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บทคัดย่อ 

 
โรคมะเร็งปากมดลูกเป็นสาเหตุของการตายที่พบได้มากที่สุดของโรคมะเร็งในผู้หญิงในประเทศกําลัง

พัฒนา และเป็นโรคที่สามารถรักษาให้หายได้หากตรวจพบตั้งแต่ระยะแรก  สาเหตุสําคัญของโรคมะเร็งปาก
มดลูกคือการติดเช้ือ high risk human papillomavirus (HR-HPV) โดยตรวจพบ HPV DNA ในเซลล์มะเร็ง
ปากมดลูกได้สูงถึงร้อยละ 99.7 ของผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูก อย่างไรก็ตามผู้ที่ติดเช้ือ HPV ไม่ได้เป็นมะเร็งปาก
มดลูกทุกราย และตรวจพบ HPV DNA ได้ทั้งในเซลล์ปากมดลูกที่มีและไม่มีรอยโรคผิดปกติ (cervical 
intraepithelial neoplasia, CIN) ดังน้ันปัญหาที่สําคัญคือยังไม่มี marker ชนิดใดที่ใช้บ่งบอกว่าผู้ที่ติดเช้ือ 
HPV รายใดจะมีการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ติดเช้ือไปเป็นเซลล์มะเร็ง จึงจําเป็นต้องมีการศึกษากลไกของการ
เกิดมะเร็งปากมดลูกที่มีสาเหตุจาก HPV 

มีข้อมูลสนับสนุนว่ามะเร็งเกิดจาก viral genome integration เข้าสู่โครโมโซมของโฮสต์ และเป็น
จุดเร่ิมต้นที่ส่งผลให้เซลล์แบ่งตัวเพ่ิมจํานวนผิดปกติ (monoclonal nature of HPV integration) แล้วจึง
เปลี่ยนแปลงไปเป็นมะเร็งปากมดลูก และการศึกษาในผู้หญิงภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบว่า HPV16 เป็นชนิด
ที่พบมากที่สุดในกลุ่มที่มีเซลล์ปากมดลูกปกติและแบบไม่รุนแรง (ASCUS/LSIL) ตามด้วย HPV 58 ดังน้ัน
วัตถุประสงค์หลักของการศึกษานี้คือเพ่ือศึกษา integration site ของ HPV16 และ HPV58 DNA และปัจจัย
อ่ืน ๆ ที่มีผลต่อการแสดงออกของ HPV16 oncogene ได้แก่ ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของ
โปรตีน p16ink4a และ HPV physical status ศึกษา DNA methylation เพ่ือหาความสัมพันธ์ระหว่างการ
แสดงออกของ HPV16 mRNA E6/E7 กับภาวะ episomal และ integrated form และความสัมพันธ์กับ
ภาวะของ DNA methylation ที่พบ ศึกษาเปรียบเทียบผลของการเกิด methylation บน HPV long 
control region (LCR)  ต่อ HPV16 oncogenes promoter activity ศึกษาการเปลี่ยนแปลงลําดับเบส
บริเวณ E2 binding site บน HPV LCR รวมทั้งศึกษาผลของ DNA methylation และโครงสร้างของโครมา
ตินต่อ viral oncogenes promoter ในเซลล์เพาะเลี้ยง  
 การศึกษานี้ได้ใช้ fresh tissue biopsy ของเนื้อเย่ือปากมดลูกทั้งสิ้น 344 ราย โดยมีผลการตรวจ
ทาง histology เป็น no CIN, CIN I, CIN II-III และ SCC จํานวน 65, 167, 75 และ 37 รายตามลําดับ จาก
การสกัด DNA จาก fresh tissue biopsy และตรวจหา HPV DNA โดยวิธี PCR พบ HPV DNA ร้อยละ 43.6 
(150/344) โดยมีความชุกเพ่ิมขึ้นตามระดับความผิดปกติของเซลล์ดังน้ี พบร้อยละ 27.7 (18/65),  35.3 
(59/167), 57.3 (43/75), 81.1 (30/37) ในตัวอย่าง no CIN, CIN I, CIN II-III  และ SCC ตามลําดับ การ
ตรวจจําแนก HPV genotype โดยวิธี reverse line blot hybridization พบ HPV16 ทั้ง single infection 
และ multiple infections ร้อยละ 42 (63/150) ของผู้ติดเช้ือ HPV อันดับรองลงมาคือ HPV58 และ HPV18 
พบร้อยละ 13.3 (20/150) และ 11.3 (17/150) ตามลําดับ และเช้ือ HPV ชนิดอ่ืนๆ ได้แก่ HPV6, 11, 31, 
33, 35, 39, 43, 45, 51, 52, 53, 56, 59,  66, 67 และ 70 และไม่ทราบชนิดมี 17 ตัวอย่าง 

ในการศึกษา physical status และ chromosomal site of integration ของ HR-HPV ที่สําคัญ 
ได้แก่ HPV16, 18, 31, 33, 45 และ 58 ได้สกัด RNAจาก fresh tissue biopsy ทั้งหมด แต่ได้ RNA ที่มี
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คุณภาพดี ซึ่งสามารถใช้ในการตรวจสอบได้จํานวน 99 ตัวอย่าง โดยแยกเป็น HPV แต่ละไทป์ จํานวน 53, 10, 
3, 4, 1 และ 28 ตัวอย่างตามลําดับ ผลการศึกษาโดยวิธี amplification of papillomavirus oncogene 
transcripts (APOT) assay พบ HPV integration เฉพาะตัวอย่างที่มีความผิดปกติในระดับ CIN II-III และ 
SCC แต่ไม่พบในระดับ no CIN และ CIN I โดยพบ HPV16, 18, 58 และ 45  integration ในตัวอย่าง SCC 
ได้ร้อยละ 40, 100, 25 และ 100 ตามลําดับ และพบ HPV16 และ 58 integration ในตัวอย่าง CIN II-III ได้
ร้อยละ 5 และ 16  ตามลําดับ 
 ผลจากการตรวจหา chromosomal site of integration จากตัวอย่างที่มี viral genome 
integration พบ HPV16 integration ในโครโมโชม 2, 4, 5, 8, 11, 16 และ 17 พบ HPV18 integration ใน
โครโมโซม 1, 6, 8 และ 19 พบ HPV58 integration ในโครโมโซม 4, 12 และ 18 และพบ HPV45 
integration ในโครโมโซม 6 

การศึกษาการแสดงออกของโปรตีน p16ink4a ใน formalin-fixed paraffin-embedded cervical 
tissue ที่เป็น no CIN, CIN I, CIN II-III และ SCC จํานวน 7, 31, 47 และ 9 ตัวอย่างตามลําดับ พบว่าในกลุ่ม 
no CIN ไม่พบการแสดงออกของโปรตีน p16ink4a  ในขณะที่พบการแสดงออกของโปรตีน p16ink4a ใน CIN I 
และ CIN II-III ร้อยละ16 และ 89 ตามลําดับ และพบการแสดงออกของโปรตีน p16ink4a ใน SCC ทุกราย สรุป
ได้ว่าการตรวจหาโปรตีน p16ink4a ในเซลล์ปากมดลูกสามารถช่วยวินิจฉัยความผิดปกติของเซลล์ปากมดลูกได้ 
 เมื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของโปรตีน p16ink4a และ HPV physical status 
พบว่าในตัวอย่างที่ p16ink4a negative ทุกรายจะมีเช้ือ HPV มี physical status แบบ episomal ในกลุ่ม 
p16ink4a positive CIN I เช้ือ HPV มี physical status แบบ episomal ร้อยละ 100 ในกลุ่ม p16ink4a 
positive CIN II-III เช้ือ HPV มี physical status แบบ episomal ร้อยละ 95 และ integration ร้อยละ 5 
ในขณะที่กลุ่ม p16ink4a positive SCC เช้ือ HPV มี physical status แบบ episomal ร้อยละ 50 และ 
integration ร้อยละ 50 สรุปได้ว่าการแทรกจีโนมของไวรัสเข้าสู่จีโนมของโฮสต์เป็นเหตุการณ์ที่เกิดขึ้น
หลังจากที่เกิดความไม่เสถียรของโครโมโซม (chromosomal instability) ทําให้ DNA มีการแตกหัก (double 
strand break) ซึ่งเป็นผลมาจากการแสดงออกของไวรัสโปรตีนคือ E6 และ E7 ออกมามากซึ่งไปรบกวนการ
ทํางานของโปรตีนของโฮสต์ เช่น p53 และ pRb ทําให้เซลล์มีความผิดปกติไปและการแสดงออกของโปรตีน 
p16ink4a ที่มากขึ้นสามารถใช้เป็นตัวบ่งช้ีถึงความผิดปกติของเซลล์ได้ 

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงลําดับเบส และการเกิด DNA methylation ในตําแหน่ง E2 binding site 
(E2BS) ไม่พบการเปลี่ยนแปลงลําดับเบส แต่พบว่าที่ตําแหน่ง E2BS3 และ E2BS4 มีการเกิด DNA 
methylation มากกว่าร้อยละ 10 ซึ่งในแต่ละตัวอย่างจะพบการเกิด DNA methylation ที่หลากหลาย
แตกต่างกันไปในแต่ละตําแหน่ง จากการศึกษาสรุปได้ว่าการเกิด DNA methylation ในตําแหน่ง E2BS3 และ 
E2BS4 อาจมีส่วนช่วยส่งเสริมการแสดงออกของ โปรตีน E6 และ E7 และสามารถชักนําให้เกิดความผิดปกติ
เซลล์ปากมดลูกได้ 
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จากผลการศึกษาสรุปได้ว่า ปัจจัยหน่ึงที่ช่วยส่งเสริมการแสดงออกของ โปรตีน E6 และ E7 ในเซลล์
ปากมดลูกที่ติดเช้ือ HPV16 คือการเกิด DNA methylation ในตําแหน่ง E2BS3 และ E2BS4 ของ LCR เมื่อมี
การแสดงออกที่มากเกินของ viral oncoprotein คือ E6 และ E7 จะไปรบกวนการทํางานของ tumor 
suppressor protein ของโฮสต์ เช่น p53 และ pRb เป็นผลให้เกิดการแสดงออกท่ีมากเกินของโปรตีน 
p16ink4a ในเซลล์ปากมดลูกที่มีความผิดปกติ ในขณะที่ p53 และ pRb ไม่สามารถทํางานได้ตามปกติก็จะทํา
ให้เกิดความไม่เสถียรของโครโมโซม (chromosomal instability) และการแตกหักของ DNA (double 
strand break) จากน้ันจึงมีการแทรกจีโนมของไวรัสเข้าสู่จีโนมของโฮสต์ 
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1. บทนํา (Introduction) 
 

ความสําคญัและท่ีมาของปัญหาท่ีทําการวิจัย 
โรคมะเร็งปากมดลูกเป็นสาเหตุของการตายที่พบได้มากที่สุดของโรคมะเร็งในผู้หญิงในประเทศกําลัง

พัฒนา ทั้งๆที่เป็นโรคที่สามารถรักษาให้หายได้หากตรวจพบต้ังแต่ระยะแรก  human papillomavirus 
(HPV) เป็นเช้ือสาเหตุของการเกิดโรคมะเร็งปากมดลูก และมีรายงานว่าสามารถตรวจพบ HPV ในเซลล์มะเร็ง
ปากมดลูกได้สูงถึงร้อยละ 99.7 ของผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูก อย่างไรก็ตามการติดเช้ือ HPV ไม่ได้ทําให้ผู้ติดเช้ือ
ทุกรายเป็นมะเร็งปากมดลูก และสามารถตรวจพบการติดเช้ือ HPV ได้ทั้งในผู้ที่มีเย่ือบุปากมดลูกปกติและ
ผิดปกติ ปัญหาที่สําคัญของการติดเช้ือ HPV น้ีคือยังไม่มี marker ชนิดใดที่ใช้บ่งบอกว่าผู้ที่ติดเช้ือ HPV จะมี
การเปลี่ยนแปลงของเซลล์ติดเช้ือและกลายเป็นเซลล์มะเร็งเมื่อไร 
 การศึกษาวิจัยที่ผ่านมาพบว่าผู้หญิงในกลุ่มอายุมากกว่า 35 ปี ที่มีการติดเช้ือยืดเย้ือ (persistent 
infection) จาก high risk (HR) HPV และมีผลการตรวจคัดกรองเซลล์ปากมดลูกพบ koilocyte หรือมี
ลักษณะของเย่ือบุเป็น mild dysplasia หรือ low grade sqaumous intraepithelial lesions (LSIL) เป็น
กลุ่มเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งปากมดลูกเพราะถ้ามีภาวะส่งเสริมร่วมกัน oncoproteins ทําให้เซลล์ติดเช้ือเกิดมี 
chromosome instability จากผลของ E6/E7 oncoproteins ร่วมกับมีปัจจัยของโฮสต์ส่งเสริม ทําให้เกิด 
viral genome integration ในโครโมโซมของโฮสต์ หรือเรียกว่ามีภาวะการติดเช้ือเป็น integration form 
ในขณะที่กลุ่มการติดเช้ือที่ไม่เกิด viral genome integration หรือเรียก การติดเช้ือแบบ episomal form 
จะเกิด spontaneous regression ไปได้ขณะที่ในกลุ่มการติดเช้ือแบบ integration form มีผลการศึกษา
พบว่า การเกิด integration โดย viral genome เป็นจุดเร่ิมต้นที่ทําให้เซลล์เกิดการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้นอย่าง
ต่อเน่ืองและเซลล์กลายเป็นมะเร็งได้ โดยมีปัจจัยส่งเสริมจากทั้งไวรัสและโฮสต์โดยเฉพาะไวรัสเมื่อเกิด viral 
genome integration พบว่าการแตกหักของ viral genome ที่ตําแหน่ง E2/E1 (ที่พบได้บ่อยที่สุด) จะทําให้
สูญเสียการควบคุมการแสดงออกของ E6/E7 oncogenes มีการแสดงออกได้มากขึ้นอย่างต่อเน่ือง จาก
การศึกษายังพบว่าภาวะ viral integration จะสัมพันธ์กับระดับความรุนแรงของโรคโดยพบร้อยละ 70-100, 
25-100 และ 0-54 ของเน้ือเย่ือปากมดลูกผิดปกติชนิด cervical intraepithelial neoplasia grade III (CIN 
III), CIN II และ CIN I (LSIL) ตามลําดับ [1]  

อย่างไรก็ตามการศึกษาหา viral integration ยังมีปัญหาอยู่ ถึงแม้จะพบว่าภาวะดังกล่าวมี
ความสัมพันธ์กับความรุนแรงของโรค แต่ยังพบว่าข้อมูลที่ได้จากการศึกษาในแต่ละกลุ่มยังมีความแตกต่างกัน 
เน่ืองจากยังไม่มี gold standard method ทําให้มีการใช้วิธีการตรวจท่ีหลากหลาย และได้ข้อมูลที่แตกต่าง
กันในเซลล์ผิดปกติแต่ละกลุ่ม โดยเฉพาะเซลล์ผิดปกติชนิด LSIL ซึ่งเป็นเซลล์ที่อยู่ระหว่างการที่จะ
เปลี่ยนแปลง (precancerous lesion) นอกจากน้ียังมีข้อมูลที่ศึกษาการมี viral integration น้อยมาก 
การศึกษา viral integration ในเซลล์ผิดปกติในกลุ่ม LSIL น้ี น่าจะได้ข้อมูลบ่งบอกถึงจุดเริ่มต้นของเซลล์ที่ติด
เช้ือและเริ่มเกิดการเปลี่ยนแปลงได้ 



 2 

 จากรายงานการศึกษาพบว่าการแสดงออกของ E6/E7 mRNA สัมพันธ์กับความผิดปกติของเซลล์ โดย
พบว่ามีการแสดงออกน้อยมากในระดับเซลล์ผิดปกติระยะแรกและพบในทุกรายที่เป็นมะเร็งที่มี viral 
integration แสดงถึงความสัมพันธ์ของการเกิด viral integration และมีการแสดงออกของ E6/E7 mRNA ใน
ปัจจุบันจึงพยายามตรวจหาการแสดงออกของ E6/E7 mRNA เพ่ือใช้บ่งบอกถึงภาวะการติดเช้ือ HPV ที่จะ
เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ผิดปกติในระยะรุนแรง แต่อย่างไรก็ตามในรายงานการศึกษาติดตามผู้ที่ติดเช้ือ HPV 
พบว่าระยะเวลาในการพัฒนาทําให้เกิดเซลล์เปลี่ยนแปลงไปเป็น HSIL และ มะเร็ง จะใช้เวลาแตกต่างกัน โดย
พบได้ต้ังแต่ 2-10 ปี ซึ่งเป็นปัญหาที่พบและยังไม่มีกลไกใดที่จะอธิบายได้ แต่ได้มีรายงานการศึกษาพบว่า 
DNA methylation ซึ่งเป็นกระบวนการป้องกันของโฮสต์เซลล์โดยพบว่าถ้าเกิดบน viral genome บริเวณ 
LCR โดยเฉพาะบริเวณ E2 binding site จะมีผลขัดขวางหรือกระตุ้นการแสดงออกของ E6/E7 oncogenes 
ได้ในขณะที่ถ้าพบบน host gene เช่น tumor suppressor gene จะพบในผู้ที่เป็นมะเร็งได้บ่อยแสดงให้เห็น
ถึงภาวะ DNA methylation น่าจะเป็นปัจจัยในโฮสต์ที่มีบทบาทในการควบคุมการแสดงออกของ E6/E7 ใน 
HPV integrant และมีผลทําให้ระยะเวลาของการเกิดโรคแตกต่างกันได้ ขณะเดียวกันปัจจัยจากสภาพ
ภายนอกท่ีมีหลายชนิดก็มีรายงานว่าเป็นส่วนหน่ึงที่กระตุ้นทําให้มีการแสดงออกของ E6/E7 oncogenes โดย
พบว่า progesterone เป็นสารตัวหน่ึงที่มีรายงานว่ากระตุ้นการแสดงออกของ HPV E6/E7 promoter 
เพ่ิมขึ้น 2-3 เท่า ปัจจัยจากทั้งที่เกิดขึ้นทั้งภายในและภายนอกเซลล์จากสารทั้งสองชนิดดังกล่าวยังมีข้อมูล
น้อยในการศึกษาถึงผลต่อการแสดงออกของ HPV E6/E7 promoter 
 เน่ืองจากเช่ือว่าการมี viral integration น่าจะเป็นจุดเร่ิมต้นที่ทําให้เกิด over expression ของ 
viral oncoprotein E6/E7 มีผลทําให้เซลล์เปลี่ยนแปลง จึงได้มีการศึกษามากมายเพื่อหา integration 
status และ integration site และมีรายงานพบว่ามี viral integration เกิดขึ้นเกือบทุก chromosome ของ
โฮสต์ และตําแหน่งที่พบเป็น common fragile site (CFS) ในตําแหน่งดังกล่าวยังไม่มีผลการศึกษายืนยันว่า
ทําให้เกิดเซลล์เปลี่ยนแปลงไปเป็นมะเร็งแต่อาจจะช่วยให้มีอัตราการเปลี่ยนแปลงเร็วขึ้น แต่ยังเช่ือว่าน่าจะมี
จุดเริ่มต้นที่ส่งผลให้เซลล์แบ่งตัวเพ่ิมจํานวนผิดปกติ (monoclonal) โดยมีผลจาก E6/E7 protein ที่มีการ
กระตุ้นให้เพ่ิมมากขึ้น นอกจากภาวะ integration แล้ว ยังมีการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ระหว่างการ
ติดเช้ือ โดยพบว่ามี transcriptional activating factor หลายชนิดมีการแสดงมากขึ้นโดยเฉพาะ AP1 จาก
การศึกษาพบว่า มีบทบาทสําคัญในการควบคุมการแสดงออกของ oncogenes ของเช้ือ HPV ทุก types  ใน
เซลล์มะเร็งปากมดลูก  

ดังน้ันการศึกษานี้จึงมีความสนใจศึกษา physical status ของ HR-HPV ได้แก่ HPV16, 18, 31, 33, 
45 และ 58  ในตัวอย่างเซลล์และเน้ือเย่ือปากมดลูกที่ปกติหรือ no CIN และเนื้อเย่ือปากมดลูกที่ผิดปกติชนิด  
LSIL (CIN I), HSIL (CIN II-III) และมะเร็งปากมดลูก (squamous cell carcinoma, SCC) โดยนําวิธี 
amplification of papilloma virus oncogene transcripts (APOT) assay มาตรวจหา physical status 
ของเช้ือ HPV และตรวจหา integration site ด้วย นอกจากน้ีได้ทําการตรวจ DNA methylation เพ่ือทราบ
ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของ HPV16 mRNA E6/E7 กับภาวะ episomal และ integrated form 
และความสัมพันธ์กับภาวะของ DNA methylation ที่พบ และยังทําการศึกษาเปรียบเทียบผลของการเกิด 
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methylation บน HPV LCR  ต่อ HPV16 oncogenes promoter activity นอกเหนือจากปัจจัยทาง 
epigenetic แล้วโครงการวิจัยน้ียังได้ศึกษาปัจจัยทาง viral genetic คือการเกิดการเปลี่ยนแปลงลําดับเบส
ตรงบริเวณ E2 binding site บน HPV LCR ด้วย 

จากข้อมูลที่สนับสนุนสมมติฐานว่าการเกิดมะเร็งเกิดจาก viral genome integration เข้าสู่
โครโมโซมของโฮสต์ และเป็นจุดเร่ิมต้นที่ส่งผลให้เซลล์แบ่งตัวเพ่ิมจํานวนผิดปกติ (monoclonal nature of 
HPV integration) แล้วจึงเปลี่ยนแปลงไปเป็นมะเร็งปากมดลูก โครงการวิจัยน้ีจึงได้มีจุดประสงค์เพ่ือศึกษาผล
ของโครงสร้างโครโมโซมบน HPV LCR  ต่อการแสดงออกของ HPV E6 และ E7 oncogenes และปัจจัยด้าน
สิ่งแวดล้อม เช่น progesterone และ dexamethasone โดยนํามาใช้ในการศึกษาบทบาทของปัจจัยร่วมใน
การกระตุ้นการแสดงออกของ HPV E6/E7 promoter โดยสร้าง expression  vector ที่มี HPV16 E6/E7 
promoter และ reporter gene คือ luciferase และนํามาศึกษาบทบาทของโครงสร้างโครโมโซมและโปรตีน 
E2 ในการกระตุ้น HPV16 E6/E7 promoter โดยเติมสาร Trichostatin A (TSA) ในเซลล์เพาะเลี้ยงและดู
การแสดงออกของ luciferase รวมทั้งดูผลของปัจจัยจากสภาวะแวดล้อมเช่น progesterone และ 
dexamethasone ที่อาจจะมีผลต่อการแสดงออกของ promoter ดังกล่าวด้วย 

เน่ืองจากโครงการวิจัยน้ีเป็นส่วนหน่ึงของวิทยานิพนธ์ของนักศึกษาปริญญาเอก ซึ่งได้ทําการศึกษา
เพ่ิมเติมจากแผนงานวิจัยที่วางไว้แต่เดิม จึงได้เพ่ิมวัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย และรวบรวมผลงานวิจัย
ทั้งหมดไว้ในรายงานฉบับน้ี 
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วัตถุประสงค ์
 

1. เพ่ือหาความชุก (prevalence) และการกระจาย (distribution) ของ HPV จีโนไทป์ต่าง ๆ ในตัวอย่าง
ช้ินเน้ือปากมดลูก (fresh tissue biopsy) ที่ได้รับการตรวจวินิจฉัยทางพยาธิวิทยาเป็น no CIN,  
CIN I, CIN II-III และ SCC 

2. เพ่ือตรวจ physical status ของ HPV16, 18, 31, 33, 45 และ 58 ในตัวอย่างช้ินเน้ือปากมดลูก 
(fresh tissue biopsy) ที่ได้รับการตรวจวินิจฉัยทางพยาธิวิทยาเป็น no CIN, CIN I, CIN II-III และ 
SCC โดยวิธี Amplification of Papillomavirus Oncogene Transcripts (APOT) 

3. เพ่ือตรวจตําแหน่ง integration site ของ HPV16, 18, 31, 33, 45 และ 58 DNA ในโครโมโซมของ
โฮสต์โดยวิธี APOT 

4. เพ่ือหาความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของ HPV16 E6 และ E7 mRNA กับการเกิด integration 
ของ  HPV16 DNA ในตัวอย่างช้ินเน้ือปากมดลูก (fresh tissue biopsy) ที่ได้รับการตรวจวินิจฉัยทาง
พยาธิวิทยาเป็น no CIN, CIN I, CIN II-III และ SCC โดยเปรียบเทียบกับการแสดงออกของโปรตีน 
p16ink4a 

5. ศึกษาการเกิด DNA methylation และลําดับเบสที่เปลี่ยนแปลงไปในตําแหน่ง E2 binding site ใน
เซลล์ปากมดลกูผิดปกติชนิด CIN II-III และ SCC 

6. เพ่ือศึกษาผลของ DNA methylation และโครงสร้างของโครมาตินต่อ viral oncogenes promoter 
ในเซลล์เพาะเลี้ยงที่เตรียมเป็น stable transfection (มีการแทรกจีโนมของ vector เข้าสู่โครโมโซม) 
และ transient transfection (ไม่มีการแทรกจีโนมของ vector เข้าสู่โครโมโซม) โดยนํา expression  
vector ที่ม ี HPV16 E6/E7 promoter และ reporter gene คือ luciferase มาใส่เซลล์ C33A 
เพ่ือให้มีการแทรกจีโนมของ vector เข้าสูโ่ครโมโซม (integration form)  และ แบบไม่มีการแทรกจี
โนม (episomal form)  ของ HPV16 DNA 

7. เพ่ือศึกษาการเป็นปัจจัยร่วมของ progestogen และ dexamethasone ต่อ viral oncogene 
promoter ในเซลล์เพาะเลี้ยงที่เตรียมเป็น stable transfection และ transient transfection  

 
 
 



 5 

2. การทบทวนวรรณกรรมท่ีเก่ียวข้อง (Review literature) 
 

Human papillomavirus (HPV) เป็น DNA virus อยู่ในกลุ่ม  Papillomaviridae เป็นไวรัสชนิดที่
ไม่มีเย่ือหุ้ม (non-enveloped หรือ naked virus) เปลือกนอกเป็น capsid ที่ประกอบด้วย 72 capsomer 
ภายใน cadsid ประกอบด้วยจีโนมท่ีมีลักษณะเป็น DNA วงกลมสายคู่ ซึ่งมีความยาวประมาณ 8,000 เบส [2] 
โครงสร้างของ capsid ประกอบด้วยโปรตีนโครงสร้าง 2 ชนิดคือ โปรตีน L1 ซึ่งมีขนาด 57 กิโลดาลตัน และ
เป็นส่วนประกอบประมาณร้อยละ 80 ของ cadsid และโปรตีน L2 ซึ่งมีขนาด 43-53 กิโลดาลตัน  

HPV สามารถติดเช้ือในคนได้ทางผิวหนัง และเย่ือเมือก  ก่อให้เกิดโรคหูดหรือเน้ืองอก ปัจจุบันพบ 
HPV มากกว่า 130 types แยกตามลําดับเบสที่แตกต่างกันในบริเวณจีน E6, E7 และ L1 โดยมี HPV 
ประมาณ 40 types ที่สามารถติดเช้ือบริเวณอวัยวะสืบพันธ์ุของคน และแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือ high risk 
HPV (HR-HPV) และ low risk HPV (LR-HPV) ตามความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งปากมดลูก  HR-HPV ที่พบ
บ่อย ได้แก่ HPV16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, และ 82 ส่วน LR-
HPV ที่พบบ่อยได้แก่ HPV6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72 และ 81 [3]  

จีโนมของเช้ือ HPV มีขนาด 8,000 เบส มี 8-10 open reading frame (ORF) ซึ่งอยู่บนเส้นเดียว
ของจีโนม และจีโนมของเช้ือแบ่งเป็น 3 ส่วนคือ upstream regulatory region (URR) หรือ long control 
region (LCR) หรือ non coding region (NCR) และอีก 2 ส่วนเรียกตามระยะของการติดเช้ือและการ
แสดงออกของจีน ได้แก่ บริเวณ early (E) และ late (L)   

LCR เป็นบริเวณท่ีควบคุมการแสดงออกของจีน โดยมีลําดับเบสที่จําเพาะต่อการจับของโปรตีน E2 
และจาก host protein เพ่ือกระตุ้นหรือควบคุมการแสดงออกของจีนอ่ืน ๆ ที่จําเป็นต่อการเพ่ิมจํานวนของ
เช้ือ หรือการก่อโรค โปรตีน E1 ทําหน้าที่เป็นเอนไซม์ helicase ที่จะทําหน้าที่ในการแยก DNA สายคู่ให้เป็น
สายเด่ียว โปรตีน E2 ทําหน้าที่ในการควบคุมการแสดงออกของจีน โดยการจับกับ E2 binding sites ที่อยู่บน 
LCR โปรตีน E3 และ E8 ยังไม่ทราบหน้าที่ชัดเจน โปรตีน E4 จะจับกับโปรตีนฟิลาเมนท์ (filament) ในเซลล์
ทําให้เช้ือไวรัสสามารถเคลื่อนที่ออกนอกเซลล์ได้ การสร้างโปรตีน E4 จะสร้างในช่วงท้ายของการติดเช้ือ 
โปรตีน E5 จะไปจับกับผนังเซลล์ตรงบริเวณ platelet derived growth factor (PDGF receptor) ทําให้มี
การกระตุ้นเซลล์ให้มีการแบ่งตัวและเปลี่ยนแปลงได้  

โปรตีน E6 และ E7 ของเช้ือในกลุ่ม HR-HPV เป็นโปรตีนที่เก่ียวข้องกับกระบวนการเกิดมะเร็งปาก
มดลูก ซึ่งเรียกว่า oncoprotein โปรตีน E6 ไปจับกับโปรตีน p53 ซึ่งเป็นโปรตีนควบคุมไม่ให้เซลล์เกิดเป็น
มะเร็ง (tumor suppressor protein) และทําให้โปรตีน p53 ถูกทําลายผ่านทาง ubiquitin pathway โดย
ทํางานร่วมกับโปรตีน E6 associated protein (E6AP) ทําให้ค่าครึ่งชีวิตของโปรตีน p53 ลดลงจาก 3 ช่ัวโมง
เป็น 20 นาที และยังพบว่า โปรตีน E6 ยังไปกระตุ้นเอนไซม์ telomerase ทําให้เซลล์มีอายุนานขึ้น โปรตีน 
E7 ไปจับกับ โปรตีน retinoblastoma (pRB) ซึ่งเป็นโปรตีนควบคุมไม่ให้เซลล์เกิดเป็นมะเร็ง (tumor 
suppressor protein) ทําให้โปรตีน E2F ซึ่งจับกับโปรตีน retinoblastoma (pRB) หลุดออกมา โปรตีน E2F 
ที่หลุดออกมาจะทําหน้าที่กระตุ้นการแสดงออกของจีนที่จําเพาะและ DNA ให้มีการ replication และ 
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transcription ทําให้เซลล์มีการแบ่งตัวเพ่ิมมากขึ้น โปรตีน L1 และโปรตีน  L2 ทําหน้าเป็น capsid หุ้มจีโนม
ของไวรัสโดยโปรตีน L1 เป็นโปรตีนหลักและพบมาก บริเวณจีน L1 เป็นบริเวณที่มีความคล้ายกันมากที่สุดใน
กลุ่มเช้ือ HPV 

HPV เข้าสู่เซลล์บริเวณผิวหนังและเย่ือเมือกที่ฉีกขาด และเข้าไปติดเช้ือที่เซลล์ basal  เพราะว่าเป็น
เซลล์ที่สามารถแบ่งตัวได้ โดยตัวเช้ือไวรัสจับกับ receptor บนผิวเซลล์คือ 6 integrin  family และ 
heparin sulphate [4] ทําให้มีการ endocytosis เป็นแบบ clathrin coated vesicles และจีโนมของเช้ือ
หลุดออกจาก capsid เข้าสู่นิวเคลียส [5] แล้วเกิดกระบวนการ replication และ transcription โดยปริมาณ
ของเช้ือในเซลล์ในระยะเริ่มต้นคือ 50-100 genome copies ต่อ 1 เซลล์ซึ่งเป็นช่วงที่ยังไม่มีการสร้างอนุภาค
ของไวรัส (non productive infection) ในช่วงน้ีโปรตีนบางตัวจะถูกสร้างขึ้นได้แก่ โปรตีน E1, E2, E6 และ 
E7 ซึ่งมีการแสดงออกในระดับตํ่าๆ [6] โดยโปรตีน E1 จับกับโปรตีน E2 และไปยังบริเวณ origin of 
replication ทําให้ไวรัสเกิดการ  replication ได้ และโปรตีน E1 ทําหน้าที่เป็นเอนไซม์ helicase ที่จะทํา
หน้าที่ในการแยกดีเอ็นเอสายคู่ให้เป็นสายเด่ียว โปรตีน E2 ทําหน้าที่ในการควบคุมการแสดงออกของจีนโดย
ไปจับที่ E2 binding site บน LCR และเมื่อเซลล์ที่มีการติดเช้ือมีการแบ่งตัว และเคลื่อนตัวขึ้นสู่ suprabasal 
layer เซลล์ที่มี differentiation จะกระตุ้นให้มีการแสดงออกของจีน และสร้างโปรตีนแคปซิดมาหุ้มจีโนมของ
เช้ือไวรัส และสร้างโปรตีน E4 และ  E5 ทําให้ได้อนุภาคไวรัสที่สมบูรณ์  การแสดงออกของ E6 และ E7 
oncoproteins ออกมานอกจากจะมีผลใน viral life cycle แล้วในบางสภาวะอาจจะ มีผลทําให้การควบคุม
การแสดงออกของ host cell genes เปลี่ยนแปลงไปและมี genetic instability เกิดขึ้น นอกจากน้ี E6, E7 
oncoproteins ยังมีคุณสมบัติทําให้เกิด malignant transformation และ cell apoptosis ได้
นอกเหนือจากการทําให้ไวรัสคงอยู่ภายใน host cell ได้ [7] 

การติดเช้ือ HPV มี physical status 2 รูปแบบคือ episomal (viral genome อยู่เป็นอิสระโดย
ไม่ได้แทรกในโครโมโซมของโฮสต์) และ integrated form (viral genome แทรกในโครโมโซมของโฮสต์) ใน
ปัจจุบันมีข้อมูลทําให้เช่ือว่าการติดเช้ือ HR-HPV ที่มี physical status แบบ integrated form เป็นปัจจัย
สําคัญที่ทําให้เซลล์ที่ติดเช้ือเกิดการเปลี่ยนแปลงพัฒนาไปเป็นมะเร็ง เน่ืองจากการตรวจพบ HPV physical 
status แบบ integrated form พบได้ร้อยละ 0-54, 5-100 และ  80-100 ในเซลล์ผิดปกติแบบ LSIL, HSIL 
และ SCC ตามลําดับ ซึ่งพบได้ร้อยละที่มีความแตกต่างกันในแต่ละกลุ่มจะขึ้นกับวิธีตรวจท่ีต่างกัน [1] ซึ่งภาวะ
ที่กล่าวข้างต้นสามารถใช้เป็นตัวบ่งช้ีการที่เซลล์จะพัฒนาไปเป็นมะเร็งปากมดลูกเมื่อมีการติดเช้ือในกลุ่ม HR-
HPV และประมาณว่าร้อยละ 12 ของ HSIL ถ้าไม่ได้รับการตรวจวินิจฉัยและรักษาจะพัฒนาไปเป็นมะเร็งปาก
มดลูกได้  ดังน้ันการเกิด integration ของไวรัสจีโนมในโฮสต์จีนจึงได้รับการพิจารณาว่าเป็นปัจจัยที่สําคัญ
อันหน่ึงที่จะทําให้เซลล์ติดเช้ือยืดเย้ือที่บริเวณปากมดลูกเกิดการเปลี่ยนแปลงกลายเป็นเซลล์ที่มีความผิดปกติที่
รุนแรงขึ้น การเกิด integration ของจีโนมของเช้ือ HPV16 พบมากที่สุดในกลุ่ม SCC และHSIL [8-12]  และ 
54% ใน LSIL  [11, 13]  



 7 

มีการศึกษาพบว่าการเกิด HPV16 integration และปริมาณของไวรัสที่เกิด integration สัมพันธ์กับ
ความรุนแรงของเซลล์ปากมดลูกผิดปกติและเป็นจุดเริ่มต้นของการเกิดมะเร็งปากมดลูก [8, 9, 12, 14] 
การศึกษาในเช้ืออ่ืนๆเช่น  HPV52 และ 58 พบการ integration ในกลุ่มเซลล์มะเร็งและ HSIL ร้อยละ  25.0 
, 12.5 และ 92.3 , 12.5  ตามลําดับ [10] จากข้อมูลดังกล่าว พบว่าเช้ือ HPV แต่ละชนิดมีความสัมพันธ์ใน
การก่อโรคได้ต่างกัน HPV58 เป็นชนิดที่พบได้บ่อยเป็นอันดับ 3 ของจาก HPV16 และ HPV18 ในประเทศ
ไทยและในเอเซีย 

เพ่ือหาความสัมพันธ์ในการก่อโรค การตรวจหา physical status ของ HPV ในเซลล์ติดเช้ือจึงได้รับ
ความสนใจมากข้ึนโดยอาศัยเทคนิคที่พัฒนาขึ้นมาแตกต่างกันเช่น Southern blot analysis of restriction 
enzyme digestion [15, 16], 2D agarose gel electrophoresis [15, 17], PCR analysis of E2 region 
integration [13, 18, 19], RT-PCR analysis of E6/E7 transcript [19, 20] and real time quantitative 
PCR [21] อย่างไรก็ตามผลจากการศึกษา HPV physical status ยังพบได้แตกต่างกันมาก เช่นในกลุ่ม HSIL 
พบร้อยละ 5-100 ซึ่งอาจจะเน่ืองจากวิธีที่แตกต่างกัน หรือความผิดพลาดที่เกิดจากการจําแนกชนิดของ
ตัวอย่าง แต่อย่างไรก็ตามยังไม่มีวิธีใดที่เป็น gold standard การตรวจหา HPV integration 

 มีการศึกษาพบว่าการเกิด  viral integration จะส่งผลให้มีความผิดปกติทั้ง HPV genome และ 
host gene ที่อยู่รอบๆบริเวณท่ีถูกแทรก จากการศึกษา in vitro  Duensing และคณะ [22] พบว่า 
episomal derived oncoprotein (ePOTs) จะมีความสามารถเพียงพอในการทําให้เกิด chromosomal 
instability แล้วส่งผลสนับสนุนการเกิดภาวะ integration ของ HPV genome  โดย over expression E6 
และ E7 โปรตีนน้ีจะไปรบกวน  mitotic apparatus ในเซลล์ที่กําลังแบ่งตัวส่งผลให้เกิด multiple 
centosomes และ multipolar mitosis ทําให้ซลล์มีจํานวนโครโมโซมผิดปกติไปและเกิดภาวะ aneuploidy 
ส่วน Hopman  และคณะ [23] พบว่าภาวะ episomal ของ HPV สามารถทําให้เกิดโครโมโซมความผิดปกติ
แบบ tetrasomies และ single trisomies ในขณะที่ HPV integration จะทําให้โครโมโซมเกิดภาวะ 
aneusomies และ polysomies การศึกษาข้างต้นสนับสนุนว่าการติดเช้ือ HR-HPV ที่มีการแสดงออกของ E6 
E7 โดยเฉพาะการเกิด integration ของ HPV16/18 DNA ที่สูญเสียการควบคุมการแสดงออกของ E6 E7 
เป็นขั้นตอนสําคัญในการส่งเสริมจากเซลล์ผิดปกติไปเป็นเซลล์มะเร็งปากมดลูก [20]  

Pett และคณะ [24] ได้ทําการศึกษาพบว่าการแทรกตัวของ HPV16 ใน  W12 cell line ทําให้มีการ
ขาดออกของ 3’ ของจีน E2  ทําให้มีการเพ่ิมขึ้นของโปรตีน E7 มากขึ้น Kalantari และคณะ [25] 
ทําการศึกษาดูลักษณะการแตกหักของ HPV16 พบว่าบริเวณที่มีการแตกหักคือ E2 open reading frame 
บริเวณที่เรียกว่า ‘hinge’ region และ HPV18 integration ในเซลล์มะเร็งปากมดลูกจะพบการแตกหักตรง
บริเวณ E1/E2 gene ทําให้ขาดจีน E2 ORF ไปบางส่วนหรือทั้งหมด และการเกิด HPV integration ช่วยเพ่ิม
เสถียรภาพของ E6 และ E7 mRNA โดยมีการศึกษาพบว่าการแทรกตัวของ viral genome นอกจากจะส่งผล
ทําให้มีการควบคุมการแสดงออกของ viral gene ผิดปกติเพราะ E2/E1 ขาดไป ยังมีปัจจัยซึ่งอาจกระให้มีการ
แสดงออกของ E6/ E7 gene ได้ต่อเน่ืองเช่น viral gene ถูกกระตุ้นโดยฮอร์โมน glucocorticoid  ซึ่งทํา
หน้าที่เป็น cis-acting elements [26]  และตรงปลาย 3’ ซึ่งจะเป็นบริเวณ AU rich region จะถูกแทนที่
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ด้วยดีเอ็นเอของโฮสต์ ทําให้ปริมาณของไวรัสโปรตีน E6 and E7 เพ่ิมมากขึ้นส่งผลให้มีการพัฒนาไปเป็น
มะเร็งปากมดลูกได้เร็วขึ้น [27, 28] การเกิด HPV integration และการเกิดภาวะ DNA  aneuploidy พบว่า
ทั้งสองสภาวะสัมพันธ์กับการเกิดเซลล์ผิดปกติในระดับรุนแรง [27]   

การตรวจ HPV16 และ HPV18 integration พบร้อยละ 48 และ 63 ตามลําดับ [29, 30] จะเกิดใน
บริเวณที่มีการแตกหักง่ายของ host chromosome (common fragile site, CFS) ซึ่งเป็นบริเวณที่เกิดการ
ขาดหาย (deletion) การย้ายที่ (translocation) และมีการแสดงออกของจีนผิดปกติซึ่งพบบ่อยในเซลล์มะเร็ง 
[29] บริเวณ CFS ที่พบบ่อยคือ FRA 3B (3p14.2) ซึ่งพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงในเซลล์มะเร็งหลายชนิด    
FRB 3B เป็นจีนที่มีขนาด 4 เมกะเบส ซึง่อยู่ใกล้กับจีน FHIT ซึ่งมีขนาด 1.5 เมกะเบส ที่เป็นกลุ่มจีนต้าน
มะเร็ง (tumor suppressor gene) [31] นอกจากน้ียังพบบริเวณส่วนอ่ืนๆ เช่น HPV18 จะเข้าไปแทรกใน
บริเวณ MYC oncogene ที ่ 8q24.2 ซึ่งถกูขนาบข้างด้วย 2 CSF region FRA 8C (8q24.1) และ FRA8D 
(8q24.3) [29] การแทรกตัวของเช้ือ HPV16 และ 18 ยังพบได้ในบริเวณ promoter region ของ human 
telomerase reverse transcriptase (hTERT) gene [29]  และยังมีการศึกษาที่พบว่าเช้ือ HPV ยังสามารถ
แทรกตัวเข้าสูบ่ริเวณ HLA loci ได้ซึ่งทําให้หลบหลกีภูมิคุ้มกันได้และส่งเสริมการพัฒนาไปเป็นเซลลม์ะเร็ง 
[32]   

มีการศึกษาพบว่า E6 และ E7 oncoproteins ของไวรัสสามารถทําปฏิกิริยากับ c-Myc บนโปรโม
เตอร์ (promoter) และกระตุ้นการแสดงออกของจีน  hTERT [33, 34]  Durst M และคณะแสดงให้เห็นว่า
เซลล์ HeLa และ C4-1 ซึ่งติดเช้ือ HPV18 และเซลล์ Caski ซึ่งติดเช้ือ HPV16 มีการแทรกตัวของไวรัสเข้าสู่
โครโมโซม 8q ใกล้กับจีน c-MYC  และะทําหน้าที่เป็น cis-acting element ในการส่งเสริมการแสดงออกของ
จีน c-MYC  โดยตรวจพบการแสดงออกของจีน c-MYC เพ่ิมมากขึ้นในเซลล์ที่กล่าวมา แต่ในเซลล์ SiHa ที่ 
HPV16 integration ที่โครโมโซม 13 จะไม่พบการแสดงออกของจีน c-MYC [35] Couturier J และคณะ
พบว่า HPV16 และ HPV18 มีการแทรกจีโนมเข้าสู่บริเวณใกล้กับ c-MYC และ n-MYC  proto-oncogene 
(8q24.12 และ 2p24 ตามลําดับ) และส่งผลให้โครงสร้างของจีนดังกล่าวมีการเปลี่ยนแปลงไปและทําให้มีการ
แสดงออกของโฮสต์จีนบริเวณน้ันเพ่ิมมากขึ้นอันเป็นผลมาจาก cis activation ของ c-MYC หรือ n-MYC  
จากการแทรกตัวของเช้ือไวรัส [36, 37] นอกจากน้ียังมีการศึกษาพบว่าไวรัสที่ก่อมะเร็งจะมีการแทรกจีโนม
เข้าสู่ดีเอ็นเอของโฮตส์ใกล้กับบริเวณ nuclear matrix attachment regions (MARs) ซึ่งเป็นลําดับดีเอ็นเอที่
โปรตีน nuclear matrix มาทําปฏิกิริยาและส่งผลให้มีการแสดงออกของไวรัส oncogenes [38]  ซึ่งข้อมูลที่
ได้น้ีสนับสนุนสมมติฐานที่ว่าการแทรกตัวของไวรัสเข้าสู่โฮสต์จีโนมมีบทบาทในการพัฒนาไปเป็นเซลล์มะเร็ง
ปากมดลูกผ่านการกระตุ้น proto-oncogenes ของโฮสต์  

การตรวจหาบริเวณของโฮสต์จีนที่ถูกไวรัสแทรกตัว (viral cellular flanking sequence) ทําได้
หลายวิธีเช่น restriction enzyme cleavage, self-ligation, and inverse polymerase chain reaction 
(rli PCR)[39] detection of integrated papillomavirus sequences by ligation-mediated PCR 
(DCIPS-PCR)[40]  restriction site PCR [41]  amplification of viral oncogene transcripts (APOT) 
[42] random PCR[43]  และ fluorescent in situ hybridization [36] บริเวณโครโมโซมที่เกิดไวรัส 
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integration ที่ตรวจพบโดยวิธีต่างๆ มีดังน้ี โดยวิธี rli PCR เพ่ือตรวจ HPV16 integration ในตัวอย่างมะเร็ง
ปากมดลูก 5 ตัวอย่างพบว่า HPV16 integration พบบน chromosome 1q25, 3q28, 6p25, 11p13, และ 
18q22  [39] โดยวิธี DCIPS-PCR ตรวจในเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งปากมดลูกพบว่า HPV18 integration ตรวจ
เจอในโครโมโซม  8 และ HPV16 integration ตรวจเจอในโครโมโซม  3 และ 17 เมื่อตรวจในตัวอย่าง
เซลลม์ะเร็งปากมดลูก พบว่า HPV16 integration บนโครโมโซม 14 พบร้อยละ 22 และโครโมโซมอ่ืนเช่น
บริเวณ 1q41 2q22 7q31 และ 17q22  และ HPV18 integration พบที่โครโมโซมบริเวณ 7q31 8p11.2  
14 และ 17 [40]  และจากการศึกษาโดยใช้วิธี DCIPS-PCR ในตัวอย่างเซลล์ปากมดลกูแบบ LSIL ของการติด
เช้ือ HPV16 พบว่า  HPV16 integration ที่โครโมโซม 14 และ 13 ซึง่การเกิดแทรกตัวของไวรัสที่โครโมโซม 
13  น้ันพบในเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งปากมดลูก SiHa [44] โดยใช้วิธี  restriction site PCR พบว่า HPV16 
integration ตรวจพบที่บริเวณ FHIT/FRA3B ที่โครโมโซม 3p14.2 บริเวณ promoter ของ TERT gene ที่
บริเวณโครโมโซม 5p15, 13q21, 11q21 และ 6q21 ส่วน HPV18 integration พบในบริเวณ CFS ซึ่งพบ
ร้อยละ 63 [41] การตรวจโดยวิธี APOT พบ HPV16 และ 18 integration ในทุกโครโมโซมยกเว้นโครโมโซม 
11, 18, 22 และ X [42] การตรวจโดยวิธี random PCR พบว่า HPV16 integration ที่โครโมโซม 2 ซึ่งเป็น
ตําแหน่งของจีน microtubule-associated protein (MAP-2) และตําแหน่งที่ยังไม่ทราบแน่ชัดต้ังช่ือว่า 
papillomavirus integration-disrupted (PID) ที่โครโมโซม 9 (PID-1), 1 (PID-2) และ 8 (PID-3) ซึ่ง
โครโมโซมที่กลา่วมาน้ีเป็นตําแหน่ง chromosomal fragile sites และ myc oncogenes [43] การตรวจโดย
วิธี FISH พบว่า HPV16 และ 18 integration ที่โครโมโซม 8q24.1 ซึ่งเป็นบริเวณของ c-MYC gene  และที่
โครโมโซม 2p24 ซึ่งเป็นบริเวณ n-MYC gene [36] 
 จากการศึกษาในผู้ติดเช้ือ HPV พบว่ามีการแสดงออกของ HPV E6 และ E7 mRNA สัมพันธ์กับ
ภาวะการเกิด HPV-DNA integration โดยพบว่าการแสดงออกของ E6 และ E7 mRNA ของ HPV16/18 
สัมพันธ์กับภาวะการเกิด integrationและจะพบการแสดงออกของ HPV E2 mRNAs ในไวรัสที่พบในรูป 
episome [17, 19]   Klaes R และคณะ [20] ใช้เทคนิค APOT ศึกษาในตัวอย่าง 155 ตัวอย่างที่มีการติดเช้ือ  
HPV16 จํานวน 143 ตัวอย่าง หรือ HPV18 จํานวน 12 ตัวอย่าง จากการศึกษาพบว่าในกลุ่มเซลล์ปากมดลูก
ปกติหรือ LSIL จะไม่พบมีการแสดงออก HPV mRNA จาก HPV ที่มีการเกิดภาวะ integration  แต่สามารถ
ตรวจพบได้ร้อยละ 5 ในกลุ่ม CIN II ร้อยละ 16 ในกลุ่ม CIN III และร้อยละ 88% ในกลุ่มมะเร็งปากมดลูกการ
แสดงออกของ HPV mRNA E6/E7 มีความสัมพันธ์กับความรุนแรงของโรค จากการตรวจพบดังกล่าวแสดงให้
เห็นความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของ HPV E6 และ E7 mRNA กับ physical status ของ HPV DNA 
ในเซลล์ ([17, 45] ซึ่งเช้ือในกลุ่ม HR-HPV ที่มีการ integration  เข้าสู่โฮสต์จีโนมจะทําให้มีการแสดงออกของ 
HPV oncogenes E6 และ E7 เพ่ิมขึ้นผิดปกติไป [46] 
 ในปัจจุบันเช่ือว่าการติดเช้ือไวรัสในกลุ่ม HR-HPV แบบยืดเย้ือมีบทบาทสําคัญในการเกิดมะเร็งปาก
มดลูก [47] อย่างไรก็ตามจากการศึกษาพบว่าในผู้หญิงกลุ่มอายุ 20-35 ปีประมาณร้อยละ 70 จะมีการติดเช้ือ 
HPV ทางเพศสัมพันธ์เกิดขึ้นแบบแบบช่ัวคราว (transient infection) [48] และจะพบภาวะผิดปกติของเซลล์
ปากมดลูกแบบ LSIL มีส่วนน้อยที่เกิดการติดเช้ือแบบยืดเย้ือขึ้น โดยประมาณร้อยละ 20-40 ของกลุ่ม LSIL ที่
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มีการติดเช้ือยืดเย้ือจะพัฒนาไปเป็น HSIL และร้อยละ 50-60 ของกลุ่ม LSIL จะมีการหายไปของเช้ือได้เอง 
(spontaneous regression) Schlecht และคณะ [49]  ศึกษาในกลุ่มผู้หญิงวัยเจริญพันธ์ุพบว่าเวลาเฉล่ียใน
การพัฒนาจาก LSIL ไปเป็น HSIL ใช้เวลา 85.7 เดือน และงแสดงถึงความสัมพันธ์ระหว่างการแทรกตัวของ
ไวรัสเข้าสู่โฮสต์จีนกับการเปลี่ยนแปลงจาก LSIL ไปเป็น HSIL และมะเร็งในที่สุดโดยมีการศึกษาที่บ่งช้ีว่าการ
เกิด integration ของไวรัสเข้าสู่โอสต์จีโนมเกิดขึ้นแบบ polyclonal แต่จะมีเพียง  monoclonal ในการ
พัฒนาเปลี่ยนแปลงเกิดเซลล์ผิดปกติ [50] 
 บริเวณ LCR  ของ HPV เป็นบริเวณท่ีควบคุมการแสดงออกของจีนโดยโปรตีน E2/E1 ใน episomal 
form และจะเป็นบริเวณท่ีได้รับความสนใจในการศึกษาเพ่ือหาปัจจัยที่มากระตุ้นในบริเวณดังกล่าวในการ
แสดงออกของ viral oncogenes ในกลุ่ม integrated HPV การศึกษาใน HPV16 การแสดงออกของ HPV16 
E6 และE7 oncogenes อยู่ภายใต้การควบคุมของ promoter (P97) ที่พบตรงบริเวณปลายสุด 3' end ของ
LCR ซึ่งบริเวณ HPV16 LCR ประกอบด้วย transcription factor-binding sites จํานวนมากเช่น E2 
binding sites 4 ตําแหน่ง   บริเวณให้โปรตีน E1 มาจับได้ 1 ตําแหน่ง และตําแหน่งอ่ืนๆ อย่างน้อย 12 
ตําแหน่งที่สามารถทําปฏิกิริยากับ cellular  transcription factors ได้เช่น AP-1, cEBP, glucocorticoid 
receptor, progesterone receptor, NF1, NF-IL6, Oct-1, PEF-1 , TEF-1, TEF-2, Sp1  และ YY1 [51, 
52] โปรตีนของโฮสดังกล่าวทําหน้าที่เป็นตัวกระตุ้นและยับย้ัง ซึ่งบริเวณ E2-binding sites 2 ตําแหน่งที่
ใกล้เคียงกันที่พบตรงบริเวณ upstream ของ P97 และอยู่ติดกับบริเวณ 5' ของ Sp1-binding site และ 3'  
ใกล้กับ P97 TATA box เมื่อโปรตีน E2 มาจับตรงบริเวณน้ีที่  promoter-proximal sites จะไปยับย้ังการจับ
ของโปรตีน Sp1 และโปรตีน TATA box-binding factor (TBP) ตรงบริเวณน้ีทําให้โปรตีน E2 ไปยับย้ังการ
แสดงออกของ HPV oncogenes  แต่ถ้าโปรตีน E2 ไปจับตรงบริเวณ promoter-distal sites จะสามารถ
กระตุ้นการแสดงออกของ HPV oncogenes ได้ [51]  

การเกิด HPV DNA methylation เป็นกลไกที่โฮสต์ใช้ป้องกันดีเอ็นเอของไวรัสไม่ให้มีการแสดงออก
ของจีนแต่อาจส่งผลดีต่อไวรัสทําให้ไวรัสสามารถหลบอยู่ในเซลล์ได้นานแต่ไม่มีการแสดงออกของไวรัส 
oncogenes (gene silencing) และไวรัสยังสามารถเกิดการแสดงออกของ oncogenes ได้ในภายหลัง  การ
เกิด DNA methylation ที่ส่วน HPV LCR ทําให้เกิด chromatin conformation  สามารถควบคุมการ
แสดงออกของไวรัส oncogenes E6 และ E7 ได้ มีการศึกษาในเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งปากมดลูก Caski และ 
SiHa  พบว่ามีการเกิด methylation ที่ส่วน promoter  บริเวณ LCR ตําแหน่ง 31, 37, 43, 52 และ 58 
จากดีเอ็นเอที่สกัดจากเซลล์เพาะเลี้ยง  Caski แต่ไม่พบในเซลล์เพาะเลี้ยง SiHa  และอัตราส่วนการแสดงออก
ของ E6/E7 ในเซลล์เพาะเลี้ยง Caski และ SiHa คือ 0.11 และ12.23 ตามลําดับในเซลล์เพาะเลี้ยง [53]  

จากการศึกษาการทําให้เกิด DNA methylation ที่บริเวณ HPV18 LCR ในหลอดทดลอง พบว่าทาํให้
การกระตุ้นการแสดงออกของจีนลดลง [54] ซึ่งการลดการแสดงออกของจีนอาจเกิดจาก 2 สาเหตุหลัก คือ 1) 
การเกิด DNA methylation บริเวณดีเอ็นเอท่ีโปรตีนที่ทําหน้าที่เป็น transcription factors มาจับไม่ได้ 
(DNA binding site) 2) มีโปรตีนตัวอ่ืนมาจับตรงที่เกิด DNA methylation อย่างแน่นและทําให้ไม่สามารถ
รวมกับโปรตีนอ่ืนในการกระตุ้นการแสดงออกของจีนได้ เช่น methyl  CpG-binding proteins (MeCPs) ทํา
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ให้ส่วนประกอบของ nucleoproteins มีความเสถียรภาพมากขึ้น และมีการศึกษาพบว่าในกลุ่มเซลล์มะเร็ง
ปากมดลูกที่มี HPV physical status แบบ episomal  พบว่ามีการเกิด DNA methylation ที่บริเวณ E2 
binding site ใกล้กับบริเวณ p97 promoter ทําให้โปรตีน E2 ของ HPV16 ไปจับบริเวณ E2 binding site 
ไม่ได้จึงไม่สามารถควบคุมการแสดงออกของไวรัสจีนได้  [55, 56] บริเวณของ HPV16 LCR มี 19 CpGs ซึ่ง 3  
CpGs อยู่บริเวณ ส่วนท้าย 3’ ของจีน L1 (ตําแหน่ง  7091, 7136 และ 7145) 5 CpGs อยู่บริเวณ LCR 
(ตําแหน่ง 7270 ถึง 7461)   6 CpGs อยู่บริเวณ transcriptional enhancer (ตําแหน่ง 7535 ถึง 7862)  
และ 5 CpGs อยู่บริเวณ E6 promoter (ตําแหน่ง 31 ถึง 58) และการเกิด  DNA methylation จะพบมาก
ใน asymptomatic women โดยตรวจพบ  CpGs  ที่ตําแหน่ง  7091, 7136, 7428, 7434, 7535 ถึง 7695 
และ  31 ถึง 43 และตําแหน่ง 58 ซึ่งพบร้อยละ 6 ที่ ตําแหน่ง 37 และ ร้อยละ 33 ที่ตําแหน่ง 7091 ในกลุ่ม  
CIN ตรวจเจอ DNA methylation ที่ตําแหน่ง 7145 ร้อยละ 33  ในกลุ่มมะเร็งปากมดลูก พบตําแหน่ง DNA 
methylation ที่ตําแหน่ง 7136 และ 7145 ร้อยละ 42 และพบที่ตําแหน่ง 31, 37, 52, และ 58 ซึ่งพบว่าใน
กลุ่ม CIN พบ DNA methylation น้อยซึ่งสัมพันธ์กับการเพ่ิมจํานวนของไวรัสและการพัฒนาของเซลล์ไปสู่
เซลล์ที่ผิดปกติมากขึ้น ในกลุ่มมะเร็งปากมดลูกซึ่งมีการตรวจพบ DNA methylation บริเวณ promoter แต่
ว่าไวรัสยังคงมีการแสดงออกของ HPV oncogenes ได้เน่ืองจากพบว่า integrated HPV DNA เรียงตัวซ้ําๆ
ต่อเน่ืองกันไป (tandem array) ซึ่งมีบริเวณท่ีไม่เกิด DNA methylation [57]  อีกการศึกษาพบว่ามีการเกิด 
DNA methylation ตรงบริเวณ  LCR และ E6 gene ของ HPV16 DNA  พบร้อยละ 52 ในกลุ่ม 
asymptomatic smears พบร้อยละ 21.7 ในกลุ่ม  precursor lesions และร้อยละ  6.1 ในกลุ่ม invasive 
carcinomas ซึ่งบ่งช้ีว่าการเกิด DNA methylation จะช่วยลดการเกิดเซลล์เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ผิดปกติ
ได้จากผลการควบคุมการแสดงออกของ E6 E7 gene [58] มีการศึกษาพบว่า การตรวจ DNA methylation 
ของ L1 gene ของ HPV18 มีแนวโน้มที่จะนํามาใช้เป็นตัวบ่งช้ีในการพัฒนาไปเป็นมะเร็งได้ [59] และเมื่อมี
การทดลองใส่ DNA methylation inhibitor พบว่ามีการแสดงออกของ viral E6 และ E7 genes [60]  

 จากการศึกษาพบว่าใน HPV infected immortalized cervical cells บริเวณ HPV promoter จะ
พบ AP-1 complex ประกอบด้วยโปรตีน c-jun/c-fos hetrodimers เป็นส่วนมาก และเมื่อเติมโปรตีน TNF 
alpha จะพบโปรตีน c-jun/fra hetrodimers มากขึ้น และส่งผลยับย้ังการแสดงออกของ HPV E6/E7  และ
ในเซลล์มะเร็งจะพบโปรตีน c-jun/c-fos hetrodimers เพ่ิมขึ้นมาก จากการแสดงออกของโปรตีน c-fos เพ่ิม
มากขึ้น ซึ่งแสดงถึงบทบาทสําคัญของ c-jun/c-fos heterodimers ในการเปลี่ยนแปลง immortalized 
cells ไปเป็น malignant cells ดังน้ันเช่ือว่าโปรตีน Transcription factor AP-1 มีบทบาทสําคัญในการ
กระตุ้นการแสดงออกของ HPV oncogenes [61]  โปรตีน AP 1 ประกอบด้วย homodimers ระหว่าง c-
Jun, JunB และ JunD หรอืพบเป็น heterodimers กับโปรตีนในกลุ่ม Fos-family (c-Fos, FosB, Fra-1 
และ Fra-2) โดยทําปฏิกิริยากันตรงบริเวณ intramolecular `leucine zipper' region [62]  

  ในบริเวณ upstream ของ c-fos promoter จะประกอบด้วย 2 growth factor regulated 
promoter elements  คือ serum response element เป็นส่วนประกอบของ serum response factor 
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(SRF) และ ternary complex factor (TCF) อีก 1  element คือ  sis-inducible element (SIE) ซึ่งจะจับ
และถูกกระตุ้นโดย STAT transcription factors ได้ [63] โดยเมื่อมีการติดเช้ือไวรัสจะทําให้เซลล์ที่มีการติด
เช้ือมีการแสดงออกของ type I และ type II interferons  และ interferons สามารถกระตุ้นผ่าน receptor 
และมีผลกระตุ้นโปรตีน STAT ในกระบวนการของ signal transducing pathway ส่งผลมี STAT ทําให้
กระตุ้นส่วน cis-inducible element (SIE) กระตุ้นการสร้าง โปรตีน c-fos ได้ [64, 65]  โปรตีน c-fos ที่
เกิดขึ้นจะไปจับกับโปรตีนในตระกูล Jun เป็น heterodimer และจะไปควบคุมการแสดงออกของโฮสต์จีน
อ่ืนๆ โดยปกติแล้วระดับ c-fos mRNA จะพบในระดับตํ่าๆ ซึ่งการเพ่ิมการแสดงออกของ c-fos mRNA มาก
ขึ้นอาจเกิดจากการกระตุ้นผ่านทางตัวกระตุ้นภายนอกเช่น epidermal growth factor (EGF) และ  
platelet-derived growth factor (PDGF)  และโปรตีน c-Jun จะพบเป็นส่วนประกอบของโปรตีน AP-1 
และมีส่วนให้เซลล์เกิดการเจริญและแบ่งตัวเปลี่ยนแปลงรูปร่าง (differentiation) โดยการแสดงออกของ
โปรตีน c-jun และ c-fos จะพบในช่วงแรกเมื่อมีตัวกระตุ้นจากภายนอกมากระตุ้น มีการศึกษาพบว่าโปรตีน 
E5 ของ HPV16 และ 11 สามารถทําปฏิกิริยากับ epidermal growth factor receptor (EGFR) [66] ซึ่ง
ส่งผลทําให้มีการแสดงออกของจีนที่หลากหลายรวมท้ัง c-jun และ c-fos  และพบว่ากระตุ้นการแสดงออก
ของจีน c-jun เกิดจากการกระตุ้นผ่านทาง AP-1 binding site and NF-1 binding element [61, 67]   

 มีการศึกษาพบว่าบริเวณ LCR ของ HPV16 และ 18 ประกอบด้วย Progenterone/ 
glucocorticoid responsive element (PRE/GRE)  และพบว่าสาร estriol, 17 beta-estradiol, and 
several progestins including pregnenolone, 17 alpha-hydroxy-progesterone, norethynodrel 
and cyproterone acetate ปริมาณ 10−7M สามารถกระตุ้นการแสดงออกของ HPV16-LCR เพ่ิมขึ้น 2-3 
เท่า แต่มีผลเล็กน้อยหรือไมส่ามารถกระตุ้นการแสดงออกของ HPV18 E6 และ E7 oncogenes ผ่านทาง 
HPV18-LCR ทําให้สามารถแบ่ง HPV ได้เป็น 2 กลุ่มคือ HPV-enhancing และ HPV-nonenhancing  และ
บ่งช้ีถึงบทบาทของสารประกอบในยาคุมกําเนิดในการส่งเสริมให้เกิดภาวะมะเร็งปากมดลูกโดยการกระตุ้น
แสดงออกของ E6 และ E7 oncogenes ซึ่งกลไกลการถูกกระตุ้นโดย progesterone หรือ 
dexamethasone เป็นดังน้ี ฮอร์โมนไปจับกับ progesterone receptor (PR) หรือ 
glucocorticoidreceptor (GR) และเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสแล้วไปจับกับ PRE/GRE บน HPV-LCR และยังมี
การศึกษาพบว่าใน HPV transformed cell lines ที่มีการกระตุ้นการแสดงออกของโปรตีน v-fos และ EJ-
ras พร้อมทั้งมี  dexamethasone และ progestogen ซึ่งผลท่ีได้คอืเซลล์มกีารเจริญเพ่ิมมากขึ้นโดยพบว่า
สาร dexamethasone ส่งเสริมการเพ่ิมจาํนวนของเซลล์ได้เร็วกว่า progestogen [68, 69]    

 จากผลของการติดเช้ือในบริเวณปากมดลูกเช้ือกลุ่ม HR-HPV และ LR-HPV สามารถทําให้เซลล์ที่ติด
เช้ือเกิดการเปลี่ยนแปลงขึ้นจะมีลักษณะนิวเคลียสที่โตขึ้นและมีวงขาวใสรอบนิวเคลียส ลักษณะดังกล่าว
เรียกว่า koilocytic atypia ซึ่งเป็นผลจากโปรตีน E6 และ E7 และหรือที่เรียกว่า LSIL, mild dysplasia หรือ 
CIN I และจัดเป็นกลุ่ม pre-cancerous  cells  ซึ่งจะพบมากที่สุดในกลุ่มผู้หญิงอายุน้อยกว่า 30 ปีที่มีการติด
เช้ือ โดยพบว่าอัตราการเกิด LSILจะลดลงเมื่ออายุเพ่ิมมากขึ้น (58-16.1%) [70] และอัตราการตรวจพบ HPV 
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ในกลุ่มเซลล์ปากมดลูกปกติ  LSIL และมะเร็งปากมดลูกพบร้อยละ 6.6-22.9 [71] , 28.8 -80.2 [70, 72, 73] 
และ 54-100 [74, 75] ตามลําดับ  ในผู้หญิงอายุน้อย 20-35 ปีที่มีการติดเช้ือจะพบว่ามีการหายไปของเซลล์ที่
มีการติดเช้ือ HPV ได้เองหรือเรียกว่า spontaneous regression ได้ร้อยละ 70-80 ภายใน 2-3 ปี แต่ร้อยละ 
20 จะมีการติดเช้ือแบบยืดเย้ือ โดยจะพบว่าผู้หญิงที่มีการติดเช้ือในกลุ่ม HR-HPV ร้อยละ 15-30 เซลล์ติดเช้ือ
ดังกล่าวจะมีการพัฒนาเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ที่ผิดปกติแบบ CIN II และ CIN III ได้ภายในเวลา 4 ปี  สําหรับ
การพัฒนาเปลี่ยนแปลงของเซลล์ติดเช้ือ HR-HPV ที่มีความผิดปกติระยะแรกไปเป็นมะเร็งปากมดลูกน้ันพบว่า
ผู้หญิงที่มีความผิดปกติของเซลล์ในระยะ CIN II/CIN III หรือ HSIL จะเป็นความผิดปกติที่ถือว่าเป็นจุดเร่ิมของ
การท่ีจะพัฒนาไปเป็นเซลล์มะเร็งปากมดลูก หรือเรียกว่า true cervical cancer precursor  การศึกษา
พบว่าผู้หญิงกลุ่ม LSILที่มีการติดเช้ือในกลุ่ม HR-HPV จะมีการพัฒนาไปเป็น HSILโดยใช้เวลาเร็วกว่าในกลุ่มที่
มีการติดเช้ือในกลุ่ม LR-HPV และไม่มีการติดเช้ือ แต่จะใช้เวลานานกว่าในการเกิด  regression [76] เมื่อ
คํานวณค่า odds ratio (OR) ของการติดเช้ือ HR-HPV กับการเกิดภาวะ LSIL และ มะเร็งปากมดลูกพบว่าใน
กลุ่ม HR-HPV ให้ค่าที่สูงกว่าการติดเช้ือในกลุ่ม LR-HPV (4.64 versus 1.81 ใน LSIL และ 10.53 versus 
0.77 ใน HSIL/มะเร็งปากมดลูก)  

สําหรับการศึกษาในผู้หญิงภาคตะวันออกเฉียงเหนือที่มีภาวะมะเร็งปากมดลูกพบค่า OR คือ 130.6 
(95% CI 11.7–1457.0) ซึ่งเก่ียวข้องกับการติดเช้ือในกลุ่ม HR-HPV  ค่า ORs ของการติดเช้ือ HPV16, 18 
and 16/18 กับการมีภาวะมะเร็งปากมดลูกคือ 12.3, 3.2 and 15.7 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่มีการติด
เช้ือ  HPV [77] ซึ่งเมื่อคํานวณค่า OR ในกลุ่มที่ติดเช้ือ HPV16  กับการเกิดภาวะ LSIL และ HSIL/ มะเร็ง ได้
เท่ากับ 1.67 และ 8.67  ตามลําดับ ค่า OR ของการติดเช้ือ HPV52 และ  58 ในกลุ่ม LSIL คือ 2.17 และ 
1.40 ตามลําดับ   ในกลุ่ม HSIL/มะเร็ง คือ 3.04 และ 5.22 ตามลําดับ [70] ซึ่งข้อมูลข้างต้นบ่งช้ีว่าเช้ือ HPV 
ชนิดต่างๆมีความเก่ียวข้องกับการเกิดมะเร็งปากมดลูกได้แตกต่างกัน และการตรวจการติดเช้ือในกลุ่ม HR-
HPV และการดู HPV DNA integration ในตัวอย่าง LSIL จึงมีความสําคัญในการพยากรณ์โรคมะเร็งปาก
มดลูก 

 ในกลุ่มเช้ือ HPV ที่สามารถก่อให้เกิดมะเร็งได้สูงพบว่า HPV 16 เป็นชนิดที่พบได้มากที่สุด [3, 78] ใน
กลุ่มที่มีเซลล์ปากมดลูกปกติพบร้อยละ 2.5 [71]  ในกลุ่ม LSIL พบร้อยละ 26.3  และในมะเร็งปากมดลูกพบ
ร้อยละ 46-63  HPV ชนิดที่พบได้รองลงมาในกลุ่ม LSIL เรียงตามลําดับดังน้ีคือ HPV 31, 51, 53, 56, 52, 
18, 66, 58, 6, 39, 33, 59, 35 และ 45. นอกจาก HPV16 และ 18 ในกลุ่มความผิดปกติของเซลล์ปากมดลูก
แบบไม่รุนแรงพบว่ามีการตรวจพบ HPV58 มากในเอเชียร้อยละ 14.4 ในขณะที่ HPV31 พบมากในยุโรปร้อย
ละ 15.3 และ  HPV33 พบมากในอเมริกากลางและอเมริกาใต้ร้อยละ 11.8 [72] ในกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งปาก
มดลูก HPV ชนิดอ่ืนที่พบได้นอกเหนือจาก HPV16 ดังน้ี HPV18, 45, 31, 33, 58, 52, 35, 59, 56, 6, 51, 
68, 39, 82, 73, 66 และ 70 ยังพบว่า HPV58 พบมากในเอเชียในขณะที่ HPV31, 33, 45 พบมากในภูมิภาค
อ่ืน ๆ [74] ในกลุ่มเซลล์ปากมดลูกปกติจะพบ HPV16, 18, 31, 58 และ 52  [71]  ซึ่งในการศึกษาในผู้หญิง
เม็กซิกันตรวจพบว่า HPV58 พบมากสุดในกลุ่ม LSIL, HSIL และ SCC โดย HPV58 พบร้อยละ 28.5 ในผู้หญิง
ที่มีการติดเช้ือ HPV [73]  
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สําหรับการศึกษาในเอเชียพบว่า HPV16 and 58 พบมากที่สุดในกลุ่มมะเร็งปากมดลูกซึ่งเป็นผลจาก
การศึกษาในประเทศไต้หวัน เกาหลี เวียดนามและญี่ปุ่น [10, 70, 79-81] และยังพบ HPV16, 52, 58 ซึ่งพบ
บ่อยในกลุ่ม LSIL และ HSIL การศึกษาในผู้หญิงไทยพบว่ามีการรายงานการติดเช้ือ HR-HPV ร้อยละ  57-100 
ในกลุ่ม HSIL และมะเร็งปากมดลูก แต่พบเพียงร้อยละ 27.3 ในกลุ่ม LSIL และร้อยละ 3-20 ในกลุ่มเซลล์ปาก
มดลูกปกติ HPV16 พบมากที่สุดในกลุ่มมะเร็งปากมดลูก (ร้อยละ 38.4-65) ตามด้วย HPV18, 58, 52 และ 
31 [82-85] การศึกษาในกลุ่มผู้หญิงภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบว่า HPV16 เป็นชนิดที่พบมากที่สุดในกลุ่ม
ผู้หญิงที่มีเซลล์ปากมดลูกปกติและแบบไม่รุนแรง (ASCUS/LSIL) ตามด้วย HPV58 [86] ข้อมูลดังกล่าวแสดง
ความสัมพันธ์ระหว่างการติดเช้ือไวรัสแตกต่างกันในแต่ละภูมิภาคที่มีความสัมพันธ์กับการพัฒนาไปเป็นเซลล์
ผิดปกติในระดับรุนแรง (HSIL) ได้แตกต่างกัน  
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3. วิธีดําเนินการวิจัย (Method) 
 
3.1 กลุ่มประชากรศึกษา 

กลุ่มผู้หญิงที่เข้ารับการตรวจความผิดปกติของเซลล์ปากมดลูกโดยวิธี colposcopy โรงพยาบาลศรี-
นครินทร์ จังหวัดขอนแก่น (344 ราย) ระหว่างช่วงเวลาปี 2547-2551 และได้รับการวินิจฉัยโดย histology 
เป็น no cervical intraepithelial neoplasia (no CIN), CIN grade I (CIN I), CIN II-III และมะเร็งปาก
มดลูก (squamous cell carcinoma, SCC)   
3.2 ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาและจํานวน (Sample size) 

ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาคือ ช้ินเน้ือปากมดลูก (fresh cervical biopsy) จํานวน 344 ราย  และ
ได้รับการวินิจฉัยโดย histology เป็น no CIN จํานวน 65 ตัวอย่าง, CIN I จํานวน 167 ตัวอย่าง, CIN II-III 
จํานวน 75 ตัวอย่าง และ SCC จํานวน 37 ตัวอย่าง  โดยเก็บตัวอย่างช้ินเน้ือปากมดลูกไว้ใน RNA-later 
solution ที่อุณหภูมิ -80°C จนกว่าจะนํามาสกัด DNA และ RNA เพ่ือใช้ศึกษาต่อไป 

นอกจากน้ีในการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน p16ink4a ในเซลล์ปากมดลูกได้ใช้ตัวอย่างช้ินเน้ือ
ปากมดลูกแบบ formalin-fixed paraffin-embedded tissue จํานวน 94 ตัวอย่าง แบ่งเป็น no CIN 
จํานวน 7 ตัวอย่าง, CIN I จํานวน 31 ตัวอย่าง, CIN II-III จํานวน 47 ตัวอย่าง และ SCC จํานวน 9 ตัวอย่าง 
3.3 การสกัด DNA และ RNA จากตัวอย่างชิ้นเนื้อ 

การสกัด DNA และ RNA จากตัวอย่างช้ินเน้ือปากมดลูกใช้นํ้ายา AllprepDNA/RNA (QIAGEN) โดย
นําช้ินเน้ือปากมดลูกที่เก็บใน RNA-later solution ที่อุณหภูมิ -80°C ออกมาใส่ในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 
ml และวางไว้บนนํ้าแข็งแห้งประมาณ 1 นาที แล้วทําการบดช้ินเน้ือให้ละเอียดโดยแท่งเหล็ก แล้วเติม buffer 
RTL plus จํานวน 350 ul ใช้ autopipette ดูดขึ้นดูดลงจนช้ินเน้ือถูกย่อยหมด ทําการป่ัน 3 นาที ทีร่อบ
สูงสุด 10,000 rpm แล้วดูดส่วน supernatant มาใสใ่น AllPrep DNA spin column ที่วางบน 2 ml 
collection tube แล้ว แลว้ปิดฝา นํามาป่ัน 30 วินาที ที่รอบสูงสุด 10,000 rpm  นํา  AllPrep DNA spin 
column ไปวางบน 2 ml collection tube อันใหม่แล้วแช่ในนํ้าแขง็ก่อนเพ่ือที่จะนําไปสกัด DNA ต่อไป 
และนํา 2 ml collection tube อันเก่ามาสกัด RNA 

3.3.1 การสกัด RNA 
นํา 2 ml collection tube อันเก่ามาเติม 70% ethanol จํานวน 350 ul  ใช้ autopipette ดูดขึ้น

ดูดลง  ดูดมา 700 ul ใสใ่น RNeasy spin column ที่วางบน 2 ml collection tube อันใหมแ่ลว้ป่ัน 15 
วินาที ที ่10,000 rpm ทิ้ง flowthrough แล้วเติม Buffer RW1 700 ul ใสใ่น RNeasy spin column ที่วาง
บน 2 ml collection tube อันเก่า แล้วป่ัน 15 วินาที ที่ 10,000 rpm เพ่ือล้าง RNeasy spin column ทิ้ง 
flowthrough แล้วเติม Buffer RPE 500 ul ใส่ใน RNeasy spin column ที่วางบน 2 ml collection tube 
อันเก่า แล้วป่ัน 15 วินาที ที่ 10,000 rpm เพ่ือล้าง RNeasy spin column ทิ้ง flowthrough แล้วเติม 
Buffer RPE 500 ul ใส่ใน RNeasy spin column ที่วางบน 2 ml collection tube อันเก่า แล้วป่ัน 2 นาที 
ที่ 10,000 rpm เพ่ือล้าง RNeasy spin column แล้วนํา RNeasy spin column ไปวางบนหลอดพลาสติก
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ขนาด 1.5 ml อันใหมแ่ล้วเติม RNase free water 50 ul แล้วป่ัน 1 นาที ที่ 10,000 rpm เพ่ือล้างเอา RAN 
ออกมาแล้วนํา RNA ไปเก็บที่ -70°C 
 

3.3.2 การสกัด DNA 
เติม Buffer AW1 500 μl ใส่ใน AllPrep DNA spin column ที่วางบน 2 ml collection tube 

อันใหม่ แล้วป่ัน 15 วินาที ที่ 10,000 rpm  ทิ้ง flowthrough แล้วเติม Buffer AW2 500 μl ใส่ใน AllPrep 
DNA spin column ที่วางบน 2 ml collection tube อันเก่า แล้วป่ัน 2 นาที ที ่10,000 rpm นํา AllPrep 
DNA spin column ไปวางบนหลอดพลาสติกขนาด 1.5 ml อันใหม่แล้วเติม  Buffer EB 100 ul แล้วต้ังทิ้ง
ไว้ที่อุณหภูมิห้อง  1 นาทีแลว้นํามาป่ัน 1 นาที ที่ 10,000 rpm เพ่ือล้างเอา DNA ออกมาแล้วนํา DNA ไปเก็บ
ที่ -70°C 
3.4 การทดสอบคุณภาพของ DNA และ RNA 

3.4.1 การทดสอบคณุภาพของ DNA 
ทําการเพ่ิมปริมาณของจีน glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) โดยวิธี 

PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ GAPDH1/GAPDH2 ที่สามารถเพ่ิมจํานวนในส่วนของจีน GAPDH ของ DNA ที่สกัดได้ 
โดยมีส่วนประกอบของน้ํายาในปริมาตร 50 μl ดังน้ีคือ 2.5 mmole MgCl2, 0.2 mmole dNTP, 1XPCR 
buffer, 10 pmole forward primer และ 10 pmole reverse primer,  1.25 U Taq DNA polymerase, 

PCR grade water และ DNA 5 μl โดยมีจํานวนรอบของการทํา PCR ดังน้ีช่วงแรก denature 94°C เป็น
เวลา 4 นาที ตามด้วยแต่ละรอบจํานวน 40 รอบดังน้ี  94°C เป็นเวลา 1 นาที 50°C เป็นเวลา 1 นาทีและ 
72°C เป็นเวลา 1 นาทีและช่วงสุดท้าย  72°C เป็นเวลา 10 นาที จากน้ันนํา PCR products ปริมาณ 5 μl  
ถูกนํามาตรวจโดย  1.5 % agarose gel electrophoresis ย้อมด้วย EtBr  และดูผ่าน UV transilluminator 
และถ่ายรูป 

3.4.2 การทดสอบคณุภาพของ RNA 
ทําการตรวจวัดการแสดงออกของจีน GAPDH โดยเทคนิค reverse transcription polymerase 

chain reaction (RT-PCR) โดยใช้ Superscript II  (Invitrogen) ทําการเปลี่ยน RNA เป็น cDNA โดยมี
ส่วนประกอบดังน้ี RNA  1000 ng และ frohman primer (GAC TCG AGT CGA CAT CGA TTT TTT TTT 
TTT TTT TT) นํามาบ่มที่ 70°C เป็นเวลา 10 นาทีและวางบนนํ้าแข็งทันทีและเติมส่วนผสมอ่ืนๆ ดังน้ี  
1Xbuffer, 0.1 DTT, 0.2 mM dNTP และ RT Superscript II และทําการบ่มเป็นเวลา 50 min ที่ 42°C ตาม
ด้วย 90°C เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ และนํา cDNA มาเป็น template ในการตรวจ 
GAPDH โดยมีส่วนประกอบของน้ํายาในปริมาตร 50 μl ดังน้ีคือ 2.5 mmole MgCl2, 0.2 mmole dNTP, 
1XPCR buffer, 10 pmole forward primer และ 10 pmole reverse primer,  1.25 U Taq DNA 

polymerase, PCR grade water และดีเอ็นเอ 5 μl โดยมีจํานวนรอบของการทํา PCR ดังน้ีช่วงแรก 
denature 94°C เป็นเวลา 4 นาที ตามด้วยแต่ละรอบจํานวน 40 รอบดังน้ี  94°C เป็นเวลา 1 นาที 50°C เป็น
เวลา 1 นาทีและ 72°C เป็นเวลา 1 นาทีและช่วงสุดท้าย  72°C เป็นเวลา 10 นาที จากน้ันนํา PCR products 
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ปริมาณ 5 μl จะถูกนํามาตรวจโดย  1.5 % agarose gel electrophoresis ย้อมด้วย EtBr  และดูผ่าน UV 
transilluminator และถ่ายรูป 
 
3.5 การตรวจหาจีโนมของ  HPV โดยวิธี  polymerase chain reaction (PCR)  

ทําการตรวจหาจีโนมของเช้ือไวรัส HPV โดยวิธีการ PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ GP5+/6+ ที่สามารถเพ่ิม
จํานวนในส่วนของจีน L1 ของไวรัส HPV โดยมีส่วนประกอบของน้ํายาในปริมาตร 50 μl ดังน้ีคือ 2.5 
mmole MgCl2, 0.2 mmole dNTP, 1XPCR buffer, 50 pmole forward primer และ 50 pmole 

reverse primer,  1.25 U Taq DNA polymerase, PCR grade water และดีเอ็นเอ 5 μl จํานวนรอบของ
การทําปฏิกิริยาดังน้ี  94°C เป็นเวลา 4 นาที ตามด้วยจํานวน 40 รอบดังน้ี 94°C เป็นเวลา 1 นาที  42°C เป็น
เวลา 1 นาทีและ 72°C เป็นเวลา 30 วินาที  และ 72°C เป็นเวลา 4 นาที จากน้ันนํา PCR products ปริมาณ 
5 μl จะถูกนํามาตรวจโดย  1.5 % agarose gel electrophoresis ย้อมด้วย EtBr  และดูผ่าน UV 
transilluminator และถ่ายรูป โดยจะให้ขนาดของ PCR products ขนาด 150 bp 
3.6 การตรวจหาชนิดของเชือ้ไวรัส HPV โดยวิธี reverse line blot hybridization (RLBH) 

ตัวอย่างที่ให้ผลบวกต่อการตรวจหาจีโนมของ  HPV ถกูนํามาทดสอบหาชนิดของเช้ือไวรัส HPV โดย
นํา PCR products มาใช้ในการทํา PCR เพ่ือใส่ biotin เข้าตรงปลาย 5´ ของ PCR products โดยใช้ไพร์
เมอร์ GP5+/6+biotin หลังจากน้ัน biotin labeled PCR products จะถูกนํามาใช้ในการหาชนิดของไวรัส 
HPV ต่อไปดังน้ี 

ทําการเตรียมแผ่น nylon Biodyne C membrane โดยแช่ membrane ในสารละลาย 16% (w/v) 
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDAC)(16% EDAC) เป็นเวลา 10 นาที แล้วล้าง
แผ่นไนลอนด้วยนํ้ากลั่น นําแผ่นไนลอน มาวางบนเคร่ือง miniblotter MN45 แล้วทําการเติม amino 
labeled oligonucleotide probe ปริมาณ 300 pmole ลงในแต่ละช่องของเคร่ือง miniblotter MN45 
ทําจนครบจํานวน 37 probes ทิ้งไว้ 10 นาทีแล้วดูด probe ออก ช่องปลายของเครื่องนําดินสอมาทําเป็น
สัญลักษณ์ นําแผ่นไนลอนมาแช่ใน 100 mM NaOH เป็นเวลา 8 นาที หลังจากน้ันนําแผ่นไนลอนมาแช่ใน 2X 
SSPE/0.1%SDS ที ่ 60°C เป็นเวลา 10 นาที หลังจากขั้นตอนน้ีนําแผ่นไนลอนไปวางบนเคร่ือง miniblotter 
MN45 โดยวางในแนวต้ังฉาก 90° กับตอนที่ใส ่ probe เพ่ือรอ hybridization กับ denatured biotin 
labeled PCR products  

การเตรียม denatured biotin labeled PCR products ทําดังน้ีโดยดูด  biotin labeled PCR 
products มา 20 μl แล้วเติมลงใน 2X SSPE/0.1% SDS ปริมาณ 130 μl แล้วนําไปต้มที่  100 °C  เป็นเวลา 
10 นาทีและวางบนน้ําแข็งทนัทีเป็นเวลา 3 นาที แล้วดูดใส่เครื่อง miniblotter MN45 ในแต่ละช่องให้ครบ
ตามจํานวนตัวอย่างแล้วนําไปไว้ที่ 42°C เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากน้ันนําแผ่นไนลอนออกจากเคร่ือง 
miniblotter MN45 ทําการล้างใน 2X SSPE/0.5% SDS ที่อุณหภูมิ 52°C เป็นเวลา 10 นาที 2 ครั้ง แล้วนํา
แผ่นไนลอนมาใส่ใน 2X SSPE/0.5% SDS ที่เติม streptavidin-HRP conjugate ที่เจือจาง 1:6000 แล้ว
นําไปไว้ที่ 42°C เป็นเวลา 45 นาที หลังจากน้ันนํามาล้างใน 1XPBS/0.3% tween20  ที่อุณหภูมิ 45°C เป็น
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เวลา 10 นาที 3 ครั้ง หลังจากน้ันนํามาทําปฏิกิริยากับ chemiluminescence substrate (LumiGLO; KPL 
Inc.) เป็นเวลา 1 นาทีและนําไปประกบแผ่นฟิล์ม  X-ray เป็นเวลา  20 นาที หลังจากล้างฟิล์มแล้วนํา
แผ่นฟิล์มมาแปลผลดังน้ี  ผลบวกจะให้จุดสี่เหลี่ยมสีดําเกิดขึ้น 
3.7 การตรวจหา integration site (viral cellular flanking sequence) โดยวิธี amplification of 
papillomavirus oncogene transcripts (APOT) assay 
 จะทํา PCR สองรอบ (nested PCR) และใช้ primers ดังแสดงในตารางที่ 1 โดยมีส่วนประกอบของ
นํ้ายารอบแรกที่ใช้ในการตรวจ HPV16 ในปริมาตร 50 μl ดังน้ีคือ 1.5 mmole MgCl2, 0.2 mmole dNTP, 
1XPCR buffer, 12.5 pmole forward primer (P1) และ 12.5 pmole reverse primer (P3),  1.25 U 

Taq DNA polymerase, PCR grade water และ cDNA 4 μl จํานวนรอบของการทําปฏิกิริยาดังน้ี  94°C 
เป็นเวลา 3 นาที ตามด้วยจํานวน 30 รอบดังน้ี 94°C เป็นเวลา 40 วินาที  59°C เป็นเวลา 30 วินาทีและ 
72°C เป็นเวลา 4 นาที  และ 72°C เป็นเวลา 7 นาที  

สําหรับ PCR รอบที่สองที่ใช้ในการตรวจ HPV16 มีส่วนประกอบของน้ํายาในปริมาตร 50 μl ดังน้ีคือ 
1.5 mmole MgCl2, 0.2 mmole dNTP, 1XPCR buffer, 12.5 pmole forward primer (P2) และ 12.5 
pmole reverse primer (dT17-P3),  1.25 U Taq DNA polymerase, PCR grade water และ cDNA 4 
μl จาก PCR รอบแรก จํานวนรอบของการทําปฏิกิริยาดังน้ี  94°C เป็นเวลา 3 นาที ตามด้วยจํานวน 30 รอบ
ดังน้ี 94°C เป็นเวลา 40 วินาที  67°C เป็นเวลา 30 วินาทีและ 72°C เป็นเวลา 4 นาที  และ 72°C เป็นเวลา 7 
นาที  นํา PCR product ที ่ปริมาณ 50 μl จะถูกนํามาตรวจโดย  1.2 % agarose gel electrophoresis 
ย้อมด้วย EtBr  และดูผ่าน UV transilluminator และถ่ายรูป    สําหรับ HPV18, 31, 33, 45 และ 58 ใช้
ส่วนประกอบของน้ํายาเช่นเดียวกับ HPV16 แต่อุณหภูมิที่ primer ใช้ในการจับกับ DNA ที่จําเพาะจะแตกต่าง
กันดังตารางที่ 1 

โดย PCR products ที่มีขนาด 300 bp ขึ้นไปและมีปริมาณมากในแผ่นวุ้นจะถูกตัดออกและนํามา
สกัดให้บริสทุธ์ิโดยใช้ QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) โดยทําการเติม 
buffer QG 300 μl และบ่มที ่ 50°C เป็นเวลา 10 นาที พร้อมเขย่า 1000 rpm จากน้ันทําการเติม 
isopropanol 100 μl ผสมกันโดยควํ่าหลอดกลับไปมา 10 รอบ ดูดมาใส่ใน QIAquick column ทีว่างบน 2 
ml collection tube แล้วป่ัน 1 นาที ทีร่อบสูงสุด 10,000 rpm ทิ้ง flowthrough แล้วเติม buffer QG 
500 μl แล้วป่ัน 1 นาที ที่รอบสูงสุด 10,000 rpm เพ่ือล้าง column ทิ้ง flowthrough แล้วเติม buffer PE 
750 μl แล้วป่ัน 1 นาที ที่รอบสูงสุด 10,000 rpm  ทิ้ง flowthrough แล้วป่ันอีกรอบที่ 1 นาที ทีร่อบสูงสุด 
10,000 rpm เพ่ือให้ buffer PE ออกให้หมด นํา column ไปวางบนหลอดพลาสติกขนาด 1.5 ml อันใหม่
แล้วเติมนํ้า 30 μl ทิ้งไว้ 10 นาทีแล้วป่ัน 1 นาที ที่รอบสงูสุด 10,000 rpm เพ่ือล้างเอา DNA ออกมาแล้วนํา 
DNA ไปเก็บที่ -20°C หรือ -70°C 

นํา DNA ที่ได้มาทํา PCR เพ่ือ sequencing โดยมีส่วนประกอบของน้ํายารอบแรกในปริมาตร 15 μl 
ดังน้ีคือ sequenziermix 6 μl,  5 pmole of P2 และ DNA 8 μl  ทําปฏิกิริยาจํานวน 25 รอบดังน้ี 96°C 
เป็นเวลา 10 วินาที  55°C เป็นเวลา 5 วินาทีและ 60°C เป็นเวลา 4 นาที  และสุดท้าย 72°C เป็นเวลา 6 นาที  
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ทําการตกตะกอน PCR product ดังน้ี เติมนํ้า HPLC 85 μl ใส่ใน PCR product แล้วดูดมาใส่ 1.5 
ml microtube ทีม่ ีsodium acetate 10 μl  และ absolute ethanol 250 μl ผสมให้เข้ากันแล้วนําไปป่ัน 
15 นาที ที ่ 13,000 rpm ทิ้งส่วน supernatant แล้วเติม 75% ethanol ควํ่าหลอดไปมาแล้วนําไปป่ัน 5 
นาที ที ่ 13,000 rpm ทิ้งส่วน supernatant แล้วควํ่าหลอดไว้ 15 นาทีแล้วนําไปป่ันในเครื่อง DNA Speed 
Vac เป็นเวลา 6 นาที เติม HIDI 12 μl ทิง้ไว้ที่อุณหภูมิห้อง 3 นาทีแล้วดูดไปใส่ 96-well microplate แล้ว
นําไปใส่เครื่อง  ABI Prism 310 Genetic analyzer (Applied Biosystems) 

ตรวจลําดับเบสใน DNA โดยลําดับเบสที่ได้จะนํามาวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม  BLAST analysis 
 

ตารางที่ 1 Primers ที่ใช้ในการศึกษาโดยวิธี APOT 
 

Primer   sequences HPV 
genotype P1 Tm 

(OC) 
P2 Tm 

(OC) 

HPV16 CGG ACA GAG CCC ATT ACA AT 59 CCT TTT GTT GCA AGT GTG ACT CTACG 67 

HPV18 TAG AAA GCT CAG CAG ACG ACC 61 ACG ACC TTC GAG CAT TCC AGCAG 70 

HPV31 GCAGAACCGGACACATCC 56 GTTGTCAGTGTAAGTCTACACTTCG 58 

HPV33 TGAGGATGAAGGCTTGGACC 56 CACCACAGTTCGTTTATGTGTCAA 58 

HPV45 CCCACGAGCCGAACCACAG 56 GAGAGCTCGGCAGAGGACCTTAG 58 

HPV58 ACTTGTGGCACCACGGTTCGTTTGTG 60 TTCGTTTGTGTATCAACAGTACAAC 60 

P3 GAC TCG AGT CGA CAT CG 

Frohman GAC TCG AGT CGA CAT CGA TTTTTTTTTTTTTTT 

 
3.8 การพัฒนาการตรวจหา HPV58 physical status โดยวิธี Southern blot hybridization assay 
      ในการศึกษานีไ้ด้ทําการพัฒนาวิธีการตรวจหา HPV58 physical status จึงมีการใช้เทคนิค 
Southern blot hybridization มาใช้ในการทดสอบ physical status โดยนํา PCR product ที่ ปริมาณ 50 
μl จะถูกนํามาตรวจโดย  1.2% agarose gel electrophoresis ย้อมด้วย EtBr  และดูผ่าน UV 
transilluminator และถ่ายรูปและนําเจลมาทําการถ่ายโอน DNA ลงบน nylon membrane โดยมีวีธีการทํา
ดังน้ี ล้างเจลด้วยนํ้ากลั่นเป็นเวลา 1 นาที แล้วนําเจลมาแช่ใน 0.25 M HCl เป็นเวลา 30 นาทีที่อุณหภูมิห้อง 
และล้างด้วยนํ้ากลั่น หลังจากน้ันแช่ใน denaturation solution เป็นเวลา 20 นาทีที่อุณหภูมิห้องสองครั้ง
และล้างด้วยนํ้ากลั่น หลังจากน้ันแช่ใน neutralization solution เป็นเวลา 20 นาทีที่อุณหภูมิห้องสองครั้ง 
หลังจาก DNA ถูกทําให้เสียสภาพ (denature) แล้วก็ทําการย้าย DNA ลงสู่แผ่นไนลอน (nylon membrane) 
โดยใช้ 20X SSC เป็นเวลาข้ามคืน และทําการล้างแผ่นไนลอนด้วย 2XSSC เป็นเวลา 10 นาทีและนําแผ่นเมม
เบรนไปอบต่อด้วยรังสีอัลตร้าไวโอเลต DNA จะติดแน่นบนแผ่นเมมเบรน สามารถนําไปใช้ทําไฮบริไดเซซั่นต่อ
ได้ โดยใช้โพรบที่มีความจําเพาะต่อจีน HPV58 E7 และต่อจีน HPV58 E4 ทําการ hybridize เป็นเวลา



 20 

ข้ามคืนที่ที่อุณหภูมิ 55°C และทําการล้างใน washing solution ที่อุณหภูมิ 55°C เป็นเวลา 8 นาที 4 ครั้ง 
แล้วนําแผ่นไนลอนไปทําปฏิกิริยากับ blocking solution เป็นเวลา 15 นาทีที่อุณหภูมิห้อง แล้วนําแผ่น
ไนลอนมาทําฏิกิริยากับ streptavidin-HRP conjugate ที่เจือจาง 1:300 ที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 15 นาที 
หลังจากน้ันนํามาล้างใน washing buffer ที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที 4 ครัง้ หลังจากน้ันนํามาทํา
ปฏิกิริยากับ chemiluminescence substrate (LumiGLO; KPL Inc.) เป็นเวลา 5 นาทีและนําไปประกบ
แผ่นฟิล์ม  X-ray เป็นเวลา  10 วินาที หลังจากล้างฟิล์มแล้วนําแผ่นฟิลม์มาแปลผล 
3.9 การหาความสัมพนัธ์ระหว่าง DNA methylation บริเวณ HPV16 E2BS กับการแสดงออกของ
โปรตีน p16ink4a ในเซลล์ปากมดลูก 

3.9.1 การตรวจหาการแสดงออกของโปรตีน p16ink4a  
1. เตรียมช้ินเน้ือโดยตัด formalin-fixed paraffin-embedded tissue ให้ได้ขนาดความหนา 4 μm โดย
เครื่อง Microtome (Leica) แล้ววาง section ที่มีช้ินเน้ือในอ่างนํ้าอุณหภูมิประมาณ 37 °C แล้ววางช้ินเน้ือ
บนสไลด์ Superfrost Plus slides (Menzel Gläser, Germany) รอให้ section แห้งสนิท นําเข้าตู้อบ 
อุณหภูมิ 37 °C ทิ้งไว้ข้ามคืน 
2. ขั้นตอน deparaffinization ทําโดยล้าง paraffin ที่เคลือบ section ด้วย xylene 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 
และล้างด้วย 100% alcohol  5 นาที ตามด้วย 96 % alcohol  และสดุท้าย 70% alcohol  แล้วแช่ในนํ้า
กลั่น  
3. ย้อมโปรตีน p16ink4a ใช้นํ้ายา CINtec® Histology Kit (mtm Laboratories AG, Heidelberg, 
Germany)  
         นําสไลด์มาแช่ใน Epitope Retrieval Solution ที่เจือจาง แล้ววางใน water bath ที่อุณหภูมิ 
99°C เป็นเวลา 20 นาที หลังจากน้ันนํามาวางไว้ที่อุณหภูมิห้อง 20 นาที  นําสไลด์มาทําปฏิกิริยากับ 
Peroxidase-Blocking Reagent เป็นเวลา 5 นาที ล้างสไลด์ด้วย washing buffer และเติม p16ink4a-
specific monoclonal antibody เป็นเวลา 30 นาที ล้างด้วย washing buffer แล้วเติม Visualization 
Reagent เป็นเวลา 30 นาที ล้างด้วย washing buffer แล้วเติม Substrate-Chromogen Solution (DAB) 
เป็นเวลา 10 นาที ล้างด้วยนํ้าประปาแล้วยอมสไลด์ด้วย  hematoxylin  แล้วปิดทับด้วย coverslip โดยอ่าน
ผลดังน้ี  negative, sporadic, focal, และ diffuse staining pattern 

3.9.2 การสกัด DNA จากตัวอย่างที่ผา่นการ microdissection เพื่อใช้ในการตรวจ methylation  
   ของ HPV16 E2BS  โดยน้ํายา QIAamp® DNA FFPE Tissue (QIAGEN)  

              ใช้เข็มที่ผ่านการฆ่าเช้ือมาเขี่ยช้ินเน้ือตรงบริเวณที่ใหผ้ลบวกต่อโปรตีน p16ink4a แล้วใสล่งใน 180 
μl Buffer ATL  แล้วเติม proteinase K 20 μl แล้ววางใน shaking incubator ที่อุณหภูมิ 56°C เป็นเวลา 1 
ช.ม. หรือจนกว่าช้ินเน้ือถูกย่อยสลายหมด แล้วนําตัวอย่างไป incubate ที่อุณหภูมิ 90°C เป็นเวลา 1 ชม 
หลังจากน้ันเติม Buffer AL ปริมาตร 200 μl ผสมให้เข้ากันแล้วเติม Buffer AL ปริมาตร 200 μl ผสมให้เข้า
กันแล้วดูดสารนํ้าทั้งหมดใส่ลงใน QIAamp MinElute column ที่วางบน 2 ml collection tube แล้วนําไป
ป่ันที่ 8,000 rpm เป็นเวลา 1 นาท ี นํา QIAamp MinElute columnวางบน 2 ml collection tube อัน



 21 

ใหม ่  แล้วเติม  Buffer AW1 ปริมาตร 500 μl แล้วนําไปป่ันที่ 8,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที นํา QIAamp 
MinElute column วางบน 2 ml collection tube อันใหม ่ แล้วเติม  Buffer AW2 ปริมาตร 500 μl แล้ว
นําไปป่ันที่ 8,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที นํา QIAamp MinElute column วางบน 2 ml collection tube 
อันใหม่  ไม่ต้องเติมสารอะไร แล้วนําไปป่ันแห้งที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที เพ่ือขจัด ethanol นํา 
QIAamp MinElute column วางบน 1.5 ml collection tube อันใหม่แล้วเติม sterile DNse/RNase 
free water ปริมาตร 30 μl วางที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที แล้วนําไปป่ันที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 1 
นาที  นํา DNA ที่ได้ไปเก็บไว้ที่ -20°C จนกว่าจะใช้ 

3.9.3 การตรวจ DNA methylation โดยวิธี  Bisulfite modification,  PCR, TA cloning และ  
        bisulfite genomic sequencing of multiple clones  

 คัดเลือก HPV16 ที่มี physical status แบบ episomal และ integration จํานวน 22 ตัวอย่าง
พร้อมด้วย DNA ที่สกัดจากเซลล ์SiHa และ CaSki  โดย SiHa มีเช้ือ HPV16 แบบ integration จํานวน 1-2 
copies/cell และ CaSki มีเช้ือ HPV16 แบบ integration จํานวน 500 copies/cell ทําการเปลี่ยนแปลง
สภาพของ DNA โดย Methylamp™ DNA modification Kit (Epigentek, Brooklyn, NY, USA) โดยมี
หลักการดังน้ีเมื่อเติม sodium bisulfite ในกรณี unmehylated cytosine จะเปลี่ยนเป็น uracil ในขณะที ่
methylated cytosine จะไม่เปลี่ยนแปลงยังคงสภาพเป็น cytosine ขั้นตอนดังน้ี ใช้ปริมาณ DNA สูงสุด 
500 ng  หรือ 24 μl จาก DNA ที่สกัดจากสไลด์ FFPE แล้วเติม R1 (DNA denature) 1  μl แล้ว incubate 
ที่ 37°C เป็นเวลา 10 นาที หลังจากน้ันเติม DNA modification solution (เป็นส่วนผสมของ R3 (DNA 
modification solution) R2 (DNA modification powder) และR1 (DNA denature solution))  125 μl  
และ incubate ที่ 65°C เป็นเวลา 90 นาที เพ่ือเปลี่ยน unmethylated cytosine ให้เป็น uracil หลังจาก
น้ันเติม modified DNA capture solution ปริมาตร 300 μl ผสมและดูดไปใสใ่น column ที่วางบน 
collection tube และปั่นที ่12,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที ดูดสารนํ้าจาก collection tube  ออกไปและ
เติม  modified DNA cleaning solution ปริมาตร 200 μl  และปั่นที ่12,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที ดูด
สารนํ้าจาก collection tube  ออกไป เติมสารผสมระหว่าง 90% Ethanol/ DNA denature solution 
ปริมาตร 50 μl  และต้ังไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 8 นาทีและปั่นที ่ 12,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที เติม 
90% ethanol ปริมาตร 200 μl และปัน่ที่ 12,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที แล้วเติม 90% ethanol 
ปริมาตร 200 μl และป่ันที ่12,000 rpm เป็นเวลา 35 วินาที นํา column วางบน 1.5 ml collection tube 
อันใหม่แล้วเติม sterile DNse/RNase free water ปริมาตร 30 μl วางที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที แล้ว
นําไปป่ันที่ 12,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที  นํา modified DNA ที่ได้ไปเก็บไว้ที่ -20°C จนกว่าจะใช้ 
 นํา modified DNA มาทําการเพ่ิมจํานวนโดยวิธี polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้ 
primers 2 คู่ โดยคู่แรกจําเพาะต่อ E2BS1 และคู่ทีส่องจําเพาะต่อ E2BS2, 3 และ 4 รวมท้ัง SP-1 หลังจาก
ทําการเพ่ิมจํานวนแล้วนํา amplified products ที่ได้มาทํา electrophoresis ที ่ 1.5% agarose gel และ
ตัวอย่างที่ให้ผลลบ ได้ทําการเพ่ิมจํานวนอีกครั้งโดยใช้ primers เดิม 
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              สกัด PCR product จากเจลเพ่ือนํามาใช้ในการโคลนเข้า TA vector โดยใช้นํ้ายา QIAquick Gel 
Extraction Kit (QIAGEN) หลังจากตัดเจลนํ้าหนักประมาณ 200 mg ที่ม ี PCR products แล้วเติม Buffer 
QG 600 μl แล้วนําไป incubate ที่ 50°C เป็นเวลา 10 นาที หรือจนกว่าเจลจะถูกย่อยหมด หลังจากน้ันเติม 
isopropanol 200 μl ผสมให้เข้ากันดีแล้วดูดสารนํ้ามาใส่ QIAquick spin column ที่วางอยู่บน collection 
tube แล้วป่ัน 12,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที ดูดสารนํ้าออกจาก collection tube ทิ้งไปแล้วเติม  Buffer 
QG 500 μl แล้วป่ัน 12,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที ดูดสารนํ้าทิ้งไปแล้วเติม  Buffer PE 750 μl ต้ังทิ้งไว้ 5 
นาทีแล้วป่ัน 12,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที ดูดสารนํ้าทิ้งแล้วป่ันแห้ง 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที นํา 
column วางบน 1.5 ml collection tube อันใหมแ่ลว้เติม sterile DNse/RNase free water ปริมาตร 30 
μl วางที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที แล้วนําไปป่ันที่ 12,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที  นํา purified PCR 
product ที่ได้ไปเก็บไว้ที่ 4°C เพ่ือใช้ในการโคลนน่ิงในวันถัดไป 
 3.9.4 การโคลน purified PCR product เข้าไปใน TA vector 
            เตรียม TOPO cloning reaction โดยใช้ TOPO Cloning kit (Invitrogen) มีส่วนผสมดังน้ี เติม 
purified PCR product 2 μl, salt solution 0.5 μl และ TOPO vector 0.5 μl  แล้วต้ังทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที ดูด TOPO cloning reaction mix 2 μl ใสใ่น OneShot Chemically 
Competent E. coli (TOP10) แล้วต้ังทิ้งไว้บนนํ้าแข็งเป็นเวลา 30 นาที หลังจากน้ันนําไปสู่ขั้นตอน heat-
shock โดยวางหลอดทดลองไว้ที่ 42°C เป็นเวลา 30 วินาที แล้ววางบนนํ้าแข็งโดยทันที แล้วเติม S.O.C 
medium ปริมาตร 250 μl แล้วนําไปไว้ที่ตู้อบอุณหภูมิ 37°C และ shake 200 rpm เป็นเวลา 1 ชม. 
หลังจากน้ันดูดสารนํ้ามา 100 μl แล้ว spread ลงบน LB plate ที่มี amplicilin และ X-gal แล้วนําไปอบท่ี 
37 °C ข้ามคืน 
     วันถัดมาทําการ pick colony มาตัวอย่างละ 8 colonies ใส่ในหลอดทดลองที่มี sterile water 
20 μl แล้วนําไป incubate ที่ 99 °C เป็นเวลา 10 นาที แล้วนํามาทํา colony PCR โดยใช้ M13 primers 
ซึ่งเป็น primers ที่จําเพาะต่อ TOPO vector แล้วนํา amplified products ที่ได้มาทํา PCR for 
sequencing โดยใช้ primer เส้นเดียวในการทดลองน้ีใช้ M13 reverse primer กับ Big-Dye terminator 
DNA-sequencing Kit (Perkin-Elmer, Boston, USA หลังจากน้ัน purify amplified product แล้วนําไป
ทํา sequencing โดยใช้เครื่อง ABI Prism 310 Genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster City, 
USA). นําลําดับดีเอ็นเอท่ีได้มาวิเคราะห์การเกิด methylation โดยใช้โปรแกรม QUMA (Quantification 
tool for methylation analysis) ซึ่งเป็นโปรแกรมฟรีทางอินเตอร์เน็ท   การคํานวณร้อยละของการเกิด 
methylation  ที่ตําแหน่งต่างๆโดยใช้ตัวหารคือ 8 ซึ่งเป็นจํานวนโคลนที่นํามาตรวจในแต่ละตัวอย่าง 
3.10  การตรวจลําดับเบสบริเวณ E2BS ที่มีการเปลี่ยนแปลงไปโดยวิธี TA cloning และ genomic 
sequencing of multiple clones  
 คัดเลือก HPV16 ที่มี physical status แบบ episomal และ integration จํานวน 22 ตัวอย่าง 
นํา DNA มาทาํการเพ่ิมจํานวนโดยวิธี polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้ primers 2 คู่ โดยคู่แรก
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จําเพาะต่อ E2BS1 และคู่ที่สองจําเพาะต่อ E2BS2, 3 และ 4 รวมท้ัง SP-1 หลังจากทําการเพ่ิมจํานวนแล้วนํา 
amplified products ที่ได้มาทํา electrophoresis ที ่1.5% agarose gel  
              สกัด PCR product จากเจลเพ่ือนํามาใช้ในการโคลนเข้า TA vector โดยใช้นํ้ายา QIAquick Gel 
Extraction Kit (QIAGEN) ดังที่กล่าวในข้อ 
    การโคลน purified PCR product เข้าไปใน TA vector 
          เตรียม TOPO cloning reaction โดยใช้ TOPO Cloning kit (Invitrogen) มีส่วนผสมดังน้ี เติม 
purified PCR product 2 μl, salt solution 0.5 μl และ TOPO vector 0.5 μl  แล้วต้ังทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที ดูด TOPO cloning reaction mix 2 μl ใสใ่น OneShot Chemically 
Competent E. coli (TOP10) แล้วต้ังทิ้งไว้บนนํ้าแข็งเป็นเวลา 30 นาที หลังจากน้ันนําไปสู่ขั้นตอน heat-
shock โดยวางหลอดทดลองไว้ที่ 42°C เป็นเวลา 30 วินาที แล้ววางบนนํ้าแข็งโดยทันที แล้วเติม S.O.C 
medium ปริมาตร 250 μl แล้วนําไปไว้ที่ตู้อบอุณหภูมิ 37°C และ shake 200 rpm เป็นเวลา 1 ชม. 
หลังจากน้ันดูดสารนํ้ามา 100 μl แล้ว spread ลงบน LB plate ที่มี amplicilin และ X-gal แล้วนําไปอบท่ี 
37 °C ข้ามคืน 
     วันถัดมาทําการ pick colony มาตัวอย่างละ 5 colonies ใส่ในหลอดทดลองที่มี sterile water 
20 μl แล้วนําไป incubate ที่ 99 °C เป็นเวลา 10 นาที แล้วนํามาทํา colony PCR โดยใช้ M13 primers 
ซึ่งเป็น primers ที่จําเพาะต่อ TOPO vector แล้วนํา amplified products ที่ได้มาทํา PCR for 
sequencing โดยใช้ primer เส้นเดียวในการทดลองน้ีใช้ M13 reverse primer กับ Big-Dye terminator 
DNA-sequencing Kit (Perkin-Elmer, Boston, USA หลังจากน้ัน purify amplified product แล้วนําไป
ทํา sequencing โดยใช้เครื่อง ABI Prism 310 Genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster City, 
USA). นําลําดับดีเอ็นเอที่ได้มาวิเคราะห์ลําดับเบสโดยใช้โปรแกรม BLAST analysis ซึ่งเป็นโปรแกรมฟรีทาง
อินเตอร์เน็ท   การให้ผลบวกต่อการเกิดลําดับเลสที่เปลี่ยนแปลงไปเมื่อ 3 ใน 5 โคลนให้ผลลําดับเบส
เปลี่ยนแปลงเหมือนกัน  
3.11 การตรวจปริมาณของเชื้อ HPV16 ที่มีลักษณะแบบ integration โดยวิธี quantitative PCR 
(qPCR)  

การศึกษานี้ใช้ตัวอย่างที่มีการติดเช้ือ HPV16 ที่มีลักษณะการติดเช้ือแบบ integration จํานวน 12 
ตัวอย่าง โดยใช้นํ้ายา Fast SYBR Green master mix (Applied Biosystems) ใช้ primers ที่จําเพาะต่อจีน 
HPV16 E6 ดังน้ี forward 5’ TTG CTT TTC GGG ATT TAT GC 3’ และ reverse 5’ CAG GAC ACA CAG 
TGG CTT TTG A 3’และจีน human beta globin (HBB) 5’ GGC AGA CTT CTC CTC AGG AGT C  3’ 
และ 5’CTT AGA CCT CAC CCT GTG GAG C 3’ โดยมีส่วนผสมของนํ้ายาดังน้ี DNase/Rnase free water 
4.7 μl, Fast SYBR Green 10 μl, 5 μM primers mix 0.3 μl และ DNA 5 μl นําสว่นผสมมาทําปฏิกิริยา
ในเครื่อง StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Damstadt, Germany) โดย 
1 ตัวอย่างทําซ้ํา 3 ครั้ง (triplicate) ทําการคํานวณปริมาณของไวรัสต่อเซลล์โดยวิธีเปรียบเทียบ Ct value ที่
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ได้จากจีน HPV16 E6 และ HBB ดีเอ็นที่สกัดจากเซลล ์SiHa และ Caski ถูฏนํามาใช้เป็น positive controls 
และใช้นํ้ากลั่นเป็น  negative control  
3.12 การเตรียม C33A-HPV16LCR-Luciferase cell line 

 นําพลาสมิด pGLuc containing HPV16 LCR, luciferase and geneticin resistance genes 
(ได้รับอนุเคราะห์จาก Dr. Svetlana Vinokurova, รูปที่ 7)  มาทํา transfection ใน C33A cell line เพ่ือ
สร้าง stable cell lines (เซลล์ที่มีการแทรกจีโนมของไวรัสเข้าสู่จีโนมของโฮสต์)   

เพาะเลี้ยงเซลล์ C33A  โดยใส่เซลล์ 6x105 cells/well ลงใน 24-well tissue culture plate ที่มี
อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด 10% FCS-DMEM ที่ 37oC, 5% CO2 เป็นเวลา 24 ช.ม. จากน้ัน Ttansfect เซลล์ 
C33A โดยการเติมพลาสมิด pGLuc containing HPV16 LCR ปริมาณ 0.5 μg และ 1 μg  และทําการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ C33A  ที่ 37 oC, 5% CO2 เป็นเวลา 48-72 ช.ม. ทํา trypsinization เพ่ือนําเซลล์ออกกจาก  
24-well tissue culture plate เพาะเลี้ยงเซลล์ transfected C33A cells ใน 10 cm Petri dish โดยเติม
อาหารเลี้ยงเซลล์ 10%FCS-DMEM with penicilin/streptomycin ปริมาณ 10 ml และเติมสาร G418 
(Geneticin) ปริมาณ 1 mg/1 ml  เลี้ยงเซลล์ที่ 37 oC, 5% CO2 เป็นเวลา 48-72 ช.ม. เปลี่ยนอาหารเลี้ยง
เซลล์พร้อมเติมสาร G418 ทุก 2-3 วัน และทําการเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 2-3 สัปดาห์ ทํา trypsinization เพ่ือ
เก็บ stable cells ไว้ใช้ในการทํา limiting dilution เพ่ือหาเซลล์เด่ียว ๆที่มี integration site จุดเดียวกัน 
ทํา limiting dilution เพ่ือให้ได้ single clone โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ใน 96-well tissue culture plate โดย
ขั้นตอนแรกเลี้ยงเซลล์ 30,000 เซลล์ ในหลุม A1 แล้วเติมอาหารเลี้ยงเช้ือ DMEM 200 μl  และเพาะเลี้ยง
เซลล์ C33A  ต่อไปที่ 37 oC, 5% CO2เป็นเวลา 24 ช.ม. หลังจากน้ันทําการ trypsinization เซลล์ในหลุมที่ 1 
ให้มีปริมาณของสารเท่ากับ 100 μl และทําการเติม DMEM 100 μl ในหลุมที่ A2 ถึง A10 หลังจากน้ันดูด 
DMEM จาก A2 100 μl แล้วเติมลงในหลุม A1  ผสมแล้วดูดสารนํ้ามาทั้งหมด 200 μl และปล่อยทิ้งลงใน
หลุม A2 แล้วทําการดูดสารน้ําจากหลุม A2 มา 100 μl แล้วทําการเจือจางไปเร่ือยๆจนถึงหลุม A10 และใน
หลุม A10 จะมีปริมาณสารนํ้า 200 μl  แล้วดูดเซลล์จากหลุม A10 มา 200 μl และเติมลงใน 10 ml DMEM 
ผสมให้เข้ากัน แล้วดูด cell suspension 100 μl ใส่ในแต่ละหลุมทั้ง 96 หลุม และเติม DMEM 100 μl  ลง
ในหลุม A1 หลังจากน้ันวาง  96-well tissue culture plate  ในแนวเอียง 45o เป็นเวลา 15 นาที และนําไป
เพาะเลี้ยงเซลล์ที่ 37 oC, 5% CO2  และสังเกตดูเซลล์ที่เกิดขึ้นในแต่ละหลุม ว่ามีเซลล์เด่ียวๆ มีการเติบโตขึ้น 
หลังจากน้ันแยกเซลล์โดย trypsinization แต่ละโคลนที่ได้ แล้วเพาะเลี้ยงใน tissue culture flask เมื่อได้
ปริมาณเซลล์มากพอทําการเก็บในตู้แช่แข็ง -80 oC เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป  
3.13 การตรวจสอบการแสดงออกของ luciferase ใน stable C33A-HPV16 LCR-Luciferase cell 
line ที่ได้แต่ละโคลน 

เพาะเลี้ยง stable C33A-HPV16 LCR-Luciferase cells ปริมาณ 50,000 cells/well ใน 48-well 
tissue culture plate โดยเพาะเลี้ยงโคลนละ 3 หลุม (tripicate) เป็นเวลา 48-72 ชม. แล้วตรวจวัดการ
แสดงออกของ luciferase โดยเตรียม substrate  Gaussia Luciferase Assay Kit (New England 
Biolabs) โดยผสม Gluc Substrate 50 μl กับ Gluc Assay Buffer 5 ml เก็บไว้ในที่มืด ดูดอาหารเลี้ยง



 25 

เซลล์จากข้อ 1 มา 50 μl ใส่ลงใน 96-well plate  หลังจากน้ันเติมส่วนผสม substrate 50 μl ลงในแต่ละ
หลุม แล้วนําไปตรวจวัดระดับของ luciferase ทันทีโดยเคร่ือง luminometer (Tecan GENios™) ภายใน
เวลา  5 นาที จากน้ันจึงคัดเลือกโคลนที่มีการแสดงออกของ luciferase สําหรับใช้ในการทดลองต่อไป เมื่อได้
โคลนที่ต้องการแล้วนํามาทําการตรวจการเกิด methylation เพ่ือศึกษาผลของ DNA methylation บน HPV 
LCR ต่อ HPV16 LCR promoter activity 
3.14 ทดลองหาความเข้มข้นของสาร dexamethasone และ progesterone ที่หมาะสมในการทดสอบ
กับ stable cell lines และ transient cell lines 

3.14.1 การทดสอบกับ stable cell lines 
          เพาะเลี้ยง stable C33A-HPV16 LCR-Luciferase cells โดยเลือกโคลนที่มีการแสดงออก

ของ luciferase มากที่สุดปริมาณ 50,000 cells/well ใน 48-well tissue culture plate โดยเพาะเลี้ยง
โคลนละ 3 หลุม (tripicate) ที่ 37 oC 5% CO2  เป็นเวลา 24 ช.ม. เติมสาร dexamethasone ที่ความ
เข้มข้น 0, 0.1, 0.05, 1, 1.5, 2, 2.5 μM และ progesterone ที่ความเข้มข้น 0, 0.2, 2, 20, 100, 200 ng   
แล้วทําการเพาะเลี้ยงเซลล์ต่อไปที่ 37 oC, 5% CO2 เป็นเวลา 24 ช.ม. ตรวจวัดการแสดงออกของ luciferase 
ด้วย Gaussia Luciferase Assay Kit โดยผสม Gluc Substrate 50 μl กับ Gluc Assay Buffer 5 ml เก็บ
ไว้ในที่มืด โดยดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ทําการทดลองมา 50 μl ใส่ลงใน 96-well plate  หลังจากน้ันเติม
ส่วนผสม substrate 50 μl ลงในแต่ละหลุม แล้วนําไปตรวจวัดระดับของ luciferase ทันทีโดยเคร่ือง 
luminometer (Tecan GENios™)  ทําการคัดเลือกความเข้มข้นของสารที่เหมาะสมในการทดลองต่อไป 

3.14.2 การทดสอบกับ transient cell lines 
         เพาะเลี้ยง C33A cells ปริมาณ 50,000 cells/well ใน 48-well tissue culture plate ที่ 

37 oC, 5% CO2  เป็นเวลา 24 ช.ม. Transfect เซลล์ C33A โดยการเติมพลาสมิด pGLuc containing 
HPV16 LCR ปริมาณ 0.5 μg  และทําการเพาะเลี้ยงเซลล์ C33A  ที่ 37 oC, 5% CO2 เป็นเวลา 24 ช.ม. เติม
สาร dexamethasone ที่ความเข้มข้น 0, 0.1, 0.05, 1, 1.5, 2, 2.5 μM และ progesterone ที่ความเข้มข้น 

0, 0.2, 2, 20, 100, 200 ng   แล้วทําการเพาะเลี้ยงเซลล์ต่อไปที่ 37 oC, 5% CO2  เป็นเวลา 24 ช.ม. 
ตรวจวัดการแสดงออกของ luciferase ด้วย Gaussia Luciferase Assay Kit โดยผสม Gluc Substrate 50 
μl กับ Gluc Assay Buffer 5 ml เก็บไว้ในที่มืด ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์จากข้อ 3 มา 50 μl ใส่ลงใน 96-well 
plate  หลังจากน้ันเติมส่วนผสม substrate 50 μl ลงในแต่ละหลุม แล้วนําไปตรวจวัดระดับของ luciferase 
ทันทีโดยเคร่ือง luminometer ทําการคัดเลือกความเข้มข้นของสารท่ีเหมาะสมในการทดลองต่อไป 
3.15 การทดสอบผลของฮอร์โมน dexamethasone, progesterone และ trichostatin A (TSA) ต่อ 
promoter activity ของ stable cell lines  

เพาะเลี้ยง stable C33A-HPV16 LCR-Luciferase cells ปริมาณ 50,000 cells/well ใน 48-well 
tissue culture plate โดยเพาะเลี้ยงโคลนละ 3 หลุม (tripicate)ที่ 37 oC, 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชม. เติม
สาร dexamethasone และ progesterone ที่ความเข้มข้นที่ได้ทดลองในข้อ 1.3 ลงในหลุมที่กําหนดไว้แล้ว
ทําการเพาะเลี้ยงต่อไปที่ 37 oC, 5% CO2  เป็นเวลา 24 ช.ม. เติมสาร TSA ลงในแต่หลุมที่กําหนดไว้แล้วทํา



 26 

การเพาะเลี้ยงต่อไปที่ 37 oC, 5% CO2  เป็นเวลา 24 ช.ม. ตรวจวัดการแสดงออกของ luciferase โดยใช้ 
Gaussia Luciferase Assay Kit แล้วนําไปตรวจวัดระดับของ luciferase ทันทีโดยเคร่ือง luminometer  
3.16 การทดสอบผลของฮอร์โมน dexamethasone, progesterone และ trichostatin A (TSA) ต่อ 
promoter activity ของ transient cell lines  

เพาะเลี้ยง C33A cells ปริมาณ 50,000 cells/well ใน 48-well tissue culture plate ที่ 37 oC, 
5% CO2  เป็นเวลา 24 ช.ม. Transfect เซลล์ C33A ด้วย pGLuc containing HPV16 LCR ปริมาณ 0.5 μg  
และทําการเพาะเลี้ยงเซลล์ C33A  ที่ 37 oC, 5% CO2 เป็นเวลา 24 ช.ม. เติมสาร dexamethasone และ 
progesterone ที่ความเข้มข้นที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 1.3 ลงในหลุมที่กําหนดไว้แล้วทําการเพาะเลี้ยง
ต่อไปที่ 37 oC, 5% CO2  เป็นเวลา 24 ช.ม. เติมสาร TSA ลงในแต่หลุมที่กําหนดไว้แล้วทําการเพาะเลี้ยง
ต่อไปที่ 37 oC, 5% CO2  เป็นเวลา 24 ช.ม. ตรวจวัดการแสดงออกของ luciferase ด้วย  Gaussia 
Luciferase Assay Kit แล้วนําไปตรวจวัดระดับของ luciferase ทันทีโดยเคร่ือง luminometer  
3.17 การทดสอบผลของโปรตีน E2 ต่อ HPV16 promoter ที่ไม่มี methylation บน  LCR แบบ
transient transfection   

เพาะเลี้ยง C33A cells ปริมาณ 50,000 cells/well ใน 48-well tissue culture plate ที่ 37 oC, 
5% CO2  เป็นเวลา 24 ช.ม. Transfect เซลล์ C33A ด้วยพลาสมิด pGLuc containing HPV16 LCR  
ปริมาณ 0.5 μg  ร่วมกับ plasmid containing E2 gene ที่ความเข้มขน้ 0, 1.25,  2.5,  5, 10, 20, 40, 80, 
160,  320  ng/well  และทําการเพาะเลี้ยงเซลล์ C33A  ที่ 37 oC, 5% CO2 เป็นเวลา 24 ช.ม. ตรวจวัดการ
แสดงออกของ luciferase  
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4. ผลการวจิัย (Result) 
 
      ตัวอย่างช้ินเน้ือจากผู้ป่วยทั้งหมด 344 ตัวอย่าง ผู้ป่วยที่ศึกษามีอายุอยู่ในช่วง 17-75 ปี โดยอายุเฉลี่ย
ของผู้ป่วยคือ 39.9 ปี สามารถแบ่งกลุ่มผู้ป่วยตามความผิดปกติของเซลล์ปากมดลูกออกเป็น 4 กลุ่มคือ  
1. กลุ่มผู้ป่วยที่ไม่มีความผิดปกติของเซลลป์ากมดลูก (no CIN) จํานวน 65 ราย มอีายุอยู่ในช่วง 20-71 ปี 
และมีอายุเฉลีย่ 41 ปี 
2. กลุ่มผู้ป่วยที่มีความผิดปกติของเซลล์ปากมดลูกแบบ CIN I จํานวน 167 ราย มีอายุอยู่ในช่วง 17-66 ปี 
และมีอายุเฉลีย่ 39.3 ปี  
3. กลุ่มผู้ป่วยที่มีความผิดปกติของเซลล์ปากมดลูกแบบ CIN II-III จํานวน 75 ราย มอีายุอยู่ในช่วง 19-75 ปี 
และมีอายุเฉลีย่ 42.3 ปี  
4. กลุ่มผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูก (squamous cell carcinoma) จํานวน 37 ราย มีอายุอยู่ในช่วง 37-73 ปี 
และมีอายุเฉลีย่ 52.3 ปี  
4.1 การทดสอบคุณภาพของ DNA 
      หลังจากที่ได้ทําการสกัด DNA แล้วนําตัวอย่างมาตรวจคุณภาพของ DNA โดย amplify จีน GAPDH 
โดยวิธี PCR แล้วตรวจดู PCR product ดังรูปที่ 1 โดยพบว่าตัวอย่างทั้งหมดให้ผลบวกต่อจีน GAPDH แสดง
ว่า DNA ที่นํามาใช้มีคุณภาพดี และนําตัวอย่าง DNA มาใช้ในการตรวจหา HPV DNA  
 

                                                               
 

รูปที่ 1 แสดงตัวอย่างภาพการตรวจคุณภาพ DNA จากตัวอย่างโดยตรวจหา DNA ของจีน GAPDH 
 

 4.2  HPV DNA detection and genotyping 
           ผลจากการตรวจหาการติดเช้ือ HPV โดยวิธี PCR ใช้ primers GP5+/6+ และ reverse line blot 
hybridization จากตัวอย่าง DNA ทั้งหมด 344 ราย พบว่าความชุกของการติดเช้ือ HPV คิดเป็นร้อยละ 43.6 
(150/344) โดยแยกความชุกของการติดเช้ือตามระดับความผิดปกติของเซลล์ดังน้ี พบรอ้ยละ 27.7 (18/65),  
35.3 (59/167), 57.3 (43/75), 81.1 (30/37) ในตัวอย่าง no CIN, CIN I, CIN II-III  และ SCC ตามลําดับ 
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            จากตัวอย่างทั้งหมดพบความชุกของการติดเช้ือ HPV16 มากที่สุดร้อยละ 42 (63/150) โดย
แบ่งเป็น ติดเช้ือแบบชนิดเดียว (single infection) ร้อยละ 36.67 (55/150) และติดเช้ือร่วมกับชนิดอ่ืนร้อย
ละ 5.3 (8/150) และพบ HPV16 ทั้ง single infection และ multiple infections ร้อยละ 42 (63/150) 
ของผู้ติดเช้ือ HPV โดยพบในตัวอย่างกลุ่ม no CIN, CIN I, CIN II-III  และ SCC ร้อยละ 27.7 (5/18), 30.5 
(18/59), 55.8 (24/43), 53.3 (16/30) ตามลําดับ อันดับรองลงมาคือ HPV58 พบร้อยละ 13.3 (20/150) 
และ HPV18 พบร้อยละ 11.3 (17/150) และเช้ือ HPV ชนิดอ่ืนๆ เช่น HPV6, 11, 31, 33, 35, 39, 43, 45, 
51, 52, 53, 56, 59,  66, 67 และ 70 และไม่ทราบชนิดมี 17 ตัวอย่าง มีการติดเช้ือร่วมกันสองชนิดร้อยละ 
11.3 (19/168)  และติดเช้ือมากกว่า 2 ชนิดอยู่ร้อยละ 1.19 (2/168)  ดังแสดงในตารางที่ 2 และรูปที่ 2 
 
 ตารางที่ 2   ผลการตรวจ HPV DNA และ genotype ในตัวอย่างช้ินเน้ือปากมดลูก 344 ราย ที่มีผลการ
ตรวจทางเน้ือเย่ือเป็น no CIN, CIN I, CIN II-III และ SCC 

 
No CIN  
(n = 65) 

CIN I  
(n = 167) 

CINII-III  
(n = 75) 

SCC  
(n = 37) 

Total  
(n = 344) 

HPV 
negative 

47 (72.3%) 108 (64.7%) 32 (42.7%) 7 (18.9%) 194 (56.4%)  

HPV positive 18 (27.7%) 59 (35.3%) 43 (57.3%) 30 (81.1%) 150 (43.6%) 

HPV16 5 14 21 15 55 

HPV18 0 5 1 5 11 

HPV58 2 6 3 3 14 

HPV6 1 0 0 0 1 

HPV11 0 1 1 1 3 

HPV 31 0 3 0 0 3 

HPV33 0 0 2 1 3 

HPV35 0 0 2 0 2 

HPV39 1 0 0 0 1 

HPV43 0 1 1 0 2 

HPV45 2 1 0 2 5 

HPV52 0 4 0 0 4 

HPV53 0 0 1 0 1 

HPV59 0 2 0 0 2 

HPV56 1 1 0 0 2 

HPV66 0 1 1 0 2 
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ตารางที ่2 (ต่อ)   ผลการตรวจ HPV DNA และ genotype ในตัวอย่างช้ินเน้ือปากมดลูก 344 ราย ที่มผีล
การตรวจทางเน้ือเย่ือเป็น no CIN, CIN I, CIN II-III และ SCC 
 

 
No CIN  
(n = 65) 

CIN I  
(n = 167) 

CINII-III  
(n = 75) 

SCC  
(n = 37) 

Total  
(n = 344) 

HPV67 0 1 0 0 1 

HPV70 1 1 1 0 3 

HPV33,51 1 0 0 0 1 

HPV11, 18 0 1 0 0 1 

HPV16,52 0 1 0 0 1 

HPV16, 56 0 1 0 0 1 

HPV16,33 0 1 0 0 1 

HPV31, 58 0 0 1 0 1 

HPV43, 56 0 1 0 0 1 

HPV11, 16 0 1 2 0 3 

HPV16, 18 0 0 1 1 2 

HPV56, 58 0 0 1 0 1 

HPV11, 58 0 0 0 1 1 

HPV11, 18, 
58 

0 1 1 0 2 

HPV11, 39, 
51, 52 

0 1 0 0 1 

HPV11, 18, 
52, 58 

0 0 1 0 1 

Unidentified 4 10 2 1 17 
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รูปที ่2  จํานวน HPV genotype และแบบแผนการติดเช้ือที่พบในตัวอย่างตรวจ 

 
4.3 ผลการตรวจหา physical status ของ HPV16, 18, 31, 33, 45 และ 58 และผลการศึกษา 
chromosomal site of HPV integration โดยวิธี APOT assay 
      4.3.1 การพัฒนาเทคนิคการตรวจ HPV58 physical status โดยวิธี Southern blot hybridization 
และ APOT assay โดยมีลําดับวิธีการทําดังน้ี 
             ทําการออกแบบไพร์เมอร์และโพรบในการตรวจหา HPV58 โดยมีลําดับเบสดังน้ี 
Oligo (dT)17-primer (dT) 17-p3 5´GACTCGAGTCGACATCGATTTTTTTTTTTTTTTTT-3´ 
p3 (5´-GACTCGAGTCGACATCG-3´) 
HPV58 E7-p1–58 specific  5´-ACTTGTGGCACCACGGTTCGTTTGTG -3´ 
HPV58 E7 p2–58 specific  5´- TTCGTTTGTGTATCAACAGTACAAC-3´ 
HPV58-E7-specific probe  h1–58, 5´ TGCTTATGGGCACATGTACCATTG 3´  
HPV58-E4-specific probe  h2 58,5´ AGTACACAGGGGACAAAGCGACGACG 3´  
   หลังจากทําการเพ่ิมจํานวน DNA โดยวิธี APOT ก็ได้นํา DNA มาทําการตรวจ physical status โดย
วิธี Southern blot hybridization ดังรูปที่ 3 เป็นผลการทํา APOT ของ HPV58 และ Southern blot 
hybridization ในตัวอย่างผู้ป่วยที่มีการติดเช้ือ HPV58 โดยทําการทดสอบในตัวอย่างจากประเทศไทยจํานวน 
16 ตัวอย่าง และตัวอย่างจากประเทศเยอรมันนีจํานวน 12 ตัวอย่าง ดังแสดงในรูปที่ 3 โดยที่ 3A เป็นการ
เพ่ิมจํานวน DNA โดยวิธี APOT ของ HPV58 พบว่าในตัวอย่างที่ติดเช้ือที่พบเป็น episomal จะพบขนาดของ 
PCR ขนาด >2000 bp, 1,040 bp, 714 bp และ <200 bp และในตัวอย่างที่เป็น integration จะพบขนาด
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ของ PCR ที่แตกต่างจากที่กล่าวข้างต้น รูปที่ 3B และ 3C เป็นผลการทํา Southern blot  hybridization 
พบว่า เมื่อใช้โพรบ E7 จะพบผลบวกกับ PCR product ทุกขนาดทั้ง episomal และ integration 
เน่ืองจากว่าในกลุ่ม episomal และ integration จะมีจีน E6 และ E7 คงอยู่และเมื่อใช้โพรบ E4 จะพบ
ผลบวกเฉพาะในตัวอย่าง episomal แต่ไม่พบในตัวอย่าง integration เน่ืองจากในตัวอย่าง integration 
ส่วนมากจะมีการขาดหายไปของจีน E2 และในการศึกษาคร้ังน้ีไม่พบ HPV58 ทิ่มีการเกิด integration และ
พบจีน E2 คงอยู่จึงน่ามีการขาดไปของ HPV58 E2 ในการเกิด integration เช่นเดียวกับที่พบใน HPV16  

 หลังจากทําการตรวจลําดับ DNA เพ่ือทําการตรวจดู splicing pattern พบว่า ในกลุ่ม episomal ที่
พบขนาดของ PCR product >2,000 bp, 1,040 bp และ 714 bp จะพบ splicing donor  site ที่ตําแหน่ง
เดียวกันคือ ตําแหน่งที่  898 ตรงจีน E1 และพบ splicing acceptor site  ที่ตําแหน่ง 3353 ตรงจีน E4  
และในตัวอย่างที่มี HPV58 integration จะพบ splicing donor  site ที่ตําแหน่งเดียวกันคือ ตําแหน่งที่  898 
ตรงจีน E1 และเกิด splicing กับ DNA ของคนซึ่งเป็น Transcript  type A ดังแสดงในรูปที่ 4 

จากการทํา sequencing เพ่ือหาลําดับ DNA ของตัวอย่างที่เป็น episomal และ integration พบว่า
ในตัวอย่างที่เป็น episomal ที่มีขนาดของ PCR product >2,000 bp, 1,040 bp และ 714 bp จะม ี
splicing donor site ที่ DNA ลําดับที่ 898 ตรงบริเวณจีน E1  และมี splicing acceptor ที ่DNA ลําดับที ่
3353 บริเวณจีน E2 และพบว่า poly A signal ของ PCR product  ขนาด >2,000 bp และ 1,040 bp จะ
พบที่ตําแหน่งเดียวกันคือลําดับเบสที่ 4230  และสําหรับ PCR product ขนาด 714 bp จะ poly A signal ที่
ละดับเบสที่ 3904 และสําหรับ PCR product ขนาดประมาณ <200 bp พบว่าลําดับ DNA เป็นส่วนของ E7 
และ E1  
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รูปที่ 3 ผลการทํา APOT ของ HPV58 และ Southern blot hybridization ในตัวอย่างที่มี HPV58 DNA  
A: DNA Marker 100 bp, lanes 1-3, 8 และ 11 = ตัวอย่างที่เป็น episomal หลังจากเพ่ิมจํานวนโดย 
APOT จะพบขนาดของ PCR >2,000 bp, 1,040 bp, 714 bp และ <200 bp และ lanes 4-7 = ตัวอย่างที่
เป็น integration จะพบขนาดของ PCR ที่แตกต่างจากที่กล่าวข้างต้น  
(lanes 1-3: no CIN; lanes 4-6: CIN I; lanes 7-9: CIN II-III; และ lanes 10-12: SCC) 
B: ผลการทํา Southern blot hybridization พบว่า เมื่อใช้โพรบ E7 จะพบผลบวกกับ PCR product ทุก
ขนาดทั้ง episomal และ integration  
C: เมื่อใช้โพรบ E4 จะพบผลบวกเฉพาะในตัวอย่าง episomal  
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รูปที่ 4 รูปแบบการเกิด splicing ของ HPV58 ของตัวอย่างที่พบเป็น episomal และ integration 
 
 

4.3.2 ผลการตรวจหา HPV16, 18, 31, 33, 45 และ 58 physical status และ chromosomal 
site ที่ HPV มีการเกิด integration โดยวิธี APOT assay 

 
รูปที่ 5 เป็นการแสดงผลการตรวจหา physical status ของ HPV16 ในตัวอย่างตรวจที่มีผลบวกหรือ

มีการติดเช้ือ HPV16 (Lane 2-6) โดยการตรวจการแสดงออกของ E6/E7 mRNA และมีแบบแผนของการ
แสดงออกต่างกันใน physical status ต่างกันเช่น episomal form, integrated form และ mixed form 
ในตารางที่ 2 เป็นการตรวจหา physical status โดยวิธี APOT assay ในตัวอย่างที่มีการติดเช้ือ HPV16, 18, 
31, 33, 45 และ 58 จากตัวอย่างทั้งหมด 99 ตัวอย่างที่มี RNA ที่มีคณุภาพสามารถใช้ในการตรวจสอบได้ โดย
แยกเป็น HPV16 จํานวน 53 ตัวอย่าง HPV18 จํานวน 10 ตัวอย่าง HPV58 จํานวน 28 ตัวอย่าง HPV31 
จํานวน 3 ตัวอย่าง HPV33 จํานวน 4 ตัวอย่างและ HPV45 จํานวน 1 ตัวอย่าง ผลการทดลองพบว่า HPV 
integration ของการติดเช้ือทุกชนิดที่ศึกษาพบในเฉพาะตัวอย่างที่มีความผิดปกติในระดับ CIN II-III และ SCC 
แต่ไม่พบในระดับ no CIN และ CIN I โดยพบว่า HPV16, 18, 58 และ 45  integration พบร้อยละ 40, 100, 
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25 และ 100 ในตัวอย่าง SCC ตามลําดับและพบ HPV16 และ 58 integration ร้อยละ 5 และ 16  ใน
ตัวอย่าง CIN II-III ตามลําดับ  
 

ผลจากการตรวจหา chromosomal site of integration จากตัวอย่างที่มี viral genome 
integration พบ HPV16 integration ที่ โครโมโชมที ่2, 4, 5, 8, 11, 16 และ 17 พบ HPV18 integration 
ที่โครโมโซม 1, 6, 8 และ 19 พบ HPV58 integration ที่โครโมโซม 4, 12 และ 18 และพบ HPV45 
integration ที่โครโมโซม 6  
 

                                     
 

รูปที ่5 ผลการตรวจ HPV16 physical status โดยวิธี APOT  
lane 1     = DNA marker 100 bp,  
lanes 2-5 = episomal HPV16,  
lanes 6-8 = integrate และ mixed form HPV16 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 1        2      3       4      5       6       7      8  
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ตารางที่ 3 ความชุกของ integrate derived transcripts และ chromosomal site of integration ที่ตรวจ
พบใน HPV16, 18, 31, 33, 45 และ 58 โดยวิธี APOT assay 
 

Lesions 
HPV types 

No CIN CIN I CIN II-III SCC Total 

HPV16 0/2 (0%) 0/17(0%) 
1/19(5%) 
Chr 16 

6/15 (40%) 
Chr. 2,4,5,8,11,17 

53 

HPV18 0/0 (0%) 0/3 (0%) 0/1 (0%) 
6/6 (100%) 

Chr 1,6,8,19 
10 

HPV58 0/4 (0%) 0/5 (0%) 
2/15 (13.3%) 

Chr 18, 4 
1/4 (25%)  
Chr 12 

28* 

HPV31 0/0 (0%) 0/2 (0%) 0/1 (0%) 0/0 (0%) 3 

HPV33 0/1 (0%) 0/1 (0%) 0/2 (0%) 0/0 (0%) 4 

HPV45 0/0 (0%) 0/0 (0%) 0/0 (0%) 
1/1 (100%)  

Chr 6 
1 

Total 7 28 38 26 99 

 

 
 

 
ผลการตรวจวัดระดับการแสดงออกของ E6 และ E7 mRNA ของเช้ือ HR-HPV (HPV16, 18, 31, 33, 

45 และ 58) ทําให้ทราบลักษณะ physical status ของเช้ือดังกล่าวในตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา พร้อมทั้งได้
ทราบตําแหน่ง integration site ในโครโมโซมของโฮสต์ในตัวอย่างที่มี physical status แบบ integration  
 
4.4 การตรวจหาการแสดงออกของโปรตีน p16ink4a ในเซลลป์ากมดลกู 
 
     ในปัจจุบันโปรตีน p16ink4a ถูกนํามาใช้ในการวินิจฉัยความผิดปกติของเซลล์ปากมดลูก จาก
ตัวอย่าง FFPE cervical tissue จํานวน 94 ราย แบ่งความผิดปกติของเน้ือเย่ือดังน้ี no CIN 7 ราย, CIN I 31 
ราย, CIN II-III  47 ราย และ SCC 9 ราย  พบว่าในกลุม่ no CIN ไมพ่บการแสดงออกของโปรตีน p16ink4a  
ในขณะที่พบการแสดงออกของโปรตีน p16ink4a ใน CIN I และ CIN II-III ร้อยละ16 และ 89 ตามลําดับ และ
พบการแสดงออกของโปรตีน p16ink4a ใน SCC ถึงร้อยละ 100  

*สําหรับ HPV58 จํานวน 16 ตัวอย่างจากประเทศไทยและอีก 12 ตัวอย่างจากประเทศเยอรมันนี 
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 จากผลการศึกษาน้ีจึงกล่าวได้ว่าการตรวจหาโปรตีน p16ink4a สามารถช่วยในการวินิจฉัยความ
ผิดปกติของเซลล์ปากมดลูกได้ 
 
ตารางที่ 4 ผลตรวจการแสดงออกของโปรตีน p16 ในช้ินเน้ือปากมดลูกที่มีความผิดปกติในระดับต่างๆ   
 

p16ink4a No CIN CIN I CIN II-III SCC Total 

positve 0 5 (16%) 42 (89%) 9 (100%) 56 

negative 7 (100%) 26 (84%) 5 (11%) 0 38 

Total 7 31 47 9 94 

 
 
4.5 ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของโปตีน p16ink4a และ HPV physical status 
 
 ผลการทดลองแสดงว่าในตัวอย่างที่ p16ink4a negative เช้ือ HPV มี physical status แบบ 
episomal ร้อยละ 100 ในกลุ่ม p16 positive CIN I เช้ือ HPV มี physical status แบบ episomal ร้อยละ 
100 ในกลุ่ม p16ink4a positive CIN II-III เช้ือ HPV มี physical status แบบ episomal ร้อยละ 95  และ 
integration ร้อยละ 5 และในกลุ่ม p16ink4a positive SCC เช้ือ HPV มี physical status แบบ episomal 
ร้อยละ 50  และ integration ร้อยละ 50   
 
ตารางที่ 2 ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของโปรตีน p16ink4a และ HPV physical status 
 

p16ink4a Physical status No CIN CIN I CIN II-III SCC Total 

Episomal  0 3  
(100%) 

19  
(95%) 

4  
(50%) 

26 
(83.87%) 

Positive  

Integrated/Mixed 0 0 1  
(5%) 

4  
(50%) 

5 
(16.13%) 

Episomal  1 
(100%) 

6 
(100%) 

2 
(100%) 

0 9 
(100%) 

Negative  

Integrated/Mixed 0 0 0 0 0 

Total 1 9 22 8 40 
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4.6 การตรวจ DNA methylation ของ HPV16 E2 binding site (E2BS) 1, 2, 3 และ 4 
 
 จากผลการทดลองที่กล่าวมาแล้ว พบมี episomal HPV ร้อยละ100 ในกลุ่มตัวอย่าง no CIN และ 
CIN I ในขณะที่พบเพียงร้อยละ 7.9 ใน CIN II-III และร้อยละ 53.8 ในกลุ่มมะเร็งปากมดลูก จึงทําให้สนใจที่จะ
ศึกษาปัจจัยทีชั่กนําให้มีการแสดงออกของโปรตีน E6 และ E7 มากขึ้นในกรณี episomal HPV ที่มีการ
แสดงออกของโปรตีน E2 คณะผู้วิจัยจึงได้สนใจตรวจปัจจัยทาง epigenetic น่ันคือ DNA methylation 
 ได้ทําการตรวจ CpG methylation ตรงบริเวณ E2BS 1, 2, 3 และ 4 และส่วน SP-1 ของ HPV16 
จากสมมติฐานที่พบ episomal HPV16 ในตัวอย่างมะเร็งปากมดลูกและไม่พบ integration HPV16 ใน
ตัวอย่าง normal และ CIN I และพบ integration จํานวนน้อยในตัวอย่าง CIN II-III จึงต้ังสมมติฐานว่าปัจจัย
ทาง epigenetic เช่น DNA methylation ตรงตําแหน่ง E2BS ป้องกันการจับของโปรตีน E2 ทําให้ไม่สามารถ
ยับย้ังการแสดงออกของโปรตีน E6 และ E7 ได้ โดยในสภาวะการติดเช้ือเมื่อโปรตีน E2 จับตรงบริเวณ distal 
E2BS (E2BS1)  สามารถกระตุ้นการแสดงออกของโปรตีน E6 และ E7 ได้ และเมื่อโปรตีน E2 จับตรงบริเวณ 
proximal E2BS (E2BS 3 และ 4)  สามารถย้ับย้ังการแสดงออกของโปรตีน E6 และ E7 ได้  และตรง E2BS 2 
เป็นส่วนที่โปรตีน E2 จะจับกับโปรตีน E1 และมีการจําลองจีโนมของไวรัสเพ่ือเพ่ิมจํานวนไวรัส 
 ในการทดลองน้ีได้ใช้ DNA ที่สกัดจาก CaSki (ซึ่งมี 500 copies of integrated HPV16/cell) 
และ SiHa (ซึ่งมี 1-2 copies of integrated HPV16/cell) เป็นตัวควบคุมที่มีและไม่มี  DNA methylation 
ตามลําดับทําการตรวจ CpG island จํานวน10 ตําแหน่ง ผลการทดลองพบไม่มีการเกิด DNA methylation 
จาก 8 clones ของตัวอย่าง SiHa และพบการเกิด DNA methylation ในตัวอย่าง CaSki ที่ตําแหน่งต่างๆ 
ต้ังแต่ร้อยละ 50-100 ตารางที่ 5 เป็นผลร้อยละของการเกิด DNA methylation ที่ตําแหน่งต่างๆโดยใช้
ตัวหารคือ 8 ซึ่งเป็นจํานวนโคลนที่นํามาตรวจในแต่ละตัวอย่าง  
 จากการตรวจตัวอย่างที่มี integration จํานวน 10 ตัวอย่าง พบว่ามีการเกิด DNA methylation 
ในตัวอย่าง 523 จํานวน 7 ตําแหน่ง ในตัวอย่าง L006  จํานวน 9 ตําแหน่ง และเกิด 4 ตําแหน่งในตัวอย่าง 
L029 ส่วนตัวอย่างอ่ืน ๆ ที่เหลือ ไม่พบการเกิด DNA methylation  
 ได้ทําการตรวจ copy number ของ HPV16 ที่มี physical status แบบ integration form โดย
วิธี quantitative real time PCR พบว่าในตัวอย่างที่ไม่มีการเกิด methylation มี copy number เท่ากับ 
1-2 copies number ต่อ 1 เซลล์และในตัวอย่างที่มีการเกิด methylation ในระดับที่สูงมี copy number 
ที่สูงในระดับ 4- 20 copies number ต่อ 1 เซลล์ 
 พบการเกิด DNA methylation ตรงบริเวณ E2BS บน HPV16 LCR ที่มี physical status แบบ 
episomal แต่มีการเกิด methylation แบบไม่สม่ําเสมอ แต่สามารถพบ DNA methylation ได้ทั้ง 4 
ตําแหน่งของ E2BS บน HPV16 LCR ดังตารางที่ 5 
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ตารางที่ 5 ผลตรวจ HPV16 methylation จาก DNA ที่สกัดจากบริเวณที่ให้ผลบวกต่อโปรตีน p16ink4a โดย
คิดเป็นร้อยละ 

  10 CpG  

    E2BS1 E2BS2 SP-1 E2BS3 E2BS4 

 Position 7426 7432 7453 7459 7860 31 37 43 52 58 

Sample 
no. 

Physical  
status 

1 
(%) 

2 
(%) 

3 
(%) 

4 
(%) 

5 
(%) 

6 
(%) 

7 
(%) 

8 
(%) 

9 
(%) 

10 
(%) 

SiHa Integration 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CaSki Integration 63 50 63 50 25 100 100 100 75 100 

523 Integration 25 25 0 0 0 50 38 38 38 38 

L006 Integration 50 38 38 38 0 50 63 63 63 63 

L029 Integration 25 13 0 0 13 0 0 0 13 0 

520 Integration 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

561 Integration 13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

9308 Integration 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

565 Integration 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

524-01 Integration 13 0 0 0 0 0 0 0 0 13 

482 Integration 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

L026 Integration 0 13 0 0 0 0 0 0 0 0 

507 Episomal 38 13 13 0 0 13 13 25 38 25 

10817 Episomal 0 0 0 0 75 75 75 75 88 88 

10160 Episomal 13 0 25 13 0 0 0 0 0 0 

506 Episomal 13 0 0 0 0 0 25 0 13 13 

502 Episomal 25 0 0 0 38 0 0 28 13 0 

5648 Episomal 0 0 0 0 0 0 0 13 13 0 

500 Episomal 50 0 0 0 0 0 13 0 13 0 

509 Episomal 0 0 13 13 0 0 0 0 13 0 

5371 Episomal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 

8217 Episomal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

11092 Episomal 0 0 13 0 0 0 0 0 0 0 

499 Episomal 38 25 0 13 0 0 0 0 0 0 
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รูปที่ 6 ผลการวิเคราะห์ตําแหน่งที่มีการเกิด DNA methylation บริเวณ E2 binding site ตําแหน่งที่ 1, 2, 3 และ 4     
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4.7 การเกิดลาํดับเบสทีเ่ปลีย่นแปลงไปบน  HPV16 LCR ตรงบรเิวณ  distal และ proximal E2BS  
           นอกเหนือจากปัจจัยทาง epigenetic คือการเกิด methylation ตรงบริเวณ E2BSs ที่สามารถชักนํา
ให้มีการแสดงออกของ oncogenes ของไวรัสเพ่ิมขึ้นในช่วงเร่ิมแรกที่มีการเปลี่ยนแปลงจาก productive 
infection เป็น transforming infection ปัจจัยทาง genetic คือ การเกิดลําดับเบสที่เปลี่ยนแปลงไปตรง
บริเวณ E2BS อาจมีส่วนส่งเสริมใหม้ีการแสดงออกของ oncogenes มากขึ้นได้เน่ืองจากไปยับย้ังการจับของ
โปรตีน E2 ตรงบริเวณลําดับเบสที่เกิดการเปลี่ยนแปลงไป ในการศกึษานี้ได้ทําการตรวจใน 22 ตัวอย่างที่มีการ
ติดเช้ือ HPV16 โดยแบ่งดังน้ี HPV16 integration (9 ตัวอย่าง) และ HPV16 episome (13 ตัวอย่าง) เราได้
ทําวิธี  TA cloning และตรวจลําดับเบสใน 5 โคลนแบคทเีรียโดยจะยอมรับผลเมื่อสามโคลนในห้าโคลนให้ผลที่
ตรงกัน ผลที่ได้มีดังน้ีพบลําดับเบสที่มีการเปลี่ยนแปลงทัง้หมดเจ็ดตําแหน่งคือ 7391( T>G) (5%, 1/20), 
7416 (A>T) (100%, 20/20), 7427 (G>A) (10%, 2/20), 7448 (T>C) (10%, 2/20), 7872 (C>G) (9%, 
2/22), 24 (C>T, C>G) (13.6%, 3/22) และ 83 (A>G) (4.5%, 1/22). เมื่อแยกตาม physical status พบว่า
ในกลุ่ม integrated HPV16 มีการเกิดลดับเบสที่เปลี่ยนแปลงตรงตําแหน่ง 7448 (T>C) ซึ่งใกลกั้บ E2BS1 
(11.1%, 1/9) และ 7416 (A>T) (100%, 9/9) ส่วนในกรณี episomal HPV16 พบตําแหน่งที่เปลี่ยนแปลงไป
คือ 7391( T>G) ตรงบริเวณ GRE, 9% (1/11), 7416 (A>T) (100%, 11/11), 7427 (G>A) (18%, 2/11), 
7448 (T>C) ซึ่งใกล้กับ E2BS1 (9%, 1/11), 7872 (C>G) (15.4%, 2/13), 24 (C>T, C>G) ซึ่งใกล้กับ SP-1 
(23%, 3/13) และ 83 (A>G) (7.7%, 1/13) (ตารางที่ 6) เราสรุปว่าการเกิดลําดับเบสที่เปลี่ยนแปลงไปตรง
บริเวณ E2BS เป็นเหตุการณ์ที่ไม่เจอในการทดลองนี้ ดังน้ันปัจจัยทาง epigenetic จึงมีความสําคัญต่อการชัก
นําให้ทีการแสดงออกของ oncogenes ของไวรัสให้สูงขึ้น 
 
ตารางที่  6 ความถี่ของการเกิดลําดับเบสที่เปลี่ยนแปลงไปบน  HPV16 LCR ตรงบริเวณ  distal และ 
proximal E2BS ซึ่งเป็นผลจาก 3 ใน 5 โคลนที่ใหผ้ลตรงกัน 
 

Nucleotide Change Binding site Integration 
(n=9) 

Episomal 
(n=13) 

Total  
(n=22) 

7391 T>G GRE  1/13 (7.7%) 1/22 (4.5%) 

7416  A>T  9/9 (100%) 13/13 (100%) 22/22 (100%) 

7427 G>A within CpG  2/13 (15.4%)   2/22 (9%) 

7448 T>C close to E2BS1 1/9 (11.1%) 1/13 (7.7%)   2/22 (9%) 

7872 C>G   2/13 (15.4%)   2/22 (9%) 

24 C>T, C>G close to SP1  3/13 (23%)  3/22 (13.6%) 

83 A>G   1/13 (7.7%)   1/22 (4.5%) 
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4.8 การสร้าง C33A-HPV16 LCR-Luciferase stable cell lines 
ผลจากการทดสอบการแสดงออกของ luciferase ใน stable cell lines ที่ได้จํานวน 7 โคลน (G6, 

A10, G5, H2, H5, B3 และ A8) พบว่ามีการแสดงออกของ luciferase  จํานวน 5 โคลนได้แก่ A8, B3, H2, 
H5 และ G5 ได้ทําการตรวจ methylation บริเวณ E2BS ใน stable cell lines พบว่า stable cell lines G6 
และ A10 มีการเกิด methylation ในระดับสูง stable cell lines A8 และ H2 มีการเกิด methylation ใน
ระดับปานกลาง และ stable cell lines B3, G5 และ H5  มีการเกิด methylation ในระดับตํ่าหรือไม่มีเลย 
ซึ่งระดับการเกิด methylation จะสัมพันธ์กับการแสดงออกของ luciferase โดยเซลล์ G6 และ A10 พบว่ามี
การแสดงออกของ luciferase ในระดับที่ตํ่ามากหรือไม่มีการแสดงออกเลย เซลล์ B3, A8, H2 และ H5  มีการ
แสดงออกของ luciferase ในระดับปานกลางถึงระดับสูง 

 
 

                                                
 
 รูปที่ 7  โครงสร้างของ pGLuc-Basic  โดยนําส่วน HPV16 LCR มาตัดต่อเข้าส่วน HinDIII และ    
                    BamHI ตามด้วย  luciferase และ neomycin resistance genes 
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4.9 ความเข้มข้นของสาร progesterone และ dexamethasone ที่เหมาะสมในการกระตุ้น viral 
promoter 

จากการทดลองพบว่าการแสดงออกของviral promoter รูปแบบ episomal form และ integration 
form ถูกกระตุ้นโดย progesterone และ dexamethasone แบบ dose dependent manner และทําการ
คัดเลือกความเข้มข้นสารที่เหมาะสมดังน้ี  progesterone ปริมาณ 20 ng และ dexamethasone  ปริมาณ 1 
μM 
 
4.10 การทดสอบผลของฮอร์โมน dexamethasone, progesterone และ TSA ต่อ promoter 
activity ของ stable cell lines  

ในบริเวณ HPV LCR ประกอบด้วยส่วน enhancer region ซึ่งถูกควบคุมโดย glucocorticoid 
response elements (GREs) สาร dexamethasone และ progesterone เป็นสารในกลุ่ม glucocorticoid 
และกลุ่มสเตอรอยด์ฮอร์โมน (steroid) ตามลําดับ โดยจะสามารถกระตุ้นการแสดงออกของ HPV E6/E7 
oncogenes ได้   สาร TSA เป็นสารในกลุ่ม histone deacetylase inhibitors (HDIs or HDACIs) 

จากการทดสอบกับ stable cell lines ทั้ง 5 โคลน (G5, H2, H5, B3 และ A8) พบว่าเมื่อมีการเติม
สาร TSA โคลน H5, H2 และA8 มีการแสดงออกของ luciferase ที่เพ่ิมขึ้นเมื่อเทียบกับ stable cell lines ที่
ไม่ได้ใส่สาร TSA  โคลน B3 และ G5 มีการแสดงออกของ luciferase ในระดับเท่าเดิมหรือลดลงเพียงเล็กน้อย 
เมื่อมีการเติมสาร TSA  สามารถต้ังสมมติฐานได้ว่าในกรณีโคลนที่มีการแสดงออกของ luciferase ที่เพ่ิมขึ้น
เน่ืองจากมีการเกิด DNA methylation ตรงบริเวณ HPV16 LCR จึงทําให้โครโมโซมมีการปิดในบางส่วนเมื่อ
เติมสาร TSA ทําให้โครโมโซมเปิดออกจึงทําให้มีโปรตีนของโฮสต์ที่ทําหน้าที่เป็น transcription factors 
สามารถมาจับตรง LCR และกระตุ้นการแสดงออกของ luciferase ได้แต่ในกรณีที่มีการแสดงออกของ 
luciferase ไม่เปลี่ยนแปลงหรือลดลงเพียงเล็กน้อยสัณนิษฐานได้ว่า HPV16 LCR มีการเกิด DNA 
methylation ในระดับที่ตํ่าหรือไม่มีเลยทําให้โครโมโซมเปิดดังน้ัน TSA จึงไม่มีผลต่อโครงสร้างของโครโมโซม 
หรือในอีกกรณีนึงเน่ืองจากมีโปรตีนที่ยับย้ัง viral promoter มาจับตรง LCR ซึ่งความแตกต่างอาจเกิดจาก
บริเวณของโฮสต์ที่ไวรัสมีการแทรกจีโนมเป็นตัวกําหนดการเข้ามาของโฮสต์โปรตีน หรือเกิดจาก cis acting 
host sequence 

พบว่ามีการแสดงออกของ luciferase ที่เพ่ิมขึ้นในเซลล์ทั้ง 5 โคลน เมื่อมีการเติมสาร TSA  พร้อม
ด้วย progesterone หรือ dexamethazone หรือเฉพาะสาร progesterone หรือ dexamethazone อย่าง
เดียว แต่ระดับการแสดงออกมีความแตกต่างกันเช่นในกรณีโคลน G5 และ H2 มีการแสดงออกที่ตํ่ากว่าโคลน 
H5, B3 และ A8 (รูปที่ 8) 

จากการทดลองเราสามารถจําแนกได้ว่าโคลน B3 และ H5 มีการแสดงออกของ luciferase ในระดับที่
สูง โคลน A8 มีการแสดงออกของ luciferase ในระดับปานกลาง ส่วนโคลน G5 และ H2 มีการแสดงออกของ 
luciferase ในระดับที่ตํ่า และการแสดงออกของ luciferase ที่ถูกกระตุ้นโดย HPV16 LCR ในโคลนต่างๆ ที่
แตกต่างกัน อาจเน่ืองมาจากกรณีแรกมีการเกิด DNA methylation และโครงสร้างของโครโมโซมบริเวณ LCR 
ในระดับที่แตกต่างกันซึ่งสามารถป้องกันการจับของ host factors ได้และกรณีที่สองในแต่ละโคลนมีการแทรก
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จีโนมของไวรัสในโครโมโซมของเซลล์ในตําแหน่งที่แตกต่างกันซึ่งเป็นผลมากจาก cis acting host sequence 
โดยเมื่อมีการเติมสาร TSA  เซลล์ที่มีการแสดงออกของ luciferase ที่ลดลงอาจเน่ืองมาจากการมีโปรตีนที่
ควบคุมการแสดงออกของจีน (negative regulatory protein) มาจับซึ่งโปรตีนกลุ่มน้ีถูกชักนําให้มาที่บริเวณ
โดยตําแหน่งของโครโมโซม  ในกรณีเติมสาร progesterone หรือ dexamethazone อย่างเดียวแล้วมีการ
แสดงออกของ  luciferase ที่เพ่ิมขึ้นทั้ง 5 โคลนอาจเกิดจากตรงบริเวณ glucocorticoid responsive 
element เปิด (active) 
4.11 การทดสอบผลของฮอร์โมน dexamethasone, progesterone และ TSA ต่อ promoter 
activity ของ transient cell lines  

ผลการทดลองพบว่าเมื่อมีการเติมสาร TSA อย่างเดียวและทั้ง TSA พร้อมทั้ง dexamethasone หรือ 
progesterone พบว่ามีพบมีการแสดงออกของ luciferase สูงขึ้นกว่า transient cell line ที่ไม่ได้เติมสาร
อะไรเลยและท่ีน่าสนใจคือเมื่อเติมสาร dexamethasone และ progesterone พบว่ามีการแสดงออกของ 
luciferase ในระดับเท่ากับหรือลดลงเพียงเล็กน้อยเมื่อเทียบกับ transient cell line ที่ไม่ได้เติมสารอะไรเลย 
(รูปที่ 9) จากการทดลองจะพบว่าปริมาณของ luciferase ที่แสดงออกมาจาก episomal plasmid จะอยู่ใน
ระดับสูงกว่า plasmid ที่มีการแทรกจีโนมสู่โฮสต์โครโมโซม 
4.12 การทดสอบผลของโปรตีน E2 ต่อ HPV16 promoter ของ transient transfection  

วัตถุประสงค์ของการคัดเลือกโปรตีน E2 มาใช้ในการทดสอบเพราะเมื่อไวรัสเมื่อมกีารติดเช้ือในเซลล์
ปากมดลูก การแสดงออกของ viral oncogenes ของไวรัสจะถูกควบคุมให้อยู่ในระดับตํ่าๆโดยโปรตีน E2 ที่ถูก
สร้างโดยไวรัสเองโดยตรงบริเวณ HPV16 LCR จะมี E2 binding site 4 ตําแหน่งโดยแยกเป็น distal E2BS 
(E2BS1) และ proximal E2BS (E2BS2, 3 และ 4) ที่อยู่ติดกับ viral promoter โดย E2BS2 จะมีความสําคัญ
ในการเพ่ิมจํานวนของไวรัส และเมื่อโปรตีน E2 มาจับตรง proximal E2BS (E2BS3 และ 4) จะยับย้ัง viral 
promoter และลดการแสดงออกของ viral oncogenes (โปรตีน E6 และ E7) ในทางตรงกันข้ามเมื่อโปรตีน 
E2 มาจับตรง distal E2BS (E2BS 1) จะกระตุ้น viral promoter ได้ ผลของโปรตีน E2 ต่อ HPV16 
promoter ของ transient transfection ที่ความเข้มขน้   0, 1.25,  2.5,  5,  10,  20,  40, 80,    160,  
320  ng/well  ผลการทดลองดังรูปที่ 10 จะพบว่าที่ความเข้มข้นของโปรตีน E2 ที่ 1.25 ng จะสามารถ
กระตุ้น HPV16 promoter และมีการแสดงออกของ luciferase ได้สูงและเมื่อความเข้มข้นของโปรตีนสูงขึ้นมี
ผลให้การแสดงออกของ luciferase จะลดลงและจะลดตํ่ากว่าในหลุมพลาสมิด pGLuc containing HPV16 
LCR  ที่ไม่ได้เติมโปรตีน E2 ที่ความเข้มข้น 80 ng ผลการทดลองนี้สรุปได้ว่าโปรตีน E2 มีความสามารถในการ
กระตุ้น HPV16 promoter ในความเข้มขน้ตํ่าและสามารถยับย้ัง HPV16 promoter ได้ในความเข้มเข้นมี่สูง
ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองที่ผ่านมาซึ่งเป็นกลไกของไวรัสเมื่อมีการติดเช้ือในเซลล์ปากมดลูกไวรัสจะมีการ
ควบคุมการแสดงออกของ viral oncogenes ให้อยู่ในระดับตํ่าๆโดยโปรตีน E2 ซึ่งกลไกการควบคุมโดยโปรตีน 
E2 น้ีจะถูกยับย้ังไปเมื่อมีการแทรกจโีนมของไวรัสเข้าสู่จีโนมของโฮสต์หรืออาจเกิดจาก epigenetic 
modification เช่น CpG methylation ตรงบริเวณ E2BS 
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รูปที่ 8  ผลของ dexamethasone, progesterone และ trichostatin A (TSA)  
ต่อ HPV16 promoter activity จากการทดลองแบบ stable transfection 
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รูปที่ 9  ผลของ dexamethasone, progesterone และ trichostatin A (TSA) 

ต่อ HPV16 promoter activity จากการทดลองแบบ transient transfection 
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รูปที่ 10  ผลของโปรตีน E2 ต่อ HPV16 promoter activity ในการทดลองแบบ  

             transient transfection  
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5. อภิปรายผล/วิจารณ ์(Discussion/Comment) 
 

1. ความชุกของ HPV16, 18 และ 58 ในกลุ่มผู้หญิงภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
ผลการศึกษาการติดเช้ือ HPV ในผู้หญิงภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบการติดเช้ือ HPV ประมาณ 19 

ชนิด โดยมีแบบแผนการติดเช้ือเป็นทั้ง single infection และ multiple infection ตรวจความชุกของการติด
เช้ือ HPV พบว่ามีการติดเช้ือ HPV16 มากที่สุดโดยมีอัตราเพ่ิมขึ้นตามความรุนแรงโดยเฉพาะในกลุ่ม CIN II-III 
และ SCC ที่พบได้มากกว่าร้อยละ 50 ผลการศึกษานี้สอดคล้องกับการศึกษาอ่ืนที่ผ่านมาโดยพบร้อยละ 43-75  
ตามด้วย HPV18 [77, 82, 87-90] และในการทดลองคร้ังน้ีมีการใช้เทคนิคการสกัด DNA จากช้ินเน้ือที่จําแนก
เอาทั้ง DNA และ RNA โดยใช้ commercial kit เพ่ือนําเอาเฉพาะ DNA มาตรวจหา HPV DNA โดย PCR 
และใช้ไพร์เมอร์ GP5+/6+ ชนิดเดียวในการตรวจหาเช้ือ HPV ดังน้ันในกลุ่มมะเร็งปากมดลูกที่พบการติดเช้ือ 
HPV ร้อยละ 81.1 จึงอาจได้ค่าที่ตํ่ากว่าการทดลองที่ผ่านมาเมื่อเทียบกับการศึกษาที่ผ่านมาพบว่ามีความชุก
ของการติดเช้ือ HPV ในผู้ป่วยมะเร็งปากมดลุกในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ พบได้ร้อยละ 86.7 ถึง 100 จาก
การตรวจในเซลล์ขูดปากมดลูก(exfoliated cells) และจาก formalin-fixed paraffin-embedded tissue 
[77, 88, 91, 92] นอกจากน้ี ชนิดของตัวอย่างที่นํามาใช้ในการศึกษาอาจจะมีผลการตรวจแตกต่างกันได้ 

ความชุกของการติดเช้ือและการกระจายของ high risk (HR) HPV genotypes ที่พบได้ในการศึกษานี้ 
พบว่า 5 ชนิด ที่พบได้บ่อยที่สุดคือ HPV16, 18, 58, 45 และ 33 ซึ่งเป็นแบบแผนการกระจายที่พบได้
สอดคล้องในการศึกษาอ่ืนๆในส่วนอ่ืนๆของประเทศไทย [77, 82, 87-90, 93] และในแถบเอเซีย [70, 79, 94-
96] ลักษณะดังกล่าวน้ีจะมีความสําคัญในการพัฒนาวัคซีนที่จะนํามาใช้ในแถบเอเซียต่อไป 

อายุเฉลี่ยของผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูกในกลุ่มการศึกษานี้คือ 52.3 ปีและในกลุ่ม no epithelial lesion, 
CIN I และ CIN II-III คือ 41, 39.3 และ 42.3 ปี ตามลําดับ ซึ่งสามารถกล่าวได้ว่าการพัฒนาเป็นมะเร็งปาก
มดลูกใช้เวลามากกว่า 10 ปี  อายุเฉลี่ยของกลุ่มมะเร็งปากมดลูกที่ติดเช้ือ HPV16 คือ 52.3 ปี HPV18 คือ 53 
ปี และ HPV58 คือ 55.7 ปี การศึกษาที่ผ่านมาได้ศึกษาค่า odd ratio (OR) สําหรับการติดเช้ือ HPV ต่อการ
เป็นมะเร็งปากมดลูกคือ  12.3-434 สําหรับ HPV16  3.2-248 สําหรับ HPV18 และ 66-114 สําหรับ HPV58 
[3, 77, 87] 

 
2. การเกิดจีโนมของเชื้อ HPV แทรกเข้าสู่โครโมโซมของคนเป็นเหตุการณ์ที่เกิดขึ้นหลังจากที่เซลล์มีการ
เปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ผิดปกติแล้ว 
 จากการทดลองที่พบว่าการติดเช้ือ HPV ชนิดต่างๆ ในมะเร็งปากมดลูกจะมีช่วงอายุเฉลี่ยที่แตกต่างกัน
และมีค่า OR ที่แตกต่างกันเราจึงต้ังสมมติฐานว่าความสามารถของเช้ือ HPV แต่ละชนิดในการก่อให้เกิดมะเร็ง
ปากมดลูกมีความแตกต่างกันขึ้นอยู่กับความสามารถของโปรตีน E6 และ E7 ทางผู้วิจัยจึงได้ตรวจภาวะการ
แทรกจีโนมของไวรัสเข้าสู่โครโมโซมของคน (integration form) ซึ่งสามารถแสดงถึงความสามารถของโปรตีน 
E6 และ E7 ของเช้ือแต่ละชนิดในการก่อให้โครโมโซมเกิดความไม่เสถียร (chromosome instability)  
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 เทคนิคที่ใช้ในการตรวจ HPV integration มีดังน้ีคือ real time PCR[21], southern blot 
hybridization[15], in situ hybridization[97], E1/E2 PCR[13, 18], restriction enzyme cleavage, 
self-ligation, and inverse polymerase chain reaction reverse ligation (rli-PCR)[39], detection of 
integrated papillomavirus sequences by ligation-mediated PCR (DIPS-PCR)[40], restriction site 
PCR, amplification of viral oncogene transcripts (APOT)[20] และ random PCR [38, 41] 
 การศึกษานี้ได้เลือกใช้วิธี APOT ในการตรวจ HPV physical status เน่ืองจากการทดลองที่ผ่านมา
แสดงให้เห็นว่าวิธี APOT น้ีให้ค่าการตรวจพบ HPV integration ที่ใกล้เคียงกัน [20, 98, 99]เมื่อเปรียบเทียบ
กับวิธีอ่ืนๆที่มีอัตราความถี่ในการตรวจพบท่ีหลากหลายในกลุ่มประชากรที่มีความผิดปกติของปากมดลูกใน
ระดับเดียวกันเช่นวีธี real time PCR  carcinoma [21, 44, 100-117] 

การศึกษาที่ผ่านมาได้พัฒนาวิธี APOT เพ่ือตรวจ HPV16, 18, 31, 33 และ 45 [98] ในการศึกษานี้จึง
ได้พัฒนาการตรวจเช้ือ HPV58 เพ่ิมเติมเน่ืองจากเจอ HPV58 เป็นลําดับที่สามในการศึกษาและพบในความชุก
ที่สูงในภูมิภาคเอเชีย ในการพัฒนาวิธีการตรวจ physical status ของ HPV58 พบว่าในกลุ่ม episomal จะมี
ขนาดของ PCR product >2,000 bp, 1,040 bp และ 714 bp ขณะที่กลุ่ม integrate จะมีแบบแผน
เปลี่ยนไปและตรวจยืนยันผลได้โดยวิธี Southern blot hybridization และยังพบว่าในกลุ่ม integration จะ
ไม่พบการแสดงออกของ E2ซึ่งวิธีดังกล่าวสามารถนํามาใช้ในการตรวจ physical status ของ HPV58 ใน
ตัวอย่าง 
 จากผลการทดลองพบว่าเช้ือ HPV18 และ 45 มีการเกิด integration ในกลุ่มมะเร็งปากมดลูกที่ความ
ชุกร้อยละ100 และพบเพียงร้อยละ 40 และ 25 สําหรับ HPV16 และ 58 ซึ่งสอดคล้องกับผมการทดลองโดย 
Vinokurova S และคณะ ในปี 2008 [98] สําหรับการ HPV58 integration มีการตรวจในเอเชียจากสามกลุ่ม
วิจัยโดยวีธี real time PCR และ conventional PCR ซึ่งพบ HPV58 integration ร้อยละ 12 ถึง 93.3 [112, 
118, 119] ซึ่งเมื่อมีการใช้เทคนิคที่เช่ือถือได้คือ APOT ในการศึกษานี้พบ HPV58 integration เพียงร้อยละ 
25   ความแตกต่างของความชุกของการเกิด integration ที่แตกต่างกันบ่งช้ีถึงแบบแผนในการก่อโรคของเช้ือ 
HPV แต่ละชนิดที่แตกต่างกันในกลุ่ม high risk HPV  

การตรวจหา HR HPV integration พบว่ามีการเกิด integration เฉพาะในกลุ่ม CIN II-III และมะเร็ง
ปากมดลูกแต่ไม่พบในกลุ่ม CINI และ no CIN ซึ่งบ่งช้ีว่าการเกิด HPV integration เข้าสู่โครโมโซมของโฮสต์
เป็นกลไกที่เกิดขึ้นหลังจากที่โครโมโซมมีความผิดปกติ ซึ่งเป็นผลจากการติดเช้ือ HPV ในกลุ่ม high risk ที่เข้าสู่
เซลล์และอยู่ใน episomal form โดยอาจจะติดเช้ืออยู่ในรูปแบบ persistent infection และมีการแสดงออก
ของ E6/E7 mRNA มากขึ้นซึ่งกลไกที่ชักนําให้ episomal HPV genome มีการแสดงออกของ E6/E7 mRNA 
เพ่ิมมากขึ้นอาจมีได้จากหลายสาเหตุ เก่ียวกับ viral factors เช่น เน่ืองจากการเกิด methylation ตรงE2 
binding site บนบริเวณ HPV LCR  เกิดจากการมี nucleic acid variation บน HPV LCR เช่น E2BS [120] 
และตําแหน่ง YY binding site [121] มีผลให้ไม่สามารถควบคุมการการแสดงออกของ oncogenes ได้ และ
อาจเน่ืองจากการมี amino acid variation ใน E2 gene [122] 

ผลการศึกษานีจ้ะแตกต่างจากการศึกษาที่พบในแถบเอเชีย ซึ่งมรีายงานการเกิด intrgration พบได้
ร้อยละ 2-10 ในกลุ่ม LSIL/CINI [105, 113] จึงเป็นการต้ัง hypothesis ของการศึกษานี้เพ่ือตรวจหาการเกิด 
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integration ที่อาจจะพบได้ในระยะเริ่มแรก อย่างไรก็ตามภาวะที่ตรวจพบ integration ใน LSIL/CINI มักมี
รายงานจากการศึกษาโดยใช้วิธีการตรวจโดย real time PCR ขณะที่การตรวจโดยใช้ APOT ยังไม่พบมี
รายงานการเกิด integration ใน LSIL/CINI ซึ่งการตรวจหา physical status ในปัจจุปันยังเช่ือว่า APOT เป็น 
gold standard อย่างไรก็ตาม อัตราการเกิด integration ของ HPV ชนิดต่างๆ มีความแตกต่างกัน [98] 

ความชุกของ integrate derived transcripts และ chromosomal site of integration ในตัวอย่าง
ที่มี integration การศึกษานี้พบเกิดขึ้นได้ในหลากหลายโครโมโซม สอดคล้องกับรายงานที่ผ่านมา [42, 123] 
เน่ืองจากการพบ integration น้ีเกิดขึ้นในระยะที่เซลล์ได้เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์มะเร็งแล้วจากการกระตุ้น
โดยโปรตีน E6 และ E7 ของไวรัสทําให้เกิดความไม่เสถียรของโครโมโซม (chromosomal instability) 

ผู้วิจัยได้ทําการเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีน p16ink4aกับภาวะการเกิด integration เพ่ือ
ยืนยันผลที่ว่า HPV integration เป็นเหตุการณ์ที่เกิดในเซลล์ที่ผิดปกติแล้วโดยโปรตีน p16ink4aจะมีการ
แสดงออกในเซลล์ที่มีความผิดปกติไปแล้วจากผลการทดลองพบว่าในกลุ่ม CIN I ที่มีการแสดงออกของโปรตีน 
p16ink4a พบเช้ือ HPV ในรูปแบบ episomal ร้อยละ 100 และพบ HPV integration ร้อยละ 5 และ 50 ใน
กลุ่ม CINII-III และมะเร็งปากมดลูกที่การแสดงออกของโปรตีน p16ink4a อย่างไรก็ตามการศึกษาที่ผ่านมาได้ใช้
เทคนิค in situ hybridization (ISH) เปรียบเทียบกับการแสดงออกของโปรตีน p16ink4a พบว่าในกลุ่มที่มีการ
แสดงออกของโปรตีน p16ink4aในระดับที่สูงแบบ diffuse form จะพบผลของ ISH เป็นจุด (dot หรือ 
puntate)ในนิวเคลียสซึ่งได้สรุปว่าการเกิดแสดงออกของโปรตีน p16ink4a สัมพันธ์กับการเกิด HPV 
integration [124-126]แต่อย่างไรก็ตามถ้าหากจํานวนไวรัสในเซลล์มีน้อยก็อาจให้ผลเป็นจุดได้โดยวิธี in situ 
hybridization 

การศึกษาของ Duensing และคณะ[22] พบว่าโปรตีน E6 และ E7 ที่แสดงออกมาจาก episomal 
HPV สามารถกระตุ้นให้โครโมโซมเกิดความไม่เสถียรได้และ Hopman และคณะ[23]รายงานว่า epidomal 
HPV ที่มีการแสดงออกของโปรตีน E6 และ E7 ทําให้เกิดโครโมโซมผิดปกติแบบ tetrasomies และ single 
tetrasomy ดังน้ันเราสามารถสรุปได้ว่ามีกลไกทางเลือกอ่ืนๆ นอกเหนือจากการแทรกจีโนมของไวรัสเข้าสู่
โครโมโซมของคนที่สามารถยับย้ังการทํางานของโปรตีน E2 ของไวรัสและชักนําให้เกิดการแสดงออกของ
โปรตีน E6 และ E7 ได้ 
 
3. ไม่พบการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสบริเวณ E2BS แต่พบการเกิด DNA methylation บริเวณ E2BS ของ 
episomal HPV16 ในตัวอย่างมะเร็งปากมดลูกและเซลลท์ีผ่ิดปกติแล้ว 

การศึกษานี้และการศึกษาที่ผา่นมาไม่พบการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสบน E2BS ของเช้ือ 
HPV16 แต่การศึกษาที่ผ่านมาพบมีการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสที่สูงตรงตําแหน่ง 7450(T>A) ที่ใกล้กับ 
distal E2BS1 แต่ยังไม่มีการศึกษาทางชีวภาพในเซลล์เพาะเลี้ยง [120, 127, 128] สําหรับการตรวจ DNA 
methylation ได้กําหนดว่าหากมีการพบ methylation ใน 1 โคลนให้ถือว่าตัวอย่างน้ันให้ผลบวก 
methylation ผลการตรวจของตัวอย่าง integration พบลักษณะการเกิด methylation ตรง E2BS ได้ 2 
แบบคือแบบแรกไม่พบว่ามี DNA methylation ซึ่งพบในกลุ่มทีม่ีจํานวนไวรัส 1-2 copies ต่อ 1 เซลลแ์ละ
แบบที่สองมี DNA methylation ในระดับที่สูงซึ่งพบในกลุ่มที่มีไวรสัจโีนมในระดับ 4-20 จีโนมต่อเซลล์ ซึ่ง
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สอดคล้องกับลักษณะการเกิด DNA methylation ใน SiHa (มี integrated HPV16 1-2 copies ต่อ 1 เซลล)์
และ Caski (มี integrated HPV16 600 copies ต่อ 1 เซลล)์ [53, 57, 58]  การศึกษาพบว่าในเซลล์ CaSki มี
การแสดงออกของจีน E6 และ E7 มาจากเพียง 1 copy [129, 130] เช่นเดียวกับที่พบใน SiHa cell  และได้มี
การศึกษาอัตราส่วนระหว่าง  E6/E7 transcript ต่อปริมาณของไวรัส พบว่ามีค่า 0.11 จากการตรวจในเซลล ์
CaSki cell และ 12.23 จากการตรวจในเซลล ์ SiHa [131] ผลที่ได้บ่งช้ีว่าการเกิด methylation ในกลุ่ม 
integration form จะควบคุมการแสดงออกของโปรตีน E6 และ E7 ไม่ให้แสดงออกมากเกินไปเพ่ือให้เซลล์
สามารถอยู่ต่อไปได้โดยไม่ถูกทําลายโดยระบบภูมิคุ้มกันและในตัวอย่าง episomal 12 ตัวอย่าง พบการเกิด 
DNA methylation ในตัวอย่าง 12 ตัวอย่างที่ตําแหน่งต่างๆ 10 ตําแหน่งคือ 7426, 7432, 7453, 7459, 
7860, 31, 37, 43, 52 และ 58  คิดเป็นร้อยละดังน้ี 50, 16.7, 33.3, 25, 16.7, 16.7, 33.3, 25, 58.3  และ 
33.3 โดยพบว่าที่ตําแหน่ง E2BS3 และ 4 มีการเกิด DNA methylation ในระดับทีสู่ง  แต่อย่างไรก็ตามเมื่อดู
ในแต่ละตัวอย่างจะพบการเกิด DNA methylation ที่หลากหลายแตกต่างกันไปในแต่ละตําแหน่งและไม่ได้พบ
เป็นร้อยละร้อยซึ่งบ่งช้ีว่าการเกิด DNA methylation ในตําแหน่ง E2BS 3 และ 4  ใน episomal HPV เพียง
ร้อยละ 10 จากจํานวนไวรัสทั้งหมดในเซลล์ อาจมีส่วนช่วยส่งเสริมการแสดงออกของโปรตีน E6 และ E7 
ถึงแม้จะมีการแสดงออกของโปรตีน E2 แต่ E2 ไม่สามารถจับตรง E2BS 3 และ 4 ได้ทําให้ไม่สามารถยับย้ังการ
แสดงออกของ E6 และ E7 oncogenes [56, 132, 133] และมีการศึกษาที่พบว่า CpG methylation ไม่
สามารถยับย้ังการจับของโปรตีน  SP1 ได้ [134] ทําให้โปรตีน SP-1สามารถกระตุ้นการแสดงออกของโปรตีน 
E6 และ E7 ได้ 

Kalantari และคณะ และ Ding และคณะพบว่ามีการเกิด DNA methylation บน HPV16 
LCR ที่สูงในกลุ่มมะเร็งปากมดลูกเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มเซลล์ปกติ (progressive hypermethylation) โดย
ใช้เทคนิค bisulfite genomic sequencing [57, 135] การศึกษาของ Bhattacharjee และ Sengupta  พบ
การเกิด methylation ตรง E2BS ที่ใกล้กับ p97 promoter โดยใช้เทคนิค methylation sensitive 
HpaII/MspI restriction digestion ในกลุ่มตัวอย่างมะเร็งเทียบกับตัวอย่างเวลล์ปกติ [136] อย่างไรก็ตามมี
การศึกษาที่พบการเกิด methylation น้อยในกลุม่มะเร็งเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มเซลล์ปกติ(progressive 
hypomethylation) [58, 137] ซึ่งความแตกต่างอาจมีสาเหตุมาจากตัวอย่างที่นํามาใช้ในการศึกษามีการ
ปนเป้ือนของทั้งเซลล์ปกติและผิดปกติ หรือการมี physical status ของเช้ือ HPV16 ที่แตกต่างกันซึ่งใน
การศึกษานี้ได้แสดงให้เห็นว่า physical status ของเช้ือ HPV16 มีผลต่อระดับการเกิด methylation บน 
HPV16 LCR  
 
4. โครโมโซมและการเกิด DNA methylation ตรง HPV16 LCR  ควบคุม promoter activity ของไวรัสได้ 
  การศึกษาที่ผ่านมา [42, 123] และการศึกษาในปัจจบัุนน้ี พบว่าเช้ือไวรัสมีการแทรกจีโนมเข้าสู่
โครโมโซมในเซลล์ที่ตําแหน่งแตกต่างกัน และมีการแสดงอกของจีน E6 และ E7 จากตําแหน่งโครโมโซมต่างๆ 
ที่เพียงต่อในการทําให้เซลล์คงสภาพความผิดปกติได้ บน HPV LCR สามารถถูกกระตุ้นได้โดยโปรตีน
หลากหลายชนิดเช่น โปรตีน E2 ของไวรัส และจากโปรตีนในเซลล์เช่น AP-1, cEBP, glucocorticoid 
receptor (GRE), progesterone receptor (PRE), NF1, NF-IL6, Oct-1, PEF-1 , TEF-1, TEF-2, Sp1  and 
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YY1 [51, 52] บน HPV LCR ม ี  E2BSs จํานวน 4 ตําแหน่งและสามารถแบ่งได้เป็น proximal และ distal 
E2BSs โดยเมื่อโปรตีน E2 จับตรง distal E2BS  สามารถกระตุ้น promoter ได้และถ้าโปรตีน E2 จับตรง 
proximal E2BS สามารถยับย้ัง promoter ได้ โดยไปยับย้ังการจับของโปรตีนของโฮสต์เช่น SP-1 [51, 138] 
และยังพบว่าฮอร์โมน dexamethasone และ progesterone สามารถกระตุ้น HPV promoter ได้จากการ
ทดลองในเซลล์เพาะเลี้ยง [69, 139] สําหรับโปรตีน CDP, YY1 และ histone deacetylases (HDACs) 
สามารถยับย้ังการแสดงออกของ E6 และ E7 ได้ [140-142] 

มีการศึกษาที่กล่าวไว้ว่าบริเวณที่ไวรัสมีการแทรกจีโนมเข้าสู่โครโมโซมของคนมีผลต่อการแสดงออก
ของจีน E6 และ E7 [26] และยังพบว่าโครงสร้างของโครโมโซมมีผลต่อการแสดงออกของยีน E6 และ E7 
เช่นกัน [140] แต่เมื่อเติมโปรตีนAP-1 และ SP-1 ลงในเซลล์เพาะสามารถเปลี่ยนโครงสร้างของโครโมโซมและ
กระตุ้น promoter ได้  แต่โปรตีน E2 ไม่สามารถเปลี่ยนโครงสร้างของโครโมโซมได้  
       การศึกษานี้ได้ต้ังสมมติฐานว่าการเกิด DNA methylation และโครงสร้างของโครโมโซมมีผลต่อ 
promoter ของจีน E6 และ E7  จากการศึกษานี้พบว่าเมื่อเติมสาร TSA พร้อมด้วย dexamethasone หรือ 
progesterone สามารถกระตุ้นการแสดงออกของ luciferase ได้มากกว่าเซลล์ที่เติมเพียง TSA หรือเซลล์ที่
ไม่ได้เติมอะไรเลยทั้งในเซลลท์ี่มีเช้ือ HPV16 แบบ episomal และ integration  (รูปที่ 8 และ 9) การศึกษานี้
สอดคล้องกับการศึกษาของ Schmidt และ คณะ ที่พบว่า  TSA สามารถกระตุ้น promoter ของไวรัสได้ 
[143] ยังมีการพบว่าสาร progesterone ยับย้ังหรือลด promoter activity ของเช้ือ HPV16 ที่มีลักษณะแบบ 
episomal แต่สาร dexamethasone ไม่มผีลต่อ promoter activity และในกรณี HPV16 ที่มีลักษณะแบบ 
integration พบว่าสารdexamethasone ไปลด promoter activity แต่ progesterone สามารถกระตุ้น 
promoter activity เพียงเล็กน้อย ซึ่งผลการทดลองบ่งช้ีว่าโครงสรา้งของโครมาตินภายใน HPV LCR อาจจะมี
ผลต่อการควบคุมหรือกระตุ้น promoter activity   
           การทดลองน้ีได้แสดงผลของโปรตีน E2 ต่อ promoter ของ HPV16 ที่มีลักษณะแบบ episomal 
และไม่ม ีmethylaton ซึ่งพบว่าที่ความเข้มข้นตํ่าๆ (1.25-10 ng) สามารถกระตุ้นของ episomal HPV16 ได้ 
แต่ในความเขม้ข้นของโปรตีน E2 ที่สูง (>40 ng) สามารถยับย้ัง promoter activity ได้ (รูปที่ 10) การศึกษา
น้ียืนยันว่าโปรตีน E2 ของเช้ือไวรัสสามารถทําหน้าที่กระตุ้นหรือยับย้ัง promoter ของเช้ือ HPV16 ได้  ซึ่ง
สอดคล้องกับการทดลองที่ผ่านมา [144] 

การศึกษาของ Bechtold V และคณะแสดงให้เห็นว่าโปรตีน E2 สามารถยับย้ัง  promoter activity 
ของ HPV16 ที่มีลักษณะแบบ integration [145] แต่โปรตีน E2 ไม่มีผลต่อ HPV16 promoter ที่มีลักษณะ
แบบ episomal ในเซลล ์W12  นอกจากน้ี Bechtold V และคณะ ยังได้สร้างเซลล์ที่มีการติดเช้ือ HPV16 ที่มี
ลักษณะแบบ integrationทัง้หมด 7 โคลนและได้ทดสอบกับโปรตีน E2 และพบว่า  3 ใน 7 โคลนมีการ
แสดงออกของ luciferase ที่เพ่ิมสูงขึ้น แต่อีก 4 โคลนพบว่าไม่มีการเปลี่ยนแปงหรือมีการแสดงออกของ 
luciferase เพียงเล็กน้อย จากการศึกษานี้เสามารถกล่าวได้ว่า การแทรกจีโนมเข้าสุ่โครโมโซมของโฮสต์ไม่ได้
เป็นปัจจัยเดียวในการทําให้มกีารแสดงออกของโปรตีน E6 และ E7 เพ่ิมมากขึ้น แต่ยังพบว่าการเกิด DNA 
methylation และโครงสร้างของโครโมโซมเป็นปัจจัยสําคัญต่อ promoter activity ของ HPV16 
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6. สรุปผลการวิจัย/ข้อเสนอแนะ (Conclusion/Suggestion ) 
 

ความชุกของ HR-HPV ที่พบได้บ่อย 5 อันดับแรกในประชากรภาคตะวันออกเฉียงเหนือได้แก่ HPV16, 
18, 58, 45 และ 33 โดยที่ HPV16 จะพบได้บ่อยที่สุด (มากกว่าร้อยละ 50) มีสดัส่วนเพ่ิมตามระดับความ
รุนแรงของ และการศึกษานี้ไม่พบการ integration ใน no CIN และ CIN I แต่จะพบการ integration ใน CIN 
II และ SCC ที่ตําแหน่งไม่จําเพาะ  

ผู้วิจัยได้ใช้การแสดงออกของโปรตีน p16ink4a ในเน้ือเย่ือปากมดลูกปกติ  และเน้ือเย่ือปากมดลูกที่มี
ความผิดปกติในระดับต่าง ๆ มาเป็นตัวบ่งช้ีว่า ในกรณีที่ไวรัสมีการแทรกจีโนมเข้าสู่โครโมโซมของคน เป็น
เหตุการณ์ที่เกิดขึ้นในเซลล์ทีม่ีความผิดปกติแบบรุนแรง ซึง่สรุปได้ว่าการตรวจหาโปรตีน p16ink4a ในเซลล์ปาก
มดลูกสามารถช่วยวินิจฉัยความผิดปกติของเซลล์ปากมดลกูได้ และไวรัสมีการแทรกจีโนมเข้าสู่โครโมโซมของ
โฮสต์เกิดขึ้นหลังจากโครโมโซมมีความไม่เสถียร (chromosomal instability) ทําให ้ DNA มีการแตกหัก 
(double strand break) ซึ่งเป็นผลมาจากการแสดงออกของ HPV protein คือ E6 และ E7 ออกมามากจาก 
HPV ที่มีลักษณะแบบ episomal ในช่วงแรกของการติดเช้ือ ซึ่งไปรบกวนการทํางานของโปรตีนของโฮสต์ เช่น 
p53 และ pRb ทําให้เซลล์มีความผิดปกติไปและการแสดงออกของโปรตีน p16 ที่มากขึ้นสามารถใช้เป็นตัว
บ่งช้ีถึงความผิดปกติของเซลล์ได้  

ผู้วิจัยได้ศึกษาเพ่ิมเติมถึงปัจจัยทางพันธุกรรม (genetic) และปัจจัยเหนือพันธุกรรม (epigenetic) 
เพ่ือให้เข้าใจและทราบถึงปัจจัยอะไรทีส่งผลต่อการแสดงออกของ viral oncogenes E6 และ E7 มากขึ้น 
การศึกษานี้พบว่าไม่มีการเกิดลําดับเบสที่เปลี่ยนไปตรงบริเวณ E2BS แต่พบว่ามีการเกิด DNA methylation 
ในตําแหน่ง E2BS โดยเฉพาะที่ตําแหน่ง E2BS3 และ E2BS 4 ซึ่งในแต่ละตัวอย่างจะพบการเกิด DNA 
methylation ที่หลากหลายแตกต่างกันไปในแต่ละตําแหน่ง จากการศึกษาสรุปได้ว่า การเกิด DNA 
methylation ในตําแหน่ง E2BS3 และ E2BS4  อาจมีส่วนช่วยส่งเสริมการแสดงออกของ โปรตีน E6 และ E7 
โดยไปยับย้ังการจับของโปรตีน E2 และสามารถชักนําให้เกิดความผิดปกติเซลล์ปากมดลูกได้ 
     จากการศึกษาที่พบว่าการเกิด DNA methylation ประกอบกับโครงสร้างของโครโมโซมที่ควบคมุการ
แสดงออกของโปรตีน E6 และ E7 เราสามารถหาวิธีมาความคุมการแสดงออก โดยไปยับย้ังกลไกการเกิด 
methylation และให้โครโมโซมเปิด เพ่ือที่ตัวยับย้ังการแสดงออกของโปรตีนก่อมะเร็งของไวรัสจะมาจับตรง 
HPV16 LCR และยับย้ังการแสดงออกของโปรตีน E6 และ E7 ได้ เช่นการใช้โปรตีน E2 มายับย้ังการแสดงออก
ของโปรตีน E6 และ E7 
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Magnus von Knebel Doeberitz.  Differential methylation of E2 binding 
sites in episomal and integrated HPV 16 genomes in pre-invasive and 
invasive cervical lesions. 

 
 1.2 submit manuscript เพ่ือตีพิมพ์ในวารสาร “Journal Virology Methods” 
 Arkom Chaiwongkot, Chamsai Pientong, Tipaya Ekalaksananan, Svetlana 

Vinokurova,  Bunkerd Kongyingyoes, Bandit Chumworathayi, Natcha 
Patarapadungkit, Sumalee Siriaunkgul, Magnus von Knebel Doeberitz. 
Detection of human papillomavirus (HPV) 58 physical status by 
amplification of papillomavirus oncogene transcripts (APOT) assay. 
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