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การติดเชื �อไวรัสฮิวแมนแพพพิวโลมาสายพนัธุ์ที�มีความเสี�ยงสูงต่อการก่อโรค (HR HPV) เป็นระยะเวลานาน
เป็นสาเหตขุองการเกิดมะเร็งปากมดลกู โดยโปรตีน E6 ของไวรัสดงักลา่วมีบทบาทสําคญัในการยบัยั �งการทํางานของ
p53 นอกจากนี �บางการศึกษาคาดว่าโปรตีน E6 อาจมีผลต่อการทํางานของยีน/โปรตีนในกระบวนการตายแบบ
apoptosis การศึกษานี �มีวัตถุประสงค์เพื�อตรวจหาสายพันธ์ุของ HPV และระดับการแสดงออกของยีนที�มีบทบาท
ในกระบวนการ apoptosis ได้แก่ p53, Bcl-2 และ Bax รวมทั �งการแสดงออกของ HPVE6 mRNA ในเซลล์
ปากมดลูกที�พบการติดเชื �อ HR HPV เปรียบเทียบกับตัวอย่างเซลล์ปากมดลกูที�ไม่พบการติดเชื �อ HPV โดยการเก็บ
ตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกจํานวน 50 ตัวอย่างใน liquid based และมีผลการตรวจทางเซลล์วิทยาในช่วงระหว่าง
เดือนมิถุนายน ปีพ.ศ. 2559 ถึง พฤษภาคม พ.ศ. 2560 การตรวจหาสายพันธุ์ของไวรัสใช้วิธี polymerase chain
reaction-enzyme immunoassay (PCR-EIA) และสุม่ตวัอยา่งจํานวน 15 ตวัอยา่งจากทั �งหมด 50 ตวัอยา่ง ซึ�งในจํานวน
15 ตวัอย่าง พบ 14 ตวัอย่างเป็นเซลล์ที�มีความผิดปรกติเพียงเล็กน้อยจนถึง low-grade squamous intraepithelial
lesion (LSIL) และอีกหนึ�งตวัอย่างพบความผิดปรกติแบบ high-grade squamous intraepithelial lesion (HSIL)
นําผลการตรวจเชื �อ HPV มาแบ่งกลุ่มตัวอย่าง 5 กลุ่มคือ กลุ่มที�ไม่พบการติดเชื �อ HPV, พบการติดเชื �อ HPV16,
พบการติดเชื �อ HPV18, พบการ ติดเชื �อ HR HPV อื�น และกลุม่ที�พบการติดเชื �อร่วมระหวา่ง HPV16/18 และ HR HPV อื�น
กลุม่ละ 3 ตวัอยา่ง และ ตรวจหาระดบัการแสดงออกของ p53, Bcl-2, Bax และ HPVE6 mRNA ด้วยวิธี  two-step
reverse trancriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) ผลการศึกษาพบ HPV สายพันธุ์ที� 52 มากที�สุด
ตามด้วย HPV 16 และ 18 ตามลําดบั และพบวา่การแสดงออกของ p53, Bcl-2 และ Bax mRNA ในเซลล์ปากมดลกู
ที�มกีารตดิเชื �อ HPV มรีะดบัสงูกวา่เซลล์ ที�ไมมี่การตดิเชื �อเพยีงเลก็น้อย ในขณะที�ระดบัการแสดงออกของ HPVE6 mRNA
พบสงูสดุในกลุม่ที�พบการติดเชื �อ HPV16 เมื�อเปรียบเทียบกบักลุม่อื�น จากการศกึษานี �สรุปได้วา่ การติดเชื �อ HR HPV
อาจมผีลตอ่การทํางานของกระบวนการตายแบบ apoptosis ถงึแม้วา่ระดบัการแสดงออกของยนีที�นํามาใช้ในการศกึษานี �
ยังให้ผลไม่แน่ชัด แต่ก็เป็นข้อมูลที� น่าสนใจในการนําไปศึกษากระบวนการเกิดมะเร็งปากมดลูกในระดับโมเลกุล
ในอนาคตต่อไป (วารสารโรคมะเร็ง 2560;37:94-104)
คําสําคญั: p53, Bcl-2, Bax ไวรัสฮิวแมนแพพพวิโลมา เซลล์ปากมดลกู
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Abstract Persistent high-risk human papillomavirus (HR HPV) infection is the major cause of cervical
cancer development, in which oncogenic protein; E6 plays an important role by activating tumor
suppressor gene p53. Some studies have suggested that E6 oncoprotein may affect some of the genes/
protein in the apoptotic pathway. This study aimed to detect the HPV genotype and investigate the
mRNA expression of the gene-related apoptotic pathway p53, Bcl-2 and Bax, as well as the expression
of HPVE6 mRNA in cervical samples with HR HPV infection compared with HPV-negative cervical
samples. A total of 50 liquid-based cervical samples with diagnostically confirmed cytology were
collected between June 2016 and May 2017. HPV DNA detection and genotyping were performed by
polymerase chain reaction-enzyme immunoassay (PCR-EIA). Of 50 cervical samples, 15 were
randomly selected for study, of which 14 samples were cytologically diagnosed negative for
intraepithelial lesion/malignancy (NILM) or low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL); the
other was a high-grade squamous intraepithelial lesion (HSIL). The samples were divided into 5
groups according to HPV findings:- no HPV infection, HPV 16, HPV 18, the other HR HPV and
multiple infections between HPV16/18 and the other HR-HPV groups, with three samples per group.
Two-step reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) was used to investigate p53,
Bcl-2, Bax and HPVE6 mRNA expression levels. Our results showed that HPV52 was the most
frequent type, followed by HPV 16, 18, respectively. p53, Bcl-2 and Bax mRNA expression levels in
cervical samples with HPV infection showed slightly higher expression than without HPV infection.
HPVE6 mRNA expression in the HPV16 infection group was highest compared with the other groups.
In conclusion, HR HPV may possibly affect the process in the apoptotic pathway, although the
expression of these genes in this study was still unclear. These data could be used for further
molecular-level studies of cervical carcinogenesis. (Thai Cancer J 2017;37:94-104)
Keywords: p53, Bcl-2, Bax, human papillomavirus, cervical tissues

บทนาํ
ไวรัสฮิวแมนแพพพวิโลมา (human papillo-

mavirus; HPV) เป็นไวรัสขนาดเล็ก มขีนาดของ genome

ประมาณ 7000-8000 คู่เบส โดยสารพนัธุกรรมหรือ

DNA เป็นสายคู่ที� มีลักษณะเป็นวงกลม (circular

double-stranded) ซึ�งการติดเชื �อ HPV ในเซลล์เป็น

ระยะเวลานานจะสง่ผลให้เซลล์เกิดความผิดปรกตแิละ

เป็นสาเหตขุองการเกิด pre-malignant และ malignant

lesions1,2 มกัพบการติดเชื �อบริเวณที�เป็น cutaneous

หรือ epithelial cell ก่อให้เกิดหดูทั �งในมนษุย์และสตัว์3,4

จากการจดัจําแนกสายพนัธุ์ของ HPV พบวา่สายพนัธุ์

ที�มีความสมัพนัธ์กบัการก่อโรคในมนษุย์ประมาณ 35

สายพนัธ์ุ แบ่งเป็น 2 กลุ่มใหญ่ตามความรุนแรงของ

การก่อโรคคือ กลุ่มที�มีความเสี�ยงสูงต่อการก่อโรค

(high risk types; HR) และกลุม่ที�มคีวามเสี�ยงตํ�า (low

risk types; LR) สําหรับกลุม่ที�มคีวามเสี�ยงสงูประกอบด้วย

สายพนัธุ์ที� 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,

59, 66, 68, 73 และ 82 ซึ�งมากกว่าร้อยละ 90 ของ

ผู้ป่วยมะเร็งปากมดลกูสามารถตรวจพบการตดิเชื �อของ

HPV ในกลุ่ มนี � โดยเฉพาะ HPV 16 และ 185-7
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โดยโปรตีนหรือสารพันธุกรรม (gene) ของไวรัสที�มี

บทบาทสาํคญัตอ่การเหนี�ยวนําให้เซลล์เกิดการกลายพนัธ์ุ

คือ E5, E6 และ E7 ด้วยการยับยั �งหรือกระตุ้ นการ

ทํางานของโปรตีนในเซลล์หลายชนิด ส่งผลให้ระบบ

การทํางานภายในเซลล์เกิดความผิดปรกติ ซึ�งโปรตีน

E6 และ E7 จะรบกวนการทํางานของ tumor suppressor

genes p53 และ phosphorylated retinoblastoma

(pRb) ตามลาํดบั2,4,8,9 ในขณะที� E5 ยงัไมพ่บกลไกที�

แนช่ดั แตมี่รายงานพบวา่มบีทบาทเสริมในการกระตุ้น

กระบวนการสร้างเส้นเลอืดใหม ่(angiogenesis) ที�เป็น

กระบวนการสาํคญัของการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง

(metastasis) และสง่เสริมการทํางานของสารพนัธกุรรม

ที�ยบัยั �งการตายแบบ apoptosis ของเซลล์ที�มีความ

ผิดปรกติตลอดจนเซลล์มะเร็ง10

กระบวนการตายของเซลล์ (programmed

cell death หรือ apoptosis) มคีวามสําคญั เนื�องจาก

เป็นระบบการทํางานของร่างกายในการกําจัดเซลล์

ที�มีความผิดปรกติหรือเสื�อมสภาพรวมทั �งเซลล์มะเร็ง

โดยทําให้เซลล์ที�ต้องการกําจัดเกิดการเปลี�ยนแปลง

ทั �งทางด้านกายภาพ ชีวภาพ รวมทั �งสารทางชวีเคมตีา่ง ๆ

ภายในเซลล์ ก่อนจะถูกย่อยสลายด้วยกระบวนการ

phagocytosis ด้วยระบบภูมิคุ้ มกันในร่างกาย11,12

จากรายงานการวิจัยที�ผ่านมาพบว่า HPV สามารถ

ยบัยั �งและควบคมุการทํางานของ tumor suppressor

ในวงจรชีวิตของเซลล์และยับยั �งการเกิด apoptosis

ส่งผลให้เซลล์ที�มีความผิดปรกติไม่สามารถถูกกําจัด

และเพิ�มจํานวนมากขึ �นจนกลายเป็นเซลล์มะเร็ง และ

ยงัมยีนีหลายชนดิที�เกี�ยวข้องกบักระบวนการ apoptosis

เช่น ยีนในกลุม่ที�สง่เสริมให้เกิดกระบวนการตาย หรือ

pro-apoptotic genes ได้แก่ Bax, Bak ฯลฯ หรือ

ยีนในกลุ่มที�ยับยั �งการตายของเซลล์ในกระบวนการ

apoptosis หรือ anti-apoptotic genes ได้แก ่Bcl-2,

Bcl-xL ฯลฯ ถูกยบัยั �งหรือถกูกระตุ้นการทํางานอย่าง

ผิดปรกติ13-16 อยา่งไรก็ตามการวิจยัที�ศกึษาผลกระทบของ

HPV และระดบัการแสดงของยนีที�สําคญัในกระบวนการ

ตายแบบ apoptosis ยงัมคีอ่นข้างจํากดัและสว่นใหญ่

จะศึกษาใน cancer cell lines ในระดบัหลอดทดลอง

เท่านั �น ดงันั �นคณะผู้วิจยัจึงมีวตัถปุระสงค์เพื�อตรวจหา

การแสดงออก mRNA ของยีนที�มีความสําคัญใน

กระบวนการ apoptosis คอื tumor suppressor gene;

p53, anti-apoptotic gene; Bcl-2 และ pro-apoptotic

gene; Bax ร่วมกับการแสดงออกของ oncogenic

gene; E6 ของ HPV ในเซลล์ปากมดลกูของผู้หญิงไทย

ที� เข้ารับการตรวจคัดกรองหรือตรวจวินิจฉัยความ

ผิดปรกติของเซลล์ ณ กลุ่มงานพยาธิวิทยา สถาบนั

มะเร็งแหง่ชาติ

วสัดแุละวิธีการ
กลุม่ตวัอย่าง

การศึกษานี �ใช้ตวัอย่างจากเซลล์ปากมดลกู

ที� เก็บจากผู้ เข้ารับการตรวจคัดกรอง ตรวจวินิจฉัย

ความผิดปรกตขิองเซลล์และตรวจหาการตดิเชื �อ HPV

จากงานเซลล์วิทยา กลุ่มงานพยาธิวิทยา สถาบัน

มะเร็งแห่งชาติ  ในช่วงเดือนมิถุนายน ปีพ.ศ.2559

ถงึเดอืน พฤษภาคม พ.ศ. 2560 จํานวน 50 ตวัอยา่ง

โดยตวัอยา่งทั �งหมดมีผลการตรวจและรายงานผลทาง

เซลล์วิทยาประกอบ งานวิจัยนี �ได้ รับการพิจารณา

อนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน
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สถาบนัมะเร็งแหง่ชาติ เอกสารรับรองเลขที� ���/����

การเตรียมตวัอย่างและตรวจหาการติดเชื� อ
HPV

ในการเตรียมตัวอย่างจากเซลล์ปากมดลูก

ของผู้หญิงโดยการ swab และเก็บในนํ �ายา Thinpap

(HOLOGIC@, USA) เพื�อรักษาสภาพของเซลล์ก่อน

นํามาทดสอบภาชนะที�ปราศจากเชื �อ เริ�มทดสอบโดย

การนําตวัอยา่งจํานวน ��� ไมโครลติร มาสกดั DNA

ด้วยชดุนํ �ายาสําเร็จรูปของ QIAamp Mini Kit (QIAGEN,

Germany) ตามขั �นตอนที�แนบมาพร้อมกับชุดสกัด

จากนั �นนํา DNA ที�สกดัได้มาทดสอบด้วยยีน β-globin

ที�ม ีprimer 2 สายคอื BGPCO3; ACA CAA CTG TGT

TCA CTA GC และ BGPCO5; GAA ACC CAA GAG

TCT TCT CT17 ด้วยวิธีการปฎิกริิยาลกูโซ ่polymerase

chain reaction (PCR) ในสว่นผสม 25 ไมโครลติรของ

5 ไมโครลติรของ DNA จากตวัอยา่ง 10xPCR buffer,

25 mM MgCl
2
, 2 mM dNTPs, 20 pmole ของ primer

แต่ละสาย Taq polymerase enzyme (QIAGEN,

Germany) และนํ �ากลั�น นําสว่นผสมทั �งหมดทําปฎิกิริยา

ในเครื�องเพิ�มจํานวน PCR (Applied Biosystems, USA)

ตามขั �นตอนดังนี �คือ บ่มที�อุณหภูมิ 95oซ เป็นเวลา

4 นาที ตามด้วย 40 รอบของอณุหภมูิ 94oซ 1 นาที

58oซ 2 นาท ีและ 72oซ 1.5 นาท ีจากนั �นบ่มอกีครั �งที�

อุณหภูมิ 72oซ เป็นเวลา 4 นาทีเป็นขั �นตอนสุดท้าย

ตรวจสอบคณุภาพของ DNA ที�เพิ�มจํานวนด้วยเครื�องแยก

สารพนัธกุรรมด้วยกระแสไฟฟ้า (electrophoresis) บน

2% agarose gel ที�ผสมนํ �ายาย้อม DNA; GelStar@

Nucleic Acid Gel Stain (Lonza, USA) นําตวัอยา่งที�ให้

ผลบวกหรือม ีband ปรากฏบนเจลมาใช้ในการตรวจหา

HPV DNA และจําแนกสายพนัธ์ุ

สําหรับการตรวจหา HPV DNA และจําแนก

สายพันธุ์ ของไวรัสในการศึกษานี �เป็นการทดสอบ

ตามวิธีของ Jacob MV และคณะ17 ด้วยวิธี poly-

merase chain reaction-enzyme immunoassay (PCR-

EIA) โดยใช้ GP5+/bioGP6+ เป็น specific primers

ที�มคีวามจําเพาะตอ่การตรวจหา HPV DNA ซึ�งตวัอยา่ง

ที�มีผลบวกจะนํามาจําแนกสายพันธุ์ โดยการเติมใน

streptawell plate (Roche, Germany) ที�เคลอืบด้วย

biotin และเติม 1xSCC, 0.5% Tween 20 นําไปบม่ที�

37oซ เป็นเวลา 60 นาท ีจากนั �น hybridize กบั oligo-

probe cocktail ของ high risk HPV types (HPV 16,

18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 และ 68)

และ low risk HPV types (HPV 6, 11, 26, 34, 40, 42,

43, 44, 53, 54, 55, 57, 61, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83,

84 และ 89) ที�ม ีdigoxygenin labeled (Roche, Ger-

many) เพื�อคัดกรองกลุ่มของสายพันธุ์  นําไปบ่มที�

อุณหภูมิ 55oซ 60 นาที จากนั �นดูดสารละลายทิ �ง

ก่อนเติม anti-digoxigenin AP conjugate (Roche,

Germany) และ p-nitrophenyl phosphate (Sigma,

USA) ตามลาํดบั ในระหว่างขั �นตอนของการเติมสาร

แต่ละชนิดจะต้องดูดสารเก่าจนหมดและล้างด้วย

1xSCC, 0.5% Tween 20 ประมาณ 3 ครั �ง นําไปบม่ที�

37oซ เป็นเวลา 60 นาท ีวเิคราะห์ผลด้วย microplate

reader (Biotex, USA) ที�ความยาวคลื�น 405 และ 620

นาโนเมตร เปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุที�ไมไ่ด้เตมิสาร

พนัธกุรรมของไวรัสหรือ HPV DNA สําหรับการทดสอบ

สายพนัธุ์จําเพาะของ HPV ในแตล่ะตวัอยา่งสามารถ
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ดําเนินการทดสอบเช่นเดียวกบัการคดักรองกลุม่ใหญ่

แต่เปลี�ยนชนิดของ oligoprobe ที�นํามาทดสอบจาก

oligoprobe cocktail เป็น HPV specific probe

ที�มีความจําเพาะต่อการตรวจในแต่ละสายพันธุ์

การทดสอบระดับการแสดงออก mRNA
ของสารพันธุกรรมที�สาํคัญในกระบวนการ
apoptosis

สําหรับการทดสอบนี �จะประเมินระดับการ

แสดงออกของยีน 4 ชนิดและมี primers สําหรับเพิ�ม

จํานวนดังนี � HPVE6: for 5'-ATGCACCAAAAGA

GAACTGCAAT-3'; rev 5'-TTACAGCTGGTTTC

TCTACGTG-3'18, p53: for 5'-TCAGTCTACCTCCC

GCCATAA-3'; rev 5'-TTTCTTACATCTCCCAAA

CATCC-3', Bcl-2: for 5'-TTGCCACGGTGGTGGA

GGAC-3'; rev 5'-GAGACAGCCAGGAGAAA

TCAAACAG-3', Bax: for 5'-AGGATCGAGCA

GGGCGAATG-3'; rev 5'-AGGGCCTTGAGCA

CCAGTTT-3' และม ีinternal control gene คือ actin:

for 5'-GACCTTCAACACCCCAGCCA-3'; rev 5'-

AGGCTGGAAGAGTGCCTCAG-3' จากตวัอยา่งที�

นํามาทดสอบการติดเชื �อ HPV จํานวน 50 ตัวอย่าง

เลือกตัวอย่างมาทําการทดสอบระดับการแสดงของ

mRNA ของยีนตา่ง ๆ  ข้างต้นจํานวน 15 ตวัอยา่ง ซึ�งเป็น

ตวัอยา่งที�พบการติดเชื �อและไมพ่บการติดเชื �อ HPV

การสกัด total RNA และการสังเคราะห์
complementary DNA (cDNA)

ผู้ วิจัยนําตวัย่างเซลล์ปากมดลกูจํานวน 15

ตวัอย่างมาสกัด total RNA โดยใช้ชุดสกัดสาํเร็จรูป

RNA isolation kit (Roche, Germany) ตามขั �นตอน

การสกดัที�แนบมากบัชดุนํ �ายา ซึ�ง total RNA ที�สกดัได้ต้อง

เก็บไว้ในนํ �าแข็งตลอดเวลาของการทดสอบ เนื�องจาก

เป็นสารพันธุกรรมที�ถูกทําลายได้ง่ายจากความร้อน

แล้วนําไปวดัความเข้มข้นที�ความยาวคลื�น 260 และ

280 นาโนเมตร จากนั �นนํา total RNA ที�ได้จากการ

สกัดไปสงัเคราะห์สาย complementary DNA หรือ

cDNA ด้วยขั �นตอนที�มากับชุดนํ �ายา SuperscriptTM

II RNase H- Reverse Transcriptase protocol (Invi-

trogen, USA) โดยใช้ total RNA ปริมาณ �� ไมโครลติร/

ปฎิกิริยา สาย cDNA ที�ได้นํามาใช้เป็นสายตั �งต้น (tem-

plate) ในการศกึษาการแสดงออกของ p53, Bcl-2, Bax

และ HPVE6 mRNA ตอ่ไป

การตรวจหาระดบัการแสดงออกของ p53,
Bcl-2, Bax และ HPVE6 mRNA

การทดสอบใช้วธีิ semi-quantitative RT-PCR

เพื�อเปรียบเทียบผลระดับการแสดงออกของ mRNA

ของยนีทั �ง 4 ชนิดในเซลล์ปากมดลกู โดยมี actin เป็น

internal control ในกลุ่มผู้ที�ติดเชื �อ HPV และไม่พบ

การติดเชื �อ HPV เริ�มการทดสอบด้วยการผสม cDNA

2 ไมโครลติรในสว่นผสมของ 10xPCR buffer, 25 mM

MgCl
2
, 2 mM dNTPs, 10 pmole ของ primer แตล่ะสาย,

Taq polymerase enzyme (QIAGEN, Germany)

และนํ �า  เริ� มปฎิ กิ ริยาด้วยการบ่มที� อุณหภูมิ  95oซ

เป็นเวลา 5 นาท ีตามด้วย 35 รอบของอณุหภมู ิ95oซ

30 วินาที  58oซ 30 วินาที  และ 72oซ 30 วินาที

จากนั �นบ่มอีกครั �งที�อณุหภมิู 72oซ เป็นเวลา 10 นาที
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เป็นขั �นตอนสดุท้าย แล้วนํา PCR product มาแยกด้วย

เครื� องแยกสารพันธุ กรรมด้ วยกระแสไฟฟ้ าและ

วิเคราะห์ผลภายใต้ UV ด้วยเครื� อง densitometer

(SYNGENE, UK) และวิเคราะห์ระดบัการแสดงออก

ของสารพนัธุกรรมแตล่ะชนิดด้วย GeneTools program

(SYNGENE, UK)

ในการวิเคราะห์ผลการแสดงออกของยีนทั �ง

3 ชนิด โดยการคํานวณคา่ normalize เปรียบเทยีบคา่

band intensity ของ p53, Bcl-2, Bax และ HPVE6 ตอ่

band intensity ของ internal control ในแตล่ะตวัอยา่ง

และเปรียบเทยีบกบักลุม่ตวัอยา่งที�ไมพ่บการตดิเชื �อ HPV

การวิเคราะหข์อ้มูล
ในการวิเคราะห์ข้อมูลใช้การวิเคราะห์แบบ

สถติพิรรณนาในการคํานวณร้อยละของจํานวนตวัอยา่ง

ที�ทดสอบ ค่าเฉลี�ยและส่วนเบี�ยงเบนมาตรฐานของ

ระดบัการแสดงออกของ HPVE6, p53, Bcl-2 และ Bax

mRNA ในเซลล์ปากมดลูกที� พบความผิดปรกติใน

ระยะตา่ง ๆ เพื�อดคูวามแตกตา่ง

ผลการศกึษา
จากการเก็บตวัอย่างเซลล์ปากมดลกูของผู้ที�

เข้ารับการตรวจคัดกรองมะเร็งในระยะเริ�มแรก/ตรวจ

วินิจฉยัเพื�อหาความผิดปรกตขิองเซลล์และสง่ตรวจเพื�อ

หาการติดเชื �อ HPV จํานวน 50 ตวัอยา่ง เป็นตวัอยา่ง

ทั �งที�พบและไมพ่บความผิดปรกตขิองเซลล์ แตย่งัไมพ่บ

มะเร็ง โดยกลุ่มตัวอย่างมีช่วงอายุตั �งแต่ 27-73 ปี

(อายเุฉลี�ย+SD=43.48+10.78 ปี) และมีผลการตรวจ

เซลล์ทางห้องปฎิบัติการ พบกลุ่ ม negative for

intraepithelial lesion หรือ malignancy (NILM)

จํานวน 14/50 ราย (ร้อยละ 28) สําหรับกลุม่ที�พบความ

ผิดปรกตแิบบ atypical squamous cells of undeter-

mined (ASCUS), atypical squamous cells cannot

exclude HSIL (ASC-H), endocervical adenocarci-

noma in situ (AIS) จํานวน 8/50, 2/50 และ 1/50 ราย

คิดเป็นร้อยละ 16, 4 และ 2 ตามลําดับ ในขณะที�

ความผิดปรกติของเซลล์แบบ low-grade squamous

intraepithelial lesion (LSIL) และ high-grade squa-

mous intraepithelial lesion (HSIL) พบจํานวน 19/50

(ร้อยละ 38) และ 6/50 (ร้อยละ 12) รายตามลําดบั

และจากการตรวจการติดเชื �อทั �งแบบติดเชื �อเดี� ยว

(single type infection) และติดเชื �อร่วมหลายสายพนัธุ์

(multiple types infection) สายพนัธ์ุที�พบมากที�สดุคือ

HPV 52 รองลงมาคือ HPV 16 และ 18 ตามลาํดบั

ดงัแสดงในรูปที� 1

จากการตรวจหาระดับการแสดงออกของ

mRNA ของยนี 4 ชนิดคือ oncogenic gene; HPVE6,

tumor suppressor gene; p53, anti-apoptotic gene;

Bcl-2 และ pro-apoptotic gene; Bax โดยแบง่กลุม่

ศึกษาเป็นผู้ ที� ไม่พบการติดเชื �อ HPV กลุ่มที�พบการ

ตดิเชื �อ HPV16 กลุม่ที�พบการตดิเชื �อ HPV 18 กลุม่ที�

พบการติดเชื �อ HR HPV แต่ไม่ใช่ 16 หรือ 18 และ

กลุม่ที�พบการติดเชื �อ HPV16/18 ร่วมกบั HR HPV อื�น

ซึ�งในแตล่ะกลุม่ได้สุม่ตวัอยา่งนํามาทดสอบกลุม่ละ 3

ตวัอยา่ง รวมตวัอยา่งที�นํามาทดสอบทั �งหมด 15 ตวัอยา่ง

พบ 14 ตวัอยา่งมีความผิดปรกติของเซลล์แบบ LSIL

หรือ NILM ยกเว้นเพียง 1 ตวัอย่างในกลุ่มที�พบการ

ตดิเชื �อ HPV16 มคีวามผิดปรกตขิองเซลลร์ะดบั HSIL
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จากผลการศึ กษาพบว่าระดับการแสดงออกของ

HPVE6 และ Bcl-2 mRNA ในกลุ่มที�พบการติดเชื �อ

HPV16 มีระดับสูงที� สุดเมื�อเทียบกับกลุ่มอื�น และ

ไม่สามารถตรวจพบระดบัการแสดงออกของ HPVE6

mRNA ซึ�งเป็นสารพนัธุกรรมของไวรัสในกลุม่ตวัอย่าง

ที�ไม่พบการติดเชื �อ HPV (ตวัอย่างที� 1-3) ในขณะที�

ระดบัการแสดงออกของ p53 และ Bax mRNA ของ

แตล่ะกลุม่มคีา่ไมแ่ตกตา่งกนัดงัแสดงในรูปที� 2 และ 3

รูปที� 1 แสดงผลการตรวจหาการติดเชื �อและจําแนกสายพนัธุ์ของ HPV จากเซลล์ปากมดลกู (n=50)
ซึ�งแสดงผลรวมจากตวัอยา่งที�พบการตดิเชื �อเดี�ยว (single type) และตดิเชื �อร่วม (multiple types)

รูปที� 2 แสดงระดบัการแสดงออกของ HPVE6, p53, Bcl-2 และ Bax mRNA ในเซลล์ปากมดลกูของตวัอยา่ง
ในกลุม่ตา่ง ๆ (n=15): 1-3 ไมพ่บการตดิเชื �อ HPV; 4-6 พบการติดเชื �อ HPV 16; 7-9 พบการติดเชื �อ HPV 18;
10-12 พบการตดิเชื �อ HR HPV ที�มิใช่ HPV16/18 และ 13-15 พบการติดเชื �อร่วมระหวา่ง HPV 16/18
และ HR HPV อื�น



101การตรวจหา HPVE6, p53, Bcl-2 และ Bax mRNA ในเซลลป์ากมดลกู จรญัญา งามขาํ และคณะ

รูปที� 3 แสดงผลการเปรียบเทียบระดบัการแสดงออกของ HPVE6, p53, Bcl-2 และ Bax mRNA ในเซลล์
ปากมดลกูที�ไมพ่บการติดเชื �อ HPV และพบการตดิเชื �อ HPV สายพนัธุ์ตา่ง ๆ (n=15)

วิจารณแ์ละสรุป
ในการศึกษากลไกการเกิดมะเร็งหรือการ

กลายพันธ์ุ ของเซลล์  รวมทั �งการศึกษาทางด้ าน

พันธุศาสตร์หรือเภสชัศาสตร์นั �น กระบวนการกําจัด

เซลล์ที�ผิดปรกติแบบ apoptosis และสารพนัธุกรรม/

โปรตนีที�เกี�ยวข้องมกัเป็นกลไกแรกที�นกัวิจยัให้ความสนใจ

เนื�องจากเป็นการบ่งชี �ถึงการตายหรือการเพิ�มจํานวน

ของเซลล์ที�ผิดปรกติและ signal transduction path-

way ตา่ง ๆ ที�ทํางานผิดปรกติไป รวมทั �งอาจมีความ

สมัพนัธ์ (crosstalk) หรือกอ่ให้เกิดผลกระทบตอ่ระบบ

การทํางานสว่นอื�น ๆ ภายในเซลล์ เช่น DNA repair,

cell cycle เป็นต้น11 โดยกลุม่ของยนีที�มคีวามสําคญัตอ่

กระบวนการเกิด apoptosis มหีลายกลุม่ เชน่ tumor

suppressor gene เช่น p21, p53 มีความสําคัญ

ในการตรวจสอบเซลล์ที�ผิดปรกติและส่งสญัญาณให้

กลไกอื�น ๆ ทํางานตอ่ไป กลุม่ยบัยั �งการตายของเซลล์

เช่น Bcl-2, Bcl-xL เป็นกลุ่มยีนที�มีความสําคัญต่อ

การยบัยั �งการตายของเซลลท์ี�ผิดปรกตแิละกลุม่ของยนี

ที�กระตุ้นให้เซลลท์ี�ผิดปรกติถกูทําลาย เชน่ Bax, Bak

เป็นต้น ซึ�งการศกึษากลไกหรือระดบัการแสดงออกของ

ยีนเหล่านี �จะเป็นตัวบ่งชี �เบื �องต้นของการยับยั �งหรือ

กระตุ้นความผิดปรกตขิองเซลล์ ปัจจยัที�ก่อให้เกิดการ

กลายพนัธุ์ของยนีมหีลายปัจจยั ทั �งสภาพแวดล้อม รงัสี

สารเคมี รวมทั �งการติดเชื �อแบคทีเรียหรือไวรัสเป็น

ระยะเวลานาน ๆ 2,11,12

ในการศึกษานี �ผู้ วิจัยตรวจหาการติดเชื �อและ

สายพนัธุ์ของ HPV ในตวัอยา่งเซลล์ปากมดลกูของผู้ที�

เข้ารับการคดักรองหรือตรวจวนิจิฉยัความผิดปรกติของ

เซลลจํ์านวน 50 ราย พบวา่สายพนัธุ์ที�พบมากที�สดุคือ

HPV 52 ตามด้วย HPV 16, 18, 58 และ 31 ตามลาํดบั

ซึ�งลําดบัที�ตรวจพบแตกตา่งจากรายงานอื�นเพียงเลก็น้อย

ที�มักพบการติดเชื �อ HPV 16 มากที�สุด1,5-7 ซึ� งเป็น

ผลการศึกษากลุ่มประชากรในแถบยุโรปหรืออเมริกา

เป็นสว่นใหญ่ จํานวนที�ตรวจพบระหวา่ง HPV 16 และ
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HPV 52 มคีวามใกล้เคยีงกนัมาก และผลการศกึษานี �

พบว่าสอดคล้องกับการศึกษาของ Kantathavon N

และคณะ19 และ Marks MA20 พบการติดเชื �อ HPV ใน

คนไทย โดยพบ HPV สายพนัธุ์ที� 52 มากกวา่สายพนัธุ์

ที� 16 เช่นเดยีวกนั ซึ�งเป็นสายพนัธ์ุที�ตรวจพบมากที�สดุ

ในคนไทยหรือในกลุ่มประชากรในประเทศแถบเอเชีย

บางประเทศอาจมีความแตกตา่งจากสายพนัธุ์ที�พบใน

กลุม่ประชากรของภมูิภาคอื�น ๆ ของโลก1 นอกจากนี �

การสุม่ตวัอยา่งที�นํามาศกึษา วิธีการเก็บตวัอยา่งและ

การทดสอบที�แตกต่างกันก็อาจมีผลต่อการวิเคราะห์

เชน่กนั1,5-7,21 อยา่งไรก็ตามสายพนัธุ์ที�ตรวจพบในเซลล์

ปากมดลกูที�มีความผิดปรกติหรือเซลล์มะเร็งของกลุม่

ประชากรทั�วโลกมักเป็นสายพันธ์ุที� อยู่ ในกลุ่มของ

สายพันธุ์ ที� รุนแรงและมีความเสี�ยงสูงต่อการก่อโรค

ทั �งหมด1,5-7

สําหรับการตรวจหาระดบัการแสดงออกของ

สารพนัธุกรรมที�เกี�ยวข้องกบักระบวนการ apoptosis

คอื p53, Bcl-2, Bax ร่วมกบัการตรวจหาการแสดงออก

ของ HPVE6 ในเซลล์ปากมดลูกพบว่า ระดับการ

แสดงออกของ p53, Bcl-2 และ Bax mRNA ใน

กลุ่มตัวอย่างที� ไม่พบการติดเชื �อ มีค่าใกล้เคียงกับ

กลุม่ที�พบการติดเชื �อ HPV โดยกลุม่ที�พบการติดเชื �อจะ

สงูกว่าเพียงเล็กน้อย ทั �งนี �อาจเนื�องจากกลุ่มตวัอย่าง

ที�นํามาทดสอบเป็นเซลล์ที�พบการติดเชื �อ แตย่งัไมพ่บ

ความผิดปรกติของเซลล์หรือพบความผิดปรกติใน

ระดบั LSIL เทา่นั �น จงึอาจทําให้ผลจากการตดิเชื �อไวรสั

มผีลต่อระบบการทํางานของกลไกการป้องกนัหรือการ

กระตุ้นระบบภมูคิุ้มกนัในร่างกายเพิ�มขึ �นเพยีงเล็กน้อย

จากภาวะปรกตทีิ�ร่างกายมกีารกําจดัเซลล์ที�เสื�อมสภาพ

อยูแ่ล้ว2,12,22 เช่นเดยีวกบัผลการวิจยัของ Ayatollahi H

และคณะ14 ที�สามารถตรวจพบการแสดงออกของ p53,

Bcl-2 และ Bax ในภาวะเซลล์ปรกติ และเพิ�มระดบัการ

แสดงออก เมื�อเซลล์มกีารตดิเชื �อ HPV โดยวิธีการย้อม

immunohistochemistry ในขณะที�ระดบัการแสดงออก

ของ HPVE6 mRNA ซึ�งเป็นสารพนัธุกรรมที�ไวรัสสร้างขึ �น

และมีบทบาทสําคัญต่อการก่อกลายพันธุ์ ของเซลล์

จะไม่พบในกลุม่ตวัอยา่งที�ปรกติและไมพ่บการติดเชื �อ

HPV2,22 และจากผลการศึกษานี �ยังพบว่ากลุ่มที�พบ

การติดเชื �อ HPV 16 มรีะดบัการแสดงออกของ HPVE6

สงูกว่าระดบัการแสดงออกในกลุ่มที�ติดเชื �อ HR HPV

สายพันธุ์ อื�น ซึ�งอาจมีสาเหตุมาจาก HPV 16 เป็น

สายพันธุ์ ที�มีความรุนแรงต่อการก่อโรคสูงและเป็น

สายพันธุ์ ที�พบมากในผู้ ป่วยมะเร็งปากมดลูก จึงมี

ระดบัการสงัเคราะห์ของสารพนัธุกรรมที�สงูกวา่สายพนัธ์ุ

อื�น นอกจากนี � 1/3 ตวัอยา่งในกลุม่ของผูท้ี�พบการติดเชื �อ

HPV 16 ที�สุม่มาทดสอบครั �งนี �พบความผิดปรกติของ

เซลล์ในระดับ HSIL โดยเป็นความผิดปรกติที�ยีนก่อ

มะเร็งของไวรัส (oncogenic genes) ได้แก่ E6 และ

E7 มีจํานวนมากกว่าเซลล์ที�มีความผิดปรกติในระดบั

LSIL2,22 ซึ�งอาจเป็นสาเหตุสาํคญัที�เสริมให้ระดบัการ

แสดงออกของ HPVE6 mRNA ในกลุม่ของผู้ที�ติดเชื �อ

HPV 16 สงูกว่ากลุ่มอื�น แต่เป็นที�น่าสงัเกตว่าเหตใุด

กลุ่มที�พบการติดเชื �อ HPV16/18 ร่วมกับ HR HPV

สายพนัธุ์อื�น (ตวัอยา่งที� 13-15) มีระดบัการแสดงออก

ของ p53, Bcl-2, Bax mRNA รวมทั �ง HPVE6 mRNA

คอ่นข้างตํ�ากว่ากลุม่ที�ตดิเชื �อ HPV 16 เพยีงชนิดเดยีว

ทั �งนี �อาจต้องมีการศึกษาเพิ�มเติมโดยการเพิ�มจํานวน

ตวัอย่าง เนื�องจากกลุ่มตวัอย่างที�นํามาศึกษาครั �งนี �มี
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จํานวนน้อย นอกจากนี �ลกัษณะการแสดงออกของยีน

ในแตล่ะบคุคลหรือแตล่ะตวัอยา่งอาจมคีวามเฉพาะตวั

ที�แตกตา่งกนั จงึสง่ผลให้ระดบัการแสดงออกของยีนต่าง ๆ

โดยเฉพาะ HPVE6 ที�พบน้อยกวา่เห็นได้อยา่งชดัเจน

จากผลการศึกษานี �สรุปได้ว่าการตรวจหา

การตดิเชื �อและจําแนกสายพนัธุ์ของ HPV ที�ตรวจพบใน

กลุ่มประชากรที�ต่างกัน อาจมีผลการตรวจที�ต่างกัน

ซึ�งลกัษณะเฉพาะของแต่ละบุคคลก็ยังมีผลต่อระดบั

การทํางานหรือกลไกตา่ง ๆ  รวมทั �งระดบัการแสดงออก

ของสารพันธุกรรมภายในร่างกาย ถึงแม้ว่าจะพบ

การติดเชื �อ HPV สายพนัธ์ุเดียวกัน แต่ก็มีระดบัการ

แสดงออกของยีนที�แตกตา่งกนั ซึ�งจากข้อมลูดงักลา่ว

มีความสําคัญต่อการนํามาเป็นข้อมูลเบื �องต้นใน

การศึกษาในระดบัโมเลกุลของเซลล์เพื�อนําไปพฒันา

หรือศึกษาต่อยอดถึงกลไกการทํางานของไวรัสต่อ

ระบบต่าง ๆ ภายในเซลล์ และเป็นแนวทางวางแผน

ในการเฝ้าระวงั ตดิตาม และตรวจวินจิฉยัในอนาคตต่อไป
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