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บทคดัย่อ 
 

การเปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลทใ์นกระแสเลอืดแต่ละขณะ เป็นขอ้มลูทีม่คีวามส าคญั ทีบ่่ง
บอกถงึสภาวะการท างานของระบบอวยัวะต่างๆในร่างกายในขณะนัน้ๆ การวจิยันี้มวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษา
การเปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลทซ์ึง่เป็นสารชวีโมเลกุลขนาดเลก็  ในหนูแรททีไ่ดร้บัผลกระทบจากการ
ถูกตดัรงัไขอ่อกไปเป็นระยะเวลานาน มคีวามผดิปกตเิกดิขึน้  และไดร้บัการรกัษาดว้ยว่านชกัมดลูก  ซึง่เป็น
สมุนไพรทีม่ฤีทธิท์างเภสชัวทิยาหลายอย่าง เช่น ตา้นการอกัเสบ  ฤทธิแ์บบฮอรโ์มนเอสโตรเจน ลดไขมนัใน
เลอืดและบรรเทาการสูญเสยีของมวลกระดกู  นิยมน ามาใชใ้นการบรรเทาอาการไมพ่งึประสงคต่์างๆในสตรวียั
หมดประจ าเดอืน  เพื่อความเขา้ใจถงึการท างานของว่านชกัมดลกูในการออกฤทธิเ์สรมิสุขภาพต่างๆทีพ่บ    
การวจิยันี้ไดศ้กึษาฤทธิก์ารรกัษาของว่านชกัมดลกูเชงิระบบในสตัวท์ดลองทีต่ดัรงัไขไ่ปนาน 12 สปัดาหแ์ละ
ใชว้่านชกัมดลุกทัง้ทีเ่ป็นสารไฟโตเอสโตรเจน สารสกดัและผงว่านมารกัษา เปรยีบเทยีบกบัการใหฮ้อรโ์มน
เอสโตรเจนขนาด 10 µg/kg  ของน ้าหนักตวั  ในการวจิยัไดป้ระเมนิการเปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลทใ์น
ซรีัม่และปสัสาวะของหนู โดยใชแ้นวทางเมทาโบโลมกิสท์ัง้แบบไมเ่จาะจงสารเป้าหมายและแบบเจาะจงสาร
เป้าหมาย ดว้ยเครือ่งมอืและวธิขีอง LC-MS และ GC-MS ท าใหส้ามารถวดัสารต่างๆไดอ้ยา่งคลอบคลุม 
รว่มกบัการวเิคราะหผ์ลดว้ยการวเิคราะหข์อ้มลูพหุตวัแปร ประกอบดว้ย PCA, PLS-DA และ OPLS-DA 
และการวเิคราะหข์อ้มลูดว้ยชวีสารสนเทศศาสตร ์ ท าใหส้ามารถคน้หาดชันีชีว้ดัทางชวีภาพของพยาธิ
สภาพทีเ่กดิ และใชเ้ป็นเครือ่งมอืในการประเมนิประสทิธผิลของการรกัษาดว้ยว่านชกัมดลกู ผลจากการ
วเิคราะหพ์บว่าการตดัรงัไขอ่อกไปเป็นเวลานาน ท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลทห์ลายชนิด 
โดยเฉพาะไขมนั ไดแ้ก่มไีขมนัฟอสฟาตดิลิโคลนี ไลโซฟอสฟาตดิลิโคลนี โคเลสเตอรอล กลโูคส กลเีซอรอล 
และกรดไขมนัอะราชโิดนิก มคี่าเพิม่ขึน้  ในขณะทีส่ารเบทาอนีมปีรมิาณลดลงในหนูตดัรงัไขเ่ทยีบกบัหนู
ปกต ิ การใหก้ารรกัษาดว้ยว่านชกัมดลกูท าใหร้ะดบัของสารต่างๆทีเ่ปลีย่นแปลงไปกลบัมาอยูใ่นระดบั
ใกลเ้คยีงหนูปกต ิ  ในขณะทีฮ่อรโ์มนเอสโตรเจนในขนาดทีใ่ชน้ัน้ ไมส่ามารถท าใหร้ะดบัของไขมนัฟอสฟา
ตดิลิโคลนีและไขมนัไลโซฟอสฟาตดิลิโคลนีลดลงได ้  นอกจากน้ียงัพบว่าในปสัสาวะของหนูตดัรงัไขม่ี
ปรมิาณของสารอะราชโิดโนอลิเอไมดล์ดลง และสามารถท าใหก้ลบัมาอยูใ่นระดบัปกตไิดด้ว้ยการใหส้ารจาก
ว่านชกัมดลูก  เป็นทีน่่าสนใจอย่างยิง่ทีน่อกจากสารอะราชโิดโนอลิเอไมดแ์ลว้ ภายหลงัจากการให้ฮอรโ์มน
เอสโตรเจน สารไฟโตเอสโตรเจน สารสกดัและผงว่านชกัมดลกูแก่หนูทีต่ดัรงัไข่ยงัท าใหร้ะดบัของสารเอไมด์
ต่างๆของกรดไขมนัหลายชนิดมปีรมิาณเพิม่ขึน้ในระดบัเดยีวกนั  

โดยสรุป การตดัรงัไขอ่อกไปเป็นเวลานาน  มผีลกระทบรบกวนระบบเมทาบอลซิมึหลายระบบ 
โดยเฉพาะอย่างยิง่ metabolites ในวถิกีลเีซอโรฟอสโฟลพิดิและวถิกีรดอะราชโิดนิก สารเมทาบอไลท์ทีพ่บ
เหล่านัน้อาจใชเ้ป็นดชันีชีว้ดัทีส่ าคญัของพยาธสิภาพในการเกดิโรค ใชใ้นการประเมนิประสทิธผิลของการ
รกัษาดว้ยสารไฟโตเอสโตรเจนได ้ ผลการวจิยันี้เป็นหลกัฐานหนึ่งทีย่นืยนัประสทิธภิาพของว่านชกัมดลูกใน
การใชเ้สรมิสุขภาพในสตรวียัหมดประจ าเดอืน  

 
ค าส าคญั: ว่านชกัมดลูก หนูตดัรงัไข่/เมทาโบโลมกิส/์ไลโซฟอสฟาตดิลิโคลนี  
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ABSTRACT 

 

           Metabolites profiling provides insights information of the body functions under 

specific physiological as well as pathological condition. This study was aimed to investigate 

changes of serum metabolites in long term ovariectomized rats and after received treatment 

with Curcuma comosa Roxb.  C. comosa has traditionally been used to relief unpleasant 

menopausal symptoms and exhibits varieties of pharmacological activities such as anti-

inflammation, estrogenic-like action, lipid lowering, and sparing bone loss in the 

ovariectomized animals (OVX). To understanding on how C. comosa promotes health in 

menopausal women, we investigated its modulating effect on metabolites profiles in serum of 

the 12-week ovariectomized rats. The OVX rats were treated with C. comosa phytoestrogen, 

DPHD (50 g/kgBW, sc), C. comosa ethanol extract (500 mg/kgBW) and powder (1000 and 

2000 mg/kgBW), respectively, compared to that of 17β-estradiol (E2, 10 µg/kgBW) for 12 

weeks. The metabolite profiles in serum and urine of the OVX rats of both untargeted and 

targeted were analyzed by using chromatography coupled to mass spectrometry analytical 

platforms (LC-MS and GC-MS), with multivariate data analysis (PCA, PLS-DA, and OPLS-

DA). These potential bioinformatics tools allow us to search biomarkers of the disturbance.  

There were 143 metabolites changes in OVX group compared to sham in which 92 were 

increased and 51 were decreased.  By using untargeted, levels of five classes of lipids 

(ceramide, ceramide-1-phosphate, sphingomyelin, 1-O-alkenyl-lysophosphatidyl 

ethanolamine, and lysophosphatidyl ethanolamine) were elevated in the OVX rats compared 

to those in the SHAM whereas those of monoacylglycerol and triacylglycerol were decreased. 

E2 treatment reversed only the levels of ceramides, whereas treatments with DPHD, C. 

comosa extract or powder could return the levels of all upregulated lipids back to SHAM 

control. The profound increases in serum levels of lysophosphatidyl cholines (lysoPCs), and 

arachidonic acid which are bioactive lipid mediators received much attention as play key roles 

in many pathological processes.  Treatments with components of C. comosa all decreased 

level of those metabolites to the levels of sham.   

            In conclusions, the findings suggest the beneficial effects of C. comosa on preventing 

the increases in phospholipid metabolites in the OVX rats, which may be the cause of 

metabolic disturbance under estrogen deficiency. Overall, the results demonstrate the power 

of metabolomics in discovering disease-relevant biomarkers, as well as evaluating the 

effectiveness of treatment by C. comosa phytoestrogen and mixtures of compounds as utilized 

in Thai traditional medicine, thereby providing its modern scientific supports. 

 

KEY WORDS: Curcuma comosa/ ovariectomized rats/ Metabolomics/phospholipids 
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สรปุผลการด าเนินงาน (Executive summary) 
 

เมทาบอโลมกิส ์ (metabolomics) เป็นการศกึษาการเปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลท ์
(metabolite) ซึง่เป็นส่วนหนึ่งของการศกึษาชวีวทิยาเชงิระบบ (systems biology) ทีป่จัจบุนัไดม้กีาร
น ามาประยกุตใ์ชใ้นการวจิยัทางยาและการแพทยเ์พิม่มากขึน้อย่างต่อเนื่อง เพื่อศกึษาภาพรวมของการ
ตอบสนองของรา่งกายทัง้ระบบ และหาเป้าหมายในการรกัษาโรค สารเมทาบอไลทท์ีเ่ป็นสารชวีเคมี
ขนาดเลก็ ทีเ่กดิจากการท างานของเซลล ์ เป็นผลผลติทา้ยสุดของกระบวนการตอบสนองในระบบชวีภาพ 
ซึง่จะแปรเปลีย่นไปตามตวัแปรทีม่ากระทบต่อรา่งกาย และส่งผลต่อกระบวนการ metabolism ของเซลล ์ 
โดยเซลลจ์ะสรา้งหรอืยบัยัง้การปล่อยสาร metabolites ทีม่คีวามจ าเพาะกบัสภาวะนัน้ๆออกมา จงึอาจใช้
เป็นดชันีชีว้ดัท านายภาวะและกลไกของการเกดิโรค (biomarker of diseses) ได ้  วตัถุประสงคข์อง
โครงการวจิยันี้เพื่อน าแนวทาง Metabolomics มาศกึษาฤทธิแ์ละกลไกการออกฤทธิข์องสารจากสมนุไพร 
ว่านชกัมดลกูในสตัวท์ดลองทีม่ภีาวะพรอ่งของฮอรโ์มนจากรงัไข ่ ดว้ยการตดัรงัไข่ออกทัง้สองขา้ง เป็น
เวลานาน 12 สปัดาห ์  ศกึษาการเปลีย่นแปลงของสาร metabolites ในเลอืดของสตัวท์ดลอง ทัง้ทีไ่มไ่ด้
รบัสาร และทีไ่ดร้บัสารจากว่านชกัมดลกูเปรยีบเทยีบผลกบัหนูปกตแิละกลุ่มทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ย
ฮอรโ์มนเอสโตรเจน  

ในการวจิยัไดท้ าการวเิคราะหก์ารเปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลท ์ ดว้ยวธิกีารทาง 
metabolomics ทัง้แบบทีก่ าหนดและไม่ก าหนดเป้าหมาย (targeted and untargeted metabolomics)  
ไดท้ าการวเิคราะหส์ารเมทาบอไลทป์ระเภทไขมนัแบบทีไ่มก่ าหนดเป้าหมาย (untargeted lipidomics) 
ดว้ยเทคนิค LC-MS และประเมนิผลโดยใชก้ารวเิคราะหท์างสถติแิบบพหุตวัแปร (multivariate data 
analysis) พบว่าการตดัรงัไขเ่ป็นระยะเวลานาน 12 สปัดาห ์  มผีลท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงสารเมทา
บอไลทจ์ าพวกไขมนัประเภทต่างๆ (metabolite and lipid profile) ในเลอืดอยา่งชดัเจน แตกต่างจากหนู
ปกตกิลุ่มควบคุม (sham) ขอ้มลูนี้มคีวามส าคญัต่อการวจิยัเป็นอยา่งยิง่ แสดงใหเ้หน็ถงึพยาธสิภาพ
ภาวะผดิปกตทิีเ่กดิขึน้เป็น diseases model ของการตดัรงัไขเ่ป็นเวลานาน 12 สปัดาห ์มผีลกระทบต่อ
รา่งกายอย่างชดัเจน  การไดร้บัการรกัษาดว้ยว่านชกัมดลกูทัง้ทีเ่ป็นสารสกดั สารบรสิุทธิ ์
Diarylheptanoid (DPHD) และผงว่านแหง้ และฮอรโ์มนเอสโตรเจน  มผีลบรรเทาการเปลีย่นแปลงทีเ่ป็น
ผลกระทบจากการตดัรงัไขป่รบัตวักลบัเขา้สู่สภาวะปกตไิด ้  ถงึแมจ้ะยงัไมส่มบูรณ์กต็าม   

สารเมทาบอไลทท์ีพ่บว่ามกีารเปลีย่นแปลงหลงัการตดัรงัไขด่งักล่าว อาจใชเ้ป็นดชันีชีว้ดัทาง
ชวีภาพทีส่ าคญั (biomarkers) ประกอบดว้ยสารเมทาบอไลทป์ฐมภมู ิ และสารเมทาทุตยิภูม ิ (primary 
and secondary metabolites) เป็นไขมนัประเภทต่างๆ จากการศกึษาดว้ยแนวทาง untargeted 
metabolomics พบว่าการตดัรงัไขท่ าใหม้กีารเปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลทท์ัง้หมด 143 ชนิด โดยมี
การเปลีย่นแปลงเพิม่ขึน้จ านวน 92 ชนิดและลดลงจ านวน 51 ชนิด ส่วนใหญ่เป็นไขมนักลุ่ม Glycero 
phospholipid จ าพวก Phosphatidylcholine (PC) และ Lysophosphatidylcholines (LysoPC) ทีพ่บว่ามี
ปรมิาณเพิม่ขึน้ในหนูตดัรงัไขอ่ยา่งชดัเจน อาทเิช่น PC(18:0), PC(O-16:0), lysoPC(16:0), 
lysoPC(18:0) และ lysoPC(20:4) นอกจากนี้ ยงัสามารถพสิจูน์เอกลกัษณ์ของไขมนัทีม่ปีรมิาณเพิม่ขึน้
ในตวัอยา่งกลุ่มตดัรงัไขโ่ดยวธิเีมทาบอโลมกิสข์องสารประเภทไขมนัหรอืลปิิโดมกิส์ (lipidomics) ซึง่มี
ไขมนัทัง้สิน้ 134 ชนิดทีม่กีารเปลีย่นแปลง โดยมปีรมิาณเพิม่ขึน้จ านวน 79 ชนิด และมปีรมิาณลดลง
จ านวน 55 ชนิด  โดยพบว่ามาจากไขมนั 7 กลุ่ม ไดแ้ก่ 1-O-alkenyl-lysophosphatidylethanolamine 
(alkenyl-LPE), lysophosphatidyl-ethanolamine (LPE), ceramide-1-phosphate (CerP), ceramide 
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(Cer), sphingomyelin (Cer-PC) monoacyl-glycerol (MAG) และ triacylglycerol (TAG) เป็นตน้  การ
ไดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจน (E2) และว่านชกัมดลกู ท าใหไ้ขมนั Cer มปีรมิาณลดลงและมคีวามใกลเ้คยีง
กบัปรมิาณของ Cer ในกลุ่มควบคุมปกต ิ  สารเมทาบอไลทด์งักล่าวมคีวามส าคญั และยงัอาจเกีย่วขอ้ง
กบัมวลกระดกูและปรมิาณของไขมนัทีล่ดลงในหนูทีต่ดัรงัไข่   นอกจากนี้ยงัพบว่าการรกัษาดว้ยสาร
สกดั และผงว่านชกัมดลกูแหง้ ใหผ้ลดกีว่าสาร phytoestrogen DPHD บรสิุทธิท์ีแ่ยกไดจ้ากว่าน โดย
ปรมิาณของไขมนัต่างๆ กลบัเขา้สู่ระดบัปกตใิกลก้ลุ่มควบคุมไดม้ากกว่า  

นอกจากการวเิคราะหก์ารเปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลท ์ และการวเิคราะหส์ารกลุ่มไขมนั
แบบไมก่ าหนดเป้าหมายแลว้ ไดว้เิคราะหก์ารเปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลทด์ว้ยวธิเีมทาบอโลมกิส์
แบบก าหนดเป้าหมาย (targeted metabolomics) โดยใชว้ธิ ี GC-MS  ไดท้ าการวเิคราะหส์ารเป้าหมาย
ทัง้สิน้ 49 ชนิด ประกอบดว้ย กรดอะมโิน กรดอนิทรยี ์กรดไขมนั ไขมนั และคารโ์บไฮเดรต พบว่ามกีาร
เปลีย่นแปลงของสารจ านวน 13 ชนิด ทีม่ปีรมิาณเพิม่ขึน้ในหนูตดัรงัไข ่  พบการเพิม่ขึน้ของสารเมทา
บอไลทท์ีส่ าคญั เช่น cholesterol, arachidonic acid, linoleic acid, palmitic acid, glycerol, glucose, 
serine, glycine และ tryptophan โดยการเปลีย่นแปลงน้ีสามารถป้องกนัไดด้ว้ยฮอรโ์มนเอสโตรเจน และ
สารจากว่านชกัมดลกู  ส าหรบัผลการวเิคราะห์ metabolite ในปสัสาวะหนูหลงัการตดัรงัไข ่12 สปัดาหไ์ด้
พบว่ามเีพยีง arachidonoylamide ซึง่เป็น fatty amide ของ arachidonic acid มรีะดบัลดลง  และการ
รกัษาดว้ยสารจากว่านชกัมดลกูและฮอรโ์มนเอสโตรเจน สามารถป้องกนัการเปลีย่นแปลงดงักล่าวได ้ 

จากการวเิคราะหห์าความสมัพนัธข์องสารเมทาบอไลทใ์นเชงิชวีวถิขีองร่างกาย (metabolic 
pathway) พบว่าการตดัรงัไข่ออกไปเป็นเวลานานมผีลกระทบต่อสญัญาณต่างๆทีเ่กีย่วขอ้งกบั
กระบวนการอกัเสบต่างๆ (inflammatory) เช่น มกีารเพิม่ปรมิาณของสาร arachidonic acid ซึง่เป็นสาร
กลุ่ม eicosanoids เป็น pro-inflammatory agents และการไดร้บัสารจากว่านชกัมดลกูทัง้ DPHD สาร
สกดั และผงจากว่านชกัมดลกูสามารถตา้นการเพิม่ปรมิาณของสาร arachidonic acid ทีเ่กดิขึน้ได ้ และ
การเปลีย่นแปลงมคีวามสมัพนัธโ์ดยตรงกบัปรมิาณ phospholipid metabolites ทีเ่พิม่ขึน้ นอกจากนี้ว่าน
ชกัมดลกูยงัมฤีทธิล์ดระดบัของ cholesterol และ glucose ในเลอืด ซึง่เป็นตวัชีว้ดัหนึ่งทีส่ าคญัในภาวะ
พรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจน และภาวะการอกัเสบแบบเรือ้รงั (chronic inflammation) ในผูส้งูอายทุีข่าด
ฮอรโ์มนจากรงัไข ่บ่งบอกถงึความผดิปกตขิองระบบเผาผลาญพลงังาน น าไปสู่ภาวะอว้น (obesity)  

 
โดยสรุปภาวะขาดฮอณ์โมนจากรงัไขเ่ป็นระยะเวลานาน มผีลกระทบต่อระบบเมทาบอลซิมึของ

รา่งกาย ท าใหม้กีารเปลีย่นแปลงของสาร metabolites ทีส่ าคญัต่างๆในเลอืดอยา่งชดัเจน โดยเฉพาะสาร
ทีเ่ป็น phospholipid metabolites น าไปสู่การอกัเสบทีเ่รือ้รงั และอาการแทรกซอ้นอื่0นๆตามมา  ซึง่การ
เปลีย่นแปลงทีเ่กดิขึน้สามารถบรรเทาท าใหล้ดลงไดด้ว้ยการใหว้่านชกัมดลกู   นอกจากนี้ค่าการเปลีย่น 
แปลงต่างๆทีพ่บในการวจิยันี้ ยงัอาจใชเ้ป็นดชันีในการคาดการณ์หรอืเป็นตวัชีว้ดั (biomarker) ภาวะ
พรอ่งฮอรโ์มนจากรงัไข ่และอาจน าไปใชป้ระเมนิผลของการรกัษาดว้ยสารสมนุไพรอื่นไดต่้อไปในอนาคต  
นบัว่าวธิกีาร metabolomics ทีน่ ามาด าเนินการนี้มปีระโยชน์อยา่งมาก ในการท าใหเ้หน็องคร์วมของการ
ออกฤทธิข์องสมนุไพร และการตอบสนองของร่างกาย 

 
 

------------------------------------ 
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1. บทน า 

 
     สบืเนื่องจากยทุธศาสตรก์ารพึง่พาตนเองของประเทศ รฐับาลไดก้ระตุน้และสนบัสนุนใหม้ี

การใชย้าจากสมนุไพรไทยในการรกัษาและดแูลการเจบ็ปว่ย โดยเฉพาะในโรงพยาบาลของรฐั   อยา่งไร
กต็ามการใชย้าสมนุไพรในโรงพยาบาลรฐัส่วนใหญ่ยงัไมเ่ป็นยอมรบักนั ซึง่ต่างจากประเทศจนีและ
อนิเดยีทีม่กีารยอมรบัและใชก้ารแพทยต์ะวนัออก ใชส้มนุไพรควบคู่กนัไปกบัการแพทยแ์บบตะวนัตกใน
การรกัษาผูป้ว่ยเป็นส่วนใหญ่  นอกจากการยอมรบัในประสทิธภิาพของสมุนไพรทีใ่ชม้ายาวนานใน
ประเทศดงักล่าวแลว้ ในประเทศจนียงัไดม้กีารน าวธิกีารสมยัใหมม่าใชศ้กึษา เพื่อยนืยนัประสทิธภิาพ ท า
ใหเ้กดิความเชื่อมัน่ในน าต ารบัยาสมุนไพรมาใชใ้นการรกัษา เช่น ใชแ้นวทางชวีวทิยาเชงิระบบ (System 
biology) มาประเมนิผลการตอบสนองของรา่งกายในระดบัต่างๆหลงัไดร้บัยา ตัง้แต่การแสดงออกของ
ยนีส ์ (Genomics) การเปลีย่นแปลงของโปรตนี (Proteomics) และของปรมิาณสารเมทาโบไลทต่์างๆ 
(Metabolomics) เป็นขอ้มลูทีใ่ชเ้ปรยีบเทยีบ เชื่อมโยงการแพทยแ์บบตะวนัออกกบัการแพทยแ์บบ
ตะวนัตกไดเ้ป็นอย่างด ี  อยา่งไรกต็ามในประเทศไทย การน าแนวทางการศกึษาดงักล่าวมาใชก้บั
สมนุไพรยงัไมแ่พ่รหลาย ถงึแมจ้ะมบีุคคลากรและเครือ่งมอืตรวจวเิคราะหท์างเคมอียูแ่ลว้กต็าม  หากแต่
ขาดองคค์วามรูด้า้นการจดัการและการน าขอ้มลูมาต่อยอดใหเ้กดิประโยชน์อยา่งเป็นระบบ  ดว้ยสมนุไพร
แต่ละต ารบัประกอบดว้ยสารเคมหีลายชนิด มกีารออกฤทธิเ์ป็นองคร์วม ต่างจากยาทีเ่ป็น target based 
แต่การรกัษาทีไ่ดผ้ลดกีบัเป้าหมายนัน้ อาจจะมผีลเสยีต่ออวยัวะอื่นๆ ส่งผลใหต้อ้งถูกถอนออกจากตลาด  
จากผลขา้งเคยีง อย่างไรกต็ามแนวทางการศกึษาและการแปลผลต่างๆนัน้ ตอ้งอาศยัฐานขอ้มลู 
(Database) ของ metabolites และสารเคมใีนพชืสมุนไพร ซึง่ประเทศไทยยงัขาดส่วนน้ี จงึควรทีจ่ะได้
สรา้งและสะสมขอ้มลูขึน้มาใชใ้นประเทศ 

 
 ดว้ยคณะวจิยัมเีครือ่งมอือุปกรณ์ที่ใชใ้นการวเิคราะหส์ารทางเคม ี และมอีงคค์วามรูใ้นส่วนทีเ่กีย่ว 
ขอ้งกบัสมนุไพรทีจ่ะศกึษาและแนวทางการวจิยัทาง metabolomics จงึมคีวามสนใจในการรเิริม่สรา้ง 
โครงการวจิยัสมนุไพรไทยดว้ยแนวทางการวจิยัชวีวทิยาเชงิระบบขึน้ในประเทศ  เพื่อสรา้งบุคคลากรทีม่ ี
ความรูค้วามผูเ้ชีย่วชาญ  และน าวธิกีารไปประยกุตใ์ชใ้นการศกึษาหาสาร metabolites ทัง้ในรา่งกายและ
ในพชืต่อไป  ในการวจิยันี้เป็นการน ารอ่งโดยจะใชว้ธิกีาร Metabolomics มาศกึษาผลและปรมิาณของ
การเปลีย่นแปลงของ metabolites ทัง้ทีเ่ป็น endogenous metabiolites ทัว่ไป (global) และทีจ่ าเพาะต่อ
การรกัษา (specific) ซึง่เป็นตวัชีว้ดัการเปลีย่นแปลง (biomarker) ในการประเมนิภาวะต่างๆในการ
ตอบสนองโดยระบบของรา่งกาย 



2 
 

 ว่านชกัมดลกู (Curcuma comosa Roxb.) เป็นพชืในวงศข์งิ (Zingiberaceae) ในประเทศไทย 
ไดม้กีารน ามาท าเป็นผลติภณัฑเ์สรมิอาหารอยา่งกวา้งขวาง เพื่อเสรมิสุขภาพ บรรเทาอาการต่างๆจาก
ภาวะหมดประจ าเดอืน ซึง่ในพชืชนิดนี้ประกอบไปดว้ยสารต่างๆทีอ่อกฤทธิค์ลา้ยฮอรโ์มนเอสโตรเจน  
เป็นสารประเภท diarylheptanoid โดยเฉพาะสาร (3R)-1,7-diphenyl-(4E,6E)-4,6-heptadien-3-ol 
(DPHD) ทีแ่ยกไดจ้ากว่านชกัมดลกู สารนี้มฤีทธิท์างเภสชัวทิยาหลายอย่าง รวมทัง้ฤทธิท์ีค่ลา้ยกบั
ฮอรโ์มนเอสโตรเจน (Suksamran et al. 2008, Winuthayanon et al. 2009a,b) ปจัจุบนัพบว่าสาร 
DPHD นี้สามารถกระตุน้การท างานของกระบวนการสรา้งกระดกู ดว้ยการกระตุน้ Wnt/β-catenin 
signaling และสามารถท าใหจ้ านวนของ mouse preosteoblastic cells (MC3T3-E1) เพิม่ขึน้ โดยออก
ฤทธิผ์่าน estrogen receptor pathway เหมอืนกบัฮอรโ์มนเอสโตรเจน (Bhukhai et al. 2012) 
นอกจากนี้ สาร DPHD ยงัสามารถเพิม่จ านวนและกระตุน้การท างานของ human osteoblast cells 
(Tantikanlayaporn et al. 2013a) โดยเสรมิการแสดงออกของ RUNX2 และ osterix ซึง่เป็น osteoblast 
transcription factor จากการศกึษายงัพบว่า สาร DPHD สามารถเรง่การแสดงออกของยนีสท์ีเ่กีย่วขอ้ง
กบัการสรา้งกระดกูคอื COL1A1 และ osteocalcin เทยีบไดก้บัฮอรโ์มนมาตรฐาน (17β-estradiol; E2)  
 
           จากรายงานการศกึษาฤทธิข์องสาร DPHD และสารสกดัจากว่านชกัมดลูกในหนูเพศเมยีตดัรงั
ไข ่(OVX rats) พบว่าสาร DPHD ทีข่นาดต่างๆ (25-100 mg/kgBW) ต่อเนื่องเป็นเวลา 12 สปัดาห ์มผีล
ป้องกนัค่าปรมิาตร จ านวน และความหนาของกระดกูเนื้อโปรง่ (trabecular bone) มวลกระดกู (BMD) 
ของ tibial metaphysis ในหนูตดัรงัไข่ทีล่ดลงได ้ ประกอบกบัผลการวเิคราะหท์าง histomorphometric 
ของโครงสรา้งกระดกูชีใ้หเ้หน็ผลของการใหส้าร DPHD ทีช่่วยบรรเทาการสญูเสยีของมวลกระดกูได้
คลา้ยกบัฮอรโ์มนเอสโตรเจนมาตรฐาน (Tantikanlayaporn et al. คณะ 2013a) สาร DPHD สามารถลด
การท างานของดชันีชีว้ดัของกระบวนการสรา้งและสลายกระดกู (bone turnover) ประกอบดว้ย 
osteocalcin และ tartrate resistant acid phosphatase (TRAP) จงึสามารถสรุปไดว้่าสาร DPHD ทีแ่ยก
ไดจ้ากว่านชกัมดลกู เป็นสารทีม่ศีกัยภาพทีจ่ะน าไปพฒันาเพื่อป้องกนัภาวะกระดกูโปรง่บางในสตรวียั
หมดประจ าเดอืนไดต่้อไป (Tantikanlayaporn et al. 2013b)  
 

ดว้ยว่าชกัมดลกูมฤีทธิท์างเภสชัวทิยาหลายอยา่ง ทีส่ามารถบรรเทาอาการไมพ่งึประสงคอ์ื่นๆใน
สตรวียัหมดประจ าเดอืนไดอ้กีหลายอยา่ง ไดแ้ก่ การลดการอกัเสบ ลดระดบัไขมนัในเลอืด ลดความเสื่อม
ของผนงัหลอดเลอืด ลดภาวะกระดกูโปรง่บาง เพื่อความเขา้ใจในการท างานของว่านชดัมดลกูในร่างกาย 
ในการวจิยันี้จงึจะน าวธิทีางดา้นเมทาบอโลมกิส ์ (metabolomics) มาศกึษาฤทธิข์องว่านชกัมดลกูและ
สารส าคญัทีไ่ดจ้ากว่านชกัมดลกู โดยใชห้นูทดลองทีจ่ าลองภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจนด้วยการตดัรงั
ไข ่ วธิกีารนี้เป็นหน่ึงในแนวทางการวจิยัชวีวทิยาเชงิระบบ (systems biology) ซึง่จะเป็นการประเมนิผล
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ลพัทข์องการตอบสนองในภาพรวม ใชห้นูทดลองเพศเมยีตดัรงัไข่ท าใหเ้กดิภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตร
เจนในระยะยาว (long term estrogen deficiency) เป็น disease model ของการศกึษา จะท าการวดั
ประเมนิผลกระทบท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงของสารชวีโมเลกุลขนาดเลก็หรอืเมทาบอไลท ์ (metabolite) 
ในซรี ัม่และปสัสาวะของหนู  หลงัก่ารนัน้ท าการศกึษาผลจากการรกัษาดว้ยฮอรโ์มนเอสโตรเจน และสาร
จากว่านชกัมดลกู ซึง่คาดว่าจะพบการเปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลทใ์นเชงิบวกเมือ่ไดร้บัสารจากว่าน
ชกัมดลกู การเปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลทใ์นสภาวะต่างๆดงักล่าว อาจจะน ามาใชเ้ป็นดชันีชีว้ดัทาง
ชวีภาพ (biomarker) ในการท านายการเกดิโรค และบ่งชีผ้ลของการรกัษาโรคดว้ยสมนุไพรว่านชกัมดลกู
ต่อภาวะกระดกูโปรง่บางได ้ โดยทีผ่ลทีไ่ดจ้ากการศกึษาครัง้นี้อาจจะน าไปสู่ความรูใ้นกลไกของอาการ
เนื่องมาจากการพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจนและผลของการรกัษาของว่านชกัมดลกู ในสตรวียัหมด
ประจ าเดอืนได ้

 
2. วตัถปุระสงคข์องโครงการวิจยั 

 
 โครงการวจิยันี้เป็นการน าร่องเพื่อน าวธิวีจิยัทาง   Metabolomics  มาใชศ้กึษาฤทธิ ์และกลไก

การออกฤทธิข์องสารจากสมนุไพรไทยทีม่ขีอ้มลูทางวทิยาศาสตรอ์ยูแ่ลว้  โดยจะใชส้มนุไพรเชงิเดีย่ว 
ไดแ้ก่ว่านชกัมดลกู  มรีายละเอยีดดงันี้ 

2.1. ศกึษาการเปลีย่นแปลงของ metabolites ในหนูทีต่ดัรงัไข ่ (in vivo experiment) เป็น
ระยะเวลา 3 เดอืนเปรยีบเทยีบกบัหนูปกต ิ

2.2. เพื่อศกึษาประสทิธผิลของว่านชกัมดลกูในการรกัษาภาวะไขมนัในเลอืดสงู และภาวะ
กระดกูโปง่บาง  ในหนูทีต่ดัรงัไขเ่ป็นระยะเวลา 3 เดอืนเปรยีบเทยีบกบัหนูปกต ิ 

2.3.     เปรยีบเทยีบผลกบัฤทธิข์องฮอรโ์มนมาตรฐาน estrogen และท าการวเิคราะหส์ารทีอ่าจจะ
เป็นตวัชีว้ดัของการเกดิโรคทีม่คีวามจ าเพาะ 

 
3. วิธีวิจยั 

3.1 การเตรียมสารจากว่านชกัมดลูก 
    ว่านชกัมดลูก  หวัใต้ดนิจากแหล่งปลูกที่อ าเภอก าแพงแสน จงัหวดันครปฐม  ผงว่านที่ใช้ได้

จากการป ัน่ชีน้ว่านแหง้จนเป็นผง และร่อนดว้ยตระแกงขนาด #60-80  ส่วนสารสกดัหยาบทีใ่ช้ท าการ
สกดัดว้ยแอลกอฮอร ์Ethanol 95 % จ านวน 3 ครัง้ ระเหย solvent ออกภายใตค้วามดนัสารสกดัดงักล่าว
ไดด้ าเนินการท า finger print เทยีบกบัสารมาตรฐาน Diarylheptanoid  (DPHD) หรอืสารASPP 049 
จากว่านชกัมดลูก ที่ใช้ในการศึกษานี้ จดัเตรยีมโดย ศ.อภิชาต สุขส าราญ  ภาควิชาเคม ี คณะ
วทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัรามค าแหง  
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3.2 การศึกษาในสตัวท์ดลองท่ีเหน่ียวน าให้เกิดภาวะกระดกูโปร่งบาง  
  ประกอบดว้ยกลุ่มต่างๆ 7 กลุ่ม กลุ่มละ 7-8 ตวั ดงันี้ 
กลุ่มที ่1. กลุ่มควบคุมปกต ิ(Sham operated control, SHAM) 
กลุ่มที ่2. กลุ่มควบคุมทีต่ดัรงัไข ่(Ovariectomized control, OVX) 
กลุ่มที ่3. กลุ่มทีต่ดัรงัไขแ่ละไดร้บัสาร 17β-estradiol ขนาด 10 µg/kgBW (E2, s.c.) 
กลุ่มที ่4. กลุ่มทีต่ดัรงัไขแ่ละไดร้บัสาร ASPP 049 ขนาด 50 mg/kgBW (DPHD, s.c.) 
กลุ่มที ่5. กลุ่มทีต่ดัรงัไขแ่ละไดร้บัสารสกดัว่านชกัมดลูก ขนาด 500 mg/kgBW (EXT, p.o.) 
กลุ่มที ่6. กลุ่มทีต่ดัรงัไขแ่ละไดร้บัผงว่านชกัมดลกู ขนาด 1000 mg/kgBW (P1000, p.o.) 
กลุ่มที ่7. กลุ่มทีต่ดัรงัไขแ่ละไดร้บัผงว่านชกัมดลกู ขนาด 2000 mg/kgBW (P2000, p.o.) 
 
   สตัวท์ดลองทุกกลุ่มยกเวน้กลุ่มควบคุมปกต ิ ถูกเหนี่ยวน าใหเ้กดิภาวะกระดกูโปรง่บางดว้ย

การตดัรงัไขอ่อกทัง้สองขา้ง เพื่อจ าลองภาวะโรคกระดกูโปรง่บางในสตรวียัหมดประจ าเดอืนและสงูอายุ 
หลงัการตดัรงัไข ่1 สปัดาห ์ใหส้ารทดสอบจากว่านชกัมดลกูหรอืใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจนต่อเนื่องเป็นเวลา 
3 เดอืน (12 สปัดาห)์ ซึง่กลุ่มทีไ่ดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจนนี้จะใชเ้ป็นกลุ่มควบคุมบวก (positive control) 
ในระหว่างการวจิยัจะตดิตามการเปลีย่นแปลงของน ้าหนกัตวัของสตัวท์ดลองจนครบ 12 สปัดาห ์ ใน
สปัดาหท์ี ่ 6 และ 12 สปัดาห ์ จะไดเ้กบ็ตวัอยา่งเลอืดและปสัสาวะเพื่อวเิคราะหห์าการเปลีย่นแปลงของ
สาร metabolites ในเลอืดของสตัวท์ดลองต่อไป 

 
 
 

 

      
 

         -2      -1       0        1  4             6             8             10       12 week 

 
Blood  and   urine sample collection 
Week 6: Blood and Urine 
Week 12: Blood, Urine and Organs 

 
แผนผงั-1 แสดงช่วงเวลาทีท่ าการตดัรงัไข ่ การใหส้ารทดสอบต่างๆ และการเกบ็ตวัอยา่งเลอืด ปสัสาวะ 

และอวยัวะต่างๆ 
 

Rest OVX Daily Treatment for 6 and 12 weeks 
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3.3.     การวิเคราะหก์ารเปล่ียนแปลงของสารเมทาบอไลทใ์นซีรัม่แบบไม่มีเป้าหมาย 
(untargeted metabolomics) โดยวิธี LC-MS 

3.3.1. การเตรียมตวัอย่างซีรัม่ 
ท าการเตรยีมตวัอยา่งเพื่อท าการวเิคราะหส์ารเมทาบอไลท์ตามทีม่กีารรายงานไวแ้ลว้ (Want EJ 

et al., 2006) โดยมกีารเปลีย่นแปลงเลก็น้อย ดงันี้ 
1) ท าการตกตะกอนโปรตนีในตวัอยา่งซรี ัม่ 100 ไมโครลติรดว้ยเมทานอลแช่เยน็ (ice cool 

methanol) ปรมิาตร  400 ไมโครลติร ทีม่ ี trimipramine เป็นสารมาตรฐานภายใน (internal standard; 
50 ng/mL)  ท าการป ัน่ตวัอยา่งดว้ย vortex mixer นาน 10 วนิาท ีจากนัน้น าตวัอย่างใส่ไวใ้นตูแ้ช่แขง็ที ่-
20 องศาเซลเซยีส นาน 1 ชัว่โมง 

2) น าตวัอยา่งไปป ัน่แยกทีค่วามเรว็ 15,000×g เป็นเวลา 10 นาท ีจากนัน้ปิเปตสารละลาย
ส่วนใส ปรมิาตร 450 ไมโครลติรใส่หลอดทดสอบชนิดกน้แหลม และระเหยตวัอยา่งใหแ้หง้ดว้ยแก๊ส
ไนโตรเจนทีอุ่ณหภมูไิมเ่กนิ 30 องศาเซลเซยีส  

3) ละลายตะกอน (residue) ดว้ยสารละลายผสม water/acetonitrile (80:20 v/v) ปรมิาตร 
100 ไมโครลติร จากนัน้น าตวัอยา่งถ่ายใส่ micro-volume insert ใน 2.0 mL vial ฉีดตวัอยา่งปรมิาตร 10 
ไมโครลติรวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค LC-MS ทัง้ขัว้บวกและขัว้ลบ (Positive/Negative ionization mode)  
 

3.3.2.  การวิเคราะหส์ารเมทาบอไลทด้์วย LC-MS 
ท าการวเิคราะหต์วัอยา่งซรี ัม่โดยใชเ้ทคนิค LC-MS ภาวะทีใ่ชส้ามารถแยกสารเมทาบอไลทไ์ด้

ทัง้กลุ่มมขี ัว้ (polar) กลุ่มมขี ัว้ปานกลาง (mid-polar) และกลุ่มสารทีม่คีวามเป็นขัว้น้อย (less polar) โดย
ระบบ LC-MS ทีใ่ชม้สีภาวะดงันี้ 

1) ระบบ HPLC (LC; Ultimate 3000, Dionex) ใชค้อลมัน์ ชนิด Luna C18, 100 mm x 
2.1 mm , 3 µm ดว้ยอตัราไหลของ Mobile Phase 0.300 มลิลลิติรต่อนาท ี (mL/min) โดย mobile 
phase A ทีใ่ชเ้ป็นสารละลาย 5 mM ammonium acetate ในสารละลาย 0.1% (v/v) formic acid และ 
mobile phase B เป็นสารละลาย 0.1% (v/v) formic acid ใน acetonitrile การแยกสารเมทาบอไลทด์ว้ย 
LC เริม่ตน้ดว้ยอตัราส่วนของ mobile phase B ต่อ mobile phase A เป็น 5% (v/v) นาน 2 นาท ีจากนัน้
เพิม่ขึน้เป็นอตัราส่วนของ mobile phase B เป็น 80%  (v/v) ภายในเวลา 15 นาท ี และ 95% (v/v)  
ภายในเวลา 25 นาท ีและคงอตัราส่วน 95%  (v/v) mobile phase B นี้ไวต่้ออกี 5 นาท ีรวมเป็นเวลา
ทัง้สิน้ 30 นาท ี

2) ระบบแมสสเปคโตรมเิตอร ์(Mass Spectrometer; MS) เป็นชนิด Quadrupole Time-of-
Flight Mass Spectrometer (QTOF-MS, micrOTOF-Q II, Bruker) ท าการวเิคราะหใ์นโหมดการ
วเิคราะหข์ัว้บวก (Positive mode) และขัว้ลบ (Negative mode) ในช่วงมวลสาร 50-1500 ดาลตัน้ (Da) 
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โดยมพีารามเิตอรต่์างๆ ของ MS ดงันี้ คอื ESI capillary voltage -500 V, end plate offset -4500 V, 
dry gas flow 8.0 L/min, nebulizer pressure at 30 psi และ drying temperature at 200 oC  โดยท า
การฉีดสารละลาย sodium formate ความเขม้ขน้ 10 mM เพื่อท าการปรบัเทยีบภายใน (internal 
calibration) ความถูกตอ้งของเลขมวลสารในทุกตวัอยา่ง 

 
3.3.3.  การวิเคราะหข้์อมูลโดยใช้โปรแกรม XCMS  
ท าการวเิคราะหโ์ดยใชโ้ปรแกรม XCMS โดยมขีัน้ตอนการวเิคราะห ์ LC-MS Data และ XCMS 

processing ดงันี้ 
1) Calibrate LC-MS data (Internal Calibration) ของทุกโครมาโตแกรม โดยใชส้ารละลาย 

10 mM Sodium formate เพื่อปรบัค่ามวลต่อประจ ุ (mass-to-charge ratio; m/z)ใหไ้ดค้่าเลขมวลที่
แมน่ย า (accurate mass) ท าการเปลีย่นไฟลข์อ้มลูดบิทีเ่ป็นนามสกุลเดมิของเครือ่ง LC-MS ทีใ่ช ้ (.D, 
Bruker Daltonics) ใหเ้ป็นนามสกุล .mzXML โดยใชโ้ปรแกรม CompassXport (Bruker Daltonics) 

2) ส่งไฟลข์อ้มลู .mzXML เขา้โปรแกรม XCMS เพื่อท า Normalization ของทุกขอ้มลูและ
ท าการเปรยีบเทยีบขอ้มลูของกลุ่มควบคุม (SHAM) และกลุ่มทดลองต่าง (OVX, E2, DPHD, EXT, 
P1000 และ P2000) น าขอ้มลู metabolites ion intensity ทีไ่ดจ้ากโปรแกรม XCMS มาค านวณค่าการ
เปลีย่นแปลง (fold change) ท าการ normalize และเปรยีบเทยีบการเปลีย่นแปลงของขอ้มลูทุกกลุ่มการ
ทดลอง  

3) ก าจดัค่า m/z ทีเ่ป็น isotopic ion ใหเ้หลอืเพยีง protonated/adducted molecular ion 
([M+H]+หรอื [M+NH4]+ โดยการตรวจสอบความถูกตอ้งจากโปรแกรมทีใ่ชใ้นการประมวลผลของเครือ่ง 
LC-MS (Compass data analysis, Bruker Daltonics) จากนัน้จงึน า metabolite m/z features คน้หา
สารเมทาบอไลทใ์นฐานขอ้มลู METLIN (http://metlin.scripps.edu/metabo_search_alt2.php) หรอื 
HMDB  (http://www.hmdb.ca/spectra/spectra/ms/ search) สรา้งบญัชรีายชื่อสารหรอื metabolite 
feature (ion) ทีม่คีวามแตกต่างระหว่างหนูกลุ่มควบคุมปกตกิบัหนูควบคุมตดัรงัไข ่ เพื่อใชเ้ป็นสาร
ตวัชีว้ดัการรกัษาดว้ยสารมาตรฐานและว่านชกัมดลกู 

3.3.4.  การวิเคราะหยื์นยนัชนิดสารด้วย LC-MS/MS 
น าไอออนทีเ่กีย่วขอ้งกบัสภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจนทีไ่ดม้าจากการวเิคราะหด์ว้ย LC-MS 

มาท าการวเิคราะหด์ว้ย LC-MS/MS เพื่อยนืยนัความถูกตอ้งของสาร โดยใชว้ธิวีเิคราะหด์ว้ย LC 
เช่นเดยีวกนักบัการวเิคราะหด์ว้ย LC-MS ทีก่ล่าวไวใ้นขา้งตน้ ส่วนขัน้ตอนของการท าใหโ้มเลกุลของสาร
แตกตวัดว้ยเทคนิค MS/MS ใชก้ารวเิคราะหใ์นแบบ Multiple Reaction Monitoring (MRM) โดยเจาะจง
เลอืกไอออนทีต่อ้งการท าใหแ้ตกตวัดว้ย MS/MS ในรายการ precursor ion และใชค้วามกวา้งของการ
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แยกมวลที ่m/z ±0.5 โดยใชพ้ลงังานการชน (collision energy) 20 Volt และ 40 Volt ท าการเกบ็ขอ้มลู
ในช่วง mass range 50-1500 Da ในการฉีดตวัอยา่งแต่ละครัง้ 
 
3.4 การวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงของสารเมทาบอไลทป์ระเภทไขมนั (lipids) ในซีรัม่ด้วยวิธีการ

ลิปิโดมิกสแ์บบไม่มีเป้าหมาย (untargeted lipidomics) โดยเทคนิค LC-MS 
 

3.4.1.  การสกดัไขมนัจากซีรัม่ 
 ท าการสกดัไขมนัโดยดดัแปลงการสกดัจากวธิทีีม่กีารรายงานไวแ้ลว้(Saghatelian, Trauger et 
al. 2004) ดงันี้ น าซรี ัม่ 100 µL มาเจอืจางดว้ยสารละลาย 1% NaCl 900 µL จากนัน้น าไปสกดัดว้ย
สารละลายผสมของคลอโรฟอรม์ (2 mL) และเมทานอล (1 mL) เขย่าและน าไปป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 
2500×g อุณหภมู ิ4 °C เป็นเวลา 5 นาท ี ท าการแยกชัน้สารละลายอนิทรยี ์(ชัน้ล่าง) และน าไประเหยตวั
ท าละลายภายใตก๊้าซไนโตรเจน เกบ็ตวัอยา่งทีอุ่ณหภมู ิ-20 °C 

ก่อนท าการวเิคราะหด์ว้ยเครือ่ง liquid chromatography (LC)-mass spectrometer (MS) น า
สารมาละลายในคลอโรฟอรม์ปรมิาตร 160 µL เพื่อฉีดสารละลายทีไ่ดป้รมิาตร 50 µL เขา้ไปใน LC-MS 
ต่อไป 
  

3.4.2.  การวิเคราะหไ์ขมนัด้วยวิธี LC-MS  
 ท าการวเิคราะหไ์ขมนัดว้ยวธิ ี LC-MS ตามวธิทีีม่กีารรายงานไวแ้ลว้(Vinayavekhin, Mahipant 
et al. 2015) ดงันี้ การวเิคราะหแ์บ่งเป็น 2 โหมด ไดแ้ก่ ขัว้บวก (positive mode) และขัว้ลบ (negative 
mode) การวเิคราะหใ์นขัน้บวกใชค้อลมัน์ Luna C5 (5 µm, 4.6 × 50 mm) และ guard column จาก 
Phenomenex โดย mobile phase A ประกอบดว้ยน ้า 95% (v/v)/ เมทานอล 5% (v/v) ส่วน mobile 
phase B ประกอบดว้ย isopropanol 60% (v/v)/ เมทานอล 35% (v/v)/ น ้า 5% (v/v) โดย mobile phase 
ทัง้สองชนิดม ี0.1% (v/v) formic acid และ 5 mM ammonium formate เป็นองคป์ระกอบ การวเิคราะห์
ในขัว้ลบใชค้อลมัน์ Gemini C18 (5 µm, 4.6 × 50 mm) และ guard column จาก Phenomenex โดยใช ้
mobile phase A และ mobile phase B เหมอืนในขัว้บวก แต่ใช ้ 0.1% (v/v) sodium hydroxide เป็น
องคป์ระกอบเสรมิแทน 0.1% (v/v) formic acid และ 5 mM ammonium formate 
 การวเิคราะหส์ารดว้ย LC ใชเ้วลาทัง้สิน้ 60 นาทต่ีอตวัอยา่ง โดย mobile phase เริม่ตน้จาก 0% 
B นาน 5 นาท ีดว้ยอตัราการไหล 0.1 mL/min จากนัน้เปลีย่นสดัส่วน mobile phase เป็น 20% B และ
ค่อยๆ เพิม่สดัส่วนขึน้ไปจนถงึ 100% B ในเวลา 45  นาท ีดว้ยอตัราการไหล 0.4 mL/min วเิคราะหต่์อที่
สดัส่วนคงทีท่ี ่100% B นาน 8 นาท ีดว้ยอตัราการไหล 0.5 mL/min ก่อนปรบัสดัส่วน %B เป็น 0 และ
ปล่อยไหลนาน 7 นาท ีดว้ยอตัราการไหล 0.5 mL/min 
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 การวเิคราะหด์ว้ย MS ใชพ้ารามเิตอรต่์างๆ ดงันี้ end plate offset ที ่-500 V, capillary voltage 
ที ่4000 V, nebulizer pressure ที ่3.0 bar, dry gas ที ่8.0 L/min, dry temp ที ่200 °C, collision RF ที ่
150.0 Vpp เกบ็ขอ้มลูในช่วง mass range 100-1500 Da และใช ้ 10 mM sodium formate เป็น 
calibrant 
  

3.4.3.  การวิเคราะหข้์อมูลจาก LC-MS ด้วยวิธีการลิปิโดมิกสแ์บบไม่มีเป้าหมาย 
(untargeted lipidomics) 
 น าขอ้มลูโครมาโทแกรมทีไ่ดร้บัจากเครือ่ง LC-MS มาวเิคราะห ์ โดยใชโ้ปรแกรม XCMS 
โปรแกรม XCMS จะท าการคน้หาพคี (peak) ของไอออนต่างๆ ในตวัอยา่งแต่ละตวัอยา่ง น ามาจบัคู่กนั
และท าการวเิคราะหป์รมิาณของไอออนต่างๆ ทีค่น้พบ ขอ้มลูทีไ่ดอ้อกมาจากโปรแกรม XCMS (XCMS 
output file) ประกอบดว้ยค่ามวลต่อประจ ุ (m/z) ค่า retention time และค่า integrated mass ion 
intensity ของแต่ละไอออนในตวัอยา่งแต่ละตวัอยา่ง 
 จากนัน้น าขอ้มลูทีไ่ดม้าวเิคราะหเ์ปรยีบเทยีบไอออนต่างๆ ในกลุ่ม ovx เทยีบกบักลุ่ม sham 
โดยมกีารคดักรองไอออนทีเ่กีย่วขอ้งกบัสภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจน ดว้ยเงือ่นไขดงันี้ (ก) ไอออนมี
อตัราส่วนการเปลีย่นแปลง mass ion intensity ในตวัอยา่ง 2 กลุ่ม (fold change) ตัง้แต่ 2.0 เท่าขึน้ไป 
(ข) นยัส าคญัทางสถติ ิดว้ยวธิกีาร Student’s t-test ได ้p < 0.05 (ค) mass ion intensity (MSII) ของ
กลุ่มทีม่ปีรมิาณมากกว่า มคี่าอยา่งน้อย 5000 counts ซึง่ประมาณค่าต ่าสุดทีว่ดัไดจ้ากเครือ่งมอืทีใ่ช ้
จากนัน้ น าไอออนเหล่านี้มาตรวจสอบอกีครัง้ในโครมาโทแกรมทีไ่ดร้บัจากเครือ่ง LC-MS เพื่อก าจดั
ไอโซโทป (isotope) หรอืค่าผลบวกลวง (false positive) ออกไป 

 
3.4.4.  การวิเคราะหส์ารด้วย LC-MS/MS 

 น าไอออนทีเ่กีย่วขอ้งกบัสภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจนทีไ่ดม้าท าการวเิคราะหด์ว้ย LC-
MS/MS โดยใชว้ธิวีเิคราะหด์ว้ย LC เช่นเดยีวกนักบัการวเิคราะหไ์ขมนัดว้ย LC-MS ทีก่ล่าวไวใ้นขา้งตน้ 
ส่วนขัน้ตอนของ MS/MS ใชก้ารวเิคราะหใ์นแบบ auto MS/MS โดยเจาะจงไอออนทีต่อ้งการท า MS/MS 
ในรายการ precursor ion ใชค้วามกวา้งของการแยกที ่m/z ±0.5 ก าหนดจ านวน precursor ion ในแต่ละ
รอบไวท้ี ่3 ไอออน และส าหรบัไอออนทีม่ ีMS/MS 3 สเปคตรมัแลว้ จะไม่มกีารท า MS/MS ไปอกี 0.30 
นาท ี(active exclusion) พลงังานการชน (collision energy) ทีใ่ชม้กีารตัง้ค่าส าหรบั m/z ทีต่่างกนั ดงันี้ 
30 V ส าหรบั m/z 500.00, 45 V ส าหรบั m/z 1000.00 และ 60 V ส าหรบั m/z 2000.00 โดยถา้ไอออนมี
ค่า m/z อยูร่ะหว่างค่าน้ี ใชค้่าทีไ่ดจ้าก linear interpolation ของค่า m/z และพลงังานการชนทีใ่กลท้ีสุ่ด 
เกบ็ขอ้มลูในช่วง mass range 50-1500 Da ในการฉีดตวัอยา่งแต่ละครัง้ ใชส้ารละลายของสารสกดั
ไขมนั 50 µL หรอืใชส้ารละลายมาตรฐาน 500-625 pmol 
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3.4.5.  การวิเคราะห์ผลการรกัษาด้วยสาร E2, DPHD และสารสกดัหรือผงว่านชกัมดลูก 
 น าไอออนทีเ่กีย่วขอ้งกบัสภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจนทีไ่ดข้า้งตน้มาเปรยีบเทยีบเชงิปรมิาณ
ในกลุ่มหนู ovx ทีไ่มไ่ดร้บัสาร กบักลุ่มทีไ่ดร้บัสาร E2, DPHD หรอืสารสกดัหรอืผงว่านชกัมดลกู โดยใช้
ค่าอตัราส่วนการเปลีย่นแปลง mass ion intensity (fold change) และ Student’s t-test (p < 0.05) ใน
การระบุความมนียัส าคญัทางสถติขิองการเปลีย่นแปลงทีส่นใจนัน้ๆ 
 

3.5 การวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงของสารเมทาบอไลท์แบบมีเป้าหมาย (targeted 
metabolomics) ในซีรัม่โดยเทคนิค GC-MS 

 
3.5.1.  การเตรียมตวัอย่างซีร ัม่ 
การวเิคราะหต์วัอยา่งซรี ัม่โดยใชเ้ทคนิค GC-MS เพื่อหาสาร metabolite ทีอ่าจจะมกีารเปลีย่นแปลง 

แต่ไมส่ามารถวเิคราะหโ์ดยเทคนิค LC-MS ได ้โดยการเตรยีมตวัอยา่งเพื่อใชใ้นการวเิคราะห์ ดงัต่อไปนี้ 
1) ท าการตกตะกอนโปรตนีตวัอยา่งซรี ัม่ 50 ไมโครลติรดว้ยเมทานอลแช่เยน็ ปรมิาตร 400 

ไมโครลติร เกบ็ไวท้ี ่ -20 องศาเซลเซยีส นาน 1 ชัว่โมง จากนัน้น าไปป ัน่ (Centrifuge) ทีค่วามเรว็ 
15,000 × g รอบต่อนาท ี เป็นเวลา 10 นาท ี ปิเปตสารละลายส่วนใสปรมิาตร 400 ไมโครลติรใส่หลอด
ทดสอบชนิดก้นแหลมและระเหยตวัอยา่งใหแ้หง้สนิทดว้ยแก๊สไนโตรเจนทีอุ่ณหภูมไิมเ่กนิ 30 องศา
เซลเซยีส 

2) ละลายตะกอน (residue) ดว้ยสาร N-Methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide 
(MSTFA) ปรมิาตร 50 ไมโครลติร จากนัน้น าตวัอยา่งใส่ตูอ้บทีอุ่ณหภมู ิ70 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 
นาท ีเพื่อท าอนุพนัธุส์าร (Derivatisation) และถ่ายตวัอยา่งใส่ micro-volume insert ใน 2.0 mL vial ฉีด
ตวัอยา่งปรมิาตร 2 ไมโครลติรวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค GC-MS  

 
3.5.2. การวิเคราะหส์ารด้วย GC-MS 
ระบบ Gas Chromatograph (Model 7890A, Agilent) ใชค้อลมัน์ Capillary ชนิด DB-5MS 

ขนาดความยาว 15 เมตร เสน้ผ่าศูนยก์ลาง 0.25 มลิลเิมตร และความหนาของฟิลม์ 0.25 ไมโครเมตร
โดยใชแ้ก๊สฮเีลีย่ม (He) เป็น Carrier gas ดว้ยอตัราไหลของแก๊ส 1 mL/min อุณหภมูขิองส่วนฉีดสาร 
280 องศาเซลเซยีส อุณหภมูขิองตูอ้บคอลมัน์ (Oven) เป็น 80 องศาเซลเซยีส นาน 1 นาท ี เพิม่ขึน้
จนถงึ 200 องศาเซลเซยีส ในอตัรา 15 องศาเซลเซยีสต่อนาท ี นาน 3 นาท ี และเพิม่ขึน้อกี 20 องศา
เซลเซยีสต่อนาท ีจนถงึ 330 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 6.5 นาท ีรวมเป็นเวลาวเิคราะหน์าน 25 นาท ี

ระบบแมสสเปคโตรมเิตอร ์ (Mass Spectrometer) เป็นชนิด Single Quadrupole Mass 
Spectrometer (5975C MSD, Agilent) โดยใช ้ Electron Ionization (EI) mode ท าการสแกน (Scan 
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mode) มวลสารตัง้แต่ 40 ถงึ 600 ดาลตัน้ โดยท าการปรบัจนูเครือ่งดว้ยสาร Perfluorotributylamine 
(PFTBA) โดยใชโ้หมด Autotune (Atune.m) ก่อนการวเิคราะหต์วัอยา่ง 
 

3.5.3.  การวิเคราะห์ GC-MS data 
ท าการวเิคราะห ์ GC-MS data โดยใชโ้ปรแกรม MSD Chemstation Data Analysis (Agilent 

Technologies) โดยการเปรยีบเทยีบ spectrum สาร unknown กบั NIST library (2011) และใชส้าร
มาตรฐานเปรยีบเทยีบเวลารเีทนชัน่ (Retention time) ท าการ integrate เพื่อหาพืน้ทีใ่ตพ้คีโดยใช ้ โดย
ใช ้ characteristic ion ของสารนัน้ๆ จากนัน้น าขอ้มลูส่งออกในรปูแบบไฟล ์ .csv (comma separate 
value) แลว้ท าการวเิคราะหโ์ดยใชโ้ปรแกรม Microsoft excel ต่อไป 
 
3.6 การวิเคราะหข้์อมลูการเปล่ียนแปลงของเมทาบอไลท์แบบพหตุวัแปร (multivariate data 
analysis) 
 ท าการวเิคราะหข์อ้มลูแบบพหุตวัแปรดว้ยโปรแกรม SIMCA 14 (Umetrics, Umeå, Sweden) 
ทัง้นี้ ไดน้ าขอ้มลูทีไ่ดจ้ากการวเิคราะหด์ว้ย LC-MS และโปรแกรม XCMS ทัง้ในขัว้บวกและขัว้ลบ ทีม่ ี
การท าใหอ้ยูต่รงกลางและปรบัตาม Pareto variance แลว้ มาท าการหา score plot ดว้ยวธิ ี PCA และ 
OPLS-DA เพื่อจ าแนกกลุ่มของตวัอยา่งต่อไป 
 
3.7 การวิเคราะห์ผลทางสถิติและการแปรผล 
ผลการวจิยัแสดงดว้ยค่า mean + SEM โดยขอ้มลูแต่ละกลุ่มจะท าการวเิคราะหค์่าความแปรปรวนดว้ย 
student’s t-tets หรอื One-way ANOVA (p<0.05) แลว้ท าการตรวจสอบระดบัความแตกต่างระหว่าง
กลุ่มต่อไปดว้ยระดบัความเชื่อมัน่ที ่95% 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



11 
 

4. ผลการวิจยั 
5.  

4.1 ผลต่อการเปล่ียนแปลงของน ้าหนักร่างกาย   
 จากการศกึษาการเปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลทใ์นรา่งกายของหนูตดัรงัไข ่ และหนูตดัรงัไข่

ทีไ่ดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจนและว่านชกัมดลกูเป็นเวลา 12 สปัดาห ์โดยท าการบนัทกึสุขภาพ และน ้าหนกั
ตวัของสตัวท์ดลองทุกสปัดาหต์ลอดการทดลอง พบว่าน ้าหนกัตวัของสตัวท์ดลองทุกกลุ่ม เพิม่ขึ้นตลอด
การทดลอง โดยเฉพาะหนูกลุ่มทีต่ดัรงัไข่ (OVX) มนี ้าหนกัตวัเพิม่มากทีสุ่ดเมือ่เทยีบกบัหนูกลุ่มปกต ิ
(Sham)  การไดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจน (E2) มผีลตา้นการเพิม่น ้าหนกัตวัจากการตดัรงัไข ่  หนูกลุ่มที่
ไดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจนนี้มนี ้าหนกัตวัต ่ากว่าหนูกลุ่มปกต ิ  การไดร้บัว่านชกัมดลกู (DPHD, EXT, 
P1000 และ P2000)  มผีลตา้นการเพิม่น ้าหนกัตวัจากการตดัรงัไขไ่ดเ้ช่นกนั  โดยหนูกลุ่มนี้มนี ้าหนกัตวั
สงูกว่าหนูกลุ่มปกตเิลก็น้อย  
                ดว้ยว่านชกัมดลกูมสีาร phytoestrogens ทีอ่อกฤทธิไ์ดแ้บบฮอรโ์มนเอสโตรเจน จงึไดท้ า
การตรวจสอบฤทธิด์งักล่าวจากน ้าหนกัของมดลกู  พบว่าน ้าหนกัมดลกูของหนูทีต่ดัรงัไข ่ (OVX) เป็น
เวลา 12 สปัดาหล์ดลงอยา่งมาก  การใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจน (E2) มผีลเพิม่ขนาดของมดลกูในหนูตดัรงั
ไขอ่ยา่งมาก น ้าหนกัมดลกูของหนูเพิม่เป็น 2 เท่าของน ้าหนกัมดลกูหนูปกต ิ (SHAM)   สารจากว่านชกั
มดลกู (DPHD) มผีลเพิม่น ้าหนกัของมดลกู น ้าหนกัสงูกว่ามดลกูหนูปกต ิ  สารสกดัและผงว่านชกัมดลกู 
(EXT, P1000 และ P2000) มผีลเพิม่น ้าหนกัมดลกูไดเ้ท่าหนูปกต ิ  
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ตารางท่ี 1. แสดงการเปลีย่นแปลงน ้าหนกัตวัของหนูแรทเมือ่เริม่การทดลองและที ่ 12 สปัดาหข์องการ
ทดลอง 

Treatments 
Body weights (g)  

Initial Final Gain 
SHAM (n = 7) 203.1 ± 3.6 277.9 ± 12.4  74.8 ± 9.8 
OVX (n = 7) 210.4 ± 4.9 355.9 ± 11.5** 145.4 ± 11.0** 
E2 (n = 7) 205.4 ± 3.8 251.0 ± 5.2 45.7 ± 3.7 
DPHD (n = 7) 207.3 ± 3.8 306.8 ± 5.3 99.5 ± 1.9 
EXT (n = 6) 214.1 ± 4.4 291.0 ± 7.3 76.9 ± 8.2 
P1000 (n = 8) 208.3 ± 1.6 307.4 ± 5.1 99.1 ± 6.3 
P2000 (n = 7) 205.6 ± 3.7 303.1 ± 8.6 97.5 ± 8.6 
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รปูท่ี  1.   กราฟแสดงการเปลีย่นแปลงน ้าหนกัตวัของหนูตลอด 12 สปัดาหข์องการทดลองแสดงใหเ้หน็

การเปลีย่นแปลงน ้าหนกัตวัของหนูทีต่ดัรงัไข ่(OVX) หนูตดัรงัไข่ทีไ่ดร้บัสารเอสโตรเจน (E2) 
และหนูตดัรงัไข่ทีไ่ดร้บัสารจากว่านชกัมดลกู (DPHD, EXT, P1000 และ P2000) เทยีบกบัหนู
ปกต ิ(SHAM) 

SHAM =   กลุ่มควบคุมปกต ิ(Sham operated control) 
OVX    =   กลุ่มควบคุมทีต่ดัรงัไข ่(Ovariectomized control) 
E2        =   กลุ่มทีต่ดัรงัไขแ่ละไดร้บัสาร17-estradiolขนาด 10 µg/kgBW, s.c. 
DPHD =   กลุ่มตดัรงัไขแ่ละไดร้บัสาร ASPP 049 ขนาด 50 mg/kgBW, s.c. 
EXT    =   กลุ่มทีต่ดัรงัไขแ่ละไดร้บัสารสกดัว่านชกัมดลกู ขนาด 500 mg/kgBW, p.o. 
P1000 =   กลุ่มทีต่ดัรงัไขแ่ละไดร้บัผงว่านชกัมดลกูขนาด 1000 mg/kgBW, p.o. 
P2000 =   กลุ่มทีต่ดัรงัไขแ่ละไดร้บัผงว่านชกัมดลกูขนาด 2000 mg/kgBw, p.o. 
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Abdominal fat (Relative)
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รปูท่ี 2.  แสดงถงึการเปลีย่นแปลงของ (a) ขนาดมดลกู และ (b) ปรมิาณไขมนัในช่องทอ้ง ของหนูทีต่ดั

รงัไข ่(OVX) หนูตดัรงัไข่ทีไ่ดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจน (E2)  หรอืไดร้บัสารจากว่านชกัมดลกู 
(DPHD, EXT, P1000 หรอื P2000) เทยีบกบักลุ่มหนูปกต ิ(SHAM)  ค่าทีแ่สดงเป็น  means ± 
SEM. * P < 0.05; ** P < 0.01  เมือ่เทยีบกบัหนูทีต่ดัรงัไข่ 

 

4.2 ผลต่อการเปล่ียนแปลงของค่าทางชีวเคมีในเลือด  

          ไดศ้กึษาการเปลีย่นแปลงของค่าทางชวีเคมใีนซรีัม่ พบว่าหนูกลุ่มตดัรงัไข่ (OVX) มรีะดบัไขมนั 

Cholesterol  เพิม่ขึน้ใน มคี่าเป็น118 ± 2.3 mg%  เมือ่เทยีบกบัหนูปกตซิึง่มคี่าเท่ากบั 83 ± 7.8 mg%  

และเมือ่ไดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจน (E2) ระดบั Cholesterol ลดลงเลก็น้อย  เป็น100 ± 2.0 mg%  หนูกลุ่ม

ทีไ่ดร้บัสารจากว่านชกัมดลูก (DPHD, EXT, P1000 และ P2000) มคี่า Cholesterol ลดลง เมือ่เทยีบกบั

หนูตดัรงัไข ่ลดลงเป็น 69 ± 4.6, 33 ± 3.3, 85 ± 9.2 และ 51 ± 7.5 mg% ตามล าดบั  

           ระดบัไขมนั Triglyceride ในเลอืดมกีารเปลีย่นแปลงคลา้ยกบัการเปลีย่นแปลงของระดบั 

cholesterol กล่าวคอืจะเพิม่ขึน้ในหนูกลุ่มตดัรงัไข่ (OVX) เมือ่เทยีบกบัหนูปกต ิและมรีะดบัลดลงเลก็น้อย

เมือ่ไดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจน (E2) และไดร้บัสารจากว่านชกัมดลกู (DPHD, P1000 และ P2000)  

*
* 

* * 

*
* 

*
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      การศกึษาผลของการใหส้ารจากว่านชกัมดลกู และฮอรโ์มนเอสโตรเจนเป็นระยะเวลานาน 3 

เดอืนต่อระดบัเอนไซมจ์ากตบัไดแ้ก่ Alkaline phosphatase (ALP), Aspartate aminotransferase (AST) 

และเอนไซม ์Alanine aminotransferase (ALT) และการท างานของไต Creatinine, Blood urea nitrogen 

(BUN) และ Uric acid  ทุกค่าอยูใ่นเกณฑป์กต ิ   แสดงว่าการใหส้ารในขนาดดงักล่าวเป็นเวลานาน 3 

เดอืน มคีวามปลอดภยั ไม่มผีลเปลีย่นแปลงการท างานของตบัและไต 

 

4.3 ผลต่อการเปล่ียนแปลงทางโลหิตวิทยา  

ตารางที ่ 3 ไดท้ าการศกึษาผลของการใหส้ารจากว่านชกัมดลกูและฮอรโ์มนเอสโตรเจนต่อการ

เปลีย่นแปลงค่าทางโลหติวทิยาของเมด็เลอืดชนิดต่างๆ คอืเมด็เลอืดขาว (White blood cells; WBCs) 

เมด็เลอืดแดง (Red blood cells; RBCs) ฮโีมโกลบนิ (Hemoglobin; HGB) และคา่อื่นๆ พบว่าไม่มกีาร

เปลีย่นแปลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถติต่ิอค่าทางโลหติวทิยาของหนูในกลุ่มทีใ่หส้ารจากว่านชกัมดลกู 

ไดแ้ก่ สารสกดัเอธานอล (EXT) สาร ASPP 049 (DPHD) ผงว่านชกัมดลกูที ่1000 mg/kg BW (P1000) 

และผงว่านชกัมดลกูที ่ 2000 mg/kg BW (P2000) เมือ่เทยีบกบัหนูปกต ิ ส่วนหนูกลุ่มทีไ่ดร้บัฮอรโ์มน

เอสโตรเจน (E2) มคี่า RBC และ WBC เป็น 6.67 ± 0.12 และ 1.03 ± 0.07 ลดลงเมือ่เทยีบกบัหนูปกตซิึง่

มคี่าเท่ากบั 7.82 ± 0.19 และ 1.74 ± 0.35 ตามล าดบั 
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 ตารางท่ี 2. แสดงค่าทางชวีเคมขีองสารต่างๆในซรีัม่หนูกลุ่มทดลองทีต่ดัรงัไข ่(OVX) หนูตดัรงัไข่ทีไ่ดร้บั

สารเอสโตรเจน (E2) และหนูตดัรงัไข่ทีไ่ดร้บัสารจากว่านชกัมดลกู (DPHD, EXT, P1000 

และ P2000) เทยีบกบัหนูปกต ิ(SHAM)   

 

Parameters 
Treatments 

SHAM OVX E2 DPHD EXT P1000 P2000 

ALP (U/L) 52 ± 1.8 57 ± 3.4 44 ± 2.2 68 ± 2.1 73 ± 1.5 62 ± 1.7 71 ± 1.8 

AST (U/L) 143 ± 8.8 129 ± 3.8 
122 ± 
1.5 

123 ± 
9.4 

135 ± 
15.2 

113 ± 
7.7 

137 ± 
14.9 

ALT (U/L) 41 ± 3.5 43 ± 2.0 49 ± 1.7 38 ± 1.8 54 ± 9.0 50 ± 6.2 54 ± 6.5 

BUN (mg/dL) 20 ± 1.6 19 ± 0.4 20 ± 1.2 20 ± 1.5 18 ± 1.4 17 ± 0.5 15 ± 0.7 

Creatinine 
(mg/dL) 

0.37 ± 
0.03 

0.38 ± 
0.02 

0.35 ± 
0.01 

0.36 ± 
0.01 

0.32 ± 
0.01 

0.32 ± 
0.02 

0.31 ± 
0.02 

Uric acid 
(mg/dL) 

0.9 ± 
0.13 

1.5 ± 
0.21 

1.0 ± 
0.25 

1.2 ± 
0.22 

0.8 ± 
0.08 

0.7 ± 
0.04 

0.7 ± 
0.04 

Triglyceride 
(mg/dL) 37 ± 3.6 50 ± 3.4 45 ± 4.0 43 ± 4.4 58 ± 2.1 32 ± 1.0 44 ± 6.3 

Cholesterol 
(mg/dL) 83 ± 7.8 118 ± 2.3 

100 ± 
2.0 

69 ± 4.6 33 ± 3.3 85 ± 9.2 51 ± 7.5 

Urea/Creatinine 
54.0 ± 

3.2 
51.6 ± 

3.3 
57.1 ± 

2.7 
56.0 ± 

4.1 
56.0 ± 

3.8 
54.0 ± 

4.5 
48.9 ± 

3.5 
         
     ค่าทีแ่สดงเป็นค่า means ± SEM. จากหนู 6-8 ตวั, 
SHAM = กลุ่มควบคุมปกต ิ(Sham operated control) 
OVX = กลุ่มควบคุมที่ตดัรงัไข่ (Ovariectomized control),E2 = กลุ่มที่ตดัรงัไข่แล้วให้สาร 17-
estradiol ขนาด 10 µg/kgBW, s.c., DPHD = ตดัรงัไข่แลว้ใหส้าร ASPP 049 ขนาด 50 mg/kgBW, 
s.c., EXT = กลุ่มทีต่ดัรงัไข่แลว้ใหส้ารสกดัเอธานอลว่านชกัมดลูก ขนาด 500 mg/kgBW, p.o.; P1000 
= กลุ่มทีต่ดัรงัไขแ่ลว้ใหผ้งว่านชกัมดลกู ขนาด1000 mg/kgBW, p.o.; P2000 = กลุ่มทีต่ดัรงัไข่แลว้ใหผ้ง
ว่านชกัมดลกู ขนาด 2000 mg/kgBw, p.o. 
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ตารางท่ี 3 แสดงค่าเมด็เลือดชนิดต่างๆ ในกลุ่มทดลอง 
 

  Treatments (mean+SEM.) 

Parameters SHAM OVX E2 DPHD EXT P1000 P2000 
WBC 
(103/cumm) 

1.74 ± 
0.35 

1.90 ± 
0.24 

1.03 ± 
0.07 

2.23 ± 
0.37 

1.70 ± 
0.18 

1.55 ± 
0.12 

1.78 ± 
0.17 

RBC 
(106/cumm) 

7.82 ± 
0.19 

7.80 ± 
0.09 

6.67 ± 
0.12 

7.55 ± 
0.17 

7.40 ± 
0.18 

7.49 ± 
0.17 

8.07 ± 
0.09 

HGB  (g/dL) 
14.06 ± 
0.26 

14.16 ± 
0.15 

12.45 ± 
0.20 

13.70 ± 
0.24 

13.54 ± 
0.22 

13.75 ± 
0.22 

14.50 ± 
0.11 

HCT  (%) 
43.23 ± 
0.98 

41.87 ± 
1.08 

36.65 ± 
0.88 

40.67 ± 
1.33 

40.49 ± 
1.44 

41.58 ± 
0.87 

44.50 ± 
0.71 

MCV (fL) 
55.84 ± 
0.88 

53.71 ± 
1.25 

54.96 ± 
0.64 

53.85 ± 
0.75 

54.65 ± 
0.67 

55.56 ± 
0.68 

55.17 ± 
0.74 

MCH (pg) 
18.03 ± 
0.20 

18.23 ± 
0.15 

18.69 ± 
0.10 

18.18 ± 
0.25 

18.30 ± 
0.20 

18.39 ± 
0.42 

17.99 ± 
0.19 

MCHC (g/dL) 
32.60 ± 
0.81 

34.06 ± 
0.82 

34.01 ± 
0.46 

33.77 ± 
0.82 

33.57 ± 
0.66 

33.11 ± 
0.47 

32.63 ± 
0.57 

RDW (%) 
13.36 ± 
0.76 

13.30 ± 
0.57 

12.30 ± 
0.66 

12.40 ± 
0.96 

12.18 ± 
0.96 

11.71 ± 
0.75 

13.31 ± 
0.68 

PLT (103/cumm) 687 ± 44 670 ± 35 664 ± 19 721 ± 27 670 ± 17 718 ± 18 667 ± 82 

MPV  (fL) 
7.69 ± 
0.09 

8.30 ± 
0.62 

7.01 ± 
0.65 

7.68 ± 
0.13 

7.60 ± 
0.15 

9.41 ± 
0.76 

8.27 ± 
0.62 

Plt Smear Increase Increase Increase Increase Increase Increase Increase 
Neutrophils 
(%) 18 ± 3 16 ± 4 21 ± 5 23 ± 4 19 ± 1 18 ± 1 17 ± 2 

Lymphocyte(%) 80 ± 3 77 ± 3 73 ± 3 71 ± 5 77 ± 1 79 ± 1 81 ± 2 

Monocyte (%) 1 ± 0 4 ± 2 4 ± 1 4 ± 1 3 ± 1 1 ± 0 2 ± 1 
Eosinophils 
(%) 1 ± 0 2 ± 1 1 ± 0 2 ± 1 1 ± 0 2 ± 0 1 ± 0 

Basophil (%) 0 ± 0 0 ± 0 1 ± 1 1 ± 0 1 ± 0 1 ± 0 0 ± 0 
 
ค่าทีแ่สดงเป็น means ± SEM. จากหนู 6-8 ตวั 
ค่าทีแ่สดงเป็น means ± SEM. จากหนู 6-8 ตวั, SHAM = กลุ่มควบคุมปกต ิ(Sham operated control) 
OVX = กลุ่มควบคุมที่ตดัรงัไข่ (Ovariectomized control),E2 = กลุ่มที่ตดัรงัไข่แล้วให้สาร 17-
estradiol ขนาด 10 µg/kgBW, s.c., DPHD = ตดัรงัไข่แลว้ใหส้าร ASPP 049 ขนาด 50 mg/kgBW, 
s.c., EXT = กลุ่มทีต่ดัรงัไข่แลว้ใหส้ารสกดัเอธานอลว่านชกัมดลูก ขนาด 500 mg/kgBW, p.o.; P1000 
= กลุ่มทีต่ดัรงัไขแ่ลว้ใหผ้งว่านชกัมดลกู ขนาด1000 mg/kgBW, p.o.; P2000 = กลุ่มทีต่ดัรงัไข่แลว้ใหผ้ง
ว่านชกัมดลกู ขนาด 2000 mg/kgBw, p.o. 
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รปูท่ี 3. แสดงถงึระดบัของ Alanine Aminotransferase (ALT) และ Aspartate Aminotransferase 

(AST) ในซรีัม่หนูกลุ่มทดลองทีต่ดัรงัไข ่(OVX) หนูตดัรงัไขท่ีไ่ดร้บัสารเอสโตรเจน (E2) และหนู
ตดัรงัไขท่ีไ่ดร้บัสารจากว่านชกัมดลกู (DPHD, EXT, P1000 และ P2000) เทยีบกบัหนูปกต ิ
(SHAM)  ค่าทีแ่สดงเป็น means ± SEM. 
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รปูท่ี 4. แสดงถงึระดบัของ Blood Urea Nitrogen (BUN) และ Creatinine ในซรีัม่หนูกลุ่มทดลองทีต่ดัรงั
ไข ่(OVX) หนูตดัรงัไขท่ีไ่ดร้บัสารเอสโตรเจน (E2) และหนูตดัรงัไข่ทีไ่ดร้บัสารจากว่านชกัมดลกู 
(DPHD, EXT, P1000 และ P2000) เทยีบกบัหนูปกต ิ(SHAM)  ค่าทีแ่สดงเป็น means ± SEM. 
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4.4 ผลต่อการเปล่ียนแปลงความหนาแน่นของมวลกระดกู 

 
      ในตารางที ่ 1 ไดท้ าการศกึษาผลของการตดัรงัไข่เป็นเวลา 3 เดอืนและ ใหส้ารจากว่านชกั

มดลกูหรอืใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจนต่อการเปลีย่นแปลงค่าความหนาแน่นของกระดกู โดยวเิคราะหท์ัง้
กระดกูเนื้อโปรง่ (Trabecular BMD) และกระดกูเนื้อแน่น (Cortical BMD) ดว้ยเครือ่ง micro-computed 
tomography (micro-CT) พบว่าในหนูกลุ่มทีถู่กตดัรงัไขอ่อกทัง้สองขา้งมคี่าความหนาแน่นของมวล
กระดกูโปรง่ (Trabecular bone) ลดลงอยา่งมนียัส าคญัเมือ่เทยีบกบัมวลกระดกูในหนูกลุ่มควบคุม โดย
เปลีย่นแปลงจาก 0.39 ± 0.02 g/cm3 ในหนูกลุ่มควบคุม  เป็น 0.21 ± 0.02 g/cm3 หนูกลุ่มทีถู่กตดัรงัไข่
ออก  ส่วน Cortical bone ไมม่กีารเปลีย่นแปลงของมวลกระดกู  เมือ่ใหฮ้อรโ์มนเอสโตรเจน (E2) หลงั
การตดัรงัไข ่ 1 สปัดาหไ์ปตลอดการทดลอง 3 เดอืน พบว่าฮอรโ์มนเอสโตรเจนในขนาด 10 g/Kg 
BW/day สามารถป้องกนัการเกดิภาวะกระดกูโปรง่บางจากการตดัรงัไขไ่ดช้ดัเจน  ความหนาแน่นกระดกู
ส่วน Trabecular bone มคี่า เป็น 0.467 ± 0.02 g/cm3  การใหส้ารจากว่านชกัมดลกู (DPHD, EXT, 
P1000 และ P2000) เช่นกนั มผีลป้องกนัภาวะกระดกูโปรง่บางไดช้ดัเจน  แต่ไมส่มบรูณ์เหมอืนฮอรโ์มน
เอสโตรเจน ความหนาแน่นกระดกูในหนูทีไ่ดร้บัสารจากว่านชกัมดลกู (DPHD, EXT, P1000 และ 
P2000) มคี่า เป็น 0.28 ± 0.01, 0.37 ± 0.01, 0.29 ± 0.02 และ 0.31 ± 0.02 g/cm3 ตามล าดบั  เมือ่
เทยีบกบักลุ่มหนูตดัรงัไข่มคี่า  0.21 ± 0.02 g/cm3 
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B. 
Cortical BMD
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รปูท่ี 5.  แสดงระดบัความหนาแน่น (BMD) ของกระดกูหน้าขา Tibia (Tibia bone) ในส่วนของ  

Trabecular  และ Cortical  ของหนูกลุ่มทดลองทีต่ดัรงัไข ่(OVX) หนูกลุ่มตดัรงัไขท่ีไ่ดร้บัสาร
เอสโตรเจน (E2) หรอื ไดร้บัสารจากว่านชกัมดลกู (DPHD, EXT, P1000 หรอื P2000) เทยีบกบั
กลุ่มหนูปกต ิ(SHAM)  ค่าทีแ่สดงเป็น means ± SEM. ** P< 0.01 เทยีบกบัหนูควบคุมทีต่ดัรงั
ไข ่(OVX) 
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4.5 ผลต่อการเปล่ียนแปลงของสารเมทาบอไลทใ์นซีรัม่ 

4.5.1  การวิเคราะหก์ารเปล่ียนแปลงของสารเมทาบอไลทใ์นซีรัม่  

จากการวเิคราะหค์วามแตกต่างของ metabolite profile ทีไ่ดร้บัจากกลุ่มการทดลองแต่ละกลุ่ม 
หลงัจากการท า LC-MS data normalization และ peak features detection โดยใชโ้ปรแกรม XCMS 
และท าการวเิคราะหผ์ลโดยใชว้ธิ ีmultivariate data analysis ผลจากการวเิคราะหก์ารแยกของ  disease 
model (ภาวะตดัรงัไข่) กบักลุ่มควบคุม โดยใช ้Principle component analysis (PCA)  ทีส่รา้งภาพจาก
โปรแกรม SIMCA 14  พบว่า Metabolites profile (global metabolites) ของหนูกลุ่มทีพ่รอ่งฮอรโ์มน
เอสโตรเจน (OVX) มกีารเปลีย่นแปลง มคีวามแตกต่างแยกตวัออกมา อยา่งชดัเจนจากหนูกลุ่มปกต ิ
(Sham) ตามทีแ่สดงในรปูที ่6 (A) เป็นภาพ 2 มติ ิ(two dimension, 2D) ของ scatter score plot  แสดง
ใหเ้หน็ทัง้รปูแบบ (Pattern) และแนวโน้ม (Trend) ของกลุ่มทดลอง   

ข้อมลูจากภาพน้ีมีเป็นจดุส าคญัของการวิจยั แสดงให้เหน็ถึง  diseases model ที ่
ด าเนินการโดยตดัรงัไข่เป็นระยะเวลานาน  3 เดือน นานเพียงพอทีส่ามารถจะเหนีย่วน าให้เกิด
การเปลีย่นแปลงในร่างกาย  อาจจะเป็นการเปลีย่นแปลงในหลายๆระดบัต่างๆ ตัง้แต่ระดบั
โมเลกลุภายในเซลลจ์นส่งผลมาถึงการท างานของเซลล ์ และ metabolite ทีผ่ลิตออกมาอยู่ใน 
circulation 

 ในรปูที ่ 6 (B)  แสดงใหเ้หน็ความแตกต่างของ Metabolites profile ของหนูกลุ่มทีต่ดัรงัไข่ 
(OVX) และไดร้บัสารต่างๆกนั  ไดแ้ก่หนูควบคุมทีต่ดัรงัไข ่(OVX) ทีไ่มไ่ดร้บัการรกัษา กบักลุ่มหนูตดัรงั
ไขท่ีไ่ดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจน (E2) หรอืไดร้บัสารจากว่านชกัมดลกู (DPHD, EXT และ P2000)  ใน
หลกัการเช่นเดยีวกนักบัรปู 6A. เป็นภาพแสดง 2 มติ ิ  พบว่าในกลุ่มหนู OVX จะมคีวามแปรปรวนของ 
global metabolites ภายในกลุ่ม (within group variation) ค่อนขา้งมาก   เมือ่เทยีบกบักลุ่มหนูตดัรงัไขท่ี่
ไดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจน หรอื สารจากว่านชกัมดลกูซึง่พบความแปรปรวนภายในกลุ่มน้อยกว่า 
โดยเฉพาะหนูกลุ่มทีไ่ดร้บัสารสกดัว่านชกัมดลกู (EXT) และผงว่านชกัมดลกู (P2000) ซึง่จะมกีาร
กระจายของกลุ่มน้อยกว่าหนูกลุ่มควบคุมทีต่ดัรงัไข ่ 

 
รปูที ่ 6 (C) และ รปูที ่ 7 แสดงใหเ้หน็ผลของว่านในการรกัษาภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจน 

โดยมแีนวโน้ม (Trend) การออกฤทธิข์องสารจากว่านชกัมดลกูดงึกลุ่ม  metabolites ในหนู OVX ที่
เปลีย่นไป  กลบัเขา้ใกลค้่าของหนูควบคุมปกต ิ (SHAM) โดยทีผ่ลของการใหส้ารต่างๆจากว่านชดัมดลกู 
ไมว่่าจะเป็นสารสกดัว่านชกัมดลกู (EXT) และผงว่านชกัมดลกูมแีนวโน้มทีใ่หผ้ลเหมอืนกนั โดยจะมี
บางส่วนของกลุ่ม metabolite ซอ้นทบักนั (Overlap) 
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Fig. 6A. PCA-X เปรยีบเทยีบ global metabolites profile  ระหว่างกลุ่มหนูปกต ิ(SHAM) และ หนู
ตดัรงัไข ่(OVX) 
 

 
 
Fig. 6B. -PCA-X เปรยีบเทยีบ global metabolites profile  ระหว่างกลุ่มหนูควบคุมตดัรงัไข ่(OVX) 
และหนูทีใ่หส้ารต่างๆ (E2, DPHD, EXT และ P2000) 
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Fig.6 C .PCA-X เปรยีบเทยีบ global metabolites profile  ระหว่างกลุ่มหนูปกต ิ(SHAM)           

หนูคว บคุม ตดัรงัไข ่(OVX) และหนูทีใ่หส้ารต่างๆ (E2, DPHD, EXT และ P2000) 
 
รปูท่ี 6.  Principle component analysis of raw data (PCA-X) score scatter plot แสดงถงึ global 

metabolites profile  ทีไ่ดจ้ากหนูกลุ่มต่างๆ  พบว่ามคีวามแตกต่าง  แยกตวัของ metabolites กลุ่มต่างๆ 
อยา่งชดัเจน     

(A) PCA-X เปรยีบเทยีบระหว่างกลุ่มหนูปกต ิ(SHAM) และ หนูตดัรงัไข ่(OVX)  
(B) PCA-X เปรยีบเทยีบระหว่างกลุ่มหนูควบคุมตดัรงัไข ่(OVX) และหนูทีใ่หส้ารฮอรโ์มนเอสโตรเจน

และสารต่างๆ จากว่านชกัมดลกู (E2, DPHD, EXT และ P2000) และ  
(C) PCA-X เปรยีบเทยีบระหว่างกลุ่มหนูปกต ิ (SHAM) หนูควบคุมตดัรงัไข ่ (OVX) และหนูทีใ่ห้

ฮอรโ์มนเอสโตรเจน หรอืสารต่างๆ จากว่านชกัมดลกู (E2, DPHD, EXT และ P2000) 
             รปูทีแ่สดงสรา้งจากโปรแกรม SIMCA 14 (Umetric, Sweden) 
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(B) 

รปูท่ี 7.  Principle component analysis of raw data (PCA-X) scatter 3D plot แสดงถงึ 
metabolites ทีไ่ดจ้ากหนู เปรยีบเทยีบระหว่างกลุ่มหนูปกต ิ (SHAM) หนูควบคุมตดัรงัไข ่ (OVX) 
และหนูทีใ่หส้ารฮอรโ์มนเอสโตรเจนและสารต่างๆ จากว่านชกัมดลกู (E2, DPHD, EXT และ P2000) 
พบว่ามคีวามแตกต่างแยกตวัของกลุ่มต่างๆ อยา่งชดัเจน (A) PCA สามมติ ิ(3D) แสดงแนวโน้มการ
เปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลทใ์นหนูตดัรงัไข ่ ทีม่กีารแยกของกลุ่มออกจากหนูปกตอิยา่งชดัเจน 
และแนวโน้มการเปลีย่นแปลงกลบัเขา้สู่สภาวะปกตขิองหนูตดัรงัไข่ทีไ่ดร้บัสารว่านชกัมดลกู (B) 
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PCA สามมติ ิแสดงการแยกของกลุ่มต่างๆ โดยไม่ระบุกลุ่มเพื่อใหเ้หน็ภาพแนวโน้มการเปลีย่นแปลง
ชดัเจนขึน้ วงกลมทบึสเีขยีว (1) แสดงกลุ่ม SHAM วงกลมทบึสนี ้าเงนิ (2) แสดงกลุ่ม OVX วงกลม
ทบึสแีดง (3) แสดงกลุ่ม E2 วงกลมทบึสเีหลอืง (4) แสดงกลุ่ม DPHD วงกลมทบึสฟ้ีา (5) แสดงกลุ่ม 
EXT และวงกลมทบึสมีว่ง (6) แสดงกลุ่ม P2000 
 

 
 
รปูท่ี 8.  S-plot แสดงใหเ้หน็ Feature ID ของ ions ต่างๆ ของสารเมทาบอไลทใ์นซรีัม่ของหนู โดยการ

วเิคราะหด์ว้ย LC-MS สทีีร่ะบุบอกถงึระดบัความหนาแน่นของสารเมทาบอไลท ์ สแีดงหมายถงึ
จดุทีม่คีวามหนาแน่นสงูสุด หรอืไมม่คีวามแตกต่างของสารเมทาบอไลทข์องทัง้สองกลุ่ม สนี ้าเงนิ
หมายถงึมจีดุทีม่คีวามหนาแน่นของสารเมทาบอไลทน้์อยทีสุ่ด (มมีากหรอืมน้ีอยในกลุ่มใดกลุ่ม
หนึ่ง) แสดงถงึความแตกต่างกนัระหว่างกลุ่ม สนี ้าเงนิทีก่ระจายอยูด่า้นขวาบนหรอืซา้ยล่าง
หมายถงึ putative metabolite ทีม่คีวามจ าเพาะมาก 
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รปูท่ี 9.  LC-MS/MS ions spectrum แสดงการตรวจวเิคราะหเ์พื่อยนืยนัความถูกตอ้งของสารเมทา
บอไลทป์ระเภทไขมนั Glycerophospholids ทีพ่บว่ามกีารเปลีย่นแปลงเพิม่ขึน้ในซรีัม่ของหนูตดัรงัไข ่ 
รปูทีแ่สดงคอืสาร LysoPC (18:0) มวลโมเลกุล 523.36 Da; [M+H]+ m/z 524.40 Da ท าการแตกตวัใน 
Collision cell โดยใชพ้ลงังานการชน (Collision Energy) 40 Volt (V) และใชแ้ก๊ส Nitrogen เป็น 
collision gas  
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LysoPC(18:1)
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LysoPC (20:4)
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LysoPC (18:2)
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LysoPC (20:3)
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LysoPC (22:6)
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NeuAca2-3Galb-Cer(18:1/20:0)
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รปูท่ี 10.  แสดงถงึการเปลีย่นแปลงของสาร metabolites ทีม่ใีนซรี ัม่หนูตดัรงัไข่ (OVX) เทยีบกบัหนู
ปกต ิ(SHAM) และการเปลีย่นแปลงของสาร metabolites ในหนูตดัรงัไข่ทีไ่ดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจน (E2) 
และสารจากว่านชกัมดลกู (DPHD, EXT และ P2000) ค่าทีแ่สดงเป็น mean ± SEM. * P< 0.05, ** 
P<0.01 เมือ่เทยีบกบัหนู SHAM; † P< 0.05, †† P< 0.01เมือ่เทยีบกบัหนู OVX 
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4.5.2.  การวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงของสารเมทาบอไลทใ์นซีรัม่แบบมีเป้าหมาย  
 
ตารางที ่ 4 แสดงค่าความเขม้ขน้สมัพทัธข์องสาร metabolites ในซรีัม่ของหนูกลุ่มต่างๆ ทีท่ า

การวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค GC-MS พบว่าสามารถตรวจพบสารไดห้ลายประเภทไดแ้ก่ amino acids, fatty 
acid, lipids, carbohydrates และสารอื่นๆ ซึง่ไมส่ามารถตรวจไดจ้ากระบบที ่ setup ไวโ้ดยเทคนิค LC-
MS ทีใ่ช ้ (Reverse Phase-LC-MS) ผลการวเิคราะหพ์บการเปลีย่นแปลงของสาร metabolites หลาย
ชนิดในหนูตดัรงัไขเ่มือ่เทยีบกบัหนูควบคุมปกต ิ ไดแ้ก่ cholesterol, arachidonic acid, glycerol, 
glucose, palmitic acid และ tryptophan พบว่ามกีารเปลีย่นแปลงเพิม่ขึน้ในหนูตดัรงัไข ่ เทยีบกบัหนู
ปกต ิ โดยมกีารเปลีย่นแปลงของสาร metabolites ดงักล่าวจาก 100.0±6.7, 100.0± 6.9, 100.0±10.4, 
100.0±16.8, 100.0±3.3 และ 100.0±13.4 เป็น 198.6±11.9, 174.3±8.4, 232.3±15.4, 231.8±20.7, 
162.5±13.6 และ 174.2±29.9 ตามล าดบั หลงัจากใหส้ารจากว่านชกัมดลกู พบว่าสารเหล่านี้มกีาร
เปลีย่นแปลงลดลง แสดงถงึผลของการรกัษาภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจน  
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ตารางท่ี  4 แสดงค่าความเข้มข้นสมัพทัธข์องสาร metabolites ในซีรัม่โดยเทคนิค GC-MS 

Metabolite Name Treatments (Mean ± SEM) 

SHAM OVX E2 DPHD EXT P1000 P2000 

Amino acids               

Alanine 100.0 ± 13.6 177.4 ± 35.2 371.0 ± 40.4 194.9 ± 45.5 109.7 ± 18.2 85.0 ± 8.7 147.0 ± 36.5 
Glycine 100.0 ± 18.1 208.9 ± 52.6 264.7 ± 36.8 211.5 ± 57.6 93.3 ± 13.7 88.8 ± 9.3 139.9 ± 39.3 

Valine 100.0 ± 14.2 143.7 ± 39.2 236.3 ± 26.3 166.3 ± 36.3 128.7 ± 16.4 93.3 ± 8.6 157.6 ± 32.7 
Leucine 100.0 ± 18.0 134.7 ± 37.0 221.3 ± 25.7 158.0 ± 30.6 137.3 ± 22.8 91.4 ± 7.7 165.7 ± 34.3 

Isoleucine 100.0 ± 17.7 136.2 ± 35.4 214.5 ± 25.6 161.2 ± 32.0 148.9 ± 19.2 92.0 ± 7.8 163.6 ± 32.6 
Proline 100.0 ± 23.4 112.7 ± 27.1 326.8 ± 48.0 234.1 ± 53.2 160.9 ± 19.2 137.8 ± 21.2 162.1 ± 48.8 

Serine 100.0 ± 9.6 140.2 ± 29.4 256.5 ± 30.3 179.7 ± 44.3 100.1 ± 12.5 105.0 ± 14.9 146.0 ± 30.4 
Threonine 100.0 ± 11.  148.7 ± 38.8 204.4 ± 23.1 152.0 ± 40.4 86.2 ± 9.3 93.6 ± 12.2 123.5 ± 26.6 

Methionine 100.0 ± 18.2 141.8 ± 43.7 207.9 ± 34.9 82.0 ± 23.2 40.7 ± 11.1 52.4 ± 19.5 85.0 ± 41.5 

Phenylalanine 100.0 ± 9.9 151.3 ± 31.0 181.8 ± 20.7 123.5 ± 22.6 92.1 ± 9.5 73.9 ± 7.7 123.9 ± 28.4 
Tyrosine 100.0 ± 21.2 186.3 ± 48.8 183.5 ± 17.9 113.2 ± 32.5 58.9 ± 5.9 90.7 ± 9.6 115.8 ± 28.9 

Tryptophan 100.0 ± 13.4 174.2 ± 29.9 175.0 ± 17.4 82.0 ± 17.4 48.6 ± 8.0 85.4 ± 8.9 99.9 ± 32.1 

Fatty acids               

Palmitic acid, methyl ester 100.0 ± 19.2 130.6 ± 18.7 173.6 ± 30.2 174.5 ± 17.2 164.0 ± 21.4 70.8 ± 3.5 152.3 ± 25.4 

Methyl stearate 100.0 ± 20.9 146.3 ± 20.2 173.4 ± 24.2 163.1 ± 12.7 119.7 ± 14.9 54.0 ± 2.9 104.6 ± 18.0 

Myristic acid 100.0 ± 10.3 169.5 ± 20.8 127.8 ± 27.5 136.4 ± 10.8 125.3 ± 16.1 56.8 ± 5.8 95.1 ± 15.9 
Palmitoleic acid 100.0 ± 11.3 172.2 ± 19.3 139.3 ± 40.9 157.4 ± 18.6 146.4 ± 19.3 54.0 ± 4.3 107.0 ± 21.5 

Palmitic acid 100.0 ± 3.3 162.5 ± 13.6 155.0 ± 25.0 121.4 ± 15.4 99.3 ± 7.6 88.1 ± 9.7 98.7 ± 7.0 

Margaric acid 100.0 ± 22.6 128.0 ± 19.4 124.2 ± 15.2 144.2 ± 9.8 100.2 ± 8.8 90.4 ± 11.1 104.6 ± 13.5 
Linoleic acid 100.0 ± 5.9 167.4 ± 17.1 145.5 ± 23.7 112.7 ± 13.9 85.5 ± 10.5 70.5 ± 7.8 81.7 ± 7.5 

Oleic acid 100.0 ± 6.5 141.8 ± 14.2 124.5 ± 24.7 117.2 ± 14.8 96.6 ± 8.5 65.0 ± 5.8 85.2 ± 8.7 
trans-13-Octadecenoic acid 100.0 ± 13.4 124.9 ± 12.5 143.4 ± 40.5 84.2 ± 10.6 78.7 ± 14.0 73.2 ± 8.6 69.9 ± 9.2 

Stearic acid 100.0 ± 12.5 175.5 ± 17.6 199.1 ± 25.7 88.5 ± 13.5 57.2 ± 8.5 103.5 ± 13.8 75.3 ± 7.7 
Lipids               
Arachidonic acid methyl ester 100.0 ± 35.5 163.1 ± 30.9 255.7 ± 52.4 264.5 ± 47.7 206.6 ± 48.6 80.4 ± 18.5 228.6 ± 39.6 

Arachidonic acid 100.0 ± 6.9 174.3 ± 8.4 106.4 ± 9.3 90.2 ± 9.1 41.9 ± 8.9 99.9 ± 13.5 70.3 ± 8.9 
Myristic acid 1-monoglyceride 100.0 ± 17.7 94.7 ± 40.7 94.3 ± 41.4 96.3 ± 30.8 63.9 ± 16.9 117.2 ± 32.8 96.4 ± 18.9 

2-Monopalmitoylglycerol 100.0 ± 7.5 160.1 ± 15.5 177.4 ± 25.4 95.5 ± 15.6 84.4 ± 6.5 120.8 ± 12.8 104.1 ± 13.0 
Glyceryl palmitate 100.0 ± 10.1 152.7 ± 20.5 154.2 ± 22.9 95.2 ± 22.0 64.8 ± 6.9 122.5 ± 14.1 88.4 ± 20.1 

beta-Glyceryl monostearate 100.0 ± 12.8 177.0 ± 20.5 218.5 ± 34.0 92.6 ± 13.6 62.5 ± 6.5 107.8 ± 14.9 79.0 ± 10.9 

Glycerol monostearate 100.0 ± 9.8 157.4 ± 19.9 164.1 ± 21.9 98.4 ± 19.1 61.9 ± 8.5 104.9 ± 13.0 84.5 ± 19.9 
Cholesterol 100.0 ± 6.7 198.6 ± 11.9 129.8 ± 7.8 86.7 ± 12.9 51.7 ± 8.4 89.4 ± 15.4 64.9 ± 5.6 

Campesterol 100.0 ± 10.7 250.6 ± 17.4 208.8 ± 22.0 85.5 ± 12.2 55.3 ± 10.9 76.5 ± 13.7 56.0 ± 9.9 
beta-Sitosterol 100.0 ± 12.2 263.2 ± 16.0 223.0 ± 24.2 91.7 ± 11.3 56.7 ± 10.8 89.3 ± 12.2 68.7 ± 6.6 

Organic acids               

Lactic acid 100.0 ± 11.9 143.4 ± 13.5 167.4 ± 19.4 130.2 ± 16.3 102.5 ± 14.8 84.1 ± 15.5 97.3 ± 22.9 

2-Propenoic acid 100.0 ± 17.7 160.5 ± 10.8 74.5 ± 34.4 145.8 ± 8.7 108.3 ± 23.1 89.5 ± 17.1 104.2 ± 20.9 
2-Hydroxybutyric acid 100.0 ± 6.0 119.6 ± 32.9 239.6 ± 23.3 110.1 ± 11.6 89.4 ± 10.7 71.5 ± 13.5 99.4 ± 15.8 
3-Hydroxybutyric acid 100.0 ± 10.9 142.8 ± 21.8 93.2 ± 19.6 151.9 ± 16.1 197.1 ± 40.3 184.7 ± 29.0 218.2 ± 23.5 

4-Hydroxybutyric acid 100.0 ± 14.1 93.2 ± 41.7 93.5 ± 31.8 193.9 ± 28.3 295.2 ± 56.7 329.9 ± 70.7 316.7 ± 70.2 
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รปูท่ี 11. แสดงถงึสาร metabolites ทีม่กีารเปลีย่นแปลงในหนูตดัรงัไข ่(OVX) เทยีบกบัหนูปกต ิ
(SHAM) และการเปลีย่นแปลงของสาร metabolites ในหนูตดัรงัไข่ทีไ่ดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจน (E2) และ
สารจากว่านชกัมดลกู (DPHD, EXT, P1000 และ P2000) ค่าทีแ่สดงเป็น mean ± SEM. * P< 0.05, ** 
P<0.01 เมือ่เทยีบกบัหนู SHAM; †† P< 0.01เมือ่เทยีบกบัหนู OVX 
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(a) 

 
(b) 
รปูท่ี 12. แสดง GC-MS Total Ion Chromatogram (TIC) เปรยีบเทยีบระหว่าง (a) ซรี ัม่หนูควบคุมปกติ
, SHAM และ (b) หนูควบคุมทีต่ดัรงัไข่ (OVX).   
สาร Lactic acid (1), 3-hydroxybutyric acid (2), Valine (3), Urea (4), Glycerol (5), Leucine (6), Iso-
leucine (7), Mannopyranose (8), Glucose (9), Palmitic acid (10), Linoleic (11), Palmitoleic acid 
(12), Stearic acid (13), Arachidonic acid (14), Myristic acid (15), Glyceryl palmitate (16), 
Monostearin (17), Cholesterol (18), beta-Sitosterol (19) 
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รปูท่ี 13.    Heat map ของการวเิคราะหด์ว้ย GC-MS ภาพแบบ color square แสดงความสมัพนัธก์าร

เปลีย่นแปลงของสาร metabolites ทีเ่ปลีย่นแปลงในหนูปกต ิ และหนูตดัรงัไข ่ แถบสรีะบุถงึค่าที่
สงูหรอืต ่าเมือ่เทยีบกบัขอ้มลูทัง้หมด แถบสแีดงสุดแสดงถงึปรมิาณของสาร metabolite ทีม่มีาก
ทีสุ่ด แถบสเีขยีวสุดแสดงถงึปรมิาณของสาร metabolite ทีม่ปีรมิาณน้อยทีสุ่ด เมือ่เทยีบกบั
ขอ้มลูทัง้หมดในระนาบเดยีวกนั เสน้เชื่อมโยงดา้นซา้ย แสดงถงึความเหมอืนกนั (Similarity) 
ของตวัอยา่งและสาร metabolite แต่ละตวั 

 
             ภาพทีแ่สดงสรา้งจากโปรแกรม MetATT (http://www. 

http://metatt.metabolomics.ca/MetATT) 
 
 
 
 
 

 

 

                    SHAM                                         OVX 

http://metatt.metabolomics.ca/MetATT
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รปูท่ี 14.    Heat map ของการวเิคราะหด์ว้ย GC-MS และ LC-MS ภาพแบบ color square แสดง

ความสมัพนัธก์ารเปลีย่นแปลงของสาร metabolites ทีเ่ปลีย่นแปลงในหนูปกต ิหนูตดัรงัไข ่ และ
หนูทีไ่ดร้บัสารจากว่านชกัมดลกู แถบสรีะบุถงึค่าทีส่งูหรอืต ่าเมือ่เทยีบกบัขอ้มลูทัง้หมด แถบสี
แดงสุดแสดงถงึปรมิาณของสาร metabolite ทีม่มีากทีสุ่ด แถบสเีขยีวสุดแสดงถงึปรมิาณของสาร 
metabolite ทีม่ปีรมิาณน้อยทีสุ่ด เมือ่เทยีบกบัขอ้มลูทัง้หมดในระนาบเดยีวกนั เสน้เชื่อมโยง
ดา้นซา้ย แสดงถงึความเหมอืนกนั (Similarity) ของตวัอยา่งและสาร metabolite แต่ละตวั 

 
             ภาพทีแ่สดงสรา้งจากโปรแกรม MetATT (http://www. 

http://metatt.metabolomics.ca/MetATT) 
 

http://metatt.metabolomics.ca/MetATT
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รปูท่ี 15.  PLS VIP score แสดงถงึการเปลีย่นแปลงของสาร metabolites ในหนูตดัรงัไข ่(OVX) เทยีบ
กบัหนูปกต ิ(SHAM) สแีดงแสดงถงึการเปลีย่นแปลงทีเ่พิม่ขึน่ สแีดงแสดงถงึการเปลีย่นแปลงทีล่ดลง  
ภาพทีแ่สดงสรา้งจากโปรแกรม MetaboAnalyst 3.0 (http://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/) 
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รปูท่ี 16. แสดง Pathway Impact ของเมทาบอไลทจ์ากการตรวจวเิคราะหแ์บบ untargeted 

metabolomics ทีเ่กดิการเปลีย่นแปลงในหนูกลุ่มทีพ่รอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจน (OVX) โดยพบว่ามี
ความเกีย่วขอ้งกบักระบวนการสรา้งและการเปลีย่นแปลงของ metabolites ในหลาย pathway 
โดยเฉพาะ Glycerophospholipid, Ether lipid และ Steroid biosynthesis  

 

ภาพขา้งตน้สรา้งจากโปรแกรม MetaboAnalyst v.2.0 (http://www.metaboanalyst.ca/) โดยใช้

ขอ้มลูสารเมทาบอไลทท์ีค่าดว่าจะมกีารเปลีย่นแปลงในหนูกลุ่มตดัรงัไข่ 

 

Linoleic acid metabolism 

Glycerophospholipid metabolism 

Retinol metabolism 

Ether lipid metabolism 

Steroid hormone biosynthesis 
Sphingolipid metabolism 

Arachidonic acid metabolism 
Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchor biosynthesis 

Glycerolipid metabolism 

http://www.metaboanalyst.ca/
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รปูท่ี 17. แสดง Metabolic Pathway ทีอ่าจจะเกดิขึน้ของสารเมทาบอไลทท์ีม่กีารเปลีย่นแปลงในหนูกลุ่ม

ทีพ่รอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจน (OVX) สารเมทาบอไลทท์ีพ่มิพด์ว้ยอกัษรสแีดง แสดงถงึการ
เปลีย่นแปลงทีเ่พิม่ขึน้ในหนูตดัรงัไข ่ สารเมทาบอไลทท์ีพ่มิพด์ว้ยอกัษรสเีขยีว แสดงถงึการ
เปลีย่นแปลงทีล่ดลงในหนูตดัรงัไข ่ สารเมทาบอไลทท์ีพ่มิพ์ดว้ยอกัษรสดี า หมายถงึการไม่
เปลีย่นแปลงทีเ่พิม่ขึน้ในหนูตดัรงัไข ่  สารเมทาบอไลทท์ีพ่มิพด์ว้ยอกัษรเทา หมายถงึสารทีไ่ม่
สามารถวดัไดโ้ดยวธินีี้ (not detectable) แต่เป็นสารตวักลางทีม่คีวามส าคญัหรอืเป็นสารเมทา
บอไลทท์ีม่ฤีทธิต่์อ bone turnover  

 
Pathway ทีส่รา้งขึน้อ้างองิจาก KEGG Pathway database (http://www.genome.jp/kegg/) และ 
HMDB database (http://www.hmdb.ca/) 

 
 
 
 
 
 

http://www.hmdb.ca/
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4.5.3.  การวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงของไขมนัในซีรัม่แบบไม่ก าหนดเป้าหมาย 
 

 นอกจากการศกึษาการเปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลทใ์นซรีัม่ของหนูโดยใชว้ธิ ี untargeted 
metabolomics และ targeted metabolomics โดยเทคนิค LC-MS และ GC-MS แลว้ ทมีวจิยัไดท้ าการ
เปรยีบเทยีบลปิิโดมในซรีัม่ของหนูในกลุ่ม ovx เทยีบกบั sham ดว้ยวธิกีารลปิิโดมกิสแ์บบไม่มเีป้าหมาย 
(untargeted lipidomics) ซึง่ท าไดโ้ดยการสกดัไขมนัในซรีัม่ดว้ยคลอโรฟอรม์และเมทานอลในอตัราส่วน 
2 ต่อ 1 โดยปรมิาตร และน าไปวเิคราะหด์ว้ย LC-MS ดว้ยวธิทีีไ่ดเ้คยรายงานไวแ้ลว้(Vinayavekhin, 
Mahipant et al. 2015) วธิกีารนี้จะท าใหส้ามารถตรวจวดัไขมนัไดห้ลายประเภท อาทเิช่น กรดไขมนั 
ฟอสโฟลปิิด สฟรงิโกลปิิด และกลเีซอโรลปิิด จากนัน้ ผูว้จิยัไดท้ าการวเิคราะหข์อ้มลูดว้ยโปรแกรม 
XCMS เพื่อระบุไอออนของไขมนัทีม่กีารแตกต่างเชงิปรมิาณระหว่างกลุ่ม sham กบักลุ่ม ovx อยา่งน้อย 
2 เท่า อยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิ (p < 0.05) ซึง่ความแตกต่างนี้สามารถเหน็ไดช้ดัเจนใน extracted ion 
chromatogram  
 จากการวเิคราะหด์งักล่าว ณ เวลา 6 สปัดาหห์ลงัจากการผ่าตดัรงัไข ่ผูว้จิยัไมพ่บความแตกต่าง
ระหว่างตวัอยา่งจากหนูกลุ่ม ovx กบักลุ่ม sham มากนกั โดยมไีอออนของไขมนัทีม่ปีระจบุวกเพยีง 1 
ไอออนและประจลุบเพยีง 4 ไอออนเท่านัน้ทีม่ปีรมิาณเพิม่ขึน้ในหนูกลุ่ม ovx ส่วนไอออนทีม่ปีรมิาณ
ลดลงเท่ากบั 5 ไอออนทีพ่บในขัว้บวกและ 11 ไอออนทีพ่บในขัว้ลบ เนื่องจากมไีขมนัจ านวนน้อยมากทีม่ ี
การเปลีย่นแปลง ณ เวลาดงักล่าว ผูว้จิยัจงึตดัสนิใจทีจ่ะไมว่เิคราะหผ์ลของไอออนเหล่านี้ต่อ 
 ณ เวลา 12 สปัดาหห์ลงัจากการผ่าตดัรงัไข ่ผูว้จิยัพบความแตกต่างของไอออนระหว่างตวัอยา่ง
จากหนูกลุ่ม ovx กบักลุ่ม sham จ านวนเพิม่ขึน้ โดยมไีอออนทีม่ปีรมิาณเพิม่ขึน้ในหนูกลุ่ม ovx จ านวน 
4 ไอออนจากการวเิคราะหใ์นขัว้บวกและ 75 ไอออนจากการวเิคราะหใ์นขัว้ลบ ส่วนไอออนทีม่ปีรมิาณ
ลดลงในหนูกลุ่ม ovx มจี านวน 50 ไอออนทีพ่บในขัว้บวกและ 5 ไอออนในขัว้ลบ 
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จากนัน้จงึท าการระบุเอกลกัษณ์ของไอออนทีแ่ตกต่างกนัเหล่านี้โดยการใชข้อ้มลูจากมวลอะตอม
ทีแ่ทจ้รงิ (accurate mass), สเปคตรมัจากเทคนิคการต่ออนุกรมของส่วนวเิคราะหม์วล (tandem mass 
spectrum), เวลากกัเกบ็ (retention time) และสารมาตรฐาน ทมีวจิยัสามารถพสิูจน์เอกลกัษณ์ทีม่โีอกาส
เป็นไปไดส้งูของไอออนทีม่ปีรมิาณเพิม่ขึน้ในตวัอยา่งกลุ่ม ovx จ านวน 41 ไอออน โดยทัง้หมดเป็น
ไอออนในขัว้ลบ ซึง่มาจากกลุ่มไขมนั 5 กลุ่ม ไดแ้ก่ 1-O-alkenyl-lysophosphatidylethanolamine 
(alkenyl-LPE), lysophosphatidylethanolamine (LPE), ceramide-1-phosphate (CerP), ceramide 
(Cer) และ sphingomyelin (Cer-PC) ส่วนไอออนทีม่ปีรมิาณลดลงในตวัอยา่งกลุ่ม ovx เมือ่เทยีบกบั 
sham ทมีวจิยัสามารถท าการพสิูจน์เอกลกัษณ์ไดท้ัง้หมด 25 ไอออน ซึง่เป็นไอออนในขัว้บวกทัง้หมด 
และมาจากกลุ่มไขมนัประเภท monoacylglycerol (MAG) และ triacylglycerol (TAG) นอกจากนี้ ส าหรบั
ไอออนอกี 10 ไอออน ทางทมีวจิยัสามารถพสิจูน์เอกลกัษณ์ของไอออนไดท้ัง้เตม็ส่วนและบางส่วน แต่
เนื่องจากไอออนเหล่านี้เป็นไอออนของไขมนัซึง่ไมส่ามารถรวมกลุ่มกบัไอออนตวัอื่นได ้ จงึมคีวามเป็นไป
ไดส้งูว่า ไอออนเหล่านี้จะไมม่คีวามเกีย่วขอ้งกบัสภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจนอยา่งแทจ้รงิ ทางทมี
วจิยัจงึไมไ่ดส้นใจทีจ่ะท าการศกึษาไขมนัเหล่านี้ต่อไป ดงันัน้ สรุปแลว้จากการใชว้ธิลีปิิโดมกิสแ์บบไมม่ี
เป้าหมาย ทางทมีวจิยัสามารถพสิจูน์เอกลกัษณ์ของไอออนทีเ่กีย่วขอ้งกบัสภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตร
เจนไดท้ัง้สิน้ 57%  
 

ผลการรกัษาด้วยสาร E2, DPHD และสารสกดัหรือผงว่านชกัมดลูก 
 ไขมนัทีม่ปีรมิาณเปลีย่นแปลงไปในสภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจนสามารถน ามาใชเ้ป็นตวัชีว้ดั
สภาวะปกตขิองสิง่มชีวีติได ้โดยหนูทีไ่ดร้บัการตดัรงัไข ่(กลุ่ม ovx) แลว้ควรมปีรมิาณไขมนัต่างๆ เหล่านี้
ในซรี ัม่ใกลเ้คยีงกบัของกลุ่มควบคุม (sham) มากขึน้ ถา้สารทีใ่หไ้ปมปีระสทิธผิลในการรกัษา ดว้ย
เหตุผลนี้ ทางทมีวจิยัจงึไดว้ดัเปรยีบเทยีบปรมิาณของไขมนัทีม่กีารเปลีย่นแปลงในสภาวะพรอ่งฮอรโ์มน
เอสโตรเจนและไดร้บัการพสิูจน์เอกลกัษณ์แลว้ ในซรีัม่จากตวัอยา่งกลุ่มทีไ่ดร้บัสาร E2, DPHD และสาร
สกดัหรอืผงว่านชกัมดลกูทุกวนัเป็นเวลา 12 สปัดาห ์ การวดัปรมิาณดงักล่าวท าไดโ้ดยการใชว้ธิกีารลปิิ
โดมกิสด์ว้ย LC-MS ดงัการทดลองระหว่างตวัอยา่งของหนูกลุ่ม sham และ ovx 
 จากตารางแสดงผลการทดลอง (ตารางที ่ 5) พบว่า Cer เป็นไขมนักลุ่มเดยีวทีม่ปีรมิาณลดลง
อยา่งมนียัส าคญัในซรีัม่ของหนู ovx ทีไ่ดร้บัสาร E2 เมือ่เทยีบกบัปรมิาณทีว่ดัไดใ้นซรีัม่ของหนู ovx ที่
ไดร้บัเพยีงตวัน าพา (vehicle) เท่านัน้ ทัง้นี้ ปรมิาณของ Cer ในตวัอยา่งกลุ่ม ovx+E2 นี้มคีวามใกลเ้คยีง
กบัปรมิาณของ Cer ในตวัอยา่งกลุ่ม sham ซึง่ถอืว่าเป็นสภาวะปกตคิ่อนขา้งมากดว้ย 
 ส าหรบัผลของการรกัษาดว้ย DPHD ทมีวจิยัพบว่า กลุ่มไขมนัทีม่ปีรมิาณเพิม่ขึน้ในตวัอยา่งกลุ่ม 
ovx เมือ่เทยีบกบั sham (alkenyl-LPE, LPE, CerP, Cer และ Cer-PC) มปีรมิาณลดลงทัง้หมดจากกลุ่ม 
ovx ถงึแมว้่า การลดลงนี้จะไม่มากพอทีจ่ะท าใหร้ะดบัของไขมนัเหล่านี้ในซรี ัม่ลดลงมาจนเท่ากบัสภาวะ



38 
 

ปกตกิต็าม เมือ่วดัระดบัไขมนัในลกัษณะเดยีวกนักบักลุ่มตวัอยา่ง ovx ทีม่กีารใหส้ารสกดัหรอืผลจาก
ว่านชกัมดลกู ทีค่วามเขม้ขน้หลากหลาย (หนูกลุ่ม ovx+Ext, ovx+P1000, และ ovx+P2000) พบว่าการ
รกัษาดว้ยสารผสมนี้ใหป้ระสทิธผิลดกีว่าการรกัษาดว้ย DPHD โดยปรมิาณของไขมนักลุ่มนี้ลดลงมา
ใกลเ้คยีงกบัระดบัในสภาวะปกตทิีพ่บในตวัอยา่งจากหนูกลุ่ม sham มากกว่า อยา่งไรกต็าม ส าหรบั
ไขมนัทีม่ปีรมิาณลดลงในตวัอยา่งจากหนูกลุ่ม ovx เมือ่เทยีบกบั sham ซึง่กค็อื MAG และ TAG พบว่า 
มเีพยีงการรกัษาดว้ยสารสกดัจากว่านชกัมดลกูเท่านัน้ (หนูกลุ่ม ovx+Ext) ทีท่ าใหป้รมิาณของ TAG 
บางตวัเพิม่มากขึน้ แต่การรกัษาดว้ยสารสกดันี้กไ็ม่มผีลใดๆ ต่อระดบัของ MAG จากผลการทดลอง
ทัง้หมดทีก่ล่าวมานี้ เราจะเหน็ไดว้่า สาร DPHD และสารผสมจากว่านชกัมดลกูใหผ้ลการรกัษาหนูทีอ่ยู่
ในสภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจนไดเ้ป็นทีน่่าพงึพอใจมาก โดยสามารถปรบัระดบัของไขมนัที่
เปลีย่นแปลงส่วนใหญ่ใหก้ลบัเขา้สู่สภาวะปกตไิด้ 
 
ตารางที ่5 ปรมิาณเชงิเปรยีบเทยีบของกลุ่มไขมนัทีไ่ดร้บัการพสิูจน์เอกลกัษณ์ ในตวัอยา่งกลุ่มต่างๆ 
Lipid class 
acyl chain 

Folda,b (ovx/) 
Sham ovx+E2 ovx+DPHD ovx+E500 ovx+P1000 ovx+P200

0        ไขมนัทีม่ปีรมิาณเพิม่ขึน้ในตวัอยา่งกลุ่ม ovx 
Alkenyl-LPE 

      
 

O-16:1 10.3* 2.0 4.6* 11.6* 18.3* 12.0* 

 
O-18:2 9.9* 2.1 5.3* 10.2* 17.0* 12.9* 

LPE 
      

 
16:0 5.0‡ 1.0 2.7* 3.6* 8.6‡ 5.8‡ 

 
18:0 9.6* 1.6 6.3* 7.0* 15.8* 9.5* 

 
18:2 3.8† 0.9 2.2* 3.0* 6.1‡ 4.6† 

 
18:1 8.8* 1.3 3.6* 5.1* 10.5* 7.1* 

 
20:4 6.1† 1.0 2.4* 3.0* 7.2† 4.6† 

CerP 
      

 
d18:1/14:0 2.1§ 1.4‡ 2.1‡ 5.3§ 3.0§ 3.2§ 

Cer 
      

 
d18:1/16:0 2.3‡ 2.1‡ 2.1‡ 2.0† 2.1† 2.1‡ 

 
d18:1/18:0 2.9‡ 2.0† 2.3‡ 3.8‡ 2.8‡ 2.8‡ 

 
d18:1/20:0 3.7† 2.8* 2.2* 3.9† 3.6† 2.6* 

 
d18:1/22:0 3.1‡ 2.2† 2.2* 2.8‡ 2.5† 2.1† 

 
d18:1/23:0 2.8‡ 1.9* 2.6‡ 2.7‡ 2.6† 2.2† 

 
d18:1/22:1 4.7† 2.8* 3.3† 5.4‡ 4.8‡ 3.7† 

 
d18:1/23:1 4.0‡ 2.3† 3.4‡ 5.0‡ 4.8‡ 3.8‡ 

 
d18:1/24:1 3.2‡ 2.0* 2.1* 2.6† 2.5† 1.9* 

 
d18:1/25:1 3.3† 2.1* 3.3† 3.4† 3.0* 2.8* 
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Lipid class 
acyl chain 

Folda,b (ovx/) 
Sham ovx+E2 ovx+DPHD ovx+E500 ovx+P1000 ovx+P200

0        Cer-PC 
      

 
d18:1/16:1 2.1§ 1.5‡ 2.3‡ 5.4§ 2.9§ 3.3§ 

 
d18:1/18:1 2.1‡ 1.7‡ 2.1‡ 4.7§ 2.4‡ 2.5§ 

 
d18:1/22:0 2.9† 1.5 2.0§ 4.0§ 2.2§ 2.7§ 

ไขมนัทีม่ปีรมิาณลดลงในตวัอยา่งกลุ่ม ovx เมือ่เทยีบกบั sham 
MAG 

      
 

22:0 3.1* 6.9 3.3 2.1 0.5* 1.0 

 
24:0 4.2* 5.5 3.4 2.1 0.8 1.0 

 
24:2 3.3* 6.0 3.2* 1.8 0.6 1.0 

 
24:1 3.4* 4.8 3.1 2.0 0.7 1.2 

 
26:4 3.9* 14.4 3.7 2.3 0.5 1.2 

TAG 
      

 
18:0/18:1/20:0 2.1§ 1.9 0.9 3.6* 1.3 2.2 

 
18:2/20:1/20:1 2.0§ 1.8 1.1 3.2* 1.2 2.2 

 
18:2/20:0/20:1 2.4§ 2.4 0.9 4.0* 1.3 2.4 

 
16:0/18:1/24:1 2.3§ 2.2 0.8 3.9* 1.2 2.1 

 
16:0/18:1/24:0 2.1‡ 1.9 0.8 3.4* 1.2 2.1 

 
18:2/18:2/24:0 2.2§ 2.0 0.8 3.7* 1.3 2.3 

 
18:1/18:2/24:0 2.3§ 2.1 0.7 3.6* 1.2 2.0 

 
18:1/18:1/24:0 2.2‡ 2.1 0.6 3.3* 1.1 1.8 

 
18:0/18:1/24:0 2.1† 1.8 0.6 2.8 1.1 1.7 

 
18:3/20:4/24:0 2.0§ 1.7 0.9 2.8* 1.4 2.3* 

 
18:2/20:4/24:0 2.0‡ 1.6 0.8 2.9* 1.3 2.1* 

 
18:3/20:2/24:0 2.2‡ 1.6 0.8 3.2* 1.4 2.2 

 
18:2/20:2/24:0 2.3‡ 1.9 0.6 3.2* 1.2 2.0 

 
18:2/20:1/24:0 2.2† 2.0 0.5* 2.9 1.0 1.7 

 
18:1/20:1/24:0 2.2* 2.0 0.5* 2.6 0.9 1.5 

 
18:2/20:1/26:2 2.0* 1.4 0.6 2.5 1.2 1.6 

 
18:2/20:1/26:1 2.3* 1.8 0.5* 2.5 1.0 1.6 

 
18:1/22:1/24:0 2.0* 1.9 0.4* 2.2 0.8 1.3 

 
18:2/24:1/24:1 2.1* 1.8 0.5* 2.5 0.9 1.5 

              aFold คอือตัราส่วนของค่า MSII เฉลีย่ ทีพ่บในตวัอยา่งกลุ่ม ovx เทยีบกบัค่า MSII เฉลีย่ในตวัอยา่งกลุ่ม
ต่างๆ หรอืกลบักนั (ตวัเอยีง) 
bStudent’s t-test: *, p < 0.05; †, p < 0.01; ‡, p < 0.005; §, p < 0.001; N = 5-6. 
 
 



40 
 

การวิเคราะหข้์อมลูแบบพหตุวัแปร (multivariate data analysis) 
 

 ทมีวจิยัท าการวเิคราะหข์อ้มลูแบบพหุตวัแปร เพื่อตรวจสอบการจ าแนกกลุ่มของตวัอยา่งกลุ่ม
ต่างๆ ในทีน่ี้ ทมีวจิยัไดท้ าการหา score plot ของขอ้มลูไขมนัทีไ่ดจ้ากการวเิคราะหด์ว้ย MS ทัง้ใน
ขัว้บวกและขัว้ลบดว้ยวธิ ีOPLS-DA (รปูที ่18) 
 ส าหรบัขอ้มลูทีไ่ดจ้ากขัว้บวก การจดักลุ่มของขอ้มลูบน score plot ไมส่ามารถใชใ้นการระบุ
ความแตกต่างระหว่างตวัอย่างกลุ่ม ovx กบักลุ่ม sham ได ้ในขณะเดยีวกนั การใหส้าร E2 หรอื DPHD 
กไ็มใ่หเ้กดิการเปลีย่นแปลงมากนกั แต่ถา้สงัเกตผลจากการใหส้ารผสมจากว่านชกัมดลกู ไมว่่าจะเป็น
สารสกดัหรอืผงว่าน จะสามารถเหน็ไดว้่ามกีารเปลีย่นแปลงเมทาโบไลตค์่อนขา้งมากจากกลุ่ม ovx และ 
sham จนท าใหต้วัอยา่งจากกลุ่มเหล่านี้มกีารแยกกลุ่มออกมาอยา่งเหน็ไดช้ดัเจน ซึ่งแสดงใหเ้หน็ความ
เป็นไปไดท้ีว่่าการเปลีย่นแปลงของลปิิโดมในซรีัม่ของหนูกลุ่มนี้เป็นผลมาจากสารอื่นในสารผสมจากว่าน
ชกัมดลกูทีไ่มใ่ช่ DPHD 
 ส าหรบัขอ้มลูทีไ่ดจ้ากขัว้ลบ พบว่าขอ้มลูนี้สามารถจ าแนกตวัอยา่งกลุ่ม ovx ออกจากกลุ่ม sham 
ไดเ้ป็นอย่างดบีน score plot ของวธิ ี OPLS-DA ดงันัน้จงึอาจใชข้อ้มลูจากขัว้ลบนี้ในการประเมนิ
ผลการรกัษาดว้ยสารต่างๆ ได ้โดยดวู่าขอ้มลูจากตวัอยา่งแต่ละกลุ่มอยูใ่กลก้ลุ่ม ovx ซึง่เป็นสภาวะพรอ่ง
ฮอรโ์มนเอสโตรเจนหรอืกลุ่ม sham ซึง่เป็นสภาวะปกตมิากกว่ากนั ซึง่ในส่วนนี้พบว่า การใหส้าร E2 กบั
หนูทีไ่ดร้บัการตดัรงัไข่ท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงเมทาโบไลตม์ากพอทีจ่ะท าใหข้อ้มลูกลุ่ม ovx+E2 
เคลื่อนไปอยูร่ะหว่างขอ้มลูกลุ่ม ovx และกลุ่ม sham แสดงว่ามกีารเปลีย่นแปลงไขมนับางส่วนจากการ
รกัษาดว้ย E2 ส่วนการรกัษาดว้ยสาร DPHD หรอืสารผสมจากว่านชกัมดลกู พบว่าขอ้มลูจากทุกกลุ่มอยู่
ทางดา้นขวาของพลอ็ต ซึง่ใกลเ้คยีงกบัขอ้มลูจากกลุ่ม sham และห่างออกไปจากขอ้มลูจากกลุ่ม ovx 
หมายความว่า สาร DPHD หรอืสารผสมจากว่านชกัมดลกูสามารถเปลีย่นแปลงระดบัของไขมนัไดจ้นท า
ใหล้ปิิโดมของหนู ovx เขา้ใกลก้บัสภาวะปกตมิากขึน้ ซึง่สนบัสนุนผลการทดลองการเปรยีบเทยีบระดบั
ของไขมนักลุ่มต่างๆ ดงัแสดงดา้นบนในตารางที ่ 6 สุดทา้ย ผลจากการวเิคราะหข์อ้มลูต่างๆ นี้แสดงให้
เหน็ความเป็นไปไดใ้นการใชว้ธิกีารลปิิโดมกิสแ์บบไม่มเีป้าหมายเพื่อประเมนิผลการรกัษาของสารสกดั
หรอืผลว่านชกัมดลกูได ้ ซึง่กส็ามารถขยายผลไปถงึการประเมนิผลการรกัษาดว้ยสมนุไพรในอนาคตได้
อกีดว้ย 
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รปูท่ี 18.  Score plot ของวธิ ีOPLS-DA จากขอ้มลูการวเิคราะหไ์ขมนัดว้ย LC-MS ใน (A) ขัว้บวก 
และ (B) ขัว้ลบ 

A 

B 
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รปูท่ี 19. กระบวนการสรา้งและสลายไขมนัของ sphingolipid, ether lipid, glycerophospholipid และ 
glycerolipid ลกูศรระบุไขมนัทีม่ปีรมิาณเพิม่ขึน้ (ลกูศรชีข้ ึน้) หรอืลดลง (ลกูศรชีล้ง) ในตวัอยา่งกลุ่ม ovx 
เมือ่เทยีบกบั sham 
 
4.6.  การวิเคราะหก์ารเปล่ียนแปลงของสารเมทาบอไลทใ์นปัสสาวะ 

ปสัสาวะของหนูทุกกลุ่มทดลองเกบ็ขา้มคนื โดยใช ้metabolic cage 1 คนื ก่อนท าการการฆ่าหนู 
โดยไดง้ดอาหารแต่ไดร้บัน ้าอยา่งอสิระระหว่างการเกบ็ตวัอยา่งปสัสาวะ ผลการวเิคราะหต์วัอยา่งโดย
เทคนิค LC-MS และท าการวเิคราะหโ์ดยใชโ้ปรแกรม XCMS เพื่อท าการ Normalize ขอ้มลู LC-MS ตาม
ขัน้ตอนขอ้ 2.2.5 แลว้ น าขอ้มลูทีอ่ยูใ่นรปูแบบ spreadsheet (.csv file) วเิคราะหก์ารแยกกลุ่ม 
(Classification) โดยโปรแกรม SIMCA 14 (Umetrics, Sweden) เพื่อประเมนิผลของการรกัษาภาวะ
พรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจนโดยใชต้วัอยา่งแบบ non-invasive biological fluid พบว่าการแยกกลุ่มของกลุ่ม
ทีใ่หส้ารต่างๆ มกีารแยกของกลุ่มหนูควบคุมปกต ิ(SHAM) กบัหนูควบคุมทีต่ดัรงัไข่ (OVX) ยงัไม่ชดัเจน 
โดยยงัมหีนูปกตบิางตวัมแีนวโน้มไปในทศิทางเดยีวกบัหนูตดัรงัไขแ่ละมหีนูตดัรงัไขบ่างตวัเขา้กลุ่มกบั
หนูปกต ิและกลุ่มทีไ่ดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจน (E2) และกลุ่มทีไ่ดร้บัสารจากว่านชกัมดลกู (DPHD, EXT, 
P1000 และ P2000) ซึง่มกีารซอ้นทบัของขอ้มลูกนัในบางส่วน ภาพที่ 20 และ 21 แสดงใหเ้หน็ถงึการ
แยกกนัของกลุ่มหนูปกตกิบัหนูตดัรงัไข ่ ทีม่กีารแยกออกจากกนัไมช่ดัเจนและมกีารกระจายของขอ้มลู
มาก ซึง่อาจจะเป็นขอ้บ่งชีใ้หเ้หน็ว่าปสัสาวะเป็นตวัอย่างทีม่คีวามแปรปรวนค่อนขา้งมากและเกอืบจะไม่
มคีวามแตกต่างของสารเมทาบอไลทร์ะหว่างหนูปกตกิบัหนูตดัรงัไข ่ อาจจะไมเ่หมาะทีจ่ะน ามาใชใ้นการ
บ่งชีผ้ลของการรกัษาภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจน แต่อยา่งไรกต็าม ผลจาก S-plot ของ OPLS-DA 
model พบว่ามกีารเปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลทป์ระเภท fatty amide คอื arachidonoylamide ซึง่
เป็น amine ของ arachidonic acid พบว่าลดลงในหนูตดัรงัไข ่ และเพิม่ขึน้ในหนูทีไ่ดร้บัการรกัษาดว้ย
ฮอรโ์มนเอสโตรเจนและสารจากว่านชกัมดลกู 
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รปูท่ี 20.  Principle component analysis (PCA) score scatter plot แสดงถงึ metabolites ทีไ่ด้
จากปสัสาวะหนู PCA-X เปรยีบเทยีบระหว่างกลุ่มหนูปกต ิ (SHAM) หนูคววบคุมตดัรงัไข ่ (OVX) 
และหนูทีใ่หส้ารฮอรโ์มนเอสโตรเจนและสารต่างๆ จากว่านชกัมดลกู (E2, DPHD, EXT, P1000 และ 
P2000) 

 

 
รปูท่ี 21.  Principle component analysis of raw data (PCA-X) scatter 3D plot แสดงถงึ 
metabolites ทีไ่ดจ้ากปสัสาวะหนู เปรยีบเทยีบระหว่างกลุ่มหนูปกต ิ (SHAM) หนูควบคุมตดัรงัไข ่
(OVX) และหนูทีใ่หส้ารฮอรโ์มนเอสโตรเจนและสารต่างๆ จากว่านชกัมดลกู (E2, DPHD, EXT, 
P1000 และ P2000) พบว่ามคีวามแตกต่างของ metabolites แยกตวัของกลุ่มต่างๆ และมกีาร
ซอ้นทบักนัของขอ้มลูบางส่วน  
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รปูท่ี 22.  S-plot แสดงใหเ้หน็ Feature ID ของ ions ต่างๆ ของสารเมทาบอไลทใ์นปสัสาวะของหนู โดย
การวเิคราะหด์ว้ย LC-MS (a) เปรยีบเทยีบการเปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลทร์ะหว่างหนูตดั
รงัไขก่บัหนูปกต ิ(b) หนูตดัรงัไขไ่ดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจนกบัหนูตดัรงัไขค่วบคุม (c) หนูตดัรงัไข่
ไดร้บัสาร DPHD กบัหนูตดัรงัไขค่วบคุม และ (d)หนูตดัรงัไขไ่ดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจนกบัหนู
ปกต ิโดยทีจ่ดุสามเหลีย่มทีอ่ยูบ่นมมุขวาบนเป็นสารเมทาบอไลทท์ีเ่พิม่ขึน่ และจดุสามเหลีย่มที่
อยูบ่นมมุล่างซา้ยเป็นสารเมทาบอไลทท์ีล่ดลง 
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ตารางท่ี 6 แสดงความเข้มข้นสมัพทัธข์องสาร fatty amide โดยวิธี LC-MS 
Metabolite Name Ion R.T(min) Fold Change 
  

 
 OVX/SHAM E2/OVX DPHD/OVX EXT/OVX 

Arachidonoylamide 304.2613 20.23 0.5** 2.2** 2.0** 2.1** 
Linoleamide 280.2637 18.99 0.6 1.5** 0.9  1.4* 
Oleoyl ethylamide 310.3104 22.51 0.9 1.3* 1.2* 1.2 
Palmitamide  256.2641 19.59 0.9 1.2** 1.2** 1.2* 
Oleamide 282.2800 20.08 0.6 1.3** 1.2** 1.3** 

 
ค่าทีแ่สดงเป็น Mean ± SEM, * P < 0.05; ** P <0.01 
 
 

 
 
รปูท่ี 23.  แสดงโครงสรา้งทางเคมขีอง arachidonic acid (บน) และ arachidonoylamide (ล่าง) 
ภาพสรา้งจากโปรแกรม ChemBioDraw Ultra14 
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6. อภิปรายและสรปุผลการวิจยั 

 ในการแพทยแ์ผนไทยมกีารใชส้มนุไพรไทยหลากหลายชนิดในการรกัษา โดยในต ารบัยา
สมนุไพรแต่ละต ารบัทีน่ ามาใช ้ อาจประกอบดว้ยสมุนไพรมากกว่า 10 ชนิด ถงึแมว้่าต ารบัยาเหล่านัน้จะ
ใชไ้ดผ้ลในทางการแพทยแ์ผนไทยกต็าม แต่ดว้ยต ารบัยาประกอบดว้ยสารหลายชนิด ขาดมาตรฐานใน
การท าต ารบั การวดัประสทิธผิลของต ารบัและสารในต ารบัเป็นไปไดย้ากในทางวทิยาศาสตร ์ ไมส่ามารถ
จะบอกถงึกลไกการท างาน การจะประเมนิผลทีช่ดัเจนของการรกัษาดว้ยต ารบัสมนุไพรไทยทีซ่บัซอ้น
เหล่านัน้ได ้  หลายประเทศไดม้นี าวธิกีารทีป่ระเมนิผลในภาพรวมมาใชว้เิคราะหผ์ลของการรกัษา 
สมนุไพร มากกว่าการประเมนิฤทธิข์องสารแต่ละชนิดต่อระบบการท างานแต่ละระบบแยกกนั ในงานวจิยั
นี้ผูว้จิยัจงึไดป้ระยกุตใ์ชว้ธิ ีmetabolomics รวมถงึ lipidomics (ลปิิโดมกิส)์ ในการตรวจวดัตดิตามความ
เปลีย่นแปลงของเมทาโบไลทป์ระเภทไขมนัในซรีัม่ของหนูทีถู่กตดัรงัไขอ่อกไป และเมือ่มกีารรกัษาดว้ย
สมนุไพรว่านชกัมดลกู เน่ืองจากการวจิยัถงึฤทธิข์องสมนุไพรว่านชกัมดลกูก่อนหน้าน้ี สาร 
Diarrylheptanoid ทีพ่บในว่านชกัมดลกูสามารถออกฤทธิค์ลา้ยฮอรโ์มนเอสโตรเจน จงึเป็นทีน่่าสนใจทีจ่ะ
น าสารและสารสกดัจากว่านชกัมดลกูมาท าการศกึษาผลต่อภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจน การวจิยัครัง้นี้
จงึเป็นการน ารอ่ง การวจิยัทีน่ าวธิกีารชวีวทิยาระบบ (systems biology) มาเป็นเครื่องมอืในการศกึษา 
 ในการศกึษานี้ใชแ้บบจ าลองของพยาธสิภาพในสตัวท์ดลองเหมอืนการวจิยัก่อนหน้านี้ ใชห้นูสาย
พนัธุเ์ดยีวกบัทัง้อายแุละน ้าหนกัทีใ่กลเ้คยีงกนั เพื่อใหเ้ทยีบเคยีงอา้งองิผลได ้ การวจิยันี้เป็นการศกึษา
การเป็นแปลงของ endogenous metabolite ในซรี ัม่และปสัสาวะของหนูทีจ่ าลองภาวะพรอ่งฮอรโ์มน
เอสโตรเจนโดยการตดัรงัไข่หนูเพศเมยีนาน 3 เดอืน ภายหลงัจากการตดัรงัไข่ท าใหห้นูมนี ้าหนกัตวัที่
เพิม่ขึน้อย่างต่อเนื่อง และมปีรมิาณไขมนัสะสมใตผ้วิหนังในปรมิาณมาก มภีาวะกระดกูปรง่บาง สารจาก
ว่านชกัมดลกูทัง้สารสกดัเอทานอลและผงว่านชกัมดลกู ท าใหค้่า BMD ของกระดกูเนื้อโปรง่ (trabecular 
bone) ทีล่ดลงในหนูตดัรงัไขเ่พิม่ขึน้ใกลเ้คยีงกบัหนูปกต ิแต่ไมท่ าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงของกระดกูเนื้อ
แน่น (cortical bone) โดยทีส่ารสกดัเอทานอลของว่านชกัมดลกู ใหผ้ลต่อการเปลีย่นแปลงของค่ามวล
กระดกูชดัเจนกว่าสาร DPHD และผงว่านชกัมดลกู การศกึษาผลต่อค่าทางชวีเคมโีดยเฉพาะอย่างยิง่ ค่า
เอนไซม ์AST, ALT และผลทางโลหติวทิยาอยูใ่นระดบัปกต ิแสดงว่าสารจากว่านชกัมดลกูไม่มพีษิต่อตบั
และการเปลีย่นแปลงของระบบโลหติ  
   จากการศกึษาการเปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลทท์ีเ่ป็นผลกระทบมาจากการตดัรงัไขใ่นหนู 
ดว้ยการวเิคราะหโ์ดยใชเ้ครื่องมอื 2 ชนิดคอื LC-MS เพื่อท าการตรวจวดัสารเมทาบอไลทแ์บบไมเ่จาะจง
ชนิดของสาร (non-targeted) และใช ้ GC-MS เพื่อท าการตรวจวดัสารเมทาบอไลทท์ีท่ราบ (targeted) 
เพิม่เตมิจากส่วนทีอ่าจจะขาดหายไปจากการศกึษาแบบ non-targeted method การเปลีย่นแปลงของ
สาร metabolites ในเลอืดหลงัการตดัรงัไข ่6 สปัดาห ์ไมช่ดัเจน การเปลีย่นแปลงพบไดช้ดัเจนทีเ่วลา 12 
สปัดาหห์ลงัจากตดัรงัไข ่ ผลการวจิยัน้ีเป็นประเดน็ทีส่ าคญัของงานวจิยันี้ โดยจะใชเ้ป็น disease model 
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ในการวจิยัต่อไป โดยสรุปคอืการตดัรงัไข่ 12 สปัดาห ์ หรอื 3 เดอืนนานพอทีจ่ะเหนี่ยวน าใหเ้กดิการ
เปลีย่นแปลงการท างานของเซลลใ์นรา่งกาย ทีช่ดัเจน ส่งผลและท าใหส้าร metabolite ในกระแสเลอืดมี
การเปลีย่นแปลง เกดิการเปลีย่นแปลงของสารกลุ่มต่างๆเป็นจ านวนมาก เช่น สารไขมนัพวก fatty 
acids, phosphatidyl cholines, lysophosphatidylcholines และ amino acids และสารอื่น พบว่า amino 
acid ซึง่เป็นสารตัง้ตน้ส าหรบัการสรา้งโปรตนีต่างๆในร่างกายมกีารเปลีย่นแปลงเพิม่ขึน้ในหนูตดัรงัไข่
โดย เฉพาะ  Serine ทีเ่พิม่ขึน้ 2.1 เท่าจากหนูปกต ิ นอกจากนี้ยงัมกีารเปลีย่นแปลงของ amino acid 
ชนิดอื่นอกี อาทเิช่น tyrosine, alanine, phenylalanine, tryptophan, serine และ threonine เป็นตน้ ใน
การศกึษาครัง้นี้พบว่าการใหส้ารฮอรโ์มนเอสโตรเจนท าให ้ amino acids ในเลอืดเพิม่ขึน้ เช่น alanine, 
proline และ glycine ทีเ่พิม่ขึน้จากหนูปกตเิป็น  3.7, 3.3 และ 2.6 เท่า ตามล าดบั ซึง่อาจจะเกดิจากฤทธิ ์
ของฮอรโ์มนเอสโตรเจนในกระบวนการยอ่ยสลายโปรตนี (protein catabolism) เพื่อน าไปใชใ้นการ
สงัเคราะหโ์ปรตนีทีจ่ าเป็นต่อไป (Obayashi M. et al., 2004) หรอือาจเกดิจากการทีเ่ซลลล์ดการน าสาร
เมทาบอไลทเ์หล่านี้ไปใชง้าน อยา่งไรกต็ามในกลุ่มหนูทีไ่ดร้บัสารจากว่านชกัมดลกูช่วยลดการเปลีย่น 
แปลงของ amino acids ไดด้กืว่าฮอรโ์มนเอสโตรเจน ซึง่สารสกดัเอทานอลและผงว่านชกัมดลกูสามารถ
ช่วยรกัษาระดบัของ amino acids ใหอ้ยูร่ะดบัเดยีวกบัหนูปกตมิากกว่าสาร DPHD ซึง่การเปลีย่นแปลงนี้
คาดว่าจะเกีย่วขอ้งกบั amino acid metabolism อยา่ง glycine, serine และ threonine metabolism และ
มคีวามเกี่ยวขอ้งกบัการ lipid metabolism (Wang X. et al., 2014) นอกจาก amino acids แลว้ การ
เปลีย่นแปลงของ primary metabolite ทีเ่กีย่วขอ้งกบั fatty acid metabolism ไดแ้ก่ linoleic acid, 
stearic acid, และ palmitic acid มรีปูแบบการเปลีย่นแปลงทีค่ลา้ยกบั amino acids กล่าวคอืมรีะดบัที่
สงูขึน้ในหนูทีต่ดัรงัไข ่ ไมส่ามารถรกัษาใหเ้ป็นปกตไิดด้ว้ยฮอรโ์มนเอสโตรเจน แต่สามารถรกัษาไดส้าร
จากว่านชกัมดลกู การเปลีย่นแปลงนี้คาดว่าจะส่งผลท าใหม้กีารเปลีย่นแปลงในกระบวนการของ lipid 
metabolism (Phospholipids) ผ่าน intermediate ทีส่ าคญัอยา่ง acyl-CoA และ glycerol ซึง่กพ็บว่ามี
การเปลีย่นแปลงของ phospholipids ในกลุ่ม phosphatidylcholine (PC) และ lysophosphatidylcholine 
(LysoPC) หลายตวั โดยเฉพาะอย่างยิง่ LysoPC(18:0) โดยทีก่ารเปลีย่นแปลงของ lipids กลุ่มนี้ในหนู
ตดัรงัไข ่ ไมส่ามารถรกัษาไดด้ว้ยฮอรโ์มนเอสโตรเจน แต่สามารถรกัษาไดด้ว้ยสารจากว่านชกัมดลกู ทัง้
สาร DPHD สารสกดัเอทานอลและผงว่านชกัมดลกู  

จากการเปลีย่นแปลงของสาร metabolites ทีเ่กีย่วขอ้งกบั fatty acid และ lipid metabolism ซึง่มี
ความสมัพนัธก์นัในระดบัโมเลกุลแลว้ ยงัไมส่ามารถหาความสมัพนัธข์องการเปลีย่นแปลงของสารเมทา
บอไลทด์งักล่าวกบัฤทธิข์องสารจากว่านชกัมดลกู และฮอรโ์มนเอสโตรเจน ในการรกัษาภาวะพรอ่ง
ฮอรโ์มนเอสโตรเจนได ้ เนื่องจากในการศกึษาก่อนหน้านี้รายงานว่า สาร Diarylheptanoid จากว่านชกั
มดลกูสามารถออกฤทธิ ์ estrogenic effect ไดโ้ดยผ่าน estrogen receptor (Winuthayanon W. et al., 
2009) ดงันัน้ ผลของสารจากว่านชกัมดลกู จงึน่าจะมสี่วนทีค่ลา้ยกบัผลของฮอรโ์มนเอสโตรเจนในการ

http://jn.nutrition.org/search?author1=Mariko+Obayashi&sortspec=date&submit=Submit
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รกัษาภาวะกระดกูโปรง่บาง และภาวะไขมนัในเลอืดสงู พบว่าการเปลีย่นแปลงของ cholesterol, 
glucose, glycerol และ arachidonic acid หลงัจากไดร้บัฮอรโ์มนเอสโตรเจนและสารจากว่านชกัมดลกู มี
การเปลีย่นแปลงเป็นไปในทศิทางเดยีวกนั ในกลุ่มการทดสอบต่างๆ ในการศกึษาครัง้นี้พบว่าระดบัของ 
cholesterol ทีเ่พิม่ขึน้ในหนูตดัรงัไข ่สามารถป้องกนัไดด้ว้ยสารจากว่านชกัมดลกู ยงัพบว่า arachidonic 
acid ซึง่เป็นสารตัง้ตน้ของการสรา้งสารกลุ่ม eicosanoid ในเซลล ์ ท าหน้าทีเ่ป็นไดท้ัง้ mediators และ 
regulators ในหลาย cellular process เช่น การแขง็ตวัของเลอืด (blood clotting) การเกาะตวัของเกรด็
เลอืด (platelet aggregation) การยดึหดของกลา้มเนื้อ (smooth muscle contraction) การสรา้ง 
inflammatory cytokine และระบบภูมคิุม้กนั (immune function) ในงานวจิยัโดยใชว้ธิเีมทาบอโลมกิส ์
เพื่อศกึษาผลของภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจนเพื่อจ าลองภาวะกระดกูโปรง่บาง พบระดบัของ 
arachidonic acid เพิม่ขึน้ในหนูตดัรงัไข ่ (Ma, et al., 2013) ซึง่สอดคลอ้งกบังานวจิยัครัง้นี้ ในส่วนของ
ฤทธิต่์อเซลลก์ระดกู มรีายงานว่า arachidonic acid สามารถยบัยัง้การแบ่งตวัของเซลลก์ระดกู MC3T3-
E1 ซึง่เป็น osteoblastic cell โดยท างานผ่าน cytosolic phospholipase A2 (cPLA2) dependent 
pathway (Yoshida K. et al., 2007) ซึง่ cPLA2 เป็นเอนไซมส์ าคญัทีท่ าหน้าทีส่รา้ง arachidonic acid 
จาก phospholipid stores ในเซลล ์ MC3T3-E1 (Leis HJ. et al., 2015) จากการศกึษาการใหส้าร 
arachidonic acid ปรมิาณสูงในอาหาร พบว่า arachidonic acid ท าใหก้ระบวนการสรา้งและสลายกระดกู
ของ dermal skeleton ในสตัวท์ดลองเพิม่มากขึน้ โดยการเพิม่ matrix resorption ในระดบั ontogenetic 
scale (de Vrieze E., 2014)  

อยา่งไรกต็ามมรีายงานว่า Prostaglandin E2 (PGE2) สาร  secondary metabolite ทีถู่กสรา้ง
มาจาก arachidonic acid โดยเอนไซม ์ cyclooxygenase 2 (COX-2) สามารถกระตุน้กระบวนการสรา้ง
และสลายกระดกูได ้ (Yohida K. et al., 2002) ดงันัน้ในการวจิยัครัง้นี้ สามารถทีจ่ะสรปุไดว้่า 
arachidonic acid และ cholesterol เป็น endogenous metabolite ทีเ่กดิจากภาวะการพรอ่งฮอรโ์มน
เอสโตรเจน ซึง่อาจน าไปใชเ้ป็น biomarker ส าหรบัการเกดิโรคในสตรวียัหมดประจ าเดอืนหรอืสตรทีีม่ ี
ภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจน รวมถงึการใชเ้ป็น biomarker ส าหรบัการรกัษาดว้ยฮอรโ์มนเอสโตรเจน
และสารจากพชืสมุนไพรทีอ่อกฤทธิ ์estrogenic effect ได ้
 คณะวจิยัไดท้ าการศกึษาการเปลีย่นแปลงของสารไขมนัต่างๆ โดยวธิลีปิิโดมกิสแ์บบไมม่ี
เป้าหมาย ซึง่เป็นการเปรยีบเทยีบระดบัของไขมนัหลายชนิดในเวลาเดยีวกนั ทัง้ทีท่ราบโครงสรา้งและไม่
ทราบโครงสรา้ง โดยไม่มคีวามเจาะจง วธิกีารนี้มปีระโยชน์มากต่อการคน้หากลไกการท างานของระบบ
ทางชวีวทิยาแบบใหม่ๆ (Saghatelian, Trauger et al. 2004) ในงานวจิยัน้ี การวเิคราะหด์ว้ยวธิลีปิิโด
มกิสแ์บบไมม่เีป้าหมาย ท าใหพ้บกลุ่มไขมนัทีม่ปีรมิาณเพิม่สงูขึน้ในกลุ่มหนูตดัรงัไขเ่มือ่เทยีบกบัหนู
ปกต ิจ านวน 5 กลุ่มไขมนั ซึง่อยูใ่นกระบวนการสรา้งและสลายไขมนั (lipid metabolism) 3 วถิดีว้ยกนั 
ไดแ้ก่ ether lipid (alkenyl-LPE), glycerophospholipids (LPE) และ sphingolipids (CerP, Cer และ 
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Cer-PC) และไขมนัทีม่ปีรมิาณลดลง 2 กลุ่ม ซึง่อยูใ่นเมแทบอลซิมึของ glycerolipids (MAG และ TAG) 
(รปูที ่19) ตามฐานขอ้มลูใน KEGG pathway (Ogata, Goto et al. 1999) ไขมนัเหล่านี้มคีวามเชื่อมโยง
ต่อกนั ในเมแทบอลซิมึของ sphingolipid Cer เป็นสารตัง้ตน้ในการสงัเคราะห ์CerP และ Cer-PC โดยม ี
ceramide kinase และ sphingomyelin synthase เป็นตวัเรง่ ตามล าดบั ในขณะเดยีวกนั Cer เชื่อมโยง
กบั LPE ในเมแทบอลซิมึของ glycerophospholipid โดยม ี sphingosine, sphingosine-1-phosphate 
และ phosphoethanolamine คณะวจิยัพบว่าสภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจนไม่มผีลต่อระดบัของ 
sphingosine ในซรีัม่หนู โดยสาร sphingosine-1-phosphate นัน้มปีรมิาณน้อยเกนิกว่าทีจ่ะตรวจพบได ้
ส่วน phosphoethanolamine ยงัไม่มรีายงานใดๆ กล่าวถงึการเปลีย่นแปลงมาก่อน และส่วนสุดทา้ย 
LPE เองสามารถแปลงเป็น alkenyl LPE ในเสน้ทาง ether lipid หรอื MAG, TAG ในเสน้ทาง 
glycerolpid ไดเ้ช่นกนั 
 การที ่ Cer และสฟรงิโกลปิิดอื่นๆ มรีะดบัเพิม่สงูขึน้ในสภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจนนัน้ อาจ
ไมเ่ป็นทีน่่าแปลกใจนกั ดว้ย Cer เป็นสารสื่อสญัญาณ (signaling molecule) ทีท่ าใหเ้กดิสมดุลของระบบ
เมแทบอลซิมึและสารอาหารในเซลล ์(Yuyama, Mitsutake et al. 2014) การทีม่ ีCer เพิม่ขึน้ ท าใหเ้ซลล์
ลดการดดูซมึสารอาหารหลกั 3 ชนิด (กลโูคส กรดไขมนั และกรดอะมโิน) โดยการลดการสงัเคราะหส์าร
เหล่านี้ รวมถงึโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการน าส่งเมทาโบไลทเ์หล่านี้เขา้สู่เซลลล์ง เช่น การลดการสงัเคราะห ์
glucose transporter 4 (GLUT4), fatty acid translocase (CD36) และ amino acid transporter 2 
(SNAT2) เป็นตน้ การยบัยัง้การดดูซมึสารอาหารดงักล่าว จะท าใหส้ารเหล่านี้มรีะดบัเพิม่สงูขึน้ในซรีัม่ 
ซึง่เป็นไปในทศิทางเดยีวกบัผลการทดลองทีพ่บในหนูตดัรงัไขท่ีม่รีายงานมา (Ma, Zhang et al. 2011, 
Manolagas, O’Brien et al. 2013) นอกจากนี้ การทีเ่ซลลข์าดสารอาหารยงัท าใหเ้ซลลต์าย ซึง่เป็นการ
เชื่อมโยงหน้าทีข่อง Cer ในการควบคุมเมแทบอลซิมึของเซลลเ์ขา้กบัอกีหน้าทีห่นึ่งในการควบคุมการ
ตายแบบอะพอพโทซสิ (apoptosis) และกบัโรคต่างๆ เช่น โรคอว้น เบาหวาน หวัใจ อลัไซเมอร ์ และ
มะเรง็(Snyder, Lee et al. 1997, Chaurasia and Summers 2015) ซึง่มรีะดบัของ Cer เพิม่ขึน้เช่นกนั 
 ในลกัษณะเดยีวกนั การเพิม่ขึน้ของ alkenyl-LPE กเ็ชื่อมโยงกบัสภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตร
เจนผ่าน platelet-activating factor (PAF; 1-O-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholine) alkenyl-
LPE เป็นสารทีท่ าใหเ้กดิการสงัเคราะห ์PAF โดยช่วยรบัโซ่ arachidonyl มาจาก 1-alkyl-2-acylglycero 
phosphocholine ท าใหไ้ด ้ 1-alkyl-sn- glycero-3-phosphocholine (lyso PAF) ซึง่เป็นสารตัง้ตน้ในการ
สงัเคราะห ์PAF (Snyder, Lee et al. 1997) PAF ท าหน้าทีค่วบคุมกระบวนการทางชวีวทิยาต่างๆ เช่น 
การกระตุน้เกลด็เลอืด และความดนั ผ่านตวัรบั PAF ทีจ่บักบัจ-ีโปรตนี (G-protein) ตวัรบั PAF นี่เองที่
เป็นจุดเชื่อมโยงระหว่าง PAF, สภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจน และโรคกระดกูพรนุ เพราะมกีารแสดง
ก่อนหน้านี้ว่าการละลายของกระดกู (bone resorption) ลดลงเป็นอย่างมากในหนูทีไ่ม่มตีวัรบั PAF ที่



50 
 

ไดร้บัการตดัรงัไข(่Hikiji, Ishii et al. 2004) การทีท่มีวจิยัของเราพบการเพิม่ขึน้ของปรมิาณ alkenyl-LPE 
ในตวัอยา่งจากหนูทีไ่ดร้บัการตดัรงัไขเ่ป็นการช่วยสนับสนุนการเชื่อมโยงนี้  
 ส าหรบัระดบัของ LPE ทีเ่พิม่ขึน้ Park และคณะ(Park, Lee et al. 2013) ไดแ้สดงใหเ้หน็ว่า LPE 
สามารถกระตุน้การเพิม่ขึน้ของความเขน้ขน้ Ca2+ ภายในเซลล ์MDA-MB-231 ซึง่เป็นเซลลม์ะเรง็เตา้นม 
โดยกระตุน้ผ่านตวัรบั LPA1 และ CD97 ซึง่เกีย่วขอ้งกบัการยา้ยทีแ่ละการเพิม่จ านวนของเซลล ์ การ
ทดลองใหส้าร E2 ในเซลลช์นิดเดยีวกนันี้ทีม่กีารแสดงออกของตวัรบั ER ท าใหเ้กดิการยบัยัง้การเพิม่
จ านวนของเซลล(์Moggs, Murphy et al. 2005) จากขอ้มลูทัง้หมดนี้ สรปุไดว้่า E2 และ LPE ส่งผล
ตรงกนัขา้มกนัต่อเซลลม์ะเรง็ MDA-MB-231 ซึง่กต็รงกบัผลการทดลองลปิิโดมกิสข์องเราทีพ่บ LPE มี
ปรมิาณเพิม่ขึน้ในสภาวะพร่องฮอรโ์มนเอสโตรเจนของตวัอยา่ง ovx 
 หนึ่งในขอ้ขดัแยง้ทีพ่บระหว่างขอ้มลูทีไ่ดจ้ากการวจิยัครัง้นี้กบัขอ้มลูในงานวจิยัก่อนหน้านี้คอื
ระดบัของ TAG ในรายงานวจิยัก่อนหน้านี้ Ma และคณะ(Ma, Zhang et al. 2011) ใชชุ้ดอุปกรณ์พาณชิย์
เพื่อวดัค่าความเขม้ขน้ของ TAG ในซรีัม่ของหนู ovx และพบว่า TAG มปีรมิาณเพิม่ขึน้ 1.3 เท่าเมือ่
เทยีบกบัปรมิาณใน sham ในขณะทีก่ารวดัค่า TAG โดยใชว้ธิลีปิิโดมกิสด์ว้ย LC-MS นัน้ ทางทมีวจิยั
กลบัพบปรมิาณทีล่ดลงของ TAG ซึง่ลดลง 2.0-2.4 เท่าในซรีัม่ของหนูทีอ่ยูใ่นสภาวะพรอ่งฮอรโ์มน
เอสโตรเจน (ตารางที ่ 5) หลงัจากทางทมีวจิยัไดต้รวจสอบรายละเอยีดของการทดลองอกีครัง้ ทมีวจิยั
สนันิษฐานว่าผลการทดลองทีต่่างกนัครัง้นี้อาจมผีลมาจากตวัแปรต่างๆ ดงันี้ (ก) เวลาเกบ็ซรี ัม่หลงัการ
ผ่าตดั (ณ สปัดาหท์ี ่ 6 ในรายงานก่อนหน้า เทยีบกบัสปัดาหท์ี ่ 12 ในรายงานน้ี) (ข) การกระท ากบัสตัว ์
และ (ค) ปรมิาณ TAG ทีว่ดั (ปรมิาณ TAG รวมในรายงานก่อนหน้า เทยีบกบัปรมิาณ TAG แต่ละชนิด
ในรายงานน้ี) การจะตดัสนิว่าปจัจยัเหล่าน้ีส่งผลต่อความแตกต่างของปรมิาณ TAG อยา่งไรคงตอ้งท า
การคน้หาต่อไป อยา่งไรกต็าม นอกจากงานวจิยัทีพ่ดูถงึแลว้ ยงัมงีานวจิยัอื่นๆ ทีว่ดัปรมิาณ TAG ใน
ซรีัม่ของหนู ovx ณ เวลาต่างๆ หลงัการผ่าตดัและพบว่า ระดบัของ TAG รวมไมม่คีวามแตกต่างกบั
ระดบัใน sham อกีดว้ย(Black, Sato et al. 1994, Armamento-Villareal, Sheikh et al. 2005, Martins-
Maciel, Campos et al. 2013) ท าใหเ้ป็นไปไดว้่า สภาพแวดลอ้มและการกระท าต่อสตัวอ์าจมผีลต่อ
ปรมิาณ TAG ทีพ่บในหนู ovx ได ้
 E2

 เป็นเอสโตรเจนหลกัทีห่ลัง่จากรงัไข ่ การใหส้าร E2 แก่หนูกลุ่ม ovx จงึควรช่วยท าใหร้ะดบั
ของไขมนัทีม่กีารเปลีย่นแปลงกลบัคนืสู่ระดบัปกตทิีพ่บในหนูกลุ่ม sham อยา่งไรกด็ ี ในการทดลองของ
ทมีวจิยั พบว่า การใหส้าร E2 ส่งผลต่อระดบัของ Cer เท่านัน้ ซึง่เป็นไปไดอ้ย่างยิง่ว่า การเปลีย่นแปลงนี้
ส่งผลต่อการจ าแนกกลุ่มบน score plot ของวธิ ี OPLS-DA ส าหรบัขอ้มลูขัว้ลบ ซึง่ขอ้มลูจากกลุ่ม 
ovx+E2 อยูร่วมกนัระหว่างกลุ่ม ovx กบักลุ่ม sham ถงึแมว้่าผลการทดลองจะไมเ่ป็นไปตามทีค่าดไว ้แต่
มนัตรงกบัผลการทดลองในรายงานก่อนหน้านี้ซึง่พบว่าไมม่กีารเปลีย่นแปลงใดๆ ต่อระดบัของ TAG 
เมือ่ใหส้าร E2 แก่หนูกลุ่ม ovx(Black, Sato et al. 1994) เนื่องจากรงัไขห่ลัง่ฮอรโ์มนชนิดอื่น
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นอกเหนือจาก E2 ดว้ย เช่น estrone ขอ้มลูจากการทดลองบ่งชีว้่า ระดบัของไขมนัทีเ่กีย่วขอ้งกบัสภาวะ
พรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจนอาจอยูภ่ายใตก้ารควบคุมของสญัญาณจากฮอรโ์มนชนิดอื่นได้ 
 ผลทีไ่ดจ้ากลปิิโดมกิสแ์สดงใหเ้หน็ว่าหนู ovx ตอบสนองต่อการรกัษาดว้ยสารสกดัหรอืผงว่านชกั
มดลกูดกีว่าการรกัษาดว้ยสาร DPHD บรสิุทธิเ์ลก็น้อย เน่ืองจากผลของยาไมไ่ดข้ึน้อยูก่บัองคป์ระกอบ
เท่านัน้แต่ยงัขึน้อยูก่บัความเขม้ขน้ดว้ย ทางทมีวจิยัจงึไดท้ าการหาปรมิาณ DPHD ในสารสกดัหรอืผล
ว่านชกัมดลกูทีใ่ชด้ว้ย ผลปรากฏว่า ถา้ตอ้งการใหไ้ดป้รมิาณ DPHD เท่ากบัทีใ่ชใ้นการใหส้ารบรสิุทธิ ์
DPHD คอื 50 มก. ต่อน ้าหนกัตวั 1 กก. เราจะตอ้งใหส้ารสกดัว่านชกัมดลกูแก่หนู ovx 500 มก. ต่อ
น ้าหนกัตวั 1 กก. หรอืใหผ้งว่านชกัมดลกู 2000 มก. ต่อน ้าหนกัตวั 1 กก. ซึง่เท่ากบัทีใ่หก้บัหนูกลุ่ม 
ovx+Ext หรอื ovx+P2000 ตามล าดบั ผลต่อไขมนัทีว่ดัไดด้ขี ึน้เลก็น้อยจงึอาจมาจากการทีส่ารสกดัหรอื
ผงว่านชกัมดลกูมสีาร phytoestrogen อื่นๆ ดว้ย เช่น (E)-1,7- diphenylhept-6-en-3-one และ 
(1E,3E,5E)-hepta-1,3,5-triene-1,7-diyldibenzene(Suksamrarn, Ponglikitmongkol et al. 2008) ซึง่คง
มสี่วนช่วยเสรมิประสทิธภิาพของมนั อย่างไรกต็าม ทางทมีวจิยัพบว่า การใหส้ารสกดัว่านชกัมดลกูทีม่ ี
ปรมิาณ DPHD เพยีงครึง่หนึ่งของสาร DPHD บรสิุทธิท์ีใ่ห ้ดงัเช่นในกลุ่ม ovx+P1000 กใ็หป้ระสทิธผิล
ในการท าใหป้รมิาณไขมนัในซรีัม่ของหนู ovx ใกลเ้คยีงกบัหนูในสภาวะปกตดิกีว่าการใหส้ารบรสิุทธิ ์
เช่นกนั ดงันัน้ จงึเป็นไปไดว้่า ผลทีส่งัเกตไดอ้าจไมไ่ดม้าจากผลรวมของฤทธิข์องสาร phytoestrogen 
ต่างๆ เท่านัน้ แต่น่าจะมาจาก synergistic effect จากสารต่างๆ ในสารสกดัว่านชกัมดลกูดว้ย       
 

สรปุผลการวิจยั 

 จากการศกึษาการเป็นแปลงของ endogenous metabolite ในซรี ัม่และปสัสาวะของหนูทีจ่ าลอง
ภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจนโดยการตดัรงัไข่นัน้ มกีารเปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลทเ์หน็ชดัเจน
หลงัจากตดัรงัไขน่าน 3 เดอืนหรอื 12 สปัดาห ์ พบมกีารเปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลทห์ลายกลุ่ม
ไดแ้ก่ amino acids, fatty acids, organic acids, lipids, phospholipids และ primary metabolites และ 
intermediate เป็นตน้ โดยทีก่ารเปลีย่นแปลงดงักล่าวเป็นผลจากการเปลีย่นแปลงการท างานของเซลลใ์น
สภาวะพรอ่งของฮอรโ์มนเอสโตรเจน การใหส้ารจากว่านชกัมดลกู ใหผ้ลทีม่ที ัง้ส่วนทีค่ลา้ยและแตกต่าง
จากผลการรกัษาดว้ยฮอรโ์มนเอสโตรเจน โดยทีส่ารสกดัเอทานอลและผงว่านจะใหผ้ลทีใ่กลเ้คยีงกนั 
ในขณะทีส่าร DPHD มแีนวโน้มท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลทใ์นซรีัม่คลา้ยกบัสาร
มาตรฐานเอสโตรเจน ไดพ้บการเปลีย่นแปลงของสารเมทาบอไลทท์ีอ่าจเป็น biomarker ทีส่ าคญัต่อ
ภาวะกระดกูโปรง่บางและภาวะไขมนัในเลอืดสงูนัน้ ไดแ้ก่สาร arachidonic acid และไขมนัประเภท 
phospholipid ไดแ้ก่ phosphatidylcholine (PC) และ lysophosphatidylcholine (lysoPC) ทีเ่พิม่ขึน้ใน
หนูตดัรงัไข ่ และสามารถป้องกนัไดด้ว้ยสารจากว่านชกัมดลกู และฮอรโ์มนเอสโตรเจน จากการหา
ความสมัพนัธใ์น metabolic pathway ของสารเมทาบอไลทท์ีม่กีารเปลีย่นแปลงดงักล่าว พบว่ามคีวาม
เกีย่วขอ้งกนัเชงิระบบ คอื การเปลีย่นแปลงของไขมนั lysophosphatidylcholine ผ่าน phosphatidyl 
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ethanolamine (PE) และการเปลีย่นแปลงของไขมนั phosphatidylcholine (PC) ท าใหเ้กดิการ
เปลีย่นแปลงของ linoleic acid metabolism ซึง่เป็นกระบวนการทีจ่ะน าไปสู่การสรา้ง arachidonic acid 
ซึง่เป็น biomarker ทีส่ าคญัทีพ่บในการวจิยัครัง้นี้ ซึง่คาดว่าจะมผีลต่อกระบวนการสรา้งและสลายกระดูก 
ในภาวะพรอ่งฮอรโ์มนเอสโตรเจนและอาจน าไปใชเ้ป็น biomarker ของการเกดิโรคและผลของการรกัษา
ดว้ยสมนุไพรว่านชกัมดลกูต่อไป 
           ผลการวจิยัทีไ่ดร้บันี้นบัว่ามคีวามส าคญัต่อการน าว่านชดัมดลกูไปท าเป็นผลติภณัฑท์ีใ่ชเ้สรมิ
สุขภาพในผูส้งูอายตุ่อไป  และแนวทางทีไ่ดจ้ากการวจิยันี้สามารถน าไปประเมนิผลการวจิยัอื่นๆต่อไป 
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Abstract: 

Curcuma comosa is an indigenous medicinal plant in Zingiberaceae family, which 
contains phytoestrogens and has been widely used to relieve menopausal symptoms. To 
assess its therapeutic potential, urinary metabolomes in the ovariectomy-induced osteopenia 
rats (OVX) were analyzed three months after surgery using ESI-LC/MS. The results found a 
total of 3708 ion features of urinary metabolites with 12 and 11 features downregulated and 
upregulated in the OVX rats, respectively, when compared to those in sham controls. Using the 
S-plot of OPLS-DA model, the analysis indicated a marked decrease in the levels of 
arachidonoylamide in the OVX rats, which could be restored by treatments with estrogen (17β-
estradiol) or a diarylheptanoid from C. comosa. The levels of many other fatty amides, such as 
linoleamide, oleamide, oleoyl ethylamide, and palmitamide were found to be increased in the 
estrogen, and C. comosa treatments compared to those in sham controls and the OVX rats. 
Overall, the untargeted metabolomics approach suggested the use of urinary 
arachidonoylamide as a putative biomarker to investigate the roles of estrogen and 
phytoestrogen in preventing the functional impairments in menopauses. The specificity of such 
biomarker might be worth validating further in the future. 

1. Introduction 
Metabolomics is an emerging omic 

science that aims to identify and quantify 

low molecular weight (<1500 Da) biological 
molecules resulted from the cellular 
processes at any particular physiological 
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state.1,2 Varieties of metabolites in biological 
fluids and in tissue samples are reliably 
detected by using metabolomics.3 Urine is a 
non-invasive body fluid excreted by the 
kidney. It contains a number of water-
soluble metabolites and biomolecules 
extracted from bloodstream, which may 
exhibit metabolic signatures of many 
biological pathways. As urine can be 
obtained in large volume with less 
interference from proteins or lipids,4 a 
number of metabolomics studies have been 
conducted using urine and revealed many 
disease biomarkers.5-8 

Curcuma comosa Roxb. (C. comosa) is 
a medicinal plant in Zingiberaceae family 
that has been used widely to alleviate 
postmenopausal symptoms in Thailand.  
Diarylheptanoid, (3R)-1,7-diphenyl-(4E, 6E)-
4,6-heptadien-3-ol (DPHD), has been 
identified as the major active phytoestrogen 
of C. comosa.9 Many pharmacological 
activities of C. comosa and its active 
compound in both in vitro and in vivo 
systems have been reported, which include 
the positive osteogenic effect to preserve 
bone mass in the ovariectomized (OVX)-
induced osteopenia in rats and lowering 
hyperlipidemia in animals.10-12 The present 
study aims to investigate urinary untargeted 
metabolite profile in the OVX rats and 
assess therapeutic potential of C. comosa 
as compared to estrogen. 

 

2. Materials and Methods 
2.1 Chemicals 

Acetonitrile and methanol were 
purchased from Merck (Darmstadt, 
Germany). Formic acid was purchased from 
Fisher Scientific (Geel, Belgium). 17β-
estradiol (E2) was purchased from Sigma 
Aldrich (St. Louis, MO, USA).  
Phytoestrogen diarylheptanoid (1,7-diphe -
nyl-(4E,6E)-4,6-heptadien-3-ol; DPHD) and 
C. comosa extract were prepared as 
previously described.10 All chemical 
reagents used were of HPLC grade.  

 
2.2 Animals and treatments 

Eight week old female Sprague-Dawley 
rats were supplied by the National 
Laboratory Animal Centre of Thailand 
(Salaya, Nakornpathom, Thailand).  They 
were subjected to ovariectomy and 
treatments as previously described11. Seven 
days following the operation, the animals 
were assigned to receive daily treatments of 
either estradiol (E2, 10 µg/kg BW, sc), 
DPHD isolated from C. comosa (50 mg/kg 
BW, sc) or C. comosa ethanol extract (500 
mg/kg BW, po) for 12 weeks. The obtained 
data from treatment groups were compared 
to those of sham and OVX controls. Body 
weights were recorded weekly throughout 
experimental period. At the end of the 
treatment, an overnight fasted urine sample 
was collected in the standard metabolic 
cage. The samples were stored at -80oC 
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until analysis. The animal protocol was 
approved by the Animal Care and Use 
Committees, Faculty of Science, Mahidol 
University.  

 
2.3 Urine sample preparation 

In preparation for metabolomic analysis, 
100 µL rat urine samples were diluted with 
400 µL of ice cold methanol and then 
centrifuged at 15,000×g for 10 min. The 
supernatant was transferred into HPLC vial, 
and 10 µL of the sample was introduced 
into LC–MS system for untargeted 
metabolites analysis.  

 

2.4 Liquid chromatography–mass 
spectrometry analysis 

The urine samples were analyzed using 
LC–MS system. Metabolites were separated 
on C18 (100 mm length × 2.1 mm i.d., 3 
µm) analytical column (phenomenex, CA, 
USA). Mobile phase A composed of 5 mM 
ammonium acetate in water with 0.1% 
formic acid (A), and mobile phase B was 
composed of acetonitrile with 0.1% formic 
acid (B). The mobile phase composition 
started at 5% of B and linearly increased to 
80% within 15 min and 95% over 25 min. 
The mass spectrometer was operated using 
electrospray ionization (ESI) at the m/z 
range of 50–1500 in the positive mode. 

 
2.5 Data processing 

All LC–MS data were processed using 
XCMS online (xcmsonline.scripps.edu) 
platform13 for peak detection and retention 
time (R.T.) alignment. The data matrix was 
imported to SIMCA 14 (Umetrics, Umea, 
Sweden) platform for multivariate data 
analyses. Metabolite features consisted of 
mass-to-charge ratio (m/z) and retention 
time were used for primary identification. 
Subsequently, S-plot of orthogonal 
projections to the latent structure with 
discriminant analysis (OPLS-DA) was 
conducted to discover biomarkers. 

 

2.6 Statistical analysis 
All data were expressed as means ± 

SEM, and statistical analyses were 
performed using Student’s t-test for 
independent two samples, p<0.05 indicated 
statistical significance. 

 

3. Results & Discussion 
3.1 Metabolomics analysis of urine 
samples 

During the course of the experiment, all 
rats were healthy and progressively gain 
body weights in a similar pattern to that 
previously reported.12 For the analysis of 
metabolites in urine samples, total ion 
chromatograms produced by LC–MS 
analysis were subjected to peak pickup and 
retention time alignment by using XCMS 
software, which showed a total of 3,708 ion 
features of urinary metabolites. In the next 
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step, statistical analysis was performed by 
comparing the metabolite profile of OVX 
rats with those of sham  control. The result 
revealed 23 statistically significant changing 
metabolite features, 12 downregulated and 
11 upregulated, in the OVX rats, when 
compared to those in sham control. 

To determine the effect of ovariectomy 
and those of estrogen, and C. comosa 
phytoestrogen treatments, we conducted 
multivariate data analysis using OPLS-DA 
model. As shown in Figure 1, OPLS-DA 
score plot discriminant analysis for the 
whole data is created to visualize the 
discrimination among categorized set of 
metabolic data. The results showed that the 
urine data of the control group (SHAM) and 
the experimental disease model group 
(OVX) were not different and could not be 
clearly separated from each other. The 
majority of endogenous metabolites in urine 
of the OVX-estrogen deficiency model may 
not be distinctly affected, even at the longer 
period of 12 weeks of hormone depletion. 
However, when comparing among the OVX 
animals receiving varieties of treatments, 
the separation of metabolites were 
detected. The effects of treatment by DPHD 
were more similar to those by E2 than 
those by C. comosa ethanol extract (EXT). 

To elucide potential biomarkers of 
interest, the metabolite features on the S-
plot (Figure 2A-D), which contributed 
strongly to the vector of the predictive 

component on the upper right or lower left 
quadrant, were considered as the increased 
or decreased markers.16 When comparing 
the OVX group to the sham control, the 
highest magnitude of decrease and high 
reliability in ion feature of  metabolite with 
m/z  304.2613 at the retention time of 20.23 
min was observed, and the metabolite was 
identified as arachidonoylamide.   

Next, we examined the effect of 
estradiol treatment in OVX rats using similar 
analytical approach. In this case, protonated 
ions (M+H+) at accurate m/z of 304.2613, 
280.2637, 310.3104, 256.2641 and 
282.2800 were found to be increased in E2-
treated rats compared to that in OVX 
controls.  
 

 

 

 
Figure 1. OPLS-DA score plot discrimi-nant 
analysis of data from various treatment 
groups; sham control (SHAM), OVX control, 
estrogen (E2) and C. comosa (DPHD and 
EXT-treatments. SHAM and OVX data were 
intermixing. The separation could be 
observed among OVX rats receiving variety 
of treatments.   
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Figure 2. S-plots of the OPLS-DA model 
show different relative contribution between 
(A) OVX and SHAM control rats; (B) 
estradiol (E2) and OVX; (C) DPHD and 
OVX; and (D) E2 and SHAM, respectively. 
Each point represents a metabolite feature. 
The upper right and lower left features 
indicate increases and decreases, which 
contribute to group classification.  
       
When searched against METLIN metabolite 
database and confirmed the structural 
assignment by tandem mass spectrometry 
(MS/MS),14 these ions appeared to be 
derived from arachidonoylamide, 
linoleamide, oleoyl ethylamide, palmitamide, 
and oleamide, respectively (Table 1). 
Notably, E2 treatment could prevent the 
lowering in arachidonoylamide in the OVX 
rats and restore its levels to that of the 
sham controls. 

To determine whether these fatty acid 
amide urinary metabolites were relevant to 
other treatments in the OVX rats, the ratios 
of these metabolite levels in other treatment 
groups (DPHD, and EXT) to those in the 
OVX group were calculated (Table 1), and 

heat map view of these 5 fatty amides 
metabolites in rats urine were plotted to 
visualize the changes of individual 
parameters (Figure 3). The results indicated 
that all fatty acid amides, except for 
linoleamide, were significantly increased in 
the DPHD-treated rats, whereas all but not 
oleoyl ethylamide were elevated in the C. 
comosa ethanol extract-treated rats. 
Interestingly, arachidonoylamide again 
showed the highest increase in its level 
under the treatment with DPHD (2.0-fold) 
and C. comosa ethanol extract (2.1-fold).   

Together, these results suggested the 
potential roles of arachidonoylamide as a  

  
promising putative biomarker for estrogen 
deficiency and the evaluation of therapeutic 
intervention. Arachidonoyl-amide is a fatty 
acid amide of arachidonic acid, which is a 
precursor for the synthesis of endogenous 
prostaglandins. This compound has been 
reported to be involved in the regulation of 
adipogenic and lipogenic genes.18,19 It is 
therefore possible that arachidonoylamide 
might be associated with the regulation of 
lipogenesis and bone turnover process. 
However, whether this is the case in the 
present study, which is a study in estrogen 
deficient model, requires further 
investigation. 
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Figure 3. Heat map of urinary fatty acid 
amides of sham and OVX controls, and 
OVX-treated rats. Each row represents a 

metabolite feature and each column 
represents a sample.  The Z-score scale 
expressions are plotted in red-green square 
color scale to indicated low to high levels of 
expression. 
 
 

 

 
Table 1. Relative levels of the fatty acid amides in various treatment groups measured by LC–
MS untargeted metabolomics platforms 
 

Metabolite Name Ion R.T.(min
) 

Fold Change1,2 

      OVX/SHA
M 

E2/OV
X 

DPHD/OV
X 

EXT/OV
X 

Arachidonoylamid
e 

304.261
3 

20.23 0.5** 2.2** 2.0** 2.1** 

Linoleamide 280.263
7 

18.99 0.6 1.5** 0.9 1.4* 

Oleoyl ethylamide 310.310
4 

22.51 0.9 1.3* 1.2* 1.2 

Palmitamide  256.264
1 

19.59 0.9 1.2** 1.2** 1.2* 

Oleamide 282.280
0 

20.08 0.6 1.3** 1.2** 1.3** 

1Fold change represents the relative ratios of levels of the fatty acid amides in 
ovariectomized (OVX) rats to those in sham-operated control (SHAM), estradiol (E2), 
isolated compound from C. comosa (DPHD), or C. comosa ethanol extract (EXT) groups. 
2Statistical significance determined by Student’s t test: *p < 0.05; **p < 0.01 (N = 7). 
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4. Conclusion 
 Our metabolomics analysis suggests 

the roles of the urinary fatty acid amide 
arachidonoylamide as a promising putative 
novel biomarker to investigate the effects of 
estrogen and phytoestrogen in preventing 
the functional impairments in menopauses. 
This is the first report on the effects of 
estrogen and phytoestrogens on urinary 
metabolites in the OVX rats by using 
metabolomics approach. Future study 
should involve validating the specificity of 
such biomarker. 
 
Acknowledgements 

This study was supported by the 
Strategic Basic Research Grant of Thailand 
Research Fund (to PP, and to AS), the 
Office of the Higher Education Commission 
and Mahidol University under the National 
Research and Universities Initiative (NRU).  

 
References 
 
1. Wishart, D. S., Current progress in 

computational metabolomics. Briefings 
in bioinformatics 2007, 8 (5), 279-293. 

2. Hollywood, K.; Brison, D. R.; Goodacre, 
R., Metabolomics: current technologies 
and future trends. Proteomics 2006, 6 
(17), 4716-4723. 

3. Beger, R.; Colatsky, T., Metabolomics 
data and the biomarker qualification 
process. Metabolomics 2012, 8 (1), 2-7. 

4. Bouatra, S.; Aziat, F.; Mandal, R.; Guo, 
A. C.; Wilson, M. R.; Knox, C.; 
Bjorndahl, T. C.; Krishnamurthy, R.; 
Saleem, F.; Liu, P.; Dame, Z. T.; 
Poelzer, J.; Huynh, J.; Yallou, F. S.; 
Psychogios, N.; Dong, E.; Bogumil, R.; 
Roehring, C.; Wishart, D. S., The 
human urine metabolome. PloS one 
2013, 8 (9), e73076. 

5. Wang, W.; Wang, S.; Tan, S.; Wen, M.; 
Qian, Y.; Zeng, X.; Guo, Y.; Yu, C., 
Detection of urine metabolites in 
polycystic ovary syndrome by UPLC 
triple-TOF-MS. Clinica chimica acta; 
international journal of clinical chemistry 
2015, 448, 39-47. 

6. Vicente-Munoz, S.; Morcillo, I.; 
Puchades-Carrasco, L.; Paya, V.; 
Pellicer, A.; Pineda-Lucena, A., Nuclear 
magnetic resonance metabo-lomic 
profiling of urine provides a noninvasive 
alternative to the identification of 
biomarkers associated with 
endometriosis. Fertility and sterility 2015. 

7. Adamko, D. J.; Nair, P.; Mayers, I.; 
Tsuyuki, R. T.; Regush, S.; Rowe, B. 
H., Metabolomic profiling of asthma and 
chronic obstructive pulmonary disease: 
A pilot study differentiating diseases. 
The Journal of allergy and clinical 
immunology 2015, 136 (3), 571-580 e3. 

8. Xue, L.; Wang, Y.; Liu, L.; Zhao, L.; 
Han, T.; Zhang, Q.; Qin, L., A HNMR-
based metabonomics study of 



:  2 

© The 2016 Pure and Applied Chemistry International Conference (PACCON 2016) 

postmenopausal osteoporosis and 
intervention effects of Er-Xian Decoction 
in ovariectomized rats. International 
journal of molecular sciences 2011, 12 
(11), 7635-7651. 

9. Suksamrarn, A.; Ponglikitmongkol, M.; 
Wongkrajang, K.; Chindaduang, A.; 
Kittidanairak, S.; Jankam, A.; 
Yingyongnarongkul, B. E.; Kittipanumat, 
N.; Chokchaisiri, R.; Khetkam, P.; 
Piyachaturawat, P., Diarylheptanoids, 
new phytoestrogens from the rhizomes 
of Curcuma comosa: Isolation, chemical 
modification and estrogenic activity 
evaluation. Bioorganic & medicinal 
chemistry 2008, 16 (14), 6891-902. 

10. Bhukhai, K.; Suksen, K.; Bhummaphan, 
N.; Janjorn, K.; Thongon, N.; 
Tantikanlayaporn, D.; Piyachaturawat, 
P.; Suksamrarn, A.; Chairoungdua, A., 
A Phytoestrogen Diarylheptanoid 
Mediates Estrogen 
Receptor/Akt/Glycogen Synthase 
Kinase 3β Protein-dependent Activation 
of the Wnt/β-Catenin Signaling 
Pathway. The Journal of biological 
chemistry 2012, 287 (43), 36168-36178. 

11. Tantikanlayaporn, D.; Robinson, L. J.; 
Suksamrarn, A.; Piyachaturawat, P.; 
Blair, H. C., A diarylheptanoid 
phytoestrogen from Curcuma comosa, 
1,7-diphenyl-4,6-heptadien-3-ol, 
accelerates human osteoblast 
proliferation and differentiation. 

Phytomedicine : international journal of 
phytotherapy and phytopharmacology 
2013, 20 (0), 676-682. 

12. Tantikanlayaporn, D.; Wichit, P.; 
Weerachayaphorn, J.; Chairoungdua, 
A.; Chuncharunee, A.; Suksamrarn, A.; 
Piyachaturawat, P., Bone sparing effect 
of a novel phytoestrogen 
diarylheptanoid from Curcuma comosa 
Roxb. in ovariectomized rats. PloS one 
2013, 8 (11), e78739. 

13. Gowda, H.; Ivanisevic, J.; Johnson, C. 
H.; Kurczy, M. E.; Benton, H. P.; 
Rinehart, D.; Nguyen, T.; Ray, J.; 
Kuehl, J.; Arevalo, B.; Westenskow, P. 
D.; Wang, J.; Arkin, A. P.; 
Deutschbauer, A. M.; Patti, G. J.; 
Siuzdak, G., Interactive XCMS Online: 
simplifying advanced metabolomic data 
processing and subsequent statistical 
analyses. Analytical chemistry 2014, 86 
(14), 6931-9. 

14. Zhu, Z. J.; Schultz, A. W.; Wang, J.; 
Johnson, C. H.; Yannone, S. M.; Patti, 
G. J.; Siuzdak, G., Liquid 
chromatography quadrupole time-of-
flight mass spectrometry 
characterization of metabolites guided 
by the METLIN database. Nature 
protocols 2013, 8 (3), 451-60. 

15. Wiklund, S.; Johansson, E.; Sjöström, 
L.; Mellerowicz, E. J.; Edlund, U.; 
Shockcor, J. P.; Gottfries, J.; Moritz, T.; 
Trygg, J., Visualization of GC/TOF-MS-



:  3 

© The 2016 Pure and Applied Chemistry International Conference (PACCON 2016) 

Based Metabolomics Data for 
Identification of Biochemically 
Interesting Compounds Using OPLS 
Class Models. Analytical chemistry 
2008, 80 (1), 115-122. 

16. Vaidya, H.; Cheema, S. K., Arachidonic 
acid has a dominant effect to regulate 
lipogenic genes in 3T3-L1 adipocytes 
compared to omega-3 fatty acids. Food 
& Nutrition Research 2015, 59, 
10.3402/fnr.v59.25866. 

17. Nikolopoulou, E.; Papacleovoulou, G.; 
Jean-Alphonse, F.; Grimaldi, G.; Parker, 
M. G.; Hanyaloglu, A. C.; Christian, M., 
Arachidonic acid-dependent gene 
regulation during preadipocyte 
differentiation controls adipocyte 
potential. Journal of lipid research 2014, 
55 (12), 247



x 

741 
© The 2016 Pure and Applied Chemistry International Conference (PACCON 2016) 

Natural Products, Biological Chemistry and Chemical Biology (NBC-P-1589) 

Untargeted metabolomics of urine from ovariectomized rats: Effects of a 
diarylheptanoid from Curcuma comosa

Jetjamnong Sueajai,1,2 Nawaporn Vinayavekhin,3 Apichart Suksamrarn,4  
Pawinee Piyachaturawat*,2,5

1Toxicology Graduate Program, Faculty of Science, Mahidol University,  
Bangkok 10400, Thailand 

2Department of Physiology, Faculty of Science, Mahidol University,  
Bangkok 10400, Thailand 

3Department of Chemistry, Faculty of Science, Chulalongkorn University,  
Bangkok 10330, Thailand 

4Department of Chemistry, Faculty of Science, Ramkhamhaeng University,  
Bangkok 10240, Thailand 

5Chakri Naruebodindra Medical Institute, Faculty of Medicine, Ramathibodi Hospital, 
Mahidol University, Bangkok 10400, Thailand 

*e-mail: pawinee.pia@mahidol.ac.th 

Abstract: 
Curcuma comosa is an indigenous medicinal plant in Zingiberaceae family, which 

contains phytoestrogens and has been widely used to relieve menopausal symptoms. To 
assess its therapeutic potential, urinary metabolomes in the ovariectomy-induced osteopenia 
rats (OVX) were analyzed three months after surgery using ESI-LC/MS. The study found the 
total of 3708 ion features of urinary metabolites with 12 and 11 features downregulated and 
upregulated in the OVX rats, respectively, when compared to those in sham controls. Using 
the S-plot of OPLS-DA model, the analysis indicated a marked decrease in the levels of 
arachidonoylamide in the OVX rats, which could be restored by treatments with estrogen 
(17�-estradiol) or a diarylheptanoid from C. comosa. The levels of many other fatty amides, 
such as linoleamide, oleamide, oleoyl ethylamide, and palmitamide were found to be 
increased in the estrogen, and C. comosa treatments compared to those in sham controls and 
the OVX rats. Overall, the untargeted metabolomics approach suggested the use of urinary 
arachidonoylamide as a putative biomarker to investigate the roles of estrogen and 
phytoestrogen in preventing the functional impairments in menopauses. The specificity of 
such biomarker might be worth validating further in the future. 
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Abstract: 

Curcuma comosa is an indigenous medicinal plant in Zingiberaceae family, which 

contains phytoestrogens and has been widely used to relieve menopausal symptoms. To 

assess its therapeutic potential, urinary metabolomes in the ovariectomy-induced osteopenia 

rats (OVX) were analyzed three months after surgery using ESI-LC/MS. The results found a 

total of 3708 ion features of urinary metabolites with 12 and 11 features downregulated and 

upregulated in the OVX rats, respectively, when compared to those in sham controls. Using 

the S-plot of OPLS-DA model, the analysis indicated a marked decrease in the levels of 

arachidonoylamide in the OVX rats, which could be restored by treatments with estrogen 

(17β-estradiol) or a diarylheptanoid from C. comosa. The levels of many other fatty amides, 

such as linoleamide, oleamide, oleoyl ethylamide, and palmitamide were found to be 

increased in the estrogen, and C. comosa treatments compared to those in sham controls and 

the OVX rats. Overall, the untargeted metabolomics approach suggested the use of urinary 

arachidonoylamide as a putative biomarker to investigate the roles of estrogen and 

phytoestrogen in preventing the functional impairments in menopauses. The specificity of 

such biomarker might be worth validating further in the future. 

 

1. Introduction 

Metabolomics is an emerging-omic 

science that aims to identify and quantify 

low molecular weight (<1500 Da) 

biological molecules resulted from the 

cellular processes at any particular 

physiological state.
1,2

 Varieties of 

metabolites in biological fluids and in 

tissue samples are reliably detected by 

using metabolomics.
3
 Urine is a non-

invasive body fluid excreted by the kidney. 

It contains a number of water-soluble 

metabolites and biomolecules extracted 

from bloodstream, which may exhibit 

metabolic signatures of many biological 

pathways. As urine can be obtained in 

large volume with less interference from 

proteins or lipids,
4
 a number of 

metabolomics studies have been conducted 

using urine and revealed many disease 

biomarkers.
5-8

 

Curcuma comosa Roxb. (C. comosa) is 

a medicinal plant in Zingiberaceae family 

that has been used widely to alleviate 

postmenopausal symptoms in Thailand.  

Diarylheptanoid, (3R)-1,7-diphenyl-(4E, 

6E)-4,6-heptadien-3-ol (DPHD), has been 

identified as the major active 

phytoestrogen of C. comosa.
9
 Many 

pharmacological activities of C. comosa 

and its active compound in both in vitro 

and in vivo systems have been reported, 

which include the positive osteogenic 

effect to preserve bone mass in the 

ovariectomized (OVX)-induced osteopenia 

in rats and lowering hyperlipidemia in 

animals.
10-12

 The present study aims to 

investigate urinary untargeted metabolite 
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profile in the OVX rats and assess 

therapeutic potential of C. comosa as 

compared to estrogen. 

 

2. Materials and Methods 

2.1 Chemicals 

Acetonitrile and methanol were 

purchased from Merck (Darmstadt, 

Germany). Formic acid was purchased 

from Fisher Scientific (Geel, Belgium). 

17β-estradiol (E2) was purchased from 

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).  

Phytoestrogen diarylheptanoid (1,7-diphe -

nyl-(4E,6E)-4,6-heptadien-3-ol; DPHD) 

and C. comosa extract were prepared as 

previously described.
10

 All chemical 

reagents used were of HPLC grade.  

 

2.2 Animals and treatments 

Eight week old female Sprague-

Dawley rats were supplied by the National 

Laboratory Animal Centre of Thailand 

(Salaya, Nakornpathom, Thailand).  They 

were subjected to ovariectomy and 

treatments as previously described
11

. 

Seven days following the operation, the 

animals were assigned to receive daily 

treatments of either estradiol (E2, 10 µg/kg 

BW, sc), DPHD isolated from C. comosa 

(50 mg/kg BW, sc) or C. comosa ethanol 

extract (500 mg/kg BW, po) for 12 weeks. 

The obtained data from treatment groups 

were compared to those of sham and OVX 

controls. Body weights were recorded 

weekly throughout experimental period. At 

the end of the treatment, an overnight 

fasted urine sample was collected in the 

standard metabolic cage. The samples 

were stored at -80
o
C until analysis. The 

animal protocol was approved by the 

Animal Care and Use Committees, Faculty 

of Science, Mahidol University.  

 

2.3 Urine sample preparation 

In preparation for metabolomic 

analysis, 100 µL rat urine samples were 

diluted with 400 µL of ice cold methanol 

and then centrifuged at 15,000×g for 10 

min. The supernatant was transferred into 

HPLC vial, and 10 µL of the sample was 

introduced into LC–MS system for 

untargeted metabolites analysis.  

 

2.4 Liquid chromatography–mass 

spectrometry analysis 

The urine samples were analyzed using 

LC–MS system. Metabolites were 

separated on C18 (100 mm length × 2.1 

mm i.d., 3 µm) analytical column 

(phenomenex, CA, USA). Mobile phase A 

composed of 5 mM ammonium acetate in 

water with 0.1% formic acid (A), and 

mobile phase B was composed of 

acetonitrile with 0.1% formic acid (B). The 

mobile phase composition started at 5% of 

B and linearly increased to 80% within 15 

min and 95% over 25 min. The mass 

spectrometer was operated using 

electrospray ionization (ESI) at the m/z 

range of 50–1500 in the positive mode. 

 

2.5 Data processing 

All LC–MS data were processed using 

XCMS online (xcmsonline.scripps.edu) 

platform
13

 for peak detection and retention 

time (R.T.) alignment. The data matrix 

was imported to SIMCA 14 (Umetrics, 

Umea, Sweden) platform for multivariate 

data analyses. Metabolite features 

consisted of mass-to-charge ratio (m/z) and 

retention time were used for primary 

identification. Subsequently, S-plot of 

orthogonal projections to the latent 

structure with discriminant analysis 

(OPLS-DA) was conducted to discover 

biomarkers. 

 

2.6 Statistical analysis 

All data were expressed as means ± 

SEM, and statistical analyses were 

performed using Student’s t-test for 

independent two samples, p<0.05 

indicated statistical significance. 

 

3. Results & Discussion 

3.1 Metabolomics analysis of urine 

samples 

During the course of the experiment, 

all rats were healthy and progressively 
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gain body weights in a similar pattern to 

that previously reported.
12

 For the analysis 

of metabolites in urine samples, total ion 

chromatograms produced by LC–MS 

analysis were subjected to peak pickup and 

retention time alignment by using XCMS 

software, which showed a total of 3,708 

ion features of urinary metabolites. In the 

next step, statistical analysis was 

performed by comparing the metabolite 

profile of OVX rats with those of sham  

control. The result revealed 23 statistically 

significant changing metabolite features, 

12 downregulated and 11 upregulated, in 

the OVX rats, when compared to those in 

sham control. 

To determine the effect of ovariectomy 

and those of estrogen, and C. comosa 

phytoestrogen treatments, we conducted 

multivariate data analysis using OPLS-DA 

model. As shown in Figure 1, OPLS-DA 

score plot discriminant analysis for the 

whole data is created to visualize the 

discrimination among categorized set of 

metabolic data. The results showed that the 

urine data of the control group (SHAM) 

and the experimental disease model group 

(OVX) were not different and could not be 

clearly separated from each other. The 

majority of endogenous metabolites in 

urine of the OVX-estrogen deficiency 

model may not be distinctly affected, even 

at the longer period of 12 weeks of 

hormone depletion. However, when 

comparing among the OVX animals 

receiving varieties of treatments, the 

separation of metabolites were detected. 

The effects of treatment by DPHD were 

more similar to those by E2 than those by 

C. comosa ethanol extract (EXT). 

To elucide potential biomarkers of 

interest, the metabolite features on the S-

plot (Figure 2A-D), which contributed 

strongly to the vector of the predictive 

component on the upper right or lower left 

quadrant, were considered as the increased 

or decreased markers.
16

 When comparing 

the OVX group to the sham control, the 

highest magnitude of decrease and high 

reliability in ion feature of  metabolite with 

m/z  304.2613 at the retention time of 

20.23 min was observed, and the 

metabolite was identified as 

arachidonoylamide.   

Next, we examined the effect of 

estradiol treatment in OVX rats using 

similar analytical approach. In this case, 

protonated ions (M+H
+
) at accurate m/z of 

304.2613, 280.2637, 310.3104, 256.2641 

and 282.2800 were found to be increased 

in E2-treated rats compared to that in OVX 

controls.  
 

 

 

 

Figure 1. OPLS-DA score plot discrimi-nant 

analysis of data from various treatment groups; 

sham control (SHAM), OVX control, estrogen (E2) 

and C. comosa (DPHD and EXT-treatments. 

SHAM and OVX data were intermixing. The 

separation could be observed among OVX rats 

receiving variety of treatments.   

 

 
 
Figure 2. S-plots of the OPLS-DA model show 

different relative contribution between (A) OVX 

and SHAM control rats; (B) estradiol (E2) and 

OVX; (C) DPHD and OVX; and (D) E2 and 

SHAM, respectively. Each point represents a 

metabolite feature. The upper right and lower left 

features indicate increases and decreases, which 

contribute to group classification.  
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When searched against METLIN 

metabolite database and confirmed the 

structural assignment by tandem mass 

spectrometry (MS/MS),
14

 these ions 

appeared to be derived from 

arachidonoylamide, linoleamide, oleoyl 

ethylamide, palmitamide, and oleamide, 

respectively (Table 1). Notably, E2 

treatment could prevent the lowering in 

arachidonoylamide in the OVX rats and 

restore its levels to that of the sham 

controls. 

To determine whether these fatty acid 

amide urinary metabolites were relevant to 

other treatments in the OVX rats, the ratios 

of these metabolite levels in other 

treatment groups (DPHD, and EXT) to 

those in the OVX group were calculated 

(Table 1), and heat map view of these 5 

fatty amides metabolites in rats urine were 

plotted to visualize the changes of 

individual parameters (Figure 3). The 

results indicated that all fatty acid amides, 

except for linoleamide, were significantly 

increased in the DPHD-treated rats, 

whereas all but not oleoyl ethylamide were 

elevated in the C. comosa ethanol extract-

treated rats. Interestingly, 

arachidonoylamide again showed the 

highest increase in its level under the 

treatment with DPHD (2.0-fold) and C. 

comosa ethanol extract (2.1-fold).   

Together, these results suggested the 

potential roles of arachidonoylamide as a  

  

promising putative biomarker for estrogen 

deficiency and the evaluation of 

therapeutic intervention. Arachidonoyl-

amide is a fatty acid amide of arachidonic 

acid, which is a precursor for the synthesis 

of endogenous prostaglandins. This 

compound has been reported to be 

involved in the regulation of adipogenic 

and lipogenic genes.
18,19

 It is therefore 

possible that arachidonoylamide might be 

associated with the regulation of 

lipogenesis and bone turnover process. 

However, whether this is the case in the 

present study, which is a study in estrogen 

deficient model, requires further 

investigation. 

 

 
 

Figure 3. Heat map of urinary fatty acid amides of 

sham and OVX controls, and OVX-treated rats. 

Each row represents a metabolite feature and each 

column represents a sample.  The Z-score scale 

expressions are plotted in red-green square color 

scale to indicated low to high levels of expression. 

 

 

 

 

Table 1. Relative levels of the fatty acid amides in various treatment groups measured by 

LC–MS untargeted metabolomics platforms 

 
Metabolite Name Ion R.T.(min) Fold Change

1,2
 

      OVX/SHAM E2/OVX DPHD/OVX EXT/OVX 

Arachidonoylamide 304.2613 20.23 0.5** 2.2** 2.0** 2.1** 

Linoleamide 280.2637 18.99 0.6 1.5** 0.9 1.4* 

Oleoyl ethylamide 310.3104 22.51 0.9 1.3* 1.2* 1.2 

Palmitamide  256.2641 19.59 0.9 1.2** 1.2** 1.2* 

Oleamide 282.2800 20.08 0.6 1.3** 1.2** 1.3** 

1
Fold change represents the relative ratios of levels of the fatty acid amides in ovariectomized (OVX) rats to 

those in sham-operated control (SHAM), estradiol (E2), isolated compound from C. comosa (DPHD), or C. 

comosa ethanol extract (EXT) groups. 
2
Statistical significance determined by Student’s t test: *p < 0.05; **p < 0.01 (N = 7). 
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4. Conclusion 

 Our metabolomics analysis suggests 

the roles of the urinary fatty acid amide 

arachidonoylamide as a promising putative 

novel biomarker to investigate the effects 

of estrogen and phytoestrogen in 

preventing the functional impairments in 

menopauses. This is the first report on the 

effects of estrogen and phytoestrogens on 

urinary metabolites in the OVX rats by 

using metabolomics approach. Future 

study should involve validating the 

specificity of such biomarker. 

 

Acknowledgements 

This study was supported by the 

Strategic Basic Research Grant of 

Thailand Research Fund (to PP, and to 

AS), the Office of the Higher Education 

Commission and Mahidol University 

under the National Research and 

Universities Initiative (NRU).  

 

References 

 

1. Wishart, D. S., Current progress in 

computational metabolomics. Briefings 

in bioinformatics 2007, 8 (5), 279-293. 

2. Hollywood, K.; Brison, D. R.; 

Goodacre, R., Metabolomics: current 

technologies and future trends. 

Proteomics 2006, 6 (17), 4716-4723. 

3. Beger, R.; Colatsky, T., Metabolomics 

data and the biomarker qualification 

process. Metabolomics 2012, 8 (1), 2-

7. 

4. Bouatra, S.; Aziat, F.; Mandal, R.; 

Guo, A. C.; Wilson, M. R.; Knox, C.; 

Bjorndahl, T. C.; Krishnamurthy, R.; 

Saleem, F.; Liu, P.; Dame, Z. T.; 

Poelzer, J.; Huynh, J.; Yallou, F. S.; 

Psychogios, N.; Dong, E.; Bogumil, 

R.; Roehring, C.; Wishart, D. S., The 

human urine metabolome. PloS one 

2013, 8 (9), e73076. 

5. Wang, W.; Wang, S.; Tan, S.; Wen, 

M.; Qian, Y.; Zeng, X.; Guo, Y.; Yu, 

C., Detection of urine metabolites in 

polycystic ovary syndrome by UPLC 

triple-TOF-MS. Clinica chimica acta; 

international journal of clinical 

chemistry 2015, 448, 39-47. 

6. Vicente-Munoz, S.; Morcillo, I.; 

Puchades-Carrasco, L.; Paya, V.; 

Pellicer, A.; Pineda-Lucena, A., 

Nuclear magnetic resonance metabo-

lomic profiling of urine provides a 

noninvasive alternative to the 

identification of biomarkers associated 

with endometriosis. Fertility and 

sterility 2015. 

7. Adamko, D. J.; Nair, P.; Mayers, I.; 

Tsuyuki, R. T.; Regush, S.; Rowe, B. 

H., Metabolomic profiling of asthma 

and chronic obstructive pulmonary 

disease: A pilot study differentiating 

diseases. The Journal of allergy and 

clinical immunology 2015, 136 (3), 

571-580 e3. 

8. Xue, L.; Wang, Y.; Liu, L.; Zhao, L.; 

Han, T.; Zhang, Q.; Qin, L., A HNMR-

based metabonomics study of 

postmenopausal osteoporosis and 

intervention effects of Er-Xian 

Decoction in ovariectomized rats. 

International journal of molecular 

sciences 2011, 12 (11), 7635-7651. 

9. Suksamrarn, A.; Ponglikitmongkol, 

M.; Wongkrajang, K.; Chindaduang, 

A.; Kittidanairak, S.; Jankam, A.; 

Yingyongnarongkul, B. E.; 

Kittipanumat, N.; Chokchaisiri, R.; 

Khetkam, P.; Piyachaturawat, P., 

Diarylheptanoids, new phytoestrogens 

from the rhizomes of Curcuma 

comosa: Isolation, chemical 

modification and estrogenic activity 

evaluation. Bioorganic & medicinal 

chemistry 2008, 16 (14), 6891-902. 

10. Bhukhai, K.; Suksen, K.; 

Bhummaphan, N.; Janjorn, K.; 

Thongon, N.; Tantikanlayaporn, D.; 

Piyachaturawat, P.; Suksamrarn, A.; 

Chairoungdua, A., A Phytoestrogen 

Diarylheptanoid Mediates Estrogen 

Receptor/Akt/Glycogen Synthase 

Kinase 3β Protein-dependent 

Activation of the Wnt/β-Catenin 

Signaling Pathway. The Journal of 



2  PACCON2016 Session: 

© The 2016 Pure and Applied Chemistry International Conference (PACCON 2016) 

biological chemistry 2012, 287 (43), 

36168-36178. 

11. Tantikanlayaporn, D.; Robinson, L. J.; 

Suksamrarn, A.; Piyachaturawat, P.; 

Blair, H. C., A diarylheptanoid 

phytoestrogen from Curcuma comosa, 

1,7-diphenyl-4,6-heptadien-3-ol, 

accelerates human osteoblast 

proliferation and differentiation. 

Phytomedicine : international journal 

of phytotherapy and 

phytopharmacology 2013, 20 (0), 676-

682. 

12. Tantikanlayaporn, D.; Wichit, P.; 

Weerachayaphorn, J.; Chairoungdua, 

A.; Chuncharunee, A.; Suksamrarn, A.; 

Piyachaturawat, P., Bone sparing effect 

of a novel phytoestrogen 

diarylheptanoid from Curcuma comosa 

Roxb. in ovariectomized rats. PloS one 

2013, 8 (11), e78739. 

13. Gowda, H.; Ivanisevic, J.; Johnson, C. 

H.; Kurczy, M. E.; Benton, H. P.; 

Rinehart, D.; Nguyen, T.; Ray, J.; 

Kuehl, J.; Arevalo, B.; Westenskow, P. 

D.; Wang, J.; Arkin, A. P.; 

Deutschbauer, A. M.; Patti, G. J.; 

Siuzdak, G., Interactive XCMS Online: 

simplifying advanced metabolomic 

data processing and subsequent 

statistical analyses. Analytical 

chemistry 2014, 86 (14), 6931-9. 

14. Zhu, Z. J.; Schultz, A. W.; Wang, J.; 

Johnson, C. H.; Yannone, S. M.; Patti, 

G. J.; Siuzdak, G., Liquid 

chromatography quadrupole time-of-

flight mass spectrometry 

characterization of metabolites guided 

by the METLIN database. Nature 

protocols 2013, 8 (3), 451-60. 

15. Wiklund, S.; Johansson, E.; Sjöström, 

L.; Mellerowicz, E. J.; Edlund, U.; 

Shockcor, J. P.; Gottfries, J.; Moritz, 

T.; Trygg, J., Visualization of 

GC/TOF-MS-Based Metabolomics 

Data for Identification of 

Biochemically Interesting Compounds 

Using OPLS Class Models. Analytical 

chemistry 2008, 80 (1), 115-122. 

16. Vaidya, H.; Cheema, S. K., 

Arachidonic acid has a dominant effect 

to regulate lipogenic genes in 3T3-L1 

adipocytes compared to omega-3 fatty 

acids. Food & Nutrition Research 

2015, 59, 10.3402/fnr.v59.25866. 

17. Nikolopoulou, E.; Papacleovoulou, G.; 

Jean-Alphonse, F.; Grimaldi, G.; 

Parker, M. G.; Hanyaloglu, A. C.; 

Christian, M., Arachidonic acid-

dependent gene regulation during 

preadipocyte differentiation controls 

adipocyte potential. Journal of lipid 

research 2014, 55 (12), 2479-2490.

 



Author’s Accepted Manuscript

Serum lipidomics analysis of ovariectomized rats
under Curcuma comosa treatment

Nawaporn Vinayavekhin, Jetjamnong Sueajai,
Nichaboon Chaihad, Ratchanee Panrak,
Ratchanaporn Chokchaisiri, Polkit Sangvanich,
Apichart Suksamrarn, Pawinee Piyachaturawat

PII: S0378-8741(16)30478-0
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.jep.2016.07.054
Reference: JEP10319

To appear in: Journal of Ethnopharmacology

Received date: 4 March 2016
Revised date: 26 June 2016
Accepted date: 19 July 2016

Cite this article as: Nawaporn Vinayavekhin, Jetjamnong Sueajai, Nichaboon
Chaihad, Ratchanee Panrak, Ratchanaporn Chokchaisiri, Polkit Sangvanich,
Apichart Suksamrarn and Pawinee Piyachaturawat, Serum lipidomics analysis of
ovariectomized rats under Curcuma comosa treatment, Journal of
Ethnopharmacology, http://dx.doi.org/10.1016/j.jep.2016.07.054

This is a PDF file of an unedited manuscript that has been accepted for
publication. As a service to our customers we are providing this early version of
the manuscript. The manuscript will undergo copyediting, typesetting, and
review of the resulting galley proof before it is published in its final citable form.
Please note that during the production process errors may be discovered which
could affect the content, and all legal disclaimers that apply to the journal pertain.

www.elsevier.com/locate/jep

http://www.elsevier.com/locate/jep
http://dx.doi.org/10.1016/j.jep.2016.07.054
http://dx.doi.org/10.1016/j.jep.2016.07.054


 

 

1 

Serum lipidomics analysis of ovariectomized rats under Curcuma comosa treatment 

 

Nawaporn Vinayavekhin
a,b

, Jetjamnong Sueajai
c
, Nichaboon Chaihad

a
, Ratchanee 

Panrak
a
, Ratchanaporn Chokchaisiri

d
, Polkit Sangvanich

a
, Apichart Suksamrarn

d
, 

Pawinee Piyachaturawat
e,f,*

 
a
Department of Chemistry, Faculty of Science, Chulalongkorn University, Bangkok 10330, 

Thailand 
b
Omics Sciences and Bioinformatics Center, Chulalongkorn University, Bangkok 10330, 

Thailand 
c
Toxicology Graduate Program, Faculty of Science, Mahidol University, Bangkok 10400, 

Thailand 
d
Department of Chemistry, Faculty of Science, Ramkhamhaeng University, Bangkok 10240, 

Thailand 
e
Department of Physiology, Faculty of Science, Mahidol University, Bangkok 10400, 

Thailand 
f
Chakri Naruebodindra Medical Institute, Faculty of Medicine, Ramathibodi Hospital, 

Mahidol University, Bangkok 10400, Thailand 

 

 

nawaporn.v@chula.ac.th 

jetjamnong.sue@mahidol.ac.th 

kewyo_za@hotmail.com 

yu_iinano@hotmail.com 

pam_2022@hotmail.com 

polkit@gmail.com 

s_apichart@ru.ac.th 

pawinee.pia@mahidol.ac.th 
*
Corresponding author. Tel: +66-22015620, Fax: +66-23547154. 

 

Abstract 

Ethnopharmacological relevance 

Curcuma comosa Roxb. (C. comosa) or Wan Chak Motluk, Zingiberaceae family, has been 

used in Thai traditional medicine for the treatment of gynecological problems and 

inflammation. 

Aim of the study 

This study aimed to investigate the therapeutic potential of C. comosa by determining the 

changes in the lipid profiles in the ovariectomized rats, as a model of estrogen-deficiency-
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induced hyperlipidemia, after treatment with different components of C. comosa using an 

untargeted lipidomics approach. 

Materials and methods 

Lipids were extracted from the serum of adult female rats subjected to a sham operation 

(SHAM; control), ovariectomy (OVX), or OVX with 12-week daily doses of estrogen (17β-

estradiol; E2), (3R)-1,7-diphenyl-(4E,6E)-4,6-heptadien-3-ol (DPHD; a phytoestrogen from 

C. comosa), powdered C. comosa rhizomes or its crude ethanol extract. They were then 

analyzed by liquid chromatography−mass spectrometry, characterized, and subjected to the 

orthogonal projections to latent structures discriminant analysis statistical model to identify 

tentative biomarkers. 

Results 

Levels of five classes of lipids (ceramide, ceramide-1-phosphate, sphingomyelin, 1-O-

alkenyl-lysophosphatidylethanolamine and lysophosphatidylethanolamine) were elevated in 

the OVX rats compared to those in the SHAM rats, while the monoacylglycerols and 

triacylglycerols were decreased. The E2 treatment only reversed the levels of ceramides, 

whereas treatments with DPHD, C. comosa extract or powder returned the levels of all 

upregulated lipids back to those in the SHAM control rats. 

Conclusions 

The findings suggest the potential beneficial effects of C. comosa on preventing the increased 

ceramide levels in OVX rats, a possible cause of metabolic disturbance under estrogen 

deficiency. Overall, the results demonstrated the power of untargeted lipidomics in 

discovering disease-relevant biomarkers, as well as evaluating the effectiveness of treatment 

by C. comosa components (DPHD, extract or powder) as utilized in Thai traditional 

medicine, and also providing scientific support for its folklore use. 

 

Keywords: ceramide, Curcuma comosa, estrogen deficiency, lipidomics, phytoestrogen 

 

1. Introduction 

 Lipidomics is a subset of metabolomics, which is used for quantitatively measuring 

and comparing levels of lipidomes—the complete collection of lipids in a living system—in 

response to stimuli of interest, such as diseases (Wenk, 2005). Defined by their solubility in 

organic solvents, the different classes of lipids can be structurally distinct, and many have 

been reported to relate to the cause of diseases (Gross and Han, 2006; Hu et al., 2009). For 

example, monoalkylglycerol ether (MAGE) was found to promote both invasiveness in 
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cancer cells (Chiang et al., 2006) and adipocyte differentiation, which is etiologically linked 

to obesity and diabetes (Homan et al., 2011). Because lipidomics provides a comprehensive 

view of the overall state of living systems, it is potentially a powerful tool for evaluation of 

the therapeutic effectiveness of treatment by medicines. 

 Estrogen plays many important regulatory functions in physiological processes in 

females, such as the development and regulation of reproductive tissue functions, 

management of energy, maintenance of body weight and functioning of bones. The natural 

decline in the estrogen level during menopause contributes to the increased risk of several 

diseases, including obesity, cardiovascular diseases and osteoporosis (Nilsson and 

Gustafsson, 2002). While the administration of estrogen to women can lower the risk as well 

as prevent or alleviate these symptoms, the possible carcinogenic effects of estrogen 

administration have limited its long-term usage (Beral et al., 2002; Lethaby et al., 2004). 

Many studies are, therefore, focused on searching for safer alternatives for post-menopausal 

treatment, and in particular for phytoestrogens.  

 Curcuma comosa Roxb. (Zingiberaceae family) has been used in Thai traditional 

medicine for the treatment of postpartum uterine bleeding, gynecological problems and 

inflammation (Anonymous, 1967; Pongboonrod, 1976; Weerachayaphorn et al., 2010, 2011). 

The major active compound in C. comosa rhizomes is the diarylheptanoid (3R)-1,7-diphenyl-

(4E,6E)-4,6-heptadien-3-ol (DPHD) (Suksamrarn et al., 2008), which was reported to exhibit 

estrogenic-like activities at the transcriptional level similar to those of estrogen (17β-

estradiol; E2) (Winuthayanon et al., 2009a, 2009b). In addition, the crude C. comosa rhizome 

extract from hexane and DPHD were reported to lower plasma lipids (Piyachaturawat et al., 

1999; Prasannarong et al., 2012), to enhance the differentiation and function of both mouse 

(Bhukhai et al., 2012) and human (Tantikanlayaporn et al., 2013a) osteoblastic cells via an 

estrogen receptor pathway in vitro, and to prevent bone loss in estrogen-deficient 

ovariectomized (OVX) rats after 12 weeks of treatment in vivo (Tantikanlayaporn et al., 

2013b). However, while these pharmacological properties rendered DPHD a promising 

candidate for the treatment of estrogen-deficient postmenopausal osteoporosis in women 

(Tantikanlayaporn et al., 2013b), its effects at the metabolic level and on the metabolic 

pathways, which may suggest the overall state of the organism, have not been examined.  

 To understand the metabolic changes that result from estrogen deficiency, previous 

works have applied metabolomics analysis to study the serum (Ma et al., 2011) and plasma 

(Ma et al., 2013) of OVX rats compared to that of sham-operated controls. Using gas 

chromatography coupled to mass spectrometry (MS), elevated levels of some unsaturated 
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fatty acids (octadecadienoic and arachidonic acids), amino acids (glutamic acid, leucine, 

isoleucine and valine), cholesterol, homocysteine, 3-hydroxybutanoic acid, glucose and 

glycerol were reported (Ma et al., 2011, 2013). On the other hand, the levels of some other 

glycolytic intermediates (alanine and glyceraldehyde 3-phosphate), tricarboxylic acid cycle-

associated metabolites (citric acid and succinic acid), sugars (galactopyranose and 

arabinofuranose) and an unsaturated fatty acid (docosahexaenoic acid) were decreased in the 

OVX rats. While these studies comprehensively linked these metabolites to many important 

metabolic pathways, knowledge about the involvement of lipids in OVX rats is still limited. 

Because lipids are involved in energy storage, cellular structures, signal transduction and the 

regulation of physiological processes, as well as in the formation of many chronic diseases 

(Vinayavekhin et al., 2010), and because C. comosa has been demonstrated to lower lipid 

levels in OVX animals (Prasannarong et al., 2012), characterization of the lipid profile may 

provide a better understanding of the responses.  

The present study applied a liquid chromatography (LC)–MS-based untargeted 

lipidomics approach to study the lipid changes in OVX rat serum with and without treatment 

with C. comosa. First, the changes in serum lipids associated with OVX rats were 

characterized to identify potentially novel biomarkers and link them to metabolic pathways. 

Subsequently, the levels of these specific modulated lipids were used to evaluate the 

effectiveness of the treatment of OVX rats with E2, DPHD and C. comosa as either a crude 

ethanol extract or powder.  

 

2. Materials and methods 

2.1. Chemicals and plant materials 

 The preparation of standard C. comosa extract and isolation of DPHD were conducted 

as previously described (Suksamrarn et al., 2008; Tantikanlayaporn et al., 2013a). Briefly, C. 

comosa rhizomes were purchased from Kampaengsaen district, Nakornpathom, Thailand. A 

voucher herbarium specimen has been deposited at the Department of Plant Science, Faculty 

of Science, Mahidol University, Bangkok (SCMU No. 300). They were sliced into small 

pieces, dried and ground. The C. comosa extract was obtained by extracting C. comosa three 

times with 3 volumes of boiled ethanol (95%) at boiling point and removing the pooled 

solvent in vacuo to leave the dark brown viscous liquid. To obtain C. comosa fine powder, 

the dried ground C. comosa rhizomes were simply passed through a sieve no. 80. The 

composition of the C. comosa extract and C. comosa powder were evaluated by high 

performance liquid chromatography (HPLC)–ultraviolet (UV; 302 nm) fingerprints of the 
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major diarylheptanoids in the samples and compared with those in our records 

(Supplementary Information (SI), Fig. S1). The C. comosa extract and C. comosa powder 

contained 87.5 and 21.0 mg DPHD per gram, respectively. The E2 was purchased from 

Sigma-Aldrich Chemical Co. (MO, USA) and was employed as a positive control. 

 

2.2. Animal treatment and sample collection  

 All animal protocols were approved by the committee on Animal Care and Use, 

Faculty of Science, Mahidol University (protocol no. MUSC 56-031-293). Sprague-Dawley 

female rats (8 weeks old; body weight 200–220 g) were supplied by the National Laboratory 

Animal Center of Thailand (Salaya, Nakornpathom, Thailand). They were housed in standard 

stainless steel cages in rooms at a controlled temperature (approximately 25 ± 2 ˚C) and 

relative humidity (50–60%) under 12-h light/dark cycle with free access to food (rat pellets, 

C.P. rat feed, Pokphand Animal Fed Co. Ltd., Bangkok, Thailand) and water ad libitum. The 

rats were subjected to similar surgical procedures as described previously (Tantikanlayaporn 

et al., 2013b). They were randomly assigned to either (i) a sham operation (SHAM, n = 6) or 

bilateral ovariectomy (OVX, n = 36). The OVX rats were then randomly divided into one of 

the following six groups (n = 6 each) that received: (ii) no further treatment (OVX-control); 

(iii) 10 µg E2/kg body weight (Bw), administered by subcutaneous (s.c.) injection (OVX+E2); 

(iv) 50 mg DPHD/kg Bw, s.c. (OVX+DPHD); (v) 500 mg C. comosa extract/kg Bw, 

intragastric (i.g.) (OVX+E500); (vi) 1000 mg C. comosa powder/kg Bw, i.g. (OVX+P1000) 

and (vii) 2000 mg C. comosa powder/kg Bw, i.g. (OVX+P2000). The E2 and DPHD were 

initially dissolved in absolute ethanol and then diluted in olive oil to give a final injection 

volume of approximately 100–200 l. The extract and powder were directly suspended in 1% 

carboxymethyl cellulose to the specified concentration for oral ingestion of not more than 1 

ml. All treatments were given daily for 12 weeks as indicated. The treatment doses used in 

this study were based on earlier observations that these doses can protect against the adverse 

effects observed in OVX animals, including hyperlipidemia, impairment of vascular 

relaxation and bone loss (Intapad et al., 2012; Prasannarong et al., 2012; Tantikanlayaporn et 

al., 2013b). In addition, the C. comosa extract at 500 mg/kg Bw and C. comosa powder at 

2000 mg/kg Bw contained an approximately equal amount of DPHD as in the DPHD dosage 

(50 mg/kg Bw) used in this study. At the end of the treatment period, animals were fasted 

overnight (12 h) and put under anesthesia for collecting blood samples by injecting Zoletil 

100
®

 (tiletamine HCl/ zolazepam HCl, Virbac Laboratories, Carros, France) intraperitoneally 



 

 

6 

(i.p.) at a dose of 20 mg/kg Bw following pretreatment with Xylavet
®

 (xylazine, Thai Meiji 

Pharmaceutical, Bangkok, Thailand) at 5 mg/kg Bw, i.p. Blood was collected from the 

posterior vena cava and the serum, retrieved by centrifugation at 2000×g at 4 °C for 10 min, 

was stored at −80 °C until analysis. 

 

2.3. Lipid extraction and analysis 

 Lipid extraction was performed as previously reported (Saghatelian et al., 2004) with 

modification. Briefly, a serum sample (100 µl) in a glass vial was extracted with a mixture of 

chloroform (2 ml), methanol (1 ml) and 1% NaCl solution (900 µl), followed by 

centrifugation at 2500×g, 4 °C for 5 min. The organic layer (bottom) was carefully 

transferred to a new glass vial, dried under a stream of nitrogen, and placed at −20 °C for 

storage. 

For analysis, samples (50 µl in 160 µl chloroform) were quantified by LC–MS in both 

the positive and negative ion modes as previously described (Vinayavekhin et al., 2015). 

 

2.4. LC–MS untargeted data analysis 

 The total ion chromatograms obtained from the seven groups of samples with five to 

six replicates each were analyzed in two steps. The first step involved automated data 

analysis by the XCMS program (Smith et al., 2006), which identifies, matches, and quantifies 

ions across all samples in the seven sample groups. As described previously (Vinayavekhin 

and Saghatelian, 2009; Vinayavekhin et al., 2015), XCMS provided average mass-to-charge 

ratio (m/z), retention time and integrated mass ion intensity (peak area; MSII) of each ion in 

each of the LC–MS chromatograms. 

 In the second step, a pairwise comparison was performed between the SHAM and 

OVX samples to identify ions associated with the estrogen-deficient conditions induced by 

ovariectomy. Each ion in the XCMS output files was subjected to the following filters: (i) 

statistical significance (t-test with p < 0.05), (ii) fold changes of ≥ 2, and (iii) a minimum 

MSII of 5,000 in the elevated samples (which was approximately at the limit of detection of 

the instruments). Ions that passed these criteria were then inspected manually in the 

chromatograms to remove isotopic ions or any false positives on the final list.   

           

2.5. Tandem MS experiments 

 Tandem MS analyses were performed on every ion on the final list as described 

previously (Vinayavekhin et al., 2015). However, some parameters were modified slightly in 



 

 

7 

this study to obtain the optimal spectral data. Active exclusion was set to be released after 

0.30 min. Collision energies were set at 30 V for m/z 500.00, 45 V for m/z 1000.00 and 60 V 

for m/z 2000.00 with automatic interpolation from those of the two closest m/z values when 

the isolated ions did not have the exact value. Data were collected using a mass range of 50–

1500 Da from lipid extracts (50 µl) or chemical standards (500–625 pmol). 

 

2.6. Evaluation of the effects of E2, DPHD, C. comosa extract and powder treatment 

 The MSII’s of all ions on the final list were used for calculation of the fold changes 

between the treatment groups and the non-treated OVX rats. Statistical significance of the 

differences in the same ions between the groups were tested using the Student’s t-test, 

accepting significance at the p < 0.05 level.   

 

2.7. Multivariate data analysis 

 Multivariate data analysis was implemented using the default parameters on the 

SIMCA 14 software (Umetrics, Umeå, Sweden). The score plots of orthogonal projections to 

latent structures discriminant analysis (OPLS-DA) model was generated on the positive- and 

negative-mode MS data obtained from the XCMS program (section 2.4), which had been 

centered and scaled to Pareto variance. 

 

3. Results 

In the present study, 12-week OVX rats were employed as the disease model to 

evaluate the therapeutic as well as prophylactic effect of C. comosa treatment. At 12 weeks 

after surgery, the average uterine weight of the OVX rats was markedly decreased compared 

to that of the SHAM control rats. Treatment of the OVX rats with any of the C. comosa 

components (DPHD, extract and powder) or E2 caused the average uterine weights of the 

OVX rats to revert to that of the SHAM control group. The changes in the OVX rats 

including the body weight gain, hyperlipidemia and bone loss (data not shown), and the 

improvement of these conditions after treatment were all consistent with those described 

earlier (Prasannarong et al., 2012; Tantikanlayaporn et al., 2013b). 

 

3.1. Untargeted lipidomics of ovariectomized rats 

 Untargeted lipidomics analysis was performed on the serum extracts of the OVX rats 

compared to those of the SHAM control. Lipids in the serum were extracted with a 2:1 (v/v) 

ratio of chloroform: methanol and analyzed by LC–MS using untargeted lipidomics platforms 
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(Vinayavekhin and Saghatelian, 2009). This allowed the detection of a broad species of lipids 

from fatty acids to phospholipids, sphingolipids and glycerolipids. 

 To identify lipids associated with the OVX-induced estrogen-deficient conditions, the 

lipid profiles of the OVX group were compared to those of the SHAM control using the 

XCMS program (Smith et al., 2006). Lipid ions were marked as likely involved in the 

condition only if they were upregulated or downregulated by two-fold or more with statistical 

significance (p < 0.05), and if these differences could be distinctly visualized in the extracted 

ion chromatograms (Fig. 1). Using these criteria, we observed obvious grouping at week-12 

post-surgery in the positive and negative ion modes, leading to unbiased identification of 4 

and 75 ions with increased levels, and 50 and 5 ions with decreased levels in the OVX 

samples in the positive and negative ion modes, respectively (Fig. 2). 

 Subsequently, structural characterization of the changed ions following OVX was 

attempted manually using the combination of data from the accurate mass, tandem mass 

spectra and retention times (SI, Fig. S2). Structures could be assigned to 41 of the 75 OVX-

induced upregulated ions in the negative ion mode, which appeared to be in the families of 1-

O-alkenyl-lysophosphatidylethanolamine (lysoplasmalogen; alkenyl-LPE), 

lysophosphatidylethanolamine (LPE), ceramide-1-phosphate (CerP), ceramide (Cer) and 

sphingomyelin (Cer-PC). In addition, structures were assigned to 25 of the 50 downregulated 

positive-mode ions, and were in the monoacylglycerol (MAG) and triacylglycerol (TAG) 

families (Fig. 1 and Table 1, with the side chains listed in random order without 

distinguishing between the sn-1 and sn-2 substituents). The characterization of Cer was also 

validated by reference standards (SI, Fig. S2). Ten other ions in total from either mode were 

also fully or partially characterized. However, because these ten ions were the sole lipids in 

each respective family with differential levels, they were not examined further here. 

Including these 10 other ions, 57% of the OVX-associated ions were potentially identified in 

this study. 
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Fig. 1. Extracted ion chromatograms of representative ions from each lipid class with (A) elevated or (B) 

decreased levels in the OVX samples (dashed line) compared to the SHAM controls (solid line). Abbreviations: 

1-O-alkenyl-lysophosphatidylethanolamine (alkenyl-LPE), lysophosphatidylethanolamine (LPE), ceramide-1-

phosphate (CerP), ceramide (Cer), sphingomyelin (Cer-PC), monoacylglycerol (MAG) and triacylglycerol 

(TAG). Chromatographs shown are representative of those seen in 5–6 independent trials.   

 

 

 

Fig. 2. Untargeted lipidomics analyses of serum from OVX and SHAM rats. Each data point represents a lipid 

ion with an average mass ion intensity above 5000 counts in the (A) OVX or (B) SHAM rats, plotted as a 

function of its statistical significance (Student’s t-test) and the fold change of the (A) OVX/SHAM or (B) vice 

versa. Positive (pos)- and negative (neg)-mode mass spectrometric ions are denoted by blue triangles and green 

diamonds, respectively, with the statistically-significant differential ions identified (ID) with red and orange 

symbols, respectively.  
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Table 1. Relative level of identified lipids 

     
Lipid class 

acyl chain 
Ion m/z 

 RT 

(min)  

Folda,b (OVX/) 

SHAM OVX+ 

E2 

OVX+ 

DPHD 

OVX+ 

E500 

OVX+ 

P1000 

OVX+ 

P2000 
  
Lipids elevated in the OVX rats 

Alkenyl-LPE 
        

 
O-16:1 [M - H]- 436.3  19.2  10.3* 2.0 4.6* 11.6* 18.3* 12.0* 

 
O-18:2 [M - H]- 462.3  19.4  9.9* 2.1 5.3* 10.2* 17.0* 12.9* 

LPE 
        

 
16:0 [M - H]- 452.3  19.1  5.0‡ 1.0 2.7* 3.6* 8.6‡ 5.8‡ 

 

18:0 [M - H]- 480.3  19.7  9.6* 1.6 6.3* 7.0* 15.8* 9.5* 

 
18:2 [M - H]- 476.3  19.1  3.8† 0.9 2.2* 3.0* 6.1‡ 4.6† 

 
18:1 [M - H]- 478.3  19.3  8.8* 1.3 3.6* 5.1* 10.5* 7.1* 

 
20:4 [M - H]- 500.3  19.2  6.1† 1.0 2.4* 3.0* 7.2† 4.6† 

CerP 
         

 

d18:1/14:0 [M - H]- 588.4  43.6  2.1§ 1.4‡ 2.1‡ 5.3§ 3.0§ 3.2§ 

Cer 
         

 
d18:1/16:0 [M - H]- 536.5  46.3  2.3‡ 2.1‡ 2.1‡ 2.0† 2.1† 2.1‡ 

 
d18:1/18:0 [M - H]- 564.5  47.3  2.9‡ 2.0† 2.3‡ 3.8‡ 2.8‡ 2.8‡ 

 
d18:1/20:0 [M - H]- 592.6  48.3  3.7† 2.8* 2.2* 3.9† 3.6† 2.6* 

 
d18:1/22:0 [M - H]- 620.6  49.3  3.1‡ 2.2† 2.2* 2.8‡ 2.5† 2.1† 

 

d18:1/23:0 [M - H]- 634.6  49.9  2.8‡ 1.9* 2.6‡ 2.7‡ 2.6† 2.2† 

 
d18:1/22:1 [M - H]- 618.6  48.5  4.7† 2.8* 3.3† 5.4‡ 4.8‡ 3.7† 

 
d18:1/23:1 [M - H]- 632.6  49.1  4.0‡ 2.3† 3.4‡ 5.0‡ 4.8‡ 3.8‡ 

 
d18:1/24:1 [M - H]- 646.6  49.4  3.2‡ 2.0* 2.1* 2.6† 2.5† 1.9* 

 
d18:1/25:1 [M - H]- 660.6  50.0  3.3† 2.1* 3.3† 3.4† 3.0* 2.8* 

Cer-PC 
         

 

d18:1/16:1 [M - H + 62]- 761.5  44.1  2.1§ 1.5‡ 2.3‡ 5.4§ 2.9§ 3.3§ 

 
d18:1/18:1 [M - H + 62]- 789.6  45.5  2.1‡ 1.7‡ 2.1‡ 4.7§ 2.4‡ 2.5§ 

 
d18:1/22:0 [M - H + 62]- 861.7  48.2  2.9† 1.5 2.0§ 4.0§ 2.2§ 2.7§ 

           Lipids decreased in the OVX rats 
MAG 

         
 

22:0 [M + 2Na - H]+ 459.3  40.1  3.1* 6.9 3.3 2.1 0.5* 1.0 

 
24:0 [M + 2Na - H]+ 487.4  41.8  4.2* 5.5 3.4 2.1 0.8 1.0 

 
24:2 [M + 2Na - H]+ 483.3  39.6  3.3* 6.0 3.2* 1.8 0.6 1.0 

 
24:1 [M + 2Na - H]+ 485.4  40.6  3.4* 4.8 3.1 2.0 0.7 1.2 

 
26:4 [M + 2Na - H]+ 507.3  39.6  3.9* 14.4 3.7 2.3 0.5 1.2 

TAG 

         
 

18:0/18:1/20:0 [M + NH4]
+ 934.9  49.4  2.1§ 1.9 0.9 3.6* 1.3 2.2 

 
18:2/20:1/20:1 [M + NH4]

+ 956.8  49.1  2.0§ 1.8 1.1 3.2* 1.2 2.2 

 
18:2/20:0/20:1 [M + NH4]

+ 958.9  49.3  2.4§ 2.4 0.9 4.0* 1.3 2.4 

 
16:0/18:1/24:1 [M + NH4]

+ 960.9  49.6  2.3§ 2.2 0.8 3.9* 1.2 2.1 

 
16:0/18:1/24:0 [M + NH4]

+ 962.9  49.9  2.1‡ 1.9 0.8 3.4* 1.2 2.1 

 

18:2/18:2/24:0 [M + NH4]
+ 984.9  49.5  2.2§ 2.0 0.8 3.7* 1.3 2.3 

 
18:1/18:2/24:0 [M + NH4]

+ 986.9  49.8  2.3§ 2.1 0.7 3.6* 1.2 2.0 

 
18:1/18:1/24:0 [M + NH4]

+ 988.9  50.1  2.2‡ 2.1 0.6 3.3* 1.1 1.8 

 
18:0/18:1/24:0 [M + NH4]

+ 990.9  50.4  2.1† 1.8 0.6 2.8 1.1 1.7 

 
18:3/20:4/24:0 [M + NH4]

+ 1006.9  49.2  2.0§ 1.7 0.9 2.8* 1.4 2.3* 

 
18:2/20:4/24:0 [M + NH4]

+ 1008.9  49.5  2.0‡ 1.6 0.8 2.9* 1.3 2.1* 

 

18:3/20:2/24:0 [M + NH4]
+ 1010.9  49.7  2.2‡ 1.6 0.8 3.2* 1.4 2.2 

 
18:2/20:2/24:0 [M + NH4]

+ 1012.9  49.9  2.3‡ 1.9 0.6 3.2* 1.2 2.0 

 
18:2/20:1/24:0 [M + NH4]

+ 1014.9  50.2  2.2† 2.0 0.5* 2.9 1.0 1.7 

 
18:1/20:1/24:0 [M + NH4]

+ 1016.9  50.6  2.2* 2.0 0.5* 2.6 0.9 1.5 

 
18:2/20:1/26:2 [M + NH4]

+ 1038.9  50.2  2.0* 1.4 0.6 2.5 1.2 1.6 

 
18:2/20:1/26:1 [M + NH4]

+ 1040.9  50.4  2.3* 1.8 0.5* 2.5 1.0 1.6 

 

18:1/22:1/24:0 [M + NH4]
+ 1045.0  51.1  2.0* 1.9 0.4* 2.2 0.8 1.3 

 
18:2/24:1/24:1 [M + NH4]

+ 1069.0  51.0  2.1* 1.8 0.5* 2.5 0.9 1.5 

                      
Other Lipids in the Pathway 



 

 

11 

     
Lipid class 

acyl chain 
Ion m/z 

 RT 

(min)  

Folda,b (OVX/) 
SHAM OVX+ 

E2 

OVX+ 

DPHD 

OVX+ 

E500 

OVX+ 

P1000 

OVX+ 

P2000 
 DAG 

        
 

34:2 [M + NH4]
+ 610.5  43.6  1.2 1.0 0.8 0.4‡ 1.0 0.5 

 
36:4 [M + NH4]

+ 634.5  43.3  1.1 1.1 0.9 0.6† 1.2 0.7 

 
36:3 [M + NH4]

+ 636.6  44.0  1.1 1.0 0.8 0.5‡ 1.2 0.6 

 
36:2 [M + NH4]

+ 638.6  44.3  1.0 0.9 0.7 0.5§ 0.9 0.6 

 

38:5 [M + NH4]
+ 660.6  44.0  1.3 1.4 0.9 0.6‡ 1.3 0.6 

Sphingosine [M + H]+ 300.1  27.7  1.0 1.0 0.9 0.9 1.1 0.9 
                    Abbreviations: mass-to-charge ratio (m/z), retention time (RT), 1-O-alkenyl-lysophosphatidylethanolamine 

(alkenyl-LPE), lysophosphatidylethanolamine (LPE), ceramide-1-phosphate (CerP), ceramide (Cer), sphingomyelin 

(Cer-PC), monoacylglycerol (MAG), diacylglycerol (DAG) and triacylglycerol (TAG). 
aFold value represents the ratio of the average mass ion intensity of OVX and that of the indicated sample group and 

vice versa (in italics). 
bStudent’s t-test: *, p < 0.05; †, p < 0.01; ‡, p < 0.005; §, p < 0.001; N = 5–6.  

  

3.2. Effects of E2, DPHD, C. comosa extract and powder on OVX rats 

 Given that a potential therapeutic agent for the OVX-induced estrogen-deficient 

conditions should be capable of causing the levels of lipids in the OVX group to revert to 

those in the SHAM control rats, the levels of OVX-associated lipids were measured in the 

serum of OVX rats after treatment with E2, DPHD, C. comosa extract and powder. The only 

lipid class affected by treatment with 10 µg E2/kg Bw (OVX+E2) was Cer, where E2 

treatment returned the levels of most Cer species close to those found in the SHAM control 

(Fig. 3 and Table 1). Treatment with 50 mg DPHD/kg Bw (OVX+DPHD) significantly 

lowered the levels of all OVX-upregulated lipid classes (alkenyl-LPE, LPE, CerP, Cer and 

Cer-PC), although it did not equalize the levels of some lipids to those of the SHAM group. 

Interestingly, when the OVX rats were treated with C. comosa extract at 500 mg/kg Bw 

(OVX+E500) or C. comosa powder at 2000 mg/kg Bw (OVX+P2000), which contained 

almost the same amount of DPHD as that in the DPHD treatment, the levels of most lipids 

were reverted to a greater extent than with DPHD alone, reaching levels that were either very 

close to or slightly lower than those of the SHAM control rats. The treatment with C. comosa 

powder at half of the dose (1000 mg/kg Bw; OVX+P1000) also yielded similar results. 

Lastly, the only treatment that could effectively increase the amount of some species of the 

OVX-downregulated lipids (MAG and TAG) was C. comosa extract, whereas the levels of 

these glycerolipids were mostly unaffected by the other treatments. Together, the data suggest 

the effectiveness of using DPHD, C. comosa powder or, especially, C. comosa extract for 

recovering the changes in serum lipid levels that resulted from estrogen deficiency in the 

OVX rats. 
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Fig. 3. Serum levels of representative (A) upregulated and (B) downregulated ions from each lipid class in the 

OVX rats after a 12-week daily treatment with E2 (OVX+E2), DPHD (OVX+DPHD), C. comosa extract 

(OVX+E500) or powder (OVX+P1000 and OVX+P2000), compared to those receiving no treatment (OVX) or 

controls (SHAM). The graphs indicate the average mass ion intensities (MSII) ± standard errors of the mean. 

Student’s t-test (vs. OVX): *, p < 0.05; †, p < 0.01; ‡, p < 0.005; §, p < 0.001; N = 5–6. Abbreviations: 1-O-

alkenyl-lysophosphatidylethanolamine (alkenyl-LPE), lysophosphatidylethanolamine (LPE), ceramide-1-

phosphate (CerP), ceramide (Cer), sphingomyelin (Cer-PC), monoacylglycerol (MAG) and triacylglycerol 

(TAG). 

 

3.3. Multivariate data analysis of the lipid profiles of all sample groups 

 Even though the treatments with E2, DPHD, C. comosa extract and powder were 

shown to alter the levels of some lipids, only the OVX-dependent lipid classes were 

investigated in the previous section, thereby providing a limited picture of these sample 

groups. To obtain a broader picture, we reanalyzed the acquired lipidomics data using an 

OPLS-DA statistical model to determine the similarities or differences between the sample 

groups as a whole. The scores were plotted for both the positive- and negative-mode MS data 

as a function of the first (PC1) and second (PC2) principal components, respectively (Fig. 4). 

For the positive-mode data, the model established a goodness of fit (R
2
) of 0.484 and 

predictability (Q
2
) of 0.231, explaining 53.0% of the predictive variation in the samples with 
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four components and 12.1% of the orthogonal (uncorrelated) variation with one component. 

Visually, the plot did not show differences between the OVX and SHAM groups. Treatments 

with either E2 or DPHD also did not produce any significant effects. However, when the 

OVX rats were treated with C. comosa extract or powder, a metabolic shift from the SHAM 

and OVX groups was evidenced, suggesting a possible influence of other compounds in C. 

comosa on the overall lipid profiles of the rat serum.   

 For the negative-mode data, the OPLS-DA analysis gave an R
2
 of 0.763 and Q

2
 of 

0.264, explaining 36.8% of the predictive variation in the samples with six components and 

43.4% of the orthogonal variation with three components (Fig. 4). Despite the poor predictive 

ability, which might result from the multi-group classification, the model demonstrated a 

clear distinction between the OVX and SHAM groups on the score plot in contrast to the 

results from the positive-mode MS data. Treatment with E2 also indicated some metabolic 

alterations from the OVX group. Interestingly, in the treatments with pure DPHD, C. comosa 

extract and powder at both concentrations, the serum lipid data were all clustered towards the 

right side of the plot with the SHAM samples and away from the OVX samples. These data 

corroborate well with the findings that DPHD, as well as the C. comosa extract and powder, 

could partially revert the metabolic levels of the estrogen-deficient OVX rats to those of the 

normal state. 

Next, to provide additional statistical evidence that the treatment with E2, DPHD, C. 

comosa extract and powder truly shifted the negative-mode lipid profiles of the treatment 

groups closer to that of the SHAM than the OVX rats, pairwise OPLS-DA analyses of the 

negative-mode MS data were modeled between either OVX or SHAM as a control and the 

rest of the data sets (Fig. 4). The model between OVX and the rest of the groups yielded a 

strong fit and predictability (i.e., the values greater than 0.5) with R
2
 of 0.983 and Q

2
 of 

0.657, explaining 11.1% of the predictive variation with one component and 63.1% of the 

uncorrelated variation with six components. On the other hand, when the SHAM control 

group was modeled against the rest of the groups, the groupings became visually more 

disperse and less predictive with an R
2
 of 0.682 and Q

2
 of 0.231, explaining 4.62% and 

45.4% of the predictive (one component) and orthogonal (two components) variations in the 

samples, respectively. The statistical models, therefore, indicated the lipid movements of all 

treatment groups towards the SHAM control levels. Together, all the data suggested the 

possibility for applying the untargeted lipidomics approach to evaluate the effectiveness of 

treatment by C. comosa components, and that it may be extended to other traditional 

medicines in the future. 
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Fig. 4. Score plots of the OPLS-DA models of serum (A) positive-mode or (B–D) negative-mode mass 

spectrometric data as a function of the first (PC1) and second (PC2) principal components. The analyses were 

implemented either (A, B) by considering each of the seven sample groups as its own group (multi-group 

classification), or by modeling (C) OVX or (D) SHAM against the six other sample groups. Each spot denotes 

an independent subject: green circle, SHAM; dark blue square, OVX; red up-pointing triangle, OVX+E2; yellow 

down-pointing triangle, OVX+DPHD; blue diamond, OVX+E500; purple pentagon, OVX+P1000; orange 

hexagon, OVX+P2000. 

 

4. Discussion 

 Herbal materials in traditional medicine contain many potentially bioactive 

components, including phytochemicals. To dissect the mechanisms behind the treatments, 

one appropriate approach is to focus on evaluating the system as a whole, rather than on 

individual components. We, therefore, applied untargeted lipidomics strategies to evaluate 

the metabolic consequences of the treatment of estrogen-deficient OVX rats with C. comosa 

components (DPHD, C. comosa extract and powder). 

 Unlike targeted lipidomics, where only certain species of lipids are selected for 

measurement, untargeted lipidomics allows an unbiased quantitation of broad classes of 

known and unknown lipids alike, making it suitable for discovery of novel biological insights 

(Saghatelian et al., 2004). In this study, the untargeted lipidomics analysis identified ether 

lipids (alkenyl-LPE), glycerophospholipids (LPE), and sphingolipids (CerP, Cer and Cer-PC) 

to be upregulated in the OVX group, whereas glycerolipids (MAG and TAG) were 
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downregulated. These lipids are all connected according to the KEGG pathway database 

(Ogata et al., 1999) and can be interconverted to one another via certain intermediates as 

shown in Fig. 5. It is noteworthy that despite their role as key connecting metabolites, our 

lipidomics data suggest that the sphingosine levels remained unaltered upon OVX (Table 1), 

whereas sphingosine-1-phosphate likely existed in such a low quantity that it eluded our 

detection. Being a non-lipid metabolite, phosphoethanolamine has also never been reported to 

be changed in any other previous metabolomics studies (Ma et al., 2011, 2013; Zhu et al., 

2010). 

 

 

 

Fig. 5. Regulation of sphingolipid, ether lipid, glycerophospholipid and glycerolipid metabolism by estrogen 

deprivation. The block arrows denote lipids with statistically-significant increased (upward arrows) or decreased 

(downward arrows) levels under estrogen-deficient conditions. 

 

 Even though this study utilized a novel approach, it was not surprising that Cer and 

other sphingolipids were upregulated in response to estrogen deficiency, since Cer is a known 

modulator of cellular metabolism and nutrient homeostasis (Bikman and Summers, 2011). In 

particular, Cer was found to antagonize the cellular uptake of the three major dietary 

metabolites (glucose, fatty acids and amino acids) by downregulating their syntheses or their 

corresponding protein transporters, such as the glucose transporter 4 (GLUT4), fatty acid 

translocase (CD36) and amino acid transporter 2 (SNAT2), respectively (Bikman and 

Summers, 2011). Such inhibitions should then lead to elevation in the levels of these key 

nutrients in serum, which is consistent with the previous metabolomics data in the OVX and 

SHAM rats mentioned above (Ma et al., 2011, 2013). In addition, such nutrient starvation 
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was also shown to kill cells, linking its impact on cellular metabolism to its other function as 

an inducer of apoptosis and the implications in numerous diseases, such as obesity, diabetes, 

cardiovascular diseases, Alzheimer's and cancer (Chaurasia and Summers, 2015; Yuyama et 

al., 2014), which have been reported to be associated with increased serum Cer levels. 

 Likewise, the upregulation of alkenyl-LPE can also be linked to estrogen depletion 

but, in this case, via platelet-activating factor (PAF; 1-O-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-

phosphocholine). As an initiator for the biosynthesis of PAF, alkenyl-LPE (or 

lysoplasmalogen) assists in generating the PAF precursor, 1-alkyl-sn-glycero-3-

phosphocholine (lyso PAF), by accepting an arachidonoyl moiety from 1-alkyl-2-

arachidonoyl-glycerophosphocholine via a transacylation reaction. The lyso PAF is then 

converted by acyltransferase to produce PAF (Snyder et al., 1997), which acts via a G-

protein-coupled PAF receptor to mediate various biological processes, such as platelet 

activation and hypertension. The linkage between PAF, estrogen deficiency and osteoporosis 

was established when bone resorption was shown to be significantly attenuated following 

OVX in the PAF receptor-deficient mice (Hikiji et al., 2004). Our observation that alkenyl-

LPE was elevated in the OVX rats, therefore, supports this connection. 

 Because of their roles as signaling molecules, lysophosphatidic acid (LPA) and 

lysophosphatidylcholine (LPC) are among the best characterized lysophospholipids, and are 

known to exert their actions through G protein-coupled receptors (GPCR) (Schmitz and 

Ruebsaamen, 2010). On the other hand, LPE has rarely been mentioned, so it was possible 

that the observed elevation in the LPE levels in the OVX group might not have any 

significant effect on its own but rather acts through other structurally-similar metabolites in 

the glycerophospholipid pathway. Nevertheless, it was recently demonstrated that LPE 

stimulates an increase in the intracellular Ca
2+

 concentration in MDA-MB-231 breast cancer 

cells via the LPA1 and CD97 GPCRs (Park et al., 2013), which are associated with cell 

migration and proliferation. 

 One of the discrepancies between our data and previous reports is in the comparative 

levels of TAG. Using commercial kits, a 1.3-fold increase in serum TAG concentrations was 

previously reported in OVX rats compared to the SHAM controls (Ma et al., 2011). In 

contrast, in this LC–MS-based assay, the opposite trend of a 2.0- to 2.4-fold decrease in 

serum TAG levels under estrogen-deficient conditions was noted (Table 1). This disparity 

might originate from the two differences in the setup as (i) the period after ovariectomy when 

serum was collected from animals (at week 6 in the previous report vs. at week 12 in this 

study) and (ii) the measured TAG levels (total TAG in the previous report vs. individual 
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species in this study). The relative contribution of each of these factors to the discrepancy 

requires further investigation. Apart from the above literature, other works with the OVX rats 

at different time points after OVX reported no significant changes in the serum total TAG 

levels compared to the SHAM controls (Armamento-Villareal et al., 2005; Black et al., 1994; 

Martins-Maciel et al., 2013), suggesting possible effects of experimental procedures and 

treatment on the observed TAG response to ovariectomy.  

 Given that E2 is the major estrogen secreted from the ovary, the treatment of the OVX 

group with E2 was expected to reverse the levels of lipids back to the “normal” state found in 

the SHAM group. However, only the Cer levels were affected by the E2 treatment in this 

study, which likely contributed to the observed grouping in the score plot of the negative-

mode data obtained from the OPLS-DA analysis, where the OVX+E2 data was clustered in-

between those of the OVX and the SHAM. While these results were unexpected, they are 

consistent with a previous report that the total TAG levels remained unaltered upon treatment 

of OVX rats with E2 (Black et al., 1994). In addition, the amount of E2 used for treatment in 

this study was a pharmacological dose, based on its ability to protect bone loss 

(Tantikanlayaporn et al., 2013b), and might play a role in modulating OVX-associated lipids. 

 The lipid profiles revealed a better response of the OVX rats treated with C. comosa 

extract or powder than those treated with the pure DPHD compound. It is possible that the 

observed response might arise from the fact that the C. comosa extract or powder also 

contained other less-studied diarylheptanoids (Suksamrarn et al., 2008), which then asserted 

an additive or synergistic effect. 

 

5. Conclusions  

 In summary, using untargeted lipidomics analysis as a discovery tool, this study 

identified lipids in the sphingolipid, ether lipid, glycerophospholipid and glycerolipid 

metabolism pathways as novel biomarkers for estrogen-deficient conditions induced by 

ovariectomy. Subsequent evaluation of the therapeutic potential of C. comosa in the OVX 

rats revealed that C. comosa extract and powder gave a superior performance over E2 and 

DPHD in terms of both the comparative table of individual lipid species and the OPLS-DA 

score plot of negative-mode data. Moreover, because Cer were the only lipids affected by the 

E2 treatment, it could also suggest the increased Cer levels as a potential cause of metabolic 

disturbance under estrogen deprivation, an effect which was reversed by C. comosa 

treatment. Future work will aim to dissect the mechanisms underlying alterations in the levels 

of these lipids, especially Cer, and to determine the potential additive or synergistic effects 
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from other compounds in C. comosa. We believe that the LC–MS-based lipidomics platforms 

and biomarkers presented in this work can be utilized as tools for evaluating other modern 

and traditional medicines in this model organism and in general in the future. 
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Abstract

Phytoestrogens have been implicated in the prevention of bone loss in postmenopausal osteoporosis. Recently, an active
phytoestrogen from Curcuma comosa Roxb, diarylheptanoid (DPHD), (3R)-1,7-diphenyl-(4E,6E)-4,6-heptadien-3-ol, was
found to strongly promote human osteoblast function in vitro. In the present study, we demonstrated the protective effect
of DPHD on ovariectomy-induced bone loss (OVX) in adult female Sprague-Dawley rats with 17b-estradiol (E2, 10 mg/kg Bw)
as a positive control. Treatment of OVX animals with DPHD at 25, 50, and 100 mg/kg Bw for 12 weeks markedly increased
bone mineral density (BMD) of tibial metaphysis as measured by peripheral Quantitative Computed Tomography (pQCT).
Histomorphometric analysis of bone structure indicated that DPHD treatment retarded the ovariectomy-induced
deterioration of bone microstructure. Ovariectomy resulted in a marked decrease in trabecular bone volume, number
and thickness and these changes were inhibited by DPHD treatment, similar to that seen with E2. Moreover, DPHD
decreased markers of bone turnover, including osteocalcin and tartrate resistant acid phosphatase (TRAP) activity. These
results suggest that DPHD has a bone sparing effect in ovariectomy-induced trabecular bone loss and prevents
deterioration of bone microarchitecture by suppressing the rate of bone turnover. Therefore, DPHD appears to be a
promising candidate for preserving bone mass and structure in the estrogen deficient women with a potential role in
reducing postmenopausal osteoporosis.
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Introduction

Osteoporosis is a serious worldwide health problem that

primarily effect middle-aged and elderly women [1,2]. It is

characterized by reduced bone mass and the deterioration of bone

microarchitecture leading to increase the risk of bone fragility and

fracture [3]. An accelerated rate of bone resorption in menopausal

and post-menopausal women is associated with reduced levels of

the hormone estrogen [4]. Recently, efforts to reduce bone loss in

menopausal osteoporosis have been focused on compounds with

the potential to preserve bone mass through inhibition of

osteoclastic bone resorption or stimulation bone formation [5].

Among therapeutic agents, estrogen is the most effective

compound and is capable of limiting bone loss and reducing the

rate of bone fractures in postmenopausal women [6,7]. However,

long-term treatment with estrogen is limited due to its carcino-

genic risk and feminizing effects.

Phytoestrogens, non-steroidal plant-derived compounds with

estrogenic activity, have received increased interest as estrogen

alternatives to alleviate bone loss. Studies have suggested that a

diet rich in phytoestrogen may relieve menopausal symptoms and

protect against estrogen-associated diseases, including breast

cancers, cardiovascular diseases, and osteoporosis [8,9]. Isofla-

vones, such as genistein and daidzein the major phytoestrogens in

soybeans, are the most extensively studies phytoestrogens. These

compounds inhibit osteoclast bone resorption and suppress

osteoclast activity and survival in vitro [10,11]. In addition,

isoflavones have been identified as naturally occurring selective

estrogen receptor modulators (SERMs) and as bone-sparing agents

[12,13]. The known properties of phytoestrogens suggest that

these compounds may be alternatives to estrogen for preventing

and treating osteoporosis in postmenopausal women.

Curcuma comosa Roxb. (C. comosa), a plant in Zingiberaceae

family, has been widely used as a dietary supplement for relieving

postmenopausal symptoms in Thailand [14]. Consistent with the

presence of a phytoestrogen, hexane extract of C. comosa rhizomes

prevent bone loss in estrogen deficient mice [15]. Diarylheptanoid,

(3R)-1,7-diphenyl-(4E,6E)-4,6-heptadien-3-ol (hereafter DPHD), a

novel phytoestrogen isolated from C. comosa [16] has several

pharmacological properties including estrogenic-like activity

[17,18] and anti-inflammatory effects [19]. Recently, DPHD was

found to activate Wnt/b-catenin signaling and promote mouse
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preosteoblastic (MC3T3-E1) cell proliferation through the estro-

gen receptor pathway [20]. Similarly, human osteoblast cell

differentiation and function were also enhanced upon DPHD

treatment [21] suggesting that DPHD may have a beneficial effect

in preventing bone loss in patients experiencing estrogen

deficiency.

The biological activities of DPHD appear to be selective with

anabolic effects predominantly on osteoblasts. We hypothesized

that DPHD may have a beneficial effect in preventing bone loss

due to estrogen deficiency. In the present study, we investigated

the bone sparing effect of DPHD in ovariectomized-rats that

exhibit estrogen deficiency. The effect of DPHD on bone mineral

density (BMD), changes to bone microarchitecture, and biochem-

ical markers of bone turnover were determined after a 12-week

course of treatment. Our analysis provides mechanistic insight into

the beneficial effects of the phytoestrogen DPHD in reducing bone

loss in estrogen deficient rats and suggests a potential clinical use

for DPHD in menopausal women.

Materials and Methods

The animal experimental protocol was approved by the

committee on Animal Care and Use, Faculty of Science, Mahidol

University (approval protocol number: MUSC-171). All animal

experiments were performed in accordance with the guidelines of

National Laboratory Animal Center, Mahidol University.

Chemicals and Plant Materials
Preparation of phytoestrogen diarylheptanoid (3R)-1,7-diphe-

nyl-(4E,6E)-4,6-heptadien-3-ol (DPHD) from C. comosa was

performed as previously described [16,21]. Rhizomes of C. comosa

were purchased from the Kampaengsaen district, Nakhon Pathom

province, Thailand. No specific permission is required for these

activities and the field study did not involve endangered or

protected species. Briefly, rhizomes were cut into small pieces,

dried and ground to powder then extracted with n-hexane in a

Soxhlet extractor. After removal of the solvent in vacuo, a pale

brown viscous oil was obtained. The DPHD was isolated from the

hexane extract as a major component (23.9%) by repeated silica

gel column chromatography. DPHD was eluted with hexane-

dichloromethane and each step utilized an increasing quantity of

the more polar solvent. The structure of DPHD was confirmed

and the absolute stereochemistry at the 3-position was determined

to be R by nuclear magnetic resonance and mass spectroscopy, the

same as that of DPHD previously isolated [16]. The purity of the

isolated material was assessed by TLC and NMR spectroscopy

and estimated to be 99% pure. The chemical structure is shown in

Figure 1A.

17b-estradiol (E2) and p-nitrophenyl phosphate were purchased

from Sigma-Aldrich Chemical Company (MO, USA). Methyl

methacrylate, 2-ethoxyethyl acetate and orange G were obtained

from Merck Company (Darmstadt, Germany). Haematoxylin,

fushin acid, and DePex mounting medium were purchased from

VWR International Ltd. (Poole, England). All compounds were

initially dissolved in 5% DMSO and diluted in olive oil to the final

doses.

Animals and Treatments
Eight-week-old female Sprague-Dawley rats, weighing 200–

220 g, were supplied by the National Laboratory Animal Centre

of Thailand (Salaya, Nakornpathom, Thailand). Animals were

housed in standard stainless steel cages under controlled condi-

tions: temperature at 2562uC, relative humidity of 50–60%, a 12-

h light/dark cycle, and allowed free access to food (rat pellets, C.P.

rat feed, Pokphand Animal Fed Co. Ltd., Bangkok, Thailand) and

water. Rats were randomly assigned to sham-operated control and

ovariectomized (OVX) groups. In OVX animals, both sites of

ovaries, which are the primary source of endogenous estrogen,

were removed under general anesthesia using pentobarbital

sodium (50 mg/kg Bw, i.p.). Animals were allowed to recover

from surgery for one week prior to use in experiments. Rats were

divided into six groups of six to eight animals each as follows: sham

operated control receiving vehicle (olive oil); OVX rats receiving

vehicle (olive oil, i.p.); OVX rats receiving DPHD at doses of 25,

50 and 100 mg/kg Bw (i.p.); OVX rats receiving 17b-estradiol (E2)

at a dose of 10 mg/kg Bw (s.c.) as a positive control. DPDH and E2

were daily administered for 12 weeks and body weights were

recorded weekly. All rats were given subcutaneous injections of

10 mg/kg calcein, a fluorochrome bone marker, on Day 7 and

Day 1 before animals were sacrificed. At the end of treatments,

animals were euthanized with an overdose of sodium pentobar-

bital. Serum was collected and stored at 270uC until use and the

uterus was removed and weighed. Tibial bones were excised, kept

in saline-soaked gauze, covered with plastic and stored at 220uC
prior to analysis.

Measurement of Bone Mineral Density (BMD)
The bone mineral density of left tibia was measured ex vivo by

peripheral Quantitative Computed Tomography (pQCT; XCT

Research SA+, Stratec Medizintechnik GmbH., Germany)

according to a previously protocol [22]. In brief, both the

trabecular and cortical bone density were scanned in cross-

sectional plane at metaphyseal sites of tibias. Proximal tibial

metaphysis was measured 2 mm below the growth plate. All bones

were scanned at 0.5 mm intervals using a voxel size of

0.09 mm60.09 mm60.09 mm. The trabecular bone was deter-

mined using contour mode 2 and peel mode 2 with a threshold

value of 720 mg/cm3. The cortical bone was determined using

separation mode 2 with a threshold value of 900 mg/cm3. All

parameters were analyzed using XCT-5.50E software (Stratec

Medizintechnik GmbH., Germany).

Bone Histomorphometric Analysis
All bone histomorphometries were conducted at the proximal

metaphyseal region of the right tibia. The adhering tissues and

bone marrow were removed from tibias followed by fixation for 3

days in 70% (vol/vol) ethanol, as previously described [23]. Bones

were then dehydrated in 95, and 100% (vol/vol) ethanol for 3 and

2 days, respectively, followed by embedding and undecalcification

in methyl methacrylate resin at 42uC for 48 h. To obtain 7 mm
and 12 mm thick sections, the embedded tibia was cut in

longitudinal section using a microtome (model RM2255; Leica,

Nussloch, Germany). The region of tibial studied was the

secondary spongiosa, the trabecular part of proximal tibia, at 1–

2 mm distal to the epiphysial plate and extending to 6 mm. The

7 mm sections were deplasticified in 2-ethoxyethyl acetate and

stained with Goldner’s trichrome then analyzed under bright field

microscopy. The structural variables were examined using the

histology section and parameters measured include trabecular

bone volume, normalized by tissue volume (BV/TV, %),

trabecular number (Tb.N, mm21), trabecular thickness (Tb.Th,

mm) and trabecular separation (Tb.Sp, mm). The 12 mm sections of

proximal tibia were left unstained to determine the mineral

apposition rate (MAR), an index of osteoblastic activity, calculated

by dividing the mean distance between double labels of the calcein

with time interval between the administration of the two labels.

Bone formation rate (BFR/TV) is another dynamic parameter

that is an index of bone turnover in general and bone formation in

Bone Sparing Effect of Curcuma comosa in OVX Rats

PLOS ONE | www.plosone.org 2 November 2013 | Volume 8 | Issue 11 | e78739



particular and allows for the determination of the age of bone [24].

All slides were analyzed under a light/fluorescent microscope

using a computer assisted Osteomeasure system (Osteometric,

Atlanta, GA), software version 4.1. Bone histomorphometric

parameters were reported according to the American Society for

Bone and Mineral Research Nomenclature Committee [25].

Serum Bone Biomarkers Assay
Tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) activity, a bone

resorption marker, was determined by using microplate assay

method. 4-nitrophenyl phosphate (4-NPP) was used as the

substrate according to the procedure of Lau et al. with modification

[26]. Serum was incubated for 30 min at 37uC with a substrate

solution consisting of 7.6 mmol/L 4-NPP in 100 mmol/L sodium

acetate buffer containing 50 mmol/L sodium tartrate (pH 5.5).

1 mmol/L NaOH was added to stop the reaction and the

absorbance at 405 nm was monitored to detect product formation.

Serum osteocalcin concentration, a bone turnover marker, was

measured using an enzyme immunoassay (EIA) kit specific for rat

osteocalcin (Biomedical Technology, Staughton, IN, USA).

Statistical Analysis
All data are expressed as means 6 SEM and were analyzed

using one-way analysis of variance (ANOVA) and Newman–Keuls

post-hoc test using SPSS for Windows, Version 17.0 (Chicago, IL,

USA). A non parametric Wilcoxon-type test for trend (Cuzick’s

Test for Trend) was employed for evaluation of the trend across

the groups. Differences were considered statistical significant at

p,0.05.

Results

Effects of Ovariectomy and DPHD Treatment on Body
Weight and Uterine Weight
All rats exhibited an increase in body weight during the 12

weeks of treatment, particularly in OVX rats. As shown in

Figure 1B, at the end of experiment, the body weight gain was

consistently highest in OVX control. However, the increases in

body weights of OVX rats was suppressed by treatment with E2

(10 mg/kg Bw) to levels similar to the sham controls. Treatments of

OVX rats with DPHD at doses of 50 and 100 mg/kg BW also

significantly decreased body weight compared to OVX controls.

However, the effect of DPHD on body weight was not as

pronounced as that seen with E2 (Figure 1B). These results indicate

that DPHD partially suppressed body weight gain in OVX rats.

The uterine weights of OVX rats was also changed but in this case

a significant decrease was observed when compared to sham

controls (p,0.01). Uterine weight was increased in OVX rats

following treatment with estrogen and DPHD, though a significant

increase was only observed at 100 mg/kg Bw of DPHD (p,0.01)

(Figure 1C).

Figure 1. Estrogenic activity of DPHD compared to E2. Structure of the phytoestrogen diarylheptanoid DPHD, (3R)-1,7-diphenyl-(4E,6E)-4,6-
heptadien-3-ol, isolated from the rhizome of C. comosa (A). Effects of DPHD on body weight (B) and uterine weight (C) of sham-operated and
ovariectomized (OVX) rats receiving vehicle and various doses of DPHD (25, 50 and 100 mg/kg Bw) or 17b-estradiol (E2, 10 mg/kg Bw) for 12 weeks.
Results are expressed as the mean6 SEM, n = 6–8. **p,0.01, significantly different from sham rats. {p,0.05 and {{p,0.01, significantly different from
OVX rats.
doi:10.1371/journal.pone.0078739.g001
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Effects of DPHD on ex vivo Bone Mineral Density (BMD)
Both total and trabecular bone mineral density (BMD) of tibial

metaphysis were markedly decreased in OVX rats (at 12 weeks)

compared to those of sham controls (Figure 2A and 2B,

respectively). E2 treatment (10 mg/kg Bw) effectively prevented

the decreases in total and trabecular BMD. Treatments with

DPHD at doses of 25, 50, and 100 mg/kg Bw also prevented the

decrease in total and trabecular BMD compared to the OVX

group given the vehicle control. Similar to the effect observed for

body weight, treatment with DPDH did not restore BMD to the

level seen in the sham-operated group. Interestingly, DPHD had

no effect on the cortical BMD of tibial metaphysis though a

protective effect was observed with E2 (Figure 2C). These findings

suggest that DPHD predominantly only protects against trabec-

ular bone loss, while E2 effectively prevents the loss of both

trabecular and cortical bones.

Effects of DPHD on Bone cross Sectional Area and
Thickness
In Table 1, the total, trabecular and cortical bone cross sectional

areas (CSA) of tibia are shown. In OVX rats, total and trabecular

CSA of tibia were increased by 12% and 20%, respectively,

compared to sham controls. Treatment with E2, and DPHD at

doses of 50 and 100 mg/kg Bw prevented the increases in cross

sectional area. However, there was no significant change in

cortical area and thickness.

Effects of DPHD on Trabecular Bone Microarchitectural
Changes
Both static and dynamic changes in histomorphometry of the

proximal tibial metaphysis were evaluated. The growth plate and

spongiosa region of the proximal tibia of sham, OVX,

OVX+DPHD (100 mg/kg Bw), and OVX+E2 (10 mg/kg Bw)

rats are shown in Figure 3A. Compared to the sham rats, a

decrease in trabecular bone and connectivity was observed in

OVX rats indicating that ovariectomy resulted in the deterioration

of trabecular bone microstructure. However, treatment with E2

completely protected against this deterioration with partial

protection observed with DPHD treatment. Ovariectomy also

induced a marked decrease in the trabecular bone volume (BV/

TV) compared to that of the sham rats (73% reduction) (Figure 3C)

and again treatment with E2 completely restored trabecular bone

volume to levels seen in the sham controls. All doses of DPHD

significantly increased BV/TV (Figure 3C) and trabecular number

(Tb.N) (p,0.05) (Figure 3D) in OVX rats but these values were

reduced compared to the sham and E2 treated animals. DPHD

treatment also increased trabecular thickness (Tb.Th) in OVX rats

but significant difference was not observed at low dose of DPHD

(25 mg/Kg Bw)-treated group (Figure 3E). Trabecular separation

(Tb.Sp), another important structural index for static micro-

structural changes of bone, was markedly increased in OVX rats

compared to sham controls. E2 treatment was capable of

significantly decreasing the separation of bone to the level seen

in the sham controls. The Tb.Sp in animals treated with DPHD

was also significantly reduced but were significantly higher than

that for the sham control group (Figure 3F). These results suggest

that DPHD treatment improved the connectivity of trabecular

bone in the ovariectomized rats though to a lesser degree than

treatment with E2.

The dynamic bone histomophometry was assessed using

fluorescence microscopy to monitor the uptake of calcein, a

fluorochrome bone marker (Figure 3B). Bone formation and

mineralization, expressed as mineral apposition rate (MAR), were

determined by the distance between two fluorochrome markers

given at different days and divided by the number of days between

administrations. This index reflects the activity of osteoblasts.

Compared to sham animals, MAR in OVX rats was significantly

increased from 2.8960.2 to 3.9860.1, indicating that ovariectomy

caused an increase in new bone formation leading to increase bone

turnover (Figure 3G).

Treatments with E2 or DPHD at doses of 50, and 100 mg/kg

BW significantly decreased MAR to levels seen in the sham

controls. Bone formation rate (BFR), an index of bone turnover

provides the best correlation with the serum bone turnover

markers [24], and the bone formation rate per total volume (BFR/

TV) was significantly increased after ovariectomy (Figure 3H).

Figure 2. DPHD increases ex vivo bone mineral density (BMD),
as measured by pQCT. Total (A), trabecular (B), and cortical (C) BMD
of tibial metaphysis from sham-operated and ovariectomized (OVX) rats
receiving vehicle, DPHD (25, 50 and 100 mg/kg Bw) or 17b-estradiol (E2,
10 mg/kg Bw) for 12 weeks. Results are expressed as mean 6 SEM,
n = 628. **p,0.01, significantly different from sham rats. {p,0.05 and
{{p,0.01, significantly different from OVX rats.
doi:10.1371/journal.pone.0078739.g002
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Similar to MAR, the increase in BFR/TV in OVX animals was

effectively prevented by treatment with either E2 or DPHD. The

reduction of MAR and BFR in DPHD treated rats indicated that

DPHD was capable of decreasing bone turnover rate in a similar

manner as E2.

Effects of DPHD Treatment on Biochemical Bone
Turnover Markers
To evaluate the effect of E2 and DPHD treatments on bone

turnover in OVX rats, we measured the serum osteocalcin

concentration and tartrate-resistant acid phosphatase activity. As

shown in Figure 4A, the serum osteocalcin concentration in OVX

rats was significantly higher than that in sham animals and DPHD

treatment of OVX rats significantly reduced the serum osteocalcin

concentration. These results indicate that DPHD prevents the

ovariectomy-induced increase of bone turnover in rats. The TRAP

activity of osteoclast, an index of bone resorption, was 25% higher

in OVX rats compared to the sham group and DPHD treatment

restored TRAP activity to level similar to those of Sham and E2-

treated groups (Figure 4B). Since the decreases in bone turnover

and resorption markers are related to the suppression of bone

formation rate, these results suggest that DPHD decreased the

bone turnover rate by suppressing osteoclast activity in OVX rats.

Discussion

The present study has demonstrated for the first time of the

bone sparing effect of a novel diarylheptanoid phytoestrogen

(DPHD) isolated from C. comosa. In ovariectomy-induced osteo-

penia (OVX), a deterioration in trabecular bone microarchitecture

(12 weeks after ovariectomy) clearly led to the loss of bone mass in

rats. Treatments with DPHD effectively prevented the trabecular

bone loss and improved bone microstructure. Moreover, markers

of bone turnover, including osteocalcin and TRAP activity, were

decreased in DPHD treated animals. These results suggest that

DPHD provides a protective effect against OVX-induced bone

loss that is associated with decreased bone turnover through

suppressing bone resorption.

The integrity of skeletal is maintained through a bone

remodeling process that balances bone formation and bone

resorption [4] and estrogen plays an important role in the

maintenance of bone mass [27]. The rapid decline of estrogens in

postmenopausal women results in an imbalance in the bone

remodeling process leading to osteoporosis [28]. Mornitoring of

BMD is important for diagnosis and the treatment of osteoporosis

as decreased bone mass is a major characteristic of this disease. In

this study, decreased BMD in OVX rats, determined using pQCT

was observed only in the metaphysic of the tibia, which has a

greater proportion of trabecular bone in the proximal end.

Trabecular bone, a sponge-like bone found at the ends of long

bones and vertebrae, contains osteoblasts and osteoclast on its

surface and is more active in bone turnover and bone remodeling

compared to cortical bone [29,30]. Indeed, our analysis of OVX

rats showed only loss of trabecular BMD. This finding is consistent

with previous studies that report the loss of bone in adult OVX

rats was more prominent in trabecular than cortical bone [31].

However the loss of trabecular BMD in OVX rats was attenuated

by DPHD treatment. Consistent with reports that estrogen

decreases periosteal bone formation and radial growth [32],

OVX rats displayed an increase in cross sectional bone area

indicating that radial growth was increased. Similar to estrogen,

treatment with DPHD prevent the increase in bone area in OVX

animals. The improvement in bone measurements following

DPHD treatment may be partly attributed to its estrogenic like

activity, as evidenced by increased uterine weight in DPHD

exposed animals (Figure 1C) and our earlier study on uterotropic

activity of DPHD [17,18].

A rapid reduction in trabecular bone volume is known to occur

following ovariectomy and is associated with an increase in bone

turnover rate resulting from an excessive osteoclast activity [33].

Our analysis of the destruction of bone microarchitecture, another

important characteristic of osteoporosis, evaluated using bone

histomorphometry is consistent with an increased rate of bone

turnover in OVX rats. Ovariectomy also markedly decreased

static indices, including trabecular bone volume, thickness, and

number with an increase in trabecular separation. In addition to

direct effects on bone morphology, monitoring changes in

circulating bone biochemical markers can also reveal the status

of bone remodeling process [34]. These markers include

osteocalcin, an osteoblast-specific bone formation marker, and

tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) activity, an osteoclast-

specific bone resorption marker [34,35]. A dramatic increase in

serum osteocalcin and TRAP activity was observed 12 weeks

following ovariectomy, confirming that bone loss was due to an

increase in bone turnover rate. DPHD reduced these markers of

bone turnover in OVX rats suggesting that DPHD prevented

trabecular bone loss and micro-architecture deterioration by

suppressing the rate of bone turnover either by decreasing bone

resorption or increasing bone formation.

DPHD at doses of 25 and 50 mg/kg BW preserved bone mass

in OVX rats without showing an uterotrophic effect. These results

indicate that the beneficial effect of DPHD on bone is not limited

Table 1. Effect of DPHD on bone area and thickness of OVX rats.

Groups/Parameters Total CSA (mm2) Trebecular CSA (mm2) Cortical CSA (mm2) Cortical thickness (mm)

Sham 14.6160.38 7.8960.30 6.2160.14 0.6860.011

OVX + Vehicle 16.5060.50* 9.5160.49* 6.4160.11 0.7060.010

OVX + DPHD (25 mg/kg) 16.1560.42* 9.0360.40* 6.4560.12 0.7060.005

OVX + DPHD (50 mg/kg) 14.9960.39{ 8.3660.15{ 6.0260.12 0.6960.006

OVX + DPHD (100 mg/kg) 14.7260.44{ 8.1260.39{ 5.9160.13 0.6960.005

OVX + E2 (10 mg/kg) 14.7360.48{ 7.8260.51{ 5.9760.10 0.6860.007

Total, trabecular, and cortical cross sectional area (CSA) and cortical thickness were measured from sham-operated and ovariectomized (OVX) rats receiving vehicle,
DPHD (25, 50 and 100 mg/kg Bw) or 17b-estradiol (E2, 10 mg/kg Bw) for 12 weeks. Data are expressed as mean 6 SEM, n = 628.
*p,0.05, significantly different from sham rats.
{p,0.05, significantly different from OVX rats.
doi:10.1371/journal.pone.0078739.t001
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to its estrogenic property but also mediate through other biological

effects of DPHD, such as an anti-inflammatory activity [19].

Inflammation is one of the causal factors of osteoporosis and

several cytokines, such as IL-1, M-CSF and RANKL, are involved

in the pathogenesis of osteoporosis. The role of these cytokines is to

activate osteoclast differentiation and bone resorption [36].

RANKL, a TNF family member, is synthesized by the osteoblast

and is an essential cytokines for activation of osteoclast formation,

function, and survival [37]. The interaction of RANKL and

RANK stimulates the osteoclastogenesis, the coupling process

between the osteoblast and osteoclast to control bone remodeling

[38]. Inhibiting the interaction of RANKL and RANK may have

benefits in the treatment of osteoporosis and DPHD treatment

reduces mRNA level of RANKL produced by osteoblast cells

during differentiation [21]. The inhibitory effect of DPHD on

RANKL may in turn attenuate the interaction of RANKL and

RANK and subsequently reduce the downstream inflammatory

cytokine induced osteoclastogenesis and bone resorption. Estrogen

deficiency in OVX rats is associated with the local disturbance of

cytokines in bone marrow, leading to an increase in osteoclast

numbers that ultimately penetrate trabecular bone and cause deep

resorption cavities [39]. Consequentially, trabecular bones are lost

Figure 3. Reversal of OVX induced bone microarchitectural changes by DPHD treatment. Representative 2D images of the proximal tibial
metaphysic (trabecular structure) of sham operated and OVX rats receiving vehicle, DPHD (DPHD 100 mg/kg Bw and 17b-estradiol (E2, 10 mg/kg Bw)
for 12 weeks. Samples were stained with Goldner’s trichrome for bright-field microscopy at a magnification of 2X showing the following: epiphysis,
epiphyseal plate (EP), trabecular bone (Tb), and cortical bone (Cor) (A). Fluorescence micrographs (calcein labeling) (B). Static parameters: trabecular
bone volume normalized by tissue volume (BV/TV, %) (C), trabecular number (Tb.N, mm21) (D), trabecular thickness (Tb.Th, mm) (E), and trabecular
separation (Tb.Sp, mm) (F). Dynamic parameters: mineral apposition rate (MAR) (G) and bone formation rate (BFR) (H). Data are expressed as the mean
6 SEM, n = 628. **p,0.01 significantly different from sham rats and {p,0.05 and {{p,0.01, significantly different from OVX rats.
doi:10.1371/journal.pone.0078739.g003
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and the remaining bones are less dense, thinner, and widely

separated [40]. Changes in cytokine levels in OVX rats may be

attenuated by DPHD treatment. If this is the case, then it suggests

that DPHD may suppress osteoclast activity. The inhibitory effect

of DPHD on both RANKL mRNA expression and interaction of

RANKL and RANK in osteoblast cells may in part account for

attenuation of bone turnover and preserving bone mass after

ovariectomy [21]. Pharmacokinetic analysis indicates that the

amount of DPHD used in treatment of OVX rats in the present

study would provide an effective concentration in the range similar

to that reported in the in vitro study [21,40]. However, the response

of cytokines to DPHD treatment in OVX rats has not been

investigated and any effect of DPHD on osteoclast cells and the

inflammatory system remains to be elucidated.

In conclusion, this is the first report on the effect of DPHD on

bone turnover and protection of trabecular bone loss in OVX rats.

Our results indicate that the novel phytoestrogen, DPHD, exhibits

low uterotrophic activity and has potential in clinical applications

for preserving bone mass and structure in postmenopausal

osteoporosis.
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