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 งานวิจยันี !เป็นการทดสอบประสิทธิภาพของอนภุาคนาโนประจบุวก Polyethyleneimine-
Introduced Chitosan Shell/Poly (methyl Methacrylate) CoreNanoparticles (ตวัพา CS-PEI) 
สําหรับระบบนําสง่ siRNA โดยเบื !องต้นจะทดลองนําส่ง DNA เข้าสูเ่ซลล์มะเร็งปากมดลกูก่อน 
จากนั !นจงึนําสง่ siRNA เพื�อประเมินผลยบัยั !งการแสดงออกของอองโคยีนของเชื !อ Human 
papillomavirus (HPV) ในเซลล์มะเร็งปากมดลกูชนิด SiHa สําหรับการตรวจสอบคณุสมบตัทิาง
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กบั DNA และ siRNA    (CS-PEI/DNA, CS-PEI/siRNA) ที�อตัราสว่นโมลของหมูเ่อมีน (N) บนตวั
พา ตอ่หมูฟ่อสเฟต (P) บนกรดนิวคลีอิก (N/P) ตา่ง ๆ ผลที�ได้พบวา่ CS-PEI/DNA และ CS-
PEI/siRNA มีขนาดประมาณ 300-400 และ 400-500 นาโนเมตร โดยความเป็นประจบุวกของ 
complex จะเพิ�มตามปริมาณของตวัพา CS-PEI และผลจากกล้อง Atomic force microscopy 
(AFM) พบลกัษณะของ complex เป็นทรงกลมขนาดเล็ก มีการกระจายตวัที�ดี เมื�อทดสอบ
ความสามารถในการจบักบั DNA และ siRNA โดยการทํา Gel retardation พบวา่ตวัพา CS-PEI 
จบัได้อยา่งสมบรูณ์ที�อตัราส่วน N/P เทา่กบั 1.6 นอกจากนี !ตวัพาดงักล่าวให้ผลการนําสง่ DNA 
เข้าสูเ่ซลล์สงูสดุ และเมื�อใช้ตวัพา CS-PEI นําสง่ siRNA ให้ผลยบัยั !งการแสดงออกของอองโคยีน 
E6 และ E7 ที�เวลา 18 และ 24 ชั�วโมง จากนั !นตรวจสอบเพื�อยืนยนัการเข้าสูเ่ซลล์มะเร็งปากมดลกู
ด้วยภาพจากกล้อง differential interference contrast (DIC) confocal จากผลการทดลองที�ได้
พบวา่ตวัพา CS-PEI สามารถนําสง่ siRNA เพื�อกดการแสดงออกของอองโคยีนดงักล่าวได้ 
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 We examined the potential of nanoparticle – polyethyleneimine-introduced 

chitosanshell/poly (methyl methacrylate) core nanoparticles (CS-PEI) for siRNA delivery. 

Initially, DNA delivery was performed to validate the capability of CS-PEI in the human 

cervical cancercell line. siRNA delivery were subsequently carried out to evaluate the 

silencing effect on targeted oncogenes. Physicochemical properties including size, zeta 

potential and morphology of CS-PEI/DNA and CS-PEI/siRNA complexes, were analyzed. 

The surface charges and sizes of the complexes were observed at different N/P ratios. 

The sizes of the CS-PEI/DNA and CS-PEI/siRNA were approximately 300–400 and 400–

500 nm, respectively. Complexes were positively charged depending on the amount of 

added CS-PEI. AFM images revealed the mono-dispersed and spherical shapes of the 

complexes. Gel retardation assay confirmed that CS-PEI nanoparticles completely 

formed complexes with DNA and siRNA at a N/P ratio of 1.6. For DNA transfection, CS-

PEI provided the highest transfection result. Localization of siRNA delivered through CS-

PEI was confirmed by DIC confocal imaging. The silencing effect of siRNA specific to 

HPV 16 E6/E7 oncogene was examined at 18 and 24 h post-transfection. The results 

demonstrated the capacity of CS-PEI to suppress the expression of HVP oncogenes. 
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บทที�  1 

บทนํา 

ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 

Human papillomavirus (HPV) เป็นไวรัสที�มี DNA สายคูบ่างชนิดสามารถก่อโรคได้ โดย

ทําให้เกิดการติดเชื 6อบริเวณเนื 6อเยื�อจนก่อให้เกิดหดู (Warts) หรือชกันําให้เกิดมะเร็งได้ [1] การติด

เชื 6อ HPV กลุม่สายพนัธุ์ที�มีความเสี�ยงสงู (High-risk HPV) จะก่อให้เกิดมะเร็งปากมดลกู ได้แก่

สายพนัธุ์ที� 16 และ 18 เป็นต้น [2] นอกจากนี 6ไวรัสดงักลา่วยงัทําให้เกิดการติดเชื 6อบริเวณปาก

มดลกู โดยจะตดิตอ่เข้าสูร่่างกายเป็นสว่นใหญ่ทางเพศสมัพนัธ์ 

 ปัจจบุนัการรักษามะเร็งปากมดลกูนั 6นอาศยัวิธีการผา่ตดั, การบําบดัด้วยรังสี และการใช้

สารเคมีบําบดั อยา่งไรก็ตามยงัไมมี่วิธีไหนที�ให้ผลการรักษาอยา่งสมบรูณ์แบบ ในบางครั 6งต้อง

รักษาด้วยวิธีการดงักลา่วประกอบกนั ซึ�งวิธีการให้เคมีบําบดัหรือการฉายรังสีรักษานั 6นสง่ผลเสี�ยง

ทําให้เซลล์เป็นพิษได้ขึ 6นอยูก่บัปัจจยัแวดล้อมตา่ง ๆ ได้แก่ ปริมาณและระยะเวลาในการรับรังสี

หรือความไวของเนื 6อเยื�อปกติตอ่การทําเคมีบําบดั ดงันั 6นการควบคมุปัจจยัตา่ง ๆ ให้เหมาะสมจะมี

ผลดีตอ่การรักษามะเร็งดงักลา่วได้ [3] 

จากการที�นกัวิจยัค้นพบกลไกการทํางานของกระบวนการ RNA interference (RNAi) 

ปัจจบุนัจงึมีความพยายามที�จะนํา RNAi มาใช้ในการรักษามะเร็งปากมดลกู ซึ�งที�ผา่นมาได้มี

การศกึษาเกี�ยวกบัการใช้ RNAi ยบัยั 6งการแสดงออกของยีนไวรัสที�เข้ารหสัสงัเคราะห์ HPV E6 

และ/หรือ E7 oncoproteins [4, 5] เพราะหากโปรตีนดงักลา่วมีการแสดงออกอยา่งตอ่เนื�องจะมี

ผลให้เกิดการเปลี�ยนแปลงของเซลล์ปกตบิริเวณปากมดลกู (Cervical epithelial cell) กลายเป็น

มะเร็งปากมดลกู (HPV positive cervical cancer cell) [6] ในกระบวนการก่อมะเร็ง E7 

oncoprotein จะมีบทบาทเป็นตวักระตุ้นให้เซลล์เกิดการแบง่ตวัอยา่งรวดเร็วโดยควบคมุไมไ่ด้ [7] 

รวมถึง E6 oncoprotein ที�ทําหน้าที�เป็นตวัยบัยั 6งกระบวนการ Apoptosis ทําให้เซลล์ปกติที�ได้รับ

ความเสียหายหรือมีการเปลี�ยนรูปร่างไมถ่กูทําลายและสามารถเจริญเติบโตตอ่ไปได้จนก่อให้เกิด

เซลล์มะเร็งขึ 6นในที�สดุ [8] 
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ประสิทธิภาพในการทํางานของกระบวนการ RNAi นั 6นขึ 6นกบัระบบที�ใช้ในการนําสง่  

Small interfering RNA (siRNA) อย่างไรก็ตามการนําสง่ดงักลา่วยงัคงมีปัญหาคล้ายกบัการนําสง่

เพื�อทํายีนบําบดั (Gene therapy) กลา่วคือเมื�อ siRNA ถกูนําสง่เข้าสูร่่างกายโดยตรงแล้วนั 6น      

มีโอกาสสงูที�จะเกิดการย่อยสลายโดยง่ายสง่ผลให้มีจํานวน siRNA กระตุ้นให้เกิดกระบวนการ 

RNAi น้อยลงรวมถึงความเสถียรที�ตํ�าภายในกระแสเลือดอีกด้วย [9, 10] ปัจจบุนัมีการศกึษา

ระบบนําสง่ siRNA โดยใช้ตวัพา (Carrier) ซึ�งแบง่ออกเป็น 2 ระบบหลกัได้แก่ ระบบที�อาศยัไวรัส

เป็นตวัพา (Viral vectors) และระบบที�ไมอ่าศยัไวรัสเป็นตวัพา (Non-viral vectors) การใช้ระบบที�

อาศยัไวรัสเป็นตวัพานั 6นให้ประสิทธิภาพการนําสง่ที�สงูแตอ่าจมีผลในทางลบจากการตอบสนอง

ทางระบบภมูิคุ้มกนัในร่างกาย เพราะไวรัสสามารถแทรกยีนของตวัเองเข้ากบัจีโนมของเซลล์เจ้า

บ้านได้ ก่อให้เกิดความเสี�ยงตอ่การชกันําให้เกิดเป็นมะเร็งจากการนําสง่ด้วยวิธีดงักล่าว [11] ด้วย

เหตผุลข้างต้นทําให้ระบบการนําสง่แบบไมอ่าศยัไวรัสเป็นตวัพาจงึเป็นทางเลือกที�ได้รับความสนใจ

มากขึ 6นเมื�อคํานงึถึงความปลอดภยั โดยได้พฒันาระบบให้มีประสิทธิภาพในการนําสง่ที�ดีขึ 6น 

รวมถึงการเพิ�มรูปแบบการนําสง่ให้มีความหลากหลายมากยิ�งขึ 6น เชน่ การเพิ�มความจําเพาะตอ่

เซลล์หรือบริเวณเป้าหมาย และการพฒันาตวัพาให้มีความหลากหลาย (Multifunctional 

nanocarrier) เป็นต้น โดยสว่นใหญ่ระบบนําสง่ดงักลา่วจะนิยมใช้สารจําพวกไขมนัประจบุวก 

(Cationic lipids) และพอลิเมอร์ประจบุวก (Cationic polymers) ซึ�งมีความปลอดภยัสงู, เตรียม

ได้ง่าย, ราคาไมแ่พงและสามารถผลิตได้ในปริมาณมาก [12, 13] 

ในชว่งทศวรรษที�ผา่นมาไคโตซาน (Chitosan) นบัเป็นพอลิเมอร์ที�ได้มาจากธรรมชาติ 

และได้รับความสนใจในการนํามาใช้ในทางการแพทย์รวมถึงการนําสง่ยา เนื�องจากคณุสมบตัทีิ�

ยอ่ยสลายได้ตามธรรมชาตแิละไมเ่ป็นพิษตอ่เซลล์ [14, 15] รวมถึงคณุสมบตัขิองไคซานที�มีประจุ

บวกทําให้สามารถจบักบัประจลุบของหมูฟ่อสเฟตซึ�งเป็นสว่นประกอบหนึ�งของกรดนิวคลีอิก 

(Nucleic acid) นอกจากนี 6เมื�อนําพอลิเอทิลีนอิมีน (Polyethylenimine or PEI) ซึ�งเป็นพอลิเมอร์ 

ประจบุวกมาใช้ร่วมกบัไคโตซานในการนําสง่ยีนหรือ DNA ที�สนใจในการศกึษา พบว่าสามารถเพิ�ม

ประสิทธิภาพในการนําสง่เข้าไปในเซลล์สงูขึ 6นและลดความเป็นพิษของพอลิเมอร์ตอ่เซลล์ที�ถกู
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นําสง่เข้าไปได้ [16] ดงันั 6นการใช้ไคโตซานร่วมกบัพอลิเอทิลีนอิมีน (PEI) จงึมีศกัยภาพที�จะใช้เป็น

ตวัพาในระบบนําสง่  

 ในงานวิจยันี 6ผู้ วิจยัมีเป้าหมายที�จะทดสอบระบบนําสง่ siRNA แบบไม่อาศยัไวรัส       

เป็นตวัพา เพื�อพฒันาระบบนําสง่ siRNA ในการยบัยั 6งการแสดงออกของยีน E6/E7 ในระดบั 

mRNA ของ HPV transformed cell โดยใช้อนพุนัธ์ผสมของไคโตซานร่วมกบัพอลิเอทิลีนอิมีนเป็น

ตวัพา (Chitosan-PEI nanoparticles) ซึ�งมีคณุสมบตัทีิ�เพิ�มความเป็นประจบุวกมากขึ 6นและลด

ความเป็นพิษตอ่เซลล์ลง [17] จากการศกึษาที�ผา่นมายงัไมมี่การนําอนพุนัธ์ผสมดงักลา่วมาใช้

นําสง่ siRNA เพื�อยบัยั 6งการแสดงออกของในระดบั mRNA ของ HPV oncogenes มาก่อนซึ�งคาด

วา่จะเป็นประโยชน์อยา่งมากสําหรับการเลือกระบบนําส่งที�เหมาะสมในการยบัยั 6งยีนก่อโรคนําไปสู่

การเพิ�มทางเลือกใหมใ่นการรักษามะเร็งปากมดลกูตอ่ไป 

 
สมมตฐิานของการวิจัย 

1. ตวัพาในรูปอนภุาคนาโนชนิดพอลิเมอร์ประจบุวกผสมระหวา่งไคโตซานกบัพอลิเอทิลีน

อิมีน (CS-PEI) มีคณุสมบตัใินการจบักบั DNA หรือ siRNA ได้ 

2. ตวัพาดงักลา่วสามารถนําสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์มะเร็งปากมดลกูเพาะเลี 6ยง SiHa, HeLa 

และ C33A ได้ โดยปริมาณที�ใช้เพียงพอที�จะทําให้ยีนมีระดบัการแสดงออกอย่างมีประสิทธิภาพ

และมีความเป็นพิษตอ่เซลล์ตํ�า 

3. ตวัพาดงักลา่วสามารถนําสง่ siRNA และชกันําให้เกิดกระบวนการ RNAi สง่ผลยบัยั 6ง

การแสดงออกในระดบั mRNA ตอ่ยีนที�จําเพาะของเชื 6อ HPV ที�อยูใ่นเซลล์มะเร็งปากมดลกูได้ 
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. ประเมินความสามารถในการนําสง่ DNA และ siRNA ของ CS-PEI โดยการศกึษานํา

ร่องกบั DNA โดยตรวจสอบความสามารถในการจบั DNA และคณุสมบตัทิางเคมี

กายภาพของ CS-PEI/DNA  

2. ถ่ายโอน DNA เข้าสูเ่ซลล์มะเร็งปากมดลกูเพาะเลี 6ยง SiHa ด้วยตวัพา CS-PEI และ

ทดสอบความเป็นพิษตอ่เซลล์ (cytotoxicity) ของตวัพา CS-PEI 

3. ตรวจสอบคณุสมบตัทิางเคมีกายภาพของตวัพา CS-PEI เมื�อจบักบั siRNA และ

วิเคราะห์ประสิทธิภาพการจบั siRNA (siRNA binding capacity) 

4. ยืนยนัการเข้าสูเ่ซลล์ของ siRNA เมื�อนําสง่ด้วยตวัพา CS-PEI  

5. ตรวจตามผลการยบัยั 6งการแสดงออกของยีน E6/E7-HPV 

 

ขอบเขตของการวิจัย 

งานวิจยันี 6เป็นการศกึษาและทดสอบคณุสมบตัิของตวัพา CS-PEI เพื�อค้นคว้าพฒันาและ

สร้างแนวทางเลือกใหมข่องระบบนําสง่ยีนแบบไมอ่าศยัไวรัสเป็นตวัพาสําหรับการทํายีนบําบดัใน

มะเร็งปากมดลกู ซึ�งเป็นวิธีหนึ�งที�อาจจะนําไปสูก่ารรักษามะเร็งดงักลา่วตอ่ไปในอนาคต ใน

เบื 6องต้นจะเริ�มทดสอบระบบนําสง่ด้วยตวัพา CS-PEI กบัพลาสมิด DNA ก่อนเพื�อประเมิน

ประสิทธิภาพการนําสง่และความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งปากมดลกูเพาะเลี 6ยง จากนั 6นจะศกึษาตอ่

โดยนําสง่ siRNA เข้าสูเ่ซลล์ดงักลา่วเพื�อยบัยั 6งการแสดงออกของยีน HPV E6 และ E7 ที�แสดงออก

ในเซลล์ดงักลา่ว โดยใช้เทคนิคทางอณชีูววิทยาตรวจสอบการแสดงออกในระดบั mRNA ซึ�งอาศยั

การเลียนแบบสภาวะของสิ�งมีชีวิตในหลอดทดลองจดัเป็นการศกึษาแบบ In vitro  
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ข้อจาํกัดของการวิจัย 

 เนื�องจากการทดสอบระบบนําสง่แบบไมอ่าศยัไวรัสเข้าสูเ่ซลล์มะเร็งปากมดลกูเพาะเลี 6ยง

โดยใช้ตวัพา CS-PEI จะต้องเริ�มจากการทดลองในขั 6น In vitro ก่อน เพื�อหาปัจจยัสภาวะแวดล้อม

ตา่ง ๆ ให้เหมาะสม เช่น ปริมาณของตวัพา CS-PEI ที�ใช้รวมถึงระยะเวลาในการนําสง่เข้าสูเ่ซลล์ 

ซึ�งจะต้องใช้ทั 6งงบประมาณรวมถึงระยะเวลาในการศกึษาวิจยั ทําให้งานวิจยันี 6ยงัไมมี่การทดสอบ

ในสตัว์ทดลอง แตอ่ยา่งไรก็ตามผลการทดลองที�ได้จากการศกึษาวิจยันี 6สามารถใช้ข้อมลูเพื�อเป็น

แนวทางนําไปตอ่ยอดการทดลองในขั 6น In vivo ตอ่ไปในอนาคต 

 
ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 

1. ได้ตวัพาทางเลือกสําหรับนําสง่ยีนและ siRNA เข้าสูเ่ซลล์มะเร็งปากมดลกูเพาะเลี 6ยง

เพื�อเป็นอีกแนวทางเลือกหนึ�งในการศกึษาพฒันาตอ่ไป เชน่การทดสอบในสตัว์ทดลอง เป็นต้น 

2. ได้รับความรู้และความเข้าใจเกี�ยวกบัมะเร็งปากมดลกู, เชื 6อ HPV และกลไกการทํางาน

ตา่ง ๆ ในระดบัโมเลกลุ รวมถึงระบบนําสง่ยีนแบบไมอ่าศยัไวรัสเป็นตวัพา 

3. สามารถนําองค์ความรู้ที�ได้ไปวิจยัตอ่ยอดเพื�อนําเทคนิค RNAi มาประยกุต์ใช้ร่วมกบัวิธี

รักษามะเร็งปากมดลกูที�มีอยู่ในปัจจบุนั 

4. ได้รับผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชาการระดบันานาชาต ิ 1 เรื�อง ในหวัข้อ “The PEI-

introduced CS shell/PMMA core nanoparticle for silencing the expression of E6/E7 

oncogenes in human cervical cells” ลงในวารสาร Carbohydrate polymers (impact factor 

= 3.628)  
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   บทที�  2 

เอกสารและงานวิจัยที�เกี�ยวข้อง 

มะเร็งปากมดลูกและเชื 1อ Human papillomavirus 

หากจะกลา่วถึงโรคมะเร็งนั 6นสามารถให้คํานิยามได้ว่ามะเร็งเป็นโรคที�เกิดจากการ

เจริญเตบิโตของเซลล์ที�ผิดปกตไิปจนปราศจากการควบคมุได้ โดยการเรียกชื�อมะเร็งแตล่ะชนิด

ขึ 6นอยู่กบับริเวณแหลง่กําเนิดของมะเร็งนั 6น ๆ เมื�อเกิดมะเร็งขึ 6นที�บริเวณปากมดลกู (Cervix) จงึตั 6ง

ชื�อมะเร็งชนิดดงักล่าวว่ามะเร็งปากมดลกู [18] สาเหตหุลกัของการเกิดมะเร็งปากมดลกูในคนส่วน

ใหญ่มาจากการติดเชื 6อไวรัสฮิวแมนปาปิโลมา (Human papillomavirus or HPV) ซึ�งเป็นไวรัสที�

สามารถติดตอ่จากคนสูค่นได้ทางเพศสมัพนัธ์ โดยพบว่ามีหลากหลายสายพนัธุ์ที�สามารถ

ก่อให้เกิดมะเร็งปากมดลกูและหดูที�อวยัวะเพศ (Genital Warts) นอกจากการติดเชื 6อ HPV ยงัมี

ปัจจยัเสี�ยงอื�น ๆ ที�สามารถก่อให้เกิดมะเร็งปากมดลกู ได้แก่ การสบูบหุรี� , การตดิเชื 6อ HIV, การใช้

ยาคมุกําเนิดเป็นเวลานาน (5 ปีขึ 6นไป) รวมถึงการมีบตุรมาก (ตั 6งแต ่ 3 คนขึ 6นไป) [19] สําหรับ

อาการของโรคมะเร็งปากมดลกูในระยะเริ�มแรกยงัไมพ่บอาการที�ผิดปกตใิด ๆ แตเ่มื�อโรคดงักลา่ว

ได้พฒันาเข้ามาสูร่ะยะมะเร็ง จะพบวา่มีเลือดหรือของเหลวไหลออกมาจากบริเวณช่องคลอด เชน่ 

มีเลือดไหลออกมาหลงัจากมีเพศสมัพนัธ์ เป็นต้น [20] 

เชื 6อ HPV มีสารพนัธุกรรมเป็น DNA สายคูแ่ละมีโปรตีน หอ่หุ้ม (Capsid) ล้อมรอบบริเวณ

กรดนิวคลิอิก ไวรัสดงักลา่วมีขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางประมาณ 55 นาโนเมตร (nm) ไมมี่ชั 6นไขมนั

หุ้มสว่นของกรดนิวคลิอิกและโปรตีนภายใน (Non-enveloped virus) 

การจดักลุม่สายพนัธุ์ของเชื 6อ HPV สามารถแบง่ตามความรุนแรงของการก่อโรคได้เป็น 3 

กลุม่ดงันี 6 

1. กลุม่สายพนัธุ์ที�มีความเสี�ยงสงู (High risk) ซึ�งพบวา่ร้อยละ 75 ของมะเร็งปากมดลกู

เกิดจากการตดิเชื 6อจากกลุม่ดงักลา่ว ได้แก่ HPV ชนิด 16, 18, 31, 45 

2. กลุม่สายพนัธุ์ที�มีความเสี�ยงปานกลาง (Intermediate risk) ซึ�งพบวา่ร้อยละ 25 ของ

มะเร็งปากมดลกูเกิดจากการตดิเชื 6อจากกลุม่ดงักลา่วได้แก่ HPV ชนิด 33, 35, 39, 52, 56, 58, 

59, 68 
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3. สายพนัธุ์ที�มีความเสี�ยงตํ�า (Low risk) ไมค่อ่ยพบในกรณีของมะเร็งปากมดลกูแตจ่ะพบ

ได้ในโรคหดูที�อวยัวะเพศ (Genital warts) ได้แก่ HPV ชนิด 6, 11 

ในสว่นจีโนมของเชื 6อ HPV จะมีลกัษณะเป็นวงกลม (Circular DNA genome) โดยมี      

ขนาดประมาณ 8000 คูเ่บสแบง่ออกเป็น 3 สว่นดงัภาพที� 2.1 

1. ส่วน Upstream regulatory region (URR) เรียกได้อีกชื�อวา่เป็นส่วน Long control 

region (LCC) หรือสว่น Non-coding region (NCR) คิดเป็นร้อยละ 10 ของจีโนม ซึ�งมีบทบาทใน

การเริ�มต้นกระบวนการทําสําเนาของไวรัส (Viral replication) และควบคมุการทํางานของยีน  

2. สว่น Early (E) region คดิเป็นร้อยละ 50 ของจีโนม แบง่ออกเป็นสว่น Large (E1, E2) 

และ several smaller (E4-E7) reading frames มีบทบาทในการควบคมุการทํางานตา่ง ๆ ของ

ไวรัส 

3. สว่น Late (L) region คดิเป็นร้อยละ 40 ของจีโนม แบง่ออกเป็นสว่นยีน L1 และ L2 มี

บทบาทเกี�ยวข้องกบัการสร้างโปรตีน Capsid [21] 

 
ภาพที� 2.1 ลกัษณะจีโนมของเชื 6อ Human papillomavirus [22] 
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หน้าที�ของยีนประเภทตา่ง ๆ ของเชื 6อ HPV มีดงัตอ่ไปนี 6  

 E1 gene: ทําหน้าที�สร้างโปรตีนซึ�งจะไปจบัในส่วนของ Origin of replication บน Long 

control region (LCR) ของจีโนมไวรัส โดยการทํางานของโปรตีน E1 ต้องอาศยั ATP ในการ

กระตุ้นการทํางานของเอนไซม์ Helicase ในการแยกสาย DNA เพื�อเตรียมในขั 6นของการเกิด DNA 

replication 

 E2 gene: ทําหน้าที�สร้างโปรตีนควบคมุการแสดงออกของยีนในสว่นของ viral promoter 

บน LCR โดยโปรตีน E2 สามารถจบักบัโปรตีน E1 ซึ�งเป็นทั 6ง Activators หรือ Represser ใน

ขั 6นตอน Transcription เพื�อนําไปสูก่ระบวนการ DNA replication นอกจากนี 6โปรตีน E2 ยงัเป็นตวั

ควบคมุไมใ่ห้ E6 และ E7 gene ทํางาน (Negative regulator) 

 E4 gene: สร้างโปรตีนที�เกี�ยวข้องกบัการเจริญเตบิโตของไวรัสรวมถึงการปลดปลอ่ย

ไวรัสจากเซลล์ที�เปลี�ยนแปลงไปเข้าสูเ่ซลล์ปกตบิริเวณรอบข้างซึ�งจะสง่ผลทําให้เซลล์ดงักลา่วเกิด

การเปลี�ยนรูปที�ผิดปกตขิึ 6น โดยโปรตีน E4 จะไปจบักบัสว่น Intermediate filaments ของ 

Keratinocyte cytoskeleton สง่ผลตอ่การควบคมุผา่นทาง Mitogenic signalling pathway ใน 

Host cell โปรตีนดงักล่าวพบได้น้อยในชว่งระยะแรกของการติดเชื 6อและจะพบมากในระยะที�มีการ

ตดิเชื 6อเป็นเวลานาน   

E5 gene: สร้างโปรตีน E5 ซึ�งมีขนาดเล็กและมีคณุสมบตัไิมช่อบนํ 6า โดยโปรตีนดงักลา่ว

จะไปรบกวนการทํางานของ Membrane proteins ในเซลล์ที�ตดิเชื 6อ HPV ทําให้เกิดการกระตุ้นให้

เซลล์มีการเจริญเติบโตที�ผิดปกตไิปเพื�อชกันําให้เกิดมะเร็ง  

E6 gene: สร้างโปรตีน E6 มีคณุสมบตัใินการไปจบักบั p53 tumour suppressor 

protein และชกันําให้เกิดการทําลายซึ�งจะไปมีผลตอ่ความสามารถของเซลล์ในการตอบสนอง

กรณีเกิด DNA damage ขึ 6น 

E7 gene: สร้างโปรตีน E7 ซึ�งจะไปขดัขวางการจบักนัของ Retinoblastoma tumour 

suppressor protein (pRB) กบั E2F transcription factors โดยการแยง่จบักบั pRB สง่ผลให้

เซลล์ขาดกระบวนการควบคมุในการแบง่เซลล์ที�ปกตไิป 

L1 gene: ทําหน้าที�สร้างในส่วนของ Major capsid protein ของเชื 6อไวรัส 
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L2 gene: ทําหน้าที�สร้างในส่วนของ Minor capsid protein ของเชื 6อไวรัส [22] 

 

กลไกการเกิดมะเร็งปากมดลูก 

สําหรับกลไกการเกิดมะเร็งปากมดลกูนั 6นเริ�มจากการตดิเชื 6อ HPV เป็นระยะเวลานาน

สง่ผลให้ไวรัสสามารถเพิ�มจํานวนและหลบหลีกจากระบบภมูิคุ้มกนัของร่างกายได้ รวมถึงการ

แทรก DNA ของตวัเองเข้ากบัจีโนมของเซลล์เจ้าบ้านซึ�งจะชกันําให้เกิดมะเร็งตอ่ไป ดงัภาพที� 2.2 

 การติดเชื 6อ HPV ในระยะแรกจะถกูกําจดัโดยระบบภมูิคุ้มกนัภายในร่างกาย เชน่       

ระบบ Cell-mediated immune response จะคอยจดัการกบัโปรตีนชนิด E1 และ E2 ของเชื 6อ 

HPV ซึ�งมีหน้าที�เกี�ยวกบัการเพิ�มจํานวนตวัเองของไวรัส ขณะที�ระบบ Humoral immune 

response จะตอบสนองในรูปแบบของแอนติบอดีตอ่โปรตีน Capsid ชนิด L1 และ L2 แตเ่มื�อใดที�

มีการติดเชื 6อซํ 6าจะพบวา่เชื 6อ HPV มีการเคลื�อนที�จากส่วนพื 6นผิวของเซลล์ Squamous epithelia 

ลงไปสูช่ั 6นที�ลกึกวา่ โดยอยู่ไกลจากระบบเลือดและระบบนํ 6าเหลืองซึ�งเป็นตําแหนง่การตอบสนอง

ทางภมูิคุ้มกนั สง่ผลให้ประสิทธิภาพการทํางานของระบบภมูิคุ้มกนัตอบสนองได้น้อยลง 

นอกจากนี 6ไวรัสดงักลา่วจะไปฝังตวัอยูใ่นเซลล์ปกตโิดยไมก่ระตุ้นหรือชกันําให้เซลล์ตายจงึไมพ่บ

กระบวนการอกัเสบในบริเวณดงักลา่ว ซึ�งเป็นอีกหนึ�งชอ่งทางที�ใช้หลีกเลี�ยงจากระบบภมูิคุ้มกนั 

 เมื�อมีการตดิเชื 6อ HPV เป็นเวลานานพบวา่โปรตีนชนิด E6 และ E7 จะทํางานโดยรบกวน

สมดลุควบคมุการแบง่ตวัของเซลล์ปกตใิห้ผิดเพี 6ยนไป ส่งผลให้เซลล์เกิดการแบง่ตวัมากขึ 6นจนเกิด

เป็นเนื 6องอกและอาจรุนแรงถึงขั 6นพฒันาตอ่ไปเป็นเซลล์มะเร็งในที�สดุ โดยปกตแิล้วยีน E6 และ E7 

จะถกูควบคมุการทํางานโดยยีน E2 แตเ่มื�อมีการแทรก DNA ของไวรัสเข้าสูจี่โนมของเซลล์เจ้าบ้าน

จะทําให้การแสดงออกของยีน E2 ลดลงและโดนทําลายไป เป็นผลให้โปรตีน E6 และ E7 เพิ�มการ

แสดงออกในปริมาณที�มากขึ 6น สง่ผลให้เซลล์บริเวณที�ติดเชื 6อได้รับสญัญาณการแบง่ตวัมากขึ 6นจน

เกิดเป็นมะเร็งในที�สดุ [23] 

 สําหรับหน้าที�ของโปรตีน E6 และ E7 ของเชื 6อ HPV ในการชกันําให้เกิดมะเร็งปากมดลกู

นั 6นเกิดจากโปรตีนดงักล่าวไปรบกวนระบบการทํางานของ Tumor suppressor protein โดย

โปรตีน E6 จะไปยบัยั 6งการทํางานของโปรตีน p53 ซึ�งมีบทบาทควบคมุไมใ่ห้เกิดการแบง่เซลล์ใน

กรณีที�เซลล์ได้รับความเสียหาย รวมถึงชกันําให้เซลล์ดงักลา่วเกิดการตายแบบ Apoptosis สง่ผล
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ให้เซลล์ที�ได้รับความเสียหายสามารถแบง่ตวัตอ่ได้รวมถึงไมถ่กูชกันําให้ตายไป ในสว่นของโปรตีน 

E7 จะไปจบักบั Retinoblastoma (Rb) protein ซึ�งมีบทบาทในการตรวจสอบเซลล์ก่อนที�จะมีการ

แบง่ตวัจาก ระยะ G1 สูร่ะยะ S โดยปกตโิปรตีน Rb จะไปจบักบัโปรตีน E2F แตเ่มื�อมีโปรตีน E7 

มาแยง่จบัจะสง่ผลให้โปรตีน E2F ไมถ่กูควบคมุและไปกระตุ้นให้เซลล์สามารถแบง่ตวัเข้าสูร่ะยะ S 

ได้ตลอดเวลาทําให้เซลล์ที�ได้รับความเสียหายสามารถเจริญเตบิโตตอ่ไปได้จนเกิดเป็นเซลล์มะเร็ง

ขึ 6นในที�สดุ [24] 

 
ภาพที� 2.2 ขั 6นตอนการเกิดมะเร็งปากมดลกูจากเชื 6อ HPV [25] 

 
การตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูก 

 สําหรับการตรวจคดักรองสามารถแบง่ออกเป็น 2 วิธีหลกัดงันี 6 

1. วิธีการตรวจแบบ Pap test หรือ Pap smear สามารถบอกได้ว่าเรามีโอกาสที�จะเป็น

มะเร็งในระยะเริ�มแรกหรือไม่ โดยดกูารเปลี�ยนแปลงของเซลล์บริเวณปากมดลกู การทํา Pap 

smear เหมาะกบัการตรวจในผู้หญิงทกุวยั โดยขั 6นตอนการตรวจแพทย์จะใช้เครื�องถ่างตรวจ 

(Speculum) เพื�อตรวจสอบลกัษณะของชอ่งคลอดและปากมดลกูจากนั 6นจะทําการเก็บเซลล์

รวมถึงเยื�อเมือกบริเวณปากมดลกูเพื�อสง่ไปให้ทางห้องปฏิบตักิารตรวจลกัษณะของเซลล์ดงักลา่ว

วา่มีความผิดปกติหรือไมอ่ย่างไร [26] 
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2. วิธีการตรวจหาเชื 6อ HPV (HPV test) เป็นการตรวจหาสารพนัธุกรรม DNA ของเชื 6อไวรัส

ชนิดความเสี�ยงสงู (High risk HPV) ได้แก่ชนิด 16, 18, 31, และ 45 เป็นต้น โดยเชื 6อไวรัสดงักลา่ว
จะทําให้เกิดการเปลี�ยนแปลงของเซลล์บริเวณปากมดลกู ตรวจสอบได้จากผลการตรวจ Pap 

smear ที�ผิดปกต ินอกจากนี 6การทํา HPV test ยงัสามารถบอกได้วา่ผู้ ป่วยติดเชื 6อ High risk HPV 

แคเ่พียงชนิดเดียวหรือหลายชนิดรวมไปถึงใช้ในการตดิตามการรักษาอีกด้วย [27] 

หลงัจากที�ทราบผลการตรวจคดักรองวา่เป็นมะเร็งปากมดลกู ในขั 6นตอนตอ่ไปคือการ

วินิจฉยัวา่มะเร็งอยูใ่นระยะใด ซึ�งมีความสําคญัตอ่การเลือกวิธีการรักษามะเร็งดงักล่าวโดยอาศยั

เทคนิคตา่ง ๆ ร่วมกบัการประเมินระยะของมะเร็ง เชน่ การฉายรังสีทรวงอก (Chest x-ray), 

เอกซเรย์คอมพิวเตอร์ (Computed Tomography or CT. Scan), การถ่ายภาพระบบนํ 6าเหลือง 

(Lymphangiogram), การผ่าตดัเพื�อดรูะยะของมะเร็ง (Pretreatment surgical staging), การ

ตรวจอลัตราซาวด์ (Ultrasound), การตรวจเอ็กซ์เรย์ด้วยคลื�นแมเ่หล็กไฟฟ้า (Magnetic 

resonance imaging, MRI) และการตรวจเนื 6อเยื�อหรือสารนํ 6าโดยใช้เข็มขนาดเล็ก (Fine-needle 

aspiration biopsy) ซึ�งผลที�ได้จากเทคนิคเหลา่นี 6จะใช้วินิจฉยัควบคูไ่ปกบัผลการตดัชิ 6นเนื 6อบริเวณ

ปากมดลกู (The original tumor biopsy) ในการบอกระยะของมะเร็งปากมดลกูตอ่ไป [28] 

มะเร็งปากมดลกูที�ใช้ในการวินิจฉยัแบง่ออกเป็นระยะตา่ง ๆ ดงันี 6 

 
ภาพที� 2.3 ระยะตา่ง ๆ ของมะเร็งปากมดลกู [29] 
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1. ระยะ 0 (Carcinoma in Situ or Stage 0) จะพบเซลล์ผิดปกต ิ (Abnormal cells) 

บริเวณชั 6นในของปากมดลกูซึ�งอาจพฒันาเป็นเซลล์มะเร็ง รวมถึงการแพร่กระจายไปสูเ่นื 6อเยื�อปกติ

บริเวณรอบ 

2. ระยะ 1 (Stage 1) จะพบเซลล์มะเร็งอยูเ่ฉพาะในบริเวณปากมดลกู ซึ�งระยะ 1 สามารถ

แบง่ยอ่ยออกเป็นระยะ 1A และ 1B ตามจํานวนของเซลล์มะเร็งที�พบดงันี 6 

 2.1 ระยะ 1A จะพบเซลล์มะเร็งในปริมาณที�น้อยในสว่นของเนื 6อเยื�อบริเวณปาก

มดลกู โดยตรวจสอบได้จากการส่องดดู้วยกล้องจลุทรรศน์เทา่นั 6นซึ�งสามารถแบง่ย่อยตามขนาด

ของเนื 6องอกที�พบโดยแบง่ออกเป็น 

  2.1.1 ระยะ 1A1 โดยเนื 6องอกจะต้องมีความลกึไมเ่กิน 3 มิลลิเมตรและ

กว้างไมเ่กิน 7 มิลลิเมตร 

  2.1.2 ระยะ1A2 โดยเนื 6องอกจะต้องมีความลกึมากกว่า 3 มิลลิเมตรแต่

ต้องไมเ่กิน 5 มิลลิเมตรและกว้างไมเ่กิน 7 มิลลิเมตร 

   2.2 ระยะ 1B จะพบเซลล์มะเร็งที�มีขนาดลกึมากกว่า 3 มิลลิเมตรและกว้างกวา่ 

7 มิลลิเมตรโดยจะพบได้จากกล้องจลุทรรศน์เทา่นั 6น ในขณะที�เซลล์มะเร็งที�พบได้โดยไมอ่าศยั

กล้องจลุทรรศน์ในการตรวจสอบจะถกูแบง่ย่อยดงันี 6 

  2.2.1 ระยะ 1B1 เป็นเซลล์มะเร็งที�มีความยาวตั 6งแต ่4 เซนตเิมตรลงมา 

  2.2.2 ระยะ 1B2 เป็นเซลล์มะเร็งที�มีความยาวมากกวา่ 4 เซนตเิมตร 

3. ระยะ 2 (Stage 2) จะพบการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งออกจากบริเวณปากมดลกู

แตจ่ะไมเ่กินในสว่นของผนงัเชิงกราน (Pelvic wall) หรือครอบคลมุทั 6งบริเวณของช่องคลอด โดย

สามารถแบง่ตามความสามารถในการกระจายของเซลล์มะเร็งออกเป็น 

 3.1 ระยะ 2A จะพบเซลล์มะเร็งกระจายออกนอกบริเวณปากมดลกูจนถึงพื 6นที�

สองในสามของบริเวณชอ่งคลอดแตย่งัไมก่ระจายเข้าสู้ เนื 6อเยื�อบริเวณรอบมดลกู โดยสามารถ

แบง่ยอ่ยตามขนาดของเนื 6องอกดงันี 6 

  3.1.1 ระยะ 2A1 เป็นเซลล์มะเร็งที�พบได้โดยไม่ต้องอาศยักล้อง

จลุทรรศน์ในการตรวจสอบและมีความยาวตั 6งแต ่4 เซนติเมตรลงมา  
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  3.1.2 ระยะ 2A2 เป็นเซลล์มะเร็งที�พบได้โดยไม่ต้องอาศยักล้อง

จลุทรรศน์ในการตรวจสอบและมีความยาวมากกวา่ 4 เซนตเิมตร 

  3.2 ระยะ 2B จะพบเซลล์มะเร็งกระจายออกนอกบริเวณปากมดลกูจนถึงพื 6นที�

สองในสามของบริเวณชอ่งคลอดและกระจายเข้าสู้ เนื 6อเยื�อบริเวณรอบมดลกู 

4. ระยะ 3 (Stage 3) จะพบการกระจายของเซลล์มะเร็งออกจากบริเวณปากมดลกูจน

ครอบคลมุทั 6งบริเวณของชอ่งคลอด และ/ หรือกระจายไปถึงสว่นของผนงัเชิงกราน (Pelvic wall) 

รวมถึงทําให้เกิดปัญหาขึ 6นกบัไต โดยสามารถแบง่ตามความสามารถในการกระจายของ

เซลล์มะเร็งออกเป็น 

4.1 ระยะ 3A จะพบการกระจายของมะเร็งออกจากบริเวณปากมดลกูจน

ครอบคลมุทั 6งบริเวณของชอ่งคลอดแตย่งัไมก่ระจายไปถึงสว่นของผนงัเชิงกราน 

 4.2 ระยะ 3B พบกระจายของเซลล์มะเร็งไปถึงสว่นของผนงัเชิงกรานหรือในบาง

กรณีที�เนื 6องอก (Tumor) มีขนาดใหญ่ขึ 6นจนไปอดุตนัในสว่นของท่อไต (Ureters) ซึ�งจะสง่ผล

ในทางลบตอ่การทํางานของไต นอกจากนี 6มะเร็งยงัสามารถแพร่กระจายไปทางตอ่มนํ 6าเหลือง 

(Lymph node) บริเวณกระดกูเชิงกรานได้อีกด้วย 

5. ระยะ 4 (Stage 4) จะพบการกระจายของมะเร็งเข้าสูก่ระเพาะปัสสาวะ (Bladder), 

ลําไส้ใหญ่ (Rectum), หรือสว่นตา่งๆของร่างกาย ซึ�งสามารถแบง่ย่อยตามบริเวณที�พบมะเร็งดงันี 6 

 5.1 ระยะ 4A พบการกระจายของมะเร็งเข้าสูบ่ริเวณกระเพาะปัสสาวะและผนงั

สําไส้ใหญ่หรืออาจจะกระจายเข้าสูต่อ่มนํ 6าเหลืองบริเวณกระดกูเชิงกราน 

 5.2 ระยะ 4B พบการกระจายของมะเร็งจากบริเวณกระดกูเชิงกรานเข้าสูส่ว่นอื�น

ของร่างกาย เชน่ บริเวณช่องท้อง (Abdomen), ตบั (Liver), ทางเดนิลําไส้ (Intestinal tract), ปอด 

(Lung), กระดกู (Bones) และตอ่มนํ 6าเหลืองตา่งๆที�อยูไ่กลออกไป [30] 

นอกจากการตรวจคดักรองมะเร็งปากมดลกูแล้วนั 6น การป้องกนัการเกิดมะเร็งปากมดลกู

ถือเป็นเรื�องสําคญัปัจจบุนัได้มีวคัซีนป้องกนัเชื 6อไวรัส HPV อยู ่2 ผลิตภณัฑ์คือ Gardasil (Merck) 

และ Cervarix (GSK) ซึ�งเหมาะที�จะฉีดก่อนมีเพศสมัพนัธ์ครั 6งแรกคือชว่งอายตุั 6งแต ่ 9-26 ปี โดย
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จะต้องรับวคัซีนจํานวน 3 ครั 6ง นอกจากนี 6การงดสบูบหุรี� , การใช้ถงุยางเมื�อมีเพศสมัพนัธ์ และไมมี่

คูน่อนหลายคน ถือเป็นอีกปัจจยัที�ชว่ยป้องกนัการเกิดมะเร็งปากมดลกูได้อีกทาง [31] 

 

การรักษามะเร็งปากมดลูก 

การรักษามะเร็งปากมดลกูนั 6นมีหลายวิธีที�ถกูนํามาใช้ โดยแบง่ออกเป็นวิธีมาตรฐาน 

(Standard) และวิธีที�ยงัอยูใ่นขั 6นการทดลอง (Clinical trials) ดงัตอ่ไปนี 6 

การรักษาโดยใช้วิธีมาตรฐาน (Standard treatment) 

1. การผ่าตดั (Surgery) เป็นการนํามะเร็งจากบริเวณปากมดลกูรวมถึงสว่นข้างเคียงออก

จากร่างกายโดยวิธีการผา่ตดัซึ�งมีหลายรูปแบบดงันี 6 

 1.1 วิธี Conization เป็นวิธีการผา่ตดัผา่นกล้องจลุทรรศน์เพื�อนําเนื 6อเยื�อที�มี

ลกัษณะรูปกรวย (Cone-shaped piece of tissue) ออกจากสว่นของปากมดลกูหรือชอ่งคลอด ซึ�ง

วิธีนี 6สามารถใช้ได้ทั 6งในการวินิจฉยัวา่มะเร็งอยู่ในระยะใดหรือใช้ติดตามผลรักษามะเร็ง เพราะชิ 6น

เนื 6อที�ตดัออกมาจะถกูนํามาตรวจสอบวา่มะเร็งดงักลา่วมีลกัษณะอย่างไร 

 1.2 วิธีการตดัมดลกู (Hysterectomy) เป็นการผ่าตดัเอาสว่นของมดลกูรวมถึง

บริเวณปากมดลกูออกไปซึ�งมีชื�อเรียกในแบบตา่ง ๆ ขึ 6นกบับริเวณและอวยัวะที�ผา่ตดัออกไปเชน่ 

    1.2.1 Total hysterectomy เป็นการผ่าตดัในสว่นของมดลกูและปาก

มดลกู 

    1.2.2 Total hysterectomy with salpingo-oophorectomy เป็นการ

ผา่ตดัในสว่นของมดลกูรวมถึงสว่นของรังไขแ่ละทอ่นําไข่ออกไป 

    1.2.3 Radical hysterectomy เป็นการผ่าตดัเอาสว่นของมดลกู, ปาก

มดลกู, บางสว่นของชอ่งคลอด, รังไข,่ ทอ่นํ 6าไขแ่ละในส่วนของเอ็นและเนื 6อเยื�อบริเวณรอบอวยัวะ

เหลา่นี 6รวมถึงในบางกรณีต้องผา่ตดัเอาตอ่มนํ 6าเหลืองบริเวณใกล้เคียงออกไปด้วย 

1.3 วิธี Cryosurgery เป็นการรักษาโดยใช้เครื�องมือที�ใช้ความเย็นในการแชแ่ข็ง

และทําลายเซลล์ผิดปกตเิชน่เซลล์มะเร็งในระยะ 0 (Carcinoma in Situ) 
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1.4 วิธี Laser surgery เป็นการผา่ตดัโดยใช้แสงเลเซอร์เปรียบเสมือนมีดเพื�อใช้

ตดัเนื 6อเยื�อที�ต้องการหรือนําเอาเนื 6องอกที�เราสงสยัออกมา โดยมีข้อดีคือวิธีนี 6จะไมทํ่าให้

เลือดออกในปริมาณที�มาก 

2. การฉายรังสี (Radiation therapy) เป็นวิธีการรักษาโรคมะเร็งโดยอาศยัรังสีเอ็กซเรย์

พลงังานสงู (High energy x-rays) หรือรังสีชนิดอื�นเพื�อฆา่เซลล์มะเร็งหรือควบคมุไมใ่ห้

เจริญเตบิโตไปจากเดมิ โดยการรักษาโดยการฉายรังสีสามารถแบง่ออกได้เป็น 2 วิธีหลกัคือ  

 2.1 การฉายรังสีจากภายนอกร่างกาย (External radiation therapy) ซึ�งจะอาศยั

เครื�องมือสง่รังสีจากภายนอกเข้าสูบ่ริเวณมะเร็งภายในร่างกายของผู้ ป่วย     

 2.2 การฉายรังสีจากภายใน (Internal radiation therapy) เป็นการนําสง่สารรังสี

เข้าสูบ่ริเวณที�มีมะเร็งอยูห่รือใกล้เคียงในรูปแบบการฉีดหรือผา่นทางทอ่เข้าสู่อวยัวะเป้าหมาย

โดยตรง 

3. การให้เคมีบําบดั (Chemotherapy) เป็นการรักษามะเร็งโดยใช้ยาเพื�อยบัยั 6งการ

เจริญเตบิโตของเซลล์มะเร็งรวมไปถึงการฆา่หรือทําให้มะเร็งไมส่ามารถแบง่ตวัตอ่ไปได้อีก ซึ�ง

ชอ่งทางการให้สารเคมีจะให้ผา่นทางปากหรือฉีดเข้าสูเ่ส้นเลือดดําหรือกล้ามเนื 6อ ปัจจบุนัมียาที�

ได้รับการยอบรับจากสํานกังานคณะกรรมการอาหารและยา (Food and Drug Administration, 

FDA) เพื�อใช้ในการให้เคมีบําบดัได้แก่ Bleomycin (Blenoxane®), Topotecan Hydrochloride 

(Hycamtin®), Cisplatin (Platinol-AQ®, Platinol®) [32] 

สําหรับการรักษาที�ยงัอยูใ่นขั 6นการทดลอง (Clinical trials) จดัวา่เป็นอีกทางเลือกหนึ�งของ

การรักษาในอนาคต โดยการรักษาดงักลา่วเป็นการทดลองที�เป็นสว่นหนึ�งของขั 6นตอนงานวิจยั

เกี�ยวกบัมะเร็ง ซึ�งถ้าทําสําเร็จจะได้วิธีการรักษาแบบใหมที่�มีประสิทธิภาพและความปลอดภยั

มากกวา่วิธีมาตรฐานที�ใช้กนัอยูใ่นปัจจบุนั ตวัอยา่งได้แก่การใช้กระบวนการที�เรียกวา่            

RNA interference (RNAi) ในการยบัยั 6งการแสดงออกของยีนในระดบั mRNA ของเชื 6อ HPV     

เป็นต้น  
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กระบวนการ RNA interference (RNAi) 

RNAi เป็นกลไกควบคมุการทํางานของยีนภายในสิ�งมีชีวิตซึ�งมีโมเลกลุ RNA ขนาดเล็กที�

เกี�ยวข้องกบัระบบดงักลา่วสองชนิด ได้แก่ MicroRNA (miRNA) และ Small interfering RNA 

(siRNA) โดยมีหน้าที�สําคญัในการจบักบั Messenger RNA (mRNA) ที�จําเพาะของยีนเพื�อลดการ

สร้างโปรตีนในกระบวนการแสดงออกของยีนนั 6น ๆ นอกจากนี 6 RNAi ยงัป้องกนัยีนจากการ        

ตดิเชื 6อปริสิต, ไวรัส และยีนสญัจร (Transposons) รวมถึงควบคมุการแสดงออกของยีนในขั 6นตอน

การเจริญโตอีกด้วย 

RNAi พบได้ในเซลล์ยแูคริโอตหลายชนิดโดยเริ�มต้นกระบวนการจากเอนไซม์ Dicer ซึ�งมี

อยูภ่ายในเซลล์ไปตดัโมเลกลุ RNA สายคูที่�มีขนาดยาว (Long double-stranded RNA) 

กลายเป็น RNA สายสั 6น ๆ ความยาวประมาณ 20 นิวคลีโอไทด์หรือเรียกว่า siRNAs ขั 6นตอนตอ่ไป

แตล่ะ siRNA จะถกูแยกสายออกเป็น RNA สายเดี�ยวสองสาย (Two single-stranded RNAs) 

ได้แก่ Passenger strand และ Guide strand จากนั 6น Passenger strand จะสลายไปสว่น 

Guide strand จะไปผนวกกบัสว่นของ RNA-induced silencing complex (RISC) จากนั 6นจะ

นําไปสูก่ระบวนการ  Post-transcriptional gene silencing ซึ�งเกิดจากการที� Guide strand ไปจบั

กบั mRNA เป้าหมายที�จําเพาะจากนั 6นโปรตีน Argonaute ซึ�งเป็นสว่นประกอบหนึ�งใน RISC คอย

ตดั mRNA จนสลายไปทําให้ไมส่ามารถเข้าสูข่ั 6นผลิตโปรตีนได้ในขั 6นตอ่ไป [33] 

ปี ค.ศ. 1990 Napoli และ Jorgensen [34] ได้รายงานปรากฏการณ์เกี�ยวกบั RNAi เป็น

ครั 6งแรกซึ�งทดลองที�จะเปลี�ยนสีของดอก Petunias โดยการนําสง่ยีนที�สามารถสร้างเอนไซม์ 

Chalcone synthase ซึ�งจะไปเพิ�มปริมาณ Pigment บนดอก Petunias สง่ผลทําให้มีสีที�เข้มขึ 6น 

แตจ่ากผลการทดลองพบวา่มีการแสดงออกของยีนดงักล่าวในระดบัที�ตํ�าซึ�งก็ยงัไมส่ามารถทราบ

สาเหตทีุ�แนช่ดั ตอ่มาในปี 1992 Romano และ Macino ได้รายงานปรากฏการณ์ที�คล้ายคลงึกนัใน 

Neurospora crassa พบว่าเมื�อนําสง่ Homologous RNA sequences เข้าไปจะทําให้เกิดการ

ระงบั (Quelling) การแสดงออกของยีนที�อยูภ่ายใน (Endogenous gene) [35] กระบวนการเกิด 

RNA silencing ในสตัว์ถกูบนัทกึไว้ครั 6งแรกในปี 1995 โดย Guo และ Kemphues ซึ�งทดลองนําสง่ 

Sense หรือ Antisense RNA ที�จําเพาะตอ่ PAR-1 mRNA ในหนอนตวักลม Caenorhabditis 
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elegans ผลที�ได้พบวา่การแสดงออกของ PAR-1 ลดลง [36] จนกระทั�งในปี 1998 ได้มี

นกัวิทยาศาสตร์ 2 คน คือ Mello และ Fire ได้ทดลองนําสง่ Double strand RNA เข้าสูห่นอนตวั

กลม เพื�อศกึษาการแสดงออกของยีน โดยได้ทดลองนําสง่ยีนที�ควบคมุการสร้างโปรตีนกล้ามเนื 6อ 

Unc-22 พบว่าถ้านําสง่ Sense หรือ Antisense RNA อยา่งใดอย่างหนึ�งเข้าไปจะทําให้โปรตีนที�

เกี�ยวข้องกบัการเคลื�อนไหวของหนอนตวักลมสามารถทํางานได้เป็นปกติ ในขณะที�กรณีของการ

นําสง่เข้าไปในรูปของ Double strand RNA พบวา่หนอนตวักลมจะมีการเคลื�อนไหวแบบกระตกุ 

(Twitching movements) คล้ายกลบัลกัษณะการเคลื�อนที�ของหนอนกลุม่ที�ขาดยีนที�ทําหน้าที�

สร้างโปรตีนกล้ามเนื 6อที�สมบรูณ์อนัเนื�องมาจากยีนดงักล่าวถกูยบัยั 6งการทํางานลงทําให้ไม่

สามารถสร้างโปรตีนที�เกี�ยวเนื�องในการเคลื�อนไหวได้ จงึค้นพบว่า Double strand RNA มีผลตอ่

การควบคมุการแสดงออกของยีน โดยเรียกกระบวนการดงักลา่ววา่        RNA interference 

(RNAi) ซึ�งการค้นพบดงักล่าวได้ถกูเผยแพร่ลงในวารสาร Nature ในปี 1998 และได้รับรางวลั

โนเบล สาขาแพทยศาสตร์และสรีรศาสตร์ประจําปี 2006 [37] 

 

องค์ประกอบที�เกี�ยวข้องในกระบวนการทาํงานของ RNAi 
1. Dicer เป็นเอนไซม์ Endoribonuclease ถกูจดัอยูใ่นกลุม่ของ RNase III family ซึ�งทํา

หน้าที�เกี�ยวกบัการตดั Double-stranded RNA (dsRNA) และ Pre-microRNA (miRNA) ให้

กลายเป็น Double-stranded RNA สายสั 6น ๆ ที�เรียก Small interfering RNA (siRNA) ซึ�งมีความ

ยาวประมาณ 20-25 คูเ่บส โดยเอนไซม์ Dicer จะประกอบไปด้วยสว่นของ RNaes III 2 domains 

และ PAZ 1 domain รวมถึงมีสว่นของแกนกลางเป็น Platform domain และ Connector helix 

[38] 

2. Small interfering RNA (siRNA) ถกูค้นพบครั 6งแรกโดยกลุม่ของ David Baulcombe      

ซึ�งพบในสว่นของ Post-transcriptional gene silencing (PTGS) ภายในพืช [39] ตอ่มา                  

ในปี 2001 Tuschl และคณะค้นพบวา่ siRNA ที�สงัเคราะห์ขึ 6นสามารถเหนี�ยวนําให้เกิด

กระบวนการ RNAi ได้ภายในเซลล์ของสตัว์เลี 6ยงลกูด้วยนํ 6านม [40] โดย siRNA ดงักลา่วจดัอยูใ่น

กลุม่ของ Double stranded RNA ที�มีความยาวประมาณ 20-25 คูเ่บส สําหรับลกัษณะทาง
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โครงสร้างของ siRNA ที�ตําแหนง่ 5’ จะมีหมูฟ่อสเฟตอยูแ่ละที�บริเวณ 3’ จะเป็นหมู ่ Hydroxyl      

(-OH) นอกจากนี 6ยงัมีนิวคลีโอไทด์ 2 ตวัยื�นออกมาจากปลาย 3' ของแตล่ะสาย [41] 

3. MicroRNA (miRNA) เป็น RNA สายสั 6น ๆ พบได้ในเซลล์ยแูคริโอตทําหน้าที�ควบคมุใน

ขั 6น Post-transcriptional ของ mRNA โดยจบักบับริเวณที�จําเพาะสง่ผลให้เกิดการระงบัการแปร

รหสัเป็นโปรตีน (Translational repression) ทําลาย mRNA เป้าหมายและทําให้เกิด             

Gene silencing [42] ในปี 1993 มีการค้นพบ miRNA เป็นครั 6งแรกจากการทดลองของ Ambros, 

Lee และ Feinbaum ซึ�งศกึษาเกี�ยวกบัยีน Lin-14 ในหนอนตวักลม C. elegans โดยพบวา่โปรตีน 

Lin-14 ถกูควบคมุโดย RNA สายสั 6นความยาว 22 nucleotide ที�ได้จากยีน Lin-4 ซึ�งมีบางลําดบั

ไปจําเพาะกบั Lin-14 mRNA สง่ผลให้เกิดการยบัยั 6งการสร้างโปรตีนดงักลา่ว [43] 

4. Argonaute จดัเป็นโปรตีนองค์ประกอบหนึ�งของ RNA induced silencing complex 

(RISC) ในกระบวนการ RNAi ซึ�งโปรตีนดงักลา่วสามารถจบักบั Small non-coding RNAs เชน่ 

miRNAs และ siRNAs เป็นต้น [44] โดย Small non-coding RNAs ดงักลา่วจะชกันําให้ 

Argonaute ไปยงับริเวณ mRNA ที�จําเพาะเพื�อเกิดการตดั mRNA เป้าหมายนั 6น ๆ ซึ�งจาก

การศกึษาพบวา่ Argonaute protein มีหลายชนิดโดยแตล่ะชนิดก็ทําหน้าที�แตกตา่งกนัเชน่ Ago1 

ทําหน้าที�แยก miRNA สายคูใ่ห้เป็นสายเดี�ยวในขณะที� Ago2 ทําหน้าที�แยกสาย siRNA สําหรับ

โครงสร้างของ Argonaute จะประกอบไปด้วย PAZ domains ทําหน้าที�จบั RNA สายเดี�ยวเพื�อ

ชว่ยให้ siRNA จบักบั mRNA เป้าหมายได้เสถียรมากขึ 6นและ PIWI domains ทําหน้าที�ในการตดั 

mRNA ให้กบั RISC [45] 

5. RNA-induced silencing complex (RISC) เป็นกลุม่ของโปรตีนซึ�งประกอบไปด้วย 

Dicer, Argonaute และ TRBP (TAR RNA binding protein) ที�จะไปรวมกบั siRNA หรือ miRNA 

สายเดี�ยวและจะทํางานร่วมกนัตดัสาย mRNA เป้าหมายโดยการกระตุ้นให้เอนไซม์ Rnase ทํางาน

ซึ�งจะอาศยัลําดบัเบสที�จําเพาะของ RNA สายเดี�ยวดงักล่าว [46] 

 

 
 



19 
 

กลไกการทาํงานของ RNAi 

กลไกการทํางานของ RNAi ในเซลล์ยแูคริโอตมี 2 รูปแบบที�สําคญัคือ miRNA และ 

siRNA โดยมีรูปแบบการทํางานดงัตอ่ไปนี 6 

1. miRNA pathway จะเริ�มต้นในนิวเคลียสโดยยีนที�มีหน้าที�ในการสร้าง miRNA จะเข้าสู่

กระบวนการคดัลอกรหสัโดยอาศยัเอนไซม์ RNA polymerase II ได้เป็น Primary miRNA           

(Pri-miRNA) มีลกัษณะเป็น Hairpin หลงัจากนั 6น Pri-miRNA จะถกูเอนไซม์ที�ชื�อว่า Drosha ตดั

สั 6นลงเกิดเป็น Precursor miRNA (Pre-miRNA) แล้วถกูนําสง่ออกจากนิวเคลียสเข้าไปสูใ่นสว่น

ของไซไตพลาสซมึโดยอาศยัการทํางานของ Exportin-5 จากนั 6นเอนไซม์ Dicer ทําหน้าที�ตดัสาย  

Pre-miRNA กลายเป็น miRNA และเข้าสูก่ระบวนการ RNAi โดยจบักบักลุม่ของโปรตีน RISC เกิด

การยบัยั 6ง mRNA เป้าหมายไมใ่ห้เกิดการสร้างโปรตีนตอ่ไปดงัภาพที� 2.4  [47] 

 
ภาพที� 2.4 ขั 6นตอนการทํางานของ miRNA pathway [48]  
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2. siRNA pathway เกิดขึ 6นในสว่นของไซโตพลาสซมึโดยเริ�มจากการทํางานของเอนไซม์ 

Dicer โดยตดั Double-stranded RNA ให้กลายเป็น siRNA จากนั 6นก็จะมีกลุม่โปรตีนตา่ง ๆ ที�

เกี�ยวข้องเชน่ Argonaute, TRBP เข้ามาจบักบัสว่นของ siRNA เกิดเป็น RISC และเกิดการแยก

สายคูข่อง siRNA ออกจากกนัโดยสว่นที�ทํางานคือสว่นของ Guide strand ซึ�งมีตําแหนง่ที�จําเพาะ

และชกันําให้เกิดการตดั mRNA เป้าหมายทําให้ไมส่ามารถเข้าสูก่ระบวนการสงัเคราะห์โปรตีน

ตอ่ไปดงัภาพที� 2.5 [49] 

 
ภาพที� 2.5 ขั 6นตอนการทํางานของ siRNA pathway [49] 
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จากการศกึษากลไกการเกิดมะเร็งปากมดลกูจากเชื 6อ HPV โดยการทํางานยีน E6 และ E7 

ที�มีบทบาทสําคญัในการชกันําเซลล์ปกตใิห้เกิดเป็นเซลล์มะเร็งได้นั 6น ทําให้มีงานวิจยัที�เกี�ยวข้อง

กบักระบวนการ RNAi สําหรับการประยกุต์ใช้ siRNA ที�มีเป้าหมายเพื�อยบัยั 6งการแสดงออกของยีน 

E6/E7 ของเชื 6อ HPV ซึ�งมีรายงานดงัตอ่นี 6 

Butz และคณะในปี 2003 ได้ทดลองใช้ทั 6ง Synthetic siRNA และ Vector borne siRNA 

เพื�อกดการแสดงออกของ E6 oncogene พบวา่ siRNA จากทั 6งสองระบบสามารถยบัยั 6งการก่อ

มะเร็งได้อยา่งมีประสิทธิภาพ โดย siRNA ที�ใช้ได้ออกแบบให้จําเพาะกบัยีนที�สร้าง E6 

oncoprotein โดยไมร่บกวนการผลิต E7 oncoprotein ทําให้มี Proapoptosis activity ในขณะที�

ไมมี่การสร้าง Antiapoptotic factor จาก E6 oncoprotein จงึมีผลทําให้การเหนี�ยวนํา

กระบวนการ Apoptosis ของเซลล์มะเร็งทํางานได้อยา่งมีประสิทธิภาพ [50] 

Hall และคณะในปี 2003 พบวา่ siRNA ที�ออกแบบให้กดการแสดงออกเฉพาะ E7 บน 

Bicistronic E6 และ E7 mRNA นั 6น ทําให้เกิดการยบัยั 6งการสงัเคราะห์ DNA ในเซลล์มะเร็งรวมถึง

มีการแปลงเปลี�ยนลกัษณะทางกายภาพและทางเคมีไปมีผลเร่งให้เกิดความเสื�อมสภาพของเซลล์ 

(Senescence) [51] 

Putral และคณะในปี 2005 พบวา่การใช้เทคนิค RNAi ยบัยั 6งการแสดงออกของ HPV 

oncogene ใน Cervical cancer cells มีผลให้เซลล์มะเร็งมีความไว (Sensitivity) ตอ่ยาต้าน

มะเร็ง Cisplatin สงูขึ 6น [52] 

Sima และคณะในปี 2007 พบวา่เมื�อใช้ Antisense RNA ที�มีความจําเพาะตอ่ E6 และ 

E7 oncogene ของเชื 6อ HPV สายพนัธุ์ที� 16 ในเซลล์เพาะเลี 6ยงมีผลยบัยั 6งการแสดงออกของ

ปริมาณ Oncogene ดงักล่าวได้โดยทําให้การแสดงออกของ p53 และ retinoblastoma (Rb) 

pathway มากขึ 6นทําให้นําไปสูก่ระบวนการ Apoptosis และเกิดความเสื�อมสภาพ (Senescence) 

ของเซลล์มะเร็ง [53] 

Jonson และคณะในปี 2008 พบวา่เมื�อนํา siRNA ที�จําเพาะกบั E6 และ E7 oncogene 

ของเชื 6อ HPV ฉีดเข้าไปในหนทีู�ทําให้เป็นมะเร็งปากมดลกู มีผลทําให้ขนาดของก้อนมะเร็งลดลง

หรือไมป่รากฏให้เห็นเมื�อผ่าเอาก้อนมะเร็งออกมาตรวจสอบ [54] 
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Dutta และคณะในปี 2010 พบวา่เมื�อใช้ Dendrosome เพื�อพฒันาระบบนําสง่ siRNA ที�

จําเพาะตอ่ E6 และ E7 oncogene ของเชื 6อ HPV ในเซลล์เพาะเลี 6ยง มีผลทําให้การแสดงออกของ 

E6 และ E7 oncoprotein มีปริมาณที�ลดลงมีผลทําให้ชว่ยยบัยั 6งการเจริญของเซลล์มะเร็งและเพิ�ม

การทํางานของ Tumor suppressor proteins อีกด้วย [55] 

Eaton และคณะในปี 2011 ได้ทดลองนําสง่ siRNA ที�จําเพาะตอ่ยีน E6/E7 ของเชื 6อ HPV 

เข้าไปในเซลล์เพาะเลี 6ยงชนิด SiHa ซึ�งผลได้พบวา่เซลล์เกิดความเสื�อมสภาพ (Senescence) 

ร่วมกบัการแสดงออกของ Death receptors ชนิด DR4 และ DR5 ซึ�งมีประโยชน์ในการใช้รักษา

เซลล์มะเร็งที�ดื 6อยา [56] 

 Zhou และคณะในปี 2012 ได้ออกแบบ siRNA ที�จําเพาะตอ่ยีน E6/E7 ที�ตําแหนง่ 

Promoter และบนตําแหนง่ E7 จากนั 6นนําไปทดสอบในเซลล์เพาะเลี 6ยงและในสตัว์ทดลอง ผลที�ได้

พบการกดการแสดงออกของยีนดงักลา่วรวมถึงสามารถยบัยั 6งการเจริญเตบิโตและชกันําให้เซลล์

ตายแบบ Apoptosis [57] 

 
ระบบนําส่งสาํหรับยีนบาํบัด 

ในปัจจบุนัระบบนําสง่ยีนสามารถแบง่ออกเป็น 2 รูปแบบได้แก่ ระบบที�อาศยัไวรัสเป็นตวั

พา (Viral vectors) และระบบที�ไมอ่าศยัไวรัสเป็นตวัพา (Non-viral vectors) โดยมีรายละเอียด

ดงัตอ่ไปนี 6 

1. ระบบนําสง่ยีนแบบอาศยัไวรัสเป็นตวัพาเป็นที�นิยมใช้ในงานทางด้านชีวโมเลกลุ ซึ�งทํา

ได้ทั 6ง In vivo และ In vitro ระบบดงักลา่วเริ�มใช้ตั 6งแตปี่ 1970s โดย Paul Berg อาศยัการนําสง่

ไวรัสชนิด SV40 ที�บรรจ ุDNA ที�ได้จาก Bacteriophage lambda เข้าไปใน Monkey kidney cells 

[58]  

โดยชนิดของไวรัสที�นํามาใช้เป็นตวัพามีดงัตอ่ไปนี 6 

1.1. Retroviruses มีคณุสมบตัสิอดแทรกเข้ากบัจีโนมของเซลล์เจ้าบ้านโดยอาศยัการ

ทํางานของเอนไซม์ Reverse transcriptase ซึ�งนิยมใช้ Moloney murine leukemia virus ในการ

ทดลองกบัผู้ ป่วย SCID-X1 ในทางคลินิก แตข้่อเสียของการใช้ไวรัสดงักลา่วเป็นตวัพาอาจทําให้
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เกิดมะเร็งได้ นอกจากนี 6เซลล์ที�เหมาะสมในการทดลองควรมีคณุสมบตัทีิ�แบง่ตวัได้ดีทําให้ไม่

เหมาะที�จะทําในพวกเซลล์ประสาท [59] 

   1.2. Lentiviruses จดัเป็น Subclass ของ Retroviruses โดยเป็นตวัพาที�สามารถรวมเข้า

กบัจีโนมของเซลล์เจ้าบ้านชนิดที�ไมแ่บง่ตวัได้ ซึ�งในการทดลองทางคลินิกนิยมใช้นําสง่เพื�อทําการ

รักษาในผู้ ป่วย HIV นอกจากนี 6ยงัพบว่าการใช้ไวรัสดงักลา่วไมก่่อให้เกิดอนัตรายในเรื�องของการ

กระตุ้นให้เกิดมะเร็งในหนทูดลองอีกด้วย [60] 

  1.3. Adenoviruses มีคณุสมบตัิตรงกนัข้ามกบั Lentiviruses เพราะไมส่ามารถรวมเข้า

กบัจีโนมของเซลล์เจ้าบ้านได้และไมส่ามารถเพิ�มจํานวนตวัเองในระหวา่งที�เซลล์กําลงัแบง่ตวัอยู ่

นิยมใช้ไวรัสดงักลา่วในงานของวคัซีนและยีนบําบดั แตข้่อเสียของไวรัสชนิดนี 6คือ เมื�อเข้าสูร่่างกาย

จะสง่ผลตอ่ระบบหายใจ ทางเดินอาหาร และการติดเชื 6อบริเวณตาซึ�งจะไปกระตุ้นให้ระบบ

ภมูิคุ้มกนัทํางานอยา่งเฉียบพลนั ดงันั 6นก่อนที�จะใช้ Adenoviruses เป็นตวัพาจะต้องปรับเปลี�ยน

ให้มีคณุสมบตักิระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัหมดไปก่อน [61] 

  1.4. Adeno-associated viruses เป็นไวรัสขนาดเล็กสามารถเข้าสูเ่ซลล์ชนิดที�แบง่ตวัและ

ไมแ่บง่ตวัได้สามารถกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัได้ในระดบัปานกลาง บางกรณีสามารถรวมเข้ากบั

จีโนมของเซลล์เจ้าบ้านได้ ในงานยีนบําบดัจะใช้ไวรัสชนิดนี 6ในการทดลองทางคลินิกเพื�อรักษา 

Retina [62] 

2. ระบบนําสง่ยีนแบบไมอ่าศยัไวรัสเป็นตวัพามีข้อดีกวา่แบบอาศยัไวรัสตรงที�สามารถ

เตรียมตวัพาได้ง่ายในปริมาณมากและให้ผลการกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัในระดบัที�ตํ�า แตอ่ยา่งไรก็

ตามระบบนําสง่ดงักลา่วยงัมีประสิทธิภาพในการนําสง่ที�ยงัด้อยกวา่เมื�อเปรียบเทียบกบัการใช้

ไวรัสเป็นตวัพา ปัจจบุนัจงึได้มีการพฒันาระบบนําสง่ยีนแบบไมอ่าศยัไวรัสเป็นตวัพาให้มีศกัยภาพ

ใกล้เคียงกบัการใช้ไวรัสเพื�อนําสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ โดยสามารถแบง่เป็น 3 วิธีหลกัได้ดงันี 6  

2.1 Injection of Naked DNA เป็นการฉีดพลาสมิด DNA เข้าสูเ่ซลล์ผา่นทางกล้ามเนื 6อ

โดยตรง ซึ�งถือวา่เป็นวิธีที�ง่ายที�สดุในการนําสง่แบบไม่อาศยัไวรัสเป็นตวัพา แตข้่อเสียคือการ

แสดงออกของยีนที�นําสง่เข้าไปจะตํ�ากว่าวิธีอื�นเนื�องมาจากประสิทธิภาพในการเข้าสูเ่ซลล์ตํ�าทําให้

นกัวิทยาศาสตร์พยายามที�จะพฒันาวิธีการนําเข้าสูเ่ซลล์ในรูปแบบตา่ง ๆ เชน่ การใช้กระแสไฟฟ้า
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ชว่ย (Electroporation), ใช้คลื�นเสียง (Sonoporation) รวมไปถึงการใช้ Gene gun ยิง DNA ที�เข้า

สูเ่ซลล์ [63] 

2.2 Physical Methods ได้แก่ Electroporation: เป็นวิธีที�ใช้กระแสความตา่งศกัย์สงูทําให้

เยื�อหุ้มเซลล์เกิดรูขนาดเล็กชั�วคราวพอให้ DNA ผา่นเข้าไปสูภ่ายในเซลล์ ซึ�งวิธีนี 6ใช้ได้กบัเซลล์

หลายชนิดโดยเฉพาะสตัว์เลี 6ยงลกูด้วยนม แตต้่องระวงัในเรื�องของกระแสไฟฟ้าที�ใช้จะต้องมี

ปริมาณที�เหมาะสมเพื�อไมใ่ห้ทําอนัตรายตอ่เซลล์เจ้าบ้าน [64] Gene Gun: เป็นเทคนิคการนําสง่

สารพนัธุกรรมเข้าสูเ่ซลล์โดยอาศยัการเคลือบ DNA ลงบน Gold หรือ Tungsten จากนั 6นจะใช้

เครื�องมือที�มีลกัษณะเป็นปืนยิงเข้าไปภายในเซลล์ ซึ�งใช้ได้กบัเซลล์พืชและสตัว์ ตวัอยา่งเชน่ การ

นําสง่ DNA เข้าสูร่่างกายหรือเข้าสูเ่ซลล์ประสาทของหน ูเป็นต้น [65] Sonoporation: เป็นเทคนิค

ที�ใช้คลื�นเสียงความถี�สงู (Ultrasonic frequencies) ไปปรับคณุสมบตัใินการซมึผา่นบริเวณเยื�อหุ้ม

เซลล์สง่ผลให้โมเลกลุขนาดใหญ่ เชน่ DNA สามารถเข้าสูเ่ข้าสูเ่ซลล์โดยตรงซึ�งวิธีนี 6เหมาะกบั 

Tissue culture โดยเฉพาะเซลล์ของสตัว์เลี 6ยงลกูด้วยนม [66] Magnetofection: เป็นการนําสง่ 

DNA เข้าสูเ่ซลล์โดยอาศยัการเหนี�ยวนําของสนามแม่เหล็กเป็นตวัผลกัให้ DNA ที�จบักบั 

Magnetic particles เข้าสูเ่ซลล์ [67]  

2.3 Chemical Methods ได้แก่ ตวัพาชนิดไขมนัประจบุวก (Cationic Lipid):  โครงสร้าง

พื 6นฐานของ Cationic lipid จะประกอบไปด้วย 3 สว่นคือ สว่น Hydrophobic moiety, Linker 

และ Headgroup โดยในระบบนําสง่ยีนจะอาศยัการแรงจบักนัระหวา่งประจบุวกของ Cationic 

Lipid กบัประจลุบของ DNA (Electrostatic interaction) ซึ�งเกิดขึ 6นได้เองตามธรรมชาตเิรียกการ

รวมกนัดงักล่าวว่า Lipoplex มีคณุสมบตัิในการปกป้อง DNA จากการย่อยสลายของเอนไซม์ 

Nuclease สําหรับกลไกการนําสง่ Lipoplex เข้าเซลล์นั 6นอาศยัความเป็นประจบุวกไปจบักบั

โครงสร้างที�มีประจลุบของผิวเซลล์ เชน่ Heparan sulfate และ Proteoglycans นอกจากนี 6ยงั

สามารถเข้าเซลล์ได้โดยกระบวนการ Endocytosis เข้าไปอยูใ่นสว่นของ Endosome และจะต้อง

ปลดปลอ่ย DNA ออกมาในบริเวณไซโตพลาสซมึเพื�อให้ยีนดงักลา่วเดนิทางเข้าสู่ Nucleus ตอ่ไป

โดยมีรายงานว่า Cationic lipid ตวัแรกที�มีการใช้คือ DOTMA (N-(1-(2,3-dioleyloxy)propyl)-

N,N,N-trimethylammonium chloride) ดงัภาพที� 2.6 โดยในเวลาตอ่มาได้มีการพฒันาตวันําสง่
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ดงักลา่วโดยทําการสงัเคราะห์ Cationic lipid ประเภทอื�น ๆ ตามมาซึ�ง ได้แก่ DC-Chol            

(3b-[N-(N’,N’-dimethylaminoethyl)carbamoyl)cholesterol) และ DOGS (dioctadecylamido-

glycylspermine) โดยการพฒันาคิดค้น Cationic lipid รูปแบบใหมมี่อยู่ตลอดเวลา จนค้นพบ

ชนิดที�มีคณุสมบตัิและความสามารถในการหลบหลีกออกจาก Endosome ได้ดีนั�นก็คือ DOPE 

(dioleoyl phosphatidylethanolamine) เป็นต้น [68] ตวัพาชนิดตอ่มาคือตวัพาพอลิเมอร์ประจุ

บวก (Cationic Polymer): โดยปกตแิล้วการนําสง่ยีนโดยใช้พอลิเมอร์ประจบุวกเป็นอีกทางเลือก

หนึ�งที�ได้รับความนิยมโดยอาศยัคณุสมบตัใินการหอ่หุ้ม DNA จากการที�มีประจตุรงข้ามกนัแล้ว

นําสง่เข้าสูเ่ซลล์ผา่นกระบวนการ Endocytosis ซึ�งประสิทธิภาพการนําสง่และความเป็นพิษตอ่

เซลล์จะขึ 6นอยูก่บัประเภทของ Cationic Polymer นั 6น ๆ เริ�มจากกลุม่ของ poly-L-lysine ถกู

นํามาใช้นําสง่ยีนแบบ In vivo เป็นชนิดแรกนอกจากนี 6ยงัมีพอลิเมอร์ประจบุวกชนิดอื�น ๆ อีก ได้แก่  

Polyethylenimine (PEI), Polyamidoamine/polypropylamine dendrimers, Polyallylamine, 

Cationic dextran, Chitosan,  Cationic proteins (polylysine, protamine, and histones) และ 

Cationic peptides เป็นต้น [69] สําหรับพอลิเมอร์ที�นิยมนํามาใช้ในการหอ่หุ้มยีนมีดงัภาพที� 2.7 

 
ภาพที� 2.6 ลกัษณะโครงสร้างของ Cationic lipids ชนิดตา่งๆ [68] 
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ภาพที� 2.7 ตวัอยา่งพอลิเมอร์ประจบุวกชนิดตา่ง ๆ [70] 
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ภาพที� 2.7 ตวัอยา่งพอลิเมอร์ประจบุวกชนิดตา่ง ๆ (ตอ่) [70] 
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ระบบนําสง่ยีนทั 6งสองแบบตา่งก็มีข้อดีและข้อเสียที�แตกตา่งกนั โดยที�ระบบนําสง่แบบ

อาศยัไวรัสเป็นตวัพาจะให้ประสิทธิภาพการนําสง่เข้าสูเ่ซลล์สงูแตมี่ข้อเสียในเรื�องของความ

ปลอดภยัตอ่เซลล์ที�อาจชกันําให้เกิดการกลายพนัธุ์ซึ�งจะนําไปสูก่ารเกิดมะเร็งขึ 6นรวมถึงการไป

กระตุ้นการทํางานของระบบภมูิคุ้มกนัอีกด้วย ตา่งจากการนําสง่แบบไมอ่าศยัไวรัสเป็นตวัพาที�มี

ความปลอดภยักว่าและเป็นพิษตอ่เซลล์ตํ�า แตอ่ยา่งไรก็ตามในเรื�องของประสิทธิภาพการนําสง่

อาจยงัไมส่งูเทียบเทา่กบัการนําสง่แบบอาศยัไวรัส ซึ�งถือวา่เป็นคณุสมบตัิที�จะต้องปรับเปลี�ยน

แก้ไขและพฒันาตอ่ไปในอนาคต [71] 

สําหรับการนําสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์สามารถอธิบายได้เป็น 5 ขั 6นตอนหลกั เริ�มจากในขั 6นตอน

แรกต้องเตรียม complex ระหวา่งตวัพาซึ�งมีประจบุวกกบัยีนที�จะนําสง่ซึ�งมีประจลุบ จากนั 6นในขั 6น

ที�สองเป็นการนําสง่ complex ดงักลา่วเข้าสูเ่ซลล์ผา่นกระบวนการตา่ง ๆ เชน่ Endocytosis ซึ�ง

complex ที�นําสง่เข้าเซลล์จะอยูภ่ายในออร์แกเนลล์ชนิด Endosome โดยตวัพาจะมีหน้าที�นํา 

complex ออกมาจากส่วนดงักลา่วในขั 6นตอนที�สาม หลงัจากนั 6นจะเกิดการปลดปลอ่ยยีนออกมา 

จากตวับริเวณไซโตพลาสซมึในขั 6นตอนที�สี� และยีนที�ถกูปลดปลอ่ยออกมาจะเดนิทางเข้าสู่

นิวเคลียสเกิดการแสดงออกตอ่ไปดงัขั 6นตอนที�ห้าและหกตามลําดบั ดงัภาพที� 2.8 

 

ภาพที� 2.8 ขั 6นตอนการนําสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ [70] 
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สําหรับรูปแบบการจบักนัของตวัพาทั 6งที�เป็นพอลิเมอร์และไขมนัประจบุวกกบั DNA หรือ

ยีนในการนําสง่เข้าสูเ่ซลล์แบง่ออกเป็น 3 รูปแบบดงัภาพที� 2.9 ได้แก่ Electrostatic interaction 

เป็นการจบักนัโดยอาศยัแรงระหวา่งประจตุรงข้ามกนัของหมูอ่ะมิโนบนตวัพาที�มีประจบุวกกบัหมู่

ฟอสเฟตบน DNA ที�เป็นประจลุบเกิดเป็น complex ขึ 6นซึ�งมีขนาดที�เหมาะสมในการนําสง่เข้าสู่

เซลล์รวมถึงความสามารถในการป้องกนัการทําลายจากเอนไซม์ Nuclease ภายในเซลล์ แต่

อยา่งไรก็ตามอาจต้องคํานงึถึงประจสุทุธิของ complex ที�ใช้นําสง่ด้วย เพราะการที�มีประจบุวกสงู

จะสง่ผลให้เกิดพิษตอ่เซลล์รวมถึงในขั 6นตอนของการปลดปลอ่ยยีนออกจากตวัพาที�อาจทําได้ยาก

ขึ 6นด้วย รูปแบบตอ่มาคือ Encapsulation เป็นการจบักนัโดยมีตวัพาหอ่หุ้ม DNA หรือยีนอยู่

ภายในโดยมีลกัษณะกลม ตวัพาที�นิยมใช้เป็นชนิดที�มีคณุสมบตัยิ่อยสลายได้เองตามธรรมชาติ

(Biodegradable polymer) เชน่ พอลิเมอร์กลุม่ Polyester ซึ�งการจบักนัดงักล่าวสามารถปรับแตง่

ในเรื�องของความคงทนและการปลดปลอ่ย DNA ออกจากตวัพาได้ แตอ่ยา่งไรก็ตามยงัคงพบ

ปัญหาในเรื�องของการทนตอ่ความร้อนและตวัทําละลายอินทรีย์ที�ยงัไมดี่นกัสง่ผลให้ยีนที�นําสง่ถกู

ทําลายไป รูปแบบสดุท้ายคือ Adsorption เป็นการจบักนัโดยสงัเคราะห์ตวัพาให้มีพื 6นผิวรอบนอก

เป็นประจบุวกทําให้สามารถจบักบัประจลุบของ DNA ได้ การจบักนัดงักล่าวจะมีประโยชน์ในเรื�อง

ของการปลดปลอ่ยยีนออกจากตวัพา แตข้่อเสียคือความสามารถในการปกป้องยีนจากการทําลาย

ของเอนไซม์ภายในเซลล์ที�อาจทําได้ไมดี่นกั  

 
ภาพที� 2.9 รูปแบบการจบักนัของตวัพากบั DNA ที�ใช้ในการนําสง่ [70] 
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 การนําสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์สามารถจําแนกรูปแบบการเข้าสูเ่ซลล์ได้เป็นสองแบบหลกัคือ แบบ

แบบแรกเป็นการเข้าสูเ่ซลล์อยา่งจําเพาะได้แก่ Receptor-mediated endocytosis (I) เป็นการเข้า 

เซลล์โดยอาศยั ligand ที�อยูบ่นตวัพาในการจบักนัสว่นของตวัรับบริเวณผิวเซลล์, Phagocytosis 

via size exclusion (II) เป็นการเข้าสูเ่ซลล์โดยการจบักินเข้าไปซึ�งเหมาะกบั complex ที�มีขนาด

ตั 6งแต1่ ถึง 10 µm และในแบบที�สองเป็นการเข้าเซลล์อยา่งไมจํ่าเพาะได้แก่ Non-specific ionic 

interactions with membrane-bound proteoglycans (III) เป็นการเข้าสูเ่ซลล์โดยอาศยัประจุ

สทุธิที�เป็นบวกของ complex ในการจบักบัส่วนของ proteoglycans บริเวณผิวเซลล์ซึ�งมีประจลุบ, 

Non-specific lipophilic interactions with phospholipid components of the cell membrane 

(IV) เป็นการเข้าเซลล์โดยอาศยัส่วนที�เป็นไขมนับนตวัพาในการหลอมรวมกบัสว่นของ 

phospholipid บนเยื�อหุ้มเซลล์, Cell penetrating peptide (CPP)-mediated uptake (V) เป็น 

การเข้าเซลล์โดยอาศยัคณุสมบตัขิอง CPP ซึ�งเป็นโปรตีนที�ได้จากไวรัสที�มีคณุสมบตัใินการเข้าสู่

เซลล์ดงัภาพที� 2.10 

 
ภาพที� 2.10 รูปแบบการนําส่งยีนเข้าสูเ่ซลล์ในลกัษณะตา่ง ๆ [70] 
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ในงานวิจยัครั 6งนี 6ผู้ วิจยัได้เลือกใช้พอลิเมอร์ประจบุวกในกลุม่ของ Chitosan (CS) ผสมกบั 

Polyethylenimine (PEI) โดยมีแกนกลางเป็น Methyl Methacrylaye ซึ�งเป็นสารประกอบอินทรีย์ที�

นิยมนํามาใช้เป็นตวัประสานและยดึตดิในผู้ ป่วยที�ต้องเปลี�ยนถ่ายกระดกู [72] อนพุนัธ์ผสม

ดงักลา่วมีคณุสมบตัขิอง Chitosan ในเรื�องของการเข้ากนัได้ดีทางชีวภาพ, เป็นพิษตอ่เซลล์ตํ�าและ

ไมก่ระตุ้นการทํางานของระบบภมูิคุ้มกนัภายในเซลล์ [73] ร่วมกบัประสิทธิภาพในการนําสง่ของ 

PEI ซึ�งมีคณุสมบตัิที�เรียกว่า “Proton sponge effect” ในการหลบหลีกออกจากสว่นของ 

Endosome ภายในเซลล์ [74] ซึ�งอนพุนัธ์ผสมดงักล่าวได้ถกูสงัเคราะห์ขึ 6นโดย Pimpha และคณะ

ในปี 2010 โดยใช้ชื�อว่า Polyethyleneimine-Introduced Chitosan Shell/Poly(methyl 

Methacrylate) CoreNanoparticles หรือตวัพา CS-PEI จากการทดลองของ Pimpha และคณะ

พบวา่ตวัพา CS-PEI สามารถหอ่หุ้มพลาสมิด DNA และเพิ�มประสิทธิภาพการนําสง่รวมถึง

ระยะเวลาการแสดงออกของยีนใน Rat mesenchymal stem cells (MSCs) เมื�อเปรียบเทียบกบั

การนําสง่ด้วยอนพุนัธ์ CS หรือ PEI อยา่งใดอยา่งหนึ�ง นอกจากนี 6ยงัพบวา่ความเป็นพิษตอ่เซลล์

ลดลงเมื�อนําสง่ด้วยตวัพา CS-PEI  จากผลการทดลองสรุปได้วา่ตวัพา CS-PEI ถือเป็นอีกตวัเลือก

หนึ�งที�นา่สนใจในระบบนําสง่ยีนแบบที�ไมอ่าศยัไวรัสเป็นตวัพา [17] ทําให้ทางผู้ วิจยัตดัสินใจเลือก

ตวัพาดงักลา่วมาใช้นําสง่ siRNA ที�จําเพาะตอ่ยีน E6/E7 เข้าสูเ่ซลล์มะเร็งปากมดลกูชนิด SiHa 

เพื�อประเมินคณุสมบตัแิละประสิทธิภาพการนําสง่เข้าสูเ่ซลล์ ซึ�งคาดหวงัวา่ตวัพาดงักลา่วจะใช้ตอ่

ยอดไปสูแ่นวทางการรักษาโรคมะเร็งปากมดลกูตอ่ไปในอนาคต 
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บทที�  3 

วิธีดาํเนินการวิจัย 

3.1 เครื�องมือและสารเคมีที�ใช้ในการวิจัย 

3.1.1 เครื�องมือและอุปกรณ์ 

 Atomic force microscope    Seiko SPA4000, ญี�ปุ่ น 

Auto pipette      GILSON, ฝรั�งเศส 

 Cell culture flask (25 cm2, 75 cm2)   Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

 Cell culture plate flat bottom    Nunc, เดนมาร์ก 

Centrifuge tube (15 ml, 50 ml)    Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

CO2 incubator     Sheldon Manufacturing,   

    สหรัฐอเมริกา 

Confocal microscopy รุ่น Olympus FluoView 1000 Olympus Corporation, 

ญี�ปุ่ น 

Disposable serological pipette (5 ml, 10ml, 25 ml) Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

EnSpire® Multimode Plate Reader PerkinElmer, Inc.

สหรัฐอเมริกา 

Gel electrophoresis apparatus    Bio-Rad Laboratories, Inc.,

       สหรัฐอเมริกา 

Gel documentation (Gel doc) systems   Syngene, สหราชอาณาจกัร 

Glassware Pyrax, สหรัฐอเมริกา  

Hemocytometer Hausser Scientific, 

สหรัฐอเมริกา 

Incubator Memmert, เยอรมนี 
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 Inverted microscope     Olympus Optical, ญี�ปุ่ น 

 Laminar flow cabinet     E.S.I Flufrance, ฝรั�งเศส 

 Light microscope     Olympus Optical, ญี�ปุ่ น 

Liquid nitrogen tank Taylor-Wharton, 

สหรัฐอเมริกา 

Microcentrifuge tube (0.2 ml, 0.6 ml) Axgen scientific, 

สหรัฐอเมริกา 

Microcentrifuge tube (1.5 ml) Biologix Research 

Company, สหรัฐอเมริกา 

Micro high speed refrigerated centrifuge   Vision Scientific Co., Ltd.,

รุ่น VS-15000 CFNII     เกาหลีใต้  

Pipette tips (10 µl, 200 µl, 1000 µl) Sorenson™ BioScience, 

Inc., สหรัฐอเมริกา 

 Sterile aerosol pipette tip (10 µl, 200 µl, 1000 µl) Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

 Synergy Mx Monochromator-Based Multi-Mode  BioTek Instruments, Inc.,  

Microplate Reader     สหรัฐอเมริกา 

Thermal cycler รุ่น EP Gradient S   Eppendorf, เยอรมนี 

Thermal cycler รุ่น PTC-200 MJ Research Inc., 

สหรัฐอเมริกา 

 Thermal cycler รุ่น DNAEngine    Bio-Rad Laboratories, Inc.,  

        สหรัฐอเมริกา 

 UV-Visible spectrophotometer (NanoDrop รุ่น 1000) ThermoScientific, Inc,  

        สหรัฐอเมริกา 

Vacuum concentrator (DNA SpeedVacs) Thermo Electron 

Corporation, สหรัฐอเมริกา 
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VICTOR™ X3 Multilabel Plate Reader   Perkin Elmer, สหรัฐอเมริกา 

Vortex mixer (FINE VORTEX)    FINEPCR, เกาหลีใต้ 

Water bath Memmert, เยอรมนี 

Zetasizer Nano ZS Malvern Instruments, 

สหราชอาณาจกัร 

4 ºC Refrigerator Sharp, ญี�ปุ่ น 

24 & 96-well cell culture plates Nunc, เดนมาร์ก 

96-well luminescence and fluorescence plates Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

- 20 ºC Freezer  Sanyo Electric, ญี�ปุ่ น 

- 80 ºC ULT Deep Freezer IIShin Lab, เกาหลีใต้ 

 

3.1.2 สารเคมีที�ใช้ในงานวิจัย  

Absolute ethanol Merck, เยอรมนี 

Antibiotic/Antimycotic solution Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

Bovine serum albumin (BSA) Sigma Aldrich, 

สหรัฐอเมริกา 

Brilliant Blue G Sigma Aldrich, 

สหรัฐอเมริกา 

Chloroform Sigma Aldrich, 

สหรัฐอเมริกา 

Diethyl pyrocarbonate (DEPC) Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

Dimethyl sulphoxide (DMSO) Merck, เยอรมนี 

DNA ladder 100 bp Fermentas, แคนาดา 

Ethidium bromide Sigma Aldrich, 

สหรัฐอเมริกา 
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Fetal bovine serum (FBS) Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

GenePure LE Agarose ISE BioExpress, สเปน 

Hoechst 33258 dye Sigma Aldrich, 

สหรัฐอเมริกา 

Isopropanol Merck, เยอรมนี 

Label IT® siRNA Tracker Intracellular  Mirus Bio Corporation, 

Localization Kit สหรัฐอเมริกา 

   

Luciferase Assay System Promega Corporation, 

สหรัฐอเมริกา 

Minimum Essential Medium (MEM) Alpha Medium Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl) Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)  

Phosphate buffered saline (PBS) Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

Phosphoric acid Sigma Aldrich, 

สหรัฐอเมริกา 

Primer Pacific Science Co.,Ltd., 

ไทย 

Quant-iT™ RiboGreen® RNA Reagent Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

RQ1 RNase-Free DNase Promega Corporation, 

สหรัฐอเมริกา 

Sodium Chloride (NaCl) Sigma Aldrich, 

สหรัฐอเมริกา 

Transcriptor One-Step RT-PCR Kit Roche, สหรัฐอเมริกา 

TRI Reagent® Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 
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Tris base  Promega Corporation, 

สหรัฐอเมริกา 

Trypan Blue Stain 0.4% Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

0.25% Trypsin-EDTA (1X) Hyclone, สหรัฐอเมริกา 

6X DNA Loading Dye Fermentas, แคนาดา 

 

3.1.3 เซลล์มะเร็งปากมดลูกเพาะเลี 1ยง 

 3.1.3.1 เซลล์มะเร็งปากมดลกูชนิด SiHa เป็นเซลล์เพาะเลี 6ยงแบบเกาะ ได้มาจากชิ 6นสว่น

เนื 6อเยื�อ Squamous cell บริเวณปากมดลกู (Squamous cell carcinoma) ภายในเซลล์มีเชื 6อ 

HPV สายพนัธุ์ที� 16 อาศยัอยู ่1-2 Copies และจดัเป็นเซลล์ในผู้ ป่วยมะเร็งปากมดลกูระยะที� 2  

ดงัภาพที� 3.1 [75] 

 
ภาพที� 3.1 ลกัษณะเซลล์มะเร็งปากมดลกู SiHa [76] 
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 3.1.3.2 เซลล์มะเร็งปากมดลกูชนิด HeLa เป็นเซลล์เพาะเลี 6ยงแบบเกาะได้มาจากสว่นเยื�อ

บผุิวบริเวณปากมดลกู (Adenocarcinoma) ภายในเซลล์มีเชื 6อ HPV สายพนัธุ์ที� 18 อาศยัอยู ่ ดงั

ภาพที� 3.2 [77] 

 
ภาพที� 3.2 ลกัษณะเซลล์มะเร็งปากมดลกู HeLa [77] 

 

3.1.3.3 เซลล์มะเร็งปากมดลกูชนิด C33A เป็นเซลล์เพาะเลี 6ยงแบบเกาะได้มาจากสว่น

เยื�อบผุิวบริเวณปากมดลกูภายในไมมี่เชื 6อ HPV อาศยัอยู่ ดงัภาพที� 3.3 [78] 

 
ภาพที� 3.3 ลกัษณะเซลล์มะเร็งปากมดลกู C33A  

 

 



38 
 

3.1.4 พลาสมิดและตัวพาสาํหรับนําส่งยีน 

  3.1.4.1 พลาสมิด DNA ชนิด pGL3-basic vector containing CMV enhancer 

promoter (pGL3-CMV) ดงัภาพที� 3.4 ได้มาจาก Tencomnao และคณะในปี 2008 [79] โดย 

พลาสมิดดงักลา่วมีการบรรจยีุนเครื�องหมาย Luciferase ซึ�งอยูภ่ายใต้การควบคมุของ CMV 

enhancer/promorter ที�เหมาะสมสําหรับการแสดงออกของเอนไซม์ Luciferase ในเซลล์สตัว์เลี 6ยง

ลกูด้วยนม  

 
ภาพที� 3.4 ลกัษณะโครงสร้างของพลาสมิด DNA ชนิด pGL3-CMV [80] 
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3.1.4.2 siRNA ที�ใช้นําสง่เข้าสูเ่ซลล์มะเร็งปากมดลกู SiHa ได้สั�งสงัเคราะห์โดยใช้ลําดบั

เบสของ Putral และคณะในปี 2005 ดงันี 6 Sence: 5’-GCAACAGUUACUGCGACGUUU-3’ 

และ Antisence 3’-UUCGUUGUCAAUGACGCUGCA-5’ [52] โดย siRNA ดงักลา่วมี

คณุสมบตัทีิ�จําเพาะกบัยีน E6 ของเชื 6อ HPV สายพนัธุ์ที� 16 ที�ตําแหนง่นิวคลีโอไทด์ที� 123-141 ซึ�ง

เมื�อชกันําให้เกิดกระบวนการ RNAi จะสามารถกดการแสดงออกของ E6/E7 mRNA ดงัภาพที� 3.5 

ก) 

 

ข) 

 
ภาพที� 3.5 ลกัษณะรูปแบบของ mRNA ที�สร้างจากยีน E6 และ E7 ของเชื 6อ HPV โดยสว่น

ที�มีการคดัลอกรหสัจะแทนด้วยรูปสี�เหลี�ยมทบึและส่วนของ Intron จะแทนด้วยจดุประ (ภาพ ก), 

แสดงตําแหนง่ sequence 10 (นิวคลีโอไทด์ที� 123-141) ของยีน HPV 16E6 ซึ�งเป็นบริเวณที� 

จําเพาะกบั siRNA (ภาพ ข) [52] 



40 
 

3.1.4.3 ตวัพาประเภทพอลิเมอร์ประจบุวกที�ใช้นําสง่พลาสมิด pGL3-CMV และ siRNA 
เข้าสูเ่ซลล์มะเร็งปากมดลกู คือ Polyethyleneimine-Introduced Chitosan Shell/Poly(methyl 
Methacrylate) CoreNanoparticles (CS-PEI) ได้มาความอนเุคราะห์จาก ดร.ณฎัฐพร พิมพะ 
[17] ตวัพานี 6เป็นตวัพาที�สงัเคราะห์ให้ผิวเป็นพอลิเมอร์ผสมระหวา่ง PEI และ Chitosan ที�มี 
Methyl Methacrylate เป็นแกนกลางดงัภาพที� 3.6 โดยมีอตัราสว่นโดยนํ 6าหนกั (w/w) ของ 
CS/PEI เป็น 0.5/0.5  

 
ภาพที� 3.6 ตวัพาประเภทพอลิเมอร์ประจบุวกชนิด CS-PEI nanoparticle (ตวัพา CS-PEI) [17] 

 

3.1.4.4 ตวัพาประเภทไขมนัประจบุวกชนิด Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen,      

New York, USA) สั�งซื 6อมาจากบริษัท Life Technologies [80] ใช้ในการนําสง่พลาสมิด DNA    

pGL3-CMV และ siRNA เพื�อเป็นกลุม่ตวัแปรควบคมุเปรียบเทียบกบักลุม่การทดลองที�นําสง่โดย

ใช้ตวัพา CS-PEI 

 
ภาพที� 3.7 ตวัพาประเภทไขมนัประจบุวกชนิด Lipofectamine™ 2000 [81] 
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3.2 วิธีดาํเนินการวิจัย 

3.2.1 เตรียมตัวพา CS-PEI, พลาสมิด pGL3-CMV และ siRNA 

 ปรับความเข้มข้นของตวัพา CS-PEI และพลาสมิด pGL3-CMV ให้เป็น 1 µg/µl โดยใช้นํ 6า

กลั�นเป็นตวัปรับความเข้มข้นในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml ขณะที� siRNA ใช้ตวัทําละลายเป็นนํ 6า

กลั�นที�ปราศจากเอนไซม์ Ribonuclease ด้วยสาร Diethylpyrocarbonate (DEPC) 

 
3.2.2 ตรวจสอบความสามารถในการจับ DNA และ siRNA และคุณลักษณะทางเคมี

กายภาพของตัวพา CS-PEI 

3.2.2.1 ตรวจสอบความสามารถของตัวพา CS-PEI ในการจับกับ DNA และ siRNA โดย

วิธี Gel retardation assay 

เพื�อศกึษาความสามารถในการจบักบั DNA และ siRNA ของตวัพา CS-PEI ที�อตัราสว่น

โมลอะตอมของไนโตรเจนบนตวัพากบัฟอสเฟตบนกรดนิวคลีอิก (N/P ratio) ตา่ง ๆ เพื�อหา

อตัราสว่นของ complex ที�สามารถจบักนัได้อยา่งสมบรูณ์ โดยเตรียม complex ระหวา่งตวัพา 

CS-PEI กบัพลาสมิด pGL3-CMV ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml ที�อตัราสว่น N/P เทา่กบั 0.1, 

0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.6 และ 4 โดยตั 6งทิ 6งไว้ที�อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 30 นาที เมื�อครบเวลาที�

กําหนดให้นํา complex ดงักลา่วผสมกบั 1X loading dye แล้วหยอดลงเจลอะกาโรสที�มีความ

เข้มข้น 1% เพื�อทํา Gel electrophoresis โดยใช้ความตา่งศกัย์ที� 90 โวลต์เป็นเวลา 30 นาที 

จากนั 6นนําเจลที�ได้ไปย้อมกบั Ethidium bromide และสอ่งดภูายใต้แสง Ultraviolet (UV) ด้วย

เครื�อง Gel documentation systems (Syngene, Cambridge, United Kingdom) โดยปกตแิล้ว 

DNA และ siRNA จะเคลื�อนที�จากขั 6วลบไปหาขั 6วบวกในการทํา Gel electrophoresis แตเ่มื�อเกิด

การจบักนักบัตวัพา CS-PEI ซึ�งมีประจบุวกจะทําให้เกิดการต้านการเคลื�อนที�ของกรดนิวคลีอิก

ดงักลา่ว สง่ผลให้มีระยะทางการเคลื�อนที�สั 6นลงอนัเนื�องมาจาก complex ที�เกิดขึ 6นมีขนาดและ

ประจเุป็นบวกมากขึ 6น ในกรณีที�ตวัพา CS-PEI ที�สามารถจบัได้อยา่งสมบรูณ์จะทําให้ไมพ่บแถบ

การเคลื�อนที�ของกรดนิวคลีอิกบนแผน่เจล 
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 สําหรับ complex ระหวา่งตวัพา CS-PEI กบั siRNA ทําการทดลองเชน่เดียวกบัวิธีข้างต้น

ซึ�งใช้อตัราสว่น N/P เทา่กบั 0.4, 0.6, 0.8, 1.2, 1.6, 4 และ 8 โดยทํา gel retardation assay ที�

ความตา่งศกัย์ 70 โวลต์เป็นเวลา 30 นาที 

 

3.2.2.2 ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ CS-PEI/DNA และ CS-PEI/siRNA 

complex โดย Atomic force microscope (AFM) 

 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของอนภุาคนาโน CS-PEI/DNA และ CS-PEI/siRNA ที�เกิดขึ 6น

สามารถตรวจสอบได้ด้วย กล้องจลุทรรศน์แบบแรงอะตอม (Atomic force microscope: AFM) ซึ�ง 

เป็นเครื�องมือที�ใช้ในการตรวจสอบลกัษณะพื 6นผิววสัดใุนระดบันาโน อาศยัหลกัการของอนัตรกิริยา

ของแรงระหวา่งอะตอม (Atomic force) ระหวา่งหวัเข็มวดัในระดบันาโนกบัพื 6นผิวของสารและจะ

ทําการประมวลผลออกในลกัษณะของภาพพื 6นผิว ซึ�งจะทําให้เราเห็นลกัษณะรูปร่างของ complex 

ที�เตรียมได้ การทดลองนี 6ได้ใช้ CS-PEI/DNA และ CS-PEI/siRNA ที�อตัราสว่น N/P เทา่กบั 1.6 

และ 4 ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml บม่ให้เกิดการคดแนน่ของ complex เป็นเวลา 30 นาทีแล้ว

ปรับปริมาตรด้วยนํ 6ากลั�นให้ครบ 20 µl จากนั 6นหยดลงบนแผน่ไมกาแล้วทิ 6งไว้ให้แห้งประมาณ       

5 นาที เพื�อให้อนภุาคจบัเกาะและระเหยนํ 6า ภาพ AFM ในงานวิจยันี 6ใช้วิเคราะห์ด้วย AFM Seiko 

SPA4000 (Chiba, Japan) เพื�อตรวจสอบ complex ในบริเวณ 5 µm x 5 µm ด้วยความเร็วของ

เข็ม 1.0 Hz 

 

3.2.2.3 ตรวจสอบขนาดและค่าประจุพื 1นผิวของ complex ด้วยการวัด Zetasizer  

 เพื�อศกึษาหาขนาดและคา่ประจขุอง CS-PEI/DNA และ CS-PEI/siRNA complex ที�

อตัราสว่น N/P ตา่ง ๆ ด้วยใช้เครื�องวดั Zetasizer ZS ซึ�งเป็นเครื�องมือที�ใช้สําหรับวดัหาขนาด

อนภุาคของสารในช่วง 0.6 nm ถึง 6 um โดยใช้หลกัการ Dynamic Light Scattering (DLS) และ

สามารถหาคา่ Zeta Potential หรือคา่ประจรุวมบนพื 6นผิวของอนภุาคนาโนได้ เตรียม               

CS-PEI/DNA complex ที�อตัราสว่น N/P เทา่กบั 0.4, 0.8, 1.6, 4 และ 8 และเตรียม               

CS-PEI/siRNA complex ที�อตัราสว่น N/P เทา่กบั 0.4, 0.8, 1.6 และ 4 โดยเตรียมในหลอด

ทดลองขนาด 1.5 ml ตั 6งทิ 6งไว้ที�อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 30 นาที จากนั 6นปรับปริมาตรด้วยนํ 6ากลั�นให้
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เป็น 1 ml แล้วนําไปวดัขนาดของอนภุาคและประจบุนผิวด้วยเครื�อง Zetasizer Nano ZS 

(Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK) ที�อณุหภมูิ 25 OC ผลที�ได้รายงานเป็นคา่เฉลี�ยของ

ขนาดตวัอยา่งที�ทําการวดั 3 ครั 6ง พร้อมคา่ standard deviation (SD) 

  

3.2.2.4 ตรวจสอบร้อยละของการจับ siRNA ของตัวพา CS-PEI   

 ความสามารถในการจบั siRNA ของตวัพา CS-PEI สามารถหาได้จากหาร้อยละของการจบั  

siRNA ของตวัพา CS-PEI (% Binding capacity) ที�อตัราสว่น N/P ตา่ง ๆ โดยใช้ชดุ Quant-iT™ 

RiboGreen® RNA Reagent (Invitrogen, New York, USA) ซึ�งมีสาร Fluorophores ที�มี

คณุสมบตัใินการจบักบั siRNA แล้วเกิดการเปลง่แสงฟลอูอเรสเซนต์ขึ 6น ซึ�งคา่ Fluorescence 

intensity ที�วดัได้จะแปรผนัตามปริมาณของ unbound-siRNA ที�ลอยอยูใ่นสารแขวนลอยทําให้

สามารถใช้คํานวณตอ่ไปได้ว่า siRNA ถกูจบัไว้อยู่บนตวัพา CS-PEI ได้คดิเป็นร้อยละเทา่ใดเมื�อ

เทียบกบั siRNA เริ�มต้น 

 วิธีการวิจยัทําโดยตรียม complex ระหวา่งตวัพา CS-PEI กบั siRNA ที�อตัราสว่น N/P เทา่กบั 

0.4, 0.6, 0.8, 1.6, 4 และ 8  ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml ที�อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 30 นาที 

จากนั 6นนําไปปั�นที�ความเร็ว 12,000 g เป็นเวลา 15 นาทีแล้วปรับปริมาตรให้เป็น 100 µl ด้วย     

1X TE buffer ใน 96-well microplate เตมินํ 6ายาที�ใช้ตรวจสอบหาปริมาณ siRNA จาก        

Quant-iTTM Ribogreen® RNA Assay Kit ลงไปหลมุละ 100 µl บม่เป็นเวลา 5 นาทีแล้วนําไป

อา่นคา่ Fluorescence intensity ด้วยเครื�อง EnSpire® Multimode Plate Reader (PerkinElmer, 

Inc. Massachusetts, USA) ที�ความยาวคลื�น 485/530 ทําการทดลอง 3 ครั 6งสําหรับการหา

คา่เฉลี�ย และคา่ SD นําคา่ที�ได้มาคํานวณเป็นคา่ร้อยละของการจบั siRNA ดงันี 6 
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3.2.3 ทดสอบประสิทธิภาพการนําส่งยีนและความเป็นพษิต่อเซลล์ของตัวพา CS-PEI 

3.2.3.1 ประเมินประสิทธิภาพการนําส่งยีนโดยตรวจการแสดงออกของ Luciferase 

เพื�อประเมินประสิทธิภาพเบื 6องต้นของตวัพา CS-PEI ในการนําสง่พลาสมิด DNA ชนิด 

pGL3-CMV ที�บรรจยีุนเครื�องหมาย Luciferase เข้าสู่เซลล์มะเร็งปากมดลกูชนิดตา่ง ๆ โดยวดั

ปริมาณเอนไซม์ Luciferase ที�สร้างจากพลาสมิดนําส่งด้วยวิธี Luciferase assay โดยแสง 

Luminescence ที�วดัได้เกิดจากปฏิกิริยา Oxidation ทางเคมีของสารตั 6งต้น Luciferin เกิดเป็น 

Oxyluciferin โดยการทํางานของเอนไซม์ Firefly Luciferase ที�สร้างจากพลาสมิด pGL3-CMV ซึ�ง

คา่ที�ได้จะแปรผนัตามปริมาณของเอนไซม์ดงักล่าว ดงัภาพที� 3.8 

ภาพที� 3.8 ปฏิกิริยา Bioluminescence จากการทํางานของเอนไซม์ Firefly Luciferase [82] 

วิธีการทดลองเริ�มจากการเลี 6ยงเซลล์มะเร็งปากมดลกูชนิด SiHa, HeLa และ C33A ใน

อาหารชนิด  Minimum   Essential Medium (MEM) Alpha media ซึ�งมี Fetal bovine serum 

(FBS) อยู ่ 10% เมื�อเซลล์เจริญเตบิโตได้ประมาณ 80-90% Confluence ให้ถ่ายเซลล์ลงใน      

96-well microplate โดยใช้ปริมาณเซลล์หลมุละ 30,000 หลงัจากนั 6นนําไปบม่ที�อณุหภมูิ 37 °C 

ในสภาวะที�มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% บม่เป็นเวลา 24 ชั�วโมง เพื�อรอทําการถ่ายโอนยีนตอ่ไป 

เตรียม CS-PEI/DNA โดยใช้อตัราสว่น N/P เทา่กบั 0.8, 1.6, 4 และ 8 โดยมีตวัพาไขมนัประจบุวก

ชนิด Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, New York, USA) เป็นชดุควบคมุในการประเมิน

ประสิทธิภาพการนําสง่โดยใช้ปริมาณ 0.4 µl ตอ่พลาสมิด DNA 1 µg เปลี�ยนอาหารของเซลล์ที�

เตรียมไว้เป็น Serum free media ก่อน แล้วใส่ CS-PEI/DNA complex, Lipofectamine™ 2000 

และ naked DNA บม่กบัเซลล์เป็นเวลา 4 ชั�วโมง หลงัจากนั 6นจงึเปลี�ยนอาหารกลบัมาเป็น 10% 

FBS MEM Alpha media เลี 6ยงตอ่เป็นเวลา 24 ชั�วโมง จงึวดัปริมาณเอนไซม์ Luciferase โดยดดู

อาหารเลี 6ยงเซลล์แตล่ะหลมุออกแล้วเตมินํ 6ายา Cell culture lysis reagent ลงไปหลมุละ 30 µl 

เพื�อยอ่ยเซลล์  จากนั 6นทําการวดัปฏิกิริยา Bioluminescence โดยใช้ชดุ Luciferase assay 
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system ซึ�งจะใช้เซลล์หลงัจากการย่อยปริมาณ 10 µl ตอ่นํ 6ายาวดัเอนไซม์ Luciferase ปริมาณ 90 

µl ของแตล่ะหลมุของ 96-well luminescence plates จากนั 6นนําไปวดัคา่ด้วยเครื�อง VICTOR™ 

X3 Multilabel Plate Reader เพื�อดปูริมาณของเอนไซม์ Luciferase โดยคา่ที�วดัได้จะรายงายเป็น

หนว่ยของ Relative Luminescence Units (RLU) และถกู normalize ด้วยการหาปริมาณ Total 

protein ของเซลล์ในแตล่ะหลมุด้วยวิธี Bradford protein assay ตามวิธีมาตรฐาน [83] เตมิเซลล์

หลงัจากการยอ่ยลงใน 96-well microplate หลมุละ 5 µl แล้วเตมิ Bradford reagent หลมุละ 

250 µl จากนั 6นตั 6งทิ 6งไว้ที�อณุหภมูิห้องในที�มืดเป็นเวลา 5 นาทีแล้ววดัคา่การดดูกลืนแสงที�ความ

ยาวคลื�น 595 nm ด้วยเครื�อง Synergy Mx Monochromator-Based Multi-Mode Microplate 

Reader (Biotek instruments, inc., Vermont, USA) จากนั 6นคํานวณหาปริมาณโปรตีนจากการ

เทียบกบักราฟ Standard curve เพื�อทํา Normalization กบัผล Luciferase ให้อยู่ในหนว่ยของ 

RLU/mg protein 

 

3.2.3.2 ตรวจสอบความเป็นพษิของระบบนําส่งที�มีต่อเซลล์มะเร็งปากมดลูกโดยวิธี MTT 

assay 

วิธี MTT assay เป็นวิธีมาตรฐานที�ใช้ตรวจสอบความเป็นพิษของเซลล์ตอ่ตวัอยา่งที�ใช้

ทดสอบ เป็นการวดัการทํางานของเอนไซม์ Mitochondrial reductase ในเซลล์ที�มีชีวิต ซึ�งจะทํา

ปฏิกิริยา Reduction กบันํ 6ายา (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide) (MTT) กลายเป็นตะกอน Formazan สีมว่งที�ไมล่ะลายนํ 6า โดยสามารถละลายได้ใน 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) ซึ�งจะให้คา่การดดูกลืนแสงในชว่ง 570 nm ในการทดลองนี 6ต้องการ

ทดสอบความเป็นพิษของตวัพาตอ่เซลล์โดยใช้เซลล์มะเร็งปากมดลกูเพาะเลี 6ยง SiHa, HeLa และ 

C33A เป็นเซลล์ทดสอบ เลี 6ยงเซลล์ทั 6งสามชนิดใน 10% FBS MEM Alpha media เมื�อเซลล์โตได้

ประมาณ 80-90% Confluence ถ่ายเซลล์ลง 96-well microplate หลมุละ 30,000 เซลล์ จากนั 6น

นําไปบม่ที�อณุหภมูิ 37 °C ในสภาวะที�มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 24 ชั�วโมง เตรียม 

complex ระหวา่งตวัพา CS-PEI กบัพลาสมิด pGL3-CMV และ Lipofectamine เชน่เดียวกบัการ

ทดลองประเมินประสิทธิภาพการนําสง่โดยการวดัสญัญาณ Luciferase แล้วนําสง่เข้าสูเ่ซลล์ 

จากนั 6นตรวจสอบความเป็นพิษตอ่เซลล์โดยวิธี MTT assay โดยใสนํ่ 6ายา MTT (3-(4,5-
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Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) ในแตล่ะหลมุของเซลล์ใช้ความ

เข้มข้นที� 0.1 mg/ml แล้วนําเซลล์ไปบม่ที� 37 °C สภาวะที�มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา       

4 ชั�วโมงจากนั 6นดดูอาหารเลี 6ยงเซลล์ออกให้หมดแล้วละลายตะกอนสีมว่งที�เกิดขึ 6นด้วย DMSO 

150 µl นํา plate ไปปั�นที�ความเร็ว 2,500 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 10 นาที แล้วดดูส่วนใสจํานวน 

100 µl มาวดัคา่การดดูกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 550 nm ด้วยเครื�อง Synergy Mx 

Monochromator-Based Multi-Mode Microplate Reader นําคา่ที�วดัได้มาคํานวณหาร้อยละ

การรอดชีวิตของเซลล์ (% cell viability) ดงันี 6 

 
 

3.2.4 ตรวจสอบผลการนําส่ง siRNA เข้าสู่เซลล์มะเร็งปากมดลูก 

3.2.4.1 ตรวจสอบผลการยับยั 1งการแสดงออก ของยีน HPV E6/E7 ในเซลล์มะเร็งปาก

มดลูกด้วยวิธี RT-PCR 

 ประสิทธิภาพการนําสง่ siRNA ด้วยตวัพา CS-PEI เข้าสูเ่ซลล์มะเร็งปากมดลกู โดยอาศยัการ

ชกันําให้เกิดกระบวนการ RNAi เพื�อยบัยั 6งการแสดงออกของยีน HPV E6/E7 ในระดบั mRNA 

สามารถตรวจสอบด้วยวิธี RT-PCR เนื�องจาก RNAi เป็นกระบวนการควบคมุการแสดงออกของยีน

ในระดบั mRNA ซึ�งจะต้องอาศยัโมเลกลุ RNA สายคูข่นาดเล็ก เชน่ siRNA ที�จําเพาะตอ่ยีนของ

เชื 6อ HPV ในการชกันําให้เกิดกระบวนการดงักลา่ว โดยอาศยัตวัพา CS-PEI นําสง่เข้าสูเ่ซลล์ 

หลงัจากนั 6นจงึวดัระดบัการแสดงออกของ HPV E6/E7 mRNA โดยวิธี RT-PCR ซึ�งผลการยบัยั 6ง

การแสดงออกที�ได้จะแปรผนัตรงกบัประสิทธิภาพในการนําสง่ของตวัพาดงักลา่ว งานทดลองนี 6

เลือกใช้เซลล์ SiHa ในการทดสอบ โดยเลี 6ยง SiHa ในอาหารเลี 6ยงเซลล์ที�มี 10% FBS MEM Alpha 

media เมื�อเซลล์เจริญได้ประมาณ 80-90% Confluence ถ่ายเซลล์ลง 12-well cell culture plate 

หลมุละ 30,000 เซลล์ จากนั 6นนําไปบม่ที� 37 °C สภาวะที�มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 24 

ชั�วโมงเพื�อใช้รอนําสง่เข้าสูเ่ซลล์ จากนั 6นเตรียม complex ระหวา่งตวัพา CS-PEI กบั siRNA ที�
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อตัราสว่น N/P 1.6 โดยมีตวัพา Lipofectamine เป็นกลุม่ตวัแปรควบคมุ ก่อนทําการทดสอบให้

เปลี�ยนอาหารเลี 6ยงเซลล์เป็น Serum free media ก่อนแล้วนําสง่ complex ดงักลา่วเข้าสูเ่ซลล์เป็น

เวลา 4 ชั�วโมง จากนั 6นจงึเปลี�ยนกลบัเป็น 10% FBS MEM Alpha media และเลี 6ยงเซลล์ตอ่ที�

ชว่งเวลา 12, 18, 24, 48 และ 72 ชั�วโมง สกดั RNA จากเซลล์หลงัจากการนําสง่ที�ชว่งเวลา

ดงักลา่ว โดยดดูอาหารเลี 6ยงเซลล์ออกจนหมดแล้วเตมินํ 6ายา TRI Reagent® ลงไปหลมุละ 1 ml 

บม่เป็นเวลา 5 นาที จากนั 6นดดูสว่นใสทั 6งหมดใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 ml แล้วเตมิ Chloroform 

ลงไปหลอดละ 200 µl ผสมให้เข้ากนัด้วยเครื�อง Vortex mixer (FINEPCR, Gyenggi-do, Korea) 

แล้วนําไปปั�นที�ความเร็ว 12,000 g เป็นเวลา 15 นาที ที�อณุหภมูิ 4 °C ด้วยเครื�อง Micro high 

speed refrigerated centrifuge ดดูสว่นใสด้านบนไปใสห่ลอดทดลองขนาด 1.5 ml หลอดใหม่

แล้วเตมิ 100% Isopropanol ลงไปในหลอดจํานวน 500 µl แล้วตั 6งทิ 6งไว้ที�อณุหภมูิ -20 °C เป็น

เวลา 30 นาที ปั�นตกตะกอนที�ความเร็วข้างต้นอีกครั 6ง เทสว่นใสทิ 6งไปและเตมิ 70% Ethanol in 

DEPC ลงไป 1 ml แล้วปั�นล้างที�ความเร็ว 7,500 g เป็นเวลา 5 นาทีที�อณุหภมูิ 4 °C เทสว่นใสทิ 6ง

อีกครั 6งแล้วตากตะกอน RNA ที�สกดัได้ให้แห้งแล้วละลายตะกอน RNA ด้วยนํ 6ากลั�น DEPC-

treated Water เพื�อนําไปทํา RT-PCR โดยใช้ชดุ Transcriptor One-Step RT-PCR Kit (Roche) 

ตอ่ไป 

 ก่อนการทํา RT-PCR จะต้องมีขั 6นตอนการกําจดั DNA ที�ปนเปื6อนมาในขั 6นตอนของการสกดั 

RNA โดยใช้ชดุ RQ1 RNase-Free DNase (Promega, Wisconsin, USA) ซึ�งใช้ความเข้มข้น

เริ�มต้นของ RNA ที�สกดัได้เทา่กบั 55 ng โดยเตรียมสดัสว่นของสารเคมีตา่ง ๆ ในหลอดทดลอง

ขนาด 1.5 ml ประกอบไปด้วยสารตา่ง ๆ ดงันี 6 
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ตารางที� 3.1 ชนิดและปริมาณของสารเคมีที�ใช้ในขั 6นตอนการกําจดั DNA จากสิ�งตวัอยา่ง 

สารเคมีที�ใช้ ปริมาณที�ใช้ (µl) 

RQ1 DNase 10X Reaction Buffer 1 

RQ1 RNase-Free DNase 1 

RNA ความเข้มข้น 55 ng/µl 1 

DEPC-treated water 7 

 เมื�อเตรียมสารดงักล่าวครบแล้วให้นําหลอดทดลองดงักล่าวไปบม่ที�อณุหภมูิ 37 °C เป็นเวลา 

30 นาที จากนั 6นเตมิ Stop Solution ลงไป 1 µl แล้วนําไปบม่ตอ่ที� อณุหภมูิ 65 °C อีก 10 นาทีแล้ว

นํา RNA ที�ผา่นการกําจดั DNA ที�ปนเปื6อนไปทํา RT-PCR ตอ่ไปโดยใช้สดัสว่นสารเคมีในขั 6นตอน

การทําปฏิกิริยา RT-PCR ดงันี 6 

ตารางที� 3.2 ชนิดและปริมาณของสารเคมีที�ใช้ในขั 6นตอนการทํา RT-PCR 

สารเคมีที�ใช้ ปริมาณที�ใช้ (µl) 

5X Reaction buffer (vial 2) 3 

Forward primer (ตารางที� 3.5) final concentration 0.4 µm 

Reward primer (ตารางที� 3.5) final concentration 0.4 µm 

Transcriptoe Enzyme Mix (vial 1) 0.2 

Water PCR Grade (vial 3) Final volume 15 µl 

Template RNA (5 ng/µl) 1 

 หลงัจากเตรียมสารที�ใช้ทํา RT-PCR เสร็จสิ 6นขั 6นตอนตอ่ไปก็จะนําหลอดทดลอง PCR ไปใสใ่น

เครื�อง Thermal Cycler รุ่น DNA Engine โดยตั 6งโปรแกรมขั 6น Reverse Transcription ที�อณุหภมูิ      

50 °C 30 นาทีตอ่ด้วยขั 6น Initial Denaturation ที� 94 °C 7 นาที ตามด้วยขั 6น Standard PCR 

profile แบง่ออกเป็น Denaturation ที� 94 °C 10 วินาที, Annealing ที� 58 °C 30 วินาที และ 

Elongation ที� 68 °C  30 วินาทีโดยตั 6งคา่ไว้ 30 รอบในการทํา จากนั 6นเข้าสูข่ั 6น Final Elongation 

ที� 68 °C 7 นาที เมื�อสิ 6นสดุปฏิกิริยานํา PCR product ที�ได้ไปตรวจสอบโดยการทํา Agarose Gel 
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Electrophoresis โดยใช้ความเข้มข้นของเจล 3% และใช้ความตา่งศกัย์ไฟฟ้าที� 90 โวลต์ 30 นาที 

จากนั 6นย้อมเจลด้วย Ethidium bromide แล้วนําไปส่องภายใต้แสง Ultraviolet ด้วยเครื�อง Gel 

documentation (Gel doc) systems (Syngene, Cambridge, United Kingdom)   

ตารางที� 3.3 Primer ที�ใช้ในการทํา RT-PCR [84]  

Primer Sequence 
ความยาวของ 

PCR product 

E6  
forward primer 5’  TGAGGTATATGACTTTGCTTTTC 3’ 

297 bp 
reverse primer 5’  CAAGACATACATCGACCGGTCC 3’ 

E7 
forward primer 5’  AAATGACAGCTCAGAGGAGGAG 3’ 

209 bp 
reverse primer 5’  GTTTCTGAGAACAGATGGGGCAC 3’ 

GAPDH 
forward primer 5’  GACCACAGTCCATGCCATCACT 3’ 

452 bp 
reverse primer 5’  TCCACCACCCTGTTGCTGTAG 3’ 

 
3.2.4.2 ตรวจสอบผลการนําส่ง siRNA เข้าสู่เซลล์ด้วยวิธี Confocal laser scanning 

microscopy  

เพื�อศกึษาผลการนําสง่ siRNA โดยตวัพา CS-PEI เข้าสูเ่ซลล์มะเร็งปากมดลกูเพาะเลี 6ยง 

โดยอาศยัการย้อมสีเซลล์และตดิฉลาก siRNA ด้วยสีฟลอูอเรสเซนต์ชนิด Rhodamine โดยใช้ชดุ 

Label IT® siRNA Tracker Intracellular Localization Kit ตรวจสอบผลด้วย    Confocal laser 

scanning microscopy โดยชดุนํ 6ายา The Label IT® siRNA Tracker Kits ที�ใช้ตดิฉลากมี

คณุสมบตัใินการจบักบัสว่นของ siRNA โดยไมไ่ปเปลี�ยนแปลงโครงสร้างและคณุสมบตัใินการชกั

นําให้เกิดกระบวนการ RNAi หลงัจากนําสง่ siRNA ที�ตดิฉลากเข้าสูเ่ซลล์แล้วตรวจสอบโดยการ

ทํางานของ Confocal laser scanning microscopy จะอาศยัแสง Laser เป็นแหล่งกําเนิดแสง

สอ่งผา่นไปยงัวตัถ ุ เมื�อวตัถไุด้รับพลงังานจากแสง Laser ก็จะปลดปล่อยพลงังานออกมาใน

รูปแบบของการเรืองแสง ซึ�งจะใช้ในการวิเคราะห์เซลล์หรือเนื 6อเยื�อตา่ง ๆ ทําให้เราทราบลกัษณะ

ของเซลล์มะเร็งปากมดลกูที�ได้นําสง่ siRNA เข้าไปภายในเซลล์ 
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ในขั 6นตอนแรกจะเริ�มจากการตดิฉลาก siRNA ที�จะใช้ในการนําสง่ด้วยสีฟลอูอเรสเซนต์

ชนิด Rhodamine โดยใช้ชดุ Label IT® siRNA Tracker Intracellular Localization Kit (Mirus 

Bio Corporation) ซึ�งมีสดัส่วนของสารเคมีตา่ง ๆ ดงัตอ่ไปนี 6  

ตารางที� 3.4 ชนิดและปริมาณสารเคมีที�ใช้ในการตดิฉลาก siRNA ด้วยสี Rhodamine 

สารเคมีที�ใช้ ปริมาณที�ใช้ (µl) 

H2O (Molecular biology grade) 70 

10X labeling Buffer A 10 

siRNA duplex ความเข้มข้น 1 µg/µl 10 

Label IT siRNA Tracker Reagent 10 

หลงัจากที�เตรียมสารดงักลา่วในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml เสร็จแล้ว ให้นําไปบม่ที�

อณุหภมูิ 37 °C เป็นเวลา 60 นาที (เมื�อผา่นไป 30 นาทีแรกให้นําหลอดทดลองออกมา Spin 

down) เมื�อครบเวลาให้เตมิ 5M NaCl จํานวน 10 µl ร่วมกบั 100% Ethanol ที�แชเ่ย็น ลงไป 250 

µl จากนั 6นผสมให้เข้ากนัแล้วนําไปไว้ที�อณุหภมูิ -20 °C เป็นเวลา 30 นาที ขั 6นตอนตอ่มาให้นําไป

ปั�นที�ความเร็ว 13,500 g เป็นเวลา 15 นาที 4 °C แล้วดดูสว่น Ethanol ออกจากนั 6นล้างตะกอนอีก

รอบด้วย 70% Ethanol ปริมาณ 500 µl ปั�นที�ความเร็วเดมิแล้วดดูเอาสว่นใสออก จะได้ตะกอน

ของ siRNA ที�ตดิฉลากด้วยสี Rhodamine ขั 6นสดุท้ายให้ละลายตะกอนด้วย siRNA Dilution 

buffer 40 µl เพื�อใช้ในการนําสง่เข้าสูเ่ซลล์ตอ่ไป 

เลี 6ยงเซลล์ SiHa ใน 10% FBS MEM Alpha media เมื�อเซลล์เจริญได้ประมาณ 80-90% 

Confluence ถ่ายเซลล์ลง 6-well cell culture plate ที�มี Cover slip ขนาด 35 mm2 อยูที่�ก้นหลมุ

โดยใช้ปริมาณเซลล์หลมุละ 500,000 นําไปบม่ที� 37 °C สภาวะที�มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็น

เวลา 24 ชั�วโมง 

เตรียม complex ระหวา่งตวัพา CS-PEI กบั siRNA ที�ติดฉลากด้วยสีฟลอูอเรสเซนต์ชนิด

Rhodamine ที�อตัราสว่น N/P เทา่กบั 1.6 เมื�อเตรียม complex เสร็จสิ 6นจงึเปลี�ยนอาหารเลี 6ยง

เซลล์เป็น Serum free media ก่อนแล้วนําสง่ complex ดงักลา่วเข้าสูเ่ซลล์เป็นเวลา 4 ชั�วโมง

จากนั 6นเปลี�ยนกลบัมาเป็น 10% FBS MEM Alpha media แล้วเลี 6ยงตอ่ไปอีก 18 ชั�วโมง 
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เมื�อครบเวลาให้ดดูอาหารเลี 6ยงเซลล์ออกจากหลมุให้หมดแล้วล้างด้วย Phosphate 

buffered saline (PBS) สองรอบจากนั 6น Fixed cell ด้วยใส ่100% Ethanol จํานวน 2 ml ลงไปใน

หลมุที�มีเซลล์แล้วจบัเวลา 10 นาทีที�อณุหภมูิห้องจากนั 6นดดูออกแล้วเตมิอาหารเลี 6ยงเซลล์ 2 ml ที�

ผสมกบัสีชนิด Hoechst 33258 จํานวน 40 µl (ความเข้มข้น 0.1 mg/ml) แล้วนําไปบม่ในตู้ เลี 6ยง

เซลล์ที�อณุหภมูิ 37 °C เป็นเวลา 30 นาทีจากนั 6นจงึดดูอาหารเลี 6ยงเซลล์ออกล้าง PBS แล้วนําแผน่ 

Cover slip ด้านใต้ของหลมุซึ�งมีเซลล์ที�ย้อมอยูม่าเตรียมเป็นแผน่สไลด์เพื�อตรวจสอบตอ่ไปด้วย

กล้อง Confocal laser scanning microscopy รุ่น Olympus FluoView 1000 (Olympus 

Corporation, Tokyo, Japan) 

 

3.3. การวิเคราะห์ผล 

ผลการทดลอง Luciferase assay, ร้อยละของการกกัเก็บ siRNA ภายในตวัพา CS-PEI, 

Cell viability และการยบัยั 6งการแสดงออกในระดบั mRNA จะแสดงเป็นคา่ Mean ± Standard 

deviation (SD) โดยทําซํ 6า 3 ครั 6ง และในการวิเคราะห์ความแตกตา่งของคา่เฉลี�ยในแตล่ะกลุม่การ

ทดลองจะใช้สถิต ิ One-way analysis of variance (One-way ANOVA) ตามด้วยทดสอบความ

แตกตา่งของคา่เฉลี�ยแบบจบัคูพ่หคุณูของ Tukey's HSD (honestly significant difference) test 

ที�ระดบันยัสําคญั 0.05 ด้วยโปรแกรมคํานวณทางสถิต ิSPSS รุ่น 17.0 
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บทที�  4 

ผลการทดลอง 

4.1 ผลการตรวจสอบคุณลักษณะและคุณสมบัตขิองตัวพา CS-PEI 

4.1.1 ผลการตรวจสอบความสามารถในการจับกันของตัวพา CS-PEI กับ DNA 

และ siRNA โดยวิธี Gel retardation assay 

ความสามารถในการจบั DNA และ siRNA ของตวัพา CS-PEI ทดสอบได้โดยการทํา Gel 

retardation assay วิธีนี 6ยงัใช้หาอตัราสว่นที�เหมาะสมของ complex ที�เกิดการจบัของ CS-PEI 

และ DNA ได้อีกด้วย การจบัตวัพาของ DNA เตรียมโดยผสม CS-PEI/DNA complex ที�อตัราสว่น 

amine/phosphate molar ratio (N/P) ของอนภุาคและพลาสมิด CS-PEI/pGL3-CMV เป็น 0.4, 

0.8, 1.6, 4.0 และ 8.0 และการจบักบั siRNA เตรียมโดยผสม CS-PEI/siRNA complex ที�

อตัราสว่น N/P เป็น 0.4, 0.6, 0.8, 1.6, 4.0 และ 8.0 เมื�อเกิดการจบักนัระหวา่งตวัพา CS-PEI ซึ�งมี

ประจบุวกกบั DNA หรือ siRNA ซึ�งมีประจลุบที�อตัราส่วนแตกตา่งกนั จะเกิด complex ที�มีขนาด

และประจทีุ�แตกตา่งกนั มีผลตอ่ลกัษณะการเคลื�อนที�ของ complex ตรวจสอบได้ด้วยการทํา Gel 

electrophoresis หากมีการจบักนัอยา่งสมบรูณ์ระหวา่ง CS-PEI  และ DNA หรือ siRNA ทําให้ไม่

สามารถเคลื�อนที�ได้อยา่งอิสระ ถกูหนว่งจนไมส่ามารถตรวจสอบพบ DNA หรือ siRNA ในเจลได้

เมื�อย้อมด้วย ethidium bromide 
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ผลการทํา Gel retardation assay พบวา่ที�อตัราสว่น N/P เทา่กบั 1.6 ตวัพา CS-PEI 

สามารถจบักบัทั 6ง DNA และ siRNA ได้อยา่งสมบรูณ์เปรียบเทียบกบัลกัษณะแถบของ DNA และ 

siRNA เปลา่ที�ไมไ่ด้จบักบัตวัพา (Naked DNA และ Naked siRNA) ในขณะที�อตัราสว่น N/P 

เทา่กบั 0.4 ถึง 0.8 ยงัคงเห็นแถบการเคลื�อนอนัเนื�องมาจากการจบักนัที�ไมส่มบรูณ์ของตวัพาดงั

ภาพที� 4.1 

 
ภาพที� 4.1 ผลการทํา Gel retardation assay โดยใช้ตวัพา CS-PEI จบักบั DNA (pGL3-

CMV) และ siRNA (Si16E6-Sequence 10) ที�อตัราส่วน N/P ตา่ง ๆ  
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4.1.2 ผลการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ CS-PEI/DNA และ         

CS-PEI/siRNA complex โดย Atomic force microscope (AFM) 

การตรวจสอบรูปร่างของตวัพา และ complex ที�เกิดจากการจบักนัของ CS-PEI และ 

DNA ทําได้โดยใช้ AFM ซึ�งเตรียมตวัอยา่งสําหรับสอ่งกล้องด้วยการหยดตวัอยา่งลงบนแผน่ mica 

เมื�อตวัอยา่งแห้งแล้ว นํามาสแกนภาพด้วยเข็มที�ความเร็ว 1.0 Hz ในบริเวณ 5 µm × 5 µm ด้วย 

Dynamic force microscope (DFM) mode (Seiko SPA4000, Japan) ผลการวิเคราะห์ดงัภาพที� 

4.2 พบวา่ complex N/P 1.6 และ 4.0 มีขนาดมากขึ 6นเนื�องจากการจบัของ DNA ซึ�งให้ผลที�

สอดคล้องกบัผล gel retardation ที� complex เกิดการจบักนัอยา่งสมบรูณ์ที� N/P ดงักลา่ว 

นอกจากนี 6ยงัพบว่า complex มีลกัษณะเป็นทรงกลมขนาดเล็กมีการกระจายตวัอย่างอิสระและมี

ขนาดสมํ�าเสมอ และมีขนาดใหญ่วา่ตวัพาปกตเินื�องจากการสะสมของ DNA  

ในการทดลองนี 6ได้ตรวจตาม CS-PEI/siRNA complex เชน่กนั แตเ่นื�องจาก siRNA มี

ขนาดเล็กและสั 6นทําให้เป็นข้อจํากดัสําหรับการตรวจตามผลการจบัด้วย AFM ผลที�ได้จงึไมพ่บวา่

แตกตา่งระหวา่งตวัพาและ CS-PEI/siRNA complex (ภาพที� 4.3) 

 
ภาพที� 4.2 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของตวัพา CS-PEI และ complex ระหวา่ง CS-PEI 

กบั DNA (pGL3-CMV) ที�อตัราสว่น N/P เทา่กบั 1.6 และ 4   
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ภาพที� 4.3 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของตวัพา CS-PEI และ complex ระหวา่ง CS-PEI 

กบั siRNA (Si16E6-Sequence 10) ที�อตัราสว่น N/P เท่ากบั 1.6 
 
4.1.3 ผลการตรวจสอบขนาดและค่าประจุพื 1นผิวของ CS-PEI/DNA และ         

CS-PEI/siRNA complex ด้วยการวัด Zetasizer 

คณุสมบตัทิางเคมีกายภาพของ CS-PEI/DNA complex อนัประกอบด้วยขนาดของ

อนภุาคแขวนลอย (Z-average hydrodynamic diameter) และคา่ประจพืุ 6นผิวของอนภุาค ได้ถกู

วิเคราะห์ด้วย dynamic light scattering (DLS) (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, 

UK) ผลที�ได้รายงานเป็นคา่เฉลี�ยของตวัอย่างที�ทําการวดั 3 ครั 6ง พร้อมคา่ standard deviation 

(SD) 

ขนาดและคา่ประจพืุ 6นผิวของ CS-PEI/DNA complex เมื�อวดัด้วย DLS แสดงผลในภาพ 

4.4 พบวา่ไมมี่ความแตกตา่งในกลุม่ของ CS-PEI/DNA ที�มีอตัราสว่น N/P เป็น 0.4, 0.8, 1.6, 4.0 

และ 8.0 ขนาดของ complex ที�เกิดขึ 6นอยูใ่นชว่ง 300 ถึง 400 nm ซึ�งเป็นขนาดที�ยอมรับได้สําหรับ

การถ่ายโอนยีน [87, 88] จากเดมิที�คา่ประจขุองอนภุาค CS-PEI เทา่กนั 22.23 mV แตเ่มื�อเกิด

เป็น complex แล้วคา่ประจขุอง complex เปลี�ยนไปที� N/P ratio ตา่ง ๆ ผลของคา่ประจทีุ�วดัได้

สอดคล้องกบัผลของ gel retardation กลา่วคือ ที� N/P 0.4 และ 0.8 ประจรุวมของ complex 

solution มีคา่เป็นลบและประจมีุคา่เป็นบวกเพิ�มเรื�อย ๆ โดยเมื�อ N/P 1.6, 4.0 และ 8.0 มีคา่ประจุ

เป็น 32.80, 45.36 และ 45.80 mV ตามลําดบั  
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ผลการวดัขนาดพบว่า CS-PEI/siRNA complex ที�อตัราสว่น N/P เทา่กบั 0.4, 0.6, 0.8, 

1.6 และ 4.0 ก็มีแนวโน้มเชน่เดียวกบั CS-PEI/siRNA complex ขนาดที�ได้อยูใ่นชว่ง 400-500 nm 

และคา่ประจเุพิ�มขึ 6นตามการเพิ�มของ N/P ratio ดงัภาพ 4.5 คา่ประจทีุ�เป็นบวกนี 6จะเป็นประโยชน์

สําหรับการนําสง่เนื�องจาก complex ประจบุวกมีความชอบและจบัได้ดีกบัผนงัเซลล์ซึ�งมีประจเุป็น

ลบได้ดี 

 
ภาพที� 4.4 คา่ขนาดและประจขุองตวัพา CS-PEI และ complex ระหวา่ง CS-PEI กบั 

DNA (pGL3-CMV) ที�อตัราสว่น N/P เทา่กบั 0.4, 0.8, 1.6, 4, และ 8 
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ตารางที� 4.1 คา่ขนาดและประจขุองตวัพา CS-PEI และ complex ระหวา่ง CS-PEI กบั 
DNA (pGL3-CMV) ที�อตัราสว่น N/P เทา่กบั 0.4, 0.8, 1.6, 4, และ 8 

 

 

 

Sample N/P Size (nm) Zeta (mV) 

CS-PEI 305 ± 59 22 ± 1.0 

CS-PEI/DNA 0.4 293 ± 52 -31 ± 1.0 

CS-PEI/DNA 0.8 380 ± 24 -17 ± 0.5 

CS-PEI/DNA 1.6 356 ± 37 32 ± 6.0 

CS-PEI/DNA 4.0 402 ± 18 45 ± 0.6 

CS-PEI/DNA 8.0 388 ± 7 45 ± 3.0 
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ภาพที� 4.5 คา่ขนาดและประจขุอง complex ระหวา่งตวัพา CS-PEI กบั siRNA (Si16E6-

Sequence 10) ที�อตัราส่วน N/P เทา่กบั 0.4, 0.6, 0.8, 1.6 และ 4  

 

ตารางที� 4.2 คา่ขนาดและประจขุอง complex ระหว่างตวัพา CS-PEI กบั siRNA 
(Si16E6-Sequence 10) ที�อตัราสว่น N/P เทา่กบั 0.4, 0.6, 0.8, 1.6 และ 4  

Sample N/P Size (nm) Zeta (mV) 

CS-PEI/siRNA 0.4 455 ± 22 -14 ± 0.7 

CS-PEI/siRNA 0.6 409 ± 29 -12 ± 0.5 

CS-PEI/siRNA 0.8 509 ± 31 -7 ± 1.7 

CS-PEI/siRNA 1.6 545 ± 65 24 ± 3.1 

CS-PEI/siRNA 4.0 475 ± 101 30 ± 0.8 
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4.1.4 การวิเคราะห์ความสามารถในการจับ siRNA เชิงปริมาณ 

ความสามารถในการจบั siRNA ของตวัพา CS-PEI เมื�อเตรียม complex ที�อตัราส่วน N/P 

เทา่กบั 0.4, 0.6, 0.8, 1.6, 4.0 และ 8.0 สามารถวิเคราะห์ออกมาในเชิงปริมาณได้ด้วยชดุ Quant-

iT™ RiboGreen® RNA reagent (Invitrogen, New York, USA) ดงัขั 6นตอนการทําการทดลองที�

ระบไุว้ในข้อ 3.2.2.4  ผลการทดลองสรุปดงัตารางที� 4.3 ซึ�งเป็นผลที�สอดคล้องกบัผล gel 

retardation กลา่วคือ gel retardation พบวา่ complex เริ�มเกิดอยา่งสมบรูณ์ที� N/P 1.6 ซึ�งตรงกบั

คา่ binding capacity ที� 99.5 ± 0.50 % แสดงวา่แทบจะไมมี่ปริมาณ unbound siRNA เหลืออยู่ 

และแม้วา่จะใสอ่นภุาคเพิ�มขึ 6นที� N/P มากขึ 6นเป็น 4.0 และ 8.0 คา่ binding capacity ก็ยงัมีคา่

ใกล้เคียงเดมิคือ 99.3 ± 0.30 % และ 97.9 ± 0.50 ตามลําดบั การทดลองนี 6แสดงให้เห็นถึง

ประสิทธิภาพในการจบั siRNA และยืนยนัวา่ผลการจบัอยา่งสมบรูณ์เกิดขึ 6นได้เมื�อ N/P เทา่กบั 

1.6 หรือมากกว่า ดงันั 6นสําหรับการนําสง่ siRNA เพื�อยบัยั 6งการแสดงออกของยีนจงึเลือก N/P 1.6 

สําหรับการศกึษาตอ่ไป 

ตารางที� 4.3 ความสามารถในการจบั siRNA ของ CS-PEI ในเชิงปริมาณ 

CS-PEI/siRNA (N/P)  Binding capacity (%) 

0.4  35.9 ± 12.8 

0.6  59.7 ± 14.7 

0.8  72.5 ± 13.3 

1.6  99.5 ± 0.50 

4.0  99.3 ± 0.30 

8.0  97.9 ± 0.50 
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4.2 ผลการทดสอบการนําส่งยีนและความเป็นพษิด้วยตัวพา CS-PEI 

 4.2.1 ผลการประเมินประสิทธิภาพการนําส่งโดยการวัดสัญญาณ Luciferase 

ก่อนที�จะมีการทดสอบการนําสง่ siRNA เข้าสูเ่ซลล์มะเร็งปากมดลกูนั 6น งานวิจยันี 6ได้

ทดลองนําสง่ยีนเพื�อเป็นประเมินความสามารถของตวัพา CS-PEI ในเบื 6องต้น โดยใช้ตวัพา      

CS-PEI นําสง่พลาสมิด DNA เข้าสูเ่ซลล์มะเร็งปากมดลกู HeLa, SiHa และ C33A เป็นการศกึษา

นําร่องเพื�อยืนยนัว่าตวัพาที�ใช้สามารถนําสง่เข้าสูเ่ซลล์มะเร็งปากมดลกูได้จริง อีกทั 6งการนําสง่ยีน

ยงัตรวจตดิตามประสิทธิภาพได้ง่ายเมื�อเทียบกบัการนําสง่ siRNA สําหรับ complex ของ CS-

PEI/DNA ถกูเตรียมโดยใช้พลาสมิด DNA ชนิด pGL3-CMV ที�อตัราสว่น N/P เป็น 0.8, 1.6, 4.0 

และ 8.0 ดงักลา่วไว้ในข้อ 3.2.3.1 มี Lipofectamine ซึ�งเป็นตวัพาทางการค้า และพลาสมิดเปลา่ 

(Naked pGL3-CMV) ใช้เป็นกลุม่ควบคมุ ประสิทธิภาพการนําสง่วดัได้จากปริมาณของเอนไซม์ 

Luciferase ที�เป็นผลจากการแสดงออกของพลาสมิดที�ถกูนําสง่เข้าสูเ่ซลล์ ซึ�งจะวดัออกมาเป็นคา่ 

Relative Luminescence Units (RLU) เทียบกบัปริมาณโปรตีนแตล่ะหลมุเพื�อปรับให้อยูใ่นรูป

ของ RLU/mg protein  

ผลการนําสง่พลาสมิด DNA เข้าสูเ่ซลล์ SiHa พบวา่ที�อตัราสว่น N/P ระหวา่งตวัพา CS-

PEI กบัพลาสมิด pGL3-CMV เทา่กบั 4 ให้ประสิทธิภาพการนําสง่เข้าสูเ่ซลล์สงูที�สดุรองลงมาคือ

การนําสง่ด้วยตวัพา Lipofectamine และตวัพา CS-PEI ที� N/P 1.6 ตามลําดบั ดงัภาพที� 4.6 

ผลการนําสง่พลาสมิด DNA เข้าสูเ่ซลล์ HeLa พบวา่ที�อตัราสว่น N/P ระหวา่งตวัพา CS-

PEI กบัพลาสมิด pGL3-CMV เทา่กบั 4 ให้ประสิทธิภาพการนําสง่เข้าสูเ่ซลล์สงูที�สดุรองลงมาคือ

การนําสง่ด้วยตวัพา Lipofectamine และตวัพา CS-PEI ที� N/P 8 ตามลําดบั ดงัภาพที� 4.7 

ผลการนําสง่พลาสมิด DNA เข้าสูเ่ซลล์ C33A พบวา่ที�อตัราสว่น N/P ระหวา่งตวัพา CS-

PEI กบัพลาสมิด pGL3-CMV เทา่กบั 4 ให้ประสิทธิภาพการนําสง่เข้าสูเ่ซลล์สงูที�สดุรองลงมาคือ

การนําสง่โดยใช้ตวัพา CS-PEI ที�อตัราสว่น N/P เทา่กบั 8 และ 1.6 ตามลําดบั ดงัภาพที� 4.8 
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ภาพที� 4.6 แสดงปริมาณสญัญาณ Luciferase ของเซลล์ชนิด SiHa เมื�อนําส่งพลาสมิด 

pGL3-CMV โดยตวัพา CS-PEI ที� N/P เท่ากบั 0.8, 1.6, 4.0 และ 8.0 รวมถึงกลุ่มควบคมุที�นําส่ง

ด้วย Lipofectamine, Naked pGL3-CMV และเซลล์เปลา่ ตามลําดบั 

 

 
ภาพที� 4.7 แสดงปริมาณสญัญาณ Luciferase ของเซลล์ชนิด HeLa เมื�อนําสง่พลาสมิด 

pGL3-CMV โดยตวัพา CS-PEI ที�อตัราส่วน N/P เทา่กบั 0.8, 1.6, 4.0 และ 8.0 รวมถึงกลุม่
ควบคมุที�นําสง่ด้วย Lipofectamine, Naked pGL3-CMV และเซลล์เปลา่ ตามลําดบั 
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ภาพที� 4.8 แสดงปริมาณสญัญาณ Luciferase ของเซลล์ชนิด C33A เมื�อนําส่งพลาสมิด 

pGL3-CMV โดยตวัพา CS-PEI ที�อตัราส่วน N/P เท่ากบั 0.8, 1.6, 4.0 และ 8.0 รวมถึงกลุ่ม

ควบคมุที�นําสง่ด้วย Lipofectamine, Naked pGL3-CMV และเซลล์เปลา่ ตามลําดบั 

ผลการทดลองในภาพที� 4.6, 4.7 และ 4.8 แสดงให้เห็นวา่ CS-PEI สามารถนําส่งยีน 
luciferase เข้าสูเ่ซลล์ได้และให้ผลดีเทียบเคียงได้กบั Lipofectamine ประสิทธิภาพการนําสง่ของ 
CS-PEI นั 6นขึ 6นอยู่กบัคา่ N/P ของ complex พบวา่ N/P ในชว่ง 1.6 และ 8.0 ให้ผลการถ่ายโอนที�ดี 
โดยจะดีที�สดุที� N/P 4.0 ในเซลล์ทั 6งสามชนิด หาก N/P ตํ�ากวา่ 1.6 ผลการถ่ายโอนยีนจะมี
ประสิทธิภาพตํ�า อาจเนื�องมาจากปริมาณของอนภุาคไมเ่พียงพอที�จะจบั DNA ปริมาณ 1 µg ได้
หมด ทําให้การนําสง่และการปกป้อง DNA เกิดได้ไมเ่ต็มประสิทธิภาพ แตห่ากถ่ายโอนยีนด้วย 
complex ที� N/P ratio มากเกินไป ปริมาณอนภุาคซึ�งมีอยูม่ากเกินพออาจจะชกันําให้เกิดความ
เป็นพิษตอ่เซลล์เนื�องจากประจบุวกที�มากเกินมีแนวโน้มทําให้เซลล์รั�วได้ ซึ�งจะได้ทดสอบความเป็น
พิษของระบบนําสง่วิเคราะห์ได้โดยการทํา MTT assay ดงัที�จะกลา่วตอ่ไป  
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4.2.2 ผลการตรวจสอบความเป็นพษิของระบบนําส่งที�มีต่อเซลล์มะเร็งปากมดลูก

โดยวิธี MTT assay 

ความเป็นพิษของตวัพา CS-PEI ตอ่เซลล์มะเร็งปากมดลกูชนิด SiHa, HeLa และ C33A 

ที�ได้รับการถ่ายโอนยีนแล้ว ตรวจสอบโดยวิธี MTT assay เพื�อหาร้อยละของอตัราการรอดชีวิตของ

เซลล์ (% Cell viability) ผลที�ได้เป็นดงัภาพที� 4.10, 4.11 และ 4.12 

 ผลการตรวจสอบความเป็นพิษตอ่เซลล์ SiHa พบวา่เมื�อใช้ตวัพา CS-PEI ที�อตัราส่วน N/P 

เทา่กบั 0.8, 1.6, 4 และ 8 ให้อตัราการรอดชีวิตของเซลล์เป็น 91%, 91%, 70% และ 28% ในขณะ

ที�ตวัพา Lipofectamine รวมถึง Naked pGL3-CMV กบักลุม่เซลล์เปลา่ให้คา่อยูที่� 91%, 100% 

และ 100% ตามลําดบั ดงัภาพที� 4.9 

ผลการตรวจสอบความเป็นพิษตอ่เซลล์ HeLa พบวา่เมื�อใช้ตวัพา CS-PEI ที�อตัราสว่น 

N/P เทา่กบั 0.8, 1.6, 4 และ 8 ให้อตัราการรอดชีวิตของเซลล์เป็น 94%, 80%, 83% และ 53% 

ในขณะที�ตวัพา Lipofectamine รวมถึง Naked pGL3-CMV กบักลุม่เซลล์เปลา่ให้คา่อยูที่� 81%, 

112% และ 100% ตามลําดบั ดงัภาพที� 4.10 

ผลการตรวจสอบความเป็นพิษตอ่เซลล์ C33A พบวา่เมื�อใช้ตวัพา CS-PEI ที�อตัราสว่น 

N/P เทา่กบั 0.8, 1.6, 4 และ 8 ให้อตัราการรอดชีวิตของเซลล์เป็น 76%, 72%, 67% และ 55% 

ในขณะที�ตวัพา Lipofectamine รวมถึง Naked pGL3-CMV กบักลุม่เซลล์เปลา่ให้คา่อยูที่� 69%, 

67% และ 100% ตามลําดบั ดงัภาพที� 4.11 
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 ภาพที� 4.9 แสดงร้อยละของอตัราการรอดชีวิตของเซลล์ SiHa (% Cell viability) เมื�อใช้

ตวัพา CS-PEI นําสง่พลาสมิด pGL3-CMV ที�อตัราส่วน N/P เทา่กบั 0.8, 1.6, 4.0 และ 8.0 

รวมถึงกลุม่ควบคมุที�นําสง่ด้วย Lipofectamine, Naked pGL3-CMV และกลุม่เซลล์ตามลําดบั 

 

 
ภาพที� 4.10 แสดงร้อยละของอตัราการรอดชีวิตของเซลล์ HeLa (% Cell viability) เมื�อใช้

ตวัพา CS-PEI นําสง่พลาสมิด pGL3-CMV ที�อตัราส่วน N/P เทา่กบั 0.8, 1.6, 4.0 และ 8.0 

รวมถึงกลุม่ควบคมุที�นําสง่ด้วย Lipofectamine, Naked pGL3-CMV และกลุม่เซลล์ตามลําดบั 



65 
 

 
 ภาพที� 4.11 แสดงร้อยละของอตัราการรอดชีวิตของเซลล์ C33A (% Cell viability) เมื�อใช้

ตวัพา CS-PEI นําสง่พลาสมิด DNA pGL3-CMV ที�อตัราสว่น N/P เทา่กบั 0.8, 1.6, 4.0 และ 8.0 

รวมถึงกลุม่ควบคมุที�นําสง่ด้วย Lipofectamine, Naked pGL3-CMV และกลุม่เซลล์ ตามลําดบั 

 ผลการทดสอบความเป็นพิษของตวัพาที�มีตอ่เซลล์มะเร็งปากมดลกู SiHa, HeLa และ 

C33A  โดยวิธี MTT assay พบวา่เมื�อนําสง่ด้วยตวัพา CS-PEI, Lipofectamine และพลาสมิด     

DNA เปลา่ เซลล์แตล่ะชนิดมีอตัราการรอดชีวิตที�แตกตา่งกนัขึ 6นอยู่กบัชนิดของตวัพา โดยใน SiHa 

และ HeLa พบวา่ CS-PEI/DNA ที� N/P เทา่กบั 4 และ 8 จะสง่ผลทําให้เกิดพิษตอ่เซลล์     (มีอตัรา

การรอดตํ�ากว่า 70 %) สอดคล้องกบัผลการนําสง่ luciferease ทีสะท้อนว่าหากถ่ายโอนยีนด้วย 

complex ที� N/P ratio มากเกินไป ปริมาณอนภุาคจะชกันําให้เกิดความเป็นพิษตอ่เซลล์และใน

ที�สดุจะทําให้เซลล์รั�วและตายได้ ดงันั 6นการใช้ตวัพาประจบุวกในการถ่ายโอนยีนนั 6นต้องใช้ปริมาณ

ของอนภุาคที�พอเหมาะด้วย เป็นที�นา่สงัเกตวา่ C33A มีอตัราการรอดที�ตํ�ากว่า SiHa และ HeLa 

ดงันั 6นสําหรับการนําสง่ siRNA ผู้ วิจยัจงึได้เลือกใช้ SiHa เป็นเซลล์ทดสอบเพียงอยา่งเดียว 

เนื�องจากเป็นเซลล์ที�เพาะเลี 6ยงง่าย สะดวกตอ่การสกดั RNA มาวิเคราะห์ตอ่ไป  
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4.3 ผลการตรวจสอบผลการนําส่ง siRNA เข้าสู่เซลล์มะเร็งปากมดลูก 

4.3.1 การยืนยันการเข้าสู่เซลล์ (Cellular internalization) ของ CS-PEI/siRNA 

complex 

จากผลการนําสง่ยีนและความเป็นพิษด้วยตวัพา CS-PEI ใน SiHa พบวา่ที�อตัราสว่น N/P 

เทา่กบั 1.6 ให้ประสิทธิภาพการนําสง่ในระดบัที�ดีมีคา่ใกล้เคียงกบัการนําสง่ด้วยตวัพา 

Lipofectamine รวมถึงความปลอดภยัตอ่เซลล์ จงึจะเลือกอตัราส่วนดงักลา่วมาใช้นําสง่ siRNA ที�

จําเพาะตอ่ยีน E6/E7 ของเชื 6อ HPV ในเซลล์มะเร็งปากมดลกู SiHa โดยในขั 6นนี 6จะตรวจสอบ

ความสามารถของตวัพา CS-PEI ในการนําสง่ siRNA ที�ติดฉลากด้วยสี Rhodamine (Rho-

siRNA) แล้ว โดยเตรียม CS-PEI/Rho-siRNA complex ที� N/P 1.6 นําสง่เข้า SiHa เพื�อตรวจสอบ

การเข้าสูเ่ซลล์ของ complex หลงัจากการทํา transfection 18 ชั�วโมง ด้วย differential 

interference contrast (DIC) confocal imaging โดยได้ย้อมนิวเคลียสของเซลล์ด้วยสี Hoechst  

จากภาพที� 4.12 พบสญัญาณของ Rho-siRNA ใน cellular compartment แสดงวา่การนําส่ง 

siRNA ด้วย CS-PEI ประสบผลสําเร็จ ซึ�งสามารถยืนยนัได้จากภาพการทํา  Z-stack confocal 

image โดยยิงแสงเลเซอร์ผา่นเซลล์เป็นชั 6น ๆ ทําให้เห็น siRNA อยูภ่ายในเซลล์ได้  (ภาพที� 4.13)  
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ภาพที� 4.12 DIC confocal imaging แสดงผลการตรวจสอบการนําสง่ siRNA ที�ตดิฉลาก

ด้วยสี Rhodamine (Rho-siRNA) ด้วยตวัพา CS-PEI ที�อตัราสว่นของ CS-PEI/Rho-siRNA N/P 
เทา่กบั 1.6 หลงัการนําสง่เป็นเวลา 18 ชั�วโมง นิวเคลียสของเซลล์ SiHa ย้อมสี Hoechst  

 

 
ภาพที� 4.13 ผลการทํา Z-stack ของเซลล์ SiHa หลงัการนําส่ง 18 ชั�วโมง ด้วย CS-

PEI/Rho-siRNA ที� N/P 1.6 ภาพได้จากการยิงแสงเลเซอร์ตดัเซลล์ออกเป็น 7 ชั 6น 
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 4.3.2 ผลการตรวจสอบการยับยั 1งการแสดงออกในระดับ mRNA ของยีน HPV 

E6/E7 ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก โดยวิธี RT-PCR 

 ผลการนําสง่ยีนและความเป็นพิษด้วยตวัพา CS-PEI ใน SiHa พบวา่ที�อตัราส่วน N/P 

เทา่กบั 1.6 ให้ประสิทธิภาพการนําสง่ในระดบัที�ดี มีคา่ใกล้เคียงกบัการนําสง่ด้วยตวัพา 

Lipofectamine รวมถึงความปลอดภยัตอ่เซลล์ และภาพจาก DIC confocal imaging ชว่ยยืนยนั

การเข้าสูเ่ซลล์ได้จริงของ siRNA ดงันั 6นในการทดลองขั 6นนี 6จงึเลือกเตรียม CS-PEI/siRNA ที�

อตัราสว่นดงักลา่วเพื�อใช้นําสง่ siRNA ที�จําเพาะตอ่ยีน E6/E7 ของเชื 6อ HPV ในเซลล์มะเร็งปาก

มดลกู SiHa ของยีนดงักลา่ว โดยใช้ Lipofectamine เป็นตวัพาควบคมุในการนําสง่ และวิเคราะห์

ผลการนําสง่ด้วย RT-PCR เพื�อดผูลการยบัยั 6งการแสดงออกในระดบั mRNA หลงัการนําสง่ 18 

และ 24 ชั�วโมง โดยใช้ Primer ที�จําเพาะตอ่ยีน E6 และ E7 นอกจากนี 6ยงัมียีน GAPDH เป็นตวั

ปรับคา่ซึ�งจะรายงานออกมาเป็นคา่ Relative expression levels ดงัที�กลา่วในข้อ 3.2.4.1 เซลล์ที�

รับการถ่ายโอน siRNA แบง่ออกเป็น 3 กลุม่การทดลองคือ กลุม่เซลล์ควบคมุ, กลุม่เซลล์ที�นําสง่ 

siRNA โดยใช้ Lipofectamine และ กลุม่เซลล์ที�นําสง่ siRNA ด้วยตวัพา CS-PEI ผลที�ได้แสดง

ภาพที� 4.14  

ผลการทดลองพบว่าการยบัยั 6งการแสดงออกของ E6 และ E7 mRNA เกิดขึ 6นที�เวลา 18 

และ 24 ชั�วโมงหลงัการนําส่ง siRNA เข้าสูเ่ซลล์อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (p< 0.05) เมื�อเทียบกบั 

กลุม่เซลล์ควบคมุ แตป่ระสิทธิภาพการยบัยั 6งจะลดลงไปเมื�อเพิ�มเวลาการบม่เซลล์ตอ่ไปอีกเมื�อ

เทียบกบัการบม่เซลล์หลงัการนําสง่ที�เวลา 18 และ 24 ชั�วโมง เป็นที�ทราบกนัวา่ความสามารถใน

การยบัยั 6งการแสดงออกของยีนด้วย siRNA มกัจะไมเ่สถียร ดงันั 6นผลการยบัยั 6งจะมีการ

แปรเปลี�ยนได้ตามเวลาที�ตรวจสอบ นอกจากนี 6ระยะการเจริญและสภาพของเซลล์ยงัเป็นปัจจยั

สําคญัในการศกึษาผลการยบัยั 6งด้วย อยา่งไรก็ตาม การศกึษาครั 6งนี 6แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพ

ของการนําสง่ siRNA ด้วย CS-PEI เพื�อกดการแสดงออกของยีนที�เกี�ยวกบักบัการก่อมะเร็งปาก

มดลกู  
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ภาพที� 4.14 Semi-quantitative RT-PCR แสดงผลการยบัยั 6งการแสดงออกของยีน E6/E7 

ในระดบั mRNA ของเซลล์ SiHa หลงัจากการนําสง่ siRNA ที�เวลา 18 และ 24 ชั�วโมง เปรียบเทียบ

ระหวา่งเซลล์ที�ถ่ายโอนด้วย naked siRNA (1 µg), Lipofectamine 2000™/siRNA lipoplex และ 

CS-PEI/siRNA complex, * = ความแตกตา่งระหว่างกลุม่ตวัอยา่งที�คา่ระดบันยัสําคญั 0.05    

(p< 0.05) 
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บทที� 5 

สรุปผลการวิจัยและอภปิรายผล 

 งานวิจยัครั 6งนี 6เป็นการทดสอบระบบนําสง่ยีนและ siRNA แบบไมอ่าศยัไวรัสเข้าสู่

เซลล์มะเร็งปากมดลกูเพาะเลี 6ยง โดยใช้ตวัพาที�ชื�อ PEI-introduced chitosan shell/poly(methyl 

methacrylate) core nanoparticles หรือตวัพา CS-PEI ในการทดลองนี 6ได้ทําการทดสอบเบื 6องต้น

โดยการใช้ตวัพา CS-PEI เป็นตวัพาสําหรับนําสง่ DNA เข้าสูเ่ซลล์มะเร็งปากมดลกู SiHa เพื�อหา

สภาวะและอตัราสว่นที�เหมาะสมใช้สําหรับนําสง่ siRNA  

 การทดลองสว่นแรกเป็นการทดสอบคณุสมบตัิของตวัพา CS-PEI กบั DNA และ siRNA 

ด้วยการทํา Gel retardation assay โดยเตรียม complex ของ CS-PEI/pGL3-CMV และ CS-

PEI/siRNA ที�อตัราส่วน N/P ตา่ง ๆ จากนั 6นแยกความแตกตา่งโดยอาศยัลกัษณะการเคลื�อนที�ของ 

complex บนเจลด้วยกระแสไฟฟ้า (Gel electrophoresis) สําหรับรูปแบบการจบักนัของตวัพากบั 

DNA และ siRNA นั 6นอาศยัแรงระหวา่งประจขุองสารที�มีขั 6วตา่งกนั (Electrostatic interaction) ซึ�ง

เกิดจากประจบุวกของหมูเ่อมีนบนตวัพา CS-PEI กบัประจลุบของหมูฟ่อสเฟตบนสารพนัธุกรรม

กรดนิวคลีอิกที�ใช้นําสง่ โดยปริมาณของตวัพาที�ใช้มีผลตอ่การเคลื�อนที�ของ complex จากบริเวณ

ความตา่งศกัย์ที�เป็นขั 6วลบไปหาบวก ผลที�ได้พบวา่ตวัพา CS-PEI สามารถจบักบัทั 6งพลาสมิด        

DNA และ siRNA ได้อยา่งสมบรูณ์ที�อตัราส่วน N/P เทา่กบั 1.6  สงัเกตจากการที�ไมพ่บแถบการ

เคลื�อนที�ของ complex บนเจล จากการศกึษาพบวา่คา่ N/P ของทั 6ง CS-PEI/DNA และ CS-

PEI/siRNA มีคา่เทา่กนัแสดงให้เห็นวา่ความสามารถในการจบั DNA และ siRNA ของตวัพา CS-

PEI ขึ 6นอยู่กบัปริมาณของหมูเ่อมีนและฟอสเฟต ไมไ่ด้เกี�ยวข้องกบัขนาดของ DNA และ siRNA  

การตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของตวัพาและ complex ด้วย AFM พบวา่ตวัพา 

CS-PEI มีลกัษณะเป็นทรงกลมขนาดเล็ก กระจายดี แตเ่มื�อทํา complex กบัพลาสมิด pGL3-

CMV ที�อตัราส่วน N/P เทา่กบั 1.6 และ 4 พบวา่อนภุาคที�ได้มีลกัษณะเป็นทรงกลมที�มีขนาดใหญ่

ขึ 6น อนัเป็นผลมาจากการจบักนัระหว่างตวัพากบัพลาสมิด DNA ดงักลา่ว นอกจากนี 6ยงัพบว่าที�

อตัราสว่น N/P ที�สงูขึ 6นจะสง่ผลทําให้อนภุาคทรงกลมเกิดการเกาะกลุม่กนั ซึ�งนา่จะเป็นผลมาจาก

ตวัพา CS-PEI ที�มีประจบุวกมากเกินพอไปแยง่จบักนักบัพลาสมิด DNA ที�มีประจลุบ อยา่งไรก็
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ตาม เทคนิค AFM ไมส่ามารถวิเคราะห์ความแตกตา่งของ CS-PEI และ CS-PEI/siRNA complex 

ได้ คาดว่าเป็นเพราะ siRNA นั 6นมีขนาดเล็กจนไมส่ามารถตรวจด้วย AFM ได้ เมื�อวิเคราะห์ขนาด

และประจพืุ 6นผิวสทุธิของ complex พบวา่ ขนาดของ CS-PEI/DNA อยูใ่นชว่ง 300-400 nm และ 

CS-PEI/siRNA อยูใ่นชว่ง 400-500 nm ตวัพา CS-PEI สามารถจบัได้ทั 6ง DNA และ siRNA ที�

ปริมาณ 1 µg ได้อยา่งสมบรูณ์ที�อตัราสว่น N/P เทา่กบั 1.6 และมีประจพืุ 6นผิวรวมเป็นบวก ขนาด

และประจทีุ�ได้นี 6เหมาะสมสําหรับใช้นําสง่เข้าเซลล์ [85, 86] ในสว่นของ CS-PEI/siRNA complex 

นั 6น แม้จะไมส่ามารถตรวจพบการจบั siRNA บนอนภุาคได้ แตผ่ลจากการวดัปริมาณการจบั 

siRNA ด้วยเทคนิคการตรวจสอบจากชดุ Quant-iT™ RiboGreen® RNA Reagent ซึ�งมีหลกัการ

คือสาร Fluorophores มีคณุสมบตัใินการจบักบั siRNA แล้วเกิดการเปลง่แสงฟลอูอเรสเซนต์ขึ 6น 

โดยคา่ Fluorescence intensity ที�วดัได้จะแปรผนัตามปริมาณของ unbound-siRNA ที�ลอยอยูใ่น

สารแขวนลอย ซึ�งยืนยนัได้ว่า CS-PEI สามารถจบั siRNA ได้จริง และที�อตัราสว่น N/P เทา่กบั 1.6 

ให้ผลการจบัได้ประมาณ 100 % ผลการทดลองในสว่นของการทดสอบคณุสมบตัิทางกายภาพ

ของตวัพา CS-PEI ที�ได้มีความสอดคล้องกบัผลการทดลองของ Pimpha และคณะในปี 2010 [17] 

จากการทดสอบการนําสง่ยีนและทดสอบความเป็นพิษด้วยตวัพา CS-PEI โดยทดลอง

นําสง่พลาสมิด pGL3-CMV เข้าสูเ่ซลล์ SiHa, HeLa และ C33A มี Lipofectamine เป็นตวัแปร

ควบคมุร่วมกบัการนําสง่พลาสมิด DNA เปลา่ องค์ประกอบหลกัของตวัพาดงักลา่วประกอบด้วย 

Chitosan (CS) ซึ�งเป็นพอลิเมอร์จากธรรมชาติทําให้มีคณุสมบตัิในการเข้ากนักบัเซลล์ได้ดีและ

ยอ่ยสลายง่าย แตอ่ยา่งไรก็ตามความสามารถในการนําส่งยีนเข้าสูเ่ซลล์ของ CS ยงัไมดี่นกั ซึ�งเกิด

จากความไมเ่สถียรของ complex ที�เตรียมได้ ทําให้เกิดการเกาะกลุม่อยูบ่ริเวณภายนอกของเยื�อ

หุ้มเซลล์ สง่ผลให้ประสิทธิภาพการเข้าสูเ่ซลล์ตํ�า [87] แตด้่วยคณุสมบตัิของ PEI บนตวัพาซึ�งเป็น

พอลิเมอร์ประจบุวกสงูทําให้สามารถจบักบัยีนได้ดีรวมถึงประสิทธิภาพการนําสง่ที�สงู โดยอาศยั

คณุสมบตัทีิ�เรียกวา่ “Proton sponge effect” ซึ�งเป็นกลไกที� PEI ใช้หลบหลีกออกจากสว่นของ 

Endosome ในขั 6นตอนการนําสง่เข้าสูเ่ซลล์ [88] ซึ�งผลที�ได้พบวา่ที�อตัราสว่น N/P เทา่กบั 4 ให้ผล

การนําสง่ดีที�สดุ ซึ�งนา่จะเกิดจาก complex มีประจบุวกสทุธิเป็นบวกสงู ทําให้เข้าสูเ่ซลล์ได้ดีและ

สามารถปกป้องพลาสมิดจากการทําลายโดยเอนไซม์ตา่ง ๆ ภายในเซลล์ รวมถึงการหลบหลีกออก
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จากสว่นของ Endosome เพื�อปลดปลอ่ยพลาสมิดเข้าสูน่ิวเคลียสจนเกิดการแสดงออกในที�สดุ 

โดยสงัเกตจากผล Luciferase assay ในการวดัสญัญาณของเอนไซม์ Luciferase ที�สร้าง

จากพลาสมิดดงักลา่วเมื�อนําสง่เข้าสูเ่ซลล์ ในขณะที� Lipofectamine และตวัพา CS-PEI ที�

อตัราสว่น N/P 1.6 ให้ประสิทธิภาพการนําสง่ที�รองลงมา แตเ่มื�อพิจารณาผลการทดสอบความเป็น

พิษของตวัพาที�มีตอ่เซลล์ควบคูก่นัไปกลบัพบวา่ที�อตัราส่วน N/P เทา่กบั 4 ให้อตัราการรอดชีวิต

ของเซลล์อยูที่�ประมาณ 70% ซึ�งเป็นพิษตอ่เซลล์สงูกวา่เมื�อเทียบกบัการนําสง่ด้วย 

Lipofectamine และตวัพา CS-PEI ที� N/P 1.6 ที�ให้อตัราการรอดชีวิตอยูที่�ประมาณ 90-100 % 

สาเหตทีุ�ทําให้เซลล์เป็นพิษเป็นผลมากจากการที� complex มีประจสุทุธิเป็นบวกสงู เมื�อเข้าสูเ่ซลล์

จะเกิดการตกค้างและเกาะติดในสว่นของเยื�อหุ้มเซลล์ทําให้การทํางานดงักล่าวผิดปกตไิปจน

ก่อให้เกิดการรั�วของเยื�อหุ้มเซลล์สง่ผลให้เซลล์ตายในที�สดุ [89] จากผลการทดลองข้างต้น

ผู้ ทําวิจยัจงึเลือกอตัราสว่น N/P 1.6 ไปใช้ในการนําสง่ siRNA เข้าสูเ่ซลล์มะเร็งปากมดลกูตอ่ไป

โดยคํานงึถึงประสิทธิภาพการนําสง่และความเป็นพิษตอ่เซลล์ที�ตํ�า 

ในสว่นของการนําสง่ siRNA นั 6น ผู้ วิจยัได้เริ�มจากการนําสง่ siRNA ที�ติดฉลากด้วย 

Rhodamine เพื�อยืนยนัการเข้าสูเ่ซลล์ของ siRNA ด้วยตวัพา CS-PEI ตรวจสอบโดยการวิเคราะห์

ภาพจาก DIC-confocal imaging แล้วจงึนําสง่ siRNA เข้าสู ่SiHa เพื�อยบัยั 6งการแสดงออก ของ

ยีน E6/E7 ในระดบั mRNA ผลการทํา RT-PCR หลงัจากนําสง่ด้วยตวัพา CS-PEI และ 

Lipofectamine ที�เวลา 18 และ 24 ชั�วโมง พบวา่ผลการยบัยั 6งการแสดงออกของยีน E6/E7 ที�

นําสง่ด้วยตวัพา Lipofectamine ซึ�งใช้เป็นกลุม่การทดลองควบคมุให้ผลการยบัยั 6งในปริมาณที�ไม่

มากนกั เนื�องมาจากยงัไมมี่การทดลองหาปริมาณที�เหมาะของตวัพาดงักลา่วเพื�อใช้ในการนําสง่ 

siRNA เข้าสูเ่ซลล์ที�ชว่งเวลาที�ทดสอบ ในขณะที�ผลของตวัพา CS-PEI ที�นําสง่ siRNA พบความ

แตกตา่งของการแสดงออกในยีน E6/E7 อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (p< 0.05) เมื�อเทียบกบักลุม่

เซลล์ควบคมุ นอกจากนี 6ยงัพบผลกดการแสดงออกของยีนดงักลา่วที�เวลา 18 และ 24 ชั�วโมงอีก

ด้วย ซึ�งผลที�ได้สอดคล้องกบัการทดลองของ Putral และคณะในปี 2008 ที�ใช้ siRNA ที�มีลําดบั

เบสเชน่เดียวกนักบังานวิจยัครั 6งนี 6ในการยบัยั 6งการแสดงออกของอองโคยีน E6/E7 ของเชื 6อ HPV 

สายพนัธุ์ที� 16 ในเซลล์มะเร็งปากมดลกู SiHa โดย siRNA ที�นําสง่เข้าไปสามารถชกันําให้เกิด
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กระบวนการ RNAi และสง่ผลกดการแสดงออกในระดบัโปรตีนของยีนดงักลา่วจริง [52] แต่

อยา่งไรก็ตามการประสิทธิภาพการทํางานของ siRNA ขึ 6นอยู่กบัระยะเวลาที�เหมาะสม [90] ซึ�ง

จะต้องอาศยัการทดสอบในหลายชว่งเวลาตอ่ไป   

 จากผลการทดลองทั 6งหมดทําให้ได้ข้อสรุปว่าตวัพา CS-PEI ซึ�งเป็นอนภุาคพอลิเมอร์ประจุ

บวกซึ�งมีคณุสมบตัเิดน่ในเรื�องของประสิทธิภาพการนําส่งเข้าสูเ่ซลล์จาก PEI และเข้ากนักบัเซลล์

ได้ดีรวมถึงการย่อยสลายได้เองตามธรรมชาตขิอง CS นั 6นสามารถจบักบัสารพนัธุกรรมกรด

นิวคลีอิกได้ทั 6งพลาสมิด DNA และ siRNA โดย complex ที�เกิดขึ 6นมีลกัษณะเป็นทรงกลม มีขนาด

ระดบั sub-micron นอกจากนี 6ยงัมีประสิทธิภาพในการนําสง่พลาสมิด DNA เข้าสูเ่ซลล์มะเร็งปาก

มดลกูได้ดี รวมถึงให้ผลกดการแสดงออกของยีน E6/E7 ในระดบั mRNA เมื�อนําสง่ siRNA เข้าสู่

เซลล์มะเร็งปากมดลกู แตอ่ย่างไรก็ตามในการนําสง่ต้องคํานงึปริมาณของตวัพาที�ใช้ให้มีความ

เหมาะสมเพื�อไมใ่ห้เกิดพิษตอ่เซลล์ จากเหตผุลที�ได้กลา่วมาข้างต้นตวัพา CS-PEI จงึเป็นตวันําสง่

แบบไมอ่าศยัไวรัสเป็นตวัพาที�นา่สนใจและสามารถนําไปพฒันาตอ่ยอดการศกึษาในสตัว์ทดลอง

ตอ่ไปในอนาคต  

 

ข้อเสนอแนะ 

 การหาผลการยบัยั 6งการแสดงออกของยีน E6/E7 ในระดบั mRNA มีคา่คอ่นข้างตํ�า อาจ

เป็นผลมาจากการนําสง่ยีนหรือ siRNA มีหลายปัจจยัเกี�ยวข้องที�ต้องคํานงึถึง ไมว่า่จะเป็นจํานวน

เซลล์ที�ใช้ทดสอบ ระยะเวลาที�ใช้นําสง่รวมถึงสดัสว่นปริมาณตวัพากบัสิ�งที�นําสง่ ซึ�งทั 6งหมดนี 6

จะต้องใช้เวลาในการทดสอบและหาปัจจยัสภาวะแวดล้อมตา่ง ๆ ให้เหมาะสมมากที�สดุเพื�อ

นําไปสูก่ารตอ่ยอดการทดลองในอนาคตให้เกิดประสิทธิภาพสงูสดุของระบบนําสง่แบบไมอ่าศยั

ไวรัสเป็นตวัพาตอ่ไป
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ภาคผนวก  

 

Bradford stock solution ประกอบด้วย 95% Ethanol 100ml 

      88% Phosphoric acid 200 ml 

      Brilliant Blue G 350 mg 

 

Bradford working buffer ประกอบด้วย Bradford stock solution 30 ml 

      95% Ethanol 15 ml 

      88% Phosphoric acid 30ml 

      Distilled water 425 ml 

 

Luciferase Assay Systems ประกอบด้วย Luciferase Assay Reagent 

      Cell Culture Lysis Reagent 

 

Quant-iT™ RiboGreen®  ประกอบด้วย Quant-iT™ RiboGreen®  

RNA Reagent and Kit    RNA Reagent 1ml 

      20X TE Buffer, RNase-free 25 ml 
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ปริญญาตรีวิทยาศาสตรบณัฑิตสาขาเทคนิคการแพทย์ (เกียรตินิยมอนัดบั 2) คณะสหเวชศาสตร์ 

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยัในปีการศกึษา 2552 จากนั 9นได้เข้าศกึษาตอ่ในระดบับณัฑิตศกึษา

สาขาวิชาชีวเคมีคลินิกและอณทูางการแพทย์ ภาควิชาเคมีคลินิก คณะสหเวชศาสตร์ จฬุาลงกรณ์
มหาวิทยาลยัในปี 2553 โดยได้รับทนุวิจยัจากโครงการทนุสถาบนับณัฑิตวิทยาศาสตร์และ

เทคโนโลยีไทย (TGIST) และทนุจากโครงการพฒันาศนูย์ความเป็นเลิศโอมิกส์-นาโนเมดคิลั 

เทคโนโลยี 
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