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บทท่ี 1 
บทนํา 

 
 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 มะเร็งปากมดลูกเปนมะเร็งอวัยวะสืบพันธุสตรีท่ีพบไดบอยท่ีสุด ในประเทศไทยมะเร็งปากมดลูกเปน
อันดับหน่ึงท่ีมีรายงานการตรวจพบในผูหญิงและยังเปนปญหาทางดานสาธารณสุขอยางมาก (กรมการแพทย กระทรวง
สาธารณสุข, 2555) พบมากในผูหญิงชวงอายุ 35-60 ป สาเหตุการเกิดมะเร็งปากมดลูกยงัไมสามารถระบุไดชัดเจนแตมี
ปจจัยหลายอยางท่ีมีความสัมพันธกับการเกิดโรค เชน การมีเพศสมัพันธตั้งแตอายุยังนอย มีบุตรมาก มีประวัติเปน
กามโรค การสูบบุหรี ่การมคีูนอนหลายคน การมรีะบบภูมิคุมกันท่ีออนแอ พันธุกรรม การขาดสารอาหารบางชนิด เปน
ตน มะเร็งปากมดลูกเปนโรคติดตอทางเพศสัมพันธ (sexually transmitted cancer) ซึ่งเปนท่ีทราบกันดีวาสาเหตุ
อันหน่ึงของมะเร็งปากมดลูกในผูหญิงเกิดจากเช้ือ human papilloma viruses (HPVs) ชนิดท่ี 16 และ 18 ซึ่งอยูใน
กลุม papillomaviruses ท่ีมีมากกวารอยสายพันธุ การตดิเช้ือของไวรัสแตละสายพันธุมีความจําเพาะตอชนิดของโฮสต 
เชน HPVs กอโรคในคน bovine papilloma viruses (BPVs) กอโรคในวัว ควายและ canine papilloma viruses 
(CPVs) กอโรคในสุนัข โดยไวรสัจะกอใหเกิดเน้ืองอกท้ังชนิดไมรายแรง (benign) เชน หูด (wart หรือ papillomas) 
และชนิดรายแรง (carcinoma)  เชน  มะเร็ง (cancer)  (de Villiers และคณะ, 2004) 
 HPVs เปนไวรัสในแฟมิลี่ Papovaviridae มีสารพันธุกรรมชนิด DNA สายคู มีการจัดตัวเรียงเปน
วงกลม เปนสาเหตุทําใหเกิดรอยโรคบนเยื่อบุชนิด squamous โดยทําใหเซลลมีการแบงตัวเพ่ิมจํานวนมากข้ึน 
(proliferation) การตรวจวินิจฉัยในหองปฏิบัติการท่ัวไปใชวิธีทาง immunohistochemistry คือ การตรวจสังเกตการ
เปลี่ยนแปลงลักษณะของเซลลและเน้ือเยื่อโดยการยอมสีเฉพาะและการตรวจหาเช้ือไวรัสในเซลลเน้ือเยื่อโดยตรงผาน
กลองจุลทรรศนอิเลกตรอน (Jenson และคณะ, 1982; Melnick และคณะ, 1992) เพราะเช้ือ HPVs ไมสามารถ
เพาะเลี้ยงเพ่ิมจํานวนไดในเซลลเพาะเลี้ยง แมวาจะมีความพยายามนําไวรัสฉีดเขาสัตวทดลองแตก็พบลักษณะการติด
เช้ือและการเกิดโรคมีลักษณะท่ีแตกตางจากคน เน่ืองจาก HPVs ไมสามารถทําการเพาะแยกเช้ือไดในหองปฏิบัติการ
ดังน้ันการศึกษาในระยะแรกจึงใชกลองจุลทรรศนอิเลกตรอนและวิธีทาง immunohistochemistry แตปจจุบันมีการ
พัฒนาทางเทคโนโลยีมีเครื่องมือ,อุปกรณและวิธีการท่ีมีความไวและความแมนยําสูงไดแก ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส 
(polymerase chain reaction; PCR) และการหาลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) 
 สําหรับในตางประเทศมีรายงานการตรวจวิเคราะหและศึกษาความสัมพันธของ HPVs กับการกอโรคใน
คนอยางตอเน่ืองแตในประเทศไทยการศึกษาขอมลูเก่ียวกับความสําคัญของ HPVs ยังมีนอย จากการศึกษาวงจรชีวิต
และกลไกในการกอโรคของ papillomavirus พบวาไวรสัจะเลือกติดเช้ือเขาสูเซลลฐาน (basal cells) ของเยื่อบุผิว 
(epithelium) เทาน้ัน ซึ่งเซลลท่ีบริเวณน้ียังมคีุณสมบัติในการแบงตัวอยู เมื่อเซลลแบงตัวก็จะมีการจําลองยโีนมของ
ไวรัสไปพรอมๆกับเซลลและยีโนมของไวรัสจะติดไปกับเซลลใหมทุกเซลลทําใหไวรสัสามารถตดิเช้ือในรางกายไดนาน
หลายปในท่ีสดุจะพัฒนากลายเปนเซลลมะเร็ง (Zheng และ Baker, 2006) 
 ยีนของ papillomavirus แบงออกเปน 2 กลุมใหญตามระยะการแสดงออกในชวงวงจรชีวิตคือ early 
genes (E1, E2, E4, E5, E6 และ E7) และ late genes (L1 และ L2) เมื่อไวรัสติดเช้ือเขาสูเซลลฐานของเยื่อบุผิว  
เซลลฐานจะมีการแบงตัวเปนสองเซลล ในขณะเดียวกันไวรัสจะจําลองยีโนมไปพรอมๆ กับโฮสตยีโนมทําใหท้ังสองเซลล
มียีโนมของไวรัสติดอยูโดยท่ีหน่ึงเซลลจะเปนเสมือนแหลงเก็บยีโนมของไวรัสสําหรับการแบงตัวครั้งตอไปซึ่งจะทําให    
ยีโนมของไวรัสมีการจําลองและติดไปกับเซลลใหมทุกเซลล สวนเซลลอีกหน่ึงเซลลท่ีไดจากการแบงเซลลจะเคลื่อนท่ีสู
ช้ันบนพรอมๆ กับการพัฒนาเซลลไปเปนเซลลเยื่อบุผิว (epithelial differentiation) จากน้ันยีน E1 และ E2 ท่ีมี
หนาท่ีเก่ียวของกับ replication และ transcription (zur Hausen, 2002) ของไวรัสยีโนมจะมีการแสดงออกเปน
อันดับแรก ตอมายีน E6 และ E7 จะมีการแสดงออกเพ่ือทําหนาท่ีจับตัวกับโปรตีนของเซลลท่ีควบคุมวงจรชีวิตของ
เซลลและโปรแกรมการตายของเซลล (Munger  และ Howley, 2002) ซึ่งเปนการยืดอายุของเซลลเพ่ือใหไวรัสมี
เวลานานพอในการผลิตอนุภาคไวรัสรุนลูกหลานและเมื่อเซลลท่ีติดเช้ือไวรัสเคลื่อนท่ีสูเซลลช้ันกลางๆ ของเน้ือเยื่อจะมี
การถอดรหัสของยีน L1 กอนท่ีจะสังเคราะหโปรตีนแคปซิดแลวใชในการประกอบเปนอนุภาคไวรัสตอไป  
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 ในสวนของยีโนมไวรัสน้ันนอกจากจะมีบริเวณท่ีทําหนาท่ีเปนยีนแลวยังมีบริเวณของ  untranslated  
region (UTR)  ท่ีไมมีการบรรจุขอมูลทางพันธุกรรมใดๆ แตม ีelements ตางๆ อยูมากมายท่ีเก่ียวของกับการควบคุม
วงจรชีวิตของไวรัส ดังเชนการแสดงออกของ late gene หรือยีน L1 ท่ีถูกควบคุมโดย elements หลายช้ินดวยกันซึ่ง
ปรากฏอยูท้ังใน L1 ORF และ 3’UTR ของไวรัสยีโนม (Tan  และคณะ, 1995) ท้ังน้ีมีหน่ึง element สําคัญท่ีควบคุม
การแสดงออกของ L1 คือ late regulatory element (LRE) โดยมีการรายงานเก่ียวกับ LRE ในยีโนมของ HPV-16 วา
เปนตัวสําคัญในการควบคุมการแสดงออกของแคปซิดโปรตีน (Cumming และคณะ, 2003) จากการศึกษาของ 
Cumming และคณะ พบการสังเคราะหโปรตีน L1 ในเซลลช้ันท่ีอยูในระยะสุดทายของการพัฒนาไปเปนเยื่อบุผิว 
(epithelial differentiation) แตจากการวิเคราะหโดยเทคนิค northern blot hybridisation กลับพบ RNA ของยีน 
L1 ในเซลลช้ันกลางๆ ของเน้ือเยื่อ  จากผลการทดลองน้ีแสดงวามีการถอดรหัสของยีน L1 เกิดข้ึนตั้งแตในช้ันเซลล
กลางแตมีการควบคุมไมใหมีการแปลรหัสเปนแคปซิดโปรตีนจนเมื่อเซลลเขาสูระยะสุดทายของการพัฒนาเซลลไปเปน
เยื่อบุผิวจึงจะมีการแปลรหัสเกิดข้ึน ดังน้ันการควบคุมการแสดงออกของยีน L1 นาจะถูกควบคุมในระดับ post-
transcription หรือในระดับ translation (Stoler  และคณะ, 1989) ซึ่งกลไกการยับยั้งและการกระตุนของ LRE ใน
การควบคุมการแสดงออกของยีน L1 ยังไมทราบแนชัด 
 ดังท่ีกลาวไปขางตนวากลไกการควบคุมการแสดงออกของยีน L1 ยังไมเปนท่ีทราบแนชัดดังน้ันใน
งานวิจัยน้ีจึงจะทําการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งของ element ใน late 3' untranslated region ท่ี
เก่ียวของกับการควบคุมแสดงออกของยีน L1 ใน papillomaviruses 7 ทัยปดวยกันคือ HPV-6, HPV-11, HPV-16, 
HPV-31, BPV-1, BPV-3 และ BPV-4 ซึ่งมีความรุนแรงในการกอโรคและมีโฮสตท่ีแตกตางกันไดแก มนุษยคือ HPVs 
และวัวคือ BPVs โดยขอมลูท่ีไดจากงานวิจัยครั้งน้ีจะชวยใหรูและเขาใจถึงกลไกรายละเอียดมากข้ึนและนํามาใช
ประกอบการสรางแบบจาํลองเพ่ือการศึกษากลไกของ papillomaviruses ตอไป   
 
วัตถุประสงคของการศึกษา 

 1.  การโคลนรีคอมบิแนนทพลาสมิด  pSV-β-Galactosidase ท่ีมีช้ินสวน late 3'UTR  จาก
papillomavirus  6  ทัยป  ไดแก  HPV6,  HPV11,  HPV16,  HPV31,  BPV3 และ BPV4 

 2.  เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพการยบัยั้งของช้ินสวนใน late 3'UTR  ของ  papillomavirus 6  ทัยป  โดย
ใช  reporter gene system   

 
สมมติฐานของการศึกษา 

 เน่ืองจากวาช้ินสวน element ในไวรัสแตละสายพันธุมีลําดับเบสท่ีแตกตางกันซึ่งนาจะสงผลตอกลไก
และประสิทธิภาพของการทํางานท่ีตางกันดวย 

 
ขอบเขตของการศึกษา 
  1.  เตรียมช้ินสวนยีโนมของ papillomavirus  ท้ัง 6 ทัยป 
  2.  ออกแบบไพรเมอรใหครอบคลมุช้ินสวน late 3 'UTR  ของ papillomavirus แตละทัยป 
              3.  เช่ือมตอช้ินสวน  late 3 'UTR ใน papillomavirus  ท้ัง 6 ทัยป  เขาสู   
pGEM - T Easy   Vector  
  4.  เช่ือมตอช้ินสวน late 3 'UTR  ใน papillomavirus  ท้ัง 6 ทัยป  เขาสู  pSV-β-galactosidase  
control Vector 

 5.  ถายโอนรีคอมบิแนนทพลาสมดิ  pSV-β-Galactosidase ท่ีมีช้ินสวน late 3 'UTR  เขาสู  HeLa 
cells   
 6.  ศึกษาการแสดงออกของยนี lac Z  โดยวิเคราะหหา RNA ของยีน lac Z  ดวยเทคนิค RT-PCR 
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