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บทคัดย่อ 

 

 โรคมะเร็งปากมดลูก เป็นโรคมะเร็งที่พบมากเป็นอันดับสองในผู้หญิงทั่วโลก โดยพบมากรองจาก

โรคมะเร็งเต้านม และพบผู้ป่วยใหม่ได้ปีละประมาณ 500,000 ราย ความชุกพบอยู่ระหว่าง 6.2 ต่อ 100,000 

คนในประเทศที่พัฒนาแล้ว และ 25 ต่อ 100,000 คนในประเทศกําลังพัฒนา สําหรับประเทศไทยมีรายงานว่า

ในปี พ.ศ. 2551 มะเร็งปากมดลูกเป็นมะเร็งที่พบมากท่ีสุดคือ 24.5 ต่อ 100,000 คน  และในภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือพบ 19.5 คนต่อ 100,000 คน   สาเหตุของมะเร็งปากมดลูกคือ high risk human 

papillomavirus (HR-HPV) แต่ใช่ว่าผู้ติดเช้ือ HPV ทุกรายจะเป็นมะเร็งปากมดลูก การศึกษาในแต่ละภูมิภาค

ทั่วโลกพบว่า HPV16 เป็น HR-HPV ชนิดที่พบได้บ่อยทั้งในการติดเช้ือในเซลล์ปากมดลูกปกติ และใน

เซลล์มะเร็งปากมดลูก การศึกษาในประเทศไทยก็พบว่าเช้ือ HPV16 เป็นปัจจัยเสี่ยงที่สําคัญ และสัมพันธ์กับ

การที่ผู้ติดเช้ือ HPV16 พัฒนาไปเป็นมะเร็งปากมดลูก  

 มีปัจจัยหลายชนิดที่ส่งเสริมให้เซลล์ที่ติดเช้ือ HR-HPV กลายเป็นมะเร็ง การเกิด intratypic 

variation ของ HPV16 โดยเฉพาะ variation ในส่วนของจีน E6 ซึ่งเป็น oncoprotein มีบทบาทสําคัญใน

การเกิดมะเร็ง ซึ่งเช่ือว่าเมื่อจีน E6 น้ีเกิดการเปลี่ยนแปลงไปจะทําให้โปรตีน E6 ที่ถูกสร้างออกมามีคุณสมบัติ

ในการทํางานเปลี่ยนแปลงไป โดยอาจมีผลในการเพ่ิมประสิทธิภาพในการทํางานของโปรตีน E6 ต่อการทําให้

เกิดมะเร็งให้เพ่ิมสูงขึ้น จากการศึกษา intratypic variation ของ HPV16 ในกลุ่มประชากรของภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยตรวจดูการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์ในจีน E6 ของ HPV DNA 

ที่สกัดจากตัวอย่างเซลล์ปากมดลูก พบ HPV16 As variants ได้มากถึงร้อยละ 74  และพบว่ามีความสัมพันธ์

กับมะเร็งปากมดลูกอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ    

 วัตถุประสงค์ของการศึกษานี้คือ เพ่ือศึกษาบทบาทของ E6 oncoprotein ของ HPV16 As variants 

ที่สัมพันธ์กับการเกิดมะเร็ง โดยการสร้าง E6 expression vector ของ HPV16 As variants และ HPV16 E6 

prototype ให้ผลิตโปรตีน E6 ของแต่ละ variant ใน mammalian cell line แล้วตรวจสอบคุณสมบัติ

โปรตีน E6 โดยทดสอบความสามารถในการจับกับโปรตีน E6AP และทดสอบคุณสมบัติของโปรตีน E6 ว่ามีผล

ต่อการทํางานของโปรตีน p53 เอนไซม์ telomerase และ การแสดงออกของ miR-21 เปลี่ยนไปอย่างไรโดย

เปรียบเทียบระหว่าง HPV16 As variants E6 กับ HPV16 prototype E6 

 ผลการศึกษาสามารถสร้าง E6 recombinant expression vectors ได้ 3 ชนิดซึ่งมาจาก HPV16 

E6 prototype 1 ชนิด และ HPV16 As variants 2 ชนิด  คือ pcDNA3.2E6-prototype, pcDNA3.2E6-As 

variant (1.21) และ pcDNA3.2E6-As variant (N18) ตามลําดับ แต่เน่ืองจากลําดับนิวคลีโอไทด์ของ 
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pcDNA3.2E6-As variant (1.21) ซึ่งได้มาจากตัวอย่างช้ินเน้ือ paraffin-fixed formalin-embedded 

tissue ที่เป็น squamous cell carcinoma (SCC) และ pcDNA3.2E6-As variant (N18) ได้มาจาก fresh 

tissue biopsy ที่เป็น SCC น้ันเหมือนกัน ผู้วิจัยจึงเลือกเฉพาะ pcDNA3.2E6-As variant (N18) มาใช้ใน

การศึกษาต่อไป โปรตีน E6 ที่ถูกสร้างจาก E6 recombinant expression vectors ทั้ง 3 ชนิด สามารถจับ

กับโปรตีน E6AP ได้เมื่อทําการทดสอบด้วยวิธี co-immunoprecipitation assay   

 ผลการศึกษาคุณสมบัติการเป็น oncogenicity โดยการ transfect pcDNA3.2E6-As variant และ 

pcDNA3.2E6-prototype เข้าไปในเซลล์ C33A แล้วตรวจหาแสดงออกของโปรตีน p53 พบว่าโปรตีน E6-As 

variant มีคุณสมบัติในการ degrade โปรตีน p53 ได้ดีกว่าโปรตีน E6-prototype อย่างชัดเจน ผลการศึกษา

น้ีแสดงให้เห็นว่า HPV16 As variant E6 ในการมีคุณสมบัติเป็น oncogenicity มากกว่า HPV16 prototype 

E6  

 การศึกษานี้ยังเป็นครั้งแรกที่แสดงให้เห็นถึงความสามารถของโปรตีน E6 ของเช้ือ HPV16 ในการชัก

นําให้มีการแสดงออกของ miR-21 เพ่ิมขึ้น เมื่อตรวจสอบด้วยวิธี Real time PCR และยังพบว่าโปรตีน E6-As 

variant สามารถชักนําให้มีการแสดงออกของ miR-21 เพ่ิมสูงขึ้นมากกว่าโปรตีน E6-prototype อีกด้วย 

 จากผลการศึกษาในคร้ังน้ีสามารถสรุปได้ว่าการที่ตรวจพบ เช้ือ HPV16 As variant ในเซลล์ปาก

มดลูกถือได้ว่ามีความเสี่ยงสูงที่เซลล์ที่ติดเช้ือน้ันจะมีการพัฒนาต่อไปเป็นเซลล์มะเร็ง เน่ืองจากเช้ือ HPV16 As 

variant มีความสามารถในการ degrade โปรตีน p53 ได้ดี และยังเพ่ิมการแสดงออกของ miR-21 โดยกลไก

ในการก่อมะเร็งของเช้ือ HPV16 As variant คาดว่าเก่ียวข้องและสัมพันธ์กับ cellular pathway ที่ควบคุม

และดูแลการแสดงออกของโปรตีน p53 ซึ่งการ degrade โปรตีน p53 น้ันเป็นหน้าที่หลัก แต่เน่ืองจาก miR-

21 มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น อาจมีผลต่อ Akt pathway แล้วทําให้เพ่ิมการแสดงออกของ mdm2 ซึ่งเป็นตัว

ควบคุมการแสดงออกของโปรตีน p53 ให้มีการแสดงออกของ p53 ที่ลดลงไปอีก จึงส่งเสริมให้เซลล์เพ่ิม

จํานวน และยับย้ังการเกิด apoptosis อาจเป็นทางหน่ึงที่ทําให้เพ่ิมความสัมพันธ์กับการติดเช้ือ HR-HPV 

แบบยืดเย้ือและเกี่ยวกับการพัฒนาไปเป็นมะเร็งปากมดลูกในที่สุด   

ดังน้ันในการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกในประชากรไทย อาจจะต้องตรวจชนิดของ HPV16 

variant ร่วมด้วย เพ่ือให้มีการติดตามผู้ป่วยในช่วงเวลาที่ถี่ขึ้นในกรณีที่ตรวจพบ HPV16 As variant จึงจะทํา

ให้สามารถป้องกันการเกิดมะเร็งปากมดลูกได้อย่างมีประสิทธิภาพมากขึ้น 
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1. บทนํา (Introduction) 

 

ความสําคญัและท่ีมาของปัญหาท่ีทําการวิจัย 

 โรคมะเร็งปากมดลูก เป็นโรคมะเร็งที่พบมากเป็นอันดับสองในผู้หญิงทั่วโลก โดยพบมากรองจาก

โรคมะเร็งเต้านม และพบผู้ป่วยใหม่ได้ปีละประมาณ 500,000 ราย ความชุกพบอยู่ระหว่าง 6.2 ต่อ 100,000 

คนในประเทศที่พัฒนาแล้ว และ 25 ต่อ 100,000 คนในประเทศกําลังพัฒนา สําหรับประเทศไทยมีรายงานว่า

ในปี พ.ศ. 2551 มะเร็งปากมดลูกเป็นมะเร็งที่พบมากท่ีสุด 24.5 ต่อ 100,000 คน  และในภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือพบ 19.5 คนต่อ 100,000 คน   จะเห็นได้ว่าอุบัติการณ์ของโรคน้ีสูงมาก [1, 2] สาเหตุ

ของมะเร็งปากมดลูกคือ high risk human papillomavirus (HR-HPV) แต่ใช่ว่าผู้ติดเช้ือ HPV ทุกรายจะ

เป็นมะเร็งปากมดลูกทุกคน มีการศึกษามากมายเพ่ือบ่งบอกความสัมพันธ์ของการติดเช้ือ HPV กับการเพ่ิม

ความรุนแรงในการเกิดมะเร็งปากมดลูก จากรายงานการศึกษาในแต่ละภูมิภาคท่ัวโลกพบว่า HPV16 เป็น HR-

HPV ชนิดที่พบได้บ่อยทั้งในการติดเช้ือในเซลล์ปกติและในเซลล์มะเร็งปากมดลูก การศึกษาในภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือโดยคณะผู้วิจัยเองก็พบว่าเช้ือ HPV16 เป็นปัจจัยเสี่ยงที่สําคัญ และสัมพันธ์กับการที่ผู้ติด

เช้ือ HPV16 พัฒนาไปเป็นมะเร็งปากมดลูก  

 มีปัจจัยหลายชนิดที่ส่งเสริมให้เซลล์ที่ติดเช้ือ HR-HPV กลายเป็นมะเร็ง ซึ่งอาจเกิดขึ้นเร็วหรือช้า 

ปัจจัยด้านไวรัส ได้แก่ HPV genotype, viral load, viral integration และ viral gene variation  ในการ

จําแนก HPV genotype อาศัยความแตกต่างของ viral genome ที่ตําแหน่งจําเพาะคือ L region โดยแต่ละ 

genotype มีความแตกต่างกันมากกว่าร้อยละ 10  แต่ถ้ามี gene variation ระหว่างร้อยละ 2-10 จะถูก

จัดเป็น subtype และถ้าในกลุ่มเดียวกันน้ีมี gene variation เกิดขึ้นน้อยกว่าร้อยละ 2 จะถูกจัดเป็น 

intratype variant ปัจจุบันมีการศึกษา intratype variant ของ HPV16 มากที่สุด และได้จัดแบ่งเป็น 

European (E), Asian (As), Asian American (AA), African 1 (Af-1), African 2 (Af-2) และ North 

American (NA) variants ซึ่งพบได้ในแต่ละภูมิภาคท่ีแตกต่างกันไปทั่วโลก ซึ่งการเกิด intratypic variation 

ของ HPV16โดยเฉพาะ variation ในส่วนของจีน E6 ซึ่งเป็น oncoprotein มีบทบาทสําคัญในการเกิดมะเร็ง 

ซึ่งเช่ือว่าเมื่อจีน E6 น้ีเกิดการเปลี่ยนแปลงไปจะทําให้โปรตีน E6 ที่ถูกสร้างออกมามีคุณสมบัติในการทํางาน

เปลี่ยนแปลงไป โดยอาจมีผลในการเพ่ิมประสิทธิภาพในการทํางานของโปรตีน E6 ต่อการทําให้เกิดมะเร็งให้

เพ่ิมสูงขึ้น จากการศึกษา intratypic variation ของ HPV16 ในกลุ่มประชากรของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ

ของประเทศไทย โดยตรวจดูการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์ในจีน E6 ของ HPV DNA ที่สกัดจากตัวอย่าง
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เซลล์ปากมดลูก พบ HPV16 As variants ร้อยละ74  และพบว่ามีความสัมพันธ์กับมะเร็งปากมดลูกอย่างมี

นัยสําคัญทางสถิติ    

 ดังน้ันในการศึกษาวิจัยครั้งน้ีจึงทําการศึกษาบทบาทของ HPV16 As variants E6 ว่ามีความสัมพันธ์

กับการทําให้เกิดโรคที่รุนแรงกว่า HPV16 prototype E6 โดยสร้าง vector ที่ม ี E6 gene ของ HPV16 As 

variants และ E6 gene ของ HPV16 prototype และตรวจสอบคุณสมบัติของโปรตีน E6 ที่ถูกสร้างขึ้น โดย

ทดสอบความสามารถในการจับกับโปรตีน E6AP หลังจากน้ันทดสอบคุณสมบัติของโปรตีน E6 ว่ามีผลต่อการ

ทํางานของโปรตีน p53 เอนไซม์ telomerase และ การแสดงออกของ miR-21 เปลี่ยนไปอย่างไรโดย

เปรียบเทียบคุณสมบัติดังกล่าวกับ HPV16 prototype E6 คณะผูวิ้จัยคาดว่าข้อมูลที่ได้จะสามารถอธิบาย

บทบาทของ HPV16 As variants ในการก่อโรคมะเร็งในประชากรไทย ซึ่งจะนําไปสู่การพัฒนาการรักษาและ

หาแนวทางป้องกันการเกิดมะเร็งปากมดลูก และศึกษาวัคซีนที่มีประสทิธิภาพสําหรับประชากรไทย  
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วัตถุประสงค์โครงการวิจยั 

 

1.  เพ่ือสร้าง E6 expression vector ของ HPV16 As variants และ HPV16 E6 prototype 

2.  เพ่ือศึกษาคุณสมบัติโปรตีน E6 ของ HPV16 As variants และ HPV16 E6 prototype ใน  

     vector ที่สร้างขึ้น 

3.  เพ่ือศึกษาบทบาทของ E6 oncoprotein ของ HPV16 As variants ที่สัมพันธ์กับการเกิดมะเร็ง 
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2. การทบทวนวรรณกรรมท่ีเก่ียวข้อง (Review literature) 

 

  Human papillomavirus (HPV) เป็น DNA virus จัดอยู่ใน family Papillomaviridae เป็นไวรัสที่

มีขนาดเล็ก (small DNA virus) ไม่มีเอนเวลโลปหุ้มแคปซิด มีเส้นผ่าศูนย์กลาง 55 นาโนเมตร แคปซิดที่

ห่อหุ้มจีโนมประกอบด้วยแคปโซเมอร์ 72 หน่วย มีการเรียงตัวแบบ icosahedral จีโนมของ HPV เป็น DNA 

สายคู่ ที่มีลักษณะเป็นวงกลม (circular double stranded DNA) และพันกันเป็นเกลียวซับซ้อน DNA มี

ขนาด 7900 คู่เบส (base pairs) จีโนมของไวรัสน้ีมี  8-10 open reading frame (ORF) โครงสร้างของจโีนม

ประกอบด้วย 3 ส่วน ส่วนที่หน่ึงคือ upper regulatory region หรือ noncoding region หรือ long 

control region (LCR) เป็นบริเวณท่ีประกอบด้วย จุดเริ่มต้นของการ replication, enhancer, และ 

cellular binding site ต่างๆ และเป็นส่วนที่พบการเกิด variation มากที่สุดของจีโนมของไวรัส ที่สองคือ 

early (E) genes ซึ่งจะมีการแสดงออกในช่วงแรกของการเพ่ิมจํานวน และ encode โปรตีนที่เก่ียวกับการ

เพ่ิมจํานวนของไวรัส  ได้แก่ E1, E2, E3, E4, E5, E6 และ E7 และการก่อมะเร็ง ส่วนที่สามคือ late gene (L) 

จะ encode โปรตีนที่เป็นโครงสร้าง เช่น แคปซิด ซึ่งประกอบด้วยโปรตีน L1 และ L2 [3] 

 HPV ถูกจําแนกออกเป็น genotype ตามความแตกต่างของลําดับนิวคลีโอไทน์บนจีน L1 ถ้า 

nucleotide sequence ต่างจาก HPV ที่มีอยู่แล้ว (prototype) มากกว่าร้อยละ 10 จะจัดเป็น type ใหม่ 

ถ้า nucleotide sequence ต่างกันร้อยละ 2-10 จะจัดเป็น subtype ใหม่ และถ้า nucleotide sequence 

ต่างกันน้อยกว่าร้อยละ 2 จะถูกจัดเป็น variant หรือ intratypic variation [4] 

การติดเช้ือ  HPV เกิดได้หลายวิธี ทั้งจากการรับเช้ือทางบาดแผล การร่วมเพศ และทารกอาจติดเช้ือ

ขณะคลอดผ่านทางช่องคลอด HPV เป็นสาเหตุของโรคหูด หรือเน้ืองอกในคนซึ่งพบได้ทั้งบริเวณ ผิวหนัง ช่อง

ปาก และอวัยวะเพศ จากการศึกษาพบว่า เช้ือ HPV บางชนิดเป็นสาเหตุของการเกิดมะเร็งปากมดลูก 

เน่ืองจากตรวจพบ DNA ของเช้ือ HPV ในเซลล์มะเร็งปากมดลูกร้อยละ 99.7 ของผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูก จาก

ความสัมพันธ์ดังกล่าวน้ีทําให้แบ่งเช้ือ HPV ออกเป็น 2 กลุ่ม โดยกลุ่มที่หน่ึงเรียกว่า high risk (HR) HPV ซึ่ง

ได้แก่ HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 50, 51,53, 55, 56, 58, 59, 64 และ 68 เป็นต้น ส่วนกลุ่มที่สอง

เรียกว่า low risk (LR) HPV ซึ่งได้แก่ HPV 6, 11, 30, 42, 43, 45, 51, 54, 55 และ 70 เป็นต้น 

วงจรชีวิตของเช้ือ HPV เกิดขึ้นใน keratinocytes ของช้ันเย่ือบุ (squamous epithelium) โดยจะมี

การติดเช้ือครั้งแรกที่ basal cell แล้วการเพ่ิมจํานวนของไวรัสอนุภาคใหม่จะเกิดขึ้นภายในเซลล์ที่กําลังอยู่ใน

ระยะที่มีการเจริญเปลี่ยนแปลงของเซลล์ (differentiation) ดังน้ันการเพ่ิมจํานวนของ HPV จะเริ่มจากการที่ 

HPV ถูกนําเข้าไปยังช้ันของ basal cell ในเยื่อบุ  HPV จะจับกับตัวรับบนผิวเซลล์ (heparan sulfate)  แล้ว
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เข้าสู่เซลล์ หลังจากน้ัน DNA ของไวรัสจะเข้าสู่นิวเคลียส ซึ่งก็จะมีการถอดรหัสของจีนบางชนิด และทําสําเนา

ของจีโนมเพ่ือให้คงจํานวนของจีโนมอยู่ภายในนิวเคลียสประมาณ 20-100 ชุด ต่อเซลล์ เมื่อเซลล์แบ่งตัวจะมี

จีโนมของไวรัสติดไปด้วยทุกเซลล์ ภายใน basal cell เป็นช่วงที่ไวรัสยังไม่มีการสร้างไวรัสอนุภาคใหม่ โปรตีน

ต่างๆจึงมีการแสดงออกเพียงเล็กน้อย เมื่อโปรตีน E1 จับกับ E2 และไปจับตรงจุดเร่ิมต้นของการเพ่ิมจํานวน 

(ori) ซึ่งเอนไซม์และโปรตีนที่เก่ียวข้องก็เข้ามาร่วม  โดย E1 จะทําหน้าที่เป็น  helicase  ซึ่งจะแยก DNA สาย

คู่เป็นสายเด่ียว และโปรตีน E2 ทําหน้าที่ในการควบคุมการแสดงออกของ E6 และ E7 ในระดับตํ่าๆ เมื่อเซลล์

มีการเปลี่ยนแปลง (differentiation) จะมีการกระตุ้นการสร้าง late protein เพ่ือประกอบเป็นอนุภาคไวรัส

ขึ้น [5] 

การเกิดมะเร็งปากมดลูกน้ันเก่ียวข้องกับโปรตีน E6 และ E7 ซึ่งมีคุณสมบัติเป็น oncoprotein 

เก่ียวกับการเปลี่ยนแปลงของเซลล์เช่ือว่าโปรตีน E6 จะไปจับกับ tumor suppresser protein ชนิด p53  ซึง่

เป็นตัวควบคุมให้ cell cycle ทํางานช้าลงโดยทําให้เซลล์หยุดวงจรอยู่ที่ระยะ G1 phase ไม่เข้าสู่ระยะ  S 

phase (G1/S) และที่ระยะ G2 phaseไม่เข้าสู่ M ระยะ phase (G2/M) เพ่ือซ่อมแซม DNA ที่ผิดปกติไป แต่

เมื่อ p53 ทํางานไม่ได้ วงจรของเซลล์ก็ยังคงทํางานต่อไป โดย DNA ที่ผิดปกติก็จะเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ ทําให้เกิด

เป็นเซลล์ที่ผิดปกติได้ในที่สุด นอกจากน้ีโปรตีน E6 ยังสามารถลดการทํางานของโปรตีน p53 ได้ โดยที่ไม่ต้อง

ทําลายโปรตีน p53 แต่โปรตีน E6 จะไปจับกับ transcriptional co-activator CBP/p300 ส่งผลให้มีการลด

การแสดงออกของโปรตีน p53  ส่วนโปรตีน E7 จะทําหน้าที่ในการจับกับ  retinoblastoma (pRB)   ซึ่งเป็น 

tumor suppressor protein ที่ทําหน้าที่ในการควบคุม cell cycle ซึ่งปกติ pRB จะจับอยู่กับ E2F เมื่อ

โปรตีน E7 มาจับทําให้ E2F ซึ่งเป็น transcription factor  protein หลุดออก แล้วโปรตีน E2F จะไปกระตุ้น

ให้เกิดการ transcription ของจีนที่จําเพาะและจําเป็นต่อการทําให้เซลล์มีการแบ่งตัวเพ่ิมมากขึ้น  ซึ่ง

คุณสมบัติดังกล่าวน้ีจะพบได้เฉพาะในกลุ่ม HR HPVแต่ไม่พบใน LR HPV type [6] 

จากการศึกษาหาการติดเช้ือ HPV ในมะเร็งปากมดลูกทั่วโลก พบได้แตกต่างกัน ในทวีปเอเชียพบ

อัตราการติดเช้ืออยู่ระหว่างร้อยละ 83-89 [7]  ซึ่งใกล้เคียงกับอัตราการติดเช้ือ HPV ในมะเร็งปากมดลูกของ

กลุ่มประชากรในจังหวัดขอนแก่นโดยพบร้อยละ 86 [8] จากการศึกษาส่วนใหญ่พบเช้ือ HPV16 บ่อยที่สุดใน

ผู้หญิงที่มีเซลล์ปากมดลูกปกติ (ร้อยละ 13) รวมทั้งในกลุ่มมะเร็งปากมดลูก (ร้อยละ46-63) ในกลุ่มมะเร็งปาก

มดลูกพบ HPV18 ได้บ่อยรองลงมา (ร้อยละ 10-14) 

การติดเช้ือ HPV ที่บริเวณเซลล์เย่ือบุปากมดลูกในผู้หญิงวัยหนุ่มสาวหรือในวัยกลางคนมักเกิดขึ้นจาก

การติดต่อทางเพศสัมพันธ์ การติดเช้ือทั้งชนิด HR HPV และ LR HPV มีผลทําให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของ

เซลล์ที่บริเวณปากมดลูกขึ้น เซลล์ติดเช้ือมีการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้นเรียก koilocyte atypia อย่างไรก็ตาม

มากกว่าร้อยละ 70 ของผู้ที่ได้รับการติดเช้ือจะเป็นการติดเช้ือแบบช่ัวคราว (transient infection) และพบว่า
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มีเพียงร้อยละ 25 ของผู้ติดเช้ือจะมีเซลล์ผิดปกติเปลี่ยนเป็นชนิด mild dysplasia หรือ low grade 

squamous intra epithelial lesions (LSIL) ขึ้นซึ่งมักมีผลจากการติดเช้ือกลุ่ม HR HPV และเซลล์ผิดปกติ

ดังกล่าวถูกจัดเป็น premalignant cells โดยพบว่าในผู้ที่มีเซลล์ผิดปกติชนิด LSIL พบร้อยละ 20-40 ที่จะมี

เซลล์เปลี่ยนแปลงไปเป็น high grade squamous intra epithelial lesion (HSIL) [9, 10] ซึ่งกลุ่มผิดปกติ

ดังกล่าวถือว่าเป็น true precancerous lesion จากรายงานการศึกษาโดย Schlecht และคณะ [11]  พบว่า

ร้อยละ 88 ของผู้ที่มีเซลล์ปากมดลูกผิดปกติแบบ LSIL จะเกิดภาวะ spontaneous regression ไปและใน

ขณะเดียวกันในกลุ่มน้ีจะมีการเปลี่ยนแปลงไปเป็น HSIL ได้โดยมีระยะเวลาประมาณ 85.7 เดือน เช่นเดียวกับ

การศึกษาโดย Moscicki AB และคณะ [9]   พบว่าร้อยละ 61 และร้อยละ 91 ในผู้ที่มีเซลล์ปากมดลูกผิดปกติ

ชนิด LSIL จะมี spontaneous regression เกิดขึ้นภายใน 12 เดือนและ 36 เดือน ตามลําดับ แสดงให้เห็นว่า 

~20 % ของการติดเช้ือในระยะเร่ิมแรกจะยังคงติดเช้ือยืดเย้ือ และในปัจจุบันน้ีเช่ือว่ากลุ่มที่มีการติดเช้ือ

ยืดเย้ือโดยเฉพาะ HR HPV จะมีความเสี่ยงในการพัฒนาไปเป็นมะเร็งต่อไป 

จากภาวะการติดเช้ือที่เกิดขึ้นดังกล่าวจะพบว่ามีส่วนหน่ึงของการติดเช้ือเกิดเปลี่ยนแปลงกลายเป็น

การติดเช้ือแบบยืดเย้ือ ภาวะดังกล่าวเกิดขึ้นได้เช่ือว่ามีปัจจัยร่วมหลายชนิด เช่น จากภาวะการติดเช้ือ HPV 

หลายชนิดร่วมกัน หรือขึ้นกับชนิดของ HPV ว่าเป็น HR หรือ LR HPV และเก่ียวกับระบบภูมิคุ้มกันของผู้ติด

เช้ือเอง โดยเฉพาะการติดเช้ือในกลุ่ม HR HPV ในปัจจุบันยอมรับว่าเป็นสาเหตุทําให้เซลล์ที่เปลี่ยนแปลง

พัฒนากลายเป็นเซลล์มะเร็งปากมดลูกได้ขึ้นอยู่กับปัจจัยร่วม (cofactor) หลายปัจจัย เช่นจาก host เอง 

ได้แก่ จํานวนคู่นอน การคุมกําเนิด การสูบบุหรี่ ปัจจัยทางพันธุกรรม และระบบภูมิคุ้มกัน และจากตัวเช้ือ 

HPV ได้แก่ ปริมาณของไวรัส (viral load) ซึ่งจากการศึกษาพบว่ามีความสัมพันธ์กับการดําเนินโรคของมะเร็ง

ปากมดลูก แต่ยังมีข้อมูลสนับสนุนน้อยยังคงต้องมีการศึกษาต่อไป และการแทรกตัวของจีโนมของไวรัสเข้าไป

อยู่ใน DNA ของ host cell (HPV integration) เป็นต้น โดยเช่ือว่า HPV integration เป็นกระบวนการที่

เกิดขึ้นต่อเน่ืองจากการติดเช้ือยืดเย้ือ ภาวะดังกล่าวจะสัมพันธ์กับการเปลี่ยนแปลงของเซลล์โดยพบว่า การ

แทรกของไวรัสจีโนมเข้าไปใน DNA ของ host cell จะทําเกิดการขาดหายไปของ gene E2/E1 ซึ่งโปรตีนจาก 

gene ดังกล่าวจะทําหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของ gene E6/E7 เมื่อมีภาวะการสอดแทรกของจีโนมไวรัส

เกิดขึ้นและมีการขาดหายไปของ gene E2/E1 จึงเกิดการแสดงออกของ oncogene E6และ E7 มากขึ้นและ

ไม่สามารถควบคุมได้ ทําให้มี E6 และ E7 ออกมามากผิดปกติและมีผลทําให้เซลล์เกิดการเปลี่ยนแปลงและ

เพ่ิมจํานวนผิดปกติขึ้น และภาวะของการสอดแทรกจีโนมไวรัสเข้าไปใน host cell น้ีจากการศึกษาในปัจจุบัน

พบว่าสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็ง เน่ืองจากตรวจพบลักษณะน้ีในเซลล์ปากมดลูกที่ผิดปกติระดับต่างๆและใน

เซลล์มะเร็งปากมดลูก โดยพบภาวะ HPV integration ร้อยละ 0, 5-100 และ 85-100 ใน CIN I, CIN II-III 

และเซลล์มะเร็ง ตามลําดับ โดยพบอัตราที่แตกต่างกันขึ้นกับวิธีที่ใช้ตรวจ 
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การเปลี่ยนแปลงลําดับเบส หรือ nucleotide sequence variation ของเช้ือ HPV พบว่าเป็นปัจจัย

ของไวรัสที่สําคัญอีกชนิดหน่ึง ซึ่งมีการเปล่ียนแปลงลําดับเบสของ HPV แตกต่างจาก prototype จาก

การศึกษาถึง nucleotide sequence variation ที่เกิดขึ้นพบได้ในหลายๆ HPV genotypes เช่น HPV16, 

18, 31 และ 35 ชนิดที่มีการศึกษามากที่สุดคือ HPV16 โดยพบ nucleotide sequence ที่มีการ

เปลี่ยนแปลงเกิดขึ้นใน gene E6, E7, E2, L1, L2 และ LCR จาก nucleotide sequence ที่เปลี่ยนแปลงไป

ใน gene ดังกล่าวเกิดขึ้นแตกต่างกันในแต่ละภูมิภาคและลักษณะความแตกต่างที่เกิดขึ้นได้ถูกจัดเป็น 

phylogenetic branch แบ่ง HPV16 ออกเป็น variant ชนิดต่าง ๆ โดยมี nucleotide sequence แตกต่าง

กับ prototype อย่างน้อย 1 ชนิด หรือ 2% การจําแนก HPV16 variant อาจจะเปรียบเทียบจากส่วนของ 

gene E6 หรือ gene E6 ร่วมกับ gene ชนิดอ่ืนเช่น E7, L1 หรือ LCR   HPV16 variant ที่พบในปัจจุบันคือ 

European prototype (EP), European (E) variants, Asian variant (As), Asia-American variant (AA), 

Africa1 variant (Af1), Africa2 variant (Af2) และ North-American1 variant (NA1) การศึกษา variants 

ต่าง ๆ เหล่าน้ีพบว่าชนิดของ variant จะพบได้แตกต่างกันไปตามภูมิประเทศ เช่น European variant จะพบ

ได้มากที่สุดในยุโรป อเมริกาเหนือ ในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ Asian variant พบได้มากท่ีสุดในเอเชีย

ตะวันออกเฉียงใต้ Africa variant พบมากท่ีสุดที่แอฟริกา และ Asia-American variant พบมากท่ีสุดที่

อเมริกากลางและอเมริกาใต้ [12] 

Zehbe I และคณะ [13] ศึกษา HPV16 variant ในเซลล์มะเร็งพบ HPV16 variant ร้อยละ 94 

ขณะที่พบ HPV16 prototype ร้อยละ 6 ส่วนเซลล์ผิดปกติในระดับ CIN III พบการกระจายของ prototype 

และ variant ใกล้เคียงกันคือร้อยละ 44 และ 56 และจากการศึกษาในผู้หญิงแมกซิกันซึ่งมีความชุกของการ

ติดเช้ือ HPV ในเซลล์มะเร็งปากมดลูกร้อยละ 87 พบ HPV16 variant ในเซลล์ผิดปกติชนิด LSIL เป็น 

European prototype (EP) (66%) และ European variant (33%) ขณะที่ในเซลล์มะเร็งพบชนิดของ 

variant เป็น EP, AA และ Af โดยจะพบ AA มากที่สุด (44%) และการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า HPV16 AA 

variant มีความสัมพันธ์ในการทําให้เกิดเป็นมะเร็งปากมดลูกที่รุนแรง โดยมีความเสี่ยง( Odd Ratio) สําหรับ

ความสัมพันธ์ในการเกิดมะเร็งปากมดลูกเท่ากับ 27 เท่าซึ่งสูงกว่าใน E variant ที่มีค่าเท่ากับ 3.4 เท่า และ 

HPV16 AA variant มักจะพบในผู้ป่วยที่มีอายุน้อย โดยเฉล่ียประมาณ 7.7 ปี น้อยกว่าผู้ป่วยที่ติดเช้ือ HPV 

16 EP  Berumen J [14] และdel Refugio Gonzalez-Losa M [15]   ทําการศึกษา มะเร็งปากมดลูกซึ่งพบ

สูงมากในประเทศแมกซิโก และหาความสัมพันธ์กับการเกิด variation ของเช้ือ HPV16 ทําการตรวจสอบโดย

ใช้ PCR  ในการศึกษานี้พบ HPV16 กลุ่ม AA variant และกลุ่ม E variant โดยพบกลุ่ม AA ในตัวอย่างที่เป็น

มะเร็งปากมดลูกมากกว่าในกลุ่มควบคุมที่เป็น prototype  จากการศึกษานี้ได้แนะนําว่าการเกิด variations 

ของเช้ือ HPV16 น่าจะมีความสัมพันธ์กับมะเร็งปากมดลูกที่รุนแรง Radhakrishna Pillai M  และคณะ [16] 



8 
 

ศึกษาการเกิด variation ในโปรตีน E6 และ E7 ของเช้ือ HPV16 ที่แยกมาจากเซลล์และช้ินเน้ือปากมดลูก 

โดยเขาพบ specific mutation ภายในโปรตีน E6 ของเด็กผู้หญิงอินเดียที่ถูกวินิจฉัยว่ามีเซลล์ปากมดลูก

ผิดปกติระดับ HSIL และCA จากการศึกษานี้พบว่าการเกิดโปรตีน E6 mutation ในเช้ือ HPV16  และการที่ 

p53 ไม่ทํางานน่าจะเพ่ิมการเกิดมะเร็งที่รุนแรงกว่า HPV 16 prototype  Tornesello ML และคณะ [17]  

ศึกษาการเกิด HPV16 variations โดยศึกษา E6 gene จากตัวอย่างช้ินเน้ือที่ถูกวินิจฉัยเป็น CIN I, II, III และ 

CA ในผู้หญิงชาวอิตาลี โดยเขาพบกลุ่มที่ไม่ใช่กลุ่ม prototype มีลําดับเบสของ E6 gene เปลี่ยนจาก G ไป

เป็น T ที่ตําแหน่งที่ 350 มาก (E6G350T) และพบ E6 gene prototype ในกลุ่มควบคุมพบร้อยละ 43.7 ใน

กลุ่ม CIN I พบร้อยละ 41.2 กลุ่ม CIN II พบร้อยละ 28.6 และในกลุ่มที่เป็น CA พบร้อยละ 11.1 จาก

การศึกษานี้พบว่าการดําเนินโรคไปเป็นมะเร็งของ pre-neoplastic ไม่ได้มีความสัมพันธ์กับ prototype  น้ี 

และการพบกลุ่มที่ไม่ใช่ prototype (non- prototype) ในเซลล์มะเร็งน้ันน่าจะมีความสามารถในการก่อ

มะเร็งดีกว่ากลุ่มที่เป็น prototype (E)  ดังน้ันความสัมพันธ์กับการก่อมะเร็งของ HPV16 แต่ละ variant น้ีจึง

อาจจะมีกระบวนการที่แตกต่างออกไป อาจจะเกิดการสูญเสียการควบคุมการแสดงออกของ oncoprotein 

ดังน้ันการเกิด HPV16 variants ที่ต่างกันอาจมีผลต่อความรุนแรงที่ทําให้การเปลี่ยนแปลงของเซลล์ปากมดลูก

และการพัฒนากลายเป็นเซลล์มะเร็งได้ต่างกัน 

ต่อมา Grodzki M และคณะ ทําการศึกษาเช้ือ HPV16 E6 variants เป็นปัจจัยเสี่ยงในการเกิดการ

ติดเช้ือแบบ persistence และพัฒนาไปสู่การเป็นมะเร็ง โดยทดลองในผู้หญิงชาวฝร่ังเศส โดยแบ่งออกเป็น 3 

กลุ่ม ดังน้ี กลุ่มที่ติดเช้ือแต่ถูกกําจัดไปแล้ว กลุ่มที่มีการติดเช้ือแบบ persistence และกลุ่มที่กําลังพัฒนาไป

เป็น high grade lesion เมื่อตรวจหาเช้ือ HPV พบว่า 2 กลุ่มหลัง ตรวจพบเช้ือ HPV16 โดยมีความเสี่ยง 

(Odd ratio) 2.4 และ 4.2 ตามลําดับ และเมื่อตรวจหา variation พบว่าส่วนใหญ่แล้วจะอยู่ในกลุ่ม HPV16 

350G variant โดยมีความเสี่ยง 3.0 และ 6.2 ตามลําดับ ดังน้ันในการศึกษานี้สรุปว่าเช้ือ HPV และ HPV16 

variant เป็นปัจจัยเสี่ยงในการติดเช้ือแบบยืดเย้ือ และการพัฒนาไปเป็น high-grade lesion  [18] สอดคล้อง

กับผลการศึกษาของ Zuna RE และคณะ โดยศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างเช้ือ HPV16 variants กับการ

วินิจฉัยความรุนแรงของโรคในผู้หญิงชาว Oklahoman ประเทศสหรัฐอเมริกา ที่มีการติดเช้ือ HPV16 จํานวน 

354 คน หลังจากตรวจหา variation บนจีน E6 พบว่า เป็นกลุ่ม European ร้อยละ 86 และกลุ่ม non-

European ร้อยละ 14 ประกอบด้วย กลุ่ม Asian-America, กลุ่ม African และกลุ่ม Native American และ

พบการเพ่ิมขึ้นของอัตราส่วนในกลุ่ม European variant และกลุ่ม non-European variants ในกลุ่มตัวอย่าง

ที่มีระดับความรุนแรงเพ่ิมขึ้น ในขณะที่กลุ่ม European prototype น้ันพบว่าลดลง และเมื่อทดสอบทางสถิติ

แล้วพบว่า กลุ่ม non-European variants มีความเสี่ยงเพ่ิมขึ้นในการที่จะพัฒนาเป็นมะเร็งได้โดยมีค่าความ

เสี่ยง (Odd ration) เท่ากับ 3.8 และในการศึกษานี้สรุปได้ว่า กลุ่มของเช้ือ HPV16 variant ที่พบแตกต่างกัน
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น้ัน มีความเสี่ยงในการดําเนินโรคเข้าสู่มะเร็งได้ และ variant ทั้งหมดทุกกลุ่มน้ันมีความสัมพันธ์กับการพัฒนา

ไปเป็นมะเร็ง  [19] นอกจากน้ี Xi LF และคณะ ศึกษาความสัมพันธ์ของปัจจัยเสี่ยงในการพัฒนาไปเป็นเซลล์ที่

ผิดปกติ high grade cervical intraepithelial neoplasia (CIN) กับกลุ่มของเช้ือ HPV16/18 variants ใน

ตัวอย่างที่เป็น Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance (ASCUS) และ Low-Grade 

Squamous Intraepithelial Lesion (LSIL) พบความเสี่ยงของกลุ่ม CIN3 เพ่ิมขึ้น 2.7 เท่า เมื่อมีการตรวจ

พบเช้ือ HPV16 Af-2 variant และ3.1 เท่า เมื่อตรวจพบเช้ือ HPV16 AA โดยเปรียบเทียบกับกลุ่ม E variant 

ส่วนเช้ือ HPV18 พบความเสี่ยงของกลุ่ม CIN3 เพ่ิมขึ้น 3.8 เท่า เมื่อตรวจพบเช้ือ HPV18 E variant และพบ 

4.8 เท่า เมื่อพบเช้ือ HPV18 AA variant จากการศึกษานี้สรุปได้ว่า กลุ่มของเช้ือ HPV16 และ 18 variants มี

ความสัมพันธ์กับความเสี่ยงในการพัฒนาไปเป็น high-grade CIN แตกต่างกัน [20] KrennHrubec K และ

คณะ ตรวจหาชนิดและ variants ของเช้ือ HPV16 ในตัวอย่างช้ินเน้ือของผู้หญิงชาวตูนิเซียจํานวน 142 ราย 

พบ HPV16 European variants ร้อยละ 64 และ HPV18 European variant ร้อยละ 100 ซึ่งผลการศึกษา

น้ีทําให้ได้ข้อมูลการติดเช้ือ HPV ในผู้หญิงชาวตูนิเซีย รวมทั้งทราบถึงพฤติกรรมและวัฒนธรรม ซึ่งข้อมูล

เหล่าน้ีสามารถนําไปพัฒนาในการทําวัคซีนและการตรวจคัดกรองการติดเช้ือ HPV ได้ในอนาคต [21]  

 แตกต่างจากในการศึกษาของ Shang Q และคณะ ทําการศึกษา sequence variation ในจีน E6, 

E7, และ L1ในตัวอย่างช้ินเน้ือมะเร็งปากมดลูกในผู้หญิงชาวจีนทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ที่มีการติดเช้ือ 

HPV  โดยตรวจพบ HPV16 73% และเมื่อนําไปตรวจหา variation พบเพียง 2 lineage คือ European 

lineage ประมาณ 67% และ Asian lineage พบประมาณ 33% ในการศึกษานี้ทําให้ผู้วิจัยได้ทราบข้อมูล

เก่ียวกับ variation ของเช้ือ HPV16  [22] สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Hu Y และที่ศึกษา variation ใน

จีน E6 ของเช้ือ HPV16 ในกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูกชาวจีน ซึ่งพบ As lineage ร้อยละ 65.45 นอกจากน้ีดู

เหมือนว่า As lineage ยังพบได้บ่อยในกลุ่มผู้ป่วยที่อายุน้อยด้วยและอาจจะมีความสัมพันธ์ของอายุกับการ

วินิจฉัยการเกิดมะเร็งปากมดลูกในเด็กผู้หญิงวัยรุ่นได้ [23] 

นอกจากการศึกษาที่พบว่าชนิดของ variants ที่เกิดขึ้นมีความสัมพันธ์ต่อความรุนแรงของการเกิดโรค

ได้แตกต่างกันแล้ว การศึกษาในแต่ละภูมิภาคท่ีแตกต่างกันยังทําให้พบชนิดของ variants ใหม่ๆ เกิดขึ้น เช่น

ในรายงานจากการศึกษาโดย  de Boer MA และคณะ [24] พบ HPV16 variant ชนิดใหม่ที่แตกต่างจากที่

เคยรายงานมาก่อนคือ HPV16 javanese variant  โดยพบร้อยละ 73 ในประเทศอินโดนีเซีย 

นอกเหนือไปจากชนิดของ  variant ที่เคยรายงานมาก่อนที่เป็น non European variants เช่น AA, As ,NA 

และ Af ซึ่งพบได้ร้อยละ 14, 28 และ 19 ในประเทศ อินโดนีเซีย Surinamese และ เนเธอร์แลนด์ ตามลําดับ 

ลักษณะของ variant ดังกล่าวจะพบการเปลี่ยนแปลงของ gene E7, L1 ร่วมกับ E6 ที่ตําแหน่ง 666A และ 

6826T และ 276G  ตามลําดับ มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนขึ้น ขณะที่การศึกษาในผู้หญิงเกาหลี 
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พบ HPV16 E6 variant ที่ตําแหน่ง 178 (G178T) มากที่สุดโดยพบไม่แตกต่างระหว่างในเซลล์ปากมดลูกปกติ

และในเซลล์มะเร็ง [25] จะเห็นว่าการเปลี่ยนแปลงของ nucleotide sequence และ การเกิด variant ขึ้น

จะแตกต่างกันได้ตามภูมิประเทศ จากสมมติฐานที่ว่าชนิดของ HPV ที่แตกต่างกันทาง genotype เช่น LR 

HPV และ HR HPV ซึ่งมีความสามารถในการทําให้เป็นมะเร็งได้แตกต่างกัน ดังน้ัน variant ที่เกิดขึ้นจึงน่าจะมี

ความสัมพันธ์ในการทําให้เกิดโรคแตกต่างกันตามที่ได้กล่าวมา เช่นใน E variant หรือ AA variant  แต่จาก

การศึกษาของ Zuna RE และคณะ ซึ่งศึกษาความสัมพันธ์ของเช้ือ HPV16 variants กับความเสี่ยงในการ

พัฒนาไปเป็น CIN3 และมะเร็ง โดยศึกษาในตัวอย่างทั้งหมด 155 ราย พบว่ามี ผู้หญิงที่ตรวจพบเช้ือ HPV16 

European variants ร้อยละ 85.2% และ non-European variants ร้อยละ 14.8% และพบ 107 ราย มี

ชีวิตอยู่และไม่มีประวัติการเป็นมะเร็ง อีก 42 ราย ตายจากการเป็นมะเร็งปากมดลูก มี 2 รายยังมีชีวิตอยู่แต่

ป่วยเป็นมะเร็งปากมดลูกและ 4 รายสุดท้าย ตายด้วยสาเหตุอ่ืน จากผลการศึกษาน้ี การตายของผู้ป่วยมี

ความสัมพันธ์กับ European variant และพบว่ามีผู้ป่วยที่ตรวจพบ European variant ตายในระหว่าง

ติดตามผล ร้อยละ 31 มีเพียงร้อยละ 4.4 ของผู้ป่วยที่ตรวจพบว่าเป็น non-European ตาย และกลุ่ม non-

European variant มีการรอดชีวิตดีกว่าเพราะผู้ป่วยส่วนบางมีความผิดปกติอยู่ในระยะที่ยังไม่รุนแรงด้วย 

ดังน้ันในการศึกษานี้สรุปว่ากลุ่มผู้ป่วยมะเร็งที่พบเช้ือ HPV16 non-European variant มีการบุกรกเซลล์น้อย

กว่ากลุ่มที่เป็น European variant [26]  

ปัจจุบันน้ีนอกจากจะมีการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด variation ในจีนต่างๆ ของเช้ือ 

HPV16 กับความรุนแรงในการพัฒนาไปเป็นมะเร็งปากมดลูกแล้ว ยังมีการศึกษาการเกิด variation ในเช้ือ 

HPV ชนิดอ่ืนๆด้วย เช่นในการศึกษาของ Oliveira LH ศึกษา variation ในจีน E6, E7 และ L1ของเช้ือ 

HPV53ในผู้หญิงชาวบราซิล [27] Liu JH และคณะ ศึกษาการเกิด variation ในจีน E6, E7, L1 และ LCR 

ของเช้ือ HPV58 ในประชากรหญิงชาวจีน [28, 29] และพบว่ามีการศึกษาในกลุ่มประชากรหญิงชาวอิตาลีด้วย 

[30] นอกจากน้ียังพบว่ามีการศึกษา variation ในเช้ือ HPV6 ซึ่งอยู่ในกลุ่ม low risk ด้วย  [31] แต่ 

variation ที่พบไม่สัมพันธ์กับการพัฒนาไปเป็นมะเร็ง 

จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า nucleotide sequence ที่เปลี่ยนแปลงของ variant แต่ละชนิด

เกิดขึ้นได้ในหลาย ๆ จีนไปพร้อม ๆ กัน เช่น เกิดขึ้นในส่วนของ gene E6, E7, E2, L1, L2 และ LCR ซึ่งการ

เปลี่ยนแปลงของจีนดังกล่าวจะมีผลทําให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทั้งในโครงสร้าง และหน้าที่ของโปรตีนที่สร้าง

จากจีนแต่ละชนิดเปลี่ยนแปลงไป เช่น ใน HPV16 E6 gene ถ้าเป็น European prototype (EP) จะมี 

reference คือ E6 350T เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงของจีนเกิดขึ้นจะเรียกว่าเกิด European variant ซึ่งพบ

เกิดขึ้นในหลายๆตําแหน่ง แต่ที่พบได้บ่อยที่สุดคือ การเปลี่ยนแปลงของ nucleotide จาก T เป็น G ที่

ตําแหน่ง 350 (E6 G350T) ซึ่งทําให้กรดอะมิโนเปลี่ยนแปลงจาก Leucine (L) เป็น Valine (V) ที่ตําแหน่ง 
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83 (L83V) ที่ตําแหน่งที่เกิดการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวพบว่าสัมพันธ์กับความรุนแรงของการเกิดโรคได้รุนแรง

มากกว่า prototype โดยพบได้ร้อยละ 88 และ 44 ในตัวอย่างเซลล์มะเร็ง และช้ินเน้ือที่ผิดปกติชนิด CIN III 

ตามลําดับ และยังพบว่าใน E variant ที่มีการเกิด E6 L83V ร่วมกับการมี variation ที่ตําแหน่งอ่ืนๆ จะเป็น

ตัวบ่งบอกการดําเนินโรคที่รุนแรงขึ้นโดยไม่เพียงแต่จะทําให้เกิดการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์ผิดปกติชนิด CIN I 

ไปเป็น CIN III  แต่ยังทําให้เกิดการเปลี่ยนแปลงจาก CIN III ไปเป็น เซลล์มะเร็งขึ้น [13] นอกจากน้ียังพบว่า 

nucleotide variation ที่เกิดขึ้นใน gene E6 ทําให้เกิด กรดอะมิโนที่เปลี่ยนแปลงไปในส่วนของโปรตีนที่ทํา

หน้าที่สําคัญเก่ียวกับ transforming activity มีผลทําให้ degrade p53 ได้เร็วขึ้น [32] และมีความสําคัญต่อ 

host immune recognition ทําให้หลบหลีกจากระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายได้ [33]  Chakrabarti O และ

คณะ [34] ได้ศึกษาถึงกระบวนการก่อโรคที่มีความสัมพันธ์กับ HPV16 E6 L83V ต่อการเกิดมะเร็งปากมดลูก

ที่รุนแรงกว่า prototype พบว่า variant ชนิดน้ีจะทําให้เกิดการสูญเสียการควบคุมการแสดงออกของ 

Notch1 ซึ่งเป็น transmembrane receptor ถ้า Notch1 ถูกกระตุ้นเช่ือว่าจะทําให้เกิด anti apoptosis 

signal ขึ้นและมีผลขัดขวาง p53 induce cell death มีผลทําให้เซลล์ที่ติดเช้ือและมีการเปลี่ยนแปลงผิดปกติ

เพ่ิมจํานวนได้มากขึ้นกลายเป็นเซลล์มะเร็งได้เร็วขึ้น  

การแสดงออกของโปรตีน E6 ในเซลล์ติดเช้ือจะเป็นการนําเสนอแอนติเจนต่อ cytotoxic T 

lymphocytes (CTLs) หลังจากมีการจับกับ human leukocyte antigen (HLA) class I  นอกจากน้ี 

โดยเฉพาะ HPV16 variant พบว่ามีความสัมพันธ์กับ HLA B-7 allele ซึ่งทําให้เป็นปัจจัยที่เพ่ิมความเสี่ยงใน

การพัฒนาไปเป็นมะเร็งปากมดลูก [35]. จากข้อมูลดังกล่าวน้ีจึงได้มีสมมุติฐานว่า HPV16 variant ที่จําเพาะ

จะมีโอกาสท่ีดีกว่าเมื่อเทียบกับ prototype ในการหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายและสามารถบุกรุก

ระบบภูมิคุ้มกัน ผ่านกระบวนการของระบบ HLA class I alleles ซึ่งมีความแตกต่างกันในกลุ่มประชากรที่

ต่างกันจึงทําให้มีความเสี่ยงในการพัฒนาไปเป็นมะเร็งเกิดขึ้นแตกต่างกันในกลุ่มที่ติดเช้ือ HPV16 variant 

กลุ่ม As variants พบ E6 gene variation โดยมีการเปลี่ยนแปลงจาก G ไปเป็น T ที่ตําแหน่ง 178 

ทําให้เกิดการเปลี่ยนแปลงกรดอมิโน Aspartic Acid ไปเป็น Glutamic Acid ที่ตําแหน่ง 25 และพบว่าการ

เปลี่ยนแปลงกรดอมิโนที่ตําแหน่ง 25, 27, 58, 78 and 83 จะสัมพันธ์กับ host immune recognition [33] 

และจากการเปลี่ยนแปลงของ base ระหว่าง nucleotide ที่168 and nucleotide ที่188 ใน E6 gene 

อาจจะมีผลทําให้มีการเปลี่ยนแปลงของกรดอมิโนที่ ส่วนปลาย (N-terminus) ของ E6 protein ซึ่งมี

คุณสมบัติทาง antigenic structure ต่อการกระตุ้นหรือตอบสนองของ T cells อย่างดี จึงน่าจะมีผลทําให้

การจดจําของ T cells ลดลง [36] 

ปัจจุบันน้ี บทบาทของ HPV16 E6 variations ต่อความรุนแรงของการเกิดมะเร็งปากมดลูกยังไม่

สามารถอธิบายได้ แต่พบได้ว่า HPV16 E6 variations ที่เกิดขึ้นจะมีกรดอะมิโนเปลี่ยนแปลงพบได้ในตําแหน่ง
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ที่มีความสําคัญในการจดจําโดยระบบภูมิคุ้มกัน ดังน้ัน HPV16 E6 variations ที่เกิดขึ้นน่าจะมีโอกาสที่

เหนือกว่า prototype และมีบทบาทในการทําให้เกิด cell transformation และ บุกรุกระบบภูมิคุ้มกันของ

ร่างกายทําให้เกิดโรครุนแรงได้ [13] ต่อมามีการศึกษาเก่ียวกับหน้าที่การทํางานของกรดอะมิโนที่เปลี่ยนแปลง

ไปบนจีน E6 โดย Lichtig H และคณะ (2006) ศึกษาหน้าที่ของจีน E6 ที่พบว่าเกิด polymorphisms 

ทดสอบในตัวอย่างที่แยกมาจากปากมดลูกของผู้หญิงชาวสวีเดน จํานวน10 ราย ซึ่งเกิด polymorphism บน

จีน E6 แตกต่างกัน ได้แก่ R10G, K11T, N58S, R10G/L83V, I27R/L83V, Q14H/H78T/L83V, R48W, 

L83V, R8Q และ R10I/Q14D/I27TA61G/H78Y พบว่า E6 variants เหล่าน้ีมีความสามารถแตกต่างกันใน

การจับกับ calcium-binding protein (E6BP) ซึ่งเป็นโปรตีนเป้าหมายของ E6 ที่เก่ียวข้องกับการ 

differentiation นอกจากน้ียังมี โปรตีน Bax เป็น pro-apoptosis protein การยับย้ังการชักนําให้เซลล์เกิด

การ differentiation ด้วย serum-calcium ลักษณะความผิดปกติทางด้าน genotype ในการ 

differentiation ของ human keratinocyte และการแสดงออกของพวก cytokeratins เมื่อมีการ

เจริญเติบโตแบบ raft culture [37] ต่อมามีการศึกษาของ Asadurian Y และคณะ ได้ศึกษาหน้าที่และการ

ทํางานของจีน E6 ของเช้ือ HPV16 ที่เกิด polymorphism ทางด้าน N-terminal ใน human keratinocyte 

พบว่า E6 variation ทั้ง 10 ตัวสามารถ degrade โปรตีน p53 and Bax ได้ไม่แตกต่างจาก E6 prototype 

เมื่อนําไปทดสอบ serum/calcium-differentiation resistant colony พบว่าให้ผลแตกต่างกันไป และ E6 

ที่เกิด variant ในตําแหน่ง L83V ซึ่งในการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าความสัมพันธ์กับความเสี่ยงในการพัฒนาไป

เป็นมะเร็งได้ในบางกลุ่มประชากร คือ มีความสามารถในการ degrade โปรตีน p53 และ Bax ได้ดีกว่า E6 

prototype นอกจากน้ีการเกิด variation ในตําแหน่ง L83V น้ันยังส่งเสริมความสามารถในการชักนําให้เกิด 

colonies resistant ต่อ serum/calcium-triggered differentiation แต่ไม่แตกต่างจาก E6 prototype 

อย่างมีนัยสําคัญ   [38]  ต่อมา Zehbe I และคณะ (2009) ศึกษาหน้าที่ที่เก่ียวข้องการในการก่อมะเร็งของ

กรดอะมิโนในจีน E6 ที่พบว่ามีการเปลี่ยนแปลง ได้แก่ L83V, R10G/L83V และ Q14H/H78Y/L83V ในเซลล์ 

human normal immortalized keratinocyte (NIKS) พบว่า เซลล์ที่มีการแสดงออกของ R10G/L83V และ 

Q14H/H78Y/L83V มีแนวโน้มในการเกิด anoikis ได้ดีกว่าเซลล์ที่มีการแสดงออก E6 prototype และ

รูปแบบการ differentiation และ การเกิด apoptosis ของ E6 variant โดยเฉพาะ Q14H/H78Y/L83V 

อาจจะมี phenotype ที่เป็นประโยชน์ต่อการก่อมะเร็งและวงจรชีวิตของไวรัสด้วย  [39] และในการศึกษา

ของ Ricared C และคณะ ได้ทดสอบความสามารถของโปรตีน E6 ที่ถูกจัดอยู่ในกลุ่ม AA โดยมีการ

เปลี่ยนแปลงของโปรตีนดังน้ี Q14H/H78Y/L83V ในการเพ่ิมช่วงชีวิต (life span) และความสามารถในการ 

transformation ใน human foreskin keratinocyte (PHFK) โดยพบว่าในการทดสอบ long term cell 

culture เซลล์ที่ถูก infected ด้วย vector เปล่า ตายใน passage ที่ 9 แต่เซลล์ที่ถูก infected ด้วย E6 
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พบว่าสามารถเลี้ยงต่อไปได้นานกว่า passage ที่ 65 และเมื่อนําไปทดสอบเปรียบเทียบการแบ่งตัว การพัฒนา

ของเซลล์ให้มีขนาดใหญ่ขึ้นใน E6/E7 PHFKs และ AA/E7 PHFKs พบว่า AA/E7 PHFKs มีการแบ่งตัวที่เร็ว

กว่าอย่างมีนัยสําคัญ รวมทั้งการพัฒนาขนาดของเซลล์ให้ใหญ่ขึ้น และมีการแสดงออกของ cytokeratin 10 

เมื่อทําการทดสอบให้มีการเจริญแบบ organotype raft cultures แต่เมื่อทดสอบการกระตุ้น telomerase 

และ การ degrade p53 พบว่าให้ผลไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญจากทั้ง 2 กลุ่ม ดังน้ันในการศึกษานี้แสดง

ให้เห็นหลักฐาน ความสามารถของกลุ่ม AA variant ในความสัมพันธ์กับการเป็น oncogenic potential [40]  

ปัจจุบันมีการศึกษา microRNAs (miRNAs) กันเป็นจํานวนมาก เป็น small non-coding RNA 

molecules มีขนาดประมาณ 21-23 นิวคลีโอไทน์ ทําหน้าทีใ่นการควบคุมการแสดงออกของจีน ส่วน 

miRNA ถูก transcript เป็น long primary transcripts ด้วย RNA polymerase II ซึ่งจะมีลักษณะเป็นสาย

ยาว มีการเติม capped ที่ปลาย 5’, และเติม polyadenylated ที่ปลาย 3’ primary miRNA มีโครงสร้าง

คล้าย stem-lop hairpin ขนาดยาวประมาณ 90 นิวคลีโอไทน์ เรียก miRNA ในระยะน้ีว่า pri-miRNA 

จากน้ัน pri-miRNA จะถูกตัดด้วยเอนไซม์ RNase III 2 ตัว ได้แก่ Drosha และ Dicer ซึ่ง Droha จะจับกับ 

DGCR8 และตัด pri-miRNA ที่ตําแหน่งจําเพาะ ได้ขนาดประมาณ 18-24 นิวคลีโอไทน์ ซึ่งจะเรียก miRNA 

ในระยะน้ีว่า pre-miRNA แล้วมันจะถูกสง่ออกไปยัง cytoplasm ผ่านทาง exportin 5 โดย miRNA ที่ถูก

ส่งออกมาน้ีจะเรียกว่า mature miRNA มีลกัษณะเป็นสายสั้นๆ 2 สายที่ complementary กัน จะมีหน่ึงสาย

ที่เป็น mature miRNA และอีกสายจะเรียกว่า miRNA* จับกันเป็นลักษณะ miRNA:miRNA* โดยโมเลกุลน้ี

จะถูกจับด้วย RNA-induced silencing complex (RISC) ซึ่งเป็นโปรตีนขนาดใหญ ่ซึ่ง RISC จะกระตุ้นให้ 

miRNA:miRNA* แยกออกเป็นสายเด่ียว โดย miRNA* เมื่อแยกแล้วจะถกูย่อยสลายไป ส่วน mature miRNA 

ที่ติดอยู่กับ RISC จะทําหน้าที่ในการพา RISC ไปจับกับ mRNA เป้าหมายทําให้ mRNA สายน้ันไม่สามารถเกิด

การ translation ได้ ส่งผลให้ลดการแสดงออกของโปรตีน   

การจับกันระหว่าง miRNA กับ mRNA เป้าหมายมีความจําเพาะ โดย miRNA จะใช้ตรงส่วนบริเวณ

ปลายของ 5’ miRNA ไปจับกับบริเวณปลาย 3’ ของ mRNA เป้าหมาย โดยจะเรียกบริเวณปลาย 5’ ของ 

mRNA ที่จับกับปลาย 3’ ของ miRNA แบบ complementary ว่า seed region ซึ่งเป็นกลไกของ miRNA 

ในการควบคุม mRNA เป้าหมาย ด้งน้ันถ้า miRNA สามารถจับกับ mRNA เป้าหมายได้ข้างสมบูรณ์ ทําให้ 

RISC เข้าไปจับกับ mRNA เป้าหมายได้โดยตรงแล้วทําการย่อยหรือตัดสาย mRNA เป้าหมาย ทําให้ไม่มีการ

แสดงออกของโปรตีนได้ แต่ถ้า miRNA จับกับ mRNA เป้าหมายได้เพียงบางส่วนส่งผลใหก้ารควบคุมเป็น

ลักษณะการกดหรือลดการแสดงออกของโปรตีน ซึ่งยังไม่ทราบกลไกทีแ่น่ชัด แต่คาดว่าจะไปมีผลต่อระดับการ

สร้างโปรตีนในระยะ pre-initiation หรือ post-initiation แต่ไม่มีผลต่อระดับของ mRNA [41] miRNA มี

บทบาทสําคัญในหลายๆ ขั้นตอนทางชีวภาพของเซลล์ ได้แก่ cell proliferation, cell differentiation, 
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apoptosis, stress resistance และ  fat metabolism นอกจากน้ี miRNA บางตัวยังทําหน้าที่ในการ

ควบคุม oncogenic หรือ tumor suppressor activity อีกด้วย ดังน้ันจะเห็นได้ว่า เมื่อ miRNA มีความ

ผิดปกติไป จะส่งผลกระทบต่อการควบคุมกลไกต่างๆ ภายในเซลล์ ซึ่งอาจมีผลต่อการทีจ่ะทําให้เซลล์พัฒนาไป

เป็นมะเร็งได้ นอกจากน้ียังสามารถนําไปพัฒนาใช้เป็น marker เพ่ือใช้ในการบ่งช้ี หรือ วินิจฉัยรอยโรคก่อนที่

จะมีพัฒนาไปเป็นมะเร็งได้ [42] 

 จากการศึกษารูปแบบการแสดงออกของ miRNA ทั้งจากเซลลม์ะเร็งและในตัวอย่างช้ินเน้ือที่เป็น

มะเร็งชนิดต่างๆ พบว่า miR-21 เป็นตัวหน่ึงที่มีการแสดงออกที่ผิดปกติโดยมีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นอย่างมี

นัยสําคัญในหลายๆ มะเร็ง อาทิเช่น มะเร็งเต้านม มะเร็งตับ มะเร็งลําไส้ มะเร็งตับอ่อน มะเร็งรังไข่ รวมท้ังใน

มะเร็งปากมดลูก ซึ่งการเพ่ิมการแสดงออกของ miR-21 น้ันพบว่ามีความสัมพันธ์กับการเพ่ิมจํานวนของเซลล์ 

การ migration การป้องกันการเกิด apoptosis การ invasion รวมท้ัง การ metastasis ด้ังน้ันจะเห็นได้ว่า 

miR-21 เป็นโมเลกุลทีส่ําคัญในการที่จะทําให้เซลล์พัฒนาไปเป็นเซลล์มะเร็ง 

จีน miR-21 อยู่บน chromosome ที่ 17q23.2 และ promoter ที่ควบคุมการแสดงออกของ pri-miR-

21 อยู่บน intron ที่ 10 ซึ่งจะ overlapping กับส่วนของจีน TMEM49 แต่ไม่เก่ียวข้องกับการ transcription 

ของ miR-21 การแสดงออกของ miR-21 ถูกควบคุมผ่านทาง transcription factors หลายตัว โดยใน

การศึกษาแรกๆ มีรายงานว่า IL-6/STAT3 และ phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)/AP-1 เป็น 

complex ที่สามารถชักนําการแสดงออกของ miR-21 ได้อย่างมีประสิทธิภาพ รวมทั้ง Ras, ERK1/2, EGFR 

และ Estrogen Receptor อีกด้วย นอกจากน้ียังมี Ets/PU.1, CCAAT/enhancer binding protein-α 

(C/EBPα), nuclear factor-I (NFI), serum response factor (SRF), p53 และ signal transducer and 

activator of transcription-3 (STAT3) [43] แต่ในทางตรงข้าม miR-21 ถูกกดการแสดงออกผ่านทาง NFI, 

C/EBP, Gfi1 และ Estrogen Receptor [44] miR-21 มีบทบาทหน้าที่ในการเป็นทัง้ anti apoptosis และ 

pro-survival โดย target ของ miR-21 ได้แก่ 

Programmed Cell Death 4 (PDCD4) protein เป็น target อีกตัวหน่ึงของ miR-21 ทําหน้าที่เป็น 

tumor and metastasis suppressor พบว่าถูก downregulated ในหลายๆ เซลล์มะเร็ง มีการศึกษาแสดง

ให้เห็นว่า PDCD4 มีการเพ่ิมขึ้น เมื่อมีการยับย้ังการทํางานของ miR-21 และในการทดลอง metastasis 

assay เมื่อทําการยับย้ังการทํางานของ miR-21 มีผลทําให้เซลลล์ดการ invasive การ metastasis 

นอกจากน้ี พบว่า PDCD4 มีการลดลงในระหว่างการกระตุ้น TLR4 ใน macrophage การทํางานของ PDCD4 

เป็นตัวยับย้ังการ translation โดยการไปยับย้ัง eukaryotic translation-initiation factor 4F (EIF4F) ซึ่ง

ต้องใช้ในเป็นตัวเริ่มต้นในการ translation ตรง 5’ UTR ของ mRNA ดังน้ันเมื่อ mRNA จับกับ 5’ UTR ก็จะ
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กลายเป็น complex ที่ยาว มี GC content สูง และสามารถเปลี่ยนโครงสร้างเป็น RNA secondary ซึ่งจะไว

ต่อการยับย้ังด้วย EIF4F และไวต่อระดับของ PDCD4 ภายในเซลลด้์วย ต่อมามีการเสนอว่า mRNA มัน 

encode growth factor และ cytokine ที่สามารถจับกับ complex RNA ได้ และไวต่อ activity ของ 

PDCD4 โดยพบว่ามีการสร้าง IL-10 ซึ่งมันจะเพ่ิมขึ้นหลังจากที่มีการกระตุ้นด้วย LPS ขึ้นกับ miR-21 และ 

PDCD4 และนอกจากน้ี PDCD4 สามารถยับย้ังการ translation ของ IL10 ย่ิงทําให้ชัดเจนว่า miR-21 

ส่งเสริมการตอบสนอง anti-inflammatory โดยมีการสร้าง IL-10 เพ่ิมขึ้น [45] 

PTEN หรือ Phosphatase and tension homolog มีคุณสมบัติเป็นทั้ง lipid และ protein 

phosphatase activity ทําหน้าที่ไปดึงหมู่ Phosphate ออกจาก Phosphatidylinositol-3,4,5-

trisphosphate 3-phosphatase (PIP3) กลายเป็น phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate (PIP2) ซึ่ง

มีผลทําให้ยับย้ังการทํางานของ AKT pathway ซึ่งเป็น pathway ที่มีบทบาทสําคัญใน cell proliferation, 

cell differentiation, cell survival มีการศึกษาในมะเร็งเต้านมและมะเร็งตับ พบว่า PTENเป็นเป้าหมาย

โดยตรงของ miR-21 ส่งผลให้มีการเพ่ิมจํานวนของเซลลม์ะเร็ง การ migration และการ invasion นอกจากน้ี 

การเปลี่ยนแปลงของ miR-21 มีผลให้ไปเปลี่ยนแปลงการเติมหมู่ phosphate ให้กับ focal adhesion 

kinase และการแสดงออกของ matrix metalloproteases (MMPs)2 และ 9 ซึ่งทั้งคู่น้ันเป็นโปรตีนที่อยู่

ภายใต้การควบคุมของ PTEN ซึงจะเก่ียวข้องกับการ migration และการ invasion [46, 47] และการ 

down-regulation ของ PTEN ด้วย miR-21 ส่งผลให้มกีาร up-regulation ของ PI3K-AKT pathway หรือ 

MMPs ทําให้มกีารเพ่ิมการรอดชีวิตของเซลล์และการ motility 

นอกจากน้ียังมี  target อ่ืนๆอีกหลายตัว เช่น Sprouty Proteins (Spry1,2) ทําหน้าเป็น negative 

regulator ของ ERK-MAP kinase และ เป็น inhibitor ของ branching morthogenesis, RECK เป็น 

tumor suppressor ที่เป็น negative regulator ของ MMP9, Bcl2 เป็น apoptosis inhibitor, MARCKS 

เป็น PKC substrate และ actin filament crosslinking protein, HNRPK เป็น pre-mRNA-binding 

protein และควบคุม cell cycle, IL-12p35 ทําหน้าที่เก่ียวข้องกับ allergic airway inflammation, JAGI 

เป็น ligand สําหรับ receptor ของ Noch 1, BTG2 เป็น antiproliferative protein, LRRFIP1 เป็น 

inhibitor ของ NF-κB signaling, BMPRII เป็น receptor สําหรับ BMP2 และ BMP7, TGFBR2  เป็น 

Ser/Thr protein kinase ซึ่งอยู่ในกลุ่มของ TGFβ receptor subfamily และ Cdc25A เป็น tyrosine 

protein phosphatase ซึ่งเป็น oncogene [48] 

  miR-21 มีบทบาทหน้าที่เก่ียวข้องกับโปรตีนหลากหลายชนิด ซึ่งส่วนใหญ่จะมีผลไปส่งเสริมการเกดิ

หรือการพัฒนาเซลล์ไปเป็นมะเร็งและทางผู้วิจัยมีแนวความคิดว่า HPV16As E6 D25E สามารถชักนําให้ miR-
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21 มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น ส่งผลไปส่งเสริมให้มีการยับย้ังการแสดงออกของ PTEN ซึ่งทําให้การทํางานของ 

Akt pathway เพ่ิมมากขึ้น ซึ่ง Akt pathway เป็น pathway ที่สําคัญของเซลล์ในการเกิด cell 

proliferation, cell differentiation, survival เพราะฉะนั้นมีผลให้โปรตีนต่างๆใน pathway น้ีมีการ

แสดงออกเพ่ิมขึ้น รวมทั้ง Mdm2 ซึ่งเป็นตัวควบคุมการแสดงออกของโปรตีน p53 ในเซลล์ปกติ ทาํให้โปรตีน 

p53 ที่อยู่ในเซลล์ที่มกีารแสดงออกของ HPV16As E6 D25E ถูก degrade ได้ทั้งจากโปรตีน E6 D25E และ

จาก Mdm2 ด้วย ทําให้เซลล์ที่มีการติดเช้ือ HPV16 As E6 D25E สามารถ degrade โปรตีน p53 ได้เร็วกว่า

เซลลท์ี่มีการติดเช้ือ HPV16 Prototype นอกจากน้ียังทําให้เซลล์ทีผ่ิดปกติน้ีมีการตายลดลงและส่งเสริมให้

เซลลม์ีการเพ่ิมจํานวนอีกด้วย  
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3. วิธีดําเนินการวิจัย (Method) 

 

3.1 การเตรียม DNA ของ HPV16 As variants และ HPV16 prototype 

HPV16 prototype ที่ใช้ในการศึกษานี้เป็น HPV16 reference plasmid ส่วน HPV16 As variants 

ที่ใช้ในการศึกษานี้คัดเลือกมาจาก DNA ที่สกัดจากตัวอย่างช้ินเน้ือ (paraffin embedded biopsies) ที่มีผล 

pathology เป็น squamous cell carcinomas ซึ่งได้รับการศึกษาและทราบลําดับนิวคลีโอไทด์แล้วจาก

ผลการวิจัยเรื่อง “HPV16 variant in squamous cervical cell of women in northeast Thailand”  

ของ น.ส. พีชานิกา ชอบจิตต์ ซึ่งเผยแพร่ในวารสาร Int J Infect Dis. 2009 Mar;13(2):212-9.[49]  

 

3.2 การเพิ่มปริมาณ E6 gene 

1. ออกแบบ primers ให้มีตําแหน่งที่จําเพาะกับลําดับ nucleotide ของ E6 gene ช่วงที่ 83-559 

(ข้อมูลจาก GeneBank: K02718) และเหมาะสมกับการเช่ือมต่อเข้ากับพลาสมิดเวกเตอร์ชนิด 

pcDNA™3.2/V5 Gateway® Directional TOPO® (Invitrogen) ซึ่งมีโครงสร้างดังแสดงในรูปที่ 3.1 

2. เพ่ิมจํานวนจีน E6-prototype และ จีน E6-As variants ด้วยวิธี PCR ตามข้ันตอนดังน้ี  

เตรียม master mix ประกอบด้วย 1X PCR Buffer, 3 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, 1μM primers, .02 

U/Taq polymerase และ DNA แม่แบบ  

3. ต้ัง condition ในการทํา PCR ตามน้ี 94°C 5 mim, 94°C 1 min, 50°C 1 min, 72°C 1 min, 

และ 72°C 5 min ทั้งหมด 40 cycles เพ่ือเพ่ิมปริมาณให้เพียงพอสําหรับการนําไปเช่ือมต่อเข้ากับพลาสมิ

ดเวกเตอร์ 

4. นํา PCR products มาแยกบน 1.5% agarose gel โดยวิธี electrophoresis เพ่ือตรวจหาขนาด

ของแบน PCR products ที่ได้ มีขนาดตรงกับที่ต้องการ  
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 รูปที่ 3.1 โครงสร้างของ pcDNA™3.2/V5 Gateway® Directional TOPO®  

 

3.3 การสร้าง recombinant vector ของ E6-prototype และ E6-As variants ของเชื้อ HPV16 

1. นํา PCR products ที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณ E6 gene ของ HPV16 prototype และ HPV16 As 

variant ไปเตรียมความเข้มข้นให้ได้ตามท่ีกําหนด 

2.เติมลงใน cloning reaction tube (ประกอบด้วย Fresh PCR products, salt solution, water, 

TOPO® vector)  

3. ทําการ transformation เข้าไปใน competent cells E. coli สายพันธ์ุ Top10 และคัดเลือก

โคลนโดยใช้ LB plates ที่เติม Ampicillins  100 μg/ml  นําโคลนที่ได้ไปเพ่ิมจํานวนโดยทําการเลี้ยงใน LB 

broth ที่มี Ampicillins 100 μg/ml ที่ incubator shaker 37°C overnight  

4. นําโคลน ที่ได้ไปต้ม 100°C 5 นาที แล้วใช้เป็น template ในการทํา PCR ตามข้ันตอนในข้อ 3.2

เพ่ือตรวจหาจีน E6 นําโคลนที่มีจีน E6 ไปสกัดพลาสมิดด้วยวิธี minipreparation   

 

วิธีการสกัดพลาสมิดด้วยวิธี minipreparation 

     1. นํา LB broth culture มา centrifuge ให้เซลล์ตกตะกอนที่ 1,500 rpm นาน 10 นาที 

     2. เท supernatant ทิ้ง แล้วเติม Solution I (50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH8.0) 100 μl ผสมให้เข้า

กันโดยการดูด-เป่า ด้วย autopipette และ mix ด้วย vortex 
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     3. เติม solution II (0.1 M NaOH, 1%SDS) 150 μl ผสมให้เข้ากันโดยการควํ่าหลอดไปมา  

     4. เติม solution III (1.5M Potassium Acetate pH 5.4) 200 μl ผสมให้เข้ากันโดยการควํ่าหลอดไปมา 

แล้ววางบนนํ้าแข็งนาน 5 นาที 

     5. ป่ันตกที่ 12,000 rpm 10 นาที แล้ว ดูด supernatant ใส่ microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 

หลอดใหม่ 

     6. เติม phenol-chroloform (1:1) ในอัตราส่วน 1 เท่าของ supernatant ที่ดูดมาได้ แล้วผสมให้เข้ากัน

โดยการควํ่าหลอดไปมา 

     7. ป่ันตกที่ 12,000 rpm 10 นาที แล้ว ดูด supernatant (ส่วนใสด้านบน) ใส่ microcentrifuge tube 

ขนาด 1.5 ml หลอดใหม่ 

     8. เติม Isopropanol อัตราส่วน 1 เท่าของ supernatant ที่ดูดได้ แล้วผสมให้เข้ากันโดยการควํ่า หลอด

ไปมา แล้วนําไป incubate ที่ตู้ -70°C เป็นเวลา 1 ชม. 

     9. ป่ันตกที่ 12,000 rpm 15 นาที แล้วเท supernatant ทิ้ง 

     10. ป่ันล้างพลาสมิด ด้วย 70% ethanol ที่ 12,000 rpm 5 นาที  

     11. นําพลาสมิดที่ได้ มา dry ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที 

     12. เติม TE solution 50 μl เคาเบาะๆ แล้ว incubate ที่ 37°C เป็นเวลา 1 ชม. 

     13. นําไปวัดปริมาณความเข้มข้นของพลาสมิดที่สกัดได้ 

     14. นําไปตัดด้วย restriction enzyme และเก็บที่ -20°C 

 

3.4 การตรวจสอบพลาสมิดโดยการนําไปตัดด้วย restriction enzyme 

1. นําโคลนที่ผ่านการตรวจสอบแล้วว่ามีจนี E6 โดยตรวจหาจีน E6 ด้วยวิธี PCR มาสกัดพลาสมิด 

ด้วยวิธี minipreparation  

2. นําไปตัดด้วยเอนไซม์ NdeI (Fermentas®) ประกอบด้วย Buffer, PCR products, NdeI, DW 

แล้ว incubate ที่ 37°C overnight 

3. เอนไซม์น้ีมตํีาแหน่งที่จําเพาะต่อพลาสมิดที่สร้างขึ้น โดยสามารถตัดพลาสมิดได้ 2 ตําแหน่ง คือ 

ตรงบริเวณพลาสมิด 1 ตําแหน่ง และบริเวณจีนที่เช่ือมใส่เข้าไปอีก 1 ตําแหน่ง ดังน้ันเมื่อตัดพลาสมิดที่มีจีน 

E6 อยู่ แล้วนําไปวิเคราะห์แยกแบนด้วยวิธี 0.7% gel electrophoresis จะพบแบน 2 ขนาด ได้แก่ 5340 

bp และ 669 bp  
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3.5 การตรวจสอบความถูกต้องของลาํดับ nucleotide โดยการ sequencing  

นําโคลนที่ใหผ้ลบวกจากการทดสอบการตัดด้วยเอนไซม์ NdeI ไปทําการ sequence เพ่ือตรวจสอบ

ความถูกต้องของลําดับนิวคลีโอไทน์ของแต่ละโคลน และโคลนที่ให้ผลการ sequence ที่ถูกต้อง นําไปทําการ

เพ่ิมจํานวนและเก็บไว้เพ่ือศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนต่อไป 

 

 3.6 การทดสอบความสามารถในการแสดงออกของโปรตีน E6 ในแต่ละโคลนที่ได้ 

             1. เพ่ิมจํานวนของโคลนที่ได้ โดยนําไปเลี้ยงใน LB broth 10 ml ที่มี amplicilin 100 μg/μl บ่ม

ในตู้ shaker incubator ที่ 37ºC เป็นเวลา 18 ชม.  

2. สกัดและ purify พลาสมิดด้วยวิธี minipreparation จากน้ันนําพลาสมิดที่ได้ไปวัดปริมาณความ

เข้มข้นและหาค่า purity อีกส่วนหน่ึงนําไปแยกโดยใช้ 0.7% agarose gel electrophoresis เพ่ือวัดและ

ยืนยันปริมาณความเข้มข้นของพลาสมิดด้วย  

3. ทดสอบความสามารถในการแสดงออกของพลาสมิดโดย transfected พลาสมิด เขา้ไปในเซลล ์

C33A ซึ่งเป็น HPV negative cervical cancer cells โดยใช้ Lipofectamine 2000 (Invitrogen) ตาม

ขั้นตอนดังน้ี 

    - เตรียมเซลล์ C33A อายุ 1 วัน ใน 24-well tissue culture plate ตัวอย่างโคลนละ 3 หลุม 

โดย 1 หลุมนําไปสกัด RNA และอีก 2 หลุมที่เหลือนําไปสกัดโปรตีน 

    - เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเ์ดิมออก แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล ์(DMEM) ที่ไม่ม ีfetal bovine 

serum (FBS) และไม่มียาปฏิชีวนะ ปริมาณ 100 μl แล้วนําไปบ่มต่อที่ตู้บ่ม 37°C ที่มี 5% CO2 เพ่ือรอการ 

transfection 

    - เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล ์DMEM 50 μl ผสมกับ recombinant vector E6 แต่ละตัวให้มีความ

เข้มข้น 0.8 μg ขณะเดียวกัน ผสมอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM 50 μl กับ Lipofectamine 2000 ปริมาณ 2 μl 

บ่มที่อุณหภูมหิ้อง เป็นเวลา 5 นาที จากน้ันนําอาหารเลี้ยงเซลล์ทั้งสองมาผสมกัน แลว้บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็น

เวลา 20 นาที   

   - นําอาหารเล้ียงเซลลท์ี่ผสมทั้ง recombinant vector และ Lipofectamine 2000 จากข้อ 3 

โดยจะมีปริมาณทั้งหมด 100 μl มาหยดทีละหยดบน เซลล์ C33A ที่เตรียมไว้แล้วในขอ้ 2 เคาะและหมุนเบาๆ 

เพ่ือให้ transfection reagent กระจายให้ทั่วเซลล ์นําไปบ่มต่อที่ตู้บ่ม 37°C ที่มี 5% CO2 เป็นเวลา 6 ชม.  

   - เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเ์ดิมออกไป แลว้เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่มี 10% FBS แต่ไม่มียา

ปฏิชีวนะเข้าไปแทน แล้วบ่มต่อที่ตู้บ่ม 37°C ที่มี 5% CO2 เป็นเวลา 48 ชม.จากน้ันเก็บเซลล์เพ่ือนําไปสกัด 

RNA และโปรตีน 
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3.6.1 การสกัด RNA จาก transfected เซลล์ C33A  

  1. เก็บ transfected C33A cells ตามระยะเวลาที่กําหนดโดยการ trypsinize เซลล์ แล้วใส่

ใน eppendroff ป่ันที่ 2000 rpm เป็นเวลา 5 นาที ที ่4°C แล้วป่ันล้างด้วย PBS จํานวน 2 ครั้ง  

2. เติม Trizol (Invitrogen) ปริมาณ 500 μl ดูดเป่าขึ้น-ลง เพ่ือให้เซลล์แตกด้วย 

autopippet แล้วป่ันตกที่ 14,000 rpm, 10 นาที ที่ 4 °C 

3. ดูด supernatant ใส่ eppendroff ใหม่ แล้วเติม chloroform 100 μl ผสมโดยการ

ควํ่า-หงาย แลว้บ่มต่อที่อุณหภูมิห้อง 3 นาที ป่ันตกที่ 14,000 rpm 15 นาที ที่ 4°C 

4. ดูดตรงบริเวณตรงกลางที่มีลักษณะใสๆ (aqueous phase) ใส่ eppendroff ใหม ่

5. เติม Isopropanol 250 μl บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที แล้วป่ันตกที่ 14,000 

rpm 10 นาที ที่ 4°C 

6. เท supernate ทิ้ง ล้าง RNA ที่ได้ด้วย 75% ethanol 1 ml แล้วป่ันตกที่ 8,000 rpm 5 

นาที 4°C  

7. เท supernatant ทิ้ง แล้ว dry RNA 10 นาที เติม DEPC-treated water 20 μl  

8. นําไปบ่มต่อที่ 55°C เป็นเวลา 10 นาที  

9. นํา RNA ไปเปลี่ยนเป็น cDNA และเก็บ RNA ที่สกัดได้ ที่ตู้ -80°C  

 

3.6.2 การเปลีย่น RNA ที่สกัดได้ไปเป็น cDNA  

                     1. เตรียม Master mix ซึ่งประกอบด้วย 5x iScription Reaction Mix (Bio Rad), iScript 

Reverse Transcriptase, Nuclease-free water และ RNA template  

                     2. กําหนดเวลาในการ incubation โดยใช้เครื่อง thermocycle ตามน้ี 5 min 25°C, 30 

min 42°C, 5 min 85°C 

 

3.6.3 การตรวจหาระดับ mRNA ของจีน E6 ที่มีการแสดงออกใน transfected C33A 

        นํา cDNA ที่ได้ไปเป็น template เพ่ือตรวจหาระดับ mRNA โดยวิธี real time PCR 

Primers ที่ใช้แสดงในตาราง 
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Primers Sequences 

β-actin-F 5’ CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG 3’ 

β-actin-R 5’ TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA 3’ 

E6-F-clone 5’ CACCATGCACCAAAAGAGAACTGC 3’ 

E6-R-clone 5’ GAGCAGCTGGGTTTCTCTACGT 3’ 

 

1. เตรียม Master mix 20 μl ประกอบด้วย 2x Master mix 12.5 μl, และ PCR 

qualified water 6.5 μl เติม template 2 μl 

2. นําไปทํา PCRโดยใช้เครื่อง Real time PCR Lightcycler 480 (Roche) กําหนด 

condition ตามน้ี PCR initial activation step 95°C, 5 min, 3-step cycle, 40 cycles: 95°C, 60s, 

55°C, 60s, 72°C, 2 min.  

3. การเพ่ิมขึ้นของสัญญาณ fluorescence ในแต่ละเซลลท์ี่ทดสอบนั้นจะถูกวัดในระยะ 

extension step ของแต่ละรอบ ด้วย Detector software  

4. ระดับ mRNA ของแต่ละเซลลท์ี่ถูก transfect น้ัน จะคํานวณตามสูตร ΔΔCT และ 

normalize ด้วย β-actin 

  

3.6.4 การตรวจหาโปรตีน E6 ที่มีการแสดงออกในเซลล ์C33A หลังจากทําการ transfection 

ด้วยวิธี Western blot hybridization 

 1. สกัดโปรตีนจากเซลล ์C33A ที่ถูก transfected ด้วย recombinant E6 expression 

vector โดย trypsinized เซลล์ แล้วป่ันล้างเซลล์ด้วย PBS 2 ครั้ง  

 2. เติม lysis buffer 30 μl ดูดเป่าแล้ว mix ด้วย vortex เป็น 15 วินาที นําไปแช่บนนํ้าแข็ง 

30 นาที ทุก 15 นาที ทําการ mix ด้วย vortex เป็นเวลา 15 นาที แล้วนําไปป่ันตกที่ 14,000 rpm 30 นาที 

4ºC    

 3. ดูด supernatant ใส่ tube ขนาด 1.5 ml นําไปวัดหาปริมาณความเข้มข้นของโปรตีน

ด้วยวิธี Bradford (Bio Rad)  

 4. นําไปทํา western blot ส่วนที่เหลือเก็บที่ตู้ -80ºC 

 

 



23 
 

 การทํา Western blot hybridization   

 1. นําโปรตีนที่สกัดได้ปริมาณ 30 μg ผสมกับ sample buffer ต้ม 5 นาที จากน้ันนําไปแยก

โปรตีนด้วย 12% SDS-PAGE  

 2. ย้ายโปรตีนที่แยกด้วย 12%SDS-PAGE ลงบน PVDF membrane ด้วยวิธี semi-dry 

โดยใช้กระแสไฟ 150 volt และ 300 mA เป็นเวลา 1 ชม. 

 3. นํา membrane ไป block ด้วย 5% skim milk, 1XPBS+0.1% tween-20 เป็นเวลา 1 

ชม. ที่อุณหภูมิห้อง  

 4. นําไป incubate ร่วมกับ primary antibody คือ mouse monoclonal HPV16/18E6 

primary antibodies (1:5,00, Abcam) ใน 1% skim milk, 1XPBS+0.1% tween-20 ที่ 4°C overnight 

 5. ล้าง membrane ด้วย 1XPBS + 0.1% tween-20 ทั้งหมด 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที แล้้

วนําไป incubate ร่วมกับ secondary antibody ซึ่งเป็น goat anti-mouse antibodies-HRP (1:1,000, 

Santa cruz) ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชม.  

 6. ล้าง membrane ด้วย 1XPBS + 0.1%tween-20 3 ครั้ง ตามด้วย 1XPBS 2 ครั้ง  

 7. นํา substrate (Supersignal West Pico substrate) ผสมอัตราส่วน 1:1 เทลงบน 

membrane แล้ว incubate เป็นเวลา 1 นาที แล้วนําไปประกบบนแผ่นฟิล์ม ก็จะเกิดแบนให้เห็น 

 

3.7 การเตรียม E6AP expression vector 

      นํา E6AP expression vector ซึ่งเป็น plasmid ที่ได้รับความอนุเคราะห์จาก Prof. JON M. 

HUIBREGTSE มา transform เข้าใน E. coli สายพันธ์ุ DH5α เพ่ือเพ่ิมปริมาณให้เพียงพอสําหรับการใช้ใน

โครงการวิจัยน้ี 

1. เตรียม competent E. coli สายพันธ์ุ DH5α 

2. Transform plasmid เข้าไปใน competent E. coli สายพันธ์ุ DH5α โดยวิธี heat-shock 

assay 

3. Spread เช้ือบนอาหารเลี้ยงเช้ือ (LB-agar plate) ที่มยีา ampicillin 50 μg/ml 

4. Incubate ที่ 37oC overnight 

5. คัดเลือก clones ของแบคทีเรียที่ขึ้นบน LB-agar plate 

6. สกัด plasmid ด้วยวิธี minipreparation และตรวจสอบ plasmid ที่สกัดได้โดยการแยกด้วย 

0.7% agarose gel electrophoresis 
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7. วัดปริมาณและค่า purity ของพลาสมิดที่ได้ แล้วเก็บที ่-20oC  

 

3.7.1 การ transfection E6AP expression vector 

        เพ่ือทดสอบว่าจีน E6AP ที่อยู่ใน E6AP expression vector ที่เตรียมได้ สามารถแสดงออกได้

จริงใน mammalial cell line จึงทําการ transfection E6AP expression vector เข้าใน เซลล์ 293FT 

1. เตรียม เซลล์ 293FT อายุ 1 วัน ใน 24-well tissue culture plate 

2. Transfect E6AP expression vector จํานวน 0.8 μg เข้าเซลล์ 293FT ที่เตรียมไว้ ด้วย 

Lipofectamine 2000 (Invitrogen) จํานวน 2 μL 

3. Incubate 37oC ที่ตู้ CO2 incubator เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 

 

3.7.2 การทดสอบการแสดงออกของ E6AP expression vector โดยวิธี western blot 

                        หลังจากทําการ transfection เซลล ์ 293FT ด้วย E6AP expression vector โดยใช้ 

Lipofectamine 2000 บ่มเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง แล้วจึงทดสอบการแสดงออกของจีน E6AP โดยการตรวจหา

โปรตีน E6AP โดยวิธี western blot  

1. เก็บ transfected cells จาก 24-well plate ด้วยการ trypsinization ใส่ใน tube 

ขนาด 1.5 ml 

2. เติม lysis buffer สกัดโปรตีนตามขั้นตอนในข้อ 3.6.4  

3. นําโปรตีนที่ได้ผสมกับ sample buffer แล้วต้ม 5 นาที 

4. นําไปแยกโปรตีนด้วย 10% SDS-PAGE 

5. Transfer โปรตีนในแผ่น gel ลงบน PVDF membrane ด้วยวิธี semi-dry 

6. block membrane ด้วย 5% skim milk, 1XPBS+0.1% tween-20 ที่อุณหภูมิห้อง 

เป็นเวลา 1 ชม. 

7. เจือจาง 1:1,000 mouse monoclonal anti-E6AP antibody (Santa cruz 

Biotechnology Inc) ใน 1% skim milk, 1XPBS+0.1% tween-20 

8. Incubate โปรตีนบน PVDF membrane ด้วย 1:1,000 mouse monoclonal anti-

E6AP antibody (Santra cruz Biotechnology Inc) ที่ 4°C overnight 

9. ล้าง membrane ด้วย 1XPBS + tween-20 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 
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10. เจือจาง 1:10,000 goat anti-mouse antibody-HRP (Santa cruz Biotechnology 

Inc) ใน 1% skim milk, 1XPBS+0.1% tween-20 

11. Incubate PVDF membrane ด้วย 1:10,000 goat anti-mouse antibody-HRP ที่

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชม. 

12. ล้าง membrane ด้วย 1XPBS + tween-20 อีก 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 

13. ล้าง membrane ด้วย 1XPBS 2 ครั้ง 

14. ใส่่ substrate ลงไป เมื่อสาร chemilumines เปล่งออกมา แล้วนําไปประกบบน

แผ่นฟิล์ม ก็จะเกิดแบนให้เห็น 

 

3.8 การทดสอบความสามารถของ recombinant vector ของ E6-prototype และ E6-As variants 

ของเชื้อ HPV16 ในการจับกับ E6 association protein (E6AP)  

 1. เลี้ยงเซลล์ C33A ใน dish culture ขนาด 60 mm overnight  

 2. ทําการ co-transfection ระหว่าง recombinant vector ของ E6-prototype หรือ E6-As 

variant ปริมาณ 6 μg และ recombinant vector ของ E6AP ปริมาณ 2 μg โดยใช้ Lipofectamine 2000 

(invitrogen) เหมือนข้อ 3.6 

 3. สกัดโปรตีนเหมือนข้อ 3.6.4 นําโปรตีนที่ได้ไปทํา immunoprecipitation assay ดังน้ี 

  1. นําโปรตีนที่ได้ทั้งหมด มา pre-clean ด้วยการเติม protein G plus (Santra cruze) 10 

μl นําไปบ่มบนเครื่องเขย่าที่มีอุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 2 ชม.   

  2. ป่ันที่ 1,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที ที ่4ºC ดูด supernatant ใส่ tube ขนาด 1.5 ml  

  3. ล้าง protein G plus ด้วย lysis buffer จํานวน 2 ครั้ง แล้วนํา supernatant ไปรวมกับ

ที่เก็บมาก่อนหน้าน้ีแล้ว 

  4. เติม anti-HPV16/18 E6 antibody 1:50 นําไปบ่มบนเคร่ืองเขย่าที่มีอุณหภูมิ 4ºC 

overnight 

  5. เติม protein G plus 60 μl นําไปบ่มต่อบนเครื่องเขย่าที่ 4ºC เป็นเวลา 2 ชม. 

6. ป่ันที่ 1,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที ที่ 4ºC ดูด supernatant ทิ้ง ล้าง protein G ด้วย 

PBSจํานวน 2 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 

7. เติม sample buffer 50 μl นําไปต้มที่ 100ºC เป็นเวลา 5 นาที แล้วป่ันที่ 1,500 rpm 

เป็นเวลา 5 นาที ดูด supernatant ไปทํา western blot เพ่ือตรวจหาโปรตีน E6AP ตามข้อ 3.7.2 
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3.9 การทดสอบความสามารถของ recombinant vector ของ E6-prototype และ E6-As variants 

ของเชื้อ HPV16 ในการ degraded โปรตีน p53 

      3.9.1 Transfection recombinant vector ของ E6-prototype และ E6-As variants ในเซลล์ 

C33A 

นํา recombinant vector ของ E6-prototype และ E6-As variantsไป transfected เข้าเซลล์ 

C33A ด้วย Lipofectamine 2000 (Invitrogen) เหมือนข้อ 3.6  

 

      3.9.2 การตรวจหาโปรตีน p53 ด้วยวิธี Western blot assay 

สกัดโปรตีนจาก transfected เซลล์ตามข้ันในข้อ 3.6.4 ด้วย lysis buffer จากน้ันนําโปรตีนที่สกัดได้

ไปวัดปริมาณของโปรตีนทั้งหมดด้วยวิธี Braddford (BioRad) แล้วนําไปตรวจหาโปรตีน p53 ด้วยวิธี 

Western blot assay ดังน้ี     

1. นําโปรตีนที่สกัดได้ปริมาณ 30 μg ผสมกับ sample buffer ต้ม 5 นาที จากน้ันนําไปแยกโปรตีน

ด้วย 10% SDS-PAGE  

2. ย้ายโปรตีนที่แยกด้วย 10%SDS-PAGE ลงบน PVDF membrane ด้วยวิธี semi-dry โดยใช้

กระแสไฟ 150 volt และ 300 mA เป็นเวลา 1 ชม. 

3. นํา membrane ไป block ด้วย 5% skim milk, 1XPBS+0.1% tween-20 เป็นเวลา 1 ชม. 

4. นําไป incubate ร่วมกับ primary antibody คือ mouse monoclonal p53 primary 

antibodies (1:1,000, Santa cruz) ใน 1% skim milk, 1XPBS+0.1% tween-20 ที่ 4°C overnight 

5. ล้าง membrane ด้วย 1XPBS+0.1% tween-20 ทั้งหมด 3 ครั้ง แล้วนําไป incubate ร่วมกับ 

secondary antibody ซึ่งเป็น goat anti-mouse antibodies-HRP (1:10,000, Santa cruz) ที่

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชม.  

6. ล้าง membrane ด้วย 1XPBS+0.1%tween-20 3 ครั้ง ตามด้วย 1XPBS 2 ครั้ง  

7. นํา substrate (Supersignal West Pico substrate) ที่ผสมอัตราส่วน 1:1 เทลงบน 

membrane แล้ว incubate เป็นเวลา 1 นาที แล้วนําไปประกบบนแผ่นฟิล์ม ก็จะเกิดแบนให้เห็น 

       

      3.9.3 การทดสอบผลของ recombinant vectors ของ E6-prototype และ E6-As variant ต่อ

การลดครึ่งชีวิตของโปรตีน 53 (half life p53) 

 1. เตรียมเซลล์ C33A อายุ 1 วัน ใน 24-well tissue culture plate  
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2. เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์เดิมออก แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล ์(DMEM) ที่ไม่มี fetal bovine serum 

(FBS) และไม่มยีาปฏิชีวนะ ปริมาณ 100 μl แล้วนําไปบ่มต่อที่ตู้บ่ม 37°C ที่มี 5% CO2 เพ่ือรอการ 

transfection 

3. เตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM 50 μl ผสมกับ recombinant vector E6 แต่ละตัวให้มีความ

เข้มข้น 0.8 μg ขณะเดียวกัน ผสมอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM 50 μl กับ Lipofectamine 2000 ปริมาณ 2 μl 

บ่มที่อุณหภูมหิ้อง เป็นเวลา 5 นาที จากน้ันนําอาหารเลี้ยงเซลล์ทั้งสองมาผสมกัน แลว้บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็น

เวลา 20 นาที   

4.  นําอาหารเล้ียงเซลลท์ี่ผสมทั้ง E6 recombinant vectors และ Lipofectamine 2000 จากข้อ 3 

โดยจะมีปริมาณทั้งหมด 100 μl มาหยดทีละหยดบน เซลล์ C33A ที่เตรียมไว้แล้วในขอ้ 2 เคาะและหมุนเบาๆ 

เพ่ือให้ transfection reagent กระจายให้ทั่วเซลล ์นําไปบ่มต่อที่ตู้บ่ม 37°C ที่มี 5% CO2 เป็นเวลา 6 ชม.  

5. เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์เดิมออกไป แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล ์DMEM ที่มี 10% FBS แต่ไม่มียา

ปฏิชีวนะเข้าไปแทน แล้วบ่มต่อที่ตู้บ่ม 37°C ที่มี 5% CO2 เป็นเวลา 48 ชม. 

6. ดูดอาหารเล้ียงเซลล์เดิมทิง้ แล้วเติม DMEM ที่มี 150 μg/ml cychohexamide (CHX) จากน้ัน

นําไป incubate ที่ตู้บ่ม 37°C ที่มี 5% CO2 แล้วเก็บเซลล์ตามเวลาที่กําหนดคือที่ 0, 1, 2, 3 ชม.  

7. สกัดโปรตีนจากเซลลท์ี่เก็บมาตามขั้นในข้อ 3.6.4 ด้วย lysis buffer จากน้ันนําโปรตีนที่สกัดได้ไป

วัดปริมาณของโปรตีนทั้งหมดด้วยวิธี Braddford (BioRad) แล้วนําไปตรวจหาโปรตีน p53 ด้วยวิธี Western 

blot assay เหมือนข้อ 3.9.2 

8. นําแบนโปรตีนที่ได้ทั้งหมด ไปวิเคราะห์หาค่า density ด้วยโปรแกรม ImageJ จากน้ัน 

normalize กับโปรตีน β-actin แล้วเปรียบเทียบระหว่าง E6-prototype กับ E6 As variant  

 

3.10 การทดสอบคุณสมบัติของ recombinant vector ของ E6-prototype และ E6-As variant ของ

เชื้อ HPV16 ในการกระตุ้นเอนไซม์ telomerase 

      3.10.1 Transfection recombinant vector ของ E6-prototype และ E6-As variants ในเซลล์ 

C33A 

 นํา recombinant vector ของ E6-prototype และ E6-As variantsไป transfected เข้าเซลล์ 

C33A ด้วย Lipofectamine 2000 (Invitrogen) เหมือนข้อ 3.6   
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      3.10.2 การตรวจหา activity ของเอนไซม์ telomerase 

               สกัดโปรตีนจาก transfected cell ในข้อ 3.3.2 ด้วย lysis buffer จากน้ันนําโปรตีนที่สกัดได้ไป 

วัดปริมาณของโปรตีนทั้งหมดด้วยวิธี Braddford (BioRad) แล้วนําไปตรวจหา activity ของเอนไซม์ 

telomerase โดยใช้ Quantitative Telomerase Detection Kit (Allied Biotech, Inc) assay ดังน้ี 

1. เตรียม mastermix ซึ่งมีปริมาตรทั้งหมด 25 μl ประกอบด้วย premix 12.5 μl, PCR qualified 

water 11.5 μl และโปรตีนที่สกัด 1 μl (ประมาณ 0.1 μg)  

2. นําไปทํา PCR โดยใช้เครื่อง Real time PCR (ABI) ต้ัง condition ดังน้ี Telomerase reaction 

25 °C, 20 min, PCR initial activation step 95°C, 10 min, 3-step cycle, 40 cycles: 95°C, 30s, 

58°C, 30s, 72°C, 30s. 5.  

3. การเพ่ิมขึ้นของสัญญาณ fluorescence ในแต่ละเซลล์ที่ทดสอบน้ันจะถูกวัดในระยะ extension 

step ของแต่ละรอบ ด้วย Detector software  

4. เตรียม standard curve ทําการเจือจาง telomerase positive telomerase substrate 

oligonucleotide (TSR) template เป็น 5 fold dilution โดย telomerase activity ของแต่ละเซลล์ที่ถูก 

transfect น้ัน จะคํานวณตาม standard curve  

 

3.11 ทดสอบความสามารถของ recombinant vector E6-prototype และ E6-As ในการกระตุ้นการ

แสดงออกของ miR-21  

นํา RNA ส่วนที่เหลือจากข้อ 3.6 ซึ่งวัดปริมาณและคุณภาพของ RNA ที่สกัดได้จากเซลล์แล้ว โดย

วิเคราะห์ค่า 18s rRNA และ 28s rRNA โดยวิธี UV-VIS spectrophotometer และ run gel 

electrophoresis ดู band ของ 18s rRNA และ 28s rRNA นํา RNA ที่ได้ไปตรวจหาการแสดงออกของ miR-

21 โดยการตรวจวัดการแสดงออกของ miR-21 โดยใช้ TaqMan® MicroRNA Assays (Ambion) เป็น two-

step RT-PCR ประกอบด้วย 1) ปฏิกิริยา reverse transcription (RT) step, total RNA จะถูกเปลี่ยนเป็น 

cDNA ด้วย small RNA-specific, stem-loop RT primer 2) PCR step, PCR products จะถูก amplified 

จาก cDNA samples โดยใช้ U6 snRNA และ DW เป็น positive และ negative control มีขั้นตอนดังน้ี 

1. Reverse transcription for cDNA synthesis 

    เตรียม  RT master mix ประกอบด้วย master mix 7 μl, 5X RT primer 3 μl, และ RNA 

sample 5 μl แล้วป่ันตก จากน้ันกําหนด condition บนเครื่อง PCR ตามน้ี 30 min 16 °C, 30 min 42 °C, 

5 min 85 °C,  4 °C ∞.  
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2. PCR Amplification 

    เตรียม master mix ทั้งหมด 20 μl ประกอบด้วย 20X TaqMan MicroRNA assay 1 μl, 

Product from RT reaction 1 μl, TaqMan 2X Universal PCR Master Mix 10 μl และ Nuclease-free 

water 8 μl จากน้ันนําไปทํา real time PCR โดยกําหนด condition ดังน้ี 95°C 10 min 40 cycles:  

denature 95 °C 15s, anneal/extend 60 °C 60s 
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4. ผลการวจิัย (Result) 

 

4.1 ลําดับเบสใน DNA ของตัวอย่าง HPV16 As variants และ HPV16 prototype 

 จากผลการศึกษาของโครงการวิจัยที่ผ่านมา ได้คัดเลือกตัวอย่างตรวจที่มี E6 ของเช้ือ HPV16 As 

variants ซึ่งมลีําดับเบสดังแสดงในรูปที่ 4.1 มาศึกษาในโครงการวิจัยน้ี 

A. 

 
B. 

 
 

รูปที่ 4.1 A. แสดงลําดับเบสบนจีน E6 ในของตัวอย่าง HPV16 As variants และ HPV16 prototype โดย

ตําแหน่งที่ลูกศรช้ีแสดงถึงตําแหน่งที่ใช้ในการจัดกลุ่ม As variant โดยนิวคลีโอไทน์เปลี่ยนจาก T ไปเป็น G ใน

ตําแหน่งที่ 178 

   B. แสดงตําแหน่งที่กรดอะมิโนเปลี่ยนแปลงไปโดยเปลี่ยนจาก Aspartic Acid (D) ไปเป็น Glutamic 

Acid (E) ที่ตําแหน่งที่ 25 
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4.2 การเพิ่มปริมาณ E6 gene 

      ในการเพ่ิมจํานวนจีน E6-prototype และ จีน E6-As variants ด้วยวิธี PCR ได้ออกแบบ primers 

จํานวน 1 คู่ ให้มีตําแหน่งจําเพาะกับลําดับ nucleotide ของ E6 gene ช่วงที่ 83-559 และเหมาะสมกับการ

เช่ือมต่อเข้ากับ pcDNA™3.2/V5 Gateway® Directional TOPO® ซึ่งมีลําดับเบสดังแสดงในตารางที่ 4.1 

 

ตารางที่ 4.1 Primers ที่จําเพาะกับ HPV16 E6 gene 

Primer Sequence Size (bp) 

E6-F CACCATGCACCAAAAGAGAACTGC 

E6-R GAGCAGCTGGGTTTCTCTACGT 

480 

 

เมื่อเพ่ิมปริมาณจีน E6-prototype และ จนี E6-As variants ด้วยวิธี PCR ได้ผลดังแสดงในรูปที่ 2

จากน้ันนํา PCR products ที่ได้ไปวัดความเข้มข้นเพ่ือใช้ในขั้นตอนการโคลน  

 

                                           
 

รูปที่ 4.2 แสดงผลการทํา PCR เพ่ือตรวจหาจีน E6 แล้วนํามาแยกบน 1.5% gel electrophoresis 

Lane 1 คือ PCR product จาก Plasmid HPV16  Lane 4 คือ PCR product จาก CINII- III/2.16   

Lane 2 คือ PCR product จาก SCC/1.11   Lane 5 คือ Blank 

Lane 3 คือ PCR product จาก SCC/1.21   Lane 6 คือ marker 1 kb plus 

 

 1         2         3           4          5           6    

PCR products =480 bp   500 bp 

100 bp 
200 bp 
300 bp 
400 bp 
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4.3 การสร้าง recombinant vector ของ E6-prototype และ E6-As variants ของเชื้อ HPV16 

 หลังจากสร้าง recombinant vectors และ transformation แล้วทําการคัดเลือกโคลน 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.3 แสดงผลการ transformation  

A คือ LB plates ที่เติม Ampicillins  100 μg/ml ที่คัดเลือก clone E6-prototype 

B คือ LB plates ที่เติม Ampicillins  100 μg/ml  ที่คัดเลือก clone E6-As variant 

 

4.4 การตรวจหาจีน E6 จากโคลนของ E.coli ที่สามารถเจริญบน LB plates ที่เติม Ampicillins 100 

μg/ml โดยการใช้ PCR 

 นําโคลนที่ได้ไปเพ่ิมจํานวน และสกัดพลาสมิด เพ่ือตรวจสอบว่ามีจีน E6 อยู่ใน clone ที่เลือกมาจริง

หรือไม่ โดยใช้วิธี PCR กับ primer คู่ที่ใช้เพ่ิมจํานวนของจีน E6 เพ่ือใช้ในการโคลน ผลการทดสอบแสดงในรูป

ที่ 4.4 

 

    1           2           3          4           5          6          7         8           

100 bp 
200 bp 
300 bp 
400 bp 
500 bp 480 bp 

A B 
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รูปที่ 4.4 แสดงผลการตรวจหาจีน E6 ด้วยวิธี PCR โดยแยกด้วย 1.5% gel electrophoresis 

 Lane 1 คือ positive control  

Lane 2 คือ E6-Prototype clone 1 

 Lane 3 คือ E6-Prototype clone 2 

          Lane 4 คือ E6-As/1.11 clone 1 

Lane 5 คือ E6-As/1.21 clone 1 

Lane 6 คือ E6-As/2.16 clone 1 

Lane 7 คือ Blank                                                      

Lane 8 คือ marker 1 kb plus

 

4.5 การตรวจสอบพลาสมิดโดยการนําไปตัดด้วย restriction enzyme 

 นําโคลนที่มีจีน E6 ไปสกัดพลาสมิดแล้วนําไปตรวจสอบโดยการตัดด้วยเอนไซม์ NdeI ซึ่งตอนน้ีได้

โคลนที่ใหผ้ล PCR เป็นบวกจํานวนทั้งหมด 6 clones ดังน้ี   

 1.   pcDNA3.2E6-prototype (pcDNA3.2E6-P) คือ พลาสมิดที่ไมม่ีการเปลี่ยนแปลงของลําดับ 

nucleotide ของจีน E6   

 2.  pcDNA3.2E6-As variants (pcDNA3.2E6-As-1.21) คือ พลาสมิดที่มีการเปลี่ยนแปลงของลําดับ 

nucleotide ของจีน E6 ใน ตําแหน่ง 178 จาก T ไปเป็น G และถูกจัดให้อยู่ในกลุ่ม Asian variants    

3.   pcDNA3.2E6-As-1.11  

4.   pcDNA3.2E6-As-2.16  

5.   pcDNA3.2E6-As-N18 

6.   pcDNA3.2E6-As-N19 
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รูปที่ 4.5 แสดงผลการตัด restriction enzyme (NdeI) แล้วนําไปแยกดูแบนด้วย 0.7% gel 

agarose electrophoresis 

1: pcDNA3.2E6-As-1.11  

2: pcDNA3.2E6-As-2.16 

3: pcDNA3.2E6-As-N19  

4: Marker 1 kb plus 

  5: pcDNA3.2E6-As-1.21  

  6: pcDNA3.2-E6-P 

  7: pcDNA3.2E6-As-N18 

 

4.6 การตรวจสอบความถูกต้องของลาํดับ nucleotide โดยการ sequencing  

 หลังจากสกัดพลาสมิดทั้งหมดแล้วและพบว่าให้ผลการตัดด้วยเอนเอนไซม์ถูกต้อง จากน้ันนําไป

ตรวจสอบความถูกต้องของลําดับเบสด้วยวิธี sequencing ผลของลําดับเบสแสดงในรูปที่ 4.6 

 

669 bp  

5,340 bp 

     1               2             3              4             5               6             7       
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 รูปที่  4.6 แสดงลําดับเบสของแต่ละโคลนที่นําไป sequencing  

 

 จากผลการ sequence ของแต่ละโคลนซึ่งมีทั้งหมด 6 โคลน พบว่า pcDNA3.2E6-P, pcDNA3.2E6-

As-1.21 และ pcDNA3.2E6-As-N18 ให้ผลของลําดับเบสถูกต้องเมื่อเปรียบเทียบกับจีน E6-reference 

ส่วน pcDNA3.2E6-As-1.11, pcDNA3.2E6-As-2.16 และ pcDNA3.2E6As-19 ให้ผลของลําดับเบสผิด

แปลกไปเมื่อนําไปเปรียบเทียบกับ reference ดังน้ันจากการศึกษานี้ได้โคลนทั้งหมด 3 โคลน ได้แก่ 

pcDNA3.2E6-P, pcDNA3.2E6-As-1.21 และ pcDNA3.2E6-As-N18 

 

4.7 การทดสอบความสามารถในการแสดงออกของโปรตีน E6 ในแต่ละโคลนที่ได้ 

 สําหรับการตรวจหาโปรตีน E6 ในเซลล์ CaSki พบปัญหา คือไม่สามารถตรวจพบแบนของโปรตีน E6 

ที่สนใจ ดังน้ันจึงลองทําการเปลี่ยน secondary antibodies พบว่ามีให้ผลการทดลองที่ไม่แตกต่างกัน ซึ่ง

แสดงในรูปที ่4.7 
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A 

    

B 

 รูปที่ 4.7 แสดงผลการทํา western blot เพ่ือตรวจหาโปรตีน E6 โดยที่ A. คือ การทํา western blot 

เพ่ือตรวจหาโปรตีน E6 โดยใช้ mouse-anti goat antibodies เป็น secondary antibodies ส่วน B. 

เป็นการทํา western blot เพ่ือตรวจหาโปรตีน E6 โดยใช้ rabbit-anti goat antibodies เป็น 

secondary antibodies 

1: SiHa cell line 50 μg 

2: SiHa cell line 100 μg 

3: CaSki cell line 50 μg  

4: C33A cell line 50 μg  

5: C33A cell line 100 μg 

6: CaSki cell line 100 μg 

 

4.8 การทดสอบความสามารถในการแสดงออกของ recombinant expression vector ของ E6-

prototype และ E6-As variants ของเชือ้ HPV16 ที่สร้างได ้

 จากการทดสอบความสามารถในการแสดงออกของจีน E6 ใน  recombinant vector ของ HPV E6-

prototype และ HPV16 E6-As variant  โดยนํา vector แต่ละชนิด transfect เข้าในเซลล ์C33A แล้ว

สกัด RNA มาตรวจหาปริมาณ E6 mRNA โดยวิธี real time RT-PCR พบว่า recombinant E6 vector 

ทุกตัวที่สร้างขึ้นสามารถตรวจพบระดับ mRNA ของจีน E6 ได้โดยมีค่า Ct อยู่ที่ประมาณ 16 ดังแสดงในรูป

ที่ 4.8  

 

  
 รูปที่ 4.8 ระดับของ mRNA ของ E6 recombinant vectors ทั้งหมด ประกอบด้วย HPV16 E6- 

prototype,  HPV16 E6-As variants และ V5 vector (vector เปล่า) 

 

 

1        2        3        4          5        6 1         2        3       4         5         6 
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4.9 การเตรียม E6AP expression vector 

 รูปที่ 4.9 แสดงโครงสร้างของ vector ที่ใช้ในการ construct E6AP expression vector 

 

 ผลจากการนํา E6AP expression vector มา transform เข้าใน E. coli สายพันธ์ุ DH5α เพ่ือเพ่ิม

ปริมาณ หลังจากสกัดพลาสมิดจาก  แล้วตรวจดูขนาดของพลาสมิดโดยการทํา agarose gel 

electrophoresis ได้ผลดังแสดงในรูปที่ 4.10  

 

 

 

 

 รูปที่ 4.10 แสดง plasmid profile ของ E6AP expression vector บน   

0.7% agarose gel electrophoresis 
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4.10 การทดสอบการแสดงออกของ E6AP expression vector 

 เมื่อทําการ transfect E6AP expression vector เข้าไปในเซลล์ 293FT แล้วสกัดโปรตีนนําไป

ตรวจหาโปรตีน E6AP ด้วยวิธี western blot พบว่า E6AP expression vector ที่เตรียมน้ันมี

ความสามารถในการแสดงออกใน mammalian cell ได้จริงๆ เมื่อทําการทดสอบเปรียบเทียบในเซลล์ที่ไม่

ถูก transfect กับเซลล์ที่ถูก transfect ซึ่งใช้ปริมาณโปรตีนต่างกัน โดยผลการทดลองได้แสดงให้เห็นในรูป

ที่ 4.11     

 

                          

                          
 รูปที ่4.11 แสดงผลการตรวจหาปริมาณของโปรตีน E6AP ในเซลล ์293FT ที่ถูก transfect ด้วย 

E6AP expression vector และเซลล์ที่ไม่ได้ถูก transfect  

    Lane 1 = โปรตีนปริมาณ 30 μg จากเซลล ์293 FT  

    Lane 2 = โปรตีนปริมาณ 30 μg จากเซลล ์293 FT ที่ถูก transfected ด้วย E6APexpression vector  

    Lane 3 = โปรตีนปริมาณ 10 μg จากเซลล ์293 FT ที่ถูก transfected ด้วย E6AP expression vector         

 

4.11 การทดสอบความสามารถของโปรตีน E6 ที่สร้างจาก recombinant expression vector ของ 

E6-Prototype และ E6-As variants ของเชื้อ HPV16 ในการจับ E6 association protein (E6AP) 

 

 
 รูปที่ 4.12 แสดงผลการทดสอบความสามารถของโปรตีน E6 ทั้งจาก prototype และ As variant 

ในการจับกับโปรตีน E6AP โดย 

1: โปรตีนจากเซลล ์SiHa (positive control) 

2: โปรตีน จากเซลล ์C33A ที่ถูก co-transfected ระหว่าง E6APexpression vector และ E6-prototype   

3: โปรตีน จากเซลล ์C33A ที่ถูก co-transfected ระหว่าง E6APexpression vector และ E6-As variant 

4: โปรตีนจากเซลล ์C33A (negative control) 

 

  1              2             3      
E6AP (96 kDa) 

β-actin (42 kDa) 
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4.12 การทดสอบความสามารถของโปรตีน E6 ที่สร้างจาก recombinant expression vector ของ 

E6-prototype และ E6-As variants ของเชื้อ HPV16 ในการ degrade โปรตีน p53 

 ในการศึกษาคุณสมบัติของโปรตีน E6 ที่ถูก translate จาก recombinant expression vector ที่

สร้างขึ้น จึงทําการ transfect recombinant E6 expression vector แต่ละชนิดเข้าไปในเซลล์ C33A 

เพ่ือทดสอบความสามารถในการ degrade โปรตีน p53 ที่อยู่ภายในเซลล์ โดยการตรวจวัดปริมาณโปรตีน 

p53 ในเซลล์ด้วยวิธี western blot โดยใช้ β-actin เป็น internal control 

 ผลการศึกษาซึ่งแสดงผลการทดลองในรูปที่ 4.8 พบว่าโปรตีน E6 As-variant สามารถ degrade 

โปรตีน p53 ได้อย่างชัดเจนในแถว 3 เมื่อเปรียบเทียบกับโปรตีน E6-prototype ซึ่งแสดงในแถวที่ 4  

 
 

 รูปที่ 4.13 แสดงผลการทดสอบความสามารถในการ degrade โปรตีน p53 ของ recombinant 

expression vectors ที่สร้างขึ้น 

  1: คือโปรตีนจากเซลล ์C33A 

 2: โปรตีนจากเซลล ์C33A ที่ใส่ Lipofectamine 2000 

 3: คือ เซลล์ C33A ที่ถูก transfect ด้วย E6-As variant  

 4: คือ เซลล์ C33A ที่ถูก transfect ด้วย E6-prototype 

 

 

4.13 การทดสอบผลของ recombinant vectors ของ E6-prototype และ E6-As variant ต่อการ

ลดคร่ึงชีวิตของโปรตีน 53 (half life p53) 

 หลังจากทดสอบความสามารถของโปรตีน E6 prototype และ As variant ในการ degrade โปรตีน 

p53 แล้ว เพ่ือยืนยันผลดังกล่าวอีกคร้ัง ผู้วิจัยจึงทําการทดสอบความสามารถในการลด half life ของ

โปรตีน p53 ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.14 halt life ของโปรตีน p53 จะลดลงอย่างชัดเจนในเซลล์ 

C33A ที่ถูก transfected ด้วย E6 As variant ภายใน 1 ชม. แต่สําหรับเซลล์ที่ถูก transfected ด้วย E6 

prototype น้ัน half life ของโปรตีน p53 ลดลงภายใน 3 ชม. ซึ่งช้าและใช้เวลานานโปรตีน E6 As 

variant    
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 รูปที่ 4.14 แสดงผลการทดสอบความสามารถของโปรตีน E6 ของเช้ือ HPV16 ทั้งจาก prototype 

และ As variant  

 

4.14 การทดสอบคุณสมบัติของ recombinant vector ของ E6-prototype และ E6-As variants 

ของเชื้อ HPV16 ในการกระตุ้นเอนไซม์ telomerase 

 เพ่ือที่จะศึกษาความสามารถในการกระตุ้นเอนไซม์ telomerase ของ recombinant vector 

ทั้งหมด ที่สร้างได้ จึงทําการตรวจหาเอนไซม์ telomerase ในเซลล์ C33A ที่ถูก transfect ด้วย 

recombinant vector แต่ละตัวด้วยวิธี SYBR Green real-time quantitative TRAP assay จากรูปที่ 

4.15 จะเห็นได้ว่า ระดับของ telomerase activity ในแต่ละเซลล์ที่ทดสอบไม่มีได้มีความแตกต่างกันอย่าง

มีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ control (transfected ด้วย vector เปล่า) หรือเปรียบเทียบระหว่าง

เซลล์ที่ถูก transfect ด้วย recombinant E6 prototype และ recombinant E6 As variants โดยจะอยู่

ระหว่าง 18-19 

 
   รูปที่ 4.15 แสดงผลการวัดเอนไซม์ telomerase activity ของโปรตีน E6 ทั้ง prototype และ As variant 
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4.15 การทดสอบความสามารถของโปรตีน E6 ในการชกันําการแสดงออกของ miR-21 

 เพ่ือทดสอบคุณสมบัติในการเป็น oncoprotein ของโปรตีน E6 ซึ่งนอกจากจะความสามารถในการ 

degrade โปรตีน p53 และการกระตุ้น telomerase activity แล้วรวมทั้งโปรตีนของโฮสอีกหลายชนิด

แล้ว ในการศึกษาครั้งยังพบว่าโปรตีน E6 สามารถชักนําให้มีการแสดงออกของ miR-21 โดยโปรตีน E6 ทั้ง

จาก prototype และ As variant โดยสามารถชักนําให้มีการแสดงออกของ miR-21 ได้ 1.6 และ 2.3 เท่า 

เมื่อเทียบกับ vector เปล่า โดยที่โปรตีน E6 As variant น้ันสามารถชักนําให้มีการแสดงออกมากกว่า  E6 

prototype 1.4 เท่า ด้วย ดังรูปที่ 4.1.6   

 

 

 A. 

 
 B. 

 
 รูปที ่4.16 แสดงความสามารถของโปรตีน E6 prototype และ As variant ในการชักนําการ

แสดงออกของ miR-21 โดยรูป A เปรียบเทียบระหว่างโปรตีน E6 ทั้ง 2 ตัว กับ vector เปล่า ส่วนรูป B 

เปรียบเทียบระหว่างโปรตีน E6 prototype กับ โปรตีน E6 As variant  
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5. อภิปรายผล/วิจารณ ์(Discussion/comment) 

 

การสร้าง E6 expression vector ของ HPV16 As variants และ HPV16 E6-prototype 

 ในการศึกษาคร้ังน้ี ได้ทําการสร้าง E6 expression vectors ทั้งหมด 7 ตัวได้แก่ pcDNA3.2-E6Pro 

คือ พลาสมิดที่มีจีน E6 ของเช้ือ HPV16 ที่เป็น prototype และ pcDNA3.2E6-As-1.11, pcDNA3.2E6-As-

1.21, pcDNA3.2E6-As-2.17, pcDNA3.2E6-As-2.19, pcDNA3.2E6-As-N18 และ pcDNA3.2E6-As-N19 

คือ พลาสมิดที่มีจีน E6 ของเช้ือ HPV16 ที่ตรวจพบว่าเป็น As variant ซึ่งพบมากในกลุ่มตัวอย่างมะเร็งปาก

มดลูกในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย [49] โดยมีลําดับของนิวคลีโอไทน์บนจีน E6 ที่ตําแหน่ง 

178 มีการเปลี่ยนจาก T เป็น G ส่งผลให้กรดอะมิโนที่ตําแหน่งที่ 25 มีการเปลี่ยนแปลงจาก Aspartic acid 

(D) ไปเป็น Glutamic acid (E) หลังจากทําการ ligase ช้ิน insert หรือ จีน E6 เข้าไปในพลาสมิด pcDNA3.2 

แล้วคัดเลือกโคลนด้วยการใช้ยาปฏิชีวนะ Ampicillin ที่ความเข้มข้น 100 μg/ml โดยได้ทั้งหมด 7 โคลนจาก

ตัวอย่างทั้งหมด 7 ตัวอย่าง แล้วนําไปทดสอบโคลนที่ได้ด้วยการทํา PCR ตรวจหาจีน E6 และต่อจากน้ันนําไป

ตัดด้วย restriction enzyme และส่ง sequence พบว่าในทั้งหมด 7 โคลนน้ัน มีเพียง 3 โคลน เท่าน้ัน ที่เมื่อ

ถูกตัดด้วย restriction enzyme แล้วให้ขนาดตรงตามที่กําหนด และมีลําดับเบสที่ตรงกับจีน E6 ของเช้ือ 

HPV16 ที่ต้องการ ได้แก่ pcDNA3.2E6-Pro, pcDNA3.2E6-As-1.21 และ pcDNA3.2E6-As-N18 แต่

เน่ืองจากว่า pcDNA3.2E6-As-1.21 และ pcDNA3.2E6-As-N18 น้ัน เป็นจีน E6 ที่เป็น As variants และมี

ลําดับเบสที่เหมือนกัน โดยต่างกันเพียงชนิดของตัวอย่างที่นํามาสกัด DNA โดย pcDNA3.2E6-As-1.21 มาจาก

ตัวอย่างที่เป็น formalin-fixed paraffin embedded tissue ที่อยู่ในกลุ่ม squamouse cell carcinoma 

ส่วน pcDNA3.2E6-As-N18 มาจากตัวอย่างช้ินเน้ือที่เป็น cervical cancer จากน้ันนํา recombinant E6 

expression vector ที่สร้างได้น้ี ไปทดสอบคุณสมบัติของโปรตีน E6 ต่อไป 

 การศึกษาหน้าที่และการทํางานของโปรตีน E6 น้ัน เริ่มแรกต้องสร้างและผลิตโปรตีน  E6  ออกมาให้

ได้ก่อน โดยนําจีน E6 ไปตัดต่อเข้าสู่ expression vector และเพ่ือให้แน่ใจว่า E6 expression vector ที่สร้าง

ขึ้นน้ันมีความสามารถในการแสดงออกของโปรตีน E6 ได้จริง ต้องนําไปตรวจหาโปรตีน E6 ด้วยวิธี western 

blot analysis  แต่อย่างไรก็ตามเป็นที่ทราบกันดีอยู่แล้วว่า ในการตรวจหาการแสดงออกของโปรตีน E6 ของ

เช้ือ HPV16 น้ัน ค่อนข้างยากเน่ืองจากโปรตีนชนิดน้ีมีขนาดเล็ก (17-18 kDa) และยังมีการแสดงออกอยู่ใน

ระดับตํ่าๆ อีกด้วย [50] โดยในบางการศึกษาก็จะตรวจหา mRNA ของจีน E6 เท่าน้ัน [39, 51] แต่ก็มีอีก

หลายการศึกษาที่พยายามตรวจหาการแสดงออกของโปรตีน E6 โดยทําการสร้าง expression vector ที่มีจีน 

E6 ติดกับ tag ต่างๆ เช่น สร้าง E6 recombinant ให้เช่ือมกับ glutathione S-transferase; GST (GST-E6 
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fusion) [52]หรือ maltose-binding protein; MBP (MBP-E6) [53] ซึ่งเมื่อศึกษาการแสดงออกของโปรตีน 

E6 ที่เช่ือมกับโปรตีนเหล่าน้ี ใน E.coli พบว่า โปรตีน E6 มีการแสดงออก แบบ over expression และอยู่ใน

รูป soluble ด้วย โดยโปรตีน E6 ที่แสดงออกเหล่าน้ีสามารถนําไปศึกษาหน้าที่และการทํางานอ่ืนๆ ได้ดีด้วย 

[54] รวมทั้งการเช่ือมด้วย  hemagglutinin (HA) ในการศึกษาของ Elbel M และคณะ ศึกษาความสามารถ

ของโปรตีน E6 โดยสร้าง E6 expression vector โดยที่ E6 เช่ือมต่อกับ HA ซึ่งจะทําให้โปรตีน E6 มีขนาด

ใหญ่ขึ้นประมาณ 22 kDa และผู้วิจัยตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน E6 โดยตรวจสอบโปรตีน HA ซึ่ง

เช่ือมกับโปรตีน E6 ทางด้าน C-terminal แทน [55, 56] นอกจากน้ียังมีการศึกษาของ Jang M และคณะที่

เช่ือมโปรตีน E6 กับ GFP แล้วดูการแสดงออกของโปรตีน E6 โดยดูการเรืองแสงผ่านกล้อง Fluorescent 

microscope [57] ในการศึกษาคร้ังผู้วิจัยได้ทดสอบเพ่ือยืนยันว่าเวคเตอร์ที่สร้างขึ้นมานี้มีจีน E6 ที่ต้องการ 

เมื่อตัดด้วย restriction enzyme ที่จําเพาะแล้ว พบว่าให้ผลตรงตามที่ควรจะเป็น และมีลําดับเบสที่ถูกต้อง

เมื่อเปรียบเทียบกับ DNA ต้นแบบ    

 

การศึกษาคุณสมบัติโปรตีน E6 ของ HPV16 As variants และ HPV16 E6-prototype ใน E6 

recombinant expression vectors ที่สร้างขึ้น  

 สําหรับการทดสอบคุณสมบัติของโปรตีน E6 ที่สร้างขึ้นมานั้น เริ่มแรกทําการทดสอบว่า recombinant 

E6 expression vectors ทุกตัว สามารถถูก transfected เข้าไปในเซลล์ C33A ซึ่งจะใช้ในการศึกษาได้หรือไม่ 

โดยใช้ วิธี transfection ด้วย Lipofectamine 2000 จากน้ันสกัด RNA แล้วตรวจหาจีน E6 ด้วยวิธี real time 

PCR ซึ่งแสดงผลการทดสอบในรูปที่ 4.8 และจากผลการทดลองนี้สรุปได้ว่า E6 expression vectors ทุกตัว

สามารถ transfected เข้าไปในเซลล์ C33A และสามารถถูก transcript ออกมาเป็น RNA ได้ เน่ืองจากสามารถ

ตรวจพบ จีน E6 จากการทํา RT-Real time PCR ได้  

 การศึกษาการตรวจหาโปรตีน E6 ของเช้ือ HPV16 ในหลายๆ งานวิจัยก่อนหน้าน้ี บอกไว้ว่า โปรตีน E6 

มีคุณสมบัติเป็นทั้ง soluble และ insoluble protein ที่พบอยู่ในทั้งนิวเคลียส ไซโตพลาสซึม และmembrane 

fraction โดยจะพบในนิวเคลียส เป็นส่วนใหญ่  ลักษณะที่สําคัญอีกอย่างของโปรตีน E6 คือจะมีการแสดงออกใน

ระดับตํ่าๆ จนไม่สามารถตรวจเจอได้ด้วยวิธี western blot ซึ่งในการศึกษาคร้ังน้ี ผู้วิจัยเองก็พบปัญหาเช่นกัน

คือ ไม่สามารถตรวจหาโปรตีน E6 ในเซลล์ C33A ที่ถูก transfected ด้วย recombinant E6 expression 

vectors ได้ แต่อย่างไรก็ตาม เน่ืองจากว่าทางผู้วิจัยพบว่า recombinant E6 expression vectors หลังจากที่

ถูก transfected เข้าไปในเซลล์ C33A แล้ว สามารถที่จะถูก transcript ออกมาเป็น mRNAได้ จากการทดสอบ

ด้วยวิธี RT-real time PCR  คาดว่า E6 expression vectors ทั้งหมดน้ีสามารถที่จะสร้างโปรตีน E6 ออกมาได้ 

จึงนําไปศึกษาคุณสมบัติใน interaction โดยในการศึกษานี้ทางผู้วิจัยทําการศึกษาความสามารถในการจับกัน
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ระหว่างโปรตีน E6 และโปรตีน E6AP (E6 association protein) จริงๆแล้ว โปรตีน E6 มีความสามารถในการ

จับกับ cellular protein ได้หลายตัว แต่เน่ืองจากว่าคุณสมบัติหลักในการเป็น oncoprotein ของโปรตีน E6 

คือ สามารถ degrade โปรตีน p53 ซึ่งเป็น tumor suppressor ได้ แต่โปรตีน E6 จะต้องจับกับโปรตีน E6AP 

ก่อน ถึงจะสามารถไป degrade โปรตีน p53 ได้ ก่อนหน้าน้ีมีการศึกษาหน้าที่และการทํางานของโปรตีน E6 

โดยทดสอบความสามารถในการ degrade โปรตีนอ่ืน ๆ ในการศึกษาของ  [58] ทดสอบความสามารถของ

โปรตีน E6 ในการ degrade Dlg โดยไม่โปรตีน E6 ไม่ผ่านการจับกับโปรตีน E6AP นอกจากน้ีในการศึกษาของ 

Jang M และคณะ ซึ่งทดสอบคุณสมบัติของโปรตีน E6 โดยการ transfected E6 recombinant expression 

vector เข้าไปในเซลล์ C33A จากน้ันวัดการแสดงงออกของจีน survival เน่ืองจากจีนเป็นโปรตีนอีกตัวที่เป็น

เป้าหมายของโปรตีน E6 ด้วยวิธี RT-PCR [57]  

      ดังน้ันผู้วิจัยจึงเลือกโปรตีนตัวน้ีมาทําการศึกษาความสามารถในการ interaction ของ โปรตีน E6 โดยใช้

วิธี immunoprecipitation assay และในการศึกษานี้เองทําให้ผู้วิจัยสามารถตรวจพบโปรตีน E6 ได้ ดังรูปที่ 

4.12 แสดงให้เห็นว่าโปรตีน E6 ที่ถูกสร้างออกมาหลังจากการ transfection เข้าไปในเซลล์ C33A มีการ

แสดงออกที่ตํ่ามาก จนไม่สามารถตรวจพบได้จากวิธี western blot แต่สามารถตรวจเจอได้จากวิธี 

immunoprecipitation assay อาจเน่ืองมาจากวิธีน้ีในหลักการ antigen-antibodies complex ซึ่งผู้วิจัย

เติม anti-E6 antibodies เพ่ือที่จะให้ไปจับกับโปรตีน E6 ที่แสดงออกใน transfected cell โดยที่โปรตีน E6 

น้ันจะจับอยู่กับโปรตีน E6AP แล้วนําไปตรวจหาโปรตีน E6AP และโปรตีน E6 ด้วยวิธี western blot 

analysis    

 

การศึกษาบทบาทของ E6 oncoprotein ของ HPV16 As variants ที่สัมพันธ์กับการเกิดมะเร็ง 

การ degrade โปรตีน p53 และการกระตุ้นการทํางานของเอนไซม์ telomerase เป็นหน้าที่ที่สําคัญ

และเด่นชัดของโปรตีน E6 ในการทําให้เซลล์มีความผิดปกติและพัฒนาเกิดเป็นมะเร็ง ดังนั้นในการศึกษานี้ได้

ทําการทดสอบความสามารถของโปรตีน E6 ของเช้ือ HPV16Pro และ HPV16As variant ในการ degrade 

โปรตีน p53 ในเซลล์ C33Aโดยทําการ transfect พลาสมิด pcDNA3.2E6Pro และ pcDNA3.2E6As เข้าไป

ในเซลล์ C33A ซึ่งเป็น HPV negative cervical carcinomas cell line ซึ่งเซลล์น้ีจะมีโปรตีน p53 ที่เกิดการ 

mutation ในตําแหน่งที่  273 กรดอะมิโนเปลี่ยนจาก Arg (R) เป็น Cys (C) [59] แล้วตรวจดูความสามารถ

ของโปรตีน E6 แต่ละตัวในการ degrade โปรตีน p53 ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า โปรตีน E6 ของเช้ือ 

HPV16 As variant มีความสามารถในการ degrade โปรตีน p53 ได้ดีกว่าโปรตีน E6 ของเช้ือ HPV16 

Prototype อย่างชัดเจน แสดงในรูปที่ 4.13 โดยตําแหน่งที่เกิด variation ของโปรตีน E6 ของ HPV16 As 

variant น้ัน น่าจะมีผลต่อการ degrade โปรตีน p53 ซึ่งผลการทดลองที่ได้เป็นไปในทิศทางเดียวกับกัน



                                                                                                  

 45 

การศึกษาของ Jang M และคณะ ทดสอบหา gene expression profile ในเซลล์ C33A ที่ถูก transfected 

ด้วย E6 D25E พบว่ามีจีนที่ down regulation คือ จีน RPL23 ซึ่งทําหน้าที่เก่ียวข้องกับ cell cycle และ 

apoptosis โดย RPL23 จะช่วยให้โปรตีน p53 stabilize ป้องกันไม่ให้ p53 เกิดการ degrade ทําให้ cell 

cycle เข้าสู่ G1-S checkpoint และหรือเกิดการ apoptosis เมื่อจีน RPL23 มีการแสดงออกลดลง  มีผลต่อ

การสังเคราะห์ DNA และ การยับย้ังการเกิด apoptosis ผ่านทาง p53 pathway [57] นอกจากน้ีใน

การศึกษาของ Mesplède T และคณะ ทําการเปรียบเทียบความสามารถของโปรตีน E6 ของเช้ือ HPV 

ทั้งหมด 29 ชนิด และเปรียบเทียบระหว่าง prototype กับ variant  ของโปรตีน E6 ของเช้ือ HPV16 และ 

HPV33 ต่อการ degrade โปรตีน p53 โดยวัดเอนไซม์ Renilla luciferase (RLuc-p53) ผลการศึกษาพบ

ความแตกต่างในการ degrade โปรตีน p53 ระหว่างเช้ือ HPV ชนิดต่างๆ ชัดเจนมากกว่าการเปรียบเทียบ

ระหว่าง prototype กับ variant โดย E6 ของเช้ือ HPV16 ทั้ง prototype และ variant มีความสามารถ 

degrade โปรตีน p53 ได้ไม่แตกต่างกัน แต่ในเช้ือ HPV33 พบว่า E6 variant สามารถ degrade โปรตีน p53 

ได้ดีกว่า E6 prototype อย่างมีนัยสําคัญ ซึ่งตําแหน่งของจีน E6 ของเช้ือ HPV16 ที่เปลี่ยนแปลงไปคือ R10G 

และ L83V เป็นคนละตําแหน่งกับจีน E6 As variant (D25E) ที่ใช้ศึกษาในการวิจัยครั้งน้ี อาจเป็นไปได้ว่า E6 

As variant ซึ่งมีกรดอะมิโนเปลี่ยนแปลงไปน้ันมีผลต่อการ degrade โปรตีน p53 [60] นอกจากน้ียังมีอีก

หลายการศึกษาที่เปรียบเทียบความสามารถของโปรตีน E6 ที่มาจากเช้ือ HPV ที่ต่างชนิดกัน ในการ degrade 

โปรตีน p53 [61, 62] 

การทดสอบความสามารถในการกระตุ้น Telomerase activities ของโปรตีน E6 prototype และ 

E6 As variant ในเซลล์ C33A จะเห็นได้ว่าไม่พบความแตกต่างระหว่างโปรตีนทั้ง 2 ชนิด ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่า

ในเซลล์ C33A ที่ใช้ในการทดลองมีคุณสมบัติไม่เหมาะสมเน่ืองจากเซลล์น้ีเป็นเซลล์มะเร็งอยู่แล้ว และโดยส่วน

ใหญ่จะศึกษาใน human foreskin keratinocyte เพ่ือทดสอบการกระตุ้นเอนไซม์ telomerase ที่เพ่ิมขึ้น 

[63, 64]  นอกจากจะศึกษาความสามารถในการ degrade โปรตีน p53 แล้ว ยังมีการศึกษาความสามารถของ

โปรตีน E6 ในการ degrade โปรตีนของโฮสตัวอ่ืนๆด้วยเช่น ในการศึกษาของ Nakagawa S และคณะ 

ทดสอบความสามารถของโปรตีน E6 หลังจากที่จับกับ E6AP แล้วนอกจากจะ degrade โปรตีน p53 แล้ว ยัง

สามารถจับและ degrade โปรตีน hScrib ซึ่งเป็น tumor suppressor protein เหมือนกัน [65] แต่จะ

แตกต่างจากการศึกษาของ Thomas M และคณะที่พบว่า โปรตีน E6 สามารถ degradeโปรตีน MAGI-1 [66] 

 อย่างไรก็ตาม เพ่ือให้เห็นความสามารถของโปรตีน E6 As variant ที่ชัดเจนเพ่ิมขึ้น ผู้วิจัยจึงทดสอบ

หาค่า ครึ่งชีวิต (Half life) ของโปรตีน p53 ในเซลล์ C33A โดยใช้ cycloheximide (CHX) ซึ่งเป็นตัวยับย้ัง

การสังเคราะห์โปรตีน แล้วเปรียบเทียบระหว่างโปรตีน E6 prototype และ As variant ในการศึกษานี้แสดง

ให้เห็นครึ่งชีวิตของโปรตีน p53 ลดลง ภายใน 1 ชม. ในเซลล์ที่ถูก transfected ด้วย E6 prototype และ E6 
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As variant แต่ในในเซลล์ที่มี E6 As variant พบว่าครึ่งชีวิตของ p53 ลดลงมากกว่า แต่ผลการศึกษาของ Fu 

Leiping และคณะ แสดงผลการทดลองหาคร่ึงชีวิตของโปรตีน p53 ในเซลล์ 293T ที่ co-transfected 

ระหว่าง E6 expression vector (HPV11, 61,18, 53 และ 56) และ p53 expression vector พบว่าครึ่ง

ชีวิตของโปรตีน p53 น้ันลดลงเหลือประมาณ 30 นาที ในเซลล์ที่มี E6 expression vectors ของ HPV18, 53 

และ 56 [62] ซึ่งผลการศึกษาที่ได้จะต่างจากผลของผู้วิจัยศึกษา ส่วนหน่ึงอาจมาจากการออกแบบการทดลอง 

รวมทั้งชนิดของเซลล์ที่ในการศึกษา แต่อย่างไรก็ตามสามารถสรุปผลการศึกษานี้ได้ว่าโปรตีน E6 As variant 

สามารถลดระดับการแสดงออกของโปรตีน p53 ได้โดยผ่านทาง post-translation  

 ในปัจจุบันมีการศึกษาเก่ียวกับ micro RNAs (miRNAs) กันอย่างกว้างขวาง miRNAs เป็น 

noncoding regulatory RNAs มีขนาด 18-25 nucleotide มีหน้าที่ในการควบคุมการแสดงออกของจีน

ต่างๆของโฮส โดยกลไกของมันจะไปจับกับ mRNA เป้าหมาย แล้วยับย้ังหรือ degrade การ translation ของ

โปรตีนน้ันจะขึ้นกับระดับในการจับ (complementary) กันระหว่าง miRNA กับ mRNA ของจีนเป้าหมาย 

[67] โปรตีน E6 เป็นอีกตัวหน่ึงที่มีการศึกษากันมาก โดยจะพบว่าโปรตีน E6 น้ันสามารถไปเพ่ิมการแสดงออก

และไปลดการแสดงออกของ miRNA ได้ ในการศึกษาของ Yeung A และคณะศึกษาแสดงให้เห็นว่า โปรตีน 

E6 ของเช้ือ HPV16 สามารถลดการแสดงออกของ miR-23b ได้ ส่งผลให้เพ่ิมการแสดงออกของ uPA และชัก

นําให้เพ่ิมการ migration ของเซลล์ SiHA และ Caski เน่ืองจาก uPA เป็นเป้าหมายหน่ึงของ miR-23b และ

โปรตีน p53 จะถูก inactivated จากโปรตีน E6  ซึ่งบริเวณ consensus p53 binding site น้ันเป็นตําแหน่ง 

promoter region ของ miR-23b เป็นไปได้ว่าเมื่อโปรตีน E6 ไป inactivated โปรตีน p53 มีผลให้ โปรตีน 

p53 จับกับ promoter ของ miR-23b ได้ลดลง ดังน้ันโปรตีน p53 เป็นตัวเช่ือมให้โปรตีน E6 ไป 

downregulation miR-23b  [68]  และในการศึกษาของ Wang X และคณะแสดงให้เห็นว่า cervical 

cancer tissue และเซลล์ที่มีเช้ือ HPV พบว่า miR-34a มีการแสดงออกลดลง เมื่อ knockdown จีน E6 

ออกไป พบการเพ่ิมขึ้นของทั้ง โปรตีน p53 และ miR-34a นอกจากน้ียังพบการสะสมของ miR-34a ในระยะ 

G(0)/G(1) อีกด้วย  นอกจากน้ียังพบว่ามีการลดลงของ p18In4c ซึ่งอยู่ในกลุ่มของ INK4 family ของ CDK4 

และ CDK6 inhibitors ทําหน้าที่เป็น tumor suppressor ป้องกัน cell cycle progression จาก G1ไปยัง S 

phase ในการศึกษาแสดงนี้ให้เห็นถึงความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน E6 ของเช้ือ HPV16, โปรตีน p53, miR-

34a และ p18Ink4c และ pInk4c อาจนําไปใช้เป็น biomarker สําหรับมะเร็งปากมดลูกได้ [69, 70] 

เหมือนกับการศึกษาของ Martinez l และคณะ พบว่าโปรตีน E6 ของเช้ือ HPV16 สามารถลดการแสดงออก

ของ miR-218 ใน HPV-positive cell lines รวมทั้ง cervical lesion และ cancer tissue ที่มี HPV16 DNA 

อยู่ [71] ในการศึกษาของผู้วิจัยเองพบว่าโปรตีน E6 ของเช้ือ HPV16 ทั้งที่เป็น prototype และ As variant 

สามารถชักนําให้มีการเพ่ิมการแสดงออกของ miR-21 ได้อย่างมีนัยสําคัญ และโปรตีน E6 As variant สามารถ
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ชักนําให้มีการแสดงออกของ miR-21 สูงกว่า โปรตีน E6 prototype และในการทดสอบความสามารถในการ 

degradation โปรตีน p53 พบว่าโปรตีน E6 As variant สามารถ degrade โปรตีน p53 ได้ดีกว่าโปรตีน E6 

prototype อาจมีสาเหตุส่วนหน่ึงมาจากการชักนําให้มีการเพ่ิมการแสดงออกของ miR-21 ก็ได้ เพราะโปรตีน

เป้าหมายของ miR-21 ได้แก่ ส่วนใหญ่แล้วจะทําหน้าเกี่ยวข้องกับ การพัฒนาไปเป็นมะเร็ง เช่น กลุ่มที่เป็น 

tumor suppressor, anti-apoptosis, cell cycle progression โปรตีนเหล่าน้ีได้แก่ PDCD4 [45], PTEN 

[46], Bcl2 และ Cdc2 [48] เมื่อ miR-21 ถูกชักนําให้มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น มีผลไปยับย้ังการแสดงออกของ 

PTEN ซึ่งทําให้การทํางานของ Akt pathway เพ่ิมมากขึ้น ซึ่ง Akt pathway เป็น pathway ที่สําคัญของ

เซลล์ในการเกิด cell proliferation, cell differentiation, survival [72, 73] เพราะฉะน้ันมีผลให้โปรตีน

ต่างๆใน pathway น้ีมีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น รวมทั้ง Mdm2 ซึ่งเป็นตัวควบคุมการแสดงออกของโปรตีน p53 

ในเซลล์ปกติ ทําให้โปรตีน p53 ที่อยู่ในเซลล์ที่มีการแสดงออกของโปรตีน E6 As variant ถูก degrade ได้ทั้ง

จากโปรตีน E6 As variant และจาก Mdm2 ด้วย ทําให้เซลล์ที่มีการติดเช้ือ HPV16E6 As variant สามารถ 

degrade โปรตีน p53 ได้เร็วกว่าเซลล์ที่มีการติดเช้ือ HPV16 E6 Prototype สอดคล้องกับผลการทดสอบหา 

half life ของโปรตีน p53 ซึ่งพบว่า HPV16 E6 As variant มีผลทําให้ half life ของโปรตีน p53 ลดลง

ภายใน 30 นาที นอกจากน้ียังทําให้เซลล์ที่ผิดปกติน้ีมีการตายลดลงและส่งเสริมให้เซลล์ที่ติดเช้ือนี้มีการเพ่ิม

จํานวนอีกด้วย 
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6. สรุปผลการวิจัย/ข้อเสนอแนะ (Conclusion/suggestion) 

 

 การศึกษาครั้งน้ีผู้วิจัยสามารถสร้าง E6 recombinant expression vectors ได้ 3 ชนิด ได้แก่ 

pcDNA3.2E6-prototype, pcDNA3.2E6-As variant (1.21) และ pcDNA3.2E6-As variant (N18) แต่

เน่ืองจากลําดับนิวคลีโอไทน์ของ pcDNA3.2E6-As variant (1.21) ซึ่งได้มาจากตัวอย่างช้ินเน้ือ paraffin fix 

formalin embedded tissue ที่เป็น SCC และ pcDNA3.2E6-As variant (N18) ได้มาจาก fresh biopsy 

tissue ที่เป็น SCC น้ันเหมือนกัน ผู้วิจัยเลือก pcDNA3.2E6-As variant (N18) มาใช้ในการศึกษาต่อไป 

เน่ืองจากให้ผลการตัดด้วย restriction enzyme NdeI ที่ชัดเจนคือ พบช้ินส่วน (fragment) ของเวคเตอร์ที่

ถูกตัดจํานวน 2 ช้ิน และเวคเตอร์ที่สามารถสร้างขึ้นมานี้ มีคุณสมบัติสามารถที่จะนําไปใช้ในการทดลองต่อไป 

เพราะมีคุณสมบัติในการจับกับโปรตีน E6AP ได้ และในการทดลองเดียวกันน้ีสามารถตรวจพบการแสดงออก

ของโปรตีน E6 จากทั้ง prototype และ As variant ด้วย 

 การศึกษาคร้ังน้ีผู้วิจัยได้แสดงให้ถึงความสามารถของเช้ือ HPV16 As variant E6 ในการมีคุณสมบัติ

เป็น oncogenicity มากกว่า HPV16 prototype E6 เน่ืองจากโปรตีน E6-As variant มีคุณสมบัติในการ 

degrade โปรตีน p53 ได้ดีกว่าโปรตีน E6-prototype อย่างชัดเจน รวมทั้งยังมีผลต่อ half life ของโปรตีน 

p53 โดยทําให้ half life ลดลงภายใน 1 ชม. ซึ่งเร็วกว่าโปรตีน E6-prototype เช่นกัน นอกจากน้ียังเป็นครั้ง

แรกที่การศึกษานี้แสดงให้เห็นถึงความสามารถของโปรตีน E6 ของเช้ือ HPV16 ในการชักนําให้มีการแสดงออก

ของ miR-21 เพ่ิมขึ้นโดยเฉพาะอย่างย่ิงโปรตีน E6-As variant สามารถชักนํา miR-21 ให้มีการแสดงออกเพ่ิม

สูงขึ้นมากกว่าโปรตีน E6-prototype อีกด้วย 

 จากผลการศึกษาในครั้งนี้สามารถสรุปได้ว่าการที่ตรวจพบ เช้ือ HPV16 As variant ในตัวอย่างที่เป็น

ปากมดลูกพบว่าเป็นปัจจัยเสี่ยงอีกอย่างหน่ึงต่อการพัฒนาไปเป็นมะเร็ง เน่ืองจากเช้ือ HPV16 As variant มี

ความสามารถในการ degrade โปรตีน p53 ได้ดี และน่าจะเก่ียวข้องกับการแสดงออกของ miR-21 ที่เพ่ิมขึ้น

ด้วย โดยอาจมีผลต่อโปรตีนเป้าหมายของ miR-21 เช่น PTEN, PDCD4 แล้วทําให้เซลล์ผิดปกติมีการเพ่ิม

จํานวนและยังไปยับย้ังการเกิด apoptosis ของเซลล์ ที่ถูกติดเช้ือ HPV16 As variant ซึ่งอาจเป็นสาเหตุหน่ึงที่

มีความสัมพันธ์กับการติดเช้ือ HR-HPV แบบยืดเย้ือและเกี่ยวกับการพัฒนาไปเป็นมะเร็งปากมดลูกในที่สุด   
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