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             วชัรพงศ์ ภกัดีชายแดน : เมทิเลชนัของยีน CCNA1 ในเซลล์สายพนัธุ์มะเร็งปาก 
             มดลกูท่ีถกูทรานสเฟกต์ด้วยยีน E7 ของ Human Papillomavirus ไทป์ 16.   
             (Methylation of CCNA1 gene in cervical cancer cell line transfected with E7  
             gene of Human Papillomavirus type 16) อ. ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั:                       
             อ. ดร. ปฐมวดี ญาณทศันีย์จิต, 98 หน้า.  
            สาเหตหุลกัในการเกิดมะเร็งปากมดลกู คือ การติดเชือ้ไวรัส  Human papillomavirus  
(HPV) ซึ่งจดัเป็นสาเหตหุลกั ผู้ป่วยจะถกูตรวจพบเชือ้ HPV ไทป์ท่ีมีความเสี่ยงสงู (HR-HPV) 
มากกวา่ร้อยละ 90% โดยเฉพาะ HPV ไทป์ 16 และ 18 การศกึษาท่ีผา่นมาพ บความสมัพนัธ์
ระหวา่งการเกิดเมทิ เลชนัและการยบัยัง้การแสดงออกของยีนท่ีน าไปสูโ่รคมะเร็ง พบวา่การ
เกิดมะเร็งปากมดลกูซึ่งมีการติดเชือ้ HPV มีความสมัพนัธ์ตอ่การเกิด  เมทิเลชนั ของ CCNA1 
ซึ่งมีบทบาทเสมือนเป็นยีนต้านมะเร็งในมะเร็งปากมดลกูถึง 93% วตัถปุระสงค์ ของงานวิจยั  
เพ่ือศกึษาความสมัพนัธ์ระหวา่งยีน E7 ในไวรัส HPV ไทป์ 16 กบัดีเอน็เอเมทิ เลชนับนโพรโม
เตอร์ของยีน CCNA1 ในการทดลองผู้ วิจยัได้เลีย้งเซลล์สายพนัธุ์มะเร็งปากมดลกู 3 ชนิด คือ 
HeLa cell ท่ีมีการติดเชือ้ของ HPV ไทป์ 18, SiHa cell ท่ีมีการติดเชือ้ของ HPV ไทป์ 16 และ 
C33A cell ซึ่งไมม่ีการติดเชือ้ของไวรัส HPV และเซลล์สายพนัธุ์มะเร็งหคูอจมกู 3 ชนิด คือ 
HN4 , HN12 และ HN17 ซึ่งยงัไมท่ราบการติดเชือ้ น าเซลล์ทัง้ 6 ชนิดมาตรวจสอบการติด
เชือ้ HPV จากนัน้ตรวจสอบเมทิเลชนัและการแสดงออกของยีน CCNA1 จากนัน้มุง่เน้นไปท่ี
ยีน E7 ของ HPV 16 โดยการสร้าง plasmid ท่ีใสยี่น E7 ของ HPV ไทป์ 16 และทรานสเฟกต์ 
plasmid นีเ้ข้าไปใน C33A และ HN 12  จากนัน้จึงตรวจสอบ    เมทิเลชนัและการแสดงออก
ของยีน CCNA1 อีกครัง้ใน  C33A และ HN 12   เพ่ือเปรียบเทียบระหวา่งเซลล์ท่ีถกูทรานส
เฟกต์ยีน E7 กบัเซลล์ท่ีไมไ่ด้ถกูทรานสเฟกต์ ผลการวิจยัพบวา่ เซลล์ C33A ท่ีถกูทรานสเฟกต์
ยีน E7 ของไวรัส HPV ไทป์ 16 มีเมทิ เลชนัของยีน CCNA1 ท่ีเพ่ิมมากขึน้ และพบการ
แสดงออกของยีนนีล้ดลงเมื่อเทียบกบัเซลล์ท่ีไมไ่ด้ถกูทรานสเฟกต์ สว่นเซลล์ HN12 ท่ีถกูท
รานสเฟกต์ยีน E7 ตรวจพบเมทิ เลชนัของยีน CCNA1 เมื่อเทียบกบัเซลล์ท่ีไมไ่ด้ถกูทรานส
เฟกต์จะไมม่ีเมทิเลชนั และการแสดงออกของยีนก็ลดลงเช่นเดียวกบัเซลล์ C33A  ท าให้
สามารถสรุปได้วา่ ยีน E7 ของไวรัส HPV 16 มีผลตอ่การเกิดเมทิ เลชนัของยีน  CCNA1 ใน
มะเร็งปากมดลกู  
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                The main cause of cervical cancer are infection of human papillomavirus 
(HPV) by which high-risk HPV (HR-HPV) can be detected in cervical cancer patients 
more than 90%, particularly HPV type 16 and 18. Previous studies found the 
correlation of methylation and expression inhibition of genes leading to cancer and  
cervical cancer which is infected by HPV is associated with methylation of CCNA1 
which has a role as tumor suppressor gene in cervical cancer up to 93%. The aim of 
this research to study the correlation of E7 gene in HPV type 16 and DNA methylation 
on CCNA1 promoter. We cultured 3 cervical cancer cell lines : HeLa (HPV type 18 
infection), SiHa (HPV type 16 infection) and C33A (no HPV infection) and 3 head and 
neck cell lines : HN4, HN12 and HN17 which are still unknown of HPV type infection. 
We detected HPV type infection in these 6 cell lines and methylation and expression 
of CCNA1. Then we emphasized to study E7 gene of HPV type 16 by constructing 
the plasmid inserted E7 gene of HPV type 16 and trasfecting it into C33A and HN12. 
Lastly, we verified the difference of methylation status and expression of CCNA1 in 
these 2  transfected cell lines and non-transfected cell lines.The results show that 
C33A which is transfected by E7 gene of HPV type 16 has more methylation on 
CCNA1 promoter as well as the expression of CCNA1 is decreased when compared 
to non-tranfected cells. What’s more, HN12 which is transfected by E7 has 
methylation; yet methylation is not found in non-tranfected HN12. Besides that the 
decreasing expression of CCNA1 is found. On the whole, we conclude that E7 gene 
of HPV type 16 has affected to methylation of CCNA1 in cervical cancer. 
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บทท่ี 1 

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา                                                                       

 มะเร็งปากมดลกู (Cervical Cancer) เป็นโรคท่ีเซลล์มะเร็งเกิดขึน้ในเนือ้เย่ือบริเวณปาก

มดลกู เป็นมะเร็งท่ีพบมากเป็นล าดบั 3 ในผู้หญิงทัว่โลก (Ferlay et al., 2010) ส าหรับในประเทศ

ไทยพบวา่ เป็นโรคมะเร็งท่ีพบมากเป็นอนัดบั  2  รองจากมะเร็งเต้านมในเพศหญิงไทยและพบมาก

ในช่วงอาย ุ 35-60 ปี สาเหตสุว่นใหญ่มากกวา่ 90% เกิดจากการติดเชือ้ High Risk Human 

papillomavirus (HR-HPV) ได้แก่ HPV16 และ HPV18 โดยติดตอ่ผา่นทางเพศสมัพนัธ์ (Munoz 

et al., 2003) เมื่อได้รับเชือ้ HPV บริเวณเย่ือบผุิวปากมดลกูอาจเข้าสูข่ัน้ตอนการเกิดมะเร็งแบบ 

Multistep process และพฒันาเป็นมะเร็งปากมดลกูระยะลกุลาม ช่วงการเปลี่ยนแปลงนีส้ามารถ

จ าแนกเป็นระยะตา่งๆได้คือ Premalignant lesion ได้แก่ low grade และ high grade 

squamous intraepithelial lesions (SILs) และ Malignant invasive cervical cancer ผู้ป่วย

มะเร็งปากมดลกูในระยะเร่ิมต้นของการติดเชือ้จะไมแ่สดงอาการแตอ่ย่างใด และสว่นใหญ่ผู้ป่วย

จะมาพบแพทย์เมื่อเป็นมะเร็งระยะลกุลามแล้ว  ท าให้การรักษาเป็นไปได้ยาก ปัจจบุนัมีวิธีการ

ตรวจมะเร็งปากมดลกูโดยการตรวจทางเซลล์วิทยาด้วยการย้อมสีเซลล์ท่ีเรียกวา่ Papanicolaou 

(Pap) smear (Zur Hausen, 2002) ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจคดักรองมะเร็งในระยะ

เร่ิมแรก เพ่ือดกูารเปลี่ยนแปลงของเซลล์ (dyplasia) ท่ีอาจเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์มะเร็ง ซึ่งวิธีนี ้

ต้องอาศยัความช านาญของบคุลากรในการตรวจ ท าให้อาจเกิดความผิดพลาดเกิดขึน้ได้  ท าให้มี

การพฒันาการตรวจ HPV โดยใช้ DNA ซึ่งจะให้ผลการตรวจท่ีดีกวา่ (Halfon et al., 2007) ดงันัน้ 

HPV DNA testing จะใช้ในกรณีท่ีการตรวจทางเซลล์วิทยาให้ผลไมแ่น่ชดั และเป็นวิธีตรวจท่ีมี

ความจ าเพาะตอ่การด าเนินโรค ตัง้แตร่อยโรคก่อนเป็นมะเร็งปากมดลกูไปถึงมะเร็งระยะลกุลาม 

ท าให้ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ได้ชดัเจนกวา่ และเป็นท่ีนิยมมากกวา่ (Banik et al., 

2011) ผู้ป่วยจะถกูตรวจพบเชือ้ HPV ไทป์ท่ีมีความเสี่ยงสงู (HR-HPV) มากกวา่ร้อยละ 90% 

(99.7%) (Franceschi et al., 2003) โดยท่ีปริมาณเชือ้ HPV จะเพ่ิมมากขึน้ตามระยะของรอยโรค

ตัง้แตก่่อนท่ีจะเป็นมะเร็งปากมดลกู จนกลายมาเป็นมะเร็งระยะลกุลาม กลา่วคือการตรวจพบเชือ้  



2 
 

HPV จะเพ่ิมมากขึน้ตามระดบัความรุนแรงของโรค โดยเฉพาะ HPV type 16 และ HPV type 18 

(Cromme et al., 1993) 

 Human papillomavirus (HPV) เป็นไวรัสในกลุม่ Papilloma ท่ีก่อให้เกิดโรคในคน 

ปัจจบุนัพบ HPV มากกวา่ 100 สายพนัธุ์ ท่ีก่อให้เกิดการติดเชือ้ของเนือ้เย่ือ (epithelium) หรือเย่ือ

บผุิว (mucous membrane) ในต าแหน่งท่ีแตกตา่งกนั มีประมาณ 40 สายพนัธุ์ ท่ีก่อให้เกิดการติด

เชือ้ของเนือ้เย่ือ/เย่ือบผุิวบริเวณอวยัวะสืบพนัธุ์ (ano – genital area) (Arends et al., 1988) 

พนัธกุรรมของ HPV ประกอบด้วยสายโมเลกลุของ DNA ประมาณ 8,000 คูเ่บส เรียงตวักนัเป็นรูป

วงกลม (double stranded circular DNA) อยู่ภายในเปลือกหุ้มโปรตีน (capsid) ประกอบด้วย 

Early gene (E1, E2, E4, E5, E6 และ E7) ท าหน้าท่ีเก่ียวกบัการจ าลองตวั การด ารงอยู่ของไวรัส 

และการเปลี่ยนรูปของเซลล์ (cell transformation) Late gene (L1 และ L2) ท าหน้าท่ีสร้างโปรตนี

ท่ีเป็นองค์ประกอบของเปลือกหุ้ม และ long control region (LCR) ท าหน้าท่ีควบคมุการแปลรหสั 

(transcription) (Tjiong et al., 2001) รูปแบบการติดเชือ้ของ HPV มีอยู่ 2 แบบ คือ episome 

form และ integrated form ซึ่งในแบบของ integrate จะจดัเป็นลกัษณะเดน่ (dominant form) 

และเป็นรูปแบบท่ีสามารถพบได้มากกวา่แบบของ episome ซึ่งพบได้ประมาณ 15 - 30% เท่านัน้ 

การติดเชือ้ในรูปแบบของ integrate นีจ้ะมีผลตอ่การท าลายยีนในจีโนมของไวรัส โดยจะมีผลตอ่

การแสดงออกของยีน E2, E6 และ E7  ท่ีผิดปกติไป (Goon et al., 2009) E2 จะมีหน้าท่ีเป็นตวั

ควบคมุยบัยัง้การสร้างโปรตีน E6 และ E7 ซึ่งยีนทัง้สองจดัเป็น oncogenic gene  ท าให้เซลล์มี

การแบ่งตวัโดยไมส่ามารถควบคมุได้ และมีการแสดงออกท่ีมากกวา่ปกติ (overexpression) การ

ท างานของโปรตีน E6 จะไปกระตุ้นการย่อยสลาย p53 ซึ่งเป็น tumor suppressor protein 

(Scheffner et al., 1990) สว่น โปรตีน E7 จะไปรบกวนการท างานของ retinoblastoma (pRb) ซึ่ง

เป็น tumor suppressor protein ท าให้เกิดการแบ่งตวัของเซลล์อย่างไมห่ยดุยัง้ (Jones et al., 

1997)                                                                                                          

 นอกจากนีแ้ล้วการเกิดมะเร็งปากมดลกูนัน้ยงัมีปัจจยัทางพนัธกุรรมร่วมด้วย ซึ่งมียีนท่ี

เก่ียวข้องอยู่ 2 กลุม่คือ 1) ยีนก่อมะเร็ง (oncogene) 2) ยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor gene) 

ซึ่งยีนสองชนิดนีเ้ก่ียวข้องกบัการเจริญของเซลล์ หากพบวา่มีการแสดงออกของยีนก่อมะเร็งมาก
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ผิดปกติ แตใ่นทางกลบักนัยีนต้านมะเร็งถกูยบัยัง้การแสดงออก ก็จะท าให้เซลล์ปกติกลายเป็น

เซลล์มะเร็ง การท่ียีนต้านมะเร็งถกูยบัยัง้การแสดงออกนัน้เกิดจากหลายสาเหตท่ีุท าให้เกิดการ

กลายพนัธุ์ในรูปแบบตา่งๆ และอีกประการหนึ่งท่ีส าคญัคือการเกิดเมทิเลชนัท่ีบริเวณ   โปรโมเตอร์

ของยีนต้านมะเร็ง (Duenas-Gonzalez et al., 2005)      

 ดีเอน็เอเมทิเลชนั (DNA methylation) คือกระบวนการหนึ่งของภาวะเหนือพนัธกุรรม โดย

เป็นกระบวนการในการเติมหมูเ่มทิลแทนท่ีอะตอมไฮโดรเจนในเบสไซโตซีนบนสายดีเอน็เอ สว่น

ใหญ่หมูเ่มทิลจะถกูเติมท่ีบริเวณเบสไซโตซีนท่ีติดกบัเบสกวันีน หรือเรียกต าแหน่งนีว้า่ CpG 

islands สง่ผลกระทบโดยตรงตอ่การแสดงออกของยีนได้ โดยการไปกดการแสดงออกของยีน 

(Muller et al., 2003) ซึ่งในสตัว์เลีย้งลกูด้วยนมจะเกิดการเติมหมูเ่มทิลท่ีต าแหน่ง CpGs สงูถึง

ร้อยละ 60 - 90% (Tucker, 2001)       

 ยีน CCNA1 อยู่ในกลุม่ยีน   Cyclin A1 family  เป็นยีนท่ีท าหน้าท่ีเสมือนเป็นยีนต้าน

มะเร็งของมะเร็งปากมดลกู อยู่บนโครโมโซมท่ี 13 ต าแหน่ง 13q12.3-q13 มีขนาด 465 amino 

acids (Kitkumthorn et al., 2006. ; Tokumaru et al., 2004. ; Yanatatsaneejit  et al., 2008) 

ซึ่งเก่ียวข้องกบัขบวนการควบคมุใน cell cycle ระยะ G1 และ G2 (mitosis)  และยงัเก่ียวข้องกบั

กลไกการซ่อมแซมสายดีเอน็เอหลงัการฉีกขาด (Ji et al., 2005) ดงันัน้การเกิดเมทิเลชนับน      

โพรโมเตอร์ของ CCNA1 อาจน าไปสูก่ารยบัยัง้การแสดงออกของยีนนี ้ท าให้เกิดมะเร็งปากมดลกู

ได้ในท่ีสดุ และ จากการศกึษาท่ีผา่นมาพบความสมัพนัธ์ระหวา่งการเกิดเมทิเลชนัและการยบัยัง้

การแสดงออกของยีนท่ีน าไปสูโ่รคมะเร็ง พบวา่ การเกิดมะเร็งปากมดลกูซึ่งมีการติดเชือ้ HPV มี

ความสมัพนัธ์ตอ่การเกิดเมทิเลชนั ของ CCNA1 ซึ่งมีบทบาทหน้าท่ีเสมือนเป็นยีนต้านมะเร็งใน

มะเร็งปากมดลกูถึง 93% (Kitkumthorn et al., 2006)      

 จากการศกึษาความสมัพนัธ์ระหวา่งไวรัส HPV และสภาวะเหนือพนัธกุรรม (epigenetic) 

พบความสมัพนัธ์ท่ีมีความเก่ียวข้องกนัระหวา่งการเกิดเมทิเลชนับริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 

CCNA1 และรูปแบบการติดเชือ้ในลกัษณะ integrated from ของ HPV (Yanatatsaneejit et al., 

2008) และพบวา่โปรตีน E7 ของ  HPV type 16 สามารถจบักบัเอนไซม์ DNA methyltransferase 
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(DNMT1) ได้โดย DNMT1 เป็นเอน็ไซม์ท่ีมีความส าคญัตอ่การเกิดเมทิเลชนัท่ีโพรโมเตอร์ของยีน

ตา่งๆ (Burgers et al., 2007) ดงันัน้จึงคาดวา่โปรตีน E7 ของ HPV จะเป็นตวัชกัน าให้เกิด        

เมทิเลชนัของยีน CCNA1 ซึ่งเป็นยีนต้านมะเร็งท าให้ยีนต้านมะเร็งไมส่ามารถแสดงออกได้ 

      จากท่ีได้กลา่วมาข้างต้น คณะวิจยัได้ตระหนกัถึงความส าคญัของโรคมะเร็งปากมดลกูและ

ประสงค์จะท าการศกึษาถึงกลไกระดบัเหนือพนัธกุรรมและพนัธกุรรมของ Human papillomavirus 

ในการควบคมุการแสดงออกของยีน CCNA1 ท่ีอาจมีผลตอ่การเกิดเมทิเลชนัท่ีโพรโมเตอร์ของยีน 

ท าให้ยีนท่ีท าหน้าท่ีเสมือนเป็นยีนต้านมะเร็งในมะเร็งปากมดลกูนีม้ีการแสดงออกท่ีลดลง และอาจ

มีผลตอ่การเกิดโรคมะเร็งปากมดลกู ซึ่งจะเห็นได้วา่การวิเคราะห์การท างานของยีน E7 HPV ไทป์ 

16 ท่ีสง่ผลตอ่การเกิดเมทิเลชนัของยีน CCNA1 ในมะเร็งปากมดลกูนัน้จะท าให้เราทราบสาเหตท่ีุ

แท้จริงของการเมทิเลชนัของยีน CCNA1 ในมะเร็งปากมดลกู และสามารถน าความรู้ท่ีได้มาใช้เป็น

ข้อมลูพืน้ฐานท่ีเก่ียวกบัการเกิดเมทิเลชนัของยีน CCNA1 โดยน าข้อมลูทางพนัธกุรรม มาใช้ในงาน

ด้านเภสชัพนัธศุาสตร์ (phamacogonomics) น าไปค้นคว้าและประยกุต์ใช้ในการวินิจฉยัดแูล

รักษา และสามารถน าองค์ความรู้ท่ีได้ไปพฒันาเพ่ือผลิตยาในอนาคต 

วัตถุประสงค์ของการวจิัย 

1.  เพ่ือศกึษาความสมัพนัธ์ระหวา่งยีน E7 ในไวรัส HPV type 16 กบัดีเอน็เอเมทิเลชนั                 
บนโปรโมเตอร์ของยีน CCNA1                                                                                                          
2.  เพ่ือศกึษาความสมัพนัธ์ระหวา่งดีเอน็เอเมทิเลชนักบัการแสดงออกของยีน CCNA1 

 

ขอบเขตของการวจิัย  

 การศกึษาบทบาททาง epigenetics ในการควบคมุการแสดงออกของยีน CCNA1 ใน

เซลล์เพาะเลีย้งมนษุย์นัน้ใช้เซลล์เพาะเลีย้งทัง้หมด 6 ชนิด ประกอบไปด้วย เซลล์สายพนัธุ์มะเร็ง

ปากมดลกู 3 ชนิด HeLa cell (Human cervix carcinoma cell line) เซลล์ท่ีมกีารติดเชือ้ของ HPV 

type 18, SiHa cell (Human cervix carcinoma cell line) เซลล์ท่ีมีการติดเชือ้ของ HPV type 16 

และ C33A cell (Human cervix carcinoma cell line) เซลล์ท่ีไมม่ีการติดเชือ้ของไวรัส HPV และ

เซลล์สายพนัธุ์มะเร็งหคูอจมกู 3 ชนิด คือ HN4 , HN12 และ HN17 (Head and Neck cancer 
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cell line) ซึ่งยงัไมท่ราบการติดเชือ้ เร่ิมแรกน าเซลล์ทัง้ 6 ชนิดมาตรวจสอบการติดเชือ้ HPV 

จากนัน้ตรวจสอบเมทิเลชนัและการแสดงออกของยีน CCNA1 ตามล าดบั ซึ่งจากสมมติฐานคาด

วา่ใน HeLa cell ควรจะมีเมทิเลชนั ของยีน CCNA1 โดยไมม่ีการแสดงออกของยีนนี ้เช่นเดียวกบั

ใน SiHa cell และใน C33A cell ไมค่วรตรวจพบเมทิเลชนัหรือถ้ามีควรมีอยู่ในระดบัต ่าและมีการ

แสดงออกของยีน CCNA1 จากนัน้การทดลองขัน้ตอ่ไปมุง่เน้นไปท่ียีน E7 ของ HPV 16 โดยการ

ทรานสเฟกต์ยีน E7 ของ HPV 16 เข้าไปในเซลล์ท่ีไมม่ีการติดเชือ้ HPV และเช็คการแสดงออกของ

โปรตีน E7 โดยใช้เทคนิค western blot analysis โดยเปรียบเทียบกบั Negative control ใช้เซลล์ท่ี

ไมถ่กูทรานสเฟกต์ , Positive control ใช้เซลล์ท่ีถกูทรานสเฟกต์ด้วย pcDNA3.1_E7 หลงัจากนัน้

ตรวจสอบเมทิเลชนัและการแสดงออกของยีน CCNA1 เปรียบเทียบระหวา่งเซลล์ปกติกบัเซลล์ท่ี

ถกูทรานเฟกต์ด้วยยีน E7 อีกครัง้  ซึ่งคาดวา่ในเซลล์ท่ีมียีน E7 ของไวรัส HPV 16 อยู่นัน้ควรจะมี

เมทิเลชนัของยีน CCNA1 ท่ีเพ่ิมขึน้และไมน่่าพบการแสดงออกของยีน CCNA1 หรือพบการ

แสดงออกท่ีลดลง  ซึ่งจะท าให้สามารถสรุปได้วา่ ยีน E7 ของไวรัส HPV 16 มีผลตอ่การเกิดเมทิ

เลชนัของยีน CCNA1 ในมะเร็งปากมดลกู                                            

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ    

 1.  ข้อมลูความสมัพนัธ์ยีน E7 ของไวรัส HPV type 16 ตอ่การเกิดการเติมหมูเ่มทิลของ

ยีน CCNA1 ในมะเร็งปากมดลกู จะช่วยให้มีความเข้าใจเก่ียวกบัพนัธศุาสตร์โมเลกลุท่ีเก่ียวข้อง

กบัมนษุย์ได้ดีขึน้                                                                                                                               

 2.  ข้อมลูท่ีได้จากการศกึษาการเตมิหมูเ่มทิลในยีน CCNA1 วา่ก่อให้เกิดผลเช่นไร 

สามารถน าผลท่ีได้ไปใช้พฒันาให้เป็นงานวิจยัขัน้สงูตอ่ไป 

วธีิด าเนินงานวจิัย 

 งานวิจยันีเ้ป็นการวิเคราะห์และพิสจูน์สาเหตกุารเกิดเมทิเลชนัของยีน CCNA1 ในเซลล์
สายพนัธุ์มะเร็งปากมดลกู โดยการทรานสเฟกต์ด้วยยีน E7 ของ Human papillomavirus ไทป์ 16 
ซึ่งยงัไมเ่คยมีรายงานมาก่อน ในงานวิจยัจะท าการตรวจสอบสาเหตกุารเกิดเมทิเลชนัของยีน 
CCNA1 ในเซลล์สายพนัธุ์มะเร็งปากมดลกู วา่มีสาเหตมุาจากยีน E7 ของ Human 
papillomavirus ไทป์ 16 จริงหรือไม ่โดยใช้เทคนิค MSP-PCR เพ่ือตรวจสอบการเกิดเมทิเลชนั 
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เทคนิค RT-PCR เพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1 และเทคนิค western blot เพ่ือ
ตรวจสอบการผลิตโปรตีน E7 ของ Human papillomavirus ไทป์ 16 หลงัจากท่ีทรานสเฟกต์ยีน 
E7 ของ Human papillomavirus ไทป์ 16 เข้าสูเ่ซลล์สายพนัธุ์มะเร็งปากมดลกู ซึ่งงานวิจยันีแ้บ่ง
ออกเป็น 4 สว่นใหญ่ๆ คือ                                                                                                                     
 1.  การตรวจสอบการติดเชือ้ HPV                                                                                               
  1.1  เลีย้งเซลล์เพาะเลีย้งมนษุย์จ านวน 6 ชนิด ประกอบไปด้วยเซลล์สายพนัธุ์
         มะเร็งปากมดลกู (Human cervix carcinoma cell line)  3 ชนิด HeLa , 
         SiHa และ C33A cell และเซลล์สายพนัธุ์มะเร็งหคูอจมกู (Head and Neck 
         cancer cell line) 3 ชนิด คือ HN4 , HN12 และ HN17 cell                                                                                                                     
  1.2  สกดั DNA จากเซลล์ทัง้ 6 ชนิด เพ่ือน ามาตรวจหา HPV DNA ด้วยวิธี PCR 
         โดยการเปรียบเทียบ L1 gene จากคู ่primers ท่ีเคยมีการศกึษาไว้                                                    
  1.3  สกดั RNA จากเซลล์ทัง้ 6 ชนิด และท า reverse transcription เพ่ือ 
         ตรวจสอบ HPV type ด้วยวิธี PCR                                                                                                                        
 2.  การตรวจสอบเมทิเลชนัและการแสดงออกของยีน CCNA1                                     
  2.1  เลีย้งเซลล์เพาะเลีย้งมนษุย์จ านวน 6 ชนิด  HeLa , SiHa , C33A , HN4 , 
         HN12 และ HN17                                                                                                                                                       
     2.2  สกดั DNA จากเซลล์ทัง้ 6 ชนิด เพ่ือน ามาตรวจสอบการเกิดเมทิเลชนัของ
         ยีน CCNA1 ด้วยวิธี MSP-PCR                                                                            
  2.3  สกดั RNA จากเซลล์ทัง้ 6 ชนิด และท า reverse transcription เพ่ือ 
         ตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1 ด้วยวิธี PCR                                                                                                                                                                                                             
 3.  การสร้าง recombinant plasmid ของยีน E7 ของ HPV ไทป์ 16                           
  3.1  เพ่ิมปริมาณยีน E7 ของ HPV ไทป์ 16                                          
  3.2  สร้าง recombinant plasmid โดยตดัตอ่ยีน E7 ของไวรัส HPV ไทป์ 16              
         เข้าไปยงั expression vector (pcDNA 3.1/myc-His A)                                                                                                              
  3.3  เพ่ิมจ านวน recombinant plasmid โดยการโคลนน่ิง                                           
  3.4  ทรานสเฟกต์ recombinant plasmid  ท่ีมยีีน E7 ของไวรัส HPV ไทป์ 16  
         เข้าสู ่C33A และ HN12 cell                                                                                                                                          
  3.5  เพาะเลีย้งและเพ่ิมปริมาณเซลล์ C33A และ HN12 cell                                        
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 4.  การวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ระหวา่งยีน E7 และ CCNA1    

  4.1  ตรวจสอบความสามารถในการผลิตโปรตีน E7 ของ HPV ไทป์ 16  โดยวิธี

         western blot analysis เทียบกบัเซลล์ปกต ิและเซลล์ท่ีได้รับ empty vecter 

         เป็นกลุม่ควบคมุ                                                                     

  4.2  ตรวจสอบเมทิเลชนัของยีน CCNA1 ในเซลล์ท่ีถกูทรานสเฟกต์ ยีน E7 ของ 

         HPV ไทป์ 16 ด้วยวิธี MSP-PCR เทียบกบัเซลล์ปกติและเซลล์ท่ีได้รับ  

         empty vecter เป็นกลุม่ควบคมุ                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    

  4.3  ตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์ท่ีถกูทรานสเฟกต์ ยีน E7 

         ของ HPV ไทป์ 16 ด้วยวิธี PCR เทียบกบัเซลล์ปกติและเซลล์ท่ีได้รับ               

         empty vecter เป็นกลุม่ควบคมุ 

ล าดับขัน้ตอนในการเสนอผลการวจิัย 
 

การตรวจสอบการติดเชือ้ HPV 
 
                                                      

 

 

   
 

 

 

 

 

 

เลีย้งเซลล์เพาะเลีย้งมนษุย์จ านวน 6 ชนิด HeLa, SiHa, C33A,               

HN4, HN12 และ HN17 

สกดั DNA จากเซลล์ตวัอย่าง สกดั RNA จากเซลล์ตวัอย่างและและท า 

reverse transcription ให้เป็น cDNA 

ตรวจหา HPV DNA ด้วยวิธี PCR โดย

การเปรียบเทียบ L1 gene จากคู ่

primers ท่ีเคยมีการศกึษาไว้ 

ตรวจหา HPV type ด้วยวิธี PCR                                                                                                                        

จากคู ่primer ทัง้ 4 คู ่ คือ                                 

HPV 16 E6 , HPV 16 E7 , HPV 18 E6 

และ HPV 18 E7  
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การตรวจสอบเมทเิลชันและการแสดงออกของยีน CCNA1 

 

 

 

 

 

 

 

 
การสร้าง recombinant plasmid ยีน E7 ของ Human papillomavirus ไทป์ 16  
 
 
 
 
 

                                      

 

 

  

  

 

 

เลีย้งเซลล์เพาะเลีย้งมนษุย์จ านวน 6 ชนิด HeLa, SiHa, C33A,      

HN4, HN12 และ HN17 

สกดั DNA จากเซลล์ตวัอย่าง สกดั RNA จากเซลล์ตวัอย่างและและท า 

reverse transcription ให้เป็น cDNA 

ตรวจสอบการเกิดเมทิเลชนัของยีน 

CCNA1 ด้วยวิธี MSP-PCR 

ตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1 

ด้วยวิธี PCR 

ศกึษาล าดบันิวคลีโอไทด์ยีน E7 ของ Human papillomavirus ไทป์ 16 

สร้าง recombinant plasmid (ยีน E7 เช่ือมตอ่กบั pcDNA 3.1/myc-His A) 

ทรานสเฟกต์ recombinant plasmid  ท่ีมียีน E7 ของไวรัส HPV 16                                                

เข้าสู ่C33A และ HN12 cell 

ตรวจสอบความสามารถ

ในการผลิตโปรตีน E7 

ตรวจสอบเมทิเลชนั    

ของยีน CCNA1 

ตรวจสอบการแสดงออก

ของยีน CCNA1 

วิเคราะห์ข้อมลู 



บทท่ี 2 

เอกสารและงานวจิัยท่ีเก่ียวข้อง 

โรคมะเร็ง 

 มะเร็ง (cancer) คือ กลุม่ของโรคท่ีเกิดจากเซลล์ของร่างกายมีความผิดปกติท่ีดีเอน็เอหรือ

สารพนัธกุรรม สง่ผลให้เซลล์มีการเจริญเติบโต และแบ่งตวัเพ่ือเพ่ิมจ านวนเซลล์อย่างรวดเร็วและ

มากกวา่ปกติเป็นผลท าให้เกิดก้อนเนือ้ท่ีผิดปกติไมส่ามารถควบคมุได้ เซลล์เหลา่นีม้ีความสามารถ

ท่ีจะลกุลามเข้าไปในเนือ้เย่ืออ่ืนๆ โดยวิธีการใดวิธีการหนึ่ง เช่น เจริญเติบโตโดยตรงเข้าไปใน

เนือ้เย่ือข้างเคียง (invasion) หรือการอพยพเคลื่อนย้ายเซลล์ไปยงัต าแหน่งท่ีไกลๆโดยอาศยัระบบ

หลอดเลือดและน า้เหลือง (metastasis)  ณ ปัจจบุนัมะเร็งท่ีพบในร่างกายมนษุย์มีมากกวา่  100 

ชนิดและมีช่ือเรียกท่ีแตกตา่งกนัตามอวยัวะท่ีเกิด มะเร็งกลุม่ใหญ่ท่ีปรากฏให้เห็นมีจดุเร่ิมต้นจาก

เซลล์ท่ีผิดปกติเพียงเซลล์เดียว แตห่ลดุรอดจากระบบการควบคมุท่ีมีอยู่หลายๆระบบด้วยกนั หรือ

ระบบควบคมุหลายระบบเหลา่นัน้เกิดความผิดพลาดบกพร่องไปท าให้เซลล์ท่ีผิดปกติเติบโต

พฒันาสะสมความผิดพลาดมาหลายรุ่นจนกลายเป็นเซลล์มะเร็งท่ีสมบรูณ์ในท่ีสดุ ความผิดปกติ

ทัง้ของเซลล์ และของระบบควบคมุจะสะสมตอ่เน่ืองมาเป็นเวลานานเป็นขัน้ตอนท่ีซบัซ้อนหลาย

ขัน้ตอน จึงอาจกลา่วได้วา่การเกิดมะเร็งมีขัน้ตอนแบบ  multistep process (Sabrina et al., 

2004)  

มะเร็งปากมดลูก 

 มะเร็งปากมดลกู (cervical cancer) เป็นโรคท่ีเซลล์มะเร็งเกิดขึน้ท่ีบริเวณปากมดลกู เป็น

บริเวณท่ีอยู่สว่นลา่งของมดลกู มีความยาวประมาณ 2.5 - 3 ซม. และเส้นผา่นศนูย์กลางประมาณ 

2.0 -  2.5 ซม. ปากมดลกูนัน้มีรูตรงกลางซึ่งเช่ือมระหวา่งช่องวา่งข้างในมดลกูกบัช่องคลอด การ

เกิดมะเร็งปากมดลกูจะด าเนินไปอย่างช้า ๆ โดยก่อนหน้าท่ีจะ เกิดมะเร็งปากมดลกูนัน้ เซลล์ของ

ปากมดลกูจะมีการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ท่ีผิดปกติ เรียกการเปลี่ยนแปลงนีว้า่         ดีสเพลเชีย 

(dysplasia) หลงัจากนัน้เซลล์ท่ีผิดปกติหรือกลายเป็นเซลล์มะเร็งจะเร่ิมโตขึน้และขยายลกึลงสู่

ปากมดลกูและอวยัวะบริเวณรอบ ๆ ปากมดลกู  
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รูปท่ี 1 ต าแหน่งของเซลล์มะเร็งท่ีเกิดขึน้บริเวณปากมดลกู (James, 2009 : online) 

 มะเร็งปากมดลกูเป็นมะเร็งท่ีพบมากท่ีสดุเป็นล าดบั 2 รองจากมะเร็งเต้านมในสตรีไทย 

จากรายงานใน Cancer in Thailand Vol. V, 2001 - 2003 ของ NCI Thailand (National Cancer 

Institute) วิเคราะห์ถึงอบุตัิการณ์ของโรคมะเร็งในประเทศไทยแยกตามเพศพบวา่ ประเทศไทยมี

จ านวนผู้ป่วยโรคมะเร็งปากมดลกู คิดเป็นอบุตัิการณ์ประมาณ 18.1% ตอ่ประชากร 1 แสนคนใน

สตรีไทย รองจากมะเร็งเต้านม (Khuhaprema et al., 2010) ดงัรูปท่ี 2  

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2 สถิติคา่เฉล่ีย Age-standardised incidence rates (ASR) ของโรคมะเร็ง                            

10 อนัดบัแรกในเพศหญิง ปี พ.ศ. 2544 - 2546 
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 มะเร็งปากมดลกูจะพบมากโดยเฉพาะประเทศท่ีก าลงัพฒันารวมทัง้ประเทศไทย ท าให้

ก่อให้เกิดปัญหาทางเศรษฐกิจและสงัคมสงูมาก ในปัจจบุนัพบวา่คา่เฉล่ียของผู้ป่วยมะเร็งชนิดนี ้

อยู่ท่ี 35 - 60 ปี ซึ่งปัจจยัเสี่ยงของการเป็นมะเร็งปากมดลูกจะสมัพนัธ์กบั การมีคูน่อนหลายคน 

ความเสี่ยงสงูขึน้ตามจ านวนคูน่อนท่ีเพ่ิมขึน้ ,  การมีเพศสมัพนัธ์เมื่ออายนุ้อย , การสบูบหุร่ี , การ

ให้ก าเนิดลกูหลายคน , การมีระบบภมูิคุ้มกนัท่ีออ่นแอ , พนัธกุรรม , มีประวตัิการเป็นโรคติดตอ่

ทางเพศสมัพนัธ์และการติดเชือ้ ซึ่งปัจ จบุนัเป็นท่ียอมรับกนัวา่การติดเชือ้ทางเพศสมัพนัธ์ท่ีส าคญั 

คือ เชือ้ไวรัสฮิวแมนแปปิโลมา (Human papillomavirus, HPV) โดยเฉพาะการติดเชือ้จีโนไทป์

เสี่ยงสงู HPV ชนิด 16 และ 18 มีโอกาสท่ีจะพฒันาไปเป็นมะเร็งมากกวา่คนปกติท่ีไมม่ีการติดเชือ้   

 ในการรักษามะเร็งปากมดลกู แพทย์ผู้ เช่ียวชาญจะแบ่งระยะ (stage) ของมะเร็งปาก

มดลกูออกเป็น 4 ระยะ ซึ่งแตล่ะระยะก็จะมีวิธีการรักษาท่ีแตกตา่งกนัออกไป การแบ่งระยะของ

มะเร็ง การ Staging  ท่ีเป็นท่ียอมรับตามหลกัสากลและใช้กนัอย่างแพร่หลาย คือ International 

Federation of Gynecological and Obstetrics (FIGO) ซึ่งมีรายงานอยู่ใน Annual Report on 

the Results of Treatment in Gynecological Cancer นบัตัง้แตปี่ พ.ศ. 2480 และมีการปรับปรุง

เปลี่ยนแปลงเร่ือยมาจนถึงปีลา่สดุ พ.ศ. 2545 (Sobin and Wittekind, 2002) ดงัตารางท่ี 1 

Papillomavirus 

 Papillomavirus จดัอยู่ในกลุม่เดียวกนักบั Polyomavirus ใน Papillomaviridae family 
โดยมีคณุสมบตัิท่ีคล้ายกนั คือ มีขนาดท่ีเลก็ เป็น nonenveloped virion มี icosohedral capsid 
และมีจีโนมเป็น double stand circular DNA เหมือนกนั ตา่งกนัตรงท่ี Papillomavirus จะมีขนาด
อนภุาคประมาณ 55 nm สว่น  Polyomavirus นัน้จะมีขนาดอนภุาคอยู่ท่ี 45 nm เมื่อพิจารณาใน
ระดบัโมเลกลุจะพบวา่ Papillomavirus จะมีสว่นของ open reading frames (ORFs) ท่ีมากกวา่ 
ท าให้สามารถสร้าง structure และ non-structure ได้หลากหลายกวา่ Polyomavirus (Jensun et 
al., 1990) ในปัจจบุนัพบวา่ Papillomavirus มีการแพร่กระจายอาศยัอยู่ในกลุม่ของสตัว์ท่ีเป็น 
higher vertebrates เช่น ในคน, ววั, ม้า, กวาง, กระตา่ย เป็นต้น ซึ่ง  Papillomavirus เองก็จะมี
ความจ าเพาะตอ่สตัว์แตล่ะชนิด (speice) นัน้ๆ (Sundberg, 1987) 
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ตารางท่ี 1 FIGO staging ของมะเร็งปากมดลกู, พ.ศ. 2545 
Stage I 
Stage I is carcinoma strictly confined to the cervix; extension to the uterine corpus should be 
disregarded. The diagnosis of both Stages IA1 and IA2 should be based on microscopic 
examination of removed tissue, preferably a cone, which must include the entire lesion. 
          IA: Invasive cancer identified only microscopically. Invasion is limited to measured stromal   
            invasion with a maximum depth of 5 mm and no wider than 7 mm. 
                    IA1: Measured invasion of the stroma no greater than 3 mm in depth and no wider 
                        than 7 mm diameter. 
                    IA2: Measured invasion of stroma greater than 3 mm but no greater than 5 mm in 
                        depth and no wider than 7 mm in diameter. 
          IB: Clinical lesions confined to the cervix or preclinical lesions greater than Stage IA. All gross     
            lesions even with superficial invasion are Stage IB cancers. 
                    IB1: Clinical lesions no greater than 4 cm in size. 
                    IB2: Clinical lesions greater than 4 cm in size. 
Stage II 
Stage II is carcinoma that extends beyond the cervix, but does not extend into the pelvic wall. The 
carcinoma involves the vagina, but not as far as the lower third. 
          IIA: No obvious parametrial involvement. Involvement of up to the upper two - thirds of the  
             vagina. 
          IIB: Obvious parametrial involvement, but not into the pelvic sidewall. 
Stage III 
Stage III is carcinoma that has extended into the pelvic sidewall. On rectal examination, there is no 
cancer-free space between the tumour and the pelvic sidewall. The tumour involves the lower third of 
the vagina. All cases with hydronephrosis or a non-functioning kidney are Stage III cancers. 
          IIIA: No extension into the pelvic sidewall but involvement of the lower third of the vagina. 
          IIIB: Extension into the pelvic sidewall or hydronephrosis or non-functioning kidney. 
Stage IV 
Stage IV is carcinoma that has extended beyond the true pelvis or has clinically involved the mucosa 
of the bladder and/or rectum. 
          IVA: Spread of the tumour into adjacent pelvic organs. 
          IVB: Spread to distant organs. 
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 Human papillomavirus ในปัจจบุนัสามารถพบได้มากกวา่ 100 สายพนัธุ์ โดยในจ านวน 
30 กวา่สายพนัธุ์ก่อให้เกิดพยาธิสภาพท่ีบริเวณอวยัวะสืบพนัธุ์ และทวารหนกั (anogenital 
region) (De Villiers et al., 2004) ซึ่งการจ าแนกสายพนัธุ์จะอาศยัขนาด homology ของ DNA 
ด้วยวิธี Liquid hybridization แล้วเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ในบริเวณท่ีจ าเพาะ (Coggin 
and zue Hausen, 1979) ซึ่งการจ าแนกสายพนัธุ์ของ Papillomavirus จะใช้เกณฑ์ท่ีเป็นสากลให้
การยอมรับ คือ Papillomavirus Nomenclature Committee โดยอาศยัหลกัเกณฑ์ของล าดบันิ
วคลีโอไทด์ของ E6, E7, L1 ORFs ของสายพนัธุ์ท่ีเกิดขึน้ใหม ่ต้องมีความเหมือนของล าดบันิวคลี
โอไทด์น้อยกวา่ร้อยละ 90 ของจีโนม Papillomavirus สายพนัธุ์เดิมท่ีรู้จีโนไทป์แล้ว (Delius and 
Hofmann, 1994) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3 แสดงการจ าแนกจีโนไทป์ของ Papillomaviruses โดยอาศยัล าดบัเบสบริเวณ L1 ORF   

(De Villiers et al., 2004) 
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การติดเชือ้ 

 การติดเชือ้ Human papillomavirus สามารถติดเชือ้ผา่นทางเมือก ของเหลว และเนือ้เย่ือ

ท่ีผิวหนงัโดยเฉพาะบริเวณท่ีมีรอยฉีกขาดเป็นแผลถลอก การติดเชือ้สว่นใหญ่เกิดจากการมี

เพศสมัพนัธ์ ประมาณ 50% ของการติดเชือ้นัน้ ผู้ติดเชือ้มีอายรุะหวา่ง 15 - 25 ปี ไมว่า่จะติดเชือ้

สายพนัธุ์ใดก็ตาม ผู้ติดเชือ้จะสามารถหายได้เองภายใน 1 - 2 ปี แตใ่นกลุม่ท่ีติดเชือ้หลายปี จะมี

โอกาสท่ีพฒันาไปเป็นเซลล์มะเร็งได้ (Julie and Norman, 2005) HPV มีสายพนัธุ์มากกวา่ 100 จี

โนไทป์ แตล่ะสายพนัธุ์จะก่อให้เกิดโรคได้ตา่งชนิดกนั และจะมีมากกวา่ 25 จีโนไทป์ท่ีท าให้เกิดโรค

บริเวณระบบอวยัวะสืบพนัธุ์ การจ าแนกจีโนไทป์ของ HPV จะอาศยัความสมัพนัธ์ในการเกิดโรค, 

ระยะเวลาในการติดเชือ้ และความสามารถของโปรตีน E6 และ E7 ในการจบัตวักบั tumor 

suppressor gene โดยแบ่งเป็นกลุม่ได้ดงันี ้(Bosch, Manos, and Munoz, 1995)                                               

 1)  กลุม่ความเสี่ยงสงู (High-risk type) เช่น จีโนไทป์ 16, 18 และ 45                                      

 2) กลุม่ความเสี่ยงคอ่นข้างสงู (Probably high-risk type) เช่น จีโนไทป์ 33, 35 และ 51 

 3) กลุม่ความเสี่ยงต ่า (Low-risk type) เช่น จีโนไทป์ 6, 11, 42 และ 43 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางท่ี 2 แสดงชนิด (type) ของ HPV ท่ีก่อให้เกิดโรคตา่งๆ 
 

Disease HPV type 
Common warts 2, 7 

Plantar warts 1, 2, 4 

Flat warts 3, 10 
Anogenital warts 6, 11, 42, 43, 44, 55 and others 

Genital cancers High-risk: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 
56, 58, 59, 68, 73, 82 
Probably high-risk: 26, 53, 66 

Focal epithelial hyperplasia 13, 32 
Oral papillomas 6, 7, 11, 16, 32 
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 ลกัษณะของรอยโรคบริเวณปากมดลกูท่ีติดเชือ้ไวรัส ก่อนท่ีจะพฒันาไปเป็นมะเร็งปาก
มดลกู สามารถแบ่งระยะการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ไปเป็นเซลล์มะเร็ง เรียกวา่ Cervical 
Intraepithelial Neoplasia (CIN) ได้เป็น 3 ระยะ คือ                                                                                                      
 - CIN l (mild dysplasia)                                                                                 
   ในระยะนีเ้ซลล์ท่ีติดเชือ้จะมีการเปลี่ยนแปลงน้อย                                                                
 - CIN ll (moderate to marked dysplasia)                                                                              
   ในระยะนีเ้ซลล์มีการเปลี่ยนแปลงปานกลาง แตไ่มม่ีการเพ่ิมจ านวนของไวรัส       
 - CIN lll (severe dysplasia to carcinoma in situ)                                                                
   ในระยะนีเ้ซลล์มีการเปลี่ยนแปลงมาก และมีปริมาณโปรตีน E6 และ E7 มาก ซึ่ง
   อาจพฒันาไปเป็นมะเร็งปากมดลกูได้ 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4 ระยะของการพฒันาในเซลล์ท่ีติดเชือ้ HPV (Genticel, 2009 : online) 

                        
 
 

 

 



16 
 

โครงสร้างของ Human papillomavirus   

 Papillomavirus ค้นพบครัง้แรกในสตัว์ ผู้ ค้นพบ คือ Richard Shope ได้ท าการวิจยักบั 

cottontail rabbit (Sylvilagus floridanus) และได้ให้ช่ือวา่ cottontail rabbit papillovirus 

(CRPV) ถือเป็น DNA tumor virus ตวัแรกท่ีค้นพบ (Kreider, 1981) ส าหรับผู้ค้นพบเชือ้ Human 

papillomavirus (HPV) ในมนษุย์ คือ นายแพทย์ Harald zur Hausen และได้รับรางวลั Nobel 

Prize in Medicine 2008 ท าให้เกิดความเข้าใจกลไกในการเกิดมะเร็งปากมดลกู น าไปสูก่าร

ป้องกนัและรักษา จนสามารถลดอตัราการเกิดมะเร็งปากมดลกูและลดอตัราการตายลงอย่างมาก 

และสิ่งท่ีเป็นคณุตอ่มนษุยชาติมากท่ีสดุ คือ การคิดค้นวคัซีนป้องกนัมะเร็งปากมดลกูนัน่เอง 

 Human papillomavirus มีอนภุาคขนาดเลก็ , เป็น non enveloped, icosahedral DNA 

virus มีขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 52 - 55 nm พนัธกุรรมของ HPV ประกอบไปด้วยสายโมเลกลุของ 

DNA ประมาณ 8,000 bp เรียงตวักนัเป็นรูปวงกลม (double stranded circular DNA) อยู่ภายใน

เปลือกหุ้มโปรตีน (Capsid) (Crawfoed, 1963) ซึ่งเปลือกหุ้มนีจ้ะประกอบด้วย 2 structural 

proteins คือ 1. major capsid protein (L1) มีขนาดประมาณ 55 kDa  2. minor protein (L2) มี

ขนาดประมาณ 70 kDa (Pfister, Gissman, and zur Hausen, 1977) ในสว่นจีโนมของ HPV 

สามารถแบ่งได้เป็น 3 บริเวณหลกั คือ early (E), late (L) และ upstream regulatory region 

(URR) หรือเรียกอีกช่ือหนึ่ง คือ long control region (LCR) ในสว่นของ early region จะ

ครอบคลมุมากกวา่ 50% ของจีโนมไวรัสทัง้หมด และถอดรหสัให้เป็น 6 viral regulatory protein 

คือ E1, E2, E4, E5, E6 และ E7 สว่น late region จะครอบคลมุประมาณ 40% ของจีโนมไวรัส

ทัง้หมด จะถอดรหสัให้ major (L1) และ minor (L2) viral capsid proteins และสว่นสดุท้ายคือ 

LCR region ซึ่งมีขนาดประมาณ 850 bp ครอบคลมุประมาณ 10% ของจีโนม สว่นนีจ้ะไมม่ีการ

ถอดรหสัให้โปรตีน แตจ่ะใช้เป็นจดุเร่ิมต้นในการจ าลองตวัเอง เป็น binding sites ของ 

transcription factor หลายชนิด (Danos, Katinka, and Yaniv, 1982)  
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รูปท่ี 5 โครงสร้างจีโนมของ Human papillomavirus type 16                                       

(MicrobiologyBytes, 2009 : online) 

 ในบริเวณของ early region จะประกอบไปด้วย 6 ยีน คือ E1, E2, E4, E5, E6 และ E7 

และบริเวณของ late region จะประกอบไปด้วยยีน L1 และ L2  มีหลายหน้าท่ีท่ีส าคญัดงันี ้

  -  HPV E1ORF encode proteins                                                                                          

  - มีขนาดประมาณ 68 kDa                                                                                            

  - มี DNA replicase activity ซึ่งจ าเป็นในการเกิด viral DNA replication                             

  - จบักบัโปรตีน E2 เป็น complex protein                                                    

 -  HPV E2 ORF encode proteins                                                                                                 

  - มีขนาดประมาณ 50 kDa                                                                                         

  - มีหน้าท่ีเป็น major transcriptional regulatory proteins ท่ีไปจบักบั binding 

     sites ท่ีต าแหน่งของ non-coding region                                                  

  - ควบคมุการสร้าง regulatory protein ท่ีคมุ viral promoter ในการแสดงออก

     ของยีน E6 และ E7                                                                                                       
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  - การปรับปรุงประสิทธิภาพของจีโนม encapsidation ระหวา่งการติดเชือ้                         

 -  HPV E4 ORF encode proteins                                                                                                 

  - หน้าท่ีหลกัทัง้หมดยงัไมเ่ป็นท่ีทราบแน่ชดั                                                                                         

  - เป็นไปได้วา่อาจมีสว่นช่วยท าให้การสร้าง mRNA มีเสถียรภาพมากขึน้                     

  - คาดวา่จะเป็นตวัควบคมุบงัคบัให้ไวรัสออกจากเซลล์                                               

 -  HPV E5 ORF encode proteins                                                                                                 

  - โปรตีนนีส้ว่นมากจะพบอยู่ท่ี endosomal membranes และ Golgi และใน 

     บางครัง้ก็พบท่ี cellular membrane                                                                

  - เป็น hydrophobic protein ซึ่งจะไปช่วยเพ่ิม immortalisation ของเซลล์                                 

  - ยบัยัง้การแสดงออกของยีนต้านมะเร็ง p21 สง่ผลกระทบตอ่วฏัจกัรของเซลล์  

 -  HPV E6 ORF encode proteins                                                                                                 

  - มีขนาดประมาณ 150 amino acid                                                              

  - ท าหน้าท่ีเหน่ียวน าให้เกิด ubiquitin-dependent degradation ของ p53 tumor 

     suppressor protein ท าให้เกิดการแตกตวัของโปรตีน p53 น าไปสูส่ภาวะ  

     genome instability                                                                             

 -  HPV E7 ORF encode proteins                                                                                                 

  - มีขนาดประมาณ 100 amino acid                                                              

  - โปรตีน E7 จะรบกวนการจบักนัของ retinoblastoma suppressor protein  

     (pRb) และ transcription factor E2F โดย E7 จะจบักบั pRb ท าให้ E2F เป็น

     อิสระ ท าให้เกิดการสงัเคราะห์ดีเอน็เอและการแบ่งตวัแบบไมห่ยดุยัง้                                                                              

 -  HPV L1 ORF encode proteins                                                                                                 

  - จดัเป็น major capsid protein                                                               

  - ช่วยในขัน้ตอนการเปลี่ยนแปลง mRNA splicing และการ transcription    

 -  HPV L2 ORF encode proteins                                                                                                 

  - จดัเป็น minor capsid protein                                                               
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  - ผสานกบัต าแหน่ง hydrophobic region ของโปรตีน L1 ท่ีต าแหน่งใกล้กบั                  

     c-terminus ของโปรตีน โดยผา่นรูตรงกลางของ pentavalent L1capsomer 

บทบาทในการก่อมะเร็งของยีนในไวรัส HPV 

 จากการศกึษาพบวา่ในเซลล์ท่ีเกิดเป็นเซลล์มะเร็งนัน้ สว่นใหญ่จะเกิดการติดเชือ้มาจาก 
HPV จีโนไทป์ 16 และ 18 (Cullen et al., 1991) รูปแบบการติดเชือ้ HPV จะมีอยู่ 2 แบบ คือ 
episomal form กบัแบบ integrate form เมื่อเกิดการติดเชือ้ระยะเร่ิมแรก ไวรัสของ HPV จะเข้าสู่
เซลล์เจ้าบ้านในรูปแบบของ episomal from เมื่อเข้าสูเ่ซลล์แล้วจะเคลื่อนท่ีเข้าสูนิ่วเครียส ของ
เซลล์เจ้าบ้าน เกิดการจ าลอง DNA ของไวรัสพร้อมกบั DNA ของเซลล์เจ้าบ้าน ท าให้เกิดการ
แสดงออกของ early gene สร้างกลุม่โปรตีน E ประกอบไปด้วยโปรตีน E1, E2, E3, E6, และ E7 
จะมีการแสดงออกก่อน โปรตีน E1 และ E2 จะเป็นตวักระตุ้นให้เกิดการจ าลอง DNA ตลอดเวลา 
ท าให้เกิดการเจริญและแบ่งเซลล์ ท าให้จ านวน copy ของไวรัสในเซลล์เจ้าบ้านเพ่ิมขึน้ ขณะท่ี
โปรตีน E4 จะมีการแสดงออกตลอดเวลากระตุ้นการสร้างไวรัสให้อยู่ในระยะแบ่งตวั โปรตีน E5 
กระตุ้นให้มีการสร้าง growth factor โปรตีน E6 และ E7 ยบัยัง้การแปลรหสัของเซลล์เจ้าบ้าน 
เซลล์จึงเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง  จากนัน้โปรตีน L1 และ L2 จะแสดงออกในขัน้สดุท้ายสร้าง
แคปซิสโปรตีน (Stanley, Pett, and Coleman, 2007)                                                                                                
 เมื่อระยะเวลาผา่นไป เซลล์อยู่ในระยะของเซลล์มะเร็งเตม็ขัน้ รูปแบบการติดเชือ้ของ HPV 
จะกลายเป็นแบบ integrate form มากขึน้ รูปแบบนีจ้ึงจดัเป็นรูปแบบท่ีพบได้มากกวา่ episomal 
form ซึ่งมีอยู่ประมาณ 15 - 30% เท่านัน้ จึงท าให้ integrate form จดัเป็นลกัษณะเดน่ (dominant 
form) การติดเชือ้ในรูปแบบของ integrate นีจ้ะมีผลตอ่การท าลายยีนในจีโนมของไวรัส โดยจะมี
ผลตอ่การแสดงออกของยีน E2, E6 และ E7 ท่ีผิดปกติไป (Goon et al., 2009) กลา่วคือ เมื่อจีโนม
ของ HPV จะเข้าไป integrate ใน DNA ของเซลล์เจ้าบ้าน ดงัรูปท่ี 6 จีโนมของไวรัสท่ีเป็น double 
stand DNA โมเลกลุของดีเอน็เอสว่นมากจะเปิด ณ ต าแหน่งระหวา่งยีน E1 - E2 และเกิดการ 
deletion ของยีนขาดหายไปหลงัจากการ integrate เข้าสู ่ DNA เซลล์เจ้าบ้าน ในช่วงระหวา่งยีน 
E2 - L2 ท าให้เหลือแคยี่น L1, LCR, E6, E7, E1 และบางสว่นของยีน L2 และ E2 (zur Hausen, 
2002) โดยเฉพาะในยีน E2 ซึ่งปกติจะมีหน้าท่ียบัยัง้การสร้างโปรตีน E6 และ E7 นัน้ถกูท าลายลง 
สง่ผลให้เกิด E6 และ E7 ซึ่งเป็น oncogenic gene คือ มีความสามารถท าให้เซลล์เปลี่ยน
คณุสมบตัิของการเจริญเติบโต กลายเป็นเซลล์ท่ีเจริญโดยไมม่ีวนัตาย มีการแสดงออกมากกวา่
ปกติ (over express) 
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รูปท่ี 6 จีโนมของไวรัส HPV เมื่อ integrate เข้าสู ่DNA ของเซลล์เจ้าบ้าน                                         

(zur Hausen, 2002)                          

 โปรตีน E6 และ E7 ท่ีจดัเป็น oncoproteins กระบวนการท างานของโปรตีนทัง้ 2 ชนิดนีม้ี
ผลโดยตรงตอ่เซลล์ ท าให้เซลล์เปลี่ยนแปลงกลายเป็นเซลล์ท่ีไมม่ีวนัตาย  (cell immortalization) 
ดงัรูปท่ี 7                                                                                                                     
 E6 oncoprotein เป้าหมายโดยตรงของ E6 คือ p53 ท่ีเป็น tumor suppressor protein 
โดย E6 จะไปจบักบั E6AP ท าให้เกิดการย่อยสลาย p53 (Beaudenn and Huibregtse, 2008) ซึ่ง
โดยปกติแล้ว p53 เป็น transcription factor ท่ีควบคมุ cell cycle และยงัมีหน้าท่ีเป็น tumor 
suppressor ด้วย ท าให้ p53 มีความส าคญัในการยบัยัง้มะเร็งของสิ่งมีชีวิต ทัง้นี ้E6 ยงัไปลดการ
แสดงออกของ BAK โปรตีนท่ีเก่ียวข้องกบัระบบ apoptosis นอกจากนี ้E6 ยงัไปเพ่ิมประสิทธิภาพ
การท างานของโปรตีน Telomerase และ SRC kinase อีกด้วย เมื่อโปรตีน p53 และ BAK ถกู
ท าลายลงสง่ผลให้ลดการเกิด apoptosis และการเพ่ิมการท างานของ Telomerase กบั SRC 
kinase จะท าให้ proliferation ของเซลล์มีมากขึน้ เกิดความไมเ่สถียรในวฏัจกัรเซลล์                                       
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 E7 oncoprotein เป้าหมายโดยตรงของ E7 คือ retinoblastoma (Rb) ซึ่งเป็น tumor 

suppressor gene โปรตีน E7 จะไปรบกวนการจบักนัของ pRb และ transcription factor E2F 

โดยท่ี E7 จะไปจบักบั pRb แทน ท าให้ E2F เป็นอิสระและไปเพ่ิมการท างานของ p16 ท าให้ pRb 

ลดประสิทธิภาพการท างานลง ทัง้นี ้ E7 ยงัไปกระตุ้นการท างานของ cyclin A , E และไปลดการ

ท างานของ p21/27 จากท่ีกลา่วไปจะท าให้ proliferation ของเซลล์มีมากขึน้ นอกจากนีโ้ปรตีน E7 

ยงัไปเพ่ิมการท างานของ centriole amplification ท าให้เกิด aneuploidy มากขึน้ ทัง้หมดนีท้ าให้

เกิดความไมเ่สถียรในวฏัจกัรเซลล์ และสง่ผลให้เซลล์ปกติกลายเป็นเซลล์มะเร็งในท่ีสดุ 

                                       

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 7 แสดงการท างานของ E6 และ E7 oncoprotein ท าให้เกิด Cell immortalization                        

(Boulet et al., 2007) 
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โครงสร้างของ E7 oncoprotein 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 8 โครงสร้างของโปรตีน E7 (Ghittoni et al.,  2010) 

 E7 oncogene ของ HPV จะสร้างโปรตีนท่ีมีขนาดเลก็ประมาณ 100 amino acids ซึ่งใน 
HPV type 16 จะมีขนาด 98 amino acids ซึ่งประกอบไปด้วย 3 ต าแหน่งใหญ่ ๆ คือ conserved 
regions (CR) ประกอบไปด้วย NH2-terminal CR1 domain, CR2 region และ COOH-terminal 
CR3 domain ดงัรูปท่ี 8 บริเวณของ NH2-terminal CR1 domain เป็นบริเวณท่ีจ าเป็นส าหรับการ
เปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์และเก่ียวข้องกบั pRb degradation แตจ่ะไมเ่ก่ียวข้องกบั pRb 
blinding โดยตรง สว่นบริเวณของ CR2 region จะเป็นบริเวณท่ีมี pRb blinding region, core 
sequence LXCXE และ casein kinase ll phosphorylation site (CKll) ในบริเวณสดุท้ายคือ 
COOH-terminal CR3 domain จะเป็นบริเวณของ zinc finger ท่ีเป็น DNA-binding protein ท่ีมี 
CXXC motif 2 หน่วยซ า้ ซึ่ง ณ บริเวณนีเ้องเป็นต าแหน่งท่ีมีความสมัพนัธ์กบั pRb โปรตีน และ
การจบักบัโปรตีนตวัอ่ืน ๆ (Hebner and Laimins, 2006)                                                      
  
 มีรายงานการวิจยัก่อนหน้านีพ้บวา่ โปรตีน E7 ของ HPV type 16 สามารถจบักบั DNA 
methyltranferase (DNMT1) ได้ ณ ต าแหน่งบริเวณ COOH-terminal CR3 domain และท าให้
กิจกรรมของ DNMT1 สงูขึน้ (Burger et al., 2007) ซึ่ง DNMT1 มีความส าคญัตอ่การเกิด                  
เมทิเลชนับริเวณโพรโมเตอร์ของยีนตา่งๆ 
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กลไกระดับเหนือพันธุกรรม 

 ในปี ค .ศ. 1940 คนแรกท่ีได้ให้ค านิยามของค าวา่ กลไกระดบัเหนือพนัธกุรรม ก็คือ 

Waddington ได้กลา่วไว้วา่ “อนัตกิริยาของยีนกบัสิ่งแวดล้อมอนัสง่ผลให้มีการเปลี่ยนแปลงของ

ลกัษณะฟีโนไทป์” (Chuan Yi, 2002) หลงัจากนัน้ก็มีการเพ่ิมนิยามของกลไกระดบัเหนือ

พนัธกุรรมเข้าไปเพ่ิมเติมกลายเป็น “การถ่ายทอดทางระดบัเหนือพนัธกุรรม (epigenetic 

inheritance) เป็นข้อมลูของเซลล์ ซึ่งนอกเหนือจากข้อมลูบนล าดบัเบส โดยจะถ่ายทอดระหวา่ง

การแบ่งเซลล์” (Feinberg and Tycko, 2004) นัน่คือ ผลกระทบของกลไกระดบัเหนือพนัธกุรรมตอ่

การถอดรหสั (transcription) ในเซลล์ เก่ียวข้องกบัการแสดงออกของยีน (gene expression) 

ดงันัน้ความผิดปกติทาง epigenetics อาจสง่ผลกระทบท่ีร้ายแรงตอ่สิ่งมีชีวิต ในปัจจบุนัเรา

สามารถแบ่งกลไกระดบัเหนือพนัธกุรรม ออกเป็น 2 กลุม่ กลุม่แรกคือการเติมหมูเ่มทิลบนดีเอน็เอ 

(DNA methylation) สว่นกลุม่ท่ีสองคือ การดดัแปลงโครงสร้างฮิสโตน (histone modification) 

โดยระหวา่ง 2 กลุม่นี ้DNA methylation มีผู้ให้การศกึษามากท่ีสดุ รวมทัง้งานวิจยัฉบบันี ้

การเติมหมู่เมทลิบนดีเอน็เอ (DNA methylation) 

 DNA methylation คือการดดัแปลงพนัธะโควาเลนต์ของนิวคลีโอไทด์ และมกัจะเกิด

ขึน้กบัเบสไซโตซีน (cytosine; C) โดยเฉพาะบริเวณท่ีไซโตซีนอยู่ร่วมกบัเบสกวันีน (guanine; G) 

เป็นจ านวนมากท่ีเรียกวา่ CpG dinucleotide โดยเบสไซโตซีนจะถกูเติมหมูเ่มทิลลงในต าแหน่ง

คาร์บอนท่ีห้า โดยอาศยัเอนไซม์ DNA methytranferase (DNMT) ซึ่งใช้ตวัท่ีให้หมูเ่มทิลคือ S-

adenosyl-L-methionine (SAM) จากการศกึษาพบวา่ 5-เมทิลไซโทซีน (5-methylcytosine, 5-

meC) จะมีประมาณร้อยละ 1 ของเบสบนดีเอน็เอทัง้หมด และสว่นมากจะอยู่บน CpG 

dinucleotide ของ human somatic cell (Ehrlich et al., 1982) และในบางกรณีอาจเกิด DNA 

methylation ในบริเวณท่ีมีเบส CCWGG ซึ่งเกิดจากเอน็ไซม์ DNA cytosine methylase หรือ

เรียกวา่ dcm โดยเอนไซม์จะเติมหมูเ่มทิลให้กบัเบสไซโตซีนตวัท่ี 2 ของ CCWGG nucleotide 

(Gonzale-Nicieza, turner, and Connolly, 2001)   
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รูปท่ี 9 แสดงการเติมหมูเ่มทิลบนเบสไซโตซีน (Tajima, 2009 : online) 

 5-เมทิลไซซีนสามารถน าหมูเ่อมีนออกได้ด้วยตวัเอง (spontaneous deamination) ได้เบส

ไทมีน (tymine; T) unmethylated cytosine ท่ีเกิด spontaneous deamination จะเปลี่ยนเป็นเบส

ยรูาซิล (uracil; U) ซึ่งปกติจะไมพ่บบนสายดีเอน็เอ ท าให้กระบวนการตรวจสอบของดีเอน็เอ เข้า

มาซ่อมแซมผา่นเอนไซม์ DNA-uracil glycosylase ซึ่งกระบวนการนีจ้ะไมท่ราบความผิดปกติจาก

การเปลี่ยน 5-เมทิลไซโทซีนเป็นเบสไทมีนแตอ่ย่างใด ดงันัน้การเกิด spontaneous deamination 

ของ 5-เมทิลไซโทซีน จะน าไปสูก่ารเกิดการกลายพนัธุ์ของเบสไซโทซีนเป็นเบสไทมีน (C to T 

transition mutation) ในจีโนม (Coulondre et al.,  1978) ดงัภาพท่ี 10 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 10 การ deamination ของไซโทซีนและ 5-เมทิลไซโตซีน (Ozfirat and Korbonits, 2010) 
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 CpG dinucleotide สว่นมากจะอยู่ในสว่นท่ีเรียกวา่ CpG islands ซึ่งเป็นบริเวณท่ีมี
เบสกวันีน G และ C จ านวนมาก โดยเฉพาะอย่างย่ิงบริเวณ 5’-UTR ของยีนและมกัไมพ่บ DNA 
methylation เมื่อมีการแสดงออกของยีนนัน้ (Bird, 1986) พบวา่ CpG islands ในจีโนมของมนษุย์
มีอย่างน้อย 29,000 แห่ง และ  CpG dinucleotide มกัถกูพบในบริเวณท่ีเป็นล าดบัเบสซ า้ๆกนั 
(repetitive sequence) เมื่อเทียบกบั CpG islands แล้วกลุม่ของ CpG dinucleotide นัน้มกัจะ
เป็น methylated DNA เป็นสว่นใหญ่เน่ืองด้วยเหตผุลด้านคงความเสถียรของจีโนม (Larsen et 
al., 1992)                                                                                                                              
 ปัจจบุนัม ี 2 กลไกท่ีเก่ียวข้องในการอธิบายการยบัยัง้การถอดรหสัของยีนผา่นการเติมหมู่
เมทิลบนดีเอน็เอ คือ                                                                                                                                           
 1) ดีเอน็เอท่ีมีการเติมหมูเ่มทิลจะท าให้ transcription factor ไมส่ามารถเกาะบริเวณท่ี 
transcription factor เกาะอยู่ได้ตามปกติ                                                                                    
 2) ดีเอน็เอท่ีมีการเติมหมูเ่มทิลจะท าให้โปรตีนท่ีจ าเพาะตอ่ methylated CpG หรือ   

CCWGG มาเกาะ สง่ผลให้มีการยบัยัง้การถอดรหสัโดยการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ    

โครมาทิน (chromatin remodeling) 

ปฏิกิริยาไบซัลไฟต์ (Bisulfite conversion) 

 ปฏิกิริยาไบซลัไฟต์ เป็นปฏิกิริยาท่ีใช้การแยกแยะระหวา่ง C และ 5-meC โดยอาศยั
หลกัการของความไวในการท าปฏิกิริยาท่ีแตกตา่งกนัของ C และ 5-meC ซึ่งจะถกู deamination 
ภายใต้สภาวะกรด ซึ่ง unmethylated C จะถกูเปลี่ยนเป็น U ในขณะท่ี 5-meC ท่ีมีความไวน้อย
กวา่มากจะยงัคงเป็น C อยู่ โดยการท า Bisulfite conversion นีมีร้้อยละ 95-98% ของ C จะถกู
เปลี่ยนเป็น U (โดยท่ี 5-meC ยงัไมม่ีการเปลี่ยนแปลง) (Grunau, 2001)                                              
 ดีเอน็เอท่ีใช้จะต้องมีคณุภาพท่ีดีและถกู Denature ให้เป็นสายเดี่ยวอย่างสมบรูณ์ เพ่ือให้
เป็นการแน่ใจวา่เกิดการ conversion อย่างสมบรูณ์จริงๆ (เพราะวา่ปฏิกิริยานีเ้ป็น Single 
stranded specific reaction) สภาวะ pH และอณุหภมูิท่ีเหมาะสมมีสว่นเก่ียวข้องในขัน้ตอนการ
ท าปฏิกิริยา นอกจากนีแ้ล้วไบซลัไฟต์ไอออนมีความไวสงูจะเกิด auto-oxidation ได้ง่ายจึงต้องใส่
สารต้านอนมุลูอิสระไว้ในปฏิกิริยาซึ่งก็คือไฮโดรควิโนน (hydroquinone) ภายหลงัการท าปฏิกิริยา
ไบซลัไฟต์ ดีเอน็เอจะถกูน าไปวิเคราะห์การเติมหมูเ่มทิลได้หลายแบบ เช่น methylation specific-
PCR (MSP), restriction enzyme (COBRA) เป็นต้น (Fraga and Esteller, 2002) 
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รูปท่ี 11 การเปลี่ยน C เป็น U ภายใต้ปฏิกิริยาไบซลัไฟต ์(Fraga and Esteller, 2002) 

Methylation specific-PCR (MSP) 

 MSP เป็นวิธีท่ีนิยมส าหรับการศกึษา DNA methylation ในปัจจบุนั โดยภายหลงัจากการ
น า DNA ไปท าปฏิกิริยาไบซลัไฟต์แล้วจะมีการท า Allele specific PCR ซึ่งจะจ าเพาะตอ่ C หรือ 
U ซึ่งถ้าไพร์เมอร์จ าเพาะตอ่ U (unmethylated primer) ก็หมายความวา่ต าแหน่ง C บริเวณนัน้ไม่
มีการเติมหมูเ่มทิล ท าให้ไพร์เมอร์จะจบักบั U บริเวณนีไ้ด้ ในท านองเดียวกนักบัไพร์เมอร์ C ซึ่ง 
(methylated primer) ถ้าหากมีการเติมหมูเ่มทิลท่ี C บริเวณนี ้ไพร์เมอร์ก็จะจบักบั C บริเวณนีไ้ด้                                                                                                                                        
 โดยปกติแล้วการเกิดการเติมหมูเ่มทิลจะไมเ่ป็นแบบขาวหรือด า (all or none) แตจ่ะม ี
ร้อยละของตวั C ท่ีถกูเติมหมูเ่มทิลท่ีแตกตา่งกนัออกไป โดย PCR product ของทัง้ 2 ไพรเมอร์นัน้ 
รวมกนัจะเป็น 100% (Herman et al., 1996) 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 12 การจบักนัของคูไ่พรเมอร์ methylation และ unmethylation 
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Cyclin A1 (CCNA1) 

 

รูปท่ี 13 แสดงต าแหน่งของยีน CCNA1 (Genecards, 2012 : online) 

 ยีน CCNA1 อยู่ในกลุม่ยีน   Cyclin A1 family  อยู่บนโครโมโซมท่ี 13 ต าแหน่ง 13q12.3-

q13 มีขนาด 465 amino acids มีหน้าท่ีท่ีส าคญั คือ การขบัเคลื่อนวฏัจกัรของเซลล์ให้เข้าสูช่่วง 

G1/S ใน testis และ heatopoietic progenitor cell (Ji et al., 2005) มีหน้าท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิด

และการตายของเซลล์ (apoptosis) อีกทัง้ท าให้เซลล์มะเร็งไต รังไข ่และปอดหยดุอยู่ในระยะ G2 

stage (Rivera et al., 2006) นอกจากนัน้ยงัมีหน้าท่ีเก่ียวข้องกบักลไกการซ่อมแซมสายดีเอน็เอ

หลงัการฉีกขาดของดีเอน็เอสายคู ่ (DNA double satnd break) ผา่นกระบวนการ non-

homologous end-joining และ Ku70 DNA repair protein (Muller-Tidow et al., 2004) 

เน่ืองจาก CCNA1 ไมเ่คยได้รับการศกึษาหรือพิสจูน์วา่เป็นยีนต้านมะเร็ง แตถ้่าหากมองถึงหน้าท่ีท่ี

กลา่วไป แสดงให้เห็นวา่ CCNA1 อาจมีบทบาทเป็นยีนต้านมะเร็งก็เป็นได้ เพราะเน่ืองจากหน้าท่ี

ในการชกัน าให้เกิดการตายของเซลล์ (apoptosis) และการควบคมุและซ่อมแซมดีเอน็เอท่ีเสียหาย

ภายในเซลล์ ล้วนแล้วแตเ่ป็นหนึ่งในหน้าท่ีท่ีส าคญัของยีนต้านมะเร็งนัน่เอง 

 จากการศกึษาท่ีผา่นมาพบความสมัพนัธ์ระหวา่งการเกิดเมทิเลชนัและการยบัยัง้การแสดง 
ออกของยีนท่ีน าไปสูโ่รคมะเร็ง พบวา่ การเกิดมะเร็งปากมดลกูซึ่งมีการติดเชือ้ HPV มี
ความสมัพนัธ์ตอ่การเกิดเมทิเลชนั ของ CCNA1 ในมะเร็งปากมดลกูถึง 93% (Kitkumthorn et al., 
2006) รวมถึงงานวิจยัท่ีพบวา่ มีความเก่ียวข้องกนัระหวา่งการเกิดเมทิเลชนับริเวณโพรโมเตอร์ของ 
CCNA1 และรูปแบบการติดเชือ้ในลกัษณะ integrated from ของ HPV (Yanatatsaneejit et al., 
2008) และในงานวิจยัท่ีพบวา่ โปรตีน E7 ของ HPV สามารถไปเพ่ิมการท างานของ DNA 
methyltranferase (DNMT1) และลดระดบัโปรตีน E-cadhedin ได้ (Lauson et al., 2010) จาก
การศกึษานี ้จึงคาดวา่ E7 ของ HPV มีความสามารถชกัน าให้เกิด methylation บริเวณโพรโมเตอร์
ของ CCNA1 และท าให้ยีนนีแ้สดงออกลดลง หรือไมส่ามารถแสดงออกได้นัน่เอง 
 



บทท่ี 3 

วธีิด าเนินการวจิัย 

เคร่ืองมือท่ีใช้ในการวจิัย 

1. เคร่ืองมือ                                                                                                                                    
 1.1  Autoclave (Hydroclave Harvey, USA) 
 1.2  Balance (Precisa, Switzerland) 
 1.3  Centrifuge, refrigerated centrifuge (Beckman, USA)                                                                                                                                     
 1.4  Centrifuge, microcentrifuge high speed (Fotodyne, USA) 
 1.5  CO2 cell culture incubator (Forma Scientific, UK) 
 1.6  Deep Freeze -20 0C, -80 0C (Revco) 
 1.7  Digital Timer 
 1.8  DNA Thermal cycler 480 (Perkin Elmer, Cetus USA) 
 1.9  Electrophoresis chamber set (BIO-RAD, USA) 
 1.10  Freezer -80 oC (Forma Scientific, USA) 
 1.11  Fume Hood (Newlab, USA)                                                                      
 1.12  Gel Doc 1000 (BIO-RAD, USA) 
 1.13  Gel star nucleic acid gel stain (Cambrex Bio Science) 
 1.14  Hemocytometer, cell counter (Boeco, Germany) 
 1.15  Heat block (Bockel) 
 1.16  Incubator (Memmert,West Germany) 
 1.17  Laminar flow hood (Gelman Science)             
 1.18  Microwave oven 
 1.19  Multi-block heater (Techne DRI Block, USA) 
 1.20  pH meter (Eutech Cybernataics) 
 1.21  Phase contrast light microscope (Olympus, Japan) 
 1.22  Pipette boy (Tecnomara, Switzerland) 
 1.23  Pipette rack (Autopack, USA) 
 1.24  Plate Reader (Multiascent, USA) 
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 1.25  Refrigerator 4 0C (Mitsubishi, Japan)  
 1.26  Sonicator 
 1.27  Spectrophotometer (nanodrop) (Thermo scientific, USA) 
 1.28  Stero microscope 
 1.29  Stirring hot plate (Bamstead/Thermolyne) 
 1.30  Storm 840 and ImageQuaNT software (Molecular dynamics) 
 1.31  Thermal cycler (Touch Down, Hybraid USA) 
 1.32 Thermometer (Precision, Germany) 
 1.33  UV Transilluminator (Fotodyne, USA) 
 1.34  Vortex mixer (Scientific Industry, USA) 
 1.35  Water purification equipment (Water pro Ps, Labconco USA) 
 1.36  Water bath, Thermostat shaking (Heto, Denmark) 

2. วัสดุอุปกรณ์ 

 2.1  Beaker : 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500 ml, 1,000 ml (Pyrex, USA) 
 2.2  Cell Scraper (Corning, USA)  
 2.3  Cryovial tube (Corning, USA) 
 2.4  Cell culture flask : T25, T75 (Falcon, USA) 
 2.5  Counting chambers                                                                     
 2.6  Cylinder : 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Pyrex, USA)                            
 2.7  DNA clean up kit (Promega, USA) 
 2.8  DNA purification kit (Promega, USA) 
 2.9  Disposable gloves                                                                                                                         
 2.10  Flask : 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Pyrex, USA) 
 2.11  Forceps, operation blade                                                                                         

 2.12  Glass pipette : 1 ml, 5 ml, 10 ml (Witeg, Germany)                                                  

 2.13  MicrpAmp PCR tube                                                                                           

 2.14  Microcentrifuge tube rack (Scientific plastics, USA)                                             

 2.15   Microcentrifuge tube : 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml (Bio-rad Elkay, USA)                                                  
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 2.16   Microscope glass cover slips (Chance, UK)                                                     

 2.17  Needle, sterile (Nipro, Japan)                                                                                                                          

 2.18  Parafilm (American National Can, USA)                                                               

 2.19  Pipette tip : 10 ul, 200 ul, 1,000 ul (AxyGen, USA)                                                   

 2.20  Plastic wrap                                                                                                           

 2.21  Polypropylene conical tube,sterile : 15 ml, 50 ml (Elkay, USA)                               

 2.22  Reagent bottle : 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1,000 ml (Duran, USA)                                         

 2.23  Sanitary tissue paper (Celox, Thailand)                                                              

 2.24  Stirring-magnetic bar                                                                                              

 2.25  Syringe disposable (Nipro, Japan)                                                                               

 2.26  Test tube racks                                                                                  

 2.27  6-well plate, 24-well plate, 96-well plate (Corning, USA) 

3. สารเคมีท่ีใช้ในการวจิัย 

3.1 สารเคมีท่ัวไป                                                                                                

 3.1.1  Absolute ethanol (Merck, USA)                                                                            

 3.1.2  Acetic acid glacial (Merck, USA)                                                           

 3.1.3  Agarose molecular biology grade (Sigma, USA)  

 3.1.4  Ammonium acetate (Merck, USA)     

 3.1.5  Bisulfite (Merck, USA)       

 3.1.6  Bovine Serum Albumin (Sigma, USA)     

 3.1.7  Bromophenol blue (Sigma, USA)     

 3.1.8  Chloroform (Merck, USA)      

 3.1.9  Diethylpyrocarbonate (DEPC) (Sigma, USA)    

 3.1.10  Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma, USA)    

 3.1.11  Dnase (Gibco-BRL, USA)                                                    
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 3.1.12  EDTA (Merck, USA)       

 3.1.13  Ethidium bromide (Sigma, USA)     

 3.1.14  Fetal Bovine Serum (Hyclone, USA)     

 3.1.15  Glycerol (Merck, USA)       

 3.1.16  Glycogen (Merck, USA)      

 3.1.17  Hydrochloric acid (Merck, USA)     

 3.1.18  Hydroquinone (Merck, USA)      

 3.1.19  IPTG (Promega, USA)       

 3.1.20  β-Mercaptomethanol (2- Mercaptomethanol) (Sigma, USA)  

 3.1.21  Isomyl alcohol (Merck, USA)      

 3.1.22  Isopropanol (Merck, USA)      

 3.1.23  Pennicillin/Streptomycin (Sigma, USA)     

 3.1.24  Phenol (Sigma, USA)       

 3.1.25  Phosphate buffer saline (PBS)     

 3.1.26  SDS (Sigma, USA)      

 3.1.27  Sodium acetate (Sigma, USA)     

 3.1.28  Sodium bisulfite (Sigma, USA)      

 3.1.29  Sodium chloride (Merck, USA)     

 3.1.30  Sodium hydroxide (Merck, USA)     

 3.1.31  Tris (Tris[hydroxymethyl] aminomethane) (USB corporation, USA)

 3.1.32 Triton X 100 (Sigma, USA)     

 3.1.33  Trizol reagent (Invitrogen, USA)     

 3.1.34  Trypan blue (Sigma, USA)      

 3.1.35  Trypsin (Sigma, USA)      

 3.1.36  Xylene (Merck, USA)       
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 3.1.37  10 base pair DNA ladder (Biolabs, UK)    

 3.1.38  100 base pair DNA ladder (Biolabs, UK)    

 3.1.39  1 kb base pair DNA ladder (Biolabs, UK) 

3.2 สารเคมีส าหรับท า PCR 
 3.2.1 10X PCR buffer (Promega, USA) 
 3.2.2  25 mM Magnesium chloride (Promega, USA) 
 3.2.3  10 mM Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) (Promega, USA) 
 3.2.4  Oligonucleotide primers (Biodesign, Thailand)                                                

 3.2.5  Taq DNA polymerase (Promega, USA)                                                               

 3.2.6  Hot start Taq DNA polymerase (Promega, USA) 

3.3 สารเคมีและเอนไซม์ท่ีใช้ในการตัดดีเอน็เอ                                                          

 3.3.1  BamHl (NEB, USA)                                                                                                     

 3.3.2  EcoRl (NEB, USA)        

 3.3.3  Ndel (NEB, USA)          

 3.3.4  10X buffer3 (NEB, USA)         

 3.3.5  10X buffer4 (NEB, USA)        

 3.3.6  100X BSA (NEB, USA)         

 3.3.7  100X NEB4 (NEB, USA) 

3.4 อาหารเลีย้งเชือ้แบคทีเรีย            

 3.4.1  Yeast extract powder (Bio Basic Inc., Canada)     

 3.4.2  Agar bacterial powder (Conda, Spain)      

 3.4.3  Tryptone powder (Bio Basic Inc., Canada)      

 3.4.4  Sodium chloride (BDH, UK) 
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3.5 สารเคมีท่ีใช้เลีย้งเซลล์           

 3.5.1  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Hyclone, Thermo, USA)   

 3.5.2  Fetal Bovine Serum (FBS) (GIBCO, Invitrogen, USA)    

 3.5.3  100X Pen-Step (GIBCO, Invitrogen, USA)     

 3.5.4  Trypsin-EDTA (GIBCO, Invitrogen, USA)       

 3.5.5  Phosphate Buffered Saline (PBS)                                                                                   

3.6 สารเคมีท่ีใช้ในการท า Transfection         

 3.6.1  FuGENE HD Transfection Reagent (Promega, USA) 

3.7 ชุดสารเคมีส าเร็จรูปท่ีใช้ในงานวจัิย          

 3.7.1  Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, USA)     

 3.7.2  QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, USA)     

 3.7.3  High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid, Taiwan)      

 3.7.4  QuikChange Lightning Site - Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, USA)  

 3.7.5  Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo, USA)                             

 3.7.6  Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate Kit (Thermo, USA) 

3.8 สารเคมีท่ีใช้ในการท า Western blot            

 3.8.1  RIPA buffer           

 3.8.2  4X Loading dye             

 3.8.3  10X Tris-Glycine             

 3.8.4  Running buffer           

 3.8.5  Transfer buffer           

 3.8.6  30% Acrylamide/Bis solution (Bio-RAD, USA)        

 3.8.7  BSA (Sigma, USA)            

 3.8.8  Tris Buffer Saline - Tween (TBST)       

 3.8.9  Ammoniumpersulphate (APS)         

 3.8.10  Temed (Bio-Rad, USA)        
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 3.8.11  Sodium dodecyl sulphate (SDS) (Sigma, USA)     

 3.8.11  c-Myc Mouse mAb monoclonal antibody (Invitrogen, USA)     

 3.8.12  Goat  Anti-Mouse IgG3 (γ), HRP (Invitrogen, USA)    

 3.8.13  Anti-beta Actin antibody [mAbcam 8226] (HRP) (abcam, USA) 

วธีิด าเนินงานวจิัย 

 งานวิจยัเร่ืองนี ้แบ่งเป็น 4 สว่นใหญ่ๆ คือ                                                                                    

  1. การตรวจสอบการติดเชือ้ HPV                                                                                   

  2. การตรวจสอบเมทิเลชนัและการแสดงออกของยีน CCNA1                                                    

  3. การสร้าง recombinant plasmid ของยีน E7 ของ HPV ไทป์ 16               

  4. การวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ระหวา่งยีน E7 และ CCNA1  

1. การตรวจสอบการติดเชือ้ HPV                                                                                                             
 1.1 เซลล์ไลน์มะเร็งของมนุษย์ท่ีใช้ในงานวจิัย                                                                                  
 เซลล์ไลน์มะเร็งของมนษุย์ท่ีใช้ในงานวิจยัมีทัง้หมด 6 ชนิด เพ่ือใช้เป็นแหลง่ส าหรับสกดั   
ดีเอน็เอและอาร์เอนเอ ดงันี ้                                                                                                            
  1.1.1  HeLa cells (Human cervix carcinoma cell line) ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งปาก
มดลกู และมีการติดเชือ้ของ Human papillomavirus ไทป์ 18                                                                        
   1.1.2  SiHa cells (Human cervix carcinoma cell line) ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งปาก
มดลกู และมีการติดเชือ้ของ Human papillomavirus ไทป์ 16                                                                  
  1.1.3  C33A cells (Human cervix carcinoma cell line) ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็ง
ปากมดลกู ท่ีไมม่ีการติดเชือ้ของ Human papillomavirus                                                                         
  1.1.4  HN4 cells (Head and neck cancer cell lines) ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งห ู  
คอ จมกู ท่ีอยู่ในบริเวณของลิน้ (Tongue)           
  1.1.5  HN12 cells (Head and neck cancer cell lines) ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งห ู
คอ จมกู ท่ีอยู่ในบริเวณตอ่มน า้เหลือง (Lymph node)          
  1.1.6  HN17 cells (Head and neck cancer cell lines) ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งห ู
คอ จมกู ท่ีอยู่ในบริเวณล าคอ (Neck)                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 
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   1.2 การเพาะเลีย้งเซลล์ไลน์มะเร็งของมนุษย์                                                                           

  1.2.1 การเลีย้งเซลล์จากเซลล์แช่แขง็ (Thaw cell) 

 เร่ิมแรกเซลล์ไลน์จะถกูแช่แขง็ไว้ในหลอดเก็บรักษาเซลล์ (cryotube vial) ในถงั
ไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) ให้น าเซลล์ออกมาแตล่ะหลอดตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 
จนกวา่น า้แขง็จะละลาย ในช่วงนีเ้องให้ไปเปิดแสง UV ทิง้ไว้ในตู้เขี่ยเชือ้ (safety cabinet) ทิง้ไว้
ประมาณ 15 นาที และเช็ดท าความสะอาดด้วย 70% แอลกอฮอล์ รวมทัง้อปุกรณ์ทกุอย่างท่ีจะ
น าเข้าตู้ เขี่ยเชือ้ด้วย หลงัจากท่ีน า้แขง็ละลายดีแล้วให้ใช้ ปิเปตขนาด 2 มิลลิลิตร ดดูเซลล์ขึน้ลง
ประมาณ 2 - 3 ครัง้เพ่ือให้ตะกอนเซลล์ละลายและกระจายทัว่ จากนัน้คอ่ยดดูทัง้หมดลงใน ขวด
เลีย้งเซลล์ (T-Flask) ขนาด 25 ลกูบาศก์เซนติเมตร เติมอาหารเลีย้งเซลล์ ซึ่งประกอบด้วย DMEM, 
10% FBS และ 1% PenStrep รวมปริมาตรประมาณ 5 มิลลิลิตร จากนัน้วางขวดเลีย้งเซลล์ใน
แนวนอนแล้วเขย่าเบาๆ ในทิศทางขึน้ -ลง, ซ้าย-ขวา สลบัไปมาประมาณ 10 ครัง้ เพ่ือให้เซลล์
กระจายทัว่ขวด น าขวดเลีย้งเซลล์ไปใสใ่นตู้เลีย้งเซลล์ซึ่งมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % ท่ีอณุหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส บ่มทิง้ไว้ประมาณ 24 - 48 ชัว่โมง เพ่ือให้เซลล์เกาะผิวท่ีขวดเลีย้งเซลล์ จากนัน้
จึงน าออกมาเทอาหารเลีย้งเซลล์เดิมทิง้ และเปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ใหมใ่สเ่ข้าไป
ประมาณ 5 มิลลิลิตรเหมือนเดิม เน่ืองจากป้องกนัการเกิดความเป็นพิษตอ่เซลล์จาก Freezing 
Media ท่ีรวมไปกบัอาหารเลีย้งเซลล์ในครัง้แรก                                                                                                                                          
  1.2.2 การเลีย้งเซลล์                                         
 ภายหลงัจากท่ีเซลล์เพ่ิมปริมาณเตม็ขวดเลีย้งเซลล์ขนาด 25 ลกูบาศก์เซนติเมตร ต้อง
ย้ายเซลล์ไปเลีย้งในขวดเลีย้งเซลล์ขนาด 75 ลกูบาศก์เซนติเมตร (ความไวในการเจริญของแตล่ะ
ชนิดของเซลล์นัน้จะแตกตา่งกนั) ให้ดดูอาหารเลีย้งเซลล์ในขวดทิง้ แล้วเติม 1X PBS ประมาณ 1 
มิลลิลิตร เอียงไปมาให้ทัว่ขวดเพ่ือล้างอาหารเลีย้งเซลล์ออกให้หมด แล้วดดูทิง้ ล้างด้วย 1X PBS 
อย่างน้อย  2 ครัง้ จากนัน้เติม Trypsin-EDTA 1 มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มในตู้เลีย้งเซลล์ เป็นเวลา
ประมาณ 5 นาที (เซลล์แตล่ะชนิดจะใช้เวลาในการบ่มไมเ่ท่ากนั HeLa และ HN17 จะบ่ม
ประมาณ 5 นาที สว่น SiHa, C33A และ HN4 จะบ่มประมาณ 6-8 นาที และสดุท้าย HN12 จะบ่ม
ประมาณ 12 นาที) เพ่ือช่วยให้เซลล์หลดุออกจากผิวในขวดเลีย้งเซลล์ เมื่อครบเวลาจึงเติมอาหาร
เลีย้งเซลล์ (ท่ีมี FBS) ลงไปประมาณ 1 มิลลิลิตร  เพ่ือยบัยัง้ปฏิกิริยาของ Trypsin ผสมให้เข้ากนั
โดยดดูขึน้ลง จนกระทัง่เห็นเซลล์แยกแตกออกจากกั น หลงัจากนัน้ย้ายไปใสใ่นขวดเลีย้งเซลล์ท่ีมี
อาหารเลีย้งเซลล์ปริมาตร 13 มิลลิลิตรอยู่ รวมปริมาตร 15 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนัและกระจาย
เซลล์ให้ทัว่ น าขวดเลีย้งเซลล์ไปเก็บไว้ในตู้เลีย้งเซลล์ หลงัจากนัน้ทกุๆ 1-2 วนั ให้ตรวจดสูีของ
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อาหารเลีย้งเซลล์ ถ้าสีของอาหารยงั ไมเ่ปลี่ยน ให้เปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลล์ใหมใ่นขวดเลีย้งเซลล์
ขวดเดิมเพ่ือเพ่ิมอาหารให้แก่เซลล์ แตถ้่าสีของอาหารเร่ิมเปลี่ยนจากสีชมพเูป็นสีส้มอมเหลือง และ
สงัเกตวา่เซลล์มีปริมาณมากจนเตม็แน่นพืน้ท่ีแล้ว ให้เลือกท าดงันี ้คือ เก็บเซลล์เข้า Cryotube vial 
และไปแช่แขง็ท่ีในไนโตรเจนเหลวเพ่ือเก็บรักษาในระยะยาว หรือเก็บเซลล์ในรูปตะกอนแห้งเพ่ือ
น าไปวิเคราะห์งานวิจยัตอ่ หรือลดปริมาณเซลล์ ให้น้อยลงส าหรับการเลีย้งเซลล์ในรอบตอ่ๆไป                                                                                                                                  
  1.2.3 การแช่แขง็เซลล์ 
 เป็นการเก็บรักษาเซลล์ในระยะยาวในถงัไนโตรเจนเหลวท่ีอณุหภมู ิ -196 องศาเซลเซียส 
โดยเร่ิมแรกให้ดดูอาหารเลีย้งเซลล์ในขวดเลีย้งเซลล์ขนาด 75 ลกูบาศก์เซนติเมตร ทิง้ แล้วเติม 1X 
PBS ประมาณ 2 มิลลิลิตร เอียงไปมาให้ทัว่ขวดเพ่ือล้างอาหารเลีย้งเซลล์ออกให้หมด แล้วดดูทิง้ 
ล้างด้วย 1X PBS อย่างน้อย  2 ครัง้ จากนัน้เติม Trypsin-EDTA 2 มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มในตู้
เลีย้งเซลล์ เป็นเวลาประมาณ 5 นาที (ระยะเวลาในการบ่มขึน้อยู่กบัชนิดของเซลล์) เพ่ือช่วยให้
เซลล์หลดุออกจากผิวในขวดเลีย้งเซลล์ เมื่อครบเวลาจึงเติมอาหารเลีย้งเซลล์ (ท่ีมี FBS) ลงไป
ประมาณ 2 มิลลิลิตร  เพ่ือยบัยัง้ปฏิกิริยาของ Trypsin ผสมให้เข้ากนัโดยดดูขึน้ลง จนกระทัง่เห็น
เซลล์แยกแตกออกจากกนั หลงัจากนัน้ดดูทัง้หมดย้ายไปใสใ่นหลอด Polypropylene ขนาด 15 
มิลลิลิตร น าไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 1,500 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที เสร็จแล้วเทของเหลว
ทิง้ เติม Freezing media ท่ีประกอบด้วย DMEM 3 หรือ 4.5 มิลลิลิตร (ขึน้อยู่กบัปริมาณเซลล์ ถ้า
ปริมาณน้อยให้เก็บเซลล์ 3 หลอด แตถ้่ามีปริมาณมากให้เก็บ 4 หลอด) ท่ีผสม DMSO 10% ของ
ปริมาตร (300 หรือ 450 ul) ผสมและกระจายเซลล์ให้แยกออกจากกนั จากนัน้แบ่งใสห่ลอดส าหรับ
เก็บเซลล์หลอดละ 1.5 มิลลิลิตร น าหลอดทัง้หมดไปใสใ่นกลอ่งลดอณุหภมูิทีละ 1 องศาเซลเซียส 
แล้วน ากลอ่งไปเก็บไว้ในตู้ไนโตรเจนเหลวตอ่ไป  
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 1.3 การสกัด DNA 

 ภายหลงัการเลีย้งเซลล์ทัง้ 6 ชนิด คือ เซลล์  HeLa, SiHa, C33A, HN4, HN12 และ 
HN17 จนได้เซลล์ในปริมาณท่ีพอเหมาะ (ประมาณ 10 ล้านเซลล์) จึงเก็บเซลล์ในรูปตะกอนแห้ง 
ท าตามขัน้ตอนเดียวกบั หวัข้อ 1.2.3 การแช่แขง็เซลล์ จนถึงขัน้ตอนท่ีเซลล์อยู่ในหลอด 
polypropylene ขนาด 15 มิลลิลิตร น าไปล้างด้วย 1X PBS ปริมาตร 2 มิลลิลลิตร ดดูขึน้ลงให้
เซลล์กระจายทัว่ น าไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 1,500 รอบตอ่นาที เป็ นเวลา 6 นาที จากนัน้น า
ออกมาเทน า้ทิง้แล้วล้างด้วย 1X PBS อีกรอบ แล้วน าไปป่ันตกตะกอน น าออกมาเทน า้ทิง้ให้เหลือ
แตเ่ซลล์ในรูปตะกอนแห้ง ใส ่Lysis buffer ll + SDS 10% ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และใส ่protinase 
K 40 ไมโครลิตร จากนัน้น าหลอดไปบ่มไว้ท่ี water bath ตัง้อณุหภมูิไว้ท่ี 50 องศาเซลเซียส ทิง้ไว้
ข้ามคืน หรือสงัเกตจนกวา่สารละลายจะใส ไมม่ีตะกอนขุน่ จากนัน้ดดูสารละลายใสปริมาตร 500 
ไมโครลิตร มาใสใ่นหลอด microcentifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม phenol-choroform-isoamyl 
alcohol (25:24:1) ใสล่งไปในอตัราสว่น 1:1 (500 ไมโครลิตร) น าไปป่ันตกตะกอน 14,000 rpm 
เวลา 5 นาที ดดูของเหลวด้านบน (supernatant) ทัง้หมดลงสู ่ microcentifuge ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร หลอดใหม ่(จะได้ปริมาตรไมเ่กิน 500 ไมโครลิตร) จากนัน้ใส ่100% absolute ethanol 
500 ไมโครลิตร + 10M NH4OAC 250 ไมโครลิตร ผสมเบาๆด้วยการจบัหลอดคว ่าขึน้-ลง น าไป
ป่ันตกตะกอน 14,000 rpm เวลา 15 นาที แล้วเทของเหลวด้านบน (supernatant) ทิง้ให้หมด 
จากนัน้ใส ่70% ethanol 500 ไมโครลิตร  น าไปป่ันตกตะกอน 14,000 rpm เวลา 15 นาที แล้วเท
ethanol ทิง้ สงัเกตจะมีตะกอนดีเอนเออยู่ท่ีก้นหลอด น าหลอด  microcentifuge ท่ีม ีDNA อยู่ตัง้
ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเพ่ือให้ ethanol ระเหยออกไปให้หมดจนแห้ง สงัเกตตะกอน DNA เมื่อแห้งแล้ว
จะเปลี่ยนจากขาวขุน่เป็นขาวใส จากนัน้จึงเติมน า้ใสล่งไป 20-50 ไมโครลิตร น าไปบ่มไว้ท่ี Water 
bath ตัง้อณุหภมูิไว้ท่ี 50 องศาเซลเซียส เพ่ื อให้ DNA ละลายรวมกบัน า้ สดุท้ ายก็จะได้ DNA ท่ี
ละลายอยู่ในน า้ 20-50 ไมโครลิตร อยู่ในหลอด  microcentifuge 1.5 มิลลิลิตร (เก็บรักษาท่ี 
freezer -20 องศาเซลเซียส)  
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 1.4 การสกัด RNA 

 ภายหลงัการเลีย้งเซลล์ทัง้ 6 ชนิด คือ เซลล์ HeLa, SiHa, C33A, HN4, HN12 และ 
HN17 จนได้เซลล์ในปริมาณท่ีพอเหมาะ (ประมาณ 10 ล้านเซลล์) จึงเก็บเซลล์ในรูปตะกอนแห้ง 
ท าตามขัน้ตอนเดียวกบั หวัข้อ 1.2.3 การแช่แขง็เซลล์ จนถึงขัน้ตอนท่ีเซลล์อยู่ในหลอด 
polypropylene ขนาด 15 มิลลิลิตร น าไปล้างด้วย 1X PBS ปริมาตร 2 มิลลิลลิตร ดดูขึน้ลงให้
เซลล์กระจายทัว่ น าไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 1,500 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 6 นาที จากนัน้ดดู
มา 500 ไมโครลิตร ใสใ่น Microcentifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนัน้ล้างด้วย 1X PBS ปริมาตร  
500 ไมโครลิตร ดดูขึน้ลงให้เซลล์กระจายทัว่ น าไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 12,000 g เป็นเวลา 6 
นาที อีกรอบหนึ่ง น าออกมาเทน า้ทิง้ให้เหลือแตเ่ซลล์ในรูปตะกอนแห้ง ใส ่ Trizol ปริมาตร 1     
มิลลิลลิตร (เพ่ือขจดั DNase และ RNase) ใช้ปิเปตทิปดดูขึน้ลงให้เข้ากนั ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 
5 นาที แล้วใส ่ Chloroform  200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัโดยใช้มือเขย่า ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 
3 นาที แล้วน าไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 12,000 g เป็นเวลา 15 นาที น าออกมาจะเห็น
สารละลายแยกชัน้ ให้ดดูชัน้บนใสใ่น microcentifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม ่จากนัน้ใส ่
Isopropanol alcohol 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัโดยใช้มือเขย่า ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง  10 
นาที แล้วน าไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 12,000 g เป็นเวลา 10 นาที เทน า้ทิง้เก็บตะกอน                   
อาร์เอน็เอ ล้างตะกอนด้วย 75% ethanol 1 มิลลิลิตร น าไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 7,500 g เป็น
เวลา 5 นาที เท ethanol ทิง้ สงัเกตจะมีตะกอน RNA อยู่ท่ีก้นหลอด น าหลอด Microcentifuge ท่ี
มี RNA อยู่ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเพ่ือให้ ethanol ระเหยออกไปให้หมดจนแห้ง ละลายตะกอน 
RNA ด้วย DEPC water ปริมาตร 20 ไมโครลิตร น าไปบ่มไว้ท่ี water bath ตัง้อณุหภมูิไว้ท่ี 50 
องศาเซลเซียส เพ่ือให้ RNA ละลายรวมกบัน า้ สดุท้ายก็จะได้  RNA ท่ีละลายอยู่ในน า้                 
20 ไมโครลิตร อยู่ ในหลอด  microcentifuge 1.5 มิลลิลิตร (เก็บรักษาท่ี freezer -80 องศา
เซลเซียส) 
  1.4.1 Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)  
 น า RNA ของเซลล์แตล่ะชนิดท่ีได้จาก หวัข้อ 1.4 การสกดั RNA มาเป็นต้นแบบในการ

สงัเคราะห์ DNA คูส่ม (cDNA) โดยใช้ชดุสารเคมีส าเร็จรูป Revert Aid First Strand cDNA 

Synthesis Kit (Fermentas, USA) ขัน้แรกให้เตรียม RNA ปรับปริมาตรกบัน า้ โดยท่ีต้องการ RNA 

5 ไมโครกรัม ในปริมาณ DEPC water ไมเ่กิน 11 ไมโครลิตร จากนัน้จะมีขัน้ตอนแบ่งเป็น 2 สว่น 

คือ สว่นแรกเป็นการน า primer (Oligo(dt)) มารวมกบั RNA ท่ีใช้เป็นต้นแบบ โดยเตรียม RNA 
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จากเซลล์แตล่ะชนิด 11 ไมโครลิตร ผสมกบั primer Oligo(dt) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร จากนัน้น าแต่

ละหลอดไปตัง้ให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ในระหวา่งรอให้เตรียม 

5X reaction buffer 4 ไมโครลิตร, 10mM dNTP 2 ไมโครลิตร, Ribolock 1 ไมโครลิตร และ 

Reverse Aid 1 ไมโครลิตร เมื่อครบ 5 นาทีแล้วจะเข้าสูส่ว่นท่ี 2 ซึ่งเป็นการสงัเคราะห์ DNA คูส่ม

จาก RNA ต้นแบบ โดยน า  RNA ท่ีผสมกบั primer Oligo(dt) ท่ีตัง้ทิง้ไว้ 70 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 5 นาที ปริมาตร 12 ไมโครลิตร มารวมกบัสารผสมท่ีเตรียมไว้ ปริมาตร 8 ไมโครลิตร ซึ่ง

รวมกนัแล้วจะได้ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร น าแตล่ะหลอดไปใสเ่คร่ือง PCR แล้วตัง้คา่อณุหภมูิ

และช่วงเวลาในขัน้ตา่งๆ ดงันี ้ขัน้แรก อณุหภมูิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที เพ่ือให้ 

primer เข้าจบักบั RNA ต้นแบบและเกิดการสงัเคราะห์ DNA คูส่ม ขัน้ท่ีสอง อณุหภมูิ 70 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ reverse transcriptase หลงัจากนัน้

เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 4  องศาเซลเซียส น า cDNA ของเซลล์แตล่ะชนิดท่ีได้มาเก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภมูิ -

20 องศาเซลเซียส เพ่ือรอใช้วิเคราะห์ในขัน้ตอนตอ่ไป 

 1.5 การตรวจหา HPV DNA ด้วยวธีิ PCR 
             เน่ืองจากเซลล์ไลน์มะเร็งของมนษุย์ทัง้ 6 ชนิด คือ เซลล์ HeLa, SiHa, C33A, HN4, 
HN12 และ HN17 เราทราบแคว่า่ ในเซลล์ HeLa มีการติดเชือ้ของ Human papillomavirus ไทป์ 
18, SiHa มีการติดเชือ้ของ Human papillomavirus ไทป์ 16 และ C33A ไมม่ีการติดเชือ้ Human 
papillomavirus สว่น HN4, HN12 และ HN17 ไมท่ราบลกัษณะการติดเชือ้ เพ่ือเป็นการพิสจูน์วา่ 
เซลล์ทกุชนิดมีการติดเชือ้ HPV จริงหรือไม ่ดงันัน้จึงท าการตรวจคดักรองหา HPV DNA โดยใช้ 
ล าดบัเบส ของ HPV ในสว่น L1 gene ท าการเพ่ิมจ านวนด้วยกระบวนการ PCR โดยใช้คู ่primers 
ท่ีมีการใช้ในการตรวจหาจีโนไทป์ HPV ทัว่ไป คือ MY09/MY11 (Resnick et al., 1990) และใช้ 
DNA จากข้อ 1.3 เป็นต้นแบบ 
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ตารางท่ี 3 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ primer L1 ส าหรับ PCR 
 

ต าแหน่งของยีน ช่ือ ล าดบัเบสของ primer (5’-3’) 
L1 MY11 

MY09 
GCMCAGGGWCTATAAYAATGG 
CGTCCMARRGGAWACTGATC 

หมายเหต ุ M = A หรือ C, R = A หรือ G, W = A หรือ T, Y = C หรือ T 
 
ตารางท่ี 4 สว่นผสมท่ีใช้ในการท า PCR เพ่ือตรวจ HPV DNA 
 

ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นสดุท้าย 
1.  10x PCR buffer 
2.  25 mM MgCl2 
3.  10 mM dNTP 
4.  10 µM Forward primer (MY11) 
5.  10 µM Reverse primer (MY09) 
6.  5 U/µl Hot Taq polymerase 
7.  Distilled water 
8. cDNA (แยกชนิดละหลอด) 

ปริมาตรรวมทัง้หมด 

2.0 
3.0 
0.4 
0.4 
0.4 
0.2 
11.8 
2.0 
20.0 

1X 
2.25 mM 
0.2 mM 
0.18 µM 
0.18 µM 

1.0 U 

                                                                                                                                              
และด าเนินภาวะการท าปฏิกิริยา ดงัตอ่ไปนี ้
Pre-denaturation ท่ีอณุหภมูิ 95 oC 10 นาที 
Denaturation                ท่ีอณุหภมูิ         95 oC  1 นาที 
Annealing                    ท่ีอณุหภมูิ          55 oC  1 นาที 
Extension                     ท่ีอณุหภมูิ         72 oC  1 นาที 
Final Extenion              ท่ีอณุหภมูิ         72 oC  5 นาที 
 
 
 
 

40 รอบ 
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 ด าเนินปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) ด้วยเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ 
(DNA Thermal Cycle) ตามภาวะการณ์ท าปฏิกิริยาท่ีก าหนดไว้ ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ PCR ด้วย
การท า agarose electrophoresis โดยใช้ agarose ความเข้มข้น 2% ผสมเอธิเดียมโบรไมด์ความ
เข้มข้น 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 55 นาที แล้วตรวจดแูถบ DNA 
ด้วยแสงอลัตราไวโอเลต ความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร (ใช้เคร่ือง Gel Doc ของบริษัท Bio-Rad) 
 
 1.6 การตรวจหา HPV type ด้วยวธีิ PCR 
 เน่ืองจากเซลล์ไลน์มะเร็งของมนษุย์ทัง้ 6 ชนิด คือ เซลล์ HeLa, SiHa, C33A, HN4, 
HN12 และ HN17 เราทราบวา่ ในเซลล์ HeLa มีการติดเชือ้ของ Human papillomavirus ไทป์ 18, 
SiHa มีการติดเชือ้ของ Human papillomavirus ไทป์ 16 และ C33A ไมม่ีการติดเชือ้ Human 
papillomavirus สว่น HN4, HN12 และ HN17 ไมท่ราบลกัษณะการติดเชือ้ และจากหวัข้อ 1.5 ท า
ให้ทราบวา่มีการติดเชือ้ของ HPV ในเซลล์ชนิดใดบ้าง ตอ่จากนัน้ต้องการทราบวา่เซลล์ชนิดใดมี
การติดเชือ้ของ HPV type 16 และ 18 บ้าง ผลลพัธ์ท่ีได้จะเป็นการยืนยนัผลลพัธ์จากหวัข้อ 1.5 อีก
ครัง้หนึ่ง ดงันัน้จึงท าการตรวจคดักรองหา HPV type โดยใช้ล าดบัเบส ของ HPV ในสว่น E6 และ 
E7 gene จาก HPV type 16 และ 18 มาออกแบบ primers ให้มีความจ าเพาะตอ่ยีน HPV16-E6, 
HPV16-E7, HPV18-E6 และ HPV18-E7 จากฐานข้อมลูใน Pubmed ของ NCBI จากนัน้ท าการ
สกดั mRNA จากเซลล์เพาะเลีย้งทัง้ 6 ชนิดและเปลี่ยนให้เป็น cDNA ตามหวัข้อ 1.4.1 แล้วน ามา
ท าการเพ่ิมจ านวนด้วยกระบวนการ PCR  
 
ตารางท่ี 5 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ primer HPV16-E6, HPV16-E7, HPV18-E6 และ HPV18-E7 
ต าแหน่งของยีน ช่ือ ล าดบัเบสของ primer (5’-3’) 

E6 HPV16-E6 
 

GCAAGCAACAGTTACTGCTGCGAC 
GCTTTTCTTCAGGACACAGTGG 

HPV18-E6 TATACCCCATGCTGCATGCCA 
CGGTTGCAGCAGGAATGGC 

E7 HPV16-E7 
 

GGGCAATTAAATGACAGCTCAG 
GTGTGCTTTGTACGCACAACC 

HPV18-E7 
 

GTATTGCATTTAGAGCCCC 
GTTCAGAAACAGCTGCTGG 
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ตารางท่ี 6 สว่นผสมท่ีใช้ในการท า PCR เพ่ือตรวจ HPV type 
 

สารเคม ี E6 gene E7 gene 
HPV16-E6 HPV18-E6 HPV16-E7 HPV18-E7 

10x PCR buffer 2.0 ul 2.0 ul 2.0 ul 2.0 ul 
10 mM dNTP 0.4 ul 0.4 ul 0.4 ul 0.4 ul 

5 U/µl Hot 
Start Taq 

polymerase 

0.2 ul 0.2 ul 0.2 ul 0.2 ul 

Distilled water 14.6 ul 14.6 ul 14.6 ul 14.6 ul 
(F) HPV16-E6 0.4 ul - - - 
(R) HPV16-E6 0.4 ul - - - 
(F) HPV18-E6 - 0.4 ul - - 
(R) HPV18-E6 - 0.4 ul - - 
(F) HPV16-E7 - - 0.4 ul - 
(R) HPV16-E7 - - 0.4 ul - 
(F) HPV18-E7 - - - 0.4 ul 
(R) HPV18-E7 - - - 0.4 ul 

cDNA (แยกชนิด
ละหลอด) 

2.0 ul 2.0 ul 2.0 ul 2.0 ul 

ปริมาตรรวม 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul 
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ตารางท่ี 7 อณุหภมูิและเวลาท่ีใช้ในการท า PCR  
ในสว่นของยีน HPV16-E6, HPV16-E7, HPV18-E6 และ HPV18-E7 

PCR cycle E6 gene E7 gene 
HPV16-E6 HPV18-E6 HPV16-E7 HPV18-E7 

Pre-denaturation 95 oC, 10 นาที 95 oC, 10 นาที 95 oC, 10 นาที 95 oC, 10 นาที 
Denaturation 95 oC, 1 นาที 95 oC, 1 นาที 95 oC, 1 นาที 95 oC, 1 นาที 

Annealing 52 oC, 1 นาที 57 oC, 1 นาที 51 oC, 1 นาที 47 oC, 1 นาที 
Extension 72 oC, 1 นาที 72 oC, 1 นาที 72 oC, 1 นาที 72 oC, 1 นาที 

Cycles ท าซ า้ขัน้ตอน Denaturation - Extension 30 รอบ 
Final Extenion 72 oC, 7 นาที 72 oC, 7 นาที 72 oC, 7 นาที 72 oC, 7 นาที 

 
 ด าเนินปฏิกิริยา PCR ด้วยเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ (DNA Thermal Cycle) ตาม

ภาวะการณ์ท าปฏิกิริยาท่ีก าหนดไว้ ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ PCR ด้วยการท า agarose 

electrophoresis โดยใช้ agarose ความเข้มข้น 2% ผสมเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 10 

ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 55 นาที แล้วตรวจดแูถบ DNA ด้วยแสง

อลัตราไวโอเลต ความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร (ใช้เคร่ือง Gel Doc ของบริษัท Bio-Rad) 

2. การตรวจสอบเมทเิลชันและการแสดงออกของยีน CCNA1                                                   

 2.1 การตรวจสอบเมทเิลชันบนโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1                                         

 ท าการวิเคราะห์การเกิดเมทิเลชนับนโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 โดยใช้เทคนิค 

Methylation specific-PCR (MSP) ในขัน้แรกท าการสกดั genomic DNA จากเซลล์ทกุชนิด ตาม

หวัข้อ 1.3 จากนัน้น า DNA มาท า sodium bisulfite treatment โดยมีขัน้ตอน ดงันี ้                               

  2.1.1 การท า sodium bisulfite treatment                                                                    

 ในขัน้แรกเตรียมสาร 10 mM Hydroquinone (Sigma: H-9003) และ 3M Sodium 

bisulfate ซึ่งสารทัง้สองนี ้จะต้องเตรียมใหมก่่อนทกุครัง้ท่ีท าปฏิกิริยา                                                          

- เติมสาร Hydroquinone 55 mg ลงใน dH2O 50 มิลลิลิตร  (เพ่ือปฏิกิริยา deamination)                          

- เติมสาร Sodium bisulfite 3.76 มิลลิกรัม ลงใน dH2O 10 มิลลิลิตร   (เพ่ือปฏิกิริยา 

sulphonation) และปรับ pH 5 ด้วย NaOH                                                                                        
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 ขัน้การเตรียม DNA โดยต้องการความเข้มข้นของ DNA 40 ng/ul ในปริมาตรรวมของ 

Distilled water 50 ul ยกตวัอย่างเช่น 

Example              วดัคา่ความเข้มข้นของ DNA ได้  1,000 ng/ul     ใช้สตูร N1V1   =  N2V2                                                    

                       (1,000)  V1     =    (40) (50)                                                             

                                                V1     =       2   ul                                                                       

 ดงันัน้ เตรียม DNA 2 ul และเติมน า้ไปอีก 48 ul   ให้ได้ปริมาตรรวมเท่ากบั  50 ul 

 จากนัน้จึงเติมสารละลาย 2M NaOH ปริมาณ 5.5 ลงใน DNA (เพ่ือท าให้ dsDNA เป็น 
ssDNA) แล้วบ่มท่ีอณุหภมู ิ 37ºC เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้จึงเติมสารละลาย 10mM 
Hydroquinone ปริมาณ 30 ul (สารละลายจะเปลี่ยนเป็นสีเหลือง) แล้วจึงเติมสารละลาย sodium 
bisulfite ปริมาณ 520 ul (สารละลายจะเปลี่ยนเป็นสีใส) น าไปบ่มท่ีอณุหภมู ิ 50ºC เป็นเวลา        
16-20 ชัว่โมง จากนัน้จึงน า DNA ท่ีผา่น sodium bisulfate ไปผา่นขัน้ตอนดงันี ้ 
 

 1.  เตรียมเคร่ือง pump เสียบ column วางลงบนเคร่ืองดดูอากาศ จากนัน้สวม syringe 
      และเปิด pump (purify DNA)  

 2.  เติม Wizard Tm resin ปริมาณ 1 ml ผสมโดยใช้ปิเปตต ์ 

 3.  ปิเปตตส์ารละลายทัง้หมดในข้อ 2. ใสใ่น syringe เปิดเคร่ืองแล้วรอจนของ   
      เหลวไหลลงหมดจึงปิดเคร่ือง จากนัน้ล้างด้วย 80% isopropranol ปริมาณ 2 ml เปิด 
      เคร่ืองแล้วรอจนของเหลวไหลลงหมดจบัเวลา 30 วินาทีจึงปิดเคร่ือง  

 4.  วาง column บน Eppendrof นาไปป่ันเหว่ียงท่ี 10,000 g เป็นเวลา 3 นาที  

 5.  เปลี่ยน Eppendrof ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตรใหม ่ล้างด้วย 95ºC H2O ปริมาณ 50 ul 
     น าไปป่ันเหว่ียงท่ี 10,000 g เป็นเวลา 20 วินาที ดีเอน็เอจะย้ายลงมาอยู่ใน Eppendrof  

 6.  เติม 3M NaOH ปริมาณ 5.5 ul บ่มท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 5 นาที  

 7.   เติม glycogen 20 ng/ul ปริมาณ 2 ul 

 8.  เติม 10M NH4OAc ปริมาณ 20 ul และ 100% EtOH ปริมาณ 200 ul ผสมให้เข้ากนั  

 9.  บ่มท่ีอณุหภมู ิ-20 ºC เป็นเวลา 2 ชัว่โมง  

 10.  ป่ันเหว่ียงท่ี 14,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที แล้วเทสว่นบนทิง้  
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 11.  เติม 70% EtOH ปริมาณ 200 ul ป่ันเหว่ียงท่ี 14,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที  

 12.  เทสว่นบนทิง้แล้วคว ่า Eppendrof ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องรอจนแห้ง  

 13.  เติม dH2O ปริมาณ 20 ul เพ่ือละลาย DNA  

 14.  บ่มท่ีอณุหภมู ิ37ºC เป็นเวลา 20 นาที  

 15.  เก็บ DNA ท่ีอณุหภมูิ -20 ºC 

  2.1.2 การออกแบบ primer ส าหรับ Methylation specific-PCR (MSP)      

 การออกแบบ primers เพ่ือทดสอบการเกิดเมทิลเลชนับนโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 

จะต้องออกแบบ primers ด้วยกนัทัง้หมด 4 เส้น 2 เส้นแรก คือ สาย Forward และ Reverse ของ
เส้น DNA แมแ่บบ  ท่ีเกิด Methylation จะเรียกคู ่ primers นีว้า่ “Methylated primer” สว่น 2 
เล้นหลงั คือ สาย Forward และ Reverse ของเส้น DNA แมแ่บบ ท่ีไมเ่กิด Methylation จะเรียกคู ่
primers นีว้า่ “Unmethylated primer” และในการท าปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction 
(PCR) จะใช้ primers ทัง้ 2 คูนี่ใ้นการท าปฏิกิริยา (duplex PCR) และจะถือวา่ PCR product 
ของทัง้ 2 primers นัน้รวมกนัจะเป็น 100% วิธีการออกแบบ มีดงันี ้           
 -  หาต าแหน่งของโพรโมเตอร์ ณ บริเวณ 5’UTR ท่ีอยู่ up stream ของยีน CCNA1 ขึน้ไป
ซึ่งในบริเวณใดท่ีมี CpG islands สงู จะคาดวา่น่าจะเป็นต าแหน่งของโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1                                                                             

 - น าเอาล าดบั sequence โพรโมเตอร์ทัง้หมดมาใสล่งในโปรแกรม Text editor                 
 -  เปลี่ยนเบส C ทกุตวัให้เป็นเบส T ยกเว้นเบส C ท่ีอยู่ติดกบั G (CG) จากนัน้ เปลี่ยน 
CG ให้เป็น XG และเปลี่ยน C ทกุตวัให้เป็น T สดุท้ายเปลี่ยน X ทกุตวัให้เป็น C ก็จะได้ sequence 
ท่ีเป็น methylated map 

          -  เปลี่ยนเบส C ทกุตวัให้เป็นเบส T ก็จะได้ sequence ท่ีเป็น unmethylated map 
            - ออกแบบ primers ทัง้ 2 คู ่ณ ต า แหน่งท่ีมี CG rich ด้วย methylated และ 
unmethylated map ท่ีสร้างขึน้ 
 Primer ท่ีออกแบบกบัยีน CCNA1 จะเป็นดงัภาพท่ี 13 
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     รูปท่ี 14 แสดงการออกแบบคู ่primers Methylated และ Unmethylated ของยีน CCNA1            

 โดย sequence บรรทดัท่ี 2 บริเวณแถบสีและขีดเส้นใต้คือ Methylated primer                                           

        sequence บรรทดัท่ี 3  บริเวณแถบสีและขีดเส้นใต้คือ Unmethylated primer                                            

 น า DNA ท่ีผา่น sodium bisulfate จากข้อ 2.1.1 มาท าการเพ่ิมจ านวนด้วยกระบวนการ 
Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ primers 2 คู ่ คือ Met-CCNA1 และ Unmet-
CCNA1 (Duplex PCR) 
 

ตารางท่ี 8 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของคู ่primers Met-CCNA1 และ Unmet-CCNA1 
ต าแหน่งของยีน ช่ือ ล าดบัเบสของ primer (5’-3’) 

CCNA1 (F) Met-CCNA1   
(R) Met-CCNA1   

(F) Unmet-CCNA1   
(R) Unmet-CCNA1   

TTTCGAGGATTTCGCGTCG 
GCTCCTAAAAACCCTAACTCG 
TTAGTGTGGGTAGGGTGTTG 
CCCTAACTCAAAAAAACAACAC 
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ตารางท่ี 9 สว่นผสมท่ีใช้ในการท า MSP-PCR เพ่ือตรวจเมทิลเลชนั                                                       

บนโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 

ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นสดุท้าย 
1.  10x PCR buffer 
2.  10 mM dNTP 
3.  10 µM (F) Met-CCNA1  
4.  10 µM (R) Met-CCNA1  
5.  10 µM (F) Unmet-CCNA1   
6.  10 µM (R) Unmet-CCNA1   
7.  5 U/µl Hot Taq polymerase 
8.  Distilled water 
9. cDNA (แยกชนิดละหลอด) 

ปริมาตรรวมทัง้หมด 

2.0 
0.4 
0.3 
0.3 
0.3 
0.3 
0.3 
14.1 
2.0 
20.0 

1X 
0.2 mM 
0.14 µM 
0.14 µM 
0.14 µM 
0.14 µM 

1.5 U  

 
และด าเนินภาวะการท าปฏิกิริยา ดงัตอ่ไปนี ้
Pre-denaturation ท่ีอณุหภมูิ 95 oC 10 นาที 
Denaturation                ท่ีอณุหภมูิ          95 oC  1 นาที 
Annealing                    ท่ีอณุหภมูิ          53 oC  1 นาที 
Extension                     ท่ีอณุหภมูิ         72 oC  1 นาที 
Final Extenion              ท่ีอณุหภมูิ         72 oC  7 นาที 
 
 ด าเนินปฏิกิริยา PCR ด้วยเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ (DNA Thermal Cycle) ตาม

ภาวะการณ์ท าปฏิกิริยาท่ีก าหนดไว้ ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ PCR ด้วยการท า Polyacrylamide gel 

electrophoresis โดยใช้ความเข้มข้น 2% polyacrylamide กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 55 นาที 

แล้วน า gel ท่ีได้ไปย้อม cyber green ตรวจดแูถบ DNA ด้วยเคร่ือง Storm 840 และ 

ImageQuaNT software 

 

30 รอบ 
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 2.2 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1 
 ท าการตรวจสอบการแสดงออกในระดบั mRNA ของยีน CCNA1 ในเซลล์เพาะเลีย้งเพ่ือ
คดัเลือกเซลล์ท่ีเหมาะสมในการทดลองตอ่ไป โดยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ยีน GAPDH เป็นตวั
ควบคมุ เร่ิมโดยการสกดั mRNA จากเซลล์เพาะเลีย้งทัง้ 6 ชนิด คือ เซลล์ HeLa, SiHa, C33A, 
HN4, HN12 และ HN17 และเปลี่ยนให้เป็น cDNA ตามหวัข้อ 1.4.1 โดยออกแบบ primers ให้มี
ความจ าเพาะตอ่ยีน CCNA1 และ GAPDH จากฐานข้อมลูใน Pubmed ของ NCBI แล้วน ามาท า
การเพ่ิมจ านวนด้วยกระบวนการ Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ primer ทัง้ 2 คู่
พร้อมกนัเป็น Duplex PCR 
 

ตารางท่ี 10 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ primer CCNA1 และ GAPDH 
ต าแหน่งของยีน ช่ือ ล าดบัเบสของ primer (5’-3’) 

CCNA1 (F) CCNA1   ATTCATTAAGTGAAATTGTGC 
(R) CCNA1   CTTCCATTCAGAAACTTTTG 

GAPDH (F) GAPDH   GTGGGCAAGGTATCCCTG 
(R) GAPDH  GATTCAGTGTGGTGGGGGAC 

  

ตารางท่ี 11 สว่นผสมท่ีใช้ในการท า PCR เพ่ือตรวจการแสดงออกของยีน CCNA1 

ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นสดุท้าย 
1.  10x PCR buffer 
2.  10 mM dNTP 
3.  10 µM (F) CCNA1  
4.  10 µM (R) CCNA1  
5.  10 µM (F) GAPDH  
6.  10 µM (R) GAPDH  
7.  5 U/µl Hot Taq polymerase 
8.  Distilled water 
9. cDNA (แยกชนิดละหลอด) 

ปริมาตรรวมทัง้หมด 

2.0 
0.4 
0.4 
0.4 
0.4 
0.4 
0.2 
13.8 
2.0 
20.0 

1X 
0.2 mM 
0.18 µM 
0.18 µM 
0.18 µM 
0.18 µM 

1.0 U  
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และด าเนินภาวะการท าปฏิกิริยา ดงัตอ่ไปนี ้
Pre-denaturation ท่ีอณุหภมูิ 95 oC 10 นาที 
Denaturation                ท่ีอณุหภมูิ          95 oC  1 นาที 
Annealing                    ท่ีอณุหภมูิ          47 oC  1 นาที 
Extension                     ท่ีอณุหภมูิ         72 oC  1 นาที 
Final Extenion              ท่ีอณุหภมูิ         72 oC  7 นาที 
 
 ด าเนินปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) ด้วยเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ 

(DNA Thermal Cycle) ตามภาวะการณ์ท าปฏิกิริยาท่ีก าหนดไว้ ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ PCR ด้วย

การท า agarose electrophoresis โดยใช้ agarose ความเข้มข้น 2% ผสมเอธิเดียมโบรไมด์ความ

เข้มข้น 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 55 นาที แล้วตรวจดแูถบ DNA 

ด้วยแสงอลัตราไวโอเลต ความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร (ใช้เคร่ือง Gel Doc ของบริษัท Bio-Rad) 

 
                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

30 รอบ 
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3. การสร้าง recombinant plasmid ของยีน E7 ของ HPV ไทป์ 16                                    
 ขัน้ตอนนีเ้ป็นการน ายีน E7 ของ HPV type 16 มาตดัตอ่เข้ากบั mammalian expression 
vector ท่ีช่ือ pcDNA 3.1/myc-His A โดยขณะท่ีภายในแลบของคณะวิจยัมีพลาสมิดท่ีเป็น 
bacterial expression vector    ท่ีช่ือ  pGEX2T E7    พลาสมิดตวันีอ้ยู่ในแบคทีเรีย   DH5α   ซึ่ง 
พลาสมิดตวันีม้ียีนท่ีเป็น full length ของ E7 HPV type 16 อยู่ ดงันัน้จึงตดัสินใจน ายีน E7 
จากพลาสมิด pGEX2T E7 นีอ้อกมา และตดัตอ่เช่ือมเข้ากบัพลาสมิด pcDNA 3.1/myc-His A นี ้
อีกทีหนึ่ง โดยก่อนหน้านัน้จะท า mutagenesis ในสว่นของปลายล าดบัเบสด้าน 3’ ท่ีเป็น stop 
codonให้มีล าดบัเบสอ่ืนท่ีไมใ่ช่เป็นตวัหยดุ                                                                                                                                          
 3.1 โครงสร้างของ pGEX2T E7 vector                                                               
 โครงสร้างของ pGEX2T E7 vector เป็นพลาสมิดชนิด bacterial expression ซึ่งม ี      
โพรโมเตอร์ส าหรับการแสดงออกในยีนท่ีแทรกเข้าไป ในเซลล์ของแบคทีเรียและสามารถติดตาม
การสร้างโปรตีนของยีนท่ีแทรกเข้าไปได้ เน่ืองจากมีโปรตีน GST ติดอยู่ ดงัแสดงในรูปท่ี 15 ซึ่ง
ระหวา่งยีน E7 จะมีต าแหน่งจดจ าการตดัของเอนไซม์ EcoRl และ BamHl อยู่ แตท่วา่งานวิจยัใน
ครัง้นีต้้องการศกึษาความสมัพนัธ์ระหวา่งยีน E7 ของ HPV 16 กบัยีน CCNA1 ท่ีแสดงออกใน
เซลล์ของสตัว์เลีย้งลกูด้วยนม (mammalian cell) ฉะนัน้จะน าพลาสมิดท่ีมี E7 อยู่นีเ้ข้าไปในเซลล์
ของสตัว์เลีย้งลกูด้วยนมไมไ่ด้ เพราะพลาสมิดนีไ้มม่ีโพรโมเตอร์ในการแสดงออกของยีนท่ีแทรกเข้า
ไปในเซลล์ของสตัว์เลีย้งลกูด้วยนมนัน่เอง 
              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 15 โครงสร้างของพลาสมิด pGEX2T E7 และคณุสมบตัิท่ีส าคญั 
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 3.2 การตรวจสอบยีน E7 ในพลาสมิด pGEX2T E7  
         เพ่ือเป็นการพิสจูน์วา่ยีน E7 ในพลาสมิด pGEX2T E7 นัน้ มียีน E7 ของ HPV 16 อยู่จริง 
และล าดบันิวคลีโอไทด์ในยีนถกูต้องหรือไม ่โดยเร่ิมแรกท าการสกดัพลาสมิดออกมา แล้วใช้ 
universal primer ท่ีช่ือ pGEX5 primer และ pGEX3 primer เป็นการตรวจสอบ โดยการสง่ DNA 
sequencing ท่ีบริษัท Macrogen แล้วน าผล sequence ท่ีได้มาเปรียบเทียบกบัล าดบัเบสของ E7 
HPV 16 จริงๆเทียบกนั โดยหาข้อมลูจากฐานข้อมลูใน Pubmed ของ NCBI ได้ E7 HPV type 16 
ท่ีมี Reference number คือ NC_001526 ดงัรูปท่ี 16  
   
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 16 ล าดบัเบสของยีน E7 HPV type 16 
  3.2.1 การสกัดพลาสมิด                                                            
 สกดัพลาสมิดด้วย High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid, Taiwan) มีขัน้ตอนดงันี ้
น าอาการเลีย้งเชือ้เหลว (LB broth) ท่ีเลีย้งแบคทีเรียไว้เป็นเวลา 10-12 ชัว่โมง แบ่งใสห่ลอด 
Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วน าไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 1 นาที จากนัน้ทิง้ของเหลวออกไป เติม PD buffer ท่ีผสม RNase A ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัเบาๆโดยพลิกหลอดไปมา ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องจนสารละลายใส แล้ว
คอ่ยเติม PD3 buffer ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัโดยพลิกหลอดไปมา น าไปป่ัน
ตกตะกอนท่ีความเร็ว 13,000 รอบ ตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที ระหวา่งท่ีรอ ให้น า PD column ใส่
ใน Collection Tube ขนาด 2 มิลลิลิตร เมื่อป่ันตกตะกอนเสร็จให้ดดูเฉพาะของเหลวด้านบนใสล่ง
ใน PD Column แล้วน าไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 วินาที ทิง้
ของเหลวท่ีอยู่ใน Collection Tube แล้วน าไปรองใสก่บั PD column ตามเดิม จากนัน้เติม W1 
buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร น าไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 
วินาที ทิง้ของเหลวท่ีอยู่ใน Collection Tube แล้วน าไปรองกบั PD Column ตามเดิม จากนัน้เติม 
Wash buffer ท่ีผสมกบัเอทานอลเรียบร้อยแล้ว ปริมาตร 600 ไมโครลิตร น าไปป่ันตกตะกอนท่ี
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ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 3 นาทีอีกครัง้ เพ่ือท าให้ PD Column แห้ง จากนัน้คอ่ย
ย้าย PD Column มาใสล่งในหลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหมส่ าหรับเก็บพ
ลาสมิดท่ีต้องการ โดยเติม Elution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงกลาง PD Column ตัง้ทิง้ไว้ 
อณุหภมูิห้อง ประมาณ 2 นาที จากนัน้น าไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 2 นาทีแล้วเสร็จ 
 3.3 การท า Mutagenesis                                                                              
 สกดัพลาสมิด pGEX2T E7 จากแบคทีเรีย DH5α ตามหวัข้อ 3.2.1 จากนัน้ออกแบบ 
primer เพ่ือท า mutagenesis เพ่ือเปลี่ยนล าดบัเบสของ stop codon TAA ให้กลายเป็นล าดบัเบส
ของโปรตีน tyrosine ดงัรูปท่ี 17     
 
   
 
 
 
 
 
 
                           รูปท่ี 17 การเปลี่ยนล าดบัเบส stop codon > Tyrosine                                                                      
โดย ข้อความในกรอบสี่เหลี่ยมมีลกูศรชี ้แสดงต าแหน่งท่ีมีการเปลี่ยนแปลงชนิดของนิวคลีโอไทด์         
      แถบสี แสดงต าแหน่งของบริเวณท่ีมีการออกแบบ primers 
 
คู ่primers ท่ีใช้ คือ 
E7mut_c.297A>T-F_  CCCATCTGTTCTCAGAAACCATATGATGAATTCATCGTGACTG 

E7mut_c297A>T-R_  CAGTCACGATGAATTCATCATATGGTTTCTGAGAACAGATGGG  
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ตารางท่ี 12 สว่นผสมท่ีใช้ในการท า PCR mutagenesis 

ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
1. 10X reaction buffer 5.0 ul 
2. plasmid template (10 ng) 1.0 ul 
3. dNTPs mix 1.0 ul 
4. Quick Solution Reagent 1.5 ul 
5. (125ng) primer E7mut_c.297A>T-F 0.9 ul 
6. (125ng) primer E7mut_c297A>T-R 0.9 ul 
7. Distilled water 39.7 ul 
ปริมาตรรวมทัง้หมด 50 ul 
หลงัจากนัน้เติม  
QuikChange Lightning Enzyme 1 ul 

 

 
และด าเนินภาวะการท าปฏิกิริยา ดงัตอ่ไปนี ้
Pre-denaturation ท่ีอณุหภมูิ 95 oC  2 นาที 
Denaturation                ท่ีอณุหภมูิ          95 oC  20 วินาที 
Annealing                    ท่ีอณุหภมูิ          60 oC  10 วินาที 
Extension                     ท่ีอณุหภมูิ          68 oC  2 นาที 40 วินาที 
Final Extenion              ท่ีอณุหภมูิ          68 oC  5 นาที 
 

 หลงัจากนัน้น า PCR product ท่ีได้มาเติมเอนไซม์ Dpnl ปริมาตร 2 ul และบ่มท่ี

อณุหภมูิห้อง 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือขจั ดวงพลาสมิด wildtype เดิมท่ีไมถ่กู  

mutagenesis ออกไป สดุท้ายแล้ว PCR product ท่ีได้จะมีแตว่งพลาสมิดท่ีมียีน E7 ผา่นการ 

mutagenesis แล้วเท่านัน้    

 

 

18 รอบ 
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 3.4 การตรวจสอบความถูกต้องของการท า Mutagenesis 
            ภายหลงัจากการท า mutagenesis แล้ว เราต้องการท่ีจะเพ่ิมปริมาณพลาสมิดท่ีได้      
โดยการน า PCR product จากหวัข้อ 3.3 มา transform เข้าสูแ่บคทีเรีย XL1-Blue super 
competent และคดัเลือกโคโลนีโดยใช้ อาหารเลีย้งเชือ้ LB agar ท่ีผสมกบัยาต้านเชือ้ ampicillin 
ในอตัราสว่น 1 : 1,000 ซึ่งใช้เป็น marker ในการคดัเลือก ท าให้เซลล์ท่ีได้รับพลาสมิดเข้าไปเท่านัน้ 
ถึงจะเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้นีไ้ด้ เน่ืองจากภายในโครงสร้างของพลาสมิด pGEX2T E7 มียีน
ต้านยา ampcillin อยู่ จากนัน้คดัเลือกโคโลนีมาท า PCR โดยใช้คู ่primer pGEX5 และ pGEX3 
ซึ่งเป็นล าดบันิวคลีโอไทท่ีอยู่ระหวา่งยีน E7 ในพลาสมิด pGEX2T E7 ดงัรูปท่ี 18 
    
 

   

 

 

 

รูปท่ี 18 ต าแหน่ง primer pGEX5 และ pGEX3 ท่ีอยู่ระหวา่งยีน E7 ในพลาสมิด pGEX2T E7           

 โดย อกัษรตวัพิมพ์ใหญ่ แสดงต าแหน่งของบริเวณยีน E7                                                      

       ลกูศร แสดงต าแหน่งของบริเวณ primers pGEX5 และ pGEX3                            

ตารางท่ี 13 สว่นผสมท่ีใช้ในการท า PCR primer pGEX5 และ pGEX3 

ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
1. 10X reaction buffer 2.0 
2. dNTPs mix 0.4 
3. hot start Taq 0.2 
4. primer pGEX5 0.4 
5. primer pGEX3 0.4 
6. Distilled water 16.6 

ปริมาตรรวม 20 
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 ใช้ plasmid template โดยการสะกิดแบคทีเรียจากโคโลนีท่ีเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ LB 

agar ท่ีผสม ampicillin มาทัง้หมด 10 โคโลนี มาละลายลงใน mixture PCR รวมทัง้ใช้ positive 

control เป็นโคโลนีแบคทีเรีย DH5α ท่ีมีพลาสมิดเป็น wildtype pGEX2T E7 

และด าเนินภาวะการท าปฏิกิริยา ดงัตอ่ไปนี ้
Pre-denaturation ท่ีอณุหภมูิ 95 oC  10 นาที 
Denaturation                ท่ีอณุหภมูิ          95 oC   1  นาที 
Annealing                    ท่ีอณุหภมูิ          59 oC   1  นาที 
Extension                     ท่ีอณุหภมูิ          72 oC   1  นาที 
Final Extenion              ท่ีอณุหภมูิ          72 oC    7 นาที 
 หลงัจากนัน้น า PCR product ท่ีได้มาตรวจสอบความถกูต้องของต าแหน่ง mutagenesis 

ด้วยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Ndel ซึ่งมีต าแหน่งจดจ าเป็น CATATG ดงัรูปท่ี 19 ซึ่งถ้า

เอนไซม์ Ndel สามารถตดัได้ ย่อมแสดงวา่ต าแหน่งของ mutagenesis มีความถกูต้องนัน่เอง 

  

 

 

 

 

 

 รูปท่ี 19 แสดงต าแหน่งการตดัจ าเพาะของเอนไซม์ Ndel ท่ีต าแหน่ง mutagenesis                               

 โดย อกัษรตวัพิมพ์ใหญ่ แสดงต าแหน่งของบริเวณยีน E7                                                  

       ลกูศรและบริเวณท่ีขีดเส้นใต้ แสดงต าแหน่งตดัจ าเพาะของเอนไซม ์Ndel                                   

       แถบสี แสดงต าแหน่งของบริเวณ primers pGEX5 และ pGEX3                                                                             

 

30 รอบ 
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ตารางท่ี 14 สว่นผสมท่ีใช้ในการตรวจสอบต าแหน่ง mutagenesis ด้วยการตดัด้วยเอนไซม ์

ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
1. 20U/ul Ndel 1.0 
2. 10xNEB4 buffer 2.0 
3. Distilled water 12.0 
4. PCR product 5.0 

ปริมาตรรวม 20.0 
  

 บ่มไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 37 องศาเซลเซียส เวลาประมาณ 16 ชัว่โมง จากนัน้น า product ท่ี

ผา่นการตดัด้วยเอนไซม์ Ndel มารันดแูบนด้วยวิธี agarose electrophoresis โดยใช้ agarose 

ความเข้มข้น 2% ผสมเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร กระแสไฟฟ้า 100 

โวลต์ นาน 55 นาที แล้วตรวจดแูถบ DNA ด้วยแสงอลัตราไวโอเลต ความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร 

(ใช้เคร่ือง Gel Doc ของบริษัท Bio-Rad) สงัเกตดแูบนท่ีเกิดจากการตดัด้วยเอนไซม์ ถ้าตดัได้

แสดงวา่ต าแหน่ง mutagenesis มีความถกูต้อง จากนัน้จึง select colony ท่ีถกูต้องลงเลีย้งใน

อาหารเลีย้งเซลล์ LB broth และท าการสกดั plasmid ออกมาเพ่ือยืนยนัความถกูต้องด้วย DNA 

sequencing กบับริษัท Macrogen โดยใช้คู ่primer เดิมคือ pGEX5 และ pGEX3 อีกครัง้หนึ่ง 

 3.5 การสร้างพลาสมิดส าหรับการท า transfection                                                        

 ขัน้ตอนนีเ้ป็นการน ายีน E7 ท่ีผา่นการท า mutagenesis จากพลาสมิด pGEX2T E7 เข้าสู ่

expression vector (pcDNA 3.1/myc-His A) เพ่ือน าพลาสมิดท่ีได้ transfect เข้าสูเ่ซลล์ C33A 

และ HN12 ในขัน้ตอ่ไป                                                                                                                  

  3.5.1 โครงสร้างของ expression vector                                                                  

 พลาสมิด pcDNA 3.1/myc-His A เป็นพลาสมิดท่ีมีคณุสมบตัิพิเศษคือ ออกแบบให้เป็น 

พลาสมิดท่ีมีการแสดงออกของยีนท่ีแทรกเข้าไปอยู่ในระดบัท่ีสงูในเซลล์ของสตัว์เลีย้งลกูด้วยนม

และสามารถตรวจสอบโปรตีนท่ีผลิตขึน้จากยีนท่ีแทรกอยู่ในพลาสมิดนีไ้ด้ เน่ืองจากมีโปรตีน myc 

หรือ His ติดอยู่ ดงัแสดงในรูปท่ี 20 ท าให้ใช้เป็นเคร่ืองหมายในการคดัเลือกหรือติดตามโปรตีนท่ี
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เราสนใจในการวิจยัได้ง่าย โดยใช้แอนติบอดีท่ีจ าเพาะตอ่โปรตีนท่ีติดอยู่กบัโปรตีนท่ีเราแทรกเข้า

ไปในการตรวจสอบ 

   

  

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 20 โครงสร้างของพลาสมิด pcDNA 3.1/myc-His A 

  3.5.2 การเชื่อมต่อยีน E7 เข้ากับ expression vector 

 น า expression vector pcDNA 3.1/myc-His A และพลาสมิด pGEX2T E7 ท่ีผา่นการ

ท า mutagenesis แล้ว มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 2 ชนิด คือ EcoRl และ BamHl เพ่ือตดัให้มี

ปลายท่ีสามารถเช่ือมตอ่กนัได้ ระหวา่งยีน E7 ท่ีต้องการแทรกเข้าไปกบั expression vector โดย

เตรียมสว่นผสมตา่งๆ ดงัตารางท่ี  15 น าไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 3 ชัว่โมง แล้ว

น าไปท า electrophoresis บน agarose gel 1% ท่ีย้อมด้วย ethidium bromide ใช้ความตา่งศกัย์

ท่ี 80 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที จากนัน้น าแผน่เจลไปตรวจสอบแถบดีเอน็เอท่ีเกิดขึน้ด้วยเคร่ือง   

Gel Doc  
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ตารางท่ี 15 สว่นผสมท่ีใช้ในการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ ส าหรับเตรียมตดัตอ่ยีน E7 เข้า      

กบั expression vector 

 
ชนิดของสาร 

ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
พลาสมิด pGEX2T E7 

(mutagenesis) 
พลาสมิด pcDNA 3.1/myc-

His A 
1. 20U/ul BamHl 1.5 1.5 
2. 20U/ul EcoRl 1.5 1.5 
3. 10X buffer3 2.0 2.0 
4. 100xBSA 0.2 0.2 
5. Distilled water 4.8 9.8 
6. พลาสมิด pGEX2T E7 10.0 - 
7. pcDNA 3.1/myc-His A - 5.0 

ปริมาตรรวมทัง้หมด 20.0 20.0 
  

 เมื่อปรากฏแถบ DNA ท่ีต้องการทัง้หมด 2 แถบ คือ แถบ DNA ของยีน E7 และแถบ DNA 

ของ expression vector จึงตดัเจลในแตล่ะบริเวณมาสกดั DNA จากเจล เมื่อเสร็จแล้วจึงน า

สารละลายทัง้ 2 ชนิดไปท า electrophoresis เพ่ือตรวจสอบผลจากการสกดัเจลและดคูวามเข้ม

ของสารละลายท่ีสกดัได้ โดยเปรียบเทียบกบัความเข้มข้น ladder เมื่อทราบความเข้มข้นแล้ว จึง

น าสารละลายทัง้ 2 มาท า Ligation เพ่ือเช่ือมตอ่ยีน E7 เข้ากบั expression vector pcDNA 

3.1/myc-His A โดยเตรียมสารผสมตา่งๆแสดงดงัตารางท่ี 16 แล้วน าไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 4 องศา

เซลเซียส ทิง้ไว้ข้ามคืน  
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ตารางท่ี 16 สว่นผสมท่ีใช้ในการ Ligation ระหวา่งยีน E7 กบั expression vector 

ชนิดของสาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
1. T4 DNA ligase 1.0 
2. 10x T4 DNA ligase buffer 2.5 
3. Distilled water 0.5 
4. Insert 15.0 
5. vector 6.0 
ปริมาตรรวมทัง้หมด 25.0 
 หลงัจากนัน้ท า Transformation น า recombinant plasmid pcDNA3.1_E7 เข้าไปใน

เซลล์แบคทีเรีย และเลือก colony มาตรวจสอบ ยีน E7 โดยการท า PCR แตค่ราวนีจ้ะใช้คู ่

primers จากในหวัข้อ 1.6 คือ  (F) HPV16-E7 และ (R) HPV16-E7 แทน และภายหลงัจาก

ตรวจสอบแถบ DNA ของยีน E7 ท่ีขึน้แล้ว จึงกลบัไป pick colony แบคทีเรียโคลนท่ีแน่ใจวา่มียีน 

E7 มาเพ่ิมจ านวนในอาหารเลีย้งเชือ้ LB broth และท าการสกดัพลาสมิด เพ่ือสง่ sequencing 

เป็นครัง้สดุท้าย โดยใช้ universal primer ท่ีมีอยู่ใน pcDNA 3.1/myc-His A นัน่คือ T7 promoter  

 3.6 การท า Transfection 

 การท า Transfection ในงานวิจยันีจ้ะท าในรูปแบบของ Stable transfection นัน่คือจะใช้

ระยะเวลาท่ีมากกวา่การท า Transient transfection เน่ืองจากเราต้องหาความสมัพนัธ์ระหวา่งยีน 

E7 HPV 16 กบัการเกิดเมทิเลชนัท่ีโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 เน่ืองจากปกติแล้ว การท า 

Transient transfection สว่นมากจะใช้ในกรณีท่ีดกูารแสดงออกของยีนเป็นสว่นใหญ่ โดยภายหลงั

การ transfect ไปแล้วจะเก็บผลภายใน 24 - 72 ชัว่โมงเป็นหลกั ไมไ่ด้เลง็ถึงกระบวนการเกิด 

methylation ซึ่งล้วนแล้วเป็นกระบวนการท่ีอาจต้องใช้ระยะเวลาในการแสดงผล ซึ่งช่วงเวลานีเ้อง

เป็นสิ่งท่ีไมอ่าจรู้ได้ และข้อดีของการท า Stable transfection ประการหนึ่ง นัน่คือ ผลลพัธ์ท่ีได้

จะต้องคงอยู่ในรูปแบบเดิมตลอด และสง่ผา่นไปในหลายๆทอดในการแบ่งเซลล์ของ cell cycle 

 การตรวจสอบผลของการ Transfection ใช้วิธีการคดัเลือกกลุม่โคโลนีเซลล์ท่ีสามารถโตได้

ในอาหารท่ีใสย่า G418 (geneticin) ซึ่ง G418 จดัเป็น antibiotic ท่ีจะไป block การ synthesis 
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ของการสร้าง polypeptide ในช่วงของ elongation stage และมีผลทัง้ในเซลล์ prokaryote และ 

eukaryote  ยีนท่ีต้าน antibiotic G418 คือ NEO (neomycin resistance) ซึ่งยีนนีจ้ะอยู่ใน 

expression vector pcDNA 3.1/myc-His A ท่ีตดัตอ่ยีน E7 เข้าไป ดงันัน้เซลล์มะเร็ง C33A และ 

HN12 ท่ีได้รับพลาสมิดเข้าไป ย่อมท่ีจะโตในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมี G418 ได้ โดยปกติแล้ ว G418 

จะใช้เป็น marker ในการคดัเลือกของเซลล์สตัว์เลีย้งลกูด้วยนมเป็นสว่นใหญ่และจะใช้การ

คดัเลือกในช่วง range 400 - 1000 ug/ml ใช้เวลาทดสอบประมาณ 1 - 2 อาทิตย์ จากการวิจยั

พบวา่ ความเข้มข้นของ G418 ปริมาณยาท่ีใช้น้อยสดุและจะท าให้เซลล์มะเร็งปากมดลกู C33A 

ตายหมด ไมส่ามารถเจริญเติบโตได้ คือ ปริมาณยาท่ี 700 ug/ml สว่นเซลล์ห ูคอ จมกู HN12 

ปริมาณยาท่ีใช้น้อยสดุและจะท าให้เซลล์ตายหมดจะอยู่ท่ี 400 ug/ml ดงันัน้ภายหลงัการท า 

transfection พา expression vector  pcDNA3.1_E7 เข้าสูเ่ซลล์ C33A และ HN12 แล้ว อาหาร

เลีย้งเซลล์ท่ีใช้กบัเซลล์ C33A จะมีสว่นผสมของ G418  700 ug/ml ตลอดเวลา เช่นกนักบัอาหาร

เลีย้งเซลล์ท่ีใช้กบัเซลล์ HN12 จะมีสว่นผสมของ G418 400 ug/ml ตลอดเวลา           

 การท า transfection เร่ิมต้นจาก การ seed cell เพ่ือเตรียมปริมาณเซลล์ให้พอเหมาะ โดย

จะท าการนบัจ านวนเซลล์ด้วยสไลด์นบัเซลล์ (Heamocytometer) และค านวณปริมาณของเซลล์

ให้พอเหมาะกบั reagent Fugene HD และจ านวนพลาสมิด expression vector ในงานวิจยัใช้

หลมุของจานเลีย้งเซลล์แบบ 96 หลมุ และในแตล่ะหลมุต้องการจ านวนเซลล์ 20,000 เซลล์ โดยใน

วนัแรก ท าการ seed cell C33A และ HN12 ลงไปในจานเลีย้งเซลล์ (96-well plate) เซลล์ละ 3 

เพลท รวมทัง้สิน้ 6 เพลท จากนัน้น าเพลทท่ี seed cell ไปใสใ่นตู้เลีย้งเซลล์ซึ่งมีก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ 5% ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้วนัถดัมาจึงวดั

ปริมาณความเข้มข้นของพลาสมิด ด้วยเคร่ือง spectrophotometer (nanodrop) ซึ่ง plasmid ท่ีใช้

ในการ transfect ในครัง้นีจ้ะใช้ expression vector pcDNA3.1_E7 (เป็น vector ท่ีตดัตอ่ยีน E7 

ของ HPV 16 เข้าไป) สว่นพลาสมิดท่ีใช้เป็นตวัคอนโทรล คือ พลาส มิดเปลา่ (empty vector) 

pcDNA 3.1/myc-His A ท่ีไมไ่ด้ผา่นการตดัตอ่ยีนใสเ่ข้าไป ความเข้มข้นของพลาสมิดท่ีจะใช้

ภายใน 30 หลมุ คือ 3.3 ไมโครกรัม น าพลาสมิดไปผสมกบั DMEM (ท่ีไมใ่ส ่ antibiotic และ 

serum) ให้ได้ปริมาณรวมเป็น 155 ไมโครลิตร จากนัน้ใส ่ Fugene HD transfection reagent ลง

ไป หลอดละ 10 ไมโครลิตร แล้วตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 10 นาที จากนัน้จึงน าสารละลายไปหยอด
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ใสใ่นหลมุของจานเลีย้งเซลล์แบบ 96-well plate ท่ีท าการ seed cell ไว้ก่อนหน้านี ้แตล่ะหลมุ 

หลมุละ 5 ไมโครลิตร จากนัน้จึงน าไปเลีย้งในตู้เลีย้งเซลล์ท่ีมีแก๊สคาร์บอน 5% ท่ีอณุหภมูิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้จึงคอ่ยเปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีใส ่antibiotic G418 

700 ug/ml ส าหรับ C33A cell และ 400 ug/ml ส าหรับ HN12 cell  

4. การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างยีน E7 และ CCNA1 

 4.1 การตรวจสอบความสามารถในการผลิตโปรตีน E7                                                                        

 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน E7 ท่ี transect เข้าไปในเซลล์ C33A และ HN12 

โดยใช้ expression vector pcDNA3.1_E7 จะใช้วิธี western blot 

  4.1.1 การวัดปริมาณโปรตีนทัง้หมด 

ภายหลงัจากการเลีย้งเซลล์ทัง้ 6 ชนิด ซึ่งประกอบไปด้วย                                    

  - C33A  (เซลล์ C33A ปกติท่ีไมไ่ด้ transfect) 
                        - C33A_PC  (C33A ท่ี transfect empty vector pcDNA 3.1/myc-His A)            
  - C33A_E7  (C33A ท่ี transfect pcDNA3.1_E7) 
                        - HN12  (เซลล์ HN12 ปกติท่ีไมไ่ด้ transfect) 
                        - HN12_PC  (HN12 ท่ี transfect empty vector pcDNA 3.1/myc-His A) 
                        - HN12_E7  (HN12 ท่ี transfect pcDNA3.1_E7)  
 
 จึงเก็บเซลล์ใน RIPA buffer + 1x Protease inhibitor จากนัน้น าไปท าให้เซลล์แตก 
(sonication) โดยแช่ในน า้แขง็ 3 วินาที สดุท้ายวดัปริมาณโปรตีนรวมทัง้หมด ด้วยวิธี BCA assay 
โดยใช้ Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo, USA) โดยมีขัน้ตอนเตรียมสารละลาย
มาตรฐาน BSA ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ดงัแสดงในตารางท่ี 17 จากนัน้เตรียม working reagent 
(reagent  A : B = 50 : 1) และน า working reagent ไปผสมกบัสารละลายมาตรฐาน BSA ท่ี
ความเข้มข้นตา่งๆ และโปรตี นท่ีต้องการวดั ในอตัราสว่น 20 : 1 แล้วน าไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 37      
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้จึงน ามาวดัคา่การดดูกลืนแสงโดยใช้เคร่ือง 
spectrophotometer (micro plate reader) ซึ่งมีโปรแกรมอตัโนมตัิในการค านวณปริมาณโปรตีน
ของสารละลายท่ีต้องการวดั โดยเทียบกบัคา่ท่ีได้จากสารละลายมาตรฐาน BSA    
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ตารางท่ี 17 สว่นผสมท่ีใช้ในการเตรียมสารละลายมาตรฐาน BSA ท่ีระดบัความเข้มข้นตา่ง ๆ 

Vial Volume of Diluent Volume of Source BSA Final BS Concentration 
A 0 300 ul of stock 2,000 ug/ml 
B 125 ul 375 ul of stock 1,500 ug/ml 
C 325 ul 325 ul of stock 1,000 ug/ml 
D 175 ul 175 ul of vial B dilution 750 ug/ml 
E 325 ul 325 ul of vial C dilution 500 ug/ml 
F 325 ul 325 ul of vial E dilution 250 ug/ml 
G 325 ul 325 ul of vial F dilution 125 ug/ml 
H 400 ul 100 ul of vial G dilution 25 ug/ml 
I 400 ul 0 0 ug/ml = Blank 

 

  4.1.2 การตรวจสอบการผลิตโปรตีน E7 โดย Western blot 

 ตรวจสอบโดยวิธี western blot โดยเปรียบเทียบกบัเซลล์ปกติ และเซลล์ท่ีได้รับพลาสมิด

เปลา่เป็นกลุม่ควบคมุ เซลล์ทัง้ 6 ชนิด ดงันี ้ C33A, C33A_PC, C33A_E7, HN12, HN12_PC 

และ HN12_E7 เซลล์แตล่ะชนิดอยู่ในสารละลาย RIPA buffer + 1X Protease inhibitor ท าให้

เซลล์แตกโดย sonication จากนัน้น าไปป่ันตกตะกอนท่ี 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที 

อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้ดดูเฉพาะของเหลวท่ีอยู่ด้านบนไปวดัปริมาณความเข้มข้นของ

โปรตีนรวม ตามขัน้ตอนในหวัข้อ 4.1.1 เพ่ือน ามาค านวณปริมาณโปรตีนท่ีจะน ามาโหลดเจล ซึ่งใน

แตล่ะหลมุใสโ่ปรตีนรวม 40 ไมโครกรัม แล้วน าไปผสมกบั 1X loading buffer, 10%                      

β-mercaptoethanol จากนัน้น าไปอุน่ท่ีอณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียสก่อนเป็นเวลา 5 นาที เพ่ือ

คลายสายโปรตีนให้อยู่ในรูป linear จากนัน้เตรียมแผน่เจล โดยเตรียม separating gel 12% ไว้

เป็นสว่นลา่ง จากนัน้ปรับระดบัผิวหน้าเจลให้เรียบด้วย Distilled water ปลอ่ยทิง้ไว้ 30 นาทีให้เจ

ลแขง็ตวั ในระหวา่งท่ีเจลก าลงัจะแขง็ให้เตรียม stacking gel 4% ซ้อนทบัด้านบน separating 

gel โดยเติมลงไปให้ล้นแล้วใส ่comb ลงไปด้านบนเพ่ือให้เกิดหลมุในแผน่เจล ปลอ่ยทิง้ไว้ 30 นาที 

หลงัจากท่ีเจลแขง็ จึงเร่ิมท า SDS-PAGE รันโปรตีนในแท้งค์ Running buffer โดยใช้ความ        
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ตา่งศกัย์ไฟฟ้า 130 โวลต์ เป็นเวลา 2 ชัว่โมง เมื่อครบเวลาจึงท าการ transfer โปรตีนจากเจลสู ่

PVDF membrane โดยใช้ความตา่งศกัย์ไฟฟ้า 0.2 Amp. เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ภายใต้สภาวะน า้แขง็

ล้อมรอบ เมื่อครบเวลาในการ transfer จึงน า membrane ออกมาล้างด้วย block ด้วย 5% BSA 

ใน TBST ประมาณ 1 ชัว่โมง ท่ีอณุหภมูิห้อง เสร็จแล้วล้างด้วย TBST 3 ครัง้ ครัง้ละ 10 นาที น า 

membrane มาบ่มด้วย primary antibody c - Myc Mouse map (invitrogen) ในอตัราสว่น       

1 : 5,000 โดยผสมกบั 5% BSA ใน TBST 10 มิลลิลิตร ในหลอด Polypropylene ขนาด 50 

มิลลิลิตร เทบ่ม membrane ลงในถงุซิบ แล้วน าไปวางไว้ในตู้เย็น อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ทิง้ไว้

ข้ามคืน (ประมาณ 16 - 18 ชัว่โมง) จากนัน้น าออกมาล้างด้วย TBST 3 ครัง้ ครัง้ละ 10 นาที เสร็จ

แล้วบ่มด้วย secondary antibody Goat Anti-Mouse IgG3 (γ), HRP เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้

ล้างด้วย TBST 3 ครัง้ ครัง้ละ 10 นาที จากนัน้น าไปสอ่งดแูบนโปรตีนด้วยเคร่ือง 

Chemiluminescent โดยหยด substate Super Signal West Pico Chemiluminescent 

Substrate Kit (Thermo, USA) ในอตัรสว่น 1 : 1 แล้วปลอ่ยทิง้ไว้ 6 นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง แล้วคอ่ย

เปิดแสง Trans white สอ่งดแูบนโปรตีน เมื่อดแูบนของ myc-tag แล้วจึงน าเมมเบรนไปล้างด้วย 

3M NAOH เมื่อล้างเอา antibody myc-tag ออก จากนัน้จึงเร่ิมลง primary antibody Anti-beta 

Actin antibody [mAbcam 8226] (HRP) โดยท าเหมือนกบัการลง primary antibody myc-tag 

 4.2 การตรวจสอบเมทลิเลชันของยีน CCNA1 เม่ือผ่านการทรานสเฟกต์ด้วย E7 
            ท าการทดลองซ า้เหมือนในหวัข้อ 2.1 เพียงแตเ่ปลี่ยนเซลล์ท่ีใช้เป็น C33A, C33A_PC, 
C33A_E7, HN12, HN12_PC และ HN12_E7 โดยดเูปรียบเทียบระหวา่งเซลล์ท่ี transfect ยีน E7 
เทียบกบักลุม่คอนโทรลคือ เซลล์ปกติ และเซลล์ท่ี transfect พลาสมิดเปลา่ โดยดท่ีูผลของ             
เมทิลเลชนั ถ้าคา่เปอร์เซ็นแบน DNA ของ Met กบั Unmet มีความตา่งไปจากเดิม ก็น่าจะแสดงวา่                
ผลของยีน E7 HPV 16 มีผลท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในการเกิดเมทิลเลชนับนโพรโมเตอร์ 
CCNA1 
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 4.3 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1เม่ือผ่านการทรานสเฟกต์ด้วย E7 
ท าการทดลองซ า้เหมือนในหวัข้อ 2.2 เพียงแตเ่ปลี่ยนเซลล์ท่ีใช้เป็น C33A, C33A_PC, C33A_E7, 
HN12, HN12_PC และ HN12_E7 โดยดเูปรียบเทียบระหวา่งเซลล์ท่ี transfect ยีน E7 เทียบกบั
กลุม่คอนโทรลคือ เซลล์ปกติ และเซลล์ท่ี transfect พลาสมิดเปลา่ โดยดท่ีูผลของการแสดงออก
ของยีน CCNA1 ถ้าคา่การแสดงออกของยีน CCNA1 มีความตา่งไปจากเดิม ก็น่าจะแสดงวา่                
ผลของยีน E7 HPV 16 มีผลท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกในยีน CCNA1 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทท่ี 4 

ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

1. การตรวจสอบการติดเชือ้ HPV                                                                               
 1.1 การตรวจหา HPV DNA ด้วยวธีิ PCR 
            ในการตรวจสอบการติดเชือ้ของ Human papillomavirus ในเซลล์เพาะเลีย้งทัง้ 6 ชนิด 
คือ เซลล์ HeLa, SiHa, C33A, HN4, HN12 และ HN17 โดยใช้ ล าดบัเบส ของ HPV ในสว่น L1 
gene ท าการเพ่ิมจ านวนด้วยกระบวนการ Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ primers 
คูท่ี่มีการใช้ในการตรวจหาจีโนไทป์ HPV กนัทัว่ไป คือ MY09/MY11 การศกึษาท่ีได้แสดงดงัรูปท่ี 
21 และ ตารางท่ี 18 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 21 ผลการตรวจสอบการติดเชือ้ Human papillomavirus ในเซลล์เพาะเลีย้งทัง้ 6 ชนิด 
 โดย M คือ Marker, neg คือ negative control, He คือ เซลล์ HeLa,                                      
       Si คือ เซลล์ SiHa, Cc คือ เซลล์ C33A, H4 คือ เซลล์ HN4,                                                     
       H12 คือ เซลล์ HN12 และ H17 คือ เซลล์ HN17  
                                                                                  

 HeLa SiHA C33A HN4 HN12 HN17 
L1   - - -  

ตารางท่ี 18 แสดงผลการตรวจสอบการติดเชือ้ Human papillomavirus ในเซลล์เพาะเลีย้ง                      
ทัง้ 6 ชนิด  

 

L1 450  bp 

1000 bp 

  500 bp 
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1.2 การตรวจหา HPV type ด้วยวธีิ PCR 
 ในการตรวจสอบหา HPV type ในเซลล์เพาะเลีย้งทัง้ 6 ชนิด คือ เซลล์ HeLa, SiHa, 
C33A, HN4, HN12 และ HN17 โดยใช้ล าดบัเบส ของ HPV ในสว่น E6 และ E7 gene จาก HPV 
type 16 และ 18 มาออกแบบ primers ให้มีความจ าเพาะตอ่ยีน HPV16-E6, HPV16-E7, HPV18-
E6 และ HPV18-E7 จากฐานข้อมลูใน Pubmed ของ NCBI แล้วน ามาท าการเพ่ิมจ านวนด้วย
กระบวนการ PCR  การศกึษาท่ีได้แสดงดงัรูปท่ี 22,23 และ ตารางท่ี 19 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 22 ผลการตรวจสอบหา HPV type ในเซลล์เพาะเลีย้งทัง้ 6 ชนิดโดยใช้คู ่primers HPV16-E7
และ HPV16-E6                                                                                                                         
 โดย M คือ Marker, neg คือ negative control,                                                                                       
       He คือ เซลล์ HeLa, Si คือ เซลล์ SiHa,                                                                         
       Cc คือ เซลล์ C33A, H4 คือ เซลล์ HN4,                                                               
                  H12 คือ เซลล์ HN12 และ H17 คือ เซลล์ HN17                                                              
       สว่นตวัเลขท่ีระบคุูต่วัอกัษร 16E7 คือ primer HPV16-E7 ท่ีใช้ในการท า PCR                   
       ตวัเลขท่ีระบคุูต่วัอกัษร 16E6 คือ primer HPV16-E6 ท่ีใช้ในการท า PCR 
 
 
 
 

 

HPV16-E7  142 bp 

HPV16-E6  243 bp 

1000 bp 

500 bp 

1000 bp 

500 bp 
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รูปท่ี 23 ผลการตรวจสอบหา HPV type ในเซลล์เพาะเลีย้งทัง้ 6 ชนิดโดยใช้คู ่primers HPV18-E7
และ HPV18-E6                                                                                                                                   
 โดย M คือ Marker, neg คือ negative control,                                                                                       
       He คือ เซลล์ HeLa, Si คือ เซลล์ SiHa,                                                                         
       Cc คือ เซลล์ C33A, H4 คือ เซลล์ HN4,                                                               
                  H12 คือ เซลล์ HN12 และ H17 คือ เซลล์ HN17                                                              
       สว่นตวัเลขท่ีระบคุูต่วัอกัษร 18E7 คือ primer HPV18-E7 ท่ีใช้ในการท า PCR                   
       ตวัเลขท่ีระบคุูต่วัอกัษร 18E6 คือ primer HPV18-E6 ท่ีใช้ในการท า PCR 
 
ตารางท่ี 19 ผลการตรวจสอบหา HPV type ในเซลล์เพาะเลีย้งทัง้ 6 ชนิดโดยใช้คู ่primers 
HPV16-E7, HPV16-E6, HPV18-E7 และ HPV18-E6 

 HeLa SiHa C33A HN4 HN12 HN17 
HPV16-E7 -  - - - - 
HPV16-E6 -  - - - - 
HPV18-E7  - - - -  
HPV18-E6  - - - -  
 
 

 

HPV18-E7  270 bp HPV18-E7  243 bp 

Primers 
Cells 
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2. การตรวจสอบเมทเิลชันและการแสดงออกของยีน CCNA1                                                   
 2.1 การตรวจสอบเมทเิลชันบนโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1                                          
 ผลการวิเคราะห์การเกิดเมทิเลชนับนโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 โดยใช้เทคนิคท่ีช่ือ 
methylation specific-PCR (MSP) ในขัน้แรกท าการสกดั genomic DNA จากเซลล์ทัง้ 6 ชนิด คือ 
เซลล์ HeLa, SiHa, C33A, HN4, HN12 และ HN17 จากนัน้น า DNA มาท า sodium bisulfite 
treatment เพ่ือด าเนินปฏิกิริยา PCR ด้วยเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ (DNA Thermal Cycle) 
ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ PCR ด้วยการท า polyacrylamide gel electrophoresis การศกึษาท่ีได้
แสดงดงัรูปท่ี 24 
 

    HeLa  พบเปอร์เซ็นต์ unmethylated sequence    เท่ากบั 51.23%                                               

                พบเปอร์เซ็นต์ methylated sequence       เท่ากบั 48.77%                                                                    

      SiHa  ไมพ่บผลิตภณัฑ์ unmethylated sequence                                                              

                พบเปอร์เซ็นต์ methylated sequence      เท่ากบั 100%                                      

      C33A พบเปอร์เซ็นต์ unmethylated sequence   เท่ากบั 83.14%                                       

                พบเปอร์เซ็นต์ methylated sequence     เท่ากบั 16.86%                                                

     HN4  พบเปอร์เซ็นต์ unmethylated sequence    เท่ากบั 100%                                                                  

               ไมพ่บผลิตภณัฑ์ methylated sequence                                                                  

    HN12  พบเปอร์เซ็นต์ unmethylated sequence  เท่ากบั 100%                                       

    ไมพ่บผลิตภณัฑ์ methylated sequence                                                                

    HN17  ไมพ่บผลิตภณัฑ์ unmethylated sequence                                                             

               พบเปอร์เซ็นต์ methylated sequence       เท่ากบั 100% 
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รูปท่ี 24 ผลการวิเคราะห์การเกิดเมทิเลชนับนโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 โดยใช้เทคนิค 
methylation specific-PCR (MSP)  
 โดย M คือ Marker 10 bp, neg คือ negative control,                                                                                       
       He คือ เซลล์ HeLa, Si คือ เซลล์ SiHa,                                                                         
       Cc คือ เซลล์ C33A, H4 คือ เซลล์ HN4,                                                               
                  H12 คือ เซลล์ HN12 และ H17 คือ เซลล์ HN17                                                              
  
 2.2 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1                                                                                     
 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1 โดยการออกแบบคู ่primer ให้
เฉพาะเจาะจงกบัต าแหน่งยีนใน CCNA1 ท่ีมีขนาด 171 คูเ่บส และดแูบนดีเอน็เอจาก agarose 
gel electrophoresis ผลคือเซลล์สายพนัธุ์มะเร็งปากมดลกู 3 ชนิด HeLa, SiHa และ C33A cell 
มีการแสดงออกของยีน CCNA1 ท่ีคอ่นข้างน้อย สว่นเซลล์สายพนัธุ์มะเร็งห ูคอ จมกู 3 ชนิด HN4 
และ HN12 cell มีการแสดงออกของยีน CCNA1 ท่ีคอ่นข้างมากและชดัเจนเมื่อเทียบกบั HN17 ท่ี
คอ่นข้างน้อย การศกึษาท่ีได้แสดงดงัรูปท่ี 25 
 
 
 

 

51.23%       -           71.14%    100%       100%       - 

48.77%    100%     21.86%       -                -           100% 

100bp 

40bp 

50bp 

70bp 
Unmet  67 bp 

Met  46 bp 
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 รูปท่ี 25 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1                                  
 โดย M คือ Marker 100 bp, neg คือ negative control,                                                                                       
       He คือ เซลล์ HeLa, Si คือ เซลล์ SiHa,                                                                         
       Cc คือ เซลล์ C33A, H4 คือ เซลล์ HN4,                                                                    
       H12 คือ เซลล์ HN12 และ H17 คือ เซลล์ HN17                                                               

 
3. การสร้าง recombinant plasmid ของยีน E7 ของ HPV ไทป์ 16  
 3.1 การตรวจสอบยีน E7 ในพลาสมิด pGEX2T E7  
 ผลการตรวจพิสจูน์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน E7 ในพลาสมิด pGEX2T E7 โดยใช้ 
universal primer ท่ีช่ือ pGEX5 primer และ pGEX3 primer สง่ DNA sequencing ท่ีบริษัท 
Macrogen แล้วน าผล sequence ท่ีได้มาเปรียบเทียบกบัล าดบัเบสของ E7 HPV 16 ท่ีมี 
reference number คือ NC_001526 พบวา่ล าดบัเบสมีความเหมือนกนั 100% ทัง้ 297 คูเ่บส 
รวมทัง้ต าแหน่งตดัจ าเพาะของเอนไซม์ BamHl และ EcoRl ซึ่งถกูต้องเช่นกนั ดงัแสดงในรูปท่ี 26   
 
 
 
 
 
 
 

 

  M         neq           He            Si            Cc            H4          H12         H17 

CCNA 171 bp 

 

GAPDH  453 bp 

 

500 bp 

1000 bp 
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 รูปท่ี 26 ผลการตรวจพิสจูน์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน E7 ในพลาสมิด pGEX2T E7                            
 โดย ล าดบัเบสแถบแรก E7-4-pGEX5 คือ ผล sequencing ล าดบัเบสของยีน E7 โดยใช้ 
       universal primer ท่ีช่ือ pGEX5 primer                                                                   
       ล าดบัเบสแถบท่ีสอง E7 คือ ล าดบัเบสของ E7 HPV 16 ท่ีน ามาจากฐานข้อมลู NCBI     
       สว่นในกรอบสี่เหลี่ยม คือ ต าแหน่งตดัจ าเพาะของเอนไซม ์BamHl และ EcoRl 
           
 3.2 การตรวจสอบความถูกต้องของการท า Mutagenesis 
 ผลการตรวจสอบยีน E7 โดยคดัเลือกโคโลนี 10 โคลน จากโคโลนีทัง้หมดท่ีขึน้บนอาหาร
เลีย้งเชือ้ท่ีมียา ampicillin เป็นmarker โดยใช้คู ่primer pGEX5 และ pGEX3 ซึ่งเป็นล าดบั                   
นิวคลีโอไทด์ท่ีอยู่ระหวา่งยีน E7 ใน พลาสมิด pGEX2T E7 มาท า PCR และตรวจสอบแถบ DNA 
ด้วย electropholysis ดงัรูปท่ี 27 พบวา่ทกุโคโลนีท่ีคดัเลือกมาทัง้ 10 โคลน ขึน้แถบ DNA ท่ีขนาด 
448 คูเ่บส ทัง้หมด โดยเปรียบเทียบกบั positive control ในเลนท่ีสอง ท่ีใช้โคโลนีจากแบคทีเรีย
โคลนท่ีไมไ่ด้ผา่นการท า mutagenesis 
  
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 27 ผลการตรวจสอบยีน E7 โดยใช้คู ่primer pGEX5 และ pGEX3 

 

 

 M     -ve     +ve      1       2        3       4        5       6        7        8       9      10     M           

448 bp 

 

1000 bp 

500 bp 
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 โดย M คือ Marker 100 bp, -ve คือ negative control,                                                     
       +ve คือ wildtype แบคทีเรียโคลนท่ีไมผ่า่นการท า mutagenesis                                                                                        
       สว่นหมายเลข 1 - 10 คือ แบคทีเรียโคลนท่ี 1 - 10 
 
 หลงัจากนัน้น า PCR product ท่ีได้มาจากแบคทีเรียทัง้ 10 clones มาตรวจสอบความ
ถกูต้องของต าแหน่ง mutagenesis ด้วยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Ndel ซึ่งมีต าแหน่งตดัเป็น 
CATATG ซึ่งถ้าเอนไซม์ Ndel สามารถตดัได้ ย่อมแสดงวา่ต าแหน่งของ mutagenesis มีความ  
ถกูต้อง ผลปรากฏวา่ แบคทีเรียทกุโคลนท่ีคดัเลือกมา สามารถตดัด้วยเอนไซม ์ Ndel ได้ทกุโคลน 
โดยขนาด PCR product ปกติจะมีขนาดท่ี 448 คูเ่บส และเมื่อถกูตดัด้วย Ndel จะเห็น DNA เป็น 
2 แบน ท่ีมีขนาด 367 กบั 87 ดงัรูปท่ี 28 แสดงวา่การท า mutagenesis ส าเร็จผล  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 รูปท่ี 28 ผลการตรวจสอบการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Ndel                                                              
 โดย M คือ Marker 100 bp                                                                                                     
 สว่นหมายเลข 1 - 10 คือ แบคทีเรียโคลนท่ี 1 - 10 
 
 ผลการใช้คู ่ primer pGEX5 และ pGEX3 เพ่ือตรวจสอบความถกูต้องของต าแหน่ง                     
นิวคลีโอไทด์ของยีน E7 และต าแหน่ง mutagenesis แสดงดงัรูปท่ี 29 ผลปรากฏวา่มีความถกูต้อง
ทกุประการ ทัง้ล าดบัเบสในยีน E7 , ล าดบัเบสของต าแหน่งตดัจ าเพาะของเอนไซม์ EcoRl และ 
BamHl รวมทัง้ต าแหน่งท่ีผา่นการท า mutagenesis 
 
 

 

 M        1          2           3           4          5         6         7           8           9         10       M     

448 bp 

 

367 bp 

 
87 bp 

 

500 bp 
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                      10         20         30         40         50              

E7_pGEX5     ---------- ---------- ------GGGG -CATC-TCCA ---TCGGATC  

E7_MUT       gggctggcaa gccacgtttg gtggtggcga ccatcctcca aaatcggatc  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                      60         70         80         90        100             

E7_pGEX5     TGGTTC-GCG TGGATCCATG CATGGAGATA CACCTACATT GCATGAATAT  

E7_MUT       tggttccgcg tggatccATG CATGGAGATA CACCTACATT GCATGAATAT  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     110        120        130        140        150         

E7_pGEX5     ATGTTAGATT TGCAACCAGA GACAACTGAT CTCTACTGTT ATGAGCAATT  

E7_MUT       ATGTTAGATT TGCAACCAGA GACAACTGAT CTCTACTGTT ATGAGCAATT  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     160        170        180        190        200         

E7_pGEX5     AAATGACAGC TCAGAGGAGG AGGATGAAAT AGATGGTCCA GCTGGACAAG  

E7_MUT       AAATGACAGC TCAGAGGAGG AGGATGAAAT AGATGGTCCA GCTGGACAAG  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     210        220        230        240        250         

E7_pGEX5     CAGAACCGGA CAGAGCCCAT TACAATATTG TAACCTTTTG TTGCAAGTGT  

E7_MUT       CAGAACCGGA CAGAGCCCAT TACAATATTG TAACCTTTTG TTGCAAGTGT  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     260        270        280        290        300         

E7_pGEX5     GACTCTACGC TTCGGTTGTG CGTACAAAGC ACACACGTAG ACATTCGTAC  

E7_MUT       GACTCTACGC TTCGGTTGTG CGTACAAAGC ACACACGTAG ACATTCGTAC  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     310        320        330        340        350         

E7_pGEX5     TTTGGAAGAC CTGTTAATGG GCACACTAGG AATTGTGTGC CCCATCTGTT  

E7_MUT       TTTGGAAGAC CTGTTAATGG GCACACTAGG AATTGTGTGC CCCATCTGTT  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     360        370        380        390        400         

E7_pGEX5     CTCAGAAACC ATATGATGAA TTCATCGTGA CTGACTGACG ATTTGCCTCC  

E7_MUT       CTCAGAAACC ATATgatgaa ttcatcgtga ctgactgacg atctgcctcg  

 

รูปท่ี 29 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน E7 และต าแหน่งท่ีผา่นการ mutagenesis 
 ไฮไลต์สีแดงคือ ต าแหน่งท่ีเปลี่ยนเบสไปจากการท า mutagenesis  
 ไฮไลต์สีเทา คือ ต าแหน่งของยีน E7 สว่นไฮไลต์สีฟ้า คือ ต าแหน่งตดัจ าเพาะของเอนไซม ์
            BamHl และ EcoRl ตามล าดบั 
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 3.3 การสร้างพลาสมิดส าหรับการท า transfection                                                         
 ผลการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ ส าหรับเตรียมตดัตอ่ยีน E7 เข้ากบั expression vector 

โดยใช้เอนไซม์ 2 ตวั คือ EcoRl และ BamHl ใช้วิธีการตดัแบบ double digestion พร้อมกนัทัง้สอง

เอนไซม์ ผลปรากฏ ฝ่ังซ้ายเลน 1-9 เป็นแถบ DNA ท่ีตดัยีน E7 ออกมามีขนาดท่ี 306 คูเ่บส สว่น

ฝ่ังขวาสองเลน A กบั B คือแถบของ expression vector pcDNA3.1 ท่ีมีขนาด 5,470 คูเ่บส ซึ่ง

จะต้องตดัแถบ DNA ท่ีอยู่ในกรอบสีเ่หลี่ยมดงัรูปท่ี 30 ไปท า ligation ตอ่ไป 

  

 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 30 ผลการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ EcoRl และ BamHl แบบ double digestion 
 

 ผลการใช้ universal primer ท่ีมีอยู่ใน pcDNA 3.1/myc-His A คือ T7 promoter มา

ตรวจสอบความถกูต้องจากการ construct plasmid โดยเลือกโคลนแบคทีเรียท่ีผา่นการ 

transform recombinant plasmid pcDNA3.1_E7 ท่ีสร้างขึน้เข้าไป และใช้ primer(F) HPV16-E7 

และ (R) HPV16-E7 เพ่ิมปริมาณ DNA ดแูบนของ E7 ซึ่งถ้าแบคทีเรียโคลนใดให้ผลปรากฏวา่มี 

E7 อยู่ ก็จะเก็บรักษาโคลนนัน้ไว้และเลีย้งเพ่ิมจ านวน สง่ sequence ครัง้สดุท้ายผลท่ีได้เป็นดงัรูป

ท่ี 31 โดยล าดบัเบสแถบเส้นบน คือ พลาสมิดท่ีสง่ sequencing เปรียบเทียบกบัล าดบัเบสแถบ

เส้นลา่ง ซึ่งเป็นล าดบัเบสท่ีคาดคะเนความถกูต้องไว้ จะสงัเกตเห็นวา่ ไฮไลต์สีเทา คือสว่นของยีน 

E7, ไฮไลต์สีฟ้า คือล าดบัเบสตดัจ าเพาะของเอนไซม์  EcoRl และ BamHl, ไฮไลต์สีแดง คือ 

ต าแหน่งท่ีเปลี่ยนล าดบัเบส stop codon (TAA) ให้เป็นล าดบัเบส TAT จากการท า mutagenesis 

และไฮไลตส์ีชมพ ูคือ ต าแหน่งของ epitope myc tag ท่ีใช้ในการติดตามการแสดงออกโปรตีน E7  

 

 

       1          2         3         4          5         6         7         8         9                    A         B         

E7 ขนาด 306 bp 

pcDNA3.1               
ขนาด 5,470 bp 
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              ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                       60         70         80         90        100             

PC_E7_T7      TAC-GAGCTC GGATCCATGC ATGGAGATAC ACCTACATTG CATGAATATA  

pcDNA3.1-E7   TACCGAGCTC GGATCCATGC ATGGAGATAC ACCTACATTG CATGAATATA  

 

 

              ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                      110        120        130        140        150         

PC_E7_T7      TGTTAGATTT GCAACCAGAG ACAACTGATC TCTACTGTTA TGAGCAATTA  

pcDNA3.1-E7   TGTTAGATTT GCAACCAGAG ACAACTGATC TCTACTGTTA TGAGCAATTA  

 

 

              ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                      160        170        180        190        200         

PC_E7_T7      AATGACAGCT CAGAGGAGGA GGATGAAATA GATGGTCCAG CTGGACAAGC  

pcDNA3.1-E7   AATGACAGCT CAGAGGAGGA GGATGAAATA GATGGTCCAG CTGGACAAGC  

 

 

              ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                      210        220        230        240        250         

PC_E7_T7      AGAACCGGAC AGAGCCCATT ACAATATTGT AACCTTTTGT TGCAAGTGTG  

pcDNA3.1-E7   AGAACCGGAC AGAGCCCATT ACAATATTGT AACCTTTTGT TGCAAGTGTG  

 

 

              ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                      260        270        280        290        300         

PC_E7_T7      ACTCTACGCT TCGGTTGTGC GTACAAAGCA CACACGTAGA CATTCGTACT  

pcDNA3.1-E7   ACTCTACGCT TCGGTTGTGC GTACAAAGCA CACACGTAGA CATTCGTACT  

 

 

              ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                      310        320        330        340        350         

PC_E7_T7      TTGGAAGACC TGTTAATGGG CACACTAGGA ATTGTGTGCC CCATCTGTTC  

pcDNA3.1-E7   TTGGAAGACC TGTTAATGGG CACACTAGGA ATTGTGTGCC CCATCTGTTC  

 

 

              ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                      360        370        380        390        400         

PC_E7_T7      TCAGAAACCA TATGATGAAT TCTGCAGATA TCCAGCACAG TGGCGGCCGC  

pcDNA3.1-E7   TCAGAAACCA TATGATGAAT TCTGCAGATA TCCAGCACAG TGGCGGCCGC  

 

 

              ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                      410        420        430        440        450         

PC_E7_T7      TCGAGTCTAG AGGGCCCTTC GAACAAAAAC TCATCTCAGA AGAGGATCTG  

pcDNA3.1-E7   TCGAGTCTAG AGGGCCCTTC GAACAAAAAC TCATCTCAGA AGAGGATCTG  

 

 

              ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                      460        470        480        490        500         

PC_E7_T7      AATATGCATA CCGGTCATCA TCACCATCAC CATTGAGTTT AAACCCGCTG  

pcDNA3.1-E7   AATATGCATA CCGGTCATCA TCACCATCAC CATTGAGTTT AAACCCGCTG  

 
รูปท่ี 31 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ pcDNA3.1_E7 
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4. การวเิคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างยีน E7 และ CCNA1 

 4.1 การตรวจสอบความสามารถในการผลิตโปรตีน E7                                                   

 การตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีน E7 ท่ีทรานสเฟกตเ์ข้าไปในเซลล์ C33A และ 

HN12 โดยใช้ expression vector pcDNA3.1_E7 โดยวิธี western blot                                                      

  4.1.1 การวัดปริมาณโปรตีนทัง้หมด                                                       

 เซลล์ท่ีน ามาตรวจสอบความสามารถในการผลิตโปรตีน E7 มีทัง้หมด 6 ชนิด ดงันี ้                  

 - C33A  (เซลล์ C33A ปกติท่ีไมไ่ด้ทรานสเฟกต)์                                                                               

 - C33A_PC (C33A ท่ีทรานสเฟกต ์empty vector pcDNA 3.1/myc-His A)                                         

 - C33A_E7 (C33A ท่ีทรานสเฟกต ์pcDNA3.1_E7)                                                                            

 - HN12 (เซลล์ HN12 ปกติท่ีไมไ่ด้ทรานสเฟกต)์                                                                                

 - HN12_PC (HN12 ท่ีทรานสเฟกต ์empty vector pcDNA 3.1/myc-His A)                                         

 - HN12_E7 (HN12 ท่ีทรานสเฟกต ์pcDNA3.1_E7) 

 การพิสจูน์วา่เซลล์แตล่ะชนิดเหลา่นีม้ีการแสดงออกของโปรตีน E7 ท่ีแตกตา่งกนั จ าเป็น

จะต้องวดัความเข้มข้นของปริมาณโปรตีนรวมท่ีได้จากเซลล์แตล่ะชนิดก่อนท่ีจะน าโปรตีนไป

ตรวจสอบการแสดงออก เพ่ือให้ปริมาณโปรตีนรวมท่ีจะน าไปตรวจสอบมีปริมาณท่ีเท่ากนั จะได้

มัน่ใจและยืนยนัผลได้วา่ การผลิตโปรตีน E7 เป็นผลมาจากการแสดงออกของยีน E7 ซึ่งมาจาก

ปริมาณโปรตีนรวมเท่ากนั ท าให้สรุปได้วา่ โปรตีน E7 มีการแสดงออกมาจาก expression vector 

pcDNA3.1_E7 เท่านัน้ โดยใช้การวดัปริมาณโปรตีนรวมด้วยวิธี BCA Protein Assay ซึ่งเทียบ

จากความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน BSA ท่ีระดบัความเข้มข้นตา่งๆ ผลการวดัท่ีได้แสดงดงั

ในรูปท่ี 32 ซึ่งเป็นตวัอย่างของผลการวดัปริมาณโปรตีนรวมท่ีสกดัมาจาก whole proteinส าหรับ

น าไปท า Western blot โดยแตล่ะหลมุใช้ปริมาณโปรตีนรวม 40 ไมโครกรัม ในปริมาณท่ีเท่ากนั จะ

เห็นได้วา่โปรตีนท่ีสกดัออกมาจากเซลล์แตล่ะชนิดนัน้ได้ปริมาณท่ีไมเ่ท่ากนั แตส่ดุท้ายก็ใช้การ

วิเคราะห์นีแ้ละค านวณปริมาณโปรตีนรวมจากแตล่ะเซลล์ให้มีปริมาณเร่ิมต้นท่ีเท่ากนันัน่เอง 
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รูปท่ี 32 ตวัอย่างผลการวดัปริมาณโปรตีนรวม ส าหรับน าไปท า Western blot 
ในแตล่ะหลมุใช้ปริมาณโปรตีนรวมเท่ากนัคือ 40 ug 
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  4.1.2 การตรวจสอบการผลิตโปรตีน E7 โดย Western blot   
 เป็นขัน้ตอนเพ่ือตรวจสอบความสามารถของยีน E7 ในการผลิตโปรตีน E7 จาก 
expression vector pcDNA3.1_E7 ด้วยวิธี Western blot เปรียบเทียบกบัเซลล์ C33A และ 
HN12 ท่ีได้รับการทรานสเฟกต ์ empty expression vector (pcDNA 3.1/myc-His A พลาสมิด
เปลา่ท่ีไมม่ีการผลิตโปรตีน E7) กบัเซลล์ปกติท่ีไมไ่ด้รับการทรานสเฟกต ์ เป็นกลุม่ควบคมุ ผลจาก
การท า Western blot แสดงให้เห็นวา่เซลล์ C33A และ HN12 ท่ีได้รับการทรานสเฟกต ์
pcDNA3.1_E7 สามารถผลิตโปรตีน E7 ซึ่งมีขนาด 25 kDa ได้ (โปรตีน E7 ขนาดท่ีรวมกบั 
epitope tag ของพลาสมิดแล้วจะมีขนาดประมาณ 25 kDa สว่นโปรตีน E7 ปกติจะมีขนาด 21 
kDa) ดงัรูปท่ี 33 สว่นเซลล์ C33A กบั HN12 ท่ีได้รับการทรานสเฟกต์ empty expression vector 
และเซลล์ C33A กบั HN12 เซลล์ปกติท่ีไมไ่ด้รับการทรานสเฟกต ์ไมม่ีการผลิตโปรตีน E7 แสดงให้
เห็นวา่ โดยปกติยีน E7 ไมม่ีการแสดงออกในเซลล์ C33A และ HN12 สอดคล้องกบัผลการสกดั 
mRNA ตรวจสอบ HPV type ในหวัข้อ 1.6 ซึ่งตอ่มาจะถกูเปลี่ยนเป็น cDNA แล้วใช้เป็นต้นแบบ
ในการสงัเคราะห์ยีน E7 ปรากฏวา่ การท า PCR ไมส่ามารถเพ่ิมปริมาณยีนได้ เน่ืองจากไมม่ีสาย
ต้นแบบนัน่เอง ด้วยเหตนีุผู้้ วิจยัจึงเลือกใช้เซลล์ C33A และ HN12 เป็นเซลล์ส าหรับทรานสเฟกต์
พลาสมิดลกูผสมเข้าไป (recombinant plasmid) ถ้าหากยีน E7 มีการแสดงออกสามารถผลิต
โปรตีน E7 แสดงวา่ เป็นผลมาจากการท างานของยีน E7 ท่ีเช่ือมกบั expression vector 
pcDNA3.1_E7 เท่านัน้       
                                                                      
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 33 การตรวจสอบความสามารถในการผลิตโปรตีน E7 ด้วยวิธี Western blot 
 

โดย C33A WT และ HN12 WT คือ เซลล์ C33A และ HN12 ปกติท่ีไมไ่ด้ทรานสเฟกต์พลาสมิด           
       C33A E7 และ HN12 E7  คือ เซลล์ C33A และ HN12 ท่ีทรานสเฟกต์ pcDNA3.1_E7       
       C33A PC และ C33A PC คือ เซลล์ C33A และ HN12 ท่ีทรานสเฟกต์ empty vector                         
                                        

 

      Beta Actin                                       

loading control (42 kDa)  

      โปรตีน E7 (25 kDa) 

57 kDa                                  

42 kDa 

31 kDa 

24 kDa 
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 4.2 การตรวจสอบเมทเิลชันของยีน CCNA1 เม่ือผ่านการทรานสเฟกต์ด้วย E7                       

 เป็นขัน้ตอนการตรวจสอบการเกิดเมทิเลชนัท่ีโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ด้วยวิธี 

Methylation specific-PCR (MSP) ท่ีแสดงไว้ในวิธีด าเนินงานวิจยั หวัข้อ 2.1 ในหวัข้อนีจ้ะใช้

เซลล์ 2 ชนิดส าหรับการเปรียบเทียบ คือ เซลล์สายพนัธุ์มะเร็งปากมดลกู C33A และเซลล์สายพนัธุ์

มะเร็ง ห ูคอ จมกู HN12 โดยเปรียบเทียบกนัระหวา่งเซลล์ท่ีได้รับการทรานสเฟกต์ expression 

vector pcDNA3.1_E7 กบัเซลล์ท่ีได้รับการทรานสเฟกต์ empty vector และเซลล์ปกติ เป็นกลุม่

ควบคมุ ผลจากการท า PCR แสดงให้เห็นวา่ในเซลล์ C33A ท่ีทรานสเฟกต์ pcDNA3.1_E7 ให้ผล

การเกิดเมทิเลชนัท่ีมากกวา่ในเซลล์ปกติ และเซลล์ท่ีทรานสเฟกต์ empty vector ดงัในรูป 34 

แสดงให้เห็นวา่ E7 มีผลท าให้เกิดเมทิเลชนับนโพรโมเตอร์ของ CCNA1 มากขึน้นัน่เอง 

            ผลเปอร์เซ็นแบนของเซลล์ C33A ปกติ                       Met = 10.23     Unmet = 89.77 
 ผลเปอร์เซ็นแบนของเซลล์ C33A pcDNA3.1_E7       Met = 28.12     Unmet = 71.88 
 ผลเปอร์เซ็นแบนของเซลล์ C33A empty vector         Met = 12.00     Unmet = 88.00 
                    ***  Met  =    methylation , Unmet  = unmethylation 
 
            
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 34 การตรวจสอบการเกิดเมทิเลชนัท่ีโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ในเซลล์ C33A 

 โดย   C33A WT     คือ     เซลล์ C33A ปกติท่ีไมไ่ด้ทรานสเฟกต์พลาสมิด                                     

  C33A E7     คือ      เซลล์ C33A ท่ีทรานสเฟกต์ pcDNA3.1_E7                                                     

  C33A PC     คือ     เซลล์ C33A ท่ีทรานสเฟกต์ empty vector 

 

      Unmet 67 bp                                         

   GAPDH loading control 

       Met 46 bp 

54 bp 

100 bp 

40 bp 

50 bp 

60 bp 

80 bp 
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 ผลจากการตรวจสอบการเกิดเมทิเลชนัท่ีโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ด้วยวิธี Methylation 
specific-PCR (MSP) ในเซลล์ HN1 แสดงให้เห็นวา่ในเซลล์ HN12 ท่ีทรานสเฟกต์ 
pcDNA3.1_E7 ผลปรากฏมีแบนเมทิเลชนัเกิดขึน้ สว่นในเซลล์ปกติและเซลล์ท่ีทรานสเฟกต์ 
empty vector ปรากฏวา่ไมพ่บแบน DNA ของเมทิเลชนัของยีน CCNA1 ดงัในรูป 35 แสดงให้เห็น
วา่ E7 มีผลท าให้เกิดเมทิเลชนับนโพรโมเตอร์ของ CCNA1 นัน่เอง 
 
            ผลเปอร์เซ็นแบนของเซลล์ C33A ปกติ                       Met = 0     Unmet = 100 
 ผลเปอร์เซ็นแบนของเซลล์ C33A pcDNA3.1_E7       Met = 17.90     Unmet = 82.10 
 ผลเปอร์เซ็นแบนของเซลล์ C33A empty vector         Met = 0            Unmet = 100 
                 
                                                  ***  Met  =    methylation , Unmet  = unmethylation 
 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 35 การตรวจสอบการเกิดเมทิเลชนัท่ีโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ในเซลล์ C33A 

 โดย   HN12 WT     คือ     เซลล์ HN12 ปกติท่ีไมไ่ด้ทรานสเฟกต์พลาสมิด                                     

  HN12 E7     คือ      เซลล์ HN12 ท่ีทรานสเฟกต์ pcDNA3.1_E7                                                     

  HN12 PC     คือ     เซลล์ HN12 ท่ีทรานสเฟกต์ empty vector 

 

 

 

      Unmet 67 bp                                         

   GAPDH loading control 

       Met 46 bp 

54 bp 

100 bp 

40 bp 

50 bp 

60 bp 

80 bp 
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 4.3 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนCCNA1เม่ือผ่านการทรานสเฟกต์ด้วย E7 
 เป็นขัน้ตอนเพ่ือตรวจสอบการแสดงออกในระดบั mRNA ของยีน CCNA1 โดยเทคนิค 
RT-PCR ท่ีแสดงไว้แล้วในวิธีด าเนินงานวิจยัหวัข้อ 2.2 โดยใช้ยีน GAPDH เป็นตวัควบคมุ ใน
หวัข้อนีจ้ะใช้เซลล์ 2 ชนิด ส าหรับการเปรียบเทียบ คือ เซลล์สายพนัธุ์มะเร็งปากมดลกู C33A และ
เซลล์สายพนัธุ์มะเร็ง ห ูคอ จมกู HN12 โดยเปรียบเทียบกนัระหวา่งเซลล์ท่ีได้รับการทรานสเฟกต์ 
expression vector pcDNA3.1_E7 กบัเซลล์ท่ีได้รับการทรานสเฟกต์ empty vector และเซลล์
ปกติ เป็นกลุม่ควบคุม ผลจากการสกดั mRNA และเปลี่ยนให้เป็นสาย DNA คูส่ม (cDNA) แล้ว
น าไปท า PCR แสดงให้เห็นวา่ในเซลล์ C33A ท่ีทรานสเฟกต์ pcDNA3.1_E7 ให้ผลการแสดงออก
ของยีน CCNA1 ท่ีลดน้อยลงกวา่ในเซลล์ปกติและเซลล์ท่ีทรานสเฟกต์ empty vector ดงัในรูป 36 
สอดคล้องกบัผลการตรวจเมทิเลชนัท่ีโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ในหวัข้อผลการวิเคราะห์ข้อมลู 
4.2 เน่ืองจากการเกิดเมทิเลชนัท่ีเพ่ิมขึน้จะท าให้การแสดงออกของยีนลดน้อยลง แสดงให้เห็นวา่ 
E7 มีผลท าให้เกิดเมทิเลชนับนโพรโมเตอร์ของ CCNA1 มากขึน้ และท าให้ยีนนีม้ีการแสดงออกท่ี
ลดน้อยลงตามล าดบั 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            รูปท่ี 36 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์ C33A                                             

 โดย   C33A WT     คือ     เซลล์ C33A ปกติท่ีไมไ่ด้ทรานสเฟกต์พลาสมิด                                     

  C33A E7     คือ      เซลล์ C33A ท่ีทรานสเฟกต์ pcDNA3.1_E7                                                     

  C33A PC     คือ     เซลล์ C33A ท่ีทรานสเฟกต์ empty vector 

 

 

1000 bp 

500 bp 

200 bp 

GAPDH 453 bp 

loading control 

 CCNA1 171 bp 
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 ผลการตรวจสอบการแสดงออกในระดบั mRNA ของยีน CCNA1 โดยเทคนิค RT-PCR 
โดยใช้ยีน GAPDH เป็นตวัควบคมุ ในเซลล์ HN12 โดยเปรียบเทียบกนัระหวา่งเซลล์ท่ีได้รับการ
ทรานสเฟกต์ expression vector pcDNA3.1_E7 กบัเซลล์ท่ีได้รับการทรานสเฟกต์ empty vector 
และเซลล์ปกติ เป็นกลุม่ควบคมุ ผลจากการสกดั mRNA และเปลี่ยนให้เป็นสาย DNA คูส่ม 
(cDNA) แล้วน าไปท า PCR แสดงให้เห็นวา่ในเซลล์ HN12 ท่ีทรานสเฟกต์ pcDNA3.1_E7 ให้
ผลการวิจยัเป็นไปในทิศทางเดียวกนักบัในเซลล์ C33A คือ พบการแสดงออกของยีน CCNA1 ท่ีลด
น้อยลงกวา่ในเซลล์ปกติและเซลล์ท่ีทรานสเฟกต์ empty vector ดงัในรูป 37 สอดคล้องกบัผลการ
ตรวจเมทิเลชนัท่ีโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ในหวัข้อผลการวิเคราะห์ข้อมลู 4.2 เน่ืองจากการเกิด
เมทิเลชนัท่ีเพ่ิมขึน้จะท าให้การแสดงออกของยีนลดน้อยลง แสดงให้เห็นวา่  E7 มีผลท าให้เกิด    
เมทิเลชนับนโพรโมเตอร์ของ CCNA1 มากขึน้ และท าให้ยีนนีม้ีการแสดงออกท่ีลดน้อยลง
ตามล าดบั 
  

 

 

 
 
 
 
 
 
            รูปท่ี 37 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์ HN12                                             

 โดย   HN12 WT     คือ     เซลล์ HN12 ปกติท่ีไมไ่ด้ทรานสเฟกต์พลาสมิด                                     

  HN12 E7     คือ      เซลล์ HN12 ท่ีทรานสเฟกต์ pcDNA3.1_E7                                                     

  HN12 PC     คือ     เซลล์ HN12 ท่ีทรานสเฟกต์ empty vector 

 
 

 

1000 bp 

500 bp 

200 bp 

GAPDH 453 bp 

loading control 

 CCNA1 171 bp 

 



บทท่ี 5 

สรุปผลการวจิัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการวจิัย                                                                                                                              

 ผลการศกึษาการติดเชือ้ HPV จากเซลล์ไลน์มะเร็งของมนษุย์ทัง้ 6 ชนิด คือ เซลล์ HeLa, 

SiHa, C33A, HN4, HN12 และ HN17 โดยการเพ่ิมจ านวน DNA ของเซลล์ทัง้ 6 ชนิด ด้วย

กระบวนการ polymerase chain reaction (PCR) และใช้คู ่ primers ท่ีมีการใช้ในการตรวจหา     

จีโนไทป์ HPV ทัว่ไป คือ MY09/MY11 โดยใช้ล าดบัเบส ของ HPV ในสว่น L1 gene พบวา่เซลล์ท่ี

มีการติดเชือ้ HPV มีทัง้สิน้ 3 ชนิด คือ HeLa, SiHa และ HN17 สว่นในเซลล์ 3 ชนิดท่ีเหลือ คือ 

C33A, HN4 และ HN12 ไมพ่บการติดเชือ้ HPV ซึ่งในเซลล์มะเร็งปากมดลกู (HeLa, SiHa และ 

C33A) ก่อนหน้านัน้ทราบข้อมลูแล้ววา่ เซลล์ท่ีมีการติดเชือ้ HPV คือ HeLa (HPV 18) และ SiHa 

(HPV16) สว่นในเซลล์ห ูคอ จมกู (HN4, HN12 และ HN17) เป็นเซลล์ท่ีไมท่ราบการติดเชือ้ จาก

การผลการทดลองให้ผลเป็นไปตามความคาดหมายในเซลล์ HeLa, SiHa และ C33A สว่นในเซลล์

ท่ีเหลือ จากผลการทดลองท าให้ทราบวา่ เซลล์ท่ีมีการติดเชือ้ HPV คือเซลล์ HN17 สว่นเซลล์ HN4 

และ HN12 เป็นเซลล์ท่ีไมม่ีการติดเชือ้                                                                              

 ผลการศกึษา HPV type จากเซลล์ไลน์ทัง้ 6 ชนิด โดยใช้ล าดบัเบสของ HPV ในสว่น E6 

และ E7 gene จาก HPV type 16 และ 18 มาออกแบบ primers ให้มีความจ าเพาะตอ่ยีน 

HPV16-E7, HPV16-E6, HPV18-E7 และ HPV18-E6 พบวา่เซลล์ท่ีให้ผลบวกกบัคู ่ primers 

HPV16-E6 และ HPV16-E7 คือเซลล์ SiHa ซึ่งผลเป็นไปตามคาดหมายกบัข้อมลูท่ีวา่เซลล์ SiHa 

เป็นเซลล์ท่ีมีการติดเชือ้ HPV 16 และผลลพัธ์ท่ีได้เป็นไปในทิศทางเดียวกบัการตรวจสอบการติด

เชือ้ HPV เช่นกนั สว่นเซลล์ท่ีให้ผลบวกกบัคู ่primers HPV18-E6 และ HPV18-E7 คือเซลล์ HeLa 

และ HN17 ซึ่งผลเป็นไปตามคาดหมายกบัข้อมลูท่ีวา่เซลล์ HeLa เป็นเซลล์ท่ีมีการติดเชือ้ HPV 18 

และส าหรับในเซลล์ HeLA และ HN17 ผลการตรวจเป็นไปในทิศทางเดียวกนักบัการตรวจสอบการ

ติดเชือ้ ดงันัน้จากการตรวจสอบ HPV ทัง้สองหวัข้อท าให้ได้ข้อสรุปแน่ชดัแล้ววา่ เซลล์ท่ีมีการติด

เชือ้ HPV คือเซลล์ HeLa (HPV18), SiHa (HPV16) และ HN17 (HPV18) สว่นเซลล์ C33A, HN4 

และ HN12 เป็นเซลล์ท่ีไมม่ีการติดเชือ้  
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 ผลการศกึษาเมทิลเลชนับนโปรโมเตอร์และการแสดงออกของยีน CCNA1 โดย MSP-

PCR พบวา่รูปแบบการเกิดเมทิลเลชนับนต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน CCNA1 จากเซลล์ทัง้ 6 ชนิด

คือ เซลล์ HeLa, SiHa, C33A, HN4, HN12 และ HN17 มีรูปแบบท่ีแตกตา่งกนัออกไปในแตล่ะ

ชนิดของเซลล์ พบการเกิดเมทิเลชนัในเซลล์ HeLa, SiHa, C33A และ HN17 และพบการเกิดเมทิ

เลชนั 100% ในเซลล์ SiHa และ HN17 สว่นในเซลล์ HN4 และ HN12 ไมพ่บการเกิดเมทิลเลชนั 

และเมื่อพิจารณาการแสดงออกของยีน CCNA1 แล้วพบวา่มีการแสดงออกท่ีตา่งกนัออกไปในแต่

ละชนิดของเซลล์ พบการแสดงออกมากท่ีสดุอยู่ท่ีเซลล์ HN4 และ HN12 สว่นในเซลล์ HeLa, 

SiHa, C33A และ HN17 มีการแสดงออกท่ีคอ่นข้างน้อย ดงันัน้เมื่อพิจารณาความสมัพนัธ์ระหวา่ง

การเกิดเมทิลเลชนัและการแสดงออกแล้ว พบวา่มีความสมัพนัธ์กนัในเซลล์ HeLa, C33A, HN4 

และ HN12 โดยท่ีเปอร์เซ็นต์เมทิลเลชนัของ HeLa และ C33A มีคา่เปอร์เซ็นต์ท่ีมากกวา่ในเซลล์ 

HN4 และ HN12 แตเ่มื่อพิจารณาในเร่ืองของการแสดงออก ในเซลล์ HeLa และ C33A มีการ

แสดงออกของยีน CCNA1 ท่ีน้อยกวา่ในเซลล์ HN4 และ HN12 อย่างเห็นได้ชดั ซึ่งเป็นไปได้วา่การ

เกิด DNA เมทิลเลชนับนโปรโมเตอร์ของ CCNA1 นัน้อาจมีผลตอ่การแสดงออกของยีน CCNA1 

ในเซลล์เพาะเลีย้ง HeLa, C33A, HN4 และ HN12 เน่ืองจากการเกิดเมทิลเลชนัและการแสดงออก

มีความสมัพนัธ์กนั แตส่ าหรับในเซลล์ SiHa และ HN17 พบเมทิลเลชนั 100% แตย่งักลบัพบการ

แสดงออกของยีน CCNA1 อยู่ ซึ่ งอาจเป็นไปได้วา่ในเซลล์ทัง้สองชนิดนี ้มีล าดบัเบสท่ีไมเ่กิด   

เมทิลเลชนัอยู่บ้างและเมื่อน าไปเพ่ิมปริมาณ DNA ด้วยปฏิกิริยา PCR แล้วแปลผลด้วยการด ู    

แถบ DNA ด้วยตาเปลา่และใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์วดัคา่เปอร์เซ็นต์เมทิลเลชนั อาจมีความ

คลาดเคลื่อน ซึ่งเป็นไปได้ว่ ายงัคงมีแถบ unmethylated sequence อยู่ในปริมาณท่ีน้อยมาก ๆ 

ท าให้ไมส่ามารถตรวจสอบด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ได้ ด้วยเหตนีุจ้ึงยงัพบการแสดงออกของยีน  

CCNA1 ในเซลล์ SiHa และ HN17 อยู่นัน่เอง                                                                                         

 ผลการสร้าง recombinant plasmid ของยีน E7 ของ HPV ไทป์ 16 โดยการน าชิน้สว่นยีน 

E7 จาก pGEX2T E7 (bacterial expression vector) มาใสเ่ข้าไปใน pcDNA3.1/myc-His A 

(mammalian expression vector) จนได้เป็นพลาสมิดลกูผสม pcDNA3.1_E7 จากนัน้ตรวจสอบ

ล าดบัเบสของ E7 และต าแหน่งของ epitope myc tag ด้วยการสง่ DNA sequencing พบวา่ 

ล าดบัเบสมีความถกูต้องทัง้หมด ตอ่จากนัน้ท าการทรานสเฟกต์เข้าสูเ่ซลล์ C33A และ HN12 โดย                 
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ทรานสเฟกต์พลาสมิดเปลา่ท่ีเป็นคอนโทรลด้วย คือ pcDNA3.1/myc-His A แล้วน าเซลล์ทัง้ 3 

ชนิด คือ เซลล์ปกต,ิ เซลล์ท่ีทรานสเฟกต์พลาสมิดเปลา่ และเซลล์ท่ีทรานเฟกต ์pGEX2T E7 น ามา

ตรวจสอบการแสดงออกของยีน E7 โดยการเพ่ิมปริมาณ DNA ด้วยวิธี PCR พบวา่เซลล์ท่ี                 

ทรานเฟกต์ pGEX2T E7 ทัง้เซลล์ C33A และ HN12 ให้ผลการแสดงออกท่ีชดัเจน                                       

 ผลการศกึษาความสามารถในการผลิตโปรตีน E7 ด้วยวิธี western blot เปรียบเทียบ

ระหวา่งเซลล์ C33A และ HN12 ท่ีได้รับการทรานสเฟกต ์pcDNA3.1_E7 กบัเซลล์ท่ีทรานสเฟกต ์

empty expression vector (pcDNA 3.1/myc-His A) พลาสมิดเปลา่ท่ีไมม่ีการผลิตโปรตีน E7 กบั

เซลล์ปกติท่ีไมไ่ด้ทรานสเฟกตเ์ป็นกลุม่ควบคมุ พบวา่ในเซลล์ทัง้ 2 ชนิด ท่ีทรานสเฟกต์ 

pcDNA3.1_E7 สามารถสร้างโปรตีน E7 ออกมาได้ กลบักนัในสว่นของเซลล์ปกติกบัเซลล์ท่ี  

ทรานสเฟกต์พลาสมิดเปลา่ ไมม่ีการสร้างโปรตีน E7 ออกมา ท าให้แสดงวา่โปรตีน E7 เกิดจากการ

ท างานของยีน E7 ท่ีเช่ือมกบั expression vector pcDNA3.1_E7 เท่านัน้                                           

 ผลการศกึษาความสมัพนัธ์ระหวา่งยีน E7 และ CCNA1 ภายหลงัการทรานสเฟกต์

pcDNA3.1_E7 และ pcDNA 3.1/myc-His A ท่ีใช้เป็นตวัควบคมุเข้าไปในเซลล์ C33A และ 

HN12 จากนัน้ตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชนัและการแสดงออกของยีน CCNA1 เปรียบเทียบกนัใน

เซลล์ท่ีทรานสเฟกต์ E7, เซลล์ท่ีทรานสเฟกต์พลาสมิดเปลา่ และเซลล์ปกติ จากเซลล์ทัง้ 2 ชนิด 

พบวา่ในเซลล์ C33A เกิดเมทิลเลชนัท่ีมากขึน้และมีการแสดงออกท่ีลดลงในเซลล์ท่ีทรานสเฟกต์ 

E7 เมื่อเทียบกบัเซลล์ปกติและเซลล์ท่ีทรานสเฟกต์พลาสมิดเปลา่ เฉกเช่นเดียวกบัในเซลล์ HN12 

ให้ผลเป็นไปในทิศทางเดียวกนักบั C33A คือ พบเมทิลเลชนัและการแสดงออกท่ีลดลงในเซลล์ท่ี 

ทรานสเฟกต์ E7 เมื่อเทียบกบัเซลล์ปกติและเซลล์ท่ีทรานสเฟกต์พลาสมิดเปลา่                                     

 จากผลการทดลองทัง้หมดท าให้ได้ข้อสรุปแน่ชดัแล้ววา่ยีน E7 ของไวรัส Human 

papillomavirus type 16 มีผลตอ่การเกิดเมทิลเลชนัของยีน CCNA1 ในมะเร็งปากมดลกู โดยท่ี

ผลของ E7 ท าให้เกิดเมทิลเลชนับนโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 เพ่ิมขึน้ เป็นผลท าให้การ

แสดงออกของ CCNA1 ลดลงตามไปด้วยนัน่เอง 
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อภปิรายผลการวจิัย                                                                                                                                  
 จากผลการวิจยัได้ข้อสรุปแล้ววา่ E7 ของไวรัส Human papillomavirus type 16 มีผลตอ่
การเกิดเมทิลเลชนัของยีน CCNA1 ในมะเร็งปากมดลกู เน่ืองจากการตรวจสอบด้วยวิธี western 
blot ได้พิสจูน์ให้เห็นวา่ ในเซลล์ C33A และ HN12 ท่ีได้รับการทรานสเฟกต์ pcDNA3.1_E7 
สามารถผลิตโปรตีน E7 ออกมาได้ ตา่งจากในเซลล์ปกติท่ีไมไ่ด้รับการทรานสเฟกต์ และเซลล์ท่ี  
ทรานสเฟกต์ empty expression vector เข้าไป ไมพ่บการแสดงออกของโปรตีน E7 ท าให้แสดงวา่
โปรตีน E7 ท่ีสร้างออกมาจากในเซลล์ท่ีทรานสเฟกต์นัน้ เกิดจากการท างานของยีน E7 ท่ีเช่ือมกบั 
expression vector เท่านัน้ จากผลการวิจยันีใ้ห้ผลสอดคล้องกบัการตรวจสอบ HPV ท่ีตรวจไมพ่บ
การติดเชือ้ของ HPV ทัง้ในเซลล์ C33A และ HN12 นัน่ย่อมแสดงวา่ในเซลล์ปกติทัง้สองเซลล์นัน้
ไมม่ียีน E7 อยู่ภายในเซลล์                                              
 ความสมัพนัธ์ระหวา่งยีน E7 และ CCNA1 ภายหลงัการทรานสเฟกต์ยีน E7 เข้าไปภายใน
เซลล์ท่ีไมม่ีการติดเชือ้ HPV และไมม่ียีน E7 ของไวรัสชนิดนี ้พบการเปลี่ยนแปลงในสว่นของการ
เกิดเมทิลเลชนับนโปรโมเตอร์ของ CCNA1 ท่ีเกิดเมทิลเลชนัมากขึน้ และการแสดงออกของยีนท่ี
ลดลง ก่อนหน้านีใ้นหวัข้อวิจยัท่ีทดลองความสมัพนัธ์ของการเกิดเมทิเลชนัและการแสดงออกของ
ยีน CCNA1 กบัเซลล์ทัง้ 6 ชนิด พบวา่เซลล์ท่ีมีความสมัพั นธ์ในสว่นของเมทิลเลชนัและการ
แสดงออก คือ HeLa, C33A, HN4 และ HN12 แตใ่นเซลล์ SiHa และ HN17 ให้ผลความสมัพนัธ์ท่ี
แตกตา่งไป คือ เกิดเมทิลเลชนั 100%  แตย่งักลบัพบการแสดงออกของ CCNA1 เป็นไปได้วา่อาจ
เกิดความคลาดเคลื่อนของโปรแกรมคอมพิวเตอร์ท่ีใช้วดัคา่เปอร์เซ็นตเ์มทิลเลชนั โดยการวดัผลใน
ลกัษณะนีเ้ป็นการวดัผลท่ีไมไ่ด้มองในเชิงปริมาณ (quantitative) แตเ่ป็นการแปลผลในเชิง
คณุภาพ (qualitative) ซึ่งในบางครัง้อาจให้ผลท่ีมีความคลาดเคลื่อนไป ซึ่งถ้าต้องการวดัผลให้ได้ 
แน่ชดัในภายภาคหน้า ควรใช้วิธีวดัผลในรูปของ real-time PCR จะสามารถแก้ไขข้อจ ากดัท่ีกลา่ว
มาข้างต้นลงได้ 
 หน้าท่ีของยีน Cyclin A1 (CCNA1) ปัจจบุนัยงัไมม่ีหลกัฐานท่ีแน่ชดัวา่ยีนนีม้ีหน้าท่ีเป็น 
oncogene หรือ tumor suppressor gene กนัแน่ ซึ่งเมื่อก่อนนัน้เคยถกูเช่ือวา่เป็น oncogene 
ยกตวัอย่างเช่น การพบปริมาณของ CCNA1 ใน acute leukemia เซลล์ไลน์และชิน้เนือ้ผู้ป่วย 
myeloid leukemia ในปริมาณท่ีสงู (Yang, Morosetti, and Koeffler, 1997) แตใ่นปัจจบุนักลบั
พบวา่หน้าท่ีของ CCNA1 มีหน้าท่ีคล้ายกบั tumor suppressor มากขึน้เร่ือย ๆ ยกตวัอย่างเช่น 
พบ CCNA1 มีความเก่ียวพนัในการไปช่วยท าให้ระบบ DNA double stand break repair ท างาน
ได้ดีผา่น KU70 (Muller-Tidow et al., 2004) นอกจากนีก้็ยงัมีรายงานข้อมลูของ CCNA1 ท่ีเกิด 



87 
 

down regulated และ hypermethylated ใน squamous cell carcinomas  ทัง้ในมะเร็ง ห ูคอ 
จมกู และมะเร็งปากมดลกู และส าหรับในมะเร็ งปากมดลกูนีเ้อง พบวา่ การติดเชือ้ HPV มี
ความสมัพนัธ์ตอ่การเกิดเมทิเลชนั ของ CCNA1 ในมะเร็งปากมดลกูถึงร้อยละ 93 (Kitkumthorn 
et al., 2006) ดงันัน้หน้าท่ีจริง ๆ แล้วของ  CCNA1 น่าจะมีหน้าท่ีเสมือนเป็น tumor suppressor 
gene ในมะเร็งปากมดลกูนัน่เอง 
 การเกิด DNA methylation สามารถท่ีจะเกิดขึน้ได้เองโดยท่ีไมต้่องอาศยัยีนใด ๆ จาก
ไวรัส HPV ปกติกระบวนการเกิด cytosine methylation ในสตัว์เลีย้งลกูด้วยนม จะเกิดผา่น
เอนไซม์ DNMT1, DNMT3A และ DNMT3B (Robertson, 2001) มีผลท าให้เกิดการควบคมุ
แสดงออกท่ีลดลงในยีนตา่ง ๆ ภายใน เซลล์ และส าหรับในเซลล์ C33A ท่ีใช้ในการทดลอง เป็น
เซลล์ท่ีมีคณุสมบตัิ p53 mutated (Kessis et al., 1993) จากงานวิจยัท่ีศกึษาความสมัพนัธ์ของ 
p53 , E6 ของ HPV type 16 และ DNMT พบวา่ E6 เป็นตวัท่ีผลกัดนัให้เกิดการท างานของ DNMT 
มากขึน้ (Yeung et al., 2010) คาดวา่โดยปกติ DNMT จะมี p53 consensus blinding 
sequence อยู่ ณ ต าแหน่งโพรโมเตอร์ของ DNMT ซึ่งในเซลล์ปกติท่ีไมม่ีการติดเชือ้ HPV และ 
p53 ปกติ (wild type) จะท าให้ p53 ไปจบักบัต าแหน่งของ consensus blinding sequence ท า
ให้ไปกดการแสดงออกของ DNMT และเมื่อใดท่ีเกิดการติดเชือ้ HPV โปรตีน E6 จาก HPV จะไป
จบักบั p53 และเกิดการย่อยสลายผา่น ubiquitin-dependent degradation ของ p53 ท าให้ไมม่ี 
p53 ไปจบักบั DNMT สง่ผลให้ DNMT ท างานได้มากขึน้ หรือในเซลล์ท่ี p53 เกิดการกลายไปจะ
ท าให้ p53 ขาดความสามารถในการกระตุ้นการสร้าง DNMT1 ด้วยสาเหตนีุเ้องอาจเป็นสาเหตุ
หนึ่งท่ีท าให้เซลล์ C33A ซึ่งเป็น p53 mutated สภาวะการท างานของ p53 ผิดปกติไป ท าให้ 
DNMT ท างานได้ สง่ผลให้ตรวจพบ DNA methylation ได้ในเซลล์ปกต ิ
 สว่นการท่ี E7 ของไวรัส Human papillomavirus type 16 มีผลตอ่การเกิดเมทิลเลชนัของ
ยีน CCNA1 ในมะเร็งปากมดลกูในงานวิจยันี ้น่าจะมาจากสาเหตท่ีุ E7 oncoprotein ของ HPV 
โดยปกติจะประกอบไปด้วย 3 ต าแหน่งใหญ่ ๆ คือ conserved regions (CR) ประกอบไปด้วย 
NH2-terminal CR1 domain, CR2 region และ COOH-terminal CR3 domain ซึ่งในบริเวณ
สดุท้ายนีเ้องคือ ต าแหน่งของ COOH-terminal CR3 domain จะเป็นบริเวณของ zinc finger ท่ี
เป็น DNA-binding protein ซึ่ง ณ บริเวณนีเ้องเป็นต าแหน่งท่ีมีความสมัพนัธ์กบั pRb โปรตีน และ
การจบักบัโปรตีนตวัอ่ืน ๆ (Hebner and Laimins, 2006) มีความเป็นไปได้วา่โปรตีน E7 ของ HPV 
type 16 สามารถจบักบั DNA methyltranferase (DNMT1) ได้ ณ ต าแหน่งบริเวณ COOH-
terminal CR3 domain นีแ้ละท าให้กิจกรรมของ DNMT1 สงูขึน้ (Burger et al., 2007) ซึ่ง 
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DNMT1 มีความส าคญัตอ่การเกิดเมทิเลชนับริเวณโพรโมเตอร์ของยีนตา่ง ๆ รวมไปถึงยีน CCNA1 
ท่ีมีการแสดงออกท่ีลดลงนีน้ัน่เอง 
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ผลการตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิด pcDNA3.1_E7 

 
รูปท่ี 38 ผลการตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์ของพลาสมิด pcDNA3.1_E7 โดยใช้ไพรเมอร์           

T7 promotor forward ในการตรวจสอบ 
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ประวัตผิู้ เขยีนวิทยานิพนธ์ 
 
 นายวชัรพงศ์ ภกัดีชายแดน เกิดเมื่อวนัท่ี 7 มีนาคม พ .ศ. 2528 ท่ีจงัหวดัสระบรีุ ส าเร็จ
การศกึษาปริญญาตรีวิทยาศาสตร์บณัฑิต เมื่อปี พ .ศ. 2550 ตอ่มาได้เข้าศกึษาตอ่ในระดบั
บณัฑิตศกึษา หลกัสตูรปริญญาวิทยาศาสตร มหาบณัฑิต สาขาวิชาพนัธศุาสตร์ ภาควิชา
พฤกษศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศกึษา 2551 และได้รับทนุอดุหนนุการศกึษา ทนุ 
90 ปี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั กองทนุรัชดาภิเษกสมโภช 
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