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บทท่ี 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

  
 งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือตรวจสอบช้ินสวนในบริเวณ late 3’UTR ของไวรัสยีโนม ท่ียับยั้งการแสดงออก

ของยีนไดโดยใชยีน β-galactosidase เปน reporter system ในไวรัส 7 ทัปยประกอบดวย HPV-6, -11, -16, -31, BPV-1, 
-3, และ  -4 ซึ่งมีโฮสต 2 ชนิดไดแก มนุษย (human) และวัว (bovine) ดําเนินการทดลองโดยทําการเตรียมช้ินสวน 3’UTR 
แลวเช่ือมตอเขากับ pSV ท่ีบริเวณปลายดาน 3’ ของ report gene กอน transfect พลาสมิดลูกผสมเขาสู HeLa cells ตรวจ

การสังเคราะหอารเอ็นเอดวยวิธี RT-PCR และการสังเคราะหโปรตนีโดยการวัดกิจกรรมของเอนไซม β-galactosidase ผล
การเปรยีบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกยีนของช้ินสวน 3’UTR ของไวรัสท้ัง 7 ทัปยพบวาบริเวณ late 3’UTR 
ของไวรัสท่ีตรวจสอบทุกทัปยท้ังในกลุม human และ bovine มีช้ินสวนท่ียับยั้งการแสดงออกของยีนไดซึ่งในท่ีน้ีจะขอเรยีกวา 
late regulatory element (LRE) จากรายงานของ Zhao และคณะ (2007) ไดทําการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการ
แสดงออกของยีนของช้ินสวนบริเวณ late 3’UTR ของ HPV 9 ชนิดประกอบดวยไวรสัในกลุม low risk types และ high risk 
types โดยใช CAT เปน reporter gene และใหผลการทดลองในลกัษณะเดียวกันคือในบริเวณ late 3’UTR ของ HPV ท้ัง 9 
ชนิดมีลําดับเบส LRE ท่ีมีประสทิธิภาพในการยับยั้งการแสดงออกของยีนอยู อยางไรก็ตามในการวิจัยครั้งน้ีผูวิจยัไดทําการ
ทดสอบเพ่ิมเติมในกลุมของ bovine papillomavirus และพบวานอกจาก late 3’UTR ของ BPV-1 ท่ีมีการรายงานมากอน
หนาน้ีแลว (Furth และ Baker, 1991) ในสวนของ BPV-3 และ -4 ก็มีช้ินสวน LRE ดังกลาวดวยดังน้ันมีความเปนไปไดมากวา
ใน papillomavirus ชนิดอ่ืนก็จะมีช้ินสวน LRE ในลักษณะน้ีเชนเดยีวกัน  

 เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของช้ินสวน LRE ในยีโนมของไวรัสท้ัง 7 ทัปย (ตารางท่ี 4.13; รูปท่ี 4.8) แสดง
ใหเห็นวาโฮสตในการติดเช้ือของไวรัสน้ันไมมีผลตอประสิทธิภาพการทํางานของช้ินสวน 3’UTR และสามารถยับยั้งการ
แสดงออกของยีนไดท้ังในระดับการถอดรหัสและการแปลรหัสแตมีประสิทธิภาพการยับยั้งในระดับการถอดรหัสหรือการ
สังเคราะหอารเอ็นเอดีกวา โดยช้ินสวน LRE จากยีโนมของ HPV-16 และ -31 ซึ่งอยูในกลุม high risk types สามารถยับยั้ง
การแสดงออกของยีนไดดีท้ังในระดับอารเอ็นเอและโปรตีนโดยพบการสังเคราะหของผลิตภัณฑเพียงแครอยละ 10 ถึง 20 
เทาน้ัน ท้ังน้ีตรงกันขามกับกรณีของ HPV-6, -11, BPV-3 และ -4 ท่ีมีระดับการยับยั้งการแสดงออกของในระดับอารเอ็นเอ
คอนขางสูงและมีการยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนในระดับท่ีต่ํา สําหรับ BPV-1 ใหผลท่ีแตกตางกับทัปยอ่ืนกลาวคือ ช้ินสวน
ไวรัสมีประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกในระดับอารเอ็นเอท่ีต่ําแตมีระดับการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีนในระดับ
คอนขางสูง ท้ังน้ีประสิทธิภาพของ LRE ในการยับยั้งการแสดงออกนาจะเปนปจจัยหน่ึงตอการผลิตอนุภาคไวรัสท่ีสอดคลอง
กับความรุนแรงของการกอโรคโดยไวรัสในกลุม low risk types จะมีการผลิตอนุภาคไวรัสจํานวนมากกวากลุม high risk 
types (Middleton และคณะ, 2003) จึงมีช้ินสวน LRE ท่ียับยั้งการแสดงออกของยีนนอยกวาเมื่อเทียบกับช้ินสวนของ high 
risk types เชน HPV-16 และ -31  

 ปจจุบันการศึกษาคุณสมบัติดานตางๆในโปรตีนและยีนของไวรัสท่ีเปรียบเทียบระหวาง high risk และ low 
risk types  มักเก่ียวของกับยีน E6 และ E7 เปนสวนใหญ เชน ตําแหนงของโปรตีน E6 และ E7 ภายในเซลลท่ีติดเช้ือระหวาง 
high risk และ low risk types มีความแตกตางกันโดยในกรณีของ high risk HPV น้ัน โปรตีนจะมีการกระจายตัวไปท่ัว
นิวเคลียสในขณะท่ีโปรตีนจาก low risk types จะมีตําแหนงเปนกระจุกอยูภายในนิวเคลียส (Guccione และคณะ, 2002) 
หรือมีการรายงานถึงความแตกตางของจํานวนโปรตีนของโฮสตท่ีมีการปฏิสัมพันธกับโปรตีน E6 ระหวาง high risk และ low 
risk types (Mantovani และ Banks, 2001) เปนตน สําหรับงานวิจัยเก่ียวกับการควบคุมการแสดงออกของยีน L1 โดย LRE 
น้ันมีจํานวนนอยมากท้ังน้ีจากรายงานของ Zhoa และคณะ (2007) แสดงใหเห็นวาประสิทธิภาพของลําดับเบสในบริเวณ 
3’UTR ในการควบคุมการแสดงออกในระดับโปรตีนมีความแตกตางกันในระหวาง HPV ทัปยตางๆท่ีสอดคลองกับผลการ
ทดลองในงานวิจัยน้ี สําหรับในระดับอารเอ็นเอน้ัน Zhoa และคณะ ไมพบความแตกตางของประสิทธิภาพของช้ินสวนในการ
ควบคุมการแสดงออกยีนซึ่งแตกตางกับผลการทดลองในงานวิจัยน้ีท้ังน้ีวิธีการทดลองท่ีใชในงานวิจัยน้ีซึ่งใชเทคนิค RT-PCR ซึ่ง
มีความไวมากกวาเทคนิค Northern blot (Dean และคณะ, 2002) ท่ี Zhoa และคณะ ใช ดังน้ันจึงอาจตองทําการทดลอง
เพ่ิมเติมเพ่ือเปรียบเทียบผลการทดลอง  เปนท่ีนาเสียดายท่ีผูวิจัยไดพยายามสืบหาขอมูลเก่ียวกับกลไกในการควบคุมการ
แสดงออกยีนของลําเบสในบริเวณ 3’UTR ของไวรัสทัปยอ่ืนท่ีจัดเปน low risk type แตไมพบการรายงานแตอยางใด อยางไร
ก็ตามจากขอเท็จจริงท่ีวาไมเคยมีการรายงานถึงการตรวจพบการแสดงออกของยีน L1 และ L2 ท้ังระดับอารเอ็นเอหรือโปรตีน



42 

ในเซลลมะเร็งมดลูกทําใหสันนิษฐานไดวาภายในเซลลมะเร็งเหลาน้ีท้ังยีน L1 และ L2 ถูกยับยั้งการแสดงออกโดยการยับยั้ง
การแสดงออกน้ีสงผลตอเน่ืองใหไวรัสมีการติดเช้ือแบบเรื้อรัง (persistence) และการพัฒนาเซลลใหเปนมะเร็งในท่ีสุด ท้ังน้ียัง
ตองมีการทําการทดลองเพ่ิมเติมเพ่ือยืนยันขอสันนิษฐานน้ีตอไป 

 ขอมูลประสิทธิภาพของช้ินสวน LRE น้ีอาจสามารถประยุกตใชประกอบกับขอมูลอ่ืนเชน phylogenetic tree 
ในการทํานายลักษณะและความรนุแรงของโรคของไวรัสไดในกรณีท่ียังไมมีขอมลูเชนไวรัสทัยปใหมท่ีเพ่ิงมีการคนพบ ผูวิจัยได
ทําการวิเคราะห phylogram ดวยโปรแกรม ClustalW2 จากเว็บไซด EMBL (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/ 
clustalw2)  ของช้ินสวนบริเวณ late 3’UTR ระหวาง papillomaviruses 6 ชนิดไดแก HPV-6, -11, -16, -31, BPV-3 และ 
-4 เปรียบเทียบกับ BPV-1 ท่ีมผีูศึกษาไวแลว (สรรทิพย กองจร และคณะ, 2555) โดยนําลาํดับเบสจากเว็บไซด NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ผลการศึกษาสามารถแบงกลุมไวรัสออกไดเปน 2 กลุมตามลักษณะโฮสต (รูปท่ี 5.1) คือ
ไวรัสกลุม BPVs และ HPVs ในกลุม BPVs ซึ่งมีสมาชิกท้ังหมด 3 ชนิดพบวา BPV-3 และ -4 มีความคลายกันทางสายบรรพ
บุรุษ (phylogeny) มากท่ีสุดและมีประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกยีนของช้ินสวน LRE ท่ีใกลเคียงกันดวย ในขณะท่ี 
BPV-1 มีความสมัพันธหางจากไวรัสท้ังสองชนิด สําหรับกลุม HPVs ซึ่งมีสมาชิก 4 ชนิดน้ัน  HPV-11 มีความคลายกันทางสาย
บรรพบุรุษกับ HPV-6 มากท่ีสดุรวมท้ังมีประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีนท่ีใกลเคียงกันเชนกันท้ังน้ีไวรัสท้ังสอง
ชนิดจัดเปนสายพันธุท่ีไมรุนแรง ในขณะท่ีHPV-31 และ HPV-16 มีความสัมพันธกันทางสายบรรพบุรษุหางจากไวรสัชนิดอ่ืนใน
กลุมมากท่ีสุดและมีประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีนของ LRE ท่ีมากท่ีสุด 

  
  

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 5.1   Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธทางบรรพบุรุษระหวาง PVs 6 ชนิด สเกลดานลางแสดงถึงระยะทางของ

วิวัฒนาการระหวางไวรสัแตละชนิด 

 
 ผลการวิเคราะหหา inhibitory RNA element ของ BPV-3 ในเบ้ืองตนพบวาไพรเมอรคู BPV-3/7 ใหคา
กิจกรรมของเอนไซมสูงกวา full length (ไพรเมอรคู BPV-3; ตารางท่ี 4.15) บงบอกวาช้ินสวน LRE ของ BPV-3 น้ันอาจจะ
อยูในสวน upstream ของตําแหนงการจับตัวของไพรเมอร BPV-3/7 ซึ่งจัดวาจุดเริ่มตนสําหรับการศึกษาหาลําดับเบสของ 
LRE ท่ีถูกตองตอไป เมื่อพิจารณาลําดับเบส 3’UTR ของ BPV-3 จะเห็นวามี late poly A signal (AAUAAA) อยูท้ังหมด 3 
ตําแหนงโดยผลการวัดกิจกรรมของช้ินสวนท่ีเตรียมโดยไพรเมอรคู BPV3/12 ซึ่งมีตําแหนงการจับตัวอยูเหนือ poly A signal 
ตําแหนงท่ี 3 (รูปท่ี 4.9) มีกิจกรรมของเอนไซมลดต่ําลงมากถึงรอยละ 82.55 ดังน้ันในช้ินสวนท่ีเตรียมข้ึนจากไพรเมอรคูน้ีจะม ี
poly A signal ตําแหนงท่ี 3 อยูเทาน้ันซึ่งจากผลการทดลองบงบอกวาวาไวรัสใช poly A signal สําหรับ late gene หรือ L1 
gene ท่ีตําแหนงท่ี 1 หรือ 2 แตไมใชตําแหนงท่ี 3  

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/%20clustalw2
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/%20clustalw2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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 จากรายงานท่ีมีกอนหนาน้ีแสดงใหเห็นวาช้ินสวน LRE ของ HPV-16, -31 และ BPV-1 มีปฏิสัมพันธกับโปรตีน
ท่ีมีหนาท่ีเก่ียวของกับกระบวนการ post-transcription ท้ังสิ้น (Dietrich-Goetz และคณะ, 1997; Koffa และคณะ, 2000; 
Cumming และคณะ, 2003; McPhillips และคณะ, 2004; Cumming และคณะ 2008; Cheunim และคณะ, 2008) ใน
บรรดาโปรตีนเหลาน้ีมี HuR และ hnRNP A1 ท่ีเปน shuttling protein กลาวคือมีการเดินทางเขาออกระหวางนิวเคลียสและ
ไซโตรปลาสมตลอดเวลา โดยหนาท่ีหน่ึงของโปรตีนท้ังสองคือการขนสงสาย mRNA ท่ีสมบูรณไปยังไรโบโซมเพ่ือการแปลรหัส
เปนสายโปรตีน (Pinol-Roma และคณะ, 1997; Fan และคณะ, 1998; Peng และคณะ, 1998; Keene และคณะ, 1999) 
ผลการวิเคราะหโปรตีนจาก cytoplasmic extract ท่ีสามารถจับตัวกับ LRE โดยวิธี affinity chromatography แสดงใหเห็น
แถบแบนโปรตีนเปนจํานวนมากตั้งแตขนาดประมาณ 95-25 kDa (รูปท่ี 4.13) ท้ัง HuR และ hnRNP A1 มีขนาด 36 kDa 
และ 39 kDa ตามลําดับ ดังน้ันแถบแบนโปรตีนท่ีเหลือคือโปรตีนท่ีจะตองมีการศึกษาตอไป ท้ังน้ีผูวิจัยไดพยายามศึกษาหา
ขอมูลของโปรตีนท่ีมีขนาดใกลเคียงกับผลการทดลองท่ีไดแตยังไมพบซึ่งผูวิจัยจะทําการศึกษาตอไปโดยจะเนนในสวนของ
ข้ันตอนการแปลรหัสซึ่งเปนเหตุการณท่ีเกิดข้ึนในไซโตรปลาสมเทาน้ัน ผลการวัดกิจกรรมเอนไซมของพลาสมิดท่ีมีช้ินสวน 
3’UTR ของไวรัสแตละทัปยแสดงใหเห็นวา HPVs ในกลุม high risk types มีการควบคุมเชิงลบในระดับการสังเคราะหโปรตีน
ดวยทําใหมีการแสดงออกของยีนในระดับโปรตีนท่ีต่ําแตกตางกับไวรัสในกลุม low risk types ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมท่ีสูง
(รูปท่ี 4.8) บงบอกถึงการสังเคราะหโปรตีนออกมาในปริมาณมาก อยางไรก็ตามงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับช้ินสวน LRE และการ
ควบคุมการแสดงออกของ late gene ใน papillomavirus เปนการศึกษาถึงการควบคุมการแสดงออกของยีนในนิวเคลียส
เทาน้ันยังไมมีทีมวิจัยใดทําการศึกษาในสวนของไซโตรปลาสมจึงนับวาเปนประเด็นท่ีนาจะทําการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือใหไดขอมูล
ท่ีสมบูรณมากข้ึน 
 


