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บทคัดย่อ 

   

 ไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 1 และชนิดท่ี 2 จดัเป็นไวรัสท่ีมีสารพนัธุกรรมเป็นดีเอ็นเอ สามารถ

ก่อใหเ้กิดการติดเช้ือท่ีผวิหนงั และทาํให้เกิดการติดเช้ือท่ีมีความรุนแรงเป็นเหตุให้เสียชีวติได ้ในกรณี

ก่อให้เกิดโรคไขส้มองอกัเสบเฉียบพลนั  โดยทัว่ไปอาการแสดงของโรคติดเช้ือไวรัสเริม พบเป็นตุ่ม

นํ้ าใสบริเวณปาก โรคเริมไม่สามารถรักษาหายขาดได ้และสามารถแพร่กระจายเช้ือไดง่้าย ยารักษา

โรคเริมท่ีมีประสิทธิภาพมาก เช่น acyclovir, valaciclovir และ penciclovir ซ่ึงมกัก่อให้เกิดผลขา้งเคียง 

และมีราคาแพง หากใชรั้กษาเป็นเวลานาน ทาํให้เช้ือไวรัสด้ือยาได ้ ดงันั้นจึงเป็นท่ีน่าสนใจอยา่งมาก

ในการศึกษาประสิทธิภาพของสารออกฤทธ์ิจากธรรมชาติของสาหร่าย ในการยบัย ั้งการติดเช้ือไวรัส

ก่อโรคเริม  

ในการวจิยัคร้ังน้ี ไดท้าํการทดสอบฤทธ์ิการยบัย ั้งไวรัสก่อโรคเริมของสาหร่ายนํ้ าจืดสีเขียว

ขนาดใหญ่ Spirogyra spp.  หรือสาหร่ายเตา ท่ีพบในพื้นท่ีในภาคเหนือของไทย ทาํการสกดัสาหร่าย

ดว้ยนํ้ า เอทานอล (95%) และเมทานอล  ผลพบวา่สารสกดัเมทานอล (ME) ให้ผลร้อยละของนํ้ าหนกั

แห้งสูงสุด คือ 23.52%  จากนั้นนาํสารสกดัทั้งหมดทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์Vero ดว้ยวิธี MTT 

assay  ซ่ึงผลการทดสอบพบวา่สารสกดันํ้ า (AE) ให้ผลความเป็นพิษตํ่าสุดท่ีความเขม้ขน้ท่ีทาํให้เป็น

พิษต่อเซลล์ 50% (CD50) คือ 4,363.30 ไมโครกรัม / มิลลิลิตร ในขณะท่ีสารสกัดเมทานอล ให้ผล

ความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเล้ียงสูงท่ีสุดโดยแสดงค่าของ CD50 เท่ากบั 250.80 ไมโครกรัม / มิลลิลิตร 

จากนั้นนําสารสกดัความเข้มขน้ท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ทดสอบการยบัย ั้งไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 1, 

ไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 1 ท่ีด้ือต่อยาอะไซโคลเวียร์ จาํนวน 5 ตวัอยา่ง และไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2 
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โดยวิธี plaque reduction assay  ผลการทดสอบพบว่าสารสกัดเมทานอล (ME) และเอทานอล (EE)  

ให้ผลการยบัย ั้งไวรัสก่อโรคเริมทั้งสองชนิดไดสู้งสุด โดยยบัย ั้งไวรัสขณะเกาะติดเซลล์ และหลัง

ไวรัสเกาะติดเซลล์  ดังนั้นจึงได้ทาํการศึกษาประสิทธิภาพสารสกัดจากสาหร่ายเตาในการยบัย ั้ง

ขั้นตอนต่างๆ ของการติดเช้ือไวรัสเริม 

การศึกษาการยบัย ั้งอนุภาคไวรัสก่อโรคเริมโดยตรง  พบวา่สารสกดัเอทานอล และสารสกดั

เมทานอลใหผ้ลการยบัย ั้งไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 1, ตวัอยา่งไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 1 ท่ีด้ือต่อยาอะไซ

โคลเวียร์ จาํนวน 5 ตวัอยา่ง และไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 2  ไดสู้งสุด สกดัเมทานอลให้ผลยบัย ั้งไวรัส

เริมชนิดท่ี 2 (HSV-2G) ได้สูงท่ีสุด โดยสามารถยบัย ั้งอนุภาคไวรัสได้อย่างสมบูรณ์ภายในเวลา 2 

ชัว่โมง ขณะท่ีอนุภาคไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 1 (HSV-1F), ตวัอยา่งไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 1 ท่ีด้ือต่อ

ยาอะไซโคลเวียร์จาํนวน 5 ตวัอยา่ง สามารถถูกยบัย ั้งไดใ้นเวลา 4 ชัว่โมง  นอกจากน้ีผลของสารสกดั

เอทานอล มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยบัย ั้งไวรัสเริมทั้งสองชนิด และไวรัสเริมชนิดท่ี 1 สายพนัธ์ุท่ี

ด้ือยาอะไซโคลเวียร์ ขณะไวรัสเกาะติดเซลล์ และหลงัจากไวรัสเกาะติดเซลล์เพาะเล้ียง  รวมทั้งสาร

สกดัเอทานอลยงัสามารถยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของไวรัส HSV-1F และตวัอยา่งไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 

1 ท่ีด้ือต่อยาอะไซโคลเวียร์ไดสู้งสุด ท่ีเวลา 30 ชั่วโมงหลงัจากการติดเช้ือ ส่วนสารสกดันํ้ าสามารถ

ยบัย ั้งเช้ือ HSV-2G ไดสู้งสุด นอกจากนั้นสารสกดัเอทานอลให้ผลการยบัย ั้งการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ

และโปรตีนของไวรัส HSV-1F และ ไวรัสก่อโรคเริมชนิดท่ี 1 ท่ีด้ือต่อยาอะไซโคลเวียร์ไดสู้งสุด  ซ่ึง

สารสกดันํ้ าแสดงผลการยบัย ั้งการสังเคราะห์ดีเอ็นเอและโปรตีนของไวรัส HSV-2G ไดดี้ท่ีสุด ดงันั้น

สารสกดัเอทานอล และสารสกดันํ้ าของสาหร่ายเตาจึงถูกคดัเลือก เพื่อนาํไปสกดัแยกส่วนเพื่อตรวจหา

องคป์ระกอบทางเคมีท่ีสาํคญัของสารสกดัดว้ยวิธีพฤกษเคมี ผลท่ีไดพ้บวา่ สารสกดัเอทานอลและสาร

สกดัก่ึงบริสุทธ์ิตวัอยา่งท่ี EE01 และ EE02 ประกอบดว้ยสารอลัคาลอยด์, นํ้ามนัหอมระเหย และสาร

กลุ่มเทอปีนอยด ์(terpenoid) ซ่ึงมีประสิทธิภาพการยบัย ั้งการติดเช้ือไวรัส HSV ได ้สูงสุด   

ใน ก าร วิ จัย ค ร้ั ง น้ี  ไ ด้ ทํ าก าร วิ เค ร าะ ห์ โ ป ร ตี น ทั้ ง ห ม ด โ ด ย วิ ธี  two-dimensional 

electrophoresis (2-DE) และศึกษากลไกการทาํงานร่วมกนัของโปรตีน  ผลจากการศึกษาโดยวธีิ 2-DE 

พบวา่จุดของโปรตีนมีปริมาณลดลงในเซลลท่ี์ติดเช้ือไวรัสท่ีมีการเติมสารสกดัสาหร่าย  โดยเม่ือเซลล์

ติดเช้ือไวรัส HSV-1F ท่ีไม่เติมสารสกัดเทียบกับเซลล์ติดเช้ือไวรัส HSV-1F ท่ีมีการเติมสารสกัด       

เอทานอล พบวา่มีจุดโปรตีนท่ีแสดงออก 19 จุด ส่วนการทดสอบเซลลติ์ดเช้ือไวรัส HSV-2G ท่ีไม่เติม

สารสกดัเทียบกบัเซลล์ติดเช้ือไวรัส HSV-2G ท่ีมีการเติมสารสกดันํ้าของสาหร่าย พบวา่มีจุดโปรตีนท่ี

แสดงออก 26 จุด จากนั้นทาํการตรวจวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนท่ีแสดงออกโดยใชโ้ปรแกรม Mascot  

เพื่อศึกษากลไกการทาํงานร่วมกนัของโปรตีน (protein interaction)  พบว่าภายหลงัจากเติมสารสกดั  



 
 

h 
 

เอทานอล มีโปรตีนท่ีแสดงออก และทาํงานร่วมกนัระหว่างโปรตีนของไวรัส HSV-1F และเซลล์

โฮสต์ คือมีการแสดงออกสูงมากข้ึนของโปรตีน Nesprin-1 แต่มีการแสดงออกท่ีลดลงของโปรตีน

เบต้า 2 integrin และ E3 ubiquitin ส่วน HSV-2 โปรตีนท่ีมีการเปล่ียนแปลงจะเก่ียวข้องกับการ

ควบคุมวฏัจกัรของเซลล์  และการเปล่ียนแปลงของโปรตีนภายในเซลล์ติดเช้ือ HSV-2G หลงัจากเติม

สารสกดัสาหร่ายเตา 

 ดังนั้ นจึงได้นําสารสกัดมาพฒันาเป็นผลิตภัณฑ์เจลสาหร่ายท่ีมีส่วนผสมของสารสกัด        

เอทานอลของสาหร่ายเตา พบว่าเจลสาหร่ายเตาสามารถยบัย ั้งเช้ือไวรัส HSV-1F, ไวรัสก่อโรคเริม

ชนิดท่ี 1 ท่ีด้ือต่อยาอะไซโคลเวียร์ และเช้ือไวรัส HSV-2G ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เม่ือทดสอบฤทธ์ิ

การยบัย ั้งเช้ือ HSV ของเจลสาหร่ายเตา โดยเก็บรักษาเป็นเวลา 7 เดือน และทดสอบการเก็บรักษาผา่น

อุณหภูมิร้อนและเย็น ท่ี 4ºC เป็นเวลา 48 ชั่วโมงและ 45ºC เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จาํนวน 6 รอบการ

ทดสอบ พบว่าผลิตภัณฑ์เจลสาหร่ายยงัคงมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือไวรัส  นอกจากน้ีได้

ทดสอบการใช้เจลสาหร่ายกับอาสาสมคัร พบว่าเจลสาหร่ายไม่ก่อให้เกิดการระคายเคือง ดังนั้ น

ประโยชน์จากงานวจิยัน้ีสามารถนาํสารสกดัจากสาหร่ายมาประยกุตใ์ช ้และพฒันาผลิตภณัฑย์บัย ั้งเช้ือ

ไวรัส HSV ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
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ABSTRACT 
 

 Herpes simplex virus (HSV) type 1 (HSV-1) and type 2 (HSV-2) are large 

DNA viruses, causing localized skin infections and can produce severity of infection 

leading to death in acute encephalitis. The diseases that are occurred as cold sore or 

fever blister on the lip is the most manifestation of HSV infection.  HSV disease is not 

entirely therapy and it is easy for transmission.  Many effective drug such as acyclovir, 

valaciclovir and penciclovir have disadvantages such as side effects, expensive cost and 

drug resistant strains may occur after long term treatment.  Therefore, the antiviral agent 

of natural substance from algae becomes of considerable interest to study an efficacy 

against HSV infection.  

 Anti-HSV activity of green freshwater macroalga, Spirogyra spp. or Tao that 

was locally found in Northern of Thailand, was investigated in this research.  These 

macroalga were extracted with water, 95% ethanol and methanol.  The result showed 

that the highest percentage yield of this algal extract was obtained from methanolic 

extract (ME) of Spirogyra spp., which was 23.52%.  The extracts were examined for 

cytotoxicity on Vero cell by MTT assay.  The result revealed that the aqueous extract 

(AE) of Spirogyra spp. showed the lowest cytotoxicity with CD50 value of 4,363.30 

µg/ml, while the ME extract of Spirogyra spp. revealed the highest cytotoxicity in Vero 

cells with CD50 value of 250.80 µg/ml.  Then, nontoxic concentrations of extracts were 
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used to determine against HSV-1F, five samples of ACV-resistant HSV-1 isolates and 

HSV-2G by plaque reduction assay.  It was found that the ME and ethanolic (EE) 

extract of Spirogyra spp. during and after viral attachment to Vero cell showed the 

highest anti-HSV against both types of HSV.  Thus, the study of anti-viral effect on 

various stages of HSV infection was performed.  

 Direct inactivation kinetic of HSV particles revealed the high ability of EE and 

ME extracts on inactivation of HSV-1F, ACV-resistant HSV-1 isolates and HSV-2G 

particles.  Interestingly, HSV-2G was the highest inactivated by ME extract to 

completely inhibition within 2 hours, while the HSV-1F and ACV-resistant HSV-1 

isolates were inactivated to negligible amounts within 4 hours.  Moreover, the EE 

extract showed the highest ability to inhibit both types of HSV and ACV-resistant HSV-

1 isolates during viral attachment, and after viral attachment.  The EE extract also 

exhibited the highest inhibition on replication of HSV-1F and ACV-resistant HSV-1 

isolates replication at 30 hours post infection, while the highest inhibition of HSV-2G 

was shown after treatment by AE extract.  Moreover, the EE extract of Spirogyra spp. 

showed the potential inhibitory effect on HSV-1F and ACV-resistant HSV-1 viral DNA 

and protein synthesis, while the highest inhibition of HSV-2G DNA was demonstrated 

after treatment by AE extract.  The EE and AE extracts of Spirogyra spp. were selected 

to further fractionate in order to determine the phytochemical analysis.  The result 

illustrated that the EE01 and EE02 fractions which separated from the EE extract of 

Spirogyra spp. composed of alkaloid, essential oil and terpenoid.  The EE01 and EE02 

fractions showed the highest efficacy against HSV infection.   

 Furthermore, the results of two-dimensional electrophoresis (2-DE) and 

protein-protein interactions were analyzed in this research.  The result of 2-DE revealed 

the protein spots were decreased in infected cells after treatment with Spirogyra spp. 

extract.  The results of the HSV-1F infected cells and HSV-1F infected cells after 

treatment with EE extract of Spirogyra spp. revealed nineteen differentially expressed 

protein spots.  Moreover, the comparison of the HSV-2G infected cells and HSV-2G 

infected cells after treatment with AE extract of Spirogyra spp., reported twenty-six 

differentially expressed protein spots.  The identification of differentially expressed 

HSV-1F and HSV-2G protein spots were analyzed by Mascot program.  The protein 
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interaction between HSV-1 and host cell proteins after treatment with EE extract 

suggested that Nesprin-1 protein was up-regulated but the integrin beta-2 and E3 

ubiquitin were down-regulated.  Whereas, the functional mechanism of changed global 

proteins were included the regulation of cell cycle and intracellular non-membrane 

bounded organelle of HSV-2G infected cell after treatment with AE extract.   

 Therefore, algal gel product containing crude ethanolic extract of Spirogyra 

spp. was developed and determined for anti-HSV effect and stability.  It was found that, 

the algal gel also retained the anti-viral effect against HSV-1F, ACV-resistant HSV-1 

isolates and HSV-2G after 7 months of storage.  Moreover, anti-HSV activity of the 

algal gel were also retained after 6 cycles of heating-cooling when storage at 4ºC for 48 

hours and 45ºC for 48 hours.  The algal gel also did not cause any irritation on skin of 

volunteers.  Therefore, the knowledge from this research will be used for development 

of effective anti-HSV agent from Spirogyra spp. macroalgae extract.  


