
บท̂  4
ผลกๆรทดลอง

1. การสกัดและทดสอบปริมาณ DNA ท่ํสกัดใด้

1.1 HeLa-DNA 4งมี HPV-18 อยู่ สกัดจากเซลส์จฯนวน 108 เซลส์ ไต ิ
ปริมาณ DNA คิดเป็นปริมาณท้ังหมด 0 .613  mg (ไน 100 u l TE b u ffer ) รดยเฉลย 
คือ 6 .13  p g /c e l l

1 .2  Human DNA สกัดจากเม็ดเลือดซาวของคนปกติรดยสกัดจากจฯนวนเซลล 
108 เชลลืไติปริมาณ DNA คิดเป็นปริมาณท้ังหมด 0 .428  mg (ใน 100 u l TE b u ffer )

1 .3  DNA จากตัวอย่างส่งตรวจ ตัวอย่างส่งตรวจท้ังสิน 100 ตัวอย่าง 
ทฯการสกัด DNA และ ทดสอบหาปริมาณ DNA ของแติละตัวอย่าง พบว่าปริมาณ DNA อยู่ 
ระหว่าง 0 .016  mg ถึง 0 .164 mg รดยคิดเป็นค่าเฉลํ่ยเท่ากับ 0 .064  mg และ มีค่า 
เบี่ยงเบนมาตรฐานเท่ากับ 0 .027 mg (ใน 100 u l TE b u ffer )

2 . การทดสอบสภาวะและปริมาณสารบี่เหมาะสมในการทฯ PCR

2 .1  ความเหมาะสมของปริมาตรในการทฯ PCR เปรียบเทียบระหว่าง 50
และ 100 u l โดยปริมาณความเติมข้นของสารติางๆของแส่ละหลอดคือ lxPCR b u ffe r ,  
4 mM MgC12 , LI prim ers อย่างละ 25 pmole, 200 uM dNTPs, 1.25 u n it  
Taq polymerase DNA ตัวอย่าง 1 u l และ น้ฯ สฯหรับปริมาณท้ังหมด 50 u l และ 
lxPCR b u ffer , 4 mM MgCl2 , LI primers อย่างละ 50 pmole, 200 uM 
dNTPs, 2 .5  u n it  Taq polym erase, ตัวอย่าง 1 u l และ น้ฯ สฯหรับปริมาณ 
ท้ังหมด 100 น1 สภาวะของ PCR เป็นดังน้ํคือ d én aturation  95 องศาเซลเ^ยส 
1 นาที, ann ealin g  50 องสาเซลเาเยส 1 นาที, e x ten tio n  72 องศาเซลเ^ยส
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2 นาที, และ com plete exten t ion 72 องสา เซลเ'ซ้ยส 10 นาที ไซ้จฯนวน 
40 รอบ พบ'}■าท่ืบ'ริมาตร 50 น1 ให้ผลท่ึไม่แตกฟ้างกับ 100 น1 (รูป'ท่ี 5) ดังน้ัน 
การวิจัยน้ีจึงเลือกไซ้ปริมาตรฟ้อหน๋ึงหลอด 50 น1

2 .2  ทดสอบเปรียบเทียบหาจำนวนรอบท่ืเหมาะสม รดยฑฯการเปรียบเทียบผล 
การเพ่ิมปริมาณ DNA ท่ํ 35 และ 40 รอบ รดยไซ้ p u r if ie d  plasm id HPV-16 
ปริมา๗ ทงๆกันคือ 1 ug, 1 ng และ 1 pg และ ไซ้เฉพาะ LI primers อัานผลผ่าน 
GE แสดงให้เห็นชัดว่า ปริมาณ DNA ต้ังดันท 1 pg สามารถตรวจพบรคยผ่านขบวนการ 
PCR และจำนวนรอบท่ึให้ผลชัดเจนคือ 40 รอบ (รูปท่ี 6)

2 .3  ปริมาณความเซ้มซ้นของ Tag polymerase รดยการเปรียบเทียบ 
ปริมาOfท่ึใซ้ต่างๆกันฟ้อบฎิกิริยาคือ 0 .5 ,  1 .25 และ 2 .5  u n it ตามลฯดับ ไนการ 
ทดสอบน้ัใซ้ HeLa-DNA ปริมาณ 1 ug ช่ํงมี HPV-18-DNA ร่วมอยู่ดัวย ทฯการเพ่ิม 
จฯนวนรดยไซ้ LI prim ers ผลปรากฎว่า ปริมาณความเข้มซ้นของ Taq polymerase 
ท้ัง 3 ฟ้าน้ัน สามารถทฯการเพิ่มจำนวน HPV-DNA ตรงตำแหน่ง 450 bp ไดั (รูปที 7) 
ดังน้ัน จึงเลือกไซ้ความเข้มซ้นของ Taq polymerase ตลอดการทดลองฟ้อไปน้ีคือ 1.25  
u n it

2 .4  ทดสอบอัตราลืวน, ความเข้มซ้นของ primers 2 g เพ่ิอไซ้ร่วมไนการ 
ทำป!]กิริยาชุดเดียวกันคือ LI primers และ B -g lob in  prim ers ไนอัตราส์วนคือ 
10:1, 20 :1 , 4 0 :1 , 60:1 , และ 1:1 ตามลำดับ รดย'ไซ้ตัวอม่าง HeLa-DNA 
ปริมาณ 1 ug ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า อัตราสํวนทเหมาะสมทสุดคือ 10:1 ชึ๋งไห ้
ผลชัดเจนไม่ฝ็ non s p e c i f i c  band เกิดซ้น ดังน้ันปริมาณทไซ้คือ LI prim ers 50 
pmole และ ปริมาณ B -g lo b in  primers 5 pmole (รูปที 8)
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รูชท่ี 5: นสดงพลการทดสอบใ]ริมาตรท่ี เหมาะสมไน!]ฎิกิริยา PCR ระห'}าง
50 น1 นละ 100 น1 โดยไ&เริมาณ p u r if ie d  plasm id  
HPV-16 ที่ชริมาเฟางากัน นถวท่ี 1: 0x174 RF DNA/HaelII 
เพ่ือแสดงจฯนวน$ เบส, นถวท่ี 2: HeLa DNA เป็นตัวควบคุม
บวก, นถวท่ี 3: Human DNA เป็นตัวควบคุมลบ, นถวท่ี 4 นละ 
7: p u r if ie d  plasm id HPV-16 1 ug, นถวท่ี 5 นละ 8: 
p u r if ie d  plasm id HPV-16 100 ng, นถวท่ี 6 และ 9: 
p u r if ie d  plasm id HPV-16 10 ng ตามลฯดับ
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รู!]ท่ี 6: แสดง«ลเบ3ยบเทียบการเพิ่มบรมาพ DNA ท่ี 35 นละ 40 รอบ รดยม
LI prim ers และ p u r if ie d  plasm id HPV-16 โ]f ม าฟ างๆ กัน 
คอ นฉวที 1 และ 4: p u r if ie d  plasm id HPV-16 1 ug, แถวที 
2 และ 5: p u r if ie d  plasm id HPV-16 1 ng, แถวท่ี 3 และ 6 
p u r if ie d  plasm id HPV-16 1 pg และ แถวท่ี 7: pBR322/ 
H infl เพ่ิอแสดงดฯแโณ่งจฯนวนฐ่เบส ดามลฯดับ
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รูบท่ื 7: นสดง«ล u jfยบIflouไนการทฯ PCR โดยเบลี๋ยนนบลงความเร้มร้นรอง
Taq polym erase ฟ่างากันคีอ นถวฑ่ํ 2: 0 .5  บ, นถวfl 3:
1.25 บ, นถวท่ื 4: 2 .5  บ ตามลฯดับ โดยไร้ HeLa DNA 1 ug
นละ LI prim ers นถวท่ื 1: pBR322/HinfI นสดงตฯน!ณ่งจฯนวน 
เบส
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รูบท๋ึ 8: การทดสอบเบรึยบเทียบความเทมาะสมรองอั«ราส์วน ระท'ราง L1
prim ers นละ B -g lo b in  prim ers โดยไil HeLa DNA 1 ug 
แถวท่ํ 1: 0x174 RF DNA/HaelII นสดงตฯนทบ่งคู่เบส, แถวท่ํ 2: 
10:1 , นถวที 3: 2 0 :1 , แถวîi 4: 4 0 :1 , แถว^ 5: 6 0 :1 , แถว 
ฑ่ํ 6: 1:1 และ แถวท่ํ 7: การเ^มจฯแวน HeLa-DNA โดยโi? L1 
prim ers คู่เดียว



40
2 .5  ประเมินการท'ฯ PCR และ อ่านผลวิเคราะห้โดย GE

2 .5 .1  ทดสอบกับ p u r if ie d  plasm id HPV ทง 5 types  
คือ HPV-6, HPV-11, HPV-16, HPV-18, และ HPV-33 ฑ่ํความเข้มข้นเท่ากันคือ 
1 ug ไนสภาวะพ่ิมิ primers 2 ชุด บรากฎ'}าทุก type ตรวจพบ a m p lified  
product ท๋ี 450 bp แต่ HPV-11 พ่ิ 1 ug กังเกตเน้นแถบจางมาก 
(รูบท่ํ 9 แถวท 5) ไนการทดลองน้ัจะไม่พบว่ามิแถบของ b e ta -g lo b in  product ท 
268 bp ยกเข้นเฉพาะไน HeLa-DNA และ human DNA จากการทดลองน็้ แสดงว่า 
LI primers สามารถ am plify HPV-DNA ไดัทง 5 types และ B -g lob in  ไม่ 
รบกวนหริอแทรกแซงการเพ่ิมขยายของ HPV-DNA (รูบท 9) เมอเจือจาง p u r if ie d  
plasm id ท้ัง 5 typ es ไห้มิความเข้มข้นต่างๆกันไดัแกั 1 ug, 1 ng, 1 pg, และ 
100 fg  น'ฯมาผ่านขบวนการ PCR และอ่านผลไดย GE พบว่าบริมาผ DNA ทน้อยทสุดท 
ตรวจไดัของ HPV-6, 16, 18, และ 33 เท่ากับ 1 pg แต่ HPV-11 สัองไช้บริมาผ 
DNA ออ่างน้อย 1 ng (รูบท่ื 10)

2 .5 .2  ทดสอบความไวในการตรวจหาบริมารเ HPV-DNA การทดสอบ 
ความไวของ PCR ไนการเพ่ิมจฯนวน HPV-DNA ท,ฯไต่'โดยการตรวจดู a m p lified  
product ทึ๋ไดัจากการเจือจางความเข้มข้นของ p u r if ie d  plasm id HPV-16 ต่างๆ 
กันไนสภาวะทมิ human DNA 1 ug (78) เนองจาก 1 c o p y /c e ll  หมายถึง 1 pg 
ของ v ir a l  DNA ไน 1 ug ของ c e l lu la r  DNA (79) จากรูบท 11 สามารถตรวจ 
พบไดัท่ึ 1 pg ดังนั้นแสดงว่าความไวของวิธี PCR นั้ตรวจไดัไวถึง 1 c o p y /c e ll  
ทฯการทดสอบกับ HeLa c e l l  l in e  ช่ํงมิ HPV-18 โดยทฯการเจือจาง 10 เท่าของ 
HeLa-DNA ต้ังแต่ 1 ug จนถึง 1 fg  เติม 1 ug human DNA ทุกหลอด และนฯไบเพ่ิม 
ขยายจ'ฯนวนโดย PCR พบว่าบริมาผท๋ีน้อยท๋ีสุดพ่ิตรวจพบคือ 10 pg (รูบท่ึ 12) เม่ือนฯมา 
เบริยบเทียบกับปริมาณ DNA พ่ิตรวจไดัจากข้อ 1.1 (6 .1 3  p g /c e l l )  แสดงว่า 
สามารถตรวจพบไดั บระมาพ 20-50 co p ies
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รูบท่ึ 9: พลการเฟ้น'รยาย p u r if ie d  plasm id HPV-DNA 5 ty p es (HPV-6,
11, 16, 18, 33) 'ใดยา? LI prim ers นละ B -g lo b in  
prim ers และ B -g lo b in  prim ers า?ใ]f มาณ DNA เใ)ากันสิอ 1 ug 
แถวrl 1: pBR322/HinfI แสดงตฯนใณ่งจฯนวน^เบส, แถวท่ํ 2: 
HeLa DNA, แถวÀ 3: human DNA, แถวÀ 4 -8 : p u r if ie d  
plasm id HPV-DNA type 6 , 11, 16, 1รและ 33 ตามลฯดับ
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รูบท่ี 10: «ลการทดสอบการตรวจ p u r if ie d  plasm id HPV DNA ท้ัง 5 types
(HPV-6, 11, 16, 18, 33) ท่ีชริมาณต่างๆกัน'โคยวิช PCR 
นถวท้ั 1: 0x174 RF DNA/HaelII,
แถวท่ี 2 -4 : HPV-6 ท่ี 1 ng, 1 pg, 100 fg  ดามลฯคับ,
แถวท่ี 5 -7: HPV-11 ท่ี 1 ug, 1 ng, 1 pg ตามลฯคับ,
แถวท่ี 8 -10: HPV-16 ท่ี 1 ng, 1 pg, 100 fg  ตามลฯคับ,
แถวท่ี 11-13: HPV-18 ท่ี 1 ng, 1 pg,100 fg  ตามลฯคับ,
และ แถวท่ี 14-16: HPV-33 ท่ี 1 ng, 1 pg,100 fg  ตามลฯคับ
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รูปท่ี 11: การทคสอบ«วามไวรองการทฯ PCR กับ HPV-16 รดยเจีอจางความ 
เรมรนรอง p u r if ie d  plasm id HPV-16 ที 1 ug, 100 ug, 
10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg ,  นละ 10 fg  
คอ แถวท 3-10 ดามลฯคับ ไนสภาวะท่ีมี 1 ug รอง human DNA 
อยู่คัวยทุกนลอด แถว'ช้ายสุดสือ 0x174 RF DNA/HaelII เพอ
แสดงจฯนวนยู่เบส, นิถวท่ี 2 และ 11: คัวควบคุมบวก (HeLa DNA) 
แถวท่ี 12: คัวควบคุมลบ (human DNA)
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รูบท่ี 12: การทดสอบความไว-«องการทฯ PCR กับ HeLa DNA ไดยเจึอจาง
ความเซ้มซ้นรอง HeLa EMMA fl 1 ug, 100 ug, 10 ng, 1 ng, 
100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg ,  นละ 10 fg  คอ แถวท่ี 4-12  
คามลฯดับ ทนสภาวะm3 1 ug รอง human DNA อยู่ดัวยทุกHลอด 
แถวซ้ายสุดคือ 0x174 RF DNÀ/HaelII เที่อแสดงจฯนวนยู่เบส, 
นถวท่ี 2 -3 : ตัวควบคุมบวก (HeLa DNA) นละ ตัวควบคุมลบ
(human DNA)
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3. การตรวจหา HPV-DNA ในพัวอย่างรดยวิg PCR นละ วิเคราะห็ผลตัวย GE

3 .1  ทดสอบปริมาตรท่ีเหมาะสมไนการทฯ PCR กับตัว9ข่างท่ีผ่านการสกัด 
DNA แสัว รดยเปรียบเทียบที่ 10, 5 , 3 , นละ 1 น1 ตามลฯดับ พบว่าท่ีปริมาตร 1 น1 
สามารถตรวจสอบผลการเพิ่มชยายไตั แต่ไม่พบผลการเพิ่มชยายไดๆ เลยท่ี 10, 5 , และ

' 3 น1 (รูปท่ี 13A)1ตั'ทดลองเติม p u r if ie d  plasm id HPV-16 ลงไนแต่ละหลอดนตัว 
ทฯ PCR ก็ไม่พบผลการเพิ่มชยายเช่นเดียวกัน (รูปท่ี 13B) จากผลการทดสอบน้ัแสดงไห้ 
เห็นว่าไนตัวอย่างมีสารยับยั้งชบวนการ PCR อยู่ ดังนั้นไนการตรวจหาจากตัวอย่างจึงไซ้ 
ปริมาตร 1 น1

3 .2  ผลการตรวจ DNA ท่ีสกัดจากตัวอย่างHงตรวจ พบตัวอย่างท่ีไห้ผลบวก 
จฯนวน 63 ตัวอย่าง จากท้ังหมด 100 ตัวอย่าง คิดเห็น 63% และ ผลลบ 27 ตัวอย่าง 
คิดเห็น 27% รูปท่ี 14 แสดงผลตัวอย่างสิงส่งตรวจเปรียบเทียบกับตัวควบคุมบวกและลบ 
ลือ HeLa-DNA และ human DNA ตามลฯดับ

4. การทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมไนการทฯ DH

การหาสภาวะที่เหมาะสมไนการทฯ h y b r id iza tio n  พิจารผาจากค่า 
m eltin g  tem perature (Tm) ชอง o lig o n u c le o tid e  แต่ละเตัน รดยทัวไปนิยมไซ้ 
คุณหเ}มีไนการ h y b r id iza tio n  ต่ฯกว่าค่า Tm ประมาผ 5-10 องศาเซลเซียส (80)

4 .1  ทดสอบความเช้ม'ข้นชอง GP และ คุณหคุมีท่ีเหมาะสม โดยไซ้ความเซ้ม 
ช้นชอง GP ที 0 .2 5  pmole และ 0 .5  pmole ทฯปป็กิริยา h y b r id iza tio n  กับ 
p u r if ie d  plasm id HPV ทง 5 types ปริมาณ 1 ug ทีอุณพ{ไมี 37 และ 42 
องศาเซลเซียส และ บรับคุณหฎมีสัาง (washing) ท่ี 42 และ 45 องศาเซลเซียส 
ผลปรากฎว่า GP สามารถทฯปฎํกิรียา h y b rid iza tio n  กับ HPV ท้ัง 5 typ es ไนทุก 
สภาวะการทดสอบ (รูปท่ี 15) ดังน้ันจึงเลือกปริมาณ GP ท่ี 0 .5  pmole คุณพฐมีการท'ฯ 
h y b r id iz a t io ^  42 องศาเซลเซียส และ ตัางท่ี 45 องศาเซลเซียส เพ่ิอลด
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รูบท่ี 13: พลรองบริมาตรต่างๆกันรอง DNA สกั«จากตัวอย่างไนการทฯ PCR
■ โดยเบริยบเทียบปริมาtu DNA ตัวอย่างฟ้ 1 น1, 3 น1, 5 น1 นละ 
10 น1 ดามลฯดับ นถว'ช้ายสุด«อ 0x174 RF DNA/Haein เฟ้อ 
แสดงจฯนวน$ เบส, นถวฟ้ 2: ตัวควบคุมบวก (HeLa DNA), แถวท 
3: ตัวควบคุมลบ (human DNA)

รูบ A: นถวฟ้ 4 -7 : บริมาณ DNA ตัวอย่างฟ้ 1 น1, 3 น1, 
5 น1, และ 10 น1 ตามลฯตับ 

รูบ B: แถวท 4 -6 : บริมาแเ DNA ตัวอย่างฟ้ 3 น1, 5 น1, 
และ 10 น1 ทเติม 1 ug p u r if ie d  plasm id  
HPV-16 DNA ลงไบดัวยทุกบลอด
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รูบท่ี 14: แสคงผลการทคสอบตัวอย่างส์งตรวจ นฉวตั 1 ะ 0x174 RF DNA/
H a e lI I , นถวท่ํ 2: ตัวควบคุมพลบวก (HeLa-DNA)1 umÂ 7: 
ตัวควบคุมผลลบ (WBC), นฉวท่ํ 3 , 4 , 6: ตัวอย่างîtaตรวจทํ่ไ#ผล 
บวก, นถวท่ํ 5: ตัวอย่างสํงตรวจîh ฟ้ผลลบ
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322
6 11 16 18 33 DW pBR -  +*

0 0 0 0 0  0 0 0 0

1

2

3

4

H 3 ?
พ 42

H 37
พ 42

H 42
พ 45

H 4 2
พ 45

รูบท่ื 15: นสดงพลการทดสอบ«วามเร้มตันรอง GP (0 .2 5  pinole นละ 0 .5  
pmole) ทีอุณหภูป็ไนการ h y b r id iz a tio n  (H) นละ washing 
(พ) ต่างๆกัน โดย,ไร ้ p u r if ie d  plasm id HPV-DNA ท้ัง 
5 type นละ ตัว«วบธุมพลบวก (HeLa-DNA), ตัวควบ«มพลลบ 
(human DNA, pBR322, DW) บเมาณ 1 ug เป็นตัวอdาง 
นถวท๋ี 1 นละ 3: ไช GP «วามเตัมรน 0 .2 5  pmole 
นถวท่ื 2 นละ 4: ไช GP «วามเตัมรน 0 .5  pmole 
* + ะ ตัว«วบ«มบวก (HeLa DNA)

-  ะ ตัว«วบ«มลบ (human DNA)
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n o n sp e c if ic  r e a c tio n  ที่อาจเกิดรื้นไดัเส์อทฯ DH กับ DNA สกัดจากตัวอย่างส่ง 
ตรวจ

4 .2  ทดสอบควานไวรอง DH ในการตรวจหา PCR a m p lified  product 
นฯผล PCR a m p lified  product รอง HPV-16 จากการทดลองไนหัวข้อ 2 .5 .2  นา 
ทฯ DH รคยไซ้ปริมาตรรองตัวอย่าง 1 น1 เนอไซ้ GP พบว่า สามารถตรวจพบไดัท่ีความ 
Iซ้น'ร้น 1 pg ตฯแหน่งท่ีมี HPV-16 0 .1  pg พบรอยจางไม่ชัดเจน (รูปท่ี 16) และทๆ 
เช่นเดียวกับ HeLa-DNA ตรวจสอบความไวท่ี 10 pg พบรอยจางไม่ชัดเจนท่ี 1 pg 
(รูบท่ึ 17) จากการทดลองนี้เมอพิจาราณาความไวเทียบกับ GE จะเห็นว่าวโ! DH มี 
ความไวกว่าวิธึ PCR อย่างน้อย 10 เม่า

4 .3  ทดสอบความเซ้มซ้นของ TS และอุณ,หภมีทเหมาะสม รดยทฯการทดลอง
เปริยบเทียบการท'ฯบฎิกิริยาท่ีลุแเห ฐมีตัางๆกัน รดยกฯหนดไหัปริมาณความเซ้มซ้นรอง TS 
เม่ากับ 0 .5  pmole เช่นเดียวกับ GP ผลจากรูปท 18 แสดงไห้เห็นว่า TS-11 และ 
TS-33 ไนสภาวะการทฯ h yb rid iza tio n  ที 37 องศาเซลเชัยส และสืางที่ 37 
องศาเซลเชัยส ไดัผลชัดเจนไม่ทฯบฎิกิริยาข้ามกับ HPV type อน  ๆ จึงไซ้สภาวะดังกส่าว 
ทฯการทดสอบกับตัวอย่างตัอไบ ส่วน TS-6 และ TS-18 ไม่สามารถตรวจสอบไดั แตั
TS-16 พบว่ามีบฎิกิริยาข้ามกับ HPV-6 และ HPV-18 แสดงว่าสภาวะการทดสอบดังกส่าว 
ไม่เหมาะสม จึงฑฯการทดสอบเพ่ิมปริมาณความเข้มข้นรอง TS-6, TS-16 และ TS-18 
เห็น 5 pmole และ ทดสอบเปรียบเทียบท่ีสุณหฎมีตัางๆกันดังรูบท่ี 19 และสรุปสภาวะท่ี 
เหมาะสมไนการทฯ DH รองนตัละ TS ดังตารางท 5

5. การตรวจหา HPV-DNA รดยว!! DH

5.1  DNA สกัดจากตัวอย่างส่งตรวจ รดยเอาตัวอย่างทย่านการสกัด DNA 
และ ไม่ไดัย่านรบวนการ PCR มาทดสอบกับ GP รคยไซ้ปริมาณ DNA ท 1 ug และ 
10 ug ผลปรากฎว่า ท่ืบริมาณ DNA 1 ug ไม่พบตัวอย่างท่ีไห้ผลบวกเลย ส่วนท่ีปริมาณ 
DNA 10 ug พบว่ามีเพิยง 5 ตัวอย่างท่ีไห้ผลบวก
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รูบท่ื 16: การทดสอบความไวรอง GP กับ a m p lified  p u r if ie d  plasm id
HPV-16 DNAlWยวิ? DH

นถวกั 1: 1 ug, 100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg 
นถวกั 2: 10 pg, 1 pg, 100 fg ,  10 fg ,  1 fg  
แถวท๋ี 3: ตัวควบคุมบวก (HeLa DNA), ตัวควบคุมลบ 

(human DNA, pBR322, DW)
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1  •  •  •  •  •

รูบท่ื 17: ทดสอบ«วาม,ใว*อง GP ทับ a m p lified  HeLa DNA
แถวที 1: 1 ug, 100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 fg  
แถวที 2: 10 pg, lp g , 100 fg ,  10 f g ,  1 fg  
แถวท่ื 3: ตัวควบคุมบวก (HeLa DNA), ตัวควบคุมลบ

(human DNA, pBR322, DW)
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รูบท 18: ทดสอบสภาวะอุamภูมิท่ํเหมาะสมานการท'ฯบฎิกิริยา,เอง TS ท่ํลวาม
เ *fcj4ru 0 .5  pmole กับ p u r if ie d  plasm id ทง 5 typ es ‘โดย 
วิ T? DH
นถวท่ํ 1: TS-11 ท๋ีอุomภูม H 37 ° c  นละอุณVเภูม๊ พ 37 ° c
นถวท่ื 2 ะ TS-33 " 37 " 37 ๐C 
แถวกั 3: TS-6 " 37 " 37 ๐C 
แถวfl 4: TS-6 " 42 " 42 ° c  
นฉวท่ํ 5: TS-16 " 42 " 42 ๐C 
นถวfl 6 ะ TS-16 " 42 " 45 ๐C 
แถวTÎ 7 ะ TS-18 ” 42 " 50 ๐C 
นถวกั 8 ะ TS-18 " 42 " 55 ° c  
แถวÀ 9: TS-18 " 48 ’ 52 ๐C
(+  ะ HeLa DNA, -  ะ Human DNA)
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รูบท่ื 19: ทดสอบสภาวะçanqiîm Iหมาะส!ทนการท'ไบฎิกิริยารอง TS-6, TS-16,
นละ TS-18 ทดวามเ4ม4ณ 5 pmole กบ p u r if ie d  plasm id ทง 
5 typ es รดยวิธื DH

นถวท่ื 2: TS-6 
นฉวกิ 3: TS-16 
แถวกิ 4: TS-16 
แถวกิ 5: TS-16 
แถวกิ 6: TS-16 
แถวกิ 7: TS-18 
แถวกิ 8: TS-18

37 ๐C และลุณหฎมิ พ 37
42 45
37 45
42 45
42 50
42 55
42 45
42 50

(+  ะ HeLa DNA, -  ะ Human DNA)
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5 .2  A m plified  DNA ชองตัวอย่างท่ืผ่าน1ขบวนการ PCR ไซ้ป?มาพ 1 ug 

ผลการตรวจจาก 100 ตัวอย่าง พบว่ามีตัวอย่างท่ํให้ผลบวกกับ GP 82 ตัวอย่างคิดเป็น 
82% จากตัวอย่างทั้งหมด คิก 18 ตัวอย่างไม่สามารถตรวจพบ HPV-DNA

5 .3  กา?แยก HPV-type รดยไซ้ TS ไดยนฯ am p lified  DNA ชอง 
ตัวอย่างพ่ืผ่านชบวนการ PCR ปริมาณ 1 ug มาทฯการตรวจสอบแยก type ผลพบว่า 
สามารถแยก typ e-16  จฯนวน 30 ตัวอย่าง (36.58% ), type-18 จฯนวน 12 ตัว 
อย่าง (14.6% ), type-33  จฯนวน 3 ตัวอย่าง (3.66% ), ตรวจพบท้ัง type 16 
และ 18 จ"'ไนวน 5 ตัวอย่าง (6.1%) ไม่พบว่ามี type 6 และ 11 และอีก 32 ตัว 
อย่างคิดเป็น 39% ไม่สามารถระบุ type ไตั (ตารางทํ่ 6 และ เบทั้ 20)

6 . กา?เปรียบเทียบการตรวจหา am p lified  HPV-DNA ไดย GE และ DH

วิธี GE พบ 63% และ DH พบ 82% แจกแจงรายละเอียดผลไตัดังตารางท 6 
จะเห็นว่ามีตัวอย่าง 19 ตัวอย่างทึ่ไม่สามารถตรวจไตตััวยวิธี GE และมี 8 ตัวอย่างพ่ื 
สามารถทฯการจ"าแนก type ไตั

7 . การตรวจตัวอย่างไดยวิธี Southern h yb rid iza tion

เนองจากมีตัวอย่างจๆนวน 11 ตัวอย่างท่ํให้ผลลบ'โดยวิธี GE แตัไห้ผลบวกกับ 
วิธี DH ดังท้ันเพ่ือเป็นการยีนยันผลบวกว่ามีความจ"าเพาะต่อ ■ HPV-DNA จริงจีงนฯ
ตัวอย่างกส่มน้ืมาทๆ Southern h y b rid iza tion  โดยนๆ a m p lified  DNA ท่ํผ่าน 
GE มา tr a n sfer  ลงบนแผ่น membrane แตัวนๆมา h yb rid ize  กับ GP กัามี 
การตรวจพบแถบแสดงท่ืดๆนหน่ง 450 bp แสดงว่ามี HPV-DNA ในตัวอย่างแต่ไม่สามารถ 
กังเกตไตัตัวยตาเบส่าจากการยัอม ethidium  bromide ไดยวิธี GE ผลพบว่าตัวอย่าง 
ท้ังหมด 11 ตัวอย่างทไม่สามารถ กังเกดผลไดย GE เมอผ่านชบวนการ Southern
h y b r id iza tio n  กับ GP แกัวให้ผลบวกชัดเจนบริเวณตๆแหน่ง 450 bp ตังแสดงไน 
รูบพ่ื 21
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ตารางที 6: แสดงการเปรียบเทียบการตรวจหา a m p lified  DNA โดยไซ้วิธี GE และ 

DH

TS-6 TS-11 TS-16 TS-18 T S -16 ,18 TS-33 UNK* T o ta l(%)

GE+DH+ 0 0 26 9 5 2 21 63

GE-DH+ 0 0 4 3 0 1 11 19

Total
( % )

0
(0)

0
(0)

30
(36 .57)

12
(1 4 .6 )

5
(6 .1 )

3
(3 .6 6 )

32
(39)

82
(100)

* UNK: unknown
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HPV-6, 11, 16, 18, นละ 33

+, - ,  pBR322, DW

specimen n o .1-5

specimen n o .6-10

specimen n o .11-15

specimen n o .16-20

20ะ นสคงพลการตรวจทา a m p lified  product รองตัวอย่างลั่งสํงตรวจ 
โดยวิÎj DH ไช GP นละ TS A. นพนฎมีการทยคตัวอย่าง DNA มีตัว 
ควบชุมพลบวกสิอ p u r if ie d  plasm id HPV-DNA 5 type นละ 
HeLa-DNA ตัวควบชุมผลลบสือ human DNA, pBR322 นละ นฯกล่ัน 
จฯนวนตัวอย่าง 20 ตัวอย่าง, B. GP, c. TS-6, D. TS-11, E. 
TS-16, F. TS-18 นละ G. TS-33 คามลฯคับ

0 0 0 0 0

0 0 0 0 0

0 0 0 0 0

0 0 0 0 0

0 0 0 0 0

0 0 0 0 0
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9 10 11 12 13 14

bp
1353-1 Q 7 |-872-

6 03 —
110-571-

— 450' bp
— 2 6 8  bp

รูย่ท่ี 21: พลการตรวจ a m p lified  product โดยวิธี Southern
h y b r id iza tio n  ตัวอย่างจฯนวน 11 ตัวอย่างธีโตัพล GE-/DH+

A. ผล a m p lified  product ผ่าน GE โดย นกวท่ํ 1: 0x174 
RF DNA/H aein, นกวธี 2: HeLa DNA, นถวธี 3: 
human DNA นละ นถวท่ํ 4 -14: ตัวอย่างสํงตรวจทํ่ 1 -1 1 .

B. ผลการทฯ Southern h y b r id iz a tio n  จาก A. โดยไธี GP
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