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การศกึษาวจิยัครัง้นี้มวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาบทบาทการท างานของวติามนิด ี 3 และการควบคุม
กระบวนการเมแทบอลซิมึเฉพาะที่ของวติามนิดใีนกล้ามเนื้อลาย หนูทดลองสายพนัธุ์ C57BL/6 เพศผู้ 
ช่วงพฒันาการ เจรญิเตม็วยั และชราภาพ ถูกใชเ้พื่อท าการศกึษาการเจรญิเตบิโตของกลา้มเนื้อลายแต่ละ
ช่วงอายุ โดยระดบัซรี ัม่ 25(OH)D3 รวมถงึการแสดงออกของโปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิด ี(vitamin D 
receptor, VDR) และโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเมแทบอลิซึมของวิตามินดี (CYP27B1 และ 
CYP24A1) ในกล้ามเนื้อลายได้ถูกตรวจวิเคราะห์เพื่อศึกษาความสัมพันธ์กับการเจริญเติบโตของ
กลา้มเนื้อลาย นอกจากนี้สเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลายจากแต่ละช่วงอายุไดถู้กสกดัแยกและเพาะเลีย้งเพื่อ
ศึกษาการตอบสนองต่อวติามนิด ี3 ในรูปแอคทฟีฟอร์ม [1α,25(OH)2D3]  ผลการวจิยัพบว่ากลไกการ
เจรญิเตบิโตของกล้ามเนื้อลายเกดิขึน้จากการเพิม่ขนาดพืน้ทีห่น้าตดั (cross-sectional area) ของเสน้ใย
กลา้มเนื้อลายในช่วงพฒันาการถงึเจรญิเตม็วยั ซึง่มคีวามสมัพนัธก์บัการเพิม่ขึน้ของระดบั 25(OH)D3 ใน
เลอืด โดยกลา้มเนื้อลายมกีารแสดงออกของโปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิดใีนระดบัต ่าช่วงพฒันาการแต่มี
การแสดงออกเพิม่มากขึน้อยา่งมนีัยส าคญัในช่วงเจรญิเตม็วยัและระยะเริม่ต้นของการชราภาพทีเ่ป็นช่วงที่
มกีารเพิ่มขึ้นของปริมาณเส้นใยกล้ามเนื้อลายที่มกีารฟ้ืนฟูสภาพ การเปลี่ยนแปลงดังกล่าวมีผลต่อ
กล้ามเนื้อลายชนิด fast-glycolytic muscle มากกว่า slow-oxidative muscle ในทางตรงกันข้ามการ
แสดงออกของโปรตนี CYP27B1 และ CYP24A1 ในกลา้มเนื้อลายไม่มกีารเปลี่ยนแปลงอย่างมนีัยส าคญั
ตลอดช่วงอายทุีศ่กึษา ขณะทีก่ารศกึษาในหลอดทดลองพบว่าสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลายทีส่กดัแยกจาก
หนูทดลองในแต่ละช่วงของการเจรญิเตบิโตมกีารแสดงออกของโปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิดแีละโปรตนี
ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเมแทบอลิซึมของวิตามนิดี อย่างไรก็ตามการแสดงออกของโปรตีนตวัรบั
สญัญาณวติามนิดใีนสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลายทีต่อบสนองต่อการไดร้บั 1α,25(OH)2D3 มคี่าลดลงเมื่อ
อายเุพิม่มากขึน้ เนื่องจากเซลลม์คีุณลกัษณะการเขา้สู่ระยะการเปลีย่นแปลงรปูร่างไปเป็นเสน้ใยกลา้มเนื้อ
ลายอยา่งรวดเรว็เมือ่ถูกกระตุ้นการเจรญิเตบิโต จากผลการศกึษาทัง้หมดนี้แสดงใหเ้หน็ว่ากลา้มเนื้อลายมี
การควบคุมระบบการท างานของวติามนิดแีบบเฉพาะทีแ่ละมกีารตอบสนองต่อวติามนิด ี3 ผ่านการควบคุม
การแสดงออกของตวัรบัสญัญาณวติามนิดใีนสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลาย โดยความเขา้ใจเกี่ยวกบัระบบ
การท างานของวิตามินดีในกล้ามเนื้อลายจะช่วยให้สามารถพัฒนาแนวทางการน าวิตามินดี 3 มาใช้
ประโยชน์เพื่อเพิม่มวลและความสามารถในการท างานของกล้ามเนื้อลายเมื่ออายุเพิม่มากขึ้นได้อย่างมี
ประสทิธภิาพต่อไป 

ค าส าคญั  กลา้มเนื้อลาย, เมแทบอลซิมึ, วติามนิด,ี ตวัรบัสญัญาณวติามนิด,ี สเตม็เซลล ์ 
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Abstract 
 
Project Code : MRG6080090 
Project Title : Investigation of non-calcemic function of vitamin D3  and local regulation of vitamin 
D metabolism in skeletal muscle during development, maturation, and aging 
Investigator : Asst. Prof. Dr. Ratchakrit  Srikuea (Mahidol University) 
E-mail Address : ratchakrit.sri@mahidol.ac.th 
Project Period : 2 years (Project extension period has been approved) 
 

The objective of this study was to investigate non-calcemic function of vitamin D3 and local 
regulation of vitamin D metabolism in skeletal muscle. Male C57BL/6 mice at developmental, 
mature, and aging stages were used to investigate skeletal muscle plasticity across ages. Serum 
25(OH)D3 level and the expression of vitamin D receptor (VDR) and vitamin D-metabolizing 
enzymes (CYP27B1 and CYP24A1) in skeletal muscle were analyzed to determine their 
relationships with skeletal muscle plasticity. In addition, skeletal muscle stem cells (SMSCs) from 
different stages of growth were isolated and cultured to examine the response to the active form 
of vitamin D3 [1α,25(OH)2D3]. The results revealed a significant increase of muscle fiber cross-
sectional area during developmental to maturation stage and this change was associated with an 
increased in serum 25(OH)D3 level. VDR protein expression in skeletal muscle was barely detected 
during developmental stage but significantly increased during maturation and initial aging stages, 
the latter related to increase centronucleated muscle fibers. This change was pronounced in fast-
glycolytic muscle compared to slow-oxidative muscle. In contrast, vitamin D-metabolizing enzymes 
(CYP27B1 and CYP24A1) which locally expressed in skeletal muscle were not changed at any age 
investigated. In addition, SMSCs that isolated from different stages of growth expressed VDR and 
vitamin D-metabolizing enzymes. Nevertheless, the responses of SMSCs to 1α,25(OH)2D3 

treatment on regulation of VDR protein expression was declined during advanced age and this 
change was related to a rapid commitment of SMSCs to differentiation. Taken together, these 
results provide insight about the local vitamin D system in skeletal muscle along with the regulation 
of VDR expression in SMSCs in response to vitamin D3. Understanding vitamin D system in skeletal 
muscle could help develop the effective intervention on vitamin D supplementation to improve 
muscle mass and function during advanced age. 

 
Keywords : skeletal muscle, metabolism, vitamin D, vitamin D receptor, stem cell  
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Executive Summary  
การศกึษาบทบาทของวติามนิด ี3 ส่วนใหญ่มุ่งเน้นไปทีก่ารวจิยัเกี่ยวกบับทบาทด้านการควบคุม

ระดับแคลเซียมในร่างกายเป็นหลัก  (Haussler et al., 2013; Veldurthy et al., 2016) อย่างไรก็ตาม
บทบาทนอกเหนือไปจากด้านแคลเซียมได้มกีารรายงานเพิ่มมากขึ้นภายหลงัจากที่มกีารค้นพบการ
แสดงออกของโปรตีนตัวรบัสญัญาณวิตามินดี (vitamin D receptor, VDR) และโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการเมแทบอลซิมึของวติามนิด ี(CYP27B1 และ CYP24A1) ในเนื้อเยือ่และอวยัวะอื่นๆทีไ่ม่ไดท้ า
หน้าที่เกี่ยวกับการควบคุมระดับแคลเซียมในร่างกาย เช่น สมองและหัวใจ (Jiang et al., 2014) 
นอกเหนือไปจากนัน้ได้มกีารรายงานว่ากล้ามเนื้อลายที่อยู่ในระหว่างการฟ้ืนฟูสภาพจากการบาดเจบ็มี
การแสดงออกของโปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิดเีพิม่ขึน้เป็นอย่างมากเมื่อเทยีบกบัสภาวะปกต ิ(Srikuea 
et al., 2012; Srikuea and Hirunsai 2016) ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความเป็นไปได้ที่วิตามินดีจะมีบทบาท
ส าคญัในกระบวนการฟ้ืนฟูสภาพของกลา้มเนื้อลาย อย่างไรกต็ามการเจรญิเตบิโตของกลา้มเนื้อลายช่วง
พฒันาการ เจรญิเต็มวยั และชราภาพ สามารถส่งผลต่อการท างานและกระบวนการเมแทบอลซิมึของ
วติามนิดใีนกล้ามเนื้อลายหรอืไม่ยงัไม่มกีารศึกษา นอกเหนือไปจากนัน้วติามนิดสีามารถมผีลต่อการ
ควบคุมการท างานของสเตม็เซลล์ของกลา้มเนื้อลายซึง่เป็นเซลลท์ีม่บีทบาทส าคญัต่อการเจรญิเตบิโตของ
กลา้มเนื้อลาย (Anderson, 2006) ทีม่คีุณลกัษณะแตกต่างกนัในแต่ละช่วงอายุหรอืไม่ยงัไม่ทราบอย่างแน่
ชดั โดยพบว่าสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลายอยู่ในสภาวะแอคทฟีช่วงพฒันาการเพื่อท าการเพิม่จ านวนและ
สรา้งเสน้ใยกลา้มเนื้อลาย (White et al., 2010) ขณะทีใ่นช่วงเจรญิเตม็วยัสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลายจะ
ท างานต่อเมื่อถูกกระตุ้นภายหลงัจากกลา้มเนื้อลายเกดิการบาดเจบ็เพื่อท าการซ่อมแซมเสน้ใยกลา้มเนื้อ
ลายทีเ่สยีหาย (Hawke and Garry, 2001) ในทางตรงกนัขา้มประสทิธภิาพการท างานของสเตม็เซลลข์อง
กลา้มเนื้อลายจะลดลงอย่างมากในขณะชราภาพเนื่องจากมกีารลดลงของการตอบสนองต่อสารทีม่ผีลดา้น
การกระตุ้นการเจริญเติบโต (Conboy et al., 2003) จากข้อมูลดังกล่าวข้างต้นการวิจยัในครัง้นี้จึงได้
ออกแบบเพื่อศกึษาบทบาทการท างานของวติามนิด ี3 และการควบคุมกระบวนการเมแทบอลซิมึเฉพาะที่
ของวติามนิดใีนกลา้มเนื้อลายขณะพฒันาการ เจรญิเตม็วยั และชราภาพ ซึง่เป็นการสรา้งองคค์วามรูใ้หม่
เกี่ยวกบัระบบการท างานของวติามนิด ี3 ในกล้ามเนื้อลาย เพื่อช่วยให้สามารถน าวติามนิดี 3 มาใช้เพิม่
ประสทิธภิาพการเจรญิเตบิโตและการท างานของกล้ามเนื้อลายในช่วงพฒันาการ เจรญิเต็มวยั และชรา
ภาพไดอ้ยา่งเหมาะสมต่อไป  
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เน้ือหางานวิจยั (Research Contents) 

1. วตัถปุระสงคข์องโครงการวิจยั (Research objectives) 
เพื่อศกึษาบทบาทการท างานของวติามนิด ี3 และกระบวนการเมแทบอลซิมึเฉพาะทีข่องวติามนิดี

ในกลา้มเนื้อลายขณะพฒันาการ เจรญิเตม็วยั และชราภาพ โดยมวีตัถุประสงคย์อ่ยดงันี้  
1.1) การศกึษากลไกการเจรญิเตบิโตของกลา้มเนื้อลายในหนูทดลองช่วงพฒันาการ เจรญิเตม็วยั 

และชราภาพ  
1.2) การศึกษาความสัมพันธ์ของระดับซีร ัม่วิตามินดีและระดับการแสดงออกของโปรตีนที่

เกี่ยวขอ้งกบัการท างานของวติามนิดใีนกล้ามเนื้อลายต่อกลไกการเจรญิเตบิโตของกล้ามเนื้อลายในหนู
ทดลองช่วงพฒันาการ เจรญิเตม็วยั และชราภาพ 

1.3) การศกึษาผลของวติามนิด ี3 ต่อสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลายของหนูทดลองช่วงพฒันาการ 
เจรญิเตม็วยั และชราภาพ 

 

2. ขอบเขตของโครงการวิจยั (Scope of the research) 

การวจิยัในครัง้นี้ท าการศกึษาบทบาทการท างานของวติามนิด ี 3 และกระบวนการเมแทบอลซิมึ
เฉพาะทีข่องวติามนิดใีนกลา้มเนื้อลายของสตัวท์ดลองประเภทหนูเมาส์ สายพนัธุ ์C57BL/6 เพศผู ้ทีร่ะดบั
เนื้อเยือ่และระดบัเซลล ์(สเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลาย) ภายในช่วงอายขุณะพฒันาการ (1 เดอืน) เจรญิเตม็
วยั (6 เดอืน) และชราภาพ (18 เดอืน) (อายุที่ใช้ในการศึกษากลุ่มชราภาพคอืช่วงระยะเริม่ต้นของการ   
ชราภาพเพื่อป้องกนัผลกระทบจากโรค/สภาวะแทรกซอ้นทีส่ามารถพบไดใ้นระยะหลงัของการชราภาพและ
อาจส่งผลต่อการแปลผลการศกึษาเกีย่วกบัระบบการท างานเฉพาะทีข่องวติามนิดใีนกลา้มเนื้อลาย)  

โครงการวจิยัเรื่องนี้ไดผ้่านการอนุมตัใิหด้ าเนินการจากคณะกรรมการการใชส้ตัวท์ดลองของคณะ
วทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัมหดิล (Protocol No. MUSC59-008-341)  

 

3. วิธีการทดลอง (Methodology) 
3.1) การศึกษากลไกการเจริญเติบโตของกล้ามเน้ือลายในหนูทดลองช่วงพฒันาการ เจริญ

เตม็วยั และชราภาพ  
(การด าเนินการวจิยัตามวตัถุประสงคย์อ่ยขอ้ที ่1.1) 

กระบวนการศกึษากลไกการเจรญิเตบิโตของกลา้มเนื้อลายในหนูทดลอง 
 การเปลีย่นแปลงน ้าหนกักลา้มเนื้อ (muscle wet weight) ของหนูทดลองช่วงพฒันาการ เจรญิเตม็
วยั และชราภาพถูกวเิคราะห์ด้วย digital weight scale (MS204S, Mettler Toledo) หลงัจากนัน้ตวัอย่าง
กล้ามเนื้ อลายได้ถูกเก็บโดยใช้ optimal cutting temperature (O.C.T) compound และแช่แข็งด้วย 
isopentane ทีถู่กท าใหเ้ยน็ดว้ย liquid nitrogen ตวัอยา่งกลา้มเนื้อลายทีแ่ช่แขง็ไดถู้กตดัแบบ cryosection 
ทีอุ่ณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีสเพื่อท าการศกึษาดว้ยเทคนิค histology และ immunohistochemistry  

กระบวนการเจรญิเติบโตของกล้ามเนื้อลายด้านการเปลี่ยนแปลงขนาดและจ านวนของเส้นใย
กลา้มเนื้อลายถูกวเิคราะหด์ว้ยการยอ้ม hematoxylin และ eosin ดงัแสดงในภาพที ่1  
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ภาพท่ี 1 Histology ของกลา้มเนื้อลายแบบตดัตามขวาง (cross-section) เมือ่ท าการยอ้มดว้ย hematoxylin 
และ eosin โดยนิวเคลยีสและไซโตพลาสซมึของเส้นใยกล้ามเนื้อลายถูกแสดงด้วยลูกศรและสญัลกัษณ์  
ตามล าดบั 
 

3.1.1) การวิเคราะหข์นาดของเส้นใยกล้ามเน้ือลาย 
ขนาดของเสน้ใยกลา้มเนื้อลายถูกวเิคราะหโ์ดยการวดัพืน้ทีห่น้าตดั (cross-sectional area, CSA) 

ที่จ านวน 200-300 เส้นใย/กล้ามเนื้อที่ท าการศึกษาด้วยโปรแกรม Image J ดงัแสดงในภาพที่ 2 โดย
ภาพถ่ายของชิ้นเนื้อที่ถูกน ามาวิเคราะห์จะเป็นการถ่ายแบบสุ่มและครอบคลุมบริเวณทัง้หมดของ
กลา้มเนื้อทีท่ าการวเิคราะห ์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพท่ี 2 ลกัษณะการวดัพืน้ทีห่น้าตดัของเสน้ใยกลา้มเนื้อลายดว้ยโปรแกรม Image J 

* 

* 
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3.1.2) การวิเคราะหจ์ านวนเส้นใยกล้ามเน้ือลาย 
จ านวนเส้นใยกลา้มเนื้อลายไดถู้กท าการวเิคราะห์ด้วยโปรแกรม CellSens Dimension Desktop 

ของ Olympus (Tokyo, Japan) แบบ manual counting ดงัภาพที่ 3 โดยเป็นการวเิคราะห์จ านวนเส้นใย
กลา้มเนื้อลายทัง้หมดในกลา้มเนื้อทีท่ าการศกึษา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3 การวเิคราะหจ์ านวนเสน้ใยกลา้มเนื้อลายดว้ยโปรแกรม CellSens Dimension Desktop 
 
3.2) การศึกษาความสมัพนัธ์ของระดบัซีร ัม่วิตามินดีและระดบัการแสดงออกของโปรตีนท่ี

เก่ียวข้องกบัการท างานของวิตามินดีในกล้ามเน้ือลายต่อกลไกการเจริญเติบโตของกล้ามเน้ือลาย
ในหนูทดลองช่วงพฒันาการ เจริญเตม็วยั และชราภาพ  
(การด าเนินการวจิยัตามวตัถุประสงคย์อ่ยขอ้ที ่1.2) 

กระบวนการตรวจวดัระดบัซรี ัม่วติามนิด ี
ตวัอย่างเลอืดของหนูทดลองได้ถูกตัง้ทิง้ไว้ทีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 30 นาท ีหลงัจากนัน้เลอืดได้

ถูกน าไปปัน่ที่อุณหภูม ิ4 องศา ด้วยความเรว็ 3,000 รอบต่อนาท ีเป็นระยะเวลา 15 นาทดี้วยเครื่องปัน่
เหวีย่งทีส่ามารถควบคุมความเยน็ได ้(Refrigerated centrifuge, Eppendorf Model 5430R) เพื่อแยกส่วน
ซรีัม่ โดยระดบัซรี ัม่วติามนิด ี[25(OH)D] ไดถู้กตรวจวเิคราะหโ์ดยเทคนิค LC-MS/MS ดว้ย MassChrom® 
25-OH-Vitamin D3/D2 in Serum/Plasma kit เพื่อแยกวติามนิด ี2 และวติามนิด ี3 ออกจากกนัรว่มกบัการ
วเิคราะห์ระดบั 3-Epi-25(OH)D ในขณะที่ระดบัซรี ัม่แคลเซยีมที่เกี่ยวขอ้งกบัการท างานของวติามนิดีใน
รา่งกายถูกตรวจวดัโดยเทคนิค o-cresolphthalein complexone method  
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กระบวนการศกึษาการแสดงออกของโปรตนีในกลา้มเนื้อลายของหนูทดลอง 
 โปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัชนิดของเสน้ใยกลา้มเนื้อลาย (fast myosin heavy chain และ slow myosin 

heavy chain) โปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิด ี(VDR) และโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัเมแทบอลซิมึของวติามนิด ี
(CYP27B1 และ CYP24A1) ได้ถูกวิเคราะห์ด้วยเทคนิค immunohistochemistry ตามวิธีการศึกษาใน
รายงานการวจิยัก่อนหน้า (Srikuea and Hirunsai, 2016) และถ่ายภาพด้วย fluorescence microscope 
เพื่อน ามาวเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม CellSens Dimension Desktop (ภาพที ่4)  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4 ภาพตวัอย่างการแสดงออกของโปรตนีทีใ่ชใ้นการจ าแนกชนิดของเสน้ใยกล้ามเนื้อลายที่ท าการ
ยอ้มดว้ยเทคนิค immunohistochemistry 

นอกจากนี้การแสดงออกของโปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิดี (VDR) และโปรตีนที่เกี่ยวข้องกบั   
เมแทบอลซิมึของวติามนิด ี(CYP27B1 และ CYP24A1) ในกลา้มเนื้อลายช่วงพฒันาการ เจรญิเตม็วยั และ
ชราภาพได้ถูกวเิคราะห์เชงิปรมิาณด้วยเทคนิค Western blot ตามวธิกีารศกึษาในรายงานการวจิยัก่อน
หน้า (Srikuea and Hirunsai, 2016) ดงัแสดงในภาพที ่5 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 5 ภาพแสดงการรนัโปรตนีทีต่อ้งการศกึษาบนเจลดว้ยเทคนิค Western blot analysis 
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3.3) การศึกษาผลของวิตามินดี 3 ต่อสเตม็เซลลข์องกล้ามเน้ือลายของหนูทดลองช่วงพฒันาการ 
เจริญเตม็วยั และชราภาพ 
(การด าเนินการวจิยัตามวตัถุประสงคย์อ่ยขอ้ที ่1.3) 

กระบวนการสกดัแยกสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลาย 
ผู้วิจยัได้ท าการสกัดแยก (isolation) สเต็มเซลล์ของกล้ามเนื้อลายจากหนูทดลองโดยอ้างอิง

กระบวนการในการสกัดแยกจากรายงานการวิจยัก่อนหน้า (Danoviz and Yablonka-Reuveni, 2012) 
กระบวนการสกดัแยกทัง้หมดเป็นการท าดว้ย aseptic technique กลา้มเนื้อลายทีศ่กึษาเมื่อถูกน าออกมา
จากรา่งกายของหนูทดลองแลว้ไดถู้กท าการลา้งดว้ยสารเพาะเลีย้งเซลลท์ีม่ ีantibiotic และน าไปท าการตดั
ใหเ้ป็นชิน้เลก็ๆ ภายใน laminar flow ดงัภาพที ่6 โดยการ dissociate สเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลายถูกท า
ดว้ยเอนไซม ์0.1% pronase ในตู ้CO2 incubator ทีอุ่ณหภมู ิ37oC เป็นระยะเวลา 60 นาท ี

 

 

 

 

 
 

ภาพท่ี 6 ภาพตวัอยา่งขณะท าการสกดัแยกสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลายเพื่อเพาะเลีย้งในหลอดทดลอง 

หลงัจากนัน้ เมื่อผ่านกระบวนการ trituration เพื่อท าให้เซลลห์ลุดออกมาจากกลา้มเนื้อลายทีถู่ก
ย่อย เซลลจ์ะถูกกรองผ่าน 40-μm cell strainer เพื่อแยกเศษซากเนื้อเยื่อต่างๆออก แลว้จงึท าการปัน่ตก
ด้วยความเร็ว 2,200 rpm ให้ได้เซลล์ดังภาพที่ 7 เพื่อท าการนับจ านวนด้วย hemocytometer และ
เพาะเลีย้งต่อไป 

 

 

 

 

  

 

 

ภาพท่ี 7 ภาพตวัอยา่งเซลล ์(ลกูศร) ทีส่กดัแยกไดจ้ากกระบวนการ enzymatic digestion 
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กระบวนการ purify สเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลาย 
เนื่องจากการสกดัแยกสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลายดว้ยกระบวนการ enzymatic digestion จะท า

ใหม้เีซลลช์นิดอื่นปะปนมาดว้ย ดว้ยเหตุนี้ผูว้จิยัไดใ้ช ้pre-plating technique ในการ purify สเตม็เซลลข์อง
กลา้มเนื้อลายออกจากเซลลอ์ื่นๆ เช่น fibroblast ดงัแสดงตวัอย่างในภาพที ่8 ซึง่หากมกีารปะปนจะท าให้
การเจริญเติบโตของสเต็มเซลล์ของกล้ามเนื้อลายไม่มีประสิทธิภาพ โดยกระบวนการ pre-plating 
technique ท าโดยการ plate เซลล์ที่สกดัแยกได้ลงบนวสัดุเพาะเลีย้งพลาสตกิเป็นเวลา 1 ชัว่โมง เพื่อให้
เซลล์ประเภท fibroblast ยดึเกาะกับวสัดุเพาะเลี้ยงพลาสติก หลงัจากนัน้จงึท าการเคลื่อนย้ายเซลล์ที่
แขวนลอย (suspension cells) ในสารเพาะเลีย้งไปยงัวสัดุเพาะเลีย้งเซลลอ์นัใหม่ทีม่กีาร coat พืน้ผวิดว้ย 
2% gelatin เพื่อใหเ้ซลลด์งักล่าวทีเ่ป็นสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลายสามารถยดึเกาะได้  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 8 ภาพตวัอย่างคุณลกัษณะของเซลล ์fibroblast (ซา้ย) และสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลาย (ขวา) ที่
สกดัแยกจากกลา้มเนื้อลายของสตัวท์ดลองและผ่านกระบวนการ pre-plating technique 

 
นอกจากนี้ภายหลงัจากการท า pre-plating technique ผูว้จิยัไดท้ าการยนืยนัคุณสมบตัสิเตม็เซลล์

ของกล้ามเนื้อลายที่ใช้ในการศกึษาด้วยเทคนิค immunocytochemistry โดยใช้ Myogenic differentiation 
protein (MyoD) เพื่อบ่งชีถ้งึความจ าเพาะของสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลาย (ภาพที ่9) 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 9 ภาพตวัอย่างสเต็มเซลล์ของกล้ามเนื้อลายที่มกีารแสดงออกของโปรตีน MyoD อย่างจ าเพาะใน
นิวเคลยีสของเซลลภ์ายหลงักระบวนการ pre-plating technique โดยนิวเคลยีสของเซลลถ์ูกยอ้มดว้ย DAPI   

DAPI DAPI 

MyoD DAPI Merged 
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กระบวนการทดสอบผลของวติามนิด ี3 ต่อสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลาย 
สเต็มเซลล์ของกล้ามเนื้อลายที่สกดัแยกได้ถูกท าการเพาะเลีย้งเพื่อเพิม่จ านวนในสารเพาะเลีย้ง 

DMEM + 20% fetal bovine serum + 5 ng/ml basic fibroblast growth factor ดัง แสดง ในภาพที่  10 
หลงัจากนัน้เซลลไ์ดถู้ก subculture ดว้ย 0.5% trypsin EDTA (1X) เป็นเวลา 5 นาท ีและไดถู้กเพาะเลีย้ง 
ใน 2% gelatin-coated well plate โดยคุณลกัษณะการเจรญิเตบิโตของสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลายทีส่กดั
แยกจากกล้ามเนื้อลายของหนูทดลองช่วงพฒันาการ เจรญิเต็มวยั และชราภาพถูกตรวจสอบด้วยการ
แสดงออกของโปรตีน MyoD, myogenin และ myosin heavy chain (MHC) นอกจากนี้ ในการศึกษา
บทบาทของวติามนิด ี3 เซลลจ์ะไดร้บั 1α,25(OH)2D3 ทีค่วามเขม้ขน้ 100 nM โดยเพาะเลีย้งใน DMEM + 
20% fetal bovine serum + 10% horse serum (growth-stimulating conditions) เพื่อศกึษาผลของวติามนิ
ด ี3 ต่อการแสดงออกของโปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิด ี(VDR) และโปรตนีที่เกี่ยวขอ้งกบักระบวนการ  
เมแทบอลซิมึของวติามนิด ี(CYP27B1 และ CYP24A1) ในสเต็มเซลล์ของกล้ามเนื้อลายที่สกดัแยกจาก
ช่วงอายตุ่างๆ  
 

 

 

 

 
 

ภาพท่ี 10 ภาพตัวอย่างสเต็มเซลล์ของกล้ามเนื้อลายที่ถูกท าการเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มจ านวนในสาร
เพาะเลีย้ง DMEM + 20% fetal bovine serum + 5 ng/ml basic fibroblast growth factor  
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4. ผลการทดลอง (Results) 
4.1) การศึกษากลไกการเจริญเติบโตของกล้ามเน้ือลายของหนูทดลองช่วงพฒันาการ เจริญเต็ม
วยั และชราภาพ  
(ผลงานวจิยัตามวตัถุประสงคย์อ่ยขอ้ที ่1.1) 
  4.1.1) การวิเคราะหก์ารเปล่ียนแปลงน ้าหนักกล้ามเน้ือลายและน ้าหนักตวัของหนูทดลอง 
 ผูว้จิยัพบว่าน ้าหนักของกลา้มเนื้อลายบรเิวณ hindlimb ไดแ้ก่ กลา้มเนื้อ soleus และ plantaris ที่
ท าการศกึษามกีารเพิม่ขึน้อย่างมนีัยส าคญัในช่วงพฒันาการไปเจรญิเตม็วยั โดยน ้าหนักของกลา้มเนื้อทัง้
สองไม่มกีารเปลี่ยนแปลงเมื่อเปรยีบเทยีบระหว่างช่วงเจรญิเต็มวยัและชราภาพ แม้ว่าน ้าหนักตวัของ
สตัวท์ดลองจะมกีารเพิม่ขึน้ในช่วงดงักล่าว ดงัแสดงในภาพที ่11  
 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 11 น ้าหนกักลา้มเนื้อ soleus และ plantaris และน ้าหนกัตวัของหนูทดลองเปรยีบเทยีบระหว่างช่วง
พฒันาการ (D) เจรญิเตม็วยั (M) และชราภาพ (A) (n=6 ต่อกลุ่มการทดลอง) ***p<0.001 และ #p<0.001 
เปรยีบเทยีบกบัช่วงพฒันาการและเจรญิเตม็วยัตามล าดบั 
  

4.1.2) การวิเคราะหข์นาดของเส้นใยกล้ามเน้ือลาย 
 ผู้วจิยัพบว่าขนาดของเส้นใยกล้ามเนื้อลาย (fiber CSA) ของกล้ามเนื้อ soleus และ plantaris มี
การเพิม่ขึน้อย่างมนีัยส าคญัในช่วงพฒันาการไปยงัเจรญิเตม็วยั โดยขนาดของเส้นใยกล้ามเนื้อลายไม่มี
การเพิม่ขึน้อกีเมือ่เปรยีบเทยีบระหว่างช่วงเจรญิเตม็วยัและชราภาพ ดงัแสดงในภาพที ่12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(A) 
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ภาพท่ี 12 (A) ภาพแสดงคุณลกัษณะเส้นใยกล้ามเนื้อลายของกล้ามเนื้อ soleus และ plantaris ในแต่ละ
ช่วงของการเจรญิเตบิโต (scale bar = 50 µm) (B) การเปลี่ยนแปลงขนาดของเส้นใยกล้ามเนื้อลายของ
กลา้มเนื้อ soleus และ plantaris ระหว่างช่วงพฒันาการ (D) เจรญิเตม็วยั (M) และชราภาพ (A) (n=6 ต่อ
กลุ่มการทดลอง) ***p<0.001 เปรยีบเทยีบกบัช่วงพฒันาการ  
  

4.1.3) การวิเคราะหจ์ านวนของเส้นใยกล้ามเน้ือลาย 
 ผูว้จิยัพบว่าจ านวนเส้นใยกล้ามเนื้อลายของกล้ามเนื้อ soleus และ plantaris ทีท่ าการศกึษาช่วง
พฒันาการไปยงัช่วงเจรญิเตม็วยัและชราภาพไม่ไดม้คีวามแตกต่างกนัอย่างมนีัยส าคญั ดงัแสดงในภาพที ่
13 โดยผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าการเจริญเติบโตของกล้ามเนื้อลายใช้กระบวนการ เพิ่มขนาด 
(hypertrophy) ไมใ่ช่การเพิม่จ านวน (hyperplasia)  
 

 

 

 

 
 

ภาพท่ี 13 การเปลี่ยนแปลงจ านวนเส้นใยกล้ามเนื้อลายของกล้ามเนื้อ soleus และ plantaris ระหว่างช่วง
พฒันาการ (D) เจรญิเตม็วยั (M) และชราภาพ (A) (n=6 ต่อกลุ่มการทดลอง) 

 

4.1.4) การศึกษาชนิดของเส้นใยกล้ามเน้ือลาย 
 ผลการศึกษาพบว่ากล้ามเนื้อ soleus มีเส้นใยกล้ามเนื้อลายชนิด type I มากกว่ากล้ามเนื้อ 
plantaris อย่างมนีัยส าคญั และเส้นใยกล้ามเนื้อชนิด type I ของกล้ามเนื้อ soleus มกีารเพิม่มากขึน้เมื่อ
เขา้สู่ระยะชราภาพ  ในทางตรงกนัขา้มกล้ามเนื้อ plantaris มอีงค์ประกอบของเสน้ใยกลา้มเนื้อลายชนิด 
type II เป็นหลกั นอกจากนี้จ านวน hybrid fiber (เส้นใยกลา้มเนื้อลายที่มกีารแสดงออกของโปรตนีทีพ่บ
ไดท้ัง้ชนิด type I และ type II) ในกลา้มเนื้อ plantaris มกีารลดลงอย่างชดัเจนหลงัจากช่วงพฒันาการ ซึง่
การเปลีย่นแปลงดงักล่าวตรงขา้มกบักลา้มเนื้อ soleus ทีพ่บว่าม ีhybrid fiber เพิม่มากขึน้ในช่วงชราภาพ 
ดงัแสดงในภาพที ่14 

(B) 
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ภาพท่ี 14 การเปลี่ยนแปลงชนิดเส้นใยกล้ามเนื้อลายของกล้ามเนื้อ soleus และ plantaris ระหว่างช่วง
พฒันาการ (Development) เจรญิเต็มวยั (Maturation) และชราภาพ (Aging) (n=6 ต่อกลุ่มการทดลอง) 
(A) ภาพแสดงองคป์ระกอบเสน้ใยกลา้มเนื้อลายชนิดต่างๆของกลา้มเนื้อ soleus และ plantaris ชนิด type 
I (สแีดง), ชนิด type II (สเีขยีว) และชนิด hybrid (สสีม้) (scale bar = 200 µm) (B) สดัส่วนองคป์ระกอบ
เส้นใยกล้ามเนื้อลายชนิดต่างๆของกล้ามเนื้อ soleus และ plantaris ในแต่ละช่วงอายุ *** p<0.0001 
เปรียบเทียบกับเส้นใยกล้ามเนื้อลายชนิด type I ของกล้ามเนื้อ plantaris  ##p<0.001, ### p<0.0001 
เปรยีบเทยีบกบัเสน้ใยกลา้มเนื้อลายชนิด hybrid/type II ของกลา้มเนื้อ soleus ตามล าดบั 

 

(A) (B) 
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4.2) การศึกษาความสัมพันธ์ของระดับซีร ัม่วิตามินดีและระดับการแสดงออกของโปรตีนท่ี
เก่ียวข้องกบัการท างานของวิตามินดีในกล้ามเน้ือลายต่อกลไกการเจริญเติบโตของกล้ามเน้ือลาย
ในหนูทดลองช่วงพฒันาการ เจริญเตม็วยั และชราภาพ  
(ผลงานวจิยัตามวตัถุประสงคย์อ่ยขอ้ที ่1.2) 
 

4.2.1) การศึกษาระดบัซีร ัม่วิตามินดี 
ผู้วจิยัพบว่าระดบัของวติามนิด ี3 ในเลอืดที่ตรวจวดั [25(OH)D3] มคี่าต ่าในช่วงพฒันาการ โดย

ระดบัของ 25(OH)D3 มคี่าเพิม่มากขึน้อย่างมนีัยส าคญัในช่วงเจรญิวยั และมคี่าค่อนขา้งคงทีไ่ปจนถงึช่วง
ชราภาพ (ภาพที ่15A) ในขณะทีร่ะดบัของ 3-Epi-25(OH)D3 มคี่าต ่ามากและไม่มกีารเปลีย่นแปลงอย่างมี
นัยส าคญัตลอดช่วงอายุที่ศึกษา (ภาพที่ 15B) นอกจากนี้ผลการศึกษาไม่พบระดบั 25(OH)D2/3-Epi-
25(OH)D2 ในเลอืดแต่อยา่งใด ขณะทีร่ะดบัแคลเซยีมในเลอืดมคี่าค่อนขา้งคงทีใ่นช่วงพฒันาการ เจรญิเตม็
วยั และชราภาพ (ภาพที ่15C) 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 15 การเปลีย่นแปลงระดบั (A) ซรี ัม่ 25(OH)D3, (B) ซรี ัม่ 3-Epi-25(OH)D3 และ (C) ซรี ัม่แคลเซยีม
ของหนูทดลองช่วงพฒันาการ (D) เจรญิเตม็วยั (M) และชราภาพ (A) (n=6 ต่อกลุ่มการทดลอง) *p<0.05 
เปรยีบเทยีบกบัช่วงพฒันาการ  

จากผลการวิเคราะห์ข้างต้นพบว่าระดบั 25(OH)D3 ในเลือดมคี่าแตกต่างกันเมื่อเปรยีบเทียบ
ระหว่างช่วงพฒันาการกับเจรญิเต็มวยัและชราภาพ ผู้วจิยัจงึได้ท าการศึกษาความสมัพนัธ์ของระดบั 
25(OH)D3 ต่อการเพิม่ขนาดของเส้นใยกล้ามเนื้อลาย (fiber CSA) และการเปลี่ยนแปลงชนิดของเส้นใย
กล้ามเนื้อลาย (fiber type composition) ของกล้ามเนื้อ soleus และ plantaris โดยผลการศึกษาพบว่า
ระดบั 25(OH)D3 มคีวามสมัพนัธใ์นเชงิบวกกบัขนาดเสน้ใยกลา้มเนื้อลายของกลา้มเนื้อ soleus (r = 0.75 
p = 0.0003) และ plantaris (r = 0.58 p = 0.0113) อยา่งไรกต็ามระดบั 25(OH)D3 มคีวามสมัพนัธเ์ชงิบวก
กบัปรมิาณเส้นใยกล้ามเนื้อลายชนิด type II ของกล้ามเนื้อ plantaris (r = 0.68 p = 0.002) เท่านัน้ ดงั
แสดงในภาพที ่16  

 

(A) (B) (C) 
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ภาพท่ี 16 ความสมัพนัธข์องระดบัซรี ัม่ 25(OH)D3 กบัขนาดพืน้ทีห่น้าตดัเสน้ใยกลา้มเนื้อลาย (fiber CSA) 
และชนิดเส้นใยกล้ามเนื้ อลาย (fiber type composition) ของกล้ามเนื้ อ soleus และ plantaris ช่วง
พฒันาการ (D) เจรญิเตม็วยั (M) และชราภาพ (A) (n=6 ต่อกลุ่มอายทุีท่ าการศกึษา รวมทัง้สิน้ n=18) 
 

4.2.2) การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนตวัรบัสญัญาณและกระบวนการเมแทบอลิซึม
ของวิตามินดีในกล้ามเน้ือลายของหนูทดลอง 

ผู้วิจยัได้ท าการศึกษาการแสดงออกของโปรตีนตวัรบัสญัญาณวติามนิดี (VDR) และโปรตีนที่
เกี่ยวข้องกับเมแทบอลิซึมของวิตามินดี (CYP27B1 และ CYP24A1) ร่วมกับโปรตีน ATP synthase 
(Complex V) subunit alpha (OxPhos) ซึง่เป็นโปรตนีทีม่กีารแสดงออกระดบัสูงในเสน้ใยกลา้มเนื้อลายที่
ม ีmitochondria ปรมิาณมากเพื่อใช้จ าแนกคุณสมบตัิของกล้ามเนื้อ soleus และ plantaris ที่ศกึษาด้วย
เทคนิค immunohistochemistry ดงัแสดงในภาพที่ 17 โดยผลการศึกษาพบว่าโปรตีนตัวรบัสัญญาณ
วติามนิด ี(VDR) สามารถถูกพบไดใ้นนิวเคลยีสของกลา้มเนื้อลาย (ภาพที ่17A) ขณะทีก่ารแสดงออกของ
โปรตนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัเมแทบอลซิมึของวติามนิดมีแีนวโน้มทีจ่ะมคีวามจ าเพาะต่อเสน้ใยกลา้มเนื้อลายที่มี
ปรมิาณ mitochondria ในระดบัสงู รวมถงึพบการแสดงออกทีบ่รเิวณเมทรกิซน์อกเซลล ์(ภาพที ่17A-B) 
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ภาพท่ี 17 ภาพตวัอย่างการแสดงออกของโปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิดี (VDR) และโปรตนีทีเ่กี่ยวขอ้ง
กบัเมแทบอลซิมึของวติามนิด ี(CYP27B1 และ CYP24A1) ในกล้ามเนื้อลายช่วงพฒันาการ (A) ลูกศร
แสดงถงึนิวเคลยีสที่มกีารแสดงออกของโปรตนี VDR ขณะที่หวัลูกศรแสดงถงึบรเิวณที่มกีารแสดงออก
ของโปรตีน VDR ร่วมกับโปรตีน CYP24A1 (B) ลูกศรแสดงถึงการแสดงออกของโปรตีน CYP27B1 
บรเิวณเมทรกิซน์อกเซลล์ ขณะทีห่วัลูกศรแสดงถงึเสน้ใยกลา้มเนื้อลายทีม่ไีมโตคอนเดรยีในระดบัสงู โดย
โปรตนี OxPhos ถูกใช้แสดงระดบัของไมโตคอนเดรยีในเส้นใยกล้ามเนื้อลายของกลา้มเนื้อ soleus และ 
plantaris (scale bar = 100 µm) 
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นอกเหนือไปจากนัน้การวเิคราะหเ์ชงิปรมิาณดว้ยเทคนิค Western blot พบว่าระดบัการแสดงออก
ของโปรตนี VDR ซึ่งเป็นตวัรบัสญัญานการท างานของวติามนิดทีัง้ในกล้ามเนื้อ soleus และ plantaris มี
ระดบัต ่าในกลา้มเนื้อลายของหนูทดลองช่วงพฒันาการ อยา่งไรกต็ามระดบัโปรตนี VDR เพิม่สงูขึน้อย่างมี
นัยส าคญัในกล้ามเนื้อ soleus และ plantaris (ภาพที่ 18A-B) โดยเฉพาะเพิม่ขึ้นอย่างมากในกล้ามเนื้อ 
plantaris ช่วงชราภาพ ซึ่งลกัษณะการเปลี่ยนแปลงของระดบัโปรตีน VDR ในกล้ามเนื้อลายมีความ
สอดคล้องกบัการเพิม่ขึน้ของโปรตนี VDR ในเนื่อเยื่อที่มคีวามจ าเพาะและตอบสนองต่อวติามนิด ีได้แก่ 
เนื้อเยือ่ไตและล าไสเ้ลก็ (ภาพที ่18C-D)  

 
ภาพท่ี 18 การเปลีย่นแปลงระดบัโปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิดี (VDR) ช่วงพฒันาการ (D) เจรญิเตม็วยั 
(M) และชราภาพ (A) ของ (A) กลา้มเนื้อ soleus (B) กลา้มเนื้อ plantaris (C) เนื้อเยื่อไต (kidney) (n= 6 
ต่อกลุ่มการทดลอง) และ (D) ล าไสเ้ลก็ (intestine; duodenum) (n=5-6 ต่อกลุ่มการทดลอง) ระดบัโปรตนี 
VDR ถูกเปรยีบเทยีบกบัระดบัโปรตนี GAPDH ทีถู่กใชเ้ป็น loading control  โดยค่าทีแ่สดงคอืจ านวนเท่า
ของการเปลีย่นแปลงของโปรตนี VDR เมื่อเทยีบกบัการแสดงออกในช่วงพฒันาการ *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001 เปรยีบเทยีบกบัช่วงพฒันาการ #p<0.05 เปรยีบเทยีบกบัช่วงเจรญิเตม็วยั 
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โดยการเพิ่มขึ้นของโปรตีน VDR ในกล้ามเนื้อ soleus และ plantaris มคีวามสมัพันธ์กับการ
เพิม่ขึน้ของปรมิาณเสน้ใยกลา้มเนื้อลายทีฟ้ื่นฟูสภาพในช่วงชราภาพ ดงัแสดงในภาพที ่19 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 19 (A) ภาพแสดงเสน้ใยกลา้มเนื้อลายทีฟ้ื่นฟูสภาพ (ลูกศร) (scale bar = 50 µm) (B) เปอรเ์ซนต์
เสน้ใยกลา้มเนื้อลายทีฟ้ื่นฟูสภาพช่วงพฒันาการ (D) เจรญิเตม็วยั (M) และชราภาพ (A) (n=6 ต่อกลุ่มการ
ทดลอง) **p<0.01 เปรยีบเทยีบกบัช่วงพฒันาการ #p<0.05, ##p<0.01 เปรยีบเทยีบกบัช่วงเจรญิเตม็วยั  

ในทางตรงกนัขา้มผูว้จิยัพบว่าโปรตนี CYP27B1 และ CYP24A1 ซึง่เป็นโปรตนีส าคญัทีเ่กีย่วขอ้ง
กบักระบวนการเมแทบอลซิมึของวติามนิดใีนเนื้อเยือ่เป้าหมายไม่มกีารเปลีย่นแปลงอยา่งมนีัยส าคญัทัง้ใน
กลา้มเนื้อ soleus และ plantaris ในแต่ละช่วงอาย ุดงัแสดงในภาพที ่20 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(A) (B) 
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ภาพท่ี 20 ผลการเปลีย่นแปลงของระดบัโปรตนี CYP27B1 และ CYP24A1 ในกลา้มเนื้อ soleus (A) และ  
plantaris (B) ช่วงพัฒนาการ (D) เจริญเต็มวัย (M) และชราภาพ (A) (n=6 ต่อกลุ่มการทดลอง), K = 
kidney (positive control) โดยระดบัโปรตีนทัง้สองได้ถูกเปรยีบเทยีบกบัระดบัโปรตีน GAPDH ที่ใช้เป็น 
loading control และค่าทีแ่สดงคอืจ านวนเท่าของการเปลีย่นแปลงของโปรตนี CYP27B1 และ CYP24A1 
เมือ่เทยีบกบัระดบัการแสดงออกในช่วงพฒันาการ 
 
4.3) การศึกษาผลของวิตามินดี 3 ต่อสเตม็เซลลข์องกล้ามเน้ือลายของหนูทดลองช่วงพฒันาการ 
เจริญเตม็วยั และชราภาพ  
(ผลงานวจิยัตามวตัถุประสงคย์อ่ยขอ้ที ่1.3) 
 

 4.3.1) การเพาะเล้ียงสเตม็เซลลข์องกล้ามเน้ือลายของหนูทดลองช่วงพฒันาการ เจริญเตม็
วยั และชราภาพ 

 ภายหลังจากที่ผู้วิจยัได้ท าการสกัดแยกสเต็มเซลล์ของกล้ามเนื้อลายจากหนูทดลองในช่วง
พฒันาการ เจรญิเต็มวยั และชราภาพ ผู้วจิยัพบว่าหนูทดลองในกลุ่มชราภาพมจี านวนสเต็มเซลล์ของ
กลา้มเนื้อลายน้อยกว่ากลุ่มพฒันาการและเจรญิเตม็วยั ซึง่สามารถสกดัไดป้ระมาณ 1.2105 เซลลต่์อหนู
ทดลอง 1 ตวั เมื่อเทยีบกบักลุ่มพฒันาการและเจรญิเต็มวยัที่สามารถสกดัแยกได้ประมาณ 1.5-2.0105 
เซลล ์โดยลกัษณะการเพาะเลีย้งสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลายไดถู้กแสดงในภาพที ่21  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพท่ี 21 ภาพตัวอย่างสเต็มเซลล์ของกล้ามเนื้อลายที่ถูกท าการเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มจ านวนในสาร
เพาะเลี้ยง DMEM + 20% fetal bovine serum + 5 ng/ml basic fibroblast growth factor ในตู้เพาะเลี้ยง 
(CO2 incubator) ทีม่กีารควบคุมอุณหภมูใินขณะเพาะเลีย้งที ่37 องศาเซลเซยีส และระดบั CO2 ที ่5%  

Day 1 Day 3 

Day 5 Day 7 
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โดยลกัษณะสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลายในช่วงพฒันาการ เจรญิเตม็วยั และชราภาพ เมือ่ท าการ
เพาะเลีย้งเป็นระยะเวลา 7 วนัไดถู้กเปรยีบเทยีบและแสดงในภาพที ่22 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 22 ภาพสเตม็เซลลข์องกล้ามเนื้อลายจากหนูทดลองช่วงพฒันาการ (Development) เจรญิเต็มวยั 
(Maturation) และชราภาพ (Aging) ที่ถูกเพาะเลี้ยงด้วย DMEM + 20% fetal bovine serum + 5 ng/ml 
basic fibroblast growth factor ในตู้ CO2 incubator ทีม่กีารควบคุมอุณหภูมใินขณะเพาะเลีย้งที ่37 องศา
เซลเซยีสและระดบั CO2 ที ่5% เป็นเวลา 7 วนั 

 
4.3.2) การศึกษาผลของวิตามินดี 3 ต่อสเต็มเซลลข์องกล้ามเน้ือลายของหนูทดลองช่วง

พฒันาการ เจริญเตม็วยั และชราภาพ 
จากการศกึษาดว้ยเทคนิค immunocytochemistry สเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลายในช่วงพฒันาการ 

เจรญิเตม็วยั และชราภาพ ทีท่ าการเพาะเลีย้งในหลอดทดลอง (ความจ าเพาะของเซลลถ์ูกยนืยนัดว้ยการ
แสดงออกของโปรตนี MyoD) ไดม้กีารแสดงออกของโปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิด ี (VDR) รวมถงึเซลล์
สามารถตอบสนองต่อการได้รบัแอคทีฟฟอร์มของวิตามินดี 3  [1α,25(OH)2D3]  โดยโปรตีนตัวรับ
สญัญาณวติามนิด ี(VDR) มกีารแสดงออกในนิวเคลยีสของเซลล์ร่วมกบัโปรตีน CYP24A1 ในขณะที่ไม่
พบว่าโปรตีน CYP27B1 มกีารแสดงออกในนิวเคลียสภายหลงัจากได้รบั 1α,25(OH)2D3 แต่อย่างใด            
ดงัแสดงในภาพที่ 23  ซึ่งผลการศกึษาดงักล่าวแสดงให้เห็นว่าวติามนิด ี3 น่าจะมบีทบาทส าคญัในการ
ควบคุมการท างานของสเต็มเซลล์ของกล้ามเนื้อลายผ่านทางตัวรบัสญัญาณวิตามนิดี นอกจากนี้ผล
การศกึษานี้สนับสนุนการแสดงออกของโปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิดี (VDR) ทีพ่บในกลา้มเนื้อลายของ
สตัวท์ดลองว่าน่าจะเกีย่วขอ้งกบัการท างานของสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลาย  

 

  

Development Maturation Aging 
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ภาพท่ี 23 ภาพการแสดงออกของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับตวัรบัสญัญาณของวติามนิดแีละกระบวนการ     
เมแทบอลซึมึของวติามนิดใีนสเต็มเซลล์ของกล้ามเนื้อลายช่วงพฒันาการ (Development) เจรญิเต็มวยั 
(Maturation) และชราภาพ (Aging) ภายหลงัจากไดร้บั 1α,25(OH)2D3 ทีค่วามเขม้ขน้ 100 nM เป็นเวลา 
24 ชัว่โมง (A) ภาพการแสดงออกโปรตีนตวัรบัสญัญาณวติามนิด ี (VDR) ที่มกีารแสดงออกร่วมกนักับ
โปรตีน CYP24A1 และ (B) ภาพการแสดงออกโปรตีนตัวรับสัญญาณวิตามินดี (VDR) และโปรตีน 
CYP27B1 ในสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลาย  
 
 นอกจากนี้ผูว้จิยัพบว่าเมื่อสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลายช่วงพฒันาการ เจรญิเตม็วยั และชราภาพ
ไดร้บั 1α,25(OH)2D3 ต่อเนื่องเป็นเวลา 48 ชัว่โมง (ไดร้บั 1α,25(OH)2D3 ทุก 24 ชัว่โมง) เซลลจ์ากแต่ละ
ช่วงอายุมกีารแสดงออกของระดบัตวัรบัสญัญาณของวติามนิดีทีแ่ตกต่างกนั โดยมกีารตอบสนองเพิม่ขึ้น
อยา่งมนียัส าคญัในเซลลท์ีส่กดัแยกจากกลา้มเนื้อลายช่วงพฒันาการ แต่ผลการตอบสนองดงักล่าวลดลงใน
เซลลช์่วงเจรญิวยัและชราภาพเมือ่ถูกวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค Western blot ดงัแสดงในภาพที ่24  
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ภาพท่ี 24  การแสดงออกของโปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิด ี(VDR) ของสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลายช่วง

พฒันาการ (D) เจรญิเตม็วยั (M) และชราภาพ (A) ภายหลงัจากไดร้บั 1α,25(OH)2D3 ทีค่วามเขม้ขน้ 100 

nM ต่อเนื่องเป็นเวลา 48 ชัว่โมง (เซลล์ได้รบั 1α,25(OH)2D3 ทุก 24 ชัว่โมง) โดยการแสดงออกของ
โปรตนี VDR ถูกเปรยีบเทยีบกบัโปรตนี GAPDH (โปรตนีควบคุมในการศกึษา) ก่อนท าการเปรยีบเทยีบ
กบักลุ่ม vehicle (V) *p<0.05 เปรยีบเทยีบกบัช่วงพฒันาการ K = kidney I = intestine (positive controls) 
 

จากผลการทดลองขา้งต้น ผูว้จิยัพบว่าการตอบสนองต่อ 1α,25(OH)2D3 มคีวามสมัพนัธก์บัระยะ
การเปลี่ยนแปลงรูปร่าง (differentiation) ของเซลล์เมื่อได้รบัสารกระตุ้นการเจรญิเตบิโต โดยพบว่าการ
แสดงออกของตวัรบัสญัญาณวติามนิด ี(VDR) ในสเต็มเซลล์ของกล้ามเนื้อลายจะมกีารแสดงออกขณะที่
เซลล์อยู่ในระยะที่ไม่เปลี่ยนแปลงรูปร่าง (undifferentiated) ซึ่งพบได้อย่างมนีัยส าคญัในสเต็มเซลล์ของ
กลา้มเนื้อลายช่วงพฒันาการ ดงัแสดงในภาพที ่25 

 
 

 
 

 

ภาพท่ี 25 ภาพสเต็มเซลล์ของกล้ามเนื้ อลายช่วงพัฒนาการ (Development) ในระยะที่ไม่มีการ
เปลี่ยนแปลงรูปร่าง (undifferentiated) ไปเป็นเส้นใยกล้ามเนื้อลาย (Myogenin-) ต่อการแสดงออกของ
โปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิด ี(VDR) (ลูกศร) ภายหลงัจากได้รบั 1α,25(OH)2D3 ที่ความเข้มข้น 100 
nM ต่อเนื่องเป็นเวลา 48 ชัว่โมง (เซลลไ์ดร้บั 1α,25(OH)2D3 ทุก 24 ชัว่โมง)  
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 คุณสมบตักิารเขา้สู่ระยะการเปลี่ยนแปลงรปูร่างทีแ่ตกต่างกนัในสเต็มเซลล์ของกล้ามเนื้อลายแต่
ละช่วงอายุไดถู้กแสดงในภาพที ่26 โดยการรวมตวักนัของนิวเคลยีส (fusion index) เพื่อเริม่กระบวนการ
เปลีย่นแปลงรูปร่างไปเป็นเสน้ใยกลา้มเนื้อลาย (nascent myotube) เพิม่ขึน้อย่างมนีัยส าคญัในเซลลก์ลุ่ม
เจรญิเตม็วยัและชราภาพเมือ่ไดร้บัสารกระตุน้การเจรญิเตบิโตเป็นเวลา 48 ชัว่โมง  

 

ภาพท่ี 26  (A-D) คุณลกัษณะการเปลีย่นแปลงรูปร่าง (differentiation) ของสเตม็เซลลข์องกล้ามเนื้อลาย
ช่วงพฒันาการ เจรญิเต็มวยั และชราภาพ เมื่อถูกเพาะเลี้ยงใน DMEM + 20% fetal bovine serum + 
10% horse serum (growth-stimulating conditions) (E) ภาพแสดงการสรา้งเสน้ใยกลา้มเนื้อลายในหลอด
ทดลองที่ถูกยืนยันด้วยการแสดงออกของโปรตีน myosin heavy chain (MHC) *p<0.05, **p<0.01 
เปรยีบเทยีบกบัช่วงพฒันาการ (D) #p<0.01 เปรยีบเทยีบกบัช่วงชราภาพ (A)  
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5. สรปุและวิจารณ์ผลการทดลอง  
ในอดตีทีผ่่านมามรีายงานการวจิยัทีแ่สดงถงึความสมัพนัธข์องระดบั 25(OH)D3 ในเลอืดกบัความ

แขง็แรงของกล้ามเนื้อลาย เช่น ที่พบได้ในผู้สูงอายุที่มสีภาวะกล้ามเนื้อลายอ่อนแรงร่วมกบัระดบัของ
วติามนิด ี3 ในเลอืดที่ต ่ากว่าปกต ิ(Mowé et al., 1999; Visser et al., 2003) ด้วยเหตุผลดงักล่าวจงึได้มี
รายงานการวจิยัที่แสดงให้เหน็ว่าผู้สูงอายุควรได้รบัวติามนิดเีสรมิเพื่อเพิม่ประสทิธภิาพการท างานของ
กล้ามเนื้ อลาย (Verhaar et al., 2000; Sato et al., 2005; Moreira-Pfrimer et al., 2009; Pfeifer et al., 
2009; Cangussu et al., 2015) อย่างไรก็ตามในปัจจุบนัยงัไม่มีงานวจิยัที่ศกึษาถงึความสมัพนัธ์ระหว่าง
ระดบัของ 25(OH)D3 ในเลอืดกบัการเจรญิเติบโตของกล้ามเนื้อลายตัง้แต่พฒันาการ เจรญิเต็มวยั  ไป
จนถงึระยะเริม่ต้นของการชราภาพ โดยการศกึษาครัง้นี้แสดงใหเ้หน็ว่าการเพิม่ขนาดของเสน้ใยกลา้มเนื้อ
ลายช่วงพฒันาการไปยงัเจรญิเต็มวยัมคีวามสมัพนัธเ์ชงิบวกกบัระดบั 25(OH)D3 ในเลอืด อย่างไรก็ตาม
ในช่วงพฒันาการนัน้พบว่ามรีะดบั 25(OH)D3 ในเลือดที่ต ่า โดยคาดว่าน่าจะเกิดจากการที่ตบัซึ่งเป็น
อวัยวะส าคัญที่ท าหน้าที่ในการเปลี่ยนวิตามินดี 3 ในเลือดให้เป็น 25(OH)D3 ด้วยกระบวนการ 25-
hydroxylation โดยเอนไซม ์CYP27A1/CYP2R1 (Bikle, 2014) ยงัท างานได้ไม่สมบูรณ์ ผลดงักล่าวอาจ
เป็นปัจจยัที่ส่งผลให้ระดบัการแสดงออกของตัวรบัสญัญาณวติามนิดี (VDR) ในกล้ามเนื้อลายมคี่าต ่า
ในช่วงพฒันาการ เพราะระดบั 25(OH)D3 ในเลอืดเป็นปัจจยัส าคญัทีส่่งผลต่อการสรา้งแอคทฟีฟอรม์ของ
วิตามินดี 3 [1α,25(OH)2D3] ที่มีผลต่อการแสดงออกของระดับตัวรับสัญญาณวิตามินดีในเนื้อเยื่อ
เป้าหมาย โดยระดบัการแสดงออกของโปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิด ี(VDR) ในกลา้มเนื้อลายมคี่าเพิม่ขึน้
ในช่วงเจรญิเตม็วยัซึง่สอดคลอ้งกบัการเพิม่ขึน้ของระดบั 25(OH)D3 ในเลอืด 

อย่างไรก็ตามเป็นที่น่าสนใจว่าระดบัของตวัรบัสญัญาณวติามนิดกีลบัมคี่าเพิม่สูงขึน้ในช่วงระยะ
เริม่ตน้ของการชราภาพทัง้ทีร่ะดบัของ 25(OH)D3 ในเลอืดไมม่กีารเปลีย่นแปลงอย่างมนีัยส าคญัเมือ่เทยีบ
กับช่วงเจริญเต็มวัย รวมถึงผลการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวสามารถพบได้ในกล้ามเนื้อ plantaris (fast-
glycolytic muscle) มากกว่ากล้ามเนื้อ soleus (slow-oxidative muscle) การค้นพบดงักล่าวแสดงให้เหน็
ถึงปัจจยัอื่นนอกเหนือจากระดบั 25(OH)D3 ในเลอืดที่สามารถส่งผลต่อการแสดงออกของระดบัตัวรบั
สญัญาณวติามนิดี (VDR) ของกล้ามเนื้อลายได้ โดยผลการวจิยัก่อนหน้านี้พบว่ากล้ามเนื้อลายที่อยู่ใน
สภาวะการฟ้ืนฟูสภาพจากการบาดเจบ็จะเพิม่การแสดงออกของโปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิดอีย่างมี
นัยส าคญั (Srikuea et al., 2012; Srikuea and Hirunsai, 2016) ผลการศึกษาดงักล่าวมคีวามสอดคล้อง
กบัการเพิม่ขึน้ของเส้นใยกล้ามเนื้อลายที่มนีิวเคลยีสอยู่บรเิวณกึ่งกลาง (centronucleated muscle fiber) 
ที่บ่งชี้ถึงการท างานของสเต็มเซลล์ของกล้ามเนื้อลายที่ก าลงัท าการซ่อมแซมเส้นใยกล้ามเนื้อ ลายที่
เสยีหาย (Hawke and Garry, 2001; Shi and Garry, 2006; Relaix and Zammit, 2012) ซึ่งลกัษณะการ
เพิม่ขึน้ของ centronucleated muscle fiber ในสภาวะการฟ้ืนฟูสภาพจากการบาดเจบ็ดงักล่าวสอดคล้อง
กบัผลการศึกษาวจิยัครัง้นี้ที่พบการเพิม่ขึ้นของ centronucleated muscle fiber ร่วมกบัการเพิม่ขึ้นของ
ระดบัโปรตีนตัวรบัสญัญาณวิตามนิดี (VDR) ในกล้ามเนื้อลายช่วงระยะเริม่ต้นของการชราภาพ จาก
ความสมัพนัธ์ระหว่างการท างานของสเต็มเซลล์ของกล้ามเนื้อลายกับการแสดงออกของโปรตีนตัวรบั
สญัญาณวติามนิดี (VDR) ในกล้ามเนื้อลาย จงึมคีวามเป็นไปได้ว่าในระยะหลงัของการชราภาพที่เกิด
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สภาวะมวลและความแขง็แรงของกล้ามเนื้อลายลดลง (sarcopenia) จะสามารถส่งผลกระทบโดยตรงต่อ
ระดับการแสดงออกของโปรตีนตัวรับสัญญาณวิตามินดี (VDR) และการท างานของวิตามินดี 3 ได้ 
เนื่องจากจ านวนสเต็มเซลล์ของกล้ามเนื้อลายมกีารลดลงอย่างมนีัยส าคญัในสภาวะดงักล่าว (Sousa-
Victor and Munoz-Canoves, 2016) 

นอกเหนือไปจากนัน้การศกึษาครัง้นี้พบว่าสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลายช่วงพฒันาการ เจรญิเตม็
วยั และชราภาพที่ท าการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลองมกีารแสดงออกของโปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิด ี
(VDR) และสามารถตอบสนองต่อการไดร้บัแอคทฟีฟอรม์ของวติามนิด ี3 [1α,25(OH)2D3]  ผลการศกึษา
ดงักล่าวมสี่วนในการยนืยนัไดว้่าวติามนิด ี3 น่าจะมบีทบาทในการควบคุมการเจรญิเตบิโตของกล้ามเนื้อ
ลายผ่านการควบคุมการท างานของสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลาย โดยผลของการตอบสนองของสเตม็เซลล์
ของกล้ามเนื้อลายต่อการเพิม่การแสดงออกของโปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิดี (VDR) อย่างมนีัยส าคญั
เมื่อไดร้บั 1α,25(OH)2D3 ทีพ่บสามารถเปรยีบเทยีบไดก้บัรายงานการวจิยัก่อนหน้าทีศ่กึษาในสเตม็เซลล์
ของกลา้มเนื้อลายจากสตัวท์ดลองและมนุษย ์(Girgis et al., 2014b; Pojednic et al., 2015; Olsson et al., 
2016; Barga et al., 2017) ร ว มถึ ง  mouse skeletal muscle cell line (C2C12) (Garcia et al., 2011; 
Srikuea et al., 2012; Ryan et al., 2013; Salles et al., 2013; Girgis et al., 2014a; Srikuea and Hirunsai, 
2016; van der Meijden et al., 2016; Camperi et al., 2017)  อย่างไรกต็ามการศกึษาในครัง้นี้พบว่าการ
ตอบสนองของสเต็มเซลล์ของกล้ามเนื้อลายต่อ 1α,25(OH)2D3 มคีวามจ าเพาะในช่วงพฒันาการเท่านัน้
และมคี่าลดลงในช่วงเจรญิเตม็วยัและชราภาพ  โดยการลดลงของการตอบสนองต่อ 1α,25(OH)2D3 น่าจะ
เกี่ยวขอ้งกบัการเปลี่ยนแปลงคุณลกัษณะการเจรญิเตบิโตของเซลล์เขา้สู่สภาวะการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง 
(differentiation) อย่างรวดเรว็เมื่อไดร้บัสารกระตุ้นการเจรญิเตบิโต โดยมรีายงานก่อนหน้าทีส่นับสนุนว่า 
สเต็มเซลล์ของกล้ามเนื้อลายช่วงชราภาพจะมคีุณสมบตัิด้านการแบ่งตัวที่ลดลงอย่างมนีัยส าคญัเมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัช่วงพฒันาการ (Conboy et al., 2003) จากขอ้มูลดงักล่าวสามารถบ่งชี้ได้ว่าคุณลกัษณะ
การเจรญิเตบิโตของสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลายเป็นปัจจยัทีส่ าคญัในการตอบสนองต่อ 1α,25(OH)2D3 

แมว้่าผลการวจิยัครัง้นี้ได้พบการเปลีย่นแปลงของโปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิดี (VDR) ทีม่กีาร
เพิม่ขึน้อย่างมนีัยส าคญัในช่วงระยะเริม่ต้นของการชราภาพเมื่อเทยีบกบัช่วงพฒันาการ อย่างไรก็ตาม
ระดบัการแสดงออกของโปรตนีที่เกี่ยวข้องกบักระบวนการเมแทบอลซิมึของวติามนิด ี(CYP27B1 และ 
CYP24A1) ในกลา้มเนื้อลายไมม่กีารเปลีย่นแปลงอย่างมนีัยส าคญัตลอดช่วงอายุทีท่ าการศกึษา รวมถงึไม่
พบความสัมพันธ์ของโปรตีน CYP27B1 และ CYP24A1 กับระดับ 25(OH)D3 ในเลือด ผลการศึกษา
ดังกล่าวแสดงให้เห็นว่ากระบวนการเมแทบอลิซึมของวิตามินดีในกล้ามเนื้อลายไม่ขึ้นอยู่กับระดับ 
25(OH)D3 ดงันัน้กล้ามเนื้อลายน่าที่จะมรีะบบการควบคุมระดบัการสร้างและสลายวติามนิด ี 3 เฉพาะที่
ภายในเซลลก์ลา้มเนื้อลายเองเท่านัน้ และไมใ่ช่เนื้อเยือ่ทีม่หีน้าทีห่ลกัในการสงัเคราะห์ 1α,25(OH)2D3 ใน
ร่างกาย ในทางตรงกนัขา้มรายงานการวจิยัก่อนหน้าพบว่าระดบัโปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิด ี(VDR) 
และโปรตีน CYP24A1 มีการเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญภายหลังจากได้ร ับ 1α,25(OH)2D3 ใน mouse 
skeletal muscle cell line (C2C12) (Ryan et al., 2013; Girgis et al., 2014a; van der Meijden et al., 
2016), สเต็มเซลล์ของกล้ามเนื้อลาย (Girgis et al., 2014b; Pojednic et al., 2015) และกล้ามเนื้อลายที่
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อยูร่ะหว่างการฟ้ืนฟูสภาพจากการบาดเจบ็ (Srikuea and Hirunsai, 2016) ผลการศกึษาดงักล่าวแสดงให้
เหน็ว่าหากกลา้มเนื้อลายไดร้บัแอคทฟีฟอรม์ของวติามนิด ี3 สามารถส่งผลต่อการเพิม่ขึน้ของระดบัโปรตนี
ตวัรบัสญัญาณวติามนิดี (VDR) และกระตุ้นกลไกการป้องกนัสภาวะการได้รบั 1α,25(OH)2D3 มากเกิน
กว่าที่ต้องการโดยการเพิม่ระดบัโปรตนี CYP24A1 ดงันัน้การเพิม่ขึน้เฉพาะระดบัโปรตนีตวัรบัสญัญาณ
วติามนิดแีต่ไมเ่พิม่ระดบัโปรตนี CYP24A1 ในกลา้มเนื้อลายช่วงชราภาพของการศกึษาครัง้นี้จงึไม่น่าเกดิ
จากการที่ร่างกายมรีะดบัความเขม้ขน้ของ 1α,25(OH)2D3 เพิม่มากขึน้ แต่น่าจะเกดิจากการกระตุ้นการ
ท างานของสเตม็เซลลข์องกลา้มเนื้อลายเพื่อช่วยฟ้ืนฟูสภาพของเสน้ใยกลา้มเนื้อลายทีเ่สยีหายในขณะเขา้
สู่ระยะเริม่ตน้ของการชราภาพ  

โดยสรุปการวจิยัในครัง้นี้มวีตัถุประสงค์เพื่อศึกษาบทบาทการท างานของวติามนิด ี 3 และการ
ควบคุมกระบวนการเมแทบอลซิมึเฉพาะทีข่องวติามนิดใีนกลา้มเนื้อลายขณะพฒันาการ เจรญิเตม็วยั และ
ชราภาพ โดยกลา้มเนื้อลายมกีารแสดงออกของตวัรบัสญัญาณวติามนิดี (VDR) รวมถงึโปรตนีทีเ่กี่ยวขอ้ง
กับกระบวนการเมแทบอลิซึมของวิตามินดี (CYP27B1 และ CYP24A1) ซึ่งการแสดงออกของตัวรบั
สญัญาณวติามนิดมีกีารเพิม่ขึน้อย่างมนีัยส าคญัในช่วงระยะเริม่ต้นของการชราภาพเมื่อเปรยีบเทยีบกบั
ช่วงพฒันาการ และการเปลีย่นแปลงดงักล่าวมผีลต่อกลา้มเนื้อลายชนิด fast-glycolytic muscle มากกว่า 
slow-oxidative muscle อย่างไรก็ตามไม่พบการเปลี่ยนแปลงระดบัการแสดงออกของโปรตนีที่เกี่ยวขอ้ง
กับกระบวนการเมแทบอลิซึมของวิตามินดีในกล้ามเนื้อลายตลอดช่วงอายุที่ท าการศึกษารวมถึง
ความสมัพนัธ์กบัระดบั 25(OH)D3 ในเลอืด นอกจากนี้คุณลกัษณะการเจรญิเติบโตของสเต็มเซลล์ของ
กล้ามเนื้อลายเป็นปัจจยัส าคญัที่ส่งผลต่อการแสดงออกของระดบัโปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิดี (VDR) 

ภายในเซลลเ์มือ่ไดร้บั 1α,25(OH)2D3  

 

6. ข้อเสนอแนะส าหรบังานวิจยัในอนาคต 
การวจิยัครัง้นี้แสดงใหเ้หน็ว่ากลา้มเนื้อลายมกีารแสดงออกของโปรตนีตวัรบัสญัญาณวติามนิดแีละ

โปรตนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบักระบวนการเมแทบอลซิมึของวติามนิด ีโดยการตอบสนองต่อวติามนิด ี3 ของสเตม็
เซลล์ของกล้ามเนื้อลายมคีวามแตกต่างกนัในช่วงพฒันาการ เจรญิเต็มวยั และชราภาพ ดว้ยเหตุนี้การ
พัฒนาแนวทางการน าวิตามินดี 3 มาใช้ประโยชน์เพื่อเพิ่มมวลและความสามารถในการท างานของ
กลา้มเนื้อลายในแต่ละช่วงอายอุยา่งมปีระสทิธภิาพเป็นสิง่ทีค่วรท าการศกึษาเพิม่เตมิต่อไป 
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Regulation of vitamin D system 
in skeletal muscle and resident 
myogenic stem cell during 
development, maturation, and 
ageing
Ratchakrit Srikuea   1 ✉, Muthita Hirunsai2 & Narattaphol Charoenphandhu1,3,4,5

Skeletal muscle exhibits enormous plasticity throughout life, however, less is known regarding how 
the stages of growth regulate its local vitamin D system. Herein, we investigated serum 25(OH)D3 and 
Ca2+ levels along with the vitamin D system in skeletal muscle and resident myogenic stem cells of male 
C57BL/6 mice during development, maturation, and ageing. Compared with development, significant 
increases in vitamin D receptor (VDR) protein expression in mature and aged muscles were associated 
with increased serum 25(OH)D3 and centronucleated fibres, respectively. The substantial increase in 
VDR protein expression in aged muscle was also related to reduced downstream mTOR signalling 
protein expression which was more pronounced in fast-glycolytic compared to slow-oxidative muscles. 
Intriguingly, serum Ca2+ and vitamin D-metabolising enzyme (CYP27B1 and CYP24A1) levels in skeletal 
muscle were not different across age. In primary cell culture, nuclear VDR protein was expressed in 
undifferentiated skeletal muscle stem cells (SMSC) after 1α,25(OH)2D3 treatment. Additionally, a 
diminished response to 1α,25(OH)2D3 was observed with age as there was a rapid commitment of 
SMSC towards differentiation under growth-stimulating conditions. Collectively, understanding the 
local vitamin D system in skeletal muscle could help develop effective interventions for vitamin D 
supplementation to improve skeletal muscle mass and function during ageing.

Vitamin D research has primary focused on the role of Ca2+ homeostasis regulation in classical vitamin D target 
tissues, i.e., bone, intestine, and kidney1,2. However, non-calcemic action of vitamin D has been suggested as 
expression of vitamin D receptor (VDR) and vitamin D-metabolising enzymes (CYP27B1 and CYP24A1) has 
been reported in non-classical vitamin D target tissues, i.e., brain and heart3 and skeletal muscle4. This emerging 
evidence has suggested possible novel functions of vitamin D besides calcium homeostasis as well as how the 
vitamin D system is regulated in these non-classical vitamin D target tissues.

In skeletal muscle, VDR protein has been reported to be expressed in both skeletal muscle cells and tissue, 
including mouse skeletal muscle cell line (C2C12)4–9, primary skeletal muscle cells10,11, human skeletal mus-
cle cells12–14, rodent skeletal muscle4,6,9,10,15–18, and human skeletal muscle12,14,19–21. In addition, vitamin D 
system-related proteins (VDR, CYP27B1, and CYP24A1) are expressed in regenerating muscle along with expres-
sion of VDR in skeletal muscle stem cells (SMSC) after injury4, suggesting a contribution of this resident myo-
genic stem cell (namely satellite cell) in the local vitamin D system during skeletal muscle regeneration. However, 
less is known regarding the regulation of the vitamin D system in skeletal muscle in a fibre-type specific manner. 
Data in the predominantly fast-twitch tibialis anterior revealed alterations in vitamin D system regulation during 
recovery from injury4.
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Skeletal muscle consists of slow-oxidative (type I) and fast-glycolytic (type II) muscle fibres, which are charac-
terized based on the abundant of slow and fast myosin heavy chain (MHC) expression in rodents and humans22. 
These characteristics of muscle fibre type directly affect skeletal muscle function, i.e., force production, speed 
of contraction, and fatigue resistance23. Providing clinical relevance, the vitamin D3 deficiency (serum 25(OH)
D3 < 20 ng/ml)24 has been associated with muscle weakness in older adults25,26. Therefore, vitamin D3 supple-
mentation has been recommended to older adults who have a vitamin D deficiency in order to improve skeletal 
muscle function27–30. However, whether regulation of the vitamin D system in skeletal muscle is differentially 
regulated among fibre types during ageing is currently unknown.

Additionally, specific expression of the VDR protein in SMSC during muscle regeneration has been demon-
strated4. This finding suggests a potential connection of non-calcemic action of vitamin D on the regulation of 
SMSC activity. Skeletal muscle is a post-mitotic tissue and it relies on SMSC function31. During development, 
rapid skeletal muscle growth also represents an active stage for SMSC32. In contrast, SMSC becomes quiescent 
during maturation but can be activated upon muscle injury33. Ageing reduces the proliferative potential of SMSC 
which can decrease the regenerative capacity of aged muscle34. However, the effect of age on vitamin D regula-
tion of SMSC function at distinct stages of muscle growth is an unresolved question. Previously, the active form 
of vitamin D3 [1α,25(OH)2D3] has been shown to regulate the expression of VDR and vitamin D-metabolising 
enzymes (CYP27B1 and CYP24A1) in primary muscle cells10. A limitation of that study was that, the primary 
muscle cells were isolated from 3 week-old developing muscle. Hence, it is difficult to extrapolate these findings 
to mature and aged SMSCs.

Therefore, the purpose of this study was to investigate the local vitamin D system in slow-oxidative (type 
I) and fast-glycolytic (type II) muscles and its associations with skeletal muscle plasticity during development, 
maturation, and ageing. Additionally, we examined the expression of VDR and vitamin D-metabolising enzymes 
(CYP27B1 and CYP24A1) in SMSCs isolated from developmental, mature, and aged muscles to reveal how age 
affects the SMSC response to vitamin D3.

Results
Fibre type composition in slow-oxidative and fast-glycolytic muscles during development, 
maturation, and ageing.  To assess the potential contribution of muscle fibre type on the regulation of 
the vitamin D system, we studied the slow-oxidative (soleus) and fast-glycolytic (plantaris) muscles at different 
stages of growth as illustrated in Fig. 1A. The ageing group in this study represents an early stage of ageing to 
control for age-related comorbid conditions that could confound the interpretation of the results on vitamin D 
system in skeletal muscle. The quantitative analysis revealed a remarkable significant difference of type I muscle 
fibre distribution, which was higher in the soleus than plantaris muscle at development (31.12 ± 1.74% vs. 0.65 ± 
0.11%, p < 0.0001), maturation (36.64 ± 2.08% vs. 0.91 ± 0.31%, p < 0.0001), and ageing (47.89 ± 2.48% vs. 0.58 
± 0.20%, p < 0.0001) (Fig. 1B). In contrast, type II muscle fibre frequency was significantly higher in plantaris 
than soleus muscle in development (86.90 ± 1.24% vs. 65.75 ± 1.52%, p < 0.0001), maturation (99.02 ± 0.31% 
vs. 58.95 ± 3.07%, p < 0.0001), and ageing (98.76 ± 0.29% vs. 45.38 ± 2.47%, p < 0.0001) (Fig. 1B). Nevertheless, 
hybrid muscle fibre frequency (co-expressions of fast MHC and slow MHC isoforms) was significantly higher in 
the plantaris compared to soleus muscle during development (12.45 ± 1.21% vs. 3.14 ± 0.59%, p < 0.0001). This 
difference was reversed during advanced age where the plantaris muscle had a significantly lower proportion of 
hybrid fibres than the soleus muscle during maturation (0.10 ± 0.05% vs. 4.67 ± 0.94%, p < 0.001) and ageing 
(0.66 ± 0.21% vs. 6.73 ± 0.53%, p < 0.0001) (Fig. 1B). Altogether, these difference show distinct skeletal muscle 
properties between soleus and plantaris muscles at different stages of growth.

Characteristics of slow-oxidative and fast-glycolytic muscles at different stages of growth.  
Although the different in fibre type composition in slow-oxidative (soleus) and fast-glycolytic (plantaris) muscles 
was demonstrated, skeletal muscle plasticity during the different stages of growth are comparable. Muscle wet 
weight was significantly increased in parallel with body weight in soleus (p < 0.001) and plantaris (p < 0.001) 
muscles during development to maturation (Fig. 2A). There was no further increase in muscle wet weight during 
maturation to ageing (Fig. 2A), despite a progressive increase in body weight (Fig. 2B). To support findings in 
tissue wet weight, histological analysis across ages (Fig. 2C) revealed muscle fibre CSA was significantly increased 
during maturation (p < 0.001) and ageing (p < 0.001) compared to development in both muscles (Fig. 2D). 
However, fibre size, as demonstrated by histogram analysis showed differences between soleus and plantaris mus-
cles during maturation and ageing (Fig. 2E). The frequency distribution of soleus muscle fibre size was concen-
trated at a median level. This distribution pattern differs from the plantaris, which showed a more widespread 
fibre size distribution, suggesting higher variation of muscle fibre size. In contrast to the changes of fibre size, the 
number of fibres in the soleus and plantaris were not significantly different at any age investigated (Fig. 2F).

Serum levels of 25(OH)D3/D2, 3-Epi-25(OH)D3/D2, and total Ca2+ during advanced age.  In this 
study, mice were fed with a standard diet containing 205 IU/100 g vitamin D3 throughout the study period, how-
ever, serum 25(OH)D3 level (17.7 ± 1.4 ng/ml) during development was lower than the normal range for vitamin 
D status (∼30 ng/ml). Serum 25(OH)D3 level was significantly greater during maturation (29.1 ± 1.2 ng/ml) (p 
< 0.05) and ageing (31.7 ± 4.4 ng/ml) (p < 0.05) compared to development (Fig. 3A). In contrast to 25(OH)D3, 
3-Epi-25(OH)D3 was barely detected in serum samples and no significant differences between growth stages was 
ascertained (Fig. 3B). Neither 25(OH)D2 nor 3-Epi-25(OH)D2 were detected in any samples. Additionally, there 
was no association between serum 25(OH)D3 and total Ca2+ level at different stages of growth (Fig. 3C).

Associations of serum 25(OH)D3 level and skeletal muscle plasticity.  According to the changes 
of serum 25(OH)D3 during different stages of growth, 25(OH)D3 level had a positive relationship with 
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slow-oxidative (soleus) muscle fibre CSA (r = 0.75 p = 0.0003) and fast-glycolytic (plantaris) muscle fibre CSA 
(r = 0.58 p = 0.0113) (Fig. 3D). Moreover, serum 25(OH)D3 level positively correlated with the percentage of type 
II fibres in plantaris muscle (r = 0.68 p = 0.002) but not type I fibres of soleus muscle (r = 0.38 p = 0.121) (Fig. 3E).

Vitamin D system in slow-oxidative and fast-glycolytic muscles during advanced age.  To clar-
ify whether skeletal muscle plasticity affects the vitamin D system in skeletal muscle, the expression of vitamin D 
system-related proteins (VDR, CYP27B1, and CYP24A1) in slow-oxidative (soleus) and fast-glycolytic (plantaris) 
muscles at different stages of growth were investigated. During development, VDR protein was expressed at low 
level in the soleus muscle but significantly increased during maturation (7.1 ± 2.5-fold) (p < 0.01) and ageing 
(12.3 ± 3.6-fold) (p < 0.001) (Fig. 4A). However, VDR protein was barely detectable in the plantaris muscle 
during development but significantly increased during maturation (4.2 ± 1.4-fold) (p < 0.05) and increased at a 
substantial level during ageing (17.5 ± 6.6-fold) (p < 0.001) (Fig. 4B). These temporal changes in VDR protein 
expression were coordinated with VDR protein expression in kidney and intestine which are vitamin D-sensitive 
tissues (Fig. 4C,D). Additionally, VDR protein expression in soleus (r = 0.68 p = 0.002) and plantaris (r = 0.65 
p = 0.004) muscles positively correlated with serum 25(OH)D3 level. Contrary to VDR protein expression, vita-
min D-metabolising enzyme (CYP27B1 and CYP24A1) protein expression was not significantly different at any 
age in soleus muscle (Fig. 5A) and plantaris muscle (Fig. 5B).

Expression and localisation of vitamin D system in slow-oxidative and fast-glycolytic muscles.  
The expression and localisation of vitamin D system-related proteins (VDR, CYP27B1, and CYP24A1) in 
slow-oxidative (soleus) and fast-glycolytic (plantaris) muscles during development that could impact vitamin D 
action during advanced age are illustrated in Fig. 6. VDR protein could be detected in centronucleated muscle 
fibres in soleus muscle (arrows). In contrast, co-localisation of VDR and CYP24A1 protein expression (arrow-
heads) was observed in plantaris muscle (Fig. 6A). CYP27B1 protein expression in soleus and plantaris muscles 
tended to localise in the mitochondrial compartment (arrowheads) as indicated by OxPhos staining and was also 
expressed in the extracellular matrix compartment (arrows) (Fig. 6B).

VDR protein expression in aged muscle associated with increased centronucleated muscle 
fibres and decreased phosphorylation of downstream mTOR signalling proteins.  To elucidate 
how VDR protein expression was substantial increased in the aged muscle, the percentage of centronucleated 
muscle fibres (Fig. 7A) that could be observed during ageing was evaluated. The results revealed that the percent-
age of centronucleated muscle fibres was significantly greater in soleus muscle (0.38 ± 0.08% vs. 1.47 ± 0.26%, 

Figure 1.  Fibre type composition in developmental, mature, and aged soleus and plantaris muscles. (A) 
Representative images of fibre type composition in soleus and plantaris muscles at different stages of growth. 
Type I fibres (red), type II fibres (green), and hybrid fibres (orange). Images were taken at ×100 magnification, 
scale bars = 200 µm. (B) Quantitative analysis of fibre type composition during development, maturation, 
and ageing (n = 6 mice/group). ***p < 0.0001 compared to type I fibre of plantaris muscle, ##p < 0.001 and 
###p < 0.0001 compared to hybrid fibre/type II fibre of soleus muscle.
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p < 0.01) and plantaris muscle (0.51 ± 0.13% vs. 1.73 ± 0.23%, p < 0.01) when development and ageing were 
compared (Fig. 7B). These results suggest an increase in SMSC activity to maintain muscle integrity during ageing 
that might contribute to an increase in VDR protein expression in the aged muscle. In addition, phosphorylation 
of downstream mTOR signalling proteins that regulate skeletal muscle protein synthesis35 were different in devel-
opment and ageing. Phosphorylation of 4E-BP1 protein was significantly decreased during ageing to a greater 
degree in the plantaris muscle (1.00 ± 0.02-fold vs. 0.13 ± 0.04-fold, p < 0.001) as compared to the soleus muscle 
(1.00 ± 0.08-fold vs. 0.54 ± 0.12-fold, p < 0.01) (Fig. 7C). Additionally, phosphorylation of p70 S6K1 protein was 
significantly decreased only in aged plantaris muscle (1.00 ± 0.07-fold vs. 0.42 ± 0.09-fold, p < 0.001) but not 
aged soleus muscle (1.00 ± 0.03-fold vs. 0.68 ± 0.18-fold, p > 0.05) (Fig. 7D). The significantly lower of 4E-BP1 
and p70 S6K1 phosphorylation in aged plantaris muscle suggest a decrease in protein synthesis that might aug-
ment the substantial elevation of VDR protein expression compared to aged soleus muscle.

Figure 2.  Muscle weight, body weight, and histological characteristics of soleus and plantaris muscles during 
development, maturation, and ageing. (A) Muscle weight, (B) Body weight, (C) Representative hematoxylin 
and eosin-stained images of developmental, mature, and aged muscles, (D) Quantitative analysis of fibre cross-
sectional area (CSA), (E) Histogram analysis of muscle fibre size distribution, and (F) Quantitative analysis 
of fibre number. Images were taken at ×400 magnification, scale bars = 50 µm. ***p < 0.001 compared to 
developmental stage, #p < 0.001 compared to maturation stage (n = 6 mice/group).
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Expression of vitamin D system-related proteins in SMSC.  To further validate a role for the vitamin 
D system in skeletal muscle tissue, the expression of vitamin D system-related proteins (VDR, CYP27B1, and 
CYP24A1) were investigated in isolated SMSCs. The purity of SMSC in this study was determined using MyoD 
staining to evaluate the expression of this myogenic regulatory factor in cultured SMSC (Fig. 8A). The results 
demonstrated that cultured SMSC (MyoD+ cells) derived from different growth stages expressed VDR protein 
in responses to 1α,25(OH)2D3 treatment (Fig. 8B). In addition, CYP24A1 protein, responsible for the catabolism 
of vitamin D in target cells, was expressed and co-localised with VDR protein in developmental, mature, and 
aged SMSCs treated with 1α,25(OH)2D3 (Fig. 8B). In contrast, SMSCs expressed CYP27B1 protein mainly in the 
cytoplasmic compartment (arrows) and no co-localisation with VDR protein after 1α,25(OH)2D3 treatment was 
observed (Fig. 8C). These results suggest that SMSC is a source of vitamin D system-related proteins in skeletal 
muscle and this resident myogenic stem cell could be a direct target of vitamin D3 during skeletal muscle plasticity 
changes that occur in advanced age.

Decreased responsiveness of SMSC to 1α,25(OH)2D3 during advanced age.  To evaluate the 
response of SMSC to vitamin D3 during advanced age, VDR protein expression in response to 1α,25(OH)2D3 
treatment was examined in SMSCs derived from developmental, mature, and aged muscles (Fig. 9A). The results 
revealed that VDR protein expression in developmental SMSC was significantly increased after treatment with 
1α,25(OH)2D3 compared to vehicle-treated control (2.0 ± 0.3-fold) (p < 0.05). In contrast, the responses to 
1α,25(OH)2D3 treatment was diminished in mature SMSC (1.1 ± 0.1-fold) and aged SMSC (1.3 ± 0.2-fold) as 
compared with their respective vehicle-treated controls. To support this notion, the expression and localisation 
of VDR protein in developmental SMSC in response to vehicle treatment or 1α,25(OH)2D3 treatment conditions 
are illustrated in Fig. 9B. An increase in nuclear localisation of VDR protein expression was demonstrated after 
1α,25(OH)2D3 treatment (arrows). Taken together, it appears that SMSC is a vitamin D3-sensitive cell, however, 
the response of SMSC to the active form of vitamin D3 declined during advanced age.

Figure 3.  Serum levels of 25(OH)D3, 3-Epi-25(OH)D3, and total Ca2+ during advanced age and the association 
of 25(OH)D3 level and skeletal muscle plasticity. (A) 25(OH)D3, (B) 3-Epi-25(OH)D3, (C) Total Ca2+, (D) 
Correlation analysis between 25(OH)D3 level and fibre CSA, and (E) Correlation analysis between 25(OH)
D3 level and fibre type. *p < 0.05 compared to developmental stage (n = 6 mice/group). NS indicates not 
statistically significant.
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State-specific VDR protein expression in undifferentiated SMSC.  Nuclear VDR protein was 
non-uniformly expressed in SMSCs (MyoD+ cells) under growth-stimulating conditions (Fig. 9B), suggesting 
that the expression of VDR protein in response to 1α,25(OH)2D3 treatment could be state-specific. To support this 
hypothesis, SMSCs strongly expressed VDR protein specifically in the undifferentiated state (Myogenin− cells) as 
illustrated in Fig. 9C (arrows). This result supports the notion that VDR protein expression is down-regulated in 
SMSCs undergoing differentiation (Myogenin+ cells). Based on this finding, the differentiation characteristics of 
developmental, mature, and aged SMSCs were investigated to evaluate the diminished response of SMSC under 
1α,25(OH)2D3 treatment during advanced age. The characteristics of SMSCs (MyoD+ cells) derived from the 
different growth stages under growth-stimulating conditions are illustrated in Fig. 10A. Results reveal that devel-
opmental SMSC had a significantly lower number of nascent myotubes (≥3 MyoD+ nuclei fusion) (Fig. 10B) and 
fusion index (number of ≥3 MyoD+ nuclei fusion/total MyoD+ nuclei) (Fig. 10C) than mature and aged SMSCs. 
These results suggest that developmental SMSC can retain an undifferentiated state under growth-stimulating 
conditions which corresponded with a substantial increase in VDR protein expression after 1α,25(OH)2D3 treat-
ment. In contrast, mature and aged SMSCs had a significantly greater number of nascent myotubes (p < 0.01 
and p < 0.05) (Fig. 10B) and a fusion index (p < 0.05) (Fig. 10C) compared to developmental SMSC which was 
associated with a diminished response to 1α,25(OH)2D3. However, the rapid commitment of SMSC to differenti-
ation was reduced in aged SMSC compared to mature SMSC (p < 0.05) (Fig. 10D) as illustrated by MHC protein 
expression (Fig. 10E). This result was supported by a lower number of aged SMSC compared to mature SMSC 
(decreased to 58.0 ± 11.2%) in response to growth-stimulating conditions (p < 0.05). Altogether, these findings 
suggest that state-specific VDR protein expression in SMSC could be a primary factor that influencing vitamin D3 
action in skeletal muscle during advanced age.

Figure 4.  VDR protein expression in soleus and plantaris muscles, kidney, and intestine during development, 
maturation, and ageing. VDR protein expression (A) soleus muscle and (B) plantaris muscle (n = 6 mice/
group). K = Kidney samples serve as a positive control for VDR protein expression in soleus and plantaris 
muscles. (C,D) VDR protein expression in the vitamin D-sensitive tissues including (C) kidney (n = 6 mice/
group) and (D) intestine (n = 5-6 mice/group). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 compared to developmental 
stage, #p < 0.05 compared to maturation stage. The highly sensitive VDR (D-6) antibody was used to detect 
VDR protein expression and GAPDH served as loading control. VDR protein expression level was normalized 
with GAPDH protein expression that obtained from the same gel and experiment.
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Discussion
This study provides insight about the vitamin D system in skeletal muscle at a tissue and cellular level during 
advanced age. The primary findings of this work are 1) VDR protein was barely detected in developmental 
muscle but substantially increased in aged muscle which was more pronounced in fast-glycolytic compared to 
slow-oxidative muscles; 2) levels of vitamin D-metabolising enzymes (CYP27B1 and CYP24A1) in skeletal mus-
cle were not affected by local VDR protein expression or circulating 25(OH)D3 level; and 3) SMSC expressed 
vitamin D system-related proteins, however, there was a diminished response of SMSC to 1α,25(OH)2D3 during 
advanced age due to a rapid commitment of SMSC towards differentiation under growth-stimulating conditions.

Currently, the non-calcemic actions of vitamin D on skeletal muscle have been reported, i.e., development, 
strength, ageing, and repair36. In addition, there is supportive evidence in the beneficial effects of vitamin D on 
elderly population where muscle mass and function is compromised20,30. However, how vitamin D exerts its 
action and regulates the vitamin D system in skeletal muscle remains unknown. Previous studies have demon-
strated undetectable levels of VDR protein in skeletal muscle tissue37,38. Subsequent investigations reported 
that VDR protein expression was detected in normal muscle10,12,18,21 and substantially increased during skeletal 
muscle regeneration4,6. The latter findings suggest that skeletal muscle plasticity is associated with SMSC func-
tion during repairing process, which could be a primary factor regulating VDR protein expression in skeletal 
muscle. However, whether vitamin D system-related proteins are differentially regulated in slow-oxidative and 
fast-glycolytic muscles currently unknown.

In this study, slow-oxidative muscle (soleus) expressed VDR protein at low level during development, which pro-
gressively increased during advanced age. In contrast, fast-glycolytic muscle (plantaris) had barely detectable levels 
of VDR protein expression compared to soleus muscle. However, we observed significant increases in VDR protein 
expression in plantaris muscle during transition from maturation to ageing. These findings on differential expression 
of VDR protein between soleus and plantaris muscles during ageing suggest an intrinsic factor related to fibre type 
composition could contribute to the regulation of VDR protein expression. To support this notion, soleus muscle con-
tains a majority of type I muscle fibres that are associated with a higher number of SMSCs than plantaris muscle39,40. 
SMSCs are a potential source of VDR in skeletal muscle tissue according to a previous investigation4. Therefore, the 
differences in SMSC content during postnatal development could be responsible for the higher level of VDR pro-
tein expression in soleus muscle. However, an increase in SMSC activity in plantaris muscle to compensate for type 

Figure 5.  Expression of vitamin D-metabolising enzymes in soleus and plantaris muscles during development, 
maturation, and ageing. CYP27B1 and CYP24A1 protein expression (A) soleus muscle and (B) plantaris 
muscle. GAPDH served as loading control (n = 6 mice/group), K = Kidney sample (positive control). CYP27B1 
and CYP24A1 protein expression level was normalized with GAPDH protein expression that obtained from the 
same gel and experiment.
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II muscle fibre atrophy during ageing could lead to a substantial increase in VDR protein expression. Since SMSC 
are required to maintain the myonuclear domain (ratio of cytoplasmic volume to myonuclear number) in atrophic 
muscle41. Additionally, a significant reduction of downstream mTOR signalling protein expression (decreased phos-
phorylations of 4E-BP1 and p70 S6K1 proteins) was more pronounced in plantaris compared to soleus muscle during 
ageing supporting a decreased in protein synthesis that requires increased SMSC activity. Altogether, increased SMSC 
activity could augment VDR protein expression in plantaris compared to soleus muscle during ageing.

Figure 6.  Expression and localisation of vitamin D system-related proteins in soleus and plantaris muscles. 
(A) VDR and CYP24A1 protein expression; VDR protein was expressed in centronucleated muscle fibres 
of soleus muscle (arrows) while co-localisation of VDR and CYP24A1 protein expression (arrowheads) was 
observed in plantaris muscle. (B) CYP27B1 and OxPhos protein expression; CYP27B1 protein mainly expressed 
in mitochondrial compartment (arrowheads) as indicated by OxPhos staining and expressed in extracellular 
matrix (arrows) in soleus and plantaris muscles. The representative images of VDR-CYP24A1-DAPI and 
CYP27B1-OxPhos-DAPI staining are illustrated using serial-sections. DAPI was used to delineate nuclear 
localisation of the stained-sections. Images were taken at ×200 magnification, scale bars = 100 µm.
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Even though our results provide compelling evidence about the up-regulation of VDR protein expression 
in aged muscle, SMSC as a potential source of VDR expression in skeletal muscle, declined after birth (P0) and 
underwent quiescence during postnatal development (P21)32. Reductions in SMSC content and activity could 
lead to decreased VDR protein expression in skeletal muscle during postnatal development compared to neona-
tal stage as previously reported10. Intriguingly, the increased VDR protein expression observed in aged muscle 
compared to developmental muscle is paradoxical. To explain the current findings, an increase in VDR protein 
expression in aged muscle was associated with increased centronucleated muscle fibres, suggesting an increased 
number of activated SMSC. SMSC activation in aged muscle might recapitulate SMSC activity during neonatal 
stages would result in substantially increased VDR protein expression.

To prevent age-related concomitant diseases that could affect an interpretation of the results on vitamin D sys-
tem in skeletal muscle, the age of mice in this study represents an early stage of ageing without signs of sarcopenia 
(age-associated loss of muscle mass and function). Therefore, the potential reduction of VDR protein expression 
during sarcopenia that occurs in very old age should not be excluded. Lower muscle VDR protein expression 
in sarcopenic patients with a significant reduction of lean body mass and grip strength has been reported21. 

Figure 7.  Centronucleated muscle fibres and downstream mTOR signalling protein expression in soleus and 
plantaris muscles during development, maturation, and ageing. (A) Representative image of centronucleated 
muscle fibres, (B) Percentage of centronucleated muscle fibres at different stages of growth, (C) Phosphorylation 
of 4E-BP1/4E-BP1 protein expression level, and (D) Phosphorylation of p70 S6K1/p70 S6K1 protein expression 
level. Image was taken at ×400 magnification, scale bar = 50 µm. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 compared 
to developmental stage and #p < 0.05, ##p < 0.01 compared to maturation stage (n = 6 mice/group).
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Additionally, a reduced SMSC pool in sarcopenic muscle42 could be a potential contributing factor to decreased 
VDR protein expression during sarcopenia.

In the current study, vitamin D deficiency was detected at development as indicated by serum 25(OH)D3 level 
<20 ng/ml. The low levels of serum 25(OH)D3 were associated with low VDR protein expression in develop-
mental muscle and vitamin D-sensitive tissues (kidney and intestine). The temporal expression of VDR protein 
in skeletal muscle that orchestrates with vitamin D-sensitive tissues suggests an influence of circulating 25(OH)
D3 level on systemic VDR protein expression during development. In contrast, total serum Ca2+ level at develop-
ment was normal suggesting that low levels of 25(OH)D3 and VDR protein expression are sufficient to maintain 
Ca2+ homeostasis at this stage of postnatal development. These results were supported by a previous investigation 
demonstrating that serum Ca2+ remained normal in severe vitamin D deficient patients if serum 25(OH)D con-
centration not fall below ∼10 nM43. Although serum 25(OH)D3 was increased toward normal level (∼30 ng/ml) 
during maturation and maintained during ageing, VDR protein expression in aged muscle was increased inde-
pendent of serum 25(OH)D3 level. These results suggest that the contribution of intrinsic factors (i.e., SMSC activ-
ity), in addition to systemic 25(OH)D3 level, regulate VDR protein expression in skeletal muscle during ageing.

Figure 8.  Expression and localisation of vitamin D system-related proteins in SMSC. (A) Representative 
image of purified SMSCs (MyoD+ cells), (B) Representative images of VDR and CYP24A1 protein expression 
in developmental, mature, and aged SMSCs. Co-localisation of VDR and CYP24A1 protein expression in the 
nucleus (DAPI-stained) was demonstrated in SMSCs after treated with 100 nM 1α,25(OH)2D3 for 24 h. (C) 
CYP27B1 protein expression was localised in the cytoplasmic compartment of SMSCs (arrows) in response to 
100 nM 1α,25(OH)2D3-treated for 24 h. Images of A and B-C were taken at ×200 and ×400 magnifications, 
respectively.

https://doi.org/10.1038/s41598-020-65067-0


1 1Scientific Reports |         (2020) 10:8239  | https://doi.org/10.1038/s41598-020-65067-0

www.nature.com/scientificreportswww.nature.com/scientificreports/

In contrast to the increased VDR protein expression during advanced age, no significant change in vitamin 
D-metabolising enzymes (CYP27B1 and CYP24A1) were evident in skeletal muscle at any age. In general, vita-
min D-metabolising enzymes in the kidney regulate 1α,25(OH)2D3 concentration under influence of parathy-
roid hormone, fibroblast growth factor 23 (FGF23), and circulating 1α,25(OH)2D3 level44. However, changes in 

Figure 9.  State-specific VDR protein expression of SMSCs in response to 1α,25(OH)2D3 treatment. (A) 
Representative immunoblot of VDR protein expression of developmental (D), mature (M), and aged (A) SMSCs 
after vehicle-treated and 100 nM 1α,25(OH)2D3-treated for 48 h (daily-treated). The highly sensitive VDR (D-6) 
antibody was used to detect VDR protein expression and GAPDH served as loading control. K = Kidney and 
I = Intestine (positive controls). VDR protein expression level was normalized with GAPDH protein expression 
that obtained from the same gel and experiment. Data obtained from 1α,25(OH)2D3-treated group was 
normalized with the respective vehicle-treated group to demonstrate the fold change at each growth stage (n = 3 
SMSCs isolated from different mice/growth stage). *p < 0.05 compared to vehicle-treated group (developmental 
SMSC). (B) VDR protein expression (arrows) in developmental SMSC (MyoD+ cells) was substantial increased 
after treated with 100 nM 1α,25(OH)2D3 for 48 h (daily-treated). (C) VDR protein specifically expressed 
in undifferentiated SMSC (Myogenin- cells) (arrows) after treated with 100 nM 1α,25(OH)2D3 for 48 h 
(daily-treated). DAPI was used to visualize nuclear localisation. Image (B,C) were taken at ×200 and ×400 
magnifications. Rectangular line in (B) represents the area that is illustrated at ×400 magnification.
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serum 25(OH)D3 level from development to maturation that could affect systemic 1α,25(OH)2D3 concentration 
did not alter CYP27B1 and CYP24A1 protein expression in skeletal muscle. These findings suggest that vitamin 
D-metabolising enzymes in skeletal muscle might be responsible for the local regulation of vitamin D metabo-
lism but not regulate systemic production of 1α,25(OH)2D3 or its inactive metabolite (calcitroic acid). Moreover, 
no associations between VDR and vitamin D-metabolising enzyme expression levels in aged muscle were evi-
dent. These results differ from previous investigations showing VDR and CYP24A1 mRNA/protein expression 
in skeletal muscle cells/tissue are concurrently increased in response to 1α,25(OH)2D3 treatment, i.e., studies in 

Figure 10.  Differentiation characteristics of developmental, mature, and aged SMSCs. (A) Representative 
images of developmental, mature, and aged SMSCs (MyoD+ cells) under growth-stimulating conditions for 
48 h. Arrows in (A) indicate fusion of ≥3 MyoD+ nuclei (nascent myotube formation). (B–D) Quantitative 
analyses of (B) number of nascent myotubes, (C) fusion index, and (D) MHC protein expression from 
developmental, mature, and aged SMSCs (n = 3 SMSCs isolated from different mice/growth stage). (E) 
Representative images of MHC staining in developmental, mature, and aged SMSCs under growth-stimulating 
conditions for 48 h. Arrows in (E) indicate nascent myotubes (MHC+) that contains ≥3 nuclei fusion. *p < 0.05 
and **p < 0.01 compared to developmental stage and #p < 0.01 compared to ageing stage. Images were taken at 
×200 magnification.

https://doi.org/10.1038/s41598-020-65067-0


13Scientific Reports |         (2020) 10:8239  | https://doi.org/10.1038/s41598-020-65067-0

www.nature.com/scientificreportswww.nature.com/scientificreports/

primary muscle cell culture10,12, skeletal muscle cell line8,45,46, and regenerating muscle4. From this point of view, 
an increase in VDR protein expression in aged muscle could be due to local factors in skeletal muscle rather than 
changes in systemic 1α,25(OH)2D3.

To support the local vitamin D system in skeletal muscle, SMSCs isolated from developmental, mature 
and aged muscles were shown to express vitamin D system-related proteins (VDR, CYP27B1, and CYP24A1). 
These findings reveal a potential impact of vitamin D3 on SMSC, which are major contributors to skeletal 
muscle plasticity. Up-regulation of VDR protein expression in SMSC (MyoD+ cell) after 1α,25(OH)2D3 treat-
ment was consistent with previous reports on vitamin D3 action in rodent and human primary skeletal muscle 
cells10,11,13. Additionally, cultured SMSC expressed nuclear VDR protein that co-localised with CYP24A1 protein 
after 1α,25(OH)2D3 treatment. This result supports previous work regarding regulation of vitamin D3 action 
in SMSC during regeneration through VDR and CYP24A1 activation after intramuscular administration of 
1α,25(OH)2D3

4. However, the decreased response of SMSC to 1α,25(OH)2D3 treatment was apparent during 
advanced age in this study. Alteration of SMSC characteristics during advanced age could influence the effect 
of vitamin D3 on the regulation of VDR protein expression. To support this notion, the rapid commitment to 
differentiation of mature and aged SMSCs under growth-stimulating conditions might diminish the response to 
1α,25(OH)2D3, as VDR protein is highly expressed in undifferentiated SMSCs (Myogenin-) after 1α,25(OH)2D3 
treatment. This novel finding suggests that state-specific regulation of VDR protein expression in SMSC could be 
a crucial factor affecting vitamin D3 action on skeletal muscle during advanced age. To substantiate this finding in 
vivo, conditional knockout models using Cre-Lox recombination targeting myogenic regulatory factors (MRF4, 
Myf5, MyoD, and myogenin) would be a useful tool to study the state-specific response of SMSC to vitamin D3 
supplementation at different stages of skeletal muscle growth.

In conclusion, the present study provides insight into the local vitamin D system in skeletal muscle at differ-
ent stages of growth. We observed significant elevations in VDR protein expression in skeletal muscle during 
advanced age. This difference was more pronounced in fast-glycolytic compared to slow-oxidative muscle during 
the transition from maturation to ageing. The substantial increase in VDR protein expression in aged muscle 
could be impacted by an increase in SMSC activity. Additionally, SMSC express vitamin D system-related proteins 
to support the action of vitamin D3 on the regulation of skeletal muscle plasticity via SMSC. However, the dimin-
ished response of SMSC to 1α,25(OH)2D3 treatment during advanced age could due to the rapid commitment of 
SMSC towards differentiation under growth-stimulating conditions. In addition, we observed no association of 
vitamin D-metabolising enzyme (CYP27B1 and CYP24A1) protein expression in skeletal muscle with circulating 
25(OH)D3 suggesting that skeletal muscle is not the tissue responsible for regulation of systemic 1α,25(OH)2D3. 
Taken together, our evidence on vitamin D system in skeletal muscle supports a role for non-calcemic action of 
vitamin D in this non-classical vitamin D target tissue.

Materials and Methods
Animals.  Male C57BL/6 mice were obtained from Nomura Siam International Co, Ltd. (Bangkok, Thailand) 
and assigned into three groups: development (aged 4-week-old), maturation (aged 24- to 25-week-old), and age-
ing (aged 72- to 76.5-week-old). The maximum age of mice in each growth stage corresponded approximately to 
1-month-old, 6-month-old, and 18-month-old study periods, respectively. In each group, mice were allocated for 
an investigation of vitamin D system in skeletal muscle tissue (in vivo study) and SMSC culture (in vitro study). 
Mice were housed in temperature- and humidity-controlled room with a 12:12 light-dark cycle. In addition, mice 
were fed with CLEA Rodent Diet CE-2 containing 205 IU/100 g vitamin D3 (Nomura Siam International Co, Ltd.) 
and reverse osmosis water ad libitum throughout the study.

Tissue sample collection.  Before tissue sample collection, mouse body weight (g) was recorded to deter-
mine body weight at different stages of growth. Soleus and plantaris muscles were dissected and muscle wet 
weight (mg) was measured using a digital weight scale (Model MS204) (Mettler Toledo, Greifensee, Switzerland). 
For Western blot and histological/immunohistochemical analyses, muscle samples were frozen in liquid nitro-
gen or covered with Tissue-Tek O.C.T. compound (4583) (Sakura Finetek, CA, USA) before being frozen in 
2-methylbutane (M32631) (Sigma-Aldrich, MO, USA) pre-cooled with liquid nitrogen. In addition, kidney and 
intestine (duodenum) were collected and frozen in liquid nitrogen to serve as the positive controls for vitamin D 
system-related protein expression analysis.

Analyses of serum 25(OH)D3/D2, 3-Epi-25(OH)D3/D2, and total Ca2+ levels.  Serum was obtained 
from blood placed at room temperature for 30 min followed by centrifugation at 4 °C using refrigerated cen-
trifuge Model 5430 R (Eppendorf, Germany) (3,000 rpm for 15 min). Serum levels of 25(OH)D3/D2 and 3-Epi-
25(OH)D3/D2 were determined by LC-MS/MS using the MassChrom® 25-OH-Vitamin D3/D2 in Serum/Plasma 
kit (Chromsystems Instruments & Chemicals GmbH, Germany). Serum concentration of total Ca2+ was analysed 
using the o-cresolphthalein complexone method.

Histological analysis.  Muscle sections at 10 µm thickness were obtained using a cryostat (model CM1850, 
Leica, Wetzlar, Germany). The sections were stained with Hematoxylin solution modified acc. to Gill II (105175) 
and Eosin Y (C.I. 45380) (115935) (Merck Millipore, MA, USA) to evaluate the histological structure of mus-
cle fibres, fibre cross-sectional area (CSA), and fibre number. Images were taken at ×100 and ×400 magnifica-
tions using an Olympus microscope (BX53) (Olympus, Tokyo, Japan) equipped with a digital camera (DP73) 
(Olympus, Tokyo, Japan). Fibre CSA and the distribution of fibre size were analysed from 200–300 fibres/indi-
vidual muscle section. Fibre number was counted from the entire muscle cross-section. The quantitative analyses 
of fibre CSA and fibre number were performed using ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD) and 
cellSens Dimension software (Olympus, Tokyo, Japan), respectively.
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Immunohistochemistry.  Immunostaining protocols were performed following previously described4. 
Briefly, the sections were fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) (15713) (Electron Microscopy Sciences, PA, 
USA), permeabilized with 0.5% Triton X-100 (X100) (Sigma-Aldrich, MO, USA), blocked with mouse IgG block-
ing reagent (MKB-2213) (Vector Labs, CA, USA), and with 10% normal goat serum (PCN5000) (Invitrogen, 
CA, USA). Primary and secondary antibodies were used as follows: mouse monoclonal anti-VDR (D-6) (1:100, 
sc-13133), rabbit polyclonal anti-CYP24A1 (1:100, sc-66851), and rabbit polyclonal anti-CYP27B1 (1:100, 
sc-67261) (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA); rabbit polyclonal anti-fast MHC (1:1,000, ab91506) and mouse 
monoclonal anti-slow MHC (1:2,000, ab11083) (Abcam, Cambridge, UK); rabbit polyclonal anti-laminin anti-
body (1:400, L9393) (Sigma-Aldrich, MO, USA); mouse monoclonal anti-ATP synthase (complex V) subunit α 
(OxPhos) (1:200, 459240), goat anti-mouse Alexa Fluor® 568 IgG (H + L) (1:500, A-11004), and goat anti-rabbit 
Alexa Fluor® 488 IgG (H + L) (1:500, A-11008) secondary antibodies (Invitrogen, CA, USA). Nuclear localisation 
was visualized using 4’,6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride (DAPI) (D1306) (Thermo Fisher Scientific, 
MA, USA). Stained sections were mounted with antifade mounting medium (H-1000) (Vector Labs, CA, USA). 
Images were taken using an Olympus microscope (BX53) (Olympus) equipped with a digital camera (DP73) 
(Olympus) using image acquisition software (cellSens Dimension Desktop, Olympus, Japan) at ×100, ×200, and 
×400 magnifications.

SMSC isolation and culture.  An isolation protocol was performed according to a previously described 
method47. Isolated SMSCs were obtained from developmental, mature, and aged muscles and seeded on 2% 
gelatin-coated T25 flasks and cultured using DMEM supplemented with 20% fetal bovine serum (FBS) (10270-
106) (Gibco, NY, USA) and 5 ng/ml of basic fibroblast growth factor (bFGF), human recombinant (GF003) 
(Merck Millipore, MA, USA) at 37 °C and 5% CO2. The pre-plating technique was performed during passaging to 
eliminate contaminating fibroblasts during the isolation process. The purity of SMSCs was determined by myo-
blast determination protein (MyoD) expression. Ten randomized fields of cultured SMSCs from developmental, 
mature, and ageing stages (n = 3 SMSCs isolated from different mice/growth stage) were analysed to evaluate the 
percentage of MyoD+ nuclei [(number of MyoD+ nuclei/total nuclei) × 100]. SMSCs at passage 5–6 with >98% 
of MyoD+ nuclei were used in this study.

Assessment of vitamin D system in SMSC.  Developmental, mature, and aged SMSCs were seeded on 
2% gelatin-coated 12-well plate and cultured with DMEM + 20% FBS + 5 ng/ml bFGF for 48 h. On the day of 
treatment, culture media was washed twice with sterile phosphate-buffered saline (PBS) (10010023) (Gibco, NY, 
USA) and replaced with DMEM + 20% FBS + 10% horse serum (HS) (16050-130) (Gibco, NY, USA) to represent 
growth-stimulating conditions. SMSCs were treated daily with vehicle (0.1% ethanol) or 1α,25(OH)2D3 (100 nM) 
(final concentrations) (71820) (Cayman Chemical, MI, USA) to assess the expression of vitamin D system-related 
proteins (VDR, CYP27B1, and CYP24A1) under growth-stimulating conditions for 24 h and 48 h, respectively.

Assessment of SMSC differentiation.  Developmental, mature, and aged SMSCs were seeded on 2% 
gelatin-coated 12-well plate and cultured with DMEM + 20% FBS + 5 ng/ml bFGF for 48 h. After twice wash-
ing with PBS, SMSCs were cultured in growth-stimulating conditions (DMEM + 20% FBS + 10% HS) for 48 h. 
Thereafter, MyoD and myogenin protein expression was determined to investigate the differentiation character-
istics of SMSCs under growth-stimulating conditions. Quantitative analysis was performed using image acqui-
sition software (cellSens Dimension Desktop, Olympus, Japan). MyoD-DAPI stained images (10 randomized 
images at ×200 magnification) were used to analyse the nascent myotube formation (≥3 MyoD+ nuclei fusion) 
and fusion index (number of ≥3 MyoD+ nuclei fusion/total MyoD+ nuclei). Quantification of MHC protein 
expression and cell number were analysed using MHC-DAPI stained images (15 randomized images at ×100 
magnification).

Immunocytochemistry.  Cells were fixed with 4% PFA, permeabilized with 0.1% Triton X-100, and blocked 
for non-specific staining with 5% normal goat serum. The primary and secondary antibodies were used as follows: 
mouse monoclonal anti-MyoD (G-1) antibody (1:500, sc-377460), mouse monoclonal anti-myogenin (F5D) anti-
body (1:200, sc-12732), mouse monoclonal anti-VDR (D-6) (1:200, sc-13133), rabbit polyclonal anti-CYP24A1 
(1:500, sc-66851), and rabbit polyclonal anti-CYP27B1 (1:500, sc-67261) (Santa Cruz Biotechnology, CA, 
USA); mouse monoclonal anti-myosin heavy chain antibody (MHC) (1:500, 05-716) (Upstate, CA, USA); goat 
anti-mouse Alexa Fluor® 488 IgG1 (1:500, A-21121), goat anti-mouse Alexa Fluor® 568 IgG2a (1:500, A-21134), 
goat anti-mouse Alexa Fluor® 488 IgG2b (1:500, A-21141), goat anti-mouse Alexa Fluor® 568 IgG (H + L) (1:500, 
A-11004), and goat anti-rabbit Alexa Fluor® 488 IgG (H + L) (1:500, A-11008) (Invitrogen, CA, USA). Nuclei 
were stained with DAPI to delineate nuclear localisation. Representative images were taken at ×200 and ×400 
magnifications using an Olympus Inverted Fluorescence Microscope Model IX83 (Olympus, Tokyo, Japan) 
equipped with ORCA-Flash 2.8 Digital CMOS Camera (C11440) (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan).

Western blot analysis.  Proteins from tissue samples (skeletal muscle, kidney, and intestine) and 
SMSC samples were extracted using RIPA buffer (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, and 1% 
Triton®X-100) supplemented with protease inhibitor (1:100) (P8340) (Sigma-Aldrich, MO, USA) and phos-
phatase inhibitor cocktails (1:100) (524625) (Merck Millipore, MA, USA). Protein concentrations were deter-
mined using BCA assay and the optical density was measured using Spark™ 10 M multimode microplate reader 
(Tecan Trading AG, Männedorf, Switzerland). After denaturing the protein samples by heating at 60 °C for 
10 min, 30 µg (tissue samples) or 20 µg (SMSC samples) of protein was loaded into SDS-polyacrylamide gel (4% 
stacking and 10% separating). Protein samples were transferred to PVDF membrane, blocked with 5% non-fat 
milk, and probed with primary antibodies as follows: mouse monoclonal anti-VDR (D-6) (1:200, sc-13133), 
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rabbit polyclonal anti-CYP24A1 (1:200, sc-66851), and rabbit polyclonal anti-CYP27B1 (1:200, sc-67261) 
(Santa Cruz Biotechnology, CA, USA); rabbit polyclonal anti-glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH) (1:5,000, ABS16) (Merck Millipore, MA, USA); rabbit polyclonal anti-phospho-4E-BP1 Ser65 
(1:1,000, 9451), rabbit monoclonal anti-4E-BP1 (1:1,000, 9644), mouse monoclonal anti-phospho-p70 S6K1 
Thr389 (1:1,000, 9206), and rabbit monoclonal anti-p70 S6K1 (1:1,000, 2708) (Cell Signaling, MA, USA). 
Membranes were incubated with goat anti-rabbit peroxidase-conjugated antibody (1:7,000, AP132P) and goat 
anti-mouse peroxidase-conjugated antibody (1:7,000, AP124P) (Merck Millipore, MA, USA). Protein bands 
were visualized using chemiluminescence horseradish peroxidase detection reagent (WBLUR0100) (Merck 
Millipore, MA, USA) and exposed to UltraCruz Autoradiography Film (sc-201696) (Santa Cruz Biotechnology, 
CA, USA). Quantification of the protein expression levels was performed using Image J (National Institutes of 
Health, Bethesda, MD).

Statistical analysis.  Data are expressed as means and standard errors of the mean (means ± SEM). 
Significant differences among groups were determined using One-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test, 
independent-samples Kruskal-Wallis test, or independent sample t-test. Correlation analysis was evaluated using 
Pearson correlation coefficient. All statistical tests were performed using SPSS and p < 0.05 represents the signif-
icant difference between groups.

Ethical approval and informed consent.  Experimental procedures in animals were performed in 
accordance with institutional guidelines for the care and use of laboratory animals. The animal protocol has been 
approved by the Animal Care and Use Committee of Faculty of Science, Mahidol University (SCMU-ACUC; 
Protocol ID MUSC59-008-341).

Data availability
The datasets generated during and/or analysed during the current study are available from the corresponding 
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