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บทคดัย่อ 

โรคเบาหวานประเภทท่ี 2 จดัเป็นโรคเร้ือรังท่ีเกิดจากความผิดปกติของระบบเมแทบอลิกของร่างกาย 
และมีภาวะด้ือต่ออินซูลิน การศึกษาท่ีผา่นมาแสดงให้เห็นวา่ความอว้นร่วมกบัการด้ืออินซูลินจากการ
รับประทานอาหารท่ีมีไขมนัสูงเป็นระยะเวลานาน ท าให้การท างานของเซลล์สร้างกระดูก เสียไปจน
น าไปสู่ภาวะกระดูกพรุนในกระดูกขากรรไกร การศึกษาก่อนหน้าน้ียงัแสดงให้เห็นว่าการขาด
ฮอร์โมนเทสโทสเตอโรนท าให้เกิดโรคกระดูกพรุนไดอี้กดว้ย อยา่งไรก็ตาม ผลของภาวะอว้นร่วมกบั
การขาดฮอร์โมนเทสโทสเตอโรนต่อการท างานของกระดูกยงัไม่เคยมีผูท้  าการศึกษามาก่อน ใน
การศึกษาคร้ังน้ีเราตั้งสมมติฐานวา่  การขาดฮอร์โมนเทสโทสเตอโรนเหน่ียวน าให้เกิดความบกพร่อง
ของการส่ือสัญญาณอินซูลินในเซลล์กระดูก ท าให้การรอดชีวิตของเซลล์กระดูกและความหนาแน่น
ของกระดูกลดลง และความอว้นท าให้ภาวะดงักล่าวแยล่งในหนูท่ีขาดฮอร์โมนเทสโทสเตอโรนร่วม
ดว้ย ในการศึกษาน้ีใชห้นูขาวสายพนัธ์ุวิสตา้จ านวน 24 ตวั แบ่งหนูออกเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มละ12 ตวั คือ 
กลุ่มท่ีไดรั้บการผ่าตดัเอาอณัฑะทั้งสองขา้งออก (bilateral orchiectomy) และกลุ่มควบคุม (sham 

operation) หลงัจากผ่าตดัหนูทั้งหมดจะไดรั้บการพกัฟ้ืนเป็นระยะเวลา 1 สัปดาห์ จากนั้นหนูแต่ละ
กลุ่มจะถูกแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มยอ่ย คือ กลุ่มท่ีไดรั้บอาหารสูตรปกติ(พลงังานจากไขมนัคิดเป็นร้อยละ 
19.7 ของพลงังานทั้งหมด) และกลุ่มท่ีไดรั้บอาหารไขมนัสูง (พลงังานจากไขมนัคิดเป็น ร้อยละ 59.3

ของพลังงานทั้งหมด) เป็นเวลา 12 สัปดาห์ เม่ือส้ินสุดสัปดาห์ท่ี 12 เลือดของหนูแต่ละกลุ่มได้แก่ 
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กลุ่มควบคุมท่ีได้รับอาหารสูตรปกติ (NDS) กลุ่มท่ีได้รับการผ่าตดัเอาอณัฑะทั้งสองขา้งออกและ
ไดรั้บอาหารสูตรปกติ (NDO) กลุ่มควบคุมท่ีไดรั้บอาหารไขมนัสูง (HFS) กลุ่มท่ีไดรั้บการผา่ตดัเอา
อณัฑะทั้ งสองข้างออกและได้รับอาหารไขมันสูง (HFO) จะถูกเก็บเพื่อวิเคราะห์ระดับน ้ าตาล, 
อินซูลิน, คลอเรสเตอรอล, ฮอร์โมนเทสโทสเตอร์โรน, ตัวช้ีวดัภาวะด้ือต่ออินซูลิน และระดับ 
osteocalcin จากนั้นกระดูกขาท่อนล่างขา้งขวาจะถูกเก็บเพื่อน าไปวิเคราะห์โครงสร้างของกระดูก 
โดยใช้เคร่ืองเอ็กซ์เรย์คอมพิวเตอร์ระดับไมโครเมตร (Microtomography or micro-CT) ส่วน
กระดูกขาขา้งซ้ายจะถูกน าไปย่อยดว้ยเอนไซม์เพื่อให้ได้ เซลล์กระดูกซ่ึงน ามาเพาะเล้ียง เพื่อท าการ
ประเมิน 1) ลกัษณะทัว่ไปของเซลล์กระดูกโดยการวดั alkaline phosphatase และท า alizalin red 

staining 2) การแบ่งตวัของเซลล์กระดูก โดยใชว้ธีิ alamarBlue cell viability assay และโปรตีนท่ี
บ่งช้ีถึงการเพิ่มจ านวนของเซลล์กระดูก (Cyclin D1) 3) การตายของเซลล์กระดูก โดยใช้วิธี 
TUNEL assay และ 4) การส่งสัญญาณของอินซูลินภายในเซลล์กระดูกโดยวิธี western blot 

analysisโดยดูปริมาณการเติมฟอสเฟตท่ีอินซูลินรีเซพเตอร์และโปรตีน Akt ผลการทดลองพบว่า
ภาวะด้ืออินซูลินเกิดข้ึนเฉพาะหนูท่ีได้รับอาหารไขมนัสูงเท่านั้น (HFS และ HFO) โดยวดัจากค่า 
HOMA index ท่ีสูงข้ึนคือ 26.6 ± 3.0, 25.2 ± 4.1 ตามล าดบั เทียบกบัหนูกลุ่มท่ีไดรั้บอาหารสูตร
ปกติ (NDS และ NDO) คือ 14.6 ± 1.7, 17.2 ± 3.2 ตามล าดับ ระดับฮอร์โมนเทสโทสเตอโรน
ลดลงอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติในหนูกลุ่มท่ีได้รับการผ่าตดัเอาอณัฑะทั้ งสองข้างออกและได้รับ
อาหารสูตรปกติ (NDO) หนูกลุ่มควบคุมท่ีได้รับอาหารไขมนัสูง (HFS) และหนูกลุ่มท่ีได้รับการ
ผา่ตดัเอาอณัฑะทั้งสองขา้งออกและไดรั้บอาหารไขมนัสูง (HFO) (0.07 ± 0.01, 0.46 ± 0.01 และ 

0.15 ± 0.06 ng/dl, ตามล าดบั)  เม่ือเปรียบเทียบกบัหนูกลุ่มควบคุมท่ีไดรั้บอาหารสูตรปกติ (NDS) 

(0.75 ± 0.2 ng/dl) ความหนาแน่นของกระดูกในส่วน trabecular ลดลงในหนูกลุ่มท่ีได้รับการ
ผ่าตดัเอาอณัฑะทั้งสองขา้งออกและได้รับอาหารสูตรปกติ (NDO) หนูกลุ่มควบคุมท่ีได้รับอาหาร
ไขมนัสูง (HFS) และหนูกลุ่มท่ีไดรั้บการผ่าตดัเอาอณัฑะทั้งสองขา้งออกและไดรั้บอาหารไขมนัสูง 
(HFO) (126.9 ± 11.1, 140.9 ± 15.3, 155.8 ± 10 mg/cm3, ตามล าดับ) เม่ือเปรียบเทียบกับหนู
กลุ่มควบคุมท่ีได้รับอาหารสูตรปกติ (NDS) (203.4 ± 14.4 mg/cm3) เซลล์กระดูกในหนูกลุ่มท่ี
ไดรั้บการผา่ตดัเอาอณัฑะทั้งสองขา้งออกและไดรั้บอาหารสูตรปกติ (NDO) หนูกลุ่มควบคุมท่ีไดรั้บ
อาหารไขมนัสูง (HFS) และหนูกลุ่มท่ีได้รับการผ่าตดัเอาอณัฑะทั้งสองขา้งออกและได้รับอาหาร
ไขมนัสูง (HFO) มีการแบ่งตวัลดลงและ มีการแสดงออกของโปรตีน Cyclin D1 ท่ีลดลงและมีการ
ตายของเซลล์ท่ีเพิ่มข้ึน นอกจากนั้นยงัพบว่ามีความบกพร่องของการส่ือสัญญาณอินซูลินของเซลล์
กระดูกในหนูกลุ่มท่ีไดรั้บการผา่ตดัเอาอณัฑะทั้งสองขา้งออกและไดรั้บอาหารสูตรปกติ (NDO) หนู
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กลุ่มควบคุมท่ีไดรั้บอาหารไขมนัสูง (HFS) และหนูกลุ่มท่ีไดรั้บการผา่ตดัเอาอณัฑะทั้งสองขา้งออก
และไดรั้บอาหารไขมนัสูง (HFO) การลดลงของการเติมฟอสเฟตให้ตวัรับอินซูลิน (IR) และโปรตีน
เอเคที (Akt) ในหนูสามกลุ่มนั้นไม่มีความแตกต่างกนัภายในกลุ่ม การศึกษาในคร้ังน้ีสรุปไดว้า่ การ
ขาดฮอร์โมนเทสโทสเตอโรนเพียงอยา่งเดียวหรือความอว้นเพียงอยา่งเดียวสามารถท าให้เกิดการด้ือ
ต่ออินซูลินภายในเซลล์กระดูกและเหน่ียวน าไปสู่การเกิดภาวะโรคกระดูกพรุน อยา่งไรก็ตาม ความ
อว้นไม่ไดท้  าใหภ้าวะดงักล่าวแยล่งในหนูท่ีขาดฮอร์โมนเทสโทสเตอโรนร่วมดว้ย 
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ABSTRACT 

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a chronic metabolic disorder associated with insulin 

resistant condition.  We previously demonstrated that an obese-insulin resistant 

condition induced by long-term high-fat diet (HFD) consumption markedly impaired 

osteoblastic  function leading to osteoporosis in the jaw bone.  Previous studies also 

showed that testosterone deprivation lead to the development of osteoporosis. However, 

the effects of combined obesity and testosterone deprivation on bone funtion have not 

been investigated.  In the present study, we hypothesized that testosterone deprivation 

impaired osteoblastic insulin signaling, decreased osteoblast survival, reduces bone 

density, and that obesity aggravated those deleterious effects in testosterone-deprived 

animals.  Twenty four male rats were divided into sham-operated and orchiectomized 

groups (n=12/group).  A week after the surgery, the rats in each group were divided into 

2 subgroups and fed with either normal diet (ND; 19.7% energy from fat) or high fat 

diet (HFD;59.3% energy from fat) for 12 weeks.  At the end of week 12, blood samples 

were collected from all rats [sham-operated ND rats (NDS), orchiectomized ND rats 

(NDO), sham-operated HFD rats (HFS) and orchiectomized HFD rats (HFO)] to 

determine the levels of glucose, insulin, cholesterol, testosterone, HOMA index and 

osteocalcin levels.  The tibias were extracted to determine bone mass using 



 

i 
 

microcomputed tomography.  Furthermore, osteoblasts were isolated from rat tibiae in 

each subgroup, and were used to determine (1) osteoblast characteristic using alkaline 

phosphatase and Alizarin red staining, (2) osteoblastic cell proliferation using 

alamarBlue cell viability assay and proliferation protein marker, Cyclin D1, (3) cellular 

apoptosis using TUNEL assay, and (4) osteoblastic insulin signaling by measuring 

insulin-mediated insulin receptor phosphorylation (IR-p) and Akt phosphorylation (Akt-

p).  We found that only HFS and HFO groups were developed peripheral insulin 

resistance as indicated by increased HOMA index (26.6 ± 3.0, 25.2 ± 4.1, respectively), 

compared to that of NDS and NDO groups, (14.6 ± 1.7, 17.2 ± 3.2, respectively).  The 

testosterone levels of NDO, HFS and HFO groups were significantly decreased 

compared to that of NDS group (0.07 ± 0.01, 0.46 ± 0.01, 0.15 ± 0.06 and 0.75 ± 0.2 

ng/dl, respectively).  Similar to testosterone levels, the trabecular bone density was 

significantly decreased in NDO, HFS and HFO groups (126.9 ± 11.1, 140.9 ± 15.3, 

155.8 ± 10 mg/cm3, respectively), compared to that in the NDS group (203.4 ± 14.4 

mg/cm3).  NDO, HFS and HFO osteoblasts also demonstrated the decreased cell 

proliferation, decreased Cyclin D1 expression and increased cell apoptosis.  Moreover, 

the impairment of osteoblastic insulin signaling isolated from NDO, HFS and HFO 

groups was demonstrated as indicated by the decreased IR-p and Akt-p.  No differences 

were found among NDO, HFS and HFO rats.  These findings indicate that either 

testosterone deprivation or obesity could impair osteoblastic insulin signaling, leading 

to the development of osteoporosis.  However, obesity does not aggravate those 

deleterious effects of the testosterone-deprived condition on bone. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


