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บทคัดย่อ 

การติดเชื้อ high risk human papillomavirus (HR-HPV) แบบยืดเยื้อเป็นระยะเวลานาน 
(persistent infection) โดยเฉพาะการติดเชื้อ HPV16 เชื่อว่ามีบทบาทส าคัญในการเกิดเมะเร็งปากมดลูก 
ซึ่งเป็นสาเหตุการตายที่ส าคัญของสตรี ในช่วงชีวิตของสตรีที่มีเพศสัมพันธ์พบว่ามีการติดเชื้อ HPV 
ประมาณร้อยละ 80 การติดเชื้อไวรัสส่วนใหญ่จะหายได้เองในเวลา 1-2 ปี ซึ่งเป็นผลจากการตอบสนองทาง
ระบบภูมิคุ้มกันของผู้ติดเชื้อ อย่างไรก็ตามพบว่าระบบภูมิคุ้มกันในสตรีบางรายไม่ตอบสนองต่อการติดเชื้อ 
HPV แสดงว่า HR-HPV มีกลไกในการหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกัน  

จากหลักฐานการวิจัยพบว่า HPV มีกลไกในการหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกันทั้งทางตรงและทางอ้อม 
ซึ่งเป็นผลที่เกิดจากโปรตีนบางชนิดของไวรัส เช่น ถ้ามีการแสดงออกมากเกินของโปรตีน E6 และ E7 แล้ว 
โปรตีนดังกล่าวจะเปลี่ยนแปลงกลไกภายในเซลล์ที่ติดเชื้อโดยขัดขวางกลไกของ  tumor suppressor 
protein p53 และเพ่ิม cell cycle ตามล าดับ นอกจากนี้ E6/E7 ดังกล่าวยังขัดขวางการท างานของ 
interferon regulatory factor (IRF) ท าให้เกิดการหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกันได้ อย่างไรก็ตามกลไก
ดังกล่าวเกิดข้ึนในระยะท้ายๆที่มีการเปลี่ยนแปลงของเซลล์เกิดข้ึนแล้ว ดังนั้นจึงยังไม่สามารถอธิบายสาเหตุ
ที่แท้จริงของการเกิด persistent หรือ latent infection ในช่วงแรกของการติดเชื้อ ซึ่งเป็นจุดส าคัญที่จะ
น าไปสู่การหาวิธีการป้องกันไม่ให้เกิดมะเร็งปากมดลูกต่อไป 
 เพ่ือศึกษาหาโปรตีนหรือจีนเป้าหมายของ HPV16 E2 protein ซึ่งแสดงออกในระยะแรกของการ
ติดเชื้อ ในการตอบสนองหรือหลบหลีกระบบ innate immunity ที่จะน าไปสู่การเกิดภาวะ persistent 
infection การด าเนินการวิจัยในปีที่ 1 จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือหาความสัมพันธ์ของ HPV16 E2 ต่อการ
แสดงออกของ cytokines ในตัวอย่างเนื้อเยื่อปากมดลูกจากผู้ป่วยที่มีรอยโรคบริเวณปากมดลูกหรือเป็น
มะเร็ง และหาความสัมพันธ์ของ HPV16 E2 ต่อการแสดงออกของ host genes ในเซลล์ human 
primary keratinocyte เพ่ือคัดเลือกจีนที่มีความเกี่ยวข้องกับระบบ innate immunity เพ่ือให้ได้ข้อมูล
เบื้องต้นน าไปสู่การท า in vitro study ของ HPV16 E2 protein ที่มีปฏิกิริยาต่อจีนที่เกี่ยวข้องในระบบ 
innate immunity ส าหรับการศึกษาในปีต่อไป 

โครงการวิจัยนี้ได้ตรวจหาการแสดงออกของ HPV16 E2 และการแสดงออกของ cytokines ชนิด 
MIF และ TNF alpha ในตัวอย่างเนื้อเยื่อปากมดลูกจากผู้ป่วยที่มีรอยโรคบริเวณปากมดลูกหรือเป็นมะเร็ง 
โดยวิธี real time PCR และตรวจหาการแสดงออกของ host genes ในเซลล์ human primary 
keratinocyte โดยการท า microarray ของเซลล์ human primary keratinocyte ที่ถูก transduce ด้วย 
virus vector ที่มี HPV16 E2 

ผลการทดลองพบว่าการแสดงออกของ MIF ใน clinical specimens จะเพ่ิมขึ้นตามระดับความ
รุนแรงของโรค เมื่อเทียบกับ No-SIL cases และการแสดงออกของ MIF ใน No-SIL cases พบว่าใน No-
SIL HPV positive มีการแสดงออกของ MIF gene สูงกว่า No-SIL HPV negative ประมาณ 2 เท่า และ



พบว่าใน LSIL HPV positive การแสดงออกของ MIF ก็สูงกว่า LSIL HPV negative อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ 

การแสดงออกของ TNF-alpha ใน clinical specimens พบว่าไม่เป็นไปตามระดับความรุนแรง
ของโรค และการแสดงออกของ TNF-alpha ใน LSIL cases พบว่าใน HPV positive cases นั้น TNF-
alpha มีการแสดงออกของ gene แบบ up-regulate เมื่อเทียบกับ HPV negative cases อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ 
 ผลจาก microarray พบว่า HPV16E2 มีผลในการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของจีนใน 
keratinocyte cell โดยพบ 779 จีนที่มีการเปลี่ยนแปลง และพบว่ามีจีนที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน
จ านวน 92 จีน  

ผลการวิจัยเป็นไปตามวัตถุประสงค์ที่ตั้งไว้ และได้ผลการแสดงออกของจีนโดยวิธี microarray ซึ่ง
สามารถน ามาวิเคราะห์เพ่ือเป็นแนวทางในการศึกษาหน้าที่ของ HPV E2 ต่อ host cell ได้หลากหลาย
แนวทาง ซึ่งสามารถน าไปสู่การด าเนินการวิจัยต่อในปีที่ 2 ที่  3 นอกจากนั้นผลการวิจัยนี้ยังน าไปสู่การ
ค้นพบกลไกใหม่ของ HPV16 E2 ต่อการหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายอีกด้วย 
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1. บทน ำ (Introduction) 
 
ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย 
 

การติดเชื้อ high risk human papillomavirus (HR-HPV) แบบยืดเยื้อเป็นระยะเวลานาน 
(persistent infection) โดยเฉพาะการติดเชื้อ HPV16 เชือ่ว่ามีบทบาทส าคัญในการเกิดเมะเร็งปากมดลูก 
ซึ่งเป็นสาเหตุการตายที่ส าคัญของสตรี ในช่วงชีวิตของสตรีที่มีเพศสัมพันธ์พบว่ามีการติดเชื้อ HPV ประมาณ
ร้อยละ 80 การติดเชื้อไวรัสส่วนใหญ่จะหายได้เองในเวลา 1-2 ปี ซึ่งเป็นผลจากการตอบสนองทางระบบ
ภูมิคุ้มกันของผู้ติดเชื้อ อย่างไรก็ตามพบว่าระบบภูมิคุ้มกันในสตรีบางรายไม่ตอบสนองต่อการติดเชื้อ HPV 
แสดงว่า HR-HPV มีกลไกในการหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกัน  

จากหลักฐานการวิจัยพบว่า HPV มีกลไกในการหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกันทั้งทางตรงและทางอ้อม 
ซึ่งเป็นผลที่เกิดจากโปรตีนบางชนิดของไวรัส เช่น ถ้ามีการแสดงออกมากเกินของโปรตีน E6 และ E7 แล้ว 
โปรตีนดังกล่าวจะเปลี่ยนแปลงกลไกภายในเซลล์ที่ติดเชื้อโดยขัดขวางกลไกของ tumor suppressor 
protein p53 และเพ่ิม cell cycle ตามล าดับ นอกจากนี้ E6/E7 ดังกล่าวยังขัดขวางการท างานของ 
interferon regulatory factor (IRF) ท าให้เกิดการหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกันได้ อย่างไรก็ตามกลไกดังกล่าว
เกิดข้ึนในระยะท้ายๆที่มีการเปลี่ยนแปลงของเซลล์เกิดข้ึนแล้ว ดังนั้นจึงยังไม่สามารถอธิบายสาเหตุที่แท้จริง
ของการเกิด persistent หรือ latent infection ในช่วงแรกของการติดเชื้อ ซึ่งเป็นจุดส าคัญที่จะน าไปสู่
การหาวิธีการป้องกันไม่ให้เกิดมะเร็งปากมดลูกต่อไป 

HPV E2 protein เป็นโปรตีนชนิดแรกๆ ที่มีการแสดงออก ใน basal cell ที่ติดเชื้อ HPV มี
บทบาทใน viral DNA replication อีกท้ัง HPV E2 protein ยังมีบทบาทในการเป็น transcriptional 
regulatory protein ที่กระตุ้นและยับยั้งการแสดงออกของ early gene เช่น E1, E5, E6 และ E7 โดย
ขึ้นกับต าแหน่งของการจับที่ binding site บริเวณ promoter พบว่าส่วนใหญ่แล้ว E2 protein จะท า
หน้าที่โดยการจับกับ cellular protein หลายชนิดในนิวเคลียสของเซลล์ที่ติดเชื้อ เช่น การจับกันของ E2 
protein ฝั่ง N-terminus กับ cellular bromodomain protein 4 (Brd4) แล้วใช้ c-terminus จับกับ 
active promoters บนเส้น chromatin และท าให้ viral genome สามารถแบ่งตัวไปตามการแบ่งตัวของ
เซลล์ นอกจากนั้นการศึกษาใน bovine papillomavirus (BPV) ยังพบว่า BPV1 E2 protein สามารถจับ
กับ cellular transcriptional active promoter และควบคุมการแสดงออกของ gene นั้นๆ ได้ และ
พบว่า HPV8 E2 protein ยับยั้งการแสดงออกของ β4-integrin gene ใน normal human 
keratinocyte โดยการแย่งจับบริเวณ binding site ของ cellular transcription factor ที่ β4-integrin 
gene promoter จากคุณสมบัติของ E2 protein ที่สามารถท าปฏิกิริยากับ host cell protein และ host 
cell promoter ของ active gene ใน papillomavirus (PV) หลายชนิด และเป็นโปรตีนที่มีความ
คล้ายคลึงกันใน HPV แต่ละ genotype โดยถูกสร้างขึ้นมาในระยะเริ่มแรกของการติดเชื้อ ดังนั้น E2 
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protein จึงน่าจะมีบทบาทในการควบคุมการแสดงออกของ active gene ที่ถูกกระตุ้นในระยะเริ่มแรกเพ่ือ
ตอบสนองต่อการติดเชื้อ โดยเฉพาะ gene ในระบบ innate immunity อย่างไรก็ตามก็ยังไม่มีข้อมูล
อธิบายบทบาทของ HPV16 E2 ในการหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกันของไวรัส 
  TNF-alpha เป็น growth suppressor cytokine ชนิดหนึ่งที่จะถูกกระตุ้นให้สร้างขึ้นในเซลล์ที่มี
การติดเชื้อ มีคุณสมบัติเป็น proinflammatory cytokine และส่งผลให้เกิด cell apoptosis ได้ แต่
อย่างไรก็ตามในการติดเชื้อ HPV ในเซลล์ที่เปลี่ยนแปลงไปพบว่าการแสดงออกของ TNF-alpha gene 
ลดลงในมะเร็งปากมดลูก ซึ่งการลดลงของ TNF-alpha พบว่าไม่มีความสัมพันธ์กับการขาดหายไปของ
โครโมโซมท่ี 6p21.3 การเกิด mutation หรือการ methylation ที่บริเวณ promoter ดังนั้นความสัมพันธ์
ระหว่างการลดลงของ TNF-alpha กับการมีปฏิกิริยากับโปรตีนของ HPV ยังไม่มีข้อมูลเพียงพอเช่นเดียวกับ
การเพ่ิมของระดับการแสดงออกของ macrophage migration inhibitory factor (MIF) ที่พบได้ในมะเร็ง
หลายชนิด รวมทั้งในการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ไปเป็นมะเร็งปากมดลูก การแสดงออกของ MIF ที่สูงใน
เซลล์ที่เป็นมะเร็งนั้นอาจเป็นกลไกหนึ่งที่ท าให้เกิดการหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกันและส่งเสริมการเป็นมะเร็ง
ได้ อย่างไรก็ตามปัจจุบันไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนของ HPV ที่มีผลต่อการเพ่ิงการแสดงออกของ 
MIF ในเซลล์ที่มีการติดเชื้อ HPV  
 การติดเชื้อ HPV นั้นเกิดขึ้นบริเวณ basal epithelium ซึ่งเมื่อเกิดการติดเชื้อ ในทางทฤษฎีแล้ว
จะต้องมีการตอบสนองต่อระบบภูมิคุ้มกัน รวมถึงการ recruitment ของ immune cells เช่น dendritic 
cells, Langerhans cells, macrophage, NK cells เป็นต้น แต่จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าเซลล์เหล่านี้
มีจ านวนน้อยในบริเวณท่ีติดเชื้อ นอกจากนั้นยังพบว่ามีเซลล์ regulatory T cells และ tumor 
associated macrophage เพ่ิมข้ึน อันส่งผลให้เกิดภาวะ suppressive immune response ในบริเวณท่ี
ติดเชื้อ จึงอาจเป็นไปได้ว่าการติดเชื้อ HPV รวมถึงโปรตีนของ HPV มีบทบาทในการส่งเสริมให้เกิดภาวะนี้
ขึ้น 
 เพ่ือศึกษาหาโปรตีนหรือจีนเป้าหมายของ HPV16 E2 protein ในการตอบสนองหรือหลบหลีก
ระบบ innate immunity ของการติดเชื้อ HPV ที่จะน าไปสู่การเกิดภาวะ persistent infection ใน
การศึกษานี้จึงศึกษาหาระดับการแสดงออกของจีนโดยการท า microarray ของเซลล์ human primary 
keratinocyte ที่มี HPV16 E2 จากนั้นท าการวิเคราะห์ผลและคัดเลือกจีนที่มีความเก่ียวข้องกับระบบ 
innate immunity อันได้แก่ interferon gene, DNA sensor pathway เพ่ือท าการศึกษาหา
ความสัมพันธ์ของจีนเหล่านี้ และบทบาทของ HPV16 E2 โดยศึกษาในตัวอย่างชิ้นเนื้อจากผู้ป่วยที่มีความ
ผิดปกติของปากมดลูกในระดับต่างๆ ที่มีความสัมพันธ์กับระดับการแสดงออกของ HPV16 E2 และจีน
เป้าหมายเพ่ือให้ได้ข้อมูลเบื้องต้นน าไปสู่การท า in vitro study ของ HPV16 E2 protein ที่มีปฏิกิริยาต่อ
จีนที่เกี่ยวข้องในระบบ innate immunity โดยวิธี relative quantitative real time-PCR ส าหรับการ
ยืนยันผลของ HPV16 E2 protein ที่มีปฏิกิริยาต่อจีนเป้าหมายที่ได้จากการท า in vitro study ดังกล่าว 
โดยท าการทดสอบด้วยวิธี HPV16 E2 infection, silencing gene ด้วย siRNA, real-time  
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การศึกษาผลของ HPV16 E2 protein ต่อ microenvironment ที่บริเวณท่ีติดเชื้อ จะ
ท าการศึกษาทั้งระบบ in vitro และ in vivo โดยการศึกษาว่า HPV16 E2 มีความส าคัญในการส่งเสริมให้
เกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบ innate immunity อย่างไร โดยจะดูความสามารถของ NK 
cells ที่ในหนูทดลองที่ได้ inoculate HPV16E2 expressing cells ว่ามีการเปลี่ยนแปลงอย่างไร รวมทั้ง
ศึกษาการศึกษา cytotoxic function ของ NK cells ต่อ เซลล์ที่เป็นเป้าหมายของ NK cells ว่ามีความ
แตกต่างอย่างไรในกลุ่มของ NK cells ที่ได้จากหนูทดลองที่มี HPV16E2 expressing cells กับกลุ่มของหนู
ทดลองที่มี cells control นอกจากนั้นยังศึกษาการ secrete ของ IFN-gamma โดย NK cells เพ่ือดูว่า 
HPV16E2 มีบทบาทต่อการตอบสนองของ NK cells และในชิ้นเนื้อที่ได้จากบริเวณ inoculated site ใน
หนูทดลอง จะท าการศึกษาการ localization ของ immune cells โดยวิธี immunohistochemistry 

ความส าเร็จของงานวิจัยนี้จะได้องค์ความรู้ใหม่ ที่สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการพัฒนาวิธีการ
ป้องกันการเกิดมะเร็งปากมดลูก เช่น พัฒนาวิธี immunotherapy เพ่ือป้องกันและ/หรือก าจัดการติดเชื้อ 
HPV แบบยืดเยื้อ เป็นต้น 
 
วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

1. เพ่ือหาความสัมพันธ์ของ HPV16 E2 ต่อการแสดงออกของ cytokines ในตัวอย่างเนื้อเยื่อ
ปากมดลูกจากผู้ป่วยที่มีรอยโรคบริเวณปากมดลูกหรือมะเร็ง 

2. เพ่ือหาความสัมพันธ์ของ HPV16 E2 ต่อการแสดงออกของ host genes ในเซลล์ human 
primary keratinocyte  

3. เพ่ือศึกษาบทบาทของ HPV16 E2 ที่มีปฏิกิริยาต่อ host cell ที่เก่ียวข้องในระบบ innate 
immunity  

4. เพ่ือศึกษาปฏิสัมพันธ์ระหว่าง HPV16 E2 กับ immune microenvironment  
5. เพ่ือประเมิน NK activity ที่มีผลจาก HPV16 E2  

 
วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย ปีท่ี 1 

1. เพ่ือหาความสัมพันธ์ของ HPV16 E2 ต่อการแสดงออกของ cytokines ในตัวอย่างเนื้อเยื่อ
ปากมดลูกจากผู้ป่วยที่มีรอยโรคบริเวณปากมดลูกหรือมะเร็ง 

2. เพ่ือหาความสัมพันธ์ของ HPV16 E2 ต่อการแสดงออกของ host genes ในเซลล์ human 
primary keratinocyte  
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2. กำรทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง (Review literature) 
 

มะเร็งปากมดลูกยังคงเป็นปัญหาสาธารณสุขท่ีส าคญัของหลายประเทศท่ัวโลก เนื่องจากเป็นสาเหตกุารตายของ
สตรีทั่วโลกสูงถึง 274,000 รายตอ่ปี พบว่าอย่างน้อยร้อยละ 80 ของสตรีทีเ่สยีชีวิตจากมะเร็งปากมดลูกนั้นอยู่ในประเทศ
ก าลังพัฒนา โดยเฉพาะอยา่งยิ่งประเทศท่ียากจนในแถบเอเชียใต้ แอฟริกาแถบทะเลทรายซาฮารา และบางส่วนของละติน
อเมริกา [1] จากการศึกษาระบาดวิทยาของมะเร็งปากมดลูกในอินโดนีเซีย มาเลเซยี ฟิลิปปินส์ ไทย และเวียดนาม พบว่า
มะเร็งปากมดลูกจัดเป็นมะเร็งท่ีพบมากเป็นอันดับ 1 ในสตรไีทยและเวียดนาม อีกทั้งยังเป็นสาเหตุการตายของสตรเีป็น
อันดับ 1 ในเวียดนาม อันดับ 2 ในอินโดนีเซียและฟิลิปปินส์ อันดับ 3 ในไทย และอันดับ 4 ในมาเลเซียอีกด้วย [2] 
การศึกษาในประชากรเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้มี incidence ของมะเร็งปากมดลูก (age-standardized rate, ASR) ใน
อินโดนีเซียและมาเลเซียเท่ากับ 15.7 ต่อ 100,000 ในขณะที่พบค่า ASR สูงขึ้นใน ไทย (ASR = 19.8) เวียดนาม (ASR = 
20.2) และฟลิิปปินส ์(ASR = 20.9) ตามล าดับ ในไทยพบว่าอายุของสตรีที่สามารถตรวจพบมะเร็งปากมดลูกจะเริม่จาก 20 
ปีเป็นต้นไป และพบสูงสุดในสตรทีี่มีอายุ 45-50 ปี โดยส่วนใหญ่แล้วจะตรวจพบในระยะท้ายๆ ของการเกิดโรค โดยเป็น 
International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) stage II (ร้อยละ 5) และ stage III (31%) อีกทั้ง
ยังพบว่ามี overall 5-year survival ในเชียงใหม่ เป็นร้อยละ  68.2 และในขอนแก่นร้อยละ 54.5 [2]  

มะเร็งปากมดลูกสามารถป้องกันและรักษาให้หายได้ด้วยวีธีที่มีอยู่ในปัจจุบันหากตรวจพบเซลล์ผิดปกติตั้งแต่
ระยะแรกๆ   อย่างไรก็ตามในประเทศกำลังพัฒนารวมทั้งประเทศไทยจ านวนสตรีที่เข้าสู่ระบบตรวจคัดกรองมะเร็งปาก
มดลูกยังต่ า (ร้อยละ5) และถึงแม้จะได้รับการตรวจอย่างสม่ าเสมอก็ตาม สตรีจ านวนไม่น้อยก็ยังเป็นมะเร็งปากมดลูกระยะ
ลุกลามได้ ทั้งนี้เนื่องมาจากในปัจจุบันยังไม่มีการตรวจวิธีใดวิธีหนึ่งที่มีประสิทธิภาพสูงพอ หรือแม้แต่การใช้การตรวจ
มากกว่า 1 วิธีร่วมกันก็ไม่ได้ท าให้มีความไวและความจ าเพาะสูงเป็นที่น่าพอใจ   จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องพัฒนา
วิธีการตรวจหาความผิดปกติก่อนท่ีจะเป็นมะเร็งให้มีประสิทธิภาพสูง ในขณะเดียวกันต้องมีงานวิจัยพื้นฐานให้ได้มาซึ่งองค์
ความรู้ใหม่ๆ เกี่ยวกับกลไกการเกิด persistent การก่อมะเร็งปากมดลูก ปฏิกิริยาของโฮสต์ต่อปัจจัยก่อโรค เพื่อน าไปสู่
การวิจัยประยุกต์ที่ศึกษาหาวิธีการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกที่มีประสิทธิภาพสูง วิธีการป้องกันไม่ให้เกิดโรคมะเร็ง 
และวิธีการรักษาโรคมะเร็งในกรณีที่เกิดโรคขึ้นแล้ว 
Human papillomavirus: สำเหตุของมะเร็งปำกมดลูก 

จากการศึกษาพบว่าประมาณร้อยละ 99.7 ของมะเร็งปากมดลูกจะตรวจพบ DNA ของ human 
papillomavirus (HPV) อย่างน้อยที่สุด 1 type ของ high risk HPV [3] และประมาณร้อยละ 70 เป็น HPV16 และ 
HPV18 [3, 4]   ดังนั้นจึงเช่ือว่าสาเหตุหลักของมะเร็งปากมดลกูเกิดจากเช้ือ HPV ซึ่งเป็นเช้ือท่ีติดต่อทางเพศสัมพันธ์ โดยมี
ปัจจัยร่วมอื่นๆ ได้แก่ การสูบบุหรี่ การมีคู่นอนหลายคน การมีเพศสัมพันธ์ครั้งแรกเมื่ออายุน้อย การใช้ยาคุมก าเนิดเป็น
เวลานาน เป็นต้น 

HPV จัดอยู่ใน family Papillomaviridae เป็น non-envelope virus ที่มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 55 นาโน
เมตร มีจโีนมเป็นวงกลม สายคู่ (double stranded DNA) พันกันเป็นเกลียวซับซ้อน ขนาด 8000 คู่เบส แคปซิดมีการ
เรียงตัวแบบ icosahedral symmetry ประกอบด้วยแคปโซเมอร์ 72 หน่วย (รูปที่ 1) 

HPV มีการติดเชื้อเป็นแบบ species-specific แต่มีความสามารถสูงในการปรับเปลี่ยนไปตามการเปลี่ยนแปลง
ของเซลล ์ [5] HPV genome แบ่งเป็น ส่วนท่ีเรียกว่า non-coding upstream regulatory region (URR) หรือเรยีก 
long control region (LCR) มีขนาดประมาณ 1 kb ส่วนน้ีไม่ encode โปรตีนแต่จะมี cis-element ที่จ าเป็นใน viral 
replication และควบคุมการแสดงออกของจีน และส่วนท่ี encode โปรตีนแบ่งเป็น early region open reading 
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frames (ORFs) ส าหรบั encode E6, E7, E1, E2,E4 และ E5 ซึง่จ าเป็นในการ replication, transcription และการ
ประกอบเป็นอนุภาค และ  late region ส าหรับ encode 2 genes คือ L1 ซึ่งเป็น major capsid protein และ  L2 
เป็น minor capsid protein [6]  

 

 
รูปที ่1. ภาพถ่ายกล้องจุลทรรศนอ์ิเล็กตรอนของ HPV16 

(http://cals.arizona.edu/research/fane/honorswebpage.html) 
HPV มีมากกว่า 100 จีโนไทป์ สามารถแบ่งเป็น 2 กลุ่มใหญ่ตามลักษณะของเยื่อบุผิวท่ีไวรสัชอบติดเชือ้ 

(epitheliotropism) ได้แก่ skin หรือ cutaneous HPV type ซึง่ชอบติดเชื้อบริเวณผิวหนัง และ mucosal HPV type 
ซึ่งชอบติดเชื้อบริเวณเยื่อเมือกเช่น ปากมดลูก [7-9] ไวรัสกลุม่ mucosal HPV type แต่ละ type มีความสามารถในการ
ก่อมะเร็งปากมดลูกได้แตกต่างกัน จึงแบ่งกลุ่มย่อยได้อีกเป็น high risk (HR) HPV type ซึ่งมีความสามารถสูงในการก่อ
มะเร็ง และกลุ่ม low risk (LR) HPV type ซึ่งมีความสามารถในการก่อมะเร็งต่ ากว่า[10] นอกจากน้ีบางคนยังจัดบาง 
type เป็น intermediate type ไวรัสที่จดัเป็น LR-HPV type ไดแ้ก่ 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 life cycle และควำมสำมำรถในกำรก่อมะเร็ง 

HPV เข้าสู่เซลล์บริเวณเยื่อบุปากมดลูกที่ถลอกหรือฉีกขาด และเข้าไปติดเช้ือในเซลล์ basal ของเยื่อบุซึ่งเป็น
เซลล์ที่สามารถแบ่งตัวได้ ไวรัสที่เข้าในเซลล์จะเกิดกระบวนการ replication และ transcription ในนิวเคลียสท 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 าให้เกิดการ replication ของ viral genomeได้ โดยโปรตีน E1 ท าหน้าที่เป็นเอนไซม์ helicase 
ซึ่งมีหน้าที่แยก DNA สายคู่ให้เป็นสายเดี่ยว ส่วน E6 และ E7 ท าให้เซลล์ proliferation และโปรตีน E2 มีหน้าที่ในการ
ควบคุมการแสดงออกของ gene อื่นๆโดยไปจับที่ E2 binding site (E2BS) บน LCR  เมื่อเซลล์ basal ที่ติดเช้ือนี้แบ่งตัว 
และเคลื่อนตัวขึ้นสู่ suprabasal layer ของช้ันเยื่อบุเพือ่เกิดการ differentiation จะมีการเพิ่มจ านวนของ viral genome 
ตามการแบ่งตัวของเซลล์ และเมื่อเซลล์เคลื่อนขึ้นสู่ช้ันผิว จะมีการกระตุ้นให้มีการแสดงออกของ late gene ที่สร้างโปรตีน
แคปซิดมาหุ้ม genome ของเช้ือไวรัสรวมทั้งมีการสร้างโปรตีน E4 และ  E5 เกิดขึ้นในระยะนี้ ท าให้ได้อนุภาคไวรัสที่
สมบูรณ์เมื่อเซลล์เคลื่อนขึ้นสู่ช้ันผิวแล้ว ลักษณะการเพิ่มจ านวนของไวรัสเป็นแบบ non-lytic life cycle  ผลของ E6 และ 
E7 ท าให้ host cell สามารถสนับสนุนการเพิ่มจ านวนไวรัสได้ และจากการที่มีคุณสมบัติเป็น oncoproteins ถ้ามีปริมาณ
มากเกินจึงมีผลท าให้การควบคุมการแสดงออกของ host genes เปลี่ยนแปลงไป มี genetic instability เกิดขึ้น และยังมี
คุณสมบัติท 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 เป็นอิสระสามารถไปกระตุ้นการแสดงออก gene อื่นๆได้โปรตีนที่มีความจ าเป็นในการ replication ของเซลล์[14] 
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ขณะที่เซลล์ถูกกระตุ้นเข้า S phase เป็นภาวะผิดปกติ ตามปกติจะต้องถูกควบคุมด้วย p53 เพื่อให้เซลล์เกิด apoptosis 
แต่ในภาวะที่มี E6 จะลบล้างหน้าที่นี้ได้โดย E6 สามารถจับ E6AP และ p53 ท าให้เกิดการท าลาย p53 [15] ไม่เกิด 
apoptosis เป็นผลให้เซลล์ติดเชื้อไม่ differentiation แต่จะคงอยู่ในวงจรการเพิ่มจ านวนของไวรัส และเมื่อมีภาวะที่มีการ
แสดงออกของ oncogenes E6/E7 ที่มากเกินอย่างต่อเนื่องซึ่งมีคุณสมบัติท าให้ cell transformation เกิด clonal cell 
proliferation และ cell immortalization ต่อไป 
ควำมส ำคัญของกำรติดเชื้อ HPV แบบ persistent และกลไกกำรเกิดมะเร็งปำกมดลูก 

การติดเช้ิอ LR- และ HR-HPV ที่เซลล์เยื่อบุปากมดลูกบริเวณ transformation zone ก่อให้เกิดเซลล์ผิดปกติ 
(เรียก koilocyte atypia) สามารถตรวจพบได้โดยวิธี Pap test ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้ในการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูก ส่วน
ใหญ่ของผู้ติดเช้ือดังกล่าวจะสามารถก าจัดเช้ือและกลับคืนสู่ภาวะเซลล์ปกติ (spontaneous regression) เนื่องจากการ
ตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันโดยเฉพาะผู้ที่ยังมีอายุน้อยเช้ือจะหายไปหมดภายใน 2 ปี เป็นผลจากระบบภูมิคุ้มกันที่
เกิดขึ้น แต่มีบางกลุ่มโดยเฉพาะผู้ที่ติดเช้ือกลุ่ม HR-HPV และกลุ่มอายุสูงขึ้น (>35 ปี) อาจพบการติดเช้ืออยู่นาน เรียก การ
ติดเชื้อแบบยืดเยื้อ (persistent infection) [16] ซึ่งถือว่าเป็นจุดก าเนิดของมะเร็งปากมดลูกได้ถ้าเซลล์ติดเชื้อนี้เพิ่มจ านวน 
(clonal progression) และเปลี่ยนแปลงไปเป็น cervical intraepithelial neoplasia CIN3/true-precancer เมื่อมี
ปัจจัยอื่นๆส่งเสริมและยังเกี่ยวกับการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันร่วมด้วย ดังแสดงในรูปที่ 2 [17] 

การติดเช้ือ HPV แต่ละ type จะท าให้เกิด koilocyte atypia ได้ไม่แตกต่างกัน แต่ความส าคัญจะขึ้นกับ HPV 
type ที่มีผลต่อระยะเวลาในการเกิด persistent และ cervical lesion outcome เป็นส าคัญ โดยพบว่าชนิดของไวรัส 
HR-HPV group จะเป็นปัจจัยเสี่ยงในการเกิดโรคได้ในระดับต่างกัน จากการศึกษาโดยกลุ่มวิจัยนี้ในผู้หญิงภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือท่ีมีภาวะมะเร็งปากมดลูกพบค่าความเสี่ยงในการเกิดโรค(OR) ประมาณ 130.6 (ร้อยละ 95 CI 11.7–
1457.0) เมื่อมีการติดเช้ือในกลุ่ม HR-HPV  และมีรายงานว่า ค่า ORs ของการติดเช้ือ HPV 16, 18 and 16/18 กับการมี
ภาวะมะเร็งปากมดลูกคือ 12.3, 3.2 and 15.7 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่มีการติดเช้ือ  HPV [18] อย่างไรก็ตาม 
ปริมาณของไวรัส (viral load) อาจจะมีผลในการตรวจวินิจฉัยได้ เช่นใน ระยะที่มี low viral load จะไม่พบหลักฐานการ
เปลี่ยนแปลงของเซลล์แต่ในระยะที่มี high viral load จะมีผลที่แสดงให้เห็นการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ ภาวะดังกล่าวนี้จะ
อธิบายผลการตรวจพบ HPV DNA ในเซลล์ปกติได้ ซึ่งเซลล์ที่มี low viral load ดังกล่าวนี้มีอุบัติการณ์การของตรวจพบ
ภาวะของเซลล์ผิดปกติได้ (accumurate risk) ร้อยละ 25-40 ที่ 1-3 ปีหลังการตรวจพบ HPV DNA จึงเป็นอีกภาวะหนึ่ง
ของการเกิด persistent infection[18] 
 

 
รูปที่ 2 ขั้นตอนการเกิดมะเร็งปากมดลูก 

 
Persistent HPV infection หมายถึงการพบ HPV DNA ชนิดเดียวกันในการตรวจ 2 ครั้งหรือมากกวา่ [17, 19] 

และอาจจ าแนกตามระยะเวลาของการก าจัดโรค (clearance duration) [20-22] หรือ จ าแนกตามระยะเวลาที่มีการติด
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เชื้อ HPV [23, 24] โดยการให้ค าจ ากัดความของค าว่า persistent HPV infection นั้นข้ึนกับวิธีการตรวจวินิจฉัย, testing 
intervals และ HPV categorization-status for analysis (type-specific; non-type-specific HPV persistence) ที่
แตกต่างกัน 

จากผลการศึกษาในปัจจุบันพบว่า HPV persistent infection จะเป็นกลุ่มเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งปากมดลูก 
เนื่องจากผลของโปรตีน E6/E7 (oncoproteins) ที่ไวรัสสร้างขึ้นมาในระหว่างด ารงชีวิต (viral life cycle) และมีภาวะที่
สร้างขึ้นผิดปกติ จะท าให้เซลล์โฮสต์เกิดมี chromosome instability ขึ้น ซึ่งอาจเป็นปัจจัยส่งเสริมการแทรกตัวของ viral 
genome เข้าสู่ DNA ของโฮสต์ (viral integration) การติดเช้ือ HPV จึงอาจพบได้สองรูปแบบคือ episomal และ 
integrated form ซึ่งเป็นภาวะที่ไม่มี และมี การแทรก genome (viral integration) ของไวรัสเข้าในโฮสต์โครโมโซม
ตามล าดับ พบว่ากลุ่มที่มีการติดเช้ือ HPV ที่มีภาวะการติดเช้ือเป็น episomal form เป็นกลุ่มที่สามารถเกิด 
spontaneous regression ได้เป็นส่วนใหญ่ อาจจพบภาวะ mixed form (episomal and integrated form) ได้บ้างใน
การติดเช้ือ HPV  

จากรายงานการศึกษาพบว่า ในทุกรายที่เกิดมะเร็งจะมี HPV persistent infection ชนิดใดชนิดหนึ่งจากกลุ่ม 
HR-HPV จึงได้รับการยอมรับว่า กระบวนการติดเชื้อและการพัฒนาไปเป็นเซลล์ผดิปกติและเกดิโรคมะเร็ง มีอยู่ 4 ระยะดัง
รูปที่ 1 คือ 1) infection of metaplastic epithelium at the cervical transformation zone 2) viral persistence 
3) progression of persistently infected epithelium to cervical precancer และ 4) invasion through 
basement membrane เนื่องจากการเกิดภาวะ persistent infection พบได้นาน 1-10 ปี จึงเช่ือว่าการพัฒนาไปเป็น
มะเร็งจะเกิดขึ้นได้ในช่วงระยะเวลาดังกล่าวในกลุ่มทีม่ี precancer คือในช่วงอายุ 25-30 ปี โดยพบว่าหลังจากการติดเชือ้ 
HPV จะมีการเปลีย่นแปลงของเซลลผ์ิดปกติในระดับ CIN3 ในช่วงเวลา 7-15 ปี แต่ก็อาจจะพบเซลลผ์ิดปกติชนิด CIN2 
และ CIN 3 ได้รวดเร็วภายในระยะเวลาเป็นเดือนได้ [25]  

เมื่อเกิดภาวะเซลล์ผิดปกติในระยะ CIN3 หรือ precancer โอกาสที่จะหายไดเ้องจะน้อยลงพอๆกบัการที่เซลล์
ดังกล่าวจะเปลี่ยนแปลงไปเป็นมะเร็งได้ การที่จะท าให้เซลล์ตดิเช้ือมีภาวะ persistent infection และ การเปลี่ยนแปลง
เพื่อพัฒนาต่อไปเป็นเซลล์มะเร็งพบว่าต้องอาศัยปัจจัยร่วมมากมายซึ่งบางชนิดยังไม่สามารถอธิบายกระบวนการไดด้ังรูปที่ 
3 [26] 

 
 
รูปที่ 3 ปัจจัยร่วมที่เกี่ยวข้องกับการเกิดภาวะ persistent infection และมะเร็งปากมดลูก 
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กำรตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกนัต่อกำรติดเชื้อ HPV 
 การตอบสนองต่อการติดเชื้อเป็นการร่วมมือกันระหว่าง innate immunity ได้แก ่phagocytes และ soluble 
proteins (cytokines, chemokines, complement และ epithelial barriers) และ adaptive immunity ได้แก ่
antibody และ cytotoxic effector cells) โดย Innate immune system เป็นด่านแรกของการป้องกันการติดเชื้อ 
ลักษณะการตอบสนองจะเป็นแบบไม่จ าเพาะต่อ antigen (Ag) แต่จ าเพาะต่อรูปแบบของ Ag [27] เพื่อท าลายเชื้อโรค 
การตอบสนองของระบบ innate immune จะไม่มี memory แต่จะท าหน้าท่ีกระตุ้นระบบ adaptive immune ซึ่งจะมี
การตอบสนองอย่างจ าเพาะต่อ Ag รวมถึงการมี memory ต่อการติดเชื้อด้วย การตอบสนอง adaptive immunity มี 2 
ด้านด้วยกัน คือ Antibody-mediated humoral immunity จะท าลายไวรัสที่อยู่ในกระแสเลือดและป้องกันการตดิเช้ือ
ซ้ าได้ ในขณะที่อีกด้านคือ cell-mediated immunity นั้นมีความส าคญัต่อการก าจัดเซลล์ที่มีการติดเชื้อ โดย adaptive 
immunity ยังมีการสร้าง memory cells เพื่อให้สามารถตอบสนองต่อการติดเชื้อซ้ าได้อีกด้วย 
 Innate immunity จะถูกกระตุ้นจาก cell injury cell death และ inflammation ในระหว่างที่มีการติดเชื้อ
ทั้ง soluble และ cellular innate immune จะถูกเรยีกมายังบริเวณที่มีการติดเชื้อ โดย phagocyte ที่มายังบริเวณที่มี
การติดเชื้อจะถูกกระตุ้นให้มีการหลั่ง inflammatory cytokine และสารอื่นๆ เพื่อต่อต้านการตดิเช้ือ ซึ่งเซลล์ส าคัญคือ 
dendritic cell ซึ่งเป็น antigen-presenting cells (APC) ชนิดเดียวท่ีสามารถกระตุ้น naïve T lymphocyte ได้จะมี
บทบาทส าคัญในการกระตุ้น adaptive immunity ต่อไป 
 Innate immunity แสดงออกของ gene จาก germ line เพื่อตอบสนองต่อสิ่งที่เป็นอันตราย แต ่ adaptive 
immunity นั้นตรงกันข้ามคือ มีพื้นฐานเป็น T และ B lymphocyte receptors ซึ่งสร้างจาก somatic gene และเกิด
การ rearrangement ในระหว่างการพัฒนาการเจริญ  การตอบสนองของ innate immunity จะเกดิสัญญานที่บ่งบอกว่า
เป็น Ag ชนิดใดเพื่อให้เกิดการตอบสนองต่อไป เช่น receptor ที่สร้างจาก germ line ของ innate immunity จดจ า
ลักษณะพื้นฐานที่ conserve ของ pathogen ซึ่งเป็นส่วนของ microbial physiology และปัจจัยที่ส าคญัต่อการ
ด ารงชีวิต โดย Ag ที่ innate immunity จดจ าไดร้วมเรียกว่า pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) 
มีความคล้ายคลึงกันในแต่ละกลุ่มของ Ag ซึ่งจะถูกจดจ าโดย pattern recognition receptors (PRRs) เช่น Toll-like 
receptor ในระบบ innate immunity ซึ่งจะส่งผลให้เกดิการตอบสนองของภูมิคุ้มกัน รวมถงึกระตุ้น adaptive 
immunity อีกด้วย [28]  
 T lymphocytes เป็นส่วนประกอบของ adaptive immunity มีบทบาททัง้ใน cell-mediated และ 
humoral immunity การจดจ า Ag ของ T cell จะจดจ าในลักษณะ peptides สายสั้นๆ ที่จับอยู่กับ major 
histocompatibility complex (MHC) ซึ่งเป็น membrane-bound receptor บนผิวเซลล์ T cell แบ่งออกเป็น 2 ชนิด
ตามประเภทของ surface marker ได้แก่ CD4 และ CD8 โดย CD4+ T cells จะจับกับ Ag ที่ถูกน าเสนอผา่น MHC II 
ส่วน CD8+ T cells จะจับ Ag ที่ถูกน าเสนอผ่าน MHC I โดย MHC I จะท าหน้าท่ีน าเสนอ endogenous Ag หรือใน
บางครั้งอาจน าเสนอ intracellular synthesis จากการย่อยโปรตนีใน proteasome แล้ว peptides สายสั้นๆ นั้นจะถูก
น าเสนอที่ผิวเซลล์โดย MHC/peptide complex อีกด้านคือ MHC II จะน าเสนอ exogenous Ag ที่ได้รับจากภายนอก 
โดย APC จะกิน Ag เข้าไปอยู่ใน endosome จากนั้นจะผ่านกระบวนการ แล้วจับกับ MHC II แล้วน าเสนอที่ผิวเซลล์ การ
ปฏิสัมพันธ์ระหว่าง T cell และ APC นั้นมีความซับซ้อน เริ่มจาก naïve T cell ไปจับกับ MHC/peptide complex 
แล้วกระตุ้นให้ T cell activation และการแบ่งตัวของ effector T cells 
 ผลจากการกระตุ้น CD4+ T cell ท าให้มีการหลั่ง cytokine หลายชนิดซึ่งมีบทบาทในการช่วยและควบคุมเซลล์
ชนิดอื่น โดย CD4+ T cell สามารถแบ่งตามการหลั่ง cytokine ได ้2 ชนิด คือ Th1 และ Th2 cell 
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 Th2 cells หลั่ง IL-4 และ IL-10 (และ cytokine อื่นๆ) และส่งเสริมให้ B lymphocyte ที่ถูกกระตุ้นด้วย Ag 
เกิดการเปลี่ยนแปลงไปเป็น plasma cell และหลั่ง Antibodies (Ab) ซึ่งมีบทบาทส าคญัในการตอบสนองด้านสารน้ า 

 Th1 cells หลั่ง IFN-γ ซึ่งส่งเสริมการตอบสนองด้านเซลล์ macrophage natural killer cells (NK) และ 
CD8+ T cells 
 T cells ชนิดที่ 3 คือ regulatory T cells (Tregs) ซึ่งมี phenotype แบบ CD4+CD25+ จากมีการแสดงออก

ของ transcription factor Foxp3 และหลั่ง IL-10 และ TGF-β โดย T cell เซลล์ชนดินี้จะจดจ า self-Ag และท าหน้าที่
ในการป้องกัน autoimmune อย่างไรก็ตาม Treg ยังสามารถควบคุมการตอบสนองต่อ exogenous Ag และท าให้เกิด
การติดเชื้อไวรสัแบบเรื้อรังได้ [29]  
 APC นั้นจะแสดง receptor และหลั่ง cytokines ในบริเวณที่ตดิเช้ือ ซึ่งจะมีบทบาทในการเปลี่ยนแปลงของ T 
cells ว่าจะเปลีย่นไปเป็น Th2 Th1 หรือ Treg โดย APC จะต้องถูกกระตุ้นโดย receptor-ligends interaction ระหว่าง 
APC และ pathogens และจะหลั่ง cytokines ออกมากระตุ้นเซลล์อื่นๆ cytokines ที่หลั่งโดย APC กล่าวได้ว่าเป็น
ตัวเชื่อมระหว่าง innate กับ adaptive immunity ซึ่งจะมีปฏิสมัพันธ์กับ T cells และส่งเสริมการตอบสนองต่อการติด
เชื้อให้เหมาะสม 
 B cells พัฒนามาจาก bone marrow ในรูปของ naïve B cells ส่วน mature B cells จะไหลเวียนอยู่ใน
กระแสเลือด ต่อมน้ าเหลือง และ secondary lymphoid organ เพื่อตอบสนองต่อ Ag แต่ละ mature B cells จะมี B 
cell receptor (BCR) ที่ผิวเซลลแ์ตกต่างกันไป และมี immunoglobulin หรือ Ab ที่จ าเพาะกับ Ag เมื่อ naïve B cell 
ตรวจพบและกระตุ้นด้วย Ag แล้วจะท าให้เกิดการ proliferation และ differentiation ไปเป็น Ag-specific memory B 
cells และ effector plasma cells โดย plasma cells จะหลั่ง Ab ออกมาเป็นจ านวนมาก ซึ่งมคีวามจ าเพาะกบั Ag 
และเมื่อมีการติดเชื้ออีกครั้งการตอบสนองโดยการสรา้ง Ab จะเกดิขึ้นอย่างรวดเร็วและมีปรมิาณสูง รวมถึง Ab นั้นยงัมี 
binding affinity สูงต่อการจับกับ Ag อีกด้วย ซึ่งเป็นหลักการส าคญัของการพัฒนา prophylactic vaccine อีกทั้ง B cell 
ยังมีคุณสมบัติที่แตกต่างจาก T cells คือ B cells สามารถจดจ า Ag ในลักษณะ natural conformation แต่มีเพียง Ag 
บางชนิดเท่าน้ันท่ีสามารถกระตุ้น B cells ได้โดยตรง หลังจากท่ี Ag จับกับ BCR แล้วจะเกิดการกระตุ้น B cells จากนั้น
จะต้องมี Th2 มาช่วยในการเปลี่ยนแปลงของ B cells ไปเป็น plasma cells โดยอาศัยโครงสร้างของ receptor-ligand 
interactions และ cytokines ซึง่ T cells มีบทบาทส าคัญในการเกิด class switching เพื่อสรา้ง Ab หลากหลาย class 
และ isotype รวมถึงการพัฒนาการของ antigen-specific memory B cells [30, 31]  
 Papillomaviruses มีลักษณะการติดเชื้อแบบจ าเพาะต่อชนิดของสิ่งมีชิวิตและจ าเพาะต่อเนื้อเยื่อ โดย การตดิ
เชื้อและการสร้างอนุภาคไวรสัจะขึ้นกับการ differentiate ของ keratinocyte ไวรสัติดเชื้อครั้งแรกที ่basal epithelium 
ซึ่งเป็นเซลล์ที่มีการแบ่งตัวอยู่ จากนั้นไวรัสจะมีการแสดงออกของ viral protein และ เกิด assembly ใน upper layers 
ของ stratum spinosum และ granulosum ของ squamous epithelium [32-34] ช่วงเวลาของการติดเช้ือถึงการ
ปลดปล่อยอนุภาคไวรสัใช้เวลาประมาณ 3 สัปดาห์ ซึ่งตรงกับระยะเวลาที่เซลล์จากช้ัน basal cell เคลื่อนตัวและ
เปลี่ยนแปลงไปเป็น keratinocyte ที่ช้ันบนสุดของ epithelium ช่วงเวลาการตดิเช้ือน้ันอาจแตกต่างกันได้ตั้งแตเ่ป็นหลาย
สัปดาห์ถึงหลายเดือน เป็นการบ่งบอกว่าไวรัสนั้นไม่ถูกก าจดัโดยระบบภูมิคุ้มกัน และมีการหลบหลีกระบบภมูิคุ้มกัน ทั้งนี้
เนื่องจากการติดเชื้อ HPV นั้นไม่กอ่ให้เกิด cytolysis ในช่วงที่เกิดการ replication อีกทั้งการปลดปล่อยอนุภาคไวรสัยังอยู่
ที่ช้ันบนสุดของ epithelium ซึ่ง keratinocyte ตายและหลุดลอกออกไป รวมถึงอนุภาคไวรสัอยู่หา่งไกลจาก immune 
surveillance ท าให้การติดเชื้อ HPV ไม่ก่อให้เกดิ inflammation จากคุณสมบัติเบื้องต้นนี้ท าให้เกิดเป็น persistent 
infection ได้ [31] 
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กลไกกำรหลบหลกีระบบภมูิคุ้มกนั 
ระบบภมูิคุ้มกันของร่างกายประกอบด้วย innate immune system ซึ่งจะเป็นด่านตรวจจับไวรสั ก าจัด และ

กระตุ้น active immune system เพื่อมีหน้าท่ีสร้าง antibody และ cell mediated immune ที่จ าเพาะขึ้นเพื่อก าจดั 
free virus ป้องกันการติดเชื้อ และก าจดัเซลลต์ิดเชื้อ และกระตุ้น memory cells แต่เนื่องจากลักษณะการเพิ่มจ านวน
ของ HPVเป็นแบบ non-lytic life cycle (no cytolytic death) จะมีภาวะการอักเสบน้อยจึงเป็นกลไกหนึ่งที่ท าให้ HPV 
หลบหลีกระบบภูมิคุม้กันได ้

จากหลักฐานทางคลินิกพบว่า innate immunity จะมีบทบาทส าคญัต่อการควบคมุการติดเชื้อ HPV โดยพบว่า
ในผู้ที่มี transient HPV infection จะพบ antibody response และ cell mediated response น้อยหรือในระดับต่ า
เมื่อเทียบกับผู้ที่มีภาวะ persistent infection (32) แสดงให้เห็นว่า innate immune system มีประสิทธิภาพในการ
ก าจัดเช้ือไดเ้ร็วมากและเกิดปฎิกิรยิาได้ก่อนท่ีจะมีผลกระตุ้น specific immune response 

ในปัจจุบันพบว่า innate immunity มีองค์ประกอบหลายส่วนดังนี้คือ pattern of pathogen recognition 
(เช่น Toll-like receptor), innate effector mechanism (เช่น inflammation, chemotaxis and chemokines) จึง
เป็นหลักฐานท าให้เชื่อว่าเมื่อมีการเปลีย่นแปลงของส่วนประกอบดงักล่าวจะสมัพันธ์กับภาวะ persistent HPV infection 
ที่เกิดขึ้น กลุ่มการวิจัยนีม้ีความสนใจศึกษาเพื่อหากลไกของการติดเชื้อไวรสัที่สามารถหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกันในระบบ 
innate และเช่ือว่าเป็นปัจจัยที่ท าให้เกิด persistent HPV infection ที่ส าคัญ 

ภาวะ HPV persistent infection มีรายงานว่าส่วนหนึ่งเป็นผลจากการที่ไวรสัสามารถหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกัน
ของโฮสตไ์ด้ มหีลายวิธเีช่น [35]  

- จากภาวะที่เป็น non-lytic life cycle ท าให้เกิดความบกพร่องในการสร้างและ processing ของ Ag ให้กับ 
effector cells และ มผีลลดการกระตุ้น adaptive immune response  

- HPV มีการสรา้งโปรตีนที่เป็น non-secreted proteins ได้แก่ early proteins: E1, E2, E4, E5, E6 และ E7 
ในระดับต่ าและพบโปรตีนดังกล่าวในบริเวณนิวเคลียสของเซลล์ที่ติดเชื้อเป็นส่วนใหญ่ [36-38]  

- Early protein ของ HPV ที่สร้างขึ้นในระหว่างเซลล์ตดิเช้ือมีบทบาทในการท าให้เกิดการหลบหลีกระบบ
ภูมิคุ้มกันได้ เช่น  
# E5 protein สามารถขัดขวางการน าส่งของโมเลกุล MHC class I โดยการท าให้เกดิสภาวะเป็นเบสใน Golgi apparatus 
และ endosome มีผลลดการแสดงออกของ HLA-A และ HLA-B ที่ผิวเซลล์ซึ่งจะส่งผลต่อการน าเสนอ Ag ให้กับ 
cytotoxic T lymphocyte (CTL) [39]  
# E7 [40] และ E6 [41] proteins ลดการน าเสนอ HLA class I, proteasome subunits low molecular mass 
protein (LMP) 2 and 7 และ the transporters of antigenic peptides (TAP) 1 และ 2 ใน cervical carcinoma 
cell lines [41] และยังรบกวนการสรา้งและการท างานของ IFN type I [42]  
# E7 protein รบกวนไม่ให้เกิดการ transcriptionของ IFN-beta ด้วยการ recruitment histone deacetylase ไปยัง
บริเวณ promoter [43] การศึกษา in vivo ยังพบว่า HPV18 E7 ลดการ expression ของ IRF-1 target genes เช่น 
TAP-1, IFN-beta และ monocyte chemo-attractant protein-1 (MCP-1) โดยผา่นการยับยั้ง  trans-activation 

function ของ IRF-1 [44] E7 protein ยังสามารถยบัยั้ง NF-κB DNA binding activity และมผีลต่อ NF-κB-induced 
gene expression ได ้[45]  
# E6 protein สามารถจับกับ IRF-3 [46] ซึ่งท าให้เกิดการยับยั้ง trans-activation function ของ IRF-3 และมีผลยับยั้ง

การ transcription ของ IFN-β mRNA [47] E6 ยังสามารถจับกับ Tyk2 ขัดขวางการจับของ Tyk2 กับ cytoplasmic 
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portion ของ IFN-α receptor 1 และยับยั้งการ phosphorylation ของ Tyk2, STAT-1 และ STAT-2 ท าให้เกิดความ

บกพร่องของ Jak-STAT activation ซึ่งไปรบกวน IFN-α mediated signaling ได ้[48]  
ทั้ง HPV16 E6 และ E7 protein ยังสามารถยับยั้งการสร้าง cytokine และ chemokine ที่มีความส าคัญในการ 

recruitment ของ immune cell เช่น Langerhans cell (LC) ให้มายังบริเวณที่มีการติดเชื้อ เช่น การยับยั้งการสร้าง 

CCL20 ซึ่งเป็น chemokine สร้างจาก infected cell โดยผ่าน NF-κB pathway [49] การ recruitment ของ LC มายัง
บริเวณ lesion นั้นต้องใช้ทั้ง chemokine และ adhesion molecules ในสภาวะปกติพบว่า LC มีการแสดงออกของ 
adhesion molecules like E-cadherin [50], ICAM-1, VCAM-1 [51] และ LFA-3 [52] เป็นต้น แต่ไม่พบการแสดงออก
ของ adhesion หรือ co-stimulation molecule โดย epithelial LC ใน pre-malignant หรือ malignant cervical 
biopsy specimens [53]  
ควำมบกพร่องในหน้ำท่ีของเซลล์ในระบบ immunity 

ในสภาวะปกติแล้วเนื้อเยื่อปากมดลูกจะม ี DC และ LC อยู่ เมื่อเกดิสภาวะ inflammation แล้ว DC จะมีการ
แสดงออกของ MHC I และ II molecules co-stimulatory molecules CD80 และ CD86 และ chemokine receptor 
7 (CCR7) และหลั่ง IL-12 IL-12p70 ซึ่งท้ังหมดที่กล่าวมามีส่วนส าคัญในการ priming naïve CD4+ และ CD8+ T cells 
ที่ lymph node [54]  

ดังนั้น จึงกล่าวได้ว่า DC มีบทบาทในการจดจ า Ag และตอบสนองต่อการตดิเช้ือ HPV ในผู้ป่วยมะเรง็ปากมดลกู 
พบว่าเซลล์ที่ตายจากสภาวะปกตขิอง epithelium จะถูกกินโดย LC จากนั้นเซลล์นีจ้ะหลั่ง immunosuppressive 

cytokines ได้แก่ TGF-β IL-10 และ IL-13 [55-57] 

HPV E7 protein สามารถยับยัง้การท างานของ IFN-α โดยการยับยั้งการแสดงออกของ inducible target 
gene ของ interferon (IFN) regulatory factors (IRF)-1 ได้แก่ transporter for antigen presentation (TAP-1) IFN-

β monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) ซึ่งมีบทบาทส าคัญต่อ cellular immunity ท าให้ไมม่ีการ 
inflammation ในบริเวณที่ตดิเช้ือ [44] ซึ่งส่งผลใหไ้มม่ีการสร้าง inflammatory cytokines ด้วย โดยปรากฏการณ์ที่
เกิดขึ้นท าให้ไปยับยั้งการ maturation ของ DC ซึ่งส่งผลต่อการกระตุ้น cytotoxic lymphocyte (CTL) ท าให้ไมม่ี CTL 
มาก าจัดเซลล์ที่มีการติดเชื้อได้ นอกจากน้ันการติดเชื้อ HPV ยังยับยั้งการกระตุ้น LC อีกด้วย ท าให้เกิดการติดเชื้อแบบ 
persistent และ latent infections [58]   

ในผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูกพบว่ามีการลดลงหรือไม่พบว่าม ี LC ในบริเวณรอยโรคที่ผิวหนังและ mucous 
membrane นอกจากน้ัน ยังพบว่า epidermal LC และ dermal DC มีการเปลี่ยนแปลง morphology, การกระจายตัว 
และ immunophenotypes โดยการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นกับ DC นี้อาจเกิดเนื่องมาจากไวรสั อีกทั้งยังมีรายงานการไม่
พบ human leukocyte antigen DQ (HLA-DQ) และพบ HLA-DR น้อยใน keratinocyte ที่บริเวณรอยโรคด้วย [59]  
การเปลีย่นแปลงไปของ mucosal immunity ที่บริเวณปากมดลูกมีผลต่อการพัฒนาของระดับ CIN ในมะเร็งปากมดลดู 
ในรอยโรคระดับ CIN I ซึ่งอาจหายเองได้นั้นพบว่ามี CD4+ T cells มากในบริเวณ stroma และมี CD4/CD8 ratio สูงกว่า
เมื่อเปรยีบเทียบกับ progressive CIN I CIN 3 และ invasive carcinoma พบว่า CD8+ และ CD45RO+ cells นั้นอยู่
ไกลออกไปมากกว่า CD4+ cells ใน invasive cancer [60] การเกดิ regression ของ low-risk HPV-induced genital 
warts นั้นเกิดจาก CD4+ T cells ในบริเวณรอยโรค โดยการตอบสนองต่อ E6 และ E7 นั้นพบว่ามีความเกี่ยวข้องกับ IFN-

γ และ IL-5 ที่สร้างโดย CD4+ cells ในสตรีปกติ [61]  
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ในผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูกนั้น พบวา่มีการขาดหายไปของ HLA I ใน tumor cells อีกทั้งยังพบว่ามีการลดลงของ 
E6 และ E7 HPV specific T cell เมื่อไม่มีการตอบสนองของ T cell แล้วท าให้เกิดภาวะที่เหมาะสมต่อการหลบหลีก
ระบบภมูิคุ้มกันของไวรสัในบรเิวณรอยโรค [62]  

Chemokines และ chemokine recptore มีบทบาทส าคญัในการเรียก lymphocytes มายังบรเิวณที่ติดเชื้อ 
ซึ่ง CCR ที่ส าคญัได้แก ่ CCR7 ที่ท าหน้าท่ีในการเรียก T cells จาก peripheral tissue ไปยัง lymph node การ
แสดงออกของ CD45RA บน T cells เกี่ยวข้องกับการเป็น marker ของการ differentiation ที่สมบูรณ์ของ T cells และ
การเป็น effector memory cell [63]  

HPV16 E6 จะไปกระตุ้น CD8+T cells โดยเฉพาะในกลุ่ม suppopulation CD45RA+CCR7+ T cells ซึ่งเป็น 
tumor-infiltrating lymphocyte (TIL), peripheral blood lymphocyte (PBL) และ T cells ที่มาจาก lymph 
nodes ของผู้ป่วยมะเร็งปากมดลกู HPV antigen-reactive T cells ที่เป็น CD45RA+ CCR7+ นั้นเป็น T cells ที่สูญเสยี 
function ไป แม้ว่าจะมีการสร้าง IFN-g เพื่อตอบสนองต่อ HPV Ag ก็ตาม [63]  

จากการศึกษาหา T cells ที่อยู่บริเวณปากมดลูกและจาก lymph node พบว่ามี HPV16 หรอื HPV18-
specific E6 และ E7 CD4+ และ CD8+ T cells อยู่ อย่างไรก็ตามส่วนใหญ่ของ CD4+ T cell epitope จะถูกน าเสนอ
โดย HLA-DQ และ HLA-DP ซึ่งไม่มีการแสดงออกที่ผิวเซลล์ทีต่ิดเชือ้ [64]  
 NK cells และ CTL มีบทบาทส าคัญในการก าจัดเซลล์ที่มีการติดเชื้อไวรสัและเซลล์มะเร็ง โดยผ่านทางการ
กระตุ้น NKG2D receptor ส่งผลให้เกิดการ lysis ของเซลล์ที่จับกับ MHC class I-related chain A (MICA) proteins 
เมื่อเปรยีบเทียบชนิดของ lymphocytes ที่ได้จากเนื้อเยื่อของมะเร็งปากมดลูก ก็พบว่าจ านวนของ NK cell มีน้อยเมื่อ
เทียบกับสตรีปกติ [65] การมี MICA ในซีรัมเพิม่ขึ้นนั้นสามารถลดการท างานของ NK และ DC cells [66] โดยพบว่าใน
ผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูกและกลุ่ม precancerous lesion จะมีปรมิาณของ soluble MICA ในซีรัมสูงเมื่อเทียบกับสตรีปกติ
เช่นกัน การลดลงของ NKG2D-expressing NK และ T cells พบไดท้ั้งในกลุ่มของมะเร็งปากมดลูกและกลุ่ม CIN [67] การ
ที่ไม่มีการแสดงออกของ MHC I ร่วมกับ activating NK cell receptor ligands ท าให้ tumor cells มีความ 
susceptible ต่อการจับของ NK cells และท าให้ NK cells สามารถท าลายเซลล์ทีต่ิดเชื้อได้ [68, 69]  

อย่างไรก็ตามผลของการตดิเช้ือ HPV ต่อการกระตุ้นการเปลีย่นแปลงระดับ cytokines และ chemokines โดย
โปรตีนชนิดต่างๆของไวรสัในเซลลต์ิดเชื้อมีผลต่อการ recruitment ของ LC และ DC และกระตุ้นเซลล์ในระบบ adaptive 
ยังมีรายงานน้อย 
กำร recruitment ของ DC และ LC 
 เมื่อเกิดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกนั DC จะมีการเดินทางไปยัง secondary lymphoid organs (spleen และ 
lymph nodes) จึงเกิดเป็นค าถามว่าการเดินทางของ DC เกิดขึ้นได้อย่างไร แม้ว่า spleen นั้นเป็นอวัยวะที่มีการศึกษากัน
กว้างขวางในสัตว์ทดลอง แต่กลไกในการเดินทางของ precursor DC ไปยัง spleen ยังไม่สามารถระบุแน่ชัดได้ โดย 
spleen นั้นมีลักษณะทาง anatomy ที่เหมาะสมในการเป็นแหล่งของ DC [70] แต่กลับพบว่า DC precusure นั้นมักมา
จากกระแสเลือด แล้วเข้าไปยัง spleen ที่บริเวณ marginal zone เพื่อพัฒนาไปเป็น conventional immature DCs 
(CD8a- และ CD8a+ DC subpopulations) [71] DC ไมไ่ด้มาจาก monocytes ที่อยู่ใน spleen แต่มาจาก blood 
precursure อื่นๆ ที่ยากต่อการตรวจพบเพราะมีจ านวนน้อย แล้วจากนั้น เมื่อ DC precursure เข้าไปใน spleen แล้วก็
ยังไม่มรีายงานรายละเอียด โดยทราบเพียงว่า immature DC นั้นจะอยู่ในบริเวณ marginal zone ในระหว่างทีเ่กิดการ 
maturation/terminal activation แล้ว DC จะเคลื่อนที่จาก marginal zone ไปยัง T cell zone ของ splenic white 
pulp ซึ่งเกิดจากการ upregulate ของ CCR7 เพื่อตอบสนองต่อ CCR7 ligands (CCL19 และ CCL21) ที่อยู่บริเวณนัน้ 
[72-74] ในกรณีที่ไม่มี receptor-ligand interation จะพบ DC กระจายอยู่นอก white pulp หรือที่ marginal zone 
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[73, 74] การเคลื่อนที่ของเซลลม์ลีักษณะคล้ายกันในเซลล์แตล่ะชนิด โดยจะตอบสนองต่อ chemokine ที่ภายนอกในการ
เรียกให้เซลล์เคลื่อนตัวไป [75] มีการศึกษาเกี่ยวกับ intracellular pathway และ signaling molecule ที่อยู ่
downstream ของ CCR ใน DC [76] ก่อนถูกกระตุ้น conventional myeloid DC จะอยู่ที่ peripheral organs และมี
การแสดงออกของ CCR1, CCR2, CCR5, CCR6, CXCR1, CXCR2 และ CXCR4 ซึ่งการแสดงออกของ CCR บนผิวเซลล์
อาจแตกต่างกันในแต่ละ subset ของ DC เมื่อถูกกระตุ้นด้วย Ag จาก pathogen หรือ endogenous danger-
associated signaling molecules จะท าให้ DC เปลี่ยนแปลงไปมีคณุสมบัติเป็น migratory phenotype คือมีการ 
upregulate ของ CCR7 และมีการแสดงออกของ receptor ที่เกี่ยวข้องกับการ maturation ได้แก่ CD40, CD80, CD86 
และ MHC II และจากท่ีกล่าวมาพบว่า G protein-coupled receptor CCR7 นั้นมีบทบาทส าคัญในการเคลื่อนที่ของ DC 
ไปยัง lymphoid organ ซึ่งเป็นที่อยู่ของ T cells [77] แต่การแสดงออกของ CCR7 เพียงอย่างเดียวก็ไม่เพียงพอต่อการ
เคลื่อนที่ของ DC ไปยัง lymphoid organ จึงต้องมีปัจจัยอืน่ในการส่งเสริมการเคลื่อนที่ของ DC เมื่อเกิดการตอบสนองต่อ
การติดเชื้อด้วย [76] 
Signaling pathway ที่เกี่ยวกับกำร migration ของ DC 
 การเคลื่อนที่ของ DC จะเกิดการสง่สัญญาณผา่นทาง CCR7 และท าให้มีการควบคุมการเคลื่อนที่ (chemotaxis) 
โดย CCR7 จะมีหนา้ที่เป็น polyfunctional signal transduction โดยมี signaling pathway ที่ควบคุมการเคลื่อนที่ โดย 
chemokine ligand ที่จะมาจับกบั CCR7 ได้แก่ CCL19 และ CCL21 แล้วเกิดการกระตุ้น G protein-couple 
receptors ที่จับอยู่กับ CCR7 แลว้เกิดการส่งผ่าน intracellular signals โดย classical G protein-dependent 

mechanism จะเกี่ยวข้องกับ alpha (α) subunit และ heterotrimeric G protein ของ beta และ gamma dimer 

(βγ) [78, 79] โดย alpha subunite นั้นมี 4 families คือ Gαs, Gαq, Gαi และ Gα12 แต่ละ family ประกอบด้วย
สมาชิกที่แตกต่างกัน ท าให้เกิดความหลากหลายของ chemokine receptor-mediated signaling [80]  chemotaxis 

นั้นถูกควบคุมโดย Gαi subfamily ซึ่งประกอบด้วย Gα12, β และ γ ซึ่งการกระตุ้น Gαi นั้นจะเกดิจากการที่ GTP ไป

จับที่ Gα12 แล้วท าให้ปล่อย βγ ออกมา จากน้ันจึงเริ่มการส่งสญัญาณของ chemokine receptor signaling cascade 
[75] ดังรูปที่ 4 [81] 

 
รูปที่ 4 signaling pathway ของ chemokine receptor-mediated signaling [81] 
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 จากนั้น βγ ที่ปล่อยออกมาจะไปกระตุ้น PI3K ซึ่งจะควบคุมใน Akt pathway และมีบทบาทส าคัญในการ
ควบคุม chemotaxis ของ leukocytes เช่น DC เป็นต้น [82, 83] PI3K/Akt และ transcription factor nuclear 

factor κB (NF-κB) จะไปควบคมุ CCR7-independent DC survival ด้วย [84, 85] ใน model นี้ยังพบว่า βγ ที่มา

จาก Gαi ยังไป trigger signal transduction ผ่านทาง mitogen-activated protein kinase (MAPK) family 
member p38, ERK1/2 และ JNK ในขณะที่ Cdc42 และ Rac จะไปเกี่ยวข้องกับการเกดิ cytoskeletal 
rearrangement ท าให้เกิด cell motility [83, 84, 86]  
กำรศึกษำบทบำทของ chemokines ต่อกำรก ำจัดเซลล์มะเร็ง 

Organ-specific homing ของ leukocytes ถูกควบคุมโดย small cytokine-like soluble proteins เรียกว่า 
chemokines ภายใต้สภาวะ homeostatic และ inflammation [87] เมื่อไม่นานได้มีการพบ skin-associated 
chemokine CCL27/CTACK ซึ่งสร้างจาก epidermal keratinocytes และมีบทบาทในการ recruitment ของ skin-
homing CCR10 memory T cells ไปยัง cutaneous sites [88] นอกจากน้ัน CCL27 ยังสัมพันธก์ับการ recruitment 
ของ กลุ่มของ specific T cell ไปยัง skin ในระหว่าง immune surveillance [89, 90] อย่างไรก็ตามได้มีการศึกษา
พบว่า human skin tumors สามารถหลบหลีก  T cell-mediated antitumor immune responses ไดโ้ดย down-
regulate การ expression skin-specific homeostatic chemokine CCL27 ผ่านการกระตุ้น  epidermal growth 
factor receptor (EGFR) และ  Ras signaling pathways [91] 

Dendritic cells (DCs)  เป็น professional antigen-presenting cells ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการน าเสนอ 
antigens ให้กับ T cells ให้กลายเป็น activated-T cells โดย immature DCs มีความสามารถในการ uptake antigen 
และ processing  antigen สูง แต่มีความสามารถในการ priming T cells ต่ า ในทางตรงกันข้าม mature DCs จะ 
express HLA และ co-stimulating molecules ในระดับสูง จึงท าให้สามารถน าเสนอ antigens และกระตุ้น T cells ได ้
อีกหนึ่งคุณสมบตัิของการ maturation ของ DCs คือ การเพิ่มความสามารถในการ migrate ไปยงั lymphoid organ 
[92] โดยความสามารถในการเดนิทางไปยัง lymphoid organs ของ DCs นั้นจะขึ้นอยู่กับ chemokine-chemokine 
receptor และมี chemokines มากกว่า 20 ชนิดใน CCL family เช่น CCL19 และ CCL21 ที่มีผลต่อการ recruitment 
เฉพาะ mature DCs, monocytes และ lypmphocytes แต่ไมม่ีผลต่อการ recruitment ของ immature DCs ที่มา
จาก monocyte หรือ CD34+ precursors [93, 94]  

นอกจาก chemokines ที่กล่าวมาแล้วยังมีการศึกษาการแสดงออกของ macrophage migration inhibitory 
factor (MIF) ในมะเร็งหลายชนิด ซึ่ง MIF มีบทบาทส าคญัในการเป็น proinflammatory cytokine และส่งเสรมิการ
เจริญของเซลลม์ะเร็ง (review in [95]) โดยพบความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของ MIF กับ cox2 ซึ่งเมื่อ block 
cox2 expression แล้วการแสดงออกของ MIF จะลดลงด้วยในขณะที่การแสดงออกของ cox2 ซึ่งเป็น enzyme ที่มี
ความส าคญัในการสร้าง PGE2 นั้นจะสร้างเมื่อถูกกระตุ้นด้วย MIF ใน ectopic endometrial cells ผ่านทาง p38 
kinase [96] นอกจากน้ันมีการศกึษาการแสดงออกของ MIF ในมะเร็งเตา้นมพบว่ามีความเกี่ยวข้องกับ EGFR และ MEK 
pathway โดยพบว่าการกระตุ้น EGFR จะท าให้ MIF มีการแสดงออกเพิ่มขึ้น [97] และในมะเร็งปากมดลูกพบว่าระดับการ
แสดงออกของ MIF เพิ่มขึ้นเมื่อเซลล์กลายเป็นมะเร็ง [98] ซึ่งการแสดงออกของ MIF ที่สูงในเซลล์ที่เป็นมะเร็งนั้นอาจเป็น
กลไกหนึ่งที่ท าให้เกิดการหลบหลกีระบบภมูิคุ้มกัน และส่งเสริมการเป็นมะเร็งได้ อย่างไรก็ตามปัจจบุันไม่พบความสัมพันธ์
ระหว่างโปรตีนของ HPV ที่มีผลตอ่การเพิ่งการแสดงออกของ MIF ในเซลล์ทีม่ีการตดิเช้ือ HPV จึงต้องมีการศึกษาเพิ่มเติม
เพื่อให้ทราบกลไกของการหลบหลกีระบบภมูิคุ้มกันของไวรสัต่อไป 
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CCL27 และ TNF-alpha 
นอกจาก chemokines ที่กล่าวมาแล้ว ยังมี CCL27 ซึ่งเป็น  chemokine ที่เพิ่งค้นพบได้ไม่นาน โดย CCL27 

จะสร้างจาก keratinocytes ที่ถูกกระตุ้นด้วย TNF-alpha โดยผ่าน activity ของ transcription factor NF-κB มีหน้าที่
ในการ recruitment immune cell หลายชนิด ได้แก่ natural killer cells และ cutaneous-T lymphocytes มายัง
บริเวณที่มีการติดเช้ือ [99, 100] CCL27 นั้นจัดเป็น proinflammatory mediators ซึ่งมี CCR10 เป็น chemokine 
receptor [101]  นอกจากนี้ยังพบว่า CCL27 มีบทบาทในการ recruitment DCs ซึ่งเป็น professional antigen 
presenting cells  ซึ่ง CCR10 นั้นจะมีการ express  ระดับต่ าๆ ใน immature DCs แต่จะพบว่าการ expression จะ
เพิ่มขึ้นเมื่อถูกกระตุ้นด้วย LIGHT ซึ่งอยู่ในกลุ่ม TNF family ส่งผลให้เกิดการ migration ของ DCs มายังบริเวณที่เกิด
การติดเช้ือได้ [102]  

ได้มีการศึกษาใน cervical carcinoma พบว่าการแสดงออกของ TNF-alpha ลดลงสัมพันธ์กับภาวะความ
รุนแรงของโรค ซึ่งการแสดงออกของจีนที่ลดลงนี้ไม่สัมพันธ์กับการ inactivating mutations หรือ promoter 
methylation[103] ดังนั้นแนวทางการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง TNF-alpha down-regulation ใน cervical cancer 
ที่ส่งผลต่อการ expression ของ CCL27 และ HPV persistent infection จึงยังคงต้องศึกษาต่อไป 

จากข้อมูลดังกลา่วกลุ่มการศึกษานี้ได้สนใจในบทบาทของ HPV16E2 protein ซึ่งในปัจจุบันพบมีคุณสมบัติ
สามารถจับกับ promoter ของ transcriptional active cell รวมถึงความสามารถในการแย่งจับกับ promoter โดยการ
แทนท่ี cellular transcription factor ท าให้ suppress การ expression ของ host gene 
ควำมส ำคัญของ HPV E2 protein (E2 regulate host gene expressin, protein interaction) 

E2 protein เป็นโปรตีนที่มีการสร้างได้ในทุกช่วงของ HPV life cycle มีขนาด 300 amino acids ประกอบด้วย 
N-terminal transactivation domain (TAD) และ C-terminal dimerization DNA binding domain (DBD) คั่นกลาง
ด้วย proline-rich hinge region ในแต่ละส่วนมีหน้าที่ต่างกันโดย TAD จะท าปฎิกริยากับ viral protein E1 และ 
transcriptioansl factors protein ของโฮสต์เช่น Brd4, AP1 TFIIB เป็นต้น มีความส าคัญในการควบคุมการแสดงออก
ของ E6/E7 ส่วน DBD จะ form dimer และจับกับ DNA ที่ DNA binding site บน LCR ส่วน hing region จะเป็นส่วนท่ี
ท าให้เกิดภาวะเสถียรและน าโปรตีนเข้าในนิวเคลียส E2 จึงเป็น key regulator ของ viral DNA replication, viral gene 
expression, และ viral genome maintenance 

ความส าคญัของ E2 protein ต่อ viral replication ได้มีการศึกษาและทราบหน้าท่ีชัดเจนแล้วว่า E2 จะไปจับที ่
promoter-proximal sites และ recruite E1 มาทีต่ าแหน่ง original of replication (ori) ขณะที่ความส าคัญในการ
ควบคุม transcription ยังมีข้ออธิบายได้น้อย พบว่า E2-DBD สามารถจับท่ี E2-responsive elements ซึ่งเป็น specific 
palindromic sequences (ACCN6GGT) ที่บริเวณ LCR ของ viral genome ซึ่งมี 4 ต าแหน่ง [104] เมื่อ E2 protein ไป
จับที่ E2-responsive element จะเกิดการกระตุ้นหรือยับยั้งการเกิด gene transcription จาก viral early และ late 
promoters ขึ้นกับต าแหน่งในการจับ [105] จะสามารถควบคมุและส่งเสริมการ transcription การแสดงออกของ E6/E7 
ซึ่งกลไกดังกลา่วยังไม่ชัดเจน 

พบว่า E2 protein ของ papillomaviruses แต่ละ type จะมีโครงสร้างและหน้าที่เหมือนกัน  การศึกษาใน
ปัจจุบันพบว่า N-terminal TAD ของ E2 protein มีความส าคญัในการจับกับโปรตีนของไวรสัและของเซลลไ์ด้หลากหลาย
มากขึ้น การจับกับโปรตีนของไวรัสได้แก ่ E1, L2, E6, E7 และจับกับโปรตีนโฮสตเ์ช่น TBP, Sp1, p53, TFIIB, 
GPS2/AMF-1, MKlp2, CHlR1, Brd4, Brahma, NAP-1, p300/CBP และ p/CAF [106-114]  

ผลของ E2 protein ใน HPV-transformed cells พบการจับกันระหว่าง p53 (tumor suppressor protein) 
และ E2 จะมผีลต่อการเปลี่ยนแปลง viral replication และ transcriptional activity ของ E2 เช่นเดียวกับถ้า E2 จับกับ 
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topoisomerase II binding protein 1(TopBP1) จะส่งผลต่อการควบคุม replication และ transcription ได้ และ E2 
ยังสามารถกระตุ้น cell apoptosis ได้หลาย pathway มีรายงานว่า HPV18 E2 สามารถจับกับ Tax1BP1 และป้องกัน
การเกิด proteasome degradation ของ E2 protein ท าให้ E2 protein มี half-life ที่ยาวนานข้ึน [115]  

ผลของ E2 protein ในเซลล์ที่ติดเช้ือและเซลล์มะเร็ง พบว่าในนิวเคลียสของเซลล์ที่ติดเช้ือ HPV และกลายเป็น
มะเร็ง พบการ interaction ระหว่าง E2 protein กับ cellular proteins หลายชนิด เช่น cellular bromodomain 
protein Brd4 เพื่อท าหน้าที่ แบ่งแยก viral genome ไปตามการแบ่งเซลล์จับกับ chromatin และ promotor ของ 
active  gene ในนิวเคลียส [116] E2-DBD จับกับ E6 จะยับยั้งการย่อยสลาย PDZ protein แต่ไม่ยับยั้งการย่อยสลาย 
p53 โดย E2 มีผลขัดขวาง transformation activity ของ E6 ได้ [117] เช่นเดียวกับที่ E2 hing region จับกับ E7 จะมี
ผลเพิ่ม stability E7 แต่ลด transformation activity ของ E7 แสดงว่าถ้าไม่มี E2 จะท าให้มีการเกิดมะเร็งมากขึ้น [118] 
โดยเฉพาะผลของ E2 ที่สามารถกระตุ้นเซลล์ apoptosis เกิดขึ้นได้หลายทาง และการที่ E2 protein สามรถจับกับโฮสต์
โปรตีน Cdh1 และ Cdc20 อาจจะส่งผลให้ viral genome integration เกิดขึ้นซึ่งขบวนการดังกล่าวยังไม่สามารถอธิบาย
ได้ในปัจจุบัน [119] 

เมื่อไม่นานน้ีมีรายงานการควบคมุการแสดงออกของ cellular gene โดย HPV E2 protein เป็นครั้งแรก โดย

พบว่า HPV8  E2 protein สามารถ down-regulate β4-integrin expression ใน normal human keratinocytes 

โดยการ displacement AP-1 cellular transcriptional factor จาก β4-integrin promoter [120]  
นอกจากน้ียังมีรายงงานการค้นพบว่า E8^E2C ประกอบด้วย HPV31 E2 ส่วนปลาย c-terminal ที่เกิด 

alternative splicing ไปรวมกับสว่นของ E1 มีความสามารถในการจับกับ cellular chromodomain helicase DNA 
binding domain 6 (CHD6) protein แล้วท าให้เกิดการ repression ของ HPV E6/E7 promoter ได้ [121]  

จากความสามารถของ E2 protein ในการจับโปรตีนและ promoter ของ gene ดังท่ีกล่าวมาแล้ว จึงคาดว่า E2 
protein  อาจมีบทบาทส าคัญในการหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกันของไวรัสโดยการยับยั้งการแสดงออกของ gene ในกลุ่มที่
เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน ท าให้ไม่เกิดการก าจัดเซลล์ที่ติดเช้ือ และเป็นอีกปัจจัยหนึ่งท่ีท าให้เกิด persistent  infection 
ซึ่งเป็นจุดเริ่มต้นของการเกิดมะเร็งปากมดลูกได้ 

 
 

3. วิธีด ำเนินงำนวิจัย (Methods) 
 
3.1 ตัวอย่ำงในกำรศึกษำ 

Clinical specimens เป็น cervical fresh tissue biopsy ได้รับมาจากโรงพยาบาลศรีนครินทร์ 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น โดยแบ่งเป็น normal 10 cases, LSIL 30 cases, HSIL 30 cases และ SCC 10 
cases โดยส่วนหนึ่งของ clinical specimens ได้มาจากการศึกษาในโครงการวิจัยเรื่อง “ความส าคัญของ
การแทรกตัวของ Human papillomavirus DNA ในจีโนมของโฮสต์ และผลทางชีววิทยาที่เกิดขึ้น” ของ
นายอาคม  ไชยวงศ์คต ซึ่งได้รับการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์แล้ว 
3.2 กำรสกัด DNA และ RNA 

สกัด DNA/RNA จากตัวอย่างชิ้นเนื้อชนิด fresh tissue biopsy โดยใช้ AllPrep DNA/RNA mini 
kit ตามวิธีการดังนี้ Lyse และ homogenize biopsies ใน hightly denaturing guanidine-



17 
 

isothiocyanate-containing buffer ซ่ึงจะ inactivates DNases และ RNases น า cell lysate ใส่ใน 
AllPrep DNA spin column ซึ่งประกอบด้วย high-salt buffer เพ่ือแยก genomic DNA จากนั้นล้าง
และ elute DNA เพ่ือน าไปใช้ในการทดสอบหาการติดเชื้อ HPV  

หลังจากได้ DNA แล้วน าไปสกัด RNA แล้วเติม ethanol แล้วใส่ลงใน  RNeasy spin column 
เมื่อ total RNA จับที่ membrane จากนั้นล้างและ elute RNA เก็บ extracted DNA และ extracted 
RNA ไว้ที่ -80oC จนกว่าจะน ามาใช้เพ่ือตรวจการแสดงออกของ TNF-alpha และ MIF 
3.3 กำรตรวจหำกำรติดเชื้อ HPV ใน extracted DNA จำก clinical specimens 

ตรวจหา HPV DNA ด้วยวิธี PCR- based method โดยใช้  general GP5+/6+ primers[123] 
เพ่ือ amplify HPV DNA ซึ่ง reaction ประกอบด้วย   PCR buffer,  MgCl2, dNTP, GP5+ primer, 
GP6+ primer, Taq DNA polymerase, DW, Sample หรือ HeLa DNA เป็น positive control หรือ  
DW  เป็น negative control  ปริมาตรรวม 25 µl   โดยใช้ Condition ดังนี้ Pre- denature 94 ˚C 4  
นาที 1 รอบ, denature step 94 ˚C 1 นาที, annealing step 42 ˚C 1  นาที, extension 72 ˚C  0.30  
นาที  40 รอบ  และ complete extension 72 ˚C 4 นาที 1 รอบ และเก็บที่ 4˚C [124]  Run gel  2 % 
100 V 27 นาที  ขนาดของ PCR product คือ 150 bps    และตรวจหาการมีอยู่ของ human genomic 
DNA เพ่ือเป็น control ของการสกัด DNA จาก samples FFPE    ด้วยวิธี PCR based method โดยใช้ 
human B-globin gene consensus PCO4/GH2O primer ซึ่งปฏิกิริยาประกอบด้วย PCR 
buffer ,MgCl2, dNTP , PCO4 primer, GH2O primer, Taq DNA polymerase, DW และ sample  
ปริมาตรรวม 25 µl    โดยใช้ condition คือ  Pre-denature 95 ˚C 5  นาที 1 รอบ, denature step 95 
˚C 1 นาที, annealing step 55 ˚C 1  min, extension 72 ˚C  1  นาที  40 รอบ  และ complete 
extension 72 ˚C 10  นาที 1 รอบ และเก็บที่ 4˚C   Run gel  1.5 % 100 V 27 นาที   

น า DNA ของตัวอย่างที่ตรวจพบ HPV DNA มาตรวจ genotype โดยวิธี reverse line blot 
hybridization (RLBH)   โดยเตรียม membrane bio-dye C และเตรียม load probe ส าหรับ HPV 6, 
11,16, 18, 26, 31, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45b, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 61, 
66, 68, 70, 71  CP8106, 72, 73, 81 CP3804, 82 MM4, 82 IS39, 83 MM7, 84 MM8, CP 6108 ลง
ใน mini blotter จากนั้นเตรียม PCR product label biotin โดยน า samples  ที่ HPV positive โดยวิธี 
PCR มาท าการ typing    โดยท าการติดฉลาก PCR product ด้วย biotin โดยใช้  GP6+biotin primer 
เพ่ิมจ านวน HPV DNA ด้วยวิธี polymerase chain reaction (PCR) และใช้ PCR product  label 
biotin ของ plasmid HPV  เพ่ือเป็น positive control ในการท า RLBH ของ HPV แต่ละ type  จากนั้น 
dilute  PCR product label biotin ของ plasmid control ของ  RLBH เติม 2XSSPE 0.1%SDS,  ต้ม
ในน้ าเดือดและ แช่น้ าแข็งทันที  โหลด sample, positive, Negative PCR product, buffer (negative 
control  ของ RLBH), plasmid control (positive control  ของ RLBH)  บ่ม แล้วล้าง จากนั้น 
Detection of hybridization signal โดยใช้ enzyme SA-POD (SA-HRP) และ substrate  จากนั้น
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ประกบฟิล์ม  แล้วล้างฟิล์ม   ถ้าเกิดการ hybridize ของ PCR product label biotin กับ probe ของ 
HPV แต่ละ type     Streptavidin peroxidase จะสามารถจับกับ biotin และ peroxidase จะสามารถ
ย่อย hydrogen peroxide และ luminol ท าให้เกิด product และ producing light ซึ่งจะมองเห็นเป็น
จุดสี่เหลี่ยมสีด าบนฟิล์ม[125] 
3.4 กำรตรวจหำระดับกำรแสดงออกของ TNF-alpha และ MIF และกำรแสดงออกของ HPV16E2 
gene ใน extracted RNA จาก fresh tissue biopsy โดย relative quantitative real time PCR [100] 

น า total RNA ที่ได้จากการสกัดจากชิ้นเนื้อมาท า reverse transcriptase PCR (RT-PCR) เพ่ือให้
ได้ cDNA โดยใช้ SuperScriptTM First-Strand Synthesis System for RT-PCR ซึ่งใช้ oligo(dT) primer 

น า cDNA ที่ได้มาท า real-time PCR โดยใช้ SYBR® Green qPCR SuperMix Universal  เพ่ือ
หา MIF และ TNF alpha และการแสดงออกของ HPV16E2 gene โดยใช้ beta-actin RNA เป็น 
housekeeping gene 

Positive control ของ MIF ได้จากการสกัด RNA จาก SiHa cell line จากนั้นสกัด RNA โดยใช้ 
TRIZOL RNA isolation method และท า real time -PCR ท าการทดลองเพ่ือสร้าง standard curve 
เพ่ือตรวจหาปริมาณของการแสดงออกของ gene  MIF 

Positive control ของ TNF-alpha ได้จากการสกัด RNA จาก PBMC ทีถู่กกระตุ้นด้วย 
phytohemaglutinin (PHA) จากนั้นสกัด RNA โดยใช้ TRIZOL RNA isolation method และท า real 
time -PCR ท าการทดลองเพ่ือสร้าง standard curve เพ่ือตรวจหาปริมาณของการแสดงออกของ gene 
TNF-alpha 

Positive control ของ HPV16E2 gene ได้จากการสกัด RNA จาก CaSki cell lines (HPV16 
genome positive cell line) จากนั้นสกัด RNA โดยใช้ TRIZOL RNA isolation method และท า real 
time PCR ท าการทดลองเพ่ือสร้าง standard curve เพ่ือตรวจหาปริมาณของการแสดงออกของ 
HPV16E2 gene 
3.5 กำรเตรียม human primary keratinocyte และกำร transduction 

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ human primary keratinocyte ในอาหารเลี้ยงเซลล์ Cn-T  57 

(Clontech) จากนั้นท าการ transduction โดยการ infect เซลล์ด้วย adenovirus ที่มี GFP, GFP-

HPV16E2, GFP-HPV18E2, GFP-HPV18E2TAD, และ GFP-HPV18E2DBD ที่ MOI = 50 เป็นเวลา 48 

ชั่วโมง จากนั้นท าการเก็บเซลล์เพ่ือน าไปสกัด RNA และ โปรตีน เพ่ือการทดลองต่อไป 

โดย human primary keratinocyte ที่ใช้ในการทดลอง มี 3 ชนิด คือ neonatal keratinocyte 

ได้แก่ HPK และ adult keratinocyte คือ TB3 และ NUH49 

เซลล์ immortalized keratinocyte N-tert ได้เพาะเลี้ยงใน Keratinocyte serum-free media 

(KSFM) (Invitrogen) 
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เซลล์มะเร็งปากมดลูกที่มี genome ของ HPV18 HeLa ได้เพาะเลี้ยงใน DMEM 10% fetal 

bovine serum  

3.6 เตรียม RNA เพื่อกำรท ำ microarray 

 ท าการ transduction โดยการ infect adenoviruses เข้าสู่ HPK cells ที ่MOI = 50 เป็นเวลา 

48 ชั่วโมง และสังเกตการแสดงออกของ GFP โดย fluorescence microscope จากนั้นท าการเก็บเซลล์

โดยการขูดเซลล์ด้วย cell scraper และท าการสกัด RNA โดย RNeasy mini kit (QIAGEN) วัดความ

เข้มข้นและความบริสุทธิ์ของ RNA โดย Nanodrop spectrophotometer ND-100 

3.7 วิเครำะห์หำ RNA integrity number (RIN)  

 ท าการวิเคราะห์หา ค่า RIN ใน RNA ตัวอย่าง โดยใช้ Eukaryote Total RNA Nano 2.6 (Agilent 

Technology) โดยใช้ RNA ที่มีค่า RIN ตั้งแต่ 7-10 เพ่ือการท า microarray  

การท า microarray เริ่มโดยท าการเลเบล RNA จากตัวอย่างด้วย Illumina TotalPrep-96 RNA 

Amplification kit (Lot 1108030 – Aambion) จากนั้น cRNA ที่เลเบลแล้ว จ านวน 750 ng จะถูกน าไป 

hybridize กับ Human HT-12 v4.0 BeadChip และ incubate ที่ 58 oC เป็นเวลา 18 ชั่วโมง เมื่อครบ

ตามเวลา BeadChip ที่ถูก hybridize จะถูกน ามาล้างและย้อมตาม Illumina protocol และสแกนโดย 

iScan (Illumina)  

 

4. ผลกำรวิจัย (Results) 
 
4.1 กำรเตรียม DNA และ RNA จำก clinical specimens 

Clinical specimens เป็น cervical fresh tissue biopsy ที่เก็บจากผู้ป่วยจ านวน 74 รายที่มา
รับการตรวจที่โรงพยาบาลศรีนครินทร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น โดยแบ่งเป็น normal 18 ราย, LSIL 49 ราย 
และ HSIL-CA 7 ราย  

จากการวิเคราะห์ข้อมูลผู้ป่วยทั้ง 74 ราย พบว่ามีอายุเฉลี่ย 41 ปี โดยเมื่อจ าแนกในกลุ่ม normal, 
LSIL, และ HSIL-CA มีอายุเฉลี่ย 41, 39, และ 45 ปี ตามล าดับดังแสดงในตารางที่ 1 

น าตัวอย่าง cervical fresh tissue biopsy มาท าการสกัด DNA และ RNA โดย DNA ใช้ส าหรับ
การตรวจ HPV DNA และ HPV genotype ส่วน RNA ใช้ส าหรับตรวจหาการแสดงออกของจีนที่สนใจ โดย
ตรวจหาระดับการแสดงออกของ TNF-alpha,  MIF และ HPV16E2 gene โดยวิธ ีrelative quantitative 
real time PCR 
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   ตำรำงท่ี 1 อายุเฉลี่ยของผู้ป่วยจ าแนกตามรอยโรค 

ระดับรอยโรค อำยุเฉลี่ย (ปี) จ ำนวน 
Normal  41 18 

LSIL 39 49 

HSIL-CA 45 7 
Total 41 74 

 
4.2 กำรตรวจ HPV DNA และ HPV genotype 

การตรวจ HPV DNA และ HPV genotype ใช้วิธ ีPCR และ reverse line blot hybridization 
ตามล าดับ เมื่อได้ผล HPV genotype ตัวอย่างที่ตรวจพบ HPV16 มีทั้งหมด 49 ราย จัดกลุ่มตามระดับ
ความรุนแรงของรอยโรคเป็น กลุ่ม normal, LSIL และ HSIL-CA ที่มี HPV16 positive จ านวน 11, 31 
และ 7 รายตามล าดับ และ HPV16 negative ในกลุ่ม normal และ LSIL มี 7 และ 18 ราย ตามล าดับ ดัง
แสดงในตารางที่ 2 
 
  ตำรำงท่ี 2 การจ าแนกกลุ่มผู้ป่วยตามรอยโรคและการตรวจพบ HPV16  
 

ระดับรอยโรค HPV16 positive HPV16 negative Total 
Normal  11 7 18 

LSIL 31 18 49 

HSIL-CA 7 0 7 
 
4.3 กำรตรวจระดับกำรแสดงออกของ MIF, TNF alpha และ HPV16 E2 gene 

4.3.1 HPV16 E2 gene expression 
การแสดงออกของ HPV16 E2 gene ในตัวอย่างผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อ HPV16 แสดงในรูปที่ 1 

พบว่ามีการแสดงออกของจีนระดับสูงในกลุ่ม LSIL ซึ่งเป็นระยะแรกของการติดเชื้อ HPV จึงเป็นการยืนยัน
การแสดงออกของ HPV16 E2 ซึ่งเป็น early gene ของ HPV 

4.3.2 MIF gene expression 
การตรวจวัดระดับการแสดงออกของ MIF gene ในตัวอย่างผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อ HPV16 ได้ใช้

จ านวนตัวอย่าง LSIL, HSIL และ SCC เพ่ิมขึ้นคือ 83, 37 และ 32 รายตามล าดับ และใช้ pooled cDNA 
ของ No-SIL case เป็น calibrator 

ผลการทดลองพบว่าการแสดงออกของ MIF ใน LSIL, HSIL และ SCC มีการแสดงออกสูงขึ้นเมื่อ
เทียบกับ No-SIL cases (รูปที่ 2) 
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รูปที่ 1 การแสดงออกของ HPV16 E2 gene ในแต่ละรอยโรคที่มี HPV positive 

 

 
 

รูปที่ 2 การแสดงออกของจีน MIF ใน clinical specimens ชนิด LSIL, HSIL และ SCC   
 

เมือ่เปรียบเทียบการแสดงออกของ MIF ใน HPV positive และ HPV negative cases พบว่าใน 
No-SIL HPV positive มีการแสดงออกของ MIF gene สูงกว่า No-SIL HPV negative ประมาณ 2 เท่า 
(รูปที ่3A) และพบว่าใน LSIL HPV positive การแสดงออกของ MIF ก็สูงกว่า LSIL HPV negative อย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ (รูปที่ 3B) 
 

 
 

รูปที่ 3 การแสดงออกของจีน MIF ใน clinical specimens 

A B 
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4.3.3 TNF-alpha gene expression 
ผลการศึกษาการแสดงออกของ TNF-alpha ใน clinical specimens พบว่าไม่เป็นไปตามระดับ

ความรุนแรงของโรค และการแสดงออกของ TNF-alpha ใน LSIL cases พบว่าใน HPV positive cases 
นั้น TNF-alpha มีการแสดงออกของ gene แบบ up-regulate เมื่อเทียบกับ HPV negative cases อย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ (รูปที่ 4) 
 

 
 

รูปที่ 4 การแสดงออกของ TNF-alpha ใน clinical specimens 
 

4.4 กำรเพำะเลี้ยง human primary keratinocyte และกำรน ำ HPV16E2 เข้ำสู่เซลล์ human 
primary keratinocyte โดยใช้ recombinant adenovirus-HPV16E2 ที่มี GFP gene 

จากการศึกษาใน clinical specimen ท าให้ทราบว่า HPV16 E2 น่าจะมคีวามสัมพันธ์กับการ
แสดงออกของ MIF และ TNF alpha จึงท าการศึกษาต่อในเซลล์เพาะเลี้ยงที่ถูก transduced ให้มีการ
แสดงออกของ HPV16 E2 โดยการ transduction เซลล์เพาะเลี้ยง human primary keratinocytes 
(HPK) ด้วย recombinant adenovirus-HPV16 E2 ซึ่งมีจีน green fluorescence protein (GFP) 
ส าหรับตรวจสอบว่ามี recombinant adenovirus-HPV16 E2 อยู่ภายในเซลล์ 

  จากการ transduction ด้วย recombinant adenovirus, adenovirus-HPV16 E2, 
adenovirus-HPV18 E2, adenovirus-HPV18 E2-TAD และ adenovirus-HPV18 E2-DBD พบว่าระดับ
การแสดงออกของ GFP นั้นมีความใกล้เคียงกัน ยกเว้น adenovirus-HPV16E2 มีการแสดงออกของ GFP 
น้อยกว่า (รูปที่ 5) 

การพิสูจน์ว่ามีเซลล์ที่มี recombinant adenovirus-HPV16 E2 อยู่ภายในเซลล์นั้นมีการ
แสดงออกของโปรตีน HPV E2 จริง ได้สกัดโปรตีนจากเซลล์ดังกล่าวมาตรวจสอบโดยวิธี western blot ดัง
แสดงในรูปที่ 6 พบว่า adenovirus-HPV16E2 มีการแสดงออกของ E2 น้อยกว่า เช่นเดียวกับ GFP ในรูปที่ 
5 แสดงว่าอาจจะมีปริมาณของ adenovirus ที่เข้าไปภายในเซลล์น้อยกว่าชนิดอ่ืนๆ ซึ่งอาจเป็นผลจาก
ปริมาณ adenovirus  ที่ใช้ในการทดลองมีน้อยตั้งแต่ต้น 

* 
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รูปที่ 5  HPK cells infected with recombinant adenovirus  

 

 
 

 
รูปที่ 6 ผล western blotting ของ HPV E2 ใน HPK 

อย่างไรก็ตามเมื่อสกัด RNA เพ่ือตรวจดูการแสดงออกของ mRNA โดยการท า real time PCR 
เมื่อท าการวิเคราะห์ระดับของ mRNA พบว่าค่า CT value มีความใกล้เคียงกัน (รูปที่ 7) จึงได้ท าการศึกษา
ต่อไป  
 

 
รูปที่ 7 ผลการแสดงออกของ GFP ซึ่งสัมพันธ์กับการแสดงออกของ HPV E2 ในรูปแบบต่างๆ ใน HPK 
 
4.5 กำรประเมินกำรท ำงำนของ HPV E2 ที่ transduction สู่ HeLa cells 
 จากการศึกษาหน้าที่ของ HPV E2 ว่ายังคงมีการท างานในการ suppress การแสดงออกของ HPV 
E6E7 หรือไม่ใน HeLa cells พบว่า HPV16E2, 18E2 และ 18E2DBD มีผลในการ suppress การ
แสดงออกของ HPV18 E6E7 ในขณะที่ HPV18E2TAD ไม่มีผล (รูปที่ 8) จึงสรุปได้ว่าการ transduction 
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HPV E2 ในรุปแบบต่างๆ นั้น HPV E2 ยังคงสามารถท าหน้าที่ได้อยู่ จึงได้น า condition การ 
transduction ไปใช้ต่อไป 
 

 
รูปที่ 8 การแสดงออกของจีน HPV18 E6E7 ใน HeLa cells ที่มี HPV E2  

 
4.6 Microarray  analysis 
 น า RNA ที่สกัดได้จาก HPK ในการทดลองมาตรวจสอบคุณภาพได้ผลดังแสดงในตารางที่ 2 

จากการวิเคราะห์คุณภาพและปริมาณของ RNA ก่อนท า microarray พบว่า RNA ที่ได้นั้นมี
คุณภาพที่ดี โดย RIN score ที่เหมาะสมต่อการท า microarray คือ 7-10 จึงได้ท า microarray ต่อไป 
 
ตำรำงท่ี 2  ผลการวิเคราะห์ค่า RNA integrity number (RIN score) 

Sample ng/ul 260/280 260/230 RIN score 
HPK GFP 1 607.08 2.12 2.21 9.80 

HPK GFP 2 586.72 2.10 2.21 10.00 
HPK GFP 3 454.71 2.06 1.36 10.00 

HPK GFP 4 562.07 2.12 2.19 9.70 

HPK 16E2 1 400.02 2.05 2.15 9.50 
HPK 16E2 2 585.03 2.10 2.19 9.40 

HPK 16E2 3 418.77 2.08 1.21 10.00 

HPK 16E2 4 382.06 2.06 2.15 9.50 
HPK 18E2 1 389.90 2.06 1.83 9.60 

HPK 18E2 2 412.33 2.06 2.07 10.00 

HPK 18E2 3 386.50 2.07 1.75 10.00 
HPK 18E2 4 460.72 2.06 1.99 9.80 
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รูปที่ 9 ตัวอย่างของ Electropherogram ในการวิเคราะห์หาค่า RIN score 

 
ผลกำรวิเครำะห์ microarray 
เมื่อท าการวิเคราะห์ผล microarray ใน HPV16E2 เปรียบเทียบกับ GFP control โดยใช้ค่า cut-

off คือ ±1.5 แสดงเป็นแผนภูมิ one-directional hierarchical clustering พบว่ามจีีนทั้งหมด 779 จีนที่
มีการเปลี่ยนแปลงในเซลล์ HPK ที่มี HPV16E2 โดยได้ท าการแบ่งออกเป็น 7 cluster ดังแสดงในรูปที่ 10 
โดยใน cluster ที่ 1-4 เป็นจีนในกลุ่ม up-regulated genes และใน cluster ที่ 5-7 เป็นจีนในกลุ่ม 
down-regulated genes จากนั้นได้ท าการวิเคราะห์ gene ontology เพ่ือดูหน้าที่ของจีนและได้ท าการ
คัดเลือกจีนในกลุ่มที่เก่ียวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย ดังแสดงในรูปที่ 11 



26 
 

 
 

รูปที่ 10  Profile plot ของแต่ละ cluster ที่ได้จากแผนภูมิ one-directional hierarchical  
 clustering 

 

 
รุปที่ 11 แผนภูมิแสดง up-regulated genes และ down-regulated genes ใน HPV16E2 vs GFP 
control  
 

เมื่อน าผลการทดลองที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วย gene ontology พบว่ามี 21 up-regulated และ 71 
down-regulated genes ที่เป็นจีนในกลุ่ม immune response associated genes  
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5. อภิปรำยผล/วิจำรณ์ (Discussion/Comment) 
 

การแสดงออกของ MIF ใน Clinical specimens มีการแสดงออกสูงขึ้นเมื่อเทียบกับ No-SIL 
cases ซึ่งการแสดงออกของ MIF จะเพ่ิมข้ึนตามระดับความรุนแรงของโรค 

การแสดงออกของ MIF ใน No-SIL cases พบว่าใน No-SIL HPV positive มีการแสดงออกของ 
MIF gene สูงกว่า No-SIL HPV negative ประมาณ 2 เท่า และพบว่าใน LSIL HPV positive การ
แสดงออกของ MIF ก็สูงกว่า LSIL HPV negative อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

การแสดงออกของ TNF-alpha ใน clinical specimens พบว่าไม่เป็นไปตามระดับความรุนแรง
ของโรค และการแสดงออกของ TNF-alpha ใน LSIL cases พบว่าใน HPV positive cases นั้น TNF-
alpha มีการแสดงออกของ gene แบบ up-regulate เมื่อเทียบกับ HPV negative cases อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ 
 ผลจาก microarray พบว่า HPV16E2 มีผลในการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของจีนใน 
keratinocyte cell โดยพบ 779 จีนที่มีการเปลี่ยนแปลง และพบว่ามีจีนที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน
จ านวน 92 จีน  
 
 

6. สรุปผลกำรวิจัย/ข้อเสนอแนะ (Conclusion/Suggestion) 
 

ผลการวิจัยเป็นไปตามวัตถุประสงค์ทีต่ั้งไว้ และได้ผลการแสดงออกของจีนโดยวิธี microarray ซ่ึง
สามารถน ามาวิเคราะห์เพ่ือเป็นแนวทางในการศึกษาหน้าที่ของ HPV E2 ต่อ host cell ได้หลากหลาย
แนวทาง ซึ่งสามารถน าไปสู่การด าเนินการวิจัยต่อในปีที่ 2 ที่ 3 นอกจากนั้นผลการวิจัยนี้ยังน าไปสู่การ
ค้นพบกลไกใหม่ของ HPV16 E2 ต่อการหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายอีกด้วย 
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