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บทคัดย่อ 

 

  การติดเช้ือ high risk human papillomavirus (HR-HPV) ที่ปากมดลูกเป็นสาเหตุสําคัญ

ของการเกิดมะเร็งปากมดลูก ซึ่งเป็นโรคทีก่่อปัญหาทางด้านสาธารณสุขทําให้เกิดการเจ็บป่วยและการตายสูง

โดยเฉพาะในประเทศที่กําลังพัฒนา การศึกษาทางระบาดวิทยาพบ HPV 16 DNA ในมะเร็งปากมดลูกมาก

ที่สุด กลไกการเกิดมะเร็งในเซลลท์ี่ติดเช้ือ HPV 16 พบว่า viral oncogene ที่มีบทบาทในมะเร็งปากมดลูก

คือจีน E6 และ E7 ซึ่ง encode โปรตีน E6 และ E7 ที่สามารถทําให้เซลล์ติดเช้ือ พัฒนาไปเป็นเซลล์มะเร็งได้  

โปรตีน E6 ของ HPV 16 เป็นสาเหตุทําให้เซลลเ์กิดการ immortalization และ 

transformation โดยการยับย้ังการทํางานของโปรตีน p53 tumor suppressor นอกจากน้ี โปรตีน E6 ยัง

สามารถทํางานได้ด้วยตัวมันเองหรือทํางานร่วมกับโปรตีน E7 ทําให้เกิดการ immortalize ของ primary 

keratinocyte cell, fibroblast, และ epithelial cell ได้ ซึ่งการเกิด transcription ของ E6 จะเกีย่วข้องกับ

หน้าที่ในการทาํให้เกิดเป็นมะเร็งเกิดขึ้น ผลการยับย้ังการแสดงออกของจีน E6 ส่งผลให้เซลล์ที่ติดเช้ือ HPV 

เกิดการตายแบบ apoptosis ได้ซึ่งจะเป็นอีกกลไกหน่ึงที่จะทําลายเซลล์มะเร็ง 

ปัจจุบันยาที่ใช้ในการรักษาการติดเช้ือ HPV มีน้อยมาก และค่อนข้างมีราคาแพง เน่ืองจาก
ไวรัสน้ีไม่สามารถเพาะเลี้ยงได้ทําให้มีความจํากัดในการพัฒนายาที่ใช้รักษา ดังน้ันกลุ่มผู้วิจัยจึงให้ความสนใจ
ในการค้นหาสารจากสมุนไพรไทยเพ่ือนํามาพัฒนาตัวยาใหม่ที่จะสามารถรักษาการติดเช้ือ HPV ดังกล่าว 
รวมท้ังเพ่ือพัฒนางานทางด้านพืชสมุนไพร หรือสารในกลุ่มที่เป็น natural product ต่าง ๆ ขึ้นมาใช้
ประโยชน์ในการรักษาโรคติดเช้ือ การวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือสร้าง recombinant vector สําหรับใช้
ทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรจากฟ้าทะลายโจรและพญายอ เพ่ือศึกษาการออกฤทธ์ิยับย้ังของสารสกัด
สมุนไพรจากฟ้าทะลายโจรและพญายอ ต่อ transcriptional activity ของ viral promoter ของ HPV 16 
E6 gene และเพ่ือศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดจากฟ้าทะลายโจรและพญายอ ต่อการยับย้ังการแสดงออกของ 
HPV 16 E6 protein 

 การสร้าง recombinant vector สําหรับใช้ทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพร ต่อ 
transcriptional activity ของ HPV16 E6 gene ภายใต้การกระตุ้นจาก HPV16 E6 promoter คือ 
promoter P97 ที่อยู่ใน ส่วน long control region (LCR)  ของ HPV16 ทําโดยนําส่วนของ HPV 16 LCR 
ซึ่งได้จากการ amplify DNA จาก HPV 16 reference plasmid ใส่เข้าไปใน cloning vector ชนิด pDRIVE 
vector จากน้ันจึงตัดส่วนของ HPV 16 LCR ใส่เข้าไปใน pGL3-Basic vector ซึ่งมี luciferase reporter 
gene จะได้ pGL3-HPV16LCR สําหรับใช้ transfect เข้าเซลล์ C33A เพ่ือศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพร 
ต่อ transcriptional activity ของ HPV16 E6 gene เมื่อทดสอบคุณสมบัติ transcriptional activity ของ 
pGL3-HPV16LCR โดย transfect เข้าเซลล์ C33A พบว่ามีการ expression ของ luciferase reporter 
gene ได้ดี โดย transcriptional activity จะเพ่ิมขึ้นตามปริมาณของ pGL3-HPV16LCR ที่ใช้ transfect 
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การเตรียมสารสกัดสมุนไพรจากฟ้าทะลายโจรและพญายอได้สารบริสุทธ์ิสําหรับใช้ในการ
วิจัยน้ี จากฟ้าทะลายโจร 3 ชนิดคือ Andrographolide (SS1), 14-deoxy-11,12-didehydro-
andrographolide (SS2) และ 3, 19- isopropylidene andrographolide (SS3) และสารบริสุทธ์ิจาก 
พญายอ 3 ชนิดคือ C55H74N4O5 (136B), C55H72N4O7 (136C) และ C53H70N4O5 (136D) 

เมื่อทําการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรทั้ง 6 ชนิด ต่อ transcriptional activity ของ 
HPV16 E6 gene โดย transfect pGL3-HPV16LCR เข้าเซลล ์ C33A แล้วเลี้ยงเซลล์ในอาหารทีม่ีและไมม่ี
สารสกัด เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วตรวจวัด transcriptional activity พบว่าสารสกัดจากฟ้าทลายโจรชนิด 
SS1 มีผลยับย้ัง transcription activity ของ pGL3-HPV16 LCR แต่ SS2 และสารสกัดจากพญายอชนิด 
136B ไม่มีผลต่อต่อ transcription activity ของ pGL3-HPV16 LCR ในขณะที่สารสกัดจากฟ้าทลายโจรชนิด 
SS3 และสารสกัดจากพญายอชนิด 136C และ 136D สามารถกระตุ้น transcription activity ของ pGL3-
HPV16 LCR ได้  
  การศึกษาผลของสารสกัดสมนุไพรฟ้าทะลายโจรและพญายอต่อการแสดงออกของ HPV16 
E6 oncogene โดยการเลี้ยง และ subculture SiHa cell line และ CaSki cell line ในอาหารที่มีสารสกัด 
พบว่าสาร SS1 มีผลต่อการตายของเซลล์มากที่สุดจึงนํา SS1 มาศึกษาต่อใน SiHa cell line โดยเปรียบเทียบ
กับ SS2 และ SS3 โดยเลี้ยง SiHa cell ในสภาวะที่มีและไม่มีสารสกัดสมุนไพรที่มีความเข้มขน้ในระดับ 
subcytotoxic concentration และ 2 เท่าของ subcytoxic concentration เป็นเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง 
ก่อนที่จะสกัด total RNA แลว้ convert ไปเป็น cDNA โดยใช้ SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis Kit 
แล้วตรวจหาการแสดงออกของ E6 โดยตรวจหาปริมาณ mRNA ของ E6 โดยวิธี SYBR Green Real-time 
PCR พบว่าสารสกัดสมุนไพรฟ้าทะลายโจร SS1 ที่ระดับ subcytotoxic concentration สามารถยับย้ังการ
แสดงออกของ HPV 16 E6 ใน SiHa cell ได้อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติภายในเวลา 24 ช่ัวโมง นอกจากน้ียัง
แสดงให้เห็นว่าการยับย้ังการแสดงออกจะเพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของสารสกัด แต่ไม่เพ่ิมขึ้นตามเวลา ในขณะ
ที่ สารสกัด SS2 ไม่มผีลยับย้ังการแสดงออกของ HPV 16 E6 ใน SiHa cell ส่วนสารสกัด SS3 จะมีผลยับย้ัง
การแสดงออกของ HPV 16 E6 ใน SiHa cell เมื่อเพ่ิมความเข้มข้น และเวลา 

จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า สารบริสทุธ์ิจากสมุนไพรฟ้าทะลายโจร 2 ชนิดคือ 14-

deoxy-11,12-didehydro-andrographolide (SS2) และ 3, 19- isopropylidene andrographolide 

(SS3) และสารบริสุทธ์ิจากสมุนไพรพญายอ 3 ชนิดคือ C55H74N4O5 (136B), C55H72N4O7 (136C) และ 

C53H70N4O5 (136D) ไม่มีฤทธ์ิยับย้ัง transcriptional activity ของ viral promoter ของ HPV 16 E6 gene 

แต่ Andrographolide (SS1) มีฤทธ์ิยับย้ัง transcriptional activity ของ viral promoter ของ HPV 16 E6 

gene ได้ นอกจากน้ี Andrographolide (SS1) ที่ระดับ subcytotoxic concentration สามารถยับย้ังการ

แสดงออกของ HPV 16 E6 ใน SiHa cell ได้อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติภายในเวลา 24 ช่ัวโมง ในขณะที่ 3, 

19- isopropylidene andrographolide (SS3) สามารถยับย้ังการแสดงออกของ HPV 16 E6 ใน SiHa cell 
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ได้เมื่อใช้ความเข้มข้นสูงกว่า subcytotoxic concentration หรือใช้เวลานานข้ึนที่ระดับ subcytotoxic 

concentration 

ดังน้ัน Andrographolide (SS1) น่าจะเป็นสารบริสุทธ์ิที่สามารถนําไปพัฒนาเป็นยาต้าน 

HPV หรือต้านมะเร็งที่เกิดจากการติดเช้ือได้ และควรจะทําการวิจัยต่อว่าการยับย้ังการแสดงออกของ HPV 

16 E6 ในเซลล์น้ันส่งผลต่อการเกิด apoptosis ของเซลลห์รือไม่ 


