลเซยีมกลบัเขา้สู่ซาร์โคพลาสมกิ เรตคิูลมั (sarcoplasmic 

reticulum) ซึÉงมีผลทําให้กล้ามเนืÊอคลายตวั  ดงันั ÊนการคลายตวัจงึขึÊนอยู่กบัอตัราการจบัของ

แคลเซยีมไอออนกบัพาร์วลับูมนิ และเป็นกระบวนการทีÉไม่ต้องใช้พลงังาน (Berchtold et al., 

2000) การคลายตวัเรว็จะทําให้การหดตวัครั Êงใหม่เรว็ขึÊนด้วยเช่นกนั  ดงันั ÊนการเปลีÉยนแปลง

ปริมาณของพาร์วลับูมิน จึงส่งผลโดยตรงกบัประสิทธิภาพการหดตวัและการคลายตวัของ

กล้ามเนืÊอ และจากการศึกษาของ Schmitt และ Pette (1991) ได้เปรียบเทียบปริมาณ         

พาร์วลับูมนิในเส้นใยกล้ามเนืÊอแต่ละชนิด พบว่าเส้นใยกล้ามเนืÊอชนิดหดตวัช้า (muscle fiber 

type I) มปีรมิาณพารว์ลับมูนิน้อย ส่วนเสน้ใยกล้ามเนืÊอชนิดหดตวัเรว็ (muscle fiber type II) มี

ปรมิาณพารว์ลับมูนิมาก ซึÉงถ้าการขาดฮอร์โมนเอสโตรเจน ทําให้ขนาดและจํานวนของเส้นใย

กล้ามเนืÊอชนิดหดตวัเรว็ (muscle fiber type II) ลดลง น่าจะมผีลทําให้ปรมิาณพาร์วลับูมนิใน 

กลา้มเนืÊอลายลดลงเช่นกนั มกีารศกึษาผลของอายตุ่อปรมิาณพารว์ลับมูนิในกลา้มเนืÊอ extensor 

digitorum longus (EDL) พบว่าปรมิาณพาร์วลับูมนิในกล้ามเนืÊอจะลดลง เมืÉอหนูมอีายุมากขึÊน 

(Cai et al., 2001) ซึÉงยงัไม่มกีารศกึษาว่า การเปลีÉยนแปลงปรมิาณของฮอร์โมนเอสโตรเจน     

จะส่งผลต่อการเปลีÉยนแปลงปรมิาณของพารว์ลับมูนิดว้ยหรอืไม่ ดงันั Êนจงึนําไปสู่ความสนใจทีÉจะ

ศึกษาผลของฮอร์โมนเอสโตรเจนต่อการทํางานของกล้ามเนืÊอลาย และระดับของโปรตีน       

พารว์ลับมูนิในกล้ามเนืÊอ extensor digitorum longus (EDL) และกล้ามเนืÊอ gastrocnemius ซึÉง

กลา้มเนืÊอทั Êงสองชนิด เป็นกลา้มเนืÊอทีÉมเีสน้ใยกลา้มเนืÊอชนิดหดตวัเรว็ ซึÉงเป็นเสน้ใยกล้ามเนืÊอทีÉ

เกีÉยวขอ้งโดยตรงกบัความแขง็แรงของกล้ามเนืÊอ (strength) (Ahmed et al., 2005) และ

กลา้มเนืÊอทั Êงสองชนิดมปีรมิาณพารว์ลับมูนิในปรมิาณมาก (Heizmann et al., 1982) 
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2. การตรวจเอกสาร 

 

  2.1 วยัหมดประจาํเดือน 

วยัหมดประจําเดือน (menopause) คือ ช่วงเวลาของการสิÊนสุดการมี

ประจําเดอืนอย่างถาวร เนืÉองจากรงัไข่หยุดทํางาน ซึÉงเป็นช่วงอายุทีÉขาดประจําเดอืนไปแล้ว

อย่างต่อเนืÉองเป็นเวลา 12 เดอืน โดยปราศจากพยาธิสภาพต่อการหมดประจําเดือน (Utian, 

2004) และถอืวา่การมปีระจาํเดอืนครั Êงสุดทา้ยเป็นเวลาทีÉเขา้สู่วยัหมดประจําเดอืน ดงันั Êน สตรทีีÉ

มปีระจาํเดอืนมาครั Êงสุดทา้ยเมืÉออายเุท่าใด จะถอืวา่เขา้สู่วยัหมดประจาํเดอืนเมืÉออายุนั Êน ซึÉงอายุ

เฉลีÉยของสตรทีีÉเขา้สู่วยัหมดประจําเดอืนจะอยู่ระหว่าง 47-50 ปี (นิมติ, 2543) สตรใีนวยันีÊจะมี

ระดบัฮอรโ์มนเพศลดลง ทั Êงเอสโตรเจน โปรเจสเตอโรน และแอนโดรเจน ทําให้เกดิความเสืÉอม

ของร่างกายหลายระบบ เช่น ระบบสบืพนัธุ์ ระบบขบัถ่ายปสัสาวะ ระบบหวัใจและหลอดเลอืด 

เกดิภาวะกระดูกพรุน เป็นต้น ซึÉงการเปลีÉยนแปลงของร่างกายเหล่านีÊจะเกดิขึÊนอย่างค่อยเป็น

ค่อยไป (วารุณี และพชิติ, 2543) ส่วนการผ่าตดัเอารงัไข่ออกทั Êงสองขา้งนั Êน ถือว่าเป็นการหมด

ประจําเดอืนจากการผ่าตดั (induced menopause) (Utian, 2004) ซึÉงในสตรทีีÉได้รบัการผ่าตดั

เอารงัไขอ่อกทั Êงสองขา้ง จะมรีะดบัเอสโตรเจนและเทสโทสเตอโรนลดลงอย่างฉับพลนั ซึÉงอาจ

ก่อใหเ้กดิการเปลีÉยนแปลงของร่างกายมากกวา่การหมดประจาํเดอืนตามธรรมชาต ิและมอีาการ

ของวยัหมดประจาํเดอืนทีÉรุนแรงกวา่ (นิมติ, 2543) สาํหรบัวยัหมดประจาํเดอืนในหนูเป็นหนูทีÉมี

อายอุยูใ่นช่วง 450 - 540 วนั (Durbin et al., 1966) แต่หนูทีÉถูกตดัรงัไขอ่อกทั Êงสองขา้งสามารถ

นํามาใชเ้ป็นโมเดลของสตรวียัหมดประจาํเดอืนไดเ้ช่นกนั เนืÉองจากมกีารสูญเสยีหน้าทีÉในระบบ

สบืพนัธุ ์และมกีารเปลีÉยนแปลงของระบบต่างๆ เหมอืนสตรวียัหมดประจาํเดอืน (Bellino, 2000) 

ในสตรวียัเจรญิพนัธุ ์    ชนิดของเอสโตรเจนทีÉมบีทบาท    และมฤีทธิ ÍมากทีÉสุด

คอื     เอสตราไดออล ซึÉงรอ้ยละ 95 สรา้งมาจากรงัไข ่ทีÉเหลอืเกดิจากการเปลีÉยนแปลงภายนอก

รงัไข ่(peripheral conversion) ไดแ้ก่ ตบั ไขมนั เป็นตน้ แต่เมืÉอเขา้สู่วยัหมดประจําเดอืน รงัไข่

จะสญูเสยีฟอลลเิคลิ (ovarian follicle) ทั Êงหมด   ทําให้ไม่สามารถสร้างเอสโตรเจนต่อไปได้อกี   

ทาํใหร้ะดบัเอสโตรเจนลดลง  โดยอยูใ่นรปูของเอสโตรนมากกว่าเอสตราไดออล ซึÉงเอสโตรเจน

ในสตรวียัหมดประจาํเดอืนนั ÊนจะเปลีÉยนแปลงมาจากแอนโดรสตนีิไดโอนและเทสโทสเตอโรน ซึÉง

อยู่ในกลุ่มของแอนโดรเจน และมกัเกิดในเนืÊอเยืÉอไขมนั (adipose tissue) ซึÉงในวยัหมด

ประจาํเดอืนยงัม ีstromal cell ของรงัไข ่และต่อมหมวกไตทีÉสามารถสรา้งแอนโดรเจนได ้สตรวียั

หมดประจาํเดอืนจะมกีารเปลีÉยนแปลงของฮอรโ์มนต่างๆ ดงัตารางทีÉ 1-1 
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ตารางทีÉ 1-1 แสดงการเปลีÉยนแปลงของระดบัฮอรโ์มนชนิดต่างๆ ในกระแสเลอืดในสตรวียัหมด

ระดเูปรยีบเทยีบกบัวยัเจรญิพนัธุ ์(นิมติ, 2543) 

 

ชนิดของฮอรโ์มน วยัเจรญิพนัธุ ์ วยัหมดระด ู

เอสตราดอิอล (estradiol) 40-400 พโิคกรมัต่อมลิลลิติร 10-20 พโิคกรมัต่อมลิลลิติร 

เอสโตรน (estrone) 30-200 พโิคกรมัต่อมลิลลิติร 30-70 พโิคกรมัต่อมลิลลิติร 

เทสโทสเตอโรน 

(testosterone) 

20-80 นาโนกรมัต่อเดซลิติร 15-70 นาโนกรมัต่อเดซลิติร 

แอนโดรสตนีิไดโอน  

(androstenedione) 

60-300 นาโนกรมัต่อเดซลิติร 30-150 นาโนกรมัต่อเดซลิติร 

 

2.2 sarcopenia 

  sarcopenia เป็นภาวะทีÉมกีารสญูเสยีมวลและความแขง็แรงของกลา้มเนืÊอ ซึÉงจะ

พบมากขึÊนเมืÉอมีอายุมากขึÊน จึงพบมากในผู้สูงอายุ ทําให้กล้ามเนืÊอสูญเสียการทํางาน 

เคลืÉอนไหวไดล้าํบากขึÊน ส่งผลให้การทรงตวัเสยีไป เสีÉยงต่อการหกล้มและเกดิอุบตัเิหตุได้ง่าย 

(Kjaer, 2001) เกิดจากหลายสาเหตุ เช่น ทุพโภชนาการ สารอนุมูลอิสระเพิÉมขึÊน หรือการ

เคลืÉอนไหวร่างกายลดลงเมืÉออายมุากขึÊน หรอืเกดิโรคเรืÊอรงั และอาจเกดิจากความผดิปกตขิอง

การเผาผลาญโปรตนี (protein metabolism) ความผดิปกตขิองระบบต่อมไร้ท่อ (endocrine 

system) การสูญเสยีหน้าทีÉของระบบประสาทและกล้ามเนืÊอ (neuromuscular system)  การ

แสดงออกของยนีลดลง แต่ปจัจยัด้านพนัธุกรรมทีÉมผีลต่อการเปลีÉยนแปลงของมวลและความ

แขง็แรงของกลา้มเนืÊอยงัไม่สามารถบอกได้ว่าเป็นยนีชนิดใด   การตายของเซลล์  (apoptosis)  

การอกัเสบ  (inflammation) เป็นตน้ (Morley, 2001; Leeuwenburgh, 2003; Lee et al., 2007) 

ในวยัสูงอายุ จะมกีารสูญเสียมวลกล้ามเนืÊอและความแขง็แรงของกล้ามเนืÊอ 

เนืÉองจากเซลล์กล้ามเนืÊอมีขนาดและจํานวนลดลง โดยเฉพาะเซลล์กล้ามเนืÊอชนิดหดตวัเร็ว 

(muscle fiber type II)    ทําให้ความเรว็และแรงในการหดตวัของกล้ามเนืÊอลดลง ทําให้การ

เคลืÉอนไหวของแขนขาช้าลง และอ่อนแรงลง นอกจากนีÊยงัมจีํานวน satellite cell ลดลง ทําให้

กล้ามเนืÊอเกดิการบาดเจบ็ได้ง่าย ซึÉงกลไกการเกดิ sarcopenia ยงัไม่ทราบแน่ชดั แต่มกีาร

เสนอแนะว่า การขาดฮอร์โมนเพศ มีความสมัพนัธ์กบัการเสืÉอมของมวลกล้ามเนืÊอตามอาย ุ

(sarcopenia) (Lee et al., 2007; Brown, 2008) 

เมืÉออายมุากขึÊน จะประสบกบัภาวะเสีÉยงต่อการเป็น sarcopenia เนืÉองจากอายุมี

ความสมัพนัธก์บัการเปลีÉยนแปลงของระดบัฮอรโ์มนต่างๆ      ทีÉมบีทบาทสําคญัในการควบคุม

เมทาบอลซิมึของโปรตนี  การสงัเคราะห์โปรตีน   เช่น  โกรท ฮอร์โมน (growth hormone),  
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เทสโทสเตอโรน (testosterone) และ insulin-like growth factor (IGF-1) โดยระดบัฮอร์โมนจะ

ลดลง ทาํใหม้วลกลา้มเนืÊอลดลง และไขมนัในร่างกายเพิÉมขึÊน (Biesiada, 1999) 

  ภาวะการสญูเสยีความแขง็แรงของกล้ามเนืÊอจากอายุในผู้หญิงนั Êน พบว่ามเีพิÉม

มากขึÊนในผู้หญิงวยัหมดประจําเดอืน โดยจากการศกึษาของ Phillips และคณะ (1993) พบว่า

ความแขง็แรงของกลา้มเนืÊอ adductor pollicis ในผูห้ญงิวยัหมดประจาํเดอืนลดลงเป็นอย่างมาก 

เมืÉอเทยีบกบัผู้ชาย ซึÉงการลดลงของความแขง็แรงของกล้ามเนืÊอในผู้หญิงเกดิได้เรว็กว่าผู้ชาย 

ซึÉงอาจเกดิจากการลดลงของฮอรโ์มนเพศหญงิ 

 

2.3 ฮอรโ์มนเพศทีÉมีบทบาทต่อกล้ามเนืÊอลาย 

ฮอรโ์มนเพศทีÉมบีทบาทต่อการทาํงานของกล้ามเนืÊอลาย   ได้แก่   เอสโตรเจน       

แอนโดรเจน  และโปรเจสเตอโรน ซึÉงฮอร์โมนทั ÊงสามชนิดนีÊจดัอยู่ในกลุ่มสเตยีรอยด์ฮอร์โมน 

(steroid hormone) เป็นกลุ่มฮอรโ์มนทีÉมสีตูรโครงสรา้งของสเตยีรอยด ์โดยถูกสงัเคราะห์มาจาก

โคเลสเตอรอล (cholesterol) ดงัรปูทีÉ 1-1 ทาํใหม้คุีณสมบตัลิะลายไดด้ใีนไขมนั และสามารถแพร่

ผ่านเยืÉอหุ้มเซลล์ไปออกฤทธิ Íภายในเซลล์เป้ าหมายได้ (ธรียศ, 2542) ฮอร์โมนทั Êงสามชนิดมี

หน้าทีÉในการเจริญและพฒันาการของอวยัวะสืบพนัธุ์และลกัษณะทางเพศของหญิงและชาย 

(จนัทนา, 2545) ซึÉงกลไกการออกฤทธิ Íของสเตยีรอยดฮ์อรโ์มน จะออกฤทธิ Íภายในเซลล์ โดยจะ

ซมึผ่านเยืÉอหุม้เซลลเ์ขา้ไปในเซลลข์องอวยัวะเป้ าหมาย และจบักบัรเีซพเตอร์ทีÉอยู่ในนิวเคลยีส 

(nuclear receptor) หรอืในไซโตพลาสซมึ (cytoplasmic receptor) ซึÉงรเีซพเตอร์ของฮอร์โมน

เพศทั Êง  3  ชนิด   ได้แก่   เอสโตรเจน รเีซพเตอร์ชนิดแอลฟ่ า  และเบต้า  (ERα และ ERβ)       

โปรเจสเตอโรน รเีซพเตอรช์นิดเอ และบ ี(PR-A และ PR-B) และ แอนโดรเจน รเีซพเตอร์ (AR) 

ซึÉงมกีารพบเอสโตรเจน   รเีซพเตอร์ทีÉนิวเคลยีสในเซลล์กล้ามเนืÊอลายของคนทั Êงชนิดแอลฟ่ า  

และเบต้า  พบทั ÊงในเพศหญิงและเพศชายในปริมาณทีÉใกล้เคียงกนั   แต่เพศชายมีจํานวน

เอสโตรเจน รเีซพเตอร์ชนิดแอลฟ่ าต่อเซลล์กล้ามเนืÊอลายหนึÉงเซลล์มากกว่าเพศหญิง และใน

ผูห้ญงิวยัหมดประจาํเดอืนจาํนวนเอสโตรเจน รเีซพเตอร์มแีนวโน้มลดลง (Wiik  et al.,  2009)   

นอกจากนีÊยงัพบเอสโตรเจน   รเีซพเตอร์บนเยืÉอหุ้มเซลล์  ในไซโตพลาสซมึ  และบนเยืÉอหุ้ม

นิวเคลยีสของเซลลก์ลา้มเนืÊอลาย (Brown, 2008) และพบในนิวเคลยีสของ endothelial cell ของ

หลอดเลอืดฝอยทีÉไปเลีÊยงกลา้มเนืÊออกีดว้ย (Wiik  et al.,  2009) เชืÉอวา่เอสโตรเจนมผีลโดยตรง

ต่อกลา้มเนืÊอผ่านทางเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ชนิดแอลฟ่ า (Brown, 2008) และนอกจากนีÊมกีาร

พบโปรเจสเตอโรน รเีซพเตอรใ์นกลา้มเนืÊอลายของเพศหญงิ ส่วนแอนโดรเจน รเีซพเตอร์พบทั Êง

ในกลา้มเนืÊอลายของเพศหญงิและเพศชาย (Copas et al., 2001; Sinha-Hikim et al., 2004) 
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รปูทีÉ 1-1 กระบวนการสงัเคราะหส์เตยีรอยดฮ์อรโ์มนในรงัไข ่(Kasper et al., 2005) 

 

 2.3.1 เอสโตรเจน (estrogen) 

 เอสโตรเจน เป็นชืÉอกลุ่มของสารประกอบทีÉสามารถกระตุน้การเจรญิเตบิโต และ

รกัษาลกัษณะทางเพศของเพศหญงิใหค้งอยูไ่ด ้  เอสโตรเจนในมนุษยม์อียู่   3   ชนิด       คอื 

เอสตราไดออล (estradiol)  เอสโตรน (estrone) และเอสไตรออล (estriol)  การสงัเคราะห์

เอสโตรเจนต้องอาศยัโคเลสเตอรอล   โดยเซลล์แกรนูโลซา  (granulosa cell)   และเซลล์ธกีา 

อนิเทอรน์า (theca interna cell) ของฟอลลเิคลิภายในรงัไขจ่ะทาํหน้าทีÉร่วมกนัในการสงัเคราะห ์

เมืÉอเซลลแ์กรนูโลซาถูกกระตุน้  ทาํใหเ้กดิการเปลีÉยนแปลงโคเลสเตอรอลไปเป็นเพรกนิโนโลน  

(pregnenolone)  และในทีÉสุดจะได้โปรเจสเตอโรน (progesterone) ส่วนเซลล์ธกีา อนิเทอร์นา 
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เมืÉอถูกกระตุน้จะเปลีÉยนโคเลสเตอรอลเป็นโปรเจสเตอโรน  และในทีÉสุดจะไดแ้อนโดรสตนีิไดโอน 

(androstenedione) ดงัรปูทีÉ 1-1 ซึÉงเซลลแ์กรนูโลซาจะสรา้งเอสโตรเจนจากสารตั Êงต้น 2 ตวั คอื

แอนโดรสตนีิไดโอน และเทสโทสเตอโรน  ทีÉได้จากเซลล์ธกีา  อนิเทอร์นา  โดยอาศยัปฏกิริยิา 

อะโรมาไทเซชั Éน (aromatization) ไดเ้ป็นเอสตราไดออลและเอสโตรน ซึÉงเอสโตรเจนทั Êงสองชนิด

สามารถเปลีÉยนกลบัไปมาได้  ส่วนเอสโตรนจะถูกเมตาบอไลท์เปลีÉยนไปเป็นเอสไตรออล  ซึÉง

ส่วนใหญ่เกดิทีÉตบั   แหล่งทีÉมกีารสงัเคราะห์เอสโตรเจน  ไม่ได้เกดิเฉพาะในรงัไข่  รก  และ  

ต่อมหมวกไตเท่านั Êน ในเนืÊอเยืÉอรอบนอก (peripheral tissue) เช่น ตบั เนืÊอเยืÉอไขมนั กล้ามเนืÊอ

ลาย และฟอลลเิคลิของขนและผม  (hair follicle)  กส็ามารถสร้างเอสโตรเจนได้เช่นกนั ซึÉงจะ

เป็นแหล่งสงัเคราะหเ์อสโตรเจนทีÉสาํคญัในสตรวียัหมดประจําเดอืน เมืÉอรงัไข่ไม่ทํางาน (กจิจา, 

2533) ซึÉงมกีารศกึษาพบเอนไซม ์aromatase ในกลา้มเนืÊอลายดว้ย (Larionov et al., 2003) 

  Lee และคณะ (2007) เสนอแนะวา่การขาดเอสโตรเจนก่อใหเ้กดิการสญูเสยีมวล

กล้ามเนืÊอได้ ซึÉงอาจเกดิจากการเพิÉมจํานวน pro-inflammatory cytokines เช่น interleukin-6 

(IL-6) และ tumor necrosis factor alpha (TNF-α) (Girasole et al., 1999; Kramer et al., 

2004) ซึÉง interleukin-6 จะทาํให ้insulin-like growth factor-1 (IGF-1) ลดลง (De Benedetti et 

al., 1997) ทาํใหม้ผีลต่อกลา้มเนืÊอดงัรปูทีÉ 1-2 

               
 

รูปทีÉ 1-2 ปจัจยัต่างๆ ทีÉทําให้เกดิการสูญเสยีมวลกล้ามเนืÊอ : HSPs=heat shock proteins, 

TNF-α= tumor necrosis factor alpha, IL-6=interleukin-6, IGF-1=insulin-like growth factor-

1 (Lee et al., 2007) 
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เอสโตรเจนมบีทบาทต่อกระบวนการสร้างมวลกล้ามเนืÊอ   จากการศกึษาการ

ฟืÊนตวัของกลา้มเนืÊอทีÉฝอ่ในหนูพบวา่  ในระยะฟืÊนตวั หนูกลุ่มทีÉถูกตดัรงัไข่มกีารเพิÉมขึÊนของมวล

กลา้มเนืÊอทีÉฝอ่น้อยกว่ากลุ่มหนูทีÉไม่ถูกตดัรงัไข่ (McClung et al., 2006b; Sitnick et al., 2006) 

และหนูทีÉถูกตดัรงัไข่และให้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทนมกีารเพิÉมขึÊนของมวลกล้ามเนืÊอ และ

พืÊนทีÉหน้าตดัของกลา้มเนืÊอทีÉฝอ่มาก กวา่หนูทีÉถูกตดัรงัไขแ่ต่ไม่ไดร้บัฮอรโ์มนทดแทน  (McClung 

et al., 2006a)  ซึÉงการฟืÊนตวัของมวลกล้ามเนืÊอทีÉฝ ่ อนั ÊนขึÊนอยู่กบัหลายปจัจยัด้วยกนั  เช่น  

ฮอร์โมน  ไซโตคายน์ (cytokines) ซึÉงจะไปกระตุ้น Akt/mammalian target of rapamycin 

(mTOR) signaling pathway ทําให้เกดิการสงัเคราะห์โปรตนีและมผีลต่อการเจรญิเตบิโตของ

กล้ามเนืÊอ และพบว่า ในหนูทีÉถูกตดัรงัไข่มกีาร phosphorylation ของ Akt และ p70s6k ลดลง

เมืÉอเทยีบกบัหนูทีÉไม่ถูกตดัรงัไข่ แสดงว่า ฮอร์โมนเอสโตรเจนมบีทบาทกระตุ้นการทํางานของ 

Akt และ p70s6k ซึÉงเอนไซมท์ั Êงสองชนิด จดัเป็น serine/threonine protein kinase ซึÉงทําหน้าทีÉ

กระตุ้นการส่งสญัญาณทีÉทําให้เกดิการสงัเคราะห์โปรตนี (Sitnick et al., 2006) นอกจากนีÊ 

เอสโตรเจนควบคุม extracellular matrix remodeling ผ่านทาง transforming growth factor-β 

(TGF-β) signaling pathway ด้วย ซึÉงจะทํางานร่วมกบั growth factor และ inflammatory 

cytokine signaling pathway (McClung et al., 2006a)  Wade และคณะ (2001) กล่าวว่า 

เอสโตรเจนกระตุ้น MAPK cascade ทําให้โกรท ฮอร์โมน (growth hormone) เพิÉมขึÊน ทําให้มี

การเจรญิเตบิโตของกลา้มเนืÊอ  

นอกจากนีÊเอสโตรเจนยงัมบีทบาทต่อการทํางานของกล้ามเนืÊอ จากการศกึษา

ความสามารถในการหดตวัของกลา้มเนืÊอของหนูเพศเมยีพบว่า   กล้ามเนืÊอลายของหนูทีÉถูกตดั

รงัไขม่แีรงในการหดตวัน้อยกวา่หนูทีÉไม่ถูกตดัรงัไข ่ และในกลุ่มหนูทีÉถูกตดัรงัไขแ่ลว้ไดฮ้อร์โมน

ทดแทนจะมแีรงในการหดตวัของกลา้มเนืÊอมากขึÊน (Moran et al., 2007)  ซึÉงได้มกีารอธบิายว่า

การลดลงของเอสโตรเจน ทําให้การทําปฏิกริิยาระหว่างแอคตินกบัไมโอซินลดลง โดยทําให้

ปรมิาณของไมโอซนิทีÉจบักบัแอคตนิไดด้มีจีาํนวนน้อยลงในขณะทีÉหดตวั แต่จํานวนโมเลกุลของ 

แอคตนิและไมโอซนิไม่เปลีÉยนแปลง  ซึÉงอาจเกดิจากยนีทีÉควบคุมการสร้างไมโอซนิถูกรบกวน 

ทาํใหโ้ครงสรา้งของไมโอซนิเปลีÉยนแปลงไป (Moran et al., 2006) Lowe และคณะ (2010) เชืÉอ

ว่าเอสโตรเจนมผีลต่อ reduction-oxidation state และช่วยรกัษาโครงสร้างและการทํางานของ

โปรตนีหลงัจากมกีารแปลรหสั ทาํใหโ้ปรตนีต่างๆสามารถทาํงานไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ ซึÉงจะม ี

antioxidant protein ทีÉถูกควบคุมโดยเอสโตรเจนผ่านทางเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ มาเกีÉยวขอ้ง

ดว้ย โดยไดต้ั Êงสมมตฐิานกลไกการทาํงานของเอสโตรเจนต่อการหดตวัของกล้ามเนืÊอไวด้งัรูปทีÉ 

1-3 
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รปูทีÉ 1-3 กลไกการทาํงานของเอสโตรเจนต่อการหดตวัของกลา้มเนืÊอ (Lowe et al., 2010) 

(ATP = adenosine triphosphate; Gper = G protein-coupled receptor; Pi = inorganic 

phosphate) 

จากรูปทีÉ 1-3 อธบิายได้ว่า เมืÉอเอสโตรเจนจบักบัเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ เป็น

การเริÉมต้นการแปลงสญัญาณและ/หรอืควบคุมยนีทีÉก่อให้เกดิการลดลงของ oxidative stress  

(การทีÉเซลลถ์ูกทาํลายโดยอนุมลูอสิระ) ในเส้นใยทั Êงหมด เอสโตรเจนอาจจะมผีลในการต่อต้าน

อนุมลูอสิระโดยตรง การลดลงของ oxidative stress อาจจะช่วยรกัษาโครงสร้างและการทํางาน

ของไมโอซนิ ซึÉงมีผลต่อความแขง็แรงต่อไปและทําให้เอสโตรเจน รีเซพเตอร์เพิÉมขึÊนอกีด้วย  

นอกจากการทาํงานของเอสโตรเจนผ่านทางเอสโตรเจน รเีซพเตอร์แล้ว เอสโตรเจนควบคุมการ

ตอบสนองทางสรรีะอืÉนๆ ด้วย เช่น G protein-coupled receptor เมืÉอจบักบัเอสโตรเจน จะเริÉม

สืÉอสญัญาณภายในเซลล ์เป็นการตอบสนองอย่างรวดเรว็ ซึÉงวถิีการสืÉอสญัญาณการถอดรหสัทีÉ

ตอบสนองต่อเอสโตรเจนจะมคีวามซบัซอ้น  

นอกจากนีÊเอสโตรเจนยงัมผีลต่อความเรว็ในการหดตวัของกล้ามเนืÊอ โดยจาก

การศกึษาของ Kadi และคณะ (2002) พบว่า การตดัรงัไข่ในหนูเพศเมยี ทําให้ myosin heavy 

chain ชนิดหดตวัเร็วเปลีÉยนไปเป็น myosin heavy chain ชนิดหดตวัช้า ทั Êงในกล้ามเนืÊอ 

extensor digitorum longus ซึÉงเป็นกลา้มเนืÊอทีÉหดตวัเรว็ และ soleus ซึÉงเป็นกล้ามเนืÊอทีÉหดตวั

ช้า  แต่เมืÉอนําหนูทีÉถูกตดัรงัไข่มาวิÉงและให้ฮอร์โมนทดแทน  กล้ามเนืÊอทั Êงสองมดัไม่เกิดการ

เปลีÉยนแปลงดงักล่าว ซึÉงจากการศกึษาของ Mccormick และคณะ (2004) ได้เสนอแนะว่าการทีÉ

ประสทิธภิาพการหดตวัและคลายตวัของกล้ามเนืÊอเปลีÉยนแปลง จากผลของการเปลีÉยนแปลง

ปรมิาณฮอรโ์มนเอสโตรเจนนั Êน อาจจะเกดิจากการเปลีÉยนแปลงของโปรตนีหรอืโครงสร้างอืÉนๆ 

ภายในเซลลท์ีÉเกีÉยวขอ้งกบัการขนส่งแคลเซยีม (calcium transport) 
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2.3.2 โปรเจสเตอโรน (progesterone) 

โปรเจสเตอโรน เป็นฮอร์โมนตามธรรมชาตใินร่างกายทีÉหลั Éงจากคอปสัลูเตยีม  

(corpus luteum) แต่หลั Éงจากรงัไข ่ ต่อมหมวกไตส่วนนอก  และอณัฑะได้เลก็น้อย   เนืÉองจาก

โปรเจสเตอโรนเป็นสารตวักลางในกระบวนการชวีสงัเคราะห์ของสเตยีรอยด์ฮอร์โมนทั Êงหมดใน

ร่างกาย เป็นฮอรโ์มนทีÉมคีวามสาํคญัสาํหรบัการตั Êงครรภ์และชกันําให้เกดิการเปลีÉยนแปลงของ

เยืÉอบุมดลูกเป็น secretory phase (กิจจา, 2533) โปรเจสเตอโรนไม่ค่อยมบีทบาทสําคญัต่อ

กลา้มเนืÊอลาย แต่โปรเจสเตอโรนมผีลต่อการเผาผลาญพลงังานในกลา้มเนืÊอลาย คอืส่งเสรมิการ

สลายกลโูคสจากกลา้มเนืÊอลาย โดยยบัย ั Êงการทาํงานของอนิซูลนิต่อกล้ามเนืÊอ (Kalkhoff, 1982) 

และทาํใหก้ารลา้ของกลา้มเนืÊอชา้ลง (Schneider et al., 2004) 

 

2.3.3 แอนโดรเจน (androgen) 

แอนโดรเจน เป็นฮอรโ์มนทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการเจรญิเตบิโตของอวยัวะสบืพนัธุ์เพศ

ชาย และการพฒันาลกัษณะทางเพศแบบทุตยิภมูขิองเพศชาย    แอนโดรเจนทีÉสําคญั    ได้แก่    

เทสโทสเตอโรน  และแอนโดรสตนีิไดโอน     ซึÉงเป็นสารตั Êงตน้ในการสงัเคราะหเ์อสโตรเจนด้วย 

ถูกสงัเคราะห์จากอัณฑะของเพศชาย   รงัไข่   และต่อมหมวกไตส่วนนอกของเพศหญิง      

แอนโดรเจนค่อนขา้งมบีทบาทต่อกลา้มเนืÊอลาย โดยพฒันาระบบกล้ามเนืÊอให้มขีนาดใหญ่ขึÊน มี

ความแขง็แกร่งมากขึÊน เนืÉองจากร่างกายมกีารสงัเคราะห์โปรตนีมากขึÊน มีรายงานว่าในหนู

ตะเภาเพศผู้ ซึÉงปกตจิะมีกล้ามเนืÊอลายขนาดใหญ่กว่าเพศเมีย หากทําการตดัเอาอณัฑะออก 

ขนาดกล้ามเนืÊอจะลดลง และการให้เทสโทสเตอโรนแก่หนูตะเภาเพศเมียหรือเพศผู้ทีÉตดัเอา

อณัฑะออก จะเหน็การเจรญิเตบิโตของกลา้มเนืÊออยา่งชดัเจน (กจิจา, 2533)  

เกษรา (2540) พบว่าหนูเพศผู้ทีÉถูกผ่าตัดอัณฑะออกไปจะมีนํÊ าหนักของ

กลา้มเนืÊอลดลง ความแรงในการหดตวั และอตัราความเรว็ของการหดตวัลดลง เวลาทีÉใช้ในการ

หดตวัและคลายตวันานขึÊน ปรมิาณไกลโคเจนในกลา้มเนืÊอลดลง แสดงวา่ความไวต่ออนิซลูนิของ

กลา้มเนืÊอลดลง ซึÉงเป็นคุณสมบตัขิองกล้ามเนืÊอทีÉหดตวัช้า และเมืÉอให้ฮอร์โมนเทสโทสเตอโรน 

ทดแทน พบวา่ช่วยแกไ้ขความผดิปกตทิีÉเกดิขึÊนในหนูทีÉผ่าตดัอณัฑะออกใหก้ลบัคนืสู่ปกตไิด ้

Ferrando และคณะ (2002) พบว่าการให้เทสโทสเตอโรนทดแทนในผู้ชายทีÉมี

ระดบัฮอร์โมนเพศน้อยกว่าปกติ ทําให้กล้ามเนืÊอมีความแขง็แรงเพิÉมขึÊน และกล้ามเนืÊอมกีาร

สงัเคราะหโ์ปรตนีมากขึÊน เช่นเดยีวกบั Bhasin และคณะ (2005) พบว่าทําให้มวลกล้ามเนืÊอและ

ความแขง็แรงของกล้ามเนืÊอเพิÉมมากขึÊน แต่การให้เทสโทสเตอโรนทดแทน จะทําให้เกิดผล

ขา้งเคยีงทีÉเป็นอนัตรายได ้เช่น มะเรง็ต่อมลูกหมาก กล้ามเนืÊอโตผดิปกต ิหวัใจทํางานผดิปกต ิ

เป็นตน้ (Brown, 2008) 
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2.4 เอสโตรเจน รีเซพเตอร ์(estrogen receptor) 

  เอสโตรเจน รีเซพเตอร์ มี 2 ชนิด คือ เอสโตรเจน รีเซพเตอร์ชนิดแอลฟ่ า 

(ERα) และ เอสโตรเจน รีเซพเตอร์ชนิดเบต้า (ERβ) ทําหน้าทีÉเป็นปจัจยัทีÉทําให้เกิดการ

ถอดรหสั (transcription factor) และทําให้เกดิการแสดงออกของยนี (gene expression) จดัอยู่

ในกลุ่มตวัรบัทีÉอยูใ่นนิวเคลยีส (super family nuclear receptor) ซึÉงประกอบดว้ยโครงสร้างหลกั 

5 โดเมน ได้แก่ โดเมน A/B, C, D, E และ F ดงัรูปทีÉ 1-4 โดเมน A/B  อยู่บรเิวณ  N-terminal 

ทําหน้าทีÉเป็น transactivation function ซึÉงกระตุ้นให้เกดิการถอดรหสั (transcription) ของยนี

เป้ าหมาย ในเอสโตรเจน รีเซพเตอร์แต่ละชนิด   โดเมน A/B มีความแตกต่างกนัมากทีÉสุด 

โดเมน C เป็น DNA-binding domain ซึÉงเป็นบรเิวณทีÉจบักบัดเีอน็เอทีÉเฉพาะเจาะจงและเกีÉยวกบั 

receptor dimerization โดเมน C มคีวามคล้ายคลงึกนัมากทีÉสุดระหว่างเอสโตรเจน รเีซพเตอร์

ทั Êงสองชนิด ซึÉงบ่งบอกวา่ยนีเป้ าหมายของเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ทั Êงสองชนิดมคีวามคล้ายกนั 

โดเมน D เป็น flexible hinge region เชืÉอมระหว่างโดเมน C และ E  โดเมน E เป็น ligand-

binding domain มคีวามสําคญัต่อการจบักบั ligand การเกดิการจบัคู่ของรเีซพเตอร์ (receptor 

dimerization) และ การกระตุ้นการถอดรหสั (transcriptional activation)  ส่วนโดเมน F หน้าทีÉ

ยงัไม่ชดัเจน ดงันั Êน บรเิวณทีÉมกีารทาํงานกระตุ้นให้เกดิการถอดรหสั (activation function site) 

จะอยูใ่นโดเมน A/B (AF-1) และ E (AF-2) โดยทั Êงสองส่วนจะจบักบั co-activator จากนั Êนจะไป

จบักบั promoter ของยนีเป้ าหมาย การกระตุ้นการถอดรหสัจะเกิดขึÊนได้จากการทํางานของ

โดเมน A/B ซึÉงถูกกระตุ้นด้วย co-activator ตวัอืÉน และโดเมน E ซึÉงถูกกระตุ้นด้วยฮอร์โมน

เอสโตรเจน (Wiik, 2008) 

 

                   
 

รูปทีÉ 1-4 แผนผงัโครงสร้างของเอสโตรเจน รีเซพเตอร์ชนิดแอลฟ่ า เปอร์เซน็ต์แสดงความ

คลา้ยคลงึกบัเอสโตรเจน รเีซพเตอรช์นิดเบตา้ และ AF-1 และ 2 คอืบรเิวณทีÉมกีารทาํงาน ซึÉงถูก

กระตุน้ดว้ย co-activator ต่างๆ (Wiik, 2008) 
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  เอสโตรเจน รเีซพเตอร์ชนิดแอลฟ่ า (ERα) และ เบต้า (ERβ) พบในเนืÊอเยืÉอ

ต่างๆ ในปรมิาณทีÉแตกต่างกนั ในมดลูก ต่อมนํÊานม ระบบประสาทส่วนกลาง ระบบหวัใจและ

หลอดเลอืด และกระดกู จะพบเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ชนิดแอลฟ่ า (ERα) ในปรมิาณมาก ส่วน

ในอณัฑะ ต่อมลกูหมาก รงัไข ่ตบัอ่อน ผวิหนงั กลา้มเนืÊอลาย จะพบเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ชนิด

แอลฟา่ (ERα) น้อย แต่จะพบเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ชนิดเบต้า (ERβ) ในปรมิาณมาก (Wiik, 

2008) 

Wiik (2008) กล่าวว่า เอสโตรเจน รเีซพเตอร์อาจควบคุมการถอดรหสัของยนี

เป้ าหมายได้หลายกลไก ทั Êงกรณีมีและไม่มีเอสโตรเจนมากระตุน้การทํางานของรีเซพเตอร ์ 

กลไกการทํางานของเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ต่อกล้ามเนืÊอลาย ยงัไม่ทราบแน่ชดั แต่โดยทั Éวไป

เอสโตรเจน   รเีซพเตอร ์  น่าจะทาํงานโดยมเีอสโตรเจนมาจบักบัเอสโตรเจน  รเีซพเตอร์  และ

เกดิการ  conformational  change   เกดิการจบัคู่ของรเีซพเตอร์   หลงัจากนั Êนรเีซพเตอร์ทีÉ

พรอ้มทํางานจะจบักบัยนีเป้ าหมายบรเิวณ estrogen response element (ERE) และทําให้เกดิ

การถอดรหสัและสร้างโปรตนีต่อไป    (Classical ligand-dependent activation)    นอกจากนีÊ

เอสโตรเจน   รเีซพเตอร์ทีÉพร้อมทํางาน ทีÉจบักบัเอสโตรเจน รเีซพเตอร์แล้ว ยงัสามารถจบักบั

โปรตนีทีÉเป็นปจัจยัในการถอดรหสัก่อน แลว้จงึจะไปกระตุน้ยนีเป้ าหมายทีÉนอกเหนือจากบรเิวณ 

estrogen response element ได้เช่นกนั เพืÉอให้เกิดการถอดรหสั (Non-ERE dependent 

action) นอกจากนีÊเอสโตรเจน รเีซพเตอร์สามารถทํางานได้โดยไม่ต้องมเีอสโตรเจนมากระตุ้น

การทาํงาน แต่มปีจัจยัการเจรญิเตบิโต (growth factor) มากระตุน้แทน ทาํใหเ้กดิการกระตุน้การ

ทํางานของ mitogen-activated protein kinase (MAPK) signal transduction cascade  เกดิ

การเติมกลุ่มฟอสเฟส  (phosphorylation)   ในเอสโตรเจน  รีเซพเตอร์ และเกิดการกระตุ้น 

estrogen response element (Ligand-independent activation of ER) และอกีวถิีทางหนึÉงคอื 

เอสโตรเจนไม่ไดท้าํงานผ่านทางยนี โดยเอสโตรเจนไปกระตุน้ MAPK และ ERK signaling แทน  

(Non-genomic signaling) ดงัรปูทีÉ 1-5 
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รปูทีÉ 1-5 กลไกการทาํงานของเอสโตรเจน รเีซพเตอรว์ถิต่ีางๆ (Wiik, 2008) 

 

  2.5 โครงสร้างและการทาํงานของกล้ามเนืÊอลาย 

ภายในเซลล์กล้ามเนืÊอ (muscle fiber) ประกอบด้วย ไมโอไฟบรลิ (myofibril) 

จาํนวนมาก ถ้าเอาไมโอไฟบรลิมาขยายด ูจะเหน็วา่มลีายตามขวางทีÉเกดิจากการกระจายตวัของ

โปรตนีทีÉทาํให้กล้ามเนืÊอยดืหดตวั (contractile protein) อยู่อย่างไม่เท่ากนั ทีÉมโีปรตนีมากจะมี

ลกัษณะทบึกว่าทีÉมโีปรตีนน้อย ซึÉงมีลกัษณะจาง ไมโอไฟบริลประกอบด้วยไมโอฟิลาเม้นท ์

(myofilament) 2 ชนิด ซึÉงมีโปรตีนทีÉทําให้กล้ามเนืÊอยืดหดตัวอยู่ ได้แก่ thick filament 

ประกอบดว้ยโปรตนีไมโอซนิ (myosin) และ thin filament ประกอบด้วยโปรตนีแอคตนิ (actin) 

โทรโปนิน (troponin) และโทรโปไมโอซนิ (tropomyosin) (ดงัรปูทีÉ 1-6)   ไมโอซนิประกอบด้วย

เส้นใยโปรตนี 6 เส้น คอื เส้นใยโปรตนีชนิดหนัก (heavy chain) 2 เส้น และเส้นใยชนิดเบา 

(light chain) 4 เสน้ ไมโอซนิแบ่งไดเ้ป็น 2 ส่วน คอืส่วนหวัและส่วนหาง ส่วนหวัของไมโอซนิจะ

มเีอนไซม ์adenosine triphosphatase (ATPase) และมตีาํแหน่งทีÉสามารถรวมตวักบัแอคตนิได ้

(actin binding site) ในส่วนของ heavy meromyosin (ส่วนหวัของไมโอซนิ) เป็นส่วนทีÉย ืÉน

ออกไปเป็นตะขอ เรยีกว่า cross bridge เพืÉอจบักบัแอคติน และรวมตวักนัได้สารเชิงซ้อน 

เรยีกว่า actomyosin ทําให้เกดิการหดตวั แอคตนิ เป็นโปรตนีทีÉมลีกัษณะกลมประกอบกนัขึÊน

เป็นเสน้ 2 เสน้พนักนัเป็นเกลยีว   มตีาํแหน่งใหห้วัของไมโอซนิมาเกาะ   (myosin binding site)   

ส่วนโทรโปนิน  เป็นโปรตนีลกัษณะกลม  แบ่งออกเป็นสามส่วน คอื troponin-T เป็นส่วนทีÉจบักบั

โทรโปไมโอซนิ troponin-I เป็นตวัยบัย ั Êงปฏกิริยิาของไมโอซนิและแอคตนิ และ troponin-C จะ

จบักบัแคลเซยีม ทาํใหม้กีารหดตวัเกดิขึÊน และโทรโปไมโอซนิ เป็นโปรตนีทีÉมลีกัษณะเป็นเส้นใย

สองเสน้พนักนัเป็นเกลยีว ฝงัอยูใ่นร่องเกลยีวของแอคตนิ (ชยัเลศิ, 2544; กลัยพงษ,์ 2545) 
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ในกลา้มเนืÊอลายส่วนใหญ่มปีระจุแมกนีเซยีมมากกว่า 2 x 10-6 โมล่าร์ ซึÉงเป็น

ความเขม้ขน้ทีÉสูงพอทีÉจะทําให้แอคตนิและไมโอซนิแตกตวัออกจากกนั และ ATP (adenosine 

triphosphate) ทีÉมอียูไ่ม่ถูก hydrolyse กลา้มเนืÊอจงึอยู่ในสภาพคลายตวั ส่วนแคลเซยีมจะน้อย

กวา่ 10-7 โมล่าร ์ซึÉงในขณะพกั โทรโปนินไอจะจบักบัแอคตนิและโทรโปไมโอซนิ ทําให้ตําแหน่ง 

myosin binding site ถูกปิดไว ้แต่เมืÉอมกีระแสประสาทมากระตุ้น จะเกดิการเปลีÉยนคุณสมบตัิ

ของเยืÉอผนงั terminal cisternae ของซารโ์คพลาสมกิ เรตคิลูมั ซึÉงเป็นแหล่งเกบ็สะสมแคลเซยีม 

ทาํใหแ้คลเซยีมเขา้มาสูซ่ารโ์คพลาสซมึ (sarcoplasm) จํานวนแคลเซยีมทีÉมากขึÊนจะเป็นตวัเร่ง

ปฏกิริยิาใหเ้กดิการจบักนัของแอคตนิและไมโอซนิ โดยแคลเซยีมจะไปจบักบัโทรโปนินซ ีทําให้

โทรโปไมโอซินเกิดการเลืÉอนตวัและเปิด myosin binding site จากนั Êนเอนไซม์ ATPase 

(adenosine triphosphatase) ทีÉส่วนหวัของไมโอซิน จะสลาย ATP เป็น ADP (adenosine 

diphosphate) และ Pi (inorganic phosphate) มาจบัอยู่ทีÉหวัของไมโอซิน ทําให้ไมโอซนิมี

ความชอบพอ (affinity) ต่อ myosin binding site ของแอคตนิสงูขึÊน และมกีารจบักนัของไมโอซนิ

กบัแอคตนิอยา่งแน่นหนา เกดิเป็น actomyosin complex ส่วนหวัของไมโอซนิจะเคลืÉอนตวัโดย

การงอทีÉ hinge และดงึสายแอคตนิเขา้มา ทําให้มกีารหดสั Êนเขา้ของ sarcomere ซึÉงเป็นหน่วย

หน้าทีÉทีÉเล็กทีÉสุดของกล้ามเนืÊอ ซึÉงต้องอาศยัพลงังานจากการสลาย ATP ดงักล่าวขา้งต้น 

หลงัจากนั Êน ADP และ Pi จะถูกปล่อยออกจากส่วนหวัของไมโอซนิ ทําให้ ATP โมเลกุลใหม่

สามารถเขา้ไปจบัแทนได ้  ความชอบพอของไมโอซนิต่อแอคตนิจะลดลง  ทําให้โปรตนีทั Êงสอง

แยกออกจากกนั  เกิดวฎัจกัรของการจบัและปล่อยของ crossbridge ขึÊน (ดงัรูปทีÉ 1-7) เมืÉอ

กระแสประสาทหมดไป ผนงั terminal cisternae จะกลบัสู่สภาพปกต ิคอืไม่ยอมใหแ้คลเซยีมซมึ

ผ่าน ขณะทีÉแคลเซยีมทีÉตกคา้งอยูใ่นซาร์โคพลาสซมึกถ็ูกเกบ็กลบัเขา้ซาร์โคพลาสมกิ เรตคิูลมั 

โดยกระบวนการ active transport ความเข้มข้นของแคลเซียมลดลงจนถึงระดบัทีÉทําให ้

actomyosin สลายตวั กลา้มเนืÊอจงึคลายตวั (ทวศีกัดิ Í, 2543; ชยัเลศิ, 2544) 
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รปูทีÉ 1-6 แสดงลกัษณะของ thick และ thin filament      

(http://www.sigmaaldrich.com/life-science/metabolomics/enzyme-explorer/learning-

center/structural-proteins/myosin.html) 

 
 

รปูทีÉ 1-7 กลไกการหดตวัของกลา้มเนืÊอ   

(http://faculty.irsc.edu/FACULTY/TFischer/AP1/AP%201%20resources.htm)  
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 เซลล์กล้ามเนืÊอลาย แบ่งได้เป็น 3 ชนิด ตามความเรว็ในการหดตวัและแหล่ง

พลงังานทีÉใช ้ดงัทีÉแสดงในตารางทีÉ 1-2  

 

ตารางทีÉ 1-2 แสดงคุณสมบตัขิองเซลลก์ลา้มเนืÊอ 3 ชนิด (กลัยพงษ,์ 2545) 

 

คุณสมบตั ิ Type I  

(slow oxidative) 

Type IIa 

(fast oxidative) 

Type IIb 

(fast glycolytic) 

การสรา้ง ATP ใชอ้อกซเิจน 

(oxidative 

 phosphorylation) 

ใชอ้อกซเิจน 

(oxidative  

phosphorylation) 

ไม่ใชอ้อกซเิจน 

(anaerobic 

 glycolysis) 

ไมโทคอนเดรยี มาก มาก น้อย 

เสน้เลอืดฝอย มาก มาก น้อย 

ไมโอโกลบนิ 

(Myoglobin) 

มาก 

(กลา้มเนืÊอสแีดง) 

มาก 

(กลา้มเนืÊอสแีดง) 

น้อย 

(กลา้มเนืÊอสขีาว)  

การทาํงานของ 

เอนไซม ์Glycolytic 

ตํÉา ปานกลาง สงู 

ปรมิาณไกลโคเจน ตํÉา ปานกลาง สงู 

อตัราการลา้ ชา้ ปานกลาง เรว็ 

การทาํงานของ 

เอนไซม ์Myosin- 

ATPase  

ตํÉา สงู สงู 

ความเรว็ในการหดตวั ชา้ เรว็ เรว็ 

ขนาดของใยกล้ามเนืÊอ 

(เสน้ผ่าศนูยก์ลาง) 

เลก็ ปานกลาง ใหญ่ 

ขนาดของ motor unit เลก็  ปานกลาง ใหญ่ 

 

2.6 พารว์ลับมิูน (parvalbumin) 

  พาร์วลับูมนิ เป็นโปรตนีทีÉจบักบัแคลเซยีม (Ca+2 binding protein) ทีÉมขีนาด

เลก็ หนกัประมาณ 12 kDa ซึÉงประกอบด้วย 3 ส่วนย่อย แต่ละส่วนมลีกัษณะโครงสร้างเป็นรูป

เกลยีว (helix-loop-helix motif) ไดแ้ก่ โดเมน AB, CD และ EF โดยโดเมน AB เป็นส่วนทีÉไม่จบั

กบัไอออนใดๆ โดเมน CD ประกอบดว้ย N-terminal binding site และโดเมน EF ประกอบด้วย   

C-terminal site ดงัรูปทีÉ 1-8 พาร์วลับูมนิเป็นโปรตนีทีÉจดัอยู่ในกลุ่ม EF-hand family ซึÉงเป็น



18 
 

กลุ่มของโปรตนีทีÉจบักบัแคลเซยีมทีÉมตีําแหน่งทีÉจบักบัแคลเซยีมเป็นลกัษณะเป็นรูปเกลยีว คอื 

EF-hand ซึÉงพาร์วลับูมนิม ีEF-hand 2 ชนิด คอื โดเมน CD และ EF ซึÉงจะมคีวามชอบพอ 

(affinity) ต่อแคลเซยีมอยา่งมาก แต่มคีวามชอบพอต่อแมกนีเซยีมในระดบัปานกลาง (Cates et 

al., 2002) พาร์วลับูมินมีสองรูปแบบ ได้แก่ แบบแอลฟ่ า (α isoform) และแบบเบต้า (β 

isoform) (Henzl and Tenner, 2008)  

                         
 

รปูทีÉ 1-8 โครงสรา้งของพารว์ลับมูนิ 

(http://www.science.widener.edu/~bastin/Widener/Research_Parvalbumin.html) 

 

ในกล้ามเนืÊอลาย พาร์วลับูมินพบได้ในซาร์โคพลาสซมึ (sarcoplasm) และทํา

หน้าทีÉเกีÉยวข้องกบัการคลายตวัของกล้ามเนืÊอ ในขณะพกั ความเข้มข้นของแมกนีเซียมใน

กล้ามเนืÊอมมีากกว่าแคลเซียม ทําให้พาร์วลับูมินจบักบัแมกนีเซยีม เมืÉอกล้ามเนืÊอถูกกระตุ้น 

แคลเซยีมทีÉปล่อยมาจากซาร์โคพลาสมกิ เรตคิูลมั  จะไม่จบักบัพาร์วลับูมนิทนัท ี แต่จะจบักบั

โทรโปนินซีแทน เนืÉองจากพาร์วลับูมินจบัอยู่ก ับแมกนีเซียมและการปล่อยแมกนีเซียมใช้

เวลานาน กล้ามเนืÊอจึงเกิดการหดตวั เมืÉอระดบัแคลเซียมภายในเซลล์กล้ามเนืÊอมากขึÊนใน

ระหว่างทีÉกําลงัหดตวั แมกนีเซียมจะแยกตวัออกจากพาร์วลับูมนิอย่างช้าๆ และแคลเซียมจะ

แยกตวัออกจากโทรโปนินซมีาจบักบัพาร์วลับูมนิแทน เนืÉองจากพาร์วลับูมนิมคีวามสามารถจบั

กบัแคลเซยีมมากกวา่ (Hou et al., 1991) จากนั Êนแคลเซยีมจะแยกตวัออกจากพาร์วลับูมนิ และ

ถูกดงึกลบัไปยงัซารโ์คพลาสมกิ เรตคิูลมั โดยกระบวนการ Ca2+-ATPase pump ทําให้เกดิการ

คลายตวัของกลา้มเนืÊอ (Wilwert et al., 2006) (ดงัรูปทีÉ 1-9 และ 1-10) จะเหน็ว่าพาร์วลับูมนิมี

บทบาทสาํคญัต่อการคลายตวัของกลา้มเนืÊอ    ถ้ามพีาร์วลับูมนิจํานวนมาก    แคลเซยีมจะถูก
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ดงึกลบัไดม้าก     การคลายตวัของกลา้มเนืÊอจะเรว็ขึÊน และจะทาํใหเ้กดิการหดตวัครั Êงใหม่เรว็ขึÊน

เช่นกนั ซึÉงจากการศกึษาของ Schmitt และ Pette (1991) ไดเ้ปรยีบเทยีบปรมิาณพารว์ลับูมนิใน

เส้นใยกล้ามเนืÊอแต่ละชนิด  พบว่าเส้นใยกล้ามเนืÊอชนิดหดตวัช้า  (muscle fiber type I)  มี

ปรมิาณพาร์วลับูมนิน้อย ส่วนเส้นใยกล้ามเนืÊอชนิดหดตวัเรว็  มปีรมิาณพาร์วลับูมนิมาก และ 

Muntener และคณะ (1995) พบว่าเมืÉอฉีด parvalbumin cDNA เข้าไปในกล้ามเนืÊอโซเลียส 

(soleus) ซึÉงประกอบดว้ยใยกลา้มเนืÊอชนิดหดตวัช้า (muscle fiber type I) ของหนู  เพืÉอกระตุ้น

ใหเ้กดิการแสดงออกของพารว์ลับมูนิเพิÉมขึÊน ทําให้เวลาในการคลายตวัของกล้ามเนืÊอส ั Êนลง แต่

เวลาในการหดตวัไม่เปลีÉยนแปลง  ขณะทีÉ Schwaller และคณะ (1999)  ศกึษาการทํางานของ

เสน้ใยกลา้มเนืÊอชนิดหดตวัเรว็  (muscle fiber type II) ของหนูทีÉถูกน็อคเอาท์ยนีทีÉควบคุมการ

แสดงออกของพาร์วลับูมนิ (parvalbumin knockout mice) พบว่าทําให้เวลาในการหดตวัและ

คลายตวัของกลา้มเนืÊอเพิÉมขึÊน เนืÉองจากการลดลงของแคลเซยีมภายในเซลล์กล้ามเนืÊอเกดิช้าลง 

นอกจากนีÊย ังพบว่าทําให้กล้ามเนืÊ อชนิดหดตัวเร็วทนต่อการล้ามากขึÊน  และมีจํานวน            

ไมโตคอนเดรยีมากขึÊน ซึÉงมลีกัษณะคล้ายกบักล้ามเนืÊอชนิดหดตวัช้า (Chen et al., 2001) จาก

ขอ้มลูขา้งตน้ แสดงใหเ้หน็วา่พารว์ลับมูนิมคีวามจาํเป็นต่อการหดตวัของกลา้มเนืÊอชนิดหดตวัเรว็ 

 

                  
 
รปูทีÉ 1-9 การทาํงานของพารว์ลับมูนิในกลา้มเนืÊอลาย : TnC = Troponin C, PV = 

Parvalbumin, Ca2+ = Calcium ion, Mg2+ = Magnesium ion, SR = Sarcoplasmic reticulum, 

ATPase = adenosine triphosphatase 

(http://www.science.widener.edu/~bastin/Widener/Research_Parvalbumin.html) 
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รปูทีÉ 1-10 จลนศาสตรข์องการจบัและปล่อยแมกนีเซยีมและแคลเซยีมของพารว์ลับมูนิ

(Berchtold et al., 2000) 
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3. วตัถปุระสงค ์

3.1 เพืÉอศกึษาผลของการขาดฮอรโ์มนเอสโตรเจนต่อโครงสร้างและการทํางาน

ของกลา้มเนืÊอลายของหนูเพศเมยีทีÉถูกตดัรงัไข ่

3.2 เพืÉอศกึษาผลของการให้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทนต่อโครงสร้างและการ

ทาํงานของกลา้มเนืÊอลายของหนูเพศเมยีทีÉถูกตดัรงัไข ่

 

4. ประโยชน์ทีÉคาดว่าจะได้รบั 

4.1 สามารถอธบิายสาเหตุของความเสืÉอมถอยของกล้ามเนืÊอในผู้หญิงวยัหมด

ประจาํเดอืนได ้

4.2 อาจใช้เป็นแนวทางในการรกัษาภาวะ sarcopenia ในผู้หญิงวยัหมด

ประจาํเดอืน โดยการใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจนทดแทนได ้

 

 

 

 



22 
 

บททีÉ 2 

สารเคมี วสัดอุุปกรณ์และวิธีการวิจยั 

 

1. สารเคมีและวสัดอุปุกรณ์ 

 

        1.1 สารเคมี 

                1.1.1 สารเคมสีาํหรบัเตรยีมสตัวท์ดลอง 

1) Thiopental sodium for injection (Jagsonpal Pharmaceuticals LTD., 

Haryana, India) 

2) Betadine solution antiseptic microbicide (IDS manufacturing LTD., 

Pathumthani, Thailand) 

3) Oestradiol Benzoate Injection (March Pharmaceutical CO., LTD., 

Bangkok, Thailand) 

4) 70% Ethyl alcohol  (วทิยาศรม จาํกดั, กรุงเทพฯ, ประเทศไทย) 

5) ยาแก้ปวดพาราเซตามอลชนิดนํÊา (Continental-Pharm CO., LTD., 

Bangkok, Thailand) 

6) ยาฆ่าเชืÊอสาํหรบัแช่อุปกรณ์ผ่าตดั (ปรฟูฟ์  จาํกดั, นนทบุร,ี ประเทศไทย) 

7) นํÊามนัมะกอกบรสิุทธิ Í (วทิยาศรม จาํกดั, กรุงเทพฯ, ประเทศไทย) 

 

                1.1.2 สารเคมสีาํหรบัการตรวจวดัปรมิาณฮอรโ์มนเอสโตรเจน 

1) Chemiluminescent immuno assay (CLA) kit (LKE2 10261, DPC,    

  Gwynedd, UK)   

 

1.1.3 สารเคมทีีÉใชใ้นการวดัการหดและคลายตวัของกลา้มเนืÊอ 

1) Kreb’s solution (ภาคผนวก) 

2) 0.1 M Phosphate buffer pH 7.4 (ภาคผนวก) 

3) Thiopental sodium for injection (Jagsonpal Pharmaceuticals LTD., 

Haryana, India) 

 

1.1.4 สารเคมที ั Éวไป 

1) Ethanol (Mallinckrod Baker Sdn. Bhd. Salangor D.E., Malaysia) 

2) Xylene (Lab-Scan, Bangkok, Thailand) 



23 
 

3) Permount (Fair Lawn, New Jersey, USA) 

4) Formaldehyde solution (Lab scan, Bangkok, Thailand) 

5) Concentrate HCL (Riedel-de Haën AG, Seelze, Germany) 

6) Distilled water (ภาควชิากายวภิาคศาสตร ์มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร)์ 

 

1.1.5 สารเคมทีีÉใชย้อ้ม H&E 

1) Hematoxylin solution according to Mayer (Fluka biochemical, 

Steinheim, Switzerland) 

2) Working eosin solution (BDH, VWR international Ltd., Poole, BH 15 

1ID, England) 

 

1.1.6 สารเคมทีีÉใชใ้นการยอ้มอมิมโูนฟลอูอเรสเซนท ์

1) Mouse anti-parvalbumin monoclonal antibody (Chemicon Temecula, 

California, USA) 

2) 0.1 M Phosphate buffer pH 7.4 (ภาคผนวก) 

3) 0.01 M citric buffer (ภาคผนวก) 

4) Anti-mouse Texas Red IgG antibody (Vector Laboratories, 

Burlingame, USA) 

5) Anti-rabbit Fluorescence IgG antibody (Vector Laboratories, 

Burlingame, USA) 

6) Vectashield mounting medium (Vector Laboratories, Burlingame, USA) 

7) Normal horse serum (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

8) Normal goat serum (Vector Laboratories, Burlingame, USA) 

9) 0.3% Triton X-100 in 0.1 M Phosphate buffer pH 7.4 (ภาคผนวก) 

10) Mouse anti-estrogen receptor antibody (Chemicon Temecula, 

California, USA) 

11) Rabbit anti-β estrogen receptor antibody (Chemicon Temecula, 

California, USA) 

 

1.1.7  สารเคมทีีÉใชส้าํหรบัเวสเทริน์ บลอท 

     สารเคมสีาํหรบัการสกดัโปรตนีจากตวัอยา่ง 

1) Sodium deoxycholic acid (3α, 12α-Dihydroxy-5β-cholan-24-oic acid 

(sodium salt)) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
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2) Tetra sodium pyrophosphate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

3) Sodium fluoride (BDH laboratory supplies, Poole, UK) 

4) EGTA 1, 2-Di (2-aminoethoxylethane- NNN’N’-tetra-acetic acid) (BDH 

laboratory supplied, Poole, UK) 

5) Triton X-100 (Amersham Bioscience, Uppsala, Sweden) 

6) Tris pH 8.0 (ภาคผนวก) 

7) Phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF) (USB corporation, Cleveland, 

USA) 

8) Magnesium chloride (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

9) Sodium orthrovanadate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

10) Leupeptin (USB corporation, Cleveland, USA) 

11) Aprotinin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

12) BCA TM Protein  Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford, USA) 

13) Liquid nitrogen (หน่วยเครืÉองมอืกลาง คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยั 

สงขลานครนิทร)์ 

                         

 1.1.8   สารเคมสีาํหรบัการทาํ SDS-PAGE 

1) 30% Acrylamide/ Bis solution 37.5:1 (2.6% C)(Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA, USA) 

2) Ammonium persulfate (APS) (Amersham bioscience AB, Uppsala, 

Sweden) 

3) 1.5 M Tris-HCl buffer pH8.8 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 

USA) 

4) 0.5 M Tris-HCl buffer pH6.8 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 

USA) 

5) Sodium dodecyl sulfate (SDS) (USB corporation, Cleveland, USA) 

6) TEMED (N,N,N’,N’-tetra-methyl-ethylenediamine) (USB corporation, 

Cleveland, USA) 

7) Glycine (Solon Ind, Pkwy. Solon, Ohio, USA) 

8) Tris (Solon Ind, Pkwy. Solon, Ohio, USA) 

9) Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 

10) Mercaptoethanol (BME) (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 

11) Methanol (Mallinckrodt Baker Inc., Phillipsburg, USA) 
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12) Isopropanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

13) Biotinylated Protein Ladder (Cell signaling, Danvers, USA) 

 

                1.1.9   สารเคมสีาํหรบัการทาํ Immunoblotting 

1) Anti-Mouse IgG, HRP-linked antibody (Cell signaling, Danvers,  

    USA) 

2) Anti-parvalbumin mouse monoclonal antibody (Chemicon Temecula, 

California, USA) 

3) Anti-biotin, HRP-linked antibody (Cell signaling, Danvers,  

USA) 

 

1.1.10 สารเคมสีาํหรบัการทาํ Autoradiography 

1) Enhanced chemiluminescent reagent (ECL) (GE health care UK    

  Limited Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) 

2) Sodium chloride (Ajax finechem Pty Ltd, Auckland, New Zealand) 

3) Tween 20 (Amersham Bioscience, Uppsala, Sweden) 

4) Kodak developer and replenisher (Rayo Medical Product Company     

  Limited, Shanghai, China) 

5) Sterile milk 0% fat (Formost, Bangkok, Thailand) 

 

 1.2  วสัดอุปุกรณ์  และเครืÉองมือ 

1.2.1  วสัดุอุปกรณ์และเครืÉองมอืทีÉใชท้ ั Éวไป 

1) ชอ้นตกัสาร 

2) กระดาษชั Éงสาร 

3) กระดาษกรอง (Filter paper) 

4)   กรวยกรอง (Funnel) 

5)   ขวดเกบ็ตวัอยา่ง (Specimen bottle) 

6)   นาฬกิาจบัเวลา 

7)   กล่องเกบ็สไลด ์

8)   ถาดอะลมูเินียม (Aluminum tray) 

9)   จานรอง (Petri dish) 

10) กระบอกตวง (Cylinder) 

11) ขวดเตรยีมสาร  
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12) ขวดรปูชมพู่ (Flask) 

13) เครืÉองกวนสารอตัโนมตั ิ(Magnetic stirrer) 

14) แท่งแม่เหลก็ (Magnetic bar) 

15) เครืÉองวดั pH (pH meter) 

16) เครืÉองช่วยผสม (Vertex) 

17) กระจกปิดสไลด ์(Cover slips) 

18) กลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง (Light microscope) 

19) บกีเกอร ์(Beaker) 

20) ปิเปต (Pipet) 

21) ปิเปตทปิ (Pipet tip) 

22) แท่นใหค้วามรอ้น (Hot plate) 

23) หลอดทดลอง (Test tube) 

24) Microtube 

25) เครืÉองชั Éง 

26) ตูด้ดูควนั (Fume hood) 

27) ตูอ้บ (Oven) 

28) ตูแ้ช่แขง็เนืÊอเยืÉอ  

29) คมีจบัชิÊนเนืÊอ (Forceps) 

 

 1.2.2    วสัดุอุปกรณ์และเครืÉองมอืทีÉใชส้าํหรบัเตรยีมสตัวท์ดลอง 

1) อุปกรณ์ผ่าตดั (Operating set) 

2) Surgical needles (Mani Kiyohara Industrial Park, Utsunomiya, 

Tochigi, Japan) 

3) Absorbable surgical suture (United states surgical, Norwalk, 

Conecticut, USA) 

4) โคมไฟส่องใหค้วามอบอุ่น (Royal Philips electronics, P.R.C.,  Holland)  

5) หมอ้นึÉงฆ่าเชืÊอ (Autoclave) 

6) ท่อป้ อนอาหารสตัวท์ดลอง (Feeding tube) 

7) 100% Natural cotton (บางพล ีคอตตอน อนิดสัตร ีจํากดั, สมุทรปราการ, 

ประเทศไทย) 

8) ผา้ก๊อซ (Gauze) 

9) กระบอกฉีดยา (นิโปร จาํกดั, พระนครศรอียธุยา, ประเทศไทย) 

10) เขม็ฉีดยา (Nipro corporation, Osaka, Japan) 
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11) ผา้ปลอดเชืÊอปพูืÊนรองผา่ตดั 

12) มดีผ่าตดั (Blade) 

13) บตัเตอรเ์ลีÉยน (Wahl LTD., Kent, England) 

 

1.2.3    วสัดุอุปกรณ์และเครืÉองมอืทีÉใชใ้นการวดัการหดและคลายตวัของกลา้มเนืÊอ 

1)  เครืÉองคอมพวิเตอร ์Power Macintosh G4 

2)  เครืÉอง PowerLab, Model 4/20 (ADInstruments, Australia) 

3)  Force transducer, Model 1030 (ADInstruments, Australia) 

4)  Bridge Amp, Model 110 (ADInstruments, Australia) 

5)  Bipolar electrodes (ภาควชิาสรรีวทิยา คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยั 

สงขลานครนิทร)์ 

6)  Needle electrodes (ภาควชิาสรรีวทิยา คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยั 

สงขลานครนิทร)์ 

7)   ดา้ย 

8)  แผ่นไมก้ระดาน 

     

1.2.4    วสัดุอุปกรณ์และเครืÉองมอืทีÉใชใ้นการเตรยีมเนืÊอเยืÉอและการยอ้ม 

1)  เครืÉองตดัเยน็ (Cryostat) (LEICA CM 1850) 

2)  แท่นวางตวัอยา่ง (Stub) 

3)  ตวักลางช่วยยดึตวัอย่างเนืÊอเยืÉอ (Tissue freezing medium) (LEICA 

microsystem) 

4)  สไลดแ์กว้ (TESPA coated slide) 

5)  พู่กนัและคมีจบัชิÊนเนืÊอ (Paint brush and forceps) 

6)  มดีผ่าตดั (Scalpel) 

7)  จานรอง (Petri dish) 

8)   ใบมดีตดัเนืÊอเยืÉอ (Disposable blade) 

 

1.2.5    วสัดุอุปกรณ์และเครืÉองมอืทีÉใชใ้นการยอ้มอมิมโูนฟลอูอเรสเซนท ์

1)  ถาดยอ้มสไลดพ์รอ้มทีÉจบั (Rack and holder) 

2)   ถาดอะลมูเินียม (Aluminum tray) 

3)  นํÊายาทาเลบ็ (Nail polish) 

4)  กระดาษอะลมูเินียมฟรอยด ์

5)  กล่องพลาสตกิและแท่นรองสไลด ์
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6)  กระดาษทชิช ู

7)  เตาอบไมโครเวฟ (Microwave oven) 

 

             1.2.6 วสัดุอุปกรณ์และเครืÉองมอืทีÉใชใ้นเทคนิคเวสเทริน์ บลอท 

1) ชุดอเิลก็โตรโฟรซีสีแบบ Mini protein 3 cell (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA, USA) 

2) ชุดบล็อทโปรตีนแบบ Mini trans-blot cell (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA, USA)  

3) Hyperfilm (GE health care UK Limited Little Chalfont, 

Buckinghamshire, UK) 

4) Hybond-ECL nitrocellulose membrane (Amersham bioscience, Little 

Chalfon, Germany) 

5) Mini  trans-blot filter paper (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 

USA) 

6) อุปกรณ์ประกอบกระจก (Gel cassette preparation) (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA, USA) 

7) หลอดไฟแสงสีแดง (Red light) (Royal Philips electronics, P.R.C., 

Holland) 

8) Homogenizer (Polytron-Aggregate) (Kinematica,Luzern, Switzerland)  

9) Microwell plate (Nune. Roskilde, Denmark) 

10) Perfectwrap (Masteragents, LTD, ELK, Grove Village, Illionosis, 

USA) 

11) ขวด Sterilin (Barloworld Scientific Ltd. stone, Staffordshire., UK) 

12) เครืÉองป ั Éนแยกชนิดควบคุมอุณหภมู ิ 

13) เครืÉองสาํรองไฟฟ้ า 

14) ถงับรรจุไนโตรเจนเหลว 

15) Hyper cassette (Amersham Bioscience, Buckinghamshire, UK) 
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2.  สตัวท์ดลอง 

  งานวจิยันีÊศกึษาในหนูขาวใหญ่พนัธุ ์Wistar เพศเมยี อาย ุ12 สปัดาห ์ นํÊาหนกั

ประมาณ 200-250 กรมั  จาํนวน 50 ตวั  แบ่งเป็นกลุ่มๆ ละ 10 ตวั  โดยใชส้ตัวท์ดลองจาก

หน่วยเรอืนเลีÊยงสตัวท์ดลอง คณะวทิยาศาสตร ์ มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์ การทดลองนีÊผ่าน

การพจิารณาและเหน็ชอบจากคณะกรรมการจรรยาบรรณการใชส้ตัวท์ดลอง เมืÉอวนัทีÉ 31 

สงิหาคม 2553 ไดร้บัเลขทีÉจรรยาบรรณ ศธ 0521.11/679 

 

  2.1  การเตรียมสตัวท์ดลอง 

 ก่อนการให้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทน หนูทุกตวัจะได้ร ับการผ่าตัดร ังไข ่

(ovariectomy)  ออกทั Êงสองข้าง  เพืÉอทําให้ส ัตว์ทดลองอยู่ ในสภาวะหมดประจําเดือน 

(menopause) ยกเวน้กลุม่ควบคุมจะไดร้บัการผ่าตดัแต่ไม่ตดัรงัไข่ออกจากตวั โดยขั Êนตอนการ

ผ่าตดัรงัไข ่มดีงันีÊ 

1. ชั ÉงนํÊาหนกัหนู และทาํสญัลกัษณ์ไวบ้รเิวณหางของหนู 

2. ฉีดยาสลบ thiopental ขนาด 60 มก./กก. เข้าทางช่องท้อง (intraperitoneal 

injection, i.p.)  

3. เมืÉอหนูสลบ นําหนูมาโกนขนบรเิวณดา้งขา้งของลาํตวัใตต่้อกระดูกซีÉโครงซีÉสุดท้าย

ทั Êงสองขา้ง 

4. ใชส้าํลชีุบ 70% แอลกอฮอลเ์ชด็ทาํความสะอาดผวิหนงัใหท้ ั ÉวบรเิวณทีÉจะผ่าตดั และ

ใช้ไม้พนัสําลชีุบเบต้าดนีทาทั ÉวบรเิวณทีÉจะผ่าตดัอกีครั Êง จากนั Êนใช้ 70% แอลกอฮอล์ทาซํÊาอกี

ครั ÊงหนึÉง 

5. กาํหนดแนวผ่าตดัโดยเลอืกบรเิวณตรงกลางของดา้นขา้งลาํตวั         วดัจากซีÉโครง

ซีÉสุดทา้ยลงมาประมาณ 1 เซนตเิมตร จากนั Êนใช้กรรไกรผ่าตดัเปิดผนังด้านขา้งลําตวัออกทลีะ

ชั Êน เริÉมจากชั Êนผวิหนงั ชั Êนไขมนั และชั Êนกลา้มเนืÊอ ความกวา้งของแผลประมาณ 1 เซนตเิมตร 

6. ใชป้ากคบีปลายโคง้คบีรงัไขอ่อกมา จากนั Êนใช้ไหมละลายผูกห้ามเลอืด แล้วจงึตดั

รงัไข่ออก และตรวจสอบการผูกห้ามเลือดอีกครั Êง เพืÉอให้แน่ใจว่าไม่มีเลือดไหลซึมออกมา     

ก่อนจะใส่กลบัเขา้ในตวั แต่ในหนูกลุ่มควบคุมซึÉงไม่ตอ้งตดัรงัไขอ่อก ไม่ตอ้งทาํข ั ÊนตอนนีÊ   

7. เยบ็แผลโดยใช้ไหมละลาย โดยเยบ็ทีละชั Êนจนครบทั Êง 3 ชั Êน และใช้เบต้าดนีทา

บรเิวณแผล 

8. ใชไ้ฟส่องใหค้วามอบอุ่นแก่หนู   ดดูเสมหะออกจากจมูกและปาก  เพืÉอป้ องกนัการ

ปิดกั Êนทางเดินหายใจ รอจนหนูรู้สึกตวัดีแล้ว จงึใช้หลอดป้ อนอาหารป้ อนยาแก้ปวดชนิดนํÊา   

โดยใหข้นาด 300 มก./กก. แลว้จงึยา้ยหนูไปเลีÊยง โดยแยกเลีÊยงกรงละ 1-2 ตวั เพืÉอป้ องกนัหนู

กดักนัในช่วงพกัฟืÊน  
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 หนูทุกตวัซึÉงไดร้บัการผ่าตดั จะไดร้บัการพกัฟืÊน 2 สปัดาห ์เพืÉอใหแ้ผลหายสนิท และจะ

ไดร้บัการใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจนทดแทนต่อไป 

 

  
 

 

 

 

รปูทีÉ 2-1  (A) แสดงการฉีดยาสลบทางช่องทอ้ง  (B) แสดงการผกูไหมหา้มเลอืดก่อนตดัรงัไข ่

    (C) แสดงการตดัรงัไขอ่อกจากตวั      (D) แสดงการเยบ็ปิดแผล       

 

 

  
                                        

รปูทีÉ 2-2  (A) แสดงการดดูเสมหะหลงัผ่าตดั  (B) แสดงการใหย้าแกป้วดหลงัจากหนูรูส้กึตวั 

 

A B 

C D 

A B 
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  2.2  การให้ฮอรโ์มนเอสโตรเจนทดแทน 

ในการใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจนทดแทน ใชห้นู 50 ตวั แบ่งเป็น 5 กลุ่ม กลุ่มละ 10 ตวั  

 กลุ่มทีÉ 1 กลุ่มควบคุม (Sham operation) เป็นกลุ่มทีÉได้รบัการผ่าตดัแต่ไม่ตดัรงัไข่ออก

จากตวัและไดร้บั olive oil ฉีดใตผ้วิหนงั วนัละ 1 ครั Êง ทุกวนั หลงัจากผ่าตดั 2 สปัดาห์ ฉีดเป็น

เวลา 10 สปัดาห ์

 กลุ่มทีÉ 2 กลุ่มทีÉถูกตดัรงัไข่ออก (OVX) เป็นกลุ่มทีÉถูกตดัรงัไข่ออกจากตวัทั Êงสองขา้ง 

และไดร้บั olive oil ฉีดใตผ้วิหนงั วนัละ 1 ครั Êง ทุกวนั หลงัจากผ่าตดั 2 สปัดาห ์ฉีดเป็นเวลา 10 

สปัดาห ์

 กลุ่มทีÉ 3 กลุ่มทีÉถูกตดัรงัไขอ่อกทั Êงสองขา้งและได้รบัฮอร์โมนเอสโตรเจน 10 มคก./กก. 

(E10) ละลายใน olive oil ฉีดใต้ผวิหนัง วนัละ 1 ครั Êง ทุกวนั หลงัจากผ่าตดั 2 สปัดาห์ ฉีดเป็น

เวลา 10 สปัดาห ์

 กลุ่มทีÉ 4 กลุ่มทีÉถูกตดัรงัไขอ่อกทั Êงสองขา้งและได้รบัฮอร์โมนเอสโตรเจน 20 มคก./กก. 

(E20) ละลายใน olive oil ฉีดใต้ผวิหนัง วนัละ 1 ครั Êง ทุกวนั หลงัจากผ่าตดั 2 สปัดาห์ ฉีดเป็น

เวลา 10 สปัดาห ์

 กลุ่มทีÉ 5 กลุ่มทีÉถูกตดัรงัไขอ่อกทั Êงสองขา้งและได้รบัฮอร์โมนเอสโตรเจน 40 มคก./กก. 

(E40) ละลายใน olive oil ฉีดใต้ผวิหนัง วนัละ 1 ครั Êง ทุกวนั หลงัจากผ่าตดั 2 สปัดาห์ ฉีดเป็น

เวลา 10 สปัดาห ์

 วธิีการผ่าตัดร ังไข่ (ovariectomy) การให้ฮอร์โมนเอสโตรเจน และการวดัฮอร์โมน

เอสโตรเจนดดัแปลงมาจากงานวจิยัของ Radenahmad และคณะ (2006) ร่วมกบั Chu และคณะ

(2006) และ McClung และคณะ (2006a) 

 ระหวา่งการทดลอง  สตัวท์ดลองได้รบัอาหารและนํÊาตามปกต ิ  อยู่ในห้องทีÉมอุีณหภูม ิ

25 องศาเซลเซยีส มกีารควบคุมแสงสวา่งโดยเปิดและปิดไฟทุก 12 ชั Éวโมงตลอดการทดลอง 

 

                          
 

รปูทีÉ 2-3  แสดงการใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจนโดยฉีดใตผ้วิหนงั 
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3.  วิธีการศึกษา 

 

  3.1  การวดัการหดและคลายตวัของกล้ามเนืÊอ  

  เป็นวธิกีารทีÉใชห้ลกัการแปลงปรากฎการณ์ทางสรรีวทิยาเชงิกล คอืการหดตวั

และคลายตวัของกลา้มเนืÊอ ใหอ้ยู่ในรูปทีÉสามารถบนัทกึได้ และนําขอ้มูลไปวเิคราะห์ได้ โดยใช้

โปรแกรม Chart ซึÉงจะใช้ Force transducer ช่วยในการแปลงสญัญาณเชงิกลจากการหดและ

คลายตวัของกล้ามเนืÊอด้วยความแรงและความเร็วต่างๆ กนั มาเป็นสญัญาณไฟฟ้ า และใช ้

Bridge Amp ในการขยายสญัญาณจาก Force transducer แลว้ส่งไปยงัเครืÉอง PowerLab  และ

ใช้เครืÉอง PowerLab ในการแปลงสญัญาณไฟฟ้ าเป็นสญัญาณดิจิตอล แล้วส่งเข้าเครืÉอง

คอมพวิเตอร ์แสดงผลออกมาในรปูของเสน้บนัทกึบนหน้าจอ 

  เมืÉอครบกําหนดการให้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทน จะทําการวดัการหดและ

คลายตวัของกล้ามเนืÊอ เพืÉอศกึษาความแรงและความเรว็ในการหดและคลายตวัของกล้ามเนืÊอ 

โดยใชไ้ฟฟ้ ากระตุน้ทีÉกลา้มเนืÊอและเสน้ประสาทและวดัการหดและคลายตวัของกลา้มเนืÊอ โดยใช้

โปรแกรม Chart ซึÉงมขี ั ÊนตอนดงันีÊ (ดดัแปลงจาก Sotiriadou et al., 2006 และ คณาจารย์

ภาควชิาสรรีวทิยา คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร,์ 2550) 

1. นําหนูแต่ละกลุ่มมาชั ÉงนํÊาหนัก และทําให้สลบโดยฉีด thiopental (70 มก./กก.)   

เข้าทางช่องท้อง เมืÉอหนูสลบ นําหนูมาโกนขนบริเวณขาทั ÊงสีÉข้างและทําการผ่าตดัเปิดท่อ

ทางเดนิหายใจ เพืÉอป้ องกนัการปิดกั Êนทางเดนิหายใจจากเสมหะ และดดูเสมหะไดง้่ายขึÊน 

2. วางหนูนอนควํÉาบนแท่นไม้ ใช้กรรไกรผ่าตดัและปากคบีผ่าตดัเปิดกล้ามเนืÊอ EDL 

และ radial nerve  และกล้ามเนืÊอ gastrocnemius และ sciatic nerve เพืÉอวดัการหดตวัของ

กล้ามเนืÊอทั Êงสองมดั โดยจะวดัขาขา้งขวาของหนูทุกตวั หลงัจากนั Êนใช้ด้ายผูกเอน็ส่วนปลาย 

(distal tendon) ของกล้ามเนืÊอทั Êงสองมดั ตดัเอน็ออกจากกระดูก และเลาะกล้ามเนืÊอให้หลุด

ออกเป็นอิสระจากส่วนปลาย   และยดึขาของหนูให้อยู่กบัทีÉด้วยลวด  ใช้ผ้าก๊อซชุบ Kreb’s 

solution ปิดบรเิวณกล้ามเนืÊอ เพืÉอรกัษาสภาพเนืÊอเยืÉอ และขณะทําการทดลองให้หยด Kreb’s 

solution บนกลา้มเนืÊอเป็นระยะๆ  

3. เตรียมเปิดเครืÉองคอมพวิเตอร์ เครืÉอง PowerLab และเปิดโปรแกรม Chart ให้

เรยีบรอ้ย และกาํหนด channel ทีÉใชบ้นัทกึ จํานวน 2 channel คอื contract และ stimulus และ

ตั Êงค่า bridge amplifier โดยตั Êงค่า range ทีÉ 20 มลิลโิวลต ์ตั Êงค่า High Pass  เป็น DC และ Low 

Pass เป็น 20 เฮริตซ ์ 

4. ก่อนการวัดการหดและคลายตัวของกล้ามเนืÊอ ต้องทํา force transducer 

calibration สําหรบักล้ามเนืÊอ gastrocnemius ซึÉงเป็นกล้ามเนืÊอทีÉหดตวัแรง จะใช้คาน (blade) 

ของ Force transducer 2 แผ่น และใช้ตุ้มนํÊาหนัก 10 กรมั ส่วนกล้ามเนืÊอ EDL ซึÉงมแีรงหดตวั
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น้อย ใชค้าน 1 แผ่น และใชตุ้ม้นํÊาหนกั 2 กรมั เมืÉอทาํ calibration เรยีบรอ้ยแล้ว ผูกปลายด้ายทีÉ

ตดิกบัเอน็เขา้กบัคานของ force transducer และปรบัใหด้า้ยตงึพอประมาณ  

5. วดัการหดและคลายตวัของกลา้มเนืÊอ โดยการกระตุน้เสน้ประสาทดว้ยไฟฟ้ า โดยใช ้

bipolar electrodes คลอ้งเสน้ประสาท จดัใหอ้ยูใ่นตาํแหน่งทีÉเหมาะสม ให ้electrodes สมัผสักบั

เสน้ประสาทเท่านั Êน และปลายอกีด้านของ electrodes ต่อกบัปุ ่ ม output ของเครืÉอง PowerLab 

และตั Êงค่าตวักระตุ้น โดยตั Êงค่าความแรงในช่วง 2 โวลต์, ความถีÉ 1 เฮริตซ์, ระยะเวลา 0.1 

มลิลวินิาท ีและเพิÉมความแรงของตวักระตุ้น (amplitude) ครั Êงละ 0.04 โวลต์ และทําการบนัทกึ

การหดตัวของกล้ามเนืÊ อ เพืÉอหาค่าความแรงของตัวกระตุ้นทีÉทําให้กล้ามเนืÊอเริÉมหดตัว 

(threshold stimulus) และค่าความแรงของตวักระตุน้ทีÉทาํใหก้ลา้มเนืÊอหดตวัดว้ยความแรงสูงสุด 

(maximal stimulus) เมืÉอกระตุน้เสน้ประสาท 

6. วดัการหดและคลายตวัของกล้ามเนืÊอ โดยการกระตุ้นกล้ามเนืÊอด้วยไฟฟ้ าโดยตรง 

โดยเสยีบ needle electrodes บรเิวณตรงกลางของกลา้มเนืÊอใหป้ลาย 2 อนั ห่างกนัพอประมาณ 

และปลายอกีดา้นของ electrodes ต่อกบัปุ ่ ม output ของเครืÉอง PowerLab และตั Êงค่าตวักระตุ้น

โดยตั Êงค่าความแรงในช่วง 5 โวลต,์ ความถีÉ 1 เฮริตซ์, ระยะเวลา 0.1 มลิลวินิาท ีและเพิÉมความ

แรงของตวักระตุ้น (amplitude) ครั Êงละ 0.1 โวลต์  และทําการบนัทกึการหดตวัของกล้ามเนืÊอ 

เพืÉอหาค่าความแรงของตวักระตุน้ทีÉทาํใหก้ลา้มเนืÊอเริÉมหดตวั (threshold stimulus) และค่าความ

แรงของตวักระตุ้นทีÉทําให้กล้ามเนืÊอหดตวัด้วยความแรงสูงสุด (maximal stimulus) จากนั Êน

กระตุน้กลา้มเนืÊอด้วยการกระตุ้นคู่ โดยใช้ความแรงในการกระตุ้นระดบั submaximal stimulus 

และกระตุน้ต่อเนืÉอง โดยใชค้วามแรงในการกระตุ้นระดบั maximal stimulus โดยเพิÉมความถีÉใน

การกระตุน้ ครั Êงละ 5 เฮริตซ ์เพืÉอหาค่าความถีÉ (frequency) ทีÉทําให้กล้ามเนืÊอหดตวัจนไม่มชี่วง

คลายตวัระหว่างการกระตุ้นแต่ละครั Êง (complete tetanus) หลงัจากนั Êนกระตุ้นกล้ามเนืÊอด้วย

ความถีÉสงู (120 เฮริตซ)์ โดยใชค้วามแรงในการกระตุน้ระดบั maximal stimulus เพืÉอให้เกดิการ

หดตวัสงูสุดจนลา้ 

7. วเิคราะหค์วามแรงและความเรว็ในการหดและคลายตวัของกลา้มเนืÊอจากเสน้บนัทกึ

การหดตวัของกล้ามเนืÊอทีÉได้ท ั Êงหมด โดยวเิคราะห์แรงในการหดตวัของกล้ามเนืÊอสูงสุดเมืÉอ

กระตุน้ดว้ยตวักระตุน้เดีÉยว และตวักระตุ้นต่อเนืÉอง เวลาทีÉใช้ในการหดตวัของกล้ามเนืÊอ เวลาทีÉ

ใช้ในการคลายตวัครึÉงหนึÉง ความถีÉทีÉทําให้เกดิ complete tetanus เมืÉอกระตุ้นด้วยตวักระตุ้นคู่ 

และตวักระตุน้ต่อเนืÉอง เวลาทีÉใชใ้นการหดตวัจนเกดิการลา้จนเหลอื 25% ของแรงสงูสุด 
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รปูทีÉ 2-4  แสดงการวดัการหดและคลายตวัของกลา้มเนืÊอ 

 

  
 

  
 

รปูทีÉ 2-5 (A) แสดงการวดัการหดและคลายตวัของกลา้มเนืÊอ EDL โดยกระตุน้ radial nerve 

 (B)  แสดงการวดัการหดและคลายตวัของกลา้มเนืÊอ EDL โดยกระตุน้โดยตรง 

 (C) แสดงการวดัการหดและคลายตวัของกล้ามเนืÊอ gastrocnemius โดยกระตุ้น 

sciatic nerve 

 (D) แสดงการวดัการหดและคลายตวัของกล้ามเนืÊอ gastrocnemius โดยกระตุ้น 

โดยตรง 

A B 

C D 
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  3.2  การเกบ็เลือดและเนืÊอเยืÉอ 

 หลงัจากวดัการหดตวัของกล้ามเนืÊอเรียบร้อยแล้ว    ผ่าตดัเปิดช่องท้องและ

ทรวงอก เจาะเลือด 3 มิลลิลิตร จากหวัใจ  เมืÉอเลือดแขง็ตวัดีนําไปป ั Éนด้วยเครืÉองป ั Éนแ ยก   

(centrifuge)  ทีÉอุณหภมู ิ4  องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 นาท ีและนําซรี ั Éมไปตรวจระดบัฮอร์โมน

เอสโตรเจนในเลอืดของหนูทุกกลุ่มดว้ยวธิ ีChemiluminescent immune assay (CLA) (ส่งตรวจ

ตวัอยา่งทีÉหอ้งปฏบิตักิารเวชศาสตร์นิวเคลยีร์ โรงพยาบาลสงขลานครนิทร์) และเกบ็กล้ามเนืÊอ 

EDL และ gastrocnemius ขา้งขวา นําไปลา้งใน PBS buffer ใชผ้า้ก๊อซซบัใหแ้หง้และชั ÉงนํÊาหนกั

กลา้มเนืÊอ จากนั Êนนํากลา้มเนืÊอไปเกบ็รกัษาสภาพทีÉอุณหภมู ิ-80 องศาเซลเซยีส และชั ÉงนํÊาหนัก

มดลกู   เพืÉอแสดงถงึการเจรญิเตบิโตของมดลกู    ซึÉงเป็นผลมาจากระดบัฮอรโ์มนเอสโตรเจนใน

ร่างกาย  

 

 3.3  การเตรียมตวัอย่างเนืÊอเยืÉอ  

  การเตรยีมตวัอย่างเนืÊอเยืÉอ เป็นการเตรยีมตวัอย่างชิÊนเนืÊอให้พร้อมเพืÉอทีÉจะ

นําไปตดัใหบ้างดว้ยเครืÉองตดัเยน็ (cryostat) 

1. นําเนืÊอเยืÉอออกจากตูแ้ช่อุณหภมู ิ-80 องศาเซลเซยีส มาละลายทีÉอุณหภูมหิ้อง และ

นํามาวางในช่องวา่งภายในเครืÉองตดัเยน็ (cryochamber) 

2. ตดัแต่งชิÊนเนืÊอใหไ้ดร้ปูร่างและขนาดทีÉตอ้งการ 

3. นําแท่นวางตวัอยา่ง (stub) วางในช่องเกบ็แท่นวางตวัอยา่งภายในเครืÉองตดัเยน็ 

4. ทาตวักลางช่วยยดึตวัอย่าง (tissue freezing medium) บนแท่นวางตวัอย่าง เพืÉอ

เป็นฐานช่วยยดึเนืÊอเยืÉอ 

5. เมืÉอตวักลางช่วยยดึตวัอยา่งเริÉมแขง็ (เป็นสขีาว) ใหว้างเนืÊอเยืÉอ จะทําให้เนืÊอเยืÉอยดึ

ตดิกบัแท่นวางตวัอยา่ง 

6. นําตวัอย่างเนืÊอเยืÉอทีÉได้มายดึตดิกบัทีÉจบับลอ็กตวัอย่างของเครืÉองตดัเยน็ ลอ็คให้

แน่นพอดี จากนั ÊนตดัเนืÊอเยืÉอด้วยความหนา 20 ไมครอน โดยตดัตามขวางกึÉงกลางของมัด

กลา้มเนืÊอ 

7. เกบ็ชิÊนเนืÊอโดยใช้วธิกีาร systemic random sampling โดยเกบ็ชิÊนเนืÊอทุกๆ 5 

section 

 

  3.4  การศึกษาขนาดของเซลลก์ล้ามเนืÊอลายด้วยการย้อมแบบ H&E 

  การยอ้มวธินีีÊอาศยัการทําให้สีหรือสารเคมีไปทําปฏกิิรยิาหรอืรวมตวักบัสิÉงทีÉ

ต้องการศึกษาตามคุณสมบตัิความเป็นกรดและด่างขององค์ประกอบภายในเซลล์ โดยทีÉส ี

hematoxylin จะตดิสใีนส่วนทีÉมคุีณสมบตัใินการตดิสด่ีาง (basophilic) เช่น นิวเคลยีส ทาํให้เหน็

เป็นสนํีÊาเงนิม่วง   ส่วนส ี eosin  จะตดิสใีนส่วนทีÉมคุีณสมบตัใินการตดิสกีรด   (eosinophilic)        



36 
 

เช่น  ไซโตพลาสซมึ ทําให้เหน็เป็นสชีมพูหรอืแดง เพืÉอให้สามารถแยกแยะความแตกต่างของ

องคป์ระกอบภายในเซลลไ์ดช้ดัเจนขึÊน ซึÉงการยอ้มแบบ H&E ดดัแปลงมาจาก สมมาตร ์(2544) 

1. แช่เนืÊอเยืÉอในนํÊ ากลั Éน เพืÉอละลายตัวกลางช่วยยึดตัวอย่าง (tissue freezing 

medium) จาํนวน 2 ครั Êง ครั Êงละ 1 นาท ี

2. แช่เนืÊอเยืÉอใน alcohol-formalin เพืÉอรกัษาสภาพเนืÊอเยืÉอ เป็นเวลา 1 นาท ี

3. แช่เนืÊอเยืÉอดว้ย 70% แอลกอฮอล ์เป็นเวลา 10 วนิาท ี

4. ลา้งเนืÊอเยืÉอในนํÊากลั Éน จาํนวน 2 ครั Êง ครั Êงละ 1 นาท ี

5. ย้อมด้วยสี Mayer’s hematoxylin นาน 5 นาที แล้วล้างสีส่วนเกินออกด้วย

นํÊาประปา 

6. ย้อมด้วยสี eosin นาน 2 นาที แล้วล้างสีส่วนเกินและดึงนํÊ าออกจากเนืÊอเยืÉอ 

(dehydration) ดว้ย 95% แอลกอฮอล ์1 ครั Êง โดยการยกขึÊนลงชา้ๆ 20-30 ครั Êง 

7. ลา้งเนืÊอเยืÉอใน 100% แอลกอฮอล ์1 ครั Êง โดยการยกขึÊนลงชา้ๆ 20-30 ครั Êง  

8. ทาํใหเ้ซลลใ์ส (clearing) โดยแช่ในไซลนี เป็นเวลา 2 นาท ี

9. หยด permount ลงบนเนืÊอเยืÉอในแผ่นสไลด์ และปิดทบัด้วย cover slip จากนั Êน

นําไปศกึษาลกัษณะทางจุลกายวภิาคศาสตรข์องเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์ และบนัทกึภาพด้วย

กลอ้งดจิติอล DP 50 (DP50, Olympus) และวดัขนาดพืÊนทีÉหน้าตดัของเซลล์กล้ามเนืÊอลายด้วย

โปรแกรม Image-Pro Plus 6.0 โดยแบ่งพืÊนทีÉของ section เป็น 5 ส่วน เลอืกส่วนละ 10 เซลล ์

เพืÉอวดัพืÊนทีÉหน้าตดั จะได้ขนาดพืÊนทีÉหน้าตดัของเซลล์ทั Êงหมด 50 เซลล์ต่อตวัอย่าง 1 ตวั ซึÉง

การวดัขนาดพืÊนทีÉหน้าตดัของเซลล์กล้ามเนืÊอลายดดัแปลงมาจากงานวจิยัของ McClung และ

คณะ (2006a) 

 

               
 

รปูทีÉ 2-6  ภาพแสดงการวดัขนาดพืÊนทีÉหน้าตดัของเซลลก์ลา้มเนืÊอลาย 
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  3.5  การย้อมอิมมโูนฟลอูอเรสเซนท์ (Immunofluorescence) 

  การยอ้มวธินีีÊอาศยัปฏกิริยิาของแอนตเิจน (antigen) และแอนตบิอด ี(antibody) 

โดยแอนตบิอดทีีÉใชเ้ป็นแอนตบิอดทีีÉทราบชนิด ซึÉงจะจบักบัแอนตเิจนทีÉเฉพาะเจาะจงกนัในเซลล์

และเป็นสิÉงทีÉตอ้งการศกึษา ซึÉงแอนตบิอดทีีÉใชจ้ะผกูตดิกบัสารเรอืงแสงฟลูออเรสเซนท์ เรยีกว่า 

Fluorescein-labeled antibody ทําให้เหน็การเรอืงแสงทีÉบรเิวณปฏกิริยิาระหว่างแอนตเิจนกบั

แอนตบิอด ีซึÉงการศกึษาครั ÊงนีÊ ใช้วธิกีารยอ้มแบบ indirect immunofluorescence method คอื

การยอ้มโดยใชแ้อนตบิอด ี2 ตวั ไดแ้ก่ แอนตบิอดตีวัทีÉ 1 (unlabeled primary antibody) ซึÉงเป็น

ตวัทีÉจบักบัแอนตเิจนทีÉต้องการศึกษาในเนืÊอเยืÉอ และแอนติบอดตีวัทีÉ 2 (labeled secondary 

antibody) ซึÉงผกูตดิกบัสารเรอืงแสง จะเป็นตวัทีÉทาํปฏกิริยิากบัแอนตบิอดตีวัทีÉ 1 เป็นการขยาย

สญัญาณการเรอืงแสงให้ชดัขึÊน   การยอ้มอมิมูโนฟลูออเรสเซนท์  สามารถเลอืกชนิดของสาร

เรอืงแสงได ้ซึÉงมหีลากหลายส ีและเทคนิคไม่ยุง่ยาก ใชเ้วลาน้อย 

 

  การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนพาร์วลับูมินในกล้ามเนืÊอลายด้วย

วิธีการย้อมอิมมโูนฟลูออเรสเซนท์ (ดดัแปลงจาก Cai et al., 2001, Vongvatcharanon et 

al., 2010 และ Wirakiat et al., 2012) 

1. แช่เนืÊอเยืÉอใน 0.1 M Phosphate buffer เพืÉอละลายตวักลางช่วยยดึตวัอย่าง 

(tissue freezing medium) จาํนวน 2 ครั Êง ครั Êงละ 5 นาท ี

2. แช่เนืÊอเยืÉอใน alcohol-formalin เพืÉอรกัษาสภาพเนืÊอเยืÉอ เป็นเวลา 1 นาท ี

3. แช่เนืÊอเยืÉอดว้ย 70% แอลกอฮอล ์เป็นเวลา 10 วนิาท ี

4. ลา้งเนืÊอเยืÉอใน 0.1 M Phosphate buffer จาํนวน 3 ครั Êง ครั Êงละ 5 นาท ี

5. แช่เนืÊอเยืÉอใน 0.3% Triton X-100 ใน 0.1 M Phosphate buffer ทีÉอุณหภูมหิ้อง  

เป็นเวลา 60 นาท ี

6. ลา้งเนืÊอเยืÉอใน 0.1 M Phosphate buffer จาํนวน 3 ครั Êง ครั Êงละ 5 นาท ี 

7. แช่เนืÊอเยืÉอในบลอ็กกิÊงบฟัเฟอร์ (blocking buffer) ซึÉงประกอบด้วย 2% normal 

horse serum ใน 0.1 M Phosphate buffer ทีÉอุณหภมูหิอ้ง เป็นเวลา 60 นาท ี

8. ลา้งเนืÊอเยืÉอใน 0.1 M Phosphate buffer จาํนวน 3 ครั Êง ครั Êงละ 5 นาท ี

9. แช่เนืÊอเยืÉอในแอนตบิอดีตวัทีÉ 1 (mouse anti-parvalbumin primary antibody) 

อตัราส่วน 1:50 ทีÉอุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชั Éวโมง 

10. ลา้งเนืÊอเยืÉอใน 0.1 M Phosphate buffer จาํนวน 3 ครั Êง ครั Êงละ 5 นาท ี

11. แช่เนืÊอเยืÉอในแอนตบิอดตีวัทีÉ 2 (Texas Red anti-mouse secondary antibody) 

อตัราส่วน 1:200 ทีÉอุณหภมูหิอ้ง เป็นเวลา 1 ชั Éวโมง 

12. ลา้งเนืÊอเยืÉอใน 0.1 M Phosphate buffer จาํนวน 3 ครั Êง ครั Êงละ 5 นาท ี
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13. หยด Vectashield mounting medium และปิดทบัด้วยกระจกปิดสไลด์ ผนึกขอบ

ของกระจกปิดสไลดใ์หท้ ั Éวดว้ยนํÊายาทาเลบ็ชนิดแหง้เรว็ 

14. ห่อสไลด์เนืÊ อเยืÉอด้วยกระดาษอะลูมิเนียมฟรอยด์ เก็บไว้ทีÉมืด อุณหภูมิ 4        

องศาเซลเซยีส 

15. ในกลุ่มควบคุมเชงิลบ   (negative control)   ใช้วธิกีารยอ้มเช่นเดยีวกบักลุ่มอืÉน 

เวน้แต่ไม่ใส่ primary antibody 

16. ศึกษาการแสดงออกของพาร์ว ัลบูมินด้วยกล้องจุลทรรศน์ (Fluorescence 

microscope Olympus, BX50) และบนัทกึภาพดว้ยกลอ้งดจิติอล (DP50, Olympus) 

 

  การศึกษาการแสดงออกของเอสโตรเจน รีเซพเตอรใ์นกล้ามเนืÊอลายด้วย

วิธีการย้อมอิมมูโนฟลูออเรสเซนท์ (ดดัแปลงจาก Wiik et al., 2009 และ Barros et al., 

2009) 

1. แช่เนืÊอเยืÉอใน 0.1 M Phosphate buffer เพืÉอละลายตวักลางช่วยยดึตวัอย่าง 

(tissue freezing medium) จาํนวน 2 ครั Êง ครั Êงละ 5 นาท ี

2. แช่เนืÊอเยืÉอใน alcohol-formalin เพืÉอรกัษาสภาพเนืÊอเยืÉอ เป็นเวลา 1 นาท ี

3. แช่เนืÊอเยืÉอดว้ย 70% แอลกอฮอล ์เป็นเวลา 10 วนิาท ี

4. ลา้งเนืÊอเยืÉอใน 0.1 M Phosphate buffer จาํนวน 3 ครั Êง ครั Êงละ 5 นาท ี

5. แช่เนืÊอเยืÉอใน 0.01 M citric buffer แล้วให้ความร้อนด้วยไมโครเวฟ ทีÉ 700 วตัต ์

นาน 10 นาท ีวางใหเ้ยน็ทีÉอุณหภมูหิอ้ง เป็นเวลา 20 นาท ี

6. ลา้งเนืÊอเยืÉอใน 0.1 M Phosphate buffer จาํนวน 3 ครั Êง ครั Êงละ 5 นาท ี

7. แช่เนืÊอเยืÉอใน 0.3% Triton X-100 ใน 0.1 M Phosphate buffer ทีÉอุณหภูมหิ้อง  

เป็นเวลา 60 นาท ี

8. ลา้งเนืÊอเยืÉอใน 0.1 M Phosphate buffer จาํนวน 3 ครั Êง ครั Êงละ 5 นาท ี 

9. แช่เนืÊอเยืÉอในบลอ็กกิÊงบฟัเฟอร์ (blocking buffer) ซึÉงประกอบด้วย 3% normal 

horse serum ใน 0.1 M Phosphate buffer (สําหรบัศกึษาเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ชนิดแอลฟ่ า) 

หรอื 3% normal  goat serum (สําหรบัศกึษาเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ชนิดเบต้า) ทีÉอุณหภูม ิ4 

องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 ชั Éวโมง 

10. ลา้งเนืÊอเยืÉอใน 0.1 M Phosphate buffer จาํนวน 3 ครั Êง ครั Êงละ 5 นาท ี

11. แช่เนืÊอเยืÉอในแอนติบอดีตวัทีÉ 1 (mouse anti-estrogen receptor antibody 

อตัราส่วน 1:50 หรอื rabbit anti-β estrogen receptor antibody อตัราส่วน 1:200)  ทีÉอุณหภูม ิ

4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชั Éวโมง 

12. ลา้งเนืÊอเยืÉอใน 0.1 M Phosphate buffer จาํนวน 3 ครั Êง ครั Êงละ 5 นาท ี
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13. แช่เนืÊอเยืÉอในแอนตบิอดตีวัทีÉ 2 (Texas Red anti-mouse secondary antibody 

หรอื Fluorescence anti-rabbit secondary antibody) อตัราส่วน 1:200 ทีÉอุณหภูมหิ้อง เป็น

เวลา 1 ชั Éวโมง 

14. ลา้งเนืÊอเยืÉอใน 0.1 M Phosphate buffer จาํนวน 3 ครั Êง ครั Êงละ 5 นาท ี

15. หยด Vectashield mounting medium และปิดทบัด้วยกระจกปิดสไลด์ ผนึกขอบ

ของกระจกปิดสไลดใ์หท้ ั Éวดว้ยนํÊายาทาเลบ็ชนิดแหง้เรว็ 

16. ห่อสไลด์เนืÊ อเยืÉอด้วยกระดาษอะลูมิเนียมฟรอยด์ เก็บไว้ทีÉมืด อุณหภูมิ 4        

องศาเซลเซยีส 

17. ในกลุ่มควบคุมเชงิลบ  (negative control)    ใช้วธิกีารยอ้มเช่นเดยีวกบักลุ่มอืÉน 

เวน้แต่ไม่ใส่ primary antibody 

18. ศกึษาการแสดงออกของเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ด้วยกล้องจุลทรรศน์ (Olympus 

IX70 microscope, Fluoview FV300 Laser Scanning Confocal System)  

 

  3.6  เวสเทิรน์ บลอท (Western blot) 

  เป็นวธิกีารแยกหาโปรตนีทีÉประกอบดว้ยโปรตนีหลายชนิดผสมกนัอยู่ในเนืÊอเยืÉอ 

โดยการแยกตามนํÊาหนกัโมเลกุลของโปรตนี ดว้ยวธิ ีSDS-PAGE หลงัจากนั ÊนเคลืÉอนยา้ยโปรตนี

จากแผ่นเจลไปยงัแผ่นไนโตรเซลลูโลส (nitrocellulose membrane) และใช้วธิอีมิมูโนบลอทติÊง 

(immunoblotting)  เพืÉอหาโปรตนีทีÉต้องการ โดยนําแผ่นไนโตรเซลลูโลสไปทดสอบกบัซรี ั ÉมทีÉมี

แอนตบิอดทีีÉจาํเพาะกบัโปรตนีทีÉต้องการศกึษา ก่อนทีÉจะจบักบัแอนตบิอดชีนิดทีÉ 2 ทีÉผูกตดิกบั

เอนไซม์ เพืÉอขยายสัญญาณ และสามารถทําปฏิกิริยากับ enhanced chemiluminescent 

reagents (ECL)  ทําให้บรเิวณทีÉมแีถบโปรตีนทีÉต้องการศกึษา  เกดิการเรืองแสงออกมา 

(ดดัแปลงจาก Wirakiat et al., 2012) 

 

  การสกดัโปรตีนกล้ามเนืÊอ 

1. นํากลา้มเนืÊอ EDL และ gastrocnemius มาตดัให้เป็นชิÊนเลก็ๆ ภายใต้อุณหภูมจิุด

เยอืกแขง็ 

2. ใส่ complete lysis buffer ใหท้่วมเนืÊอเยืÉอ ใช้ homogenizer บดเนืÊอเยืÉอให้ละเอยีด 

โดยค่อยๆเพิÉมความเรว็ในการบดจากตํÉาสุดไปสงูสุด จนเนืÊอเยืÉอละเอยีด แลว้ป ั Éนต่อไปอกี 2 นาท ี

หลงัจากนั Êนทาํให้เยน็จนแขง็ (freezer) ในไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen) เป็นเวลา 15 นาท ี

และทิÊงใหล้ะลายจนเป็นของเหลว (thawed) โดยนํามาวางทีÉอุณหภูมหิ้อง เป็นเวลา 10 นาท ีทํา

เช่นนีÊ 2 รอบ 

3. นําไปป ั Éนด้วยเครืÉองป ั Éนแยก (centrifuge) ด้วยความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที ทีÉ

อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส นาน 60 นาท ี



40 
 

4. แยกเกบ็ส่วนทีÉเป็นของเหลวใส (supernatant) สาํหรบันําไปวดัปรมิาณโปรตนี เกบ็

ไวท้ีÉอุณหภมู ิ-80 องศาเซลเซยีส 

 

  การวดัปริมาณโปรตีน 

 นํา supernatant ทีÉได้ไปคํานวณหาความเขม้ขน้โดยวธิขีอง Lowry (BIO-RAD) โดย

เปรยีบเทยีบกบัโปรตนีมาตรฐาน คอื bovine serum albumin (BSA) โดยมขี ั ÊนตอนดงันีÊ 

1. นํา supernatant มา dilute 10 เท่าดว้ยนํÊา 

2. ใส่โปรตนีมาตรฐานในถาดหลุมแถวทีÉ 1 จาก well A ถึง well H ใส่ well ละ 25 

ไมโครลติร 

3. นํา sample ทีÉ dilute แลว้ ใส่ well ละ 1 ไมโครลติร แลว้ dilute ดว้ยนํÊา 25 เท่า 

4. เตรยีม working solution โดยเตรยีมในอตัราส่วน solution A: solution B เท่ากบั 5 

มลิลลิติร: 100 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้ใส่ใน well ทั Êงของ standard และ sample 

5. เขยา่ใหเ้ขา้กนัดว้ยเครืÉอง shaker นาน 2 นาท ี

6. incubate ทีÉอุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ี

7. วดัความเขม้ขน้ของโปรตนีดว้ยเครืÉอง microplate reader ทีÉความยาวคลืÉนแสง 562 

นาโนเมตร 

8. นําค่าการดดูกลนืแสงไปคาํนวณหาสมการมาตรฐาน และคาํนวณหาปรมิาณโปรตนี

ทีÉจะใชเ้ตรยีมตวัอยา่ง 

 

  การเตรียมตวัอย่าง (sample) 

1. นํา supernatant ทีÉทราบความเข้มข้นของโปรตีนไปผสมกบั sample buffer 

(Laemmli sample buffer) อตัราส่วน 1:1 

2. นําไปตม้ในนํÊาเดอืดอุณหภมู ิ100 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 นาท ี

3. นําไปป ั Éนด้วยเครืÉองป ั Éนแยก (centrifuge) ด้วยความเรว็ 14,000 รอบต่อนาท ีเป็น

เวลา 1 นาท ี

 

  การเตรียมเจลสาํหรบั SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 

1. เตรยีมอุปกรณ์ชุด electrophoresis และประกอบกระจกสาํหรบัเตรยีมเจล 

2. เตรยีม 12% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide resolving gel และดูด

ส่วนผสมใส่ในกระจกทีÉประกอบแล้ว ใช้ isopropanol เป็นตวั top up บนหน้าเจล เพืÉอไล่

ฟองอากาศ วางไว้ทีÉอุณหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 60 นาที เพืÉอให้เกิดการ      

พอลเิมอรไ์รดเ์ซชั Éน (polymerization) 
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3. เตรยีม 4% sodium dodecyl sulfate (SDS) polyacrylamide stack gel แล้วล้าง 

isopropanol ด้วยนํÊา 2 ครั Êง หลงัจากนั Êนดูดส่วนผสมใส่ในกระจก วางไว้ทีÉอุณหภูมิห้อง         

(25 องศาเซลเซยีส) เป็นเวลา 60 นาท ีเพืÉอใหเ้กดิการพอลเิมอรไ์รดเ์ซชั Éน (polymerization) 

4. ประกอบกระจกกบัอุปกรณ์ชุด electrophoresis 

5. เตมิ 1xSDS running buffer  

6. หยอด sample ทีÉผสมดว้ย loading buffer 10 ไมโครลติร ลงใน well 

7. ปล่อยกระแสไฟฟ้ า 90 โวลต์ constant amplify ต่อเจล ในขณะทีÉสขีอง dye อยู่ใน

ชั Êนของ stack gel และเปลีÉยนเป็น 100 โวลต์ เมืÉอสขีอง dye อยู่ในชั Êนของ resolving gel โดย 

run ในกระบะนํÊาแขง็ จนกระทั Éงสถีงึขอบล่างของเจล 

 

  การย้ายโปรตีนจากแผ่นเจลมายงัแผ่นไนโตรเซลลโูลส 

1. ประกอบเจลและเมมเบรนลงใน Mini Trans-Blot โดยมลีําดบัการวางดงันีÊ ฟองนํÊา 

กระดาษกรอง (filter paper) แผ่นเจล แผ่นไนโตรเซลลโูลส กระดาษกรอง และฟองนํÊา 

2. ประกอบ cassette กบัชุดอุปกรณ์ Mini Trans-Blot 

3. เตมิทรานสเฟอร์บฟัเฟอร์ (transfer buffer) ลงในแชมเบอร์ (chamber) พร้อมใส่

นํÊาแขง็ 

4. ย้ายโปรตีนจากแผ่นเจลมายงัแผ่นไนโตรเซลลูโลส โดยใช้กระแสไฟฟ้ า  250    

มลิลแิอมแปร ์constant amplify เป็นเวลา 2 ชั Éวโมง 

 

  การทาํอิมมโูนบลอทติÊง (Immunoblotting) 

1. บลอ็กโปรตีนทีÉไม่ต้องการ (non-specific protein) โดยนําแผ่นไนโตรเซลลูโลส    

มาแช่ใน 7% non fat milk ใน TBS (TBS 27.9 มลิลลิติร + non fat milk 2.1 มลิลลิติร) ทีÉ

อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 คนื และเขย่าแนวราบทีÉอุณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีส อกี 

30 นาท ี

2. ลา้งแผ่นไนโตรเซลลโูลสดว้ย TBS 2 ครั Êง ครั Êงละ 5 นาท ี

3. แช่แผ่นไนโตรเซลลูโลสในแอนตบิอดตีวัทีÉหนึÉงทีÉละลายใน 10% non fat milk ใน 

TBS อตัราส่วน 1:1,000 เป็นเวลา 2 ชั Éวโมง บนเครืÉองเขย่า ทีÉอุณหภูมหิ้อง และ 1 ชั Éวโมง ทีÉ

อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส 

4. ล้างแอนตบิอดสี่วนเกนิออกจากแผ่นไนโตรเซลลูโลสด้วย TBST 3 ครั Êง ครั Êงละ 4 

นาท ี

5. แช่แผ่นไนโตรเซลลูโลสในแอนตบิอดตีวัทีÉสองทีÉละลายใน 10% non fat milk ใน 

TBS อตัราส่วน 1:10,000 เป็นเวลา 2 ชั Éวโมง บนเครืÉองเขย่า ทีÉอุณหภูมหิ้อง และ 1 ชั Éวโมง ทีÉ

อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส 
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6. ลา้งแอนตบิอดสี่วนเกนิออกดว้ย TBST 3 ครั Êง ครั Êงละ 4 นาท ีและตามด้วย TBS 1 

ครั Êง ก่อนนําไปทาํปฏกิริยิากบั ECL 

 

  การทาํให้เกิดภาพของแถบโปรตีน (Detection) 

1. แช่แผ่นไนโตรเซลลูโลสใน enhance chemiluminescent reagents เป็นเวลา 5 

นาท ีและทาํใหแ้ผ่นไนโตรเซลลโูลสแหง้สนิท 

2. ประกบแผ่นไนโตรเซลลโูลสดว้ย hyperfilm 1, 3 และ 5 นาท ี

3. นํา hyperfilm ในข้อ 2 ไปทําให้เกดิภาพในนํÊายาดวิลิอบเพอร์ (developer) เป็น

เวลา 30 วนิาท ีลา้งนํÊายาดวิลิอบเพอรด์ว้ยนํÊาประปา แล้วตามด้วยนํÊายาฟิกเซอร์ (fixer) 1 นาท ี

ลา้งดว้ยนํÊาประปาอกี 1 ครั Êง และทาํให ้hyper film แหง้สนิท 

4. วเิคราะหค์วามเขม้ของแถบโปรตนี โดยนําแผ่นฟิลม์ไปแสกน และวดัความเขม้ของ

แถบโปรตนีดว้ยโปรแกรม Image-Pro Plus 6.0 

 

4.  สถิติทีÉใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล 

 1.  ระดบัฮอรโ์มนเอสโตรเจนในเลอืด ประสทิธภิาพการหดและคลายตวัของกล้ามเนืÊอ

ขนาดพืÊนทีÉหน้าตดัของเซลลก์ลา้มเนืÊอลาย แสดงค่าเป็นค่าเฉลีÉย ± ส่วนเบีÉยงเบนมาตรฐาน 

 2.  ระดบัความเขม้ขน้ของแถบพารว์ลับมูนิทีÉแสดงออกในแต่ละกลุ่มการทดลอง แสดงค่า

เป็นค่าเฉลีÉย ± ส่วนเบีÉยงเบนมาตรฐาน และแสดงเป็นเปอรเ์ซน็ตเ์ปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม 

 3.  วเิคราะห์ผลการทดลองโดยใช้สถิต ิone way ANOVA และทดสอบความแตกต่าง

ของค่าเฉลีÉยในแต่ละกลุ่มโดยใช้ Least significant different test (LSD) p<0.05 ถือว่าแตกต่าง

อยา่งมนียัสาํคญั 
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บททีÉ 3 

ผลการทดลอง 

 

1. ข้อมลูพืÊนฐาน 

 

1.1  นํÊาหนกัตวัของหนูแต่ละกลุ่ม  

  จากการศกึษาพบว่า กลุ่ม OVX มนํีÊาหนักตวัมากทีÉสุด ซึÉงมากกว่ากลุ่ม Sham และ

 กลุ่มทีÉไดร้บัฮอรโ์มนอยา่งมนียัสาํคญั (p < 0.05) หนูกลุ่มทีÉไดร้บัฮอรโ์มนทดแทน E10 

 และ E20 มนํีÊาหนักตวัน้อยกว่ากลุ่ม Sham อย่างมนีัยสําคญั (p < 0.05) และหนูกลุ่ม

 ทีÉได้ร ับฮอร์โมนทดแทน E40  มีนํÊาหนักตัวมากกว่ากลุ่ม E10 และ E20 อย่างมี

 นยัสาํคญั (p < 0.05)  ดงัตารางทีÉ 3-1 ขณะทีÉนํÊาหนกัตวัก่อนการทดลองของหนูแต่ละ

 กลุ่ม มค่ีาไม่แตกต่างกนั 

1.2  อตัราการเพิÉมนํÊาหนกัตวัของหนูแต่ละกลุ่มต่อเดอืน  

 จากการศกึษาพบวา่ กลุ่ม OVX  มอีตัราการเพิÉมของนํÊาหนักตวัมากทีÉสุด ซึÉงมากกว่า

 กลุ่ม Sham และกลุ่มทีÉไดร้บัฮอรโ์มนอยา่งมนียัสาํคญั (p < 0.05) ส่วนหนูกลุ่มทีÉได้รบั

 ฮอร์โมนทดแทน E10, E20 และ E40 มอีตัราการเพิÉมของนํÊาหนักตวัไม่แตกต่างจาก

 กลุ่ม Sham หนูกลุ่มทีÉได้รบัฮอร์โมนทดแทน E40 มอีตัราการเพิÉมของนํÊาหนักตวั

 มากกวา่กลุ่ม E20 อยา่งมนียัสาํคญั (p < 0.05) ดงัตารางทีÉ 3-1 

1.3  นํÊาหนกัมดลกูของหนูแต่ละกลุ่ม  

  จากการศกึษาพบวา่ กลุ่ม OVX มนํีÊาหนกัมดลกูน้อยทีÉสุด ซึÉงน้อยกวา่กลุ่ม Sham และ

 กลุ่มทีÉไดร้บัฮอรโ์มนอยา่งมนียัสาํคญั (p < 0.05) และหนูกลุ่มทีÉได้รบัฮอร์โมนทดแทน

 ทุกกลุ่มมนํีÊาหนักมดลูกมากกว่ากลุ่ม Sham อย่างมนีัยสําคญั (p < 0.05) หนูกลุ่มทีÉ

 ได้รบัฮอร์โมนทดแทน E40 มนํีÊาหนักมดลูกมากกว่ากลุ่ม E10 และ E20 อย่างมี

 นยัสาํคญั (p < 0.05) ดงัตารางทีÉ 3-1 

1.4  นํÊาหนกัมดลกู / นํÊาหนกัตวัของหนูแต่ละกลุ่ม  

  จากการศกึษาพบวา่ กลุ่ม OVX มนํีÊาหนกัมดลกู/นํÊาหนกัตวัน้อยทีÉสุด ซึÉงน้อยกว่ากลุ่ม 

 Sham และกลุ่มทีÉได้รบัฮอร์โมนอย่างมีนัยสําคญั (p < 0.05) และหนูกลุ่มทีÉได้ร ับ

 ฮอร์โมนทดแทนทุกกลุ่ม มีนํÊาหนักมดลูก/นํÊาหนักตวัมากกว่ากลุ่ม Sham อย่างมี

 นยัสาํคญั (p < 0.05) หนูกลุ่มทีÉ ไดร้บัฮอรโ์มนทดแทน E40 มนํีÊาหนกัมดลกู/นํÊาหนกัตวั

 มากกวา่กลุ่ม E10 และ E20 อยา่งมนียัสาํคญั (p < 0.05) ดงัตารางทีÉ 3-1 
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 1.5  นํÊาหนกักลา้มเนืÊอ EDL ของหนูแต่ละกลุ่ม  

 จากการศึกษาพบว่า กลุ่ม OVX มีนํÊ าหนักกล้ามเนืÊอน้อยทีÉสุด ซึÉงน้อยกว่ากลุ่ม

 Sham อยา่งมนียัสาํคญั (p < 0.05) ส่วนกลุ่มทีÉไดร้บัฮอรโ์มนทดแทนทุกกลุ่มมนํีÊาหนัก

 กล้ามเนืÊอไม่แตกต่างจากกลุ่ม Sham แต่กลุ่ม E20 และ E40 มนํีÊาหนักกล้ามเนืÊอ

 มากกวา่กลุ่ม OVX อยา่งมนียัสาํคญั (p < 0.05) ดงัตารางทีÉ 3-1 

 1.6  นํÊาหนกักลา้มเนืÊอ EDL ต่อนํÊาหนกัตวัของหนูแต่ละกลุ่ม  

 จากการศกึษาพบวา่ กลุ่ม OVX มนํีÊาหนักกล้ามเนืÊอ/นํÊาหนักตวัน้อยทีÉสุด ซึÉงน้อยกว่า

 กลุ่ม Sham อยา่งมนียัสาํคญั  (p < 0.05) ส่วนกลุ่มทีÉได้รบัฮอร์โมนทดแทน E10, 

 E20 และ E40 มีนํÊ าหนักกล้ามเนืÊอต่อนํÊาหนักตัวไม่แตกต่างจากกลุ่ม Sham แต่

 มากกวา่กลุ่ม OVX อยา่งมนียัสาํคญั (p < 0.05) ดงัตารางทีÉ 3-1 

 1.7  นํÊาหนกักลา้มเนืÊอ gastrocnemius ของหนูแต่ละกลุ่ม  

  จากการศกึษาพบวา่ นํÊาหนกักลา้มเนืÊอทุกกลุ่มมค่ีาไม่แตกต่างกนั ดงัตารางทีÉ 3-1 

 1.8 นํÊาหนกักลา้มเนืÊอ gastrocnemius ต่อนํÊาหนกัตวัของหนูแต่ละกลุ่ม  

 จากการศกึษาพบวา่ นํÊาหนกักลา้มเนืÊอทุกกลุ่มมค่ีาไม่แตกต่างกนั ดงัตารางทีÉ 3-1 
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ตารางทีÉ 3-1  แสดงนํÊ าหนักตัว   อัตราการเพิÉมนํÊ าหนักตัวต่อเดือน  นํÊ าหนักมดลูก                 

 นํÊาหนักมดลูกต่อนํÊาหนักตวั นํÊาหนักกล้ามเนืÊอ EDL และ gastrocnemius และ

 นํÊาหนกักลา้มเนืÊอ EDL และ gastrocnemius ต่อนํÊาหนกัตวั ของหนูแต่ละกลุ่ม  

  (แสดงค่าเป็นค่าเฉลีÉย ± SEM) 

 
กลุ่ม       Sham OVX E10 E20 E40 

นํÊาหนกัตวั 

(กรมั) 
260.53 ± 2.93+ 275.60 ± 5.22* 248.60 ± 3.67+* 247.47 ± 4.88+* 261.27 ± 3.07+ 

อตัราการเพิÉม

นํÊาหนกัตวัต่อ

เดอืน (กรมั) 

8.35 ± 0.71+ 17.93 ± 1.29* 6.98 ± 0.83+ 6.43 ± 1.29+ 9.65 ± 1.35+ 

นํÊาหนกัมดลูก 

(กรมั) 
0.46 ± 0.04+ 0.14 ± 0.01* 0.57 ± 0.01+* 0.61 ± 0.03+* 0.75 ± 0.04+* 

นํÊาหนกัมดลูกต่อ

นํÊาหนกัตวั 

(x100) 

0.18 ± 0.02+ 0.05 ± 0.01* 0.23 ± 0.01+* 0.25 ± 0.01+* 0.29 ± 0.02+* 

นํÊาหนกั EDL 

(กรมั) 
0.070 ± 0.002+ 0.060 ± 0.003* 0.063 ± 0.002 0.069 ± 0.002+ 0.070 ± 0.003+ 

นํÊาหนกั EDL ต่อ

นํÊาหนกัตวั 

(x100) 

0.027 ± 0.001+ 0.022 ± 0.001* 0.025 ± 0.001+ 0.028 ± 0.001+ 0.027 ± 0.001+ 

นํÊาหนกั

gastrocnemius 

(กรมั) 

1.587 ± 0.029 1.600 ± 0.088 1.533 ± 0.047 1.573 ± 0.045 1.587 ± 0.031 

นํÊาหนกั

gastrocnemius 

ต่อนํÊาหนกัตวั

(x100) 

0.609 ± 0.008 0.577 ± 0.024 0.616 ± 0.014 0.635 ± 0.012 0.607 ± 0.010 

 

*   มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม Sham ทีÉ p<0.05 (n = 10)  

+  มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม OVX  ทีÉ p<0.05 (n = 10) 
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2. ระดบัฮอรโ์มนเอสโตรเจนในเลือด 

  จากการตรวจวดัปรมิาณฮอร์โมนเอสโตรเจนจากซรี ั Éมของหนูแต่ละกลุ่ม พบว่า

หนูกลุ่ม OVX มปีรมิาณฮอรโ์มนเอสโตรเจนน้อยทีÉสุดคอื 32.8 ± 1.63 พก./มล. ซึÉงน้อยกว่ากลุ่ม 

Sham และกลุ่มทีÉได้ร ับฮอร์โมนอย่างมีนัยสําคญั (p<0.05) กลุ่ม Sham มีปริมาณฮอร์โมน

เอสโตรเจน  41.6 ± 2.43 พก./มล.   ส่วนกลุ่มทีÉได้รบัฮอร์โมนทั Êงสามกลุ่มมปีรมิาณฮอร์โมน

เอสโตรเจนมากกวา่กลุ่ม OVX และ กลุ่ม Sham อย่างมนีัยสําคญั (p<0.05)    โดยกลุ่มทีÉได้รบั

ฮอรโ์มน 10, 20 และ 40 มคก./กก. มปีรมิาณฮอรโ์มนเอสโตรเจน 82.38 ± 4.79, 175.6 ± 12.84 

และ 268.63 ± 36.47 พก./มล. ตามลําดบั  กลุ่มทีÉได้รบัฮอร์โมน  E10  มปีรมิาณฮอร์โมน

เอสโตรเจนน้อยกวา่กลุ่ม E20 และ E40 อยา่งมนียัสาํคญั (p<0.05) ดงัรปูทีÉ 3-1 

 

                     
 

รปูทีÉ 3-1 แสดงระดบัฮอรโ์มนเอสโตรเจนในเลอืดของหนูแต่ละกลุ่ม 

 *  มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม Sham ทีÉ p<0.05 (n = 10) 

 +  มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม OVX  ทีÉ p<0.05 (n = 10) 
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3. ประสิทธิภาพการหดและคลายตวัของกล้ามเนืÊอ 

 

   
 

รปูทีÉ 3-2  แสดงเสน้บนัทกึการหดตวัของกลา้มเนืÊอเมืÉอกระตุน้เดีÉยวในกลุ่ม Sham (A), OVX (B) 

และ E20 (C) 

 

   
 

รปูทีÉ 3-3  แสดงเสน้บนัทกึการหดตวัของกลา้มเนืÊอเมืÉอกระตุ้นต่อเนืÉองในกลุ่ม Sham (A), OVX 

(B) และ E20 (C) 
 

3.1 แรงหดตวัสงูสุดของกลา้มเนืÊอ EDL และ gastrocnemius เมืÉอกระตุ้นเดีÉยว (peak twitch 

tension) และกระตุน้ต่อเนืÉอง (peak tetanic tension) 

 จากการศกึษาพบวา่ ในกลา้มเนืÊอ EDL  กลุ่ม  OVX  มแีรงหดตวัสงูสุดเมืÉอกระตุน้เดีÉยว 

และกระตุ้นต่อเนืÉองน้อยทีÉสุด ซึÉงน้อยกว่ากลุ่ม Sham อย่างมนีัยสําคญั (p < 0.05) ขณะทีÉหนู

กลุ่มทีÉไดร้บัฮอรโ์มนทดแทน E20 มแีรงหดตวัสงูสุดเมืÉอกระตุ้นเดีÉยวและกระตุ้นต่อเนืÉองเพิÉมขึÊน

จนใกลเ้คยีงกบักลุ่ม Sham และมากกวา่กลุ่ม OVX อยา่งมนียัสาํคญั (p < 0.05) และกลุ่มทีÉไดร้บั

ฮอร์โมนทดแทน E40 มแีรงหดตวัสูงสุดเมืÉอกระตุ้นเดีÉยวมากกว่ากลุ่ม OVX และกลุ่ม Sham 

อย่างมนีัยสําคญั (p < 0.05) ส่วนกลุ่ม E10 มแีรงหดตวัเพิÉมขึÊน แต่น้อยกว่ากลุ่ม Sham และ

กลุ่มทีÉไดร้บัฮอรโ์มนทดแทน E20 และ E40 อยา่งมนียัสาํคญั (p < 0.05) ดงัรปูทีÉ 3-4 

A B C 

A B C 
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รปูทีÉ 3-4 แสดงแรงหดตวัสงูสุดเมืÉอกระตุน้เดีÉยว (peak twitch tension) และกระตุน้ต่อเนืÉอง  

       (peak tetanic tension) ของกลา้มเนืÊอ EDL ของหนูแต่ละกลุ่ม (n=10) 

            * มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม Sham ทีÉ p<0.05 

   + มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม OVX  ทีÉ p<0.05 

    

 ในกลา้มเนืÊอ gastrocnemius กลุ่ม OVX มแีรงหดตวัสูงสุดเมืÉอกระตุ้นเดีÉยวและกระตุ้น

ต่อเนืÉองน้อยทีÉสุด ซึÉงน้อยกว่ากลุ่ม Sham อย่างมนีัยสําคญั (p < 0.05) ขณะทีÉหนูกลุ่มทีÉได้รบั

ฮอรโ์มนทดแทน E40 มแีรงหดตวัสงูสุดเมืÉอกระตุน้เดีÉยวและกระตุ้นต่อเนืÉองเพิÉมขึÊนจนใกล้เคยีง

กบักลุ่ม Sham และมากกวา่กลุ่ม OVX อยา่งมนีัยสําคญั (p < 0.05) ส่วนกลุ่ม E10 และ E20 มี

แรงหดตวัเพิÉมขึÊน แต่น้อยกว่ากลุ่ม Sham และกลุ่มทีÉได้ร ับฮอร์โมนทดแทน E40 อย่างมี

นยัสาํคญั (p < 0.05) ดงัรปูทีÉ 3-5 
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รปูทีÉ 3-5 แสดงแรงหดตวัสงูสุดเมืÉอกระตุน้เดีÉยว (peak twitch tension) และกระตุน้ต่อเนืÉอง  

       (peak tetanic tension) ของกลา้มเนืÊอ gastrocnemius ของหนูแต่ละกลุ่ม (n=10) 

            * มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม Sham ทีÉ p<0.05 

     + มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม OVX  ทีÉ p<0.05 

  

3.2 เวลาทีÉใช้ในการหดตวั (contraction time) และเวลาทีÉใช้ในการคลายตวัครึÉงหนึÉง (one-

half relaxation time) ของกลา้มเนืÊอ EDL และ gastrocnemius 

 จากการศกึษาพบวา่ เวลาทีÉใชใ้นการหดตวัในกลา้มเนืÊอ EDL และ gastrocnemius ของ

หนูทุกกลุ่มมค่ีาไม่แตกต่างกนั ดงัรูปทีÉ 3-6 ส่วนเวลาทีÉใช้ในการคลายตวัครึÉงหนึÉง ในกล้ามเนืÊอ 

EDL กลุ่ม OVX มค่ีาไม่ต่างจากกลุ่ม Sham แต่มแีนวโน้มมากกว่ากลุ่ม Sham ขณะทีÉกลุ่มทีÉ

ไดร้บัฮอรโ์มนทดแทน E10 และ E20 มค่ีาลดลงใกลเ้คยีงกบักลุ่ม Sham และน้อยกวา่กลุ่ม OVX 

อยา่งมนียัสาํคญั (p < 0.05) ในกลา้มเนืÊอ gastrocnemius พบวา่กลุ่ม OVX มค่ีาไม่ต่างจากกลุ่ม 

Sham แต่มแีนวโน้มมากกว่ากลุ่ม Sham ขณะทีÉกลุ่มทีÉได้รบัฮอร์โมนทดแทน E10 มค่ีาลดลง

ใกลเ้คยีงกบักลุ่ม Sham และน้อยกวา่กลุ่ม OVX อยา่งมนียัสาํคญั (p < 0.05) ดงัรปูทีÉ 3-7 
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รูปทีÉ 3-6 แสดงเวลาทีÉใช้ในการหดตัว (contraction time) ของกล้ามเนืÊอ EDL และ

gastrocnemius ของหนูแต่ละกลุ่ม (n=10) 

 

                        
 

รปูทีÉ 3-7 แสดงเวลาทีÉใชใ้นการคลายตวัครึÉงหนึÉง (one-half relaxation time) ของกลา้มเนืÊอ EDL

และ gastrocnemius ของหนูแต่ละกลุ่ม (n=10) 

   + มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม OVX  ทีÉ p<0.05 

 

 3.3 เวลาทีÉใช้ในการหดตวัจนได้แรงสูงสุดเมืÉอกระตุ้นต่อเนืÉอง (time to peak tension) ของ

กลา้มเนืÊอ EDL และ gastrocnemius 

 จากการศกึษาพบวา่ ในกลา้มเนืÊอ EDL กลุ่ม OVX มค่ีาเวลาทีÉใช้ในการหดตวัจนได้แรง

สงูสุดเมืÉอกระตุน้ต่อเนืÉองไม่ต่างจากกลุ่ม Sham แต่มแีนวโน้มมากกวา่กลุ่ม Sham ขณะทีÉกลุ่มทีÉ

ไดร้บัฮอรโ์มนทดแทนมค่ีาลดลงใกลเ้คยีงกบักลุ่ม  Sham  โดยกลุ่มทีÉไดร้บัฮอรโ์มนทดแทน E10 

มค่ีาน้อยกว่ากลุ่ม OVX กลุ่ม Sham และกลุ่ม E40 อย่างมนีัยสําคญั (p < 0.05) และกลุ่ม E20 
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มค่ีาน้อยกวา่กลุ่ม OVX อยา่งมนียัสาํคญั (p < 0.05) ในกลา้มเนืÊอ gastrocnemius กลุ่ม OVX มี

ค่าเวลาทีÉใช้ในการหดตวัจนได้แรงสูงสุดเมืÉอกระตุ้นต่อเนืÉองไม่ต่างจากกลุ่ม Sham และกลุ่มทีÉ

ได้รบัฮอร์โมนทดแทนมค่ีาไม่ต่างจากกลุ่ม  Sham และ OVX แต่กลุ่มทีÉได้รบัฮอร์โมนทดแทน 

E20 มค่ีามากกว่ากลุ่ม Sham อย่างมนีัยสําคญั (p < 0.05)  และกลุ่ม E10 มค่ีาน้อยกว่ากลุ่ม 

E20 และ E40 อยา่งมนียัสาํคญั (p < 0.05) ดงัรปูทีÉ 3-8 

 

                    
 

รูปทีÉ 3-8  แสดงเวลาทีÉใช้ในการหดตวัจนได้แรงสูงสุดเมืÉอกระตุ้นต่อเนืÉอง (time to peak 

tension) ของกลา้มเนืÊอ EDL และ gastrocnemius ของหนูแต่ละกลุ่ม (n=10) 

             * มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม Sham ทีÉ p<0.05 

    + มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม OVX  ทีÉ p<0.05 

 

 3.4 เวลาทีÉใช้ในการหดตวัจนล้าเหลอื 25% ของแรงสูงสุด (time to fatigue) ของกล้ามเนืÊอ 

EDL และ gastrocnemius 

 จากการศกึษาพบว่า ในกล้ามเนืÊอ EDL กลุ่ม OVX มค่ีาเวลาทีÉใช้ในการหดตวัจนล้า

เหลอื 25% ของแรงสูงสุดไม่ต่างจากกลุ่ม Sham แต่มแีนวโน้มน้อยกว่ากลุ่ม Sham และกลุ่มทีÉ

ไดร้บัฮอรโ์มนทดแทนมค่ีาเพิÉมขึÊน    โดยกลุ่ม E40  มค่ีามากกว่ากลุ่มอืÉนๆ   อย่างมนีัยสําคญั 

(p < 0.05) ในกลา้มเนืÊอ gastrocnemius  กลุ่ม  OVX  และกลุ่มทีÉได้รบัฮอร์โมนทดแทน E10 มี

ค่าเวลาทีÉใชใ้นการหดตวัจนลา้เหลอื 25% ของแรงสงูสุดน้อยกวา่กลุ่ม  Sham   อยา่งมนียัสาํคญั 

(p < 0.05)   ขณะทีÉกลุ่มทีÉได้รบัฮอร์โมนทดแทน E40 มค่ีามากกว่ากลุ่มอืÉนๆ อย่างมนีัยสําคญั 

(p < 0.05) ดงัรปูทีÉ 3-9 
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รูปทีÉ 3-9   แสดงเวลาทีÉใช้ในการหดตวัจนล้าเหลอื 25% ของแรงสูงสุด (time to fatigue) ของ

กลา้มเนืÊอ EDL และ gastrocnemius ของหนูแต่ละกลุ่ม (n=10) 

             * มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม Sham ทีÉ p<0.05 

    + มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม OVX  ทีÉ p<0.05 

 

 3.5 ความถีÉตํÉาสุดทีÉทําให้เกดิ complete tetanus เมืÉอกระตุ้นคู่ และกระตุ้นต่อเนืÉอง ของ

กลา้มเนืÊอ EDL และ gastrocnemius 

 จากการศึกษาพบว่า ในกล้ามเนืÊอ EDL กลุ่ม OVX มีค่าความถีÉตํÉาสุดทีÉทําให้เกิด 

complete  tetanus  เมืÉอกระตุ้นคู่  และกระตุ้นต่อเนืÉองน้อยกว่ากลุ่ม  Sham  อย่างมนีัยสําคญั 

(p < 0.05) ขณะทีÉกลุ่มทีÉไดร้บัฮอรโ์มนทดแทนมค่ีาเพิÉมขึÊนใกลเ้คยีงกบักลุ่ม Sham และมากกว่า

กลุ่ม OVX อย่างมีนัยสําคญั (p < 0.05) โดยกลุ่ม E10 มค่ีาค่าความถีÉตํÉาสุดทีÉทําให้เกิด 

complete tetanus เมืÉอกระตุน้ต่อเนืÉองมากกวา่กลุ่ม E20 และ E40 อย่างมนีัยสําคญั (p < 0.05) 

ในกล้ามเนืÊอ gastrocnemius กลุ่ม OVX มค่ีาความถีÉตํÉาสุดทีÉทําให้เกดิ complete tetanus เมืÉอ

กระตุ้นคู่น้อยกว่ากลุ่ม Sham อย่างมีนัยสําคญั (p < 0.05) แต่มค่ีาความถีÉตํÉาสุดทีÉทําให้เกิด 

complete tetanus เมืÉอกระตุ้นต่อเนืÉองไม่ต่างจากกลุ่ม Sham ขณะทีÉกลุ่มทีÉได้รบัฮอร์โมน

ทดแทนมค่ีาเพิÉมขึÊนใกล้เคยีงกบักลุ่ม Sham โดยกลุ่ม E10 และ E40 มค่ีาความถีÉตํÉาสุดทีÉทําให้

เกดิ complete tetanus เมืÉอกระตุ้นคู่มากกว่ากลุ่ม OVX อย่างมนีัยสําคญั (p < 0.05) และกลุ่ม 

E10 และ E20 มค่ีาความถีÉตํÉาสุดทีÉทาํใหเ้กดิ complete tetanus เมืÉอกระตุน้ต่อเนืÉองมากกวา่กลุ่ม 

OVX และกลุ่ม Sham อยา่งมนียัสาํคญั (p < 0.05) ดงัรปูทีÉ 3-10 และ 3-11 
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รปูทีÉ 3-10 แสดงความถีÉตํÉาสุดทีÉทาํใหเ้กดิ complete tetanus เมืÉอกระตุน้คู่ และกระตุน้ต่อเนืÉอง    

          ของกลา้มเนืÊอ EDL ของหนูแต่ละกลุ่ม (n=10) 

             * มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม Sham ทีÉ p<0.05 

    + มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม OVX  ทีÉ p<0.05 

 

                        
 

รปูทีÉ 3-11 แสดงความถีÉตํÉาสุดทีÉทาํใหเ้กดิ complete tetanus เมืÉอกระตุน้คู่ และกระตุน้ต่อเนืÉอง    

          ของกลา้มเนืÊอ gastrocnemius ของหนูแต่ละกลุ่ม (n=10) 

             * มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม Sham ทีÉ p<0.05 

    + มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม OVX  ทีÉ p<0.05 
 
 
 
 
 
 

.0

10.0

20.0

30.0

40.0

50.0

60.0

กระตุ้นคู่

กระตุ้นต่อเนืÉอง

ความถีÉตํÉาสุดทีÉทําใหเ้กดิ complete tetanus (เฮริตซ์)

กลุ่ม

+ + +

+ + +

Sham       OVX        E10         E20         E40

.0

10.0

20.0

30.0

40.0

50.0

60.0

กระตุ้นคู่

กระตุ้นต่อเนืÉอง

* *

กลุ่ม

+ +

+ +

Sham       OVX         E10         E20          E40

ความถีÉตํÉาสุดทีÉทําใหเ้กดิ complete tetanus (เฮริตซ)์  

 

* 

* 

* 



54 
 

4. ศึกษาขนาดของเซลลก์ล้ามเนืÊอลายด้วยการย้อมแบบ H&E 
 
  เซลล์กล้ามเนืÊอลาย มลีกัษณะเป็นทรงกระบอก เมืÉอตดัตามขวาง จะมองเห็น

เซลลล์กัษณะเป็นวงกลม แต่ละเซลลม์มีากกวา่หนึÉงนิวเคลยีส และนิวเคลยีสอยูบ่รเิวณขอบเซลล ์

ยอ้มตดิสมี่วง ไซโตพลาสซมึยอ้มตดิสชีมพู มเีนืÊอเยืÉอเกีÉยวพนัล้อมรอบเซลล์กล้ามเนืÊอ เรยีกว่า 

endomysium  ซึÉงจะมองเห็นเส้นใยคอลลาเจน   ย้อมติดสีชมพู  แทรกอยู่ระหว่างเซลล์

กลา้มเนืÊอลาย ดงัรปูทีÉ 3-13 และ 3-14 

  จากการวดัขนาดของเซลล์กล้ามเนืÊอลายของหนูแต่ละกลุ่ม พบว่า กลุ่ม  OVX  

มค่ีาเฉลีÉยของพืÊนทีÉหน้าตดัของเซลลน้์อยกวา่กลุ่ม  Sham   อยา่งมนีัยสําคญั (p < 0.05) ขณะทีÉ

หนูกลุ่มทีÉได้รบัฮอร์โมนทดแทน E10, E20 และ E40 มค่ีาเพิÉมขึÊนจนใกล้เคยีงกบักลุ่ม Sham 

และมากกวา่กลุ่ม OVX อยา่งมนียัสาํคญั (p < 0.05) ทั Êงในกล้ามเนืÊอ EDL และ gastrocnemius

ดงัรปูทีÉ 3-12 

 

                        
 
รปูทีÉ 3-12  แสดงค่าเฉลีÉยพืÊนทีÉหน้าตัดของเซลล์กล้ามเนืÊ อ EDL และ gastrocnemius          

 ของหนูแต่ละกลุ่ม (n=10) 

             * มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม Sham ทีÉ p<0.05 

    + มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม OVX  ทีÉ p<0.05 
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รปูทีÉ 3-13 แสดงลกัษณะของเซลลก์ลา้มเนืÊอ EDL ของหนูกลุ่ม Sham (A), OVX (B), E10 (C),   

             E20 (D) และ E40 (E) ดว้ยการยอ้มแบบ H&E  
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รปูทีÉ 3-14 แสดงลกัษณะของเซลลก์ลา้มเนืÊอ gastrocnemius ของหนูกลุ่ม Sham (A), OVX (B),  

    E10 (C), E20 (D) และ E40 (E) ดว้ยการยอ้มแบบ H&E  
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5. ปฏิกิริยาอิมมโูนของ estrogen receptor ชนิด α (ERα) ในกล้ามเนืÊอลายโดยวิธีการ  

 ย้อมอิมมโูนฟลอูอเรสเซนท ์

 

  จากการศกึษาพบปฏิกิรยิาอิมมูโนของ ERα  บริเวณนิวเคลียสของเซลล์

กล้ามเนืÊอลายของหนูกลุ่มควบคุมเชงิบวก  ยอ้มตดิสแีดง (รูปทีÉ 3-15 A) และไม่พบปฏกิริยิา

อมิมโูนของ ERα บรเิวณนิวเคลยีสของเซลลก์ลา้มเนืÊอลายของหนูกลุ่มควบคุมเชงิลบ (รูปทีÉ 3-

15 B)   

  จากการศึกษาปฏิกิริยาอิมมูโนของ ERα ในเซลล์กล้ามเนืÊอ EDL และ 

gastrocnemius พบวา่การแสดงออกของปฏกิริยิาอมิมูโนของหนูในกลุ่มทีÉมกีารตดัรงัไข่ (OVX) 

(รปูทีÉ 3-16B และ 3-17B) ลดลง เมืÉอเทยีบกบัหนูกลุ่มควบคุม (Sham) (รปูทีÉ 3-16A และ 3-17A) 

และเมืÉอให้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทนปรมิาณ 10, 20 และ 40 มคก./กก. ในกลุ่ม E10, E20 

และ E40 (รปูทีÉ 3-16C-E และ 3-17C-E) ตามลาํดบั พบว่ามกีารแสดงออกของปฏกิริยิาอมิมูโน

ของ ERα เพิÉมขึÊนใกลเ้คยีงกบักลุ่ม Sham  

 

  

 

รูปทีÉ 3-15 แสดงปฏิกิริยาอิมมูโนของ ERα (ปลายศรสีขาว) ทีÉพบในนิวเคลียสของเซลล์

 กลา้มเนืÊอลายของหนูกลุ่มควบคุมเชงิบวก (A) และ ไม่พบปฏกิรยิาอมิมโูนของ ERα 

 ในนิวเคลยีสของเซลลก์ลา้มเนืÊอลายของหนูกลุ่มควบคุมเชงิลบ (B)  

 

 

   

 

A B 
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รปูทีÉ 3-16 แสดงปฏิกิริยาอิมมูโนของ ERα (ปลายศรสีขาว) ทีÉพบในนิวเคลียสของเซลล์

 กล้ามเนืÊอ EDL ของหนูกลุ่ม Sham (A), OVX (B), E10 (C), E20 (D) และ E40 

 (E)  

B 

D C 

A 

E 
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รปูทีÉ 3-17  แสดงปฏิกิริยาอิมมูโนของ ERα (ปลายศรสีขาว) ทีÉพบในนิวเคลียสของเซลล์

 กลา้มเนืÊอ gastrocnemius ของหนูกลุ่ม Sham (A), OVX (B), E10 (C), E20 (D)  

A B 

C D 

E 
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 และ E40 (E)  

6. ปฏิกิริยาอิมมโูนของ estrogen receptor ชนิด β (ERβ) ในกล้ามเนืÊอลายโดยวิธีการ  

 ย้อมอิมมโูนฟลอูอเรสเซนท ์

 

  จากการศกึษาพบปฏกิิริยาอิมมูโนของ ERβ  บริเวณนิวเคลียสของเซลล์

กล้ามเนืÊอลายของหนูกลุ่มควบคุมเชิงบวก  ยอ้มตดิสเีขยีว (รูปทีÉ 3-18A) และไม่พบปฏกิริยิา

อมิมโูนของ ERβ บรเิวณนิวเคลยีสของเซลลก์ลา้มเนืÊอลายของหนูกลุ่มควบคุมเชงิลบ (รูปทีÉ 3-

18B)   

  จากการศึกษาปฏิกิริยาอิมมูโนของ ERβ ในเซลล์กล้ามเนืÊอ EDL และ 

gastrocnemius พบวา่การแสดงออกของปฏกิริยิาอมิมูโนของหนูในกลุ่มทีÉมกีารตดัรงัไข่ (OVX) 

(รปูทีÉ 3-19B และ 3-20B) ลดลง เมืÉอเทยีบกบัหนูกลุ่มควบคุม (Sham) (รปูทีÉ 3-19A และ 3-20A) 

และเมืÉอให้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทนปรมิาณ 10, 20 และ 40 มคก./กก. ในกลุ่ม E10, E20 

และ E40 (รปูทีÉ 3-19C-E และ 3-20C-E) ตามลาํดบั พบว่ามกีารแสดงออกของปฏกิริยิาอมิมูโน

ของ ERβ เพิÉมขึÊนใกลเ้คยีงกบักลุ่ม Sham  

 

 

  

 

รปูทีÉ 3-18  แสดงปฏิกิริยาอิมมูโนของ ERβ (ปลายศรสีขาว) ทีÉพบในนิวเคลียสของเซลล์

 กล้ามเนืÊอลายของหนูกลุ่มควบคุมเชิงบวก (A) และ ไม่พบปฏิกรยิาอิมมูโนของ 

 ERβ ในนิวเคลยีสของเซลลก์ลา้มเนืÊอลายของหนูกลุ่มควบคุมเชงิลบ (B)  

 

 

 

B A 
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รปูทีÉ 3-19  แสดงปฏิกิริยาอิมมูโนของ ERβ (ปลายศรสีขาว) ทีÉพบในนิวเคลียสของเซลล์

 กล้ามเนืÊอ EDL ของหนูกลุ่ม Sham (A), OVX (B), E10 (C), E20 (D) และ E40 

 (E)  

A B 

D 

E 

C 
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รปูทีÉ 3-20  แสดงปฏิกิริยาอิมมูโนของ ERβ (ปลายศรสีขาว) ทีÉพบในนิวเคลียสของเซลล์

 กล้ามเนืÊอ gastrocnemius ของหนูกลุ่ม Sham (A), OVX (B), E10 (C), E20 (D) 

 และ E40 (E)  
 

A B 

C 

E 

D 
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7. ปฏิกิริยาอิมมโูนของโปรตีน parvalbumin (PV) ในกล้ามเนืÊอลายโดยวิธีการย้อม 

    อิมมโูนฟลอูอเรสเซนท์ 

 

  จากการศึกษาพบปฏิกริิยาอิมมูโนของ PV ภายในไซโตพลาสซมึของเซลล์

กล้ามเนืÊอลายของหนูกลุ่มควบคุมเชงิบวก  ยอ้มตดิสแีดง  (รูปทีÉ 3-21A) และไม่พบปฏกิริยิา

อมิมโูนของ PV ภายในไซโตพลาสซมึของเซลล์กล้ามเนืÊอลายของหนูกลุ่มควบคุมเชงิลบ (รูปทีÉ 

3-21B)   

  จากการศึกษาปฏิกิริยาอิมมูโนของ PV ในเซลล์กล้ามเนืÊอ EDL และ 

gastrocnemius พบวา่การแสดงออกของปฏกิริยิาอมิมูโนของหนูในกลุ่มทีÉมกีารตดัรงัไข่ (OVX) 

(รปูทีÉ 3-22B และ 3-23B) ลดลง เมืÉอเทยีบกบัหนูกลุ่มควบคุม (Sham) (รปูทีÉ 3-22A และ 3-23A) 

และเมืÉอให้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทนปรมิาณ 10, 20 และ 40 มคก./กก. ในกลุ่ม E10, E20 

และ E40  (รปูทีÉ 3-22C-E และ 3-23C-E) ตามลาํดบั  พบว่าการแสดงออกของปฏกิริยิาอมิมูโน

ของ PV เพิÉมขึÊนใกลเ้คยีงกบักลุ่ม Sham  

 

 

  

 

รูปทีÉ 3-21 แสดงปฏกิิริยาอิมมูโนของ PV (*, สีแดง)    ทีÉพบในไซโตพลาสซึมของเซลล์

 กล้ามเนืÊอลายของหนูกลุ่มควบคุมเชงิบวก  (A)  และ  ไม่พบปฏกิริยิาอมิมูโนของ  

 PV  ในไซโตพลาสซมึของเซลลก์ลา้มเนืÊอลายของหนูกลุ่มควบคุมเชงิลบ (B)  

 

 

 

 

B A 

* 
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รปูทีÉ 3-22  แสดงปฏกิริยิาอมิมโูนของ PV (*,สแีดง) ทีÉพบในไซโตพลาสซมึของเซลลก์ลา้มเนืÊอ 

 EDL ของหนูกลุ่ม Sham (A), OVX (B), E10 (C), E20 (D), E40 (E)  
 
 

A 

F E 

D C 

B 

* 

* 

* 
* 

* 
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รปูทีÉ 3-23  แสดงปฏกิริยิาอมิมโูนของ PV (*,สแีดง) ทีÉพบในไซโตพลาสซมึของเซลลก์ลา้มเนืÊอ 

 gastrocnemius ของหนูกลุ่ม Sham (A), OVX (B), E10 (C), E20 (D), E40 (E)  

 

A 

C 

B 

D 

E F 

* 

* 

* 

* * 
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8. การแสดงออกของโปรตีน parvalbumin (PV) ในกล้ามเนืÊ อลายโดยเทคนิค                 

  เวสเทิรน์ บลอท 

 

  จากการศกึษาค่าเฉลีÉยความเขม้ของแถบโปรตนี PV ในกล้ามเนืÊอ EDL และ 

gastrocnemius พบว่าหนูในกลุ่ม OVX มปีรมิาณของ PV ลดลงน้อยกว่ากลุ่ม Sham อย่างมี

นยัสาํคญั (p<0.05) และเมืÉอไดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจนทดแทน พบวา่ปรมิาณของ PV เพิÉมสูงขึÊน

ใกล้เคยีงกบักลุ่ม Sham  และมากกว่ากลุ่ม  OVX อย่างมนีัยสําคญั (p<0.05)   ดงัรูปทีÉ 3-24 

และ 3-25 

 

                              

                           

 

                          
 

                         
 

รปูทีÉ 3-24  ภาพแถบโปรตนีพารว์ลับูมนิในกล้ามเนืÊอ EDL (A) แผนภูมแิสดงค่าเฉลีÉยความเขม้

 ของแถบโปรตนีพารว์ลับมูนิ (B) แผนภมูแิสดงเปอรเ์ซน็ตข์องความเขม้เมืÉอเทยีบกบั

 กลุ่ม Sham (C) (n=10) 

            * มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม Sham ทีÉ p<0.05 

   + มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม OVX  ทีÉ p<0.05 

       

               

+ + + 

B กลุ่ม 

ค่าเฉลีÉยความเขม้ของแถบโปรตีน (arbitrary unit) 

Sham      OVX       E10        E20        E40 

C 

เปอร์เซ็นตเ์ทียบกบักลุ่มควบคุม 

กลุ่ม Sham      OVX     E10        E20      E40 

          Sham        OVX         E10          E20          E40  

20 kDa --- 

A 
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รปูทีÉ 3-25 ภาพแถบโปรตนีพารว์ลับมูนิในกลา้มเนืÊอ gastrocnemius (A) แผนภูมแิสดงค่าเฉลีÉย

 ความเขม้ของแถบโปรตนีพารว์ลับมูนิ (B) แผนภมูแิสดงเปอรเ์ซน็ตข์องความเขม้เมืÉอ

 เทยีบกบักลุ่ม Sham (C) (n=10) 

            * มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุม่ Sham ทีÉ p<0.05 

   + มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติเิมืÉอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม OVX  ทีÉ p<0.05 

 
 

   

 
    

+ + + 

B กลุ่ม 

ค่าเฉลีÉยความเขม้ของแถบโปรตีน (arbitrary unit) 

Sham         OVX          E10          E20          E40 

C กลุ่ม 

เปอร์เซ็นตเ์ทียบกบักลุ่มควบคุม 

Sham        OVX         E10         E20         E40 

   Sham       OVX          E10          E20          E40  
A 
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บททีÉ 4 

วิจารณ์ผลการทดลอง 

 

  จากการศกึษาพบวา่ หนูกลุ่ม OVX มรีะดบัฮอรโ์มนเอสโตรเจนในเลอืด นํÊาหนัก

มดลกู  และนํÊาหนกัมดลกูต่อนํÊาหนักตวัน้อยกว่ากลุ่ม Sham อย่างมนีัยสําคญั  แสดงว่าการตดั

รงัไข่ทั Êงสองขา้ง  ทําให้หนูเขา้สู่ภาวะหมดประจําเดอืนได้  การลดลงของฮอร์โมนเอสโตรเจน  

ทาํใหช้ ั Êน functional layer ของมดลูกไม่เกดิการแบ่งเซลล์ให้หนาตวัขึÊน จงึทําให้นํÊาหนักมดลูก

และนํÊาหนักมดลูกต่อนํÊาหนักตวัลดลง (Hubscher et al., 2005) เมืÉอให้ฮอร์โมนเอสโตรเจน

ทดแทน 10 มคก./กก. พบว่ามรีะดบัฮอร์โมนเอสโตรเจนในเลอืดมากกว่ากลุ่ม OVX และกลุ่ม 

Sham อย่างมนีัยสําคญั โดยใกล้เคยีงกบัช่วงระดบัฮอร์โมนปกตขิองหนูทั Éวไป  ซึÉงอยู่ระหว่าง 

20-80 พก./มล. (Kramer and Bellinger, 2009)  และเมืÉอใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจนทดแทน 20 และ 

40 มคก./กก. พบวา่มรีะดบัฮอรโ์มนเอสโตรเจนในเลอืดมากกวา่กลุ่ม OVX กลุ่ม Sham และกลุ่ม

ทีÉไดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจนทดแทน 10 มคก./กก. อยา่งมนียัสาํคญั ซึÉงอาจเกดิผลเสยีต่อร่างกาย 

โดย Xu และคณะ (2005) พบวา่การใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจนทดแทน 30 มคก./กก. เป็นเวลา 13 

สปัดาห ์มผีลในการกระตุน้เยืÉอบุมดลกูใหม้กีารหนาตวัผดิปกต ิ(simple hyperplasia) และมกีาร

เปลีÉยนสภาพเซลล์ (squamous metaplasia) จงึมคีวามเสีÉยงทีÉจะพฒันากลายเป็นมะเรง็เยืÉอบุ

มดลกู ซึÉงในกลุ่มทีÉไดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจนทดแทน 40 มคก./กก. มนํีÊาหนกัมดลูก และนํÊาหนัก

มดลูกต่อนํÊาหนักตวัมากกว่ากลุ่ม Sham กลุ่มทีÉได้รบัฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทน 10 และ 20 

มคก./กก. อยา่งมนียัสาํคญั 

  หนูกลุ่ม OVX มนํีÊาหนักตวัและอตัราการเพิÉมนํÊาหนักตวัต่อเดอืนมากกว่ากลุ่ม 

Sham และกลุ่มทีÉได้รบัฮอร์โมนทดแทนอย่างมนีัยสําคญั ซึÉงสอดคล้องกบังานวจิยัของ Moran 

และคณะ (2007) กลุ่มทีÉได้รบัฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทน 10 และ 20 มคก./กก. มนํีÊาหนักตวั    

น้อยกว่ากลุ่ม Sham อย่างมนีัยสําคญั ส่วนกลุ่มทีÉได้รบัฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทน 40 มคก./

กก. มนํีÊาหนกัตวัไม่แตกต่างจากกลุ่ม Sham แต่มากกวา่กลุ่มทีÉไดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจนทดแทน 

10 และ 20 มคก./กก. อยา่งมนียัสาํคญั ซึÉง Babaei และคณะ (2010) พบว่า ในหนูกลุ่มทีÉถูกตดั

รงัไข่มไีขมนัสะสมภายในร่ายกาย (visceral adipose tissue) เพิÉมขึÊน ทําให้นํÊาหนักตวัเพิÉมขึÊน 

เนืÉองจากฮอร์โมนเอสโตรเจนทีÉลดลง อาจทําให้ความไวต่ออนิซูลนิ (insulin sensitivity) ลดลง 

แต่ระดบัโปรตีนอะดิโพเนกตนิ (adiponectin) ไม่เปลีÉยนแปลง ส่วนหนูกลุ่มทีÉถูกตดัรงัไข่และ

ไดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจนทดแทน มกีารสะสมของไขมนัลดลง โดยฮอร์โมนเอสโตรเจนอาจมผีล

ต่อการเผาผลาญไขมนั ทําให้โปรตีนอะดิโพเนกติน (adiponectin) และความไวต่ออินซูลิน 

(insulin sensitivity) มแีนวโน้มเพิÉมขึÊน ขณะทีÉ Lindheim และคณะ (1993) ศกึษาภาวะดืÊอต่อ

อนิซูลนิด้วยวธิ ีinsulin tolerance test (ITT) พบว่า  เมืÉอให้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทนระดบั
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ปานกลางในผูห้ญงิวยัหลงัหมดประจาํเดอืน ทาํใหค้วามไวต่ออนิซลูนิเพิÉมขึÊน แต่เมืÉอให้ฮอร์โมน

ทดแทนระดบัสูง กลบัทําให้ความไวต่ออินซูลินลดลง ซึÉงอาจทําให้มีไขมนัสะสมในร่างกาย

เพิÉมขึÊน และนํÊาหนักตวัเพิÉมขึÊนได้ Kadowaki และคณะ (2006) กล่าวว่า ผู้หญิงมรีะดบัโปรตนี

อะดโิพเนกตนิ (adiponectin) และความไวต่ออนิซูลนิ (insulin sensitivity) มากกว่าผู้ชาย ซึÉง

ฮอรโ์มนเอสโตรเจนอาจมผีลต่อการสร้างโปรตนีอะดโิพเนกตนิ ถ้าระดบัโปรตนีอะดโิพเนกตนิ 

ลดลง จะเกดิภาวะดืÊอต่ออนิซลูนิ และพฒันาเป็นโรคเบาหวานได ้

  หนูกลุ่ม OVX มีนํÊาหนักกล้ามเนืÊอ EDL ต่อนํÊาหนักตวัน้อยกว่ากลุ่ม Sham 

อยา่งมนียัสาํคญั และกลุ่มทีÉไดร้บัฮอรโ์มนทดแทนทั Êงสามกลุ่ม มนํีÊาหนักกล้ามเนืÊอมากกว่ากลุ่ม 

OVX อย่างมนีัยสําคญั และจากการศกึษาขนาดพืÊนทีÉหน้าตดัของเซลล์กล้ามเนืÊอ EDL และ 

gastrocnemius พบว่า การตดัรงัไข่ ทําให้เซลล์กล้ามเนืÊอลายมขีนาดเลก็ลงเมืÉอเทยีบกบักลุ่ม 

Sham และเมืÉอให้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทน เซลล์กล้ามเนืÊอลายมขีนาดมากกว่ากลุ่ม OVX 

อย่างมนีัยสําคญั ซึÉงสอดคล้องกบังานวจิยัของ McClung และคณะ (2006a)  และ Sipila และ

คณะ (2001) เนืÉองจากฮอรโ์มนเอสโตรเจน ซึÉงทาํหน้าทีÉกระตุ้นการแสดงออกของยนี มบีทบาท

ในการเจรญิเตบิโตของเซลลก์ลา้มเนืÊอ โดยกระตุน้การทาํงานของ Akt และ p70s6k ซึÉงทาํหน้าทีÉ

กระตุ้นการส่งส ัญญาณทีÉทําให้เกิดการสงัเคราะห์โปรตีน แต่พบว่าหนูทีÉถูกตัดร ังไข่มีการ 

phosphorylation ของ Akt และ p70s6k ลดลง (Sitnick et al., 2006) และพบวา่มปีรมิาณโปรตนี

ทั Êงหมดต่อนํÊาหนักกล้ามเนืÊอ (total protein per muscle wet weight) ลดลง (Moran et al., 

2006) นอกจากนีÊ ฮอรโ์มนเอสโตรเจน ทาํใหค้วามไวต่ออนิซลูนิ (insulin sensitivity) เพิÉมขึÊน ซึÉง

อนิซลูนิจะกระตุน้การสงัเคราะหโ์ปรตนีและยบัย ั Êงการสลายของโปรตนี (Chevalier et al., 2005) 

ขณะทีÉ Wade และคณะ (2001) กล่าววา่ เอสโตรเจนกระตุ้น mitogen-activated protein kinase 

cascade ทําให้โกรท ฮอร์โมน (growth hormone) เพิÉมขึÊน เกดิการเจรญิเตบิโตของกล้ามเนืÊอ 

และการขาดฮอรโ์มนเอสโตรเจน อาจทาํใหเ้กดิการเพิÉมจาํนวนของ pro-inflammatory cytokines 

เช่น interleukin-6 และ TNF-α (tumor necrosis factor alpha)  (Girasole et al., 1999; 

Kramer et al., 2004)  ซึÉง interleukin-6 จะทําให้ insulin-like growth factor-1 ลดลง (De 

Benedetti et al., 1997) ทําให้มวลของกล้ามเนืÊอลดลง ส่วนนํÊาหนักกล้ามเนืÊอ gastrocnemius 

ต่อนํÊาหนกัตวัของหนูแต่ละกลุ่ม มค่ีาไม่แตกต่างกนั ซึÉง Moran และคณะ (2007) พบว่า นํÊาหนัก

กลา้มเนืÊอของหนูทีÉถูกตดัรงัไขเ่พิÉมขึÊน เนืÉองจากปรมิาณโปรตนีคอลลาเจน และโครงสรา้งทีÉไม่ใช่

โปรตนี (nonprotein contents) เพิÉมขึÊน และมกีารคั Éงของของเหลวภายนอกเซลล์กล้ามเนืÊอลาย

เพิÉมขึÊน แต่เมืÉอใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจนทดแทน นํÊาหนกักลา้มเนืÊอกลบัมาใกลเ้คยีงกบักลุ่มควบคุม 

จงึสรุปได้ว่า การขาดฮอร์โมนเอสโตรเจน อาจทําให้มวลกล้ามเนืÊอลดลง แต่โครงสร้างทีÉไม่ใช่

มวลกลา้มเนืÊอเพิÉมขึÊน ทาํใหนํ้Êาหนกักล้ามเนืÊอไม่แตกต่างจากกลุ่ม Sham และกล้ามเนืÊอมดัเลก็

อาจได้รบัผลจากฮอร์โมนเอสโตรเจนมากกว่ากล้ามเนืÊอมดัใหญ่ จากขา้งต้นจงึแสดงให้เหน็ว่า 

ฮอรโ์มนเอสโตรเจน ทาํใหก้ลา้มเนืÊอมกีารเจรญิเตบิโต โดยทาํให้เซลล์กล้ามเนืÊอมขีนาดใหญ่ขึÊน 
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และนํÊาหนักเพิÉมขึÊน จากการสงัเคราะห์โปรตนีเพิÉมขึÊน ซึÉงโปรตนีต่างๆในกล้ามเนืÊอมบีทบาท

สาํคญัในการทาํงานของกลา้มเนืÊอ 

   งานวจิยัครั ÊงนีÊศกึษาประสทิธภิาพการทํางานของกล้ามเนืÊอด้วย โดยการศกึษา

คุณสมบตักิารหดตวัของกลา้มเนืÊอ ประกอบดว้ยแรงในการหดตวัของกลา้มเนืÊอสูงสุดเมืÉอกระตุ้น

ด้วยตวักระตุ้นเดีÉยว และตวักระตุ้นต่อเนืÉอง เวลาทีÉใช้ในการหดตวั เวลาทีÉใช้ในการคลายตวั

ครึÉงหนึÉง ซึÉงค่าเหล่านีÊแสดงถงึความแขง็แรงของกล้ามเนืÊอ (muscle strength) ความสามารถใน

การเกดิแรงอยา่งรวดเรว็ของกล้ามเนืÊอ (muscle power) (Galley and Forster, 1996) ความถีÉทีÉ

ทําให้เกดิ complete tetanus เมืÉอกระตุ้นด้วยตวักระตุ้นคู่ และตวักระตุ้นต่อเนืÉอง ซึÉงแสดงถึง

ความเรว็ในการคลายตวัของกล้ามเนืÊอ  กล้ามเนืÊอทีÉมกีารหดและคลายตวัเรว็  ต้องใช้ความถีÉทีÉ

ทําให้เกดิ complete tetanus สูง (Watanabe et al., 2010) และเวลาทีÉใช้ในการหดตวัจนเกดิ

การล้าจนเหลือ 25% ของแรงสูงสุด ซึÉงแสดงถึงความทนทานของกล้ามเนืÊอ (muscle 

endurance) ความสามารถในการทํางานได้อย่างต่อเนืÉองของกล้ามเนืÊอ (Galley and Forster, 

1996) 

  จากการศึกษาพบว่า หนูกลุ่ม OVX มีแรงหดตวัของกล้ามเนืÊอน้อยกว่ากลุ่ม 

Sham อยา่งมนียัสาํคญั และเมืÉอใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจนทดแทน ทําให้แรงหดตวัของกล้ามเนืÊอมี

แนวโน้มเพิÉมขึÊน  โดยกล้ามเนืÊอ  EDL ในกลุ่มทีÉให้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทน 20 และ 40 

มคก./กก. มแีรงหดตวัมากกว่ากลุ่ม OVX อย่างมนีัยสําคญั และกล้ามเนืÊอ gastrocnemius ใน

กลุ่มทีÉให้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทน 40 มคก./กก. มแีรงหดตวัมากกว่ากลุ่ม OVX อย่างมี

นยัสาํคญั แสดงวา่ฮอรโ์มนเอสโตรเจนมผีลต่อความแขง็แรงของกล้ามเนืÊอ ซึÉง Moran และคณะ 

(2006) พบวา่ มปีฏกิริยิาของไมโอซนิทีÉจบักบัแอกตนิระหว่างการหดตวัของกล้ามเนืÊอลดลงใน

กลุ่มหนูทีÉได้รบัการตดัรงัไข่ แต่มีปฏิกิรยิาเพิÉมขึÊนในกลุ่มหนูทีÉถูกตดัรงัไข่และได้รบัฮอร์โมน

เอสโตรเจนทดแทน แสดงวา่การขาดฮอรโ์มนเอสโตรเจน ทาํใหก้ารทาํงานของโปรตนีทีÉใชใ้นการ

หดตวัของกล้ามเนืÊอมกีารเปลีÉยนแปลงไป ซึÉงอาจเกดิจากปรมิาณฮอร์โมนเอสโตรเจนทีÉลดลง 

กระตุน้การทาํงานของเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ ซึÉงเป็นปจัจยัในการถอดรหสัน้อยลง ทําให้มกีาร

ควบคุมยนีเป้ าหมายทีÉบรเิวณ estrogen response element ลดลงดว้ย ทําให้การแสดงออกของ

ยนีทีÉควบคุมการสรา้งโปรตนีไมโอซนิเปลีÉยนแปลงไป โครงสร้างและการทํางานของไมโอซนิจงึ

เปลีÉยนไป (Moran et al., 2006) นอกจากนีÊ การลดลงของฮอรโ์มนเอสโตรเจนอาจทําให้เกดิสาร

อนุมลูอสิระเพิÉมขึÊน เนืÉองจากเอสโตรเจนมบีทบาทในการสร้างโปรตนีทีÉต่อต้านสารอนุมูลอสิระ

ด้วย ทําให้เกดิ posttranslational oxidative modification ของไมโอซิน ความสามารถของ     

ไมโอซนิในการจบักบัแอกตนิจงึลดลง (Lowe et al., 2010) ขณะทีÉ Wohlers และคณะ (2009) 

พบว่าหนูทีÉถูกตดัรงัไข่ มีการ phosphorylation ของ AMPK (adenosine monophosphate 

kinase) ลดลง ซึÉงเป็นโปรตนีทีÉจาํเป็นในการสรา้งพลงังาน เพืÉอใหก้ลา้มเนืÊอหดตวั ซึÉงอาจจะมผีล

ต่อการเกิดแรงในการหดตัว นอกจากนีÊ  Kadi และคณะ (2002) พบว่าการขาดฮอร์โมน    
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เอสโตรเจน ทําให้กล้ามเนืÊอ EDL มคุีณสมบตัขิองไมโอซนิเปลีÉยนแปลงไป คอื myosin heavy 

chain ชนิด IIA มจีาํนวนมากขึÊน ส่วน myosin heavy chain ชนิด IIB มจีาํนวนน้อยลง ทาํใหแ้รง

หดตวัลดลง และนอกจากนีÊจากการศึกษาครั ÊงนีÊพบว่ากล้ามเนืÊอ gastrocnemius ซึÉงเป็น

กลา้มเนืÊอมดัใหญ่ จาํเป็นตอ้งไดร้บัฮอรโ์มนทดแทนในปรมิาณทีÉมากกว่ากล้ามเนืÊอ EDL ซึÉงเป็น

กลา้มเนืÊอมดัเลก็ จงึจะทาํใหป้ระสทิธภิาพการทาํงานของกลา้มเนืÊอใกลเ้คยีงกบัปกต ิ

  กล้ามเนืÊอในวยัสูงอายุ พบว่ามจีํานวนของ α1s-dihydropyridine receptor ทีÉ 

transverse tubule ซึÉงทําหน้าทีÉกระตุ้นการทํางานของ ryanodine receptor ลดลง ทําให้

ryanodine receptor  ทีÉถูกกระตุ้นให้ทํางานมจีํานวนลดลง     จงึปล่อยแคลเซียมออกจาก    

ซาร์โคพลาสมกิ เรตคิูลมัเขา้สู่ภายในเซลล์กล้ามเนืÊอได้น้อยลง (Delbono et al., 1997) ซึÉง

อาจจะทําให้การเกดิแรงหดตวัของกล้ามเนืÊอลดลง และความเร็วในการหดตวัช้าลง แต่พบว่า

จํานวนของ ryanodine receptor และ calsequestrin ซึÉงเป็นโปรตนีทีÉจบักบัแคลเซยีมภายใน 

ซารโ์คพลาสมกิ เรตคิลูมัไม่มกีารเปลีÉยนแปลง (Ryan et al., 2003) มกีารพบว่าในกล้ามเนืÊอหนู

วยัสงูอาย ุม ีslow calsequestrin isoform เพิÉมขึÊน ซึÉงอาจมผีลต่อการทาํงานของกลา้มเนืÊอ ทาํให้

หดตวัช้าลง (Ryan et al., 2000)  แต่จากการศกึษาครั ÊงนีÊพบว่า ความเรว็ในการหดตวัของหนู

แต่ละกลุ่มไม่แตกต่างกนั ดงันั Êนฮอรโ์มนเอสโตรเจนอาจจะไม่มผีลต่อความเรว็ในการหดตวัของ

กล้ามเนืÊออย่างชดัเจน แต่ฮอร์โมนเอสโตรเจน ทําให้ปรมิาณของ IGF-1 เพิÉมขึÊน (Kamanga-

Sollo et al., 2008) และพบว่า IGF-1 ทําให้จํานวนของ α1s-dihydropyridine receptor เพิÉมขึÊน 

ซึÉงอาจทาํใหแ้รงหดตวัเพิÉมขึÊน (Delbono, 2000)  

  จากการศกึษาพบวา่เวลาในการคลายตวัครึÉงหนึÉงในหนูกลุ่มทีÉได้รบัการตดัรงัไข ่

มแีนวโน้มมากขึÊน ซึÉงสอดคล้องกบังานวจิยัของ Sotiriadou และคณะ (2006) และเมืÉอศกึษา

ความถีÉตํÉาสุดทีÉทาํใหเ้กดิ complete  tetanus พบวา่หนูกลุ่มทีÉไดร้บัการตดัรงัไข ่ใชค้วามถีÉในการ

กระตุ้นน้อยกว่าปกติ แสดงว่า กล้ามเนืÊอมีการคลายตวัช้า  ซึÉงสอดคล้องกบัการศึกษาด้วย

วธิอีมิมโูนฟลอูอเรสเซนท ์และเวสเทริน์บลอท พบวา่มปีรมิาณโปรตนีพารว์ลับมูนิ ซึÉงเป็นโปรตนี

ทีÉมบีทบาทในการคลายตวัลดลง แสดงว่าการขาดฮอร์โมนเอสโตรเจน อาจจะมีผลทําให้การ

คลายตวัของกลา้มเนืÊอช้าลง และถ้ามกีารขนส่งแคลเซยีมกลบัสู่ซาร์โคพลาสมกิ เรตคิูลมัช้าลง 

การคลายตวัชา้ลง การหดตวัและการเกดิแรงหดตวัครั Êงต่อไปกจ็ะชา้ลง (Schwaller et al., 1999)

เนืÉองจากมีปริมาณแคลเซยีมทีÉเข้าสู่เซลล์น้อยลง ความสามารถในการเกิดแรงอย่างรวดเร็ว 

(muscle power) และความแขง็แรงของกล้ามเนืÊอ (muscle strength) จะลดลง ส่งผลให้การ

เคลืÉอนไหวร่างกายช้าลงได้ ขาดความคล่องตวั แต่เมืÉอให้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทน 10 และ 

20 มคก./กก. พบว่าเวลาในการคลายตวัครึÉงหนึÉงลดลง ความถีÉตํÉาสุดทีÉทําให้เกดิ complete  

tetanus เพิÉมขึÊน และปรมิาณของโปรตนีพารว์ลับมูนิเพิÉมขึÊนอยา่งมนียัสาํคญั เมืÉอเทยีบกบักลุ่มทีÉ

ไดร้บัการตดัรงัไข ่แสดงวา่การใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจน มผีลทําให้การคลายตวัของกล้ามเนืÊอเรว็

ขึÊน แต่เมืÉอใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจนทดแทน 40 มคก./กก. พบวา่การคลายตวัของกล้ามเนืÊอเริÉมช้า
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ลง ซึÉงจากงานวจิยัของ Martinez-Azorin และคณะ (1992) พบวา่ สาร Diethylstibestrol ซึÉงเป็น

สารสงัเคราะหจ์าํพวกเอสโตรเจน ยบัย ั Êงการทํางานของเอนไซม์ Ca2+-ATPase (Ca2+-ATPase 

activity) ของซารโ์คพลาสมกิ เรตคิลูมั อาจจะทาํใหม้กีารดงึแคลเซยีมกลบัเขา้สู่ซาร์โคพลาสมกิ 

เรตคิูลมัน้อยลง  แต่พบว่า  β-estradiol ไม่มผีลต่อการดงึแคลเซยีมกลบัเขา้สู่ซาร์โคพลาสมกิ  

เรตคิลูมั (SR-Ca2+ uptake) ในกลา้มเนืÊอหวัใจ (Dodds et al., 2001) จงึสนันิษฐานได้ว่าการให้

ฮอรโ์มนเอสโตรเจนในปรมิาณมาก อาจมผีลเสยีต่อการดงึแคลเซยีมกลบัได้มากกว่า แต่โปรตนี

พาร์วลับูมนิไม่มผีลต่อการทํางานของเอนไซม์  Ca2+-ATPase  (Raymackers et al., 2000) 

สรุปได้ว่าฮอร์โมนเอสโตรเจนอาจช่วยให้การคลายตวัของกล้ามเนืÊอดขีึÊน  จากการทํางานของ

พารว์ลับมูนิ แต่อาจมผีลเสยีต่อการทาํงานของเอนไซม ์Ca2+-ATPase 

  จากการศกึษาพบว่า การขาดฮอร์โมนเอสโตรเจน ทําให้กล้ามเนืÊอเกิดการล้า

ง่ายขึÊน และการให้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทําให้กล้ามเนืÊอมีความทนทานมากขึÊน สอดคล้องกบั

งานวจิยัของ Sotiriadou และคณะ (2006) เนืÉองจาก Wohlers และคณะ (2009) พบว่าหนูทีÉถูก

ตดัรงัไข่ มกีาร phosphorylation ของ AMPK (adenosine monophosphate kinase) ลดลง ซึÉง

เป็นโปรตนีทีÉจําเป็นในการสร้างพลงังาน เพืÉอให้กล้ามเนืÊอหดตวั เมืÉอมกีารสร้างพลงังาน ATP

ลดลง ทาํใหก้ลา้มเนืÊอเกดิการลา้ไดง้่าย จากขา้งตน้จงึสรุปได้ว่า ฮอร์โมนเอสโตรเจน มบีทบาท

สาํคญัต่อความแรงและความเรว็ของกลา้มเนืÊอ (muscle strength and power) และความทนทาน 

(muscle endurance) ทาํใหก้ลา้มเนืÊอทาํงานไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ ซึÉงส่งผลให้การเคลืÉอนไหว

ร่างกายคล่องตวั และสามารถเคลืÉอนไหวไดอ้ยา่งต่อเนืÉอง 

  จากการศกึษาปฏกิริยิาอมิมูโนของเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ พบทั Êงชนิดแอลฟ่ า

และเบต้าภายในเซลล์กล้ามเนืÊอ  สอดคล้องกบังานวจิยัของ Wiik  และคณะ  (2009) ทีÉพบ

เอสโตรเจน รเีซพเตอร์ทั Êงสองชนิดในกล้ามเนืÊอของคน และจะพบเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ชนิด

แอลฟา่น้อย แต่จะพบเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ชนิดเบต้า ในปรมิาณมาก  (Wiik, 2008) และมกีาร

พบวา่เซลลก์ลา้มเนืÊอชนิดหดตวัเรว็ (muscle fiber type II) มเีอสโตรเจน รเีซพเตอรช์นิดแอลฟ่ า

เป็นจาํนวนมาก (Brown, 2008) ซึÉงงานวจิยัของ Widrick และคณะ (2003) พบวา่ในสตรวียัหมด

ประจาํเดอืน มขีนาดและจาํนวนของเซลลก์ล้ามเนืÊอชนิดหดตวัเรว็ (muscle fiber type II) ลดลง 

แสดงวา่เอสโตรเจนมบีทบาทสาํคญัต่อเซลลก์ลา้มเนืÊอชนิดนีÊ และการศกึษาครั ÊงนีÊพบวา่ การขาด

ฮอรโ์มนเอสโตรเจน ทาํให้มปีฏกิริยิาอมิมูโนของเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ทั Êงสองชนิดลดลง และ

เมืÉอใหฮ้อรโ์มนทดแทน มปีฏกิริยิาอมิมูโนของเอสโตรเจน รเีซพเตอร์เพิÉมขึÊนใกล้เคยีงกบัปกต ิ

ซึÉง Wiik และคณะ (2009) พบว่าในผู้หญิงวยัหมดประจําเดอืนจํานวนเอสโตรเจน รเีซพเตอร์มี

แนวโน้มลดลง ฮอรโ์มนเอสโตรเจน น่าจะมผีลต่อกลา้มเนืÊอผ่านทางเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ชนิด

เบตา้มากกว่าแอลฟ่ า ซึÉง Wiik (2008) พบว่ามกีารแสดงออกของ ERβ mRNA เพิÉมขึÊนเมืÉอถูก

กระตุ้นด้วยฮอร์โมนเอสโตรเจน ขณะทีÉระดบัของ  ERα  mRNA ไม่เปลีÉยนแปลง และจาก

การศกึษาระดบัของโปรตนีพารว์ลับมูนิในกล้ามเนืÊอของหนู พบว่าการตดัรงัไข่ ทําให้ระดบัของ
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พารว์ลับมูนิลดลง     และการได้รบัฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทน      สามารถเพิÉมปรมิาณของ

พาร์วลับูมิน   ซึÉงการลดลงของพาร์วลับูมนิน่าจะเกิดจากปรมิาณฮอร์โมนเอสโตรเจนลดลง

เอสโตรเจนมาจบักบัเอสโตรเจน รเีซพเตอร์น้อยลง เกิดการจบัคู่ของรเีซพเตอร์ หลงัจากนั Êน     

รเีซพเตอร์ทีÉพร้อมทํางานจะจบักบัยนีเป้ าหมายบรเิวณ estrogen response element (ERE) 

และทําให้เกิดการชกันําให้เกิดการแสดงออกของยนีและสร้างโปรตีนลดลง ทําให้การสร้าง

เอสโตรเจน รเีซพเตอรล์ดลง (Wiik, 2008) การลดลงของเอสโตรเจนและเอสโตรเจน รเีซพเตอร ์

ทําให้การแสดงออกของยนีลดลง ทําให้การสร้างโปรตีนพาร์วลับูมินลดลง ดงันั Êน ฮอร์โมน

เอสโตรเจนมผีลต่อการสร้างโปรตนี ทั Êงเอสโตรเจน รเีซพเตอร์  และ พาร์วลับูมิน  ผ่านทาง

เอสโตรเจน รเีซพเตอร์ ถ้าฮอร์โมนเอสโตรเจน และเอสโตรเจน รเีซพเตอร์ลดลง จะทําให้การ

สรา้งโปรตนีลดลง ซึÉงจะส่งผลถงึการสรา้งและการทาํงานของเซลล์กล้ามเนืÊอลายชนิดหดตวัเรว็    

และเมืÉอใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจนทดแทน ปรมิาณฮอร์โมนเอสโตรเจนเพิÉมขึÊน กระตุ้นการทํางาน

ของเอสโตรเจน รีเซพเตอร์เพิÉมขึÊน ทําให้เกดิการชกันําให้เกดิการแสดงออกของยนีและสร้าง

โปรตนีเพิÉมขึÊน ทาํใหก้ารสรา้งเอสโตรเจน รเีซพเตอร์เพิÉมขึÊน (Wiik, 2008) เมืÉอเอสโตรเจนและ

เอสโตรเจน รเีซพเตอร์เพิÉมขึÊน การแสดงออกของยนีเพิÉมขึÊน การสร้างโปรตนีพาร์วลับูมนิจึง

เพิÉมขึÊน นอกจากนีÊยงัพบว่า เอสโตรเจน รีเซพเตอร์มีบทบาทต่อมวลและความแขง็แรงของ

กลา้มเนืÊอผ่านทางการกระตุ้นของเอสโตรเจนและ IGF-1 (Ciana et al., 2003) ดงันั Êน ถ้าระดบั

ของเอสโตรเจนและ IGF-1 มกีารเปลีÉยนแปลง จะมผีลต่อมวลและความแขง็แรงของกลา้มเนืÊอ 
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บททีÉ 5 

บทสรปุ  และข้อเสนอแนะ 

 

  จากการศึกษาครั ÊงนีÊ สรุปได้ว่าการขาดฮอร์โมนเอสโตรเจน จากการตดัรงัไข ่ 

ทาํใหป้รมิาณเอสโตรเจน และเอสโตรเจน รเีซพเตอรล์ดลง ส่งผลให้การสงัเคราะห์โปรตนีลดลง 

ทาํใหม้วลของกลา้มเนืÊอ และปรมิาณโปรตนีพาร์วลับูมนิลดลง และปรมิาณพาร์วลับูมนิทีÉลดลง  

เป็นปจัจยัหนึÉงทีÉทํา ให้การคลายตวัของกล้ามเนืÊอช้าลง การคลายตวัช้าลงทําให้การหดตวัครั Êง

ใหม่ช้าลงด้วย ซึÉงส่งผลให้การทํางานของกล้ามเนืÊอและความแขง็แรงลดลง ซึÉงอาจจะนําไป

อธบิายกลไกการเกดิภาวะ sarcopenia ในผู้หญิงวยัหมดประจําเดอืนได้ และการให้ฮอร์โมน

เอสโตรเจนทดแทน ทาํใหป้รมิาณเอสโตรเจน และเอสโตรเจน รเีซพเตอร์เพิÉมขึÊน ส่งผลให้มวล

ของกลา้มเนืÊอ และปรมิาณโปรตนีพารว์ลับมูนิเพิÉมขึÊน ทาํใหก้ารทาํงานของกลา้มเนืÊอดขีึÊน ส่งผล

ใหม้คีวามแขง็แรงและทนทานของกล้ามเนืÊอมากขึÊน แต่ต้องให้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทนใน

ปรมิาณสูง คอืปรมิาณ 20 มคก./กก. และ 40 มคก./กก. เนืÉองจากการให้ฮอร์โมนเอสโตรเจน

ทดแทนในปรมิาณ 10 มคก./กก. ยงัไม่สามารถทาํใหป้ระสทิธภิาพการทาํงานของกลา้มเนืÊอดขีึÊน

เท่าทีÉควร การใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจนทดแทนในปรมิาณ 20 มคก./กก. ทําให้ประสทิธภิาพการ

ทาํงานของกลา้มเนืÊอ EDL ดขีึÊน แต่ในกลา้มเนืÊอ gastrocnemius ยงัมแีรงหดตวัทีÉน้อยกว่าปกติ

ส่วนการใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจนทดแทนในปรมิาณ 40 มคก./กก. ทําให้ประสทิธภิาพการทํางาน

ของกลา้มเนืÊอดขีึÊน แต่อาจจะมผีลเสยีต่ออวยัวะอืÉน เช่น มดลูก อาจเพิÉมความเสีÉยงต่อการแบ่ง

เซลลท์ีÉผดิปกตขิองมดลกูได ้ดงันั Êนการใหฮ้อร์โมนเอสโตรเจนทดแทนในปรมิาณ 20 มคก./กก. 

น่าจะเหมาะสมทีÉสุด ซึÉงในการศกึษาครั Êงต่อไปอาจจะเพิÉมระยะเวลาในการใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจน

ทดแทนในปรมิาณ 20 มคก./กก. หรอืให้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทนในปรมิาณ 10 มคก./กก. 

ร่วมกบัการออกกาํลงักาย เพืÉอลดความเสีÉยงในการเกดิผลเสยีต่ออวยัวะอืÉนๆ นอกจากนีÊอาจปรบั

วธิกีารใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจนทดแทนให้สอดคล้องกบัธรรมชาต ิเนืÉองจากการศกึษาครั ÊงนีÊเป็น

การใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจนในขนาดเดยีวกนัทุกวนั การออกฤทธิ Íจงึอาจไม่เหมอืนกบัในธรรมชาต ิ

การศึกษาครั Êงต่อไป อาจจะเปรียบเทยีบการให้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทนในขนาดเดียวกนั   

ทุกวนั กบัการใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจนในขนาดสงูและตํÉาสลบักนั ในแต่ละช่วงของรอบระด ูซึÉงเป็น

การเลยีนแบบธรรมชาตขิองร่างกาย ว่าการให้ฮอร์โมนทดแทนแบบใดมปีระสทิธภิาพสูงสุดต่อ

การทาํงานของกลา้มเนืÊอ และส่งผลเสยีต่ออวยัวะอืÉนๆ น้อยทีÉสุด  

  การศกึษาครั ÊงนีÊเป็นการศกึษาผลของฮอรโ์มนเอสโตรเจนต่อโครงสร้างและการ

ทาํงานของกลา้มเนืÊอลาย เพืÉอช่วยอธบิายภาวะ sarcopenia ในสตรวียัหมดประจําเดอืน แต่ยงั

ขาดปจัจยัของอายวุา่จะมผีลต่อโครงสรา้งและการทาํงานของกลา้มเนืÊอลายอยา่งไร จงึน่าสนใจทีÉ

จะศกึษาต่อไปในหนูทีÉมอีายมุากและหมดประจาํเดอืนแลว้ วา่จะมกีารเปลีÉยนแปลงของกลา้มเนืÊอ
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อยา่งไร นอกจากนีÊการใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจนทดแทน   อาจเป็นทางเลอืกหนึÉงในการรกัษาภาวะ

sarcopenia ในผู้หญิงวยัหมดประจําเดอืน แต่ยงัมทีางเลอืกทีÉหลากหลาย เช่น การให้ growth 

hormone (Bross et al., 1999) หรอื creatine ซึÉงคาดวา่เป็นสารตา้นอนุมลูอสิระ ทาํใหก้ลา้มเนืÊอ

มคีวามแขง็แรงมากขึÊน (Lawler et al., 2002) 
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1. แสดงค่านํÊาหนกัตวั อตัราการเพิÉมนํÊาหนักตวัต่อเดอืน นํÊาหนักมดลูก นํÊาหนักมดลูกต่อ

นํÊาหนกัตวั และฮอรโ์มนเอสโตรเจนในเลอืดของหนูแต่ละกลุ่ม 

กลุ่มทีÉ นํÊ าหนกัตวั 

อตัราเพิÉมนํÊ าหนกัเฉลีÉย

ต่อเดือน นํÊ าหนกัมดลูก 

นํÊ าหนกัเฉลีÉยของมดลกูต่อ

นํÊ าหนกัตวั (x100) ฮอร์โมนในเลือด  

Sham Mean 260.53 8.35 0.46 0.18 41.60 

N 10 10 10 10 10 

Std. Deviation 11.36 2.76 0.15 0.06 5.95 

Std. Error of 

Mean 

2.93 0.71 0.04 0.02 2.43 

OVX Mean 275.60 17.93 0.14 0.05 32.80 

N 10 10 10 10 10 

Std. Deviation 20.22 4.98 0.05 0.02 3.99 

Std. Error of 

Mean 

5.22 1.29 0.01 0.01 1.63 

E10 Mean 248.60 6.98 0.57 0.23 82.38 

N 10 10 10 10 10 

Std. Deviation 14.22 3.21 0.05 0.03 11.73 

Std. Error of 

Mean 

3.67 0.83 0.01 0.01 4.79 

E20 Mean 247.47 6.43 0.61 0.25 175.60 

N 10 10 10 10 10 

Std. Deviation 18.89 5.00 0.11 0.04 31.45 

Std. Error of 

Mean 

4.88 1.29 0.03 0.01 12.84 

E40 Mean 261.27 9.65 0.75 0.29 268.63 

N 10 10 10 10 10 

Std. Deviation 11.88 5.25 0.16 0.06 89.33 

Std. Error of 

Mean 

3.07 1.35 0.04 0.02 36.47 

Total Mean 258.69 9.87 0.51 0.2 120.20 

N 50 50 50 50 50 

Std. Deviation 18.45 5.98 0.23 0.09 99.63 

Std. Error of 

Mean 

2.13 0.69 0.03 0.01 18.19 
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2. แสดงค่านํÊาหนกักลา้มเนืÊอ EDL และ gastrocnemius และนํÊาหนกักลา้มเนืÊอ EDL และ 

gastrocnemius ต่อนํÊาหนกัตวัของหนูแต่ละกลุ่ม 
 

กลุ่มทีÉ นํÊ าหนกั EDL  

นํÊ าหนกั EDL ต่อนํÊ าหนกั

ตวั (x100) นํÊ าหนกั Gas  

นํÊ าหนกั Gas ต่อนํÊ าหนกั

ตวั (x100) 

Sham Mean 0.070 0.027 1.587 0.609 

N 10 10 10 10 

Std. Deviation 0.008 0.003 0.113 0.032 

Std. Error of Mean 0.002 0.001 0.029 0.008 

OVX Mean 0.060 0.022 1.600 0.577 

N 10 10 10 10 

Std. Deviation 0.012 0.003 0.342 0.094 

Std. Error of Mean 0.003 0.001 0.088 0.024 

E10 Mean 0.063 0.025 1.533 0.616 

N 10 10 10 10 

Std. Deviation 0.010 0.004 0.184 0.054 

Std. Error of Mean 0.002 0.001 0.047 0.014 

E20 Mean 0.069 0.028 1.573 0.635 

N 10 10 10 10 

Std. Deviation 0.010 0.004 0.175 0.047 

Std. Error of Mean 0.002 0.001 0.045 0.012 

E40 Mean 0.070 0.027 1.587 0.607 

N 10 10 10 10 

Std. Deviation 0.010 0.004 0.119 0.038 

Std. Error of Mean 0.003 0.001 0.031 0.010 

Total Mean 0.066 0.026 1.576 0.609 

N 50 50 50 50 

Std. Deviation 0.010 0.004 0.200 0.059 

Std. Error of Mean 0.001 0.001 0.023 0.007 
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3. แสดงค่าแรงในการหดตวัของกล้ามเนืÊอสูงสุดเมืÉอกระตุ้นด้วยตวักระตุ้นเดีÉยว (peak 

twitch tension) และตวักระตุน้ต่อเนืÉอง (peak tetanic tension) เวลาทีÉใชใ้นการหดตวั

ของกล้ามเนืÊอ (contraction time) เวลาทีÉใช้ในการคลายตัวครึÉงหนึÉง (one-half 

relaxation time) เวลาทีÉใช้ในการหดตวัจนได้แรงสูงสุดเมืÉอกระตุ้นต่อเนืÉอง (time to 

peak tension) ความถีÉทีÉทําให้เกดิ complete tetanus เมืÉอกระตุ้นด้วยตวักระตุ้นคู่ 

และตวักระตุน้ต่อเนืÉอง และเวลาทีÉใชใ้นการหดตวัจนเกดิการลา้จนเหลอื 25% ของแรง

สงูสุดของกลา้มเนืÊอ EDL 
 

 

กลุ่มทีÉ 

peak 
twitch 

tension 
contraction 

time 

one-half 
relaxation 

time 

peak 
tetanic 
tension 

time to 
peak 

tension 

เวลาทีÉใชใ้นการ

หดตวัจนลา้

เหลือ 25% 

ความถีÉต ํÉาสุดทีÉ

ทาํให้เกดิ 
complete 
tetanic เมืÉอ

กระตุน้คู่ 

ความถีÉต ํÉาสุดทีÉ

ทาํให้เกดิ 
complete 
tetanic เมืÉอ

กระตุน้ต่อเนืÉอง 

Sham Mean 1.30 0.0348 0.0159 7.28 0.36 16.18 38.00 50.67 

N 10 10 10 10 10 10 10 10 

Std. Deviation 0.67 0.0025 0.0013 3.29 0.15 3.66 2.54 2.58 

Std. Error of 
Mean 

0.17 0.0010 0.0003 0.85 0.04 0.95 0.65 0.67 

OVX Mean 0.46 0.0353 0.0183 3.13 0.40 13.25 34.29 44.29 

N 10 10 10 10 10 10 10 10 

Std. Deviation 0.45 0.0053 0.0063 2.41 0.14 4.87 1.89 1.89 

Std. Error of 
Mean 

0.17 0.0020 0.0024 0.91 0.05 1.84 0.71 0.71 

E10 Mean 0.78 0.0345 0.0147 4.43 0.24 13.41 39.23 51.92 

N 10 10 10 10 10 10 10 10 

Std. Deviation 0.50 0.0025 0.0023 2.69 0.07 4.14 1.88 3.84 

Std. Error of 
Mean 

0.14 0.0010 0.0006 0.75 0.02 1.15 0.52 1.06 

E20 Mean 1.63 0.0332 0.0150 9.29 0.30 16.64 38.21 49.29 

N 10 10 10 10 10 10 10 10 

Std. Deviation 0.80 0.0020 0.0013 4.71 0.07 5.63 2.49 2.67 

Std. Error of 
Mean 

0.21 0.0010 0.0004 1.26 0.02 1.50 0.66 0.71 

E40 Mean 1.80 0.0354 0.0165 9.34 0.37 20.64 38.57 48.93 

N 10 10 10 10 10 10 10 10 

Std. Deviation 0.74 0.0017 0.0017 4.35 0.09 6.43 3.06 2.89 

Std. Error of 
Mean 

0.20 0.0004 0.0005 1.16 0.02 1.72 0.82 0.77 

Total Mean 1.28 0.0346 0.0159 7.14 0.33 16.38 38.02 49.52 

N 50 50 50 50 50 50 50 50 

Std. Deviation 0.80 0.0027 0.0027 4.30 0.12 5.57 2.77 3.56 

Std. Error of 
Mean 

0.10 0.0003 0.0003 0.54 0.02 0.70 0.35 0.45 
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4. แสดงค่าแรงในการหดตวัของกล้ามเนืÊอสูงสุดเมืÉอกระตุ้นด้วยตวักระตุ้นเดีÉยว (peak 

twitch tension) และตวักระตุ้นต่อเนืÉอง (peak tetanic tension) เวลาทีÉใช้ในการหดตวั

ของกล้ามเนืÊอ (contraction time) เวลาทีÉใช้ในการคลายตัวครึÉงหนึÉง  (one-half 

relaxation time) เวลาทีÉใช้ในการหดตวัจนได้แรงสูงสุดเมืÉอกระตุ้นต่อเนืÉอง (time to 

peak tension) ความถีÉทีÉทําให้เกดิ complete tetanus เมืÉอกระตุ้นด้วยตวักระตุ้นคู่ และ

ตวักระตุน้ต่อเนืÉอง และเวลาทีÉใชใ้นการหดตวัจนเกดิการลา้จนเหลอื 25% ของแรงสูงสุด

ของกลา้มเนืÊอ gastrocnemius 
 

 

กลุ่มทีÉ 

peak 
twitch 

tension 
contraction 

time 

one-half 
relaxation 

time 

peak 
tetanic 
tension 

time to 
peak 

tension 

เวลาทีÉใชใ้นการ

หดตวัจนลา้

เหลือ 25% 

ความถีÉต ํÉาสุดทีÉ

ทาํให้เกดิ 
complete 
tetanic เมืÉอ

กระตุน้คู่ 

ความถีÉต ํÉาสุดทีÉ

ทาํให้เกดิ 
complete 
tetanic เมืÉอ

กระตุน้ต่อเนืÉอง 

Sham Mean 72.29 0.0392 0.0185 231.71 0.42 20.75 39.33 46.67 

N 10 10 10 10 10 10 10 10 

Std. Deviation 29.28 0.0033 0.0028 100.25 0.14 5.17 1.76 2.44 

Std. Error of 
Mean 

7.56 0.0008 0.0007 25.88 0.04 1.33 0.45 0.63 

OVX Mean 23.43 0.0391 0.0199 58.49 0.43 13.19 35.00 46.43 

N 10 10 10 10 10 10 10 10 

Std. Deviation 11.28 0.0037 0.0021 27.30 0.18 1.80 2.89 2.44 

Std. Error of 
Mean 

4.26 0.0014 0.0008 10.32 0.07 0.68 1.09 0.92 

E10 Mean 24.60 0.0392 0.0175 74.08 0.31 10.80 38.46 49.23 

N 10 10 10 10 10 10 10 10 

Std. Deviation 21.65 0.0025 0.0012 59.11 0.12 6.29 3.15 1.88 

Std. Error of 
Mean 

6.00 0.0007 0.0003 16.39 0.03 1.74 0.87 0.52 

E20 Mean 28.46 0.0399 0.0184 105.33 0.54 14.76 37.50 49.29 

N 10 10 10 10 10 10 10 10 

Std. Deviation 23.73 0.0024 0.0015 64.47 0.17 7.74 3.25 2.67 

Std. Error of 
Mean 

6.34 0.0006 0.0004 17.23 0.05 2.07 0.87 0.71 

E40 Mean 58.86 0.0391 0.0183 185.35 0.49 27.52 39.29 47.50 

N 10 10 10 10 10 10 10 10 

Std. Deviation 27.66 0.0020 0.0011 92.06 0.17 13.18 2.67 3.25 

Std. Error of 
Mean 

7.39 0.0005 0.0003 24.60 0.05 3.52 0.71 0.87 

Total Mean 44.29 0.0393 0.0184 141.55 0.44 18.03 38.25 47.94 

N 50 50 50 50 50 50 50 50 

Std. Deviation 31.62 0.0027 0.0019 100.48 0.17 10.06 3.00 2.79 

Std. Error of 
Mean 

3.98 0.0003 0.0002 12.66 0.02 1.27 0.38 0.35 
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5. แสดงค่าพืÊนทีÉหน้าตดัของเซลลก์ลา้มเนืÊอ EDL 
 
พืน้ทีห่น้ าตดั EDL 

กลุม่ Mean N Std. Deviation 
Std. Error 
of Mean 

Sham 2451.17 10 151.44 61.82 
OVX 1933.83 10   91.45 37.33 
E10 2428.26 10 189.88 77.52 
E20 2434.11 10   76.12 31.08 
E40 2429.37 10 193.73 79.09 
Total 2335.35 50 246.67 45.04 

 

6. แสดงค่าพืÊนทีÉหน้าตดัของเซลลก์ลา้มเนืÊอ gastrocnemius 
 
พืน้ทีห่น้ าตดั Gas 

กลุม่ Mean N Std. Deviation 
Std. Error 
of Mean 

Sham 2425.51 10 118.10 48.22 
OVX 2020.41 10 169.40 69.16 
E10 2587.76 10 164.58 67.19 
E20 2523.35 10 206.84 84.44 
E40 2560.31 10 209.35 85.47 
Total 2423.47 50 268.50 49.02 
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7. แสดงค่าระดบัโปรตนีพารว์ลับมูนิของกลา้มเนืÊอ EDL 
 

กลุม่ Mean N Std. Deviation Std. Error of Mean 

Sham 6.83 10 0.81 0.31 
OVX 5.20 10 0.82 0.31 
E10 6.67 10 0.38 0.14 
E20 6.88 10 0.48 0.18 
E40 6.08 10 0.82 0.31 
Total 6.33 50 0.91 0.15 

 

8. แสดงค่าระดบัโปรตนีพารว์ลับมูนิของกลา้มเนืÊอ gastrocnemius 
 
กลุม่ Mean N Std. Deviation Std. Error of Mean 

Sham 7.35 10 1.13 0.43 
OVX 5.58 10 0.59 0.22 
E10 6.84 10 1.10 0.42 
E20 7.23 10 0.38 0.14 
E40 7.18 10 0.49 0.18 
Total 6.84 50 1.00 0.17 
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1. การเตรียมสารเคมีสาํหรบัการศึกษาการหดตวัของกล้ามเนืÊอ 

  1.1 การเตรียม Kreb’s solution 

   สารเคมี 

    NaCl 6.92     กรมั 

    KCl 0.354  กรมั 

    CaCl2  0.282 กรมั 

    KH2PO4 0.162 กรมั 

    MgSO4.7H20 0.294 กรมั 

    NaHCO3 2.1 กรมั 

    Glucose 2.0 กรมั 

    เตมินํÊากลั Éนจนไดป้รมิาตร 1,000 มลิลลิติร 

   ขั Êนตอนการเตรียม 

1. ชั Éงสารเคมตีามปรมิาณขา้งตน้ 

2. ละลายสารทั Êงหมดดว้ยนํÊา  และเกบ็ไวใ้ชเ้มืÉอตอ้งการ 

 

2. การเตรียมสารเคมีสาํหรบัการศึกษาทางเนืÊอเยืÉอวิทยา 

  2.1 การเตรียม 0.1 M Phosphate buffer  

   สารเคมี 

   Stock 1 M Phosphate buffer  

    Na2HPO4.2H2O 115.0 กรมั 

    NaH2PO4.2H2O   34.22 กรมั 

    เตมินํÊากลั Éนจนไดป้รมิาตร 1,000 มลิลลิติร 

   ขั Êนตอนการเตรียม 

1. ชั Éงสารเคมตีามปรมิาณขา้งตน้ 

        2.   ละลายสารทั Êงหมดดว้ยนํÊา 

        3.   นํา stock 1 M Phosphate buffer มา 100 มลิลลิติร เตมินํÊาจนไดป้รมิาตร  

        1,000 มลิลลิติร นําไปเกบ็ในตูเ้ยน็ทีÉ 4 องศาเซลเซยีส 

 

  2.2 การเตรียม alcohol-formalin 

   สารเคมี 

    37-40% formaldehyde 10.0 มลิลลิติร 

    80% alcohol 90.0 มลิลลิติร 
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   ขั Êนตอนการเตรียม 

    1. ตวงสารเคมตีามปรมิาณขา้งตน้ 

    2. ละลายสารทั Êงหมดใหเ้ขา้กนั 

 

2.3 การเตรียม Tespa coated slide 

 สารเคมี 

 70% alcohol   500.0  มลิลลิติร 

Dry acetone   500.0  มลิลลิติร 

Tespa      2.0     มลิลลิติร 

นํÊากลั Éน   750.0    มลิลลิติร 

 ข ั Êนตอนการเตรียม 

1. แช่สไลดใ์น 70% alcohol นานประมาณ 2 ชั Éวโมง  จากนั Êนนํามาเชด็ใหส้ะอาด  

แลว้อบใหแ้หง้ในตูอ้บ (oven) นาน 30 นาท ี

2. นําสไลดท์ีÉไดม้าแชใ่น 2% tespa นาน 2 นาท ี จากนั Êนนํามาจุ่มลงใน dry 

acetone 2 ครั Êง นานครั Êงละ 30 วนิาท ี

3. นํามาจุ่มลงในนํÊากลั Éน 2 ครั Êง นานครั Êงละ 30 วนิาท ี แลว้นําไปอบใหแ้หง้ในตูอ้บ  

นานประมาณ 12-15 ชั Éวโมง 

4. เกบ็สไลดไ์วใ้นทีÉแหง้ปราศจากฝุน่ละอองพรอ้มทีÉจะนํามาใช ้

 

2.4 การเตรียม Stock solution 1% eosin  

 สารเคมี 

 Stock eosin solution 

 Eosin yellowish      10.0    กรมั 

 95% ethanol   80.0  มลิลลิติร 

 นํÊากลั Éน   20.0  มลิลลิติร 

 Working eosin solution 

 1% stock eosin   1    ส่วน 

 95% ethanol   1    ส่วน 

  ข ั Êนตอนการเตรียม 

1. ละลาย eosin yellowish ดว้ยนํÊาทลีะน้อย  ใช ้magnetic stirrer ช่วยผสม 

2. เมืÉอผงสลีะลายจนหมดจงึเตมิ 95% ethanol ผสมใหเ้ขา้กนั 
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3. ก่อนใช ้Working eosin solution ใหเ้ตมิ glacial acetic acid ปรมิาตร 0.5 

มลิลลิติร ต่อ eosin 100 มลิลลิติร 

 

2.5 การเตรียม Mayer’ s hematoxylin 

 สารเคมี 

 Hematoxylin     1.0     กรมั 

 Potassium alum   50.0    กรมั 

 Sodium iodate                           0.2    กรมั 

 Citric acid     1.0    กรมั 

 Chloral hydrate    50.0   กรมั 

 เตมินํÊากลั Éนจนไดป้รมิาตร 1,000 มลิลลิติร 

ขั Êนตอนการเตรียม 

1.  ชั Éงสารเคมตีามปรมิาณขา้งตน้ 

2. ละลายสารทั Êงหมดดว้ยนํÊา  และเกบ็ไวใ้ชเ้มืÉอตอ้งการ 

 

2.6 การเตรียม 0.1 M phosphate buffer containing 0.3% Triton X-100 

 สารเคมี 

 0.1 M phosphate buffer  300.0  มลิลลิติร 

 Triton X-100    900.0  ไมโครลติร 

 ข ั Êนตอนการเตรียม 

เตมิ Triton X-100  จาํนวน 900 ไมโครลติร ใสใ่น 300 มลิลลิติร ของ 0.1 M 

phosphate buffer เตรยีมเมืÉอตอ้งการใชเ้ท่านั Êน 

 

     2.7 การเตรียม 0.01 M Citric buffer pH 6 

           สารเคมี 

               tri-sodium citrate                                     2.94  กรมั 

ขั Êนตอนการเตรียม 

      ชั Éง tri-sodium citrate 2.94 กรมั  ละลายในนํÊากลั Éน 1 ลติร ปรบั pH ดว้ย 1 N HCl 

  ใหไ้ด ้6.0 
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 2.8  การเตรียม 1 N HCl 

 สารเคมี 

 Concentrate  HCl             12.0  มลิลลิติร 

 นํÊากลั Éน 90.0  มลิลลิติร 

 ขั Êนตอนการเตรียม 

ตวงนํÊากลั Éนปรมิาตร 90 มลิลลิติร  เตมิกรด HCl ตามปรมิาตรขา้งตน้  ปรบั

ปรมิาตรดว้ยนํÊากลั Éนเตมิจนครบ 120 มลิลลิติร  (ขอ้ควรระวงัในการเตรยีมกรดทีÉมี

ความเขม้ขน้สงูควรเทกรดใส่ในนํÊาเพืÉอความปลอดภยั) 

 

3. การเตรียมสารเคมีสาํหรบัการสกดัโปรตีน 

 3.1 การเตรียม Lysis  buffer 

 สารเคมี 

0.1 M Sodium pyrophosphate  2.0      มลิลลิติร 

0.5 M Sodium fluoride  0.5      มลิลลิติร 

10% Sodium deoxycholate                  0.025     ไมโครลติร 

1 M Tris pH 8    100.0      ไมโครลติร 

0.5 M EGTA   100.0      ไมโครลติร 

Triton X-100   50.0        ไมโครลติร 

100 mM PMSF                                  50.0        ไมโครลติร 

1 M Magnesium chloride    25.0        ไมโครลติร 

0.1 M Sodium vanadate  5.0        ไมโครลติร 

De-ionized water  2.15     มลิลลิติร 

Leupeptin  2.0        ไมโครลติร 

Apotinin    10.0        ไมโครลติร 

ขั Êนตอนการเตรียม 

เตรยีมสารเคมที ั Êงหมด (ยกเวน้ Leupeptin และ Apotinin) แลว้จงึนําสารละลายทีÉได้

ข ั Êนตน้ปรมิาตร 1 มลิลลิติร มาเตมิ Leupeptin และ Apotinin ตามปรมิาณขา้งตน้ 

 

 3.2 การเตรียม Laemmli sample buffer 

 สารเคมี 

 Laemmli sample buffer  950.0   ไมโครลติร 

 β mercaptoethanol    50.0     ไมโครลติร 
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 ข ั Êนตอนการเตรียม 

เตรยีมสารเคมตีามปรมิาณขา้งตน้ และนําไปใหค้วามรอ้นทีÉอุณหภมู ิ100 องศา

เซลเซยีส  นาน 10 นาท ี

 

4. การเตรียมสารเคมีสาํหรบัเวสเทิรน์ บลอท 

 4.1  การเตรียม 12% Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide resolving gel 

 สารเคมี 

1.5 M Tris (HCl)  2.5  มลิลลิติร 

30% Acrylamide (37.5:1) 4.0    ไมโครลติร 

12% SDS solution   100.0  ไมโครลติร 

10% Ammonium persulphate   100.0  ไมโครลติร 

TEMED     25.0    ไมโครลติร 

Double-Deionized water      3.03  มลิลลิติร 

ขั Êนตอนการเตรียม 

 เตรยีมสารเคมตีามปรมิาณขา้งตน้เมืÉอผสม 10% Ammonium persulphate และ 

TEMED แลว้ ควรใชเ้วลาใหน้้อย  เพราะเจลจะเริÉมเกดิพอลเิมอรไ์รดเ์ซชั Éน  ทิÊงเจล

ไวน้าน 60 นาท ีทีÉอุณหภมู ิ25 องศาเซลเซยีส 

 

 4.2  การเตรียม 4% Sodium dodecyl sulfate poyacrylamide stack gel 

 สารเคมี 

0.5 M Tris (HCl)    1.008  มลิลลิติร 

30% Acrylamide (37.5:1)    528.0     ไมโครลติร 

10% SDS solution     40.0       ไมโครลติร 

10% Ammonium persulphate     50.0       ไมโครลติร  

TEMED     20.0       ไมโครลติร 

Double-Deionized water     2.16     มลิลลิติร 

 ข ั Êนตอนการเตรียม  

เตรยีมสารเคมตีามปรมิาณขา้งตน้  เมืÉอผสม 10% Ammonium persulphate และ 

Temed แลว้ ควรใชเ้วลาใหน้้อย  เพราะเจลจะเริÉมเกดิการพอลเิมอรไ์รดเ์ซชั Éน  ทีÉ

อุณหภมู ิ25 องศาเซลเซยีส นาน 60 นาท ี
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 4.3  การเตรียม Transfering buffer 

สารเคมี 

Tris base      3.03  กรมั 

Glycine    14.4  กรมั 

Methanol   200.0  มลิลลิติร 

De-ionized water for up to 1,000 มลิลลิติร 

ขั Êนตอนการเตรียม 

ชั Éงสารเคมตีามปรมิาณขา้งตน้  ละลายในนํÊาไดป้รมิาตร 1,000 มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้

กนัโดยใชเ้ครืÉองช่วยผสม 

 

 4.4  การเตรียม1xSDS running buffer 

สารเคมี 

Tris base  3.02  กรมั 

Glycine    18.8  กรมั 

Sodium dodecyl sulfate      1.0  กรมั 

De-ionized water for up to 1,000 มลิลลิติร 

ขั Êนตอนการเตรียม 

ชั Éงสารเคมตีามปรมิาณขา้งตน้  ละลายในนํÊาไดป้รมิาตร 1,000 มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้

กนัโดยใชเ้ครืÉองช่วยผสม 

 

 4.5  การเตรียม Tris buffer saline with Tween 20  (TBST) 

 สารเคมี 

5 M NaCl     30.0  มลิลลิติร 

1 M Tris pH 8      10.0   มลิลลิติร 

Tween 20       1.0   มลิลลิติร 

De-ionized water for up to 1,000 มลิลลิติร 

 ข ั Êนตอนการเตรียม 

 ชั Éงสารเคมตีามปรมิาณขา้งตน้  ละลายในนํÊาไดป้รมิาตร 1,000 มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้

 กนั 
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 4.6  การเตรียม Tris buffer saline (TBS) 

 สารเคมี 

5 M NaCl   30.0  มลิลลิติร 

1 M Tris pH 8  10.0  มลิลลิติร 

De-ionized water for up to 1,000 มลิลลิติร 

 ข ั Êนตอนการเตรียม 

 ชั Éงสารเคมตีามปรมิาณขา้งตน้  ละลายในนํÊาไดป้รมิาตร 1,000 มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้

 กนั 

 

 4.7  การเตรียม ECL 

 สารเคมี 

 Reagent A                       1.0  มลิลลิติร 

 Reagent B                     25.0 ไมโครลติร 

ขั Êนตอนการเตรียม  

ผสมสารเคมที ั Êงสองชนิดตามสดัส่วนทีÉกาํหนดในหอ้งมดืเป็นเวลา 1 นาท ี แลว้จงึ

ค่อยหยดบนแผ่น membrane  

 

 4.8  การเตรียมนํÊายา Developer 

 สารเคมี 

 นํÊายา Developer and replenisher            103.0  มลิลลิติร 

 นํÊากลั Éน                                              345.0  มลิลลิติร 

 ข ั Êนตอนการเตรียม 

ผสมสารเคมกีบันํÊากลั Éนเขา้ดว้ยกนัทาํในทีÉมแีสงสวา่งน้อย 

 วิธีการเกบ็รกัษา 

เกบ็ในขวดสชีา และแช่เยน็ไวใ้นตูเ้ยน็อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เปลีÉยนนํÊายา

ต่อเมืÉอนํÊายาเปลีÉยนเป็นสดีาํคลํÊา 
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 4.9  การเตรียมนํÊายา Fixer 

  สารเคมี 

 นํÊายา Fixer and replenisher                    103.0  มลิลลิติร 

 นํÊากลั Éน                                               345.0  มลิลลิติร 

 ข ั Êนตอนการเตรียม 

ผสมสารเคมกีบันํÊากลั Éนเขา้ดว้ยกนัทาํในทีÉมแีสงสวา่งน้อย 

 วิธีการเกบ็รกัษา 

 เกบ็ในขวดสชีา และแช่เยน็ไวใ้นตูเ้ยน็อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เปลีÉยนเมืÉอเกดิ

 ตะกอนขาว 
 


