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 มะเร็งปากมดลูกเป็นมะเร็งที่พบมากที่สุดเป็นอันดับสามในสตรีทั่วโลกและเกิดขึ้น
บ่อยในสตรีอายุน้อยกว่า 25 ปี สาเหตุของมะเร็งปากมดลูกเกิดจากการติดเชื้อ human 
papillomavirus 16 และ 18 (HPV16 และ HPV18) ซึ่งติดต่อผ่านทางผ่านทางเพศสัมพันธ์  
สาเหตุการเกิดมะเร็งไมเ่พียงแคก่ารติดเชื้อ HPV แต่ยังรวมถึงในระดับโมเลกุล ในงานครั้งนี้
ศึกษาดีเอ็นเอเมทิลเลชันของ HCP5, HPC5 และ TNFRSF8 โดย DNA methylation วิธี 
Methylation primer PCR (MSP - PCR) และ RT - PCR ส าหรับศึกษาการแสดงออกของยีน
เหล่านี้ ในการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างเมทลิเลชันกับการแสดงออกของยีนใช้  HeLa ซึ่ง
เป็นเซลล์สายพันธุม์ะเร็งปากมดลูก เลี้ยงในอาหารโดยใส่ยา 5'Azacytidine ผลการศึกษา
พบว่ามีเพียง TNFRSF8 ที่สามารถศึกษาการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันในมะเร็งปากมดลูกและ
เซลล์ปากมดลูกปกติ จาก เซลล์มะเร็งปากมดลูก 45 ตัวอย่างและเซลล์ปกติ 36 ตัวอย่าง  พบ
ดีเอ็นเอเมทิลเลชันในเซลล์มะเร็งปากมดลูก  68.88%  และตรวจพบเมทิลเลชันควบคู่กับอัน
เมทิลเลชันในเซลล์ปากมดลูกปกติ 44.44% ส าหรับความสัมพันธ์ระหว่างการเกิดดีเอ็นเอ
เมทิลเลชัน และการแสดงออกของยีน ผลพบว่าเมทิลเลชันลดลงเมื่อ เลี้ยง เซลล์ HeLa 
ร่วมกับ 5'Azacytidine  แต ่ในการทดลองเพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีนปรากฏว่าผล
การทดลองล้มเหลว ท าให้ไม่สามารถตรวจสอบได้ ผลจากการศึกษาในยีน HCP5 ตรวจพบ
เมทิลเลชันทั้งในเซลล์ HeLa และเซลล์เม็ดเลือดขาว จึงตัดยีนนี้ออกจากการทดลอง ผลจาก
การศึกษาในยีน HPC5 ไม่สามารถหาล าดับนิวคลิโอไทด์ได้จากฐานข้อมูลทั้งหมด ดังนั้นจึงไม่
สามารถท าการทดลองได ้จากผลทั้งหมดแสดงให้เห็นว่า TNFRSF8 อาจจะเป็นยีนต้านมะเร็ง
ในมะเร็งปากมดลูกในขณะที ่HCP5 นี้ไมใ่ช่ และ HPC5 เป็น novel gene ที่จ าเป็นต้องศึกษา
เพิ่มเติมเพื่อยืนยันว่ามีอยู่จริง 
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 Cervical cancer is the third most common cancer in women worldwide 
and occurs frequently in women under 25 years of age . Of the causes of cervical 
cancer, an infection of high risk human papillomavirus (HPV16 and HPV18) is most 
prevalent associated through sexual transmission. Not only HPV infection but also in 
molecular level is seen in carcinogenesis.  Here, methylation status of HCP5, HPC5, 
and TNFRSF8  was studied by methylation specific primer PCR (MSP-PCR) and RT-PCR 
was studied for the expression of these genes .For correlation and expression  study, 
HeLa cervical cancer cell line was used as model, after treated with 5’ Azacystidine, 
methylation and expression status were detected. The result showed that only TNFRSF8 
could be studied for methylation status in cervical cancer and normal cervix cells. From 
45 cervical cancer cells and  36 normal cervix cells, methylation status in cervical were 
found 68.88% whereas both methylation and unmethylation could be detected in 
normal cervix 44.44 %. For correlation between methylation and expression, the result 
show that methylation decreased when treated HeLa cell with 5’Azacytidine, but the 
experiment in expression part was failed, therefore we could not interpret the result. 
HCP5 was detected methylation in both HeLa and white blood cell, therefore this gene 
was excluded in this experiment. HPC5 could not find the sequence from all databases. 
Taken together, TNFRSF8 may play role in tumor suppressor gene in cervical cancer 
whereas HCP5 does not. And for HPC5 ,it’s a novel gene that need to study more to  
confirmed that it’ actually exist. 
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บทท่ี  1 

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

โรคมะเร็งปากมดลูก เป็นโรคมะเร็งที่พบมากในหญิงเอเชีย และพบมากเป็น
อันดับสองในหญิงไทยรองจากมะเร็งเต้านม พบได้ตั้งแต่อายุ 30 ปี จนถึง 80 ปี โดยพบมากในช่วง
อายุ 35-50 ปี อัตราการเสียชีวิตของผู้ป่วยสูงถึง 7 คนต่อวัน และพบผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูกราย
ใหม่สูงถึง 6,000 คนต่อปี (สถาบันมะเร็งแห่งชาต,ิ มะเร็งปากมดลูก, แหล่งที่มา 
http://www.nci.go.th/Knowledge/pakmodluk.html) โรคมะเร็งปากมดลูก เป็นการเปลี่ยนแปลง
ที่ผิดปกติไปของเซลล์บุผิวที่บริเวณปากมดลูกจนกลายเป็นเนื้อร้าย สามารถแพร่ขยายลุกลามไป
ยังอวัยวะใกล้เคียงมดลูกภายในอุ้งเชิงกราน และกระจายไปยัง ปอด ตับ ล าไส ้หรือสมอง ท าให้
เกิดความผิดปกติกับอวัยวะเหล่านั้นได ้

โรคมะเร็งปากมดลูกแบ่งออกได้เป็น 4 ระยะ 

ระยะที่ 0 (Carcinoma in situ) 

พบเซลล์ผิดปกติแต่ยังไม่ใช่เซลล์มะเร็ง โดยตรวจพบเซลล์ที่ผิดปกติบริเวณผิวนอกสุดของ
ปากมดลูก 

ระยะที่ 1  

แบ่งออกเป็น ระยะ 1A และ ระยะ 1B ตามขนาดของมะเร็ง 

ระยะ 1A เป็นระยะที่พบมะเร็งน้อยมาก สามารถเห็นได้ด้วยกล้องจุลทรรศน์เท่านั้น 

ระยะ 1A1 ตรวจพบมะเร็งที่มีความลึกน้อยกว่าหรือเท่ากับ 3 มิลลิเมตร และ 
ความกว้างน้อยกว่าหรือเท่ากับ 7 มิลลิเมตร 

ระยะ 1A2 เป็นระยะที่ตรวจพบมะเร็งที่มีความลึกมากกว่า 3 มิลลิเมตร แต่ไม่
มากกว่า 5 มิลลิเมตร และ ความกว้างน้อยกว่าหรือเท่ากับ 7 มิลลิเมตร 

ระยะ 1B เป็นระยะที่ตรวจพบมะเร็งที่มีความลึกมากกว่า 5 มิลลิเมตร หรือ ความกว้าง
มากกว่า 7 มิลลิเมตร  สามารถมองเห็นมะเร็งได้ด้วยตาเปล่า 
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ระยะที่ 2 

ตรวจพบมะเร็งกระจายออกไปจากปากมดลูกแล้วแต่ยังไม่ถึงเนื้อเยื่อของผนังด้านข้างของ 
อุ้งเชิงกราน (pelvic wall) หรือมีการกระจายไปยังช่องคลอดแล้วแต่ยังไม่ถึงหนึ่งในสาม 
ส่วนล่างของช่องคลอด แบ่งออกเป็น ระยะ 2A และ 2B ตามความไกลในการกระจายของ
มะเร็ง 

ระยะ 2A เป็นระยะที่มะเร็งกระจายออกจากปากมดลูกไปยังสองในสามส่วนบนของช่อง
คลอด แต่ยังไม่มีการกระจายเข้าไปในเนื้อเยื่อข้างตัวมดลูก 

ระยะ 2B เป็นระยะที่มะเร็งกระจายออกจากปากมดลูกไปยังเนื้อเยื่อข้างตัวมดลูก 

ระยะที่ 3 

ตรวจพบมะเร็งกระจายออกไปยังหนึ่งในสามส่วนล่างของช่องคลอด โดยอาจมีการ 
กระจายไปยังผนังด้านข้างของอุ้งเชิงกราน แบ่งออกเป็น ระยะ 3A และ ระยะ 3B โดยแบ่ง
ตามความไกลในการกระจายของมะเร็ง 

ระยะ 3A เป็นระยะที่มะเร็งกระจายไปยังหนึ่งในสามส่วนล่างของช่องคลอด แต่ยังไม่มีการ
กระจายไปยังผนังด้านข้างของอุ้งเชิงกราน                            

ระยะ 3B เป็นระยะที่มะเร็งกระจายไปยังผนังด้านข้างของอุ้งเชิงกราน มะเร็งอาจขยายตัว
ไปกดบริเวณท่อไต (Ureter) ท าให้เกิดการอุดตันของระบบปัสสาวะท าให้ไตมีขนาดใหญ่
ขึ้น หรือท างานได้แย่ลง ในระยะนี้อาจพบว่า เซลล์มะเร็งกระจายไปยังต่อมน้ าเหลือง 
ภายในอุ้งเชิงกราน 

ระยะที่ 4 

ตรวจพบมะเร็งกระจายไปยังกระเพาะปัสสาวะ ทวารหนัก หรือส่วนอ่ืนๆ ของร่างกาย แบ่ง
ออกเป็นระยะ 4 4A และ ระยะ 4B ซึ่งแบ่งจากต าแหน่งที่มะเร็งกระจาย 

ระยะ 4A เป็นระยะที่มะเร็งกระจายไปยังกระเพาะปัสสาวะหรือทวารหนัก  
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ระยะ 4B เป็นระยะที่มะเร็งกระจายออกจากอุ้งเชิงกราน ไปยังส่วนอ่ืนๆของร่างกาย 
เช่น ช่องท้อง ตับ ล าไส้ หรือปอด เป็นตน้ (ศูนย์รังสีรักษาและมะเร็งวิทยา โรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ์, แหล่งที่มา
http://www.chulacancer.net/newpage/information/cervix_cancer04.html) 

 

อาการของโรคมะเร็งปากมดลูกจะข้ึนอยู่กับระยะของโรค โดยระยะก่อตัว หรือระยะเริ่มต้น 
มักไม่แสดงอาการของโรค สามารถตรวจพบได้จากการตรวจคัดกรอง การตรวจภายใน และการท า
แป๊บสะเมียร ์(pap-smear) เมื่อก้อนมะเร็งชัดเจนและมีขนาดใหญ่ขึ้นอาจมีอาการเลือดออกทาง
ช่องคลอดเมื่อมีเพศสัมพันธ ์หากก้อนมะเร็งมีขนาดใหญ่ขึ้นอีกอาจมีอาการเลือดออกทางช่อง
คลอดผิดปรกต ิมีประจ าเดือนมาก หรือมาบ่อยผิดปรกต ิมีอาการปวดบริเวณท้องน้อย และเมื่อ
มะเร็งลุกลามเข้ากระเพาะปัสสาวะหรือล าไส้ใหญ่จนท าให้อวัยวะดังกล่าวทะลุปัสสาวะและ
อุจจาระจะสามารถปนออกมาทางช่องคลอดได ้

สาเหตุการเกิดโรคมะเร็งปากมดลูกเกิดจากการติดเชื้อ Human Papillomavirus (HPV) 
โดย HPV จะไปเพิ่มการสะสมของการกลายพันธุ์ของเซลล์บุผิวที่บริเวณปากมดลูก และการ
เปลี่ยนแปลงของยีนมะเร็งหรือยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor genes) ซึ่งอาจเกิดจากหลาย
สาเหตุ กล่าวคือ เกิดจากการขาดหายไปของยีนบนโครโมโซมที่เป็นโฮโมโลกัสโครโมโซม (loss of 
heterozygosity) การกลายพันธุ์ (mutation) หรือภาวะเหนือพันธุกรรม (epigenetic alteration) 
อย่างรุนแรงในยีนมะเร็งหรือยีนต้านมะเร็งก่อนจะลุกลามกลายเป็นมะเร็ง (Ferenczy and 
Franco, 2002) จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าภาวะเหนือพันธุกรรม (epigenetics) อาจ
เปลี่ยนแปลงโมเลกุลพื้นฐานของเนือ้เยื่อท าให้เนื้อเยื่อนั้นผิดปกติไป (Mutirangura et al., 1997)  

ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (DNA-methylation) คือ กระบวนการหนึ่งของภาวะเหนือพันธุกรรม 
โดยเป็นกระบวนการในการเติมหมู่เมทิลแทนที่อะตอมไฮโดรเจนในเบสไซโทซีนบนสายดีเอ็นเอ ซึ่ง
ส่วนใหญ่หมู่เมทิลจะถูกเติมที่บริเวณเบสไซโทซีนที่ติดกับเบสกัวนีน (CpG sites) ท าให้กลายเป็น 
Me-CpG ซึ่ง CpG sites ที่ผิดปกติไปนี้ในสัตว์มีกระดูกสันหลังมักจะพบที่บริเวณโพรโมเตอร์ของ
ยีน และดีเอ็นเอเมทิลเลชันที่เกิดขึ้นสามารถส่งผลกระทบต่อการแสดงออกของยีนได้ (Walsh, 
2006) โดยไปกดการแสดงออกของยนี  

จากการศึกษาข้อมูล microarray data ใน NCBI พบว่ายีน Tumor Necrosis Factor 
Receptor Superfamily 8 (TNFRSF8) และ HLA Complex P5 (HCP5) มีการแสดงออกลดลงใน
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เซลล์มะเร็งปากมดลูกเมื่อเทียบกับเซลล์ปกติ จากปรากฏการณ์ดังกล่าวท าให้สมมติฐานว่า 
TNFRSF8 และ HCP5 น่าจะเป็นหนึ่งในยีนต้านมะเร็ง (candidate tumor suppressor genes) 
ในมะเร็งปากมดลูก เนื่องจากการสูญเสียหน้าที่ของยีนต้านมะเร็ง โดยอาจเกิดจากโครโมโซมแท่ง
หนึ่งมีการขาดหายไปของโครโมโซมบริเวณที่ยีนนั้นอยู ่และโครโมโซมอีกแท่งหนึ่งเกิดดีเอ็นเอเมทิล
เลชันท าให้ไม่มีการสร้างโปรตีนออกมาท างานได้  

ในการศึกษาในครั้งนี้สนใจยีนทั้งสิ้น 3 ยีนคือ 
ยีน TNFRSF8 อยู่บนโครโมโซมแท่งที่ 1 ตรงต าแหน่ง 1p36 ผลิตโปรตีนที่ท าหน้าที่เป็น 

receptor รับสัญญาณโปรแกรม apoptosis บน membraneของเซลล์  
ยีน HCP5 อยู่บนโครโมโซมแท่งที่ 6 ตรงต าแหน่ง 6p21.3 คือยีนในกลุ่ม HLA(Human 

leukocyte antigen) ท าหน้าที่สร้าง cell-surface antigen-presenting proteins  
ยีน HPC5 (Hereditary, Prostate Cancer 5) ยังไม่ทราบบทบาทการท างานที่แน่ชัด แต่

จากการศึกษาพบว่า ยีนนี้ไม่มีการท างานในผู้ป่วยที่เป็นโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก จึงจัดเป็นยีนต้าน
มะเร็งในมะเร็งต่อมลูกหมาก ซึ่งมีความน่าสนใจว่า จะมีบทบาทหน้าที่ในมะเร็งชนิดอ่ืนๆหรือไม่
อย่างไร (Rökman et al. , 2004) 

 
การศึกษาการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันของยีน ศึกษาโดยการเปรียบเทียบระหว่าง

เซลล์มะเร็งและเซลล์ปกติของผู้ป่วยโรคมะเร็งปากมดลูกใน 81 ตัวอย่างซึ่งเป็นเซลล์ปกติ 36 
ตัวอย่างและเซลล์มะเร็ง 45 ตัวอย่าง ท าการสกัดดีเอ็นเอจากเซลล์มะเร็งและเซลล์ปกติของผู้ป่วย
เพื่อน าไปวิเคราะห์ผลด้วยวิธี Methylated Specific Primer PCR (MSP-PCR)  โดยน าตัวอย่างดี
เอ็นเอไป ใส่สาร sodium bisulfide ก่อน ซึ่งจะเป็นการเปลี่ยนแปลงเบสบนสายดีเอ็นเอจากเบสไซ
โทซีนบนดีเอ็นเอไปเป็นเบสไทมีน ซึ่งจะสามารถตรวจสอบเมทิลเลชันได้ เนื่องจากการเกิดดีเอ็นเอ
เมทิลเลชันนั้นหมู่เมทิลจะถูกเติมที่เบสไซโตซีนที่ติดกับเบสกวานีน (CpG sites) บนสายของดีเอ็น
เอ ดังนั้นเมื่อท า sodium bisulfite treatment แล้วดีเอ็นเอที่มีเมทิลเลชันนั้นหมู่เมทิลจะไปขัดขวาง
การท างานของ sodium bisulfite ท าให้เบสไซโตซีนที่มีหมู่เมทิลเกาะอยู่ไม่ถูกเปลี่ยนไปเป็นเบสไท
มีน ตรงข้ามกันเบสไซโตซีนที่ไม่มีหมู่เมทิลเกาะอยู่นั้นจะถูกเปลี่ยนไปเป็นเบสไทมีนทั้งหมด ท าให้
สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอเมทิลเลชันได้จากการเปลี่ยนแปลงของเบสบนสายของดีเอ็นเอเมื่อท า 
sodium bisulfite treatment ด้วยวิธี MSP-PCR แล้วจึงวิเคราะห์ผลโดยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟริ
ซิส (gel electrophoresis) 
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 เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างเมทิลเลชันกับการแสดงออกของยีน TNFRSF8 HCP5 
และ HPC5 นั้นท าได้โดยเลี้ยงเซลล์ HeLa ซึ่งเป็นเซลล์สายพันธุ์มะเร็งปากมดลูกควบคู่กับการใส่
ยา 5’azacytidine โดยให้เป็นกลุ่มทดลอง เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมคือไม่ใส่ยา 5’azacytidine 
หากเป็นไปตามสมมติฐานข้างต้นจะพบว่ายีนทั้งสามมีเมทิลเลชันที่ลดลง พร้อมทั้ง มีระดับการ
แสดงออกของยีนที่เพิ่มข้ึนในกลุ่มทดลองเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม จะสามารถสรุปได้ว่าการเกิด
เมทิลเลชันท าให้ยีนเป้าหมายมีการแสดงออกที่ลดลงในมะเร็งปากมดลูก และสามารถอนุมานได้
ว่ายีน TNFRSF8 HCP5 และ HPC5 น่าจะเป็นยีนต้านมะเร็งในเซลล์มะเร็งปากมดลูก 

โรคมะเร็งปากมดลูกซึง่เป็นสาเหตุหนึ่งของการเสียชีวิตของผู้หญิงไทยจ านวนมากนั้นมี
การศึกษาเป็นจ านวนมาก แต่ยังมีการศึกษาที่เกี่ยวกับดีเอ็นเอเมทิลเลชันในมะเร็งปากมดลูกไม่
มากนักและยังไม่เคยมีการศึกษาการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันของยีน TNFRSF8 HCP5 และ HPC5 
ในโรคมะเร็งปากมดลูกมาก่อนอีกด้วย ด้วยเหตุนี้คาดว่าผลการศึกษาโครงงานวิทยาศาสตร์นี้จะ
เป็นประโยชน์อย่างมาก และอาจน าไปใช้เป็นฐานข้อมูลเพื่อพัฒนากระบวนการรักษาหรือป้องกัน
โรคมะเร็งปากมดลูกต่อไป 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

ศึกษาเมทิลเลชันของยีน TNFRSF8 HCP5 และ HPC5 ในมะเร็งปากมดลูก 

ขอบเขตของการวิจัย 

ค้นหาและคัดเลือกยีนที่มีการแสดงออกของยีนลดลงในเซลล์มะเร็งเมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ปกติในข้อมูล microarray ใน NCBI  ออกแบบไพรเมอร์เพื่อท า MSP-PCR 
เปรียบเทียบเมทิลเลชันของยีนในเซลล์ปกติเทียบกับเซลล์มะเร็ง ตรวจสอบและยืนยันล าดับเบส
ของยีนด้วยการท าโคลนนิงและ sequencing จากนั้นวิเคราะห์การแสดงออกของยีน โดยศึกษาผล
ของดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอที่สกัดจาก HeLa 2 กลุ่ม กลุ่มแรกเลี้ยงเซลล์ตามปกติ ขณะที่กลุ่มที่สอง
จะ demethylation ด้วยการ treat 5’ AZA Cystedine  

ข้อจ ากัดของการวิจัย 

จ านวนตัวอย่างจากคนไข ้ไม่เพียงพอต่อความต้องการ 

ตัวอย่างเกิดการเสื่อมสภาพของยีน 
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ค าจ ากัดความท่ีใช้ในการวิจัย 

- Cervical Cancer หรือโรคมะเร็งปากมดลูก คือการเกิดเนื้อร้ายที่เติบโตอย่าง
ผิดปกติในบริเวณปากมดลูก 

- DNA methylation คือ สภาวะเหนือพันธุกรรมแบบหนึ่ง ที่มีการเติมหมู่เมทิลลง 
บนเบส cytosine หรือ adenine ซึ่งหากเกิดในบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน จะมีผล
ท าให้ยีนนั้นๆ ไม่มีการแสดงออก 

- Tumor suppressor gene หรือ ยีนต้านมะเร็ง คือยีนที่มีบทบาทหน้าที่ในการ
ระงับการกลายเป็นมะเร็งของเซลล์ โดยป กติยีนกลุ่มนี้มีหน้าที่ในการควบคุมวัฏ
จักรเซลล์ โดยยับยั้งการเพิ่มจ านวนของเซลล์ และควบคุมการตายของเซลล์ 

- Methylation specific primer Polymerase chain reaction (MSP-PCR) คือ 
การท าพีซีอาร์เพื่อตรวจสอบรูปแบบความเป็นเมทิลเลชันของยีน โดยอาศัยการ
ออกแบบไพรเมอร์ให้มีความจ าเพาะต่อล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่มีเมทิลชัน 
และยีนที่ไม่มีเมทิลเลชัน เมื่อผ่านการ treat ด้วย bisulfate 

- Novel gene คือ บริเวณล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความเป็นไปได้ว่าน่าจะเป็นยีน แต่
ยังไม่ได้รับการยืนยันว่าเป็นยีนจริง 

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

1. ยืนยันว่าการเกิดเมทิเลชันของ candidate gene เกี่ยวข้องกับการเป็นมะเร็ง
ปากมดลูก 

2. เป็นแนวทางการวินิจฉัยโรคแบบใหม่ ซึ่งสามารถตรวจพบโรคได้  ก่อนมะเร็ง
จะก่อตัวข้ึน 

3. สามารถท านาย โอกาสและความเสี่ยงที่แต่ละคนจะเป็นโรคมะเร็งปากมดลูก
ได้ 
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วิธีด าเนินการวิจัย 
1.     ค้นคว้าเอกสารและข้อมูลที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัย 
2.     ออกแบบ primer ที่จะใช้ในการตรวจหาเมทิเลชันของยีน 
  -  หาโพรโมเตอร์ของยีนทั้งสาม โดยใช้ฐานข้อมูล NCBI และ Ensembl 
เลือกบริเวณที่เป็น CG rich 
  -  ออกแบบ primer ที่จ าเพาะเจาะจงต่อ methyated sequence และ 
unmethylated sequence เพื่อท า Methylated Specific Primer PCR (MSP-PCR) 
ต่อไป โดยอาศัยคุณสมบัติความแตกต่างของเบส C ที่มีเมทิเลชันและไม่มีเมทิเลชัน เมื่อ
ผ่านการ treat ด้วย bisulfite เบส C ที่ไม่มีเมทิเลชันจะเปลี่ยนเป็น T และ เบส C ที่มีเมทิ
เลชันจะคงเดิม 
3.     การเก็บตัวอย่างเซลล์จากผู้ป่วย  
 Case: เซลล์มะเร็งปากมดลูกของผู้ป่วย 
 Control:  เซลล์ปกต ิ
4.     ตรวจสอบเมทิเลชันของยีนทั้งสาม ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก และเซลล์ปกต ิ
  - น าเซลล์มะเร็งปากมดลูก และเซลล์ปกติจ านวน 45 ตัวอย่างและ 35 
ตัวอย่างตามล าดับ ที่เก็บตัวอย่างจากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ โดยความอนุเคราะห์ ของ
คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ ์มา treat ด้วย Sodium bisulfite  
  - ท า PCR โดยใช้ primer ที่ specific ต่อ unmethylated sequence 
และ methylated sequence (MSP-PCR) (Yanatatsaneejit , et al. , 2001. ; Niklinska 
, et al. , 2001) ในตัวอย่างทั้งหมด 
  -  วิเคราะห์ผล 
5.    ยืนยันล าดับเบสของโพรโมเตอร ์ 
  4.1) Cloning โดย insert PCR product ของแต่ละยีนเข้าไปใน pGEM-t 
Easy Vector system I จากนั้น transform recombinant plasmid เข้าสู่แบคทีเรียสาย
พันธุ์ DH5α แล้วเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นท าการเลือกโคโลนี
ทั้งสิ้น 5 โคโลนี โดยเลือกคนไข้ที่มีเมทิเลชันของยีนทั้งสาม สองราย 
  4.2) Sequencing ล าดับเบสของยีนจากโคโลนีที่คัดเลือก 
6.  ศึกษาความสัมพันธ์ของเมทิลเลชัน กับ expression   

5.1)  น า HeLa ซึ่งเป็น cervical cancer cell line แบ่งเป็น 2 กลุ่ม 
กลุ่มที่หนึ่งเลี้ยงตามปกติ และกลุ่มที่สองเลี้ยงโดย treat  ด้วย 5’-Azacytidine  
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5.2)  สกัดดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอ โดยสกัดดีเอ็นเอ ด้วยวิธี Phenol 
Chloroform Extraction และสกัดอาร์เอ็นเอ ด้วย Trizol  

5.3)  หาเมทิเลชันของยีนทั้งสอง ด้วยการน าดีเอ็นเอมาท า MSP-PCR  
และน าร์เอ็นเอมาท า RT-PCR เปลี่ยน เป็น cDNA  ใช้ไพรเมอร์ตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน 

 7.  สรุปผลและเขียนวิทยานิพนธ ์

ล าดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 
 
 
 
  

ศึกษาส าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน ในส่วนที่ผลิตโปรตีน (coding 
region) และออกแบบไพรเมอร์ส าหรับท า MSP-PCR 

ศึกษาการแสดงออกของยีนเป้าหมายในข้อมูล micro array ของ 
NCBI เปรียบเทียบระหว่างเซลล์มะเร็งกับเซลล์ปกติในปากมดลูก 

ท า MSP-PCR ตรวจสอบเมทิลเลชันของยีนในเซลล์ปกติและ
เซลล์มะเร็ง 
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เพาะเลี้ยงเซลล์ HeLa   

ยืนยันล าดับเบสของยีน ตรวจสอบการแสดงออกของยีน 

สกัดดีเอ็นเอ 

สกัดดีเอ็นเอ สกัดอาร์เอ็นเอ 

เลี้ยง HeLa โดยแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม 
กลุ่มแรกไม่ treat  

กลุ่มที่สอง treat ด้วย 5’Aza cytidine 

Cloning 

Sequencing 

MSP-PCR 

MSP-PCR RT-PCR 

PCR 

วิเคราะห์ผล 
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บทท่ี  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 

 

ภาพที่ 1 ต าแหน่งเยื่อบุผนังปากมดลูก (http://www.cancers.biz/wp-
content/uploads/2011/07/cc.jpg) 

 

 มะเร็งปากมดลูก คือ โรคที่เซลล์เยื่อบุปากมดลูก มีการแบ่งตัวอย่าง
ผิดปกติ (Cervical Intraepithelium Neoplasia : CIN)  โดยความ
ผิดปกติแบ่งออกเป็น 3 ระดับ ตามความหนาของเยื่อบุ ได้แก่  (ธีระ ทอง
สง, จตุพล ศรีสมบูรณ์ และคณะ , บรรณาธิการ. นรีเวชวิทยา ฉบับสอบ
บอร์ด. กรุงเทพฯ : พี.บี.ฟอเรน บุ๊คส์ เซนเตอร์. เรียบเรียงครั้งที ่2. 2539, 
295-327) 

o CIN I  มีการแบ่งตัวผิดปกติเฉพาะด้านบน (ความผิดปกติน้อยกว่า 1 ใน 3) 

o CIN II มีการแบ่งตัวผิดปกติด้านล่าง และส่วนกลาง (ความผิดปกติถึง 2 ใน 3) 
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o CIN III มีความผิดปกติทุกชั้นของเยื่อบุปากมดลูก (ธีระ ทองสง , จตุพล ศรี
สมบูรณ์ และคณะ , บรรณาธิการ. นรีเวชวิทยา ฉบับสอบบอร์ด. กรุงเทพฯ : พี.บี.
ฟอเรน บุ๊คส์ เซนเตอร.์ เรียบเรียงครั้งที ่2. 2539, 295-327) 

 

ภาพที่ 2 มะเร็งปากมดลูกในระยะต่าง  ๆ(http://www.women-problems.com/wp-
content/uploads/2011/05/Cervical-Cancer6.jpg) 

 

อาการของโรค 

1. อาจจะไม่มีการผิดปกติ ในรายที่เริ่มเป็น และแผลยังเล็กอยู ่

2. บางรายอาจจะมีเลือดออกกะปริบกะปรอย หรือมีเลือดออกในระหว่างหรือหลังจากการมี
เพศสัมพันธ ์

3. มีอาการตกขาวผิดปกติ 

4. มีเลือดออกทางช่องคลอดทั้งที่อยู่ในวัยหมดประจ าเดือนแล้ว 

http://www.women-problems.com/wp-content/uploads/2011/05/Cervical-Cancer6.jpg
http://www.women-problems.com/wp-content/uploads/2011/05/Cervical-Cancer6.jpg
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5. มีอาการอ่อนเพลีย ซีด เบื่ออาหาร น้ าหนักตัวลด 

6. หากโรคมะเร็งปากมดลูกลุกลามไปแล้ว ท าให้มีอาการปวดในอุ้งเชิงกราน ตกเลื อด ขา
บวม ปวดหลัง  

 
ปัจจัยเสี่ยงที่ท าให้เกิดโรคมะเร็งปากมดลูก (ส านักพัฒนาวิชาการแพทย์ กรมการแพทย์ กระทรวง
สาธารณสุข, แนวทางเวชปฏิบัติการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูก และการรักษาผู้ป่วยที่มีความ
ผิดปกติของปากมดลูก (ชุมนุมสหกรณ์การเกษตรแห่งประเทศไทยจ ากัด). หน้า9.) 

• การติดเชื้อไวรัส  HPV  

 

ภาพที่ 3  HPV-Virus (http://www.aribaskara.com/wp-
content/uploads/2011/03/HPV-virus.jpg) 

 

• สตรีที่มีเพศสัมพันธ์ตั้งแต่อายุยังน้อย และมีเพศสัมพันธ์กับชายหลายคน 

• การสูบบุหรี่  

• การใช้ยาฮอร์โมนเป็นประจ า  

• มีลูกมาก  
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• มีประวัติคนในครอบครัวเคยเป็นมะเร็งปากมดลูก  

 
Pap Test (Pap Smear) (ส านักพัฒนาวิชาการแพทย ์กรมการแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข, 
แนวทางเวชปฏิบัติการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูก และการรักษาผู้ป่วยที่มีความผิดปกติของ
ปากมดลูก (ชุมนุมสหกรณ์การเกษตรแห่งประเทศไทยจ ากัด). 

 คือวิธีการตรวจโรคมะเร็งปากมดลูกในปัจจุบัน โดย แพทย์จะใช้เครื่องมือใส่เข้าไปในช่อง
คลอดเพื่อดูลักษณะปากมดลูกที่อยู่ในช่องคลอด จากนั้นจะใช้ไม้พันส าลี และไม้ลักษณะแบนๆ 
เก็บเซลล์รอบๆและบนปากมดลูก รวมทั้งในปากมดลูกด้วย แพทย์จะส่งเซลล์ที่เก็บได้นี้ไปตรวจ
ทางห้องปฎิบัติการ โดยการย้อมสีและส่องกล้องขยาย 400 – 1,000 เท่า เ ซลล์ปกติ และเซลล์
ผิดปกติ เช่นเซลล์มะเร็งจะติดสีแตกต่างกัน จะทราบผลภายใน 3 -7 วัน 

 

 

ภาพที่ 4 การท า Pap Smear (http://women-health-info.com/images/Pap-test.jpg) 
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 ภาพที่ 5 ชนิดของเซลล์ที่ตรวจพบจากการท า Pap Smear 

(http://www.monlezun.com/pap.htm) 
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พันธุกรรมกับมะเร็ง  

ในทศวรรษที่ 80 มีการใช้เทคนิกทาง molecular ในทศวรรษที่ 80 มีการใช้เทคนิ
กทาง molecular genetic ในการศึกษาเซลล์มะเร็ง ท าให้ทราบถึงยีนหลักๆ ที่เกี่ยวข้องกับ
เซลล์มะเร็งอยู่ 2 กลุ่ม ได้แก ่oncogenes และ tumor suppressor genes  

 

ภาพที่ 6 ปัจจัยก่อมะเร็งกระตุ้นให้ proto-oncogenes กลายเป็น oncogenesและท าให้
เซลล์เป็นมะเร็งได้ (http://www.scq.ubc.ca/wp-content/uploads/2006/07/oncogene-

formation.jpg) 

 

สามารถแบ่งยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งได้เป็น 2 กลุ่มคือ 

1. ยีนก่อมะเร็ง (oncogene) 

ยีนในกลุ่ม proto-oncogenes ที่กลายพันธุ์ไป อันเนื่องจากการติดเชื้อไวรัส 
การฉายรังสี หรือได้รับ carcinogen ต่างๆ  ยีนมะเร็งมีการแสดงออกแบบ
เด่น (dominant) ถึงแม้จะมีความผิดปกติบนโครโมโซมเพียง 1 ชุด โดยที่อีก 
1 ชุดยังปกติอยู่  ก็สามารถท าให้เซลล์ปกติกลายไปเป็นเซลล์มะเร็งได ้

http://www.scq.ubc.ca/wp-content/uploads/2006/07/oncogene-formation.jpg
http://www.scq.ubc.ca/wp-content/uploads/2006/07/oncogene-formation.jpg
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2. ยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor gene) 

คือ ยีนในกลุ่มทีมีการแสดงออกเพื่อยับยั้งก ารแบ่งเซลล์ ดังนั้นหากสูญเสีย
หน้าที่ไม่สามารถแสดงออกได ้ เซลล์จะแบ่งตัวโดยไม่ส้ินสุด  ยีนต้านมะเร็งมี
การแสดงออกแบบด้อย (recessive)  ต้องมีความผิดปกติของยีนในทั้งสอง
ชุดของโครโมโซม เซลล์ถึงจะมีโอกาสกลายเป็นเซลล์มะเร็ง 

ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน 

 เป็น post-synthesis modification ประเภทหนึ่งของดีเอ็นเอ พบในบริเวณโพรโมเตอร์ของ
ยีนมีผลในการระงับการแสดงออกของยีนนั้น  ๆ

 

ภาพที่ 7 แสดงถึง ความผิดปกติในรูปแบบต่างๆของยีน ที่มีผลต่อการแสดงออกของยีนนั้นๆ 
(http://www.ncc.go.jp/en/nccri/divisions/14carc/14carc01_2.html) 
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 มีงานวิจัยหลายชิ้นที่แสดงถึงผลความสัมพันธ์ระหว่างเมทิลเลชันบนโพรโมเตอรข์องยีน
ต้านมะเร็งกับการเป็นมะเร็ง เช่น  Jianduan Lia และคณะ ศึกษาถึง  “เมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์
ของยีน IGSF4 และการระงับการแสดงออกในมะเร็งปากมดลูก” (2005)  Ming-Tzeung Chunga 
และคณะ ศึกษาถึง "เมทิลเลชันบนโพรโมเตอรข์องยีน ตระกูล SFRPs ในมะเร็งปากมดลูก" (2009) 
Long-Cheng Li และคณะ ศึกษาถึง  "ดีเอ็นเอเมทิลเลชันในมะเร็งต่อมลูกหมาก"  (2004) Gilbert 
Spizzo และคณะ ศึกษาถึง "เมทิลเลชันบนโพรโมเตอรข์องยีน Ep-CAM ในเซลล์มะเร็งเต้านม และ
เนื้อเยื่อเต้านม" (2007) 

 

วัฏจักรเซลล์ กับ มะเร็ง 

 

ภาพที่ 8 แสดงถึง วงจรวัฏจักรเซลล์  

(http://www.biologycorner.com/worksheets/tiger/read6-2.html) 

 

วัฏจักรเซลล์ (cell cycle) คือวงจรชีวิตของเซลล์ ตั้งแต่การเจริญเติบโต การเพิ่ม
จ านวน จนถึงการสิ้นสุดของเซลล์  ถูกควบคุมโดยสัญญาณทางเคมีทั้งจากภายนอกและภายใน
เซลล์ เซลล์ในระยะต่างๆต้องการการกระตุ้นจากสัญญาณเคมีเหล่านี้ ถ้าสัญญาณทางเคมีเกิด
ผิดปกติ หรือเซลล์ไม่สามารถตอบสนองต่อสัญญาณทางเคมีเหล่านี้ได้  อาจท าให้เซลล์นั้นๆ
ผิดปกติและกลายเป็นเซลล์มะเร็งในภายหลัง 
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ภาพที่ 9 แสดงถึงจุด check point ในวัฏจักรเซลล์
(http://web.campbell.edu/faculty/garrett/PHAR%20408/cell%20cycle%20checkpoints.jp

g) 

 

วัฏจักรเซลล์แบ่งออกเป็น 4 ระยะใหญ่ คือ G1, S, G2, M ซึ่งในระหว่างทั้ง 4 
ขั้นตอน จะมีจุด checkpoint ที่ควบคุมกระบวนการภายในเซลล์ ว่าจะให้เดินหน้าหรือยับยั้ง  หาก
ไม่มีความผิดปกติเกิดขึ้น กิจกรรมภายในเซลล์จะเดินหน้าต่อ เมื่อมีความผิดปกติเกิดขึ้น เซลล์จะ
ถูกยับยั้งกระบวนการ ให้แก้ไขความผิดปกติที่เกิดขึ้นก่อนจะเข้าสู่กระบวนการถัดไป  กลไกที่
ควบคุม checkpoint ประกอบด้วยโปรตีนหลักๆ 2 กลุ่ม คือ cyclins และ cyclin dependent 
kinases (CDKs)     CDKs คือตัวเร่งในปฏิกิริยาของกระบวนการวัฏจักรเซลล์ โปรตีนเหล่านี้ท า
หน้าที่ควบคุมการท างานของโปรตีนอ่ืนๆ โดยการtransfer หมู่ฟอสเฟตให้โปรตีนเป้าหมาย CDKs 
เมื่อท างานจะอยู่ในรูปสารประกอบเชิงซ้อนกับ cyclin เป็น cyclin/CDK complexes เมื่อไม่มี 
cyclin    CDKs จะไม่สามารถท างานได้  วัฏจักรเซลล์ต้องการการสร้างและการสลายรูปของ 
complex นี ้

Checkpoint ที่ส าคัญที่สุดของเซลล์คือ START Checkpoint ในช่วง  Mid G1 ที่
เซลล์จะรับสัญญาณจากภายนอกและภายในเซลล์ว่าจะเข้าสู่ระยะ S phase ต่อไปหรือไม่  ที่จุด 
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checkpoint นี้ ถูกควบคุมโดย cyclin ชนิด D type กับ CDK4  เมื่อมีความผิดปกติภายในเซลล์
เช่นภาวะการขาดแคลนสารอาหาร หรือดีเอ็นเอเกิดความเสียหาย  Inhibitory proteins จะสลาย 
cyclin/CDK complex และป้องกันเซลล์เข้าสู่ระยะ S phase    หากไม่มปีัญหา D/CDK4 
complex จะน าเซลล์ผ่านระยะ G1 เข้าสู่ S phase ต่อไป 
ในเซลล์มะเร็ง การท างานของยีนที่ควบคุม checkpoint ในวัฏจักรเซลล์ลดลง เนื่องมาจากความ
ผิดปกติของกลไกภายในเซลล์ ที่ท าให้จ านวนของ cyclin/CDK complex มีจ านวนเพิ่มข้ึนหรือ
ลดลงผิดปกติ ตัวอย่างเช่น การเกิดการกลายพันธุ์หรือ deletion ของยีนที่สร้าง cyclins หรือ 
CDKs   หรือการกลายพันธุ์ของยีนที่สร้างโปรตีนที่ท าหน้าที่ตอบสนองต่อการท างานของ 
cyclin/CDK complex  (Snustad and Simmons , 2006) 

 

เซลล์ที่สูญเสีย Start checkpoint จะกลายเป็นเซลล์มะเร็ง ในเซลล์ปกติ
กระบวนการจะถูกหยุดค้างที่ Start checkpoint จนกว่า ดีเอ็นเอที่เสียหายจะได้รับการซ่อมแซมจึง
เข้าสู่ระยะต่อไป ในเซลล์ที่ผิดปกติกระบวนการดังกล่าวจะด าเนินการต่อไปเรื่อยๆ โดยไม่มีการ
ซ่อมแซมดีเอ็นเอที่เสียหาย เซลล์จะสะสมความผิดปกติ ของยีนและแบ่งตัวเพิ่มจ านวนมากขึ้น
เรื่อยๆ จนกลายเป็นเซลล์มะเร็ง 

Program cell death กับ มะเร็ง 

Program cell death หรือ Apoptosis คือกลไกที่ท าให้เซลล์ถึงจุดจบ มีบทบาท
ส าคัญในการป้องกันการเกิดมะเร็ง โดยก าจัดเซลล์ที่มีดีเอ็นเอผิดปกติ หรือเสียหายเกินกว่าจะ
ซ่อมแซมแก้ไข  โปรตีนในกลุ่ม capases มีบทบาทส าคัญในกระบวนการนี้ โดยท าหน้าที่แยก
พันธะเปปไทด์ในโปรตีนอ่ืนๆ ท าให้โปรตีนเป้าหมายไม่อยู่ในสภาพที่ท างานได้ ตัวอย่างเช่น 
lamins ซึ่งท าหน้าที่สร้างผนังนิวเคลียส ท าให้เซลล์เสียหายจนไม่อาจอยู่ได้ และถูกท าลายไปใน
ที่สุด 

Program cell death มีบทบาทส าคัญในการป้องกันการเกิดมะเร็ง ถ้ากระบวนการนี้ไม่ท างานหรือ
ท างานผิดพลาด จะท าให้เซลล์ที่มีความผิดปกติอยู่รอดและขยายตัวไปเป็นมะเร็งได ้(Snustad and 
Simmons , 2006) 
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ในการศึกษาครั้งนี้ เลือกสามยีนเพื่อน ามาตรวจสอบเมทลิเลชัน  โดย HCP5 และ 
TNFRSF8 พบว่าการแสดงออกของยีนลดลงในเซลล์ผู้ป่วยเมื่อเทียบกับเซลล์ปกติ จากข้อมูล 
microarray ในฐานข้อมูล NCBI และยีน HPC5 พบว่าน่าจะเป็นยีนต้านมะเร็งในมะเร็งต่อม
ลูกหมาก (Rökman et al. , 2004.) 
 ยีน TNFRSF8 (Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily 8) คือยีนที่สร้างกลุ่ม 
cytokine receptor บนผิวเซลล์ซึ่งจับกับ Tumor Necrosis Factor (TNF) ท าให้เกิดสภาวะ cell 
death ของ Tumor Cells (แหล่งที่มา : http://www.genecards.org/CGi-
bin/carddisp.pl?gene=TNFRSF8) 
 ยีน HPC5 (Hereditary, Prostate Cancer 5) ยังไม่ทราบบทบาทการท างานที่แน่ชัด แต่
จากการศึกษาพบว่า ยีนนี้ไม่มีการท างานในผู้ป่วยที่เป็นโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก จึงจัดเป็นยีนต้าน
มะเร็งในมะเร็งต่อมลูกหมาก ซึ่งมีความน่าสนใจว่า จะมีบทบาทหน้าที่ในมะเร็งชนิดอ่ืนๆหรือไม่
อย่างไร (Rökman et al. , 2004) 
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บทท่ี  3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

ประชากร 

เซลล์ปกติและเซลล์มะเร็งของผู้ที่เข้ารับการตรวจรักษาโรคทางสูตินรีเวชใน
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ จ านวน 36 ตัวอย่างและ 45 ตัวอย่าง ตามล าดับ โดยชิ้นเนื้อทั้งหมดถูก
เก็บรักษาบนสไลด์ (embedding paraffin block)  โดยตัวอย่างเหล่านี้ได้รับการอนุมัติจาก
คณะกรรมการจริยธรรม โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์แล้ว 

เคร่ืองมือท่ีใช้ในการวิจัย 
อุปกรณ์มาตรฐานทั่วไป 
  ถุงมือยาง 
  ไมโครปิเปตต์ขนาด 10, 50, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
  ทิปไมโครปิเปตต์ขนาด 10, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
  ถาดหลุมวางหลอด Eppendorf 
  หลอด Eppendorf ขนาด 100, 250 และ 1000 ไมโครลิตร 

 
อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ  (phenol entraction) 
 อุปกรณ์ 
  แท่นแม่เหล็กวางหลอด Eppendorf 
  เครื่อง centrifuge 
  เครื่อง vortex 
  เครื่อง spin down 

เครื่อง water bath 
 สารเคมี 

Phenol : Chloroform : IAA (25:24:1) 
Glycogen 
10 M  NH4OAC 
100% Ethanol 
TE Buffer pH = 8.0 
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อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการท าพีซีอาร์ 
 อุปกรณ์ 

 เครื่อง centrifuge 
 เครื่อง vortex 
 เครื่อง spin down 
 เครื่อง water bath 
 เครื่อง Thermal cycler (BIO-RAD, USA) 
 ตู้ปลอดเชื้อส าหรับท าพีซีอาร์ 

 สารเคมี 
 Taq DNA Polymerase 250 units (QIAGEN, Germany)  

 dNTP 
 10x buffer 
 MgCl2 
 Hot start Taq 

 Primer (Biodesign, Thailand)  
 
อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการเลี้ยงเซลล์ Hela  
 อุปกรณ์ 

 ภาชนะส าหรับเลี้ยงเซลล์ (Polystyrene flasks) ขนาด 50 มิลลิลิตร 
 ภาชนะส าหรับเลี้ยงเซลล์ (Polystyrene flasks) ขนาด 150 มิลลิลิตร 
 ปิเปตต์ขนาด 2 มิลลิลิตร 
 ปิเปตต์ขนาด 10 มิลลิลิตร 
 ปิเปตต์ขนาด 25 มิลลิลิตร 
 ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar Flow) 
 ตู้บ่มเพาะเชื้อบรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 Incubator) 
 กล้องจุลทรรศน์ 

 สารเคมี 
 DMEM (SIGMA – ALDRICH, USA) 



 
 

23 

 NaHCO3 (MERCK, Germany) 
 Fetal Bouvine Serum 
 Antibiotic 
 PBS 
 เอนไซม์ Trypsin 

 
อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการ Treated Bisulfide 
 อุปกรณ์ 

 แท่นแม่เหล็กวางหลอด Eppendorf 
 เครื่อง centrifuge 
 เครื่อง vortex 
 เครื่อง spin down 
 เครื่อง water bath 
 เครื่อง Thermal cycler (Bio – Rad, USA) 
 เครื่อง Vacuum pump  

 สารเคมี 
 Hydroquinone 
 Bisulfide (SIGMA – ALDRICH, USA) 
 80% Isopropanol 
 3 M  NaOH (MERCK, Germany) 
 10 M  NH4OAC (MERCK, Germany) 
 100% Ethanol 
 70% Ethanol 
 Wizard DNA Clean-Up System (promega, USA) 

 
อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการท า polyacrylamide gel electrophoresis 
 อุปกรณ์ 

 บีกเกอร์ขนาด 50 มิลลิลิตร 
 เครื่อง Molecular Dynamics Storm 860 Phosphoimager 

 สารเคมี 
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 40 % acrylamide : bis (19:1) (Bio – Rad, USA) 
 10X TBE 
 10 % ammonium persulfate 
 TEMED 

   
 
อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการสกัดอาร์เอ็นเอ 
 อุปกรณ์ 

 แท่นแม่เหล็กวางหลอด Eppendorf 
 เครื่อง centrifuge 

 สารเคมี 
 Trizol (invitrogen, USA) 
 Isopropanol 
 Chloroform 

 
อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการท าอาร์ที-พีซีอาร์  

อุปกรณ์ 
 เครื่อง centrifuge 
 เครื่อง vortex 
 เครื่อง spin down 
 ตู้ปลอดเชื้อส าหรับท าพีซีอาร์ 
 เครื่อง Thermocycler (Bio- Rad, USA) 

สารเคมี 
 RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, USA) 

 Oligo dT 
 5X reaction buffer 
 Ribolock, Ribonuclease inhibitor 
 10 mM  dNTP 
 Reverse Transcriptase 
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วิธีทดลอง 
1. การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับท า MSP-PCR 
 ค้นหายีนเป้าหมายจากข้อมูล micro array ใน http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
 ศึกษาโพรโมเตอร์ของยีนทั้งสามโดยอาศัยข้อมูลจาก NCBI และ ensembl  
 เลือกล าดับ Transcript ID ในส่วนที่เป็น protein coding 
 เลือกบริเวณโพรโมเตอร์ของ exon ที่พบหมู่ CG อยู่มากในล าดับเบส 

 
2. การรวบรวมกลุ่มตัวอย่างท่ีจะน ามาท าการทดลอง 
 เซลล์ปกติและเซลล์มะเร็งของผู้ป่วยที่เข้ารับการตรวจรักษาโรคทางสูตินรีเวชใน

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ จ านวน 36 ตัวอย่างและ 45 ตัวอย่าง โดยชิ้นเนื้อทั้งหมดถูกเก็บ
รักษาบนสไลด์ (embedded paraffin block) 

 ตัวอย่างเม็ดเลือดขาวของคนปกติ 
 เซลล์ HeLa ซึ่งเป็นเซลล์สายพันธุ์มะเร็งปากมดลูก 

 
3. การสกัดดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอ 
 สกัดดีเอ็นเอจากชิ้นเนื้อด้วยวิธี phenol-chloroform หลังจากนั้นน าดีเอ็นเอที่สกัดได้ไปวัด
ค่า Optical Density (OD) เพื่อทราบความเข้มข้มของดีเอ็นเอ โดยวัดที่ค่าความยาวแสง 260 นา
โนเมตร ซึ่งค่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่ได้จะอยู่ในหน่วยของ นาโนกรัมต่อไมโครลิตร จากนั้นปรับ
ความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่ได้ให้เป็น 40 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 
 
3.1) วิธีการสกัดดีเอ็นเอจากชิ้นเนื้อที่ท าการ deparafin แล้ว 
ขั้นตอนการสกัด 

1. เตรียมหลอด Eppendorf 

2. ดูดสารละลาย Lysis bufferll และ 10% SDS มา 400 µl (อัตราส่วนระหว่าง Lysis 

bufferll: 10% SDS เท่ากับ 19:1 ) 

3. ดูดสารละลาย Lysis bufferll และ 10% SDS ประมาณ 20 µl หยดลงบนสไลด์ชิ้น

เนื้อ 

4. ใชเ้ข็มขูดชิ้นเนื้อที่มีอยู่บนสไลด์ตรงบริเวณที่วงไว้ 

5. น าใส่ลง Eppendorf ที่มีสารละลาย Lysis bufferll และ 10% SDS  
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6. เติม Protinase K (pK) 5-10 µl 

7. Vortex แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50ºC เป็นเวลา 16-20 ชั่วโมง 

8. เติมสารละลาย phenol:chloroform:isopropranol ในอัตราส่วน 25:24:1 ปริมาณ 1 

เท่าของ volume 

9. Vortex 

10. ปั่นเหว่ียงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 

11. ดูดส่วนล่างที่เป็น phenol:chloroform ทิ้ง 

12. เก็บส่วนบนใส่ Eppendorf ใหม ่

13. เติม  -100%EtOH (4ºC) 1 เท่าของ volume (ประมาณ 400 µl) 

-3M NaAcOH 0.1 เท่าของ volume  
-glycogen 1 µl 

14. บ่มที่อุณหภูมิ -20ºC เป็นเวลา 30 นาท ี

15. ปั่นเหว่ียงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 15 นาท ี

16. เทส่วนบนทิ้ง 

17. เติม 70%EtOH ปริมาณ 500 µl 

18. ปั่นเหว่ียงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 

19. เทส่วนบนทิ้ง และทิ้งไว้จนแห้งสนิท 

20. เติมสารละลาย TE หรือ dH2O ปริมาณ 50 µl และบ่มที่อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 15 

นาท ี

21. เก็บที่อุณหภูมิ -20ºC 

 

3.2) วิธีการสกัดดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอจาก HeLa cell line 
ขั้นตอนการเก็บ cell 

1. ดูด media ทิ้ง 

2. ล้างเซลล์ ด้วย PBS ประมาณ 5 ml ฉีดกลั้วๆแล้วดูด PBS ทิ้ง 

3. ย่อยด้วย Trypsin ประมาณ 2 ml แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37ºC ประมาณ 3 นาท ี

4. ใส่ media (เพื่อยับยั้งการท างานของ Trypsin) ประมาณ 5 ml แล้วผสมให้เข้ากัน 

2
5 
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5. น าใส่หลอดทดลองขนาด 15 ml 

6. ปั่นตกเซลล์ ที่ 120 g เป็นเวลา 5 นาที 

7. เทส่วนบนทิ้ง ล้างด้วย PBS 2 รอบ 

รอบที่ 1  เติม  PBS 5 ml (เขย่าแรงๆ) ปั่นตกที่ 150 g เป็นเวลา 5 นาที (เททิ้ง) 

รอบที่ 2  เติม  PBS 2 ml แล้ว vortex ดูดย้ายมาข้อ 8. 

ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ 
8. เติมสารละลาย Lysis bufferll และ 10% SDS มา 400 µl (อัตรส่วนระหว่าง Lysis 

bufferll: 10% SDS เท่ากับ 19:1 ) 

9. เติม Protinase K (pK) 20 µl 

10. Vortex 

11. บ่มที่อุณหภมิ 50ºC เป็นเวลา 16-20 ชั่วโมง 

12. เติมสารละลาย phenol:chloroform:isopropranol ในอัตราส่วน 25:24:1 ปริมาณ 1 

เท่าของ volumn 

13. Vortex 

14. ปั่นเหว่ียงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 

15. ดูดส่วนล่างที่เป็น phenol:chloroform ทิ้ง 

16. เก็บส่วนบนใส่ Eppendorf ใหม ่

17. เติม  - 100%EtOH (4ºC) 1 เท่าของ volume (ประมาณ 400 µl) 

- 3M NaAcOH 0.1 เท่าของ volume  
- glycogen 1 µl 

18. ปั่นเหว่ียงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 15 นาท ี

19. เทส่วนบนทิ้ง 

20. เติม 70%EtOH ปริมาณ 500 µl 

21. ปั่นเหว่ียงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 15 นาท ี

22. เทส่วนบนทิ้ง และทิ้งไว้จนแห้งสนิท 

23. เติมสารละลาย TE หรือ dH2O ปริมาณ 20-50 µl 

24. บ่มที่อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 15 นาที 
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25. เก็บที่อุณหภูมิ -20ºC 

ขั้นตอนการสกัดอาร์เอ็นเอ 
1. ดูดมาใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 ml (RNase free) ใส่เกือบเต็มหลอด แล้วปั่นตกที่ 

150 g เป็นเวลา 5 นาท ี

2. เทส่วนใสทิ้ง 

3. เติม Trizol reagent 1 ml/ 5-10 x 106 cell ผสมโดยใช้ปิเปตต ์

4. บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาท ี

5. เติม chloroform ปริมาณ 200 µl/ 1 ml Trizol ผสมให้เข้ากัน 15 วินาที 

6. บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 นาท ี

7. ปั่นเหว่ียงที่ 12,000 g อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 15 นาท ี

8. ดูดส่วนบนใส่หลอดทดลองใหม่ (RNase free) 

9. เติม 100%isopropranol ปริมาณ 500 µl/ 1ml Trizol เพื่อตกตะกอน RNA 

10. บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาท ี

11. ปั่นเหว่ียงที่ 12,000 g อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 10 นาท ี

12. เทส่วนใสทิ้ง 

13. ล้างตะกอน RNA ด้วย 75%EtOH 1ml/ 1 Trizol 

14. เทส่วนใสทิ้งและปลอ่ยไว้จนแห้ง 

15. เติม DEPC water 20 µl 

16. บ่มที่อุณหภูมิ 50ºC เป็นเวลา 10 นาที 

17. วัดความเข้มข้นของ RNA และเก็บที่อุณหภูมิ -80ºC 

 
4. การตรวจสอบเมทิลเลชันด้วยวิธี Methylation Specific Primer PCR (MSP-PCR) 

4.1) การท า sodium bisulfite treatment 
 จากตัวอย่างเซลล์ปกติจ านวน 36 ตัวอย่างและเซลล์มะเร็งปากมดลูกจ านวน 45 ตัวอย่าง 
น าดีเอ็นเอที่เตรียมความเข้มข้นเป็น 40 นาโกรัมต่อไมโครลิตร มาท า sodium bisulfite treatment 
ซึ่งมีข้ันตอนหลัก 2 ขั้นตอน ดังนี้ 
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 ขั้นแรก การเปลี่ยนเบสบนสายดีเอ็นเอโดยใช้ดีเอ็นเอที่มีความเข้มข้น 40 ng/ µl 
เติมสารละลาย 2M NaOH ปริมาณ 5.5 µl (ท าให้ dsDNA เป็น ssDNA) แล้วบ่ม
ที่อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นจึงเติมสารละลาย 10 mM 
Hydroquinone ปริมาณ 30 µl และสารละลาย sodium bisulfite ปริมาณ 520 
µl แล้วจึงบ่มที่อุณหภูมิ 50ºC เป็นเวลา 16-20 ชั่วโมง 

 
ขั้นตอนการท า 

1. เตรียม - hydroquinone 55 mg/ 50 ml H2O (เตรียมใหม ่

   ทุกครั้ง) 

- sodium bisulfite 3.76 g/ 10 ml H2O ปรับ pH 
เท่ากับ 5 

2. เจือจางดีเอ็นเอให้เป็น 40 ng/ µl 

3. เติมสารละลาย 2M NaOH ปริมาณ 5.5 µl แล้ว vortex (ท าให้ 

dsDNA เป็น ssDNA) 

4. บ่มที่อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 10 นาที 

5. เติมสารละลาย 10 mM hydroquinone ปริมาณ 30 µl แล้ว vortex 

(สารละลายจะเปลี่ยนเป็นสีเหลือง) 

6. เติมสารละลาย sodium bisulfite ปริมาณ 520 µl แล้ว vortex 

(สารละลายจะเปลี่ยนเป็นสีใส) 

7. บ่มที่อุณหภูมิ 50ºC เป็นเวลา 16-20 ชั่วโมง 

 
  

 ขั้นสอง การท าดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ 
 

ขั้นตอนการท า 
 

1. เตรียมเครื่อง pump เสียบ column วางลงบน vacuum จากนั้นสวม 

syringe และเปิด pump (purify DNA)  
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2. เติม Wizard Tm resis ปริมาณ 1 ml ผสมโดยใช้ปิเปตต ์

3. ปิเปตต์ข้อ 9. ใส่ใน syringe เปิดเครื่องแล้วรอจนของเหลวไหลลงหมดจงึ

ปิดเครื่อง จากนั้นล้างด้วย 80% isopropranol ปริมาณ 2 ml เปิดเครื่อง

แล้วรอจนของเหลวไหลลงหมดจับเวลา 30 วินาทีจึงปิดเครื่อง 

4. วาง column บน Eppendrof น าไปปั่นเหว่ียงที่ 10,000 x g เป็นเวลา 3 

นาท ี

5. เปลี่ยน Eppendorf ใหม่ ล้างด้วย 95ºC H2O ปริมาณ 50 µl น าไปปั่น

เหว่ียงที่ 10,000 g เป็นเวลา 20 วินาที ดีเอ็นเอจะย้ายลงมาอยู่ใน 

Eppendrof 

6. เติม 3 M NaOH ปริมาณ 5.5 µl บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาท ี

7. เติม glycogen 20 ng/µl ปริมาณ 2 µl  

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

ผสมให้เข้ากัน 

9. บ่มที่อุณหภูมิ -20ºC เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

10. ปั่นเหว่ียงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที แล้วเทส่วนบนทิ้ง 

11. เติม 70% EtOH ปริมาณ 200 µl ปั่นเหว่ียงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 5 

นาท ี

12. เทส่วนบนทิ้งแล้วคว่ าให้จนแห้ง 

13. เติม dH2O ปริมาณ 20 µl เพื่อละลายดีเอ็นเอ 

14. บ่มที่อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 20 นาที 

15. เก็บที่อุณหภูมิ -20 ºC 

 



 
 

31 

 

ภาพที่ 10 แสดงถึงการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสของดีเอ็นเอที่ผ่าน bisulfite treatment 
(http://pubs.acs.org/cen/coverstory/87/8737cover.html) 

 
 

4.2) การท า MSP-PCR 
 จากตัวอย่างเซลล์มะเร็งของผู้ป่วยโรคมะเร็งปากมดลูกจ านวน 45 ตัวอย่าง และตัวอย่าง
เซลล์ปกติของคนปกติจ านวน 36 ตัวอย่าง หลังจากท า sodium bisulfite treatment แล้วจึงน าดี
เอ็นเอมาท าพีซีอาร์ เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน โดยใช้คู่ไพรเมอร์ที่
จ าเพาะต่อบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ซึ่งมีล าดับเบสดังนี้ 
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TNFRSF8 
Methylation primer   PCR product 69 bp 

Forward :  5’- CGCGCGCGGTTGAGAATCGTCG-3’ 
Reverse :  5’- CGCGCATCCCCGAAACCGAACG-3’ 

Unmet primer PCR product 70 bp 
Froward :  5’- TGTGTGTGGTTGAGAATTGTTG-3’ 
Reverse :  5’- CACACATCCCCAAAACCAAACA-3’ 

HCP5 
Methylation primer   PCR product 69 bp 

Forward :  5’-CGGATCCGAATCCTCCGCG-3’ 
Reverse :  5’-CGAGTCCGGGCTGGAGCG-3’ 

Unmet primer PCR product 70 bp 
Froward :  5’-CTGGATCTGAATCCTCTGTG-3’ 
Reverse :  5’-CAAGTCCAGGCTGGAGCA-3’ 

 
 โดยในกระบวนการท าพีซีอาร์ประกอบไปด้วยสารละลายทั้งหมด 20 ไมโครลิตร ซึ่งจ าแนก
ได้เป็น 
 
 Unmethylaion Primer 
   dNTP     0.4 µl 
   10x Taq polymerase buffer  2 µl 
   TNFRSF8 forward UNMET primer 0.3 µl 
   TNFRSF8 reverse UNMET primer 0.3 µl 
   dH2O     14.8 µl 
   Hot Start Taq polymerase  0.2 µl 
   DNA     2 µl 
  

 
PCR cycle condition ตั้งค่าตามล าดับ ดังนี้ 

   initial denaturation   95ºC 15 นาที 

1
0 
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  ตามด้วย 35 รอบของ 
   denaturation    95ºC   1 นาที 
   annealing    59.3ºC   1 นาที 
   extension    72ºC   1 นาที 
  และ 1 รอบของ 
   final extension    72ºC   7 นาที 

Methylaion Primer 
   dNTP     0.4 µl 
   10x Taq polymerase buffer  2 µl 
   MgCl2     0.4 µl 
   TNFRSF8 forward MET primer  0.3 µl 
   TNFRSF8 reverse MET primer  0.3 µl 
   dH2O     14 µl 
   Hot Start Taq polymerase  0.2 µl 
   DNA     2 µl 
  

PCR cycle condition ตั้งค่าตามล าดับ ดังนี้ 
   initial denaturation   95ºC 15 นาที 
  ตามด้วย 35 รอบของ 
   denaturation    95ºC   1 นาที 
   annealing    65ºC   1 นาที 
   extension    72ºC   1 นาท ี
  และ 1 รอบของ 
   final extension    72ºC   7 นาที 
 
 
 ในการทดลองได้ท าการทดลองควบคู่ไปกับ positive control ของไพรเมอร์เพื่อทดสอบ
เมทิลเลชัน (methylation) ที่เป็นดีเอ็นเอของเซลล์ HeLa ซึ่งเป็นเซลล์สายพันธุ์มะเร็งปากมดลูกที่
พบว่ามีดีเอ็นเอเมทิลเลชันเกือบ 100 เปอร์เซนต์  (Mutirangura et a.l, 1998) positive control 
ของ ไพรเมอร์เพื่อทดสอบอันเมทิลเลชัน (unmethylation) คือเซลล์เม็ดเลือดขาว  และใช้น้ ากลั่น
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เป็น negative control เพื่อตรวจสอบการปนเปื้อนในขั้นตอนการท าพีซีอาร์  ตรวจสอบผลการ
แสดงออกของยีนด้วย  polyacrylamide gel electrophoresis ที่ความเข้มข้น 8 เปอร์เซนต์ และ
วิเคราะห์ผลของความสัมพันธ์ระหว่างดีเอ็นเอเมทิลเลชันกับการแสดงออกของยีน  โดยน าผลที่
ได้มาเปรียบเทียบว่ามีความสัมพันธ์กันหรือไม่ 

 
4.3) การเตรียม polyacrylamide gel 

 
8% non deturing polyacrylamide gel  
แผ่นเจลขนาดความหนา 0.75 mm 1 แผ่น เตรียม 
 

dH2O 3.5 ml 
10 XTBE 0.5 ml 
40 % acrylamide : bis (19:1) 1 ml 
10% ammonium persulfate 50  µl 
TEMED 5  µl 
Total 5 ml 

ตารางที่ 1   ปริมาตรของสารต่างๆที่ใช้ในการเตรียม 8% non deturing polyacrylamide gel  
 

 
5. Cloning & Sequencing 

น า PCR product ของ Hela Methylation sequence และ White Blood Cell 
Unmethylation sequence มารันเจล agarose แล้ว purified จากนั้น insert PCR product ของ
แต่ละยีนเข้าไปใน pGEM-t Easy Vector system I (Promega , USA.) จากนั้น transform 
recombinant plasmid เข้าสู่แบคทีเรียสายพันธุ์ DH5α แล้วเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 16 
ชั่วโมง จากนั้นท าการเลือกโคโลนีทั้งสิ้น 5 โคโลนี โดยเลือกคนไข้ที่มีเมทิเลชันของยีน  สองราย  
แล้ว Sequencing ล าดับเบสของยีนจากโคโลนีที่คัดเลือก 
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5.1) Ligation โดย PGEM Tool Kit (pGEM®-T Easy Vector System I) 

 

 

ภาพที่ 11 โครงสร้างของเวกเตอร์ pGEM®-T Easy Vector System I 
(http://www.promega.com/resources/product-guides-and- selectors/protocols-and-

applications-guide/cloning/) 
 
 
ขั้นตอนการท า 

1. ใส ่ 
 2X rapid ligation buffer T4 DNA  2.5 µl  
 PGEM-T      0.5   µl 
 PCR-product     1.5   µl 
 T$ DNA ligase     0.5 µl 

แล้ว incubate 4ºc  ในตูเ้ย็น 16 ชั่วโมง (ห้ามเกิน) 
5.2) วิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ E.Coli 
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ขั้นตอนการท า 
 

การเตรียม LB Broth 

 Tryptone   10   g 

 Yeast Extract   5     g 

 NaCl   10   g 

เติมน้ ากลั่น 1 ลิตร  แล้วน าไป autoclave 

 

การเตรียม LB Agar 

 LB Broth   1   ลิตร 

 Agar    15   g   

น าไป autoclave 

 

การเตรียม SOB Media 

 Tryptone   20   g 

 Yeast Extract   5     g 

 5 M NaCl  2     ml 

 1 M KCl  2.5     ml 

เติมน้ ากลั่น 1 ลิตร  แล้วน าไป autoclave 

เติมสารต่อไปนี้ในตู้ปลอดเชื้อ ผ่าน filter sterile 

 1 M MgCl2  10     ml 

 1 M MgSO4  10     ml 

 

การเตรียม SOC Media 

 SOB Media    

 20 mM glucose  
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แล้วน าไป autoclave 

 

5.3) การเตรียม plate 
ขั้นตอนการท า 

1. หลอม LB Agar ด้วยเครื่อง Autoclave  แล้วน าไปแช่ที่ 50ºc waterbath 

2. น า LB agar + ยาปฏิชีวนะ (amplicilin) ผสมในอัตราส่วน 1 mg/ 1 µl เทลง 

plate 

3. รอจนเจลแข็ง  เก็บไว้ในตู้เย็น 4ºc  หากยังไม่ใช ้

 

5.4) วิธีการ Cloning 
ขั้นตอนการท า 

1. เตรียม tube   labelที่ฝา  ตั้งในน้ าแข็งเอียง 45ºc 

2. เติม Plasmid (vector+insert) ลงไป tube ละ 2 µl   on ice 

3. น า complement cell ใส่หลอดละ 100 µl แล้วหมุนหลอดในน้ าแข็งไปทางเดียว 1 

รอบ ทิ้งไว้ 30 นาที  

4. ดูด complement cell ใส่หลอดละ  100 µl   หมุนหลอดในน้ าแข็ง 1 รอบ  ทิ้งไว้ 30 

นาท ี

5. ดูด IPTG + Xgal (1:1) ใส่ plate ละ 80 µl 

6. Heat shock ใน 42 ºc waterbath 45 sec  แล้วใส่ในน้ าแข็ง 2 นาที 

7. น ามาตั้งที่อุณหภูมิห้องเติม SOC media 900 µl   Incubate กับเครื่อง shaking 37 

ºc 1 hr 250 rpm 

8. น า media ที่เพาะเชื้อมา spread ลง plate  ตามปริมาตรที่ต้องการ ( 100-500 µl) 

9. น า plate เชื้อ ไปเพาะในตู้บ่ม 37ºc 16 ชั่วโมง 

10. เก็บ plate เอา parafilm พันรอบ plate ไว้  แช่ตู้เย็น 4ºc  2ชั่วโมง เพื่อดูการเปลี่ยนสี

ของโคลน 

11. Pick โคโลนีที่ยังคงเปน็สีขาว  

a. จุ่มลงใน LB broth ที่มียาปฏิชีวนะ (10 ml: 10 µl)  5 ml 
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b. และจุ่มลงใน dH2O  50 µl  ตามล าดับ 

12. น า 

a. ลงไปเลี้ยงใน incubator shaker  37ºc  250 rpm  12 ชั่วโมง 

b. ไปท า MSP-PCR ตรวจผลว่าขึ้นแบนด์หรือไม ่

13. น า a. ไปสกัดพลาสมิด รันอกาโรสเจลตรวจสอบผลว่าขึ้นหรือไม ่ 

14. เลือกโคโลนีที่ a. และ b. ขึ้นแบนด์ ไปส่ง sequence 

 

 

ภาพที่ 12 แสดงถึงการท าโคลนนิ่ง
(http://wiki.biomine.skelleftea.se/wiki/images/9/93/Cloning_with_the_help_of_LacZ_.png) 

 
5.4) วิธีการสกัดพลาสมิดจาก Bacterial culture 
ขั้นตอนการท า 
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1. ดูด 1.5 ml Bacterial Culture ใส่หลอด 

2. ปั่นเหว่ียง 13000 rpm   2 นาที 

3. เทน้ าทิ้ง complement cell เติม 400 µl แล้วหมุน ของ complete Lysis solution 

(cold)  แล้ว vortex 30 วินาที  

4. Incubate ที่อุณหภูมิห้อง 3 นาท ี

5. ย้ายสารใส่ใน spin column  แล้ว ปั่นเหว่ียง 60 วินาท ี

6. ล้าง DNA ด้วย diluted wash buffer 400 µl 

7. ปั่นเหว่ียง 60 วินาที แล้วเทสารใน waste tube ชั้นล่างทิ้ง 

8. น า spin column ไป ปั่นเหว่ียง 1 นาท ี

9. ย้าย spin column ไป ปั่นเหว่ียง 1 นาที  เติม elution buffer 35 µl 

10. ปั่นเหว่ียง 60 วินาท ีได้ purified Plasmid  เก็บไว้ที่ -20ºc 

 
6. ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างดีเอ็นเอเมทิลเลชันกับการแสดงออกของยีน  
 6.1) การเลี้ยงเซลล์ 

เลี้ยงเซลล์ HeLa ในอาหารเลี้ยงเซลล์ Dulbecco's Modified Eagle Medium 
(DMEM) บ่มที่อุณหภูมิ 37ºC ที่มีความเข้มข้นคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 5 เปอร์เซ็นต์  

 6.2) การท า 5’-azacytidine treatment 
 จากเซลล์ HeLa ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์และสภาวะที่เหมาะสมน ามานับ
จ านวนเซลล์ด้วย hemacytometer เพื่อให้ได้ชุดการทดลองจ านวน 6 ชุดที่มีเซลล์เริ่มต้น
ในการทดลองเป็น 50,000 เซลล์   โดย 3 ชุดการทดลองจะได้รับสาร 5’-azacytidine 
ความเข้มข้น 0 µM และอีก 3 ชุดการทดลองจะได้รับสาร 5’-azacytidineความเข้มข้น  20 
µM  ในทุกชุดการทดลองเป็นเวลา 7 วัน หลังจากนั้นเซลล์ที่ยังมีชีวิตในแต่ละชุดการ
ทดลองถูกน าไปท าการสกัดดีเอ็นเอเพื่อตรวจสอบดีเอ็นเอเมทิลเลชันด้วยวิธี MSP-PCR 
และสกัดอาร์เอ็นเอเพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน TNFRSF8 ในระดับของ เอ็มอาร์
เอ็นเอ เปรียบเทียบผลที่ได้ 

 6.3) การตรวจสอบการแสดงออกของยีน TNFRSF8 
จากการทดลองเซลล์ที่ยังมีชีวิตในแต่ละชุดการทดลองถูกน ามาท าการสกัดอาร์

เอ็นเอเพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วย Trizol reagent และน าอาร์เอ็นเอที่ได้มา
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ท าอาร์ที-พีซีอาร์เพื่อสร้างสาย cDNA ด้วยชุดสังเคราะห์ cDNA RevertAidTMFirst Strand 
cDNA Synthesis Kit ท าพีซีอาร์เพื่อเพิ่มปริมาณ cDNA ของยีน  

 
วิธีการสังเคราะห ์ cDNA โดย RevertAidTMFirst Strand cDNA Synthesis Kit 

(Fermentas, USA) 
ขั้นตอนการสังเคราะห ์

1. เตรียมความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอ เป็น 5 µg/ DEPC water 11 µl 

2. เติม oligo dT 1 µl (0.5 µg) ผสมให้เข้ากัน  

3. บ่มที่อุณหภมิ 70ºC เป็นเวลา 5 นาที  

4. สารละลายแช่บนน้ าแข็ง 

5. เติม 5x reaction buffer ปริมาณ 4 µl 

6. เติม 10 mM dNTP 2 µl  

7. เติม Ribolock ; Ribonuclease (ยังยั้ง RNase) 20 U/ µl ปริมาณ 1 µl 

8. เติม Revert Aid. M-muLv Reverse Transcriptase 200 U/ µl ปริมาณ 1 µl 

 
ในการทดลองใช้น้ ากลั่นเป็น negative control เพื่อตรวจสอบการปนเปื้อนในขั้นตอน

การท าพีซีอาร ์ ตรวจสอบผลการแสดงออกของยีน TNFRSF8 ด้วย polyacrylamide 

gel electrophoresis ที่ความเข้มข้น 8 เปอร์เซนต์ และวิเคราะห์ผลของความสัมพันธ์

ระหว่างดีเอ็นเอเมทิลเลชันกับการแสดงออกของยีน TNFRSF8 โดยน าผลที่ได้มา

เปรียบเทียบว่ามีความสัมพันธ์กันหรือไม ่
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บทท่ี  4 

ผลการทดลอง 

 
1. การตรวจสอบเมทิลเลชันด้วยวิธี Methylation Specificm Primer PCR 

(MSP-PCR) 
  

  ยีน TNFRSF8 
 พบเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีนใน Hela cell และไม่พบใน 

เซลล์เม็ดเลือดขาว  
 

                      

 

ภาพที่ 13 แสดงถึงผลการรันเจลพบเมทิลเลชันแบนดข์องยีน TNFRSF8  ใน HeLa  และ
ไม่พบใน white blood cell 

M = Marker 25 bp 

N = Negative Control 

HeLa = PCR product of HeLa DNA 

WBC = PCR product of white blood cell DNA 

 

Methylation 
Primer 
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 พบ Unmethylation ของยีนนี้ในเซลล์เม็ดเลือดขาว และไม่พบ
ในเซลล์ Hela  
 

 

ภาพที่ 14 แสดงถึงผลการรันเจล gradient PCR พบอันเมทลิเลชันแบนดข์องยีน 
TNFRSF8  ในเซลล์เม็ดเลือดขาว 

              

 

ภาพที่ 15 แสดงถึงผลการรันเจลไม่พบอันเมทิลเลชันแบนดข์องยีน TNFRSF8  ในเซลล์ 
HeLa 

Unmethylation 
Primer 

Unmethylation 
Primer 
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l  จากตัวอย่างเซลล์ของคนไข้ทั้งหมด 81 ตัวอย่าง ได้ผลตามตาราง 
 

 Met Unmet Met+Unmet None Total 
เซลล์ปกต ิ - 20 16 - 36 
เซลล์มะเร็ง 13 9 18 6 45 

     81 
ตารางที่ 2 แสดงถึง ผลการรันเจลจากการท า MSP-PCR ในตัวอย่างทั้ง 81 ตัวอย่าง 

 

ชนิดของ
ตัวอย่าง 

จ านวน 
(ตัวอย่าง) 

จ านวนตัวอย่างท่ีพบดีเอ็นเอเมทิลเลชัน 
(เปอร์เซ็นต)์ 

เซลล์มะเร็ง 45 31 (68.88%) 
เซลล์ปกต ิ 36 16 (44.44%) 

ตารางที่ 3 แสดงถึง ผลการรันเจลจากการท า MSP-PCR เปรียบเทียบระหว่างเซลล์มะเร็งกับเซลล์
ปกติในยีน TNFRSF8 

 
 
  ยีน HCP5 

 พบ  Methylation บนโพรโมเตอรข์องยีนทั้งในเซลล์เม็ดเลือด
ขาว และเซลล์ HeLa  

 ไม่พบ Unmethylation ของยีนนี้ทั้งในเซลล์เม็ดเลือดขาว และ
เซลล์ Hela  
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ภาพที่ 16 ผลการรันเจลพบเมทิลเลชันแบนค์ของยีน HCP5  ทั้งใน Hela และเซลล์เม็ดเลือดขาว 
                 

 

ภาพที่ 17 ผลการรันเจลไม่พบเมทิลเลชันแบนค์ของยีน HCP5  ทั้งใน Hela และเซลล์เม็ดเลือดขาว 
 

Unmethylation 
Primer 

Methylation 
Primer 



 
 

45 

2. การท าโคลนน่ิงและการยืนยันล าดับนิวคลิโอไทดด์้วย sequencing 

2.1 โคลนนิ่ง 

ผลโคลนนิ่ง methylation primer ของยีน TNFRSF8 โดยใช้ HeLa  

ผลการทรานสฟอร์เมชัน 

จากภาพที่ 18 พบว่าสามารถทรานสฟอร์เมชันได้ส าเร็จเนื่องจากพบโคโลสีขาว
ขี้นมาในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

ภาพที่ 18 โคโลนีที่ถูกคัดเลือกเพื่อการท า sequencing 

TNFRSF 8 Methylation primer  HeLa  5 โคลน 

 

ภาพที่ 19 ผลการรันเจลแสดงการสกัดพลาสมิดของโคลนที่ถ่ายยีนจาก HeLa เป็นผลส าเร็จ 
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ผลโคลนนิ่ง unmethylation primer ของยีน TNFRSF8 โดยใช้ white blood cell  

ผลการทรานสฟอร์เมชัน 

จากภาพที่ 20 หลังจากการไลเกท และทรานสฟอร์เมชันแล้วจะเห็นว่าไม่สามารถ
ตรวจพบการสอดแทรกของยีน TNFRSF8 จากการท าพีซีอาร ์

 

ภาพที่ 20 ผลการรันเจลแสดงการสกัดพลาสมิดของโคลนที่ถ่ายยีนจากเซลล์เม็ดเลือดขาว ไมเ่ป็น
ผลส าเร็จ 

 

2.2 Sequencing 

ล าดับเบสของยีนเป้าหมาย TNFRSF8 ที่มีลักษณะเป็นเมทิลเลชัน  เป็นดังนี ้
CGCGCGCGGTTGAGAATCGTCGGGATCGTACGTTGGGCGTCGCGCGTTTTTTTCGTT
TTTTAGGTGGGTGTTTGTCGTTAGGTTATTTTACGTTCGGTTTCGGGGATGCGCG 
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ล าดับเบสที่ตรวจพบในพลาสมิด โคลนที1่ 
AG T C G A CG TG A T G T A TA C G A C T CA C T A T A G G G C G AAT T G G G C 
CC G AC G T C G CA T G C T C C C G G C C G C CA T G G C G G C C G C G G G A 
AT T C G AT T G AAT C G T C G C G C G C G G T T G A G A AT C G T C G G AA TT C 
G T A C G T G G G C G T C G C G C G T T T T T T T C G T T T T T TA G G T G G G C G 
T T T G T C G T TA G G T T A T T T T A C G T T C G G T T T C G G G G AT G C G C G  
A A T C A C T A G T G A A T T C G C G G C C G C C T G C A G G T C G A C C A T A T 
GG G G A G A G C T C C C A A C G C G T T G G AT G C A T A G C T T G A G T AT T C 
T A T A G T G T C A C C T A A A T A G C T T G G C G T A A T C A T G G T C A T A G C 
T G T T T C C T G T G T G A A A T T G T T A T C C G C T C A C A A T T C CA C A C A 
A C A TT A C G A G C C G G A A G C A T A A A G T G T A A A G C C T G G G G T G C 
C T A A T G A G T G A G C T A A C T C A C A T T A A T T G C G T T G C G C T C A C T 
G C C C G C T T T C CA G T C G G G A A A C C T G T C G T G C C A G C T G C A T T 
A A T G A A T CC G G C C A A C G C G C G G G G A G A G G C G G T T T G C G T A 
T T G G G C G C T C T T C C G C T T C C T C G C T C A C T G A C T C G C T G C G C 
T C G G T C G T T C G G C T G C G G C G A G C G G T A T C A G C T C A C T C A A A 
G G C G G T A A T A C G GG T T A T C CA C A G A A T C A G G G G AT A A C G C A 
G G A A A G A A C A T G T G A G C A A A A G GC C A G C A A A A G GC C A G G A A 
C C G T A A A A A G G C C G C G T T G C T G G C G T T T T T C CA T A G G C T C C 
GC C C C C C T G A C G A G C A T C A C AAA A A A T C G A C GC T C A A G T C A G 
A G G T G G C G A A AC C C G A C A G G A C T A T A A A G AT A C C A G G C G T T 
T C C C C C T G G A A G C TC C C T C G T G C G C T C TC C T G T TC C G AC C C T 
G CC G C T T AC C G G A T A CC T G T C C GC C T TT T C TC C C T T C G G G AA G 
C G T G G C G C T T T C T CA T A G C T C AC G C T G TA G G T AT C T C A G T TC G 
G T G T A GGT C G TT C G C T CC A A G C T G G G C T G T G T G C A C G AA C C C 
C C C G TT C A G C C C G A CC G C T G C G CC T T A T CCC GG T AA C T A T C G T 
C TT G A G T CC AA C CC GG T A AG AC A C G A C T TA TC GC C A C TGG C A G C 
A G C CA C TGG T AAC A GG A TT A G C A G AG C G AG G TTA TG T A GGCG GGT 
G C T A CA G A G T TC T T G AA G T G G TGGCC T A C TA C GGCC TA CAC C T A G 
A A GA A ACA AG T AT T GG TAT TC CTGGCGC C CCT TG CGC T G A G CC A G TT 
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A C TTT C G A A AG AG T T GTGA TA G C TC T G A T C GG C A A CA A A C AA C GC 
CT GTG TA T A C GC G G T G G T T T T G C TT G C CGA CCG A CG C CAG A A TA 
TA CTCATC G C GT C G C A C GCA 
 

ผลต าแหน่งเบส sequencing จากพลาสมิดที่สกัดจากในโคลนที1่ มีล าดับเบสตรงกันกับล าดับ
เบสเป้าหมายของยีน TNERSF8 ที่ออกแบบไว้ดังนี ้
 
Query  1    
CGCGCGCGGTTGAGAATCGTCGGGATCGTACGTTGGGCGTCGCGCGTTTTTTTCGTT
TTT  59 
             
Sbjct  91   
CGCGCGCGGTTGAGAATCGTCGGGATCGTACGTTGGGCGTCGCGCGTTTTTTTCGTT
TTT  150 
 
Query  60   
tAGGTGGGCGTCGGTCGTTAGGTTATTTTACGTTCGGTTTCGGGGATGCGCG  111 
                   
Sbjct  151  
TAGGTGGGTGTTTGTCGTTAGGTTATTTTACGTTCGGTTTCGGGGATGCGCG  202 
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ล าดับเบสที่ตรวจพบในพลาสมิด โคลนที2่ 
AG T C G A CG TG A T G T A TA C G A C T CA C T A T A G G G C G AAT T G G G C 
CC G AC G T C G CA T G C T C C C G G C C G C CA T G G C G G C C G C G G G A 
AT T C G AT T G AAT C G T C G C G C G C G G T T G A G A AT C G T C G G AA TT C 
G T A C G T G G G C G T C G C G C G T T T T T T T C G T T T T T TA G G T G G G C G 
T T T G T C G T TA G G T T A T T T T A C G T T C G G T T T C G G G G AT G C G C G  
A A T C A C T A G T G A A T T C G C G G C C G C C T G C A G G T C G A C C A T A T 
GG G G A G A G C T C C C A A C G C G T T G G AT G C A T A G C T T G A G T AT T C 
T A T A G T G T C A C C T A A A T A G C T T G G C G T A A T C A T G G T C A T A G C 
T G T T T C C T G T G T G A A A T T G T T A T C C G C T C A C A A T T C CA C A C A 
A C A TT A C G A G C C G G A A G C A T A A A G T G T A A A G C C T G G G G T G C 
C T A A T G A G T G A G C T A A C T C A C A T T A A T T G C G T T G C G C T C A C T 
G C C C G C T T T C CA G T C G G G A A A C C T G T C G T G C C A G C T G C A T T 
A A T G A A T CC G G C C A A C G C G C G G G G A G A G G C G G T T T G C G T A 
T T G G G C G C T C T T C C G C T T C C T C G C T C A C T G A C T C G C T G C G C 
T C G G T C G T T C G G C T G C G G C G A G C G G T A T C A G C T C A C T C A A A 
G G C G G T A A T A C G GG T T A T C CA C A G A A T C A G G G G AT A A C G C A 
G G A A A G A A C A T G T G A G C A A A A G GC C A G C A A A A G GC C A G G A A 
C C G T A A A A A G G C C G C G T T G C T G G C G T T T T T C CA T A G G C T C C 
GC C C C C C T G A C G A G C A T C A C AAA A A A T C G A C GC T C A A G T C A G 
A G G T G G C G A A AC C C G A C A G G A C T A T A A A G AT A C C A G G C G T T 
T C C C C C T G G A A G C TC C C T C G T G C G C T C TC C T G T TC C G AC C C T 
G CC G C T T AC C G G A T A CC T G T C C GC C T TT T C TC C C T T C G G G AA G 
C G T G G C G C T T T C T CA T A G C T C AC G C T G TA G G T AT C T C A G T TC G 
G T G T A GGT C G TT C G C T CC A A G C T G G G C T G T G T G C A C G AA C C C 
C C C G TT C A G C C C G A CC G C T G C G CC T T A T CCC GG T AA C T A T C G T 
C TT G A G T CC AA C CC GG T A AG AC A C G A C T TA TC GC C A C TGG C A G C 
A G C CA C TGG T AAC A GG A TT A G C A G AG C G AG G TTA TG T A GGCG GGT 
G C T A CA G A G T TC T T G AA G T G G TGGCC T A C TA C GGCC TA CAC C T A G 
A A GA A ACA AG T AT T GG TAT TC CTGGCGC C CCT TG CGC T G A G CC A G TT 
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A C TTT C G A A AG AG T T GTGA TA G C TC T G A T C GG C A A CA A A C AA C GC 
CT GTG TA T A C GC G G T G G T T T T G C TT G C CGA CCG A CG C CAG A A TA 
TA CTCATC G C GT C G C A C GCA 
 

ผลต าแหน่งเบส sequencing จากพลาสมิดที่สกัดจากในโคลนที2่ มีล าดับเบสตรงกันกับล าดับ
เบสเป้าหมายของยีน TNERSF8 ที่ออกแบบไว้ดังนี ้

 
Query  1     
CGCGCGCGGTTGAGAATCGTCGGGATTCGTACGTGGGCGTCGCGCGTTTTTTTCGTT
TTT  59 
             
Sbjct  98   
CGCGCGCGGTTGAGAATCGTCGGAATTCGTACGTGGGCGTCGCGCGTTTTTTTCGTTT
TT  157 
 
Query  60   
tAGGTGGGCGTCGGTCGTTAGGTTATTTTACGTTCGGTTTCGGGGATGCGCG  111 
             
Sbjct  158  
TAGGTGGGCGTTTGTCGTTAGGTTATTTTACGTTCGGTTTCGGGGATGCGCG  209 
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ล าดับเบสที่ตรวจพบในพลาสมิด โคลนที3่ 
A C CAGG TAG TG A T T G T A TA C G A C T CA C TA T A G G G C G AAT T G G GC 
CC G AC G T C G CA T G C T C C C G G C C G C CA T G G C G G C C G C G G G 
AAT T C G AT T C G C G C G C G G T T G A G A AT C G T C G C C G T T C T T G A 
GG C T G ACA CA G G AT G G C T T C G T T C G C C T T G T T CA G T T C G C C G C 
C G C G A A T G T A G A T G C C G A T C A G G C C T T C C G A G A A C T G G C T 
G C G T T C G G T T T C G G G G AT G C G C G A A T C A C T A G T G A A T T C G C 
G G C C GC C T G C A G G T C G A C C A T A T G G G A G A G C T C C C A A C G C 
G T T G G AT G C A T A G C T T G A G T A T T C T A T A G T G T C A C C T A A A T A 
G C T T G G C G T A A T C A T G G T C A T A G C T G T T T C C T G T G T G A A A T T 
G T T A T C C G CT CA C A A T T C C A C A C A A C A T A C G A G C C G G A A G C 
A T A A A G T G T A A A G C C T G G G G T G C C T A A T G A G T G A G C T A A C T 
C A C A T T A A T T G C G T T G C G C T C A C T G C C C G C T T T C CA G T C G G 
G A A A C C T G T C G T GC C A G C T G C A T T A A T G A A T C G G C C A A C G C 
G C G G G G AG A G G C G G T T T G C G T A T T G G G C G C T C T T C C G C T T C 
C T C G C T C A C T G A C T C G C T G C G C T C G G T C G T T C G G C T G C G G 
C G A G C G G T A T C A G C T C A CC T C A A A G G C G G T A AT A C G G T T A T 
C C A C A G A A T C A G G G G AT A A C G C A G G A A A G A A C A T G T G A G C A 
A A A G GC C A G C A A A A G GC C A G G A AC C G T A A A A A G GC C G C G T T 
G C T G G C G T T T T T C C A T A G G C T C C GC C C C C C T G AC G A G C AT C A 
CA A A A A T C G A C G C T CA A G T C A G AG G T G G C G AA A C C C G A C A G 
G A C T A T A A A G AT A C C A G G C G T T T C C CC C T G G AA G C TC C C T C G 
T G C G C T C TC C T G T TC C G AC C C T G C C G C T T AAC C G G AT AC C T G T 
C C G C C T T T C T C C C T T C G G G A A G C G T G G C G C T T T C T CAT A G C T 
C A C G C T G TAG GT AT C T C A G T T C G G T G T A G T C G TT C G C T CC AA G 
C T G G G C T G T G T GC AC G AA C C C C C C G TT C A G CCCC G A CC G C T G 
C G CC T TA T CC GG T AA C T A T C G T C TT G A G T CC AA C C C GG T A G AC A 
C G A C T T A TC G C A C T G C AG C A G C A C TGGG T A AC A GG A TT AG CA GA 
A G CG A G T A T G T A G C G TTG CCTA CCA GA AG T TCTCT TG G AA G T G G 
GTG G CC T A C TTA C G C CTCACA AC TA GA AGAG A A CAC G AG TAT T T GGG 
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TA TC CT GC GC C CTC T TCGC CGT G A G CC A G T A AC CT C T C G A A A AG A 
G T T G T GT AG CC C GT GG TA T C C G C A A C A A A C C A C C C C T C GT T A T 
C A A C G C A GC G G G A T T G TG TGCA 

ผลต าแหน่งเบส sequencing จากพลาสมิดที่สกัดจากในโคลนที3่ มีล าดับเบสตรงกันกับล าดับ
เบสเป้าหมายของยีน TNERSF8 ที่ออกแบบไว้ดังนี ้

 
Query  1    CGCGCGCGGTTGAGAATCGTCG  22 
                   
Sbjct  93   CGCGCGCGGTTGAGAATCGTCG  114 
                  
Query  90 CGTTCGGTTTCGGGGATGCGCG  111 
                   
Sbjct  209 CGTTCGGTTTCGGGGATGCGCG  230 
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ล าดับเบสที่ตรวจพบในพลาสมิด โคลนที4่ 
A GC A GG C G TG A T G T A TA C G A C T CA C TA T A G G G C G AAT T G G GC 
CC G AC G T C G CA T G C T C C C G G C C G C CA T G G C G G C C G C G G G 
AAT T C G AT T C G C G CA T C C C C G A A AC C G A A C G A T CA C G A C G A T 
TT C T CA A C C G C G C G C G A A T C A C TA G T G A A T T C G C G G C C G C C T 
G C A G G T C G AC C A T A T G G G A G A G C T C C CA A C G C G T T G G A T G C 
A T A G C T T G A G T AT T C TA T A G T G T C A C C T A A A T A G C T T G G C G T A 
A T C AA T G G T C A T A G C T G T T T C C T G T G T G A A A T T G T T A T C C G C 
T C A C A A T T C CA C A C A A C A T A C G A G C C G G A A G C A T A A A G T G T 
A A A G C C T G G G G T G C C T A A T G A G T G A G C T A A C T C A C A T T A A T 
T G C G T T G CC G C T C A C T G C C C G C T T T C CA G T C G G G A A A C C T G 
T C G T G C C A G C T G C A T T A A T G A A T C G G C C A A C G C G C G G G G A 
G A G G C G G T T T G C G T A T T G G G C G C T C T T C C G C T T C C T C G C T C 
A C T G A C T C G C T G C GG C T C G G T C G T T C G G C T G C G G C G A G C G 
G T A T C A G C T C A C T C A A A G G C G G T A A T A C G G T T A T C C A C A G A 
A T C A G G G G AT A A C G C A G G A A A G A AC A T G T G A G C A A A A G G C C 
A G C A A A A G G C C A G G A AC C G TT A A A A A G G C C G C G T T G C T G G C 
G T T T T T C CA T A G G C T C C G C C C C C C T G A C G A G C A T C A C A A A A 
AT C G A C G C T C A A G T C A G A G G T G G C G A A AC C C G A C A G G AC T A 
T A A A G AT A C C A G G C G T T T C C C C C T G GG A A G C T C C C T C G T G C 
G C T C T C C T G T TC C G A C C C T G C C G C T T A C C G G A T AC C T G T C C 
G C C T T T C TC C C T T C G G G AA G C G T G G C G C T T T C T C A T A G C T C 
AC G C T G T A G G T A T C T C A G TT C G G T G T AG G T C G TT T C G C TC CA A 
G C T G G G C T G T G T G C AC G A A C C C C C C G T T C A G C C C G AC C G C T 
G C G C C TT A T CC G G T A A C T A T C G T C T T G A G T C C AA C C C G G T AA 
G AC AC G A C TT A T C G CCA C T GG C A G C A G CC A C TGG TAAC A GGATT A 
G C A G AG C G A GG T A T G T A G C G GT G C TA CA G A G TT C TT G AA G TGG T 
GG CC T AA C TA C GG C T A CA C T A GA A G AA C A G T A TTT GG T A T C T G C 
G C T C T G C T G AA G C A G T A C TT C GGG A A A A AGGAG T GG T A G C T C T 
G A T C G C A AC A A CCA CC GCG C T GTG G T G AGC CG G TG TG T T TT TT TT T 
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G T T T G C A AG CGA GA CAG GA AT T A C C G C G C A G A A A A A G A T C T C 
AG A G AG A T C T G AA TC CT T T TC T C A C A C G G G T C TGC T GA G C G C 
CTCA TC A T G T G G AG CG C G A 
 
 

ผลต าแหน่งเบส sequencing จากพลาสมิดที่สกัดจากในโคลนที4่ มีล าดับเบสตรงกันกับล าดับ
เบสเป้าหมายของยีน TNERSF8 ที่ออกแบบไว้ดังนี ้

 
Query  1    CGCGCGCGGTTGAG-AATCGTCGGGATCGTACG  32 
                    
Sbjct  139  CGCGCGCGGTTGAGAAATCGTCGTGATCGTTCG  107 
 
 
Query  90   CGTTCGGTTTCGGGGATGCGCG  111 
                    
Sbjct  112  CGTTCGGTTTCGGGGATGCGCG  91 
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ล าดับเบสที่ตรวจพบในพลาสมิด โคลนที5่ 
G GAAGG ACAG TG A TT G T A TA C G A C T CA C TA T A G G G C G AAT T G G G C 
CC G A C G T C G CA T G C T C C C G G C C G C CA T G G C G G C C G C G G G A 
AT T C G A T T C G C G C G C G G T T G A G A AT C G T C G T T C G G T T T C GG G 
G G AT G C G C G A A T CA C TA G T G A A T T C G C G G C C G C C T G C A G G T 
C G AC C A T A T G G G A G A G C T C C C A A C G C G T T G G A T G C A T A G C T 
T G A G T A T T C T A T A G T G T C A C C T A A A T A G C T T G G C G T A A T C A T 
G G TT C A T A G C T G T T T C C T G T G T G A A A T T G T T A T C C G C T CA C A A 
T T C C A C A C A A C A T A C G A G C C G G A A G C A T A A A G T G T A A A G C C 
T G G G G T G C C T A A T G A G T G A G C T A A C T C A C A T T A A T T G C G T T 
G C G C T CC A C T G C C C G C T T T C CA G T C G G G A A A C C T G T C G T G C 
C A G C T G C A T T A A T G A A T C G G C CA A C G C G C G G G G AG A G G C G 
G T T T G C G T A T T G G G C G C T C T T C C G C T T C C T C G C T C A C T G A C 
T C G C T G C G C T C GG G T C G T T C G G C T G C G G C G A G C G G T A T C A 
G C T C A C T C A A A G G C G G T A A T A C G G T T A T C C A C A G A A T C A G G 
G G AT A A C G C A G G A A A G A A C A T G T G A G C A A A A G G C C A G C A A A 
A G G C C A G G A AC C G T A A A AA A G G C C G C G T T G C T G G C G T T T T T 
C CA T A G G C T C C G C C C C C C T G AC G A G C A T C A C A A A A AT C G A C 
G C T C A A G T C A G A G G T G G C G A A A C C C G A C A G G AC T A T A A A G 
AT A C C A G G C G T T T C C C C C T G G A A G C TT C C C T C G T G C G C T C T C 
C T G T T C C G AC C C T G C C G C T T AC C G G A T AC C T G T C C G C C T T T C 
TC C C T T C G GG A A G C G T G G C G C T T T C TC A T A G C T C AC G C T G TAG 
G T AT C T C A G T T C G G T G T AG G T C G T T C G C TT C CAA G C T G G G C T G 
T G T GC A C G A A C C C C C C G T T CA G C C C G AC C G C T G C G C C TT A T C 
C G G T AA C T A T C G T C TT G A G T C C AA C C C G G T AA G AC AC G A C T T A 
T C G CCA C TG G C A G C A G C CA C TGG T AAC A GGA TT A G C A G A G C G A 
GG T A T G T A G C G T G C T ACA G A G TT C TT G AA G T G T GG CC T AA C T A C 
GG C T A CA C TA G A G A C AG T A TTT GG T A T C T G C G C T C TG C T G A G C 
A G T A C T C GG A A A A AGG AG T GG T A G C T C T T G A T C G C A C A CCA C 
CCG C TGG A AG CG G G GT G G T T T T T T T G T T T G C A G C A G CA G A A T A 
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CC CG CA A G A A A A G A TTC C A G A A G A T CC A T T G A T C T T T C T A C G A 
TC TG G A CG C CT TC A G TGT A A A C G A A A A T CTC C C C G C 

ผลต าแหน่งเบส sequencing จากพลาสมิดที่สกัดจากในโคลนที5่ มีล าดับเบสตรงกันกับล าดับ
เบสเป้าหมายของยีน TNERSF8 ที่ออกแบบไว้ดังนี ้

 
Query  1    CGCGCGCGGTTGAGAATCGTCG  22 
              
Sbjct  94   CGCGCGCGGTTGAGAATCGTCG  115 
 
Query  90   CGTTCGGTTTC-GGGGATGCGCG  111 
                                                                 
Sbjct  114  CGTTCGGTTTCGGGGGATGCGCG  136 
 
 
ผบสรุปการยืนยัน sequence เป็นดังตารางที่ 4 

โคลนที ่ ความเข้ากันกับ sequence ที่ออกแบบ 

1 111 bp  (100%) 

2 111 bp  (100%) 

3 44 bp (39.63%) 

4 49 bp (44.14%) 

5 43 bp (38.73%) 
ตารางที่ 4 แสดงถึง ผลการเปรียบเทียบส าดับเบสจากการท า sequencing เปรียบเทียบระหว่าง
ระหว่างพลาสมิดที่สกัดกับส าดับเบสจากข้อมูลใน ensembl ที่ใช้ในการออกแบบไพรเมอร ์ในยีน 

TNFRSF8 
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3. การท า Treated Hela cell ด้วย  5’Aza cytidine 

3.1) เซลล์ HeLa ที่ผ่านการ treat ด้วย 5’Aza มีปริมาณความเข้มข้นของเมทิลเลชันลดลง 
เมื่อเทียบกับเซลล์ที่ไม่ผ่านการ treat ดังตารางที่ 5 

 
 

Treated HeLa cell ด้วย 5'Aza ความ
เข้มข้น 

ปริมาตรแบนดเ์มทิเลชันท่ี
วัดได ้

sample 1 -  0 µl 1790245.11 (66.30%) 
sample 2 -  0 µl 2589259.42 (95.89%) 
sample 3 -  0 µl 1978996.49 (73.29%) 
sample 1 -  20 µl 1642677.41 (60.83%) 
sample 2 -  20 µl 1820194.53 (67.41%) 
sample 3 -  20 µl 1457271.66 (53.97%) 

ตารางที่ 5 ผลการ treat Hela cell ด้วย 5’Azacytidine เปรียบเทียบปริมาตรเมทิลเลชันของยีน 
TNFRSF8 ระหว่างเซลล์ที่ไม่ได้ผ่านการทรีต กับเซลล์ที่ทรีต 5’Azacytidine ความเข้มข้น 20 µl 

 

จากตารางที่ 5 ค านวณ T-test เพื่อยืนยันผลทางสถิต ิ

ก าหนดให ้HeLa ที่ไม่ได้ treat 5’Aza = ประชากรกลุ่มที่ 1  

ก าหนดให ้HeLa ที่ treat 5’Aza = ประชากรกลุ่มที่ 2 

ค่าเฉล่ียของประชากร(𝑥 ) = 
∑𝑥

𝑁
 

- กลุ่มที่ 1  𝑥 1 = 
66.30 +

95.89 + 73.29
3

 = 78.49 

- กลุ่มที่ 2  𝑥 2 = 
66.83 +

67.41 + 53.97

3
 = 60.73 

ค่าความแปรปรวนของประชากร (𝑠2) = 
∑ 𝑥−𝑥  2

𝑁
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- กลุ่มที่ 1 (S1
2) = 

 66.30−78.49 2+ 95.89−78.49 2 +(73.29−78.49)2

3
 

= 159.47 

- กลุ่มที่ 2 (S2
2) = 

 66.83−60.73 2+ 67.41−60.73 2  +(53.97−60.73)2

3
 

= 30.11 

สมมติฐาน 

 H0 = เมทิลเลชันของยีนใน HeLa ทั้ง 2 กลุ่มเท่ากัน  (µ1 = µ2) 

H1 = เมทิลเลชันของยีนใน HeLa กลุ่มที่ 1 มากกว่ากลุ่มที่ 2 (µ1 > µ2) 

 จากสูตร t = 
  𝑥 1−𝑥 2 − µ0

 𝑠12

𝑛1
+

𝑠22

𝑛2

 

     = 
  78.49−60.73 − 0

 
159 .47

3
+

30.11

3

 

                            = 2.41 

จากตาราง T- distribution 
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ภาพที่ 21 The t-Distribution Table 
(http://mips.stanford.edu/courses/stats_data_analsys/principles/t_table.html) 

       ที่ค่าความเชื่อมั่น = o.o5   d.f. = 3 

 ค่าวิกฤติจะอยู่ที่ 2.353 

 

 

 

 

             2.353 
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ค่าที่ได้จากการค านวณ = 2.41 ซึ่งมากกว่าค่าที่จุดวิกฤต ิ

เพราะฉะนั้น  ปฏิเสธ H0   ยอมรับ H1 

ปริมาตรแบนด์เมทิเลชันที่วัดได้ของ HeLa ที่ไม่ผ่านการ treat ด้วย 5’Aza มากกว่า HeLa 
ที่ผ่านการ treat ด้วย 5’Aza อย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ

 

 

3.2) ไมส่ามารถพบการแสดงออกของเซลล์ HeLa ที่ผ่านการ treat ด้วย 5’Aza ได้ดังในรูป
ที่ 22 

 

ภาพที่ 22 ผลการรันเจลแสดงผลการท า RT – PCR  ของ TNFRSF8 อาร์เอ็นเอ 

M = Marker 100 bp 

NG = Negative control ไพรเมอร์ GAPDH  

NT = Negative control ไพรเมอร์ TNFRSF8 
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G1, G2, G3 = non treated 5’Aza with GAPDH primer 

G4, G5, G6 = treated 5’Aza 20 µl with GAPDH primer 

T1, T2, T3 = non treated 5’Aza with TNFRSF8 primer 

T4, T5, T6 = treated 5’Aza 20 µl with TNFRSF8 primer 
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บทท่ี  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย 

TNFRSF8 
จากผลการทดลองสรุปได้ว่าโพรโมเตอร์เมทิลเลชันของยีน TNFRSF8 มีความสัมพันธ์กับการเกิด
เซลล์มะเร็งปากมดลูก จากตารางที่ 3 ในผลการทดลองพบว่า 

1. พบการเกิดเมทิลเลขันของยีน TNFRSF8 ในเซลล์มะเร็ง 68.88% 
2. พบการเกิดเมทิลเลขันของยีน TNFRSF8 ในเซลล์ปกต ิ44.44% 
3. พบการเกิดเมทิลเลขันของยนี TNFRSF8 ในเซลล์มะเร็งมากกว่าเซลล์ปกติอย่างมี

นัยส าคัญ 
4. ไม่พบตัวอย่างเซลล์ปกติที่เป็น methylation sequence แต่เพียงอย่างเดียวอยู่เลย 

 
จากผลการท าโคลนนิ่งและ sequencing แสดงให้เห็นล าดับเบสของดีเอ็นเอ TNFRSF8 ซึ่งมีเพียง 
2 โคลนจาก 5 โคลน ที่มีผลล าดั บเบสตรงกับแถบดีเอ็นเอจากข้อมูลใน ensembl ในตอนแรก 
100% 
 
จากผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันกับการแสดงออกของยีน 
TNFRSF8 ในเซลล์ HeLa โดยแบ่งเป็นชุดการทดลองจ านวน 2 ชุดที่มีเซลล์เริ่มต้นในการทดลอง
เป็น 50,000 เซลล์ โดยทั้ง 2 ชุดการทดลองได้รับสาร 5’-azacytidine ความเข้มข้น 0 µM และ 20 
µM ในทุกชุดการทดลองเป็นเวลา 7 วัน และผลการทดลองพบว่าการทดลองชุดที่เซลล์ HeLa 
เริ่มต้นเป็น 50,000 เซลล์ซึ่งได้รับสาร 5’-azacytidine ความเข้มข้น 20 µM เกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน
ลดลง แต่ตรวจไม่พบผลการแสดงออกจากการท า RT-PCR ทั้งนี้อาจเป็นเพราะสภาวะการรันเจลที่
ไม่เหมาะสม  

HCP5 

จากผลการทดลองสรุปได้ว่าโพรโมเตอร์เมทิลเลชันของยีน HCP5  ไม่ 
มีความสัมพันธ์กับการเกิดเซลล์มะเร็งปากมดลูก  
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HPC5 

 ไมส่ามารถสรุปได้ว่าโพรโมเตอร์เมทิลเลชันของยีน HPC5  มีความสัมพันธ์กับ
การเกิดเซลล์มะเร็งปากมดลูกหรือไม่  

 

อภิปรายผลการวิจัย 

จากผลการทดลองแสดงว่า ความเป็นเมทิลเลชันของยีน  TNFRSF8 มี
ความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งปากมดลูก โดยพบความเป็นเมทิลเลชีนของยีนได้มากขึ้นใน
เซลล์มะเร็งเมื่อเทียบกับเซลล์ปกติ และไม่พบเซลล์ปกติที่มียีนที่เป็นเมทิลเลชันเพียงอย่างเดียวเลย 
ยีน TNFRSF8 จึงน่าจะท าหน้าที่เป็นยีนต้านมะเร็งในมะเร็งปากมดลูก ในขณะที่ยีน HCP5 ไม่
เกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งปากมดลูกแตอ่ย่างใด เนื่องจากพบเมทิลเลชัน ของยีน  HCP5 ได้ทั้งใน 
HeLa และเซลล์ปกติ โดยที่ไม่พบลักษณะที่เป็นอันเมทิลเลชันของยีนนี้ ในขณะที่ยีน HPC5 ยังไม่
อาจสรุปได้ว่ามีความเกี่ยวข้องกับมะเร็งปากมดลูกหรือไม่ เนื่องจากมีข้อมูลของยีนนี้อยู่น้อยมาก 
แม้ในฐานข้อมูลของ ensembl ก็ยังไม่ได้ยืนยันการมีอยู่ของยีนนี ้

การที่พบเมทิลเลชันของยีน TNFRSF8 ในเซลล์ปกติ อาจเกิดได้จาก 

1. ขั้นตอนการสกัดเซลล์จากสไลด์ อาจมีความผิดพลาดในการเก็บตัวอย่าง
เซลล์ปกติที่อยู่ร่วมกับเซลล์มะเร็ง ท าให้พบแบนด์เมทิลเลชันของยีน 

2. เซลล์ที่พบมีความเป็น heterozygous ของยีน คือต าแหน่ง ณ ยีนนั้นๆของ
เซลล์มี locus หนึ่งเป็นยีนปกติ ขณะที่อีก locus หนึ่งเป็นยีนที่มีเมทิลเลชัน 
ของดีเอ็นเอ 

ปัญหาการตรวจผลการแสดงออกของ TNFRSF8 ในเซลล์ HeLa อาจเกิดจาก
ความไม่เหมาะสมของสภาวะในการท า PCR และการรันเจล 
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ข้อเสนอแนะ 

เมื่อท าการศึกษาการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันในดีเอ็นเอตัวอย่างที่เป็น high-grade 
squamous intraepithelial lesion คือ เซลล์บริเวณปากมดลูกที่มีความผิดปกติรุนแรงซึ่งมีความ
เป็นไปได้สูงที่จะเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์มะเร็งปากมดลูก เปรียบเทียบกับเซลล์ปกติจากตัวอย่าง
เดียวกันพบว่ามีดีเอ็นเอเมทิลเลชันในเซลล์ที่เป็น high-grade squamous intraepithelial lesion 
แต่ไม่พบดีเอ็นเอเมทิลเลชันในเซลล์ปกติจากตัวอย่างเดียวกัน จากผลการทดลองนี้อาจเป็นไปได้
ว่า การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันที่ยีน TNFRSF8 จะเป็นหนึ่งในกระบวนการ Multistep process 

ของโรคมะเร็งปากมดลูก เนื่องจากไม่พบดีเอ็นเอเมทิลเลชันในเซลล์ปกติ แต่พบดีเอ็นเอเมทิลเลชัน
ในเซลล์ที่เป็น high-grade squamous intraepithelial lesion จากผลดังกล่าวเป็นผลจากตัวอย่าง
ที่มีเซลล์ที่เป็น high-grade squamous intraepithelial lesion และเซลล์ปกติอยู่บนตัวอย่าง
เดียวกัน เพียง 1 ตัวอย่าง ซึ่งควรจะมีตัวอย่างลักษณะดังกล่าวมากกว่านี้เพื่อผลการทดลองที่
ถูกต้องมากที่สุด  

ผลการรันเจลการตรวจสอบการแสดงออกไม่ข้ึนแบนด์ ต้องมีการทดสอบสภาวะที่
เหมาะสมในการท า PCR จาก cDNA มากกว่านี้ 
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ภาคผนวก ก การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับท า MSP-PCR 

 
1. เข้าเว็บ ensembl.org   ใส่ชื่อลปีชีส์และยีนที่ต้องการค้นหา 

 

ภาพที่ 23 ขั้นตอนการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับท า MSP-PCR (1) 
 

2. คลิก Gene 

 

ภาพที่ 24 ขั้นตอนการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับท า MSP-PCR (2) 
 

 

 

 

3. คลิกเข้าข้อมูลของยีนที่ปรากฏ 
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ภาพที่ 25 ขั้นตอนการออกแบบไพรเมอรส์ าหรับท า MSP-PCR (3) 
 

4. เลือกตรงส่วนที่เป็น Protein coding 

 

 

ภาพที่ 26 ขั้นตอนการออกแบบไพรเมอรส์ าหรับท า MSP-PCR (4) 
 

5. เนื่องจากยีนมี Transcript varient ไป NCBI เสิร์ช นิวคลีโอไทด์ของยีนที่ต้องการหา 

 

ภาพที่ 27 ขั้นตอนการออกแบบไพรเมอรส์ าหรับท า MSP-PCR (5) 
 

 

6. เลือกนิวคลีโอไทด์ของยีนที่ต้องการ ที่เป็นของ Homo Sapiens 
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ภาพที่ 28 ขั้นตอนการออกแบบไพรเมอรส์ าหรับท า MSP-PCR (6) 
 

 

7. ที่หน้าหลักของ NCBI เลือก BLAST 

 

ภาพที่ 29 ขั้นตอนการออกแบบไพรเมอรส์ าหรับท า MSP-PCR (7) 
 

 

 

 

 

 

 

 

8. เลือก  nucleotide blast 
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ภาพที่ 30 ขั้นตอนการออกแบบไพรเมอรส์ าหรับท า MSP-PCR (8) 
 

9. Blast เปรียบเทียบนิวคลีโอไทด์ที่เลือก   เลือกblast แบบ Highly similar sequences 

(megablast) 

 

ภาพที่ 31 ขั้นตอนการออกแบบไพรเมอรส์ าหรับท า MSP-PCR (9) 
 

 

10. จะได้บริเวณล าดับเบสที่ทั้งสองนิวคลีโอไทด์ตรงกัน 
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ภาพที่ 32 ขั้นตอนการออกแบบไพรเมอรส์ าหรับท า MSP-PCR (10) 
 

11. เปรียบเทียบจากขนาดล าดับเบสว่านิวคลีโอท์ที่หาได้ตรงกับ Trancript   variant ไหน ? 

 

ภาพที่ 33 ขั้นตอนการออกแบบไพรเมอรส์ าหรับท า MSP-PCR (11) 
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12. ในกรณีตัวอย่างเลือก Transcript ID  TNFRSF8-002 เพราะ เกือบทั้งสายเป็นคู่สมมูลกับ 

TNFRSF8-001   การออกแบบไพรเมอร์จาก  Transcript ID นี้ จะครอบคลุมถึง variant 

อ่ืนๆ 

 

ภาพที่ 34 ขั้นตอนการออกแบบไพรเมอรส์ าหรับท า MSP-PCR (12) 

 

13. คลิกเลือก Transcript ID แล้วคลิก Export Data 

 

ภาพที่ 35 ขั้นตอนการออกแบบไพรเมอรส์ าหรับท า MSP-PCR (13) 
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14. เลือกตรงบริเวณที่ระบุว่าโครโมโซม 

ภาพที่ 36 ขั้นตอนการออกแบบไพรเมอรส์ าหรับท า MSP-PCR (14) 

 

15. คัดลอกล าดับที่เลือกลงใน word เปลี่ยนหมู่ CG ให้สังเกตชัด  แล้วเลือกบริเวณที่มีหมู่ 

CG เยอะๆ 

 

ภาพที่ 37 ขั้นตอนการออกแบบไพรเมอรส์ าหรับท า MSP-PCR (15) 
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16. น า sequence ช่วงที่เลือก มาออกแบบเป็น methylation sequence กับ unmethylation 

sequence โดย Unmet sequence ใช้ค าส่ัง replace ใน word เปลี่ยน จาก CG เป็น tg 

 

 

ภาพที่ 38 ขั้นตอนการออกแบบไพรเมอรส์ าหรับท า MSP-PCR (16) 
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17. ออกแบบไพรเมอร์จากล าดับเบสในช่วง sequence ที่เลือก โดยอาศัยโปรแกรม Oligo 

Calculator 

 

ภาพที่ 39 ขั้นตอนการออกแบบไพรเมอรส์ าหรับท า MSP-PCR (17) 
 

 

ชื่อไพรเมอร์ ชนิดของเมทลิเลชัน ล าดับเบสของไพรเมอร ์(5' to 3') 

TNFRSF 8  -  FM Met Sequence CGCGCGCGGTTGAGAATCGTCG 
TNFRSF 8  -  
RM Met Sequence CGCGCATCCCCGAAACCGAACG 

TNFRSF 8  -  FU Unmet Sequence TGTGTGTGGTTGAGAATTGTTG 

TNFRSF 8  -  RU Unmet Sequence CACACATCCCCAAAACCAAACA 

HCP 5  -  FM Met Sequence TGCGGGCGGCGCAGCCGGT 

HCP 5  -  RM Met Sequence CCACGGGCCGCCCACGTAT 

HCP 5  -  FU Unmet Sequence TGTGGGTGGTGCAGCTGGT 

HCP 5  -  RU Unmet Sequence CCACAGGCCACCCACATAT 
ตารางที่6  แสดงถึง ไพรเมอร์ที่ออกแบบได้ของยีนเป้าหมาย 
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ชื่อไพรเมอร์ 
Temperature 
Melting Point (°c) ขนาดของ product site (bp) 

TNFRSF 8  -  FM 62 
111 

TNFRSF 8  -  
RM 62 

 

TNFRSF 8  -  FU 51 
111 

TNFRSF 8  -  RU 53 
 

HCP 5  -  FM 64 
134 

HCP 5  -  RM 60 
 

HCP 5  -  FU 55 
134 

HCP 5  -  RU 53 
 

ตารางที่7  แสดงถึง TM และขนาด product site ของไพรเมอร์ที่ออกแบบได้ 
 
 
 

ภาคผนวก ข วิธีการสกัดดีเอ็นเอแบบต่าง  ๆ
 
วิธีการสกัดดีเอ็นเอจากชิ้นเนื้อที่ท าการ deparafin แล้ว 
ขั้นตอนการสกัด 

22. เตรียม Eppendrof 

23. ดูดสารละลาย Lysis bufferll และ 10% SDS มา 400 µl (อัตรส่วนระหว่าง Lysis 

bufferll: 10% SDS เท่ากับ 19:1 ) 

24. ดูดสารละลาย Lysis bufferll และ 10% SDS ประมาณ 20 µl หยดลงบนสไลด์ชิ้น

เนื้อ 

25. ใช้ niddle ขูดชิ้นเนื้อที่มีอยู่บนสไลด์ตรงบริเวณที่วงกลมไว้ 

26. น าใส่ลง Eppendrof ที่มีสารละลาย Lysis bufferll และ 10% SDS  

27. เติม Protinase K (pK) 5-10 µl 

28. Vortex แล้วน าไปบ่มที่อุณหภมิ 50ºC เป็นเวลา 16-20 ชั่วโมง 
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29. เติมสารละลาย phenol:chloroform:isopropranol ในอัตราส่วน 25:24:1 ปริมาณ 1 

เท่าของ volumn 

30. Vortex 

31. ปั่นเหว่ียงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 

32. ดูดส่วนล่างที่เป็น phenol:chloroform ทิ้ง 

33. เก็บส่วนบนใส่ Eppendrof ใหม ่

34. เติม  -100%EtOH (4ºC) 1 เท่าของ volume (ประมาณ 400 µl) 

-3M NaAcOH 0.1 เท่าของ volume  
-glycogen 1 µl 

35. บ่มที่อุณหภูมิ -20ºC เป็นเวลา 30 นาท ี

36. ปั่นเหว่ียงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 15 นาท ี

37. เทส่วนบนทิ้ง 

38. เติม 70%EtOH ปริมาณ 500 µl 

39. ปั่นเหว่ียงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 

40. เทส่วนบนทิ้ง และทิ้งไว้จนแห้งสนิท 

41. เติมสารละลาย TE หรือ dH2O ปริมาณ 50 µl และบ่มที่อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 15 

นาท ี

42. เก็บที่อุณหภูมิ -20ºC 

 
วิธีการสกัดดีเอ็นเอจาก cell line 
ขั้นตอนการเก็บ cell 

26. ดูด media ทิ้ง 

27. ล้าง cell ด้วย PBS ประมาณ 5 ml ฉีดกลั้วๆแล้วดูด PBS ทิ้ง 

28. ย่อยด้วย Trypsin ประมาณ 2 ml แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37ºC ประมาณ 3 นาท ี

29. ใส่ Media (เพื่อยับยั้งการท างานของ Trypsin) ประมาณ 5 ml แล้วผสมให้เข้ากัน 

30. น าใส่หลอดทดลองขนาด 15 ml 

31. ปั่นตก cell ที่ 120 g เป็นเวลา 5 นาท ี

32. เทส่วนบนทิ้ง ล้างด้วย PBS 2 รอบ 
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รอบที่ 1  เติม  PBS 5 ml (เขย่าแรงๆ) ปั่นตกที่ 150 g เป็นเวลา 5 นาที (เททิ้ง) 

รอบที่ 2  เติม  PBS 2 ml แล้ว vortex ดูดย้ายมาข้อ 8. 

ขั้นตอนการสกัด 
33. เติมสารละลาย Lysis bufferll และ 10% SDS มา 400 µl (อัตราส่วนระหว่าง Lysis 

bufferll: 10% SDS เท่ากับ 19:1 ) 

34. เติม Protinase K (pK) 20 µl 

35. Vortex 

36. บ่มที่อุณหภูมิ 50ºC เป็นเวลา 16-20 ชั่วโมง 

37. เติมสารละลาย phenol:chloroform:isopropranol ในอัตราส่วน 25:24:1 ปริมาณ 1 

เท่าของ volumn 

38. Vortex 

39. ปั่นเหว่ียงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 

40. ดูดส่วนล่างที่เป็น phenol:chloroform ทิ้ง 

41. เก็บส่วนบนใส่ Eppendrof ใหม ่

42. เติม  - 100%EtOH (4ºC) 1 เท่าของ volume (ประมาณ 400 µl) 

- 3M NaAcOH 0.1 เท่าของ volume  
- glycogen 1 µl 

43. ปั่นเหว่ียงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 15 นาท ี

44. เทส่วนบนทิ้ง 

45. เติม 70%EtOH ปริมาณ 500 µl 

46. ปั่นเหว่ียงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 15 นาท ี

47. เทส่วนบนทิ้ง และทิ้งไว้จนแห้งสนิท 

48. เติมสารละลาย TE หรือ dH2O ปริมาณ 20-50 µl 

49. บ่มที่อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 15 นาที 

50. เก็บที่อุณหภูมิ -20ºC 
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ภาคผนวก ค วิธีการท า sodium bisulfite treatment 
 
วิธีการท า sodium bisulfite treatment 
ขั้นตอนการท า 

8. เตรียม - hydroquinone 55 mg/ 50 ml H2O (เตรียมใหม่ทุกครั้ง) 

- sodium bisulfite 3.76 g/ 10 ml H2O ปรับ pH เท่ากับ 5 
9. เจือจางดีเอ็นเอให้เป็น 40 ng/ µl 

10. เติมสารละลาย 2M NaOH ปริมาณ 5.5 µl แล้ว vortex (ท าให้ dsDNA เป็น ssDNA) 

11. บ่มที่อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 10 นาที 

12. เติมสารละลาย 10mM Hydroquinone ปริมาณ 30 µl แล้ว vortex (สารละลายจะ

เปลี่ยนเป็นสีเหลือง) 

13. เติมสารละลาย sodium bisulfite ปริมาณ 520 µl แล้ว vortex (สารละลายจะ

เปลี่ยนเป็นสีใส) 

14. บ่มที่อุณหภูมิ 50ºC เป็นเวลา 16-20 ชั่วโมง 

15. เตรียมเครื่อง pump เสียบ column วางลงบนลูกหมู จากนั้นสวม syringe และเปิด 

pump (purify DNA)  

16. เติม Wizard Tm resis ปริมาณ 1 ml ผสมโดยใช้ปิเปตต ์

17. ปิเปตต์ข้อ 9. ใส่ใน syringe เปิดเครื่องแล้วรอจนของเหลวไหลลงหมดจึงปิดเครื่อง 

จากนั้นล้างด้วย 80%isopropranol ปริมาณ 2 ml เปิดเครื่องแล้วรอจนของเหลวไหล

ลงหมดจับเวลา 30 วินาทีจึงปิดเครื่อง 

18. วาง column บน Eppendrof น าไปปั่นเหว่ียงที่ 10,000 g เป็นเวลา 3 นาท ี

19. เปลี่ยน Eppendrof ใหม่ ล้างด้วย 95ºC H2O ปริมาณ 50 µl น าไปปั่นเหว่ียงที่ 

10,000 g เป็นเวลา 20 วินาที ดีเอ็นเอจะย้ายลงมาอยู่ใน Eppendrof 

20. เติม 3M NaOH ปริมาณ 5.5 µl บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาท ี

21. เติม glycogen 20 ng/ µl ปริมาณ 2 µl  

22. เติม 10M NH4OAc ปริมาณ 20 µl และ 100%EtOH ปริมาณ 200 µl ผสมให้เข้ากัน 

23. บ่มที่อุณหภูมิ -20ºC เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

24. ปั่นเหว่ียงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที แล้วเทส่วนบนทิ้ง 
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25. เติม 70%EtOH ปริมาณ 200 µl ปั่นเหว่ียงที่ 14,000 rpm เป็นเวลา 5 นาท ี

26. เทส่วนบนทิ้งแล้วคว่ าให้จนแห้ง 

27. เติม dH2O ปริมาณ 20 µl เพื่อละลายดีเอ็นเอ 

28. บ่มที่อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 20 นาที 

29. เก็บที่อุณหภูมิ -20 ºC 

 

 

 

ภาคผนวก ง วิธีการสกัดอาร์เอ็นเอจาก cell line 
 

วิธีการสกัดอาร์เอ็นเอ 
ขั้นตอนการเก็บ cell 

18. ดูด media ทิ้ง 

19. ล้าง cell ด้วย PBS ประมาณ 5 ml ฉีดกลั้วๆแล้วดูด PBS ทิ้ง 

20. ย่อยด้วย Trypsin ประมาณ 2 ml แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37ºC ประมาณ 3 นาท ี

21. ใส่ Media (เพื่อยับยั้งการท างานของ Trypsin) ประมาณ 5 ml แล้วผสมให้เข้ากัน 

22. น าใส่หลอดทดลองขนาด 15 ml 

23. ปั่นตก cell ที่ 120 g เป็นเวลา 5 นาท ี

24. เทส่วนบนทิ้ง ล้างด้วย PBS 2 รอบ 

รอบที่ 1  เติม PBS 5 ml (เขย่าแรงๆ) ปั่นตกที่ 150 g เป็นเวลา 5 นาที (เททิ้ง) 

รอบที่ 2  เติม PBS 2 ml แล้ว vortex ดูดย้ายมาข้อ 8. 

ขั้นตอนการสกัด 
25. ดูดมาใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 ml (RNase free) ใส่เกือบเต็มหลอด แล้วปั่ นตกที่ 

150 g เป็นเวลา 5 นาท ี

26. เทส่วนใสทิ้ง 

27. เติม Trizol reagent 1 ml/ 5-10 x 106 cell ผสมโดยใช้ปิเปตต ์

28. บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาท ี

29. เติม chloroform ปริมาณ 200 µl/ 1 ml Trizol ผสมให้เข้ากัน 15 วินาที 
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30. บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 นาท ี

31. ปั่นเหว่ียงที่ 12,000 g อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 15 นาท ี

32. ดูดส่วนบนใส่หลอดทดลองใหม่ (R-NASE free) 

33. เติม 100%isopropranol ปริมาณ 500 µl/ 1ml Trizol เพื่อตกตะกอน RNA 

34. บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาท ี

35. ปั่นเหว่ียงที่ 12,000 g อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 10 นาท ี

36. เทส่วนใสทิ้ง 

37. ล้างตะกอน RNA ด้วย 75%EtOH 1ml/ 1 Trizol 

38. เทส่วนใสทิ้งและปล่อยไว้จนแห้ง 

39. เติม DEPC water 20 µl 

40. บ่มที่อุณหภูมิ 50ºC เป็นเวลา 10 นาที 

41. วัดความเข้มข้นของ RNA และเก็บที่อุณหภูมิ -80ºC 

 
 
 

ภาคผนวก จ วิธีการสังเคราะห์ cDNA 
 

วิธีการสังเคราะห ์ cDNA โดย RevertAidTMFirst Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, 
USA) 
ขั้นตอนการสังเคราะห ์

9. เตรียมความเข้มข้นของ RNA เป็น 5 µg/ DEPC water 11 µl 

10. เติม oligo dT 1 µl (0.5 µg) ผสมให้เข้ากัน  

11. บ่มที่อุณหภูมิ 70ºC เป็นเวลา 5 นาที  

12. สารละลายแช่บนน้ าแข็ง 

13. เติม 5x reaction buffer ปริมาณ 4 µl 

14. เติม 10 mM dNTP 2 µl  

15. เติม Ribolock ; Ribonuclease (ยังยั้ง RNase) 20 U/ µl ปริมาณ 1 µl 

16. เติม Revert Aid. M-muLv Reverse Transcriptase 200 U/ µl ปริมาณ 1 µl 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 
 

นายชยุตม์  พานทองกชกร  เกิดวันที่ 23 ธันวาคม  พ.ศ. 2527 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร  
ส าเร็จการศึกษาชั้นมัธยมศึกษาที่โรงเรียน วัดสุทธิวราราม  และส าเร็จการศึกษาระดับปริญญา
บัณฑิตจาก ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์  มหาวิทยาลัย ศรีนครินทรวิโรฒ  ในปีการศึกษา 
2549 
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