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บทท่ี 4 
ผลการทดลองและวิจารณ 

 
1. การเตรียมพลาสมิดลูกผสมท่ีมีชิ้นสวนยีโนมของ papillomaviruses   
 ตัวอยางพลาสมิดลูกผสมท่ีมีช้ินสวนยีโนมของ papillomavirus ท่ีผูวิจัยไดทําการรวบรวมในข้ันตนมีท้ังหมด 11 ทัยป 
ไดแก Human papillomavirus (HPV) -1, HPV-2, -4, -6, -11, -16, -31, Bovine papillomavirus (BPV) -1, -2 , -3 และ 
-4 ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจาก Dr Sheila Graham, University of Glasgow, Scotland, UK และผูชวยศาสตราจารย ดร. 
นครินทร กิตกําธร ภาควิชาทันตพยาธิวิทยา คณะทันตแพทย มหาวิทยาลัยมหดิล โดยตัวอยางพลาสมิดถูกหยดลงบนกระดาษ
กรองเมื่อถึงหองปฏิบัติการไวรสั ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลยัศิลปากร นครปฐม ตัวอยางช้ินสวนไวรสั

ท้ังหมดถูกเพ่ิมจํานวนโดยการถายโอน (transformation) เขาสูแบคทีเรีย E.coli สายพันธุ DH5α และตรวจสอบขนาดช้ิน
ของพลาสมิดลูกผสมดวย agarose gel electrophoresis (รูปท่ี 4.1) ช้ินสวน late 3' UTR  ของไวรัสท้ังหมดสังเคราะหข้ึน
ดวยเทคนิคพีซีอารและใชไพรเมอรท่ีถูกออกแบบใหจําเพาะตอทัปย (ตารางท่ี 4.1) การยืนยันความถูกตองของลําดับเบสและ
ทัปยของไวรัสดาํเนินการโดย sequencing ท้ังน้ีมีไวรสัท้ังหมด 7 ชนิดคือ HPV-6, -11, -16, -31, BPV-1, -3 และ -4 ท่ี
สามารถเพ่ิมจํานวนไดและยืนยันความถูกตองของทัปยดวยการตรวจลําดับเบสดังแสดงในรูป 4.2 โดยไวรัสเหลาน้ีถูกใชในการ
วิจัยตอไป 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.1 การแยกขนาดพลาสมดิลูกผสมท่ีมีช้ินสวนยโีนมของ papillomavirus 6 ทัยปโดย agarose gel electrophoresis 
      M      :  2-log  DNA  ladder marker   
  ชองท่ี 1   :    พลาสมิดลูกผสมท่ีมีช้ินสวนยีโนมของ  HPV-6 
            ชองท่ี 2   :    พลาสมิดลูกผสมท่ีมีช้ินสวนยีโนมของ HPV-11   
                  ชองท่ี 3   :    พลาสมิดลูกผสมท่ีมีช้ินสวนยีโนมของ HPV-16     
  ชองท่ี 4   :    พลาสมิดลูกผสมท่ีมีช้ินสวนยีโนมของ HPV-31                             
                  ชองท่ี 5   :    พลาสมิดลูกผสมท่ีมีช้ินสวนยีโนมของ BPV-3  
                  ชองท่ี 6   :    พลาสมิดลูกผสมท่ีมีช้ินสวนยีโนมของ BPV-4  
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2. การตรวจสอบการควบคุมการแสดงออกของยีนของชิน้สวน 3’UTR ของ papillomavirus ในระดับอารเอ็นเอ  
  การตรวจสอบประสิทธิภาพการควบคุมการแสดงออกของยีนของช้ินสวน 3’UTR ของไวรัสท้ัง 7 ทัปยดําเนิน
โดยการแทรกช้ินสวนของไวรสัยีโนมเขาสู pSV ซึ่งมียีน β-galactosidase  เปน reporter gene กอนทําการถายโอนดเีอ็นเอ 
(co-transfection) เขาสูเซลล HeLa โดยใช lipofectamine 2000 (Invitrogen, USA) รวมกับ pEGFP โดย pEGFP เปน 
พลาสมดิตรวจสอบประสิทธิภาพของการทดลอง (control) ในข้ันตนทําการปรับหาสภาวะท่ีเหมาะสาํหรับ co-transfection 
โดยหาอัตราสวนท่ีเหมาะสมระหวางปริมาณพลาสมิดกับปริมาตรของ lipofectamine 2000 จากน้ันทําการตรวจสอบและ
บันทึกผลหลังการ transfect ท่ีอุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% คารบอนไดออกไซดเมื่อเวลาผานไป 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 
โดยการถายภาพเซลลท่ีมีการเรืองแสงของ green fluorescent protein (GFP) ภายใตกลองจลุทรรศนแบบฟลูออเรสเซนส  
ดังแสดงในรูปท่ี 4.3 จะเห็นไดวาเซลลท่ีไดรับการถายโอนพลาสมดิ pEGFP มีการเรืองแสงสเีขียว ผลการคํานวณเปอรเซ็นต
ประสิทธิภาพการ transfection  (transfection efficiency) ไดผลดังตารางท่ี 4.2 
 
  
ตารางท่ี  4.1  ลําดับเบสและตําแหนง annealing ของ  Papillomavirus ท้ัง  7  ทัยป 

Primer  name ขนาด     
PCR  product    

Restriction  
site 

Genomic      
location 

Sequence (5'-3') 

UTR6  (forward) 499 bp    Bam HI 7185-7205 GGATCC CAAAGTGGATATAGGGGACGG 

PAS6  (reverse) -  PstI 7651-7673 CTGCAGGGTGGAAAGTGTATGCCAAGGGC 

UTR11 (forward) 400 bp Bam HI 7233-7251 GGATCC CCTCTACAGCCCCCAAACG 

PAS11 (reverse) - PstI 7600-7622 CTGCAGGTAAGTGTATGTAAGGGCAACCG 

UTR16 (forward) 656 bp Bam HI 6814-6842 GGATCCCTATGAATTCCACTATTTTGGAGGACTGG                                                                        

PAS16 (reverse) - SalI 7442-7460 GTCGAC CGAATTCGGTTGAAGCTAC       

UTR31 (forward) 506 bp Bam HI 6854-6872 GGATCC CAAAAGCCCAAGGAAGATC              

PAS31 (reverse) - SalI 7345-7374 GTCGAC GGCAGAAATAAGTACATGAC 

UTR3 (forward) 533 bp Bam HI 6668-6690 GGATCC GAG GAC CCT TAT GCA AAG TAC AC 

PAS3 (reverse) - PstI 7172-7190 CTGCAG GCG TAC TGC CAG TAT GTG C   

UTR4 (forward) 359 bp Bam HI 6906-6927 GGATCC CACTCAGGTTAAAGAAGACCCC                        

PAS4 (reverse) - SalI 7236-7254 GTCGAC CACACAAGTGCCGGAGATG 

BPV-1 forward 345 bp BamHI 6960-6976 GGATCC GCT TTC TTT GGA CTT AG 

BPV-1 reverse - PstI 7285-7305 CTGCAG CGC TGA GAA GGC AGG ATT CGG 

 
 

 
ตารางท่ี 4.2  Transfection efficiency ของ plasmid เขาสู HeLa cells เมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 

 

อัตราสวน  
pEGFP:Lipofectamine 2000 (ug/ul) 

Cell  number (จํานวนเซลลเรอืงแสง / จํานวนเซลล
ท้ังหมดภายในกรอบเดียวกัน) 

% transfection   
efficiency 

ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3  
0.4 : 2 (1: 5) 15/85 13/80 17/90 17+ 1 
0.8 : 2 (1:2.5) 50/72 59/86 65/92 69 + 1 
1.2 : 2 ( 1:1.6) 20/65 22/70 29/97 30+ 1 
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รูปท่ี 4.2  การเปรียบเทียบลําดับเบส  (Blast search) แบบ blastn ของลําดับนิวคลีโอไทดใน Genbank  
(http://www.ncbi.nih.gov) 
 

http://www.ncbi.nih.gov/
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รูปท่ี 4.3  ภาพถายเซลล HeLa  ภายหลังไดรับการถายโอน  pEGFP  ท่ี 48 ช่ัวโมง  
             ซาย : ภาพถายภายใตแสงอัลตราไวโอเลต       ขวา : ภาพถายจากแสงธรรมดา 
(ก) pEGFP 0.4 ug : Lipofectamine 2000  ปริมาตร 2 ul 
(ข) pEGFP 0.8 ug : Lipofectamine 2000  ปริมาตร 2 ul 
(ค) pEGFP 1.2 ug : Lipofectamine 2000  ปริมาตร 2 ul 
 
 
   จากคา transfection efficiency ในตารางท่ี 4.2   พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมในการถายโอน (transfect) pSV 
เขาสูเซลลไดอยูท่ีอัตราสวน  pEGFP +  pSV  0.8 µg : lipofectamine 2000  2.0 µl  ใน 24 well plate ปริมาณเซลล 
6x104  เซลลตอมิลลิลติร เพาะเลีย้งเปนเวลา 48 ช่ัวโมงซึ่งใหประสทิธิภาพของ transfection ดีท่ีสุด จากน้ันทําการตรวจหา
ช้ินสวน late 3' UTR ท่ีแทรกอยูใน pSV-β-galactosidase จาก cell lysate ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะตอ 
papillomavirus แตละทัยป ผลการตรวจสอบขนาดช้ินดเีอ็นเอดวย gel electrophoresis บน 1% อะกาโรสเจล (W/V)  
พบวามีช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีสนใจจึงนํา cell  lysate  ท่ีไดไปทําการทดลองในข้ันตอนตอไป  

 การตรวจสอบประสิทธิภาพของช้ินสวน late 3' UTR  จาก papillomavirus แตละสายพันธุในการยับยั้งการ
สังเคราะห RNA ของยีน lac Z ดําเนินนการศึกษาโดยตรวจสอบปริมาณ RNA ของยีน lac Z ท่ีเกิดจากข้ันตอนการถอดรหัส
ใน cell lysate ของ HeLa cells ซึ่งผานการถายโอน pEGFP (control) และ pSV-β-galactosidase ท่ีมีช้ินสวนยีโนม
บริเวณ 3' UTR ของ papillomavirus แตละชนิด หลังจากทําการสกัดอารเอ็นเอโดยใช  TRIzol® Reagent (Invitrogen, 
USA) สารละลายอารเอ็นเอท่ีไดถูกยอยดวย DNase กอนนํามาใชเปน template เพ่ิมปริมาณยีน lac Z และยีน GFP ดวยวิธี 
RT-PCR โดยใชไพรเมอรจาํเพาะ ผลการทดลองดังรูปท่ี 4.4 ในขณะท่ีจํานวนของเซลลท่ีรับเอาพลาสมดิท้ังสองเขาไปท่ี
ใกลเคียงกันในท้ัง 7 ทัยปผลการเพ่ิมจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอของ pEGFP (control) ซึ่งใช co-transfection พบวาแถบดีเอ็นเอ

ก 

ข 

ค 
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ของยีน GFP ใน PV ท้ัง 7 ทัยปมีความเขมท่ีใกลเคียงกันท้ังหมดแตในรูปท่ี 4.4 พบวา PCR product ของ pSV ท่ีเปน 
positive control ซึ่งไมมี 3' UTR ของ PV ไดแถบดเีอ็นเอของยีน lac Z ท่ีมีความเขมมากเมื่อเปรยีบเทียบกับ pSV ท่ีมีช้ิน 
insert 3' UTR ของ HPV-16 และ -31 ซึ่งจัดวาเปน high risk types ไดแถบดีเอ็นเอท่ีจางมาก สวน low risk types ไดแก 
HPV-6 และ -11 รวมท้ังไวรัสท่ีมโีฮสตเปนวัวไดแก BPV-1, -3, และ -4 มีความเขมขนแถบดีเอ็นเอท่ีรองลงมาจาก positive 
control ตามลําดบั จากผลการทดลองท่ีไดแสดงวาช้ินสวน 3' UTR ของยีโนม HPV-16 และ -31 มีลาํดับเบสท่ีมีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งการแสดงออกของยีน lacZ สูงในขณะท่ีช้ินสวน 3' UTR จากยีโนมของ BPV-1, -3, -4, HPV-6 และ -11 มี
ประสิทธิภาพรองลงมา การทดลองน้ีดําเนินท้ังหมด 3 ครั้งและไดผลการทดลองท่ีใกลเคียงกัน หลังจากน้ันนําแถบของ PCR 
product ดังกลาวไปวัดความเขมของแถบ (band intensity) ดวยโปรแกรม GelQuantNET (free programme) แลว
เปรียบเทียบความเขมแถบของยีน lacZ และยีน GFP ดังน้ันจึงสรุปไดวาช้ินสวน 3' UTR ของ papillomavirus ท้ัง 7 ทัยป มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการแสดงออกของยีน 
 การวัดความเขมของแบนจากการวิเคราะหหา RNA ของยีน lac Z และ GFP  ดวยเทคนิค RT-PCR  บน 1% 
อะกาโรสเจลโดยใชโปรแกรม GelQunattNET จาก http://biochemlabsolutions.com/GelQuantNET.html (free 
programme) ไดผลดังตารางท่ี 4.3 และรูปท่ี 4.4 เมื่อนําคาความเขมของแบนท่ีวัดไดจากโปรแกรมมาคํานวณหา
ประสิทธิภาพของช้ินสวนเปรียบเทียบกันท้ังหมด 7 ทัยปจะไดผลดงัแสดงในรูปท่ี 4.6 โดยพบวากราฟแทงของ HPV-16 (high 
risk type) มีการแสดงออกของยีน lacZ นอยท่ีสุด รองลงมาคือ HPV-31 (high risk type) และ BPV-1 ไวรสัทัปยท่ีมีการ
แสดงออกมากท่ีสุดคือ BPV-3 รองลงมาไดแก BPV-4, HPV-6, และ HPV-11 ตามลําดับ การทดลองน้ีดําเนินท้ังหมด 3 ครั้ง
และไดผลการทดลองท่ีใกลเคยีงกันดังน้ัน จึงสรุปไดวาช้ินสวน 3' UTR ของ papillomavirus ท้ัง 7 ทัยป  มีประสิทธิภาพใน
การยับยั้งการแสดงออกแตในระดบัท่ีแตกตางกัน 

 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทางเดียวปรากฏวาท่ีระดับนัยทางสถิติ 0.05 ไดผลการปฏิเสธสมมตฐิาน (p-
value = 0.000 ซึ่งนอยกวา  0.05) แสดงวาช้ินสวน 3’UTR ใน Papillomavirus 7 ทัยปมีประสิทธิภาพการยับยั้งการ
แสดงออกของยีน lacZ (ตารางท่ี 4.4) เมื่อทําการเปรียบเทียบแบบพหูคูณดวยวิธี Turkey’s test (ตารางท่ี 4.5) พบวา
ประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีน lacZ ของช้ินสวน 3’UTR ใน Papillomavirus 7 ทัยปสามารถแบงออกเปน 3 
กลุมดังน้ีคือ กลุมท่ี 1 ประกอบดวยไวรสัท่ีมีความเสี่ยงเปนมะเร็งสงู (high risk types) คือ HPV-16 และ -31 กลุมท่ี 2 คือ 
BPV-1 และกลุมท่ี 3 ประกอบดวยไวรสัท่ีมีความเสี่ยงตอการเปนมะเร็งต่ํา (low risk types) ไดแก BPV-3, BPV-4, HPV-6, 
และ HPV-11 โดยเมื่อทําการเปรยีบเทียบระหวางกลุม high risk และ low risk จะพบวามีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับ
นัยสําคญั 0.05  

 
 

 ตารางท่ี 4.3  คาความเขมของแบนท่ีวัดไดจากโปรแกรม GelQunattNET (คาเฉลี่ย 3 ครั้ง) 
 

 
 
 
 

plasmid ยีน GFP ยีน LacZ SD ยีน LacZ 
BPV-1 0.102 0.0708 0.00857 
BPV-3 0.1077 0.1634 0.026538 
BPV-4 0.11228 0.1561 0.000841 
HPV-6 0.10504 0.1277 0.011589 
HPV-11 0.14881 0.2017 0.003663 
HPV-16 0.14385 0.0198 0.001308 
HPV-31 0.15352 0.0291 0.011738 
Positive 0.1268 0.2909 0.038155 

http://biochemlabsolutions.com/GelQuantNET.html
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รูปท่ี 4.4  การวิเคราะหหา RNA ของยีน lac Z  ดวยเทคนิค RT-PCR บน 1% อะกาโรสเจล  

ชองท่ี  1    :  2 log DNA marker ladder 
ชองท่ี  2    :  pSV- β -galactosidase ท่ีมีช้ินสวน late 3' UTR ของ BPV-1 + pEGFP 
ชองท่ี  3    :  pSV- β -galactosidase ท่ีมีช้ินสวน late 3' UTR ของ BPV-3 + pEGFP  
ชองท่ี  4    :  pSV- β -galactosidase ท่ีมีช้ินสวน late 3' UTR ของ BPV-4 + pEGFP  
ชองท่ี  5    :  pSV- β -galactosidase ท่ีมีช้ินสวน late 3' UTR ของ HPV-6 + pEGFP  
ชองท่ี  6    :  pSV- β -galactosidase ท่ีมีช้ินสวน late 3' UTR ของ HPV-11 + pEGFP  
ชองท่ี  7    :  pSV- β -galactosidase ท่ีมีช้ินสวน late 3' UTR ของ HPV-16 + pEGFP  
ชองท่ี  8    :  pSV- β -galactosidase ท่ีมีช้ินสวน late 3' UTR ของ HPV-31 + pEGFP  
ชองท่ี  9    :  pSV- β -galactosidase + pEGFP  (เติม reverse transcriptase) 
ชองท่ี  10  :  pSV-β-galactosidase + pEGFP (ไมเติม reverse transcriptase) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

    
 
 
 

รูปท่ี 4.5   ความเขมของแถบ (band intensity) ยีน lac Z และยนี GFP ท่ีวัดดวยโปรแกรม GelQuantNET 
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รูปท่ี 4.6 ประสิทธิภาพการยับยั้งของช้ินสวน 3' UTR ในระดับอารเอ็นเอของ papillomavirus ท้ัง 7 ทัยป  
 

. 
ตารางท่ี 4.4  ผลการวิเคราะหประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีนในระดับอารเอ็นเอของไวรัส 7 ทัปยโดยใชความ
แปรปรวนแบบทางเดยีว (one-way ANOVA)  
                                                                     
 

 

 

 

 

 

ตารางท่ี 4.5  ผลการวิเคราะหเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยัง้การแสดงออกของยีนในระดับอารเอ็นเอของไวรสั 7 ทัปย

แบบพหูคูณโดยใชวิธี Turkey’s test 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ANOVA 

OD 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .060 6 .010 65.521 .000 

Within Groups .001 7 .000   

Total .061 13    

PVs 

Tukey HSD 

plasmid N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

HPV16 2 .0198150    

HPV31 2 .0290500    

BPV1 2  .0708000   

HPV6 2   .1276550  

BPV4 2   .1560550 .1560550 

BPV3 2   .1634350 .1634350 

HPV11 2    .2017200 

Sig.  .984 .100 .178 .068 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 
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ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทางเดียวของ Human Papillomavirus 4 ทัปย (ตารางท่ี 4.6) ปรากฏวาท่ีระดับ
นัยทางสถิติท่ี 0.05 ปฏิเสธสมมตฐิาน (p-value = 0.001 ซึ่งนอยกวา  0.05 ) แสดงวาช้ินสวน 3’UTR ใน HPV 4 ทัยปมี
ประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีน lacZ และเมื่อทําการเปรียบเทียบแบบพหูคณูดวยวิธี Turkey’s test  (ตารางท่ี 
4.7) พบวาประสิทธิภาพการยับยัง้การแสดงออกของยีน lacZ ของช้ินสวน 3’UTR ใน HPV 4 ทัยปมีความแตกตางกันทาง
สถิติท่ีระดับนัยสําคัญ 0.05 โดยสามารถแบงไวรัสออกไดเปน 2 กลุมคือ กลุม low risk ไดแก HPV-6  และ -11  และกลุม 
high risk ไดแก HPV-16 และ -31  

 
ตารางท่ี 4.6  ผลการวิเคราะหประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีนในระดับอารเอ็นเอของไวรัส 7 ทัปยโดยใชความ
แปรปรวนแบบทางเดยีว (one-way ANOVA)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางท่ี 4.7  ผลการวิเคราะหเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยัง้การแสดงออกของยีนในระดับอารเอ็นเอของไวรสั 7 ทัปย

แบบพหูคูณโดยใชวิธี Turkey’s test 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. การตรวจสอบการควบคุมการแสดงออกของยีนของชิน้สวน 3’UTR ของ papillomavirus ในระดับโปรตีน 
 การตรวจสอบประสิทธิภาพการควบคุมการแสดงออกของยีนของช้ินสวน 3’UTR ของไวรัสท้ัง 7 ทัปยในระดับ
โปรตีนดําเนินโดยการแทรกช้ินสวนของไวรัสยีโนมเขาสู pSV กอนทําการถายโอนดเีอ็นเอ (co-transfection) เขาสูเซลล 
HeLa โดยใช lipofectamine 2000 (Invitrogen, USA) รวมกับ pEGFP โดย  pEGFP เปนพลาสมดิตรวจสอบประสิทธิภาพ
ของการทดลอง (control) และม ีpSV เปน positive control หลังจากบมเซลลเปนเวลา 24 ช่ัวโมง cell lysate ถูกเก็บโดย 
lysis buffer (Promega, USA) หลังจากเติมซับเสตรทแลวทําการวัดกิจกรรมของเอนไซมโดยการวัดคาดูดกลืนแสงท่ี 420  
นาโนเมตร กอนคํานวณหาคา % protein expression และ % protein inhibition ดังแสดงผลในตารางท่ี 4.8 และรูปท่ี 4.7  

ANOVA 

OD 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .045 3 .015 208.497 .000 

Within Groups .000 4 .000   

Total .045 7    

      

PVs 

Tukey HSD 

plasmid N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

HPV16 2 .0198150   

HPV31 2 .0290500   

HPV6 2  .1276550   .1276550 

HPV11 2   .2017200 

Sig.  .714 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 
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รูปท่ี 4.7 เปนการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีนในระดับโปรตีนของยีน lac Z ระหวางไวรสั 7 
ทัยป ไวรัสกลุม high risk types คือ HPV-16 และ -31 มีการสังเคราะหโปรตีนนอยท่ีสุดในขณะท่ีช้ินสวน 3’UTR ของไวรัส
กลุม low risk types คือ HPV-6 และ -11 มีการแสดงออกของโปรตีน lac Z มากกวา สําหรับกลุมของ BPV น้ันพบวา
ช้ินสวนดีเอ็นเอจาก BPV-1 มีการแสดงออกของโปรตีนนอยท่ีสดุตามดวย BPV-3 และ -4 ตามลําดับ  
 การวิเคราะหความแปรปรวนแบบทางเดียว (one-way Anova) (ตารางท่ี  4.9) ปรากฏวาท่ีระดับนัยทางสถิติท่ี 
0.05  คาท่ีไดนอยกวา 0.05 แสดงวาช้ินสวน 3' UTR ใน papillomavirus 7 ทัยปมีประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของ
ยีน lac Z  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับ 0.000 เมื่อทําการเปรียบเทียบพหูคณูดวยวิธี Turkey’s test (ตารางท่ี 4.4) ผล
ปรากฏวาประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีน lac Z ของช้ินสวน 3' UTR ใน papillomavirus ท้ัง 7 ทัยปมีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี 0.05  
 
 
ตารางท่ี 4.8 คารอยละของ protein inhibition และ protein expression จากช้ินสวน 3’UTR ของไวรัสแตละทัยป 
 
  

Type %protein inhibition %protein expression 
control 0 100 
BPV-1 61 39 
BPV-3 29 71 
BPV -4 39 61 
HPV-6 44 56 
HPV -11 25 75 
HPV-16 87 13 
HPV-31 79 21 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.7 การเปรียบเทียบ % protein inhibition และ % protein expression ระหวางไวรัส 7 ทัยป  
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ตารางท่ี 4.9 การวิเคราะหประสทิธิภาพการยับยั้งการแสดงออกในระดับโปรตีนของไวรัส 7 ทัยปทางสถิติโดยวิธี one-way 
ANOVA 

ANOVA 

%Protein inhibition 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 7879.319 6 1313.220 32.929 .000 

Within Groups 279.160 7 39.880   

Total 8158.479 13    

 
 

ตารางท่ี 4.10 การวิเคราะหประสิทธิภาพการยบัยั้งการแสดงออกในระดับโปรตีนของไวรัส 7 ทัยปทางสถิติโดย Tukey’s 
test  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
อยางไรก็ตามเมื่อวิเคราะหประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีนในระดับโปรตีนของไวรัสในกลุม HPV ท้ัง 4 

ชนิด (ตารางท่ี 4.11 และ 4.12) พบวาท่ีระดับนัยสถิติ 0.05 ช้ินสวน 3’UTR ใน HPV 4 ทัยปมีประสิทธิภาพการยับยั้งการ
แสดงออกของยีน lac Z และเมือ่เปรียบเทียบพหคููณดวยวิธี Tukey’s test พบวาประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของ
ยีน lac Z ของช้ินสวน 3’UTR ใน HPV 4 ทัยปมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับนัยสาํคัญ 0.05 โดยสามารถแบง HPV ออก
ไดเปน 2 กลุมทางสถิติคือกลุม low risk ไดแก HPV-6 และ -11  และกลุม high risk ไดแก HPV-16 และ -31  
 
 
ตารางท่ี 4.11 การวิเคราะหประสิทธิภาพการยบัยั้งการแสดงออกในระดับโปรตีนของไวรัส 4 ทัยปทางสถิติโดยวิธี one-way 
ANOVA 

ANOVA 

%Protein inhibition 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 4607.764 3 1535.921 54.472 .001 

Within Groups 112.786 4 28.197   

Total 4720.551 7    

 

Tukey HSD 

plasmid N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

BPV3 2 20.0998    

HPV11 2 22.3484    

BPV4 2 35.2536 35.2536   

BPV1 2  50.2473 50.2473  

HPV6 2   62.2096 62.2096 

HPV31 2    76.2003 

HPV16 2    85.0465 

Sig.  .318 .327 .537 .075 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 
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ตารางท่ี 4.12 การวิเคราะหประสิทธิภาพการยบัยั้งการแสดงออกในระดับโปรตีนของไวรัส 4 ทัยปทางสถิติโดย Tukey’s 
test  

Tukey HSD 
 

plasmid N Subset for alpha = 0.05 

1 2 

HPV11 2 22.3484  

HPV6 2 
 

62.2096 
 

HPV31 2  76.2003 

HPV16 2  85.0465 

Sig.  1.000 .442 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 

  
 

รูปท่ี 4.8 และตารางท่ี 4.13 เปนการเปรยีบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีนของช้ินสวน 3’UTR 
จากไวรสัท้ัง 7 ทัยประหวางระดับอารเอ็นเอและโปรตีน จากกราฟจะเห็นวาการยับยั้งการแสดงออกของยีนสวนใหญอยูใน
ระดับการสังเคราะหอารเอ็นเอซึ่งสวนใหญมีคารอยละของประสิทธิภาพอยูในท่ีมากกวารอยละ 80 ยกเวน BPV-1 และ    
HPV-11 ท่ีมีประสิทธิภาพการยับยั้งต่ํากวาคืออยูท่ีประมาณรอยละ 70 และ 65 ตามลําดับ ช้ินสวน 3’UTR ของไวรัสทุกทัยป
มีประสิทธิภาพยับยั้งการแสดงออกของยีนในระดับการสังเคราะหโปรตีนเชนกันแตนอยกวาในระดับอารเอ็นเอ ท้ังน้ีมีไวรัส
กลุม high risk types ท่ีมีประสิทธิภาพการยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนสูงคือมีคารอยละประมาณ 80 ลําดับรองลงมาคือ 
BPV-1 มีคาอยูท่ีรอยละ 60 สวนไวรัสกลุม low risk types และ BPV ชนิดอ่ืนมีประสิทธิภาพการยับยั้งการสังเคราะหท่ีต่าํคือ
อยูท่ีคารอยละในชวง 20 ถึง 40  
  
 
ตารางท่ี 4.13 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของช้ินสวน 3’UTR ในไวรัส 7 ทัปยท่ีระดับการ
สังเคราะหอารเอ็นเอและการสังเคราะหโปรตีน 
 

 
Type %mRNA inhibition %protein inhibition 
control 0 0 
BPV 1 69 61 
BPV 3 88 29 
BPV 4 83 39 
HPV 6 88 44 
HPV 11 65 25 
HPV 16 96 87 
HPV 31 95 79 
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รูปท่ี 4.8 การยับยั้งการแสดงออกของยีนในระดับอารเอ็นเอและโปรตีนของไวรัส 7 ทัยป   
 
4. การวิเคราะหหา inhibitory RNA element ของ BPV-3 
  การศึกษาหาลําดับเบสสวน inhibitory element ของยีโนม BPV-3 ดําเนินการโดยใชเทคนิคพีซีอารเพ่ือทํา 
deletion ลําดับเบสสวน late 3’UTR ของยีโนมไวรสัตั้งแตสวน 3’ ของ L1 ORF ไปถึง poly A signal ดวยไพรเมอรท่ี
ออกแบบจําเพาะดังแสดงในตารางท่ี 4.14 และรูปท่ี 4.9 จากน้ันทําการเช่ือมตอช้ินสวนเขาสู pSV-β-galactosidase แลว 
co-transfection เขาสู HeLa cells พรอมกับ pEGFP กอนทําการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม galactosidase เพ่ือ
ตรวจสอบประสิทธิภาพของช้ินสวนยีโนมไวรัสในการยับยั้งการแสดงออกของยีน  
 
ตารางท่ี 4.14 ไพรเมอรท่ีออกแบบเพ่ือศึกษาหา inhibitory element ใน 3’UTR ของยีโนม BPV-3 โดยวิธี deletion 
 

Primer name Restriction site Genomic location Sequence (5'-3') 

BPV-3 forward    Bam HI 6668-6690 GGATCC GAG GAC CCT TAT GCA AAG TAC AC 
BPV-3 reverse  PstI 7172-7190 CTGCAG GCG TAC TGC CAG TAT GTG C   
LREB3/1 forward  Bam HI 6701-6718 GGATCC GTG GAC CTT ACA GAA CGA 

LREB3/2 forward  Bam HI 6734-6757 GGATCC GTG GAC CTT ACA GAA CGA                                                                       

LREB3/3 forward  Bam HI 6783-6799 GGATCC GCA GAGGAA TCA AAC GG              

LREB3/4 forward  Bam HI 6807-6825 GGATCC CGA AAG CGG TCA CTT TTG A                        

LREB3/5 forward    Bam HI 6831-6850 GGATCC GCA GCC GCA GCA AAA AGG CG 

LREB3/6 forward    Bam HI 6856-6874 GGATCC GCG TAG GCG TAA GAA TGT C 

LREB3/7 forward    Bam HI 6898-6910 GGATCC ATG AGC AAT ATG TAC ATC AAC AA 

LREB3/8 forward    Bam HI 6911-6925 GGATCC CAA GCA TTG ACA AAG 

LREB3/9 forward    Bam HI 6941-6958 GGATCC CAA GCA TTG ACA AAG 

LREB3/10 forward    Bam HI 6977-6986 GGATCC GCT GAT CTG AGC CAC CCT TC 

LREB3/11 forward    Bam HI 7005-7021 GGATCC GTT ACC CCC TCC CAA AT 

LREB3/12 forward    Bam HI 7041-7063 GGATCC CTT GGT TGA ACA CCT GCA TGC TT 

LREB3/13 forward    Bam HI 7064-7093 GGATCC AAT AAA CCT TAA AGT ATG CAG AGG 
CAC ACC 
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รูปท่ี 4.9 ตําแหนงของไพรเมอรท้ัง 13 คูท่ีออกแบบเพ่ือการเตรียมช้ินสวนสําหรับการตรวจหาลาํดับเบสท่ีมีประสิทธิภาพ
ยับยั้งการแสดงออกของยีโนม BPV-3  
 
  
 
 ในข้ันตนเลือกศึกษาโดยใชไพรเมอรท้ังหมด 4 คูไดแก LREB3/5, LREB3/7, LREB3/9 และ LREB3/12 สามารถ
โคลนช้ินสวนได 3 คูคือ LREB3/5, LREB3/7 และ LREB3/12 สวนไพรเมอรคู LREB3/9 ไมสามารถเพ่ิมจํานวนช้ินสวนดีเอ็น-
เอท่ีสนใจได (รูปท่ี 4.10) หลังจาก transfect พลาสมิดท่ีเตรียมไดเขาสู HeLa cells แลวทําการวัดกิจกรรมเอนไซม β-
galactosidase จากผลการทดลอง  พบวาการแสดงออกของโปรตีนหรือกิจกรรมของเอนไซมท่ีวัดไดจากช้ินสวนดีเอ็นเอของ
ไพรเมอรคูท่ี BPV-3/7 ใหคาสูงท่ีสุดซึ่งสูงกวาช้ินสวน 3’UTR กอน deletion จากไพรเมอรคู BPV-3 สวนช้ินสวนดเีอ็นเอจาก
ไพรเมอรคูท่ี BPV-3/12 ใหคากิจกรรมเอนไซมต่ําท่ีสดุคิดเปนรอยละ 17.45 (ตารางท่ี 4.15; รูปท่ี 4.11)  
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รูปท่ี 4.10 การเตรียมช้ินสวนดเีอ็นเอบริเวณ 3’UTR ของยีโนม BPV-3 โดยใชไพรเมอรท่ีออกแบบจําเพาะสําหรับการ delete 
ลําดับเบส 
  ชองท่ี 1   :  100 bp ladder 
  ชองท่ี 2   :  LREB3/5 ขนาด 359 bp (ดาว) 
  ชองท่ี 3   :  LREB3/7 ขนาด 292 bp (ดาว) 
  ชองท่ี 4   :  LREB3/9  
  ชองท่ี 5   :  LREB3/12 ขนาด 149 bp (ดาว)  
  
ตารางท่ี 4.15 ผลการวัดกิจกรรมเอนไซม β-galactosidase จาก HeLa cell lysate ท่ี transfect ดวยพลาสมิดซึ่งมีช้ินสวน
ขนาดตางๆของ 3’UTR ของ BPV-3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.11 ประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีนในระดับอารเอ็นเของช้ินสวน 3' UTR ท่ีมีการตัดลําดับเบสบางสวน
ออกของ BPV-3 

ไพรเมอร คาการดูดกลืนแสง % โปรตีนท่ีแสดงออก 

BPV-3/5 
BPV-3/7 
BPV3/12 
BPV-3 

0.405 
0.596 
0.104 
0.522 

67.95 
114.18 
17.45 
100.00 

500 bp 

300 bp 

100 bp 

    1       2       3       4      5 

0
20
40
60
80

100
120

BPV-3/5 BPV-3/7 BPV-3/12 BPV-3

%Protein expression in BPV-3 



38 
 
5. การวิเคราะห protein/LRE-RNA complex โดยวิธี affinity chromatography 
  การวิเคราะห protein/LRE-RNA complex โดยใชวิธี affinity chromatography เริ่มตนโดยการเตรียม 
cell extract จาก HeLa cells แลวแยกสวนของโปรตีนออกเปน nuclear extract และ cytoplasmic extract จากน้ันทํา
การตรวจสอบการแยกสวนของโปรตีนท้ังสองสวนโดย SDS-PAGE ไดผลดังแสดงในรูปท่ี 4.11 ซึ่งจากภาพแสดงใหเห็นถึง
โปรตีนท่ีแยกไดจากแตละสวนของเซลลโดยพิจารณาดจูากรูปแบบแถบแบนโปรตีนท่ีแตกตางกันอยางชัดเจนระหวาง extract 
ของ นิวเคลียสและไซโตรปลาสม อยางไรก็ตามวิธีท่ีสามารถใชยืนยนัการแยกสวนของโปรตีนระหวางนิวเคลียสและไซโตรปลา-
สมคือเทคนิค western blot analysis แตไมไดทําการศึกษาในการทดลองครั้งน้ีเน่ืองจากเทคนิคดังกลาวตองใชแอนติบอดี
อยางนอย 2 ชนิดซึ่งมีราคาแพงมากโดยท่ีผูวิจัยไมไดของบประมาณสําหรับสารดังกลาวในงานวิจัยน้ี  เมื่อเตรียมสวนของ 
cellular extract ท้ังสวนนิวเคลยีสและไซโตรปลาสมแลวข้ันตอนตอไปคือการเตรยีมช้ินสวน 79 nt LRE-RNA ดวยวิธี in 
vitro transcription โดยใช DNA template ท่ีไดเตรยีมไวจากการทดลองขางตนและไดผลดังแสดงในรูปท่ี 4.12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.11  การตรวจสอบ nuclear extract และ cytoplasmic extract ท่ีสกัดจาก HeLa cells บน SDS-PAGE 
  ชองท่ี 1 : Protein Marker  

ชองท่ี 2 : Cytoplasmic Extract (loading 10 μl)  
ชองท่ี 3 : Cytoplasmic Extract (loading 20 μl)  
ชองท่ี 4 : Nuclear Extract (loading 10 μl)  
ชองท่ี 5 : Nuclear Extract (loading 20 μl) 
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รูปท่ี 4.12  DNA template และช้ินสวน 79 nt LRE-RNA ท่ีสังเคราะหโดยวิธี in vitro transcription  

ชองท่ี 1 : 100 bp ladder  
ชองท่ี 2 : 50 bp ladder  
ชองท่ี 3 : Control template + Product  
ชองท่ี 4 : DNA template with T7 promotor + Product (20 ไมโครลิตร)  
ชองท่ี 5 : DNA template with T7 promotor + Product (10 ไมโครลิตร)  
ชองท่ี 6 : 79 nt LRE-RNA (ลูกศร) 

  
 

หลังจากเตรียม cellular extract และ 79 nt LRE-RNA แลวจึงไดทําการศึกษา protein-RNA complex ดวยวิธี 
affinity chromatography โดยเริ่มศึกษากับสวน cytoplasmic extract กอนเน่ืองจากในงานวิจัยท่ีผานมาน้ันสวนใหญเปน
การรายงานถึงโปรตีนคอมเพล็กซในนิวเคลียส (Cumming และคณะ, 2003; McPhillps และคณะ, 2004; Chuen-Im และ
คณะ, 2008; Cumming และคณะ, 2009;  ในรูปท่ี 4.13 เปนผลการแยกโปรตีนชนิดตางๆท่ีจับตัวเปนคอมเพล็กซกับ 79 nt 
LRE-RNA ดวย SDS-PAGE โดยแตละแถบแบนท่ีพบบนเจลคือโปรตีนแตละชนิดซึ่งจากภาพเมื่อเปรียบเทียบกับชองท่ี 2 ท่ีเปน
การทดลองควบคุมท่ีไมมีการเติม 79 nt LRE-RNA หรือ negative control จะเห็นวาในชองท่ี 3 และ 4 ท่ีเปนการทดลองน้ัน
มีแถบแบนโปรตีนเปนจํานวนมากปรากฏอยู บงบอกถึงมีโปรตีนสมาชิกของคอมเพล็กซเปนจํานวนมาก ในชองท่ี 1 คือแถบ
แบนโปรตีนจากนิวเคลยีสท่ีจับตัวเปนคอมเพล็กซกับ 79  LRE-RNA ท่ี Cumming และคณะ (2003) ไดเคยรายงานไวหาก
เปรียบเทียบแถบโปรตีนในชองท่ี 1 (นิวเคลียส) กับชองท่ี 2 และ 3 (ไซโตรปลาสม) จะเห็นวามีขนาดโปรตีนท่ีใกลเคียงกันและ
แตกตางกันแสดงใหเห็นวามีโปรตนีบางชนิดท่ีจับตัวเปนคอมเพล็กซท้ังในนิวเคลียสและไซโตรปลาสม ในขณะท่ีโปรตีนบาง
ชนิดจะจับตัวเปนคอมเพล็กซเมื่ออยูในนิวเคลียสหรืออยูในไซโตรปลาสมเทาน้ัน  
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รูปท่ี 4.13 รูปแบบโปรตีนในไซโทพลาซึมของ HeLa cell ท่ีจับกับ 79 nt LRE RNA ตรวจสอบโดยใช 12% SDS-PAGE และ
ยอมดวย Coomassie blue  

ชองท่ี 1 : โปรตีนในนิวเคลียสของเซลลท่ีจับกับ 79 nt LRE RNA (Cumming และคณะ, 2003)  
ชองท่ี 2 : ชุดควบคุม (negative control) ท่ีไมมีการเตมิ 79 nt LRE-RNA (cytoplasmic extracts กับ beats )    
             20 ไมโครลิตร  
ชองท่ี 3 : โปรตีนในไซโตรปลาสมของเซลลท่ีจับกับ 79 nt LRE RNA 30 ไมโครลิตร (     แสดงโปรตนีท่ีมีขนาดอยู 
             ในชวงระหวาง 36-39 kDa) 
ชองท่ี 4 : โปรตีนในไซโตรปลาสมของเซลลท่ีจับกับ 79 nt LRE RNA 20 ไมโครลิตร 

 
  

หากพิจารณาโปรตีนท่ีมีการรายงานวาจับตัวเปนคอมเพล็กซกับ 79 nt LRE-RNA และมีการเดนิทางเขา-ออก
ระหวางนิวเคลียสและไซโตรปลาสมจะพบวามีอยู 2 ชนิดคือ HuR และ hnRNP A1 ซึ่งมีขนาดประมาณ 36 kDa และ 39 kDa 
ตามลาํดับ เมื่อเปรียบเทียบกับโปรตีนในรูปท่ี 4.13 จะพบวาอยูชวงแถบแบนท่ีมีเครื่องหมาย    ระบุอยู สวนแถบแบนโปรตีน
อ่ืนๆน้ันเปนโปรตีนท่ียังไมมีการจําแนกชนิดและจะตองมีการศึกษาตอไป  
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