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SDS  Sodium Dodecyl Sulfate 
Tm  Melting temperature 



 1

บทท่ี 1 
 

บทนํา 
 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย  
มะเร็งปากมดลูกยังคงเปนมะเร็งท่ีพบมากในสตรีไทย ซ่ึงปจจุบันเปนท่ียอมรับกันวา เช้ือ

ไวรัสฮิวแมนแปปโลมา (Human papillomavirus, HPV) จีโนไทปเส่ียงสูงเปนสาเหตุสําคัญท่ี
กอใหเกิดมะเร็งปากมดลูก และการตรวจทางเซลลวิทยาดวยการยอมสีเซลลท่ีเรียกวา Papanicolaou 
(Pap) smear ซ่ึงเปนวิธีมาตรฐานท่ีใชในการคัดกรองมะเร็งปากมดลูกระยะเร่ิมแรก แตเนื่องจากมี
ขอจํากัดในความไวของผลการอาน จึงมีการพัฒนาการตรวจ HPV โดยใช DNA ซ่ึงจะใหผลการ
ตรวจที่ดีกวา [1] อยางไรก็ตาม HPV DNA testing ท่ีมีในปจจุบันใชชุดตรวจท่ีผลิตเชิงพาณิชย 
(commercial) ท่ีออกแบบไวใหครอบคลุม HPV ท้ังหมด 13 จีโนไทป และเม่ือเปรียบเทียบกับ
วิธีการตรวจทางเซลลวิทยา พบวาการตรวจ HPV DNA testing นั้นมีความไวมากกวาแตมี
ความจําเพาะนอยกวาในการวินิจฉัยรอยโรคกอนมะเร็งเม่ือเทียบกับวิธีทางเซลลวิทยา [2] ใน
ปจจุบันนี้การตรวจ HPV DNA testing จะใชในกรณีท่ี การตรวจทางเซลลวิทยาใหผลไมแนชัด, 
ติดตามผลของผูท่ีตรวจทางเซลลวิทยาแลวพบวาผิดปกติแตเม่ือตรวจดวยวิธี colposcopy/biopsy 
แลวใหผลเปนลบ, ติดตามผลหลังจากการรักษารอยโรคกอนมะเร็งลุกลามของปากมดลูก (cervical 
intraepithelial neoplasia, CIN) ในระยะตางๆ เนื่องจากมีโอกาสในการติดเช้ือซํ้า และท่ีสําคัญท่ีสุด 
คือ ใชเปนการตรวจเบ้ืองตนของ HPV DNA testing ซ่ึงอาจใชควบคูกับการตรวจ Pap smear [3] 
การจําแนกลักษณะของ CIN นั้นจะแยกออกเปน 3 ระยะตามความรุนแรงของรอยโรคทางดาน
เนื้อเยื่อ  ในเชิงระบาดวิทยาไดมีการศึกษาอัตราความชุกของผูติดเช้ือ HPV ในผูหญิงท่ีปกติ, มีรอย
โรคกอนมะเร็งลุกลามของปากมดลูกระยะท่ี 1 และต้ังแตระยะท่ี 2 ขึ้นไปพบเช้ือ HPV อยู 7.6 %, 
42.3 % และ 87.5 % ตามลําดับ โดยจีโนไทป16 เปนจีโนไทปท่ีพบไดท่ัวไปในทุกกลุม และพบมาก
ในกลุมระยะท่ี 2 ข้ึนไป รองลงมาคือจีโนไทป 18 [4] เม่ือพิจารณาในระดับโมเลกุล การเกิดกลไก
การจําลอง DNA ของไวรัส จําเปนตองอาศัยโปรตีน E1 โดยจะมีบริเวณจําเพาะท่ีสามารถกระตุนให
เกิดการคลายเกลียวของสาย DNA ซ่ึงมีความสําคัญในการจําลองสาย DNA [5] แสดงใหเห็นวา
โปรตีน E1 จําเปนตอการคงอยูของไวรัส จึงเหมาะสมในการนํามาใชเปนยาตานไวรัส ในระยะ
เซลลมะเร็งเร่ิมตน [6] 
 ในทางคลินิก มีหลักฐานวาในกลุม HPV ความเส่ียงสูงบางจีโนไทป ไดแก จีโนไทป 16 
และ 18 มีความเส่ียงในการเกิดเปนรอยโรคท่ีจะรุนแรงข้ึนเปนมะเร็งไดมากกวาจีโนไทปอ่ืน ดังนั้น
จึงมีความตองการตรวจ HPV genotype testing เพ่ือระบุจีโนไทปท่ีกอใหเกิดรอยโรคกอนมะเร็ง
ลุกลามของปากมดลูก แตการกระจายตัวและความชุกของ HPV นั้นข้ึนกับภูมิประเทศและ
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ประชากร [7] โดยพบจีโนไทป 16 มากท่ีสุด แตอันดับท่ี 2 จะมีความชุกของจีโนไทปตางกันในแต
ละพ้ืนท่ี เชน ในอินโดนีเซียเปนจีโนไทป 18, ในรัสเซียเปนจีโนไทป 31, ในอินเดียเปนจีโนไทป 45 
และในอิตาลีเปนจีโนไทป 51 และแมวาในปจจุบันจะมีวัคซีนท่ีปองกันจีโนไทป 16 และ 18 ได แต
จะเห็นไดวาวัคซีนในปจจุบันนั้นไมสามารถครอบคลุมประชากรท้ังหมดได และชุดตรวจท่ีผลิตเชิง
พาณิชยในปจจุบันมีขอกําจัดในการจําแนกจีโนไทปของไวรัส ดังนั้นจึงมีความจําเปนตองทราบถึง
ความชุกของไวรัสเพื่อใชพิจารณาในการรักษาและสามารถติดตามการเปล่ียนแปลงท่ีอาจเกิดข้ึน
จากการกระจายตัวของไวรัสหลังจากการไดรับวัคซีนในแตละพ้ืนท่ี [8-11]  
 การศึกษานี้มีจุดมุงหมายท่ีจะศึกษาความชุกและจีโนไทปของ HPV ในกลุมประชากร
ตัวอยาง ดวยการพัฒนาชุดตรวจใหครอบคลุมท้ังหมด 17 จีโนไทป ท้ังในกลุมความเส่ียงสูงและตํ่า 
โดยใชบริเวณยีน E1 ของ HPV และนําตัวอยางท่ีใหผลบวก มาหาจีโนไทปของไวรัส ไวเปนขอมูล
ความชุกและจีโนไทปจากการติดเช้ือ HPV ในประชากรตัวอยางในประเทศไทย เพื่อใชเปนขอมูล
พื้นฐานในการเฝาระวัง ปองกัน รักษา ผูปวยที่มีความเส่ียงในการติดเช้ือ และผูปวยท่ีมีรอยโรคกอน
มะเร็งลุกลามของปากมดลูก 
 
วัตถุประสงคของการวิจัย 
 1. ศึกษาความชุกของเช้ือ HPV ในกลุมประชากรตัวอยางในประเทศไทย 
 2. จําแนกจีโนไทปของเช้ือ HPV ในกลุมประชากรตัวอยางในประเทศไทย  
 
ขอบเขตของการวิจัย 
 
การหาอัตราการตรวจพบ HPV DNA 
 

เก็บตัวอยางช้ินเนื้อจากผูปวยท่ีตรวจพบวาเปนมะเร็งปากมดลูกจากสถาบันมะเร็งแหงชาติ 
 

สกัด DNA จากเซลลตัวอยาง เพื่อนํามาตรวจหา HPV DNA ดวยวิธี PCR โดยการเปรียบเทียบบริเวณ 
L1 gene จากคู primers ท่ีเคยมีการศึกษาไว กับบริเวณ E1 gene จากคู primers ท่ีออกแบบใหม 

 
คํานวณหาอัตราการตรวจพบ HPV DNA จากคู primers ท้ัง 2 บริเวณ 

 
เลือกใชคู primers ท่ีมีอัตราการตรวจพบมากกวามาใชในการหาความชุกของ HPV 
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การหาความชกุของ HPV 
  
เก็บเซลลท่ีเหลือจากการตรวจวินิจฉัยของทางโรงพยาบาลในผูปวยท่ีเขารับการตรวจคัดกรองมะเร็ง

ปากมดลูก จากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ และโรงพยาบาลบางปะกอก 9 อินเตอรเนช่ันแนล 
 
 

สกัด DNA จากเซลลตัวอยาง เพื่อนํามาตรวจหา E1 gene ของ HPV โดยวิธี semi-nested PCR 
 

นําตัวอยางท่ีไดผล PCR positive มาหาลําดับเบสของ E1 gene 
 

วิเคราะหลําดบัเบสท่ีไดวาเปน E1 gene ของ HPV หรือไม โดยวิธี BLAST search analysis 
 

คํานวณหาความชุกของ HPV ท่ีตรวจพบในตัวอยาง 
 

จําแนกความชุกของ HPV แตละจีโนไทป และชวงอายุท่ีมีการติดเช้ือ 
 
คําจํากัดความท่ีใชในการวิจัย 
 จีโนไทป คือ การแบงกลุมของไวรัสฮิวแมนแปปโลมา โดยวิธีการถอดรหัสพันธุกรรม  
 
คําสําคัญ  

Human papillomavirus 
Genotype 
 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ  
 เนื่องจากขอมูลของ HPV ในประเทศไทยยังมีไมมาก ดังนั้นการหาไวรัสนี้มีประโยชนดังนี้ 

1.ทําใหทราบความชุกของ HPV ในประเทศไทยจากกลุมตัวอยางท่ีเขารับการตรวจใน
โรงพยาบาล 

2.ทําใหทราบการกระจายตัวของจีโนไทปของ HPV และชวงอายุท่ีมีความเส่ียงในการติด
เช้ือในประเทศไทย 

3.นําขอมูลไปเพื่อประกอบการติดตาม เฝาระวัง วางแผนปองกัน การรักษา   
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บทท่ี 2 
 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 

 Papillomaviruses นั้นจัดอยูในกลุมเดียวกันกับ Polyomavirus ใน Papovavirus family
เนื่องจากมีคุณสมบัติคลายกัน คือ มีขนาดเล็ก, เปน nonenveloped virion, มี icosahedral capsid, มี
จีโนมเปน double-strand circular DNA ตางกันเพียง Papillomavirus มีขนาดเสนผานศูนยกลางของ
อนุภาคประมาณ 55 nm ในขณะท่ี Polyomavirus นั้นมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 45 nm 
นอกจากนี้เม่ือพิจารณาในระดับโมเลกุลแลวพบวา Papillomavirus นั้นจะมีสวนประกอบของ open 
reading frames (ORFs) ท่ีมากกวา ทําใหสามารถสราง structure และ non-structure proteins ได
หลากหลายกวา นอกจากนี้ในข้ันตอนการถอดรหัสพันธุกรรมนั้น Papillomavirus จะมีการถอดรหัส
พันธุกรรมจากสาย DNA เสนเดียวกันท้ังหมด การจําแนกความแตกตางของ virus ท้ัง 2 นี้ จะอาศัย 
epitope บน major capsid protein [12] Papillomavirus นั้นพบวามีการแพรกระจายมากในกลุมท่ี
เปน higher vetebrates เชน ในคน, วัว, มา, กระตาย, กวาง, หนู เปนตน ซ่ึงโดยท่ัวไปแลว 
Papillomavirus จะมีความจําเพาะในแตละ species [13] ในปจจุบันพบ Human papillomavirus 
มากกวา 100 จีโนไทป ซ่ึงจําแนกจีโนไทปโดยอาศัยขนาด homology ของ DNA ดวยวิธี Liquid 
hybridization แลวเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณท่ีจําเพาะ [14] ซ่ึงการจําแนกจีโนไทป
นั้น อาศัยเกณฑท่ียอมรับโดย Papillomavirus Nomenclature Committee คือ ลําดับนิวคลีโอไทด
ของ E6, E7, L1 ORFs ของสายพันธุใหมตองมีความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทดนอยกวา 
90% ของจีโนม HPV ที่รูจีโนไทปแลว [15]   
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รูปท่ี1 แสดงการจําแนกจีโนไทปของ HPV โดยอาศัยลําดับเบสบริเวณ L1 ORF (De 
Villiers et al., 2004) [74] 
  
โครงสรางของไวรัส 

Papillomavirus มีอนุภาคขนาดเล็ก, nonenveloped, icosahedral DNA virus มีขนาดเสน
ผานศูนยกลาง 52 ถึง 55 nm เปน double-stranded circular DNA ประมาณ 8,000 bp และมี protein 
coat (capsid) ประกอบดวย 72 capsomers (60 hexameric + 12 pentameric) [16] Capsid 
ประกอบดวย 2 structural proteins คือ 1. major capsid protein (L1) ขนาดประมาณ 55 kDa ซ่ึงมี
ประมาณ 80% ของ viral protein ท้ังหมด 2. minor protein (L2) ขนาดประมาณ 70 kDa [17,18] 
จีโนมของ Papillomavirus สามารถแบงไดเปน 3 regions หลัก คือ early(E), late(L)  และ long 
control region (LCR) region โดยแบงท่ีบริเวณ polyadenylation (pA) โดย early region ของ 
Papillomavirus จะครอบคลุมมากกวา 50 % ของจีโนมไวรัส และถอดรหัสใหเปน 6 viral 
regulatory proteins รวมถึง viral protein ท่ีจําเปนในการเกิด viral DNA replication ขณะท่ี late 
region จะครอบคลุมประมาณ 40 % ของไวรัสจีโนม และอยูถัดจาก early region จะถอดรหัสให 
major (L1) และ minor (L2) viral capsid proteins และท่ัวไปจะมีการแสดงออกเฉพาะในเซลลท่ีมี
การติดเชื้อเทานั้น LCR region ซ่ึงมีความยาวประมาณ 850 bp (10 % ของ HPV จีโนม) จะไมมีการ
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ถอดรหัสใหโปรตีน แตเปนจุดเร่ิมตนของการเกิดการจําลองตัวเอง โดยเปน binding sites ของ 
transcription factor หลายชนิด ซ่ึงมีความสําคัญในการควบคุม RNA polymerase II-initiated 
transcription ของ early และ late promoters [19-21] 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี2 แสดงโครงสรางจีโนมของ HPV และหนาท่ีในแตละ gene ของ HPV 

(MicrobiologyBytes, 2007) [22] 
 

ใน HPV ทุกจีโนไทป บริเวณท่ีมีความแปรปรวนของนิวคลีโอไทดนอยท่ีสุด คือบริเวณท่ี
แปลรหัสพันธุกรรมใหโปรตีน E1 ซ่ึงมีขนาด 68 kDa โปรตีน E1 เปนโปรตีนท่ีมีขนาดใหญ เปน 
acidic โปรตีน มีคา isoelectric point เฉล่ียอยูท่ี 5.44 [23] E1 gene มีความเก่ียวของโดยตรงในการ
ควบคุมการจําลองตัวเองของไวรัส ซ่ึง E1 ORF เปน ORF ท่ีใหญท่ีสุดในจีโนมของ Papillomavirus 
และมีความเหมือนกันในทุกสายพันธุของ Papillomavirus E1 protein มีคุณสมบัติของ DNA-
dependent ATPase และ DNA helicase ซ่ึงมีความจําเปนในข้ันตอน initiation และ elongation ของ 
viral DNA systhesis [24] 

 
การคนพบ 
 Papillomavirus ในสัตวพบคร้ังแรกในปคริสตศักราช 1930 โดย Richard Shope ได
ทําการศึกษาใน cottontail rabbit (Sylvilagus floridanus) และใหช่ือวา cottontail rabbit 
papillomavirus (CRPV) ซ่ึงเปน DNA tumor virus ตัวแรกท่ีพบ สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการพัฒนา
ของเน้ือรายได จึงเปนตัวอยางท่ีสําคัญในการศึกษาการเกิดมะเร็งจากการติดเช้ือไวรัส แตเนื่องจาก
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ในสมัยนั้นยังไมสามารถทําการเพาะเล้ียง CRPV ได เนื่องจากยากในการหาระบบเซลลเพาะเล้ียง ท่ี
ใชในการเพ่ิมจํานวนไวรัส ทําใหเปนอุปสรรคในการศึกษาการทํางาน และการจัดจําแนกประเภท
จากคุณสมบัติทางชีววิทยาของไวรัสนี้ จนถึงชวงปคริสตศักราช 1970 จึงสามารถทําการเพาะเล้ียง
ไดทําใหสามารถศึกษาคุณสมบัติทางชีววิทยาและชีวเคมีไดมากข้ึน [25]  
 ขณะท่ีผูคนพบเช้ือ Human papillomavirus (HPV) ในมนุษย คือ ศาสตราจารยเกียรติคุณ 
นายแพทย Harald zur Hausen จนไดรับ Nobel Prize in Medicine 2008 ทําใหเกิดความเขาใจท่ี
ถูกตอง ในการนําไปสูการปองกันและรักษามะเร็งปากมดลูกท่ีดีข้ึน จนสามารถลดอัตราการเกิด
มะเร็งปากมดลูกและการตายจากโรคน้ีลงอยางมาก โดยเฉพาะอยางยิ่งนําไปสูการคิดคนวัคซีน
ปองกันมะเร็งปากมดลูกในท่ีสุด 
 
การติดเชื้อ 
 Papillomavirus สามารถแบงไดออกเปน 5 clades คือ clade A-E และสามารถพบ HPV ได
ใน 3 clades คือ clade A, B และ E [26] ซ่ึงในปจจุบันนี้สามารถทราบลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด
ของ Papillomavirus แลวหลายจีโนไทป และพบวาเกิด mutations กระจายท่ัวไปในจีโนมมากกวา
การเกิด recombination ระหวางจีโนม ในระดับจีโนมของ Papillomavirus นั้น จะมีสวนของ 
regulatory region หลัก คือ LCR [27] และ coding region ในการควบคุม nonstructural และ 
structural proteins โดย nonstructural viral gene ประกอบดวย E1, E2, E4, E5, E6 และ E7 และ 2 
ORFs ซ่ึงแตละ gene นั้นมีหลายหนาท่ีดวยกัน เชน E1 มี DNA replicase activity ซ่ึงจําเปนในการ
เกิด viral DNA replication, E2 มีหนาท่ีเปน trans-activating และ trans-repressor transcription และ
มีสวนในการเกิด viral DNA replication โดยการจับกับของ E2 protein ท่ีบริเวณ motif ท่ีจําเพาะใน
จีโนมของไวรัสโดยเฉพาะอยางท่ีในบริเวณ LCR และควบคุมการสราง regulatory protein ท่ีคุม 
viral promoter ในการแสดงออกของยีน E6 และ E7, E4 นั้นถอดรหัสพันธุกรรมให cytoplasmic 
phosphoprotein และมี 3 oncogenes คือ E5, E6 และ E7 [28] ซ่ึง E5 protein จะทําปฏิกิริยากับ 
activate growth factor receptors, E6 protein ทําหนาท่ีเหนี่ยวนําใหเกิด ubiquitin-dependent 
degradation ของ p53 tumor suppressor protein ทําใหเกิดการแตกตัวของโปรตีน p53 นําไปสูภาวะ 
genome instability และ E7 protein จะยับยั้ง retinoblastoma suppressor protein (pRb) ทําใหเกิดการ 
transcription ของยีนท่ีควบคุมการเพิ่มจํานวนของเซลล สวน structural protein มี 2 ชนิด คือ L1 
และ L2 ซ่ึงจําเปนในกระบวนการ encapsidation ของไวรัส  
 Papillomavirus นั้นยากในการทําใน in vitro เนื่องจากวาไวรัสนี้จะมีการจําลองตัวเองใน
ช้ัน squamous epithelium ซ่ึงมีลักษณะไมเหมือนใน monolayer ของเซลลเพาะเล้ียง ดังนั้นการ
ตรวจหาไวรัสนี้จึงนิยมใชวิธีการตรวจหา DNA ของไวรัส ดวยวิธี Polymerase Chain Reaction 
(PCR) หรือ hybridization มากกวาการทํา virus isolation 
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 Papillomavirus สามารถติดเช้ือผานทางเมือก และเน้ือเยื่อท่ีผิวหนัง บริเวณที่มีรอยฉีกขาด 
หรือถลอก เปนไวรัสท่ีพบในส่ิงมีชีวิตชนิดยูคาริโอตช้ันสูง ท่ีมีการเปล่ียนแปลงของจีโนมนอย การ
ติดเช้ือสวนใหญเกิดจากการมีเพศสัมพันธ และมีหลักฐานวาสามารถติดตอจากมารดาสูทารกได ซ่ึง
สวนใหญจะเปนกลุมความเส่ียงตํ่า และสามารถหายเองไดภายใน 1 ถึง 2 ป แตในกลุมท่ีติดเช้ือ
หลายปจะมีโอกาสท่ีจะพัฒนาไปเปนเซลลมะเร็งได ซ่ึงมะเร็งปากมดลูกเปนมะเร็งท่ีพบมากเปน
อันดับ 2 ของผูหญิงท่ัวโลก มีผูเสียชีวิต 2.8 แสนคน และติดเช้ือเพิ่มข้ึนประมาณ 5 แสนคนตอป 
[29] ซ่ึงสามารถพบ HPV ไดมากกวา 25 จีโนไทปท่ีทําใหเกิดรอยโรคในบริเวณระบบอวัยวะ
สืบพันธุ โดยบางจีโนไทปจะมีความเกี่ยวของกับการพัฒนาของรอยโรคในมะเร็งปากมดลูก การ
จําแนกจีโนไทปของ HPV นั้นอาศัยความสัมพันธในการเกิดโรค, ระยะเวลาในการติดเช้ือ และ
ความสามารถของโปรตีน E6 และ E7 ในการจับตัวกับ tumor suppressor gene โดยแบงเปน  
1.) กลุมความเส่ียงสูง (High-risk type) เชน จีโนไทป 16, 18 และ 45  
2.) กลุมความเส่ียงคอนขางสูง (Probably high-risk type) เชน จีโนไทป 31, 33, 35, 51 และ 52  
3.) กลุมความเส่ียงตํ่า (Low-risk type) เชน จีโนไทป 6, 11, 42, 43 และ 44 [30, 31] 
 

ตารางท่ี1 แสดงจีโนไทปของ HPV ท่ีกอใหเกิดโรคตางๆ [32] 
Disease HPV type 

Common warts 2, 7 
Plantar warts 1, 2, 4 
Flat warts 3, 10 
Anogenital warts 6, 11, 42, 43, 44, 55 and others 
Genital cancers High-risk: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 

58, 59, 68, 73, 82 
Probably high-risk: 26, 53, 66 

Focal epithelial hyperplasia (oral) 13, 32 
Oral papillomas 6, 7, 11, 16, 32 
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 รูปท่ี3 แสดงภาพถายอนุภาคของ HPV จีโนไทป 1, 6, 16, 18, 31, 33, 35 และ 45 จากกลอง 
จุลทรรศนอิเล็กตรอน (K. Shetty & J. Leigh, 2005) [33] 
 
พยาธิสรีรภาพของการเกิดโรคจาก HPV 

Human papillomavirus ในคน นั้นสามารถพบไดท่ีบริเวณมะเร็งท่ีปากมดลูก และมะเร็งท่ี
ทวารหนัก โดยเฉพาะจีโนไทป 16, 18, 31, 45 และยังสามารถพบไดในมะเร็งท่ีชองคลอด และ
มะเร็งท่ีชองปากอีกดวย HPV สามารถทําใหเกิดหูด (warts) บนผิวหนัง หรือ condylomas ในระบบ
อวัยวะสืบพันธุ เม่ือเช้ือ HPV ผานทางรอยแผลท่ีเยื่อบุผิวช้ันนอกของอวัยวะ เช้ือจะเขาไปเกาะ
ภายในเซลลเยื่อบุผิวช้ันลาง (Basal and Para basal layer) ซ่ึงเปน Stem cell จากน้ันวงจรชีวิตของ 
HPV ในรางกายก็เร่ิมข้ึน โดยมี 2 ระยะ คือ 

 ระยะแรก :  Basal DNA Replication มีการเพ่ิมจํานวน  DNA ของไวรัส ประมาณ 
100 ชุดของยีน และคงจํานวนตํ่าๆ ภายในเซลลเยื่อบุผิวเชนนี้อยูชวงหน่ึง เปนการ
ติดเช้ือแบบคงอยูนาน (Persistent infection) ภูมิคุมกันของรางกายจะพยายามตรึง
เช้ือ HPV ใหสงบอยูเชนนี้ไปไดนาน แมจะไมสามารถกําจัดเช้ือออกไดหมดก็ตาม 

 ระยะหลัง : เม่ือเซลลเยื่อบุผิวช้ันลางท่ีติดเช้ือถูกดันขยายตัวข้ึนในแนวดิ่ง (Vertical 
Expansion) สูช้ันผิวดานบนตามธรรมชาติแลว ชวงระยะน้ี  เซลลจะหยุดการ
แบงตัว 

 เนื่องจากผิวของปากมดลูกบริเวณ Transformation zone เปนบริเวณที่มีความไวตอการ
กระตุนจาก HPV และเปล่ียนแปลงไดงายกวาเยื่อบุบริเวณอ่ืน จึงทําใหพบรอยโรค (Lesion) และ
มะเร็งท่ีปากมดลูกมากกวาสวนอ่ืนของอวัยวะสืบพันธุหลายเทาตัว ไวรัสนี้สามารถอยูไดนานเปน
เดือนหรือปและสามารถหายไปเองได 

การติดเช้ือท่ีเยื่อบุผิวช้ันนอกเปนเวลานานเกิน 6-12 เดือน ถือเปนข้ันตอนสําคัญ ท่ีจะทําให
เยื่อบุผิวปากมดลูกเปล่ียนแปลงสูระยะกอนมะเร็ง และมะเร็งปากมดลูก โดยอาจเกิดการเจริญ
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ออกมาท่ีช้ันบนของเยื่อบุผิวช้ันนอก เนื่องจากปกติ บริเวณช้ันลางของเย่ือบุผิวช้ันนอกจะมีจํานวน
ไวรัสอยูในปริมาณนอยและมีการถอดรหัสสารพันธุกรรมเปน RNA ปริมาณนอยดวย และจะมีการ
แสดงออกของ viral protein ตางๆ ในปริมาณมากเมื่ออยูบริเวณช้ันบนของเยื่อบุผิวช้ันนอก อีกท้ัง
ไวรัสจะยังคงอยูในเซลลจนกวาจะเกิดการหลุดลอกของเซลล [34] โดยท่ัวไปจะพบความผิดปกติ
ของผลการตรวจทางเซลลวิทยา ไดประมาณ 25-40 % ภายในเวลา 1-3 ป หลังจากเร่ิมตรวจพบเช้ือ  
 การติดเช้ือเปนเวลานานของกลุมจีโนไทปความเส่ียงสูง โดยเฉพาะเมื่อมีปริมาณไวรัสมาก
และอยูในบริเวณท่ีมีความเส่ียงในการเกิดรอยโรคที่รุนแรงข้ึนเปนสวนสําคัญในการทําใหเกิดการ
พัฒนาเปนเนื้อรายได การติดเช้ือสวนใหญจาก HPV oncogenic types จะเกิดเปนรอยโรคกอนท่ีจะ
พฒันาข้ึนไปเปนเนื้อรายแลวกลายเปนมะเร็งอยางรวดเร็ว แตการเปล่ียนแปลงเชนนี้จะเกิดกับผูท่ีติด
เช้ือ HPV แบบคงอยูนานบางรายเทานั้น เนื่องจากผูหญิงท่ีไดรับ HPV สวนใหญรอยโรคจะหายได
เองภายใน 1-2 ป ซ่ึงข้ึนกับปจจัยหลายอยางเชน การสูบบุหร่ี, การต้ังครรภ, การมีเพศสัมพันธเม่ือ
อายุยังนอย, การมีคูนอนหลายคน และผูหญิงท่ีติดเช้ือ Human Immunodeficiency Virus (HIV) รวม
ดวยจะมีความเสี่ยงสูงกวาในการพัฒนาเปนมะเร็ง [35, 36, 37] ลักษณะของรอยโรคบริเวณปาก
มดลูกท่ีติดเช้ือไวรัสกอนท่ีจะเปนมะเร็งปากมดลูก สามารถแบงไดเปน 3 ระยะ คือ CIN 1 (Cervical 
intra-epithelial Neoplasia หรือ Low – Grade Lesion, LGL) เซลลมีการเปล่ียนแปลงนอย, CIN 2 
เซลลมีการเปล่ียนแปลงปานกลาง แตไมมีการเพ่ิมจํานวนไวรัส และ CIN 3 (High - Grade Lesion, 
HGL) เซลลมีการเปล่ียนแปลงมาก และมีปริมาณโปรตีน E6 และ E7 มาก ซ่ึงอาจจะพัฒนาไปเปน
มะเร็งปากมดลูกได [38]  

รูปท่ี4 แสดงข้ันตอนการพัฒนาของเซลลท่ีติดเช้ือ HPV (Ciaran B. J. Woodman. Et al., 
2007) [75] 
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 เนื่องจากการติดเช้ือ HPV นั้นอยูในระดับเยื่อบุผิว จึงมีผลในการกระตุนใหรางกายผูติดเช้ือ
สรางภูมิคุมกันตอไวรัสนี้นอยกวาไวรัสชนิดอ่ืน ทําใหผูท่ีเคยรับเช้ือมีภูมิคุมกันอยูในระดับตํ่า 
เพราะฉะน้ันผูท่ีเคยติดเช้ือ HPV และรอยโรคหายไปแลว สามารถติดเช้ือ HPV จีโนไทปเดิมไดใหม 
ตางจากภูมิคุมกันท่ีเกิดจากการฉีดวัคซีน ซ่ึงจะกระตุนใหสรางภูมิคุมกันตอ HPV อยูในระดับท่ีสูง
กวาจากการติดเช้ือจากธรรมชาติประมาณ 11 เทา 

จากการศึกษาพบวาในเซลลท่ีเกิดเปนมะเร็งนั้น สวนใหญพบวามาจาก HPV จีโนไทป 16 
และ 18 [39] โดยเม่ือไวรัสเขาสูเซลลจะเคล่ือนท่ีเขาสูนิวเคลียสรวมเขากับ DNA ของเซลลเจาบาน 
เกิดการจําลอง DNA ของไวรัสพรอมกับ DNA ของเซลลเจาบาน ทําใหเกิดการแสดงออกของยีน E 
สรางกลุมโปรตีน E ซ่ึงโปรตีน E1, E2, E5, E6 และ E7 จะมีการแสดงออกกอนเกิดการ
เปล่ียนแปลงรูปรางของเซลล ขณะท่ีโปรตีน E4 จะมีการแสดงออกตลอดเวลา และโปรตีน L1 และ 
L2 จะแสดงออกในระยะสุดทายของการเปล่ียนแปลงรูปรางของเซลล  

โปรตีน E1 และ E2 จะกระตุนใหเกิดการจําลอง DNA ตลอด  และเกิดการเจริญและแบง
เซลล ทําใหจํานวนไวรัสในเซลลเพิ่มข้ึน จนกระท่ังมีจํานวนไวรัสอยางนอย 1 พันcopies/เซลล และ
ควบคุมการถอดรหัสของจีโนมไวรัส, โปรตีน E4 กระตุนการสรางไวรัสใหอยูในระยะแบงตัว, 
โปรตีน E5 กระตุนใหมีการสราง growth factor, โปรตีน E6 และ E7 ยับยั้งการแปลรหัสของเซลล
เจาบาน เซลลจึงเกิดการเปล่ียนแปลงรูปราง จากนั้นจะสรางแคปซิสโปรตีน L1 และ L2 รวมกับ
โปรตีน E [40]  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 รูปท่ี5 แสดงระดับการแสดงออกของโปรตีนของ HPV ในเซลลเยื่อบุผิว (Schiffman M. 
et al., 2007) [41] 
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การศึกษาเชิงระบาดวิทยาของ HPV 
ความชุกของการติดเช้ือนั้นข้ึนอยูกับอายุและความไวของวิธีตรวจ HPV DNA ซ่ึงพบมาก

ในผูหญิงชวงอายุ 15-25 ป ถึง 25-40 % และลดลงเม่ืออายุเพิ่มข้ึน และจะพบมากข้ึนอีกคร้ังใน
ผูหญิงอายุ 60 ปข้ึนไป [36] และไดมีรายงานการศึกษาความชุกของ HPV ในสตรีท่ีมีผลการตรวจ
ทางเซลลวิทยาของปากมดลูกปกติพบวา มีผูท่ีติดเช้ือไวรัสถึง 10.4 % โดยแบงเปนแอฟริกา 22.1 %, 
อเมริกาเหนือ 11.3 %, ยุโรป 8.1 % และเอเชีย 8.0 % [42] 
 
 
  ตารางท่ี2 แสดงการศึกษาความชุกของ HPV ในประชากรผูหญิงท่ีมีความเส่ียงตํ่าในการติดเช้ือ HPV 
 

ประเทศ บริเวณท่ีเก็บตัวอยาง กลุมทดสอบ วิธีทดสอบ Prevalence (%) เอกสารอางอิง 
Nigeria Ecto/endocervix-brush Population-based GP5+/GP6+ 24.8 [43] 

Mozambique Cervix-smear Population-based MY09/MY11 40.0 [44] 
Zimbabwe Cervicovaginal-lavage Population-based GP5+/GP6+ 27.0 [45] 

Morocco Cervix-brush 
Cytological 
normal hospital-
based controls 

GP5+/GP6+ 20.5 [46] 

Chile 
Ectocervix-spatula 
Endocervix-brush 

Population-based 
random sample 

GP5+/GP6+ 12.8 [47] 

Mexico Cervix-brush 
Population-based 
random sample 

PCR with L1 
primer 

14.5 [48] 

United State 
of America 

Ecto/endocervix-brush 
Population-based 
random sample 

MY09/MY11 9.2 [49] 

Australia Self-sampled 

Virgin and 
cytologically 
normal women 
attending 
outpatient clinic 

PCR with L1 
consensus 
primers 

6.0 [50] 

India Cervix-broom, brush 
Population-based 
random sample 

GP5+/GP6+ 16.9 [51] 

South Korea Cervix-swab 
Hospital-based 
population 

GP5+/GP6+ 35.1 [52] 
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ประเทศ บริเวณท่ีเก็บตัวอยาง กลุมทดสอบ วิธีทดสอบ Prevalence (%) เอกสารอางอิง 

Japan Cervix-swab 
Population-based 
random sample 

PCR L1 primer 
(6, 11, 16, 18, 
31, 33, 52, 58) 

10.7 [53] 

Philippines Cervix-brush 
Hospital-based 
controls 

GP5+/GP6+ 9.2 [54] 

Belgium Cervix-smear 
Routine cervical 
cancer screening 

GP5+/GP6+ 6.9 [55] 

Italy Cervix-brush 
Population-based 
random sample 

GP5+/GP6+ 8.8 [56] 

Norway Cervix-smear, brush 
Outpatient 
population-based 
screening study 

GP5+/GP6+ 10.4 [57] 

England Cervix-spatula 
Routine cervical 
cancer screening 

MY09/MY11 7.3 [58] 

 
 ในประเทศไทยมะเร็งปากมดลูกจัดเปนมะเร็งท่ีพบมากเปนอันดับ 2 โดยอยูในอัตราเฉล่ีย 
20 % ตอประชากร 1 แสนคนตอป ชนิดท่ีพบบอยท่ีสุด คือ ชนิด Squamous cell carcinoma ซ่ึงเปน
เซลลในกลุมเยื่อบุปากมดลูกดานนอก พบไดประมาณ 80 % 

 

รูปท่ี6 แผนท่ีแสดงความชุกของ HPV DNA จากการสํารวจในผูหญิงปกติท่ัวโลกเม่ือป 
2007 (Sanjose S. et al., 2007) [42] 
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 การติดเช้ือในระยะซอนเรน จะมีการเพิ่มจํานวนของไวรัสเพียงช่ัวคราว และจะควบคุมให
รักษาระดับของ DNA ใหมีจํานวนนอย อยูในระดับ 50-200 copies ของ DNA ไวรัส ไปควบคูกัน
กับการจําลองตัวเองของไวรัสใน S phase เฉล่ียแลว 1 คร้ังตอวงชีวิตของเซลล สวนประกอบท่ี
สําคัญในการรักษาระดับ DNA ไวรัส คือ cis-acting replication origin, โปรตีน E1 และ E2 จนกวา
เซลลมีการเปล่ียนแปลงรูปราง ไวรัสจะมีอัตราการจําลองตัวเองสูงข้ึน [59] ทําใหเกิดการแสดงออก
ของโปรตีนโครงสรางมากข้ึน จนเกิดการหลุดออกนอกเซลลเพื่อแพรกระจายไปยังเซลลอ่ืน ซ่ึงการ
ติดเช้ือ HPV ในระยะ low-grade lesion นั้นจะพบ HPV DNA อยูบริเวณผิวเซลล และจะมีการ
รวมตัวกับโครโมโซมของเซลลเจาบานในระยะ high-grade lesion และมะเร็ง [60] Copy number 
ของ HPV DNA ท่ีเพิ่มข้ึนจากการจําลองตัวเองอยางตอเนื่องท้ังใน S phase ของเซลลปกติ และใน S 
phase ในเซลลท่ีมีการเปล่ียนแปลงรูปรางจากการติดเช้ือไวรัส จะมีการเพิ่มจํานวนอยางสุมข้ึนกับ
ชนิดของเซลลท่ีติดเช้ือไวรัส [61] 
 
ผลของการติดเชื้อ HPV 
กลุมสตรี: การติดเช้ือ HPV ความเส่ียงตํ่าทําใหเกิดหูดหงอนไกบริเวณอวัยวะสืบพันธุ  สวนชนิด
ความเส่ียงสูง อาจกอใหเกิดความผิดปกติของเซลลบริเวณ ano-genital จนถึงข้ันเปนมะเร็ง แต
เนื่องจากสวนใหญแลวการติดเช้ือมักเปนแบบช่ัวคราว ทําใหประมาณ 70 % ของผูหญิงท่ีติดเช้ือ 
HPV จะมีผลตรวจ HPV DNA เปนลบภายใน 1 ป แมวา HPV สายพันธุ 16 จะมีแนวโนมท่ีจะคง
สภาพการติดเช้ืออยูนานกวาสายพันธุอ่ืน แตสวนมากก็หายไปภายใน 2 ป แสดงวาผูติดเช้ือสวน
ใหญมีกลไกในการขจัดเช้ือออกจากรางกายตามธรรมชาติ แมวาผลการตรวจ HPV DNA เปนลบ 
แตอาจมีเช้ือบางสวนซอนเรนอยูในรางกายและสามารถเกิดข้ึนอีกไดในภายหลังก็ตาม จาก
การศึกษาพบวาเช้ือเหลานี้มีความเส่ียงตํ่ามากตอการกอเกิดมะเร็งในภายหลัง 
กลุมบุรุษ: การติดเช้ือ HPV ในกลุมความเส่ียงตํ่า กอใหเกดิหูดหงอนไกท่ีบริเวณองคชาตไดเชนกัน 
สวนชนิดความเส่ียงสูง สวนหนึ่งเกี่ยวของกับการเกดิรอยโรคกอนมะเร็ง ชนิด Squamous ของ
องคชาตและของทวารหนัก รวมถึงมะเร็งดวยมะเร็งขององคชาตพบคอนขางนอย โดยเฉพาะชายท่ี
ผานการขลิบหนังหุมปลายมาแลว แตมะเร็งของทวารหนักกลับมีแนวโนมสูงข้ึนชัดเจนในกลุมชาย
รักรวมเพศ จึงมีแพทยบางกลุมเสนอแนะใหมีการตรวจคัดกรองรอยโรคกอนมะเร็งของ
ชองทวารหนกัทางเซลลวิทยาในประชากรกลุมนี้ 
กลุมเด็ก: การติดเช้ือ HPV จากแมสูลูกเกิดไดยากมาก เด็กท่ีติดเช้ือ HPV ความเส่ียงตํ่าจากการคลอด 
อาจทําใหเกิดหูดในทางเดินหายใจของเด็ก แตพบไดนอยมาก (0.4-1.1 ราย ตอการคลอดมีชีวิต 1 
แสนราย จากแมท่ีมีประวัติเคยเปนหูดหงอนไกบริเวณอวัยวะสืบพันธุ) 
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อาการ 
 กอนที่จะกลายเปนมะเร็ง หรือมะเร็งระยะเร่ิมตนบริเวณปากมดลูก โดยปกติจะไมมีอาการ
เจ็บปวยใดๆ หรือปรากฏอาการใหเห็น ในระยะท่ีโรคกําลังกอตัว อาจสังเกตเห็นอาการใดอาการ
หนึ่งหรือมากกวานี้ คือ เลือดออกบริเวณชองคลอด, เลือดออกผิดปกติในระหวางมีประจําเดือน, 
เลือดออกหลังจากมีเพศสัมพันธ, มีประจําเดือนนานหรือมากกวาปกติ, เลือดออกหลังวัยหมด
ประจําเดือน, มีสารคัดหล่ังจากชองคลอดมากข้ึน, มีอาการเจ็บบริเวณเชิงกราน หรือมีอาการเจ็บ
ขณะมีเพศสัมพันธ 
 
การเก็บตัวอยางตรวจสําหรับการตรวจ HPV 
 มีวิธีการเก็บตัวอยางตรวจหลายวิธีดวยกันเพื่อใชสําหรับการตรวจ HPV ไดแก ตัวอยาง
ตรวจท่ีคนไขสามารถเก็บเองได เชน urine, vulvar swaps, vaginal tampons, หรือ vaginal swaps 
ตัวอยางตรวจท่ีเก็บโดยแพทย เชน genital swab, vaginal lavage, cervical swab, และ cervical brush 
specimens และไดมีการประเมินประสิทธิภาพการใชตัวอยางตรวจท่ีเก็บเองเพ่ือใชในการตรวจ 
HPV พบวาใหผลท่ีเช่ือถือไดในระดับปานกลาง โดยมีการศึกษาหนึ่งท่ีศึกษาในสหรัฐ เพื่อ
เปรียบเทียบ ระหวาง การใช directed swab ท่ีเก็บโดยแพทย กับ vaginal tampons ท่ีคนไขเก็บเอง 
ใหผลการศึกษาท่ีสอดคลองกัน นั่นคือใหผลลบหรือผลบวกจากตัวอยางตรวจท้ัง 2 ชนิด ถึง 80% 
และจากอีกหนึ่งการศึกษาท่ีในแคนาดา เพื่อเปรียบเทียบระหวางตัวอยางตรวจท่ีเก็บเองจาก vagina, 
vulvar และ urine กับตัวอยางตรวจท่ีเก็บโดยแพทย คือ cervical samples หลังจากนั้นทําการตรวจ
ทุกคนดวย colposcopy ผลการศึกษาพบวา คา sensitivity ตอการตรวจหา High-grade squamous 
intraepithelial lesion (HSIL) เทากับ 98.3% จากตัวอยางท่ีเก็บโดยแพทย และ 86.2% จาก vaginal 
swabs ท่ีคนไขเก็บเอง, 62.1% จาก vulvar swabs, และ 44.8% จาก urine  โดยพบวาการเก็บตัวอยาง
เองเปนวิธีที่ผูหญิงยอมรับได และชอบการตรวจโดยใชปสสาวะท่ีสุด 
 
การวินิจฉัย 

ปจจุบันมีวิธีการตรวจหามะเร็งปากมดลูก 2 วิธีไดแก 
1. การตรวจทาง cytological  ไดแกการตรวจ Papanicolaou (Pap) smear วิธีนี้ตอง

อาศัยบุคลากรที่มีความชํานาญในการตรวจ เพื่อดูการเปล่ียนแปลงของเซลล 
(dysplasia) ท่ีอาจเปล่ียนแปลงไปเปนเซลลมะเร็ง ซ่ึงอาจมีความผิดพลาดเกิดข้ึน
ไดงาย เสียคาใชจายสูงและมีข้ันตอนท่ียุงยาก 

2. การตรวจ HPV โดยเทคนิค ทางดาน molecular  ซ่ึงเปนวิธีการตรวจท่ีมีความไวสูง
กวาการตรวจ Pap smear 

เทคนิคท่ีใชตรวจงานทางดาน Molecular นั้นสามารถแบงออกไดเปน 
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1. เทคนิคท่ีไมใชการเพิ่มจํานวน (Non- amplified) เชน nucleic acid probe tests 
2. เทคนิคท่ีอาศัยการเพิ่มจํานวน (Amplified) เชน PCR และเทคนิคทางดานนี้ยังแบงออกไดเปน 
 2.1 Target amplification ซ่ึงเปนการขยายจํานวนกรดนิวคลีอิก (DNA, RNA) ของเปาหมาย 
ตัวอยางเชน PCR ซ่ึงมีความไวในการตรวจหาเช้ือในระดับสูง โดยจะใหผลบวกเม่ือ HPV มากกวา 
100-480 copies/ml แตสวนใหญวิธีนี้ใชเฉพาะในงานวิจัย 
 2.2  Signal amplification โดยท่ีสัญญาณ การตรวจวัดจะถูกผลิตข้ึนจาก probe ซ่ึงแปลผล
ตรงกับปริมาณ HPV DNA ณ เวลาท่ีเก็บเซลลืเยื่อบุผิวปากมดลูก ระบบท่ีใชอยูในปจจุบัน เรียกวา 
Hybrid Capture 2 (HC2) จะใหผลบวก เม่ือมีเช้ือมากกวา 5,000 copies/sample วิธีนี้มีใชในทาง
คลินิกท่ัวไป 
 2.3 Probe amplification โดยท่ีโมเลกุลของ probe เองจะถูกขยายจํานวน (ตัวอยางเชน 
ligase chain reaction) 
และเนื่องจากวา HPV มีหลายจีโนไทปและมีแนวโนมของการกอมะเร็งตางกัน ดังนั้นการวินิจฉัยจะ
ไมเพียงตรวจหา HPV DNA เทานั้น แตยังตองสามารถแยกจีโนไทปของ HPV ในแตละตัวอยาง
ตรวจไดดวย 
ในปจจุบันยังมีขอจํากัดในการตรวจ HPV DNA 

1. การตรวจคร้ังเดียวไมสามารถระบุ ระยะเวลาของการติดเช้ือได จึงบอกไมไดวาการติดเช้ือ
เปนแบบชั่วคราว หรือแบบคงอยูนาน (Transient or Persistent) 

2. ปริมาณของเช้ือบริเวณปากมดลูก ณ เวลาตรวจและความไวของวิธีการตรวจ เปนปจจัยท่ี
เกี่ยวของโดยตรงกับการรายงานผลคร้ังนั้น 

3. HPV DNA test ท่ีใชอยูปจจุบันไมสามารถระบุจีโนไทปของกลุมความเส่ียงสูงได ดังนั้นถา
ผลตรวจเปนบวก 2 คร้ัง อาจเกิดจากเช้ือคนละสายพันธุ 

4. ราคาคาตรวจยังมีราคาสูง ดังน้ันการตรวจควรเลือกเฉพาะรายท่ีมีความจําเปนจริงๆ เชน ผล 
pap smear คลุมเครือ 

 การวินิจฉัยจีโนไทปของ HPV ในช้ินเนื้อนั้น อาศัยวิธี nucleic acid hybridization เนื่องจาก
การสองกลองจุลทรรศนในการสังเกตอนุภาคของไวรัส และวิธีทางวิทยาภูมิคุมกันในการตรวจหา 
viral capsid antigens นั้นมีขอจํากัดเพราะวาจะไมมีการสรางอนุภาคของไวรัสและ capsid antigens 
การวินิจฉัย HPV โดยการเพ่ิมจํานวนช้ินสวนของไวรัสจีโนมดวยวิธี PCR มีการใชอยางกวางขวาง 
เพราะเปนวิธีท่ีมีความไวและความจําเพาะสูง, ใชปริมาณตัวอยางนอย และเหมาะในการตรวจหา 
HPV หลายจีโนไทปในปฏิกิริยาเดียว วิธี PCR นี้สามารถตรวจหาไวรัสจีโนมไดถึง 10-100 copies 
ในขณะท่ีวิธีท่ัวไปสามารถตรวจหาไวรัสจีโนมเพียง 105-106 copies 
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แนวโนมในการตรวจ HPV DNA 
 หลักในการพิจารณาเพื่อเลือกทําการตรวจ HPV DNA เพื่อใชในโปรแกรมการเฝาระวังและ
ปองกันการเกิดมะเร็งไดแก 
 1. ในผูปวยที่มีผลการตรวจ Pap smear ท่ีไมชัดเจน คือ Atypical squamous cells of 
undetermined significance (ASC-US), Atypical squamous cells, cannot rule out a high grade 
lesion (ASC-H), Atypical glandular cells, favor neoplastic (AGC-H) หรือ low-grade squamous 
intraepithelial lesion (LSIL)  
 2. ในผูปวยท่ีอยูในระหวางการรักษา High-grade dysplasia หรือ microinvasive cancer 
 3. ใชเปนการทดสอบหลักในการตรวจกรอง High-grade dysplasia ในหญิงท่ีมีอายุ 35 ป
ข้ึนไป 

การวินิจฉัยหา HPV DNA นั้นสามารถใชควบคูหรือทดแทนการตรวจดวยวิธี Pap smear 
ได ซ่ึงมีประโยชนในการตรวจหามะเร็งปากมดลูกและผูหญิงท่ีมีผลทางเซลลวิทยาผิดปกติ ทําให
ชวยลด false-negative จาก Pap smear screening ได 20-30 % และผูปวยสามารถเก็บตัวอยางเองได 
เพราะเปาหมายหลักเพื่อปองกันมะเร็งปากมดลูก [62, 63] 

 
แนวทางการปฏิบัติในการตรวจคัดกรอง 

1. ระยะเวลาที่ควรเร่ิมตนตรวจ: ประมาณ 3 ป หลังมีเพศสัมพันธคร้ังแรก แตไมเกินอายุ 21 ป 
สําหรับผูหญิงโสดควรตรวจเม่ืออายุ 21 ปข้ึนไป 

2. ระยะหางของการตรวจ:  
- ตรวจปละคร้ังหรือทุก 2-3 ป สําหรับผูหญิงอายุ 30 ป ข้ึนไป และมีผลตรวจเปนลบ 

3 คร้ังติดตอกัน 
- ตรวจทุก 3 ป ถาผลทดสอบ HPV DNA และผลตรวจ Pap smear เปนลบท้ังคู 

3. การหยุดคัดกรอง:  ผูหญิงท่ีอายุมากกวา 70 ป มีผลตรวจ Pap smear คร้ังลาสุดเปนลบ และ
ไมเคยมีผลตรวจผิดปกติในระยะ 10 ปท่ีผานมา และในกลุมผูหญิงท่ีตัดมดลูกออกหมด ไม
ตองตรวจคัดกรองอีกตอไป ถาขอบงช้ีการผาตัดไมเกี่ยวของกับมะเร็งของอวัยวะสืบพันธุ 

 
การปองกัน 
 การปองกันแบบปฐมภูมิ เปนการปองกันโดยการหลีกเล่ียงปจจัยเส่ียง หรือหลีกเล่ียงสาเหตุ
ท่ีทําใหเกิดมะเร็งปากมดลูก ไดแก การรักษาความสะอาด, การหลีกเล่ียงการมีคูนอนหลายคน, การ
หลีกเล่ียงการมีเพศสัมพันธเม่ืออายุนอย, การคุมกําเนิดโดยการใชถุงยางอนามัย และการฉีดวัคซีน
ปองกันการติดเช้ือ HPV ในคนท่ีไมเคยติดเช้ือในจีโนไทปที่มีในวัคซีนมากอน ซ่ึงการฉีดวัคซีนนี้
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จะไดผลดีในกลุมอายุ 9–26 ป และควรฉีดกอนมีเพศสัมพันธคร้ังแรก วัคซีน HPV ท่ีไดรับรองจาก
คณะกรรมการอาหารและยาในประเทศไทยใหใชไดนั้น เปนชนิด quadrivalent ซ่ึงมีคุณสมบัติ ดังนี้ 

1. ปองกันการติดเช้ือ HPV 4 จีโนไทป คือ HPV จีโนไทป 6, 11, 16 และ 18 สามารถ
ครอบคลุมจีโนไทปท่ีกอมะเร็งปากมดลูกได ประมาณ 70 % และปองกันการติดเช้ือท่ี
กอใหเกิดหูดหงอนไก ประมาณ 90 % 

2. วัคซีนผลิตมาจากโปรตีนท่ีประกอบกันข้ึนเรียกวา virus-like particle ซ่ึงไมกอใหเกิดการ
ติดเช้ือ 

3. การใหวัคซีนจะฉีดเขากลาม 3 คร้ัง ในเวลา 6 เดือน โดยฉีดท่ี 0, 2 และ 6 เดือน ตามลําดับ 
4. กลุมผูไดรับประโยชนจากวัคซีนสูงสุด คือ เด็กหญิงอายุ 10-12 ป หรือสามารถฉีดไดตั้งแต

อายุ 9 ป แตในรายอายุ 13-26 ป ท่ียังไมเคยไดรับวัคซีน หรือไดรับวัคซีนยังไมครบก็
สามารถฉีดไดเชนกัน และควรไดรับวัคซีนกอนการมีเพศสัมพันธคร้ังแรก 

5. ความปลอดภัย ประสิทธิภาพ และระยะเวลาในการปองกัน 
- พบวาผลขางเคียงนอย อาการไมพึงประสงคสวนใหญพบเพียงอาการปวด บวม

แดง บริเวณท่ีฉีดเล็กนอย และอาจมีไขต่ําๆ 
- ไมพบวาวัคซีนมีผลในแงของการรักษาโรคจากการติดเช้ือ HPV หรือรอยโรคท่ี

เกิดจากจีโนไทปของ HPV เปาหมาย 
- ไมแนะนําใหมีการฉีดวัคซีนในระยะต้ังครรภ แมวาจะไมมีรายงานของความพิการ 

สําหรับมารดาท่ีใหนมบุตรสามารถฉีดวัคซีนได เนื่องจากสวนประกอบของวัคซีน 
ไมมีศักยภาพในการกอใหติดเช้ือ (Inactivated Vaccine) 

- ในรายท่ีมีภาวะภูมิคุมกันตํ่า ไมมีขอหามแตอยางใด 
- ยังไมมีขอมูลสนับสนุนการใหวัคซีนในกลุมผูชาย 
- ระยะเวลาการปองกันของวัคซีนยังไมทราบแนนอน  แตปจจุ บันพบวามี

ประสิทธิภาพปองกันไดนานประมาณ 5 ป และยังไมทราบวาตองมีการฉีดวัคซีน
ซํ้า (Booster) หรือไม และเม่ือใด 

- การใหวัคซีน HPV ยังไมคุมคาการลงทุน คือ ยังไมครอบคลุมกลุมความเส่ียงสูง
ท้ังหมด ผูท่ีไดรับวัคซีนยังมีโอกาสเปนมะเร็งปากมดลูกจาก HPV สายพันธุอ่ืน
นอกเหนือจากท่ีฉีดวัคซีนได และมีราคาแพง 

 การปองกันแบบทุติยภูมิ เปนการคนหามะเร็งในระยะเร่ิมแรก ซ่ึงเปนวิธีท่ีสามารถวินิจฉัย
มะเร็งปากมดลูกกอนท่ีเซลลผิดปกติจะเปล่ียนเปนเซลลมะเร็ง โดยการตรวจคัดกรองมะเร็งปาก
มดลูก สามารถทําไดโดยการตรวจภายใน ซ่ึงแพทยจะทําการเก็บตัวอยางมูกบริเวณรอบๆ ปาก
มดลูก โดยจะมีเซลลปากมดลูกปะปนออกมากับมูกนั้น แลวเอาไปตรวจทางกลองจุลทรรศน ท่ี
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เรียกวา การตรวจทางเซลลวิทยา เพื่อดูความผิดปกติของเซลล เรียกวา Conventional Pap smear 
หรือ Liquid-based cytology หากตรวจพบในระยะแรกๆ จะชวยใหการรักษาไดผลดียิ่งข้ึน แตวิธีนี้
ยังไมสมบูรณแบบ เพราะบางคร้ังไมสามารถตรวจหาส่ิงผิดปกติท่ีมีอยูได ในปจจุบันจึงมีการ
พัฒนาการตรวจ HPV DNA ใชในการตรวจวินิจฉัยรวมกันดวย เพ่ือปองกันความผิดพลาดท่ีอาจ
เกิดข้ึนได 

การปองกันตติยภูมิ คือ การดูแลรักษาผูปวยโรคมะเร็งนั้นใหมีอายุท่ียืนยาว และมีการ
พัฒนาคุณภาพชีวิตใหดีข้ึน 

จะเห็นไดวา ผูหญิงท่ีผานการมีเพศสัมพันธทุกคนจะมีโอกาสเส่ียงตอการเกิดเปนมะเร็ง
ปากมดลูกได โดยจะมีโอกาสเส่ียงมากนอยแตกตางกัน ข้ึนอยูกับพฤติกรรมของแตละบุคคล ซ่ึงการ
มีเพศสัมพันธตั้งแตอายุยังนอย จะมีโอกาสเส่ียงตอการเกิดมะเร็งปากมดลูกไดสูง เพราะเชื้อไวรัส 
HPV มีโอกาสท่ีจะสะสมอยูในรางกายไดตั้งแตการมีเพศสัมพันธคร้ังแรก ดังนั้น วิธีท่ีดีท่ีสุดในการ
ปองกันมะเร็งปากมดลูก คือการรณรงคใหผูหญิงท่ีมีเพศสัมพันธทุกคนมีการตรวจคัดกรองมะเร็ง
ปากมดลูกเปนประจําทุกๆ ป 
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บทท่ี 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

รูปแบบการวิจัย 
 การวิจัยคร้ังนี้เปนการวิจัยเชิงพรรณนา (Cross-sectional, descriptive research) โดยการวิจัย
ในครั้ งนี้ไดผ านการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรมจากจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
(Chulalongkorn University Ethics Committee) 
 
ประชากรศึกษา 
 ทําการเก็บตัวอยางช้ินเนื้อจากสตรีท่ีเปนมะเร็งปากมดลูกจากสถาบันมะเร็งแหงชาติ 
จํานวน 59 ราย เพื่อใชในการหา Rate of detection ของ primers   
 ทําการเก็บตัวอยางเซลลจากประชากรสตรีท่ีมาทําการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกดวย
วิธี Pap smear ในรูปของชุดเก็บ Thin prep. โดยสุมตัวอยางจากสตรีท่ีเขารับการตรวจจากทาง
โรงพยาบาลในชวงป พ.ศ. 2551-2552 เปนนิรนาม และใชการออกรหัส 

- โรงพยาบาลบางปะกอก 9 อินเตอรเนช่ันแนล 850 ตัวอยาง 
- โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ    848 ตัวอยาง 
โดยตัวอยางท่ีไดมีขอมูลเฉพาะดานอายุและผลตรวจทางเซลลวิทยา 
 

การเก็บตัวอยาง 
 ตัวอยางท่ีเปนช้ินเนื้อจะทําการตัดบางสวนออกมาเพื่อทําการศึกษา และสวนท่ีเหลือจะถูก
เก็บไวในไนโตรเจนเหลว เพื่อใชในการศึกษาตอไป 
 สวนตัวอยางชุดเก็บ Thin prep. ท่ีไดจากการสุมนั้นจะถูกปนแยกเพื่อแยกเก็บสวนท่ีเปน
เซลลกับน้ําใสออกจากกัน  หลังจากนั้นจึงนําตัวอยางท่ีเปนเซลลมาทําการศึกษา และตัวอยางท่ีเหลือ
จะทําการเก็บรักษาไวท่ีตูแชแข็งท่ีอุณหภูมิ -70๐C เพื่อใชในการศึกษาตอไป 
 
เคร่ืองมือและวัสดุอุปกรณท่ีใชในการวิจัย 

1. เคร่ืองมือ 
1.1   Pipette tip: 10 μl, 200 μl และ 1,000 μl (Elkay, Ireland) 
1.2   Microcentrifuge tube: 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml (AxyGEN, USA) 
1.3   Polypropylene conical tube: 15 ml และ 50 ml (Elkay, Ireland) 
1.4   Beaker: 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500 ml, 1000 ml (Pyrex, USA) 
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1.5   Flask: 250 ml, 500 ml, 1000 ml (Pyrex, USA) 
1.6   Reagent bottle: 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1000 ml (Duran, USA) 
1.7   Cylinder: 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1000 ml (Pyrex, USA) 
1.8   Pipette rack (Eppendorf, Germany) 
1.9   Thermometer (Precision, Germany) 
1.10 Parafilm (American Nation Can, USA) 
1.11 Plastic wrap 
1.12 Stirring-magnetic bar 
1.13 Combs (Bio-RAD, Hercules, California) 
1.14 Electrophoresis chamber set (Bio-RAD, USA) 
1.15 Cryogenic Vial (Scitech, Canada) 
 

2. อุปกรณ 
2.1 Automatic adjustable micropipette: P2 (0.1-2 μl), P10 (0.5-10 μl), P20 (5-20   

μl), P100 (20-100 μl), P1000 (100-1000 μl) (Eppendorf, Germany) 
2.2 Vortex mixer (Scientific industry, USA) 
2.3 Stirring hot plate (Bamstead/Thermolyne, USA) 
2.4 Centrifuge (Beckman GS-6R, USA) 
2.5 Refrigerate microcentrifuge (Universal 16R Hettich, USA) 
2.6 Microcentrifuge 0.2 ml (Axygen, USA) 
2.7 Microcentrifuge 1.5 ml (Elkay, USA) 
2.8 Eppendorf Mastercycle personal (Hamburg, Germany) 
2.9 Power supply model 250 (Giboco BRL, USA) 
2.10 Multi-block heater (Lab-Line Instrument Inc., USA) 
2.11 Gel Doc 1000 (Bio-RAD, USA) 
2.12 Mitsubishi Video copy processor (Bio-RAD, USA) 
2.13 Thermal paper (Bio-RAD, USA) 
2.14 Refrigerator 4๐C (Misubishi, Japan) 
2.15 Freezer -20๐C (Sanyo, Japan) 
2.16 Freezer -70๐C (Forma Scientific, USA) 
2.17 PCR Cabinet (Augusta) 
2.18 Microwave oven 
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2.19 Water Purification equipment (Water pro Ps, USA) 
2.20 Autoclave (Hydroclave MC10 Harvey, USA) 
2.21 Balance (PB1502 Mettler Toledo, Switzerland) 
 

สารเคมีท่ีใชในการวิจัย 
1. สารเคมีท่ัวไป 

1.1 Agarose molecular grade (Promega, USA) 
1.2 Diethyl pyrocarbonate (Sigma, Singapore) 
1.3 Ethidium bromide (Sigma, Singapore) 
1.4 Sucrose (USB, Hongkong) 
1.5 100 base pair DNA ladder (Biolab, USA) 
1.6 Boric acid (USB, Hongkong) 

2. สารเคมีสําหรับเก็บตัวอยาง 
2.1 Phosphate Buffer Saline (PBS Tablets) (Bio Basic Inc.) 
2.2 Penicillin-Streptomycin (10,000 units/ml) (GIBCO) 
2.3 ชุดเก็บตัวอยาง ThinPrep® (Hologic, West Sussex, UK) 
2.4 Liquid Nitrogen 

3. สารเคมีสําหรับการสกัด DNA (DNA extraction) 
3.1  Isoamyl alcohol (Sigma, Singapore) 
3.2  Absolute ethanol (Sigma, Singapore) 
3.3  Glycogen (USB, Ohio) 
3.4  Sodium acetate (Sigma, Singapore) 
3.5  Phenol (Pierce, USA) 
3.6  Chloroform (Sigma, Singapore) 
3.7  Tris base Biotechnology Grade (USB, Hongkong) 
3.8  Disodium ethylenediamine tetracetic acid (EDTA) (MERCK, Germany) 
3.9  Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) (Biotech, Sweden) 
3.10  Proteinase K 

4. สารเคมีสําหรับการทํา PCR 
4.1 Eppendorf Mastermix (2.5x) (Eppendorf, Hamburg, Germany) 

5. สารเคมีสําหรับการทําผลผลิต PCR ใหบริสุทธ์ิ 
5.1  HiYield Gel/PCR DNA Fragments Extraction kit (Bioscience) 
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วิธีการดําเนินการวิจัย 
 Positive control 
 เนื่องจากการศึกษาครั้งนี้ไมมี positive control ของ HPV เพราะฉะนั้นจึงทําการสุมเลือก
ตัวอยางท่ีใหผลการตรวจหา HPV DNA เปนบวกดวยวิธี PCR จากตัวอยางช้ินเนื้อท่ีเปนมะเร็งปาก
มดลูก เนื่องจากในผูปวยท่ีเปนมะเร็งปากมดลูกนั้นสามารถพบเช้ือ HPV ไดมากกวา 96.6% [64] 
หลังจากนั้นนําผลิตผลท่ีไดทําการหาลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อยืนยันผลวาเปนลําดับนิวคลีโอไทด
ของ HPV แลวจึงนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมาทําการวิเคราะหดวย BLAST analysis เม่ือได
ตัวอยางช้ินเนื้อท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดเปน HPV ในสวน E1 gene แลวจึงนํามาเปน positive control 
 Negative control 
 เนื่องจาก HPV เปน DNA ไวรัส เพราะฉะน้ัน negative control ในการศึกษาคร้ังนี้ คือ 
Distilled water ท่ีมีปริมาตรเทากับ DNA ท่ีใชในการทดลอง 
 Internal control 
 เพื่อเปนการยืนยันวาสามารถสกัด DNA ไดจริง ในการศึกษาคร้ังนี้จึงไดเลือกใช DNA ท่ีมี
อยูในเซลลปกติทุกเซลลเพื่อเปนการยืนยันผลการสกัดวาการใหผลลบกับการทํา PCR นั้นใหผลเปน
ลบจริง ไมใชจากการสกัด DNA ไมไดและในการศึกษาคร้ังนี้ไดเลือกใช DNA ในสวน Beta-globin 
จึงไดทําการเพิ่มปริมาณ DNA ของ Beta-globin ดวยวิธี PCR ซ่ึงตองใหผลบวกเสมอ หากการเพิ่ม
ปริมาณ DNA ของ HPV ใหผลลบ และการเพิ่มปริมาณ DNA ของ Beta-globin ใหผลลบเชนกัน 
จะตองทําการสกัด DNA ใหม เพราะมาสามารถสกัด DNA ได 
 หลังจากท่ีคัดเลือกตัวอยางท่ีจะนํามาศึกษาโดยการสุมตัวอยางแลว ก็จะทําการสกัด DNA 
โดยมีข้ันตอนดังแผนภาพท่ีแสดงไว 
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แผนภาพแสดงข้ันตอนการสกัด DNA 
นําเซลลท่ีอยูในสารละลาย 100 μl ใสใน Lysis buffer 400 μl + proteinase K (10 mg/ml) 10 μl 

 
บมท่ี 50๐C เปนเวลา 1-2 ช่ัวโมง 

 
เติม Phenol 250 μl และ Choloform : IAA (49:1) 250 μl แลวนําไป vortex 

 
Centrifuge 12,000 g 20 นาที 

 
ดูดสวนบนใสใน สารละลาย Glycogen 4 μl + 2 M NaOAc 40 μl + Absolute ethanol 800 μl 

 
นําไปแชท่ี -70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 

 
Centrifuge 12,000 g 30 นาที 

 
เทสารละลายท้ิง แลวเติม 70 % ethanol 1,000 μl 

 
Centrifuge 12,000 g 20 นาที 

 
เทสารละลายท้ิง แลวนําไปทําใหแหงดวยระบบสูญญากาศ 

 
ละลาย DNA ใน DW 30 μl  

 
การเพิ่มจํานวน HPV ในสวน E1, L1 gene และ Beta-globin gene ดวยวิธี Polymerase Chain 
Reaction (PCR) 
 
การออกแบบ Primers 
 การศึกษาคร้ังนี้จะทําการตรวจคัดกรองหา HPV DNA ในเซลลของผูเขารับการตรวจคัด
กรองมะเร็งปากมดลูกในโรงพยาบาล โดยการเพิ่มจํานวน HPV ใน E1 gene และเพิ่มจํานวน DNA 
ของ Human ในสวน Beta-globin gene ดังนี้ 
HPV สวน E1 gene จะทําการเพิ่มจํานวน HPV ในสวน E1 gene ดวยวิธี semi-nested polymerase 
chain reaction (semi-nested PCR) การออกแบบ primers จะออกแบบใหครอบคลุมในสวน E1 gene 
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ของ HPV ท้ังท่ีเปนกลุมความเส่ียงสูงท้ังหมดและจีโนไทป 6 และ 11 โดยการนําลําดับนิวคลีโอ-
ไทดในสวน E1 gene ของ HPV กลุมท่ีมีความเส่ียงสูงและจีโนไทป 6 และ 11 ท่ีมีอยูบนฐานขอมูล 
GenBank มาเปรียบเทียบกันเพื่อหาตําแหนงท่ีมีความ conserve และออกแบบ primers ท่ีตําแหนง
นั้น โดยใชโปรแกรม Bioedit ในการออกแบบ primers ซ่ึงไดมีการทดสอบความจําเพาะ 
(specificity) วา primers ท่ีนํามาใชในการศึกษาน้ันมีความจําเพาะกับ HPV เทานั้น โดยการทดสอบ
รวมกับไวรัสอ่ืน เชน HIV, Parvovirus 4, Parvovirus B19, Hepatitis B และ Hepatitis C เพื่อแสดง
วาสามารถจับกับ HPV ไดเทานั้น และทดสอบความไว (sensitivity) ของ primers วา primers 
ดังกลาวมีความไวในการตรวจหาไวรัสไดถึง 102 copies/μl[65] 
HPV สวน L1 gene จะทําการเพิ่มจํานวน HPV ในสวน L1 gene ดวยวิธี nested polymerase chain 
reaction (nested-PCR) โดยใช primers คูท่ีมีการใชในการตรวจหาจีโนไทปของ HPV กันท่ัวไป คือ 
MY09/MY11 และ GP5+/GP6+ [66-68] 
 
การเพิ่มจํานวน DNA (DNA amplification) ในสวน E1, L1gene ของ HPV และ Beta-globin 
gene 
 เพิ่มปริมาณ HPV ในสวน E1 gene ดวยวิธี semi-nested PCR, เพิ่มปริมาณ HPV ในสวน 
L1 gene ดวยวิธี nested-PCR และเพิ่มปริมาณ Beta-globin ดวยวิธี PCR โดยรายละเอียดของ 
primers ดังแสดงในตารางท่ี 3 
 นํา microtube ใสสารเคมีท่ีใชในการทําปฏิกิริยาดังแสดงในตารางท่ี 4 
 

ตารางท่ี3  แสดงลําดับเบส ของ primers แตละเสนท่ีใชในการทํา PCR 

Region Primer ( nucleotide position) Sequence 
Product 
size(bp) 

E1 

HPV-E1F1_1219 5’-AGT ACA GGT TCT AAA ACG AAA GT-3’ 
F1/R1=900 
F2/R1= 736 

HPV-E1F2_1383 5’-GCG AAG ACA GCG GNT ATG GC-3’ 

HPV-E1R1_2119 5’-CAT TAT CAA ATG CCC AYT GYA CCA T-3’ 

L1 

MY09 5’-CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC-3’ 
451 

MY11 5’-GCM CAG GGW CTA TAA YAA TGG-3’ 
GP5+ 5’-TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC-3’ 

136 
GP6+ 5’-GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C-3’ 

Beta-
globin 

Beta-globinF 5’-GTG CAY CTG ACT CCT GAG GAG A-3’ 
100 

Beta-globinR 5’-CCT TGA TAC CAA CCT GCC CAG-3’ 
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ตารางท่ี4  สารเคมีในปฏิกิริยา PCR เพื่อเพ่ิมจํานวน DNA ในบริเวณ E1, L1 gene และ Beta-
globin gene 

สารเคมี 
E1 gene (volume/tube) L1 gene (volume/tube) Beta-globin 

gene 
(volume/tube) 

1st PCR 
(μl) 

2nd PCR 
(μl) 

1st PCR 
(μl) 

2nd PCR 
(μl) 

Distilled water 9.0 12.0 9.0 12.0 13.0 
Eppendorf Mastermix 
(Humburg, Germany) 

10.0 10.0 
10.0 

10.0 10.0 

HPV-E1F1_1219   0.5 - - - - 
HPV-E1R1_2119 0.5 0.5 - - - 
HPV-E1F2_1383 - 0.5 - - - 
MY09 - - 0.5 - - 
MY11 - - 0.5 - - 
GP5+ - - - 0.5 - 
GP6+ - - - 0.5 - 
Beta-globinF - - - - 0.5 
Beta-globinR - - - - 0.5 
DNA template 5.0 2.0 5.0 2.0 1.0 
Total volume 25.0 25.0 25.0 25.0 25.0 

 
ตารางท่ี5   อุณหภูมิและเวลาท่ีใชในการทํา PCR ในสวน E1, L1 gene และ Beta-globin gene  

PCR cycle 
PCR E1 gene PCR L1 gene 

Beta-globin 
1st PCR 2nd PCR 1st PCR 2nd PCR 

Pre-denaturation 94๐C, 5 นาที 94๐C, 5 นาที 94๐C, 5 นาที 94๐C, 5 นาที 94๐C, 5 นาที 
Denaturation 94๐C, 0.30 นาที 94๐C, 0.30 นาที 94๐C, 0.30 นาที 94๐C, 0.30 นาที 94๐C, 0.30 นาที 
Annealing 55๐C, 0.30 นาที 55๐C, 0.30 นาที 55๐C, 0.30 นาที 50๐C, 0.30 นาที 60๐C, 0.30 นาที 
Extension 72๐C, 1.30 นาที 72๐C, 1.00 นาที 72๐C, 1.00 นาที 72๐C, 1.00 นาที 72๐C, 1.00 นาที 
Cycles ทําซํ้าข้ันตอน Denaturation – Extension 40 รอบ 
Post-extension 72๐C, 7 นาที 72๐C, 7 นาที 72๐C, 7 นาที 72๐C, 7 นาที 72๐C, 7 นาที 
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 จากน้ันนํา microtube ท่ีใสสารละลายดังกลาวท้ังหมดใสในเครื่อง thermal cycle 
(GeneAmp PCR System 2400, Perkin-Elmer, Boston) โดยมีอุณหภูมิตามตารางท่ี 5 PCR Product 
ท่ีได จะถูกนํามาตรวจสอบโดยการ ทํา electrophoresis ใน 2% agarose gel โดยใช 100 bp ladder 
เปน marker เพื่อใชตรวจสอบขนาด DNA ท่ีตองการ จากนั้นทําการยอมแถบ DNA โดยใช ethidium 
bromide แลวจึงทําการตัดช้ิน DNA ท่ีตองการแลวมาทําใหบริสุทธ์ิโดยใช HiYield Gel/PCR DNA 
Fragments Extraction kit โดยมีข้ันตอนดังตอไปนี้ 
 

แชใน DF buffer 500 μl ท่ี 55๐C จนเจลละลาย 
 

ดูดใส column filter 
 

Centrifuge 12,000 g 30 วินาที 
 

เทสารละลายท้ิง แลวเติม wash buffer 600 μl 
 

Centrifuge 12,000 g 30 วินาที 
 

เทสารละลายท้ิง แลว Centrifuge 12,000 g 2 นาที 
 

เติม Elution buffer 30 μl แลว Centrifuge 12,000 g 2 นาที 
  
 จากนั้นจึงนํา DNA บริสุทธ์ิ ท่ีได มาหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยการทํา DNA sequencing 
 
การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) 
 นําผลผลิตท่ีไดจากการทํา PCR ใหบริสุทธ์ิ โดยการตัด gel ในสวนแถบ DNA ท่ีมีขนาด
ตรงตามตองการ ท่ีไดหลังจากการทํา gel electrophoresis มาทําใหบริสุทธ์ิโดยใช HiYield Gel/PCR 
DNA Fragments Extraction kit จากน้ันตรวจสอบผลผลิตท่ีไดจากการทําใหบริสุทธ์ิ โดยนําผลผลิต
ท่ีได 5 μl ทําการตรวจดวย gel electrophoresis อีกคร้ังหนึ่งวาไดช้ินสวน DNA ท่ีตองการหรือไม
และเพื่อตรวจสอบวาไมมี DNA อ่ืนเจือปน หลังจากนั้นจึงนําผลผลิตท่ีผานการตรวจสอบแลว 
สงไปท่ีบริษัท First Base Laboratory ประเทศ มาเลเซีย เพื่อทํา cycle sequencing  

การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดนั้นจะใช primer forward หรือ primer reverse ผสมสาร
ตางๆท่ีใชทํา cycle sequencing 
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 หลังจากผานการทํา cycle sequencing แลว ทางบริษัทจะสงผลการทํา cycle sequencing 
กลับมา ซ่ึงสามารถใชโปรแกรม Chromas Lite 2.0 ในการแปลผลได  
 ทําการอานผลท่ีไดโดยใชโปรแกรม Chromas Lite 2.0 เพื่อวิเคราะห chromatogram ของ
ลําดับนิวคลีโอไทด และทําการวิเคราะหผลตอไป 
 
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (DNA Analysis) 
 โดยใชโปรแกรม 

- Clustal X (version 1.83) เพื่อทําการเปรียบเทียบ sequence ท่ีเราไดมาจากการทํา DNA 
sequencing กับ sequence ท่ีเปนตัวอางอิง (references) 

- Chromas (version 2.0.1) เปนโปรแกรมท่ีใชดูกราฟท่ีไดจากการทํา sequencing 
- Oligos (version 9.1) เปนโปรแกรมท่ีใชในการเปล่ียนลําดับ sequence ท่ีเกิดจากการใช 

reverse primer 
- Bioedit (version 5.0.9) เปนโปรแกรมท่ีใชในการออกแบบ primers 
- MEGA  เปนโปรแกรมท่ีใชในการสราง phylogenetic tree 
 

การวิเคราะหขอมูล 
1. ขอมูลท่ัวไปของตัวอยางท้ังหมด เปนขอมูลท่ีมีการออกเปนรหัส และมีประวัติเฉพาะ อายุและผล
ทางเซลลวิทยาเทานั้น 
2. ทดสอบ Rate of detection ของ primers บริเวณ E1 และ L1 gene ท่ีใช 
จํานวนตัวอยางช้ินเนื้อมะเร็งปากมดลูกท่ีใหผลบวกกับ primers บริเวณ E1 และ L1 gene รายงานผล
เปนเปอรเซ็นต ในตัวอยางช้ินเนื้อมะเร็งปากมดลูก แลวเปรียบเทียบคาเปอรเซ็นตท่ีได 
3. ขอมูลการตรวจหา HPV DNA  
จํานวนของการติดเช้ือ HPV รายงานผลเปนเปอรเซ็นต ในตัวอยางผูเขารับการตรวจคัดกรองมะเร็ง
ปากมดลูกในโรงพยาบาล ดวย primers ท่ีใหคา Rate of detection ดีท่ีสุด 
4. ลําดับนิวคลีโอไทดของ HPV ในสวน E1 gene  
เม่ือทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยวิธี Direct sequencing เรียบรอยแลว 

- ทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดกับลําดับนิวโอไทดท่ีมีอยูในฐานขอมูล 
GenBank โดยใชโปรแกรม BLAST จาก www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast 

- ทําการจําแนกจีโนไทปจากผลที่ไดจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูล 
GenBank   

 
 



 29

5. ขอมูลความชุกของ HPV แตละจีโนไทป 
ความชุกของ HPV แตละจีโนไทป รายงานผลเปนเปอรเซ็นต ในตัวอยางท่ีใหผลบวกของผูเขารับ
การตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูก 
6.  ขอมูลการจัดกลุมลําดับนิวคลีโอไทด 
เปรียบเทียบผลของจีโนไทปจากตัวอยางช้ินเนื้อมะเร็งปากมดลูกท่ีไดจากการทํา BLAST analysis 
บริเวณยีน L1 และ E1 โดยการใช phylogenetic analysis จัดกลุมลําดับนิวคลีโอไทดท่ีได ดวยวิธี 
Bootstrap Test, Neighbor-Joining Method รายงานผลเปน phylogenetic tree ของยีน L1 และ E1 
เผยแพรขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 
 ทําการเผยแพรลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมดท่ีไดจากการศึกษา โดยใช Program Sequin 
version 6.0 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sequin) ไปยังฐานขอมูล ธนาคารรหัสพันธุกรรม 
(GenBank) ท่ี http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
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บทท่ี 4 
 

ผลการทดลอง 
 

1. ผลการวิเคราะหเปรียบเทียบการหา HPV แตละคู primers 
จากการทําการตรวจหา HPV DNA ในช้ินเนื้อของผูปวยมะเร็งปากมดลูกดวยคู primers 

บริเวณยีน L1 กับ E1 จํานวน 59 ตัวอยาง พบวาคู primers ท่ีใชเพิ่มจํานวน HPV DNA บริเวณยีน 
L1 ใหผลบวกจํานวน 56 ตัวอยาง คิดเปน 94.9% และบริเวณยีน E1 ใหผลบวกจํานวน 57 ตัวอยาง 
คิดเปน 96.6% และเม่ือทําการวิเคราะหจีโนไทปจาก direct sequencing ดวย BLAST analysis พบวา 
ลําดับนิวคลีโอไทดจากยีนท้ัง 2 บริเวณนั้น ใหผลจีโนไทปแตกตางกันเพียง 1 ตัวอยางจากท้ังหมด  

 
               M        S1        S2        +           -         S1        S2        +         - 
                                                                                                                                    736 bp 
 
 
                                            136 bp 
                                             
 
 

รูปท่ี7 แสดงผลผลิตขนาด 136 และ 736 bp ท่ีไดจากการทํา nested และ semi-nested PCR ของ 
HPV ในสวน L1 และ E1 gene ตามลําดับ โดยท่ี M คือ 100 bp marker, S1 คือ ตัวอยางท่ี 1, S2 คือ 
ตัวอยางท่ี 2, + คือ positive control, - คือ negative control ตามลําดับ    

 
2. ผลการวิเคราะหขอมูล 

การศึกษาครั้งนี้ไดทําการเก็บตัวอยางจากเซลลของผูปวยท่ีเขารับการตรวจคัดกรองมะเร็ง
ปากมดลูกในโรงพยาบาล ดวยชุดเก็บ LBC (ThinPrep®, Hologic, West Sussex, UK) จํานวน 1,698 
ตัวอยาง แบงเปนจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 848 ตัวอยาง และจากโรงพยาบาลบางปะกอก 9 
อินเตอรเนช่ันแนล 850 ตัวอยาง และมีตัวอยางท่ีมีขอมูลไมสมบูรณจํานวนท้ังหมด 36 ตัวอยาง ทํา
ใหจํานวนตัวอยางท่ีนํามาใชวิเคราะหเปน 1,662 ตัวอยาง 
 ทุกตัวอยางไดรับการตรวจหาการติดเช้ือ HPV โดยการทํา semi-nested PCR ในสวน E1 
gene รวมท้ังการตรวจหา Beta-globin gene  
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3. ผลการเพิ่มจํานวน DNA ของ HPV ในสวน E1 
จากการทํา semi-nested PCR ของ HPV DNA สวน E1 gene แลวจะไดผลผลิตจากการทํา 

PCR รอบ 2 ขนาด ประมาณ 736 bp ผลปรากฎวา จากตัวอยางท้ังหมดจํานวน 1,698 ตัวอยาง ให
ผลบวก 149 ตัวอยาง คิดเปน 8.8 % จากตัวอยางท้ังหมด แตเนื่องจากมีตัวอยางขอมูลไมสมบูรณ
จํานวน 36 ตัวอยาง จึงทําการคัดออก ทําใหเหลือจํานวนท่ีใหผลบวก 145 ตัวอยาง คิดเปน 8.7 % 
จากตัวอยางท่ีคงเหลืออยู 

 
4. ผลของการเพิ่มจํานวน Internal control 

 ในการตรวจกรองการติดเช้ือ HPV จะใช Beta-globin gene ของ Human เปน Internal 
control ซ่ึงจะใหผลผลิตขนาดประมาณ 100 bp และใหผลบวกกับการรทํา PCR ของ Beta-globin 
ทุกตัวอยาง 
 
                                   
                                              M           S1           S2           +             - 
 
 
 
               100 bp 
 

รูปท่ี8 แสดงผลผลิตขนาด 100 bp ท่ีไดจากการทํา PCR ของ Beta-globin gene โดยท่ี M คือ 
100 bp marker, S1 คือ ตัวอยางท่ี 1, S2 คือ ตัวอยางท่ี 2, + คือ positive control, - คือ negative 
control ตามลําดับ    
 

5. ผลการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของ E1 gene 
BLAST Analysis 
 ผลจากการทํา semi-nested PCR ในสวน E1 gene ของ HPV เม่ือนําตัวอยางท่ีใหผลบวก
ท้ังหมด 145 ตัวอยาง มาตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด และนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมา
เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีอยูในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BLAST ปรากฏวา
ลําดับนิวคลีโอไทดในสวน E1 gene นั้นมีความเหมือนกับ E1 gene ของ HPV ในฐานขอมูล 
GenBank สามารถจําแนกจีโนไทปท่ีไดจากการเปรียบเทียบในฐานขอมูลท้ังหมด 27 จีโนไทป โดย
แบงเปนกลุมความเส่ียงสูง 65 ตัวอยาง คิดเปน 44.8 %, กลุมความเส่ียงคอนขางสูง 13 ตัวอยาง คิด
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เปน 9.0 %, กลุมความเส่ียงต่ํา 12 ตัวอยาง คิดเปน 8.3 % และกลุมอ่ืนๆ 55 ตัวอยาง คิดเปน 37.9 % 
รายละเอียดดังแสดงในตารางท่ี 6 
 เม่ือพิจารณาจําแนกตามอายุกับจีโนไทปของ HPV ท่ีตรวจ ตัวอยางท้ังหมดนั้นมาจาก
ผูหญิงท่ีเขารับการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกหลายชวงอายุ โดยอายุนอยสุด คือ 14 ป และมาก
ท่ีสุด คือ 88 ป จึงไดแบงเปนชวงอายุ ชวงละ 10 ป ตั้งแตชวงอายุ นอยกวา 30 ป ถึงชวงอายุมากกวา
หรือเทากับ 70 ป พบวาชวงอายุนอยกวา 30 ป มีการพบเชื้อ HPV มากที่สุด คิดเปน 15.4 % จาก
จํานวนตัวอยางท่ีพบเช้ือ HPV ท้ังหมด รายละเอียดดังแสดงในตารางท่ี 7 นอกจากนี้สามารถพบ 
HPV ทุกกลุมความเส่ียง ในกลุมผูหญิงชวงอายุนอยมากกวา และเม่ืออายุมากข้ึนจะพบแต HPV 
กลุมความเส่ียงสูง 
 เม่ือพิจารณาจําแนก HPV แตละจีโนไทป พบวาในกลุมท่ีตรวจพบ HPV DNA นั้น พบจีโน
ไทป 16 มากท่ีสุด คิดเปน 17.9 % รองลงมา คือ จีโนไทป 90 คิดเปน 16.6 % และ 71 คิดเปน 10.3 % 
ตามลําดับ ดังรูปท่ี 10 

6. ผลการทํา Phylogenetic tree 
นําลําดับนิวคลีโอไทดจากตัวอยางมะเร็งปากมดลูกท่ีไดทําการ direct sequencing 

เปรียบเทียบ คู primer ท่ีบริเวณยีน L1 และ E1 มาทําการวิเคราะหดวยวิธี phylogenetic analysis เพ่ือ
สราง phylogenetic tree ของลําดับนิวคลีโอไทดในสวนยีน L1 และ E1 ทําใหสามารถจัดกลุม HPV 
จีโนไทปได ทําการจัดกลุมเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากการทํา direct sequencing ท่ี
บริเวณยีน L1 และ E1 ดวยวิธี Cluster analysis โดยโปรแกรม Clustal X version 1.83 วิธี Multiple 
Alignment จากนั้นนําผลท่ีไดมาทํา phylogenetic analysis ดวยโปรแกรม MEGA 3.1 โดยวิธี 
Neighbor-Joining Method 
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รูปท่ี9 แสดงการวิเคราะห phylogenetic tree ของบริเวณยนี L1 และ E1 

 ผลการจัดกลุมจากการทํา phylogenetic analysis พบวา HPV จากกลุมตัวอยางท่ีผลการ
วิเคราะหจีโนไทปจาก BLAST analysis ในบริเวณยีน L1 และ E1 แลวไดจีโนไทปเหมือนกันนั้น มี
ลําดับนิวคลีโอไทดอยูในกลุมท่ีใกลเคียงกัน มีเพียงตัวอยาง NCI44 เทานั้น ท่ีผลจาก BLAST 
analysis ของยีน L1 เปนจีโนไทป 67 สวนยีน E1 เปนจีโนไทป 56 และเม่ือวิเคราะหจาก 
phylogenetic tree ท่ีไดมีนิวคลีโอไทดท่ีแยกกลุมออกจากกันอยางชัดเจน และผลจากการวิเคราะห 
phylogenetic tree จากตัวอยางท่ีตรวจพบ HPV DNA พบวาในแตละจีโนไทปนั้นมีความใกลเคียง
กับจีโนไทปท่ีไดมีการรายงานไวในฐานขอมูล ธนาคารรหัสพันธุกรรม (GenBank) 
 

 Genotype 16 
 Genotype 18 
 Genotype 52 
 Genotype 33 
 Genotype 58 
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ตารางที่6 แสดงความชุกของการติดเชื้อ HPV ในผูปวยที่เขารับการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลกูในโรงพยาบาลในประเทศไทย จํานวน 1,662 คน 

nkam
Typewritten Text
34



 
35

                    

ตารางที่7 แสดงการตรวจพบ HPV DNA ในผูปวยที่เขารับการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลกูในโรงพยาบาลในประเทศไทย จํานวน 1,662 คน ในชวงอายุตางๆ 
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รูปท่ี10 แสดงความชุกของ HPV จีโนไทปตางๆในผูหญิงท่ีตรวจพบ HPV DNA (n=145) 
จากผูหญิงท่ีเขารับการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูก (          = high-risk type,           = probably 
high-risk type,            = low-risk type,           = unclassify risk type) 
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รูปท่ี11 แสดงการวิเคราะห phylogenetic tree ของบริเวณยนี E1 จากตัวอยางท่ีตรวจพบ 
HPV DNA ในชวงปพ.ศ.2551-2552 
 
 
 
 

 Reference Genotype 



 38

บทท่ี 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

 มะเร็งปากมดลูกเปนหนึ่งในมะเร็งท่ัวไปท่ีพบมากในผูหญิงท่ัวโลก [69] ซ่ึงมีหลักฐานทาง
ระบาดวิทยาและชีวโมเลกุลวา การติดเช้ือ Human papillomavirus (HPV) นั้นมีความสําคัญตอการ
พัฒนาของรอยโรคบริเวณปากมดลูกท่ีนําไปสูการเกิดเปนมะเร็งปากมดลูก [70] จากสถิติท่ัวโลก
พบผูปวยมะเร็งปากมดลูกรายใหมเกือบ 5 แสน รายตอป และในจํานวนนี้กวา 80 % เปนประชากร
ในกลุมประเทศกําลังพัฒนา และคาดวาจะเพิ่มข้ึนเปน 90 % ในป 2020 [71] ไดมีการศึกษาในกลุม
ประชากรในภูมิประเทศตางๆ พบวามีความชุกของ HPV แตกตางกัน อีกท้ังมีการกระจายตัวของจี
โนไทป HPV ในกลุมผูหญิงปกติมากกวาในกลุมผูหญิงท่ีเปนมะเร็งปากมดลูก [72] นอกจากนี้
บริเวณท่ีเก็บตัวอยาง, วิธีการเก็บตัวอยาง และวิธีการตรวจ ยังสงผลในการตรวจหา HPV อีกดวย แต
อยางไรก็ตามเม่ือพิจารณาผลท่ีไดจากการศึกษาในหลายพ้ืนท่ีพบวา HPV จีโนไทป 16 และ 18 
ยังคงเปนจีโนไทปท่ีพบมากท้ังในกลุมผูหญิงปกติ, กลุมผูปวยท่ีมีรอยโรค และกลุมผูปวยมะเร็งปาก
มดลูก และพบวาท้ัง 2 จีโนไทปนี้มีความเส่ียงในการทําใหเกิดการพัฒนาของรอยโรคหรือมะเร็งได
มากกวาจีโนไทปอ่ืน ดังนั้นการศึกษาถึงจีโนไทปของ HPV จึงสําคัญในการศึกษาระบาดวิทยา เพื่อ
ใชในการประเมินแนวโนมในการติดเช้ือและพัฒนาของมะเร็งจากเช้ือ HPV ท่ัวโลก [73] เนื่องจาก
การติดเช้ือ HPV นั้นสามารถพบไดในทุกชวงอายุ แตจะพบมากในผูหญิงชวงวัยรุนมากกวา และจะ
ลดลงเร่ือยๆเม่ืออายุมากข้ึน แตในบางพื้นท่ีจะพบมากอีกคร้ังในชวงวัยสูงอายุ สวนในกลุมผูหญิงวัย
กลางคน จะมีความชุกของ HPV แตกตางกันมาก ซ่ึงอาจจะเปนเคร่ืองมือท่ีแสดงถึงพฤติกรรมการมี
เพศสัมพันธในแตละภูมิประเทศ นอกจากน้ีการทราบถึงความชุกของ HPV ในแตละภูมิประเทศ 
สามารถใชเปนเคร่ืองมือในการระบุการเปล่ียนแปลงการกระจายตัวของจีโนไทป HPV หลังจากการ
ไดรับวัคซีนแลวได  
 ในการศึกษานี้ไดทําการวิเคราะหในสวน E1 gene ของ HPV กับการวิเคราะหในสวน L1 
gene ของ HPV โดยใชวิธี PCR เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการตรวจหา HPV DNA โดยใช
ตัวอยางจากช้ินเนื้อของผูปวยเปนมะเร็งปากมดลูก 59 ตัวอยาง นํามาแยก DNA เพื่อทํา PCR พบวา
การตรวจ HPV DNA ท่ีบริเวณ E1 gene มีประสิทธิภาพในการตรวจมากกวา L1 gene โดยพิจารณา
จาก Rate of detection ท่ีไดนั้น จะเห็นวา primers ท่ี E1 gene นั้นมี Rate of detection ดีกวา L1 gene 
และจากการทดลองของวรดีและคณะ ก็แสดงใหเห็นวาการใช primers บริเวณ E1 gene คูท่ีใชใน
การทดลองนี้มีความไวในการตรวจหา HPV DNA ไดดีกวา primers MY09/MY11 และ 
GP5+/GP6+ บริเวณ L1 gene และ primers E6 gene ท่ีออกแบบใหม และ primers บริเวณ E1 gene 
ท่ีออกแบบใหมนี้มีความจําเพาะตอ HPV เทานั้น [65] 
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การตรวจหาความชุกในการติดเช้ือ HPV จากกลุมตัวอยางเซลลของผูเขารับการตรวจคัด
กรองมะเร็งปากมดลูกในโรงพยาบาลในประเทศไทย ชวงปพ.ศ.2551-2552 ท่ีใชในการทดลองนี้มี
ท้ังส้ิน 1,698 ตัวอยาง ซ่ึงเปนตัวอยางจากโรงพยาบาลบางปะกอก 9 อินเตอรเนช่ันแนลและ
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ไดทําการเก็บแยกสวนเซลลบางสวนเพื่อนํามาใชในการศึกษา โดยนําสวน
ท่ีเปนเซลลมาทําการแยก DNA เพื่อทํา PCR ซ่ึงไดกลาวถึงในสวนของข้ันตอนการทดลองแลว เพื่อ
ตรวจหาเช้ือ HPV โดยใช primers ท่ีจําเพาะตอสวน E1 gene ของเช้ือ HPV ผลจากการทํา PCR 
ปรากฏวา มีตัวอยางจํานวน 149 ใน 1,698 ตัวอยาง คิดเปน 8.8 % ท่ีใหผล DNA ของ HPV เปนบวก 
โดยตัวอยางเหลานี้มีท้ังที่ผลทางเซลลวิทยามีลักษณะเซลลท่ีปกติและผิดปกติ และจากการหาลําดับ
นิวคลีโอไทดของ HPV ท่ีไดทําใหพบวามีการกระจายตัวของจีโนไทปเปนจํานวนมาก โดยสามารถ
ตรวจพบ HPV ไดท้ังหมด 27 จีโนไทป ซ่ึงเปนจีโนไทปท่ีไดมีการจําแนกอยูท้ังในกลุมความเส่ียง
สูง, ความเส่ียงคอนขางสูง, ความเส่ียงตํ่า และท่ียังไมไดจําแนกความเส่ียงในการเกิดมะเร็งปาก
มดลูก นอกจากนี้เม่ือพิจารณาถึงชวงอายุในการติดเช้ือ HPV พบวามีการติดเช้ือมากท่ีสุดในกลุมท่ีมี
อายุนอยกวา 30 ป คิดเปน 15.4 % จากจํานวนตัวอยางท่ีพบเช้ือ HPV ท้ังหมด และจะลดลงเร่ือยๆ 
เม่ือมีอายุมากข้ึน และจากการศึกษาท่ีสามารถตรวจพบเชื้อ HPV ไดท้ังท่ีเซลลไมมีความผิดปกตินั้น 
อาจเปนไปไดวากลุมท่ีเซลลไมมีความผิดปกตินี้เปนผูท่ีมีการติดเช้ือเปนคร้ังแรก หรือผูท่ีมีการติด
เช้ือซํ้าแตเปนจีโนไทปอ่ืนท่ียังไมเคยมีการติด ทําใหในผูปวยรายเดียวกัน สามารถพบเช้ือ HPV ได
หลายจีโนไทป และเม่ือนํามาจัดกลุมตามความเส่ียง จะพบเช้ือในทุกกลุมความเส่ียงและหลากหลาย
จีโนไทป แตเม่ือพิจารณาในตัวอยางท่ีมีการพัฒนาของรอยโรคระยะตางๆจะพบวาความหลากหลาย
ของจีโนไทปจะลดลงเร่ือยๆ จนเม่ือมีรอยโรคท่ีผิดปกติมากหรือถึงข้ันเปนมะเร็งปากมดลูกนั้นสวน
ใหญแลวจะพบแตเช้ือ HPV ในกลุมความเส่ียงสูง ทําใหอาจกลาวไดวาเช้ือ HPV ในกลุมความเส่ียง
สูงสามารถสงผลใหเกิดการพัฒนาของรอยโรคจนเกิดเปนมะเร็งปากมดลูกได ซ่ึงสอดคลองกับ
การศึกษากลุมประเทศท่ีกําลังพัฒนาและประเทศในภูมิภาคเอเชียอ่ืนท่ีพบเช้ือ HPV กลุมความเส่ียง
สูงในกลุมเซลลท่ีมีความผิดปกติจนถึงมะเร็งปากมดลูกเปนสวนใหญ นอกจากนี้ยังมีการศึกษา
พบวาในชวงวัยรุน หรือชวงอายุท่ีมีเพศสัมพันธคร้ังแรก จะมีการพบเช้ือ HPV มากกวาชวงวัย
สูงอายุ และความชุกของเช้ือ HPV ในกลุมตัวแทนประชากรมีความใกลเคียงกันในกลุมประเทศ
กําลังพัฒนา  

การจัดกลุมจีโนไทปของเช้ือ HPV โดยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณยีน L1 
และ E1 จากการทํา phylogenetic analysis พบวาผลท่ีไดจากการวิเคราะห phylogenetic tree มีการ
จัดกลุมท่ีใกลเคียงกันในลําดับนิวคลีโอไทดจากบริเวณยีน L1 และ E1 แสดงใหเห็นวา การ
วิเคราะหจีโนไทปท่ีบริเวณ L1 และ E1 นั้น สามารถใชในการระบุจีโนไทปไดเหมือนกัน และ
ตัวอยางท่ีตรวจพบ HPV DNA พบวาลําดับนิวคลีโอไทดนั้นมีความใกลเคียงกับลําดับนิวคลีโอไทด
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ท่ีไดมีการรายงานไวในฐานขอมูล ธนาคารรหัสพันธุกรรม (GenBank) แสดงวาเช้ือ HPV ท่ีพบแต
ละจีโนไทปในประเทศไทยน้ันมีความใกลเคียงกับเชื้อ HPV จีโนไทปนั้นๆ ในภูมิประเทศตางๆ 

HPV นั้นกลาวไดวาเปนสาเหตุหลักในการทําใหเกิดมะเร็งปากมดลูกในผูหญิงท่ัวโลก 
ดังนั้นเราจึงใหความสนใจในการศึกษาเกี่ยวกับการติดเช้ือไวรัสในประเทศไทย เพื่อท่ีจะใชเปน
ขอมูลพื้นฐานในการปองกัน และรักษาในกลุมผูหญิงในประเทศไทย  ในการทดลองนี้ได
ทําการศึกษาความชุกของเช้ือ HPV ในกลุมตัวอยาง ท่ีไดสุมเลือกมาในชวงป พ.ศ. 2551-2552 โดย
ศึกษาจําเพาะสวน E1 gene ซ่ึงความชุกของเชื้อ และจีโนไทปท่ีพบมากโดยท่ัวไปนั้น มีแนวโนม
ใกลเคียงกับกลุมประเทศกําลังพัฒนาในภูมิภาคเอเชีย ซ่ึงคาดวาจากการศึกษาน้ีจะมีประโยชนอยาง
ยิ่งตอการศึกษาในอนาคตตอไป โดยสามารถเปนขอมูลสําหรับการพัฒนาวัคซีนใหเหมาะสมกับ
ประชากรในประเทศไทย เพื่อเปนเคร่ืองมือสําคัญในการเฝาระวัง ดูแลปองกันการติดเช้ือ HPV ของ
ผูหญิงในประเทศไทย 
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ภาคผนวก ก 
 

การเตรียมสารเคมี 
 

1. 5xTris borate buffer (5xTBE) 
Tris-base 54 กรัม 
Boric acid 27.5 กรัม 
EDTA (pH 8.0) 20 มิลลิลิตร 
จากนั้นเติมน้ํากล่ันจนมีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร แลวเก็บไวท่ีอุณหภมิูหอง 
 

2. 1x Tris borate buffer (1xTBE) 
5xTBE 200 มิลลิลิตร 
น้ํากล่ัน 800 มิลลิลิตร 
 

3. 2% (w/v) agarose gel 
Agarose gel 4 กรัม 
1x TBE 200 มิลลิลิตร 
เขยาแลวนําเขาไมโครเวฟจนกวา agarose gel จะละลายหมด 
 

4. 10% Ethidium bromide 
Ethidium bromide 30 ไมโครลิตร 
น้ํากล่ัน 300 มิลลิลิตร 
 

5. Loading dye 
0.25% Bromphenol blue 
40% (w/v) sucrose in water 
จากนั้นเติมน้ํากล่ันจนมีปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลวเก็บท่ี 4๐C 
 

6. PBS Transport Media 
 PBS 50 มิลลิลิตร 
 Penicillin + Streptomycin 5,000 ไมโครลิตร 
 แบงใส Microcentrifuge tube 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
 

แสดงรายงานการตีพิมพบางสวนของวิทยานิพนธในวารสาร 
1. คาดวาจะไดตีพิมพในวารสาร Asian pacific journal of cancer prevention หัวขอเร่ือง Prevalence 
and genotypes of human papillomavirus among Thai women. 
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ภาคผนวก ค 
 

ขอมูลรายละเอียดของตัวอยางท่ีตรวจพบ HPV DNA ในการศึกษา ในชวงป 2551-2552 
No. Code Age Cytology result Genotype Accession No. 

cu428 B2 88 Normal 31 GQ161664 
cu429 B4 38 Normal 42 GQ161665 
cu430 B11 26 Normal 35 GQ161666 
cu431 B12 50 Normal 18 GQ161667 
cu432 B54 45 Normal 66 GQ161668 
cu433 B55 55 Normal 90 GQ161669 
cu434 B60 46 Normal 71 GQ161670 
cu435 B63 57 Normal 66 GQ161671 
cu436 B83 53 Normal 35 GQ161672 
cu437 B84 25 Normal 53 GQ161673 
cu438 B90 41 Normal 90 GQ161674 
cu439 B93 28 Normal 16 GQ161675 
cu440 B551 57 Normal 16 GQ161676 
cu441 B564 31 Normal 71 GQ161677 
cu442 B523 33 Normal 74 GQ161678 
cu443 B528 79 CA 52 GQ161679 
cu444 B540 31 Normal 90 GQ161680 
cu445 B541 31 Normal 16 GQ161681 
cu446 B571 35 Normal 39 GQ161682 
cu447 B574 34 Normal 39 GQ161683 
cu448 B584 32 Normal 42 GQ161684 
cu449 B603 28 Normal 16 GQ161685 
cu450 B615 35 Normal 31 GQ161686 
cu451 B624 32 Normal 52 GQ161687 
cu452 B625 30 Normal 90 GQ161688 
cu453 B380 41 Normal 16 GQ161689 
cu454 B389 34 Normal 34 GQ161690 
cu455 B393 57 Normal 16 GQ161691 
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No. Code Age Cytology result Genotype Accession No. 
cu456 B395 23 Normal 11 GQ161692 
cu457 B404 46 Normal 71 GQ161693 
cu458 B415 50 Normal 34 GQ161694 
cu459 B418 54 Normal 59 GQ161695 
cu460 B419 53 Normal 66 GQ161696 
cu461 B424 60 Normal 55 GQ161697 
cu462 B647 39 Normal 71 GQ161698 
cu463 B650 27 Normal 42 GQ161699 
cu464 B202 45 Normal 16 GQ161700 
cu465 B248 31 Normal 71 GQ161701 
cu466 B256 32 Normal 59 GQ161702 
cu467 B365 25 LSIL : CIN 1 66 GQ161703 
cu468 B374 25 Normal 66 GQ161704 
cu469 B377 26 Normal 91 GQ161705 
cu470 B444 37 Normal 71 GQ161706 
cu471 B460 25 Normal 53 GQ161707 
cu472 B467 64 Normal 16 GQ161708 
cu473 B481 50 Normal 71 GQ161709 
cu474 B483 25 Normal 39 GQ161710 
cu475 B511 27 Normal 16 GQ161711 
cu476 B735 24 Normal 31 GQ161712 
cu477 B736 46 Normal 71 GQ161713 
cu478 B766 54 HSIL : CIN 3 52 GQ161714 
cu479 B778 25 Normal 56 GQ161715 
cu480 B807 33 Normal 39 GQ161716 
cu481 B814 27 Normal 32 GQ161717 
cu482 B818 26 Normal 52 GQ161718 
cu483 B834 24 Normal 30 GQ161719 
cu484 B840 78 HSIL : CIN 3 53 GQ161720 
cu485 CU2 53 Normal 68 GQ161721 
cu487 CU18 31 LSIL 51 GQ161722 
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No. Code Age Cytology result Genotype Accession No. 
cu488 CU36 39 Normal 85 GQ161723 
cu489 CU40 31 Normal 90 GQ161724 
cu490 CU77 60 Normal 16 GQ161725 
cu491 CU89 24 Normal 90 GQ161726 
cu492 CU94 33 LSIL 66 GQ161727 
cu493 CU109 21 Normal 52 GQ161728 
cu494 B436 48 Normal 68 GQ161729 
cu495 B499 ND Normal 71 GQ161730 
cu496 B737 37 Normal 90 GQ161731 
cu497 CU148 35 Normal 90 GQ161732 
cu498 CU149 23 Normal 16 GQ161733 
cu499 CU159 66 Normal 16 GQ161734 
cu500 CU124 39 Normal 16 GQ161735 
cu501 CU125 54 Normal 90 GQ161736 
cu502 CU136 43 Normal 90 GQ161737 
cu503 CU137 43 Normal 90 GQ161738 
cu504 CU138 62 Normal 90 GQ161739 
cu505 CU139 27 Normal 90 GQ161740 
cu506 CU140 47 Normal 90 GQ161741 
cu507 CU141 43 Normal 90 GQ161742 
cu508 CU142 64 Normal 90 GQ161743 
cu509 CU143 38 Normal 90 GQ161744 
cu510 CU145 36 Normal 16 GQ161745 
cu511 CU193 31 Normal 34 GQ161746 
cu512 CU201 57 ASC-US 31 GQ161747 
cu513 CU203 42 Normal 52 GQ161748 
cu514 CU204 37 Normal 35 GQ161749 
cu515 CU208 58 Normal 32 GQ161750 
cu486 CU3 48 HSIL : CIN 3 16 GQ161751 
cu516 CU19 51 Normal 66 GU447239 
cu517 CU100 33 Normal 66 GU447240 
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No. Code Age Cytology result Genotype Accession No. 
cu518 CU263 50 Normal 71 GU447241 
cu519 CU284 29 Normal 90 GU447242 
cu520 CU293 31 AGC 16 GU447243 
cu521 CU332 35 Normal 16 GU447244 
cu522 CU375 27 ASC-US 51 GU447245 
cu523 CU435 44 Normal 81 GU447246 
cu524 CU499 50 Normal 16 GU447247 
cu525 CU567 37 ASC-US 42 GU447248 
cu526 CU569 26 Normal 16 GU447249 
cu527 CU582 41 Normal 31 GU447250 
cu528 CU584 43 Normal 16 GU447251 
cu529 CU585 29 Normal 31 GU447252 
cu530 CU586 47 Normal 71 GU447253 
cu531 CU592 37 Normal 68 GU447254 
cu532 CU600 33 Normal 68 GU447255 
cu533 CU642 33 Normal 16 GU447256 
cu534 CU651 34 Normal 70 GU447257 
cu535 CU679 56 Normal 68 GU447258 
cu536 CU706 30 Normal 52 GU447259 
cu537 CU717 39 Normal 39 GU447260 
cu538 CU731 33 Normal 71 GU447261 
cu539 CU737 47 Normal 90 GU447262 
cu540 CU757 50 Normal 68 GU447263 
cu541 CU795 56 Normal 71 GU447264 
cu542 CU798 63 Normal 59 GU447265 
cu543 CU813 30 Normal 90 GU447266 
cu544 CU816 30 LSIL 6 GU447267 
cu545 CU822 44 Normal 42 GU447268 
cu546 CU832 38 ASC-US 42 GU447269 
cu547 B150 40 Normal 34 GU447270 
cu548 B158 29 Normal 66 GU447271 
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No. Code Age Cytology result Genotype Accession No. 
cu549 B176 53 Normal 71 GU447272 
cu550 B197 36 CA 16 GU447273 
cu551 B198 37 Normal 82 GU447274 
cu552 B203 49 Normal 16 GU447275 
cu553 B290 26 HSIL : CIN 2-3  11 GU447276 
cu554 B545 29 Normal 71 GU447277 
cu555 B634 48 Normal 34 GU447278 
cu556 B656 31 Normal 34 GU447279 
cu557 B695 32 Normal 66 GU447280 
cu558 B702  ND Normal 31 GU447281 
cu559 B724 41 HSIL : CIN 2-3  16 GU447282 
cu560 B735 24 Normal 31 GU447283 
cu561 B736 46 Normal 71 GU447284 
cu562 B747  ND CA 16 GU447285 
cu563 B765 35 Normal 16 GU447286 
cu564 B770 26 LSIL : CIN 1 30 GU447287 
cu565 B774  ND Normal 90 GU447288 
cu566 B775 22 Normal 42 GU447289 
cu567 B51 33 LSIL : CIN 1 56 - 
cu568 B88 30 Normal 90 - 
cu569 B99 31 Normal 34 - 
cu570 B101 32 Normal 16 - 
cu571 B119 25 Normal 34 - 
cu572 B123 27 Normal 90 - 
cu573 B126 36 Normal 90 - 
cu574 B128 32 Normal 52 - 
cu575 B133 43 Normal 16 - 
cu576 B135 25 Normal 31 - 
cu577 B138 50 Normal 90 - 

ND = No data 
CA = Cervical carcinoma 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

ชื่อ-นามสกุล  จิระ  จันทแสนโรจน   เพศ  ชาย 
อายุ  23 ป  เกิด  10 มิถุนายน พ.ศ.2529 
สถานท่ีเกิด  โรงพยาบาลหัวเฉียว จังหวัดกรุงเทพฯ 
ท่ีอยู 60/89 ซอย บรมราชชนนี 41 ถนน บรมราชชนนี เขต ตล่ิงชัน กรุงเทพฯ 10170 
ประวัติการศึกษา 
 ระดับปริญญาตรี สําเร็จการศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิต (ชีวเคมี)  
   จาก คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปพ.ศ. 2550 
 ระดับปริญญาโท เขาศึกษาตอระดับวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตรวิทยาศาสตร 
   การแพทย คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เม่ือป พ.ศ.2551 
การตีพิมพในวารสารตางประเทศ 
เสนอผลงานหัวขอเร่ือง : Prevalence and genotypes of human papillomavirus among Thai 

women. เพื่อตีพิมพในวารสาร Asian Pacific Journal of Cancer 
Prevention 
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