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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

นันท์นภัส วงค์มณี : การระบุโปรตีนที่มีปฏิสัมพันธ์กับเอชพีวีไทป์ 16 อี 7 และบทบาทใน
กา ร เ กิ ด มะ เ ร็ ง ป ากมดลู ก  (IDENTIFICATION OF HPV-TYPE-16 E7 INTERACTING 
PROTEIN AND ITS ROLE IN CERVICAL CARCINOGENESIS) อ .ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์
หลัก: รศ. ดร. ปฐมวดี ญาณทัศนีย์จิต, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ดร. ศุภชัย โตภาณุ
รักษ์{, หน้า. 

โปรตีน E6 และ E7 ของเชื้อไวรัสเอชพีวีไทป์16 เป็นสาเหตุหลักสาเหตุหนึ่งของการเกิด
โรคมะเร็งปากมดลูก ซึ่งโปรตีน E6 และ E7 ของไวรัสจะจับกับโปรตีน p53 และ pRb ของโฮสต์
ตามล าดับ นอกจากนี้กระบวนการเปลี่ยนแปลงในระดับเหนือพันธุกรรมยังเป็นอีกหนึ่งสาเหตุของการ
เกิดมะเร็ง แต่กลไกที่ท าให้เกิดยังไม่เป็นที่เข้าใจมากนัก ซึ่งการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่าการแสดงออก
ของโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ส่งผลต่อการกระตุ้นการเติมหมู่เมทิลที่ต าแหน่งโพรโมเตอร์ของยีน 
CCNA1 โดยสร้างคอมเพลกซ์กับเอนไซม์ DNMT1 ดังนั้นจึงได้ตั้งสมมติฐานว่าน่าจะมีโปรตีนชนิดที่
เป็นทรานสคริปชันแฟกเตอร์เป็นตัวน าพากลุ่มคอมเพลกซ์นี้มายังบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน  ใน
งานวิจัยได้น าวิธีการทางโปรติโอมิกส์มาใช้ในการตรวจระบุโปรตีน โดยการใช้โปรตีน E7 เป็นตัวล่อ 
(bait) จากนั้นน าโปรตีนที่ติดตามมาด้วยกันไปตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีการทางแมสสเปกโตรเมทรี  ซึ่ง
พบทรานสคริปชันแฟกเตอร์ YY1 ในขณะเดียวกันทรานสคริปชันแฟกเตอร์ TFAP2A ถูกพบจากการ
ท านายด้วยชีวสารสนเทศซึ่งใช้ยีน CCNA1 เป็นต้นแบบของยีนเป้าหมาย เมื่อทดสอบการจับกัน
ระหว่างโปรตีนทั้งสามชนิดพบว่า โปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 มีอันตรกิริยากับโปรตีน TFAP2A 
และโปรตีน TFAP2A มีอันตรกิริยากับโปรตีน YY1 นอกจากนั้นยังตรวจพบว่ายีน FOXC1 และ 
VEGFA มีการลดการแสดงออกเมื่อมียีน E7 ของเชื้อเอชพีวีเข้ามาเกี่ยวข้อง แต่พบการเกิดเมทิลเลชัน
ที่บริเวณโพรโมเตอร์ที่ยีน FOXC1 เพียงยีนเดียว มากไปกว่านั้นเมื่อท าการตรวจยืนยันการจับกัน
ระหว่างโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 โปรตีน YY1 และโปรตีน TFAP2 กับดีเอ็นเอบริเวณโพรโม
เตอร์ของยีนทั้งสองด้วยวิธี Chromatin immunoprecipitation พบว่ามีเพียงยีน FOXC1 ที่สามารถ
จับได้กับโปรตีนทั้งสามชนิด ซึ่งอาจกล่าวได้ว่า ยีน FOXC1 ถูกชักน าให้เกิดการเมทิลเลชันแล้วส่งผล
ให้เกิดการลดการแสดงออกเช่นเดียวกับยีน CCNA1  
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5772280223 : MAJOR GENETICS 
KEYWORDS: CERVICAL CANCER / HPV / DNA METHYLATION / PROTEOMICS 

NANNABHAT WONGMANEE: IDENTIFICATION OF HPV-TYPE-16 E7 INTERACTING 
PROTEIN AND ITS ROLE IN CERVICAL CARCINOGENESIS. ADVISOR: ASSOC. PROF. 
PATTAMAWADEE YANATATSANEEJIT, Ph.D., CO-ADVISOR: SUPACHAI 
TOPANURAK, Ph.D. {, pp. 

Viral oncoproteins E6 and E7 of HPV type 16 are ones of the cause for cervical 
cancer development. It is recognized that E6 and E7 can bind with p53 and pRb, 
respectively. However, viral regulation of host epigenetics by HPV which is another 
mechanism for tumorigenesis remains elusive, particularly, the association between 
the E7 protein of HPV type 16 and host promoter hypermethylation of proto-oncogene. 
Previous studies suggested that interacting between HPV type 16 E7 protein and 
DNMT1 contribute to hypermethylation of CCNA1 promoter. In the research, 
proteomics was used to identify a transcription factor by using the E7 protein of HPV 
type 16 as the bait and found YY1 from identification by mass spectrometry. In the 
same time, TFAP2A was predicteded by bioinformatics using the CCNA1 gene as the 
model of target gene. When testing the interaction between all three proteins, the E7 
protein of HPV 16 had an interaction with the TFAP2A and the TFAP2A interacted with 
the YY1. It also detected that FOXC1 and VEGFA genes were reduced expression when 
involved by HPV16E7 gene. Only FOXC1 was found a methylation at the promoter. 
Moreover, chromatin immunoprecipitation assay was found only FOXC1 could be 
interacted by all three proteins. Suggest that the FOXC1 gene was induced by 
methylation and resulted in decreasing the expression level as well as the CCNA1 
gene.  
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บทที่ 1 
บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 มะเร็งปากมดลูก (Cervical cancer) เป็นมะเร็งที่พบได้เป็นอันดับ 2 ของมะเร็งในสตรีทั่ว
โลกรองจากมะเร็งเต้านม และเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตจากโรคมะเร็งของสตรีทั่วโลกเป็นอันดับ 3 
รองจากมะเร็งเต้านมและมะเร็งปอด สาเหตุส่วนใหญ่เกิดจากการติดเชื้อไวรัสฮิวแมนแปปปิโลมา 
(Human papillomavirus; HPV) และเป็นการติดเชื้อเอชพีวีชนิดที่มีความเสี่ยงสูง ได้แก่ เอชพีวีไทป์ 
16 (HPV16) และเอชพีวีไทป ์18 (HPV18) ผ่านทางการมีเพศสัมพันธ์ (Munoz et al., 2003) ส าหรับ
ในประเทศไทยตรวจพบความชุกของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 และไทป์ 18 ในโรคมะเร็งปากมดลูกคิดเป็น
ร้อยละ 74-75 (Chichareon et al., 1998; Thomas et al., 2001) การด าเนินโรคของมะเร็งปาก
มดลูกเริ่มต้นเมื่อผู้ป่วยได้รับเชื้อเอชพีวีที่เยื่อบุผิวปากมดลูกผ่านรอยแผลหรือรอยถลอกเล็ก ๆ ที่
เกิดข้ึนขณะมีเพศสัมพันธ์ โดยเป็นการติดเชื้อเอชพีวีบริเวณ basal cells ซึ่งเชื้อเอชพีวีจะเพ่ิมจ านวน
ในเซลล์เยื่อบุปากมดลูกจ านวนมากและกระตุ้นให้เซลล์แบ่งตัวไม่หยุดจนคืบหน้ารุนแรงเกิดพยาธิ
สภาพขึ้นเป็นรอยโรค High grade squamous intraepithelial lesion (HSIL) จนกระทั่งพัฒนาไป
เป็นมะเร็งปากมดลูกได้ในที่สุด (Reid and Campion, 1988) ในปัจจุบันการตรวจคัดกรองมะเร็งปาก
มดลูกเป็นการตรวจทางเซลล์วิทยาของปากมดลูก ซึ่งเป็นการตรวจหาความผิดปกติของเซลล์ที่เป็นผล
มาจากการติดเชื้อเอชพีวี เพ่ือทีจ่ะสืบค้นหารอยโรคและการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ที่อาจเปลี่ยนแปลง
ไปเป็นเซลล์มะเร็ ง  ซึ่ ง เรียกวิธีกา รเก็บเซลล์ตัวอย่างบริ เวณปากมดลูกนี้ ว่ า  แปปสเมียร์  
(Papanicolaou; (Pap) smear) (zur Hausen, 2002) แต่วิธีการตรวจนี้ต้องอาศัยนักวิทยาศาสตร์
การแพทย์ นักเซลล์วิทยาตลอดจนพยาธิแพทย์ที่มีความช านาญ เพราะอาจท าให้การแปลผลเกิดผล
ลบลวงได้ ซึ่งสาเหตุอาจเกิดได้จากความผิดพลาดของการเก็บตัวอย่าง การตรวจไม่พบเซลล์ที่ผิดปกติ 
รวมไปถึงการแปลผลที่ผิดพลาด เป็นต้น (Gay, Donaldson and Goellner, 1985) ดังนั้นจึงได้มีการ
พัฒนาการตรวจหาเชื้อเอชพีวีซึ่งเป็นสาเหตุส าคัญในการเกิดมะเร็งปากมดลูกด้วยวิธีการทางอณูพันธุ
ศาสตร์ โดยการตรวจหาดีเอ็นเอของเชื้อเอชพีวี ซึ่งจะให้ผลการตรวจคัดกรอง และติดตาม
ผลการรักษาได้ดีและแม่นย ากว่าวิธีการย้อมสีตรวจดูความผิดปกติของเซลล์ (Halfon et al., 2007)  
 ไวรัสแปปปิโลมาที่ก่อโรคในมนุษย์ เรียกว่า ฮิวแมนแปปปิโลมาไวรัส ซึ่งจีโนมของเชื้อเอชพีวี
นี้ประกอบด้วยโมเลกุลของดีเอ็นเอสายคู่ที่เรียงตัวกันเป็นวงกลม และประกอบด้วยคู่เบสประมาณ 
7,900 คู่เบส บรรจุอยู่ภายในโปรตีนห่อหุ้ม และแบ่งออกเป็น 3 บริเวณ คือ 1) Long control region 
(LCR) ท าหน้าที่ในการควบคุมการถอดรหัส 2) Early genes ประกอบด้วยยีน E1, E2, E4, E5, E6 
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และ E7 ซึ่งจะท าหน้าที่ช่วงแรกในการจ าลองตัวเองของไวรัส และการเปลี่ยนรูปร่างของเซลล์  3) 
Late genes ประกอบด้วยยีน L1 และ L2 ยีนส่วนนี้จะท าหน้าที่ในช่วงหลังโดยสร้างโปรตีนที่เป็น
องค์ประกอบของเปลือกหุ้ม (Burd, 2003) การติดเชื้อเอชพีวีมีอยู่ 2 รูปแบบ คือ episomal form 
และ integration form ในรูปแบบของ integration form จะเป็นรูปแบบที่พบได้มาก โดยจะมีผลต่อ
การท าลายยีนในจีโนมของไวรัส ซึ่งจะมีผลต่อการแสดงออกของยีน E2, E6 และ E7 ที่ผิดปกติไป 
(Goon et al., 2009) โดยปกติแล้วยีน E2 จะท าหน้าที่เป็นตัวควบคุมยีน E6 และ E7 ในการสร้าง
โปรตีน E6 และ E7 ตามล าดับ โปรตีน E6 ของเชื้อเอชพีวีจะมีบทบาทในการยับยั้งการท างานของ
โปรตีน p53 ซึ่งเป็นยีนต้านมะเร็งโดยกดการท างานผ่าน Ubiquitin pathway ท าให้เซลล์ไม่ตายตาม
ก าหนด (apoptosis) และโปรตีน E6 ยังสามารถกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ telomerase ซึ่ง
มะเร็งจะออกฤทธิ์ต้านการหดสั้นของเทโลเมียร์ (telomere) ในโครโมโซมในขณะที่มีการเพ่ิมจ านวน
เซลล์ ซึ่งการหดสั้นของเทโลเมียร์นี้มีผลต่ออายุของเซลล์ท าให้เซลล์ที่ติดเชื้อเอชพีวีมีชีวิตยืนยาว 
(Scheffner et al., 1990; Mantovani and Banks, 2001) ส่วนโปรตีน E7 จะไปรบกวนการท างาน
ของ retinoblastoma (pRb) ซึ่งเป็นยีนต้านมะเร็ง ที่ควบคุมการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ท าให้เซลล์เกิด
การแบ่งตัวอย่างต่อเนื่องจนกลายเป็นก้อนมะเร็ง (Jones and Munger, 1996) 
 สาเหตุส าคัญอีกประการหนึ่งที่ท าให้เกิดมะเร็งปากมดลูกคือปัจจัยทางพันธุกรรม ซึ่งยีนที่
เกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งมีอยู่ด้วยกัน 2 กลุ่ม คือยีนก่อมะเร็ง และยีนต้านมะเร็ง โดยจะพบการ
แสดงออกของยีนก่อมะเร็งที่มากกว่าปกติ และยีนต้านมะเร็งมีการแสดงออกที่น้อยกว่าปกติท าให้
เซลล์ที่ปกติกลายเป็นเซลล์มะเร็งในที่สุด การที่ยีนต้านมะเร็งเกิดการแสดงออกที่น้อยเกิดจากปัจจัย
หลาย ๆ สาเหตุ และสาเหตุประการหนึ่งที่ส าคัญคือการเกิดเมทิลเลชันที่บริเวณโพรโมเตอร์ ของยีน
ต้านมะเร็ง (Duenas-Gonzalez et al., 2005) 
 ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (DNA methylation) คือหนึ่งในกลไลการควบคุมเหนือพันธุกรรม ซึ่งเป็น
การเติมหมู่เมทิลที่คาร์บอนต าแหน่งที่ห้าของเบสไซโตซีน (cytocine) ที่ตามด้วยเบสกวานีน 
(guanine) หรือที่เรียกว่า CpG dinucleotides โดยอาศัยการท างานของเอนไซม์ดีเอ็นเอเมทิลทรานส
เฟอเรส (DNA methyltransferase; DNMT) ในมนุษย์พบว่ามี CpG-island ประมาณร้อยละ 60 ใน
บริเวณโพรโมเตอร์ของยีนทั้งหมด ซึ่งในเซลล์มะเร็งจะพบดีเอ็นเอเมทิลเลชันสูงบริเวณ CpG-island 
ที่อยู่ในโพรโมเตอร์ของยีน เรียกว่า โพรโมเตอร์ไฮเปอร์เมทิลเลชัน (promoter hypermethylation) 
ภาวะโพรโมเตอร์ไฮเปอร์เมทิลเลชันของยีนมีบทบาทส าคัญที่เกี่ยวข้องกับการยับยั้ งกระบวนการ
ถอดรหัสของยีนส่งผลให้ยีนถูกยับยั้งการแสดงออก โดยจะเป็นการขัดขวางโปรตีนทรานสคริปชันแฟก
เตอร์ (transcription factor) ต่าง ๆ ไม่ให้เข้าไปจับกับบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน (Badal et al., 
2003; Sharma, Kelly and Jones, 2010) 
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 มีรายงานถึงความสัมพันธ์ของการเกิดเมทิลเลชันและการยับยั้งการแสดงออกของยีนจน
น าไปสู่การเกิดโรคมะเร็ง เช่น การเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ในโรคมะเร็ง
โพรงหลังจมูก และมะเร็งศีรษะและคอ (Sriuranpong et al., 2004; Tokumaru et al., 2004) และ
ยังพบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ในมะเร็งปากมดลูกมากถึงร้อยละ 93 
(Kitkumthorn et al., 2006) รวมไปถึงงานวิจัยที่แสดงให้เห็นถึงความเกี่ยวข้องกันระหว่างการเกิด
เมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ในรูปแบบการติดเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 แบบ integration 
(Yanatatsaneejit, Mutirangura and Kitkumthorn, 2011) และพบการชักน าให้เกิดเมทิลเลชัน
บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 โดยการจับกันระหว่างโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 กับ
เอนไซม์ DNA methyltransferase 1 (DNMT1) (Chalertpet et al., 2015) แต่ยังมีรายงานที่พบว่า
โปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 เมื่อจับกับเอนไซม์ DNMT1 ท าให้เกิดการลดระดับการท างานของ
โปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์จนน าไปสู่การลดระดับการแสดงออกของยีน E-cadherin แต่การลด
การแสดงออกของยีน E-cadherin ไม่ได้เกิดจากการเมทิลเลชันที่โพรโมเตอร์ แต่เกิดจากกระบวนการ
โครมาทินรีโมเดลลิง (Laurson et al., 2010) ซึ่งมีรายงานวิจัยพบว่าโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวี
สามารถจับกับโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ต่าง ๆ เช่น SP1 (Gloss and Bernard, 1990), AP1 
(Thierry et al., 1992), HMGI/Y (Bouallaga et al., 2000), GRE, NF1, YY1, Oct-1 และ  C/EBP 
(Hoppe-Seyler and Butz, 1994) เป็นต้น 
 ดังนั้นจากรายงานดังกล่าวสรุปได้ว่า โปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 เมื่อจับกับเอนไซม์ 
DNMT1 สามารถชักน าให้เกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 แต่ไม่ได้ชักน าให้เกิด
เมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน E-cadherin นั้นหมายความว่าไม่ใช่ทุกยีนที่โปรตีน E7 ของเชื้อ
เอชพีวีไทป์ 16 จะชักน าให้เกิดการเมทิลเลชันที่โพรโมเตอร์แล้วส่งผลให้ยีนเกิดการลดการแสดงออก 
แต่เนื่องจากองค์ความรู้เกี่ยวกับความจ าเพาะของโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 กับการเกิดเมทิล
เลชันของยีนเป้าหมายยังไม่ชัดเจน ดังนั้นผู้วิจัยตระหนักถึงปัญหาและความส าคัญของโรคมะเร็งปาก
มดลูก จึงประสงค์ที่จะมุ่งเน้นศึกษาวิเคราะห์หาโปรตีนชนิดอื่นที่คาดว่าจะมีอันตรกิริยา (interaction) 
ร่วมกับโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 และเอนไซม์ DNMT1 จนน าไปสู่การชักน าให้เกิดการเมทิล
เลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน และส่งผลท าให้ยีนลดการแสดงออกในที่สุด ซึ่งองค์ความรู้ที่ได้นั้นท า
ให้สามารถทราบกลไกที่แท้จริงของการเกิดเมทิลเลชัน รวมไปถึงสามารถหายีนต้านมะเร็งที่ถูกยับยั้ง
การแสดงออกด้วยกลไกเมทิลเลชันนี้ เพ่ือน าไปใช้เป็นเครื่องหมายโมเลกุลในการตรวจวินิจฉัย ท านาย
การเกิดมะเร็งปากมดลูก และยังสามารถน าองค์ความรู้ที่ได้นี้ไปพัฒนายาเพ่ือป้องการเกิดมะเร็งที่เกิด
จากติดเชื้อเอชพีวี 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 4 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. ค้นหาโปรตีนที่มีอันตรกิริยากับโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 และเอนไซม ์DNMT1 

โดยเฉพาะโปรตีนที่เป็นทรานสคริปชันแฟกเตอร์ 

2. ทดสอบการแสดงออกของยีนที่สนใจที่จะศึกษาในเซลล์ไลน์ต้นแบบที่มีการน า 

พลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 และพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ 

3. ทดสอบการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันของยีนที่สนใจที่จะศึกษาในเซลล์ไลน์ต้นแบบ 

4. ทดสอบการจับของโปรตีน E7 และทรานสคริปชั่นแฟกเตอร์ที่บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน

ที่พบว่า E7 สามารถชักน าการเกิดเมทิลเลชัน  

ขอบเขตของการวิจัย 

 การศึกษาหาโปรตีนที่มีอันตรกิริยาร่วมกับโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 และเอนไซม์ 

DNMT1 ท าให้เกิดการชักน าไปสู่การเกิดเมทิลเลชัน โดยในการวิจัยครั้ งนี้เริ่มแรกผู้วิจัยได้ท าการ

เพาะเลี้ยงเซลล์ไต HEK293 เพ่ือน าพลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 และพลาสมิด

เปล่าเข้าสู่ เซลล์ จากนั้นท าการตกตะกอนโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 ด้วยวิธี  Ni-NTA 

purification ซึ่งจากสมมติฐานคาดว่าจะมีโปรตีนที่มีอันตรกิริยาร่วมติดตามลงมาด้วย แล้วน าโปรตีน

ที่ตกตะกอนได้ไปวิเคราะห์หาชนิดของโปรตีนด้วยวิธีแมสสเปกโทรเมทรี (mass spectrometry) โดย

คาดว่าจะพบโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ และในขณะเดียวกันใช้ชีวสารสนเทศร่วมในการท านาย

โปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์โดยใช้บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ซึ่งเป็นบริเวณท่ีมีรายงานว่า

มีการจับกับกลุ่มโปรตีนคอมเพลกของโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 กับเอนไซม์ DNMT1 เป็น

ต้นแบบในการค้นหา จากนั้นเลือกยีนที่น่าจะมีความเกี่ยวข้องกับโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์

เป้าหมายเป็นจ านวน 2 ยีนโดยใช้ชีวสารสนเทศ แล้วท าการท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ไต HEK293 และ 

เซลล์มะเร็งสายพันธุ์ปากมดลูก C33A เพ่ือน าพลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป ์16 เข้าสู่

เซลล์ แล้วทดสอบการแสดงออกของยีนด้วยวิธี real time RT-PCR พร้อมทั้งวิเคราะห์การเกิดเมทิล

เลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนที่ได้ท าการคัดเลือกมาด้วยวิธี Methylation-specific PCR และท า

การทดสอบยืนยันการจับกันระหว่างโปรตีนทรานสคริปชันแฟคเตอร์และยีนที่ได้ท าการเลือกด้วยวิธี 

Chromatin immunoprecipitation จากเซลล์ไต HEK293 ที่มีการน าพลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 

ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ 
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ท าให้ทราบกลไกการชักน าการเกิดเมทิลเลชันที่แน่ชัด ซึ่งจะช่วยให้มีความเข้าใจในระดับ

พันธุศาสตร์โมเลกุลที่เก่ียวข้องกับการเกิดมะเร็งปากมดลูกได้มากขึ้น 

2. ข้อมูลที่ได้จากการค้นหายีนต้านมะเร็งที่เกิดการเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ สามารถ

น าไปต่อยอดในการพัฒนาเป็นเครื่องหมายโมเลกุลในการตรวจวินิจฉัย และท านายการ

เกิดมะเร็งปากมดลูก 

3. สามารถน าองค์ความรู้ที่ได้จากการทราบกลไกการเกิดเมทิลเลชันนี้ไปพัฒนาคิดค้นยา

เพ่ือป้องการเกิดมะเร็งที่เกิดจากติดเชื้อเอชพีวี 

 
วิธีด าเนินงานวิจัย 

งานวิจัยนี้เป็นการวิเคราะห์หาโปรตีนที่มีอันตรกิริยาร่วมกับโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 
16 และเอนไซม์ DNMT1 นอกจากนี้ยังเป็นการค้นหายีนต้านมะเร็ง ที่เกิดการเมทิลเลชันที่บริเวณ 
โพรโมเตอร์ของยีน ซึ่งงานวิจัยนี้แบ่งออกเป็น 4 ส่วนใหญ่ๆ ได้แก่ 
 1. การวิเคราะห์หาโปรตีนและยีนต้านมะเร็ง 

1.1 เพาะเลี้ยง HEK293  
1.2 น าพลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 และพลาสมิดเปล่าเข้าสู่
เซลล์  
1.3 ท าการสกัดโปรตีนหลังจากท าการถ่ายโอนพลาสมิดเข้าสู่เซลล์  
1.4 ท าการตกตะกอนโปรตีน E7 ด้วยวิธี Ni-NTA purification 
1.5 น า โ ป รตี น ที่ ต กต ะก อน ได้ ไ ป ท า ก า ร วิ เ ค ร า ะห์ ด้ ว ย เ ท คนิ ค  Liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) 
1.6 ใช้ชีวสารสนเทศท านายโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์โดยใช้บริเวณโพรโม
เตอร์ของยีน CCNA1 เป็นต้นแบบในการค้นหา 
1.7 วิเคราะห์ข้อมูลหาโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ และใช้ชีวสารสนเทศ เพ่ือ
วิเคราะห์ท านายหายีนต้านมะเร็งท่ีเกี่ยวข้องกับโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ 

 2. การตรวจสอบการแสดงออกของยีนต้านมะเร็ง 
  2.1 เพาะเลี้ยง HEK293 และ C33A 

2.2 น าพลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 และพลาสมิดเปล่าเข้าสู่
เซลล์  
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2.3 สกัดอาร์เอ็นเอ และท า reverse transcription  
2.4 ออกแบบไพรเมอร์ของยีนต้านมะเร็งที่ได้ท าการคัดเลือกไว้ 
2.5 ตรวจสอบการแสดงออกของยีนต้านมะเร็งที่ได้ท าการคัดเลือกไว้ด้วยวิธี  real 
time RT-PCR 

3. การตรวจสอบเมทิลเลชันของยีนต้านมะเร็ง 
  3.1 เพาะเลี้ยง HEK293 และ C33A 

3.2 น าพลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 และพลาสมิดเปล่าเข้าสู่
เซลล์  
3.3 สกัดดีเอ็นเอ 
3.4 แบ่งดีเอ็นเอบางส่วนมาท าปฏิกิริยากับ Bisulfite  
3.4 ออกแบบไพรเมอร์ของยีนต้านมะเร็งที่ ได้ท าการคัดเลือกไว้ โดยออกแบบ 
ไพรเมอร์ 2 แบบ ดังนี้ แบบที่1 เป็นไพรเมอร์แบบปกติ และแบบที่2 เป็นไพรเมอร์
แบบเมทิลเลชัน 
3.5 ตรวจสอบเมทิลเลชันของยีนต้านมะเร็งด้วยวิธี methylated specific PCR 
(MSP-PCR) 

4. การทดสอบยืนยันการจับกันของโปรตีนทรานสคริปชันแฟคเตอร์และโพรโมเตอร์ของยีน 
  4.1 เพาะเลี้ยง HEK293  

4.2 น าพลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 และพลาสมิดเปล่าเข้าสู่
เซลล์  
4.3 สกัดโปรตีนและดีเอ็นเอ แล้วท าการตกตะกอนโปรตีน E7 และ โปรตีนทราน
สคริปชันแฟกเตอร์ ด้วยวิธี Chromatin immunoprecipitation 
4.4 แยกดีเอ็นออกจากโปรตีนที่ท าการตกตะกอนได้ 
4.5 ออกแบบไพรเมอร์ของยีนต้านมะเร็งที่ได้ท าการคัดเลือกไว้ 
4.6 ตรวจสอบดีเอ็นเอที่แยกได้จากการท า Chromatin immunoprecipitation 
ด้วยวิธีพีซีอาร์ 
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ล าดับขั้นตอนในการเสนอผลงานวิจัย 

การวิเคราะห์หาโปรตีนและยีนต้านมะเร็ง 
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การตรวจสอบการแสดงออก การตรวจสอบเมทิลเลชนับริเวณโพรโมเตอร์ของของยนี และ
การทดสอบยนืยนัการจบักนัระหวา่งโปรตีนทรานสคริปชนัแฟคเตอร์และยนีเป้าหมาย 
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บทที่ 2 
เอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

มะเร็งปากมดลูก (Cervical cancer) 

มะเร็งปากมดลูกเป็นมะเร็งที่พบมากเป็นอันดับ 2 ของมะเร็งในสตรีทั่วโลกรองจากมะเร็งเต้า
นม และเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตจากโรคมะเร็งของสตรีมากเป็นอันดับที่ 3 รองจากมะเร็งเต้านม
และมะเร็งปอด ซึ่งในแต่ละปีจะพบผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูกรายใหม่ส่วนมากร้อยละ 85 เป็นผู้ป่วยที่อยู่
ในประเทศที่ก าลังพัฒนา ส าหรับประเทศไทยพบข้อมูลสถิติสถาบันมะเร็ง กรมการแพทย์ กระทรวง
สาธารณะสุขรายงานถึงการพบผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูกรายใหม่ในปี พ.ศ. 2559 มากเป็นอันดับที่ 2 ถึง
ร้อยละ 13 ซึ่งพบในผู้ป่วยตั้งแต่อายุ 25 ขึ้นไป (การแพทย,์ 2559) 

มะเร็งปากมดลูกเป็นมะเร็งที่เกิดจากการเจริญเติบโตที่ผิดปกติของเซลล์บริเวณปากมดลูก 
และเซลล์ที่ผิดปกตินี้สามารถลุกลามไปยังอวัยวะข้างเคียง (invasion) หรือแพร่กระจายไปยังส่วนอ่ืน 
ๆ ของร่างกายผ่านทางระบบโลหิตและน้ าเหลืองได้ (metastasis) โดยมีปัจจัยเสี่ยงต่าง ๆ ได้แก่ การ
มีพฤติกรรมทางเพศโดยที่มีการเปลี่ยนคู่นอนบ่อย ๆ การมีเพศสัมพันธ์ขณะอายุยังน้อย การสูบบุหรี่ 
การมีระบบภูมิคุ้มกันที่อ่อนแอ พันธุกรรม รวมไปถึงการมีประวัติเป็นโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ เป็น
ต้น ซึ่งปัจจัยเสี่ยงเหล่านี้เป็นสาเหตุที่มีโอกาสท าให้เกิดการเป็นมะเร็งปากมดลูก ในปัจจุบันมี
การศึกษาทางระบาดวิทยา ทางไวรัสวิทยา และทางอณูชีววิทยาจ านวนมากยืนยันแล้วว่าเชื้อไว รัส
แปปปิ โลมาชนิดที่ก่อให้ เกิดโรคในมนุษย์  ซึ่ ง เรียกว่า ฮิวแมนแปปปิโลมาไวรัส ( Human 
papillomavirus) เป็นสาเหตุหลักท่ีท าให้เกิดมะเร็งปากมดลูก (Mahmoodi et al., 2016) 

 
รูปที่ 1 ต าแหน่งของเซลล์มะเร็งที่เกิดขึ้นบริเวณปากมดลูก 

(Lolaia, 2017: online) 
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ลักษณะรอยโรคของมะเร็งปากมดลูกบริเวณที่มีการติดเชื้อ มีลักษณะของระยะตั้งแต่ก่อนเกิดมะเร็ง
ไปจนถึงระยะที่พัฒนาไปเป็นมะเร็งปากมดลูก ซึ่งสามารถตรวจดูได้พยาธิสภาพของเซลล์บริเวณปาก
มดลูก โดยแบ่งจากระยะการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ เรียกว่า Cervical Intraepithelial Neoplasia 
(CIN) ได้เป็น 3 ระยะ คือ 

-  CIN I (mild dysplasia) เป็นระยะที่ เซลล์ เยื่อบุผิวปากมดลูกที่มีการติดเชื้ อมีการ
เปลี่ยนแปลงน้อย 

- CIN II (moderate to marked dysplasia) เป็นระยะที่เซลล์เยื่อบุผิวปากมดลูกมีการ
เปลี่ยนแปลงปานกลาง ไม่มีการเพ่ิมจ านวนของไวรัส 

- CIN III (severe dysplasia to carcinoma in situ) เป็นระยะที่เซลล์เยื่อบุผิวปากมดลูกมี
การเปลี่ยนแปลงมาก มีโอกาสพัฒนาไปเป็นมะเร็งปากมดลูกได้ 

 
รูปที่ 2 ระยะของการพัฒนาในเซลล์เยื่อบุผิวปากมดลูกท่ีติดเชื้อเอชพีวี 
(Woodman, Collins and Young, 2007) ได้รับอนุญาตจากผู้แต่ง 

 
การด าเนินของโรคมะเร็งปากมดลูกเริ่มต้นจากการติดเชื้อเอชพีวีชนิดที่มีความเสี่ยงสูงที่เยื่อบุผิวปาก
มดลู ก  โดยที่ เ ชื้ อ เอช พีวี จะ เข้ าสู่ นิ ว เคลี ยสของ  basal cells หรื อ  immature squamous 
metaplastic cells ที่อยู่ใน transformation zone โดยในระยะแรกดีเอ็นเอของเอชพีวีจะเข้าไปใน
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นิวเคลียสของ basal cells และอยู่ในรูปจีโนมอิสระ (episome) ซ่ึงดีเอ็นเอของเอชพีวีในรูปแบบน้ีจะ
ยังไม่รวมเข้ากับดีเอ็นเอของนิวเคลียสของ basal cells และยังไม่ได้มีการเพ่ิมจ านวน แต่เมื่อจีโนม
ของเอชพีวีอยู่ในรูปเส้นตรง (integration) สามารถที่จะผนวกเข้ากับดีเอ็นเอในนิวเคลียสของเซลล์เจ้า
บ้าน ส่งผลให้มีการเพ่ิมจ านวนของไวรัสมากขึ้น และมีการกระตุ้นให้เซลล์เพ่ิมจ านวนมากขึ้น 

 
เชื้อไวรัสแปปปิโลมาไวรัส (Papillomavirus) 

ไวรัสแปปปิโลมาจัดอยู่ในตระกูล Papillomaviridae เป็นไวรัสที่มีขนาดเล็ก ประกอบด้วยดี
เอ็นเอสายคู่ สามารถพบได้ท้ังในมนุษย์และสัตว์ ไวรัสชนิดนี้แบ่งออกได้เป็น 16 genus ที่พบในมนุษย์
มีทั้งหมด 5 genus ไวรัสแปปปิโลมาที่ก่อให้เกิดโรคในมนุษย์เรียกว่า ฮิวแมนแปปปิโลมาไวรัส 
(Human papillomavirus) หรือเรียกสั้นๆว่า เอชพีวี (HPV) ซ่ึง genus และ species ที่มีความส าคัญ
ทางคลินิค คือ อัลฟ่า แปปปิโลมาไวรัส (alpha-papillomavirus) โดย species ที่สามารถก่อให้เกิด
มะเร็งปากมดลูก ได้แก่ species 7 และ species 9 โดยแต่ละ species ประกอบด้วยไทป์ต่าง ๆดังนี้ 
(Bernard, 2005) 

- Species 7 ได้แก่ เอชพีวีไทป์ 18, 39, 45, 59, 68 และ 70 
- Species 9 ได้แก่ เอชพีวีไทป์ 16, 31, 33, 35, 52, 58 และ 67 

ซึ่งทั้งสอง speciesนี้ เรียกว่าเอชพีวีที่อยู่ในกลุ่มความเสี่ยงสูง (high risk HPV) กล่าวคือ เป็นเอชพีวีที่
ท าให้เกิดรอยโรคภายในเยื่อบุปากมดลูกขั้นต่ า (low-grade squamous intraepithelial lesions; 
LSIL), รอยโรคภายในเยื่อบุปากมดลูกขั้นสูง (high-grade squamous intraepithelial lesions; 
HSIL) และมะเร็ง จึงเรียกเอชพีวีอยู่ในกลุ่มความเสี่ยงสูงว่า oncogenic type และพบว่าสาเหตุของ
การเป็นมะเร็งปากมดลูกชนิด squamous cell carcinoma และ adenocarcinoma เกิดจาก 
เอชพีวีไทป์ 16 และ 18 ถึงร้อยละ 70 (Clifford et al., 2006) 
 
โครงสร้างจีโนมของเอชพีวี 

 เอชพีวีเป็นไวรัสมีขนาดอนุภาคเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 55 นาโนเมตร ซึ่งจีโนมของเชื้อ
เอชพีวีประกอบด้วยดีเอ็นเอ 2 สาย ประกอบด้วยคู่เบสประมาณ 8,000 คู่เบสเรียงตัวกันเป็นวงกลม 
(Double stranded circular DNA) อยู่ภายในเปลือกหุ้มโปรตีน (capsid) มี 8-10 open reading 
frames (ORFs) อยู่ภายใน ซึ่ง ORFs จะเรียงตัวเหลื่อมกันบางส่วนอยู่บนสายดีเอ็นเอเพียงสายเดียว 
(Crawford and Crawford, 1963) จีโนมของเอชพีวี แบ่งออกเป็น 3 บริเวณ คือ  
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1) Long control region (LCR) หรือ upstream regulatory region (URR) เป็นบริเวณที่
ไม่สามารถถอดรหัสให้โปรตีน ใช้เป็นจุดเริ่มต้นของการจ าลองตัวเอง และเป็นที่จับกับ โปรตีน 
ทรานสคริปชันแฟกเตอร์หลาย ๆชนิด 

2) Early regions เป็นยีนส่วนที่จะแสดงออกในช่วงแรกของการเพิ่มจ านวนไวรัส ซึ่งประกอบ
ไปด้วยยีน E1, E2, E4, E5, E6 และ E7 โดยที่แต่ละยีนมีหน้าที่ส าคัญดังนี้ 

-E1 ท าหน้าที่เก่ียวกับการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอของไวรัส  
-E2 ท าหน้าที่เกี่ยวกับการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอของไวรัสและควบคุมการถอดรหัส 

รวมไปถึงควบคุมการแสดงออกของยีน E6 และ E7 
-E4 ยีนส่วนนี้ยังไม่ทราบหน้าที่หลักแน่ชัด แต่อาจเป็นไปได้ในการช่วยสร้างเอ็มอาร์

เอ็นเอให้มีเสถียรภาพมากขึ้น และคาดว่าเป็นตัวควบคุมให้ไวรัสออกจากเซลล์ 
-E5 ท าหน้าที่กระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ และช่วยเพ่ิม immortalization 

ของเซลล์ โดยยับยั้งการแสดงออกของยีนต้านมะเร็ง p21 ซึ่งจะส่งผลกระทบ
ต่อวัฏจักรของเซลล์ 

-E6 ท าหน้าที่ยับยั้งการท างานของโปรตีน p53 ผ่านกระบวนการ Ubiquitination 
ซึ่ ง โปรตีน p53 เป็นโปรตีนที่ เกี่ยวข้องกับกระบวนการตายของเซลล์  
(apoptosis)  

-E7 ท าหน้าที่รบกวนการจับกันของโปรตีน pRb และทรานสคริปชันแฟกเตอร์ E2F 
ส่งผลให้ทรานสคริปชันแฟกเตอร์ E2F สามารถควบคุมการแสดงออกของยีน
ตลอดเวลา 

3) Late regions เป็นยีนส่วนที่แสดงออกในช่วงหลังของการเพ่ิมจ านวนไวรัส ประกอบไป
ด้วยยีน L1 และ L2 

-L1 ท าหน้าที่ในการสร้างโปรตีนเปลือกหุ้มดีเอ็นเอ (capsid) และช่วยในขั้นตอนการ
เปลี่ยนแปลง mRNA splicing และการถอดรหัส ซึ่งโปรตีน L1 นี้สามารถ
น ามาใช้ประโยชน์ในทางการแพทย์ 2 ประการ คือ ใช้ในการตรวจระบุสาย
พันธุ์ (genotyping) ของเอชพีวี ซึ่งจะตรวจล าดับดีเอ็นเอในยีน L1 ที่แตกต่าง
กัน และใช้ในการผลิดวัคซีนซึ่งเป็น virus like particle ที่เกิดจากการรวมตัว
กันเอง (self assemble) ของโปรตีน L1 เมื่อผลิตขึ้นจ านวนมาก 

  -L2 ท าหน้าที่ในการสร้างโปรตีนเปลือกหุ้มดีเอ็นเอร่วมกับยีน L1  
(Danos, Katinka and Yaniv, 1982) 
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วงจรชีวิตของเอชพีวี 

 การติดเชื้อเอชพีวีจะติดเชื้อบริเวณเซลล์ชั้น basal ของเยื่อปุปากมดลูกผ่านรอยถลอกหรือ
รอยแผลขณะมีเพศสัมพันธ์ เอชพีวีสามารถเพ่ิมจ านวนได้ถึงหลายพันส าเนาใน  1 เซลล์ในบริเวณ 
transformation zone ของปากมดลูก โปรตีน L1 และ L2 จะสร้าง capsid มาหุ้ม Early protein 
ที่มีการแสดงออกในช่วงแรกของการเพ่ิมจ านวนเอชพีวี ซึ่งการประกอบตัวเชื้อจะเกิดขึ้นในเซลล์ชั้น
บนซึ่งจะหลุดออกและปล่อยเชื้อไปยังบริเวณข้างเคียง 
 การแสดงออกของยีนเอชพีวีจะแสดงออกในเนื้อเยื่อบุผิว (squamous cells) หรือเซลล์ที่จะ
กลายเป็นเนื้อเยื่อบุ โดยระยะเวลาตั้งแต่การติดเอชพีวีจนกระทั่งเชื้อถูกปล่อยออกมาติดต่อเซลล์
บริเวณใกล้เคียงใช้เวลาประมาณ 3 สัปดาห์ ซึ่งเป็นระยะเวลาที่ basal cells มีการเจริญเติบโต 
(differentiation) ครบและหลุดออกมา (Villa, 2006) 

 
รูปที่ 3 วงจรชีพของเอชพีวี และการติดเชื้อบริเวณเยื่อปุปากมดลูก 

(Moody and Laimins, 2010) ได้รับอนุญาตจากผู้แต่ง 
 

บทบทบาทในการก่อมะเร็งของยีนในเอชพีวี 

มะเร็งปากมดลูกส่วนใหญ่เกิดจากการติดเอชพีวีไทป์ 16 และ 18 ซึ่งมีรูปแบบการติดเชื้ออยู่ 
2 รูปแบบ คือ เอชพีวีในรูปแบบจีโนมอิสระ (episomal form) และเอชพีวีในรูปแบบที่จีโนมเป็นแบบ
เส้นตรง (integration form) ซึ่งสามารถแทรกเข้าสู่ดีเอ็นเอของเซลล์เจ้าบ้าน ในการติดเชื้อระยะแรก
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เอชพีวีจะเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านในรูปแบบของจีโนมอิสระ เมื่อเข้าสู่นิวเคลียสของเซลล์เจ้าบ้าน ดีเอ็นเอ
ของเชื้อจะท าการจ าลองดีเอ็นเอไปพร้อมกับดีเอ็นเอของเจ้าบ้านท าให้เกิดการแสดงออกของ early 
genes โดยมีการสร้างโปรตีนซึ่งประกอบไปด้วยโปรตีน E1, E2, E4, E5, E6 และ E7 โปรตีน E1 และ
โปรตีน E2 จะกระตุ้นให้เกิดการจ าลองดีเอ็นเอ ท าให้จ านวนดีเอ็นเอของไวรัสในเซลล์เจ้าบ้านเพ่ิมข้ึน 
ขณะทีโ่ปรตีน E4 จะมีการแสดงออกกระตุ้นให้ไวรัสอยู่ในระยะแบ่งตัว โปรตีน E5 จะกระตุ้นการสร้าง 
growth factor โปรตีน E6 และโปรตีน E7 จะท าหน้าที่ในการยับยั้งการแสดงออกของยีนเจ้าบ้าน ท า
ให้เซลล์ของเจ้าบ้านเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง หลังจากนั้นโปรตีน L1 และ L2 ของเอชพีวีจะ
แสดงออกโดยท าหน้าที่กระตุ้นการสร้างโปรตีนห่อหุ้มดีเอ็นเอของไวรัส (Stanley, Pett and 
Coleman, 2007) เมื่อเซลล์ของเจ้าบ้านอยู่ในระยะมะเร็งเต็มขั้น ดีเอ็นเอของไวรัสจะอยู่ในรูปแบบ
เส้นตรงซึ่งจะไปแทรกอยู่กับดีเอ็นเอของเจ้าบ้านส่ง การที่ยีนของไวรัสอยู่ในรูปแบบเส้นตรงนี้จะมีผล
ท าให้ต าแหน่งระหว่างยีน E1 และ E2 เกิดการขาดหายไปหลังจากแทรกจีโนมเข้าสู่ดีเอ็นเอเจ้าบ้าน 
ท าให้ยีน E2 สูญเสียหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีน E6 และ E7 เป็นผลให้ยีน E6 และ E7 เกิด
การแสดงออกท่ีมากกว่าปกติ (Goon et al., 2009)  

ยีน E6 และ E7 มีบทบาทส าคัญต่อกระบวนการก่อมะเร็ง พบว่ามีการถอดรหัสของยีน  E6 
และ E7 เสมอในมะเร็งปากมดลูก โดยที่ โปรตีน E6 มีบทบาทในการยับยั้งการท างานของโปรตีนต้าน
มะเร็ง p53 โดยกดการท างานผ่านกระบวนการ Ubiquitin pathway ท าให้เซลล์ไม่ตายตามก าหนด 
(Scheffner et al., 1990; Mantovani and Banks, 2001) ซึ่งในการยับยั้งการท างานของโปรตีน 
p53 โปรตีน E6 ของเอชพีวีต้องอาศัยโปรตีน E6-associated (E6 AP) เพ่ือควบคุมการท างานของ
โปรตีน p53 ซึ่งจะท าให้ระยะครึ่งชีวิตของโปรตีน p53 สั้นลง ส่งผลให้ระดับการท างานของโปรตีน 
p53 ลดลงไปด้วย โดยปกติแล้วโปรตีน p53 เป็นโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ที่ควบคุมวัฏจักรของ
เซลล์ (cell cycle) มีหน้าที่เป็นโปรตีนต้านมะเร็ง และโปรตีน E6 ยังไปลดการแสดงออกของโปรตีน 
BAK ซึ่งเป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการตายของเซลล์ (apoptosis) นอกจากนี้โปรตีน E6 ยังสามารถ
กระตุ้นการท างานของเอนไซม์ telomerase ของเซลล์ที่ก าลังพัฒนา ซึ่งเอนไซม์ telomerase เป็น
เอนไซม์ที่ช่วยยับยั้งการหดสั้นของเทโลเมียร์ (telomere) ในโครโมโซมขณะที่มีการเพ่ิมจ านวนของ
เซลล์ ซึ่งการหดสั้นของเทโลเมียร์มีผลต่ออายุของเซลล์ท าให้เซลล์ที่ติดเอชพีวีมีชีวิตที่ยืนยาว 
(Werness, Levine and Howley, 1990) ส่วนโปรตีน E7 เป็นยีนก่อมะเร็ง (oncogene) หลักของ
เอชพีวี โดยที่โปรตีน E7 จะไปจับกับโปรตีน retinoblastoma (pRb) ซึ่งเป็นยีนต้านมะเร็งที่ควบคุม
การเพ่ิมจ านวนของเซลล์ ซึ่งเซลล์ที่มีการติดเอชพีวีเป็นระยะเวลานานจึงมีการแบ่งตัวของเซลล์อย่าง
ต่อเนื่องจนไม่สามารถควบคุมการแบ่งตัวของเซลล์ได้ท าให้กลายเป็นก้อนมะเร็งในที่สุด  (Boyer, 
Wazer and Band, 1996) กล่าวคือ โปรตีน E7 ของไวรัสจะไปรบกวนจับกับโปรตีน pRb และ
โปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ E2F ของเจ้าบ้าน ท าให้โปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ E2F เป็น
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อิสระ ส่งผลให้มีการท างานโปรตีน p16 ที่เพ่ิมข้ึน ทั้งนี้โปรตีน E7 ยังกระตุ้นการท างานของ cyclin A 
และ E และยังลดการท างานของโปรตีน p21 และ27 อีกด้วย 

 
รูปที่ 4 โครงสร้างจีโนมของเอชพีวี 

(Munoz et al., 2006) ได้รับอนุญาตจากผู้แต่ง 

 
รูปที่ 5 การท างานของยีน E6 ของเอชพีวี 

(Ghittoni et al., 2010)ได้รับอนุญาตจากผู้แต่ง 
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รูปที่ 6 การท างานของยีน E7 ของเอชพีวี 

(Ghittoni et al., 2010)ได้รับอนุญาตจากผู้แต่ง 
 
โครงสร้างของโปรตีนอี7 ของเอชพีวี 

 ยีน E7 ของเอชพีวีเมื่อท าการแปลรหัสจะได้กรดอะมิโนประมาณ 100 ตัว ซึ่งในเอชพีวีไทป์ 
16 จะแปลรหัสได้กรดอะมิโน 98 ตัว ประกอบไปด้วยต าแหน่งใหญ่ๆที่ส าคัญ 3 ต าแหน่ง คือNH2-
terminal CR1 domain, CR2 region และ  COOH-terminal CR3 domain ซึ่ ง บ ริ เ วณ  NH2-
terminal CR1 domain เป็นบริเวณที่จ าเป็นส าหรับการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์และเกี่ยวข้อง
กับการย่อยท าลายโปรตีน pRB (pRB degradation) แต่ไม่ได้เกี่ยวข้องกับการจับกับโปรตีน pRB 
โดยตรง บริเวณ CR2 region เป็นบริเวณท่ีมีการจับกับโปรตีน pRB (pRB binding), core sequence 
LXCXE และ  casein kinase II phosphorylation site (CKII) และ ในบริ เ วณสุ ดท้ า ย  COOH-
terminal CR3 domain จะเป็นบริเวณของ zinc finger ที่เป็นต าแหน่งที่โปรตีนมีการจับกันกับ 
ดีเอ็นเอ (DNA-binding protein) ที่มี CXXC motif 2 หน่วยซ้ า ซึ่งบริเวณนี้เองเป็นต าแหน่งที่มี
ความสัมพันธ์กับโปรตีน pRB และการจับกับโปรตีนตัวอ่ืน ๆ (Hebner and Laimins, 2006)  

 
รูปที่ 7 โครงสร้างของโปรตีน E7 

(Ghittoni et al., 2010) ได้รับอนุญาตจากผู้แต่ง 
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มีการศึกษารายงานว่าโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 สามารถจับกับเอนไซม์ DNA 
methyltransferase (DNMT1) ที่ต าแหน่ง COOH-terminal CR3 domain และส่งผลให้กิจกรรม
ของเอมไซม์สูงขึ้น (Burgers et al., 2007) ซึ่งเอนไซม์ DNMT1 มีความส าคัญในการเกิดเมทิลเลชัน
บริเวณโพรโมเตอร์ของยีนต่าง ๆ จนน าไปสู่การเกิดโรคมะเร็ง เช่น การเกิดเมทิลเลชันบริเวณ 
โพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ในโรคมะเร็งโพรงหลังจมูก และมะเร็งศีรษะและคอ (Sriuranpong et 
al., 2004; Tokumaru et al., 2004) นอกจากนี้ยังพบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 
CCNA1 ในมะเร็งปากมดลูกมากถึงร้อยละ 93 (Kitkumthorn et al., 2006) ซึ่งเกิดจากการติดเชื้อ
เอชพีวีไทป์ 16 แบบ integration (Yanatatsaneejit, Mutirangura and Kitkumthorn, 2011) 
ส่งผลให้เกิดการชักน าการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 โดยการจับกันระหว่าง
โปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 กับเอนไซม์ DNMT1 (Chalertpet et al., 2015) ซึ่งกลไกการเกิด
เมทิลเลชันนี้เป็นหนึ่งในกลไกระดับเหนือพันธุกรรม (epigenetics) 
 
กลไกระดับเหนือพันธุกรรม (Epigenetics) 

 ในช่วงต้นทศวรรษที่ 1940 Conrad Waddington นักชีววิทยาชาวอังกฤษได้ให้ค านิยามของ
กลไกระดับเหนือพันธุกรรม ว่าเป็นศาสตร์ของสาขาชีววิทยาที่ศึกษาอันตรกิริยาระหว่างยีนกับผลผลิต
ของยีนซึ่งส่งผลให้เกิดแสดงออกทางฟีโนไทป์ในสิ่งมีชีวิต (Waddington, 2012) ในความหมายเดิม
ของกลไกเหนือพันธุกรรมนี้ได้อ้างถึงวิถีทางโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับการแสดงออกอย่างต่อเนื่องของ  
จีโนไทป์จนส่งผลไปยังการแสดงออกทางฟีโนไทป์ และในปีต่อ ๆ มาบวกกับความเจริญก้าวหน้าอย่าง
รวดเร็วทางด้านพันธุศาสตร์ส่งผลให้นิยามความหมายของค าว่ากลไกระดับเหรือพันธุกรรมเริ่มจ ากัด
ให้แคบลง ปัจจุบันนิยามของกลไกระดับเหนือพันธุกรรมให้ค าจ ากัดความว่าเป็นการศึกษาเกี่ยวกับ
การเปลี่ยนแปลงการท างานของยีนที่มีการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมโดยไม่ส่งผลให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงล าดับดีเอ็นเอ (Dupont, Armant and Brenner, 2009) 

กลไกระดับเหนือพันธุกรรมสามารถจ าแนกได้ 3. ระบบ ได้แก่  
1) การเติมหมู่เมทิลบนดีเอ็นเอ(DNA methylation)  
2) การดัดแปลงโครงสร้างของโปรตีนฮิสโตน (Histone modification)  
3) การแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ (micro RNA หรือ miRNA) 

ซึ่งในงานวิจัยฉบับนี้มุ่งเน้นการศึกษากลไกระดับเหนือพันธุกรรมในรูปแบบดีเอ็นเอเมทิลเลชัน 
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ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (DNA methylation) 

ดีเอ็นเอเมทิลเลชันเป็นการดัดแปลงทางพันธะโควาเลนต์โดยการเติมหมู่เมทิล  (-CH3) ที่
คาร์บอนต าแหน่งที่ 5 ของเบสไซโทซีน (cytosine: C) ที่อยู่ร่วมกับเบสกัวนีน (guanine; G) หรือที่
เรียกว่า CpG dinucleotides โดยอาศัยการท างานของเอนไซม์ดีเอ็นเอเมทิลทรานสเฟอเรส (DNA 
methyltransferase; DNMT) ซึ่งจะเคลื่อนย้ายหมู่เมทิลจาก S-adenosyl-methionine (SAM) ได้
เป็น  5-เมทิลไซโทซีน  (5-methyl cytosine) และ  S-adenosyl homocysteine (SAH)  และใน
ปัจจุบันยังพบว่ายังมีดีเอ็นเอเมทิลเลชันของเบสไซโทซีนที่ไม่ใช่  CpG dinucleotides ซึ่งจะพบใน
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ เป็น  CpHpG และ CpHpH โดยที่  H คือ เบสอะดินี (adenine; A), ไทมีน 
(thymine; T) รวมไปถึงเบสไซโตซีน (cytosine; C) ส่วนใหญ่สามารถพบในเซลล์ต้นก าเนิดของตัว
อ่อน (embryonic stem cell) (Lister et al., 2009) 
 

 
รูปที่ 8 การเติมหมู่เมทิลบนเบสไซโตซีน 

(Zhong, Agha and Baccarelli, 2016) ไดร้ับอนุญาตจากผู้แต่ง 
 

ในมนุษย์มีเอนไซม์ DNMT ที่ส าคัญโดยแบ่งออกเป็น 3 ชนิด ได้แก่ DNMT1, DNMT3a และ 
DNMT3b ในขณะที่มีการจ าลองสายดีเอ็นเอ (DNA replication) เอนไซม์ DNMT1 จะท าหน้าที่รักษา
รูปแบบของดีเอ็นเอเมทิลเลชันให้เหมือนกับของสายดีเอ็นเอแม่แบบ ดังนั้นเอนไซม์ DNMT1 จึงเป็น 
maintenance methyltransferase และในขณะที่เอนไซม์ DNMT3a และ DNMT3b ท าหน้าที่เติม
หมู่เมทิลให้กับสายดีเอ็นเอที่สูญเสียหมู่เมทิลไปในระหว่างกระบวนการจ าลองดีเอ็นเอดังนั้น DNMT3a 
และ DNMT3b จึงจัดเป็น de-novo methyltransferase (Pradhan and Esteve, 2003)  
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ในจีโนมของมนุษย์พบ CpG dinucleotides ค่อนข้างหนาแน่นในบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 
ซึ่งบริเวณท่ีพบ CpG dinucleotides หนาแน่น เรียกว่า CpG island ในเซลล์ปกติ CpG island ของ
ยีนจะไม่มีการเกิดเมทิลเลชัน (unmethylation) แต ่CpG dinucleotides ในบริเวณอ่ืนในจีมโนมจะ
ถูกเมทิลเลชัน ซึ่งเรียกว่า โกลบอลไฮเปอร์เมทิลเลชัน (global hypermethylation) และในทาง
ตรงกันข้ามกับเซลล์มะเร็งจะพบดีเอ็นเอเมทิลเลชันสูงบริเวณ CpG-island ที่อยู่ในโพรโมเตอร์ของยีน 
เรียกว่า โพรโมเตอร์ไฮเปอร์เมทิลเลชัน (promoter hypermethylation) แต่กลับพบว่ามีการลดหรือ
สูญเสียสภาวะเมทิลเลชันในจีโนมบริเวณอ่ืนไปจึงเรียกว่า  โกลบอลไฮโปเมทิลเลชัน (global 
hypomethylation) (Sharma, Kelly and Jones, 2010) 

ปฏิกิริยา deamination เป็นปฏิกิริยาที่มีการน าเอาหมู่เอมีนออก ซึ่ง5-เมทิลไซโตซีนสามารถ
น าหมู่เอมีนออกได้ด้วยตัวเอง เรียกว่า spontaneous deamination เมื่อ5-เมทิลไซโตซีนมีการน าหมู่
เอมีนออกจะกลายเป็นเบสไทมีน ส าหรับเบสไซโตซีนที่ ไม่ถูกเติมหมู่ เมทิล เมื่อมีการเกิด 
spontaneous deamination เบสไซโตซีนจะถูกเปลี่ยนกลายเป็นเบสยูราซิล เมื่อเกิดกระบวนการ
ตรวจสอบดีเอ็นเอ เอนไซม์ DNA-uracil glycosylase ซึ่งมีหน้าที่ป้องกันการกลายของดีเอ็นเอโดยจะ
ท าหน้าที่ก าจัดเบสยูราซิลโดยการตัดพันธะ N-glycosylic แล้วท าการซ่อมแซม ซึ่งเอนไซม์ DNA-
uracil glycosylase จะไม่สามารถตรวจพบความผิดปกติจาก 5-เมทิลไซโตซีนที่เปลี่ยนเป็นเบสไทมีน
เมื่อเกิด spontaneous deaminatioได้ ดังนั้นจึงน าไปสู่การกลายของเบสเบสไซโตซีนเป็นเบสไทมีน 
(Coulondre et al., 1978) 

 
รูปที่ 9 Deamination ของเบสไซโตซีน และ5-เมทิลไซโตซีน 
(Ozfirat and Korbonits, 2010) ได้รับอนุญาตจากผู้แต่ง 
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ภาวะโพรโมเตอร์ไฮเปอร์เมทิลเลชันมีบทบาทส าคัญซึ่งเกี่ยวข้องกับการยับยั้งการถอดรหัส
ของยีน  (transcriptional silencing) ส่งผลท าให้ยีนไม่มีการแสดงออก (gene silencing) โดย
กระบวนการเมทิลเลชันจะเป็นกระบวนการกระตุ้นโปรตีนที่ท าหน้าที่ยับยั้งการถอดรหัสของยีนที่
จ าเพาะ (specific gene repressor) โดยเฉพาะ methyl-CpG-binding proteins (MBD1, MBD2, 
MBD3, MeCP2 และ KAISO) เข้ามาจับที่ต าแหน่ง 5-methyl cytosine ซึ่งจะเป็นการขัดขวาง
โปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์เพ่ือไม่ให้เข้าไปจับที่บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน นอกจากนี้ methyl-
CpG-binding proteins ยังกระตุ้นและชักน าให้เอนไซม์ histone deacetylase (HDAC) ซึ่งท าให้
เกิดการดัดแปลงโปรตีนฮิสโตน รวมทั้งกลุ่มโปรตีน NuRD และ Sin3a complex ที่ท าหน้าที่เกี่ยวกับ
การจัดโครงสร้างของโครมาทิน (chromatin remodeling) ส่งผลให้โครมาทินอยู่ในสภาวะถูกยับยั้ง
กระบวนการถอดรหัส (transcriptional repressive status) (Sriraksa and Limpaiboon, 2012)
ซึ่งมีการศึกษาพบว่าโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 เมื่อจับกับเอนไซม์ DNMT1 ส่งผลท าให้เกิด
การลดระดับการท างานของโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ จนน าไปสู่การลดระดับการแสดงออก
ของยีน E-cadherin ซึ่งการลดการแสดงออกของยีน E-cadherin นี้ไม่ได้เกิดจากกระบวนการ 
เมทิลเลชันที่บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน แต่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของโครมาทิน 
(Laurson et al., 2010) อาจกล่าวได้ว่ามี 2 กลไกที่เกี่ยวข้องในการยับยั้งการถอกรหัสของยีนผ่าน
การเติมหมู่เมทิลบนสายดีเอ็นเอ ได้แก่ 

1) การเติมหมู่เมทิลบนดีเอ็นเอจะส่งผลให้โปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ไม่

สามารถมาจับบริเวณท่ีต้องการได้ 

2) ดีเอ็นเอที่มีการเติมหมู่เมทิลจะส่งผลให้โปรตีนที่จ าเพาะต่อ methylted-CpG 

ซึ่งได้แก่เอนไซม์ HDAC, กลุ่มโปรตีน NuRD และ Sin3a complex ส่งผลให้

เกิดการยับยั้งการถอดรหัสโดยการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของโครมาทิน 

(chromatin remodeling) 

จากหลาย ๆ งานวิจัยที่ศึกษาอันตรกิริยาระหว่างโปรตีน (protein-protein interaction) 
พบว่าโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีสามารถจับกับโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ชนิดต่าง ๆ เช่น SP1 
(Gloss and Bernard, 1990), AP1 (Thierry et al., 1992), HMGI/Y (Bouallaga et al., 2000), 
GRE, NF1, YY1, Oct-1 และ C/EBP (Hoppe-Seyler and Butz, 1994) เป็นต้น  ซึ่ งการมี อันตร
กิริยาระหว่างโปรตีนนี้ส่งผลให้เกิดการเป็นมะเร็งปากมดลูกในที่สุด 
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อันตรกิริยาระหว่างโปรตีน (Protein-protein interaction) 

อันตรกิริยาระหว่างโปรตีน คือการมีปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนตั้งแต่สองชนิดขึ้นไป ซึ่งมี
ความส าคัญต่อกระบวนการเกือบทุกขั้นตอนภายในเซลล์ไม่ว่าจะเป็นการด าเนินไปของวงจรชีวิตของ
เซลล์ (cell cycle progression) การถ่ายโอนสัญญาณ (signal transduction) และกระบวนการเผา
ผลาญอาหาร (metabolism) (De Las Rivas and Fontanillo, 2010) 

ปัจจุบันมีโรคจ านวนมากเป็นผลมาจากการมีปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนของเจ้าบ้านที่ผิดปกติ
ไป หรือการมีปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนของเจ้าบ้านกับโปรตีนภายนอกที่มาจากเชื้อโรค ซึ่งการมี
ปฏิสัมพันธ์เหล่านี้อาจส่งผลให้เกิดความผิดปกติและส่งผลให้เกิดโรคได้ในที่สุดอย่างเช่นโรคมะเร็ ง ใน
ปัจจุบันมีการศึกษาอันตรกิริยาระหว่างโปรตีนเป็นจ านวนมากเพ่ือการค้นหากลไกการเกิดโรค และ
ศึกษาเพ่ือหาแนวทางการบ าบัดการรักษาโรค 

เทคนิคที่ใช้ในการศึกษาอันตรกิริยาระหว่างโปรตีน เช่นการท า co-immuno precipitation 
โดยใช้วิธี western blot ตรวจติดตามโปรตีนที่สนใจ แต่ถ้าหากเป็นโปรตีนที่ไม่ทราบสามารถน า
เทคนิค co-immuno precipitation มาใช้ร่วมกับโปรตีโอมิกส์เพ่ือช่วยระบุชนิดของโปรตีนได ้

 
การศึกษาเกี่ยวกับโปรตีน (Proteomics) 

ในปี ค.ศ. 1994 นักชีวสารสนเทศศาสตร์ ชาวออสเตรเลีย ชื่อว่า มาร์ค วิลกินส์ (Marc 
Wilkins) ได้เสนอค าว่าโปรตีโอมิกส์ (proteomics) เป็นครั้งแรกโดยให้ค าจ ากัดความว่าเป็นการศึกษา
โปรตีนทุกชนิดที่เป็นผลผลิตจากยีน โดยเป็นศึกษาทั้งโครงสร้าง การท างานภาวะและบริเวณที่พบ
โปรตีนเหล่านั้น รวมไปถึงการศึกษาถึงความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนชนิดต่าง ๆ ในวิถีการสร้างและ
สลายสารเคมีที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ ซึ่งมีการใช้เทคนิคจ าเพาะต่อการแยกโปรตีนชนิดต่าง ๆ ออกจาก
กัน จากนั้นน ามาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลโปรตีน ซึ่งท าให้ทราบชนิดของโปรตีนที่สร้างขึ้นภายใน
เซลล์ (Wilkins, 2009) ในปัจจุบันโปรตีโอมิกส์มีความส าคัญทางการแพทย์เป็นอย่างมาก หนึ่งใน
การศึกษาทางด้านโปรตีโอมิกส์ที่ได้รับความสนใจนั้นก็คือการศึกษาถึงความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน
ของไวรัสและโปรตีนของเจ้าบ้าน (virus-host protein- protein interaction)  
 ในปัจจุบันมีการศึกษาถึงความสัมพันธ์ของโปรตีน E6 และ E7 ของเชื้อเอชพีวีกับโปรตีนของ
เจ้าบ้านเป็นจ านวนมากเพ่ือที่จะท าให้ได้ทราบถึงกลไกที่จะส่งผลให้เกิดการเป็นมะเร็งปากมดลูก 
ดังเช่น การพบความสัมพันธ์ของโปรตีน E7ของเอชพีวีไทป์ 16 กับเอนไซม์ DNMT1 ที่ส่งผลให้เกิด
การเมทิลชันที่บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 (Chalertpet et al., 2015) ดังที่ได้กล่าวมาแล้ว
ข้างต้น รวมไปถึงกลไกการหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกันซึ่งเกิดจากการมีปฏิสัมพันธ์ระหว่าง โปรตีน E7 
ของเอชพีวีไทป์ 16 กับโปรตีน p48 ซึ่งส่งผลให้เกิดการสูญเสียการถอดรหัสของยีน interferon-
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stimulated gene factor 3 (ISGF3) (Barnard and McMillan, 1999) เป็นต้น และในการศึกษา
ความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนมีเทคนิคหลาย ๆเทคนิคที่น ามาประยุกต์เข้าด้วยกันเพ่ือน ามาใช้ใน
การศึกษา เช่น การตกตะกอนโปรตีน (protein precipitation), การใช้อิเล็กโทรโฟรีซิสหนึ่งมิติ (1-
dimensional electrophoresis) ในการแยกขนาดโปรตีน, การตรวจติดตามโปรตีน (western blot) 
และการใช้แมสสเปกโทรเมทรี  (mass spectrometry) ในการจ าแนกโปรตีนโดยดูจากล าดับ 
กรดอะมิโน เป็นต้น 

  
การตกตะกอนโปรตีน (protein precipitation) 

 การตกตะกอนโปรตีนเป็นเทคนิคการดึงโปรตีนที่ต้องการในหลอดทดลองเพ่ือน ามาศึกษา
คุณสมบัติของโปรตีน หรือศึกษาการมีอันตรกิริยาระหว่างโปรตีน ซึ่งวิธีการตกตะกอนโปรตีนมีหลาย
วิธีการด้วยกันขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์ท่ีจะศึกษา  

การตกตะกอนโปรตีนโดยการใช้ Ni-NTA agarose beads (nickel-nitrilotriacetic acid) 
เป็นการดึงโปรตีนลูกผสมที่ถูกแสดงออกในเซลล์เพาะเลี้ยงจากดีเอ็นเอพาหะที่ถูกติดตัวติดตามด้วย 
กรดอะมิโนฮิสทิดีนหกตัว (6x histidine tag) ซึ่งสามารถท าให้โปรตีนบริสุทธิ์โดยใช้เรซินที่มีไอออน 
นิ เกิล (Na2+) ที่ถูกตึงไว้กับกรดไนตริ โลไตรอะซิติก  (Nitrilotriacetic acid; NTA) ด้วยพันธะ 
โควาเลนต์เทคนิคนี้ เรียกว่า metal-chelate  affinity chromatography (MCAC) โดยที่โปรตีน
ลูกผสมที่มีกรดอะมิโนฮิสทิดีนหกตัวเป็นตัวติดตามจะถูกท าให้บริสุทธิ์ด้วยหลักการโครมาโทกราฟี 
โดยการเปลี่ยนถ่ายไอออนนิเกิลที่ถูกตรึงบนเมทริกซ์กับสายกรดอะมิโนฮิสทิดีน (Petty, 2001) 

 
รูปที่ 10 การจับกันระหว่าง Ni-NTA และ polyhistidine tag 

แ ห ล่ ง ที่ ม า  https://www.intechopen.com/books/affinity-chromatography/affinity-chromatography-
principles-and-applications 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 23 

Immuno precipitation เป็นเทคนิคที่ใช้หลักการการจับกันของแอนติเจนแอนติบอดี 
(antigen-antibody complex) ซ่ึงโปรตีนที่ต้องการถูกดึงให้ตกตะกอนโดยใช้แอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ
แอนติเจนนั้น ๆ ซึ่งแอนติบอดีที่จ าเพาะจะถูกน ามาผูกติดกับเมทริกซ์ เช่น โปรตีน A (Protein A) 
หรือโปรตีน G (Protein G) (Bonifacino and Dell'Angelica, 2001) วิธีการตกตะกอนโปรตีนด้วย
วิธีนี้สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบโปรตีนที่มีอันตรกิริยากับโปรตีนที่ถูกตกลงมาด้วย
แอนติบอดีท่ีจ าเพาะนั้น ๆ ได้ด้วย ซึ่งเรียกวิธีนี้ว่า Co-immuno precipitation 

 
รูปที่ 11 การตกตะกอนโปรตีนโดยการใช้แอนติบอดีจ าเพาะ (Immuno precipitation) 

 
Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

SDS-PAGE เป็นเทคนิคการแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าโดยอาศัยการเคลื่อนที่ของอนุภาคท่ี
มีประจุไฟฟ้าในสนามไฟฟ้า สาร SDS (sodium dodecyl sulfate) ซึ่งมีประจุเป็นลบเมื่อไปเกาะกับ
โปรตีนจะท าให้โปรตีนทั้งหมดมีประจุเป็นลบ และนอกจากนี้ยังท าให้โปรตีนเสียเสียสภาพ เปลี่ยน
โครงสร้างจากตติยภูมิ (tertiary structure) ไปเป็นโครงสร้างปฐมภูมิ (primary structure) โปรตีนที่
ประกอบด้วยหน่วยหลายหน่วยเกาะกันอยู่ก็จะแยกออกเป็นแต่ละหน่วยย่อย การเคลื่อนที่ใน
สนามไฟฟ้าของโปรตีนจึงเป็นการเคลื่อนที่โดยอาศัยความแตกต่างของมวลโมเลกุลของแต่ละโปรตีน 
ซึ่งโปรตีนจะเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าจากขั้วลบไปยังขั้วบวก ซึ่งสามารถประมาณน้ าหนักของโปรตีน
เทียบกับโปรตีนมาตรฐานที่ทราบน้ าหนักแล้ว ซึ่งการแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้านิยมใช้เจล 
พอลิอะคริลาไมด์ (polyacrylamide gel) โดยเจลพอลีอะคริลาไมด์สามารถเตรียมได้จากปฏิกิริยา 
พอลิ เมอร์ไรเซชัน (polymerization) เชื่อมต่อกันของอะคริลาไมด์โมโนเมอร์  (acrylamide 
monomer) โดยมี N, N’-methylene-bis acrylamide เป็นตัวเชื่อมให้เป็นพอลิเมอร์ด้วยพันธะ 
โควาเลนต์ซึ่งมีตัวเร่งปฏิกิริยาเป็นแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (ammonium persulfate) และ TEMED  
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(N, N, N’, N’-tetramethylthylenediamine) เจลที่เกิดขึ้นจะมีลักษณะเป็นตาข่ายที่มีรูพรุน ซึ่งมี
ขนาดต่าง ๆ ขึ้นอยู่กับเปอร์เซ็นต์ของอะคริลาไมด์และเปอร์เซ็นต์ของบิสอะคริลาไมด์ (bis 
acrylamide) โดยที่เปอร์เซ็นต์เจลสูงได้จะได้ขนาดของรูพรุนที่มีขนาดเล็กเหมาะกับการใช้วิเคราะห์
โปรตีนที่มีมวลโมเลกุลน้อย ในทางตรงกันข้ามถ้าหากใช้เปอร์เซ็นต์เจลต่ าได้จะได้ขนาดของรูพรุนที่มี
ขนาดใหญ่เหมาะกับการใช้วิเคราะห์โปรตีนที่มีมวลโมเลกุลมาก ซึ่งในการวิเคราะห์โปรตีนด้วย SDS-
PAGE โปรตีนจะถูกท าให้เสียสภาพด้วยสาร SDS และสารประเภทไทออล (thiol) เป็นองค์ประกอบ 
โดยการผ่านความร้อนที่ 95 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ถึง 5 นาที เพ่ือท าลายพันธะไดซัลไฟต์ 
ระหว่างหน่วยย่อยของโปรตีน (Haqqani, Kelly and Stanimirovic, 2008) ซึ่งโดยทั่วไปโปรตีนที่มี
น้ าหนักมวลโมเลกุลมากจะเคลื่อนที่ได้ช้ากว่าโปรตีนที่มีมวลโมลกุลน้อย 

 
รูปที่ 12 การเข้าจับของสาร SDS กับโปรตีนส่งผลให้โปรตีนเป็นเส้นตรงและมีประจุเป็นลบ 

แหล่งที่มา: https://www.biologyexams4u.com/2014/07/function-of-sds-in-dna-extraction-and.html 
 

Western blot 

 Western blot หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งว่า Immunoblot เป็นเทคนิคที่ใช้ในการศึกษาวิจัยเพ่ือ
ตรวจสอบระบุโปรตีนที่สนใจ ซึ่งหลังจากท าการแยกขนาดของโปรตีนตามมวลโมเลกุลด้วยวิธี
เจลอิเล็กโตรโฟรีซิสแล้ว โปรตีนที่อยู่บนเจลจะถูกถ่ายโอนมายังแผ่นเมมเบรนที่มีประจุบวกเช่น ไนโตร
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เซลลูโลส nitrocellulose หรือโพลิไวนิลลิดีนฟลูออไรด์ (polyvinylidene fluoride; PVDF) ใน
ปัจจุบันมีวิธีการย้ายโปรตีน 3 แบบคือ wet tank transfer เป็นการย้ายโดยอาศัยบัฟเฟอร์ ซึ่งวิธี
ค่อนข้างใช้สารละลายบัฟเฟอร์มากและใช้เวลานานในการย้ายโปรตีน วิธีที่สอง semi-dry transfer 
เป็นวิธีนิยมใช้ในปัจจุบันเนื่องมาจากใช้บัฟเฟอร์ในปริมาณที่ไม่มากเท่ากับวิธี  wet tank transfer 
และสามารถท าการย้ายโปรตีนไปยังแผ่นเมมเบรนได้หลายแผ่นในเวลาเดียวกัน รวมถึงสามารถย้าย
โปรตีนจากเจลสู่เมมเบรนได้เกือบร้อยละ 100 และวิธีที่สามเป็นการย้ายแบบ dry bufferless 
transfer เป็นการย้ายโปรตีนโดยที่ ไม่ต้องใช้สารละลายบัฟเฟอร์และใช้เวลาน้อย ท าให้ลด
กระบวนการเตรียมสารต่าง ๆ ซึ่งหลังจากท าการย้ายโปรตีนไปยังแผ่นเมมเบรนแล้วจะท าการติดตาม
โปรตีนที่สนใจด้วยการใช้แอนติบอดีที่จ าเพาะต่อโปรตีนชนิดนั้น ๆ ซึ่งแอนติบอดีอาจจะถูกติดด้วยตัว
ติดตามเช่นเอนไซม์ หรือสารเรืองแสง เมื่อท าปฏิกิริยากับสารตั้งต้นจะท าให้มีสีหรือมีการเปล่งแสง
ออกมา ซึ่งแถบความหนาบางของโปรตีนที่ปรากฏจะสอดคล้องกับปริมาณโปรตีนที่มีอยู่ (Mahmood 
and Yang, 2012)  

 
รูปที่ 13 หลักการท า western blot 

แหล่งที่มา: https://www.proteinatlas.org/learn/method/western+blot 

 
แมสสเปกโทรเมทรี (Mass spectrometry)  

 แมสสเปกโทรเมทรีเป็นเทคนิคที่ใช้ส าหรับการตรวจวิเคราะห์โปรตีน สามารถวิเคราะห์ได้ทั้ง
ในเชิงปริมาณและเชิงคุณภาพ เช่น การท านายล าดับกรดอะมิโน การท านายระบุชนิดและขนาด
โปรตีน หรือใช้ในการเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนในพยาธิสภาพที่แตกต่างกัน เป็นต้น ซึ่ง
วิธีการทางแมสสเปกโทรเมทรีจะอาศัยหลักการตรวจวัดมวลต่อประจุ (mass to charge ratio; m/z)
ที่จ าเพาะต่อโปรตีนตัวอย่างหรือเปปไทด์ที่ถูกท าให้เกิดประจุ โดยตัวอย่างจะถูกท าให้แตกตัวเป็น

https://www.proteinatlas.org/learn/method/western+blot
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ประจุในส่วนที่ผลิตประจุไอออน (ion source) ซึ่งเกิดจากกระบวนการไอออไนเซชัน (ionization) 
ส่วนผลิตไอออน (ionizer) โดยมีวิธีการเปลี่ยนหลายวิธี เช่น Electrospray (ESI) หรือ MALDI เป็น
ต้น เมื่อท าให้โมเลกุลของสารเกิดการสูญเสียอิเล็กตรอนและมีประจุเป็นบวก ซึ่งโมเลกุลที่มีประจุบวก
นี้มีพลังงานมากพออาจเกิดการแตกตัวออกเป็นส่วนย่อย ๆ (fragment ion) และส่วนย่อย ๆ เหล่านี้
อาจมีอนุภาคเป็นกลาง และหากไอออนย่อยยังมีพลังงานมากพอที่จะแตกตัวต่อไป จะเกิดเป็นไอออน
ย่อยใหม่ต่อไปเรื่อย ๆ จนเหลือพลังงานน้อยไม่พอที่จะแตกตัวได้อีก เมื่อพิจารณาจากแมสสเปกตรัม
จะสามารถบ่งบอกได้ถึงลักษณะการแตกตัวของโมเลกุลไอออน หรือรวมรูปแบบของการแตกตัวของ
แต่ละไอออนทั้งหมดเข้าด้วยกันจะได้รูปแบบของการแตกตัว (fragment pattern) ของโมเลกุล ซึ่งจะ
เป็นลักษณะเฉพาะของสารประกอบแต่ละชนิด  
 รูปแบบการแตกตัวของสารนอกจากจะขึ้นกับชนิดของสารแล้วยังขึ้นอยู่กับโครงสร้างของ
โมเลกุล พลังงานที่ใช้ เวลาระหว่างการเกิดและการตรวจพบไอออน โดยแมสสเปกโทรมิเตอร์จะเป็น
ตัวแยกและวัดมวลของไอออนจากการใช้อัตราส่วนมวลต่อประจุ ซึ่งโดยทั่วไปแล้วไอออนมักจะมี
ประจุเป็น +1 ดังนั้นค่าอัตราส่วนมวลต่อประจุจึงเท่ากับมวลไอออนโดยตรง โดยที่ระยะเวลาหลังจาก
เกิดไอออไนเซชันจะได้ไอออนต่าง ๆ เกิดขึ้น ไอออนที่เกิดจะเข้าสู่ส่วนที่จะวิเคราะห์มวล (mass 
analyzer) ซึ่งมีหลายประเภท เช่น Ion Trap (IT), Quadrupole (Q) หรือ Time of Flight (TOF) 
เป็นต้น เพ่ือแปลงเป็นสัญญาณที่ส่วนตรวจวัด (ion detector) แล้วส่งสัญญาณไปยังส่วนประมวลผล 
(data system) ถ้าทราบชนิดและปริมาณของไอออนเหล่านี้จะสามารถหาความสัมพันธ์ได้โ ซึ่งจะ
แสดงผลออกมาในลักษณะของกราฟที่มีชื่อว่าแมสสเปกตรัม ซึ่งเรียกว่าแมสสเปกตรัม โดยที่แกน  X 
แสดงค่าอัตราส่วนมวลต่อประจุ และแกน Y แสดงปริมาณสัมพัทธ์ (relative abundant) จากนั้นจึง
น าข้อมูลที่ได้ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลโปรตีน (Aebersold and Mann, 2003)  

 
รูปที่ 14 องค์ประกอบของแมสสเปกโทรเมทรี 

(Leung and Fong, 2014) ได้รับอนุญาตจากผู้แต่ง 
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เทคนิค Label-free Quantitative Proteomic 

 เป็นเทคนิคที่ใช้วิเคราะห์ปริมาณและชนิดของโปรตีนตัวอย่างโดยไม่ต้องท าการติดฉลาก 
(label) ด้วยสารรังสี สามารถน าโปรตีนตัวอย่างมาตรวจวิเคราะห์โดยเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน 
(standard protein) ด้วยเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรี ท าให้ทราบมวลโมเลกุลของโปรตีนตัวอย่าง รวม
ไปถึงสามารถระบุชนิดของโปรตีนได้เมื่อน ามาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของโปรตีน(Merl et al., 
2012) 
 Label-free LC-MS/MS 

 หลังจากท าการสกัดโปรตีนจากตัวอย่างแล้ว โปรตีนที่ถูกสกัดได้จะถูกน าไปวิเคราะห์หา
ปริมาณโปรตีนด้วยวิธีต่าง ๆ เช่น BCA assay, Lowry assay หรือ Bradford assay เป็นต้น จากนั้น
ท าการย่อยโปรตีนเพ่ือให้เป็นเปปไทด์สายสั้นๆด้วยเอนไซม์ แล้วน าเปปไทด์ที่ผ่านการย่อยให้เป็นสาย
สั้นๆไปท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค LC-MS/MS แล้วท าการระบุชนิดโปรตีนโดยท าการเปรียบเทียบ
กับฐานข้อมูลโปรตีน (Levin and Bahn, 2010) ส าหรับการหาปริมาณโปรตีนท าได้ด้วยการน าไป
เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน หรือเปรียบเทียบโปรตีนตัวอย่างด้วยกันเอง ซึ่งโปรตีนจะไม่ถูกน ามา
ผสมกัน จะท าการวิเคราะห์แยกกัน ผลการวิเคราะห์ที่ได้จะถูกน ามาเปรียบเทียบความแตกต่างของ
สัญญาณเปปไทด์ ที่เวลาเดียวกัน (Zhu, Smith and Huang, 2010) 

 
การย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ทริปซิน (Trypsin digestion) 

 เอนไซม์ทริปซินมีคุณสมบัติในการตัดพันธะเปปไทด์ (peptide bond) อย่างจ าเพาะหลังหมู่
ฟังก์ชันคาร์บอกซิล ของกรดอะมิโนอาร์จินีน (arginine) และไลซีน (lysine) ซึ่งในทางชีวภาพมีการ
กระจายของกรดอะมิโนหมู่อาร์จินีนและไลซีนท าให้ตัดได้เปปไทด์ที่มีขนาดเหมาะสมส าหรับน าไป
วิเคราะห์ด้วยเทคนิคแมสสเปกโตรเมททรี และอัตราการย่อยสลายเปปไทด์จะลดลงถ้ากรดอะมิโนตัว
ถัดไปมีคุณสมบัติเป็นกรด (acidic amino acid) และถ้ามีกรดอะมิโนโพรลีน (proline) อยู่ที่ด้าน C-
terminal ของทริปซินจะไม่มีการตัดเกิดขึ้น (Huynh, Russell and Walsh, 2009) 
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รูปที่ 15 การย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ทริปซิน 

แหล่งที่มา: https://unipept.ugent.be/clidocs/casestudies/tpa 
 

Liquid chromatography tandem-mass spectrometry (LC-MS/MS) 

 LC MS/MS เป็นเครื่องมือที่ใช้วิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลต่อประจุของไอออนของสารตัวอย่าง 
ซึ่งประกอบด้วยส่วนส าคัญ 2 ส่วนที่เชื่อมต่อกันส่วนแรกจะเป็นเครื่อง High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) เป็นส่วนที่ใช้แยกสารประกอบในตัวอย่างตามสมบัติทางเคมีโดยอาศัย
สมดุลระหว่างเฟสคงที่ (stationary phase) และเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) และส่วนที่สองจะ
เป็นเครื่อง Mass spectrometer ซึ่งก็คือ tandem MS หรือ MS/MS เป็นส่วนที่ตรวจวิเคราะห์สาร
ที่พบในตัวอย่าง  

จากงานวิจัยที่ผ่านมาได้มีการน าเทคนิคนี้มาประยุกต์ใช้ในการศึกษาเกี่ยวกับมะเร็งปากมดลูก 
เช่น การวิเคราะห์เมตาโบโลมิกส์และทรานสคริปโตมิกส์ในมะเร็งปากมดลูก (Yang et al., 2017) 
การตรวจเปรียบเทียบโปรตีนที่แสดงออกในเซลล์เยื่อบุผิวปากมดลูกที่ปกติกับในเซลล์เยื่อบุผิวปาก
มดลูกที่เป็นมะเร็ง (Zhao et al., 2015) หรือการระบุโปรตีนในมะเร็งปากมดลูกการใช้สารคัดหลั่ง
จากช่องคลอด (Van Raemdonck et al., 2014) เป็นต้น 

 
Chromatin immune precipitation (ChIP) 

 ChIP เป็นเทคนิคที่ใช้ในการตรวจสอบการมีอันตรกิริยาระหว่างโปรตีนกับดีเอ็นเอในเซลล์ 
โดยมีจุดมุ่งหมายเพ่ือตรวจสอบว่ามีโปรตีนที่เฉพาะเจาะจงมีความเกี่ยวข้องกับยีนหรือไม่ เช่นการ
ทดสอบการมีอันตรกิริยาระหว่างโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์กับโพรโมเตอร์ของยีน นอกจากนี้ยัง
สามารถใช้ระบุต าแหน่งเฉพาะบนจีโนมอีกด้วย (Collas, 2010) 
 หลักการของวิธีนี้อาศัยการใช้แอนติบอดีต่อโปรตีนที่จ าเพาะท าการตกตะกอนโปรตีนลงมา 
ในขั้นตอนแรกดีเอ็นเอและโปรตีนจะถูกเชื่อมกันไว้จากการท า cross linking ด้วยสารฟอร์มาลดีไฮด์

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17943689


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 29 

(formaldehyde) จากนั้นดีเอ็นเอจะถูกตัดเป็น โดยการใช้คลื่นเสียงความถี่สูง (sonication) หรือใช้
เอนไซม์นิวคลิเอสในการตัด (nuclease digestion) แล้วท าการตกตะกอนโปรตีนโดยใช้แอนติบอดีที่
จ าเพาะต่อโปรตีนนั้น ๆ ซึ่งโปรตีนจะมีชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ท าการตัดถูกดึงลงมาด้วย จากนั้นโปรตีนที่ถูก
ดึงลงมาจะถูกก าจัดให้เหลือเพียงแต่ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ ซึ่งดีเอ็นเอส่วนนี้จะถูกน ามาวิเคราะห์ด้วยวิธี  
พีซีอาร์เ พ่ือตรวจสอบยีนที่จ าเพาะเจาะจง หรือสามารถน าชิ้นดีเอ็นเอนี้ ไปท าการหาล าดับ 
นิวคลิโอไทด์เพ่ือท านายยีน (Gade and Kalvakolanu, 2012) อย่างเช่น การค้นพบโปรตีน E7 ของ
เชื้อเอชพีวีไทป์ 16 กระตุ้นการเติมหมู่อะซิติลบนโปรตีนฮิสโตน (histone acetylation) ในส่วน 
โพรโมเตอร์ของยีน CDC25A และยีน E2F1 (Zhang et al., 2004) เป็นต้น 

 
รูปที่ 16 หลักการ Chromatin immune precipitation 

(Collas, 2010) ได้รับอนุญาตจากผู้แต่ง 
 

Methylation specific-PCR (MSP)  

 Methylation specific-PCR (MSP) เป็นวิธีที่นิยมส าหรับการศึกษาดีเอ็นเอเมทิลเลชัน ซึ่ง
เป็นการน าดีเอ็นเอที่ผ่านการท าปฏิกิริยาไบซัลไฟต์มาท าการตรวจสอบโดยการท า Allele specific 
PCR ซึ่งจะจ าเพาะต่อเบสไซโตซีนหรือเบสยูราซิล ซึ่งในการตรวจสอบจ าเป็นต้องใช้คู่ไพรเมอร์สองคู่ คู่
หนึ่งมีความจ าเพาะส าหรับดีเอ็นเอที่เกิดการเมทิลเลชัน (methylation primer) ซึ่งจะเป็นไพรเมอร์ที่



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 30 

จ าเพาะต่อเบสไซโตซีน และอีกคู่หนึ่งเป็น ไพรเมอร์ส าหรับดีเอ็นเอที่ ไม่เกิดการเมทิลเลชัน
(unmethylation primer) ซึ่งจะเป็นไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเบสยูราซิล หากไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเบส
ไซโตซีนสามารถจับกับสายดีเอ็นเอได้แสดงว่าดีเอ็นเอบริเวณท่ีไพรเมอร์มาจับมีการเติมหมู่เมทิลที่เบส
ไซโตซีน ในทางกลับกันหากไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเบสยูราซิลจับกับสายดีเอ็นเอได้แสดงว่าดีเอ็นเอ
บริเวณท่ีไพรเมอร์มาจับไม่มีการเติมหมู่เมทิลที่เบสไซโตซีน 
 โดยปกติแล้วการเกิดเมทิลเลชันจะไม่ได้เกิดทั้งหมด แต่จะมีร้อยละของเบสไซโตซีนที่ถูกเติม
หมู่เมทิลที่แตกต่างกันออกไป โดย PCR product ของทั้งสองไพรเมอร์จะรวมกันเป็นร้อยละ 100 
(Herman et al., 1996) 

 
ปฏิกิริยาไบซัลไฟต์ (Bisulfite conversion) 

 ปฏิกิริยาไบซัลไฟต์เป็นปฏิกิริยาที่ใช้ในการแยกแยะระหว่างเบสไซโตซีนและเบสไซโตซีนที่ถูก
เติมหมู่เมทิลโดยอาศัยหลักการของความไวในการท าปฏิกิริยาที่แตกต่างกัน ซึ่งเบสไซโตซีนและเบส 
ไซโตซีนที่ถูกเติมหมู่เมทิลจะถูกดึงหมู่เอมีน (deamination) ภายใต้สภาวะกรด เบาไซโตซีนที่ไม่มีการ
เติมหมู่เมทิลจะถูกเปลี่ยนไปเป็นเบสยูราซิล ในขณะที่เบสไซโตซีนที่ถูกเติมหมู่เมทิลจะยังคงเป็นเบส  
ไซโตซีนเช่นเดิม (Grunau, Clark and Rosenthal, 2001) 

 
รูปที่ 17 การเปลี่ยนเบสไซโตซีนเป็นยูราซิลภายใต้ปฏิกิริยาไบซัลไฟต์ 

แหล่งที่มา: https://www.neb.com/applications/epigenetics/dna-methylation-analysis/bisulfite-
conversion 

https://www.neb.com/applications/epigenetics/dna-methylation-analysis/bisulfite-conversion
https://www.neb.com/applications/epigenetics/dna-methylation-analysis/bisulfite-conversion
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ดีเอ็นเอที่น ามาท าปฏิกิริยาไบซัลไฟต์ควรเป็นดีเอ็นเอที่มีคุณภาพที่ดีและสามารถถูกแยกให้
เป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยวได้อย่างสมบูรณ์เพ่ือให้เกิดการเปลี่ยนแปลงเบสอย่างสมบูรณ์ตลอดทั้งสายดีเอ็น
เอ สภาวะpH และอุณหภูมิที่เหมาะสมมีความจ าเป็นอย่างมากในขั้นตอนการท าปฏิกิริยา นอกจากนี้
ไบซัลไฟต์ไอออนมีความไวสูงที่จะเกิด auto-oxidation ได้ง่ายจึงจ าเป็นต้องเติมสารไฮโดรควิโนน 
(hydroquinone) ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระร่วมในปฏิกิริยา ดีเอ็นเอที่ผ่านการท าปฏิกิริยา 
ไบซัลไฟต์จะถูกน าไปวิเคราะห์ได้หลายวิธี เช่น Methylation specific-PCR (MSP) หรือ Combined 
Bisulfite Restriction Analysis (COBRA) เป็นต้น (Fraga and Esteller, 2002) 

 
รู ปที่  1 8  หลั กก า รก า ร ท า  Methylation specific-PCR (MSP) และ  Combined Bisulfite 
Restriction Analysis (COBRA) 

(Bryzgunova and Laktionov, 2017) 
 
 
 
 
 
 

https://en.wikipedia.org/wiki/Combined_bisulfite_restriction_analysis
https://en.wikipedia.org/wiki/Combined_bisulfite_restriction_analysis
https://en.wikipedia.org/wiki/Combined_bisulfite_restriction_analysis
https://en.wikipedia.org/wiki/Combined_bisulfite_restriction_analysis
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

เครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย 

Autoclave SX-700 (TOMY, JANPAN) 

Autopipette (EPPENDORF) 

Biosafty cabinet class II (LABGARD) 

Centrifugation machine (EPPENDROF) 

Centrifuge concentator (TOMY, JANPAN) 

Digital Balance (METTLER TOLEDO) 

Eletrophoresis and Botting (BIO-RAD, USA) 

Freezer -20°C, -80°C (THERMO FISHER SCIENTIFIC) 

Gel Doc™ XR+ Gel Documentation System (BIO-RAD, USA) 

ImageQuant LAS 4000 (GELIFESCIENCES) 

Incubator (MEMMERT, GERMANY) 

Incubator Shaker (NEW BRUNSWIC) 

Magnetic stirrer (HEIDOLPH INSTRUMENT) 

Mastercycler pro for PCR (EPPENDORF) 

Microplate Reader (TECAN SUNRISE, SWITZERLAND) 

Microwave oven (TOSHIBA) 

NanoDrop Spectrophotometers (THERMO FISHER SCIENTIFIC) 

pH meter (DENVERINSTRUMENT) 

Refrigerator (TOSHIBa) 

Rotator (STUARt) 

Sorval RC6+ centrifugation (THERMO FISHER SCIENTIFIC) 

Thermomixer (EPPENDORF) 

Tube Rotator (SCILOGEX) 
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Upright and Inverted Light Microscopes (ZEISS) 

Vortex mixer (SCIENTIFIC INDUSTRIES) 

Water Bath (BANDELIN) 

วัสดุอุปกรณ์ 

6 well plate, 96 well plate (JETBIOFILL) 

Autoclave tap 

 Beaker: 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500 ml, 1000ml (PYREX,USA) 

Cell culture flask: T25, T75 (JET BIOFILL) 

Cell Scraper (JET BIOFILL) 

Counting chambers 

Cryovial tube (CORNING, USA) 

Cylinder: 50 ml, 100 ml, 500 ml, 1000 ml 

Disposable gloves 

Flask: 250 ml, 1000 ml, 2000 ml (PYREX, USA) 

Forceps 

Microcentrifuge tube 1.5 ml 

Oasis HLB Extraction Cartridge (WATERS CORPORATION, U.S.A.) 

Paraflim 

PCR tube 

Pipette tip; 10 ul, 200 ul, 1000 ul 

Plastic bag 

Plastic box 

Polypropylene conical tube sterile: 15 ml, 50 ml 

PVDF membrane (MERK) 

Reagent bottle: 250 ml, 500 ml, 1000 ml (DURAN, USA) 

Single use strile pipette: 5 ml, 10 ml, 25 ml (THERMO FISHER SCIENTIFIC) 

Sonicator 
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Stirring-magnetic bar 

Test tube racks 

Tissue culture dish: 60 mm, 100 mm (JETBIOFILL) 

Tissue paper 

สารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

สารเคมีทั่วไป 

37% Formaldehyde (MERK, USA) 

Acetonitrile (MERK, USA) 

Absolute ethanol (MERK, USA) 

Agarose (SIGMA, USA)  

Ammonium bicarbonate (SIGMA, USA) 

Ammonium persulfate (APS) (SIGMA, USA) 

Beta-mercaptoethanol (2-Mercaptoethanol) (SIGMA, USA) 

Bovine Serum Albumin (SIGMA, USA) 

Chloroform (MERK, USA) 

Diethylpyrocarbonate (DEPC) (SIGMA, USA) 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) (SIGMA, USA) 

DTT 1,4-Dithiothreitol (SIGMA, USA) 

EDTA (MERK, USA) 

Glycine  

Glycogen 

HCl (MERK, USA) 

Imidazole (SIGMA, USA) 

Iodoacetic acid (SIGMA, USA) 

Isopropanol (MERK, USA) 

KCl (MERK, USA) 
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KH2PO4 (MERK, USA) 

LiCl (MERK, USA) 

Methanol (MERK, USA) 

Milli-Q water 

NaCl (MERK, USA) 

NaHCO3 (MERK, USA) 

Na2HPO4 (MERK, USA) 

NaOH (MERK, USA) 

Phenol (SIGMA, USA) 

Protease inhibitor (MERK, USA) 

Skim milk (SIGMA, USA) 

Sodium dodecyl sulfate (MERK, USA) 

TEMED 

Tris (USB CORPORATION, USA) 

Triton X 100 (SIGMA, USA) 

Trizol (INVITROGEN, USA) 

Trypan blue (SIGMA, USA) 

Tweet 20 (SIGMA, USA) 

สารเคมีที่ใช้ในการเลี้ยงเซลล์ 

Dulbeco’sModified Eagles Medium (DMEM) (THERMO FISHER SCIENTIFIC) 

Fetal Bovine Serum (Hyclone, USA) 

Minimum Essential Medium (MEM) (THERMO FISHER SCIENTIFIC) 

PBS 

Trypsin-EDTA (GIBCO, INVITROGEN, USA) 

สารเคมีที่ใช้น าพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ 

Turbofect (THERMO FISHER SCIENTIFIC) 
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Opti-MEM (GIBCO, INVITROGEN, USA) 

สารเคมีที่ใช้สกัดโปรตีน 

Lysis buffer (1M Tris-HCl pH.8.0, 5M NaCl, 10%TritonX and Protease inhibitor) 

PBS 

Pierce BCA Protein Assay Kit (THERMO FISHER SCIENTIFIC) 

สารเคมีส าหรับตกตะกอนโปรตีน  

Lysis buffer (1M Tris-HCl pH.8.0, 5M NaCl) 

Ni-NTA Agarose (Thermo Fisher Scientific) 

Protein G PLUS-Agarose (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY) 

Rabbit anti AP2 alpha (ABCAM, USA) 

3.6 สารเคมีส าหรับ Western blot 

40% Acrylamide/Bis (MERK, USA) 

10% APS 

4x loading dye (250mM Tris-HCl pH 6.8, 8% SDS, 0.2% bromophenol blue, 40% 

glycerol and 20% β-mercaptoethanol) 

10% SDS 

10% Skim milk 

0.5 M Tris-HCl pH 6.8 

1.5 M Tris-HCl pH 8.8 

Goat anti mouse IgG-HRP (THERMO FISHER SCIENTIFIC) 

Goat anti rabbit IgG-HRP (THERMO FISHER SCIENTIFIC) 

Immobilon Forte Western HRP substrate (MERK, USA) 

Mouse anti HPV16E7 (INVITROGEN, USA) 

Rabbit anti AP2 alpha (ABCAM, USA) 

Rabbit anti YY1 (ABCAM, USA) 

Running buffer  
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Transfer buffer 

TBST (1x TBS and 0.05% Tween 20) 

Protein G PLUS-Agarose (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY) 

Protein ladder (THERMO FISHER SCIENTIFIC) 

สารเคมีส าหรับวิเคราะห์หาโปรตีน 

2-D Clean-Up Kit (GE HEALTHCARE LIFE SCIENCES) 

4M Imidazole 

50% Acetonitrile  

100 mM Ammonium bicarbonate  

1 M DTT 1, 4-Dithiothreitol 

110 mM Iodoacetic acid 

Trypsin for proteomic (SIGMA, USA) 

สารเคมีส าหรับท า real time RT-PCR  

Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (THERMO FISHER SCIENTIFIC) 

The RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (THERMO FISHER SCIENTIFIC) 

สารเคมีส าหรับ methylation specific PCR 

2.5% Agarose 

100bp DNA ladder (THERMO FISHER SCIENTIFIC) 

AccuPrep® Genomic DNA Extraction Kit (BIONEER) 

EZ DNA Methylation-Gold kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA 

HotStarTaq DNA polymerase (QIAGEN) 

สารเคมีส าหรับ Chromatin immunoprecipitation 

2.5% Agarose 

ChIP buffer 

Lysis buffer 

PK buffer 
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Protein G PLUS-Agarose (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY) 

Mouse anti HPV16E7 (INVITROGEN, USA) 

Mouse IgG (Cell SIGNALING, USA 

Rabbit anti AP2 alpha (ABCAM, USA) 

Rabbit anti H3K4 (ABCAM, USA) 

Rabbit anti YY1 (ABCAM, USA) 

RNaseA 

 

วิธีด าเนินงานวิจัย 

งานวิจัยนี้แบ่งเป็น 2 ส่วนใหญ่ๆ ได้แก่ 

1. การค้นหาโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ที่มีอันตรกิริยากับโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 

16 

2. การตรวจสอบการแสดงออก การเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนในเซลล์ที่มี
โปรตีน E7 และการทดสอบยืนยันการจับกันระหว่างโปรตีนทรานสคริปชันแฟคเตอร์ 
โปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 กับโพรโมเตอร์ของยีนเป้าหมายของโปรตีนทรานสคริป
ชันแฟกเตอร์นั้น 

1. การค้นหาโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ที่มีอันตรกิริยากับโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพวีีไทป์ 16 

1.1 การถ่ายโอนพลาสมิดเข้าสู่เซลล์คอมพีเทนต์ (transformation) 

 พลาสมิดที่ใช้ในงานวิจัยนี้มีอยู่ 2 แบบด้วยกัน คือพลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 
และพลาสมิดเปล่า ซึ่งพลาสมิดที่ใช้ในงานวิจัยครั้งนี้เป็นพลาสมิดชนิด pcDNA 3.1/myc-His 
(Invitrogen, USA) ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์เชี่ยวชาญเฉพาะทางด้านเวชพันธุศาสตร์
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย ในการเพ่ิมจ านวนพลาสมิดดังกล่าวนั้นจะท าการเพ่ิมจ านวน
โดยการโคลนนิ่ง ซึ่งใช้ Escherichia coli สายพันธุ์ DH5-alpha เป็นเซลล์คอมพีเทนต์โดยมียีนต้าน
ยาแอมพิซิลลินเป็นตัวคัดเลือก ขั้นแรกน าเซลล์คอมพีเทนต์ที่เก็บไว้ในตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียสมา
วางบนน้ าแข็ง ดูดเซลล์คอมพีเทนต์ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมกับพลาสมิดปริมาตร 8 ไมโครลิตร 
น า ไ ป บ่ ม บ น น้ า แ ข็ ง  3 0  น า ที  เ พ่ื อ ใ ห้ พ ล า ส มิ ด จั บ ที่ ผ นั ง เ ซ ล ล์ ด้ า น น อก ข อ ง เ ซ ล ล์  
คอมพีเทนต์ จากนั้นน าไปให้ความร้อน (heat shock) ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 
วินาที เพ่ือให้ผนังเซลล์ของเซลล์คอมพีเทนต์เป็นรูเพ่ือให้พลาสมิดสามารถเข้าไปด้านในเซลล์  
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คอมพีเทนต์ แล้วรีบน าไปวางบนน้ าแข็งเป็นเวลา 2 นาที เพ่ือให้ผนังเซลล์ของเซลล์คอมพีเทนต์กลับสู่
สภาพเดิม จากนั้นน าไปผสมกับ super optimal broth (SOB) 980 ไมโครลิตรที่มี 2M MgCl2 10 
ไมโครลิตร และ 2M glucose 10 ไมโครลิตร แล้วน าไปเลี้ยงในตู้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยใช้
การเขย่าด้วยความเร็ว 250 รอบต่อนาทีร่วมด้วย เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน าไปปั่นเหวี่ ยง
ตกตะกอนที่ความเร็ว 4,000 g เป็นเวลา 5 นาที ดูดของเหลวส่วนบนทิ้งจนเหลือของเหลวในหลอด
ประมาณ 100 ไมโครลิตร ใช้ปิเปตดูดผสมเพ่ือให้ตะกอนกระจายออกจากกัน ดูดของเหลวปริมาตร 
25 ไมโครลิตรไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (Luria-Bertani agar หรือ LB agar) ที่มียา 
แอมพิซิลลิน โดยใช้อัตราส่วนความเข้มข้นของยาแอมพิซิลลิน 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วน าไป
เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นน าโคโลนีที่ขึ้นในจานเพาะเชื้อมาเลี้ยง
ต่อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (Luria-Bertani broth หรือ LB) โดยแยก 1 โคโลนี ต่อ 1 หลอด
ทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร โดยใช้อัตราส่วนความเข้มข้นของยาแอมพิซิลลิน 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
น าไปเลี้ยงในเครื่องบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่สภาวะเขย่าโดยใช้ความเร็ว 250 รอบ
ต่อนาทีเป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นน ามาเลี้ยงต่อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวอีกครั้งหนึ่งโดยใช้
อัตราส่วนความเข้มข้นของยาแอมพิซิลลิน 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปเลี้ยงในเครื่องบ่มเพาะเชื้อที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่สภาวะเขย่าความเร็ว 250 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 18 ชั่วโมง 
 
1.2 การสกัดพลาสมิด 

น าอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวที่เลี้ยงแบคทีเรียเป็นเวลา 18 ชั่วโมงมาปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 
4,000 g เป็นเวลา 30 นาที เทของเหลวส่วนบนทิ้ ง จากนั้นสกัดพลาสมิดด้วยชุดสกัดพลาสมิด 
Geneaid™ Plasmid Maxi Kit Endotoxin Free (Geneaid, Taiwai) สามารถเก็บพลาสมิดไว้ที่ -20 
องศาเซลเซียส 

 
1.3 การเพาะเลี้ยงเซลล์ไลน์ 

เซลล์เพาะเลี้ยงที่ใช้ในงานวิจัย ได้แก่ HEK293 ซึ่งเป็นเซลล์ไลน์จากไตของมนุษย์ 
1.3.1 การเพาะเลี้ยง HEK293 จากเซลล์ที่แช่แข็ง 

ท าความสะอาดตู้ปลอดเชื้อ (Biosafety Cabinet class2) และอุปกรณ์ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง
เซลล์ โดยการเช็ดท าความสะอาดด้วยแอลกอฮอล์ที่มีความเข้มข้นร้อยละ 70 และเปิดแสงยูวีเป็นเวลา 
15 นาที น า HEK293 ที่ถูกเก็บแช่แข็งในถังไนโตรเจนเหลวที่ -196 องศาเซลเซียส มาละลายในอ่าง
น้ าควบคุมอุณหภูมิ ซึ่งตั้งอุณหภูมิไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส ใช้ปิเปตขนาด 1000 ไมโครลิตรดูดเซลล์มา
ใส่ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 200 g เป็น
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เวลา 5 นาที ดูดส่วนเหลวทิ้งแล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วย MEM และ FBS ที่มีความ
เข้มข้นร้อยละ 10 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงไปผสมกับส่วนตะกอนของเซลล์ให้เข้ากัน จากนั้นดูด
ส่วนผสมทั้งหมดใส่ในขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 25 ลูกบาศก์เซนติเมตร น าไปเลี้ยงในตู้เพาะเลี้ยง
เซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่บรรจุก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5  

1.3.2 การเลี้ยงเซลล์ HEK293 

เมื่อ HEK293 เพ่ิมปริมาณและมีความหนาแน่นเต็มขวดเพาะเลี้ยงขนาด 25 ลูกบาศก์
เซนติเมตร ท าการดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกให้หมด แล้วล้างเซลล์โดยเติม 1xPBS ประมาณ 3 
มิลลิลิตร เอียงไปมาให้ทั่วขวดเพ่ือล้างอาหารเลี้ยงเซลล์ออกให้หมดแล้วดูดทิ้ง ซึ่งจะท าการล้างด้วย 
1xPBS เป็นจ านวน 3 ครั้ง จากนั้นเติม Trypsin-EDTA 500 ไมโครลิตร เอียงไปมาให้ทั่วขวด ท าการ
บ่มที่ตู้เพาะเลี้ยงเซลล์อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือให้เซลล์หลุดออกจากขวด 
เมื่อครบเวลาเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี FBS ลงไป 1 มิลลิลิตร เพ่ือยับยั้งปฏิกิริยาของทริปซิน ผสมให้
เข้ากันแล้วดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ลงในหลอดทดลองที่สะอาดขนาด 15 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงด้วย
เครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 200 g เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นดูดส่วนเหลวทิ้งแล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ 
ซึ่งประกอบด้วย MEM และ FBS ที่มีความเข้มข้นร้อยละ 10 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปผสมกับส่วน
ตะกอนของเซลล์ให้เข้ากัน ตรวจดูการอยู่รอดของเซลล์ด้วยการย้อม trypan blue โดยใช้ความ
เข้มข้นของ trypan blue ต่อเซลล์ในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 น าไปนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ compound light microscope โดยใช้สไลด์นับเซลล์ (hemocytometer) ซึ่งเซลล์ที่ยัง
มีชีวิตจะไม่ติดสีฟ้าของ trypan blue นับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตแล้วน าไปค านวณจ านวนเซลล์ต่อ
ปริมาตรมิลลิลิตร น าเซลล์ไปเพาะเลี้ยงต่อในขวดเพาะเลี้ยงขนาด 25 ลูกบาศก์เซนติเมตร โดยใช้เซลล์
ตั้งต้นที่ 1x106 เซลล์ แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ MEM ที่มี FBS ความเข้มข้นร้อยละ 10 ให้ครบ
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปเพาะเลี้ยงในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่บรรจุก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เพือ่เตรียมน าพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ 

 
1.4 การน าพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ HEK293 (Transfection) 

หลักจากที่ได้ท าการเพาะเลี้ยง HEK293 ในขวดเพาะเลี้ยงขนาด 25 ลูกบาศก์เซนติเมตร โดย
ใช้เซลล์ตั้งต้นที่ 1x106 เซลล์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในวันถัดมาท าการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเชื้อ น า 
พลาสมิดที่ทราบความเข้มข้นที่ได้จากการวัดความเข้มของพลาสมิดด้วยเครื่องสเปกโตรมิเตอร์  ซึ่ง 
พลาสมิดที่ใช้ในการถ่ายโอนเข้าสู่ HEK293 ได้แก่ expression vector pcDNA3.1_HPV16E7 ซึ่ง
เป็นพลาสมิดที่ตัดต่อยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าไป และ พลาสมิดตัวควบคุม pcDNA3.1/myc-
His A ซึ่งเป็นพลาสมิดเปล่าที่ไม่ได้ผ่านการตัดต่อ โดยเตรียมสารละลายความเข้มข้นของพลาสมิดแต่
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ละชนิดที่จะใช้ในการน าเข้าสู่ เซลล์ในขวดเพาะเลี้ยงขนาด 25 ลูกบาศก์เซนติเมตร ดังนี้  น า 
พลาสมิด 6 ไมโครกรัม ผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อ MEM ที่ไม่มียาปฏิชีวนะและ FBS ให้ได้ปริมาตรรวม 
600 ไมโครลิตร จากนั้นเติม TurboFectTM Transfection Reagent (Thermo, USA) ลงไป 12 
ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 20 นาท ีจากนั้นน าสารละลายเติมลงในขวดเพาะเลี้ยง HEK293 ที่
ได้ท าการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเชื้อใหม่ น าไปเพาะเลี้ยงในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
ที่บรรจุก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วน าไปสกัดโปรตีน 

 
1.5 การสกัดโปรตีนจาก HEK293 

หลังจากน าพลาสมิดเข้าสู่ HEK293 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นท าการเก็บเซลล์ โดยดูด
อาหารเลี้ยงเซลล์ออกให้หมด ล้างด้วย PBS ที่แช่เย็น 4 องศาเซลเซียสเป็นจ านวน 3 ครั้ง แล้วท าให้
เซลล์แตกโดยการเติม lysis buffer 100 ไมโครลิตร แช่น้ าแข็งเป็นเวลา 15 นาที น ามาขูดให้เซลล์
หลุดจากพ้ืนผิวขวดเพาะเลี้ยงด้วยไม้ขูดเซลล์  (scrapper) แล้วดูดเซลล์ที่ขูดใส่หลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตร ท าให้เซลล์แตกโดยการใช้ vortex จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 g ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วจึงท าการเก็บส่วนใสเพ่ือน าไปวัดความเข้มข้นของ
โปรตีน 

 
1.6 การวัดความเข้มข้นของโปรตีน 

วัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA assay โดยใช้ Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo, 
USA) ซึ่งมีขั้นตอนเตรียมสารละลายมาตรฐาน BSA ในไมโครเพลทแบบ 96 หลุม ดังแสดงในตารางที่ 
1 จากนั้นเตรียม working reagent โดยท าการผสม reagent A ต่อ reagent B ในอัตราส่วน 50:1 
แล้วน า working reagent 200 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลายมาตรฐาน BSA ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
รวมถึงผสมในโปรตีนตัวอย่างที่ได้ท าการละลายกับน้ าในอัตราส่วน 1 ต่อ 10 แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงโดยใช้ความยาวคลื่นที่ 562 
นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรมิเตอร์  (micro plate reader) จากนั้นน าค่าความเข้มข้นของ
สารละลายมาตรฐาน BSA ไปสร้างกราฟมาตรฐานโปรตีน จากสมการเส้นตรง y = mx+b เพ่ือ
ค านวณหาความเข้มข้นของโปรตีนตัวอย่าง 
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ตารางท่ี 1 ส่วนผสมที่ใช้ในการเตรียมสารละลายมาตรฐาน BSA ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

ช่อง 
ปริมาตรของน้ า 

(ไมโครลิตร) 

ปริมาตรของสารละลาย 

BSA ความเข้มข้น 2 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

(ไมโครลิตร) 

ความเข้มข้นสุดท้าย 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

A 25 0 0 

B 20 5 0.4 

C 15 10 0.8 

D 10 15 1.2 

E 5 20 1.6 

F 0 25 2 

 
1.7 การตรวจสอบโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 

น า HEK293 ที่ท าการน าพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ ซึ่งได้แก่ พลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 -ของไวรัส 
และพลาสมิดเปล่ามาท าการสกัดโปรตีน หลังจากนั้นตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน E7 โดยการ
น าไปแยกขนาดด้วยเทคนิค SDS-PAGE โดยเตรียมเจลระหว่างแผ่นกระจกสองแผ่น โดยการประกบ
แผ่นกระจกเข้าด้วยกันโดยใช้ spacer ที่มีความหนาหนา 1.5 มิลลิเมตร. เตรียมเจลที่ใช้แยกโปรตีน
จากตัวอย่างโดยใช้ 15% Polyacylamide จากนั้นน าตัวอย่างโปรตีน 100 ไมโครกรัม มาผสมกับ 4x 
loading dye แล้วน าไปผ่านความร้อนที่ 95 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที แล้วน าไปหยอดในเจลที่
เตรียมไว้ พร้อมกับหยอดโปรตีนมาตรฐานเพ่ือเปรียบเทียบขนาดลงในเจลควบคู่กับโปรตีนตัวอย่าง
ปริมาตร 3 น าไปแยกโดยใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 90 นาที เมื่อครบเวลาน าแผ่นเจลที่
ผ่านการแยกขนาดไปท า western blot ซึ่งเป็นการถ่ายโอนโปรตีนจากเจลลงบนแผ่น PVDF โดยใช้ 
transfer buffer เป็นบัฟเฟอร์ ในการถ่ายโอนโปรตีนลงบนแผ่น PVDF จะท าการวางอุปกรณ์
ตามล าดับ ดังนี้ ฟองน้ า กระดาษกรอง แผ่นเจล แผ่น PVDF กระดาษกรอง และฟองน้ า ซึ่งจะเป็น
การประกบแผ่นเจลกับแผ่น PVDF จากขั้วลบไปขั้วบวก จากนั้นน าไปผ่านกระแสไฟฟ้าโดยใช้ความ
ต่างศักย์ 100 โวลต์ นาน 2 ชั่วโมง เมื่อท าการถ่ายโอนโปรตีนลงบนแผ่น PVDF เสร็จ น าแผ่น PVDF 
ไปแช่ใน 5% skim milk นาน 2 ชั่วโมง จากนั้นน าไปท าปฏิกิริยากับแอนติบอดีต่อโปรตีน E7 ของเอช
พีวีไทป์ 16 (mouse anti-HPV16E7) โดยท าการละลายแอนติบอดีลงใน 5% skim milk โดยใช้
อัตราส่วนแอนติบอดี 1 ไมโครลิตรต่อ 5% skim milk 200 ไมโครลิตร แล้วท าการบ่มที่ 4 องศา
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เซลเซียสข้ามคืน จากนั้นท าการล้างแผ่น PVDF ด้วย TBST 4 รอบรอบละ 20 นาที เมื่อท าการล้าง
แผ่น PVDF เรียบร้อยแล้วน าแผ่น PVDF ไปท าปฏิกิริยากับ goat anti mouse conjugate HRP ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมงครึ่ง จากนั้นท าการล้างแผ่น PVDF ด้วย TBST 4 รอบรอบละ 20 นาที
อีกครั้ง แล้วน าไปตรวจสอบ โดยใช้น้ ายา Immobilon Forte Western HRP substrate ซึ่งจะใช้
น้ ายาปริมาตร -300 ไมโครลิตร หยดให้ทั่วแผ่น PVDF ทิ้งไว้ 5 นาทีแล้วท าการตรวจสอบโดยใช้เครื่อง 
ImageQuant LAS 4000 

 
1.8 การตกตะกอนโปรตีน 

1.8.1 การตกตะกอนโปรตีนด้วย Ni-NTA agarose resin 

ในการตกตะกอนโปรตีน E7 ในการทดลองนี้ใช้ Ni-NTA agarose resin เนื่องจาก Ni-NTA มี
คุณสมบัติจ าเพาะในการจับกับ 6x Histidine ซึ่งในพลาสมิดที่ใช้ได้ท าการตัดต่อยีน E7 ของเอชพีวี
ไทป์ 16 ไว้อยู่ติดกับ 6xHistidine เมื่อยีน E7 ของไวรัสมีการแปลรหัสออกมาจึงมี 6x Histidine ติด
ออกมาด้วย ในการทดลองจะท าการเตรียมคอลัมน์ที่บรรจุ Ni-NTA agarose resin 200 ไมโครลิตร 
(HisPur™ Ni-NTA Spin Columns) (Thermo, USA) จากนั้นล้างด้วย PBS ที่ผสมอยู่กับ Imidazole 
ซึ่ง Immidazole มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 10mM โดยใช้ปริมาตร 500 ไมโครลิตร หลังจากท าการ
ล้างเสร็จใส่โปรตีนตัวอย่างที่ได้จากการวัดความเข้มข้นโดยใช้ความเข้มข้นของโปรตีนที่ 2 มิลลิกรัม 
น าไปบ่มท่ี 4 องศาเซลเซียส โดยใช้เครื่องหมุน 360 องศา เป็นเวลาข้ามคืน หลังจากนั้นปั่นเหวี่ยงด้วย
เครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1000 g เป็นเวลา 5 นาที แล้วดูดเก็บส่วนใส ล้าง Ni-NTA agarose resin 
ด้วย PBS ที่ผสมกับ Imidazole ที่มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 25mM ด้วยปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
โดยปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1000 g เป็นเวลา 5 นาที ซึ่งท าซ้ าเป็นจ านวน 3 รอบ 
แล้วท าการชะโปรตีนที่ติดกับ Ni-NTA agarose resin ออกด้วย PBS ที่ผสมกับ Imidazole ที่ความ
เข้มข้นสุดท้ายเป็น 250mM ด้วยปริมาตร 200 ไมโครลิตร โดยปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 1000 g เป็นเวลา 5 นาที ดูดเก็บเฉพาะส่วนใส สามารถเก็บไว้ได้ที่อุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส 

1.8.2 การตกตะกอนโปรตีนโดยการใช้แอนติบอดี 

ในการตกตะกอนโปรตีน TFAP2A ขั้นแรกจะท าการดูด protein G agarose bead ใน
สารละลาย ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ซึ่งในสารละลายจะมี protein G agarose bead ประมาณ 50 
ไมโครลิตร ท าการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1000 g เป็นเวลา 5 นาที แล้วดูดเอาส่วนใสทิ้ง จากนั้นท าการ
ล้าง protein G agarose bead ด้วย Lysis buffer ที่ไม่ได้ผสม TritonX ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1000 g เป็นเวลา 5 นาที แล้วดูดเอาส่วนใสทิ้ง หลังจากนั้นใส่โปรตีน
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ตัวอย่างที่ได้จากการวัดความเข้มข้นโดยใช้ความเข้มข้นของโปรตีนที่ 2 มิลลิกรัม และแอนติบอดีต่อ
โปรตีน TFAP2A ปริมาตร 3 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่ 4 องศาเซลเซียส โดยใช้เครื่องหมุน 360 องศา 
เป็นเวลาข้ามคืน หลังจากนั้นปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1000 g เป็นเวลา 5 นาที แล้ว
ดูดเก็บส่วนใส ล้าง ล้าง protein G agarose bead ด้วย Lysis buffer ที่ไม่ได้ผสม TritonX ด้วย
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร โดยปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1000 g เป็นเวลา 5 นาที ซึ่ง
ท าซ้ าเป็นจ านวน 3 รอบ แล้วน า protein G agarose bead ไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลาข้ามคืน จากนั้นท าการชะโปรตีนที่ติดกับ protein G agarose bead ด้วย 4x loading dye 
ปริมาตร 60 ไมโครลิตร แล้วน าไปผ่านความร้อนที่ 95 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที สามารถน าไป
ตรวจสอบโดยการท า western blot 

 
1.9 การวิเคราะห์หาชนิดของโปรตีน  

1.9.1 การเตรียมเปปไทด์ 

ก าจัดสารต่าง ๆที่จะรบกวนเครื่อง LC MS/MS เช่น สารลดแรงตึงผิว เกลือ ไขมัน และ

กรดนิวคลิอิค ด้วยชุดน้ ายา 2D clean up kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) จากนั้น

เติม 50 mM ammonium bicarbonate ในโปรตีน 50 ไมโครกรัม ให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 

ไมโครลิตร แล้วเติม 85mM dithiothreitol ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 10mM dithiothreitol 

บ่มที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 นาที แล้วเติม 55 mM iodoacetic acid ให้ได้ความ

เข้มข้นสุดท้ายเป็น 20mM mM iodoacetic acid น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที 

เมื่อครบเวลาท าการเติมทริปซินในอัตราส่วนทริปซิน 1 ไมโครกรัมต่อโปรตีน 50 ไมโครกรัม ท าการ

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาข้ามคืน หลังจากนั้นน าเปปไทด์ที่ได้มาผ่านคอลัมน์ Oasis

Ⓡ HLB Extraction Cartridge (Waters Corporation, Massachusetts, U.S.A.) เพ่ือก าจัดเกลืออีก

ครั้งหนึ่ง โดยท าการเติม 50% acetonitrile และ 0.1% tri formic acid โดยผ่านคอลัมน์ตามล าดับ 

จากนั้นใส่เปปไทด์ที่ท าการบ่มข้ามคืนลงในคอลัม แล้วท าการชะล้างเก็บเปปไทด์โดยการเติม 60% 

acetonitrile ร่วมกับ 0.1% formic acid น าเปปไทด์ที่ได้ไประเหยแห้ง และเก็บไว้ที่ -80 องศา

เซลเซียส เพื่อรอน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง LC MS/MS 
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1.9.2 การวิเคราะห์หาชนิดของโปรตีน 

น าเปปไทด์ไปวิเคราะห์หาชนิดของโปรตีนด้วยเครื่อง mass spectrometry โดยวิธี LC-
MS/MS ที่ศูนย์ชีววิทยาเชิงระบบ อาคารแพทยพัฒน์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย
จากนั้นน า ไปวิ เคราะห์ด้ วยโปรแกรม Proteome DiscovererTM Software (Thermo Fisher 
Scientific) น าข้อมูลที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมมาท าการคัดเลือกโปรตีนโดยคัดเลือกโปรตีน 
โดยท าการวิเคราะห์ 2 แบบ ได้แก่  

1) วิเคราะห์จากค่า Abundance ratio ระหว่าง HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 

ของเอชพีวีไทป์ 16 กับ HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ ที่มีค่ามากกว่า

หรือเท่ากับ 1  

2) วิเคราะห์หาโปรตีนในตัวอย่างจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวี

ไทป์ 16 และ HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่ เซลล์แยกกัน แล้วน ามา

เปรียบเทียบดูโปรตีนที่พบเฉพาะในตัวอย่างที่มาจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดที่มี

ยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ 

จากนั้นน าโปรตีนที่ถูกคัดเลือกจากทั้งสองวิธีมาวิเคราะห์หาโปรตีนที่เป็นทรานสคริปชันแฟกเตอร์โดย
ใช้โปรแกรมPanther (http://www.pantherdb.org/) และใช้โปรแกรม Cytoscape ท านายยีน
เป้าหมายของโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ 
 
1.10 การท านายโปรตีนทรานสคริปชันโดยใช้ชีวสารสนเทศ 

 ค้นหาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 โดยใช้โปรแกรม Ensembl 
(https://asia.ensembl.org/index.html) ซึ่ ง เป็นบริ เวณที่ เคยมีรายงานการถูกชักน าให้ เกิด 
เมทิลเลชันโดยโปรตีน E7ของเอชพีวีไทป์ 16 และเอนไซม์ DNMT1 เป็นตัวชักน า (Chalertpet et 
al., 2015) มาท านายทรานสคริปชันแฟกเตอร์ที่มีความน่าจะเป็นที่จะเป็นตัวควบคุมการแสดงออก
ของยีน CCNA1 บนโพรโมเตอร์บริเวณนี้ โดยใช้โปรแกรม Jaspar (http://jaspar.genereg.net) และ
โปรแกรม Promo (http://alggen.lsi.upc.es) ซึ่งโปรแกรม Jaspar ได้ก าหนดใช้ค่า  Relative 
profile score threshold ที่ร้อยละ 99 และโปรแกรม Promo ได้ก าหนดใช้ค่า Maximum matrix 
dissimilarity rate ทีร่้อยละ 1 ซึ่งทั้งสองค่าอาจหมายถึงมีระดับความน่าเชื่อถือทีร่้อยละ 99  
 

http://www.pantherdb.org/)%20และ
https://asia.ensembl.org/index.html
http://jaspar.genereg.net/


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 46 

2. การตรวจสอบการแสดงออก การเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนในเซลล์ที่มีโปรตีน 
E7 และการทดสอบยืนยันการจับกันระหว่างโปรตีนทรานสคริปชันแฟคเตอร์ โปรตีน E7 ของเอช
พีวีไทป์ 16 กับโพรโมเตอร์ของยีนเป้าหมายของโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์นั้น 

2.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์ไลน์ 

เซลล์เพาะเลี้ยงที่ใช้ในงานวิจัย ได้แก่ HEK293 ซึ่งเป็นเซลล์ไลน์จากไตของมนุษย ์และ C33A 
ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งปากมดลูกมนุษย์ที่ไม่มีเอชพีวี ส าหรับการการเพาะเลี้ยง HEK293 ได้กล่าวไว้แล้วใน
ข้อ 1.3 

2.1.1 การเพาะเลี้ยง C33A จากเซลล์ที่แช่แข็ง 

ท าความสะอาดตู้ปลอดเชื้อ (Biosafety Cabine class2)  และอุปกรณ์ที่ใช้ในการ

เพาะเลี้ยงเซลล์ โดยการเช็ดท าความสะอาดแอลกอฮอล์ที่มีความเข้มข้นร้อยละ 70 และเปิดแสงยูวี

เป็นเวลา 15 นาที น า C33A ที่ถูกเก็บแช่แข็งในถังไนโตรเจนเหลวที่ -196 องศาเซลเซียส มาละลาย

ในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ ซึ่งตั้งอุณหภูมิไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส ใช้ปิเปตขนาด 1000 ไมโครลิตรดูด

เซลล์มาใส่ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 200 g 

เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนเหลวทิ้งแล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วย DMEM และ FBS ที่มีความ

เข้มข้นร้อยละ 10 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงไปผสมกับส่วนตะกอนของเซลล์ให้เข้ากัน จากนั้นดูด

ส่วนผสมทั้งหมดใส่ในขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 25 ลูกบาศก์เซนติเมตร น าไปเลี้ยงในตู้เพาะเลี้ยง

เซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่บรรจุก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5  

2.1.2 การเลี้ยงเซลล์ C33A 

เมื่อ C33A เพ่ิมปริมาณและมีความหนาแน่นเต็มขวดเพาะเลี้ยงขนาด 25 ลูกบาศก์

เซนติเมตร ท าการดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกให้หมด แล้วล้างเซลล์โดยเติม 1xPBS ประมาณ 3 

มิลลิลิตร เอียงไปมาให้ทั่วขวดเพ่ือล้างอาหารเลี้ยงเซลล์ออกให้หมดแล้วดูดทิ้ง ซึ่งจะท าการล้างด้วย 

1xPBS เป็นจ านวน 3 ครั้ง จากนั้นเติม Trypsin-EDTA 500 ไมโครลิตร เอียงไปมาให้ทั่วขวด ท าการ

บ่มที่ตู้เพาะเลี้ยงเซลล์อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือให้เซลล์หลุดออกจากขวด 

เมื่อครบเวลาเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี FBS ลงไป 1 มิลลิลิตร เพ่ือยับยั้งปฏิกิริยาของทริปซิน ผสมให้

เข้ากันแล้วดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ลงในหลอดทดลองที่สะอาดขนาด 15 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงด้วย

เครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 200 g เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นดูดส่วนเหลวทิ้งแล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ 

ซึ่งประกอบด้วย DMEM ที่ม ีFBS ความเข้มข้นร้อยละ 10 ผสมอยู่ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปผสมกับ
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ส่วนตะกอนของเซลล์ให้เข้ากัน ตรวจดูการอยู่รอดของเซลล์ด้วยการย้อม trypan blue โดยใช้ความ

เข้มข้นของ trypan blue ต่อเซลล์ในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 น าไปนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ compound light microscope โดยใช้สไลด์นับเซลล์ (hemocytometer) ซึ่งเซลล์ที่ยัง

มีชีวิตจะไม่ติดสีฟ้าของ trypan blue นับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตแล้วน าไปค านวณจ านวนเซลล์ต่อ

ปริมาตรมิลลิลิตร น าเซลล์ไปเพาะเลี้ยงต่อในขวดเพาะเลี้ยงขนาด 25 ลูกบาศก์เซนติเมตร โดยใช้เซลล์

ตั้งต้นที่ 1x106 เซลล์ แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่มี FBS ความเข้มข้นร้อยละ 10 ผสม โดย

เติมให้ครบปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปเพาะเลี้ยงในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่

บรรจุก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เพ่ือเตรียมน าไปท าการถา่ยโอนพลาสมิด 

 

2.2 การน าพลาสมิดเข้าสู่ HEK293 และ C33A 

หลักจากที่ได้ท าการเพาะเลี้ยง HEK293 และ C33A ในขวดเพาะเลี้ยงขนาด 25 ลูกบาศก์

เซนติเมตร โดยใช้เซลล์ตั้งต้นที่ 1x106 เซลล์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในวันถัดมาท าการเปลี่ยนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ น าพลาสมิดที่ทราบความเข้มข้นที่ได้จากการวัดความเข้มของพลาสมิดด้วยเครื่องสเปกโตร

มิ เ ต อ ร์  ซึ่ ง พ ล า ส มิ ด ที่ ใ ช้ น า เ ข้ า สู่  HEK293 แ ล ะ  C33A ไ ด้ แ ก่  expression vector 

pcDNA3.1_HPV16E7 ซึ่งเป็นพลาสมิดที่ตัดต่อยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าไป และ พลาสมิดตัว

ควบคุม pcDNA3.1/myc-His A ซึ่งเป็นพลาสมิดเปล่าที่ไม่ได้ผ่านการตัดต่อ โดยเตรียมสารละลาย

ความเข้มข้นของพลาสมิดแต่ละชนิดที่จะใช้ในการน าเข้าสู่เซลล์ในขวดเพาะเลี้ยงขนาด 25 ลูกบาศก์

เซนติเมตร ดังนี้ น าพลาสมิด 6 ไมโครกรัม ผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อ MEM และ/หรือ DMEM ที่ไม่มียา

ปฏิชีวนะและ FBS ให้ได้ปริมาตรรวม 600 ไมโครลิตร จากนั้นเติม TurboFectTM Transfection 

Reagent (Thermo, USA) ลงไป  12 ไมโครลิตร ตั้ งทิ้ ง ไว้ที่ อุณหภูมิห้อง 20 นาที  จากนั้นน า

สารละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อ MEM เติมลงในขวดเพาะเลี้ยง HEK293 และ สารละลายในอาหารเลี้ยง

เชื้อ DMEM เติมลงในขวดเพาะเลี้ยง C33A ที่ได้ท าการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเชื้อใหม่แล้ว น าไป

เพาะเลี้ยงในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่บบจุก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมงส าหรับ HEK293 และ 48 ชั่วโมงส าหรับ C33A จากนั้นน าไปสกัดดีเอ็นเอหรือ

อาร์เอ็นเอหรือน าไปท า chromatin immunoprecipitation 
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2.3 การสกัดอาร์เอ็นเอ  

 ท าการเก็บเซลล์หลังจากครบเวลาการถ่ายโอนพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ทั้งสองชนิด โดยดูดอาหาร

เลี้ยงเซลล์ออกให้หมด ล้างด้วย  1xPBS เป็นจ านวน 3 ครั้ง จากนั้นเติม Trypsin-EDTA 500 

ไมโครลิตร เอียงไปมาให้ทั่วขวดเพาะเลี้ยง แล้วท าการบ่มที่ตู้เพาะเลี้ยงเซลล์อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือให้เซลล์หลุดออกจากขวดเพาะเลี้ยง เมื่อครบเวลาท าการเติมอาหาร

เลี้ยงเซลล์ของเซลล์แต่ละชนิดที่มี FBS ลงไปในขวดเพาะเลี้ยง 1 มิลลิลิตร เพ่ือยับยั้งปฏิกิริยาของ 

ทริปซิน ผสมให้เข้ากันแล้วท าการดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ลงในหลอดทดลองที่สะอาดขนาด  15 

มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 500 g เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนเหลวทิ้ง เติม 

1xPBS ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 500 g เป็นเวลา 5 นาที แล้วดูดส่วน

เหลวทิ้ง ท าซ้ าเป็นจ านวน 3 ครั้ง จากนั้นเติม trizol 1 มิลลิลิตร โดยใช้ปิเปตดูด trizol ขึ้นลงเพื่อผสม

กับเซลล์และท าให้เซลล์แตก บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที เติม chloroform ปริมาตร 200 

ไมโครลิตร ผสมสารในหลอดให้เข้ากันโดยการเขย่าหลอดแรงๆ เป็นเวลา 15 วินาที ตั้งบ่มไว้ที่

อุณหภูมิห้อง 3 นาที ปั่นตกตะกอน 12,000 g เป็นเวลา 15 นาที ดูดส่วนใสด้านบนไปใส่หลอดขนาด 

1.5 ml หลอดใหม่ แล้วใส่ 100% isopropanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร คว่ าหงายหลอดเพ่ือผสม

สารในหลอดให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที ปั่นตะตกกอน 12,000 g เป็นเวลา 10 

นาที ดูดส่วนใสทิ้งแล้วล้างตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย 75% ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่น

ตกตะกอน 7,500 g เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเทส่วนใสทิ้งแล้วตากตะกอนอาร์เอ็นเอให้แห้ง ละลาย

ตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย nuclease free water ปริมาตร 50 น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือละลายตะกอนอาร์เอ็นเอ น าอาร์เอ็นเอท่ีได้ไปวัดความเข้มข้น สามารถเก็บอาร์

เอ็นเอท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  

 

2.4 การสังเคราะห์ดีเอ็นเอคู่สม (cDNA) 

 การสังเคราะห์ cDNA เริ่มต้นจากก าจัดจีโนมิกส์ดีเอ็นเอโดยใช้อาร์เอ็นเอ 1 ไมโครกรัมผสม

กับบัฟเฟอร์ที่มี MgCl2 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ DNase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และใช้น้ า 

nuclease free water ปรับให้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 10 ไมโครลิตร น าไปบ่มในเครื่องเพ่ิมปริมาณ

สารพันธุกรรมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติม 50mM EDTA ปริมาตร 1 

ไมโครกรัม น าไปบ่มต่อที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้วน าอาร์เอ็นเอที่ได้ไปวัด

ความเข้มข้น จากนั้นใช้ชุดสารเคมีส าเร็จรูป the RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 
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(Thermo Fisher Scientific) ท าการสังเคราะห์ cDNAโดยใช้อาร์เอ็นเอ เริ่มต้น 5 ไมโครกรัมผสมกับ 

oligo(dT)18 ปริมาตร 1 ul ความเข้มข้นประมาณ 0.5 ไมโครกรัม แล้วปรับปริมาตรสุดท้ายด้วย 

nuclease free water ให้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 12.5 ไมโครลิตรจากนั้นเติมบัฟเฟอร์ปริมาตร 4 

ไมโครลิตร ะ dNTP ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ RevertAid Reverse Transcriptase ปริมาตร 1 

ไมโครลิตร ซึ่งจะได้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 20 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปบ่มในเครื่องเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรมที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที ตามด้วย 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 19 

นาท ีcDNA ที่ได้สามารถเก็บไว้ในตู้ -20 องศาเซลเซียส หรือใช้ในการทดลองต่อไป 

 

2.5 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน 

ตรวจสอบการแสดงออกของยีน FOXC1, VEGFA, CGA, USP9X และ PSMC5 ด้วยวิธี 

Real-time PCR โดยการน า cDNA ที่สังเคราะห์มาตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค Real-

time PCR ด้ ว ยชุ ดน้ า ย า  Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Fisher 

Scientific) ใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน และใช้ cDNA จาก HEK293 และ C33A ที่ถูกน าพลาสมิด

เปล่ า เข้ าสู่ เ ซลล์ เป็น  control gene และ glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH) เป็น reference gene จากนั้นค านวณการแสดงออกของยีน ด้วยวิธี ΔΔCq method  

ตารางที่ 2 ล าดับไพรเมอร์ของยีนที่ใช้ใน real-time RT PCR เพ่ือตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงการ
แสดงออกของยีน 

Accession 
Number 

ยีน  
ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

(5’----->3’) 
ขนาด
ของยีน 

ENSG00000054598 FOXC1 
Forward 
Reverse 

GCAAGCCATGAGCCTGTACG 
AGGCAGAGAGTAGTCGGGCA 

112 bp 

ENSG00000112715 VEGFA 
Forward 
Reverse 

GCAGAAGGAGGAGGGCAGA 
GGCCCTCGTCATTGCAGCA 

187 bp 

ENSG00000135346 CGA 
Forward 
Reverse 

TCCGCTCCTGATGTGCAGG 
GAGAAGCAGCAGCCCATGC 104 bp 

ENSG00000124486 UPG9X 
Forward 
Reverse 

CCAGATGAGCAAGGTCAAGGTG 
CTTCCAGCCACTCACTGCTTC 238 bp 
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ENSG00000087191 PSMC5 
Forward 
Reverse 

ATGGAGCTGGAGGAGGGGAA 
ACCCGGCAATTGGGTGTCAC 

317 bp 

ENSG00000111640 GAPDH 
Forward 
Reverse 

AGGGTCATCATCTCTGCCCC 

GCCATCCACAGTCTTCTGGG 
219 bp 

 

ตารางท่ี 3 ส่วนผสมที่ใช้ในการท า real-time RT-PCR  

ชนิดของสาร 
ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 
ความเข้มข้นสุดท้าย 

1. 2X SYBR Green Master Mix  

2. -  10 uM Forward primer 

       10 uM Reverse primer 

    -  10 uM Forward GAPDH primer 

       10 uM Reverse GAPDH primer 

3. Distilled water 

4. cDNA 

                   ปริมาตรรวม 

12.5.0 

0.5 

0.5 

0.5 

0.5 

9.5 

1.0 

25. 

1X 

0.5 uM 

0.5 uM 

0.5 uM 

0.5 uM 

 
ตารางท่ี 4 สภาวะในการท า real-time RT PCR 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา 

1. Initial denaturation 

2. PCR cycle (40 รอบ) 

   - Denature 

   - Annealing 

   - Extension 

95 

 

95 

59 

72 

3 นาที 

 

15 วินาที 

30 วินาที 

30 วินาที 
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2.6 การค านวณการแสดงออกของยีน  

  วิเคราะห์การแสดงออกของยีนโดยวิธี relative quantity (ΔCq) และ normalized 

expression (ΔΔCq) โดยอาศัยค่า threshold cycle ที่ได้จากจุดตัดระหว่าง amplification curve 
และ threshold line ของ target gene และ reference gene (GAPDH) จาก test sample คือ 
HEK293 และ C33A ทีถู่กน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ และ control sample 
ทีถู่กน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ มาใช้ในการค านวณตามสมการ ซึ่งการแสดงออกของยีนที่ได้จะเป็น
สัดส่วนการเปลี่ยนแปลงเป็นจ านวนเท่า (foldchange )ดังนี้ 
 

    Fold change  = 2- ΔΔCq     

           = 2-( ΔCq(test)- ΔCq(reference)) 
            = 2-[(Cq(target,test)-Cq(ref,test))-(Cq(target,control)-Cq(ref, control))] 

เมื่อ Cq(target,test)  คือ Cq ของยีนจากเซลล์ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 
เข้าสู่เซลล์ 

       Cq (ref, test)     คือ Cq ของยีน GAPDH จากเซลล์ที่ถูกน าพลาสมิดมียีน E7 ของเอชพีวี
ไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ 

Cq (target, control)   คือ Cq ของยีนจากเซลล์ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์    

Cq (ref, control)        คือ Cq ของยีน GAPDH จากเซลล์ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ 

จากนั้นน าค่า 2- ΔΔCT มาพล๊อตกราฟด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 (Regier and Frey, 2010) 
 
2.7 การสกัดดีเอ็นเอ 

 ท าการสกัดดีเอ็นเอหลังจากครบเวลาการน าพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ทั้งสองชนิด โดยดูดอาหาร
เลี้ยงเซลล์ออกให้หมด ล้างด้วย  1xPBS เป็นจ านวน 3 ครั้ง จากนั้นเติม Trypsin-EDTA 500 
ไมโครลิตร เอียงไปมาให้ทั่วขวดเพาะเลี้ยง แล้วท าการบ่มที่ตู้เพาะเลี้ยงเซลล์อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือให้เซลล์หลุดออกจากขวดเพาะเลี้ยง เมื่อครบเวลาท าการเติมอาหาร
เลี้ยงเซลล์ที่มี FBS ลงไปในขวดเพาะเลี้ยง 1 มิลลิลิตร เพ่ือยับยั้งปฏิกิริยาของทริปซิน ผสมให้เข้ากัน
โดยท าการดูดขึ้นดูดลง แล้วท าการดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ลงในหลอดทดลองที่สะอาดขนาด  15 
มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 500 g เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนเหลวทิ้ง เติม 
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1xPBS ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 500 g เป็นเวลา 5 นาที แล้วดูดส่วน
เหลวทิ้ง ท าซ้ าเป็นจ านวน 3 ครั้ง ท าการสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดน้ ายา AccuPrep® Genomic DNA 
Extraction Kit (BIONEER, Republic of Korea) น าดีเอ็นเอที่ได้ไปวัดความเข้มข้น ซึ่งดีเอ็นเอท่ีสกัด
ได้นี้สามารถเก็บได้ ในตู้ -20 องศาเซลเซียส  
 

2.8 การท าทรีทโซเดียมไบซัลไฟต์ (Sodium bisulfite treatment) 

 น าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาท าการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสไซโตซีนให้กลายเป็นยูราซิลโดยการใช้ 
โซเดียมไบซัลไฟต์ ซ่ึงในงานวิจัยนี้ใช้ชุดน้ ายาส าเร็จรูปของ EZ DNA Methylation-Gold kit (Zymo 
Research, Irvine, CA, USA) สามารถเก็บดีเอ็นเอที่ผ่านการเปลี่ยนแปลงล าดับเบส (bisulfite 
treated DNA) ได้ที่ ที่ -20 องศา 
 

2.9 การท า methylation specific PCR (MSP) 

  ตรวจสอบระดับเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 และ VEGFA ใน HEK293 
และ C33A ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวีชไทป์ 16 และพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ โดยการน า
ดีเอ็นเอที่ผ่านการท าปฏิกิริยาไบซัลไฟต์ มาท าพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน FOXC1 และ 
VEGFA ซึ่งเป็นไพรเมอร์ที่ออกแบบเพ่ือการทดลองเมทิลเลชันโดยเฉพาะ เพ่ือตรวจสอบรูปแบบการ
เกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน  
 

ตารางท่ี 5 ล าดับไพรเมอร์ส าหรับดีเอ็นเอเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 และ VEGFA 

Accession 

Number 
ยีน  

ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

(5’----->3’) 

ขนาด

ของยีน 

ENSG00000054598 

FOXC1  
(met) 
FOXC1  
(unmet) 

Forward 
Reverse 
Forward 
Reverse 

GGCGTGTGTATAACGAGCGG 

CGAAAATCCCACCGACTCGC 

GGTGTGTGTATAATGAGTGGGG 

CAAAAATCCCACCAACTCACCAC 

302bp 

 

302bp 

ENSG00000112715 

VEGFA  
(met) 
VEGFA  
(unmet) 

Forward 
Reverse 
Forward 
Reverse 

AATGTTTCGCGGGCGCGTGT 

ACACGCGACTCGAACCCGA 

GTGGGTGTGTGTTTTTGGATAGAG 

CACACACAACTCAAACCCAAACTC 

159bp 

 

152bp 
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ตารางที่ 6 ส่วนผสมที่ใช้ในการท า PCR เพ่ือตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงระดับเมทิลเลชันบริเวณ 
โพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 และ VEGFA โดยการใช้ไพรเมอร์ชุด methylation 

ชนิดของสาร 
ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 
ความเข้มข้นสุดท้าย 

1. 10X PCR 

2. 10 mM dNTPs 

3. 10 uM Forward met primer 

4. 10 uM Reverse met primer 

5. 250 U HotStarTaq 

polymerase 

6. Distilled water 

7. DNA 

           ปริมาตรรวม 

1.0 

0.2 

0.5 

0.5 

0.05 

6.75 

1.0 

10.0 

1X 

0.2 mM 

0.5 uM 

0.5 uM 

1.25 U/reaction 

 
ตารางที่ 7 ส่วนผสมที่ใช้ในการท า PCR เพ่ือตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงระดับเมทิลเลชันบริเวณ 
โพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 และ VEGFA โดยการใช้ไพรเมอร์ชุด unmethylation 

ชนิดของสาร 
ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 
ความเข้มข้นสุดท้าย 

1. 10X PCR 

2. 10 mM dNTPs 

3. 10 uM Forward unmet primer 

4. 10 uM Reverse unmet primer 

5. 250 U HotStarTaq 

polymerase 

6. Distilled water 

7. DNA 

           ปริมาตรรวม 

1.0 

0.2 

0.5 

0.5 

0.05 

6.75 

1.0 

10.0 

1X 

0.2 mM 

0.5 uM 

0.5 uM 

1.25 U/reaction 
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ตารางท่ี 8 สภาวะในการท า PCR เพ่ือตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงระดับเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์
ของยีน FOXC1 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา 

1. Initial denaturation 

2. PCR cycle (32 รอบ) 

   - Denature 

   - Annealing 

 

   - Extension 

3. Final extension 

4. Holding 

95 

 

95 

55 ส าหรับ met primer 

56.5 ส าหรับ unmet primer  

72 

72 

4 

10 นาที 

 

1 นาที 

1 นาที 

 

1 นาที 

7 นาที 

 

 
ตารางท่ี 9 สภาวะในการท า PCR เพ่ือตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงระดับเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์
ของยีน VEGFA 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา 

1. Initial denaturation 

2. PCR cycle (35 รอบ) 

   - Denature 

   - Annealing 

 

   - Extension 

3. Final extension 

4. Holding 

95 

 

95 

55 ส าหรับ met primer 

57 ส าหรับ unmet primer 

72 

72 

4 

10 นาที 

 

1 นาที 

1 นาที 

 

1 นาที 

7 นาที 

 

 
เมื่อท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเสร็จแล้วจึงน ามาตรวจสอบด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิสโดยใช้ 2.5% 
agarose gel ผสมกับ GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain (Lonza, U.S.A.) ที่ความต่างศักย์ 100 
โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที จากนั้นตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel DocTM XR+ System (Bio-
Rad)  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 55 

2.10 การทดสอบยืนยันการจับกันระหว่างโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 และทรานสคริปชันแฟก
เตอร์บริเวณโพรโมเตอร์ของยีนเป้าหมาย  

น า HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 และพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์มา
ท า chromatin immunoprecipitation (ChIP) 

วันที่หนึ่ง ท าการ crosslink โดยใส่ 37% formaldehyde โดยให้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 
1% ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที เพ่ือท าให้เกิดการจับกันระหว่าง
โปรตีนและดีเอ็นเอ จากนั้นเติม 5M glycine โดยให้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.25M บ่มที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที ซึ่ง glycine จะท าหน้าที่เป็นตัวยับยั้งการ crosslink โดยการท า
ปฏิกิริยากับ formaldehyde จากนั้นท าการดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง แล้วล้างเซลล์ด้วย PBS เย็น 
จ านวน 3 รอบ เติม PBS เย็นที่มี protease inhibitor ให้ความเข้มข้นของ protease inhibitor 
สุดท้ายเป็น 1X และมีปริมาตรรวม 200 ไมโครลิตร ใช้ scraper ขูดเก็บเซลล์ใส่ในหลอดทดลองขนาด 
1.5 มิลลิลิตร น าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 800 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที ดูด
ของเหลวส่วนบนทิ้ง เติม lysis buffer ที่มี protease inhibitor ความเข้มข้นสุดท้าย 1X และมี
ปริมาตรรวม 200 ไมโครลิตรต่อหลอด น าไปบ่มโดยวางบนน้ าแข็งเป็นเวลา 20 นาที และท าการ 
vortex ทุก 5 นาที เพ่ือให้เยื่อหุ้มเซลล์แตก เมื่อครบเวลาท าการปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 800 g 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที ดูดของเหลวส่วนบนทิ้ง เติม lysis buffer ที่มี protease 
inhibitor ความเข้มข้นสุดท้าย 1X และมีปริมาตรรวม 200 ไมโครลิตรต่อหลอด น าไปบ่มโดยวางบน
น้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาที เพ่ือท าให้เยื่อหุ้มนิวเคลียสแตก แล้วน าตัวอย่างไปท าให้โครมาทินขาดด้วย
การใช้คลื่นเสียง (sonication) ด้วยความแรง (pulse) 30% เป็นเวลา 10 วินาที และพัก 30 วินาที 
จ านวนทั้งหมด 8 ครั้ง โครมาทินที่ได้จะมีขนาดประมาณ 200-1000 คู่เบส ระหว่างที่ท า sonication 
ต้องวางหลอดทดลองในน้ าแข็งตลอดเวลา เพราะการท า sonication จะท าให้เกิดความร้อนซึ่งจะ
ส่งผลให้โปรตีนที่เกาะกับดีเอ็นเอหลุดออกจากกันได้ จากนั้นน าตัวอย่างไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 
10,000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที แล้วท าการดูดส่วนใสข้างบนซึ่งคือส่วนของ
โครมาทินไปยังหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร โดยโครมาทินที่ได้นี้สามารถเก็บไว้ที่ตู้แช่แข็ง -80 
องศาเซลเซียสได้นาน 3 เดือน 

วันที่สอง ใส่ ChIP buffer ปริมาตร 900 ไมโครลิตร และ protease inhibitor ปริมาตร 
10 ไมโครลิตรลงไปยังโครมาทินที่มีปริมาตร 100 ไมโครลิตร เพ่ือท าให้เจือจางลงประมาณ 10 เท่า 
จากนั้นท า pre-clear โดยการใส่ protein G agarose bead ปริมาตร 80 ไมโครลิตร เพ่ือลดโปรตีน
ส่วนเกินที่อาจเกิดขึ้นได้จาก non-specific antibody หรือ bead น าไปเขย่าบน rotator ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาท าการปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 2,000 g ที่อุณหภูมิ 
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4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 นาที ดูดของเหลวส่วนบนไปยังหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร แบ่งไป
สกัดดีเอ็นเอเพ่ือส าหรับใช้เป็น positive control และส่วนที่เหลือน ามาท าการตกตะกอนโปรตีนโดย
ใช้แอนติบอดีต่ าง ๆ ดังนี้  H3K4 (Abcam, USA) ซึ่ ง ใช้ เป็น positive control,แอนติบอดีต่อ 
HPV16E7 (Invitrogen, USA), AP2alpha (Abcan, USA) และ YY1 (Abcan, USA) โดยใช้ปริมาณ
แอนติบอดีแต่ละชนิดความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม น าไปเขย่าบน rotator เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  และใช้ mouse normal IgG (Cell signaling, USA) เป็น negative 
control เพ่ือน ามาเป็นตัวเปรียบเทียบโปรตีนส่วนเกินของแอนติบอดี ที่อาจเกิดข้ึน เนื่องจากความไม่
จ าเพาะของแอนติบอดีท่ีอาจจะจับกับแอนติเจนอ่ืน ๆ  

วันที่สาม ใส่ protein G agarose bead ปริมาตร 60 ไมโครลิตร เขย่าบน rotator ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เพ่ือให้เกิดการจับกันระหว่าง protein G agarose 
bead, แอนติบอดี และโปรตีนที่จ าเพาะต่อแอนติบอดีนั้น ๆ จากนั้นปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 2,000 
g เป็นเวลา 1 นาที ดูดส่วนใสทิ้งแล้วล้างตะกอนด้วย 1 มิลลิลิตรของ 150mM NaCl, 500 mM 
NaCl, LiCl และ T10E1 ตามล าดับ โดยแต่ละครั้งของการล้างให้เขย่าบน rotator ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที แล้วจึงปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 2,000 g เป็นเวลา 1 นาที ก าจัดของเหลว
ส่วนใส แล้วเติม elution buffer 150 ไมโครลิตร น าไปเขย่าบน vortex เป็นเวลา 15 นาที ปั่น
ตกตะกอนที่ 1,100 g เป็นเวลา 30 วินาที ดูดส่วนใสไปยังหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ 
แล้วท าการเติม elution buffer  ซ้ าอีกรอบหนึ่ง ดูดเก็บส่วนใสไว้ในหลอดเดียวกัน แล้วเติม 5M 
NaCl 8 ไมโครลิตร และ RNaseA ปริมาตร 2 ไมโครลิตร น าไปบ่มใน ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นเติม 100% EtOH ปริมาตร 600 ไมโครลิตรเก็บไว้ในตู้แช่แข็ง -20 องศา
เซลเซียส 24 ชั่วโมง เพ่ือท าการ decrosslink โปรตีนให้ออกจากดีเอ็นเอและตกตะกอนดีเอ็นเอลงมา 

วันที่สี่ ปั่นตกตะกอน 14,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที เติม 
T10E1 100 ไมโครลิตร 5X PK buffer 25 ไมโครลิตร และ PK buffer 1.5 ไมโครลิตร เพ่ือก าจัด
โปรตีนที่อาจหลงเหลืออยู่ โดยบ่มที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสนาน 1 ชั่วโมง ท าการสกัดดีเอ็นเอด้วย
วิธี phenol-chloroform ปริมาตร 300 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากัน ปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 14,000 g 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที ย้ายของเหลวใสชั้นข้างบนสุดไปยังหลอดทดลองขนาด 
1.5 มิลลิลิตร ท าการตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยการเติม 100% EtOH ปริมาตร 750 ไมโครลิตร และ 5M 
NaCl ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เติม glycogen ปริมาตร 2 ไมโครลิตรเพ่ือช่วยให้การตกตะกอนของดี
เอ็นเอดีข้ึน น าไปบ่มในตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-3 วัน 

วันที่ห้า ปั่นตกตะกอนความเร็ว 14,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 
นาที ดูดส่วนใสทิ้ง แล้วล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% EtOH ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นตกตะกอน
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ที่ความเร็ว 14,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสทิ้งแล้วตากตะกอน 
ดีเอ็นเอให้แห้ง ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย dH2O ปริมาตร 50 ไมโครลิตร น าดีเอ็นเอที่ได้ไปท าPCR 

 
ตารางท่ี 10 ล าดับไพรเมอร์ของยีน FOXC1 และ VEGFA ที่ใช้ท า PCR หลังจากการท า ChIP 

Accession 
Number 

ยีน  
ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

(5’----->3’) 
ขนาดของ

ยีน 

ENSG00000054598 FOXC1 
Forward 
Reverse 

TGAACCGCCCTCTAGGTGC 
CGGGCTCGGTGACATTAGC 

169 bp 

ENSG00000112715 VEGFA 
Forward 
Reverse 

CAAGGGAGGGGGCCAGAA 
AGGCAGGCCTCCTCACCT 

174 bp 

 
ตารางท่ี 11 ส่วนผสมที่ใช้ในการท า PCR ของยีน FOXC1 และ VEGFA หลังจากการท า ChIP 

ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นสุดท้าย 

1. 10X PCR 

2. 10 mM dNTPs 

3. 10 uM Forward primer 

4. 10 uM Reverse primer 

5. 250 U HotStarTaq polymerase 

6. Distilled water 

7. DNA 

           ปริมาตรรวม 

1.0 

0.2 

0.5 

0.5 

0.05 

6.75 

1 

10.0 

1X 

0.2 mM 

0.5 uM 

0.5 uM 

1.25 U/reaction 
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ตารางท่ี 12 สภาวะในการท า PCR ของยีน FOXC1 หลังจากการท า ChIP 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา 

1. Initial denaturation 

2. PCR cycle (30 รอบ) 

   - Denaturation 

   - Annealing 

   - Extension 

3. Final extension 

4. Holding 

95 

 

95 

58 

72 

72 

4 

10 นาที 

 

1 นาที 

1นาที 

1นาที 

7 นาที 

 

 
ตารางท่ี 13 สภาวะในการท า PCR ของยีน VEGFA หลังจากการท า ChIP 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา 

1. Initial denaturation 

2. PCR cycle (30 รอบ) 

   - Denaturation 

   - Annealing 

   - Extension 

3. Final extension 

4. Holding 

95 

 

95 

60 

72 

72 

4 

10 นาที 

 

1นาที 

1นาที 

1นาที 

7 นาที 

 

 
เมื่อท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเสร็จแล้วจึงน ามาตรวจสอบด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิสโดยใช้ 2.5% 
agarose gel ผสมกับ GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain (Lonza, U.S.A.) ที่ความต่างศักย์ 100 
โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที จากนั้นตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel DocTM XR+ System (Bio-
Rad)  
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

1.การค้นหาโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ที่มีอันตรกิริยากับโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 

1.1 การตรวจสอบยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ในพลาสมิด 

ก่อนที่จะน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่ HEK293 ได้ท าการส่งตรวจพิสูจน์
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ในพลาสมิดลูกผสม โดยท าการถ่ายโอน 
พลาสมิดเข้าสู่เซลล์คอมพีเทนต์เพ่ือเพ่ิมจ านวนแล้วท าการสกัดพลาสมิดจ านวน 8 โคลน ซึ่งเป็น 
พลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 จ านวน 5 โคลน และเป็นพลาสมิดเปล่าจ านวน 3 โคลน เมื่อ
น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดที่ถูกน าเข้าสู่ HEK293 มาเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ซึ่งเป็นข้อมูลที่มาจากมาจากฐานข้อมูลของ National Center for 
Biotechnology Information; NCBI ซึ่งในการตรวจสอบนี้ เลือกใช้โปรแกรม Clustal Omega 
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) ในการเปรียบเทียบ พบว่า พลาสมิดที่มีการต่อ
ยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ทั้ง 5 โคลน มีล าดับนิวคลีโอไทด์ตรงกับกับยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ตาม
ฐานขอ้มูล ดังรูปที่ 19 

 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 60 

 
 

 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 61 

 
 

 
รูปที่ 19 ผลการตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 
เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ในฐานข้อมูล NCBI 
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และพบว่า พลาสมิดเปล่า pc DNA 3.1/myc-His ทั้ง 3 โคลน ไม่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ตรงกับกับยีน 

E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ตามฐานข้อมูล ดังรูปที่ 20 
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รูปที่ 20 ผลการตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดเปล่า เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ในฐานข้อมูล NCBI 
 
ซึ่ งจากผลการการเปรียบเทียบแสดงให้ เห็นว่ าพลาสมิดลูกผสมชุดทดลองมียีน  E7 ของ 

เอชพีวีไทป์ 16 และยีนชุดควบคุมเป็นเพียงพลาสมิดเปล่า ซึ่งสามารถน าพลาสมิดทั้ง 2 แบบนี้มาใช้ใน

การทดลองขั้นต่อ ๆ ไปได ้

 

1.2 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 หลังจากน าพลาสมิดเข้าสู่ 
HEK293  

HEK293 เป็นเซลล์ที่มีประสิทธิภาพสูงในการน าพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ ดังนั้นจึงน า HEK293 มา
ใช้ในการตรวจสอบ ซึ่งหลังจากท าการน าพลาสมิดทั้ง 2 ชุด คือชุดทดลองซึ่งมียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 
16 และชุดควบคุมซึ่งเป็นพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ จากนั้นท าการสกัดโปรตีนและน ามาตรวจสอบการ
แสดงออกด้วยเทคนิค Western blot โดยใช้แอนติบอดีต่อยีน E7 ของเอชพีวีไทป์  16 (anti-
HPV16E7 antibody ) พบแถบโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ขนาดประมาณ 21 กิโลดาลตันใน 
HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดชุดทดลองเข้าสู่เซลล์ และไม่พบแถบโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 จาก 
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HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดชุดควบคุมเข้าสู่เซลล์ ซึ่งในการทดลองนี้ได้น าเซลล์มะเร็งปากมดลูกที่ถูก
เหนี่ยวน าด้วยเอชพีวีไทป์ 16 (SiHa) มาใช้เป็น positive control โดยพบแถบโปรตีนขนาดประมาณ 
17 กิโลดาลตัน เนื่องจากพลาสมิดลูกผสมที่ใช้ถูกติดฉลากติดตามด้วย myc และฮิสทิดีน (6x 
Histidine tag) ที่ปลาย C-terminal ดังรูปที่ 21 จึงพบแถบโปรตีนที่มีมวลโมเลกุลที่มากกว่าใน
เซลล์มะเร็งปากมดลูกที่ถูกเหนี่ยวน าด้วยเอชพีวีไทป์ 16 (SiHa) ดังรูปที ่22 

 

 
รูปที่ 21 พลาสมิดลูกผสมที่ถูกแทรกยีน HPV16E7 และถูกติดฉลากติดตามด้วย myc และฮิสทิดีน 
(6x Histidine tag) ที่ปลาย C-terminal 
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รูปที่ 22 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 หลังจากน าพลาสมิด
ลูกผสมเข้าสู่เซลล์ HEK293 

- Lysate HEK293 transfected HPV16E7 หมายถึง โปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิด
ลูกผสมที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ 
- Lysate HEK293 transfected Ev หมายถึง โปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่า
เข้าสู่เซลล์  
-Lysate SiHa หมายถึง โปรตีนจากเซลล์มะเร็งปากมดลูกที่ถูกเหนี่ยวน าด้วยเอชพีวีไทป์ 16 

 
ซึ่งจากรูปที่ 22 แสดงให้เห็นว่าสามารถน าพลาสมิดเข้าสู่ HEK293 และพลาสมิดลูกผสมมีการ
แสดงออกของโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ในเซลล์ HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 
ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ 
 
1.3 การทดสอบการตกตะกอนโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 โดยใช้ HisPurTM Ni-NTA resin  

ในขั้นตอนนี้เป็นการทดสอบการตกตะกอนโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 โดยใช้ HisPurTM 
Ni-NTA resin ก่อนที่จะน าไปท าการตรวจสอบวิเคราะห์หาโปรตีนที่มีอันตรกิริยาร่วมกับโปรตีน E7 
ของเอชพีวีไทป์ 16 ซึ่งหลังจากท าการดึงโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 โดยใช้ HisPurTM Ni-NTA 
resin จากนั้นน าไปแยกขนาดโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE และตรวจสอบหาโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 
16 ด้ วยวิธี  Western blot โดยใช้แอนติบอดีต่อยีน  E7 ของเอชพีวี ไทป์  16 (anti-HPV16E7 
antibody ) ในการตรวจสอบ  ซึ่ งพบแถบโปรตีน  E7 ของเอชพีวีไทป์  16 ขนาดประมาณ  21  
กิโลดาลตันจากโปรตีนที่สกัดจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิด E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ ดังรูป
ที่ 23 
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รูปที่ 23 ผลการตรวจสอบโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 หลังจากท าการตกตะกอนโปรตีนด้วย 
HisPurTM Ni-NTA resin 

-Lysate HEK293 transfected HPV16E7 หมายถึง โปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิด
ลูกผสมที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ 
-Lysate HEK293 transfected Ev หมายถึง โปรตีนโปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิด
เปล่าเข้าสู่เซลล์  
-Pulldown HEK293 transfected HPV16E7 หมายถึ ง  โปรตีนจาก HEK293 ที่ ถู กน า 
พลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ หลังจากที่ท าการตกตะกอนด้วย 
HisPurTM Ni-NTA resin 
-Pulldown HEK293 transfected Ev หมายถึง โปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่า
เข้าสู่เซลล์ หลังจากท่ีท าการตกตะกอนด้วย HisPurTM Ni-NTA resin 

 
ซึ่งจากผลการทดลองครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าสามารถดึงโปรตีน E7 ของไวรัสได้ด้วยการใช้ HisPurTM  
Ni-NTA resin ได้ 
 
1.4 การยืนยันอันตรกิริยาของโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 กับเอนไซม์ DNMT1 

ท าการตรวจสอบยืนยันการมีอันตรกิริยาระหว่างโปรตีน E7 ของไวรัสกับเอนไซม์ DNMT1 
ตามที่เคยมีงานวิจัยระบุการพบโปรตีนทั้งสองชนิดนี้มีอันตกิริยาร่วมกัน โดยใช้แอนติบอดีต่อเอนไซม์ 
DNMT1 (anti-DNMT1 antibody) ในการตรวจสอบหลังจากการตกตะกอนด้วย HisPurTM Ni-NTA 
resin และท า western blot พบแถบโปรตีนของเอนไซม์ DNMT1 ขนาดประมาณ 183 กิโลดาลตัน
ในโปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ ซึ่งตรงกับ
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แถบแบน โป รตี น ชุ ด ค วบ คุ ม  Lysate HEK293  transfected HPV16 E7 , Lysate HEK293 
transfected Ev และ Lysate SiHa ดังรูปที ่24 

 
รูปที่ 24 ผลการตรวจสอบเอนไซม์ DNMT1 หลังจากท าการตกตะกอนโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์
ด้วย HisPurTM Ni-NTA resin 

-Lysate HEK293 transfected HPV16E7 หมายถึง โปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิด
ลูกผสมที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ 
-Lysate HEK293 transfected Ev หมายถึง โปรตีนโปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิด
เปล่าเข้าสู่เซลล์  
-Lysate SiHa หมายถึง โปรตีนจากเซลล์มะเร็งปากมดลูกที่ถูกเหนี่ยวน าด้วยเอชพีวีไทป์ 16 
-Pulldown HEK293 transfected HPV16E7 หมายถึ ง  โปรตีนจาก HEK293 ที่ ถู กน า 
พลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ หลังจากที่ท าการตกตะกอนด้วย 
HisPurTM Ni-NTA resin 
-Pulldown HEK293 transfected Ev หมายถึง โปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่า
เข้าสู่เซลล์ หลังจากท่ีท าการตกตะกอนด้วย HisPurTM Ni-NTA resin 

 
จากผลการทดลองแสดงว่า โปรตีน E7 ของไวรัสมีอันตรกิริยากับเอนไซม์ DNMT1 ตามที่เคยมี
รายงานวิจัยระบุ และการใช้ HisPurTM Ni-NTA resin เพ่ือท าการดึงโปรตีน E7 ของไวรัสสามารถดึง
โปรตีนชนิดอ่ืน ๆ ที่มีอันตรกิริยาร่วมกับโปรตีน E7 ติดตามลงมาด้วย ซึ่งโปรตีนชนิดอ่ืน ๆ ที่ถูกดึงมา
กับโปรตีน E7 ของไวรัสจะน าไปท าการระบุค้นหาชนิดด้วยวิธีแมสสเปกโทรเมทรีต่อไป 
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1.5 การระบโุปรตีนที่มีอันตรกิริยากับโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16  

1.5.1 การใช้วิธีการทางแมสสเปกโทรเมทรีในการค้นหาโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ 

โปรตีนที่ถูกตกตะกอนลงมาคือโปรตีนที่มีอันตกิริยากับโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ซึ่งจะ
ถูกชะท าให้หลุดออกมาจาก resin bead แล้วน ามาก าจัดสารปนเปื้อน เช่น เกลือ สารลดแรงตึงผิว 
ด้วยชุด 2D clean up Kit (Ge Healthcare Life Sciences) หลังจากนั้นน ามาตัดด้วยให้เป็นชิ้น 
เปปไทด์ด้วยเอนไซม์ทริปซินก่อนที่จะน าไปจ าแนกด้วยเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร์ ซึ่งข้อมูล 
แมสสเปกตรัมที่ ได้จะถูกน าไปวิ เคราะห์ด้วยโปรแกรม Proteome Discoverer™ Software 
(Thermo Fisher Scientific) ซึ่งจะท าการทดลองวิเคราะห์ 2 แบบ ไดแ้ก่  

1) วิเคราะห์โดยการน าข้อมูลของสองตัวอย่างจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 

ของเอชพีวีไทป์ 16 และ HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมพร้อม

กัน โดยท าการคัดเลือกโปรตีนจากค่าสัดส่วนของ Abundance ratio ระหว่าง HEK293 ที่ถูกน า

พลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 กับ HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ ที่มีค่ามากกว่า

หรือเท่ากับ 1 มาท าการระบุหาโปรตีนที่เป็นทรานสคริปชันแฟกเตอร์ ซ่ึงจากการทดลองท้ัง 2 ครั้งพบ

โปรตีน ดังตารางที่ 14 

ตารางที่ 14 ผลโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์จากวิธีการทางแมสสเปกโทรเมทรีที่วิเคราะห์จากค่า 
Abundance ratio  

ครั้งที ่
จ านวนโปรตีนที่

พบท้ังหมด 

จ านวนโปรตีนที่พบเม่ือใช้สัดส่วน
ค่ า  abundance ratio ที่ มี ค่ า
มากกว่าหรือเท่ากับ 1 

โปรตีนทรานสคริป
ชันแฟกเตอร์ที่พบ 

1 164 19 
YY1,  
GTF2A1, SND1 

2 450 205 
CAND1,  
SMAD4,  
MMS19, GTF2A1 

 
2) วิเคราะห์โดยการน าข้อมูลของสองตัวอย่างจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 

ของเอชพีวีไทป์ 16 และ HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ มาท าการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม

ที่ละตัวอย่างแยกกัน แล้วท าการคัดเลือกโปรตีนที่พบเฉพาะในตัวอย่างจาก HEK293 ที่ถูกน า 
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พลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์มาท าการระบุค้นหาโปรตีนที่เป็นทรานสคริป

ชันแฟกเตอร์ ดังตารางที่ 15 

ตารางท่ี 15 ผลโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์จากวิธีการทางแมสสเปกโทรเมทรีท่ีได้จากการแยก
วิเคราะห์ของแต่ละตัวอย่าง 

ครั้งที ่

จ านวนโปรตีนที่
พบในตัวอย่าง 
HEK293  ที่ ถู ก
น าพลาสมิดที่มี
ยีน E7 ของเอช
พีวีไทป์ 16 เข้า
สู่เซลล ์

จ านวนโปรตีนที่
พบในตัวอย่าง 
HEK293 ที่ ถู ก
น าพลาส มิ ดที่
เปล่า เข้าสู่เซลล ์

จ านวนโปรตีนที่
พ บ เ ฉ พ า ะ ใ น
ตั ว อ ย่ า ง ข อ ง 
HEK293  ที่ ถู ก
น าพลาสมิดที่ มี
ยีน E7 ของเอช
พีวีไทป์ 16 เข้า
สู่เซลล ์

โ ป ร ตี น ท ร า น
สคริ ปชั น แฟก
เตอร์ที่พบ 

1 120 58 77 
YY1,  
GTF2A1, 
TLE4 

2 488 115 389 

CAND1, 
SMAD4,  
YY1, 
TLE4,  
SMAD5, 
MMS19, 
CNOT1,  
TBR1,  
GTF2A1, 
CTTN,  
LIMD1, 
PSMD14,  
PHF3 
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1.5.2 การใช้ข้อมูลชีวสารสนเทศค้นหาโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ 

ท าการค้นหาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 โดยใช้โปรแกรม 
Ensembl (https://asia.ensembl.org/index.html) ดังรูปที่ 25 ซึ่งบริเวณที่มีการท าไฮไลท์สีเหลือง
เป็นบริเวณโพรโมเตอร์บริเวณที่เคยมีรายงานการถูกชักน าให้เกิดเมทิลเลชันโดยมีโปรตีน E7 ของเอชพี
วีไทป์ 16 และเอนไซม์ DNMT1 เป็นตัวชักน า ซึ่งอยู่บริเวณ -526 ถึง -730 บนต าแหน่งของยีน 
CCNA1 (Chalertpet et al., 2015) และใช้โปรแกรม Jaspar (http://jaspar.genereg.net) และ
โปรแกรม Promo (http://alggen.lsi.upc.es) มาท านายโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ ซึ่ง
โปรแกรม Jaspar ได้ก าหนดใช้ค่า Relative profile score threshold ที่ร้อยละ 99 และโปรแกรม 
Promo ได้ก าหนดใช้ค่า Maximum matrix dissimilarity rate ทีร่้อยละ 1 ซึ่งทั้งสองค่าอาจหมายถึง
มีระดับความน่าเชื่อถือที่ร้อนละ 99 ซึ่งจากการท านายด้วยโปรแกรมทั้งสองพบโปรตีนทรานสคริป
ชันแฟกเตอร์ ดังนี้ 

-จากโปรแกรม Jaspar พบทรานสคริปชันแฟกเตอร์ทั้งหมด 2 ชนิด ได้แก่ ETS1 และ
TFAP2A ดังรูปที่ 26 

-จากโปรแกรม Promoพบทรานสคริปชันแฟกเตอร์ทั้งหมด 9 ชนิด ได้แก่ C/EBPbeta,  
PR B, PR A, ER-alpha, FOXP3, AP-2alpha, Pax-5, p53 และ c-Ets-1 ดังรูปที่ 27 

 
รูปที่ 25 ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 

 
 

https://asia.ensembl.org/index.html
http://jaspar.genereg.net/
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รูปที่ 26 ผลการท านายทรานสคริปชันแฟกเตอร์ที่มีความน่าจะเป็นที่จะเป็นตัวควบคุมการแสดงออก
ของยีน CCNA1 บนโพรโมเตอร์ด้วยโปรแกรม Jaspar 

 
รูปที่ 27 ผลการท านายทรานสคริปชันแฟกเตอร์ที่มีความน่าจะเป็นที่จะเป็นตัวควบคุมการแสดงออก
ของยีน CCNA1 บนโพรโมเตอร์ด้วยโปรแกรม Promo 
 
1.6 การทดสอบอันตรกิริยาระหว่างโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 และโปรตีนทรานสคริป
ชันแฟกเตอร์ TFAP2A  

จากผลการค้นหาโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ที่สามารถจับบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 
CCNA1 ด้วยวิธีการทางชีวสารสนเทศ ได้ลองเลือกโปรตีน TFAP2A มาลองท าการศึกษาการมีอันตร
กิริยากับโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เนื่องจากพบโปรตีน TFAP2A จากการท านายทั้งสอง
โปรแกรม และมีค่าคะแนนมากกว่าโปรตีน EST-1 และนอกจากนั้นยังมีรายงานพบว่า TFAP2A มี
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บทบาทในการควบคุมการเกิดมะเร็งหลังโพรงจมูก (nasopharyngeal carcinoma) โดยมียีน

เป้าหมายคือ HIF-1α และ VEGF/PEDF (Shi et al., 2014) และยังพบว่าโปรตีน TFAP2A ยังมีความ
เกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งเต้านม (breast cancer) อีกด้วย (Berlato et al., 2011) ดังนั้นจึงได้ท า
การตรวจสอบการมีอันตรกิริยาระหว่างโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 กับโปรตีน TFAP2A ซึ่งใน
ขั้นตอนการตรวจสอบจะท าการตกตะกอนโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 โดยใช้ HisPurTM Ni-NTA 
resin จากนั้นน าไปแยกขนาดโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE และตรวจสอบหาโปรตีน TFAP2A ด้วยวิธี 
Western blot โดยใช้แอนติบอดีต่อโปรตีน TFAP2A (anti-AP2alpha antibody) ในการตรวจสอบ 
พบแถบโปรตีน TFAP2A ขนาดประมาณ 48 กิโลดาลตันจากโปรตีนที่สกัดจาก HEK293 ที่ถูกน า
พลาสมิด E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ ดังรูปที่ 28 

 
รูปที่ 28 ผลการตรวจสอบทรานสคริปชันแฟกเตอร์ TFAP2A หลังจากท าการตกตะกอนโปรตีน 

-Lysate HEK293 transfected HPV16E7 หมายถึง โปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิด
ลูกผสมที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ 
-Lysate HEK293 transfected Ev หมายถึง โปรตีนโปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิด
เปล่าเข้าสู่เซลล์  
-Pulldown HEK293 transfected HPV16E7 หมายถึ ง  โปรตีนจาก HEK293 ที่ ถู กน า 
พลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ หลังจากที่ท าการตกตะกอนด้วย 
HisPurTM Ni-NTA resin 
-Pulldown HEK293 transfected Ev หมายถึง โปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่า
เข้าสู่เซลล์ หลังจากท่ีท าการตกตะกอนด้วย HisPurTM Ni-NTA resin 
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ซึ่งในการทดลองครั้งนี้ได้ท าการศึกษาซ้ าทั้งหมด 6 ครั้ง บางครั้งพบแถบแบนโปรตีนจาก HEK293 ที่
ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ ดังนั้นจึงได้น าแถบแบนที่เกิดขึ้นไปวัดความเข้มของแบนเพ่ือน ามาหา
ค่าเฉลี่ยแล้วพล๊อตกราฟโดยใช้โปรแกรม GraphPad Prism 5 และใช้การวิเคราะห์สถิติด้วยวิธี 
independent T-test เพ่ือดูผลว่าแถบแบนที่เกิดข้ึนเป็นแถบแบนโปรตีนที่เป็น non specific หรือไม่ 
ซึ่งได้ผลดังรูปที่ 29 

 
รูปที่ 29 กราฟแสดงค่าเฉลี่ยความเข้มของแถบโปรตีน TFAP2A จากการตรวจสอบด้วยวิธี western 
blot 

- E7 หมายถึง โปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 
เข้าสู่เซลล์ หลังจากท่ีท าการตกตะกอนด้วย HisPurTM Ni-NTA resin 
- Ev หมายถึง โปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ หลังจากที่ท าการ
ตกตะกอนด้วย HisPurTM Ni-NTA resin 

 
จากกราฟพบความแตกต่างของความเข้มของแถบโปรตีนอย่างมีนัยส าคัญที่ P value น้อยกว่า 0.001 
ซึ่งแถบโปรตีนที่พบเป็นโปรตีน TFAP2A ไม่ใช่โปรตีน non-specific ซึ่งการทดลองนี้พบว่าโปรตีน E7 
ของเอชพีวีไทป์ 16 มีอันตรกิริยากับทรานสคริปชันแฟกเตอร์ TFAP2A 
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1.7 การทดสอบอันตรกิริยาระหว่างโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ TFAP2A โปรตีนทรานสคริป
ชันแฟกเตอร์ YY1 

มีรายงานการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า โปรตีน YY1 มีอันตรกิริยากับโปรตีน TFAP2A สามารถ
จับที่โพรโมเตอร์ของยีน ERBB2 ส่งผลกระตุ้นให้เกิดมะเร็งเต้านม (Begon et al., 2005) จึงได้ท าการ
ตรวจสอบยืนยันการมีอันตรกิริยาระหว่างโปรตีน TFAP2A และโปรตีน YY1 โดยการตกตะกอน
โปรตีน TFAP2A โดยการใช้เทคนิค co-immuno precipitation ซึ่งจะใช้ protein G agarose bead 
ติดกับแอนติบอดีต่อโปรตีน TFAP2A เพ่ือท าการดึงโปรตีน TFAP2A ลงมา จากนั้นน าไปแยกขนาด
โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE และตรวจสอบหาโปรตีน YY1 ด้วยวิธี Western blot โดยใช้แอนติบอดีต่อ
โปรตีน YY1 (anti-YY1 antibody) ในการตรวจสอบ ซึ่งปรากฏว่าพบแถบโปรตีน YY1 ขนาด
ประมาณ 45 กิโลดาลตัน ในโปรตีนที่สกัดจาก HEK293 ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิด E7 ของเอชพีวีไทป์ 
16 และในโปรตีนที่สกัดจาก HEK293 ที่ถูกถ่ายโอนพลาสมิดเปล่า ดังรูปที่ 30 

 
รูปที่ 30 ผลการตรวจสอบทรานสคริปชันแฟกเตอร์ YY1 หลังจากท าการตกตะกอนโปรตีน TFAP2A 
โดยใช้แอนติบอดีต่อโปรตีน TFAP2A 

-Lysate HEK293 transfected HPV16E7 หมายถึง โปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิด
ลูกผสมที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ 
-Lysate HEK293 transfected Ev หมายถึง โปรตีนโปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิด
เปล่าเข้าสู่เซลล์  
-Pulldown HEK293 transfected HPV16E7 หมายถึ ง  โปรตีนจาก HEK293 ที่ ถู กน า 
พลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์หลังจากท่ีท าการตกตะกอนโปรตีน 
TFAP2A โดยใช้แอนติบอดีต่อโปรตีน TFAP2A 
-Pulldown HEK293 transfected Ev หมายถึง โปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมดิเปล่า
เข้าสู่เซลล์หลังจากท่ีท าการตกตะกอนโปรตีน TFAP2A โดยใช้แอนติบอดีต่อโปรตีน TFAP2A 

 
ซึ่งจากผลการตรวจสอบยืนยันพบว่าโปรตีนทั้งสองชนิดมีอันตรกิริยาร่วมกันกัน 
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1.8 การทดสอบอันตรกิริยาระหว่างโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 และโปรตีนทรานสคริป
ชันแฟกเตอร์ YY1 

เมื่อท าการพิสูจน์ว่าโปรตีน E7 ของไวรัสมีอันตรกิริยากับทรานสคริปชันแฟกเตอร์ TFAP2A 
และโปรตีน TFAP2A มีอันตรกิริยากับโปรตีน YY1 ดังนั้นในการทดลองขั้นตอนนี้จึงทดลอง
ท าการศึกษาอันตรกิริยาระหว่างโปรตีน E7 ของไวรัสกับโปรตีน YY1 ซึ่งในขั้นตอนนี้จะท าการดึง
โปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 โดยการใช้ HisPurTM Ni-NTA resin จากนั้นน าไปแยกขนาดโปรตีน
ด้วยวิธี SDS-PAGE และตรวจสอบหาโปรตีน YY1 ด้วยวิธี Western blot โดยใช้แอนติบอดีต่อโปรตีน 
YY1 (anti-YY1 antibody) ในการตรวจสอบ ซึ่งปรากฏว่าไม่พบแถบโปรตีน YY1 ที่น้ าหนักมวล
โมเลกุลประมาณ 45 กิโลดาลตัน ในโปรตีนที่สกัดจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิด E7 ของเอชพีวีไทป์ 
16 เข้าสู่เซลล์ ดังรูปที่ 31 

 
รูปที่ 31 ผลการตรวจสอบทรานสคริปชันแฟกเตอร์ YY1 หลังจากท าการตกตะกอนโปรตีน E7 ของ
เอชพีวีไทป์ 16 ด้วย HisPurTM Ni-NTA resin 

-Lysate HEK293 transfected HPV16E7 หมายถึง โปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิด
ที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ 
-Lysate HEK293 transfected Ev หมายถึง โปรตีนโปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิด
เปล่าเข้าสู่เซลล์ 
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-Pulldown HEK293 transfected HPV16E7 หมายถึ ง  โปรตีนจาก HEK293 ที่ ถู กน า 
พลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์หลังจากท่ีท าการตกตะกอนด้วย HisPurTM 
Ni-NTA resin 
-Pulldown HEK293 transfected Ev หมายถึง โปรตีนจาก HEK293 ถูกน าพลาสมิดเปล่า
เข้าสู่เซลล์หลังจากท่ีท าการตกตะกอนด้วย HisPurTM Ni-NTA resin 

 
1.9 การใช้ชีวสารสนเทศท านายอันตรกิริยาระหว่างโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ 

ผลการวิเคราะห์โปรตีนจากวิธีการทางแมสสเปกโทรเมทรีและจากการท านายโดยใช้ 
ชีวสารสนเทศจะได้โปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ทั้งหมด ดังตารางที่ 16 
 
ตารางท่ี 16 สรุปผลการวิเคราะห์โปรตีนจากวิธีการทางแมสสเปกโทรเมทรีและจากชีวสารสนเทศ 

วิธีการระบุ โปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ 

แมสสเปกโทรเมทรี 
YY1, GTF2A1, SND1, CAND1, SMAD4, MMS19, TLE4,  
SMAD5, CNOT1, TBR1, CTTN, LIMD1, PSMD14, PHF3 

ชีวสารสนเทศ 
C/EBPbeta, PR B, PR A, ER-alpha, FOXP3, AP-2alpha, 
Pax-5, p53 และ ETS1 

 
น าโปรตีนที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรีและที่ได้จากชีวสารสนเทศ รวมไปถึง
เอนไซม์ DNMT1 มาท านายอันตรกิริยาเ พ่ือดู ความเกี่ยวข้องกันโดยใช้โปรแกรม STRING 
(https://string-db.org) ที่ค่า confidance 0.700 พบกลุ่มโปรตีนที่มีความเก่ียวข้องกัน ดังรูปที่ 32 
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รูปที่ 32 ภาพการท านายอันตรกิริยาของกลุ่มโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ที่ได้จากวิธี 
แมสสเปกโทรเมทรีและชีวสารสนเทศ และเอนไซม์ DNMT1 
 
จากการท านายอันตรกิริยาของโปรตีนพบว่าทรานสคริปชันแฟกเตอร์ TFAP2A มีอันตรกิริยากับ 
ทรานสคริปชันแฟกเตอร์ YY1 และยังมีอันตรกิริยาร่วมกับเอนไซม์ DNMT1  
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2. การตรวจสอบการแสดงออก การเมทิลเลชันของยีน และตรวจสอบการจับกันระหว่างยีนและ
โปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ TFAP2A และ YY1 

2.1 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน 

 หลังจากที่ได้ โปรตีนทรานสคริปชันที่สนใจแล้วนั่นคือ TFAP2A และ YY1 จากนั้นใช้ 

ชีวสารสนเทศท านายยีนที่เป็นเป้าหมายของโปรตีนทั้งสองชนิดนี้โดยได้ท าการคัดเลือกยีนมา

ตรวจสอบการแสดงออกทั้งหมด 5 ยีน ได้แก่ FOXC1, VEGFA, CGA, USP9X และ PAMC5 ซึ่งจะท า

การตรวจสอบระดับการแสดงออกในเซลล์ HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 ของเอชพีวี

ไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ เทียบกับ HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ โดยการท า real time RT-

PCR จากนั้นน าค่า Cq มาค านวณการแสดงออกของยีน ด้วยวิธี ΔΔCq method แล้วน าค่า 2- ΔΔCq 

มาพล๊อตกราฟด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 เพ่ือเทียบระดับการแสดงออก 

พบว่าทั้ง 5 ยีนที่สกัดอาร์เอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 ของ

เอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ มีการลดการแสดงออกเมื่อเทียบกับ HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่

เซลล์ ดังรูปที่ 33 แต่ ยีน FOXC1 และยีน VEGFA มีระดับการลดการแสดงออกมากว่าอีก 3 ยีนอย่าง

มีนัยส าคัญที่ p value ≤ 0.05 ดังนั้นจึงท าการเลือกยีน FOXC1 และยีน VEGFA มาท าการตรวจสอบ

ยืนยันการแสดงออกในเซลล์ C33A อีกครั้ง 

 
รูปที่ 33 กราฟแสดงระดับการแสดงออกของยีน FOXC1, VEGFA, CGA, USP9X และ PAMC5 ใน
เซลล์ HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์เทียบกับ HEK293 
ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ 
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- E7 หมายถึง ระดับการแสดงออกในเซลล์ HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 
ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ 

- Ev หมายถึง ระดับการแสดงออกในเซลล์ HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ 
 
จากนั้นท าการถ่ายโอนพลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 และพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ C33A 
เพ่ือสกัดอาร์เอ็นเอ แล้วท าการตรวจสอบการยืนยันการลดการแสดงออกของยีน FOXC1 และ 

VEGFA ด้วยวิธี real time RT-PCR เช่นเดิม จากนั้นน าค่า 2- ΔΔCq มาพล๊อตกราฟด้วยโปรแกรม 
GraphPad Prism 5 ซึ่งพบว่ายีนทั้งสองที่มาจากอาร์เอ็นเอของ C33A ทีท่ าการน าพลาสมิดลูกผสมที่
มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ มีการลดการแสดงออกเมื่อเทียบกับ C33A ที่ถูกน าพลาสมิด
เปล่าเข้าสู่เซลล์อย่างมีนัยส าคัญที่ p value ≤ 0.05 เช่นเดียวกับ HEK293 ดังรูปที ่34 
 

 
รูปที่ 34 กราฟแสดงระดับการแสดงออกของยีน FOXC1 และ VEGFA ในเซลล์ C33A ที่ถูกน า 
พลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์เทียบกับ C33A ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่
เซลล์ 

- E7 หมายถึง ระดับการแสดงออกในเซลล์ C33A ที่ถูกน าพลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 ของ
เอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ 

- Ev หมายถึง ระดับการแสดงออกในเซลล์ HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ 
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2.2 การตรวจสอบการเมทิลเลชันของยีนบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนใช้เทคนิค Methylation 
specific PCR (MSP) 

 เมื่อได้ผลการแสดงออกของยีนทั้ง 5 ยีนได้ท าการคัดเลือกยีนที่มีการแสดงออกน้อยที่สุดสอง
ยีนมาตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชัน นั่นคือยีน FOXC1 และ VEGFA ซึ่งในการทดสอบการเกิด 
เมทิลเลชันท าโดยการสกัดเอ็นเอจาก HEK293 และ C33A ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวี
ไทป ์16 และพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ จากนั้นน าดีเอ็นเอมาท าปฏิกิริยากับ sodium bisulfite ก่อนที่
จะน าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ แล้วท าการตรวจสอบด้วย agarose gel ซึ่งในการทดลองนี้ใช้ดีเอ็นเอที่
ท าปฏิกิริยากับ sodium bisulfite ของเซลล์ SiHa เป็น positive control และเซลล์ C33A เป็น 
negative control ซึ่งพบว่า 
 ในยี น  FOXC1 พบแถบแบนในดี เ อ็ น เ อจาก เซลล์  HEK293 และ  C33A ที่ ถู กน า 
พลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ เข้มกว่าดีเอ็นเอจากเซลล์ HEK293 และ C33A ที่
ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ในสภาวะที่ใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อ methylation และในท านอง
เดียวกันพบแถบแบนดีเอ็นเอจากเซลล์ HEK293 และ C33A ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวี
ไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์บางกว่าดีเอ็นเอจากเซลล์ HEK293 และ C33A ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ 
ในสภาวะที่ใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อ unmethylation ดังรูปที่ 35 และ 36 ซึ่งหมายความว่ายีน 
FOXC1 มีการเกิดเมทิลเลชันเมื่อมียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16  
 

 
รูปที่ 35 ผลการตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 ในเซลล์ HEK293 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 81 

HEK293 transfected E7  หมายถึง ดีเอ็นเอที่ได้จาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดที่มี
ยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ 

HEK293 transfected Ev หมายถึง ดีเอ็นเอที่ได้จาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิด
เปล่าเข้าสู่เซลล์ 

SiHa (positive control) หมายถึง ดีเอ็นเอที่มาจาก SiHa ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งปาก
มดลูกท่ีมีการติดเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 

C33A (negative control) หมายถึง ดีเอ็นเอที่มาจาก C33A ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งปาก
มดลูกท่ีไม่มีมีการติดเชื้อเอชพีวี 

 

 
รูปที่ 36 ผลการตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 ในเซลล์ C33A  

 
C33A transfected E7  หมายถึง ดีเอ็นเอที่ได้จาก C33A ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน 

E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ 
C33A transfected Ev หมายถึง ดีเอ็นเอที่ได้จาก C33A ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่า

เข้าสู่เซลล์ 
SiHa (positive control) หมายถึง ดีเอ็นเอที่มาจาก SiHa ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งปาก

มดลูกท่ีมีการติดเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 
C33A (negative control) หมายถึง ดีเอ็นเอที่มาจาก C33A ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งปาก

มดลูกท่ีไม่มีมีการติดเชื้อเอชพีวี 
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ในขณะที่ยีน VEGFA ไม่พบแถบแบนดีเอ็นเอจากเซลล์ HEK293 และ C33A ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน 
E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 และดีเอ็นเอจากเซลล์ HEK293 และ C33A ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ 
ในสภาวะที่ใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อ methylation รวมไปถึง positive control และ negative 
control แต่พบแถบแบนที่มีความเข้มเท่ากันทั้งจากดีเอ็นเอจากเซลล์ HEK293 และ C33A ที่ถูกน า
พลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 และดีเอ็นเอจากเซลล์ HEK293 และ C33A ที่ถูกน าพลาสมิด
เปล่าเข้าสู่เซลล์ในสภาวะที่ใช้ไพรเมอร์ทีจ่ าเพาะต่อ unmethylation ดังรูปที่ 37 และ 38 

 
รูปที่ 37 ผลการตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน VEGFA ในเซลล์ HEK293 

 
HEK293 transfected E7  หมายถึง ดีเอ็นเอที่ได้จาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดที่มี

ยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ 
HEK293 transfected Ev หมายถึง ดีเอ็นเอที่ได้จาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิด

เปล่าเข้าสู่เซลล์ 
SiHa (positive control) หมายถึง ดีเอ็นเอที่มาจาก SiHa ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งปาก

มดลูกท่ีมีการติดเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 
C33A (negative control) หมายถึง ดีเอ็นเอที่มาจาก C33A ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งปาก

มดลูกท่ีไม่มีมีการติดเชื้อเอชพีวี 
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รูปที่ 38 ผลการตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน VEGFA ในเซลล์ C33A 

 
C33A transfected E7  หมายถึง ดีเอ็นเอที่ได้จาก C33A ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน 

E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ 
C33A transfected Ev หมายถึง ดีเอ็นเอที่ได้จาก C33A ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่า

เข้าสู่เซลล์ 
SiHa (positive control) หมายถึง ดีเอ็นเอที่มาจาก SiHa ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งปาก

มดลูกท่ีมีการติดเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 
C33A (negative control) หมายถึง ดีเอ็นเอที่มาจาก C33A ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งปาก

มดลูกท่ีไม่มีมีการติดเชื้อเอชพีวี 
 

2.3 ตรวจสอบการจับกันระหว่างโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 และ  VEGFA กับโปรตีน 
ทรานสคริปชันแฟกเตอร์ TFAP2A และ YY1 

ในขั้นตอนสุดท้ายนี้ได้ท าการทดลองตรวจสอบยืนยันการจับกันของโพรโมเตอร์ของยีนกับ
โ ป ร ตี น ท ร า น ส ค ริ ป ชั น แ ฟก เ ต อ ร์  TFAP2A แ ล ะ  YY1 โ ด ย ก า ร ใ ช้ เ ท ค นิ ค  chromatin 
immunoprecipitation ซึ่ งท า ในเซลล์  HEK293 ที่ ถูกน าพลาสมิดที่มียีน  E7 ของไวรัส  และ 
พลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ เพ่ือพิสูจน์ว่า โปรตีน E7 ของไวรัส โปรตีน TFAP2A และโปรตีน YY1 
สามารถจับกับบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 และ VEGFA ได้หรือไม่ โดยการใช้แอนติบอดีต่อ
โปรตีน E7 แอนติบอดีต่อโปรตีน TFAP2A และแอนติบอดีต่อ YY1 นอกจากนี้ยังใช้แอนติบอดีต่อ
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โปรตีนฮิสโตน  (H3K4) เป็น positive control antibody และแอนติบอดี  IgG เป็น negative 
control ผลการทดลองพบว่า 

ในยีน FOXC1 พบแถบแบนดีเอ็นเอในสภาวะที่ใช้แอนติบอดีต่อโปรตีน E7 โปรตีน TFAP2A 
และโปรตีน YY1 ในเซลล์ HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของไวรัส เข้าสู่เซลล์ แต่ไม่พบแถบ
แบนดีเอ็นเอในสภาวะที่ใช้แอนติบอดีต่อโปรตีน E7 โปรตีน TFAP2A และโปรตีน YY1 ในเซลล์ 
HEK293 ทีถู่กน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ ดังรูปที่ 39 

 
รูปที่ 39 ผลการตรวจสอบการท า ChIP ของยีน FOXC1 ในเซลล์ HEK293 

Neg   หมายถึง น้ าเปล่าซึ่งใช้เป็น negative control 

HEK-E7 หมายถึง ดีเอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน 
E7 ของเอชพีวีไทป์ 16   

HEK-AP2 หมายถึง ดีเอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน 
TFAP2A 
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HEK-YY1 หมายถึง ดีเอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน 
YY1 

HEK-H3K4 หมายถึง ดีเอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน 
H3K4 

HEK-IgG หมายถึง ดีเอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดี IgG 

WC หมายถึง ดีเอ็นเอท่ีท าการสกัดจากเซลล์ HEK293 

และในยีน VEGFA ไม่พบแถบแบนดีเอ็นเอในสภาวะที่ใช้แอนติบอดีต่อโปรตีน E7 โปรตีน TFAP2A 
และโปรตีน YY1 ในเซลล์ HEK293 ทีถู่กน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของไวรัสเข้าสู่เซลล์ และในสภาวะที่ใช้
แอนติบอดีต่อโปรตีน E7 โปรตีน TFAP2A และโปรตีน YY1 ในเซลล์ HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่า 
เข้าสู่เซลล์ ดังรูปที่ 40  

 
รูปที่ 40 ผลการตรวจสอบการท า ChIP ของยีน VEGFA ในเซลล์ HEK293 

WC หมายถึง ดีเอ็นเอท่ีท าการสกัดจากเซลล์ HEK293 

H3K4 หมายถึง ดีเอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน 
H3K4 

HEK-IgG หมายถึง ดีเอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดี IgG 
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HEK-E7 หมายถึง ดีเอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน 
E7 ของเอชพีวีไทป์ 16   

HEK-AP2 หมายถึง ดีเอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน 
TFAP2A 

HEK-YY1 หมายถึง ดีเอ็นเอจาก HEK293 ที่ถูกตกตะกอนด้วยแอนติบอดีต่อโปรตีน 
YY1 
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บทที่ 5 
อภิปราย และสรุปผลการวิจัย 

อภิปรายผลการวิจัย 

 มะเร็งปากมดลูก (Cervical cancer) เป็นโรคมะเร็งที่พบในสตรีทั่วโลก ซึ่งเกิดจากการติด
เชื้อเอชพีวีชนิดที่มีความเสี่ยงสูง เช่นเอชพีวีไทป์ 16 โดยเชื้อไวรัสจะติดต่อจากรอยถลอกของผิวหรือ
เยื่อบุบริเวณปากมดลูกที่เกิดจากการมีเพศสัมพันธ์ ท าให้ปากมดลูกเกิดการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อ
หรือเซลล์ของปากมดลูก จนกลายเป็นเซลล์หรือเนื้อเยื่ออักเสบเรื้อรัง และกลายเป็นมะเร็งในที่สุด ซึ่ง
การวินิจฉัยมะเร็งปากมดลูกแพทย์จะท าการวินิจฉัยโดยการขูดเซลล์เยื่อบุปากมดลูกเพ่ือน าไปตรวจ
ด้วยกล้องจุลทรรศน์ เพ่ือตรวจหาเซลล์ที่ผิดปกติหรือเซลล์ที่มีการเปลี่ยนแปลงซึ่งอาจท าให้เกิดมะเร็ง 
เรียกวิธีการนี้ว่าแปปสเมียร์ แต่วิธีนี้ต้องอาศัยแพทย์ และนักวิทยาศาสตร์ผู้ที่มีความช านาญในการ
ตรวจ ดังนั้นการตรวจทางอณูพันธุศาสตร์โดยการตรวจหาความเปลี่ยนแปลงของยีนที่เกิดจากการติด
เชื้อเอชพีวี จึงเป็นทางเลือกที่น่าสนใจในการน ามาใช้ในการตรวจคัดกรอง เพ่ือที่จะหาทางรักษาได้
ตั้งแต่ระยะแรกๆก่อนการเป็นมะเร็ง 
 สาเหตุส าคัญอีกประการหนึ่งที่ท าให้เกิดมะเร็งปากมดลูกคือการเกิดเมทิลเลชันที่บริเวณ 
โพรโมเตอร์ของยีนต้านมะเร็ง โดยภาวะการเกิดโพรโมเตอร์ไฮเปอร์เมทิลเลชันของยีนมีบทบาทส าคัญ
ที่เกี่ยวข้องกับการยับยั้งกระบวนการถอดรหัสของยีนส่งผลให้ยีนถูกยับยั้งการแสดงออก ซึ่งมีรายงาน
พบการลดการแสดงออกของยีน CCNA1 ซึ่งเป็นหนึ่งในยีนต้านมะเร็ง ถูกชักน าให้เกิดเมทิลเลชัน
บริเวณโพรโมเตอร์ โดยมีโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 กับเอนไซม์ DNA methyltransferase 1 
(DNMT1) เป็นตัวกระตุ้นบริเวณโพรโมเตอร์ (Chalertpet et al., 2015) แต่พบว่าไม่ใช่ทุกยีนที่
โปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีจะสามารถชักน าให้เกิดเมทิลเลชันได้ เช่นยีน E-cadherin (Laurson et 
al., 2010) ดังนั้นจึงเกิดแนวคิดที่ว่าน่าจะมีโปรตีนชนิดที่เป็นทรานสคริปชันแฟกเตอร์เป็นตัวร่วมใน
การน าพาโปรตีน E7 ของไวรัส และเอนไซม์ DNMT1 มายังบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน เนื่องจาก 
ทรานสคริปชันแฟกเตอร์เป็นโปรตีนที่สามารถจดจ าและเข้าจับกับล าดับนิวคลิโอไทด์อย่างจ าเพาะ
บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน เพ่ือกระตุ้นให้เกิดกระบวนการการถอดรหัส จึงเป็นที่มาของงานวิจัยนี้คือ 
การวิเคราะห์หาโปรตีนที่มีอันตรกิริยาร่วมกับโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 และเอนไซม์ DNMT1 
แล้วชักน าให้เกิดการเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ส่งผลให้ยีนเกิดการลดการแสดงออกใน
ที่สุด ซึ่งอาจจะเป็นหนึ่งในกลไกท่ีน าไปสู่การเกิดโรคมะเร็งปากมดลูกได้ในที่สุด ในงานวิจัยนี้จะมุ่งเน้น
ในการหาโปรตีนชนิดที่เป็นทรานสคริปชันแฟกเตอร์ โดยวิธีการที่จะหาโปรตีนที่ไม่ทราบชนิดมาก่อน
จ าเป็นต้องใช้วิธีการทางแมสสเปกโทรเมทรีเข้ามาช่วยในการระบุโปรตีน และใช้วิธีการทาง  
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ชีวสารสนเทศเข้ามาช่วยในการท านายระบุโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์อีกทางหนึ่ง หาก
ผลการวิจัยเป็นไปตามสมมติฐานที่คิดไว้จะท าให้ทราบกลไกการชักน าการเกิดเมทิลเลชันที่แน่ชัด ซึ่ง
จะช่วยให้มีความเข้าใจในระดับพันธุศาสตร์โมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งปากมดลูกได้มากขึ้ น
ในด้านความสัมพันธ์ระหว่างไวรัสและกลไกสภาวะเหนือพันธุกรรมที่เกี่ยวกับการเกิดดีเอ็นเอ  
เมทิลเลชัน และสามารถน าองค์ความรู้นี้ไปต่อยอดในการค้นหายีนในการพัฒนาเป็นเครื่องหมาย
โมเลกุลในการตรวจวินิจฉัย และท านายการเกิดมะเร็งปากมดลูก รวมไปถึงการคิดค้นยาเพ่ือการรักษา
โรคมะเร็งที่ติดเชื้อเอชพีวีได้ 

ในงานวิจัยนี้ได้น าเซลล์ไลน์ HEK293 ซึ่งเป็นเซลล์ที่มาจากไตของมนุษย์มาใช้เป็นต้นแบบใน
การศึกษา เนื่องมาจากเซลล์ HEK293 เป็นเซลล์เยื่อบุผิวปกติประกอบกับเซลล์ HEK293 เป็นเซลล์ที่
มีประสิทธิภาพในการถ่ายโอนพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ได้สูง จึงได้เลือกน ามาใช้ในการศึกษาถึงบทบาทของ
ยีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 ที่จะเหนี่ยวน าให้เซลล์เยื่อบุที่ปกติกลายเป็นเซลล์มะเร็ง สาเหตุที่เซลล์
ไลน์ C33A และ SiHa ไม่ได้ถูกน ามาใช้ศึกษาทั้งที่เป็นเซลล์ที่มาจากปากมดลูกโดยตรงเนื่องมาจากว่า
เซลล์ไลน์ทั้งสองชนิดนี้เป็นเซลล์มะเร็งอยู่แล้ว โดยที่เซลล์ C33A เป็นเซลล์มะเร็งปากมดลูกท่ีไม่ได้เกิด
จากการติดเชื้อเอชพีวี และเซลล์ SiHa เป็นเซลล์มะเร็งปากมดลูกท่ีเกิดจากการติดเชื้อเอชพีวีไทป์ 16  
ดังนั้นในงานวิจัยนี้ต้องการที่จะศึกษาการเหนี่ยวน าให้เกิดการเป็นมะเร็งจึงจ าเป็นต้องใช้เซลล์เยื่อบุ
ปกติมาท าการศึกษา ซึ่งก่อนที่จะท าการค้นหาโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ที่มีอันตรกิริยากับ
โปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ในขั้นแรกจะเป็นการตรวจยืนยันล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน E7 ของ
เอชพีวีไทป์ 16 ในพลาสมิดลูกผสม ซึ่งพลาสมิดที่ใช้ในการตัดต่อยีนเป็นพลาสมิดชนิด pcDNA 
3.1/myc-His ขั้นตอนนี้จะเป็นการน าพลาสมิดทั้ง 2 แบบ แบบบแรกเป็นพลาสมิดที่มีการตัดต่อยีน 
E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 และแบบที่สองเป็นเพียงพลาสมิด pcDNA 3.1/myc-His ที่ไม่ผ่านการตัดต่อยีน 
โดยน าพลาสมิดทั้งสองแบบไปตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี sequencing จากนั้นน าข้อมูลมา
ท าการเปรียบเทียบกับยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16  จากฐานข้อมูลของ National Center for 
Biotechnology Information; NCBI โ ด ย ก า ร ใ ช้ โ ป ร แ ก ร ม  Clustal Omega 
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) ซึ่งพบว่า พลาสมิดที่มีการตัดต่อยีน E7 ของเอช
พีวีไทป์ 16 มีล าดับนิวคลีโอไทด์ตรงกับกับยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ตามฐานข้อมูล และไม่พบยีน 
E7 ของไวรัสในพลาสมิดเปล่า ดังนั้นแสดงว่าสามารถน าพลาสมิดทั้งสองแบบไปใช้ในการทดลองได้ 
หลังจากนั้นจึงท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีน E7 ของไวรัสหลังจากท าการน าพลาสมิดลูกผสม
เข้าสู่ HEK293 แล้วท าการสกัดโปรตีนและน ามาตรวจสอบการแสดงออกด้วยเทคนิค western blot 
โดยใช้แอนติบอดีต่อยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 (anti-HPV16E7) พบแถบโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 
16 ขนาดประมาณ 21 กิโลดาลตันใน HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดที่มีการตัดต่อยีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 
16 เข้าสู่เซลล์ และไม่พบแถบโปรตีน E7 ของไวรัส จาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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เมื่อน ามาเปรียบเทียบกับโปรตีนที่สกัดจากเซลล์ไลน์ SiHa ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งปากมดลูกที่มีการติดเชื้อ
เอชพีวีไทป์ 16 ซ่ึงโปรตีน E7 ที่ได้จาก SiHa จะมีขนาดประมาณ 17 kDa เนื่องจากพลาสมิดลูกผสมที่
ใช้ถูกติดฉลากติดตามด้วย myc และฮิสทิดีน (6x Histidine tag) ที่ปลาย C-terminal ซึ่ง myc 
และฮิสทิดีน (6x Histidine tag) มีมวลโมเลกุลรวมกันประมาณ 4 กิโลดาลตัน และเมื่อท าการแทรก
ยีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 ตรงต าแหน่งจุดตัดเอนไซม์ส าหรับแทรกยีนที่ต้องการแสดงออกโปรตีน 
(multiple cloning site) ทางด้านปลาย N-terminal ท าให้เมื่อมีการแสดงออกของยีน E7 จึงท าให้มี
ตัวติดตาม myc และฮิสทิดีน (6x Histidine tag) ติดมาด้วยส่งผลให้มีมวลโมเลกุลของโปรตีน E7 
เพ่ิมขึ้นมาอยู่ที่ประมาณ 21 กิโลดาลตัน ซึ่งจากการทดลองนี้สามารถยืนยันได้ว่ายีน E7 ของไวรัสมี
การแสดงออกหลังจากมีการน าเข้าสู่ HEK293 และในการตรวจสอบยืนยันขั้นสุดท้ายก่อนที่จะน าไป
ท าการตรวจสอบวิเคราะห์หาโปรตีนที่มีอันตรกิริยากับโปรตีน  E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 คือการ
ตกตะกอนโปรตีน E7 ของไวรัสโดยการใช้ HisPurTM Ni-NTA resin  

สาเหตุที่ใช้ HisPurTM Ni-NTA resin มาเป็นตัวตกตะกอนโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 
เนื่องมาจากได้ทดลองตกตะกอนโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 ด้วยวิธี immunoprecipitation 
โดยการใช้แอนติบอดีต่อโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ติดกับ protein G agarose bead เพ่ือดึง
โปรตีน E7 ของไวรัสลงมา แต่เมื่อน าไปตรวจสอบด้วยวิธี western blot แล้ว ไม่สามารถตรวจพบ
โปรตีน E7 ของไวรัส อาจเป็นเพราะว่าแอนติบอดีต่อโปรตีน E7 ของไวรัสมีคุณสมบัติในการจับกับ 
protein G agarose bead ได้น้อยจึงไม่สามารถดึงโปรตีน E7 ลงมาได้ หรืออีกประการหนึ่งคือ มวล
โมเลกุลของโปรตีน E7 ของไวรัสเมื่อถูกเชื่อมต่อกับตัวติดตาม myc-His แล้วจะมีน้ าหนักประมาณ 21 
กิโลดาลตัน ซึ่งใกล้เคียงกับมวลโมเลกุลในส่วน light chain ของแอนติบอดีมีน้ าหนักประมาณ 25 
กิโลดาลตัน เมื่อท าการแยกขนาดด้วยวิธี SDS-PAGE แล้วท าการตรวจสอบโปรตีน E7 ด้วยวิธี 
western blot ท าให้พบแถบแบนโปรตีนทั้งสองอยู่ใกล้กันมากจนไม่สามารถบอกได้ว่าแถบแบนที่
เกิดข้ึนเป็นแถบแบนของโปรตีน E7 ของไวรัสหรือแถบแบนของแอนติบอดีในส่วน light chain ดังนั้น
จึงได้ตกตะกอนโปรตีน E7 ของไวรัสโดยการใช้ Ni-NTA resin bead เนื่องจาก Ni-NTA มีคุณสมบัติ
ในการจับกับ 6x Histidine ซึ่งโปรตีน E7 ของไวรัสที่มาจากการถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมที่มียีน E7 
ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 มี 6x Histidine เป็นตัวติดตามติดออกมาด้วย และเมื่อท าการตกตะกอน
โปรตีน E7 ของไวรัสโดยการใช้ ใช้ HisPurTM Ni-NTA resin แล้วน าโปรตีนไปแยกขนาดด้วยวิธี SDS-
PAGE พร้อมกับตรวจสอบหาโปรตีน E7 ไวรัส ด้วยวิธี Western blot โดยใช้แอนติบอดีต่อยีน E7 
ของเอชพีวีไทป์ 16 (anti-HPV16E7) ผลปรากฏว่าพบแถบโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ขนาด
ประมาณ 21 กิโลดาลตันจากโปรตีนที่สกัดจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิด E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้า
สู่เซลล์ อย่างชัดเจนโดยไม่มีแถบแบนโปรตีนของแอนติบอดีส่วน light chain มารบกวนการแปลผล  
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เมื่อท าการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมที่จะท าการทดสอบการระบุโปรตีนเรียบร้อยแล้ ว 
หลังจากนั้นได้ท าการน าพลาสมิดลูกผสมเข้าสู่ HEK293 และท าการสกัดโปรตีน แล้วท าการตกตะกอน
โปรตี นด้ ว ย  HisPurTM Ni-NTA resin อี กครั้ ง  จ ากนั้ นน า ไปตรวจระบุ ห า โปรตี น โ ด ย วิ ธี 
แมสสเปกโทรเมทรี  แล้วน าข้อมูลมาวิ เคราะห์ด้วยด้วยโปรแกรม Proteome Discoverer™ 
Software (Thermo Fisher Scientific) หลังจากนั้นท าการวิเคราะห์เพ่ือคัดเลือกโปรตีนทรานสคริป
ชันแฟกเตอร์ โดยที่ได้ทดลองท าการวิเคราะห์ข้อมูล 2 แบบ แบบที่แรกเป็นการวิเคราะห์โดยการน า
ข้อมูลของสองตัวอย่างจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 และ HEK293 ที่
ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมพร้อมกัน แล้วท าการคัดเลือกโปรตีนโดยใช้
ค่า abundance ratio ของสัดส่วนการแสดงออกระหว่างโปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิด E7 
ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ ต่อโปรตีนจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ โดยใช้ค่า 
abundance ratio ที่มีค่ามากกว่าหรือเท่ากับ 1 เท่ามาคัดเลือกหาโปรตีนที่เป็นทรานสคริปชันแฟก
เตอร์ :ซึ่งพบว่าในครั้งที่ 1 พบโปรตีนที่เป็นทรานสคริปชันแฟกเตอร์ 3 ชนิด ได้แก่ YY1, GTF2A1 
และ SND1 ในครั้งที่ 2 พบโปรตีนที่เป็นทรานสคริปชันแฟกเตอร์ 4 ชนิด ได้แก่ CAND1, SMAD4, 
MMS19 และ GTF2A1 และแบบที่สองเป็นการวิเคราะห์โดยการน าข้อมูลของสองตัวอย่างจาก 
HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 และ HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่
เซลล์ มาท าการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมที่ละตัวอย่างแยกกัน แล้วท าการคัดเลือกโปรตีนที่พบเฉพาะใน
ตัวอย่างจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์มาท าการระบุค้นหา
โปรตีนที่เป็นทรานสคริปชันแฟกเตอร์ ซึ่งพบว่าในครั้งท่ี 1 พบโปรตีนที่เป็นทรานสคริปชันแฟกเตอร์ 3 
ชนิด ได้แก่ YY1, GTF2A1 และ TLE4 ในครั้งที่ 2 พบโปรตีนที่เป็นทรานสคริปชันแฟกเตอร์ 4 ชนิด 
ได้แก่ CAND1, SMAD4, YY1, TLE4, SMAD5, MMS19, CNOT1, TBR1, GTF2A1, CTTN, LIMD1, 
PSMD14 และ PHF3  

ในขณะเดียวกันได้ท าการท านายโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ด้วยชีวสารสนเทศโดยใช้
บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 เป็นต้นแบบในการท านาย ซึ่งเป็นโพรโมเตอร์บริเวณที่เคยมี
รายงานการถูกชักน าให้เกิดเมทิลเลชันโดยมีโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 และเอนไซม์ DNMT1 เป็น
ตัวชักน า ซึ่งอยู่บริเวณ -526 ถึง -730 บนต าแหน่งของยีน CCNA1 ในการท านายได้ใช้โปรแกรม 2 
โปรแกรมในการท านาย ได้แก่โปรแกรม  Jaspar (http://jaspar.genereg.net) และโปรแกรม 
Promo (http://alggen.lsi.upc.es) ซึ่งโปรแกรม Jaspar พบทรานสคริปชันแฟกเตอร์ทั้งหมด 2 
ชนิด ได้แก่ ETS1 และTFAP2A และ จากโปรแกรม Promoพบทรานสคริปชันแฟกเตอร์ทั้งหมด 9 
ชนิด ได้แก่ C/EBPbeta, PR B, PR A, ER-alpha, FOXP3, AP-2alpha, Pax-5, p53 และ c-Ets-1  

จากผลการค้นหาโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ที่สามารถจับบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 
CCNA1 ด้วยวิธีการทางชีวสารสนเทศ ได้ลองเลือกโปรตีน TFAP2A มาลองท าการศึกษาการมี 

http://jaspar.genereg.net/
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อันตรกิริยากับโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เนื่องจากพบโปรตีน TFAP2A จากการท านายทั้งสอง
โปรแกรม และมีค่าคะแนนมากกว่าโปรตีน ETS-1 ซ่ึง TFAP2A เป็นทรานสคริปชันแฟกเตอร์ที่ควบคุม
ยี นที่ ท า หน้ า ที่ เ กี่ ย ว กั บ  cell growth, cell differentiation, กล ไก  apoptosis ร ว ม ไป ถึ ง 
tumorigenesis และนอกจากนั้นยังมีรายงานพบว่า TFAP2A มีบทบาทที่เกี่ยวกับการเกิดมะเร็ง เช่น
การควบคุมยีน C-MYC ซึ่งท าหน้าที่ที่เกี่ยวข้องกับการกับเจริญเติบโตของเซลล์ (proliferation) ใน
มะเร็งผิวหนัง (Yu et al., 2009) การกดการท างานของยีน Bcl-2 ท าให้เกิดการยับยั้งกระบวนการ
ตายของเซลล์.ในมะเร็งเต้านม (Wajapeyee et al., 2006) เป็นต้น ดังนั้นจึงได้เลือกทรานสคริป
ชันแฟกเตอร์ TFAP2A มาท าการทดลองตรวจสอบการมีอันตรกิริยาระหว่างโปรตีน E7 ของเอชพีวี
ไทป์ 16 กับโปรตีน TFAP2A ซึ่งในขั้นตอนการตรวจสอบจะท าการตกตะกอนโปรตีน E7 ของเอชพีวี
ไทป์ 16 โดยใช้ HisPurTM Ni-NTA resin จากนั้นน าไปแยกขนาดโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE และ
ตรวจสอบหาโปรตีน TFAP2A ด้วยวิธี Western blot โดยใช้แอนติบอดีต่อโปรตีน TFAP2A (anti-
AP2alpha) ปรากฏว่าพบแถบโปรตีน TFAP2A ขนาดประมาณ 48 กิโลดาลตันจากโปรตีนที่สกัดจาก 
HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ ซึ่งจากการทดลองนี้จะเห็นได้ว่า
โปรตีน E7 ของไวรัสมีอันตรกิริยากับโปรตีน TFAP2A  

มีรายงานวิจัยพบว่าโปรตีน YY1 มีอันตรกิริยากับโปรตีน TFAP2A สามารถจับที่บริเวณโพร
โมเตอร์ของยีน ERBB2 แล้วส่งผลกระตุ้นให้เกิดมะเร็งเต้านมได้ (Begon et al., 2005) ดังนั้นจึงได้ท า
การเลือกโปรตีน YY1 ที่ได้มาจากวิธีการทางแมสสเปกโทรเมทรีมาศึกษาการมีอันตรกิริยากับโปรตีน 
E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ซ่ึงในขั้นตอนการตรวจสอบจะท าการตกตะกอนโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 
โดยใช้ HisPurTM Ni-NTA resin เช่นเดิม และน าไปแยกขนาดโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE และ
ตรวจสอบหาโปรตีน YY1 ด้วยวิธี Western blot โดยใช้แอนติบอดีต่อโปรตีน YY1 (anti-YY1) 
ปรากฏว่าไม่พบแถบโปรตีน YY1 ในโปรตีนที่สกัดจาก HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพี
วีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ แต่เมื่อท าการทดสอบอันตรกิริยาระหว่างโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ 
TFAP2A โปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ YY1โดยการใช้เทคนิค co-immunoprecipitation ซึ่งจะ
ใช้แอนติบอดีต่อโปรตีน TFAP2A ท าการตกตะกอนโปรตีนลงมา จากนั้นน าไปแยกขนาดโปรตีนด้วย
วิธี SDS-PAGE และตรวจสอบหาโปรตีน YY1 ด้วยวิธี Western blot โดยใช้แอนติบอดีต่อโปรตีน 
YY1 (anti-YY1) ปรากฏว่าพบแถบโปรตีน YY1 ขนาดประมาณ 48 กิโลดาลตัน ในโปรตีนที่สกัดจาก 
HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 และในโปรตีนที่สกัดจาก HEK293 ที่ถูกน า
พลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ ซึ่งการการทดลองครั้งนี้สามารถพิสูจน์ได้ว่า โปรตีน E7 ของไวรัสสามารถจับ
ได้กับโปรตีน TFAP2A และโปรตีน TFAP2A สามารถจับได้กับโปรตีน YY1 ซ่ึงโปรตีนทั้งสามนี้อาจจะ
จับกลุ่มกันเป็นคอมเพลกซ์  
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และเม่ือน าผลการวิเคราะห์โปรตีนจากวิธีการทางแมสสเปกโทรเมทรีและจากการท านายโดย
ใช้ชีวสารสนเทศมาท านายการจับกันโดยโปรแกรม String (https://string-db.org/) โดยเพ่ิมเอนไซม์ 
DNMT1 เข้าไปร่วมท านาย พบว่าเอนไซม์ DNMT1 มีอันตรกิริยาร่วมกับโปรตีน TFAP2A และโปรตีน 
YY1 และจากรายงานการพบโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 สามารถจับกับเอนไซม์ DNMT1 
ส่งผลให้เกิดการเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 จนน าไปสู่การการลดการแสดงออก
ของยีน จึงอนุมานว่ากลุ่มโปรตีนที่ประกอบด้วยทรานสคริปชันแฟกเตอร์ TFAP2A, YY1 และเอนไซม์ 
DNMT1 มีอันตรกิริยากับ โปรตีน E7 ของไวรัส และส่งผลให้ยีนที่มี cis elememt คล้ายกับยีน 
CCNA1 เกิดการเหนี่ยวน าให้เกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ส่งผลให้ยีนมีการลดการแสดงออกและ
น าไปสู่การเกิดมะเร็งได้ในที่สุด 

หลังจากนั้นท าการศึกษายีนเป้าหมายของทรานสคริปชันแฟกเตอร์ทั้งสองชนิดโดยใช้  
ชีวสารสนเทศมาท านาย โดยได้ท าการคัดเลือกยีนมาตรวจสอบการแสดงออกทั้งหมด  5 ยีน ได้แก่ 
FOXC1, VEGFA, CGA, USP9X และ PAMC5 โดยในขั้นแรกได้ท าการสกัดอาร์เอ็นเอจาก HEK293 
ที่ท าการน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 และพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ แล้วน ามาตรวจสอบ
ด้วยวิธี real time RT PCR ซึ่งในการทดลองพบว่า ยีน FOXC1 และ VEGFA มีการลดการแสดงออก
มากเป็นสองอันดับแรกจากห้ายีนทั้งหมด และได้เลือกสองยีนนี้มาท าการตรวจสอบยืนยันเปรียบเทียบ
กันอีกครั้งในเซลล์ C33A ทีถู่กน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 และ C33A ทีถู่กน าพลาสมิด
เปล่าเข้าสู่เซลล์ ซึ่งพบว่ายีนทั้งสองมีการลดการแสดงออกเช่นกัน หลังจากนั้นจึงได้น ายีนทั้งสองมาท า
การตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์โดยใช้เทคนิค  Methylation specific PCR 
(MSP) และท าการตรวจสอบยืนยันการจับกันของโพรโมเตอร์ของยีนกับโปรตีนทรานสคริปชันแฟก
เตอร์ TFAP2A และ YY1 โดยการใช้เทคนิค chromatin immunoprecipitation ซึ่งจากผลการ
ตรวจสอบเมทิลเลชันพบว่ามีแถบแบนการเกิดเมทิลเลชันในยีน FOXC1 ในสภาวะที่ใช้ไพรเมอร์ที่
จ าเพาะต่อ methylation ทั้งใน HEK293 และ C33A ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของไวรัสเข้าสู่เซลล์
เข้มกว่าในสภาวะที่ใช้ไพรเมอร์จ าเพาะต่อ unmethylation ทั้งใน HEK293 และ C33A ที่ถูกน า
พลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ และเมื่อท าการตรวจสอบการจับกันระหว่างโพรโมเตอร์ของยีนกับโปรตีน 
ทรานสคริปชันแฟกเตอร์ทั้งสองชนิดพบแถบแบนดีเอ็นเอในสภาวะที่ใช้แอนติบอดีต่อ โปรตีน E7 
โปรตีน TFAP2A และโปรตีน YY1 ใน HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของไวรัสเข้าสู่เซลล์ แต่ไม่
พบใน HEK293 และ C33A ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ ซึ่งหมายความว่าโปรตีน E7 โปรตีน 
TFAP2A และโปรตีน YY1สามารถจับกับบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 แต่ในขณะที่ยีน VEGFA 
ไม่พบแถบแบนการเกิดเมทิลเลชันในสภาวะที่ใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อ methylation แม้กระทั่งใน 
positive control แต่พบแถบแบนซึ่งมีความเข้มแบนใกล้เคียงกันในชุด ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อ 

https://string-db.org/)%20โดย
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unmethylation และเมื่อท าการตรวจสอบการจับกันระหว่างโพรโมเตอร์ของยีนกับ โปรตีน 
ทรานสคริปชันแฟกเตอร์ทั้งสองชนิด ปรากฏว่าไม่พบแถบดีเอ็นเอปรากฏขึ้นในยีน VEGFA หลังจากท่ี 
ท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเสร็จแล้วน ามาตรวจสอบด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิส ท าให้ยังสรุปไม่ได้ว่ายีน 
VEGFA ถูกท าให้เกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ และมีการจับของโปรตีน  E7 ของเชื้อเอชพีวี
ร่วมกับทรานสคริปชันแฟกเตอร์ TFAP2A และ YY1 ที่บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน VEGFA หรือไม ่

 
สรุปผลการวิจัย 

เนื่องจากการที่พบว่าไม่ใช่ทุกยีนที่โปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 ที่จะสามารถชักน าให้
ยีนเกิดการเมทิลเลชันที่โพรโมเตอร์แล้วส่งผลให้ยีนนั้นๆเกิดการลดการแสดงออก  ซึ่งในงานวิจัยนี้ได้
ค้นหาโปรตีนที่มีอันตรกิริยากับโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 ที่จะสามารถชักน าให้เกิดการ 
เมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนซึ่งคาดว่าเป็นโปรตีนชนิดที่เป็นทรานสคริปชันแฟกเตอร์ที่มี
ความจ าเพาะต่อโพรโมเตอร์ของยีน จากการค้นหาโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ที่มีอันตรกิริยา
ระหว่างโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 พบว่าโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 มีอันตรกิริยากับ
เอนไซม์ DNMT1 และทรานสคริปชันแฟกเตอร์ TFAP2A และยังพบว่าทรานสคริปชันแฟกเตอร์ 
TFAP2A มีอันตรกิริยากับทรานสคริปชันแฟกเตอร์ YY1 แต่ไม่พบอันตรกิริยาระหว่างโปรตีน E7 ของ
เชื้อเอชพีวีไทป์ 16 กับทรานสคริปชันแฟกเตอร์ YY1 จากนั้นจึงค้นหายีนที่ เป็นเป้าหมายของ 
ทรานสคริปชันแฟกเตอร์ TFAP2A และ YY1 และท าการเลือกมาศึกษาทั้งหมด 5 ยีนได้แก่ยีน 
FOXC1, VEGFA, CGA, USP9X แ ล ะ  PAMC5 ซึ่ ง เ ป็ น ยี น เ ป้ า ห ม า ย ข อ ง โ ป ร ตี น 
ทรานสคริปชันแฟกเตอร์ TFAP2A และ YY1 มีการลดการแสดงออกในเซลล์ HEK293 และเซลล์ 
C33A ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ 
HEK293 และเซลล์ C33A ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่า แต่ยีน FOXC1 และยีน VEGFA มีการลดการ
แสดงออกอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อน ายีนทั้งสองไปตรวจสอบการเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์พบว่ายีน 
ยีน FOXC1 มีการเกิดเมทิลเลชันมากในเซลล์ HEK293 และเซลล์ C33A ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 
ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ HEK293 และเซลล์ C33A ที่ถูกน าพลาสมิดเปล่า 
ส่วนยีน VEGFA ยังสรุปไม่ได้เนื่องจากไม่พบแถบแบนดีเอ็นเอใน positive control ในสภาวะที่ใช้ไพร
เมอร์ที่จ าเพาะต่อ methylation จึงท าให้ไม่สามารถแปลผลการทดลองได้ และเมื่อท าการศึกษาการ
จับของโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 โปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ TFAP2A และโปรตีน 
ทรานสคริปชันแฟกเตอร์ YY1 กับบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนทั้งสองพบว่าโปรตีนทั้งสามชนิดนี้สามารถ
จับที่บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 ในเซลล์ HEK293 ที่ถูกน าพลาสมิดที่มียีน E7 ของเชื้อเอชพีวี



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 94 

ไทป์ 16 เข้าสู่เซลล์ ส่วนยีน VEGFA ยังสรุปไม่ได้เนื่องจากไม่พบแถบแบนดีเอ็นเอใน positive 
control จึงท าให้ไม่สามารถแปลผลการทดลองได้ 

สาเหตุของการเกิดมะเร็งปากมดลูกที่ส าคัญเกิดจากการติดเชื้อไวรัสฮิวแมนแปปปิโลมาชนิด
ที่มีความเสี่ยงสูง โดยสาเหตุหลักในการเกิดโรคเกิดจากโปรตีน E6 และ E7 ของเชื้อไวรัส ซึ่งในการ
วิจัยครั้งนี้ได้มุ่งเน้นการศึกษาโปรตีน E7 ของไวรัสกับสภาวะกลไกการเหนือพันธุกรรมทางด้าน 
ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน ซึ่งพบการแสดงออกของโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ส่งผลต่อการกระตุ้นการ
เติมหมู่เมทิลที่ต าแหน่งโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 โดยมีโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ TFAP2A 
และ YY1 เป็นตัวน าพามายังที่โพรโมเตอร์ของยีนส่งผลให้เกิดการเมทิลเลชัน และลดการแสดงออก
ของยีนในที่สุด ซึ่งยีน FOXC1 เป็นหนึ่งในยีนเป้าหมายของโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ TFAP2A 
และ YY1 และจากงานวิจัยหลาย ๆ งานพบว่ายีน FOXC1 มีบทบาทที่เกี่ยวข้องกับการพัฒนาและ
แพร่กระจายของมะเร็ง เช่นในมะเร็งเต้านม FOXC1 จะท าหน้าที่เกี่ยวกับการเพ่ิมจ านวนเซลล์ การ
ลุกลามและการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง ในมะเร็งตับจะท าหน้าที่เกี่ยวข้องการลุกลามและการ
แพร่กระจายของเซลล์มะเร็งเป็นต้น (Han et al., 2017) ดังนั้นการเกิดเมทิลเลชันที่บริ เวณ 
โพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 ซึ่งเกิดจากการชักน าโดยโปรตีนคอมเพลกของโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวี
ไทป์ 16 ร่วมกับโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์ TFAP2A และ YY1 และเอนไซม์ DNMT1 ท าให้ยีน 
FOXC1 เกิดการลดการแสดงออกส่งผลให้เกิดการเป็นมะเร็งปากมดลูกได้ในที่สุด 

การเกิดมะเร็งปากมดลูกอันเกิดจากการลดการแสดงออกของยีน FOXC1 โดยการเหนี่ยวน า
ของโปรตีน E7 ของเชื้อเอชพีวีไทป์ 16 นี้ ท าให้ยีน FOXC 1 อาจจะเป็นอีกหนึ่งยีนทางเลือกที่จะ
น ามาใช้ในการตรวจคัดกรองผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูก แต่ในการศึกษาครั้งนี้เป็นเพียงการศึกษาในเซลล์
ไลน์ต้นแบบเท่านั้น ดังนั้นควรน าไปศึกษากับตัวอย่างของผู้ป่วยอีกครั้งจึงจะสามารถสรุปยืนยันได้ว่า
ยีน FOXC1 สามารถน ามาพัฒนาเป็นเครื่องหมายโมเลกุลในการตรวจคัดกรองและท านายการเกิด
มะเร็งปากมดลูกได้หรือไม่  
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ภาคผนวก 

การเตรียมสาร 

อาหารเลี้ยงเซลล์ Minimum essential medium (MEM) 
ชั่ง MEM 9.5 กรัมและ NaHCO3 2.2 กรัม ผสมในน้ า Milli-Q ปริมาตร 850 มิลลิลิตร 

จากนั้นน าไปปรับ pH. ให้ได้ค่า pH. ที่ 7.2 แล้วเติมน้ า Milli-Q ให้ครบปริมาตร 900 มิลลิลิตร น าไป
กรองผ่านกระดาษกรองที่มีขนาดรูพรุน 0.22 ไมโครเมตร แล้วเติม FBS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จะได้
ปริมาตรสุดท้ายของอาหารเลี้ยงเซลล์ MEM เป็น 1000 มิลลิลิตร และเก็บอาหารเลี้ยงเซลล์ไว้ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
อาหารเลี้ยงเซลล์ Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)  

ผสม DMEM 13.4 กรัมและ NaHCO3 3.7 กรัม ในน้ า Milli-Q ปริมาตร 850 มิลลิลิตร 
จากนั้นน าไปปรับ pH. ให้ได้ค่า pH. ที่ 7.2 แล้วเติมน้ า Milli-Q ให้ครบปริมาตร 900 มิลลิลิตร น าไป
กรองผ่านกระดาษกรองที่มีขนาดรูพรุน 0.22 ไมโครเมตร แล้วเติม FBS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จะได้
ปริมาตรสุดท้ายของอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM เป็น 1000 มิลลิลิตร และเก็บอาหารเลี้ยงเซลล์ไว้ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
10x Phosphate buffer saline (PBS) 

ชั่ง NaCl 80 กรัม, KCl 2 กรัม, Na2HPO4 11.5 กรัม และ KH2PO4 2 กรัมละลายในน้ า 
Milli-Q ปริมาตร 900 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อโดยใช้ไอน้ าร้อนและแรงดันสูง (autoclave) และเก็บ
ที่อุณหภูมิห้อง 
Trypsin ส าหรับการเลี้ยงเซลล์ไลน์  

ปิเปต 10x Trypsin ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับ 1x PBS ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อโดยใช้ไอน้ า
ร้อนและแรงดันสูงปริมาตร 9 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
อาหารเลี้ยงเซลล์ส าหรับน าไปแช่แข็ง 

ควรเตรียมก่อนที่จะใช้และควรวางไว้บนน้ าแข็งเพ่ือรักษาความเย็น โดยน าอาหารเลี้ยงเซลล์ 
MEM หรือ DMEM ที่ผสม FBS ปริมาตร 4 มิลลิลิตรผสมกับ FBS ปริมาตร 5 มิลลิลิตรและ DMSO 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) 

ชั่ง SDS 1 กรัมละลายในน้ า Milli-Q ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง  
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1.5 M Tris-HCl pH 8.8 
ชั่ง Tris base 27.23 กรัมละลายในน้ า Milli-Q ปริมาตร 80 มิลลิลิตร แล้วท าการปรับ pH. 

ให้ได้ค่า pH. 8.8 แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 150 มิลลิลิตรด้วยน้ า Milli-Q เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
0.5 M Tris-HCl pH 6.8 

ชั่ง Tris base 6 กรัมละลายในน้ า Milli-Q ปริมาตร 60 มิลลิลิตร ปรับ pH. ให้ได้ค่า pH. 6.8 
แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตรด้วยน้ า Milli-Q เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
10% Ammonium persulfate (APS) 

ชั่ง APS 1 กรัมละลายในน้ า Milli-Q ปริมาตร 10 มิลลิลิตรแบ่งเก็บในหลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตร แล้วเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
10x SDS-PAGE Running buffer 

ชั่ง Glycine 144 กรัม, Tris base 30.275 กรัมและ SDS 10 กรัม ละลายในน้ า Milli-Q 
ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
10x Transfer buffer 

ชั่ง Glycine 144 กรัมและ Tris base 30.275 กรัมกรัม ละลายในน้ า Milli-Q ปริมาตร 
1000 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
10x TBS buffer 

ชั่ง Tris base 24.2 กรัมและ NaCl 87.7 กรัมละลายในน้ า Milli-Q ปริมาตร 900 มิลลิลิตร 
ปรับ pH. ให้ได้ค่า pH. 7.6 แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 1000 มิลลิลิตรด้วยน้ า Milli-Q เก็บไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 
TBS with 0.1% Tween 20 (TBS-T) 

ปิเปต 10x TBE ปริมาตร 100 มิลลิลิตรผสมกับน้ า Milli-Q ปริมาตร 900 มิลลิลิตรและ 
Tween-20 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
5% Skim milk 

ชั่ง Skim milk 2.5 กรัมละลายใน TBS-T ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ควรเตรียมใหม่ก่อนใช้ทุก
ครั้ง 
10X TBE 
 ชั่ง Tris base 108 กรัมและ Boric acid 55 กรัม ละลายในน้ า Milli-Q ปริมาตร 960 
มิลลิลิตร แล้วผสมกับ 0.5 M Na2EDTA pH. 8.0 ปริมาตร 40 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
2.5% agarose gel 

ชั่ง agarose 2.5 กรัมละลายใน 1x TBE ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไปต้มให้ผง agarose 
ละลาย แล้วผสม 10x gel star 10 ไมโครลิตร เทส่วนผสมลงในพิมพ์เพ่ือรอเจลแข็งตัว 
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1 M Tris-HCl pH 8.0 
ชั่ง Tris base 12.11 กรัมละลายในน้ า Milli-Q ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับ pH. ให้ได้ค่า 

pH. 8.0 แล้วเติมน้ า Milli-Q ให้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง  
5 M NaCl 

ชั่ง NaCl 14.6 กรัมละลายในน้ า Milli-Q ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง  
10% Triton-X 

ปิเปต Triton-X ปริมาตร 5 มิลลิลิตรผสมกับน้ า Milli-Q ปริมาตร 45 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 
Lysis buffer 

ปิเปต 1 M Tris-HCl pH 8.0 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร, 5 M NaCl ปริมาตร 30 ไมโครลิตร, 
10% Triton-X ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกับน้ า Milli-Q ปริมาตร 810 มิลลิลิตร แล้วเติม 
protease inhibitor ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ควรเตรียมใหม่ก่อนใช้ทุกครั้ง 
4M Imidazole 
 ชั่ง Immidazole 0.68 กรัม ละลายในน้ า Milli-Q ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 
50% Acetonitrile  
 ปิเปต Acetonitrile ปริมาตร 50 มิลลิลิตรผสมกับน้ า เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
100 mM Ammonium bicarbonate  
 ชั่ง Ammonium bicarbonate 0.79 กรัมละลายในน้ า Milli-Q ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เก็บ
ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
1 M DTT (1,4-Dithiothreitol) 
 ชั่ง DTT 1.54 กรัมละลายในน้ า Milli-Q ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แบ่งเก็บในหลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
110 mM IAA (Iodoacetic acid) 
 ชั่ง IAA 56 มิลลิกรัมละลายในน้ า Milli-Q ปริมาตร 3.327 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส 
Trypsin for proteomic 

ปิเปต Trypsin ส าหรับใช้ท าแมสสเปกโทรเมทรี (Mass spectrometry grade) ปริมาตร 20 
ไมโครกรัม ละลายใน 50 mM Ammonium bicarbonate แบ่งเก็บในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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0.1% Formic acid 
ปิเปต Formic acid ปริมาตร 1 ไมโครลิตรผสมกับ Milli-Q ปริมาตร 999 ไมโครลิตร ผสม

ก่อนที่จะใช้ 
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