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บทคดัย่อ 

สาหร่ายเตาเป็นสาหร่ายน ้ าจืดสีเขียว ท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพหลากหลาย อาทิเช่น ฤทธ์ิตา้นการ
กลายพนัธ์ุ ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ และฤทธ์ิตา้นการเกิดมะเร็งตบั การศึกษาน้ีมุ่งเนน้เก่ียวกบัฤทธ์ิเคมี
ป้องกนัของสาหร่ายเตาต่อกระบวนการเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่ในระยะเร่ิมตน้ท่ีถูกเหน่ียวน าดว้ยสารเคมี
ในหนูขาว การเปรียบเทียบฤทธ์ิเคมีป้องกนัของสาหร่ายเตาในรูปสาหร่ายแห้ง และสารสกดั โดย
เตรียมผงสาหร่ายเตาแห้งผสมอาหารหนูมาตรฐาน และสารสกดัเตาส่วนน ้าร้อนให้แก่หนูขาวเพศผู ้ท่ี
ถูกฉีดดว้ย 1,2-dimethylhydrazine (DMH) ทางใตผ้ิวหนงั สัปดาห์ละ 1 คร้ัง เป็นเวลา 2 สัปดาห์ เพื่อ
เหน่ียวน าให้เกิด aberrant crypt foci (ACF) ซ่ึงเป็นรอยโรคก่อนการเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่ ในการศึกษา
ผลของสาหร่ายเตาทั้ง 2 รูปแบบต่อกระบวนการเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่ในระยะก่อตวันั้น  ไดใ้ห้อาหาร
ผสมสาหร่ายเตาอบแห้ง และสารสกดัเตาส่วนน ้ าร้อน 1 สัปดาห์ก่อนการฉีด DMH และให้ต่อเน่ือง
เป็นเวลา 5 สัปดาห์ พบว่า สารสกดัเตาส่วนน ้ าร้อนสามารถลดจ านวนของ ACF ในหนูท่ีถูกฉีดดว้ย 
DMH ได้อย่างมีนัยส าคญั โดยสารสกัดเตานั้นสามารถเหน่ียวน ากัมมนัตภาพของเอนไซม์ก าจัด
สารพิษในระยะท่ี 2 และเอนไซมต์า้นอนุมูลอิสระบางชนิดได ้เช่น UDP-GT, GST และ GPx ส าหรับ
การศึกษาผลของสารทดสอบทั้ง 2 รูปแบบต่อกระบวนการเกิดมะเร็งในระยะหลงัก่อตวันั้น ได้ให้
อาหารผสมสาหร่ายเตาอบแห้ง และสารสกดัเตาส่วนน ้ าร้อนเป็นระยะเวลา 10 สัปดาห์ โดยเร่ิมให้
หลงัจากการฉีด DMH คร้ังท่ี 2 พบว่า สารสกดัเตาส่วนน ้ าร้อนสามารถลดจ านวนของ ACF ในหนูท่ี
ถูกฉีดด้วย DMH อย่างมีนัยส าคญั โดยสารสกดัเตาส่วนน ้ าร้อนสามารถลดจ านวน PCNA positive 
cells และเพิ่มจ านวนของ apoptotic cells ใน colonic crypt ของหนูท่ีถูกฉีดดว้ย DMH อยา่งมีนยัส าคญั 
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จากผลการทดลองอาจสรุปไดว้า่ สาหร่ายเตาป้องกนักระบวนการเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่ในระยะเร่ิมตน้
ในหนูขาว โดยปรับเปล่ียนการท างานของเอนไซมก์ าจดัสารพิษ รวมถึงยบัย ั้งการแบ่งตวัเพิ่มจ านวน
ของเซลล ์และเหน่ียวน าการตายของเซลลแ์บบ apoptosis  

การศึกษาหาสารออกฤทธ์ิในสารสกดัเตาส่วนน ้ าร้อน โดยสารสกดัพอลิแซ็กคาไรด์เตรียมได้
จากการตกตะกอนดว้ยเอทานอล ส่วนสารสกดัส่วนคลอโรฟอร์มนั้นไดจ้ากกระบวนการก าจดัไขมนั 
และสีในระหวา่งการเตรียมสารสกดัพอลิแซ็กคาไรด ์จากการศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดั
ทั้ง 3 ชนิด พบวา่ ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด ซลัเฟต และ น ้ าตาลกรดยโูรนิค ในสารสกดัพอลิแซ็กคาไรด์
นั้นมีปริมาณมากกว่าในสารสกดัเตาส่วนน ้ าร้อน แต่ไม่พบองค์ประกอบดงักล่าวในสารสกดัส่วน
คลอโรฟอร์ม จากผลการทดลองน้ี สารสกดัพอลิแซ็กคาไรดอ์าจเป็นองคป์ระกอบหลกัในสารสกดัเตา
ส่วนน ้ าร้อน นอกจากนั้นการศึกษาชนิดของน ้ าตาลท่ีเป็นองค์ประกอบในสารสกดัเตาส่วนน ้ าร้อน 
และสารสกดัพอลิแซ็กคาไรด์  ดว้ยเทคนิค TLC พบว่า น ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวท่ีพบเป็นองค์ประกอบ
หลกัในสารสกดัทั้งสองชนิดไดแ้ก่ fucose และ rhamnose ส่วนการศึกษาหาชนิดของ phenolic acid 
ในสารสกดัทั้ง 3 ชนิด ดว้ยเทคนิค HPLC นั้น พบว่า ในสารสกดัเตาส่วนน ้ าร้อนนั้นพบ gallic acid 
และ ellagic acid เป็นองคป์ระกอบหลกั ส่วนสารสกดัพอลิแซ็กคาไรด ์และสารสกดัส่วนคลอโรฟอร์ม 
นั้นพบ ellagic acid และ gallic acid เป็นองค์ประกอบตามล าดับ จากการท าบริสุทธ์ิสารสกัดพอลิ
แซ็กคาไรด์โดยผ่าน DEAE Sepharose anion-exchance colomn และชะด้วย 0.2 M NaCl ใน sodium 
acetate buffer pH 6 ไดส้ารก่ึงบริสุทธ์ิออกมา 3 ส่วน และพบว่า F1 และ F2 มีปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด 
ซลัเฟต และน ้ าตาลกรดยโูรนิคสูง จากผลการทดลองน้ีคาดวา่ สารสกดัพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีแยกไดจ้าก
สารสกัดเตาส่วนน ้ าร้อนเป็นสารพอลิแซ็กคาไรด์ประเภท heteropolysaccharide ท่ีมีซัลเฟตเป็น
องค์ประกอบอยู่ด้วย โดยสารพอลิแซ็กคาไรด์น้ีประกอบด้วยน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวหลายชนิด เช่น 
galactose arabinose fucose และ rhamnose 

การศึกษาต่อมาเป็นการศึกษาฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุ และตา้นการกลายพนัธ์ุของสารสกดัทั้ง 3 ชนิด
โดยวิธี Salmonella mutation พบว่า ทั้งสารสกดัเตาส่วนน ้ าร้อน สารสกดัพอลิแซ็กคาไรด์ และสาร
สกดัส่วนคลอโรฟอร์มไม่มีฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุ ในแบคทีเรียสายพนัธ์ุ TA 98 และTA 100 ทั้งในสภาวะ
ท่ีมี และไม่มีเอนไซม์เป็นตวักระตุน้ ในส่วนของการศึกษาฤทธ์ิตา้นการกลายพนัธ์ุ พบว่า สารสกดั
ส่วนคลอโรฟอร์มท่ีความเขม้ขน้ 1 mg/plate นั้น มีฤทธ์ิตา้นการกลายพนัธ์ุสูงสุดต่อสารก่อกลายพนัธ์ุ
มาตรฐาน  2 -amino-3 -methylimidazo[4 ,5 - f]quinoline (IQ), 2 - amino-3 ,4 -dimethylimidazo[4 ,5 -
f]quinoline (MeIQ) และ 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine (PhIP) ในขณะท่ีสาร
สกดัเตาส่วนน ้ าร้อน และสารสกดัพอลิแซ็กคาไรด์นั้น ไม่มีฤทธ์ิตา้นการกลายพนัธ์ุต่อสารก่อกลาย
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พนัธ์ุมาตรฐานทั้ง 3 ชนิด จากผลการทดลองน้ีช้ีใหเ้ห็นวา่ สารสกดัส่วนคลอโรฟอร์มเป็นสารท่ีมีฤทธ์ิ
ตา้นการกลายพนัธ์ุสูงในการทดสอบดว้ยวธีิ Salmonella mutation 

นอกจากน้ีสารสกดัเตาส่วนน ้ าร้อน สารสกดัพอลิแซ็กคาไรด์ และสารสกดัส่วนคลอโรฟอร์ม
ถูกน ามาศึกษาฤทธ์ิตา้นมะเร็งในระยะหลงัก่อตวัของกระบวนการเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่ในหนูขาว โดย
การฉีด DMH ทางใตผ้ิวหนังให้แก่หนูขาวเพศผูเ้พื่อเหน่ียวน าให้เกิด ACF และป้อนสารสกดัทั้ง 3 
ชนิด เป็นเวลา 10 สัปดาห์ หลังจากการฉีด DMH คร้ังสุดทา้ย ผลการทดลองพบว่า สารสกดัพอลิ
แซ็กคาไรด์สามารถยบัย ั้ งการเกิด ACF ได้ดีกว่าสารสกัดเตาส่วนน ้ าร้อน และสารสกัดส่วน
คลอโรฟอร์มในหนูท่ีฉีด DMH นอกจากน้ีสารสกดัทั้ง 3 ชนิดสามารถลดดชันีการแบ่งตวัเพิ่มจ านวน
ของเซลล์ในเยื่อบุทางเดินอาหารส่วนล่างของหนูท่ีฉีดด้วย DMH อย่างมีนัยส าคัญ ซ่ึงกลไกการ
ป้องกนัมะเร็งของสารสกดัพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีได้จากสารสกดัเตาส่วนน ้ าร้อนจากการศึกษาน้ีพบว่า
น่าจะมีผลมาจากการยบัย ั้งการแบ่งตวัเพิ่มจ านวนของเซลล์ในเยื่อบุทางเดินอาหารส่วนล่างของหนูท่ี
เหน่ียวน าดว้ยสารก่อมะเร็ง 

ภาวะการอกัเสบเป็นปัจจยัหน่ึงในการส่งเสริมกระบวนการเกิดมะเร็ง โดยโมเดลของการ
เหน่ียวน าภาวะล าไส้อกัเสบในหนูถีบจกัรนั้น ไดใ้ห้ 3% DSS ผสมน ้าด่ืมเป็นเวลา 7 วนัแก่หนูถีบจกัร
สายพนัธ์ุ ICR และให้สารสกดัทั้ง 3 ชนิดก่อนการให้ DSS 7 วนั และป้อนต่อจนครบ 14 วนั จากผล
การทดลองพบว่า สารสกดัทั้ง 3 ชนิดสามารถยบัย ั้งความเสียหายของเยื่อบุทางเดินอาหารส่วนล่าง 
และภาวะการอกัเสบท่ีถูกเหน่ียวน าจาก DSS ได ้นอกจากน้ีสารสกดัเตาส่วนน ้ าร้อน และสารสกดัพอ
ลิแซ็กคาไรด์สามารถป้องกนัการเกิด cell cycle arrest ท่ีถูกเหน่ียวน าจาก DSS ได้ และสารสกดัทุก 
ชนิดสามารถลดการตายของเซลล์แบบ apoptosis ได้อย่างมีนัยส าคัญ ในส่วนของการศึกษาการ
เปล่ียนแปลงของโปรตีนในเยือ่บุทางเดินอาหารส่วนล่าง พบวา่ สารสกดัเตาส่วนน ้าร้อน และสารสกดั
พอลิแซ็กคาไรด์ยบัย ั้งการเหน่ียวน าภาวะล าไส้อกัเสบจาก DSS ได้โดยเหน่ียวน าการท างานของ
เอนไซมต์า้นอนุมูลอิสระ ปรับปรุงการท างานของไมโตคอนเดรียให้กลบัสู่สภาวะปกติ และควบคุม
การแบ่งตวัเพิ่มจ านวนของเซลล์ รวมถึงการตายของเซลล์แบบ apoptosis จากผลการทดลองน้ีคาดว่า 
สารสกดัเตาส่วนน ้าร้อน และสารสกดัพอลิแซ็กคาไรดส์ามารถป้องกนัภาวะการอกัเสบท่ีถูกเหน่ียวน า
จาก DSS ได ้โดยการป้องกนัความเสียหายของเยื่อบุทางเดินอาหารส่วนล่าง ก าจดัอนุมูลอิสระ และ
รักษาการท างานของไมโตคอนเดรีย รวมถึงปรับปรุงการตายของเซลล์แบบ apoptosis และจาก
การศึกษาผลของสารสกดัพอลิแซ็กคาไรดท่ี์ไดจ้ากสาหร่ายเตาต่อกระบวนการเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่ท่ี
มีภาวะการอกัเสบร่วมดว้ยในหนูขาว การศึกษาส่วนน้ีเป็นการศึกษาผลของสารสกดัเตาส่วนน ้ าร้อน 
และสารสกดัพอลิแซ็กคาไรด์ต่อการให้ DMH ร่วมกบั DSS ซ่ึงเหน่ียวน าการเกิด ACF ในหนูขาว ซ่ึง
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จากผลการทดลองพบวา่ สารสกดัเตาส่วนน ้ าร้อน และสารสกดัพอลิแซ็กคาไรด์นั้นไม่สามารถยบัย ั้ง
รอยโรคก่อนการเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่ในหนูท่ีไดรั้บ DMH ร่วมกบั DSS 

จากการศึกษาทั้งหมดอาจสรุปไดว้่า สาหร่ายเตาสามารถป้องกนักระบวนการเกิดมะเร็งล าไส้
ใหญ่ของหนูขาวในระยะเร่ิมตน้ โดยกลไกการยบัย ั้งมะเร็งล าไส้ใหญ่ในระยะเร่ิมตน้ของสาหร่ายเตา
นั้น อาจเน่ืองมาจากการปรับปรุงการท างานของเอนไซมก์ าจดัสารพิษในระยะท่ี 2 และเอนไซม์ตา้น
อนุมูลอิสระ รวมถึงการยบัย ั้งการแบ่งตวัเพิ่มจ านวนของเซลล์ และการเหน่ียวน าการตายของเซลล์
แบบ apoptosis นอกจากนั้น สารสกดัเตาส่วนน ้ าร้อน และสารสกดัพอลิแซ็กคาไรด์สามารถป้องกนั
ภาวะอกัเสบท่ีเหน่ียวน าดว้ยสารเคมี โดยลดอนุมูลอิสระ รักษาการท างานของไมโตคอนเดรีย รวมถึง
ยบัย ั้งการตายของเซลล์แบบ apoptosis ซ่ึงน าไปสู่การป้องกนัการเกิดความเสียหายต่อเยื่อบุทางเดิน
อาหารส่วนล่าง นอกจากน้ีคาดวา่ สารพอลิแซ็กคาไรด์ ประเภท heteropolysaccharide ท่ีมีซลัเฟตเป็น
องคป์ระกอบ น่าจะเป็นสารออกฤทธ์ิป้องกนัมะเร็งท่ีพบในสาหร่ายเตา ประโยชน์ท่ีไดจ้ากการศึกษาน้ี
เป็นการพฒันาสาหร่ายเตาเพื่อน าไปใชเ้ป็นผลิตภณัฑ์เสริมอาหารส าหรับป้องกนัการเกิดมะเร็งล าไส้
ใหญ่ต่อไป 
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ABSTRACT 

Spirogyra neglecta is a freshwater green alga and exhibits various biological 

activities, including antimutagenic, antioxidant and antihepatocarcinogenic activities. 

This study focused on the chemopreventive effects of S. neglecta on chemically-induced 

early stages of colorectal carcinogenesis in rodents. To compare chemopreventive activity 

of S. neglecta in form of dried powder and extract, dried S. neglecta was mixed in basal 

diet and hot water extract of S. neglecta was prepared. Male Wistar rats were fed with 

dried S. neglecta mixed diet (SND) and S. neglecta extract (SNE) and subcutaneously 

injected by 1, 2-dimethylhydrazine (DMH) once a week for 2 weeks to initiate aberrant 

crypt foci (ACF), preneoplastic lesion of colorectal cancer. To study their effects on the 

initiation stage, SNE and SND were fed a week before DMH injection and continued for 

5 weeks. SNE but not SND significantly decreased number of ACF in DMH treated rats. 

SNE enhanced the activities of some detoxifying and antioxidant enzymes including 

UDP-GT, GST, and GPx. To study their effects on the post-initiation stage, SNE and 

SND were administered for 10 weeks after the second DMH injection. SNE significantly 

decreased number of ACF in DMH-treated rats. It significantly reduced number of PCNA 

positive cells and increased number of apoptotic cells in colonic crypts of DMH-induced 

rats. These results suggested that S. neglecta might prevent the early stages of DMH-

induced colon carcinogenesis in rats due to the modulation of xenobiotic metabolizing 

enzymes, inhibition of cell proliferation and induction of apoptosis.  
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To identify the active compound(s) in SNE, the polysaccharide rich extract (PE) 

was prepared by ethanol precipitating. The chloroform fraction (CF) was obtained from 

defatted and decolorized process. Chemical composition of SNE, PE and CF was 

determined. The total carbohydrate, sulfate and uronic acid in PE were higher content 

than SNE and these constituents were not found in CF. These results suggested that 

polysaccharide might be a major component in SNE. Moreover, the monosaccharide 

composition of SNE and PE detected by TLC technique were fucose and rhamnose. Using 

HPLC technique, the major phenolic acids in SNE were gallic acid and ellagic acid. 

Ellagic acid was mainly found in PE and gallic acid was primarily detected in CF. Then, 

PE was fractionated by DEAE Sepharose anion-exchange column and eluted by 0.25 M 

NaCl in sodium acetate buffer pH 6 obtaining 3 fractions, including F1, F2 and F3. The 

high amount of total carbohydrate, sulfate and uronic acid were found in F1 and F2. These 

results suggested that polysaccharide rich extract might be a sulfated 

heteropolysaccharide, which contained several monosaccharides including galactose, 

arabinose, fucose and rhamnose.   

The mutagenic and antimutagenic properties of SNE, PE and CF were determined 

using Salmonella mutation assay. SNE, PE and CF were not mutagenic in TA98 and 

TA100 both in the presence and absence of metabolic activation. The CF at dose 1 

mg/plate showed strong antimutagenicity against mutagens obtaining high-temperature 

cooking process including 2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]quinoline (IQ), 2-amino-3,4-

dimethyl-imidazo[4,5-f]quinolone (MeIQ) and 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo [4, 5-

b] pyridine (PhIP), while SNE and PE failed to show antimutagenic effect against these 

heterocyclic amine mutagens. These results indicated that CF is the most potent 

antimutagenicity in Salmonella mutation assay. 

Furthermore, the extracts derived from SNE including PE and CF were investigated 

their anticarcinogenicity on post-initiation stage of colorectal carcinogenesis in rats. Male 

Wistar rats were subcutaneously injected by DMH to induce ACF and fed with SNE, PE 

and CF for 10 weeks after DMH treatment. PE presented stronger ACF inhibitory effect 

SNE and CF in DMH treated-rats. The S. neglecta extracts significantly decreased 

proliferating index in colonic mucosa of DMH initiated rats. These findings suggested 

chemopreventive effect of PE derived from S. neglecta, might be partly due to 
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suppression of cell proliferation in colonic mucosa of carcinogen-induced preneoplastic 

lesion in rats.  

Inflammation acts as a key regulator of promotion and progression stages of 

carcinogenesis. To induce colitis, ICR mice were received 3% DSS in their drinking water 

for 7 days. Seven days preceding the DSS treatment, oral administration of SNE, PE and 

CF was started and continued for 14 days. SNE, PE and CF attenuated DSS-induced 

damage of colonic epithelial structure and inflammation. Furthermore, SNE and PE 

significantly protected colonic epithelial cells from DSS-induced cell cycle arrest, while 

SNE, PE and CF significantly reduced apoptosis. Proteomic analysis demonstrated that 

SNE and PE might ameliorated DSS-induced colitis by inducing antioxidant enzymes, 

restoring impaired mitochondria function, and regulating proliferation and apoptosis. 

These results suggested that SNE and PE could prevent DSS-induced colitis in ICR mice 

by protection of damaged colonic epithelium, reducing ROS and maintaining normal 

mitochondrial function and apoptosis. Next, we focused on the effect of PE derived from 

S. neglecta on inflammation associated colorectal carcinogenesis in rats. We evaluated 

the effects of SNE and PE on DMH/DSS induced ACF formation in rats. These results 

showed that SNE and PE in this condition were not anticarcinogenic in DMH-initiated 

and DSS promoted colonic preneoplastic lesion in rats. 

In conclusion, S. neglecta could prevent the early stages of DMH-induced colon 

carcinogenesis in rats. The possible inhibitory effects were due to the modulation of 

xenobiotic metabolizing and antioxidant enzymes and inhibition of cell proliferation as 

well as induction of apoptosis. Furthermore, SNE and PE also diminished chemical-

induced colitis in mice by reducing ROS, maintaining normal mitochondrial function, 

attenuating pathological apoptosis leading to protecting colonic epithelium damage. 

Sulfated heteropolysaccharide might be one of cancer chemopreventive ingredients in S. 

neglecta. In addition, the beneficial information of our findings allows for further 

improvement of S. neglecta into either nutraceutical or pharmaceutical products for 

prevention of colorectal cancer.    


