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บทท่ี 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

  
 งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือตรวจสอบช้ินสวนในบริเวณ late 3’UTR ของไวรัสยีโนม ท่ียับยั้งการแสดงออก

ของยีนไดโดยใชยีน β-galactosidase เปน reporter system ในไวรัส 7 ทัปยประกอบดวย HPV-6, -11, -16, -31, BPV-1, 
-3, และ  -4 ซึ่งมีโฮสต 2 ชนิดไดแก มนุษย (human) และวัว (bovine) ดําเนินการทดลองโดยทําการเตรียมช้ินสวน 3’UTR 
แลวเช่ือมตอเขากับ pSV ท่ีบริเวณปลายดาน 3’ ของ report gene กอน transfect พลาสมิดลูกผสมเขาสู HeLa cells ตรวจ

การสังเคราะหอารเอ็นเอดวยวิธี RT-PCR และการสังเคราะหโปรตนีโดยการวัดกิจกรรมของเอนไซม β-galactosidase ผล
การเปรยีบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกยีนของช้ินสวน 3’UTR ของไวรัสท้ัง 7 ทัปยพบวาบริเวณ late 3’UTR 
ของไวรัสท่ีตรวจสอบทุกทัปยท้ังในกลุม human และ bovine มีช้ินสวนท่ียับยั้งการแสดงออกของยีนไดซึ่งในท่ีน้ีจะขอเรยีกวา 
late regulatory element (LRE) จากรายงานของ Zhao และคณะ (2007) ไดทําการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการ
แสดงออกของยีนของช้ินสวนบริเวณ late 3’UTR ของ HPV 9 ชนิดประกอบดวยไวรสัในกลุม low risk types และ high risk 
types โดยใช CAT เปน reporter gene และใหผลการทดลองในลกัษณะเดียวกันคือในบริเวณ late 3’UTR ของ HPV ท้ัง 9 
ชนิดมีลําดับเบส LRE ท่ีมีประสทิธิภาพในการยับยั้งการแสดงออกของยีนอยู อยางไรก็ตามในการวิจัยครั้งน้ีผูวิจยัไดทําการ
ทดสอบเพ่ิมเติมในกลุมของ bovine papillomavirus และพบวานอกจาก late 3’UTR ของ BPV-1 ท่ีมีการรายงานมากอน
หนาน้ีแลว (Furth และ Baker, 1991) ในสวนของ BPV-3 และ -4 ก็มีช้ินสวน LRE ดังกลาวดวยดังน้ันมีความเปนไปไดมากวา
ใน papillomavirus ชนิดอ่ืนก็จะมีช้ินสวน LRE ในลักษณะน้ีเชนเดยีวกัน  

 เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของช้ินสวน LRE ในยีโนมของไวรัสท้ัง 7 ทัปย (ตารางท่ี 4.13; รูปท่ี 4.8) แสดง
ใหเห็นวาโฮสตในการติดเช้ือของไวรัสน้ันไมมีผลตอประสิทธิภาพการทํางานของช้ินสวน 3’UTR และสามารถยับยั้งการ
แสดงออกของยีนไดท้ังในระดับการถอดรหัสและการแปลรหัสแตมีประสิทธิภาพการยับยั้งในระดับการถอดรหัสหรือการ
สังเคราะหอารเอ็นเอดีกวา โดยช้ินสวน LRE จากยีโนมของ HPV-16 และ -31 ซึ่งอยูในกลุม high risk types สามารถยับยั้ง
การแสดงออกของยีนไดดีท้ังในระดับอารเอ็นเอและโปรตีนโดยพบการสังเคราะหของผลิตภัณฑเพียงแครอยละ 10 ถึง 20 
เทาน้ัน ท้ังน้ีตรงกันขามกับกรณีของ HPV-6, -11, BPV-3 และ -4 ท่ีมีระดับการยับยั้งการแสดงออกของในระดับอารเอ็นเอ
คอนขางสูงและมีการยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนในระดับท่ีต่ํา สําหรับ BPV-1 ใหผลท่ีแตกตางกับทัปยอ่ืนกลาวคือ ช้ินสวน
ไวรัสมีประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกในระดับอารเอ็นเอท่ีต่ําแตมีระดับการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีนในระดับ
คอนขางสูง ท้ังน้ีประสิทธิภาพของ LRE ในการยับยั้งการแสดงออกนาจะเปนปจจัยหน่ึงตอการผลิตอนุภาคไวรัสท่ีสอดคลอง
กับความรุนแรงของการกอโรคโดยไวรัสในกลุม low risk types จะมีการผลิตอนุภาคไวรัสจํานวนมากกวากลุม high risk 
types (Middleton และคณะ, 2003) จึงมีช้ินสวน LRE ท่ียับยั้งการแสดงออกของยีนนอยกวาเมื่อเทียบกับช้ินสวนของ high 
risk types เชน HPV-16 และ -31  

 ปจจุบันการศึกษาคุณสมบัติดานตางๆในโปรตีนและยีนของไวรัสท่ีเปรียบเทียบระหวาง high risk และ low 
risk types  มักเก่ียวของกับยีน E6 และ E7 เปนสวนใหญ เชน ตําแหนงของโปรตีน E6 และ E7 ภายในเซลลท่ีติดเช้ือระหวาง 
high risk และ low risk types มีความแตกตางกันโดยในกรณีของ high risk HPV น้ัน โปรตีนจะมีการกระจายตัวไปท่ัว
นิวเคลียสในขณะท่ีโปรตีนจาก low risk types จะมีตําแหนงเปนกระจุกอยูภายในนิวเคลียส (Guccione และคณะ, 2002) 
หรือมีการรายงานถึงความแตกตางของจํานวนโปรตีนของโฮสตท่ีมีการปฏิสัมพันธกับโปรตีน E6 ระหวาง high risk และ low 
risk types (Mantovani และ Banks, 2001) เปนตน สําหรับงานวิจัยเก่ียวกับการควบคุมการแสดงออกของยีน L1 โดย LRE 
น้ันมีจํานวนนอยมากท้ังน้ีจากรายงานของ Zhoa และคณะ (2007) แสดงใหเห็นวาประสิทธิภาพของลําดับเบสในบริเวณ 
3’UTR ในการควบคุมการแสดงออกในระดับโปรตีนมีความแตกตางกันในระหวาง HPV ทัปยตางๆท่ีสอดคลองกับผลการ
ทดลองในงานวิจัยน้ี สําหรับในระดับอารเอ็นเอน้ัน Zhoa และคณะ ไมพบความแตกตางของประสิทธิภาพของช้ินสวนในการ
ควบคุมการแสดงออกยีนซึ่งแตกตางกับผลการทดลองในงานวิจัยน้ีท้ังน้ีวิธีการทดลองท่ีใชในงานวิจัยน้ีซึ่งใชเทคนิค RT-PCR ซึ่ง
มีความไวมากกวาเทคนิค Northern blot (Dean และคณะ, 2002) ท่ี Zhoa และคณะ ใช ดังน้ันจึงอาจตองทําการทดลอง
เพ่ิมเติมเพ่ือเปรียบเทียบผลการทดลอง  เปนท่ีนาเสียดายท่ีผูวิจัยไดพยายามสืบหาขอมูลเก่ียวกับกลไกในการควบคุมการ
แสดงออกยีนของลําเบสในบริเวณ 3’UTR ของไวรัสทัปยอ่ืนท่ีจัดเปน low risk type แตไมพบการรายงานแตอยางใด อยางไร
ก็ตามจากขอเท็จจริงท่ีวาไมเคยมีการรายงานถึงการตรวจพบการแสดงออกของยีน L1 และ L2 ท้ังระดับอารเอ็นเอหรือโปรตีน
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ในเซลลมะเร็งมดลูกทําใหสันนิษฐานไดวาภายในเซลลมะเร็งเหลาน้ีท้ังยีน L1 และ L2 ถูกยับยั้งการแสดงออกโดยการยับยั้ง
การแสดงออกน้ีสงผลตอเน่ืองใหไวรัสมีการติดเช้ือแบบเรื้อรัง (persistence) และการพัฒนาเซลลใหเปนมะเร็งในท่ีสุด ท้ังน้ียัง
ตองมีการทําการทดลองเพ่ิมเติมเพ่ือยืนยันขอสันนิษฐานน้ีตอไป 

 ขอมูลประสิทธิภาพของช้ินสวน LRE น้ีอาจสามารถประยุกตใชประกอบกับขอมูลอ่ืนเชน phylogenetic tree 
ในการทํานายลักษณะและความรนุแรงของโรคของไวรัสไดในกรณีท่ียังไมมีขอมลูเชนไวรัสทัยปใหมท่ีเพ่ิงมีการคนพบ ผูวิจัยได
ทําการวิเคราะห phylogram ดวยโปรแกรม ClustalW2 จากเว็บไซด EMBL (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/ 
clustalw2)  ของช้ินสวนบริเวณ late 3’UTR ระหวาง papillomaviruses 6 ชนิดไดแก HPV-6, -11, -16, -31, BPV-3 และ 
-4 เปรียบเทียบกับ BPV-1 ท่ีมผีูศึกษาไวแลว (สรรทิพย กองจร และคณะ, 2555) โดยนําลาํดับเบสจากเว็บไซด NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ผลการศึกษาสามารถแบงกลุมไวรัสออกไดเปน 2 กลุมตามลักษณะโฮสต (รูปท่ี 5.1) คือ
ไวรัสกลุม BPVs และ HPVs ในกลุม BPVs ซึ่งมีสมาชิกท้ังหมด 3 ชนิดพบวา BPV-3 และ -4 มีความคลายกันทางสายบรรพ
บุรุษ (phylogeny) มากท่ีสุดและมีประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกยีนของช้ินสวน LRE ท่ีใกลเคียงกันดวย ในขณะท่ี 
BPV-1 มีความสมัพันธหางจากไวรัสท้ังสองชนิด สําหรับกลุม HPVs ซึ่งมีสมาชิก 4 ชนิดน้ัน  HPV-11 มีความคลายกันทางสาย
บรรพบุรุษกับ HPV-6 มากท่ีสดุรวมท้ังมีประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีนท่ีใกลเคียงกันเชนกันท้ังน้ีไวรัสท้ังสอง
ชนิดจัดเปนสายพันธุท่ีไมรุนแรง ในขณะท่ีHPV-31 และ HPV-16 มีความสัมพันธกันทางสายบรรพบุรษุหางจากไวรสัชนิดอ่ืนใน
กลุมมากท่ีสุดและมีประสิทธิภาพการยับยั้งการแสดงออกของยีนของ LRE ท่ีมากท่ีสุด 

  
  

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 5.1   Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธทางบรรพบุรุษระหวาง PVs 6 ชนิด สเกลดานลางแสดงถึงระยะทางของ

วิวัฒนาการระหวางไวรสัแตละชนิด 

 
 ผลการวิเคราะหหา inhibitory RNA element ของ BPV-3 ในเบ้ืองตนพบวาไพรเมอรคู BPV-3/7 ใหคา
กิจกรรมของเอนไซมสูงกวา full length (ไพรเมอรคู BPV-3; ตารางท่ี 4.15) บงบอกวาช้ินสวน LRE ของ BPV-3 น้ันอาจจะ
อยูในสวน upstream ของตําแหนงการจับตัวของไพรเมอร BPV-3/7 ซึ่งจัดวาจุดเริ่มตนสําหรับการศึกษาหาลําดับเบสของ 
LRE ท่ีถูกตองตอไป เมื่อพิจารณาลําดับเบส 3’UTR ของ BPV-3 จะเห็นวามี late poly A signal (AAUAAA) อยูท้ังหมด 3 
ตําแหนงโดยผลการวัดกิจกรรมของช้ินสวนท่ีเตรียมโดยไพรเมอรคู BPV3/12 ซึ่งมีตําแหนงการจับตัวอยูเหนือ poly A signal 
ตําแหนงท่ี 3 (รูปท่ี 4.9) มีกิจกรรมของเอนไซมลดต่ําลงมากถึงรอยละ 82.55 ดังน้ันในช้ินสวนท่ีเตรียมข้ึนจากไพรเมอรคูน้ีจะม ี
poly A signal ตําแหนงท่ี 3 อยูเทาน้ันซึ่งจากผลการทดลองบงบอกวาวาไวรัสใช poly A signal สําหรับ late gene หรือ L1 
gene ท่ีตําแหนงท่ี 1 หรือ 2 แตไมใชตําแหนงท่ี 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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 จากรายงานท่ีมีกอนหนาน้ีแสดงใหเห็นวาช้ินสวน LRE ของ HPV-16, -31 และ BPV-1 มีปฏิสัมพันธกับโปรตีน
ท่ีมีหนาท่ีเก่ียวของกับกระบวนการ post-transcription ท้ังสิ้น (Dietrich-Goetz และคณะ, 1997; Koffa และคณะ, 2000; 
Cumming และคณะ, 2003; McPhillips และคณะ, 2004; Cumming และคณะ 2008; Cheunim และคณะ, 2008) ใน
บรรดาโปรตีนเหลาน้ีมี HuR และ hnRNP A1 ท่ีเปน shuttling protein กลาวคือมีการเดินทางเขาออกระหวางนิวเคลียสและ
ไซโตรปลาสมตลอดเวลา โดยหนาท่ีหน่ึงของโปรตีนท้ังสองคือการขนสงสาย mRNA ท่ีสมบูรณไปยังไรโบโซมเพ่ือการแปลรหัส
เปนสายโปรตีน (Pinol-Roma และคณะ, 1997; Fan และคณะ, 1998; Peng และคณะ, 1998; Keene และคณะ, 1999) 
ผลการวิเคราะหโปรตีนจาก cytoplasmic extract ท่ีสามารถจับตัวกับ LRE โดยวิธี affinity chromatography แสดงใหเห็น
แถบแบนโปรตีนเปนจํานวนมากตั้งแตขนาดประมาณ 95-25 kDa (รูปท่ี 4.13) ท้ัง HuR และ hnRNP A1 มีขนาด 36 kDa 
และ 39 kDa ตามลําดับ ดังน้ันแถบแบนโปรตีนท่ีเหลือคือโปรตีนท่ีจะตองมีการศึกษาตอไป ท้ังน้ีผูวิจัยไดพยายามศึกษาหา
ขอมูลของโปรตีนท่ีมีขนาดใกลเคียงกับผลการทดลองท่ีไดแตยังไมพบซึ่งผูวิจัยจะทําการศึกษาตอไปโดยจะเนนในสวนของ
ข้ันตอนการแปลรหัสซึ่งเปนเหตุการณท่ีเกิดข้ึนในไซโตรปลาสมเทาน้ัน ผลการวัดกิจกรรมเอนไซมของพลาสมิดท่ีมีช้ินสวน 
3’UTR ของไวรัสแตละทัปยแสดงใหเห็นวา HPVs ในกลุม high risk types มีการควบคุมเชิงลบในระดับการสังเคราะหโปรตีน
ดวยทําใหมีการแสดงออกของยีนในระดับโปรตีนท่ีต่ําแตกตางกับไวรัสในกลุม low risk types ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมท่ีสูง
(รูปท่ี 4.8) บงบอกถึงการสังเคราะหโปรตีนออกมาในปริมาณมาก อยางไรก็ตามงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับช้ินสวน LRE และการ
ควบคุมการแสดงออกของ late gene ใน papillomavirus เปนการศึกษาถึงการควบคุมการแสดงออกของยีนในนิวเคลียส
เทาน้ันยังไมมีทีมวิจัยใดทําการศึกษาในสวนของไซโตรปลาสมจึงนับวาเปนประเด็นท่ีนาจะทําการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือใหไดขอมูล
ท่ีสมบูรณมากข้ึน 
 


