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บทคัดย่อภาษาไทย 
 กาญจนา เอี่ยมสมบุญ : การประเมินการเติมหมู่เมทิลของยีน ALDH3B1 ASAH2B และ 

FOXC1 ในหลายระยะของการเกิดมะเร็งปากมดลูก. ( EVALUATION OF ALDH3B1 
ASAH2B AND FOXC1 METHYLATION IN MULTISTEP CERVICAL 
CARCINOGENESIS ) อ.ท่ีปรึกษาหลัก : รศ. ดร.ปฐมวดี ญาณทัศนีย์จิต 

  
มะเร็งปากมดลูก เป็นโรคท่ีคร่าชีวิตสตรีเป็นลำดับต้นสามในประเทศไทย มีสาเหตุหลัก

มาจากการติดเช้ือเอชพีวี โดยหนึ่งในยีนท่ีมีส่วนสำคัญคือยีน E7  ซึ่งสามารถจับกับบริเวณโพรโม
เตอร์ของยีน CCNA1 ซึ่งเป็นยีนต้านมะเร็ง ร่วมกับเอนไซม์ DNMT1 ชักนำให้เกิดการเติมหมู่เมทิล 
ทำให้การแสดงออกของยีน CCNA1 ลดลง นำไปสู่การเกิดมะเร็งปากมดลูก การศึกษาก่อนหน้า
พบว่าในยีน ALDH3B1 ASAH2B และ FOXC1  มีการแสดงออกท่ีลดลงเนื่องจากการเติมหมู่เมทิ
ลท่ีบริเวณโพรโมเตอร์ในเซลล์สายพันธุ์  SiHa  และ HEK293 ท่ีถูกกทรานสเฟ็กด้วย  E7 ใน
การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินการเติมหมู่เมทิลของยีน ALDH3B1  ASAH2B และยีน 
FOXC1 ในหลายระยะของการเกิดมะเร็งปากมดลูก ตัวอย่างท่ีใช้เป็นแปปสเมียร์ และตัวอย่าง 
ASC-US บริเวณปากมดลูกท่ีได้รับการวินิจฉัยแล้ว  นำมาสกัดดีเอ็น เอ  จากนั้นนำมาผ่าน
กระบวนการไบซัลไฟต์ทรีทเมนท์ และตรวจการเติมหมู่เมทิลด้วยเทคนิค MSP ผลการศึกษาพบว่า
ยีน ALDH3B1 มีจำนวนตัวอย่างท่ีมีการเติมหมู่เมทิลในเซลล์ปากมดลูกปกติมากกว่าเซลล์ท่ีติดเช้ือ
เอชพีวี ในขณะท่ียีน ASAH2B และยีน FOXC1 พบการเติมหมู่เมทิลมากขึ้นตามความพัฒนาของ
เซลล์ท่ีผิดปกติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีไม่มีการติดเช้ือเอชพีวี  และพบความแตกต่างอย่างมี
นัยสำคัญระหว่างการติดเช้ือเอชพีวีและการเติมหมู่เมทิล อย่างไรก็ตาม จำนวนตัวอย่างท่ีมีการเติม
หมู่เมทิลกลับลดลงในเซลล์มะเร็งปากทดลูกในทุกยีน จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่ามีเพียงยีน 
ASAH2B และยีน FOXC1 ท่ีอาจพอจะนำมาเป็นเครื่องหมายโมเลกุลท่ีจำเพาะกับมะเร็งปากมดลูก 
เพื่อใช้ในการคัดกรองมะเร็งปากมดลูกในระยะก่อนเกิดมะเร็ง อีกท้ังควรท่ีจะติดตามข้อมูลและนัด
หมายกลุ่มประชากรเส่ียงท่ีอยู่ในกลุ่มระยะก่อนเป็นมะเร็งต่อไป 
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Cervical cancer is the third most common cancer in Thai women. Most 

cases are from a human papillomavirus infection. An important HPV oncoprotein 
called E7, induced CCNA1 methylation by interacting with DNMT1 and binding at 
CCNA1 promoter, resulting in reduction of its expression and leads 
to carcinogenesis. Previous studies found ALDH3B1, ASAH2B and FOXC1 
expressions were reduced in SiHa and HEK293 cell lines which transfected with E7. 
Aim of this study is to investigate the methylation of ALDH3B1, ASAH2B and FOXC1 
in multistep cervical carcinogenesis. Pap smear samples and ASC-US samples were 
collected from patients and already diagnosed with pathological basis. Genomic 
DNA were extracted from tissues, then treated with sodium bisulfite. Methylation 
were detected by Methylation Specific PCR. Results showed that 
ALDH3B1 methylation were found in most normal samples and more than HPV 
infected samples. ASAH2B methylation were increase alongside with cell abnormal 
development with same pattern with FOXC1 methylation. There also were 
significant difference between Normal and HPV infected samples in both ASAH2B 
and FOXC1. However, the percentage of methylated in cancer samples were 
decrease and have no significant difference in any genes. In conclusion, ASAH2B 
and FOXC1 might be candidate genes for using as molecular marker cervical 
screening. The precancerous samples following up was also required. 
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บทที่ 1 
บทนำ 

ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 

 โรคมะเร็งปากมดลูกเป็นสาเหตุการเสียชีวิตเป็นอันดับท่ี 2 ของสตรี ท่ัวโลกรองจาก  
มะเร็งเต้านม โดยเฉพาะกลุ่มประเทศท่ีมีรายได้ปานกลางและประเทศท่ีมีรายได้ต่ำ และเป็นสาเหตุ
การเสียชีวิตอันดับท่ี 3 ของสตรีในประเทศไทยรองจากมะเร็งเต้านมและมะเร็งตับและท่อน้ำดี 
(WHO, 2014 ; National Cancer Institute of Thailand, 2018 ) โดยสา เห ตุห ลัก เกิ ด จาก 
การติดเช้ือไวรัสฮิวแมนแพปพิลโลมาหรือเช้ือเอชพีวี (Human papillomavirus, HPV) โดยเฉพาะ
ช นิ ด  high-risk ไ ท ป์  1 6  (HR-HPV type 1 6 ) ซึ่ ง เป็ น ห นึ่ ง ใน ช นิ ด ท่ี พ บ ไ ด้ ม า ก ท่ี สุ ด 
ใน ผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูก เช้ือเอชพีวีมีสารพันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอวงแหวนสายคู่ความยาว  
8,000 คู่เบส ประกอบด้วยยีนสองกลุ่มคือ early genes ได้แก่ E1, E2, E3, E4, E5, E6 และ E7  
ท่ีแปลรหัสเป็นโปรตีน early proteins และ late genes ได้แก่ L1 และ L2 ท่ีแปลรหัสเป็นโปรตีน
late proteins ซึ่ งยีน ท้ั งสองก ลุ่มนี้ มีความสัมพันธ์ซึ่ งกันและกัน  (Raybould et al., 2011)  
โดยยีน E1 และ E2 ทำหน้าท่ีร่วมกันในกระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของไวรัส ส่วนยีน E6 และ 
E7 จะเกี่ยวข้องกับกระบวนการมี ชีวิตรอดและกระบวนการ transformation ภายในเซลล์  
ในขณะท่ียีนกลุ่ม late genes จะผลิตโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบของเปลือกหุ้มไวรัส (capsid) 
(Raybould et al., 2011) โดยปกติการตรวจคัดกรองผู้ป่วยโรคมะเร็งปากมดลูกจะใช้การตรวจทาง
เซลล์วิทยาหรือแปปสเมียร์  (pap smear) การตรวจทางพยาธิวิทยาหรือ biopsy และการตรวจหา 
ดีเอ็นเอของเช้ือเอชพีวี (HPV DNA genotyping) (สถาบันมะเร็งแห่งชาติ, 2561) แต่วิธีดังกล่าว 
มีข้อจำกัด เช่น การตรวจด้วยวิธีแปปสเมียร์ มีความไว (sensitivity) ต่ำ ประมาณร้อยละ 40-60 
(Chumworathayi and Srisupundit, 2012) หรือวิธีก ารตรวจหาดี เอ็น เอของเช้ือ เอชพี วี ท่ี  
มี ค่ า ท ำน าย ผ ล ล บ ล ว ง สู ง  แ ล ะ ค ว าม จ ำ เพ า ะ  (specificity) ต่ ำ ก ว่ า วิ ธี แ ป ป ส เมี ย ร์    
(Koliopoulos et al., 2 0 0 7 ) ดั งนั้ น ก า รป ระ เมิ น ค ว าม เส่ี ย ง ต้ั ง แ ต่ ยั ง ไม่ แ สด งอ าก าร 
ของโรคมะเร็งปากมดลูกจึงมีความสำคัญ ซึ่งจากงานวิจัยพบว่าการตรวจสอบการเติมหมู่เมทิล 
หรือการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน เป็นอีกหนึ่งวิธีที่ได้รับการยอมรับมากขึ้นในปัจจุบัน 
เนื่องจากใช้ในคัดกรองความผิดปกติเบื้องต้นและใช้ประเมินความเส่ียงต่อการเกิดมะเร็งชนิดต่าง ๆ 
มากขึ้ น  เช่น  มะเร็ ง ศี รษะและลำคอ และมะ เร็ งปากมดลูกอี ก ด้วย  (Lim et al., 2016 ;  
Dankai et al., 2019) รวมทั้งยังพบความเกี่ยวข้องกับมะเร็งชนิดอื่น ๆ เช่น  มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ 
จะตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชัน ท่ีบริ เวณโพรโมเตอร์ของยีน  APC CDH1 และ  RASSF1A  
เพื่ อ ใ ช้ คั ด ก ร อ ง ผู้ ป่ ว ย  พ บ ก า ร เกิ ด เม ทิ ล เล ชั น บ ริ เว ณ โพ ร โม เต อ ร์ ข อ ง ยี น  APC  
(Adenomatous Polyposis Coli) ซึ่งเป็นยีนต้านมะเร็งท่ีมากขึ้นในผู้ป่วยมะเร็งกระเพาะอาหาร 
และมะเร็งลำไส้ (Liang et al., 2017; Zhu et al., 2021) การใช้การตรวจการเกิดเมทิลเลชัน 
บ ริ เ ว ณ โ พ ร โ ม เ ต อ ร์ ข อ ง ยี น  MGMT (Methyl-Guanine Methyltransferase)  
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เป็น เครื่องหมายชีวภาพ (bio marker) บ่ งช้ีการรอดชีวิตและพยากรณ์การตอบสนองต่อ 
การรักษาด้วยเคมีบำบัดในผู้ป่วยมะเร็งสมองชนิด glioblastoma (GBM) เนื่องจากยีน MGMT  
ผลิต เอนไซม์ ช่ือ เดียวกัน ท่ีทำหน้ าท่ี ซ่อมแซมดีเอ็น เอ ท่ีได้ รับผลจากปฏิกิ ริยา alkylation  
(Gupta et al., 2015)     
 งานวิจัยหลายฉบับพบว่าการติดเช้ือเอชพีวีมีความสัมพันธ์กับการเปล่ียนแปลงพันธุกรรม 
แบบเหนือพันธุกรรมหรือเอพิ เจเนติกส์ (epigenetics) ในมะเร็งปากมดลูก โดยโปรตีน E7 มี
ความสามารถในการจับกับเอนไซม์  DNA methyltransferase 1 (DNMT1) ซึ่งเป็นเอนไซม์ ท่ี
เหนี่ยวนำการเกิดเมทิลเลชันภายในเซลล์ โดยทำหน้าท่ีเติมหมู่ เมทิลท่ีคาร์บอนตำแหน่งท่ี 5  
ของเบสไซโทซีน ท่ีตามด้วยเบสกัวนีนอยู่อย่างหนาแน่นหรือท่ีเรียกบริเวณนี้ว่า CpG island โดย
ทำงานร่วมกับโปรตีน E6 ในการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน p53 ท่ีถูกแปลรหัสมาจากยีน p53 
ซึ่งทำหน้าท่ีเป็นยีนต้านมะเร็งและจับกับโปรตีน Sp1 เพื่อไม่ให้โปรตีนดังกล่าวกระตุ้นการแปลรหัส
ของเอนไซม์  DNMT1 (Burgers et al., 2007 ; Sen et al., 2018) ด้วยการหยุดการถอดรหัส 
(transcription) ส่ ง ผ ล ใ ห้ เ กิ ด ก า ร ข ด ตั ว ข อ ง โ ค ร ม า ติ น แ ล ะ ท ำ ใ ห้  
ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ (transcription factor) ต่าง ๆ ไม่สามารถเข้าจับบริเวณโพรโมเตอร์ได้  
ทำให้ยีนไม่มีการแสดงออก (จันทนา รักแผน , 2555) นอกจากนี้ ท่ีพบว่าโปรตีน E7 สามารถจับ 
บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ซึ่งเป็นยีนต้านมะเร็งร่วมกับเอนไซม์ DNMT1 แล้วชักนำให้เกิด
เมทิลเลชันและทำให้การแสดงออกของยีน CCNA1 ลดลง นำไปสู่การเกิดมะเร็งปากมดลูก  
(Chalertpet et al., 2015; Yanatatsaneejit et al., 2011) ในการศึกษาก่อนหน้านี้ได้สืบหายีน 
ท่ีเป็นเป้าหมายของโปรตีน E7 โดยการทำ ChIP seq analysis โดยการใช้ E7 HPV16 antibody 
ตกตะกอนดีเอ็นเอท่ีสามารถจับกับโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16 ได้ และนำช้ินส่วนของดีเอ็นเอท่ี
สามารถตกตะกอนลงมาได้มาหาลำดับนิวคลิโอไทด์โดยการ sequencing และวิธีทางชีวสารสนเทศ 
โดยวิธีทางชีวสารสนเทศนั้นทำได้โดยการค้นหาลำดับนิวคลิโอไทด์บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 
ท่ีทรานสคริปชันแฟคเตอร์ AP2 จับได้ จากนั้นนำลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีพบไปค้นหายีนอื่น ๆ  
ท่ีมีลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณโพรโมเตอร์เหมือนกันในฐานข้อมูลจีโนมมนุษย์ และคัดเลือกยีน  
ท่ีสามารถจับได้ท้ังทรานสคริปชันแฟคเตอร์ TFAP2A และ YY1 (นันท์นภัส วงค์มณี , 2561 ;  
จุฑามาศ สุขพัฒน์ธี, 2562) ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ทำการเลือกยีนในแต่ละวิธีมา 1 ยีน ได้แก่ยีน 
ASAH2B แ ล ะ  FOXC1  โ ด ย ยี น  ASAH2 B (N-acylsphingosine amidohydrolase  
(non-lysosomal ceramidase) 2B) มีบทบาทเกี่ยวข้องกับการสร้างสมดุลแคลเซียม และการ
เจริญเติบโตของเซลล์ผ่าน mTOR pathway (Li et al., 2018) ซึ่งโปรตีน E7 สามารถชักนำให้เกิด
เมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ASAH2B ส่งผลให้เกิดการลดการแสดงออกของยีนดังกล่าว 
( ช วิ ศ  พ ล พ ง ษ์ , 2 5 6 2 )  ยี น  FOXC1  
เป็นหนึ่งในยีนเป้าหมายของโปรตีนทรานสคริปชันแฟคเตอร์ TFAP2A และ YY1 และจากงานวิจัย
หลายฉบับพบว่ายีน FOXC1 มีบทบาทท่ีเกี่ยวข้องกับการพัฒนาและแพร่กระจายของมะเร็ง  
(Han et al., 2017 ) นอกจากนี้  จากโครงงานวิทยาศาสตร์ของพลวัฒน์  มุงเมือง ได้ศึกษา 
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ยีน  ALDH3B1  (Aldehyde dehydrogenase 3  family member B1 ) มี ห น้ า ท่ี เกี่ ย วข้ อ งกั บ 
การลดความเป็นพิษท่ีเกิดจากสารกลุ่ม aldehyde ซึ่งเกิดจากเมแทบอลิซึมของแอลกอฮอลล์และ
กระบวนการ lipid peroxidation ภายในเซลล์ (Marchitti et. al., 2007) พบว่ามีการแสดงออกของ
ยีน ALDH3B1 น้อยกว่าในเซลล์มะเร็งปากมดลูกท่ีพบการติดเช้ือเอชพีวี ไทป์ 16 เมื่อเปรียบเทียบกับ
เซลล์มะ เร็ งปากมดลูก ท่ี ไม่ ติด เช้ือ เอชพี วี  อั น เนื่ อ งมาจากการเกิ ดเม ทิลเลชัน ท่ี เพิ่ มขึ้ น  
(พลวัฒน์ มุงเมือง, 2559) ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์
ของ 3 ยีน ได้แก่ ALDH3B1 ASAH2B และ FOXC1 ในตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกท้ังท่ีเป็นมะเร็งท่ีพบ
การติดเช้ือเอชพีวี และเซลล์ปากมดลูกปกติด้วยการตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันท่ีบริเวณโพรโมเตอร์
ขอ งยีน ท้ั งสาม ด้ วยวิ ธี  Methylation Specific PCR (MSP) โดยใช้ ตั วอย่ าง เซลล์สายพั น ธุ์  
ม ะ เ ร็ ง ป า ก ม ด ลู ก ท่ี พ บ ก า ร ติ ด เ ช้ื อ เ อ ช พี วี  ( SiHa) แ ล ะ เ ซ ล ล์ ส า ย พั น ธุ์  
มะเร็งปากมดลูกท่ีไม่ติดเช้ือเอชพีวี (C33A) เป็นชุดควบคุม ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับจากงานวิจัยนี้
คือ สามารถค้นหาเครื่องหมายโมเลกุลท่ีจำเพาะต่อการติดเช้ือไวรัสเอชพีวีและใช้ในการวิเคราะห์
ความเส่ียงต่อการติดเช้ืออันนำไปสู่การเกิดมะเร็งปากมดลูกตั้งแต่ยังไม่แสดงอาการ เพื่อประโยชน์ต่อ
การคัดกรอง การวินิจฉัยและการรักษาอย่างทันท่วงทีต่อไป 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

 ตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันท่ีโพรโมเตอร์ของยีนของ 3 ยีน คือ ALDH3B1 ASAH2B และ 
FOXC1 ในตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกท้ังท่ีเป็นมะเร็งท่ีพบการติดเช้ือเอชพีวี และเซลล์ปากมดลูกปกติ  

ขอบเขตงานวิจัย 

 พิ สูจน์ ยี น ท่ี สามารถ จับกั บ โปรตีน  E7  ของ เอชพี วี  ไทป์  16  จาก  2  วิ ธี ก ารจาก 
วิทยานิพนธ์ก่อนหน้าก่อนหน้า (นันท์นภัส วงค์มณี, 2561; จุฑามาศ สุขพัฒน์ธี, 2562) คือ การทำ 
Chromatin immunoprecipitation Sequencing ท่ี มี ล ำดับ เบ สบริ เวณ โพ ร โม เตอร์ต ร งกั บ 
ลำดับเบสบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ท่ี TFAP2A สามารถจับได้ แล้วนำมาคัดเลือกเฉพาะ 
ยีนท่ีสามารถจับกับทรานสคริปชันแฟคเตอร์ YY1 จากนั้นคัดเลือกยีนท่ีได้ด้วยวิธีทางชีวสารสนเทศ 
ซึ่งคัดเลือกยีน คือ ALDH3B1 ASAH2B และ FOXC1 และตรวจสอบการเปล่ียนแปลงของการเกิด
เมทิลเลชันของยีนด้วยเทคนิค Methylation specific PCR (MSP) 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 สามารถนำข้อมูลการศึกษานี้นำไปต่อยอดวิธีการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูก 
ให้มีความถูกต้องและแม่นยำมากขึ้น 

วิธีดำเนินการวิจัย 

 การตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน    
 1. เพาะเล้ียงเซลล์ C33A และ SiHa       
 2. สกัดดีเอ็นเอท้ังจากเซลล์ C33A, SiHa  ตัวอย่างแปปสเมียร์  และตัวอย่าง ASC-US 
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 3. นำดีเอ็นเอท่ีสกัดได้บางส่วนทำปฏิกิริยากับ sodium bisulfite   
 4.ออกแบบไพรเมอร์ท่ีจำเพาะต่อการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนท่ีได้คัดเลือกไว้  
แ ล ะ ไ พ ร เ ม อ ร์ จ า ก วิ ท ย า นิ พ น ธ์ ก่ อ น ห น้ า  ( นั น ท์ น ภั ส  ว ง ค์ ม ณี , 2 5 6 1 ;  
จุฑามาศ สุขพัฒน์ธี, 2562)        
 5. ตรวจสอบการการเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนท่ีคัดเลือกด้วยวิธี methylation 
specific PCR (MSP-PCR) 

ลำดับขั้นตอนในการเสนอผลงานวิจัย 

 การตรวจสอบเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของของยีน 

 

รูปที่ 1 แผนผังแสดงลำดับข้ันตอนของการตรวจสอบยีน 
 

 

 

ตัวอย่างเซลล์ไลน์ ตัวอย่างแปปสเมียร์ และตัวอย่าง ASC-US

สกัดดีเอ็นเอ

น าดีเอ็นเอที่ได้ ท าปฏิกิริยากับ 
SodiumBisulfite

ตรวจสอบการการเกิดเมทิลเลชัน
ของยีนที่คัดเลือกด้วยวิธี MSP-PCR

วิเคราะห์ข้อมูล
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

มะเร็ง 

 โรคมะเร็ง (Cancer) มีการบันทึกครั้งแรกในหลักฐานกระดาษปาปิรัสของอารยธรรมอียิปต์
เมื่อประมาณ 1,500-1,600 ปีก่อนคริสตกาล แต่ได้มีการพูดถึงและการบัญญัติศัพท์ท่ีอธิบายอาการ
ของโรคมะเร็งอย่างจริงจัง เมื่อ 460 -370 ปีก่อนคริสตกาลโดยแพทย์และนักปราชญ์ชาวกรีกช่ือ 
ฮิปโปเครติส (Hippocrates) หรือบิดาแห่งการแพทย์ตะวันตกสมัยใหม่ดังรูปท่ี 2 ท่ีได้บัญญัติคำศัพท์
ตามลักษณะความผิดปกติของการงอกช้ินเนื้อเป็นปุ่มปมหรือรยางค์ท่ียื่นออกมาเหมือนกับรยางค์ของ
ปูท่ียื่นยาว ซึ่งภาษาละตินของปูคือ carcinos ตามราศีกรกฎ (Faguet, 2015)    
       

 

 

 

 

รูปที่ 2 ฮิปโปเครติส (Hippocrates) 
(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/d/d2/Hippocrates_Light.JPG

/443px-Hippocrates_Light.JPG)  

 โรคมะเร็งเป็นสาเหตุการเสียชีวิตอันดับหนึ่ งของประชากรท่ัวโลก โดยในปี  2020  
พบว่ามีอุบั ติการณ์ เพิ่ มขึ้นประมาณ 19.3 ล้านคน และมี ผู้ เสียชีวิตสูงถึงเกือบ 10 ล้านคน  
(Sung et al., 2021) สำหรับประเทศไทย สถิติจากสำนักงานสถิติแห่งชาติพบว่าโรคมะเร็งเป็นสาเหตุ
การเสียชีวิตอันดับ 3 รองจากโรคหัวใจและหลอดเลือด (สำนักงานสถิติแห่งชาติ, 2550) แต่ยังคงมี 
อัตราการรอดชีวิตต่ำเนื่องจากกระบวนการวินิจฉัย การป้องกัน การรักษา รวมถึงความรู้ความเข้าใจ
ในโรคมะเร็งของประชาชนท่ัวไปปัจจุบันยังมีข้อบกพร่อง ทำให้บุคคลท่ีเข้ารับการตรวจคัดกรองและ
การรักษาส่วนใหญ่ จึงอยู่ในระยะแพร่กระจาย การรักษาจึงเป็นเพียงการยืดเวลาให้กับผู้ ป่วย  
และมี ส่ วน น้ อ ย ท่ี ไ ด้ รั บ ก ารรั กษ าจน ห ายขาด  ใน ท่ี นี้ จึ งมุ่ งค วามสน ใจไป ท่ี โรคมะ เร็ ง 
ท่ีเป็นสาเหตุการเสียชีวิตอันดับต้นๆของสตรีในประเทศไทยซึ่งหมายถึงมะเร็งปากมดลูก 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 6 

ชีววิทยาของการเกิดมะเร็ง 

 เซลล์ปกติท่ีได้รับปัจจัยท้ังทางพันธุกรรมและส่ิงแวดล้อมกระตุ้นให้เซลล์เกิดความผิดปกติ
จนกระท่ังพัฒนาไปเป็นเซลล์มะเร็งนั้น มีการอธิบายถึงการเปล่ียนแปลงของเซลล์ปกติเป็นเซลล์มะเร็ง
ผ่านกลไกในระดับโมเลกุล หรือ Hallmarks of cancer ซึ่งประกอบด้วยองค์ประกอบต่างๆ ดังนี้ (วิ
ยะดา ปัญจรัก, 2558; Hanahan and Weinberg, 2011) 

 1) ความสามารถต้านทานโปรแกรมการตายของเซลล์ได้ (resisting cell apoptosis) 
 2) ความสามารถในการสร้างหลอดเลือดใหม่เพื่อใช้หล่อเล้ียงเซลล์มะเร็ง (angiogenesis) 
 3) ความสามารถในการเพิ่มจำนวนเซลล์ได้อย่างไม่จำกัด (enabling replicative 
immortality) 
 4) ความสามารถในการลุกลามไปยังอวัยวะข้างเคียงและแพร่กระจายไปอวัยวะอื่นๆได้  
(activating invasion and metastasis) 
 5) ความสามารถหลีกเล่ียงต่อการถูกยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ (evading growth 
suppressors) 
 6) คงสัญญาณเพื่อให้เกิดการเจริญเติบโตของเซลล์ (sustaining proliferative signaling) 

มะเร็งปากมดลูก         
 โรคมะเร็งปากมดลูก (cervical cancer) เป็นมะเร็งท่ีเกิดขึ้นในบริเวณปากมดลูก และมดลูก  
เป็นสาเหตุการเสียชีวิตเฉล่ียเป็นอันดับท่ี 2 ของสตรีท่ัวโลก โดยเฉพาะในช่วงอายุประมาณ 20-39 ปี  
(Siegel et al., 2019) และมีอุบัติการณ์สูงขึ้นในกลุ่มประเทศกำลังพัฒนาและประเทศด้อยพัฒนาท่ีมี
รายได้ปานกลางหรือรายได้ต่ำเมื่อเปรียบเทียบกับประเทศท่ีพัฒนาแล้ว สำหรับในประเทศไทย 
มีอุบั ติการณ์ สูงเป็นอัน ดับท่ี 3 รองจากมะเร็งเต้านมและมะเร็งตับและท่อน้ำดี ดังรูป ท่ี  3  
โดยมีอัตราอุบัติการณ์ปรับมาตรฐานตามอายุ (age-standardized incidence rate; ASR) ประมาณ 
11.7 คน ต่อประชากรหญิง 100,000 คนต่อปี (National Cancer Institute of Thailand, 2018;  
WHO, 2014) ใช้เวลาประมาณ 5-10 ปี หลังจากติดเช้ือ ในการดำเนินโรคจาก carcinoma in situ 
พัฒนาไปเป็น invasive carcinoma โดยจะเริ่มลุกลามจากช้ัน basement membrane ไปยัง  
ช้ัน cervical stroma ก่อนท่ีจะลุกลามจนสามารถพบความผิดปกติด้วยตาเปล่า อีกท้ังลุกลามไปยัง
อวัยวะข้างเคียงได้โดยสามารถผ่านทางระบบไหลเวียนเลือด หรือระบบน้ำเหลือง เช่น ปอด กระดูก 
ไส้ตรง หรือกระเพาะปัสสาวะ เป็นต้น (Li et al., 2016) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 7 

 

รูปที่ 3 โรคมะเร็งท่ีพบในประเทศไทย ปี พ.ศ. 2557 (ต่อประชากร 100,000 คน) 
 (National Cancer Institute of Thailand, 2018.) 

ปัจจัยเส่ียงต่อการเกิดมะเร็งปากมดลูกได้แก่ อายุท่ีเพิ่มขึ้น การมีเพศสัมพันธ์ขณะท่ีอายุน้อย  
การมี คู่นอนหลายคน มีประวัติว่าเป็นโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์หรือโรคภูมิ คุ้มกันบกพร่อง  
การสูบบุหรี่  สมาชิกในครอบครัวมีประวัติเป็นมะเร็งปากมดลูก และการติดเช้ือ โดยเฉพาะ  
เช้ือไวรัสฮิวแมนแพปพิลโลมาหรือเช้ือไวรัสเอชพีวี (กรมการแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข, 2547) 

เชื้อไวรัสฮิวแมนแพปพิลโลมาหรือเชื้อไวรัสเอชพีวี (human papilloma virus: HPV) 
 โรคมะเร็งปากมดลูกมีสาเหตุหลักมาจากการติดเช้ือไวรัสฮิวแมนแพปพิลโลมาหรือ 
ไวรัสเอชพีวี (human papilloma virus: HPV) ซึ่งเช้ือไวรัสดังกล่าวมีหลายสายพันธุ์ แบ่งออกเป็น  
2 กลุ่ม ตามความเส่ียงในการก่อโรคมะเร็งหลังจากติดเช้ือ ได้แก่ สายพันธ์ ท่ีมีความเส่ียงต่ำ  
(low-risk type) เป็ น สายพั น ธุ์ ท่ี ไม่ ก่ อ ให้ เกิ ดมะ เร็ ง  แ ต่ ส่ วน ให ญ่ ทำให้ เกิ ดหู ดห งอน ไก่  
บริเวณอวัยวะเพศ ได้แก่สายพันธุ์หรือ ไทป์ 6 , 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 73 และ 81 
โดยเฉพาะไทป์ 6 และไทป์ 11 พบได้มากท่ีสุด คิดเป็นประมาณร้อยละ 90 และสายพันธุ์ก่อมะเร็งท่ีมี
ความเส่ียงสูง (high-risk type) ได้แก่ไทป์ 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 68 และ 
82 โดยเฉพาะ ไทป์ 16 และไทป์ 18 ซึ่งพบได้มากท่ีสุด คิดเป็นประมาณร้อยละ 70 ของเช้ือเอชพีวีท่ี
พบในผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูก ดังรูปท่ี 4 (Li et. al., 2011; Lowy and Schiller, 2006)  
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รูปที่ 4 แผนภูมิแสดงร้อยละท่ีก่อให้เกิดโรคมะเร็งปากมดลูกโดยเช้ือเอชพีวีสายพันธุ์ต่างๆ 
(Nathan, 2015) 

 นอกจากนี้ เช้ือ เอชพีวียังเป็นสาเหตุของการเกิดมะเร็งอื่ นๆ เช่น มะเร็งช่องคลอด  
มะ เร็ ง ช่องปากและลำคอ มะเร็ งทวารหนัก  หรือมะเร็ งอวัยวะ เพศใน เพศชาย  เป็น ต้น  
(Palefsky, 2010) ในกรณีของมะเร็งปากมดลูก เช้ือเอชพีวีจะเข้าไปท่ีบริเวณ เนื้ อเยื่อบุ ผิว 
ของปากมดลูกผ่านรอยถลอกท่ีเกิดจากการมีเพศสัมพันธ์ ซึ่งเมื่อติดเช้ือแล้ว เซลล์บริเวณปากมดลูก 
จะค่อยๆเกิดความผิดปกติ มีการเปล่ียนแปลงของเนื้อเยื่อ ซึ่งใช้เวลาดำเนินของโรคในการเปล่ียนจาก
เซลล์ปกติเป็นเซลล์มะเร็งประมาณ 10 -15 ปีหลังจากท่ีติดเช้ือ โดยท่ียังไม่แสดงความผิดปกติ  
ผู้ป่วยมักจะพบแพทย์เมื่อมีอาการรุนแรงซึ่งเข้าสู่มะเร็งปากมดลูกระยะลุกลามและยากต่อการรักษา 
ให้หายขาดแล้ว (วิยะดา ปัญจรัก , 2558) ดังนั้นการตรวจคัดกรองต้ังแต่ยังไม่แสดงอาการหรือ 
การตรวจในระยะก่อนเป็นมะเร็งจึงเป็นส่ิงท่ีสำคัญ เพื่อท่ีจะหาวิธีรักษาได้อย่างทันท่วงทีและ  
ลดอัตราการเสียชีวิตจากมะเร็งปากมดลูกอีกด้วย 

เช้ือไวรัสเอชพีวีเป็นไวรัสท่ีมีสารพันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอวงแหวนสายคู่ความยาว 8,000 คู่เบส 
เรียงตัวเป็นวงกลม (doubled stranded circular DNA) ขนาดเส้น ผ่านศูนย์กลาง 500 nm  
แบ่งโครงสร้างของไวรัสออกเป็น 3 ส่วน ดังรูปท่ี 5 ดังนี้ (Borruto and Ridder, 2012)  
 1. Untranslated region (UTR) หรือ Upstream regulatory region (URR) หรือ Long 
control region (LCR) ไม่ได้เป็นบริเวณท่ีเกิดการแปลรหัสโปรตีน แต่เป็นบริเวณท่ีเป็นจุดเริ่มต้นของ
การจำลองดีเอ็นเอ เป็นตำแหน่งท่ีทรานสคริปชันแฟคเตอร์และโพรโมเตอร์ท่ี เกี่ยวข้องกับ  
การแสดงออกของโปรตีน เช่น E6 และ E7 เข้าจับ รวมท้ังเป็นบริเวณท่ีมีการควบคุมการแสดงออก
ของยีนภายในไวรัส (Raybould et al., 2011)      
  2. Early region (E) ประกอบด้วยยีน E1, E2, E4, E5, E6 และ E7 ท่ีแปลรหัสเป็น 
early protein ทำหน้าท่ีร่วมกันในกระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ การควบคุมการแสดงออกของยีน
ภายใน ไวรัส  เกี่ ย วข้ อ งกับกระบวนการมี ชี วิ ตรอดและกระบวนการ เป ล่ียนแปลงของ  
เซลล์เย่ือบุผิวปากมดลูกเมื่อมีการติดเช้ือ โดยแต่ละยีนจะมีหน้าท่ีโดยละเอียดดังต่อไปนี้  
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  2.1  E1 แปลรหั ส เป็ น โปรตีน  E1 เป็ น โปรตีนสำคัญ ท่ี ใช้ ในกระบวนการ 
จำลองดีเอ็นเอ ควบคุมการถอดรหัสของยีน (gene transcription)    
  2.2 E2 แป ลรหั ส เป็ น โป รตีน  E2 เป็ น โปรตีนสำคัญ ท่ี ใช้ ในกระบ วน การ 
จำลองดีเอ็นเอ ควบคุมการถอดรหัสของยีน รวมท้ังเป็นโปรตีนท่ีเกี่ยวข้องกับกระบวนการตาย 
ของเซลล์ (apoptosis) และควบคุมการแสดงออกของยีน E6 และ E7    
  2.3 E4 แปลรหัสเป็นโปรตีน E4 แม้หน้าท่ียังไม่แน่ชัด แต่คาดว่ามีหน้าท่ีรวมไวรัส
และมีส่วนช่วยในการปล่อยอนุภาคไวรัสออกจากเซลล์ท่ีติดเช้ือไปยังบริเวณข้างเคียงโดยการจับกับ 
keratin แ ล ะ ท ำล า ย  cytokeratin network อี ก ท้ั ง ค า ด ว่ า โป ร ตี น  E4 อ า จ เข้ า จั บ กั บ 
โครงสร้างเชิงซ้อน cdk/cyclin และนำไปสู่การหยุดวัฏจักรของเซลล์ (Cell cycle arrest) ในระยะ 
G2 (Doorbar et al., 1991; Raybould et al., 2011)     
  2.4 E5 แ ป ล ร หั ส เป็ น โป ร ตี น  E5 ท ำง าน ร่ ว ม กั บ โป ร ตี น  E6 แ ล ะ  E7  
ทำให้เซลล์ไม่ตายและส่งเสริมกระบวนการเปล่ียนแปลงของเซลล์ท่ีติดเช้ือทำให้เกิดความผิดปกติของ
เซลล์เจ้าบ้าน (host) (Prétet et al., 2007.)      
  2.5 E6 แปลรหัสเป็นโปรตีน E6 ซึ่งเป็นโปรตีนก่อมะเร็ง (oncoprotein) ทำหน้าท่ี
จับและสลายโปรตีน p53 ซึ่งเป็นผลผลิตจากยีนต้านมะเร็งท่ีมีหน้าท่ีสำคัญในการกระตุ้นให้เซลล์เข้าสู่
กระบวนการตายของเซลล์ โดยการจับร่วมกับโปรตีน E6AP หรือ E6-associated protein (E6AP) 

ทำให้โปรตีน p53 เข้าสู่กระบวนการubiquitination และไม่สามารถทำงานได้ เซลล์ท่ีติดเช้ือไวรัส
เอชพีวีจึงไม่ถูกทำลายและสามารถเพิ่มจำนวนไวรัสต่อไป (Sen et al., 2018)   
  2.6 E7 แปลรหัสเป็นโปรตีน  E7 ซึ่งเป็นโปรตีนก่อมะเร็งท่ีสำคัญ โดยจับและ 
สลายโปรตีน pRB ผ่านกระบวนการ phosphorylation และ ubiquitination เพื่อรบกวนการจับกัน
และการทำงานระหว่างโปรตีน pRB และ E2F ขัดขวางไม่ให้เซลล์เข้าสู่กระบวนการตายของเซลล์  
ทำให้ เซลล์ ท่ี ติดเช้ือไวรัสเอชพี วีสามารถเพิ่ มจำนวน ต่อไปได้และนำไป สู่การเกิดมะเร็ ง  
(Senba and Mori, 2012; Sen et al., 2018)   
 3. Late region (L) ได้แก่ยีน L1 และ L2 ท่ีแปลรหัสเป็น late protein ท่ีเป็นองค์ประกอบ
ของเปลือกหุ้มไวรัส (capsid) ซึ่งมีหน้าท่ีสำคัญในช่วยการจับกับเซลล์เจ้าบ้าน โดย L1 ทำหน้าท่ีสร้าง 
major capsid protein เป็นส่วนหลักของเปลือกหุ้มไวรัส ในขณะท่ี  L2 ทำหน้าท่ีสร้าง minor 
capsid protein 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 10 

 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 5 โครงสร้างของเช้ือไวรัสเอชพีวี 
(Vega et al., 2017) 

การเกิดมะเร็งปากมดลูกเมื่อเกิดการเชื้อเอชพีวี      
 เมื่ อ ร่ า งก าย ได้ รั บ เ ช้ื อ เอ ชพี วี จ าก ก าร เข้ าม าท างแ ผลบ ริ เวณ ป าก ม ด ลู กแ ล้ ว  
เช้ือจะเข้าสู่ร่างกายโดยอยู่ใน 2 รูปแบบ คือ       
 1. episomal form หรือ ลักษณะเป็ นวง ไม่ มี การแทรกจีโนมไวรัส เข้ าไป ใน จีโนม  
แต่จะเข้าอยู่ในนิวเคลียสของเซลล์เจ้าบ้าน (host) โดยจำนวนไวรัสจะเพิ่มขึ้นตามการจำลองตัวของ 
เซลล์เจ้าบ้าน (Stern and Einstein, 2012) ดังรูปท่ี 6 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 6 การติดเช้ือเอชพีวีในรูปแบบ episomal form 
(https://www.immunopaedia.org.za/immunology/archive/carcinoma-

development/human-papilloma-virus-hpv/) 

 2. integrate form หรือเป็นเส้นยาวและแทรกตัวจีโนมไวรัสเข้าในจีโนมของเซลล์เจ้าบ้าน 
ดังรูปท่ี 7 ซึ่งสามารถให้ผลได้ 2 ทาง คือขัดขวางหรือหยุดการทำงานของยีนต้านมะเร็งและกระตุ้นให้
ยีนก่อมะเร็งมีการแสดงออกมากขึ้น ส่งผลให้เซลล์ท่ีติดเช้ือเกิดความผิดปกติและพัฒนาไปเป็น
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เซลล์มะเร็งในเวลาต่อมา โดยบริเวณท่ีจีโนมเช้ือเอชพีวีแทรกเข้าจีโนมเจ้าบ้านมักเป็นบริเวณท่ีเกิด
กิจกรรมการถอดรหัส (transcription) บ่อยครั้ง หรือบริเวณท่ีเกิดการแลกเปล่ียนช้ินส่วนกัน 
(translocation point) และมักเป็นเป็นบริเวณท่ีเปราะบางทำให้จีโนมไวรัสสามารถเข้าแทรกได้ง่าย 
(Das et al., 2012) โดยเมื่อเกิดการขาดของสายไวรัส ทำให้ยีน E2 ซึ่งมีหน้าท่ีควบคุมการถอดรหัส
ของยีน E6 และ E7 ไม่แสดงออก ทำให้ยีน E6 และ E7 แสดงออกมากขึ้นและเป็นส่ิงสำคัญท่ีนำไปสู่
การยับยั้งการทำงานของยีนต้านมะเร็งต่อไป (Collins et al.,2009) 

 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 7 การติดเช้ือเอชพีวีในรูปแบบ integrate form 
(https://www.immunopaedia.org.za/immunology/archive/carcinoma-

development/human-papilloma-virus-hpv/) 

 เมื่ อ เช้ือ เอชพี วี เข้ า สู่ เซล ล์ ช้ัน  basal ของเซลล์ epithelium ผ่านรอยแผลเกิ ดจาก 
การมีเพศสัมพันธ์ แล้วระยะหนึ่ง เช้ือเอชพีวีจะเริ่มเข้าสู่วัฏจักรของเช้ือเอชพีวีโดยอธิบายตามรูปท่ี 8 
ดังนี้ (Conway and Meyers, 2009)       
 1. เช้ือเอชพีวีที่ติดเช้ือในเซลล์ปากมดลูกช้ัน basal ยังมีจำนวนสำเนาของเช้ือน้อย  
 2. ช่วงแรกของการติดเช้ือเอพีวี ดีเอ็นเอจะอยู่ในรูปแบบ  episomal form และเข้าอยู่
ภายในนิวเคลียสของเซลล์ basal         
 3. เกิดการจำลองดีเอ็นเอของเช้ือไวรัส เพื่อเพิ่มจำนวนสำเนาของไวรัส ไปพร้อมกับดีเอ็นเอ
ของเซลล์เจ้าบ้าน ทำให้ early genes แสดงออก สร้างโปรตีน E1 E2 E4 E5 E6 E7 และ late 
genes สร้างโปรตีน L1 และ L2        
 4. โปรตีน L1 และ L2 สร้างเปลือกหุ้มไวรัส (capsid) จากนั้นดีเอ็นเอของเช้ือเอชพีวี  
จะเปล่ียนอยู่ในรูปแบบ integrate form เพื่อแทรกอยู่กับจีโนมของของเซลล์เจ้าบ้าน ทำให้ยีน E2  
ไม่แสดงออก ไม่สามารถควบคุมการแสดงออกของยีน E6 และ E7 ได้ ทำให้ยีน E6 และ E7  
มีการแสดงออกท่ีมากขึ้น หลังจากนั้นดีเอ็นเอของไวรัสและ capsid ประกอบได้เป็นเช้ือเอชพีวีท่ี
สมบูรณ์  

https://www.immunopaedia.org.za/immunology/archive/carcinoma-development/human-papilloma-virus-hpv/
https://www.immunopaedia.org.za/immunology/archive/carcinoma-development/human-papilloma-virus-hpv/
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5. เช้ือเอชพีวีอยู่ในรูปสมบูรณ์ หลุดออกจากเซลล์ช้ัน epithelium และลุกลามไปข้างเคียง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 8 วัฏจักรชีวิตของเช้ือเอชพีวีบริเวณปากมดลูก 
(Stern and Einstein, 2012) 

 

 ยีน E6 และ E7 มีบทบาทท่ีสำคัญต่อการเกิดมะเร็งปากมดลูกอย่างมาก เนื่องจากโปรตีน 
ท่ีสร้างจากยีนท้ังสองสามารถยับยั้งการทำงานของโปรตีนต้านมะเร็งท่ีถูกสร้างจากยีนต้านมะเร็งได้ 
โดยโปรตีน E6 จะจับเข้ากับโปรตีน E6AP ทำให้เกิดการย่อยสลายของ p53 ผ่านกระบวนการ 
ubiquitination ในภาวะปกติ p53 ทำหน้าท่ีเป็นโปรตีนต้านมะเร็งและเป็น transcription factor ท่ี
สำคัญในการควบคุมวัฏจักรและการตายของเซลล์ ดังนั้นเมื่อ p53 ลดลง ทำให้เซลล์สามารถ
เจริญเติบโตอย่างไร้การควบคุม ไม่มีการกำจัดเซลล์ท่ีผิดปกติ จนทำให้เกิดการพัฒนาไปเป็น
เซลล์มะเร็ง  (Sen et. al., 2018) อีก ท้ั งโปรตีน E6 ยั ง ช่วยกระ ตุ้นการทำงานของเอนไซม์  
telomerase ซึ่งทำหน้าท่ีคงสภาพปลาย telomere ของโครโมโซมไม่ให้ส้ันลง มีผลทำให้เซลล์ท่ีติด
เช้ือเอชพีวีมีอายุยืนและไม่เข้าสู่กระบวนการตายของเซลล์ (Ganguly and Parihar, 2009) ในขณะท่ี
โปรตีน E7 รบกวนการจับเข้ากับระหว่างโปรตีน pRb ซึ่งเป็นโปรตีนต้านมะเร็งท่ีมีหน้าควบคุม 
การแบ่งตัวและกระบวนการตายของเซลล์ และทรานสคริปชันแฟคเตอร์ E2F ผ่านกระบวนการ 
phosphorylation และ ubiquitination ทำให้ เซลล์แบ่ ง ตัวอย่ างไร้การควบคุม  นอกจากนี้  
โปรตีน E7 ยังกระตุ้นการทำงานของ cyclin A และ cyclin E ซึ่ งส่งผลให้ เกิดการจำลองตัว 
ของเช้ือ เอชพี วี เพิ่ มขึ้ น  และลดการทำงานของโปรตีน  p21 และ p27 ซึ่ งมี หน้ าท่ี ยับยั้ ง 
การถอดรหัสของยีนอีกด้วย (Ganguly and Parihar, 2009; Yim and Park, 2005) 

การตรวจคัดกรองและตรวจเพื่อวินิจฉัยมะเร็งปากมดลูก      
 ปัจจุบันวิธีการตรวจเพื่อวินิจฉัยมีหลายวิธี เช่น การตรวจคัดกรองสตรีท่ีท้ังท่ียังไม่มีอาการ
หรือแสดงความผิดปกติเพียงเล็กน้อยของปากมดลูกด้วยการทำแปปสเมียร์  (Papanicolaou smear: 
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PAP smear) เป็นการตรวจความผิดปก ติของเซลล์บริ เวณปากมดลูก ผ่านการตรวจสอบ 
ทางเซลล์วิทยา (cytology) โดยใช้อุปกรณ์คล้ายไม้พายหรือ spatula เก็บเซลล์บริเวณปากมดลูกและ
รอยต่อของคอมดลูก (squamocolumnar junction) ดังรูปท่ี 9 ใส่ในขวดน้ำยารักษาสภาพเซลล์ 
และตรวจผ่านกล้อง (กรมการแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข, 2547)  

 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 9 การตรวจมะเร็งปากมดลูกด้วยวิธีแปปสเมียร์  
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65910/) 

หากพบความผิดปกติจากตัวอย่างแปปสเมียร์  จะตรวจสอบเพิ่มเติมเพื่อตรวจวินิจฉัย 
โดยการตรวจช้ินเนื้อด้วยวิธี biopsy เพื่อยืนยันผลทางพยาธิวิทยา (histology) ว่ารอยโรคนั้น 
มีความผิดปกติบริเวณปากมดลูกหรือไม่โดยใช้มีด (cone biopsy) หรือคีมคีบตัดเนื้อเย่ือบริเวณปาก
มดลูก (punch biopsy) ดังรูป ท่ี  10 นำมาผ่านการย้อมสีและส่องผ่านกล้องคอลโปสโคป 
(colposcope) (Villegas-Hinojosa et al., 2020) 

 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 10 การตรวจมะเร็งปากมดลูกด้วยวิธี biopsy 
(http://kingsbrook.adam.com/content.aspx?productid=117&pid=1&gid=000893) 

การรายงานผลแปปสเมียร์มีหลายระบบ แต่นิยมใช้  The Bethesda system (TBS) 
โดยเฉพาะ  TBS 2001 เป็นการแบ่งระยะการเกิดตามความผิดปกติของเซลล์ท่ี เป ล่ียนไป 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65910/
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ตามเซลล์วิทยา แบ่งออกเป็นเซลล์ปกติ (normal cell) เซลล์รอยโรคระยะก่อนมะเร็งเกรดต่ำ (low-
grade squamous intraepithelial lesion: LSIL) ซึ่ ง มี ก า รแ บ่ ง ตั ว ผิ ดป ก ติ เฉ พ าะ ด้ าน บ น  
ของช้ันเยื่อบุปากมดลูก ประมาณ 1 ใน 3 ของท้ังหมด เซลล์รอยโรคระยะก่อนมะเร็งเกรดสูง (high-
grade squamous intraepithelial lesion: HSIL) ซึ่งมีการแบ่งตัวผิดปกติท่ีด้านล่างและส่วนกลาง
ข อ ง ช้ั น เยื่ อ บุ ป า ก ม ด ลู ก  แ ล ะ เซ ล ล์ ม ะ เร็ ง  ( squamous cell carcinomas ห รื อ  SCC)  
รวมท้ังเซลล์ท่ีผิดปกติแต่ท่ีไม่สามารถระบุระยะของเซลล์ได้อย่างชัดเจน (atypical squamous cell) 
หรือ ASC-US (กรมการแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข , 2547; สถาบันมะเร็งแห่งชาติ , 2561)  
ขณะท่ีการรายงานผลตามความผิดปกติของเซลล์ท่ีเปล่ียนไปตามพยาธิวิทยา (histology) ใช้ระบบ 
CIN system เป็ น ก า ร บ่ ง บ อ ก ร อ ย โร ค ท่ี ป า ก ม ด ลู ก ใน ร ะ ย ะ ก่ อ น เป็ น ม ะ เร็ ง ห รื อ  
Cervical intraepithelial neoplasia (CIN) เป็นการสะท้อนอัตราส่วนความสัมพันธ์ระหว่างรอยโรค
และการติดเช้ือเอชพีวี  แบ่งออกเป็นระยะ  CIN 1 ซึ่ งเป็นระยะท่ีเริ่มพบการติดเช้ือเอชพีวี   
พบเซลล์ท่ีผิดปกติประมาณ 1 ใน 3 ของความหนาของเยื่อบุผิวปากมดลูก ระยะ CIN 2 พบเซลล์ 
ท่ีผิดปกติประมาณ 2 ใน 3 ของความหนาของเยื่อบุผิวปากมดลูก และหากพบเซลล์ท่ีผิดปกติมากกว่า 
2 ใน 3 ของเย่ือบุผิวปากมดลูก จะถูกวินิจฉัยว่าอยู่ในระยะ CIN 3 (สมชัย นิรุตติศาสน์, 2533) โดยมี
การเปรียบเทียบกับท้ัง 2 ระบบ ดังตารางท่ี 1 และรูปท่ี 11 

ตารางที่ 1 การเปรียบเทียบการรายงานผลการตรวจปากมดลูก  
WHO system The Bethesda system CIN system 

Normal Within Normal limits Normal 
Atypical ASC-US -No significant cellular 

changes 
Mild dysplasia LSIL CIN 1, HPV infection 
Moderate dysplasia HSIL CIN 2 
Severe dysplasia/ 
Carcinoma In situ  

HSIL CIN 3 

Squamous cell carcinoma 
(SCC) 

Squamous cell carcinoma Squamous cell carcinoma 
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รูปที่ 11 การรายงานผลของตัวอย่างด้วยวิธีทางเซลล์วิทยาและพยาธิวิทยา 
(Lowy and Schiller, 2006.) 

ถึงแม้จะเป็นวิธีนิยมใช้อย่างแพร่หลาย แต่การตรวจแปปสเมียร์ เป็นเพียงการคัดกรอง 
(screening) ไม่ใช่การตรวจวินิจฉัยโรค (diagnostic) ไม่สามารถบอกผลการตรวจได้แม่นยำนัก เป็น
การบอกถึงความเส่ียงเบ้ืองต้น อีกท้ังมีข้อจำกัดอื่นๆ เช่นมีความไว (sensitivity) ต่ำ ประมาณร้อยละ 
40-60 (Chumworathayi and Srisupundit, 2012) ทำให้มีโอกาสท่ีได้ผลลับลวง (false negative) 
หมายถึงผู้เข้าตรวจท่ีปากมดลูกผิดปกติแต่ได้รับผลการตรวจเป็นลบ การเตรียมอุปกรณ์เครื่องมือ  
การ เต รี ย ม ตั วอ ย่ า ง  รวม ท้ั งก ารอ่ าน ผล ต้ อ งอ า ศั ย ผู้ เช่ี ย วชาญ ท่ี ผ่ าน ก ารอ บ รม และ 
ผลอาจแตกต่างกันต่างระหว่างผู้เช่ียวชาญแต่ละท่าน  (Mishra  et al., 2011) ทำให้สามารถเกิด 
การคาดเคล่ือนและการนัดตรวจติดตามผลท่ีนานเกินไป ขณะท่ีการตรวจทางพยาธิวิทยาด้วย 
วิธีการตัดช้ินเนื้อแม้จะเป็นวิธีท่ีแม่นยำกว่า แต่ต้องอาศัยผู้เช่ียวชาญและมีการฉีดยาชาหากต้องการ
ช้ินเนื้อท่ีมากพอต่อการวินิจฉัยท่ีแม่นยำ (Duesing et al, 2012) อีกวิธีที่เป็นท่ีนิยมตรวจร่วมด้วยคือ
การตรวจหาดีเอ็นเอของเช้ือเอชพีวี (HPV DNA genotyping) ผ่านเทคนิคพีซีอาร์ เป็นการตรวจระบุ
สายพันธุ์ของเช้ือเอชพีวี โดยให้ความสำคัญกับเช้ือเอชพีวีสายพันธุ์ความเส่ียงสูง คือไทป์ 16 และ 18 
(สถาบันมะเร็งแห่งชาติ, 2561) วิธีนี้ถึงแม้จะมีความไวในการตรวจพบรอยโรคก่อนมะเร็งสูง แต่กลับมี
ค่าทำนายผลลบลวงสูง ความจำเพาะต่ำกว่าวิธีแปปสเมียร์  และค่าใช้จ่ายในการตรวจแต่ละครั้ง
ค่อนข้างมาก (Koliopoulos et al., 2007) ซึ่งวิธีท่ีใช้ในการค้นหาเซลล์ผิดปกติในระยะก่อนเป็น
มะเร็ง ต้ั งแต่ยั งไม่แสดงอาการหรือแสดงอาการเพี ยงเล็กน้ อยจะช่วยลดอุบั ติการณ์ และ 
อัตราการเสียชีวิตจากมะเร็งปากมดลูกได้ เพื่อให้แพทย์สามารถรักษาได้อย่างทันท่วงที ซึ่งวิธีท่ีดีนั้น
ควรท่ีจะไม่อันตรายหรือทำให้ผู้เข้ารับการตรวจได้รับผลกระทบจากการตรวจน้อยท่ีสุด เสียค่าใช้จ่าย
ไม่มาก ใช้เวลาการตรวจไม่นาน เป็นท่ียอมรับ และให้ผลท่ีถูกต้องแม่นยำ (Trevethan, 2017)  
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วิธีหนึ่งท่ีถูกนำเสนอและได้รับการยอมรับมากยิ่งขึ้นคือการตรวจทางโมเลกุลผ่านกระบวนการ  
เหนือพันธุกรรมกระบวนการหนึ่งท่ีเรียกว่าการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน ดังท่ีจะกล่าวต่อไป 

กระบวนการเหนือระดับพันธุกรรม (Epigenetics) 

 เป็นภาวะท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงหรือควบคุมการแสดงออกของยีนโดยไม่ได้เกิดจาก  
การเปล่ียนแปลงลำดับเบสของดีเอ็นเอ แต่เกิดขึ้นจากการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของโครมาติน ทำให้
โปรตีนหรือทรานสคริปชันแฟคเตอร์ตัวอื่นไม่สามารถเข้ามาจับได้อย่างปกติ ทำให้การแสดงออกของ
ยีนเปล่ียนไป (จันทนา รักแผน, 2555) สามารถถ่ายทอดไปยังเซลล์รุ่นถัดไปได้ เป็นสาเหตุการเกิด 
โรคต่างๆ เช่น โรคมะเร็ง โรคหลอดเลือดในสมอง โรคเบาหวาน เป็นต้น การเปล่ียนแปลงจาก 
epigenetics ประกอบด้วย 3 กลไก ได้แก่  การเติมหมู่ เมทิลในดีเอ็น เอ (DNA methylation)  
การปรับแต่งโปรตีนฮิสโตน (Histone modification) และการแสดงออกของไมโครอาร์เอ็นเอ 
(miRNA) (ธันทิวา นาคแย้ม และจินตนาภรณ์ วัฒนธร , 2561) โดยงานวิจัยฉบับนี้ให้ความสนใจท่ี 
ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน 

กระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (DNA methylation) 
 ดีเอ็นเอเมทิลเลชันเป็นกลไกการเติมหมู่เมทิลตรงคาร์บอนตำแหน่งท่ี 5 บนเบสไซโทซีน  
(cytosine; C) ในบริเวณท่ีมีเบสไซโทซีน และเบสกัวนีน (guanine: G) อยุ่เรียงต่อกันหนาแน่น
เรียกว่ า CpG island โดยอาศัยการทำงานของเอน ไซม์  DNA methyltransferase (DNMT)  
โ ด ย โ ย ก ย้ า ย ห มู่ เ ม ทิ ล จ า ก  S-adenylmethionine (SAM) ไ ป ยั ง เ บ ส ไ ซ โ ท ซี น  
ไ ด้ เป็ น  5 -methylcytosine (5 -mC) แ ล ะ  S-adenosyl homocystreine (SAH) ดั ง รู ป ท่ี  1 2  
(Moore and Fan, 2013)  

 

 
 
 

รูปที่ 12 การเติมหมู่เมทิลท่ีเบสไซโทซีนโดยเอนไซม์ DNA methyltransferase 
(ฤทัยรัตน์ ศรีรักษา และ เต็มดวง ล้ิมไพบูลย์, 2555) 

 สำหรับเอนไซม์ DNMT สามารถแบ่งการทำงานได้ 2 แบบคือ de novo DNMT ได้แก่ 
DNMT3a และ DNMT3b ทำหน้าท่ีเติมหมู่ เมทิลท่ีเสียไประหว่างเกิดการจำลองดีเอ็นเอ และ 
maintenance DNMT ไ ด้แก่  DNMT1 ซึ่ งมี ห น้ า ท่ี เติ มหมู่ เม ทิ ล เพื่ อ รักษ ารูปแบบการเกิ ด 
ดีเอ็น เอเมทิลเลชันให้ เหมือนกับดีเอ็นเอสายต้นแบบ (Li et al., 1992; Okano et al., 1999)  
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 ในสภาวะปกติ เซลล์ปกติมักพบ  CpG island บริ เวณโพรโมเตอร์ของยีนแต่ไม่ เกิด 
ดี เอ็ น เอ เม ทิล เล ชัน  (unmethylation) แ ต่บริ เวณ อื่ น ใน จี โนมจะถูก เม ทิล เล ชัน  เรียก ว่ า  
global hypermethylation โดยเฉพาะในโรคมะเร็ง มักพบการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันสูงบริเวณ 
โพรโมเตอร์ (promoter hypermethylation) ส่งผลต่อการแสดงออกของกลุ่มยีน ท่ีเกี่ยวข้อง 
กับการเกิดมะเร็ง เช่น ยีนท่ีควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล์ ยีนท่ีควบควบคุมกระบวนการตาย  
ของเซลล์ หรือยีน ต้านมะเร็ง  เป็น ต้น ในขณะเดียวกันจะมี จีโนมบริ เวณ อื่น ท่ีลดการเกิด 
ดีเอ็นเอเมทิลเลชันไป เรียกว่า global hypomethylation (พิงค์พร เพ็ชเจริญ, 2558)  

ความ เก่ียวข้ อ งระห ว่ างการเกิ ด ดี เอ็ น เอ เมทิ ล เลชั น กับ ยีน  E7 ของเอชพี วี ไทป์  16  
และการเกิดมะเร็ง        
 นอกจากโปรตีน E7 จะมีผลต่อการเกิดมะเร็งด้วยกลไกทางอ้อมโดยรบกวนการจับเข้า
ระหว่ าง โปร ตีน ต้านมะ เร็ ง  pRb และทรานสคริป ชันแฟ คเตอร์  E2F สลายโปรตีน  pRB  
ผ่านกระบวนการ phosphorylation และ ubiquitination ทำให้โปรตีนต้านมะเร็ง pRb ไม่ทำงาน  
และเซลล์แบ่งตัวอย่างไร้การควบคุมแล้ว ยังพบว่ายีน E7 ของเช้ือเอชพีวีไทป์ 16 มีความสัมพันธ์กับ
การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ในมะเร็งปากมดลูกซึ่งเป็นกลไกโดยตรง โดยโปรตีน E7 
มีความสามารถในการจับกับเอนไซม์ DNMT1 เหนี่ยวนำให้เกิดการเติมหมู่เมทิลบริเวณโพรโมเตอร์
ของยีน (Ganguly and Parihar 2009; Sen et. al., 2018) ดังรูปท่ี 13  

รูปที่ 13 การทำงานของโปรตีน E7 ท่ีมีผลต่อการเกิดมะเร็ง 
(Sen et. al., 2018) 

 นอกจากนี้ยังพบว่า โปรตีน E7 จับกับ DNMT1 เหนี่ยวนำให้เกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันบริเวณ
โพรโมเตอร์ของยีน  CCNA1 (Burgers et al., 2007) ซึ่งเป็นยีนต้านมะเร็ง ทำให้การแสดงออก 
ของยีนลดลง เนื่องจากทรานสคริปชันแฟคเตอร์ต่าง ๆ ไม่สามารถเข้าจับบริเวณโพรโมเตอร์ได้  
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และนำไปสู่การเกิดมะเร็งปากมดลูกท่ีเกิดจากการติดเช้ือเอชพีวีไทป์ 16 (Chalertpet et al., 2015;  
Yanatatsaneejit et al., 2011) การเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 จึงสามารถ 
ใช้เป็นเครื่องหมายทางชีวภาพในการแยกความแตกต่างระหว่างตัวอย่างระยะก่อนเป็นมะเร็งและ
ตัวอย่างท่ีพัฒนาไปเป็นมะเร็งได้ (Chujan et al., 2014) 

Methylation specific-PCR (MSP)       
 เป็ น เทคนิ คพี ซี อ าร์ ท่ี ใช้ต รวจสอบการ เกิ ด ดี เอ็ น เอ เม ทิ ล เล ชันบ นสาย ดี เอ็ น เอ  
เพื่อแยกดีเอ็นเอกลุ่มท่ีถูกและไม่ถูกเติมหมู่เมทิลออกจากกัน ผ่านกระบวนการไบซัลไฟต์ทรีทเมนท์ 
(Bisulfite treatment) เบสไซโทซีน ท่ีไม่ถูกเติมหมู่ เม ทิลจะถูก ดึงหมู่ เอมีนออกหรือ เรียกว่า 
ผ่านกระบวนการ deamination และเปล่ียนเป็นเบสยูราซิล (uracil: U) ในขณะท่ีเบสไซโทซีน  
ท่ีเกิดเมทิลเลชันจะไม่มีการเปล่ียนแปลง ได้ดีเอ็นเอ 2 กลุ่มท่ีมีลำดับนิวคลีโอไทด์แตกต่างกัน  
ท ำ ให้ ส า ม า ร ถ น ำ ม า ต ร ว จ ส อ บ ต่ อ ไ ด้ ด้ ว ย เท ค นิ ค พี ซี อ า ร์ ท่ี มี ก า ร อ อ ก แ บ บ 
ไพรเมอร์จำเพาะต่อลำดับนิวคลีโอไทด์ท้ังสองกลุ่ม โดยต้องออกแบบ 2 คู่ คู่หนึ่งคือไพรเมอร์ท่ีจำเพาะ
กับดีเอ็นเอท่ีเกิดเมทิลเลชัน (methylation primer) และอีกหนึ่ ง คู่คือไพรเมอร์ ท่ีจำเพาะกับ 
ดีเอ็นเอท่ีไม่เกิดเมทิลเลชัน (unmethylation primer) ถ้าไพรเมอร์ ท่ีจำเพาะกับเบสไซโทซีน 
สามารถจับกับสายดีเอ็นเอได้ แสดงว่าดีเอ็นเอนั้นเกิดเมทิลเลชัน ในทางกลับกันถ้าไพรเมอร์ท่ีจำเพาะ
กับ เบสยูราซิ ลสามารถ จับกับสายดี เอ็ น เอ ได้  แสดงว่ า ดี เอ็ น เอนั้ นมี ไม่ มี เกิ ด เม ทิล เล ชัน  
(Herman et al., 1996; Zhang et al., 2009) ดังรูปท่ี 14   

 

รูปที่ 14 การตรวจสอบการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันด้วยเทคนิค MSP 
(Zhang et al., 2009) 

  จากวิทยานิพนธ์ของนัน ท์นภั ส วงค์มณี  ในปี  2561 ได้ สืบหายีน ท่ี เป็น เป้าหมาย 
ของโปรตีน E7 โดยการทำ ChIP seq analysis โดยการใช้ E7 HPV16 antibody ตกตะกอนดีเอ็นเอ
ท่ีสามารถจับกับโปรตีน E7 ของเช้ือเอชพีวีไทป์ 16 ได้ และนำช้ินส่วนของดีเอ็นเอท่ีสามารถ
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ตกตะกอนลงมาได้มาหาลำดับนิวคลิโอไทด์โดยการ sequencing และวิธีทางชีวสารสนเทศ  
โดยวิธีทางชีวสารสนเทศนั้นทำได้โดยการค้นหาลำดับนิวคลิโอไทด์บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 
ท่ีทรานสคริปชันแฟคเตอร์ AP2 จับได้ จากนั้นนำลำดับนิวคลีโอไทด์ ท่ีพบไปค้นหายีนอื่น ๆ  
ท่ีมีลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณโพรโมเตอร์ เหมือนกัน  และคัดเลือกยีน ท่ีสามารถจับได้ ท้ั ง  
ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ AP2 และ YY1 (นันท์นภัส วงค์มณี , 2561; จุฑามาศ สุขพัฒน์ธี, 2562)  
ซึ่งจากวิทยานิพนธ์ดังกล่าว จึงทำการเลือกยีนในแต่ละวิธีมา 1 ยีน และจากโครงงานวิทยาศาสตร์ของ
พลวัฒน์ มุงเมือง ได้แก่ยีน ALDH3B1 ASAH2B และ FOXC1 

Aldehyde dehydrogenase 3 family, member B1 (ALDH3B1)  

 ยีน Aldehyde Dehydrogenase 3 Family Member B1 (ALDH3B1) เป็นยีนหนึ่งท่ีอยู่ใน
ก ลุ่มของ Aldehyde Dehydrogenase (ALDH) family อยู่บน โครโมโซมตำแหน่ ง 11q13.2  
ซึ่งแปลรหัสได้โปรตีนกลุ่มเอนไซม์ ALDH มีหน้าท่ีลดความเป็นพิษของสารกลุ่ม aldehyde ท่ีเกิดขึ้น
จ าก ก ารย่ อ ย สล าย ส ารป ระ เภ ท แ อ ลก อ ฮ อ ล ล์  (alcohol metabolism) แ ล ะป ฏิ กิ ริ ย า  
lipid peroxidation (Marchitti et. al., 2007) มี ค ว า ม เกี่ ย ว ข้ อ ง ใ น ก า ร ป ก ป้ อ ง เซ ล ล์  
จากภาวะ oxidative stress ไม่ให้เกิดความเสียหายหรือความผิดปกติจนพัฒนาไปเป็นเซลล์มะร็ง  
ซึ่ ง พ บ ไ ด้ ใน ห ล าย อ วั ย ว ะ ท่ี ส าม ารถ เกิ ด  oxidative stress ไ ด้  เช่ น  ป อ ด  ไต  เป็ น ต้ น  
(Marchitti et. al., 2010) นอกจากนี้พบว่ายีน ALDH3B1 ถูกนำมาใช้เป็นเครื่องหมายชีวภาพในการ
พยากรณ์โรคมะเร็งปอดชนิด Adenocarcinoma (Sun et al., 2020)  

N-acylsphingosine amidohydrolase (non-lysosomal ceramidase) 2B (ASAH2B) 
 ยีน  N-acylsphingosine amidohydrolase 2B (ASAH2B) อยู่บน โครโม โซมตำแหน่ ง 
10q11.23 ซึ่งแปลรหัสได้โปรตีน ceramidases เป็นเอนไซม์ท่ีมีควบคุมกระบวนต่างๆภายในเซลล์ 
เช่ น  ก ร ะ บ ว น ก า ร เจ ริ ญ เ ติ บ โต  (cell proliferation) ก า ร พั ฒ น า ให้ มี ค ว า ม จ ำ เพ า ะ 
ของเซลล์ (cell differentiation) การตายของเซลล์ (apoptosis) และกระบวนการกลืนกินตัวเอง
ขอ ง เซ ล ล์  (autophagy) ง าน วิ จั ย พ บ ว่ า  long non-coding RNA (lnc) ขอ งยี น  ASAH2B-2  
(lnc-ASAH2B-2 ) กระ ตุ้นการเจริญ เติบ โตของเซลล์มะ เร็ ง เต้ านม ผ่าน  mTOR pathway  
ทำให้ยาเคมีบำบัด everolimus ซึ่งเป็นยาท่ีจับกับบริเวณ FKBP12-rapamycin binding (FRB) ของ
โปรตีน mTOR จับกับโปรตีน mTOR ได้น้อยลง (Li et al., 2018) นอกจากนี้ยังทำหน้าท่ีย่อยสลาย 
ceramide เป็น sphingosine ซึ่ง sphingosine จะถูกย่อยสลายโดย sphingo kinase 2 (Sphk2)  
ท่ีมีบทบาทในการควบคุมสมดุลของการยับยั้งการเจริญเติบโต และการตายของเซลล์ร่วมกับยีน p21 
และยีน p53 อีกท้ัง Sphk2 ยังมีกรดอะมิโนคล้ายคลึงกับโปรตีนท่ีมีอยู่ใน BH3 ซึ่งเป็นกลุ่มย่อยของ 
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Pro-apoptotic ของตระกูล Bcl-2 เช่นเดียวกับโปรตีน BH3 ท่ีชักนำการเกิดกระบวนการตาย 
ของเซลล์ (Sankala et al., 2007)  

Forkhead box C1 (FOXC1)        
 ยีน Forkhead box C1 (FOXC1) เป็นยีนหนึ่งในกลุ่มของ Forkhead box (FOX) family 
ซึ่ งมี หน้ า ท่ี เกี่ ย วข้ อ งกับหลายกระ บวนการ เช่น  การเพิ่ ม จำนวน เซลล์  การมี ชี วิตรอด  
และการตายของเซลล์ เป็นต้น สำหรับยีน FOXC1 ต้ังอยู่บนตำแหน่ง 6p25 ของโครโมโซม  
โปรตีน  FOXC1 ท่ี สร้างจากยีน  FOXC1 ประกอบด้วยโครงสร้างห ลักๆ  (Han et al., 2017;  
Yang et al., 2017) ดังรูปท่ี15 ได้แก่ 

 

 
 
 
 
 

รูปที่ 15 โครงสร้างของยีน FOXC1  
(Han et al., 2017) 

 1 .  Transcription activation domain (TAD) ท่ี อ ยู่ ท า ง ป ล า ย  N-terminal  
เป็นบริเวณสำคัญท่ีกระตุ้นการเกิดการถอดรหัสของยีน     
 2. Forkhead DNA binding domain (FHD) เป็นบริเวณท่ีดีเอ็นเอเกิดการจับ ประกอบด้วย
ลำดับนิวคลีโอไทด์ GTAAATAAA ภายใน FHD มีบริเวณท่ีเรียกว่า nuclear localization signal 
(NLS) ท้ั ง ป ล า ย  N-terminal แ ล ะ  C-terminal ซึ่ ง มี ค ว าม เกี่ ย ว ข้ อ ง กั บ ก าร สั บ เป ล่ี ย น 
(translocation) ในนิวเคลียสของยีน FOXC1      
 3. Inhibitory domain (ID) ห รื อ  phosphorylation domain เป็ น บ ริ เว ณ ท่ี ยั บ ยั้ ง 
การถอดรหั ส  นอกจากนี้ ยั ง เป็ นบ ริ เวณ ท่ี เบสเซอรีน ตำแหน่ ง  2 72  เกิ ดก ระบ วน การ 
phosphorylation         
 4. Transcription activation domain (TAD) ท่ี อ ยู่ ท า ง ป ล า ย  C-terminal  
เป็นบริเวณสำคัญท่ีกระตุ้นการเกิดการถอดรหัส เช่นเดียวกับ Transcription activation domain 
(TAD) ท่ีอยู่ทางปลาย N-terminal        
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 ยีน FOXC1 มีความเกี่ยวข้องกับการพัฒนาอวัยวะ สมอง หัวใจ และตา ในระหว่างการ
พัฒนาของเอมบริโอ (embryogenesis) มีบทบาท ท่ีเกี่ ยวข้องกับการพัฒ นาไปเป็นมะเร็ ง  
การบุกรุกไปยังบริเวณข้างเคียงและการแพร่กระจายของมะเร็งหลายชนิด  ในมะเร็งเต้านม  
พ บ ว่ า ยี น  FOXC1 ถู ก ใ ช้ เป็ น เค รื่ อ ง ห ม า ย ชี ว ภ าพ ใน ม ะ เร็ ง เ ต้ า น ม ช นิ ด  basal-like  
(basal-like breast cancer: BLBC) เนื่องจากมีแสดงออกเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญเมื่อเปรียบเทียบ
กับเซลล์เต้านมปกติ (Ray et al., 2011) นอกจากนี้ FOXC1 ยังมีหน้าท่ีช่วยกระตุ้นการเปล่ียนแปลง
รู ป ร่ า ง เซ ล ล์  epithelial ท่ี ยึ ด เก า ะ กั บ เซ ล ล์ ข้ า ง เ คี ย ง  ไ ป เป็ น เซ ล ล์  mesenchyma  
(epithelial-mesenchymal transition: EMT) ทำให้ เซลล์เค ล่ือน ท่ีไปยังบริ เวณข้างเคียงและ 
เกิดการแพร่กระจายของมะเร็ง เมื่อตรวจสอบจากผู้ป่วยมะเร็งท่ีมีการแพร่ะกระจายโดยการเลือกเก็บ
เซล ล์มะ เร็ ง ท่ี ไห ลเวี ยน ใน กระแส เลือด  (circulating tumor cells: CTC) ท่ี เกิ ด จาก  EMT  
พบการแสดงออกของยีน  FOXC1 ในขณะเดียวกัน  ระ ดับการแสดงออกของยีน  FOXC1  
มี ค ว า ม เกี่ ย ว ข้ อ ง กั น ร ะ ห ว่ า ง ก า ร ท น ต่ อ ก า ร รั ก ษ า ด้ ว ย เค มี บ ำ บั ด แ ล ะ ก า ร เกิ ด  
promoter hypermethylation ของยีน  จึงทำให้ยีนนี้ จึง เป็น เป้าหมายและเป็นอีกแนวทาง 
ในการรักษามะเร็งเต้านมชนิด BLBC (Yang et.al., 2017)  เพื่อให้ผู้ป่วยตอบสนองต่อการรักษา
ได้มากขึ้นและ เพิ่ มอั ตราการรอดชีวิตของ ผู้ป่ วย  นอกจากมะเร็ ง เต้านมแ ล้วยีน  FOXC1  
ยั งมี ส่ วน เกี่ ย วข้ อ งกั บ ก ารพั ฒ น าไป เป็ น เซล ล์มะ เร็ ง ใน มะ เร็ งขนิ ดอื่ น ๆ  เช่น เดี ย วกั น   
ในมะเร็งตับท่ีมีการแสดงออกของยีน FOXC1 ผู้ป่วยท่ีได้รับการรักษามีความเส่ียงท่ีจะกลับมาเป็นซ้ำ 
นอกจากนี้ เมื่อมี โปรตีน FOXC1 มากขึ้น  FOXC1 เข้าไปจับกับบริ เวณโพรโมเตอร์ของยีน  
C-X-C motif chemokine receptor 1 (CXCR1 ) ส่ ง เสริม ให้ ยี น  CXCR1  แสดงออกมากขึ้ น  
นำไปสู่การกระตุ้นการลุกลามและการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งด้วยการกระตุ้นให้เกิด EMT 
(Huang et al., 2015) 
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บทที่ 3 
วิธีดำเนินการวิจัย 

 

เคร่ืองมือที่ใช้ในงานวิจัย 

1. เครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน (hot plate stirrer) (Labtech, Korea) 
2. เครื่องเขย่าสาร (vortex) (Scientific Industries, USA) 
3. เครื่องช่ังสารดิจิตัล (Mettlet Toledo, USA) 
4. เ ค รื่ อ ง ถ่ า ย แ ล ะ บั น ทึ ก ภ า พ เ จ ล  (Azure c300 Gel Imaging System) 

 (Azure Biosystems, USA) 
5. เค รื่ อ งนึ่ งค วาม ดัน สำห รับ ฆ่ า เ ช้ื อ  (High pressure steam sterilizer, Autoclaves) 

(Tomy, Japan) 
6. เครื่องปั่นเหวี่ยงสาร (microcentrifuge) (Thermo Scientific, USA) 
7. เครื่องผลิตน้ำบริสุทธิ์คุณภาพสูง (ultrapure water type I) (Millipore, France) 
8. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (thermal cycler) (Eppendorf, Germany) 
9. เครื่องไมโครเวฟ (Sanyo, Japan) 
10. เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม (nano drop) (Thermo Scientific, USA) 
11. เครื่องให้ความร้อน (heat blocker) (Stuart, UK) 
12. เครื่องอิเล็กโทรโฟริซิส (Bio-Rad, USA) 
13. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิต่ำท่ีอุณหภูมิ -20°C และ -80°C (Revco, Japan) 
14. ตู้ดูดควัน (fume hood) (S.K.Powerable, Thailand) 
15. ตู้ปลอดเช้ือ class II (laminar flow cabinet) (Gelman sciences, Singapore) 
16. ตู้เพาะเล้ียงเซลล์ในสภาวะท่ีมี CO2 (CO2 incubator) (Thermo Scientific, USA) 
17. ตู้เย็น (Hitachi, Japan) 
18. ไมโครปิเปต (Eppendorf, Germany) 
19. อ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ (water bath) (Memmert, Germany) 

 

วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

1. กระบอกตวง (Witeg, Germany) 
2. ขวดดูแรนขนาด 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml และ 1,000 ml (Duran, Germany) 
3. ขวดเล้ียงเซลล์ขนาด T25 (Nest, China) 
4. ช้อนตักสาร 
5. ถุงมือยางพารา (Sritranggroup, Thailand) 
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6. ทิปสำหรับไมโครปิเปต (Nest, China) 
7. ปิเปตแบบฆ่าเช้ือขนาด 2 ml, 5 ml, 10 ml และ 25 ml (Nest, China) 
8. พาราฟิล์ม (Parafilm M, USA) 
9. หลอดขนาด 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml และ 2 ml (Nest, China) 
10. Cyrovial tube (Corning, USA) 
11. Polypropylene conical tube ขนาด 15 ml และ 50 ml (Nest, China) 

 

สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

1. สารเคมีทั่วไป 
1.1 Absolute ethanol (Merck, Germany) 
1.2 Ammonium acetate (Merck, Germany) 
1.3 Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma, USA) 
1.4 EDTA (USB, Germany) 
1.5 Hydroquinone (Sigma-Aldrich, USA) 
1.6 Sodium metabisulfite (Sigma-Aldrich, USA) 
1.7 Isopropanol (VWR, France) 
1.8 Proteinase K (USB, USA) 
1.9 Sodium chloride (Merck, Germany) 
1.10 SYBR green I nucleic acid gel stain (Lonza, USA) 
1.11 25 base pair DNA ladder (Promega, USA) 
1.12 100 base pair DNA ladder (Promega, USA) 
1.13  Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol 25:24:1 Saturated with 10 mM Tris,  

pH 8.0, 1 mM EDTA (Sigma-Aldrich, USA) 
 
2. สารเคมีที่ใช้เลี้ยงเซลล์ 

2.1 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco, USA) 
2.2 Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco, USA) 
2.3 Anti-anti (100X) antibiotic-antimyotic (Gibco, USA) 
2.4 Trypsin EDTA (Gibco, USA) 
2.5 Phosphate Buffered Saline (PBS) (Gibco, USA) 
2.6 Tryphan blue (Gibco, USA) 
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3. สารเคมีที่ใช้ในการทำ Bisulfite 

3.1 Hydroquinone (Sigma-Aldrich, USA) 
3.2 Sodium metabisulfite (Sigma-Aldrich, USA)  

 
4. สารเคมีที่ใช้ในการทำ PCR 

4.1 Deoxynucleotide (dNTP) Solution Mix (New England Biolabs, USA) 
4.2 10X PCR buffer (Qiagen, USA) 
4.3 Hot start Taq DNA polymerase (Qiagen, USA) 
4.4 Oligonucleotide primers (Integrated DNA Technologies, Singapore) 

 
5. ชุดสารเคมีสำเร็จรูปที่ใช้ในงานวิจัย 

5.1 EZ DNA Methylation-Gold Kit (Zymo Research, USA) 
5.2 Wizard® DNA Clean-Up System (Promega, USA) 

 

วิธีดำเนินการวิจัย 

1. ตัวอย่างท่ีใช้ในการทดลอง 

 ตั ว อ ย่ า ง ท่ี ใ ช้ ใน ง า น วิ จั ย วิ ท ย า นิ พ น ธ์ ค รั้ ง นี้ ไ ด้ รั บ ค ว าม อ นุ เค ร า ะ ห์ จ า ก 
ศาสตราจารย์ นพ.ยง ภู่วรวรรณ และรองศาสตราจารย์ ดร.ทพ.นครินทร์ กิตกำธร ซึ่งได้รับการอนุมัติ
จากงานจริยธรรมการวิจัย ฝ่ายวิจัย คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ( IRB No. 477/61) 
ประกอบด้วย 

1.1 ตัวอย่างแปปสเมียร์  
  ประกอบด้วยเซลล์ปากมดลูกท่ีไม่พบการติดเช้ือเอชพีวีจำนวน 14 ตัวอย่ าง  
เซลล์ปากมดลูกปกติท่ีพบการติดเช้ือเอชพีวีจำนวน 8 ตัวอย่าง เซลล์ปากมดลูกระยะก่อนเป็นมะเร็ง
ซึ่งแบ่งออกเป็นระยะ LSIL ท่ีพบการติดเช้ือเอชพีวีไทป์ 16 และไทป์ 18 จำนวน 8 ตัวอย่าง และ  
4 ตัวอย่าง ตามลำดับ ระยะ HSIL ท่ีพบการติดเช้ือเอชพีวีไทป์ 16 และไทป์ 18 จำนวน 21 ตัวอย่าง 
และ 3 ตัวอย่าง ตามลำดับ และเซลล์มะเร็งปากมดลูกจำนวน 20 ตัวอย่าง 
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1.2 ตัวอย่าง ASC-US 
  ประกอบด้วยเซลล์ปากมดลูกปกติจำนวน 98 ตัวอย่าง และเซลล์ปากมดลูก                    
ระยะก่ อน เป็ นมะ เร็ งซึ่ งแบ่ งออก เป็น ระยะ  LSIL จำนวน  33 ตัวอย่ าง  และระยะ  HSIL  
จำนวน 16 ตัวอย่าง 

2. การเพาะเล้ียงเซลล์ไลน์ 
เพาะเล้ียงเซลล์มะเร็งปากมดลูกสายพันธุ์ C33A และ SiHa ซึ่งเป็นตัวแทนของเซลล์สายพันธุ์ 

มะเร็งปากมดลูกท่ีไม่พบการติดเช้ือเอชพีวี และเซลล์สายพันธุ์มะเร็งท่ีพบการติดเช้ือเอชพีวีไทป์ 16 
ตามลำดับ เพื่อใช้เป็นชุดควบคุมบวกและลบสำหรับขั้นตอนการตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันของยีน 
ท่ี คัดเลือก โดยเพาะเล้ียงเซลล์ในขวดเล้ียงเซลล์ขนาด T25 ด้วยอาหารเล้ียงเซลล์ DMEM 
(Dubbecco’s Modified Eagles Medium, Gibco, USA) ท่ี มี  10% Fetal Bovine Serum 
(Gibco) และ 1% Anti-anti (100X) antibiotic-antimycotic (Gibco) ใน ตู้อบท่ีอุณหภูมิ  37°C  
ระดับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5%  

3. การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างแปปสเมียร์  ตัวอย่างเซลล์ไลน์ และตัวอย่าง ASC-US 

การสกัดดีเอ็นเอตัวอย่างใช้วิธีท่ีดัดแปลงจาก Strauss, 1998 โดยนำตัวอย่างปั่นตกตะกอน 
ท่ีความเร็ว 500 g เป็นเวลา 7 นาที  เทสารด้านบน (supernatant) ท้ิง แล้วจึงล้างตะกอนซ้ำอีกครั้ง
ด้วย PBS ปริมาตร 1 ml จากนั้นใส่ lysis buffer II 10% (w/v) Sodium dodecyl sulfate (SDS)  
และ proteinase K ปริมาตร500 µl 50 µl และ 20 µl ตามลำดับ แล้วนำหลอดบ่มในอ่างน้ำ 
ควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 50°C จนตะกอนของเซลล์ถูกย่อยจนหมด ดูดตัวอย่างใส่หลอดขนาด  
1.5 ml  จ า ก นั้ น ดู ด  phenol-chloroform-isoamy Alcohol (25:24:1) ใ ส่ ล ง ใน ตั ว อ ย่ า ง  
ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex แล้วนำไปปั่นตกตะกอนท่ีความเร็ว 21,000 g เป็นเวลา 5 นาที 
จากนั้นดูดตัวอย่างส่วนบนใส่ลงในหลอดขนาด 1.5 ml หลอดใหม่  แล้วเติม 100% (v/v) ethanol 
และ  7.5M ammonium acetate พ ลิกห ลอด ไปมาเพื่ อ ให้ ส ารและ ตั วอย่ าง  ผสม เข้ ากั น  
นำไปปั่นตกตะกอนท่ีความเร็ว 21,000 g เป็นเวลา 15 นาที ดูดของเหลวด้านบนท้ิง ล้างตะกอนของ 
ดี เอ็ น เอ ก้ น ห ลอ ด ด้ วย  75% (v/v) ethanol น ำไป ปั่ น ต ก ตะ ก อ น ท่ี ค ว าม เร็ ว  21,000 g  
เป็นเวลา 5 นาที ดูดของเหลวด้านบนท้ิง ตากตะกอนดีเอ็นเอให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง หลังจากนั้น 
จึงละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย distilled water ปริมาตร 10 µl บ่มในอ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ  
ท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 30 นาที เพื่อละลายตะกอนดีเอ็นเอ แล้ววัดความเข้มข้นและคุณภาพของ 
ดีเอ็นเอด้วยเครื่อง NanoDrop (Thermo Scientific, USA) 

4. กระบวนการไบซัลไฟต์ทรีทเมนท์ (Bisulfite treatment)  
 เป็นกระบวนการท่ีนำดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากข้อท่ี 3 มาเปล่ียนแปลงลำดับเบสไซโทซีนให้
กลายเป็นยูราซิล เพื่อแยกดีเอ็นเอท่ีเกิดและไม่เกิดกระบวนการเกิดเมทิลเลชันออกจากกัน  
โดยนำดีเอ็นเอท่ีมีความเข้มข้น 1 µg บ่มด้วยสาร Sodium Bisulfite และ Hydroquinone เป็นเวลา 
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16  ช่ั ว โม ง ท่ี อุ ณ ห ภู มิ  5 0 °C ก่ อ น ท่ี แ ย ก ให้ เห ลือ เพี ย ง ดี เอ็ น เอ ท่ี ต้ อ งก าร ด้ วย เค รื่ อ ง  
Vac-Man® Laboratory Vacuum Manifold (Promega, USA) แ ล ะ ชุ ด ส า ร เค มี ส ำ เร็ จ รู ป 
Wizard® DNA Clean-Up System (Promega, USA) โดย เริ่ มจากการเติมสาร Wizard DNA 
clean-up Resin จากชุดสารเคมีสำเร็จรูปปริมาตร 1 ml และดีเอ็น เอท่ีบ่มครบ 16 ช่ัวโมง 
ปริมาตร 50 µl ลงในหลอดแผ่นกรองและหลอดท่ีต่อกับเครื่อง Vacuum ทำการเปิดเครื่อง Vacuum 
เพื่ อ ให้ สารในหลอดถูก ดูดออกหมด ห ลังจากนั้ น เติม  80% isopropanol ปริมาตร 2  ml  
และเปิดเครื่องอีกครั้งจนมั่นใจว่าสารถูกดูดจนหมดและแผ่นกรองแห้งแล้ว จึงนำหลอดแผ่นกรองวาง
ในหลอดปริมาตร 1.5 ml นำหลอดดังกล่าวไปปั่นที่ความเร็ว 10,000 g เป็นเวลา 2 นาที หลังจากนั้น
เติมน้ำกล่ันท่ีอุณหภูมิ 95°C ปริมาตร 50 µl บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที แล้วจึงปั่นท่ีความเร็ว 
10,000 g เป็นเวลา 20 วินาที เติม 3M NaOH ปริมาตร 5.5 µl บ่มต่ออุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที  
เติม 20 ng/µl glycogen ปริมาตร 1µl 10M NH4Ac ปริมาตร 17 µl และ 100% ethyl alcohol 
ปริมาตร 150 µl ผสมให้สารเป็นเนื้อเดียวกัน  บ่มท่ีอุณหภูมิ -20°C เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง ก่อนท่ีจะ
นำไปปั่น ท่ีความเร็ว 10,000 g เป็นเวลา 15 นาที ดูดของเหลวด้านบนท้ิง ล้างตะกอนด้วย  
70% ethyl alcohol ปริมาตร 200 µl นำไปปั่ น ท่ีความเร็ว 10,000 g เป็น เวลา 10 นาที   
ดูดของเหลวด้านบนท้ิง ตากตะกอนดีเอ็น เอให้แห้ ง  ท่ีอุณหภูมิห้อง หลังจากนั้น จึงละลาย 
ตะกอนดีเอ็นเอด้วยน้ำกล่ันปริมาตร 10 µl และบ่มในอ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 37 °C  
เป็นเวลา 10 นาที ก่อนนำไปใช้ทดลองในขั้นถัดไป 

5. คัดเลือกไพรเมอร์ท่ีจำเพาะต่อยีนท่ีสนใจ  
เลือก ไพรเมอร์ ท่ี จำเพาะต่อยีนซึ่ ง เป็น ไพรเมอร์ ท่ี จำเพาะต่อการเกิด เม ทิลเลชัน 

(methylation primer) และไพรเมอร์ท่ีจำเพาะต่อการไม่เกิดเมทิลเลชัน (unmethylation primer) 
โดยอ้างอิงจากวิทยานิพนธ์ก่อนหน้า (นันท์นภัส วงค์มณี , 2561; จุฑามาศ สุขพัฒน์ธี, 2562)  
ท่ีได้จากข้อมูลชีวสารสนเทศท่ีศึกษา อันตรกิริยาระหว่างโปรตีนและการศึกษาด้วยเทคนิค  
ChIP - seq ท่ีพบว่าโปรตีน E7 ของเอชพีวีไทป์ 16  ส่งผลต่อการกระตุ้นการเกิดเมทิลเลชันบริเวณ 
โพรโมเตอร์ของยีน และโครงงานวิทยาศาสตร์ก่อนหน้า (พลวัฒน์ มุงเมือง, 2559) เป็นจำนวนท้ังหมด 
3 ยีน ได้แก่ยีน ALDH3B1 ASAH2B และ FOXC1 เพื่อตรวจสอบรูปแบบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณ
โพรโมเตอร์ของยีนท้ังสาม โดย methylation primer มีขนาดผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอาร์  คือ  
ยีน FOXC1 มีขนาด 208 bp ยีน ASAH2B มีขนาด 125 bp และยีน ALDH3B1 มีขนาด 128 bp 
ใน ขณ ะ ท่ี  unmethylation primer มี ขน าดผลผ ลิตขอ งป ฏิ กิ ริ ย าพี ซี อ าร์ คื อ  ยี น  FOXC1  
มี ข น า ด  143 bp ยี น  ASAH2B มี ข น า ด  125 bp แ ล ะ ยี น  ALDH3B1 มี ข น า ด  128 bp  
ซึ่งมีลำดับนิวคลีโอไทด์ ดังตารางท่ี 2 
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ตารางที่ 2 ลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในการทำ MSP PCR เพื่อตรวจสอบการเกิด 
เมทิลเลชัน 

 

6. ตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ในตัวอย่างแปปเสมียร์ และ ASC-US 
 นำดีเอ็นเอท่ีได้จากข้อท่ี 4 ท่ีผ่านกระบวนการไบซัลไฟต์ทรีเมนท์ (Bisulfite treatment)  
ตรวจสอบการเปล่ียนแปลงของการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ASAH2B 
แ ล ะ  FOXC1 ผ่ า น ขั้ น ต อ น  MSP โ ด ย ใ ช้  10x PCR Buffer HotStarTaq polymerase  
(QIAGEN, Germany) 10 mM Deoxynucleotide (dNTP) Solution Mix  
(New England Biolabs, USA) และไพร์เมอร์ท่ีออกแบบเพื่อตรวจสอบการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน 
ท่ี จ ำ เพ าะ ต่อ ยี น ท้ั งสาม  ห ลั งจาก นั้ น จึ งตร วจสอ บ ผลผ ลิตขอ งป ฏิ กิ ริ ย าพี ซี อ าร์ ด้ ว ย 
การทำเจลอิเล็กโตรโฟรีสิสด้วย 6% polyacrylamide gel 

7. การวิเคราะห์ทางสถิติ 

วิเคราะห์ผลการตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ASAH2B 
และ FOXC1 โดย 

 8.1 คำนวณจำนวนตัวอย่างแปปสเมียร์ และตัวอย่าง ASC-US ท่ีพบการเกิด 
ดีเอ็นเอเมทิลเลชันเมื่อเปรียบเทียบกับจำนวนตัวอย่างแปปสเมียร์ ท่ีทดลองในแต่ละกลุ่มและแต่ละยีน 
ในทุกตัวอย่างเป็นร้อยละ          
  8.2 เปรียบเทียบวามแตกต่างของตัวอย่างแปปสเมียร์ ว่ามีความแตกต่างกัน 

ยีน ลำดับนิวคลีโอไทด์ (5’           3’) 
Forward FOXC1 methylation primer CGC GCG AGA GAT CGA GAA AA 
Reverse FOXC1 methylation primer GCG ACG CAA CTT CCA AAC G 
Forward FOXC1 unmethylation primer GGT GTG TGA GAG ATT GAG AAA AGG T 
Reverse FOXC1 unmethylation primer CAC CAC ACT ACC TAC ACC TTC 
Forward ASAH2B methylation primer CGG GTA CGG TGA TTT CGG GGT G 
Reverse ASAH2B methylation primer CGC CCT CGC CTT AAT CCT CCG 
Forward ASAH2B unmethylation primer TGG GTA TGG TGA TTT TGG GGT GG 
Reverse ASAH2B unmethylation primer TGG AGG ATT AAG GTG AGG GTG 
Forward ALDH3B1 methylation primer GCG TTA AGA GTC GAG TTT TTT GAA AA 
Reverse ALDH3B1 methylation primer CAT ACA ACC CCC GAT CAC GT 
Forward ALDH3B1 unmethylation primer GTG TTA AGA GTT GAG TTT TTT GAA AA 
Reverse ALDH3B1 unmethylation primer CAT ACA ACC CCC AAT CAC AT 
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อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติหรือไม่ด้วยการทดสอบของฟิชเชอร์ (The Fisher exact probability test) 
ในตารางการจรแบบ  2×2 (2x2 Tables) ซึ่ งการทดสอบของฟิ ชเชอร์นั้ น เป็นการทดสอบ 
ความเป็นอิสระต่อกันระหว่างข้อมูล 2 กลุ่ม และกลุ่มตัวอย่างนั้นมีขนาดเล็ก หรือข้อมูลมีความถี่ 

ในช่องตารางมีค่าน้อยกว่า 5 ท่ีระดับนัยสำคัญ 0.05 (α = 0.05) ด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 
 (Motulsky, 2007)            
  8.3 ตรวจสอบประสิทธิภาพการคัดกรองเซลล์ปากมดลูกด้วยการเกิดเมทิลเลชัน
บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน การคำนวณค่าดัชนี 5 ดัชนี ได้แก่ sensitivity specificity PPV NPV และ 
accuracy 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

4.1 การเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ASAH2B และ FOXC1 ในตัวอย่าง
แปปสเมียร์  

การตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ASAH2B และ 
FOXC1 โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจำเพาะต่อยีนท่ีเกิดเมทิลเลชันในตัวอย่างแปปสเมียร์ ด้วยเทคนิค MSP  
เพื่อตรวจสอบความแตกต่างของการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ASAH2B 
และ FOXC1 ในตัวอย่างแปปสเมียร์ ผลการเกิดเมทิลเลชันในเจลอิเล็กโตรโฟรีสิสได้ผลตามตัวอย่าง
บางส่วนดังรูปท่ี 16 17 และ 18 ตามลำดับ 

รูปที่ 16 ผลการตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1  
ในตัวอย่างแปปสเมียร์ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 17 ผลการตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ASAH2B 
ในตัวอย่างแปปสเมียร์  
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รูปที่ 18 ผลการตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1  
ในตัวอย่างแปปสเมียร์ 

  

ใ น ก า ร ค ำ น ว ณ ค รั้ ง แ ร ก เ ป็ น ก า ร เ ป รี ย บ เ ที ย บ ใ น ก ลุ่ ม ตั ว อ ย่ า ง 
ท่ี ได้ รับก ารวินิ จฉั ย ด้วยวิ ธี ก ารตรวจสอบทาง เซลล์วิ ทยาซึ่ งแบ่ งไ ด้ เป็ น ระยะ ต่ างๆ คือ  
เซล ล์ปากมดลูกปก ติ  (normal) เซล ล์ระยะก่ อน เป็ นมะ เร็ง ท่ีมี ความ ผิดปกติน้ อย  (LSIL)  
เซลล์ระยะก่อนเป็นมะเร็งท่ีมีความผิดปกติมาก (HSIL) และเซลล์มะเร็งปากมดลูก (cancer)  
ในตัวอย่างแปปสเมียร์  ยีน ALDH3B1 พบการเกิดเมทิลเลชันในเซลล์ปากมดลูกปกติ 83.33%  
ใน HSIL 100% และในเซลล์มะเร็งปากมดลูก 71.43% ยีน ASAH2B พบการเกิดเมทิลเลชันใน
ตั ว อ ย่ า ง เซ ล ล์ ป า ก ม ด ลู ก ป ก ติ  2 3 .8 1 %  ใน  LSIL 8 3 .3 3 %  ใน  HSIL 8 2 .6 1 %  
และเซลล์มะเร็งปากมดลูก 30% ยีน FOXC1 พบการเกิดเมทิลเลชันในตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกปกติ 
9.52% ใน LSIL 58.33% ใน HSIL 56.52% และในเซลล์มะเร็งปากมดลูก 20% ดังตารางท่ี 3 

ตารางที่ 3 เปรียบเทียบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ASAH2B และ 
FOXC1 ในตัวอย่างแปปสเมียร์  

  เกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 
  ALDH3B1 ASAH2B FOXC1 
 จำนวน

ตัวอย่าง 
จำนวน % จำนวน % จำนวน % 

Pap-smear        
Normal  22  10 ใน 12 83.33 5 ใน 21 23.81 2 ใน 21 9.52 
LSIL 12 - - 10 ใน 12 83.33 7 ใน 12 58.33 
HSIL 24 3 ใน 3 100.00 19 ใน 23 82.61 13 ใน 23 56.52 
cancer 20 5 ใน 7 71.43 6 ใน 20 30.00 4 ใน 20 20.00 
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จากผลการทดลองในตาราง ท่ี  3 พบว่าใน ตัวอย่างแปปสเมียร์   การเกิดเมทิลชัน 
บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ASAH2B และ FOXC1 มีมากขึ้นเมื่อเปรียบเทียบระหว่าง 
เซ ล ล์ ป ากม ด ลู ก ป ก ติ และ เซล ล์ป าก ม ด ลูก ระ ยะก่ อ น เป็ น ม ะ เร็ ง  ท้ั ง  LSIL แ ละ  HSIL  
แต่กลับพบการเกิดเมทิลเลชันท่ีลดลงในเซลล์มะเร็งปากมดลูก ดังนั้นจึงคำนวณเพื่อดูความแตกต่าง
ของจำนวนตัวอย่างท่ีพบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ASAH2B และ 
FOXC1 ในตัวอย่างแปปสเมียร์อีกครั้งโดยการแยกกลุ่มตัวอย่างตามการวินิจฉัยทางเซลล์วิทยา 
ควบคู่กับการตรวจสายพันธุ์เอชพีวี พบว่ายีน ALDH3B1 พบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ 
ในตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกท่ีไม่มีการติดเช้ือเอชพีวี 100% ในตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกปกติ  
ท่ี พ บ ก าร ติ ด เช้ื อ เอ ชพี วี  6 0 % ใน  HSIL ท่ี มี ก า ร ติ ด เช้ื อ เอ ชพี วี ไท ป์  1 6  1 0 0 % แ ล ะ 
ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก 71.43% ยีน  ASAH2B พบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์  
ในเซลล์ปากมดลูกท่ีไม่มีการติดเช้ือเอชพีวี 28.57% เซลล์ปากมดลูกปกติท่ีพบการติดเช้ือเอชพีวี 
14.29% ใน  LSIL ท่ี มี ก าร ติด เช้ื อ เอชพี วี ไทป์  1 6  และ ไทป์  1 8  พ บ การ เกิ ด เม ทิ ล เล ชั น 
บริเวณโพรโมเตอร์ 75% และ 100% ตามลำดับ ใน HSIL ท่ีมีการติดเช้ือเอชพีวีไทป์ 16 และไทป์ 18 
พบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ 80% และ 100% ตามลำดับ และในเซลล์มะเร็งปากมดลูก 
30% ยีน FOXC1 พบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ในเซลล์ปากมดลูกท่ีไม่มีการติดเช้ือเอชพีวี 
14 .29%  แ ต่ก ลับ ไม่ พ บ การ เกิ ด เม ทิ ล เล ชัน บ ริ เวณ โพ รโม เตอร์ เซ ล ล์ปากมด ลูกป ก ติ  
ท่ีมีการติดเช้ือเอชพีวี ใน LSIL ท่ีมีการติดเช้ือเอชพีวีไทป์ 16 และไทป์ 18 พบการเกิดเมทิลเลชัน
บริเวณโพรโมเตอร์ 62.50% และ 50% ตามลำดับ ใน HSIL ท่ีมีการติดเช้ือเอชพีวีไทป์ 16 และ 
ไทป์ 18 พบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ 60% และ 33.33% ตามลำดับ และในเซลล์มะเร็ง
ปากมดลูก 20% ดังตารางท่ี 4 

ตารางที่ 4 ตัวอย่างแปปสเมียร์ของปากมดลูกท่ีเปรียบเทียบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์
ของยีน ALDH3B1 ASAH2B และ FOXC1 แยกตามการวินิจฉัยทางเซลล์วิทยาและการตรวจเอชพีวี 

  เกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 
  ALDH3B1 ASAH2B FOXC1 
 จำนวน

ตัวอย่าง 
จำนวน % จำนวน % จำนวน % 

Pap-smear        
Normal without 
HPV 

14  7 ใน 7 100.00 4 ใน 14 28.57 2 ใน 14 14.29 

Normal with HPV 8 3 ใน 5 60.00 1 ใน 7 14.29 0 ใน 7 0.00 
LSIL with HPV 16 8 - - 6 ใน 8 75.00 5 ใน 8 62.50 
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 จากผลการทดลองในตัวอย่างแปปสเมียร์จากตารางท่ี 3 พบว่าหากพิจารณาในตัวอย่างท่ี
วินิจฉัยด้วยวิธีทางเซลล์วิทยา การเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ASAH2B 
และ FOXC1 สามารถใช้แยกความแตกต่างระหว่างเซลล์ปากมดลูกปกติและเซลล์ปากมดลูกท่ีผิดปกติ
ท้ังเซลล์ระยะก่อนเป็นมะเร็งและเซลล์มะเร็ง เนื่องจากการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน
ดังกล่าวมีมากขึ้นเมื่อ เซลล์ปากมดลูกเกิดความผิดปกติ แต่เมื่อคำนวณโดยการแยกกลุ่มตัวอย่างตาม
การวินิจฉัยทางเซลล์วิทยาควบคู่กับการตรวจสายพันธุ์เอชพีวีตามตารางท่ี 4 กลับพบว่ายีน 
ALDH3B1 ไม่สามารถแยกความแตกต่างของเซลล์ปากมดลูกท่ีมีและไม่มีการติดเช้ือเอชพีวีได้ 
เนื่องจากพบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนดังกล่าวในทุกตัวอย่างของเซลล์ปากมดลูก
ปก ติ ท่ี ไม่ มี ก าร ติด เช้ือ เอชพี วี  ขณ ะ ท่ี ยี น  ASAH2B และ  FOXC1 พ บความแตก ต่างขอ ง 
การเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์เมื่อมีการติดเช้ือเอชพีวีต่างไทป์ โดยยีน ASAH2B ใน LSIL และ 
HSIL มีการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ในตัวอย่างท่ีติดเช้ือเอชพีวีไทป์ 18 มากกว่า ขณะท่ียีน 
FOXC1 ใน LSIL และ HSIL มีการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ในตัวอย่างท่ีติดเช้ือเอชพีวีไทป์ 
16 มากกว่า เมื่อนำผลของการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ASAH2B และ 
FOXC1 เปรียบเทียบระหว่างเซลล์ปากมดลูกปกติและเซลล์ปากมดลูกท่ีผิดปกติซึ่งประกอบด้วย LSIL 
HSIL และเซลล์มะเร็งปากมดลูก พบว่ายีน ALDH3B1 พบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์  
ในเซลล์ปากมดลูกปกติ 83.33% ในเซลล์ปากมดลูกท่ีผิดปกติ  80% ยีน ASAH2B พบการเกิด 
เมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ใน เซลล์ปากมดลูกปกติ 23.81% ในเซลล์ปากมดลูกท่ีผิดปกติ 63.64% 
ยีน  FOXC1 พบการเกิ ด เม ทิล เล ชันบริ เวณ โพรโม เตอร์ ใน เซลล์ปาก มด ลูกปก ติ  9 .52%  
และในเซลล์ปากมดลูกท่ีผิดปกติ 43.64% ดังตารางท่ี 5 
 

 

  เกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 
  ALDH3B1 ASAH2B FOXC1 
 จำนวน

ตัวอย่าง 
จำนวน % จำนวน % จำนวน % 

Pap-smear        
LSIL with HPV 18 4 - - 4 ใน 4 100.00 2 ใน 4 50.00 
HSIL with HPV 16 
HSIL with HPV 18 

21 
3 

3 ใน 3 
- 

100.00 
- 

16 ใน 20 
3 ใน 3 

80.00 
100.00 

12 ใน 20 
1 ใน 3 

60.00 
33.33 

cancer 20 5 ใน 7 71.43 6 ใน 20 30.00 4 ใน 20 20.00 
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ตารางที่ 5 เปรียบเทียบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ASAH2B และ 
FOXC1 ระหว่างเซลล์ปากมดลูกปกติและเซลล์ปากมดลูกท่ีผิดปกติ 

 

4.2 การตรวจสอบความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติในตัวอย่างแปปสเมียร์  

 จากตารางท่ี  3 4 และ 5 นำตัวอย่างแปปสเมียร์หาความแตกต่างทางสถิ ติระหว่าง 
กลุ่มตัวอย่างปกติและไม่ปกติโดยใช้สถิติ Fisher’s exact ท่ีระดับนัยสำคัญ 0.05 (α = 0.05)  
ใน ต าร างก ารจ รแบ บ  2x2 เพื่ อ ห า ค่ า  P-value แบ บ  2 ห าง  (P-value, two tailed test)  
ด้วยโปรแกรม GraphPad Prism 5 ได้ผลการทดลองดังต่อไปนี้ 

4.2.1 การเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างเซลล์ปากมดลูกปกติและเซลล์ปากมดลูก 
ท่ีผิดปกติ  จากการแบ่งกลุ่มตัวอย่างตามการวินิจฉัยทางเซลล์วิทยา 

 เป็นการเปรียบเทียบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ASAH2B และ 
FOXC1 ใน ตัวอย่างแปปสเมียร์ ระหว่างเซลล์ปากมดลูกปกติและเซลล์ปากมดลูกผิดปกติ  
ซึ่งแบ่งออกเป็นเซลล์ปากมดลูกระยะก่อนเป็นมะเร็ง (LSIL และ HSIL) และเซลล์มะเร็งปากมดลูก 
จากการทดลองพบว่ายีน ALDH3B1 เมื่อเปรียบเทียบเซลล์ปากมดลูกปกติกับเซลล์ปากมดลูก 
ระยะก่อนเป็นมะเร็ง และการเปรียบเทียบระหว่างเซลล์ปากมดลูกปกติกับเซลล์มะเร็งปากมดลูก  
ไม่มีความแตกต่างของการเกิดเมทิลเลชันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ยีน ASAH2B และ FOXC1  
เมื่อเปรียบเทียบเซลล์ปากมดลูกปกติกับเซลล์ปากมดลูกระยะก่อนเป็นมะเร็งมีความแตกต่าง  
ของการเกิดเมทิลเลชันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ แต่เมื่อเปรียบเทียบเซลล์ปากมดลูกปกติกับ 
เซลล์มะเร็งปากมดลูกกลับไม่พบความแตกต่าง ดังตารางท่ี 6 

 

 

 

  เกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 
  ALDH3B1 ASAH2B FOXC1 
 จำนวน

ตัวอย่าง 
จำนวน % จำนวน % จำนวน % 

Pap-smear        
Normal  22  10 ใน 12 83.33 5 ใน 21 23.81 2 ใน 21 9.52 
Abnormal 56 8 ใน10 80.00 35 ใน 55 63.64 24 ใน 55 43.64 
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ตารางที่ 6 การเปรียบเทียบความแตกต่างการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 
ASAH2B และ FOXC1 ในตัวอย่างแปปสเมียร์  โดยเปรียบเทียบกับตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกปกติ 

 

4.2.2 การเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างเซลล์ปากมดลูกปกติท่ีไม่ติดเช้ือเอชพีวีและ            
เซลล์ปากมดลูกท่ีผิดปกติ 

เนื่ อ งจาก ตัวอย่างแปปสเมี ยร์ ท่ี ได้ทดลองนั้ นมี การตรวจสายพั นธุ์ เอชพี วีควบ คู่  
กับวิธีทางเซลล์วิทยา พบว่าจากตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกปกติท้ังหมด 22 ตัวอย่าง มี 8 ตัวอย่างท่ี  
พบการติดเช้ือเอชพีวี ดังนั้นจึงเปรียบเทียบการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 
ASAH2B และ  FOXC1  ระหว่ างเซลล์ปากมดลูกปก ติ ท่ี ไม่ ติด เช้ือ เอชพี วี เปรียบ เที ยบกั บ 
เซลล์ปากมดลูกท่ีผิดปกติซึ่งแบ่งออกเป็น เซลล์ปากมดลูกระยะก่อนเป็นมะเร็ง (LSIL และ HSIL)  
และเซลล์มะเร็งปากมดลูก จากการทดลองพบว่า ยีน ALDH3B1 เมื่อเปรียบเทียบเซลล์ปากมดลูก
ปกติท่ีไม่ ติดเช้ือเอชพีวีกับเซลล์มะเร็งปากมดลูก ไม่มีความแตกต่างของการเกิดเมทิลเลชัน  
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ในขณะท่ียีน ASAH2B และ FOXC1 เมื่อเปรียบเทียบเซลล์ปากมดลูกปกติ
กับเซลล์ปากมดลูกท่ี ผิดปกติ มีความแตกต่างของเกิดเมทิลเลชันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิ ติ  
แต่เมื่อเปรียบเทียบเซลล์ปากมดลูกปกติไม่ติดเช้ือเอชพีวีกับเซลล์มะเร็งปากมดลูก กลับไม่พบ 
ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังตารางท่ี 7 

 จำนวนตัวอย่างที่พบเกิด 
เมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ 

P-value* 

ALDH3B1   
Normal  10 ใน 12 - 
LSIL - - 

HSIL 3 ใน 3 1.0000 
cancer 5 ใน 7 0.6027 

ASAH2B   
Normal  5 ใน 21 - 
LSIL 10 ใน 12 0.0014* 
HSIL 19 ใน 23 0.0002* 
cancer 6 ใน 20 0.7337 

FOXC1   
Normal  2 ใน 21 - 
LSIL 7 ใน 12 0.0046* 
HSIL 13 ใน 23 0.0014* 
cancer 4 ใน 20 0.4099 
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ตารางที่ 7 การเปรียบเทียบความแตกต่างการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 
ASAH2B และ FOXC1 ในตัวอย่างแปปสเมียร์  โดยเปรียบเทียบกับตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกปกติท่ี           
ไม่มีการติดเช้ือเอชพีวี 

  

 4.2.3 การเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 
ALDH3B1 ASAH2B และ FOXC1 ระหว่างเซลล์ปากมดลูกปกติและเซลล์ปากมดลูกท่ีผิดปกติ 

 เป็นการเปรียบเทียบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ASAH2B และ 
FOXC1 ในตัวอย่างแปปสเมียร์ ระหว่างเซลล์ปากมดลูกปกติและเซลล์ปากมดลูกท่ีผิดปกติ  
ซึ่งประกอบด้วยเซลล์ปากมดลูกระยะก่อนเป็นมะเร็ง (LSIL และ HSIL) และเซลล์มะเร็งปากมดลูก  
ว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติหรือไม่  จากการทดลองพบว่ายีน ALDH3B1  
เมื่ อ เปรียบ เทียบเซลล์ปากมดลูกปกติกับ เซลล์ปากมดลูก ท่ี ผิดปก ติ  ไม่ มี ความแตก ต่าง  
ของการเกิ ด เม ทิล เล ชันอย่ างมี นั ยสำคัญ ทางสถิ ติ  ใน ขณ ะ ท่ียีน  ASAH2B และ  FOXC1  
เมื่ อ เปรียบเทียบเซลล์ปากมด ลูกปกติกับเซลล์ปากมดลูก ท่ี ผิดปกติ มีความแตกต่างของ 
การเกิดเมทิลเลชันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังตารางท่ี 8 

 

 

 จำนวนตัวอย่างที่พบการเกิด 
เมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ 

P-value* 

ALDH3B1   
Normal, without HPV 7 ใน 7 - 
LSIL - - 
HSIL 3 ใน 3 - 
cancer 5 ใน 7 0.4615 

ASAH2B   
Normal, without HPV 4 ใน 14 - 
LSIL 10 ใน 12 0.0079* 
HSIL 19 ใน 23 0.0017* 
cancer 6 ใน 20 1.0000 

FOXC1   
Normal, without HPV 2 ใน 14 - 
LSIL 7 ใน 12 0.0375* 
HSIL 13 ใน 23 0.0164* 
cancer 4 ใน 20 1.0000 
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ตารางที่ 8 การเปรียบเทียบความแตกต่างการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 
ASAH2B และ FOXC1 ในตัวอย่างแปปสเมียร์  โดยเปรียบเทียบกับตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกปกติ  

   

 จากผลการทดลองในตัวอย่างแปปสเมียร์  พบว่าการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์  
ของยีน ASA2B และ FOXC1 สามารถใช้แยกความแตกต่างเบ้ืองต้นระหว่างกลุ่มเซลล์ปากมดลูกปกติ
และเซลล์ปากมดลูกท่ีเกิดความผิดปกติจึงได้ตรวจสอบอีกครั้งในตัวอย่างท่ีวินิจฉัยทางเซลล์วิทยาว่ามี
ความผิดปกติแบบก้ำกึ่ง (Atypical Squamous cells of Undetermined Significance: ASC-US) 
ร่วมกับผ่านการวินิจฉัยโดยการตรวจช้ินเนื้อ (Biopsy) ซึ่งเป็นตัวอย่างจากฝ่ายสูติศาสตร์-นรีเวชวิทยา 
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย 

4.3 การเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ASAH2B และ FOXC1 ในตัวอย่าง 
ASC-US 

ตรวจสอบความแตกต่างของการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 
ASAH2B และ FOXC1 ในเซลล์ปากมดลูก ASC-US ท่ีระยะต่างๆ ประกอบด้วยเซลล์ปากมดลูกปกติ 
และเซลล์ปากมดลูกระยะก่อนเป็นมะเร็ง จากการทดลองพบว่า ยีน ALDH3B1 พบการเกิดเมทิลเลชัน
ในเซลล์ปากมดลูกปกติ 48.15% ใน LSIL 55.56% และใน HSIL 25% ยีน ASAH2B พบการเกิด
เมทิลเลชันในเซลล์ปากมดลูกปกติ 27.23%  สำหรับเซลล์ปากมดลู กระยะก่อนเป็นมะเร็ง 
ท้ังระยะ LSIL และ HSIL ไม่ได้ทำการตรวจสอบยีน FOXC1 พบการเกิดเมทิลเลชันในตัวอย่าง 
เซลล์ปากมดลูกปกติ 45.71% ใน LSIL 50% และใน HSIL 50% ดังตารางท่ี 9 

 

 

 จำนวนตัวอย่างที่พบเกิด 
เมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ 

P-value* 

ALDH3B1   
Normal  10 ใน 12 - 
Abnormal 3 ใน 3 >0.9999999 

ASAH2B   
Normal  5 ใน 21 - 
Abnormal 29 ใน 35 0.00003271* 

FOXC1   
Normal  2 ใน 21 - 
Abnormal 20 ใน 35 0.0006835* 
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ตารางที่ 9 เปรียบเทียบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ASAH2B และ 
FOXC1 ในตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกแบบ ASC-US 

 

 เมื่อนำผลของการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ASAH2B และ 
FOXC1 เปรียบเทียบระหว่างเซลล์ปากมดลูกปกติและเซลล์ปากมดลูกท่ีผิดปกติซึ่งประกอบด้วย LSIL 
และ HSIL ในตัวอย่าง ASC-US พบว่ายีน ALDH3B1 พบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์  
ในเซลล์ปากมดลูกปกติ 48.15% ในเซลล์ปากมดลูกท่ีผิดปกติ 46.15% ยีน ASAH2B พบการเกิด
เม ทิล เล ชันบริ เวณ โพรโม เตอร์ ใน เซลล์ปากมดลูกปก ติ  23 .81 % แต่ ใน เซลล์ปากมดลูก 
ร ะ ย ะ ก่ อ น เป็ น ม ะ เร็ ง ท้ั ง ร ะ ย ะ  LSIL แ ละ  HSIL ไม่ ไ ด้ ท ำก าร ต ร วจ สอ บ  ยี น  FOXC1  
พบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ในเซลล์ปากมดลูกปกติ 45.71% และในเซลล์ปากมดลูก 
ท่ีผิดปกติ 50% ดังตารางท่ี 10 

ตารางที่ 10 เปรียบเทียบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDHB1 ASAH2B และ 
FOXC1 ระหว่างเซลล์ปากมดลูกปกติและเซลล์ปากมดลูกท่ีผิดปกติ 

 
 จาก ก ารท ดลอ งพ บ ว่ าก าร เกิ ด เม ทิ ล เล ชั น บ น โพ ร โม เตอ ร์ ข อ งยี น  ALDH3B1  
ในตัวอย่าง ASC-US นั้นมีความใกล้เคียงกันระหว่างเซลล์ปากมดลูกปกติและเซลล์ปากมดลูก 
ระยะก่อนเป็นมะเร็ง ในขณะท่ีการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 ในตัวอย่าง ASC-US 

  การเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 
  ALDH3B1 ASAH2B FOXC1 
 จำนวน

ตัวอย่าง 
จำนวน % จำนวน % จำนวน % 

ASC-US        
Normal 98 13 ใน 27 48.15 3 ใน 11 27.23 16 ใน 35  45.71 
LSIL  33 5 ใน 9 55.56 - - 2 ใน 4 50.00 
HSIL 16 1 ใน 4 25.00 - - 2 ใน 4 50.00 

  เกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 
  ALDH3B1 ASAH2B FOXC1 
 จำนวน

ตัวอย่าง 
จำนวน % จำนวน % จำนวน % 

Pap-smear        
Normal  98  13 ใน 27 48.15 3 ใน 11 27.23 16 ใน 35 45.71 
Abnormal 49 6 ใน13 46.15 - - 4 ใน  50.00 
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มีมากขึ้นในเซลล์ปากมดลูกระยะก่อนเป็นมะเร็งซึ่งประกอบด้วยระยะ LSIL และ HSIL เปรียบเทียบ
กับเซลล์ปากมดลูกปกติ ต่อมาจึงทดสอบประสิทธิภาพของการคัดกรองด้วยการเกิดเมทิลเลชันบน  
โพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 และ FOXC1 

4.4 ประสิทธิภาพการคัดกรองเซลล์ปากมดลูกด้วยการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 
ALDH3B1 ASAH2B และ FOXC1  

 การคำนวณหาประสิทธิภาพของการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 
ASAH2B และ FOXC1 เพื่อใช้ในการแยกและคัดกรองเซลล์ปากมดลูกว่าเป็นวิธีการตรวจวัด 
ท่ีสามารถเช่ือถือได้หรือไม่ ซึ่งการคำนวณประสิทธิภาพนั้นจะทำในตารางการจรแบบ 2x2 และ
คำนวณค่าดัชนีท่ีใช้ในการตรวจ 5 ดัชนี ได้แก่ sensitivity specificity PPV NPV และ accuracy 
ได้ผลดังนี้ 

4.4.1 ประสิทธิภาพการคัดกรองเซลล์ปากมดลูกด้วยการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์
ของยีน ALDH3B1 ASAH2B และ FOXC1 ในตัวอย่างแปปสเมียร์  

จากตารางในข้อท่ี 4.3 นำมาคำนวณหาประสิทธิภาพของการเกิดเมทิลเลชันบริเวณ 
โพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ASAH2B และ FOXC1 ในตัวอย่างแปปสเมียร์  เปรียบเทียบระหว่าง 
เซลล์ปากมดลูกปกติและเซลล์ปากมดลูกท่ี ผิดปกติประกอบไปด้วยเซลล์ปากมดลูกระยะ  
ก่อนเป็นมะเร็งซึ่งประกอบด้วยระยะ LSIL และ HSIL และเซลล์มะเร็งปากมดลูก จากการคำนวณ
พบว่าการคัดกรองด้วยวิธีการตรวจการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 มีค่า 
sensitivity 80% ค่า specificity 17% ค่า PPV และ NPV คือ 44% และ 50% ตามลำดับ โดย
วิธีการตรวจการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนนี้มีประสิทธิภาพอยู่ที่ 45% ดังตารางท่ี 11 

ตารางที่ 11 ประสิทธิภาพการคัดกรองเซลล์ปากมดลูกด้วยการเปรียบเทียบการเกิดเมทิลเลชัน
บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ในตัวอย่างแปปสเมียร์  

 

 Abnormal (+) Normal (-) Total Performance  
Methylation  
exposure (+) 8 10 18 

Sensitivity 80% 
PPV 44% 

Methylation  
exposure (-) 2 2 4 

Specificity 17% 
NPV 50% 

Total 10 12 22 
Diagnostic 
accuracy 45% 
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ในยีน ASAH2B พบว่าการคัดกรองด้วยวิธีการตรวจการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์
ของยีน ASAH2B มีค่า sensitivity 64% ค่า specificity 76% ค่า PPV และ NPV คือ 88% และ 
44% ตามลำดับ โดยวิธีการตรวจการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนนี้มีประสิทธิภาพอยู่ท่ี 
67% ดังตารางท่ี 12 

ตารางที่ 12 ประสิทธิภาพการคัดกรองเซลล์ปากมดลูกด้วยการเปรียบเทียบการเกิดเมทิลเลชัน            
บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ASAH2B ในตัวอย่างแปปสเมียร์ 

 
 ยีน FOXC1 พบว่าการคัดกรองด้วยวิธีการตรวจการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของ 
ยีน FOXC1 มีค่า sensitivity 43% ค่า specificity 90% ค่า PPV และ NPV คือ 92% และ 38% 
ตามลำดับ โดยวิธีการตรวจการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนนี้มีประสิทธิภาพอยู่ท่ี 67% 
ดังตารางท่ี 13 

ตารางที่ 13 ประสิทธิภาพการคัดกรองเซลล์ปากมดลูกด้วยการเปรียบเทียบการเกิดเมทิลเลชัน            
บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 ในตัวอย่างแปปสเมียร์ 

 

 จากตารางท่ี 12 และ 13 พบว่าการคัดกรองด้วยวิธีการตรวจการเกิดเมทิลเลชันบริเวณ 
โพรโมเตอร์ของยีน ASAH2B และยีน  FOXC1 มีประสิทธิภาพมากกว่า 50% จึงได้คำนวณหา 
ประสิทธฺภาพของการคัดกรองโดยการตรวจการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ASAH2B 

 Abnormal (+) Normal (-) Total Performance  
Methylation 
exposure (+) 

35 5 40 
Sensitivity 64% 
PPV 88% 

Methylation 
exposure (-) 

20 16 36 
Specificity 76% 
NPV 44% 

Total 55 21 76 
Diagnostic 
accuracy 67% 

 Abnormal (+) Normal (-) Total Performance  
Methylation 
exposure (+) 

24 2 26 
Sensitivity 43% 
PPV 92% 

Methylation 
exposure (-) 

31 19 50 
Specificity 90% 
NPV 38% 

Total 55 21 76 
Diagnostic 
accuracy 57% 
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ร่วมกับยีน FOXC1 มีค่า sensitivity 56% ค่า specificity 93% ค่า PPV และ NPV คือ 95% และ 
46% ตามลำดับ โดยวิธีการตรวจการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนนี้มีประสิทธิภาพ
โดยรวมอยู่ท่ี 67% ดังตารางท่ี 14 

ตารางที่ 14 ประสิทธิภาพการคัดกรองเซลล์ปากมดลูกด้วยการเปรียบเทียบการเกิดเมทิลเลชัน
บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ASAH2B ร่วมกับยีน FOXC1 ในตัวอย่างแปปสเมียร์ 

 
ผลการคำนวณจากตารางท่ี 11 12 13 และ 14 ในตัวอย่างแปบสเมียร์ พบว่าวิธีตรวจ  

การเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ASAH2B และ FOXC1 มีประสิทธิภาพพอจะใช้ ในการ
คัดกรองเซลล์ปากมดลูกได้มากกว่า  50%  โดยยีน  ASAH2B จะมีประ สิทธิภาพ โดยรวม  
ในการคัดกรองมากกว่ายีน  FOXC1 แต่หากนำท้ังสองยีนมาใช้ร่วมกัน จะมีประสิทธิภาพ 
ในการคัดกรองเพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจเมทิลเลชันด้วยยีนใดยีนหนึ่ง หลังจากนั้นจึงยืนยัน 
อีกครั้งโดยการตรวจในตัวอย่าง ASC-US แต่ต่อมาเนื่องจากตัวอย่างท่ีมีอยู่อย่างจำกัด จึงไม่เพียงพอ
ต่อการตรวจสอบในยีน ASAH2B ทำให้มีข้อมูลไม่เพียงพอต่อการคำนวณประสิทธิภาพในการคัดกรอง
เซลล์ปากมดลูกในยีนดังกล่าว 

 4.4.2 ประสิทธิภาพการคัดกรองเซลล์ปากมดลูกด้วยการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์
ของยีน ALDH3B1 และ FOXC1 ในตัวอย่าง ASC-US 

จากตารางท่ี 9 นำมาคำนวณหาประสิทธิภาพของการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของ
ยีน ALDH3B1 และ FOXC1 ในตัวอย่าง ASC-US เปรียบเทียบระหว่างเซลล์ปากมดลูกปกติและ 
เซลล์ปากมดลูกระยะก่อนเป็นมะเร็งซึ่งประกอบด้วยระยะ LSIL และ HSIL ขณะท่ียีน ASAH2B  
ไม่ได้ทำการตรวจสอบ จากการคำนวณพบว่าการคัดกรองด้วยวิธีการตรวจการเกิดเมทิลเลชัน 
บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 มีค่า sensitivity 46% ค่า specificity 51% ค่า PPV และ 
NPV คือ 31% และ 66% ตามลำดับ โดยวิธีการตรวจการเกิดเมทิลเลชันของยีนนี้มีประสิทธิภาพ 
50% ดังตารางท่ี 15 

 Abnormal (+) Normal (-) Total Performance  
Methylation 
exposure (+) 

22 1 23 
Sensitivity 56% 
PPV 95% 

Methylation 
exposure (-) 

17 15 32 
Specificity 93% 
NPV 46% 

Total 39 16 76 
Diagnostic 
accuracy 67% 
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ตารางที่ 15 ประสิทธิภาพการคัดกรองเซลล์ปากมดลูกด้วยการเปรียบเทียบการเกิดเมทิลเลชัน
บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ในตัวอย่าง ASC-US 

 
 หลังจากนั้ น จึ งได้คำนวณ ต่อในยีน  FOXC1 พบว่ าการคัดกรองด้วยวิ ธี การตรวจ 
การเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 มีค่า sensitivity 50% ค่า specificity 54% 
ค่า PPV และ NPV คือ 20% และ 82% ตามลำดับ โดยวิธีการตรวจการเกิดเมทิลเลชันบนโพรโม
เตอร์ของยีนนี้มีประสิทธิภาพ 53% ดังตารางท่ี 16 

ตารางที่ 16 ประสิทธิภาพการคัดกรองเซลล์ปากมดลูกด้วยการเปรียบเทียบการเกิดเมทิลเลชัน
บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 ในตัวอย่าง ASC-US 

 
 ผลการคำน วณ จาก ตาราง ท่ี  15  และ  16  ใน ตั วอ ย่ า ง  ASC-US ถึ ง แม้ วิ ธี ต รวจ 
การเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 จะมีประสิทธิภาพมากกว่ายีน ALDH3B1  
แต่วิธีตรวจการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของท้ังสองยีนไม่ เหมาะต่อการนำมาใช้  
ในการคัดกรอง เนื่องจากมีค่าดัชนีต่ำ ท้ังค่า specificity ต่ำ หมายความว่าวิธีการตรวจนี้มีโอกาสสูง
ประมาณ 50% ท่ีผลการตรวจท่ีออกมาจะเป็นผลบวกลวง คือเซลล์ปากมดลูกปกติอาจพบ 
การเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน เจ้าของเซลล์ปากมดลูกกลุ่มนี้จึงต้องทำการตรวจอีกครั้ง

 Pre-cancerous 
(+) 

Normal (-) Total Performance  

Methylation  
exposure (+) 

6 13 19 
Sensitivity 46% 
PPV 31% 

Methylation  
exposure (-) 

7 14 21 
Specificity 51% 
NPV 66% 

Total 13 27 40 
Diagnostic 
accuracy 50% 

 Pre-cancerous 
(+) 

Normal (-) Total Performance  

Methylation 
exposure (+) 

4 16 20 
Sensitivity 50% 
PPV 20% 

Methylation 
exposure (-) 

4 19 23 
Specificity 54% 
NPV 82% 

Total 8 35 43 
Diagnostic 
accuracy 53% 
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หรือติดตามผลการตรวจประจำปี และค่า sensitivity ต่ำ กล่าวคือวิธีการตรวจการเกิดเมทิลเลชัน
บริเวณโพรโมเตอร์ของยีนมีโอกาสถึงประมาณ 50% ท่ีเซลล์ท่ีผิดปกติจะได้ผลลบลวง ทำให้เจ้าของ
เซลล์ปากมดลูกท่ีผิดปกติพลาดโอกาสในการรักษาได้อย่างทันท่วงที ทำให้เกิดความสูญเสียท้ังชีวิต
และทรัพย์สิน 
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บทที่ 5 
อภิปรายผล สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

อภิปรายผลการวิจัย 

 สาเหตุหลักของการเกิดโรคมะเร็งปากมดลูก เกิดจากการติดเช้ือเอชพีวี โดยโปรตีน E7  
ของเช้ือเอชพีวีคือหนึ่งในปัจจัยสำคัญในการทำให้การเกิดมะเร็งปากมดลูก งานวิจัยหลายฉบับ
รายงานว่าโปรตีน E7 ของเช้ือเอชพีวีไทป์ 16 สามารถทำให้เกิดการเกิดเมทิลเลชันมากกว่าปกติ 
ในยีน ต้านมะเร็ง เช่น  สามารถจับกับเอนไซม์  DNMT1 ซึ่ งเป็นเอนไซม์ ท่ีทำหน้าท่ี เกี่ยวกับ 
การเกิดเมทิลเลชันภายในเซลล์ให้ทำงานมากยิ่งขึ้น (Sen et. al., 2018) นอกจากนี้  โปรตีน E7  
ท่ีจับกับเอนไซม์ DNMT1 สามารถจับร่วมกันกับโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 ซึ่งเป็นยีนต้านมะเร็ง 
(tumor suppressor gene) แล้วเหนี่ยวนำให้เกิดการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันบริเวณ โพรโมเตอร์ของ
ยีน และกระตุ้นโปรตีนท่ีมีหน้าท่ียับยั้งการถอดรหัสท่ีจำเพาะ ได้แก่ methyl-CpG-binding proteins 
เข้ามาจับ ขัดขวางโปรตีนทรานสคริปชันแฟกเตอร์เพื่อไม่ให้เข้าไปจับท่ีบริเวณโพรโมเตอร์ ซึ่งส่งผลต่อ
โครงสร้างของสายโครมาทิน โดย methyl-CpG-binding proteins ได้แก่ MBD1 MBD2 MBD3 
MeCP2 และ KAISO จะกระตุ้นการทำงานของโปรตีนท่ีเกี่ยวกับการเปล่ียนแปลงโครงสร้างโครมาทิน 
ได้แก่โปรตีน NuRD กลุ่มโปรตีน Sin3a และเอนไซม์ histone deacetylase (HDAC) ทำให้สายโคร
มาทินขดตัวแน่นและอยู่ในรูปของ heterochromatin และไม่สามารถเกิดการถอดรหัสของยีนได้ 
การแสดงออกของยีนจึงลดลง นำไปสู่การเป็นมะเร็งต่อไป ดังรูปท่ี 19 

 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 19 การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันกับการยับย้ังการแสดงออกของยีน 

(ฤทัยรัตน์ ศรีรักษา และ เต็มดวง ล้ิมไพบูลย์, 2555) 

 
 จากงานวิจัยข้างต้น นำมาสู่การหายีนอื่นๆ โดยเฉพาะยีนในกลุ่มยีนต้านมะเร็งท่ีสามารถ 
ถูกเหนี่ยวนำให้เกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์และลดการแสดงออกโดยโปรตีน E7  
ของเช้ือเอชพีวี สามารถนำไปพัฒนาต่อยอดเพื่อใช้เป็นเครื่องหมายโมเลกุล (Molecular marker) ใน
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การตรวจคัดกรองโรคมะเร็งปากมดลูกต้ังแต่ยังไม่แสดงอาการให้มีความแม่นยำยิ่งขึ้นได้หรือไม่  
 งานวิจัยหลายฉบับพบว่ามีการนำการตรวจดีเอ็นเอเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน  
มาใช้ในการคัดกรองตัวอย่างมะเร็งปากมดลูกมากขึ้น เช่น ประเทศจีนและประเทศไต้หวัน  
พบว่าการคัดกรองมะเร็งปากมดลูกด้วยวิธีตรวจดีเอ็นเอเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 
EPB41L3 และ JAM3 สามารถแยกความแตกต่างของตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกต้ังแต่ระยะ CIN2  
เป็ น ต้ น ไป  แ ล ะ ให้ ป ร ะ สิ ท ธิ ภ าพ ท่ี ใก ล้ เคี ย ง กั บ วิ ธี  HPV testing (Kong et al.,2020)  
แต่หากเป็นการตรวจการเกิดเมทิลเลชันในหลายยีนร่วมกัน เช่น PAX1/SOX1 จะทำให้การตรวจ 
มีความจำเพาะเพิ่มข้ึน เป็นอีกวิธีท่ีใช้ในการยืนยันผลอีกครั้งหลังจากการตรวจด้วยวิธีทางเซลล์วิทยา  
(Lai et al., 2014; Zhang et al., 2020) ก ารต ร วจ เม ทิ ล เล ชั น ข อ งยี น ต้ าน ม ะ เร็ ง  PAX1  
มีประสิทธิภาพในการตัดกรองมะเร็งปากมดลูกท่ีดีกว่าการตรวจทางเซลล์วิทยาหรือแปปสเมียร์ 
(Chang et al., 2021)  สามารถตัดกรองและแยกความแตกต่างได้ ต้ังแต่ เซลล์ปากมดลูก 
ท่ียังมีความผิดปกติเพียงเล็กน้อย ยีน PAX1 จึงถูกใช้เป็นเครื่องหมายโมเลกุลในการคัดกรองและ 
ยื น ยั น ผ ล ก า ร ต ร ว จ ม ะ เร็ ง ป า ก ม ด ลู ก ค ว บ คู่ กั บ ก า ร ต ร ว จ ด้ ว ย วิ ธี  HPV testing  
(Huang et al., 2010; Kan et al., 2014) นอกจากนี้ยังมียีนต้านมะเร็งท่ีมีการศึกษาในมะเร็งอื่นๆ
เ ช่ น  ยี น  FAM135B ยี น  RASSF1 ใ น ม ะ เ ร็ ง ศี ร ษ ะ แ ล ะ ล ำ ค อ  เ ป็ น ต้ น  
(Bravo and Felez-Sanchez, 2015; Zhou et al., 2018) 

นอกจากนี้ จากวิทยานิพนธ์และโครงงานวิทยาศาสตร์ก่อนหน้าพบว่ามีโปรตีนทรานสคริปชัน
ท่ีเป็นตัวพาคอมเพลกซ์ของโปรตีน E7 และเอนไซม์ DNMT1 เข้าสู่บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 
และชักนำให้เกิดเมทิลเลชัน ซึ่งโปรตีนทรานสคริปชันท่ีพบ คือ TFAP2A และ YY1 และได้ตรวจ 
การจับตัวกันของโปรตีน E7 ของเช้ือเอชพีวี โปรตีน TFAP2 และโปรตีน YY1 เพื่อหายีนท่ีเป็นไปได้ท่ี
โปรตีนท้ังสามชนิดเข้าจับและชักนำให้ เกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน  ด้วยวิธี  
ทางชีวสารสนเทศและเทคนิค Chromatin immunoprecipitation ซึ่งยีนท่ีมีความเป็นไปได้ ได้แก่
ยีน ASAH2B และ FOXC1 (ชวิศ พลพงษ์. 2561; นันท์นภัส วงค์มณี, 2561) และยีน ALDH3B1 ซึ่ง
จาก GEO database พบว่าในเซลล์มะเร็งปากมดลูกมีการแสดงออกน้อยกว่าในเซลล์ปกติ   
(พลวัฒน์ มุงเมือง, 2559) 

ยีน  ALDH3B1 ทำหน้าท่ีลดความเป็นพิษ ท่ี เกิดจากสารกลุ่ม aldehyde ซึ่ งเกิดจาก 
เมแทบอลิซึมของแอลกอฮอลล์ (Marchitti, 2010) และปกป้องเซลล์ไม่ให้ได้รับความเสียหายจาก
ภาวะ peroxidation (Marchitti et al, 2007) อีกยีนมีความสัมพันธ์กับการสร้างฮอร์โมนอินซูลิน
บริเวณช้ันไขมันหุ้มหน้าท้องของหญิงต้ังครรภ์ (Mahesan et al., 2016) หรือบริเวณเซลล์ตับอ่อน
ของผู้ป่ วยโรคเบาหวาน  ไทป์  2  (Type 2 diabetes: T2D) โดยพบว่ าใน เซลล์ตับอ่ อนของ 
ผู้ป่ วย เบาหวานมี การเกิ ด เม ทิล เล ชันของยีน  ALDH3B1 ท่ี ลดลง ทำให้ เป ล่ียนสารก ลุ่ม 
acetaldehyde เป็น acetate ในกระบวนการ glycolysis ได้มากขึ้น (Volkmar  et al., 2012) 
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ส่งผลให้ร่างกายผลิตน้ำตาลไปสะสมเพิ่มขึ้น แต่กลับยังไม่มีการศึกษาการเกิดเมทิลเลชันของยีน 
ALDH3B1 ในมะเร็งปากมดลูก จากการตรวจสอบเมทิลเลชันบนโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1  
พบการเกิดเมทิลเลชันในเกือบทุกตัวอย่างของเซลล์ปากมดลูกปกติท่ีไม่พบเช้ือเอชพีวีด้วยการตรวจ 
HPV testing โดยมีร้อยละมากกว่ากลุ่มเซลล์ปากมดลูกปกติแต่พบเช้ือเอชพีวี ซึ่งขัดแย้งกับ 
โครงงานวิทยาศาสตร์ของพลวัฒน์ มุงเมือง ในปี 2559 ท่ีเมื่อทดสอบเซลล์สายพันธุ์มะเร็งปากมดลูกท่ี
มียีน E7 ของเช้ือเอชพีวีจะเกิดเมทิลเลชันมากขึ้น เมื่อเปรียบทียบกับเซลล์ท่ีไม่ติดเช้ือเอชพีวี  
ดังรูปท่ี 20  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 20 ผลการตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 
ในเซลล์สายพันธุ์ C33A 

(พลวัฒน์ มุงเมือง, 2559) 

เมื่อยืนยันผลด้วยค่าสถิ ติ จากตารางท่ี 5 พบว่าจำนวนตัวอย่างท่ีเกิดเมทิลเลชันใน 
เซลล์ปากมดลูกท่ีไม่ได้ติดเช้ือเอชพีวีมากกว่าเซลล์ปากมดลูกท่ีติดเช้ือเอชพีวี อีกท้ังเมื่อเปรียบเทียบ
ความแตกต่างของการเกิดเมทิลเลชันระหว่างเซลล์ปากมดลูกท่ีไม่ได้ติดเช้ือเอชพีวีกับเซลล์ปากมดลูก
ท่ีติดเช้ือในตารางท่ี 8 ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ จึงคาดว่าเช้ือเอชพีวีไม่มีผลต่อการเกิด 
เมทิลเลชันท่ีโพรโมเตอร์ยีน ALDH3B1 เนื่องจากยีน ALDH3B1 มีการแสดงออกเกือบตลอดเวลา 
ในสภาวะท่ีร่างกายปกติ และพบมีการทำงานของโปรตีน ALDH3B1 ในอวัยวะอื่น เช่น สมอง ไต 
ปอด โดยเฉพาะในตับซึ่งเป็นตำแหน่งท่ีใช้ในกระบวนการขับพิษออกจากร่า งกายมากท่ีสุด 
การตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันในยีนนี้หลังจากทดลองกับกลุ่มตัวอย่าง การเกิดเมทิลเลชันของยีน 
ALDH3B1 ไม่ได้จำเพาะกับการเกิดมะเร็งปากมดลูก ถึงแม้จะมีการศึกษาพบว่ายีน ALDH3B1  
จะสามารถใช้เป็นเครื่องหมายโมเลกุลในการคัดกรองมะเร็งปอดได้ (Sun et al., 2020) 
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  ยีน  ASAH2B โดยปกติถอดรหัสได้เป็นโปรตีน ceramidases เป็น เอนไซม์ ท่ีมีหน้ าท่ี  
ควบ คุมกระบวน ต่ างๆภายใน เซลล์  เช่น  กระบวนการเจริญ เติบ โต ( cell proliferation)  
การพัฒนาให้มีความจำเพาะของเซลล์ (cell differentiation) การตายของเซลล์ (apoptosis)  
และกระบวนการกลืนกินตัวเองของเซลล์ (autophagy) ทำหน้าท่ีย่อยสลาย ceramide เป็น 
sphingosine sphingosine ถูกย่อยสลายโดย sphingo kinase 2 (Sphk2) ซึ่ งมีบทบาทในการ
ควบคุมสมดุลของการยับยั้งการเจริญเติบโต และการตายของเซลล์ร่วมกับยีน p21 และยีน p53 ซึ่ง
เป็นยีนต้านมะเร็ง (Sankala et al., 2007)  อีกท้ังยังมี Sphk2 กรดอะมิโนคล้ายคลึงกับโปรตีนท่ีมีอยู่
ใน BH3 ซึ่งเป็นกลุ่มย่อยของ Pro-apoptotic ของตระกูล Bcl-2 เช่นเดียวกับโปรตีน BH3 ท่ีชักนำ
การเกิดกระบวนการตายของเซลล์ ดังนั้นหากมีเการกิดเมทิลเลชันเพิ่มขึ้นบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 
ASAH2B จะทำให้ยีนถูกยับยั้งการแสดงออก ส่งผลให้โปรตีน ceramide และ sphingosine ลดลง 
และนำไปการเกิดกระบวนการตายของเซลล์ผิดปกติท่ีน้อยลง ทำให้ เซลล์ท่ีผิดปกติสามารถ
เจริญเติบโตและแพร่กระจายไปยังบริเวณอื่นและพัฒนาไปเป็นมะเร็งในท่ีสุด  ดังนั้น จำนวนตัวอย่าง
ท่ีพบเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ยีน ASAH2B ควรจะมากขึ้นตามระดับความผิดปกติของเซลล์  
แต่จากการตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชัน พบว่ายีน ASAH2B มีร้อยละท่ีพบการเกิดเมทิลเลชันมากขึ้น
ในผู้ป่วยท่ีมีความเส่ียงท่ีมีความผิดปกติของเซลล์ปากมดลูกตามลำดับ ยกเว้นในกลุ่มเซลล์มะเร็งท่ี
พบว่าร้อยละของจำนวนผู้ป่วยท่ีพบมีจำนวนลดลง ซึ่งขัดแย้งกับโครงงานวิทยาศาสตร์ของชวิศ พล
พงษ์ในปี 2561 ท่ีทดลองในเซลล์สายพันธุ์ ท่ีถูกทรานสเฟ็กด้วย E7 เปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีถูก 
ทรานสเฟ็กด้วย empty vector พบว่าเซลล์ HEK-293 ท่ีถูกทรานสเฟ็กด้วย E7  ยีน ASAH2B เกิด
เมทิลเลชันสูงกว่ายีน ASAH2B ในเซลล์ท่ีถูกทรานสเฟ็กด้วย empty vector ดังรูปท่ี 21 

รูปที่ 21 ผลการตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ASAH2B ในเซลล์สายพันธุ์ 
HEK293 

(ชวิศ พลพงษ์, 2561) 
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 เมื่ อ ต รวจสอ บ ยื น ยั น ผล ด้ วย ค่ าสถิ ติ ใน ตั วอ ย่ า งแป ป ส เมี ย ร์ จ ากต าราง ท่ี  4 .3  
การเกิดเมทิลเลชันมีมากขึ้นเมื่อเซลล์ปากมดลูกติดเช้ือเอชพีวี และพบความแตกต่างระหว่างเซลล์
ปากมดลูกท่ีไม่ได้ติดเช้ือเอชพีวีกับเซลล์ปากมดลูกท่ีติดเช้ือเอชพีวีอย่างมีนัยสำคัญดังตารางท่ี 4.6 
พบว่าเช้ือเอชพีวีมีผลกระตุ้นการเกิดเมทิลเลชันท่ีโพรโมเตอร์ยีน ASAH2B ดังนั้นเมื่อระยะของโรค
ผิดปกติมากขึ้นจากการติดเช้ือเอชพีวี การเกิดเมทิลเลชันจึงมากขึ้นตาม 

 
 ยีน  FOXC1 จากวิทยานิพนธ์ของของนันท์นภัส วงค์มณี ในปี 2561 ท่ีได้ตรวจสอบ 
การเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ในเซลล์สายพันธุ์ พบว่ามีแถบแบนการเกิดเมทิลเลชันในยีน 
FOXC1 ในสภาวะท่ีใช้ไพรเมอร์ท่ีจำเพาะต่อการเกิดเมทิลเลชันท้ังในเซลล์ปกติสายพันธุ์ HEK293 
และเซลล์มะเร็งปากมดลูกท่ีไม่มีการติดเช้ือเอชพีวีสายพันธุ์ C33A ท่ีถูกนำพลาสมิดท่ีมียีน E7  
ข อ ง ไ ว รั ส เอ ช พี วี เ ข้ า สู่ เซ ล ล์ เข้ ม ก ว่ า ใน ส ภ า ว ะ ท่ี ใ ช้  unmethylation primer ท้ั ง ใน 
เซลล์สายพันธุ์ HEK293 ดังรูปท่ี 22 และ C33A ท่ีถูกนำพลาสมิดเปล่าเข้าสู่เซลล์ ดังรูปท่ี 23 
ตามลำดับ  หมายความว่ า เมื่ อ ติด เช้ือ เอชพี วี  ยี น  E7 จะเหนี่ ย วน ำให้ เกิ ด เม ทิล เล ชัน ท่ี  
บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 ดังนั้นจำนวนตัวอย่างท่ีเกิดเมทิลเลชันจึงควรท่ีมีจะมากขึ้น 
แปรผันตามความผิดปกติของเซลล์ กล่าวคือ ยิ่งเซลล์ปากมดลูกมีความผิดปกติ จำนวนตัวอย่างท่ีพบ
เมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ยีน FOXC1 ควรจะมากตามเนื่องจากยีน FOXC1 ถูกยับยั้งการ
แสดงออก และควรมีจำนวนมากท่ีสุดในตัวอย่างท่ีเป็นเซลล์มะเร็งปากมดลูก  

 
รูปที่ 22 ผลการตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1  

ในเซลล์สายพันธุ์ HEK293 
(นันท์นภัส วงค์มณี, 2561) 
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รูปที่ 23 ผลการตรวจสอบการเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1  
ในเซลล์สายพันธุ์ C33A 

(นันท์นภัส วงค์มณี, 2561) 

 

จากการตรวจสอบเมทิลเลชัน พบว่าในตัวอย่างท่ีเซลล์มีความผิดปกติเพิ่มขึ้น ท้ังตัวอย่าง
ระยะก่อนมะเร็ง (LSIL และ HSIL) และตัวอย่าง ASC-US มีจำนวนตัวอย่างท่ีเกิดเมทิลเลชันมากขึ้น 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มเซลล์ปากมดลูกปกติท่ีไม่พบเช้ือเอชพีวี ยกเว้นกลุ่มเซลล์มะเร็งปากมดลูกท่ีมี
จำนวนตัวอย่างท่ีพบเมทิลเลชันน้อยกว่ากลุ่มตัวอย่างระยะก่อนมะเร็ง แต่เนื่องจากบริเวณ 
นิวคลีโอไทด์ท่ี ใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ ท่ีตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันของยีน  FOXC1  
เป็นบริเวณเอ็กซอน 1 ของยีน ซึ่งเป็นคนละบริเวณกับนิวคลีโอไทด์ท่ีใช้ทดสอบการจับกันระหว่าง 
ทรานสคริปชันแฟคเตอร์ TFAP2A และ YY1 กับยีน FOXC1 ด้วยเทคนิค ChIP-PCR ซึ่งเป็นบริเวณ
โพรโมเตอร์ ในวิทยานิพนธ์ของนัน ท์นภัส วงค์มณี  ในปี  2561 ดังรูป ท่ี  30 ในภาคผนวก  
ทำให้ความจำเพาะต่อการเกิดเมทิลเลชันของไพรเมอร์ยีน FOXC1 ท่ีออกแบบนั้นลดลง ซึ่งเป็น 
ปัจจัยหลักท่ีทำให้มีจำนวนตัวอย่างท่ีเกิดเมทิลเลชันไม่เป็นไปตามสมมติฐานท่ีวางไว้ 

การแสดงออกและบทบาทของยีน FOXC1 ในมะเร็งชนิดอื่นๆ ไม่ ได้อยู่ ในฐานะของ 
ยีนต้านมะเร็ง แต่จากงานวิจัยหลายฉบับพบว่ายีน FOXC1 มีบทบาทท่ีเกี่ยวข้องกับการพัฒนา  
การเป ล่ียนแปลงรูป ร่ างขอ งของเซลล์ เพื่ อ ให้ เอื้ อ ต่อการแพ ร่กระจายของมะ เร็ ง  เช่ น  
ในมะเร็งตับ FOXC1 จะทำหน้าท่ีเกี่ยวกับการลุกลามและการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง 
การเพิ่มจำนวนเซลล์ เมื่อมีระดับโปรตีน FOXC1 สูงขึ้น FOXC1 เข้าไปจับกับบริเวณโพรโมเตอร์ของ
ยีน  C-X-C motif chemokine receptor 1 (CXCR1) ส่งเสริมให้ยีน CXCR1 แสดงออกมากขึ้น 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 49 

นำไปสู่การกระตุ้นการลุกลามและการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง (Huang et al., 2015)  
ในขณะท่ีมะเร็งเต้านมจะทำหน้าท่ีเกี่ยวกับการเพิ่มจำนวนเซลล์ การลุกลามและการแพร่กระจาย 
ของเซลล์มะเร็ง (Ray et al., 2011) โดยมีงานวิจัยพบว่าเซลล์มะเร็งเต้านมระยะรุนแรงและอยู่ใน 
ระยะ ลุกลามจะพ บ การเกิ ด เม ทิ ล เล ชัน เพิ่ ม ขึ้ น อย่ า งมี นั ย สำ คัญ เมื่ อ เป รี ยบ เที ยบ กั บ 
ตัวอย่างมะเร็งเต้านมระยะต้น (Yang et.al., 2017) สำหรับในมะเร็งปากมดลูก พบว่าการแสดงออก
ของยีน FOXC1 มีความสัมพันธ์กับความผิดปกติของเซลล์ โดยจะมีการแสดงออกเพิ่มขึ้นใน
เซลล์มะเร็งปากมดลูกท่ีอยู่ในระยะรุนแรง เพื่อยับยั้งการแสดงออกของยีน FOXC1 ในเซลล์สายพันธุ์
ท่ีเป็นมะเร็งปากมดลูก พบว่าเซลล์เกิดการตายของเซลล์มากขึ้นและลดอัตราการเจริญของเซลล์มะเร็ง 
(Wang et al., 2018) หลังจากนั้นเมื่อตรวจสอบยืนยันผลด้วยค่าสถิติพบว่าการเกิดเมทิลเลชัน 
มีมากขึ้นเมื่อเซลล์ปากมดลูกติดเช้ือเอชพีวีเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ปากมดลูกปกติท้ังในตัวอย่าง
แปปสเมียร์ และตัวอย่าง ASC-US ดังตารางท่ี 4 และ 9 ตามลำดับ พบความแตกต่างระหว่าง 
เซลล์ปากมดลูกท่ีไม่ได้ติดเช้ือเอชพีวีกับเซลล์ปากมดลูกท่ีติดเช้ือเอชพีวีอย่างมีนัยสำคัญในตัวอย่าง
แปปสเมียร์ ดังตารางท่ี 6  เช้ือเอชพีวีมีผลกระตุ้นการเกิดเมทิลเลชัน ท่ีโพรโมเตอร์ยีน FOXC1  
ทำให้พบความแตกต่างระหว่างเซลล์ปากมดลูก ท่ีไม่ ได้ ติดเช้ือ เอชพี วี กับ เซลล์ปากมดลูก 
ท่ีติดเช้ือเอชพีวี แต่งานวิจัยบางฉบับท่ีตรวจสอบในผู้ป่วยมะเร็งเต้านมพบว่าให้ผลต่างกัน กล่าวคือ 
พบการเกิดเมทิลเลชันท่ีโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 มากขึ้น เพื่อยับยั้งการบุกรุกและแพร่กระจาย
ของมะเร็งในระหว่างการรักษาด้วยเคมีบำบัด (Yang et.al., 2017) แต่เนื่องจากชนิดของมะเร็งเต้านม
มี ลักษ ณ ะบางอย่ าง ท่ี แตก ต่างกั น  เช่น  ก ารมี อ ยู่ ของ  estrogen receptor (ER) ซึ่ งพบ ใน 
เซลล์มะเร็งเต้านมส่วนใหญ่ งานวิจัยท่ีใช้ตัวอย่างช้ินเนื้อมะเร็งเต้านมท่ีมี estrogen receptor  
จะพบการเกิดเมทิลเลชันของยีน FOXC1 มาก ส่งผลให้การแสดงออกของยีนลดต่ำลง เนื่องจากยีน 
ถูกยับยั้งการแสดงออก ในขณะท่ีมะเร็งเต้านมท่ีไม่มี estrogen receptor จะพบการเกิดเมทิลเลชัน 
ของยีน  FOXC1  ท่ีน้ อยกว่ า  ส่ งผลให้ การแสดงออกของยีน เพิ่ มขึ้ น  (Klajic et al., 2013)   
ทำให้คาดเดาได้ว่า โครงสร้างบางอย่างท่ีแตกต่างในตัวอย่างแต่ละระยะของเซลล์ปากมดลูกอาจมีผล
ต่อการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 ได้ 

การท่ีเซลล์ปากมดลูกปกติแต่พบการติดเช้ือเอชพีวีมีการเกิดเมทิลเลชันน้อยกว่าเซลล์ท่ีกำลัง
จะพัฒนาไปเป็นเซลล์มะเร็ง (LSIL และ HSIL) อาจเกิดขึ้นได้เนื่องจากยังไม่สามารถยืนยันได้ว่า 
ในอนาคต กลุ่มตัวอย่างท่ีเซลล์ปากมดลูกปกติแต่พบการติดเช้ือเอชพีวีเหล่านี้จะมีโอกาสเป็น  
มะเร็งปากมดลูกหรือไม่ จึงควรติดตามผลของกลุ่มตัวอย่างนี้ต่อไป สำหรับกลุ่มเซลล์ปากมดลูก  
ท่ีไม่พบการติดเช้ือเอชพีวี แต่พบการเกิดเมทิลเลชันสามารถเกิดขึ้นได้ เนื่องจากการเกิดเมทิลเลชัน 
ของยีนต้านมะเร็งสามารถเกิดขึ้นได้โดยไม่ต้องถูกชักนำจากเช้ือเอชพีวี นอกจากนี้การเกิดเมทิลเลชัน
เป็นกระบวนการท่ีเกิดขึ้นได้ไม่เฉพาะในการยับยั้งการแสดงออกของยีนต้านมะเร็งท่ีทำให้เกิด 
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การเปล่ียนแปลงของเซลล์ไปเป็นเซลล์มะเร็งเพียงอย่างเดียวเท่านั้น แต่ยังมีหน้าท่ีในช่วงการพัฒนา 
ให้มีความจำเพาะของเซลล์ให้ดำเนินไปตามปกติ อีกท้ังมีความเกี่ยวข้องกับความชราอีกด้วย 
เนื่องจากตัวอย่างท่ีใช้ในงานวิจัยแบ่งออกเป็น 2 ประเภทคือ ตัวอย่างแปปสเมียร์  ซึ่งเป็นการตรวจ
ทางเซลล์วิทยาและการตรวจทางพยาธิวิทยาด้วยวิธี biopsy การตรวจด้วยวิธีแปปสเมียร์จะใช้
อุปกรณ์ spatula เก็บเซลล์เย่ือบุผิวบริเวณปากมดลูก ท่ีแม้จะมีความไวสูง แต่กลับให้ความจำเพาะต่ำ 
ดังนั้นจึงมีโอกาสสูงท่ีจะเกิดผลลบลวง เนื่องจากการตัดกรองว่าตัวอย่างท่ีเก็บได้มานั้นผิดปกติหรือไม่
ขึ้นกับดุลพินิจและความเช่ียวชาญของเจ้าหน้าท่ีตรวจ คุณภาพของตัวอย่าง บริเวณท่ีเก็บตัวอย่าง 
เ ป็ น ต้ น  ( Chumworathayi and Srisupundit, 2 0 1 2 ; Lazcano-Ponce et al., 1994)  
เนื่องจากเจ้าหน้าท่ีตรวจมีโอกาสท่ีจะวินิจฉัยผิดพลาดหากความผิดปกติของเซ ลล์เนื้ อเยื่อ 
มีเพียงเล็กน้อยหรือมีส่ิงรบกวนหรือส่ิงแปลกปลอมทำให้มองเห็นเซลล์ได้ไม่ชัดเจน จึงทำการตรวจ
เพิ่มเติมต่อด้วยวิธี  biopsy เพื่อยืนยันผลทางพยาธิวิทยา โดยการตัดช้ินเนื้อหรือใช้เครื่องมือขูดหรือ
ตัดช้ินเนื้อบริเวณปากมดลูกช้ัน basal และ epithelium เพื่อนำเซลล์ท่ีได้ไปด้วยกล้องคอลโปสโคป
เพื่อให้เห็นขนาด และตำแหน่งท่ีผิดปกติ (กรมการแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข, 2547) แม้จะเป็นวิธีท่ี
ลดความคลาดเคล่ือนในการวินิจฉัย ให้รอยแผลเล็ก แต่ช้ินเนื้อท่ีเก็บก็ต้องมีขนาดใหญ่พอท่ีจะเห็น
ความผิดปกติได้ และต้องใช้แพทย์ผู้เชียวชาญในการแปลผล    
 ผู้เข้ารับการตรวจคัดกรองมะเร็งส่วนใหญ่มักเกิดความผิดปกติหรือแสดงอาการในระยะท่ี
รุนแรงแล้ว หรือกลุ่มท่ีวินิจฉัยว่าเป็นมะเร็งปากมดลูกมักแสดงอาการของโรคอย่างชัดเจน จึงข้ามการ
ตรวจคัดกรองส่วนนี้และเข้าสู่กระบวนการรักษามะเร็งปากมดลูก มีส่วนน้อยท่ี เป็นกลุ่มท่ีไม่พบ 
ค ว าม ผิ ด ป ก ติ ข อ ง ป าก ม ด ลู ก แ ล ะ เข้ า รั บ ก า ร ต ร ว จ คั ด ก ร อ ง ต้ั ง แ ต่ อ า ยุ ยั ง น้ อ ย  
ดังนั้น การเข้ารับการตรวจเมื่อพบว่าอยู่ในช่วงอายุท่ีมีความเส่ียงต่อการรเกิดมะเร็งปากมดลูกอย่าง
สม่ำเสมอจึงเป็นส่ิงท่ีสำคัญ จากงานวิจัยการตรวจการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ ของยีน 
ASAH2B และยีน FOXC1 แม้จะสามารถคัดกรองผู้ท่ีมีเซลล์ปากมดลูกท่ีปกติและผิดปกติได้คร่าวๆ 
แต่ยังไม่สามารถบอกได้แน่นอนว่าการเกิดเมทิลเลชันของยีนท้ังสองจะเป็นเครื่องหมายโมเลกุลท่ีดีใน
การตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูก เนื่องจากขนาดตัวอย่างประชากรในงานวิจัยในระยะก่อนเป็น
มะเร็ง (LSIL และ HSIL) มีขนาดใหญ่กว่าขนาดประชากรท่ีเป็นมะร็งปากมดลูกเป็นเกือบ 2 เท่า 
ดังนั้นโอกาสท่ีประชากรตัวอย่างในงานวิจัยท่ีเป็นมะเร็งปากมดลูกจะพบการเกิดเมทิลเลชัน  
บ ริ เว ณ โพ ร โม เต อ ร์ ข อ ง ท้ั ง ยี น  ASAH2B แ ล ะ ยี น  FOXC1 จึ ง มี น้ อ ย ก ว่ า ต าม ไป ด้ ว ย  
อีกท้ังไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญของการเกิดเมทิลเลชันจากการติดเช้ือเอชพีวีไทป์ 16 และ
ไทป์ 18 เนื่องจากเป็นสายพันธุ์ท่ีมีความเส่ียงสูงเหมือนกัน นอกจากนี้โรคมะเร็งเป็นโรคเกิดจาก 
พ หุ ปั จ จั ย  ก ล่ าว คื อ ส าม ารถ เกิ ด ไ ด้ จ าก ห ล าย ส า เห ตุ  อ าจม าจ าก ส า เห ตุ อื่ น ท่ี ไม่ ใ ช่  
สภาวะเหนือพันธุกรรมดีเอ็นเอเมทิลชันท่ีเกิดจากการติดเช้ือเอชพีวีได้ เช่น การมีภูมิคุ้มกันบกพร่อง 
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ไม่ว่าจะท้ังจากการใช้ยาหรือเป็นโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ การมีคู่นอนหลายคน การสูบบุหรี่  
มีประวัติบุคคลในครอบครัวท่ีเป็นโรค เป็นต้น การตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกเบื้องต้นนั้น หากพบ
การเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ASAH2B หรือยีน FOXC1 เพียงแค่ยีนใดยีนหนึ่ง บุคคล
นั้นย่อมมีแนวโน้มเป็นผู้ท่ีมีความเส่ียงต่อการท่ีบริเวณปากมดลูกจะพัฒนาไปเป็นมะเร็งได้แล้ว  
แต่เนื่องจากประสิทธิภาพท่ีไม่สูงมากนัก จึงมีโอกาสท่ีจะพบผลบวกลวง (false positive) ได้ 
ในตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกปกติ  ขั้นต่อไปหากต้องการตรวจยืนยันว่าการตรวจการเกิดเมทิลเลชันของ
ยีน ASAH2B และยีน FOXC1 เป็นเครื่องหมายโมเลกุลท่ีดีหรือไม่ จึงควรติดตามข้อมูลและนัดหมาย
กลุ่มประชากรท่ีอยู่ในกลุ่มระยะก่อนเป็นมะเร็งท้ัง LSIL และ HSIL ให้รับการตรวจติดตามผลอย่าง
สม่ำเสมอ หากประชากรกลุ่มดังกล่าวมีการพัฒนาไปเป็นมะเร็ง จะตรวจหาในยีน ASAH2B  
และยีน FOXC1 เพิ่มเติมว่ายังคงเกิดเมทิลเลชันในประชากรกลุ่มดังกล่าวอยู่หรือไม่ เนื่องจาก
เซลล์มะเร็งปากมดลูกงยังสามารถพบเมทิลเลชันได้ โดยเฉพาะยีน ASAH2B เนื่องจากมีร้อยละของ
ตัวอย่างท่ีพบเมทิลเลชันในระยะก่อนมะเร็งท้ัง LSIL และ HSIL มาก  

สรุปผลการวิจัย 

 ผลการต รวจสอบ ก าร เกิ ด เม ทิ ล เล ชั น ยี น  ALDH3B1  ASAH2B แ ละยี น  FOXC1  
เกิดเมทิลเลชันมากขึ้นในยีน ASAH2B และ FOXC1 เมื่อเซลล์ปากมดลูกเริ่มเข้าสู่ระยะก่อนเป็นมะเร็ง
ท่ีปากมดลูกเริ่มเกิดความผิดปกติ ดังน้น จึงสรุปได้ว่า ยีน ASAH2B และยีน FOXC1 อาจใช้เป็น
เครื่องหมายโมเลกุลท่ีใช้ในการคัดกรองเบื้องต้น แยกกลุ่มระหว่างผู้ท่ีปกติและผู้ท่ีปากมดลูกเริ่มมี
ความผิดปกติหรืออยู่ในระยะก่อนเป็นมะเร็งซึ่งยังไม่แสดงอาการได้ หากพบการเกิดเมทิลเลชันของยีน 
ASAH2B หรือยีน FOXC1 บุคคลนั้นมีแนวโน้มสูงท่ีจะเป็นผู้ท่ีมีความเส่ียงในการเกิดมะเร็งปากมดลูก
เปรียบ เทียบกับบุคคล ท่ี ไม่พบการเกิ ด เม ทิล เล ชัน ท่ีบริ เวฌ โพรโม เตอร์ของยีน ดั งก ล่าว  
จึงต้องมีการติดตามผลบุคคลกลุ่มนี้อย่างสม่ำเสมอ เพื่อท่ีจะตรวจพบการเปล่ียนแปลงไปเป็นมะเร็ง
ต้ังแต่ระยะไม่รุนแรง อีกท้ังสามารถใช้วิธีนี้ตรวจควบคู่กับวิธีตรวจแบบอื่น เช่น HPV testing  
ท่ีพบเช้ือเอชพีวี เพื่อเพิมความแม่นยำในการตรวจคัดกรองมากยิ่งขึ้น และควรต้องติดตามผลของกลุ่ม
ผู้เข้าตรวจกลุ่มนี้ ต่อไปเพื่อเฝ้าระวังและสามารถเข้ารับการรักษาและลดอัตราการเสียชีวิต  
จากมะเร็งปากมดลูก  

ข้อเสนอแนะ 

 ในงานวิจัยครั้งถัดไปผู้วิจัยควรท่ีจะศึกษาและออกแบบไพรเมอร์จำเพาะต่อการเกิดและ 
ไม่เมทิลเลชันของยีนท่ีต้องการศึกษาให้ละเอียดก่อนทดลองเสมอ เนื่องจาก methylation primer 
บ ริ เวณ ป ลาย  3 ’ ขอ ง ไพ ร เมอ ร์ ค วรป ระกอบ ด้ วย เบ ส ไซ โตซี น ท่ี อ ยู่ ติ ดกั บ เบ สกั วนี น  
ในขณะท่ี unmethylation primer บริเวณปลาย 3’ ของไพรเมอร์ควรประกอบด้วยเบสไทมีนท่ีอยู่
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ติดกับเบสกัวนีนซึ่งเกิดจากเบสไซโตซีนท่ีติดกับเบสกัวนีนและผ่านกระบวนการไบซัลไฟต์มาแล้ว
เพื่อให้เกิดความจำเพาะต่อลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีเกิดและไม่เกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน  อีกท้ังเมื่อออกแบบ
ไพรเมอร์ควรจะครอบคลุมบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนท่ีสนใจและอยู่ในบริเวณเดียวกับงานวิทยานิพนธ์
ท่ีใช้อ้างอิง เพื่อให้เกิดความจำเพาะและผลการทดลองท่ีแม่นยำยิ่งขึ้น 
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ไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 

ไพรเมอร์ท่ีจำเพาะต่อการเกิดเมทิลเลชัน (methylation primer) และไพรเมอร์ท่ีจำเพาะต่อ
ก า ร ไ ม่ เกิ ด เม ทิ ล เล ชั น  (unmethylation primer) โด ย อ้ า ง อิ ง จ า ก วิ ท ย า นิ พ น ธ์ แ ล ะ 
โครงงานวิท ยาศาสตร์ก่ อนห น้ า (พ ลวัฒ น์  มุ ง เมื อ ง , 2559; นั น ท์น ภั ส  ว ง ค์ม ณี , 2561;  
จุฑามาศ สุขพัฒน์ธี, 2562; ชวิศ พลพงษ์, 2562) ท้ังหมด 3 ยีน ได้แก่ยีน ALDH3B1 ASAH2B และ 
FOXC1 เพื่อตรวจสอบรูปแบบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนท้ังสาม โดยมีรายละเอียด
ดังต่อไปนี้ 

ยีน ALDH3B1 

ไพรเมอร์คู่นี้ได้รับการออกแบบจากโครงงานวิทยาศาสตร์ของพลวัฒน์ มุงเมืองในปี 2559 ซึ่ง
คู่ไพรเมอร์นีจะครอบคลุมบริเวณของอินทรอนท่ี 1 แสดงบริเวณท่ีใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ด้วย
แถบไฮไลท์สีเทาดังรูปท่ี 24 

 
 >ALDH3B1-204 intron 1:protein_coding 
GTAGGCAGGGAGCTGGCGGGTGGGGGGGGCCATGATGAGCACCTCCCAGGTGCCACGTTG 

GCCCAGAGGCCCCGGGGCCGGGAGCTACGGAGGCCCAGGGCACCAGGGAGATGGTAGCAG 

CGGCAGGCCCAGGAAGGGGCATAGAGGAGGCTCTTCCTCCACACCTGTCACCCTGTCCCC 

TGCCTGTCCACACCCACAGCAGCTTGCACATCATCCCCACAGCACGCTGGCTCTGACAGG 

TGTATCCGGGGCGGGCTGGGGGCAGGCAGGGACAGGCTTAGGCACAGCTGCCTGTGCCGA 

ACTTGAGGAAGATCGGGACTACAGGAACCACCAAGGCGACACGTGGCATCATGACCACGG 

TCCTAAGCAGAGAGGCAGGCACTCCTCCTGGGAGGCAGAGGGGACATCCGAAACGGGTGC 

AGCCCCAGCTCTGGAGCAAGAAGCTCTGCCACACACACGCCCCATGTTCACATCCCACCC 

CCTCTCTGCCCCCACTTCCTCGTTTGTAAAATGTTAGATCTGCAGAAAGACAGGCTCTAT 

GAATGGGGCGGCCCATGGGGTGGTGTGGAGGAACACGGAAGCACAGGGCGCTGGGAGAGG 

AGCAGGCATGAGGTATGGTCCCTAAGATGGTATTTCTAGACTCCAGCCACCTTTGGGTCT 

GACCTCTTTGTTTTGCAGAAGGGGAAACTGAGTCTTGGGTAGGGTGTAGCAAGACAAGCC 

ACAGACAAAACACCTCAGACACTGGATTAAAGAAGGAAGAGGTTTATTCAGCTGGGAGCA 

TCAGCAGACTTGCGTCAAGAGCCGAGCTCCCTGAAAAAGACATTCTTGGCCTTTTTAAAG 

GCTTACAACTTTAAGGGGTCCACGTGAAAGGGTCGTGATAAATCGAGCAAGCTCGGGGAA 

CGTGACCGGGGGCTGCATGCGTCAGCTAACAGAACAGAAAGTTTTGCAGTGCTTTCTCAT 

ACAATGTCTGGAATTTACAGATAACACAAGTAGTTTAGGTCAGGGGTTGATATTATTATC 

ACTTTTTTTTAACTACCAGGGCCAGGTGGTGGCGCCAAGGTCTTCTGGCTATTTCTCTTA 

CTTCTGTTTTTTTCTAACTTTTTGCCTTCTCTCTTTCCTCCTGTCTTGTAAACCAGGCAA 

GGTGGTAGGAGGAGGGCAGCAGGAGTAGTAGTGGTCTTATTCCTTAGGGGAGGCATTGAG 

GGAAGGCTGGGAGTGGGGGGTCGAGACTTCCTTGCTATTCTGGGCCATAACATTCCACAT 

 
รูปที่ 24 ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ซึ่งเป็นบริเวณท่ีใช้ในการตรวจสอบ

การเกิดเมทิลเลชันของยีนด้วยเทคนิค MSP 
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เมื่อเลือกบริเวณท่ีต้องการแล้วจึงทำการออกแบบลำดับนิวคลีโอไทด์ของคู่ไพรเมอร์ท่ีจำเพาะ
ต่อยีน ALDH3B1 แบ่งออกเป็น  

Unmethylation primer ท่ีจำเพาะต่อยีน ALDH3B1 
เลือกบริเวณลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีจะใช้ในการออกแบบคู่ไพรเมอร์เปล่ียนเบสไซโทซีนทุกตัวใน

บริเวณนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวให้เป็นเบสไทมีน และออกแบบลำดับนิวคลีโอไทด์ของคู่ไพรเมอร์  ซึ่ง
สามารถออกแบบได้เป็น 5’ GTGTTAAGAGTTGAGTTTTTTGAAAA 3’ สำหรับไพรเมอร์ Forward 
มีจำนวนนิวคลีโอไทด์ 26 นิวคลีโอไทด์ มี %GC เป็น 27 และมี annealing temperature 50°C  
ลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ Reverse คือ 5’ CATACAACCCCCAATCACAT 3’ มีจำนวน 
นิวคลีโอไทด์  19 นิ วคลีโอไทด์  มี  % GC เป็น  47 และมี  annealing temperature 48 .9°C  
โดยแสดงบริ เวณของคู่ไพรเมอร์ ด้วยการขีดเส้นใต้ ซึ่ งมีขนาด PCR product เป็น  128 bp  
ดังรูปท่ี 25 

 

AGATTTGTGTTAAGAGTTGAGTTTTTTGAAAAAGATATTTTTGGTTTTTTTAAAGGTTTA 

TAATTTTAAGGGGTTTATGTGAAAGGGTTGTGATAAATTGAGTAAGTTTGGGGAATGTGA 

TTGGGGGTTGTATGTGTTAGTTAATAGAATAGAAAGTTTTGTAGTGTTTTTTTATATAAT 
 

รูปที่ 25 ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ซึ่งเป็นบริเวณท่ีใช้ในการตรวจสอบ
การไม่เกิดเมทิลเลชันของยีนด้วยเทคนิค MSP โดยแสดงลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ forward 

และ reverse ด้วยการขีดเส้นใต้ 
 

Methylation primer ท่ีจำเพาะต่อยีน ALDH3B1 
คัด เลื อกบ ริ เวณ ลำ ดั บนิ วค ลี โอ ไท ด์ ท่ี จะ ใช้ ใน การออกแบ บ คู่ ไพ ร เมอร์ ซึ่ ง เป็ น 

บริเวณเดียวกันและเปล่ียนเบสเฉพาะเบสไซโทซีนท่ีไม่ได้เรียงตัวอยู่กับเบสกัวนีนในบริเวณ 
นิวคลีโอไทด์ดังกล่าวให้เป็นเบสไทมีน ออกแบบลำดับนิวคลีโอไทด์ของคู่ไพรเมอร์  ซึ่งสามารถ
ออกแบ บ ได้ เป็ น  5’  GCGTTAAGAGTCGAGTTTTTTGAAAA 3’ ส ำห รับ ไพ รเมอร์  Forward  
มีจำนวนนิวคลีโอไทด์ 26 นิวคลีโอไทด์ มี %GC เป็น 35 และมี annealing temperature 53°C 
ลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ Reverse คือ 5’ CATACAACCCCCGATCACGT 3’ มีจำนวน 
นิวคลีโอไทด์ 20 นิวคลีโอไทด์ มี %GC เป็น 55 และมี annealing temperature 53°C โดยแสดง
บริเวณของคู่ไพรเมอร์ด้วยการขีดเส้นใต้ ซึ่งมีขนาด PCR product เป็น 128 bp ดังรูปท่ี 26 

AGATTTGCGTTAAGAGTCGAGTTTTTTGAAAAAGATATTTTTGGTTTTTTTAAAGGTTTA 

TAATTTTAAGGGGTTTACGTGAAAGGGTCGTGATAAATCGAGTAAGTTCGGGGAACGTGA 

TCGGGGGTTGTATGCGTTAGTTAATAGAATAGAAAGTTTTGTAGTGTTTTTTTATATAAT 

 
รูปที่ 26 ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ALDH3B1 ซึ่งเป็นบริเวณท่ีใช้ในการตรวจสอบ
การเกิดเมทิลเลชันของยีนด้วยเทคนิค MSP โดยแสดงลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ forward และ 

reverse ด้วยการขีดเส้นใต้  
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ยีน ASAH2B 
ไพรเมอร์คู่นี้ได้รับการออกแบบจากงานโครงงานวิทยาศาสตร์ของชวิศ พลพงษ์ในปี 2562 

โดยจะอยู่ ในบริเวณเอ็กซอนท่ี 1 ของยีน แสดงบริ เวณ ท่ีใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ ด้วย 
แถบไฮไลท์สีเทา ซึ่งอยู่ถัดจากลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณท่ีใช้ในการวิเคราะห์ผลการจับกันระหว่าง
โป ร ตี น  E7 , TFAP2 A, YY1  กั บ โพ ร โม เต อ ร์ ข อ ง ยี น  ASAH2 B จ าก เท ค นิ ค  ChIP-PCR  
ด้วยแถบไฮไลท์สีฟ้า ดังรูปท่ี 27 
 
>ENST00000374007.5 ENSG00000204147:ENST00000374007.5  

TAATTTTCTTCCTTTCTTTTTTTTCCTGCGAGACGGTGGGCGGGGGTATCTCCCTAAGTT 

GCCCAGGCTGGTCTTGAACTCCTGGGCTCAAGCGATCCTCCCGCCTCAGCCTCCCAAAGG 

GCTGGGATTACAGGCATGAGCCACCGCTTCCTGCCAAAAGAGGGCTTTAGGGCACCCCCA 

GAACCTGAGATCTCCCTCATCTGTCATCTTTAAAGAGAAGGAAGTCGACTCCCAGTCGAG 

CCATAGTCCATTTGTCCCGGGCACGGTGACTCCGGGGTGGCCAGGACCAAATGTGTCTCC 

TTCTGGCTTTTGCACCGCACCAACTAATCCGCGGCAGGCCGCACAGCTGCCCTGGCCTTC 

GCGGAGGACTAAGGCGAGGGCGGTGTACGCTGCTCCGGAGTCCCACCGCGGGAGTTGAGG 

CAGCGGATTCCGAGGGCAGGGTGGGGCGGAATCGGGAGGGATGCGGACCCGGTGGAACGC 

ACTGCGCAGACGGCGCCGGCGCCCGCACACAGCTGTTGACTAGTCTTCCAGCTCTCCCCT 

GGAAGTCGTCCAGGCGCCGGTCTCTTTTTTCTGCCTTTTTGTTTCCCTCCCCGCGAGTCG 

GCGCGACGGTGAATTTCCGTTTCCGGCGGTGTGGAAGCGGACCTGAGGAGTCGCAATTGT 

 

รูปที่ 27 ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ASAH2B ซึ่งเป็นบริเวณท่ีใช้ในการตรวจสอบ
การเกิดเมทิลเลชันของยีนด้วยเทคนิค MSP และเทคนิค ChIP-PCR ท่ีแสดงลำดับนิวคลีโอไทด์ของ

ไพรเมอร์ forward และ reverse ด้วยการขีดเส้นใต้ 
 

เมื่อเลือกบริเวณท่ีต้องการแล้วจึงทำการออกแบบลำดับนิวคลีโอไทด์ของคู่ไพรเมอร์ท่ีจำเพาะ
ต่อยีน ASAH2B แบ่งออกเป็น 
  Unmethylation primer ท่ีจำเพาะต่อยีน ASAH2B 

เลือกบริเวณลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีจะใช้ในการออกแบบคู่ไพรเมอร์เปล่ียนเบสไซโทซีนทุกตัวใน
บริเวณนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวให้เป็นเบสไทมีน และออกแบบลำดับนิวคลีโอไทด์ของคู่ไพรเมอร์   
ซึ่งสามารถออกแบบได้เป็น 5’ TGGGTATGGTGATTTTGGGGTG 3’ สำหรับไพรเมอร์ Forward มี
จำนวนนิวคลีโอไทด์ 22 นิวคลีโอไทด์ มี %GC เป็น 50 และมี annealing temperature 54.8°C  
ลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ Reverse คือ 5’ CACCCTCACCTTAATCCTCCA 3’ มีจำนวน 
นิวคลีโอไทด์ 21 นิวคลีโอไทด์ มี %GC เป็น 52 และมี annealing temperature  54.4°C โดยแสดง
บริเวณของคู่ไพรเมอร์ด้วยการขีดเส้นใต้ ซึ่งมีขนาด PCR product เป็น 125 bp ดังรูปท่ี 28  
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TTATAGTTTATTTGTTTTGGGTATGGTGATTTTGGGGTGGTTAGGATTAAATGTGTTTTT 

TTTTGGTTTTTGTATTGTATTAATTAATTTGTGGTAGGTTGTATAGTTGTTTTGGTTTTT 

GTGGAGGATTAAGGTGAGGGTGGTGTATGTTGTTTTGGAGTTTTATTGTGGGAGTTGAGG 

TA 
รูปที่ 28 ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ASAH2B ซึ่งเป็นบริเวณท่ีใช้ในการตรวจสอบ
การไม่เกิดเมทิลเลชันของยีนด้วยเทคนิค MSP โดยแสดงลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ forward 

และ reverse ด้วยการขีดเส้นใต้ 
 

Methylation primer ท่ีจำเพาะต่อยีน ASAH2B  
คัด เลื อกบ ริ เวณ ลำ ดับนิ วค ลี โอ ไท ด์ ท่ี จะ ใช้ ใน การออกแบ บ คู่ ไพ ร เมอร์ ซึ่ ง เป็ น 

บริเวณเดียวกันกับ unmethylation pprimer และเปล่ียนเบสเฉพาะเบสไซโทซีนท่ีไม่ได้เรียงตัวอยู่
กับเบสกัวนีนในบริเวณนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวให้เป็นเบสไทมีน ออกแบบลำดับนิวคลีโอไทด์ของคู่ไพร
เ ม อ ร์  ซึ่ ง ส า ม า ร ถ อ อ ก แ บ บ ไ ด้ เ ป็ น  5’  CGGGTACGGTGATTTCGGGGTG 3’  
สำหรับไพรเมอร์ Forward มีจำนวนนิวคลีโอไทด์ 22 นิวคลีโอไทด์ มี % GC เป็น 64 และมี  
annealing temperature 6 0 .4 ° C ล ำ ดั บ นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด์ ข อ ง ไ พ ร เ ม อ ร์  Reverse  
คือ 5’ CGCCCTCGCCTTAATCCTCCG 3’ มีจำนวนนิวคลีโอไทด์ 21 นิวคลีโอไทด์ มี %GC เป็น 67 
และมี annealing temperature 60.2°C โดยแสดงบริเวณของคู่ไพรเมอร์ด้วยการขีดเส้นใต้ ซึ่งมี
ขนาด PCR product เป็น 125 bp ดังรูปท่ี 29 

 
TTATAGTTTATTTGTTTCGGGTACGGTGATTTCGGGGTGGTTAGGATTAAATGTGTTTTT 

TTTTGGTTTTTGTATCGTATTAATTAATTCGCGGTAGGTCGTATAGTTGTTTTGGTTTTT 

GCGGAGGATTAAGGCGAGGGCGGTGTACGTTGTTTCGGAGTTTTATCGCGGGAGTTGAGG 

TA 

รูปที่ 29 ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ASAH2B ซึ่งเป็นบริเวณท่ีใช้ในการตรวจสอบ
การเกิดเมทิลเลชันของยีนด้วยเทคนิค MSP โดยแสดงลาดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ forward และ 

reverse ด้วยการขีดเส้นใต้ 
 

เมื่อเปรียบเทียบกับโพรโมเตอร์ ท่ีใช้ในการวิเคราะห์ผลการจับกันระหว่างโปรตีน E7 , 
TFAP2A, YY1 กับโพรโมเตอร์ของยีน ASAH2B จากเทคนิค ChIP-PCR ซึ่งมีลำดับนิวคลีโอไทด์ 
ส ำ ห รั บ ไ พ ร เ ม อ ร์  Forward เ ป็ น  5’  ATCCTCCCGCCTCAG CCTCC 3 ’  มี จ ำ น ว น 
นิ วค ลี โอ ไท ด์  20  นิ วค ลี โอ ไท ด์  มี  % GC เป็ น  64  และมี  annealing temperature 60 °C  
แ ล ะ ไ พ ร เ ม อ ร์  Reverse คื อ  5 ’  GCTCGACTGGG AGTCGACTTCC 3 ’  มี จ ำ น ว น 
นิวคลีโอไทด์ 22 นิวคลีโอไทด์ มี %GC เป็น  และมี annealing temperature 60°C ซึ่งมีขนาด PCR 
product เป็ น  1 47  bp โด ยบ ริ เวณ ป ลาย  3 ’ ขอ ง ไพ ร เม อ ร์  Reverse มี ก ารค าบ เกี่ ย ว 
บริเวณเบสไซโทซีน ของบริเวณท่ีใช้ออกแบบไพรเมอร์ท่ีตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันจำนวน 1 เบส 
จากรูปท่ี 28 
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ยีน FOXC1 

ไพรเมอร์คู่นี้ ได้ดัดแปลงโดยอ้างอิงจากวิทยานิพนธ์ของนันท์นภัส วงค์มณี ในปี 2561  
โดยคู่ไพรเมอร์ในวิทยานิพนธ์ที่ใช้อ้างอิงจะอยู่ในบริเวณโพรโมเตอร์ แสดงบริเวณท่ีใช้ในการออกแบบ
ไพรเมอร์ด้วยแถบไฮไลท์สีเขียว กับลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณท่ีใช้ในการวิเคราะห์ผลการจับกัน
ระหว่างโปรตีน E7, TFAP2A, YY1 กับโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 จากเทคนิค ChIP-PCR ด้วยแถบ
ไฮไลท์สีฟ้า รวมถึงลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณเอ็กซอน 1 ท่ีใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ท่ีตรวจสอบการ
เกิดเมทิลเลชันท่ีออกแบบใหม่ในงานวิจัยฉบับนี้ด้วยแถบไฮไลท์สีเทา ดังรูปท่ี 30 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 71 

>6 dna:chromosome chromosome:GRCh38:6:1607415:1614497:1 

AAGAAAAGTGCTTGAAATACAATCAAGCCGCTTACTGGAGGCTTGCTTCCGAGTAAGTTT 

ATAAAACACAAATGCAAATATCTTTTCCTGGCGAATATCCAGAGCTAAACCAGTGGAAAG 

TTGATCTTGATAAAACTACGTCCCTCCATTTTTTCTCGCACGCCAGACACTAATTTCACA 

ACGGCGACTTTTATACCCAAAACGGAGAGCTGAGAACACCGCTGCAGGTCGATTTGCAAT 

TTACATAACAAGCTGTTTACACTTCACTGGGCCGATGGAGGGAGGAGGCAGGGAAGAGCA 

GGAGGCGACAGGCTGGTGGGGGAGGGGGCAGCGGGGCACCATTGCCTGTTGCAAAACTCG 

GGGCCGAAGGCGTTTCCCGCATTCGGAAAACAAAGCATCCGTAATCGCTGCGTTCATCTC 

CGCGCACCGCTAGCAGTGTAAAAGGCAGCTTCAAGACCGAACTCACCACTTGCTGAGGTG 

TTCAGGGAGACCACTTAAATCTCCTCCAGGCTGAAGCCACAGCACTCCTTAAAGCCTCGA 

CCAGGCGGGCTGATAAGACCTTCAGGGTGCCGGGCTGGGGGCTGAACAGGAATTAAGTGT 

TCAGGTCCTGGGGCTTCACCACCACCCTCGCCCCTGTCTAGTGTCCTTGGCAACCAGCAA 

GTGCTGAGCCTCCTGTTGGTGCTTCTCCAACCCACCAGTGACTTGGCCCGCAAACCACCT 

GGAAAAGGAGTCTCCAGAGACCCCGGCGCACAGCAGGCCAGGAGGCAGCTGCCCCGGGAT 

TCAGAGCAACCTCGGGGCAACCCTCCCTCCTCCAAAGGCTAATTCTAGAAGAGGCAGGTC 

CTCTTTCCTTCGATGTCAATGTCCATTATGAAACAGTAATTTTTAAATATTCAGGTGACA 

CGGAGATGCGCCTGCTACACGTCAGCGTCCTTCACATGTAACAGCCGAAGCTGCAATTTG 

AATTTTCCTGCCAACGTGAGGAAGCCGGGATTCGAACCGGGGAGACAAAAGGGGTCCCGA 

ACATGTCCTTGGATTTAATAGATGGTCGGAAATCAGGGGCAGCGGAGCTGTTAAATGCGT 

CACGCACGCTTCTTCGCAGTCTCCTGAGCTCGCCACTTCCCCCAGCTTCTAGTGAACGAC 

TTGGGATTCAGCCTCCGGGAGGGTCTCTCCTCAAGTCGCTAAAATGCAGAATCGCCGTGC 

CGGGGGAGGGAGGCCTGGCTCTTTCCCGCTCCTTCGTTTCTTTCCCTCATTTCTCTTCTT 

CCTGTCCCATTCCAACCACCCAGCGACGGCGAATCTCAGGCGTGTGCACAACGAGCGGGG 

GCCCTTCCGTGCGTGTCCCCCCAGAATCCTTGAACCGCCCTCTAGGTGCGACCCTGGACG 

TTCCCCCAGACACACCCGTTGTCTCTGCGAGCCGGCAGCCCCGCGCATGTGGAGATGGAG 

ACTGGCCTGGGGAAGCGTTAAGCTCTTAGACATATTTATTTGCTTCTTGTCATCACACCT 

GCTAATGTCACCGAGCCCGCAGCCTGACCCCTCATCTGAGCCGAAACGGGCCTGACGGGA 

TCAGAGGGGGCGGCGGCGCGGCGAGCCGGTGGGACCCTCGCGGGCGGGCAGGGGAGCGCG 

GGGCAGCAGCCGGGCTCCGGCAGCCCTCGCCGCCCGCACCCTCAGGCCGCCAAGGGCCGG 

CCCCCCGGGGAGGGGGGCGAGAAGCAGGGCGGCCCGCAGCGGGGCGGGCTCATCCTTCGC 

GGGTGAACGGCCGTCGGAAACTCCCAGCAGGGCCCCGCACCCCTTGCCTTCATTTCGGCT 

GGGGAGGGGTCATGGAGGGGGGCCAGATGGGCGACGAACCTTCTTCCCCACCGCGAGCAG 

GGCCTGGCTGTGACCGAGCCCTCAAAATCATGTCCTTTGTAGCCGAGTTCAGGACAGGAG 

AACCTCCAAGTGGAGAAAAGCCGGAGACGTCAGTGACCCGAGTGAGACTGGCGTTGGAGA 

AGGGAGGGAAGGGGCTGCGGGAGGGGAGAGGCGGCGGGGAGGAGAGGCTGGGGCAACCCC 

AGCGCTGGCGTCGGCGGGGCTGGCGAAGGAATGAGAGCGAGCCAGCACGAGGCGGGGCGG 

AGACGCCAGGGCCACTCGGGAGCCGTGGGCGAAGGAAGGGTCTGCACGGGGTCCCGGGAG 

GACCCAGGAAGTCTGCGCGAACGGCGGGCGTGGGTCCGGAGGGCCCGGGGTGGGAGGTCT 

GCCGGGCGCCGGCGGCAGGCAGGTGGACTGCGGGGGGCGAACCGACGGCGGGCCGGGCGC 

CGGCGCGGGCGCAGGGCCGGGGCCCGGGCCAGGGCGGCCGGCGCGCGTGTGGTCAGCCCC 

GCGGTCCTCCGGCCTCCGGGAGCGGGCCGGCAGGGCTCGGCCTCCGGCTCATTCGGAGGC 

GGTTCTCACCTCCCATTGGCTGCCGCCGCTGGCGGGGCGGGGCTCCGCTGCCCGGAAAAA 

AGTGTAACTGCGTAAAAAAGTCCTCGCCTGGGTGACGGATGCTCAAAAGTTCAGAAGTTT 

TCCCAATGCTTCCTTAAGCGGCTGGCGCGCGAGAGACCGAGAAAAGGTGACGCGGGGCCC 

GGGCAGGCGGCCGGCGCGCGGCCCCCCCCCCCCCCGCCCTGGTTATTTGGCCGCCTTCGC 

CGGCAGCTCAGGGCAGAGTCTCCTGGAAGGCGCAGGCAGTGTGGCGAGAAGGGCGCCTGC 

TTGTTCTTTCTTTTTGTCTGCTTTCCCCCGTTTGCGCCTGGAAGCTGCGCCGCGAGTTCC 

TGCAAGGCGG 

 
รูปที่ 30 ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 ซึ่งเป็นบริเวณท่ีใช้ในการตรวจสอบ
การเกิดเมทิลเลชันของยีนด้วยเทคนิค MSP และจากวิทยานิพนธ์อ้างอิงและเทคนิค ChIP-PCR ท่ี

แสดงลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ forward และ reverse ด้วยการขีดเส้นใต้ 
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เมื่อเลือกบริเวณท่ีต้องการแล้วจึงทำการออกแบบลำดับนิวคลีโอไทด์ของคู่ไพรเมอร์ท่ี  
จำเพาะต่อยีน FOXC1 แบ่งออกเป็น  

Unmethylation primer ท่ีจำเพาะต่อ ยีน FOXC1 
เลือกบริเวณลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีจะใช้ในการออกแบบคู่ไพรเมอร์เปล่ียนเบสไซโทซีน  

ทุกตัวในบริเวณนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวให้เป็นเบสไทมีน และออกแบบลำดับนิวคลีโอไทด์ของ  
คู่ไพรเมอร์ แต่เนื่องจากการออกแบบคู่ไพรเมอร์ของนันท์นภัส วงค์มณี นั้นมีขนาด pcr product 
ขนาดใหญ่จากเดิมคือ 302 bp จึงได้ออกแบบคู่ไพรเมอร์นี้ใหม่เพื่อให้สามารถตรวจสอบไปพร้อมกับคู่
ไ พ ร เม อ ร์ ท่ี จ ำ เพ า ะ กั บ ก า ร เกิ ด เม ทิ ล เล ชั น ไ ด้  ซึ่ ง ส า ม า ร ถ อ อ ก แ บ บ ไ ด้ เป็ น  
5’ GGTGTGTGAGAGATTGAGAAAAGGT 3’ สำหรับไพรเมอร์ Forward ท่ีมีจำนวนนิวคลีโอไทด์ 25 
นิวคลีโอไทด์ มี %GC เป็น 44 และมี annealing temperature 56°C ลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพร
เมอร์  Reverse คื อ  5 ’ CACCACACTACC TACACCTTC C 3’ ท่ี มี จ ำน วนนิ วค ลี โอ ไท ด์  2 5  
นิวคลีโอไทด์ มี %GC เป็น 55 และมี annealing temperature 56.7°C โดยแสดงบริเวณของ 
คู่ไพรเมอร์ด้วยการขีดเส้นใต้ ซึ่งมีขนาด PCR product เป็น 143 bp ดังรูปท่ี 31 
 
GTTTAAAAGTTTAGAAGTTTTTTTAATGTTTTTTTAAGTGGTTGGTGTGTGAGAGATTGA 

GAAAAGGTGATGTGGGGTTTGGGTAGGTGGTTGGTGTGTGGTTTTTTTTTTTTTTGTTTT 

GGTTATTTGGTTGTTTTTGTTGGTAGTTTAGGGTAGAGTTTTTTGGAAGGTGTAGGTAGT 

GTGGTGGAGTTTTTGTAAGGTGG   

รูปที่ 31 ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 ซึ่งเป็นบริเวณท่ีใช้ในการตรวจสอบ
การเกิดเมทิลเลชันของยีนด้วยเทคนิค MSP โดยแสดงลาดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ forward และ 

reverse ด้วยการขีดเส้นใต้ 
 

Methylation primer ท่ีจำเพาะต่อยีน FOXC1  
คัดเลือกบริเวณลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีจะใช้ในการออกแบบคู่ไพรเมอร์ซึ่งเป็นบริเวณเดียวกัน

และเปล่ียนเบสเฉพาะเบสไซโทซีนท่ีไม่ได้เรียงตัวอยู่กับเบสกัวนีนในบริเวณนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวให้
เป็นเบสไทมีน เนื่องจากการออกแบบคู่ไพรเมอร์ของนันท์นภัส วงค์มณี นั้นมีขนาด pcr product 
ขนาดใหญ่จากเดิมคือ 302 bp จึงได้ออกแบบคู่ไพรเมอร์นี้ใหม่เพื่อให้สามารถตรวจสอบไปพร้อมกับ 
คู่ ไพ ร เม อ ร์ ท่ี จ ำ เพ า ะ กั บ ก า ร ไม่ เกิ ด เม ทิ ล เล ชั น ไ ด้  ซึ่ ง ส า ม า ร ถ อ อ ก แ บ บ ไ ด้ เป็ น 
5’ CGCGCGAGAGATCGAGAAAA 3’ สำหรับไพรเมอร์ Forward มีจำนวนนิวคลีโอไทด์ 20 นิวคลีโอ
ไทด์ มี %GC เป็น 55 และมี annealing temperature 58.3°C ลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ 
Reverse คือ 5’ GCGACGCAACTTCCAAACG 3’ ท่ีมีจำนวนนิวคลีโอไทด์ 19 นิวคลีโอไทด์ มี %GC 
เป็น 55 และมี annealing temperature 55.1°C โดยแสดงบริเวณของคู่ไพรเมอร์ด้วยการขีดเส้นใต้ 
ซึ่งมีขนาด PCR product เป็น 208 bp ดังรูปท่ี 32 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 73 

GTTTAAAAGTTTAGAAGTTTTTTTAATGTTTTTTTAAGCGGTTGGCGCGCGAGAGATCGA 

GAAAAGGTGACGCGGGGTTCGGGTAGGCGGTCGGCGCGCGGTTTTTTTTTTTTTCGTTTT 

GGTTATTTGGTCGTTTTCGTCGGTAGTTTAGGGTAGAGTTTTTTGGAAGGCGTAGGTAGT 

GTGGCGAGAAGGGCGTTTGTTTGTTTTTTTTTTTTGTTTGTTTTTTTTCGTTTGCGTTTG 

GAAGTTGCGTCGCGAGTTTTTGTAAGGCGG 

รูปที่ 32 ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน FOXC1 ซึ่งเป็นบริเวณท่ีใช้ในการตรวจสอบ
การเกิดเมทิลเลชันของยีนด้วยเทคนิค MSP โดยแสดงลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ forward และ 

reverse ด้วยการขีดเส้นใต้  
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ตารางที่ 17 ลำดับและความเข้มข้นของสารท่ีต้องใช้ในการทำ MSP 
ชนิดของสาร ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 
1. 10X PCR buffer 1.0 1X 
2. 10 mM dNTPs 0.2 0.2 mM 
3. 20 uM Forward primer 0.15 0.3 uM 
4. 20 uM Reverse primer 0.15 0.3 uM 
5. 250 U HotStarTaq polymerase 0.1 0.25 U/reaction 
6. น้ำกล่ัน 8.4  
7. DNA 1  

ปริมาตรรวม 10.0  
 
ตารางที่ 18 สภาวะในการทำ MSP PCR เพื่อตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันของยีน ALDH3B1 
ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา 
1. Initial denaturation 95 15 นาที 
2. PCR cycle (35 รอบ)   

- Denature 95 1 นาที 
- Annealing 53 1 นาที 
- Extension 72 1 นาที 

3. Final Extension 72 7 นาที 
4. Holding 4 - 
 
ตารางที่ 19 สภาวะในการทำ MSP PCR เพื่อตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันของยีน ASAH2B 
ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา 
1. Initial denaturation 95 15 นาที 
2. PCR cycle (32 รอบ)   

- Denature 95 1 นาที 
- Annealing 64 1 นาที 
- Extension 72 1 นาที 

3. Final Extension 72 7 นาที 
4. Holding 4 - 
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ตารางที่ 20 สภาวะในการทำ MSP PCR เพื่อตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันของยีน FOXC1 
ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา 
1. Initial denaturation 95 15 นาที 
2. PCR cycle (35 รอบ)   

- Denature 95 1 นาที 
- Annealing 58 1 นาที 
- Extension 72 1 นาที 

3. Final Extension 72 7 นาที 
4. Holding 4 - 
 
ตารางที่ 21 ตารางการจรแบบ 2x2 
 กลุ่มที่ 1 กลุ่มที่ 2 ผลรวม 
ลักษณะ + a b a+b = n1 
ลักษณะ - c d c+d = n2 
ผลรวม a+c = m1 b+d = m2 N=a+b+c+d 

   

เมื่อ a, b, c, d   คือ ความถ่ีของข้อมูลในแต่ละช่องตาราง 

  n1, n2   คือ ผลรวมความถ่ีในแต่ละแถว 

  m1, m2  คือ ผลรวมความถ่ีในแต่ละคอลัมน์ 

  N   คือ ผลรวมความถ่ีท้ังหมด 

สูตรคา P-value สำหรับการทดสอบของฟิชเชอร์ เป็นดังนี้ 

𝑃 =
(𝑎 + 𝑏)! (𝑐 + 𝑑)! (𝑎 + 𝑐)! (𝑏 + 𝑑)!

𝑁! 𝑎! 𝑏! 𝑐! 𝑑!
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ตารางที่ 22 ตารางการจรแบบ 2x2 ท่ีใช้ในการกรอกข้อมูลเพื่อคำนวณประสิทธิภาพของวิธีการ
ทดลองท่ีใช้ 
 ผลวินิจฉัย 
  ลักษณะ + ลักษณะ - ผลรวม 
ผลที่ได้จากการ
ตรวจด้วยวิธีที่

สนใจ 

ผลการตรวจ + TP FP TP+FP 
ผลการตรวจ - FN TN FN+TN 
ผลรวม TP+FN FP+TN N 

 
เมื่อ  TP  คือ true positive 

 FP  คือ false positive 

 FN  คือ false negative 

 TN  คือ true negative 

  N   คือ ผลรวมความถ่ีท้ังหมด 

โดยการคำนวณค่าดัชนีต่างๆเป็นดังนี้ 

Sensitivity = 100 x TP/(TP+FN) 

Specificity = 100 x TN/(FP+TN) 

PPV = 100xTP/(TP+FP) 

NPV = 100xTN/(FN+TN) 

Accuracy = 100 x (TP+TN)/N 
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ตารางที่ 23 ผลการตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน 

ตัวอย่าง 
ยีน 

ALDH3B1 ASAH2B FOXC1 
NORMAL WITHOUT HPV    

B835  ✓     
B836  ✓     
B837 - ✓   
B838  ✓     
B839 - ✓   
B841  ✓     
B842 - ✓   
B844 -      
B845 -      
B846 -  ✓  
B847 -    
B848  ✓     
B849  ✓       
B850  ✓   ✓  ✓  

NORMAL  
WITH HPV 

   

CU124 -    
CU145 - -             - 
CU149 -    
CU159       
CU332       
CU499  ✓     
CU569  ✓     
CU584  ✓   ✓    

LSIL WITH HPV 16    

AS 103     -            - 
AS 104     -            - 
AS 106    ✓ -            - 
AS 115    ✓ -     

AS 193 -       -    ✓ 
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ตัวอย่าง 
ยีน 

ALDH3B1 ASAH2B FOXC1 
AS 226            -    ✓ 

S1060 -   ✓    ✓ 

S1090 -   ✓    ✓ 

S1138 -   ✓    ✓ 

S1173 -   ✓    ✓ 

S1176 -   ✓     

S1181 -   ✓     

S1193 -       ✓ 

S1195 -        

LSIL WITH HPV 18    
S1202 -   ✓     
S1168 -   ✓     
S1127 -   ✓    ✓ 
S1057 -   ✓    ✓ 

LSIL WITH HPV other    

AS 106    ✓ -           - 
AS 109     -           - 
AS 68     -     
AS 73    ✓ -    ✓ 
AS 88    ✓ -           - 
AS 121           - -     
AS 122           - -     
AS 131  - -           -  
AS 213    ✓ -    ✓ 
AS 214    ✓ -    ✓ 

AS 75 - -     

AS 81 - -    ✓ 

AS 86 - -    ✓ 

AS 89 - -           - 
AS 130 - -     

AS 154 - -    ✓ 
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ตัวอย่าง 
ยีน 

ALDH3B1 ASAH2B FOXC1 
HSIL HPV 16 

AS101    ✓ -           - 
AS 128     -           - 
AS 135 - -    ✓ 

AS 152     -    ✓ 

AS 161     -     

AS 197     -     

AS 59    ✓ -    ✓ 

AS 63     -    ✓ 

AS 183    ✓ -    ✓ 

AS 184    ✓ -    ✓ 

AS 102    ✓ -    ✓ 

AS 116     -           - 
AS 144    ✓ -           - 
AS 171 - -     

AS 174     -     

S1059 -     ✓     ✓  

S1064 -     ✓     ✓  

S1082 -     ✓       

S1086 -     ✓     ✓  

S1089 -     ✓     ✓  

S1094 -     ✓       

S1097 -     ✓     ✓  

S1130 -            

S1134 -     ✓     ✓  

S1143 -     ✓       

S1144 -     ✓     ✓  

S1152 -     ✓        

S1161 -     ✓     ✓  

S1174 -           

S1178    ✓           

S1185    ✓      ✓      



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 80 

ตัวอย่าง 
ยีน 

ALDH3B1 ASAH2B FOXC1 
S1203    ✓  ✓    ✓  

S822 -     ✓  

S823 - ✓    ✓  

S828 - -           - 
S909 -  ✓     ✓  

HSIL HPV 18    

S924 -     ✓     ✓  

S923 -     ✓       

S914 -     ✓       

CANCER    

T476    ✓             

T483    ✓      ✓     ✓  

T492    ✓          

T495 -         

T499 -         

T501 -     ✓     ✓  

S1192 -     ✓       

T504 -     ✓     ✓  

T513            

T514    ✓          

T515            

T518    ✓          

T481 -         

T489 -     ✓     ✓  

T491 -     ✓       

T494 -         

T503 -         

T505 -         

T507 -         

T511 -     ✓       
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ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล กาญจนา  เอี่ยมสมบุญ 
วัน เดือน ปี เกิด 16 กันยายน 2537 
สถานที่เกิด อำเภอเมือง จังหวัดนครปฐม 
วุฒิการศึกษา วท.บ. วิทยาศาสตร์ชีวภาพ คณะศิลปศาสตร์และวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน 
ที่อยู่ปัจจุบัน 5/2 หมู ่2 ซอยทองดี ต.ยายชา อ.สามพราน จ.นครปฐม 73110   
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