
1 
 

 
 

 

บทท่ี 1 
บทนํา 

 
 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 มะเร็งปากมดลูกเปนมะเร็งอวัยวะสืบพันธุสตรีท่ีพบไดบอยท่ีสุด ในประเทศไทยมะเร็งปากมดลูกเปน
อันดับหน่ึงท่ีมีรายงานการตรวจพบในผูหญิงและยังเปนปญหาทางดานสาธารณสุขอยางมาก (กรมการแพทย กระทรวง
สาธารณสุข, 2555) พบมากในผูหญิงชวงอายุ 35-60 ป สาเหตุการเกิดมะเร็งปากมดลูกยงัไมสามารถระบุไดชัดเจนแตมี
ปจจัยหลายอยางท่ีมีความสัมพันธกับการเกิดโรค เชน การมีเพศสมัพันธตั้งแตอายุยังนอย มีบุตรมาก มีประวัติเปน
กามโรค การสูบบุหรี ่การมคีูนอนหลายคน การมรีะบบภูมิคุมกันท่ีออนแอ พันธุกรรม การขาดสารอาหารบางชนิด เปน
ตน มะเร็งปากมดลูกเปนโรคติดตอทางเพศสัมพันธ (sexually transmitted cancer) ซึ่งเปนท่ีทราบกันดีวาสาเหตุ
อันหน่ึงของมะเร็งปากมดลูกในผูหญิงเกิดจากเช้ือ human papilloma viruses (HPVs) ชนิดท่ี 16 และ 18 ซึ่งอยูใน
กลุม papillomaviruses ท่ีมีมากกวารอยสายพันธุ การตดิเช้ือของไวรัสแตละสายพันธุมีความจําเพาะตอชนิดของโฮสต 
เชน HPVs กอโรคในคน bovine papilloma viruses (BPVs) กอโรคในวัว ควายและ canine papilloma viruses 
(CPVs) กอโรคในสุนัข โดยไวรสัจะกอใหเกิดเน้ืองอกท้ังชนิดไมรายแรง (benign) เชน หูด (wart หรือ papillomas) 
และชนิดรายแรง (carcinoma)  เชน  มะเร็ง (cancer)  (de Villiers และคณะ, 2004) 
 HPVs เปนไวรัสในแฟมิลี่ Papovaviridae มีสารพันธุกรรมชนิด DNA สายคู มีการจัดตัวเรียงเปน
วงกลม เปนสาเหตุทําใหเกิดรอยโรคบนเยื่อบุชนิด squamous โดยทําใหเซลลมีการแบงตัวเพ่ิมจํานวนมากข้ึน 
(proliferation) การตรวจวินิจฉัยในหองปฏิบัติการท่ัวไปใชวิธีทาง immunohistochemistry คือ การตรวจสังเกตการ
เปลี่ยนแปลงลักษณะของเซลลและเน้ือเยื่อโดยการยอมสีเฉพาะและการตรวจหาเช้ือไวรัสในเซลลเน้ือเยื่อโดยตรงผาน
กลองจุลทรรศนอิเลกตรอน (Jenson และคณะ, 1982; Melnick และคณะ, 1992) เพราะเช้ือ HPVs ไมสามารถ
เพาะเลี้ยงเพ่ิมจํานวนไดในเซลลเพาะเลี้ยง แมวาจะมีความพยายามนําไวรัสฉีดเขาสัตวทดลองแตก็พบลักษณะการติด
เช้ือและการเกิดโรคมีลักษณะท่ีแตกตางจากคน เน่ืองจาก HPVs ไมสามารถทําการเพาะแยกเช้ือไดในหองปฏิบัติการ
ดังน้ันการศึกษาในระยะแรกจึงใชกลองจุลทรรศนอิเลกตรอนและวิธีทาง immunohistochemistry แตปจจุบันมีการ
พัฒนาทางเทคโนโลยีมีเครื่องมือ,อุปกรณและวิธีการท่ีมีความไวและความแมนยําสูงไดแก ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส 
(polymerase chain reaction; PCR) และการหาลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) 
 สําหรับในตางประเทศมีรายงานการตรวจวิเคราะหและศึกษาความสัมพันธของ HPVs กับการกอโรคใน
คนอยางตอเน่ืองแตในประเทศไทยการศึกษาขอมลูเก่ียวกับความสําคัญของ HPVs ยังมีนอย จากการศึกษาวงจรชีวิต
และกลไกในการกอโรคของ papillomavirus พบวาไวรสัจะเลือกติดเช้ือเขาสูเซลลฐาน (basal cells) ของเยื่อบุผิว 
(epithelium) เทาน้ัน ซึ่งเซลลท่ีบริเวณน้ียังมคีุณสมบัติในการแบงตัวอยู เมื่อเซลลแบงตัวก็จะมีการจําลองยโีนมของ
ไวรัสไปพรอมๆกับเซลลและยีโนมของไวรัสจะติดไปกับเซลลใหมทุกเซลลทําใหไวรสัสามารถตดิเช้ือในรางกายไดนาน
หลายปในท่ีสดุจะพัฒนากลายเปนเซลลมะเร็ง (Zheng และ Baker, 2006) 
 ยีนของ papillomavirus แบงออกเปน 2 กลุมใหญตามระยะการแสดงออกในชวงวงจรชีวิตคือ early 
genes (E1, E2, E4, E5, E6 และ E7) และ late genes (L1 และ L2) เมื่อไวรัสติดเช้ือเขาสูเซลลฐานของเยื่อบุผิว  
เซลลฐานจะมีการแบงตัวเปนสองเซลล ในขณะเดียวกันไวรัสจะจําลองยีโนมไปพรอมๆ กับโฮสตยีโนมทําใหท้ังสองเซลล
มียีโนมของไวรัสติดอยูโดยท่ีหน่ึงเซลลจะเปนเสมือนแหลงเก็บยีโนมของไวรัสสําหรับการแบงตัวครั้งตอไปซึ่งจะทําให    
ยีโนมของไวรัสมีการจําลองและติดไปกับเซลลใหมทุกเซลล สวนเซลลอีกหน่ึงเซลลท่ีไดจากการแบงเซลลจะเคลื่อนท่ีสู
ช้ันบนพรอมๆ กับการพัฒนาเซลลไปเปนเซลลเยื่อบุผิว (epithelial differentiation) จากน้ันยีน E1 และ E2 ท่ีมี
หนาท่ีเก่ียวของกับ replication และ transcription (zur Hausen, 2002) ของไวรัสยีโนมจะมีการแสดงออกเปน
อันดับแรก ตอมายีน E6 และ E7 จะมีการแสดงออกเพ่ือทําหนาท่ีจับตัวกับโปรตีนของเซลลท่ีควบคุมวงจรชีวิตของ
เซลลและโปรแกรมการตายของเซลล (Munger  และ Howley, 2002) ซึ่งเปนการยืดอายุของเซลลเพ่ือใหไวรัสมี
เวลานานพอในการผลิตอนุภาคไวรัสรุนลูกหลานและเมื่อเซลลท่ีติดเช้ือไวรัสเคลื่อนท่ีสูเซลลช้ันกลางๆ ของเน้ือเยื่อจะมี
การถอดรหัสของยีน L1 กอนท่ีจะสังเคราะหโปรตีนแคปซิดแลวใชในการประกอบเปนอนุภาคไวรัสตอไป  
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 ในสวนของยีโนมไวรัสน้ันนอกจากจะมีบริเวณท่ีทําหนาท่ีเปนยีนแลวยังมีบริเวณของ  untranslated  
region (UTR)  ท่ีไมมีการบรรจุขอมูลทางพันธุกรรมใดๆ แตม ีelements ตางๆ อยูมากมายท่ีเก่ียวของกับการควบคุม
วงจรชีวิตของไวรัส ดังเชนการแสดงออกของ late gene หรือยีน L1 ท่ีถูกควบคุมโดย elements หลายช้ินดวยกันซึ่ง
ปรากฏอยูท้ังใน L1 ORF และ 3’UTR ของไวรัสยีโนม (Tan  และคณะ, 1995) ท้ังน้ีมีหน่ึง element สําคัญท่ีควบคุม
การแสดงออกของ L1 คือ late regulatory element (LRE) โดยมีการรายงานเก่ียวกับ LRE ในยีโนมของ HPV-16 วา
เปนตัวสําคัญในการควบคุมการแสดงออกของแคปซิดโปรตีน (Cumming และคณะ, 2003) จากการศึกษาของ 
Cumming และคณะ พบการสังเคราะหโปรตีน L1 ในเซลลช้ันท่ีอยูในระยะสุดทายของการพัฒนาไปเปนเยื่อบุผิว 
(epithelial differentiation) แตจากการวิเคราะหโดยเทคนิค northern blot hybridisation กลับพบ RNA ของยีน 
L1 ในเซลลช้ันกลางๆ ของเน้ือเยื่อ  จากผลการทดลองน้ีแสดงวามีการถอดรหัสของยีน L1 เกิดข้ึนตั้งแตในช้ันเซลล
กลางแตมีการควบคุมไมใหมีการแปลรหัสเปนแคปซิดโปรตีนจนเมื่อเซลลเขาสูระยะสุดทายของการพัฒนาเซลลไปเปน
เยื่อบุผิวจึงจะมีการแปลรหัสเกิดข้ึน ดังน้ันการควบคุมการแสดงออกของยีน L1 นาจะถูกควบคุมในระดับ post-
transcription หรือในระดับ translation (Stoler  และคณะ, 1989) ซึ่งกลไกการยับยั้งและการกระตุนของ LRE ใน
การควบคุมการแสดงออกของยีน L1 ยังไมทราบแนชัด 
 ดังท่ีกลาวไปขางตนวากลไกการควบคุมการแสดงออกของยีน L1 ยังไมเปนท่ีทราบแนชัดดังน้ันใน
งานวิจัยน้ีจึงจะทําการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งของ element ใน late 3' untranslated region ท่ี
เก่ียวของกับการควบคุมแสดงออกของยีน L1 ใน papillomaviruses 7 ทัยปดวยกันคือ HPV-6, HPV-11, HPV-16, 
HPV-31, BPV-1, BPV-3 และ BPV-4 ซึ่งมีความรุนแรงในการกอโรคและมีโฮสตท่ีแตกตางกันไดแก มนุษยคือ HPVs 
และวัวคือ BPVs โดยขอมลูท่ีไดจากงานวิจัยครั้งน้ีจะชวยใหรูและเขาใจถึงกลไกรายละเอียดมากข้ึนและนํามาใช
ประกอบการสรางแบบจาํลองเพ่ือการศึกษากลไกของ papillomaviruses ตอไป   
 
วัตถุประสงคของการศึกษา 

 1.  การโคลนรีคอมบิแนนทพลาสมิด  pSV-β-Galactosidase ท่ีมีช้ินสวน late 3'UTR  จาก
papillomavirus  6  ทัยป  ไดแก  HPV6,  HPV11,  HPV16,  HPV31,  BPV3 และ BPV4 

 2.  เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพการยบัยั้งของช้ินสวนใน late 3'UTR  ของ  papillomavirus 6  ทัยป  โดย
ใช  reporter gene system   

 
สมมติฐานของการศึกษา 

 เน่ืองจากวาช้ินสวน element ในไวรัสแตละสายพันธุมีลําดับเบสท่ีแตกตางกันซึ่งนาจะสงผลตอกลไก
และประสิทธิภาพของการทํางานท่ีตางกันดวย 

 
ขอบเขตของการศึกษา 
  1.  เตรียมช้ินสวนยีโนมของ papillomavirus  ท้ัง 6 ทัยป 
  2.  ออกแบบไพรเมอรใหครอบคลมุช้ินสวน late 3 'UTR  ของ papillomavirus แตละทัยป 
              3.  เช่ือมตอช้ินสวน  late 3 'UTR ใน papillomavirus  ท้ัง 6 ทัยป  เขาสู   
pGEM - T Easy   Vector  
  4.  เช่ือมตอช้ินสวน late 3 'UTR  ใน papillomavirus  ท้ัง 6 ทัยป  เขาสู  pSV-β-galactosidase  
control Vector 

 5.  ถายโอนรีคอมบิแนนทพลาสมดิ  pSV-β-Galactosidase ท่ีมีช้ินสวน late 3 'UTR  เขาสู  HeLa 
cells   
 6.  ศึกษาการแสดงออกของยนี lac Z  โดยวิเคราะหหา RNA ของยีน lac Z  ดวยเทคนิค RT-PCR 
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