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 มะเร็งปากมดลูกเปนปญหาสาธารณสุขที่สําคัญของประเทศไทย นับเปนมะเร็งที่พบ

มากที่สุดเปนอันดับหนึ่ง ในหญิงไทย ดวยสถติิของผูเสยีชีวติเฉลี่ยสูงถงึ 7 คนตอวัน สาเหตุของ

การเกิดมะเร็งปากมดลูก เกิดจากการติดเชื้อ Human papillomavirus (HPV) โดยเพศสัมพันธ 

รวมถึงปจจัยอื่น เชน การมีคูนอนหลายคน การมีเพศสัมพันธเมื่ออายุนอย หรือการตั้งครรภ

เมื่ออายุนอย เปนตน ปจจุบันการตรวจหาและรักษาความผิดปกติในระยะเริ่มแรกของการเกิด

มะเร็งปากมดลูก ไดแก การตรวจทางเซลลวิทยาของปากมดลูก (Pap smear) การตรวจหาเชื้อ 

HPV สายพันธุกอมะเร็ง (HPV DNA test) แตยังมีขอจํากัดของการตรวจวินิจฉัยโรคดวยวิธี

เหลานี้เนื่องจากมีราคาที่แพงมาก และตองอาศัยนักเซลลวิทยาที่มีความชํานาญในการตรวจ

วเิคราะหความเปลี่ยนแปลงของเซลล ทําใหคนทั่วไปไมสามารถเขาถงึการตรวจดวยวธินีี้ 

งานวิจัยนี้จึงมุงเนนที่จะศึกษาหาตัวบงชี้มะเร็งปากมดลูกชนิด Adenocarcinoma,  

Squamous cell carcinoma, Papilloma และ Carcinoma ของผูปวยมะเร็งปากมดลูก โดยใช

เทคนิคทางการแสดงออกของยีน (gene expression) และการพิสูจนเอกลักษณ (identification) 

ได ซึ่งจะนําไปสูการประยุกตใชตัวบงช้ีดังกลาวในการวินิจฉัยมะเร็งระยะเริ่มตนและเปน

แนวทางในการรักษาโรคตอไป 
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ชื่อโครงการ แบบแผนการแสดงออกของยนี เพื่อใชเปนตัวบงช้ีโรคมะเร็งปากมดลูก 

ผูเขยีนรายงาน   ดร.ไพฑูรย  อบเชย 

 

 มะเร็งปากมดลูกเปนมะเร็งที่พบไดบอยและพบมากเปนอันดับสองในผูหญงิทั่วโลก ซึ่ง

ประมาณ 80% อยูในประเทศที่กําลังพัฒนา สาเหตุหลักเกิดจากการติดเช้ือฮิวแมนแปปโลมา

ไวรัสชนิดกลุมเสี่ยงสูง อยางไรก็ตาม การวินิจฉัยโรคที่รวดเร็วและพัฒนาวิธีการรักษาที่มี

ประสทิธภิาพยิ่งข้ึน จะชวยลดอุบัติการณและอัตราการเสียชีวติของผูปวย มะเร็งปากมดลูก จะ

แบงออกเปน 4 ชนิด ตามพยาธิวิทยาของรอยโรค ไดแก Adenocarcinoma, Squamous cell 

carcinoma, Papilloma และ Carcinoma การศึกษานี้มีวัตถุประสงคในการหายีนที่แสดงแตก

แตกตางกันในเซลลมะเรง็เชื้อสายทัง้ 4 ชนดิ เทยีบกับเซลลปกตโิดยใชเทคนคิ qPCR 

 ผลการศึกษา จากการคัดเลือกยีนจํานวน 61 ยีนจากขอมูล public DNA microarray 

และตรวจสอบการแสดงออกของยนีที่บงช้ีเฉพาะที่มี GAPDH เปน housekeeping gene ในเซลล

เชื้อสายมะเร็งปากมดลูกแตละชนิด (HeLa, SiHa, C-4 I และ SW756) โดยใชเทคนิค qPCR พบ

ยนี VAV2 มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นในเซลลเชื้อสายมะเร็ง Adenocarcinoma (HeLa), Squamous 

cell carcinoma (SiHa) และ Carcinoma (SW756) และในเซลลเช้ือสายมะเร็ง Papilloma (C-4 I) 

พบการแสดงออกเพิ่มข้ึนของยนี RCC1 และจากผลของการแสดงออกของยีนที่เพิ่มข้ึน แสดงให

เห็นวายีน VAV2 นาจะเปนตัวบงชี้เฉพาะสําหรับมะเร็งปากมดลูกชนิด Adenocarcinoma, 

Squamous cell carcinoma และ Carcinoma และยีน RCC1 นาจะเปนตัวบงช้ีของมะเร็งปาก

มดลูกชนิด Papilloma ตามลําดับ จากผลการศึกษาวิจัยดังกลาว แสดงวาตัวบงช้ีทางชีวภาพ 

อาจจะนําไปใชประโยชนในการคัดกรอง และการตรวจวนิจิฉัยโรคมะเร็งปากมดลูกตอไป 
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Abstract 

 

Title Gene Expression Profilling for Disease Diagnosis in Cervical 

Cancer 

Report by Dr. Paitoon  Aobchey 

 

 Cervical cancer is the most common cancer in women worldwide, with developing 

countries accounting for 80% of the disease burden. Infection with a high-risk group of 

human papilloma viruses (HPVs) is caused mainly by carcinogenesis of cervical cancer. 

Although, active diagnosis has been improved treatment efficacy in reducing the incidence 

and mortality rate. Cervical cancer is generally classified into four histopathological 

subtypes; Adenocarcinoma, Squamous cell carcinoma, Papilloma and Carcinoma. In this 

study, the gene expression profiles of these four subtypes in cervical cancer cell lines were 

compared to normal cervical tissue using quantitative real-time PCR (qPCR).  

 Sixty one genes from public DNA microarray data were selected. The expression 

of 30 candidate genes were quantified including a housekeeping gene, GAPDH with qPCR 

using HeLa, SiHa, C-4 I and SW756 showing a more than 1.5-fold difference in their 

expression. VAV2 gene was found to overexpress in Adenocarcinoma (HeLa), Squamous 

cell carcinoma (SiHa) and Carcinoma (SW756) and RCC1 gene was overexpressed in 

Papilloma (C-4 I) of cervical cell lines. Based on their upregulation, VAV2 gene was 

identified as candidate markers for Adenocarcinoma, Squamous cell carcinoma, and 

Carcinoma and RCC1 gene was identified as candidate marker for Papilloma subtype of 

cervical cancer, respectively. The candidate biomarkers may be useful for screening and 

diagnosis of cervical cancer. 
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อักษรยอและสัญลักษณ 

 

 oC     Degree Celsius 

 cm     Centrimetre 

 ddH2O     Distilled water 

 g     Gravity force 

 g/L     Gram/ Liter 

 h     Hour 

 kDa     Kilodalton 

 L     Liter 

 mg     Milligram 

 mL     Milliliter 

 mm     Millimetre 

 mM     Millimolar 

 min     Minute 

 MW     Molecular weight 

 ng     Nanogram 

 nm     Nanometre  

 p     Level of significant 

 rpm     Round per minute 

 Tm     Melting temperature  

 v/v     Volume by volume 

 w/v     Weight by volume 

 µl     Microliter 

 µg     Microgram 

 %     Percent 

 EDTA     Ethylenediaminetetraacetic acid 

 PBS     Phosphate buffer saline   

 PCR     Polymerase chain reaction 
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บทที่ 1 

บทนํา 

 

1.1) ความสําคัญ ที่มาของปญหาที่ทําการวจิัยและการทบทวนเอกสารที่เกี่ยวของ 

จากขอมูลของกระทรวงสาธารณสุขพบวาคนไทยมีอัตราการเสียชีวิตดวยโรคมะเร็ง

เปนอันดับหนึ่ง และมีแนวโนมวาจํานวนผูปวยดวยโรคมะเร็งเพิ่มขึ้นอยางมาก จากขอมูลลาสุด

ในป 2549 ประเทศไทยมผีูเสียชวีติจากโรคมะเร็ง 66,000 ราย โดยในผูชายพบมะเร็งปอดมาก

ที่สุด 5,535 ราย รองลงมา คอืโรคมะเร็งตับ สวนผูหญิงพบมะเร็งปากมดลูกมากที่สุด 1,484 

ราย รองลงมาคือ มะเร็งปอด และมะเร็งเตานม ตามลําดับ โรคมะเร็งจัดเปนโรคที่ตองมี

คาใชจายสูงในการบําบัดและเปนโรคเรื้อรัง ซึ่งเปนกลุมโรคที่สงผลกระทบตอคุณภาพชวีติของ

ประชาชนไทยในปจจุบัน ซึ่งกอใหเกิดการสูญเสียชีวิต เกิดความพิการจากการเจ็บปวย สงผล

ไปถึงเพิ่มรายจายดานสุขภาพของครัวเรือน สังคม ตลอดจนเปนภาระคาใชจายโดยรวมของ

ประเทศ  

มะเร็งปากมดลูก เปนมะเร็งที่พบมากที่สุดเปนอันดับหนึ่งในหญิงไทย ดวยสถิติของ

ผูเสยีชวีติเฉลี่ยสูงถึง 7 คนตอวัน สาเหตุหน่ึงของการเกิดมะเร็งปากมดลูก เนื่องจากการติดเช้ือ 

Human papillomavirus (HPV) ผานการมีเพศสัมพันธ ถึงแมวาปจจุบันจะมีวัคซีน HPV เพื่อ

ปองกันมะเร็งปากมดลูกแตสามารถปองกันไดเฉพาะผูหญิงที่ไมเคยมีเพศสัมพันธ แตก็ยังมี

สาเหตุหรือปจจัยอื่นๆ ที่ทําใหปากมดลูกมีโอกาสติดเชื้อไดสูงข้ึน หรอืงายขึ้น เชน การมีคูนอน

หลายคน การมีเพศสัมพันธเมื่ออายุนอย หรือการตั้งครรภเมื่ออายุนอย เปนตน พฤติกรรม

เสี่ยงเหลานี้จะทําใหการติดเช้ือ HPV คงอยูและคืบหนาหรือดําเนินโรคตอไปเปนมะเร็งปาก

มดลูกได งานวจิัยนี้จึงมุงเนนที่จะพัฒนาหาตัวบงช้ีโรคมะเร็งปากมดลูกชนิด Adenocarcinoma, 

Squamous cell carcinoma, Papilloma และ Carcinoma เพื่อการวินิจฉัยโรคเบื้องตนไดรวดเร็ว 

และอาจนําไปประยุกตในดานการบําบัดโรคดวย 

สืบ เน่ืองจากรายงานของ American Cancer Society (ACS) ซึ่ งตีพิ มพ ในป  2010 

ราย งาน ว าตั้ งแต ป  ค .ศ . 2007 (National Center for Health Statistic, Center of Disease 

Control and Prevention, North American Association of Central Cancer Registries and 

National Center for Health Statistic) ในสหรัฐอเมริกา พบผูปวยมะเร็งรายใหมเพิ่มขึ้นถึง 

1,638,910 คน สถิติการเสียชวีิตของชาวอเมรกิัน ชี้ใหเห็นวาการเสียชีวิตเนื่องจากโรคมะเร็งมี

ถงึเกือบหนึ่งในสี่ของผูเสียชีวติทั้งหมด หรอื 577,190 ราย มีอัตราการเกิดมะเร็งในผูชายลดลง 

0.6% ตอป แตจะคงที่ในผูหญิง ในขณะที่อัตราการตายจากมะเร็งลดลง 1.8% ตอปในผูชาย 
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และ 1.6%  ต อป ในผู หญิ ง เมื่ อ เปรียบ เที ยบจากป  2004-2008 [1]  ในป  ค .ศ . 2012 

สหรัฐอเมรกิาประมาณการณไววา มีการวนิิจฉัยพบผูปวยมะเร็งรายใหมเพิ่มขึน้ถึง 1.7 ลานคน 

แยกเปนชาย 848,170 คนและหญิง 790,740 คน มะเร็งตอมลูกหมากและมะเร็งเตานม จะเปน

สิ่งที่ถูกวินิจฉัยถี่ขึ้นในชายและหญิง ตามลําดับ ตามดวยมะเร็งปอดและลําไสใหญทั้งในชาย

และหญิง สําหรับผูชาย พบวาเปนมะเร็งตอมลูกหมากอยางเดียว จํานวน 29% (241,740 ราย) 

และในผูหญงิ พบเปนมะเร็งเตานมรายใหมถงึ 29% (226,870 ราย) [1] 

และจากรายงานของ GLOBOCAN 2008 ซึ่งตีพิมพในป 2010 มะเร็งปากมดลูกเปน

มะเร็งที่พบเปนอันดับ 3 ของมะเร็งในสตรีทั่วโลก แตเปนสาเหตุของการเสียชีวิตของสตรีเปน

อันดับ 4 ในการเสียชีวิตจากมะเร็งของสตรีทั่วโลก ในป 2008 จะมีผูปวยมะเร็งปากมดลูกราย

ใหม 529,512 คน ซึ่งประมาณรอยละ 86 อยูในประเทศที่กําลังพัฒนา ในจํานวนผูปวยราย

ใหมนี้จะเสยีชวีิตประมาณครึ่งหนึ่งคอื 274,967 คน ซึ่งรอยละ 88 อยูในประเทศที่กําลังพัฒนา

เชนกัน ภูมิภาคมีความเส่ียงสูง ประกอบดวย Eastern และ Western Africa มีความเสี่ยงตอการ

สะสม (cumulative risk; 0-74) 3.8%, Southern Africa (2.9%), South-Central Asia (2.6%), 

Middle Africa และ South America (2.5%) ความเสี่ ยงนอยที่ สุด  จะพบใน Western Asia, 

Northern America and Australia/New Zealand (0.5%). มะเร็งปากมดลูกยังคงเปนมะเร็งที่พบ

มากที่สุดในผูหญิงเฉพาะใน Eastern Africa, South-Central Asia และ Melanesia  ทั่วโลก มี

อัตราการรอดชีวิตตอการเกิดโรค (mortality: incidence ratio) ที่ 52% และ ในป 2008 มีการ

เสียชีวติจากมะเร็งปากมดลูก 275,000 ราย ประมาณ 88% เกิดขึ้นในประเทศกําลังพัฒนา ใน 

Africa เสีย ชีวิต 53,000 ราย 31,400 รายใน Latin America และ Caribbean และใน Asia 

159,800 ราย [2] 

มะเร็งปากมดลูกเปนปญหาทางสาธารณสุขที่สําคัญของประเทศไทย โดยพบเปน

อันดับ 2 ของมะเร็งในสตรีไทย รองจากมะเร็งเตานม จากรายงานของ WHO/ICO Information 

Centre on HPV and Cervical Cancer (HPV Information Centre). Human Papillomavirus and 

Related Cancers in Thailand. Summary Report 2010 ไดรายงานในป พ.ศ.2551 ประเทศไทย

มีประชากรสตรีที่เสี่ยงตอมะเร็งปากมดลูก 26.09 ลานคน มีอายุต้ังแต 15 ป ขึ้นไป มีจํานวน

ผูปวยมะเร็งปากมดลูกรายใหมปละ 9,999 ราย เสียชวีิต 5,216 ราย หรือประมาณรอยละ 53 

ถาคิดเปนวันแลวจะมีสตรีไทยเสียชีวิตจากมะเร็งปากมดลูกเฉลี่ยวันละ 14 คน อุบัติการณ

โดยรวมของมะเร็งปากมดลูกในชวง 15 ปที่ผานมาลดลงเพยีงเล็กนอย แตจํานวนผูปวยรายใหม

สูงข้ึนเรื่อยๆ ถาอุบัติการณของมะเร็งปากมดลูกยังคงสูงในระดับนี้โดยไมมีมาตรการหรือ

ยุทธวธิีใหมที่มีประสิทธิภาพมาปองกัน คาดวาในป พ.ศ.2568 จะมีจํานวนผูปวยรายใหมสูงขึ้น
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เปนปละประมาณ 13,082 คน เสียชีวิต 7,871 คน สาเหตุของการเกิดโรคมะเร็งปากมดลูกยัง

ไมทราบแนชัด [3] 

สํานักงานวจิัยมะเร็งนานาชาติ (International Agency for Research on Cancer, IARC), 

Globocan 2008 ไดรายงานในป พ.ศ.2551 วาในประเทศไทย มะเร็งเตานมมีอัตราอุบัติการณ

ปรับมาตรฐานตามอายุ หรือ age-standardized incidence rate (ASR) = 36.7 ตอประชากร 

100,000 คน/ป รองลงมาคือมะเร็งปากมดลูก (ASR = 29.2) และมะเร็งตับ (ASR = 22.9) 

อุบัติการณของมะเร็งปากมดลูกในชวงป 2541-2545 ที่จังหวัดเชยีงใหมสูงที่สุดในประเทศ คือ 

28.9 จังหวัดลําปาง คือ 22.4 และ จังหวัดสงขลา คือ 17.8 ตอประชากร 100,000 คน/ป [3] 

จากการศึกษาทางดานไวรัส พบวาเช้ือไวรัสฮิวแมนแพปพิลโลมา (Human papillomavirus, 

HPV) หรอืไวรัสเอชพวีี โดยเฉพาะไวรัสเอชพีว ี16 และ 18 เปนสาเหตุหลักใหเกิดโรคมะเร็งปาก

มดลูก [4,5] นอกจากนีย้ังมีปจจัยเสี่ยงที่ทําใหมโีอกาสติดเชื้อไวรัส ไดแก การมีคูนอนหลายคน 

การมีเพศสัมพันธและการตัง้ครรภเมื่ออายุยังนอย 

ในภาพรวมของประเทศ ชนดิของมะเร็งปากมดลูกที่พบไดบอยที่สุด คอื Squamous cell 

carcinoma คิดเปนรอยละ 69.3-81.8 รองลงมา ไดแก Adenocacinoma คิดเปนรอยละ 9.8-

22.8 สําหรับระยะของมะเร็งปากมดลูกเมื่อแรกวินิจฉัย พบวาผูปวยรอยละ 10.3-55.2 เปน

โรคในระยะที่มีการแพรกระจายของเซลลมะเร็งไปยังตอมน้ําเหลืองในอุงเชิงกราน (regional 

lymph nodes metastasis)   เปนสัดสวนที่สู งกวาผูปวยที่ เปนโรคระยะแรกที่ยั งไมมีการ

แพรกระจายของเซลลมะเร็ง (localized disease) คิดเปนรอยละ 5.6-44.8 ของผูปวยทั้งหมด 

นอกจากนี้พบวาผูปวยรอยละ 0.8-8.5 มีการแพรกระจายของโรคไปยังอวัยวะหางไกล 

(distant metastasis) และยังพบผูปวยที่ไมทราบระยะของโรคอีกรอยละ 2.8-81.6 จากขอมูล

เกี่ยวกับการกระจายของระยะโรค ชี้ชัดถึงความจําเปนของแนวทางในการดูแลรักษาแบบสห

สาขา (multidisciplinary approach) [6]  

การรักษาโรคมะเร็งน้ัน โดยสากลมีวิธีการหลัก คือ การคัดกรองและการตรวจหา

เบื้องตน [7, 8-12] การผาตัด [13,14] การใชสารเคมีบําบัด (รวมถึงการใชฮอรโมน) การบําบัด

ดวยรังสีรักษา หรือการฉายแสงและชีวบําบัด [15-18] แตอัตราการเสียชีวิตจากโรคมะเร็งยัง

สูงอยู เนื่องจากผูปวยบางคนอาจจะกลับมาเปนมะเร็งอกีและเปนเหตุของการเสยีชวีติ [19]  ทํา

ใหนักวิจัยทั่วโลกพยายามเรงหาหนทางในการตรวจวินิจฉัยและปองกันมะเร็งในระยะกอน

ลุกลาม หรือในระยะเซลลกําลังเปลี่ยนแปลงได ซึ่งจะชวยชีวติผูหญิงและลดอัตราการเสียชวีิต

ได  การแสดงออกของยีนในผูปวยมะเร็งปากมดลูกชนิด Squamous cell carcinoma และ 

Adenocarcinoma สามารถใหขอมูลเกี่ยวกับพัฒนาการและความกาวหนาของการเกิดมะเร็ง 
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การใชประโยชนจากขอมูลดังกลาวเพื่อเปนแหลงสําคัญในการศึกษาและมีคุณคามากที่สุด

สําหรับศึกษาคนควาตัวบงช้ีทางชีวภาพ เพื่อใชติดตามการตอบสนองตอการรักษา และเพื่อ

ทํานายอาการของผูปวยโรคมะเร็งปากมดลูกได ซึ่งในปจจุบันยังไมมีตัวบงช้ีทางชีวภาพชนิด

เดียว หรอืตัวบงชี้มะเร็งที่เฉพาะเจาะจงที่จะปรับปรงุวธิีการตรวจวัด การรักษาและการทํานาย

อาการของโรคที่มปีระสทิธภิาพ 

ปจจุบันพบวาโรคหลายชนิดมีสาเหตุสืบเน่ืองมาจากความผิดปกติของยีน และมีผู

ศึกษาถึงกลไกการเกิดความผดิปกติในระดับยีนมากขึน้ เชน การศกึษาเกี่ยวกับการเกิดมะเร็ง 

เปนตน มะเร็งเปนโรคหนึ่งที่เกิดจากความผิดปกติของสารพันธุกรรมซึ่งมีผลใหเซลลนั้น ๆ มี

รูปรางลักษณะหรือมีการทํางานผิดปกติและกลายเปนเซลลมะเร็ง มียีนหลายชนิดเขามา

เกี่ยวของในแตละขั้นตอนของการเกิดเซลลมะเร็ง ยีนบางชนิดไมไดทําหนาที่หรือมีการ

แสดงออกใหเกิดการสรางโปรตีนใด ๆโดยตรง แตมีหนาที่ควบคุมใหยีนอื่น ๆ ทํางานหรอืหยุด

ทํางาน เทคนิคไมโครแอเรยของดีเอ็นเอ (DNA microarray technique) เปนเทคนิคที่สําคัญที่ใช

ในการศึกษาเกี่ยวกับการทํางานของยนี และมีขอดีคอืสามารถใชศกึษายีนไดหลายชนดิในเวลา

เดียวกัน (high-throughput technique) โดยเทคนิคนี้สามารถตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของ

ยนีได 3 รูปแบบ คือ 1) ระดับการทํางานหรือระดับการแสดงออกของยนีโดยตรวจวัดปรมิาณ

ของเมส เซนเจอรอารเอ็นเอ (messenger RNA)  2) การเพิ่ม-ลดจํานวนยีนบนโครโมโซม และ 

3) การกลายพันธุ (mutation) ในดเีอ็นเอ เชน การตรวจสอบภาวะพหุสัณฐานของดเีอ็นเอ (DNA 

polymorphism) [20] การศึกษาการทํางานของยีนดวยไมโครแอเรยของดีเอ็นเอ ใชศึกษา

เปรยีบเทียบระดับการแสดงออกของยีน ระหวางเซลลปกติกับเซลลมะเร็งทําใหทราบไดวาใน

สภาวะที่เซลลเกิดความผิดปกติมียีนใดแสดงออกมากนอยตางกันอยางไร การคนหายีนใหม

และกระบวนการที่เกี่ยวของในการเกดิมะเร็ง การคนหาตัวบงช้ีในการวนิิจฉัยและพยากรณโรค 

ตลอดจนตัวชี้วัดทางชวีภาพที่ใชตดิตามผลการรักษา 

คณะผูวิจัยได ใชการวิ เคราะหทางชีวโมเลกุล (Molecular biological) ไดแก  DNA 

microarray การหาระดับการแสดงออกของยีนในเซลลเช้ือสายมะเร็งปากมดลูก โดยใช 

quantitative real-time PCR  (qPCR) เพื่อหาตัวบงชี้มะเร็งปากมดลูกชนิด Adenocarcinoma, 

Squamous cell carcinoma, Papilloma และ Carcinoma และทราบถึงเครือขายทางชีวภาพของ

ยนีที่บงชี้มะเร็งปากมดลูก เพื่อการวินิจฉัยโรคไดรวดเร็ว ซึ่งมีความสําคัญและมีประโยชนตอ

การวินิจฉัยโรคเบื้องตนทางคลิ นิก และการประยุกตทางดานยารักษาโรค  สรางขีด

ความสามารถในการพัฒนาประเทศสูสังคมฐานความรูตอไป 
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1.2) โรคมะเร็งปากมดลูก 

 มะเร็งปากมดลูก เปนมะเร็งที่พบเปนอันดับ 3 ของมะเร็งในสตรีทั่วโลกรองจากมะเร็ง

เตานม และมะเร็งลําไสใหญและทวารหนัก ในแตละปจะมีผูปวยมะเร็งปากมดลูกรายใหม

ประมาณ 529,000 คน ซึ่งประมาณรอยละ 86 อยูในประเทศที่กําลังพัฒนา ในจํานวนนี้จะ

เสียชีวิตประมาณครึ่งหน่ึง คือประมาณ 275,000 คน ซึ่งรอยละ 88 ของผูเสียชีวิตนี้อยูใน

ประเทศที่กําลังพัฒนาเชนกัน ในทวปีเอเชียประเทศที่มอีุบัตกิารณของมะเร็งปากมดลูกสูงที่สุด 

คอื ประเทศอินเดีย ซึ่งมีอัตราอุบัติการณปรับมาตรฐานตามอายุ เทากับ 30.66 ตอประชากร 

100,000 คน และมีอัตราการเสียชีวติสูงที่สุดดวย คอื 17.43 ตอประชากร 100,000 คน เฉพาะ

ในประเทศอินเดียประเทศเดียว มีผูปวยมะเร็งปากมดลูกรายใหมปละ 125,952 ราย หรือ

ประมาณ 1 ใน 4 ของผูปวยมะเร็งปากมดลูกทั่วโลก ซึ่งเปนจํานวนผูปวยมะเร็งปากมดลูกที่

มากที่สุดในโลก ภูมิภาคที่มีอุบัติการณของมะเร็งปากมดลูกต่ํา คือ กลุมประเทศอาหรับ มี

อัตราอุบัติการณประมาณ 3-6 เทานั้น ประเทศซีเรยีมอีุบัติการณของมะเร็งปากมดลูกต่ําที่สุด

ในโลก คอื 2.99 [21]  

 ในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต มะเร็งปากมดลูกพบเปนอันดับ 2 รองมาจากมะเร็ง

เตานม อุบัติการณของมะเร็งปากมดลูกสูงที่สุดในประเทศเมียนมาร ซึ่งมีอัตราอุบัตกิารณปรับ

มาตรฐานตามอายุ เทากับ 24.64 รองลงมา คือ กัมพูชา ฟลิปปนส และไทย ซึ่งมีอุบัติการณ 

เท ากับ  23.88, 22.66 และ 20.73 ตอประชากร 100,000 คน ตามลํ าดับ  ประเทศที่ มี

อุบัติการณของมะเร็งปากมดลูกตํ่าที่สุดในภูมิภาคนี้ คือ ประเทศมาเลเซีย ซึ่งมีอุบัติการณ 

เทากับ 12.02 [21] 

 

1.2.1 ระบาดวทิยาของมะเร็งปากมดลูกในประเทศไทย 

 มะเรง็ปากมดลูก เปนมะเร็งที่พบมากเปนอันดับ 2 ในมะเร็งของสตรไีทย รองลงมาจาก

มะเร็งเตานม มีอัตราอุบัติการณปรับมาตรฐานตามอายุ หรือ age-standardized incidence 

rate (ASR) เทากับ 18.1 ตอประชากร 100,000 คน/ป ในแตละปจะมีผูปวยโรคมะเร็งปากมดลูก

รายใหมประมาณปละ 6,000 คน อุบัติการณโดยรวมของประเทศไทยในชวง 15 ปที่ผานมา

ลดลงเพียงเล็กนอย แตจํานวนผูปวยรายใหมสูงขึ้นเรื่อยๆ ถาอุบัตกิารณของมะเร็งปากมดลูก

ยังคงสูงในระดับนี้ คาดวาในป 2551 จะมีจํานวนผูปวยรายใหมสูงขึ้นเปนปละ 8,000 คน โดย

สวนใหญอยูในภาคกลางมากที่สุด เน่ืองจากมีจํานวนประชากรมากที่สุด ถึงแมวาจะมี

อุบัตกิารณตํ่ากวาในภาคเหนือ 
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 อุบัติการณของมะเร็งปากมดลูกในประเทศไทยพบมากที่สุดที่ภาคตะวันออก คือ 

จังหวัดระยอง เทากับ 36.6  รองลงมา คือ จังหวัดชลบุรี เทากับ 30.6 สวนในภาคเหนือ 

อุบัตกิารณของมะเร็งปากมดลูกสูงสุด คอื จังหวัดเชยีงใหม เทากับ 25.1 ซึ่งมีอุบัติการณ (ASR) 

เปนอันดับ 3 ของประเทศ ดังรูปที่ 1.1  สําหรับพยาธิวิทยาของมะเร็งปากมดลูกพบวาเปน

ชนดิสเควมัสรอยละ 80 สวนมะเร็งชนดิตอมพบประมาณรอยละ 15 ดังรูปที่ 1.2 [22] 

 ในผูปวยมะเร็งนรเีวชที่เขามารับการรักษาที่โรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหมในชวง

พ.ศ.2540-2548 พบวาเปนผูปวยมะเร็งปากมดลูกประมาณรอยละ 70 รองลงมาคือ มะเร็งรัง

ไข และมะเร็งของตัวมดลูก ดังตารางที่ 1.1 ผูปวยมะเร็งปากมดลูกที่จังหวัดเชียงใหมอยูในชวง

อายุ 41-50 ป มากที่สุด และอยูในชวงอายุ 31-60 ป ประมาณรอยละ 80 อายุต่ําสุดและ

สูงสุดที่พบมะเร็งปากมดลูก คือ 17 ป และ 91 ป ตามลําดับ ดังตารางที่ 1.2  ระยะของผูปวย

มะเร็งปากมดลูกเมื่อวนิิจฉัยโรคได พบวาอยูในระยะที่ I และ II ประมาณ 3 ใน 4 หรือประมาณ

รอยละ 75 ดังตารางที่ 1.3 ซึ่งใกลเคียงกับที่สหพันธนรีเวชนานาชาติไดรายงานไวในป พ.ศ. 

2547 สําหรับพยาธิวิทยาของมะเร็งปากมดลูกพบวาเปนชนิดสเควมัสรอยละ 80 สวนมะเร็ง

ชนิดตอมพบประมาณรอยละ 15 ดังตารางที่  1.4 สํานักงานวิจัยมะเร็งนานาชาติ หรือ 

International Agency for Research on Cancer (IARC) ไดรายงานในป พ.ศ. 2547 วาประเทศ

ไทยมีจํานวนผูปวยมะเร็งปากมดลูกปละ 6,192 คน เสียชีวิต 3,166 คน หรือประมาณรอยละ 

51 ถาคดิเปนวันแลวจะมสีตรไีทยเสยีชีวติจากมะเร็งปากมดลูกเฉลี่ยวันละ 9 คน [21] 
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รูปที่ 1.1 มะเร็งปากมดลูกในแตละภาค ในชวง พ.ศ. 2544-2546 [22] 

 

 

 
 

รูปที่ 1.2 พยาธวิทิยาของมะเร็งปากมดลูกในแตละภาค ในชวง พ.ศ. 2544-2546 [22] 
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ตารางที่ 1.1 จํานวนผูปวยมะเร็งนรเีวชที่โรงพยาบาลมหาราชนครเชยีงใหม พ.ศ.2540-   

          2548 [23] 

 

มะเร็ง จํานวน (คน) รอยละ 

ปากมดลูก 4,731 71.0 

รังไข 906 13.6 

ตัวมดลูก 577 8.7 

ปากชองคลอด 203 3.0 

ชองคลอด 62 0.9 

เนื้อรก 132 2.0 

อื่นๆ 52 0.8 

รวม 6,663 100.0 

 

 

 

ตารางที่ 1.2 อายุของผูปวยเมื่อวินิจฉัยมะเร็งปากมดลูกที่โรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม 

          พ.ศ.2540-2548 [23] 

 

อายุ (ป) จํานวน (คน) รอยละ 

 20 3 0.1 

21-30 106 2.2 

31-40 936 19.7 

41-50 1,722 36.4 

51-60 1,032 21.8 

 60 932 19.8 

รวม 4,731 100.0 
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ตารางที่ 1.3 ระยะของผูปวยมะเร็งปากมดลูกที่โรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม           

          พ.ศ.2540-2548 [23] 

 

ระยะ จํานวน (คน) รอยละ 

I 1,697 35.9 

II 1,796 38.0 

III 1,063 22.4 

IV 175 3.7 

รวม 4,731 100.0 

 

 

 

ตารางที่ 1.4 พยาธิของมะเร็งปากมดลูกที่โรงพยาบาลมหาราชนครเชยีงใหม                     

          พ.ศ.2540-2548 [23] 

 

พยาธวิทิยา จํานวน (คน) รอยละ 

Squamous CA 3,795 80.2 

Adeno CA 690 14.6 

Adenosquamous CA 127 2.7 

Neuroendocrine 92 1.9 

อื่นๆ 27 0.6 

รวม 4,731 100.0 
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1.2.2 พยาธสิภาพ 

 โรคมะเร็งปากมดลูก เกิดจากเซลลบุปากมดลูกบริเวณรอยตอของเยื่อบุสเควมัสกับ

เยื่อบุคอลัมนา (Squamo-Columnar Junction) มีการเจรญิเติบโตผิดปกติทั้งขนาด รูปราง และ

องคประกอบภายในเซลล กลายเปนรอยโรค และเกิดการเปลี่ยนแปลงอยางตอเนื่อง ควบคุม

ไมได และเขาสูมะเร็งปากมดลูกระยะลุกลาม (Invasive Carcinoma) สามารถแทรกทําลาย

เนื้อเยื่อขางเคยีง ตลอดจนกระจายไปยังอวัยวะอื่นๆไดทางหลอดเลือดและระบบนํ้าเหลืองของ

รางกาย ชนิดของมะเร็งที่พบมากที่สุด คือ สแควมัส โดยพบไดประมาณรอยละ 85 นอกจาก 

นัน้เปนชนดิอดโินคารซโินมา (Adenocarcinoma) และซารโคมา (Sarcoma) [24] 

 

1.2.3 ระยะในการดําเนินของโรค 

 มะเร็งปากมดลูกจากระยะปกตไิปจนกลายเปนเซลลมะเร็งระยะเริ่มแรก ใชเวลา

ประมาณ 7-8 ป [25] แบงระยะในการดําเนินของโรคได 3 ระยะ คอื 

 1. CIN I หรอื Mild Dysphasia หมายถึง ระยะที่มีความผดิปกตใินสวนลางโดยมีความ

หนาประมาณ 1 ใน 3 ของความหนาของชัน้เยื่อบุสแควมัสเซลลของปากมดลูก 

 2. CIN II หรอื Moderate Dysphasia หมายถงึ ระยะที่มคีวามผดิปกตใินสวนลางโดยมี

ความหนาประมาณ 2 ใน 3 ของความหนาของช้ันเยื่อบุสแควมัสเซลลของปากมดลูก 

 3. CIN III หรอื Severe Dysphasia หมายถงึ ระยะที่มคีวามผดิปกตเิกอืบทัง้หมดของ

ความหนาของชัน้เยื่อบุสแควมัสเซลลของปากมดลูก แตชัน้บนยังปกตอิยู หรอืเปนมะเร็งใน

ระยะเริ่มแรก (Carcinoma In Situ หรอื Epithelial Carcinoma) ซึ่งมีความผดิปกตเิกอืบทัง้หมด

หรอืทัง้หมดของเยื่อบุสแควมัส แตไมทะลุต่ํากวาช้ันลางสุด (Basement Membranes) 

 

1.2.4 การแบงระยะของโรคมะเร็งปากมดลูก 

 สหพันธ สูตินรี เวชระหวางประเทศ (The National Federation of Gynecology and 

Obstetrics [FIGO]) ไดแบงระยะของโรคมะเร็งปากมดลูก ดังนี้ 

 1. มะเร็งในระยะกอนลุกลาม (Pre-invasive Carcinoma) 

     ระยะ 0 เปนมะเร็งระยะเริ่มแรก ซึ่งหมายรวมถงึ CIN และ CIS 

 2. มะเร็งระยะลุกลาม (Invasive Carcinoma) 

     ระยะ I มะเร็งยังอยูบรเิวณปากมดลูกเทานัน้ 

      ระยะ Ia มองไมเห็นความผิดปกติดวยตาเปลา ตองอาศัยกลองจุลทรรศน จึง

จะมองเห็นการลุกลามของมะเร็งไดชัดเจน 
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      ระยะ Ib เปนระยะที่มะเร็งลุกลามมากขึ้น สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา 

     ระยะ II มะเร็งลุกลามออกไปนอกปากมดลูก แตไมถึงผนังชองเชิงกราน หรือไปที่

ชองคลอดแตไมถงึบรเิวณ 1 ใน 3 ของชองคลอดสวนลาง 

      ระยะ IIa มะเร็งลุกลามไปที่ ชองคลอดสวนบน แต ไม ถึ งพารามี เรียม 

(Paramerium) 

      ระยะ IIb มะเร็งมีการลุกลามไปยังพารามเีตรยีม แตไมถงึผนังชองเชิงกราน 

     ระยะ III มะเร็งลุกลามไปถงึผนังชองเชิงกรานและชองคลอดสวนลางถงึ 1 ใน 3 

  ระยะ IIIa มะเร็งลุกลามไปที่ 1 ใน 3 ของชองคลอดสวนลาง แตยังไมถงึผนัง

ชองเชิงกราน 

  ระยะ IIIb มะเร็งลุกลามไปถงึผนังชองเชิงกรานและทอไต ทําใหไตบวมน้ําและ

สูญเสยีหนาที่ 

     ระยะ IV มะเร็งลุกลามออกนอกอุงเชิงกรานไปยังอวัยวะอื่นๆ 

  ระยะ IVa มะเร็งลุกลามไปยังอวัยวะใกลเคยีง เชน กระเพาะปสสาวะ และ

ทวารหนัก เปนตน 

  ระยะ IVb มะเรง็ลุกลามไปยังอวัยวะอื่นๆ ในรางกาย เชน สมอง และปอด เปน

ตน 

 

1.2.5 สาเหตุของโรคมะเร็งปากมดลูก 

 สาเหตุของโรคมะเร็งปากมดลูกยังไมทราบแนชัด แตการศึกษาวิจัยทางการแพทย เชน 

งานวจิัยของธรีะ ทองสง (2537) [25] พบวามปีจจัยเสี่ยงตอการเกดิโรค ดังนี้ 

 1. การติดเช้ือตางๆ โดยมีความเชื่อวา มะเร็งปากมดลูกมีความสัมพันธกับการติดเชื้อ

ทางเพศสัมพันธ กลาวคอื  

  1.1 Human Papilloma Virus (HPV) เปนไวรัสที่เปนตนเหตุสําคัญที่สุดของการ

เกิดมะเร็งปากมดลูก โดยมีมากกวา 70 ชนิด ชนิดที่ถือวามีความเสี่ยงสูงเฉพาะมะเร็งปาก

มดลูก คอื Type 16 และ Type 18 [24] 

  1.2 Herpes Simplex Virus Type 2 (HSV-2) ไวรัสชนดินี้เปนตัวกระตุนใหไวรัส

ตัวอื่น เชน HPV ใหมฤีทธิ์สงเสรมิการเกดิมะเร็งปากมดลูก [26]   

  1.3 การติดเชื้ออื่นๆ ที่อาจเปนสาเหตุของมะเร็งในระยะเริ่มแรกได แตยังไม

สามารถสรุปไดแนชัด เชน ทรโิคโมแนส (Trichomonas) เชื้อหนองใน และเชื้อซฟิลสิ เปนตน 
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 2. การแตงงานหรือการมีเพศสัมพันธ พบวาความเสี่ยงตอการเกิดโรคมะเร็งปาก

มดลูกมคีวามสัมพันธโดยตรงกับการมีเพศสัมพันธ ดังนี้ 

  2.1 การแตงงาน หรอืมเีพศสัมพันธตั้งแตอายุยังนอย โดยเฉพาะอายุต่ํากวา 17 

ป ซึ่งเปนชวงที่ปากมดลูกไวตอการเปลี่ยนแปลง [26] 

  2.2 มีเพศสัมพันธกับผูชายหลายคน 

  2.3 ความถี่ของการมีเพศสัมพันธสูง โดยพบวาผูปวยมะเร็งปากมดลูก จะมี

ความถี่ในการรวมเพศสูงกวาผูที่ไมเปนโรคมะเร็งปากมดลูก [27] 

  2.4 จํานวนครัง้ของการต้ังครรภ และการมีบุตรมาก เนื่องจากการตั้งครรภ

และการคลอดบุตร ทําใหเซลลบรเิวณปากมดลูกเกิดการเปลี่ยนแปลง เพราะมกีารฉกีขาดและ

การซอมแซมปากมดลูกบอยๆ [27] 

 3. อายุ โรคมะเร็งปากมดลูกในระยะลุกลาม พบมากในสตรทีี่มอีายุระหวาง 45-55 ป 

 4. ลักษณะของสามีหรือคูนอน ในปจจุบันการศึกษาวิจัยพบวา ผูชายมีสวนสําคัญตอ

การเกดิมะเร็งปากมดลูกในสตรมีีสรุปไดดังนี้ 

  4.1 ผูชายที่ขลบิหนังหุมปลายอวัยวะเพศ (Circumcision) สาเหตุเนื่องมาจากใน 

Smegma จะม ีMycobacteria Smegmatis ซึ่งสามารถเปลี่ยนคลอเลสเตอรอล (Cholesterol) 

ในเซลลที่ตายใหเปนสารกอมะเร็งได [26] 

  4.2 ผูชายที่เคยเปนโรคติดตอทางเพศสัมพันธ หรือมีประสบการณทางเพศ

ตัง้แตอายุยังนอย และมพีฤตกิรรมสําสอนทางเพศ 

  4.3 ผูชายที่เปนมะเร็งอวัยวะเพศชาย (Penile Cancer) 

  4.4 ผูชายที่มปีระวัติภรรยาคนกอนเปนโรคมะเร็งปากมดลูก 

  4.5 ผูชายที่ลักษณะของหัวอสุจิมีโปรตีนชนิดหนึ่ง คือ โปรมีน (Promine) ซึ่งมี

ผลตอดเีอ็นเอ (DNA) ของเซลลปากมดลูกใหเปลี่ยนเปนดสิเพลเซยี (Dysphasia) ได 

 5. การใชฮอรโมนในการคุมกําเนดิ 

 6. การสูบบุหรี่ มีความสัมพันธกับการเกิดมะเร็งปากมดลูกชนิดสแควมัส (Squamous 

Cell Carcinoma) [25] 

 7. สตรีที่ภูมิตานทานต่ําหรือไดรับยาที่มีสารหรือตัวยาที่กดภูมิตานทาน โดยจะพบ

อัตราการเกิดมะเร็งปากมดลูกสูงข้ึน และมักจะมีการติดเชื้อของระบบอวัยวะสืบพันธุ คือ เชื้อ 

HSV-2 และ HPV ไดงาย [25] 

 8. การขาดวิตามินเอ วิตามินซี วิตามินอี และโฟเลต จะเพิ่มความเสี่ยงตอการเกิด

มะเรง็ปากมดลูกได 
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 9. ผูที่ฐานะทางเศรษฐกิจและสังคมต่ํา โดยทั่วไป พบวาสตรีที่มีการศึกษาต่ํา ฐานะ

ยากจน มีอัตราเสี่ยงที่จะเปนมะเร็งปากมดลูกประมาณ 5 เทา เมื่อเทียบกับสตรีที่มีฐานะทาง

เศรษฐกิจและสังคมที่ดีกวา [26] 

 10. เชื้อชาติ ศาสนา และวัฒนธรรม มีผลตอการเกิดโรคนี้ซึ่งจะพบมะเร็งปากมดลูกใน

สตรอีัฟรกิันผวิดํามีมากกวาสตรอีาเซยีนผวิขาว [28] 

 

1.2.6 เชื้อ Human Papilloma Virus (HPV) 

 เช้ือ HPV เปนไวรัสชนิด DNA ที่มี DNA 2 สาย เชื้อ HPV สามารถทนทานตอความรอน

และความแหงแลงไดสูงมาก มีขนาดเล็ก เสนผาศูนยกลางเพยีง 55 นาโนเมตร รูปรางคลายลูก

กอลฟ ประกอบดวยเปลือกหลายเหลี่ยม ซึ่งมีปุมโปรตีน (capsomers) 72 ปุมลอมรอบจโีนมรูป

วงกลมซึ่งมีประมาณ 8,000 คูเบส โปรตีนเปลือกหุม (capsid protein) เปนสารกอภูมิคุมกัน 

จีโนมของเชื้อ HPV แบงออกเปน 3 บริเวณ คือ 1. long control region (LCR) 2. early region 

(E1-E8) และ 3. late region (L1 และ L2) โปรตีนที่กอใหเกิดมะเร็ง (oncoprotein) คือ E6 และ 

E7 โดย E6 ยับยั้งการทํางานของ p53 ซึ่งเปน tumor suppressor gene ทําใหเซลลไมตายตาม

กําหนด (apoptosis) สวน E7 จะจับกับ retinoblastoma (Rb) genes ทําใหเซลลแบงตัวไมหยุด 

ในแตละปุมโปรตีนที่ลอมรอบจีโนม จะประกอบดวยโปรตีน 2 ชนิด ซึ่งเปนโปรตีนโครงสราง

ของเช้ือ HPV เรียกวาโปรตีน L1 และ L2 โปรตีนสวน L1 เปนโปรตีนหลักของเปลือกหุมที่

นํามาใชผลติวัคซนีเพื่อกระตุนภูมคิุมกันของรางกาย สวนโปรตีน L2 เปนโปรตีนรองของเปลอืก

หุม ไมไดนํามาใชผลติวัคซนี 

 

1.2.7 ชนดิของเช้ือ HPV  

 เชื้อ HPV ที่ทําใหเกิดรอยโรคที่อวัยวะเพศและทวารหนัก แบงออกเปน 2 กลุม ตาม

ความเสี่ยงหรอืศักยภาพในการกอมะเร็ง (oncogenic potential) คอื 

 1. กลุมความเสี่ยงต่ํา คือ เชื้อ HPV ที่ทําใหเกิดรอยโรคหูดหงอนไก (condyloma) และ 

low grade squamous intraepithelial lesion (LSIL) ไดแก สายพันธุ 6, 11, 42-44, 53-55, 62 

และ 70 เชื้อ HPV เหลาน้ีไมกอมะเร็ง 

 2. กลุมความเสี่ยงสูง คือ เชื้อ HPV ที่ทําใหเกิดรอยโรค LSIL, HSIL และมะเร็งได จึง

เรียกวา “oncogenic HPV” ไดแก สายพันธุ 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 

61 และ 66-68 
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 จากการตรวจหาเชื้อ HPV ในชิ้นเนื้อมะเร็งปากมดลูก ทั้งชนิดสเควมัสและชนิดตอม 

ของสตรีจํานวน 2,633 ราย จาก 25 ประเทศ พบวาชนิดของเช้ือ HPV ที่พบมากที่สุด 12 

อันดับแรก เรียงตามลําดับจากมากไปหานอย คือ HPV 16 (รอยละ 57.4) HPV 18 (รอยละ 

16.6) HPV 45 (รอยละ 6.8) HPV 31 (รอยละ 4.3) HPV 33 (รอยละ 3.7)  HPV 52 (รอยละ 

2.5) HPV 58 (รอยละ 2.3) HPV 35 (รอยละ 2.2) HPV 59 (รอยละ 1.5) HPV 56 (รอยละ 1.3) 

HPV 39 (รอยละ 1.2) HPV 51 (รอยละ 1.1) สวนเช้ือ HPV สายพันธุอื่นๆ เชน  HPV 73, HPV 

68, HPV 66 พบนอยกวารอยละ 1 [29-31] 

 จากการทบทวนเอกสารอยางเปนระบบในป พ.ศ. 2549 เพื่อศึกษาความชุกของเชื้อ 

HPV สายพันธุตางๆ ในช้ินเนื้อมะเร็งปากมดลูกทั่วโลกจํานวน 14,557 ราย พบวาเชื้อ HPV สาย

พันธุ 16 และ 18 เปนสาเหตุของมะเร็งปากมดลูกประมาณรอยละ 70 โดยเชื้อ HPV 7 ชนิดแรก

ที่พบมากที่สุดและเปนสาเหตุของมะเร็งปากมดลูกประมาณรอยละ 90 คือ เชื้อ HPV 16 (รอย

ละ 54.6) HPV 18 (รอยละ 15.8) HPV 33 (รอยละ 4.2) HPV 45 (รอยละ 3.7) HPV 31 (รอยละ 

3.5)  HPV 58 (รอยละ 3.4) HPV 52 (รอยละ 2.5) [32] 

 

1.2.8 อาการและอาการแสดง 

 อาการและอาการแสดงจะเริ่มดวยอาการของมะเร็งในระยะกอนลุกลามจนถึงอาการ

ในระยะลุกลาม ดังนี้ [33] 

 1. ไมมีอาการแสดง มักพบในระยะกอนลุกลาม เนื่องจากพยาธิสภาพที่เกิดขึ้นยังไม

รุนแรง ยังไมมกีารตดิเชื้อหรอืมีเสนเลอืดมาก หรอืมาหลอเลี้ยงบรเิวณอวัยวะเพศมาก 

 2. มีตกขาวเปนมูกใสที่เกิดจากปฏิกิริยาของเซลลแตละเซลลแตละตอมบนพื้นผิวปาก

มดลูกคลายกับการอักเสบทั่วๆไป และเปนอาการนําอยางหน่ึงที่ทําใหผูปวยมาพบแพทย 

 3. เลือดออกผดิปกติหรือมีการตกเลือด ระยะเริ่มตนอาจมีเลือดออกผิดปกติทางชอง

คลอดเปนหยดๆ ในขณะหรือหลังรวมเพศ และในระยะสุดทายของโรคจะมีเลือดออกมากกวา

ปกติ 

 4. มกีารเปลี่ยนแปลงของปากมดลูก ซึ่งพบลักษณะใดลักษณะหนึ่ง ไดแก ปากมดลูกที่

เคยมีเพศสัมพันธหรอืเคยมีบุตรมาแลว ปากมดลูกแสดงถึงการอักเสบเรื้อรัง และปากมดลูกที่

มแีผลถลอก (Erosion) 

 5. อาการเจ็บปวด จะเกิดในระยะสุดทายของโรค และมีการแพรกระจายของมะเร็งไป

ยังเสนประสาทและอวัยวะตางๆ เชน อาการปวดทองนอยจากการอักเสบของปากมดลูกจนเกิด
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การอักเสบของหลอดเลือดในอุงเชิงกราน (Pelvic Thrombophlebitis) หลอดน้ําเหลืองอักเสบ 

(Lymphagitis) และการอักเสบ (Cellulitis) เปนตน 

 6. อาการของมะเร็งระยะสุดทาย เกิดจากการแพรกระจายของมะเร็งไปยังอวัยวะ

ตางๆ เชน กระเพาะปสสาวะ ตอมน้ําเหลือง กระดูก และปอด เปนตน โดยผูปวยจะมอีาการซดี 

ผอมแหง ออนเพลยี ปสสาวะมเีลอืดปน เกดิการบวมของขา มอีาการไอและเหนื่อยหอบ 

 

1.2.9 แนวทางการรักษาโรคมะเร็งปากมดลูก 

 1. การเฝาติดตามสังเกต ในรายที่พยาธิสภาพขนาดเล็กและไมรุนแรง (CIN I และ CIN 

II) ซึ่งอาจจะหายไปแลวหลังจากการตัดชิ้นเนื้อไปตรวจ 

 2. การจี้ปากมดลูกดวยไฟฟา (Electrocautery) มีอัตราในการหายจากโรคประมาณ

รอยละ 89 ในการจี้ครัง้แรก และรอยละ 97 ในการจ้ีครัง้ที่ 2  

 3. การจี้ดวยความเย็น (Cryosurgery) มีประโยชนมากในการรักษาโรคมะเร็งปาก

มดลูกระยะแรกเริ่ม ซึ่งชวยลดคาใชจายในการรักษา ระยะเวลาในการรักษา และหลกีเลี่ยงการ

ผาตัดที่ไมจําเปนลง เหมาะสําหรับรายที่พยาธิสภาพไมใหญมากนัก และตองการตั้งครรภหรือ

มบีุตร 

 4. การผาตัดดวยแสงเลเซอร (Laser Surgery) คารบอนไดออกไซดเลเซอรสามารถ

ทําลายเนื้อเยื่อผดิปกติ (Dysphasia) ที่อยูเปนหยอมและยังไมลุกลาม 

 5. การรักษาดวยอุณหภูมิต่ํามาก (Cold Coagulation) ที่อุณหภูมิ -100 องศาเซลเซียส 

เพื่อทําใหปากมดลูกแข็งตัวซึ่งใชเวลาไมนาน ไมเจ็บปวด ไมส้ินเปลืองมาก และมีผลขางเคียง

นอยและไดผลดี 

 6. การตัดปากมดลูกเปนรูปกรวย (Therapeutic Conization) เปนการผาตัดที่นิยมใชใน

การรักษาโรคมะเร็งปากมดลูกระยะแรกเริ่ม ในกรณทีี่ผูปวยมอีายุนอย หรอืตองการมบีุตร 

 7. การผาตัดเอามดลูกออก (Hysterectomy) มักใชรักษาโรคมะเร็งปากมดลูกระยะ

แรกเริ่มไมเกินระยะ Ib และ IIa 

 8. การใชรังสีรักษา ใชในการรักษาสําหรับมะเร็งปากมดลูกระยะ II, III และ IV 

 9. การใชเคมบีําบัด กรณีที่มะเร็งมีการแพรกระจายหรอืในรายที่หวังผลในการควบคุม

โรค 
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1.2.10 การพยากรณโรค 

 ผลการรักษามะเร็งปากมดลูกในปจจุบันไดผลดมีากกวาในสมัยกอน โดยเฉพาะใน

ระยะกอนมะเร็งและระยะลุกลามเริ่มแรก 

 1. ระยะกอนมะเร็งหรอืระยะกอนลุกลาม รักษาไดผลดีเกอืบรอยละ 100 

 2. ระยะลุกลาม 

  - ระยะที่ 1 มอีัตราการอยูรอด 5 ป รอยละ 80-95 

  - ระยะที่ 2 มอีัตราการอยูรอด 5 ป รอยละ 60-70 

  - ระยะที่ 3 มอีัตราการอยูรอด 5 ป รอยละ 40-50 

  - ระยะที่ 4 มีอัตราการอยูรอด 5 ป รอยละ 10-20 

1.2.11 การปองกันโรคมะเร็งปากมดลูก 

 1. การปองกันแบบปฐมภูมิ เปนการกําจัดสาเหตุที่ทําใหเกิดโรค โดยการหลีกเล่ียง

สาเหตุนัน้ๆ เชน 

  1.1 การงดสูบบุหรี่ และหลกีเลี่ยงจากบรเิวณที่มคีวันบุหรี ่

  1.2 ใชการปองกันคุมกําเนดิที่มเีครื่องกัน้ เชน ถุงยางอนามัย หวงอนามัย กรณี

การใชยาคุมกําเนดิตองพิจารณาชนดิ และระยะเวลาใหเหมาะสม 

  1.3 หลีก เลี่ยงป จจัย เสี่ยงที่ทํ าให เป นโรคมะเร็งปากมดลูก  เชน การมี

เพศสัมพันธเม่ืออายุยังนอย การมีบุตรมาก การสําสอนทางเพศ เปนตน 

  1.4 ดูแลรักษาความสะอาดของอวัยวะเพศอยูเสมอ 

  1.5 ละเวนตอการสัมผัสสารกอมะเร็ง 

  1.6 การเพิ่มภูมิตานทานรางกายตอการเกิดมะเร็ง คือ สุขภาพที่สมบูรณ

แข็งแรงทั้งกายและจติใจ โดยการบรโิภคอาหารที่มีประโยชน รักษาความสะอาดรางกาย ออก

กําลังกายสม่ําเสมอ การพักผอนนอนหลับใหเพียงพอ การรักษาสุขภาพจิตไมให เกิด

ความเครยีด 

 2. การปองกันแบบทุติยภูมิ ใชวิธีการคนหาดวยการตรวจหาโรคมะเร็งปากมดลูกโดย

ทําการตรวจทางเซลลวทิยา ซึ่งวธิีที่ไดผลที่สุด คือ การตรวจแพปสเมียร (Pap Smear) ซึ่งเปน

การตรวจหาเซลลวิทยาของปากมดลูก โดยการใสเครื่องมือชวยตรวจภายใน (Vaginal 

Speculum) และปายเซลลบริเวณทรานสฟอรเมชัน (Transformation Zone) บริเวณคอมดลูก

สวนนอก (Extocervix) และคอมดลูกสวนใน (Endocervix) ของปากมดลูกไปตรวจ ซึ่งสามารถ

ทําไดงาย สะดวก ปลอดภัยและราคาถูก ใหผลการตรวจที่เชื่อถอืมากยิ่งข้ึน โดยกอนการตรวจ

จะตองเตรียมตัวกอน โดยงดการรวมเพศกอนตรวจ 48-72 ช่ัวโมง งดใชผาอนามัยแบบสอด
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และใชยาสอดเขาไปในชองคลอด ตลอดจนงดการลางสวนชองคลอด ความถี่ในการตรวจ

แพปสเมยีร มผีูเสนอไวแตกตางกัน เชน American Cancer Society (ACS) แนะนําใหตรวจซ้ําทุก 

3 ป  ถาผลการตรวจครั้งที่  2 หลังจากการตรวจครั้งแรกปกติ The American College of 

Obstetricians and Gynaecologists (ACOG) แนะนําใหสตรทีี่มีอายุ 18 ปขึ้นไป หรอืมีเพศสัมพันธ

ประจํา ใหตรวจหามะเร็งปากมดลูกทุกปตลอดไป National Institute of Health แนะนําใหสตรี

ไปรับการตรวจแพปสเมียรเมื่อมีเพศสัมพันธเปนประจําและตรวจซ้ําภายใน 1 ป ถาการตรวจ

ผลปกตกิ็ใหตรวจซ้ําทุก 1-3 ป 

 3. การปองกันแบบตติยภูมิ โดยการใหการรักษาผูปวยโรคมะเร็งปากมดลูกดวยวิธีที่

เหมาะสม เพื่อชวยใหผูปวยมชีวีติที่ยนืยาว 

 โรคมะเร็งปากมดลูก ไดช่ือวาเปนโรคที่รายแรง แตเปนโรคมะเร็งที่สามารถตรวจหาได

ตั้งแตระยะเริ่มแรก และสามารถปองกันได โดยลดพฤติกรรมเสี่ยงตอการเกิดโรค ในระยะ

เริ่มแรกของโรคมักไมมอีาการแสดง สวนใหญจงึมักพบผูปวยที่อยูในระยะลุกลามไปแลว ดังนัน้

การรับรูเกี่ยวกับโรคและมีความเชื่อดานสุขภาพเกี่ยวกับการปองกันโรคมะเร็งปากมดลูกของ

สตรทีี่ถูกตอง จะมีสวนชวยใหสตรสีามารถปองกันและตรวจหาโรคนี้ไดเร็วยิ่งข้ึน 

 

1.3) งานวจัิยที่เกี่ยวของ 

 มีการใชเทคนิคทางโปรติโอมิคส เพื่อศึกษาแบบแผนการแสดงออกของโปรตีนจาก

ผูปวยมะเร็งหลายชนิด เพื่อประยุกตใชตัวบงชี้ทางชีวภาพสําหรับการวินิจฉัยโรคเบื้องตนของ

ผูปวยมะเร็ง เชน มะเร็งกระเพาะอาหาร (gastric cancer) [34] มะเร็งปอด (lung cancer) [35] 

มะเร็งรังไข (ovarian cancer) และ มะเร็งเตานม (breast cancer) [36] อยางไรก็ตามมีรายงาน

การศึกษาการใชตัวบงช้ีทางชีวภาพของมะเร็งปากมดลูกนอยมาก ซึ่งในประเทศกําลังพัฒนา มี

ความตองการตัวบงชี้ทางชีวภาพของมะเร็งปากมดลูก เพื่อใชในการตรวจ (screening) การ

วนิิจฉัยโรคเบื้องตน (early detection) และการติดตามอัตราการรอดชีวิตหลังการรักษา (post-

treatment surveillance) Jeong et al. [37] ศึกษาการแสดงออกของ plasma protein โดยใช 2-

DE แ ล ะ  MALDI-MS พ บ  ceruloplasmin, complement C3, afamin แ ล ะ  alpha-1-B 

glycoprotein เปนโปรตีนที่มีความสัมพันธกับมะเร็งปากมดลูกชนิด squamous cell carcinoma 

(SCC) Zhu et al. [38] พบวาในเนื้อเยื่อผูปวยมะเร็งปากมดลูกชนิด squamous มีการแสดงออก

ของโปรตีนที่เพิ่มข้ึน (overexpression) คือ Tyk2, S100A9 และ Zinc finger protein 217 Hwang 

et al. [39] ใช  2D gel, semi-quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction 

(RT-PCR) และ western blot พบการเพิ่มขึ้นของ Heat Shock Protein 60 kDa (HSP60) จาก
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เนื้อเยื่อผูปวยมะเร็งปากมดลูก Ono et al. [40] ใชเนื้อเยื่อที่ เก็บดวยวิธี  Formalin-fixed, 

paraffin-embedded (FFPE) จากผูปวยมะเร็งปากมดลูกชนิด squamous และใชเทคนิค 2-DE 

รวมกับ LC-MS/MS พบวา Heat Shock Protein 27 มีการแสดงออกที่เพิ่มขึ้น    Gadducci et al. 

[41] รายงานวา Serum squamous cell carcinoma antigen (SCC) ใชเปน serum marker ของ 

squamous cell carcinoma ของผูปวยมะเร็งปากมดลูก สวน serum CA 125 (Cancer antigen 

125) ซึ่ งเปนไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ใชในการติดตามผูป วยมะเร็งปากมดลูกชนิด 

adenocarcinoma 

 โปรตีนที่ใชเปนตัวบงชี้โรคมะเร็งอื่นๆ เชน   Nishigaki et al. [34] รายงานวาพบโปรตีน

ที่มีการแสดงออกที่แตกตางกัน คือ MAD1L1, HSP27 และ CYR61 ในตัวอยางช้ินเนื้อ gastric 

carcinoma และใชเปนตัวบงชี้วินิจฉัยโรคมะเร็งกระเพาะอาหาร นอกจากน้ียังมีการใชตัวบงช้ี

ทางชีวภาพอื่นๆทางดานคลนิกิ [42] ซึ่งประกอบดวย 

 - Prostate specific antigen (PSA) ใชในการวินิจฉัยโรคข้ันตน (early stage) ของมะเร็ง

ตอมลูกหมาก (prostate cancer) [43] 

 - Cancer antigen 125 (CA125) หรือเรยีกอีกช่ือวา muc16 ใชเปนตัวบงชี้การเกิดขึ้นมา

อีก (recurrence) ของมะเร็งรังไข (ovarian cancer) แตใชเปนตัวตรวจสอบกอนการมีอาการ 

(presymptomatic detection) ของมะเร็งรังไข ยังใหผลที่ไมดีเทาที่ควร เน่ืองจากมีความไวและ

ความจําเพาะต่ํา [44] 

 - Carcinoembryonic antigen (CEA) ใชเปนตัวบงชี้ทางชีวภาพในมะเร็งลําไสใหญและ

ทวารหนัก (colorectal) เตานม (breast) ปอด (lung) และ ตับออน (pancreatic cancer) 

 - NMP-22 เปน specific nuclear matrix protein ใชเปนตัวบงชี้การเกิดขึน้อกีของมะเร็ง

ตอมลูกหมาก และใชเปนตัวตรวจสอบกอนการเกดิมะเร็งตอมลูกหมาก [45] 

 - CA19-9 เปนตัวบงชี้มะเร็งเหมือนกับ CEA หรือ CA125 พบในซีรั่มของผูปวยมะเร็ง

ตับออน (pancreatic) กระเพาะอาหาร (stomach) และมะเร็งทอน้ําดี (bile duct cancer) [46] 

และมีรายงานวาใชเปนตัวบงช้ีในการติดตามผลการรักษาในผูปวยมะเร็งทอน้ําดี และมะเร็งตับ

ออน และเปนตัวบงช้ีการเกดิขึ้นมาอกีของมะเร็งตับออน [47] 

คณะผูวิจัยไดใชการวเิคราะหโดยวิธีทางโปรติโอมิคส ไดแก การวิเคราะหดวยเทคนิค

เจลอิ เลค โตรโฟรีซีสแบบสองมิ ติ  (two-dimensional gel electrophoresis, 2-DE รวมกับ

เครื่องมือวิเคราะหมวลโมเลกุลของสาร (matrix-assisted laser desorption/ionization time of 

flight, MALDI-TOF) เพื่อหาตัวบงช้ีมะเร็งในตัวอยางปสสาวะจากผูปวยมะเร็งปากมดลูก และ

เปรยีบเทียบตัวอยางปสสาวะจากคนสุขภาพดี ที่ไมเปนโรคมะเร็ง พบโปรตนีในปสสาวะที่เปน



19 

 

ตัวบงชี้มะเร็งเบื้องตน ไดแก Protocadherin-8 [PCDH8], Aryl hydrocarbon receptor nuclear 

translocator-like protein 2 [ARNTL2], Serum albumin [ALB] แ ล ะ  Basement membrane-

specific heparan sulfate proteoglycan core protein (perlecan) [HSPGs] นอกจากนี้การบงชี้

โปรตีนที่พบเหลานี้ ไดยนืยันโดยการวเิคราะหดวยเวสเทรินบลอท พบวา ในปสสาวะของผูปวย

มะเร็งปากมดลูก มีโปรตีน ARNTL2 หลั่งออกมาสูงมากกวาคนปกติ ทั้งนี้โปรตีนดังกลาวเปน

สมาชิกในวงศ basic helix-loop-helix/Per-Arnt-Sim (bHLH/PAS) ของ transcription factors  ที่

ควบคุม  circadian rhythm โปรตีน  ARNTL2 มีความเกี่ ยวของกับการเจริญ เติบ โตของ

เซลลมะเร็ง (tomour development) ในมนุษย และชวยยับยั้งการแพรกระจายเซลลเชื้อสาย 

293 ARNTL2 และสมาชิกของ bHLH/PAS family จะทําหนาที่ควบคุม key regulatory immune 

functions และมผีลตอภาวะที่มภีูมิตานทานตอตัวเอง (autoimmunity) [48]  

ปจจุบันการตรวจหาและรักษาความผิดปกติในระยะเริ่มแรกของการเกิดมะเร็งปาก

มดลูก ไดแก การตรวจทางเซลลวิทยาของปากมดลูก (Pap smear) การตรวจหาเช้ือ HPV สาย

พันธุกอมะเร็ง (HPV DNA test) แตยังมีขอจํากัดของการตรวจวินิจฉัยโรคดวยวิธีเหลาน้ี

เนื่องจากมีราคาที่แพงมาก และตองอาศัยนักเซลลวทิยาที่มีความชํานาญในการตรวจวเิคราะห

ความเปล่ียนแปลงของเซลล ทําใหคนทั่วไปไมสามารถเขาถึงการตรวจดวยวิธีนี้ ดังนั้น

การศึกษาหาตัวบ งช้ีมะเร็งปากมดลูกชนิด Adenocarcinoma, Squamous cell carcinoma, 

Papilloma และ Carcinoma ของผูปวยโรคมะเร็งปากมดลูก โดยใชเทคนิคทางการแสดงออก

ของยีน (gene expression) และการพิสูจนเอกลักษณ (identification) ได ซึ่งจะนําไปสูการ

ประยุกตใชตัวบงชี้ดังกลาวในการวินิจฉัยมะเร็งระยะเริ่มตนและเปนแนวทางในการรักษาโรค

ตอไป 

 

1.4) วัตถุประสงคของโครงการวจิัย 

1.4.1 เพื่อศึกษาเปรียบเทียบแบบแผนการแสดงออกของยีนในเซลลเช้ือสายมะเร็งปาก

มดลูก (cervical cell lines) และเซลลปกติ และศึกษาความสัมพันธของยีนที่คนพบในผูปวย

มะเรง็ปากมดลูก 

1.4.2 เพื่ อประยุกต ใชตั วบ งชี้ทางชีวภาพสําหรับการวินิจฉัยโรคเบื้องตน (disease 

diagnostic) ของผูปวยมะเร็งปากมดลูก 
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1.5) ขอบเขตของโครงการวจัิย 

1.5.1 ทําการคนหาขอมูลที่เกี่ยวกับการแสดงออกของยีนในเซลลมะเร็งปากมดลูก รวมถึง

เทคนคิการวเิคราะหตางๆในระดับโมเลกุลหรอืยนี 

1.5.2 ทําการวิเคราะหและเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนโดยรวมในเซลลมะเร็งปาก

ม ด ลู ก แ ต ล ะช นิ ด  (HeLa : Adenocarcinoma, SiHa : Squamous cell carcinoma, C-4 I : 

Papilloma) และ SW756 : Carcinoma) กับเซลลปกติดวยวธิี RT-qPCR 

 

1.6) ระเบยีบวธิวีจิัย และสถานที่ทาํการทดลอง/เก็บขอมูล 

      1.6.1 ระเบยีบวจัิย 

 1.6.1.1 คนหาขอมูลที่เกี่ยวกับการแสดงออกของยีนในเซลลมะเร็งปากมดลูก รวมถึง

เทคนคิการวเิคราะหตางๆในระดับโมเลกุลหรอืยนี 

 1.6.1.2 วิเคราะหและเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนโดยรวมในเซลลมะเร็งปาก

มดลูกแตละชนิด (Squamous cell carcinoma และ Adenocarcinoma) กับเซลลปกติดวยเทคนิค 

DNA microarray analysis 

 1.6.1.3 วเิคราะหหาระดับการแสดงออกของยนีที่บงช้ีเฉพาะในเซลลเชื้อสายมะเร็งปาก

มดลูกดวยเทคนคิ RT-qPCR 

 1.6.1.4 วิเคราะหและประเมินหาขอบเขตและระดับการแสดงออกของยีนที่บงช้ีเฉพาะ

ในมะเร็งปากมดลูกในเซลลชนดิอื่นๆดวยวธิ ีRT-qPCR 

 1.6.1.5 วจิารณและสรุปผลการทดลอง 

 

      1.6.2 สถานที่ทาํการทดลอง/เก็บขอมูล 

 ภาควชิาเคม ีคณะวทิยาศาสตร มหาวทิยาลัยเชียงใหม 

 หนวยรังสรีักษาและมะเร็งวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวทิยาลัยเชียงใหม 

  

1.7) ประโยชนที่คาดวาจะไดรับและหนวยงานที่จะนําไปใชประโยชน 

     1.7.1 สามารถเปรียบเทียบความแตกตางของแบบแผนการแสดงออกของยีนในเซลลเช้ือ

สายมะเร็งปากมดลูกในแตละชนดิได   

     1.7.2 สามารถเขาใจเครือขายทางชีวภาพจากความสัมพันธของยีนที่บงช้ีมะเร็งปากมดลูก

ในแตละชนดิได 
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     1.7.3 สามารถใชขอมูลแบบแผนการแสดงออกของยีนในมะเร็งปากมดลูกและ

ความจําเพาะของยีนตอมะเร็งปากมดลูกในแตละชนิดสําหรับการวินิจฉัยโรคทางคลีนิค

เบื้องตนและ/หรอืพัฒนาวธิกีารบําบัดและรักษามะเรง็ปากมดลูก 

     1.7.4 เปนองคความรูใหมในการวิจัยตอไป รวมทั้งสรางขีดความสามารถในการพัฒนา

ประเทศสู สังคมฐานความรู 

      1.7.5 หนวยงานที่จะนําไปใชประโยชนไดแก หนวยงานทางการแพทยและเภสัชกรรม 

 

1.8) แผนการถายทอดเทคโนโลยหีรอืผลการวจัิยสูกลุมเปาหมาย 

 ในลําดับแรกผลการวจิัยจะถายทอดโดยการเสนอผลงานในที่ประชุมวิชาการตางๆ ทั้ง

ในและนอกประเทศ ตีพมิพผลงานในวารสารวชิาการตางๆ และรวบรวมขอมูลที่ไดจากการวจิัย

ไวเปนฐานขอมูลใหมีการสืบคนไดสะดวก  
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บทที่ 2  

วธิกีารทดลอง 

 

2.1) วัสดุอุปกรณและสารเคม ี  

2.1.1 สารเคม ี

 

 ช่ือสารเคมี      บรษิัทผูผลติ 

Absolute ethanol     Sigma-Aldrich, USA 

Chloroform Lot# BCBH3014V    Sigma-Aldrich, USA 

DEPC-treated water     Sigma-Aldrich, USA 

Dithiothreitol  (DTT)     AppliChem, Germany 

DMSO for Cell Culture     Sigma-Aldrich, USA 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium    Gibco® by life technologies™, USA 

powder Cat # 6816  

EDTA       Fluka, Switzerland 

Ethanol       Carlo  Erba, Italy 

Fetal Bovine Serum     Gibco, USA 

Forward primer      Macrogen, South Korea 

Hydrochloric acid     Carlo  Erba, Italy 

Isopropanol 99+% water≤ 0.05%   Sigma, USA 

For molecular Biology Lot# 062K3673 

Leibovitz’s L-15, Mod. Medium  with L-Glutamine Corning, USA 

MEM (eagle) with Earle’s Salts    Sigma, USA 

MEM Non-Essential Amino Acids (100x)  Sigma, USA 

Non-Essential Amino Acids (NEAA)    Sigma, USA 

Penicillin-Streptomycin     Gibco, USA    

Phosphate Bufferred Saline (PBS) pH 7.4 (10x)   Gibco® by life technologies™, USA 

[-] Calcium Chloride, [-] Magnesium Chloride    

Polyxyethylene sorbitan monolaurate (Tween 20) Sigma, USA   

Reverse primer      Macrogen, South Korea  
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ชื่อสารเคมี      บรษิัทผูผลติ 

 

RNase-free water     Sigma, USA    

Sodium bicarbonate (for cell culture)   Gibco, USA 

Cat # 31600-026   

Sodium carbonate     GE Healthcare (Amersham), USA 

Sodium chlorine, NaCl, minimum assay 99.5%,  BDH Chemical, UK  

Sodium hydroxide       Merck, USA  

Sodium pyruvate (100x)     Gibco, USA       

Trizol® reagent      Invitrogen, USA 

Trypan blue stain Cat # 15250-061   Gibco, USA 

0.25% Trypsin-EDTA (1x) REF # 25200-056  Gibco® by life technologies™, USA 

Waymouth's (1x) MB 752/1 Medium   Gibco® by life technologies™, USA 

[+] L-Glutamine REF # 11220-035 
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2.1.2 เคร่ืองมอืและอุปกรณ 

 ช่ืออุปกรณ      บรษิัทผูผลติ 

 

Autoclave MLS-3780       Sanyo, JAPAN 

Balance 2 digits          Merrler Toledo, USA 

Balance 4 digits Model AT261 Delta Range         Merrler Toledo, USA 

BioRad DNAEngine® Pelter Thermal Cycle   Bio-Rad, USA 

BioRad Chromo 4™ Real-Time PCR Detector   Bio-Rad, USA 

Centrifuge (rotor 12 x 35 g  6000 rpm),     HETTICH, Netherland 

รุน  MIKRO 22R  

Centrifuge 5430      Eppendorf, Germany    

Centrifuge 5702      Eppendorf, Germany   

Centrifuge 5804 R      Eppendorf, Germany   

Centrifuge tube       Millipore, USA 

96  well culture plate      NUNCTM , USA 

100x20 mm culture dish     NUNCTM , USA 

Disposable gloves      Microflex, Malaysia  

Drying Oven MOV-212      Sanyo Electric Biomedical    

                                             Co., Ltd, JAPAN 

Freezer  -20°C MDF-U333     Sanyo Electric Biomedical    

                                             Co., Ltd, JAPAN 

Freezer  -80°C REVCO Legaci®     Refrigeration System, USA 

Hot plate stirrer           Whatman, JAPAN 

Lamina Flow Biohazard class II (Type s@feflow 1.2)  BIOAIR Instruments, ITALY 

Magnetic stirrer       Clifton Cerastir, England 

Microcentrifuge Mini Spin     Eppendorf, Germany     

Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL    Eppendorf, Germany   

Microcentrifuge tube ขนาด 0.2 mL    Eppendorf, Germany   

Micropipette       Biohit, Gilson, USA  

Micropipette 2 – 20 µl       LAB MATE, Poland  
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ชื่ออุปกรณ      บรษิัทผูผลติ 

 

Micropipette 20 - 200 µl รุน WITOPET digital    WITEG, Germany   

Micropipette 100–1,000 µl      ISO LAB, Germany   

Microwave       SHARP, JAPAN 

NanoDrop 2000 Spectrophotometer    Thermo Scientific, USA 

Pasteur pipette       Local Supplier, THAILAND 

PCR Strip tube       NUNCTM, USA 

Pipette tips       Biohit, USA   

Platform  shaker STR8      Stuart  Scientific, UK   

pH meter, Model 713      Methrom, Switzerland 

Refrigerator       Sanyo, JAPAN 

Shaker Incubator GFL®1086     GFL, Netherland 

Vortex  mixer       Vortex Genie 2, USA 

Water bath       Memmert, Germany 

Cryo 1ºC Freezing Container     NALGENE™ , USA 

ตูเย็น 4ºC       TOSHIBA, JAPAN 

ตูอบที่มีปรมิาณ CO2 5% ควบคุมอุณหภูมทิี่ 37ºC   Sanyo Electric Biomedical    

และความชื้นสัมพัทธ 95% (CO2 incubator) MCO-20 AIC Co., Ltd, JAPAN 

กลองจุลทรรศนเลนสประกอบ (compound microscope)  OLYMPUS CKX41, USA  

กลองจุลทรรศนเลนสวัตถุอยูดานลาง    OLYMPUS CKX41, USA  

(inverted microscope) 

Hemocytometer       Local Supplier, THAILAND 

Cover slip       Local Supplier, THAILAND 

ปากคบี (forceps)      Local Supplier, THAILAND 

ขวดแกว (Duran)      Duran, USA 

Vaccumn filtration      NUNCTM , USA 

Parafilm       Local Supplier, THAILAND 

Tip ขนาดเล็ก กลาง และใหญ     Biohit, USA 

Volumetric pipette ขนาด 1, 5, 10 และ 25 mL   Pyrex, USA 
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ชื่ออุปกรณ      บรษิัทผูผลติ 

 

เครื่องนับจํานวนเซลล      Local Supplier, THAILAND 

บกีเกอร       Pyrex, USA  

ถุงมือยาง SUPRENO®      Microflex, Malaysia

อลูมเินยีมฟลอย Diamond®     Reynolds, USA  

Centrifuge rack       Local Supplier, THAILAND 

ชุดกระบอกฉดียาพรอมเข็ม     Local Supplier, THAILAND 

 

2.2) ชุดทดลอง 

 1. Thermo Scientific GeneJET RNA Purification Kit #K0731, USA  

 2. Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA Systhesis Kit #K1622, USA  

 3. Thermo Scientific Luminaris Color HiGreen qPCR Master Mix #K0392, #K0393,  

USA  

4. illustra™ RNAspin Mini RNA Isolation Kit #25-0500-71, GE Healthcare, UK 

 5. SuperScript® III First-Strand Synthesis System for RT-PCR #18080-051, 

Invitrogen Life Technologies, USA 

 

2.3) เซลลเชื้อสายมะเร็งปากมดลูก (Cervical cancer cell lines) 

 1. HeLa  Human cervix, adenocarcinoma 

ไดรับความอนุเคราะหจาก อาจารย ดร. นสิา ชวพันธุ 

 2. SiHa  Human cervix, grade II, squamous cell carcinoma 

 3. C-4 I Human cervix, carcinoma 

 4. SW756 Human cervix, squamous cell carcinoma   

ซื้อมาจาก American Type Culture Collection (ATCC®) ,USA รายละเอยีดดังตารางที่ 2.1 
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ตารางที่ 2.1 เซลลเชื้อสายมะเร็งทางนรเีวช (Gynecological cancer cell lines) 

 

ATCC®No. Name Cell Type Disease Age Ethnicity 

CCL-2™ HeLa epithelial adenocarcinoma 31 years adult Black 

HTB-35™ SiHa  grade II, squamous cell 

carcinoma 

55 years adult Asian 

CRL-1594™ C-4 I  Papilloma 41 years adult Caucasian 

CRL-10302™ SW756  squamous cell 

carcinoma 

46 years adult Caucasian 

 

2.4) การเลี้ยงและเตรียมเซลลเชื้อสายมะเร็ง  

2.4.1 เซลลเชื้อสายมะเร็ง (Cancer cell lines) 

 ในการวจิัยนี้ใชเซลลเช้ือสายมะเร็งปากมดลูก HeLa, SiHa, C-4 I และ SW756 สําหรับ

เปรยีบเทยีบการแสดงออกของยนี 

 

2.4.2 การเลี้ยงเซลลเช้ือสายมะเร็งปากมดลูก 

เซลลเชื้อสายมะเร็งปากมดลูก HeLa เล้ียงในอาหารเลี้ยงเซลล 90% Dulbecco’s 

Modification Eagle’s MEM (DMEM) low glucose (25 mM) ที่ มี L-glutamine, 110 mg/L 

Sodium pyruvate, Pyridoxine hydrochloride  ผสมกับ fetal bovine serum (FBS) 10% 

 เซลลเชื้อสายมะเร็งปากมดลูก SiHa เลี้ยงในอาหารเล้ียงเซลล 90% MEM (Eagle) 

with Earle’s Salts ที่ มี  2 mM L-glutamine, 1.5 g/L Sodium bicarbonate, 0.1 mM Non-

Essential Amino Acids (NEAA) แล ะ  1 mM Sodium pyruvate ผส ม กั บ  fetal bovine serum 

(FBS) 10%  

เซลลเชื้อสายมะเร็งปากมดลูก C-4 I เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล 90% Waymouth's MB 

752/1 medium ที่มี L-glutamine ผสมกับ fetal bovine serum (FBS) 10% 

เซลลเชื้อสายมะเร็งปากมดลูก SW756 เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล Leibovitz’s L-15,  

Mod. medium ที่ม ีL-glutamine ผสมกับ fetal bovine serum (FBS) 10% 

เซลลเชื้อสายมะเร็งปากมดลูกทุกเซลล เลี้ยงเซลลใน 100x20 mm culture dish โดย

เพาะเลี้ยงไวในตูอบกาซคารบอนไดออกไซดที่มีอุณหภูม ิ37ºC ความชื้น 95% และปรมิาณกาซ

คารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 3-4 วัน หรือตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนเลนสวัตถุอยู

ดานลางวาเซลลเจรญิเตบิโตด ีโดยมีเซลลประมาณ 70-80% confluent 
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2.4.3 การเตรียมเซลลในลักษณะแขวนลอย 

 เนื่องจากเซลลเช้ือสายมะเร็งปากมดลูกที่ใชในการทดลองนี้เปนเซลลเกาะทั้งหมด 

(adherent cells) จึงใชเทคนิค trypsinization เพื่อใหเซลลหลุดจากจานเพาะเลี้ยง (dish) ซึ่งมี

กระบวนการดังตอไปนี้  

 1. เริ่มจากดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกใหหมด ลางเซลลดวยสารละลาย phosphate 

buffer saline (PBS) ปริมาตร 2 mL เพื่อไมใหมีอาหารเล้ียงเซลลเคลือบอยู เพราะโปรตีนจาก

อาหารเลี้ยงเซลล จะรบกวนการทํางานของสารละลาย trypsin/EDTA  

 2. เติมสารละลาย trypsin/EDTA ปริมาตร 1 mL ลงในจานเพาะเลี้ยง จากน้ันบมไวที่

อุณหภูมิ 37ºC เปนเวลา 10 นาท ีแลวตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนเลนสวัตถุอยูดานลางวาเซลล

หลุดออกจากพื้นจานเพาะเลี้ยงหรอืไม 

 3.  เม่ือเซลลหลุดหมด (มากกวารอยละ 80) เตมิอาหารเลีย้งเซลลลงไป 5 mL แลวใช 

Pasteur pipette ดดูพนเบาๆ ใหเซลลหลุดจากพื้นจานเพาะเลี้ยงและกระจายออกจากกัน 

 4. ดู ด สารละลาย เซ ลล ออก มาเพี ย งบางส วน  เพื่ อทํ าก าร นับ เซลล โดย ใช 

hemocytometer และคํานวณหาความเขมขนของเซลล (ภาคผนวก ขอ 3) 

 5. ปรับปริมาตรของเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลล โดยใหมีจํานวนเซลลประมาณ 1x106 

cell/mL ปรมิาตร 10 mL ในจานเพาะเลี้ยงขนาด 100 x 20 mm 

6. เลี้ ยงเซลล ในจานเพาะเลี้ ย ง 100 x 20 mm โดยเพาะเลี้ ยงไว ในตู อบก าซ

คารบอนไดออกไซดที่มีอุณหภูมิ 37ºC ความชื้น 95% และปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด 

5%  

7. ปเปตเซลลมาใสในหลอด microcentrifuge ประมาณ 5x106 cell ตอหลอด นําไปปน

เหวี่ยงที่ความเร็ว 1,000 rpm เปนเวลา 5 นาท ีดูดอาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง 

8. เติม PBS ปริมาตร 1 mL ลงในแตละ microcentrifuge ดูด-เปาๆ หลายครั้งใหเซลล

กระจายตัว และนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,000 rpm เปนเวลา 5 นาท ีดูด PBS ทิง้ 

9. เก็บหลอด microcentrifuge ที่มีเซลลเชื้อสายมะเร็งแตละชนิดไวที่อุณหภูมิ -80ºC 

เพื่อทําการทดลองข้ันตอไป 
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2.5) การวเิคราะหและเปรยีบเทยีบการแสดงออกของยนีในเซลลเช้ือสายมะเร็งปาก

มดลูกแตละชนิด (Adenocarcinoma, Squamous cell carcinoma, Papilloma และ 

Carcinoma) กับเซลลปกตดิวยเทคนคิ Real-time quantitative PCR [RT-qPCR] 

 

2.5.1 Primer design 

 การออกแบบ primer สําหรับวเิคราะหปรมิาณการแสดงออกของยนี โดยสั่งสังเคราะห 

primer จากบรษิัท Macrogen ประเทศเกาหลีใต ดังตารางที่ 2.2 

 

2.5.2 การสกัดอารเอ็นเอและการสังเคราะหซดีเีอ็นเอจากเซลลเชื้อสายมะเร็ง 

          2.5.2.1 การเตรียมเซลลเพื่อสกัดอารเอ็นเอ 

 นําเซลลที่กลาวมาทั้งหมดในขอ 2.4.2 มาทําการสกัดอารเอ็นเอ จะตองใชเซลลอยาง

นอย 5x106 เซลลขึ้นไป ขัน้ตอนในการสกัดอารเอ็นเอมดีังนี้ 

 1. เพาะเลี้ยงเซลลในจานเพาะเล้ียงเซลลขนาด 6 cm จนไดเซลลที่เจริญอยูในระยะ 

mid log จากนัน้ดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกใหหมด 

2. ปเปต Trizol® reagent ปริมาตร 3 mL ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล เขยาสารใหทั่วจาน

เพาะเลี้ยง ทิ้งไว 5 นาที แลวตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนเลนสวัตถุอยูดานลางวาเซลลหลุด

ออกจากพื้นจานเพาะเลี้ยงหรอืไม 

3. ใช pipette ดูดพนเบาๆ ใหเซลลหลุดจากพื้นจานเพาะเลี้ยงและกระจายออกจากกัน 

4. ดูดสารละลายเซลลปรมิาตร 1 mL ลงใน sterile centrifuge tube ขนาด 1.5 mL และ 

vortex จากนัน้นําไปสกัดอารเอ็นเอหรอืเก็บไวที่ -80ºC 

 

2.5.2.2 การสกัดอารเอ็นเอ (Total RNA Isolation) 

 อารเอ็นเอมีคุณสมบัติที่ ไวตอการถูกทําลาย  เน่ืองจากมีโครงสรางเปนน้ําตาล           

ไรโบสสายเด่ียว ดังนั้นกระบวนการในการสกัดอารเอ็นเอจึงควรทําที่อุณหภูมิต่ําหรอืประมาณ 

4ºC 

 1. นําเซลลที่เตรียมไดจากขอ 2.5.2.1 มาเติมดวย Lysis buffer ปริมาตร 600 µl แลว 

vortex sterile centrifuge tube ใหสารละลายเขากัน เปนเวลา 10 วินาที และ spin down (หาก

เซลลขนหนืดมาก ใหใชชุดเข็มฉีดยาดูด – ปลอย หลายๆครั้ง) ตั้งหลอดไวที่อุณหภูมิหอง เปน

เวลา 3 นาที 
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ตารางที่ 2.2 Forward และ Reverse Primer ของยนี 30 ชนดิที่ใชในปฏกิริยิา real-time PCR 

 

No. Gene 

name 

Forward Tm 

(ºC) 

Reverse Tm 

(ºC) 

1 ADAM33 GCTTTGCTCACAACTGCT 56.23 AACTCAGGGAGGTCACAG 55.37 

2 ALB AACCTCTTGTGGAAGAGCCT 58.56 GGGTACTTTCTTGGTGTAACGA 58.01 

3 APP AGAACTACATCACCGCTCTG 57.05 GTGCTGTCTGTCCTTCTG 54.99 

4 ARNTL2 GCAAGTTCACAGTAATCTCCA 55.90 TCCATGCTCTTCTTTGACAG 55.37 

5 ATF2 CAACCAGTACAGTCAGAAGCA 57.89 GAGTCCTAACCAATCCGCTACC 60.22 

6 ATF6 GAACCATTGCTTTACATTCCTC 55.69 CATGTCTATGAACCCATCCTC 55.54 

7 BAAT CCATAACTATGAAGACCTGCC 55.82 AACGCCTGAGCCAAAGAC 57.93 

8 CALD1 TCCAAGAAGACAAGCCTACC 56.85 CGACTTAACTTCTGTAAATCCC 54.61 

9 CELSR2 GTGACTACTGCGAGACCGAG 59.90 GTGTAGCCATCACGACAGAG 58.09 

10 DPYSL3 TGCCATCACCATTGCCAG 57.98 CTCACCAAAGACTACATTTCCT 55.74 

11 GAPDH CTTTGGTATCGTGGAAGGACTC 58.48 AGTAGAGGCAGGGATGATGTTC 59.30 

12 HSPG2 GGCATCGGGCAATGCTAT 57.91 CCTTTGAATCCATCTCGACACA 58.40 

13 LAMA2 TGAGGTGTACCTGCACCCATCTG 64.09 ACGGACTGGAAAATGTGTGCCAT 63.20 

14 MAPRE3 ATGATGGAAAGGATTACAACCC 56.09 CTCTGTGGAACTGCTGTG 55.30 

15 NASP GGAGCTACTGAGAAATCACCTG 58.21 AGCCTTCAGTTTCTTCACCC 57.72 

16 NAV3 GCCACAGATCCAGTACCA 55.88 TTGACGGTGACAGGACTC 56.19 

17 PAK7 TACATCTCCACGGCTTCC 56.00 CCGAAACTGTTCATGGGAC 56.23 

18 PARD3B GCCGAGAGTGAAGTTCCA 56.59 AAATATACTGCTGAATCCACCC 55.91 

19 PCDH8 GTGTCCACTTATGTCTCGG 55.05 TAGCTTGGATGCGAACGTC 57.96 

20 PGF ATGTTCAGCCCATCCTGTGTC 60.37 CCCAGAACGGATCTTTAGGAG 57.54 

21 PPP2R2C GCAACCTCTTCGTCTACAG 55.38 GAATGAGCGGTTACTGGG 55.13 

22 PRPF4B GACGAAGGAGCAGAAGCA 57.00 CTTCAAGGTTATCATCAGACGA 55.66 

23 RCC1 GGTGTGATTGGACTGTTGG 56.12 CAAGTGGTCGTTTCCTGAG 55.88 

24 RPA3 TGTCTGCTTCGTAGGGAG 55.62 CCAGAGATTTCTTCATCAAGGG 56.49 

25 SASH1 TATAATCAGCAAGCCACCCA 56.58 GGTTTCTCCTCGTCTTCAC 55.28 

26 SRPK1 GAGTCCTGTTGAAAGACCC 55.13 GCACCACCCTCTGTATCAC 57.54 

27 STK17A TGATGTTTTGTCTGAGTCGGCTGTTG 64.01 TCTTCAGCAGTGGCTCGATCTTCAGG 66.30 

28 TCF4 CTCCAGATCACACTAACAACAG 56.47 CCTCCATTTCTAGACCAAACAG 56.43 

29 TNFSF13 CCATTAACGCCACCTCCA 56.95 AGATAAACTCCAGCATCCTG 54.52 

30 VAV2 TACCCCTGGTTTGCAGGTAAC 59.93 GCTTATTGCAAAGCGCTCA 57.30 
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2. นําไปปนตกตะกอนในเครื่อง thermo-centrifuge ความเร็ว 14,000 x g (14,453 

rpm อุณหภูมิ 4ºC เปนเวลา 5-6 นาที 

 3. ถือหลอด sterile centrifuge ในระดับสายตา ใช micropipette ดูด aqueous phase 

ครั้งละ 200 µl จํานวน 2 ครั้ง ระวัง DNA และโปรตีน (phase อื่นๆ) ฟุงข้ึนมา ไปใสใน sterile 

centrifuge tube ขนาด 1.5 mL หลอดใหม 

4. เติม absolute ethanol ปรมิาตร 360 µl จากนั้นจึงผสมใหเขากันดวยการเอียงหลอด

เบาๆไปมาประมาณ 5-10 ครัง้ หรือใช micropipette ดูด – ปลอยหลายๆครั้ง และ spin down 

ตัง้หลอดไวที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 10 นาท ี

5. ดูด supernatant จากขอ 4 มา 700 µl ใสลงใน GeneJET RNA Purification Column 

ที่ inserted ใน collection tube (ที่มีอยูในชุด kit) นําไปปนเหวี่ยงในเครื่อง thermo-centrifuge 

ความเร็ว 12,000 x g (12,800 rpm) อุณหภูมิ 4ºC เปนเวลา 1 นาท ีเทสารละลายใน collection 

tube ขางลางทิ้งไป แลวนําไปปนเหวี่ยงซ้ําที่ 12,000 x g อุณหภูมิ 4ºC เปนเวลา 1 นาที จนกวา 

lysate จะผานคอลัมนจนหมด จากนั้นทิ้ง collection tube แลวนํา purification column ไปใสใน 

collection tube อันใหม (ที่มอียูในชุด kit) 

6. เติม Wash buffer 1 ปริมาตร 700 µl  ลงใน purification column นําไปปนเหวี่ยงที่  

12,000 x g อุณหภูมิ 4ºC เปนเวลา 1 นาที เทสารละลายดานลางทิ้งไป 

7. เติม Wash buffer 2 ปริมาตร 600 µl  ลงใน purification column นําไปปนเหวี่ยงที่  

12,000 x g อุณหภูมิ 4ºC เปนเวลา 1 นาที เทสารละลายดานลางทิ้งไป 

8. เติม Wash buffer 2 ปริมาตร 250 µl  ลงใน purification column นําไปปนเหวี่ยงที่  

12,000 x g อุณหภูมิ 4ºC เปนเวลา 2 นาที เทสารละลายดานลางทิ้งไป 

หากยังมีสารละลายตกคางอยูใน purification column ใหปนซ้ําที่ความเร็วสูงสุด เปน

เวลา 1 นาที จนกวาสารละลายจะผาน column จนหมด จากนั้นทิ้ง collection tube แลวนํา 

purification column ไปใสใน sterile 1.5 mL RNase-free microcentrifuge tube (ที่มอียูในชุด kit) 

9. เติม nuclease-free water (ที่มีอยู ในชุด kit) ปริมาตร 100 µl ลงตรงกลางของ  

purification column membrane ซึ่ง microcentrifuge tube วางอยูบนนํ้าแข็ง ทิ้งไว 30 วินาที 

นําไปปนเหวี่ยงที่   12,000 x g อุณหภูมิ 4ºC เปนเวลา 1 นาที  เพื่อชะ RNA จากนั้นเติม 

nuclease-free water ปริมาตร 100 µl โดยที่ microcentrifuge tube วางอยูบนน้ําแข็ง แลวนําไป

ปนเหวี่ยงที่  12,000 x g อุณหภูมิ 4ºC เปนเวลา 1 นาที (หากตองการให RNA เขมขนขึ้น ใหเติม 

nuclease-free water เพยีงปรมิาตร 50 µl ทัง้ 2 steps) 
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10. ทิ้ง purification column แลวดูดแบง RNA มาใส sterile centrifuge tube ขนาด 0.2 

mL หลอดละ 2 µl เพื่อวัดปริมาณอารเอ็นเอดวยเครื่อง NanoDrop 2000 spectrophotometer 

แสดงในตารางที่ 2.3 

11. เก็บอารเอ็นเอไวทีอุ่ณหภูม ิ-80ºC 

 

2.5.2.3 การสังเคราะหซดีเีอ็นเอ (First Strand cDNA Synthesis) 

จากการหาปรมิาณอารเอ็นเอจากเซลลเชื้อสายมะเร็งปากมดลูก แสดงในตารางที่ 2.3 

อารเอ็นเอที่สกัดไดจากเซลลเชื้อสายจะทําใหกลายเปนซดีเีอ็นเอสายคูโดยใชเอนไซม M-MuLV 

RevertAid™ Reverse Transcriptase (Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA 

Systhesis Kit) ซึ่งมีขัน้ตอนดังนี้ 

          1. เตรยีม sterile, nuclease-free PCR tube ใหมไว 2 หลอด โดยในหลอดแรก เติมสาร

ตามตารางที่ 2.4  

           - เติม Template RNA โดยใช RNA ปรมิาณ 1 µg ซึ่งทําการคํานวณปรมิาตร RNA 

ที่จะใชเตมิลงไปไดดังนี้ 

           1000/conc. of RNA = ปรมิาตร RNA ที่ใชเตมิลงในหลอด 

       - เตมิ Oligo (d)T Primer ปรมิาตร 1 µl 

           - เตมิ nuclease-free water ใหไดปรมิาตรครบ 12 µl 

    ผสมสารทัง้หมดในหลอดใหเขากัน จากนั้นจงึบมไวที่อุณหภูมิ 65ºC เปนเวลา 5 นาท ี ใน

เครื่อง BioRad DNAEngine® Pelter Thermal Cycle 

(หากตองการใชตัวอยางเดียวกันหลายหลอด อาจจะเตรียม master mix ในหลอด 1.5 mL แลว

แบงใสหลอดเล็กขนาด 0.2 mL หลอดละ 12 µl กอนบม 

 

ตารางที่ 2.3 ปรมิาณอารเอ็นเอของเซลลเชื้อสายมะเร็งปากมดลูก 

 

เซลลเชื้อสายมะเร็ง ปรมิาณ RNA (ng/µl) 

HeLa 300.0 

SiHa 268.4 

C-4 I 253.2 

SW756 154.9 
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ตารางที่ 2.4 สารละลายที่ใชในการสังเคราะหซดีเีอ็นเอ 

 

สารละลาย HeLa SiHa C-4 I SW756 

Template 

RNA 

Total RNA 1 µg 

(µl) 

 3.3 3.7 3.9 6.5 

Primer Oligo dT18 (µl)  1.0 1.0 1.0 1.0 

RNase-free water to 12.5 µl 8.2 7.8 7.6 5.0 

 

2. เตรยีม PCR tube ใหม หลอดที่สอง เตรียมเปน pre-mixed solution ไวกอน โดยเติม

สารดังตอไปนี้ 

 - 5X Reaction Buffer ปรมิาตร 4 µl 

  - RiboLock RNase Inhibitor ปรมิาตร 1 µl 

 - 10 mM dNTP Mix, each ปรมิาตร 2 µl 

- RevertAid M-MuLV RT (200 U/µl) ปรมิาตร 1 µl  

ผสมสารทัง้หมดในหลอดใหเขากัน โดยการ spin down 

3. ปเปตสารละลายจาก PCR tube หลอดที่ 2 (pre-mixed solution) ลงใน PCR tube 

หลอดที่ 1 ของแตละเซลลเชื้อสาย ปริมาตร 7.5 µl ผสมสารเบาๆ และ spin down จากนัน้จงึ

นําไปบมที่อุณหภูมิ 42ºC เปนเวลา 60 นาท ีแลวจึงหยุดปฏิกิรยิาที ่70ºC เปนเวลา 10 นาท ี 

4. เก็บตัวอยางซีดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดที่อุณหภูมิ -20ºC (ตารางที่ 2.5) เพื่อใชเปน

ตนแบบ (template) ในการศกึษาตอไป 

 

2.5.2.4 การตรวจสอบปรมิาณซีดเีอ็นเอ 

 เจือจางสารละลายซีดีเอ็นเอจากตัวอยางที่ตองการวัดปริมาณ โดยผสมน้ํา

กลั่นปริมาตร 995 µl กับสารละลายซีดีเอ็นเอปริมาตร 5 µl ใน microcentrifuge tube ขนาด 

1.5 mL จากนั้นจึงนําไปวัดคาการดูดกลนืแสง (optical density) ที่ความยาวคล่ืน 260 และ 280 

nm ดวยเครื่อง Nanodrop spectrophotometer นําคาที่ไดไปคํานวณหาคาความบรสิุทธิ์ของซีดี

เอ็นเอ (OD260/280) และคาความเขมขนของซีดีเอ็นเอ เพื่อใชในการปรับปริมาณซีดีเอ็นเอให

เทากับ 12.5 ng/µl กอนนําไปศึกษาการแสดงออกของยีนดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

(polymerase Chain Reaction; PCR) 
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ตารางที่ 2.5 ปรมิาณซดีเีอ็นเอของเซลลเชื้อสายมะเร็งปากมดลูก 

 

เซลลเชื้อสายมะเร็ง ปรมิาณ cDNA (ng/µl) OD 260/280 OD 260/230 

HeLa 2,559.6 1.72 2.07 

SiHa 2,448.9 1.73 2.09 

C-4 I 2,515.0 1.72 2.09 

SW756 2,512.5 1.73 2.09 

 

 

2.5.3 การสกัดอารเอ็นเอและการสังเคราะหซดีเีอ็นเอจากเซลลปกติ 

 2.5.3.1 การสกัด RNA จากเซลลปกติ 

 นําเซลลปกติจาก tumor cervix tissue มาทําการสกัดอารเอ็นเอ ขั้นตอนในการสกัด

อารเอ็นเอมดีังนี้ 

 1. เตรียมหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 mL ที่กลั้วดวย DEPC-treated water และ

ผานการน่ึงฆาเชื้อแลว จํานวน 2 หลอด 

 2. ผสม β-mercaptoethanol ปริมาตร 3.5 µl และ Lysis buffer ปริมาตร 350 µl ลง

ในหลอด microcentrifuge หลอดแรก ผสมใหเขากัน จากนัน้ vortex และ spin down 

 3. ตัดชิ้นเน้ือเยื่อจากหลอดเก็บตัวอยาง มาหั่นเปนช้ินเล็กๆและสับใหละเอียดดวยมีด

ผาตัด ในหลอด microcentrifuge จากนั้นเติมสารละลาย β-mercaptoethanol ลงไป แลวนําไป 

vortex และ spin down 

 4. ใชชุด syringe ที่มีเข็มฉีดยาที่ฆาเชื้อแลว ดูด-ปลอยสารละลายเนื้อเยื่อ (lysate) 

ประมาณ 15 ครัง้ เพื่อใหเนื้อเยื่อถูกยอยสลายใหมากที่สุด จากนัน้ spin down 

 5. เตรียม RNAspin Mini Filter (หลอดสีแดง) ใสลงใน collection tube เติมสารละลาย

เนื้อเยื่อ (lysate) จากขอ 4 ลงไป ปริมาตรประมาณ 360 µl และนําไปปนเหวี่ยงที่ 11,000 x g 

(12,800 rpm) เปนเวลา 1 นาที 

 6. ทิ้ง RNAspin Mini Filter ไป ดูด filtrate ใส ในหลอด RNase-free microcentrifuge 

ขนาด 1.5 mL หลอดใหม 

 7. ตกตะกอน DNA/RNA โดยเติม 70% ethanol ปริมาตร 360 µl จากน้ัน spin down 

และใช micropipette ดูดขึ้น-ลง 3 รอบ  
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 8. ปเปตตะกอน DNA/RNA (lysate) ลงใน RNAspin Mini Filter (หลอดสีฟา) และนําไป

ปนเหวี่ยงที่ 8,000 x g (10,900 rpm) เปนเวลา 45 วินาที หาก lysate ยังลงมาไมหมด ใหปน

เหวี่ยงซ้ําอกีครัง้หน่ึง จากนัน้นํา RNAspin Mini Filter ไปใสใน collection tube หลอดใหม 

 9. เติม Desalting Buffer ปริมาตร 350 µl ลงใน RNAspin Mini Filter และนําไปปน

เหวี่ยงที่ 11,000 x g (12,800 rpm) เปนเวลา 1 นาท ีจากนัน้เท filtrate ทิ้งไป 

 10. ขั้นตอนการกําจัด DNA ดวยเอนไซม DNase เริ่มจากเตรียม DNase reaction 

mixture โดยเติม DNase I ปรมิาตร 10 µl รวมกับ DNase reaction buffer ปรมิาตร 90 µl ลงใน

หลอด microcentrifuge ขนาด 250 µl แลวใช micropipette ดูดขึ้น-ลง แชเย็นไว จากนั้นเติม 

DNase I reaction mixture ปริมาตร 95 µl ลงตรงกลาง silica membrane ของ column แลวบม

ที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 15 นาที  

 11. เมื่อครบเวลา เติม Wash Buffer I ปริมาตร 200 µl ลงใน RNAspin Mini Column 

และนําไปปนเหวี่ยงที่  11,000 x g (12,800 rpm) เปนเวลา 1 นาที  แลวนํา RNAspin Mini 

Column ใสลงใน collection tube หลอดใหม 

 12. เติม Wash Buffer II ปริมาตร 600 µl ลงใน RNAspin Mini Column และนําไปปน

เหวี่ยงที่ 11,000 x g (12,800 rpm) เปนเวลา 1 นาท ีเท filtrate ทิ้งไป 

 13. เติม Wash Buffer II ปริมาตร 250 µl ลงใน RNAspin Mini Column และนําไปปน

เหวี่ยงที่  11,000 x g (12,800 rpm) เปน เวลา 2 นาที  ทิ้ ง collection tube ไป  จากนั้น dry 

membrane โด ย ว าง  RNAspin Mini Column ล ง ใน ห ล อ ด  ข น า ด  1.5 mL nuclease-free 

microcentrifuge tube  

 14. ข้ันตอนการชะ RNA โดยเติม RNase-free water ปริมาตร 30 µl ลงใน RNAspin 

Mini Column (ตรงกลางคอลัมน หามโดนขอบ) ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที แลววาง

บนน้ําแข็งกอน 10 วินาที และนําไปปนเหวี่ยงที่ 11,000 x g (12,800 rpm) เปนเวลา 1 นาที 

หลังจากนั้นทําซ้ําอีกครั้ง โดยดูด filtrate ที่ไดลงใน RNAspin Mini Column ทิ้งไวเปนเวลา 1 

นาที แลววางบนน้ําแข็งกอน 10 วินาที และนําไปปนเหวี่ยงที่ 11,000 x g (12,800 rpm) เปน

เวลา 1 นาท ีและวางบนน้ําแข็ง หลังจากนัน้ปเปต RNA ที่ไดลงในหลอดขนาด 250 µl ที่เตรยีม

ไวหลอดละ 1.8 µl เพื่อนําไปตรวจสอบคุณภาพ RNA 
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2.5.3.2 การสังเคราะหซดีเีอ็นเอ (First Strand cDNA Synthesis) 

 อารเอ็นเอที่สกัดไดจากเซลลปกติจะทําใหกลายเปนซดีเีอ็นเอสายคูโดยใช 

SuperScript® III First-Strand Synthesis System for RT-PCR kit ซึ่งมีขัน้ตอนดังน้ี 

1. เตรียม sterile, nuclease-free PCR tube ใหมไว 2 หลอด โดยในหลอดแรก เติมสาร

ดังตอไปนี้  

           - เติม Template RNA โดยใช RNA ปรมิาณ 1 µg ซึ่งทําการคํานวณปรมิาตร RNA 

ที่จะใชเตมิลงไปไดดังนี้ 

           1000/conc. Of RNA = ปรมิาตร RNA ที่ใชเตมิลงในหลอด 

       - เตมิ 50 µM Oligo (d)T20 Primer ปรมิาตร 1 µl 

      - เตมิ 10 mM dNTP mix ปรมิาตร 1 µl 

           - เตมิ DEPC-treated water ใหไดปรมิาตรครบ 10 µl 

    ผสมสารทั้งหมดในหลอดใหเขากัน จากน้ันจึงบมไวที่อุณหภูมิ 65ºC เปนเวลา 5 

นาท ีในเครื่อง Thermocycler 

(หากตองการใชตัวอยางเดียวกันหลายหลอด อาจจะเตรียม master mix ในหลอด 1.5 mL แลว

แบงใสหลอดเล็กขนาด 0.2 mL หลอดละ 12 µl กอนบม 

2. เตรยีม PCR tube ใหม หลอดที่สอง เตรียมเปน pre-mixed solution ไวกอน โดยเติม

สารดังตอไปนี้ 

        - 10X RT Buffer ปรมิาตร 2 µl 

        - 25 mM MgCl2 ปรมิาตร 4 µl 

        - 0.1 M DTT ปรมิาตร 2 µl 

         - RnaseOUT™ (40 U/ µl) ปรมิาตร 1 µl 

         - SuperScript® III RT (200 U/µl) ปรมิาตร 1 µl  

              ผสมสารทัง้หมดในหลอดใหเขากัน โดยการ spin down 

3. ปเปตสารละลายจาก PCR tube หลอดที่ 2 (pre-mixed solution) ลงใน PCR tube 

หลอดที่ 1 ปริมาตร 7.5 µl ผสมสารเบาๆ และ spin down จากน้ันจึงนําไปบมที่อุณหภูมิ 42ºC 

เปนเวลา 60 นาท ีแลวจงึหยุดปฏกิริยิาที ่70ºC เปนเวลา 10 นาที  

4. เก็บ ตัวอยางซีดี เอ็น เอที่ สั งเคราะห ไดที่ อุณ หภูมิ  -20ºC เพื่ อใช เปนตนแบบ 

(template) ในการศกึษาตอไป 
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2.5.4 การศกึษาระดับการแสดงออกของยนี 

 หลังจากไดสังเคราะหซีดีเอ็นเอของเซลลเช้ือสายมะเร็งปากมดลูก HeLa, SiHa, C-4 I 

และ SW756 แลวจึงนําไปตรวจสอบการแสดงออกของยีนบงช้ีเฉพาะ โดยยีนที่ใชเปนกลุม

ควบคุมคือ glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) และใช Primer แสดงใน

ตารางที่ 2.6 

 

2.5.4.1 Real-time PCR 

 ในการวิจัยไดใชชุดทดลอง Thermo Scientific Luminaris Color HiGreen qPCR Master 

Mix เพื่อตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีนโดยวิธี real-time PCR ซึ่งมีข้ันตอนการทดลอง

ดังนี้ 

 1. เจือจาง cDNA ของเซลล เชื้อสาย HeLa, SiHa, C-4 I และ SW756 ลง 10 เท า 

(cDNA ปรมิาตร 10 µl ในน้ํา PCR-grade ปรมิาตร 90 µl) (ตารางที่ 2.7) 

 2. เตรียม PCR Primer ให มีความเขมขน 10 เทา โดยป เปต Forward primer และ 

Reverse primer อยางละ 20 µl เจือจางใน PCR-grade water ปริมาตร 180 µl โดยให PCR 

primer มีความเขมขนสุดทาย 0.2-1 µM 

 3. เตรียม PCR Mix ผสมสารละลายที่ใชในปฏิกิริยา PCR (ตารางที่ 2.8) ใช 15 wells 

เตรียมเผื่อไว 17 wells ผสมสารอยางระมัดระวัง โดยใชป เปตดูดเปาข้ึน-ลง หาม vortex 

เด็ดขาด 

4. ปเปต PCR Mix ปริมาตร 7.5 µl ทั้ง GAPDH Mixture และ HSPG2 Mixture ลงในแต

ละ well ของ BioRad Chromo 4™ Real-Time PCR Detector 

5. เติม cDNA template (จากเซลลเชื้อสาย HeLa, SiHa, C-4 I และ SW756) ปรมิาตร 

2 µl (cDNA template ความเขมขน = 12.5 ng/µl) และใช PCR-grade water เปน Negative 

control (ตารางที่ 2.9) 

 6. ปดผนึก PCR strip ดวย cover และนํา PCR strip ใสลงใน eppendrof centrifuge 

5430 ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1,500xg เปนเวลา 2.30 นาท ีเพื่อไมใหเกดิฟองอากาศ 

7. ยาย PCR strip ลงใน plate holder ของเครื่อง BioRad Chromo 4™ Real-Time PCR 

Detector 

8. ตั้งอุณหภูมิสําหรับการทําปฏิกิรยิา real-time PCR จากเครื่อง BioRad Chromo 4™ 

Real-Time PCR Detector (ตารางที่ 2.10) โดยใชโปรแกรม DRJOE2 สําหรับควบคุมและเก็บ

ขอมูลการทําปฏกิริยิา จากนัน้จงึเริ่มทําปฏกิิรยิา 
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ตารางที่ 2.6 Forward และ Reverse Primer ที่ใชในปฏกิริยิา real-time PCR 

 

Primer เตมิน้ําใหได 100 pmol/µl (µl) 

(Stock primer solution) 

เตมินํ้าใหได 10 µM (µl) 

(Working primer solution) 

หมายเหต ุ

ปริมาตร (µl) 

GAPDH -F 390 (50) + 450 500 

GAPDH -R 370 (50) + 450 500 

HSPG2 -F 400 (20) + 180 200 

HSPG2 -R 410 (20) + 180 200 

SASH1 -F 350 (20) + 180 200 

SASH1 -R 450 (20) + 180 200 

SPRK1 -F 420 (20) + 180 200 

SPRK1 -R 410 (20) + 180 200 

VAV2 -F 390 (20) + 180 200 

VAV2 -R 410 (20) + 180 200 

STK17A -F 380 (20) + 180 200 

STK17A -R 380 (20) + 180 200 

ADAM33 -F 420 (20) + 180 200 

ADAM33 -R 420 (20) + 180 200 

ALB -F 380 (20) + 180 200 

ALB -R 380 (20) + 180 200 

APP -F 400 (20) + 180 200 

APP -R 420 (20) + 180 200 

ARNTL2 -F 410 (20) + 180 200 

ARNTL2 -R 410 (20) + 180 200 

ATF2 -F 400 (20) + 180 200 

ATF2 -R 380 (20) + 180 200 

ATF6 -F 390 (20) + 180 200 

ATF6 -R 400 (20) + 180 200 

BAAT -F 400 (20) + 180 200 

BATT -R 400 (20) + 180 200 

CALD1 -F 380 (20) + 180 200 

CALD1 -R 380 (20) + 180 200 

CELSR2 -F 380 (20) + 180 200 

CELSR2 -R 390 (20) + 180 200 

DPYSL3 -F 420 (20) + 180 200 

DPYSL3 -R 400 (20) + 180 200 

LAMA2 -F 410 (20) + 180 200 

LAMA2 -R 410 (20) + 180 200 
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ตารางที่ 2.6 Forward และ Reverse Primer ที่ใชในปฏกิริยิา real-time PCR (ตอ) 

 

Primer เตมิน้ําใหได 100 pmol/µl (µl) 

(Stock primer solution) 

เตมินํ้าใหได 10 µM (µl) 

(Working primer solution) 

หมายเหต ุ

ปริมาตร (µl) 

MAPRE3 -F 370 (20) + 180 200 

MAPRE3 -R 400 (20) + 180 200 

NASP -F 400 (20) + 180 200 

NASP -R 400 (20) + 180 200 

NAV3 -F 410 (20) + 180 200 

NAV3 -R 400 (20) + 180 200 

PAK7 -F 450 (20) + 180 200 

PAK7 -R 390 (20) + 180 200 

PARD3B -F 430 (20) + 180 200 

PARD3B -R 390 (20) + 180 200 

PCDH8 -F 420 (20) + 180 200 

PCDH8 -R 420 (20) + 180 200 

PGF -F 400 (20) + 180 200 

PGF -R 380 (20) + 180 200 

PPP2R2C -F 420 (20) + 180 200 

PPP2R2C -R 410 (20) + 180 200 

PRPF4B -F 400 (20) + 180 200 

PRPF4B -R 410 (20) + 180 200 

RCC1 -F 410 (20) + 180 200 

RCC1 -R 430 (20) + 180 200 

RPA3 -F 400 (20) + 180 200 

RPA3 -R 390 (20) + 180 200 

TCF4 -F 420 (20) + 180 200 

TCF4 -R 400 (20) + 180 200 

TNFSF13 -F 420 (20) + 180 200 

TNFSF13 -R 410 (20) + 180 200 
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ตารางที่ 2.7 การเจอืจาง cDNA template (จากเซลลเช้ือสาย HeLa, SiHa, C-4 I และ 

SW756)  ที่ใชในปฏกิริยิา real-time PCR 

 

Cell lines ปรมิาตร cDNA (µl) ปรมิาตร PCR-grade water (µl) 

HeLa 1.95 398.05 

SiHa 2.04 397.96 

C-4 I 1.99 398.01 

SW756 1.99 398.01 

Normal 25.00 375.00 

หมายเหตุ เจอืจางใหได 12.5 ng/µl ปรมิาตรรวม = 400 µl 

 

  

ตารางที่ 2.8 สารละลายที่ใชในปฏกิริยิา real-time PCR (HSPG2) 

 

สารเคมี 1x ปรมิาตร 

(µl) 

GAPDH 

17 x ปรมิาตร (µl) 

HSPG2 

17 x ปรมิาตร (µl) 

Luminaris Color HiGreen 

qPCR Master Mix (2x) 

10 170 170 

10 µM Forward Primer 0.6 10.2 10.2 

10 µM Forward Primer 0.6 10.2 10.2 

PCR-grade water 6.8 115.6 115.6 

      แบงใส strip tube ละ 18 µl 

Template cDNA 2 2 µl/ rnx 2 µl/ rnx 

(Total volume = 20 µl/reaction) 

 

หมายเหตุ ใช cDNA template ความเขมขน = 12.5 ng/µl เติมลงไป 2 µl (จะได cDNA ปริมาณ 

25 ng/reaction) จะได final concentration of cDNA = 1.25 ng/µl 
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ตารางที ่2.9 PCR Mix ของ GAPDH Mixture และ HSPG2 Mixture ลงในแตละ well  

 

 

ตารางที่ 2.10 อุณหภูมทิี่ใชในปฏกิริยิา real-time PCR 

 

ขั้นตอน อุณหภูม ิ(ºC) เวลา หมายเหต ุ

pre-incubation (1 รอบ) 95 10 นาที  

Amplication (40 รอบ) 

    Denature 

    Annealing 

    Extension 

 

95 

60 

72 

 

15 วนิาท ี

30 วนิาที 

30 วนิาที 

เปนข้ันตอนท่ีเก็บขอมูลจาก 

real-time PCR product 

Melting Curve 95 

65 

97 

5 วนิาที 

1 นาที 

- 

Melting Curves 

Cooling 40 30 วนิาที  

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A    control 

#1 

HeLa  

#1 

SiHa   

#1 

C-4 I  

#1 

SW756 

#1 

    

B    control 

#2 

HeLa  

#2 

SiHa   

#2 

C-4 I 

#2 

SW756 

#2 

    

C    control 

#3 

HeLa  

#3 

SiHa   

#3 

C-4 I 

#3 

SW756 

#3 

    

D        -ve 

control 

GAPDH 

    

E    control 

#1 

HeLa  

#1 

SiHa   

#1 

C-4 I  

#1 

SW756 

#1 

    

F    control 

#2 

HeLa  

#2 

SiHa   

#2 

C-4 I 

#2 

SW756 

#2 

    

G    control 

#3 

HeLa  

#3 

SiHa   

#3 

C-4 I 

#3 

SW756 

#3 

    

H        -ve 

control 

HSPG2 
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บทที่ 3  

ผลการทดลอง 

 

3.1) การวิเคราะหและเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนโดยรวมในเซลลมะเร็งปาก

มดลูกแตละชนิดกับเซลลปกตดิวยเทคนคิ DNA microarray analysis  

โดยคัดเลือกยีนจํานวน 64 ยีน จาก public DNA microarray data นํายีนทั้งหมดมา

ตรวจสอบ ใน  Cervical Cancer gene DataBase (CCDB. http://crdd.osdd.net/raghava/ccdb) 

พบยีนจํานวน 51 ยีน ที่ไมไดอยูในฐานขอมูลดังกลาว จากนั้นคนควาขอมูลเกี่ยวกับหนาที่ 

(Function) รวมทั้ง Subcellular location ของยีนแตละตัว ทําการจัดกลุมและคัดเลือกยีนที่บงชี้

เฉพาะ (Candidate genes) จํานวน 30 ยีน โดยมี GAPDH (Housekeeping gene) เปน internal 

control แสดงในตารางที่ 3.1 เพื่อมาทําการวเิคราะหหาระดับการแสดงออกของยีนที่บงช้ีเฉพาะ

ในเซลลเช้ือสายมะเร็งปากมดลูกดวยเทคนคิ RT-qPCR ตอไป 

 

3.2) วิเคราะหหาระดับการแสดงออกของยีนที่บงชี้เฉพาะในเซลลเช้ือสายมะเร็งปาก

มดลูกดวยเทคนิค RT-qPCR 

การตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีนที่บงชี้เฉพาะในเซลลเชื้อสายมะเร็งปาก

ม ด ลู ก แ ต ล ะ ช นิ ด  (Subtypes) HeLa (Adenocarcinoma), SiHa (grade II, Squamous Cell 

Carcinoma), C-4 I (Papilloma) และ SW756 (Carcinoma) โดยใชเซลลปกติ เปนเซลลควบคุม 

จากการตรวจสอบปริมาณการแสดงออกของยีน (Relative Quantification) พบวาในเซลลเช้ือ

สายมะเร็งชนิด Adenocarcinoma cell line; HeLa มีการแสดงออกของยีน จํานวน 25 ยีน 

(ADAM33, APP, ARNTL2, ATF2, ATF6, BAAT, CADL1, CELSR2, DPYSL3, HSPG2, LAMA2, 

MARPE3, NASP, NAV3, PAK7, PARD3B, PGF, PPP2R2C, RCC1, RPA3, SASH1, SRPK1, 

STK17A, TNFSF13 และ VAV2) โดยที่ยีน VAV2 มีการแสดงออกมากที่สุดเปน 3.013973 เทา 

เมื่อเทียบกับเซลลปกต ิ 

สําหรับในเซลลเชื้อสายมะเร็งชนิด grade II, Squamous Cell Carcinoma cell line; SiHa 

มีการแสดงออกของยีน  จํ านวน 24 ยีน  (ADAM33, APP, ARNTL2, ATF2, ATF6, BAAT, 

CADL1, CELSR2, HSPG2, LAMA2, MARPE3, NASP, NAV3, PAK7, PARD3B, PGF, PPP2R2C, 

RCC1, RPA3, SASH1, SRPK1, STK17A, TNFSF13 แ ล ะ  VAV2) โ ด ย ที่ ยี น  VAV2 มี ก า ร

แสดงออกมากที่สุดเปน 3.575967 เทา เมื่อเทยีบกับเซลลปกต ิ 
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ตารางที ่3.1 กลุมและยนีที่บงช้ีเฉพาะจํานวน 30 ยนี จาก public DNA microarray data 

 

No. Gene 

Name 

Description Functions Subcellular location 

1 ADAM33 ADAM metallopeptidase domain 33 metalloendopeptidase activity, cell 

matrix interaction 

Membrane 

2 ALB albumin antioxidant activity, chaperone 

binding 

Secreted 

3 APP amyloid beta (A4) precursor protein acetylcholine receptor binding Membrane 

4 ARNTL2 Aryl hydrocarbon receptor nuclear 

translocator-like protein 2 

E-box binding, ranscription factor 

activity, RNA polymerase II core 

promoter proximal region 

sequence-specific binding 

Nucleus 

5 ATF2 activating transcription factor 2 transcriptional activation Nucleus, Cytoplasm, 

Mitochondrion outer 

membrane 

6 ATF6 activating transcription factor 6 Transcription factor Endoplasmic reticulum 

membrane 

7 BAAT BRCA1-associated ATM activator 1 involved in metabolic pathways Nucleus 

8 CALD1 caldesmon 1 actin binding, calmodulin binding Cytoplasm 

9 CELSR2 cadherin, EGF LAG seven-pass G-

type receptor 2 

calcium ion binding, G-protein 

coupled receptor activity 

Cell membrane 

10 DPYSL3 dihydropyrimidinase-like 3 cytoskeletal remodeling Cytoplasm, Cell 

projection 

11 GAPDH Glyceraldehyde-3-Phosphate 

Dehydrogenase 

housekeeping gene  Cytoplasm 

12 HSPG2 Endorepellin LG3 Angiogenesis, calcium ion binding, 

protein C-terminus binding 

Basement membrane 

 

13 LAMA2 laminin, alpha 2 cell adhesion, extracellular matrix 

organization 

Secreted 

14 MAPRE3 microtubule-associated protein, 

RP/EB family, member 3 

signaling and migration of cells Cytoplasm 

15 NASP nuclear autoantigenic sperm protein 

(histone-binding) 

cell division Cytoplasm, Nucleus 

16 NAV3 neuron navigator 3 tumor suppressor gene Nucleus outer 

membrane 
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ตารางที ่3.1 กลุมและยนีที่บงช้ีเฉพาะจํานวน 30 ยนี จาก public DNA microarray data (ตอ) 

 

No. Gene 

Name 

Description Functions Subcellular location 

17 PAK7 p21 protein (Cdc42/Rac)-activated 

kinase 7 

signaling and migration of cells Mitochondrion, 

Cytoplasm, Nucleus 

18 PARD3B par-3 family cell polarity regulator 

beta 

tight junctions Endomembrane system 

19 PCDH8 protocadherin 8 calcium ion binding Cell membrane 

20 PGF placental growth factor placental growth factor Secreted 

21 PPP2R2C protein phosphatase 2, regulatory 

subunit B, gamma 

phosphatase  Cellular Component 

22 PRPF4B pre-mRNA processing factor 4B RNA splicing Nucleus 

23 RCC1 regulator of chromosome 

condensation 1 

cell cycle regulatory gene Nucleus, Cytoplasm 

24 RPA3 replication protein A3, 14kDa DNA repair and replication  Nucleus 

25 SASH1 SAM and SH3 domain containing 1 tumor suppressor gene Membrane, Protein 

complex 

26 SRPK1 SRSF protein kinase 1 protein kinase Cytoplasm, Nucleus 

matrix, Microsome 

27 STK17A serine/threonine kinase 17a ATP binding, positive regulation of 

apoptotic process 

Nucleus 

28 TCF4 transcription factor 4 transcription factor Nucleus 

29 TNFSF13 tumor necrosis factor (ligand) 

superfamily, member 13 

apoptosis-related gene Secreted 

30 VAV2 vav 2 guanine nucleotide exchange 

factor 

angiogenesis Cytosol, Plasma 

membrane 
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ในเซลลเช้ือสายมะเร็งชนิด Papilloma cell line; C-4 I มีการแสดงออกของยีน จํานวน 

24 ยี น  (ADAM33, APP, ARNTL2, ATF2, ATF6, BAAT, CADL1, CELSR2, HSPG2, LAMA2, 

MARPE3, NASP, NAV3, PAK7, PARD3B, PGF, PPP2R2C, RCC1, RPA3, SASH1, SRPK1, 

STK17A, TNFSF13 และ VAV2) โดยที่ยีน RCC1 มีการแสดงออกมากที่สุดเปน 6.161721 เทา 

เมื่อเทียบกับเซลลปกต ิ  

และในเซลลเช้ือสายมะเร็งชนิด Carcinoma cell line; SW756 มีการแสดงออกของยีน 

จํานวน 22 ยีน (ADAM33, APP, ARNTL2, ATF2, ATF6, CADL1, CELSR2, HSPG2, LAMA2, 

MARPE3, NASP, NAV3, PAK7, PARD3B, PGF, RCC1, RPA3, SRPK1, STK17A, TCF4, 

TNFSF13 และ VAV2) โดยที่ยนี VAV2 มีการแสดงออกมากที่สุดเปน 2.025578 เทา เมื่อเทียบ

กับเซลลปกต ิ 

สําหรับยีน DPYSL3 พบการแสดงออกในเซลลเช้ือสายมะเร็ง HeLa เทานั้น และยีน 

TCF4 พบการแสดงออกในเซลลเช้ือสายมะเร็ง SW756 เทานัน้ และจะไมพบการแสดงออกของ

ยนี ALB, PCDH8 และ PRPF4B ในเซลลเช้ือสายมะเร็งปากมดลูกทุกเซลล ดังแสดงในตารางที่ 

3.2 และรูปที่ 3.1-3.4 

  สําหรับการตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีนที่บงชี้เฉพาะในเซลลเช้ือสายมะเร็ง

ปากมดลูก HeLa, SiHa, C-4 I และ SW756 โดยใชเซลลปกติ เปนเซลลควบคุม ที่มีการ

แสดงออกของยีนมากกวา 1.5 เทา เมื่อเทยีบกับเซลลปกติ พบวาในเซลลเชื้อสายมะเร็ง HeLa 

มีการแสดงออกของยีน จํานวน 5 ยีน (DPYSL3, HSPG2, RCC1, RPA3 และ VAV2) สวนใน

เซลลเชื้อสายมะเร็ง SiHa มีการแสดงออกของยีน จํานวน 3 ยีน (RCC1, RPA3 และ VAV2) ใน

เซลลเชื้อสายมะเร็ง C-4 I มีการแสดงออกของยีน จํานวน 10 ยีน (ATF6, CELSR2, HSPG2, 

NASP, NAV3, RCC1, RPA3, SRPK1, STK17A และ VAV2) และในเซลลเชื้อสายมะเร็ง SW756 

มกีารแสดงออกของยนี จํานวน 1 ยนี (VAV2) เทานัน้ 
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ตารางที่ 3.2 คา Relative Quantification คดิเปนจํานวนเทาของการแสดงออกในเซลลปกต ิ

No. Gene name Cell lines 

HeLa SiHa C-4 I SW756 

1 ADAM33 0.000704 0.002093 0.044708 0.003051 

2 ALB N/A N/A N/A N/A 

3 APP 0.069348 0.264866 0.239816 0.018432 

4 ARNTL2 0.259415 0.102474 0.852635 0.655197 

5 ATF2 0.334482 0.80107 1.219819 0.398688 

6 ATF6 1.151355 0.913831 2.148505 0.092569 

7 BAAT 0.073302 0.164938 0.878633 N/A 

8 CALD1 0.048923 0.824543 0.679871 1.404445 

9 CELSR2 0.409897 0.575678 2.531513 0.768438 

10 DPYSL3 1.505247 N/A N/A N/A 

11 GAPDH Housekeeping  Housekeeping Housekeeping Housekeeping 

12 HSPG2 1.815038 1.162046 2.400497 0.098073 

13 LAMA2 0.018283 0.036906 0.115023 0.04133 

14 MAPRE3 0.258219 0.408951 0.487452 0.22324 

15 NASP 1.33484 0.463294 2.560928 0.444421 

16 NAV3 0.338368 0.66742 2.372925 0.793701 

17 PAK7 0.028197 0.033726 0.114493 0.03357 

18 PARD3B 0.473029 0.099672 0.023009 0.103426 

19 PCDH8 N/A N/A N/A N/A 

20 PGF 0.008277 0.009377 0.439317 0.04915 

21 PPP2R2C 0.027905 0.041617 0.582367 N/A 

22 PRPF4B N/A N/A N/A N/A 

23 RCC1 2.445281 1.896492 6.161721 0.689362 

24 RPA3 2.183537 1.693491 4.257481 0.740549 

25 SASH1 0.147966 0.135842 0.64992 N/A 

26 SRPK1 1.127661 0.53465 3.39416 0.816014 

27 STK17A 0.216134 1.016305 3.045474 0.756109 

28 TCF4 N/A N/A N/A 0.000138 

29 TNFSF13 0.10083 0.389582 0.237062 0.077482 

30 VAV2 3.013973 3.575967 1.71119 2.025578 
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รูปที ่3.1 คา Relative Quantification ระหวางเซลลเชื้อสายมะเร็ง HeLa กับยนีบงชี้เฉพาะ 

 

 
 

รูปที ่3.2 คา Relative Quantification ระหวางเซลลเชื้อสายมะเรง็ SiHa กับยนีบงช้ีเฉพาะ 
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รูปที ่3.3 คา Relative Quantification ระหวางเซลลเชื้อสายมะเร็ง C-4 I กับยนีบงชี้เฉพาะ 

 

 
 

รูปที ่3.4 คา Relative Quantification ระหวางเซลลเชื้อสายมะเร็ง SW756 กับยนีบงช้ีเฉพาะ 
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บทที่ 4  

วจิารณและสรุปผลการทดลอง 

 

 

4.1) การวิเคราะหและเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนโดยรวมในเซลลมะเร็งปาก

มดลูกแตละชนิดกับเซลลปกตดิวยเทคนคิ DNA microarray analysis   

จากงานวิจัยกอนหนานี้ คณะผูวิจัยไดใชการวิเคราะหโดยวิธีทางโปรติโอมิคส ไดแก 

การวิเคราะหดวยเทคนิคเจลอิเลคโตรโฟรีซีสแบบสองมิติ, 2-DE รวมกับเครื่องมือวิเคราะห

มวลโมเลกุลของสาร, MALDI-TOF เพื่อหาตัวบงช้ีมะเร็งในตัวอยางปสสาวะจากผูปวยมะเร็ง

ปากมดลูก และเปรยีบเทยีบตัวอยางปสสาวะจากคนสุขภาพด ีที่ไมเปนโรคมะเร็ง พบโปรตีนใน

ปสสาวะที่ เปนตัวบงช้ีมะเร็งเบื้องตน ไดแก Protocadherin-8 [PCDH8], Aryl hydrocarbon 

receptor nuclear translocator-like protein 2 [ARNTL2], Serum albumin [ALB] และ Basement 

membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein (perlecan) [HSPGs]  

ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงมีความสนใจในการเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีนใน

เซลลเชื้อสายดวยเทคนคิ Real-time quantitative PCR ของยนีบงชี้เฉพาะที่คัดเลือกจาก public 

DNA microarray data และยีน HSPG2 (Endorepellin LG3), PCDH8, ARNTL2, ALB รวมทัง้หมด 

30 ยนี  

 

4.2) การวิเคราะหหาระดับการแสดงออกของยีนที่บงช้ีเฉพาะในเซลลเช้ือสายมะเร็ง

ปากมดลูกดวยเทคนคิ RT-qPCR 

 การตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีนที่บงชี้เฉพาะในเซลลเชื้อสายมะเร็งปาก

ม ด ลู ก ช นิ ด  HeLa (Adenocarcinoma), SiHa (Squamous cell carcinoma), C-4 I (Papilloma) 

และ SW756 (Carcinoma) โดยใช เซลลปก ติ  เป น เซลลควบคุม  และมียีน  GAPDH เป น 

housekeeping gene ที่มีการแสดงออกของยีนมากกวา 1.5 เทา เมื่อเทียบกับเซลลปกติ พบวา

ในเซลลเชื้อสายมะเร็ง HeLa มีการแสดงออกของยีน DPYSL3, HSPG2, RCC1, RPA3, VAV2 

สวนในเซลลเชื้อสายมะเร็ง SiHa มีการแสดงออกของยีน RCC1, RPA3, VAV2 ในเซลลเชื้อสาย

มะเร็ง C-4 I มีการแสดงออกของยีน ATF6, CELSR2, HSPG2, NASP, NAV3, RCC1, RPA3, 

SRPK1, STK17A, VAV2 และในเซลลเชื้อสายมะเร็ง SW756 มีการแสดงออกของยีน VAV2 

เทานัน้ โดยที่ยนี VAV2 มรีะดับการแสดงออกมากที่สุดในเซลลเชื้อสายมะเร็ง HeLa, SiHa และ 
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SW756 มีคาเปน 3.013973, 3.575967 และ 2.025578 เทา สําหรับในเซลลเชื้อสายมะเร็ง 

C-4 I มีการแสดงออกของยนี RCC1 เปน 6.161721 เทา เมื่อเทยีบกับเซลลปกติ 

Schuebel et al. รายงานวา ยีน VAV2 ทําหนาที่เปน guanosine nucleotide exchange 

factor (GEF) ซึ่งไปกระตุนสมาชิกที่แตกตางของ Rho/Rac family ของเอนไซม GTPase ใน 

tysosine phosphorylation-dependent manner [49] นอกจาก น้ี  Brantley-Sieders et al. ยั ง

พ บ ว า  VAV2 มี บ ท บ า ท สํ า คั ญ อ ย า งยิ่ ง ใน  host-mediated tumor progression แ ล ะ 

angiogenesis โ ด ย เฉ พ า ะ ใ น  tumor endothelium [50]  สํ า ห รั บ ยี น  STK17A เ ป น 

serine/threonine kinase ซึ่งเปนที่รูกันวามี apoptosis-inducing activity [51] มีรายงานวามีการ

แสดงออกของยีนที่ลดลง (down regulated) ในมะเร็งหลายชนิด และใน melanoma cell lines 

และ laryngeal squamous cell carcinoma cell line [52] Thomas et al. [53] รายงานวาจาก

ขอมูล microarray  พบยีน VAV2 มีการแสดงออกของยีนเพิ่มขึ้นเฉพาะในมะเร็งปากมดลูกซึ่ง

สหพันธสูติศาสตรและนรีเวชวิทยานานาชาติ (International Federation of Gynaecology and 

Obstetrics) หรือ FIGO Stage I ในขณะที่ ยีน STK17A มีการแสดงออกของยีนเพิ่มขึ้นเฉพาะใน 

FIGO Stage II อยางไรตาม เม่ือทําการ validation ดวย real-time PCR พบการแสดงออกของ

ยนีทัง้สองยนี ที่ FIGO Stage อื่นดวย 

ยนี DPYSL3 มีทําหนาที่เก่ียวกับการสงสัญญาณ (signal transduction) จากการศึกษา

การแสดงออกของยีนจากชิ้นเนื้อผูปวยมะเร็งปากมดลูกระยะที่  IIIB ที่ตอบสนองและไม

ตอบสนองตอการรักษาโดยใชเทคนิค Oligonucleotide array พบยนี DPYSL3 แสดงออกลดลง 

[54] DPYSL3 ทําหนาที่  cell adhesion molecule และมีการแสดงออกในเน้ือเยื่อปกติของ 

Cardiac myocytes, Brain, Pineal body, Retina และ กลามเนื้อเรียบ (Smooth muscle) และมี

การแสดงออกปานกลาง (Moderately expressed) ในเน้ือเยื่ออื่นๆ เชน เนื้อเยื่อตับ [55,56] 

ระดับการแสดงออกของ DPYSL3 ความสัมพันธผกผันกับ Vascular endothelial growth factor 

(VEGF) และ Focal adhesion kinase (FAK) ทั้งในเซลล Hepatocellular carcinoma (HCC cells) 

และเน้ือเยื่อ [57] 

ยีน RCC1 เปนยีนที่ทําหนาที่ cell cycle regulatory พบวาเกิดการแสดงออกของยีน

เพิ่ ม ข้ึน  ใน  FIGO Stage III [53] สามารถจับกั บ  chromatin และทํ าหน าที่ เป น  guanine 

exchange factor (GEF) บน Ras homologue Ran [58]  Cekan et al. รายงานวา RCC1 เกิดการ

แสดงออกของยีน เพิ่ มขึ้นในเซลลปกติ  (normal cells) และเกิด  high endogenous RCC1 

expression ในเซลลเชื้อสายมะเร็ง HCT116 colorectal carcinoma cells ซึ่งมีความเสถียรใน

ระดับ Ran levels ใน cells recovering จาก DNA damage [59]   
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ยนี RPA3 (Replication Protein A3) ทําหนาที่เปน Protein Coding gene Umbricht et al. 

(1993) ทําการโคลนยีน RPA3 ดวย 14-kD subunit ของ human RPA จาก cDNA library ของ

เซลลเช้ือสายมะเร็ง HeLa [60] Thomas et al. รายงานวาจากขอมูล microarray พบยีน RPA3 

(DNA repair and replication) มีการแสดงออกของยีนเพิ่มข้ึนในมะเร็งปากมดลูก FIGO Stage I 

สวนยีน NAV3 (tumor suppressors) มีการแสดงออกของยีนลดลงมากใน advance stage ของ

มะเรง็ปากมดลูก [53] 

ยีน ATF6 (apoptosis-related gene) มีการแสดงออกของยีนลดลงใน advance stage 

เมื่อเปรยีบเทยีบกับ early-stage ของมะเร็งปากมดลูก [53]  

ยนี CELSR2 เกี่ยวของกับ adhesion มีการแสดงออกของยีนลดลง ในขณะที่ยีน NASP 

(cell division) และ ยีน SRPK1 (kinase) พบการแสดงออกของยีนเพิ่มขึ้นในมะเร็งปากมดลูก 

Stage II และ III [53] 

จากงาน วิจั ยหล ายฉบั บ  พ บว า  Basement membrane-specific heparan sulfate 

proteoglycan core protein [HSPGs] เปนไกลโคโปรตีน ประกอบดวยโปรตีนแกนหลัก (core 

protein) ซึ่งจับกับ heparan sulfate sugar side chains ดวยพันธะโควาเลนต   HSPGs พบที่ 

basement membranes และที่ผิวหนาเซลลของเซลลหลายชนิด และมีความเกี่ยวพันใน

กระบวนการทางชีวภาพ เชน การกรองผานกลูเมอรัส (glomerular filtration) การติดยึดของ

เซลล (cell adhesion) การเคลื่อนที่ (migration) การเพิ่มจํานวนเซลล (proliferation) และการ

จําแนกความแตกตาง (differentiation) [61-64] ซึ่งทําหนาที่เปนสื่อโดยการจับกับ chemokines, 

cytokines, enzymes, growth factors หรอื สารเรงทางชีวภาพ (bioactive molecules) [65] 

 HSPGs (perlecan) เปน membrane protein ขนาดใหญ มีมวลโมเลกุล 480 kDa เมื่อ 

perlecan ถูกตัดดวย BMP-1 ที่  single specific site ระหวาง Asn4196 และ Asn4197 จะได 

endorepellin LG3 fragment มีมวลโมเลกุล 25 kDa ซึ่งโปรตนีนี้มีผลตอการยับยั้งการสรางเสน

เลือดใหม (antiangiogenic) บนเซลลเยื่อบุผนังหลอดเลือดดวยการทําลาย actin stress fibers 

และปองกันการเคลื่อนที่ของเซลลเยื่อบุผนังหลอดเลือดและ capillary morphogenesis ผานทาง 

integrin mediated signaling pathway [66, 67, 68] ซึ่งเปนการยับยัง้กระบวนการขยายตัวของ

หลอดเลือดอันเนื่องมาจากกระบวนการเติบโตของเยื่อบุผิวหลอดเลือด (vascular endothelial 

growth factor หรือ VEGF) LG3 มีรายงานวามีการแสดงออกลดลงในเซลลเชื้อสายมะเร็งเตา

นม (breast cancer cell line) เปนการยับยั้งการสรางเสนเลือดใหม (antiangiogenesis factor) 

และมีระดับพลาสมา (plasma level) ของ Endorepellin LG3 ลดลงอยางมีนัยสําคัญ  และ 
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Chang et al. ไดแสดงใหเห็นวา Endorepellin LG3 เปนตัวบงชี้ของซีรั่ม [serological biomarker] 

ชนดิใหมของมะเร็งเตานม [69] 

 มีการศึกษาการแสดงออกของ plasma protein โดยใชเทคนิค 2-DE และ MALDI-MS 

พบ โป รตี น  ceruloplasmin, complement C3, afamin และ alpha-1-B glycoprotein ซึ่ ง เป น

โปรตีนที่ มีความสัมพันธกับมะเร็งปากมดลูกชนิด squamous cell carcinoma (SCC) [70] 

นอกจากนี้ยังมีรายงานของวา Serum squamous cell carcinoma antigen (SCC) ใชเปน serum 

marker ของ squamous cell carcinoma ของผูป วยมะเร็งปากมดลูก  สวน serum CA 125 

(Cancer antigen 125) ซึ่งเปนไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ใชในการติดตามผูปวยมะเร็งปาก

มดลูกชนิด adenocarcinoma [71] สวนโปรตีนที่ใชเปนตัวบงชี้มะเร็งอื่นๆ เชน CA19-9 เปนตัว

บงชี้มะเร็งเหมือนกับ CEA หรือ CA125 พบในซีรั่มของผูปวยมะเร็งตับออน (pancreatic) 

กระเพาะอาหาร (stomach) และมะเร็งทอนํ้าดี (bile duct cancer) [72] และมีรายงานวาใชเปน

ตัวบงช้ีในการติดตามผลการรักษาในผูปวยมะเร็งทอน้ําดี และมะเร็งตับออน และเปนตัวบงช้ี

การเกดิขึ้นมาอกีของมะเรง็ตับออน [73] 

 

4.3) สรุปผลการทดลอง 

การแสดงออกของยนีที่บงช้ีเฉพาะในเซลลเชื้อสายมะเร็งปากมดลูก 4 ชนิด (Subtypes) 

; HeLa (Adenocarcinoma), SiHa (Squamous cell carcinoma), C-4 I (Papilloma) และ SW756 

(Carcinoma) พบการแสดงออกของยนี VAV2 มากที่สุดในเซลลเชื้อสายมะเร็ง HeLa, SiHa และ 

SW756 มีคาเปน 3.013973, 3.575967 และ 2.025578 เทา ตามลําดับ และในเซลลเชื้อสาย

มะเร็ง C-4 I มีการแสดงออกของยนี RCC1 เปน 6.161721 เทา และจากผลการแสดงออกของ

ยนีที่เพิ่มข้ึน แสดงใหเห็นวายีน VAV2 และ RCC1 นาจะเปนตัวบงช้ีเฉพาะ (Candidate markers) 

มะเร็งปากมดลูกชนิด Adenocarcinoma, Squamous cell carcinoma, Carcinoma tumors และ

สําหรับ Papilloma tumor ตามลําดับ 

การศึกษาในขั้นตอไป ตองศึกษาใหเขาใจถึงความสัมพันธของยีนที่บงช้ีเฉพาะของ

มะเร็งปากมดลูกแตละชนิด เพื่อหาตัวบงช้ีมะเร็งปากมดลูกชนดิ Adenocarcinoma, Squamous 

cell carcinoma, Carcinoma และ Papilloma และทราบถึงเครือขายทางชีวภาพของยีนที่บงชี้

มะเร็งปากมดลูก เพื่อใชเปนตัวบงช้ีในการวนิจิฉัยโรคทางคลนิิกเบื้องตน เพื่อการวนิิจฉัยโรคได

รวดเร็ว และเปนแนวทางในการรักษาโรคตอไป  
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ภาคผนวก 

เทคนิคในการทดลองและการคํานวณ 

 

1. การเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล 

 1. ดูดอาหารเลี้ยงเซลลในจานเพาะเลีย้งเดมิออกใหหมดแลวทิ้งไป 

 2. เตมิอาหารเลี้ยงเซลลใหมลงในจานเพาะเลี้ยงเดิม 

 3. นําจานเพาะเล้ียงเซลลไปบมในตูอบกาซคารบอนไดออกไซด 5% 

 

2. การเพาะเลี้ยงเซลลแยก (Subculture) 

 1. ดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกใหหมด 

 2. ลางเซลลดวย PBS 2 mL ตอจานเพาะเลี้ยง 

 3. ใส trypsin/EDTA solution ปรมิาตร 1 mL ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล  

 4. นําจานเพาะเล้ียงเซลลไปใสในตูอบกาซคารบอนไดออกไซดเปนเวลา 10 นาที 

ตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนเลนสวัตถุอยูดานลาง วาเซลลหลุดออกจากพื้นจานเพาะเลี้ยง

หรอืไม 

 5. เมื่อเซลลหลุดหมด เติมอาหารเลี้ยงเซลลลงไป 5 ml หลังจากผสมกันดีแลวดูดออก

ดวยอัตราสวน (split ratio) 1:3 หรือ 1:4 หรอืดูดเซลล ปรมิาตร 2 mL ลงในจานเพาะเลี้ยงใหม

และเติมอาหารเลี้ยงปรมิาตร 6 mL 

 6. นําเซลลที่เหลือ ดูดออกมานับจํานวนเซลลและคํานวณหาจํานวนเซลลทั้งหมดใน

จานเพาะเลี้ยง (cells/mL) 

 

3. การนับเซลลโดยใช Hemocytometer  

เปนการนับเซลลเพื่อใหทราบจํานวนเซลล (Cells/mL) โดย 

 1. นําเซลลมา 20 µl ผสมกับ 0.4% trypan blue 20 µl ผสมกันบนแผนพาราฟลม 

จากนัน้ใช micropipette ดูด-เปา และดูดสวนผสมที่ไดออกมา 20 µl  

  2. เตมิลงในชองวางระหวาง cover slip และ hemocytometer 

 3. นําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศนเลนสประกอบ นับเซลลภายในชอง 1-4 ซึ่งจํานวน

เซลลที่นับได จะเปนจํานวนเซลลที่มีอยูในปริมาตร 0.1 cm3 (แตละชองมีพื้นที่ 1 x 1 mm2 และ

มีความลึก 0.1 mm) นับทั้ง 4 ชอง นําจํานวนที่นับไดไปคํานวณหาจํานวนเซลลทั้งหมด (total 

cell count) ในปรมิาตร 1 cm3 โดยใชสูตร 
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สูตรการหาจํานวนเซลลทั้งหมด (total cell count) 

 

  t = (X x d) x 104 

            n 

 

t =   total cell count (Cells/mL) 

X =  จํานวนเซลลทัง้หมดที่นับไดใน 4 ชอง 1-4 (ทัง้เซลลที่มชีวีติและเซลลที่ไมมีชวีิต) (เซลล  

       ที่มีชวีติ จะไมตดิสนี้ําเงนิของ trypan blue) 

D =  จํานวนการผสมสกีับเซลล (ในที่นี้ = 2 คอื ส ี1 สวน : เซลล 1 สวน) 

n =  จํานวนซ้ําที่นับ (4 ชอง A) 

 

 

 
 

 

รูปที ่1 ตารางนับเซลลใน hemocytometer 
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