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AIS    Adenocarcinoma in situ 

ANOVA    Analysis of Variance Program 

ASC    Atypical squamous cells 

ATP     Adenosine triphosphate 

ATPase    Adenosine triphosphatase 

Bax    Bcl-2–associated X protein 

BCIP    5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate 

Bcl2    B-cell lymphoma 2 

BLAST    Basic Local Alignment Search Tool 

bp     Base pair 

CD 4+, 8+   Cluster of differentiation 4+, 8+ 

CBP    CREB-binding protein 

Cdk    Cyclin-dependent kinases 

cDNA       Complementary deoxyribonucleic Acid 

CDH    E-cadherin 

CI     Confidence interval 

CIN     Cervical intraepithelial neoplasia 

CIS     Carcinoma in situ 

CMI    Cell-mediated immunity 

CR domain   Cysteine-rich domain 

CREB    cAMP-response element-binding protein 

CRPV     Cottontail rabbit papillomavirus 

Ct    cycle threshold 

CTL     Cytotoxic T lymphocytes 

Cys    Cysteine 

DAPK    Death-associated protein kinase 

http://en.wikipedia.org/wiki/Cluster_of_differentiation
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DBD     DNA-binding domain 

DEAD box RNA helicase (Asp-Glu-Ala-Asp) box RNA helicase 

DNA    Deoxyribonucleic acid 

dNTP    Deoxyribonucleotide triphosphate  

E    Early gene  

E6-AP     E6-associated protein 

E.coli    Escherichia coli 

EDTA    Ethylene diamine tetraacetic Acid 

EGF    Epidermal growth factor 

EGFR     Epidermal growth factor receptor 

ELISA     Enzyme-linked immunosorbent assay 

EtOH    Ethidium bromide 

GAPDH    Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

GP-PCR-EIA   general primer PCR-enzyme immunoassay 

GSTP1    glutathione S-transferase pi 1 

HC2    Hybrid capture 2 

HDACs    Histone deacetylases    

HGL    High grade lesion 

HHV     Human herpesvirus 

HIV     Human immunodeficiency virus 

HLA     Human leukocyte antigen 

HPV     Human papillomavirus 

HRP    Horseradish peroxidase 

HSIL     High-grade squamous intraepithelial lesion 

hSNF5    human Sucrose NonFermentable 5 

Hsp 70    Heat-shock protein 70 

HSPA    Heat shock 70kDa protein 2 

HSV     Herpes simplex virus 

hTERT     Human telomerase reverse transcriptase 

ICTV     International Committee on the Taxonomy of Viruses 

IFN     Interferon 

Ig     Immunoglobulin 
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IL     Interleukin 

IRF     Interferon regulatory factor 

ISH    in-situ hybridization 

kDa    Kilo Dalton 

L    Late gene 

LCR     Long control region 

LGL    Low grade lesion 

LIPA     Reverse-hybridization line probe assay 

LNA    lock nucleic acid 

LLXLL    Leucine Leucine X Leucine Leucine 

LSIL     Low-grade squamous intraepithelial lesion 

LXCXE    Leucine X Cysteine X Glutamic acid 

NBT             Nitro blue tetrazolium 

MHC            Major histocompatibility complex 

mL           Milliliter (10-3 L) 

MLH1          MutL homolog 1 

mRNA             Messenger ribonucleic acid 

NASBA                                    Nucleic acid sequence-based amplification 

NCBI    The National Center for Biotechnology Information 

NF-kappaB           Nuclear factor-kappaB 

NFX Nuclear transcription factor, X-box binding 1Mus musculus 

NLS     Nuclear localization signal 

nt    Nucleotide 

ORF     Open-reading frame 

p300/CBP   P300/CREB-binding protein  

Pap smear    Papanicolaou smear 

PCR     Polymerase chain reaction 

PDGF-beta R    Beta-type platelet-derived growth factor receptor 

PDZ     PSD-95/Disc-large/ZO1 protein 

pRb     Retinoblastoma tumor-suppressor protein 

P-value (ρ)   Probability Value 

pg    Picograms (10-12 grams)  
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Rb     Retinoblastoma 

RASSF1A            Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 1 

RFLP     Restriction fragment length polymorphism 

RLB     Reverse line blotting 

RLU     Relative light unit 

RT-PCR    Reverse transcriptase polymerase chain reaction 

SCC     Squamous-cell carcinoma 

SIL     Squamous intraepithelial lesion 

SOCS 1, 2   Suppressor of cytokine signaling 1, 2 

SP1    Specificity Protein 1 

Swi/snf complex   SWItch/sucrose non-fermentable complex 

TIMP3    Tissue inhibitor of metalloproteinase 3 

TLR     Toll-like receptor 

Tm    Melting temperature 

TMB    3, 3’, 5, 5’-tetramethylbenzidene 

TNF     Tumor necrosis factor 

µL    Microliter (10-3 L) 

UNG    uracil-N-glycosylase 

 URR    Upstream regulatory region 

 UV     Ultraviolet 

 V-ATPase   Vacuolar H+ adenosine triphosphatase 

 VLP     Virus-like particle 

 Zn2+    Zinc 

 



บทท่ี 1  

บทนํา 

ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหา (Background and rationale) 

โรคมะเร็งปากมดลูกเป็นสาเหตุการเสียชีวิตอันดับต้นๆของประเทศกําลังพัฒนา ซึ่งในแต่ละปีจะมี ผู้ป่วย

รายใหม่เพ่ิมขึน้ประมาณ 5 แสนคนทั่วโลก  โดยร้อยละ 80 อยู่ในประเทศที่กําลังพัฒนา และในจํานวนนีจ้ะมีอัตรา

การเสียชีวิตประมาณคร่ึงหน่ึง โดยจากการศึกษาที่ผ่านพบว่ามะเร็งปากมดลูกเป็นมะเร็งที่พบเป็นอันดับ 2 ของ

มะเร็งในสตรีทั่วโลก และเป็นสาเหตุให้เกิดการเสียชีวิตเป็นอันดับ 3 ของมะเร็งในสตรีทั่วโลก นอกจากนี ้จากการ

สํารวจมะเร็งปากมดลูกในประเทศไทยในปี 2010 พบว่ามะเร็งปากมดลูกมีอัตราการติดเชือ้เป็นอันดับ 1 ของสตรี

ไทย โดยมีอุบัติการณ์การติดเชือ้มากที่สุดในประเทศไทยประมาณ 19.2 ต่อแสนคนต่อปี [1, 2] 

มะเร็งปากมดลูก มีสาเหตุหลักจากไวรัสชนิด Human Papillomavirus (HPV) [3] (รูปที่ 1) HPV เป็นไวรัสที่

พบได้ทั่วไป เชือ้ HPV นีม้ีมากกว่า 100 ชนิดที่อาจทําให้เกิดการติดเชือ้ที่บริเวณต่างๆ ของร่างกาย ส่วนใหญ่ไม่

ค่อยเป็นอันตราย เช่น ชนิดที่ทําให้เกิดหูดที่มือ และเท้า แต่ HPV บางชนิด ได้แก่ HPV genotype 16, 18, 31, 33, 

35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82  พบได้ในกลุ่มผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งปากมดลูก แต่จากการศึกษาที่ ผ่าน

มาพบว่า HPV genotype 16 เป็นสายพันธ์ุที่พบได้ในทุกระดับของรอยโรคของเซลล์ และสามารถก่อให้เกิดการติด

เชือ้บริเวณอวัยวะเพศจนนําไปสู่การพัฒนาไปเป็นมะเร็งปากมดลูกสูงที่ สุด ดังนั ้นจึงจําเป็นที่จะต้องมีการ

ตรวจสอบการเกิดมะเร็งปากมดลูกในผู้ป่วยที่มีการติดเชือ้ เพ่ือให้การรักษาได้อย่างทันท่วงที  

 การติดเชือ้ HPV แบบคงอยู่นานเกิน 6-12 เดือน ถือเป็นขัน้ตอนสําคัญ ที่จะทําให้ เยื่อบุผิวปากมดลูก

เปล่ียนแปลงสู่ระยะก่อนมะเร็ง และมะเร็งปากมดลูก โดยทั่วไปจะพบความผิดปกติของผลการตรวจทางเซลล์

วิทยา ได้ประมาณร้อยละ 25-40 ภายในระยะเวลา 1-3 ปี หลังจากเร่ิมตรวจพบเชือ้ การเปล่ียนแปลงที่เกิดขึน้ เ ร่ิม

จากเกิดความผิดปกติน้อยๆ คือระยะก่อนมะเร็ง (Preneoplastic lesion) ชนิด CIN1 (cervical intra-epithelial 

neoplasia หรือ low – grade lesion, LGL) ไปเป็นความผิดปกติที่ร้ายแรงมากกว่า ได้แก่ CIN2 และ CIN3 (high - 

grade lesion, HGL) จากนัน้จะเปล่ียนแปลงไปเป็น carcinoma in situ และ invasive  carcinoma ตามลําดับ  

แต่การเปล่ียนแปลงเช่นนีจ้ะเกิดกับผู้ที่ติดเชือ้ HPV แบบคงอยู่นานบางรายเท่านัน้ เน่ืองจากสตรีที่ได้รับ HPV ส่วน

ใหญ่รอยโรคจะหายได้เองภายในระยะ 1-2 ปี ระยะเวลาเฉล่ียของการเกิด CIN3 หลังจากได้รับ HPV ครั ้งแรก 

ประมาณ 7-15 ปี นอกจากนัน้ระหว่างขัน้ตอนการเปล่ียนแปลงยังพบว่าความรุนแรงของรอยโรคมีการย้อนกลับสู่

ระดับที่เบาลงก็เป็นได้ แต่ยังไม่สามารถอธิบายกลไกการเกิดปรากฎการณ์เช่นนีไ้ด้อย่างชัดเจน [3-5] 

การศึกษาในครัง้นีเ้ลือกตรวจหา ยีน E4 ของไวรัสเน่ืองจากการทํางานของโปรตีน E4 สามารถจับและทําให้

เกิดความเสียหายกับ cytokeratin ใน keratinocyte ของเซลล์ปากมดลูกซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดรอยโรคที่ปาก

มดลูก นอกจากนี ้เมื่อมีการเพ่ิมขึ ้นของ HPV DNA ของไวรัสและเซลล์มีความผิดปกติมากขึ ้นจะพบการ 

transcription ของยีน E4 มากขึน้ [6, 7] 
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การศึกษาในปัจจุบันได้มีการหาบริเวณยีนที่มีการ transcription ของไวรัส HPV จากยีนต่างๆ ของไวรัส 

HPV พบว่ามีบริเวณของยีน E4 เกี่ยวข้องด้วย [8] ความสัมพันธ์ของยีน E4 ในผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูกพบระดับการ

แสดงออกมากกว่ายีนอื่นของ HPV ตัง้แต่ในระยะเร่ิมต้นของการเกิดรอยโรคก่อนมะเร็ง (LSIL) และบริเวณผิวของ

ปากมดลูก โดยที่การแสดงออกในแต่ละ genotype มีการแสดงออกที่ ต่างกันเน่ืองจากมีลําดับนิวคลีโอไทด์ที่

แตกต่างกัน ทําให้การวิเคราะห์ผลในครัง้นีเ้ลือก HPV ชนิด 16 ซึ่งมีอัตราการติดเชือ้สูงสุดมากกว่า HPV อื่นๆ ใน

ประเทศไทย และมีโอกาสพบในทุกระยะของรอยโรค [9,10] โดยการศึกษานี ้สามารถนําไปใช้ประโยชน์ในการ

ติดตามแนวโน้มความเส่ียงของผู้ป่วยต่อการเป็นมะเร็งปากมดลูกได้ นอกจากนี ้ยังสามารถนําความรู้ด้านการ

แสดงออกของยีน E4 ในผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูกมาอธิบายหาความสัมพันธ์ของการเกิด oncogenesis ได้ต่อไปใน

อนาคต [11, 12] 

จากข้อมูลความรู้ที่กล่าวมาข้างต้นของการเกิดมะเร็งปากมดลูกจากการติดเชือ้ HPV ประกอบกับเทคโนโลยี

ในปัจจุบันทําให้เกิดการพัฒนาเทคนิคในการตรวจการแสดงออกของยีน E4 ด้วยเทคนิค Real-time RT-PCR 

เน่ืองจากเป็นเทคนิคที่มีความรวดเร็วในการตรวจวิเคราะห์ มีความจําเพาะสูงในการตรวจวัด และสามารถวัดเชิง

ปริมาณได้ การแสดงออกของยีน E4 ในระดับ transcription ของ HPV genome หลังจากที่เข้าไปยัง Host cell ซึ่ง

จะพบเมื่อไวรัสมีการเพ่ิมจํานวนในเซลล์ปากมดลูก ทําให้สามารถวินิจฉัยได้ว่ามีการติดเชือ้ HPV และมีการทํางาน

ของไวรัสในเซลล์ ถ้าพบว่ายีนไวรัสมีการแสดงออกในระดับ mRNA นอกจากนีย้ีน E4 ยังสามารถพบการแสดงออก

ของไวรัสได้ตัง้แต่ในระยะเร่ิมต้นของการเกิดรอยโรคก่อนมะเร็ง (LSIL) จนถึงระยะที่เป็นมะเร็ง ทําให้บอกแนวโน้ม

ของผู้ป่วยว่ามีความเส่ียงต่อการเป็นมะเร็งปากมดลูกโดยไม่ต้องตรวจยีนอื่นอีก และยีน E4 อาจสัมพันธ์กับการเกิด

มะเร็งโดยปริมาณการแสดงออกของยีน E4 ที่เพ่ิมขึน้ยังสัมพันธ์กับยีนมะเร็งของไวรัส E6, E7 [13] แต่เน่ืองจากการ

แสดงออกของยีน E6, E7 จะมีการแสดงออกมากในช่วงการเกิดมะเร็งและมักจะพบที่ชัน้ เซลล์ที่ ลึกกว่ายีน E4 

ดังนัน้ยีน E4 จึงมีความน่าสนใจมากกว่าที่จะนํามาใช้ในการติดตามหาแนวโน้มของการเกิดมะเร็ง 

คําถามงานวิจัย (Research question) 

1 ผลการแสดงออกในระดับ mRNA ของยีน E4 ในผู้ป่วยที่มีการติดเชือ้ HPV genotype 16 จากตัวอย่างที่รู้

ผลทางทางเซลล์วิทยา (Cytology) แล้วว่าอยู่ในระดับการเปล่ียนแปลงของเซลล์ในระยะ normal, LSIL, HSIL และ 

cervical cancer เป็นอย่างไร โดยใช้ตัวควบคุมคือเซลล์ปกติที่มีการติดเชือ้ HPV 

2 ผลของการตรวจสอบการแสดงออกของยีน E4 ในการเก็บด้วยวิธี Pap smear เปรียบเทียบกับวิธีเก็บชิน้

เนือ้ที่ได้จากการทํา biopsy มีความใกล้เคียงกันหรือไม ่

วัตถุประสงค์ของการวิจัย (Objective) 

1 เพ่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน E4 ของตัวอย่างจากคนที่มีลักษณะทางเซลล์วิทยา (cytology) 

ปกติกับตัวอย่างจากผู้ป่วยที่ติดเชือ้ HPV genotype 16 ในระยะ normal, LSIL, HSIL และ cervical cancer 
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2 เพ่ือเปรียบเทียบผลของการตรวจสอบการแสดงออกของยีน E4 ในการเก็บด้วยวิธี Pap smear 

เปรียบเทียบกับวิธีเก็บชิน้เนือ้ที่ได้จากการทํา biopsy  

สมมุติฐาน (Hypothesis) 

1 ในผู้ป่วยที่ติดเชือ้ HPV genotype 16 ในแต่ละระยะของรอยโรคจะมีการแสดงออกในระดับ mRNA ของ

ยีน E4 ที่แตกต่างกัน 

2 ผลของการตรวจสอบการการแสดงออกของยีน E4 ในการเก็บด้วยวิธี Pap smear เปรียบเทียบกับวิธีเก็บ

ชิน้เนือ้ที่ได้จากการทํา biopsy มีความใกล้เคียงกันในระยะ cancer 

คําจํากัดความท่ีใช้ในการวิจัย 

mRNA Expression คือการแสดงออกของยีนในระดับการ transcription 

Cervical cytology คือพยาธิสภาพของปากมดลูก 

Real-Time PCR คือ PCR ที่สามารถติดตามผลิตภัณฑ์ขณะที่กําลังเกิดขึน้จริง ในช่วง exponential phase 

ได้อย่างแม่นยํา ซึ่งนําไปสู่การวัดปริมาณการแสดงออกของยีนได้ 

ข้อจํากัดของการวิจัย 

เน่ืองจากสารตัวอย่างมีปริมาตรจํากัดและ mRNA ที่สกัดได้จากไวรัสไม่มีความเสถียรทําให้ไม่สามารถเก็บ

รักษาไว้เป็นเวลานานได้จึงไม่สามารถทดลองซํา้ได้ หรือไม่สามารถทดลองเพ่ิมเติมในบางส่วนได้  

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

1 การแสดงออกของยีน E4 ในผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูกสามารถมีการแสดงออกได้ตัง้แต่ในระยะเร่ิมต้นของ

การเกิดรอยโรคก่อนมะเร็ง นอกจากนีย้ังเป็นการตรวจหาการแสดงออกในระดับ mRNA หรือสภาพที่ไวรัสยังมีการ

ทํางานอยู่ในเซลล์เจ้าบ้าน ซึ่งสามารถนําประโยชน์นีไ้ปใช้ในการติดตามแนวโน้มความเส่ียงของผู้ป่วยต่อการเป็น

มะเร็งปากมดลูกต่อไป  

2 สามารถนําความรู้ด้านการแสดงออกของยีน E4 ในผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูก อธิบายความสัมพันธ์ระหว่าง

การดําเนินรอยโรคของปากมดลูกเมื่อไวรัสมีการเพ่ิมจํานวนในเซลล์ปากมดลูกของมนุษย์ 

3 สามารถนําความรู้ที่ได้ไปวิจัยและพัฒนา เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการติดตามเชือ้  HPV ในผู้ป่วยที่ เป็น

มะเร็งปากมดลูก 
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ตัวอย่างชิน้เนือ้เฉพาะในระยะมะเร็งและ

ตัวอย่าง Pap smear ในทุกระยะของรอยโรคซ่ึง

เป็นตัวอย่างท่ีมีอยู่แล้ว 

สกัด viral RNA 

ตรวจสอบวา่ viral RNA ท่ีสกัดได้มี human RNA 

อยู่ด้วยหรือไม่ และ บม่กับ DNase เพื่อกําจัดการ

รบกวนของ DNA ก่อนศึกษาการแสดงออกยีน 

HPV E4 

 

ศึกษาระดับการแสดงออกในระดับ 

mRNA ของยีน E4 ของเชือ้ HPV 

ด้วยเทคนิค real-Time RT-PCR  

 

 

ตัวอย่างจากระยะมะเร็งท่ีเก็บด้วย

วิธี Pap smear เปรียบเทียบกับวธิี

เก็บชิน้เนือ้ท่ีได้จากกรทํา biopsy 

ชนิดละ 15 ตัวอยา่ง 

ตัวอย่างท่ีมีผลทางเซลล์วิทยา ท่ี

แตกต่างกัน Normal = 20/LSIL 

= 20/HSIL = 20/Cancer = 20 

 

 

กรอบแนวความคิดในการวิจัย (Conceptual framework) 

ตัวอย่างที่มีการติดเชือ้ HPV genotype 16 จากตัวอย่างที่เก็บด้วยวิธี Pap smear ในทุกระยะของรอยโรค

กับวิธีเก็บชิน้เนือ้ที่ได้จากการทํา biopsy ในผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งปากมดลูกจะใช้เฉพาะในระยะมะเร็งเท่านั ้น  ซึ่ง

ตัวอย่างดังกล่าวนํามาจากที่ผ่านการศึกษาหา genotype ของไวรัส HPV และคัดแยกเฉพาะตัวอย่างที่มีการติดเชือ้

ที่มี genotype 16 ไว้แล้วจากนัน้ทําการศึกษาหาการแสดงออกของยีน E4 จากเชือ้  HPV เพ่ือวิเคราะห์ผลการ

ทดลอง 

การทดลอง (Experiment) 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

ศึกษาระดับการแสดงออกในระดับ 

mRNA ของยีน E4 ของเชือ้ HPV 

ด้วยเทคนิค real-Time RT-PCR 

ว่ามีความใกล้เคยีงกันหรือไม่ 

 



บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

ลักษณะของ Human Papillomavirus (HPV) และการจัดกลุ่ม 

Human Papillomavirus (HPV) (รูปที่ 1) อยู่ใน Family Papovaviridae, Genus Papillomavirus มี capsid 

เป็นแบบ Icosahedra capsid (50-60nm) ไม่มี envelope capsid [14, 15] 

   

รูปที่  1 Icosahedra capsid ของ Human Papillomavirus (HPV) [16] 

Papillomaviruses สามารถจําแนกชนิดออกเป็น genus โดยใช้ภาษากรีกเช่น alpha, beta, gramma เป็น

ต้น โดยแต่ละ genus จะแบ่งเป็น species ซึ่งในมนุษย์สามารถพบได้ 5 genus และ species ที่มีความสําคัญทาง

คลินิกโดยเป็นสาเหตุหลักของการเกิดมะเร็งปากมดลูกคือ species 5, 7, และ 9 ซึ่งทัง้ 3 species จัดอยู่ใน genus 

alpha-papillomavirus  [14, 17] และเมื่อจําแนกกลุ่มของ alpha-papillomavirus  ปัจจุบันสามารถแบ่งได้เป็น 3 

กลุ่ม คือกลุ่มเส่ียงต่ํา (low-risk)  กลุ่มที่อาจเป็นกลุ่มเส่ียงสูง (probably high-risk) และกลุ่มเส่ียงสูง (high-risk)  ซึ่ง

ในแต่ละกลุ่มจะจําแนกตามความสามารถของโปรตีนไวรัส E6 และ E7 ในการจับ (blinding capacity) กับ tumor 

suppressor gene โดยพบว่ากลุ่มที่มีความเส่ียงสูงมีความสามารถสูงในการจับกับ tumor suppressor gene ซึ่งยีน

ที่มีความเกี่ยวข้องคือ  retinoblastoma tumor suppressor gene (Rb) และ p53 gene ส่วนกลุ่มที่มีความเส่ียงต่ํา

ไม่สามารถจับตัวกับ tumor suppressor gene ได้  ตัวอย่างของ HPV ในกลุ่มเส่ียงต่ํา ได้แก่ HPV genotype 6, 11, 

40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, CP6108 เป็นต้น พบได้ในการเกิดหูด (wart) และหูดหงอนไก่ (condyloma 

acuminata) ตัวอย่างของ HPV ในกลุ่มเส่ียงสูง ได้แก่ HPV genotype 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 

59 เป็นต้น พบได้ในกลุ่มผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งปากมดลูก และตัวอย่างของกลุ่มที่อาจเป็นกลุ่มเส่ียงสูง (Probably high-

risk) ได้แก่ HPV genotype 26, 53, 66, 68, 73, 82 [18] 

โครงสร้างจีโนมของ HPV 

HPV genome ประกอบด้วยสายโมเลกุลของ DNA ประมาณ 8,000 คู่เบส เป็นแบบ circular supercoiled double 

strand DNA สามารถแบ่งเป็น 3 ส่วนในขนาดที่ต่างกัน (รูปที่ 2) ส่วนแรกคือ upstream regulatory region 
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 (URR) หรือ long control region (LCR) ซึ่งมีสัดส่วนเป็นร้อยละ 10 ของจีโนม อีกสองส่วนคือ early gene 

(E) และ late gene(L)  ซึ่งมีขนาดคิดเป็นร้อยละ 50 และ 40 ตามลําดับ ของจีโนม โดยยีน L เป็นส่วนรหัส สําหรับ

การสร้างโปรตีนในส่วนของ viral capsid ส่วนยีน E เป็นส่วนรหัส สําหรับการสร้างโปรตีนในส่วนต่างๆ ที่ใ ช้ในการ

ทํางานของไวรัส [19, 20]  ปัจจุบันสามารถจําแนกโปรตีนที่แปลรหัสจาก early gene (E)และ late gene(L) ที่

เกี่ยวข้องกับการทํางานของไวรัสได้เป็นโปรตีน E1, E2, E4, E5, E6, E7, L1 และ L2 ซึ่งคุณสมบัติและการทํางาน

ของแต่ละโปรตีนมีความแตกต่างกันดังตารางที่ 1 

 

รูปที่  2 โครงสร้าง Genome ของ Human Papillomavirus (HPV) [11] 
 

ตารางที่  1 สรุปขนาดและการทํางานของยีนต่างๆของ HPV 

โปรตีน HPV ขนาดของโปรตีน หน้าที่ 

E1 70-80 kDa ควบคุมการแบ่งตัวของไวรัส (viral replication) [21-22] 

E2 42 kDa เกี่ยวข้องกับการถอดรหัสพันธุกรรม (transcription) และการแบ่งตัวของ

ไวรัส (viral replication) [24, 25] 

E4 92 amino acid สร้างความเสียหายให้กับ keratinocyte ของเซลล์ปากมดลูกซึ่งเป็น

สาเหตุของการเกิดรอยโรคที่ปากมดลูก [6,26] 

E5 16 kDa ทําให้เซลล์ keratinocytes มีการเพ่ิมจํานวน(cell proliferation) โดย

กระตุ้นการทํางานของ epidermal growth factor (EGF) [27-30] 

E6 151 amino acid ขัดขวางการทํางานของ tumor suppressor gene ชนิด p53 ทําให้เซลล์

ที่มีความผิดปกติไม่ได้รับการซ่อมแซมความเสียหายส่งผลให้เซลล์กลาย

สภาพเป็นเซลล์มะเร็ง [31, 32] 

E7 100 amino acid ขัดขวางการทํางานของ tumor suppressor gene ในกลุ่ม 
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Retinoblastinoma (Rb) family ส่งผลให้เซลล์ที่เกิดความผิดปกติยังคง

เพ่ิมจํานวนได้และให้เกิดเป็นมะเร็งได้ในที่สุด [33, 34] 

L1 55 kDa โปรตีนหลักที่สร้างขึน้เพ่ือห่อหุ้มไวรัส, มีส่วนช่วยในการเข้าสู่เซลล์ผ่าน 

integrin heterodimer alpha6beta4 ที่ผิวเซลล์ปากมดลูก [35-37] 

L2 70 kDa ช่วยในการผลิต, ประกอบอนุภาคไวรัส, มีส่วนช่วยในการเข้าสู่เซลล์ผ่าน

การจับกับ beta-actins ของเซลล์ [38-40] 

 

วงจรชีวิตของ HPV และ HPV สายพันธุ์ 16 กับการเกิดมะเร็งปากมดลูกในสตรี  

เมื่อมีการการติดเชือ้ (รูปที่ 3) ไวรัสจะเข้าไปที่ เซลล์ basal epithelium ในชัน้  epidermal suprabasal เมื่อ

เกิดรอยถลอกขนาดเล็กที่อยู่ภายในเนือ้เยื่อ (microtrauma) ในการติดเชือ้ระยะแรกจีโนมของไวรัสจะคงสภาพตัวเอง

เป็น episome ในเซลล์ basal epithelium โดยที่ยังไม่มีการรวมตัวเข้ากับ genome ของเซลล์เจ้าบ้าน และมีการเพ่ิม

จํานวนของเชือ้ไวรัสในปริมาณต่ําๆในชัน้ suprabasal และ basal ส่งผลให้การติดเชือ้มักจะไม่แสดงอาการในระยะ

เร่ิมต้นและสามารถแฝงตัวอยู่ได้เป็นเวลานาน การเพ่ิมจํานวนของไวรัสในปริมาณสูงสามารถทําให้เกิดความผิดปกติ

ของเซลล์ที่เยื่อบุผิวในรูปแบบต่างๆ เช่น papillomatosis, parakeratosis และ koilocytosis นอกจากนี ้ HPV ยังมี

ความสามารถในการก่อมะเร็ง “Oncogenicity” ในบริเวณปากมดลูก ซึ่งการเกิดมะเร็งนัน้จะเกิดขึน้เมื่อไวรัสอยู่ใน

สภาพ transformation หรือ integration ซึ่งอาจต้องอาศัยปัจจัยอื่นร่วมด้วย เช่น สารก่อมะเร็ง(เคมีและกายภาพ), 

ไวรัสชนิดอื่น และระบบภูมิคุ้มกันของเจ้าบ้าน เป็นต้น นอกจากนีย้ังพบว่า HPV 16 มีความสามารถสูงกว่า HPV 

ชนิดอื่นๆ ในการ integrate เข้าสู่ DNA ของ host cell แล้วส่งผลให้ host cell กลายเป็นมะเร็ง [13, 41, 42] ส่วน

ไวรัสที่ไม่ได้มีการ integrate เข้ากับ host DNA ไวรัสที่ถูกผลิตขัน้มาใหม่จะถูกปล่อยออกในเซลล์2 3ชัน้บนสุด เรียกว่า

ชัน้ สตราตัม คอร์เนียม (stratum corneum) 2 3หรือชัน้ Cornified เพ่ือให้มีการแพร่กระจายไวรัสต่อไปยังเซลล์ข้างเคียง 

ซึ่งกระบวนการต่างๆ ของไวรัสกล่าวโดยระเอียดได้ดังนี ้[15, 43] 
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รูปที่  3 เซลล์เมื่อมีการติดเชือ้ HPV [43] 

วงจรชีวิตของ HPV (รูปที่ 4) [44] การดําเนินโรคของไวรัสหลังจากที่เข้าเซลล์ผ่านบริเวณที่ผิวหนังชัน้  Basal 

ของเยื่อบุผิว การเข้าสู่เซลล์ไวรัสจะเกาะติดเซลล์ผ่าน receptor ซึ่ง receptor ที่คาดว่าน่าจะเกี่ยวข้องกับการเข้าไป

ยังเซลล์ของ Host คือ furin และ heparan sulfate proteoglycans [45, 46] ซึ่งเป็นบริเวณที่ไวรัสเข้าจับก่อนเข้าสู่

เซลล์ นอกจากนี ้alpha6 integrin ก็เป็นอีก receptor หน่ึงที่มีการศึกษาว่าเกี่ยวข้องกับการเข้าสู่เซลล์ของไวรัส [47, 

48] หลังจากที่เกาะติดกับ receptor แล้วไวรัสจะเข้าสู่เซลล์โดยอาศัยตัวรับ (receptor-mediated endocytosis) ซึ่ง

จะทําหน้าที่ลําเลียงไวรัสเข้าสู่เซลล์ ไวรัสที่ถูกลําเลียงเข้าสู่เซลล์ด้วยวิธีนีจ้ะต้องมีความจําเพาะในการจับกับโปรตีน

ตัวรับ ที่อยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์จึงจะสามารถนําเข้าสู่เซลล์ได้ หลังจากนัน้ เยื่อหุ้มเซลล์จึงเว้าเป็น vesicle หลุดเข้าสู่

ภายในเซลล์ (1,2) เมื่อเข้าสู่เซลล์วงจรชีวิตของ HPV ในร่างกายก็จะเร่ิมขึน้ และแพร่กระจายไปทั่วชัน้  basal [49] 

(3) เร่ิมจากอนุภาคของไวรัสจะถูกส่งไปยังนิวเคลียสและเอา capsid protein ที่ห่อหุ้มไวรัสออก (4) ซึ่งในระยะนี ้

minor capsid protein (L2) [50, 51] มีส่วนช่วยให้ genomic  DNA เข้าสู่ nucleus ได้  

หลังจากที่เข้าไปในนิวเคลียสจะเกิดการ transcription ของ early gene ได้แก่ E1, E2, E4, E5, E6 และ E7 

(5) และจากนัน้ mRNA ของไวรัสจะถูกแปลรหัส (translation) เป็นโปรตีนในไซโทพลาซึม (cytoplasm) ที่ใ ช้ใน

กระบวนการทํางานของไวรัส (6) หลังจากนัน้จะเกิดการจําลองดีเอ็นเอและการเพ่ิมจํานวนของไวรัส (7) กระบวนการ

ทัง้หมดเกิดขึ ้นในเซลล์ basal และในเซลล์เยื่อบุ suprabasal ที่ ติดเชือ้  การผลิตอนุภาคไวรัสจะเกิดขึ ้นใน 

keratinocyte ที่เกิดการแบ่งเซลล์ระยะสุดท้าย ซึ่งในระยะนีจ้ะเกิดการจําลองดีเอ็นเอของไวรัส (DNA replication)  

(8) จากนัน้จะเกิดการ transcription ของ late gene ได้แก่ L1 และ L2  (9) แล้ว mRNA ของไวรัสจะถูกแปลรหัส 

(translation) เป็นโปรตีนในไซโทพลาซึม (cytoplasm) ซึ่งจะกลายเป็นโปรตีนห่อหุ้ม (capsid) ชนิด L1 และ L2 (10) 

เมื่อการสร้างโปรตีนห่อหุ้มเสร็จสิน้จะเกิดการรวมอนุภาค virion ของไวรัสภายในนิวเคลียส โดยเร่ิมจาก E4 

เหน่ียวนําให้มีการรวมตัวของอนุภาคไวรัสโดย L2 จะเป็น capsid protein ตัวแรกที่เร่ิมประกอบอนุภาคไวรัสและ

ตามด้วย L1 [38, 52] และการสังเคราะห์ capsid protein จะเกิดที่ชัน้ผิวของ epithelial cell [53, 54] (11)  

 เมื่อมีการรวมตัวของไวรัสเป็นจํานวนมากจะส่งผลให้นิวเคลียร์แตกออก (12) และทําให้ไวรัสถูกปล่อย

ออกไปยังเซลล์อื่นต่อไปได้ (13) การปล่อยไวรัสออกนอกเซลล์เพ่ือไปยังเซลล์ข้างเคียงเป็นระยะสุดท้ายของวงจรชีวิต

ไวรัส ซึ่งจะถูกเหน่ียวนําโดยโปรตีน E4 จาก HPV ชนิดความเส่ียงสูง ซึ่งโปรตีนนี ้เกี่ยวข้องกับความสมบูรณ์ของ

อนุภาคไวรัสก่อนปล่อยออกจากเซลล์ด้วย [55, 56] 
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รูปที่  4 วงจรชีวิตของ HPV [44] 

ความสัมพันธ์ของยีน E4 และการเกิดมะเร็งปากมดลูก  

ตามปกติจะสามารถพบการแสดงออกของ E4 ได้มาก ระหว่างที่ไวรัสกําลังมีการดําเนินชีวิตรวมทัง้ระหว่าง

การเพ่ิมจํานวนไวรัส [57, 58] นอกจากนีเ้มื่อศึกษาใน  cottontail rabbit papillomavirus (CRPV) ยังพบว่า E4 มี

ความสําคัญอย่างมากในระหว่างการผลิตอนุภาคไวรัสขึน้มาใหม่ [59] E4 สามารถแบ่งการทํางานได้เป็นสามส่วน 

(รูปที่ 5) ที่ปลาย N-terminal ประกอบด้วย leucine-rich motif (LLXLL) ส่วนกลางเป็นบริเวณที่มี  proline-rich 

charged และที่ C-terminal เป็นบริเวณที่บรรจุ mucosal homology motif ซึ่งรวมความยาวทัง้สามส่วนได้เท่ากับ 

92 amino acids [26] ส่วนแรกปลาย N-terminal ช่วยทําให้  E4 โปรตีนสามารถทําให้ เกิดความเสียหายที่ 

keratinocytes ใน epithelial cell ส่งผลให้เกิดรอยโรคก่อนมะเร็งขึน้ โดยการกระทํานีม้ักพบแต่ใน HPV กลุ่มความ

เส่ียงสูง นอกจากนีย้ังพบว่าที่ปลาย C-terminal มีส่วนช่วยดังกล่าวด้วย1 9 [6] คุณสมบัติที่สองคือความสามารถในการ

เหน่ียวนําให้เกิด G2/M cell cycle arrest ใน keratinocytes ซึ่งมีความสัมพันธ์กับ cyclin B/Cdk1 complexes [60, 

61] คุณสมบัติที่สามคือสามารถเหน่ียวนําให้ เกิด apoptosisได้ซึ่งความสัมพันธ์ของ mitochondria กับโปรตีน 

HPV16 E4 เกี่ยวข้องกับการชักนําให้ เกิด apoptosis [62] นอกจากนี ้ใน HPV กลุ่มความเส่ียงต่ํา เช่น  HPV6 

สามารถจับกับ DEAD box RNA helicase (E4-DEAD box protein) ผ่านบริเวณปลาย C-terminal [63] แต่จาก

การศึกษาล่าสุดพบว่ายีน E4 ไม่มีความสัมพันธ์กับ cyclin B ซึ่งเป็นยีนที่ทําใ ห้ เกิด G2/M cell cycle arrest 

นอกจากนีย้ังพบว่าเมื่อไวรัสมีการเพ่ิมจํานวนและเซลล์มีความผิดปกติมากขึน้จะพบการ transcription ของยีน  E4 

มากขึน้ [7]  

 

รูปที่  5 แสดงส่วนประกอบและขนาดของ E4 ยีน [26] 

การแสดงออกของโปรตีน E4 (รูปที่  6) มี promoter P970 เป็นตัวเร่ิมต้นของการ transcription ใน HPV 

genotype 16 และจะมีแสดงออกในบริเวณผิวของปากมดลูก การแสดงออกของยีน E4 สามารถติดตามได้ด้วยการ

เกิด early transcription รวมถึงการเพ่ิมจํานวนของไวรัส นอกจากนีก้ารแสดงออกของโปรตีนห่อหุ้ มไวรัส (L1, L2) 
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จะเกิดขึน้เมื่อไวรัสมีการเพ่ิมจํานวนเสร็จสมบูรณ์และเกิดการรวมอนุภาคของไวรัสนอกนิวเคลียสซึ่งเป็นส่วนหน่ึงของ

การแสดงออกยีน E4 [10, 64] 

 

รูปที่  6 แสดง1 9ความสัมพันธ์1 9ของโปรตีน E4 และวงจรชีวิตของไวรัส [64] 

เมื่อพิจารณาวงจรชีวิตของเชือ้ HPV ในรอยโรคก่อนมะเร็งและมะเร็งปากมดลูก พบการแสดงออกของ โปรตีน 

E4 ดังรูปที่ 7 การแสดงออกของโปรตีน E4 ของไวรัสพบได้สูงมากในระยะ CIN1 (LSIL) และที่บริเวณผิวของเซลล์

ปากมดลูก แต่โปรตีน E4 จะเร่ิมหายไปพร้อมกับ episome ของไวรัสเมื่อเซลล์เข้าสู่ระยะมะเร็งเน่ืองจาก genome 

ของไวรัสเร่ิมมีการรวมตัวเข้ากับ genome ของ host [13] ดังนัน้การตรวจหาการติดเชือ้ HPV สามารถพบการแสดง

ของ protein E4 ได้ตัง้แต่ในระยะเร่ิมต้นของการเกิดรอยโรคก่อนมะเร็ง และบริเวณผิวของปากมดลูก [10, 65, 66] 

ซึ่งการพบโปรตีน E4 ที่รอยโรคก่อนมะเร็งเน่ืองมาจาก E4 ทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงโปรตีนโครงสร้างของเซลล์ที่ 

epithelial cell โดยทําให้เกิดความเสียหายที่ keratinocytes ในเซลล์ปากมดลูก [6, 67] จากการศึกษาที่ ผ่านมา

พบว่า E4 มีการแสดงออกได้ทัง้ในระดับ transcription และ translation [6, 64, 66] เน่ืองจากพบ mRNA ที่เกิดการ 

splicing ของยีน E4 และพบว่าบริเวณ Downstream 3’exon ที่ทําหน้าที่  transcription ของยีน E ของเชือ้  HPV 

ประก อบด้ว ย E2C/E4/E5a/E5b Open reading frame (ORFs) ใน ขณะที่ ยีน  L ของเ ชือ้  HPV มี บริเว ณ 

downstream 3’exon ที่ทําหน้าที่  transcription โปรตีนห่อหุ้ มหลัก โดย HPV16 มี promoter 2 ชนิดเร่ิมมีการ 

Transcription คือ p97 และ p670 ดังรูปที่ 6 

 

รูปที่  7 1 9แสดงความสัมพันธ์ของเปล่ียนแปลงของรอยโรคก่อนมะเร็งจนถึงระยะมะเร็งที่บริเวณเซลล์ปากมดลูกและ

การแสดงออกของโปรตีนชนิดต่างๆ ของไวรัส19 [13] 

ระบาดวิทยาของการติดเชือ้ HPV และมะเร็งปากมดลูก 
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 HPV เป็นสาเหตุของโรคที่ก่อให้เกิดโรคได้หลากหลายและเป็นสาเหตุหลักของมะเร็งปากมดลูกโดยสามารถ

ติดได้กับบริเวณเยื่อบุผิวต่างๆของร่างกาย [68] จากการสํารวจในสตรีทั่วโลกมะเร็งปากมดลูกพบเป็นอันดับ 2 รอง

จากมะเร็งเต้านมและมีการเสียชีวิตเป็นอันดับ 3 รองจากมะเร็งเต้านมและมะเร็งปอดโดยมีอัตราการติดเชือ้ 15.3 ต่อ

แสนคนต่อปีและมีอัตราการเสียชีวิต 7.8 ต่อแสนคนต่อปี [1] การติดเชือ้ HPV ชนิด 16 สามารถพบได้มากที่ สุดใน

ผู้ป่วยที่มีการติดเชือ้ HPV และสามารถพบได้ในทุกระยะของรอยโรค นอกจากนีส้ามารถพบได้ในระยะมะเร็งมาก

ที่สุด [2-5] ความชุกของการติดเชือ้ HPV ที่อวัยวะเพศในสตรีที่ไม่พบความผิดปกติทางเซลล์วิทยาของปากมดลูก

การติดเชือ้ HPV เป็นภาวะที่พบได้ในสตรีกลุ่มวัยรุ่นหรือวัยเจริญพันธ์ุที่มีเพศสัมพันธ์แล้ว การติดเชือ้ HPV ส่วนใหญ่

มักจะเป็นแบบติดชั่วคราว หรือผู้ป่วยสามารถหายเองได้ การติดเชือ้สามารถติดพร้อมกันครั ้งละหลายสายพันธ์ุได้ 

สายพันธ์ุที่สามารถพบได้บ่อยในกลุ่มความเส่ียงต่ําได้แก่ชนิด 6 และ 11 ส่วนกลุ่มความเส่ียงสูงที่พบบ่อยได้แก่ชนิด 

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 58 สัดส่วนของเชือ้ HPV ในระยะที่เซลล์ปกติจะสามารถตรวจพบเชือ้  HPV16 ได้

ร้อยละ 2.6-2.7 ของ HPV ทัง้หมด ในรอยโรคขัน้ต่ํา (LSIL) จะสามารถตรวจพบเชือ้  HPV16 ได้ประมาณร้อยละ 

18.5 ในขณะที่รอยโรคขัน้สูง (HSIL) จะพบการติดเชือ้ HPV16 ร้อยละ 44.1-45.4 และรอยโรคมะเร็งชนิดสเควมัสจะ

พบ HPV16 ร้อยละ 54.4 [1, 69] 

 จากการศึกษาในกลุ่มสตรีที่มีการติดเชือ้ HPV แต่ไม่พบความผิดปกติที่เซลล์ปากมดลูก โดยศึกษาในทวีป

ต่างๆ ทั่วโลก พบว่าทวีปแอฟริกามีการตรวจพบการติดเชือ้ HPV ประมาณร้อยละ 21.3 ซึ่งเป็นทวีปที่มีการติดเชือ้

สูงสุด ในจํานวนนีม้ีการติดเชือ้ HPV สายพันธ์ุ 16 ประมาณร้อยละ 4.5 ทวีปที่มีการติดเชือ้รองลงมาคือทวีปอเมริกา 

เอเชีย และยุโรป โดยพบการติดเชือ้ร้อยละ 14.5, 10.9 และ 9.7 ตามลําดับ และเมื่อพิจารณาความชุกของ HPV สาย

พันธ์ุ 16 พบว่ามีอัตราการติดเชือ้ร้อยละ 6.3, 3.5 และ 3.3 ตามลําดับ [1] 

เมื่อมีการสํารวจในประเทศไทยพบว่ามีอัตราการพบเป็นอันดับหน่ึงและมีอัตราการเสียชีวิตจากมะเร็งเป็น

อันดับ 3 โดยมีอัตราการติดเชือ้ 19.2 ต่อแสนคนต่อปีและมีอัตราการเสียชีวิต 8.1 ต่อแสนคนต่อปี [2] เมื่อพิจารณา

ใน South-Eastern Asia พบว่า ประเทศไทยมีการติดเชือ้เป็นอันดับ 5 รองจาก กัมพูชา, พม่า, ฟิลิปปินส์ และ

เวียตนาม ตามลําดับ และอัตราการเสียชีวิต พบว่าประเทศไทยมีการเสียชีวิตเป็นอันดับ 7 

สาเหตุและปัจจัยท่ีก่อให้เกิดความเส่ียงต่อการติดเชือ้ HPV ในสตรี 

 การติดเชือ้ HPV ชนิดความเส่ียงสูงเป็นสาเหตุหลักของการเกิดมะเร็งปากมดลูกซึ่งการเปล่ียนแปลงจาก

เซลล์ปกติไปเป็นเซลล์มะเร็งอาจใช้เวลานานหลาย 10 ปี [68] นอกจากปัจจัยต่อเชือ้ไวรัส HPV แล้วนั ้นยังต้องมี

ปัจจัยอื่นร่วมด้วยเพ่ือก่อให้เกิดมะเร็งปากมดลูก ซึ่งปัจจัยต่างๆ เหล่านีจ้ะกระตุ้นให้เชือ้ HPV สามารถทํางานส่งผล

ให้เกิดการเปล่ียนแปลงของเซลล์ และเกิดเป็นเซลล์มะเร็ง โดยปัจจัยต่างๆ ต่อความเส่ียงต่อการเกิดมะเร็งปากมดลูก

มีดังนี ้

ปัจจัยของไวรัสพบว่าในผู้ป่วยที่มีการติดเชือ้ไวรัสอื่นร่วมด้วยเช่น HIV และ Herpes simplex virus type 2 

(HSV) จะมีโอกาสเป็นมะเร็งปากมดลูกสูงขึน้ [70, 71] นอกจากนีย้ังพบว่าการติดเชือ้ HPV หลายสายพันธ์ุในผู้ชาย

อาจก่อให้เกิดมะเร็งปากมดลูกในสตรีได้ [72] ซึ่งประวัติการมีเพศสัมพันธ์ก็มีผลต่อความเส่ียงต่อการติดเชือ้เช่นกัน
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โดยความเส่ียงนัน้ขึน้กับจํานวนคู่นอนและความถี่ของการมีเพศสัมพันธ์ของทัง้ฝ่ายชายและหญิง [73, 74] และใน

สตรีที่มีอายุน้อยจะมีความเส่ียงต่อการติดเชือ้ HPV ชนิดความเส่ียงสูงมากกว่าปกติ [75, 76] การตัง้ครรภ์และการ

คลอดอาจก่อให้เกิดความเส่ียงต่อการเป็นมะเร็งปากมดลูกได้เน่ืองจากในระหว่างตัง้ครรภ์ระดับภูมิคุ้มกันในร่างกาย

ต่ําทําให้เชือ้ HPV มีความสามารถเพ่ิมขึน้ในการก่อให้เกิดมะเร็ง [77] นอกจากนีย้ังพบว่า ในสตรีที่มีการติดเชือ้ HPV 

ระหว่างตัง้ครรภ์มีโอกาสที่บุตรในครรภ์จะติดเชือ้ HPV นัน้ด้วย [78] การเป็นโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ เช่น  การติด

เชือ้ Chlamydia trachomatis serotype G และ bacterial vaginosis ทําให้เพ่ิมความเส่ียงต่อการเกิดมะเร็งปาก

มดลูกได้ โดยทําให้เซลล์ที่เสียสภาพจากผลของ HPV มีการแบ่งตัวต่อไปจนกลายเป็นเซลล์มะเร็ง [79, 80] 

นอกจากนีแ้ล้วภาวะทุโภชนาการยังเป็นอีกปัจจัยหน่ึงที่ส่งผลให้เกิดมะเร็งปากมดลูกได้ โดยพบว่าสตรีที่ขาด

วิตามินอาจจะมีความเส่ียงต่อการมะเร็งปากมดลูกภายหลังจากการติดเชือ้  HPV ได้ [81, 82] นอกจากนี ้จาก

การศึกษาในสตรีที่มีภาวะอ้วน ก็มีแนวโน้มที่จะเส่ียงต่อการเกิดมะเร็งปากมดลูกมากกว่าผู้หญิงผอม [83, 84] และ

ในสตรีที่สูบบุหร่ี สามารถเพ่ิมความเส่ียงต่อการเกิดมะเร็งปากมดลูกได้เน่ืองจากในควันบุหร่ี มีสารก่อมะเร็งอยู่หลาย

ชนิด เช่น นิโคติน เป็นต้น [85] การติด alcohol อาจส่งผลให้เกิดมะเร็งปากมดลูกได้เน่ืองจาก alcohol สามารถ

กระตุ้นฮอร์โมนเอสโตรเจน (estrogen) ซึ่งมีผลต่อการเปล่ียนแปลงบริเวณปากมดลูกทําให้ง่ายต่อการติดเชือ้  HPV 

[86, 87] 

ภูมิคุ้มกันวิทยาของมนุษย์เมื่ อมีการติดเชือ้ HPV 

 ร่างกายของมนุษย์มีภูมิคุ้มกันที่ตอบสนองต่อการติดเชือ้มีอยู่ 2 ระบบ คือ 1) แบบ innate immunity เป็น

ภูมิคุ้มกันที่มนุษย์สร้างขึน้มาตัง้แต่กําเนิดโดยจะสร้างขึน้มาเพ่ือต่อต้านการติดเชือ้ทันทีและเป็นภูมิ คุ้มกันที่ไม่

จําเพาะ โดยอาศัยการทํางานของ phagocytes จับกินเชือ้โรคและส่ิงแปลกปลอม ส่งผลให้เกิดกระบวนการอักเสบ 

(inflammatory) และ 2) แบบ adaptive immunity เป็นภูมิคุ้มกันที่ร่างกายสร้างขึน้มาใหม่เพ่ือต่อต้านการติดเชือ้ ซึ่ง

ภูมิคุ้มกันชนิดนีเ้ป็นภูมิคุ้มกันที่พบมากกว่าเมื่อมีการติดเชือ้ HPV [88, 89] 

เมื่อมีการติดเชือ้ HPV จะเกิดการกระตุ้นภูมิคุ้มกันผ่านเซลล์ cell-mediated immunity (CMI) ให้มีการสร้าง

เม็ดเลือดขาวชนิด T lymphocytes เพ่ือกําจัดเซลล์ที่ติดเชือ้ ในการศึกษาเซลล์หูดที่มีการติดเชือ้และหายเองได้พบว่า

มี T cells อยู่จํานวนมากทัง้ชนิด CD4+, CD8+ และ macrophage ภายในหูดนัน้ [90, 91] เมื่อมีการติดเชือ้  HPV 

ร่างกายจะกระตุ้นให้มีการสร้างภูมิคุ้มกันชนิด humoral immune response ของร่างกายมากขึ ้น  เช่น  antibody 

IgG, IgA เป็นต้น [92, 93] 

เน่ืองจากการติดเชือ้ HPV มักเป็นแบบไม่แสดงอาการหรือคงสภาพอยู่ในปริมาณต่ํา ดังนั ้นจึงทําให้การ

กระตุ้นภูมิคุ้มกันในร่างกายผู้ติดเชือ้มีน้อย ด้วยเหตุนีร้ะดับภูมิคุ้มกันของผู้ที่เคยได้รับเชือ้จึงอยู่ในระดับต่ํา เป็นผลให้

ผู้ที่เคยติดเชือ้ HPV และรอยโรคหายไปแล้ว สามารถติดเชือ้สายพันธ์ุเดิมซํา้ได้ใหม่น่ีอาจเป็นสาเหตุหน่ึงของการติด

เชือ้แบบคงอยู่นาน ประกอบกับ HPV มีกลไกในการหลีกหนีกลไกภูมิคุ้มกันของมนุษย์ได้ ซึ่งเมื่อมีการติดเชือ้  HPV 

ส่วนใหญ่มักไม่มีการหล่ังสารจําพวก cytokines ที่กระตุ้นการอักเสบ ทําให้ภูมิคุ้มกันในร่างกายไม่มีตัวบ่งชี ใ้นการ
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กําจัดส่ิงแปลกปลอมนัน้ [94] นอกจากนี ้HPV ยังมีความสามารถในการยับยัง้การทํางานของ interferon (IFN) ที่มี

คุณสมบัติในการต้านไวรัส (antiviral) และกระตุ้นภูมิคุ้มกัน (immunostimulatory) [95, 96] โดยโปรตีน E6 และ E7 

ของเชือ้ HPV ในกลุ่มความเส่ียงสูงจะขัดขวางการส่งสัญญาณของ interferon ทําให้ interferon ไม่สามารถทํางาน

ได้ ส่งผลให้กลไกป้องกันของร่างกายไม่ถูกกระตุ้น และไม่มีการนําพา effectors cell ที่จําเพาะไปยังบริเวณที่มีการ

ติดเชือ้ HPV ส่งผลให้ไวรัสสามารถเพ่ิมจํานวนและคงอยู่ในเซลล์ได้ [97] 

เซลล์วิทยาและพยาธิวิทยาของมนุษย์เมื่ อมีการติดเชือ้ HPV 

การติดเชือ้ HPV จะเกิดขึน้ได้ในบริเวณที่ผิวหนังเกิดการถลอก และมีบาดแผลของชัน้  Basal ของเยื่อบุผิว 

การติดเชือ้มักจะไม่แสดงอาการในระยะเร่ิมต้นและสามารถแฝงตัวอยู่ได้เป็นเวลานานผ่านทางรอยแผลเล็กๆ ที่เยื่อบุ

ผิวชัน้นอกของอวัยวะ [15] 

เร่ิมแรกของการติด basal DNA replication มีการเพ่ิมจํานวน DNA ของไวรัสจํานวนไม่มาก ภายในเซลล์เยื่อ

บุผิว และการติดเชือ้เป็นแบบคงอยู่นาน (persistent infection) ซึ่งภูมิคุ้มกันของร่างกายจะพยายามตรึงเชือ้  HPV 

ให้สงบอยู่เช่นนีไ้ปได้นาน แม้จะไม่สามารถกําจัดเชือ้ออกได้หมดก็ตาม ระยะที่สองเมื่อเซลล์เยื่อบุผิวชัน้ล่างที่ติดเชือ้

ถูกดันขยายตัวขึน้ในแนวด่ิงสู่ชัน้ผิวด้านบนตามการแบ่งตัวตามธรรมชาติของเซลล์ปากมดลูกทําให้เกิดรอยโรค และ

มะเร็งที่ปากมดลูก 

ปัจจุบันเราสามารถจําแนกรอยโรคก่อนมะเร็งและมะเร็งได้เป็น 3 ประเภทคือรอยโรคก่อนมะเร็งและมะเร็ง

ของ เยื่ อบุส เควมั ส (precancerous squamous lesions), ร อย โร คก่อ นม ะเ ร็งแ ละมะเ ร็งขอ งเยื่ อบุ ต่อ ม 

(precancerous glandular lesions) และรอยโรคที่ไม่สามารถแปลผลได้ 

รอยโรคก่อนมะเร็งของเยื่อบุสเควมัส (precancerous squamous lesions) (รูปที่ 8) สามารถแบ่งได้เป็น 2 

ประเภทจําแนกตามเซลล์วิทยา (cytology) หรือระบบบีเทสดา และพยาธิวิทยา (histology) ซึ่งจําแนกตามระดับของ

ความผิดปกติของเซลล์และนิวเคลียส [98] สามารถจําแนกได้เป็น 

Low-Grade Squamous Intraepithelial Lesion (LSIL) เป็นการเปล่ียนแปลงของเยื่อบุชนิด สเควมัสในขั ้น

เร่ิมต้น ซึ่งเกิดได้จากการติดเชือ้ HPV ทัง้ในกลุ่มความเส่ียงต่ําและความเส่ียงสูง [99, 100] โดยที่นิวเคลียสของเซลล์

ขยายโตขึน้มีลักษณะผิดปกติไปอาจพบมากกว่าหน่ึงนิวเคลียสต่อหน่ึงเซลล์เน่ืองจากกระบวนการแบ่งเซลล์ถูก

รบกวน ลักษณะของไซโทพลาซึม (cytoplasm) เซลล์มีขนาดใหญ่ขึน้ พบช่องใสรอบนิวเคลียส (perinuclear halo) 

เซลล์เยื่อบุชัน้บนและชัน้กลางจะมีลักษณะของ koilocytosis ซึ่งเกิดจากความผิดปกติในระดับโครงสร้างของเซลล์ 

(cytoskeletal abnormality) [101-103] กลุ่มของรอยโรคที่จัดอยู่ในกลุ่มของ LSIL คือหูด (flat condyloma) หรือ

รอยโรคเพียงเล็กน้อย (mild dysplasia) และสามารถจําแนก LSIL ตามพยาธิวิทยาได้เป็น  cervical intraepithelial 

neoplasia I (CIN1) [98, 104] 

จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าในผู้ป่วยที่มีรอยโรคอยู่ในระยะ LSIL มีโอกาสตรวจพบ HPV DNA ได้มากกว่า

ร้อยละ 71.1 ถ้าติดเชือ้ในกลุ่มความเส่ียงสูงสามารถหายเองได้ประมาณร้อยละ 32.9 และถ้าติดเชือ้ในกลุ่มความ
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เส่ียงต่ําสามารถหายเองได้ประมาณร้อยละ 55.2 นอกจากนัน้รอยโรคก็จะดําเนินรอยโรคต่อไปเป็นระยะที่รุนแรงขึ ้น

ประมาณร้อยละ 13.6 เฉพาะในกลุ่มความเส่ียงสูง แต่โอกาสที่รอยโรคในระยะ LSIL จะมีการพัฒนาไปเป็นมะเร็งนัน้

มีเพียงร้อยละ 3 เท่านัน้ [4, 105] 

High-Grade Squamous Intraepithelial Lesion (HSIL) เป็นการเปล่ียนแปลงของเยื่อบุชนิดสเควมัสใน

ระยะสุดท้ายก่อนที่จะเป็นมะเร็ง ซึ่งส่วนใหญ่เกิดได้จากการติดเชือ้ HPV ในกลุ่มความเส่ียงสูง [100, 106] ในระยะนี ้

นิวเคลียสจะมีขนาดโตขึน้มากในขณะที่เซลล์มีขนาดเล็กส่งผลให้มี nuclear-cytoplasmic ratio สูงกว่าปกติ เซลล์

ชัน้บนของเยื่อบุมี maturation น้อยลง เซลล์เยื่อบุมีความผิดปกติ โดยพบ nuclear atypia ชัด ลักษณะของไซโทพลา

ซึม (cytoplasm) เซลล์มีขนาดเล็กลงสามารถพบเซลล์ในระยะแบ่งตัวหรือ mitosis ได้มากโดยพบได้บริเวณส่วนบน

ของเยื่อบุ [101-103] นอกจานี ้HSIL เป็นรอยโรคที่มีต้นกําเนิดจากเซลล์เดียว (monoclonal) ซึ่งเป็นลักษณะ

หลักการการเกิดเนือ้งอก [107] เมื่อจําแนก HSIL ตามจุลพยาธิวิทยา (Histology) สามารถจําแนกได้เป็นCervical 

intraepithelial neoplasia II (CIN2) และ cervical intraepithelial neoplasia III (CIN3) [104] แต่เน่ืองจากระหว่าง

ความแตกต่างของ CIN2 กับ CIN3 อาจมีความแตกต่างของการวินิจฉัยระหว่างแพทย์ได้ค่อนข้างมาก ทําให้ปัจจุบัน

มีการรวมกลุ่มรอยโรคเข้าเป็น HSIL จึงน่าจะลดความแตกต่างของการวินิจฉัยลงได้ [98] 

จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าในผู้ป่วยที่มีรอยโรคอยู่ในระยะ HSIL มีความเส่ียงสูงกว่า LSIL โดยมีความ

เส่ียงประมาณร้อยละ 4-30 ในการพัฒนารอยโรคเป็นมะเร็ง และสามารถ พบ HPV DNA ได้มากกว่าร้อยละ 85 และ

พบ HPV ชนิด 16 ได้มากที่สุด [4, 108] 

Squamous cell carcinoma (SCC) มะเร็งปากมดลูกระยะลุกลาม เซลล์มะเร็งสามารถพบเป็นเซลล์เดียว

หรือจับกันเป็นกลุ่ม เซลล์มะเร็งชนิด keratinizing มักมีขนาดและรูปร่างที่หลากหลาย และพบเซลล์ที่ มี 

keratinization และพบลักษณะของเซลล์ที่มีความผิดปกติไปเช่น เซลล์รูปลูกอ๊อด เซลล์รูปกระสวย เป็นต้น 

นอกจากนีย้ังสามารถพบ nucleolus ขนาดใหญ่และมีไซโทพลาซึม (cytoplasm) ขนาดเล็กทําให้มีปริมาณ nuclear-

cytoplasmic ratio สูงกว่าปกติ พืน้หลังของสเมียร์มักจะมีเศษเซลล์ที่ตาย และ fibrin ซึ่งเกิดจากผิวของมะเร็งที่มีเนือ้

เน่าตายและหลุดออกเป็นแผล นอกจากนีใ้นมะเร็งชนิด non-keratinizing จะพบลักษณะของ tumor diathesis โดย

เซลล์ในระยะนีจ้ะมีลักษณะคล้าย HSIL [3, 109]  
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รูปที่  8 แสดงเซลล์ของเยื่อบุสเควมัสของมนษุย์เมื่อมีการติดเชือ้ HPV [11] 

รอยโรคก่อนมะเร็งและมะเร็งของเยื่อบุต่อม (Precancerous Glandular lesions) (รูปที่ 9)  

Adenocarcinoma in Situ (AIS) เยื่อบุต่อมภายในปากมดลูกผิดปกติ โดยที่ นิวเคลียสจะเกิด nuclear 

atypia นอกจากนีย้ังพบไซโทพลาซึม (cytoplasm) ในปริมาณน้อยทําให้มีปริมาณ nuclear-cytoplasmic ratio สูง

กว่าปกติ และเซลล์เยื่อบุมีการเรียงตัวซ้อนกันหลายชัน้เกิดเป็น papillary structure หรือ cribriform pattern บริเวณ

ขอบของกลุ่มเซลล์พบ palisading และ feathering ของนิวเคลียส และยังสามารถพบการเกิด mitosis หรือ 

apoptosis ร่วมด้วย  การเกิดรอยโรคประเภทนี ้มักพบว่าเกิดร่วมระยะ squamous intraepithelial lesion (SIL) 

[110] แต่ในปัจจุบันการเรียกชื่อในระบบนีย้ังไม่ค่อยเป็นที่แพร่หลายเน่ืองจากรอยโรคชนิดนีพ้บได้น้อยกว่ารอยโรค

ของเยื่อบุต่อมมาก และยังมีข้อมูลที่ใช้สําหรับการวินิจฉัยน้อยมาก [111, 112] 

 Endocervical Adenocarcinoma ลักษณะความผิดปกติทางเซลล์วิทยามากกว่า AIS ในระยะนีจ้ะสามารถ

พบเซลล์มะเร็งได้อย่างชัดเจนโดยพบเซลล์มะเร็งเรียงตัวกันอย่างหนาแน่น บริเวณของกลุ่มเซลล์พบ palisading 

และ feathering ของนิวเคลียส ในระยะนีจ้ะพบนิวเคลียสขนาดใหญ่และสามารถสังเกตเห็น nucleolus ได้ชัดเจน 

[110]  

 Small Cell Carcinoma ลักษณะความผิดปกติของเซลล์มีขนาดเล็กเน่ืองจากมีไซโทพลาซึม (cytoplasm) 

อยู่น้อยมากหรือแทบไม่มี พบการเรียงตัวของนิวเคลียสจับตัวเป็นกลุ่ม [113, 114] 

 
รูปที่  9 แสดงเซลล์ของเยื่อบุต่อมของมนุษย์เมื่อมีการติดเชือ้ HPV [11] 

รอยโรคที่ไม่สามารถแปลผลได้ สามารถจําแนกได้เป็น atypical squamous cells และ atypical glandular 

(Endocervical) cells [115] 

Atypical Squamous Cells (ASC) เซลล์เยื่อบุชนิดสเควมัสมีความผิดปกติทางเซลล์วิทยาแต่ไม่สามารถที่จะ

แปลผลเป็น SIL ได้เน่ืองจากมีจํานวนเซลล์หรือหรือคุณลักษณะทางเซลล์วิทยาไม่เพียงพอที่จะแปลผลได้ 

Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance (ASC-US) นิวเคลียสมีขนาดใหญ่กว่าเซลล์

ปกติ 1-1.5 เท่า และมักพบการเกิด keratinization ของไซโทพลาซึม (cytoplasm) ร่วมกับลักษณะความผิดปกติของ

นิวเคลียส 
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Atypical Squamous Cells, cannot Exclude High-Grade Squamous Intraepithelial lesion (ASC-H) 

นิวเคลียสมีขนาดโตขึน้ 1.5-2.5 เท่า มีลักษณะของเซลล์โดยรวมคล้ายกับ HSIL นิวเคลียสมีรูปร่างไม่เป็นระเบียบ 

Atypical Glandular Cells (AGC) เซลล์เยื่อบุโพรงมดลูก หรือเซลล์เยื่อบุต่อมปากมดลูก มีความผิดปกติแต่

ไม่สามารถที่จะแปลผลเป็น AIS หรือ adenocarcinoma มีจํานวนเซลล์หรือหรือคุณลักษณะทางเซลล์วิทยาไม่เพียง

พอที่จะแปลผลได้อย่างมั่นใจ โดยที่เซลล์มีนิวเคลียสโตขึน้และมีรูปร่างที่ผิดปกติ นอกจากนีย้ังพบว่าไซโทพลาซึม 

(cytoplasm) มีขนาดเล็กลง รูปแบบของ chromatin มีความผิดปกติ [116, 117] สามารถแบ่งได้ดังนี ้ 

Atypical Endometrial Cells เซลล์เยื่อบุโพรงมดลูกผิดปกติแต่ไม่สามารถแปลผลได้ 

Atypical Endocervical Cells, not otherwise Specified/ Atypical Endocervical cells, Favor reactive 

และ Atypical Endocervical cells, Favor Neoplasia คือเซลล์เยื่อบุต่อมมีความผิดปกติแต่ไม่สามารถแปลผลได้ 

วัคซีนท่ีใช้ในการป้องกันเชือ้ HPV 

 ในปัจจุบันการติดเชือ้ HPV เป็นที่ทราบกันดีอยู่แล้วว่าสามารถก่อให้ เกิดมะเร็งปากมดลูกได้ จึงทําให้

นักวิจัยมากมายมีความสนใจที่จะป้องกันการติดเชือ้จาก HPV โดยการคิดค้นวัคซีนที่สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันของ

มนุษย์ให้สามารถสามารถต่อต้านการติดเชือ้ HPV แบบทัง้ชนิดความเส่ียงสูงและความเส่ียงต่ํา ที่สามารถพบได้บ่อย

ในการติดเชือ้ จากการสํารวจทั่วโลก พบชนิดของ HPV ที่พบบ่อยทัง้สิน้ 12 ชนิด ได้แก่ HPV16 (57%), 18 (16%), 

58, 33, 45, 31, 52, 35, 59, 39, 51 และ 56 [118, 119] ดังนัน้จากการสํารวจ ถ้าให้วัคซีนที่มีความจําเพาะกับ HPV 

16/18 จะสามารถป้องกันการเกิดมะเร็งปากมดลูกทั่วโลกได้ประมาณร้อยละ 70-76 ทําให้ในปัจจุบันวัคซีนถือว่าเป็น

ส่ิงสําคัญต่อการป้องกันการเกิดมะเร็งปากมดลูกได้วิธีหน่ึง 

 ส่วนประกอบของ HPV วัคซีนที่ใช้ในปัจจุบันนิยมนําเปลือกหุ้มโปรตีนของเชือ้  HPV หรือ capsid protein 

โดยนําโปรตีนห่อหุ้มหลัก L1 protein มาทําเป็นวัคซีน โดยที่ไม่มีโปรตีนที่ก่อให้เกิดมะเร็ง การผลิตวัคซีนจะนํามาทํา

ให้เกิดไวรัสลูกผสม (recombinant) ในเซลล์ baculovirus หรือ เซลล์ยีสต์ เพ่ือเพ่ิมจํานวนโปรตีน L1 คุณสมบัติ

พิเศษเมื่อมีปริมาณมากโปรตีน L1 จะสามารถประกอบตัวกันเอง (self-assemble) เป็นอนุภาคที่มีลักษณะคล้าย

ไวรัส virus-like particles (VLP) และมีคุณสมบัติทาง antigen คล้ายกับเชือ้ HPV ชนิดที่มาทําเป็นวัคซีนทุกประการ 

แต่ไม่สามารถก่อให้เกิดมะเร็งได้ โดยวัคซีนที่ใช้ในปัจจุบัน จะมีลําดับ นิวคลีโอไทด์เหมือนกับโปรตีน L1 ของเชือ้ 

HPV ที่นํามาเป็นสารตัง้ต้นในการสร้างวัคซีน [120, 121] แอนติบอดีที่เกิดจากการฉีดวัคซีน HPV L1 VLPs เป็นชนิด

ที่มีความจําเพาะต่อสายพันธ์ุของเชือ้ HPV ที่นํามาผลิตเท่านัน้ [122] 

  ปัจจุบันมีบริษัทที่ผลิตวัคซีน HPV อยู่ 2 บริษัท คือ GlaxoSmithKline ผลิตวัคซีนที่ชื่อว่า Cervarix สามารถ

ป้องกัน ได้ 2 ส าย พันธ์ุ  bivalent  (16, 18) ซึ่ง ป้อ งกัน มะ เร็งปา กมดลูก ได้ม าก กว่า  70%  แล ะ MSD 

Pharmaceuticals Private Limited ผลิตวัคซีนที่ชื่อว่า Gardasil สามารถป้องกันได้ 4 สายพันธ์ุ Quadivalent (6, 

11, 16, 18) ซึ่งป้องกันมะเร็งปากมดลูกได้มากกว่า 90% และยังช่วยป้องกันหูดหงอนไก่ได้ด้วย จากการศึกษาวัคซีน 

Cervarix ในหญิงวัยรุ่นและวัยเจริญพันธ์ุ โดยการฉีดวัคซีน 3 ครัง้ ในเดือนที่ 0, 1 และ 6 และวัคซีน  Gardasil ใน



17 

หญิงวัยรุ่นและวัยเจริญพันธ์ุ โดยการฉีดวัคซีน 3 ครัง้ ในเดือนที่ 0, 2 และ 6  พบว่าสามารถกระตุ้นภูมิ คุ้มกันต่อ 

HPV 16, 18 ได้เป็นอย่างดี จากรายงานพบว่าวัคซันทัง้ 2 ชนิดมีประสิทธิภาพสูงถึงร้อยละ 99.7 ในการป้องการติด

เชือ้ HPV ชนิด 16, 18  นอกจากนีย้ังทําให้ไม่เกิดสภาวะผิดปกติของ6เซลล์ปากมดลูก6 (cervical dysplasia) หลังจาก

ที่ได้รับการฉีดวัคซีนเลย [123, 124] ในปัจจุบันมีการปรับปรุงรูปแบบของวัคซีนให้สามารถป้องกันเชือ้  HPV แบบ 

trivalent หรือ pentavalent โดยเพ่ิมความจําเพาะต่อการติดเชือ้ HPV ชนิด 58 เข้าไปด้วย [125] และมีการใช้  L2 

เป็นส่วนประกอบร่วมกับ L1 ของเชือ้ HPV ในการผลิตวัคซีนเพ่ือเพ่ิมความสามารถในการป้องการติดเชือ้  HPV 

[126] เน่ืองจากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าวัคซีนผลิตจากโปรตีน L2 ป้องกันการติดเชือ้  HPV ได้มากว่า L1 - VLPs 

ของ HPVs เน่ืองจากบริเวณโปรตีน L2 มีความจําเพาะกับ HPV หลายชนิดมากกว่าบริเวณโปรตีน L1 [124] แต่ก็ยัง

อยู่ในขัน้ตอนการพัฒนาก่อนที่จะนํามาใช้ในการรักษาจริง 

 การทํางานของ HPV วัคซีนในการป้องกันมะเร็งปากมดลูก VLP สามารถกระตุ้นให้ ร่างกายสร้าง 

neutralizing antibody (IgG) ต่อต้านเชือ้ HPV โดยแอนติบอดีนีจ้ะออกจากกระแสเลือดเข้าสู่มูกของปากมดลูกใน

บริเวณ transformation zone ซึ่งเป็นบริเวณที่มีการติดเชือ้ของไวรัสทําให้ไวรัสไม่สามารถเข้าสู่เซลล์ได้ [127, 128] 

และยังสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันแบบ adaptive immune response เช่น cytotoxic T cell (CTL) response ได้ด้วย 

[129] 

 

รูปที่  10 แสดงการผลิตวัคซีน HPV และการทํางานของ HPV วัคซีน [129] 

การตรวจหาการติดเชือ้ HPV ทางอณูชีววิทยาในปัจจุบัน 

การตรวจหา HPV DNA เน่ืองจากในปัจจุบันยังไม่สามารถทําการเพาะเลีย้งเชือ้ HPV ในเซลล์เพาะเลีย้งได้ทํา

ให้ต้องการมีตรวจหา HPV DNA จากเซลล์ที่มีการติดเชือ้ซึ่งในปัจจุบันสามารถแบ่งได้เป็น 3 วิธีหลัก [130] 

Non-Amplified Methods เป็นการตรวจหา HPV DNA โดยไม่ผ่านการเพ่ิมจํานวนไวรัสก่อนการตรวจวัด

ยกตัวอย่างเช่น in situ hybridization (ISH), Immunohistochemistry ซึ่งเทคนิคเหล่านี ้สามารถตรวจ HPV DNA 

จากเนือ้เยื่อหรือเซลล์ก็ได้แต่มี sensitivity ต่ําและไม่สามารถจําแนกชนิดของ HPV ได้ นอกจากนี ้ ยังมีเทคนิค 
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Southern blot ซึ่งในอดีตใช้เป็น gold standard ของการตรวจหาการติดเชือ้แต่ข้อเสียของวิธีนี ้คือความยุ่งยาก ต้อง

ใช้ความชํานาญสูงในการตรวจ และใช้ปริมาณตัวอย่างมากสําหรับการวิเคราะห์  

Signal Amplification Method เป็นการขยายสัญญาณด้วยวิธี RNA-DNA hybridization ไม่ได้เป็นการเพ่ิม

จํานวน HPV DNA วิธีนีจ้ะใช้ HPV RNA probes เข้าไปจับคู่กับ DNA ของ HPV เป้าหมาย นําไปทําปฏิกิ ริยากับ 

monoclonal antibody และสารเคมีเรืองแสง แล้วนําไปวัดปริมาณแสงที่ปล่อยออกมา แสดงผลเป็น relative light 

unit (RLU) เปรียบเทียบกับค่าอ้างอิงมาตรฐาน ซึ่งเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณ HPV DNA ในเชลล์ตัวอย่าง  

ระบบที่ใช้อยู่ในปัจจุบัน เรียกว่า Hybrid Capture 2 (HC2) มีความไวในการตรวจหาเชือ้ HPV ประมาณ 1 พิโคกรัม

ต่อมิลลิลิตร(pg/mL) หรือต่ํากว่ า และจะให้ผลบวก เมื่อ มีเชือ้มากกว่า 5,000 สํ าเนา/ ตัวอย่าง ( 5,000 

copies/sample ) วิธีนีม้ีใช้ในทางคลินิกทั่วไปเน่ืองจาก สามารถให้ผลได้รวดเร็ว ไม่ยุ่งยาก และมีความแม่นยําสูงแต่

ไม่สามารถที่จะวิเคราะห์แยกชนิดของ HPV ได้ ทําได้แค่แยกกลุ่มความเส่ียงสูงหรือต่ําเท่านั ้น  นอกจากนี ้ Signal 

amplified methods Signal Amplification method ยังสามารถจําแนกเป็นเทคนิคต่างๆได้ดังนี ้

Target Amplification Methods เป็นการตรวจหาเชือ้  HPV ด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 

หรือการเพ่ิมจํานวน DNA ไวรัสก่อนการตรวจวัด ซึ่งมีความไวในการตรวจหาเชือ้ในระดับสูงและมีความจําเพาะสูง

กว่า โดยจะให้ผลบวกเมื่อ HPV มากกว่า 100-480 สําเนา/มิลลิลิตร (100-480 copies/mL) ตัวอย่างที่ใ ช้ในการ

ตรวจด้วยวิธีนีไ้ด้ เช่น เนือ้เยื่อสด เนือ้เยื่อใน paraffin หรือเซลล์จากการ Pap smear เนือ้เยื่อใน paraffin อาจทําให้

ชนิด DNA แตกเป็นชิน้ย่อยๆ ทําให้ไม่สามารถตรวจวัดได้ ข้อเสียของวิธีนี ้คือต้องมีการควบคุมคุณภาพของการ

ทดลองอย่างเข้มงวด เพราะมีโอกาสปนเปื้อนได้ และอาจใช้เวลานานในการตรวจวัด 

Restriction fragment length polymorphism (RFLP) เป็นการตรวจหาเชือ้  HPV ด้วยวิธี polymerase 

chain reaction (PCR) และใช้เอนไซม์ restriction endonuclease ตัดผลผลิตของ PCR เพ่ือแยกชนิดของเชือ้  HPV 

ที่แตกต่างกัน เน่ืองจาก HPV แต่ละชนิดก็จะมีลําดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกันทําให้มีจุดตัดของเอนไซม์ที่แตกต่าง

กัน 

General primer PCR-Enzyme immunoassay (GP-PCR-EIA) เป็นการตรวจหาเชือ้  HPV ซึ่งครอบคลุม 

HPV 20 สายพันธ์ุด้วยการทํา PCR โดยใช้  universal primer GP5+/GP6+ (primer 1 คู่) และได้ PCR product 

ขนาด 150 คู่เบสในบริเวณยีน L1 เมื่อทําการเพ่ิมจํานวนไวรัสเสร็จสิน้จากนัน้จะทําการวิเคราะห์หาสายพันธ์ุ HPV 

ด้วยวิธี enzyme immunoassay หรือ ELISA ซึ่งอาศัย probe ที่จําเพาะกับ HPV แต่ละชนิด [131, 132] 

Linear array HPV genotyping test เป็นการตรวจหาเชือ้ HPV ซึ่งครอบคลุมกับ HPV 37 สายพันธ์ุแบ่งเป็น

กลุ่มความเส่ียงสูง 16 สายพันธ์ุ กลุ่มความเส่ียงต่ํา 21 สายพันธ์ุ ด้วยการทํา multiplex PCR โดยใช้  PGMY primer 

และได้ PCR product ขนาด 450 คู่เบสในบริเวณยีน L1 ในขั ้นตอนการทํา PCR จะมี β-globins เป็น internal 

control และมี uracil-N-glycosylase (UNG)  สําหรับใช้ทําลายผลผลิตของ PCR อื่นที่อาจมาปนเปื้อนในขั ้นตอน
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การเตรียม PCR ซึ่งจะช่วยลดการปนเปื้อนได้ เมื่อทําการเพ่ิมจํานวนไวรัสเสร็จสิน้จากนัน้จะทําการวิเคราะห์หาสาย

พันธ์ุ HPV ด้วยวิธี hybridization ซึ่งอาศัย probe ที่จําเพาะกับ HPV แต่ละชนิด [133, 134] 

AMPLICOR® HPV Test เป็นการตรวจหาเชือ้ HPV ซึ่งครอบคลุม HPV ความเส่ียงสูง 13 สายพันธ์ุด้วยการ

ทํา multiplex PCR  โดยใช้ Roche Amplicor primerและได้ PCR product ขนาด 170 คู่เบสในบริเวณยีน L1 ใน

ขัน้ตอนการทํา PCR จะมี β-globins เป็น internal control และมี uracil-N-glycosylase (UNG) สําหรับใช้ทําลาย

ผลผลิตของ PCR อื่นที่อาจมาปนเปื้อนในขัน้ตอนการเตรียม PCR ซึ่งจะช่วยลดการปนเปื้อนได้เมื่อทําการเพ่ิม

จํานวนไวรัสเสร็จสิน้จากนัน้จะทําการวิเคราะห์หาสายพันธ์ุ HPV ด้วยวิธี hybridization ซึ่งอาศัย probe ที่จําเพาะ

กับ HPV แต่ละชนิด การอ่านผลจะใช้ปฏิกิริยาของเอนไซม์ ซึ่ง primer จากการทํา PCR มีการติดฉลากด้วย biotin 

ทําให้ผลผลิตของ PCR มี biotin ติดอยู่จากนัน้จะนําผลิตภัณฑ์  PCR hybridization ลงบน microtiter plate ที่มี 

cocktail probe ติดอยู่  และเมื่อเติม  streptavidin ที่ ติดอยู่กับเอ นไซม์ horseradish peroxidase  (HRP) 

streptavidin จะจับกับ biotin ที่ติดอยู่กับผลิตภัณฑ์ PCR ทําให้เอนไซม์สามารถทําปฏิกิริยากับ cocktail probe ที่

อยู่บน microtiter plate ได้ซึ่งเอนไซม์ horseradish peroxidase  (HRP) จะทําหน้าที่ในการเปล่ียน substrate เช่น 

3, 3’, 5, 5’-tetramethylbenzidene (TMB) ส่งผลให้เกิดสีบน microtiter plate ซึ่งสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ 

ข้อดีของเทคนิคนีคื้อสามารถให้ผลได้รวดเร็วในการวิเคราะห์ผล และมีความไว (sensitivity) และความแม่นยําในการ

ตรวจหาเชือ้ในระดับสูง แต่วิธีการตรวจนีไ้ม่สามารถที่จะจําแนกแต่ละสายพันธ์ุได้ เพียงแต่บอกได้ว่ามีการติดเชือ้ 

HPV ในกลุ่มความเส่ียงสูงหรือไม่ [130, 135] 

Line probe assay (LiPA) HPV assay เป็นการตรวจหาเชือ้ HPV ซึ่งครอบคลุม HPV 25 สายพันธ์ุด้วยการ

ทํา multiplex PCR โดยใช้ SPF10  PCR primer set และได้ PCR product ขนาด 65 คู่เบสในบริเวณยีน L1 เมื่อทํา

การเพ่ิมจํานวนไวรัสเสร็จสิน้จากนัน้จะทําการวิเคราะห์หาสายพันธ์ุ HPV ด้วยวิธี hybridization ซึ่งอาศัย probe ที่

จําเพาะกับ HPV แต่ละชนิด โดยมี probe ทัง้หมด 25 ชนิดถูกเคลือบอยู่บนแผ่น membrane การอ่านผลจะใช้

ปฏิกิริยาของเอนไซม์ ซึ่ง primer จากการทํา PCR มีการติดฉลากด้วย biotin ทําให้ผลผลิตของ PCR มี biotin ติดอยู่

จากนัน้จะนําผลิตภัณฑ์  PCR hybridization ลงบน membrane  และเมื่อเติม streptavidin ที่ ติดอยู่กับเอนไซม์ 

alkaline phosphatase streptavidin จะจับกับ biotin ที่ติดอยู่กับผลิตภัณฑ์ PCR ทําให้เอนไซม์สามารถทําปฏิกิริยา

กับ membrane ได้ ซึ่งเอนไซม์ alkaline phosphatase จะทําหน้าที่ในการเปล่ียน substrate ส่งผลให้เกิดเป็นแถบสี

ม่วงนํ ้าตาลบน membrane จากการเปล่ียนสีของ chromogen เช่น  5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate / 

nitro blue tetrazolium (BCIP/NBT) ตรงกับตําแหน่งที่ผลผลิตของ PCR จับกับ probe แต่ละสายพันธ์ุของ HPV 

[136, 137] ข้อดีของเทคนิคนี ้คือ สามารถให้ผลได้รวดเร็วในการวิเคราะห์ผล และมีความไว (sensitivity) ในการ

ตรวจหาเชือ้ในระดับสูง [138] 

DNA Microarray เป็นการตรวจหาเชือ้ HPV ซึ่งครอบคลุม HPV 53 สายพันธ์ุด้วยการทํา multiplex PCR 

โดยใช้ type-specific primer และได้ PCR product ขนาดตัง้แต่ 105-258 คู่เบสขึน้กับชนิดของ HPV ในบริเวณ 3’ 

ของยีน E1 เมื่อทําการเพ่ิมจํานวนไวรัสเสร็จสิน้จากนั ้นจะทําการวิเคราะห์หาสายพันธ์ุ HPV โดยใช้หลักการ 
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microarray โดยมี probe ทัง้หมด 53 ชนิดถูกเคลือบอยู่บนแผ่น microarray การอ่านผลจะใช้การเรืองแสงของสาร 

fluorescence ซึ่ง primer จากการทํา PCR มีการติดฉลากด้วย digoxigenin-labeled ทําให้ผลผลิตของ PCR มี 

digoxigenin-labeled ติดอยู่จากนัน้จะนําผลิตภัณฑ์  PCR hybridization ลงบน microarray  แล้วนําไปวัดที่ความ

ยาวคล่ืน 635 นาโนเมตร จะได้การเรืองแสงสีแดงที่แตกต่างกันขึน้กับชนิดของ HPV [139]  

Kurabo GeneSquare Microarray Assay เป็นการตรวจหาเชือ้ HPV ซึ่งครอบคลุม HPV 23 สายพันธ์ุด้วย

การทํา multiplex PCR โดยใช้ type-specific primer และได้ PCR product ขนาดตัง้แต่ 130-492 คู่เบสขึน้กับชนิด

ของ HPV ในบริเวณยีน L1 เมื่อทําการเพ่ิมจํานวนไวรัสเสร็จสิน้จากนัน้จะทําการวิเคราะห์หาสายพันธ์ุ HPV โดยใช้

หลักการ microarray โดยมี probe ทัง้หมด 25 ชนิดถูกเคลือบอยู่บนแผ่น microarray การอ่านผลจะใช้การเรืองแสง

ของสาร fluorescence ซึ่ง primer จากการทํา PCR มีการติดฉลากด้วย biotin และ cyanine 3 ทําให้ผลผลิตของ 

PCR มี biotin และ cyanine 3 ติดอยู่จากนัน้จะนําผลิตภัณฑ์  PCR hybridization ลงบน microarray  แล้วนําไปวัด

ที่ความยาวคล่ืน 532 นาโนเมตร จะได้การเรืองแสงสีเขียวที่แตกต่างกันขึน้กับชนิดของ HPV [140]  

PapilloCheck test เป็นการตรวจหาเชือ้ HPV ซึ่งครอบคลุม HPV 24 สายพันธ์ุด้วยการทํา multiplex PCR 

โดยใช้ type-specific primer และได้ PCR product ขนาด 350 คู่เบสขึน้กับชนิดของ HPV ในบริเวณยีน E1 เมื่อทํา

การเพ่ิมจํานวนไวรัสเสร็จสิน้จากนัน้จะทําการวิเคราะห์หาสายพันธ์ุ HPV โดยใช้หลักการ microarray โดยมี probe 

ทัง้หมด 25 ชนิดถูกเคลือบอยู่บนแผ่น DNA chip การอ่านผลจะใช้การเรืองแสงของสาร fluorescence ซึ่ง primer 

จากการทํา PCR มีการติดฉลากด้วย biotin และ Cy5-labelled oligoprobe ทําให้ผลผลิตของ PCR มี biotin และ 

Cy5-labelled oligoprobe ติดอยู่จากนัน้จะนําผลิตภัณฑ์  PCR hybridization ลงบน DNA chip  แล้วนําไปวัดที่

ความยาวคล่ืนตัง้แต่ 532-635 นาโนเมตร และวิเคราะห์ผลที่ได้ผ่าน CheckReportTMSoftware [141] 

การตรวจหา HPV Viral load เป็นการหาปริมาณของไวรัส HPV ที่มีความเส่ียงในการพัฒนาไปเป็นมะเร็งปาก

มดลูก โดยออกแบบ primer และ probe ให้มีความจําเพาะกับ HPV โดยใช้เทคนิค real-time quantitative PCR ซึ่ง

เป็นการวัดผลิตภัณฑ์ PCR ที่เพ่ิมขึน้ในแต่ละรอบของการเพ่ิมจํานวนด้วยวิธี PCR โดยใช้เคร่ือง thermal cycler 

real-time PCR ที่สามารถวัดปริมาณ DNA จากหลอดทดลองโดยตรง และเป็นการทําในระบบปิดจึงสามารถช่วยลด

การปนเปื้อนซึ่งเป็นปัญหาหลักของการทํา PCR ได้ [142, 143] 

การตรวจหา HPV integration เป็นการหาการรวมตัวของจีโนมไวรัสเข้ากับ host โดยศึกษาจาก บริเวณ E2 

ของไวรัสเน่ืองจากพบว่าเมื่อมีการรวมตัวเข้ากับ host E2 จะเสียสภาพไป[144, 145] และถ้าหาปริมาณไวรัสด้วยวิธี 

viral load จากยีน E6 และ E2 พบว่าถ้าอัตราส่วน copy number ของ E6 ต่อ E2 มากกว่า 2 เท่าก็บ่งชี ไ้ด้ว่าจีโนม

ไวรัสมีการรวมตัวเข้ากับ host ซึ่งเพ่ิมอัตราเส่ียงต่อการเกิดมะเร็ง [143, 146, 147] 

การตรวจหา HPV methylation เป็นการหา DNA methylation เกิดขึน้ได้หลายตําแหน่งในกระบวนการเกิด

มะเร็งที่บริเวณยีนต้านมะเร็งหรือยีนของไวรัส ได้แก่ DNA methylation ของ E2, E6 และ E7 ของ HPV หรือยีน 

SOCS1, CDH1, TIMP3, GSTP1, DAPK, hTERT, CDH13, HSPA2, MLH1, RASSF1A และ SOCS2 ในเนื ้อเยื่อ

ปากมดลูก ซึ่งในผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งมักจะเกิด global hypomethylation ซึ่งเป็นการเปล่ียนแปลงของพันธุกรรมที่พบ

บ่อยที่สุดในการเกิดมะเร็งปากมดลูก [148] ตัวอย่างของเทคนิคที่สามารถใช้หาการเกิด DNA methylation เช่น 
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Sanger DNA sequencing, methylation-specific PCR และ chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays 

เป็นต้น [149, 150] 

การตรวจหา mRNA จาก HPV โดยอาศัยหลักการ reverse transcriptase PCR (RT-PCR) เป็นวิธีที่ใช้ในการ

ตรวจหา messenger RNA (mRNA) โดยทําการเปล่ียน mRNA ของเชือ้ HPV ให้เป็นcomplementary DNA(cDNA) 

ก่อนแล้วจึงทําการเพ่ิมจํานวน DNA ในการตรวจวัด ซึ่งก็อาจใช้หลักการ PCR หรือ real-time PCR ก็ได้ ในปัจจุบัน

นิยมตรวจหาในบริเวณ E6 และ E7 ของไวรัส HPV เน่ืองจากเป็นยีนมะเร็งของไวรัส ซึ่งการพบปริมาณ E6 และ E7 

สูงสามารถใช้เป็นตัวตัวทํานายการเกิดมะเร็งได้ [151, 152] 

PreTect HPV Proofer (NorChip) ใช้ในการตรวจหา 1 9E6/E71 9 1 9mRNA 1 9เพ่ือหาความเส่ียงต่อการเกิดมะ1 9เร็ง1 9ปาก

มดลูก1 9และการตรวจหามะเร็ง ซึ่งมีความจําเพาะสูง 1 9แต่1 9ด้วยวิธีการนีค้รอบคลุม HPV ชนิด1 9ก่อมะเร็งเพียงแค่ 5 สาย

พันธ์ 1 9HPV161 9, 1 9HPV181 9, 1 9HPV311 9, 1 9HPV331 9 1 9และ1 9 1 9HPV451 9 และ1 9มีความไว (sensitivity) ในการตรวจวิเคราะห์1 9ต่ํา 

NucliSens Easy-Q HPV (bioMérieux) ใช้ในการตรวจหา 1 9E6/E71 9 1 9mRNA 1 9เพ่ือหาความเส่ียงต่อการเกิดมะ 1 9

เร็ง1 9ปากมดลูก1 9และการตรวจหามะเร็ง ซึ่งมีความจําเพาะสูง 1 9แต่1 9ด้วยวิธีการนีค้รอบคลุม HPV ชนิด1 9ก่อมะเร็งเพียงแค่ 5 

สายพันธ์ 1 9HPV161 9, 1 9HPV181 9, 1 9HPV311 9, 1 9HPV331 9 1 9และ1 9 1 9HPV451 9 และ1 9มีความไว (sensitivity) ในการตรวจวิเคราะห์ ต่ํา 1 9  

[153]  

Aptima HPV-Test from GenProbe ใช้ในการตรวจหา 1 9E6/E71 9 1 9mRNA 1 9เพ่ือหาความเส่ียงต่อการเกิดมะ1 9 เร็ง 1 9

ปากมดลูก1 9และการตรวจหามะเร็ง ครอบคลุม HPV ในกลุ่มความเส่ียงสูง1 9เพ่ิมขึน้เป็น 141 9 สายพันธ์ และ 1 9 มีความไว 

(sensitivity) 1 9และความจําเพาะ1 9ในการตรวจวิเคราะห์เพ่ิมมากขึน้กว่าวิธีของ1 9 PreTect HPV Proofer และ NucliSens 

Easy-Q HPV [154]  

เน่ืองจากข้อมูลความรู้ที่กล่าวมาข้างต้นของการเกิดมะเร็งปากมดลูกจากการติดเชือ้  HPV ประกอบกับ

เทคโนโลยีในปัจจุบันทําให้เกิดการพัฒนาเทคนิคในการตรวจการแสดงออกของยีน E4 ด้วยเทคนิค single step 

Real-time RT-PCR เน่ืองจากเป็นเทคนิคที่มีความรวดเร็วในการตรวจวิเคราะห์ มีความจําเพาะสูงในการตรวจวัด 

และสามารถวัดเชิงปริมาณได้ การแสดงออกของยีน E4 ในระดับ transcription ของ HPV genome หลังจากที่เข้าไป

ยัง Host cell ซึ่งจะพบเมื่อไวรัสมีการเพ่ิมจํานวนในเซลล์ปากมดลูก ทําให้สามารถวินิจฉัยได้ว่ามีการติดเชือ้  HPV 

และมีการทํางานของไวรัสในเซลล์ ถ้าพบว่ายีนไวรัสมีการแสดงออกในระดับ mRNA นอกจากนีย้ีน E4 ยังสามารถ

พบการแสดงออกของไวรัสได้ตัง้แต่ในระยะเร่ิมต้นของการเกิดรอยโรคก่อนมะเร็ง (LSIL) จนถึงระยะที่เป็นมะเร็ง ทํา

ให้บอกแนวโน้มของผู้ป่วยว่ามีความเส่ียงต่อการเป็นมะเร็งปากมดลูกโดยไม่ต้องตรวจยีนอื่นอีก  



บทท่ี 3  

วิธีดําเนินการวิจัย 

รูปแบบการวิจัย (Research Design) 

การศึกษาวิจัยครั ้งนี ้เป็นการวิจัยเชิงการทดลอง (Experimental Research, Analytic Study, Cross-

sectional) โดยการศึกษาวิจัยในครั ้งนี ้ได้ผ่านการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรมจากจุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย (Chulalongkorn University Ethics Committee), EC 381/2010 และสถาบันมะเร็งแห่งชาติ 

(National Cancer Institute of Thailand Ethics Committee), EC 136/2009 

ระเบียบวิธีวิจัย (Research Methodology) 

ศึกษาการแสดงออกของยีน E4 ในเชือ้  Human papillomavirus จากผู้ป่วยที่มีผลทางเซลล์วิทยา 

(cytology) ระยะ Normal, LSIL, HSIL และ cervical carcinomas ในประเทศไทย โดยใช้เทคนิค Real-Time RT-

PCR 

การคัดเลือกตัวอย่างที่จะนํามาใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีน E4 

การทดลองนีไ้ด้นําตัวอย่างจากการศึกษาความชุกและจีโนไทป์ของการติดเชือ้ไวรัส HPV ของมะเร็งปาก

มดลูกในประเทศไทย [9, 10] ที่ทราบ genotype แล้วมาวิเคราะห์ผลการแสดงออก โดยการทดลองดังกล่าวได้ทํา

การหาจีโนไทด์จากบริเวณยีน E1 ของ HPV เน่ืองจากครอบคลุมชนิดของไวรัส HPV มากกว่าชุดตรวจที่ใ ช้กันใน

ปัจจุบัน และจากการศึกษาดังกล่าวพบว่ามีการติดเชือ้ HPV genotype 16 เป็นชนิดที่พบได้ทั่วไปในทุกระยะของ

การเป็นมะเร็งปากมดลูก ซึ่งมีโอกาสพบได้มากที่สุดในประเทศไทย และยังมีโอกาสพบสูงในผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งปาก

มดลูกอีกด้วย [9] 

การศึกษาการแสดงออกของยีน E4 

เก็บตัวอย่างจากประชากรที่มาทําการตรวจมะเร็งปากมดลูก โดยสุ่มตัวอย่างจากสตรีที่เข้ารับการตรวจจาก

ทางโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โรงพยาบาลสมิติเวช และ สถาบันมะเร็งแห่งชาติ 

การคํานวณขนาดตัวอย่าง 

คํานวณขนาดตัวอย่างเพ่ือหาว่าโอกาสที่จะตรวจพบระดับการแสดงออกยีน HPV E4 genotype 16 ของ

มะเร็งปากมดลูกในระยะ Normal, LSIL, HSIL และ cervical carcinomas ที่มีโอกาสพบมีจํานวนเท่าใด โดยใช้

ข้อมูลจากการทํา pilot study มาคํานวณเพ่ือกําหนดขนาดกลุ่มตัวอย่าง โดยใช้การวิเคราะห์อํานาจการทดสอบ 

(power analysis) [155] และกําหนดอํานาจการทดสอบ (power) เท่ากับ 0.99 ที่ระดับความเชื่อมั่น .05 

การกําหนดขนาดกลุ่มตัวอย่างกรณีวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว ขนาดผลการทดลอง (ES) สําหรับ

การกําหนดขนาดกลุ่มตัวอย่าง มีสูตรการคํานวณและมีขนาดต่าง ๆ ดังนี ้
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จากนัน้นําค่าที่ได้เทียบกับในตารางของ Cohen’s (รูปที่ 11) [155] โดยกําหนดอํานาจการทดสอบ (Power) 

เท่ากับ 0.99 ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 % พบว่าขนาดตัวอย่างที่ต้องทําการศึกษาจากกลุ่ม Normal, LSIL, HSIL และ 

cervical carcinomas เท่ากับกลุ่มละอย่างน้อยจํานวน 10 ตัวอย่าง 

 

รูปที่  11 ตารางที่ใช้สําหรับกําหนดขนาดตัวอย่าง 

วัสดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในงานวิจัย(Materials) 

สถานที่และอุปกรณ์สําหรับเก็บตัวอย่าง : ศูนย์เชี่ยวชาญเฉพาะทางด้านไวรัสคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย 

สารเคมีท่ีใช้ในการวิจัย 

1. สารเคมีที่ใช้ในการเก็บตัวอย่าง 

1.1 LBC (Thin Prep®, Hologic, West Sussex, UK) 

1.2 Phosphate Buffered Saline (PBS Tablets) (Bio Basic Inc., Cat no. D0435) 

1.3 Penicillin-Streptomycin (10,000 units/ml) (GIBCO, Cat no.15140-122) 
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2. สารเคมีสําหรับสกัด nucleic acid 

2.1 Sodium acetate anhydrous (SIGMA, Cat no. S-2889) 

2.2 Sodium chloride (BDH Laboratory Supplies, Cat no. 102415K) 

2.3 EDTA Tetrasodium Dihydrate (USB, Cat no. 15700) 

2.4 Tris, Ultrapure, Molecular Biology Grade (Research Organics, Cat no. 9680T) 

2.5 Boric acid, ACS Reagent (Research Organics, Cat no. 1748B) 

2.6 Chloroform (SIGMA, Cat no. C-2432) 

2.7 TRIZMA Hydrochloride (SIGMA, Cat no. T-7149) 

2.8 Iso-amyl alcohol (BDH Laboratory Supplies, Cat no. 27212) 

2.9 Phenol, Saturated (PIERCE, Cat no. 17914) 

2.10 Glycogen (USB, Cat no. 16445) 

2.11 Mercaptoethanol (Phamacia Biolab, Cat no. 17-1317-01) 

2.12 Ethanol (BDH Laboratory Supplies, Cat no. 10107) 

2.13 Isopropanal (SIGMA, Cat no. I-9516) 

2.14 Guanidine Thiocyanate Ultrapure (USB, Cat no. 75818) 

2.15 SDS (Pharmacia Biotech, Cat no. 17-1313-01) 

2.16 Diethyl pyrocarbonate (Sigma, Cat no.) 

 

3. สารเคมีที่ใช้ในการกําจัด genomic DNA 

 3.1  RQ1 RNase-Free DNase (Promega, Cat no. M6101) 

4. สารเคมีสําหรับการทํา PCR และ Real-Time PCR 

 4.1 2X Reddy MIX PCR Master Mix (Thermo scientific industry, Cat no.) 
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4.1 RealMasterMix RT-PCR Probe (5Prime, Cat no.) 

4.2 TaqMan probe (Oligo company) 

4.3 SYBR Green I dry (Applied Bisystems, Cat no. 4309155) 

5. สารเคมีสําหรับการทํา agarose gel electrophoresis และการย้อม DNA 

5.1 GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas, Cat no. SM0321) 

5.2 Agarose, low EEO, Molecular Biology Grade (Research Organics, Cat no. 

1170A) 

5.3 SeaKem LE agarose (BioWhittaker Molecular Applications, Cat no. 50004) 

5.4 Ethidium bromide (SIGMA, Cat no. E-1510)  

6. สารเคมีสําหรับการทําผลผลิต PCR บริสุทธ์ิ 

6.1 HiYield Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (RBC Bioscience, Cat no.) 

7. วัสดุและสารเคมีสําหรับการ cloning และ transformation ใน E.coli 

7.1 pGEM-T Easy Vector System for T/A cloning strategy (Promega, Cat no. A1360) 

7.2 One Shot TOP10 Chemically Competent E.coli (Invitrogen, Cat no. C4040-03) 

7.3 X-Gal (Promega, Cat no. V3941) 

7.4 IPTG (Isopropyl-Thio-B-D-Galactopyranoide) (Eppendorf, Cat no. 0032006.353) 

7.5 Tryptone powder (BIO BASIC INC., Cat no. G211) 

7.6  Yeast Extract (GIBCO, Cat no. 20047-056) 

7.7 Agar Bacteriological (GIBCO, Cat no. 20001-020) 

7.8 FastPlasmid Mini (Eppendorf, Cat no. 955150601) 

8. อุปกรณ์ทั่วไป 

8.1 MicroAmp PCR tube (Perkin Elemer) 

8.2 Pipet tip: 10 µl, 200 µl และ 1,000 µl (AxyGen® Scientific) 
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8.3 Microcentrifuge tube: 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml และ 2.0 ml (AxyGen® Scientific) 

8.4 Polypropylene conical tube: 15 ml และ 50 ml (AxyGen® Scientific) 

8.5 Glassware : Beaker, Flask, Reagent bottles และ Cylinder (Pyrex) 

8.6 Parafilm (American Nation Can) 

8.7 Stirring-magnetic bar  

9. เคร่ืองมือ 

9.1 Automatic adjustable micropipette (Eppendorf) 

9.2 Vortex mixer (Scientific industry) 

9.3 Stirring hot plate (Bamstead/Thermolyne) 

9.4 Centrifuge (Beckman GS-6R) 

9.5 Refrigerate microcentrifuge (Universal 16R Hettich) 

9.6 Eppendorf Mastercycler personal (Eppendorf) 

9.7 Power supply model 250 (Giboco BRL) 

9.8 Multi-block heater (Lab-line) 

9.9 Gel Transilluminator (Biogenomed) 

9.10 Eppendorf BioPhotometer (Eppendorf) 

9.11 Thermal paper (Bio-RAD, USA) 

9.12 Refrigerator 4◦c (Mitsubishi) 

9.13 Freezer -20◦c (Philco) 

9.14 Freezer -70◦c (Forma Scientific) 

9.15 Water Purification equipment (Water pro Ps) 

9.16 Autoclave (Hydroclave MC10 Harvey) 
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9.17 Balance (PB1502 Mettler Toledo) 

9.18 Rotor-Gene RG-3000 (Corbett Research) 

9.19 PCR Cabinet (Augusta) 

9.20 Microwave oven (Sanyo) 

9.21 Class II Microbiological Safety Cabinet (Envair) 

9.22 Orbital incubator S150 (Stuart) 

9.23 Hot air oven (Memmert) 

9.24 ABI 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosytems) 

10. โปรแกรมสําหรับ bioinformatics และการวิเคราะห์ข้อมูล 

10.1 CLUSTAL X program (version 1.8) 

10.2 OLIGOS primer design software (version 9.1) 

10.3 BioEdit Sequence Alignment Editer (version 7.0.4.1) 

10.4 FastPCR (version 3.8.20) 

10.5 Chromas Lite (version 2.01) 

10.6 Rotor-Gene 3000 (version 6.0; Corbett Research) 

10.7 SPSS for Windows (version 16.0)  

วิธีดําเนินการวิจัย (Methods) 

 

ตัวอย่างท่ีใช้สําหรับการทดลอง 

งานวิจัยนีเ้ป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาวิจัยมะเร็งปากมดลูกเพ่ือนําความรู้ที่ได้ไปวิจัยและพัฒนาเพ่ือเพ่ิม

ประสิทธิภาพในการติดตามเชือ้ HPV ในผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งปากมดลูกในการตรวจผู้ป่วยที่ เป็นมะเร็งปากมดลูก

รวมทัง้เป็นการพัฒนาวิธีตรวจหาเชือ้ HPV ที่สะดวกรวดเร็ว มีความไว และความแม่นยํา เพ่ือช่วยในการวินิจฉัย

อย่างมีประสิทธิภาพ ดังนัน้จึงจําเป็นต้องใช้ชิน้เนือ้จากผู้ป่วยในการทดลอง กลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาคือ ผู้เข้า

รับการตรวจรักษาโดยแพทย์มะเร็งนรีเวช สถาบันมะเร็งแห่งชาติ โดยได้ผ่านการอนุมัติจริยธรรมจากสถาบันมะเร็ง

แห่งชาติ และตัวอย่างที่มีอยู่แล้วที่ศูนย์เชี่ยวชาญเฉพาะทางด้านไวรัสวิทยาคลินิกคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
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มหาวิทยาลัย โดยแพทย์จะเก็บตัวอย่างชิน้เนือ้ปากมดลูก ตัง้แต่ครัง้แรกที่มาตรวจ ในการทดลองจะไม่มีการเปิดเผย

ชื่อหรือข้อมูลส่วนตัวของผู้เข้ารับการรักษา และมีการขออนุญาตผู้ร่วมการวิจัยและผู้อํานวยการสถาบันมะเร็ง

แห่งชาติหรือผู้เกี่ยวข้องเป็นลายลักษณ์อักษรก่อนนําเสนอ 

 

การเก็บตัวอย่าง 

การแสดงออกของยีน HPV E4 ผู้วิจัยจะใช้ตัวอย่างที่เก็บจากการ Biopsy และ Pap smear เฉพาะตัวอย่างใน

ระยะมะเร็งปากมดลูกบางตัวอย่างเท่านัน้เน่ืองจากเป็นระยะที่สามารถเก็บตัวอย่างได้ทั ง้แบบ Biopsy และ Pap 

smear ซึ่งเป็นตัวอย่างที่มีการวิเคราะห์หา HPV genotype 16 ไว้แล้ว และเก็บไว้ในไนโตรเจนเหลวที่ -196°C การใช้

จะตัดชิน้เนือ้ให้มีขนาดประมาณ 1.0 mm3 ใส่ในหลอดทดลองขนาด 2 ml ส่วนตัวอย่างที่ทําการเก็บแบบ Pap 

smear ถูกเก็บใน phosphate buffer saline ที่อุณหภูมิ -70°C จนกว่าจะใช้งาน 

ตัวอย่างเซลล์ในระยะ Normal, LSIL, HSIL และ มะเร็งบางส่วนเป็นตัวอย่างที่มีอยู่แล้วและผ่านการวิเคราะห์

หาชนิดของ HPV แล้ว ซึ่งเป็นเซลล์ตัวอย่างที่ได้จากการเก็บจากแพทย์ผู้ชํานาญการทางด้านสูติ-นรีเวชซึ่งมีอยู่แล้วที่

ศูนย์เชี่ยวชาญเฉพาะทางด้านไวรัสวิทยาคลินิกคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย [9, 10] โดยถูกเก็บใน 

สารละลาย Thin Prep ที่อุณหภูมิ -70°C จนกว่าจะใช้งาน 

การเรียกชื่อรอยโรคในการวินิจฉัยทางจุลพยาธิวิทยาที่ใช้ในการวิเคราะห์ผลในครัง้นี ้ใช้การเรียกชื่อในระบบบี

เทสดา (Bethesda) หรือชื่อ SIL โดยการเรียกชื่อด้วยวิธีนีส้ามารถจําแนกระดับความรุนแรงของรอยโรคชนิดสเควมัส 

โดยดูระดับความผิดปกติของ maturation และระดับความผิดปกติของนิวเคลียส โดยจําแนกความผิดปกติของรอย

โรคเป็น 3 ระดับ คือ LSIL, HSIL และ cervical carcinomas 

  

Positive control สําหรับศึกษาการแสดงออกของยีน E4 ใน HPV ชนิด 16 

 Positive control ของ HPV E4 ได้จากการสุ่มเลือกตัวอย่างที่ให้ผลการตรวจหา HPV เป็นผลบวกจาก

การศึกษาก่อนหน้านี ้มาทําเป็น positive control 

 จากนัน้นําตัวอย่างที่มีการติดเชือ้ HPV ชนิด 16 ที่มีการสกัด DNA ไว้อยู่แ ล้วมาทํา PCR ตามวิธีจนได้

ตัวอ ย่า งที่ ใ ห้ ผลบ วก  ห ลังจาก นั ้น นํา ผลิ ตที่ไ ด้ม า clone และหา ลํา ดับ นิวคลีโ อไทด์ โดย ใช้ โป รแ กร ม 

www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast เมื่อได้ตัวอย่างที่มีลําดับนิวคลีโอไทด์เป็น HPV E4 แล้วจึงนําตัวอย่างนั ้นเป็น 

positive control 

 Negative control สําหรับศึกษาการแสดงออกของยนี E4 ใน HPV ชนิด 16 

 เน่ืองจากการศึกษาในครัง้นีเ้ป็นการศึกษาการแสดงออกในระดับ mRNA ของ HPV เพราะฉะนัน้ Negative 

control คือนํา้ที่ปราศจากเอนไซม์ย่อย DNA (DNase) และเอนไซม์ย่อย RNA (RNase) คือ Diethyl 

pyrocarbonate treated water ที่มีปริมาตรเท่ากับ RNA ที่ใช้ในการทดลอง 

 Internal control สําหรับศึกษาการแสดงออกของยีน E4 ใน HPV ชนิด 16 [156] 

 เพ่ือเป็นการยืนยันว่าสามารถสกัด RNA ได้จริงในการศึกษานีจ้ึงเลือกใช้ RNA ที่มีอยู่ในเซลล์ปกติทุกเซลล์

เพ่ือเป็นการยืนยันผลการสกัดว่าการให้ผลลบกับการทํา Single-Step Real-Time RT-PCR ของ HPV E4 ให้เป็นผล
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ลบจริง ไม่ใช่จากการสกัด RNA ไม่ได้ ในการศึกษาครัง้นีไ้ด้เลือกใช้ RNA ในส่วน GAPDH ของมนุษย์ เพราะเซลล์

ทุกเซลล์ของมนุษย์ จะมี GAPDH อยู่ในปริมาณมากเพ่ือทําหน้าในกระบวนการเมตาบอลิสมของคาร์โบไฮเดรต ใน

กรณีของ HPV จะติดเชือ้แบบแอบแฝงอยู่ในเซลล์ชัน้ฐาน (basal cell) ในบริเวณ transformation zone หรือ 

immature metaplastic squamous cell ที่บริเวณปากมดลูก ซึ่งเซลล์เหล่านี ้สามารถพบ GAPDH ได้เช่นกัน 

เพราะฉะนัน้จึงเลือกใช้ GAPDH ที่เป็น RNA เป็น internal control เพ่ือยืนยันว่าสามารถสกัด RNA ได้จริง จึงได้ทํา

การเพ่ิมปริมาณ RNA ของ GAPDH ด้วยวิธี Single-Step Real-Time RT-PCR ซึ่งต้องให้ผลบวกเสมอ หากการเพ่ิม

ปริมาณ RNA ของ HPV E4 ให้ผลลบ และการเพ่ิมปริมาณ RNA ของ GAPDH ให้ผลลบเช่นกันจะต้องทําการสกัด 

RNA ใหม่เพราะแสดงว่าไม่สามารถสกัด RNA ได้ 

 

การออกแบบ Primers 

 ใช้ข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์ของไวรัส HPV ยีน E4 จีโนไทด์ 16 ที่มีรายงานอยู่ใน GenBank ทัง้หมด เพ่ือใช้

สําหรับออกแบบ primer สําหรับทํา single-step real-time RT-PCR เมื่อได้ลําดับนิวคลีโอไทด์ทัง้หมดของไวรัส

จากนัน้ใช้โปรแกรม CLUSTAL X, BioEdit Sequence Alignment Editer ในการ alignments ลําดับนิวคลีโอไทด์

เพ่ือให้ได้ลําดับนิวคลีโอไทด์ที่เหมือนกันอยู่ในตําแหน่งเดียวกันเพ่ือที่จะกําหนดบริเวณที่เหมาะสมในการใช้ออกแบบ 

primer สําหรับการศึกษาในครัง้นีไ้ด้ นอกจากนีย้ังใช้  OLIGOS primer design software และ FastPCR software 

ในการวิเคราะห์ primer เพ่ือให้ได้ primers ที่มี %G+C content ที่เหมาะสม โดยไม่มี dimerization, cross-linking 

และ secondary structure 

 

 
รูปที่  12 แสดงตําแหน่งของ Primer ที่ออกแบบขึน้เพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีน E4 ใน HPV ชนิด 16 

 

ตารางที่  3 แสดงลําดับเบสของ Primer ออกแบบขึน้เพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีน E4 ใน HPV ชนิด 16 

Primer Name Sequence  Length (Base) 

HPV_E4_F3566 5’AAG CCG TSK CCK TGG GC A C 3’ 19 

HPV_E4_R3732 5’TAT RGG YGT  AGT GTT ACY AYT ACA G 3’ 25 

*R = (A/G) K = (G/T) Y = (C/T) S = (G/C) 
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ตารางที่  4 แสดงลําดับเบสของ Primer เพ่ือตรวจสอบ Housekeeping gene (GAPDH) [156] 

Primer Name Sequence Length (Base) 

F85_GAPDH 5’GTGAAGGTCGGAGTSAACGG 3’ 20 

R191_ GAPDH 5’ CCATCAATGACCCCTTCATTGA 3’ 22 

Probe_ GAPDH 5’HEX-CGCCTGGTCA+CCAGGGCTGC-BHQ1 3’ 20 

*+ = lock nucleic acid (LNA) 

 

สร้าง Positive control ด้วยเทคนิค PCR จากยีน HPV E4  

 เน่ืองจากการศึกษาครัง้นีย้ังไม่มี Positive control ของ HPV E4 เพราะฉะนัน้จึงต้องทําการสุ่มเลือก

ตัวอย่างที่ให้ผลการตรวจหา HPV เป็นผลบวกจากการศึกษากอ่นหน้านี ้มาเพ่ือเตรียมเป็น positive control 

 โดยนําตัวอย่าง DNA ที่มีการติดเชือ้  HPV ชนิด 16 ที่มีอยู่แ ล้วมาทํา PCR โดยใส่สารตามตารางที่  5 

จากนัน้นํา microtube ที่ใส่สารละลายดังกล่าวทัง้หมดใส่เคร่ือง thermal cycler (Eppendorf) โดยมีอุณหภูมิตาม

ตารางที่  6 และดูผลผลิตจากการทํา PCR ได้โดยการนําผลผลิตที่ได้มาตรวจสอบด้วย 2% agarose gel 

electrophoresis ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที และใช้ marker ขนาด100 bp จากนัน้นํา gel แช่ใน

สารละลาย 0.1% ethidium bromide ประมาณ 10-15 นาที และนําเข้าเคร่ืองฉายรังสีอัลตราไวโอเลตเพ่ือถ่ายภาพ

แถบ DNA ที่ได้ เลือกตัวอย่างที่ให้ผลบวก และมีขนาดยีนเท่ากับที่ได้กําหนดไว้มา clone เพ่ือใ ช้ เป็น positive 

control  

 

ตารางที่  5 แสดงส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR เพ่ือสร้าง positive control ด้วยเทคนิค PCR จากยีน HPV E4 

สารละลาย HPV E4 gene (volume/tube) 

1◦PCR 

2X Reddy MIX PCR Master Mix    5.00 µl 

Distilled water 6.00 µl 

HPV_E4_F3566 (10 µM) 0.25 µl 

HPV_E4_R3732 (10 µM)                        0.25 µl 

DNA template 1 µl 

Total volume 12.5 µl 
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ตารางที่  6 แสดงอุณหภูมแิละเวลาของการทํา PCR เพ่ือสร้าง positive control ด้วยเทคนิค PCR จากยีน HPV E4 

PCR Cycle HPV E4 gene 

1◦PCR 

Pre-denaturation 94°C 5 min 

1)Denaturation 94°C 30 sec 

2) Annealing 56°C 30 sec 

3) Extension 72°C 45 min 

1)-3) 40 cycles 

Post-extension 72°C 7 min 

 

เพิ่มจํานวนยีน HPV E4 product (PCR product) ใน bacterial culture โดยใช้ pGEM®-T Easy Vector 

เพื่อเก็บเป็น Positive control 

พลาสมิดที่ใช้ในการโคลนเป็นชนิด pGEM®-T Easy Vector ประกอบด้วยโปรโมเตอร์ T7 และ SP6 มีการ

ควบคุมการแสดงออกของยีน Lac Z และต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ amplicillin ดังแสดงในรูปที ่13 โดยที่ *soc 

media ใช้ในการทําให้ยีนดือ้ยาเพ่ิมจํานวนกอ่น 

 

รูปที่  13 pGEM®-T Easy Vector circle map [157] 

ตารางที่  7 แสดงส่วนผสมของ Ligation buffer 

สารละลาย Reaction 

(volume/tube) 

2x buffer 5.00 µl 

T4 DNA ligase 1.00 µl 

pGEM®-T Easy Vector 1.00 µl 

PCR product 3.00 µl 
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แผนภาพแสดงขัน้ตอนการโคลน 

 

ขัน้ตอนการ Ligation 

Ligate partial E4 gene and pGEM®-T Easy Vector   

 

Incubate 4°C overnight or 37°C 1-3 hr 

 

ขัน้ตอนการ Transformation 

competent cell 50 µl + 2 µl ligation 

chill ice ที่ -20°C 2 min 

 

heat 42°C 40-50 sec and chill ice -20°C 2 min 

 

ใส่ 950 µl *soc media  

(Soc 980 µl+10 µl 2M Mg2+ + 10 µl 2m glucose) 

shake 1.30 hr  

 

centrifuge 4,000 rpm 5 min  

 

เทนํา้ทิง้จนเหลือปริมาตร 100 µl 

 

 

ตรวจสอบการ Transformation HPV E4 DNA เข้าสู่ DNA พาหะ (cloning vector) 

 เน่ืองจากบริเวณควบคุมการแสดงออกของยีน Lac Z มีบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม์ T4 DNA ligase ทํา

ให้สามารถแทนที่ชิน้ส่วนของ DNA ที่ต้องการได้ เมื่อเกิดการแทนที่จะทําให้แบคทีเรียไม่สามารถใช้ substrate (x-

gal) ได้จึงเกิด colony สีขาวขึน้กับพลาสมิดทีม่ีการแทนที่ด้วยชิน้ DNA ที่ต้องการ 

 

แผนภาพแสดงขัน้ตอนการตรวจสอบการ Transformation HPV E4 DNA เข้าสู่ DNA พาหะ  

นําตัวอย่างที่ผ่านการ transform มา Spread plate 20 µl/plate  

+ x-gal 15 µl + 4 µl IPTG 

 

Incubate 37°C 18 hr  
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Select white colony into 1,000 µl LB broth 

 

 Shake & incubate 37°C 18 hr 

 

เก็บที่ -4°C 

 

สกัด Plasmid ออกจาก bacterial culture โดยใช้ HiYieldTM plasmid Mini Kit เพื่อเก็บเป็น positive 

control 

 

แผนภาพแสดงขัน้ตอนการสกัด Plasmid ออกจาก bacterial culture 

Tranfer bacterial culture to microcentrifuge tube (2ml) 

Centrifuge 13,000 rpm 1 min และเทของเหลวทิง้ 

            

ใส่ 200 µl PD1 Buffer, vortex  

 

 ใส่ 200 µl PD2 Buffer mix invert 10 ครัง้ ไม่ vortex 

 

ตัง้ทิง้ไว้ 2 นาที ทีอุ่ณหภูมห้ิอง 

 

  ใส่ 300 µl PD3 Buffer, mix invert 10 ครัง้ ไม่ vortex 

 

Centrifuge 13,000 rpm 2 min  

 

ดูดละลายใส่ใน PD column ที่เตรียมไว้ 

 

 Centrifuge 13,000 rpm 30 sec และเทของเหลวทิง้ 

           

ใส่ 400 µl W1 Buffer 

Centrifuge 13,000 rpm 30 sec และเทของเหลวทิง้ 

 

 ใส่ 600 µl wash Buffer (มี ethanol) 

Centrifuge 13,000 rpm 30 sec และเทของเหลวทิง้ 
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Centrifuge 13,000 rpm 3 min (dry) 

 

เปล่ียน Micro centrifuge tube ใหม ่

 

ใส่ 50 µl Elution Buffer  

ตัง้ทิง้ไว้ 2 min แล้ว Centrifuge 13,000 rpm 2 min 

 

          เก็บ สารละลาย plasmid ที่ -20ºC 

 

ตรวจสอบ plasmid ด้วยวิธี spectrophotometry, polymerase chain reaction (PCR) และการทํา 

direct sequencing 

นํา Plasmid ที่ผ่านการสกัดออกจาก bacterial culture แล้วมาวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายพ

ลาสมิดที่สกัดได้ที่ความยาวคล่ืน 260 nm เพ่ือหาค่าความบริสุทธ์ิของสารละลายพลาสมิด จากความสัมพันธ์ของ

อัตราส่วนระหว่าง A260/A280 ควรมีค่าอยู่ระหว่าง 1.7-2.0   

A260 = ค่าการดูดกลืนแสงสูงที่สุดของ DNA/RNA ที่ความยาวคล่ืน 260 nm 

A280 = ค่าการดูดกลืนแสงสูงที่สุดของโปรตีนที่ความยาวคล่ืน 280 nm 

 

ตรวจสอบด้วยวิธี PCR โดยใส่สารตามตารางที่ 8 จากนัน้นํา microtube ที่ใส่สารละลายดังกล่าวทัง้หมดใส่

เคร่ือง thermal cycler (Eppendorf) โดยมีอุณหภูมิตามตารางที่ 9 และดูผลผลิตจากการทํา PCR ได้โดยการนํา

ผลผลิตที่ได้ทัง้หมดใส่ลงในหลุมของ 2% agarose gel electrophoresis ที่ได้ทําการเตรียม gel แบบแผ่นนอน

ราบเรียบร้อยแล้ว จากนัน้ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที และใช้ marker ขนาด100 bp จากนัน้นํา gel 

แช่ในสารละลาย 0.1% ethidium bromide ประมาณ 10-15 นาที และนําเข้าเคร่ืองฉายรังสีอัลตราไวโอเลตเพ่ือ

ถ่ายภาพแถบ DNA ที่ได้ เลือกตัวอย่างที่ให้ผลบวก นําผลผลิตที่ผ่านการตรวจสอบแล้วส่ง sequencing บริษัท first 

base เพ่ือตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด์และนํานิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการทํา sequencing ตรวจสอบกับโปรแกรม 

www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast เมื่อได้ตัวอย่างที่มีลําดับ    นิวคลีโอไทด์เป็น HPV E4 แล้วจึงนําตัวอย่างนัน้มาใช้เป็น 

positive control ต่อไป 
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ตารางที่  8 แสดงส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR เพ่ือตรวจสอบ Plasmid 

สารละลาย HPV E4 gene (volume/tube) 

1◦PCR 

2X Reddy MIX PCR Master Mix    5.00 µl 

Distilled water 6.00 µl 

HPV_E4_F3566 (10 µM) 0.25 µl 

HPV_E4_R3732 (10 µM)                        0.25 µl 

DNA template 1 µl 

Total volume 12.5 µl 

 

ตารางที่  9 แสดงอุณหภูมแิละเวลาของการทํา PCR เพ่ือตรวจสอบ Plasmid 

PCR Cycle HPV E4 gene 

1◦PCR 

Pre-denaturation 90°C 5 min 

1) Denaturation 94°C 30 sec 

2) Annealing 56°C 30 sec 

3) Extension 72°C 45 min 

1)-3) 45 cycles 

Post-extension 72°C 7 min 

 

การแสดงออกของยีน E4 ใน HPV ชนิด 16 

การสกัดอาร์เอ็นเอ (RNA extraction) 

 นําเซลล์ที่ได้จากการเก็บตัวอย่างที่มีการติดเชือ้ HPV genotype 16 ระยะการติดเชือ้ตัง้แต่ในระยะ normal, 

LSIL, HSIL และ Cancer ตามลําดับมาสกัด viral RNA ด้วยวิธี phenol/chloroform หลังจากสกัดแล้วจะได้ปริมาณ 

RNA ที่ละลายนํา้ปริมาณ 20 µl จากนัน้จึงนําไปใช้เป็น RNA เร่ิมต้นศึกษาการแสดงออกของยีน E4 ใน HPV ชนิด 

16 
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แผนภาพแสดงขัน้ตอนการสกัด Viral RNA 

วันท่ี 1  

 

ใส่เซลล์ตัวอย่างจาก Pap smear/tissue 100 µl 

เติม guanidine thiocyanate mix (GTC+2ME) 500 µl/tube 

(GTC 9000 µl + β-mercapto ethanol 70 µl) 

 

Mix inverts นาน 15 วินาที แล้วนําไป Vortex นาน 15 วินาท ี

 

เติม 50 µl 2 M sodium acetate + 

500 µl phenol + 

100 µl CH3Cl3: isoamyl alcohol (49:1) 

Mix Invert นาน 10 วินาที  

 

หลังจากนัน้นําไปแชแ่ข็งที่อุณหภูม ิ-20°C นาน 15 นาท ี

นําไป centrifuge 13,000 rpm ที่อุณหภมูิ 4°C นาน 30 นาท ี

  

เตรียม Tube ใหม่ ขนาด 1.5 ml ใส่ glycogen 4 µl 

ดูดส่วนใสชัน้บนใส่ใน tube ใหมท่ี่เตรียมไว้ 

เติม Isopropanol 600 µl 

                                                                                 

Mix invert นาน 15 วินาท ีนําไปแช่งแข็ง Overnight ที่ -20°C  

วันที่  2 

นําไป Centrifuge 13,000 rpm  ที่อุณหภูมิ 4°C นาน 30 นาท ี

 

เทส่วน สารละลายทิง้ เหลือเฉพาะตะกอนไว้ 

ล้างตะกอนโดยการใส่ 500 µl 70% ethanol เขย่าเบาๆ  

นําไป Centrifuge 13,000 rpm ที่อุณหภูม ิ4°C นาน 20 นาท ี

  

เท 70% ethanol ทิง้แล้ว spin ดูด 70% ethanol ให้หมด 

ทําให้ตะกอนแห้งด้วย Vacuum 5 min 
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ละลายตะกอนด้วย DEPC Water 20 µl 

Mix ให้ละลายแล้วเก็บที ่-70°C 

       

กําจัด Genomic DNA ก่อนศึกษาการแสดงออกของยีน E4 ใน HPV ชนิด 16 

นํา Viral RNA ที่สกัดได้มาทําการกําจัด Genomic DNA ด้วยการย่อยด้วย DNase จากนัน้จึงนําไปใช้เป็น 

RNA เร่ิมต้นในการศึกษาการแสดงออกของยนี E4 ใน HPV ชนิด 16 

 

แผนภาพแสดงขัน้ตอนการกําจัด Genomic DNA 

RNA in DEPC 8 µl + 

RQ1 Rnase-Free Dnase 10x Reaction Buffer 1 µl + 

 RQ1 Rnase-Free Dnase 1 µl 

 

Incubate ที่ 37°C 30 นาท ี

 

Add 1 µl of RQ1 Dnase Stop Solution to terminate the reaction 

Incubate ที่ 65°C 10 นาท ีเพ่ือหยุดการทํางานของ Dnase 

 

Genomic-DNA-free viral RNA 

 

 

ตรวจสอบหาการปนเป้ือนของ Genomic DNA ด้วยเทคนิค PCR จากยีน E4 ใน HPV ชนิด 16 

นํา Genomic-DNA-free viral RNA มาตรวจสอบหาการปนเปือ้นของ genomic DNA  ก่อนทําการศึกษา

การแสดงออกของยีน E4 ใน HPV ชนิด 16 ด้วยวิธี PCR โดยใส่สารตามตารางที่ 10 จากนัน้นํา microtube ที่ใส่

สารละลายดังกล่าวทัง้หมดใส่เคร่ือง thermal cycler (Eppendorf) โดยมีอุณหภูมิตามตารางที่ 11 และดูผลผลิต

จากการทํา PCR ได้โดยการนําผลผลิตที่ได้มาตรวจสอบด้วย 2% agarose gel electrophoresis ใช้กระแสไฟฟ้า 

100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที และใช้ marker ขนาด100 bp จากนัน้นํา gel แช่ในสารละลาย 0.1% ethidium 

bromide ประมาณ 10-15 นาที และนําเข้าเคร่ืองฉายรังสีอัลตราไวโอเลตเพ่ือถ่ายภาพแถบ DNA ที่ได้ 
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ตารางที่  10 แสดงส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR เพ่ือตรวจสอบหาการปนเปื้อนของ genomic DNA 

สารละลาย HPV E4 gene (volume/tube) 

1◦PCR 

2X Reddy MIX PCR Master Mix    5.00 µl 

Distilled water 6.00 µl 

HPV_E4_F3566 (10 µM) 0.25 µl 

HPV_E4_R3732 (10 µM)                        0.25 µl 

RNA template 1 µl 

Total volume 12.5 µl 

 

ตารางที่  11 แสดงอุณหภูมแิละเวลาของการทํา PCR เพ่ือตรวจสอบหาการปนเปื้อนของ genomic DNA   

PCR Cycle HPV E4 gene 

1◦PCR 

Pre-denaturation 94°C 5 min 

1)Denaturation 94°C 30 sec 

2) Annealing 56°C 30 sec 

3) Extension 72°C 45 min 

1)-3) 45 cycles 

Post-extension 72°C 7 min 
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ศึกษาการแสดงออกของยีน HPV E4 ในระดับ mRNA ด้วยเทคนิค Single-Step Real-Time RT-PCR 

และ ควบคุมการทดลองโดยการตรวจสอบ Housekeeping gene (GAPDH) 

 โดยการทดลองนีต้้องการทดสอบค่าเฉล่ียของการแสดงออกของยีน E4 ในเชือ้  Human Papillomavirus 

จากผู้ป่วยในระดับการลุกลามของมะเร็งปากมดลูกในระยะ Normal, LSIL, HSIL และ cervical carcinomas ว่ามี

ความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติหรือไม่ และเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน E4 ในตัวอย่างระยะมะเร็ง

ทัง้แบบวิธีการเก็บด้วยวิธี Pap smear กับวิธีเก็บชิน้เนือ้ที่ได้จากการทํา biopsy โดยใช้เทคนิค Single-Step Real-

Time RT-PCR  

ตารางที่  12 แสดงส่วนผสมของปฏิกิริยาเพ่ือหาการแสดงออกของยนี HPV E4 ในระดับ mRNA ด้วยเทคนิค Single-

Step Real-Time RT-PCR 

สารละลาย HPV E4 gene (volume/tube) 

1◦PCR 

 Master mix 4.00 µl 

RT mix 0.06 µl 

DEP C Water 4.43 µl 

HPV_E4_F3566 (10 µM) 0.25 µl 

HPV_E4_R3732 (10 µM)                        0.25 µl 

SYBR Green 0.10 µl  

RNA template 1 µl 

Total volume 10 µl 

ตารางที่  13 แสดงอุณหภูมแิละเวลาเพ่ือหาการแสดงออกของยีน HPV E4 ในระดับ mRNA ด้วยเทคนิค Single-

Step Real-Time RT-PCR 

PCR Cycle HPV E4 gene 

1◦PCR 

Reverse transcription 42°C 30 min 

Pre-denaturation 90°C 5 min 

1)Denaturation 94°C 10 sec 

2) Annealing 56°C 30 sec 

3) Extension 72°C 20 min 

1)-3) 45 cycles 
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ตารางที่  14 แสดงส่วนผสมของปฏิกิริยา Single-Step Real-Time RT-PCR เพ่ือตรวจสอบ Housekeeping gene 

(GAPDH) 

สารละลาย HPV E4 gene (volume/tube) 

1◦PCR 

 Master mix 4.00 µl 

RT mix 0.06 µl 

DEP C Water 4.43 µl 

F_ GAPDH (10 µM) 0.25 µl 

R_GAPDH (10 µM)                        0.25 µl 

Taq Man Probe 0.10 µl 

RNA template 1 µl 

Total volume 10 µl 

ตารางที่  15 แสดงอุณหภูมแิละเวลาของปฏิกิริยา Single-Step Real-Time RT-PCR เพ่ือตรวจสอบ 

Housekeeping gene (GAPDH) 

PCR Cycle HPV E4 gene 

1◦PCR 

Reverse transcription 42°C 30 min 

Pre-denaturation 90°C 5 min 

1)Denaturation 94°C 10 sec 

2) Annealing 56°C 30 sec 

3) Extension 72°C 20 min 

1)-3) 45 cycles 
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การรวบรวมข้อมูลและการวิเคราะห์ข้อมูล (Data collection and Data analysis) 

ผู้วิจัยจะทําการเก็บรวบรวมข้อมูลการวิจัย และบันทึกข้อมูลลงใน Data sheet เพ่ือนํามาทําการ 

วิเคราะห์ข้อมูลต่อไป 

การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวใช้ในการทดสอบว่าค่าเฉล่ียในเร่ืองที่ต้องการศึกษาของประชากร แต่

ละกลุ่มแตกต่างกันหรือไม่ โดยการทดลองนีต้้องการทดสอบค่าเฉล่ียของการแสดงออกของยีน E4 ในเชือ้  Human 

Papillomavirus จากผู้ป่วยในระดับการลุกลามของมะเร็งปากมดลูกในระยะ Normal, LSIL, HSIL และ cervical 

carcinomas ว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติหรือไม่ และเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน E4 ทัง้

แบบวิธีการเก็บด้วยวิธี Pap smear กับวิธีเก็บชิน้เนือ้ที่ได้จากการทํา biopsy โดยที่การศึกษาครัง้นี ้ ผู้วิจัยจึงกําหนด

ระดับนัยสําคัญของการทดสอบสมมติฐานที่ระดับ ความเชื่อมั่น 95 % แปลผลสถิติแบบ one-way ANOVA ซึ่งการ

ทดลองนีม้ีการคํานวณขนาดตัวอย่างที่เพียงพอต่อการทําการทดลองโดยพิจารณา Power ของ Cohen ร่วมด้วย 

[155, 158] 



บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

การศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออก HPV16 E4 mRNAกับการรอยโรคท่ีเซลล์ปาก

มดลูก จากตัวอย่างท่ีมีการติดเชือ้ในระยะต่างๆ  

 

การสร้าง Positive control 

ทําการสกัดแถบ DNA จากการทํา PCR ที่ต้องการจากเจลโดยใช้ HiYieldTM Gel/PCR DNA Fragments 

Extraction Kit แล้วนํามารวมกนั เพ่ือนํามาเพ่ิมจํานวนเก็บเป็น positive control โดยการ cloning เมื่อตรวจสอบ

ขนาด plasmid DNA band ที่มีชิน้ส่วนของ partial HPV E4 พบว่ามีขนาดเท่ากับ 191 bp ตามที่ได้กําหนดไว้ ดัง

รูปที่ 16 และเมื่อวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายพลาสมิดที่สกัดได้มีค่าการดูดกลืนแสง A260/A280 เท่ากับ 

1.86 และทําการส่งชิน้ส่วนดังกล่าวเพ่ือหาลําดับนิวคลีโอไทด์ด้วยการ sequencing และทําการเปรียบเทียบกับ

ฐานข้อมูลของ NCBI เพ่ือยืนยันว่า positive control ที่ได้เป็น HPV16 E4 

 

รูปที่  14 ผล PCR ของยีน E4 จาก Human Papillomavirus (HPV) จาก plasmid 

Lane 1, 7 = DNA Marker, Lane 2-5 = จากเซลล์ที่มีการติดเชือ้ HPV E4,  

Lane 6 = negative control 

 

ผลการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด์ของ Positive control 

 ผลการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด์ของ Positive control โดยได้จากการอ่านลําดับนิวคลีโอไทด์ด้วย

โปรแกรม Chromas lite version 2.01 เมื่อนําไปเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้กับนิวคลีโอไทด์ของส่ิงมีชีวิต

อื่นที่มีอยู่ในธนาคารรหัสพันธุกรรม (GenBank) โดยใช้โปรแกรม BLAST จาก www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 

พบว่า0มีความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทด์ของ HPV16 E4 ทัง้หมด 

 

Lane    1      2      3      4     5     6      7 

400 bp 

200 bp 

100 bp 

400 bp 

200 bp 

100 bp 
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รูปที่  15 แสดงตัวอย่าง chromatogram ของยีน HPV16 E4 

 
รูปที่  16 ตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม Blast จากการทดสอบ positive control 

 

 
รูปทึ่  17 ตัวอย่างจาการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้กับนิวคลีโอไทด์ของส่ิงมีชีวิตอื่น ที่มีอยูใ่นธนาคารรหัส

พันธุกรรม (GenBank) โดยใช้โปรแกรม Blast 



45 

 

 
รูปที่  18 แสดงตัวอย่างผลจากการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้กับนิวคลีโอไทด์ของส่ิงมีชีวิตอื่นที่มอียู่ใน

ธนาคารรหัสพันธุกรรม (GenBank) โดยใช้โปรแกรม Blast 

 

 RNA ที่สกัดได้จากตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกทําการกําจัด genomic DNA ด้วยการใส่ DNase จากนัน้

ผลิตภัณฑ์ที่ผ่านการใส่ DNase มาทํา PCR เพ่ือตรวจสอบการปนเปื้อน genomic DNA ซึ่งพบว่าสามารถกําจัด 

genomic DNA ได้ดังรูปที่ 19 ที่ไม่ปรากฏการปนเปื้อนของ genomic DNA เมื่อเปรียบเทียบกับ positive control  

 

รูปที่  19 ผล PCR จากการกําจัด genomic DNA 

Lane 1, 10 = DNA Marker, Lane 2-7 = RNA, Lane 8 = negative control, Lane 9 = positive control 

 

เมื่ อ นํ า  mRNA ข อ ง Human Papillomavirus (HPV) มา ทํ า  REAL-TIME RT-PCR ด้ว ย  primer 

HPV_E4_F3566 / HPV_E4_R3732 เพ่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน HPV E4 ระหว่าง ผู้ป่วยที่มีการติดเชือ้ 

HPV(Cytology normal) แต่มีลักษณะเซลล์ปกติ และผู้ป่วยที่มีผลทางเซลล์วิทยาผิดปกติ(Cytology abnormal) โดย

ใช้ Housekeeping gene (GAPDH) เป็น internal control พบว่าในผู้ป่วยที่มีผลทาง cytology เป็น  normal ไม่มี

การแสดงออกของเชือ้ HPV E4 ในระดับ mRNA แต่ผู้ป่วยที่มีผลทาง cytology เป็น abnormal มีการแสดงออกของ

เชือ้ HPV E4 ในระดับ mRNA ดังรูปที่ 20-23 

เมื่อนําผลจากการทดลองมาวิเคราะห์แบบ Relative quantitation by delta Ct method โดยการเปรียบเทียบ

การแสดงออกของยีน HPV E4 ระดับ mRNA ในเซลล์ที่ปกติและเซลล์ที่มีการเปล่ียนแปลงหลังจากการติดเชือ้ พบว่า

Lane    1      2      3      4      5       6     7      8      9     10 

400 bp 

200 bp 

100 bp 

400 bp 

200 bp 

100 bp 
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การแสดงออกของเซลล์ที่มีการติดเชือ้แบ่งเป็น LSIL, HSIL และ cancer จํานวนอย่างละ 20 ตัวอย่างและมีการ

เปล่ียนแปลงโดยจะมีการแสดงออกในรอบของการเพ่ิมจํานวนยีน HPV E4 ที่ประมาณรอบที่ 20 จนถึงรอบที่ 45 แต่

ในการแสดงออกของเซลล์ที่มีการติดเชือ้แต่เซลล์ยังไม่มีการเปล่ียนแปลงจะไม่มีการแสดงออกในรอบของการเพ่ิม

จํานวนยีน HPV E4 โดยใช้ Housekeeping gene (GAPDH) เป็น internal control ดังแสดงในตารางที่ 15-18 

 

 
 

รูปที่  20 ผล Real-Time RT-PCR และ melting curve analysis ของยีน E4 จาก Human Papillomavirus (HPV) 

ในกลุ่ม Normal (A) ผล Real-Time RT-PCR และ (B) ผล melting curve analysis 

 
 

รูปที่  21 ผล Real-Time RT-PCR ของยีน GAPDH จากตัวอย่างเพ่ือใช้เป็น internal control ในการควบคุมการ

แสดงออกของไวรัสในกลุ่ม Normal (C) ผล Real-Time RT-PCR 

 

 

รูปที่  22 ผล Real-Time RT-PCR และ melting curve analysis ของยีน E4 จาก Human Papillomavirus (HPV) 

ในกลุ่ม Abnormal (A) ผล Real-Time RT-PCR และ (B) ผล melting curve analysis 

(A) (B) 

(C) 

UNKNOWN 

POSITIVE CONTROL 

NEGATIVE CONTROL 

UNKNOWN 

POSITIVE CONTROL 

NEGATIVE CONTROL 

(A) (B) 

UNKNOWN 

POSITIVE CONTROL 

NEGATIVE CONTROL 
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รูปที่  23 ผล Real-Time RT-PCR ของยีน GAPDH จากตัวอย่างเพ่ือใช้เป็น internal control ในการควบคุมการ

แสดงออกของไวรัสในกลุ่ม Abnormal (C) ผล Real-Time RT-PCR 

 

การคํานวณ Relative quantitation by Delta Ct method 

Ct = Cycle number at which the F signal is greater than threshold level 

∆Ct (Abnormal) = Ct (target gene of Abnormal) - Ct (reference gene of Housekeeping gene) 

∆Ct (normal) = Ct (target gene of normal) - Ct (reference gene of Housekeeping gene) 

∆∆Ct = ∆Ct (Abnormal) - ∆Ct (normal) 

Ratio of Abnormal: normal = 2-∆∆Ct   

*Ct = Cycle number at which the Fluorescence signal is greater than threshold level  

*CT value of 45 or more means no amplification and cannot be included in the calculations  

*45 cycle is good condition for statistic analysis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(C) 

POSITIVE CONTROL 

UNKNOWN 

NEGATIVE CONTROL 
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ตารางที่  16 แสดงผลการแสดงออกของ HPV 16 E4 mRNA ในกลุ่ม Normal 

 

Normal samples  E4* GAPDH(HG)*  

 AGE Ct Ct ∆Ct 

N1 39 NEG(45) 23.83 21.17 

N2 36 NEG(45) 25.38 19.62 

N3 23 NEG(45) 24.52 20.48 

N4 35 NEG(45) 25.95 19.05 

N5 50 NEG(45) 23.49 21.51 

N6 26 NEG(45) 23.25 21.75 

N7 43 NEG(45) 23.5 21.5 

N8 33 NEG(45) 25.68 19.32 

N9 28 NEG(45) 24.68 20.32 

N10 32 NEG(45) 23.05 21.95 

N11 43 NEG(45) 24.48 20.52 

N12 45 NEG(45) 23.6 21.4 

N13 41 NEG(45) 25.58 19.42 

N14 57 NEG(45) 24.55 20.45 

N15 64 NEG(45) 26.32 18.68 

N16 27 NEG(45) 23.04 21.96 

N17 31 NEG(45) 27.84 17.16 

N18 57 NEG(45) 24.46 20.54 

N19 28 NEG(45) 20.37 24.63 

N20 35 NEG(45) 24.14 20.86 

MEAN 39 45 24.39 20.61 

*Ct detect at Threshold 0.05 

ΔΔCt = 20.61-20.61 = 0  
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ตารางที่  17 แสดง ผลการแสดงออกของ HPV 16 E4 mRNA ในกลุ่ม LSIL 

 

LSIL samples  E4* GAPDH(HG)*  

 AGE Ct Ct ∆Ct 

L1 35 26.17 23.39 2.78 

L2 40 26.58 27.32 -0.74 

L3 38 32.28 23.61 8.67 

L4 27 25.81 24.09 1.72 

L5 40 23.56 20.21 3.35 

L6 32 30.57 21.57 9 

L7 19 20.6 25.57 -4.97 

L8 25 27.29 23.22 4.07 

L9 30 20.85 24.41 -3.56 

L10 26 26.71 26.05 0.66 

L11 22 25.83 24.55 1.28 

L12 27 24.45 24.66 -0.21 

L13 32 27.23 23.22 4.01 

L14 39 29.43 27.09 2.34 

L15 31 27.74 27.01 0.73 

L16 29 33.13 26.42 6.71 

L17 35 30.23 25.41 4.82 

L18 39 41.06 30.46 10.6 

L19 26 33.52 26.17 7.35 

L20 30 38.23 24.34 13.89 

MEAN 31 28.56 24.93 3.63 

*Ct detect at Threshold 0.05 

ΔΔCt = 3.63 – 20.61 = -16.99 

LSIL Expression = 1.30 x105 เมื่อเทียบกับเซลลปกติ 
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ตารางที่  18 แสดงผลการแสดงออกของ HPV 16 E4 mRNA ในกลุ่ม HSIL 

  

HSIL samples  E4* GAPDH(HG)*  

 AGE Ct Ct ∆Ct 

H1 37 21.62 27.71 -6.09 

H2 31 23 27.73 -4.73 

H3 33 23.96 29.02 -5.06 

H4 41 23.68 30.03 -6.35 

H5 39 23.83 23.12 0.71 

H6 38 24.07 22.89 1.18 

H7 25 28.24 29.19 -0.95 

H8 42 30.21 33.21 -3 

H9 29 23.84 27.75 -3.91 

H10 57 22.69 23.14 -0.45 

H11 34 23.01 30.99 -7.98 

H12 51 26.56 30.02 -3.46 

H13 48 24.09 25.05 -0.96 

H14 41 23.47 26.73 -3.26 

H15 44 23.1 23.04 0.06 

H16 41 22.06 24.44 -2.38 

H17 42 23.23 24.32 -1.09 

H18 54 21.49 26.47 -4.98 

H19 43 23.68 24.83 -1.15 

H20 35 23.5 31.72 -8.22 

Mean 40 23.97 27.07 -3.10 

*Ct detect at Threshold 0.05 

ΔΔCt รวม = -3.10 – 20.61 = -23.71 

HSIL Expression = 1.38 x107 เท่าเมื่อเทียบกับเซลล์ปกติ 
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ตารางที่  19 แสดงผลการแสดงออกของ HPV 16 E4 mRNA ในกลุ่ม cancer 

 

Cancer samples  E4* GAPDH(HG)*  

 AGE Ct Ct ∆Ct 

CA1 36 31.82 26.14 5.68 

CA2 61 30.41 23.15 7.26 

CA3 43 22.17 21.5 0.67 

CA4 30 NEG(45) 26.69 - 

CA5 59 43.78 26.09 17.69 

CA6 45 29.42 24.14 5.28 

CA7 34 NEG(45) 29.65 - 

CA8 41 30.83 22.81 8.02 

CA9 57 35.77 24.11 11.66 

CA10 37 33.13 26.36 6.77 

CA11 47 32.32 23.92 8.4 

CA12 49 28.64 23.45 5.19 

CA13 26 NEG(45) 31.15 - 

CA14 40 30.28 24.39 5.89 

CA15 55 27.95 23.2 4.75 

CA16 48 NEG(45) 25.88 - 

CA17 70 NEG(45) 28.37 - 

CA18 61 27.92 21.93 5.99 

CA19 54 28.5 24.62 3.88 

CA20 60 29.81 20.84 8.97 

Mean 48 30.85 23.78 7.07 

*Ct detect at Threshold 0.05 

 
ΔΔCt = 7.07 – 20.61 = -13.54 

Cervical cancer Expression = 1.19 x104 เมื่อเทียบกับเซลล์ปกติ 
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การแสดงออกของยีน E4 ไม่พบการแสดงออกในทุกตัวอย่างที่มีผลตรวจทางเซลล์วิทยาปกติ และไม่พบการ

แสดงออกจํานวน 6 ตัวอย่างในเซลล์มะเร็ง ค่าเฉล่ียของอายุผู้ป่วยและค่าการแสดงออกของยีน E4 ในแต่ละกลุ่มเมื่อ

เปรียบเทียบกับเซลล์ปกติจะถูกแสดงในตารางที่ 19 ซึ่งการแสดงออกของยีน E4 จะมีการแสดงออกได้มากที่ สุดที่

ระยะรอยโรคก่อนมะเร็ง HSIL โดยพบการแสดงออกเพ่ิมขึน้ 1.38 x107 เท่าเมื่อเทียบกับเซลล์ปกติ (P < 0.01) ระยะ 

LSIL พบการแสดงออกเพ่ิมขึน้ 1.30 x105 เมื่อเทียบกับเซลลปกติ (P < 0.01) และในระยะ มะเร็งเพ่ิมขึ ้น  1.19 x104 

เมื่อเทียบกับเซลล์ปกติ (P < 0.01) ทุกตัวอย่างทําการ normalized ด้วย Housekeeping gene (GAPDH) รูปที่ 24 

 
 

รูปที่  24 การแสดงออกของ HPV 16 E4 mRNA ในเซลล์ปากมดลูกที่มีการติดเชือ้ HPV; แกน x แสดงกลุ่มทางเซลล์

วิทยาที่แตกต่างกัน (Normal, LSIL, HSIL, และ Cancer); แกน y แสดงการแสดงออกของ E4 mRNA ซึ่งถูก 

normalized ด้วย Housekeeping gene (GAPDH) การแสดงออกยีน E4 mRNA พบใน LSIL, HSIL และ cancer 

เท่ากับ 1.30 x105, 1.38 x107, และ 1.19 x104 เท่าเมื่อเทียบกับเซลล์ปกติ (**P < 0.01) 

 

 

 

 

 

 

 

 

** 

** 

** 
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ตารางที่  20 แสดงตัวอย่างในระยะต่างๆ ที่มีการติดเชือ้ HPV ผลทางเซลล์วิทยา ชนิด HPV ค่าเฉล่ียอายุของผู้ป่วย 

และค่าการแสดงออกของยีน E4 

Cytology HPV TYPE MEAN 

(AGE) 

Sample 

(N) 

E4 

Expression 

(N) 

Normalize E4 

expression 

(-∆∆Ct) ± SD 

95% CI p-value 

 

min max 

Normal 16 39 20 0 0 - - .000 

LSIL 16 31 20 20 (100%) 16.99±4.71** 14.14 19.84 .000 

HSIL 16 40 20 20 (100%) 23.71±2.79** 20.87 26.56 .000 

Cancer 16 48 20 15(75%) 13.54±3.85** 10.46 16.62 .000 

** ค่าเฉล่ียของแต่ละกลุ่มต่างกันอย่างมีนัยสําคัญที่ P < 0.01 

 

ศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออก HPV16 E4 mRNA จากตัวอย่างท่ีมีการติดเชือ้ใน

ระยะมะเร็งจากตัวอย่างท่ีเก็บด้วยวิธี Pap smear และ biopsy 

เมื่ อนํ า  mRNA ข อง  Human Papillomavirus (HPV) ม าทํ า REAL-TIME RT-PCR ด้วย  primer 

HPV_E4_F3566 / HPV_E4_R3732 เพ่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน HPV E4 ระหว่างการเก็บด้วยวิธี Pap 

smear แ ละ biopsy จากผู้ ป่วยที่ มีการ ติดเชื ้อ HPV แล ะมีผลท างเซ ลล์วิท ยาอยู่ ในระยะมะ เร็ง โดยใ ช้ 

Housekeeping gene (GAPDH) เป็น internal control พบว่า ผู้ป่วยที่มีผลทางเซลล์วิทยาอยู่ในระยะมะเร็งมีการ

แสดงออกของเชือ้ HPV E4 ในระดับ mRNA ดังรูปที่ 25-28 

เมื่อนําผลจากการทดลองมาวิเคราะห์แบบ Relative quantitation by delta Ct method โดยการเปรียบเทียบ

การแสดงออกของยีน HPV E4 ระดับ mRNA ในการเก็บตัวอย่างด้วยวิธี Pap smear และ biopsy เซลล์จากตัวอย่าง

ที่อยู่ในระยะมะเร็ง พบว่าการแสดงออกของเซลล์ที่เก็บตัวอย่างด้วยวิธี Pap smear และ biopsy tissue จํานวน

อย่างละ 15 ตัวอย่างซึ่งมีการติดเชือ้ในระยะมะเร็ง พบว่ามีการเปล่ียนแปลงโดยจะมีการแสดงออกในรอบของการ

เพ่ิมจํานวนยีน HPV E4 ที่ประมาณรอบที่ 22 จนถึงรอบที่ 45 แต่ในการแสดงออกของเซลล์ที่มีการติดเชือ้แต่เซลล์ยัง

ไม่มีการเปล่ียนแปลงจะไม่มีการแสดงออกในรอบของการเพ่ิมจํานวนยีน HPV E4 โดยใช้  Housekeeping gene 

(GAPDH) เป็น internal control ดังแสดงในตารางที่ 20, 21 
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รูปที่  25 ผล Real-Time RT-PCR และ melting curve analysis ของยีน E4 จาก Human Papillomavirus (HPV) 

ในกลุ่ม Cancer ที่เก็บด้วยวิธี Pap smear (A) ผล Real-Time RT-PCR และ (B) ผล melting curve analysis 

 

รูปที่  26 ผล Real-Time RT-PCR ของยีน GAPDH จากตัวอย่างเพ่ือใช้เป็น internal control ในการควบคุมการ

แสดงออกของไวรัสในกลุ่ม Cancer ที่เก็บด้วยวิธี Pap smear (C) ผล Real-Time RT-PCR 

 

รูปที่  27 ผล Real-Time RT-PCR และ melting curve analysis ของยีน E4 จาก Human Papillomavirus (HPV) 

ในกลุ่ม Cancer ที่เก็บด้วยวิธี biopsy (A) ผล Real-Time RT-PCR และ (B) ผล melting curve analysis 

 

รูปที่  28 ผล Real-Time RT-PCR ของยีน GAPDH จากตัวอย่างเพ่ือใช้เป็น internal control ในการควบคุมการ

แสดงออกของไวรัสในกลุ่ม Cancer ที่เก็บด้วยวิธี biopsy (C) ผล Real-Time RT-PCR 
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ตารางที่  21 แสดงผลการแสดงออกของ HPV 16 E4 mRNA ในกลุ่ม cancer ที่เก็บด้วยวิธี Pap smear 

 

Pap smear  E4* GAPDH(HG)*  

 AGE Ct Ct ∆Ct 

TP1 55 NEG(45) 24.71 - 

TP2 58 23.99 19.6 4.39 

TP3 57 NEG(45) 22.48 - 

TP4 47 28.44 24.82 3.62 

TP5 45 29.42 24.14 5.28 

TP6 30 NEG(45) 26.69 - 

TP7 34 NEG(45) 29.65 - 

TP8 76 37.77 25.09 12.68 

TP9 41 30.83 22.81 8.02 

TP10 57 35.77 24.11 11.66 

TP11 37 33.13 26.36 6.77 

TP12 47 32.32 23.92 8.4 

TP13 51 35.93 25.98 9.95 

TP14 51 30.4 25.58 4.82 

TP15 49 28.64 23.45 5.19 

Mean 49 31.51 24.17 7.34 

*Ct detect at Threshold 0.05 

 
ΔΔCt = 7.34 - 20.61 = -13.27 

Cervical cancer Expression = 9.88 x 103 เท่าเมื่อเทียบกับเซลล์ปกติ 
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ตารางที่  22 แสดงผลการแสดงออกของ HPV 16 E4 mRNA ในกลุ่ม cancer ที่เก็บด้วยวิธี biopsy tissue 

 

Biopsy tissue  E4* GAPDH(HG)*  

 AGE Ct Ct ∆Ct 

T1 55 NEG(45) 29.05 - 

T2 58 37.91 30.18 7.73 

T3 57 NEG(45) 30.45 - 

T4 47 21.4 19.29 2.11 

T5 45 NEG(45) 34.22 - 

T6 30 33.14 24.93 8.21 

T7 34 NEG(45) 31.21 - 

T8 76 24.89 21.48 3.41 

T9 41 NEG(45) 28.82 - 

T10 57 33.57 27.09 6.48 

T11 37 NEG(45) 28.75 - 

T12 47 NEG(45) 25.66 - 

T13 51 NEG(45) 34.14 - 

T14 51 24.86 20.64 4.22 

T15 49 28.43 24.56 3.87 

Mean 49 29.17 24.02 5.15 

*Ct detect at Threshold 0.05 

 
ΔΔCt = 5.15 - 20.61 = -15.46 

Cervical cancer Expression = 4.5 x 104 เท่าเมื่อเทียบกับเซลล์ปกติ 
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เมื่อเปรียบเทียบหาความสัมพันธ์ระหว่างการเก็บตัวอย่างกับการแสดงออกของยีน HPV E4 mRNAโดยใช้

ตัวอย่างมะเร็งปากมดลูกมาทําการศึกษาด้วยเทคนิค Single step REAL-TIME RT-PCR และเปรียบเทียบการ

แสดงออกด้วยวิธี delta พบว่า HPV E4 mRNA จากการเก็บด้วยวิธี Pap smear พบการแสดงออกทัง้สิน้ 11 จาก 15 

ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 73.33 และการเก็บด้วยวิธี biopsy พบการแสดงออกทัง้สิน้ 7 จาก 15 ตัวอย่างคิดเป็นร้อย

ละ 46.66 และการแสดงออกของยีน E4 จากการเก็บด้วยวิธี Pap smear  และ biopsy มีการแสดงออกไม่แตกต่าง

กันอย่างมีนัยสําคัญ (P = 0.396) ตารางที่ 22 โดยการเก็บด้วยวิธี Pap smear พบการแสดงออกเท่ากับ 9.88 x 103 

เท่าเมื่อเทียบกับเซลล์ปกติ และการเก็บด้วยวิธี biopsy พบการแสดงออกเท่ากับ 4.5 x 104 เท่าเมื่อเทียบกับเซลลปก

ติ ทุกตัวอย่างทําการ normalized ด้วย Housekeeping gene (GAPDH) รูปที่ 29 

 

รูปที่  29 การแสดงออกของ HPV 16 E4 mRNA ในเซลล์มะเร็งปากมดลูกที่มีการติดเชือ้ HPV; แกน x แสดงกลุ่มของ

การเก็บตัวอย่างที่แตกต่างกัน (Pap smear และ Biopsy); แกน y แสดงการแสดงออกของ E4 mRNA ซึ่งถูก 

normalized ด้วย Housekeeping gene (GAPDH) การแสดงออกยีน E4 mRNA พบในการเก็บตัวอย่างแบบ Pap 

smear และ biopsy เท่ากับ 9.88 x 103 และ 4.5 x 104 เท่าเมื่อเทียบกับเซลล์ปกติ (ตามลําดับ) (P = 0.396) 
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 ตารางที่  23 แสดงตัวอย่างมะเร็งปากมดลูกที่มีการติดเชือ้ HPV ผลทางเซลล์วิทยา ชนิด HPV ค่าเฉล่ียอายุของ

ผู้ป่วย และค่าการแสดงออกของยีน E4 

 

Clinical group HPV TYPE MEAN 

(AGE) 

Sample (N) Normalize E4 

expression 

(-∆∆Ct) ± SD 

E4 

Expression 

(N) 

p-value 

Cancer pap smear 16 49 15 13.27±3.06 11(73.33%) 0.125 

Cancer biopsy 16 49 15 15.46±2.33 7(46.66%) 0.105 



บทท่ี 5 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

การวินิจฉัย HPV ทางอณูชีววิทยาในปัจจุบันสามารถใช้การตรวจหายีนต่างๆ ของไวรัส เช่น  L1, E1, 

E4, E6, E7 เป็นต้น เพ่ือที่จะระบุความเส่ียงต่อการเกิดมะเร็งปากมดลูกในสตรี ซึ่งมีสาเหตุหลักจากการติดเชือ้ 

HPV ดังนั ้นการตรวจหาการติดเชือ้  HPV ชนิดความเส่ียงสูงและยีนของ HPV ที่มีความสัมพันธ์อย่างมี

นัยสําคัญกับการเพ่ิมขึ ้นขอ งความเส่ียงต่อการเกิด เป็นมะเร็งปากมดลูกจึงมีความสําคัญยิ่งนักในกา ร

วินิจฉัยโรค [130] 

การศึกษาที่ผ่านมาของกลุ่มผู้วิจัยเกี่ยวกับงานทางด้าน HPV DNA และการวิเคราะห์ลําดับ   นิวคลีโอ

ไทด์ของ HPV ชนิด 16 แสดงให้เห็นว่าการตรวจบริเวณยีน E1 ของไวรัสสามารถตรวจพบ HPV ชนิดความ

เส่ียงสูงได้ดีกว่าการตรวจหาการติดเชือ้ HPV ที่บริเวณยีน L1 ของไวรัสเน่ืองจากมีความไวในการตรวจวัดมาก 

(sensitive) จึงน่าจะเป็นตัวเลือกหน่ึงที่ เหมาะสมจะนามาทําการจําแนกสายพันธ์ของ HPV [10] แต่ด้วย

เทคนิค nested-PCR มีความไวในการตรวจวัดมากจึงส่งผลให้การวิเคราะห์หาความชุกและชนิดของ HPV 

จากสตรีในประเทศไทยพบการติดเชือ้  HPV ในกลุ่มเซลล์ปกติด้วย [9] ดังนั ้นการตรวจหา HPV DNA อาจ

นําไปสู่การรักษาเกินความจําเป็น สิน้เปลืองค่าใช้จ่าย และเพ่ิมความวิตกกังวลกับสตรีที่เข้ารับการรักษาได้    

เพ่ือที่จะตรวจหาการทํางานของไวรัสโดยการตรวจหาการแสดงออกของ mRNA ของไวรัส ส่ิงสําคัญใน

การตรวจวัดในระดับ mRNA คือการคงอยู่ของ mRNA ในเซลล์ตัวอย่างที่จะทําการตรวจวัดและขนาดของยีนที่

ต้องการศึกษา ซึ่งตัวอย่างที่นํามาใช้ในการศึกษานี ้ถูกเก็บในสารละลาย thin prep ซึ่งเป็นตัวอย่างที่ เคยมี

การศึกษามาก่อนหน้านี ้[9, 10] และการเลือกใช้ยีน E4 เน่ืองจาการแสดงออกของยีน E4 ในระดับ mRNA 

สามารถพบได้เมื่อไวรัสมีการเพ่ิมจํานวนมากในเซลล์เจ้าบ้าน [26] นอกจากนี ้โปรตีน E4 สามารถสร้างความ

เสียหายให้กับ keratinocytes ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดรอยโรคก่อนมะเร็ง [6] ผู้วิจัยจึงมีแนวคิดว่าการตรวจ

หารการแสดงออกของ E4 mRNA น่าจะมีประโยชน์ในการใช้ติดตามการติดเชือ้ HPV ในสตรีต่อไปในอนาคต 

การกําหนดขนาดตัวอย่างกําหนดโดยการทํา Pilot study และคํานวณตัวอย่างสําหรับการวิเคราะห์ผลด้วย 

one-way anova ที่ power เท่ากับ 0.99 [155] พบว่าจํานวนตัวอย่างที่เหมาะสมคือต้องใช้ตัวอย่างน้อยกลุ่มละ 10 

ตัวอย่าง แต่สุดท้ายเพ่ิมตัวอย่างสําหรับการทดลองเป็นกลุ่มละ 20 ตัวอย่างเพ่ือเพ่ิมความเชื่อมั่นในการวิเคราะห์

ผลการทดลอง 
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จากผลของ REAL-TIME RT-PCR พบวาการแสดงออกของยีน E4 ใน Human Papillomavirus (HPV) มีการ

แสดงออกเฉพาะคนที่ติดเช้ือ HPV อยางชัดเจนโดยยีน HPV E4 ในเซลลที่มีการติดเช้ือและมีการเปลี่ยนแปลงของ

เซลล ซ่ึงในเซลลที่ไมมีการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพจะไมมีการแสดงออกในระดับ mRNA ซ่ึงสอดคลองกับการ

ทดลองท่ีผานมา [8] แตไมพบการแสดงออกในเซลลปกติ ซึ่งขอเสียของการตรวจหาการแสดงออกของ ยีน HPV ใน

ระดับ mRNA ที่ผานมาสามารถตรวจพบวามีการแสดงออกไดต้ังแตในระยะที่เซลลยังปกติซ่ึงจะสงผลใหเกิดปญหา 

“false-positive” ด้ังนั้นการตรวจการแสดงออกของยีน HPV ในระดับ mRNA ที่ผานมา อาจนําไปสูการรักษาเกิน

ความจําเปน สูญเสียคาใชจาย และทําใหเกิดความกังวลใจตอผูปวยดวย แตการตรวจการแสดงออกของยีน E4 ดวย

วิธีนี้สามารถพบการแสดงออกไดต้ังแตในระยะกอนมะเร็งแตไมมีการแสดงออกในกรณีท่ีเซลลยังปกติอยูนอกจากน้ี

ยังไดกําจัด genomics DNA ดวยการใช DNase ซ่ึงจากการศึกษาที่ผานมาพบวาสามารถใชกําจัด genomics DNA 

ไดจริง [159] จึงลดปญหา  “false-positive” ไดวิธีนี้จึงมีความนาสนใจมากกวาท่ีจะนํามาใชในการติดตามหา

แนวโนมของการเกิดมะเร็ง  

การศึกษานี้หลีกเลี่ยงการเกิด “false-negative” ซึ่งอาจเปนผลมาจากการสลายตัวของ RNA โดยการ

ตรวจหา RNA internal control (GAPDH) ในทุกตัวอยางเม่ือมีการศึกษาการแสดงออกของยีน E4 ซ่ึงใหผลบวกทุก

ตัวอยางที่นํามาศึกษา 

เซลลที่มีการติดเช้ือ HPV และมีการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพพบวามีการแสดงออกของยีน E4 ในกลุม 

LSIL HSIL Cancer พบการแสดงออกประมาณ  1.0 x 105, 1.2 x 107 และ 2.26 x 103 เทาของเซลลปกติตามลําดับ 

จากการทดลองจะเห็นไดวาการแสดงออกของยีน E4 จะสามารถสังเกตเห็นไดต้ังแตในระยะ LSIL ซ่ึงสอดคลองกับ

งานวิจัยที่ผานมา [13] โดยงานวิจัยนี้พบการแสดงออกในระดับ mRNA มากที่สุดท่ีระยะ HSIL  โดยระยะนี้เปนระยะ

ที่มีความเสี่ยงมากท่ีสุดกอนจะมีการพัฒนาไปเปนเซลลมะเร็งถาไมไดรับการรักษา [4] และจากผลการศึกษาน้ีจะ

สามารถใชเทคนิคน้ีในการบงบอกวาผูปวยมีความเสี่ยงตอการเกิดมะเร็งไดดังนั้นการทดลองนี้ควรไดรับการตอยอด

ตอไปเพ่ือใชเปนประโยชนในการรักษาผูปวยมะเร็งตอไปในอนาคต  

จากน้ันเม่ือทําการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน E4 ในเซลลที่อยูในระยะมะเร็งที่เก็บดวยวิธีที่ Pap 

smear และ biopsy พบวาการเก็บตัวอยางทั้ง 2 วิธีไมแตกตางกัน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  แตในกรณีที่เก็บ

ตัวอยางแบบ Pap smear จํานวนตัวอยางที่พบการแสดงออกของยีน E4 ในระดับ mRNA มีมากกวาในกรณีที่เก็บ

ดวยวิธี biopsy ซ่ึงสลอดคลองการศึกษากอนหนานี้ โดยพบวาการแสดงออกของยีน E4 ในระดับ protein จะมีมากที่

ผิวของเซลลปากมดลูก  [65] จากการศึกษาในครั้งน้ีพบวา การเก็บ ตัวอยาง แบบ Pap smear และแบบ biopsy 
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สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน E4 ไดเชนกัน แตจํานวนตัวอยางที่มี การแสดงออกของยีน E4 ที่เก็บแบบ 

Pap smear พบไดมากกวาการเก็บแบบ biopsy ซ่ึงอาจเกิดจากกระบวนการแยกสารพันธุกรรมออกจากช้ินเน้ือมี

ขั้นตอนที่ยุงยากกวาและอาจทําใหมีการสูญเสียสารพันธุกรรมระหวางขั้นตอนการทํางานได ซ่ึงสอดคลองกับ

ตัวอยางที่เก็บแบบ biopsy โดยที่ในกลุมตัวอยางที่ใหผลการแสดงออกของยีน E4 เปนลบจะพบการแสดงออกของ 

internal control (GAPDH) ในรอบของ cycle threshold สูงกวาปกติ ซ่ึงสูงกวาการเก็บแบบ Pap smear ดังน้ันใน

อนาคตอาจเลือกใชการเก็บตัวอยางแบบ Pap smear และไมจําเปนตองทําการเก็บตัวอยางแบบ biopsy ซ่ึงจะชวย

ประหยัดคาใชจาย ชวยลดขั้นตอนการสกัด RNA ซ่ึงเปนผลใหลดการสูญเสียสารพันธุกรรมกอนท่ีจะนํามาตรวจสอบ 

และไมจําเปนตองตัดช้ินเนื้อบริเวณปากมดลูกของผูปวย 

การแสดงออกของ HPV16 E4 ในระดับ mRNA จากเซลลผูปวยท่ีมีการติดเช้ือ HPV ที่อยูในระยะมะเร็งมีการ

แสดงออกนอยกวาในระยะอื่นๆ อาจเนื่องมาจากธรรมชาติของยีน E4 ในเซลลเจาบานที่มีการแสดงออกลดลงใน

ระยะมะเร็ง [13] ซ่ึงยังคงตองหาคําอธิบายเพ่ิมเติมเพ่ือกําจัดขอสงสัยดังกลาว นอกจากนี้ตัวอยางในระยะมะเร็งที่ใช

ในการศึกษาเปนการเก็บจากตางที่และใชสารละลายในการเก็บที่แตกตางกัน (Thin Prep และ PBS) ซ่ึงอาจสงผล

ใหการแสดงออกของยีน E4 ระยะมะเร็งไมพบในทุกตัวอยางเหมือนในระยะ LSIL และ HSIL ที่เก็บตัวอยางใน

สารละลาย Thin Prep เทานั้น เพราะฉะนั้นขั้นตอนการเก็บตัวอยางและสารละลายท่ีใชในการเก็บตัวอยางก็มี

ความสําคัญตอการตรวจวัดปริมาณการแสดงออกของยีน E4 ในการติดตามการเกิดมะเรง็ปากมดลกู ตอไปใน

อนาคต 

โดยสรุปเราสามารถพบความสัมพันธของการแสดงของ HPV16 E4 ดวยการตรวจหา mRNA กับการรอยโรค

ที่เซลลปากมดลูกเม่ือมีการติดเช้ือ HPV ดังน้ันการแสดงออก HPV16 E4 นาจะมีความสัมพันธกับเปลี่ยนแปลงของ

เซลลปากมดลูก ซ่ึงเราสามารถพบการแสดงออกของยีน E4 ไดต้ังแตรอยโรคกอนมะเร็งจนถึงระยะมะเร็งแตไมพบใน

เซลลปกติ โดยที่เช่ือวาการแสดงออกของไวรัสในรูปที่มีการรวมตัวกับ DNA ของเซลลเจาบานทําใหพบการ 

transcription ได ซ่ึงอาจบงช้ีไดวาผูปวยมีโอกาสเสี่ยงตอการพัฒนารอยโรคที่รุนแรงมากขึ้นจนถึงขั้นที่เปนมะเร็งได  

นอกจากนี้เทคนิคน้ีอาจใชสําหรับการคัดกรองปจจัยเสี่ยงของมะเร็งปากมดลูกตอไปในอนาคต 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสารเคม ี

1. 3.5 M Guanidine thiocyanate  
 Guanidine thiocyanate      18.75 กรมั 

 0.75M Sodium Acetate      1.32  มิลลิลิตร  

 30% (w/v) Sodium-N-lauryl sarcosine       0.66  มิลลิลิตร   
จากนั้นเติม DEPC water จนมีปริมาตรเปน 45 มิลลิลิตร แลวอุนที่ 60◦c เปนเวลา 1-2 ช่ัวโมง 

 
2. 0.05 M Lysis buffer 
 Tris-HCl    0.105   กรมั  

 EDTA    0.1245  กรมั 
 SDS   0.335  กรมั  

จากนั้นเติม Autoclave distilled water จนมีปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 

 
3. 5x Tris borate buffer (5x TBE) 
 Tris-base   54.0  กรมั  
 Boric acid   27.5  กรมั 

 EDTA (pH 8.0)   20.0  มิลลิลิตร 

จากนั้นเติมนํ้ากลั่นจนมีปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 
 
4. 2% (w/v) agarose gel 
 Agarose gel       4  กรมั  

 1x TBE    200  มิลลิลิตร 

เขยาแลวนําเขาไมโครเวฟจนกวา agarose gel จะละลายหมด 
 
5. 10% Ethidium bromide 
 Ethidium bromide    30  ไมโครลติร 

 เติมน้าํกลัน่              300  มิลลิลิตร 

 
6. Loading dye 
 0.25% Bromphenol blue 
 40% (w/v) sucrose in water 

จากนั้นเติมนํ้ากลั่นจนมีปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร แลวเก็บที่ 4◦c 

 
7. DEPC water 
 Diethyl pyrocarbonate            0.1    มิลลิลิตร 
 Autoclave distilled water      100.0    มิลลลิติร 

เขยาแลวนําไป incubate ที่ 37◦c นาน 12 ช่ัวโมง 
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8. Soc media 100 มิลลิลิตร 
  Tryptone  2.00  กรมั 
  Yeast   0.50  กรมั  

  1 M NaCl  1.00  มิลลิลิตร  
  1 M KCl  0.25  มิลลิลิตร  

  Distilled water          100.00  มิลลิลิตร  

  นําไป Autoclave 
  2 M Mg2+  1.00  มิลลิลิตร  

  2 M glucose  1.00 มิลลิลิตร  

 
9. LB Agar 100 มิลลิลิตร 
  Agarose gel       1.50  กรมั  
  Peptone         1.00 กรมั 

  Yeast        0.50  กรมั  

   NaCl                     0.50  มิลลิลิตร  
  Distilled water                        100.00  มิลลิลิตร  

  นําไป Autoclave 

  10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร amplicillin     10.00 ไมโครลติร 
 
10.  LB broth 100 มิลลิลิตร 
  Peptone             1.00  กรมั 

  Yeast             0.50  กรมั  

   NaCl                              0.50  มิลลิลิตร  
  Distilled water                         100.00  มิลลิลิตร  

  นําไป Autoclave 

  10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร amplicillin     10.00 ไมโครลติร 
 
11. 10xPBS (pH7.4) 400 มิลลิลิตร 
 NaCl              32.00 กรมั 

 KCl    0.80 กรมั 

 Na2HPO4     5.76 กรมั 
 KH2PO4    0.96 กรมั 

 H2O        ~ 400.00  มิลลิลิตร 
ปรบั pH เปน 7.4 ดวย NaOH แลวนําไป Autoclave  
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ภาคผนวก ข 

หลักการออกแบบ Primer  

การออกแบบ Primer จะตองเลือกออกแบบใหเหมาะสมกับงานโดยอาศัยหลักการจับคูกันแบบจําเพาะของ 

cDNA กับ primer ที่ถูกสรางขึ้น การออกแบบ primer จะอางอิงลําดับนิวคลีโอไทดของไวรัส HPV ที่สนใจจาก

ฐานขอมูลตางๆ เชน ฐานขอมูลของ GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เปนตน เพ่ือให primer ที่เรา

ออกแบบขึ้นมีความจําเพาะสูงท่ีสุด เม่ือทราบลําดับนิวคลีโอไทดของสิ่งที่เราตองการจะศึกษาแลว ก็จะตองนําลําดับ

นิวคลีโอไทดนั้นมาเลือกและทําการออกแบบ primer ซ่ึงมีหลักการด้ังน้ี 

1. ความยาวของ primer ควรมีขนาดประมาณ 15-30 นิวคลีโอไทด ขึ้นอยูกับงานที่ใช 

2. ควรเลอืก primer ที่มีคา GC-content อยูระหวาง 50-60% และไมควรเลือก primer ที่มีคา GC-content สูง

เกินไป 

3. Primer ควรมีความจําเพาะกับลําดับเบสของ DNA เปาหมาย (target sequence) โดยเฉพาะดานปลาย 3’ 

ของ primer และดาน 3’end ควรเปน C,G,CG หรือ GC เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการจับกับ DNA แมแบบ  

และตองมีความจําเพาะเพียงแหงเดียวในสาย DNA ตนแบบเพ่ือหลีกเลี่ยงการเพ่ิมปริมาณของ cDNA ใน

สวนที่ไมตองการ (non-specific product) 

4. หลีกเลี่ยงลําดับนิวคลีโอไทดบน primer ที่สามารถจับกันเองหรือเปนคูสม (primer dimer) 

5. Tm (melting temperature (°C) ) ควรอยูระหวาง 55-80 °C ซ่ึงสูตรที่ปจจุบันใชในการคํานวณคา Tm มีอยู 2 

วิธีขึ้นกับความยาวของ primer โดยที่ primer ที่มีขนาดไมเกิด 14 นิวคลีโอไทดจะคํานวณคา  Tm ไดจาก  Tm 

= 4°C (G+C) + 2°C (A+T) สําหรับ primer ที่มีความยาวมากกวา 14 นิวคลีโอไทด จะคํานวณคา Tm ได

จาก Tm = 64.9°C + 41°C x ((G+C) -16.4)/N 

*A, T, C, G แทนจํานวนนิวคลีโอไทดแตละชนิดบน primer และ N แทนจํานวนนิวคลีโอไทดของ primer 

  

การกําหนด Degenerate Primers 

เนื่องจากเช้ือไวรัสแตละชนิดหรือแมแตชนิดเดียวกันก็สามารถพบลําดับนิวคลีโอไทดหรือลําดับ amino acid 

ที่แตกตางกันไดเพราะฉะนั้นการ degenerate primer จึงชวยใหการทดลองครอบคลุมกับชนิดของไวรัสมากขึ้นซ่ึง

สามารถกําหนดไดดังนี้ [160] 
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ตารางท่ี 24 แสดงความหมายของสัญลักษณของการการกําหนด Degenerate Primers 

Symbol Description Bases represented 

A Adenosine A    

C Cytidine  C   

G Guanosine   G  

T Thymidine    T 

U Uridine    U 

W Weak A   T 

S Strong  C G  

M Amino A C   

K Keto   G T 

R Purine A  G  

Y Pyrimidine  C  T 

B Not A (B comes after A)  C G T 

D Not C (D comes after C) A  G T 

H Not G (H comes after G) A C  T 

V Not T (V comes after T(and U)) A C G  

N Any base (not a gap) A C G T 
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