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บทท่ี 4 
ผลการทดลองและวิจารณ 

 
1. การเตรียมพลาสมิดลูกผสมท่ีมีชิ้นสวนยีโนมของ papillomaviruses   
 ตัวอยางพลาสมิดลูกผสมท่ีมีช้ินสวนยีโนมของ papillomavirus ท่ีผูวิจัยไดทําการรวบรวมในข้ันตนมีท้ังหมด 11 ทัยป 
ไดแก Human papillomavirus (HPV) -1, HPV-2, -4, -6, -11, -16, -31, Bovine papillomavirus (BPV) -1, -2 , -3 และ 
-4 ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจาก Dr Sheila Graham, University of Glasgow, Scotland, UK และผูชวยศาสตราจารย ดร. 
นครินทร กิตกําธร ภาควิชาทันตพยาธิวิทยา คณะทันตแพทย มหาวิทยาลัยมหดิล โดยตัวอยางพลาสมิดถูกหยดลงบนกระดาษ
กรองเมื่อถึงหองปฏิบัติการไวรสั ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลยัศิลปากร นครปฐม ตัวอยางช้ินสวนไวรสั

ท้ังหมดถูกเพ่ิมจํานวนโดยการถายโอน (transformation) เขาสูแบคทีเรีย E.coli สายพันธุ DH5α และตรวจสอบขนาดช้ิน
ของพลาสมิดลูกผสมดวย agarose gel electrophoresis (รูปท่ี 4.1) ช้ินสวน late 3' UTR  ของไวรัสท้ังหมดสังเคราะหข้ึน
ดวยเทคนิคพีซีอารและใชไพรเมอรท่ีถูกออกแบบใหจําเพาะตอทัปย (ตารางท่ี 4.1) การยืนยันความถูกตองของลําดับเบสและ
ทัปยของไวรัสดาํเนินการโดย sequencing ท้ังน้ีมีไวรสัท้ังหมด 7 ชนิดคือ HPV-6, -11, -16, -31, BPV-1, -3 และ -4 ท่ี
สามารถเพ่ิมจํานวนไดและยืนยันความถูกตองของทัปยดวยการตรวจลําดับเบสดังแสดงในรูป 4.2 โดยไวรัสเหลาน้ีถูกใชในการ
วิจัยตอไป 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.1 การแยกขนาดพลาสมดิลูกผสมท่ีมีช้ินสวนยโีนมของ papillomavirus 6 ทัยปโดย agarose gel electrophoresis 
      M      :  2-log  DNA  ladder marker   
  ชองท่ี 1   :    พลาสมิดลูกผสมท่ีมีช้ินสวนยีโนมของ  HPV-6 
            ชองท่ี 2   :    พลาสมิดลูกผสมท่ีมีช้ินสวนยีโนมของ HPV-11   
                  ชองท่ี 3   :    พลาสมิดลูกผสมท่ีมีช้ินสวนยีโนมของ HPV-16     
  ชองท่ี 4   :    พลาสมิดลูกผสมท่ีมีช้ินสวนยีโนมของ HPV-31                             
                  ชองท่ี 5   :    พลาสมิดลูกผสมท่ีมีช้ินสวนยีโนมของ BPV-3  
                  ชองท่ี 6   :    พลาสมิดลูกผสมท่ีมีช้ินสวนยีโนมของ BPV-4  
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2. การตรวจสอบการควบคุมการแสดงออกของยีนของชิน้สวน 3’UTR ของ papillomavirus ในระดับอารเอ็นเอ  
  การตรวจสอบประสิทธิภาพการควบคุมการแสดงออกของยีนของช้ินสวน 3’UTR ของไวรัสท้ัง 7 ทัปยดําเนิน
โดยการแทรกช้ินสวนของไวรสัยีโนมเขาสู pSV ซึ่งมียีน β-galactosidase  เปน reporter gene กอนทําการถายโอนดเีอ็นเอ 
(co-transfection) เขาสูเซลล HeLa โดยใช lipofectamine 2000 (Invitrogen, USA) รวมกับ pEGFP โดย pEGFP เปน 
พลาสมดิตรวจสอบประสิทธิภาพของการทดลอง (control) ในข้ันตนทําการปรับหาสภาวะท่ีเหมาะสาํหรับ co-transfection 
โดยหาอัตราสวนท่ีเหมาะสมระหวางปริมาณพลาสมิดกับปริมาตรของ lipofectamine 2000 จากน้ันทําการตรวจสอบและ
บันทึกผลหลังการ transfect ท่ีอุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% คารบอนไดออกไซดเมื่อเวลาผานไป 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 
โดยการถายภาพเซลลท่ีมีการเรืองแสงของ green fluorescent protein (GFP) ภายใตกลองจลุทรรศนแบบฟลูออเรสเซนส  
ดังแสดงในรูปท่ี 4.3 จะเห็นไดวาเซลลท่ีไดรับการถายโอนพลาสมดิ pEGFP มีการเรืองแสงสเีขียว ผลการคํานวณเปอรเซ็นต
ประสิทธิภาพการ transfection  (transfection efficiency) ไดผลดังตารางท่ี 4.2 
 
  
ตารางท่ี  4.1  ลําดับเบสและตําแหนง 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 เขาสู HeLa cells เมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 

 

อัตราสวน  
pEGFP:Lipofectamine 2000 (ug/ul) 

Cell  number (จํานวนเซลลเรอืงแสง / 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 ของลําดับนิวคลีโอไทดใน Genbank  
(http://www.ncbi.nih.gov) 
 

http://www.ncbi.nih.gov/
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รูปท่ี 4.3  ภาพถายเซลล HeLa  ภายหลังไดรับการถายโอน  pEGFP  ท่ี 48 ช่ัวโมง  
             ซาย : ภาพถายภายใตแสงอัลตราไวโอเลต       ขวา : ภาพถายจากแสงธรรมดา 
(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 
 
 
   จากคา transfection efficiency ในตารางท่ี 4.2   พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมในการถายโอน (transfect) pSV 
เขาสูเซลลไดอยูท่ีอัตราสวน  pEGFP +  pSV  0.8 µg : lipofectamine 2000  2.0 µl  ใน 24 well plate ปริมาณเซลล 
6x104  เซลลตอมิลลิลติร เพาะเลีย้งเปนเวลา 48 ช่ัวโมงซึ่งใหประสทิธิภาพของ transfection ดีท่ีสุด จากน้ันทําการตรวจหา
ช้ินสวน late 3' UTR ท่ีแทรกอยูใน pSV-β-galactosidase จาก cell lysate ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะตอ 
papillomavirus แตละทัยป ผลการตรวจสอบขนาดช้ินดเีอ็นเอดวย gel electrophoresis บน 1% อะกาโรสเจล (W/V)  
พบวามีช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีสนใจจึงนํา cell  lysate  ท่ีไดไปทําการทดลองในข้ันตอนตอไป  

 การตรวจสอบประสิทธิภาพของช้ินสวน late 3' UTR  จาก papillomavirus แตละสายพันธุในการยับยั้งการ
สังเคราะห RNA ของยีน lac Z ดําเนินนการศึกษาโดยตรวจสอบปริมาณ RNA ของยีน lac Z ท่ีเกิดจากข้ันตอนการถอดรหัส
ใน cell lysate ของ HeLa cells ซึ่งผานการถายโอน pEGFP (control) และ pSV-β-galactosidase ท่ีมีช้ินสวนยีโนม
บริเวณ 3' UTR ของ papillomavirus แตละชนิด หลังจากทําการสกัดอารเอ็นเอโดยใช  TRIzol® Reagent (Invitrogen, 
USA) สารละลายอารเอ็นเอท่ีไดถูกยอยดวย DNase กอนนํามาใชเปน template เพ่ิมปริมาณยีน lac Z และยีน GFP ดวยวิธี 
RT-PCR โดยใชไพรเมอรจาํเพาะ ผลการทดลองดังรูปท่ี 4.4 ในขณะท่ีจํานวนของเซลลท่ีรับเอาพลาสมดิท้ังสองเขาไปท่ี
ใกลเคียงกันในท้ัง 7 ทัยปผลการเพ่ิมจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอของ pEGFP (control) ซึ่งใช co-transfection พบวาแถบดีเอ็นเอ

ก 

ข 

ค 
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ของยีน GFP ใน PV ท้ัง 7 ทัยปมีความเขมท่ีใกลเคียงกันท้ังหมดแตในรูปท่ี 4.4 พบวา PCR product ของ pSV ท่ีเปน 
positive control ซึ่งไมมี 3' UTR ของ PV ไดแถบดเีอ็นเอของยีน lac Z ท่ีมีความเขมมากเมื่อเปรยีบเทียบกับ pSV ท่ีมีช้ิน 
insert 3' UTR ของ HPV-16 และ -31 ซึ่งจัดวาเปน high risk types ไดแถบดีเอ็นเอท่ีจางมาก สวน low risk types ไดแก 
HPV-6 และ -11 รวมท้ังไวรัสท่ีมโีฮสตเปนวัวไดแก BPV-1, -3, และ -4 มีความเขมขนแถบดีเอ็นเอท่ีรองลงมาจาก positive 
control ตามลําดบั จากผลการทดลองท่ีไดแสดงวาช้ินสวน 3' UTR ของยีโนม HPV-16 และ -31 มีลาํดับเบสท่ีมีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งการแสดงออกของยีน lacZ สูงในขณะท่ีช้ินสวน 3' UTR จากยีโนมของ BPV-1, -3, -4, HPV-6 และ -11 มี
ประสิทธิภาพรองลงมา การทดลองน้ีดําเนินท้ังหมด 3 ครั้งและไดผลการทดลองท่ีใกลเคียงกัน หลังจากน้ันนําแถบของ PCR 
product ดังกลาวไปวัดความเขมของแถบ (band intensity) ดวยโปรแกรม GelQuantNET (free programme) แลว
เปรียบเทียบความเขมแถบของยีน lacZ และยีน GFP ดังน้ันจึงสรุปไดวาช้ินสวน 3' UTR ของ papillomavirus ท้ัง 7 ทัยป มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการแสดงออกของยีน 
 การวัดความเขมของแบนจากการวิเคราะหหา RNA ของยีน lac Z และ GFP  ดวยเทคนิค RT-PCR  บน 1% 
อะกาโรสเจลโดยใชโปรแกรม GelQunattNET จาก http://biochemlabsolutions.com/GelQuantNET.html (free 
programme) ไดผลดังตารางท่ี 4.3 และรูปท่ี 4.4 เมื่อนําคาความเขมของแบนท่ีวัดไดจากโปรแกรมมาคํานวณหา
ประสิทธิภาพของช้ินสวนเปรียบเทียบกันท้ังหมด 7 ทัยปจะไดผลดงัแสดงในรูปท่ี 4.6 โดยพบวากราฟแทงของ HPV-16 (high 
risk type) มีการแสดงออกของยีน lacZ นอยท่ีสุด รองลงมาคือ HPV-31 (high risk type) และ BPV-1 ไวรสัทัปยท่ีมีการ
แสดงออกมากท่ีสุดคือ BPV-3 รองลงมาไดแก BPV-4, HPV-6, และ HPV-11 ตามลําดับ การทดลองน้ีดําเนินท้ังหมด 3 ครั้ง
และไดผลการทดลองท่ีใกลเคยีงกันดังน้ัน จึงสรุปไดวาช้ินสวน 3' UTR ของ papillomavirus ท้ัง 7 ทัยป  มีประสิทธิภาพใน
การยับยั้งการแสดงออกแตในระดบัท่ีแตกตางกัน 

 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทางเดียวปรากฏวาท่ีระดับนัยทางสถิติ 0.05 ไดผลการปฏิเสธสมมตฐิาน (p-
value = 0.000 ซึ่งนอยกวา  0.05) แสดงวาช้ินสวน 3’UTR ใน Papillomavirus 7 ทัยปมีประสิทธิภาพการยับยั้งการ
แสดงออกของยีน lacZ (ตารางท่ี 4.4) เมื่อทําการเปรียบเทียบแบบพหูคูณดวยวิธี Turkey’s test (ตารางท่ี 4.5) พบวา
ประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีน lacZ ของช้ินสวน 3’UTR ใน Papillomavirus 7 ทัยปสามารถแบงออกเปน 3 
กลุมดังน้ีคือ กลุมท่ี 1 ประกอบดวยไวรสัท่ีมีความเสี่ยงเปนมะเร็งสงู (high risk types) คือ HPV-16 และ -31 กลุมท่ี 2 คือ 
BPV-1 และกลุมท่ี 3 ประกอบดวยไวรสัท่ีมีความเสี่ยงตอการเปนมะเร็งต่ํา (low risk types) ไดแก BPV-3, BPV-4, HPV-6, 
และ HPV-11 โดยเมื่อทําการเปรยีบเทียบระหวางกลุม high risk และ low risk จะพบวามีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับ
นัยสําคญั 0.05  

 
 

 ตารางท่ี 4.3  คาความเขมของแบนท่ีวัดไดจากโปรแกรม GelQunattNET (คาเฉลี่ย 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  การวิเคราะหหา RNA ของยีน lac Z  ดวยเทคนิค RT-PCR บน 1% อะกาโรสเจล  

ชองท่ี  1    :  2 log DNA marker ladder 
ชองท่ี  2    :  pSV- β -galactosidase ท่ีมีช้ินสวน late 3' UTR ของ BPV-1 + pEGFP 
ชองท่ี  3    :  pSV- β -galactosidase ท่ีมีช้ินสวน late 3' UTR ของ BPV-3 + pEGFP  
ชองท่ี  4    :  pSV- β -galactosidase ท่ีมีช้ินสวน late 3' UTR ของ BPV-4 + pEGFP  
ชองท่ี  5    :  pSV- β -galactosidase ท่ีมีช้ินสวน late 3' UTR ของ HPV-6 + pEGFP  
ชองท่ี  6    :  pSV- β -galactosidase ท่ีมีช้ินสวน late 3' UTR ของ HPV-11 + pEGFP  
ชองท่ี  7    :  pSV- β -galactosidase ท่ีมีช้ินสวน late 3' UTR ของ HPV-16 + pEGFP  
ชองท่ี  8    :  pSV- β -galactosidase ท่ีมีช้ินสวน late 3' UTR ของ HPV-31 + pEGFP  
ชองท่ี  9    :  pSV- β -galactosidase + pEGFP  (เติม reverse transcriptase) 
ชองท่ี  10  :  pSV-β-galactosidase + pEGFP (ไมเติม reverse transcriptase) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

    
 
 
 

รูปท่ี 4.5   ความเขมของแถบ (band intensity) ยีน lac Z และยนี GFP ท่ีวัดดวยโปรแกรม GelQuantNET 
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รูปท่ี 4.6 ประสิทธิภาพการยับยั้งของช้ินสวน 3' UTR ในระดับอารเอ็นเอของ papillomavirus ท้ัง 7 ทัยป  
 

. 
ตารางท่ี 4.4  ผลการวิเคราะหประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีนในระดับอารเอ็นเอของไวรัส 7 ทัปยโดยใชความ
แปรปรวนแบบทางเดยีว (one-way ANOVA)  
                                                                     
 

 

 

 

 

 

ตารางท่ี 4.5  ผลการวิเคราะหเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยัง้การแสดงออกของยีนในระดับอารเอ็นเอของไวรสั 7 ทัปย

แบบพหูคูณโดยใชวิธี 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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ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทางเดียวของ Human Papillomavirus 4 ทัปย (ตารางท่ี 4.6) ปรากฏวาท่ีระดับ
นัยทางสถิติท่ี 0.05 ปฏิเสธสมมตฐิาน (p-value = 0.001 ซึ่งนอยกวา  0.05 ) แสดงวาช้ินสวน 3’UTR ใน HPV 4 ทัยปมี
ประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีน lacZ และเมื่อทําการเปรียบเทียบแบบพหูคณูดวยวิธี Turkey’s test  (ตารางท่ี 
4.7) พบวาประสิทธิภาพการยับยัง้การแสดงออกของยีน lacZ ของช้ินสวน 3’UTR ใน HPV 4 ทัยปมีความแตกตางกันทาง
สถิติท่ีระดับนัยสําคัญ 0.05 โดยสามารถแบงไวรัสออกไดเปน 2 กลุมคือ กลุม low risk ไดแก HPV-6  และ -11  และกลุม 
high risk ไดแก HPV-16 และ -31  

 
ตารางท่ี 4.6  ผลการวิเคราะหประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีนในระดับอารเอ็นเอของไวรัส 7 ทัปยโดยใชความ
แปรปรวนแบบทางเดยีว (one-way ANOVA)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางท่ี 4.7  ผลการวิเคราะหเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยัง้การแสดงออกของยีนในระดับอารเอ็นเอของไวรสั 7 ทัปย

แบบพหูคูณโดยใชวิธี Turkey’s test 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. การตรวจสอบการควบคุมการแสดงออกของยีนของชิน้สวน 3’UTR ของ papillomavirus ในระดับโปรตีน 
 การตรวจสอบประสิทธิภาพการควบคุมการแสดงออกของยีนของช้ินสวน 3’UTR ของไวรัสท้ัง 7 ทัปยในระดับ
โปรตีนดําเนินโดยการแทรกช้ินสวนของไวรัสยีโนมเขาสู pSV กอนทําการถายโอนดเีอ็นเอ (co-transfection) เขาสูเซลล 
HeLa โดยใช lipofectamine 2000 (Invitrogen, USA) รวมกับ pEGFP โดย  pEGFP เปนพลาสมดิตรวจสอบประสิทธิภาพ
ของการทดลอง (control) และม ีpSV เปน positive control หลังจากบมเซลลเปนเวลา 24 ช่ัวโมง cell lysate ถูกเก็บโดย 
lysis buffer (Promega, USA) หลังจากเติมซับเสตรทแลวทําการวัดกิจกรรมของเอนไซมโดยการวัดคาดูดกลืนแสงท่ี 420  
นาโนเมตร กอนคํานวณหาคา % 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 เปนการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีนในระดับโปรตีนของยีน lac Z ระหวางไวรสั 7 
ทัยป ไวรัสกลุม high risk types คือ HPV-16 และ -31 มีการสังเคราะหโปรตีนนอยท่ีสุดในขณะท่ีช้ินสวน 3’UTR ของไวรัส
กลุม low risk types คือ HPV-6 และ -11 มีการแสดงออกของโปรตีน lac Z มากกวา สําหรับกลุมของ BPV น้ันพบวา
ช้ินสวนดีเอ็นเอจาก BPV-1 มีการแสดงออกของโปรตีนนอยท่ีสดุตามดวย BPV-3 และ -4 ตามลําดับ  
 การวิเคราะหความแปรปรวนแบบทางเดียว (one-way Anova) (ตารางท่ี  4.9) ปรากฏวาท่ีระดับนัยทางสถิติท่ี 
0.05  คาท่ีไดนอยกวา 0.05 แสดงวาช้ินสวน 3' UTR ใน papillomavirus 7 ทัยปมีประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของ
ยีน lac Z  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับ 0.000 เมื่อทําการเปรียบเทียบพหูคณูดวยวิธี Turkey’s test (ตารางท่ี 4.4) ผล
ปรากฏวาประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีน lac Z ของช้ินสวน 3' UTR ใน papillomavirus ท้ัง 7 ทัยปมีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี 0.05  
 
 
ตารางท่ี 4.8 คารอยละของ protein inhibition และ protein expression จากช้ินสวน 3’UTR ของไวรัสแตละทัยป 
 
  

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 ระหวางไวรัส 7 ทัยป  
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ตารางท่ี 4.9 การวิเคราะหประสทิธิภาพการยับยั้งการแสดงออกในระดับโปรตีนของไวรัส 7 ทัยปทางสถิติโดยวิธี 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 การวิเคราะหประสิทธิภาพการยบัยั้งการแสดงออกในระดับโปรตีนของไวรัส 7 ทัยปทางสถิติโดย Tukey’s 
test  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
อยางไรก็ตามเมื่อวิเคราะหประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีนในระดับโปรตีนของไวรัสในกลุม HPV ท้ัง 4 

ชนิด (ตารางท่ี 4.11 และ 4.12) พบวาท่ีระดับนัยสถิติ 0.05 ช้ินสวน 3’UTR ใน HPV 4 ทัยปมีประสิทธิภาพการยับยั้งการ
แสดงออกของยีน lac Z และเมือ่เปรียบเทียบพหคููณดวยวิธี Tukey’s test พบวาประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของ
ยีน lac Z ของช้ินสวน 3’UTR ใน HPV 4 ทัยปมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีระดับนัยสาํคัญ 0.05 โดยสามารถแบง HPV ออก
ไดเปน 2 กลุมทางสถิติคือกลุม low risk ไดแก HPV-6 และ -11  และกลุม high risk ไดแก HPV-16 และ -31  
 
 
ตารางท่ี 4.11 การวิเคราะหประสิทธิภาพการยบัยั้งการแสดงออกในระดับโปรตีนของไวรัส 4 ทัยปทางสถิติโดยวิธี 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 การวิเคราะหประสิทธิภาพการยบัยั้งการแสดงออกในระดับโปรตีนของไวรัส 4 ทัยปทางสถิติโดย 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 เปนการเปรยีบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีนของช้ินสวน 3’UTR 
จากไวรสัท้ัง 7 ทัยประหวางระดับอารเอ็นเอและโปรตีน จากกราฟจะเห็นวาการยับยั้งการแสดงออกของยีนสวนใหญอยูใน
ระดับการสังเคราะหอารเอ็นเอซึ่งสวนใหญมีคารอยละของประสิทธิภาพอยูในท่ีมากกวารอยละ 80 ยกเวน BPV-1 และ    
HPV-11 ท่ีมีประสิทธิภาพการยับยั้งต่ํากวาคืออยูท่ีประมาณรอยละ 70 และ 65 ตามลําดับ ช้ินสวน 3’UTR ของไวรัสทุกทัยป
มีประสิทธิภาพยับยั้งการแสดงออกของยีนในระดับการสังเคราะหโปรตีนเชนกันแตนอยกวาในระดับอารเอ็นเอ ท้ังน้ีมีไวรัส
กลุม high risk types ท่ีมีประสิทธิภาพการยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนสูงคือมีคารอยละประมาณ 80 ลําดับรองลงมาคือ 
BPV-1 มีคาอยูท่ีรอยละ 60 สวนไวรัสกลุม low risk types และ BPV ชนิดอ่ืนมีประสิทธิภาพการยับยั้งการสังเคราะหท่ีต่าํคือ
อยูท่ีคารอยละในชวง 20 ถึง 40  
  
 
ตารางท่ี 4.13 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของช้ินสวน 3’UTR ในไวรัส 7 ทัปยท่ีระดับการ
สังเคราะหอารเอ็นเอและการสังเคราะหโปรตีน 
 

 
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 การยับยั้งการแสดงออกของยีนในระดับอารเอ็นเอและโปรตีนของไวรัส 7 ทัยป   
 
4. การวิเคราะหหา inhibitory RNA element ของ BPV-3 
  การศึกษาหาลําดับเบสสวน inhibitory element ของยีโนม BPV-3 ดําเนินการโดยใชเทคนิคพีซีอารเพ่ือทํา 
deletion ลําดับเบสสวน late 3’UTR ของยีโนมไวรสัตั้งแตสวน 3’ ของ L1 ORF ไปถึง poly A signal ดวยไพรเมอรท่ี
ออกแบบจําเพาะดังแสดงในตารางท่ี 4.14 และรูปท่ี 4.9 จากน้ันทําการเช่ือมตอช้ินสวนเขาสู pSV-β-galactosidase แลว 
co-transfection เขาสู HeLa cells พรอมกับ pEGFP กอนทําการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม galactosidase เพ่ือ
ตรวจสอบประสิทธิภาพของช้ินสวนยีโนมไวรัสในการยับยั้งการแสดงออกของยีน  
 
ตารางท่ี 4.14 ไพรเมอรท่ีออกแบบเพ่ือศึกษาหา 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 ตําแหนงของไพรเมอรท้ัง 13 คูท่ีออกแบบเพ่ือการเตรียมช้ินสวนสําหรับการตรวจหาลาํดับเบสท่ีมีประสิทธิภาพ
ยับยั้งการแสดงออกของยีโนม BPV-3  
 
  
 
 ในข้ันตนเลือกศึกษาโดยใชไพรเมอรท้ังหมด 4 คูไดแก LREB3/5, LREB3/7, LREB3/9 และ LREB3/12 สามารถ
โคลนช้ินสวนได 3 คูคือ LREB3/5, LREB3/7 และ LREB3/12 สวนไพรเมอรคู LREB3/9 ไมสามารถเพ่ิมจํานวนช้ินสวนดีเอ็น-
เอท่ีสนใจได (รูปท่ี 4.10) หลังจาก transfect พลาสมิดท่ีเตรียมไดเขาสู HeLa cells แลวทําการวัดกิจกรรมเอนไซม β-
galactosidase จากผลการทดลอง  พบวาการแสดงออกของโปรตีนหรือกิจกรรมของเอนไซมท่ีวัดไดจากช้ินสวนดีเอ็นเอของ
ไพรเมอรคูท่ี BPV-3/7 ใหคาสูงท่ีสุดซึ่งสูงกวาช้ินสวน 3’UTR กอน deletion จากไพรเมอรคู BPV-3 สวนช้ินสวนดเีอ็นเอจาก
ไพรเมอรคูท่ี BPV-3/12 ใหคากิจกรรมเอนไซมต่ําท่ีสดุคิดเปนรอยละ 17.45 (ตารางท่ี 4.15; รูปท่ี 4.11)  
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รูปท่ี 4.10 การเตรียมช้ินสวนดเีอ็นเอบริเวณ 3’UTR ของยีโนม BPV-3 โดยใชไพรเมอรท่ีออกแบบจําเพาะสําหรับการ delete 
ลําดับเบส 
  ชองท่ี 1   :  100 bp ladder 
  ชองท่ี 2   :  LREB3/5 ขนาด 359 bp (ดาว) 
  ชองท่ี 3   :  LREB3/7 ขนาด 292 bp (ดาว) 
  ชองท่ี 4   :  LREB3/9  
  ชองท่ี 5   :  LREB3/12 ขนาด 149 bp (ดาว)  
  
ตารางท่ี 4.15 ผลการวัดกิจกรรมเอนไซม β-galactosidase จาก HeLa cell lysate ท่ี transfect ดวยพลาสมิดซึ่งมีช้ินสวน
ขนาดตางๆของ 3’UTR ของ BPV-3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.11 ประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีนในระดับอารเอ็นเของช้ินสวน 3' UTR ท่ีมีการตัดลําดับเบสบางสวน
ออกของ BPV-3 

ไพรเมอร คาการดูดกลืนแสง % 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 
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5. การวิเคราะห protein/LRE-RNA complex โดยวิธี affinity chromatography 
  การวิเคราะห protein/LRE-RNA complex โดยใชวิธี affinity chromatography เริ่มตนโดยการเตรียม 
cell extract จาก HeLa cells แลวแยกสวนของโปรตีนออกเปน nuclear extract และ cytoplasmic extract จากน้ันทํา
การตรวจสอบการแยกสวนของโปรตีนท้ังสองสวนโดย SDS-PAGE ไดผลดังแสดงในรูปท่ี 4.11 ซึ่งจากภาพแสดงใหเห็นถึง
โปรตีนท่ีแยกไดจากแตละสวนของเซลลโดยพิจารณาดจูากรูปแบบแถบแบนโปรตีนท่ีแตกตางกันอยางชัดเจนระหวาง extract 
ของ นิวเคลียสและไซโตรปลาสม อยางไรก็ตามวิธีท่ีสามารถใชยืนยนัการแยกสวนของโปรตีนระหวางนิวเคลียสและไซโตรปลา-
สมคือเทคนิค western blot analysis แตไมไดทําการศึกษาในการทดลองครั้งน้ีเน่ืองจากเทคนิคดังกลาวตองใชแอนติบอดี
อยางนอย 2 ชนิดซึ่งมีราคาแพงมากโดยท่ีผูวิจัยไมไดของบประมาณสําหรับสารดังกลาวในงานวิจัยน้ี  เมื่อเตรียมสวนของ 
cellular extract ท้ังสวนนิวเคลยีสและไซโตรปลาสมแลวข้ันตอนตอไปคือการเตรยีมช้ินสวน 79 nt LRE-RNA ดวยวิธี in 
vitro transcription โดยใช DNA template ท่ีไดเตรยีมไวจากการทดลองขางตนและไดผลดังแสดงในรูปท่ี 4.12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.11  การตรวจสอบ nuclear extract และ cytoplasmic extract ท่ีสกัดจาก HeLa cells บน SDS-PAGE 
  ชองท่ี 1 : Protein Marker  

ชองท่ี 2 : Cytoplasmic Extract (loading 10 μl)  
ชองท่ี 3 : Cytoplasmic Extract (loading 20 μl)  
ชองท่ี 4 : Nuclear Extract (loading 10 μl)  
ชองท่ี 5 : Nuclear Extract (loading 20 μl) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



39 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 4.12  DNA template และช้ินสวน 79 nt LRE-RNA ท่ีสังเคราะหโดยวิธี in vitro transcription  

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

  
 

หลังจากเตรียม cellular extract และ 79 nt LRE-RNA แลวจึงไดทําการศึกษา protein-RNA complex ดวยวิธี 
affinity chromatography โดยเริ่มศึกษากับสวน cytoplasmic extract กอนเน่ืองจากในงานวิจัยท่ีผานมาน้ันสวนใหญเปน
การรายงานถึงโปรตีนคอมเพล็กซในนิวเคลียส (Cumming และคณะ, 2003; McPhillps และคณะ, 2004; Chuen-Im และ
คณะ, 2008; Cumming และคณะ, 2009;  ในรูปท่ี 4.13 เปนผลการแยกโปรตีนชนิดตางๆท่ีจับตัวเปนคอมเพล็กซกับ 79 nt 
LRE-RNA ดวย SDS-PAGE โดยแตละแถบแบนท่ีพบบนเจลคือโปรตีนแตละชนิดซึ่งจากภาพเมื่อเปรียบเทียบกับชองท่ี 2 ท่ีเปน
การทดลองควบคุมท่ีไมมีการเติม 79 nt LRE-RNA หรือ negative control จะเห็นวาในชองท่ี 3 และ 4 ท่ีเปนการทดลองน้ัน
มีแถบแบนโปรตีนเปนจํานวนมากปรากฏอยู บงบอกถึงมีโปรตีนสมาชิกของคอมเพล็กซเปนจํานวนมาก ในชองท่ี 1 คือแถบ
แบนโปรตีนจากนิวเคลยีสท่ีจับตัวเปนคอมเพล็กซกับ 79  LRE-RNA ท่ี Cumming และคณะ (2003) ไดเคยรายงานไวหาก
เปรียบเทียบแถบโปรตีนในชองท่ี 1 (นิวเคลียส) กับชองท่ี 2 และ 3 (ไซโตรปลาสม) จะเห็นวามีขนาดโปรตีนท่ีใกลเคียงกันและ
แตกตางกันแสดงใหเห็นวามีโปรตนีบางชนิดท่ีจับตัวเปนคอมเพล็กซท้ังในนิวเคลียสและไซโตรปลาสม ในขณะท่ีโปรตีนบาง
ชนิดจะจับตัวเปนคอมเพล็กซเมื่ออยูในนิวเคลียสหรืออยูในไซโตรปลาสมเทาน้ัน  
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รูปท่ี 4.13 รูปแบบโปรตีนในไซโทพลาซึมของ HeLa cell ท่ีจับกับ 79 nt LRE RNA ตรวจสอบโดยใช 12% SDS-PAGE และ
ยอมดวย Coomassie blue  

ชองท่ี 1 : โปรตีนในนิวเคลียสของเซลลท่ีจับกับ 79 nt LRE RNA (Cumming และคณะ, 2003)  
ชองท่ี 2 : ชุดควบคุม (negative control) ท่ีไมมีการเตมิ 79 nt LRE-RNA (cytoplasmic extracts กับ beats )    
             20 ไมโครลิตร  
ชองท่ี 3 : โปรตีนในไซโตรปลาสมของเซลลท่ีจับกับ 79 nt LRE RNA 30 ไมโครลิตร (     แสดงโปรตนีท่ีมีขนาดอยู 
             ในชวงระหวาง 36-39 kDa) 
ชองท่ี 4 : โปรตีนในไซโตรปลาสมของเซลลท่ีจับกับ 79 nt LRE RNA 20 ไมโครลิตร 

 
  

หากพิจารณาโปรตีนท่ีมีการรายงานวาจับตัวเปนคอมเพล็กซกับ 79 nt LRE-RNA และมีการเดนิทางเขา-ออก
ระหวางนิวเคลียสและไซโตรปลาสมจะพบวามีอยู 2 ชนิดคือ HuR และ hnRNP A1 ซึ่งมีขนาดประมาณ 36 kDa และ 39 kDa 
ตามลาํดับ เมื่อเปรียบเทียบกับโปรตีนในรูปท่ี 4.13 จะพบวาอยูชวงแถบแบนท่ีมีเครื่องหมาย    ระบุอยู สวนแถบแบนโปรตีน
อ่ืนๆน้ันเปนโปรตีนท่ียังไมมีการจําแนกชนิดและจะตองมีการศึกษาตอไป  
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