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บทคัดย่อภาษาไทย 
 จุฑามาศ สุขพัฒนธ์ี : การระบุยีนท่ีสามารถจับกับโปรตนีอ ี7 เอชพีวีไทป ์16 ที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโพรโม

เตอร์เมทิลเลชันในเซลล์ไลน ์C33A. ( 
IDENTIFICATION OF GENE BINDING WITH HPV TYPE 16 E7 PROTEIN RELATED TO PROMOTER 
METHYLATION IN C33A CELL LINE) อ.ที่ปรึกษาหลัก : รศ. ดร.ปฐมวด ีญาณทัศนีย์จิต 

  
โปรตีนอี 7 ที่สร้างจากไวรัสเอชพีวี ไทป์ 16 เป็นสาเหตุหลักที่ท าให้เกิดมะเร็งปากมดลูก จากการศึกษาก่อนหน้านี้

พบว่าโปรตีนอี 7 สามารถจับกับโปรตีน DNA methyltransferase 1 (Dnmt1) แล้วจับที่โพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 และชักน าให้
เกิดเมทิลเลชันและลดการแสดงออกของยีน การศึกษานี้จึงมุ่งเน้นเพื่อหายีนอื่นๆ และกลไกของโปรตีนอี 7 ที่สามารถจับที่บริเวณ
โพรโมเตอร์ของยีนแล้วชักน าให้เกิดเมทิลเลชันได้ โดยมีสมมติฐานว่า เมื่อโปรตีน E7 จับกับทรานสคริปชันแฟคเตอร์แล้ว จะสามารถ
จับกับโพรโมเตอร์ของยีนแล้วเหนี่ยวน าให้เกิดเมทิลเลชันได้ โดยในการศึกษานี้ได้ท าการค้นหายีนที่สามารถจับกับโปรตีน อี 7 ของ 
HPV ไทป์ 16  ด้วย 2 วิธีการ คือ การท า Chromatin immunoprecipitation Sequencing ด้วยการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมที่
บรรจุยีน E7 เข้าในเซลล์สายพันธุ์มะเร็งปากมดลูก C33A จากนั้นท าการตกตะกอนดีเอ็นเอที่สามารถจับกับโปรตีน E7 แล้วน ามาหา
ล าดับเบส เพื่อสืบหายีนเป้าหมายของ E7 ซึ่งค้นพบทั้งหมด 3 ยีน ได้แก่ FAM189A1, ASAH2B, และ RAPGEF4 และวิธีการทางชี
วสารสนเทศ (Bioinformatics)  โดยการใช้ล าดับเบสบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ที่เป็น cis-element ของ AP2 ซึ่งเป็นท
รานสคริปชันแฟคเตอร์ที่สามารถจับกับโปรตีน E7 ไปค้นหาในฐานข้อมูลจีโนมมนุษย์เพื่อค้นหาโพรโมเตอร์ของยีนอื่นๆ ที่มี cis-
element ตรงกัน จากนั้นคัดเลือกยีนที่มีล าดับเบสบริเวณโพรโมเตอร์ตรงกับล าดับเบสบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ที่ AP2 
สามารถจับได้ แล้วน ามาคัดเลือกเฉพาะยีนที่สามารถจับกับทรานสคริปชันแฟคเตอร์ YY1 ซึ่งมีรายงานว่าสามารถจับกับโปรตีน E7 
ได้เช่นกัน พบทั้งหมด 9 ยีน ได้แก่ NOP56, MAG, FUS, EIF2S2, RPL7, RPL10, NINJ1, LGALS1 และ CLDN5 แล้วจึงท าการ
คัดเลือกยีน FAM189A1 และยีน NOP56 เพื่อท าการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของระดับการแสดงออกของยีน  ด้วยเทคนิค 
Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)  ในเซลล์  C33A และ HEK293 ที่ มีและไม่มี  E7 พบว่ายีน 
FAM189A1 และยีน NOP56 ในเซลล์ที่มี E7 มีการแสดงออกของยีนลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่มี E7 และ
เมื่อท าการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของระดับการเกิดเมทิลเลชันของยีนด้วยเทคนิค Methylation-specific PCR พบว่าในเซลล์ 
HEK293 ที่มี E7 เกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FAM189A1 และยีน NOP56 มากขึ้น หลังจากนั้นจึงท าการทดสอบ
ยืนยันการจับกันระหว่างโปรตีน E7, AP2 และ YY1 กับโพรโมเตอร์ของยีน ด้วยวิธี Chromatin immunoprecipitation (ChIP) 
พบว่า โปรตีน E7, AP2 และ YY1 สามารถจับกับบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FAM189A1 และยีน NOP56 ได้ จากผลการศึกษา
ทั้งหมดจึงเป็นการยืนยันว่าโปรตีน  E7,  AP และ YY1 คอมเพลกซ์ สามารถชักน าให้เกิดโพรโมเตอร์เมทิลเลชันของยีนFAM189A1 
และยีน NOP56 ได้ โดยผ่านกลไกการจับที่โพรโมเตอร์ของยีนแล้วยับยั้งการแสดงออกของยีน  ท าให้การแสดงออกของยีน 
FAM189A1 และยีน NOP56 ลดลง 

 

สาขาวิชา พันธุศาสตร ์ ลายมือชื่อนิสิต ................................................ 
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IDENTIFICATION OF GENE BINDING WITH HPV TYPE 16 E7 PROTEIN RELATED TO PROMOTER METHYL
ATION IN C33A CELL LINE. Advisor: Assoc. Prof. Pattamawadee Yanatatsaneejit, Ph.D. 

  
E7 protein generated by Human papillomavirus (HPV) type 16 is the main cause of cervical cancer. 

The previous report showed that E7 protein interacted with DNA methyltransferase 1 (Dnmt1) and bound with 
CCNA1 promoter inducing CCNA1 methylation and decreasing expression of gene. The purposes of this 
research are to identify genes that E7 can drive the promoter methylation and to prove the mechanism by 
which E7 induce promoter methylation. Aaccording to assume that when E7 protein interacts with transcription 
factor, It can bind to the gene promoter and induce methylation. To identify genes which were induced 
promoter methylation by HPV type 16, two techniques were used. First, Chromatin immunoprecipitation with 
DNA sequencing (ChIP-Seq) analysis was done by transfecting E7 recombinant plasmid into C33A cervical 
cancer cell line. After that, DNA fragments which can interact with E7 protein were precipitated and performed 
sequencing. Here, 3 genes consisting of  FAM189A1, ASAH2B, and RAPGEF4 were explored. Another technique 
was bioinformatics used for selecting genes in human genome database contain the same cis elememt as 
CCNA1 that is the binding site of transcription factor AP2 and YY1. The result showed 9 genes that could 
interact with AP2 and YY1 which were NOP56, MAG, FUS, EIF2S2, RPL7, RPL10, NINJ1, LGALS1 and CLDN5 gene. 
Here, FAM189A1 and NOP56 gene were selected for validation. Reverse transcription polymerase chain 
reaction was done in E7 and empty vector in transfected C33A and HEK293 cell line. The result show that the 
expression of  FAM189A1 and NOP56 gene was decreased in E7 transfected cell line. Moreover, methylation 
specific PCR were tested in HEK293 cell line to prove methylation of genes and the result showed that the 
methylation of FAM189A1 and NOP56 gene was increased in E7 transfected cell line.  ChIP–PCR was done for 
proving the binding of E7, AP2 and YY1 at the promoter of candidate genes. Both FAM189A1 and NOP56 gene 
were interacted with E7, AP2 and YY1. Taken together,  it was confirmed that the complex of  E7, AP2 and YY1 
could induce FAM189A1 and NOP56 promoter methylation via interacted with gene promoters and suppressed 
genes expression leading to decrease the expression of FAM189A1 and NOP56 gene. 
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บทที่ 1  
บทน า 

 
ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา 
 จากสถิติทั่วโลก มะเร็งปากมดลูกเป็นมะเร็งบริเวณอวัยวะสืบพันธุ์สตรีที่พบมากเป็นอันดับ 2 
รองจากมะเร็ งเต้ านม และมีผู้ เสี ยชี วิตมากกว่า 270,000 รายต่อปี  ส าหรับประเทศไทย                           
มะเร็งปากมดลูกพบได้บ่อยที่สุดในสตรี ซึ่งเป็นโรคที่ติดต่อผ่านทางเพศสัมพันธ์ (Munoz et al., 
2003) โดยในปัจจุบันการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกที่ได้รับการยอมรับและถือปฏิบัติกัน          
อย่างกว้างขวาง คือวิธีการตรวจด้วยวิธีเซลล์วิทยา (แปปสเมียร์) เพื่อดูการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ ซึ่ง
สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ระยะใหญ่ ๆ คือ 1. ระยะก่อนมะเร็ง (Premalignant lesion) ในระยะนี้
จะเกิดการค่อย ๆ พัฒนาความผิดปกติของเซลล์ไปเรื่อย ๆ สามารถแบ่งย่อยออกตามความผิดปกติ
ของเซลล์ เยื่อบุมดลูก (Cervical  Intraepithelium Neoplasia : CIN) ได้แก่ CIN I (mild 
dysplasia) คือ มีความผิดปกติของเซลล์เยื่อบุมดลูกเฉพาะชั้นล่าง 1 ใน 3 ของเยื่อบุสแควมัส, CIN2 
(moderate dysplasia) คือ มีความผิดปกติของเซลล์เยื่อบุมดลูกเฉพาะชั้นล่าง 2 ใน 3 ของเยื่อบุ 
สแควมัส และ CIN3 คือ มีความผิดปกติของเซลล์เยื่อบุมดลูกทั่วทั้งบริเวณ หรือสามารถแบ่งตาม 
squamous intraepithelial lesion (SIL) ได้แก่  low-SIL ซึ่ งประกอบด้วย CINI และ high-SIL 
ประกอบด้วย CIN2 และ CIN3  2. ระยะ Malignant invasive cervical cancer คือ ระยะที่ เป็น
มะเร็งปากมดลูก (Yardley, 2001) อย่างไรก็ตาม ในช่วงหลายปีที่ผ่านมานั้น มีรายงานจ านวนมากที่
ประเมินประสิทธิภาพของการตรวจด้วยวิธีดังกล่าวและพบว่า การตรวจด้วยวิธีนี้มีความไว 
(sensitivity) ต่ า และมีผลลบลวงค่อนข้างสูง (มีความผิดปกติที่ปากมดลูก แต่การตรวจให้ผลปกติ) 
(Agency for Health Care Policy and Reserch [AHCP], 1999; มงคล เบญจาภิบาล, 2551) ซึ่ง
ท าให้ผู้ป่วยจ านวนมากพลาดโอกาสในการรักษาตั้งแต่ระยะเริ่มต้นของโรค และท าให้การรักษามี
ความยากมากยิ่งขึ้น รวมทั้งมีโอกาสในการหายเป็นปกติน้อยลง 
  สาเหตุหลั กของการเกิ ดมะเร็ งปากมดลูก เกิ ดจากการติด เชื้ อ  high risk human 
papillomavirus (HR-HPV) ได้แก่ ไทป์ 16 และ 18 (Bosch et al., 2002; Walboomers et al., 
1999) ซึ่งเป็นไวรัสที่ก่อให้เกิดการติดเชื้อบริเวณเนื้อเยื่อชนิดสแควมัส จีโนมของเอชพีวีประกอบด้วย
คู่เบสประมาณ 8,000 คู่เบส เป็นสายคู่ที่เรียงตัวเป็นวงกลม (double stranded circular DNA) 
ประกอบด้วย Early genes (ได้แก่ E1, E2, E3, E4, E5, E6 และ E7)  และ  Late genes (ได้แก่ L1 
และ L2) โดยที่ยีน E1 และ E2 มีหน้าที่เกี่ยวข้องกับ replication และ transcription ของไวรัสจีโนม 
จะมีการแสดงออกก่อนเป็นอันดับแรก (ZurHausen, 2002) ต่อมา E6 และ E7 จะมีการแสดงออก
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เพื่อท าหน้าที่จับกับโปรตีนของเซลล์ที่ควบคุมวงจรชีวิตและการตายของเซลล์ เพื่อยืดอายุของเซลล์ให้
มีเวลานานพอในการผลิตไวรัสรุ่นลูกหลานต่อไป (Giarre et al., 2001; Hengstermann et al., 
2001) จากนั้น L1 และ L2 จะแสดงออกเพื่อท าหน้าที่ผลิตโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของโครงสร้าง
เปลือกหุ้มไวรัส (Tan et al., 1995) และ Long control region (LCR) ท าหน้าที่ควบคุม             
การแปลรหัส (transcription) (Tjiong et al., 2001) โดยรูปแบบของการติดเชื้อเอชพีวี มี 2 รูปแบบ 
คือ episomal form และ integrated form โดยในรูปแบบ integrated form พบได้มากกว่าและ
พบว่าการติด เชื้ อ ในรูปแบบนี้ จะท าให้ยีน  E2  ซึ่ งมีหน้ าที่ ควบคุมยีน  E6  และ E7  ที่ เป็น        
oncogenic gene ถูกท าลาย ส่งผลให้ยีน E6 และ E7 เกิดการแสดงออกมากกว่าปกติ ซึ่งเป็นสาเหตุ
ส าคัญในการเกิดมะเร็ง เนื่องจากโปรตีน E6 ซึ่งสร้างจากยีน E6 จะท าลายโปรตีน p53 ซึ่งเป็น
โปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ที่ควบคุมวัฏจักรของเซลล์ (cell cycle) และมีหน้าที่เป็นโปรตีน              
ต้านมะเร็ง โดยท างานร่วมกับ โปรตีน E6-associated (E6 AP) (Mantovani and Banks, 2001) 
ในขณะที่โปรตีน E7 จะสามารถจับกับโปรตีน retinoblastoma (pRb) ซึ่งเป็นโปรตีนต้านมะเร็งที่
ควบคุมการเพิ่มจ านวนและการตายของเซลล์ ท าให้โปรตีน E2F เป็นอิสระ ส่งผลให้ยีน cyclin E และ 
cyclin A ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับ E2F มีการแสดงออกมากขึ้น และกระตุ้นให้เซลล์สังเคราะห์        
ดีเอ็นเออย่างต่อเนื่อง (Yim and Park, 2005)  
 นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยในหลาย ๆ งานวิจัย พบว่า การติดเชื้อเอชพีวีมีความสัมพันธ์กับ     
การเปลี่ยนแปลงพันธุกรรมในสภาวะเหนือพันธุกรรม (epigenetic) เช่น พบว่า ในเซลล์มะเร็งศีรษะ-
และล าคอ  เอชพีวีสามารถท าให้เกิดเมทิลเลชันและลดการแสดงออกของยีนบางยีนได้ เช่น ยีน IRS1, 
GNA11, GNAI2, EREG, CCNA1, RGS4 และ PKIG เป็นต้น โดยพบว่ามียีน 75 ยีน ที่มีอัตราการเกิด
เมทิลเลชันสูงขึ้นในเซลล์ที่ติดเชื้อเอชพีวีเมื่อเทียบกับเซลล์ที่ไม่ติดเชื้อ (Sartor et al., 2011) หรือพบ
อัตราการเกิดเมทิลเลชันที่สูงขึ้นของยีน EPB41L3 (Brentnall et al., 2015; Eijsink et al., 2012), 
MT1G, NMES1, RRAD และ TFPI2 (Li et al., 2015; Sova et al., 2006) ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก
ที่ติดเชื้อเอชพีวี เมื่อเทียบกับเซลล์ที่ไม่ติดเชื้อ เป็นต้น นอกจากนี้ยังพบว่าเอชพีวีสามารถเพิ่ม          
การแสดงออกของ mRNA ของ Dnmt3a และ Dnmt1 ในเซลล์ไลน์มะเร็งศีรษะและล าคอที่             
ติดเชื้อเอชพีวี รวมไปถึงเซลล์ไลน์ที่ได้รับการถ่ายโอนยีน E6 และ E7 ของเอชพีวีอีกด้วย (Lechner 
et al., 2013) และจากการศึกษาการติดเชื้อเอชพีวีในรูปแบบอินทีเกรชั่น ยังพบว่ามีความสัมพันธ์กับ    
การเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 (Yanatatsaneejit, Mutirangura, and 
Kitkumthorn, 2011) ซึ่งมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการซ่อมแซมดีเอ็นเอสายคู่ (Muller-Tidow et al., 
2004) โดยในมะเร็งปากมดลูกพบว่ามีการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 มากถึง 
ร้อยละ 93 (Kitkumthorn et al., 2006) และยังพบว่าโปรตีน E7 ซึ่งถูกสร้างจากยีน E7 ของไวรัส
เอชพีวี สามารถเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม์ DNA methyltransferase 1 (Dnmt1) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ท า
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หน้าที่ด ารงการเกิดเมทิลเลชันภายในเซลล์ โดยท าหน้าที่เติมหมู่เมทิล (-CH3) ที่คาร์บอนต าแหน่งที่ 5 
ของเบสไซโตซีน (5-methyl cytosine) และลดระดับโปรตีน E-cadherin (Laurson et al., 2010) 
และพบว่าโปรตีน E7 มีความสามารถในการจับกับ Dnmt1 (Burgers et al., 2007) แล้วสามารถ
เหนี่ยวน าให้เกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนและลดการแสดงออกของยีน CCNA1 ได้ 
(Chalertpet et al., 2015) นอกจากนี้ยังพบว่า โปรตีน E7 สามารถจับกับทรานสคริปชันแฟคเตอร์ 
AP2 และ YY1 ท าให้สามารถลงมาจับบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 และเหนี่ยวน าให้เกิด               
เมทิลเลชัน รวมถึงลดการแสดงออกของยีน (นันท์นภัส วงค์มณี , 2017) ซึ่งจะน าไปสู่การเกิด                  
มะเร็งปากมดลูกในที่สุด  
 ดังนั้นจากงานศึกษาวิจัยต่าง ๆ ที่ผ่านมา จึงสามารถสรุปได้ว่า ยีน E7 ของไวรัสเอชพีวี 
สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดเมทิลเลชันและส่งผลให้ยีนมีการแสดงออกที่ลดลง การศึกษานี้จึงมุ่งเน้น                  
ในการหายีนอื่นๆ โดยเฉพาะยีนในกลุ่มยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor gene) ที่สามารถ         
ถูกเหนี่ยวน าให้เกิดเมทิลเลชันและลดการแสดงออกโดยโปรตีน E7 ซึ่งจะสามารถน าไปพัฒนาต่อยอด
เพื่อใช้เป็นเครื่องหมายโมเลกุลในการตรวจคัดกรองและวินิจฉัยโรคมะเร็งปากมดลูกให้มีความแม่นย า
มากยิ่งขึ้น รวมทั้งเป็นจุดเริ่มต้นของการออกแบบวิธีการรักษามะเร็งปากมดลูกในรูปแบบใหม่ ๆ เช่น 
การท า gene therapy หรือการคิดค้นยารักษามะเร็งปากมดลูก เป็นต้น อันจะน าไปสู่การพัฒนา               
ทางการแพทย์และการรักษามะเร็งปากมดลูกที่มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น 
 

วัตถุประสงค์งานวิจัย   
1. ท าการศึกษาค้นหายีนที่สามารถถูกจับและถูกชักน าให้เกิดเมทิลเลชันโดยยีน E7 ของ

เอชพีวไีทป ์16 ในมะเร็งปากมดลูก 
2. เพื่อศึกษากลไกของโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ในการท าให้เกิดเมทิลเลชันและ                      

การแสดงออกของยีนต่างๆ ในมะเร็งปากมดลูก 
 

ขอบเขตงานวจิัย 
  ท าการค้นหายีนที่สามารถจับกับโปรตีน E7 ของเอชพีวี ไทป์ 16 ด้วย 2 วิธีการ คือ การท า 
Chromatin immunoprecipitation Sequencing โดยการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมที่บรรจุยีน E7 
เข้าในเซลล์สายพันธุ์มะเร็งปากมดลูก C33A แล้วท าการตกตะกอนดีเอ็นเอที่สามารถจับกับโปรตีน E7 
จากนั้นน ามาหาล าดับเบส เพื่อสืบหายีนท่ีต้องการ และวิธีการทางชีวสารสนเทศ (Bioinformatics)  
โดยการใช้ล าดับเบสบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ที่สามารถจับกับ AP2 ซึ่งเป็นทรานสคริป-
ชันแฟคเตอร์ที่สามารถจับกับโปรตีน E7 ไปค้นหาในฐานข้อมูลจีโนมมนุษย์เพื่อค้นหาโพรโมเตอร์ของ
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ยีนอื่นๆ ที่มีล าดับเบสตรงกัน จากนั้นคัดเลือกยีนที่มีล าดับเบสบริเวณโพรโมเตอร์ตรงกับล าดับเบส
บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ที่ AP2 สามารถจับได้ แล้วน ามาคัดเลือกเฉพาะยีนที่สามารถจับ
กับทรานสคริปชันแฟคเตอร์ YY1 จากนั้นคัดเลือกยีนที่ได้จากทัง้ 2 วิธีท่ีคาดว่าน่าจะอยู่ในกลุ่มของ

ยีนต้านมะเร็งมา 2  ยีน ด้วยวิธีทางชีวสารสนเทศ ซึง่คดัเลือกยีน FAM189A1 ท่ีได้จาก Chromatin 
immunoprecipitation Sequencing  และยีน NOP56 ท่ีได้จากวิธีการทางชีวสารสนเทศ แล้วท า
การทดสอบยืนยันการจับกันระหว่างโปรตีน E7 กับโพรโมเตอร์ของยีนที่คัดเลือกด้วยวิธี Chromatin 
immunoprecipitation (ChIP) ซึ่งท าการทดลองในเซลล์ HEK293 ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด-
ลูกผสมที่บรรจุยีน E7 และพลาสมิดเปล่า และใช้แอนติบอดี้ E7, AP2, YY1, H3K4, และ IgG ในการ
ตกตะกอนโปรตีน E7, AP2, YY1 และ H3K4 จากนั้นใช้ไพรเมอร์บริเวณโพรโมเตอร์ของยีนที่คัดเลือก
ในการท า PCR เพื่อยืนยันว่าโปรตีน E7, AP2 และ YY1 สามารถจับกับโพรโมเตอร์ของยีนที่คัดเลือก
ได้ พร้อมกันนั้นได้ท าการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของระดับการแสดงออกของยีน ด้วยเทคนิค 
Real-time PCR และการเปลี่ยนแปลงของระดับการเกิดเมทลิเลชันของยีนด้วยเทคนิค MSP  
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ท าให้ทราบกลไกของโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ในการจับกับโพรโมเตอร์ของยีนและ            
ท าให้เกิดเมทิลเลชัน รวมทั้งยับยั้งการแสดงออกของยีน ซึ่งคาดว่าน่าจะเป็นยีนต้านมะเร็งปากมดลูก 

2. สามารถน าข้อมูลการศึกษานี้ไปพัฒนาวิธีการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกให้มีความถูกต้อง
แม่นย ามากขึ้น รวมทั้งน าไปพัฒนาการรักษามะเร็งปากมดลูกรูปแบบใหม่ๆ เช่น การท า gene 
therapy และการคิดค้นยารักษามะเร็งปากมดลูก 

  
วิธีด าเนินการวิจัย 
งานวิจัยน้ีสามารถแบ่งออกเป็น 4 ส่วนหลัก คือ 

 

1. การคัดเลือกยีน 
1.1 การท า Chromatin immunoprecipitation with DNA Sequencing (ChIP-Seq) 

1.1.1 ถ่ ายโอนพลาสมิดลู กผสมที่ บ รรจุ ยีน  E7 ของเอชพี วี  ไทป์  16 เข้ าสู่ 
competent cell 

1.1.2 สกัดพลาสมิด และตรวจสอบยีน E7 ของเอชพีวี ไทป์ 16 ใน competent 
cell ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมที่บรรจุยีน E7 
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1.1.3 เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุ์มะเร็งปากมดลูก C33A ซึ่ งเป็นเซลล์มะเร็ง-         
ปากมดลูกที่มีการติดเชื้อเอชพีวไีทป์ 16  

1.1.4 ถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมที่บรรจุยีน E7 จากข้อ 1.1.2  และพลาสมิดเปล่า
เข้าสู่เซลล์ C33A เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 

1.1.5 ท าการตกตะกอนดีเอ็นเอที่โปรตีน E7 สามารถจับได้ด้วยวิธี Chromatin 
immunoprecipitation (ChIP) โดยใช้แอนติบอดี้ E7, H3K9, HIS และ IgG 

1.1.6 ท า PCR โดยใช้ไพรเมอร์บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 เพื่อใช้เป็น 
กลุ่มควบคุมบวกส าหรับยืนยันว่าการท า ChIP ประสบความส าเร็จ 

1.1.7 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอให้มีปริมาณไม่น้อยกว่า 200 ng เพื่อให้ดีเอ็นเอมี
ปริมาณเพียงพอต่อการท า ChIP-seq และส่งบริษัทท า ChIP-seq 

1.1.8 วิเคราะห์ข้อมูลต าแหน่งบนโครโมโซมที่ได้จากการท า ChIP-seq เพื่อค้นหา
ยีนที่อยู่ในต าแหน่งดังกล่าว และคัดเลือกยีนที่คาดว่าน่าจะอยู่ในกลุ่มของยีนต้านมะเร็ง จ านวน 1 ยีน 
เพื่อน ามาตรวจสอบการจับกันระหว่างโพรโมเตอร์ของยีนกับ E7, AP2, YY1 และการเปลี่ยนแปลง
ของระดับการแสดงออกของยีน รวมทั้งการเปลี่ยนแปลงของระดับการเกิดเมทิเลชันของยีน  

1.2 การคัดเลือกยีนจากวิธีทางชีวสารสนเทศ 
1.2.1 น าล าดับเบสบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ที่สามารถจับกับ AP2 ซึ่ง

เป็นทรานสคริปชันแฟคเตอร์ที่สามารถจับกับโปรตีน E7 ไปค้นหาในฐานข้อมูลจีโนมมนุษย์เพื่อค้นหา
โพรโมเตอร์ของยีนอ่ืนๆ ที่มีล าดับเบสตรงกัน  

1.2.2 คัดเลือกยีนที่มีล าดับเบสบริเวณโพรโมเตอร์ตรงกับล าดับเบสบริเวณ               
โพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ที่ AP2 สามารถจับได้โดยใช้โปรแกรม promo และ jasper เพื่อคัดเลือก
เฉพาะยีนที่ AP2 จับได้ 

1.2.3  คัดเลือกเฉพาะยีนที่ทั้ง 2 โปรแกรมมีตรงกัน แล้วน ามาคัดเลือกเฉพาะยีน
ที่สามารถจับกับทรานสคริปชันแฟคเตอร์ YY1 ด้วยโปรแกรม epd.vital 

1.2.4 คัดเลือกยีนที่คาดว่าน่าจะอยู่ในกลุ่มของยีนต้านมะเร็ง จ านวน 1 ยีน คือ 
ยีน NOP56 เพื่อน ามาตรวจสอบการจับกันระหว่างโพรโมเตอร์ของยีนกับ E7, AP2, YY1 และการ
เปลี่ยนแปลงของระดับการแสดงออกของยีน รวมทั้งการเปลี่ยนแปลงของระดับการเกิดเมทิลเลชัน 
ของยีน 
 
2. การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของยีน 

2.1     เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุ์ C33A และ HEK293  
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2.2 ถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมที่บรรจุยีน E7 จากข้อ 1.1.2 และพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ 
C33A และ HEK293 เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 

2.3 สกัดอาร์ เอ็น เอจากเซลล์  C33A และ HEK293 ที่ ถูกโอนถ่ายพลาสมิด และ
สังเคราะห์ cDNA 

2.4 ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของระดับการแสดงออกของยีนที่คัดเลือกด้วยเทคนิค  
Real-time PCR 
 
3. การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของระดบัการเกิดเมทลิเลชนัของยีน 
 3.1     เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุ์ C33A และ HEK293 และถ่ายโอนพลาสมิดตามวิธีท าใน    
ข้อ 2.2  

3.2     สกัดดีเอ็นเอจากเซลล์ C33A และ HEK293 ที่ถูกโอนถ่ายพลาสมิด และท า sodium 
bisulfite treatment 

3.3 ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของระดับการเกิดเมทิเลชันของยีนที่คัดเลือกด้วยเทคนิค 
MSP 

 
4. การตรวจสอบการจับกันระหว่างโพรโมเตอร์ของยนีที่คัดเลือกกับโปรตีน E7, AP2 และ YY1 

4.1 เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุ์ HEK293  
4.2 ถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมที่บรรจุยีน E7 จากข้อ 1.1.2 และพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ 

HEK293 เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
4.3 ท าการตกตะกอนดีเอ็นเอที่โปรตีน E7 สามารถจับได้ด้วยวิธี ChIP โดยใช้แอนติบอดี้ 

E7, AP2, YY1, H3K4 และ IgG 
4.4 ท า PCR โดยใช้ไพรเมอร์บริเวณโพรโมเตอร์ของยีนที่คัดเลือก  
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ล าดับขั้นตอนในการวิจัย 
1. การคัดเลือกยีนด้วยการท า Chromatin immunoprecipitation Sequencing 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1 แผนผังแสดงล าดับขั้นตอนของการคัดเลือกยีนด้วยวิธี ChIP-seq 

ถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมที่บรรจุยีน  E7 ของเอชพีวี ไทป์ 16 เข้าสู่ competent cell 

สกัดพลาสมิด และตรวจสอบยีน E7 ใน competent cell 

เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธ์ุมะเร็งปากมดลูก C33A  

ถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมที่บรรจุยีน E7 และพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ C33A 

ท า Chromatin immunoprecipitation  โดยใช้แอนติบอด้ี E7, H3K9, HIS และ IgG 

ท า PCR โดยใช้ไพรเมอร์บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอให้มีปริมาณไม่น้อยกว่า 200 ng และส่งบริษัทท า ChIP-seq 

วิเคราะห์ข้อมูลและคัดเลือกยีน 1 ยีน 
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2. การคัดเลือกยีนจากวิธีทางชีวสารสนเทศ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2 แผนผังแสดงล าดับขั้นตอนของการคัดเลือกยีนด้วยวิธีทางชีวสารสนเทศ 
 

 

 

 

 

 

น าล าดับเบสบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ที่สามารถจับกับ AP2 ไปค้นหายีนอื่นๆ ใน

ฐานข้อมูลจีโนมมนุษย ์

คัดเลือกยีนที่มีล าดับเบสบริเวณโพรโมเตอร์ตรงกับล าดับเบสบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 

CCNA1 ที ่AP2 สามารถจับได้โดยใช้โปรแกรม promo และ jasper 

คัดเลือกยีนที่ทั้ง 2 โปรแกรมมีตรงกัน 

คัดเลือกยีนที่สามารถจับกับ YY1 ด้วยโปรแกรม epd.vital 

วิเคราะห์ข้อมูลและคัดเลือกยีน 1 ยีน 
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3. การตรวจสอบการจับกันระหว่างโพรโมเตอร์ของยีนที่คัดเลือกกับโปรตีน E7, AP2 และ 

YY1, การเปลี่ยนแปลงของระดับการแสดงออกและการเกิดเมทิเลชันของยีนที่คัดเลือก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

รูปที่ 3 แผนผังแสดงล าดับขั้นตอนของการตรวจสอบยีน 
 
 
 
 
 

เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธ์ุมะเร็งปากมดลูก C33A และ
เซลล์ไต HEK293 

ถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมที่บรรจุยีน E7 และพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ C33A และHEK293 

ท า ChIP โดยใชแ้อนติบอดี ้
E7, AP2, YY1, H3K4 และ 

IgG 

ท า PCR โดยใช้ไพรเมอร์บริเวณ 
โพรโมเตอร์ของยีนที่คัดเลือก 

สกัดอาร์เอ็นเอ และ 
สังเคราะห์ cDNA 

Real-time PCR เพื่อตรวจสอบการ
เปลี่ยนแปลงของระดับการ
แสดงออกของยีนที่คัดเลือก 

สกัดดีเอ็นเอ และท า 
sodium bisulfite 

treatment 

MSP เพื่อตรวจสอบ   
การเปลี่ยนแปลงของ

ระดับการเกิดเมทิเลชัน 
ของยีนที่คัดเลือก 

วิเคราะห์ผลข้อมลู 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 10 

บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
มะเร็ง 

มะเร็ง คือ  กลุ่ม โรคที่ มี การเจริญ เติบโตของเซลล์ที่ ผิดปกติ  และมีความสามารถ                       
ในการแพร่กระจายไปยังบริเวณต่างๆ ของร่างกายได้ ในภาษาอังกฤษใช้ค าว่า cancer ซึ่งมีรากศัพท์
มาจากภาษากรีก คือ carcinos แปลว่า ปู (crab) ซึ่งเป็นสัญลักษณ์ของโรคมะเร็ง ดังรูปที่  4 
เนื่องจากก้อนเนื้อมะเร็งมีลักษณะลุกลามออกไปจากตัวก้อนเนื้อเหมือนกับขาปูที่ออกไปจากตัวปู โดย
นักปราชญ์ชาวกรีก Hippocrates (460-370 ปีก่อนคริสตกาล) บิดาแห่งการแพทย์สมัยใหม่เป็นผู้ที่
บัญญัติศัพท์นี้ขึ้นเป็นคนแรก (American cancer society [ACS], 2018) 

 
รูปที่ 4 สัญลักษณ์ของโรคมะเร็ง 

(http://cancerfilms.org/blog/how-cancer-got-its-name/) 
 

ในปัจจุบันได้มีความพยายามในการศึกษาโรคมะเร็งกันอย่างกว้างขวาง และได้มีการอธิบาย
ลักษณะที่ส าคัญของเซลล์มะเร็งที่แตกต่างไปจากเซลล์ปกติ ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะที่จ าเป็นต่อ                 
การด าเนินโรคของมะเร็งขึ้นในปี 2000  มีทั้งหมด 6 ลักษณะ (Hanahan and Weinberg, 2000) ดัง
รูปที่ 5 ได้แก่  
1. มีการเจริญเติบโตและแบ่งเซลล์ได้ด้วยสัญญาณเจริญเติบโตของตัวเอง (self-sufficiency in 
growth signals) โดยไม่ต้องมีสัญญาณกระตุ้นตามปกต ิ
2. มีความสามารถในการหลีกเลี่ยงสัญญาณการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ได้ (insensitivity to 
antigrowth signals) ท าให้สามารถเติบโตและแบ่งเซลล์ได้ตลอดเวลา 
3. มีกลไกหลีกเลี่ยงโปรแกรมการตายของเซลล์ (evading apoptosis) 
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4. มีความสามารถจ าลองตัวเองหรือแบ่งเซลล์ได้อย่างไม่จ ากัด (limitless replicative potential) 

5. มีการสร้างหลอดเลือดใหม่ (sustained angiogenesis) 

6. มีการรุกรานเนื้อเยื่อข้างเคียง (invasion) และสามารถแพร่กระจายไปยังบริเวณต่างๆ ของ

ร่างกายได้ (metastasis) 

ต่อมาในปี 2011  ได้มีการก าหนดลักษณะที่ส าคัญของเซลล์มะเร็งเพิ่มอีก 4 ลักษณะ (Hanahan 

and Weinberg, 2011)  ดังรูปที่ 5 ได้แก ่ 

1. มีกระบวนการเมตาบอลิซึม (metabolic pathways) ที่ผิดปกต ิ

2. มีกลไกในการหลบหลีกภูมิคุ้มกันของร่างกาย 

3. มีภ าวะความ ไม่ เสถี ยรของพั นธุกรรม  (genome instability) จึ งมี ค วามถี่ ในการเกิ ด                            

การกลายพันธุ์สูง 

4. มีการอักเสบ (inflammation) ของเนื้อเยื่อบริเวณเซลล์มะเร็ง 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2 hallmark of cancer 

 
รูปที่ 5 Hallmarks of cancer (Hanahan and Weinberg, 2011) 

 
 ส าหรับช่ือของมะเร็งแต่ละชนิดนั้น จะแตกต่างกันไปตามอวัยวะซึ่งเป็นจุดก าเนิดของเซลล์ที่
เริ่มมีการแบ่งตัวแบบผิดปกติ เช่น มะเร็งปอด มะเร็งเต้านม มะเร็งปากมดลูก เป็นต้น 

มะเร็งปากมดลูก 
มะเร็งปากมดลูก คือ มะเร็งที่เกิดจากการเจริญเติบโตของเซลล์ที่ผิดปกติบริเวณปากมดลูก 

ซึ่งเป็นมะเร็งชนิดที่พบมากเป็นอันดับ 2 และเป็นมะเร็งที่มีอัตราการเสียชีวิตมากเป็นอันดับ 4 ในสตรี
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ทั่วโลก (He et al., 2015) โดยในแต่ละปีพบว่ามีผู้ป่วยรายใหม่กว่า 528,00 ราย และเสียชีวิตกว่า 

266,000 ราย ซึ่งส่วนใหญ่อยู่ในประเทศด้อยพัฒนาและก าลังพัฒนา คิดเป็นร้อยละ 85 ของผู้ป่วย

ทั้งหมด และมีอัตราการตายสูงถึงร้อยละ 87 (Finocchario-Kessler et al., 2016) 

 

 

 

 
 
 

 
รูปที่ 6 ต าแหน่งของเซลล์มะเร็งบริเวณปากมดลูก (National Cancer Institute (US), 2002) 

 
การพัฒนาของมะเร็งปากมดลูกจะเริ่มต้นจากมะเร็งชนิดไม่ลุกลาม (Noninvasive)  ซึ่งอาจ

ใช้เวลานานถึง 20 ปี แล้วจึงลุกลาม โดยเซลล์จะค่อย ๆ พัฒนาเป็นเซลล์ในระยะก่อนมะเร็ง 
(Premalignant lesion) และจะค่อย ๆ พัฒนาความผิดปกติจนมีพยาธิสภาพของเซลล์เปลี่ยนไป 
กล่าวคือ จะมีนิวเคลียสขนาดใหญ่ขึ้น มีรูปร่างผิดปกติ ติดสีมากขึ้น มีนิวเคลียสหลายอัน และมี            
การเพิ่มจ านวนเซลล์ที่ผิดปกติและไม่สมบูรณ์  (Dysplasia) เป็นต้น (Kjaer et al., 2010) โดย
สามารถแบ่งย่อยออกตามความผิดปกติของเซลล์เยื่อบุมดลูกที่มีพยาธิสภาพเป็น  Cervical 
Intraepithelium Neoplasia (Sartor et al., 2011) ได้ 3 ระยะ (Yardley, 2001) ได้แก ่ 

1. CIN I (mild dysplasia) คือ มีความผิดปกติของเซลล์เยื่อบุมดลูกเฉพาะชั้นล่าง 1 ใน 3 
ของเยื่อบุสแควมัส 

2. CIN2 (moderate dysplasia) คือ มีความผิดปกติของเซลล์เยื่อบุมดลูกเฉพาะชั้นล่าง 2 
ใน 3 ของเยื่อบุสแควมัส 

3. CIN3 คือ มีความผิดปกติของเซลล์เยื่อบุมดลูกทั่วทั้งบริเวณ และมีโอกาสพัฒนาไปเป็น           
มะเร็งปากมดลูกได้ (Malignant invasive cervical cancer)  
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รูปที่ 7 ความผิดปกติของเซลล์เยื่อบุมดลูกในระยะก่อนมะเร็ง (http://www.cancer.gov) 
 
ปัจจุบันการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกที่ ได้รับการยอมรับและถือปฏิบัติกัน             

อย่างกว้างขวาง คือวิธีการตรวจด้วยวิธีแปปสเมียร์ เพื่อดูการเปลี่ยนแปลงของเซลล์  อย่างไรก็ตาม 
การตรวจด้วยวิธีดังกล่าวมีความไว (sensitivity) ต่ า คือมีเพียงร้อยละ 51 เท่านั้น และมีผลลบลวง
ค่อนข้างสูง กล่าวคือ มีความผิดปกติที่ปากมดลูก แต่การตรวจอาจให้ผลปกติ (Agency for Health 
Care Policy and Reserch [AHCP], 1999; มงคล เบญจาภิบาล, 2551) ซึ่งท าให้ผู้ป่วยจ านวนมาก
พลาดโอกาสในการรักษาตั้งแต่ระยะเริ่มต้นของโรค และท าให้การรักษามีความยากมากยิ่งขึ้นรวมทั้ง
โอกาสในการหายเป็นปกติน้อยลง 

 
Human papillomavirus 
 Human papillomavirus (HPV) จัดอยู่ในแฟมมิลี่  Papovaviridae มีขนาดของอนุภาค
ไวรัสประมาณ 45 - 55 นาโนเมตร ที่ประกอบไปด้วยแคปซิด 72 capsomer เรียงตัวเป็นรูปทรงกลม
หลายเหลี่ยม (icosahedral symmetry) และไม่มีเปลือกหุ้มชั้นนอก (non-envelope) ปัจจุบันมี 
ก ารค้ น พ บ  HPV ม ากกว่ า  170 ชนิ ด  (type) และมี ม ากกว่ า  40 ชนิ ด  ซึ่ งจั ด อยู่ ใน สกุ ล 
Alphapapillomavirus ที่สามารถติดเชื้อบริเวณเนื้อเยื่อบุผิวของระบบสืบพันธุ์และติดต่อผ่าน           
ทางเยื่อเมือกได้ (Bzhalava et al., 2013)  โดยเชื้อ HPV กลุ่มนี้สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มย่อย
ตามความเสี่ยงในการก่อโรคมะเร็งหลังติดเช้ือ คือ  
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1. ชนิดที่มีความเสี่ยงต่ า (low risk type)  ได้แก่  ชนิด 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 
73 และ 81  ซึ่งร้อยละ 90 เป็นสาเหตุที่ท าให้เกิดหูดหงอนไก่บริเวณอวัยวะเพศ แต่มักไม่ก่อให้เกิด
โรคมะเร็ง 

 2. ชนิดที่มีความเสี่ยงสูง (high risk type)  ได้แก่ ชนิด  16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 
56, 58, 59, 68 และ 82  ซึ่งท าให้เกิดความผิดปกติของเซลล์เยื่อบุปากมดลูกที่อาจพัฒนาไปเป็น
มะเร็งปากมดลูกในที่สุด (Munoz, Bosch, de Sanjose et al., 2003) โดย HPV ที่มีความสัมพันธ์
กับการเกิดมะเร็งปากมดลูกมากที่สุดถึงร้อยละ 70  คือ ชนิด  16 และ 18 โดยเฉพาะชนิด 16 พบว่า
เป็นสาเหตุของมะเร็งปากมดลูกมากถึงร้อยละ 55 (Graham, 2010) 
 

 

 

 

 

 

รูปที่ 8 Human papillomavirus type 16 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMHT0027101/?figure=1) 

 

โครงสร้างสารพันธุกรรมของไวรัสเอชพีว ี
 สารพันธุกรรมของเอชพีวี ประกอบด้วยดีเอ็นเอ 2 สาย เรียงตัวเป็นวงกลม  (doubled 
stranded circular DNA) ขนาดประมาณ 8,000 คู่เบส มีทั้งหมด 8 ยีน อยู่ในบริเวณ early region 
และ late region ซึ่งโครงสร้างสารพันธุกรรมของ HPV แบ่งออกได้เป็น 3 ส่วน (Graham, 2010) คือ 

1.   Long control region (LCR) หรือ untranslated region (UTR) มีขนาดความยาวประมาณ 
800 - 1,000 คู่เบส อยู่ระหว่างปลายด้าน 3’ ของ late region กับปลายด้าน 5’ ของ early region 
เป็นบริเวณที่ไม่สามารถถอดรหัสโปรตีนได้ แต่จัดว่าเป็นบริเวณที่ส าคัญเนื่องจากเป็นจุดเริ่มต้นของ
การจ าลองดีเอ็นเอและเกี่ยวข้องกับการควบคุมการแสดงออกของยีน โดยเป็นต าแหน่งที่จับกับ       
ทรานสคริปชันแฟกเตอร์หลายชนิด (Stunkel and Bernard, 1999) 
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2. Early region (E) มีขนาดประมาณ 4,000 คู่เบส ประกอบด้วย 6 ORF ได้แก่ E1, E2, E4, 
E5, E6 และ E7 ท าหน้าที่สร้างโปรตีนที่ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับ DNA replication ของไวรัส และ                       
การ transformation ซึ่งยีนในกลุ่มนี้จะมีการแสดงออกในช่วงแรกของวงจรชีวิตของไวรัส 

2.1 E1 โปรตีน E1 มีขนาด 68 kDa ท าหน้าที่ เกี่ยวข้องในการจ าลองจีโนมของไวรัส 
นอกจากนี้ยังเป็น ATPase-dependent DNA helicase ซึ่งมีความจ าเป็นในขั้นตอน initiation และ 
elongation ของ viral DNA synthesis (Lace et al., 2008) 

2.2 E2 โปรตีน E2 มีขนาด 42 kDa ท าหน้ าที่ กระตุ้น ให้ เกิด Genome replication, 
transcription, และควบคุมการแสดงออกของยีน E6 และ E7 

2.3 E4  โปรตีน E4 มีหลายรูปแบบและหลายขนาด ซึ่งยังไม่ทราบแน่ชัดว่ามีหน้าที่อย่างไร
ต่อวงจรชีวิตของไวรัส อย่างไรก็ตาม โปรตีน E4 มีบทบาทส าคัญในการท าลาย cytokeratin matrix 
network ซึ่งช่วยในการปลดปล่อยอนุภาคไวรัสออกจากเซลล์ที่ติดเชื้อ  

2.4 E5 โปรตีน E5 ประกอบด้วย กรดอะมิโนประมาณ 84 ชนิด ท าหน้าที่ในการควบคุม   
การแบ่งเซลล์และกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ กระตุ้นการสร้าง growth factor (Liao et al., 
2013) และยับยั้ งกระบวนการตาย (apoptosis) ของเซลล์ เจ้าบ้ านผ่านกระบวนการยับยั้ ง            
การแสดงออกของยีนต้านมะเร็ง p21 (Tsao et al., 1996) 

2.5 E6 โปรตีน E6 ประกอบด้วย กรดอะมิโนประมาณ 150 ชนิด เป็น oncoprotein             
ท าหน้าที่ท าลายโปรตีน p53 ซึ่งเป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการตายของเซลล์ (apoptosis) 
โดยจะจับกับ p53 ท าให้เกิดการย่อยสลายของ p53 ผ่านกระบวนการ Ubiquitination ท าให้              
เซลล์เจ้าบ้านไม่ตายตามก าหนด และเป็นการยืดอายุของเซลล์เจ้าบ้าน ท าให้ไวรัสมีเวลานานพอใน
การผลิต progeny virus และเพิ่มจ านวนไวรัสได้มากขึ้น (Thomas, Pim, and Banks, 1999) 

2.6 E7 โปรตีน E7 เป็น oncoprotein  ประกอบด้วย กรดอะมิโนประมาณ 93 - 197 ชนิด 
แบ่ งเป็น 3 domain ได้แก่  CR1, CR2 และ CR3 โดย CR1 และ CR3 ท าหน้าที่ เกี่ยวข้องกับ        
ความคงอยู่ของเซลล์ (cell immortalization) และท าให้เกิดกระบวนการ Ubiquitination ซึ่งจะยืด
อายุของเซลล์เจ้าบ้าน และท าให้ไวรัสเพิ่มจ านวนได้มากขึ้น ส่วน CR2 ท าหน้าที่จับกับโปรตีน pRb 
ซึ่งมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมวงจรและกระบวนการตายของเซลล์ ท าให้รบกวนการจับระหว่าง 
pRb กับ E2F ซึ่งจะกระตุ้นให้เซลล์เจ้าบ้านสังเคราะห์ดีเอ็นเออย่างต่อเนื่อง และน าไปสู่การเกิดมะเร็ง
ในที่สุด (McLaughlin-Drubin, Huh, and Munger, 2008) 

3. Late regions ประกอบด้วย 2 ORFs ได้แก่ L1 และ L2 โดย L1 ท าหน้าที่สร้าง major 
capsid protein ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักของ capsid และ L2 ท าหน้าที่สร้าง minor capsid 
protein ซึ่งเกี่ยวข้องกับการประกอบรูปร่างของ capsid (Graham, 2017) 
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รูปที่ 9 โครงสร้างสารพันธุกรรมของ HPV (Cid-Arregui, 2009) 
 

บทบาทของยนีในเอชพีว ีกับการเกิดมะเร็งปากมดลูก 
 เมื่อมีการติดเชื้อเอชพีวี ผ่านรอยถลอกหรือแผลบริเวณปากมดลูก ไวรัสจะกระจายตัวเข้าสู่ 
basal cell ในชั้นฐานของเยื่อบุผิว โดยมีรูปแบบการติดเช้ือ 2 รูปแบบ (ZurHausen, 2002) คือ  
1. รูปแบบ episomal form เป็นรูปแบบของจีโนมไวรัสที่เข้าไปหลบซ่อนอยู่ในนิวเคลียสของเซลล์  
จนกระทั่งเซลล์มีการจ าลองตัวเอง จีโนมของไวรัสก็จะถูกเพิ่มจ านวนมากขึ้นไปด้วย  
2. รูปแบบ integration form เป็นรูปแบบจีโนมของไวรัสที่เมื่อติดเชื้ออยู่ภายในเซลล์ระยะหนึ่งแล้ว 
จีโนมจะสอดแทรกเข้าสู่ดีเอ็นเอของเซลล์เจ้าบ้าน โดยยีน E2 ซึ่งท าหน้าที่ควบคุมการถอดรหัสของยีน 
E6 และ E7 จะเกิดการขาดหายไปบริเวณ N-terminal domain ท าให้สูญเสียการแสดงออกของยีน  
ส่งผลให้การควบคุมการแสดงออกของยีน E6 และ E7 น้อยลง ท าให้ยีน E6 และ E7 มีการแสดงออก
ที่มากกว่าปกติ (Sanchez-Perez et al., 1997)  
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รูปที่ 10 รูปแบบการติดเชื้อของเอชพีวีในรูปแบบ episomal form และ Integrate form 

(zur Hausen, 2000) 
 

ซึ่งยีน E6 และ E7 นี้เอง ที่มีบทบาทส าคัญต่อกระบวนการเกิดมะเร็งปากมดลูก กล่าวคือ 
โปรตีน E6 ซึ่งสร้างจากยีน E6 นั้น มีความสามารถในการยับยั้งการท างานของโปรตีน p53 ซึ่งเป็น
โปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ที่ควบคุมวัฏจักรของเซลล์ (cell cycle) มีหน้าที่ เป็นโปรตีน                     
ต้านมะเร็ง ผ่านกระบวนการ ubiquitin (ubiquitin partway) โดยท างานร่วมกับ โปรตีน E6-
associated (E6 AP) ซึ่งจะท าให้ระยะครึ่งชีวิตของโปรตีน  p53 สั้นลง และส่งผลท าให้ระดับ          
การท างานของโปรตีน p53 ลดลงไปด้วย นอกจากนั้นโปรตีน E6 ยังสามารถลดการแสดงออกของ
โปรตีน BAK ซึ่งเป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอะพ็อบโทซิส (apoptosis) ท าให้เซลล์ไม่เข้าสู่
กระบวนการอะพ็อบโทซิส (Mantovani and Banks, 2001) และยังสามารถกระตุ้นการท างานของ
เอนไซม์ telomerase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ช่วยยับยั้งการหดสั้นของเทโลเมียร์ (telomere) ในโครโมโซม
ขณะที่มีการเพิ่มจ านวนของเซลล์  ท าให้เซลล์ที่ติดเอชพีวีมีอายุนานขึ้นกว่าเซลล์ปกติ  (Werness, 
Levine, and Howley, 1990) 

ส่วนโปรตีน E7 จากยีน E7 ซึ่งเป็นยีนก่อมะเร็ง (oncogene) จะสามารถจับกับโปรตีน 
retinoblastoma (pRb) ซึ่งเป็นโปรตีนต้านมะเร็งที่ควบคุมการเพิ่มจ านวนและการตายของเซลล์ โดย 
E7 จะไปจับกับ pRb ซึ่งปกตินั้น pRb จะจับกับ E2F ซึ่งเป็นโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ของ          
เจ้าบ้าน ท าให้โปรตีน E2F เป็นอิสระ ส่งผลให้ยีน cyclin E และ cyclin A ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับ 
E2F มีการแสดงออกมากขึ้น และกระตุ้นให้เซลล์เข้าสู่ระยะ S ท าให้เซลล์มีการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ
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อย่างต่อเนื่อง นอกจากนี้ยังกระตุ้นให้โปรตีน p16 มีการท างานเพิ่มมากขึ้น และยังลดการท างานของ
โปรตีน p21 และ 27 อีกด้วย (Yim and Park, 2005) 

 
ยีนต้านมะเร็ง (Tumor suppressor gene, antioncogene) 

ยีนต้านมะเร็ง  คือ ยีนปกติในร่างกายที่ท าหน้าที่ยับยั้งการเกิดเซลล์มะเร็ง โดยโปรตีนที่สร้าง
จากยีนต้านมะเร็งนี้จะท าหน้าที่ยับยั้งกระบวนการแบ่งเซลล์และกระตุ้นให้เซลส์เข้าสู่กระบวนการตาย 
(apotosis)  โดยสามารถแบ่งตามลักษณะหน้าที่ส าคัญหลักๆ ได้ดังนี ้(Sherr, 2004) 

1. ยับยั้งการแสดงออกของยีนที่ท าหน้าที่ควบคุมให้เกิดกระบวนการแบ่งเซลล์  
2. ท าหน้าที่ยับยั้งกระบวนการแบ่งเซลล์เมื่อพบว่ามีดีเอ็นเอเสียหาย 
3. ท าหน้าที่ซ่อมแซมดีเอ็นเอที่เสียหาย  
4. กระตุ้นให้เซลล์เข้าสู่กระบวนการตาย เมื่อไม่สามารถซ่อมแซมดีเอ็นเอที่เสียหายได ้ 
5. โปรตีนที่สร้างจากยีนต้านมะเร็งส่วนใหญ่จะท าหน้าที่ยับยั้งและชะลอการแพร่กระจาย

ของเซลล์มะเร็ง บางโปรตีนจะเกี่ยวข้องกับกระบวนการยึดเกาะของเซลล์ 
ดังนั้น  เมื่อยีนต้านมะเร็งท างานผิดปกติหรือเกิดการกลายพันธุ์ จะท าให้ยีนท างานได้น้อยลง

หรือสูญเสียการท างานไป จึงไม่สามารถควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล์ให้เป็นปกติได้ และเป็น
สาเหตทุ าให้เกิดมะเร็งขึ้นในที่สุด 
 
กระบวนการเหนือระดับพนัธุกรรม (epigenetics) 
 กระบวนการเหนือระดับพันธุกรรม หมายถึง การเปลี่ยนแปลงการแสดงออกหรือ
เปลี่ยนแปลงหน้าที่ของยีน โดยไม่มีการเปลี่ยนแปลงล าดับเบส และสามารถถ่ายทอดสู่รุ่นลูกรุ่นหลาน
ได้ (โชติกา หยกทองวัฒนา, 2554) ซึ่งมีปัจจัยที่กระตุ้นให้เกิดหลายปัจจัย ได้แก่ สิ่งแวดล้อม ยาหรือ
สารเคมี อาหารที่รับประทาน ภาวะสูงวัย และไวรัสบางชนิด เป็นต้น และเป็นสาเหตุหลักที่ท าให้เกิด
โรคในมนุษย์หลายโรค เช่น โรคภูมิต้านทานตนเอง โรคความผิดปกติทางจิต โรคเบาหวาน รวมถึง
โรคมะเร็งด้วย โดยมีกระบวนการหลัก คือ  ดี เอ็นเอเมทิลเลชัน การดัดแปลงฮีสโตน  และ                        
การปรับเปลี่ยนโครงสร้างของโครมาติน (Dupont, Armant, and Brenner, 2009)  
 
ดีเอ็นเอเมทลิเลชัน (DNA methylation) 

ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน คือ กระบวนการเติมหมู่เมทิล (-CH3) ไปที่คาร์บอนต าแหน่งที่  5 ของ       
เบสไซโตซีน (cytosine มีตัวย่อว่า C) ที่อยู่ติดกับเบสกัวนีน (guanine มีตัวย่อว่า G) บริเวณ              
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โพรโมเตอร์ของยีน ซึ่งโดยปกติจะมีเบส CG อยู่จ านวนมาก หรือเรียกว่า CpG island การเติม                   
หมู่เมทิลนี้ จะส่งผลต่อ DNA ใน 2 รูปแบบ คือ 

1. ท าให้โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการถอดรหัส (transcription factor) เข้ามาเกาะได้น้อยลง 
ส่งผลให้เกิดการยับย้ังกระบวนการถอดรหัสและการแสดงออกของยีน 

2. ท าให้โปรตีนที่มีหมู่เมทิลเป็นบริเวณจดจ าเข้ามาเกาะกับ DNA ได้ เช่น methyl binding 
protein (MBD) เป็นต้น ส่งผลให้โครมาตินบริเวณนั้นเกิดการขดตัวและเปลี่ยนแปลงโครงสร้างไป 
การถอดรหัสและการแสดงออกของยีนจึงเกิดได้น้อยลง (Klose and Bird, 2006) 

อย่างไรก็ตามในปัจจุบันพบว่ากระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลชันยังสามารถเกิดขึ้นบริเวณ                
ไซโทซีนที่ไม่อยู่ติดกับเบสกัวนีนได้เช่นเดียวกัน ดังที่พบในล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็น CpHpG และ 
CpHpH (เมื่อ H = adenosine; A, thymine; T หรือ C) ซึ่งส่วนใหญ่จะพบได้ในเซลล์ต้นก าเนิดของ
ตัวอ่อน (embryonic stem cell) เป็นต้น (Lister et al., 2009)  

 
เอนไซม์ดีเอ็นเอเมทิลทรานสเฟอเรส (DNA methyltransferase; DNMT) 

เป็นเอนไซม์ที่มีความส าคัญในกระบวนการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน ซึ่งจะท าหน้าที่เคลื่อนย้าย
หมู่ เมทิ ลจาก  S-adenosyl-methionine (Kim, Samaranayake, and Pradhan) เป็ น  5-เมทิ ล              
ไซโทซีน  (5-methyl cytosine) และ S-adenosyl homocysteine (Mills and Ramsahoye)  ดัง
รูปที่ 7 

 

รูปที่ 11 ปฏิกิริยาการเติมหมู่เมทิลบนเบสไซโตซีน (Cui et al., 2016) 
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ส าหรับในมนุษย์ สามารถแบ่งตามการท างานของ DNA methyltransferase ได้เป็น 2 
ประเภท คือ 

1. de-novo methyltransferase  คือ DNMT ที่ท าหน้าที่เติมหมู่เมทิลให้แก่เบสไซโตซีน                  
ในต าแหน่งใหม่โดยไม่ต้องอาศัยดีเอ็นเอที่มีการเติมหมู่เมทิลแล้วเป็นต้นแบบ ได้แก่ DNMT3a และ 
DNMT3b  

2.  maintenance methyltransferase คือ DNMT ที่ท าหน้าที่เติมหมู่เมทิลให้เหมือนกับ                 
สายดีเอ็นเอแม่แบบ เพื่อรักษารูปแบบเมทิเลชันระหว่าง cell generation ได้แก่  DNMT1 
  ดังนั้น DNMT1 จะท าหน้าที่รักษารูปแบบของดีเอ็นเอเมทิลเลชันให้เหมือนกับของสายดีเอ็น
เอแม่แบบในขั้นตอนการจ าลองดีเอ็นเอ (DNA replication) ในขณะที่ DNMT3a และ DNMT3b จะ
ท าหน้าที่เติมหมู่เมทิลให้กับสายดีเอ็นเอที่สูญเสียหมู่เมทิลไปในระหว่างกระบวนการถ่ายแบบของ  
สายดีเอ็นเอ (Tajima et al., 2016)  อย่างไรก็ตาม มีรายงานพบว่า DNMT1 และ DNMT3 สามารถ
ท างานร่วมกันและมีคุณสมบัติเป็น de-novo methyltransferase ได้ นอกจากนี้ยังพบว่า DNMT1 
สามารถจับกับโปรตีน E7 ของเอชพีวี ไทป์ 16 และท าให้เกิดเมทิลเลชันแบบ de-novo ได้เช่นกัน 
(Chalertpet et al., 2015) 

โดยปกติ ในเซลล์ทั่วไป CpG island ของยีนจะไม่มีการเกิดเมทิลเลชัน (unmethylation) 
แต่ไซโทซีนที่อยู่ติดกับเบสกัวนีน ในบริเวณอื่นของจีโนมจะถูกเมทิลเลชัน เรียกว่า โกลบอลไฮเปอร์-
เมทิลเลชัน (global hypermethylation) และในทางตรงกันข้าม เซลล์มะเร็งจะพบดีเอ็นเอ -           
เมทิลเลชันสูงบริเวณ CpG-island ที่อยู่บนโพรโมเตอร์ของยีน เรียกว่า โพรโมเตอร์ไฮเปอร์เมทิลเลชัน 
(promoter hypermethylation) แต่จะมีการลดหรือสูญเสียสภาวะเมทิลเลชันในจีโนมบริเวณอื่นไป 
เรียกว่า โกลบอลไฮโปเมทิลเลชัน (global hypomethylation) (Sharma, Kelly, and Jones, 
2010) 

 
การดัดแปลงฮีสโตน (histone modification) 
  โครงสร้างของแท่งโครโมโซมของเซลล์ยูแคริโอตประกอบด้วยหน่วยย่อยที่ เรียกว่า                                
นิวคลีโอโซม (nucleosome) ซึ่ งเกิดจากโปรตีนฮีสโตน ได้แก่  H2A, H2B, H3 และ H4 อย่าง
ละ 2 หน่วยรวมกันเป็นฮีสโตนแกนกลาง (core histone) และถูกพันรอบด้วยสายดี เอ็นเอ
ยาว 146 เบส โดยมีโปรตีนฮีสโตน H1 ท าหน้าที่เป็นตัวเชื่อมระหว่างนิวคลีโอโซมแต่ละหน่วย ทั้งนี้
เพื่ อช่วยให้การอัดตัวของโครมาตินในนิวเคลียสดียิ่ งขึ้น  ในฮีสโตนแกนกลางแต่ละหน่วย
ประกอบด้วย structured domain และ unstructured N-terminal tail ซึ่ งส่วนของ histone 
tail ที่ยื่นออกมานี้จะถูกดัดแปลงภายหลังการสังเคราะห์ (post-translational modification) ด้วย
ก ระบ วน ก าร เติ ม ห มู่ ท า ง เค มี ที่ แ ต ก ต่ า งกั น อ อ ก ไป  ได้ แ ก่  methylation, acetylation, 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 21 

phosphorylation, ADP-ribosylation และ ubiquitination  โดยกระบวนการดัดแปลงโปรตีน
ฮี ส โต น ที่ มี บ ท บ า ท ส า คั ญ ต่ อ  chromatin remodeling แ ล ะ มี ก า ร ศึ ก ษ า ม า ก ที่ สุ ด
คือ acetylation และ methylation ของ lysine residue ที่จ าเพาะ ซึ่งบทบาทของการดัดแปลง
โปรตีนฮีสโตนจะแตกต่างจากดีเอ็นเอเมทิลเลชัน เนื่องจากการดัดแปลงโปรตีนฮีสโตนจะมีผลทั้งสอง
ด้าน คือ 1. ท าให้โครมาตินคลายตัว เรียกว่า ยูโครมาติน (euchromation) ซึ่งอยู่ในสภาวะกระตุ้น
กระบวนการถอดรหั ส  (transcriptional activation) เนื่ อ งจาก  transcription factor ต่ างๆ 
สามารถเข้ ามาจับกับดี เอ็น เอได้  และ 2. ท าให้ โครมาตินขดตั วแน่น  เรียกว่า  เฮ เทอโร-                                    
โค ร ม า ติ น  (heterochromation) ซึ่ ง จ ะ ยั บ ยั้ ง ก ร ะ บ ว น ก า ร ถ อ ด ร หั ส  (transcriptional 
repression) ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิดของกรดอะมิโนและต าแหน่งที่ถูกดัดแปลง รวมทั้งประเภทของ     
การดัดแปลงด้วย ซึ่งรหัสการดัดแปลงโปรตีนฮีสโตน จะเรียกว่า histone code มีบทบาทหลัก คือ 
ท าให้เกิดยูโครมาติน เช่น acetylation ของ lysine residue บน histone tail ซึ่งเป็นผลมาจากการ
ท า ง า น ข อ ง เอ น ไซ ม์  histoneacetylase (Kitkumthorn, Yanatatsanajit, Kiatpongsan et 
al.) และ trimethylation ของ lysine ต าแหน่งที่ 4 บน histone tail ของ H3 (H3K4me3) ซึ่งเป็น
ผลมาจากการท างานของเอนไซม์ histone methyltransferase (HMT) ส่วน histone code ที่ท า
ให้โครมาตินมีสภาพเป็นเฮเทอโรโครมาติน เช่น การก าจัดหมู่อะเซทิลจาก histone tail ของ
โครโมโซม โดยการท างานของ histone deacetylase (HDAC) ซึ่งจะส่งผลให้เอนไซม์ HMT สามารถ
เ ข้ า ม า เ ติ ม ห มู่ เ ม ทิ ล ใ ห้ แ ก่  lysine ข อ ง  histone tail ข อ ง  H3 ไ ด้  ดั ง ที่ พ บ ใ น ใ น
H3K9me3 และ H3K27me3 เป็นต้น (Zhang and Reinberg, 2001)  
  

 
 

 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 12 โครงสร้างของนิวคลีโอโซมและโครมาติน (Klug and Cummings, 1993) 
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ความเกี่ยวข้องระหว่างการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันกับยนี E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 และการเกิด
มะเร็ง 
 จากการศึกษาในหลายงานวิจัย พบว่า ยีน E7 ของเอชพีวี ไทป์ 16 มีความสัมพันธ์กับ                    
การเกิดเมทิลเลชันของยีนต่างๆ เช่น ยีน CCNA1 ซึ่งเป็นยีนที่มีบทบาทส าคัญในการซ่อมแซม       
การฉีกขาดของดีเอ็นเอสายคู่ผ่านกระบวนการ non-homologous end-joining จากการศึกษา     
การติดเชื้อเอชพีวี ในรูปแบบอินทีเกรชั่น พบว่ามีความสัมพันธ์กับการเกิดเมทิลเลชันบริเวณ           
โพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 (Yanatatsaneejit, Mutirangura, and Kitkumthorn, 2011) และเกิด
เมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 มากถึงร้อยละ 93 ในมะเร็งปากมดลูก (Kitkumthorn, 
et al., 2006) น อกจากนี้ ยั งพ บ ว่ า โป รตี น  E7 ส าม ารถ เพิ่ ม กิ จก รรมขอ งเอน ไซม์  DNA 
methyltransferase 1 (Dnmt1) และลดระดับโปรตีน E-cadherin (Laurson, et al., 2010) และ
โปรตีน E7 ยังมีความสามารถในการจับกับ Dnmt1 (Burgers, et al., 2007) และสามารถเหนี่ยวน า
ให้เกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนและลดการแสดงออกของยีน CCNA1 ได้ (Chalertpet, 
Pakdeechaidan, Patel et al., 2015) 

นอกจากที่กล่าวมาแล้วข้างต้น ยังพบว่าในยีน FOXC1  ซึ่งเกิดเมทิลเลชันผ่านกระบวนการที่
โปรตีน E7 สามารถจับกับทรานสคริปชันแฟคเตอร์ AP2 และ YY1 แล้วสามารถลงมาจับบริเวณ    
โพรโมเตอร์ของยีนได้ จึงส่งผลให้เกิดเมทิลเลชันและลดการแสดงออกของยีน (นันท์นภัส วงค์มณี, 
2560)  
  

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) 
 เป็นเทคนิคที่ใช้ตรวจสอบความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนและดีเอ็นเอภายในเซลล์  (Orlando, 

2000)  เพื่อใช้ระบุต าแหน่งของจีโนมหรือค้นหายีนที่มีอันตรกิริยากับโปรตีนชนิดต่าง ๆ หรือในทาง
กลับกัน ใช้ระบุโปรตีนชนิดต่างๆ ที่มีอันตรกิริยากับยีนที่สนใจ เช่น การตรวจสอบการมีอันตรกิริยา
ระหว่างโปรตีนทรานสคริปชันแฟคเตอร์กับโพรโมเตอร์ของยีน หรือใช้วิเคราะห์การมีอันตรกิริยา
ระหว่าง DNA กับ DNA replication factors หรือ DNA repair proteins เป็นต้น นอกจากนี้ยัง
สามารถใช้ในการท าแผนที่ระบุต าแหน่งของการเกิด histone modifications บนจีโนมได้ หรือใช้ใน
การวัดปริมาณการเกิด histone modification ทั่วทั้งบริเวณยีนที่ถูกกระตุ้น เป็นต้น (Agalioti et 
al., 2000)  

โดยการท า ChIP สามารถแบ่งได้ 2 ชนิด ตามวิธีการท าและวัตถุประสงค์ของการตรวจสอบ 
ได้แก่ 
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1. Cross-linked ChIP (XChIP) 
เป็ น เทคนิคที่ เหมาะส าหรับ ใช้ตรวจสอบการเกิดอันตรกิ ริยาระหว่างโปรตีน -                  

ทรานสคริปชันแฟกเตอร์หรือโปรตีนชนิดอื่นๆ ที่ เป็น nonhistone proteins ซึ่งจะท าพันธะที่
ค่ อนข้ างอ่ อน กับดี เอ็ น เอ  โดยดี เอ็ น เอและโปรตี นจะถู ก  crosslink ด้ วยฟอร์ม าลดี ไฮด์  
(formaldehyde) หรือแสง UV (Gilmour and Lis, 1985) จากนั้นน าไปผ่านการท า sonication 
เพื่อให้โครมาติน มีความยาว 200 – 1,000 คู่เบส แล้วท าการตกตะกอนโดยใช้แอนติบอดีที่จ าเพาะ
ต่อโปรตีนที่สนใจ ดังรูปที่ 13 หลังจากนั้น decrosslink โปรตีนและดีเอ็นเอด้วยความร้อน แล้ว
ตกตะกอนดีเอ็นเอและท าให้บริสุทธิ์ ซึ่งดีเอ็นเอที่ได้นี้สามารถน ามาวิเคราะห์หรือตรวจสอบได้ด้วย
เทคนิ คต่ างๆ  เช่น  PCR, microarrays หรือท า high-throughput sequencing เช่ น  การท า                 
ChIP-Seq เป็นต้น 

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 13 การท า Chromatin immunoprecipitation แบบ Cross-linked ChIP 
(Song, Zhang and Huang, 2015) 

 

2. Native ChIP (NChIP) 

เป็นเทคนิคที่ เหมาะส าหรับใช้ศึกษาด้าน  histone modification เช่น การท าแผนที่ระบุ
ต าแหน่งของดีเอ็นเอเป้าหมายที่โปรตีน histone modifier ต่างๆ จะลงไปจับ ซึ่งเกิดขึ้นเป็นปกติใน
ร่างกายและเป็นพันธะที่ค่อนข้างแข็งแรง โดยโครมาตินจะถูกท าให้มีขนาดสั้นลงด้วยการใช้เอนไซม์ 
micrococcal nuclease ซึ่งจะตัดบริเวณต าแหน่ง linker DNA ที่เชื่อมแต่ละนิวคลีโอโซม ให้มีขนาด
ประมาณ 1 – 5 นิวคลีโอโซม (200 คู่เบส ถึง 1,000 คู่เบส) หลังจากนั้นจึงท าการตกตะกอนโดยใช้
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แอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีนที่สนใจ แล้วตกตะกอนดีเอ็นเอและท าให้บริสุทธิ์ก่อนน าไปวิเคราะห์
หรือตรวจสอบต่อไป (Collas, 2010) 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 14 การท า Chromatin immunoprecipitation แบบ Native ChIP 
(http://methdb.univ-perp.fr/cgrunau/methods/native_chip_sm.html) 

  
Chromatin immunoprecipitation with DNA sequencing (ChIP-Seq) 

ChIP-seq เป็นเทคนิคที่พัฒนามาจากเทคนิค ChIP เพื่อใช้ศึกษาการท างานร่วมกันหรือ 
อันตรกิริยาระหว่างดีเอ็นเอและโปรตีนในระดับจีโนม โดยจะเป็นการใช้เทคนิค ChIP ร่วมกับ next-
generation sequencing (NGS)  เพื่อหาล าดับเบสของ binding sites ของโปรตีนที่เราสนใจทั่วทั้ง
จีโนมแบบ high throughput  ท าให้สามารถวิเคราะห์ในหลายตัวอย่างได้พร้อมกัน (Valouev et 
al., 2008) โดยในขั้นตอนแรกดีเอ็นเอที่จับกับโปรตีนที่เราสนใจจะผ่านขั้นตอนต่างๆ ของเทคนิค 
ChIP ซึ่งได้กล่าวไว้แล้วข้างต้น หลังจากได้ดีเอ็นเอและท าให้บริสุทธิ์แล้ว ชิ้นส่วนของดีเอ็นเอจะถูก 
sequencing ด้วยเทคนิค next-generation sequencing (NGS) เพื่ อวิ เคราะห์ล าดับเบสของ
ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ได้จากการท า ChIP ซึ่งอาจมีชิ้นส่วนที่แตกต่างกันมากถึงล้านรูปแบบ ได้อย่าง
รวดเร็วและมีประสิทธิภาพ (Nakato and Shirahige, 2017) 
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Next-Generation Sequencing (NGS)   
NGS คือ เทคโนโลยีที่ใช้ในการหาล าดับเบสทั้งจีโนมของสิ่งมีชีวิตด้วยวิธีการหาล าดับเบส

แบบขนาน ท าให้ได้ข้อมูลล าดับเบสจ านวนมหาศาลและรวดเร็ว โดยเทคโนโลยีนี้จะอาศัยการอ่าน         
ดีเอ็นเอต้นแบบแบบสุ่มทั้งจีโนม และตัดดีเอ็นเอเป็นสายสั้นๆ แล้วเชื่อมต่อกับ adaptor เพื่อเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบ ซึ่งวิธีนี้จะสามารถเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอได้พร้อมๆ กัน  (parallel) จากนั้นเข้าสู่
ขั้นตอนการหาล าดับเบสซึ่งจะได้ล าเบสสายสั้น ๆ (reads) เกิดขึ้นจ านวนมาก ความยาว  30 - 500 คู่
เบส (Anderson and Schrijver, 2010) ขึ้นอยู่กับเครื่องมือแต่ละแบบ โดยในปัจจุบัน เครื่องมือของ
เทคโนโลยี NGS มีอยู่ 3 ย่ีห้อหลัก (Wilantho et al., 2012) คือ 
1. เครื่อง Illumina 

เครื่องมือนี้จะใช้หลักการหาล าดับเบสด้วยการติดฉลากสารเรืองแสง (fluorescent 
reversible terminators) ที่ทั้ง 4 เบส และเพิ่มปริมาณสายดีเอ็นเอโดยเชื่อมต่อเป็นสะพานบน
สถานะของแข็ง (solid-phase bridge amplification) ซึ่งจะได้กลุ่มของสายดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน  
โดยในขั้นแรกตัวอย่างดีเอ็นเอจะถูกตัดด้วย nebulizer จากนั้นส่วนปลายของสายดีเอ็นเอจะถูก
ซ่อมแซมด้วย T4 DNA polymerase, Klenow enzyme และ T4 poly nucleotide kinase แล้ว
เติมนิวคลีโอไทด์เบส A ที่ปลาย 3’ ของสายดีเอ็นเอ จากนั้นจะถูกเชื่อมด้วย adapter และเติมเบส  T  
ที่ปลายทั้ง 2 ข้าง แล้วคัดแยกสายดีเอ็นเอที่มีความยาวประมาณ  150 - 200 คู่เบสบนเจล และเพิ่ม
ปริมาณด้วยวิธีพีซีอาร์ หลังจากนั้นแยกสายดีเอ็นเอให้เป็นสายเดี่ยวแล้วใส่ลงบนแผ่นกระจกสไลด์ 
(flow cell channels) แบบสุ่ ม  ซึ่ งจะถู กฉาบด้ วย  adapter และ adapter ที่ เป็ นคู่ ส มกั น 
(complementary adapters) โดยจะท าหน้าที่เป็นไพรเมอร์ในช่วงของการเพิ่มดีเอ็นเอ ซึ่งดีเอ็นเอ
สายเดี่ยว 1 โมเลกุลจะจับไพรเมอร์แบบสะพานโค้งแล้วเพิ่มปริมาณ (bridge amplification) และ
ในช่วงการแยกสายดีเอ็นเอ จะได้ดีเอ็นเอสายเดี่ยวซึ่งจะใช้เป็นต้นแบบในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเออีก
ครั้ง เมื่อเสร็จสิ้นจะได้กลุ่มของสายดีเอ็นเอมากกว่า 50 ล้านกลุ่ม ซึ่งจะมีดีเอ็นเอประมาณ 1,000 ชุด
ในแต่ละช่อง หลังจากนั้นสายดีเอ็นเอจะถูกแยกเป็นสายเดี่ยวอีกครั้งเพื่อท าการ sequencing โดยใช้
หลักการ sequencing by synthesis ด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับล าดับเบสนั้นๆ แล้วเติมเอ็นไซม์ 
DNA polymerase และนิวคลีโอไทด์ทั้ง 4 เบสที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงที่มีสีต่างกัน โดยในแต่ละ
รอบนิวคลีโอไทด์ที่ไม่ได้เข้าคู่กับสายดีเอ็นเอต้ังต้นจะถูกล้างออก และเครื่องจะตรวจจับสารเรืองแสงที่
นิวคลีโอไทด์ที่เข้าคู่กับสายดีเอ็นเอปลดปล่อยออกมา เพื่อบันทึกความเหมือนกันของเบสแรกส าหรับ
กลุ่มนั้นๆ  จากนั้นจะมีการเติมนิวคลีโอไทด์ชุดใหม่เพื่อสังเคราะห์สายดีเอ็นเอ และท าซ้ าต่อไปเรื่อยๆ   
โดยในแต่ละรอบจะเป็นตัวก าหนดเบสที่อ่านได้ในแต่ละครั้ง โดยเครื่อง Illumina นี้สามารถอ่าน 
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ความยาว  reads ได้ถึง 100 คู่เบส และในการหาล าดับเบส 1 ครั้งจะได้จ านวนเบสมากถึง 600           
กิกะเบส และความถูกต้องของเบสที่ได้มากกว่าร้อยละ 99.5 (Wilantho et al., 2012) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 15 หลักการของการท า sequencing ด้วยเครื่อง Illumina (https://sapac.illumina.com) 
โดย (a) สายดีเอ็นเอที่ถูกแยกเป็นสายเดี่ยวและเชื่อมกับ adapter, (b) ดีเอ็นเอสายเดี่ยวจับกับ             
ไพรเมอร์แบบสะพานโค้งแล้วเพิ่มปริมาณ, (c), การ sequencing by synthesis โดยใช้ไพรเมอร์ที่
จ าเพาะกับล าดับเบสนั้นๆ และเติมเอ็นไซม์ DNA polymerase และนิวคลีโอไทด์ที่ติดฉลากด้วย                 
สารเรืองแสงที่มีสีต่างกัน  (d) เครื่องตรวจจับสารเรืองแสงที่นิวคลีโอไทด์ที่เข้าคู่กับสายดีเอ็นเอ
ปลดปล่อยออกมา และอ่านค่า 
 

2. เครื่อง 454/Roche genome sequencer 

ใช้หลักการการหาล าดับเบสแบบ pyro sequencing และใช้การอ่านสัญญาณตามจังหวะ
แสงของเบสคู่สม โดยขั้นตอนที่ส าคัญ คือการตรึง (immobilization) ดีเอ็นเอไว้กับเม็ดบีด ในสภาวะ
น้ ามัน (emulsion PCR) แล้วเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยเริ่มต้นจากการตัดสายดีเอ็นเอให้สั้นประมาณ 
400 – 600 คู่เบส แล้วต่อ adapter A และ B ไว้ที่ปลายสาย โดย adapter B จะมีส่วนปลาย 5’ 
เป็น biotin ซึ่งจะจับกับเม็ดบีดที่ เคลือบ streptavidin จากนั้นเติมเอนไซม์ที่มีคุณสมบัติเป็น 
stranddisplacing DNA polymerase เพื่อเข้าซ่อมแซมส่วนที่ขาดไป หลังจากนั้นดีเอ็นเอสายคู่ที่ไม่
ถูกตรึงกับเม็ดบีดจะถูกท าให้แยกออก โดยมีสายดีเอ็นเออีกเส้นหนึ่งที่เชื่อมกับ adapter B/B ติดอยู่
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กับเม็ดบีด ส่วนสายดีเอ็นเอที่ไม่มี adapter จะถูกล้างออก สุดท้ายจะได้ดีเอ็นเอสายเดี่ยวที่มี 
adapter A ติดอยู่ที่ปลาย 5’ และ adapter B ติดอยู่ที่ปลาย 3’ เป็น DNA library หลังจากนั้นเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอบนเม็ดบีด (emulsion-based clonal amplification) โดยตรึงดีเอ็นเอสายเดี่ยวบน
เม็ดบีดที่มีไพรเมอร์โอลิโกนิวคลีโอไทด์ติดอยู่ ซึ่งจะสามารถเข้าคู่กับ adapter ของดีเอ็นเอสายเดี่ยว
นั้นๆ และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหยดน้ ามันซึ่งมีสารส าหรับท าปฏิกิริยาผสมอยู่ หลังจากนั้นน าไปท า 
Sequencing โดยน าเม็ดบีดใส่ลงใน PicoTiterPlatetm (PTP) แล้วจึงใส่เข้าเครื่อง 454/Roche โดย
เครื่องจะเติมเบส A, T, C, G เข้าไปทีละเบส ซึ่งเบสที่เข้าคู่กับดีเอ็นเอต้นแบบเท่านั้นที่จะจับและท า
ปฏิกิริยาแล้วเกิดปฏิกิริยาทางเคมีและปลดปล่อยสารไพโรฟอสเฟต ซึ่งจะท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ 
sulfurylase adenosinec แ ล ะ  5’-phosphosulfate (APS) ได้ พ ลั ง ง า น  ATP ซึ่ ง เอ น ไซ ม์ 
luciferease จะท าปฏิกิริยากับ luciferin โดยใช้ ATP เป็นสารตั้งต้น และได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็น 
oxyluciferin และปลดปล่อยแสงออกมา ซึ่งจะสามารถบ่งชี้สัดส่วนของนิวคลีโอไทด์ได้ โดยในการหา
ล าดับเบส 1 ครั้ง จะได้จ านวนเบส 400 – 600 เมกะเบส และมีความถูกต้องมากกว่าร้อยละ 99 
 

 
รูปที่ 16 หลักการของการท า sequencing ด้วยเครื่อง 454/Roche genome sequencer 

(https://www.medscape.com/viewarticle/738786_6) 
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3. เครื่อง SOLiD/Life Technology (ABI) 
ใช้หลักการการหาล าดับเบสแบบเชื่อมต่อ  (sequencing by ligation) ซึ่งจะมีวิธีการ

คล้ายกับ 454/Roche genome sequencer แต่มีวิธีการ sequencing ที่แตกต่างกัน โดยวิธีนี้จะ
อ่านต าแหน่งเบสของดีเอ็นเอต้นแบบซ้ ากัน 2 ครั้ง  (Di-base sequencing) โดยไพรเมอร์จะจับกับ 
adapter ที่มีล าดับเบสที่เข้าคู่กันบนดีเอ็นเอต้นแบบที่เพิ่มปริมาณแล้ว จากนั้นเติม di-base probe 
และเอนไซม์ ligase จะเชื่อม prob และบันทึกภาพของสี fluorescence ที่ ได้ หลังจากนั้นจะ
เกิดปฏิกิริยาเคมีตัดที่ต าแหน่งเบส 5 และ 6 ของ prob รวมถึงกลุ่ม ของ fluorescent ด้วย silver 
ions ท าให้เกิด 5’-PO4 และสายดีเอ็นเอจะถูกแยกออกจาก adapter เพื่อเข้าสู่รอบที่ 2 ของการหา
ล าดับเบส ซึ่งจะเริ่มต้นขึ้นที่ต าแหน่ง n-1 โดยใช้ไพรเมอร์เดิม ซึ่งจ านวนรอบของการเชื่อม 
บันทึกภาพ และการตัดจะเกิดขึ้นซ้ าๆ ประมาณ 7 รอบ โดยเครื่อง SOLiD/Life Technology (ABI) 
นี้จะสามารถอ่านความยาว reads ที่ 50 คู่เบส และในการหาล าดับเบส 1 ครั้งจะได้จ านวนเบส 80 -
100 กิกะเบส ความถูกต้องของเบสมากกว่ารอ้ยละ 99.94 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 17 การ sequencing ด้วยเครื่อง SOLiD/Life Technology (ABI) โดยวิธี ligation ด้วยการใช้ 
di-base labeled probes 

(https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/sequencing-by-ligation) 
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ปฏิกิริยาโซเดยีมไบซัลไฟต์ (sodium bisulfite treatment) 
 เป็นวิธีการที่ใช้แยกระหว่างเบสไซโตซีน (cytosine) และเบสไซโตซีนที่ถูกเติมหมู่เมทิล (5’-
methylcytosine) ออกจากกัน โดยอาศัยหลักการของความไวในการท าปฏิกิริยาที่แตกต่างกัน               
โดยเริ่มต้นจากการน าดีเอ็นเอที่ต้องการวิเคราะห์มาผ่านกระบวนการต่างๆ ดังนี้ 

1.  Sulphonation เป็นขั้นตอนที่เปลี่ยนเบส cytosine เป็น cytosine-6-sulphonate 

2. Hydrolytic deamination เป็ น ขั้ น ตอน ที่ เป ลี่ ย น  cytosine-6-sulphonate เป็ น 
uracil-6-sulphonate  

3. Alkali desulphonation เป็นการก าจัด sulphate ออกจาก uracil-6-sulphonate 
ท าให้ได้ uracil (Herman et al., 1996) 

หลังจากนั้นเทคนิค PCR จะถูกน ามาใช้ เพื่อเปลี่ยน uracil เป็น thymine ในขณะที่ 5’-
methylcytosine จะไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาดังกล่าวได้ จึงยังคงเป็น cytosine เช่นเดิม หลังจากนั้น
สามารถน าดีเอ็นเอไปวิเคราะห์ได้ด้วยเทคนิคต่าง ๆ  เช่น Methylation specific-PCR (MSP) หรือ 
Combined Bisulfite Restriction Analysis (COBRA) เป็นต้น (Fraga and Esteller, 2002) 

 

 

รูปที่ 18 ปฏิกิริยาโซเดียมไบซัลไฟต์ โดย cytosine จะถูกเปลี่ยนเป็น uracil ในขณะที่ 5’-
methylcytosine ยังคงเป็น cytosine 

(https://www.neb.com/applications/epigenetics/dna-methylation-analysis/bisulfite-
conversion) 
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Methylation specific-PCR (MSP)  
 Methylation specific-PCR (MSP) เป็นวิธีที่นิยมส าหรับใช้ในการศึกษารูปแบบการเกิด       
ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน โดยใช้ดีเอ็นเอที่ผ่านการท าปฏิกิริยาโซดียมไบซัลไฟต์มาท าการตรวจสอบ โดย 
การท า Allele specific PCR ซึ่งจะจ าเพาะต่อเบสไซโตซีนหรือเบสยูราซิล แล้วใช้ไพรเมอร์ 2 คู่ ที่
จ าเพาะกับล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกัน โดยไพรเมอร์คู่แรกจะมีความจ าเพาะส าหรับดีเอ็นเอที่  
เกิดการเมทิลเลชัน (methylation primer) และคู่ที่ 2 จะมีความจ าเพาะส าหรับดีเอ็นเอที่ไม่เกิด       
การเมทิลเลชัน (unmethylation primer) หากไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะส าหรับดีเอ็นเอที่เกิดการ
เมทิลเลชันสามารถจับกับสายดีเอ็นเอได้ แสดงว่า ดีเอ็นเอบริเวณนั้นมีการเติมหมู่เมทิลที่เบสไซโตซีน 
ในทางกลับกันหากไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อดีเอ็นเอที่ไม่เกิดการเมทิลเลชันจับกับสายดีเอ็นเอได้แสดงว่า
ดีเอ็นเอบริเวณนั้นไม่มีการเติมหมู่เมทิลที่เบสไซโตซีน (Mills and Ramsahoye, 2002) 
  
 
 

 
 

 
 
 
 
 
รูปที่  19 หลักการในการท า Methylation specific-PCR โดยดีเอ็นเอที่ผ่านปฏิกิริยาโซเดียม 
ไบซัลไฟต์ที่ มี  5’-methylcytosine จะถูก amplify โดย methylation primer (M) ในขณะที่ 
ดีเอ็นเอที่ ไม่มี  5’-methylcytosine เกาะอยู่ที่  cytosine จะถูก amplify โดย unmethylation 
primer (U) (Zhang et al., 2009) 
 
Real - time PCR  
 Real - time PCR หรือ quantitative PCR (qPCR) เป็นเทคนิคที่ใช้ตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอ
ที่เพิ่มขึ้นในขณะที่มีการท า PCR ในแต่ละรอบ โดยไม่ต้องรอให้กระบวนการเสร็จสิ้นก่อน ซึ่งใน           
การตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอสามารถใช้ dye ได้หลายชนิด โดยในงานวิจัยนี้เลือกใช้ SYBR green 
dye ซึ่งเป็นสีฟลูออเรสเซนต์ที่สามารถจับกับดีเอ็นเอตรงต าแหน่ง minor groove ของดีเอ็นเอสายคู่ 
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สามารถดูดกลืนแสงสีฟ้า (488 nm) และปล่อยแสงสีเขียว (522 nm) ซึ่งในช่วง denaturation              
สายดีเอ็นเอสายคู่จะแยกเป็นสายเดี่ยว และเมื่อมีการเริ่มสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ SYBR จะเริ่ม
แทรกตัวไปอยู่ในดีเอ็นเอสายคู่ และเรืองแสงเมื่อถูกกระตุ้นด้วยแสง UV ซึ่งจะถูกตรวจจับสัญญาณ-
แสงด้วยเครื่องรับสัญญาณแสงที่อยู่ในเครื่อง real time thermocycler (Ponchel et al., 2003) 
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บทที ่3  
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
เครื่องมือทีใ่ช้ในงานวิจัย 

1. กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Olympus, Japan) 
2. เครื่องกวนสารแบบให้ความรอ้น (hot plate stirer) (Labtech, Korea) 
3. เครื่องเขย่าสาร (votex) (Scientific Industries, USA) 
4. เครื่องเขย่าสารความถี่สูง (sonicator) (Sonics & materials, USA) 
5. เครื่องควบคุมการดูดจ่ายอัตโนมัติ  (pipett aid) (Tecnomara, Switzerland) 
6. เครื่องชั่งดิจิตอล (Precisa, Switzerland)  
7. เครื่องถ่ายและบันทึกภาพเจล (Amersham biosciences, UK)  
8. เครื่องถ่ายและบันทึกภาพเจล (gel doc) (Biorad, USA) 
9. เครื่องนึ่งความดันส าหรับฆ่าเช้ือ (Hirayama, Japan) 
10. เครื่องปั่นเหว่ียงสารส าหรับหลอดขนาด 1.5 ml (microcentrifuge) (Boeco, 

Germany) 
11. เครื่องปั่นเหว่ียงสารส าหรับหลอดชนิด polypropylene conical (Boeco, Germany) 
12. เครื่องผลิตน้ าบริสุทธิ์คุณภาพสูง  (ultrapure water type I) (Millipore, France) 
13. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (thermal cycler) (Eppendorf, Germany) 
14. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสภาพจริง (real time PCR) (Applied biosystems, UK) 
15. เครื่องไมโครเวฟ (Sanyo, Japan) 
16. เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (Denver Instrument, USA) 
17. เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม (nano drop) (Thermo Scientific, USA) 
18. เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม (Qubit®) (Thermo Scientific, USA) 
19. เครื่องหมุนเขย่าสาร (rotator) (Biosan, Latvia) 
20. เครื่องให้ความร้อน (heat block) (Bockel, UK) 
21. เครื่องอิเล็กโทรโฟริซิส (Bio-RAD, USA) 
22. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิต่ า -20oC และ -80oC (Revco, Japan) 
23. ตู้ดูดควัน (fume hood) (S.K.Powerable, Thailand) 
24. ตู้ปลอดเชื้อ class II (laminar flow cabinet) (Gelman sciences, Singapore) 
25. ตู้เลี้ยงเซลล์ในสภาวะที่มี 5% CO2 (Shel lab, USA) 
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26. ตู้เย็น (Misubishi, Japan) 
27. ตู้อบ (incubator) (Memmert, Germany) 
28. ไมโครปิเปตต์  (Eppendorf, Germany) 
29. อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) (Memmert, Germany) 
 

วัสดุอุปกรณ์ทีใ่ช้ในงานวิจัย 
1. กระจกปิดสไลด์ (Chance, UK)  
2. กระบอกตวง (Witeg, Germany) 
3. ขวดดูแรนขนาด 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml และ 1,000 ml (Duran, 

Germany) 
4. ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 ml, 500 ml, 1,000 ml และ 2,000 ml (Pyrex, USA) 
5. ขวดเลี้ยงเซลล์ขนาด T25 และ T75 (Corning, USA) 
6. จานเลี้ยงเซลลแ์บบ 6 หลุม (6 well plate) (Jet biofill, China) 
7. ช้อนตักสาร 
8. ถุงมือยางพารา (Handpro, Thailand) 
9. ทิปส าหรับไมโครปิเปต (Jet biofill, China) 
10. เทอร์โมมิเตอร์ (Precision, Germany) 
11. แท่งแม่เหล็ก (Agimatic-e, China) 
12. ปิเปตต์แบบฆ่าเชื้อขนาด 1ml, 5 ml, 10 ml และ 25 ml (Jet biofill, China) 
13. พาราฟิล์ม (Parafilm M, USA) 
14. สไลด์นับเซลล์ (Haemocytometre) (Boeco, Germany) 
15. หลอดขนาด 0.2 ml, 0.5 ml และ 1.5 ml (Bio-rad Elkay, USA) 
16. Cell Scraper (Jet biofill, China) 

17. Cryovial tube (Corning, USA) 
18. Polypropylene conical tube ขนาด 15 ml และ 50 ml (Elkay, USA) 
19. 96 well plate (Thermo, USA) 

 
สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

1. สารเคมีทั่วไป 

1.1   Absolute ethanol (Merck, Germany) 
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1.2  Acetic acid (Merck, Germany) 
1.3  Agarose (Cambrex, USA) 
1.4   Ammonium acetate (Merck, Germany 
1.5   Ampicillin (Sigma, USA) 
1.6  Bromophenol blue (USB, Germany) 
1.7  Chloroform (Merck, Germany) 
1.8  Dimethyl sulfoxide (DMSO)(Sigma, USA) 
1.9   EDTA (USB, Germany) 
1.10 Formaldehyde (Merck, Germany) 
1.11 Glycine (Amersham Bioscience, Sweden) 
1.12 Glycogen (USB, USA)  
1.13 Hydrochloric acid (Merck, Germany) 
1.14 Hydroquinone (Merck, Germany) 
1.15 Isopropanol (VWR, France)   
1.16 Methanol (SK chemicals, Korea) 
1.17 Phenol (USB, USA) 
1.18 Proteinase K (USB, USA) 
1.19 RNase A (Applichem, Germany) 
1.20 Sodium chloride (Merck, Germany) 
1.21 SYBR green I nucleic acid gel stain (Lonza, USA) 
1.22 Tris (Tris[hydoxymethyl] aminomethane) (Omnipur, Germany) 
1.23 TritonX 100 (Bio-RAD, USA) 
1.24 Trizol reagent (Invitrogen, USA) 
1.25 Trypan blue (Sigma, USA) 
1.26 Tris base (USB, USA) 
1.27 Xylene (Merck, Germany) 
1.28 10 base pair DNA ladder (Promega, USA) 
1.29  25 base pair DNA ladder (Promega, USA) 

 
2. สารเคมีที่ใชเ้ลีย้งเซลล ์

2.1   Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco, USA) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 35 

2.2   Fetal Bovine Serum (FBS )(Gibco, USA) 
2.3   Anti-anti (100X) antibiotic-antimycotic (Gibco, USA) 
2.4   Trypsin EDTA (Gibco, USA) 
2.5   Phosphate Buffered Saline (PBS) (Abslagen, Thailand) 
2.6   Tryphan blue (Gibco, USA) 

 
3.  สารเคมีที่ใช้ในการถ่ายโอนพลาสมิดเข้าสู่เซลล ์

3.1   Opti-MEM reduced serum medium (Gibco, USA) 
3.2   Turbofect (Thermo, USA)  

 
4. สารเคมีส าหรบัท า PCR 

4.1   10mM Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) (Bioneer, Korea) 
4.2  10X PCR buffer (Quigen, Germany) 
4.3   Hot start Taq DNA polymerase (Quigen, Germany) 
4.4  Oligonucleotide primers (Bioneer, Korea) 

 
5. สารเคมีที่ใช้ในการท า real-time PCR 

5.1   Oligonucleotide primers (Bioneer, Korea) 
5.2   Power SYBR® Green PCR master mix (Applied biosystems, UK) 

 
6. สารเคมีที่ใช้ในการท า chromatin immunoprecipitation (ChIP) 

6.1   Anti AP2 alpha (Abcam, UK) 
6.2   Anti His tag antibody (Abcam, UK) 
6.3   Anti-histone H3- tri methyl K4 (Abcam, UK) 
6.4   Anti-histone H3- tri methyl K9 (Abcam, UK) 
6.5   Anti YY1 (Abcam, UK) 
6.6   HPV16 E7 antibody (Santa cruz, USA) 
6.7   Halt protease inhibitor cocktail (100x) (Thermo Scientific, USA)  
6.8   Normal mouse IgG (Santa cruz, USA) 
6.9   Protein G plus agarose (Santa cruz, USA)  
6.10 ChIP buffer  
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6.11 Elution buffer 
6.12 Lysed buffer 
6.13 Lysis buffer   
6.14 PK buffer 
6.15 Washing buffer  

 
7. อาหารเลี้ยงเชือ้แบคทีเรยี 

7.1   Agar bacterial powder (Conda, Spain) 
7.2   Tryptone (Bio Basic Inc, Canada) 
7.3   Yeast extract powder (Bio Basic Inc, Canada) 

 
8. ชุดสารเคมีส าเร็จรูปที่ใช้ในงานวิจัย 

8.1   EZ DNA Methylation-Gold Kit (Zymo Reserch, USA) 
8.2 GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, USA) 
8.3   Revert Aid First Strand cDNA synthesis Kit (Fermentas, USA) 
8.4   SeqPlex Enhanced DNA Amplification kit (Sigma-Aldrich, USA) 

 
วิธีด าเนินการวิจัย 
งานวิจัยน้ีสามารถแบ่งออกเป็น 4 ส่วนหลัก คือ 

1. การคัดเลือกยีน 
2. การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของยีน 
3. การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของระดับการเกิดเมทิลเลชันของยีน 
4. การตรวจสอบการจับกันระหว่างโปรตีน E7, AP2 และ YY1 กับโพรโมเตอร์ของยีนที่คัดเลือก 
 
1. การคัดเลือกยีน 

1.1 การท า Chromatin immunoprecipitation with DNA Sequencing (ChIP-Seq) 
1.1.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์ (cell culture) 

   ในงานวิจัยนี่ใช้เซลล์สายพันธุ์มะเร็งปากมดลูก C33A และเซลล์ไตสายพันธ์ุ HEK293  
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1.1.1.1  การเลี้ยงเซลล์จากเซลล์แช่แข็ง (thaw cell) 

      เริ่มต้นจากการน าเซลล์ที่เก็บแช่แข็งไว้ในหลอด cryotube มาวางไว้ที่
อุณหภูมิห้องประมาณ 3 - 4 นาที เพื่อให้เซลล์ที่ถูกแช่แข็งละลาย จากนั้นใช้ปิเปตต์ดูดขึ้นลงให้เซลล์
กระจายตัวดี แล้วจึงดูดใส่ในขวดเลี้ยงเซลล์ขนาด 25 ลูกบาศก์เซนติเมตร (T25) ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์ 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) ที่ ผ ส ม  Fetal Bovine Serum (FBS) 10% 
และ antibiotic 1% ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นน าเซลล์เพาะเลี้ยงในตู้เลี้ยงเซลล์ที่มีความเข้มข้น
ของก๊าซคาร์บอนไดออกไซต์ 5% อุณหภูมิ 37°C ความชื้น 95 – 99% เป็นเวลาข้ามคืนเพื่อให้เซลล์
เกาะตัวดี จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่เพื่อป้องกันพิษจาก DMSO ซึ่งเป็นส่วนประกอบใน
อาหารเลี้ยงเซลล์ส าหรับแช่แข็ง  
 
    1.1.1.2 การเลี้ยงเซลล ์
     หลังจากที่เซลล์ที่เลี้ยงไว้โตประมาณ 80% (80% confluency) ท า การ
เก็บเซลล์และแบ่งเลี้ยงเซลล์เพื่อเพิ่มจ านวนเซลล์ โดยล าดับแรก ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ใน         ขวด
เก่าออกโดยใช้ suction จากนั้นล้างเซลล์ด้วย PBS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จ านวน 2 ครั้ง แล้วเติม 
Trypsin EDTA (กระบวนการ trypsiniztion) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บ่มในตู้เลี้ยงเซลล์ประมาณ 3 
นาที เพื่อให้เซลล์หลุดจากการยึดเกาะ เมื่อครบเวลาแล้วน าเซลล์มาเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ ปริมาตร 2 
เท่าของปริมาณ Trypsin เพื่ อยับยั้ งปฏิกิริยาของ Trypsin แล้วดูดเซลล์ปริมาตร 70 - 100 
ไมโครลิตรไปใส่ในขวดเลี้ยงเซลล์ขนาด T25 ขวดใหม่ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์บรรจุอยู่ 5 มิลลิลิตร 
จากนั้นดูดเซลล์จาก T25 ขวดเก่าทิ้งให้เหลือเกาะขวดประมาณ 10 - 20% แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เอียงขวดเลี้ยงเซลล์ไปมาเพื่อให้เซลล์กระจายบนพื้นผิวขวดทั่วๆ แล้วน าขวด
เลี้ยงเซลล์ทั้งหมดเข้าตู้เลี้ยงเซลล์ หลังจากนั้นตรวจดูการโตของเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อย่าง
สม่ าเสมอ หากเซลล์ยังโตไม่ถึง 80% แต่สีอาหารเลี้ยงเซลล์เริ่มเปลี่ยนเป็นสีเหลืองควรเปลี่ยนอาหาร
เซลล์ และเมื่อเซลล์โตมากกว่า 80% ก็สามารถเก็บเซลล์ไปท าการทดลองในขั้นต่อไปหรือเก็บเซลล์แช่
แข็งเพื่อการเก็บในระยะยาวได้ 
 

1.1.1.3 โครงสร้างของพลาสมิดลูกผสมของยีน E7 ของเอชพีวี ไทป์ 16 

         พลาสมิดลูกผสมของยีน E7 ของเอชพีวี ไทป์ 16 สร้างไว้โดยนายวัชรพงศ์ 
ภักดีชายแดน (2555) โดยการตัดยีน E7 ของเอชพีวี ไทป์ 16 ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI และ 
BamHI จากพลาสมิด pGEX2T–E7 ที่แสดงออกได้เฉพาะในแบคทีเรีย จากนั้นน ายีน E7 ที่ได้มาท า 
mutagenesis โดยตัด stop codon ที่ปลายด้าน 3’ แล้วเติมล าดับนิวคลีโอไทด์อื่นเพื่อให้เกิด            
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การแสดงออกต่อไปได้ แล้วน ายีน E7 ที่ได้นี้ มาเช่ือมกับพลาสมิด pcDNA3.1/myc–HIS ที่มียีน MYC 
และ HIS อยู่ จะได้พลาสมิดลูกผสมของ E7 ที่ยีนสามารถแสดงออกได้เมื่อถ่ายโอนพลาสมิดเข้าสู่    
เซลล์สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม และสามารถตรวจสอบโปรตีน E7 ที่ผลิตขึ้นโดยใช้แอนติบอดี้ของ MYC 
หรือ HIS ได้ (วัชรพงศ์ ภักดีชายแดน, 2555) จากนั้นน าพลาสมิดไปท าการหาล าดับเพื่อตรวจสอบ            
ยีน E7 
 

 
รูปที่ 20 โครงสร้างของพลาสมิดลูกผสมของยีน E7 ของเอชพีวี ไทป์ 16 

 
 1.1.2 การถ่ายโอนพลาสมดิลูกผสมของยีน E7 ของเอชพีวี ไทป์ 16 เข้าสู่ competent 
cells (transformation) 
   เริ่มจากน า competent cells Escherichia coli XL-1 blue โดยมี ampicillin 
เป็นตัวคัดเลือก ซึ่งถูกเก็บไว้ในตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส มาละลายโดยวางบนน้ าแข็ง เมื่อ 
competent cells ละลายหมดแล้ว ดูด competent cells ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมกับ             
พลาสมิดลูกผสมของ E7 ปริมาตร 8 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปบ่มบนน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที 
เพื่อให้พลาสมิดลูกผสมของ E7 จับที่ด้านนอกผนังเซลล์ของ competent cells แล้วน าไปให้            
ความร้อน (heat shock) ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส โดยใช้ heat block เป็นเวลา 45 วินาที 
เพื่อให้ผนังเซลล์ของ competent cells เป็นรู ซึ่งจะท าให้พลาสมิดลูกผสมของ E7 เข้าไปใน 
competent cells  จากนั้นน าไปวางบนน้ าแข็งเป็นเวลา 2 นาที เพื่อให้ผนังเซลล์ของ competent 
cells กลับสู่สภาพเดิม แล้วน า competent cells ไปผสมกับ super optimal broth (Muller-
Tidow, et al.) ปริมาตร 980 ไมโครลิตรที่ผสมด้วย 2M MgCl2 10 ไมโครลิตร และ 2M glucose 
10 ไมโครลิตร น า competent cells ไปบ่มในเครื่องบ่มเพาะเชื้อแบบเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อ
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นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง แล้วจึงน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดของเหลวส่วนบนทิ้งจนเหลือของเหลวในหลอดประมาณ 100 ไมโครลิตร 
ใช้ปิเปตต์ดูดขึ้นลงเพื่อให้ตะกอนกระจายออกจากกัน แล้วดูดของเหลวปริมาตร 25 ไมโครลิตร (low 
concentration competent cells) ไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (Luria-Bertani agar หรือ 
LB agar) ที่มี ampicillin ในอัตราส่วน LB agar : ampicillin = 1000 : 1  น า competent cells 
ที่ได้รับพลาสมิดลูกผสมของ E7 ที่เหลือไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอนอีกครั้ง จากนั้นดูดของเหลวส่วนบนทิ้ง
จนเหลือปริมาตรในหลอดประมาณ 25 ไมโครลิตร แล้วจึงท าให้ตะกอนกระจายออกจากกัน ดูด
ของเหลวปริมาตร 25 ไมโครลิตร (high concentration competent cells) น าไปเลี้ยงบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดแข็งที่มี ampicillin เช่นเดียวกัน แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา-เซลเซียสในตู้บ่ม
เพาะเชื้อ เป็นเวลา 18 ชั่วโมง เนื่องจากพลาสมิดลูกผสมของ E7 มียีนต้านยา ampicillin ดังนั้น 
competent cells ที่ ได้รับพลาสมิดลูกผสมของ E7 จึงสามารถโตได้บนอาหารที่มี ampicillin 
จากนั้น น าโคโลนีที่ขึ้นในจานเพาะเชื้อมาเลี้ยงต่อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (Luria-Bertani broth 
หรือ LB) ปริมาตร 5 มิลลิลิตรที่ผสม ampicillin 5 ไมโครลิตร โดยแยก 1 โคโลนี ต่อ 1 หลอดเลี้ยง
เชื้อ แล้วน าไปเลี้ยงในเครื่องบ่มเพาะเชื้อแบบเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 10 - 12 ชั่วโมง 
 
 1.1.3 การสกดัพลาสมิด 
  น าแบคทีเรียที่เลี้ยงใน LB เป็นเวลา 10 - 12 ชั่วโมง มาปั่นเหวี่ยงตกตะกอนที่
ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นเก็บตะกอนที่ได้มาสกัดพลาสมิดด้วยชุดคิท 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, USA) แล้วน าพลาสมิดที่ได้ส่งบริษัท sequence 
เพื่อตรวจสอบยีน E7 ในพลาสมิด หลังจากนั้นสามารถน าพลาสมิดไปใช้ในการทดลองต่อไป หรือเก็บ
รักษาไว้ที่ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส 
 

1.1.4  การถ่ายโอนพลาสมดิลูกผสม E7 ของเอชพีวไีทป์ 16 เข้าสู่เซลล ์C33A 
   ท าการถ่ายโอนพลาสมิดในจานเลี้ยงเซลล์ขนาด 6 หลุม โดยเริ่มต้นจากนับเซลล์ให้มี
จ านวน 2×105 เซลล์ใน 1 หลุมของจานเลี้ยงเซลล์  6 หลุม ซึ่งมีอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ปริมาตร 2 
ml แล้วบ่มเซลล์ในตู้เลี้ยงเซลล์ 24 ชั่วโมง วันถัดมา ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าทิ้งและเปลี่ยนอาหาร
เลี้ยงเซลล์ใหม่เป็น DMEM ที่ไม่มี antibiotic ปริมาตร 1,800 ไมโครลิตร แล้วถ่ายโอนพลาสมิดเข้าสู่
เซลล์โดยน าพลาสมิดลูกผสม E7 และ พลาสมิดเปล่าซึ่งเป็นชุดควบคุม ปริมาณ 2 µg โดยใช้พลาสมิด
ความเข้มข้น 200 ng/µl ปริมาตร 10 µl ผสมกับ TurboFectTM transfection reagent (Thermo 
Scientific, USA) ปริมาตร 6 ไมโครลิตร และ Opti-MEM ปริมาตร 184 ไมโครลิตร บ่มไว้ที่



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 40 

อุณหภูมิห้อง 20 นาที จากนั้นดูดพลาสมิดลูกผสม E7 หรือพลาสมิดเปล่าที่บ่มไว้ ใส่ในจานเลี้ยงเซลล์
จ านวน 200 ไมโครลิตร โดยค่อยๆ ปล่อยสารละลายลงด้านข้างของหลุม แล้วเคลื่อนจานเลี้ยงเซลล์
ไปมาเพื่อให้พลาสมิดกระจายตัวดี  จากนั้นน าไปบ่มต่อในตู้เลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เพื่อให้ 
พลาสมิดเข้าไปภายในเซลล์ แล้วจึงเก็บเซลล์ไปท าการทดลองในขั้นต่อไป 
 
 1.1.5  Chromatin immunoprecipitation 

 น าเซลล์ที่อยู่ในจานเพาะเซลล์มาใส่ 37% formaldehyde ความเข้มข้นสุดท้าย 
1% ลงในจานเลี้ยงเซลล์ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์หลุมละ 2 มิลลิลิตร น าไปบ่มเขย่าที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 30 นาที เพื่อท าให้เกิดการ cross-link ระหว่างโปรตีนและดีเอ็นเอ จากนั้นยับยั้งการ cross-
link ด้วยการเติม  glycine ที่มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.25 M แล้วน าไปบ่มเขย่าที่อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง แล้วล้างเซลล์ด้วย PBS ปริมาตร 2 มิลลิลิตรต่อหลุม 
จ านวน 2 ครั้ง จากนั้นผสม protease inhibitor ปริมาตร 2 ไมโครลิตร กับ PBS เย็น ปริมาตร 198  
ไมโครลิตร แล้วดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ในแต่ละหลุมปริมาตร 200 ไมโครลิตร จากนั้นใช้ scraper ขูด
เซลล์และเก็บเซลล์ใส่หลอดขนาด 1.5 ml ท าซ้ าอีก 1 ครั้ง แล้วเก็บเซลล์ใส่หลอดเดิม น าเซลล์ไปปั่น
เหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 800 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที ดูดของเหลวส่วนบน
ทิ้ ง แล้วใส่  lysis buffer ปริมาตร 198 ไมโครลิตรผสมกับ  protease inhibitor ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร ลงในหลอดตัวอย่าง น าไปบ่มด้วยการวางบนน้ าแข็ง โดย vortex ทุกๆ 5 นาที จนครบ 20 
นาที เพื่อท าให้ผนังเซลล์แตก จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 800 g อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที  แล้วทิ้ งของเหลวส่วนบน ใส่ nuclear lysis buffer ปริมาตร 198 
ไมโครลิตรผสมกับ protease inhibitor ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงในหลอดตัวอย่าง น าไปบ่มด้วยการ
วางบนน้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาที เพื่อท าให้เยื่อหุ้มนิวเคลียสแตก จากนั้นน าตัวอย่างไปท าให้โครมาทิน
มีขนาดประมาณ 200 - 1000 bp. ด้วยการใช้คลื่นเสียง (sonication) ความแรง (pulse) 30% เป็น
เวลา 10 วินาที และพัก 30 วินาที จ านวน 8 รอบ โดยวางหลอดทดลองในน้ าแข็งขณะที่ท า 
sonication เนื่องจากความร้อนที่เกิดจากการ sonicate จะส่งผลให้โปรตีนที่เกาะอยู่กับดีเอ็นเอหลุด
ออกจากกันได้ หลังจากนั้นน าตัวอย่างไปตกตะกอนด้วยการปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 g 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 10 นาที แล้วดูดส่วนใสด้านบนซึ่งมี sheared chromatin ไปใส่หลอด
ทดลองขนาด 1.5 ml หลอดใหม่ ในขั้นตอนนี้ สามารถน าไปเก็บแช่แข็งที่ -80 องศาเซลเซียสได้นาน 
3 เดือน 

ขั้นตอนต่อไป คือ ใส่ ChIP buffer และ protease inhibitor ปริมาตร 900 ไมโครลิตร และ 
10 ไมโครลิตร ตามล าดับ ลงใน sheared chromatin (lysate) ที่ได้จากขั้นตอนที่แล้ว จากนั้นใส่ 
protein G ปริมาตร 80 ไมโครลิตรแล้วบ่มบน rotator ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
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ชั่วโมง เพื่อท า pre - clear lysate ลด background จาก non-specific antibody หลังจากนั้นน า
ตัวอย่างมาตกตะกอนด้วยการปั่น เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 2,000 รอบต่อนาที  ที่ อุณหภูมิ  4              
องศาเซลเซียส 2 นาที แล้วดูดส่วนใสที่เป็น lysate ด้านบน มาใส่หลอดขนาด 1.5 ml หลอดใหม่ 
และเก็บ lysate ประมาณ 50 ไมโครลิตรไว้อีก 1 หลอดเพื่อน าไปสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี phenol-
chloroform ตามวิธีท าในข้อ  4.1.1 ส าหรับ ใช้ เป็ น  input DNA (positive control) จากนั้ น
ตกตะกอนชิ้นส่วนโครมาทิน (immunoprecipitation) โดยใส่แอนติบอดี HPV 16 E7 (Santa cruz, 
USA), HIS (Abcam, USA), H3K9 (Abcam, USA) ส าหรับเป็น positive control และ mouse 
normal IgG (Cell signaling, USA) ส าหรับเป็น isotype control antibody ปริมาณอย่างละ 10 
µg ลงไปใน lysate บ่มบน rotator ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

หลังจากนั้น เมื่อบ่มครบ 24 ชั่วโมงแล้ว ใส่ protein G ปริมาตร 60 ไมโครลิตรลงใน lysate 
แล้วบ่มต่อบน rotator ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อให้ protein G จับกับ 
antibody และตกตะกอน complex ของโปรตีนกับ shear chromatin ลงมา จากนั้นน าไปปั่น
เหวี่ยงตกตะกอนด้วยความเร็ว 2,000 g เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งส่วนใสด้านบนแล้วล้างตะกอนด้วย 150 
mM NaCl, 500 mM NaCl, LiCl และ T10E1 ตามล าดับ อย่างละ 1 มิลลิลิตร โดยหลังจากใส่สารใน
แต่ละขั้นตอนต้องน าไปเขย่าบน rotator เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แล้วน าไป  
ปั่นเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 2,000 g เป็นเวลา 1 นาที แล้วก าจัดส่วนใสด้านบนทิ้ง จากนั้นใส่ 
elution buffer ปริมาตร 150 ไมโครลิตร แล้วเขย่าบน vortex 15 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอนที่ 
1,100 g เป็นเวลา 30 วินาที แล้วดูดส่วนใสด้านบนไปใส่หลอดขนาด 1.5 ml หลอดใหม่ แล้วใส่ 
elution buffer ในหลอดเดิมแล้วท าซ้ าอีก 1 รอบ ดูดส่วนใสด้านบนที่ได้ไว้ในหลอดเดียวกัน แล้วใส่ 
5M NaCl 8 ไมโครลิตร และ RNaseA 2 ไมโครลิตร น าไปบ่มใน water bath ที่อุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 4 ชั่วโมง หลังจากนั้นใส่ 100% EtOH ปริมาตร 600 ไมโครลิตร แล้วเก็บไว้ในตู้แช่
แข็ง -20 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง เพื่อ decross-link โปรตีนออกจากดีเอ็นเอและตกตะกอน         
ดีเอ็นเอ 

เมื่อครบ 24 ชั่วโมง น าตัวอย่างมาปั่นเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที หลังจากนั้นใส่ T10E1, 5X PK buffer และ PK buffer 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 25 ไมโครลิตร และ 1.5 ไมโครลิตร ตามล าดับ แล้วน าไปบ่มใน water 
bath อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั่วโมง เพื่อก าจัดโปรตีนและท าให้ดีเอ็นเอบริสุทธิ์ขึ้น 
แล้วท าการสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี phenol-chloroform โดยใช้ปริมาตร 300 ไมโครลิตร น าตัวอย่างไป 
vortex เพื่อผสมสารให้เข้ากันแล้วปั่นเหวี่ยงตกตะกอนด้วยความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที หลังจากนั้นดูดของเหลวส่วนใสชั้นบนสุดไปยังหลอดขนาด 1.5 ml 
หลอดใหม่ แล้วใส่ 100% EtOH ปริมาตร 750 ไมโครลิตร 5M NaCl ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และ 
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glycogen ปริมาตร 2 ไมโครลิตร น าไปแช่ที่ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน เพื่อ
ตกตะกอนดีเอ็นเอ หลังจากนั้น น าตัวอย่างไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอนด้วยความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เทส่วนใสด้านบนทิ้ง แล้วล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 
70% EtOH ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นตกตะกอนดีเอ็นเอที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 5 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทส่วนใสทิ้ง แล้วตากตะกอนดีเอ็นเอให้แห้ง ละลายดีเอ็นเอ
ด้ วย  dH2O ปริม าตร 20 ไม โครลิ ต ร แล้ วน าดี เอ็ น เอ ไปบ่ ม ใน  water bath อุณ หภู มิ  50                          
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นวัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่ได้ด้วยเครื่อง Qubit (Thermo 
Scientific, USA) แล้วน าดี เอ็น เอไปท า PCR  และเพิ่ มความเข้มข้นของดี เอ็น เอส าหรับท า                 
ChIP - seq analysis 

 
 1.1.6 การท า Polymerase chain reaction (PCR)  

ท า PCR จากดีเอ็นเอที่ได้จากการท า ChIP โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อโพรโมเตอร์ของ
ยีน CCNA1 ซึ่งเป็นยีนที่โปรตีน E7 สามารถจับบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนและเหนี่ยวน าให้เกิด     
เมทิลเลชันได้ (Chalertpet et al., 2015) เพื่อใช้เป็นกลุ่มควบคุมบวกส าหรับตรวจสอบความส าเร็จ
ในการท า ChIP  

 
ตารางที่ 1 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอรที่ใช้ในการท า ChIP-PCR เพื่อตรวจสอบการแสดงออก
ของยีน CCNA1 

ยีน   ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’        3’) 

Forward CCNA1 primer 
Reverse CCNA1 prime 

  
 

CAGGAAGCGTAGGTGTGTGAG  
GCTTTGGAAGGGACTGTTTCCG                    
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ตารางที่ 2 ส่วนผสมที่ใช้ในการท า ChIP- PCR เพื่อตรวจสอบยีน CCNA1 
ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นสุดท้าย 

1. 10X PCR 
2. 10 mM dNTPs 
3. 20 uM Forward CCNA1 primer 
4. 20 uM Reverse CCNA1 primer 
5. 250 U HotStarTaq polymerase 
6. Distilled water 
7. DNA 
           ปริมาตรรวม 

1.0 
0.2 
0.15 
0.15 
0.1 
5.4 
4 

10.0 

1X 
0.2 mM 
0.3 uM 
0.3 uM 

0.25 U/reaction 

 
ตารางที่ 3 สภาวะที่ใช้ในการท า ChIP - PCR เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1  

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) 

1. Initial denaturation 
2. PCR cycle (35 รอบ) 
   - Denature 
   -  Annealing 
   - Extension 
3. Final extension 
4. Holding 

95 
 

95 
56 
72 
72 
4 

15  
 
1  
1 
1  

7 นาท ี
 

 
 1.1.7 อิเล็กโทรโฟริซิส 
   น า PCR product มาตรวจสอบด้วย 6% non-denaturing acrylamide gel 
โดยรันเจลที่ความต่างศักย์ 120 โวลต์ 45 นาที หลังจากนั้นน าเจลไปแช่ใน 1X TBE + 1X SYBR 
green I nucleic acid gel stain เป็นเวลา 30 นาที  แล้วจึงน าไปตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วย        
เครื่องถ่ายและบันทึกภาพเจล ซึ่งจะมีขนาด PCR product 205 คู่เบส 
  

1.1.8 การเพิม่ความเข้มขน้ของดีเอ็นเอ 
    ในขั้นตอนของการท า ChIP- seq analysis จะต้องใช้ปริมาณดีเอ็นเอต้ังต้นอย่าง

น้อยเท่ากับ 200 นาโนกรัม จึงจ าเป็นต้องเพิ่มความเข้มข้นของดีเอ็นเอโดยใช้ Seq plex Enhanced 
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DNA amplification kit (Sigma Aldrich ,USA) โดยในขั้นตอนแรกคือ Pre - amplication จะใช ้
DNA เริ่มต้น 1 นาโนกรัม ใน water และใส่ Library Preparation Buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
โดยต้องมีปริมาตรรวมทั้งหมด 14 ไมโครลิตร หลังจากนั้นผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปบ่มในเครื่องเพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที แล้วทิ้งจนตัวอย่างมีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส จากนั้นใส่ Library Preparation Enzyme ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมตัวอย่างให้ 
เข้ากัน แล้วน าไปบ่มในเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 
นาที ตามด้วย 24 องศาเซลเซียส 20 นาที 37 องศาเซลเซียส 20 นาที และ 75 องศาเซลเซียส 5 
นาที แล้วรอจนตัวอย่างมีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ซึ่งในขั้นตอนนี้สามารถเก็บตัวอย่างไว้ใน -20 
องศาเซลเซียส ได้ 3 วัน  

 
ขั้นตอนที่ 2 คือ ขั้นตอนการท า  Amplification โดยน าตัวอย่างที่ผ่านขั้นตอน Pre-

amplication ปริมาตร 15 ไมโครลิตร มาผสมกับ  
- 5X Amplification Mix    ปริมาตร 15 ไมโครลิตร 
- DNA Polymerase for SeqPlex  ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร 
- Water     ปริมาตร 42.5 ไมโครลิตร 
- SYBR Green I  (dilute1/100)  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 

โดยปริมาตรรวมทั้งหมดเท่ากับ 75 ไมโครลิตร ผสมให้สารละลายเข้ากัน หลังจากนั้นน าไป
ท า real-time PCR  

 
ตารางที่  4  สภาวะในการท า real - time PCR ในขั้ นตอน  Amplification ของ Seq plex 
Enhanced DNA amplification kit 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา  
1. Initial denaturation 
2. PCR cycle (2-3 รอบ) 
   - Denature 
   -  Annealing 
   - Extension 
3. After cycling 
4. Holding 

94 
 

94 
70 
70 
70 
4 

2 นาท ี
 

15 วินาที 
5 นาท ี
5 นาท ี
30 นาท ี
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 หลังจากนั้นใช้ GeneElute PCR clean-Up Kit เพื่อท าให้ดีเอ็นเอบริสุทธิ์ โดยใช้ nuclease 
free water ปริมาตร 50 ไมโครลิตรส าหรับชะดีเอ็นเอ แล้วน าตัวอย่างไปวัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอ
ที่ได ้ซึ่งปกติควรจะได้ปริมาณดีเอ็นเอระหว่าง 1-5 ไมโครกรัม หลังจากนั้นน าไปท าในขั้นตอนต่อไป 
  ขั้ นตอนที่  3 คื อขั้ นตอน Primer Removal เริ่มต้น โดยใช้  DNA ตั้ งต้น  2.1 
ไมโครกรัม ใน Water ผสมกับ   

- 10X Primer Removal Buffer   ปริมาตร 8 ไมโครลิตร 
- Primer Removal Solution  ปริมาตร 1.6 ไมโครลิตร 

โดยให้มีปริมาตรรวมทั้งหมด 76.25 ไมโครลิตร 
หลังจากนั้นผสมให้เข้ากัน แล้วเติม Primer Removal Enzyme ปริมาตร 3.75 

ไมโครลิตร ลงในตัวอย่าง น าไปบ่มในเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 60 นาที และ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วรอจนตัวอย่างมีอุณหภูมิ 4       
องศาเซลเซียส  น าดีเอ็นเอที่ก าจัดไพรเมอร์ออกแล้วไปท าให้บริสุทธิ์ด้วย GeneElute PCR clean-
Up Kit  หลังจากนั้นจึงส่งดีเอ็นเอตัวอย่างให้กับทางบริษัทที่ท า ChIP-seq analysis และเมื่อได้     
ผลการวิเคราะห์จากการท า ChIP-seq analysis ซึ่งรายงานผลชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่จับกับโปรตีน E7 ที่
วิเคราะห์ได้มาเป็นต าแหน่งบนโครโมโซม  จึงต้องท าการค้นหายีนที่อยู่ในต าแหน่งบนโครโมโซมนั้นๆ 
ด้วยโปรแกรม Ensembl แล้วจึงคัดเลือกยีน 1 ยีน ส าหรับน าไปศึกษาในขั้นตอนต่อไป      

 
 1.2  การค้นหายีนด้วยการใช้ข้อมูลทางชวีสารสนเทศ 
        ในการค้นหายีนโดยใช้วิธีทางชีวสารสนเทศ เริ่มต้นจากคัดเลือกยีนที่มีแนวโน้มที่สามารถ
จับกับโปรตีน E7 ของเอชพีวี ไทป์ 16 โดยการค้นหาล าดับเบสบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ซึ่ง
สามารถถูกชักน าให้เกิดเมทิลเลชันด้วยโปรตีน E7 ของเอชพีวี ไทป์ 16 และเอนไซม์ DNMT1 
(Chalertpet et al, 2015)  ที่สามารถจับกับ AP2 ซึ่งมีรายงานว่าเป็นทรานสคริปชันแฟคเตอร์ที่
สามารถจับกับโปรตีน E7 (นันท์นภัส วงค์มณี, 2017) โดยใช้โปรแกรม jasper จากนั้นน าล าดับเบสที่
ได้ไปค้นหาในฐานข้อมูลจีโนมมนุษย์เพื่อค้นหาโพรโมเตอร์ของยีนอื่นๆ ที่มีล าดับเบสตรงกัน โดยใช้
โปรแกรม Ensembl แล้วคัดเลือกยีนที่มีหน้าที่คล้ายกับ tumor suppressor gene ด้วยโปรแกรม 
pantherdb จากนั้นคัดเลือกยีนที่สามารถจับกับ AP2 โดยใช้โปรแกรม 2 โปรแกรม ได้แก่ promo 
และ jasper แล้วคัดเลือกยีนที่ทั้ง 2 โปรแกรมท านายตรงกัน  มาคัดเลือกเฉพาะยีนที่สามารถจับกับ 
ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ YY1 ซึ่งได้จากการศึกษาของนันท์นภัส วงค์มณี ด้วยวิธีแมสสเปกโตรเมทรี 
(นันท์นภัส วงค์มณี, 2017) ด้วยโปรแกรม epd.vital แล้วคัดเลือก 1 ยีน ส าหรับท าการศึกษาต่อใน
ขั้นตอนต่อไป 
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2.  การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของยีน 
  2.1  การสกดัอาร์เอ็นเอ 

    ท าการถ่ายโอนพลาสมิดเข้าสู่เซลล์  C33A และ HEK293 ตามวิธีท าในข้อ 1.1.4 จนครบ 72 
ชั่วโมงแล้วท าการเก็บเซลล์โดยการ trypsiniztion ตามหัวข้อ 1.1.1.2 หลังจากนั้นดูดเซลล์โดยใช้    
ปิเปตต์ใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml หลอดใหม่ น าเซลล์ไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอนด้วยความเร็ว 
500 g เป็นเวลา 4 นาที แล้วทิ้งของเหลวด้านบน จากนั้นล้างตะกอนเซลล์ด้วย PBS ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงตกตะกอนด้วยความเร็ว 500 g เป็นเวลา 4 นาที เท PBS ทิ้ง แล้วล้างตะกอน
เซลล์ซ้ าอีก 1 ครั้ง หลังจากนั้นใส่ trizol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วใช้ปิเปตต์ดูดขึ้นลงเพื่อให้ trizol 
ผสมกับเซลล์และท าให้เซลล์แตก วางไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที แล้วใส่ chloroform 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เขย่าหลอดให้สารผสมเข้ากัน 15 วินาที แล้วปั่นเหวี่ยงตกตะกอนด้วย
ความเร็ว 12,000 g ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ใช้ปิเปตต์ดูดส่วนใสชั้นบนสุดไปใส่หลอด
ขนาด 1.5 ml หลอดใหม่ แล้วใส่ 100% isopropanol เย็น ปริมาตร 500 ไมโครลิตร คว่ าหงาย
หลอด 2 - 3 ครั้ง เพื่อผสมสารในหลอดให้เข้ากัน บ่มโดยวางหลอดบนน้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาที แล้ว
ปั่นเหว่ียงตกตะกอนด้วยความเร็ว 12,000 g ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นดูดส่วนใส
ทิ้ง เพื่อเก็บตะกอนอาร์เอ็นเอที่ก้นหลอด ล้างตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย 75% ethanol เย็น ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร แล้วปั่นตกตะกอนด้วยความเร็ว 7,500 g ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เท
ส่วนใสทิ้ง แล้วตากตะกอนอาร์เอ็นเอโดยวางหลอดทดลองบนน้ าแข็งให้แห้ง จากนั้นละลายตะกอน
อาร์เอ็นเอด้วย nuclease free water ปริมาตร 20 - 50 ไมโครลิตร ขึ้นอยู่ปริมาณของตะกอน    
อาร์เอ็นเอ น าไปบ่มใน water bath อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพื่อละลาย
ตะกอนอาร์เอ็นเอ แล้วน าอาร์เอ็นเอไปวัดความเข้มข้นเพื่อน าไปใช้ในการทดลองต่อไป หรือเก็บอาร์
เอ็นเอที่ได้ในตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส  
 

2.2  การสังเคราะห์ดเีอ็นเอคู่ผสม (cDNA) 
      หลั งจากที่ สกัดอาร์ เอ็น เอแล้ว ใช้  RevertAidTM first strand cDNA synthesis kit 
(Fermentas, Canada) ในการสังเคราะห์ cDNA โดยใช้ RNA เริ่มต้น 2.5 ไมโครกรัม ใน nuclease 
free water โดยต้องมีปริมาตรรวมทั้งหมด 11 ไมโครลิตร ในหลอดทดลองขนาด 0.2 ml จากนั้นใส่ 
oligo primer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ซึ่งจะท าหน้าที่จับอย่างจ าเพาะบริเวณปลาย 3’ ของ poly (A) 
RNA น าตัวอย่างไปบ่มในเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมที่อุณหภูมิ 70 oC เป็นเวลา 5 นาที 
หลังจากนั้นใส่ 5X reaction buffer 4 ไมโครลิตร, 10mM dNTP 2 ไมโครลิตร, RNase inhibitor 
(20u/ul) 1 ไมโครลิตร และ M-MuLV reverse transcriptase (200u/ul) 1 ไมโครลิตร น าไปบ่มใน
เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมอีกครั้งที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที และอุณหภูมิ 
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70  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพื่อสังเคราะห์ cDNA จากอาร์เอ็นเอต้นแบบและยับยั้งการ
สังเคราะห์ cDNA หลังจากนั้น น า cDNA ที่ได้ไปใช้ในการทดลองต่อไป หรือเก็บไว้ในตู้แช่แข็ง -20 
องศาเซลเซียส  
 

2.3 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน E7 ของเอชพีวี ไทป์ 16 ในเซลล์ที่ไดร้ับการถ่ายโอน 
พลาสมิด  
 ตรวจสอบการแสดงออกของยีน E7 โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 
เพื่อยืนยันความส าเร็จในการถ่ายโอนพลาสมิด 
 
ตารางที่ 5 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่ใช้ใน PCR เพื่อตรวจสอบยีน E7 ของเอชพีวี ไทป์ 16 

ยีน   ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’        3’) 
Forward E7 primer 
Reverse E7 primer 

  GGGCAATTAAATGACAGCTCAG 
GTGTGCTTTGTACGCACAACC 

 
ตารางที่ 6 ส่วนผสมที่ใช้ในการท า PCR เพื่อตรวจสอบยีน E7 ของเอชพีวไีทป์ 16 

ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นสุดท้าย 
1. 10X PCR 
2. 10 mM dNTPs 
3. 20 uM Forward E7 primer 
4. 20 uM Reverse E7 primer 
5. 250 U HotStarTaq polymerase 
6. Distilled water 
7. DNA 
           ปริมาตรรวม 

1.0 
0.2 
0.15 
0.15 
0.1 
8.4 
1 

10.0 

1X 
0.2 mM 
0.3 uM 
0.3 uM 

0.25 U/reaction 
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ตารางที่ 7 สภาวะในการท า PCR เพื่อตรวจสอบยีน E7 ของเอชพีวี ไทป์ 16 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา 
1. Initial denaturation 
2. PCR cycle (30 รอบ) 
   - Denature 
   -  Annealing 
   - Extension 
3. Final extension 
4. Holding 

95 
 

95 
56 
72 
72 
4 

15 นาท ี
 

1  นาท ี
1  นาท ี

  1  วินาที 
7 นาท ี

 

 
 หลังจากนั้นน า PCR product ไปตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิส ตามวิธีในข้อ 
1.1.7 ซึ่งยีน E7 จะมีขนาด เท่ากับ 142 คู่เบส 
  

2.4 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน NOP56 และ FAM189A1 
2.4.1 การตรวจสอบการแสดงออกของยนี NOP56   

  ตรวจสอบการแสดงออกของยีน NOP56 ด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน NOP56 โดย
ตรวจสอบในเซลล์ HEK293 ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 และพลาสมิดเปล่า ด้วยวิธี PCR และ Real-
time PCR และตรวจสอบในเซลล์ C33A ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 และพลาสมิดเปล่า ด้วยวิธี PCR 
โ ด ย ใ ช้  glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) เป็ น  reference gene 
จากนั้นตรวจสอบ PCR product ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิส ตามวิธีในข้อ 1.1.7 ซึ่งยีน NOP56 จะมี
ขนาด เท่ากับ 136 คู่เบส และ GAPDH จะมีขนาดเท่ากับ 163 คู่เบส ในส่วน Real - time PCR นั้น 
ใช้ SYBR (Applied biosystems, USA) ในการตรวจสอบการแสดงออกของยีน และค านวณการ

แสดงออกของยีน NOP56 ด้วยวิธี  ΔΔCT method  
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ตารางที่ 8 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ใน PCR และ Real - time PCR เพื่อตรวจสอบ                
การแสดงออกของยีน NOP56 

ยีน   ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’        3’) 
Forward NOP56 primer 
Reverse NOP56 primer 
Forward GAPDH primer 
Reverse GAPDH primer 

 
 
 

 
 
 
 

CAGCATCGTTCGTCTGGTGG 
AGGCGGAGGTCCTCATGAAC 
TGGAAGGACTCATGACCACAG 
TTCAGCTCAGGGATGACCTT  

 
ตารางที่ 9 สภาวะในการท า PCR และ Real-time PCR เพื่อตรวจสอบยีน NOP56  

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา 

1. Initial denaturation 
2. PCR cycle (30 รอบ) 
   - Denature 
   -  Annealing 
   - Extension 
3. Final extension 
4. Holding 

95 
 

95 
64 
72 
72 
4 

15 นาท ี
 

45  นาท ี
45  นาท ี

  45  วินาที 
7 นาท ี

 

 

ตารางที่ 10 ส่วนผสมที่ใช้ในการท า PCR เพื่อตรวจสอบยีน NOP56 
ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นสุดท้าย 

1. 10X PCR 
2. 10 mM dNTPs 
3. 20 uM Forward NOP56 primer 
4. 20 uM Reverse NOP56 primer 
5. 20 uM Forward GAPDH primer 
6. 20 uM Forward GAPDH primer 
7. 250 U HotStarTaq polymerase 
8. Distilled water 
9. DNA 
ปริมาตรรวม 

1.0 
0.2 
0.15 
0.15 
0.15 
0.15 
0.1 
7.1 
1 

10.0 

1X 
0.2 mM 
0.3 uM 
0.3 uM 
0.3 uM 
0.3 uM 

 
 
 

0.25 U/reaction 
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ตารางที่ 11 ส่วนผสมที่ใช้ในการท า Real-time PCR เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน NOP56 
ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นสุดท้าย 

1. 2X SYBR (Applied biosystems, USA) 
2.  20 uM Forward NOP56 primer 
     20 uM Reverse NOP56 primer  
       หรือ 
       20 uM Forward GAPDH primer 
       20 uM Reverse GAPDH primer 
3. Distilled water 
4. cDNA 
           ปริมาตรรวม 

5.0 
0.05 
0.05 

 
0.05 
0.05 
4.4 
1.0 
10.0 

1X 
0.1 uM 
0.1 uM 

 
0.1 uM 
0.1 uM 

 
2.4.2 การตรวจสอบการแสดงออกของยนี FAM189A1 

 ตรวจสอบการแสดงออกของยีน FAM189A1 โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน FAM189A1 โดย
ตรวจสอบในเซลล์ HEK293 ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 และพลาสมิดเปล่า ด้วยวิธี Real - time 
PCR โดยใช้ SYBR (Applied biosystems, USA) ในการตรวจสอบการแสดงออกของยีน และใช้ 
glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) เป็ น  reference gene จ า ก นั้ น

ค านวณการแสดงออกของยีน NOP56 ด้วยวิธี  ΔΔCT method  
 
ตารางที่ 12 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอรท์ี่ Real - time PCR เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของ
ยีน FAM189A1  

ยีน   ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’        3’) 
Forward FAM189A1 primer 
Reverse FAM189A1 primer 
Forward GAPDH primer 
Reverse GAPDH primer 

 
 
 

 
 
 
 

TGGATTTCGACGAGTTCATC 
TATTGATGGCCACGTCATAC                    
TGGAAGGACTCATGACCACAG 
TTCAGCTCAGGGATGACCTT 
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ตารางที่  13 ส่วนผสมที่ ใช้ ในการท า Real - me PCR เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
FAM189A1  
ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นสุดท้าย 
1. 2X SYBR (Applied biosystems, USA) 
2.    20 uM Forward FAM189A1 primer 
       20 uM Reverse FAM189A1 primer             
       หรือ 
       20 uM Forward GAPDH primer 
       20 uM Reverse GAPDH primer 
3. Distilled water 
4. cDNA 
           ปริมาตรรวม 

5.0 
0.05 
0.05 

 
0.05 
0.05 
4.4 
1.0 
10.0 

1X 
0.1 uM 
0.1 uM 

 
0.1 uM 
0.1 uM 
0.1 uM 
0.1 uM 

 
ตารางที่ 14 สภาวะในการท า Real - time PCR เพื่อตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ
ยีน FAM189A1  

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) 
1. Initial denaturation 
2. PCR cycle (40 รอบ) 
   - Denature 
   -  Annealing 
   - Extension 
3. Final extension 
4. Holding 

95 
 

95 
56 
72 
72 
4 

15  
 
1 
1 
1 
7 
 

 

      2.4.3 การค านวณการแสดงออกของยีน ด้วยวิธี ΔΔCT  

     ΔΔCT method เป็ น ก า ร ศึ ก ษ า ก า ร แ ส ด งอ อ ก ข อ งยี น แ บ บ  relative 
quantification โดยอาศัยค่า threshold cycle (Ct) ซึ่งได้จากจุดตัดระหว่าง amplification curve 
และ threshold line ของทั้ ง target gene (NOP56 หรือ FAM189A1) และ reference gene 
(GAPDH)  test sample คือ  HEK293 ที่ ได้รับพลาสมิดลูกผสม E7 และ control sample คือ 
HEK293 ที่ ได้รับ พลาสมิดเปล่า มาใช้ในการค านวณตามสมการของ Livak and Schmittgen 
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(2001) ซึ่งการแสดงออกของยีนที่ได้จะเป็นสัดส่วนการเปลี่ยนแปลงเป็นจ านวนเท่า (fold change) 
ดังนี้ 
 

                                Fold change = 2- ΔΔCT     

        = 2-( ΔCt(test)- ΔCt(reference)) 
                = 2-[(Ct(target,test)-Ct(ref,test))-(Ct(target,control)-Ct(ref, control))] 
เมื่อ Ct(target,test)   คือ  Ct ของยีน FAM189A1 หรือ NOP56 จาก HEK293 ที่ได้รับ           
     พลาสมิดลูกผสม E7        
      Ct(ref,test)      คือ  Ct ของยีน GAPDH จาก HEK293 ที่ได้รับพลาสมิดลูกผสม E7 
      Ct(target, control) คอื   Ct ของยีน FAM189A1 หรือ NOP56 จาก HEK293 ที่ได้รับ                  
    พลาสมิดเปล่า  
Ct(ref, control)          คือ   Ct ของยีน GAPDH จาก HEK293 ที่ได้รับพลาสมิดเปล่า 
 

2.4.4 การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยวิธีการทางสถิต ิ

     น าค่า 2- ΔΔCT ของ HEK293 ที่ ได้รับพลาสมิดลูกผสม E7 และ HEK293 ที่ ได้รับ      
พลาสมิดเปล่า ที่ ได้จากการทดลองจ านวน 6 ซ้ ามาวิเคราะห์ผลทางสถิติโดยใช้การทดสอบ 
Independent sample T-Test ที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 95% ด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 
(Motulsky, 2007)    
 
3. การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของระดับเมทิลเลชนับริเวณโพรโมเตอร์ของยีน NOP56 และ
ยีน FAM189A1 
 

 3.1 การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของระดับเมทลิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยนี  
FAM189A1 และยีน NOP56 ในเซลล์ C33A และ HEK293 ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิดที่มียีน 
E7 

3.1.1  การสกดัดีเอ็นเอ 
           หลังจากน าเซลล์ C33A และ HEK293 ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสม  E7 ของ       
เอชพีวีไทป์ 16 และ พลาสมิดเปล่า ตามวิธีท าในข้อ 1.1.4 มาท าการเก็บเซลล์โดยการ trypsiniztion 
ตามวิธีท าในข้อ 1.1.1.2 แล้ว หลังจากนั้นดูดเซลล์โดยใช้ปิเปตต์ใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml     
หลอดใหม่ น าเซลล์ไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอนด้วยความเร็ว 500 g เป็นเวลา 4 นาที แล้วทิ้งของเหลว
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ด้านบน จากนั้นล้างตะกอนเซลล์ด้วย PBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงตกตะกอนด้วยความเร็ว 
500 g เป็นเวลา 4 นาที เท PBS ทิ้ง แล้วล้างตะกอนเซลล์ซ้ าอีก 1 ครั้ง หลังจากนั้นใส่ lysis buffer II 
(ภาคผนวก) ที่ผสมกับ 10% SDS ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และ proteinase K ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 
แล้วน าหลอดตัวอย่างไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ในเครื่อง water bath เป็นเวลาข้ามคืนหรือ
จนตะกอนเซลล์ย่อยจนหมด หลังจากนั้นใส่ phenol-chloroform-isoamyalcohol (25:24:1) 
ปริมาตร 1 เท่าของตัวอย่าง เขย่าสารให้เข้ากัน แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 14,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสชั้นบน (upper layer) ใส่หลอดขนาด 1.5 ml หลอดใหม่ 
แล้วเติม 100% ethanol ปริมาตร 1 เท่าของตัวอย่าง และ 7.5 M ของ CH3COONH4 ปริมาตร 0.5 
เท่าของตัวอย่าง คว่ าหงายหลอด 3 - 4 ครั้ง เพื่อผสมสารให้เข้ากัน แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอนที่
ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เทของเหลวด้านบน (supernatant) ทิ้ง แล้วล้าง
ตะกอนดีเอ็นเอที่ติดอยู่ด้านล่างหลอด ด้วย 75% ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยง
ตกตะกอนที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แล้วเท supernatant ทิ้ง ตากตะกอน                        
ดีเอ็นเอให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง หลังจากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย distilled water (dH2O) 
ปริมาตร 20 - 30 ไมโครลิตร ขึ้นอยู่กับปริมาณของตะกอนดีเอ็นเอ จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ในเครื่อง water bath เป็นเวลา 15 - 30 นาที เพื่อละลายตะกอนดีเอ็นเอ น าดีเอ็นเอ
ที่ได้ไปวัดความเข้มข้นเพื่อน าไปท าการทดลองในขั้นต่อไป หรือเก็บดีเอ็นเอที่ได้ในตู้แช่แข็ง -20               

องศาเซลเซียส  
 

  3.1.2  การท า sodium bisulfite treatment 
       ท าการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสไซโตซีนให้กลายเป็นยูราซิล  โดยใช้วิธีการ sodium 
bisulfite treatment ด้วยชุดน้ ายาส าเร็จรูป EZ DNA Methylation-Gold Kit (Zymo research, 
USA)  

   3.1.3  การท า methylation specific PCR (MSP) 
      ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของระดับเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 
FAM189A1 ใน เซลล์  HEK293 และยีน  NOP56 ใน เซลล์  HEK293 และ C33A ที่ ถูกถ่ ายโอน                
พลาสมิดลูกผสม E7 และพลาสมิดเปล่า ด้วยการน าดีเอ็นเอที่ผ่านการท า  sodium bisulfite 
treatment  ซึ่งใช้แยกดีเอ็นเอที่มีเมทิลเลชัน ออกจากดีเอ็นเอที่ไม่มีเมทิลเลชัน ด้วยเทคนิค MSP 
โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบเพื่อการทดลองเมทิลเลชันที่จ าเพาะต่อยีน FAM189A1 และ ยีน NOP56               
ในบริเวณที่ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ AP2 และ YY1 จับ ซึ่งท านายจากโปรแกรม epd.vital 
ประกอบด้วยไพรเมอร์ 2 คู่ที่จ าเพาะต่อล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีเมทิลเลชัน (methylation primer) 
และล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ไม่มีเมทิลเลชัน (unmethylation primer) โดยส าหรับล าดับนิวคลีโอไทด์ที่
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ไม่มีเมทิลเลชัน หลังจากท า sodium bisulfite treatment แล้ว ล าดับเบสไซโตซีนจะเปลี่ยนไปเป็น  
ยูราซิล ส่วนล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีเมทิลเลชัน Cmet จะไม่เปลี่ยนแปลง ดังนั้น ก่อนการออกแบบ       
ไพรเมอร์ จึงต้องท าการเปลี่ยนล าดับเบสไซโตซีนทุกตัวให้ เป็นเบสไทมีน ส าหรับออกแบบ 
unmethylation primer และเปลี่ยนเฉพาะเบสไซโตซีนที่ไม่ต่อกับเบสกัวนีน ส าหรับออกแบบ 
methylation primer ตามล าดับ (ดังในตารางที ่15) 
 
ตารางที่ 15 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอรที่ใช้ใน  MSP เพื่อตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงระดับ 
เมทิลเลชันในยีน FAM189A1 และยีน NOP56 

ยีน ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’        3’) 
Forward FAM189A1 methylation primer  
Reverse FAM189A1 methylation primer  
Forward FAM189A1 unmethylation primer  
Reverse FAM189A1 unmethylation primer 
Forward NOP56 methylation primer  
Reverse NOP56 methylation primer  
Forward NOP56 unmethylation primer  
Reverse NOP56 unmethylation primer  

GAGGTTTTTGTTCGTTATATTTGC 
ACGACAACGAACCAACCG 
ATTTAAGAGGTTTTTGTTTGTTATATTTGT 
CAATAACAACAACAAACCAACCA 
TATTTTTTATTATATTTTGGAATC 
ATTAAATTATTTTAACCGTCG                    
GTATTTTTTATTATATTTTGGAATT 
AATATTAAATTATTTTAACCATCA 

 
ตารางที่  16 สภาวะในการท า MSP เพื่อตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงระดับเมทิลเลชันในยีน 
FAM189A1  

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา  
1. Initial denaturation 
2. PCR cycle (30 รอบ) 
   - Denature 
   -  Annealing 
   - Extension 
3. Final extension 
4. Holding 

95 
 

95 
50 
72 
72 
4 

15 นาท ี
 

45 วินาที 
45 วินาที 
45 วินาที 
7 นาท ี
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ตารางที่ 17 สภาวะในการท า MSP เพื่อตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงระดับเมทิลเลชันในยีน NOP56 
ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา  

1. Initial denaturation 
2. PCR cycle (30 รอบ) 
   - Denature 
   -  Annealing 
   - Extension 
3. Final extension 
4. Holding 

95 
 

95 
38 
72 
72 
4 

15 นาท ี
 

45 วินาที 
45 วินาที 
45 วินาที 
7 นาท ี

 
  ห ลั ง จ า ก นั้ น น า  PCR product ม า ต ร ว จ ส อ บ  methylated band แ ล ะ 
unmethylated band ด้วยวิธีอิ เล็กโทรโฟริซิส ตามวิธีท าในข้อ 1.1.7 ซึ่ ง PCR product ของ 
methylated band และ unmethylated band  ของยีน FAM189A1 จะมีขนาด 154 และ 143 คู่
เบส และยีน NOP56 จะมีขนาด 64 และ 68 คู่เบสตามล าดับ 
 
4. การตรวจสอบการจับกันระหว่างโปรตีน E7, AP2 และ YY1 กับโพรโมเตอร์ของยีนที่คัดเลือก 
 จากการคัดเลือกยีนด้วยวิธี ChIP-seq analysis และวิธีทางชีวสารสนเทศ ได้ท าการคัดเลือกยีน 
FAM189A1 และ NOP56 เพื่อท าการตรวจสอบการจับกันระหว่างโปรตีน E7, AP2 และ YY1 กับ
บริเวณโพรโมเตอร์ของยีนดังกล่าว ในเซลล์ HEK293  
 
  4.1  การถ่ายโอนพลาสมิดยีน E7 ของเอชพีวไีทป์ 16 เข้าสู่เซลล ์HEK293 
       ท าการถ่ายโอนพลาสมิดในจานเลี้ยงเซลล์ขนาด 6 หลุม ตามวิธีท าในข้อ 1.1.4  
 
 4.2  การท า Chromatin immunoprecipitation 
                  ท าการศึกษาการจับกันระหว่างโปรตีน E7, AP2 และ YY1 บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 
FAM189A1 และ NOP56 ด้วยวิธี ChIP ตามวิธีท าในข้อ 1.1.5 โดยในขั้นตอนของการตกตะกอน
ชิ้นส่วนโครมาทิน (immunoprecipitation) จะใช้แอนติบอดีทั้งหมด 5 แอนติบอดี ได้แก่ HPV16 E7 
(Santa cruz, USA), AP2 (Santa cruz, USA), YY1 (Santa cruz, USA), H3K4 (Abcam, USA) 
และ mouse normal IgG (Cell signaling, USA) ปริมาณอย่างละ 10 µg หลังจากนั้นน าดีเอ็นเอที่
ได้จากขั้นตอนสุดท้ายไปท า PCR  โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน FAM189A1 และ NOP56 
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หลังจากนั้นน าไปตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วยวิธีอิ เล็กโทรโฟริซิส ตามวิธีในข้อ 1.1.7 ซึ่ งยีน 
FAM189A1 และ NOP56  จะมีขนาด PCR product เท่ากับ 130 คู่เบส และ 174 คู่เบส ตามล าดับ
  
 
ตารางที่ 18 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการท า ChIP-PCR ของยีน FAM189A1 และ    
ยีน NOP56 

ยีน ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’       3’) 
Forward FAM189A1 primer 
Reverse FAM189A1 primer 
Forward NOP56 primer 
Reverse NOP56 primer 

CTCCTGTTCGCCACACCTGC 
GGCCAGCCGAGCCTTCAGA                    
CTGGTTTAGTGGATAAGCA 
CAAGTTAATCCATACATTAGC 

 
ตารางที่ 19 ส่วนผสมที่ใช้ในการท า ChIP- PCR ของยีน FAM189A1 และยีน NOP56 

ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นสุดท้าย 
1. 10X PCR 
2. 10 mM dNTPs 
3. 20 uM Forward CCNA1 primer 
4. 20 uM Reverse CCNA1 primer 
5. 250 U HotStarTaq polymerase 
6. Distilled water 
7. DNA 
           ปริมาตรรวม 

1.0 
0.2 
0.15 
0.15 
0.1 
5.4 
4 

10.0 

1X 
0.2 mM 
0.3 uM 
0.3 uM 

0.25 U/reaction 
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ตารางที่ 20 สภาวะที่ใช้ในการท า ChIP- PCR เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน FAM189A1  
ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา  

1. Initial denaturation 
2. PCR cycle (30 รอบ) 
   - Denature 
   -  Annealing 
   - Extension 
3. Final extension 
4. Holding 

95 
 

95 
67.5 
72 
72 
4 

15 นาท ี
 

45 วินาที 
45 วินาที 
45 วินาที 
7 นาท ี

 

 
ตารางที่ 21 สภาวะที่ใช้ในการท า ChIP- PCR เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน NOP56 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา  
1. Initial denaturation 
2. PCR cycle (30 รอบ) 
   - Denature 
   -  Annealing 
   - Extension 
3. Final extension 
4. Holding 

95 
 

95 
44.2 
72 
72 
4 

15 นาท ี
 

45 วินาที 
45 วินาที 
45 วินาที 
7 นาท ี
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บทที่ 4  
ผลการทดลอง 

 

การคัดเลือกยนีด้วยวิธี Chromatin immunoprecipitation Sequencing (ChIP-Seq) 
 1. คุณภาพของดีเอ็นเอที่ไดจ้ากการตกตะกอนด้วยวิธี ChIP 

   ตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอที่ได้จากการตกตะกอนด้วยวิธี ChIP โดยใช้ไพรเมอร์
ที่จ าเพาะต่อโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ซึ่งเป็นยีนที่โปรตีน E7 สามารถจับบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน
และเหนี่ยวน าให้เกิดเมทิเลชันได้ (Chalertpet et al., 2015) โดย PCR product ที่ได้จะมีขนาด 
205 คู่เบส และเมื่อตรวจสอบ PCR product ด้วยการใช้ 8% acrylamide gel electrophoresis 
พบว่า ในเซลล์ที่ถูกถ่ายโอน พลาสมิด  E7 มีโปรตีน E7 และ HIS ซึ่ง HIS tag จะต่ออยู่กับยีน E7 
ในพลาสมิด และไม่พบโปรตีน E7 และ HIS ในเซลล์ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิดเปล่า (PC) ดังรูปที ่21  

 
 
รูปที่ 21 ผลการท า ChIP-PCR ของยีน  CCNA1  ในเซลล์ C33A  ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 (E7) 

และพลาสมิดเปล่า (Emp)  โดย 

- WCL    คือ lysate เปล่า  
- H3K9   คือ ดีเอ็นเอจาก C33A ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน H3K9 
- HIS     คือ ดีเอ็นเอจาก C33A ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน HIS 
- E7       คือ ดีเอ็นเอจาก C33A ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน E7 
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- IgG      คือ ดีเอ็นเอจาก C33A ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน IgG 
- –ve      คือ  negative control 
- C33A    คือ  ดีเอ็นเอของเซลล์  C33A 

 
 2. ปริมาณของดีเอ็นเอจากการท า ChIP 

   ส าหรับการท า ChIP-Seq analysis จะต้องใช้ปริมาณของดีเอ็นเอ อย่างน้อย 200 
ng ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องตรวจสอบความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่ได้จากการท า ChIP ซึ่งจะเป็นดีเอ็นเอ  
ตั้งต้นในการท า ChIP-Seq โดยท าการวัดความเข้มข้นด้วยเครื่อง Qubit® ซึ่งเป็นเครื่องที่มีความ
แม่นย าสูง พบว่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอเป็นดังตารางที่ 22 ซึ่งเมื่อค านวณปริมาณของดีเอ็นเอแล้ว
ไม่เพียงพอต่อการท า ChIP-Seq 
 
ตารางที่ 22 ความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่ได้จากการตกตะกอนด้วยวิธี ChIP 

ตัวอย่าง ความเข้มข้น จาก Qubit® (ng/ul) 

 C33A E7-E7 0.778 

   C33A Emp-E7 0.441 

 
 โดย  

- C33A E7-E7 คือ เซลล์ C33A ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสม E7 และ
ตกตะกอนด้วย E7 antibody  

- C33A Emp-E7 คือ เซลล์ C33Aที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิดเปล่า และตกตะกอน
ด้วย E7 antibody  

 
 3. ปริมาณของดีเอ็นเอจากการเพิ่มความเข้มข้นของดเีอ็นเอด้วย Seq plex Enhanced 

DNA amplification kit 
 ผ ล ก า ร เพิ่ ม ค ว าม เข้ ม ข้ น ข อ งดี เอ็ น เอ ด้ ว ย  Seq plex Enhanced DNA 

amplification kit (Sigma Aldrich ,USA) โดยตรวจสอบด้วยการวัดความเข้มข้นด้วยเครื่อง 
Qubit® พบว่าดีเอ็นเอที่ถูกตกตะกอนด้วย E7 antibody จากเซลล์ C33A ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิด E7 
(C33A E7-E7) มีความเข้มข้นเท่ากับ 125 ng/ul และ จากเซลล์ C33A ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิดเปล่า 
(C33A PC-E7) มีความเข้มข้นเท่ากับ 153 ng/ul ซึ่งเมื่อค านวณปริมาณของดีเอ็นเอจากปริมาตร 15 
ไมโครลิตร ส าหรับท า ChIP-Seq เพียงพอต่อการท า ChIP-Seq analysis ดังในตารางที ่23 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 60 

ตารางที่ 23 ความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มความเข้มข้นของดีเอ็นเอด้วย Seq plex 
Enhanced DNA amplification kit 

ตัวอย่าง ความเข้มข้น (ng/ul) 

 C33A E7-E7 125 

   C33A Emp-E7 153 

 
 4.ผลความเข้มข้นของดเีอ็นเอจากบริษทัท า ChIP seq analysis 

ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอส าหรับเตรียมท า ChIP-seq analysis จากบริษัท BGI ซึ่ง
เป็นบริษัทที่ท า ChIP seq analysis พบว่า ดีเอ็นเอมีคุณภาพอยู่ ในระดับ A หรือดีเยี่ยม โดย           
ความเข้มข้นของตัวอย่างดีเอ็นเอที่ได้จาก เซลล์ C33A ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิด E7 เท่ากับ 25.4 ng/ul 
เซลล์ C33a ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิดเปล่า เท่ากับ 21.8 ng/ul ซึ่งมีปริมาณดีเอ็นเอ 381 ng และ 327 
ng ตามล าดับ ซึ่งเพียงพอต่อการท า ChIP-Seq analysis 

 5. ผลจาก ChIP-Seq analysis  
จากการวิเคราะหผ์ลจาก ChIP-Seq analysis พบดีเอ็นเอ ทั้งหมด 10 ต าแหน่ง                   

ดังตารางที ่24 
ตารางที่ 24 ต าแหน่งของดีเอ็นเอที่ได้จากการท า ChIP-Seq analysis 

โครโมโซมแท่งที ่
ต าแหน่ง start  

บนโครโมโซม 

ต าแหน่ง end  

บนโครโมโซม 
ความยาว (คู่เบส) 

10 50746810 50747077 268 

10 131330546 131330881 336 

14 23815995 23816238 244 

15 29561738 29561991 254 

2 172750869 172751119 251 

2 187963812 187964094 283 

20 40321700 40321943 244 

22 47654636 47654879 244 

7 43098787 43099086 300 

8 41187780 41188146 367 
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6.  ผลการวเิคราะห์หายนีจากผล  ChIP-Seq analysis  
ผลจากการวิเคราะห์หายีนจากต าแหน่งของดีเอ็นเอบนโครโมโซมในตารางที่ 24    

บนฐานข้อมูล  UCSC พบยีนทั้ งหมด 3 ยีน  ได้แก่  FAM189A1 , ASAH2B, และ RAPGEF4 
นอกจากนั้นเป็นชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่ไม่อยู่ในต าแหน่ง coding 

 

รูปที่ 22 ผลการค้นยีน FAM189A1 จากการใช้ต าแหน่งบนโครโมโซมค้นหาบนฐานข้อมูล UCSC 

 
รูปที่ 23 ผลการค้นหายีน ASAH2B จากการใช้ต าแหน่งบนโครโมโซมค้นหาบนฐานข้อมูล UCSC 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 62 

 

รูปที่ 24 ผลการค้นหายีน ASAH2B จากการใช้ต าแหน่งบนโครโมโซมค้นหาบนฐานข้อมูล UCSC 
 
 จากนั้นท าการคัดเลือกยีน จ านวน 1 ยีน คือ  FAM189A1 มาท าการทดลองต่อ เนื่องจากมี

รายงานว่าการกลายพันธุ์ของยีน FAM189A1 มีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว 

(Chen, et al., 2013) และยังมีรายงานพบว่ามีการแสดงออกของยีนที่ลดลงในผู้ป่วยโรคโครห์น 

(Crohn's Disease)  (Hong et al., 2017) ซึ ่งเป็นโรคล าไส้อักเสบ-เรื ้อรังชนิดหนึ ่ง และมี

ความเสี่ยงในการพัฒนาไปเป็นมะเร็งล าไส้ได้   

การค้นหายนีด้วยการใช้ข้อมูลทางชีวสารสนเทศ  
1. การค้นหาล าดับเบสบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน  CCNA1 ที่สามารถจับกับทรานสคริป-

ชันแฟคเตอร์ AP2  
       จากการค้นหาล าดับเบสด้วยโปรแกรม Jaspar (http://jaspar.genereg.net) โดยค้นหา 

ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ที่สามารถจับบริเวณโพรโมเตอร์ของ CCNA1 ก่อน จากนั้นจึงดูที่ล าดับเบสที่ 
ทรานสคริปชันแฟคเตอร์จับ โดยก าหนดค่า Relative profile score threshold ที่ร้อยละ 99  พบ 
ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ 2 ชนิดที่สามารถจับกับ CCNA1 ได้ โดยหนึ่งในนั้น คือ ทรานสคริปชันแฟค
เตอร์ AP2 ซึ่งจับกับล าดับเบส 5 -’GCCCGAGGG-3’ ของ CCNA1  ดังรูปที่ 25 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 63 

 
 

รูปที่ 25 ผลการท านายล าดับเบสของยีน CCNA1 ที่สามารถจับกับทรานสคริปชันแฟกเตอร์ AP2 
จากโปรแกรม Jaspar 

 

2. การค้นหายนีที่มีล าดับเบสบรเิวณโพรโมเตอร์ตรงกับล าดับเบสของยีน CCNA1 บริเวณ
ที่ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ AP2 สามารถจับได ้

     จากการน าล าดับเบส 5 -’GCCCGAGGG-3’ ซึ่งเป็นล าดับเบสของยีน CCNA1 ที่ 
ท รานสคริปชันแฟค เตอร์  AP2 สามารถจับ ได้ ไปค้ นหาในฐานข้ อมู ลจี โนมมนุ ษย์  จาก 
http://www.ensemble.org พบว่ามี  687 ยีน ที่มีล าดับเบสบริเวณ โพรโมเตอร์ตรงกับ 5’ -
GCCCGAGGG-3’ และเมื่อน า gene ID ทั้ง 687 ยีน มาค้นหาเพื่อดูหน้าที่ของโปรตีนที่สร้างจากแต่
ละยีนจากโปรแกรม pantherdb (http://pantherdb.org) แล้วคัดเลือกยีนที่มีหน้าที่คล้ายกับ      
ยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor gene) เช่น เป็นโปรตีนที่อยู่ในกลุ่มของโปรตีนที่มีหน้าที่เกี่ยวกับ 
cell adhesion molecule, biological regulation, immune system process, cell junction 
protein, transcription factor เป็นต้น สามารถคัดเลือกได้ทั้งหมด 129 ยีน 

 
 3. ผลการคัดเลือกยีนที่สามารถจับกับทรานสคริปชันแฟคเตอร ์AP2 และ YY1 

 จากการคัดเลือกยีนที่สามารถจับกับ AP2 โดยใช้ 2 โปรแกรม ได้แก่ promo 

(http://alggen.lsi.upc.es) ซึ่ งก าหนดค่า Maximum matrix dissimilarity rate ที่ ร้อยละ 1 ได้

ผลลัพท์ทั้ งหมด 129 ยีน และ โปรแกรม jasper (http://jaspar.genereg.net/) โดยก าหนดค่า 

Relative profile score threshold ที่ร้อยละ 99 ได้ผลลัพท์ทั้งหมด 19 ยีน แล้วท าการคัดเลือกยีนที่

ทั้ง 2 โปรแกรมท านายตรงกัน ได้ผลลัพท์ทั้งหมด 19 ยีน จากนั้นคัดเลือกยีนทั้ง 19 ยีน ที่สามารถจับ 

ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ YY1 ด้วยโปรแกรม epd.vital (https://epd.vital-it.ch) ได้ผลลัพท์ทั้งหมด 
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9 ยีน ได้แก่ ยีน NOP56, MAG, FUS, EIF2S2, RPL7, RPL10, NINJ1, LGALS1 และ CLDN5 ดังใน

ตารางที ่25 

ตารางที่ 25 ยนีที่สามารถจับกับทรานสคริปชันแฟคเตอร์ AP2 และ YY1 ได ้

ล าดับ

ที ่
ยีน 

การท านายการจับของ 

ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ 

AP2 ด้วยโปรแกรม 

Promo 

การท านายการจับของ 

ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ 

AP2 ด้วยโปรแกรม 

Jaspar 

การท านายการจับของ 

ทรานสครปิชนั- 

แฟคเตอร์ YY1 

1 DAF √ √ - 

2 LCN7 √ √ - 

3 KAI1 √ √ - 

4 MAG √ √ √ 

5 DDX5 √ √ - 

6 NOP 56 √ √ √ 

7 FBL √ √ - 

8 FUS √ √ √ 

9 EIF2S2 √ √ √ 

10 RPL7 √ √ √ 

11 RPL10 √ √ √ 

12 RPL36A √ √ - 

13 NINJ1 √ √ √ 

14 LGALS1 √ √ √ 

15 CLDN5 √ √ √ 

16 NR4A1 √ √ - 

17 CRIP2 √ √ - 

18 TCEA2 √ √ - 

19 SUPT4H1 √ √ - 
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โดย  √ หมายถึง ทรานสคริปชันแฟคเตอร์สามารถจับที่ยีนได้ 
- หมายถึง ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ไม่สามารถจับที่ยีนได้ 

จากนั้นจึงน าทั้ง  9 ยีนที่สามารถจับกับทั้งทรานสคริปชันแฟคเตอร์ AP2 และ YY1 มาค้นหา

หน้าที่  และได้ท าการคัดเลือกยีน NOP56 ซึ่ งมีหน้าที่ เกี่ยวกับ histonemethylation binding, 

cadherin binding ซึ่งน่าจะเป็นลักษณะของยีนต้านมะเร็งมาท าการทดลองต่อไป 

ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน  E7 ของ เอชพีวี ไทป์ 16 ในเซลล์ที่ไดร้ับ                   
การถ่ายโอนพลาสมิด  

 ผลจากการตรวจสอบการแสดงออกของยีน  E7 ของเอชพีวีไทป์ 16  ในเซลล์ C33A และ 
HEK293 ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 และพลาสมิดเปล่า โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน E7 พบว่า 
ในเซลล์ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 มีการแสดงออกของยีน E7 และเซลล์ที่ได้รับพลาสมิดเปล่า ไม่
มีการแสดงออกของยีน E7 ซึ่ง PCR product ที่ ได้จะมีขนาด 142 คู่ เบส ดังรูปที่  26 แสดงว่า                           
การถ่ายโอนพลาสมิดนั้นประสบความส าเร็จ และสามารถน าไปใช้ในการทดลองขั้นต่อไปได ้

 
 
 
 

 
 
 
                             
รูปที่ 26 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน  E7  ในเซลล์ C33A (a)  และ HEK293 (b)  ที่ได้รับ           
การถ่ายโอนพลาสมิด E7 (E7) และพลาสมิดเปล่า (Emp) โดยใช้เซลล์ SiHA เป็น positive control และ 
–ve คือ negative control 
 
ผลการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของยีน  NOP56 และ FAM189A1 

  ผลการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของยีน NOP56 
ผลการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของยีน  NOP56 โดยใช้ไพรเมอร์ท่ี

จ าเพาะต่อยีน NOP56 แล้วน า PCR product ไปตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิส 
พบว่า ในเซลล์  C33A และ HEK293 ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 ไม่มีการแสดงออกของยีน 

(a) (b) 
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ในขณะท่ีเซลล์  C33A และ HEK293 ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิดเปล่ามีการแสดงออกของยีน โดย

ยีน NOP56 จะมีขนาด เท่ากบั 136 คูเ่บส และยีน GAPDH จะมีขนาด เท่ากบั 163 คูเ่บส 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 27 ผลการตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน NOP56 ในเซลล ์C33A (a) และ เซลล ์
HEK293 (b) ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิด E7 (E7) เทียบกับเซลล์ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิดเปล่า (Emp) 

 

หลังจากนั้น ตรวจสอบการแสดงออกของยีน NOP56  ด้วยเทคนิค Real-time PCR โดยใช้ 
cDNA ของเซลล์ HEK293 ท่ีได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 และพลาสมิดเปล่า ผลการตรวจสอบ
การเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของยีน NOP56 พบว่า มีการแสดงออกของยีนลดลง ร้อยละ 
94.9  ใน เซลล์  HEK293 ที่ ได้ รับพลาสมิด  E7 เมื่ อ เปรียบ เที ยบกับ  เซลล์  HEK293 ที่ ได้ รับ                   
พลาสมิดเปล่า ดังรูปที ่28 

 

 
รูปที่ 28 กราฟแสดงระดับการแสดงออกของยีน NOP56 ในเซลล ์HEK293 ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิด 

E7 (E7) เทียบกับ HEK293 ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิดเปล่า (Emp) 
 

 

(a) 

GAPDH NOP56 

(b) 

E7 Emp

ทm 
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ผลการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของยีน  FAM189A1 
   ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน FAM189A1 ด้วยเทคนิค Real - time PCR 
โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน FAM189A1 และ cDNA ของเซลล์ HEK293 ที่ได้รับการถ่ายโอน     
พลาสมิด E7 และพลาสมิดเปล่า พบว่ายีน FAM189A1 ในเซลล์ที่ได้รับการถ่ายโอน  พลาสมิด E7 มี
การแสดงออกของยีนที่ลดลงร้อยละ 31.6 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิดเปล่า 
โดยมีการแสดงออกของยีนลดลง  ดังรูปที่ 29      

รูปที่ 29 กราฟแสดงระดับการแสดงออกของยีน FAM189A1 ในเซลล ์HEK293 ที่ถูกถ่ายโอน 
พลาสมิด E7 (E7) เทียบกับ HEK293 ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิดเปล่า (Emp) 

 

ผลการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของระดบัเมทิลเลชนับริเวณโพรโมเตอร์ของยีน NOP56 และ
ยีน FAM189A1  

 ผลการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของระดับเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 
NOP56 

         ผลการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของระดับเมทิลเลชันโดยใช้เทคนิค  MSP บริเวณ                
โพรโมเตอร์ของยีน NOP56 ซึ่งเป็นยีนที่คัดเลือกมาจากวิธีทางชีวสารสนเทศ ในเซลล์ C33A ที่ได้รับ
การถ่ายโอนพลาสมิด E7 และ พลาสมิดเปล่า โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน NOP56 ที่ถูก 
methylated พบว่า ในเซลล์ C33A ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 มีการเกิดเมทิลเลชันบริเวณ
โพรโมเตอร์ของยีนมากกว่าเซลล์ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิดเปล่า โดยตรวจสอบจากความเข้ม
ของ methylated band ซึ่งมีขนาด PCR product เท่ากับ 64 คู่เบส ดังรูปที่ 30 

 

E7 Emp

ทm 
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รูปที่ 30 ผลการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน NOP56 ในเซลล์ C33A ที่ได้รับการถ่ายโอน 
พลาสมิด E7 (E7) และพลาสมิดเปล่า (Emp) โดย M+ คือ methylation control (positive control), 
U+ คือ unmethylation control และ –ve คือ negative control 
  จากรูปที่ 30 จะเห็นได้ว่า ความเข้มของ methylated band ระหว่าง เซลล์ C33A ที่
ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 และพลาสมิดเปล่า มีความแตกต่างกันไม่ชัดเจน ซึ่งอาจจะเกิดจากการที่
เซลล์ C33A เป็นเซลล์มะเร็งปากมดลูก ท าให้มีระดับการเกิดเมทิลเลชันมากกว่าในเซลล์ปกติ ถึงแม้จะ
ไม่ ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 ก็ตาม ดังนั้น จึงน า เซลล์  HEK293 ซึ่ งเป็นเซลล์ปกติ  มาท า                  
การเปรียบเทียบ methylation ระหว่าง เซลล์ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 และพลาสมิดเปล่า อีก      
ครั้งหนึ่ง ซึ่งจากผลการตรวจสอบ พบว่า ในเซลล์ HEK293 ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 มีการเกิด  
เมทิลเลชันมากกว่า เซลล์ HEK293 ที่ได้รับพลาสมิดเปล่า และมีความเข้มของ methylated band 
มากกว่าอย่ างชัดเจน ซึ่ ง PCR product มี ขนาด เท่ ากับ  64 คู่ เบส   ดั งรูปที่  31 ดั งนั้ นจึ งใช้                        
เซลล์ HEK293 เป็นตัวแทนของเซลล์ปกติส าหรับการศึกษาในการทดลองขั้นต่อๆ ไป 

 
รูปที่ 31 ผลการตรวจสอบ methylation บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน NOP56 ในเซลล์ HEK293 ที่ได้รับ
การถ่ายโอนพลาสมิด E7 (E7) และพลาสมิดเปล่า (Emp) โดย M+ คือ methylation control (positive 
control), U+ คือ unmethylation control และ –ve คือ negative control 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 69 

 ผลการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของระดับ unmethylation ของยีน NOP56 โดยใช้ไพรเมอร์ที่
จ าเพาะกับยีน NOP56 ที่ถูก unmethylated พบว่า ในเซลล์ HEK293 ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด 
E7 และพลาสมิดเปล่า พบว่า มีการเกิด unmethylation บริเวณโพรโมเตอร์ของยีนในเซลล์ที่ได้รับ
การถ่ายโอนพลาสมิดเปล่า และไม่พบในเซลล์ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 โดยตรวจสอบได้จาก 
unmethylated band ที่เกิดขึ้น ซึ่งมีขนาด PCR product เท่ากับ 68 คู่เบส ดังรูปที่ 32 

 
รูปที่ 32 ผลการตรวจสอบ unmethylation บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน NOP56 ในเซลล์ HEK293 ที่
ได้รับการถ่ายโอนพาสมิด E7 (E7) และพลาสมิดเปล่า (Emp) โดย M+ คือ methylation control 
(positive control), U+ คือ unmethylation control และ –ve คือ negative control 

 
ผลการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของระดับเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 

FAM189A1 
 ผลการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของระดับเมทิลเลชันด้วยเทคนิค MSP บริเวณโพรโมเตอร์ของ

ยีน FAM189A1 ซึ่งเป็นยีนที่คัดเลือกมาจากวิธี ChIP-Seq โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน 
FAM189A1 ที่ถูก methylated และไม่ถูก methylated  ในเซลล ์ HEK293 ที่ได้รับการถ่ายโอน 
พลาสมิด E7 และพลาสมิดเปล่า พบว่า ในเซลล ์HEK293 ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 มีการเกิด
โพรโมเตอร์เมทิลเลชันของยีน ส่วนเซลลท์ี่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิดเปล่าไม่พบการเกิดโพรโมเตอร์
เมทิลเลชัน ซึ่ง PCR product จะมีขนาดของ methylated band และ unmethylated band  
เท่ากบั 154 และ 143 คูเ่บส ดังรูปที ่33 และ รูปที ่34   
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รูปที่ 33 ผลการตรวจสอบ  methylation บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน  FAM189A1 ในเซลล์ HEK293 ที่
ได้รับการถ่ายโอนพาสมิด E7 (E7) และพลาสมิดเปล่า (Emp) โดย M+ คือ methylation control 
(positive control), U+ คือ unmethylation control และ –ve คือ negative control 

      
รูปที่ 34 ผลการตรวจสอบ unmethylation บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FAM189A1 ในเซลล์ HEK293 ที่
ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 (E7) และ พลาสมิดเปล่า (Emp) โดย M+ คือ methylation control 
(positive control), U+ คือ unmethylation control และ –ve คือ negative control 

 

ผลการตรวจสอบการจับกันระหว่างโปรตีน E7, AP2 และ YY1 กับโพรโมเตอร์ของยีน NOP56 
FAM189A1 

 ผลการตรวจสอบการจับกันระหว่างโปรตีน E7, AP2 และ YY1 กับโพรโมเตอร์ของยีน 
NOP56 และ FAM189A1 ด้วยการท า ChIP – PCR ในเซลล์ HEK293 ที่ถูกชักน าให้มีการแสดงออก
ของยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 และเซลล์ที่ได้รับพลาสมิดเปล่า เพื่อพิสูจน์ว่า โปรตีน E7 โปรตีน AP2 
และ โปรตีน YY1 สามารถจับกับบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน NOP56 ได้ ด้วยการใช้ HPV 16 E7 
antibody, AP2 antibody และ YY1 antibody ตกตะกอนคอมเพล็กซ์ของ E7, AP2 และ YY1 ที่
จับกับดีเอ็นเอ โดยใช้ H3K4 antibody เป็น positive control และ normal mouse IgG เป็น 
isotype control antibody ผลการตรวจสอบพบว่าโปรตีน E7 โปรตีน AP2 และโปรตีน YY1 
สามารถจับบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน NOP56 (ดังรูปที ่35) และยีน FAM189A1 (ดังรูปที ่36)  
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(b) 

 

 

 

  

 
 
 

รูปที่ 35 ผลการท า ChIP - PCR ของยีน NOP56 ในเซลล์ HEK293 ที่ได้รับการถ่ายโอนพาสมิด E7 (a) 
และพลาสมิดเปล่า (b)  

โดย 

- E7  คือ ดีเอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน E7 
- AP2  คือ ดีเอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน AP2 
- YY1    คือ ดีเอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน YY1 
- H3K4  คือ ดีเอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน H3K4 
- IgG     คือ ดีเอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน IgG 
- Input  คือ ดีเอ็นเอจาก HEK293   
- –ve   คือ negative control 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 36 ผลการท า ChIP - PCR ของยีน FAM189A1 ในเซลล์ HEK293 ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด 
E7 (a) และ พลาสมิดเปล่า (b)  
 

(a) (b) 

(a) (b) 
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โดย  

- E7  คือ ดีเอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน E7 
- AP2  คือ ดีเอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน AP2 
- YY1  คือ ดีเอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน YY1 
- H3K4  คือ ดีเอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน H3K4 
- IgG     คือ ดีเอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน IgG 
- Input  คือ ดีเอ็นเอจาก HEK293   
- –ve   คือ negative control 
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บทที่ 5  
อภิปรายผล สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

 

อภิปรายผลการวิจัย 
  สาเหตุส าคัญของมะเร็งปากมดลูก เกิดจากการติดเชื้อเอชพีวี โดยโปรตีน E7 ของเอชพีวี คือ
หนึ่งในปัจจัยส าคัญในการท าให้การเกิดมะเร็งปากมดลูกและพัฒนาเพิ่มขึ้นได้ และมีงานวิจัย                   
จ านวนมากที่รายงานว่า โปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 สามารถท าให้เกิดไฮเปอร์เมทิลเลชันของ            
ยีนต้านมะเร็งได้ เช่น สามารถจับกับเอนไซม์  Dnmt1 (Burgers, Blanchon, Pradhan et al., 
2007) และเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม์ Dnmt1 ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ด ารงการเกิดเมทิลเลชัน
ภายในเซลล์ (Laurson, Khan, Chung et al., 2010) นอกจากนี้  โปรตีน E7 ที่จับกับเอนไซม์ 
Dnmt1 ยังสามารถจับกับโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ซึ่งเป็นยีนต้านมะเร็ง แล้วเหนี่ยวน าให้เกิด
เมทิลเลชันและลดการแสดงออกของยีน (Chalertpet, Pakdeechaidan, Patel et al., 2015) และ
ยังมีรายงานพบว่าโปรตีน E7 สามารถจับกับทรานสคริปชันแฟคเตอร์ AP2 และ YY1 แล้วเหนี่ยวน า
ให้เกิดโพรโมเตอร์เมทิลเลชันของยีน FOXC1 ซึ่งอาจจะเป็นยีนต้านมะเร็งในอนาคตได้ (นันท์นภัส 
วงค์มณี, 2017)  
 จากงานศึกษาวิจัยต่าง ๆ ที่กล่าวมาแล้วนั้น จึงน ามาสู่การศึกษาวิจัยนี้ เพื่อมุ่งเน้นในการหา
ยีนอื่นๆ โดยเฉพาะยีนในกลุ่มยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor gene) ที่สามารถถูกเหนี่ยวน าให้
เกิดเมทิลเลชันและลดการแสดงออกโดยโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 และศึกษากลไกของ           
การเกิ ด เมทิ ล เลชันที่ เกิ ดจากโปรตีน  E7 ซึ่ งจะสามารถน าไปพัฒ นาต่อยอดเพื่ อ ใช้ เป็ น                    
เครื่องหมายโมเลกุล ในการตรวจคัดกรองและวินิจฉัยโรคมะเร็งปากมดลูกให้มีความแม่นย ามากยิ่งขึ้น 
รวมทั้งเป็นจุดเริ่มต้นของการออกแบบวิธีการรักษามะเร็งปากมดลูกในรูปแบบใหม่ๆ เช่น การท า 
gene therapy หรือการคิดค้นยารักษามะเร็งปากมดลูก เป็นต้น โดยการศึกษาเริ่มจากการค้นหายีน
ที่ โป รตี น  E7 จ าก เอ ช พี วี ไท ป์  16 ส าม ารถ จั บ ได้  ด้ ว ย  2 วิ ธี ก า ร  ได้ แ ก่  Chromatin 
immunoprecipitation sequencing (ChIP-Seq) และวิธีการชีวสารสนเทศ ซึ่งจากการค้นหายีน
ด้วยวิธี ChIP - Seq โดยการใช้เซลล์ C33A ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งปากมดลูกที่ไม่มีการติดเชื้อเอชพีวี มา
ท าการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 และ พลาสมิดเปล่าเพื่อเป็น                
ชุดควบคุมลบ มาท าการตกตะกอนดีเอ็นเอที่ โปรตีน E7 สามารถจับได้ ด้วยวิธี Chromatin 
immunoprecipitation (ChIP) โดยใช้ antibody ดังต่อไปนี้ 1. E7 HPV16 antibody ส าหรับ
ตกตะกอนคอมเพลกซ์ของ DNA - E7 2. H3K9 antibody เป็น positive control เพื่อยืนยันการมี
ประสิท ธิภาพของขั้ นตอนการท า immunoprecipitation 3. HIS antibody ส าหรับยืนยัน                
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การตกตะกอนของโปรตีน E7 เนื่องจากในพลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 นั้น ยีน E7 จะต่ออยู่กับ                   
6X-HIS motif ดังนั้น จึงควรจะตกตะกอนคอมเพลกซ์ของ DNA - HIS ได้เช่นกันในเซลล์ที่ได้รับ 
พลาสมิดลูกผสม E7 และ 4. IgG ส าหรับใช้ เป็น isotope ของ E7 HPV16 antibody, H3K9 
antibody และ HIS antibody เนื่องจาก antibody อาจมีความไม่จ าเพาะในการจับกับ antigen 
เป้าหมาย (non specific - binding) ดังนั้น การใช้ IgG antibody ตกตะกอนด้วยจะสามารถบอก 
background ของการจับไม่จ าเพาะของ antibody ได้ หลังจากนั้นจึงน าดีเอ็นเอที่ได้จากการท า 
ChIP มาตรวจสอบความส าเร็จของการท า ChIP ด้วยการน ามาท า PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อ
ยีน CCNA1 เนื่องจาก CCNA1 เป็นยีนที่ได้รับการพิสูจน์แล้วว่าโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 
สามารถจับกับบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน แล้วเหนี่ยวน าให้ CCNA1 เกิดเมทิลเลชันได้ (Chalertpet, 
Pakdeechaidan, Patel et al., 2015) ซึ่งผลที่ได้ พบว่าเกิด CCNA1 band ในเซลล์ที่ถูกถ่ายโอน    
พลาสมิด E7 ที่ถูกตกตะกอนด้วย E7 HPV16 antibody, HIS antibody และ H3K9 antibody 
แสดงว่า โปรตีน E7 จับที่ดีเอ็นเอจริง ในขณะที่เซลล์ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิดเปล่าและถูกตกตะกอน
ด้วย E7 HPV16 antibody, และ HIS antibody ไม่มี CCNA1 band ขึ้น เนื่องจากไม่มียีน E7 ใน
ระบบ แสดงว่าการท า ChIP ประสบความส าเร็จและดีเอ็นเอที่ได้สามารถน าไปท า ChIP - Seq ต่อได้ 
จากนั้นจึงส่งตัวอย่างดีเอ็นเอไปวัดความเข้มข้นด้วยเครื่อง Qubit® ซึ่งเป็นเครื่องวัดความเข้มข้นของ
ดีเอ็นเอที่มีความแม่นย าสูง เนื่องจากใช้หลักการของการตรวจวัดสี (dye) ที่ผสมกับตัวอย่างซึ่งจะมี
คุณสมบัติจับอย่างจ าเพาะกับโมเลกุลของดีเอ็นเอเท่านั้น ท าให้ได้ค่าที่แม่นย า และผลที่ได้จากการวัด 
พบว่าความเข้มข้นดีเอ็นเอของเซลล์ C33A ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสม E7 และตกตะกอนด้วย E7 
antibody มีความเข้มข้น เท่ากับ 0.778 ng/ul และ เซลล์ C33A ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิดเปล่า มี 
ความเข้มข้น เท่ากับ 0.441 ng/ul ซึ่งไม่เพียงพอต่อการท า ChIP - Seq เนื่องจากต้องใช้ดีเอ็นเอ                  
ตั้งต้นปริมาณอย่างน้อย 200 ng จึงจ าเป็นต้องเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอก่อน 
 การเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอใช้ Seq plex Enhanced DNA amplification kit ซึ่งเป็น
ชุดคิทส าหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเพื่อการท า ChIP - Seq โดยเฉพาะ หลังจากเพิ่มปริมาณ             
ดีเอ็นเอแล้ว ได้ท าการตรวจสอบด้วยการวัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Qubit® พบว่า                 
ดีเอ็นเอที่ถูกตกตะกอนด้วย E7 antibody จากเซลล์ C33A ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิด E7 มีความเข้มข้น
เท่ากับ 125 ng/ul และ จากเซลล์ C33A ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิดเปล่า มีความเข้มข้นเท่ากับ 153 
ng/ul ซึ่งเมื่อค านวณปริมาณดีเอ็นเอแล้ว เพียงพอต่อการท า ChIP-Seq analysis 
 ส าหรับการท า ChIP-Seq ได้ส่งบริษัท BGI ซึ่งเป็นบริษัทที่ท า ChIP-Seq โดยทางบริษัทได้
ท าการตรวจสอบความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่ส่งไปอีกครั้ง พบว่า ความเข้มข้นของตัวอย่างดีเอ็นเอที่ได้
จากเซลล์ C33A ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิด E7 เท่ากับ 25.4 ng/ul เซลล์ C33A ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิด
เปล่า เท่ากับ 21.8 ng/ul ซึ่งเพียงพอต่อการท า ChIP-Seq และ ดีเอ็นเอมีคุณภาพอยู่ในระดับ A 
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หรือดีเยี่ยม ผลจากการท า ChIP-Seq พบว่า มีชิ้นส่วนโครมาติน 10 ชิ้นส่วนซึ่งตั้งอยู่บนต าแหน่งบน
โครโมโซมต่างๆ ที่สามารถจับกับโปรตีน E7 ได้ หลังจากนั้นได้ท าการวิเคราะห์หายีนที่ตั้งอยู่ใน
ต าแหน่งดังกล่าว พบว่า มีชิ้นส่วนโครมาตินเพียง 3 ชิ้นส่วนที่ตั้งอยู่ในต าแหน่ง coding ซึ่งอยู่ใน
ต าแหน่งของยีน FAM189A1, ASAH2B, และ RAPGEF4  

สาเหตุของการพบยีนเพียง 3 ยีน และไม่พบยีน CCNA1 ซึ่งเป็นยีนที่สามารถจับกับโปรตีน 
E7 ได้ อาจเนื่องมาจากในขั้นตอนของการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ชุดคิท Seq Plex Enhanced 
DNA Amplification Kit ที่ประกอบด้วย 3 ขั้นตอนหลัก คือ 1. ขั้น Pre - amplication 2. ขั้น 
amplication แ ล ะ  3. ขั้ น  Primer Removal ใ น ขั้ น ต อ น ข อ ง  Pre - amplication แ ล ะ 
amplication นั้น จะใช้ไพรเมอร์ที่เป็น universal 5’-end และ universal end ในการเพิ่มจ านวน 
ดีเอ็นเอ ซึ่งไพรเมอร์ที่เป็น universal นี้ อาจจะสามารถจับกับยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ซึ่งได้ถูก
ถ่ายโอนเข้าไปในเซลล์ในขั้นตอนของการถ่ายโอนพลาสมิด แล้วสังเคราะห์ดีเอ็นเอ ท าให้ล าดับนิวคลี
โอไทด์ของดีเอ็นเอหลังจากขั้นตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไม่ตรงกับดีเอ็นเอต้นแบบที่ได้จากการท า 
ChIP ซึ่งสอดคล้องกับผลวิเคราะห์จากบริษัท BGI ที่ท า ChIP - Seq ซึ่งรายงานว่า ดีเอ็นเอหลังจาก
การท า sequencing พบว่าตรงกับจีโนมมนุษย์เพียงร้อยละ 10 เท่านั้น ดังนั้นจึงเป็นไปได้ว่าดีเอ็นเอ
ร้อยละ 90 ที่ไม่ใช่ดีเอ็นเอของมนุษย์อาจจะเป็นยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ได ้

หลังจากนั้นได้ท าการคัดเลือกยีนที่ได้จากการท า ChIP - Seq มาจ านวน 1 ยีน คือ ยีน 
FAM189A1 ซึ่ งมีรายงานว่า การกลายพันธุ์ของยีน FAM189A1 มีความสัมพันธ์กับการเกิด                 
โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Chen, Bartenhagen, Gombert et al., 2013) และพบว่ามีการแสดงออก
ของยีนที่ลดลงในผู้ป่วยโรคโครห์น (Crohn's Disease)  (Hong, Joung, Bae et al., 2017) ซึ่ง
เป็นโรคล าไส้อักเสบเรื้อรังชนิดหนึ่ง และมีความเสี่ยงในการพัฒนาไปเป็นมะเร็งล าไส้ได้  มาท า
การทดสอบต่อไป  

ในส่วนการค้นหายีนด้วยวิธีการทางชีวสารสนเทศ ซึ่งเริ่มจากท าการค้นหาล าดับเบสบริเวณ
โพรโมเตอร์ของยีน  CCNA1 ที่สามารถจับกับทรานสคริปชันแฟคเตอร์ AP2 ด้วยโปรแกรม Jaspar 
โดยการค้นหาทรานสคริปชันแฟคเตอร์ที่สามารถจับบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 จากนั้นจึงดู
ล าดับเบสที่ทรานสคริปชันแฟคเตอร์จับ โดยก าหนดค่า Relative profile score threshold ที่ร้อยละ 
99  พบทรานสคริปชันแฟคเตอร์  2 ชนิดที่ สามารถจับกับ  CCNA1 ได้  โดยหนึ่ งในนั้ น  คือ                  
ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ AP2 ซึ่งจับกับล าดับเบส 5 -’GCCCGAGGG-3’ บริเวณโพรโมเตอร์ของ 
CCNA1 จากนั้นน าล าดับเบส 5 -’GCCCGAGGG-3’ ไปค้นหาในฐานข้อมูลจีโนมมนุษย์ โดยใช้
โปรแกรม Ensembl เพื่อค้นหายีนที่มีล าดับเบสบริเวณโพรโมเตอร์ตรงกับล าดับเบสของยีน CCNA1 
ที่ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ AP2 สามารถจับได้ พบว่ามี 687 ยีน หลังจากนั้นน า gene ID ทั้ง 687 ยีน 
มาดูหน้าที่ของโปรตีนที่สร้างจากแต่ละยีนโดยโปรแกรม pantherdb  แล้วจึงคัดเลือกยีนที่มีหน้าที่
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คล้ายกับยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor gene) เช่น เป็นโปรตีนที่อยู่ในกลุ่มของโปรตีนที่มีหน้าที่
เกี่ ย วกั บ  cell adhesion molecule, biological regulation, immune system process, cell 
junction protein, transcription factor เป็นต้น คัดเลือกได้ทั้งหมด 129 ยีน แล้วจึงคัดเลือกยีนที่
สามารถจับกับทรานสคริปชันแฟคเตอร์ AP2 ที่ได้จาก 129 ยีน โดยใช้ 2 โปรแกรม ได้แก่ promo ซึ่ง
ก าหนดค่า Maximum matrix dissimilarity rate ที่ร้อยละ 1 ได้ผลลัพท์ทั้งหมด 129 ยีน และ 
โปรแกรม jasper โดยก าหนดค่า Relative profile score threshold ที่ ร้อยละ 99 ได้ผลลัพท์
ทั้งหมด 19 ยีน จากนั้นคัดเลือกยีนที่ทั้ง 2 โปรแกรมท านายตรงกัน ได้ผลลัพท์ทั้งหมด 19 ยีน แล้วจึง
คัดเลือกยีนที่สามารถจับกับทรานสคริปชันแฟคเตอร ์YY1 จากทั้ง 19 ยีน ด้วยโปรแกรม epd.vital ได้
ผลลัพท์ทั้งหมด 9 ยีน ได้แก่ NOP56, MAG, FUS, EIF2S2, RPL7, RPL10, NINJ1, LGALS1, CLDN5 
จึงท าการสุ่มเลือกยีน NOP56 ซึ่งมีหน้าที่เกี่ยวกับ histonemethylation binding และ cadherin 
binding ซึ่งน่าจะเป็นลักษณะของยีนต้านมะเร็งมาท าการทดลองต่อไป 

อย่างไรก็ตาม จากผลการค้นหายีนโดย 2 วิธี คือ ChIP-Seq และวิธีการทางชีวสารสนเทศ               
ได้ยีนที่เป็นผลลัพธ์ไม่ตรงกัน กล่าวคือ การค้นหาโดยวิธี ChIP-Seq ได้ผลลัพธ์ คือ ยีน FAM189A1, 
ASAH2B, และ RAPGEF4 ส่วนการค้นหาทางชีวสารสนเทศ ได้ผลลัพธ์ คือ ยีน NOP56, MAG, FUS, 
EIF2S2, RPL7, RPL10, NINJ1, LGALS1, CLDN5 สาเหตุที่ผลลัพธ์ไม่ตรงกัน เนื่องจากทรานสคริป-
ชันแฟคเตอร์ AP2 ซึ่งจะจับกับโปรตีน E7 แล้วเหนี่ยวน าให้เกิดเมทิลเลชันโดยการลงมาจับที่                  
โพรโมเตอร์ของยีน (นันท์นภัส วงค์มณี , 2017) นั้น มีความจ าเพาะกับหลายล าดับเบส กล่าวคือ                  
ยีน FAM189A1 ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ AP2 จะจับที่ล าดับเบส 5 -’CCAGGA-3’ (โปรแกรม 
promo ค่ า  Maximum matrix dissimilarity rate ร้ อ ยล ะ  1) ใน ขณ ะที่ ก ารค้ น ห ายี น ท าง                    
ชีวสารสนเทศ ใช้ล าดับเบส 5 -’GCCCGAGGG-3’ ในการค้นหา จึงท าให้ผลลัพธ์จากทั้ง  2 วิธี                        
ไม่ตรงกัน 
 หลังจากที่ได้ท าการคัดเลือกยีน FAM189A1 จากวิธี ChIP - Seq และ ยีน NOP56 จากวิธี              
ทางชีวสารสนเทศแล้ว จึงท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีน การเปลี่ยนแปลงระดับเมทิลเลชัน 
ของยีน และพิสูจน์การจับกันระหว่างโปรตีน E7, AP2 และ YY1 กับโพรโมเตอร์ของยีน โดยเริ่มจาก 
การตรวจสอบการแสดงออกของยีน  E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ในเซลล์ C33A และ HEK293 ที่ได้รับ                 
การถ่ายโอนพลาสมิด E7 และพลาสมิดเปล่า พบว่า ในเซลล์ C33A และ HEK293 ที่ได้รับการถ่ายโอน 
พลาสมิด E7 มีการแสดงออกของยีน E7 และเซลล์ที่ได้รับพลาสมิดเปล่า ไม่มีการแสดงออกของยีน E7 
แสดงว่า การถ่ายโอนพลาสมิดนั้นประสบความส าเร็จ  และสามารถน าไปใช้ในการทดลองต่อไปได้ 
จากนั้นท าการเก็บเซลล์ เพื่อท าการสกัดอาร์เอ็นเอ ดีเอ็นเอ และท า ChIP โดยผลการตรวจสอบ                    
การเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของยีน NOP56 โดยวิธี PCR และตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วย
วิธีอิเล็กโทรโฟริซิส ในเซลล์ C33A และ HEK293 ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 และ พลาสมิด-
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เปล่า พบว่า ทั้งในเซลล์ C33A และ เซลล์ HEK293 ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 ยีน NOP56          
ไม่มีการแสดงออก แต่มีการแสดงออกในเซลล์ที่ ได้รับพลาสมิดเปล่า ในขณะเดียวกันได้ท า                           
การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของระดับเมทิลเลชันของยีน NOP56 ในเซลล์ C33A และ HEK293 
ด้วยเทคนิค MSP พบว่าเซลล์ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 มีการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์
ของยีนมากกว่าเซลล์ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิดเปล่า ซึ่งในเซลล์ HEK293 มีความแตกต่างของ
ความเข้มของ methylated band ในเซลล์ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 มากกว่าอย่างชัดเจนเมื่อ
เทียบกับเซลล์ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิดเปล่า แสดงว่ามีการเกิดเมทิลเลชันมากว่า เมื่อเปรียบเทียบ
กับเซลล์ C33A ซึ่งความเข้มของ methylated band ระหว่างเซลล์ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 
และพลาสมิดเปล่า แตกต่างกันน้อย แสดงว่ามีความแตกต่างของระดับการเกิดเมทิลเลชันระหว่าง
เซลล์ที่มีและไม่มี E7 ไม่มาก ทั้งนี้ อาจเป็นไปได้ว่าเซลล์ C33A ที่ไม่มีการติดเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 และ
ไม่มียีน E7 อยู่ภายในเซลล์จะมีการเกิดเมทิลเลชันของยีนในระดับสูงอยู่แล้ว เนื่องจาก C33A เป็น
เซลล์มะเร็งปากมดลูก ซึ่งอาจจะมีเมทิลเลชันสูงกว่าในเซลล์ปกติ ดังนั้นในการทดลองขั้นต่อๆ ไป จึงใช้
เซลล์ HEK293 เพียงอย่างเดียวในการทดสอบ เนื่องจากเป็นเซลล์ปกติที่ไม่มีการติดเชื้อเอชพีวี ซึ่ง
น่าจะเป็นตัวแทนของเซลล์ปกติได้ดีกว่า อันเป็นไปตามวัตถุประสงค์ของการวิจัยนี้ซึ่งมุ่งเน้นใน           
การตรวจสอบความแตกต่างของระดับเมทิลเลชัน การแสดงออกของยีน และกลไกการเกิดเมทิลเลชัน 
ระหว่างเซลล์ปกติและเซลล์ที่ก าลังจะพัฒนาไปเป็นเซลล์มะเร็งหรือเซลล์มะเร็ง เพื่อพัฒนา                  
วิธีการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกในระยะก่อนเป็นมะเร็งหรือมะเร็งในระยะต้นให้มีประสิทธิภาพ
มากยิ่งขึ้น 
 หลังจากนั้นจึงท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีน NOP56 และ FAM189A1 ด้วยเทคนิค 
Real - time PCR  โดยเปรียบเทียบระหว่างเซลล์ HEK293 ที่ได้รับพลาสมิด E7 และพลาสมิดเปล่า 
พบว่า ในเซลล์ HEK293 ที่ได้รับพลาสมิด E7 ยีน NOP56 มีการแสดงออกของยีนลดลงร้อยละ 94.9 
และ ยีน FAM189A1 มีการแสดงออกของยีนลดลงร้อยละ 31.6 จากนั้นจึงท าการตรวจสอบ                          
การเปลี่ยนแปลงของระดับเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FAM189A1 พบว่า ในเซลล์ HEK293 ที่
ได้รับพลาสมิด E7 มีการเกิดโพรโมเตอร์เมทิลเลชันของยีน ในขณะที่เซลล์ที่ได้รับการถ่ายโอน                
พลาสมิดเปล่าไม่เกิดโพรโมเตอร์เมทิลเลชัน ซึ่งจากการตรวจสอบการแสดงออกและการเปลี่ยนแปลง
ระดับการเกิดเมทิลเลชันของยีน NOP56 และยีน FAM189A1 พบว่าการแสดงออกของยีน NOP56    
มี ระดั บ ลดลงมากกว่ ายี น  FAM189A1 ใน เซลล์  HEK293 ที่ ได้ รับ ยี น  E7 ในขณ ะที่ ระดั บ                              
การเปลี่ยนแปลงเมทิลเลชันของทั้ง 2 ยีนไม่แตกต่างกันมากนัก ทั้งนี้อาจเนื่องจากมีหลายสาเหตุที่
สามารถท าให้ยีนลดการแสดงออกได้นอกเหนือจากการเกิดเมทิลเลชัน เช่น การดัดแปลงฮีสโตน หรือ
การปรับเปลี่ยนโครงสร้างของโครมาติน เป็นต้น จึงท าให้ยีน NOP56 มีการแสดงออกที่ลดลงมากกว่า
ยีน FAM189A1 แม้ระดับเมทิลเลชันจะไม่แตกต่างกัน อย่างไรก็ตาม ผลการแสดงออกและ                         
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การเปลี่ยนแปลงระดับการเกิดเมทิลเลชันก็มีความสอดคล้องกัน คือ เซลล์ที่ได้รับยีน E7 จะมี                
การเกิดเมทิลเลชันที่เพิ่มขึ้นและมีการแสดงออกของยีนที่ลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ได้รับ   
ยีน E7 ดังนั้น ยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 จึงน่าจะมีบทบาทส าคัญในการท าให้เกิดเมทิลเลชันและ           
ลดการแสดงออกของยีน NOP56 และยีน FAM189A1  
  ในขั้นตอนสุดท้ายคือการศึกษากลไกการชักน าให้ เกิดเมทิลเลชันของยีน NOP56 และ                 
ยีน FAM189A1 โดยยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16  โดยท าการตรวจสอบการจับกันระหว่างโปรตีน E7, 
AP2 และ YY1 กับโพรโมเตอร์ของยีน NOP56 และ FAM189A1 ด้วยวิธี ChIP – PCR ในเซลล์ 
HEK293 ที่ถูกชักน าให้มีการแสดงออกของยีน E7 ของเอชพีวไีทป์ 16 และเซลล์ที่ได้รับพลาสมิดเปล่า 
เพื่อพิสูจน์ว่า โปรตีน E7, โปรตีน AP2 และ โปรตีน YY1 สามารถจับกับบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 
NOP56 ได้ ด้วยการใช้ HPV 16 E7 antibody, AP2 antibody และ YY1 antibody ตกตะกอน 
คอมเพล็กซ์ของ E7, AP2 และ YY1 ที่จับกับดี เอ็นเอ โดยใช้ H3K4 antibody เป็น positive 
control และ IgG antibody เป็น  isotype control antibody ผลการตรวจสอบพบว่า เกิด 
NOP56 band และ FAM189A1 band ในเซลล์ HEK293 ที่ได้รับการถ่ายโอนพลาสมิด E7 แล้วถูก
ตกตะกอนด้วย HPV 16 E7 antibody, AP2 antibody และ YY1 antibody แต่ไม่พบในเซลล์ 
HEK293 ที่ได้รับ   การถ่ายโอนพลาสมิดเปล่า แสดงว่าคอมเพลกซ์ของโปรตีน E7, AP2 และ YY1 
สามารถจับที่โพรโมเตอร์ของยีน NOP56 และยีน FAM189A1 ในเซลล์ที่มี E7 เท่านั้น นอกจากนี้ยังพบ 
NOP56 band และ FAM189A1 band ในเซลล์ HEK293 ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิด E7 และพลาสมิดเปล่า 
แล้วถูกตกตะกอนด้วย H3K4 antibody แสดงว่าการตกตะกอนในขั้นตอน immunoprecipitation 
มีประสิทธิภาพ  ในส่วนของการตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย IgG antibody ซึ่งเป็น Isotope control 
ของ E7, AP2, YY1, และ H3K4 ไม่พบ NOP56 band และ FAM189A1 band แสดงว่า antibody 
ที่ใช้ในการตกตะกอนมีความจ าเพาะต่อ antigen นอกจากนี้ยังใช้ input DNA ในการท า PCR เพื่อ
เป็น positive control เนื่องจาก input DNA ประกอบด้วยโครมาตินทั้งหมด ดังนั้นจึงควรมียีน 
NOP56 และ FAM189A1 อยู่ด้วย ซึ่งเมื่อตรวจสอบ band แล้วก็พบ band ของทั้ง 2 ยีนนี้เช่นกัน 
ดังนั้น จึงสรุปได้ว่า โปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์  16 สามารถเหนี่ยวน าให้ยีน NOP56 และยีน 
FAM189A1 เกิดโพรโมเตอร์เมทิลเลชันได้ ด้วยการจับกับทรานสคริปชันแฟคเตอร์ AP2 และ YY1 
จากนั้นคอมเพลกซ์ของโปรตีน E7, AP2 และ YY1 จึงลงมาจับที่โพรโมเตอร์ของยีน NOP56 และยีน 
FAM189A1 แล้วเหนี่ยวน าให้เกิดเมทิลเลชันบริเวณ โพรโมเตอร์ของยีน ส่งผลให้ยีน NOP56 และยีน 
FAM189A1 มีการแสดงออกของยีนลดลง ซึ่งจากผลการศึกษานี้ จะสามารถน ายีนดังกล่าวไปพัฒนาต่อ
ยอดเพื่อใช้เป็นเครื่องหมายโมเลกุลในการตรวจคัดกรองและวินิจฉัยโรคมะเร็งปากมดลูกที่มีสาเหตุมาจาก
เอชพีวีให้มีความถูกต้องแม่นย า รวมทั้งอาจเป็นจุดเริ่มต้นของการท า gene therapy เพือ่รักษามะเร็งปาก
มดลูกในอนาคตได ้
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สรุปผลการวิจยั 
  จากการค้นหายีนที่โปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดเมทิลเลชันได้ ด้วย 2 
วิธีการ คือ 1. ChIP - seq โดยการใช้  E7 HPV16 antibody ตกตะกอนคอมเพลกซ์ของ DNA ที่
สามารถจับกับโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ได้ ด้วยวิธี ChIP จากนั้นท าการ sequencing พบยีน
ทั้งหมด 3 ยีน ได้แก่ ยีน FAM189A1, ASAH2B, และ RAPGEF4  และ 2. วิธีทางชีวสารสนเทศ โดย
การค้นหาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ที่ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ AP2 จับ
ได้ จากนั้นน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่พบไปค้นหายีนอื่นๆ ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณโพรโมเตอร์
เหมือนกันในฐานข้อมูลจีโนมมนุษย์ แล้วท าการคัดเลือกยีนที่สามารถจับได้ทั้งทรานสคริปชันแฟคเตอร์ 
AP2 และ YY1 พบทั้ งหมด 9 ยี น  ได้ แก่  NOP56, MAG, FUS, EIF2S2, RPL7, RPL10, NINJ1, 
LGALS1, CLDN5 หลังจากนั้นท าการเลือกยีนในแต่ละวิธีมา 1 ยีน คือยีน  FAM189A1 และยีน 
NOP56 เพื่อท าการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีน การเกิดเมทิลเลชัน  ในเซลล์ที่ได้รับ
และไม่ได้รับยีน  E7 ของเอชพีวีไทป์ 16  และพิสูจน์การจับกันระหว่างโปรตีน E7 กับยีน 
  ผลการตรวจสอบยีน FAM189A1 และยีน NOP56 พบว่า ในเซลล์ที่ได้รับยีน E7 ของเอชพีวี
ไทป์ 16 จะมีการแสดงออกของยีน FAM189A1 และยีน NOP56 ลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ได้
รับยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ซึ่งสอดคล้องกับระดับการเปลี่ยนแปลงเมทิลเลชัน ซึ่งมีระดับที่เพิ่มขึ้นใน
เซลล์ที่ได้รับยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 นอกจากนี้เมื่อท าการพิสูจน์การจับกันระหว่างโปรตีน E7 กับยีน
เพื่อศึกษากลไกของโปรตีน E7 ในการชักน าให้เกิดโพรโมเตอร์เมทิลชันของยีนด้วยวิธี ChIP ก็พบว่า 
โปรตีน E7 สามารถจับกับโพรโมเตอร์ของยีน FAM189A1 และยีน NOP56 ได้ นอกจากนี้ ยังพบว่า 
ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ AP2 และ YY1 สามารถจับกับโพรโมเตอร์ของยีน FAM189A1 และยีน NOP56 
ได้เฉพาะในเซลล์ที่ได้รับยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เท่านั้น ดังนั้น จึงเป็นการยืนยันได้ว่า โปรตีน E7 ของ
เอชพีวีไทป์ 16 สามารถเหนี่ยวน าให้ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ AP2 และ YY1 ลงมาจับที่โพรโมเตอร์ของ
ยีน โดยอาจจับกันเป็นคอมเพลกซ์ของโปรตีน E7, AP2 และ YY1 แล้วจึงลงมาจับที่โพรโมเตอร์ของยีน 
จากนั้นจึงชักน าให้เกิดเมทิลเลชันและลดการแสดงออกของยีน FAM189A1 และยีน NOP56 ในที่สุด 
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การเตรียมสารที่ใช้ในการทดลอง 
2.5 M glycine 

Reagent Stock Working using 
Glycine  2.5 M 9.384 g 

ปรับ pH ให้ได้ 8.0 ด้วย NaOH แล้วปรับปริมาตรให้ได้ 50 ml ด้วย H2O 
 
PIPES pH 8.0 

Reagent Stock Working using 
PIPES  1M 15.11mg 

ปรับ pH ให้ได้ 8.0 ด้วย KOH แล้วปรับปริมาตรให้ได้ 50 ml ด้วย H2O 
 
Cell lysis buffer 

Reagent Stock Working using 
PIPES pH 8.0 1M 5 mM 500 ul 

KCl  85 mM 0.634 g 
NP-40 (Igepal) 100% 0.5% 500 ul 

ปรับปริมาตรให้ได้ 100 ml ด้วย H2O 
 
Nuclear lysis buffer 

Reagent Stock Working using 
Tris HCl pH 8.0 1M 50 mM 5 ml 
EDTA pH 8.0 0.5 M 10 mM 2 ml 

SDS 10% 1% 1 ml 
ปรับปริมาตรให้ได้ 100 ml ด้วย H2O 
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ChIP dilution buffer 
Reagent Stock Working using 

SDS 10% 1% 100 ul 

Triton X 100 100% 1.1% 1.1 ml 

EDTA pH 8.0 0.5 M 1.2 mM 240 ul 

Tris HCl pH 8.0 1 M 16.7 mM 1.67 ml 

NaCl 5 M 167 mM 3.34 ml 

ปรับปริมาตรให้ได้ 100 ml ด้วย H2O 
 
5M NaCl 

Reagent Stock Working using 
NaCl  5 M 292.2 g 

ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 ml ด้วย H2O 
 
150mM low salt NaCl 

Reagent Stock Working using 
SDS 10% 0.1% 2 ml 

Triton X 100 100% 1% 2 ml 
EDTA pH 8.0 0.5 M 2 mM 800 ul 

Tris HCl pH 8.0 1 M 20 mM 4 ml 
NaCl 5 M 150 mM 6 ml 

ปรับปริมาตรให้ได้ 200 ml ด้วย H2O 
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500mM high salt NaCl 

Reagent Stock Working using 
SDS 10% 0.1% 2 ml 

Triton X 100 100% 1% 2 ml 
EDTA pH 8.0 0.5 M 2 mM 800 ul 

Tris HCl pH 8.0 1 M 20 mM 4 ml 
NaCl 5 M 150 mM 20 ml 

ปรับปริมาตรให้ได้ 200 ml ด้วย H2O 
 
LiCl 

Reagent Stock Working using 
Tris HCl pH 8.0 1M 100 mM 50 ml 

LiCl (M.W. = 42.39)  500 mM 4.24 g 
NP 40 100% 1% 2 ml 

Sodium 
deoxycholate 

 1% 2 g 

ปรับปริมาตรให้ได้ 200 ml ด้วย H2O 
 
 T10E1 pH 8.0 

Reagent Stock Working using 
Tris HCl pH 8.0 1M 5 mM 10 ml 
EDTA pH 8.0 0.5 M 10 mM 4 ml 

ปรับปริมาตรให้ได้ 200 ml ด้วย H2O 
 
Elution buffer 

Reagent Stock Working using 
NaHCO3  50 mM 1 ml 

SDS 10% 0.1% 5 ml 
ปรับปริมาตรให้ได้ 50 ml ด้วย H2O 
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 RNase A (10mg/ml) 

Reagent Stock Working using 
RNase A   100 mg 

ใส่ H2O ปรมิาตร 10 ml แล้วน าไป heat ที่ 100°C เป็นเวลา 20 นาท ี
 

Lysis buffer II + 10% SDS 

Reagent Stock Working using 
Sodium hydroxide 
(NaOH) solution 

 10 N 0.2 ml 

sodium dodecyl 
sulfate (SDS) 

 10% 1 ml 

ใส่ H2O ปรมิาตร 8 ml ก่อน จึงค่อยเติม reagent ลงไป แล้วเติม H2O ให้มีปริมาตรของสารละลาย
สุดท้าย 10 ml  เพื่อป้องกันการเกิดตะกอน 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
ประวัติผู้เขียน 
 

ประวตัิผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล นางสาวจุฑามาศ สุขพัฒน์ธ ี
วัน เดือน ปี เกิด 10 มีนาคม 2531 
สถานทีเ่กิด จังหวัดสุรินทร์ 
วุฒิการศึกษา ปริญญาบัณฑติ 
ที่อยู่ปัจจุบัน บ้านเลขที่ 112 หมู่ 5 ต าบลศรีนาวา อ าเภอเมือง จังหวัดนครนายก 26000   
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