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Microcirculation research unit, ภาควิชาสรีรวิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  
2. ประเภทของการวจัิย Experimental Design for Natural product and menopausal 
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4. คาํสําคญั (keywords)   genistein, bone remodeling, bone vascularization, ovariectomized rats 
5. ความสําคญั และทีม่าของปัญหาทีท่าํการวจัิย 

ในสภาวะพร่องเอสโตรเจนจะก่อให้เกิดปัญหาต่อหลายๆระบบของร่างกาย โดยเฉพาะอยา่งยิง่
ระบบหัวใจและหลอดเลือด และ กระดูก ทาํให้เกิดโรคหวัใจและหลอดเลือดและกระดูกพรุน จากการ
สูญเสียหนา้ท่ีของเอนโดทีเลียลเซลล ์และการเสียสมดุลของการสร้างและสลายกระดูก 

จากปัญหาดงักล่าวจึงมีการใชเ้อสโตรเจนเป็นฮอร์โมนทดแทน เพื่อบรรเทาอาการต่างๆท่ีเกิดข้ึน
หลงัจากหมดประจาํเดือนรวมถึงโรคหวัใจและหลอดเลือดและกระดูกพรุน ในสตรีวยัหมดประจาํ เดือน มี
รายงานทางระบาดวิทยาถึงผลของการใหฮ้อร์โมนทดแทนต่อระบบหวัใจและหลอดเลือดว่าสามารถให้ผล
ทั้งทางตรงและทางออ้ม ต่อระบบไหลเวียนโลหิตและเมตาบอลิซึมของ liproprotein ตามลาํดบั (Farhat, 
1996) รวมถึงป้องกนัการสูญเสียหนา้ท่ีของเอนโดทีเลียลเซลล ์  เก่ียวกบักระดูกมีผลป้องกนัไม่ให้เกิดภาวะ
กระดูกพรุน โดยควบคุมการสร้างและสลายกระดูกใหอ้ยูใ่นภาวะสมดุล (Hayashi et al.,1995) ลดจาํนวน
ของ proinflammatory cytokine ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการกระตุน้การทาํงานของเซลลส์ลายกระดูก และช่วยคง
สภาพหลอดเลือดบริเวณกระดูกให้ปกติซ่ึงอาจมีส่วนเก่ียวขอ้งกบัการทาํงานของเซลลก์ระดูก 

อยา่งไรก็ตามการให้ฮอร์โมนเอสโตรเจนทดแทนเป็นเวลานาน อาจมีความเส่ียงต่อการเกิดมะเร็ง
เตา้นม, มะเร็งเยือ่บุมดลูก, hypercoagulable stage, hypertriglyceridemia และ angiogenesis (Baker et al., 
2000; Lissin and cooke, 2000) ดว้ยเหตุน้ีในปัจจุบนัจึงมีความสนใจศึกษาคน้ควา้กนัอยา่งกวา้งขวาง ใน
การพฒันาผลิตภณัฑท่ี์จะใชท้ดแทนฮอร์โมนสังเคราะห์ดงักล่าว ซ่ึง Phytoestrogen เป็นสารกลุ่มท่ีไดรั้บ
ความสนใจนาํมาศึกษาโดยเฉพาะอยา่งยิ่ง เจนิสตีน ท่ีอยูใ่นกลุ่ม isoflavone มีการนาํมาศึกษามากท่ีสุด 

 เจนิสตีนพบในผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากถัว่เหลือง คนเอเชียโดยเฉพาะชาวญ่ีปุ่น มีการบริโภคถัว่เหลือง
อยา่งมากเป็นประจาํอยา่งต่อเน่ือง และ พบว่าอุบติัการณ์การเกิดภาวะต่างๆท่ีเป็นปัญหา หลงัจากหมด
ประจาํเดือนคือโรคหัวใจและหลอดเลือดและกระดูกพรุนพบนอ้ยกว่า สตรีวยัหมดประจาํเดือนในแถบ
ยโุรป จึงเป็นท่ีน่าสนใจท่ีจะศึกษาถึงผลของเจนิสตีนต่อหลอดเลือดและกระดูก 
 จากผลการวิจยัท่ีผา่นมาพบว่าเจนิสตีนมีฤทธ์ิคลา้ยคลึงกบัเอสโตรเจน ทาํใหห้ลอดเลือดเกิดการ
ตอบสนองต่อ acetylcholine และช่วยป้องกนัการสูญเสียหนา้ท่ีของเอนโดทีเลียลเซลลใ์น mesenteric 
microcirculation ของหนูท่ีถูกตดัรังไข่เม่ือให้เจนิสตีนเป็นเวลา 3 และ 6 สัปดาห์ แต่ผลของเจนิสตีนท่ีต่าง
จากเอสโตรเจนคือ ไม่มีผลต่ออวยัวะในระบบสืบพนัธ์ุสตรี ซ่ึงเป็นผลดี (Khemapech et al., 2003) 
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 ทั้งน้ีคณะผูว้ิจยัจึงสนใจท่ีจะทาํการศึกษาบทบาทการป้องกนัหลอดเลือดในกระดูกของเจนีสตีน
โดยมีสมมติฐานว่า หากเจนิสตีนสามารถออกฤทธ์ิคลา้ยคลึงกบัเอสโตรเจนท่ีบริเวณหลอดเลือดท่ีกระดูก
และยงัป้องกนัการเกิดกระดูกพรุนได ้ น่าจะเป็นขอ้สนบัสนุนอีกประการหน่ึงในการใชเ้จนิสตีนทดแทน
เพ่ือป้องกนัหรือชะลอการเกิดกระดูกพรุนในสตรีวยัหมดประจาํเดือน 
 
6. วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 

6.1  เพื่อศึกษาผลของเจนิสตีนต่อความหนาแน่นของหลอดเลือดฝอยท่ีกระดูก และ ระดบัของ 
       vascular endothelial growth factor (VEGF)   ในหนูท่ีถูกตดัรังไข่ทั้งสองขา้ง 
6.2 เพื่อศึกษาผลของเจนิสตีนต่อความหนาแน่นของกระดูก, ซีร่ัม osteocalcin, TNF-α และ IL-6 ใน

หนูท่ีถูกตดัรังไข่ทั้งสองขา้ง 
 
7. ขอบเขตของโครงการวจัิย 

การศึกษาน้ีใชส้ัตวท์ดลอง(หนูขาว เพศเมีย) เป็นโมเดล  โดยจะทาํการตดัรังไข่ออกทั้งสองขา้ง เสมือน
สตรีวยัหมดประจาํเดือนท่ีมีสภาวะพร่องฮอร์โมนเอสโตรเจน จากนั้นจะให้เจนิสตีนทดแทน และทาํการ
ตรวจวดัความหนาแน่นของหลอดเลือดท่ีกระดูก รวมถึงความหนาแน่นของกระดูกโดยเปรียบเทียบผลของ
เจนิสตีนในกลุ่มท่ีไดรั้บและไม่ไดรั้บสารท่ีเวลา 1 และ 3 สัปดาห์   ทั้งน้ีคาดว่าเจนิสตีนจะให้ผลท่ีกระดูก
เหมือนกับเอสโตรเจนและสตรีวยัหมดประจาํเดือนจะมีทางเลือกในการใช้สารจากธรรมชาติทดแทน
ฮอร์โมนสงัเคราะห์ ซ่ึงกาํลงัเป็นประเดน็อยูใ่นขณะน้ี 
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8. ทฤษฎ ีสมมติฐานหรือกรอบแนวความคดิ ของโครงการวจัิย (Conceptual Framework) 
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9. การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ทีเ่กีย่วข้อง 
Bone remodeling 
กระบวนการสร้างและสลายกระดูก (bone remodeling) เป็นวงจรท่ีเกิดข้ึนอยา่งต่อเน่ืองตลอดชีวติ 

โดยมีสองขั้นตอนท่ีสาํคญัคือขั้นตอนการสร้างกระดูกอาศยัเซลลส์ร้างกระดูก (osteoblast) และการสลาย
กระดูกอาศยัเซลลส์ลายกระดูก (osteoclast)  ในสภาวะปกติการสร้างและสลายกระดูกจะเกิดข้ึนอยา่งสมดุล 
แต่เม่ือใดท่ีปัจจยับางอยา่งท่ีมีส่วนควบคุมการสร้างและสลายกระดูกผดิปกติไปจะทาํใหเ้กิดการเสียสมดุล 
และมีผลต่อเน้ือกระดูกและความแขง็แรงของกระดูกตามมา (Van’t Hof RJ and Ralston SH.,2001) หากมี
การสลายกระดูกมากกวา่การสร้างจนเสียสมดุลจะทาํใหเ้กิดความผดิปกติของกระดูกท่ีเราทราบกนัดีคือ โรค
กระดูกพรุน(Osteoporosis) จากการสูญเสียเน้ือกระดูก (Bone loss)  ซ่ึงเราสามารถตรวจสอบระดบัการสร้าง
และสลายกระดูกไดห้ลายวิธีดว้ยการใชเ้คร่ือง  Dual emission X-ray absorptionmetry, Ultrasonography, 
Bone ash และการตรวจ Biomarkers ทั้งในเลือดและปัสสาวะ Biomarkers ท่ีบ่งช้ีถึงการสร้างกระดูกคือ 
Osteocalcin, Alkaline phosphatase  ตรวจวดัไดใ้นซีร่ัม ส่วนตวับ่งช้ีถึงการสลายกระดูกคือ   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี1. วงจรการสร้างและสลายกระดูก (ปรับมาจาก  Van’t Hof RJ and Ralston SH, 2001) 

บทบาทของเอสโตรเจนต่อกระดูกและหลอดเลือด 
เอสโตรเจนเป็นปัจจยัหน่ึงท่ีมีความสาํคญัในการควบคุมสมดุลของ bone remodeling  โดยส่งเสริม

การสร้างกระดูก และ ยบัย ั้งการสลายกระดูก เอสโตรเจนมีผลต่อเซลลก์ระดูกโดยอาศยั Nitric oxide  (NO) 
เป็นตวักลาง ในการกระตุน้การทาํงานของ Osteoblast และ ยบัย ั้งการทาํงานของ Osteoclast 
(O’Shaughnessy et al., 2000)  

ในปี 1997 Hughes และคณะรายงานวา่เอสโตรเจนมีบทบาทสาํคญัในการทาํงานของ Osteoclast  
และเหน่ียวนาํใหเ้กิด apoptosis โดยเอสโตรเจนจะทาํใหมี้การลดลงของ cytokine IL-1,IL-6,TNFα ท่ีเป็นตวั
ยบัย ั้งการเกิด apoptosis  สอดคลอ้งกบัการรายงานของ Binbin และ Shifeng, 2003 ท่ีวา่ เม่ือมีการลดลงของ
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ฮอร์โมนเอสโตรเจนจากรังไข่ ในสตรีวยัหมดประจาํเดือน จะทาํใหมี้การเพิ่มข้ึนของ Proinflammatory 
cytokine ซ่ึงตวัท่ีไดรั้บความสนใจมากท่ีสุดไดแ้ก่ IL-1,IL-6 และTNFα และยงัมีงานวิจยัอีกมากท่ีรายงานวา่
เอสโตรเจนสามารถยบัย ั้งการสร้าง Proinflammatory cytokine จาก macrophage 

เอสโตรเจนยงัมีผลต่อระบบไหลเวยีนโลหิต คือลดการเกิด Atherosclerosis โดยลด low-density 
lipoprotein (LDL) และ Inflammatory processesในหลอดเลือด และยงัมีคุณสมบติัตา้นอนุมูลอิสระอีกดว้ย 
เอสโตรเจนเปรียบเสมือน vasodilator และ hypotensive agent โดยการจบักบัตวัรับเอสโตรเจนชนิดอลัฟ่า ท่ี
ผนงัของเอนโดทีเลียและกระตุน้การทาํงานของ endothelial nitric oxide synthase (eNOS) ทาํใหมี้การสร้าง 
NO มากข้ึนและเกิด Vasodilation ตามมา และยงัมีผลโดยตรงต่อ Vascular smooth muscle cell (VSM) ดว้ย 
(Richard, 2002) ดงันั้นเอสโตรเจนจึงมีส่วนในการควบคุม Vascular tone และ Blood flow ในอวยัวะต่างๆ
โดยผา่นทั้ง เอนโดทีเลีย และ VSM 

Phytoestrogens 
Phytoestrogen เป็นเอสโตรเจนจากพืช มีโครงสร้างเป็น diphenolic compound ซ่ึงทั้งโครงสร้างและ

คุณสมบติัคลา้ยคลึงกบัเอสโตรเจนในสตัว ์ ทาํใหส้ามารถจบักบัตวัรับเอสโตรเจนและหลงัจากจบักบัตวัรับ
แลว้จะใหผ้ลท่ีเหมือนกบัผลของเอสโตรเจนคือ ป้องกนัการสูญเสียหนา้ท่ีของเอนโดทีเลีย และยบัย ั้ง bone 
loss และใหผ้ลไม่เหมือนกบัเอสโตรเจน ในระบบสืบพนัธ์ุของสตรี (Yoon-Bok Lee, 2004 และ Squadrito, 
2000) และยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งเตา้นม ( Terreaux, 2003)  

มีการแบ่งกลุ่มของ phytoestrogen ออกเป็น 3 กลุ่ม คือ Isoflavone, Lignan และ Coumestans ซ่ึง 
Isoflavone เป็นกลุ่มท่ีไดรั้บความสนใจนาํมาศึกษามากท่ีสุดโดยเฉพาะอยา่งยิง่ คือ เจนิสตีน ท่ีพบมากในถัว่
เหลือง 

 
Genistein 
 
 
 
 
 

 

 รูปท่ี2.  Structures of isoflavone phytoestrogens in relation to estradiol. (Dixon RA, Ferreira D.2002)  
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เจนิสตีนมีโครงสร้างท่ีคลา้ยคลึงกบั 17�-estradiol อยา่งมาก (รูปท่ี2) สามารถจบักบัตวัรับเอสโตร
เจนและ sex steroid binding protein ได ้และสามารถออกฤทธ์ิเหมือนและไม่เหมือนกบัเอสโตรเจนซ่ึงข้ึนอยู่
กบัชนิดของตวัรับเอสโตรเจน (Barnes และคณะ, 2000) 

การรายงานดา้นระบาดวิทยาเก่ียวกบัผูท่ี้รับประทานอาหารท่ีมี isoflavone หรือ flavonoid อยูม่าก
โดยเฉพาะในสตรีญ่ีปุ่นจะทาํใหล้ดอุบติัการณ์การเกิดโรคหวัใจและหลอดเลือดลง จากการลดลงของ LDL 
และมีการเพิ่มข้ึนของ HDL  (Merz Demlow และ คณะ, 2000) 

ในปี 2000 Squadrito และคณะ รายงานวา่ ผลของเจนิสตีน ขนาด 0.2 mg/kg/day ท่ีใหใ้นหนูท่ีถูก
ตดัรังไข่ เป็นเวลา 28 วนั ทาํใหมี้ ระดบัของเจนิสตีนในกระแสเลือดสูงข้ึนและมีผลต่อการทาํงานของ NOS 
ช่วยป้องกนัการสูญเสียหนา้ท่ีของเอนโดทีเลียลเซลล ์ ต่อมาในปี 2003 Khemapech และคณะ มีรายงาน
สนบัสนุนผลการทดลองดงักล่าวโดยไดท้าํการศึกษาในหนูตดัรังไข่ท่ีให ้ เจนิสตีน ขนาด 0.25 mg/kg/day 
เป็นเวลา 21 วนั พบวา่เอนโดทีเลียลเซลลบ์ริเวณ mesenteric microcirculation สามารถตอบสนองต่อการ
กระตุน้ดว้ย acetylcholine ไดไ้ม่แตกต่างกบักลุ่มควบคุมผลของเจนิสตีนต่อ endothelial function และ bone 
mineral density 
 ตารางท่ี 1 แสดงผลของการใหเ้จนิสตีนในหนูท่ีถูกตดัรังไข่ออกทั้งสองขา้ง เพื่อศึกษาผลในการ
ป้องกนัการสูญเสียหนา้ท่ีของเอนโดทีเลียและการสูญเสียเน้ือกระดูก รวมถึงดชันีช้ีวดัการสร้างกระดูก (bone 
marker enzymes )โดยแต่ละการทดลองจะมีความแตกต่างกนัในชนิดสตัวท์ดลอง, ขนาดของเจนิสตีน และ 
ระยะเวลาท่ีสตัวท์ดลองไดรั้บเจนิสตีน  
 
Table 1. ผลการศึกษาฤทธ์ิของเจนิสตีนในสตัวท์ดลองต่อ endothelial function (EF), bone mineral density 
(BMD) , biomarkers of bone formation และ bone resorption 
 

Author(s) Animal model 
Treatment  
genistein  

(mg/kg BW) 

Treatment        
duration 

EF/BMD 
Bone marker  

enzymes 

Squadrito et al., 
2000 

OVX rats 0.20, sc 28 days  
prevent endothelial 

dysfunction 
- 

Khemapech et al., 
2003 

OVX rats 0.25, sc 21 days 
prevent endothelial 

dysfunction 
- 

Anderson et al., 
1998 

OVX rats 0.50, P.O. 14 days increase femoral ash Not assessed 

Fanti et al., 1998 OVX rats 0.05,0.25, sc 21 days 
Both doses had similar 
Tibial BMD as sham 

Increase serum 
OC; no change in 

resorption 
markers 

Ishimi et al., 2000 OVX  mice 0.70, sc  14 days prevent trabecular bone Not assessed 
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loss  
Binbin Li, and 
Shifeng 2003 

OVX rats 0.45, P.O. 84 days  
Prevent femoral bone loss, 
decrease IL-1 and TNFα 

Increase serum 
OC and ALP 

 
  EF; Endothelial function  

   OC; Osteocalcin, ALP; Alkaline phosphatase 

                

ในปี 2003 Mekraldi และคณะรายงานผลการใหเ้อสโตรเจนขนาด 5 μg/kg/day เป็นเวลา 14 วนัใน
หนูท่ีถูกตดัรังไข่ พบวา่เอสโตรเจนสามารถป้องกนัการเสียสมดุลของ bone remodeling และป้องกนัการ
เปล่ียนแปลงทั้งจาํนวนและขนาดของหลอดเลือดท่ีกระดูกได ้ โดยกระตุน้การทาํงานของยนี Vascular 
endothelial growth factor (VEGF) และ eNOS ในกระดูก ซ่ึงเม่ือมีการพร่องของเอสโตรเจนจะมีการ
เปล่ียนแปลงการทาํงานของ VEGF, eNOS และ เซลลก์ระดูก ก่อนการตรวจพบวา่เกิด bone loss  และยงั
พบวา่จาํนวนหลอดเลือดท่ีกระดูกมีความสมัพนัธ์กบัการทาํงานของ osteoblast อีกดว้ย ผลดงักล่าวไดจ้าก
การศึกษาจาํนวนและขนาดของหลอดเลือดท่ีกระดูกและการทาํงานของเซลลก์ระดูกบริเวณ Tibia 
metaphysic ของหนูเพศผู ้(Barou, 2002) สอดคลอ้งกบัผลการวิจยัของ Dulax และ คณะ ในปี 2000 ท่ีพบวา่ 
นอกจาก NO จะช่วยใหก้ารทาํงานของหลอดเลือดเป็นปกติแลว้ ยงัทาํใหมี้การแสดงออกของยนี VEGF ใน 
Vascular smooth muscle cell ซ่ึงผลน้ีอาจมีความสาํคญัต่อการคงสภาพของหลอดเลือดใหเ้ป็นปกติได ้

จากการรวบรวมขอ้มูลสรุปไดว้า่ เจนิสตีน สามารถป้อกบัการสูญเสียหนา้ท่ีของเอนโดทีเลียลเซลล ์
และ เอสโตรเจน กส็ามารถป้องกนัการสูญเสียหนา้ท่ีของเอนโดทีเลียลเซลลไ์ด,้ ป้องกนัการเปล่ียนแปลง
ของหลอดเลือดท่ีกระดูกซ่ึงสมัพนัธ์กบั bone loss ได ้ ดงันั้นในการทดลองน้ีจึงสนใจท่ีจะศึกษาวา่เจนิสตีน
จะสามารถป้องกนัการเปล่ียนแปลงของหลอดเลือดท่ีกระดูกเหมือนกบัเอสโตรเจนไดห้รือไม่ และถา้ไดจ้ะมี
กลไกในการออกฤทธ์ิผา่นทาง VEGF และ Proinflammatory cytokine อยา่งไร  
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11. ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ เช่น การเผยแพร่ในวารสาร จดสิทธิบัตร ฯลฯ และหน่วยงานทีนํ่าผลการวจัิย
ไปใช้ประโยชน์ 

ผลท่ีไดจ้ากการศึกษาจะทาํใหท้ราบถึงบทบาทของเจนิสตีนต่อหลอดเลือดท่ีกระดูก ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบั
การสร้างและสลายกระดูก จึงอาจเป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการส่งเสริมให้ใชส้ารจากธรรมชาติ เพ่ือป้องกนั
หรือชะลอการเกิดภาวะกระดูกพรุนท่ีพบในสตรีวยัหมดประจาํเดือน 
 
12. แผนการถ่ายทอดเทคโนโลยหีรือผลการวจัิยสู่กลุ่มเป้าหมาย 

เผยแพร่ผลงานวิจยัในวารสารท่ีเก่ียวขอ้งกับกระดูกและสตรีวยัหมดประจาํเดือน เพื่อเป็น
แนวทางในการศึกษาวิจยัในมนุษยต่์อไป รวมถึงการตีพิมพแ์ละเผยแพร่ในระดบันานาชาติ 
 
13. วธีิดําเนินการวจัิยและสถานทีท่าํการทดลอง 

การวิจยัน้ีจะทาํการทดลองท่ีหน่วยหลอดเลือดจุลภาค ภาควิชาสรีรวิทยา คณะแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  

 การเตรียมสัตว์ทดลอง 
การทดลองน้ีจะใชห้นูขาวเพศเมีย อาย ุ 10 สปัดาห์ (นํ้าหนกั 220-280 กรัม) จากสาํนกัสตัวท์ดลอง

แห่งชาติ ศาลายา มหาวิทยาลยัมหิดล สตัวท์ดลองทุกกลุ่มจะถูกทาํใหส้ลบก่อนทาํการผา่ตดั ในกลุ่มตดัรังไข่
จะทาํการตดัรังไข่ออกทั้งสองขา้ง และสตัวท์ดลองทุกกลุ่มจะไดรั้บสารทดสอบทนัทีหลงัจากการผา่ตดั เม่ือ
เสร็จส้ินการทดลองสตัวท์ดลองจะถูกทาํใหต้ายดว้ย Absolute MgSO4 ปริมาณ 1 มิลลิลิตร 

วธีิการทดลอง 
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การทดลองที ่1  ศึกษาผลของเจนิสตีนต่อความหนาแน่นของกระดูก (ใช้เจนิสตนีขนาด 0.25 mg/kg/day) ที่

สามารถป้องกนัการสูญเสียหน้าทีข่องเอนโดทเีลยีลเซลล์  (Khemapech et al., 2003) 
          เพื่อทดสอบฤทธ์ิของเจนิสตีนต่อความหนาแน่นของกระดูก และ ระดบั osteocalcin  ในซีร่ัม 

โดยแบ่งสตัวท์ดลองเป็น 3 กลุ่ม ดงัน้ี 
กลุ่ม  shamveh          สตัวท์ดลองจะไดรั้บ DMSO10% ขนาด 100μl/day 
กลุ่ม  OVXveh         สตัวท์ดลองจะไดรั้บ  DMSO10% ขนาด 100μl/day 
กลุ่ม  OVXgen สตัวท์ดลองจะไดรั้บ เจนิสตีนขนาด 0.25mg/kg/day 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หลงัจากใหส้ารทดลองเป็นเวลา 1 และ 3 สปัดาห์ จะทาํการสลบสตัวท์ดลองและเกบ็เลือดเพื่อ
ตรวจวดัระดบัเอสโตรเจน และ osteocalcin ในซีร่ัม  เกบ็กระดูก Tebia ดา้นซา้ย เพื่อตรวจวดั Bone mineral 
density 

 
 การตรวจวดัระดับเอสโตรเจนในซีร่ัม 
นาํเลือดท่ีไดต้ั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 15 นาที จากนั้นนาํไปป่ันเหว่ียงเพ่ือใหไ้ดซี้ร่ัมท่ีความเร็ว 3000 

รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4oC, 10 นาที นาํซีร่ัมท่ีไดไ้ปตรวจหาระดบัเอสโตรเจนดว้ยวธีิ 
electrochemiluminescence immunoassay (ECLIT) โดยใชชุ้ดทดสอบจากบริษทัท่ีเช่ือถือได ้

 
 

Female Wistar rats (200-220 g) 
n=60 (15/group)

Shamveh 
(DMSO 100 µl/day) 

    OVXveh 
(DMSO 100 µl/day)  

     OVXgen 
(Genistein 0.25 mg/kg/day) 

1wk 3wk 

- Serum estrogen levels: ECLIT 
- Bone mineral density : Bone ash 
- Bone formation marker : Serum osteocalcin 
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Bone mineral density : bone ash 
นาํกระดูก Tibia ดา้นซา้ย ท่ีลอกเน้ือเยือ่ออกแลว้ นาํไปอบใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิ 100oC ใชเ้วลา 48ชัว่โมง

และ ชัง่นํ้ าหนัก จากนั้นนาํกระดูกไปเผาจนเป็นเถา้ท่ีอุณหภูมิ 600oC ใชเ้วลา 16ชัว่โมงท้ิงให้เยน็และ ชั่ง
นํ้ าหนกั   

                        ความหนาแน่นของแร่ธาตุในกระดูก    =  Ash weight x100 
            Dry weight 

 
Bone formation marker assay  
ระดบั osteocalcin ในซีร่ัม ใชเ้ป็นดชันีบ่งบอกถึงการสร้างกระดูก สามารถตรวจวดัดว้ยวิธี 

Radioimmunoassay (RIA)โดยใชชุ้ดทดสอบจากบริษทัท่ีเช่ือถือได ้
 

การทดลองที ่2   ศึกษากลไกของเจนิสตีนต่อหลอดเลือดทีก่ระดูกและการสร้างและสลายกระดูก 
          เพื่อตรวจหากลไกของเจนิสตีนท่ีออกฤทธ์ิผา่นทาง VEGF, TNF-α และ IL-6 และตรวจวดัความ
หนาแน่นของหลอดเลือดท่ีกระดูก 

โดยแบ่งกลุ่มสตัวท์ดลองเป็น 4 กลุ่ม ดงัน้ี 
กลุ่ม  shamveh          สตัวท์ดลองจะไดรั้บ DMSO10% ขนาด 100μl/day 
กลุ่ม  OVXveh         สตัวท์ดลองจะไดรั้บ  DMSO10% ขนาด 100μl/day 

          กลุ่ม  OVXE2 สตัวท์ดลองจะไดรั้บ 17β- estradiol ขนาด 5μg/kg/day 
กลุ่ม  OVXgen สตัวท์ดลองจะไดรั้บ เจนิสตีนขนาด 0.25mg/kg/day 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Biomarkers 
- Serum estrogen levels: (ECLIT) 
- Bone formation markers   
        : Serum osteocalcin; RIA 
        : Serum alkaline phosphatase; Colorimetric 
- Bone tissue VEGF: (ELISA kit) 
- Serum TNF-α and IL-6 : (ELISA kit) 

 Bone mineral density 
       : Bone ash 
 

    Vascularization in bone  
     study by intravital  
     microscopy image  
     analysis 
 
    - Bone capillary density 

1 wk 

Female Wistar rats (200-220 g)   
                n=120 (15/group) 

    Shamveh 
(DMSO 100µl/day)  

     OVXveh 
(DMSO 100 µl/day)  

       OVXgen 
(Genistein 0.25 mg/kg/day)  

      OVXE2 
(Estradiol 5µg/kg/day)  

 

3 wk 
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เม่ือส้ินสุดระยะการใหส้ารทดลองสตัวท์ดลองจะถูกทาํใหส้ลบและทาํการตรวจวดัความหนา แน่น
ของหลอดเลือดท่ีกระดูก จากนั้นทาํการเกบ็เลือดเพื่อตรวจวดัค่าต่างๆ และเกบ็กระดูก Tebia ดา้น ซา้ยเพื่อ
ตรวจหา bone mineral density และ ดา้นขวาเพ่ือตรวจหา VEGF 

 
Bone formation marker assay  
ระดบั Osteocalcin และ Alkaline phosphataseในซีร่ัม ใชเ้ป็นดชันีบ่งบอกถึงการสร้างกระดูก สามารถ

ตรวจวดัดว้ยวธีิ Radioimmunoassay (RIA) และ Colorimetric assay ตามลาํดบั โดยใชชุ้ดทดสอบจากบริษทั
ท่ีเช่ือถือได ้

 
Enzyme-Linked Immunosorbent assay (ELISA) for bone tissue VEGF 
นาํกระดูก Tibia ดา้นขวามาบดใหล้ะเอียดใส่สารละลายและนาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3000 รอบ

ต่อนาที เป็นเลา 10 นาที ท่ี 4 oC, เกบ็ส่วน supernstant ท่ี -70oC จนกวา่จะทาํการตรวจวดัระดบั VEGF  โดย
ใช ้ELISA-Kit (Chemicon, USA)  นาํผลการทดลองเปรียบเทียบกบัค่ามาตรฐานในสดัส่วน Picograms per 
milliliter (pg/ml) of tissue sample 

 
Enzyme-Linked Immunosorbent assay (ELISA) for serum TNF-α and IL-6 
นาํซีร่ัมท่ีไดม้าตรวจวดัระดบั TNF-α และ IL-6 (Salvatore et al., 2003) ดว้ย ELISA-Kit 

(Chemicon, USA) นาํผลการทดลองเปรียบเทียบกบัค่ามาตรฐานในสดัส่วน Picograms per milliliter (pg/ml) 
of serum 

Bone capillary density of femur 
ทาํการ Canulate ท่ีหลอดเลือด Jugular vein ของสตัวท์ดลอง จากนั้นตรวจหาความหนาแน่นของ

หลอดเลือดบริเวณกระดูก Femur โดยการฉีด FITC-dextran เขา้ทาง Jugular vein และศึกษาดว้ยกลอ้ง 
Intravital fluorescense microscopy จากนั้นคาํนวณหาความหนาแน่นโดยใชโ้ปรแกรม Digital image 
analysis  

 
14. ระยะเวลาทาํการวจัิยและแผนการดําเนินงานตลอดการโครงการวจัิย 

  ระยะเวลาทาํการวิจยัรวมทั้งส้ิน 1 ปี 10 เดือน งานวิจยัน้ีมีแผนงานตามระบุในตาราง  
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Activity 
เดือน 

1-4 5-8 9-12 13-16 17-18 19-24 
1. Review literature 

 - หาขอ้มูลและทบทวนวรรณกรรม 
  - สาํรวจและเตรียมความพร้อมของ  
เคร่ืองมือ 

  - เตรียมและสัง่ซ้ือสารเคมี   
2. Experimental design 
 - ทาํการทดลองท่ี 1 
 - ทาํการทดลองท่ี 2 
3. Data analysis 
 - วเิคราะห์ผลการทดลองท่ี 1 
 - วเิคราะห์ผลการทดลองท่ี 2 
4.Writing and   submitting     
    the full-report 

      

 
 
15. ผลการทดลอง 
       15.1 ผลของเจนิสตีนต่อความหนาแน่นของกระดูก (ใช้เจนิสตนีขนาด 0.25 mg/kg/day) ทีส่ามารถ

ป้องกนัการสูญเสียหน้าทีข่องเอนโดทเีลยีเซลล์ (Khemapech et al., 2003) 
                 เพื่อทดสอบฤทธ์ิของเจนิสตีนต่อความหนาแน่นของกระดูก และ ระดบั osteocalcin  ในซีร่ัม 
              

ตารางที ่15.1 แสดงผลการศึกษา Bone mineral density: bone ash ท่ีกระดูก femur  ดา้นซา้ย ใน 
         หนู ทั้ง 3 กลุ่มท่ีช่วงเวลา 1 และ 3 สปัดาห์ หลงัการตดัรังไข่ 

 
        Femur Bone-Ash/Dry matter (%) 
                        Group 
                   1 week                    3 weeks 
 
     Shamveh  (n=8)             63.26+1.32                 64.18+0.47 
     OVXveh  (n=8)             63.29+0.83                 63.53+0.19 

      OVXge n  (n=8)              63.20+0.47                 63.81+0.16 
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จากผลการทดลองพบวา่ Bone mineral density: bone ash ท่ีกระดูก femur ดา้นซา้ย ในกลุ่ม 
OVXveh ไม่มีความแตกต่างทางสถิติเม่ือเทียบกบักลุ่ม Shamveh และ OVXgen  ท่ีช่วงเวลา 1 และ 3 สปัดาห์
หลงัจากการทาํ OVX  

คาดวา่ในช่วงเวลาดงักล่าวยงัอยูใ่นช่วงแรกของการขาดฮอร์โมน estrogen จึงยงัไม่เห็นการ
เปล่ียนแปลงของมวลกระดูกมากนกั 

 
15.2 ผลการการทดลอง Bone formation marker assay  
ระดบั osteocalcin ในซีร่ัม ใชเ้ป็นดชันีบ่งบอกถึงการสร้างกระดูก ตรวจวดัดว้ยวิธี Radio- 

           immunoassay (RIA)โดยใชชุ้ดทดสอบจากบริษทัท่ีเช่ือถือได ้
 

ตารางที ่15.2  แสดงผลของ ระดบัซีร่ัม osteocalcin   

 
      Serum Osteocalcin (ng/ml)                 
    Group 
                 1 week              3 weeks            
   Shamveh(n=10)      44.01+13.06        34.75+9.58        
    OVXveh (n=10)      51.93+12.32        56.17+7.37***        
     OVXgen (n=10)    55.67+5.85         46.76+8.57*        

* p< 0.05, *** p< 0.001  significantly  different  as  compared to Shamveh. 
  # p< 0.05 ,  significantly  different  as  compared  to OVXveh   
 
จากผลการทดลองพบวา่ serum osteocalcin เพิ่มข้ึนในกลุ่ม OVXveh  และ OVXgen  อยา่งมีนยัสาํคญั

ทางสถิติเม่ือเทียบกบักลุ่ม Shamveh แต่ในกลุ่ม OVXgen พบวา่มีระดบัของ serum osteocalcin เพิ่มข้ึนนอ้ยกวา่
กลุ่ม OVXveh อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ ในช่วงเวลาท่ี 3 สปัดาห์ 

คาดวา่ในช่วงเวลาท่ี 3 สปัดาห์หลงัจากการขาดฮอร์โมน estrogen ส่งผลให ้ bone remodeling เสีย
สมดุล กระดูกจึงตอ้งมีการตอบสนองต่อการเปล่ียนแปลงของ bone formation marker ท่ีลดลง จึงทาํใหมี้
การเพิ่มข้ึนของ osteocalcin ในช่วงเวลาสั้นๆ เพื่อรักษาสมดุลของ bone remodeling ผลการทดลองท่ีได้
สอดคลอ้งกบังานวิจยัในปี 1991 (Kalu et al) และ 1993 (Marie et al) 
 
 
 

, #  
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15.3 ผลการการทดลอง 17β-estradiol  
           ตารางที ่15.3 แสดงผลของ ระดบั ซีร่ัม   Estradiol (pg/ml) 

    
    Group     Serum Estradiol (pg/ml) 
         1 week         3 weeks   
  Shamveh(n=10)   28.09+10.83         25.86+5.10          
    
   OVXveh(n=10)   18.61+3.26*         16.97+1.94***          
   
  OVXgen(n=10)    19.03+2.09*         18.35+3.53**          

 

    * p< 0.05, ** p< 0.01 , *** p< 0.001  significantly  different  as  compared to Shamveh. 
 

 จากผลการทดลองพบวา่ระดบั serum estrogen ในกลุ่ม OVXveh  และ OVXgen  ลดลงอยา่งมี

นยัสาํคญัทางสถิติ เม่ือเทียบกบักลุ่ม Shamveh แสดงวา่การให ้genistein ไม่มีผลต่อระดบั estrogen ทั้งในช่วง 
1 และ 3 สปัดาห์ 
 
 การทดลองที ่2   ศึกษากลไกของเจนิสตีนต่อหลอดเลือดทีก่ระดูกและการสร้างและสลายกระดูก 

สตัวท์ดลองนาํมาเล้ียงโดยแบ่งเป็น 4 กลุ่มคือ 
กลุ่ม  shamveh          สตัวท์ดลองจะไดรั้บ DMSO10% ขนาด 100μl/day 
กลุ่ม  OVXveh         สตัวท์ดลองจะไดรั้บ DMSO10% ขนาด 100μl/day 

          กลุ่ม  OVXE2 สตัวท์ดลองจะไดรั้บ 17β- estradiol ขนาด 5μg/kg/day 
กลุ่ม  OVXgen สตัวท์ดลองจะไดรั้บ เจนิสตีนขนาด 0.25mg/kg/day 

        สตัวท์ดลองทั้งสามกลุ่มกาํลงัเล้ียงไวใ้หค้รบ 1 และ 3 สปัดาห์ 
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  15.4 ผลการทดลองทาํการศึกษาความหนาแน่นของหลอดเลือดฝอยในกระดูก โดยใช้ femur 
chamber (Figure 3) และใช ้Confocal laser scanner เพื่อทาํการบนัทึกภาพ bone microcirculation (Figure 
4) 
 

 
Figure 3  แสดงการวาง femur chamber ลงบนบริเวณท่ีจะทาํการศึกษา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4  ภาพบนัทึก bone microcirculation 
  
   หลงัจากไดภ้าพ bone microcirculation จาก Confocal laser scanner ครบทุกกลุ่มแลว้ จึง
นาํมาวิเคราะห์ หาปริมาณความหนาแน่นของ หลอดเลือดฝอย (capillary density , CD) โดย Image Pro 
Software เพื่อหาพื้นท่ีของแต่ละ capillary แลว้นาํพื้นท่ีของ capillary ทั้งหมดมารวมกนั (ดงัภาพ Figure 5.3)  
และทาํการคาํนวณเป็นเปอร์เซนต ์ต่อพื้นท่ีท่ีทาํการศึกษา (window frame 350x350 μm2) ตามสมการ คือ 

 
                 % Capillary density (CD) = (Sum of capillary area/Total area) x 100 
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Figure 5 แสดงการใชI้mage Pro software เพื่อหาพื้นท่ีของแต่ละ capillary แลว้ รวมกนัเป็น Capillary 
Density  per  frame of study ซ่ึงใช ้window frame เดียวกนัทุกกลุ่ม 

 
 
15.5 ผลการทดลองทาํการศึกษาความหนาแน่นของหลอดเลือดฝอยในกระดูก  

ตารางที ่15.5 แสดงผลการศึกษาความหนาแน่นของหลอดเลือดฝอยในกระดูก femur ในหนู ทั้ง 3  
กลุ่มท่ีช่วงเวลา 1 และ 3 สปัดาห์ หลงัการตดัรังไข่ 

 Values were expressed as means  SD.  (n = 8) 

Summation of capillary area 

Window frame 
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                                                                   Capillary density (%)                
    Group 
                 1 week                 3 weeks            
   Shamveh(n=8)      23.85+0.52                         25.36+0.71       

                OVXveh (n=8)      20.40+1.00*                            18.37+0.67***    
                    OVXE2 (n=8)      24.70+2.04                              22.08+1.10*,##  

                 OVXgen (n=8)    24.76+1.60#                             21.36+1.16**,# 
 
  Each value is the mean + SEM (n=8). 
 * p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001  significantly  different  as  compared with Shamveh. 
  # p< 0.05,  ## p< 0.01  significantly  different  as  compared  with OVXveh   
  

จากผลการทดลองพบว่าความหนาแน่นของหลอดเลือดฝอยในกระดูก femur ของกลุ่ม OVXveh 
ลดลงอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ เม่ือเทียบกับกลุ่ม Shamveh, OVXE2 และกลุ่ม OVXgen ท่ีช่วงเวลา 1 และ 3 
สัปดาห์ หลงัตดัรังไข่ แสดงว่า genistein สามารถช่วยป้องกันการสูญเสียหลอดเลือดฝอยในกระดูกได้
เหมือน estrogen ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Mekraldi และคณะ (2003) ท่ีพบว่าการขาด estrogen ทาํให้
จาํนวนหลอดเลือดของกระดูกลดลง และเม่ือไดรั้บ estrogen พบว่า estrogen สามารถป้องกนัการสูญเสียของ
หลอดเลือดได ้

 
15.6 ผลการการทดลองศึกษาผลของเจนิสตนีต่อ serum TNF-α และ IL-6 (ng/ml)ในหนูทั้ง 3 กลุ่มท่ี
ช่วงเวลา 1 และ 3 สปัดาห์ หลงัการตดัรังไข่โดย วิธี Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) 

ตารางที ่15.6 แสดงผลการศึกษา ผลของเจนิสตีนต่อ serum TNF- α และ IL-6 (ng/ml) ใน 
พล่าสมา ในหนู ทั้ง 3 กลุ่มท่ีช่วงเวลา 1 และ 3 สปัดาห์ หลงัการตดัรังไข่ 

 Values were expressed as means  SD.  (n = 8) 
 
 
 
 



 20

 
      TNF-α (ng/ml)                       IL-6 (ng/ml) 
   Group 
       1 week          3 weeks                       1 week      3 weeks 
 
   Shamveh(n=8)   0.168+0.01        0.148+0.04        0.306+0.06           0.420+0.10 
   OVXveh(n=8)   0.289+0.18*        0.207+0.05**        0.315+0.02           0.421+0.04 

   OVXE2 (n=8)   0.272+0.09        0.160+0.05#        0.414+0.22*          0.421+0.04 
OVXgen(n=8)   0.204+0.03        0.154+0.01#        0.303+0.06          0.440+0.09 

 
 

  * p< 0.05, ** p< 0.01  significantly  different  as  compared to Shamveh. 
  # p< 0.05 significantly  different  as  compared  to  OVXveh   

 
  จากผลการทดลองว่ากลุ่ม OVXveh ทั้งในช่วงเวลาท่ี 1 และ 3 สัปดาห์ มีการเพ่ิมข้ึนของระดบั serum 
TNF-α อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเม่ือเทียบกลบักลุ่ม Shamveh แต่ระดบั IL-6 พบวา่ไม่มีความแตกต่างกนัทั้ง 3 
กลุ่ม สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Hughes และคณะ (1996) ซ่ึงพบว่าการขาด estrogen ส่งผลให้ T-cell มีการ
สร้าง TNF-α มากข้ึน และท่ีสําคญัพบว่ากลุ่ม OVXgen มีระดบั TNF-α ลดลงอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเม่ือ
เทียบกบักลุ่ม OVXveh จากผลการทดลองน้ีแสดงให้เห็นว่า genistein ออกฤทธ์ิคลา้ย estrogen ในการยบัย ั้ง
การเกิดการอกัเสบในภาวะ OVX 
 
 
 
 
 
15.7 ผลการทดลองทาํการศึกษาวเิคราะห์หา VEGF ใน serum โดยวิธี Enzyme-Linked ImmunoSorbent  
       Assay (ELISA) 

ตารางที ่15.7 แสดงผลการศึกษาค่า VEGF ใน serum ในหนู ทั้ง 3 กลุ่มท่ีช่วงเวลา 1 และ 3 สปัดาห์ 
หลงัการตดัรังไข่ 

 Values were expressed as means  SD.  (n = 8) 
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     Serum VEGF level (pg/ml)                
    Group 
                 1 week                 3 weeks            
   Shamveh(n=8)      256.20+15.67                      254.40+10.48       

                OVXveh (n=8)      176.00+17.49*                     177.65+27.93**  
                OVXE2 (n=8)      214.70+18.65                       262.60+24.22#              
                 OVXgen (n=8)    212.10+32.05                       258.15+37.36# 
 
  Each value is the mean + SEM (n=8). 
 * p< 0.05, ** p< 0.01 significantly  different  as  compared with Shamveh. 
  # p< 0.05  significantly  different  as  compared  with OVXveh   
 
  จากผลการทดลองพบวา่ระดบั VEGF ของกลุ่ม OVXveh ลดลงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบั
กลุ่ม  Shamveh และพบว่า genistein สามารถป้องกันการลดลงของระดับ  VEGF ได้เหมือน  estrogen 
สอดคลอ้งกบัผลการทดลองการศึกษาความหนาแน่นของหลอดเลือดฝอยในกระดูกและงานวิจยัของ Yen 
และคณะ (2004, 2005) ท่ีพบว่า estrogen ควบคุมกระบวนการ angiogenesis โดยตรง โดยผา่น VEGF ซ่ึงไป
ออกฤทธ์ิท่ี endothelial cell และ osteoblast 
 
16. สรุปผลการทดลอง 
  Genistein (0.25 mg/kg) สามารถป้องกนัการเปล่ียนแปลงของ bone vascularization และ bone 
remodeling ในหนูท่ีถูกตดัรังไข่ โดยออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเพ่ิมข้ึนของ pro-inflammatory cytokines และการ
ลดลงของระดบั VEGF โดยสามารถสรุปและแสดงดงัรูปท่ี 16.1 
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รูปที ่16.1 แสดงกลไกของเจนนีสตีนต่อการป้องกนัการเสียสมดุลของ Bone remodeling ของหนูท่ีถูกตดัรัง
ไข่เม่ือให้เจนิสตีนเป็นเวลา 1 และ 3 สัปดาห์ (ระยะแรกของการขาดฮอร์โมนเอสโตรเจน) ในภาวะขาด
ฮอร์โมนเอสโตรเจน  โดยสรุปจากผลการศึกษาแสดงใหเ้ห็นวา่ ในภาวะพร่องเอสโตรเจน จะมีการ
เปล่ียนแปลงท่ีผดิปกติของหลอดเลือดท่ีกระดูกเกิดข้ึนก่อนการสูญเสียมวลแร่ธาตุของกระดูก และการไดรั้บ
เจนิสตีนทดแทนสามารถยบัย ั้งการเปล่ียนแปลงของหลอดเลือดขนาดเลก็ท่ีกระดูกและการสูญเสียมวลแร่
ธาตุของกระดูกในช่วงแรกท่ีเกิดภาวะพร่องเอสโตรเจนได ้ โดยมีกลไกผา่นทางการป้องกนัการลดลงของ 
VEGF  (A) ท่ีมีผลต่อความหนาแน่นของหลอดเลือดขนาดเลก็ท่ีกระดูก และป้องกนัการเพ่ิมข้ึนของ 
proinflammatory cytokine เช่น TNF- (B)  และป้องกนัการสูญเสียหนา้ท่ีของเอนโดธีเลียเซลล ์ (C)  จึง
ส่งผลต่อการป้องกนัการสลายกระดูกได ้  ดงันั้นจากผลการวิจยัในคร้ังน้ีจะนาํไปสู่การพฒันาผลิตภณัฑจ์าก
ธรรมชาติคือ ถัว่เหลือง เพื่อมาใชเ้ป็นฮอร์โมนทดแทน ตั้งแต่ในช่วงแรกท่ีเกิดภาวะพร่องเอสโตรเจน ทั้งน้ี
เพื่อป้องกนัการเปล่ียนแปลงของหลอดเลือดและการสูญเสียมวลแร่ธาตุของกระดูกในสตรีวยัหมด
ประจาํเดือนไดต่้อไป 
 

  
 

(A) 

(C) 

(B) 
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Genistein replacement therapy on endothelial 
dysfunction and bone loss in bilateral 
ovariectolllized rats 
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Abstract. The objective of this study is to examine roles of genistein in postmenopausal induced-endothelial dysfunction and 
bone loss, the ovariectomized (OVX) rat model was used . The animals were divided into three groups of sham treated with 
vehicle (DMSO 100 J.LI/day; Shamveh), OVX treated with vehicle (OVXveh ) and OVX treated with genistein (0.25 mg/kg/day; 
OVXgen). At 3 and 7 weeks after the surgery, endothelial dysfunction in mesenteric microcirculation of each group was de
termined by using intravital fluorescence microscopy and analyzed with digital image software. The parameters of bone mass 
density (BMD) and bone formation marker were represented by percentage of ash/dry matter and osteocalcin activity (using 
radioimmunoassay (RIA», respectively. Mean arterial pressures (MAP) in OVXveh groups were significantly increased com
pared to their aged-matched sham groups (p < 0.05). Interestingly, the treatment of genistein could significantly attenuate 

this abnormality (p < 0.001). Besides, it could increase the vascular response to acetylcholine (Ach; 10-6 M) significantly 
compared to OVX-rats (p < 0.05). Moreover, BMD and osteocalcin activity were significantly increased in OVXgen as well. 
Therefore, our findings suggested that genistein supplementation could effectively prevent endothelial dysfunction and bone 
loss in OVX-rat model. 

Keywords: Genistein, endothelial dysfunction, bone, ovariectomized rat 

1. Introduction 

It is know that estrogen deficiency lead to various problems in different system including cardiovas
cular system and bone remodeling. It is believed that cardiovascular disease and bone loss were caused 
by endothelial dysfunction, and imbalance of bone formation and bone resorption, respectively. 

Estrogen replacement therapy (ERT) has a significant benefit for postmenopausal women, such as im
provement of menopausal symptoms, cardiovascular disease and protection from osteoporosis. Several 
underlying mechanisms of ERT-cardiovascular protection have been postulated, including its indirect 
action on lipid profile, or its direct properties of: antioxidant, thrombotic inhibitor, and nitric oxide (NO) 
stimulator [1,2]. 

Estrogen clearly inhibits bone remodeling, bone resorption, but enhances bone formation. Estrogen 
can stimulate both activity and mRNA of eNOS [3] and osteoblasts [4]. However, ERT may raise a 
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risk of breast cancer, endometrial hyperplasia, hypercoagulable stage, hypertriglyceridemia and angio
genesis [5,6]. Therefore, many investigators have much interest in development for other modalities. 
A group of compounds, which has been used by many investigators, is phytoestrogens, particular genis
tein. However, the direct evidence on whether genistein can improve endothelial dysfunction and bone 
loss in bilateral ovariectomized rats has not yet been clarified. 

2. Materials and methods 

2. J. Animal preparation 

Female Wistar rats, 10-weeks old (220-280 g·bw; obtained from National Laboratory Animal Center 
of Salaya Campus, Mahidol University, Bangkok), were used in this study. The animals were feed on nor
mal food and tap water ad libitum under controlled environmental conditions of 12-hr light/dark period. 
After the rats were anesthetized by intraperitoneal injection of sodium pentobarbital (45 mg/kg.bw), 
a bilateral ovariectomized was then performed (OVX rats) [7]. Sham operated animals were used as 
controls. 

After three weeks of washout period, an experimental procedure for testing endothelial vasodilation 
response was performed on samples from both groups (OVX3-week and Sham3-week) to confirm that the 
lack of estrogen had already induced the endothelium to become dysfunction, so that we could use this 
endothelial dysfunction for further study of the action of genistein. 

When endothelial dysfunction has been demonstrated and confirmed, three weeks after the ovariec
tomized procedure, the new groups of ovariectomized and sham rats were then prepared and further 
divided into three groups of sham-treated with vehicle (DMSO 100 ILl/day sc; Shamveh), OVX-treated 
with vehicle (DMSO 100 ILl/day; OVXveh) and OVX-treated with genistein (0.25 mg/kg/day; OVXgen) 
[8]. Treatment with DMSO or genistein was begun at the beginning of the fourth week after the ovariec
tomized surgery [9], and an experimental protocol for making a direct visualization of mesenteric mi
crocirculation was performed in each group. 

2.2. Intravital fluorescence videomicroscopy 

On the day of experiment, the rats were anesthetized with intraperitoneal injection of 45 mg/kg bw of 
sodium pentobarbital. After the tracheostomy, polyethylene catheters were inserted into the left common 
carotid artery (PE 90) and the left external jugular vein (PE 20) for monitoring arterial blood pressure 
and intravenous drug administration, respectively. The catheter that was inserted into the left common 
carotid artery was connected to the pressure transducer and the polygraph system (Nihon Koden, Japan) 
as which the arterial blood pressure and heart rate were able to be recorded. 

After the abdomen was opened, the distal of ileum was then exteriorized flatly over a mesenteric 
chamber. The mesenteric tissue was superfused continuously with Krebs-Ringer solution (135.7 NaCI, 
4.7 KCI, 2.52 CaCh·2H20, 7.14 NaHC03, 1.18 KH2P04 , 1.64 MgS04 ·7H20 in mmol/l) and maintained 
at 37°C. 

The mesenteric microcirculation of the distal ileum was observed using an epi-illumination ft.uores
cent microscope (Nikon, Optiphot-2 model, Japan). To visualize the microcirculation, 0.2 ml of 5% 
fluorescein isothiocyanate-Iabeled dextran (FITC-Dx-250, MW = 250,000) was used. The image of se
lected arterioles was observed on a black and white video monitor (Sony, GM-1411 QM) by using a x 20 

http:mg/kg.bw
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objective len and a x 10 eyepiece (CFI Plan Fluor). Video images of microvessels were stored on video
tape (Sony, SLV-X 311) connected with the video timer (VTG-55, For-A, Japan). Arteriolar diameters 
within the studied area were measured by off-line analysis using a digital image program (Global Lab 
Image II; Data Translation, MA, USA). Then the changes of means arteriolar diameters were expressed 
as percentage based on norepinephrine- (NE; 10-5 M) preconstricted diameter [7]. 

2.3. Vascular response 

The endothelial function was examined by using both endothelium-dependent and endothelium
independent vasodilators, acetylcholine (Ach; 10-6 M) and sodium nitroprusside (SNP; 10-7 M), re
spectively. The changes of arteriolar diameters were determined for both applications of Ach and SNP 
by using intravital fluorescence videomicroscopy as mentioned above . 

2.4. Bone ash 

Left tibia bone were placed in 70% alcohol and dried at 100°C for forty-eight hours, then weighed 
and recorded. After that the dried bone was ashed in covered crucibles at 600°C for 16 hours, cooled, 
and finally weighed to determine the percentage of mineral content. 

2.5. Serum osteocalcin 

Serum levels of osteocalcin (OC), which is normally used an index of bone formation were determined 
by radioimmunoassay (RIA) with a commercial available kit. 

2.6. Data analysis 

All data were express as means ± SEM. One-way analysis of variance (ANOVA using the SPSS 
program (Version 10.0)) was used to compare mean values. Significant differences between means of 
each group were determined by Post hoc test, with significance defined at p < 0.05. 

3. Results 

3.1. Mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR), and body weight (BW) 

After three weeks of washout period, a significant increase in MAP was observed in OVX compared 
to sham group (p < 0.001) (Table 1). Four weeks after treatment, both of body weight and MAP ofOVX 
group were significantly higher than those of sham group (p < 0.05). The administration of genistein 
did not significantly effect in MAP. However, heart rate was unchanged among these groups. 

3.2. Vascular response 

The relaxant effect of Ach has significantly decreased in OVX3-week when compared with Sham3-week 
(Fig. 1). However, genistein supplementation showed a significant improvement in endothelium
dependent vasodilation (Fig. 2). Interestingly, the results also showed that there was no significant dif
ference between OVXgen and Shamveh for those Ach-induced responses. 
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Table 1 

Mean ± SEM of body weight (BW), mean arterial pressure (MAP), and heart rate 
(HR) were demonstrated for Sham3-week, OVX3-week washout period (n = 7) 

Group % change of BW MAP HR 
(mmHg) (beat/min) 

Sham3-week 7.48 ± 3.88 120.95 ± 3.06 358.57 ± 12.04 

OVX3-week 25.27 ± 3.59*u 141.33 ± 4.71" 351.43 ± 41.40ns 


*p < 0.05 significantly difference compared to shams. nSNon-significantly differ

ence compared to shams. 

*up < 0.001 significantly difference compared to shams. 


Table 2 

Mean ± SEM of body weight (BW), mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR) 
were demonstrated for Shamveh, OVXveh, OVXgen groups after fours weeks treatment 
(n = 7) 

Group % change of B W MAP HR 
(mmHg) (beat/min) 

Shamveh 7.89 ± 3.13 118.10 ± 6.39 377.14 ± 29.28 

OVXveh 48.55 ± 3.68*** 139.99 ± 8.16* 368.57 ± 22.68ns 

OVXgen 12.98 ± 3.84ns 123.33 ± 7.97ns 368.57 ± 22.68ns 

*p < 0.05 significantly difference compared to shams. *"*p < 0.001 significantly 
difference compared to shams. nSNon-significantly difference compared to shams. 
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Fig. 1. 10-6 MAch and 10-7 M SNP-vasodilatory responses demonstrated for Sham3-week, OVX3-week (n = 7). "**p < 0.001 
vs. sham. 

3.3. Bone ash content and bone formation marker 

Bone ash content of the left tibia and serum concentration of osteocalcin of OVXveh group were 
significantly lower than Shamveh (P < 0.05). However, daily injection of OVX rats with genistein can 
attenuate these changes significantly comparing with OVX group (P < 0.05) (Figs 3A and 3B). 

4. Discussion 

In the present study, the results indicated that after three weeks of washout period, the endothelium
dependent vasodilation induced by Ach had significantly decreased in OVX3-week rats (Fig. 1). This 
implied that the lack of estrogen had caused endothelial cell dysfunction. Since our results demon
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Fig. 2. Effect of genistein on 10-6 MAch and 10-7 M SNP-vasodilatory responses demonstrated for Shamveh, OYXveh, 
OYXgen (n = 7). ***p < 0.001 vs. sham, ###p < 0.001 vs. OYXveh. 
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Fig. 3. Effect of genistein on serum osteocalcin and percentage of AshIDry matter in ovariectomized rats treated for 3 weeks. 

*p < 0.05 vs . sham, #p < 0.05 vs . OYXveh. 

strated that MAP of both groups of OVX3-week and OVXveh were significantly increased compared to 
the controls. This finding was more indirectly supported the effect of estrogen on enhancing endothelial 
vascular regulation function. Interestingly, our study had further demonstrated that genistein supplemen
tation could restore such those effects of lacking estrogen (Table 2). Estrogen has been shown to have 
protective effects on vascular functions which may be mediated either by the increased production of the 
endothelial nitric oxide (NO), or by a reduction in endothelin-1 (ET-l) production [10]. According to our 
results, it might say that genistein may behave as like estrogen, in particular on enhancing endothelial 
functions. 

Osteocalcin is a protein that is secreted by mature osteoblasts, and it has been shown to correlate 
with the bone turnover rate, including both active bone formation and resorption. Because of our results 
showed that there was a significant decrease in osteocalcin in OVXveh group, therefore, it supported the 
evidence that estrogen has its role on bone formation [11]. Interestingly, our findings have importantly in
dicated that genistein could significantly replacement for estrogen on preventing osteocalcin to decrease 
even in the ovariectomized state. The previous studies have reported only that genistein could exhibit 
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estrogenic action on bone formation [11 J. However, our study has added more information specifically 
that genistein was also able to protect against ovariectomy-induced bone loss. 

The results of our experiment have demonstrated that genistein supplementation has beneficial effects 
on both vascular endothelial function, and on bone metabolism. It might be used as a therapeutic agent 
in postmenopausal women in the future. 

References 

[1] 	 M.Y. Farhat, M.C Lavigne and P.W. Ramwell, The vascular protective effects of estrogen, FASEB 10 (1996), 615-624. 
[2] 	 R.I. Gonzales, B.R. Walker and N.L. Kanagy, 17jJ-estradiol increases nitric oxide-dependent dilation in rat pulmonary 

arteries and thoracic aorta, Am. 1. Physiol. Lung. Cell Mol. Physiol. 280 (200 I), L555-L564. 
[3] 	T. Hayashi, K. Yamada and T. Esaki, Estrogen increases endothelial nitric oxide by a receptor-mediated system, Biochem. 

Biophys. Res. Comm. 214 (1995),847-855. 
[4] 	 K.E. Armour and S.H. Ralston, Estrogen upregulates endothelial constitutive nitric oxide synthase expression in human 

osteoblast-like cells, Endocrinology 139 (1998), 799-802. 
[5] 	 L.W. Lissin and J.P. Cooke, Phytoestrogen and cardiovascular health, 1. Am. Coil. Cardiol. 35 (2000),1403-1410. 
[6] 	 VL. Baker, D. Leitman and R.B. Jaffe, Selective estrogen receptor modulators in reproductive medicine and biology, 

Obstetr. Gynecol. Survey 55(7) (2000), S21-S47. 
[7] 	 S. Khemapech, S. Paturnraj and P. Siriviriyakul, Genistein replacement therapy for vasodilation disorder in bilateral 

ovariectomized rats, Clin. Hemorheol. Microcirc. 29 (2003), 271-277. 
[8] 	 1. Case and CA. Davison, Estradiol alters relative contributions of nitric oxide and cyclooxygenase products to 

endothelium-dependent vasodilation, lPET 291 (1999), 524-530. 
[9] 	 P. Kenemans, R. Barentsen and P. van de Weijer, Practice HRT, Medical Forum International BY, The Netherlands, 1996, 

pp . 63-78. 
[10] 	 R.K. Dubey, E.K. Jackson, P.I . Keller, B. Imthurm and M. Rosselli, Estradiol metabolites inhibit endothelin synthesis by 

an estrogen receptor-dependent mechanism, Hypertension 37 (2001), 640-644. 
[II] 	L. Binbin and Y. Shifeng, Genistein prevents bone resorption diseases by inhibiting bone resorption and stimulating bone 

formation, Bioi. Pharm. Bull. 26 (2003), 780-786. 



Asian Biomedicine Vol. 1 No.3 October 2007;301-305 

Technical report 

A novel femur window chamber for in vivo studies of 
bone microcirculation 

Atchareeya Kasiyaphaf1, Prasong Siriviriyakulb
, Suthiluk Patumrajb 

aDepartment ofSport Science, Faculty ofPhysical Education, Srinakharinwirot University, 
Bangkok 10110,' bDepartment ofPhysiology, Faculty ofMedicine, Chulalongkorn University, 
Bangkok 10330, Thailand 

Background: Due to technical difficulties of in vivo observation of blood flow and microvessels in bone, no 

study has been done concerning the role of blood flow in bone remodeling. 

Objective: To develop a new window chamber for microscopic observation of the microcirculation in living 

bone, and to examine the utility of the chamber using rat femur in health and diseases. 

Methods: A stainless chamber (19 mm in diameter and 5 mm in height) with a circular window (7.5 mm in diameter) 

for microscopic observation was developed. The chamber was put on rat femur which was exposed for direct 

observation of the microvasculature. Intravital observation was made of bone blood flow and microvessels, 

using fluorescence videomicroscopy and confocal laser microscopy. The utility of the chamber was examined 

based on images ofmicrocirculation (normal and abnormal) in the femur bone. 

Results and conclusions: Images ofrat femur microvasculature were enhanced in the quality by use of the femur 

window chamber. The new chamber provides a powerful tool for in vivo studies of the bone microcirculation in 

health and diseases. 


Keywords: Bone, confocal laser microscopy, femur bone, fluorescence videomicroscopy, leukocyte adhesion, 

microcirculation, window chamber. 

The dynamics of bone remodeling may be 
determined by complex sequential interaction between 
bone cells and microcirculation [1]. Blood flow in the 
bone may be intimately related to bone remodeling, 
bone formation and resorption [2-7]. However, no 
study has been done on the role ofblood flow in bone 
remodeling; mainly due to technical difficulties of in 
vivo observation ofbone blood flow and microvessels. 

A number of window chambers for intravital 
observation ofmicrocirculation have been developed 
in various organs and tissues, including cranial 
windows [8-10], dorsal skin chambers [11-13] and 
iris devices [14, 15]. However, there are very few 
bone window chambers available for direct 
microscopic observation except for the Hansen
Algenstaedt chamber [16]. 

In this study, we developed a new window 
chamber for intravital observation of the 
microcirculation in femur by modifying the femur 
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window previously used by Hansen-Algenstaedt 
et a1. [10]. The new window chamber could prevent 
scatter of light and enhance focusing on the object. 
With the use of this window chamber, we could 
obtain good quality microscopic images of the bone 
microcirculation. 

Materials and Methods 
Design of a femur chamber 

We developed a stainless steel chamber for 
rat femur as shown in Fig. 1. The size was 
designed based on the structure of rat femur. It was 
approximately 19 mm in diameter and 5 mm in height. 
The chamber was also designed to have a closed and 
circular window (approximately 7.5 mm in diameter 
and 5 mm in height) for microscopic observation. 
The chamber was positioned on the study area of 
the femur. Prior to placement of the chamber, 
the femur was exposed around the study area for 
direct observation of bone blood flow and the 
microvasculature. 
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A B 

Fig. 1 A newly developed window chamber for rat femur. 

Performance test of the window chamber 
We examined the performance of our newly 

developed window chamber in the rat femur under a 
fluorescence videomicroscopic system and a confocal 
laser microscopic system. The performance of the 
window chamber was evaluated based on the quality 
of images ofbone microcirculation obtained with and 
without the chamber. 

Animal preparation 
Rats were anesthetized with sodium pentobarbital 

(45 mg/kg bw, i.p.). After tracheotomy, a polyethylene 
catheter was inserted into the left external jugular vein 
for injection of fluorescent tracers. 

A longitudinal skin incision was made approaching 
the femur laterally. The femur was carefully exposed 
by blunt dissection between the flexors and extensors 
muscles to visualized bone vasculature. Our femur 
chamber was positioned on the study area for an 
enhanced deeper focus (Fig. 2). 

Microscopic obsveration 
After anesthesi a, fluorescent tracers were 

injected to visualize the microcirculation in the femur. 
The bone microcirculation was observed using an epi
illumination fluorescence videomicroscope (Optiphot
2, Nikon, Japan) with a 50 W mercury lamp. The video 
images were achieved through a silicon intensified 
target television camera (Hamamutsu Photonics , 
Japan, USA) [11-12], which was projected on a video 
monitor (GM-1411 QM, Sony, Japan) using 20X 
objective lens (CF Plan Fluor, Nikon, Japan). The 
selected area was then recorded in real-time by a 
videotape recorder (SLV-X31l, Sony, Japan) 
connected to a video timer (VTG-55, FOR-A, Japan) 
throughout the experimental period. 

Confocal microscopic observation 
The bone microvasculature was observed under 

a confocal laser microscope (EZ-Cl, Nikon, Japan). 
An objective lens of lOX and a laser unit (488 argon) 

PERIOSTEAl 
81.0 00

~ .. - J'~~s,tu ? 
....; 

Fig. 2 The location of the femur chamber is shown. The bone microcirculation, feeding from arteries that penetrated 
through priosteal membrane, can be observed via this chamber. 
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were used. Fluorescein isothiocyanate (FITC)
dextran (50 ml of 0.5 % FITC-dextran, Sigma 
Chemical, USA) was injected intravenously to 
visualize the intralumen of micro vessels. 

Pathophysiological application 
As an example of bone pathophysiology, we 

studied microvascular disorders, such as increased 
interaction between leukocytes and endothelial cells, 
in ovariectomized rats [17]. 

Results 
Figure 3 (A, B) show examples of video images 

of bone microcirculation in an era of the femur with 
(B) and without (A) use of the window chamber. We 
note that the use of femur chamber provided better 
quality images. Apparently, leukocytes could not be 
identified without the chamber, but with use of the 
chamber, leukocytes and endothelial cells interaction 
could be observed in femur postcapillary venules 
(diameter =15-25 mm). 

Figure 4 shows a confocal microscopic image 
of femur microvessels that was taken with use of the 
femur window chamber. By using the femur window 
cham ber, we could observe the fern ur bone 
microcirculation under a confocal laser microscopic 
system. 

Figure 5 shows an example offluorescence video 
image. Apparently, a number of leukocyte adhered to 
the venular wall in post-capillaries ofovareictomized 
rats. 

Discussion 
In the present study, we have made a femur 

window chamber by modifying the femur window 
previously used by Hansen-Algenstaedt et al. [16]. 
The chamber could improve the quality of images 
obtained under a fluorescence microscope as well as 
confocal laser microscope. In fact, the chamber helped 
to prevent the scatter of light, so that the light was 
condensed and passed through the window of the 
chamber, resulting in enhancement ofthe focusing on 
the object. 

With use of this femur chamber, the leukocyte
endothelial cell interaction in sham and ovariectomized 
rats could be evaluated using intravital fluorescence 
videomicroscopy. Moreover, their microvascular 
network ofbone capillaries was demonstrated clearly 
by using confocal laser microscopy. 

In conclusion, this novel femur window chamber 
provides a powerful tool for in vivo studies of bone 
microcirculation. In particular, it will be useful for 
investigation ofthe in vivo model ofestrogen depletion 
induced pathogenesis in the future. 

A Without cham ber x20 

B. With chamber x20 

Fig. 3 Examples of video images of the microcirculation in an era of femur bone with (B) and without (A) use of the 
window chamber. 
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Fig. 4 A confocal microscopic image ofthe femur bone microcirculation observed with use ofthe femur window chamber. 
After penetration through priosteal membrane, the microvascular network of capillaries branched were performed 
and run along the bone. 

Fig. 5 Fluorescence video images obtained in normal (sham) (a) and ovariectomized rats (b) (bar: 100 ~.l1n). In (b), there 
appeared turtosity microvascular network and leukocyte adhesion. 
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Abstract. This study was aimed to examine effects of genistein on leukocyte adhesion in femur microcirculation in relation to 
bone-loss induced in ovariectomized female rats. Sixty-four female Wistar rats were divided into 4 groups: sham (daily treated 
with vehicle; DMSO, sc; 100 Ill/day), ovariectomized rat treated with vehicle (OYXveh ), 17,6-estradiol treated-ovariectomized 
rat (OYXE2 , 5Ilg/kg/day, sc) and genistein treated-ovariectomized rat (0.25 mg/kg/day, sc; OYXgen ). One and three weeks after 
the ovariectomy, blood flow perfusion (BF) in femur tissue was measured using laser Doppler flowmetry. Leukocyte adhesion in 
femur venules (15-30 flm in diameter) of each group was evaluated by intravital fluorescence videomicroscopy. The bone min
eral content (BMC) was measured and expressed in terms of ratio of ash-to-dry matter weight. Serum osteocalcin and alkaline 
phosphatase levels were determined using chemiluminescence immunoassay. In both one and three week-OYX veh , leukocyte 
adhesion increased significantly. compared to their age-matched sham groups, but it decreased significantly in OYXgen , com
pared to OYXveh (p < 0.05) . In three week-OYXgen , both BF and BMC increased significantly, but osteocalcin and alkaline 
phosphatase levels decreased, compared to those of three week-OYX veh . In conclusion, genistein supplementation could effec
tively prevent bone-loss and microvascular endothelial dysfunction induced by estrogen deficiency. 

Keywords: Genistein, leukocyte adhesion, bone blood flow perfusion, bone loss, ovariectomized rat 

1. Introduction 

Estrogen is a female hormone produced by the ovaries. Estrogen deficiency leads to imbalance of 
bone remodeling, namely, osteoporosis. During the past few years, it has been demonstrated that bone 
remodeling is influenced by complex sequential interactions between bone cells and blood ftow perfu
sion [1]. In particular when estrogen depletion occurs, growth factors and pro-inftammatory cytokines, 
carried through the microcirculation, may be responsible for the imbalance of bone remodeling [2-9]. 
Moreover, estrogen is able to up-regUlate the expression of endothelial nitric-ox ide-synthase (eNOS) 
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and also increase the bioactivity of nitric oxide (NO) in endothelial cells [10-13]. Therefore, one may 
suppose that bone remodeling imbalance should be closely related with bone microvascular dysfunction 
during estrogen deficiency. 

In a previous study [14], we showed that both 17,6-estradiol and genistein supplementation could 
prevent bone-loss and abnormal response of mesenteric arterioles to acetylcholine in ovariectomized 
rats. 

The objective of this article is to examine the effects of genistein supplementation on femur microvas
cular dysfunction and bone-loss in estrogen depletion, using a bilateral ovariectomized rat model. In 
the present study, we made intravital microscopic observation of femur microcirculation by using a 
femur chamber modified from Ruther's one [15]. Particularly, we quantitatively examined leukocyte
endothelial cell interaction in femur microvascular network in relation to bone-loss and bone biomark
ers. 

2. Materials and methods 

2.1. Animal preparation 

Sixty-four female Wistar rats, 10-weeks old (220-280 g; obtained from National Laboratory Animal 
Center of Salaya Campus, Mahidol University, Bangkok), were used for this study. The experiment was 
conducted according to the guideline for experimental animals suggested by The National Research 
Council of Thailand (1999). 

After the rats were anesthetized by intraperitoneal injection of sodium pentobarbital (45 mg/kg bw), 
a bilateral ovariectomized was then performed (OVX rats) [14]. Sham operated animals were used as 
controls. 

Animals were divided into four groups as follows: sham rats (n = 8) treated with vehicle (DMSO 
100 ~l/day sc; Sham), OVX rats (n = 8) treated with vehicle (DMSO 100 ~l/day; OVXveh ), OVX
treated with estradiol (17,6-estradiol, 5 ).lg/day; sc; OVXE2 (n = 8)) and OVX-treated with genistein 
(0.25 mg/kg/day; sc; OVXgen (n = 8)). In the above, DMSO and genistein were injected subcutaneously 
immediately after the ovariectomy [14,16]. All the animals were fed by normal food and tap water ad 

libitum under controlled environmental conditions of 12-hour light/dark period until the experiment. 

2.2. Femur chamber preparation 

On the day of experiment, the rats were anesthetized with sodium pentobarbital (45 mg/kg bw; ip). 
After the tracheostomy, a polyethylene catheter (PE 20) was inserted into the left external jugular vein 
for intravenous drug administration. 

For intravital microscopic observation of femur microcirculation, we devised a new femur chamber 
by modifying Ruther's one [15]. The femur chamber preparation was described in detail in [17]. Briefly, 
the present femur has a closed and circular window of approximately 7.5 mm in diameter. A 150 mm 
longitudinal skin incision was made so as to approach the femur from the lateral. The femur was exposed 
by blunt dissection between the flexors and extensors muscles. The femur chamber was positioned on 
the study area of the femur. 
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2.3. Bone blood flow perfusion 

Before placing the femur chamber on the study area, blood flow perfusion (BF) in the femoral bone 
tissue was measured using a laser Doppler flowmetry (Model ALF 21, Advance Co., Japan). A fiber 
optic needle probe (wavelength 780 nm; 1 mm diameter) was used for the present measurement. It was 
fixed at 1 mm above the femur bone and vertical to the tissue. The BF was measured at 6 different points 
along the middle line of the femur bone, and their mean value was used for the result of femur bone 
BF [18]. 

2.4. Intravital fluorescence videomicroscopy 

The rat was anesthetized with sodium pentobarbital (45 mg/kg bw; ip). The tracheostomy was per
formed. The arterial blood pressure was recorded in the common carotid artery via a pressure transducer 
(Nihon-Kohden, Japan). The jugular vein was cannulated for injection of acridine orange (Sigma Chem
ical Co., USA; 5 mgllOO ml in normal saline) to label leukocytes [19]. The bone microcirculation was 
observed using an epi-illumination fluorescence video microscope (Optiphot-2, Nikon, Japan) with a 
50 W mercury lamp. 

By placing the femur chamber on the study area, we achieved the video images through the SIT 
videocamera (C2400, Hamamutsu Photonics, Japan) [19], which was projected on a video monitor (GM
1411 QM, Sony, Japan) using 20x (or 40x) objective lens (CF Plan Fluor, Nikon, Japan). The selected 
area was then recorded in real-time by a videotape recorder (SLV-X311, Sony, Japan) connected to a 
video timer (VTG-55, FOR-A, Japan) throughout the experimental period. 

2.5. Leukocyte adhesion 

Based on the recorded video images, we counted the number of leukocytes which adhered to the 
endothelial wall (or remained stationary more than 30 seconds) in postcapillary venules (15-30 ~m 
in diameter) appeared in femur chamber. We counted number of adherent leukocytes in three venules 
selected in one rat. Using the number (N) of adherent leukocytes and the length of venule (L, ~m) 

averaged over the three measured venules, we expressed the degree of leukocyte adhesion (Cn) in terms 
of cellsll 00 urn vessel length as follows [19-21]: 

N 
Cn = L x 100. 

2.6. Bone mineral content 

At the end of each experiment, the left femur bone was removed and placed in 70% alcohol and dried 
at 100°C for 48 hours. After cooling inside desiccators, they were weighed and recorded as dry matter 
weights. Then, dried bone was burned in covered crucibles at 600°C for 16 hours. After cooling to 
ambient temperature inside desiccators, the cooled bone ash was weighed and expressed in terms of the 
percentage of ash-to-dry matter weight [22]. 
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2.7. Bone formation markers 

Bone formation was assessed by measuring the levels of bone-specific alkaline phosphatase and os
teocalcin (markers of early and mature osteoblast function) in the serum. Two ml of blood sample were 
collected in polypropylene tubes, stored at room temperature for 1 hour and then centrifuged at 3000 rpm 
at 4°C for 20 minutes. Each sample was then stored at - 20°C until analysis. Levels of serum osteocalcin 
and serum alkaline phosphatase were measured by chemiluminescent assay with a commercial available 
kit (Roach Diagnostics Co., Germany) [22]. 

2.8. Statistical analysis 

Results were expressed as means ± SD. One-way analysis of variance (ANOVA) was made to examine 
the difference of each parameter. The data were analyzed by using the SPSS program (version 11.5) for 
Windows. 

3. Results 

3.1. Bone bloodfiow perfusion 

Blood flow perfusion (BF) measured in the femoral bone tissue of OVXveh is shown in Fig. 1. At one 
or three weeks after ovariectomy, the BF decreased significantly compared to their aged-matched sham 
groups (p < 0.05). Interestingly, at three weeks, the BF levels of OVXE2 and OVXgen were significantly 
higher than their age-matched OVXveh group. 

3.2. Leukocyte adhesion 

Figure 2 shows an example of fluorescence videoimage to demonstrate leukocytes adhesion in bone 
capillary venules for three groups of sham, OVXveh and OVXgen . In the fluorescence images, leukocytes 

25 0 Sham. OVXveh ~ OVXE2 ~ OVXgen 

20 
# ## 

o'-----'--
1 week 3 week 

Fig. I. Effect of genistein on femur blood flow perfusion 1 and 3 weeks after ovariectomy (n = 8). *p < 0.05 vs. sham and 
#p < 0.05, ##p < 0.01 vs. OYXveh. 
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(a) (b) (c) 

Fig. 2. Fluorescence videomicroscopic images to demonstrate leukocyte adhesion 3 weeks after treatment in sham (a), 
OYXveh (b) and OYXgen groups (c) (X20). 
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Fig. 3. Effect of genistein on leukocyte adhesion in femur postcapiJlary venules 1 and 3 weeks after ovariectomy (n = 6). 

***p < 0.001 vs. sham, ###p < 0.001 vs. OYXveh. 

could be easily observed by its motion, round shape and big size. In the OVXveh image appeared several 
leukocytes adhere to bone venular endothelium. 

The degrees of leukocyte adhesion (en) calculated for sham, OVXveh , OVXE2 and OVXgen 
groups are shown in Fig. 3. Apparently, the leukocyte adhesion in bone venules increased signifi
cantly at 1 and 3 weeks after ovariectomy, compared to the sham group. In OVXveh and OVXgen 
groups, however, leukocyte adhesion were reduced significantly compared to that in OVXveh group. 
This indicated that genistein or estradiol treatment suppressed the leukocyte adhesion in bone 
venules. 

3.3. Bone mineral content and bone formation marker 

Figure 4(A)-(C) showed the results of bone mineral content of the left of femur and serum 
concentration of osteocalcin and alkaline phosphatase, respectively. The results demonstrated that 
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(C) 

Fig. 4. Effects of genistein on bone mineral density (A), serum osteocalcin (B) and alkaline phosphatase level (C) I and 3 weeks 
after ovariectomy. 

genistein could attenuate the changes of bone mineral content, osteocalcin and alkaline phos
phatase levels significantly compared to 3 week-OVXveh group (p < 0.05). It is noted that 
ovariectomy-induced changes of bone mineral content, BMC, (not bone density) means that there 
is a change on the primary bone-forming minerals, including calcium, phosphorus, magnesium and 
zinc. 
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4. Discussion 

In the present rat model (mean arterial blood pressure: 141.3 ± 4.7 mmHg for OVXveh group, and 
121.0 ± 3.1 mmHg for sham group) [14], femur blood flow perfusion decreased with the increase in 
number of leukocytes adhering to femur venular endothelium after one week ovariectomy (Figs 1-3). 
These findings indicated that estrogen depletion caused femur microvascular endothelial dysfunction or 
femur microvascular abnormality. On the other hand, bone mineral content decreased with the increase 
in osteocalcin and alkaline phosphatase levels three weeks after ovariectomy (Fig. 4). Interestingly, the 
results indicated that the femur microvascular abnormality occurred prior to the loss of bone mineral 
content. 

The estrogen deficiency-induced femur microvascular dysfunction and bone-loss could be prevented 
by supplementation of genistein. In the present ovariectomized rat model, one and three-week supple
mentation of genistein or 17fJ-estradiol reduced the leukocyte-endothelial cell interaction significantly, 
compared to those without the supplementation (OVXveh ). This suggests that genistein may playas an 
agent of anti-inflammation to femur microvascular endothelium like estrogen. There are several reports 
to indicate that pro-inflammatory cytokines (IL-l, IL-6) and tumor necrosis factor (TNF-a) increased 
spontaneously, associated with the declined ovarian function with menopause [3-9,24]. The present 
enhancement of leukocyte adhesion in femur microvessels may be a reflection of such spontaneous in
crease in pro-inflammatory cytokines induced by estrogen deficiency. According to Santizo et al. [25], 
during cerebral ischemia in female rats, basal leukocyte adhesion increase significantly under estrogen
depletion, compared to the nonnallevel. The abnormality could be attenuated with estrogen supplemen
tation. The ovariectomized-induced chronic estrogen depletion might be associated with an enhanced 
leukocyte adhesion in femur microcirculation. 

During the past few years, it has been demonstrated that estrogen plays role in up-regulating of en
dothelial nitric oxide synthase (eNOS) expression and so increase NO generation [1-4]. Constitutive NO 
production by endothelium is well known for its anti-adhesive properties [24,25]. It is reasonable to sup
pose that the enhanced leukocyte adhesion to femur venular endothelium may be due to NO reduction 
under estrogen deficiency. 

In the present study, femur blood flow perfusion decreased significantly, compared to that in sham. 
An adequate blood supply in bone tissue is essential for maintenance of the function of bone cells. Cer
tainly, the abnonnality of femur microcirculation affects bone remodeling, including change of bone 
mineral content. When genistein was supplemented in the ovariectomized rats, femur blood flow perfu
sion increased markedly. This may be a reason why genistein could attenuate the decreased bone mineral 
content significantly 3 weeks after ovariectomy. The estrogen deficiency-induced imbalance of bone re
modeling may be linked with the abnormal function of microcirculation after estrogen depletion [26, 
27] . However, the mechanism underlying the action of genistein on bone cells and pro-inflammatory 
cytokines induced by estrogen deficiency remains to be studied in the future. 

Osteocalcin is a protein that is secreted by mature osteoblasts, being correlated with the bone turnover 
rate (active bone fonnation and resorption) [1,23]. The present experimental results showed that osteo
calcin and alkaline phosphatase increased significantly in OVXveh group. We note that the increased 
in bone biomarkers (osteocalcin and alkaline phosphatase) could be prevented by full replacement of 
estrogen and by genistein supplementation. Therefore, the present study provided an in vivo evidence 
to indicate that: (i) genistein could exhibit estrogenic actions on endothelium and bone cells and also 
(ii) genistein could prevent bone-loss during estrogen deficiency. 
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In conclusion, genistein supplementation could effectively prevent both femur microvascular endothe
lial dysfunction and consequent bone-loss. Genistein might be useful for prevention of bone-loss 10 

postmenopausal women. 
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