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บทคัดย่อ 
 

มะเร็งปากมดลูกเป็นมะเร็งที่พบมากเป็นอันดับหนึ่งหรือสองในผู้หญิงไทย โดยปัจจุบันพบว่า 
การแสดงออกที่เพ่ิมมากขึ้นของ   HR-HPV E6/E7 mRNA จะเพ่ิมขึ้นตามระดับความรุนแรงของรอยโรค 
น าไปสู่ cell cycle progression   และสะสมความผิดปกติของจีนและโครโมโซม (chromosomal 
instability) ซึ่งมีผลต่อการแสดงออกของ human protein  ผลคือ เกิด cell transform, cell 
immortalization  และมะเร็ง ถึงแม้จะได้รับการตรวจอย่างสม่ าเสมอ ผู้หญิงจ านวนไม่น้อยก็ยังเป็นมะเร็ง
ปากมดลูกระยะลุกลามได้ ทั้งนี้เนื่องมาจากในปัจจุบันยังไม่มีการตรวจวิธีใดวิธีหนึ่งที่มีประสิทธิภาพสูงพอ 
เพราะฉะนั้นการพัฒนาการตรวจหาการแสดงออกของ HPV E6/E7 mRNA จึงเป็นอีกวิธีหนึ่งที่ยังมี
ความส าคัญเพ่ือใช้ในการวินิจฉัยและการพยากรณ์ความผิดปกติของรอยโรคก่อนเป็นมะเร็งปากมดลูก    

การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาวิธีการตรวจที่มีประสิทธิภาพสูง ส าหรับตรวจหาความ
ผิดปกติของเซลล์ปากมดลูกก่อนที่จะเป็นมะเร็ง เพ่ือศึกษาหาวิธีการตรวจคัดกรองและวินิจฉัยระยะก่อน
เป็นมะเร็งเพ่ือป้องกันไม่ให้เกิดโรคมะเร็งปากมดลูก   โดยวัตถุประสงค์ของการศึกษาในปีที่ 1 นี้เพ่ือ
ตรวจหา HPV E6/E7 mRNA และน าผลมาวิเคราะห์ร่วมกับข้อมูลระหว่าง human chromosome copy 
number และ HPV integration เพ่ือใช้เป็น biomarker เพ่ิมประสิทธิภาพของการตรวจ  

ตัวอย่างตรวจที่ใช้คือ ชิ้นเนื้อปากมดลูกที่เป็น formalin-fixed, paraffin-embedded FFPE 
tissue ซึ่งได้รับการวินิจฉัยทางด้าน histology เป็น มะเร็งปากมดลูก คือ well, moderate and poor-
differentiate, โดยใช้ตัวอย่างจาก the University of Vermont (UVM), USA ซึ่งเป็นตัวอย่างจาก
ประเทศอินเดีย  จ านวน 108 ตัวอย่าง  

ผลการตรวจหาความชุกของการติดเชื้อไวรัส HPV DNA signals patterns  โดย punctate 
pattern พบ 79/103 (76.70%) มีลักษณะ dot-like signals ในนิวเคลียส ซึ่งบ่งชี้ integrated HPV 
genome  และ diffuse pattern พบ2/103 (1.94%) มีลักษณะ large globular homogeneously 
dense ในนิวเคลียส 

ในเซลล์ของเนื้อเยื่อมะเร็งระหว่าง moderate และ poor differentiate โดย poorly 
differentiate มีความผิดปกติแบบ pentasomy 9/27 (33.33%) มากกว่า moderately differentiate 
8/63 (12.67%) และ poorly differentiate มี disomy 2/27 (7.41%)   น้อยกว่า moderately 
differentiate 20/63 (31.75%) และพบอัตราส่วนของเซลล์ที่เป็น trisomy ในกลุ่มผู้ป่วยมีที่มีอายุ > 50 
(mean rank 40.48)  มากกว่า กลุ่มที่มีอายุ <50 ปี (mean rank 30.05) อย่างมีนัยส าคัญ การศึกษานี้พบ 
HPV mRNA E6/E7 positive  100/108 (92.56%) เมื่อเทียบกับ HPV DNA ISH พบ 92/108 (85.19%)  
โดยพบลักษณะ cytoplasmic, และ nuclear staining ในเกือบทุก RNA ISH-positive cases  ซึ่งคาดว่า
อาจเป็น pattern ของ probe ที่ hybridize กับ transcription sites ใน nuclear และ active 
transcript ใน cytoplasm    



สรุปคือความสัมพันธ์ระหว่าง HPV DNA, physical status, HPV E6/E7 mRNA, genetic 
instability, human protein expression และปัจจัยอ่ืนๆ ใน cervical cancer FFPE พบว่า host 
chromosome 7 ที่ผิดปกติ (aneusomies) มากกว่า 4 dots/cell และ mRNA E6/E7 รวมทั้ง CTTN, 
VEGF, PIK3CA, ERK1/2p, p-mTOR  อาจจะใช้เพื่อเป็น biomarker ของ ICC 
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1. บทน ำ (Introduction) 
 

ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย 

มะเร็งปากมดลูกเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญของทุกประเทศทั่วโลกรวมทั้งประเทศไทย 
เนื่องจากมะเร็งปากมดลูกเป็นมะเร็งที่พบมากท่ีสุดในผู้หญิงไทยและพบเป็นอันอับสองของผู้หญิงทั่วโลก อีก
ทั้งยังเป็นสาเหตุการตายของผู้หญิงเป็นอันดับ 1 ในเวียดนาม อันดับ 2 ในอินโดนีเซียและฟิลิปปินส์ อันดับ 
3 ในไทย และอันดับ 4 ในมาเลเซียอีกด้วย การศึกษาในประชากรเอเชียตะวันออกเฉียงใต้มี incidence 
ของมะเร็งปากมดลูก (age-standardized rate, ASR) ในอินโดนีเซียและมาเลเซียเท่ากับ 15.7 ต่อ 
100,000 ในขณะที่พบค่า (ASR) สูงขึ้นใน ไทย (ASR) = 19.8  เวียดนาม (ASR) = 20.2 และฟิลิปปินส์ 
(ASR) = 20.9 ตามล าดับ ในไทยพบว่าอายุของสตรีที่สามารถตรวจพบมะเร็งปากมดลูกจะเริ่มจาก 20 ปี
เป็นต้นไป และพบสูงสุดในสตรีที่มีอายุ 45-50 ปี โดยส่วนใหญ่แล้วจะตรวจพบในระยะท้ายๆ ของการเกิด
โรค ใน International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) stage II (51%) และ 
stage III (31%) อีกท้ังยังพบว่ามี overall 5-year survival เป็นร้อยละ  68.2 ในเชียงใหม่ และร้อยละ  
54.5 ในขอนแก่น  

การติดเชื้อ High risk (HR) HPVs เป็นสาเหตุของการเกิดมะเร็งปากมดลูก โดยเฉพาะอย่างยิ่ง 
HPV16 โดยประมาณร้อยละ 80 ของผู้หญิงที่มีอายุ <35 ปีที่ติดเชื้อ HPVs จะสามารถก าจัดเชื้อได้เอง มี
เพียงส่วนหนึ่งเท่านั้นที่จะพัฒนาไปเป็นมะเร็งปากมดลูก ซึ่งปัจจัยที่ท าให้หายจากการติดเชื้อหรือพัฒนาไป
เป็นมะเร็งนั้นยังไม่เป็นที่เข้าใจ   

มะเร็งปากมดลูกสามารถป้องกันและรักษาให้หายได้ด้วยวิธีที่มีอยู่ในปัจจุบันหากตรวจพบเซลล์
ผิดปกติตั้งแต่ระยะแรกๆ   อย่างไรก็ตามในประเทศก าลังพัฒนารวมทั้งประเทศไทยจ านวนผู้หญิงที่เข้าสู่
ระบบตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกยังต่ า (ร้อยละ 5) และถึงแม้จะได้รับการตรวจอย่างสม่ าเสมอก็ตาม 
ผู้หญิงจ านวนไม่น้อยก็ยังเป็นมะเร็งปากมดลูกระยะลุกลามได้ ทั้งนี้เนื่องมาจากในปัจจุบันยังไม่มีการตรวจ
วิธีใดวิธีหนึ่งที่มีประสิทธิภาพสูงพอ หรือแม้แต่การใช้การตรวจมากกว่า 1 วิธีร่วมกันก็ไม่ได้ท าให้มีความไว
และความจ าเพาะสูงเป็นที่น่าพอใจ   จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องพัฒนาวิธีการตรวจหาความผิดปกติ
ก่อนที่จะเป็นมะเร็งให้มีประสิทธิภาพสูง เพ่ือศึกษาหาวิธีการตรวจคัดกรองและวินิจฉัย (diagnosis) และ
ป้องกันไม่ให้เกิดโรคมะเร็งปากมดลูก 

ในปัจจุบันพบว่า HPV16 As variant มีความส าคัญในการเกิดมะเร็งปากมดลูกในทวีปเอเชีย
รวมทั้งประเทศไทย การเกิดการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนของ HPV16 ไปเป็น HPV16 As variant มี
บทบาทส าคัญในการเกิดภาวะการติดเชื้อแบบยืดเยื้อ (persistent infection) การเกิด immune 
surveillance และ การเพ่ิมความรุนแรงของรอยโรคก่อนเป็นมะเร็งปากมดลูกและมะเร็งปากมดลูก 

การ Integrate และ การ express  Oncogene E6/E7 ของ HR-HPV  เป็นปัจจัยสี่ยงในการท า
ให้พยาธิสภาพของเนื้อเยื่อปากมดลูกเปลี่ยนแปลงไปจนอาจท าให้เกิด cervical cancer (CA)  โดย  HR-
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HPV ส่วนใหญ่  จะ integrate subgenomic fragment  เข้าสู่ host cell chromosomal  DNA 
(integrate form)     ซึ่ง HPV จะยังคงสามารถเพ่ิมจ านวน sub genomic fragment  ได้ เมื่อมี HPV 
plasmid (episomal form) อยู่ในเซลล์เดียวกัน     HR-HPV จะชักน าให้ HPV sub genomic fragment 
locus เกิดการ re-replicate จากจุด origin  และสร้างโปรตีนออกมาจ านวนมาก     ซึ่งส่วนใหญ่ host 
cell  เกิดการ apoptosis ตายไปหรือเกิดการ damage บริเวณนั้นเพ่ือ repair  gene ให้ถูกต้องโดย 
recombination mechanism     แต่อย่างไรก็ตาม นอกจากการ  re-replicate   ของ integrate HPV  
แล้วยังพบการเกิด duplication ภายใน HPV locus, extra chromosomal copy ของ HPV loci และ
เกิด cross chromosomal  translocation  [1, 2] เป็นผลให้การ express ของ oncogene E6/E7 
ผิดปกติไป   โดยปัจจุบันพบว่า การแสดงออกของ HR-HPV E6/E7 mRNA จะเพ่ิมขึ้นตามระดับความ
รุนแรงของรอยโรค (cervical lesion)  การแสดงออกที่เพ่ิมมากขึ้นของ   HR-HPV E6/E7 oncogene จะ
มีผลต่อการ disrupt ของ p53 และ pRb tumor suppression pathway และน าไปสู่การเข้าสู่ S phase 
ของ cell cycle  เกิดการ replicate และ cell cycle progression   โดยที่ loss function ของ 
checkpoint G1/S, G2/M       นอกจากนี้ การแสดงออกท่ีเพ่ิมมากขึ้นของ   HR-HPV E6/E7 oncogene 
ยังน าไปสู่การสะสมความผิดปกติของจีนและโครโมโซม (chromosomal instability) ซึ่งมีผลต่อการ
แสดงออกของ miRNA  ผลคือ เกิด cell transform, cell immortalization  และมะเร็ง 

การตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกในปัจจุบัน พบมีความไวต่ า (ร้อยละ 45-70) เมื่อใช้วิธีการตรวจ
ทางเซลล์วิทยา และเฉลี่ยร้อยละ 85 เมื่อใช้ PCR based-method ขณะที่การตรวจหา mRNA ได้มีการ
พัฒนาเพ่ือใช้ในการวินิจฉัยและบ่งชี้ความผิดปกติของเซลล์หรือเนื้อเยื่อที่เกิดขึ้น ซึ่งเป็นวิธีที่มีความไวและ
ความจ าเพาะเพ่ิมข้ึนในการบ่งชี้ความผิดปกติระดับ CINII (ร้อยละ71.4 และ ร้อยละ 75.8 9 ตามล าดับ) แต่
วิธีการที่น ามาใช้ในการตรวจยังมีข้อจ ากัดเรื่องเครื่องมือและมีสารเคมีที่ราคาสูง 

เพราะฉะนั้นการพัฒนาการตรวจหาการแสดงออกของ HPV E6/E7 mRNA จึงเป็นอีกวิธีหนึ่งที่ยัง
มีความส าคัญเพ่ือใช้ในการวินิจฉัยและการพยากรณ์ความผิดปกติของรอยโรคก่อนเป็นมะเร็งปากมดลูก 
ขณะเดียวกัน miRNA ก็จัดเป็น RNA ที่จะมีการเปลี่ยนแปลงระดับของการแสดงออกเมื่อเซลล์เกิดความ
ผิดปกติหรือติดเชื้อ HPV และการน ามาใช้เป็น biomarker ในการตรวจวินิจฉัยเซลล์หรือเนื้อเยื่อผิดปกติยัง
มีข้อจ ากัด การตรวจหา HPV E6/E7 mRNA และ miRNA และน าผลมาวิเคราะห์ร่วมกับข้อมูลระหว่าง 
human chromosome copy number และ HPV integration เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของการตรวจ
วินิจฉัยยังไม่มีรายงานมาก่อน 

ดังนั้น การศึกษานี้จึงน าความรู้ในระดับโมเลกุลมาใช้พัฒนาเทคนิคในการตรวจหาการแสดงออก
ของ RNA (ทั้ง human mRNA, human miRNA และ HPV16 E6/E7 mRNA ) เพ่ือเป็น biomarker ใน
การวินิจฉัยและพยากรณ์รอยโรคของเนื้อเยื่อปากมดลูก โดยจะศึกษาหาการแสดงออกของ HPV E6/E7 
mRNA ในตวัอย่างชิ้นเนื้อ formalin-fixed, paraffin-embedded tissue (FFPE) ของรอยโรคปากมดลูก
ที่เป็นมะเร็ง ร่วมกับหาความสัมพันธ์กับภาวะอ่ืนๆ เช่น HPV integration, human chromosome copy 



3 

 

number, human protein และปัจจัยอื่นๆ ที่เกี่ยวข้อง  และน าข้อมูลที่ได้มาพัฒนาเทคนิคในการตรวจหา
การแสดงออกของ RNA (ทั้ง human mRNA, human miRNA และ HPV16 E6/E7 mRNA ) และ 
human protein ในตัวอย่างรอยโรคท่ีมีความผิดปกติระดับต่างๆ      การพัฒนาเทคนิคนี้มีวัตถุประสงค์
เพ่ือเพ่ิมความไวและความจ าเพาะของการตรวจคัดกรอง การวินิจฉัย และการสามารถพยากรณ์โรคมะเร็ง
ปากมดลูกในตั้งแต่ระยะแรกๆ ได้  เทคนิคที่ถูกพัฒนาขึ้นจะมีประโยชน์ทั้งในยุค vaccine era ที่มีท้ังผู้ที่
ไม่ได้รับการฉีดวัคซีนและผู้ที่ได้รับการฉีดวัคซีนแล้ว และหลัง vaccine era ซึ่งประชากรส่วนใหญ่ได้รับการ
ฉีดวัคซีน เนื่องจากการฉีดวัคซีนที่ใช้ในปัจจุบันไม่สามารถป้องกันการติดเชื้อ HPV ได้ทุก type ท าให้การ
ตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกยังมีความจ าเป็นส าหรับสตรีทุกราย 
 
วัตถุประสงค์โครงกำรวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง HPV DNA, physical status, HPVE6/E7 mRNA, human 
chromosome copy number, human protein และปัจจัยอ่ืนๆที่เกี่ยวข้อง ในตัวอย่างชิ้นเนื้อจากมะเร็ง
ปากมดลูก 

2. เพ่ือประเมินการแสดงออกของ candidate human chromosome copy number และ  
human protein ที่สัมพันธ์ต่อการติดเชื้อ HPV กับการเปลี่ยนแปลงของรอยโรคในเนื้อเยื่อปากมดลูกท่ีมี
ความผิดปกติระดับระดับต่างๆ 

3. เพ่ือประเมินการแสดงออกของ candidate miRNA ที่มีความสัมพันธ์จากติดเชื้อ HPV และเกิด
การเปลี่ยนแปลงของhuman chromosome copy number โดยวิธ ีin situ hybridization และ/หรือ 
real time PCR ในเนื้อเยื่อ ปากมดลูกที่มีความผิดปกติระดับระดับต่างๆ 

4. เพ่ือพัฒนา PCR primer ส าหรับการตรวจหาการแสดงออกของ HPV16 E6/E7 mRNA และ 
human mRNA ที่ได้จากข้อ 2. ที่มีความสัมพันธ์จากติดเชื้อ HPV ในเนื้อเยื่อปากมดลูกที่มีความผิดปกติ
ระดับระดับต่างๆ โดยใช้เทคนิค Real time PCR 

5. เพ่ือประเมินเทคนิค real time PCR ที่พัฒนาขึ้นโดยการตรวจหาแสดงออกของ human 
mRNA, HPV16 E6/E7 mRNA และ human miRNA และการติดเชื้อ HPV ในตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกที่มี
ความผิดปกติระดับต่างๆ เพื่อวินิจฉัยและพยากรณ์การเกิดโรค 

วัตถุประสงค์โครงกำรวิจัยปีที่ 1 
1. เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง HPV DNA, physical status, HPVE6/E7 mRNA, human 

chromosome copy number, human protein และปัจจัยอ่ืนๆที่เกี่ยวข้อง ในตัวอย่างชิ้นเนื้อจากมะเร็ง
ปากมดลูก 

2. เพ่ือประเมินการแสดงออกของ candidate human chromosome copy number และ  
human protein ที่สัมพันธ์ต่อการติดเชื้อ HPV กับการเปลี่ยนแปลงของรอยโรคในเนื้อเยื่อปากมดลูกท่ีมี
ความผิดปกติระดับระดับต่างๆ 
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2. กำรทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง (Review literature) 
 
มะเร็งปำกมดลูก และ Human Papillomavirus (HPV) 

มะเร็งปากมดลูกเป็นมะเร็งท่ีพบมากเป็นอันดับสองผู้หญิงท่ัวโลก จากการศึกษาพบว่าประมาณร้อยละ 99.7 ของ
มะเร็งปากมดลูกจะตรวจพบ DNA ของ human papillomavirus (HPV) อย่างน้อยที่สุด 1 type ของ high risk HPV [3] และ
ประมาณร้อยละ 70 เป็น HPV16 และ HPV18 [3, 4]   ดังนั้นจึงเช่ือว่าสาเหตุหลักของมะเร็งปากมดลูกเกิดจากเช้ือ HPV ซึ่ง
เป็นเชื้อที่ติดต่อทางเพศสัมพันธ์ โดยมีปัจจัยร่วมอื่นๆ ได้แก่ การสูบบุหรี่ การมีคู่นอนหลายคน การมีเพศสัมพันธ์ครั้งแรก
เมื่ออายุน้อย การใช้ยาคุมก าเนิดเป็นเวลานาน เป็นต้น 

HPV จัดอยู่ใน family Papillomaviridae เป็น non-envelope virus ที่มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 55 นาโนเมตร มีจีโนม
เป็นวงกลม สายคู่ (double stranded DNA) พันกันเป็นเกลียวซบัซ้อน ขนาด 8000 คู่เบส แคปซิดมีการเรียงตัวแบบ 
icosahedral symmetry ประกอบดว้ยแคปโซเมอร์ 72 หน่วย HPV มีการติดเชื้อเป็นแบบ species-specific แต่มีความสามารถ
สูงในการปรับเปลี่ยนไปตามการเปลี่ยนแปลงของเซลล ์ [5] HPV genome แบ่งเป็น ส่วนท่ีเรียกว่า non-coding upstream 

regulatory region (URR) หรือเรยีก long control region (LCR) มีขนาดประมาณ 1 kb ส่วนน้ีไม ่encode โปรตีนแต่จะมี cis-

element ที่จ าเป็นใน viral replication และควบคมุการแสดงออกของจีน และส่วนท่ี encode โปรตีนแบ่งเป็น early region 

open reading frames (ORFs) ส าหรับ encode E6, E7, E1, E2,E4 และ E5 ซึ่งจ าเป็นในการ replication, transcription และการ
ประกอบเป็นอนุภาค และ  late region ส าหรับ encode 2 genes คอื L1 ซึ่งเป็น major capsid protein และ  L2 เป็น minor 

capsid protein [6]  

HPV มีมากกว่า 100 จีโนไทป์ สามารถแบ่งเป็น 2 กลุ่มใหญ่ตามลักษณะของเยื่อบุผิวท่ีไวรัสชอบติดเชื้อ 
(epitheliotropism) ได้แก่ skin หรอื cutaneous HPV type ซึ่งชอบติดเชื้อบริเวณผิวหนัง และ mucosal HPV type ซึ่งชอบติด
เชื้อบริเวณเยื่อเมือกเช่น ปากมดลกู [7-9] ไวรัสกลุ่ม mucosal HPV type แต่ละ type มีความสามารถในการก่อมะเร็งปาก
มดลูกได้แตกต่างกัน จึงแบ่งกลุ่มยอ่ยได้อีกเป็น high risk (HR) HPV type ซึ่งมีความสามารถสูงในการก่อมะเร็ง และกลุม่ low 

risk (LR) HPV type ซึ่งมีความสามารถในการก่อมะเร็งต่ ากว่า[10] นอกจากนี้บางคนยังจัดบาง type เป็น intermediate type 

ไวรัสที่จดัเป็น LR HPV type ได้แก่ HPV6, 11, 26, 30, 34, 40, 42–44, 53, 55, 57, 61, 62, 64, 67, 70, 71, 73, 74, 79, 81–84 ส่วน 

HR HPV type ได้แก ่HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 54, 56, 58, 59, 66, 68 และ 69 [11]  

HPV เข้าสู่เซลล์บริเวณเยื่อบุปากมดลูกที่ถลอกหรือฉีกขาด และเข้าไปติดเช้ือในเซลล์ basal ของเยื่อบุซึ่งเป็น
เซลล์ที่สามารถแบ่งตัวได้ ไวรัสที่เข้าในเซลล์จะเกิดกระบวนการ replication และ transcription ในนิเคลียสท าให้มี
ปริมาณ viral DNA ในระยะเริ่มต้นประมาณ 50-100 genome copies ต่อ 1 เซลล์ ในเซลล์นี้จะไม่มีการสร้างอนุภาคของ
ไวรัส (non productive infection) แต่จะมีโปรตีนบางตัว (early protein) ถูกสร้างขึ้นเช่นโปรตีน E1, E2, E6 และ E7 
โดยมีการแสดงออกในระดับต่ าๆ [12] โปรตีนเหล่านี้มีบทบาทในการเพิ่มจ านวนเช่น E1 จับกับโปรตีน E2 แล้วไปยังบริเวณ 
origin of replication ท าให้ viral DNA เกิดการ replication ได้ โดยโปรตีน E1 ท าหน้าที่เป็นเอนไซม์ helicase ซึ่งมี
หน้าท่ีแยก DNA สายคู่ให้เป็นสายเดี่ยว ส่วน E6 และ E7 ท าให้เซลล์ proliferation และโปรตีน E2 มีหน้าที่ในการควบคุม
การแสดงออกของจีนอื่นๆโดยไปจับที่ E2 binding site บน LCR  เมื่อเซลล์ basal ที่ติดเช้ือนี้แบ่งตัว และเคลื่อนตัวขึ้นสู่ 
suprabasal layer ของช้ันเยื่อบุเพื่อเกิดการ differentiation จะมีการเพิ่มจ านวนของ viral genome ตามการแบ่งตัว
ของเซลล์ และเมื่อเซลล์เคลื่อนขึ้นสู่ช้ันผิว จะมีการกระตุ้นให้มีการแสดงออกของ late gene ที่สร้างโปรตีนแคปซิดมาหุ้ม
จีโนมของเชื้อไวรัสรวมทั้งมีการสร้างโปรตีน E4 และ  E5 เกิดขึ้นในระยะนี้ ท าให้ได้อนุภาคไวรัสที่สมบูรณ์เมื่อเซลล์เคลื่อน
ขึ้นสู่ช้ันผิวแล้ว ลักษณะการเพิ่มจ านวนของไวรัสเป็นแบบ non-lytic life cycle  ผลของ E6 และ E7 ท าให้ host cell 
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สามารถสนับสนุนการเพิ่มจ านวนไวรัสได้ และจากการที่มีคุณสมบัติเป็น oncoproteins ถ้ามีปริมาณมากเกินจึงมีผลท าให้
การควบคุมการแสดงออกของ host genes เปลี่ยนแปลงไป มี genetic instability เกิดขึ้น และยังมีคุณสมบัติท าให้เกิด 
malignant transformation และ cell immortalization ได้ [13] ซึ่งคุณสมบัตินี้พบได้ในเฉพาะ E6/E7 ของ HR-HPV 
โดย E7 สามารถจับกับ pRb ซึ่งจะถูกท าลายไปแล้วท าให้ E2F(transcriptional factor)ที่จับอยู่กับ pRb เป็นอิสระ
สามารถไปกระตุ้นการแสดงออกจีนอื่นๆได้โปรตีนที่มีความจ าเป็นในการ replication ของเซลล์[14] ขณะที่เซลล์ถูก
กระตุ้นเข้า S phase เป็นภาวะผิดปกติ ตามปกติจะต้องถูกควบคุมด้วย p53 เพื่อให้เซลล์เกิด apoptosis แต่ในภาวะที่มี 
E6 จะลบล้างหน้าท่ีนี้ได้โดย E6 สามารถจับ E6AP และ p53 ท าให้เกิดการท าลาย p53 [15] ไม่เกิด apoptosis เป็นผลให้
เซลล์ติดเช้ือไม่ differentiation แต่จะคงอยู่ในวงจรการเพิ่มจ านวนของไวรัส และเมื่อมีภาวะที่มีการแสดงออกของ 
oncogenes E6/E7 ที่มากเกินอย่างต่อเนื่องซึ่งมีคุณสมบัติท าให้ cell transformation เกิด clonal cell proliferation 
และ cell immortalization ต่อไป 

การเกิดมะเร็งปากมดลกูข้ึนกับปัจจัยดา้นโฮสต ์สิ่งแวดล้อมและด้านไวรัส ส่วนปัจจัยด้านไวรัสดังไดก้ล่าวแลว้ว่ามี
สาเหตุจาก HR-HPV โดยเฉพาะ HPV type จะมีผลต่อ persistent infection และ ผลที่จะตามมาต่างกัน นอกจากชนิดของ 
HPV แล้วการเกิด intratypic variation โดยเฉพาะ variation ในส่วนของจีน E6 ซึ่งเป็น oncogene ก็พบว่ามีบทบาทส าคัญใน
การเกดิมะเร็ง เมื่อจีนน้ีเกิดการเปลี่ยนแปลงไปท าให้โปรตีนที่ถูกสร้างออกมามีคุณสมบัติในการท างานเปลี่ยนแปลงไปโดย
อาจมีผลในการเพิ่มประสิทธิภาพการท างานของโปรตีน E6  จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์ในจีน E6 ใน
กลุ่มประชากรในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของไทยโดยกลุ่มวิจัยนี้ [16] พบ HPV16 As variant  ร้อยละ 74  และสัมพันธ์กับ
มะเร็งปากมดลูกในขณะที่ในกลุ่มเซลล์ปกติพบ HPV16 prototype มากกว่า  จากการศึกษาถึง nucleotide sequence 

variation ที่เกิดขึ้นพบได้ในหลายๆ HPV genotypes เช่น HPV16, 18,31 และ 35 ชนิดที่มีการศึกษามากที่สุดคือ HPV16 โดย
พบ nucleotide sequence ที่มีการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้นใน gene E6, E7, E2, L1, L2 และ LCR จาก nucleotide sequence ที่
เปลี่ยนแปลงไปใน gene ดังกล่าวเกิดขึ้นแตกต่างกันในแต่ละภูมิภาคและลักษณะความแตกต่างที่เกิดขึ้นได้ถูกจัดเป็น 
phylogenetic branch แบ่ง HPV16 ออกเป็น variant ชนิดต่าง ๆ โดยมี nucleotide sequence แตกต่างกับ prototype อย่าง
น้อย 1 ชนิด หรือ หรือคิดเป็น 2%  ของ gene E6 หรือ gene E6 ร่วมกับ gene ชนิดอื่นเช่น E7, L1 หรือ LCR   HPV16 variant 

ที่พบในปัจจุบันคือ European prototype(EP), European (E) variants , Asian variants (As), Asia-American variants (AA), Africa1 

variants (Af1), Africa2 variants (Af2) และ North-American1 variants (NA1) การศึกษา variants ต่าง ๆ เหล่านี้พบว่าชนิดของ 
variant จะพบได้แตกต่างกันไปตามภูมิประเทศ เช่น European variants จะพบได้มากท่ีสุดในยุโรป อเมริกาเหนือ และเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ Asian variants พบได้มากที่สุดในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ Africa variants พบมากที่สุดที่แอฟริกา และ 
Asia-American variants พบมากที่สุดที่อเมริกากลางและอเมริกาใต้ [17] และมีผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า variants ที่เกิดขึ้น
มีผลท าให้เกิดโรคมะเร็งปากมดลูกรุนแรงแตกต่างกันไป ดังนั้นการเกิด  HPV16 variant ที่ต่างกันอาจมีผลต่อความรุนแรงที่
ท าให้การเปลี่ยนแปลงของเซลล์ปากมดลูกและการพัฒนากลายเป็นเซลล์มะเร็งได้ต่างกัน ซึ่งกลุ่มวิจัยเองได้ศึกษาทราบว่า 
LCR ของ HPV16 As variant ที่มี nucleotide variation มีผลท าให้ transciption activity ของ early promoter สูงขึ้นซึ่งสัมพันธ์
กับสาเหตุการเกิดโรค   ซึ่งการศึกษาบทบาทหน้าที่ของ E6  จาก HPV16 As variantซึ่งพบได้บ่อยในประเทศไทย  ยังขาด
ข้อมูลที่เป็นประโยชน์ที่ใช้เปรียบเทียบการแสดงออกของยีนกับ HPV prototype ที่จะช้ีให้เห็นว่า HPV16 As variant มี
บทบาทในการเพิ่มความรุนแรงในการเกิดโรค  

การติดเช้ือ LR-HPV และ HR-HPV ที่เซลล์เยื่อบุปากมดลูกบริเวณ transformation zone ก่อให้เกิดเซลล์ผิดปกติ 
(เรียก koilocyte atypia) โดยส่วนใหญ่ของผู้ติดเชื้อดังกล่าวจะสามารถก าจัดเช้ือและกลับคืนสู่ภาวะเซลล์ปกติ (spontaneous 

regression) เนื่องจากการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันโดยเฉพาะผู้ที่ยังมีอายุน้อยเช้ือจะหายไปหมดภายใน 2 ปี เป็นผล
จากระบบภูมิคุ้มกันที่เกิดขึ้น แต่มีบางกลุ่มโดยเฉพาะผู้ที่ติดเช้ือกลุ่ม HR-HPV และกลุ่มอายุสูงขึ้น (>35 ปี) อาจพบการติด
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เชื้ออยู่นาน เรียก การติดเช้ือแบบยืดเยื้อ (persistent infection) [18] ซึ่งถือว่าเป็นจุดก าเนิดของมะเร็งปากมดลูกได้ถ้าเซลล์
ติดเชื้อนี้เพิ่มจ านวนและเปลี่ยนแปลงไปเป็น cervical intraepithelial neoplasia III (CINIII) ร่วมกับมีปัจจัยอื่นๆ   HPV type จะ
มีผลต่อการเกิด persistent และ รอยโรค โดยพบว่า HR-HPV จะเป็นปัจจัยเสี่ยงในการเกิดโรคได้ในระดับต่างกัน จาก
การศึกษาโดยกลุ่มวิจัยนี้ในผู้หญิงภาคตะวันออกเฉียงเหนือที่มีภาวะมะเร็งปากมดลูกพบค่าความเสี่ยงในการเกิดโรค (OR) 

ประมาณ 130.6 (95% CI 11.7–1457.0) เมื่อมีการติดเช้ือในกลุ่ม HR-HPV  และมีรายงานว่า ค่า ORs ของการติดเช้ือ HPV 16, 

18 and 16/18 กับการมีภาวะมะเร็งปากมดลูกคือ 12.3, 3.2 and 15.7 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่มีการติดเช้ือ  HPV [19] 
อย่างไรก็ตาม ปริมาณของไวรัส (viral load) อาจจะมีผลในการตรวจวินิจฉัยได้ เช่นใน ระยะที่มี low viral load จะไม่พบ
หลักฐานการเปลี่ยนแปลงของเซลล์แต่ในระยะที่มี high viral load จะมีผลที่แสดงให้เห็นการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ ภาวะ
ดังกล่าวนี้จะอธิบายผลการตรวจพบ HPV DNA ในเซลล์ปกติได้ ซึ่งเซลล์ที่มี low viral load ดังกล่าวนี้มีอุบัติการณ์การของ
ตรวจพบภาวะของเซลล์ผิปกติได้ (accumurate risk) ร้อยละ 25-40 ที่ 1-3 ปีหลังการตรวจพบ HPV DNA จึงเป็นอีกภาวะหนึ่ง
ของการเกิด persistent infection[20]  

Persistent infection หมายถึงการพบ HPV DNA ชนิดเดียวกันในการตรวจ 2 ครั้งหรือมากกว่า [21, 22] และอาจ
จ าแนกตามระยะเวลาของการก าจดัโรค (clearance duration) [23-25] หรือ จ าแนกตามระยะเวลาที่มกีารติดเชื้อ HPV [26, 

27] โดยการให้ค าจ ากัดความของค าว่า persistent HPV infection นั้นข้ึนกับวิธีการตรวจวินิจฉยั, testing intervals และ HPV 

categorization-status for analysis (type-specific; non-type-specific HPV persistence) ที่แตกต่างกัน 

จากผลการศึกษาในปัจจุบันพบว่า HPV persistent infection จะเป็นกลุ่มเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งปากมดลูก 
เนื่องจากผลของโปรตีน E6/E7 (oncoproteins) ที่ไวรัสสร้างขึ้นมาในระหว่างด ารงชีวิต (viral life cycle) และมีภาวะที่สร้างขึ้น
ผิดปกติ จะท าให้เซลล์โฮสต์เกิดมี chromosome instability ขึ้น ซึ่งอาจเป็นปัจจัยส่งเสริมการแทรกตัวของ viral genome เข้า
สู่ DNA ของโฮสต์ (viral integration) การติดเช้ือ HPV จึงอาจพบได้สองรูปแบบคือ episomal และ integrated form ซึ่งเป็น
ภาวะที่ไม่มี และมี การแทรก genome (viral integration) ของไวรัสเข้าในโฮสต์โครโมโซมตามล าดับ พบว่ากลุ่มที่มีการติด
เช้ือ HPV ที่มีภาวะการติดเช้ือเป็น episomal form เป็นกลุ่มที่สามารถเกิด spontaneous regression ได้เป็นส่วนใหญ่ อาจ
จพบภาวะ mixed form (episomal and integrated form) ได้บ้างในการติดเช้ือ HPV   เนื่องจากการเกิดภาวะ persistent 

infection พบได้นาน 1-10 ปี จึงเช่ือว่าการพัฒนาไปเป็นมะเร็งจะเกิดขึ้นได้ในช่วงระยะเวลาดังกล่าวในกลุ่มที่มี pre- 

cancerous คือในช่วงอายุ 25-30 ปี โดยพบว่าหลังจากการติดเชื้อ HPV จะมีการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ผิดปกติในระดับ CINIII 

ในช่วงเวลา 7-15 ปี แต่ก็อาจจะพบเซลล์ผิดปกติชนิด CINII และ CINIII ได้รวดเร็วภายในระยะเวลาเป็นเดือน [28]  
เมื่อเกิดภาวะเซลล์ผิดปกติในระยะ CINIII หรือ precancerous โอกาสที่จะเกดิ regress จะน้อยลง และการที่จะท า

ให้เซลล์ติดเชื้อที่มีภาวะ persistent เปลีย่นแปลงเป็นเซลล์มะเร็งพบวา่ต้องอาศัยปัจจัยร่วมซึ่งยังคงไม่ชดัเจน 

กำรป้องกันมะเร็งปำกมดลกู: กำรตรวจคัดกรองและกำรวินิจฉัย 

ปัจจุบัน มี prophylactic HPV vaccines  2 ชนิด ได้แก่ bivalent HPV 16/18 ผลิตโดย GSK และ quadrivalent HPV 

6/11/16/18 ผลิตโดย Merck [4] ซึ่งมีช่ือทางการค้าว่า Gardasil    Gardasil  สามารถป้องกันการเกิดมะเร็ง ภาวะก่อนมะเร็ง 
การติดเช้ือหูดหงอนไก่บริเวณอวัยวะสืบพันธุ ์จากเชื้อ HPV ที่ตรงกับสายพันธ์ุ (type) เป้าหมายของวัคซีน   วัคซีนทั้ง 2 ชนิด 
สามารถป้องกันการติดเชื้อจ าเพาะ type นั้นได้ประมาณร้อยละ 100  แต่ป้องกันการเกิดมะเร็งปากมดลูกได้ประมาณร้อย
ละ 70    โดยวัคซีนไม่สามารถป้องการกันการติดเช้ือ HPV type อื่นได้ (ยกเว้น cross ปฏิกิริยา)     ปัจจุบันวัคซีนยังมีราคา
แพงและยังไม่อยู่ในโปรแกรมการฉีดวัคซีน การฉีดวัคซีนจะไม่ได้ผลและลดประสิทธิภาพลงในผู้ที่ติดเช้ือ HPV type นั้นๆ  
แล้ว    ซึ่งการติดเชื้อในผู้ที่ไม่แสดงอาการผิดปกติของเซลล์ปากมดลูก หรือเป็น persistent infection  โดยเช่ือว่าน่าจะมีกว่า 
100 ล้านคนในกลุ่มประชากรดังกล่าว   ปัจจุบันเช่ือว่า การเกิดมะเร็งปากมดลูกมีสาเหตุมาจากภาวะ persistent  infection 

ร่วมกับปัจจัยส่งเสริมอื่น ซึ่งจะท าให้เซลล์ที่ติดเช้ือกลายเป็นมะเร็งในระยะเวลา 3-20 ปี อุบัติการณ์การติดเช้ือสูงจะพบได้
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ในช่วงอายุ 20 ปี อุบัติการณ์ของเซลล์ผิดปกติ precancerous CINIII พบได้บ่อยในช่วงอายุ 30 ปี และการเกิดมะเร็งจะพบได้
บ่อยขึ้นในช่วงอายุ 40 ปี จึงพบว่าร้อยละ 1 ของผู้ติดเช้ือ HPV จะมีโอกาสเป็นมะเร็งปากมดลูก เพราะฉะนั้น การตรวจคัด
กรองมะเร็งปากมดลูก (cervical cancer screening) ซึ่ง  เป็นการตรวจหาความผิดปกตติั้งแต่แรกๆ ของเซลล์และเนื้อเยื่อปาก
มดลูก เพื่อที่จะวินิจฉัยและรักษาก่อนที่รอยโรค นั้นจะกลายเป็นมะเร็ง จึงมีบทบาทส าคัญเป็นอย่างมากในการลด
อุบัติการณ์การเกิดมะเร็งและการตายจากมะเร็งปากมดลูก ในผู้ที่ยังไม่ได้รับการฉีดวัคซีน  และยังมีบทบาทส าคัญแม้ในผู้ที่
ฉีดวัคซีนแล้วก็ตาม   

  การตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูก เป็นการตรวจหาความผิดปกติตั้งแต่แรกๆ ของเซลล์และเนื้อเยื่อปากมดลูก 
เพื่อท่ีจะวินิจฉัยและรักษาก่อนท่ี รอยโรค นั้นจะกลายเป็นมะเร็ง การตรวจคัดกรองจึงมีบทบาทส าคัญเป็นอย่างมากในการ
ลดอุบัติการณ์การเกิดมะเร็ง และการตายจากมะเร็งปากมดลูกโดยเฉพาะในผู้ที่ยังไม่ได้รับการฉีดวัคซีน  หรือแม้แต่ในผู้ที่
ฉีดวัคซีนแล้วก็ตาม  การตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกและการวินิจฉัยรอยโรคก่อนที่จะเป็นมะเร็งปากมดลูกยังคงมี
ประโยชน์อยู่ทั้งในปัจจุบันและในอนาคต  

Papanicolaou (Pap) smear (ซึ่งได้น ามาใช้ตั้งแต่ครสิต์ศตวรรษที่ 20) และ Liquid base cytology (เทคนิคใหม่ใน
การเตรียมเซลล)์ ได้น ามาใช้ตรวจคัดกรองเซลล์มะเร็ง ส่งผลให้อัตราการเกิดโรคลดลงได้ในประเทศพฒันาแล้ว (ร้อยละ 75) 
แต่อัตราการเกิดโรคยังพบสูงหรือคงที่ในประเทศก าลังพัฒนาและยากจน   ผลการตรวจทางด้านเซลล์ (cytology) หรือ 
conventional cytology หรือ  Papanicolaou (Pap) smear  จากการศึกษาแบบ  meta-analysis ของ Nanda และคณะ (2000) 

และ Xiuyu Cong และคณะ (1995) ในการ detect high-grade cytology (CIN2) ม ี sensitivity และ specificity เท่ากับร้อยละ   
30-87  และร้อยละ 86-100 [29], รอ้ยละ 49-67 และร้อยละ 62-77  [30]  ตามล าดับ    วิธี liquid based cytology (LBC)  มี 
sensitivity และ specificity ในการ detect high-grade cytology (HSIL+CA)  เท่ากับ ร้อยละ 87.7 และร้อยละ 85.4 [31] และ
จากการศึกษาแบบ  meta-analysis ในปี 2008 Arbyn  M.และคณะได้ท าการศึกษาเปรียบเทยีบวิธี conventional และ liquid-

based sample เทียบกับ gold standard colposcopy และ histology ของ  colposcopy-targeted biopsies พบว่า  sensitivity 

และ specificity ในการ detect high-grade cytology (CIN2) เท่ากับร้อยละ 46.3–67.2 และร้อยละ  93.8–98.6 [32] จากข้อมูลที่
กล่าวมาพบว่าค่าความไวในการตรวจในแต่ละวิธีมีความแตกต่างกันมาก การแปลผลจึงผิดพลาดสูง นอกจากน้ีการเข้าถึง
โครงการตรวจคดักรองยังมีอัตราต่ าในประเทศก าลังพัฒนารวมทั้งในประเทศไทย  การมรีะบบการส่งต่อเมื่อตรวจพบเซลล์
ผิดปกติ   การพัฒนาวิธีการตรวจท่ีมีความแม่นย าและราคาถูกเพ่ือน าไปใช้ในการตรวจคดักรอง  จะเป็นปัจจยัท าให้ลด
อัตราการเกิดมะเร็งปากมดลูกได้ ในปัจจุบันจึงมีวิธีการที่ถูกพัฒนาขึ้นดังแสดงในตารางที่ 1 

ตำรำงที่ 1 

 
HPV-DNA testing จะเป็นวิธีทาง molecular และน ามาใช้มากขึ้น เช่น วิธี Hybrid Capture 2 (HC2) Digene มี 

sensitivity และ specificity ในการ detect high-grade cytology (CIN2+) เท่ากับร้อยละ 100  และร้อยละ 43.7 ตามล าดับ [3], 

วิธี PCR-based methods มี sensitivity และ specificity ในการ detect high-grade cytology (CIN2+) เท่ากับร้อยละ 98.5 และ
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ร้อยละ 26.8   [31] และวิธี  ISH มี sensitivity และ specificity ในการ detect high-grade cytology (CIN2+) เท่ากับร้อยละ 44.6 

และร้อยละ 82.9 [31] และเนื่องจากการตรวจหา HPV DNA  สามารถท าได้หลากกลายเทคนิค จึงมีความไวและความจ าเพาะ
ในการวินิจฉัยเซลล์ผิดปกติได้ต่างกันมาก ปัจจุบันในประเทศพัฒนาแล้วในบางประเทศได้น าวิธีนี้ตรวจร่วมกับ cytology 

โดยเฉพาะการวินิจฉัยร่วม Triage cytology with equivocal cytology หรือใน low grade abnormality จะท าให้ผลการตรวจมี
ความไวเพิ่มขึ้นแต่จะมีผลท าให้ความจ าเพาะในการตรวจลดลง [33] 

จากข้อมูลข้างต้นจะเห็นได้ว่าการตรวจคัดกรองด้วยวิธีดังกล่าว ล้วนมีข้อจ ากัดทั้งด้าน sensitivity และ 
specificity  ถึงแม้จะใช้เทคนิคมากกว่า 1 วิธีร่วมกันในการตรวจ เช่น ตรวจ Pap smear ร่วมกับ HPV DNA [34] หรือ
อาจใช้ biomarker เช่น p16 ร่วมกับการตรวจวินิจฉัยเนื้อเยื่อ  แต่ปัญหาคือ แม้คนที่ได้รับการตรวจคัดกรองยังมีโอกาส
เป็นมะเร็งและวินิจฉัยผิดพลาดได้ และไม่สามารถพยากรณ์โรคในระยะแรกๆ ได้   เนื่องจากการติดเช้ือ HPV ที่เป็น 
persistent infection ซึ่งเป็นปัจจัยส าคัญในการพัฒนาไปเป็นมะเร็งปากมดลูก  จากการศึกษาในคน ที่มี negative 
cytology ที่มีอายุ 20-29 ปี พบมีการพัฒนาไปเป็น high grade lesion ได้ 28.4 เท่า มากกว่าผู้ที่ไม่มี persistent 
infection [35] แต่การติดเช้ือ HPV ไม่ได้บ่งบอกว่าจะเพิ่มความเสี่ยงในการเป็นมะเร็งทุกคนเสมอไป  โดยร้อยละ 70-80 
[36, 37] ของสตรีที่มีเพศสัมพันธ์จะมีการติดเชื้อที่ช่วงใดช่วงหนึ่งของชีวิตและส่วนใหญ่จะหายไปได้เอง  มีจ านวนเล็กน้อย
ที่จะน าไปสู่การเปลี่ยนแปลง cervical tissue ไปเป็น LSIL และ ประมาณร้อยละ 11 ของ LSIL จะพัฒนาไปเป็น HSIL 
และมีจ านวนหนึ่งพัฒนาไปเป็น carcinoma [38]  ในสตรี 1 ล้านคนหากติดเช้ือ HPV แล้วประมาณร้อยละ 10 (100,000 
คน) จะเกิดรอยโรคก่อนเป็นมะเร็งปากมดลูกและประมาณร้อยละ 8 (8,000 คน) ที่รอยโรคนี้จะยังคงอยู่ และประมาณ 
1,600 คน จะกลายเป็นมะเร็ง [37] 

แนวทำงกำรพัฒนำวิธีใหม่ในกำรตรวจหำควำมผิดปกติของเซลล์ก่อนเป็นมะเร็ง 
กำรตรวจหำ HPV E6/E7 mRNA over-expression 
 การแสดงออกอย่างต่อเนื่อง (persistent expression) ของ oncogenes E6/E7 พบมีความสัมพันธ์กับการ
เปลี่ยนแปลงเซลล์ไปเป็นมะเร็ง ดังนั้นการตรวจพบ mRNA E6/E7 ไม่เพียงแต่บ่งบอกสภาวะการติดเช้ือแต่ยังใช้บ่งช้ีการ
เปลี่ยนแปลงเซลล์ตามความรุนแรงท่ีเพิ่มขึ้นได้เมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจพบ HPV-DNA [39] 

ในปี 2005 Scheues ME และคณะได้ท าการศึกษาความสัมพันธ์ของระดับ HPV16 และ18 E7 mRNA กับระดับของ 
cervical dysplasia  โดยใช้ตัวอย่างจาก cervical cytobrush specimen ของผู้หญิงที่เป็น abnormal Pap smear โดยวิธี 
quatitative real time reverse transcriptase PCR (RT-PCR) ซึ่งจากการทดลองสรุปว่า prevalence  ของ mRNA  ในสตรีปกติ
พบประมาณร้อยละ 27 ซึ่งพบน้อยกว่า LSIL (ร้อยละ 40) และ HSIL (ร้อยละ 37), (P=0.008) และบ่งช้ีว่า mRNA อาจจะ
เพิ่มขึ้นตามระดับความรุนแรงของ abnormal cell ดังนั้นการตรวจหา HPV mRNA อาจเป็นวิธีที่ดีในการตรวจคัดกรองผู้หญิง
ที่อาจจะมีการ progression ไปเป็น HSIL หรือ invasive carcinoma[38]      

ในปี 2009 Helen K  และคณะได้ท าการศึกษาการเปรียบเทียบ ใน cytological specimen โดยใช้ E6/E7 method 

Pretect™ HPV-Proofer กับวิธี HC2 พบว่าวิธี E6/E7 method Pretect™ HPV-Proofer สามารถ predict ระดับรอยโรคได้ดีกว่า 
HC2 เพราะฉะนั้น การตรวจหา E6/E7 mRNA ของ HR-HPV อาจแสดงให้เห็นถึงการเปลี่ยนแปลงของ abnormal cell หรือ 
pre-cancer cell ไปเป็นมะเร็งและบ่งบอกระดับความรุนแรงของรอยโรคก่อนเป็นมะเร็งปากมดลูกได้ [3]    

การตรวจหา E6/E7 mRNA ของ HR-HPV ที่มีในปัจจุบัน ได้แก่ northern hybridization,  ISH , reverse-transcriptase 

PCR, nucleic acid sequence-based amplification (NASBA)  ยกตัวอย่าง brand names เช่น   1. PreTectTM HPV-Proofer และ 
2. NucliSEN EasyQ®   ซึ่งมี sensitivity และ specificity  ในการ detect high-grade cytology (CIN2+) เท่ากับร้อยละ 71.4และ
ร้อยละ  75.8 [3],  ร้อยละ 76 และร้อยละ 63  [40] ตามล าดับ และ branched DNA (bDNA) ISH   
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ปัจจุบันมีข้อมูลที่บ่งช้ีว่า  การ integrate และ การ express  E6/E7 oncogene ของ HR-HPV  เป็นปัจจัยสี่ยงในการ
ท าให้พยาธิสภาพของเนื้อเยื่อปากมดลูกเปลี่ยนแปลงไปจนอาจท าให้เกิดมะเร็ง  โดย  HR-HPV ส่วนใหญ่  จะ integrate 

subgenomic fragment  เข้าสู่ host cell chromosomal  DNA (integrate form)     ซึ่ง HPV จะยังคงสามารถเพิ่มจ านวน sub 

genomic fragment  ได้ เมื่อมี HPV plasmid (episomal form  ) อยู่ในเซลล์เดียวกัน     HR-HPV จะชักน าให้ HPV sub genomic 

fragment locus เกิดการ re-replicate จากจุด origin  และสร้างโปรตีนออกมาจ านวนมาก     ซึ่งส่วนใหญ่ host cell  เกิดการ 
apoptosis ตายไปหรือเกิดการ damage บริเวณนั้นเพื่อ repair  gene ให้ถูกต้องโดย recombination mechanism     แต่
อย่างไรก็ตาม นอกจากการ  re-replicate   ของ integrate HPV  แล้วยังพบการเกิด duplication ภายใน HPV locus, extra 

chromosomal copy ของ HPV loci และเกิด cross chromosomal  translocation  [1, 2] เป็นผลให้การ express ของ E6/E7 

oncogene ผิดปกติไป    การแสดงออกที่เพิ่มมากขึ้นของ HR-HPV E6/E7 oncogene จะมีผลต่อการ disrupt ของ p53 และ 
pRb tumor suppression pathway จะน าไปสู่การเข้าสู่ S phase ของ cell cycle  เกิดการ replicate และ cell cycle 

progression   โดยที่ loss function ของ checkpoint G1/S, G2/M       น าไปสู่การสะสมความผิดปกติของยีนและโครโมโซม 
(chromosomal instability) ผลคือ เกิด cell transform, cell immortalization  และมะเร็ง  
กำรตรวจหำ Human chromosomal instability and human mRNA overexpresssion 

Microarray analysis หรือ genome wide expression หรือ comparative genomic hybridization (CGH) microarray 

analysis เป็นเทคนิคใหม่ที่ถูกน ามาใช้วิเคราะห์หา candidate gene เพื่อน าไปใช้ในการพัฒนาวิธีการตรวจ ในปัจจุบันได้น า
เทคนิคนี้มาตรวจหาในมะเร็งปากมดลูกโดยตรวจหาจีนที่มีการแสดงออกที่มากผิดปกติหรือน้อยกว่าปกติโดยมีการศึกษา
เปรียบเทียบในเซลล์ปกติและเซลล์มะเร็ง โดยศึกษาหาการแสดงออกในจีน proliferation gene, gene encoding adhesion 

molecule, matrix protein เป็นต้น 

จากการศึกษาโดย CGH microarray analysis ในเซลล์มะเร็ง squamous cell carcinoma และ adenocarcinoma [41] 

พบการแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นผิดปกติของ 1q21-31, 3q12-28 และ 20q11-13 และพบการสูญหายไปของ 11q22-25 และ 13q14-

21 และจากการศึกษาโดยใช้วิธี multiplex ligation dependent probe amplification พบว่ามี copy number ของจีนที่ 20q11-

q12 เพิ่มขึ้น  
Chromosomal instability อาจเกิดขึ้นในระดับเบสหรือระดับโครงสร้างโครโมโซม โดยการ  deletion, duplication 

และ amplification ในบางบริเวณของ genomic DNA โดยจะเห็นได้ชัดเจนจากการตรวจด้วยวิธี fluorescence in situ 

hybridization (FISH) methods [1]  โดยมีการศึกษาดังนี้   
ในปี 2003 Athanassios D และคณะ ท าการศึกษาการเปลี่ยนแปลง  DNA copy number ใน 22 cervical 

adenocarcinoma (AC) โดยวิธี CGH (Comparative genomic hybridization)  ผลการทดลองพบว่าเกิด  DNA sequence gains 
ใน โครโมโซมคู่ที่ 17q (ร้อยละ 54)  และเกิด DNA sequence losses ที่ chromosomes Xq (ร้อยละ 50), Xp (ร้อยละ 36), 18q 

(ร้อยละ 36) and 4q (ร้อยละ 36) เพราะฉะนั้นการเกิด chromosomal copy number gains บนโครโมโซมคู่ที่  17q และ losses 

tumor suppressor genes บนโครโมโซมคู่ที่ 18q อาจจะบอกถึงการ progression ของทั้ง cervical AC และ cervical squamous 

cell carcinoma [42]         
ในปี 2005 Alessandro DS และคณะ ท าการศึกษา   Gene expression profiles โดยเปรียบเทียบ  11 primary 

HPV16,  HPV18-infectedearly stage IB-IIA cervical cancers กับ normal cervical epithelium โดยใช้ oligonucleotide 

microarrays  expression of 14,500 known genes พบ  240 up-regulation over expressed genes  เช่น  CDKN2A/p16, v-Myb,  

PTGES และ TOP2A   และ  265 down regulate เช่น transforming growth factor beta 1, transforming growth factor alpha, 

และ cadherin 13   โดย candidate molecular markers  อาจใช้ในการวินิจฉัย และรักษา cervical cancer [43] oncogene 
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E6/E7  ของ HPV ยังมีผลท าให้มีการแสดงออกที่มากเกินของ p16 ซึ่งเป็น cyclin dependent kinase[44]  inhibitor และเป็น 

biomarker ที่ใช้บอกภาวะผิดปกติของเซลล์ที่ติดเช้ือ HPV ได้ในเนื้อเยื่อท่ีมีความผิดปกติในระดับ CIN III      
จากผลการศึกษาที่ก าลังมีมากขึ้นเนื่องจากมีการพัฒนาเทคนิคให้ขึ้ น จะท าให้สามารถวินิจฉัย host cell 

biomarker เพื่อน ามาใช้ในการตรวจวินิจฉัยเซลล์ที่มีการเปลี่ยนแปลงไปได้ควบคู่ไปกับการใช้ marker ของไวรัสอย่างเดียว
และเนื่องจาก chromosomal instability อาจเกิดขึ้นในระดับเบสหรือระดับโครงสร้างโครโมโซม  โดยการ   deletion, 

duplication และ  amplification  ในบางบริเวณของ genomic DNA     ซึ่งจะแสดงให้เห็นถึง การเปลี่ยนแปลงของ copy 

number ของ gene ใน high grade lesion dysplasia และมะเร็ง  อีกทั้งเมื่อจีนหรือโครโมโซมเกิดความผิดปกติขึ้นก็จะชักน า
ให้เกิดการแสดงออกของจีนที่ผิดปกติไปด้วยโดยไปเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ RNA และ protein    จึงอาจใช้ human  
DNA, RNA และ protein  เพื่อเป็น biomarker ใช้บ่งบอกความผิดปกติในรอยโรคก่อนเป็นมะเร็งปากมดลูกได้  แต่ปัจจุบันยัง
ขาดข้อมูลที่ชัดเจนของ host cell biomarker ที่มีความเกี่ยวข้องกับรอยโรคก่อนเป็นมะเร็งปากมดลูก ดังนั้นการศึกษาการ 

deletion, duplication และ  amplification  ของ human chromosome  ในรอยโรคก่อนเป็นมะเร็งปากมดลูกจงึมีความจ าเป็น 
กำรตรวจหำ Human microRNA expression 

Host cell มีการสร้าง  microRNA (miRNA) ซึ่งเป็น small non-coding RNAs ขนาด 18-24 nucleotide ซึ่ง
โดยส่วนมากมักจับกับ 3’ end ของ mRNA ท าหน้าที่เป็น post-transcriptional regulators  ยับยั้งการสังเคราะห์
โปรตีนและท าลายสาย mRNA  มีผลเป็น  negative regulators gene expression โดยจับกับ mRNA คู่สม และ  
repressing translation หรือ enhance mRNA degradation       miRNA จะ transcript  ใน nuclease และ ถูก 
process ให้เป็น RNA สายเดี่ยวโดย RISC การ expression ที่แตกต่างกันของ miRNA มีความเกี่ยวข้องกับมะเร็งหลาย
ชนิดรวมทั้งมะเร็งปากมดลูก 

ในปี 2006 Xuezhong C และคณะได้ท าการศึกษาระดับการแสดงออกของ microRNA ในช่วง latent period และ 

productive virus replication phases ของ human papillomavirus genotype 31 (HPV31) replication cycle โดยสกัด RNA จาก  

undifferentiated and differentiated LKP1 cells  และท า cDNA clone จากนั้นวิเคราะห์ผลด้วย DNA sequence analysis ผล
การทดลองพบว่ามีการแสดงออกของ microRNAs ของ host cell มากกว่า  500 ตัวโดยไม่พบ HPV31- specific microRNA  ซึ่ง
สามารถสรุปได้ว่า HPV31  (และมีความเป็นไปได้ว่า human papillomaviruses type อื่นๆ ด้วย)  ไม่มีการแสดงออกของ viral 

microRNAs [53] 

ในปี 2008 Jeong WL และคณะท าการศึกษา miRNA expression profile in Cervical Carcinomas  in 10 early stage 

invasive squamous cell carcinomas (ISCC) และ 10 normal cervical squamous epithelial specimens โดยใช้ TaqMan real-

time quantitative PCR array  ผลปรากฏว่าม ี157 miRNAs overexpression และม7ี0 miRNA (68 up-regulated และ 2 down-

regulated) มีแสดงออกใน ISCCs และ normal  แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญั  (P < 0.05)   โดย miR-199-s, miR-9, miR-199a*, 

miR-199a, miR-199b, miR-145, miR-133a, miR-133b, miR-214, and miR-127 มีการแสดงออก >100 ( P < 0.0001) ตรงข้ามกับ  
miR-149 (2.974-fold change) and miR-203 (3.704-fold change) แสดง significant down-regulation  โดยการเพิ่มการ
แสดงออกของ miR-127 มีความเกีย่วข้องกับการ metastasisของ lymph node (P = 0.006) และ anti–miR- 199a แสดงการ 

inhibit cell growth และตอบสนองต่อ chemotherapeut ใน in vito  ซึ่งจากการทดสองสามารถสรุปได้ว่า miRNA มีบทบาท
ในการเกิดมะเร็งใน cervical squamous cells ซึ่งอาจใช้เป็น new candidate targets หรือใช้พยากรณ ์ strategies ในผู้ป่วยท่ี
เป็นมะเร็งปากมดลูกได ้[54] 

ในปี 2008  Wang X และคณะท าการศึกษาการ Expression ของ Oncogenic และ Tumor-Suppressive MicroRNAs 

ใน Cervical Cancer Is Required for Cancer Cell Growth MicroRNAs (miRNAs) มีบทบาทส าคัญใน cancer development โดย 

cloning และ sequencing HPV16+ CaSki cell small RNA library ผลการทดลองพบ 174 miRNAs จาก 363 clone (รวมทั้ง 
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novel miR-193c) แบ่งเป็น miRNA 46 ชนิด เช่น  miR-21, miR-24, miR-27a, and miR-205  โดยทั้งหมดเป็น cellular miRNA ไม่
พบ HPV16-derived miRNA     จากการทดลองโดยใช้ miRNA array analyses ร่วมกับ  northern blot เพื่อเปรียบเทียบการ
แสดงออกของ normal cervix และ cervical cancer tissues   พบว่ามีการลดการแสดงออกของ miR-126, miR-143 และ miR-

145  และมีการเพิ่มการแสดงออกของ miR-15b, miR-16, miR-146a และ miR-155    โดย miR-143 และ miR-145 สามารถ
ยับยั้ง cell growth ได้และmiR-146a อาจมีบทบาทในการส่งเสริม cell proliferation  ซึ่งจากการทดลองสามารถสรุปได้ว่าการ 

downregulation ของ miR-143 และ miR-145 และการ upregulation ของ miR-146a มีบทบาทใน cervical carcinogenesis [55] 

ในปี 2008 Martinez I และคณะได้ท าการศึกษาการแสดงออกของ miRNA โดยใช้ Ambion arrays, 
quantitative real-time PCR และ Northern blot analyses  แสดงให้เห็น 3 miRNA over-express และ 24 under-
express ใน cervical cell line ที่มี integrate HPV16 DNA เมื่อเปรียบเทียบกับ normal cervix หรือมี 9 miRNA 
over-express และ 1 under-express (miRNA-218) ใน cervical cell line ที่มี integrate HPV16 DNA เมื่อ
เปรียบเทียบกับ HPV-negative CaCx cell line C-33A โดย microRNA-218 (miR-218) นี้มีความจ าเพาะเพราะพบ  
under-express ได้ทั้งใน  HPV positive cell lines, cervical lesions  และ cancer tissues ที่มี HPV16 DNA เมื่อ
เทียบกับท้ัง C-33A และ normal cervix  และผลจากการศึกษาหน้าท่ีของ miR218 พบว่า  การ downขregulate miR-
218 โดย E6 ส่งผลต่อ LAMB3 over-expression ซึ่งการแสดงมากเกินของสารนี้จะส่งเสริมให้ viral infection 
แพร่กระจายไป tissue ข้างเคียง, cell migration และเกิด tumorgenesis[45]  miR-218 จึงเป็น mRNA ที่มีบทบาท
ส าคัญการควบคุม cell migration      

ในปี  2009 Qing Y และคณะ ท าการศึกษาบทบาทของ MicroRNA-21ในการส่งเสริม cell proliferation และ
บทบาทของ MicroRNA-21ในการไปลดการแสดงออกของ programmed cell death 4 (PDCD4) โดย construct miR-21 

expression plasmids และ transfect เข้าสู่ HeLa cervical carcinoma cells ซึ่งจากการทดลองพบว่าการยบัยั้งการแสดงออก
ของ miR-21 ใน HeLa cervical cancer cells สามารถยับยั้ง cell proliferation และยังท าให้การแสดงออกของ tumor 

suppressor gene PDCD4 เพิ่มขึ้นอีกด้วย และจากการทดลองสามารถสรุปได้ว่า miR-21 มีบทบาท ในกระบวนการเกิดมะเร็ง
ปากมดลูกและอาจใช้เป็น target ในการรักษา [56] 

ในปี 2010 Xiaoxia H และคณะได้ท าการศึกษาการแสดงออกของ miRNA ใน 102 cervical carcinomas 
โดยใช้  miRNA expression profiling with real-time reverse transcription-PCR  arrays  พบว่า miR-200a และ 
miR-9 สามารถ predict อัตราการ survival ของผู้ป่วยได้ ซึ่งทั้ง miR-200a และ miR-9 มีบทบาทในการควบคุมมะเร็ง 
โดยอาจมีความเป็นไปได้ว่า  miR-200a  จะมีผลต่อการยับยั้งการ metastatis ซึ่งคาดว่า miR-200a อาจจะเป็น 
therapeutic delivery เพื่อเป็น  new treatment  strategy ส าหรับการควบคุม มะเร็งจากการน าเทคนิคใหม่ๆมา
ศึกษาหา host cell mRNA เช่น การแสดงออกของ miRNA ท าให้เข้าใจถึงกลไกการเกิดมะเร็งได้ดียิ่งขึ้น [46]     
นอกจากน้ีแล้วการ up-regulate  หรือ down-regulate ของ miRNA ยังอาจใช้เป็น biomarker ที่ใช้บอกภาวะผิดปกติ
ของเซลล์ที่ติดเช้ือ HPV  ในเนื้อเยื่อที่มีความผิดปกติได้ถูกต้องแม่นย าได้ดีขึ้น  การศึกษาเพื่อพัฒนาเทคนิคการตรวจ 
miRNA จึงเป็นเทคนิคใหม่ที่จ าเป็นต้องพัฒนาต่อไปเพื่อน ามาใช้ในการตรวจคัดกรองหรือบ่งช้ีรอยโรคก่อนที่กลายเป็น
เซลล์มะเร็งได้อย่างมีประสิทธิภาพได้ และจากการแสดงออกของ miRNA จะมีความแตกต่างกันเมื่อใช้ cell line ต่างชนิด
กัน หรือใช้เซลล์หรือเนื้อเยื่อต่างชนิดกัน ซึ่งหากต้องการน าข้อมูลการแสดงออกของ miRNA  ไปใช้บางครั้งจึงไม่สามารถ
ท าได้เนื่องจาก cell ที่ใช้ต่างชนิดกัน หรืออาจกล่าวได้ว่าข้อมูลการแสดงออกของ miRNA ยังมีไม่มากและไม่คลอบคลุม  
ดังนั้นการศึกษารูปแบบของการแสดงออกของ miRNA ในเซลล์ชนิดต่างๆ  เพื่อใช้เป็น biomarker จึงมีความจ าเป็นเป็น
อย่างมาก เพือ่ให้เกิดความเข้าใจกลไกในการแสดงออกของ miRNA อย่างถูกต้องแท้จริง 
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In situ hybridization (ISH) 
Technique ที่ใช้ในการบ่งช้ีระดับของ DNA, RNA ใน cell หรือ ในเนื้อเยื่อผิดปกติที่เป็นที่ยอมรับคือ ISH ซึ่งเป็น 

techniques ที่สามารถบอกต าแหนง่ของ target nucleic acid ในเซลลห์รือในเนื้อเยื่อ ที่มีความสัมพันธ์กบัพยาธิสภาพที่
เกิดขึ้นได้อย่างแท้จริง 

 ซึ่งเดิม  ISH มี  sensitivity ในทาง clinic ต่ า  ต่ า ไม่เหมาะแก่การน าไปใช้   [47]  จึงน าไปสู่วตัถุประสงค์ของการ
วิจัยนี้ คือ การศึกษาความสัมพันธ์ของ ISH HPV  กับ ความผิดปกติของ gene บนโครโมโซมร่วมกบัปัจจัยที่เกี่ยวข้องอื่นๆ   
รวมไปถึงความสัมพันธ์ของ การแสดงออกของ  HPV E6/E7 mRNA และ  HPV16 induced human miRNA ที่จะสามารถบ่ง
บอกระดับของรอยโรคก่อนเป็นมะเร็งปากมดลูก    โดยพัฒนา ISH  techniques โดยใช้ specific และ common probe ที่ 
label ด้วย non-isotope และ fluorescence dye เพื่อใช้ตรวจหาการแสดงออกของ HPV E6/E7 mRNA  และ miRNA ใน FFPE 

และใน cervical cell ซึ่ง techniques นี้จะสามารถแสดงความสัมพนัธ์ของ HPV E6/E7mRNA และ miRNA กับการเกิดพยาธิ
สภาพอย่างแท้จริง       ซึ่งการวิจยัจะสามารถแก้ปญัหา sensitivity และ specificity ของการตรวจคัดกรอง การวินิจฉัย และ
การไมส่ามารถพยากรณ์โรคในตั้งแต่ระยะแรกๆ ได้     เช่น ในปี 2008 Gerard J. Nuovo และคณะได้ท าวิเคราะห์ in situ 

detection ในการตรวจหา precursor และ mature microRNAs ใน paraffin embedded, formalin fixed tissues (FFPE) และ
วิธีการเตรยีม cell ซึ่งแสดงให้เห็นว่า การตรวจหา  inactive precursor miR สามารถท าได้โดยวิธี RT in situ PCR ซึ่งสามารถ
ตรวจได้  one copy pre-miR /cell และการตรวจหา  mature miR สามารถท าได้โดยวิธี  ISH โดยใช้  labeled probe ที่มีการ 

modify nucleotides  ไปบางส่วนท่ีเรียกว่า locked nucleic acid (LNA) probe [57]   

การพัฒนา ISH   techniques จะชว่ยเพิ่ม sensitivity ของ ISH และ ISH จะเพิ่มความถูกต้อง (specificity) ในการ
วินิจฉัยรอยโรคก่อนเป็นมะเร็งปากมดลูก โดยที ่PCR-based method ไมส่ามารถท าได้   และยังสามารถพยากรณ์การ 
progression  และ  regression ของโรค ซึ่ง HPV DNA -based method ไม่สามารถท าไดเ้ช่นเดียวกัน  และยังอาจน า 
techniquesที่พัฒนาขึ้นไปใช้ในการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกไดด้้วย   ซึ่ง techniques ที่ถูกพัฒนาขึ้นจะมีประโยชน์ทั้ง
ในยุค vaccine era ที่มีท้ังผู้ที่ไม่ไดร้ับการฉีดวัคซีนและผู้ที่ได้รับการฉีดวัคซีนแล้ว และ หลัง vaccine era ซึ่งประชากรส่วน
ใหญ่ไดร้ับการฉดีวัคซีน     การศกึษานี้จึงต้องพัฒนาการสกัด RNA ทั้งใน FFPE และcervical cell เพื่อใช้ศึกษาเปรียบเทียบ
และเพื่อประเมินความไวและความจ าเพาะของวิธีการที่พัฒนาขึ้น  

โดยคาดหวังว่าการศึกษานี้จะน าไปใช้ทดสอบสมมตุิฐานที่ว่า ถ้าการแสดงออกของ  HR-HPV E6/E7 mRNA มีความ
แตกต่างกันในแต่ละระดับของรอยโรค (lesion grade) และเป็นปจัจัยเสี่ยงในการ progression ของโรคแล้ว    HPV physical 

status, HPV E6/E7 mRNA, human chromosome copy number และ HPV16 induced human miRNA และปัจจัยอื่นๆ  ที่
แสดงออกในแต่ละ lesion grade ของ cervical lesions จะสามารถใช้ในการ วินิจฉัย และพยากรณโ์รคได้ 
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3. วิธีด ำเนินกำรวิจัย (Method) 
 

1. กำรเก็บตัวอย่ำงตรวจ 
ตัวอย่างตรวจที่ใช้คือ ชิ้นเนื้อปากมดลูกที่เป็น formalin - fixed, paraffin-embedded tissue 

(FFPE) ซึ่งได้รับการวินิจฉัยทางด้าน histology เป็น มะเร็งปากมดลูก  โดยใช้ตัวอย่างจาก the University 
of Vermont, USA  
2. กำรสกัด DNA  

สกัด DNA จาก samples ตามวิธีการสกัด genomic DNA จาก FFPE Tissue section     โดย
น าตัวอย่าง FFPE มาท าการ deparafinization เติม Xylene เพ่ือละลาย paraffin  เติม absolute 
ethanol เพ่ือล้าง xylene  เมื่อท า deparafinization  เสร็จก็ท าการสกัด DNA ตามวิธีของ QIAamp 
DNA Mini Kit เก็บ DNA ที่ -20 °C เพ่ือน ามาใช้ทดสอบหา HPV-DNA ในขั้นตอน PCR ต่อไป 
3. กำรตรวจหำภำวะกำรติดเชื้อ และ HPV physical status โดยวิธี ISH 

ตัดชิ้นเนื้อจาก FFPE   ท า deparaffinization, retrieve target DNA , digest protein และ 
ยับยั้ง endogenous peroxidase โดย hydrogen peroxide  ใส่ cocktails probes ที่จ าเพาะกับ HR-
HPV DNA เพ่ือให้ probe hybridize กับ target DNA  และตรวจสอบ hybrid ที่เกิดขึ้นโดย 
chromogenic method [51] 

ผลการตรวจ จะดู signal ที่เกิดขึ้นในนิวเคลียส ถ้าเป็น diffuse form จะแปลผลว่ามีการติดเชื้อ
และมี physical status แบบ episomal form ถ้าเป็น punctuate form หลายๆจุด จะแปลผลว่ามีการ
ติดเชื้อและมี physical status แบบ integrated form 
4. กำรตรวจหำควำมผิดปกติ ของ human chromosome loci โดยวิธี ISH  

ตรวจหา human chromosome status ใน cervical cancer samples  ด้วยวิธี 
Chromogenic In situ hybridization (CISH) โดยใช้ specific probe ต่อ centromere  3, 7, 11, 17 
เพ่ือ ตรวจหาจีนที่เพ่ิมขึ้น, หายไป โดยเตรียม ตัดชิ้นเนื้อจาก FFPE   ท า deparaffinization, retrieve 
target DNA , digest protein ใส่ probe ท าการ hybridize probe กับ target DNA, detect  signal 
ของ hybrid  โดยใช้ microscope  หาค่าความผิดปกติที ่[42, 52]  

ผลการทดลองที่ได้จะยืนยันการผิดปกติของตัวอย่างที่ใช้และสัมพันธ์กับการติดเชื้อ HPV เพ่ือ
น าไปใช้ในการพัฒนาเทคนิคต่อไป  
5. กำรตรวจหำกำรแสดงออกของ HPVE6/E7 mRNA ใน FFPE samples โดย CISH technique  

ตัดชิ้นเนื้อจาก FFPE   ท า deparaffinization, retrieve target DNA , digest protein และ 
ยับยั้ง endogenous peroxidase โดย hydrogen peroxide  ใส่ probes ที่จ าเพาะกับ HPV E6/E7 
mRNA เพ่ือให้ probe hybridize กับ target mRNA  และตรวจสอบ hybrid ที่เกิดขึ้นโดย 
chromogenic method [51]  โดยใช้ CISH technique (ACD technology)  
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6. กำรตรวจหำกำรแสดงออกของ human protein ใน FFPE samples โดย IHC  technique 
 ตรวจหาการแสดงออกของ protein โดยวิธี IHC (เช่น p16, Ki67, p-ERK1/2, pAKT, p m-TOR, 
VEGF etc.) 
7. Data analysis 

เพ่ือได้ทราบข้อมูลเกี่ยวกับความสัมพันธ์ของ HPV ISH signals (episomal, integrated และ 
mix form), HPV mRNA E6/E7 ต่อ human chromosomes loci, human protein ปัจจัยอื่นๆ เช่น 
อายุ การใช้ยาคุมก าเนิด การสูบบุหรี่ โดยใช ้ SPSS program for windows และ significance ที ่ P < 
0.05 
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4. ผลกำรวิจัย (Result) 
 

4.1 กำรเก็บตัวอย่ำงตรวจ 
ตัวอย่างตรวจที่ใช้คือ ชิ้นเนื้อจากมะเร็งปากมดลูกที่เป็น formalin-fixed, paraffin-embedded 

(FFPE) tissue แล้วน ามาเตรียมเป็น tissue microarray (TMA) blocks ซึ่งได้รับการวินิจฉัยทางด้าน 
histology เป็น มะเร็งปากมดลูก คือ well, moderate and poor-differentiate โดยใช้ จ านวนตัวอย่าง 
ทั้งหมด 125 ตัวอย่าง 

จากข้อมูลพบว่า ผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งปากมดลูกมีอายุเฉลี่ย (ค่า Mean) เท่ากับ 49.176 ปี  (SD 
เท่ากับ 12.89 ปี) และพบว่า 81/102 (79.41%) เป็น lymph node negative (Table 1) 
 
Table1  Association of Clinical parameter and HPV DNA ISH status  

Clinical parameter  N (125)   

Histological Grade     
Well 
Moderate 
Poor 
No data/No tumour/NA 

10 
74 
34 
7 

  

Age  (Mean 49.176 years  SD 12.89 years) 
≤47  
>47  

61 
64 

  

FIGO Stage    
T1/T1a1  
T1b1  
T1b2  
T2/T2a/T2bN1/TIIb2N0/T3/any stageII, III 
In situ/NA 

3 
77 
29 
13 
3 

  

Tumor Size     
≤2 cm 
>2 cm- 5 cm 
>5 cm 
NA 

14 
89 
21 
0 

  

Lymph Node Status    
Positive 
Negative 
NA 

21 
81 
22 

  

HPV DNA CISH 121   
Positive 
Negative 

103 (85.12%) 
18 (14.88%) 

  

HPV physical status 103 (100%)   
Punctate form 
Diffuse form 
Punctate and diffuse form 

79 (76.70%) 
2 (1.94%) 
22 (21.36%) 

  



16 

 

4.2 กำรตรวจหำภำวะกำรติดเชื้อ และ HPV physical status โดยวิธี ISH 
Detection HPV DNA by CISH  
จากการทดลองพบว่าผู้ป่วย cervical cancer  มีอายุเฉลี่ย (ค่า Mean) เท่ากับ 49.176 ปี  (SD 

เท่ากับ 12.89 ปี) และพบว่า 81/102 (79.41%) เป็น Lymph Node Negative  ผลการตรวจ HPV DNA 
โดยวิธี CISH พบว่า HPV DNA positive 103/125 (82.5%) sample, HPV negative 18/125 (14.4%) 
sample และ 4/125 (3.2%) เป็นกลุ่มที่ไม่สามารถอ่านผลได้ (sample loss)   

HPV DNA signals patterns ในนิวเคลียสที่พบถูกจ าแนกเป็น 3 แบบ คือ punctate, diffuse 
หรือ mix form  โดย punctate pattern พบ 79/103 (76.70%) มีลักษณะ dot-like signals ใน
นิวเคลียส ซึ่งบ่งชี้ integrated HPV genome  และ diffuse pattern พบ2/103 (1.94%) มีลักษณะ 
large globular homogeneously dense ในนิวเคลียส  ซึ่งบ่งชี้ episomal HPV genome และ 
integrate กับ diffuse pattern (mix pattern) พบ 22/103 (21.36%) ซึ่งบ่งชี้ว่ามีการติดเชื้อแบบ 
integrate ร่วมกับ episomal form ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่า การเกิดมะเร็งปากมดลูกที่พบในตัวอย่างของ
คนอินเดียสัมพันธ์กับการติดเชื้อ HPV ที่มีลักษณะเป็น integrated form เป็นส่วนใหญ่ โดยพบ episomal 
form อย่างเดียวเพียง 2 ตัวอย่าง ดังแสดงใน Table 1 

ปัจจุบันมีข้อมูลที่บ่งชี้ว่า  การ integrate และ การ express  E6/E7 oncogene ของ HR-HPV  
เป็นปัจจัยเสี่ยงในการท าให้พยาธิสภาพของเนื้อเยื่อปากมดลูกเปลี่ยนแปลงไปจนอาจท าให้เกิดมะเร็ง โดย  
HR-HPV ส่วนใหญ่  จะ integrate subgenomic fragment  เข้าสู่ host cell chromosomal  DNA 
(integrate form)     ซึ่ง HPV จะยังคงสามารถเพ่ิมจ านวน sub genomic fragment  ได้ เมื่อมี HPV 
plasmid (episomal form  ) อยู่ในเซลล์เดียวกัน การติดเชื้อ HPV จึงอาจพบได้สองรูปแบบคือ 
episomal และ integrated form ซึ่งเป็นภาวะที่ไม่มี และมี การแทรก genome (viral integration) 
ของไวรัสเข้าในโฮสต์โครโมโซมตามล าดับ พบว่ากลุ่มที่มีการติดเชื้อ HPV ที่มีภาวะการติดเชื้อเป็น 
episomal form เป็นกลุ่มที่สามารถเกิด spontaneous regression ได้เป็นส่วนใหญ่ อาจจะพบภาวะ 
mixed form (episomal and integrated form) ด้วย 

 HR-HPV จะชักน าให้ HPV sub genomic fragment locus เกิดการ re-replicate จากจุด 
origin  และสร้างโปรตีนออกมาจ านวนมาก     ซึ่งส่วนใหญ่ host cell  เกิดการ apoptosis ตายไปหรือ
เกิดการ damage บริเวณนั้นเพื่อ repair  gene ให้ถูกต้องโดย recombination mechanism    

  แต่อย่างไรก็ตาม นอกจากการ  re-replicate   ของ integrate HPV  แล้วยังพบการเกิด 
duplication ภายใน HPV locus, extra chromosomal copy (episomal) ของ HPV loci และเกิด 
cross chromosomal  translocation , เกิด methylation ของ host cell genome หรือ viral 
genome และกลไกอ่ืนๆ  มีผลให้การ express ของ E6/E7 oncogene ผิดปกติไป การแสดงออกที่เพ่ิม
มากขึ้นของ HR-HPV E6/E7 oncogene จะมีผลต่อการ disrupt ของ p53 และ pRb tumor 
suppression pathway จะน าไปสู่การเข้าสู่ S phase ของ cell cycle  เกิดการ replicate และ cell 
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cycle progression   โดยที่ loss function ของ checkpoint G1/S, G2/M       น าไปสู่การสะสมความ
ผิดปกติของยีนและโครโมโซม (chromosomal instability) ผลคือ เกิด cell transform, cell 
immortalization  และมะเร็ง   
 4.3 กำรตรวจหำควำมผิดปกติ ของ human chromosome loci โดยวิธี ISH  
 ผลที่รายงานนี้ได้จากการวิเคราะห์จาก 103 ตัวอย่าง ของการตรวจ centromere 7 
 ผลที่ได้พบว่า CEN7 positive 115/125 (92%) sample ดังแสดงใน Table2 
Table2  Relation between cervical pathohistological grade and numerical abnormalities of 
Centromere 7 

No. of 
dots  

 Pathohistological grade (n=103)  

Well (n=8)   Moderated (n=68)   Poor (n=27)   p-Value**  

Mean  SD  95%CI Mean   Mean  SD  95%CI Mean   Mean  SD  95%CI Mean   

0   9.91  3.16  7.26-12.55   7.46  3.29  6.66-8.26   8.17  3.88  6.63-9.70   0.190  

1   42.25  13.4  31.07-53.42   40.00  11.6  37.19-42.82   35.50  11.7  30.88-40.12   0.173  

2   34.50  5.05  30.25-38.69   36.20  6.10  34.72-37.68   33.60  6.15  31.17-36.03   0.135  

3    8.66  6.44  3.27-14.04   10.79  6.80  9.15-12.44   12.33  6.87  9.62-15.05   0.343  

4    2.22  4.24  -1.32-5.76   2.831  3.73  1.93-3.73   4.841  5.17  2.80-6.89   0.061  

5+   2.50  3.39  -0.34-5.34   2.722  4.34  1.67-3.77   5.622  6.67  2.98-8.24   0.030  

345   13.38  13.4  2.15-24.61   16.343  13.1  13.18-19.51   22.83  14.9  16.91-28.68   0.071  
1,2,3 Significant different p<0.05  Mann-Whitney  

 

 
Fig.1 Numerical dhromosome abnormalities of CEN7 (arrow) and histrogram A)disomic 
populations  B) pentasomic population 
 Table 2 แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง cervical pathohistological grade (well, moderated 
and poor differentiate)  และ numerical abnormalities ของ Centromere 7  โดยค่าเฉลี่ยของ
อัตราส่วนของเซลล์ (%cell) ที่นับได้ 4 dots/cell  ระหว่าง moderated (Mean 2.83% cell, SD 
3.73% cell) และ poor (Mean 4.84 % cell, SD 5.17 % cell)    ใน  5+dots/cell ระหว่าง 
moderated (Mean 2.72% cell, SD 4.34% cell) และ poor (Mean 5.62 % cell, SD 6.67 % cell) 
และ ชนิดรวม 3,4,5 dots ระหว่าง moderated (Mean 16.34% cell, SD 13.1% cell) และ poor 
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(Mean 22.8 % cell, SD 14.9 % cell) มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05)   และน าค่า mean 
+(1SD-3SD)  ของอัตราส่วนของเซลล์ที่ได้ ที่มี 1dot หรือ 2 dots  จนถึง 5+ dot ที่นับได้ มาค านวณเพ่ือ
หาค่า cut off เพ่ือแสดงถึงชนิดของ chromosome status ออกเป็นชนิดต่างๆ ดังนี้คือ Monosomy, 
disomy, trisomy, tetrasomy และ pentasomy ดังแสดงใน Table3  
 Fig.1 แสดงให้เห็น signal ของ centromere 7 ใน cell ซึ่งแสดง red dot ลูกศรแสดง 2 
dot/cell (normal chromosome copy number) และ 5+ dot/cell (abnormal chromosome 
copy number)  
 จากผลการทดลองพบว่าอัตราส่วนของเซลล์ในเนื้อเยื่อมะเร็งระหว่าง moderated และ poor 
differentiation ที่นับได้ 4 dots/cell (% cell ที่มี 4 dot/cell) (P=0.038)  และใน 5+dots/cell 
(P=0.01)  มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ      
 
Table 3 Relation between cervical pathohistological grade and Invasive cervical cancer 
cut off of numerical abnormalities of CEN 7 
ICC Cut off (%)  [Mean+(1SD-3SD)]*  Well 

(n=8) 
Moderately 
(n=68) 

Poorly 
(n=27) 

Monosomy  
Disomy  
Trisomy  
Tetrasomy  
Pentasomy  

39.00+(11.86-74.58) 
35.40+(6.10-53.70) 
11.03+(6.79-31.41) 
3.31+(4.25-16.06) 
3.46+(5.12-18.81) 

3 (37.5%) 
2(25%) 
2(25%) 
1(12.5%) 
0(0%) 

12(17.6%) 
20(29.4%) 
23(33.8%) 
5(7.4%) 
8(11.8%) 

4(14.8%) 
2(7.4%) 
10(37%) 
1(3.7%) 
10(37%) 

Out off criteria used: Trisomy>10%[1], Tetrasomy>Mean, Pentasomy>Mean, out of  aneuploidy as disomy., * Mean of 103 ICC 

 

 
Fig.2 Relation between cervical pathohistological grade and numerical abnormalities of 
CEN 7 
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   ผลจากการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าในเนื้อเยื่อมะเร็งที่มีอัตราส่วนเซลล์ซึ่งมี 4-5+ dots/cell 
แสดงความผิดปกติของ chromosome copy number และบ่งชี้เป็นมะเร็งชนิด moderately to poor 
differentiate ได ้
 นอกจากนี้อัตราส่วนของเซลล์ตรวจพบความผิดปกติของ chromosome แบบ monosomy, 
disomy, trisomy และ pentasomy ยังพบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05) ในเซลล์ของ
เนื้อเยื่อมะเร็งระหว่าง moderate และ poor differentiate โดย poorly differentiate มีความผิดปกติ
แบบ pentasomy 9/27 (33.33%) มากกว่า moderately differentiate 8/63 (12.67%) และ poorly 
differentiate มี disomy 2/27 (7.41%)   น้อยกว่า moderately differentiate 20/63 (31.75%) และ
พบอัตราส่วนของเซลล์ที่เป็น trisomy ในกลุ่มผู้ป่วยมีที่มีอายุ > 50 (mean rank 40.48)  มากกว่า กลุ่มที่
มีอายุ <50 ปี (mean rank 30.05) อย่างมีนัยส าคัญ (P<0.05)  ดังแสดงใน Table 4 
 
Table 4  Association of clinical parameter and HPV DNA ISH status and numerical 
abnormalities of CEN7  

Clinical parameter  N   p-value 

HPV DNA CISH 103   

Positive 
Negative 

91 
12 

  

Age (Mean)  103 Viral  load Mean Rank  

≤50 (41.25)  
>50 (61.10) 

65  
38 

43.72  
64.61  

0.0011  

Histological  Moderate   

Age  68  Trisomy (%cell) Mean Rank  

≤50  
>50 

39  
29 

30.05  
40.48 

0.0311  

Histological grade  Moderately  Poorly   

Monosomy  12 (19.05%) 4 (14.81%) 0.0253  

Disomy  20 (31.75%) 2 (7.41%)  

Trisomy  23 (36.51%) 12 (44.44%)  

Pentasomy  8 (12.67%) 9 (33.33%)  

    

Disomy  20 (71.43%) 2 (18.18%) 0.0044  

Pentasomy  8 (28.57%) 9 (81.82%)  
1 = Mann-Whitney test, 2= Kruskal-Wallis, 3= Pearson Chi-Square, 4= Fisher’s Exact  

เนื่องจากผลของโปรตีน E6/E7 (oncoproteins) ที่ไวรัสสร้างขึ้นมาผิดปกติจะ ชักน าให้เซลล์เกิด
การเปลี่ยนแปลงที่ผิดปกติขึ้น อย่างไรก็ตาม จากผลการศึกษาท่ีได้ดังกล่าวมาร่วมกับการศึกษาจากแหล่งอ่ืน
ที่มีมากข้ึนเพื่อน า host cell biomarker มาพัฒนาเทคนิคในการตรวจวินิจฉัยเซลล์ที่มีการเปลี่ยนแปลงไป
โดยควบคู่ไปกับการใช้ marker ของไวรัสเพียงอย่างเดียว 
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เนื่องจาก chromosomal instability อาจเกิดขึ้นในระดับเบสหรือระดับโครงสร้างโครโมโซม  
โดยการ  deletion, duplication และ  amplification  ในบางบริเวณของ genomic DNA     ซึ่งจะ
แสดงให้เห็นถึง การเปลี่ยนแปลงของ copy number ของ gene ที่พบได้ใน high grade lesion 
dysplasia และมะเร็ง  อีกท้ังเมื่อจีนหรือโครโมโซมเกิดความผิดปกติขึ้นก็จะชักน าให้เกิดการแสดงออกของ
จีนที่ผิดปกติไปด้วยโดยไปเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ RNA และ protein   ดังนั้นการการใช้ human  
DNA, RNA และ protein  ที่แสดงออกผิดปกติระหว่างเซลล์มีการติดเชื้อและเปลี่ยนแปลงขึ้นมาเพ่ือเป็น 
biomarker ใช้บ่งบอกความผิดปกติในรอยโรคก่อนเป็นมะเร็งปากมดลูกน่าจะบอกความแม่นย าการ
เปลี่ยนแปลงของเซลล์ได้ดีขึ้น   แต่ปัจจุบันยังขาดข้อมูลที่ชัดเจนของ host cell biomarker ที่มีความ
เกี่ยวข้องกับรอยโรคก่อนเป็นมะเร็งปากมดลูก ดังนั้นการศึกษาการ deletion, duplication และ  
amplification  ของ human chromosome  นี้จึงมีความจ าเป็นและยังเป็นประโยชน์ในรอยโรคก่อนเป็น
มะเร็งปากมดลูกอีกด้วย 
4.4 กำรตรวจหำกำรแสดงออกของ HPVE6/E7 mRNA ใน FFPE samples โดย CISH technique  
 จากการวิเคราะห์ผลการทดลอง 125 ตัวอย่างพบ mRNA E6/E7 positive 103 ตัวอย่าง โดย
ตรวจพบ human mRNA POLR2A (internal control) และ HPV mRNA E6/E7 จ านวน 93/103 
(90.29%), พบ human mRNA POLR2A positive และ HPV mRNA E6/E7 Negative จ านวน 6/103 
(5.82%), กลุ่มตัวอย่างที่ไม่สามารถตรวจได้ (NA/No tumor/missing) มีจ านวน 18/125 (14.4%) แสดง
ว่าการเตรียมตัวอย่างโดยวิธี TMA มีผลท าให้เกิดการสูญหายของตัวอย่างเกิดขึ้น การวิเคราะห์ผลจะต้อง
ค านึงถึง internal control ร่วมกับการแสดงออกของ HPV E6/E7 mRNA เป็นหลัก  ดังแสดงใน Table 5    
Table 5 Raw data of human mRNA (POLR2A) expression and HPV mRNA E6/E7 mRNA 
expression in 125 Indian Cervical cancer FFPR TMA cores  

mRNA CISH  HPV E6/E7 mRNA positive HPV E6/E7 mRNA negative NA/No 

tumor/missing 

Total 

Human POLR2A Positive 93 6 9 108 

Human POLR2A Negative 3 1 1 5 

NA/No tumor/missing 7 1 4 12 

Total 103 8 14 125 

mRNA POLR2A และHPV E6/E7 mRNA   ที่ตรวจพบมีลักษณะเป็น single และ multiple 
dot/spot signal, diffuse signal ทั้งใน nuclear และ cytoplasm  ดังแสดงใน Fig.3 
  การทดสอบ HPV E6/E7 transcript โดย CISH ชี้ให้เห็นถึงการมี activity ของ virus และที่
ส าคัญคือสามารถมองเห็น viral transcripts โดยตรงใน tumor cells ใน tissue sections ซึ่งต่างจาก 
RT-PCR techniques และบางข้ันตอนของ CISH ก็ไม่ยุ่งยากเท่า RT-PCR     โดยการทดลองนี้ท าใน TMA  
ได้แสดงให้เห็นถึงความไวต่อการตรวจ HPV mRNA   ซึ่งการศึกษานี้พบ HPV mRNA E6/E7 positive  
100/108 (92.56%) เมื่อเทียบกับ HPV DNA ISH พบ 92/108 (85.19%)  โดยพบลักษณะ cytoplasmic, 
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และ nuclear staining ในเกือบทุก RNA ISH-positive cases  ซึ่งคาดว่าอาจเป็น pattern ของ probe ที่ 
hybridize กับ transcription sites ใน nuclear และ active transcript ใน cytoplasm    

 
  Fig.3 mRNA expression  on Cervical Cancer TMA FFPE section by CISH technique A) human mRNA 
POLR2A expression as internal control  B) HPV E6/E7 mRNA show mRNA expression in nuclear and 
cytoplasm (arrow as nuclear staining, head arrow as cytoplasmic staining) 
 

จากการศึกษาของ Helen K และ คณะ ได้ท าการเปรียบเทียบ ใน cytological specimen โดยใช้ 
E6/E7 method Pretect™ HPV-Proofer กับวิธี HC2 พบว่าวิธี E6/E7 method Pretect™ HPV-
Proofer สามารถ predict ระดับรอยโรคได้ดีกว่า HC2 เพราะฉะนั้น การตรวจหา E6/E7 mRNA ของ HR-
HPV อาจแสดงให้เห็นถึงการเปลี่ยนแปลงของ abnormal cell หรือ pre-cancer cell ไปเป็นมะเร็งและ
บ่งบอกระดับความรุนแรงของรอยโรคก่อนเป็นมะเร็งปากมดลูกได้ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการแสดงออกอย่าง
ต่อเนื่อง (Persistent expression) ของ oncogenes E6/E7 พบมีความสัมพันธ์กับการเปลี่ยนแปลงเซลล์
ไปเป็นมะเร็ง ดังนั้นการตรวจพบ mRNA E6/E7 ไม่เพียงแต่บ่งบอกสภาวะการติดเชื้อแต่ยังใช้บ่งชี้การ
เปลี่ยนแปลงเซลล์ตามความรุนแรงที่เพ่ิมข้ึนได้เม่ือเปรียบเทียบกับการตรวจพบ HPV-DNA   
 จากการทดลองนี้พบว่า 91/108 (84.26%) positive ทั้ง HPV DNA และ HPV E6/E7 mRNA, 
9/108 (8.33%) positive ส าหรับ HPV E6/E7 mRNA แต่ HPV DNA negative ดังแสดงความสัมพันธ์
ของ HPV DNA และ HPV mRNA E6/E7 mRNA expression ใน Table 6 
 
Table 6 Correlation between HPV DNA and HPV mRNA E6/E7 mRNA expression by CISH in 
108 Indian Cervical cancer FFPE TMA cores  
CISH HPV E6/E7 mRNA  positive HPV E6/E7 mRNA negative Total 

HPV DNA positive 91 (84.26%) 1 (0.93%) 92 (85.19%) 

HPV DNA negative 9 (8.33%) 7 (6.48%) 16 (14.81%) 

Total 100 (92.56%) 8 (7.41%) 108 (100%) 

*P=0.021 (McNemar test) เมื่อเทียบ HPV E6/E7 mRNA CISH กับ HPV DNA CISH technique ได้ Sensitivity = 0.9891 (95% Confidence 
Interval: 0.932391-0.999432), Specificity=0.4375 (95% Confidence Interval: 0.207538-0.694457) Positive Predictive Value=0.91, 
Negative Predictive Value=0.875, (NA 17 cores) 
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จากข้อมลูพบว่าเทคนิคที่ใช้ในการบ่งชี้ระดับของ DNA, RNA ใน cell หรือ ในเนื้อเยื่อผิดปกติท่ี

เป็นที่ยอมรับคือ ISH ซึ่งเป็น techniques ที่สามารถบอกต าแหน่งของ target nucleic acid ในเซลล์หรือ
ในเนื้อเยื่อ ที่มีความสัมพันธ์กับพยาธิสภาพที่เกิดข้ึนได้อย่างแท้จริง (พบ HPV mRNA E6/E7 100%, 
98.46% และ 93.33% ใน well, moderate และ poor ตามล าดับ) ซ่ึงเดิม  ISH มี  sensitivity ในทาง 
clinic ต่ า แต่ techniques ที่ใช้ในการทดลองนี้อาศัย Branch probe ซึ่งจะช่วยเพิ่ม sensitivity ของ 
CISH techniques ซึ่งจะสามารถเพ่ิม sensitivity และ specificity ของการตรวจวินิจฉัย   

CISH techniques โดยอาศัย branch probe ที่ใช้ในการทดลองนี้จะช่วยเพิ่ม sensitivity ของ 
ISH และ ISH จะเพ่ิมความถูกต้อง (specificity) ในการวินิจฉัยรอยโรคก่อนเป็นมะเร็งปากมดลูก โดยที่ 
PCR-based method ไม่สามารถท าได้   และยังสามารถพยากรณ์การ progression และ regression 
ของโรค ซึ่ง HPV DNA –based method ไม่สามารถท าได้เช่นเดียวกัน และยังอาจน า techniques ที่นี้ไป
ใช้ในการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกได้ด้วย    

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ามีความสัมพันธ์ระหว่าง HPV DNA positive และ HPV E6/E7 
mRNA positive sample กับ cervical cancer grade ซึ่งยืนยันให้เห็นว่า E6/E7 mRNA มีความสัมพันธ์
กับรอยโรคมะเร็งปากมดลูก โดย CISH technique (Branch probe): ดังนั้นจึงอาจใช้ HPV E6/E7 mRNA 
เพ่ือเป็น biomarker ส าหรับ diagnosis และ prognostic prediction รอยโรคก่อนเป็นมะเร็งปากมดลูก
ได้  

 
4.5 กำรตรวจหำกำรแสดงออกของ human protein ใน FFPE samples โดย IHC  technique 
 ได้ท าการตรวจ protein ทั้งหมด 15 ชนิด คือ P16, pRB,P53, Ki67, PTEN, EGFR, FOXO3a, B-
catenin, p-mTOR, pAKT, ERK1/2, PIK3CA, VEGF, HIF-1alpha, Cortactin 

จากผลการทดลองพบ IHC ส าหรับ ตรวจวัด human protein expression ใน TMA FFPE  
Indian Cervical cancer  ดังแสดงในภาพ Fig 4 และ Fig 5  ย้อมด้วย DAB+ chromogen ซึ่งติดสี
น้ าตาลเข้ม  

Well Moderate Poor

HPV DNA 80 93 81.25

HPV mRNA E6/E7 100 98.46 93.33
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Fig 4  IHC ส าหรับ ตรวจวัด human protein expression ใน TMA FFPE  Indian Cervical 

cancer  a)  Cortactin TMA core 4X b)  Cortactin 20X  c) Beta-catenin 20X  d) p53 20X 
 

 
 Fig 5  IHC ส าหรับ ตรวจวัด human protein expression ใน TMA FFPE  Indian Cervical 

cancer  a)  FOXO3a 20X b)  HIF-1alpha 20X  c) p16 20X  d)PIK3CA p110alpha 20X 
 

 จาก Table 7 มี human protein 10 ชนิด แสดงการ up-regulation มากกว่า 80% ของจ านวน 
ICC sample คือ P16, pRB,  Ki67,  FOXO3a, B-catenin,  pAKT, PIK3CA, VEGF, HIF-1alpha, 
Cortactin    มี human protein 3 ชนิด แสดงการ up-regulation น้อยกว่า 80% ของจ านวน sample 
คือ EGFR, ERK1/2p , p-mTOR  และ มี human protein 2 ชนิด Down-regulation  คือ PTEN, p53     
ซึ่ง  CTTN, PIK3CA, VEGF มีการแสดงออกมากถึง 120/121 (99.17%)  และคล้ายกับ  p16 marker  
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120/121 (99.13%)   และเป็นที่น่าสนใจว่า EGFR, ERK1/2p , p-mTOR  มีการแสดงออกท่ีแตกต่างกันใน 
ICC จึงอาจสามารถใช้เป็น candidate marker เพ่ือบ่งบอกความผิดปกติของรอยโรคปากมดลูกต่อไป 

 
Table 7  Protein expression by IHC in125 Indian Cervical cancer FFPE TMA cores  

Protein expression by IHC 
(TMA) 

N Positive (%) Negative (%) Expression status 

1) pAKT 122 110 (90.16%) 12(9.84%) Up-regulation 

2) B-catennin 121 105 (86.78%) 16(13.22%) Up-regulation 

3) CTTN 121 120 (99.17%) 1(0.83%) Up-regulation 

4) EGFR 122 73 (59.84%) 49(40.16%) Up-regulation 

5) ERK1/2p   122 90 (73.77%) 32(26.23%) Up-regulation 

6) FOXO3a   121 121(100%) 0(0%) Up-regulation 

7) HIF-1alpha  118 118(100%) 0(0%) Up-regulation 

8) Ki67 124 110(88.71%) 14(11.29%) Up-regulation 

9) p mTOR  123 74(60.16%) 49(39.84%) Up-regulation 

10) p16  121 120(99.17%) 1(0.83%) Up-regulation 

11) p53  122 38(31.15%) 84(68.85%) Down-regulation 

12) PIK3CA  120 119(99.17%) 1(0.83%) Up-regulation 

13) pRB  120 105(87.5%) 15(12.5%) Up-regulation 

14) PTEN  121 37(30.58%) 84(69.42%) Down-regulation 

15) VEGF  122 121(99.18%) 1(0.82%) Up-regulation 
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5. อภิปรำยผล/วิจำรณ์ (Discussion/Comment) 
 

   จากข้อมูลเบื้องต้นในส่วนที่ได้รับการวิเคราะห์นี้พบว่า 
   การตรวจติดเชื้อ HPV โดยวิธ ีCISH ในกลุ่ม cervical cancer (India) พบ HPV DNA 
(85.12%) และมี HPV DNA physical status ส่วนใหญ่เป็น integration form   
   ผลจากการตรวจแสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์ของ host chromosome ผิดปกติ 
(aneusomies) กับการเปลี่ยนแปลงหรือการพัฒนาของมะเร็งปากมดลูก (Invasive cervical cancer: 
ICC) และอัตราส่วนของเซลล์ที่พบมากกว่า 4 dots/cell ขึ้นไป อาจใช้บ่งชี้ชนิดเนื้อเยื่อมะเร็งปากมดลูก
ระดับ  moderate ออกจาก poorly differentiated tumor grade หรือร่วมกับการดู chromosome 
aneusomy ชนิด pentasomy  ซึ่งลักษณะดังกล่าวอาจจะใช้เพ่ือเป็น biomarker ของ ICC  
   ผลการศึกษาการติดเชื้อ HPV โดยวิธี CISH ใน FFPE ของผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูกชาว
อินเดีย ผลการทดลองแสดงว่ามีความสัมพันธ์ระหว่าง HPV DNA positive sample กับ HPV E6/E7 
mRNA expression และจากการทดลองแสดงให้เห็นว่า E6/E7 mRNA มีความสัมพันธ์กับการเป็นมะเร็ง
ปากมดลูก และมีความไวกว่าการตรวจหา HPV DNA ซึ่งสามารถใช้เพ่ือเป็น biomarker ในการบ่งบอกรอย
โรคก่อนเป็นมะเร็งปากมดลูกต่อไป   
   CTTN, PIK3CA, VEGF มีการแสดงออกคล้ายกับการแสดงออกของ p16 biomarker 
120/121 ใน ICC และเป็นที่น่าสนใจว่า EGFR, ERK1/2p , p-mTOR  มีการแสดงออกที่แตกต่างกันใน ICC  
จึงอาจสามารถใช้เป็น candidate marker เพ่ือบ่งบอกความผิดปกติของรอยโรคปากมดลูกต่อไป 
 
 
 
 

6. สรุปผลกำรวิจัย/ข้อเสนอแนะ (Conclusion/Suggestion) 
 

  ในการศึกษา ความสัมพันธ์ระหว่าง HPV DNA, physical status, HPV E6/E7 mRNA, genetic 
instability, human protein expression และปัจจัยอ่ืนๆ ใน cervical cancer FFPE พบว่า host 
chromosome 7 ที่ผิดปกติ (aneusomies) มากกว่า 4 dots/cell และ mRNA E6/E7 รวมทั้ง CTTN, 
VEGF, PIK3CA, ERK1/2p, p-mTOR  อาจจะใช้เพ่ือเป็น biomarker ของ ICC และอาจสามารถใช้เป็น 
candidate marker เพ่ือบ่งบอกความผิดปกติของรอยโรคปากมดลูกซ่ึงจะท าการทดลองต่อไป 
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