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สวนที่ 1 ขอมูลทั่วไป 
1. โครงการวิจัยเด่ียว  
    (ภาษาไทย)       การศึกษาการออกฤทธิข์องสารสกัดจากพืชสมุนไพรเพื่อใชในการรักษาผูสูงวัยที่มี

ภาวะกระดูกพรุน และภาวะมวลกลามเนื้อนอย 
    (ภาษาอังกฤษ)   Study the effects of herbal medicines for the treatment of 

osteoporosis/ sarcopenia patients 
 
2. คณะนักวิจัย และหนวยงานตนสังกัด 

  หัวหนาโครงการ         
ชื่อ-สกุล  นายยุทธนา เพง็แจม  (สัดสวนในการทำวจิัย 80%) 
ตำแหนงทางวชิาการ /ราชการ ผูชวยศาสตราจารย   
หนวยงาน คณะเทคนิคการแพทย 
ที่อยู คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ต. คอหงส อ. หาดใหญ จ. สงขลา 90110 
โทร. 074289105  โทรสาร 074289101 
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   ตำแหนงทางวิชาการ /ราชการ รองศาสตราจารย 
   หนวยงาน ภาควิชาเภสัชเวทและเภสัชพฤกษศาสตร  
   ทีอ่ยู คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ต. คอหงส อ. หาดใหญ จ. สงขลา 90112 
   โทรศพัท/โทรสาร 074-288980  โทรสาร 074-288891  
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3. กิตติกรรมประกาศ 
    
  นักวิจัยหลัก ผศ.ดร. ยุทธนา เพ็งแจม คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
ขอขอบพระคณุ รศ. ดร. ภาคภูมิ  พาณิชยูปการนันท ผูรวมวิจัยจากคณะเภสัชศาสตร ที่คิดคนสารสกัดเคอคูมิ
นอยดซึ่งนำมาใชในการศึกษาครั้งนี้ ขอบคุณคณบดีคณะเภสัชศาสตรที่ใหสถานที่หองปฏิบัติการเภสัชเวชของ
คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ในการคิดคนกรรมวิธีการเตรียมสารสกัดขมิ้นชันที่มีสารเคอรคู
มินอยดปริมาณสูงมากกวาเดิมถึง 85% โดยน้ำหนัก และเพิ่มการละลายน้ำมากกวาเดิมถึง 70 เทา และสาร
สกัดจากพืชสมุนไพรชนิดอื่น ๆ ทั้งในรูปแบบ pure compound และ crude extracts ทั้งจากคณะเภสัช
ศาสตร และคณะการแพทยแผนไทย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร เพื่อนำมาศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากพืช
สมุนไพรเหลานี้ตอภาวะมวลกลามเนื้อนอย และภาวะกระดูกพรุนในครั้งน้ี ขอขอบคุณคณบดีคณะเทคนิค
การแพทยที่ใหสถานที่หองวิจัยคณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ทำการทดลอง จนทำให
งานประสบผลสำเร็จดวยดี และสามารถตีพิมพเผยแพรในวารสารนานชาติได 3 ฉบับ โดยอยูในฐาน Scopus 
1 ฉบับ และอยูในฐาน Wed of Science 2 ฉบับ (Q1 และ Q2) ขอขอบคุณอาจารยผูรวมวิจัยทุกทานทั้งใน
ประเทศ และตางประเทศที่ชวยกันทำงานวิจัยจนสำเร็จ งานวิจัยพ้ืนฐานน้ีสามารถนำไปใชในการศึกษาตอยอด
ทางคลินิก สำหรับเพ่ิมคุณคาของสมุนไพรไทย และการนำไปใชเปนผลิตภัณฑเสริมอาหารเพ่ือลดความเสี่ยงตอ
การเปนโรคกระดูกพรุน และเพ่ิมการสรางมวลกระดูกในผูสูงอายุตอไป 
  การทำวิจัยในครั้งนี้เปนการรวมมือกันระหวางนักวิจัยของคณะเทคนิคการแพทย  คณะเภสัชศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร และนักวิจัยจากประเทศญี่ปุน ทำใหเกิด collaboration ของนักวิจัยในวงกวาง 
เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากพืชสมุนไพรตาง ๆ ตอภาวะมวลกลามเนื้อนอย และภาวะกระดูกพรุน งานวิจัย
นี้สามารถนำไปใชในการศึกษาตอยอดทางคลินิก สำหรับเพิ่มคุณคาของสมุนไพรไทย และการนำไปใชเปน
ผลิตภัณฑเสริมอาหารเพื่อลดความเสี่ยงตอการเปนโรคกระดูกพรุน และเพิ่มการสรางมวลกระดูกในผูสูงอายุ
ตอไป 
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4. บทคัดยอภาษาไทย และภาษาอังกฤษ 
 รายงานวิจัยในครั้งนี้ประกอบดวยงานวิจัย 3 เรื่อง โดยแตละเรื่องใชงบประมาณที่ไดรับทุนวจิัยสนับสนุนในครั้งนี้ 
ตามที่เสนอรายงานตาม “รางรายงานวิจยัฉบับสมบูรณ” ซึง่ทัง้ 3 เรือ่งผูวิจยัขอแยกบทคัดยอทั้งภาษาไทย และ
ภาษาอังกฤษออกเปน 3 เรือ่ง ตามลำดับคือ 
 

บทคัดยอภาษาไทยงานวิจัยเรื่องที่ 1 
 
ขอมูลพื้นฐาน : ภาวะมวลกลามเนื้อนอย (Sarcopenia) เกิดจากความไมสมดุลของการสราง และการทำลายโปรตีน
ของกลามเนื้อ ภาวะผิดปกติเกิดจากมีการทำลายมากกวาการสราง ผลทำใหเกิดภาวะมวลกลามเนื้อนอย การรักษา
โรคนี้ในภาวะปจจุบันมีการใชยา และไมใชยา ในกรณีที่ใชยามักเกิดผลขางเคียง ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงสนใจนำสารสกัด
จากขมิ้นชันมาทดลองเพื่อกระตุนการสรางมวลกระดูก 
วัตถุประสงค : การทดลองนี้ไดใชสารสกัดจากขมิ้นชัน ซึ่งเรียกวาสารเคอคูมินอยดที่ประกอบดวย Cu, De, Bis, CRE, 
CRE-SD, CRE-Bin, and CRE-Ter เพื่อชวยกระตุนการสรางโปรตีนจากเซลลกลามเนื้อ โดยใช cells ที่ induce ให
คลายกับกลามเนื้อของผูที่เปน sarcopenia ดวย dexamethasone 
วิธ ีการศึกษา : การทดลองนี ้ได ใช เซลลกลามเนื ้อคือ C2C12 จากนั ้นทำใหเซลลม ีล ักษณะออนแรงดวย 
dexamethasone ตอมาไดศึกษา inhibition effects ของสารสกัดเคอคูมินอยดที่ประกอบดวย Cu, De, Bis, CRE, 
CRE-SD, CRE-Bin, and CRE-Ter ดวยวิธี MTT, LDH, RT-qPCR และ western blot 
ผลการศึกษา : ผลการศึกษาพบวา Cu, CRE, CRE-Bin, and CRE-Ter สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน Atrogin-
1 และ MuRF-1  ซึ่งทั้ง  Atrogin-1 และ MuRF-1  สงผลตอภาวะมวลกลามเนื้อนอย ขณะที่ CRE-SD สามารถยับยั้ง
การแสดงออกของ MuRF-1  เพียงอยางเดียว นอกจากนี้คณะผูวิจัยยังพบวา Cu, CRE, CRE-Bin, CRE-Ter, and 
CRE-SD สามารถกระตุนการสรางโปรตีน Akt  ซึ่งเปนโปรตีนที่สำคัญตอกระบวนการสรางโปรตีนใน TOR signaling 
pathway 
สรุปผล : การศึกษาครั้งนี้สามารถสรุปไดวาสารเคอคูมินอยดที่ประกอบดวย Cu, CRE, CRE-SD, CRE-Bin, and CRE-
Ter สามารถยับยั้งการเกิด muscle atrophy หรือ sarcopenia โดยสามารถยับยั้งยีนที่ทำให muscle atrophy คือ
ทั้ง Atrogin-1 และ MuRF-1  นอกจากนี้ยังสามารถกระตุนการสรางโปรตีนผาน TOR signaling pathway 
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Abstract (1) 
 
Background: Sarcopenia is a disease of progressive loss of muscle mass due to the imbalance 
of protein synthesis and proteolysis, and tends to emerge with ageing. Currently its treatment 
consists of non-drug therapies and drug therapies, but some medications can have various side 
effects. Therefore, it is important to search for effective herbal medicines that can modulate 
muscle mass.  
Purpose: In this study, we investigated the inhibition effects of curcuminoids including, Cu, 
De, Bis, CRE, CRE-SD, CRE-Bin, and CRE-Ter on dexamethasone-induced muscle atrophy 
in differentiation of C2C12 cells.  
Methods: C2C12 cells were cultured and treated with various concentrations of curcuminoids 
including, Cu, De, Bis, CRE, CRE-SD, CRE-Bin, and CRE-Ter. The inhibitory effects were 
studied using various methods, including MTT and LDH assays for cell viability and cell 
cytotoxicity, RT-qPCR for gene expression analysis, and Western blots for protein analysis. In 
this study, dexamethasone-treated C2C12 myotubes (Dex) are the positive drug control and 
used as in vitro models of muscle atrophy.  
Results: The results revealed that treating differentiated C2C12 cells with Cu, CRE, CRE-Bin, 
and CRE-Ter reduced Atrogin-1 and MuRF-1 expression, whereas CRE-SD reduced only 
MuRF-1 expression. The Western blot analysis results show that Cu, CRE, CRE-Bin, CRE-
Ter, and CRE-SD upregulated the phosphorylation level of Akt, which is an important protein 
in the mTOR signaling pathway.  
Conclusion: Our results show that Cu, CRE, CRE-Bin, CRE-SD, and CRE-Ter tend to inhibit 
muscle atrophy by decreasing expression of Atrogin-1 and MuRF-1 inhibiting protein 
degradation, and to upregulate Phospho-Akt to stimulate protein synthesis. These results 
provide corroborating evidence of therapeutic potential to treat sarcopenia patients. 
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บทคัดยอภาษาไทยงานวิจัยเรื่องที่ 2 
 

ขอมูลพื้นฐาน : ในกระบวนการสราง osteoclasts มีการแสดงออกของ miR21 รวมดวย จากการศึกษาที่ผานมา

พบวากลไกของ NFκB-miR-21 pathway เปนกลไกใหมที่สามารถนำไปรักษาโรค diabetic ulcers ได และเมื่อไม

นานมานี้คณะผูวิจัยพบวาสารเคอรคูมินอยดชนิด CRE-Ter สามารถยับยั้งกระบวนการสราง osteoclasts ผาน NFκB 
pathway สวนความสัมพันธระหวาง CRE-Ter, miR21 และกระบวนการสราง osteoclasts ยังไมมีการศึกษามากอน    

วัตถุประสงค : ศึกษาความสัมพันธระหวางการแสดงออกของ miR21, NFκB pathway และกระบวนการสราง 
osteoclasts โดยหวังวาจะเปนกลไกใหมที่สามารถนำไปใชรักษาโรคกระดูกพรุนไดในอนาคต  
วิธีการศึกษา : การทดลองนี้ใชเซลล RAW 264.7 ที่กระตุนดวย RANKL จนทำใหเซลลเปลี่ยนเปน osteoclasts โดย
วัดจากการแสดงออกของ TRAP และ Cathepsin K จากนั้น treat เซลลดวย CRE-Ter และศึกษาการแสดงออกของ 
ROS การแสดงออกของ miR21 ผาน signaling pathways ตางๆ โดยวิธ ี Real time PCR, Western blotting, 
EMSA และ ChIP assays 
ผลการศึกษา : ผลการศึกษาพบวา หลังจาก treat cells ดวย CRE-Ter ทำใหการแสดงออก ROS ลดลง การ
แสดงออกของ osteoclast markers ชนิด TRAP และ Cathepsin K ลดลง นอกจากนี ้ CRE-Ter ยังทำใหการ
แสดงออกของ miR21 ลดลง จากนั้นคณะผูวิจัยไดศึกษากลไกการแสดงออกของ miR21, signaling pathways และ 
DNA–protein binding ผลพบวา CRE-Ter ทำให miR21 มีการแสดงออกลดลง ผานการแสดงออกของโปรตีนใน  

NFκB และ Akt pathways และตอเนื่องดวย DNA – protein binding โดยใชวิธี EMSA และ ChiP ลดลงดวย  
สรุปผล : การศึกษาครั้งนี้สามารถสรุปไดวาสารเคอคูมินอยดที่ชนิด CRE-Ter สามารถยับยั้งการสราง osteoclasts 

ผานกลไก NFκB-Akt-miR-21 pathway  ซึ่งเปนกลไกใหมที่ยังไมเคยรายงานมากอน ซึ่งกลไกนี้อาจนำไปใชเพื่อ
รักษาโรคกระดูกพรุนตอไป 
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Abstract (2) 
 
Background: miR-21 expression stimulates osteoclast cells in the context of 
osteoclastogenesis. A previous report showed that NFκB-miR-21 pathway could serve as an 
innovative alternative to devise therapeutics for healing diabetic ulcers. Furthermore, our study 
demonstrated that a highly water-soluble curcuminoids-rich extract (CRE-Ter) inhibits 
osteoclastogenesis through NFκB pathway.  
Purpose: The interplay between miR-21 and CRE-Ter in osteoclastogenesis has not yet been 
investigated.  
Methods: In this study, we examined the relation of CRE-Ter and miR-21 gene expression in 
receptor of the nuclear factor κB (NFκB) ligand (RANKL) - induced murine 
monocyte/macrophage RAW 264.7 cells, osteoclast cells, in osteoclastogenesis. Effect of 
CRE-Ter on generation of intracellular reactive oxygen species (ROS) was estimated by 
dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA).  
Results: The results reveal that CRE-Ter reduced expression levels of miR-21 gene in 
osteoclasts. The inhibitory effects of CRE-Ter on in vitro osteoclastogenesis were evaluated 
by reduction in tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) content, and by reduction in 
expression levels of an osteoclast-specific gene, cathepsin K. Treatment of the osteoclast cells 
with CRE-Ter suppressed RANKL-induced NFκB activation including phospho-NFκB-p65, 
and phospho IκBα proteins. Western blot analysis revealed that NFκB inhibitor up-regulated 
CRE-Ter-promoted expression of phospho-NFκB-p65. In addition, CRE-Ter dose-dependently 
inhibited phospho-Akt expression. CRE-Ter also dose-dependently reduced DNA binding 
activity of NFκB and Akt as revealed by EMSA. ChIP assay revealed binding of NFκB-p65 to 
miR-21 promoters.  
Conclusion: In conclusion, our results demonstrate that CRE-Ter downregulates miR-21 gene 
expression in osteoclasts via a de novo mechanism, NFκB- Akt-miR-21 pathway. 
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บทคัดยอภาษาไทยงานวิจัยเรื่องที่ 3 
 

ขอมูลพื้นฐาน : สารเคอรคูมินอยด CRE-Ter มีสวนประกอบของ curcumin ซึ่งมีรายงานมากอนวาสามารถยับยั้ง
มะเร็ง, antioxidant และ anti-inflammation อยางไรก็ตาม เนื่องจาก curcumin ละลายน้ำยาก และดูดซึมเร็ว 
ดังนั้นจึงไมเหมาะเพื่อนำไปใชเปนยารักษาโรค 
วัตถุประสงค : เพื่อใหการดูดซึมของ CRE-Ter เขาสูรางกายของคนไดอยางมีประสิทธิภาพ ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงไดทำ
การวิจัยเลียนแบบ โดยไดนำ CRE-Ter เขาใน liposome และศึกษากลไกการยับยั้งการสราง osteoclasts ผาน
ตัวกลางคือ scaffold ชนิด PLA foams โดยหวังวาจะเปนวิธใีหมที่สามารถนำไปใชรักษาโรคกระดูกพรุนไดในอนาคต  
วิธีการศึกษา : การทดลองนี้ใชเซลล RAW 264.7 (monocytes) ที่กระตุนดวย RANKL จนทำใหเซลลเปลี่ยนเปน 
osteoclasts โดยวัดจากการแสดงออกของ monocyte markers (F4/80), TRAP และ Cathepsin K จากนั้น treat 
เซลล ด วย Liposomal CRE-Ter ที่ผ านต ัวกลาง scaffold ชน ิด PLA foam และศ ึกษาการย ับย ั ้ งการสร าง 
osteoclasts ผาน signaling pathways ตางๆ โดยวธิี Western blotting 
ผลการศึกษา : ผลการศึกษาพบวา หลังจาก treat cells ดวย Liposomal CRE-Ter ทำใหการแสดงออก F4/80 
เพิ่มขึ้น การแสดงออกของ osteoclast markers ชนิด TRAP และ Cathepsin K ลดลง นอกจากนี้ CRE-Ter ยังทำ

ใหการแสดงออกของโปรตีนใน signaling pathways ชนิด NFκB และ ERK pathways  ลดลงดวย  
สรุปผล : การศึกษาครั้งนี้สามารถสรุปไดวา Liposomal CRE-Ter สามารถยับยั้งการสราง osteoclasts ผานกลไก 

NFκB- ERK pathway  ซึ่งกลไกนี้อาจนำไปใชเพื่อรักษาโรคกระดูกพรุนตอไปไดในอนาคต 
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Abstract (3) 
 
Background: Curcuminoid (CRE-Ter) is the active component of turmeric, and is widely 
understood to offer anticancer, antioxidant, and anti-inflammatory properties. The drawbacks, 
however, include rapid metabolism and systemic elimination as well as minimal 
bioavailability. 
Purpose: . In an attempt to address the issue of bioavailability, this study seeks to encapsulate 
CRE-Ter in a liposome before its incorporation on PLA foams in order to inhibit the process 
of osteoclastogenesis which takes place in RANKL-induced RAW 264.7 cells  
Methods: Having encapsulated the CRE-Ter into the liposomes, the influence of the release of 
liposomal CRE-Ter from PLA foams in order to inhibit the process of osteoclastogenesis in the 
case of RANKL-induced RAW 264.7 cells was investigated. By measuring the decline in 
tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) content it was possible to evaluate the influence of 
CRE-Ter/Liposome upon osteoclastogenesis in vitro. Immunocytochemistry was employed to 
assess the marker for the monocyte/macrophage cells F4/80 content, while Western blots were 
used to evaluate the underlying mechanisms involved. 
Results: The findings demonstrate a novel method which employs tissue engineering scaffolds, 
which are produced to work alongside advanced additive manufacturing techniques with their 
basis in concepts from the field of alternative medicine. Initially, it was confirmed that CRE-
Ter/Liposome at 20 μg/ml is able to inhibit the creation of multinucleated osteoclasts which 
are induced by the receptor activator of the nuclear factor-κB ligand (RANKL) in RAW 264.7 
cells. It was shown that the CRE-Ter/liposome was able to increase the F4/80 content (F4/80 
immunohistochemistry) in the RANKL treated RAW 264.7 cells. The TRAP content was 
lowered by the CRE-Ter/liposome along with the osteoclast-specific gene content such as 
cathepsin K, via the use of liposome-encapsulated PLA foams. When treated with CRE-
Ter/liposome, RANKL-induced NF-κB and ERK components such as NF-κB-p65, ERK, 
phospho-NF-κB-p65, and phospho-ERK pathways were all suppressed. 
Conclusion: The successful encapsulation of CRE-Ter into the liposomes offered a new 
opportunity to provide a new inhibitor of osteoclastogenesis and offers the possibility of 
developing treatments capable of addressing diseases which concern abnormal bone lysis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอก
สา

รฉ
บับ

นี้ด
าวน

์โหล
ดเม

ื่อว
ันท

ี่ 19
/06

/20
24

โดย
 ธน

ดล
 ศร

ีเพช
ร I

D5
39

8G
38

จา
กร

ะบ
บค

ลัง
ข้อ

มูล
งาน

วิจ
ัยไท

ย (
TN

RR
)



10 

 

5. บทสรุปผูบริหาร (Executive Summary) 
 

5.1. บทนำ 
ปจจุบันประชากรไทยในยุค 4.0 กำลังเขาสูสังคมผูสูงอายุ ปญหาเรื่องสุขภาพเปนปญหาสำคัญอันดับ

ตนๆ ของสังคมผูสูงอายุ โดยเฉพาะโรคที่เกิดจากการเสื่อมสภาพของรางกายไปตามอายุ เชนภาวะมวล

กลามเนื้อนอยหรือ sarcopenia โรคกระดูกพรุน (osteoporosis) และโรคกระดูกบาง (osteopenia) ภาวะ

มวลกลามเนื้อนอยหรือ sarcopenia ถือเปนกลุมอาการที่พบไดบอยถึง 1 ใน 3 ของผูสูงวัยทั่วไป และจาก

การศึกษาขอมูลยังพบอีกวาผูที่มีอายุมากกวา 50 ป ตรวจพบภาวะกระดูกพรุน 1 ใน 3 ของผูสูงวัยเพศหญิง 

และ 1 ใน 5 ของผูสูงวัยเพศชาย การรักษาทั้งสองภาวะในปจจุบัน คือการใชยาแผนปจจุบันซึ่งมักมีผลขางเคียง

ตอผู ใชยา ดังนั ้นการใชสารสกัดจากสมุนไพรที ่มีผลขางเคียงนอยและสามารถเพิ ่มมวลกระดูกในโรค 

sarcopenia และตานการเกิด osteoporosis จะเปนทางเลือกใหมในการรักษาผู สูงวัยตอไปในอนาคต 

ขมิ้นชัน เปนหนึ่งในสมุนไพรที่รัฐบาลสงเสริมใหวิจัยและพัฒนาใหเปน product champion ของประเทศไทย 

ปจจุบันมีการนำสารสกัดจากขมิ้นชันมาใชประโยชนในผลิตภัณฑเพื่อสุขภาพหลายชนิด ทั้งในรูปแบบยาแผน

โบราณ ผลิตภัณฑเสริมอาหาร และเครื่องสำอาง สารสกัดขมิ้นชันมีสารเคอรคูมินอยด (curcuminoids) ไดแก 

curcumin, demethoxycurcumin และ bis-demethoxycurcumin เปนสารสำคัญที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่มี

ประโยชนตอสุขภาพมากมาย ไดแก ฤทธิ ์ต านออกซิเดชัน (anti-oxidation) ตานการอักเสบ (anti-

inflammation) ตานมะเร็ง (anticancer) ตานการแพ (anti-allergy) และตานแบคทีเรีย (anti-bacteria) 

เปนตน การศึกษาที่ผานมาตองใชสารสกัด curcumin ปริมาณสูง ซึ่งอาจเปนเพราะวาสารสกัด curcumin 

ละลายน้ำไดนอย และถูกกำจัดออกจากรางกายไดอยางรวดเร็ว ทำใหมีประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพที่เปนประโยชนตอรางกายไดนอยมาก คณะผูวิจัยไดคิดคนกรรมวิธีการเตรียมสารสกัดขมิ้นชันที่มีสาร

เคอรคูมินอยดปริมาณสูงมากกวาเดิมถึง 85% โดยน้ำหนัก และเพิ่มการละลายน้ำมากกวาเดิมถึง 70 เทา 

นอกจากนี้คณะผูวิจัยยังศึกษาสารสกัดจากพืชสมุนไพรชนิดอื่น ๆ ทั้งในรูปแบบ pure compound และ 

crude extracts ทั้งจากคณะเภสัชศาสตร และคณะการแพทยแผนไทย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร เพ่ือ

นำมาศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากพืชสมุนไพรเหลานี ้ตอภาวะมวลกลามเนื ้อนอย และภาวะกระดูกพรุน 

งานวิจัยนี้สามารถนำไปใชในการศึกษาตอยอดทางคลินิก สำหรับเพิ่มคุณคาของสมุนไพรไทย และการนำไปใช

เปนผลิตภัณฑเสริมอาหารเพื่อลดความเสี่ยงตอการเปนโรคกระดูกพรุน และเพิ่มการสรางมวลกระดูกใน

ผูสูงอายุตอไป 

การทำวิจัยในครั้งนี้เปนการรวมมือกันระหวางนักวิจัยของคณะเทคนิคการแพทย  คณะเภสัชศาสตร 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร และนักวิจัยจากประเทศญี่ปุน ทำใหเกิด collaboration ของนักวิจัยในวงกวาง 

เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากพืชสมุนไพรตาง ๆ ตอภาวะมวลกลามเนื้อนอย และภาวะกระดูกพรุน งานวิจัย

นี้สามารถนำไปใชในการศึกษาตอยอดทางคลินิก สำหรับเพิ่มคุณคาของสมุนไพรไทย และการนำไปใชเปน

ผลิตภัณฑเสริมอาหารเพื่อลดความเสี่ยงตอการเปนโรคกระดูกพรุน และเพิ่มการสรางมวลกระดูกในผูสูงอายุ

ตอไป 
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5.2 วัตุประสงค  

• เพื่อศึกษาผลตอการสรางมวลกลามเนื้อ และการสรางเซลลกระดูกและตานการทำลายเซลลกระดกู

ของสารสกัด curcuminoids ในรูปแบบตางๆ ไดแก curcumin, bis-demethoxycurcumin, de-

methoxycurcumin, สารสกัด curcuminoids ที่มีสาร curcuminoids รวมไมนอยกวา 85% 

w/w และ สารสกัด curcuminoids ในรูปของสารประกอบเชิงซอนทีเ่พิ่มการละลายน้ำ 

• เพื่อนำขอมูลที่ไดจากงานวิจัยพืน้ฐานใครัง้นี้ไปใชในการศึกษาตอยอดทางคลินกิในอนาคต สำหรับ

การนำไปใชเปนผลิตภัณฑเสริมอาหารโดยถายทอดผลงานวิจยัแกบรษิัทที่สนใจ เพือ่นำไปตอยอด

เปนผลิตภัณฑเพื่อใชลดความเส่ียงตอภาวะมวลกลามเนื้อนอย และตานโรคกระดูกพรุน และเพิ่ม

ชองทางในการนำสารสกัดตางๆ ใชประโยชนตอไป 

 

5.3 สรุปผลการทดลองทั้งหมด 

ก. การศึกษาเก่ียวกับผลตอการสรางมวลกลามเนื้อ 

ทบทวนวรรณกรรม 

ปจจุบันหลายประเทศทั่วโลกกำลังเขาสูสังคมผูสูงอายุ มีสาเหตุเนื่องดวยเทคโนโลยีการแพทยที่กาวหนา

อยางรวดเร็วในปจจุบันที่สงผลใหผูสูงอายุในอนาคตมีแนวโนมที่จะมีอายุยืนนานขึ้น หรือเกิดจากการลดลงของภาวะ

เจริญพันธุหรืออัตราการเกิดลดนอยลง แตอยางไรก็ตามการเพิ่มขึ้นของจำนวนผูสูงอายุนี้มีสิ่งที่ตามมาอยางหลีกเลี่ยง

ไมไดเลยก็คือปญหาดานสุขภาพ  ภาวะมวลกลามเนื้อนอยหรือ sarcopenia ถือเปนอีกหนึ่งกลุมอาการที่พบไดบอยถึง 

1 ใน 3 ของผูสูงอายุทั่วไป การรักษาในปจจุบันประกอบดวยการรักษาโดยการไมใชยาและการใชยา จากหลักฐานที่

ปรากฎพบวาประโยชนจากการใชยายังไมเพียงพอตอการรักษาอีกทั้งการไดรับยาบางตัวอาจกอใหเกิดผลขางเคียงได 

เชน เทสโทสเตอโรน (testosterone) ซึ่งเปนฮอรโมนที่ชวยเพิ่มมวลกลามเนื้อและสรางโปรตีนของกลามเนื้อ แต

ผลขางเคียงมีหลายประการ เชนทำใหเกิดมะเร็งตอมลูกหมาก เตานมโตในผูชาย (gynecomastia) ภาวะเม็ดเลือด

แดงมาก (polycythemia) สงผลใหมีขอจำกัดในการใช จากการศึกษางานวิจัยที่ผานมาพบวาองคประกอบของ

สารเคมีที่พบในพืชสมุนไพรบางชนิดสามารถรักษาหรือยับยั้งภาวะมวลกลามเนื้อนอยได ดังนั้น หากสารสกัดจากพืช

สมุนไพรสามารถนำมาใชในการรักษาได ก็มีความเปนไปไดที่จะรักษาหรือยับยั้งภาวะมวลกลามเนื้อนอยที่พบใน

ผูสูงอายุได 

การทำวิจัยในครั้งนี้เปนความรวมมือระหวางนักวิจัยของคณะเทคนิคการแพทย นักวิจัยจากคณะเภสัช

ศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร นักวิจ ัยจาก Morioka University ภาควิชา Nutrition Science, Iwate 

ประเทศญี่ปุน และนักวิจัยจาก University of Miyazaki ภาควิชา Anatomy, Histochemistry and Cell Biology, 

Miyazaki ประเทศญี่ปุน ดวยทุนวิจัย Kobayashi International Scholarship Foundation, Japan ซึ่งคณะผูวิจัย

ได สนใจนำสารสก ัด  curcuminoid ในร ูปแบบต าง  ๆ ได แก   curcumin, bis-demethoxycurcumin, de-

methoxyurcumin, สารสกัด curcuminoids ที่มีสาร curcuminoids รวมไมนอยกวา 85% w/w และสารสกัด 

curcuminoids ในรูปแบบของสารประกอบเชิงซอนที่เพิ่มการละลายน้ำจาก รศ.ดร.ภก.ภาคภูมิ พาณิชยูปการนันท 

และคณะ จากคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร เพื่อนำไปใชในการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากพืช

สมุนไพรเหลานี้ตอการรักษาภาวะมวลกลามเนื้อนอย 
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           ภาวะมวลกลามเนื้อนอย หรือ sarcopenia มาจากรากศัพทภาษากรีกคือ sarx (flesh) และ penia (loss) มี

ความหมายโดยรวมคือการสูญเสียมวลกลามเนื้อและความแข็งแรงของกลามเนื้อ ซึ่งเปนสาเหตุสำคัญของการสูญเสีย

มวลกลามเนื้อที่พบบอยในผูสูงอายุ โดย อุบัติการณของภาวะมวลกลามเนื้อนอยมีความแตกตางกันมาก เนื่องจากคำ

จำกัดความของวิธีการวัดในแตละประชากรที่ศึกษามีความแตกตางกัน โดยทั่วไปพบ อุบัติการณในคนอายุ 60-70 ป

รอยละ 5-13 และเพิ่มเปนรอยละ 11-50 เมื่ออายุเกิน 80 ป จากการศึกษาในประเทศไทยที่ผานมาพบอุบัติการณสูง

ถึงประมาณ 1 ใน 3 ของประชากรทั่วไป โดยพบรอยละ 32.5 ในเพศชายและรอยละ 34.5 ในเพศหญิง พยาธิ

สรีรวิทยาของกลไกที่เกี่ยวของกับการเกิดภาวะมวลกลามเนื้อนอยโดยตรงมีหลายกลไก ไดแก การสรางโปรตีน 

(protein synthesis) การสลายโปรตีน (proteolysis) การทำงานของระบบประสาท ปริมาณไขมันในกลามเนื้อ 

ปริมาณฮอรโมนที่ลดลง ปฏิกิริยาอักเสบ การขาดสารอาหารโดยเฉพาะโปรตีน ชนิดของภาวะมวลกลามเนื้อนอยแบง

ออกตามพยาธิสรีรวิทยาการเกิดไดเปน ชนิดปฐมภูมิ (primary sarcopenia) และชนิดทุติยภูมิ (secondary 

sarcopenia) โดยชนิดปฐมภูมิหมายถึงภาวะมวลกลามเนื ้อนอยที ่ส ัมพันธ ก ับอายุท ี ่มากขึ ้น (age-related 

sarcopenia) โดยตรวจไมพบสาเหตุอื่นนอกจากอายุที่มากขึ้น สวนชนิดทุติยภูมินึกถึงเมือ่พบสาเหตุอื่นของภาวะมวล

กลามเนื้อนอย เชน ผูปวยติดเตียง ผูที่ไมคอยออกกำลังกาย ไดรับโปรตีนจากอาหารไมเพียงพอ โรคที่มีการอักเสบ 

เปนตน  โดยสวนใหญจะพบวาภาวะมวลกลามเนื้อนอยที่สัมพันธกับอายุที่เพิ่มขึ้นจะเกิดจากการสูญเสียสมดุลระหวาง

การสังคราะหและการสลายโปรตีนในกลามเนื้อ  การรักษาในปจจุบันจะประกอบไปดวยการรักษาที่ไมใชยาและใชยา 

แตเนื่องจากยังไมมีหลักฐานประโยชนการใชยารองรับมากเพียงพอ จึงทำใหมุงเนนไปที่การรักษาแบบไมใชยา โดย

การศึกษาที่ผานมาไดพบวาการรับประทานอาหารประเภทโปรตีนที่ประกอบไปดวย ลิวซีน (leucine) ซึ่งเปนกรดอะมิ

โนที่จำเปน (essential amino acid) ควบคูกับการออกกำลังกายมีสวนชวยในการรักษาและปองกันการฝอของ

กลามเนื้อได (muscle atrophy) และยังจำเปนตองไดรับการศึกษาผลตอๆไป วิถีการสงสัญญาณที่สำคัญที่พบใน

กระบวนการสังเคราะหโปรตีนคือ insulin-like growth factor-1 (IGF1), Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)-

AKt โดย IGF1-PI3K-AKt จะสงสัญญาณไปกระตุน mammalian target of rapamycin (mTOR) สงผลใหเพิ่มการ

สังเคราะหโปรตีนในเซลล นอกจากนี้ AKt ยังสามารถไปยับยั้งการสลายโปรตีนในเซลลผาน Forkhead box O 

(FOXO) ซึ่งเกี่ยวของกับ proteasome activity สวนกระบวนการสลายโปรตีนในเซลลจะมี ubiquitin-proteasome 

pathway และ autophagy-lysosomal pathway ที ่ เก ี ่ยวข องกับกระบวนการ โดย ubiquitin-proteasome 

pathway จะถือเปนกลไกสำคัญที่ควบคุมการสลายโปรตีน  

จากการศึกษาสมุนไพรที ่ใชเพื ่อปองกันภาวะมวลกลามเนื ้อนอย การศึกษาที ่ผานมา ศึกษาผลของ

สารประกอบ ursolic acid ใน C2C12 myotubes พบวา ursolic acid สามารถยับยั้งการสูญเสียมวลกลามเนื้อโดย

การกระตุ นการสังเคราะหโปรตีนและลดการสลายโปรตีน อีกทั ้งยังลดการแสดงออกของ myostatin และ 

inflammatory cytokines (TGF-β, IL-6 และ TNF-α) ซึ่งมีความเกี่ยวของกับ ubiquitin-E3 ligase (Atrogin-1,  

MuRF-1และ MUSA1) ที่พบใน ubiquitin-proteasome pathway และมีการรายงานพบวา ผลของ resveratrol 

(สารที่พบมากในถั่วลิสง ผลหมอน เมล็ดองุน) ตอการลดการเกิดภาวะกลามเนื้อลีบ (muscle atrophy) ที่เกิดจากโรค

ไตชนิดเรื้อรัง ผาน MuRF1 signaling pathway พบวา resveratrol สามารถยับยั้งการเกิดภาวะกลามเนื้อลีบไดโดย

การยับยั้งการแสดงออกของ MuRF1 ทำใหลดการสลายโปรตีน ในป 2018 Seongguk Cho และคณะ ไดศึกษาผล

ของสมุนไพรที่มีสวนผสมของ Schisandra chinensis Baill, Lycium chinense Mill และ Eucommia ulmoides 

Oliv ตอการรักษาภาวะกลามเนื ้อลีบใน C2C12 myoblast cells พบวา Schisandra chinensis Baill, Lycium 

chinense Mill และ Eucommia ulmoides Oliv ในอัตราสวน 2:1:1 สามารถปองกันกันภาวะกลามเนื้อลีบโดย

ยับยั้ง ubiquitin-proteasome pathway ตลอดจนเพิ่มการสังเคราะหโปรตีนใน C2C12 myoblat cells 
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การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัด curcuminoids ตอการรักษาภาวะมวลกลามเนื้อนอย Diaz-Castro J และคณะ

พบวาการอักเสบและภาวะเครียดที่เกิดจากออกซิเดชันสามารถทำใหกลามเนื ้อเกิดการสูญเสียได ในป 2009 

Alamdari N และคณะพบวา สารสกัด curcuminoids สามารถปองกันการสูญเสียหรือการบาดเจ็บของกลามเนื้อได

โดยยับยั้งการทำงานของ NF-κB pathway ซึ่งเปนตัวควบคุมการสลายของโปรตีนและเกี่ยวของกับการอักเสบของ

กลามเนื้อ  

 

 สารสกัดที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ประกอบดวย สารสกัดจากขมิ้นชัน (curcuminoids) ในรูปแบบตางๆ ไดแก 

curcumin (Cu), bis-demethoxycurcumin (Bis), de-methoxycurcumin (De), สารสก ัด curcuminoids ท ี ่มี

สาร curcuminoids รวมไมนอยกวา 85% w/w (CRE) และ สารสกัด curcuminoids ในรูปของสารประกอบเชิงซอน

ที่เพิ่มการละลายน้ำ และมีปริมาณสูง ซึ่งไดแก CRE-SD, CRE-Bin, และ CRE-Ter ดังรูปที่ 1 
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รูปที่ 1  แสดงโครงสรางของสารสกัดเคอคูมินอยดที่ใชในการศึกษาในครั้งนี้ ซึ่งประกอบดวย Cu, De, Bis, CRE, CRE-

SD, CRE-Bin, และ CRE-Ter 
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วิธีการทดลอง 

 1) เตรียมสารสกัดจากพืชสมุนไพร 

เตรียมสารสกัด curcuminoid ในรูปแบบตาง ๆ ไดแก curcumin, bis-
demethoxycurcumin, de-methoxyurcumin, สารสกัด curcuminoids ที่มีสาร 
curcuminoids รวมไมนอยกวา 85% w/w และสารสกัด curcuminoids ในรูปแบบของ
สารประกอบเชงิซอนทีเ่พิ่มการละลายน้ำ จาก รศ.ดร.ภก.ภาคภูมิ พาณิชยูปการนันท และคณะ 
จากคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

 2) ศึกษาผลของสารสกัดตอการรักษาภาวะมวลกลามเน้ือนอย 

  วัสดุและวิธีการ 

   Cell line: C2C12 myoblast cells (Mus musculus) 

Medium: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)+10% Fetal bovine 
serum  

(for growth), DMEM+2% horse serum (HS) for differentiation 

Reagent: Dexamethasone 

  2.1 การเพาะเล้ียงเซลล 

 ทำการเพาะเลี้ยง C2C12 myoblast cells ใน DMEM ที่มี 10% FBS ภายใตสภาวะใน
การเพาะเลี้ยงเซลลมาตรฐาน (37๐C, 5% CO2 และที่ความชื้น 95%) subconfluent C2C12 
myoblast cells จะถูกเปลี่ยนเปน DMEM ที่มี 2%ซีรัมมา (HS) ทำการเพาะเลี้ยงเซลลจนกระทั่ง
เซลลมีการเปลี่ยนแปลง (differentiation) ไปเปน myotubes ที่มีหลายนิวเคลียส ทำการเปลี่ยน
อาหารเลี้ยงเซลลทุกๆ 2 วัน ในชวง 5 วันที่เซลลเกิดกระบวนการเปลี่ยนแปลงไปเปน myotubes 
ทำการบำรุงรักษา myotubes ดวย 1uM dexamethasone พรอมกับทำการเติมสารสกัดจากพืช
สมุนไพรที่เตรียมไว หลังจากนั้น 24 ชั่วโมงจึงทำการวิเคราะหผลของสารสกัดจากพืชสมุนไพร 

2.2 การตรวจวัด cell viability  

 ทำการเตรียม C2C12 myoblast cells ใน 96 well plate ผสมกับสารสกัดจากพืช
สมุนไพรในความเขมขนตาง ๆ จากนั้นเติมสารละลาย MTT เพื่อตรวจวัด cell viability ของสาร
สกัดทุกตัวเพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมไปทำการทดลองตอไป 

  2.3 ตรวจวัดการแสดงออกของยนี โดยวิธี Real-time PCR 

ทำการเลี้ยง C2C12 myoblast cells ที่ผสมสารสกัดจากพืชสมุนไพรที่มีความเขมขน
สูงสุดที่มีผลตอเซลลนอยที่สุดในการทดลองที่ 2 สกัด RNA จากนั้นเปลี่ยนเปน cDNA หลังจากนั้น
จึงใช primer ที่จำเพาะตอยีน MuRF-1 และ Atrogin-1 ในการทำ  Real time- PCR 

Primer design 

MuRF-1 (mouse) Forward:  GGAACCTGCTGGTGGAAAACATC 
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Reverse:   CGTCTTCGTGTTCCTTGCACATC 

Atrogin-1F (mouse) Forward:  GCAGAGAGTCGGCAAGTC 

Reverse:   CAGGTCGGTGATCGTGAG 

2.4 ตรวจวัดการแสดงออกของโปรตีนโดยวิธี western blotting 

 ตรวจวัดการแสดงออกของโปรตีน P-Foxo-1, P-Foxo-3 และ P-AKt ดวย western 
blotting ซึง่โปรตีนทกุตัวเกี่ยวของกับการสรางโปรตีนในคนทีเ่ปนโรค sarcopenia   

2.5 Statistical analysis 

ขอมูลที่ไดจะแสดงออกมาในรูป mean ± SD จากนั้นเปรียบเทียบคาตางๆ โดยใช one-
way ANOVA with student T-test ที่ทำซ้ำ 3 การทดลอง คา statistical significance คือ 
p<0.05 

 

การทดลองที่ 1 ศึกษาความมีชีวิตหรือ Cell viability โดยวิธี MTT  

คณะผูวิจัยไดศึกษา  cell viability โดยทำการเลี้ยงเซลล C2C12 ซึ่งเปน muscle cells จากนั้น induce 
C2C12 ดวย dexamethasone (control) ให  เซลล กลายเสม ือนเป น muscle atrophy และเต ิมสารสก ัดซ่ึง
ป ร ะก อ บด  ว ย   Cu, De, Bis, CRE, CRE-SD, CRE-Bin, และ  CRE-Ter ใ น  C2C12 cells ท ี ่  induce ด  ว ย 
dexamethasone เพื่อศึกษาความมีชีวิตของเซลลหลังจากใสสารสกัด ผลการศึกษาแสดงไดในรูปที่ 2   
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รูปที่ 2 ผลการศึกษา cell viability ดวยวิธี MTT โดยทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง พบวา Cu, Bis, De, CRE มี 

cell viability ที่ 5 µg/ml ขณะที่  CRE-Bin, CRE-Ter และ CRE-SD มี cell viability ที่ 20 µg/ml  

 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

การทดลองที่ 1 แสดงผลของ Cu, De, Bis, CRE, CRE-SD, CRE-Bin, และ CRE-Ter ตอ C2C12 cells ที่ 

induce ดวย dexamethasone ผลการศึกษาพบวา พบวา Cu, Bis, De, CRE มี cell viability ที่ 5 µg/ml ขณะที่  

CRE-Bin, CRE-Ter และ CRE-SD มี cell viability ที่ 20 µg/ml  

 

การทดลองที่ 2 ศึกษาการแสดงออกของ Atrogin -1 ละ MuRF-1 

 คณะผูวิจัยไดศึกษาการแสดงออกของยีน Atrogin -1 ละ MuRF-1 ซึ่งยีนทั้งสองชนิด ถามีการแสดงออก

มากกวาปกติจะทำใหเกิด muscle atrophy โดยผูวิจัยทำการเลี้ยงเซลล C2C12 ซึ่งเปน muscle cells จากนั้น 

induce C2C12 ดวย dexamethasone (control) ใหเซลลกลายเสมือนเปน muscle atrophy จากนั้นเติมสารสกัด

ซึ่งประกอบดวย  Cu, De, Bis,CRE, CRE-SD, CRE-Bin, และ CRE-Ter  ใน cells ที่ induce ดวย dexamethasone 

สกัด RNA และทำ Real time – qRTPCR ผลดังรูปที่ 3.1 และ 3.2 ตามลำดับ 
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รูปที่ 3.1 แสดง Cu, CRE, CRE-Bin, และ CRE-Ter  สามารถยับยั้งการแสดงออกของ Atrogin -1 สวน De Bis และ 

CRE-SD ไมมีผลตอการแสดงออกของ Atrogin-1 (A และ B) โดยแตละ lane (แถวการทดลอง) เปรียบเทยีบกับ Dex 

(control)  และทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง เอก
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รูปที่ 3.2 แสดง Cu, CRE, CRE-SD, CRE-Bin, และ CRE-Ter  สามารถยับยัง้การแสดงออกของ MuRF-1 สวน De 

และ Bis  ไมมีผลตอการแสดงออกของ MuRF-1 (A และ B) โดยแตละ lane (แถวการทดลอง) เปรียบเทียบกับ Dex 

(control)  และทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง 
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วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 Cu, CRE, CRE-Bin, และ CRE-Ter สามารถยบัยั้งการแสดงออกของ Atrogin -1 สวน De Bis และ CRE-SD 

ไมมีผลตอการแสดงออกของ Atrogin-1 ขณะที่ Cu, CRE, CRE-SD, CRE-Bin, และ CRE-Ter สามารถยับยั้งการ

แสดงออกของ MuRF-1 สวน De และ Bis ไมมีผลตอการแสดงออกของ MuRF-1 

 

การทดลองที่ 3 การศึกษาการแสดงออกของ Akt และ phospho-AkT  ใน TOR signaling pathway  ซึ่ง

เปน pathway ที่สำคญัตอการสรางโปรตีนของ muscle cells  

 คณะผูวิจัยไดศึกษาการแสดงออกของโปรตีน Akt และ phospho-AkT  ใน TOR signaling pathway  ซึ่ง

เปน pathway ที่สำคัญตอการสรางโปรตีนของ muscle cells  โดยทำการเลี้ยงเซลล C2C12 ซึ่งเปน muscle cells 

จากนั้น induce C2C12 ดวย dexamethasone (control) ใหเซลลกลายเสมือนเปน muscle atrophy จากนั้นเติม 

สารสกัดซึ่งประกอบดวย  Cu,  CRE, CRE-SD, CRE-Bin, และ CRE-Ter  ใน cells ที่ induce ดวย dexamethasone 

สกัดโปรตีน และศึกษาโปรตีน  Akt และ phospho-AkT  ดวยวิธ ีwestern blot ผลดังรูปที่ 4 

เอก
สา

รฉ
บับ

นี้ด
าวน

์โหล
ดเม

ื่อว
ันท

ี่ 19
/06

/20
24

โดย
 ธน

ดล
 ศร

ีเพช
ร I

D5
39

8G
38

จา
กร

ะบ
บค

ลัง
ข้อ

มูล
งาน

วิจ
ัยไท

ย (
TN

RR
)



21 

 

 

รูปที่ 4 แสดงวา Cu (A),  CRE (B), CRE-Bin (D), CRE-Ter (E) และ CRE-SD (F)  สามารถกระตุนการสราง 

phosphor -Akt ซึ่งเปนโปรตีนที่สำคัญในกระบวนการสรางโปรตีนใน TOR signaling pathway ได โดยแตละ lane 

(แถวการทดลอง) เปรียบเทียบกับ Dex (control)  และทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง 

 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 Cu (A),  CRE (B), CRE-Bin (D), CRE-Ter (E) และ CRE-SD (F)  สามารถกระตุนการสราง phosphor -Akt 

ซึ่งเปนโปรตีนทีส่ำคัญในกระบวนการสรางโปรตีนใน TOR signaling pathway ได โดยแตละ lane (แถวการทดลอง) 

เปรียบเทียบกับ Dex (control)  
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สรุปผลการศึกษา 

 

 

รูปที่ 5 แสดงภาพสรุปผลการศึกษา การศึกษาครั้งนี้สามารถสรุปไดวาสารเคอคูมินอยดที่ประกอบดวย Cu, CRE, 

CRE-SD, CRE-Bin, and CRE-Ter สามารถยบัยั้งการเกิด muscle atrophy หรือ sarcopenia โดยสามารถยับยั้งยีน

ที่ทำให muscle atrophy คือทั้ง Atrogin-1 และ MuRF-1  นอกจากนี้ยังสามารถกระตุนการสรางโปรตีนผาน TOR 

signaling pathway ซึ่งคณะผูวิจัยไดตีพิมพดังเอกสารแนบ (Sani A, Hasegawa K, Yamaguchi Y, 

Panichayupakaranant P, Pengjam Y. Inhibitory effects of curcuminoids on dexamethasone-induced 

muscle atrophy in differentiation of C2C12 cells. Phytomedicine Plus 1 (1) 2021, 100012.) 

(Corresponding author) ฐาน Scopus 

 

 การศึกษาในครั้งนี้จะเปนขอมูลพื้นฐาน เพื่อนำขอมูลที่ไดจากงานวิจัยนี้ไปใชในการศึกษาตอยอดทางคลินิก 

สำหรับการนำไปใชเปนผลิตภัณฑเสริมอาหารโดยถายทอดผลงานวิจัยแกบริษัทที ่สนใจ เพื่อนำไปตอยอดเปน

ผลิตภัณฑเพื่อใชลดความเสี่ยงตอภาวะมวลกลามเนื้อนอย และตานโรคกระดูกพรุน และเพิ่มชองทางในการนำสาร

สกัดตางๆ ใชประโยชนตอไป 
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ข. การศึกษาเก่ียวกับการตานการทำลายเซลลกระดูกของสารสกัด 

บททบทวนวรรณกรรม 

จากการศึกษาที่ผานมาพบ miRNA ซึ่งประกอบดวย  miR-21, miR-26a, miR-125b, miR-133, miR-135, 

miR-29a, miR-141, miR-200a, miR-210, miR-29, miR-378, miR-2861, and miR-206 มีความเกี่ยวของกับ

กระบวนการสราง osteoclast (osteoclastogenesis) (30,31) อยางไรก็ตามพื้นฐานทางโมเลกุล และความสัมพันธ

ระหวาง miRNA และ osteoclastogenesis ยังมีการศึกษานอย จากการศึกษาที่ผานมาพบวา miR-21 กระตุนการ

สราง osteoclast  โดยกระตุนการสรางโปรตีน c-FOS และ NFATc1 ผาน NF-κB signaling pathways  และยับยั้ง

โปรตีน programed cell death 4 (PDCD4) ซึ ่ง PDCD4 จะยับยั้งกระบวนการสราง osteoclast (32) และจาก

การศึกษาที ่ผานมาเมื ่อไมนานยืนยันพบวาการแสดงออกของ miR-21 มีความเกี ่ยวของกับ NF-κB signaling 

pathway โดยที่ NF-κB-miR-21 pathway อาจจะเปนแนวทางใหมในการรักษาโรค healing diabetic ulcers (33) 

นอกจากนี้คณะผูวิจัยยังพบวา aloin สามารถยับยั้งกระบวนการสราง osteoclast ผาน NF-κB-miR-21 pathway  

การศึกษาครั้งนี้ผู วิจัยสนใจนำสารสกัดจากขมิ้นชันในรูปแบบที่เพิ่มการละลายน้ำตอกระบวนการสราง 
osteoclasts ผาน NF-κB-miR-21 pathway ซึ่งขอมูลที่ไดจะชวยเสริมผลการศึกษาเรื่อง ผลของสารสกัดเคอคูมิ
นอยดในรูปแบบที่เพิ่มการละลายน้ำตอการสรางและตานการทำลายเซลลกระดูก ซึ่งไดทุนอุตสาหกรรมการแพทย
ครบวงจร (medical hub) ของ สำนักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) 2561-2562 สัญญาทุนวิจัยเลขที่ 
RDG6150075  เปนการเพิ่มมูลคาของขมิ้นชันใหมากขึ้นในการนำไปใชเปนผลิตภัณฑเสริมอาหารของบริษัท บางกอก
แล็ป แอนด คอสเมติค จำกัด เพื่อลดความเส่ียงตอการเปนโรคกระดูกพรุนตอไป 

 

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย          
เพื่อศึกษาเปรยีบเทียบผลของสารสกัดเคอคูมินอยดในรูปแบบที่เพิ่มการละลายน้ำ และสารสกัดเคอคูมินอยด

ในรูปแบบปกติ ตอการแสดงออกของ miR-21 ในกระบวนการสราง osteoclasts  
 

คณะผูวิจัยไดเลือกสารสกัดที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ประกอบดวย สารสกัด curcuminoids ในรูปแบบ สาร

สกัด curcuminoids เชิงซอนที่เพิ่มการละลายน้ำสูงคือ CRE-Ter มาเพื่อใชในการศึกษาในครั้งนี้  ดังรูปที่ 1 
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รูปที่ 1 แสดงโครงสารสารสกดั curcuminoids ในรูปของสารประกอบเชิงซอนที่เพิ่มการละลายน้ำสูง CRE-Ter  

 

ระเบียบวิธีการศึกษา 

1. สารเคมีและอาหารเล้ียงเซลล 
RANKL ซื้อจากบริษทั R&D ประเทศไทย, RPMI cell culture medium ซื้อมาจากบรษิัท Gibco ประเทศ

ไทย, TRAP staining ซื้อมาจากบรษิัท sigma ประเทศไทย, anti-NF-κB –p65, anti-p.NF-κB-p65, 

anti-IκBα, anti-p.IκBα, และ Anti β-actin ซื้อมาจากบรษิัท cell signaling น้ำยาและสารเคมีอื่นๆ 
ซื้อจากบริษทั Sigma ประเทศไทย, บริษทั ธรีะเทรดดิ้ง และบริษทั Gibthai จำกัด 
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2. การเพาะเล้ียงเซลล 
นำ RAW 264.7 cells (ไดจาก ATCC cell lines ประเทศไทย) มาเล้ียงใน RPMI cell culture medium 

ทีมีสวนผสมของ 10% FBS, 2 mM glutamin, 100 U/ml penicillin G และ 100 µg/ streptomycin 
และ anti-bacterial cocktail (PNS) ใน incubator ที่มี 5% CO2 ที่ 37oC ในกรณตีองการเปล่ียน RAW 
264.7 cells ใหกลายเปน osteoclasts ตองเติม 20 ng/ml RANKL และเล้ียงเซลลนาน 5 วัน  

3. การตรวจการสราง TRAP enzymes ของ osteoclast โดย TRAP assays 
ปรับ  RAW 264.7 cells ใหมคีวามเขมขน 0.3 x 103 cells/mL ใน 96 well plate ผสมเซลลกับสารสกัด 
curcuminoids ในความเขมขนตางๆ และเตมิ 20 ng/ml RANKL  เล้ียงเซลลเปนเวลา 5 วัน จากนั้นตรวจ
การสราง leukocyte acid phosphatase ของ osteoclasts โดยใช TRAP staining reagent kit 

4. การตรวจการสราง cathepsin K ของ osteoclasts โดยวธิ ีReal time -PCR  
เล้ียง RAW 264.7 cells ผสมเซลลกับสารสกดั curcuminoids ในความเขมขนตางๆ และเติม 20 ng/ml 
RANKL  เปนเวลา 5 วัน สกัด RNA โดยใช QAIGEN reagent kit จากนั้นเปล่ียนเปน cDNA โดยใช 
ReverTraAce qPCR reagent kit จากนั้นใช primer ที่จำเพาะยีนตางๆ เหลานี้เพื่อทำ PCR  
 

Cathepsin K: Forward: ATGTGGGGGCTCAAGGTTCTG   
 Reverse: CATATGGGAAAGCATCTTCAGAGTC 
 Reverse: TGTGGGATGTGAACTCGGAA 
GAPDH:        Forward:  AAATGGTGAAGGTCGGTGTG 
 Reverse:  GAATTTGCCGTGAGTGGAGT 
ซึ่ง Cathepsin K, c-Fos และ NFATc1 เปนยีนของ osteoclasts  

5. การศึกษาการแสดงออกของ ของ miR-21 โดยวิธ ีReal-time   PCR 
             เล้ียง RAW 264.7 cells ผสมเซลลกับสารสกัด curcuminoids ในความเขมขนตางๆ และเติม 20 ng/ml 

RANKL  เปนเวลา 5 วัน สกัด miRNA โดยใช QAIGEN (miRNA) reagent kit 
             Primer sequences for miR-21 

             RT-primer: 5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCAACA-3’;            
Forward: 5’-CGGCGGTAGCTTATCAGACTGATGT-3’ 

                      Reverse: 5’-GTGCAGGGTCCGAGGT-3’ 
                      U6 (RT-primer: 5’-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT-3’  
                      Forward: 5’-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’ 
                      Reverse: 5’-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3’)  
                      PTEN (forward: 5’-ACCATAACCCACCACAGC-3’; reverse: 5’-CAGTTCGTCCCTTTCCAG-

3’), and GAPDH (Forward:  AAATGGTGAAGGTCGGTGTG; 
 Reverse:  GAATTTGCCGTGAGTGGAGT )  

6. การตรวจวัดการแสดงออกของโปรตีนโดยวิธ ีwestern blotting  
เล้ียง RAW 264.7 cells ผสมเซลลกับสารสกดั curcuminoids ในความเขมขนตางๆ และเติม 20 ng/ml 
RANKL  เปนเวลา 5 วัน สกัด proteins โดยใช RIPA buffer จากนั้นนำสารละลายโปรตีนมาแยกดวยวิธี 
SDS-PAGE ที่ม ี2-mercaptoethanol ทำการตมสารละลายโปรตีนที่ 95 oC นาน 5 นาที แลวนำมาแยกใน 
10% poly acrylamide gel ดวยวิธ ีSDS-PAGE จากนั้นถายโปรตีนทีอ่ยูใน gel ลงใน PVDF membrane 
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หลังจาก block nonspecific binding ดวย nonfat milk in TBST (TBS และ 0.1% Tween 20) จากนัน้ 

incubate membranes ใน specific antibody แตละชนิดซึ่งไดแก , anti-NF-κB –p65, anti-p.NF-κB-

p65, anti-IκBα, anti-p.IκBα, anti-cathepsin K และ Anti β-actin ซื้ ที่ซื้อจากบรษิัท cell signaling 
ประเทศไทย จากนั้น incubate ใน secondary antibody ที่ conjugate ดวย horseradish peroxidase 
จากนั้นตรวจสอบผลโดยใช digital imaging system  

7. การศึกษาการจบักันระหวางโปรตีน p65 NF-kB กับโปรโมเตอรของ miR-21 gene โดยวธิี 
Electrophoretic mobility shift assays (EMSA)   
เล้ียง RAW 264.7 cells ผสมเซลลกับสารสกดั curcuminoids ในความเขมขนตางๆ และเติม 20 ng/ml 
RANKL  เปนเวลา 5 วัน สกัด nuclear proteins โดยใช reagent kit จากนัน้นำ nuclear extracts มา

ผสมกับ biotin labelled nucleotides (15 µg protein ผสมกับ 15 fmol DNA), ),  NFκB (Forward): 

5’-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’ and NFκB (Reverse):  5’-GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT-
3’ นำไปอุน 30 นาทีที่ 37 oC. จากนั้น DNA-protein complex นำมาแยกดวยวิธี 5% native 
polyacrylamide gels (SDS-PAGE) จากนั้นถายโปรตีนที่อยูใน gel ลงใน PVDF membrane หลังจากนั้น
นำ PVDF membrane ไปอบที่ 80 oC 2 ชั่วโมง block nonspecific binding ดวย nonfat milk in 
TBST (TBS และ 0.1% Tween 20) จากนั้น incubate membranes ใน specific antibody คือ anti-

NF-κB –p65 ที่ซื้อจากบรษิัท cell signaling ประเทศไทย จากนั้น incubate ใน secondary antibody 
ที่ conjugate ดวย horseradish peroxidase จากนั้นตรวจสอบผลโดยใช digital imaging system 

8. Chromatin immunoprecipitation (CHIP) assays 
เล้ียง RAW 264.7 cells ผสมเซลลกับสารสกดั curcuminoids ในความเขมขนตางๆ และเติม 20 ng/ml 
RANKL  เปนเวลา 5 วัน จากนัน้ เซลลจะถูก cross-linked ดวย 1% formaldehyde และ chromatin 
เปนเวลา 10 นาที โดยใช PierceTM Chromatin Prep module (Thermo Scientific) จากนั้น 

chromatin จะถูกจับกับ anti-NFκBp65 โดยวิธี immunoprecipitation โดยใช IgG เปน negative 
control ใช Piece TM agarose ChIP kit (Thermo Scientific) จากนั้นนำไปทำ PCR โดยใช primer ที่

จำเพาะกับ pri-miR-21 ซึง่คลอมกับ binging site ของ NF-κB โดยมี primers 2 set ประกอบดวย set A: 
Forward 5`- GGAGTGGATGGGTTCTGCCTTA - 3` and Reverse 5`- CAAGGTGGATTGCATCGAGG -
3`; set B: Forward 5`- TGCAACAGACTGGCCTTC-3` and Reverse 5`- 
CATGCAAGACTGTTATCCAATCT-3`. 

10. Statistical analysis 
ขอมูลที่ไดจะแสดงออกมาในรูป mean + SD จากนั้นเปรียบเทียบคาตางๆ โดยใช one-way ANOVA with 
student T-test ที่ทำซ้ำ 3 การทดลอง คา statistical significance คือ p<0.05  
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การทดลองที่ 1 แสดงผลของ CRE-Ter ตอการยับย้ังการแสดงออกของ TRAP และ Cathepsin K ซึง่เปน 

mature markers ของ osteoclasts 

TRAP และ Cathepsin K เปน osteoclast markers ที่คณะผูวิจัยศึกษาในครั้งนี้ โดยคณะผูวิจัยไดเลี้ยง 

RAW 264.7 cells จากนั ้น induce ให RAW 264.7 cells ใหกลายเปน osteoclasts โดยการเติม RANKL 20 

ng/ml จากนั ้นเต ิม CRE-Ter แบบ dose dependent และศึกษา TRAP activity (A) TRAP staining (B) และ 

Cathepsin K (C) ดวยวิธ ีReal time -qRT PCR ของ osteoclasts  

 

 

 

รูปที่ 2 แสดง CRE-Ter แบบ dose dependent สามารถยับย้ังการแสดงออก TRAP (A, B) และ Cathepsin 

K ของ osteoclasts ได (*P-value < 0.05) โดย OS คือ osteoclasts (control) และทำการทดลองซำ้ 3 ครั้ง 

 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 การทดลองที่ 1 แสดงผลของ CRE-Ter ตอการยับยั้งการแสดงออกของ TRAP และ Cathepsin K ซึ่งเปน 

mature markers ของ osteoclasts การศึกษานี้แสดงใหเห็นวา CRE-Ter ซึ่งเปนเคอรคูมินอยด ที ่ละลายน้ำสูง

สามารถยับยั้ง osteoclast markers ได แตอยางไรก็ตาม ยังมี osteoclast markers อีกหลายอยางเชน c-Fos และ 

NFATc1 ซึ่งไมไดศึกษาในครั้งนี้ ถาศึกษาการแสดงออกของ c-Fos และ NFATc1 ดวยจะทำใหขอมูลสมบูรณมากขึ้น 
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การทดลองที่ 2 แสดงผลของ CRE-Ter ตอการยับย้ังการแสดงออกของ miR-21 

การศึกษาที่ผานของผูวิจัยพบวา miR-21 เกี่ยวของกับการสราง osteoclasts ดังนั้น คณะผูวิจัยจึงสนใจวา 

สารสกัด curcuminoids ในรูปของสารประกอบเชิงซอนที่เพิ่มการละลายน้ำสูง CRE-Ter สามารถยับยั้งการสราง 

miR-21 หรือไม โดยคณะผู ว ิจ ัยไดเลี ้ยง RAW 264.7 cells จากนั ้น induce ให RAW 264.7 cells ใหกลายไป 

osteoclasts โดยการเติม RANKL 20 ng/ml จากนั้นเติม CRE-Ter แบบ dose dependent และศึกษา molecules 

ของ miR-21 ซึ่งไดแก pri-miR21, precursor-miR21 และ mature miR21 

 

 

รูปที่ 3 ผลการศึกษาแสดงวา CRE-Ter แบบ dose dependent สามารถยบัยั้งการแสดงออกของ pri-miR21, 

precursor-miR21 และ mature miR21 ได (*P-value < 0.05) โดย OS คือ osteoclasts (control) และทำการ

ทดลองซ้ำ 3 ครัง้ 

 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

การศึกษาแสดงวา CRE-Ter แบบ dose dependent สามารถยับยั้งการแสดงออกของ pri-miR21, 

precursor-miR21 และ mature miR21 ได  

 

การทดลองที่ 3  แสดงผลของ CRE-Ter ของ Akt และ NF-κB signaling pathway  

คณะผูวิจัยพบวาการสรางยีนตางๆ ใน osteoclasts เกี่ยวของกับ Signaling pathway รวมถึงการ

แสดงออกของ miR-21 ดวยดงันั้น  คณะผูวิจัยไดเล้ียง RAW 264.7 cells จากนั้น induce ให RAW 264.7 cells ให
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กลายไป osteoclasts โดยการเติม RANKL 20 ng/ml จากนัน้เติม CRE-Ter dose dependent และศึกษา Akt 

และ NF-κB signaling pathway ดวยวิธี western blot analysis 

 

 

รูปที่ 4 แสดง CRE-Ter dose dependent สามารถยับยัง้การแสดงออก Akt (A) และ NF-κB (B) signaling 

pathway ของ osteoclasts (*P-value < 0.05) โดย OS คือ osteoclasts (control) และทำการทดลองซำ้ 3 ครั้ง 
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วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 การทดลองนี้แสดงใหเห็นวา CRE-Ter dose dependent สามารถยับยั้งการแสดงออก Akt และ NF-κB 

signaling pathways ของ osteoclasts เนื่องจากการทดลองนี้แสดงเฉพาะโปรตีนของ NF-κB บางตัวเทานั้น อยางไร

ก็ตามเมื่อศึกษาอยางละเอียดพบวาใน signaling pathway นี้ประกอบดวยโปรตีนหลายตวั การศึกษาเพิ่มขขึ้นจะทำ

ใหมั่นใจในผลการทดลองในครัง้นี้มากขึ้น อยางไรก็ตามยงัไมมกีารรายงานมากอนวา CRE – Ter สามารถยังยั้งผานทัง้

สอง signaling pathways  

การทดลองที่ 4 แสดงผลของ CRE-Ter ตอการ binding promoter sequence ของ NF-κB 

transcriptional protein  

 เพื่อทีจ่ะศึกษา protein – DNA binding ในนวิเคลียสระหวาง CRE-Ter ตอการ binding promoter 

sequence ของ NF-κB transcriptional protein  คณะผูวจิัยไดใชวิธี EMSA (A) และ CHIP precipitation assay 

(B)  ดังภาพขางลาง 
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รูปที่ 5 แสดง CRE-Ter แบบ dose dependent สามารถยบัยั้ง CRE-Ter dose dependet ตอการ binding 

promoter sequence ของ NF-kB transcriptional protein  (A และ B) โดย OS คือ osteoclasts (control) 

และทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง 

 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 CRE-Ter แบบ dose dependent สามารถยบัยั้ง CRE-Ter dose dependent ตอการ binding promoter 

sequence ของ NF-kB transcriptional protein โดยศึกษาจาก DNA – protein binding โดยวิธี EMSA และ CHIP 

precipitation assay จากการศึกษาดวยวิธี CHIP precipitation assay โดยใช Primer set แค 2 set หรือ 2 ตำแหนง

เทานั้น ถาเพิ่มอีก 1 ตำแหนง จะทำใหสามารถเพิ่มความมั่นใจกับผลการทดลองมากขึ้น 

 

การทดลองที่ 5 แสดงผลการยืนยันวา CRE-Ter แสดงออกของยีนผาน NF-κB signaling pathway 

 คณะผูวิจัยไดใช NF-κB inhibitor เพ่ือยืนยันผลวา CRE-Ter แสดงออกของยีนผาน NF-κB 

signaling pathway โดยวิธี western blot  

 

รูปที่ 6 ผลการศึกษา แสดงวา CRE-Ter แสดงออกของยีนผาน NF-κB signaling pathway โดยทำการทดลองซ้ำ 3 

ครั้ง 

 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 การศึกษานี้ไดใช signaling pathway inhibitor เพื่อยืนยันการแสดงออกผาน signaling pathway นี้ ถาใช 

inhibitor จะทำให protein ใน signaling pathway แสดงออกไดเพิ่มขึ้น ถึงแมวาจะ cells จะถูก treat ดวย CRE-
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Ter ก็ตาม ซึ่งผลการใช inhibitor ตามภาพที่ 6 กราฟ C มีการแสดงออกของ p-NF-kB-p65 มากขึ้น เมื่อเทียบกับ 

กราฟ B ที่ไมไดใช inhibitor  

 

การทดลองที่ 6 แสดงผลการยับย้ัง oxidative stress (ROS) ของ CRE-Ter dose dependent  

 จากการศึกษางานวิจัยกอนหนานี้พบวาสารสกดัตางๆ สามารถยับยัง้ oxidative stress ที่อยูใน cells ซึ่ง 

oxidative stress เปน first signal จากนั้นจะสง signal ตอไปยัง protein signaling pathways ตางๆ เพือ่จะ

กระตุนการแสดงออกของยีนรวมถึง miR-21 ของการศึกษาครัง้นี ้

 

รูปที่ 7 ผลการศึกษา แสดงวา CRE-Ter dose dependent สามารถยับยัง้ oxidative stress (ROS) ใน 

osteoclasts ได  (*P-value < 0.05) โดย OS คือ osteoclasts (control) และทำการทดลองซ้ำ 3 ครัง้ 

 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 ROS เปน first signal ในเซลล ซึ่งสามารถสงตอ signal นี้ไปกระตุน signaling pathways ตอไป จาก

การศึกษาครัง้นีพ้บวา CRE-Ter dose dependent สามารถยับยั้ง ROS ทีอ่ยูในเซลล ซึ่งสามารถอธิบายตอวาทำไม 

CRE-Ter จึงสามารถยงัยัง้ signaling pathways ตอๆ ไปได   
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สรุปผลการศึกษาโดยภาพรวมทั้งหมด 

 

ผลการศกึษา สรุปวา CRE-Ter สามารถยับยั้งการแสดงออกของ miR-21 ผาน Akt-NF-kB signaling 

pathway ซึง่เปน de novo mechanism  และตีพิมพไดในวารสารนานชาติ Pengjam Y, Prajantasen T, 

Tonwong N, Panichayupakaranant P. Downregulation of miR-21 gene expression by CRE-Ter to 

modulate osteoclastogenesis: De Novo mechanism. Biochem Biophys Rep. 2021 23; 26:101002.  (First 

and Corresponding author) ซึ่งผลงานนีท้ำใหนักวิจัยหลัก ไดรับรางวัลคุณคาสงขลานครินทร ประเภท นักวจิัยที่

คนพบสิ่งใหมของโลกหรือสิ่งมีชีวิตใหมของโลก (Novel Finding) ประจำป 2564 รหัสรางวัล 640100001 เขารับ

รางวัลในวันที่ 13 มีนาคม 2565 (online)  
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ค. การศึกษาเกี่ยวกับการตานการทำลายเซลลกระดูกของสารสกัด โดยทำใหสาร curcuminoid มีความ

เสถียรมากขึ้นดวย liposome 

ทบทวนวรรณกรรม 

 จากการศึกษาที่ผานมาเบื้องตนจากการที่ไดรับทุนวิจัยจากสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) ฝาย

อุตสาหกรรมทางการแพทย (medical hub)  ในป 2561-2562 รหัสทุน RDG6150075  ทางคณะผูวิจัยพบวากลุม

สารสกัดเคอรคูมินอยดที่ไดจากคิดคนกรรมวิธีการเตรียมสารสกัดรูปแบบใหม มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลที่ทำหนาที่สลายเนื้อ

กระดูก (osteoclasts) เมื่อทดลองวิจัยในหองทดลอง (cell culture base) โดยสารสกัดเคอรคูมินอยดมคีวามเสถียร

นอยเมื่อเขาไปในรางกาย หรือขณะทำการทดลอง เพื่อเพิ่มความเสถียรจึงไดนำ liposome มาหอหุมสารสกัดเคอคูมิ

นอยดชนิด CRE-Ter และเพื่อเปนการตอยอดการทดลองที่ผานมา ทางคณะผูวิจัยจึงสนใจการเลี้ยงเซลลผานตัวกลาง

ที่มีความคลายคลึงกับกระดูก ซึ่งเรียกวา bone tissue engineering scaffolds ซึ่งผลิตโดยกลุมวิจัยของ รศ.ดร.วรา

ภรณ ตันรัตนกุล และคณะ ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีวัสดุ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

ซึ่งไดรับทุนวิจัยงบประมาณแผนดิน ประจำปงบประมาณ 2559-2560 รหัสโครงการ SCI5901465 เรื่องการเตรียม

และสมบัติของโครงสรางเลี้ยงเซลลที่มีความเขากันไดทางชีวภาพเตรียมจาก Polylactic acid,ไคโตซาน ผสมกับ

อนุภาคขี้เล่ือย โดยจากการทดลองเบื้องตนพบวา เซลลกระดูก osteoblasts ชนิด MG-63 cells สามารถเจริญเติบโต

ใน bone tissue engineering scaffolds ที่ผลิตขึ้นได โครงสรางเล้ียงเซลล (scaffold) ที่สังเคราะหในหองปฏิบัติการ

ผลิตจาก Polylactic acid (PLA) ซึ่งเปนพอลิเมอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ (biodegradable polymer) คณะผูวิจัย

จึงตั้งสมมติฐานวา bone tissue engineering scaffolds ชนิดนี้นาจะนำไปใชเพื่อเปนกระดูกจำลองในการเล้ียงเซลล 

osteoclasts และใชในการศึกษาปฏิกิริยาของสารสกัด เคอรคูมินอยดที่หอหุมดวย liposome เพื่อเพิ่มความเสถียร

ของสารสกัด ตอการยับยั้งเซลลที่ทำหนาที่สลายเนื้อกระดูก (osteoclasts)  

 ดังนั้นการทำวิจัยในครั้งนี้เปนการรวมมือกันระหวางนักวิจัยของคณะเทคนิคการแพทย คณะเภสัชศาสตร 

และคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร เพื่อศึกษาผลของสารสกัดเคอคูมินอยดที่เพิ่มการละลายน้ำ ที่

หอหุ มโดย liposome ทำใหมีความเสถียรมากขึ ้น ตอการยับยั ้งเซลลที่ทำหนาที ่สลายเนื ้อกระดูก โดยใชวัสดุ

สังเคราะห bone tissue engineering scaffolds ที่มีคุณสมบัติคลายคลึงกับกระดูกของมนุษยเปนแบบจำลอง 

(model) เพื่อนำขอมูลที่ไดจากงานวิจัยนี้ไปใชในการศึกษาตอยอดทางคลินิก และสำหรับการนำไปใชเปนผลิตภัณฑ

เสริมอาหารเพื่อลดความเส่ียงตอการเปนโรคกระดูกพรุนตอไป 

 

วิธีการศึกษา 

1. การเตรียมสารสกัด curcuminoids จากขม้ินชัน 
เตรียมสารสกัด curcuminoids CRE-Ter ตามกรรมวิธทีี่ระบุในคำขอสิทธิบัตร/อนุสิทธิบัตร (คำขอสิทธิบัตร

เลขที่ 1701001846, 31 มีนาคม 2560 และ คำขออนุสิทธิบตัรเลขที่ 1703001404, 2 สิงหาคม 2560) โดย รศ.ดร. 

ภาคภูมิ พาณิชยูปการนันท และคณะ จากคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

2. การเตรียม bone tissue engineering scaffolds  
เตรียม bone tissue engineering scaffolds ดวยการใช Polylactic acid ตามวิธีการในโครงการวจิัย เรื่องการ

เตรียมและสมบัติของโครงสรางเล้ียงเซลลที่มีความเขากันไดทางชีวภาพเตรียมจากวัสดุผสม Polylactic acid ที่ไมเติม

ไคโตซานและขี้เล่ือย โดย รศ.ดร. วราภรณ ตันรัตนกุล ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีวัสดุ คณะวิทยาศาสตร 
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เปรียบเทียบกับ gelatin cryogel ตามเอกสารอางองิ ซึ่งอาจารยที่ปรึกษาวิจยัหลักเคยใชขณะเรียนปริญญาเอกที่

ญี่ปุนในปพ.ศ. 2559 (37)    

3. การศึกษาผลของสารสกัด Liposomal CRE-Ter ตอการยับยั้งการกัดกรอนเซลลกระดูกผาน bone 
tissue engineering scaffolds 

1. สารเคมีและอาหารเล้ียงเซลล 

RANKL ซื ้อจากบริษัท R&D ประเทศไทย, DMEM cell culture medium ซื ้อมาจากบริษ ัท Gibco 

ประเทศไทย, Leukocytes acid phosphatase activity kit ซื้อมาจากบริษัท sigma ประเทศไทย, anti-NF-кB–

p65, anti-p.NF-кB-p65, anti-IкBα, anti-p. IкBα, และ Anti β-actin ซื้อมาจากบริษัท cell signalling, น้ำยา
และสารเคมีอื่นๆ ซื้อจากบริษัท Sigma ประเทศไทย, บริษัท ธีระเทรดดิ้ง และบริษัท Gibthai จำกัด 

2. การเพาะเล้ียงเซลลใน bone tissue engineering scaffolds 

นำ RAW 264.7 cells (ไดจาก ATCC cell lines ประเทศไทย) มาเล้ียงใน DMEM cell culture medium 
ที่มี bone tissue engineering scaffolds ขนาดกวาง 1 ยาว 1 เซนติเมตร และหนา 0.25 เซนติเมตร โดยมีสวนผสม
ของ 10% FBS, 2 mM glutamin, 100 U/mL penicillin G และ 100 µg/streptomycin และ anti-bacterial 
cocktail (PNS)    ใน incubator ที่มี 5% CO2 ที่ 37oC ในกรณีตองการเปลี่ยน RAW 264.7 cells ใหกลายเปน 
osteoclasts ตองเติม 20 ng/mL RANKL และเล้ียงเซลลนาน 5 วัน (38) 

3. การตรวจการสราง TRAP enzymes ของ osteoclast โดย TRAP assays 

ปรับ RAW 264.7 cells ใหม ีความเขมขน 3 x 103 cells/mL ใน 6 well plate ที ่มี bone tissue 
engineering scaffolds ผสมเซลลกับสารสกัด curcuminoids ในความเขมขนตางๆ และเติม 20 ng/mL RANKL 
เลี้ยงเซลลเปนเวลา 5 วัน จากนั้นตรวจการสราง leukocyte acid phosphatase ของ osteoclasts โดยใช TRAP 
staining reagent kit 

4. การตรวจการสราง cathepsin K ของ osteoclasts โดยวธิี RT-PCR  

ผสม RAW 264.7 cells กับสารสกัด curcuminoids ใน 6 well plate ที่มี bone tissue engineering 
scaffolds  ในความเขมขนตางๆ และเติม 20 ng/mL RANKL เปนเวลา 5 วัน สกัด RNA โดยใช QAIGEN reagent 
kit จากนั้นเปลี่ยนเปน cDNA โดยใช ReverTraAce qPCR reagent kit และใช primer ที่จำเพาะยีน cathepsin K 
เหลานี้เพื่อทำ PCR  

5. การตรวจวัดการแสดงออกของโปรตีนโดยวธิี western blotting  

ผสม RAW 264.7 cells กับสารสกัด curcuminoids ในใน 6 well plate ที่มี bone tissue engineering 
scaffolds ที่มีความเขมขนตางๆ และเติม 20 ng/mL RANKL เปนเวลา 5 วัน สกัดโปรตีน โดยใช RIPA buffer 
จากนั้นนำสารละลายโปรตีนมาแยกดวยวิธี SDS-PAGE ที่มี 2-mercaptoethanol ทำการตมสารละลายโปรตีนที่ 
95oC นาน 5 นาที แลวนำมาแยกใน 10% polyacrylamide gel ดวยวิธี SDS-PAGE จากนั้นถายโปรตีนที่อยูใน gel 
ลงใน PVDF membrane หลังจากทำการ block nonspecific binding ดวย non-fat milk in TBST (TBS และ 

0.1% Tween 20) จากนั้น incubate membranes ใน specific antibody แตละชนิดซึ่งไดแก anti-NF-кB –p65, 

anti-p.NF-кB-p65, anti- IкBα, anti-p. IкBα, anti-cathepsin K และ anti β-actin ท ี ่ซ ื ้อจากบร ิษ ัท cell 
signaling ประเทศไทย จากนั้น incubate ใน secondary antibody ที่ conjugate ดวย horseradish peroxidase 
จากนั้นตรวจสอบผลโดยใช digital imaging system  
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6. Statistical analysis 

ขอมูลที่ไดจะแสดงออกมาในรูป mean ± SD จากนั้นเปรียบเทียบคาตางๆ โดยใช one-way ANOVA 
with student T-test ที่ทำซ้ำ 3 การทดลอง โดยคา statistical significance คือ p<0.05 

 

 คณะผู ว ิจัยไดใชสารเคอคูมินอยดชนิด CRE-Ter ซึ ่งเปนสารที ่ละลายน้ำสูง และมีประสิทธิภาพที่สุด 

encapsulate เขาไปใน liposome โดยมีหลักการคิดวา liposome จำทำให CRE-Ter มีความเสถียรเมื่อเขาไปใน

รางกายมาใชในการศึกษาในครั้งนี้ ดังรูปที่ 1  

 

 

 

 

รูปที่ 1 แสดงภาพการ  encapsulation ของ CRE-Ter ใน liposome 
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การทดลองที่ 1 คุณสมบัติของ liposome และการ encapsulation liposome ดวย CRE-Ter 
 คณะผูวิจัยเลือกใช liposome ชนิด POPC liposome มาใชในการศึกษาครั้งนี้ โดยไดศึกษาคุณสมบัตขิอง 

liposome เชน dimension, polydispersity และ Z-potential ของ POPC liposome และ POPC liposome ที่ 

encapsulate ดวย CRE-Ter แสดงผลดังรูป A และ B ขางลาง จากนั้นคณะผูวิจัยไดใช scaffolds (PLA foams) เพือ่

จำลองวา PLA foams จะมคุีณสมบัติคลาย bone artificial จากนั้นศึกษาการ release ของ encapsulated 

liposome CRE-Ter   เทียบกบั CRE-Ter ปกติ ผาน scaffolds (PLA foams) แสดงดังรูป C และ D  

 

 

รูปที่ 2 แสดงคุณสมบัติของ liposome และการ encapsulation liposome ดวย CRE-Ter (A และ B) และ 

แสดงผลการ release ของ encapsulated liposome CRE-Ter  เมื่อนำมาเล้ียงใน scaffolds (PLA foams) C 

และ D โดยทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง 
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วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 การศึกษาครัง้นีผู้วิจัยไดเลือก liposome ชนิด POPC liposome ซึ่งมีรายงานมากอนวาสามารถใหความ

เสถียรตอ curcumin ดงันั้นผูวจิัยไดศึกษาความเสถียรของ liposome ที่มี CRE-Ter พบวามคีวามเสถียรสูง โดยได

ศึกษาคุณสมบัตขิอง liposome เชน dimension, polydispersity และ Z-potential ของ POPC liposome และ 

POPC liposome ที่ encapsulate ดวย CRE-Ter และศึกษาการ release ของ encapsulated liposome CRE-

Ter  เมื่อนำมาเล้ียงใน scaffolds (PLA foams) ซึง่ไดผลเปนที่นาพอใจกอนนำไปศึกษาผลของ POPC liposome ที่ 

encapsulate ดวย CRE-Ter ตอการยับยัง้การสราง osteoclast ผาน  scaffolds (PLA foams) 

 

การทดลองที่ 2 แสดงผลการ osteoclasts ตอการแสดงออกของ TRAP และ Cathepsin K ใน scaffolds 

(PLA foams) 

 คณะผูวิจัยไดศึกษาการแสดงออกของ osteoclast markers คือ TRAP และ cathepsin K ผาน ใช 

scaffolds (PLA foams) ของ osteoclasts  (induced RAW 264.7 cells ดวย RANKL)  

 

 

รูปที่ 3 แสดงวา osteoclasts สามารถเจรญิเติบโตใน scaffolds (PLA foams) ไดปกติโดยวัด TRAP 

activity และ Cathepsin K (*P-value < 0.05) โดยทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง 
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วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 คณะผูวิจัยไดศึกษาการแสดงออกของ osteoclast markers คือ TRAP และ cathepsin K ผาน ใช 

scaffolds (PLA foams) ของ osteoclasts  (induced RAW 264.7 cells ดวย RANKL) โดย POPC liposome 

พบวาสามารถ สราง osteoclasts ไดเพราะมาการแสดงออกของ osteoclast marker ทั้ง TRAP และ cathepsin K 

มากขึ้น  

 

การทดลองที่ 3 แสดง cell viability ของ osteoclasts เมื่อเติม encapsulation liposome ดวย CRE-Ter  

และเลี้ยงเซลลใน scaffolds (PLA foams)  

 คณะผูวิจัยได ศึกษา cell viability ของ osteoclasts เมื่อเติม encapsulation liposome ดวย CRE-Ter  

และเลี ้ยงเซลลใน scaffolds (PLA foams) พบวาปริมาณ encapsulation liposome CRE-Ter ที่ไมทำใหเซลล

ผิดปกติคือ 20 µg/ml 

  

 

รูปที่  4 แสดง cell viability ของ encapsulation liposome CRE-Ter ที่เลี้ยงผาน scaffolds (PLA foams) 

(*P-value < 0.05) โดยทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง 
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วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 ผลของ cell viability ของ osteoclasts เมื ่อเติม encapsulation liposome ดวย CRE-Ter  และเลี ้ยง

เซลลใน scaffolds (PLA foams) พบวาปริมาณ encapsulation liposome CRE-Ter ที่ไมทำใหเซลลผิดปกติคือ 20 

µg/ml ทำใหสามารถใชความเขมขนที่  20 µg/ml ไปใชเพื่อทดลองตอไป 

 

การทดลองที่ 4 การศึกษา TRAP staining และ F4/80 marker 

 คณะผูวิจัยศึกษา encapsulation liposome CRE-Ter ตอการสราง osteoclasts ( induced RAW 

264.7 cells ดวย RANKL) ผลการศึกษาพบวา  encapsulation liposome CRE-Ter  (20 µg/ml) สามารถ 

inhibit multinucleated cells ของ osteoclast ได (A) และ ศึกษา F4/80 ซึ ่งเปน marker ของ RAW 

264.7 cells พบวา  encapsulation liposome CRE-Ter  (20 µg/ml) สามารถ induce การสราง F4/80 

marker ใน osteoclasts  มากขึ้น (B) 

 

 

รูปที่ 5 แสดงผลของ TRAP staining (A) และ F4/80 marker (B) ตอ encapsulation liposome CRE-Ter  

(20 µg/ml) โดยทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง 
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วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 การทดลองแสดงใหเห็นวา encapsulation liposome CRE-Ter สามารถยับยั้งการสราง osteoclasts ได

ซึงแสดงโดยการวัดปริมาณ cells ที่มีนิวเคลียสตั้งแต 2 นิวเคลียสขึ้นไป และเพิ่ม cells ที่สามารถแสดงออก F4/80 

ซึ่งเปน marker ของ monocytes   

 

การทดลองที่ 5 ผลการศึกษา TRAP activity 

 นอกจาก TRAP staining แลว คณะวิจัยยังไดศึกษา TRAP activity เมื ่อเติมสารสกัด encapsulation 

liposome CRE-Ter แบบ dose dependent 

 

ร ูปท ี ่  7 แสดงผลของ encapsulation liposome CRE-Ter แบบ dose dependent สามารถ inhibit TRAP 

activity ของ osteoclasts ได (*P-value < 0.05) โดยทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง 

 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 คณะผูวิจัยไดศึกษาการแสดงออกของ osteoclast markers คือ TRAP activity scaffolds (PLA 

foams) ของ encapsulation liposome CRE-Ter พบวา  encapsulation liposome CRE-Ter สามารถยับย้ัง

การสราง TRAP ได 
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การทดลองที่ 6 การศึกษา signaling pathways 

  Signaling pathways ที่สำค ัญต อการสร าง osteoclasts คือ NF-κB และ ERK signaling pathways 

คณะผูวิจัยไดศึกษาผลของ encapsulation liposome CRE-Ter แบบ dose dependent ตอ NF-κB และ ERK 

signaling pathways พบผลดังรูป A, B, C และ D  
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รูปที ่ 8 แสดงใหเห็นวา encapsulation liposome CRE-Ter แบบ dose dependent สามารถยับยั ้งการสราง

โปรตีนใน NF-κB และ ERK signaling pathways (A, B, C และ D) (*P-value < 0.05) โดยทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง  

 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 การทดลองนี้แสดงใหเห็นวา encapsulation liposome CRE-Ter สามารถยบัยั้งการแสดงออก ERK และ 

NF-κB signaling pathways ของ osteoclasts เนื่องจากการทดลองนี้แสดงเฉพาะโปรตีนของ NF-κB บางตัว

เทานั้น อยางไรก็ตามเมื่อศึกษาอยางละเอียดพบวาใน signaling pathway นี้ประกอบดวยโปรตีนหลายตวั การศึกษา

เพิ่มขึ้นจะทำใหมั่นใจในผลการทดลองในครัง้นีม้ากขึ้น อยางไรก็ตามยงัไมมีการรายงานมากอนวา encapsulation 

liposome CRE-Ter สามารถยังยัง้ผานทั้งสอง signaling pathways  

 

การทดลองที่ 7 การศึกษาการแสดงออกของ Cathepsin K 

 Cathepsin K เปนอีก osteoclast marker ดังนั ้นคณะผู ว ิจ ัย ไดศึกษาผลของ encapsulation 

liposome CRE-Ter แบบ dose dependent ตอการแสดงออกของ Cathepsin K 
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รูปที่ 9 แสดงผลของ encapsulation liposome CRE-Ter แบบ dose dependent ตอการยับยั้งการแสดงออก

ของ Cathepsin K (A และ B) (*P-value < 0.05) โดยทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง 

 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

การศึกษาแสดงวา encapsulation liposome CRE-Ter แบบ dose dependent สามารถยับยัง้การ

แสดงออกของ cathepsin K ซึง่เปน osteoclast marker ทัง้โปรตีนและอารเอ็นเอ อยางไรก็ตามยงัคงมี osteoclast 

marker อื่นๆ เชน c-Fos ถาสามารถศึกษาไดจะยิ่งยืนยันการทดลองนี้ได  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เอก
สา

รฉ
บับ

นี้ด
าวน

์โหล
ดเม

ื่อว
ันท

ี่ 19
/06

/20
24

โดย
 ธน

ดล
 ศร

ีเพช
ร I

D5
39

8G
38

จา
กร

ะบ
บค

ลัง
ข้อ

มูล
งาน

วิจ
ัยไท

ย (
TN

RR
)



45 

 

สรุปผลการศึกษาโดยภาพรวม 

 

 

รูปที่  10 ผลการศึกษาสรุปวา encapsulation liposome CRE-Ter ที่เล้ียงผาน scaffolds สามารถยับยัง้การสราง 

osteoclasts โดยผาน NF-κB และ ERK signaling pathways ทำให osteoclast marker ซึ่งไดแก TRAP, 

Cathepsin K ลดลง และผลงานวิจัยนี้ตีพิมพในวารสารนานชาติ Pengjam Y, Panichayupakaranant P, 

Tanrattanakul V. Curcuminoid (CRE-Ter)/Liposome as delivery platform for anti-osteoclastogenesis 

via NF-κB/ERK pathways in RANKL-induced RAW 264.7 cells through PLA foams. Heliyon. 2021 Aug 

18;7(9): e07823. doi: 10.1016/j.heliyon. 2021.e07823. (First and Corresponding author)   
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6.3 ขอเสนอแนะสำหรบัการทดลองครั้งตอไป 
 เน ื ่องจากสาร curcuminoids ในร ูปแบบต างๆ ได แก   curcumin, bis-demethoxycurcumin, de-

methoxycurcumin, สารสกัด curcuminoids ที่มีสาร curcuminoids รวมไมนอยกวา 85% w/w และ สารสกัด 

curcuminoids ในรูปของสารประกอบเชิงซอนที่เพิ่มการละลายน้ำ มีจำนวนมาก แตงบประมาณที่ไดรับดวยทุนงาน

มูลฐาน (Fundamental Fund : FF) ป 2564 ประจำปงบประมาณ พ.ศ.2564 มีปริมาณจำกัด ดังนั้นถาไดรับทุน

ตอเนื่อง จะทำใหนักวิจัยสามารถนำสารสกัด curcuminoids มาใชเพื่อทดลองตอไปได นอกจากนี้ถาสามารถศึกษา

ตอดวยวิธี in vivo experiment จะทำใหงานมีคุณคามากขึ้น 

6.4 บทความวิจัยที่นำเสนอที่ประชุมวิชาการ  

1). International Webinar on MOLECULAR & HUMAN GENETICS Nov 15 - 16, 2021 (GMT+1, 

London Time) Certificate of Recognition for remarkable and worthy oral presentation on 

"Downregulation of miR-21 gene expression by CRE-Ter to modulate osteoclastogenesis: De 

Novo mechanism"  

 

 
 

Downregulation of miR-21 gene expression by CRE-Ter to modulate 
osteoclastogenesis: De Novo mechanism 

Yutthana Pengjama*, Sompot Jantarawongb, Thanet Prajantasena,  
Natda Tonwonga, Pharkphoom Panichayupakaranantc  

 
aFaculty of Medical Technology, Prince of Songkla University, Songkhla, 90110, Thailand  

bDepartment of Biological Science, Faculty of Science, Prince of Songkla University,  
Songkhla, 90110, Thailand 

cPhytomedicine and Pharmaceutical Biotechnology Excellent Center (PPBEC), Faculty of 
Pharmaceutical Sciences Prince of Songkla University, Songkhla, 90110, Thailand 

 
ABSTRACT 

 
miR-21 expression stimulates osteoclast cells in the context of osteoclastogenesis. A 

previous report showed that NFκB-miR-21 pathway could serve as an innovative alternative to 
devise therapeutics for healing diabetic ulcers. Furthermore, our study demonstrated that a 
highly water-soluble curcuminoids-rich extract (CRE-Ter) inhibits osteoclastogenesis through 
NFκB pathway. The interplay between miR-21 and CRE-Ter in osteoclastogenesis has not yet 
been investigated. In this study, we examined the relation of CRE-Ter and miR-21 gene 
expression in receptor of the nuclear factor κB (NFκB) ligand (RANKL) - induced murine 
monocyte/macrophage RAW 264.7 cells, osteoclast cells, in osteoclastogenesis. Effect of 
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CRE-Ter on generation of intracellular reactive oxygen species (ROS) was estimated by 
dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA). The results reveal that CRE-Ter reduced expression 
levels of miR-21 gene in osteoclasts. The inhibitory effects of CRE-Ter on in vitro 
osteoclastogenesis were evaluated by reduction in tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) 
content, and by reduction in expression levels of an osteoclast-specific gene, cathepsin K. 
Treatment of the osteoclast cells with CRE-Ter suppressed RANKL-induced NFκB activation 
including phospho-NFκB-p65, and phospho IκBα proteins. Western blot analysis revealed that 
NFκB inhibitor up-regulated CRE-Ter-promoted expression of phospho-NFκB-p65. In 
addition, CRE-Ter dose-dependently inhibited phospho-Akt expression. CRE-Ter also dose-
dependently reduced DNA binding activity of NFκB and Akt as revealed by EMSA. ChIP 
assay revealed binding of NFκB-p65 to miR-21 promoters. In conclusion, our results 
demonstrate that CRE-Ter downregulates miR-21 gene expression in osteoclasts via a de novo 
mechanism, NFκB- Akt-miR-21 pathway. 
 
Biography  
Yutthana Pengjam is the Doctor of Philosophy (in Medicine) who was graduated from 
University of Miyazaki Japan. Now adays, he is a Principal Investigator at Faculty of Medical 
Technology, Prince of Songkla University, Thailand. His research is contributions and 
achievements in Cells and Molecular cell signaling in Bone, Biochemistry, Physiology, Natural 
products and potential use. 
 
Presenting author details  
Full name: Assist. Prof. Dr. Yutthana Pengjam 
E-mail address: yutthana.p@psu.ac.th. 
Session name/ number: RNA therapeutics  
Category: Oral presentation 
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2). RECIHF Virtual conference “SAH International Conference 2022 | Allied Health Sciences 

Natural Products for Health, Innovation & Medical Technologist, 28-29 March 2022, จัดโดย
คณะสหเวชศาสตร มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ  

เรื่อง “Inhibitory effects of curcuminoids on dexamethasone-induced muscle atrophy 
in differentiation of C2C12 cells” (Abstract accepted for oral presentation)  
 

 
 

Inhibitory effects of curcuminoids on dexamethasone-induced  
muscle atrophy in differentiation of C2C12 cells 

 
Yutthana Pengjama, Asron Sania, Sompot Jantarawongb, Kazuya Hasegawac,  

Yuya Yamaguchid, Pharkphoom Panichayupakaranante 
 

aFaculty of Medical Technology, Prince of Songkla University, Songkhla, Thailand, 
 bDepartment of Biological Science, Faculty of Science, Prince of Songkla University,  

Songkhla, 90110, Thailand, cFaculty of Health and Medical Science, Teikyo Heisei  University, 
Tokyo, Japan, dDepartment of Physiology, Faculty of Medicine, Toho University, Tokyo, Japan, 

ePhytomedicine and Pharmaceutical Biotechnology Excellent Center (PPBEC),  
Faculty of Pharmaceutical Sciences  

Prince of Songkla University, Songkhla, Thailand. 
 

Abstract 
Background: Sarcopenia is a disease of progressive loss of muscle mass due to the imbalance 
of protein synthesis and proteolysis, and tends to emerge with ageing. Currently its treatment 
consists of non-drug therapies and drug therapies, but some medications can have various side 
effects. Therefore, it is important to search for effective herbal medicines that can modulate 
muscle mass.  
Purpose: In this study, we investigated the inhibition effects of curcuminoids including, Cu, 
De, Bis, CRE, CRE-SD, CRE-Bin, and CRE-Ter on dexamethasone-induced muscle atrophy 
in differentiation of C2C12 cells.  
Methods: C2C12 cells were cultured and treated with various concentrations of curcuminoids 
including, Cu, De, Bis, CRE, CRE-SD, CRE-Bin, and CRE-Ter. The inhibitory effects were 
studied using various methods, including MTT and LDH assays for cell viability and cell 
cytotoxicity, RT-qPCR for gene expression analysis, and Western blots for protein analysis. In 
this study, dexamethasone-treated C2C12 myotubes (Dex) are the positive drug control and 
used as in vitro models of muscle atrophy.  
Results: The results revealed that treating differentiated C2C12 cells with Cu, CRE, CRE-Bin, 
and CRE-Ter reduced Atrogin-1 and MuRF-1 expression, whereas CRE-SD reduced only 
MuRF-1 expression. The Western blot analysis results show that Cu, CRE, CRE-Bin, CRE-
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Ter, and CRE-SD upregulated the phosphorylation level of Akt, which is an important protein 
in the mTOR signaling pathway.  
Conclusion: Our results show that Cu, CRE, CRE-Bin, CRE-SD, and CRE-Ter tend to inhibit 
muscle atrophy by decreasing expression of Atrogin-1 and MuRF-1 inhibiting protein 
degradation, and to upregulate Phospho-Akt to stimulate protein synthesis. These results 
provide corroborating evidence of therapeutic potential to treat sarcopenia patients. 
 
Keywords: Curcuminoids; Sarcopenia; Muscle atrophy; C2C12 cells; Atrogin-1; MuRF-1 
 
Biography:  
  
Yutthana Pengjam is the Doctor of Philosophy (in Medicine) who was graduated from 
University of Miyazaki Japan. Now adays, he is a Principal Investigator at Faculty of Medical 
Technology, Prince of Songkla University, Thailand. His research is contributions and 
achievements in Cells and Molecular cell signaling in Bone, Muscle atrophy, Biochemistry, 
Physiology, Natural products and potential use. 
 
Presenting author details  
Full name: Assist. Prof. Dr. Yutthana Pengjam 
E-mail address: yutthana.p@psu.ac.th. 
Session name/ number: Natural Medicine 
Category: Oral presentation 
 

 

ลงช่ือ .................................................. 

     ( ผศ. ดร. ยุทธนา เพ็งแจม) 

         หัวหนาโครงการ 

      วันที ่27  เดือน พฤษภาคม  พ.ศ 2565 
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