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บทคัดย่อภาษาไทย 

กันต์ฤทัย ศิริภาพ : การกดการสร้าง E7 RNA ในมะเร็งปากมดลูกด้วยโปรตีน Argonaute1 (THE 
SUPPRESSION OF E7 TRANSCRIPTION IN CERVICAL CANCER WITH SITE SPECIFIC 
BINDING OF ARGONAUTE1 PROTEIN) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ศ. ดร. นพ.อภิวัฒน์ มุทิ
รางกูร {, 52 หน้า. 

ในปัจจุบันมีเทคโนโลยีที่สามารถควบคุมการท างานของยีน โดยการกดการท างานของการสร้าง 
RNA ได้ โปรตีนที่ส าคัญที่น่าจะน ามาใช้ได้คือโปรตีน Argonaute1 เพราะสามารถสร้างโครมาตินให้จับตัวกัน
อย่างหนาแน่นในบริเวณที่โปรตีน Argonaute1 ไปจับ ซึ่งการศึกษานี้ทดสอบการใช้โปรตีน Argonaute1 
เพื่อยับยั้งยีนมะเร็ง เพื่อหวังผลพัฒนาวิธีการรักษาในอนาคต ยีน E7 เป็นยีนมะเร็งที่ส าคัญ ที่สร้างจาก E7 
HPV ในมะเร็งปากมดลูก และการยับยั้งไม่ให้ E7 สามารถสร้าง RNA ซึ่งเป็น oncogene ที่ท าให้เซลล์มะเร็ง
แบ่งตัวจากระยะ G1 เข้าสู่ระยะ S phase ได้นั้น น่าจะท าให้เซลล์มะเร็งมีการหยุดการแบ่งตัวในวัฏจักร
เซลล์ (Cell cycle)  ในการศึกษานี้จึงสนใจศึกษาในยีน E7 ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคมะเร็งปาก
มดลูก ที่มีคุณสมบัติเป็น oncogene และ encode ได้ oncoprotein ออกมา วัตถุประสงค์ของการศึกษานี้
เพื่อพิสูจน์ว่า CPPs-AGO1+E7sgRNA complex สามารถส่งผลกระทบต่อการแสดงออกของยีน ท าให้ยีน
เป้าหมายเกิดการลดการแสดงออกของยีนได้ (down-regulated gene) และสามารถลดความเป็นมะเร็งลง
ได้ โดยการออกแบบ Construction โปรตีน Argonaute1 จับกับ E7 single guide strand RNA (E7sgRNA) 
ได้เป็น complex และน าเข้าสู่เซลล์มะเร็งปากมดลูก (cell line) ได้แก่ HeLa และ C-33 A จากนั้นน ามา
สกัด RNA และท าการสังเคราะห์ cDNA เพื่อน าไปตรวจสอบการแสดงออกของยีน E7 และน าไปวัดตรวจวัด
ค่า metabolic activity ด้วยเทคนิค MTT assay พบว่า CPPs-AGO1+E7sgRNA สามารถยับยั้งการท างาน
ของยีน E7 ได้ การแสดงออกของยีนลดลงอย่างมีนัยส าคัญในเซลล์มะเร็ง HeLa แต่ไม่พบการเปลี่ยนแปลง
ของระดับการแสดงออกของยีน E7  ในเซลล์ C-33 A และเมื่อน ามาตรวจสอบการเจริญของเซลล์ (Cell 
proliferation) โดยการวัดค่า metabolic activity ด้วยเทคนิค MTT assay พบว่า CPPs-AGO1+E7sgRNA 
น้ันมีความสามารถท าให้การเจริญของเซลล์มะเร็งลดลงอย่างมีนัยส าคัญในเซลล์  HeLa แต่ไม่พบการเจริญ
ของเซลล์ลดลงในเซลล์ C-33 A จากการศึกษานี้จึงสรุปได้ว่าโปรตีน Argonaute1 มีสามารถในการยับยั้งการ
ท างานของยีนส่งผลให้การแสดงออกของยีนลดลง ซึ่งเป็นผลมาจากการท างานของ E7sgRNA ที่น าพาโปรตีน 
AGO1 ไปยังล าดับเบสเป้าหมายได้อย่างมีประสิทธิภาพ มีผลท าให้ยีนเกิดการยับยั้งการท างานด้วย
กระบวนการ Histone modification ซึ่งท าให้โครมาตินจับตัวกันอย่างหนาแน่น และยังส่งผลต่อการเจริญ
ของเซลล์มะเร็งปากมดลูก (HeLa cell line) ท าให้การเจริญของเซลล์มะเร็งปากมดลูกลดลงอย่างมี
นัยส าคัญได้เมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม CPPs-AGO1+E7sgRNA กับกลุ่ม CPPs-AGO1+Scramble 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

# # 5874047930 : MAJOR MEDICAL SCIENCE 
KEYWORDS: CERVICAL CANCER ; ARGONAUTE1 PROTEIN ; E7 GENE 

KANRUTHAI SIRIPHAP: THE SUPPRESSION OF E7 TRANSCRIPTION IN CERVICAL 
CANCER WITH SITE SPECIFIC BINDING OF ARGONAUTE1 PROTEIN. ADVISOR: 
PROF.APIWAT MUTIRANGURA, M.D.,Ph.D. {, 52 pp. 

         At the present there are technologies can control the genes by suppression 
RNA synthesis. The most important protein is Argonaute1 protein. This protein can make 
heterochromatin in target gene at binding site of Argonaute1 protein. In This study, we prove 
Argonaute1 protein has ability to inhibit cancer gene for the development of future 
treatments. E7 gene is the major cancer gene made from E7 HPV in cervical cancer. The 
suppression of E7 gene for RNA synthesis, which is oncogene that causes cancer cells to 
divide from the G1 phase into the S phase in cell cycle. This is why cancer cell break down 
in cell cycle. We study in E7 gene which associated with cervical cancer and characteristics 
is oncogene and encode oncoprotein. The purpose of this study is to investigate construction 
of CPPs-AGO1+E7sgRNA complex can reduce carcinogenesis and can repress gene expression 
of E7 gene in cervical cancer cell line (down-regulated gene). We designed construction of 
Argonaute1 protein conjugated with E7 single guide strand RNA (E7sgRNA) to complex form 
and transfect into HeLa and C-33 A cell line. After that, we extracted RNA and synthesize 
cDNA for observe gene expression by Real-time PCR technique, we found that Argonaute1 
protein can inhibit gene expression of E7 gene in HeLa cell line and decrease gene expression 
significantly, but not in C-33 A cell line. We observe metabolic activity value by MTT assay, 
found that cell proliferation in HeLa cell line decrease cell growth significantly, but not in C-
33 A cell line. In summary, Argonaute1 protein has the ability to inhibit gene expression, 
resulting in decreased expression of gene. Due to the E7sgRNA that transports AGO1 protein 
to target sequences in gene efficiently. Gene expression is inhibited as a result of Histone 
modification process. Consequently, the CPPs-AGO1+E7sgRNA can repress gene expression 
and inhibit the growth of cervical cancer (HeLa cell line) when compared between CPPs-
AGO1+E7sgRNA and CPPs-AGO1+Scramble. 
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บทที่ 1 

บทน า 

ที่มาและความส าคญัของปญัหา (Background and rational) 

 โรคมะเร็งปากมดลูก (Cervical cancer) เป็นปัญหาสุขภาพอันดับต้นๆในเพศหญิงทั่วโลก ซึ่ง
ในแต่ละปีนั้นจะพบผู้ป่วยรายใหม่เพิ่มขึ้นทั่วโลกประมาณ 6,000 ราย และมีแนวโน้มที่จะพบผู้ป่วย
รายใหม่เพิ่มขึ้นในทุกๆปี ในแง่ของปัจจัยที่ก่อให้เกิดโรคนั้น มีทั้งปัจจัยภายนอกและปัจจัยภายใน ไม่
ว่าจะเป็นสภาพแวดล้อม การบริโภคอาหาร หรือแม้แต่การกระตุ้นต่างๆ การเจริญผิดปกติของเซลล์ 
(Abnormal growth) หรือการแบ่งตัวของเซลล์เร็วกว่าปกติ (Rapid cells division) หรือจากการ
เปลี่ยนแปลงในระดับเหนือพันธุกรรม (Epigenetics) และปัจจัยส าคัญที่สุดที่พบจากการศึกษาต่างๆ 
ได้พบว่ามะเร็งปากมดลูก มีความสัมพันธ์กับการติดเชื้อ Human papillomavirus (HPV infection) 
สายพันธุ์ที่พบได้บ่อยได้แก่ HPV type 16 และ HPV type 18 ซึ่งจากข้อมูลเหล่านี้ท าให้ทราบถึง
สาเหตุและปัจจัยพ้ืนฐานที่สามารถชักน าให้เกิดโรคมะเร็งได้ (Carcinogenesis) 
 จากการศึกษาการเปรียบเทียบ Whole-genome ระหว่างข้อมูล promoter-methylation 
(GSE20598) กั บ  AGO binding site (CLIPZ database) ด้ ว ย วิ ธี ก า ร ท า ง  Bioinformatics 
(Aporntewan, Unpublish) เพื่อหาความสัมพันธ์กันระหว่างระดับ promoter-methylation กับ
กลุ่มโปรตีน Argonaute1-4 พบว่าโปรตีน AGO4 มีความสัมพันธ์กับระดับ promoter-methylation 
มากที่สุด ซึ่งจ านวนของ AGO4 binding site มากขึ้น เมื่อ promoter มีระดับการเกิด methylation 
มากขึ้น จากผลการศึกษาที่น่าสนใจนี้ จึงได้มีการน ามาศึกษาต่อมาเพื่อพิสูจน์ว่า AGO4 เกี่ยวข้องกับ
การชักน าให้ เกิดการเติมหมู่ เ มทิลบริ เวณ promoter โดยการออกแบบ engineered CPP-
AGO4+single guide RNA (sgRNA) (Chalertpet, Unpublish) จากนั้นน าเข้าสู่เซลล์ เพื่อให้ CPP-
AGO4 ไปจับยังบริเวณยีนเป้าหมายคือยีน LINE1 และ Alu ซึ่งเป็น repetitive sequence และยีน 
EML2 และยีน CCNA1 ซึ่งเป็น single gene โดยอาศัยการจับยีนเป้าหมายด้วย sgRNA พบว่าระดับ
ของ methylation เพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ จึงสรุปได้ว่าโปรตีน AGO4 นั้นสามารถชักน าให้เกิด
การเติมหมู่เมทิลที่บริเวณ promoter ได้ (DNA methylation) ซึ่งท าให้เกิดกระบวนการยับยั้งการ
แสดงออกของยีน 
 จากการศึกษานี้ท าให้สนใจโปรตีน Argonaute ตัวอื่นๆ ซึ่งคาดว่าอาจจะมีความสามารถใน
การยับยั้งการท างานของยีนได้เช่นกัน แต่อาจจะมีกระบวนการหรือกลไกแตกต่างกัน และจึงเลือก
ศึกษาโปรตีน Argonaute1 ในกลุ่ม Argonaute family ที่พบว่ามีบทบาทหน้าที่ที่สามารถยับยั้งการ 
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transcription ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม และสามารถท าให้เกิดกระบวนการ histone modification 
ใน Yeast ได้ (1) จึงสนใจน ามาศึกษาต่อ เนื่องจากมีสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนได้
เช่นเดียวกับโปรตีน Argonaute4 แต่มีกระบวนการที่น าไปสู่การยับยั้งการแสดงออกของยีนที่แตกต่าง
กัน และในการศึกษานี้จะศึกษาในยีน E7 ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งปากมดลูก และมี
คุณสมบัติเป็น oncogene และ encode ได้ oncoprotein ออกมา ยังเกี่ยวข้องกับวัฏจักรการ
แบ่งตัวของเซลล์ (cell cycle) วัตถุประสงค์ของการศึกษานี้ ท าเพื่อพิสูจน์ว่า CPP-AGO1+E7sgRNA 
complex สามารถท าให้เซลล์มะเร็งมีการเจริญช้าลง เพื่อลดการก่อตัวของเซลล์มะเร็งได้  โดยการ
ออกแบบ Construction Argonaute1 protein จับกับ single guide strand RNA (sgRNA) ได้เป็น 
complex และน าเข้าสู่เซลล์มะเร็งปากมดลูก ได้แก่ HeLa cell line และ C-33 A cell line และ
เพื่อพิสูจน์ว่า CPP-AGO1+E7sgRNA complex สามารถส่งผลกระทบต่อการแสดงออกของยีน ท า
ยีนเป้าหมายเกิดการลดการแสดงออกของยีน (down-regulated gene) 
 
ค าถามงานวิจยั 

 1. Construction CPP-AGO1+E7sgRNA สามารถลดการแสดงออกของยีน E7 ในมะเร็ง
ปากมดลูกไดห้รือไม ่
 2. Construction CPP-AGO1+E7sgRNA สามารถลดความเป็นมะเร็งไดห้รือไม ่
 
สมมติฐานงานวิจัย (hypothesis) 

 1. Construction CPP-AGO1+E7sgRNA สามารถลดการแสดงออกของยีน E7 ในมะเร็ง
ปากมดลูกได ้
 2. Construction CPP-AGO1+E7sgRNA สามารถลดความเป็นมะเร็งได ้
 
วัตถุประสงค์การวิจัย (Research objective) 

 1. ท าการสังเคราะห์ Construction CPP-AGO1+E7sgRNA complex 
 2. เพื่อพิสูจน์ว่า Construction CPP-AGO1+E7sgRNA สามารถลดการแสดงออกของยีน 
E7 ได ้
 3. เพื่อพิสูจน์ว่า Construction CPP-AGO1+E7sgRNA สามารถลดความเป็นมะเร็งได ้
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กรอบความคิดงานวิจัย (Conceptual framework) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1 : แผนผังกรอบความคิดงานวิจัย (Conceptual framework) 

จากข้อมูลการเปรียบเทียบ Whole-genome ระหว่างข้อมูล promoter-methylation 
(GSE20598) กับ AGO binding sites (CLIPZ database) ด้วยวิธีการทาง Bioinformatics 

(Aporntewan, Unpublish) และจากการศึกษาเพื่อพิสูจน์ว่า AGO4 เกี่ยวข้องกับการชักน าให้
มีการเติมหมู่เมทิลบริเวณ promoter ของยีนเป้าหมาย (Chalertpet, Unpublish) โดยพบว่า

โปรตีน AGO4 สามารถชักน าให้เกิดการเติมหมู่เมทิลที่บริเวณ promoter ได้  
(DNA methylation) 

จากข้อมูลการเปรียบเทียบ promoter-methylation (GSE20598) กับ AGO binding 
sites นั้นยังพบอีกว่า โปรตีน AGO1-3 ไม่มีความเกี่ยวกับกับการเกิด DNA methylation 
จึงคาดว่าน่าจะเกิดกระบวนการอื่นๆ จึงเริม่ศึกษาในโปรตีน AGO1 ซึ่งพบว่าสามารถสร้าง
โครมาตินให้จับตัวกันอย่างหนาแน่นได้ ท าให้เกิดกระบวนการ Histone modification 

และยังมีความสามารถในกับยับย้ังการท างานของยีนเป้าหมายได้ 

ทดสอบว่าโปรตีน AGO1 มีความสามารถลดการท างานของยีน E7 ในมะเร็งปาก
มดลูกได้ และยังสามารถลดการรวมกลุ่มของเซลล์มะเร็งได้  

จากสมมติฐาน : โปรตีน AGO1 มีความสามารถลดการท างานของยีน E7 ใน           
มะเร็งปากมดลูกได้  

 

Real-time PCR 

Proliferation assay        
(MTT assay) 
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1. การศึกษา Construction CPP-AGO1+E7sgRNA สามารถลดการแสดงออกของยีน E7 ได้ใน
มะเร็งปากมดลูกได ้

 
 
 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2 : แผนผังแสดงล าดับขั้นตอนในการทดลองที่ 1  
 
 
 
 

- ผลิต CPP-AGO1 ใน E.coli สายพันธ์ุ BL21 (DE3) pLySs และท าให้โปรตีน AGO1 
บริสุทธิ์  

ด้วยเครื่องมือ HIS-Trap Column 1 mL 
- ตรวจสอบความถูกต้องและปริมาณของ CPP-AGO1 ด้วยเทคนิค SDS-PAGE และยืนยัน

ความถูกต้องด้วยเทคนิค Western blot 

- ท าการ Conjugation CPP-AGO1+E7sgRNA น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37ºC 30 นาที  
- น าเข้าสู่เซลล ์HeLa, และ C33A cell line 

- ท าการเก็บเซลล์ และน ามาสกัด RNA (RNA Extraction) 

- ท า Complementary DNA และตรวจสอบการแสดงออกของยีน E7 

ด้วยเทคนิค Real-time PCR โดยวิธี ΔΔCT 
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2. การศึกษา Construction CPP-AGO1+E7sgRNA สามารถลดความเปน็มะเร็งได้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3 : แผนผังแสดงล าดับขั้นตอนในการทดลองที่ 2  
 
 
 
 

- ผลิต CPP-AGO1 ใน E.coli สายพันธ์ุ BL21 (DE3) pLySs และท าให้โปรตีน AGO1 
บริสุทธิ์  

ด้วยเครื่องมือ HIS-Trap Column 1 mL 
- ตรวจสอบความถูกต้องและปริมาณของ CPP-AGO1 ด้วยเทคนิค SDS-PAGE  

และยืนยันความถูกต้องด้วยเทคนิค Western blot 

- ท าการ Conjugation CPP-AGO1+E7sgRNA น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37ºC 30 นาที  
- น าเข้าสู่เซลล์ HeLa, และ C33A cell line 

- เก็บเซลล์ทุกๆ 24 ชั่วโมง เป็นเวลา 1-4 วัน และน ามาตรวจสอบ Cell 
proliferation 

- ตรวจสอบ Cell proliferation ด้วยเทคนิค 3-[4,5-
dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT) assay 
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บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวขอ้ง 

 
มะเร็ง (Cancer) 

 โรคมะเร็งนั้นเกิดจากการเจริญที่ผิดปกติไปของเซลล์ ซึ่งสาเหตุของการเกิดมะเร็งนั้นมีทั้ง
ปัจจัยภายนอกและปัจจัยภายใน ส่วนใหญ่นั้นจะเกิดจากปัจจัยภายใน คือในระดับพันธุกรรม ร่างกาย
ไม่สามารถควบคุมความเจริญผิดปกติน้ีได้ และยังมีจ านวนมากกว่าปกต ิอีกทั้งยังสามารถแพร่กระจาย
ไปยังเซลล์ข้างเคียงและอวัยวะใกล้เคียงภายในร่างกายได้ และเซลล์มะเร็งพวกนี้ จะมีการเจริญที่ไม่
เป็นระเบียบ มีการเจริญทับซ้อนกัน จะจับกลุ่มกันเป็นก้อน ไม่มีขอบเขตของเซลล์ที่แน่นอน จึงท าให้
เกิดก้อนมะเร็งขึ้น ท าให้ส่งผลให้อวัยวะบางอวัยวะไม่สามารถท างานได้อย่างเป็นปกติ ท าให้เกิดภาวะ
ความผิดปกติและสามารถน าไปสู่อันตรายทางด้านร่างกาย ท าให้เสียชีวิตลงได้ มะเร็งทุกชนิดจะมี
คุณสมบัติของการเป็นเซลล์มะเร็ง หรือที่เรียกกันว่า Hallmark of cancer ซึ่งมีคุณสมบัติที่ส าคัญ 10 
ข้อ (2) ดังต่อไปนี ้
 
 1. มีความสามารถหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกันในร่างกาย (Avoiding immune destruction)  
 2. มีความสามารถหลบหลีกระบบการควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล์ (Evading growth 
suppressor) 
 3. มีความสามารถแบ่งเซลล์ได้อย่างไม่มีที่สิ้นสุด (Enabling)  
 4. มีความสามารถกระตุ้น ให้ เกิดการอัก เสบได้ โดยเนื้ องอก (Tumor-promoting 
inflammation)  
 5. มีความสามารถแพร่กระจายเซลล์ไปยังบริเวณอื่นๆ และเซลล์ข้างเคียง (Activating 
invasion and metastasis)  
 6. มีความสามารถสร้ าง เส้น เลือดใหม่ เพื่ อน า ไปหล่อเลี้ ยงก่อนมะเร็ ง  (Inducing 
angiogenesis)  
 7. มีความสามารถท าให้จีโนมไม่มีความเสถียรและท าให้เกิดการกลายไป (Genome 
instability and mutation)  
 8. มีความสามารถต่อต้านโปรแกรมการตายของเซลล์ (Resisting cell death)  
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 9. มีความสามารถท าให้กระบวนการเมตาบอลิซึมผิดปกติไป (Deregulating cellular 
energetics)  
 10. มีความสามารถในการรักษาการควบคุมการเจริญของเซลล์อย่างไม่สิ้นสุด (Sustain 
proliferative signaling)  
 

 
 

รูปที่ 4 : Hallmark of cancer 
(Hallmark of cancer: The Next Generation, Hanahan and Weinberg, 2011) 

 
 

มะเร็งปากมดลูก (Cervical cancer) 

 โรคมะเร็งปากมดลูกเป็นโรคมะเร็งที่พบได้มากที่สุดในผู้หญิงไทยและผู้หญิงทั่วโลก และเป็น
โรคที่พบเป็นล าดับที่สองในมะเร็งที่พบในเพศหญิง ซึ่งในปัจจุบันนั้นถือว่าเป็นปัญหาสุขภาพที่ส าคัญ
ที่สุดในโลก มักพบในเพศหญิงระหว่างอายุ 30-70 ปี (พบได้สูงในช่วงอายุ 45-55 ปี) แต่ก็ยังสามารถ
พบได้ในเพศหญิงที่อายุประมาณ 20 ปี และในผู้สูงอายุตั้งแต่ 70 ปีขึ้นไป สาเหตุส าคัญที่ท าให้เกิด
ความเสี่ยงต่อการเกิดโรคมะเร็งปากมดลูก พบว่ามีความสัมพันธ์กับการติดเชื้อไวรัส Human 
Papilloma Virus หรือที่เรียกกันว่า HPV ในปัจจุบันพบสายพันธุ์ของเชื้อไวรัส HPV มากถึง 150 
ชนิด แต่ชนิดของเชื้อไวรัส HPV ที่พบได้บ่อยๆนั้น คือ HPV16 และ HPV18 (3) และยังคงมีสาเหตุ
อื่นๆได้อีกด้วย สาเหตุอันได้แก่ การมีเพศสัมพันธ์ มีพฤติกรรมทางเพศที่ไม่เหมาะสม มีประวัติการเป็น
โรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ หรือแม้กระทั่งการกินยาคุมก าเนิดเป็นระยะเวลานาน เป็นต้น โรคมะเร็ง
ปากมดลูกยังสามารถแบ่งระยะการเปลี่ยนแปลงหลักๆ ได้เป็น 4 ระยะ (4) ซึ่งมีระยะดังต่อไปน้ี 
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 “ระยะที่ 0” (ระยะก่อนเป็นมะเร็ง) เป็นระยะที่เซลล์ปากมดลูกเริ่มเปลี่ยนแปลง แต่ยังไม่พบ
ความผิดปกติอื่นๆ แต่สามารถตรวจพบได้ด้วยเทคนิค Pap smear  
 “ระยะที่ 1” เซลล์มะเร็งยังคงอยู่เฉพาะที่ปากมดลูก ยังไม่ลุกลามไปยังบริเวณอื่นๆ  
 “ระยะที่ 2” เซลล์มะเร็งสามารถลุกลามไปยังบริเวณช่องคลอดส่วนบนหรือบริเวณอุ้งเชิง
กราน แต่ยังไม่ขยายบริเวณไปยังผนังอุ้งเชิงกราน  
 “ระยะที่ 3” เซลล์มะเร็งสามารถลุกลามเข้าไปจนถึงผนังอุ้งเชิงกรานได้ และพบก้อนมะเร็งมี
การกดทับท่อไต ท าให้การท างานของไตเสื่อมลงจนไม่สามารถท างานได้อย่างปกติ ซึ่งในบางกรณีอาจ
พบการกดทับไตทั้งสองข้าง ท าให้สามารถเกิดอาการไตวายได้  
 “ระยะที่ 4” จะเป็นระยะที่มะเร็งสามารถลุกลามไปยังบริเวณอื่นๆได้ เช่น กระเพาะปัสสาวะ 
ล าไสใหญ่ ทวารหนัก ตับ ปอด กระดูก สมอง และต่อมน้ าเหลือง เป็นต้น  
 เมื่อเริ่มเป็นโรคมะเร็งปากมดลูกแล้วนั้น อาการในเบื้องต้นอาจไม่มีการแสดงออกมาอย่าง
เห็นได้ชัด จนกระทั่งเซลล์มะเร็งเริ่มมีการลุกลามไปยังบริเวณอื่นๆดังที่กล่าวมาในข้างต้น ซึ่งอาการที่
บ่งชี้ว่าเป็นโรคมะเร็งปากมดลูกนั้น จะพบว่าเริ่มมีตกขาวมากเกินไปจนผิดปกติ มีกลิ่น หรือสีที่
เปลี่ยนแปลงไป บางรายอาจมีเลือดออกจากช่องคลอดอย่างผิดปกติ โดยที่ไม่ใช่ประจ าเดือนในรอบ
นั้น หรือในผู้สูงอายุมีเลือดออกจากช่องคลอด ทั้งๆที่เป็นวัยหมดประจ าเดือนแล้ว ผู้ป่วยจะเริ่มมี
อาการอ่อนเพลีย รู้สึกไม่อยากอาหารร่วมด้วย หรือแม้กระทั่งน้ าหนักลดลงอย่างรวดเร็ว  

 

 
รูปที่ 5 : ล าดับการติดเชื้อไวรัส HPV เข้าสู่ปากมดลูก 

(The Nobel Committee for Physiology or Medicine 2008, lllustration: Annika Rohl) 
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รูปที่ 6 : ระยะต่างๆของการเกิดมะเร็งปากมดลูก ระยะ 0-4 
(https://www.consumerhealthdigest.com/health-conditions/cervical-cancer.html) 

 

 
พันธุศาสตร์ดา้นกระบวนการควบคุมเหนือพันธุกรรม (Epigenetics) 

 การศึกษาในระดับพันธุกรรมนั้น ที่มีการแสดงออกของยีนที่เปลี่ยนไป โดยที่ไม่ได้เกี่ยวข้อง
กับการเปลี่ยนแปลงของระดับพันธุกรรม ก็คือการเปลี่ยนแปลงโดยที่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงล าดับเบส
ของดีเอ็นเอ แต่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงระดับของโครงสร้างโครมาติน และมีความสามารถถ่ายทอด
ส่งต่อสู่เซลล์รุ่นลูกรุ่นหลานได้เช่นกันกับกระบวนการทางพันธุกรรมอื่นๆ (5) สารที่ถ่ายทอดทาง
พันธุกรรมในที่นี่คือ โครมาติน (Chromatin) โดยหน่วยย่อยของโครมาตินนั้นเรียกว่า นิวคลีโอโซม 
(Nucleosome) ซึ่งประกอบไปด้วย ดีเอ็นเอ (DNA) และโปรตีนฮีสโตน (Histone protein) เมื่อ
รวมตัวกันแล้วจะเรียกว่า Histone complex ซึ่งประกอบไปด้วยโปรตีนฮีสโตนจ านวน 8 โมเลกุล 
รวมทั้งหมด 4 คู่ ได้แก่ คู่ที่ 1 คือ H2A และคู่ที่ 2 คือ H2B มีบทบาทหน้าที่เกี่ยวกับโครงสร้างของ
โปรตีน คู่ที่ 3 คือ H3 และคู่ที่ 4 คือ H4 ซึ่งมีบทบาทหน้าที่ส าคัญคือ ท าการควบคุมการถอดรหัส
พันธุกรรม (Transcription) ของยีน โปรตีนทั้ง 4 คู่นี้จะถูกล้อมรอบด้วยสายดีเอ็นเอทั้งหมด 2 รอบ 
และในแต่ละนิวคลีโอโซม จะมีดีเอ็นเออยู่ทั้งหมด 147 คู่เบส เมื่อมาขดตัวเข้าด้วยกันจึงเรียกว่า โคร
มาติน (Chromatin) ซึ่งแบ่งออกได้เป็น 2 ชนิด คือ 1. ยูโครมาติน (Euchromatin) เป็นโครมาตินที่มี
การคลายตัวในช่วง Interphase เป็นโครมาตินที่ท างานได้ดีอยู่ เนื่องจากโครมาตินไม่ได้ขดตัวกัน
อย่างหนาแน่น ยีนที่อยู่ในบริเวณนี้จึงสามารถเกิดการถอดรหัสพันธุกรรมได้ (Transcription) 2. 
เฮเทอโรโครมาติน (Heterochromatin) เป็นโครมาตินที่มีการขดตัวกันอย่างหนาแน่นตลอดช่วงของ 
Cell cycle ท าให้ Transcription factor เข้ามาจับยังบริเวณยีนไม่ได้ ท าให้ยีนในบริเวณนี้ไม่สามารถ
ท าการถอดรหัสพันธุกรรมได ้(Transcription)  
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 กระบวนการควบคุมเหนือพันธุกรรม (Epigenetics) มีกลไกการควบคุมซึ่งสามารถแบ่งออก
ได้เป็น 3กระบวนการ ได้แก่ 1. ดีเอ็นเอเมทิลเลชั่น (DNA methylation) 2. การดัดแปลงโปรตีน
ฮีสโตน (Histone modification) 3. ไมโครอาร์เอ็นเอ (miRNA regulation) การเกิดโรคมะเร็งพบว่า 
การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชั่นและการดัดแปลงโปรตีนฮีสโตน เป็นส่วนส าคัญที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ
ที่ท าให้ยีนเกิดการหยุดการแสดงออก (Gene silencing) (6) 

 
 

 
รูปที่ 7 : โครงสร้างของโครมาติน (Chromatin) ที่ประกอบไปด้วยโปรตีนฮีสโตน 4 คู ่
(Janson LW, Tischer ME, The Big Picture, Medical Biochemistry journal)  

 
 

การดัดแปลงโปรตีนฮสีโตน (Histone modification) 

 ภายในนิวเคลียสจะมี โครมาตินขดตัวกันอยู่  ซึ่ งจะประกอบไปด้วย นิวคลี โอโซม 
(Nucleosome) ซึ่งเป็นหน่วยย่อยที่เกิดจากโปรตีนฮีสโตน 8 โมเลกุล รวมทั้งหมด 4 คู่ ได้แก่ H2A, 
H2B, H3 และ H4 เมื่อทั้งหมดรวมตัวกันและถูกสายดีเอ็นเอพันรอบๆโมเลกุลเอาไว้ จึงถูกเรียกว่า 
Histone complex ซึ่งโปรตีน H1 นั้นจะมีหน้าที่ที่ส าคัญในการเป็นตัวเชื่อมกันระหว่างนิวคลีโอโซม
ของแต่ละหน่วย เพื่อช่วยให้โครมาตินขดตัวกันได้ดียิ่งขึ้น ภายใน Histone complex แต่ละหน่วยนั้น
ก็จะพบ Structure domain และ Unstructure N-terminal tail และในส่วนของ Histone tail ที่
ยื่นออกมาก็คือ โปรตีน H3 และ H4 ซึ่งจะถูกดัดแปลงภายหลังการสังเคราะห์ ซึ่งจะมีกลุ่ม Amino 
acid จ าเพาะที่จะมาจับและเกิดกระบวนการการเติมหมู่ทางเคมีที่แตกต่างกันออกไป อาทิเช่น 
Methylation, Acetylation, Phosphorylation, Ubiquination และ Sumoylation กระบวนการ
ต่างๆต่อไปนี้จะมีผลต่อการควบคุมการแสดงออกของยีน และกระบวนการ Histone modification 
ที่เด่นชัดที่สุดคือ กระบวนการ Chromatin remodeling และมีการศึกษามากที่สุด คือ Methylation 
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และ Acetylation ของ Lysine residue ที่จ าเพาะ ในส่วนของกระบวนการ Histone modification 
นั้นจะมีความแตกต่างจากการเกิด DNA methylation เนื่องจากการเกิดกระบวนการนี้จะท าให้เกิด
การเปลี่ยนแปลงของโครมาติน ซึ่งแบ่งออกได้เป็น 2 รูปแบบ คือ 1. ท าให้เกิดการขดตัวของโครมาติน
กันอย่างหนาแน่น หรือที่เรียกกันว่า เฮเทอโรโครมาติน (Heterochromatin) ซึ่งจะส่งผลให้เกิดการ
ยับยั้งการถอดรหัสทางพันธุกรรม (Transcription repression) ของยีนนั้นๆ 2. ท าให้เกิดการคลาย
ตัวของโครมาติน หรือที่เรียกกันว่า ยูโครมาติน (Euchromatin) ซึ่งจะส่งผลให้เกิดการกระตุ้นการ
ถอดรหัสทางพันธุกรรม (Transcription activation) ของยีนนั้นๆได้ แต่ทั้งสองรูปแบบนั้นก็ขึ้นอยู่กับ
ชนิดของกรดอะมิโนและต าแหน่งที่ถูกดัดแปลงไป รวมทั้งประเภทของการดัดแปลงด้วยเช่นกัน ซึ่งใน
กระบวนการการเกิด Histone modification พบได้อยู่ 3 รูปแบบ คือ 1. Histone acetylation 2. 
Histone deacetylation 3. Histone methylation (7) 
 

 
รูปที่ 8 : Histone modification ที่บริเวณ histone tail ของนิวคลีโอโซม ตรงกรดอะมิโนไลซีน (K) 

และเซอรีน (S) โดยกระบวนการอะเซทิลเลชัน (A), เมทิลเลชัน (M), ฟอสฟอริเลชัน (P) 
และยูบิคิวติเนชัน (U) 

(Sriraksa R. and Limpaiboon T, Epigenetics in Cholangiocarcinoma, Srinagarind Medical 
Journal ) 

 
 

โปรตีน Argonaute1 (Argonaute1 protein) 

 โปรตีน Argonaute (Ago) นั้นเป็นองค์ประกอบที่ส าคัญใน RNA-induced silencing 
complex หรือที่เรียกว่า RISC complex ที่มีหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีน และท าให้เกิดการ
แยกกันของ RNA สายคู่ให้กลายเป็นสายเดี่ยว และยังเป็นส่วนส าคัญในการน า miRNA และ siRNA 
เข้าสู่กระบวนการ RNA interference (RNAi) จากการศึกษาในแมลงหวี่ (Drosophila spp.) พบว่า
โปรตีน Argonaute มีทั้งหมด 5 ชนิด และในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (Mammalian) พบทั้งหมด 4 ชนิด 
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(Argonaute1-4) ซึ่งเกี่ยวข้องกับ miRNA pathway (8) ซึ่งแต่ละชนิดก็จะมีหน้าที่ในกระบวนการ
แตกต่างกันไป ซึ่งในการศึกษานี้ ได้เลือกโปรตีน Argonaute1 มาศึกษา ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีความส าคัญ
อย่างมาก ซึ่งมีบทบาทและหน้าที่ในการแยกสาย miRNA สายคู่ให้เป็นสายเดี่ยว และโครงสร้างของ
โปรตีน Argonaute1 นั้นยังสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 โดเมน คือ N-terminal, PAZ, Mid และ PIWI 
domains และจากการศึกษาอื่นๆยังพบอีกด้วยว่า โปรตีน Argonaute1 ในกลุ่มโปรตีน Argonaute 
family มีบทบาทหน้าที่ที่สามารถยับยั้งการ Transcription ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม และสามารถท า
ให้เกิดกระบวนการ Histone modification ใน Yeast ได้อีกด้วย (1) ซึ่งเมื่อโปรตีน Argonaute1 ไป
จับยังบริเวณล าดับเบสที่จ าเพาะนั้นๆ จะสามารถท าให้โครมาตินในบริเวณนั้นเกิดการจับกันอย่าง
หนาแน่น ท าให้ เกิดเป็น Heterochromatin ส่งผลกระทบต่อยีน เช่น ท าให้ยีนไม่สามารถ 
transcription ได้ เป็นผลท าให้เกิดการยับยั้งหรือกดการท างานของยีนนั้นๆ มีผลท าให้ยีนมีการ
แสดงออกของยีนที่น้อยลง 
 

 
 

รูปที่ 9 : โครงสร้างของโปรตีน Argonaute1 
(Christopher R. Faehnle, The Making of a Slicer: Activation of Human Argonaute-1., 

2013) 
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Single guide RNA (sgRNA) 

 เป็นล าดับเบสสายสั้นๆ ประมาณ 15-21 เบส ซึ่งเป็นล าดับเบสที่จ าเพาะเจาะจงกับยีน
เป้าหมาย ออกแบบมาเพื่อน าพาโมเลกุล อาทิเช่น โปรตีน เข้าจับยังบริเวณล าดับเบสในยีนเป้าหมายที่
ต้องการ โดยการออกแบบ single guide นี้มีความจ าเป็นต้องทราบล าดับเบสของยีนเป้าหมายให้
แน่นอน และประสิทธิภาพการน าพาไปยังยีนเป้าหมาย ก็ยังขึ้นอยู่กับจ านวนเบสของ single guide 
ดังนั้น single guide จึงมีความส าคัญที่สามารถใช้เพื่อการศึกษาในกระบวนการต่างๆ ยกตัวอย่างเช่น 
การน าพาโปรตีนไปยังบริเวณล าดับเบสของยีนเป้าหมาย เพื่อต้องการยับยั้งการท างานของยีน และ
รวมถึงการศึกษา Genome editing 

 
 

 
รูปที่ 10 : โครงสร้างของการรวมตัวกันระหว่างโปรตีน และ single guide 

(Protein conjugated with single guide RNA) 
 
 

 Cell-penetrating peptide (CPPs) 

 Cell-penetrating peptide หรือ CPPs เป็นเปปไทด์ขนาดสายสั้นๆ ที่ประกอบไปด้วย
กรดอะมิโนประมาณ 5-30 ตัว มีความสามารถเข้าไปภายในเยื่อหุ้มเซลล์ (cell membrane) ได้ 
ลักษณะของ CPPs ยังสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 แบบคือ 
 1. Cationic คือ โมเลกุลที่มีลักษณะเป็นประจุบวก 
 2. Amphipathic คื อ  โม เลกุ ลที่ มี ทั้ ง ส่ วนที่ ชอบน้ า  (hydrophilic) และไม่ ชอบน้ า  
(hydrophobic) อยู่ในโมเลกุลเดียวกัน 
 3. Hydrophobic คือ โมเลกุลที่ไม่ชอบน้ า 
  
 อีกทั้งยังมีบทบาทและหน้าที่ในการขนส่งโมเลกุลทั้งขนาดเล็กและขนาดใหญ่เข้าสู่เซลล์ อาทิ
เ ช่ น  Plasmid, siRNA, DNA, protein, virus ห รื อ  polypeptide, oligonucleotide แ ล ะ 
nanopartical โดยผ่านทาง cellular membrane ซึ่งในปัจจุบันนี้ CPPs ได้รับความสนใจและนิยม
เป็นอย่างมาก เนื่องจากประสิทธิภาพในการขนส่งโมเลกุลสูง และยังไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ และ
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อีกทั้ง CPPs เหล่านี้ยังมีศักยภาพสูง และมีความส าคัญส าหรับในงานด้านการวินิจฉัยและการรักษา
โรค ได้แก่ การขนส่งเปปไทด์หรือโปรตีนไปยังยีนเป้าหมาย เพื่อประยุกต์การรักษาแบบ Targeted 
therapy (9)  
 

 
 

รูปที่ 11 : Plasmid Map Ago1_Human (Invitrogen) 
 
 

ยีน E7 ในมะเร็งปากมดลูก 

 ในมะเร็งปากมดลูก (Cervical cancer) ยีนที่ความส าคัญที่เป็นสาเหตุที่ท าให้ก่อมะเร็งขึ้น 
ได้แก่ ยีน E6 และ E7 ซึ่งมีคุณสมบัติเป็น oncogene และ encode ให้ได้ oncoprotein ออกมา ซึ่ง
เกี่ยวข้องกับวัฏจักรการแบ่งตัวของเซลล์ (Cell cycle) ท าให้เซลล์มีการแบ่งตัวได้อย่างไม่มีที่สิ้นสุด 
และยังสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งในปากมดลูกอีกด้วย (10) ในการศึกษาครั้งนี้ได้สนใจศึกษาในยีน E7 
และยีน E7 นี้ยังสัมพันธ์กับสภาวะการติดเชื้อไวรัส Human papilloma virus หรือ HPV ยีน E7 จะ
มีการสร้างโปรตีนออกมา และแม้ว่าจะมีขนาดเล็กแค่ไหนก็ตาม ก็ยังสามารถจับและรบกวนโปรตีน
ของเซลล์อื่นๆได้หลายชนิด และโปรตีนที่มีหน้าที่ควบคุมการแบ่งตัวของเซลล์ เรียกว่า pRb ซึ่งมี
คุณสมบัติเป็น tumor suppressor และเมื่อโปรตีน pRb ถูกท าลายและสูญเสียหน้าที่ไป จะท าให้ 
oncogene ท างานได้อย่างเต็มที่ และส่งผลให้ก่อเกิดมะเร็ง ในสภาวะปกตินั้น โปรตีน pRb จะท า
การจับกับ E2F ซึ่งมีบทบาทหน้าที่เป็น Transcription factor (TF) ท าให้ไม่สามารถท างานได้ และ
เซลล์ก็จะหยุดการเจริญในวัฏจักรเซลล์ (Cell cycle) จากระยะ G1 phase สู่ระยะ S phase ได้ แต่
เมื่อเกิดความผิดปกติไป โปรตีน E7 จะท าหน้าที่จับกับโปรตีน pRb ท าให้โปรตีน pRb ไม่สามารถจับ
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และยับยั้งการท างานของ E2F ได้ จึงท าให้ E2F เกิด Activate gene transcription ท าให้เซลล์
สามารถเจริญเข้าสู่ระยะ S phase และส่งผลให้เซลล์เกิดการเจริญที่ผิดปกติไป 

 

 
รูปที่ 12 : กลไกการท างานของโปรตีน E7 ของเชื้อไวรัส HPV 

(Inactivation of the human papillomavirus E6 or E7 gene in cervical carcinoma cells 
using a bacterial CRISPR/Cas, Medicine and Life Sciences Scientific Journal., 2014) 
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บทที่ 3 

วิธีด าเนินงานวิจัย 

 
เครื่องมือทีใ่ช้ในการวิจัย 

 1. ตู้เย็น (Misubishi, Japan) 
 2. ตู้เย็นแช่แข็ง -20ºC (Revco, Japan) 
 3. ตู้เย็นแช่แข็ง -80ºC (Revco, Japan) 
 4. ตู้อบ incubator (Memmert, Germany) 
 5. ตู้ปลอดเชื้อ Class II (Laminar flow cabinet) (Gelman science, Singapore) 
 6. ตู้ดูดควัน (S.K.Powerrable) (Bockel, UK) 
 7. ตู้เลี้ยงเซลล์ในสภาวะที่มี 5% CO2 (Shel lab, USA) 
 8. อ่างน้ าแบบควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, Germany) 
 9. เครื่องให้ความร้อน (Bockel, UK) 
 10. ชั้นวางปิเปตต์ (Mondotech, Thailand) 
 11. ปิเปตต์บอย (Tecnomara, Switzerland) 
 12. ไมโครปิเปตต์ขนาด P10, P20, P100, P200 และ P1000 (Eppendorf, Germany) 
 13. ไมโครปิเปตต์แบบหลายช่องดูด (Eppendorf, Germany) 
 14. เครื่องปั่นเหว่ียงสาร (Boeco, Germany) 
 15. เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วรอบสูง แบบควบคุมอุณหภูมิ (Beckmon coulter, USA) 
 16. เครื่องเขย่าสารแบบขึ้นลง (Scientific industries, USA) 
 17. เครื่องเขย่าสาร (Scientific industries, USA) 
 18. เครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน (Labtech, South Korea) 
 19. เครื่องชั่งดิจิตอล (Precisa, Switzerland) 
 20. กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Olympus, Japan) 
 21. เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม (Thermo Scientific, USA)  
 22. เครื่องเพิ่มปรมิาณสารพันธุกรรม (Eppendorf, Germany) 
 23. เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในสภาพจริง (Applied Biosystems, USA) 
 24. เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (Denver instrument, USA) 
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 25. เครื่องผลิตน้ าบริสุทธิ์คุณภาพสูง (Ultrapure water type I) (Milipore, France) 
 26. เครื่องผลิตน้ าบริสุทธิ์คุณภาพสูง (Ultrapure water type II) (Milipore, France) 
 27. เครื่องนึ่งความดันส าหรับฆ่าเช้ือ (Hirayama, Japan) 
 28. เครื่องไมโครเวฟ (Sanyo, Japan) 
 29. เครื่องอิเล็กโทรโฟรีซิส (Bio-RAD, USA) 
 30. เครื่องท าลายผนังเซลล์ด้วยคลื่นเสียงความถี่สูง (Sonic & Material, USA) 
 31. เครื่องถ่ายและบันทึกภาพเจล (Bio-RAD, USA) 
 32. HIS TrapTM HP histidine-tagged protein purification columns 1 mL (GE 
Healthcare, USA) 
 
 
วัสดุอุปกรณ์ทีใ่ช้ในงานวิจัย 

 1. ทิปไมโครปิเปตต ์10 µL, 200 µL และ 1,000 µL (Eppendorf, Germany) 
 2. หลอดใส่สารขนาด 0.2 mL, 0.5 mL, 1 mL และ 2.0 mL (Bio-RAD Elkay, USA) 
 3. ขวดเลี้ยงเซลล์ขนาด T25 (Corning, USA) 
 4. ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 mL, 500 mL และ 1,000 mL (Pyrex, USA) 
 5. ข วดดู แ รนขน าด  50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL แ ล ะ  1,000 mL (Duran, 
Germany) 
 6. กระบอกตวงขนาด 100 mL และ 1,000 mL (Boeco, Germany) 
 7. สไลด์นับเซลล์ (Haemacytometre) (Boeco, Germany) 
 8. กระจกปิดสไลด์นับเซลล์ (Chance, UK) 
 9. จานเลี้ยงเซลล์แบบ 24 หลุม และ 96 หลุม (Costar, USA) 
 10. Cryotube tube (Corning, USA) 
 11. Cryotube box (Corning, USA) 
 12. Cryotube rack (Corning, USA) 
 13. ช้อนตักสาร  
 14. กระดาษฟรอยด์ (Aro, China) 
 15. แผ่นพาราฟิน (Heathrow Scientific, UK )  
 16. กล่องลดอุณหภูมิเพ่ือแช่แข็งเซลล์ (Nalgene labware, USA) 
 17. ถาดเตรียมเจลพร้อมหวี (Bioer, China) 
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 18. หลอด Polypropylene conical tube ขนาด 15 mL และ 50 mL (Elkay, USA) 
 19. ถุงมือยางพารา (Handpro, Thailand) 
 20. ฟอร์เซฟ (Forcep) 
 21. แท่งแม่เหล็ก (Agimatic-e, China) 
 22. แท่นวางหลอดทดลอง (Autopack, USA) 
 23. พลาสติกส าหรับห่อ (Diamond, USA) 
 24. เทอร์โมมิเตอร์ (Precision, Germany) 
 25. แท่งวางหลอดทดลองแบบเย็น (Eppendorf, Germany) 
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สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

1. สารเคมีที่ใช้ทั่วไป 
 1. Diethylpyrocaronate (DEPC) (Sigma, USA) 
 2. EDTA (USB, Germany) 
 3. Absolute ethanol (Merck, Germany) 
 4. Ethidium bromide (Gibco BRL, Scotland) 
 5. Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma, USA) 
 6. 10% APS () 
 7. TEMED (Omnipur, Germany) 
 8. Bromophenol blue (USB, Germany) 
 9. Trizol reagent (Invitrogen, USA) 
 10. Choroform (Merck, Germany) 
 11. Agarose (Cambrex, USA) 
 12. 40% Acrylamide/Bis solution (Bio-RAD, USA) 
 13. Sodium chloride (Invitrogen, USA) 
 14. Sodium hydroxide (Merck, Germany) 
 15. 80% Ethanol 
 16. Nuclease Free water (Fermentas, Canada) 
 17. YBR green I Nucleic acid gel stain (Lonza, USA) 
 18. Tris (Hydroxymethyl) aminomethane (Omnipur, Germany) 
 19. Trypan blue (Sigma, USA) 
 20. Isopropanol (VWR, France) 
 21. DNA Ladder 25 bp (Promega, USA) 
 22. SYBR green Master Mix (Applied Biosystem, USA) 
 23. IPTG (Thermo Fisher scientific, USA) 
 24. ECL western blotting substrate (Thermo Fisher scientific, USA) 
 25. Imidazole ที่ความเข้มข้น 20, 50, 100, 200 และ 250 

 26. DH5α™ Competent Cells E. coli (Thermo Fisher scientific, USA) 
 27. BL21 (DE3) pLysS Competent cell E. coli (Promega, USA) 
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 28. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT reagent) 
(SIGMA-ALDRICH, St. Louis USA.) 
 
 
2. สารเคมีที่ใช้ในการเลี้ยงเซลล ์

 1. Dulbecco’s Modofied Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco, USA) 
 2. Anti-anti (100X) antibiotic-antimyotic (Gibco, USA) 
 3. Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco, USA) 
 4. Phosphate Buffered Saline (PBS) (Gibco, USA) 
 5. Trypsin EDTA (Gibco, USA) 
 
 
3. ชุดสารเคมสี าเร็จรูปที่ใชใ้นงานวิจัย 

 1. GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher scientific, USA) 
 2. RevertAid RT Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher scientific, USA) 
 
 
4. ตัวอย่างที่ใช้ในงานวิจัย 

 1. เซลล์มะเร็งปากมดลูก (Cervical cancer cell line) ได้แก่ HeLa cell line และ C­33 A 
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วิธีด าเนินงานวิจัย 

 เพื่อศึกษาว่า CPPs-AGO1+E7sgRNA สามารถลดการแสดงออกของยีนได้ และสามารถลด
ความเป็นมะเร็งลงได้ จึงมีแบ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลอง ดังนี ้
 1. การศึกษาการแสดงออกของ E7 RNA ว่ามีการแสดงออกที่ลดลง (gene down-
regulated) ด้วยเทคนิค Real-time PCR (qPCR) ซึ่งจะท าการ Transfect CPPs-AGO1+E7sgRNA 
เข้าใน Cell line ทั้ง 2 เซลล์ ได้แก่ HeLa cell line และ C-33 A cell line ในช่วงระยะเวลา 4 วัน 
 2. การศึกษาการเพิ่มจ านวนของเซลล์ (Cell proliferation) ด้วย MTT assay (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) หลั ง จ ากก า ร  Transfect CPPs-
AGO1+E7sgRNA เข้าใน Cell line ทั้ง 2 เซลล์ ได้แก่ HeLa cell line และ C-33 A cell line ในช่วง
ระยะเวลา 4 วัน 
 
 
1. การเพาะเลี้ยงเซลล์ที่ใช้งานวิจัย 

 ในการศึกษานี้ได้ท าการทดลองในเซลล์มะเร็งปากมดลูกจ านวน 2 ชนิด คือ HeLa cell line 
และ C-33 A cell line ซึ่ งจะต้องเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์  Dulbecco’s Modofied Eagle’s 
Medium หรือที่เรียกว่า DMEM ซึ่งในอาหารเลี้ยงเซลล์นั้น จะต้องท าการใส่ Anti-anti (100X) 
antibiotic-antimyotic และ Fetal Bovine Serum (FBS) ก่อนน าไปใช้ทุกครั้ง โดยท าการเลี้ยงใน 
Flask ขนาด T25 และน าบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37ºC และมีความเข้นข้นของก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ 5% หลังจากการเพาะเลี้ยงแล้ว ต้องคอยสังเกตการณ์การเจริญของเซลล์ เพื่อท า
การ subculture หรือเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์เพื่อคงสภาพความสมบูรณ์ของเซลล์ 
 
 
2. การน า recombinant DNA (rDNA) เข้าสู่ competent cells (Plasmid transformation) 

 ขั้นตอนแรก Competent cells (E.coli) ที่น ามาใช้มีสองสายพันธุ์ คือ DH5α และ BL21 
(DE3) pLySs แต่อย่างไรก็ตาม ทั้งสองสายพันธุ์มีวัตถุประสงค์ที่น ามาใช้ศึกษาแตกต่างกันคือ สาย

พันธุ์ DH5α ท าเพื่อเพิ่มปริมาณของพลาสมิด และสายพันธุ์ BL21 (DE3) pLySs ท าเพื่อให้เกิดการ
สร้างโปรตีนได้ ซึ่งขั้นตอนการ transformation เข้าสู่ Competent cells (E.coli) ทั้งสองสายพันธุ์
จะใช้วิธีการและขั้นตอนเดียวกัน 
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2.1 Transformation ใน E.coli สายพันธุ์ DH5α และ BL21 (DE3) pLySs 

 2.1.1 ท าการผสม Competent cell (E.coli) ปริมาตร 50 µL และพลาสมิด ปริมาตร 5 µL 
(ความเข้มข้นของพลาสมิดไม่ควรเกิน 200 ng) โดยต้องอยู่ในสถานะเย็น จากนั้นน าไปวางบนน้ าแข็ง
เป็นเวลา 45 นาที ถึง 1 ชั่วโมง และท าการ heat shock ที่อุณหภูมิ 42°C เป็นเวลา 45 วินาที 
จากนั้นน าไปวางบนน้ าแข็งเป็นเวลา 2 นาที (ในขณะที่รอให้ท าการเตรียม S.O.C. Medium โดย
เตรียมดังนี้ SOB (Super optimised broth) ปริมาตร 980 µL, 2M MgCl2 ปริมาตร 10 µL และ 
2M glucose ปริมาตร 10 µL) 
 2.1.2 จากนั้นผสม Competent cells ที่มีพลาสมิดแล้ว น ามารวมกับ SOC ปริมาตร 980 
µL ในหลอดขนาด 1.5 mL และน าไปบ่มในเครื่องเขย่าสารที่อัตราเขย่า 250 rpm อุณหภูมิ 37°C 
เป็นเวลา 90 นาท ี
 2.1.3 จากนั้นน ามา spread บน LB plate ที่มีส่วนผสมของ antibiotic (Ampicillin 100 
µg/mL และ  Chloramphenicol 35 µg/mL) โดยแบ่ ง เป็ น  2 plates ประกอบไปด้ วย  Low 
concentration โดย ใ ช้ ป ริ ม าตร  70 µL และ  High concentration โ ดยท า ก า ร  centrifuge 
transformed bacteria ที่  12,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที  ทิ้ ง  supernatant และใส่  SOC ใหม่
ปริมาตร 250 µL จากนั้นน ามา 70 µL เพื่อ spread plate แล้วจึงน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็น
เวลา 16-18 ชั่วโมง 
 2.1.4 เก็บ Single colony และน าไปเลี้ ยงใน LB broth ที่มีส่ วนผสมของ  antibiotic 
(Ampicillin 100 µg/mL และ Chloramphenicol 35 µg/mL) ที่ปริมาตร 5 mL และน าไปบ่มใน
เครื่องเขย่าสารที่อัตรา 250 rpm ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนั้น mix grow 
colony ใน LB broth ปริมาตร 100 µL และใส่ 50% glycerol ปริมาตร 100 µL เพื่อเก็บเป็น 
plasmid stock (เก็บที่อุณหภูมิ -80°C) 
 2.1.5 สกัด  Plasmid (ปฎิบัติตาม protocol ของ plasmid extraction) จากนั้นน า ไป
ตรวจสอบ Insert size ของ Plasmid ด้วยเทคนิค PCR และ Run Agarose gel 
 
 
3. การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียเพื่อให้เกิดกระบวนการการผลิตโปรตีน (Bacterial culture for 
protein production) 

 โดยจุดประสงค์ของเทคนิคนี้ ท าเพื่อที่จะชักน าให้เซลล์เกิดการสร้างโปรตีนขึ้นมา โดยการ
จ าลองกระบวนการตามธรรมชาต ิซึ่งมีขั้นตอนต่อไปน้ี 
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 3.1. เก็บ single colony จาก LB plate และน าไปเลี้ยง ใน 2YT broth ที่มีส่วนผสมของ 
antibiotic (Ampicillin 100 µg/mL และ Chloramphenicol 35 µg/mL) ปริมาตร 25 µL จากนั้น
น าไปบ่มในเครื่องเขย่าสาร ที่อัตรา 250 rpm ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ซึ่งขั้นตอนนี้
เรียกว่า “Pre-culture” 
 3.2 Inocubate 1% ของ pre-culture ใส่ใน 200 mL ของ 2YT broth ที่มีส่วนผสมของ 
antibiotic (Ampicillin 100 µg/mL และ  Chloramphenicol 35 µg/mL) จากนั้ นน า ไปบ่ม ใน
เครื่องเขย่าสาร ที่อัตรา 250 rpm ที่อุณหภูมิ 37°C และน ามาวัดค่า cell density ที่ OD600 ทุกๆ
ชั่วโมง จนกระทั่งได้ค่า OD600 ประมาณ 0.8 
 3.3 จากนั้นเติม “IPTG” (working 1 mM) เพื่อชกัน าให้เกิดการสร้างโปรตีน และน าไปเลี้ยง
ในเครื่องเขย่าสารที่อัตรา 250 rpm ที่อุณหภูมิ 20°C เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง และเก็บเซลล์ แล้ว 
Centrifuge ที่ 12,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4°C จากนั้นทิ้ง supernatant แล้วเก็บ 
cell paste 
 3.4 ท าการ Lyse cell ด้วยการใส่ Lysis buffer จากนั้นน าไป sonicate ที่ 40% amplitude 
เป็นเวลา 30 วินาที และพัก 5 นาที (4-5 ครั้ง) แล้วน าไป Centrifuge ที่อุณหภูมิ 4°C ที่อัตรา 250 
rpm เป็นเวลา 15 นาท ีแล้วเก็บ supernatant และน าเก็บที ่4°C 
 
 
4. การแยกและท าโปรตีน AGO1 ให้บริสุทธิ์ด้วยการผ่านคอลัมน์ HIS Trap ขนาดปริมาตร 1 mL 

 เทคนิคนี้ท าเพื่อให้โปรตีนที่ได้มามีความบริสุทธิ์ ให้ได้แต่ชนิดของโปรตีนที่เราต้องการ ซึ่งใน
ที่นี้คือ โปรตีน Argonaute1 และเพื่อที่จะทราบได้ว่าโปรตีนที่ได้มานั้น ต้องใช้ความเข้มข้นของ 
Imidazole ที่ความเข้มข้นเท่าไหร ่จึงจะได้ชนิดของโปรตีนที่เราต้องการออกมา ซึ่งมีขั้นตอนดังนี ้
 1. ล้าง Column HIS Trap ™ HP ขนาด Column 1 mL ด้วย dH2O ปริมาตร 5 mL  
 2. Equilibrate column ด้วย 20 mM Imidazole containing buffer ปริมาตร 5 mL  
 3. ใส่ Crude protein ปริมาตร 4 mL ลงใน Column HIS Trap ™ HP และกดอย่างช้าๆ 
แบบหยดต่อหยด และท าการเก็บ flow through (FT) ในหลอดปริมาตร 2 mL จ านวนทั้งหมด 2 
หลอด  
 4. ล้าง Column ด้วย 20, 50, 100, 200, 250 mM Imidazole containing buffer ปริมาตร 
4 mL ตามล าดับ และเก็บ FT ในหลอดปริมาตร 2 mL จ านวนทั้งหมด 2 หลอด  
 5. ล้าง Column ด้วย dH2O ปริมาตร 5 mL 
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 6. ล้าง Column ด้วย 20% Ethanol ปริมาตร 5 mL จากนั้นน าโปรตีนทั้งหมดเก็บรักษาไว้
ที่อุณหภูม ิ4°C 
  
 
5. การตรวจสอบโปรตีน AGO1 ด้วยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide 
Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) และ เทคนิค Western blot 

 5.1 เ ท คนิ ค  Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE) 

 การใช้เทคนิค SDS-PAGE เพื่อที่จะตรวจสอบว่าโปรตีนที่เราได้มานั้น เป็นโปรตีนที่เรา
ต้องการใช่หรือไม่ โดยสังเกตจากแถบ Band ที่ปรากฏในแผ่นเจล ซึ่งจ าเป็นต้องทราบขนาดของ
โปรตีนนั้นๆด้วย จากนั้นน ามาเทียบกับโปรตีน BSA (โปรตีนมาตรฐาน) ว่ามีความเข้นของโปรตีนนั้นๆ
เท่าไหร่ ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ 
 5.1.1 เตรียม 10% SDS-PAGE ใน Denaturing condition และเตรียมโปรตีนตัวอย่าง 
ปริมาตร 27.5 µL และ Loading dye ปริมาตร 12.5 µL ต่อ 1 sample (รวมถึงโปรตีน BSA ด้วย) 
จากนัน้น าไปบ่ม ที่อุณหภูม ิ95°C เป็นเวลา 5-10 นาท ี
 5.1.2 Run sample โดยใช้กระแสไฟฟ้าที่ 150 Volt เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน าเจลมา
ย้อมด้วยสี Coomassie blue ประมาณ 1 ชั่วโมง และ Destained solution เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
  
 5.2 เทคนิค Western blot 

 เป็นเทคนิคที่ใช้ในการตรวจสอบชนิดของโปรตีนที่เราสนใจ เพื่อเป็นการยืนยันจากเทคนิค 
SDS-PAGE อีกครั้ง โดยเทคนิคนี้ชนิดของโปรตีนที่เราสนใจ จะถูก transfer ไปยัง Nitrocellulose 
membrane หลังจากนั้นน า แผ่นเมมเบรนบ่มด้วย Primary antibody และ Secondary antibody 
ที่จ าเพาะต่อชนิดโปรตีนที่ต้องการ โดยขั้นตอนมีดังน้ี 
 5.2.1 เตรียม 10% SDS-PAGE ใน Denaturing condition และเตรียมโปรตีนตัวอย่าง 
ปริมาตร 27.5 µL และ loading dye ปริมาตร 12.5 µL ต่อ 1 sample (รวมถึง BSA ด้วย) จากนั้น
น าไปบ่ม ที่อุณหภูม ิ95°C เป็นเวลา 5-10 นาท ี
 5.2.2 Run sample โดยใช้กระแสไฟฟ้าที่ 150 Volt เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นท าการย้าย
โปรตีนจากแผ่นเจล SDS-PAGE ไปยังแผ่น Nitrocellulose membrane โดยเตรียมดังนี ้
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รูปที่ 13 : การเตรียมตัวอย่างของเทคนิค Western blot 
(general-western-blot-protocol, abcam company) 

 
5.2.3 ปรับกระแสไฟฟ้าที ่100 Volt เป็นเวลา 50 นาท ี(ในสภาวะเย็น) 
 5.2.4 ท าการ Block แผ่น Membrane ด้วย Blocking buffer ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง จากนั้นน าแผ่นเมมเบรนไปบ่มด้วย Primary antibody ใน Blocking buffer เป็นเวลา 16-18 
ชั่วโมง จากนั้นล้างแผ่นเมมเบรน ด้วย TBST 3 ครั้งๆละ 5 นาที 
 5.2.5 น าแผ่น เมมเบรนไปบ่มต่ อด้ วย  Secondary antibody ใน  Blocking buffer ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นล้างแผ่นเมมเบรนด้วย TBST 3 ครั้งๆละ 5 นาท ี
 5.2.6 จากนั้นน าสาร ECL Western blotting substrate หยดลงบนแผ่นเมมเบรน และน า
แผ่นเมมเบรนไปตรวจสอบโปรตีน Agonaute1 ด้วยเครื่องถ่ายภาพและวัดระดับโปรตีนจาก 
western blot (C-digit blot scanner) 
 
 
6. Conjugation ของโปรตีน CPP-AGO1 กับ E7 Single guide strand complex (E7sgRNA) 

 ในเทคนิคนี้จะมีการแบ่งการทดลองเป็นทั้งหมด 4 set ดังนี ้ 
 1. โปรตีน CPP-AGO1 กับ E7sgRNA  
 2. โปรตีน CPP-AGO1 กับ Scramble  
 3. Conjugation buffer  
 4. Untreated (Cells line เพียงอย่างเดียว) 
 โดยทั้งหมดจะมีสารละลายอยู่ที่ปริมาตร 300 µL ซึ่งท าทั้งหมด 6 replicate โดยเริ่มจาก
การน าโปรตีน CPPs-AGO1 ปริมาตร 20 µL และ E7sgRNA ปริมาตร 2 µL น ามาใส่ในหลอดเดียวกัน 
และใส่  Conjugation buffer ปริมาตร 100 µL ลงไปเพื่อให้โปรตีนและ sgRNA จับตัวกันเป็น 
complex จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 30 นาที (ในส่วนของ Scramble นั้นให้ใช้
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ปริมาตร 0.05 µL และ Conjugation buffer ปริมาตร 100 µL และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37ºC เป็น
เวลา 30 นาท)ี 
 
 
7. Transfection assay (การ Transfect CPPs-AGO1+E7sgRNA เข้าสู่ Cell line) 

 เมื่อได้ CPPs-AGO1 กับ E7sgRNA complex และ CPPs-AGO1 กับ Scramble complex 
เรียบร้อยแล้วจึงน าเข้าสู ่Cells line ที่ได้เพาะเลี้ยงไว้ทั้งหมด 2 ชนิด คือ HeLa และ C-33 A  
 7.1 ท าการ Seed cells ให้ได้จ านวนเซลล์ที่ต้องการ โดยใช้ Cells line เริ่มต้นที่ 7.5 × 104 
cells/well หรือก็คือ ประมาณ 75,000 cells ใน 24 well-plate ในอาหารเลี้ยงเซลล์  DMEM 
ปริมาตร 700 µL  
 7.2 เติมโปรตีน CPPs-AGO1 กับ sgRNA complex ปริมาตร 100 µL ในทั้ง 3 wells ของ
แต่ละ Set  
 7.3 เติมโปรตีน CPPs-AGO1 กับ Scramble และ Conjugation buffer ปริมาตร 100 µL 
ในของแต่ละ wells ของแต่ละ set  
 4. จากนั้นน าไปบ่มตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ เป็นเวลา 4 ชั่วโมง และเก็บเซลล์เมื่อครบเวลาที่ก าหนด 
 
 
8. การสกัด RNA จาก HeLa Cells line และ C-33 A Cells line 

 ท าการเก็บเซลล์ HeLa cell line และ C-33 A cell line หลังจากการน าเข้าสู่เซลล์เป็นเวลา 
4 ชั่วโมง แล้วน าเซลล์มาสกัด RNA โดยขั้นตอนของการสกัด RNA มีดังน้ี 
 8.1 ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าทั้งหมดออก และเติม PBS เพื่อล้างเซลล ์ 
 8.2 เติมสาร Trizol (invitrogen) ปริมาตร 300 mL ผสมให้เข้ากัน และบ่มที่อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติมสาร Chloroform ปริมาตร 60 µL ผสมกันด้วยแรงมือเป็นเวลา 15 
วินาที และบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 นาท ี
 8.3 Centrifuge ที่ 12,000 x g เป็นเวลา 10 นาท ีที่อุณหภูม ิ4ºC จากนั้นเก็บ supernatant 
ใส่หลอดขนาด 1.5 mL และเติมสาร Isopropanol ปริมาตร 150 µL จากนั้นผสมเบาๆให้เข้ากัน 
และบ่มต่อที่อุณหภูมิห้อง 10 นาท ี 
 8.4 Centrifuge ที่ 12,000 x g เวลา 10 นาท ีที่อุณหภูม ิ4ºC และทิ้ง supernatant จากนั้น
ล้าง RNA pellet ด้วย 75% Ethanol ปริมาตร 300 µL จากนั้นน ามา Centrifuge ที่ 7,500 x g เป็น
เวลา 5 นาท ีที่อุณหภูม ิ4ºC และเท supernatant ทิ้ง ท าทั้งหมด 2 ครั้ง  
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 8.5 Dry RNA pellet เป็นเวลาประมาน 15-20 นาที ละละลายตะกอน RNA ใน RNase 
free water ปริมาตร 20 µL และน าไปบ่มในน้ าที่อุณหภูมิ 50ºC เป็นเวลา 10-15 นาที จากนั้นวัด
ปริมาณความเข้มข้นของ RNA ด้วยเครื่องมือ Nanodrop ที่ค่าดูดกลืนแสง 260 nm and 280 nm 
และน าเก็บที่อุณหภูมิ -80ºC 
 
 
9. การสังเคราะห์ Complementary DNA (cDNA) 

 น า RNA ที่สกัดมาได้ในขั้นต้น มาเป็นต้นแบบในการสังเคราะห์ให้ได้ดีเอ็นเอคู่สม โดยอาศัย
การท างานของเอนไซม์ Reverse transcriptase และ DNA polymerase โดยมีขั้นตอนดังต่อไปน้ี 
 1. เตรียมหลอด PCR หลอดที่ 1 โดยเติมสารดังนี ้
 - RNA sample ปริมาณ 700 ng 
 - Oligo dT18 primer ปริมาตร 1 µL 
 - DEPC water เติมจนครบปริมาตร 12 µL 
(ปริมาตรทั้งหมด 12 µL) 
 น าสว่นผสมทั้งหมดรวมเข้าด้วยกัน และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65ºC เป็นเวลา 5 นาท ีจากนั้น
น ามาวางบนน้ าแข็งทันท ี 
  
 2. เตรียมหลอด PCR หลอดที่ 2 โดยเติมสารดังนี้  
 - 5X Reaction Buffer ปริมาตร 4 µL  
 - RiboLock RNase Inhibitor (20U/µL) ปริมาตร 1 µL  
 - 10 mM dNTP Mix ปริมาตร 2 µL  
 - RevertAid M-MuLV RT (200U/µL) ปริมาตร 1 µL  
 (ปริมาตรทั้งหมด 8 µL)  
  
 น าส่วนผสมทั้งสองหลอดรวมเข้าด้วยกัน (ปริมาตรสุทธิ 20 µL) และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
42ºC เป็นเวลา 60 นาที และหยุดปฎิกิริยาที่อุณหภูมิ 95ºC เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าเก็บที่
อุณหภูม ิ-20ºC 
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10. การวิเคราะห์การแสดงออกของ E7 RNA ด้วยเทคนิค Real-time PCR 

 เมื่อสังเคราะห์ได้ cDNA แล้ว หลังจากนั้นน า cDNA ที่ได้มาท าการตรวจสอบการแสดงออก
ของ E7 RNAด้วยเทคนิค Real-time PCR (qPCR) 
 Target genes : E7 genes 
 Reference gene : GAPDH gene 
 Cell line : HeLa และ C-33 A 
 Transfection by : CPPs-AGO1 กับ E7sgRNA complex 
 Biological replication : 6 replicate 
 

Reaction 1X Final concentration 
2X PCR SYBR green 10 µL - 
E7 Forward primer 0.15 µL 20 µM 
E7 Reverse primer 0.15 µL 20 µM 
cDNA  2 µL - 
dH2O 7.7 µL - 
Total volume 20 µL 

 
ตารางที่ 1 : ตารางแสดงปริมาตรส่วนผสมในขั้นตอน Real-time PCR ของ E7 gene 
 

Reaction 1X Final concentration 
2X PCR SYBR green 10 µL - 
GAPDH Forward primer 0.10 µL 20 µM 
GAPDH Reverse primer 0.10 µL 20 µM 
cDNA  2 µL - 
dH2O 7.8 µL - 
Total volume 20 µL 

 
ตารางที่ 2 : ตารางแสดงปริมาตรส่วนผสมในขั้นตอน Real-time PCR ของ GAPDH gene 
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*PCR Cycle อุณหภูมิ (ºC) เวลา 
Denaturating 95 15 วินาท ี
Annealing 62 30 วินาที 
Extension 72 45 วินาที 
Holding 72 7 นาท ี

 
ตารางที่ 3 : แสดง Condition ของ Real-time PCR 
 
 
11. เทคนิคในการวิเคราะห์ Cell proliferation ในการวัดค่า Metabalic activity  ด้วยเทคนิค 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) Assay 

 
 11.1 เตรียม MTT solution : 
 - 5 mg/mL MTT ใน PBS 
 - ต้องท าการกรองสารโดยใช้แผ่นกรอง 0.22 µm หลังจากการเติม MTT 
 - เก็บ MTT solution ไว้ที่อุณหภูมิ -20ºC (เก็บในระยะยาว) 
  
 11.2 MTT solvent : 
 - ชนิดที่ 1 = 400 µL HCl 1 M, 10 mL Triton 100%, 90 mL Isopropanol 
 - ชนิดที่ 2 = DMSO 100% 
 11.3 MTT working : 
 - 0.5 mg/mL MTT ใน serum free medium 
 
 ขั้นตอนการท า MTT : 
 1. Plate cells ประมาณ 2,000 เซลล ์ในถาดหลุมเลี้ยงเซลล ์ชนิด 96 well-plate โดยแต่
ละหลุม จะมีปริมาตร 100 µL  
 2. บ่มที่อุณหภูม ิ37ºC เป็นเวลา 6 – 24 ชั่วโมง  

 3. น าอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออก และเติม working MTT ปริมาตร 100 μL  
 4. บ่มที่อุณหภูม ิ37ºC เป็นเวลา 2 – 4 ชั่วโมง จนเกิดตะกอนสีม่วงขึ้น จากนั้นดูดสาร MTT 

ทิ้งและละลายตะกอนด้วยสาร DMSO ปริมาตร 100 μL  
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 5. น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 570 nm ด้วยเครื่อง Microplate reader และใช้โปรแกรม 
Galapagos เพื่อวิเคราะห์ผลการทดลอง 
 
 
การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis) 

 1. Real-time PCR : วัดค่าการแสดงออกของยีน E7 ในเซลลม์ะเร็งปากมดลูก ได้แก ่HeLa 
cell lineและ C-33 A cell line ที่ได้รับการ transfect ด้วยโปรตีน CPPs-AGO1+E7sgRNA  
 2. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) Assay : 
คือการวัดค่า Metabolic activity ภายในเซลล์นั้นๆ ซึ่งจะบ่งบอกได้ว่าเซลล์นั้นยังมีชีวิตอยู่ ที่ค่าการ
ดูดกลืนแสง 570 nm 
 3. สถิติที่ใช้ในการวิจัยนี้คือ การวิเคราะห์ผลด้วย Paired T-test เพื่อใช้ค านวณความ
แตกต่างหรือเพื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกลุ่มตัวอย่างแต่ละตัวอย่าง และกลุ่มควบคุมใช้ส าหรับการ
ทดสอบข้อมูลที่มีการแจกแจงแบบปกติ (Normal distribution) 
 
 
ข้อจ ากัด (Limitation) 

 มีผู้ท าการศึกษาโปรตีน Argonaute1 ในสัตว์และคนยังไม่มาก เนื่องจากส่วนใหญ่ศึกษาใน
พืชเป็นส่วนมาก จึงต้องใช้เวลาหาข้อมูลค่อนข้างมาก 
 
 
ประโยชน์ที่ได้ และการประยุกต์ใช้ (Expected benefit and application) 

 งานวิจัยนี้ เป็นการศึกษาเพื่อพิสูจน์ว่า โปรตีน Argonaute1 สามารถจับกับบริ เวณ 
promoter ของยีนเปา้หมาย และชักน าให้เกิด histone modification ได้ เป็นผลท าให้เกิดการยับยั้ง
การแสดงออกของยีนเป้าหมาย ซึ่งในอนาคตเมื่อน าไปวิจัยและพัฒนาต่อไป อาจจะสามารถคิดค้นไปสู่
การผลิตยา หรือหนทางสู่การรักษาแบบ gene therapy ได้ต่อไปในอนาคต เพื่อเป็นแนวทางใหม่ใน
การช่วยรักษาผู้ที่เป็นโรคมะเร็งปากมดลูกและมะเร็งชนิดอื่นๆได้ 
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อุปสรรคที่อาจจะเกิดขึ้นระหว่างการวิจัยและมาตรการการแก้ไข (Obstacles and strategies 
to solve the problem) 

 ในขั้นตอนของการท าโปรตีน Argonaute1 ให้บริสุทธิ์นั้น ต้องท าการค่อยๆกด Syringe แบบ
หยดต่อหยด (drop by drop) ถ้าไม่กดแบบนี้จะท าให้โปรตีนที่ได้มาไม่มีความบริสุทธิ์ ซึ่งอาจมโีปรตีน
ชนิดอื่นๆ ที่เราไม่ต้องการ ปนเปื้อนเข้ามาในหลอดที่เราท าการเก็บโปรตีน Argonaute1 ด้วย จึงต้อง
ค่อยๆท าอย่างระมัดระวัง และใช้เวลานาน 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

 
1. การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีน Argonaute1 ด้วยเทคนิค SDS-PAGE และเทคนิค 
Western blot 

  ผลจากการศึกษาการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีน Argonaute1 ด้วยเทคนิค 
SDS-PAGE และเทคนิค Western blot จากการแยกชนิดของโปรตีน โดยใช้ความเข้มข้นของ 
Imidazole ที่ความเข้มข้นแตกต่างกันตั้งแต่ 20, 50, 100, 200 และ 250 mM พบความบริสุทธิ์ของ
โปรตีน Argonaute1 ที่ความเข้มข้นของ Imidazole ที่ 100 mM เมื่อน ามาเปรียบเทียบกับ protein 
marker หรือ BSA ที่น้ าหนักโมเลกุลประมาณ 98.77 kDa  
 

   
รูปที่ 14 : (A) ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีน Argonaute1 ด้วยเทคนิค SDS-PAGE 

(B) : ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีน Argonaute1 ด้วยเทคนิค Western blot 
 
 
2. ผลจากการศึกษาการกดการท างาน E7 RNA ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก 2 ชนิด ได้แก่ HeLa 
cell line และ C-33 A cell line ด้วยเทคนิค Real-time PCR (qPCR)  

 จากการทดลองนี้เพื่อศึกษาการท างานของยีน E7 เพื่อยับย้ังการแสดงออกของยีน E7 (Gene 
expression) ในเซลล์มะเร็งปากมดลูกทั้ง 2 ชนิด อันได้แก่ HeLa cell line และ C-33 A cell line 
หลังจากท าการสร้าง Construction CPPs-AGO1+E7sgRNA ขึ้นมา และน าเข้าสู่เซลล์มะเร็งปาก

A B 
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มดลูกด้วยกระบวนการ Transfection โดยท าการแบ่งกลุ่มการทดลองออกเป็นทั้งหมด 4 กลุ่ม คือ 
กลุ่มที่ 1 CPPs-AGO1+E7sgRNA กลุ่มที่ 2 CPPs-AGO1+Scramble กลุ่มที่ 3 Buffer และกลุ่มที่ 4 
Untreat (Cell line only) โดยน าไปบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ จากนั้นจะเก็บเซลล์ทุกๆ 24 ชั่วโมง เป็น
เวลา 4 วัน หลังจากนั้นน ามาสกัด RNA (RNA extraction) และท าการสังเคราะห์ cDNA และน าไป
ตรวจสอบการท างานที่มีผลต่อการแสดงออกของยีน E7 ด้วยเทคนิค Real-time PCR (qPCR) ซึ่งจาก
การทดลองดังกล่าว ได้แสดงผลออกมาให้เห็นว่า CPPs-AGO1+E7sgRNA มีความสามารถในการกด
การท างานของยีน ส่งผลให้เกิดการยับยั้งการแสดงออกของยีน E7 ได้ จากการตรวจสอบใน
เซลล์มะเร็งปากมดลูก คือ HeLa cell line ซึ่งพบความแตกต่างในวันที่ 3 และวันที่ 4 คือ ยีนมีการ
ลดการแสดงออกของยีนได้อย่างชัดเจน หรือลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติน้อยกว่า 0.05 แต่เมื่อ
สังเกตผลการทดลองในเซลล์มะเร็งอีกเซลล์หนึ่ง ไม่พบผลการเปลี่ยนแปลงในเซลล์มะเร็งปากมดลูก
ชนิด C-33 A cell line เพราะเนื่องจากในเซลล์มะเร็งปากมดลูก HeLa cell line เป็นเซลล์มะเร็งที่มี
เชื้อไวรัส HPV18 ซึ่งเป็น HPV positive จึงมียีน E7 อยู่ ในขณะที่เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C-33A 
cell line นั้นเป็นเซลล์มะเร็งที่ไม่มีเชื้อไวรัส HPV (HPV negative) ซึ่งไม่มียีน E7 อยู่ ท าให้ในการ
ทดลองด้วยเทคนิค Real-time PCR (qPCR) นี้ไม่สามารถตรวจสอบและวิเคราะห์ผลออกมาได้ 
เพราะว่า Construction CPPs-AGO1+E7sgRNA ที่สร้างขึ้นมานั้น จะจ าเพาะต่อยีน E7 ที่พบในเชื้อ
ไวรัส HPV18 เท่านั้น 
 
  2.1. การศึกษาการแสดงออกของยีน E7 ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก HeLa cell line 
(HPV18) ด้วยเทคนิค Real-time PCR 

 
 2.1.1 ผลการ Transfection AGO1+E7sgRNA ใน HeLa cell line ในวันที่ 1 และวันที่ 
2 ของการทดลอง 
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รูปที่ 15 : การศึกษาการแสดงออกของยีน E7 ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก HeLa cell line (HPV18) 
ด้วยเทคนิค Real-time PCR (A) การ Transfection CPPs-Ago1+E7sgRNA ในวันที่ 1 

(B) การ Transfection CPPs-Ago1+E7sgRNA ในวันที่ 2 
 

 การศึกษาการกดการท างานของยีนที่ส่งผลให้การแสดงออกของยีน E7 ลดลง จากผลการ
ทดลองนี้ได้ท าการ Transfection โดยใช้ CPPs-Ago1+E7sgRNA complex น าเข้าสู่เซลล์มะเร็งปาก
มดลูกชนิด HeLa cell line โดยการทดลองนี้ได้แบ่งกลุ่มการทดลองออกเป็นทั้งหมด 4 กลุ่ม จากผล
การทดลองในนที่ 1 (รูปที่ 15A)  เมื่อเปรียบเทียบกลุ่มแรกคือ กลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม 
AGO1+Scramble พบค่า p-value = 0.4619 กลุ่มที่สอง คือ CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม 
Buffer พบค่า p-value = 0.6149 กลุ่มที่สาม คือ CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Untreat พบค่า 
p-value = 0.6034 จากการวิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค Real-time PCR นี้ จะสังเกตเห็นได้ว่าในกลุ่ม 
CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม AGO1+Scramble นั้นไม่พบการแสดงออกของยีนลดน้อยลงอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติที่ค่าน้อยกว่า 0.05 และในกลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Buffer และกลุ่มที่
สาม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Untreat นั้น ก็พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ค่าน้อย
กว่า 0.05 เช่นเดียวกับในวันที่ 2 (รูปที่ 15B) เมื่อเปรียบเทียบกลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม 
AGO1+Scramble พบค่า p-value = 0.3173 กลุ่มที่สอง CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Buffer 
พบค่า p-value =  0.3658 และกลุ่มที่สาม คือ CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Untreat พบค่า p-
value = 0.7262 จากผลการทดลองจะสังเกตเห็นได้ว่าในกลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม 
AGO1+Scramble นั้นไม่พบการแสดงออกของยีนที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ค่าน้อยกว่า 
0.05 รวมทั้งในกลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Buffer และกลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับ
กลุ่ม Untreat  
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2.1.2 ผลการ Transfection AGO1+E7sgRNA ใน HeLa cell line ในวันที่ 3 และวันที่ 4 ของ
การทดลอง 

 

      
รูปที่ 16 : การศึกษาการแสดงออกของยีน E7 ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก HeLa cell line (HPV18) 

ด้วยเทคนิค Real-time PCR (C) การ Transfection CPPs-Ago1+E7sgRNA ในวันที่ 3 
(D) การ Transfection CPPs-Ago1+E7sgRNA ในวันที่ 4 

 
 ผลจากการศึกษาการกดการท างานของยีนในวันที่ 3 (รูปที่ 16C) พบว่าเมื่อเปรียบเทียบกลุ่ม 
CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม AGO1+Scramble พบค่า p-value = 0.0073 (<0.01) และกลุ่มที่
สอง CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Buffer พบค่า p-value =  0.2008 และกลุ่มที่สาม คือ CPPs-
Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Untreat พบค่า p-value = 0.1118 ซึ่งจากการวิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค 
Real-time PCR นี้ แสดงให้เห็นว่าในกลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม AGO1+Scramble นั้นมี
ค่าที่แตกต่างออกไปจากการทดลองของวันที่ 1 และวันที่ 2 ซึ่งจะพบได้ว่าในวันที่ 3 มีการท างานของ
ยีนลดลง ท าให้ค่าการแสดงออกของยีนลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ค่าน้อยกว่า 0.01 แต่ในอีก 2 
กลุ่มที่ เหลือ คือ CPPs-AGO1+E7sgRNA กับ Buffer และกลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม 
Untreat พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ค่าน้อยกว่า 0.05 เช่นเดียวกันกับในวันที่1 และ 2 ของ
การทดลอง และในผลของวันที่  4 (รูปที่  16D) เมื่อเปรียบเทียบระหว่างสามกลุ่ม CPPs-
Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม AGO1+Scramble พบว่าค่า p-value = 0.0370 (<0.05) กลุ่มที่สอง คือ 
CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ ม  Buffer พบค่ า  p-value =  0 .3437 กลุ่ มที่ สาม คือ  CPPs-
Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Untreat พบค่า p-value = 0.1503 จะสังเกตเห็นได้ว่าในกลุ่ม CPPs-
Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม AGO1+Scramble นั้นมีค่าที่แตกต่างออกไปจากการทดลองของวันที่ 1 
และวันที่ 2 ซึ่งมีค่าการแสดงออกของยีนลดน้อยลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ค่าน้อยกว่า 0.01 แต่ใน
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อีก 2 กลุ่มที่เหลือ คือกลุ่ม CPPs-AGO1+E7sgRNA กับ Buffer และกลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับ
กลุ่ม Untreat ไม่พบว่าค่าการแสดงออกของยีน E7 ลดลง  

 
รูปที่ 17 : การศึกษาการแสดงออกของยีน E7 ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก HeLa cell line (HPV18) 

เมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA และกลุ่ม CPPs-Ago1+Scramble ด้วยเทคนิค 
Real-time PCR ทุกๆ 24 ชั่วโมง เป็นเวลา 4 วัน 

 
 เมื่อตรวจสอบการท างานของ E7sgRNA เทียบกับ Scramble พบว่า CPPs-Ago1+E7sgRNA 
นั้นมีความสามารถในการยับยั้งการท างานของยีน E7 ได้ ท าให้ยีน E7 มีการแสดงออกที่ลดลงอย่างมี
นัยส าคัญในวันที่ 3 และวันที่ 4 จึงน่าจะมีความเป็นไปได้ว่า เมื่อ protein complex ถูกขนส่งเข้าไป
ยังเซลล์มะเร็งปากมดลูก (HeLa cell line) โปรตีน CPPs-Ago1 สามารถเข้าไปยังบริเวณล าดับเบส
อย่างจ าเพาะ เนื่องจากการท างานของ E7sgRNA ท าให้โปรตีนเกิดกลไลการกดการท างานของยีน จึง
มีผลท าให้การแสดงออกของยีนลดลงอย่างมีนัยส าคัญ เมื่ อ เปรียบเทียบกับกลุ่ม  CPPs-
Ago1+Scramble  
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3. การศึกษา Cell proliferation ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก HeLa cell line และ C-33 A cell 
line (HPV negative) ด้ ว ย ก า ร วั ด ค่ า  Metabalic activity ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  3 - ( 4 ,5 -
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay 

  
 จากการทดลองนี้ เพื่อศึกษาการมีชีวิตของเซลล์ (Cell proliferation) ด้วยการวัดค่า 
metabolic activity ในเซลล์มะเร็งปากมดลูกทั้ง 2 ชนิด อันได้แก่ HeLa cell line และ C-33 A 
cell line หลั งจากท าการสร้ าง  Construction CPPs-AGO1+E7sgRNA ขึ้ นมา และน า เข้ าสู่
เซลล์มะเร็งปากมดลูกด้วยกระบวนการ Transfection โดยท าการแบ่งกลุ่มการทดลองออกเป็น
ทั้งหมด 4 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 CPPs-AGO1+E7sgRNA กลุ่มที่ 2 CPPs-AGO1+Scramble กลุ่มที่ 3 
Buffer และกลุ่มที่ 4 Untreat (Cell line only) โดยน าไปบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ จากนั้นจะเก็บเซลล์
ทุกๆ 24 ชั่วโมง เป็นเวลา 4 วัน หลังจากการเก็บเซลล์ น าสาร MTT ใส่ลงไปเพื่อให้ตกผลึกสีม่วง และ
ใส่สาร DMSO เพื่อละลายผลึกสีม่วง จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 570 nm นั้น ได้แสดงผล
ออกมาให้เห็นว่า CPPs-AGO1+E7sgRNA มีความสามารถในการกดการท างานของยีน ส่งผลให้เกิด
การลดการเจริญของเซลล์มะเร็งลง จากการตรวจสอบในเซลล์มะเร็งปากมดลูก คือ HeLa cell line 
ซึ่งพบความแตกต่างในวันที่ 3 และวันที่ 4 คือ มีอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ลดลงได้อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติที่ค่าน้อยกว่า 0.05 แต่เมื่อสังเกตผลการทดลองในเซลล์มะเร็งอีกเซลล์หนึ่ง ไม่พบ
ผลการเปลี่ยนแปลงในเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C-33 A cell line เพราะเนื่องจากในเซลล์มะเร็ง
ปากมดลูก HeLa cell line เป็นเซลล์มะเร็งที่มีเชื้อไวรัส HPV18 ซึ่งเป็น HPV positive จึงมียีน E7 
อยู่ ในขณะที่เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C-33A cell line นั้นเป็นเซลล์มะเร็งที่ไม่มีเชื้อไวรัส HPV 
(HPV negative) จึงไม่มียีน E7 อยู่ ท าให้ CPPs-AGO1+E7sgRNA ไม่สามารถเข้าจับยังบริเวณล าดับ
เบสเป้าหมายได้ ท าให้ค่าการเจริญของเซลล์ไม่ลดลงหรือไม่แตกต่างกันทางสถิติที่ค่าน้อยกว่า 0.05 
เมื่อเปรียบเทียบกันระหว่าง CPPs-AGO1+E7sgRNA กับกลุ่ม CPPs-AGO1+Scramble เนื่องจาก 
Construction CPPs-AGO1+E7sgRNA ที่ถูกสร้างขึ้นมานั้น จะจ าเพาะต่อบริเวณล าดับเบสเป้าหมาย
ภายในยีน E7 ที่พบในเช้ือไวรัส HPV18 เท่านั้น 
 
  
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

38 

 3.1. การศึกษาการมีชีวิตของเซลล์ (Cell proliferation) ในเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด 
HeLa cell line (HPV18) ด้ ว ย ก า ร วั ด ค่ า  Metabolic activity โ ด ย เ ท ค นิ ค  3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay 

  
 3.1.1 ผลการ Transfection AGO1+E7sgRNA ใน HeLa cell line ในวันที่ 1 และวันที่ 
2 ของการทดลอง 

 

        
รูปที่ 18 : การศึกษา Cell proliferation ในเซลลม์ะเร็งปากมดลูก HeLa cell line (HPV18) ด้วย

การวัดค่า Metabalic activity ด้วยเทคนิค MTT assay (A) การ Transfection CPPs-
Ago1+E7sgRNA ในวันที่ 1  (B) การ Transfection CPPs-Ago1+E7sgRNA ในวันที่ 2 

 
 การศึกษาการมีชีวิตของเซลล์ (Cell proliferation) โดยการตรวจวัดค่า metabolic activity 
ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก คือ HeLa cell line ด้วยกระบวนการทางเทคนิค MTT assay ได้ท าการ 
Transfection โดยใช้ CPPs-Ago1+E7sgRNA complex น าเข้าสู่เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด HeLa 
cell line ในวันที่ 1 (รูปที่ 18A) โดยแบ่งกลุ่มการทดลองออกเป็นทั้งหมด 4 กลุ่มเช่นกัน ผลของการ
ทดลองเมื่อเปรียบเทียบกลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม AGO1+Scramble พบค่า p-value = 
0.9546 กลุ่มที่สอง คือ CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Buffer พบค่า p-value =  0.4549 กลุ่มที่
สาม คือ CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Untreat พบค่า p-value = 0.0346 (<0.05) ผลที่ได้แสดง
ให้เห็นว่าในกลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม AGO1+Scramble นั้นไม่พบการเจริญของเซลล์ลด
น้อยลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ค่าน้อยกว่า 0.05 และในกลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม 
Buffer แต่พบว่าในกลุ่มที่ของ CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Untreat นั้น ซึ่งพบว่ามีค่าการเจริญ
ของเซลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ค่าน้อยกว่า 0.05 และผลจากวันที่ 2 (รูปที่ 18B) เมื่อสังเกต
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ผลการทดลองในกลุ่มทั้งสามกลุ่ม กลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม AGO1+Scramble พบค่า 
p-value = 0.5511 กลุ่มที่สอง CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Buffer พบค่า p-value =  0.0029 
(<0.01) กลุ่มที่สาม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Untreat พบค่า p-value = 0.0004 (<0.01) 
จากการวิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค MTT assay นี้ จะสังเกตเห็นได้ว่าในกลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA 
กับกลุ่ม AGO1+Scramble นั้นไม่พบค่าการเจริญของเซลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ แต่พบว่าในกลุ่ม 
CPPs-Ago1+E7sgRNA กับ Buffer และกลุ่มที่สาม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับ Untreat นั้น มีค่า
การเจริญของเซลล์ที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ค่าน้อยกว่า 0.05 
 
3.1.2 ผลการ Transfection AGO1+E7sgRNA ใน HeLa cell line ในวันที่ 3 และวันที่ 4 ของ
การทดลอง 

 

       
รูปที่ 19 : การศึกษา Cell proliferation ในเซลลม์ะเร็งปากมดลูก HeLa cell line (HPV18) ด้วย

การวัดค่า Metabalic activity ด้วยเทคนิค MTT assay (C) การ Transfection CPPs-
Ago1+E7sgRNA ในวันที่ 3 (D) การ Transfection CPPs-Ago1+E7sgRNA ในวันที่ 4 

 
 จาการผลการวิเคราะห์ด้วยการตรวจวัดค่า metabolic activity เพื่อศึกษาการมีชีวิตของ
เซลล์ (Cell proliferation)  ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก คือ HeLa cell line โดยการทดลองนี้ได้
แบ่งกลุ่มการทดลองออกเป็นทั้งหมด 4 กลุ่มเช่นกัน และผลของในวันที่ 3 (รูปที่ 19C) ผลของกลุ่ม 
CPPs-Ago1+E7sgRNA กั บ  AGO1+Scramble พบค่ า  p-value = 0.0005 (<0.01) กลุ่ ม ที่ ส อ ง 
CPPs-Ago1+E7sgRNA กั บ  Buffer พบค่ า  p-value <  0.0001 (<0.01) ก ลุ่ ม ที่ ส า ม  CPPs-
Ago1+E7sgRNA กับ Untreat พบค่า p-value = 0.0003 (<0.01) จะเห็นได้ว่ าในกลุ่ม  CPPs-
Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม AGO1+Scramble นั้นพบการเจริญของเซลล์ลดน้อยลงอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติที่ค่าน้อยกว่า 0.05 และยังพบอีกด้วยว่าในกลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Buffer และ
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กลุ่มที่สาม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Untreat นั้น มีค่าการเจริญของเซลล์ที่ลดลงอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติที่ค่าน้อยกว่า 0.05 เช่นกัน และผลของในวันที่ 4 (รูปที่ 19D) เมื่อน าทั้งสามกลุ่มมา
เปรียบเทียบกันจึงได้ผลว่า กลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม AGO1+Scramble พบว่าค่า p-
value < 0.0001 (<0.01) กลุ่มที่สอง คือ CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Buffer พบค่า p-value <  
0.0001 (<0.01) กลุ่มที่สาม คือ CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Untreat พบค่า p-value < 0.0001 
(<0.01) และจากการวิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค MTT assay นี้ แสดงออกมาให้เห็นว่าในกลุ่ม CPPs-
Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม AGO1+Scramble และกลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Buffer และ
กลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Untreat นั้น พบค่าการเจริญของเซลล์ที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติที่ค่าน้อยกว่า 0.05 จากการทดลองนี้จึงสรุปได้ว่าโครงสร้าง CPPs-Ago1+E7sgRNA มี
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งปากมดลูกได้ ซึ่งเป็นผลมาจากการที่เซลล์หยุด
การแบ่งตัวในวัฏจักรเซลล์ 
 

 
รูปที่ 20 : การศึกษาการมีชีวิตของเซลล์ (Cell proliferation) ในเซลลม์ะเร็งปากมดลูก HeLa cell 

line (HPV18) เมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA และกลุ่ม CPPs-
Ago1+Scramble ด้วยเทคนิค MTT assay ทุกๆ 24 ชั่วโมง เป็นเวลา 4 วัน 

 
 เมื่อมาดูตรวจสอบการท างานของ E7sgRNA นั้น จะเห็นได้ว่าจากการทดลองในเซลล์ปาก
มดลูก C-33 A cell line ไม่พบค่าการเจริญของเซลล์ลดลงอย่างแตกต่างกันทั้ง 4 วัน เนื่องจาก C-33 
A cell line เป็นเซลล์มะเร็งที่ไม่มีเชื้อไวรัส HPV (HPV negative) ดังนั้นจึงไม่มียีน E7 อยู่ภายใน ท า
ให้โปรตีน Argonaute1 ไม่สามารถไปจับยังบริเวณเป้าหมายได้ เนื่องจาก E7sgRNA ที่เป็นตัวขนส่ง
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และน าพาโปรตีนไปยังบริเวณล าดับเบสที่ต้องการ ไม่สามารถหาหรือพบล าดับเบสที่จ าเพาะได้ จึงท า
ให้ protein complex ไม่มีผลต่อการยับย้ังการท างานในเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C-33 A จากการ
ทดลองนี้จึงสรุปได้ว่า จากการทดลองในเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C-33 A cell line นั้น ไม่พบค่า
การเจริญของเซลล์มะเร็งปากมดลูกลดลง 
 
 3.2. การศึกษา Cell proliferation ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก C-33 A cell line (HPV 
negative) ด้วยการวัดค่า Metabalic activity ด้วยเทคนิค 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay 

 
 3.2.1 ผลการ Transfection AGO1+E7sgRNA ใน C-33 A cell line ในวันที่ 1 วันที่ 
2 วันที่ 3 และวันที่ 4 ของการทดลอง 
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รูปที่ 21 : การศึกษา Cell proliferation ในเซลลม์ะเร็งปากมดลูก C-33 A cell line 
(HPV negative) ด้วยการวัดค่า Metabalic activity MTT assay (A) การTransfection CPPs-
Ago1+E7sgRNA ในวันที ่1  (B) การ Transfection CPPs-Ago1+E7sgRNA ในวันที ่2 (C) การ 

Transfection CPPs-Ago1+E7sgRNA ในวันที่ 3 (D) การ Transfection CPPs-Ago1+E7sgRNA  
ในวันที่ 4 

 
 จากการศึกษาการมีชีวิตของเซลล์ (Cell proliferation) โดยการตรวจวัดค่า metabolic 
activity ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก คือ C-33 Acell line ด้วยกระบวนการทางเทคนิค MTT assay ได้
ท าการ Transfection โดยใช้ CPPs-Ago1+E7sgRNA complex น าเข้าสู่เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด 
C-33 A cell line โดยการทดลองนี้ได้แบ่งกลุ่มการทดลองออกเป็นทั้งหมด 4 กลุ่ม โดยจากผลการ
ทดลองในวันที่ 1 (รูปที่ 20A) เมื่อเปรียบเทียบกลุ่มแรกคือ กลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม 
AGO1+Scramble พบว่าค่า p-value = 0.3730 กลุ่มที่สอง คือ CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม 
Buffer พบค่า p-value =  0.9432 กลุ่มที่สาม คือ CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Untreat พบค่า 
p-value = 0.2030 และผลการทดลองในวันที่ 2 (รูปที่20B) พบว่ากลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับ
กลุ่ม AGO1+Scramble มีค่า p-value = 0.6522 กลุ่มที่สอง CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Buffer 
พบค่า p-value =  0.2750 กลุ่มที่สาม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Untreat พบค่า p-value = 
0.4451 ผลการทดลอง ในวันที่  3 (รู ปที่  20C) เมื่ อ เปรี ยบ เที ยบกลุ่ มแรกคือ  กลุ่ ม  CPPs-
Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม AGO1+Scramble พบว่าค่า p-value = 0.9291 กลุ่มที่สอง คือ CPPs-
Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Buffer พบค่า p-value =  0.3429 กลุ่มที่สาม คือ CPPs-Ago1+E7sgRNA 
กับกลุ่ม Untreat พบค่า p-value = 0.5359 และในผลการทดลองของวันสุดท้ายคือวันที่ 4 (รูปที่ 
20D) ได้ผลว่า กลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม AGO1+Scramble พบว่าค่า p-value = 
0.2706 กลุ่มที่สอง คือ CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Buffer พบค่า p-value =  0.8647 กลุ่มที่
สาม คือ CPPs-Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Untreat พบค่า p-value = 0.5654 และจากผลการ
ทดลองทั้งหมดทั้ง 4 วันของทุกกลุ่มการทดลองของเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C-33 A cell line 
พบว่าจากการวิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค MTT assay นี้ แสดงให้เห็นว่าในกลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA 
กับกลุ่ม AGO1+Scramble และกลุ่มAgo1+E7sgRNA กับกลุ่ม Buffer และกลุ่มที่สาม CPPs-
Ago1+E7sgRNA กับกลุ่ม Untreat ไม่พบการค่าการเจริญของเซลล์ลดน้อยลงอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติที่ค่าน้อยกว่า 0.05 อันเนื่องเป็นผลมาจากการทีเ่ซลล์มะเร็ง C-33 A cell line น้ันเป็นเซลล์มะเร็ง
ที่ไม่มีเชื้อไวรัสเอชพีว ี(HPV negative) หมายความว่าเซลล์นี้ไม่มียีน E7 อยู่ภายในเซลล์ ท าให้โปรตีน 
AGO1 ไม่สามารถไปจับยังบริเวณเป้าหมายได้ เมื่อสังเกตการท างานของ single guide พบว่าไม่
สามารถท างานได้อย่างมีประสิทธิภาพ เนื่องจาก single guide ที่ออกแบบมานั้น จะจ าเพาะต่อ
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บริเวณล าดับเบสที่ออกแบบไว้ จึงท าหน้าที่เป็นตัวขนส่งและน าพาโปรตีนไปยังบริเวณล าดับเบสที่
ต้องการไม่ได้ เพราะไม่สามารถตรวจพบล าดับเบสที่จ าเพาะ จึงท าให้ CPPs-AGO1+E7sgRNA ไม่มี
ผลต่อการยับยั้งการท างานของยีนในเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C-33 A 
 

 
รูปที่ 22 : การศึกษาวิเคราะห์ Cell proliferation ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก C-33 A cell line (HPV 
negative) เมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม CPPs-Ago1+E7sgRNA และกลุ่ม CPPs-Ago1+Scramble 

ด้วยการวัดค่า Metabalic activity ด้วยเทคนิค MTT assay ทุกๆ 24 ชั่วโมง เป็นเวลา 4 วัน 
 

 เมื่อมาดูตรวจสอบการท างานของ E7sgRNA นั้น จะเห็นได้ว่าจากการทดลองในเซลล์ปาก
มดลูก C-33 A cell line เมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม CPPs-AGO1+E7sgRNA กับกลุ่ม CPPs-
AGO1+Scramble ไม่พบค่าการเจริญของเซลล์ลดลงอย่างแตกต่างกันทั้ง 4 วัน เนื่องจาก C-33 A 
cell line เป็นเซลล์มะเร็งที่ไม่มีเชื้อไวรัสเอชพีวี (HPV negative) ดังนั้นจึงไม่มียีน E7 อยู่ภายใน ท า
ให้โปรตีน Argonaute1 ไม่สามารถไปจับยังบริเวณเป้าหมายได้ เนื่องจาก E7sgRNA ที่เป็นตัวขนส่ง
และน าพาโปรตีนไปยังบริเวณล าดับเบสที่ต้องการ ไม่สามารถหาหรือพบล าดับเบสที่จ าเพาะได้  จึงท า
ให้ protein complex ไม่มีผลต่อการยับย้ังการท างานในเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C-33 A จากการ
ทดลองนี้จึงสรุปได้ว่า จากการทดลองในเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C-33 A cell line นั้น ไม่พบค่า
การเจริญของเซลล์มะเร็งปากมดลูกลดลง 
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บทที่ 5 

สรุปและอภิปรายผลการวิจยั 

 
 ผลการทดลองของการศึกษาการแสดงออกของยีน E7 ในเซลล์มะเร็งปากมดลูกทั้งสองชนิด 
ได้แก่ HeLa cell line (HPV18) และ C-33 A cell line (HPV negative) ด้วยเทคนิค Real-time 
PCR พบว่าการทดลองในเซลล์มะเร็งปากมดลูก HeLa cell line (HPV18) ในระยะเวลา 4 วัน ยีน E7 
ถูกยับยั้งการท างาน มีผลท าให้การแสดงออกของยีนลดลง โดยการท างานของโปรตีน CPPs-AGO1 ที่
ท างานร่วมกับ E7sgRNA ที่น าพาโปรตีนไปยังบริเวณล าดับเบสอย่างจ าเพาะ ซึ่งพบว่าในวันที่ 1 และ 
2 นั้น ไม่มีค่าการแสดงออกของยีนที่ลดลงทั้งในสามกลุ่มการทดลองอันได้แก่ CPPs-AGO1+E7sgRNA 
กับ CPPs-AGO1+Scramble, CPPs-AGO1+E7sgRNA กับ Buffer และ CPPs-AGO1+E7sgRNA กับ 
Untreat แต่พบว่าในที่ 3 และ 4 มีค่าการแสดงออกของยีนลดน้อยลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ค่า 
p-value = 0.0073 (<0.01) และ 0.0370 (<0.05) ตามล าดับ และเพื่อตรวจสอบการท างานของ 
E7sgRNA นั้น  ได้ท าการเปรียบเทียบระหว่างกลุ่ ม  CPPs-AGO1+E7sgRNA กับกลุ่ ม  CPPs-
AGO1+Scramble พบว่า E7sgRNA สามารถน าพาโปรตีนไปยังล าดับเบสเป้าหมายในยีนได้อย่าง
แม่นย า และเมื่อน ากลุ่ม CPPs-AGO1+E7sgRNA มาเปรียบเทียบกับกลุ่ม Buffer และกลุ่ม Untreat 
พบว่าไม่มีค่าการแสดงออกของยีน E7 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ แต่เมื่อศึกษาต่อในมะเร็งปากมดลูกชนิด 
C-33 A cell line (HPV negative) กลับพบว่าไม่สามารถตรวจสอบการแสดงของยีน E7 ได้ เป็นผล
มาจาก E7sgRNA ที่ออกแบบมานั้น จะจ าเพาะต่อบริเวณล าดับเบสในยีน E7 ซึ่งจะพบได้แต่ในเฉพาะ 
HeLa cell line (HPV18) ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งที่มีเช้ือไวรัสเอชพีวี ดังนั้นจึงท าให้ E7sgRNA ไม่สามารถ
จับและพาโปรตีนไปท างานได้ในเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C-33 A cell line (HPV negative) 
 การศึกษาการมีชีวิตอยู่ของเซลล์หรือการเจริญเติบโตของเซลล์ (Cell proliferation) ใน
เซลล์มะเร็งปากมดลูกทั้งสองชนิด ได้แก่ HeLa cell line และ C-33 A cell line พบว่าการทดลอง
ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก HeLa cell line (HPV18) ด้วยเทคนิค 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay เป็นระยะเวลา 4 วัน พบว่าในวันที่ 1 และวันที่ 2 
ไม่พบค่าการเจริญของเซลล์ลดลงในกลุ่ม CPPs-AGO1+E7sgRNA กับ CPPs-AGO1+Scramble แต่
พบว่ามีค่าการเจริญของเซลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในวันที่ 3 และวันที่ 4 ที่ค่า p-value = 
0.0005 และ <0.0001 ตามล าดับ ซึ่ ง เป็นไปตามสมมติฐานที่ ว่ า  CPPs-AGO1+E7sgRNA มี
ความสามารถกดการท างานของยีน E7 ได้ และเมื่อสังเกตว่าในกลุ่ม CPPs-AGO1+E7sgRNA กับกลุ่ม 
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Buffer และ Untreat พบว่าในวันที่ 1 ไม่มีค่าการเจริญของเซลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ แต่วันที่ 2 น้ัน
พบการเจริญของเซลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ค่า p-value = 0.0029, 0.0004 ตามล าดับ 
และในวันที่ 3 ค่า p-value <0.0001, 0.0003 ตามล าดับ และในวันที่ 4 ค่า p-value <0.0001, 
<0.0001 ตามล าดับ ซึ่งจากผลการทดลองนี้อาจเป็นไปได้ว่าโปรตีน AGO1 สามารถท างานหรือยับยั้ง
การแสดงออกของยีนได้ โดยสามารถจับกับบริเวณล าเบสได้ โดยที่ไม่ต้องอาศัยการท างานร่วมกับ 
sgRNA ที่ออกแบบมาอย่างจ าเพาะก็เป็นได ้
 ส่วนในการทดลองในเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด C-33 A cell line (HPV negative) ด้วย
ก า ร วั ด ค่ า  Metabolic activity ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  3 - ( 4 ,5 - dimethylthiazol-2 - yl)-2 ,5 -
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay ในระยะเวลา 4 วัน พบว่าทั้งในสามกลุ่มการทดลอง 
อันได้แก่ CPPs-AGO1+E7sgRNA กับ CPPs-AGO1+Scramble และกลุ่ม CPPs-AGO1+E7sgRNA 
กับ Buffer และกลุ่ม CPPs-AGO1+E7sgRNA กับ Untreat พบว่าไม่มีค่าการเจริญของเซลล์ลดลง
อย่างมีนัยส าคัญ อันเนื่องมาจากเซลล์มะเร็งปากมดลูก C-33 A cell line นั้นเป็นเซลล์มะเร็งที่ไม่มี
เชื้อไวรัสเอชพีวีอยู่ ท าให้ E7sgRNA ไม่สามารถน าพาโปรตีนไปยังบริเวณที่ออกแบบอย่างจ าเพาะได้ 
 จากผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าโปรตีน Argonaute1 ที่ถูกสร้างขึ้นเป็นโครงสร้าง CPPs-
AGO1+E7sgRNA นั้นมีความสามารถในการกดการท างานของยีน E7 ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ท า
ให้ผลการทดลองในข้างต้นนี้เป็นไปตามสมมติฐานคือ CPPs-AGO1+E7sgRNA สามารถลดการ
แสดงออกของยีน E7 ในมะเร็งปากมดลูกได้จริง และสามารถลดความเป็นมะเร็งลงได้จริงในยีน
เป้าหมาย ได้แก่ยีน E7 และโปรตีน Argonaute1 มีบทบาทหน้าที่ที่ส าคัญที่สามารถกดการท างาน
ของยีนท าให้ยีนมีการแสดงออกที่ลดลงและสามารถลดการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด 
HeLa cell line ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เป็นผลมาจากที่โปรตีน Argonaute1 (AGO1) สามารถ
ท าให้โครมาตินจับกันอย่างหนาแน่นผ่าน โดยผ่านกระบวนการ Histone modification ซึ่งท าให้
ส่งผลต่อวัฏจักรการเจริญเติบโตของเซลล์หรือการแบ่งตัวของเซลล์ (Cell cycle) ซึ่งเป็นผลมาจาก
การที่โปรตีน Argonaute1 สามารถเข้าจับยังบริเวณล าเบสอย่างจ าเพาะ จากการท างานร่วมกับ 
E7sgRNA ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งโปรตีน Argonaute1 มีความสามารถในการท าให้โครงสร้างของ
โครมาตินจับตัวกันอย่างหนาแน่น (Heterochromatin) ท าให้ยีนไม่สามารถเกิดการ transcription 
ได้ ท าให้ยีน E7 นั้นไม่สามารถ encode โปรตีนออกมา จึงท าให้ pRb มีเวลาในการผลิตขึ้นมาใหม่ 
และสามารถจับกับ E2F ซึ่งเป็น transcription factor (TF) ได้ จึงท าให้การแบ่งตัวของเซลล์
หยุดชะงักลง ในระยะ G1 เข้าสู่ระยะ S phase ซึ่งท าให้เซลล์มีการลดการเจริญลง และลดความเป็น
มะเร็งลดได้ ซึ่งในสภาวะที่ยีน E7 เกิดการท างานและแสดงออกแบบ overexpress นั้น ยีน E7 จะ
สามารถ encode โปรตีน E7 ออกมา และท าหน้าที่ในการ degradation ของ pRb จึงท าให้ pRb 
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เกิดการสูญเสียหน้าที่ที่ส าคัญ เนื่องจากไม่สามารถท างานเพ่ือจับกับ E2F ได้ ดังนั้นเซลล์จึงมีการเจริญ
อย่างต่อเนื่องท าให้การแบ่งตัวของเซลล์นั้นสามารถเข้าสู่ระยะ S phase ได้เมื่อผ่านระยะ G1  
 จากผลการทดลองนี้ได้แสดงให้เห็นว่า protein complex นี้ มีผลกับเฉพาะเซลล์มะเร็งชนิด 
HeLa cell line เท่านั้น เนื่องจากว่า C-33 A cell line เป็นเซลล์ในกลุ่ม control ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็ง
ปากมดลูกที่ ไม่ มี ไ วรั ส เอชพี วี  Human papillomavirus (HPV negative) จึ ง ไม่ มี ผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงใดๆ เหมือนกัน HeLa cell line ที่เป็นเซลล์มะเร็งที่มีไวรัสเอชพีวี ไทป์18 (HPV18) ซึ่งมี
ยีน E7 อยู่ภายใน จึงท าให้ CPPs-AGO1+E7sgRNA สามารถท างานได้อย่างมีประสิทธิภาพและส่งผล
กระทบต่อเซลล์ และที่ส าคัญของการทดลองนี้คือ CPPs-AGO1+E7sgRNA  นี้ ไม่ได้ส่งผลต่อ
เซลล์มะเร็งปากมดลูกให้ตายทั้งหมด แต่เป็นเพียงการยับยั้งการท างานเพื่อให้เกิดการแสดงออกของ
ยีนลดน้อยลง และลดจ านวนเซลล์มะเร็งลง เพื่อลดความเป็นมะเร็งลงได้ 
 การทดลองทั้งหมดนี้ยังสามารถน าไปศึกษาต่อในเรื่องของการสร้าง pRb (pocket protein) 
ขึ้นมาใหม่ เมื่อยีน E7 ถูกกดการท างาน ท าให้มีการสร้าง E7 RNA ลดน้อยลง ที่มีผลท าให้การแสดง
ของยีนลดน้อยลง และ pRb สามารถสร้างขึ้นมาใหม่ และกลับมาท างานได้เหมือนเดิม เพื่อมาจับกับ 
E2F transcription factor ซึ่งสามารถที่จะตรวจสอบได้ว่า pRb กลับมาสร้างใหม่ได้อีกจริงหรือไม่ 
โดยอาจจะใช้เทคนิค Western blot ในการตรวจสอบดูโปรตีนที่เกิดขึ้น และอาจศึกษาต่อว่า เมื่อ 
pRb สามารถสร้างขึ้นมาได้ใหม่แล้วนั้น ท าให้สามารถจับกับ E2F transcription factor ได้หรือไม่ 
จุดประสงค์คือเพื่อต้องการจะทราบการท างานระหว่าง pRb/E2F system โดยใช้ เทคนิค 
Immunoprecipitation และอาจจะใช้เทคนิคของ Flow cytometry ในการศึกษาต่อไปอีกว่า เมื่อ 
pRb สามารถจับกับ E2F ได้แล้วนั้น จะส่งผลต่อวัฏจักรของเซลล์ (Cell cycle) เพื่อทดสอบว่า
สามารถท าให้เซลล์มะเร็งมีการหยุดการแบ่งตัวของเซลล์จากระยะ G1 เข้าสู่ระยะ S phase  
 จากการศึกษาทั้งหมดนี้ สามารถน าโปรตีน Argonaute1 (AGO1) ไปศึกษาพัฒนาต่อยอด 
หรือทดสอบในอีกหลายๆขั้นตอน หรือหลายๆกระบวนการ เพื่อท าความเข้าใจถึงรายละเอียดกลไก
การท างานของโปรตีนชนิดนี้ให้ดีมากยิ่งขึ้น ซึ่งในอนาคตอาจจะเป็นอีกเทคโนโลยีหนึ่งที่สามารถ
ควบคุมการท างานของยีน และเป็นการพัฒนาวิธีการรักษาในอนาคต เพื่อในอนาคตอาจน ามาพัฒนา
เป็นยารักษาโรคมะเร็งปากมดลูก (anti – HPV) หรือน าข้อมูลไปศึกษาเพื่อเป็นข้อมูลพื้นฐานในการ
คิดค้นวิธีการรักษาและคิดค้นยาเพื่อรักษาโรค ซึ่งจะต้องท าการศึกษารายละเอียดต่อไป เพราะ
เนื่องจากโปรตีน Argonaute1 เป็นโปรตีนที่มีขนาดใหญ่ ดังนั้นจึงต้องท าให้ค้นคว้าหาวิธีในการท าให้
โมเลกุลเล็กลง แต่ยังสามารถคงบทบาทและหน้าที่เพ่ือประสิทธิภาพในการท างานของโปรตีน 
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Sequence primer 

  

 ล าดับเบสของไพร์เมอร์ในการท า Real-time qPCR : เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของ
ยีน E7 

 1. E7_Primer Forward  

  : 5’ GAG CCG AAC CAC AAC GTC A  3’ ความยาว 19 bp, Tm = 60.59 

 2. E7_Primer Reverse  

  : 5’ GGA ATG CTC GAA GGT CGT CT 3’ ความยาว 20 bp, Tm = 59.83 

   

Product size : 102 bp 
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