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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

คํายอ    ความหมาย 
μl  Microlitre 
AGC  Atypical glandular cells, favor neoplastic 
ASC-H  Atypical squamous cells, cannot rule out a high grade lesion 
ASC-US  Atypical squamous cells of undetermined significance 
BLAST  Basic Local Alignment Search Tool 
bp  Base pair 
CA  Cervical carcinoma 
CIN  Cervical intra-epithelial Neoplasia 
CRPV  Cottontail rabbit papillomavirus 
DNA  Deoxyribonucleic acid 
dNTP  Deoxyribonucleotide triphosphate 
EDTA  Ethylene diamine tetraacetic acid 
EtOH  Ethanol 
HPV  Human papillomavirus 
HSIL  High-grade squamous intraepithelial lesion 
IAA  Isoamyl alcohol 
kDa  Kilodalton 
LCR  Long control region 
LSIL  Low-grade squamous intraepithelial lesion 
ml  Milliliter 
NaOAc  Sodium acetate 
nm  Nanometer 
ORFs  Open reading frames 
pA  Polyadenylation 
PCR  Polymerase Chain Reaction 
RNA  Ribonucleic acid 
SDS  Sodium Dodecyl Sulfate 
Tm  Melting temperature 
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บทท่ี 1 
 

บทนํา 
 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย  
มะเร็งปากมดลูกยังคงเปนมะเร็งท่ีพบมากในสตรีไทย ซ่ึงปจจุบันเปนท่ียอมรับกันวา เช้ือ

ไวรัสฮิวแมนแปปโลมา (Human papillomavirus, HPV) จีโนไทปเส่ียงสูงเปนสาเหตุสําคัญท่ี
กอใหเกิดมะเร็งปากมดลูก และการตรวจทางเซลลวิทยาดวยการยอมสีเซลลท่ีเรียกวา Papanicolaou 
(Pap) smear ซ่ึงเปนวิธีมาตรฐานท่ีใชในการคัดกรองมะเร็งปากมดลูกระยะเร่ิมแรก แตเนื่องจากมี
ขอจํากัดในความไวของผลการอาน จึงมีการพัฒนาการตรวจ HPV โดยใช DNA ซ่ึงจะใหผลการ
ตรวจที่ดีกวา [1] อยางไรก็ตาม HPV DNA testing ท่ีมีในปจจุบันใชชุดตรวจท่ีผลิตเชิงพาณิชย 
(commercial) ท่ีออกแบบไวใหครอบคลุม HPV ท้ังหมด 13 จีโนไทป และเม่ือเปรียบเทียบกับ
วิธีการตรวจทางเซลลวิทยา พบวาการตรวจ HPV DNA testing นั้นมีความไวมากกวาแตมี
ความจําเพาะนอยกวาในการวินิจฉัยรอยโรคกอนมะเร็งเม่ือเทียบกับวิธีทางเซลลวิทยา [2] ใน
ปจจุบันนี้การตรวจ HPV DNA testing จะใชในกรณีท่ี การตรวจทางเซลลวิทยาใหผลไมแนชัด, 
ติดตามผลของผูท่ีตรวจทางเซลลวิทยาแลวพบวาผิดปกติแตเม่ือตรวจดวยวิธี colposcopy/biopsy 
แลวใหผลเปนลบ, ติดตามผลหลังจากการรักษารอยโรคกอนมะเร็งลุกลามของปากมดลูก (cervical 
intraepithelial neoplasia, CIN) ในระยะตางๆ เนื่องจากมีโอกาสในการติดเช้ือซํ้า และท่ีสําคัญท่ีสุด 
คือ ใชเปนการตรวจเบ้ืองตนของ HPV DNA testing ซ่ึงอาจใชควบคูกับการตรวจ Pap smear [3] 
การจําแนกลักษณะของ CIN นั้นจะแยกออกเปน 3 ระยะตามความรุนแรงของรอยโรคทางดาน
เนื้อเยื่อ  ในเชิงระบาดวิทยาไดมีการศึกษาอัตราความชุกของผูติดเช้ือ HPV ในผูหญิงท่ีปกติ, มีรอย
โรคกอนมะเร็งลุกลามของปากมดลูกระยะท่ี 1 และต้ังแตระยะท่ี 2 ขึ้นไปพบเช้ือ HPV อยู 7.6 %, 
42.3 % และ 87.5 % ตามลําดับ โดยจีโนไทป16 เปนจีโนไทปท่ีพบไดท่ัวไปในทุกกลุม และพบมาก
ในกลุมระยะท่ี 2 ข้ึนไป รองลงมาคือจีโนไทป 18 [4] เม่ือพิจารณาในระดับโมเลกุล การเกิดกลไก
การจําลอง DNA ของไวรัส จําเปนตองอาศัยโปรตีน E1 โดยจะมีบริเวณจําเพาะท่ีสามารถกระตุนให
เกิดการคลายเกลียวของสาย DNA ซ่ึงมีความสําคัญในการจําลองสาย DNA [5] แสดงใหเห็นวา
โปรตีน E1 จําเปนตอการคงอยูของไวรัส จึงเหมาะสมในการนํามาใชเปนยาตานไวรัส ในระยะ
เซลลมะเร็งเร่ิมตน [6] 
 ในทางคลินิก มีหลักฐานวาในกลุม HPV ความเส่ียงสูงบางจีโนไทป ไดแก จีโนไทป 16 
และ 18 มีความเส่ียงในการเกิดเปนรอยโรคท่ีจะรุนแรงข้ึนเปนมะเร็งไดมากกวาจีโนไทปอ่ืน ดังนั้น
จึงมีความตองการตรวจ HPV genotype testing เพ่ือระบุจีโนไทปท่ีกอใหเกิดรอยโรคกอนมะเร็ง
ลุกลามของปากมดลูก แตการกระจายตัวและความชุกของ HPV นั้นข้ึนกับภูมิประเทศและ
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ประชากร [7] โดยพบจีโนไทป 16 มากท่ีสุด แตอันดับท่ี 2 จะมีความชุกของจีโนไทปตางกันในแต
ละพ้ืนท่ี เชน ในอินโดนีเซียเปนจีโนไทป 18, ในรัสเซียเปนจีโนไทป 31, ในอินเดียเปนจีโนไทป 45 
และในอิตาลีเปนจีโนไทป 51 และแมวาในปจจุบันจะมีวัคซีนท่ีปองกันจีโนไทป 16 และ 18 ได แต
จะเห็นไดวาวัคซีนในปจจุบันนั้นไมสามารถครอบคลุมประชากรท้ังหมดได และชุดตรวจท่ีผลิตเชิง
พาณิชยในปจจุบันมีขอกําจัดในการจําแนกจีโนไทปของไวรัส ดังนั้นจึงมีความจําเปนตองทราบถึง
ความชุกของไวรัสเพื่อใชพิจารณาในการรักษาและสามารถติดตามการเปล่ียนแปลงท่ีอาจเกิดข้ึน
จากการกระจายตัวของไวรัสหลังจากการไดรับวัคซีนในแตละพ้ืนท่ี [8-11]  
 การศึกษานี้มีจุดมุงหมายท่ีจะศึกษาความชุกและจีโนไทปของ HPV ในกลุมประชากร
ตัวอยาง ดวยการพัฒนาชุดตรวจใหครอบคลุมท้ังหมด 17 จีโนไทป ท้ังในกลุมความเส่ียงสูงและตํ่า 
โดยใชบริเวณยีน E1 ของ HPV และนําตัวอยางท่ีใหผลบวก มาหาจีโนไทปของไวรัส ไวเปนขอมูล
ความชุกและจีโนไทปจากการติดเช้ือ HPV ในประชากรตัวอยางในประเทศไทย เพื่อใชเปนขอมูล
พื้นฐานในการเฝาระวัง ปองกัน รักษา ผูปวยที่มีความเส่ียงในการติดเช้ือ และผูปวยท่ีมีรอยโรคกอน
มะเร็งลุกลามของปากมดลูก 
 
วัตถุประสงคของการวิจัย 
 1. ศึกษาความชุกของเช้ือ HPV ในกลุมประชากรตัวอยางในประเทศไทย 
 2. จําแนกจีโนไทปของเช้ือ HPV ในกลุมประชากรตัวอยางในประเทศไทย  
 
ขอบเขตของการวิจัย 
 
การหาอัตราการตรวจพบ HPV DNA 
 

เก็บตัวอยางช้ินเนื้อจากผูปวยท่ีตรวจพบวาเปนมะเร็งปากมดลูกจากสถาบันมะเร็งแหงชาติ 
 

สกัด DNA จากเซลลตัวอยาง เพื่อนํามาตรวจหา HPV DNA ดวยวิธี PCR โดยการเปรียบเทียบบริเวณ 
L1 gene จากคู primers ท่ีเคยมีการศึกษาไว กับบริเวณ E1 gene จากคู primers ท่ีออกแบบใหม 

 
คํานวณหาอัตราการตรวจพบ HPV DNA จากคู primers ท้ัง 2 บริเวณ 

 
เลือกใชคู primers ท่ีมีอัตราการตรวจพบมากกวามาใชในการหาความชุกของ HPV 
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การหาความชกุของ HPV 
  
เก็บเซลลท่ีเหลือจากการตรวจวินิจฉัยของทางโรงพยาบาลในผูปวยท่ีเขารับการตรวจคัดกรองมะเร็ง

ปากมดลูก จากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ และโรงพยาบาลบางปะกอก 9 อินเตอรเนช่ันแนล 
 
 

สกัด DNA จากเซลลตัวอยาง เพื่อนํามาตรวจหา E1 gene ของ HPV โดยวิธี semi-nested PCR 
 

นําตัวอยางท่ีไดผล PCR positive มาหาลําดับเบสของ E1 gene 
 

วิเคราะหลําดบัเบสท่ีไดวาเปน E1 gene ของ HPV หรือไม โดยวิธี BLAST search analysis 
 

คํานวณหาความชุกของ HPV ท่ีตรวจพบในตัวอยาง 
 

จําแนกความชุกของ HPV แตละจีโนไทป และชวงอายุท่ีมีการติดเช้ือ 
 
คําจํากัดความท่ีใชในการวิจัย 
 จีโนไทป คือ การแบงกลุมของไวรัสฮิวแมนแปปโลมา โดยวิธีการถอดรหัสพันธุกรรม  
 
คําสําคัญ  

Human papillomavirus 
Genotype 
 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ  
 เนื่องจากขอมูลของ HPV ในประเทศไทยยังมีไมมาก ดังนั้นการหาไวรัสนี้มีประโยชนดังนี้ 

1.ทําใหทราบความชุกของ HPV ในประเทศไทยจากกลุมตัวอยางท่ีเขารับการตรวจใน
โรงพยาบาล 

2.ทําใหทราบการกระจายตัวของจีโนไทปของ HPV และชวงอายุท่ีมีความเส่ียงในการติด
เช้ือในประเทศไทย 

3.นําขอมูลไปเพื่อประกอบการติดตาม เฝาระวัง วางแผนปองกัน การรักษา   
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บทท่ี 2 
 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 

 Papillomaviruses นั้นจัดอยูในกลุมเดียวกันกับ Polyomavirus ใน Papovavirus family
เนื่องจากมีคุณสมบัติคลายกัน คือ มีขนาดเล็ก, เปน nonenveloped virion, มี icosahedral capsid, มี
จีโนมเปน double-strand circular DNA ตางกันเพียง Papillomavirus มีขนาดเสนผานศูนยกลางของ
อนุภาคประมาณ 55 nm ในขณะท่ี Polyomavirus นั้นมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 45 nm 
นอกจากนี้เม่ือพิจารณาในระดับโมเลกุลแลวพบวา Papillomavirus นั้นจะมีสวนประกอบของ open 
reading frames (ORFs) ท่ีมากกวา ทําใหสามารถสราง structure และ non-structure proteins ได
หลากหลายกวา นอกจากนี้ในข้ันตอนการถอดรหัสพันธุกรรมนั้น Papillomavirus จะมีการถอดรหัส
พันธุกรรมจากสาย DNA เสนเดียวกันท้ังหมด การจําแนกความแตกตางของ virus ท้ัง 2 นี้ จะอาศัย 
epitope บน major capsid protein [12] Papillomavirus นั้นพบวามีการแพรกระจายมากในกลุมท่ี
เปน higher vetebrates เชน ในคน, วัว, มา, กระตาย, กวาง, หนู เปนตน ซ่ึงโดยท่ัวไปแลว 
Papillomavirus จะมีความจําเพาะในแตละ species [13] ในปจจุบันพบ Human papillomavirus 
มากกวา 100 จีโนไทป ซ่ึงจําแนกจีโนไทปโดยอาศัยขนาด homology ของ DNA ดวยวิธี Liquid 
hybridization แลวเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณท่ีจําเพาะ [14] ซ่ึงการจําแนกจีโนไทป
นั้น อาศัยเกณฑท่ียอมรับโดย Papillomavirus Nomenclature Committee คือ ลําดับนิวคลีโอไทด
ของ E6, E7, L1 ORFs ของสายพันธุใหมตองมีความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทดนอยกวา 
90% ของจีโนม HPV ที่รูจีโนไทปแลว [15]   
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รูปท่ี1 แสดงการจําแนกจีโนไทปของ HPV โดยอาศัยลําดับเบสบริเวณ L1 ORF (De 
Villiers et al., 2004) [74] 
  
โครงสรางของไวรัส 

Papillomavirus มีอนุภาคขนาดเล็ก, nonenveloped, icosahedral DNA virus มีขนาดเสน
ผานศูนยกลาง 52 ถึง 55 nm เปน double-stranded circular DNA ประมาณ 8,000 bp และมี protein 
coat (capsid) ประกอบดวย 72 capsomers (60 hexameric + 12 pentameric) [16] Capsid 
ประกอบดวย 2 structural proteins คือ 1. major capsid protein (L1) ขนาดประมาณ 55 kDa ซ่ึงมี
ประมาณ 80% ของ viral protein ท้ังหมด 2. minor protein (L2) ขนาดประมาณ 70 kDa [17,18] 
จีโนมของ Papillomavirus สามารถแบงไดเปน 3 regions หลัก คือ early(E), late(L)  และ long 
control region (LCR) region โดยแบงท่ีบริเวณ polyadenylation (pA) โดย early region ของ 
Papillomavirus จะครอบคลุมมากกวา 50 % ของจีโนมไวรัส และถอดรหัสใหเปน 6 viral 
regulatory proteins รวมถึง viral protein ท่ีจําเปนในการเกิด viral DNA replication ขณะท่ี late 
region จะครอบคลุมประมาณ 40 % ของไวรัสจีโนม และอยูถัดจาก early region จะถอดรหัสให 
major (L1) และ minor (L2) viral capsid proteins และท่ัวไปจะมีการแสดงออกเฉพาะในเซลลท่ีมี
การติดเชื้อเทานั้น LCR region ซ่ึงมีความยาวประมาณ 850 bp (10 % ของ HPV จีโนม) จะไมมีการ
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ถอดรหัสใหโปรตีน แตเปนจุดเร่ิมตนของการเกิดการจําลองตัวเอง โดยเปน binding sites ของ 
transcription factor หลายชนิด ซ่ึงมีความสําคัญในการควบคุม RNA polymerase II-initiated 
transcription ของ early และ late promoters [19-21] 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี2 แสดงโครงสรางจีโนมของ HPV และหนาท่ีในแตละ gene ของ HPV 

(MicrobiologyBytes, 2007) [22] 
 

ใน HPV ทุกจีโนไทป บริเวณท่ีมีความแปรปรวนของนิวคลีโอไทดนอยท่ีสุด คือบริเวณท่ี
แปลรหัสพันธุกรรมใหโปรตีน E1 ซ่ึงมีขนาด 68 kDa โปรตีน E1 เปนโปรตีนท่ีมีขนาดใหญ เปน 
acidic โปรตีน มีคา isoelectric point เฉล่ียอยูท่ี 5.44 [23] E1 gene มีความเก่ียวของโดยตรงในการ
ควบคุมการจําลองตัวเองของไวรัส ซ่ึง E1 ORF เปน ORF ท่ีใหญท่ีสุดในจีโนมของ Papillomavirus 
และมีความเหมือนกันในทุกสายพันธุของ Papillomavirus E1 protein มีคุณสมบัติของ DNA-
dependent ATPase และ DNA helicase ซ่ึงมีความจําเปนในข้ันตอน initiation และ elongation ของ 
viral DNA systhesis [24] 

 
การคนพบ 
 Papillomavirus ในสัตวพบคร้ังแรกในปคริสตศักราช 1930 โดย Richard Shope ได
ทําการศึกษาใน cottontail rabbit (Sylvilagus floridanus) และใหช่ือวา cottontail rabbit 
papillomavirus (CRPV) ซ่ึงเปน DNA tumor virus ตัวแรกท่ีพบ สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการพัฒนา
ของเน้ือรายได จึงเปนตัวอยางท่ีสําคัญในการศึกษาการเกิดมะเร็งจากการติดเช้ือไวรัส แตเนื่องจาก
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ในสมัยนั้นยังไมสามารถทําการเพาะเล้ียง CRPV ได เนื่องจากยากในการหาระบบเซลลเพาะเล้ียง ท่ี
ใชในการเพ่ิมจํานวนไวรัส ทําใหเปนอุปสรรคในการศึกษาการทํางาน และการจัดจําแนกประเภท
จากคุณสมบัติทางชีววิทยาของไวรัสนี้ จนถึงชวงปคริสตศักราช 1970 จึงสามารถทําการเพาะเล้ียง
ไดทําใหสามารถศึกษาคุณสมบัติทางชีววิทยาและชีวเคมีไดมากข้ึน [25]  
 ขณะท่ีผูคนพบเช้ือ Human papillomavirus (HPV) ในมนุษย คือ ศาสตราจารยเกียรติคุณ 
นายแพทย Harald zur Hausen จนไดรับ Nobel Prize in Medicine 2008 ทําใหเกิดความเขาใจท่ี
ถูกตอง ในการนําไปสูการปองกันและรักษามะเร็งปากมดลูกท่ีดีข้ึน จนสามารถลดอัตราการเกิด
มะเร็งปากมดลูกและการตายจากโรคน้ีลงอยางมาก โดยเฉพาะอยางยิ่งนําไปสูการคิดคนวัคซีน
ปองกันมะเร็งปากมดลูกในท่ีสุด 
 
การติดเชื้อ 
 Papillomavirus สามารถแบงไดออกเปน 5 clades คือ clade A-E และสามารถพบ HPV ได
ใน 3 clades คือ clade A, B และ E [26] ซ่ึงในปจจุบันนี้สามารถทราบลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด
ของ Papillomavirus แลวหลายจีโนไทป และพบวาเกิด mutations กระจายท่ัวไปในจีโนมมากกวา
การเกิด recombination ระหวางจีโนม ในระดับจีโนมของ Papillomavirus นั้น จะมีสวนของ 
regulatory region หลัก คือ LCR [27] และ coding region ในการควบคุม nonstructural และ 
structural proteins โดย nonstructural viral gene ประกอบดวย E1, E2, E4, E5, E6 และ E7 และ 2 
ORFs ซ่ึงแตละ gene นั้นมีหลายหนาท่ีดวยกัน เชน E1 มี DNA replicase activity ซ่ึงจําเปนในการ
เกิด viral DNA replication, E2 มีหนาท่ีเปน trans-activating และ trans-repressor transcription และ
มีสวนในการเกิด viral DNA replication โดยการจับกับของ E2 protein ท่ีบริเวณ motif ท่ีจําเพาะใน
จีโนมของไวรัสโดยเฉพาะอยางท่ีในบริเวณ LCR และควบคุมการสราง regulatory protein ท่ีคุม 
viral promoter ในการแสดงออกของยีน E6 และ E7, E4 นั้นถอดรหัสพันธุกรรมให cytoplasmic 
phosphoprotein และมี 3 oncogenes คือ E5, E6 และ E7 [28] ซ่ึง E5 protein จะทําปฏิกิริยากับ 
activate growth factor receptors, E6 protein ทําหนาท่ีเหนี่ยวนําใหเกิด ubiquitin-dependent 
degradation ของ p53 tumor suppressor protein ทําใหเกิดการแตกตัวของโปรตีน p53 นําไปสูภาวะ 
genome instability และ E7 protein จะยับยั้ง retinoblastoma suppressor protein (pRb) ทําใหเกิดการ 
transcription ของยีนท่ีควบคุมการเพิ่มจํานวนของเซลล สวน structural protein มี 2 ชนิด คือ L1 
และ L2 ซ่ึงจําเปนในกระบวนการ encapsidation ของไวรัส  
 Papillomavirus นั้นยากในการทําใน in vitro เนื่องจากวาไวรัสนี้จะมีการจําลองตัวเองใน
ช้ัน squamous epithelium ซ่ึงมีลักษณะไมเหมือนใน monolayer ของเซลลเพาะเล้ียง ดังนั้นการ
ตรวจหาไวรัสนี้จึงนิยมใชวิธีการตรวจหา DNA ของไวรัส ดวยวิธี Polymerase Chain Reaction 
(PCR) หรือ hybridization มากกวาการทํา virus isolation 
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 Papillomavirus สามารถติดเช้ือผานทางเมือก และเน้ือเยื่อท่ีผิวหนัง บริเวณที่มีรอยฉีกขาด 
หรือถลอก เปนไวรัสท่ีพบในส่ิงมีชีวิตชนิดยูคาริโอตช้ันสูง ท่ีมีการเปล่ียนแปลงของจีโนมนอย การ
ติดเช้ือสวนใหญเกิดจากการมีเพศสัมพันธ และมีหลักฐานวาสามารถติดตอจากมารดาสูทารกได ซ่ึง
สวนใหญจะเปนกลุมความเส่ียงตํ่า และสามารถหายเองไดภายใน 1 ถึง 2 ป แตในกลุมท่ีติดเช้ือ
หลายปจะมีโอกาสท่ีจะพัฒนาไปเปนเซลลมะเร็งได ซ่ึงมะเร็งปากมดลูกเปนมะเร็งท่ีพบมากเปน
อันดับ 2 ของผูหญิงท่ัวโลก มีผูเสียชีวิต 2.8 แสนคน และติดเช้ือเพิ่มข้ึนประมาณ 5 แสนคนตอป 
[29] ซ่ึงสามารถพบ HPV ไดมากกวา 25 จีโนไทปท่ีทําใหเกิดรอยโรคในบริเวณระบบอวัยวะ
สืบพันธุ โดยบางจีโนไทปจะมีความเกี่ยวของกับการพัฒนาของรอยโรคในมะเร็งปากมดลูก การ
จําแนกจีโนไทปของ HPV นั้นอาศัยความสัมพันธในการเกิดโรค, ระยะเวลาในการติดเช้ือ และ
ความสามารถของโปรตีน E6 และ E7 ในการจับตัวกับ tumor suppressor gene โดยแบงเปน  
1.) กลุมความเส่ียงสูง (High-risk type) เชน จีโนไทป 16, 18 และ 45  
2.) กลุมความเส่ียงคอนขางสูง (Probably high-risk type) เชน จีโนไทป 31, 33, 35, 51 และ 52  
3.) กลุมความเส่ียงตํ่า (Low-risk type) เชน จีโนไทป 6, 11, 42, 43 และ 44 [30, 31] 
 

ตารางท่ี1 แสดงจีโนไทปของ HPV ท่ีกอใหเกิดโรคตางๆ [32] 
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 (oral) 13, 32 
Oral papillomas 6, 7, 11, 16, 32 
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 รูปท่ี3 แสดงภาพถายอนุภาคของ HPV จีโนไทป 1, 6, 16, 18, 31, 33, 35 และ 45 จากกลอง 
จุลทรรศนอิเล็กตรอน (K. Shetty & J. Leigh, 2005) [33] 
 
พยาธิสรีรภาพของการเกิดโรคจาก HPV 

Human papillomavirus ในคน นั้นสามารถพบไดท่ีบริเวณมะเร็งท่ีปากมดลูก และมะเร็งท่ี
ทวารหนัก โดยเฉพาะจีโนไทป 16, 18, 31, 45 และยังสามารถพบไดในมะเร็งท่ีชองคลอด และ
มะเร็งท่ีชองปากอีกดวย HPV สามารถทําใหเกิดหูด (warts) บนผิวหนัง หรือ condylomas ในระบบ
อวัยวะสืบพันธุ เม่ือเช้ือ HPV ผานทางรอยแผลท่ีเยื่อบุผิวช้ันนอกของอวัยวะ เช้ือจะเขาไปเกาะ
ภายในเซลลเยื่อบุผิวช้ันลาง (Basal and Para basal layer) ซ่ึงเปน Stem cell จากน้ันวงจรชีวิตของ 
HPV ในรางกายก็เร่ิมข้ึน โดยมี 2 ระยะ คือ 

 ระยะแรก :  Basal DNA Replication มีการเพ่ิมจํานวน  DNA ของไวรัส ประมาณ 
100 ชุดของยีน และคงจํานวนตํ่าๆ ภายในเซลลเยื่อบุผิวเชนนี้อยูชวงหน่ึง เปนการ
ติดเช้ือแบบคงอยูนาน (Persistent infection) ภูมิคุมกันของรางกายจะพยายามตรึง
เช้ือ HPV ใหสงบอยูเชนนี้ไปไดนาน แมจะไมสามารถกําจัดเช้ือออกไดหมดก็ตาม 

 ระยะหลัง : เม่ือเซลลเยื่อบุผิวช้ันลางท่ีติดเช้ือถูกดันขยายตัวข้ึนในแนวดิ่ง (Vertical 
Expansion) สูช้ันผิวดานบนตามธรรมชาติแลว ชวงระยะน้ี  เซลลจะหยุดการ
แบงตัว 

 เนื่องจากผิวของปากมดลูกบริเวณ Transformation zone เปนบริเวณที่มีความไวตอการ
กระตุนจาก HPV และเปล่ียนแปลงไดงายกวาเยื่อบุบริเวณอ่ืน จึงทําใหพบรอยโรค (Lesion) และ
มะเร็งท่ีปากมดลูกมากกวาสวนอ่ืนของอวัยวะสืบพันธุหลายเทาตัว ไวรัสนี้สามารถอยูไดนานเปน
เดือนหรือปและสามารถหายไปเองได 

การติดเช้ือท่ีเยื่อบุผิวช้ันนอกเปนเวลานานเกิน 6-12 เดือน ถือเปนข้ันตอนสําคัญ ท่ีจะทําให
เยื่อบุผิวปากมดลูกเปล่ียนแปลงสูระยะกอนมะเร็ง และมะเร็งปากมดลูก โดยอาจเกิดการเจริญ
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ออกมาท่ีช้ันบนของเยื่อบุผิวช้ันนอก เนื่องจากปกติ บริเวณช้ันลางของเย่ือบุผิวช้ันนอกจะมีจํานวน
ไวรัสอยูในปริมาณนอยและมีการถอดรหัสสารพันธุกรรมเปน RNA ปริมาณนอยดวย และจะมีการ
แสดงออกของ viral protein ตางๆ ในปริมาณมากเมื่ออยูบริเวณช้ันบนของเยื่อบุผิวช้ันนอก อีกท้ัง
ไวรัสจะยังคงอยูในเซลลจนกวาจะเกิดการหลุดลอกของเซลล [34] โดยท่ัวไปจะพบความผิดปกติ
ของผลการตรวจทางเซลลวิทยา ไดประมาณ 25-40 % ภายในเวลา 1-3 ป หลังจากเร่ิมตรวจพบเช้ือ  
 การติดเช้ือเปนเวลานานของกลุมจีโนไทปความเส่ียงสูง โดยเฉพาะเมื่อมีปริมาณไวรัสมาก
และอยูในบริเวณท่ีมีความเส่ียงในการเกิดรอยโรคที่รุนแรงข้ึนเปนสวนสําคัญในการทําใหเกิดการ
พัฒนาเปนเนื้อรายได การติดเช้ือสวนใหญจาก HPV oncogenic types จะเกิดเปนรอยโรคกอนท่ีจะ
พฒันาข้ึนไปเปนเนื้อรายแลวกลายเปนมะเร็งอยางรวดเร็ว แตการเปล่ียนแปลงเชนนี้จะเกิดกับผูท่ีติด
เช้ือ HPV แบบคงอยูนานบางรายเทานั้น เนื่องจากผูหญิงท่ีไดรับ HPV สวนใหญรอยโรคจะหายได
เองภายใน 1-2 ป ซ่ึงข้ึนกับปจจัยหลายอยางเชน การสูบบุหร่ี, การต้ังครรภ, การมีเพศสัมพันธเม่ือ
อายุยังนอย, การมีคูนอนหลายคน และผูหญิงท่ีติดเช้ือ Human Immunodeficiency Virus (HIV) รวม
ดวยจะมีความเสี่ยงสูงกวาในการพัฒนาเปนมะเร็ง [35, 36, 37] ลักษณะของรอยโรคบริเวณปาก
มดลูกท่ีติดเช้ือไวรัสกอนท่ีจะเปนมะเร็งปากมดลูก สามารถแบงไดเปน 3 ระยะ คือ CIN 1 (Cervical 
intra-epithelial Neoplasia หรือ Low – Grade Lesion, LGL) เซลลมีการเปล่ียนแปลงนอย, CIN 2 
เซลลมีการเปล่ียนแปลงปานกลาง แตไมมีการเพ่ิมจํานวนไวรัส และ CIN 3 (High - Grade Lesion, 
HGL) เซลลมีการเปล่ียนแปลงมาก และมีปริมาณโปรตีน E6 และ E7 มาก ซ่ึงอาจจะพัฒนาไปเปน
มะเร็งปากมดลูกได [38]  

รูปท่ี4 แสดงข้ันตอนการพัฒนาของเซลลท่ีติดเช้ือ HPV (Ciaran B. J. Woodman. Et al., 
2007) [75] 
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 เนื่องจากการติดเช้ือ HPV นั้นอยูในระดับเยื่อบุผิว จึงมีผลในการกระตุนใหรางกายผูติดเช้ือ
สรางภูมิคุมกันตอไวรัสนี้นอยกวาไวรัสชนิดอ่ืน ทําใหผูท่ีเคยรับเช้ือมีภูมิคุมกันอยูในระดับตํ่า 
เพราะฉะน้ันผูท่ีเคยติดเช้ือ HPV และรอยโรคหายไปแลว สามารถติดเช้ือ HPV จีโนไทปเดิมไดใหม 
ตางจากภูมิคุมกันท่ีเกิดจากการฉีดวัคซีน ซ่ึงจะกระตุนใหสรางภูมิคุมกันตอ HPV อยูในระดับท่ีสูง
กวาจากการติดเช้ือจากธรรมชาติประมาณ 11 เทา 

จากการศึกษาพบวาในเซลลท่ีเกิดเปนมะเร็งนั้น สวนใหญพบวามาจาก HPV จีโนไทป 16 
และ 18 [39] โดยเม่ือไวรัสเขาสูเซลลจะเคล่ือนท่ีเขาสูนิวเคลียสรวมเขากับ DNA ของเซลลเจาบาน 
เกิดการจําลอง DNA ของไวรัสพรอมกับ DNA ของเซลลเจาบาน ทําใหเกิดการแสดงออกของยีน E 
สรางกลุมโปรตีน E ซ่ึงโปรตีน E1, E2, E5, E6 และ E7 จะมีการแสดงออกกอนเกิดการ
เปล่ียนแปลงรูปรางของเซลล ขณะท่ีโปรตีน E4 จะมีการแสดงออกตลอดเวลา และโปรตีน L1 และ 
L2 จะแสดงออกในระยะสุดทายของการเปล่ียนแปลงรูปรางของเซลล  

โปรตีน E1 และ E2 จะกระตุนใหเกิดการจําลอง DNA ตลอด  และเกิดการเจริญและแบง
เซลล ทําใหจํานวนไวรัสในเซลลเพิ่มข้ึน จนกระท่ังมีจํานวนไวรัสอยางนอย 1 พันcopies/เซลล และ
ควบคุมการถอดรหัสของจีโนมไวรัส, โปรตีน E4 กระตุนการสรางไวรัสใหอยูในระยะแบงตัว, 
โปรตีน E5 กระตุนใหมีการสราง growth factor, โปรตีน E6 และ E7 ยับยั้งการแปลรหัสของเซลล
เจาบาน เซลลจึงเกิดการเปล่ียนแปลงรูปราง จากนั้นจะสรางแคปซิสโปรตีน L1 และ L2 รวมกับ
โปรตีน E [40]  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 รูปท่ี5 แสดงระดับการแสดงออกของโปรตีนของ HPV ในเซลลเยื่อบุผิว (Schiffman M. 
et al., 2007) [41] 

 
 



 12

การศึกษาเชิงระบาดวิทยาของ HPV 
ความชุกของการติดเช้ือนั้นข้ึนอยูกับอายุและความไวของวิธีตรวจ HPV DNA ซ่ึงพบมาก

ในผูหญิงชวงอายุ 15-25 ป ถึง 25-40 % และลดลงเม่ืออายุเพิ่มข้ึน และจะพบมากข้ึนอีกคร้ังใน
ผูหญิงอายุ 60 ปข้ึนไป [36] และไดมีรายงานการศึกษาความชุกของ HPV ในสตรีท่ีมีผลการตรวจ
ทางเซลลวิทยาของปากมดลูกปกติพบวา มีผูท่ีติดเช้ือไวรัสถึง 10.4 % โดยแบงเปนแอฟริกา 22.1 %, 
อเมริกาเหนือ 11.3 %, ยุโรป 8.1 % และเอเชีย 8.0 % [42] 
 
 
  ตารางท่ี2 แสดงการศึกษาความชุกของ HPV ในประชากรผูหญิงท่ีมีความเส่ียงตํ่าในการติดเช้ือ HPV 
 

ประเทศ บริเวณท่ีเก็บตัวอยาง กลุมทดสอบ วิธีทดสอบ Prevalence (%) เอกสารอางอิง 
Nigeria Ecto/endocervix-brush Population-based GP5+/GP6+ 24.8 [43] 

Mozambique Cervix-smear Population-based MY09/MY11 40.0 [44] 
Zimbabwe Cervicovaginal-lavage Population-based GP5+/GP6+ 27.0 [45] 

Morocco Cervix-brush 
Cytological 
normal hospital-
based controls 

GP5+/GP6+ 20.5 [46] 

Chile 
Ectocervix-spatula 
Endocervix-brush 

Population-based 
random sample 

GP5+/GP6+ 12.8 [47] 

Mexico Cervix-brush 
Population-based 
random sample 

PCR with L1 
primer 

14.5 [48] 

United State 
of America 

Ecto/endocervix-brush 
Population-based 
random sample 

MY09/MY11 9.2 [49] 

Australia Self-sampled 

Virgin and 
cytologically 
normal women 
attending 
outpatient clinic 

PCR with L1 
consensus 
primers 

6.0 [50] 

India Cervix-broom, brush 
Population-based 
random sample 

GP5+/GP6+ 16.9 [51] 

South Korea Cervix-swab 
Hospital-based 
population 

GP5+/GP6+ 35.1 [52] 
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ประเทศ บริเวณท่ีเก็บตัวอยาง กลุมทดสอบ วิธีทดสอบ Prevalence (%) เอกสารอางอิง 

Japan Cervix-swab 
Population-based 
random sample 

PCR L1 primer 
(6, 11, 16, 18, 
31, 33, 52, 58) 

10.7 [53] 

Philippines Cervix-brush 
Hospital-based 
controls 

GP5+/GP6+ 9.2 [54] 

Belgium Cervix-smear 
Routine cervical 
cancer screening 

GP5+/GP6+ 6.9 [55] 

Italy Cervix-brush 
Population-based 
random sample 

GP5+/GP6+ 8.8 [56] 

Norway Cervix-smear, brush 
Outpatient 
population-based 
screening study 

GP5+/GP6+ 10.4 [57] 

England Cervix-spatula 
Routine cervical 
cancer screening 

MY09/MY11 7.3 [58] 

 
 ในประเทศไทยมะเร็งปากมดลูกจัดเปนมะเร็งท่ีพบมากเปนอันดับ 2 โดยอยูในอัตราเฉล่ีย 
20 % ตอประชากร 1 แสนคนตอป ชนิดท่ีพบบอยท่ีสุด คือ ชนิด Squamous cell carcinoma ซ่ึงเปน
เซลลในกลุมเยื่อบุปากมดลูกดานนอก พบไดประมาณ 80 % 

 

รูปท่ี6 แผนท่ีแสดงความชุกของ HPV DNA จากการสํารวจในผูหญิงปกติท่ัวโลกเม่ือป 
2007 (Sanjose S. et al., 2007) [42] 
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 การติดเช้ือในระยะซอนเรน จะมีการเพิ่มจํานวนของไวรัสเพียงช่ัวคราว และจะควบคุมให
รักษาระดับของ DNA ใหมีจํานวนนอย อยูในระดับ 50-200 copies ของ DNA ไวรัส ไปควบคูกัน
กับการจําลองตัวเองของไวรัสใน S phase เฉล่ียแลว 1 คร้ังตอวงชีวิตของเซลล สวนประกอบท่ี
สําคัญในการรักษาระดับ DNA ไวรัส คือ cis-acting replication origin, โปรตีน E1 และ E2 จนกวา
เซลลมีการเปล่ียนแปลงรูปราง ไวรัสจะมีอัตราการจําลองตัวเองสูงข้ึน [59] ทําใหเกิดการแสดงออก
ของโปรตีนโครงสรางมากข้ึน จนเกิดการหลุดออกนอกเซลลเพื่อแพรกระจายไปยังเซลลอ่ืน ซ่ึงการ
ติดเช้ือ HPV ในระยะ low-grade lesion นั้นจะพบ HPV DNA อยูบริเวณผิวเซลล และจะมีการ
รวมตัวกับโครโมโซมของเซลลเจาบานในระยะ high-grade lesion และมะเร็ง [60] Copy number 
ของ HPV DNA ท่ีเพิ่มข้ึนจากการจําลองตัวเองอยางตอเนื่องท้ังใน S phase ของเซลลปกติ และใน S 
phase ในเซลลท่ีมีการเปล่ียนแปลงรูปรางจากการติดเช้ือไวรัส จะมีการเพิ่มจํานวนอยางสุมข้ึนกับ
ชนิดของเซลลท่ีติดเช้ือไวรัส [61] 
 
ผลของการติดเชื้อ HPV 
กลุมสตรี: การติดเช้ือ HPV ความเส่ียงตํ่าทําใหเกิดหูดหงอนไกบริเวณอวัยวะสืบพันธุ  สวนชนิด
ความเส่ียงสูง อาจกอใหเกิดความผิดปกติของเซลลบริเวณ ano-genital จนถึงข้ันเปนมะเร็ง แต
เนื่องจากสวนใหญแลวการติดเช้ือมักเปนแบบช่ัวคราว ทําใหประมาณ 70 % ของผูหญิงท่ีติดเช้ือ 
HPV จะมีผลตรวจ HPV DNA เปนลบภายใน 1 ป แมวา HPV สายพันธุ 16 จะมีแนวโนมท่ีจะคง
สภาพการติดเช้ืออยูนานกวาสายพันธุอ่ืน แตสวนมากก็หายไปภายใน 2 ป แสดงวาผูติดเช้ือสวน
ใหญมีกลไกในการขจัดเช้ือออกจากรางกายตามธรรมชาติ แมวาผลการตรวจ HPV DNA เปนลบ 
แตอาจมีเช้ือบางสวนซอนเรนอยูในรางกายและสามารถเกิดข้ึนอีกไดในภายหลังก็ตาม จาก
การศึกษาพบวาเช้ือเหลานี้มีความเส่ียงตํ่ามากตอการกอเกิดมะเร็งในภายหลัง 
กลุมบุรุษ: การติดเช้ือ HPV ในกลุมความเส่ียงตํ่า กอใหเกดิหูดหงอนไกท่ีบริเวณองคชาตไดเชนกัน 
สวนชนิดความเส่ียงสูง สวนหนึ่งเกี่ยวของกับการเกดิรอยโรคกอนมะเร็ง ชนิด Squamous ของ
องคชาตและของทวารหนัก รวมถึงมะเร็งดวยมะเร็งขององคชาตพบคอนขางนอย โดยเฉพาะชายท่ี
ผานการขลิบหนังหุมปลายมาแลว แตมะเร็งของทวารหนักกลับมีแนวโนมสูงข้ึนชัดเจนในกลุมชาย
รักรวมเพศ จึงมีแพทยบางกลุมเสนอแนะใหมีการตรวจคัดกรองรอยโรคกอนมะเร็งของ
ชองทวารหนกัทางเซลลวิทยาในประชากรกลุมนี้ 
กลุมเด็ก: การติดเช้ือ HPV จากแมสูลูกเกิดไดยากมาก เด็กท่ีติดเช้ือ HPV ความเส่ียงตํ่าจากการคลอด 
อาจทําใหเกิดหูดในทางเดินหายใจของเด็ก แตพบไดนอยมาก (0.4-1.1 ราย ตอการคลอดมีชีวิต 1 
แสนราย จากแมท่ีมีประวัติเคยเปนหูดหงอนไกบริเวณอวัยวะสืบพันธุ) 
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อาการ 
 กอนที่จะกลายเปนมะเร็ง หรือมะเร็งระยะเร่ิมตนบริเวณปากมดลูก โดยปกติจะไมมีอาการ
เจ็บปวยใดๆ หรือปรากฏอาการใหเห็น ในระยะท่ีโรคกําลังกอตัว อาจสังเกตเห็นอาการใดอาการ
หนึ่งหรือมากกวานี้ คือ เลือดออกบริเวณชองคลอด, เลือดออกผิดปกติในระหวางมีประจําเดือน, 
เลือดออกหลังจากมีเพศสัมพันธ, มีประจําเดือนนานหรือมากกวาปกติ, เลือดออกหลังวัยหมด
ประจําเดือน, มีสารคัดหล่ังจากชองคลอดมากข้ึน, มีอาการเจ็บบริเวณเชิงกราน หรือมีอาการเจ็บ
ขณะมีเพศสัมพันธ 
 
การเก็บตัวอยางตรวจสําหรับการตรวจ HPV 
 มีวิธีการเก็บตัวอยางตรวจหลายวิธีดวยกันเพื่อใชสําหรับการตรวจ HPV ไดแก ตัวอยาง
ตรวจท่ีคนไขสามารถเก็บเองได เชน urine, vulvar swaps, vaginal tampons, หรือ vaginal swaps 
ตัวอยางตรวจท่ีเก็บโดยแพทย เชน genital swab, vaginal lavage, cervical swab, และ cervical brush 
specimens และไดมีการประเมินประสิทธิภาพการใชตัวอยางตรวจท่ีเก็บเองเพ่ือใชในการตรวจ 
HPV พบวาใหผลท่ีเช่ือถือไดในระดับปานกลาง โดยมีการศึกษาหนึ่งท่ีศึกษาในสหรัฐ เพื่อ
เปรียบเทียบ ระหวาง การใช directed swab ท่ีเก็บโดยแพทย กับ vaginal tampons ท่ีคนไขเก็บเอง 
ใหผลการศึกษาท่ีสอดคลองกัน นั่นคือใหผลลบหรือผลบวกจากตัวอยางตรวจท้ัง 2 ชนิด ถึง 80% 
และจากอีกหนึ่งการศึกษาท่ีในแคนาดา เพื่อเปรียบเทียบระหวางตัวอยางตรวจท่ีเก็บเองจาก vagina, 
vulvar และ urine กับตัวอยางตรวจท่ีเก็บโดยแพทย คือ cervical samples หลังจากนั้นทําการตรวจ
ทุกคนดวย colposcopy ผลการศึกษาพบวา คา sensitivity ตอการตรวจหา High-grade squamous 
intraepithelial lesion (HSIL) เทากับ 98.3% จากตัวอยางท่ีเก็บโดยแพทย และ 86.2% จาก vaginal 
swabs ท่ีคนไขเก็บเอง, 62.1% จาก vulvar swabs, และ 44.8% จาก urine  โดยพบวาการเก็บตัวอยาง
เองเปนวิธีที่ผูหญิงยอมรับได และชอบการตรวจโดยใชปสสาวะท่ีสุด 
 
การวินิจฉัย 

ปจจุบันมีวิธีการตรวจหามะเร็งปากมดลูก 2 วิธีไดแก 
1. การตรวจทาง cytological  ไดแกการตรวจ Papanicolaou (Pap) smear วิธีนี้ตอง

อาศัยบุคลากรที่มีความชํานาญในการตรวจ เพื่อดูการเปล่ียนแปลงของเซลล 
(dysplasia) ท่ีอาจเปล่ียนแปลงไปเปนเซลลมะเร็ง ซ่ึงอาจมีความผิดพลาดเกิดข้ึน
ไดงาย เสียคาใชจายสูงและมีข้ันตอนท่ียุงยาก 

2. การตรวจ HPV โดยเทคนิค ทางดาน molecular  ซ่ึงเปนวิธีการตรวจท่ีมีความไวสูง
กวาการตรวจ Pap smear 

เทคนิคท่ีใชตรวจงานทางดาน Molecular นั้นสามารถแบงออกไดเปน 
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1. เทคนิคท่ีไมใชการเพิ่มจํานวน (Non- amplified) เชน nucleic acid probe tests 
2. เทคนิคท่ีอาศัยการเพิ่มจํานวน (Amplified) เชน PCR และเทคนิคทางดานนี้ยังแบงออกไดเปน 
 2.1 Target amplification ซ่ึงเปนการขยายจํานวนกรดนิวคลีอิก (DNA, RNA) ของเปาหมาย 
ตัวอยางเชน PCR ซ่ึงมีความไวในการตรวจหาเช้ือในระดับสูง โดยจะใหผลบวกเม่ือ HPV มากกวา 
100-480 copies/ml แตสวนใหญวิธีนี้ใชเฉพาะในงานวิจัย 
 2.2  Signal amplification โดยท่ีสัญญาณ การตรวจวัดจะถูกผลิตข้ึนจาก probe ซ่ึงแปลผล
ตรงกับปริมาณ HPV DNA ณ เวลาท่ีเก็บเซลลืเยื่อบุผิวปากมดลูก ระบบท่ีใชอยูในปจจุบัน เรียกวา 
Hybrid Capture 2 (HC2) จะใหผลบวก เม่ือมีเช้ือมากกวา 5,000 copies/sample วิธีนี้มีใชในทาง
คลินิกท่ัวไป 
 2.3 Probe amplification โดยท่ีโมเลกุลของ probe เองจะถูกขยายจํานวน (ตัวอยางเชน 
ligase chain reaction) 
และเนื่องจากวา HPV มีหลายจีโนไทปและมีแนวโนมของการกอมะเร็งตางกัน ดังนั้นการวินิจฉัยจะ
ไมเพียงตรวจหา HPV DNA เทานั้น แตยังตองสามารถแยกจีโนไทปของ HPV ในแตละตัวอยาง
ตรวจไดดวย 
ในปจจุบันยังมีขอจํากัดในการตรวจ HPV DNA 

1. การตรวจคร้ังเดียวไมสามารถระบุ ระยะเวลาของการติดเช้ือได จึงบอกไมไดวาการติดเช้ือ
เปนแบบชั่วคราว หรือแบบคงอยูนาน (Transient or Persistent) 

2. ปริมาณของเช้ือบริเวณปากมดลูก ณ เวลาตรวจและความไวของวิธีการตรวจ เปนปจจัยท่ี
เกี่ยวของโดยตรงกับการรายงานผลคร้ังนั้น 

3. HPV DNA test ท่ีใชอยูปจจุบันไมสามารถระบุจีโนไทปของกลุมความเส่ียงสูงได ดังนั้นถา
ผลตรวจเปนบวก 2 คร้ัง อาจเกิดจากเช้ือคนละสายพันธุ 

4. ราคาคาตรวจยังมีราคาสูง ดังน้ันการตรวจควรเลือกเฉพาะรายท่ีมีความจําเปนจริงๆ เชน ผล 
pap smear คลุมเครือ 

 การวินิจฉัยจีโนไทปของ HPV ในช้ินเนื้อนั้น อาศัยวิธี nucleic acid hybridization เนื่องจาก
การสองกลองจุลทรรศนในการสังเกตอนุภาคของไวรัส และวิธีทางวิทยาภูมิคุมกันในการตรวจหา 
viral capsid antigens นั้นมีขอจํากัดเพราะวาจะไมมีการสรางอนุภาคของไวรัสและ capsid antigens 
การวินิจฉัย HPV โดยการเพ่ิมจํานวนช้ินสวนของไวรัสจีโนมดวยวิธี PCR มีการใชอยางกวางขวาง 
เพราะเปนวิธีท่ีมีความไวและความจําเพาะสูง, ใชปริมาณตัวอยางนอย และเหมาะในการตรวจหา 
HPV หลายจีโนไทปในปฏิกิริยาเดียว วิธี PCR นี้สามารถตรวจหาไวรัสจีโนมไดถึง 10-100 copies 
ในขณะท่ีวิธีท่ัวไปสามารถตรวจหาไวรัสจีโนมเพียง 105-106 copies 
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แนวโนมในการตรวจ HPV DNA 
 หลักในการพิจารณาเพื่อเลือกทําการตรวจ HPV DNA เพื่อใชในโปรแกรมการเฝาระวังและ
ปองกันการเกิดมะเร็งไดแก 
 1. ในผูปวยที่มีผลการตรวจ Pap smear ท่ีไมชัดเจน คือ Atypical squamous cells of 
undetermined significance (ASC-US), Atypical squamous cells, cannot rule out a high grade 
lesion (ASC-H), Atypical glandular cells, favor neoplastic (AGC-H) หรือ low-grade squamous 
intraepithelial lesion (LSIL)  
 2. ในผูปวยท่ีอยูในระหวางการรักษา High-grade dysplasia หรือ microinvasive cancer 
 3. ใชเปนการทดสอบหลักในการตรวจกรอง High-grade dysplasia ในหญิงท่ีมีอายุ 35 ป
ข้ึนไป 

การวินิจฉัยหา HPV DNA นั้นสามารถใชควบคูหรือทดแทนการตรวจดวยวิธี Pap smear 
ได ซ่ึงมีประโยชนในการตรวจหามะเร็งปากมดลูกและผูหญิงท่ีมีผลทางเซลลวิทยาผิดปกติ ทําให
ชวยลด false-negative จาก Pap smear screening ได 20-30 % และผูปวยสามารถเก็บตัวอยางเองได 
เพราะเปาหมายหลักเพื่อปองกันมะเร็งปากมดลูก [62, 63] 

 
แนวทางการปฏิบัติในการตรวจคัดกรอง 

1. ระยะเวลาที่ควรเร่ิมตนตรวจ: ประมาณ 3 ป หลังมีเพศสัมพันธคร้ังแรก แตไมเกินอายุ 21 ป 
สําหรับผูหญิงโสดควรตรวจเม่ืออายุ 21 ปข้ึนไป 

2. ระยะหางของการตรวจ:  
- ตรวจปละคร้ังหรือทุก 2-3 ป สําหรับผูหญิงอายุ 30 ป ข้ึนไป และมีผลตรวจเปนลบ 

3 คร้ังติดตอกัน 
- ตรวจทุก 3 ป ถาผลทดสอบ HPV DNA และผลตรวจ Pap smear เปนลบท้ังคู 

3. การหยุดคัดกรอง:  ผูหญิงท่ีอายุมากกวา 70 ป มีผลตรวจ Pap smear คร้ังลาสุดเปนลบ และ
ไมเคยมีผลตรวจผิดปกติในระยะ 10 ปท่ีผานมา และในกลุมผูหญิงท่ีตัดมดลูกออกหมด ไม
ตองตรวจคัดกรองอีกตอไป ถาขอบงช้ีการผาตัดไมเกี่ยวของกับมะเร็งของอวัยวะสืบพันธุ 

 
การปองกัน 
 การปองกันแบบปฐมภูมิ เปนการปองกันโดยการหลีกเล่ียงปจจัยเส่ียง หรือหลีกเล่ียงสาเหตุ
ท่ีทําใหเกิดมะเร็งปากมดลูก ไดแก การรักษาความสะอาด, การหลีกเล่ียงการมีคูนอนหลายคน, การ
หลีกเล่ียงการมีเพศสัมพันธเม่ืออายุนอย, การคุมกําเนิดโดยการใชถุงยางอนามัย และการฉีดวัคซีน
ปองกันการติดเช้ือ HPV ในคนท่ีไมเคยติดเช้ือในจีโนไทปที่มีในวัคซีนมากอน ซ่ึงการฉีดวัคซีนนี้
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จะไดผลดีในกลุมอายุ 9–26 ป และควรฉีดกอนมีเพศสัมพันธคร้ังแรก วัคซีน HPV ท่ีไดรับรองจาก
คณะกรรมการอาหารและยาในประเทศไทยใหใชไดนั้น เปนชนิด quadrivalent ซ่ึงมีคุณสมบัติ ดังนี้ 

1. ปองกันการติดเช้ือ HPV 4 จีโนไทป คือ HPV จีโนไทป 6, 11, 16 และ 18 สามารถ
ครอบคลุมจีโนไทปท่ีกอมะเร็งปากมดลูกได ประมาณ 70 % และปองกันการติดเช้ือท่ี
กอใหเกิดหูดหงอนไก ประมาณ 90 % 

2. วัคซีนผลิตมาจากโปรตีนท่ีประกอบกันข้ึนเรียกวา virus-like particle ซ่ึงไมกอใหเกิดการ
ติดเช้ือ 

3. การใหวัคซีนจะฉีดเขากลาม 3 คร้ัง ในเวลา 6 เดือน โดยฉีดท่ี 0, 2 และ 6 เดือน ตามลําดับ 
4. กลุมผูไดรับประโยชนจากวัคซีนสูงสุด คือ เด็กหญิงอายุ 10-12 ป หรือสามารถฉีดไดตั้งแต

อายุ 9 ป แตในรายอายุ 13-26 ป ท่ียังไมเคยไดรับวัคซีน หรือไดรับวัคซีนยังไมครบก็
สามารถฉีดไดเชนกัน และควรไดรับวัคซีนกอนการมีเพศสัมพันธคร้ังแรก 

5. ความปลอดภัย ประสิทธิภาพ และระยะเวลาในการปองกัน 
- พบวาผลขางเคียงนอย อาการไมพึงประสงคสวนใหญพบเพียงอาการปวด บวม

แดง บริเวณท่ีฉีดเล็กนอย และอาจมีไขต่ําๆ 
- ไมพบวาวัคซีนมีผลในแงของการรักษาโรคจากการติดเช้ือ HPV หรือรอยโรคท่ี

เกิดจากจีโนไทปของ HPV เปาหมาย 
- ไมแนะนําใหมีการฉีดวัคซีนในระยะต้ังครรภ แมวาจะไมมีรายงานของความพิการ 

สําหรับมารดาท่ีใหนมบุตรสามารถฉีดวัคซีนได เนื่องจากสวนประกอบของวัคซีน 
ไมมีศักยภาพในการกอใหติดเช้ือ (Inactivated Vaccine) 

- ในรายท่ีมีภาวะภูมิคุมกันตํ่า ไมมีขอหามแตอยางใด 
- ยังไมมีขอมูลสนับสนุนการใหวัคซีนในกลุมผูชาย 
- ระยะเวลาการปองกันของวัคซีนยังไมทราบแนนอน  แตปจจุ บันพบวามี

ประสิทธิภาพปองกันไดนานประมาณ 5 ป และยังไมทราบวาตองมีการฉีดวัคซีน
ซํ้า (Booster) หรือไม และเม่ือใด 

- การใหวัคซีน HPV ยังไมคุมคาการลงทุน คือ ยังไมครอบคลุมกลุมความเส่ียงสูง
ท้ังหมด ผูท่ีไดรับวัคซีนยังมีโอกาสเปนมะเร็งปากมดลูกจาก HPV สายพันธุอ่ืน
นอกเหนือจากท่ีฉีดวัคซีนได และมีราคาแพง 

 การปองกันแบบทุติยภูมิ เปนการคนหามะเร็งในระยะเร่ิมแรก ซ่ึงเปนวิธีท่ีสามารถวินิจฉัย
มะเร็งปากมดลูกกอนท่ีเซลลผิดปกติจะเปล่ียนเปนเซลลมะเร็ง โดยการตรวจคัดกรองมะเร็งปาก
มดลูก สามารถทําไดโดยการตรวจภายใน ซ่ึงแพทยจะทําการเก็บตัวอยางมูกบริเวณรอบๆ ปาก
มดลูก โดยจะมีเซลลปากมดลูกปะปนออกมากับมูกนั้น แลวเอาไปตรวจทางกลองจุลทรรศน ท่ี
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เรียกวา การตรวจทางเซลลวิทยา เพื่อดูความผิดปกติของเซลล เรียกวา Conventional Pap smear 
หรือ Liquid-based cytology หากตรวจพบในระยะแรกๆ จะชวยใหการรักษาไดผลดียิ่งข้ึน แตวิธีนี้
ยังไมสมบูรณแบบ เพราะบางคร้ังไมสามารถตรวจหาส่ิงผิดปกติท่ีมีอยูได ในปจจุบันจึงมีการ
พัฒนาการตรวจ HPV DNA ใชในการตรวจวินิจฉัยรวมกันดวย เพ่ือปองกันความผิดพลาดท่ีอาจ
เกิดข้ึนได 

การปองกันตติยภูมิ คือ การดูแลรักษาผูปวยโรคมะเร็งนั้นใหมีอายุท่ียืนยาว และมีการ
พัฒนาคุณภาพชีวิตใหดีข้ึน 

จะเห็นไดวา ผูหญิงท่ีผานการมีเพศสัมพันธทุกคนจะมีโอกาสเส่ียงตอการเกิดเปนมะเร็ง
ปากมดลูกได โดยจะมีโอกาสเส่ียงมากนอยแตกตางกัน ข้ึนอยูกับพฤติกรรมของแตละบุคคล ซ่ึงการ
มีเพศสัมพันธตั้งแตอายุยังนอย จะมีโอกาสเส่ียงตอการเกิดมะเร็งปากมดลูกไดสูง เพราะเชื้อไวรัส 
HPV มีโอกาสท่ีจะสะสมอยูในรางกายไดตั้งแตการมีเพศสัมพันธคร้ังแรก ดังนั้น วิธีท่ีดีท่ีสุดในการ
ปองกันมะเร็งปากมดลูก คือการรณรงคใหผูหญิงท่ีมีเพศสัมพันธทุกคนมีการตรวจคัดกรองมะเร็ง
ปากมดลูกเปนประจําทุกๆ ป 
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บทท่ี 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

รูปแบบการวิจัย 
 การวิจัยคร้ังนี้เปนการวิจัยเชิงพรรณนา (Cross-sectional, descriptive research) โดยการวิจัย
ในครั้ งนี้ไดผ านการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรมจากจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
(Chulalongkorn University Ethics Committee) 
 
ประชากรศึกษา 
 ทําการเก็บตัวอยางช้ินเนื้อจากสตรีท่ีเปนมะเร็งปากมดลูกจากสถาบันมะเร็งแหงชาติ 
จํานวน 59 ราย เพื่อใชในการหา Rate of detection ของ primers   
 ทําการเก็บตัวอยางเซลลจากประชากรสตรีท่ีมาทําการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกดวย
วิธี Pap smear ในรูปของชุดเก็บ Thin prep. โดยสุมตัวอยางจากสตรีท่ีเขารับการตรวจจากทาง
โรงพยาบาลในชวงป พ.ศ. 2551-2552 เปนนิรนาม และใชการออกรหัส 

- โรงพยาบาลบางปะกอก 9 อินเตอรเนช่ันแนล 850 ตัวอยาง 
- โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ    848 ตัวอยาง 
โดยตัวอยางท่ีไดมีขอมูลเฉพาะดานอายุและผลตรวจทางเซลลวิทยา 
 

การเก็บตัวอยาง 
 ตัวอยางท่ีเปนช้ินเนื้อจะทําการตัดบางสวนออกมาเพื่อทําการศึกษา และสวนท่ีเหลือจะถูก
เก็บไวในไนโตรเจนเหลว เพื่อใชในการศึกษาตอไป 
 สวนตัวอยางชุดเก็บ Thin prep. ท่ีไดจากการสุมนั้นจะถูกปนแยกเพื่อแยกเก็บสวนท่ีเปน
เซลลกับน้ําใสออกจากกัน  หลังจากนั้นจึงนําตัวอยางท่ีเปนเซลลมาทําการศึกษา และตัวอยางท่ีเหลือ
จะทําการเก็บรักษาไวท่ีตูแชแข็งท่ีอุณหภูมิ -70๐C เพื่อใชในการศึกษาตอไป 
 
เคร่ืองมือและวัสดุอุปกรณท่ีใชในการวิจัย 

1. เคร่ืองมือ 
1.1   Pipette tip: 10 μl, 200 μl และ 1,000 μl (Elkay, Ireland) 
1.2   Microcentrifuge tube: 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml (AxyGEN, USA) 
1.3   Polypropylene conical tube: 15 ml และ 50 ml (Elkay, Ireland) 
1.4   Beaker: 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500 ml, 1000 ml (Pyrex, USA) 
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1.5   Flask: 250 ml, 500 ml, 1000 ml (Pyrex, USA) 
1.6   Reagent bottle: 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1000 ml (Duran, USA) 
1.7   Cylinder: 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1000 ml (Pyrex, USA) 
1.8   Pipette rack (Eppendorf, Germany) 
1.9   Thermometer (Precision, Germany) 
1.10 Parafilm (American Nation Can, USA) 
1.11 Plastic wrap 
1.12 Stirring-magnetic bar 
1.13 Combs (Bio-RAD, Hercules, California) 
1.14 Electrophoresis chamber set (Bio-RAD, USA) 
1.15 Cryogenic Vial (Scitech, Canada) 
 

2. อุปกรณ 
2.1 Automatic adjustable micropipette: P2 (0.1-2 μl), P10 (0.5-10 μl), P20 (5-20   

μl), P100 (20-100 μl), P1000 (100-1000 μl) (Eppendorf, Germany) 
2.2 Vortex mixer (Scientific industry, USA) 
2.3 Stirring hot plate (Bamstead/Thermolyne, USA) 
2.4 Centrifuge (Beckman GS-6R, USA) 
2.5 Refrigerate microcentrifuge (Universal 16R Hettich, USA) 
2.6 Microcentrifuge 0.2 ml (Axygen, USA) 
2.7 Microcentrifuge 1.5 ml (Elkay, USA) 
2.8 Eppendorf Mastercycle personal (Hamburg, Germany) 
2.9 Power supply model 250 (Giboco BRL, USA) 
2.10 Multi-block heater (Lab-Line Instrument Inc., USA) 
2.11 Gel Doc 1000 (Bio-RAD, USA) 
2.12 Mitsubishi Video copy processor (Bio-RAD, USA) 
2.13 Thermal paper (Bio-RAD, USA) 
2.14 Refrigerator 4๐C (Misubishi, Japan) 
2.15 Freezer -20๐C (Sanyo, Japan) 
2.16 Freezer -70๐C (Forma Scientific, USA) 
2.17 PCR Cabinet (Augusta) 
2.18 Microwave oven 
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2.19 Water Purification equipment (Water pro Ps, USA) 
2.20 Autoclave (Hydroclave MC10 Harvey, USA) 
2.21 Balance (PB1502 Mettler Toledo, Switzerland) 
 

สารเคมีท่ีใชในการวิจัย 
1. สารเคมีท่ัวไป 

1.1 Agarose molecular grade (Promega, USA) 
1.2 Diethyl pyrocarbonate (Sigma, Singapore) 
1.3 Ethidium bromide (Sigma, Singapore) 
1.4 Sucrose (USB, Hongkong) 
1.5 100 base pair DNA ladder (Biolab, USA) 
1.6 Boric acid (USB, Hongkong) 

2. สารเคมีสําหรับเก็บตัวอยาง 
2.1 Phosphate Buffer Saline (PBS Tablets) (Bio Basic Inc.) 
2.2 Penicillin-Streptomycin (10,000 units/ml) (GIBCO) 
2.3 ชุดเก็บตัวอยาง ThinPrep® (Hologic, West Sussex, UK) 
2.4 Liquid Nitrogen 

3. สารเคมีสําหรับการสกัด DNA (DNA extraction) 
3.1  Isoamyl alcohol (Sigma, Singapore) 
3.2  Absolute ethanol (Sigma, Singapore) 
3.3  Glycogen (USB, Ohio) 
3.4  Sodium acetate (Sigma, Singapore) 
3.5  Phenol (Pierce, USA) 
3.6  Chloroform (Sigma, Singapore) 
3.7  Tris base Biotechnology Grade (USB, Hongkong) 
3.8  Disodium ethylenediamine tetracetic acid (EDTA) (MERCK, Germany) 
3.9  Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) (Biotech, Sweden) 
3.10  Proteinase K 

4. สารเคมีสําหรับการทํา PCR 
4.1 Eppendorf Mastermix (2.5x) (Eppendorf, Hamburg, Germany) 

5. สารเคมีสําหรับการทําผลผลิต PCR ใหบริสุทธ์ิ 
5.1  HiYield Gel/PCR DNA Fragments Extraction kit (Bioscience) 



 23

วิธีการดําเนินการวิจัย 
 Positive control 
 เนื่องจากการศึกษาครั้งนี้ไมมี positive control ของ HPV เพราะฉะนั้นจึงทําการสุมเลือก
ตัวอยางท่ีใหผลการตรวจหา HPV DNA เปนบวกดวยวิธี PCR จากตัวอยางช้ินเนื้อท่ีเปนมะเร็งปาก
มดลูก เนื่องจากในผูปวยท่ีเปนมะเร็งปากมดลูกนั้นสามารถพบเช้ือ HPV ไดมากกวา 96.6% [64] 
หลังจากนั้นนําผลิตผลท่ีไดทําการหาลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อยืนยันผลวาเปนลําดับนิวคลีโอไทด
ของ HPV แลวจึงนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมาทําการวิเคราะหดวย BLAST analysis เม่ือได
ตัวอยางช้ินเนื้อท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดเปน HPV ในสวน E1 gene แลวจึงนํามาเปน positive control 
 Negative control 
 เนื่องจาก HPV เปน DNA ไวรัส เพราะฉะน้ัน negative control ในการศึกษาคร้ังนี้ คือ 
Distilled water ท่ีมีปริมาตรเทากับ DNA ท่ีใชในการทดลอง 
 Internal control 
 เพื่อเปนการยืนยันวาสามารถสกัด DNA ไดจริง ในการศึกษาคร้ังนี้จึงไดเลือกใช DNA ท่ีมี
อยูในเซลลปกติทุกเซลลเพื่อเปนการยืนยันผลการสกัดวาการใหผลลบกับการทํา PCR นั้นใหผลเปน
ลบจริง ไมใชจากการสกัด DNA ไมไดและในการศึกษาคร้ังนี้ไดเลือกใช DNA ในสวน Beta-globin 
จึงไดทําการเพิ่มปริมาณ DNA ของ Beta-globin ดวยวิธี PCR ซ่ึงตองใหผลบวกเสมอ หากการเพิ่ม
ปริมาณ DNA ของ HPV ใหผลลบ และการเพิ่มปริมาณ DNA ของ Beta-globin ใหผลลบเชนกัน 
จะตองทําการสกัด DNA ใหม เพราะมาสามารถสกัด DNA ได 
 หลังจากท่ีคัดเลือกตัวอยางท่ีจะนํามาศึกษาโดยการสุมตัวอยางแลว ก็จะทําการสกัด DNA 
โดยมีข้ันตอนดังแผนภาพท่ีแสดงไว 
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แผนภาพแสดงข้ันตอนการสกัด DNA 
นําเซลลท่ีอยูในสารละลาย 100 μl ใสใน Lysis buffer 400 μl + proteinase K (10 mg/ml) 10 μl 

 
บมท่ี 50๐C เปนเวลา 1-2 ช่ัวโมง 

 
เติม Phenol 250 μl และ Choloform : IAA (49:1) 250 μl แลวนําไป vortex 

 
Centrifuge 12,000 g 20 นาที 

 
ดูดสวนบนใสใน สารละลาย Glycogen 4 μl + 2 M NaOAc 40 μl + Absolute ethanol 800 μl 

 
นําไปแชท่ี -70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 

 
Centrifuge 12,000 g 30 นาที 

 
เทสารละลายท้ิง แลวเติม 70 % ethanol 1,000 μl 

 
Centrifuge 12,000 g 20 นาที 

 
เทสารละลายท้ิง แลวนําไปทําใหแหงดวยระบบสูญญากาศ 

 
ละลาย DNA ใน DW 30 μl  

 
การเพิ่มจํานวน HPV ในสวน E1, L1 gene และ Beta-globin gene ดวยวิธี Polymerase Chain 
Reaction (PCR) 
 
การออกแบบ Primers 
 การศึกษาคร้ังนี้จะทําการตรวจคัดกรองหา HPV DNA ในเซลลของผูเขารับการตรวจคัด
กรองมะเร็งปากมดลูกในโรงพยาบาล โดยการเพิ่มจํานวน HPV ใน E1 gene และเพิ่มจํานวน DNA 
ของ Human ในสวน Beta-globin gene ดังนี้ 
HPV สวน E1 gene จะทําการเพิ่มจํานวน HPV ในสวน E1 gene ดวยวิธี semi-nested polymerase 
chain reaction (semi-nested PCR) การออกแบบ primers จะออกแบบใหครอบคลุมในสวน E1 gene 
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ของ HPV ท้ังท่ีเปนกลุมความเส่ียงสูงท้ังหมดและจีโนไทป 6 และ 11 โดยการนําลําดับนิวคลีโอ-
ไทดในสวน E1 gene ของ HPV กลุมท่ีมีความเส่ียงสูงและจีโนไทป 6 และ 11 ท่ีมีอยูบนฐานขอมูล 
GenBank มาเปรียบเทียบกันเพื่อหาตําแหนงท่ีมีความ conserve และออกแบบ primers ท่ีตําแหนง
นั้น โดยใชโปรแกรม Bioedit ในการออกแบบ primers ซ่ึงไดมีการทดสอบความจําเพาะ 
(specificity) วา primers ท่ีนํามาใชในการศึกษาน้ันมีความจําเพาะกับ HPV เทานั้น โดยการทดสอบ
รวมกับไวรัสอ่ืน เชน HIV, Parvovirus 4, Parvovirus B19, Hepatitis B และ Hepatitis C เพื่อแสดง
วาสามารถจับกับ HPV ไดเทานั้น และทดสอบความไว (sensitivity) ของ primers วา primers 
ดังกลาวมีความไวในการตรวจหาไวรัสไดถึง 102 copies/μl[65] 
HPV สวน L1 gene จะทําการเพิ่มจํานวน HPV ในสวน L1 gene ดวยวิธี nested polymerase chain 
reaction (nested-PCR) โดยใช primers คูท่ีมีการใชในการตรวจหาจีโนไทปของ HPV กันท่ัวไป คือ 
MY09/MY11 และ GP5+/GP6+ [66-68] 
 
การเพิ่มจํานวน DNA (DNA amplification) ในสวน E1, L1gene ของ HPV และ Beta-globin 
gene 
 เพิ่มปริมาณ HPV ในสวน E1 gene ดวยวิธี semi-nested PCR, เพิ่มปริมาณ HPV ในสวน 
L1 gene ดวยวิธี nested-PCR และเพิ่มปริมาณ Beta-globin ดวยวิธี PCR โดยรายละเอียดของ 
primers ดังแสดงในตารางท่ี 3 
 นํา microtube ใสสารเคมีท่ีใชในการทําปฏิกิริยาดังแสดงในตารางท่ี 4 
 

ตารางท่ี3  แสดงลําดับเบส ของ primers แตละเสนท่ีใชในการทํา PCR 

Region Primer ( nucleotide position) Sequence 
Product 
size(bp) 

E1 

HPV-E1F1_1219 5’-AGT ACA GGT TCT AAA ACG AAA GT-3’ 
F1/R1=900 
F2/R1= 736 

HPV-E1F2_1383 5’-GCG AAG ACA GCG GNT ATG GC-3’ 

HPV-E1R1_2119 5’-CAT TAT CAA ATG CCC AYT GYA CCA T-3’ 

L1 

MY09 5’-CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC-3’ 
451 

MY11 5’-GCM CAG GGW CTA TAA YAA TGG-3’ 
GP5+ 5’-TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC-3’ 

136 
GP6+ 5’-GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C-3’ 

Beta-
globin 

Beta-globinF 5’-GTG CAY CTG ACT CCT GAG GAG A-3’ 
100 

Beta-globinR 5’-CCT TGA TAC CAA CCT GCC CAG-3’ 
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ตารางท่ี4  สารเคมีในปฏิกิริยา PCR เพื่อเพ่ิมจํานวน DNA ในบริเวณ E1, L1 gene และ Beta-
globin gene 

สารเคมี 
E1 gene (volume/tube) L1 gene (volume/tube) Beta-globin 

gene 
(volume/tube) 

1st PCR 
(μl) 

2nd PCR 
(μl) 

1st PCR 
(μl) 

2nd PCR 
(μl) 

Distilled water 9.0 12.0 9.0 12.0 13.0 
Eppendorf Mastermix 
(Humburg, Germany) 

10.0 10.0 
10.0 

10.0 10.0 

HPV-E1F1_1219   0.5 - - - - 
HPV-E1R1_2119 0.5 0.5 - - - 
HPV-E1F2_1383 - 0.5 - - - 
MY09 - - 0.5 - - 
MY11 - - 0.5 - - 
GP5+ - - - 0.5 - 
GP6+ - - - 0.5 - 
Beta-globinF - - - - 0.5 
Beta-globinR - - - - 0.5 
DNA template 5.0 2.0 5.0 2.0 1.0 
Total volume 25.0 25.0 25.0 25.0 25.0 

 
ตารางท่ี5   อุณหภูมิและเวลาท่ีใชในการทํา PCR ในสวน E1, L1 gene และ Beta-globin gene  

PCR cycle 
PCR E1 gene PCR L1 gene 

Beta-globin 
1st PCR 2nd PCR 1st PCR 2nd PCR 

Pre-denaturation 94๐C, 5 นาที 94๐C, 5 นาที 94๐C, 5 นาที 94๐C, 5 นาที 94๐C, 5 นาที 
Denaturation 94๐C, 0.30 นาที 94๐C, 0.30 นาที 94๐C, 0.30 นาที 94๐C, 0.30 นาที 94๐C, 0.30 นาที 
Annealing 55๐C, 0.30 นาที 55๐C, 0.30 นาที 55๐C, 0.30 นาที 50๐C, 0.30 นาที 60๐C, 0.30 นาที 
Extension 72๐C, 1.30 นาที 72๐C, 1.00 นาที 72๐C, 1.00 นาที 72๐C, 1.00 นาที 72๐C, 1.00 นาที 
Cycles ทําซํ้าข้ันตอน Denaturation – Extension 40 รอบ 
Post-extension 72๐C, 7 นาที 72๐C, 7 นาที 72๐C, 7 นาที 72๐C, 7 นาที 72๐C, 7 นาที 
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 จากน้ันนํา microtube ท่ีใสสารละลายดังกลาวท้ังหมดใสในเครื่อง thermal cycle 
(GeneAmp PCR System 2400, Perkin-Elmer, Boston) โดยมีอุณหภูมิตามตารางท่ี 5 PCR Product 
ท่ีได จะถูกนํามาตรวจสอบโดยการ ทํา electrophoresis ใน 2% agarose gel โดยใช 100 bp ladder 
เปน marker เพื่อใชตรวจสอบขนาด DNA ท่ีตองการ จากนั้นทําการยอมแถบ DNA โดยใช ethidium 
bromide แลวจึงทําการตัดช้ิน DNA ท่ีตองการแลวมาทําใหบริสุทธ์ิโดยใช HiYield Gel/PCR DNA 
Fragments Extraction kit โดยมีข้ันตอนดังตอไปนี้ 
 

แชใน DF buffer 500 μl ท่ี 55๐C จนเจลละลาย 
 

ดูดใส column filter 
 

Centrifuge 12,000 g 30 วินาที 
 

เทสารละลายท้ิง แลวเติม wash buffer 600 μl 
 

Centrifuge 12,000 g 30 วินาที 
 

เทสารละลายท้ิง แลว Centrifuge 12,000 g 2 นาที 
 

เติม Elution buffer 30 μl แลว Centrifuge 12,000 g 2 นาที 
  
 จากนั้นจึงนํา DNA บริสุทธ์ิ ท่ีได มาหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยการทํา DNA sequencing 
 
การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) 
 นําผลผลิตท่ีไดจากการทํา PCR ใหบริสุทธ์ิ โดยการตัด gel ในสวนแถบ DNA ท่ีมีขนาด
ตรงตามตองการ ท่ีไดหลังจากการทํา gel electrophoresis มาทําใหบริสุทธ์ิโดยใช HiYield Gel/PCR 
DNA Fragments Extraction kit จากน้ันตรวจสอบผลผลิตท่ีไดจากการทําใหบริสุทธ์ิ โดยนําผลผลิต
ท่ีได 5 μl ทําการตรวจดวย gel electrophoresis อีกคร้ังหนึ่งวาไดช้ินสวน DNA ท่ีตองการหรือไม
และเพื่อตรวจสอบวาไมมี DNA อ่ืนเจือปน หลังจากนั้นจึงนําผลผลิตท่ีผานการตรวจสอบแลว 
สงไปท่ีบริษัท First Base Laboratory ประเทศ มาเลเซีย เพื่อทํา cycle sequencing  

การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดนั้นจะใช primer forward หรือ primer reverse ผสมสาร
ตางๆท่ีใชทํา cycle sequencing 
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 หลังจากผานการทํา cycle sequencing แลว ทางบริษัทจะสงผลการทํา cycle sequencing 
กลับมา ซ่ึงสามารถใชโปรแกรม Chromas Lite 2.0 ในการแปลผลได  
 ทําการอานผลท่ีไดโดยใชโปรแกรม Chromas Lite 2.0 เพื่อวิเคราะห chromatogram ของ
ลําดับนิวคลีโอไทด และทําการวิเคราะหผลตอไป 
 
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (DNA Analysis) 
 โดยใชโปรแกรม 

- Clustal X (version 1.83) เพื่อทําการเปรียบเทียบ sequence ท่ีเราไดมาจากการทํา DNA 
sequencing กับ sequence ท่ีเปนตัวอางอิง (references) 

- Chromas (version 2.0.1) เปนโปรแกรมท่ีใชดูกราฟท่ีไดจากการทํา sequencing 
- Oligos (version 9.1) เปนโปรแกรมท่ีใชในการเปล่ียนลําดับ sequence ท่ีเกิดจากการใช 

reverse primer 
- Bioedit (version 5.0.9) เปนโปรแกรมท่ีใชในการออกแบบ primers 
- MEGA  เปนโปรแกรมท่ีใชในการสราง phylogenetic tree 
 

การวิเคราะหขอมูล 
1. ขอมูลท่ัวไปของตัวอยางท้ังหมด เปนขอมูลท่ีมีการออกเปนรหัส และมีประวัติเฉพาะ อายุและผล
ทางเซลลวิทยาเทานั้น 
2. ทดสอบ Rate of detection ของ primers บริเวณ E1 และ L1 gene ท่ีใช 
จํานวนตัวอยางช้ินเนื้อมะเร็งปากมดลูกท่ีใหผลบวกกับ primers บริเวณ E1 และ L1 gene รายงานผล
เปนเปอรเซ็นต ในตัวอยางช้ินเนื้อมะเร็งปากมดลูก แลวเปรียบเทียบคาเปอรเซ็นตท่ีได 
3. ขอมูลการตรวจหา HPV DNA  
จํานวนของการติดเช้ือ HPV รายงานผลเปนเปอรเซ็นต ในตัวอยางผูเขารับการตรวจคัดกรองมะเร็ง
ปากมดลูกในโรงพยาบาล ดวย primers ท่ีใหคา Rate of detection ดีท่ีสุด 
4. ลําดับนิวคลีโอไทดของ HPV ในสวน E1 gene  
เม่ือทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยวิธี Direct sequencing เรียบรอยแลว 

- ทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดกับลําดับนิวโอไทดท่ีมีอยูในฐานขอมูล 
GenBank โดยใชโปรแกรม BLAST จาก www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast 

- ทําการจําแนกจีโนไทปจากผลที่ไดจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูล 
GenBank   
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5. ขอมูลความชุกของ HPV แตละจีโนไทป 
ความชุกของ HPV แตละจีโนไทป รายงานผลเปนเปอรเซ็นต ในตัวอยางท่ีใหผลบวกของผูเขารับ
การตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูก 
6.  ขอมูลการจัดกลุมลําดับนิวคลีโอไทด 
เปรียบเทียบผลของจีโนไทปจากตัวอยางช้ินเนื้อมะเร็งปากมดลูกท่ีไดจากการทํา BLAST analysis 
บริเวณยีน L1 และ E1 โดยการใช phylogenetic analysis จัดกลุมลําดับนิวคลีโอไทดท่ีได ดวยวิธี 
Bootstrap Test, Neighbor-Joining Method รายงานผลเปน phylogenetic tree ของยีน L1 และ E1 
เผยแพรขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 
 ทําการเผยแพรลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมดท่ีไดจากการศึกษา โดยใช Program Sequin 
version 6.0 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sequin) ไปยังฐานขอมูล ธนาคารรหัสพันธุกรรม 
(GenBank) ท่ี http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
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บทท่ี 4 
 

ผลการทดลอง 
 

1. ผลการวิเคราะหเปรียบเทียบการหา HPV แตละคู primers 
จากการทําการตรวจหา HPV DNA ในช้ินเนื้อของผูปวยมะเร็งปากมดลูกดวยคู primers 

บริเวณยีน L1 กับ E1 จํานวน 59 ตัวอยาง พบวาคู primers ท่ีใชเพิ่มจํานวน HPV DNA บริเวณยีน 
L1 ใหผลบวกจํานวน 56 ตัวอยาง คิดเปน 94.9% และบริเวณยีน E1 ใหผลบวกจํานวน 57 ตัวอยาง 
คิดเปน 96.6% และเม่ือทําการวิเคราะหจีโนไทปจาก direct sequencing ดวย BLAST analysis พบวา 
ลําดับนิวคลีโอไทดจากยีนท้ัง 2 บริเวณนั้น ใหผลจีโนไทปแตกตางกันเพียง 1 ตัวอยางจากท้ังหมด  

 
               M        S1        S2        +           -         S1        S2        +         - 
                                                                                                                                    736 bp 
 
 
                                            136 bp 
                                             
 
 

รูปท่ี7 แสดงผลผลิตขนาด 136 และ 736 bp ท่ีไดจากการทํา nested และ semi-nested PCR ของ 
HPV ในสวน L1 และ E1 gene ตามลําดับ โดยท่ี M คือ 100 bp marker, S1 คือ ตัวอยางท่ี 1, S2 คือ 
ตัวอยางท่ี 2, + คือ positive control, - คือ negative control ตามลําดับ    

 
2. ผลการวิเคราะหขอมูล 

การศึกษาครั้งนี้ไดทําการเก็บตัวอยางจากเซลลของผูปวยท่ีเขารับการตรวจคัดกรองมะเร็ง
ปากมดลูกในโรงพยาบาล ดวยชุดเก็บ LBC (ThinPrep®, Hologic, West Sussex, UK) จํานวน 1,698 
ตัวอยาง แบงเปนจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 848 ตัวอยาง และจากโรงพยาบาลบางปะกอก 9 
อินเตอรเนช่ันแนล 850 ตัวอยาง และมีตัวอยางท่ีมีขอมูลไมสมบูรณจํานวนท้ังหมด 36 ตัวอยาง ทํา
ใหจํานวนตัวอยางท่ีนํามาใชวิเคราะหเปน 1,662 ตัวอยาง 
 ทุกตัวอยางไดรับการตรวจหาการติดเช้ือ HPV โดยการทํา semi-nested PCR ในสวน E1 
gene รวมท้ังการตรวจหา Beta-globin gene  
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3. ผลการเพิ่มจํานวน DNA ของ HPV ในสวน E1 
จากการทํา semi-nested PCR ของ HPV DNA สวน E1 gene แลวจะไดผลผลิตจากการทํา 

PCR รอบ 2 ขนาด ประมาณ 736 bp ผลปรากฎวา จากตัวอยางท้ังหมดจํานวน 1,698 ตัวอยาง ให
ผลบวก 149 ตัวอยาง คิดเปน 8.8 % จากตัวอยางท้ังหมด แตเนื่องจากมีตัวอยางขอมูลไมสมบูรณ
จํานวน 36 ตัวอยาง จึงทําการคัดออก ทําใหเหลือจํานวนท่ีใหผลบวก 145 ตัวอยาง คิดเปน 8.7 % 
จากตัวอยางท่ีคงเหลืออยู 

 
4. ผลของการเพิ่มจํานวน Internal control 

 ในการตรวจกรองการติดเช้ือ HPV จะใช Beta-globin gene ของ Human เปน Internal 
control ซ่ึงจะใหผลผลิตขนาดประมาณ 100 bp และใหผลบวกกับการรทํา PCR ของ Beta-globin 
ทุกตัวอยาง 
 
                                   
                                              M           S1           S2           +             - 
 
 
 
               100 bp 
 

รูปท่ี8 แสดงผลผลิตขนาด 100 bp ท่ีไดจากการทํา PCR ของ Beta-globin gene โดยท่ี M คือ 
100 bp marker, S1 คือ ตัวอยางท่ี 1, S2 คือ ตัวอยางท่ี 2, + คือ positive control, - คือ negative 
control ตามลําดับ    
 

5. ผลการตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของ E1 gene 
BLAST Analysis 
 ผลจากการทํา semi-nested PCR ในสวน E1 gene ของ HPV เม่ือนําตัวอยางท่ีใหผลบวก
ท้ังหมด 145 ตัวอยาง มาตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด และนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมา
เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีอยูในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BLAST ปรากฏวา
ลําดับนิวคลีโอไทดในสวน E1 gene นั้นมีความเหมือนกับ E1 gene ของ HPV ในฐานขอมูล 
GenBank สามารถจําแนกจีโนไทปท่ีไดจากการเปรียบเทียบในฐานขอมูลท้ังหมด 27 จีโนไทป โดย
แบงเปนกลุมความเส่ียงสูง 65 ตัวอยาง คิดเปน 44.8 %, กลุมความเส่ียงคอนขางสูง 13 ตัวอยาง คิด
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เปน 9.0 %, กลุมความเส่ียงต่ํา 12 ตัวอยาง คิดเปน 8.3 % และกลุมอ่ืนๆ 55 ตัวอยาง คิดเปน 37.9 % 
รายละเอียดดังแสดงในตารางท่ี 6 
 เม่ือพิจารณาจําแนกตามอายุกับจีโนไทปของ HPV ท่ีตรวจ ตัวอยางท้ังหมดนั้นมาจาก
ผูหญิงท่ีเขารับการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกหลายชวงอายุ โดยอายุนอยสุด คือ 14 ป และมาก
ท่ีสุด คือ 88 ป จึงไดแบงเปนชวงอายุ ชวงละ 10 ป ตั้งแตชวงอายุ นอยกวา 30 ป ถึงชวงอายุมากกวา
หรือเทากับ 70 ป พบวาชวงอายุนอยกวา 30 ป มีการพบเชื้อ HPV มากที่สุด คิดเปน 15.4 % จาก
จํานวนตัวอยางท่ีพบเช้ือ HPV ท้ังหมด รายละเอียดดังแสดงในตารางท่ี 7 นอกจากนี้สามารถพบ 
HPV ทุกกลุมความเส่ียง ในกลุมผูหญิงชวงอายุนอยมากกวา และเม่ืออายุมากข้ึนจะพบแต HPV 
กลุมความเส่ียงสูง 
 เม่ือพิจารณาจําแนก HPV แตละจีโนไทป พบวาในกลุมท่ีตรวจพบ HPV DNA นั้น พบจีโน
ไทป 16 มากท่ีสุด คิดเปน 17.9 % รองลงมา คือ จีโนไทป 90 คิดเปน 16.6 % และ 71 คิดเปน 10.3 % 
ตามลําดับ ดังรูปท่ี 10 

6. ผลการทํา Phylogenetic tree 
นําลําดับนิวคลีโอไทดจากตัวอยางมะเร็งปากมดลูกท่ีไดทําการ direct sequencing 

เปรียบเทียบ คู primer ท่ีบริเวณยีน L1 และ E1 มาทําการวิเคราะหดวยวิธี phylogenetic analysis เพ่ือ
สราง phylogenetic tree ของลําดับนิวคลีโอไทดในสวนยีน L1 และ E1 ทําใหสามารถจัดกลุม HPV 
จีโนไทปได ทําการจัดกลุมเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากการทํา direct sequencing ท่ี
บริเวณยีน L1 และ E1 ดวยวิธี Cluster analysis โดยโปรแกรม Clustal X version 1.83 วิธี Multiple 
Alignment จากนั้นนําผลท่ีไดมาทํา phylogenetic analysis ดวยโปรแกรม MEGA 3.1 โดยวิธี 
Neighbor-Joining Method 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 33

 NCI4
 NCI11
 NCI16
 NCI56
 NCI21
 NCI28
 NCI32
 NCI54
 NCI27
 NCI41
 NCI17
 NCI14
 NCI12
 NCI37
 NCI53
 NCI1

 NCI23 2
 NCI22
 NCI2
 NCI18
 NCI23 1
 NCI38
 NCI29
 NCI46

 NCI8
 NCI7

 NCI36
 NCI6

 NCI52
 NCI20

 NCI42
 NCI15
 NCI39

 NCI5
 NCI24

 NCI44
 NCI51

 NCI35
 NCI49

 NCI34
 NCI10

 NCI43
 NCI19

 NCI26
 NCI25

 NCI47

99
89

100

100

100

90
92

97

79
85

100

90

100

99

97

94

99

82

74

0.05

 NCI11
 NCI16
 NCI17
 NCI54
 NCI56
 NCI41
 NCI28
 NCI48
 NCI37
 NCI22
 NCI4
 NCI12
 NCI14
 NCI1
 NCI53
 NCI27
 NCI21
 NCI46
 NCI23 2
 NCI18
 NCI23 1
 NCI29
 NCI2
 NCI38

 NCI32
 NCI8

 NCI44
 NCI6
 NCI20

 NCI52
 NCI7
 NCI36

 NCI15
 NCI5
 NCI24
 NCI39
 NCI42

 NCI35
 NCI51
 NCI47

 NCI49
 NCI10
 NCI25
 NCI34
 NCI43
 NCI26
 NCI19

99

84

71

100

99

83
97

73

92

75

97

0.05

บริเวณยีน L1     บริเวณยีน E1 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
รูปท่ี9 แสดงการวิเคราะห phylogenetic tree ของบริเวณยนี L1 และ E1 

 ผลการจัดกลุมจากการทํา phylogenetic analysis พบวา HPV จากกลุมตัวอยางท่ีผลการ
วิเคราะหจีโนไทปจาก BLAST analysis ในบริเวณยีน L1 และ E1 แลวไดจีโนไทปเหมือนกันนั้น มี
ลําดับนิวคลีโอไทดอยูในกลุมท่ีใกลเคียงกัน มีเพียงตัวอยาง NCI44 เทานั้น ท่ีผลจาก BLAST 
analysis ของยีน L1 เปนจีโนไทป 67 สวนยีน E1 เปนจีโนไทป 56 และเม่ือวิเคราะหจาก 
phylogenetic tree ท่ีไดมีนิวคลีโอไทดท่ีแยกกลุมออกจากกันอยางชัดเจน และผลจากการวิเคราะห 
phylogenetic tree จากตัวอยางท่ีตรวจพบ HPV DNA พบวาในแตละจีโนไทปนั้นมีความใกลเคียง
กับจีโนไทปท่ีไดมีการรายงานไวในฐานขอมูล ธนาคารรหัสพันธุกรรม (GenBank) 
 

 Genotype 16 
 Genotype 18 
 Genotype 52 
 Genotype 33 
 Genotype 58 
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ตารางที่6 แสดงความชุกของการติดเชื้อ HPV ในผูปวยที่เขารับการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลกูในโรงพยาบาลในประเทศไทย จํานวน 1,662 คน 
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ตารางที่7 แสดงการตรวจพบ HPV DNA ในผูปวยที่เขารับการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลกูในโรงพยาบาลในประเทศไทย จํานวน 1,662 คน ในชวงอายุตางๆ 
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รูปท่ี10 แสดงความชุกของ HPV จีโนไทปตางๆในผูหญิงท่ีตรวจพบ HPV DNA (n=145) 
จากผูหญิงท่ีเขารับการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูก (          = high-risk type,           = probably 
high-risk type,            = low-risk type,           = unclassify risk type) 
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รูปท่ี11 แสดงการวิเคราะห phylogenetic tree ของบริเวณยนี E1 จากตัวอยางท่ีตรวจพบ 
HPV DNA ในชวงปพ.ศ.2551-2552 
 
 
 
 

 Reference Genotype 
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บทท่ี 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

 มะเร็งปากมดลูกเปนหนึ่งในมะเร็งท่ัวไปท่ีพบมากในผูหญิงท่ัวโลก [69] ซ่ึงมีหลักฐานทาง
ระบาดวิทยาและชีวโมเลกุลวา การติดเช้ือ Human papillomavirus (HPV) นั้นมีความสําคัญตอการ
พัฒนาของรอยโรคบริเวณปากมดลูกท่ีนําไปสูการเกิดเปนมะเร็งปากมดลูก [70] จากสถิติท่ัวโลก
พบผูปวยมะเร็งปากมดลูกรายใหมเกือบ 5 แสน รายตอป และในจํานวนนี้กวา 80 % เปนประชากร
ในกลุมประเทศกําลังพัฒนา และคาดวาจะเพิ่มข้ึนเปน 90 % ในป 2020 [71] ไดมีการศึกษาในกลุม
ประชากรในภูมิประเทศตางๆ พบวามีความชุกของ HPV แตกตางกัน อีกท้ังมีการกระจายตัวของจี
โนไทป HPV ในกลุมผูหญิงปกติมากกวาในกลุมผูหญิงท่ีเปนมะเร็งปากมดลูก [72] นอกจากนี้
บริเวณท่ีเก็บตัวอยาง, วิธีการเก็บตัวอยาง และวิธีการตรวจ ยังสงผลในการตรวจหา HPV อีกดวย แต
อยางไรก็ตามเม่ือพิจารณาผลท่ีไดจากการศึกษาในหลายพ้ืนท่ีพบวา HPV จีโนไทป 16 และ 18 
ยังคงเปนจีโนไทปท่ีพบมากท้ังในกลุมผูหญิงปกติ, กลุมผูปวยท่ีมีรอยโรค และกลุมผูปวยมะเร็งปาก
มดลูก และพบวาท้ัง 2 จีโนไทปนี้มีความเส่ียงในการทําใหเกิดการพัฒนาของรอยโรคหรือมะเร็งได
มากกวาจีโนไทปอ่ืน ดังนั้นการศึกษาถึงจีโนไทปของ HPV จึงสําคัญในการศึกษาระบาดวิทยา เพื่อ
ใชในการประเมินแนวโนมในการติดเช้ือและพัฒนาของมะเร็งจากเช้ือ HPV ท่ัวโลก [73] เนื่องจาก
การติดเช้ือ HPV นั้นสามารถพบไดในทุกชวงอายุ แตจะพบมากในผูหญิงชวงวัยรุนมากกวา และจะ
ลดลงเร่ือยๆเม่ืออายุมากข้ึน แตในบางพื้นท่ีจะพบมากอีกคร้ังในชวงวัยสูงอายุ สวนในกลุมผูหญิงวัย
กลางคน จะมีความชุกของ HPV แตกตางกันมาก ซ่ึงอาจจะเปนเคร่ืองมือท่ีแสดงถึงพฤติกรรมการมี
เพศสัมพันธในแตละภูมิประเทศ นอกจากน้ีการทราบถึงความชุกของ HPV ในแตละภูมิประเทศ 
สามารถใชเปนเคร่ืองมือในการระบุการเปล่ียนแปลงการกระจายตัวของจีโนไทป HPV หลังจากการ
ไดรับวัคซีนแลวได  
 ในการศึกษานี้ไดทําการวิเคราะหในสวน E1 gene ของ HPV กับการวิเคราะหในสวน L1 
gene ของ HPV โดยใชวิธี PCR เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการตรวจหา HPV DNA โดยใช
ตัวอยางจากช้ินเนื้อของผูปวยเปนมะเร็งปากมดลูก 59 ตัวอยาง นํามาแยก DNA เพื่อทํา PCR พบวา
การตรวจ HPV DNA ท่ีบริเวณ E1 gene มีประสิทธิภาพในการตรวจมากกวา L1 gene โดยพิจารณา
จาก Rate of detection ท่ีไดนั้น จะเห็นวา primers ท่ี E1 gene นั้นมี Rate of detection ดีกวา L1 gene 
และจากการทดลองของวรดีและคณะ ก็แสดงใหเห็นวาการใช primers บริเวณ E1 gene คูท่ีใชใน
การทดลองนี้มีความไวในการตรวจหา HPV DNA ไดดีกวา primers MY09/MY11 และ 
GP5+/GP6+ บริเวณ L1 gene และ primers E6 gene ท่ีออกแบบใหม และ primers บริเวณ E1 gene 
ท่ีออกแบบใหมนี้มีความจําเพาะตอ HPV เทานั้น [65] 
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การตรวจหาความชุกในการติดเช้ือ HPV จากกลุมตัวอยางเซลลของผูเขารับการตรวจคัด
กรองมะเร็งปากมดลูกในโรงพยาบาลในประเทศไทย ชวงปพ.ศ.2551-2552 ท่ีใชในการทดลองนี้มี
ท้ังส้ิน 1,698 ตัวอยาง ซ่ึงเปนตัวอยางจากโรงพยาบาลบางปะกอก 9 อินเตอรเนช่ันแนลและ
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ไดทําการเก็บแยกสวนเซลลบางสวนเพื่อนํามาใชในการศึกษา โดยนําสวน
ท่ีเปนเซลลมาทําการแยก DNA เพื่อทํา PCR ซ่ึงไดกลาวถึงในสวนของข้ันตอนการทดลองแลว เพื่อ
ตรวจหาเช้ือ HPV โดยใช primers ท่ีจําเพาะตอสวน E1 gene ของเช้ือ HPV ผลจากการทํา PCR 
ปรากฏวา มีตัวอยางจํานวน 149 ใน 1,698 ตัวอยาง คิดเปน 8.8 % ท่ีใหผล DNA ของ HPV เปนบวก 
โดยตัวอยางเหลานี้มีท้ังที่ผลทางเซลลวิทยามีลักษณะเซลลท่ีปกติและผิดปกติ และจากการหาลําดับ
นิวคลีโอไทดของ HPV ท่ีไดทําใหพบวามีการกระจายตัวของจีโนไทปเปนจํานวนมาก โดยสามารถ
ตรวจพบ HPV ไดท้ังหมด 27 จีโนไทป ซ่ึงเปนจีโนไทปท่ีไดมีการจําแนกอยูท้ังในกลุมความเส่ียง
สูง, ความเส่ียงคอนขางสูง, ความเส่ียงตํ่า และท่ียังไมไดจําแนกความเส่ียงในการเกิดมะเร็งปาก
มดลูก นอกจากนี้เม่ือพิจารณาถึงชวงอายุในการติดเช้ือ HPV พบวามีการติดเช้ือมากท่ีสุดในกลุมท่ีมี
อายุนอยกวา 30 ป คิดเปน 15.4 % จากจํานวนตัวอยางท่ีพบเช้ือ HPV ท้ังหมด และจะลดลงเร่ือยๆ 
เม่ือมีอายุมากข้ึน และจากการศึกษาท่ีสามารถตรวจพบเชื้อ HPV ไดท้ังท่ีเซลลไมมีความผิดปกตินั้น 
อาจเปนไปไดวากลุมท่ีเซลลไมมีความผิดปกตินี้เปนผูท่ีมีการติดเช้ือเปนคร้ังแรก หรือผูท่ีมีการติด
เช้ือซํ้าแตเปนจีโนไทปอ่ืนท่ียังไมเคยมีการติด ทําใหในผูปวยรายเดียวกัน สามารถพบเช้ือ HPV ได
หลายจีโนไทป และเม่ือนํามาจัดกลุมตามความเส่ียง จะพบเช้ือในทุกกลุมความเส่ียงและหลากหลาย
จีโนไทป แตเม่ือพิจารณาในตัวอยางท่ีมีการพัฒนาของรอยโรคระยะตางๆจะพบวาความหลากหลาย
ของจีโนไทปจะลดลงเร่ือยๆ จนเม่ือมีรอยโรคท่ีผิดปกติมากหรือถึงข้ันเปนมะเร็งปากมดลูกนั้นสวน
ใหญแลวจะพบแตเช้ือ HPV ในกลุมความเส่ียงสูง ทําใหอาจกลาวไดวาเช้ือ HPV ในกลุมความเส่ียง
สูงสามารถสงผลใหเกิดการพัฒนาของรอยโรคจนเกิดเปนมะเร็งปากมดลูกได ซ่ึงสอดคลองกับ
การศึกษากลุมประเทศท่ีกําลังพัฒนาและประเทศในภูมิภาคเอเชียอ่ืนท่ีพบเช้ือ HPV กลุมความเส่ียง
สูงในกลุมเซลลท่ีมีความผิดปกติจนถึงมะเร็งปากมดลูกเปนสวนใหญ นอกจากนี้ยังมีการศึกษา
พบวาในชวงวัยรุน หรือชวงอายุท่ีมีเพศสัมพันธคร้ังแรก จะมีการพบเช้ือ HPV มากกวาชวงวัย
สูงอายุ และความชุกของเช้ือ HPV ในกลุมตัวแทนประชากรมีความใกลเคียงกันในกลุมประเทศ
กําลังพัฒนา  

การจัดกลุมจีโนไทปของเช้ือ HPV โดยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณยีน L1 
และ E1 จากการทํา phylogenetic analysis พบวาผลท่ีไดจากการวิเคราะห phylogenetic tree มีการ
จัดกลุมท่ีใกลเคียงกันในลําดับนิวคลีโอไทดจากบริเวณยีน L1 และ E1 แสดงใหเห็นวา การ
วิเคราะหจีโนไทปท่ีบริเวณ L1 และ E1 นั้น สามารถใชในการระบุจีโนไทปไดเหมือนกัน และ
ตัวอยางท่ีตรวจพบ HPV DNA พบวาลําดับนิวคลีโอไทดนั้นมีความใกลเคียงกับลําดับนิวคลีโอไทด
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ท่ีไดมีการรายงานไวในฐานขอมูล ธนาคารรหัสพันธุกรรม (GenBank) แสดงวาเช้ือ HPV ท่ีพบแต
ละจีโนไทปในประเทศไทยน้ันมีความใกลเคียงกับเชื้อ HPV จีโนไทปนั้นๆ ในภูมิประเทศตางๆ 

HPV นั้นกลาวไดวาเปนสาเหตุหลักในการทําใหเกิดมะเร็งปากมดลูกในผูหญิงท่ัวโลก 
ดังนั้นเราจึงใหความสนใจในการศึกษาเกี่ยวกับการติดเช้ือไวรัสในประเทศไทย เพื่อท่ีจะใชเปน
ขอมูลพื้นฐานในการปองกัน และรักษาในกลุมผูหญิงในประเทศไทย  ในการทดลองนี้ได
ทําการศึกษาความชุกของเช้ือ HPV ในกลุมตัวอยาง ท่ีไดสุมเลือกมาในชวงป พ.ศ. 2551-2552 โดย
ศึกษาจําเพาะสวน E1 gene ซ่ึงความชุกของเชื้อ และจีโนไทปท่ีพบมากโดยท่ัวไปนั้น มีแนวโนม
ใกลเคียงกับกลุมประเทศกําลังพัฒนาในภูมิภาคเอเชีย ซ่ึงคาดวาจากการศึกษาน้ีจะมีประโยชนอยาง
ยิ่งตอการศึกษาในอนาคตตอไป โดยสามารถเปนขอมูลสําหรับการพัฒนาวัคซีนใหเหมาะสมกับ
ประชากรในประเทศไทย เพื่อเปนเคร่ืองมือสําคัญในการเฝาระวัง ดูแลปองกันการติดเช้ือ HPV ของ
ผูหญิงในประเทศไทย 
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ภาคผนวก ก 
 

การเตรียมสารเคมี 
 

1. 5xTris borate buffer (5xTBE) 
Tris-base 54 กรัม 
Boric acid 27.5 กรัม 
EDTA (pH 8.0) 20 มิลลิลิตร 
จากนั้นเติมน้ํากล่ันจนมีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร แลวเก็บไวท่ีอุณหภมิูหอง 
 

2. 1x Tris borate buffer (1xTBE) 
5xTBE 200 มิลลิลิตร 
น้ํากล่ัน 800 มิลลิลิตร 
 

3. 2% (w/v) agarose gel 
Agarose gel 4 กรัม 
1x TBE 200 มิลลิลิตร 
เขยาแลวนําเขาไมโครเวฟจนกวา agarose gel จะละลายหมด 
 

4. 10% Ethidium bromide 
Ethidium bromide 30 ไมโครลิตร 
น้ํากล่ัน 300 มิลลิลิตร 
 

5. Loading dye 
0.25% Bromphenol blue 
40% (w/v) sucrose in water 
จากนั้นเติมน้ํากล่ันจนมีปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลวเก็บท่ี 4๐C 
 

6. PBS Transport Media 
 PBS 50 มิลลิลิตร 
 Penicillin + Streptomycin 5,000 ไมโครลิตร 
 แบงใส Microcentrifuge tube 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
 

แสดงรายงานการตีพิมพบางสวนของวิทยานิพนธในวารสาร 
1. คาดวาจะไดตีพิมพในวารสาร Asian pacific journal of cancer prevention หัวขอเร่ือง Prevalence 
and genotypes of human papillomavirus among Thai women. 
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ภาคผนวก ค 
 

ขอมูลรายละเอียดของตัวอยางท่ีตรวจพบ HPV DNA ในการศึกษา ในชวงป 2551-2552 
No. Code Age Cytology result Genotype Accession No. 

cu428 B2 88 Normal 31 GQ161664 
cu429 B4 38 Normal 42 GQ161665 
cu430 B11 26 Normal 35 GQ161666 
cu431 B12 50 Normal 18 GQ161667 
cu432 B54 45 Normal 66 GQ161668 
cu433 B55 55 Normal 90 GQ161669 
cu434 B60 46 Normal 71 GQ161670 
cu435 B63 57 Normal 66 GQ161671 
cu436 B83 53 Normal 35 GQ161672 
cu437 B84 25 Normal 53 GQ161673 
cu438 B90 41 Normal 90 GQ161674 
cu439 B93 28 Normal 16 GQ161675 
cu440 B551 57 Normal 16 GQ161676 
cu441 B564 31 Normal 71 GQ161677 
cu442 B523 33 Normal 74 GQ161678 
cu443 B528 79 CA 52 GQ161679 
cu444 B540 31 Normal 90 GQ161680 
cu445 B541 31 Normal 16 GQ161681 
cu446 B571 35 Normal 39 GQ161682 
cu447 B574 34 Normal 39 GQ161683 
cu448 B584 32 Normal 42 GQ161684 
cu449 B603 28 Normal 16 GQ161685 
cu450 B615 35 Normal 31 GQ161686 
cu451 B624 32 Normal 52 GQ161687 
cu452 B625 30 Normal 90 GQ161688 
cu453 B380 41 Normal 16 GQ161689 
cu454 B389 34 Normal 34 GQ161690 
cu455 B393 57 Normal 16 GQ161691 
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No. Code Age Cytology result Genotype Accession No. 
cu456 B395 23 Normal 11 GQ161692 
cu457 B404 46 Normal 71 GQ161693 
cu458 B415 50 Normal 34 GQ161694 
cu459 B418 54 Normal 59 GQ161695 
cu460 B419 53 Normal 66 GQ161696 
cu461 B424 60 Normal 55 GQ161697 
cu462 B647 39 Normal 71 GQ161698 
cu463 B650 27 Normal 42 GQ161699 
cu464 B202 45 Normal 16 GQ161700 
cu465 B248 31 Normal 71 GQ161701 
cu466 B256 32 Normal 59 GQ161702 
cu467 B365 25 LSIL : CIN 1 66 GQ161703 
cu468 B374 25 Normal 66 GQ161704 
cu469 B377 26 Normal 91 GQ161705 
cu470 B444 37 Normal 71 GQ161706 
cu471 B460 25 Normal 53 GQ161707 
cu472 B467 64 Normal 16 GQ161708 
cu473 B481 50 Normal 71 GQ161709 
cu474 B483 25 Normal 39 GQ161710 
cu475 B511 27 Normal 16 GQ161711 
cu476 B735 24 Normal 31 GQ161712 
cu477 B736 46 Normal 71 GQ161713 
cu478 B766 54 HSIL : CIN 3 52 GQ161714 
cu479 B778 25 Normal 56 GQ161715 
cu480 B807 33 Normal 39 GQ161716 
cu481 B814 27 Normal 32 GQ161717 
cu482 B818 26 Normal 52 GQ161718 
cu483 B834 24 Normal 30 GQ161719 
cu484 B840 78 HSIL : CIN 3 53 GQ161720 
cu485 CU2 53 Normal 68 GQ161721 
cu487 CU18 31 LSIL 51 GQ161722 
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No. Code Age Cytology result Genotype Accession No. 
cu488 CU36 39 Normal 85 GQ161723 
cu489 CU40 31 Normal 90 GQ161724 
cu490 CU77 60 Normal 16 GQ161725 
cu491 CU89 24 Normal 90 GQ161726 
cu492 CU94 33 LSIL 66 GQ161727 
cu493 CU109 21 Normal 52 GQ161728 
cu494 B436 48 Normal 68 GQ161729 
cu495 B499 ND Normal 71 GQ161730 
cu496 B737 37 Normal 90 GQ161731 
cu497 CU148 35 Normal 90 GQ161732 
cu498 CU149 23 Normal 16 GQ161733 
cu499 CU159 66 Normal 16 GQ161734 
cu500 CU124 39 Normal 16 GQ161735 
cu501 CU125 54 Normal 90 GQ161736 
cu502 CU136 43 Normal 90 GQ161737 
cu503 CU137 43 Normal 90 GQ161738 
cu504 CU138 62 Normal 90 GQ161739 
cu505 CU139 27 Normal 90 GQ161740 
cu506 CU140 47 Normal 90 GQ161741 
cu507 CU141 43 Normal 90 GQ161742 
cu508 CU142 64 Normal 90 GQ161743 
cu509 CU143 38 Normal 90 GQ161744 
cu510 CU145 36 Normal 16 GQ161745 
cu511 CU193 31 Normal 34 GQ161746 
cu512 CU201 57 ASC-US 31 GQ161747 
cu513 CU203 42 Normal 52 GQ161748 
cu514 CU204 37 Normal 35 GQ161749 
cu515 CU208 58 Normal 32 GQ161750 
cu486 CU3 48 HSIL : CIN 3 16 GQ161751 
cu516 CU19 51 Normal 66 GU447239 
cu517 CU100 33 Normal 66 GU447240 
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No. Code Age Cytology result Genotype Accession No. 
cu518 CU263 50 Normal 71 GU447241 
cu519 CU284 29 Normal 90 GU447242 
cu520 CU293 31 AGC 16 GU447243 
cu521 CU332 35 Normal 16 GU447244 
cu522 CU375 27 ASC-US 51 GU447245 
cu523 CU435 44 Normal 81 GU447246 
cu524 CU499 50 Normal 16 GU447247 
cu525 CU567 37 ASC-US 42 GU447248 
cu526 CU569 26 Normal 16 GU447249 
cu527 CU582 41 Normal 31 GU447250 
cu528 CU584 43 Normal 16 GU447251 
cu529 CU585 29 Normal 31 GU447252 
cu530 CU586 47 Normal 71 GU447253 
cu531 CU592 37 Normal 68 GU447254 
cu532 CU600 33 Normal 68 GU447255 
cu533 CU642 33 Normal 16 GU447256 
cu534 CU651 34 Normal 70 GU447257 
cu535 CU679 56 Normal 68 GU447258 
cu536 CU706 30 Normal 52 GU447259 
cu537 CU717 39 Normal 39 GU447260 
cu538 CU731 33 Normal 71 GU447261 
cu539 CU737 47 Normal 90 GU447262 
cu540 CU757 50 Normal 68 GU447263 
cu541 CU795 56 Normal 71 GU447264 
cu542 CU798 63 Normal 59 GU447265 
cu543 CU813 30 Normal 90 GU447266 
cu544 CU816 30 LSIL 6 GU447267 
cu545 CU822 44 Normal 42 GU447268 
cu546 CU832 38 ASC-US 42 GU447269 
cu547 B150 40 Normal 34 GU447270 
cu548 B158 29 Normal 66 GU447271 
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No. Code Age Cytology result Genotype Accession No. 
cu549 B176 53 Normal 71 GU447272 
cu550 B197 36 CA 16 GU447273 
cu551 B198 37 Normal 82 GU447274 
cu552 B203 49 Normal 16 GU447275 
cu553 B290 26 HSIL : CIN 2-3  11 GU447276 
cu554 B545 29 Normal 71 GU447277 
cu555 B634 48 Normal 34 GU447278 
cu556 B656 31 Normal 34 GU447279 
cu557 B695 32 Normal 66 GU447280 
cu558 B702  ND Normal 31 GU447281 
cu559 B724 41 HSIL : CIN 2-3  16 GU447282 
cu560 B735 24 Normal 31 GU447283 
cu561 B736 46 Normal 71 GU447284 
cu562 B747  ND CA 16 GU447285 
cu563 B765 35 Normal 16 GU447286 
cu564 B770 26 LSIL : CIN 1 30 GU447287 
cu565 B774  ND Normal 90 GU447288 
cu566 B775 22 Normal 42 GU447289 
cu567 B51 33 LSIL : CIN 1 56 - 
cu568 B88 30 Normal 90 - 
cu569 B99 31 Normal 34 - 
cu570 B101 32 Normal 16 - 
cu571 B119 25 Normal 34 - 
cu572 B123 27 Normal 90 - 
cu573 B126 36 Normal 90 - 
cu574 B128 32 Normal 52 - 
cu575 B133 43 Normal 16 - 
cu576 B135 25 Normal 31 - 
cu577 B138 50 Normal 90 - 

ND = No data 
CA = Cervical carcinoma 



 55

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

ชื่อ-นามสกุล  จิระ  จันทแสนโรจน   เพศ  ชาย 
อายุ  23 ป  เกิด  10 มิถุนายน พ.ศ.2529 
สถานท่ีเกิด  โรงพยาบาลหัวเฉียว จังหวัดกรุงเทพฯ 
ท่ีอยู 60/89 ซอย บรมราชชนนี 41 ถนน บรมราชชนนี เขต ตล่ิงชัน กรุงเทพฯ 10170 
ประวัติการศึกษา 
 ระดับปริญญาตรี สําเร็จการศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิต (ชีวเคมี)  
   จาก คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปพ.ศ. 2550 
 ระดับปริญญาโท เขาศึกษาตอระดับวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตรวิทยาศาสตร 
   การแพทย คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เม่ือป พ.ศ.2551 
การตีพิมพในวารสารตางประเทศ 
เสนอผลงานหัวขอเร่ือง : Prevalence and genotypes of human papillomavirus among Thai 

women. เพื่อตีพิมพในวารสาร Asian Pacific Journal of Cancer 
Prevention 
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