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สวนที่ 1 ขอมูลทั่วไป 
1. โครงการวิจัยเด่ียว  
    (ภาษาไทย)       การศึกษาการออกฤทธิข์องสารสกัดจากพืชสมุนไพรเพื่อใชในการรักษาผูสูงวัยที่มี

ภาวะกระดูกพรุน และภาวะมวลกลามเนื้อนอย 
    (ภาษาอังกฤษ)   Study the effects of herbal medicines for the treatment of 
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3. กิตติกรรมประกาศ 
    
  นักวิจัยหลัก ผศ.ดร. ยุทธนา เพ็งแจม คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
ขอขอบพระคณุ รศ. ดร. ภาคภูมิ  พาณิชยูปการนันท ผูรวมวิจัยจากคณะเภสัชศาสตร ที่คิดคนสารสกัดเคอคูมิ
นอยดซึ่งนำมาใชในการศึกษาครั้งนี้ ขอบคุณคณบดีคณะเภสัชศาสตรที่ใหสถานที่หองปฏิบัติการเภสัชเวชของ
คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ในการคิดคนกรรมวิธีการเตรียมสารสกัดขมิ้นชันที่มีสารเคอรคู
มินอยดปริมาณสูงมากกวาเดิมถึง 85% โดยน้ำหนัก และเพิ่มการละลายน้ำมากกวาเดิมถึง 70 เทา และสาร
สกัดจากพืชสมุนไพรชนิดอื่น ๆ ทั้งในรูปแบบ pure compound และ crude extracts ทั้งจากคณะเภสัช
ศาสตร และคณะการแพทยแผนไทย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร เพื่อนำมาศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากพืช
สมุนไพรเหลานี้ตอภาวะมวลกลามเนื้อนอย และภาวะกระดูกพรุนในครั้งน้ี ขอขอบคุณคณบดีคณะเทคนิค
การแพทยที่ใหสถานที่หองวิจัยคณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ทำการทดลอง จนทำให
งานประสบผลสำเร็จดวยดี และสามารถตีพิมพเผยแพรในวารสารนานชาติได 3 ฉบับ โดยอยูในฐาน Scopus 
1 ฉบับ และอยูในฐาน Wed of Science 2 ฉบับ (Q1 และ Q2) ขอขอบคุณอาจารยผูรวมวิจัยทุกทานทั้งใน
ประเทศ และตางประเทศที่ชวยกันทำงานวิจัยจนสำเร็จ งานวิจัยพ้ืนฐานน้ีสามารถนำไปใชในการศึกษาตอยอด
ทางคลินิก สำหรับเพ่ิมคุณคาของสมุนไพรไทย และการนำไปใชเปนผลิตภัณฑเสริมอาหารเพ่ือลดความเสี่ยงตอ
การเปนโรคกระดูกพรุน และเพ่ิมการสรางมวลกระดูกในผูสูงอายุตอไป 
  การทำวิจัยในครั้งนี้เปนการรวมมือกันระหวางนักวิจัยของคณะเทคนิคการแพทย  คณะเภสัชศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร และนักวิจัยจากประเทศญี่ปุน ทำใหเกิด collaboration ของนักวิจัยในวงกวาง 
เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากพืชสมุนไพรตาง ๆ ตอภาวะมวลกลามเนื้อนอย และภาวะกระดูกพรุน งานวิจัย
นี้สามารถนำไปใชในการศึกษาตอยอดทางคลินิก สำหรับเพิ่มคุณคาของสมุนไพรไทย และการนำไปใชเปน
ผลิตภัณฑเสริมอาหารเพื่อลดความเสี่ยงตอการเปนโรคกระดูกพรุน และเพิ่มการสรางมวลกระดูกในผูสูงอายุ
ตอไป 
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4. บทคัดยอภาษาไทย และภาษาอังกฤษ 
 รายงานวิจัยในครั้งนี้ประกอบดวยงานวิจัย 3 เรื่อง โดยแตละเรื่องใชงบประมาณที่ไดรับทุนวจิัยสนับสนุนในครั้งนี้ 
ตามที่เสนอรายงานตาม “รางรายงานวิจยัฉบับสมบูรณ” ซึง่ทัง้ 3 เรือ่งผูวิจยัขอแยกบทคัดยอทั้งภาษาไทย และ
ภาษาอังกฤษออกเปน 3 เรือ่ง ตามลำดับคือ 
 

บทคัดยอภาษาไทยงานวิจัยเรื่องที่ 1 
 
ขอมูลพื้นฐาน : ภาวะมวลกลามเนื้อนอย (Sarcopenia) เกิดจากความไมสมดุลของการสราง และการทำลายโปรตีน
ของกลามเนื้อ ภาวะผิดปกติเกิดจากมีการทำลายมากกวาการสราง ผลทำใหเกิดภาวะมวลกลามเนื้อนอย การรักษา
โรคนี้ในภาวะปจจุบันมีการใชยา และไมใชยา ในกรณีที่ใชยามักเกิดผลขางเคียง ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงสนใจนำสารสกัด
จากขมิ้นชันมาทดลองเพื่อกระตุนการสรางมวลกระดูก 
วัตถุประสงค : การทดลองนี้ไดใชสารสกัดจากขมิ้นชัน ซึ่งเรียกวาสารเคอคูมินอยดที่ประกอบดวย Cu, De, Bis, CRE, 
CRE-SD, CRE-Bin, and CRE-Ter เพื่อชวยกระตุนการสรางโปรตีนจากเซลลกลามเนื้อ โดยใช cells ที่ induce ให
คลายกับกลามเนื้อของผูที่เปน sarcopenia ดวย dexamethasone 
วิธ ีการศึกษา : การทดลองนี ้ได ใช เซลลกลามเนื ้อคือ C2C12 จากนั ้นทำใหเซลลม ีล ักษณะออนแรงดวย 
dexamethasone ตอมาไดศึกษา inhibition effects ของสารสกัดเคอคูมินอยดที่ประกอบดวย Cu, De, Bis, CRE, 
CRE-SD, CRE-Bin, and CRE-Ter ดวยวิธี MTT, LDH, RT-qPCR และ western blot 
ผลการศึกษา : ผลการศึกษาพบวา Cu, CRE, CRE-Bin, and CRE-Ter สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน Atrogin-
1 และ MuRF-1  ซึ่งทั้ง  Atrogin-1 และ MuRF-1  สงผลตอภาวะมวลกลามเนื้อนอย ขณะที่ CRE-SD สามารถยับยั้ง
การแสดงออกของ MuRF-1  เพียงอยางเดียว นอกจากนี้คณะผูวิจัยยังพบวา Cu, CRE, CRE-Bin, CRE-Ter, and 
CRE-SD สามารถกระตุนการสรางโปรตีน Akt  ซึ่งเปนโปรตีนที่สำคัญตอกระบวนการสรางโปรตีนใน TOR signaling 
pathway 
สรุปผล : การศึกษาครั้งนี้สามารถสรุปไดวาสารเคอคูมินอยดที่ประกอบดวย Cu, CRE, CRE-SD, CRE-Bin, and CRE-
Ter สามารถยับยั้งการเกิด muscle atrophy หรือ sarcopenia โดยสามารถยับยั้งยีนที่ทำให muscle atrophy คือ
ทั้ง Atrogin-1 และ MuRF-1  นอกจากนี้ยังสามารถกระตุนการสรางโปรตีนผาน 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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บทคัดยอภาษาไทยงานวิจัยเรื่องที่ 2 
 

ขอมูลพื้นฐาน : ในกระบวนการสราง osteoclasts มีการแสดงออกของ miR21 รวมดวย จากการศึกษาที่ผานมา

พบวากลไกของ NFκB-miR-21 pathway เปนกลไกใหมที่สามารถนำไปรักษาโรค diabetic ulcers ได และเมื่อไม

นานมานี้คณะผูวิจัยพบวาสารเคอรคูมินอยดชนิด CRE-Ter สามารถยับยั้งกระบวนการสราง osteoclasts ผาน NFκB 
pathway สวนความสัมพันธระหวาง CRE-Ter, miR21 และกระบวนการสราง osteoclasts ยังไมมีการศึกษามากอน    

วัตถุประสงค : ศึกษาความสัมพันธระหวางการแสดงออกของ miR21, NFκB pathway และกระบวนการสราง 
osteoclasts โดยหวังวาจะเปนกลไกใหมที่สามารถนำไปใชรักษาโรคกระดูกพรุนไดในอนาคต  
วิธีการศึกษา : การทดลองนี้ใชเซลล RAW 264.7 ที่กระตุนดวย RANKL จนทำใหเซลลเปลี่ยนเปน osteoclasts โดย
วัดจากการแสดงออกของ TRAP และ Cathepsin K จากนั้น treat เซลลดวย CRE-Ter และศึกษาการแสดงออกของ 
ROS การแสดงออกของ miR21 ผาน signaling pathways ตางๆ โดยวิธ ี Real time PCR, Western blotting, 
EMSA และ ChIP assays 
ผลการศึกษา : ผลการศึกษาพบวา หลังจาก treat cells ดวย CRE-Ter ทำใหการแสดงออก ROS ลดลง การ
แสดงออกของ osteoclast markers ชนิด TRAP และ Cathepsin K ลดลง นอกจากนี ้ CRE-Ter ยังทำใหการ
แสดงออกของ miR21 ลดลง จากนั้นคณะผูวิจัยไดศึกษากลไกการแสดงออกของ miR21, signaling pathways และ 
DNA–protein binding ผลพบวา CRE-Ter ทำให miR21 มีการแสดงออกลดลง ผานการแสดงออกของโปรตีนใน  

NFκB และ Akt pathways และตอเนื่องดวย DNA – protein binding โดยใชวิธี EMSA และ ChiP ลดลงดวย  
สรุปผล : การศึกษาครั้งนี้สามารถสรุปไดวาสารเคอคูมินอยดที่ชนิด CRE-Ter สามารถยับยั้งการสราง osteoclasts 

ผานกลไก NFκB-Akt-miR-21 pathway  ซึ่งเปนกลไกใหมที่ยังไมเคยรายงานมากอน ซึ่งกลไกนี้อาจนำไปใชเพื่อ
รักษาโรคกระดูกพรุนตอไป 
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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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บทคัดยอภาษาไทยงานวิจัยเรื่องที่ 3 
 

ขอมูลพื้นฐาน : สารเคอรคูมินอยด CRE-Ter มีสวนประกอบของ curcumin ซึ่งมีรายงานมากอนวาสามารถยับยั้ง
มะเร็ง, antioxidant และ anti-inflammation อยางไรก็ตาม เนื่องจาก curcumin ละลายน้ำยาก และดูดซึมเร็ว 
ดังนั้นจึงไมเหมาะเพื่อนำไปใชเปนยารักษาโรค 
วัตถุประสงค : เพื่อใหการดูดซึมของ CRE-Ter เขาสูรางกายของคนไดอยางมีประสิทธิภาพ ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงไดทำ
การวิจัยเลียนแบบ โดยไดนำ CRE-Ter เขาใน liposome และศึกษากลไกการยับยั้งการสราง osteoclasts ผาน
ตัวกลางคือ scaffold ชนิด PLA foams โดยหวังวาจะเปนวิธใีหมที่สามารถนำไปใชรักษาโรคกระดูกพรุนไดในอนาคต  
วิธีการศึกษา : การทดลองนี้ใชเซลล RAW 264.7 (monocytes) ที่กระตุนดวย RANKL จนทำใหเซลลเปลี่ยนเปน 
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 ผาน signaling pathways ตางๆ โดยวธิี Western blotting 
ผลการศึกษา : ผลการศึกษาพบวา หลังจาก treat cells ดวย Liposomal CRE-Ter ทำใหการแสดงออก F4/80 
เพิ่มขึ้น การแสดงออกของ osteoclast markers ชนิด TRAP และ Cathepsin K ลดลง นอกจากนี้ CRE-Ter ยังทำ

ใหการแสดงออกของโปรตีนใน signaling pathways ชนิด NFκB และ ERK pathways  ลดลงดวย  
สรุปผล : การศึกษาครั้งนี้สามารถสรุปไดวา Liposomal CRE-Ter สามารถยับยั้งการสราง osteoclasts ผานกลไก 

NFκB- ERK pathway  ซึ่งกลไกนี้อาจนำไปใชเพื่อรักษาโรคกระดูกพรุนตอไปไดในอนาคต 
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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. 
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5. บทสรุปผูบริหาร (Executive Summary) 
 

5.1. บทนำ 
ปจจุบันประชากรไทยในยุค 4.0 กำลังเขาสูสังคมผูสูงอายุ ปญหาเรื่องสุขภาพเปนปญหาสำคัญอันดับ

ตนๆ ของสังคมผูสูงอายุ โดยเฉพาะโรคที่เกิดจากการเสื่อมสภาพของรางกายไปตามอายุ เชนภาวะมวล

กลามเนื้อนอยหรือ sarcopenia โรคกระดูกพรุน (osteoporosis) และโรคกระดูกบาง (osteopenia) ภาวะ

มวลกลามเนื้อนอยหรือ sarcopenia ถือเปนกลุมอาการที่พบไดบอยถึง 1 ใน 3 ของผูสูงวัยทั่วไป และจาก

การศึกษาขอมูลยังพบอีกวาผูที่มีอายุมากกวา 50 ป ตรวจพบภาวะกระดูกพรุน 1 ใน 3 ของผูสูงวัยเพศหญิง 

และ 1 ใน 5 ของผูสูงวัยเพศชาย การรักษาทั้งสองภาวะในปจจุบัน คือการใชยาแผนปจจุบันซึ่งมักมีผลขางเคียง

ตอผู ใชยา ดังนั ้นการใชสารสกัดจากสมุนไพรที ่มีผลขางเคียงนอยและสามารถเพิ ่มมวลกระดูกในโรค 

sarcopenia และตานการเกิด osteoporosis จะเปนทางเลือกใหมในการรักษาผู สูงวัยตอไปในอนาคต 

ขมิ้นชัน เปนหนึ่งในสมุนไพรที่รัฐบาลสงเสริมใหวิจัยและพัฒนาใหเปน product champion ของประเทศไทย 

ปจจุบันมีการนำสารสกัดจากขมิ้นชันมาใชประโยชนในผลิตภัณฑเพื่อสุขภาพหลายชนิด ทั้งในรูปแบบยาแผน

โบราณ ผลิตภัณฑเสริมอาหาร และเครื่องสำอาง สารสกัดขมิ้นชันมีสารเคอรคูมินอยด (curcuminoids) ไดแก 

curcumin, demethoxycurcumin และ bis-demethoxycurcumin เปนสารสำคัญที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่มี

ประโยชนตอสุขภาพมากมาย ไดแก ฤทธิ ์ต านออกซิเดชัน (anti-oxidation) ตานการอักเสบ (anti-

inflammation) ตานมะเร็ง (anticancer) ตานการแพ (anti-allergy) และตานแบคทีเรีย (anti-bacteria) 

เปนตน การศึกษาที่ผานมาตองใชสารสกัด curcumin ปริมาณสูง ซึ่งอาจเปนเพราะวาสารสกัด curcumin 

ละลายน้ำไดนอย และถูกกำจัดออกจากรางกายไดอยางรวดเร็ว ทำใหมีประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพที่เปนประโยชนตอรางกายไดนอยมาก คณะผูวิจัยไดคิดคนกรรมวิธีการเตรียมสารสกัดขมิ้นชันที่มีสาร

เคอรคูมินอยดปริมาณสูงมากกวาเดิมถึง 85% โดยน้ำหนัก และเพิ่มการละลายน้ำมากกวาเดิมถึง 70 เทา 

นอกจากนี้คณะผูวิจัยยังศึกษาสารสกัดจากพืชสมุนไพรชนิดอื่น ๆ ทั้งในรูปแบบ pure compound และ 

crude extracts ทั้งจากคณะเภสัชศาสตร และคณะการแพทยแผนไทย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร เพ่ือ

นำมาศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากพืชสมุนไพรเหลานี ้ตอภาวะมวลกลามเนื ้อนอย และภาวะกระดูกพรุน 

งานวิจัยนี้สามารถนำไปใชในการศึกษาตอยอดทางคลินิก สำหรับเพิ่มคุณคาของสมุนไพรไทย และการนำไปใช

เปนผลิตภัณฑเสริมอาหารเพื่อลดความเสี่ยงตอการเปนโรคกระดูกพรุน และเพิ่มการสรางมวลกระดูกใน

ผูสูงอายุตอไป 

การทำวิจัยในครั้งนี้เปนการรวมมือกันระหวางนักวิจัยของคณะเทคนิคการแพทย  คณะเภสัชศาสตร 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร และนักวิจัยจากประเทศญี่ปุน ทำใหเกิด collaboration ของนักวิจัยในวงกวาง 

เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากพืชสมุนไพรตาง ๆ ตอภาวะมวลกลามเนื้อนอย และภาวะกระดูกพรุน งานวิจัย

นี้สามารถนำไปใชในการศึกษาตอยอดทางคลินิก สำหรับเพิ่มคุณคาของสมุนไพรไทย และการนำไปใชเปน

ผลิตภัณฑเสริมอาหารเพื่อลดความเสี่ยงตอการเปนโรคกระดูกพรุน และเพิ่มการสรางมวลกระดูกในผูสูงอายุ

ตอไป 
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5.2 วัตุประสงค  

• เพื่อศึกษาผลตอการสรางมวลกลามเนื้อ และการสรางเซลลกระดูกและตานการทำลายเซลลกระดกู

ของสารสกัด curcuminoids ในรูปแบบตางๆ ไดแก curcumin, bis-demethoxycurcumin, de-

methoxycurcumin, สารสกัด curcuminoids ที่มีสาร curcuminoids รวมไมนอยกวา 85% 

w/w และ สารสกัด curcuminoids ในรูปของสารประกอบเชิงซอนทีเ่พิ่มการละลายน้ำ 

• เพื่อนำขอมูลที่ไดจากงานวิจัยพืน้ฐานใครัง้นี้ไปใชในการศึกษาตอยอดทางคลินกิในอนาคต สำหรับ

การนำไปใชเปนผลิตภัณฑเสริมอาหารโดยถายทอดผลงานวิจยัแกบรษิัทที่สนใจ เพือ่นำไปตอยอด

เปนผลิตภัณฑเพื่อใชลดความเส่ียงตอภาวะมวลกลามเนื้อนอย และตานโรคกระดูกพรุน และเพิ่ม

ชองทางในการนำสารสกัดตางๆ ใชประโยชนตอไป 

 

5.3 สรุปผลการทดลองทั้งหมด 

ก. การศึกษาเก่ียวกับผลตอการสรางมวลกลามเนื้อ 

ทบทวนวรรณกรรม 

ปจจุบันหลายประเทศทั่วโลกกำลังเขาสูสังคมผูสูงอายุ มีสาเหตุเนื่องดวยเทคโนโลยีการแพทยที่กาวหนา

อยางรวดเร็วในปจจุบันที่สงผลใหผูสูงอายุในอนาคตมีแนวโนมที่จะมีอายุยืนนานขึ้น หรือเกิดจากการลดลงของภาวะ

เจริญพันธุหรืออัตราการเกิดลดนอยลง แตอยางไรก็ตามการเพิ่มขึ้นของจำนวนผูสูงอายุนี้มีสิ่งที่ตามมาอยางหลีกเลี่ยง

ไมไดเลยก็คือปญหาดานสุขภาพ  ภาวะมวลกลามเนื้อนอยหรือ sarcopenia ถือเปนอีกหนึ่งกลุมอาการที่พบไดบอยถึง 

1 ใน 3 ของผูสูงอายุทั่วไป การรักษาในปจจุบันประกอบดวยการรักษาโดยการไมใชยาและการใชยา จากหลักฐานที่

ปรากฎพบวาประโยชนจากการใชยายังไมเพียงพอตอการรักษาอีกทั้งการไดรับยาบางตัวอาจกอใหเกิดผลขางเคียงได 

เชน เทสโทสเตอโรน (testosterone) ซึ่งเปนฮอรโมนที่ชวยเพิ่มมวลกลามเนื้อและสรางโปรตีนของกลามเนื้อ แต

ผลขางเคียงมีหลายประการ เชนทำใหเกิดมะเร็งตอมลูกหมาก เตานมโตในผูชาย (gynecomastia) ภาวะเม็ดเลือด

แดงมาก (polycythemia) สงผลใหมีขอจำกัดในการใช จากการศึกษางานวิจัยที่ผานมาพบวาองคประกอบของ

สารเคมีที่พบในพืชสมุนไพรบางชนิดสามารถรักษาหรือยับยั้งภาวะมวลกลามเนื้อนอยได ดังนั้น หากสารสกัดจากพืช

สมุนไพรสามารถนำมาใชในการรักษาได ก็มีความเปนไปไดที่จะรักษาหรือยับยั้งภาวะมวลกลามเนื้อนอยที่พบใน

ผูสูงอายุได 

การทำวิจัยในครั้งนี้เปนความรวมมือระหวางนักวิจัยของคณะเทคนิคการแพทย นักวิจัยจากคณะเภสัช

ศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร นักวิจ ัยจาก Morioka University ภาควิชา Nutrition Science, Iwate 

ประเทศญี่ปุน และนักวิจัยจาก University of Miyazaki ภาควิชา Anatomy, Histochemistry and Cell Biology, 

Miyazaki ประเทศญี่ปุน ดวยทุนวิจัย Kobayashi International Scholarship Foundation, Japan ซึ่งคณะผูวิจัย

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

methoxyurcumin, สารสกัด curcuminoids ที่มีสาร curcuminoids รวมไมนอยกวา 85% w/w และสารสกัด 

curcuminoids ในรูปแบบของสารประกอบเชิงซอนที่เพิ่มการละลายน้ำจาก รศ.ดร.ภก.ภาคภูมิ พาณิชยูปการนันท 

และคณะ จากคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร เพื่อนำไปใชในการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากพืช

สมุนไพรเหลานี้ตอการรักษาภาวะมวลกลามเนื้อนอย 
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           ภาวะมวลกลามเนื้อนอย หรือ sarcopenia มาจากรากศัพทภาษากรีกคือ sarx (flesh) และ penia (loss) มี

ความหมายโดยรวมคือการสูญเสียมวลกลามเนื้อและความแข็งแรงของกลามเนื้อ ซึ่งเปนสาเหตุสำคัญของการสูญเสีย

มวลกลามเนื้อที่พบบอยในผูสูงอายุ โดย อุบัติการณของภาวะมวลกลามเนื้อนอยมีความแตกตางกันมาก เนื่องจากคำ

จำกัดความของวิธีการวัดในแตละประชากรที่ศึกษามีความแตกตางกัน โดยทั่วไปพบ อุบัติการณในคนอายุ 60-70 ป

รอยละ 5-13 และเพิ่มเปนรอยละ 11-50 เมื่ออายุเกิน 80 ป จากการศึกษาในประเทศไทยที่ผานมาพบอุบัติการณสูง

ถึงประมาณ 1 ใน 3 ของประชากรทั่วไป โดยพบรอยละ 32.5 ในเพศชายและรอยละ 34.5 ในเพศหญิง พยาธิ

สรีรวิทยาของกลไกที่เกี่ยวของกับการเกิดภาวะมวลกลามเนื้อนอยโดยตรงมีหลายกลไก ไดแก การสรางโปรตีน 

(protein synthesis) การสลายโปรตีน (proteolysis) การทำงานของระบบประสาท ปริมาณไขมันในกลามเนื้อ 

ปริมาณฮอรโมนที่ลดลง ปฏิกิริยาอักเสบ การขาดสารอาหารโดยเฉพาะโปรตีน ชนิดของภาวะมวลกลามเนื้อนอยแบง

ออกตามพยาธิสรีรวิทยาการเกิดไดเปน ชนิดปฐมภูมิ (primary sarcopenia) และชนิดทุติยภูมิ (secondary 

sarcopenia) โดยชนิดปฐมภูมิหมายถึงภาวะมวลกลามเนื ้อนอยที ่ส ัมพันธ ก ับอายุท ี ่มากขึ ้น (age-related 

sarcopenia) โดยตรวจไมพบสาเหตุอื่นนอกจากอายุที่มากขึ้น สวนชนิดทุติยภูมินึกถึงเมือ่พบสาเหตุอื่นของภาวะมวล

กลามเนื้อนอย เชน ผูปวยติดเตียง ผูที่ไมคอยออกกำลังกาย ไดรับโปรตีนจากอาหารไมเพียงพอ โรคที่มีการอักเสบ 

เปนตน  โดยสวนใหญจะพบวาภาวะมวลกลามเนื้อนอยที่สัมพันธกับอายุที่เพิ่มขึ้นจะเกิดจากการสูญเสียสมดุลระหวาง

การสังคราะหและการสลายโปรตีนในกลามเนื้อ  การรักษาในปจจุบันจะประกอบไปดวยการรักษาที่ไมใชยาและใชยา 

แตเนื่องจากยังไมมีหลักฐานประโยชนการใชยารองรับมากเพียงพอ จึงทำใหมุงเนนไปที่การรักษาแบบไมใชยา โดย

การศึกษาที่ผานมาไดพบวาการรับประทานอาหารประเภทโปรตีนที่ประกอบไปดวย ลิวซีน (leucine) ซึ่งเปนกรดอะมิ

โนที่จำเปน (essential amino acid) ควบคูกับการออกกำลังกายมีสวนชวยในการรักษาและปองกันการฝอของ

กลามเนื้อได (muscle atrophy) และยังจำเปนตองไดรับการศึกษาผลตอๆไป วิถีการสงสัญญาณที่สำคัญที่พบใน

กระบวนการสังเคราะหโปรตีนคือ insulin-like growth factor-1 (IGF1), Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)-

AKt โดย IGF1-PI3K-AKt จะสงสัญญาณไปกระตุน mammalian target of rapamycin (mTOR) สงผลใหเพิ่มการ

สังเคราะหโปรตีนในเซลล นอกจากนี้ AKt ยังสามารถไปยับยั้งการสลายโปรตีนในเซลลผาน Forkhead box O 

(FOXO) ซึ่งเกี่ยวของกับ proteasome activity สวนกระบวนการสลายโปรตีนในเซลลจะมี ubiquitin-proteasome 

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

pathway จะถือเปนกลไกสำคัญที่ควบคุมการสลายโปรตีน  

จากการศึกษาสมุนไพรที ่ใชเพื ่อปองกันภาวะมวลกลามเนื ้อนอย การศึกษาที ่ผานมา ศึกษาผลของ

สารประกอบ ursolic acid ใน C2C12 myotubes พบวา ursolic acid สามารถยับยั้งการสูญเสียมวลกลามเนื้อโดย

การกระตุ นการสังเคราะหโปรตีนและลดการสลายโปรตีน อีกทั ้งยังลดการแสดงออกของ myostatin และ 

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

MuRF-1และ MUSA1) ที่พบใน ubiquitin-proteasome pathway และมีการรายงานพบวา ผลของ resveratrol 

(สารที่พบมากในถั่วลิสง ผลหมอน เมล็ดองุน) ตอการลดการเกิดภาวะกลามเนื้อลีบ (muscle atrophy) ที่เกิดจากโรค

ไตชนิดเรื้อรัง ผาน MuRF1 signaling pathway พบวา resveratrol สามารถยับยั้งการเกิดภาวะกลามเนื้อลีบไดโดย

การยับยั้งการแสดงออกของ MuRF1 ทำใหลดการสลายโปรตีน ในป 2018 Seongguk Cho และคณะ ไดศึกษาผล

ของสมุนไพรที่มีสวนผสมของ Schisandra chinensis Baill, Lycium chinense Mill และ Eucommia ulmoides 

Oliv ตอการรักษาภาวะกลามเนื ้อลีบใน C2C12 myoblast cells พบวา Schisandra chinensis Baill, Lycium 

chinense Mill และ Eucommia ulmoides Oliv ในอัตราสวน 2:1:1 สามารถปองกันกันภาวะกลามเนื้อลีบโดย

ยับยั้ง ubiquitin-proteasome pathway ตลอดจนเพิ่มการสังเคราะหโปรตีนใน C2C12 myoblat cells 
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การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัด curcuminoids ตอการรักษาภาวะมวลกลามเนื้อนอย Diaz-Castro J และคณะ

พบวาการอักเสบและภาวะเครียดที่เกิดจากออกซิเดชันสามารถทำใหกลามเนื ้อเกิดการสูญเสียได ในป 2009 

Alamdari N และคณะพบวา สารสกัด curcuminoids สามารถปองกันการสูญเสียหรือการบาดเจ็บของกลามเนื้อได

โดยยับยั้งการทำงานของ NF-κB pathway ซึ่งเปนตัวควบคุมการสลายของโปรตีนและเกี่ยวของกับการอักเสบของ

กลามเนื้อ  

 

 สารสกัดที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ประกอบดวย สารสกัดจากขมิ้นชัน (curcuminoids) ในรูปแบบตางๆ ไดแก 

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

สาร curcuminoids รวมไมนอยกวา 85% w/w (CRE) และ สารสกัด curcuminoids ในรูปของสารประกอบเชิงซอน

ที่เพิ่มการละลายน้ำ และมีปริมาณสูง ซึ่งไดแก CRE-SD, CRE-Bin, และ CRE-Ter ดังรูปที่ 1 
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รูปที่ 1  แสดงโครงสรางของสารสกัดเคอคูมินอยดที่ใชในการศึกษาในครั้งนี้ ซึ่งประกอบดวย Cu, De, Bis, CRE, CRE-

SD, CRE-Bin, และ CRE-Ter 
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วิธีการทดลอง 

 1) เตรียมสารสกัดจากพืชสมุนไพร 

เตรียมสารสกัด curcuminoid ในรูปแบบตาง ๆ ไดแก curcumin, bis-
demethoxycurcumin, de-methoxyurcumin, สารสกัด curcuminoids ที่มีสาร 
curcuminoids รวมไมนอยกวา 85% w/w และสารสกัด curcuminoids ในรูปแบบของ
สารประกอบเชงิซอนทีเ่พิ่มการละลายน้ำ จาก รศ.ดร.ภก.ภาคภูมิ พาณิชยูปการนันท และคณะ 
จากคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

 2) ศึกษาผลของสารสกัดตอการรักษาภาวะมวลกลามเน้ือนอย 

  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 ภายใตสภาวะใน
การเพาะเลี้ยงเซลลมาตรฐาน (37๐C, 5% CO2 และที่ความชื้น 95%) subconfluent C2C12 
myoblast cells จะถูกเปลี่ยนเปน DMEM ที่มี 2%ซีรัมมา (HS) ทำการเพาะเลี้ยงเซลลจนกระทั่ง
เซลลมีการเปลี่ยนแปลง (differentiation) ไปเปน myotubes ที่มีหลายนิวเคลียส ทำการเปลี่ยน
อาหารเลี้ยงเซลลทุกๆ 2 วัน ในชวง 5 วันที่เซลลเกิดกระบวนการเปลี่ยนแปลงไปเปน myotubes 
ทำการบำรุงรักษา myotubes ดวย 1uM dexamethasone พรอมกับทำการเติมสารสกัดจากพืช
สมุนไพรที่เตรียมไว หลังจากนั้น 24 ชั่วโมงจึงทำการวิเคราะหผลของสารสกัดจากพืชสมุนไพร 

2.2 การตรวจวัด cell viability  

 ทำการเตรียม C2C12 myoblast cells ใน 96 well plate ผสมกับสารสกัดจากพืช
สมุนไพรในความเขมขนตาง ๆ จากนั้นเติมสารละลาย MTT เพื่อตรวจวัด cell viability ของสาร
สกัดทุกตัวเพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมไปทำการทดลองตอไป 

  2.3 ตรวจวัดการแสดงออกของยนี โดยวิธี Real-time PCR 

ทำการเลี้ยง C2C12 myoblast cells ที่ผสมสารสกัดจากพืชสมุนไพรที่มีความเขมขน
สูงสุดที่มีผลตอเซลลนอยที่สุดในการทดลองที่ 2 สกัด RNA จากนั้นเปลี่ยนเปน cDNA หลังจากนั้น
จึงใช primer ที่จำเพาะตอยีน 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 ดวย western 
blotting ซึง่โปรตีนทกุตัวเกี่ยวของกับการสรางโปรตีนในคนทีเ่ปนโรค sarcopenia   

2.5 Statistical analysis 

ขอมูลที่ไดจะแสดงออกมาในรูป mean ± SD จากนั้นเปรียบเทียบคาตางๆ โดยใช one-
way ANOVA with student T-test ที่ทำซ้ำ 3 การทดลอง คา statistical significance คือ 
p<0.05 

 

การทดลองที่ 1 ศึกษาความมีชีวิตหรือ Cell viability โดยวิธี MTT  

คณะผูวิจัยไดศึกษา  cell viability โดยทำการเลี้ยงเซลล C2C12 ซึ่งเปน muscle cells จากนั้น induce 
C2C12 ดวย 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 เพื่อศึกษาความมีชีวิตของเซลลหลังจากใสสารสกัด ผลการศึกษาแสดงไดในรูปที่ 2   
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รูปที่ 2 ผลการศึกษา cell viability ดวยวิธี MTT โดยทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง พบวา 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  

 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

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

induce ดวย dexamethasone ผลการศึกษาพบวา พบวา 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 

 คณะผูวิจัยไดศึกษาการแสดงออกของยีน Atrogin -1 ละ MuRF-1 ซึ่งยีนทั้งสองชนิด ถามีการแสดงออก

มากกวาปกติจะทำใหเกิด muscle atrophy โดยผูวิจัยทำการเลี้ยงเซลล C2C12 ซึ่งเปน muscle cells จากนั้น 

induce C2C12 ดวย dexamethasone (control) ใหเซลลกลายเสมือนเปน muscle atrophy จากนั้นเติมสารสกัด

ซึ่งประกอบดวย  Cu, De, Bis,CRE, CRE-SD, CRE-Bin, และ CRE-Ter  ใน cells ที่ induce ดวย 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 สวน De Bis และ 

CRE-SD ไมมีผลตอการแสดงออกของ Atrogin-1 (A และ B) โดยแตละ 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 สวน De 

และ Bis  ไมมีผลตอการแสดงออกของ MuRF-1 (A และ B) โดยแตละ lane (แถวการทดลอง) เปรียบเทียบกับ Dex 

(control)  และทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง 
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วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 Cu, CRE, CRE-Bin, และ CRE-Ter สามารถยบัยั้งการแสดงออกของ Atrogin -1 สวน De Bis และ CRE-SD 

ไมมีผลตอการแสดงออกของ Atrogin-1 ขณะที่ Cu, CRE, CRE-SD, CRE-Bin, และ CRE-Ter สามารถยับยั้งการ

แสดงออกของ MuRF-1 สวน De และ Bis ไมมีผลตอการแสดงออกของ MuRF-1 

 

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

เปน pathway ที่สำคญัตอการสรางโปรตีนของ muscle cells  

 คณะผูวิจัยไดศึกษาการแสดงออกของโปรตีน Akt และ phospho-AkT  ใน TOR signaling pathway  ซึ่ง

เปน pathway ที่สำคัญตอการสรางโปรตีนของ muscle cells  โดยทำการเลี้ยงเซลล C2C12 ซึ่งเปน muscle cells 

จากนั้น induce C2C12 ดวย dexamethasone (control) ใหเซลลกลายเสมือนเปน muscle atrophy จากนั้นเติม 

สารสกัดซึ่งประกอบดวย  Cu,  CRE, CRE-SD, CRE-Bin, และ CRE-Ter  ใน cells ที่ induce ดวย dexamethasone 

สกัดโปรตีน และศึกษาโปรตีน  Akt และ phospho-AkT  ดวยวิธ ี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 แสดงวา Cu (A),  CRE (B), CRE-Bin (D), CRE-Ter (E) และ CRE-SD (F)  สามารถกระตุนการสราง 

phosphor -Akt ซึ่งเปนโปรตีนที่สำคัญในกระบวนการสรางโปรตีนใน TOR signaling pathway ได โดยแตละ lane 

(แถวการทดลอง) เปรียบเทียบกับ Dex (control)  และทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง 

 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 Cu (A),  CRE (B), CRE-Bin (D), CRE-Ter (E) และ CRE-SD (F)  สามารถกระตุนการสราง phosphor -Akt 

ซึ่งเปนโปรตีนทีส่ำคัญในกระบวนการสรางโปรตีนใน TOR signaling pathway ได โดยแตละ lane (แถวการทดลอง) 

เปรียบเทียบกับ Dex (control)  
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สรุปผลการศึกษา 

 

 

รูปที่ 5 แสดงภาพสรุปผลการศึกษา การศึกษาครั้งนี้สามารถสรุปไดวาสารเคอคูมินอยดที่ประกอบดวย Cu, CRE, 

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

ที่ทำให muscle atrophy คือทั้ง Atrogin-1 และ MuRF-1  นอกจากนี้ยังสามารถกระตุนการสรางโปรตีนผาน TOR 

signaling pathway ซึ่งคณะผูวิจัยไดตีพิมพดังเอกสารแนบ (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 

 

 การศึกษาในครั้งนี้จะเปนขอมูลพื้นฐาน เพื่อนำขอมูลที่ไดจากงานวิจัยนี้ไปใชในการศึกษาตอยอดทางคลินิก 

สำหรับการนำไปใชเปนผลิตภัณฑเสริมอาหารโดยถายทอดผลงานวิจัยแกบริษัทที ่สนใจ เพื่อนำไปตอยอดเปน

ผลิตภัณฑเพื่อใชลดความเสี่ยงตอภาวะมวลกลามเนื้อนอย และตานโรคกระดูกพรุน และเพิ่มชองทางในการนำสาร

สกัดตางๆ ใชประโยชนตอไป 
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ข. การศึกษาเก่ียวกับการตานการทำลายเซลลกระดูกของสารสกัด 

บททบทวนวรรณกรรม 

จากการศึกษาที่ผานมาพบ miRNA ซึ่งประกอบดวย  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 มีความเกี่ยวของกับ

กระบวนการสราง osteoclast (osteoclastogenesis) (30,31) อยางไรก็ตามพื้นฐานทางโมเลกุล และความสัมพันธ

ระหวาง miRNA และ osteoclastogenesis ยังมีการศึกษานอย จากการศึกษาที่ผานมาพบวา miR-21 กระตุนการ

สราง osteoclast  โดยกระตุนการสรางโปรตีน c-FOS และ NFATc1 ผาน NF-κB signaling pathways  และยับยั้ง

โปรตีน programed cell death 4 (PDCD4) ซึ ่ง PDCD4 จะยับยั้งกระบวนการสราง osteoclast (32) และจาก

การศึกษาที ่ผานมาเมื ่อไมนานยืนยันพบวาการแสดงออกของ miR-21 มีความเกี ่ยวของกับ NF-κB signaling 

pathway โดยที่ NF-κB-miR-21 pathway อาจจะเปนแนวทางใหมในการรักษาโรค healing diabetic ulcers (33) 

นอกจากนี้คณะผูวิจัยยังพบวา aloin สามารถยับยั้งกระบวนการสราง osteoclast ผาน NF-κB-miR-21 pathway  

การศึกษาครั้งนี้ผู วิจัยสนใจนำสารสกัดจากขมิ้นชันในรูปแบบที่เพิ่มการละลายน้ำตอกระบวนการสราง 
osteoclasts ผาน NF-κB-miR-21 pathway ซึ่งขอมูลที่ไดจะชวยเสริมผลการศึกษาเรื่อง ผลของสารสกัดเคอคูมิ
นอยดในรูปแบบที่เพิ่มการละลายน้ำตอการสรางและตานการทำลายเซลลกระดูก ซึ่งไดทุนอุตสาหกรรมการแพทย
ครบวงจร (medical hub) ของ สำนักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) 2561-2562 สัญญาทุนวิจัยเลขที่ 
RDG6150075  เปนการเพิ่มมูลคาของขมิ้นชันใหมากขึ้นในการนำไปใชเปนผลิตภัณฑเสริมอาหารของบริษัท บางกอก
แล็ป แอนด คอสเมติค จำกัด เพื่อลดความเส่ียงตอการเปนโรคกระดูกพรุนตอไป 

 

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย          
เพื่อศึกษาเปรยีบเทียบผลของสารสกัดเคอคูมินอยดในรูปแบบที่เพิ่มการละลายน้ำ และสารสกัดเคอคูมินอยด

ในรูปแบบปกติ ตอการแสดงออกของ miR-21 ในกระบวนการสราง osteoclasts  
 

คณะผูวิจัยไดเลือกสารสกัดที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ประกอบดวย สารสกัด curcuminoids ในรูปแบบ สาร

สกัด curcuminoids เชิงซอนที่เพิ่มการละลายน้ำสูงคือ CRE-Ter มาเพื่อใชในการศึกษาในครั้งนี้  ดังรูปที่ 1 
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รูปที่ 1 แสดงโครงสารสารสกดั curcuminoids ในรูปของสารประกอบเชิงซอนที่เพิ่มการละลายน้ำสูง 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 (ไดจาก ATCC cell lines ประเทศไทย) มาเล้ียงใน RPMI cell culture medium 

ทีมีสวนผสมของ 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 ในกรณตีองการเปล่ียน RAW 
264.7 cells ใหกลายเปน osteoclasts ตองเติม 20 ng/ml RANKL และเล้ียงเซลลนาน 5 วัน  

3. การตรวจการสราง TRAP enzymes ของ osteoclast โดย TRAP assays 
ปรับ  RAW 264.7 cells ใหมคีวามเขมขน 0.3 x 103 cells/mL ใน 96 well plate ผสมเซลลกับสารสกัด 
curcuminoids ในความเขมขนตางๆ และเตมิ 20 ng/ml RANKL  เล้ียงเซลลเปนเวลา 5 วัน จากนั้นตรวจ
การสราง leukocyte acid phosphatase ของ osteoclasts โดยใช TRAP staining reagent kit 

4. การตรวจการสราง cathepsin K ของ osteoclasts โดยวธิ ีReal time -PCR  
เล้ียง RAW 264.7 cells ผสมเซลลกับสารสกดั curcuminoids ในความเขมขนตางๆ และเติม 20 ng/ml 
RANKL  เปนเวลา 5 วัน สกัด RNA โดยใช QAIGEN reagent kit จากนั้นเปล่ียนเปน cDNA โดยใช 
ReverTraAce qPCR reagent kit จากนั้นใช primer ที่จำเพาะยีนตางๆ เหลานี้เพื่อทำ PCR  
 

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

5. การศึกษาการแสดงออกของ ของ miR-21 โดยวิธ ีReal-time   PCR 
             เล้ียง RAW 264.7 cells ผสมเซลลกับสารสกัด curcuminoids ในความเขมขนตางๆ และเติม 20 ng/ml 

RANKL  เปนเวลา 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 ผสมเซลลกับสารสกดั curcuminoids ในความเขมขนตางๆ และเติม 20 ng/ml 
RANKL  เปนเวลา 5 วัน สกัด proteins โดยใช RIPA buffer จากนั้นนำสารละลายโปรตีนมาแยกดวยวิธี 
SDS-PAGE ที่ม ี2-mercaptoethanol ทำการตมสารละลายโปรตีนที่ 95 oC นาน 5 นาที แลวนำมาแยกใน 
10% poly acrylamide gel ดวยวิธ ีSDS-PAGE จากนั้นถายโปรตีนทีอ่ยูใน gel ลงใน PVDF membrane 
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หลังจาก block nonspecific binding ดวย nonfat milk in TBST (TBS และ 0.1% Tween 20) จากนัน้ 

incubate membranes ใน specific antibody แตละชนิดซึ่งไดแก , 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 ดวย horseradish peroxidase 
จากนั้นตรวจสอบผลโดยใช digital imaging system  

7. การศึกษาการจบักันระหวางโปรตีน p65 NF-kB กับโปรโมเตอรของ miR-21 gene โดยวธิี 
Electrophoretic mobility shift assays (EMSA)   
เล้ียง RAW 264.7 cells ผสมเซลลกับสารสกดั curcuminoids ในความเขมขนตางๆ และเติม 20 ng/ml 
RANKL  เปนเวลา 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’ นำไปอุน 30 นาทีที่ 37 oC. จากนั้น DNA-protein complex นำมาแยกดวยวิธี 5% native 
polyacrylamide gels (SDS-PAGE) จากนั้นถายโปรตีนที่อยูใน gel ลงใน PVDF membrane หลังจากนั้น
นำ PVDF membrane ไปอบที่ 80 oC 2 ชั่วโมง block nonspecific binding ดวย 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 ดวย horseradish peroxidase จากนั้นตรวจสอบผลโดยใช digital imaging system 

8. Chromatin immunoprecipitation (CHIP) assays 
เล้ียง RAW 264.7 cells ผสมเซลลกับสารสกดั curcuminoids ในความเขมขนตางๆ และเติม 20 ng/ml 
RANKL  เปนเวลา 5 วัน จากนัน้ เซลลจะถูก cross-linked ดวย 1% formaldehyde และ chromatin 
เปนเวลา 10 นาที โดยใช PierceTM Chromatin Prep module (Thermo Scientific) จากนั้น 

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

จำเพาะกับ pri-miR-21 ซึง่คลอมกับ binging site ของ NF-κB โดยมี primers 2 set ประกอบดวย 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 
ขอมูลที่ไดจะแสดงออกมาในรูป mean + SD จากนั้นเปรียบเทียบคาตางๆ โดยใช one-way ANOVA with 
student T-test ที่ทำซ้ำ 3 การทดลอง คา statistical significance คือ p<0.05  
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การทดลองที่ 1 แสดงผลของ CRE-Ter ตอการยับย้ังการแสดงออกของ TRAP และ Cathepsin K ซึง่เปน 

mature markers ของ osteoclasts 

TRAP และ Cathepsin K เปน osteoclast markers ที่คณะผูวิจัยศึกษาในครั้งนี้ โดยคณะผูวิจัยไดเลี้ยง 

RAW 264.7 cells จากนั ้น induce ให RAW 264.7 cells ใหกลายเปน 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) ดวยวิธ ี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 

 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 การทดลองที่ 1 แสดงผลของ CRE-Ter ตอการยับยั้งการแสดงออกของ TRAP และ Cathepsin K ซึ่งเปน 

mature markers ของ osteoclasts การศึกษานี้แสดงใหเห็นวา CRE-Ter ซึ่งเปนเคอรคูมินอยด ที ่ละลายน้ำสูง

สามารถยับยั้ง osteoclast markers ได แตอยางไรก็ตาม ยังมี osteoclast markers อีกหลายอยางเชน c-Fos และ 

NFATc1 ซึ่งไมไดศึกษาในครั้งนี้ ถาศึกษาการแสดงออกของ c-Fos และ NFATc1 ดวยจะทำใหขอมูลสมบูรณมากขึ้น 
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การทดลองที่ 2 แสดงผลของ CRE-Ter ตอการยับย้ังการแสดงออกของ miR-21 

การศึกษาที่ผานของผูวิจัยพบวา miR-21 เกี่ยวของกับการสราง osteoclasts ดังนั้น คณะผูวิจัยจึงสนใจวา 

สารสกัด curcuminoids ในรูปของสารประกอบเชิงซอนที่เพิ่มการละลายน้ำสูง CRE-Ter สามารถยับยั้งการสราง 

miR-21 หรือไม โดยคณะผู ว ิจ ัยไดเลี ้ยง RAW 264.7 cells จากนั ้น induce ให RAW 264.7 cells ใหกลายไป 

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

ของ miR-21 ซึ่งไดแก pri-miR21, precursor-miR21 และ mature miR21 

 

 

รูปที่ 3 ผลการศึกษาแสดงวา 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 

 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

การศึกษาแสดงวา 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  

คณะผูวิจัยพบวาการสรางยีนตางๆ ใน osteoclasts เกี่ยวของกับ Signaling pathway รวมถึงการ

แสดงออกของ miR-21 ดวยดงันั้น  คณะผูวิจัยไดเล้ียง 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 ดวยวิธี 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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วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 การทดลองนี้แสดงใหเห็นวา CRE-Ter dose dependent สามารถยับยั้งการแสดงออก Akt และ NF-κB 

signaling pathways ของ osteoclasts เนื่องจากการทดลองนี้แสดงเฉพาะโปรตีนของ NF-κB บางตัวเทานั้น อยางไร

ก็ตามเมื่อศึกษาอยางละเอียดพบวาใน signaling pathway นี้ประกอบดวยโปรตีนหลายตวั การศึกษาเพิ่มขขึ้นจะทำ

ใหมั่นใจในผลการทดลองในครัง้นี้มากขึ้น อยางไรก็ตามยงัไมมกีารรายงานมากอนวา CRE – Ter สามารถยังยั้งผานทัง้

สอง signaling pathways  

การทดลองที่ 4 แสดงผลของ CRE-Ter ตอการ binding promoter sequence ของ NF-κB 

transcriptional protein  

 เพื่อทีจ่ะศึกษา protein – DNA binding ในนวิเคลียสระหวาง CRE-Ter ตอการ binding promoter 

sequence ของ NF-κB transcriptional protein  คณะผูวจิัยไดใชวิธี EMSA (A) และ CHIP precipitation assay 

(B)  ดังภาพขางลาง 
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รูปที่ 5 แสดง CRE-Ter แบบ dose dependent สามารถยบัยั้ง CRE-Ter dose dependet ตอการ binding 

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

และทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง 

 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 CRE-Ter แบบ dose dependent สามารถยบัยั้ง CRE-Ter dose dependent ตอการ binding promoter 

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

precipitation assay จากการศึกษาดวยวิธี CHIP precipitation assay โดยใช Primer set แค 2 set หรือ 2 ตำแหนง

เทานั้น ถาเพิ่มอีก 1 ตำแหนง จะทำใหสามารถเพิ่มความมั่นใจกับผลการทดลองมากขึ้น 

 

การทดลองที่ 5 แสดงผลการยืนยันวา CRE-Ter แสดงออกของยีนผาน NF-κB signaling pathway 

 คณะผูวิจัยไดใช NF-κB inhibitor เพ่ือยืนยันผลวา CRE-Ter แสดงออกของยีนผาน NF-κB 

signaling pathway โดยวิธี western blot  

 

รูปที่ 6 ผลการศึกษา แสดงวา CRE-Ter แสดงออกของยีนผาน NF-κB signaling pathway โดยทำการทดลองซ้ำ 3 

ครั้ง 

 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 การศึกษานี้ไดใช signaling pathway inhibitor เพื่อยืนยันการแสดงออกผาน signaling pathway นี้ ถาใช 

inhibitor จะทำให protein ใน signaling pathway แสดงออกไดเพิ่มขึ้น ถึงแมวาจะ cells จะถูก treat ดวย CRE-
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Ter ก็ตาม ซึ่งผลการใช inhibitor ตามภาพที่ 6 กราฟ C มีการแสดงออกของ p-NF-kB-p65 มากขึ้น เมื่อเทียบกับ 

กราฟ B ที่ไมไดใช inhibitor  

 

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

 จากการศึกษางานวิจัยกอนหนานี้พบวาสารสกดัตางๆ สามารถยับยัง้ oxidative stress ที่อยูใน cells ซึ่ง 

oxidative stress เปน first signal จากนั้นจะสง signal ตอไปยัง protein signaling pathways ตางๆ เพือ่จะ

กระตุนการแสดงออกของยีนรวมถึง miR-21 ของการศึกษาครัง้นี ้

 

รูปที่ 7 ผลการศึกษา แสดงวา CRE-Ter dose dependent สามารถยับยัง้ oxidative stress (ROS) ใน 

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

 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 ROS เปน first signal ในเซลล ซึ่งสามารถสงตอ signal นี้ไปกระตุน signaling pathways ตอไป จาก

การศึกษาครัง้นีพ้บวา CRE-Ter dose dependent สามารถยับยั้ง ROS ทีอ่ยูในเซลล ซึ่งสามารถอธิบายตอวาทำไม 

CRE-Ter จึงสามารถยงัยัง้ signaling pathways ตอๆ ไปได   
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สรุปผลการศึกษาโดยภาพรวมทั้งหมด 

 

ผลการศกึษา สรุปวา CRE-Ter สามารถยับยั้งการแสดงออกของ miR-21 ผาน Akt-NF-kB signaling 

pathway ซึง่เปน de novo mechanism  และตีพิมพไดในวารสารนานชาติ 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) ซึ่งผลงานนีท้ำใหนักวิจัยหลัก ไดรับรางวัลคุณคาสงขลานครินทร ประเภท นักวจิัยที่

คนพบสิ่งใหมของโลกหรือสิ่งมีชีวิตใหมของโลก (Novel Finding) ประจำป 2564 รหัสรางวัล 640100001 เขารับ

รางวัลในวันที่ 13 มีนาคม 2565 (online)  
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ค. การศึกษาเกี่ยวกับการตานการทำลายเซลลกระดูกของสารสกัด โดยทำใหสาร curcuminoid มีความ

เสถียรมากขึ้นดวย liposome 

ทบทวนวรรณกรรม 

 จากการศึกษาที่ผานมาเบื้องตนจากการที่ไดรับทุนวิจัยจากสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) ฝาย

อุตสาหกรรมทางการแพทย (medical hub)  ในป 2561-2562 รหัสทุน RDG6150075  ทางคณะผูวิจัยพบวากลุม

สารสกัดเคอรคูมินอยดที่ไดจากคิดคนกรรมวิธีการเตรียมสารสกัดรูปแบบใหม มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลที่ทำหนาที่สลายเนื้อ

กระดูก (osteoclasts) เมื่อทดลองวิจัยในหองทดลอง (cell culture base) โดยสารสกัดเคอรคูมินอยดมคีวามเสถียร

นอยเมื่อเขาไปในรางกาย หรือขณะทำการทดลอง เพื่อเพิ่มความเสถียรจึงไดนำ liposome มาหอหุมสารสกัดเคอคูมิ

นอยดชนิด CRE-Ter และเพื่อเปนการตอยอดการทดลองที่ผานมา ทางคณะผูวิจัยจึงสนใจการเลี้ยงเซลลผานตัวกลาง

ที่มีความคลายคลึงกับกระดูก ซึ่งเรียกวา bone tissue engineering scaffolds ซึ่งผลิตโดยกลุมวิจัยของ รศ.ดร.วรา

ภรณ ตันรัตนกุล และคณะ ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีวัสดุ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

ซึ่งไดรับทุนวิจัยงบประมาณแผนดิน ประจำปงบประมาณ 2559-2560 รหัสโครงการ SCI5901465 เรื่องการเตรียม

และสมบัติของโครงสรางเลี้ยงเซลลที่มีความเขากันไดทางชีวภาพเตรียมจาก Polylactic acid,ไคโตซาน ผสมกับ

อนุภาคขี้เล่ือย โดยจากการทดลองเบื้องตนพบวา เซลลกระดูก osteoblasts ชนิด MG-63 cells สามารถเจริญเติบโต

ใน bone tissue engineering scaffolds ที่ผลิตขึ้นได โครงสรางเล้ียงเซลล (scaffold) ที่สังเคราะหในหองปฏิบัติการ

ผลิตจาก Polylactic acid (PLA) ซึ่งเปนพอลิเมอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ (biodegradable polymer) คณะผูวิจัย

จึงตั้งสมมติฐานวา bone tissue engineering scaffolds ชนิดนี้นาจะนำไปใชเพื่อเปนกระดูกจำลองในการเล้ียงเซลล 

osteoclasts และใชในการศึกษาปฏิกิริยาของสารสกัด เคอรคูมินอยดที่หอหุมดวย liposome เพื่อเพิ่มความเสถียร

ของสารสกัด ตอการยับยั้งเซลลที่ทำหนาที่สลายเนื้อกระดูก (osteoclasts)  

 ดังนั้นการทำวิจัยในครั้งนี้เปนการรวมมือกันระหวางนักวิจัยของคณะเทคนิคการแพทย คณะเภสัชศาสตร 

และคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร เพื่อศึกษาผลของสารสกัดเคอคูมินอยดที่เพิ่มการละลายน้ำ ที่

หอหุ มโดย liposome ทำใหมีความเสถียรมากขึ ้น ตอการยับยั ้งเซลลที่ทำหนาที ่สลายเนื ้อกระดูก โดยใชวัสดุ

สังเคราะห bone tissue engineering scaffolds ที่มีคุณสมบัติคลายคลึงกับกระดูกของมนุษยเปนแบบจำลอง 

(model) เพื่อนำขอมูลที่ไดจากงานวิจัยนี้ไปใชในการศึกษาตอยอดทางคลินิก และสำหรับการนำไปใชเปนผลิตภัณฑ

เสริมอาหารเพื่อลดความเส่ียงตอการเปนโรคกระดูกพรุนตอไป 

 

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 ดวยการใช Polylactic acid ตามวิธีการในโครงการวจิัย เรื่องการ

เตรียมและสมบัติของโครงสรางเล้ียงเซลลที่มีความเขากันไดทางชีวภาพเตรียมจากวัสดุผสม Polylactic acid ที่ไมเติม

ไคโตซานและขี้เล่ือย โดย รศ.ดร. วราภรณ ตันรัตนกุล ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีวัสดุ คณะวิทยาศาสตร 
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เปรียบเทียบกับ gelatin cryogel ตามเอกสารอางองิ ซึ่งอาจารยที่ปรึกษาวิจยัหลักเคยใชขณะเรียนปริญญาเอกที่

ญี่ปุนในปพ.ศ. 2559 (37)    

3. การศึกษาผลของสารสกัด Liposomal CRE-Ter ตอการยับยั้งการกัดกรอนเซลลกระดูกผาน 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. การเพาะเล้ียงเซลลใน bone tissue engineering scaffolds 

นำ RAW 264.7 cells (ไดจาก ATCC cell lines ประเทศไทย) มาเล้ียงใน DMEM cell culture medium 
ที่มี bone tissue engineering scaffolds ขนาดกวาง 1 ยาว 1 เซนติเมตร และหนา 0.25 เซนติเมตร โดยมีสวนผสม
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 ในกรณีตองการเปลี่ยน RAW 264.7 cells ใหกลายเปน 
osteoclasts ตองเติม 20 ng/mL RANKL และเล้ียงเซลลนาน 5 วัน (38) 

3. การตรวจการสราง TRAP enzymes ของ osteoclast โดย TRAP assays 

ปรับ RAW 264.7 cells ใหม ีความเขมขน 3 x 103 cells/mL ใน 6 well plate ที ่มี bone tissue 
engineering scaffolds ผสมเซลลกับสารสกัด curcuminoids ในความเขมขนตางๆ และเติม 20 ng/mL RANKL 
เลี้ยงเซลลเปนเวลา 5 วัน จากนั้นตรวจการสราง leukocyte acid phosphatase ของ osteoclasts โดยใช TRAP 
staining reagent kit 

4. การตรวจการสราง cathepsin K ของ osteoclasts โดยวธิี RT-PCR  

ผสม RAW 264.7 cells กับสารสกัด curcuminoids ใน 6 well plate ที่มี bone tissue engineering 
scaffolds  ในความเขมขนตางๆ และเติม 20 ng/mL RANKL เปนเวลา 5 วัน สกัด RNA โดยใช QAIGEN reagent 
kit จากนั้นเปลี่ยนเปน cDNA โดยใช ReverTraAce qPCR reagent kit และใช primer ที่จำเพาะยีน cathepsin K 
เหลานี้เพื่อทำ PCR  

5. การตรวจวัดการแสดงออกของโปรตีนโดยวธิี western blotting  

ผสม RAW 264.7 cells กับสารสกัด curcuminoids ในใน 6 well plate ที่มี bone tissue engineering 
scaffolds ที่มีความเขมขนตางๆ และเติม 20 ng/mL RANKL เปนเวลา 5 วัน สกัดโปรตีน โดยใช RIPA buffer 
จากนั้นนำสารละลายโปรตีนมาแยกดวยวิธี SDS-PAGE ที่มี 2-mercaptoethanol ทำการตมสารละลายโปรตีนที่ 
95oC นาน 5 นาที แลวนำมาแยกใน 10% polyacrylamide gel ดวยวิธี SDS-PAGE จากนั้นถายโปรตีนที่อยูใน gel 
ลงใน PVDF membrane หลังจากทำการ block nonspecific binding ดวย non-fat milk in TBST (TBS และ 

0.1% Tween 20) จากนั้น incubate membranes ใน specific antibody แตละชนิดซึ่งไดแก 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 ดวย horseradish peroxidase 
จากนั้นตรวจสอบผลโดยใช digital imaging system  
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6. Statistical analysis 

ขอมูลที่ไดจะแสดงออกมาในรูป mean ± SD จากนั้นเปรียบเทียบคาตางๆ โดยใช one-way ANOVA 
with student T-test ที่ทำซ้ำ 3 การทดลอง โดยคา statistical significance คือ p<0.05 

 

 คณะผู ว ิจัยไดใชสารเคอคูมินอยดชนิด CRE-Ter ซึ ่งเปนสารที ่ละลายน้ำสูง และมีประสิทธิภาพที่สุด 

encapsulate เขาไปใน liposome โดยมีหลักการคิดวา liposome จำทำให CRE-Ter มีความเสถียรเมื่อเขาไปใน

รางกายมาใชในการศึกษาในครั้งนี้ ดังรูปที่ 1  

 

 

 

 

รูปที่ 1 แสดงภาพการ  encapsulation ของ CRE-Ter ใน liposome 
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การทดลองที่ 1 คุณสมบัติของ liposome และการ encapsulation liposome ดวย CRE-Ter 
 คณะผูวิจัยเลือกใช liposome ชนิด POPC liposome มาใชในการศึกษาครั้งนี้ โดยไดศึกษาคุณสมบัตขิอง 

liposome เชน dimension, polydispersity และ Z-potential ของ POPC liposome และ POPC liposome ที่ 

encapsulate ดวย CRE-Ter แสดงผลดังรูป A และ B ขางลาง จากนั้นคณะผูวิจัยไดใช scaffolds (PLA foams) เพือ่

จำลองวา PLA foams จะมคุีณสมบัติคลาย bone artificial จากนั้นศึกษาการ release ของ encapsulated 

liposome CRE-Ter   เทียบกบั CRE-Ter ปกติ ผาน scaffolds (PLA foams) แสดงดังรูป C และ D  

 

 

รูปที่ 2 แสดงคุณสมบัติของ liposome และการ encapsulation liposome ดวย 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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วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 การศึกษาครัง้นีผู้วิจัยไดเลือก liposome ชนิด POPC liposome ซึ่งมีรายงานมากอนวาสามารถใหความ

เสถียรตอ curcumin ดงันั้นผูวจิัยไดศึกษาความเสถียรของ liposome ที่มี CRE-Ter พบวามคีวามเสถียรสูง โดยได

ศึกษาคุณสมบัตขิอง liposome เชน dimension, polydispersity และ Z-potential ของ POPC liposome และ 

POPC liposome ที่ encapsulate ดวย CRE-Ter และศึกษาการ release ของ encapsulated liposome CRE-

Ter  เมื่อนำมาเล้ียงใน scaffolds (PLA foams) ซึง่ไดผลเปนที่นาพอใจกอนนำไปศึกษาผลของ POPC liposome ที่ 

encapsulate ดวย CRE-Ter ตอการยับยัง้การสราง osteoclast ผาน  scaffolds (PLA foams) 

 

การทดลองที่ 2 แสดงผลการ osteoclasts ตอการแสดงออกของ TRAP และ Cathepsin K ใน scaffolds 

(PLA foams) 

 คณะผูวิจัยไดศึกษาการแสดงออกของ osteoclast markers คือ TRAP และ cathepsin K ผาน ใช 

scaffolds (PLA foams) ของ osteoclasts  (induced RAW 264.7 cells ดวย RANKL)  

 

 

รูปที่ 3 แสดงวา osteoclasts สามารถเจรญิเติบโตใน scaffolds (PLA foams) ไดปกติโดยวัด TRAP 

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

 คณะผูวิจัยไดศึกษาการแสดงออกของ osteoclast markers คือ TRAP และ cathepsin K ผาน ใช 

scaffolds (PLA foams) ของ osteoclasts  (induced RAW 264.7 cells ดวย RANKL) โดย POPC liposome 

พบวาสามารถ สราง osteoclasts ไดเพราะมาการแสดงออกของ osteoclast marker ทั้ง TRAP และ cathepsin K 

มากขึ้น  

 

การทดลองที่ 3 แสดง cell viability ของ osteoclasts เมื่อเติม encapsulation liposome ดวย CRE-Ter  

และเลี้ยงเซลลใน scaffolds (PLA foams)  

 คณะผูวิจัยได ศึกษา cell viability ของ osteoclasts เมื่อเติม encapsulation liposome ดวย CRE-Ter  

และเลี ้ยงเซลลใน scaffolds (PLA foams) พบวาปริมาณ encapsulation liposome CRE-Ter ที่ไมทำใหเซลล

ผิดปกติคือ 20 µg/ml 

  

 

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

(*P-value < 0.05) โดยทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง 
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วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 ผลของ cell viability ของ osteoclasts เมื ่อเติม encapsulation liposome ดวย CRE-Ter  และเลี ้ยง

เซลลใน scaffolds (PLA foams) พบวาปริมาณ encapsulation liposome CRE-Ter ที่ไมทำใหเซลลผิดปกติคือ 20 

µg/ml ทำใหสามารถใชความเขมขนที่  20 µg/ml ไปใชเพื่อทดลองตอไป 

 

การทดลองที่ 4 การศึกษา TRAP staining และ F4/80 marker 

 คณะผูวิจัยศึกษา encapsulation liposome CRE-Ter ตอการสราง osteoclasts ( induced RAW 

264.7 cells ดวย RANKL) ผลการศึกษาพบวา  encapsulation liposome CRE-Ter  (20 µg/ml) สามารถ 

inhibit multinucleated cells ของ osteoclast ได (A) และ ศึกษา F4/80 ซึ ่งเปน marker ของ RAW 

264.7 cells พบวา  encapsulation liposome CRE-Ter  (20 µg/ml) สามารถ induce การสราง F4/80 

marker ใน osteoclasts  มากขึ้น (B) 

 

 

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

(20 µg/ml) โดยทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง 
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วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 การทดลองแสดงใหเห็นวา encapsulation liposome CRE-Ter สามารถยับยั้งการสราง osteoclasts ได

ซึงแสดงโดยการวัดปริมาณ cells ที่มีนิวเคลียสตั้งแต 2 นิวเคลียสขึ้นไป และเพิ่ม cells ที่สามารถแสดงออก F4/80 

ซึ่งเปน marker ของ monocytes   

 

การทดลองที่ 5 ผลการศึกษา TRAP activity 

 นอกจาก TRAP staining แลว คณะวิจัยยังไดศึกษา 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 

 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 คณะผูวิจัยไดศึกษาการแสดงออกของ osteoclast markers คือ TRAP activity scaffolds (PLA 

foams) ของ encapsulation liposome CRE-Ter พบวา  encapsulation liposome CRE-Ter สามารถยับย้ัง

การสราง 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 

คณะผูวิจัยไดศึกษาผลของ encapsulation liposome CRE-Ter แบบ dose dependent ตอ NF-κB และ ERK 

signaling pathways พบผลดังรูป A, B, C และ D  
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รูปที ่ 8 แสดงใหเห็นวา encapsulation liposome CRE-Ter แบบ dose dependent สามารถยับยั ้งการสราง

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

 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

 การทดลองนี้แสดงใหเห็นวา encapsulation liposome CRE-Ter สามารถยบัยั้งการแสดงออก ERK และ 

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

เทานั้น อยางไรก็ตามเมื่อศึกษาอยางละเอียดพบวาใน signaling pathway นี้ประกอบดวยโปรตีนหลายตวั การศึกษา

เพิ่มขึ้นจะทำใหมั่นใจในผลการทดลองในครัง้นีม้ากขึ้น อยางไรก็ตามยงัไมมีการรายงานมากอนวา encapsulation 

liposome CRE-Ter สามารถยังยัง้ผานทั้งสอง signaling pathways  

 

การทดลองที่ 7 การศึกษาการแสดงออกของ Cathepsin K 

 Cathepsin K เปนอีก osteoclast marker ดังนั ้นคณะผู ว ิจ ัย ไดศึกษาผลของ encapsulation 

liposome CRE-Ter แบบ dose dependent ตอการแสดงออกของ Cathepsin K 
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รูปที่ 9 แสดงผลของ encapsulation liposome CRE-Ter แบบ dose dependent ตอการยับยั้งการแสดงออก

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

 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 

การศึกษาแสดงวา encapsulation liposome CRE-Ter แบบ dose dependent สามารถยับยัง้การ

แสดงออกของ cathepsin K ซึง่เปน osteoclast marker ทัง้โปรตีนและอารเอ็นเอ อยางไรก็ตามยงัคงมี osteoclast 

marker อื่นๆ เชน c-Fos ถาสามารถศึกษาไดจะยิ่งยืนยันการทดลองนี้ได  
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สรุปผลการศึกษาโดยภาพรวม 

 

 

รูปที่  10 ผลการศึกษาสรุปวา encapsulation liposome CRE-Ter ที่เล้ียงผาน scaffolds สามารถยับยัง้การสราง 

osteoclasts โดยผาน NF-κB และ ERK signaling pathways ทำให osteoclast marker ซึ่งไดแก TRAP, 

Cathepsin K ลดลง และผลงานวิจัยนี้ตีพิมพในวารสารนานชาติ 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 ขอเสนอแนะสำหรบัการทดลองครั้งตอไป 
 เน ื ่องจากสาร curcuminoids ในร ูปแบบต างๆ ได แก   curcumin, bis-demethoxycurcumin, de-

methoxycurcumin, สารสกัด curcuminoids ที่มีสาร curcuminoids รวมไมนอยกวา 85% w/w และ สารสกัด 

curcuminoids ในรูปของสารประกอบเชิงซอนที่เพิ่มการละลายน้ำ มีจำนวนมาก แตงบประมาณที่ไดรับดวยทุนงาน

มูลฐาน (Fundamental Fund : FF) ป 2564 ประจำปงบประมาณ พ.ศ.2564 มีปริมาณจำกัด ดังนั้นถาไดรับทุน

ตอเนื่อง จะทำใหนักวิจัยสามารถนำสารสกัด curcuminoids มาใชเพื่อทดลองตอไปได นอกจากนี้ถาสามารถศึกษา

ตอดวยวิธี in vivo experiment จะทำใหงานมีคุณคามากขึ้น 

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 เพ็งแจม) 

         หัวหนาโครงการ 

      วันที ่27  เดือน พฤษภาคม  พ.ศ 2565 
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