
รายงานการวิจยั 
 
 

เร่ือง 
 
 
 

การพฒันาโมเดลสตัวท์ดลองเพื่อศึกษาการรักษาโรคมะเร็งปากมดลูก 
ดว้ยวธีิภูมิคุม้กนับาํบดั  

 
The Development of Animal Model for Immunotherapy Study in Cervical Cancer   

 
 

รายนามผูว้จิยั 
 

รองศาสตราจารย ์ดร. ภาวพนัธ์ ภทัรโกศล               
ภาควิชาจุลชีววทิยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

รองศาสตราจารย ์ดร. สุทธิลกัษณ์ ปทุมราช             
ภาควิชาสรีรวทิยา  คณะแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

รองศาสตราจารยน์ายแพทยส์มชยั นิรุตติศาสน ์       
ภาควิชาสูติศาสตร์-นรีเวชวทิยา  คณะแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

ผูช่้วยศาสตราจารยน์ายแพทย ์ดร.ปกรัฐ  หงัสสูต     
ภาควิชาจุลชีววทิยา  คณะแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

นายมณฑล  เลิศวรปรีชา    
ภาควิชาชีววิทยา  คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัทกัษิณ 

 
กนัยายน 2554 

 



 2

กติตกิรรมประกาศ (Acknowledgement) 
 

ขอขอบคุณเจา้หนา้ท่ีศูนยส์ตัวท์ดลอง คณะแพทยศาสตร์ ท่ีกรุณาช่วยเล้ียงดูสตัวท์ดลองตลอด
โครงการวิจยั  และขอขอบคุณเจา้หนา้ท่ีของภาควิชาจุลชีววิทยา ภาควิชาสรีรวิทยา ภาควิชาสูติศาสตร์นรี
เวชวิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ท่ีกรุณาใหค้วามช่วยเหลือในการปฏิบติังานและ
ใหค้วามอนุเคราะห์เคร่ืองมือและอุปกรณ์ท่ีจาํเป็นต่องานวิจยั   นอกจากน้ีขอขอบคุณ อาจารยน์ายแพทย์
อมรพนัธ์ุ เสรีมาศพนัธ์ุ ท่ีกรุณาใหค้าํปรึกษาการพฒันางานดา้นอนุภาคนาโนทองคาํ จนทาํใหมี้การ
พฒันาวิธีการทดสอบนาํร่องได ้ 

ในทา้ยท่ีสุด ตอ้งขอขอบคุณจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยัท่ีใหก้ารสนบัสนุนโครงการวิจยัน้ีผา่น
ทุนอุดหนุนจากเงินอุดหนุนทัว่ไปจากรัฐบาล ประจาํปีงบประมาณ ๒๕๔๙-๒๕๕๒    



 3

บทคดัย่อภาษาไทย 
 

เร่ือง การพฒันาโมเดลสตัวท์ดลองเพ่ือศึกษาการรักษาโรคมะเร็งปากมดลูกดว้ยวิธีภูมิคุม้กนับาํบดั  
ผูว้ิจยัหลกั  รองศาสตราจารย ์ดร.ภาวพนัธ์ ภทัรโกศล 
ผูร่้วมวิจยั   รองศาสตราจารย ์ดร. สุทธิลกัษณ์ ปทุมราช,   รองศาสตราจารยน์ายแพทยส์มชยั นิรุตติศาสน์       

     ผูช่้วยศาสตราจารยน์ายแพทย ์ดร.ปกรัฐ  หงัสสูต และ อาจารยม์ณฑล  เลิศวรปรีชา   
 
โรคมะเร็งปากมดลูกเป็นโรคมะเร็งท่ีพบเป็นอนัดบัสองในสตรีทัว่โลก มีสาเหตุมาจากการติดเช้ือไวรัสแปปิ
โลมา  มีความพยายามศึกษากลไกการก่อมะเร็งของไวรัสแปปิโลมาแต่ทาํไดย้าก เน่ืองจากไม่มีโมเดล
สตัวท์ดลองท่ีเหมาะสม  ในการศึกษาน้ีจึงมีวตัถุประสงคพ์ฒันาโมเดลหนูทดลองเพ่ือนาํมาใชใ้นการศึกษา
การตอบสนองทางภูมิคุม้กนัของแกมมา-เดลตา ทีเซลล ์ (gamma-delta T cell) ต่อเซลลม์ะเร็งปากมดลูก
เปรียบเทียบกบัการทดลองในหลอดทดลอง   ผลการทดลองในหนูพบวา่ การปลูกถ่ายดว้ยเซลล ์ HeLa 
จาํนวนนอ้ยท่ีสุดคือ 2.5 x 105 เซลล ์สามารถทาํใหเ้กิดกอ้นเน้ืองอกในหนูทดลองได ้   จาํนวนเซลลท่ี์ปลูก
ถ่ายมีความสมัพนัธ์กบัขนาดของกอ้นเน้ืองอกอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (R2=0.98, y=0.1171x+4.35)  เม่ือนาํ
เซลลแ์กมมา-เดลตา ทีเซลลฉี์ดเขา้หนูทดลอง พบวา่ เซลลมี์ความสามารถในการฆ่าเซลลม์ะเร็งปากมดลูก 
และความสามารถจะเพ่ิมข้ึนเม่ือไดรั้บการกระตุน้จากยาปามิโดรเนท  จากการศึกษาในหลอดทดลองพบวา่
เซลลม์ะเร็งปากมดลูกท่ีมีความไวต่อเซลลแ์กมมา-เดลตา ทีเซลลท่ี์สุดคือเซลล ์HeLa  รองลงมาคือ SiHa และ 
CaSki  กลไกการฆ่าของเซลลแ์กมมา-เดลตา ท่ีเซลลน์ั้นเก่ียวขอ้งกบั CD 107 กระตุน้ผา่นทาง granzyme และ 
perforin มีการหลัง่ไซโตไคน์ชนิด Interferon gamma และ TNF alpha ดว้ย  ขอ้มูลท่ีไดน้ี้จะเป็นประโยชนใ์น
การรักษาผูป่้วยโรคมะเร็งปากมดลูกดว้ยวิธีภูมิคุม้กนับาํบดั   นอกจากน้ีในการวจิยัคร้ังน้ีไดท้าํการเตรียม
โปรตีนบริสุทธ์ิของไวรัสแปปิโลมา คือ E6  และพฒันาเซลลท่ี์แสดงออกโปรตีน E6 ของไวรัสแปปิโลมา 
เพื่อประโยชนใ์นการศึกษากลไกการก่อโรคและพฒันาวธีิการตรวจวนิิจฉยัทางหอ้งปฏิบติัการต่อไป 
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บทคดัย่อภาษาองักฤษ 
 

Title:  The Development of Animal Model for Immunotherapy Study in Cervical Cancer   
Principle investigator : Associate Professor Parvapan Bhattarakosol, Ph.D. 
Co-investigators: Associate Professor Suthiluk Patumraj, Ph.D., Associate Professor Somchai Niruthisard, 
MD.,  Assistant Professor Pokrath Hansasuta, M.D., D. Phil., Mr. Monthon Lertworapreecha 
 
Cervical cancer is the second most common cancer found in women worldwide.  It causes by human 
papillomavirus (HPV) infection. Many attempts in studying the oncogenesis mechanism had been done 
with difficulty since no appropriate animal model.  The objectives of this study are to develop an animal 
model and to study the possibility of gamma-delta T cells for immunotherapy in vivo (animal harbor 
cervical cancers) compared to in vitro system.    The results showed that the minimal amount of HeLa cells 
that could induce tumor in mouse was 2.5 x 105.  The amount of implanted cells correlated significantly 
with the size of developed tumor (R2=0.98, y=0.1171x+4.35).   After injecting gamma-delta T cells into 
the tumor, the cells can kill the cervical cancer cells in that tumor.  The killing efficiency enhanced in 
pamidronate treated cervical cancer cells. The killing efficiency of gamma-delta T cells was also 
demonstrated in vitro. The most sensitive cervical cancer cells to gamma-delta T cells was HeLa followed 
by SiHa and CaSki cells. The killing mechanism of gamma-delta T cells involved CD 107 through 
granzyme pathway, degranulation of perforin and secreting of cytokines (Interferon gamma and TNF 
alpha).   Information obtained from this study will be useful in treatment cervical cancer patients with 
immunotherapy.  Moreover, purified protein of HPV E6 and cells expressing E6 protein were prepared for 
beneficially further studies in pathogenesis and development of laboratory diagnostic test. 
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คาํอธิบายสัญญาลกัษณ์และคาํย่อทีใ่ช้ในการวจิยั 
 
ATCC  =  American Type Culture Collection 
Au  =  Gold 
AuNPs  =  Gold nanoparticles 
CaCx  =  Cervical cancer 
CIN  =  Cervical intraepithelial neoplasia 
CSF  =  Cerobrospinal fluid 
CTL  =  Cytotoxic T lymphocyte 
DAB                  =  Diaminobenzidine 
Db                     =                       Decibell 
DNA  =  Deoxyribonucleic acid 
dNTPs               =                       Deoxnucleotide triphosphates 
DTT  =  Dithiothreitol 
E2F  =  Elongation factor 2 
EDTA  =  Ethylenediaminetetraacetate 
ELISA  =  Enzyme linked immunosorbent assay 
FBS  =  Fetal bovine serum 
FDA  =  Food and Drug Adminstration 
FITC  =  Fluorescein isothocyanate 
GST  =  Glutathione S-transferase 
HCl  =  Hydrocolic acid 
HEPES  =  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
HPV  =  Human papillomavirus 
Hr  =  Hour 
IgG  =  Immunoglobulin G 
IFN-  =  Interferon- (gamma) 
IP                       =                       Intra peritoneal  
IPP  =  Isopentenyl pyrophosphate  
IPTG  =  Isopropyl ß-D-1-thiogalactopyranoside 
IL  =  Interleukin  
K2CO3  =  Potassium carbonate 
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คาํอธิบายสัญญาลกัษณ์และคาํย่อทีใ่ช้ในการวจิยั 
 
KCl  =  Potassium chloride 
kDa  =  Kilodalton 
KH2HPO4 =  Dipotassium hydrogen phosphate 
L  =  Liter 
LDH  =  Lactate dehydrogenase 
M  =  Molar 
mAb  =  Monoclonal antibody 
MACS  =  Magnetic activating cell sorter  
MCP-1  =  Monocyte chemoattractant protein-1 
MEM  =  Minimal essential medium 
MEP  =  Mevalonate pathways 
MgCl2  =  Magnesium chloride 
MHC I  =  Major histocompatibility complex class I 
MHC II  =  Major histocompatibility complex class II 
Min  =  Miniute 
ml    =  Milliliter 
mM  =  Millimolar 
mRNA  =  Messenger RNA   
Na2HPO4 =  Sodium phosphate 
NaCl  =  Sodium chloride 
nBP  =  Nitrogen bisphosphonate 
NF-B  =  Nuclear factor kappa B 
nm  =  Nanometer   
OD  =  Optical density 
PBMC  =  Peripheral blood mononuclear cell 
PBS  =  Phosphate buffer saline 
PCR  =  Polymerase chain reaction 
pRb  =  Retinoblastoma protein 
RNA  =  Ribonucleic acid 
rpm  =  Revolutions per minute 
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คาํอธิบายสัญญาลกัษณ์และคาํย่อทีใ่ช้ในการวจิยั 
 

RPMI  =  Rosewell Park Memorial Institute 
SDS  =  Sodium dodecylsulfate 
SDS-PAGE =  Sodiumdodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
ssDNA  =  Single strand DNA 
TBS  =  Tris buffer saline 
TEMED =  Tetramethylethylenediamine 
TNF-  =  Tumor necrosis factor- 
μl  =  microliter 
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บทนํา 
 

มะเร็งปากมดลูกเป็นมะเร็งท่ีพบได ้เป็นอนัดบัตน้ๆ ในสตรีทัว่โลก โดยเฉพาะในประเทศกาํลงั
พฒันา ซ่ึงรวมประเทศไทยดว้ย จากสถิติของสถาบนัมะเร็งแห่งชาติ (1) มะเร็งปากมดลูกจดัเป็นมะเร็ง
อนัดบัหน่ึงท่ีพบไดใ้นผูห้ญิงไทย  ซ่ึงนับว่าเป็นโรคท่ีก่อปัญหาทางสาธรณสุขและส่งผลกระทบทาง
เศรษฐกิจท่ีสาํคญัของประเทศ    จากรายงานการศึกษาถึงสาเหตุ ของมะเร็งปากมดลูกจาํนวนมากทัว่โลก 
(2,3,4,5) มีขอ้มูลท่ีไดรั้บการพิสูจน์ทางวิทยาศาสตร์อยา่งชดัเจนว่าสาเหตุสาํคญัของการเกิดมะเร็งปาก
มดลูกเกิดจากการติดเช้ือ Human papilloma virus (HPV) ซ่ึงจัดเป็นเช้ือไวรัส่ท่ีสามารถติดต่อทาง
เพ ศสั มพัน ธ์  (Sexual transmitted disease) HPV เป็ น ไว รัส ใน  Family  Papillomaviridae   มี ส าร
พนัธุกรรมเป็น DNA สายคู่ ขนาดประมาณ 7.9 kb.  เช้ือ HPV มีอยู่หลายสายพนัธ์ุดว้ยกนั โดยปัจจุบนั
พบเช้ือ HPV ประมาณ 200 สายพนัธ์ุ (6) สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ ตามตาํแหน่งท่ีมีการติดเช้ือ 
คือ  

1. Cutaneous group  พบการติดเช้ือ ท่ีอวยัวะบริเวณ ผวิหนงัทัว่ไปและมือ 

2. Mucosal group พบเกิดการติดเช้ือ ท่ีบริเวณเยือ่เมือกเป็นส่วนใหญ่ เช่น  

ระบบทางเดินหายใจ และ ระบบทางเดินปัสสาวะ และอวยัวะสืบพนัธ์ุ 

เช้ือ HPV ท่ีพบว่ามีความสําคญักบัการเกิดมะเร็งปากมดลูก จดัอยู่ในกลุ่มของ mucosal group 
ในปัจจุบัน พบประมาณ 20 สายพนัธ์ุท่ีจดัเป็น mucosal group และมีความสัมพนัธ์กับการก่อให้เกิด
มะเร็งปากมดลูก เช้ือ HPV ในกลุ่มน้ีสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 กลุ่ม คือ  

1. Low risk  HPV type การติดเช้ือไวรัสในกลุ่มน้ี มีโอกาสพฒันาเป็นเป็นมะเร็งได้
นอ้ย สายพนัธ์ุท่ีสาํคญัในกลุ่มน้ี เช่น  HPV 6  และ 11 

2. High risk HPV  type การติดเช้ือไวรัสในกลุ่มน้ีจะมีการโอกาสพฒันาไปเป็น
มะเร็งไดสู้ง เช้ือสายพนัธ์ุท่ีสาํคญัท่ีพบมีการะบาดในประเทศไทย เช่น HPV-16 
และ HPV – 18 

กลไกสําคญัท่ีทาํให้เกิดมะเร็ง พบว่าสารพนัธุกรรมของไวรัสสามารถสอดแทรกเขา้ไปใน
พนัธุกรรมของเซลลเ์จา้บา้น การสอดแทรกน้ีมีผลทาํใหมี้การสร้างโปรตีน 2 ชนิดออกมาจาํนวนมาก คือ 
Early (E) 6 และ  7   จากการศึกษาในระดับชีวโมเลกุลทําให้ทราบว่า โปรตีนทั้ ง 2 ชนิดน้ี เป็น 
oncoprotein  โดยพบว่า E6 เป็นโปรตีนท่ีสามารถจบักบั tumor suppressor protein คือ p53  ท่ีมีบทบาท
สําคญัเก่ียวกับการกระตุน้ให้เซลล์ เกิด apoptosis การจบัเกาะระหว่า E6 และ p53  จะเร่ง ให้ p53 ถูก
ทาํลายไป เกิดการหยดุย ั้งขบวนการ apoptosis    นอกจากน้ี E7 ยงัสามารถจบักบั Retinoblastoma protein 
(pRb) ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีควบคุมการแบ่งตวัของเซลล ์  ผลของโปรตีนทั้งสองของไวรัส ทาํให้เซลลมี์การ
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เจริญอยา่งไม่มีท่ีส้ินสุด นบัเป็นกลไกสาํคญัในการกระตุน้ให้เซลลท่ี์ติดเช้ือไวรัสมีการเปล่ียนแปลงไป
เป็นเซลลม์ะเร็ง  (7,8) 

ในปัจจุบนัมีรายงานการศึกษาจาํนวนมากท่ีศึกษาถึงกลไกการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัต่อการ
ติดเช้ือ HPV   เม่ือมีการติดเช้ือไวรัสแปปิโลมา พบวา่ระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายกมี็การตอบสนอง แต่
แตกต่างกนัไปในแต่ละบุคคล ในผูห้ญิงส่วนมากหลงัการติดเช้ือไวรัสแปปิโลมาพบวา่ร่างกายสามารถ
กาํจดัไวรัสออกไปไดเ้องภายใน 6 เดือน แต่กมี็ส่วนหน่ึงท่ีไม่สามารถกาํจดัไปได ้และทาํใหเ้กิดภาวะการ
ติดเช้ือระยะยาว ซ่ึงกลุ่มน้ีจะมีโอกาสเกิดการเปล่ียนแปลงของเซลลก์ลายเป็นเซลลม์ะเร็งได ้ แอนติบอดี
ท่ีสาํคญัในการป้องกนัการติดเช้ือท่ีเรียกวา่ Neutralizing  antibody  ซ่ึงจาํเพาะต่อส่วนของ L1 นั้น มี
รายงานวา่มีบทบาทความสาํคญัในการควบคุมไวรัสและลดความเส่ียงของการพฒันาเซลลติ์ดเช้ือเป็น
เซลลม์ะเร็ง (9)  การตอบสนองของเซลลใ์นการทาํลายส่ิงแปลกปลอมอยา่งจาํเพาะ  มีรายงานบทบาท
ของ cytotoxic T lymphocyte (CTL) ท่ีจาํเพาะต่อไวรัสแปปิโลมา ในการควบคุมและลดความเส่ียงของ
การพฒันาเซลลติ์ดเช้ือเป็นเซลลม์ะเร็งเช่นกนั โดยพบวา่ผูติ้ดเช้ือไวรัสท่ีมีระดบัการตอบสนองของ CTL
สูง จะมีความเส่ียงในการพฒันาเป็นโรคมะเร็งตํ่ากวา่ผูท่ี้ติดเช้ือไวรัสและมีระดบัการตอบสนองของ 
CTL ตํ่า (10) 

การตรวจพบแอนติบอดี และ การตอบสนองทางเซลล ์ต่อการติดเช้ือ HPV ท่ีพบเหล่าน้ีนาํไปสู่
การพฒันาวคัซีนเพื่อใชใ้นการป้องกนัการติดเช้ือ HPV ในปัจจุบนัมีวคัซีนท่ีไดรั้บการพฒันา และไดมี้
การนาํมาศึกษาในขั้นตอนการทดลองใชใ้นคนแลว้ ซ่ึงวคัซีนท่ีกาํลงัศึกษาอยู ่เป็นวคัซีนท่ีเตรียมจาก L1 
โปรตีน ซ่ึงเป็น major capsid protein ของไวรัส โดยเป้าหมายของวคัซีนชนิดน้ี เพื่อการกระตุ้นให้
ร่างกายสามารถสร้าง แอนติบอดีเพื่อป้องกันการติดเช้ือเป็นสําคัญ  (11,12)   นอกจากน้ีมีรายงาน
การศึกษาจาํนวนมาก (13,14) ท่ียืนยนัว่าภูมิคุม้กนัโดยอาศยัเซลล ์โดยเฉพาะ (Cytotoxic T lymphocyte; 
CTL) ท่ีจาํเพาะต่อ E7 โปรตีนของไวรัส มีบทบาทสําคญัในการกาํจดัและทาํลายเซลล์มะเร็ง ซ่ึงผล
การศึกษาเหล่าน้ีนาํไปสู่การพฒันาวิธีการรักษามะเร็งโดยวิธีทางภูมิคุม้กนับาํบดั (immunotherapy)    แต่
ปัญหาสาํคญัประการหน่ึงในการศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัและวิธีในการรักษามะเร็งโดยวิธีทาง
ภูมิคุม้กนับาํบดั คือโมเดลท่ีจะใชใ้นการศึกษาในสตัวท์ดลอง ทั้งน้ีเป็นเพราะว่า เช้ือ HPV เป็นไวรัสท่ีไม่
สามารถทาํการเพาะเล้ียงใน เซลลเ์พาะเล้ียงได ้

ในช่วงระยะเวลาท่ีผ่านมา มีความพยายามทาํการศึกษาในสัตวท์ดลอง เพ่ือการทดลองวคัซีน 
และการรักษามะเร็งปากมดลูก ซ่ึงการศึกษาส่วนใหญ่เป็นการใช้ cell ท่ีถูก transform ด้วย E6/E7 
oncogene ของ  HPV(15) หรือ  การ  cell line ของมะเร็งปากมดลูกท่ี มี เช้ือ  HPV สอดแทรกอยู่ใน
โครโมโซม(16, 17) ฉีดเขา้ไปในสัตว์ทดลอง ซ่ึงสามารถทาํให้สัตว์ทดลองนั้ นเกิดก้อนเน้ืองอกได ้ 
อยา่งไรกต็าม transformed cell หรือ cell line ท่ีใชย้งัคงมีความแต่ต่างไปจากเซลลม์ะเร็งปากมดลูกท่ีแยก
ไดจ้ากผูป่้วยโดยตรง และสัตวท์ดลองท่ีใชใ้นการศึกษาโดยส่วนใหญ่ ก็ยงัมีระบบภูมิคุม้กนัท่ีสามารถ
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ตอบสนองต่อเซลลม์ะเร็งได ้  ดงันั้นการวดัผลท่ีไดจ้ากการศึกษาอาจทาํเกิดมีความคลาดเคล่ือนจากความ
เป็นจริงไปได ้  

ดังนั้ น วตัถุประสงค์สําคัญในการศึกษาน้ีเพื่อ พัฒนาโมเดลสัตว์ทดลอง โดยการปลูกถ่าย
เซลลม์ะเร็งปากมดลูกท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยโดยตรง เพื่อใชเ้ป็นตน้แบบในการศึกษาวิธีการรักษาโดยวิธี 
ภูมิคุม้กนับาํบดั  
 
วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 
             วตัถุประสงค์หลกั 

1. เพื่อพฒันาการปลูกถ่ายเน้ือเยือ่มะเร็งปากมดลูกของคนในสตัวท์ดลอง 

2. เพื่อศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัระดบัเซลล ์(T cell) ต่อเซลลม์ะเร็งปากมดลูกใน
สตัวท์ดลอง  

วตัถุประสงค์รอง 

1. สามารถเตรียมแอนติเจนจาํเพาะต่อ HPV เพื่อเป็นแนวทางพฒันาวิธีการตรวจวินิจฉัย
ทางหอ้งปฏิบติัการ   

 

ขอบเขตของโครงการวจัิย 
ในการศึกษาน้ี จะใชต้วัอยา่งเน้ือเยือ่และเลือดจากผูป่้วยเฉพาะท่ีเขา้รับการรักษาท่ีโรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ์เท่านั้น  การทดลองในสตัว ์จะทาํท่ีศูนยส์ตัวท์ดลอง ตึกสรีรวิทยา คณะแพทยศาสตร์ โดยสัง่
สตัวท์ดลองจากศูนยส์ตัวท์ดลองแห่งชาติ  ศาลายา    การวิจยัน้ีจะเร่ิมดาํเนินการหลงัจากผา่นการ
พิจารณาจริยธรรมของคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยัแลว้ 
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ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถ้ามี) และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

 
การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ทีเ่กีย่วข้อง  

เช้ือ HPV เป็นสาเหตุท่ีก่อโรคหลายๆ โรคในคน ทั้งท่ีเป็นเน้ืองอกชิดไม่ร้ายแรง (bening tumor) 
เช่น common skin wart ไปจนกลายเป็นมะเร็ง   ซ่ึงมะเร็งปากมดลูกนบัเป็นโรคมะเร็งท่ีพบไดม้ากเป็น
อนัดบัตน้ๆ ในผูห้ญิงทัว่โลก จดัเป็นปัญหาทางสาธารณสุขท่ีสาํคญัของโลก ปัญหาน้ีทาํให้
นกัวิทยาศาสตร์พยายามศึกษาเพื่อหาวิธีการในการป้องกนั และรักษา การติดเช้ือ HPV แต่อยา่งไรกต็าม
การศึกษาเช้ือ HPV ในการก่อใหเ้กิดมะเร็งปากมดลูก นั้นยงัคงมีขอ้จาํกดัอยูห่ลายประการ ทั้งน้ีเป็น
เพราะเช้ือไวรัสไม่สามารถทาํการเพาะเล้ียงไดใ้นเซลลเ์พาะเล้ียงดงัเช่นเช้ือไวรัสชนิดอ่ืนๆ และ
นอกจากน้ีเช้ือ HPV เป็นไวรัสท่ีมีความจาํเพาะต่อ species สูงไม่พบวา่มีการติดเช้ือไวรัสขา้มสายพนัธ์ุ 
(species)  เหตุผลน้ีทาํใหก้ารศึกษาทางดา้นพยาธิกาํเนิด (pathogenesis) ของโรคนั้นทาํไดล้าํบากและมี
ขอ้จาํกดั 

Cancer 
tissue from 

human 

Implantation 
to mice 

Tumor is established 
on iimplanted area 

CTL 
specific 

HPV from 
patient 

PBMC from 
cervical 

cancer patient 

Tumor regression 

HPV typing HPV genetic 
diversity 

Preparation of 
HPV-antigen 

HPV 
specific 
antibody 

   or 

Established tumor 
mice 
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โมเดลท่ีใชใ้นการศึกษา เช้ือ HPV ในรูปของ in vivo ท่ีมีการนาํมาใช ้ คือการปลูกถ่ายเซลล ์ ท่ีมี
ลกัษณะของเซลลม์ะเร็ง เช่นการใช ้ cell line ท่ีมี HPV แทรกอยูใ่น chromosome ฉีดเขา้สู่สตัวท์ดลอง 
แลว้ศึกษาการเกิดเน้ืองอกในสตัวท์ดลองนั้น ซ่ึงมีรายงานพบวา่การใช ้CaSki, Hela, ME180  ซ่ึงเป็น cell 
line ของมะเร็งปากมดลูก ท่ีมีเช้ือ HPV สอดแทรกอยู ่ ฉีดเขา้สู่  SCID mice สามารถชกันาํใหห้นูนั้นเกิด
เน้ืองอกข้ึนได ้(16) ซ่ึงการศึกษาน้ีเป็นโมเดลสาํคญัท่ีทาํใหส้ามารถนาํมาใชศึ้กษาพยาธิกาํเนิดของโรคได ้
นอกจากน้ียงัมีรายงานการศึกษาโดยการใชเ้น้ือเยือ่ของหูด ท่ีตดัจากผูป่้วยโดยตรง และทาํการ inoculate 
เช้ือ HPV-6 และ 11 ลงไปก่อนท่ีจะนาํไปปลูกถ่ายลงในสตัวท์ดลอง ซ่ึงวิธีน้ีทาํใหส้ามารถเพ่ิมจาํนวน
เช้ือ HPV ไดใ้นสตัวท์ดลอง (17)  

การพฒันาโมเดลสตัวท์ดลองสาํหรับการศึกษา HPV ท่ีสาํคญัประการหน่ึงคือ การศึกษาการ
ทดสอบประสิทธิภาพของวคัซีน รวมทั้งการรักษามะเร็งโดยวิธีทางภูมิคุม้กนับาํบดั ซ่ึงมีรายงาน
การศึกษา โดยการใช ้peptide ท่ีสามารถกระตุน้การทาํงานของ CTL และทดสอบความสามารถของ CTL 
นั้นในการกาํจดัเซลลม์ะเร็งทีไดจ้าก lung epithelium cell ซ่ึงถูก transformed ดว้ย E6 และ E7 ของ HPV-
16 นาํมาปลูกถ่ายลงในสตัวท์ดลอง ซ่ึงผลปรากฏวา่ CTL นั้นสามารถกาํจดัเซลลม์ะเร็งนั้นได ้(15)  

อยา่งไรกต็ามการศึกษาต่างๆ เหล่าน้ียงัคงมีขอ้ใหโ้ตแ้ยง้อยูบ่างประการ เช่นการปลูกถ่าย 

เซลลม์ะเร็งลงในสตัวท์ดลอง ซ่ึงบางการศึกษาใช ้cell line ซ่ึงอาจจะมีความแตกต่างไปจากเซลลม์ะเร็งท่ี
แยกไดจ้ากผูป่้วยโดยตรง หรือการใช ้ HPV ท่ีเป็น  low risk  ซ่ึงมีความสมัพนัธ์กบัการเกิดมะเร็งปาก
มดลูกท่ีนอ้ย ในขณะท่ีบางการศึกษาใชเ้ซลลป์กติท่ีถูก transformed ดว้ยโปรตีนของ HPV เหล่าน้ีอาจทาํ
ใหผ้ลการศึกษานั้นมีความคลาดเคล่ือนไปได ้ เม่ือเทียบกบัการใชเ้ซลลม์ะเร็งท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยโดยตรง
นาํมาปลูกถ่ายลงในสตัวท์ดลอง ซ่ึงปัจจุบนัยงัไม่เคยมีรายงานการศึกษามาก่อน ดงันั้นหากสามารถ
พฒันาโมเดลน้ีได ้จะทาํใหส้ามารถทาํการศึกษาทั้งทางดา้นพยาธิกาํเนิด และ การรักษา หรือการทดสอบ
วคัซีนไดผ้ลน่าเช่ือถือมากยิง่ข้ึน  

การดูแลสัตว์ทดลอง    
 เน่ืองจากการศึกษาในคร้ังน้ีมุ่งหวงัท่ีจะพฒันาโมเดล เพือ่การรักษามะเร็งปากมดลูกดว้ยวีธีทาง
ภูมิคุม้กนับาํบดั (immunotherapy) ดงันั้นจึงมีความจาํเป็นท่ีจะตอ้งมีการใชส้ตัวท์ดลอง ซ่ึงเป็นหนูท่ีไม่มี
ต่อมไทมสัและมีภูมิคุม้กนับกพร่อง (nude mouse) ทาํใหไ้ม่มีปฏิกิริยาปฏิเสธอวยัวะแปลกปลอม ท่ีทาํ
การปลูกถ่ายเขา้ไป ซ่ึงการศึกษาน้ีเลือกใชห้นูทดลองสายพนัธ์ุ BALB/c-nude mice อาย ุ 8-10 อาทิตย ์
นํ้าหนกัประมาณ 20-25 กรัม ซ่ึงหนูพนัธ์ุน้ีเป็นสายพนัธ์ุท่ีมีการนาํมาใชใ้นการศึกษาการปลูกถ่าย
เซลลม์ะเร็งและการรักษา โดยจะทาํการจดัซ้ือจากสาํนกัสตัวท์ดลองแห่งชาติ มหาวยิาลยัมหิดล  
ประมาณ 150 ตวั โดยสตัวท์ดลองจะทาํการเล้ียงในกรงสาํหรับเล้ียงหนู ท่ีจดัอยูใ่นหอ้งควบคุมเช้ือ ท่ี
ศูนยส์ตัวท์ดลอง ตึกสรีรวิทยา คณะแพทยศาสตร์ โดยจดัใหมี้การควบคุมสภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสม 
ดงัน้ี  
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 จะทาํการเล้ียง หนู 1 ตวั / กรง  
 หนูทดลองจะเล้ียงในหอ้งปรับอากาศ อุณหภูมิโดยเฉล่ียประมาณ  25 +/- 2 O C  
 ความช้ืนสมัพทัธ์ 60 +/- 90 %   
 วงจรการใหแ้สง 12 ชัว่โมงสวา่ง 12 ชัว่โมงมืด  
 มีการถ่ายเทอากาศ เพียงพอ  โดยอากาศท่ีผา่นเขา้กรงหนูทดลอง จะถูกกรองดว้ยแผน่กรอง

อากาศเพื่อใหไ้ดอ้ากาศท่ีสะอาด 
 วสัดุรองพื้นจะผา่นการฆ่าเช้ือก่อนนาํมาใช ้
 ระดบัเสียงตาํกวา่ 60 db 
 มีการดูแลใหอ้าหารและนํ้าตามแนวทางปฏิบติัของ Home office guidelines on the scientific use 

of animal (Scientific procedures) Act 1986 โดยใชอ้าหารเมด็ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ และใชน้ํ้ าซ่ึง
ผา่นการกรองแลว้ ใส่ในกรงเพื่อใหส้ตัวไ์ดกิ้นตลอดเวลา ซ่ึงการดูแลสตัวแ์ละใหอ้าหารจะ
ปฏิบติัโดยเจา้หนา้ท่ีซ่ึงผา่นการฝึกอบรมการเล้ียงสตัวท์ดลอง  
 

ในวนัท่ีทาํการทดลองหนูแต่ละตวัจะถูกทาํใหส้ลบโดยการใชย้าสลบท่ีเหมาะสม (Pentobarbital 50 
mg/kg IP)  แลว้ใส่ Dorsal- Skinfold Chamber บนหลงั โดยในการศึกษาระยะแรก จะทดลองโดยใช้
เซลลม์ะเร็งท่ีทราบชนิดของไวรัสแปปิโลมา (HeLa cell) ในปริมาณเซลลท่ี์ต่างกนั    (แปดแสน- สอง
ลา้นเซลล)์ ใส่ลงใน Dorsal- Skinfold Chamber จึงทาํการปิด Chamber โดยใชก้ระจก เพ่ือป้องกนั ใหอ้ยู่
บริเวณนั้น ภายใน Chamber และจะใชห้นูไม่นอ้ยกวา่ 5 ตวั  สาํหรับแต่ละกลุ่ม   ภายหลงัจากทราบ
ปริมาณท่ีเหมาะสมของเซลลใ์นการปลูกถ่ายลงในตวัหนู แลว้จึงจะเร่ิมใชเ้ซลลม์ะเร็งท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วย
โดยตรง  

การจัดการสัตว์ทดลองหลงัส้ินสุดการศึกษา 
เม่ือเสร็จส้ินการทดลอง หนูท่ีทาํการทดลอง จะถูกทาํใหต้ายโดยใหมี้ความทรมานนอ้ยท่ีสุด 

โดยการใชย้าสลบ Barbiturate (Pentobarbital) ในขนาดท่ีสูง ฉีดเขา้สู่ช่องทอ้งของหนูทดลองเพ่ือทาํให้
หนูตาย และซากของหนูทดลอง จะถูกนาํไปทาํลายโดยการเผาในเตาเผาซากสตัวต่์อไป  
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ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ เช่น การเผยแพร่ในวารสาร จดสิทธิบตัร ฯลฯ และหน่วยงานทีนํ่าผลการวจัิย
ไปใช้ประโยชน์ 

1. ผลการศึกษาน้ีคาดวา่จะสามารถเผยแพร่โดยการตีพิมพล์งในวารสารวิชาการในสาขา     ท่ี
เก่ียวขอ้งระดบัชาติ และนานาชาติ 

2. สามารถพฒันาโมเดลเพ่ือการศึกษาพยาธิกาํเนิดของการติดเช้ือ HPV ในสตัวท์ดลองได ้
3. มีแอนติเจนจาํเพาะของ HPV ซ่ึงอาจนาํไปสู่การพฒันาชุดตรวจสอบ HPV 
4. เขา้ใจกลไกและบทบาทในการทาํลายเซลลม์ะเร็งปากมดลูกโดย T cell ซ่ึงอาจนาํมาใชเ้พื่อ

เป็นแนวทางในการรักษาโรคมะเร็งในคนได ้
5. สามารถสร้างและพฒันาบุคลากรทางดา้นวิทยาศาสตร์การแพทย ์ทั้งระดบัปริญญาโทและ 

ปริญญาเอก  
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วธีีดาํเนินการวจิัย 
  
งานวิจยัแบ่งออกเป็น  4 ส่วน คือ 

1. การพฒันาโมเดลสตัวท์ดลองโดยการปลูกถ่ายแซลลม์ะเร็งปากมดลูกของคนในสตัวท์ดลอง  
2. การศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัระดบัเซลล ์ (T cells) ต่อเซลลม์ะเร็งปากมดลูกท่ีเพาะเล้ียง

ในหลอดทดลอง (in vitro) และในสตัวท์ดลอง (in vivo) 

3. การเตรียมแอนติเจนจําเพาะต่อ  HPV เพ่ือ เป็นแนวทางพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยทาง
หอ้งปฏิบติัการ  แบ่งเป็น 

3.1.  การเตรียมแอนติเจนจาํเพาะต่อไวรัสแปปิโลมาชนิดโปรตีนบริสุทธ์ิ 

3.2.  การพฒันาเซลลเ์พาะเล้ียงท่ีมีแอนติเจนของไวรัสแปปิโลมา  

4. การพฒันาวิธีการตรวจหาแอนติเจนจาํเพาะต่อ HPV ดว้ยวิธีการรวมกลุ่มอนุภาคนาโนทองคาํ  

 

วสัดุและวิธีการ 
1. เซลล์มะเร็งปากมดลูก 

    เซลล ์HeLa, Caski, และ SiHa ทั้งหมดเป็นเซลลม์ะเร็งปากมดลูกท่ีเกิดจากการติดเช้ือ
ไวรัสแปปิโลมา โดย HeLa มีการติดเช้ือของไวรัสแปปิโลมาชนิด 18   Caski (ATCC :CRL-

1550 Lot No: 3794357) และ SiHa (ATCC: HTB-35 Lot No: 4031219)  เป็นเซลลท่ี์มี
การติดเช้ือของไวรัสแปปิโลมาชนิด 16      เซลลท์ั้งสามชนิดน้ีมีสารพนัธุกรรมของไวรัส
สอดแทรกอยูแ่ละสามารถทาํการเพาะเล้ียงในหลอดทดลองไดอ้ยา่งต่อเน่ือง โดยทาํการเพาะเล้ียง
ในอาหารเล้ียงเซลล ์(MEM) ท่ีมีสารอาหารและยาปฏิชีวนะ ต่าง ๆ ผสมอยู ่เช่น  10% fetal 
bovine serum ( FBS), 2 uM L-Glutamine, 10 mM HEPES, streptomycin (100 mg/ ml) และ
penicillin (100 unit/ml) เป็นตน้ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในภาวะบรรยากาศท่ีมี 5% 
คาร์บอนไดออกไซด ์

2.        เซลล์ปากมดลูกปกตขิองคน 
เกบ็จากผูป่้วยท่ีเขา้รับการรักษาในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ และจาํเป็นตอ้งทาํการตดั

ช้ินเน้ือเพ่ือการวนิิจฉยัโรควา่เป็นมะเร็งปากมดลูกหรือเพ่ือการรักษาผา่ตดัเน้ือออก การเกบ็
ตวัอยา่งทาํโดยสูตินรีแพทย ์ ท่ีภาควิชาสูติศาสตร์นรีเวชวิทยา คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ์  นาํเน้ือเยือ่ปากมดลูกของผูป่้วยท่ีไดจ้ากการผา่ตดั แช่ในอาหารเล้ียงเซลล ์DMEM 
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F12 (GIBCO) ตวัอยา่งเน้ือเยือ่ท่ีเกบ็จะรีบนาํมาทาํการยอ่ยใหเ้ป็นเซลลเ์ด่ียวๆ ทนัที โดยทาํการ
ตดัช้ินเน้ือใหมี้ขนาดเลก็ประมาณ 1 ตารางมิลลิเมตร แลว้นาํไปป่ันลา้งใน Hank’s Balanced 
Salt solution (HBSS) 2 คร้ัง แลว้นาํไป incubate ใน digestion solution (1X DMEM F 12, 10% 
FBS, 5,000u/ml of penicillin, 5,000 ug/ml of streptomycin, 50u/ml of collagenase)  37 o C 
ขา้มคืน หลงัจากนั้น นาํเซลลท่ี์ไดม้าทาํการป่ันลา้ง ดว้ย HBSS จาํนวน 3 คร้ัง นาํเซลลท่ี์ไดเ้ล้ียง
ในอาหารเล้ียงเช้ือ DMEM F12  ท่ีประกอบดว้ย 10% FBS, penicillin 5,000 u/ml, streptomycin 
5,000 ug/ml, epidermal growth factor 10ng/ml, hydrocortisone 0.4ug/ml  หลงัจากนั้นนาํมา
เพาะเล้ียงเพ่ิมจาํนวนในหลอดทดลอง   เม่ือเซลลเ์ร่ิมเติบโต ทาํการแยกเฉพาะส่วนท่ีเป็นเซลล์
เน้ือเยือ่ปกติ ใหบ้ริสุทธ์ิอีกคร้ัง   เซลลท่ี์แยกไดน้ี้ใหช่ื้อวา่ NTY   ซ่ึงเซลลป์ากมดลูกปกติน้ีใช้
เป็นเซลลค์วบคุมตลอดการศึกษาคร้ังน้ี   

3.        การตรวจหาสารพนัธุกรรม HPV  
ตวัอยา่งเซลลม์ะเร็ง  นาํมาทาํการสกดัสารพนัธุกรรมดว้ยชุดนํ้ายาสาํเร็จรูป Qiagen 

DNA mini kit  แลว้ทาํการตรวจหารสารพนัธุกรรมของ HPV โดยเทคนิค PCR ดว้ย primer L1 
(18) ซ่ึงสามารถเพ่ิมจาํนวนสารพนัธุกรรมของ HPV ไดอ้ยา่งนอ้ย 11 ชนิด คือ (HPV 6, 11,16, 
18, 31, 33, 42, 52, 58, 34 และ 36) โดยลาํดบัเบสของ primers และ conditions ท่ีใชใ้นการทาํ 
PCR แสดงในตารางท่ี 1 และ 2 ตามลาํดบั 

 
ตารางที ่1 คุณสมบติัของ oligo nucleotides ท่ีใชใ้นการศึกษา   

 

Name Sequence (5’- 3’) Target 
L1C1 CGTAAACGTTTTCCCTATTTTTTT HPV-L1 
L1C2 TACCCTAAATACTCTGTATTG HPV-L1 
PC04 CAACTTCATCCACGTTCACC Human β- goblin 
GH20 GAAGAGCCAAGGACAGGTAC Human β- goblin 
GAPDH1 CAGTTGTGGTGGTGTCTTCC Mouse GAPDH 
GAPDH2 CTTGGAGGCCAAAAGAGAAG Mouse GAPDH 
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ตารางที2่  ส่วนประกอบและ condition ท่ีใชใ้นการทาํ PCR ของแต่ละ primers 

 

Primer reaction (50ul) condition product size 

L1C1 

L1C2 

1X buffer (100 mM.KCl, 20 
mM Tris.) 
1.5 mM MgCl2

    

200 uM dNTPs  
  
25 pmole primers 
1.25 units of Taq 
1 ul of DNA sample  

Start 95 O C 10 min 1 cycle 
Denature 95 O C 1.30 min  
Annealing 40 O C1.30 min       40  
Extension  72O C  2 min  
Extension   72O C10 min 

250 bps. 

PC04 

GH20 

1X buffer (100 mM.KCl, 20 
mM Tris.) 
1.5 mM MgCl2

    

200 uM dNTPs  
  
2.5 pmole primers 
1.25 units of Taq 
1 ul of DNA sample  

Start 94 O C 10 min 1 cycle 
Denature  94 O C  30 sec  
Annealing 62 O C 1min       40  
Extension  68O C  1 min  
Extension   68O C 1 min 

268 bps 

GAPD
H1 

GAPD
H2 

1.5 mM MgCl2
    

200 uM dNTPs  
  
25 pmole primers 
1.25 units of Taq 
1 ul of DNA sample 

Start 94 O C 10 min 1 cycle 
Denature  94 O C  30 sec  
Annealing 62 O C  1min       40  
Extension  68O C  1 min  
Extension   68O C 1 min 
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4. การจําแนกไทป์ HPV      
ทาํการจาํแนกชนิดของ HPV ดว้ยชุดทดสอบ HPV genotyping kit (INNO-LiPA HPV 

genotyping V2;  Innogenetics) ซ่ึงเป็นชุดตรวจสอบสาํเร็จรูปสามารถทาํการจาํแนกชนิดของ 
HPV ครอบคลุม 26 ชนิด โดยขั้นตอนการทดสอบจะปฏิบติัตามคู่มือท่ีแนบมากบัชุดทดสอบ  ซ่ึง
ชุดตรวจสอบใชห้ลกัการ ของ reverse hybridization  โดยสารพนัธุกรรมของ HPV ในบางส่วน
ของบริเวณ L1  ท่ีเพ่ิมจาํนวนไดจ้ากวิธี PCR จะถูกติดฉลากดว้ย biotin  หลงัจากนั้นจะถูกทาํให้
เสียสภาพแยกออกจากกนัเป็นสายเด่ียว แลว้นาํไปทาํการ hybridize กบั specific probes ท่ีจาํเพาะ
ต่อ HPV แต่ละชนิดท่ีถูกตรึงเป็นแถวอยูบ่นแผน่เมมเบรน  หลงัจากนั้นจะทาํการตรวจสอบสาร
พนัธุกรรมท่ีสามารถจบักบั probes ไดโ้ดยการเติม streptavidin ท่ีติดฉลากดว้ย alkaline 
phosphatase ตามดว้ย substrate ท่ีจาํเพาะต่อเอนไซม ์  จะเกิดปฏิกิริยาทาํใหเ้กิดสีม่วงบริเวณ
ตาํแหน่งท่ีสารพนัธุกรรมของ HPV จบักบั specific probes  นั้น ทาํใหท้ราบวา่เป็น HPV ชนิดใด 

5. สัตว์ทดลอง    
หนูทดลองสายพนัธ์ุ BALB/c-nude mice อาย ุ8-10 อาทิตย ์นํ้าหนกัประมาณ 20-25 กรัม 

สัง่ซ้ือจากสาํนกัสตัวท์ดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล หนูทดลองจะทาํการเล้ียงภายใน
หอ้งควบคุมเช้ือ และอุณหภูมิ  ท่ีศูนยส์ตัวท์ดลอง  คณะแพทยศาสตร์  มีการดูแลใหอ้าหารและนํ้า
ตามแนวทางปฏิบติัของ Home office guidelines on the scientific use of animal (Scientific 
procedures) Act 1986  

6. การปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งในสัตว์ทดลอง  
ในวนัท่ีทาํการทดลอง หนูแต่ละตวัจะถูกทาํใหส้ลบโดย Phentobarbital sodium 5-9 

mg/100 g ทางช่องทอ้ง (IP) แลว้ใส่ Dorsal- Skinfold Chamber บนหลงั (ดงัรูปท่ี 1) โดยจะ
ทดลองใชเ้ซลลม์ะเร็งท่ีทราบชนิดของไวรัสแปปิโลมาในปริมาณเซลลท่ี์ต่างกนั    (แปดแสน- 
สองลา้นเซลล)์ [11] ใส่ลงใน Dorsal- Skinfold Chamber จึงทาํการปิด Chamber โดยใชก้ระจก 
เพื่อป้องกนั ใหอ้ยูบ่ริเวณนั้น ภายใน Chamber และจะใชห้นูไม่นอ้ยกวา่ 5 ตวั  สาํหรับแต่ละกลุ่ม    

รูปที ่1 
                             Dorsal- Skinfold Chamber  
                       เซลลม์ะเร็งท่ีทราบชนิดจะนาํ 
  ปลูกลงใน Chamber 
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7.   การศึกษาเพ่ือยืนยนัการเจริญของเซลล์มะเร็งในสัตว์ทดลอง        
1.  การตรวจทางพยาธิวทิยา   ทาํการเกบ็ตวัอยา่งเน้ือเยือ่ตรงกลาง Chamber นาํไปผา่น

ขบวนการ paraffin embedding แลว้ตดัช้ินเน้ือดงักล่าวเป็นแผน่บาง ลงในสไลด ์เพ่ือนาํไปยอ้มสี 
hematoxylin และ eosin (H&E)  และอ่านผลโดยพยาธิแพทย ์

2. การตรวจสอบหาสารพนัธุกรรม HPVภายในเซลล์      ตดัช้ินเน้ือจาก paraffin 
embedded tissue  เป็นแผน่บาง นาํไปทาํการตรวจสอบสารพนัธุกรรมของ HPV ดว้ยวิธี in situ 
hybridization   โดยหอ้งปฏิบติัการไวรัสวิทยาและจุลชีววิทยาโมเลกลุ  ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะ
แพทยศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลยัมหิดล 

3. การตรวจการเพิม่ขึน้ของหลอดเลือด    เม่ือครบ 14 วนัหลงัการปลูกถ่ายเซลล ์  
(Tumor angiogenesis) นาํหนูทาํการตรวจดูการเพ่ิมข้ึนของหลอดเลือด โดยวิธี Intravital 
Fluorescein Videomicroscopy  และใชโ้ปรแกรมการวิเคราะห์ภาพ Digital Image Analysis  

8. การเตรียมเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด  gamma delta T lymphocytes  
ทาํการเตรียมเซลลเ์มด็เลือดขาวชนิด T cell  ท่ีมีคุณสมบติัเป็น gamma delta T lymphocytes 

โดยใชต้วัอยา่งเลือด buffy coat  ท่ีแยกไดจ้ากผูบ้ริจาคโลหิตท่ีศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ 
สภากาชาดไทย   ซ่ึงเซลลช์นิดน้ีมีคุณสมบติัในการทาํลายเซลลแ์ปลกปลอมของร่างกายโดยไม่ตอ้ง
อาศยั Major histocompatibility complex (MHC)   วิธีทาํโดยยอ่คือ  ทาํการแยก Peripheral blood 
mononuclear cells (PBMC)  จาก buffy coat  โดยผา่น Ficoll-Hypaque density gradient 
centrifugation  หลงัจากนั้นนาํ PBMC มาเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล ์ RPMI-1640 (PAA, 
Austria) ท่ีมี 2 mM L-glutamine ยาปฏิชีวนะ 10 mM HEPES และ 10% fetal bovine serum (PAA, 
Austria) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในบรรยากาศท่ีมี 5% CO2  และทาํการกระตุน้เซลลด์ว้ย 
10uM pamidronate (Novartis)  1 คร้ัง และตามดว้ย 100u/ml of IL-2 (PeproTech, USA)  ทุก 3 วนั 
เม่ือครบ 14 วนั จึงทาํการแยก gamma delta T lymphocytes จาก PBMC โดยใช ้ miniMACS 
(Miltenyi Biotech, Germany) และ ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเซลลด์ว้ยวิธี flow cytometry   

9. การทดสอบความสามารถในการทาํลายเซลล์มะเร็งด้วยเซลล์ gamma delta T lymphocytes  ใน

หลอดทดลอง (in vitro)     
    9.1  Cytotoxicity test     นาํเซลล ์gamma delta T lymphocytes ท่ีเตรียมใหบ้ริสุทธ์ิแลว้  มา

ทดสอบความสามารถในการทาํลายเซลลม์ะเร็งปากมดลูกในหลอดทดลอง การทดสอบใชชุ้ด
ทดสอบ LDH Cytotoxicity Detection Kit  Roche)  ในเบ้ืองตน้ไดท้าํการทดสอบกบัเซลลม์ะเร็ง
ปากมดลูก 3 ชนิด คือ HeLa cell, SiHa cell และ Caski cell และใช ้ NTY cell ซ่ึงเป็น normal 
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human fibroblast ท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยมะเร็งปากมดลูก เป็นเซลลค์วบคุม โดยทาํการแบ่งเซลลม์ะเร็ง
ทั้งหมดออกเป็นสองกลุ่ม คือ กลุ่ม 1 ไดรั้บยา pamidronate และ กลุ่ม 2 ไม่ไดรั้บยา pamidronate  
โดยใชอ้ตัราส่วนของ effectors: target cells ท่ี 20:1 และ 40:1 ตามลาํดบั 

9.2  Cytokine detection    ทาํการทดสอบกลไกการฆ่าเซลลม์ะเร็งโดยการวิเคราะห์
ตรวจหา Cytokines ท่ีหลัง่ออกมาในระหวา่งการฆ่าเซลล ์ ไดแ้ก่ Interferon-gamma, Tumor 
necrotic factor –alpha  ดว้ยวิธี Enzyme-linked immunosorbent assay  โดยใชชุ้ดนํ้ายาสาํเร็จรูป
ของ PeproTech, USA    

10. การทดสอบความสามารถในการทาํลายเซลล์มะเร็งด้วยเซลล์ gamma delta T lymphocytes  ใน

หนูทดลอง (in vivo)      
     10.1    ทดสอบการคงอยู่ของเซลล์ gamma delta T lymphocytes     ทาํการติดฉลากสีเซลล ์ 

gamma delta T lymphocytes  ดว้ยนํ้ายา CellTracker green (5-chloromethyl fluorescein diacetate; 
CMFDA, Invitrogen, USA)   แลว้นาํเซลลท่ี์ติดฉลากฉีดเขา้สู่บริเวณท่ีมีการปลูกเซลลม์ะเร็งในหนู  
โดยฉีดหลาย ๆ ตาํแหน่ง   ทาํการตรวจสอบความคงอยูข่องเซลลด์ว้ย in vivo imaging System 
(Kodak, USA)  ทนัทีหลงัฉีด    

     10.2    in situ apoptosis detection   คือ การทดสอบความสามารถของ gamma delta T 
lymphocytes ในการทาํใหเ้ซลลม์ะเร็งตาย  โดยตรวจดูพยาธิสภาพของเซลลม์ะเร็งหลงัการยอ้มสี
จาํเพาะดว้ยวิธี  in situ apoptosis detection kit (ApopTag® Plus Fluorescein In Situ Apoptosis 
Detection Kit; CHEMICON International, USA)  ผา่นกลอ้งจุลทรรศนฟ์ลูออเรสเซ็นต ์ 

11.   การเตรียมโปรตีน E6 และL1 ของไวรัสแปปิโลมาในหลอดทดลอง  

    11.1  การเตรียม E6 และ L1 expression plasmid     พลาสมิด pGEX-4T-2-L1 มียนีสร้าง
โปรตีน HPV type 16 L1/GST fusion  และ pGEX-3X-E6MT มียนีสร้างโปรตีน HPV type 16 
E6/GST fusion ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก Assistant Professor Dr Peter C Angeletti  (Nebraska 
Center for Virology, School of Biological Sciences, University of Nebraska Lincoln, NE 68588, 
USA)   ทาํการโคลนพลาสมิดทั้งสองชนิดเขา้ Escherichia coli  DH5  เพื่อเพ่ิมปริมาณพลาสมิด
ใหเ้พียงพอ   

11.2  การตรวจสอบยนี E6 และ L1 ใน plasmid     ทาํการตรวจสอบยนืยนัวา่ E6 และ L1 
พลาสมิดท่ีอยูใ่น Escherichia coli  DH5  จริง ดว้ยวีธี PCR โดยใช ้primers จาํเพาะต่อ HPV-16 
E6 และ L1 ตามตารางท่ี 3  
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ตารางที ่3  primers ท่ีใชใ้นการตรวจสอบพลาสมิด E6 และ L1  

 
Primers Sequence (5’-3’) Target PCR product (bp) 

L1C1 
L1C2 
Pr1 
Pr2 

CGTAAACGTTTTCCCTATTTTTTT 
TACCCTAAATACTCTGTATTG 
TCAAAAGCCACTGTGTCCTGA 
CGTGTTCTTGATGATCTGCAA 

L1 
 

HPV-16 E6 

250 
 

119 

 
      ทาํการเพิ่มปริมาณ DNA 5 ไมโครลิตร ใน 1X PCR buffer (100 mM KCl, 20mM Tris 

pH 8.0), 1.5 mM MgCl2 , 200 μM dNTPs, 20 pmole of each Pr1/Pr2 primer, 1unit of Taq 
polymerase (Fermentas, EU)  ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร  ท่ีสภาวะ 94 องศาเซลเซียส 5 นาที  1 
รอบ  ตามดว้ย  94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 57 องศาเซลเซียส  30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 
นาที อีก 35 รอบ และสุดทา้ย 72 องศาเซลเซียส 10 นาที   สงัเกตผลผลิตท่ีไดโ้ดย 1.5% agarose 
gel ใน 0.5X Tris borate EDTA (TBE) buffer 

    11.3   การทาํ transformation    นาํพลาสมิดท่ีเตรียมไว ้ transform เขา้สู่ Escherichia coli  
BL-21 (DE3) ซ่ึงเป็น expression vector สามารถถูกกระตุน้ดว้ย Isopropyl--D-thiogalactoside 
(IPTG)  ทาํใหมี้การแสดงออกของโปรตีนท่ีตอ้งการ  โดยใชชุ้ดนํ้ายาสาํเร็จรูป Z-competent 
Escherichia coli  transformation kit & buffer set (ZymobrothTM )   เม่ือไดแ้บคทีเรียท่ีคดัเลือกแลว้ 
ตอ้งตรวจสอบการมีอยูข่องพลาสมิดดว้ยวีธี PCR ท่ีกล่าวใน 11.2  อีกคร้ัง   

  11.4    สภาวะทีเ่หมาะสมในการแสดงออกของโปรตีน    เพื่อใหมี้การแสดงออกของโปรตีนท่ี
ตอ้งการมากท่ีสุด จึงทาํการตรวจหาสภาวะท่ีเหมาะสม ไดแ้ก่  อุณหภูมิต่าง ๆ คือ 25 และ 37 องศา
เซลเซียส  ปริมาณสารกระตุน้ คือ IPTG  ท่ีความเขม้ขน้ 0.25 ถึง 1 mM  และระยะเวลาการกระตุน้
ตั้งแต่ 4, 6 และ 8 ชัว่โมง     แบคทีเรียท่ีผา่นการกระตุน้นาํไปลา้งดว้ย PBS และเกบ็ท่ีอุณหภูมิ -80 
องศาเซลเซียส จนกวา่จะทาํการสกดัต่อไป  

  11.5    การสกัดโปรตนี   นาํแบคทีเรียท่ีผา่นการกระตุน้มาละลาย ทาํใหเ้ซลลแ์ตกโดยเติม 
PBS ท่ีมีส่วนผสมของ 2 mM DTT, 1% Triton X-100,  lysozyme (1KU/ml), complete proteases 
inhibitor cocktail (1 tabblet/10ml) (Roche Co., USA) และเพ่ือใหเ้ซลลแ์ตกสมบูรณ์ นาํไปผา่น
เคร่ืองสัน่คล่ืนเสียงสูง  (High intensity ultrasonic processor VC505, SONICS)  หลงัจากนั้นนาํไป
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ป่ันตกตะกอนท่ีความเร็วรอบ 17,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  เกบ็ตวัอยา่ง
สารละลายและตะกอนเซลลไ์วท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อตรวจสอบดว้ยวิธี SDS-PAGE 

11.6    การทาํให้โปรตีนบริสุทธ์ิ       
11.6.1   โปรตนี E6     ทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยตวักรอง (Affinity chromatography) 

GST Fusion protein column purification kit ของบริษทั GE Healthcare เน่ืองจากโปรตีนจาก 

plasmid vector (pGEX) ถูกเช่ือมอยูก่บั glutathione S-transferase (GST) เม่ือนาํมาผา่นตวักรองท่ีมี

glutathione จบัเกาะอยูก่บัเจล (sepharose) โปรตีนจะถูกจบั โปรตีนท่ีไม่มีGSTจะไหลออกไปกบั 

buffer จากนั้นเติม elution buffer จะทาํให ้ GST หลุดออกมาโปรตีนท่ีเช่ือมอยูก่บั GST จะหลุด

ออกดว้ยทาํใหไ้ดโ้ปรตีนท่ีมีความบริสุทธ์ิมาก 

11.6.2  โปรตนี L1   เน่ืองจากโปรตีน L1 อยูใ่นรูปท่ีไม่ละลายนํ้ า ( Inclusion body) จึง

ตอ้งทาํใหอ้ยูใ่นรูปท่ีละลายนํ้าก่อนโดยใช ้ 3.5 M urea และกาํจดั urea ออกโดยการทาํ Dialysis 

ดว้ย dialysis membrane ขนาด 7000 ดาลตนั (โปรตีน L1 มีขนาด 8000 ดาลตนั) แลว้จึงนาํผา่นตวั

กรอง (Affinity chromatography) GST Fusion protein column purification kit ของบริษทั GE 

Healthcare เพ่ือแยกโปรตีนบริสุทธ์ิต่อไป 

     11.7  การทาํ SDS-PAGE  และ Western Blot     เพ่ือตรวจสอบยนืยนัความบริสุทธ์ิของ

โปรตีน E6 และ L1  นาํโปรตีนท่ีเตรียมไดม้าแยกผา่น 10% polyacrylamide gel  และยอ้มดูแถบ

โปรตีนดว้ยสี Coomassie blue  สงัเกตขนาดของแถบโปรตีนท่ีปรากฏ   เพื่อใหมี้ความจาํเพาะ 

หลงัจากแยกโปรตีนผา่น 10% polyacrylamide gel  แลว้ใหท้าํการเคล่ือนยา้ยโปรตีนมายงัแผน่เมม

เบรน (nitrocellulose membrane) และทาํการตรวจหาโปรตีนดว้ยแอนติบอดีจาํเพาะต่อ E6 และ L1 

[mouse anti-HPV-16 L1 and E6 monoclonal antibody(Santa cruz)]   และ goat anti-mouse IgG 

labeled alkaline phosphatase (Santa cruz)  ตามดว้ย substrate BCIP/NBT เพ่ือสงัเกตการปรากฏ

ของแถบสีจาํเพาะ 

12.  การพฒันาเซลล์เพาะเลีย้งทีม่ีการแสดงออกของโปรตีน E6 ของไวรัสแปปิโลมา 

12.1  เซลล์เพาะเลีย้ง    เซลล ์ RKO (ATCC CRL‐2577) เป็นเซลลม์ะเร็งลาํใสใ้หญ่ ซ่ึงยงัคงมี

คุณสมบติัของ wild-type p53 แต่ไม่มี endogenous human thyroid receptor nuclear receptor (h-

TRbeta1)  ทาํการเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล ์Minimal Essential Medium (MEM) ท่ีมี 20% fetal 
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bovine serum (PAA; Austria), 100 units/ml penicillin G และ 100 μg/ml  streptomycin, 2 mM L-

glutamine and 0.01M HEPES (N-2-hydroxyethylpiperaine-N’-2-ethan sulfonic acid) (Sigma, 

USA)  เซลลเ์พาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใตบ้รรยากาศ 5% CO2     

12.2  Plasmid       pCI-Neo (Promega, USA) ท่ีมียนี HPV-16 E6 ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก 

Prof. Paul Harmonat,  University of Arkansas, USA  นาํพลาสมิดมาตรวจสอบการมีอยูข่องยนี 

HPV-16 E6  ดว้ยวิธี PCR ในขอ้ 11.2 

12.3  การทาํ Transfection   นาํพลาสมิด pCI-Neo มาเขา้สู่เซลล ์RKO โดยใชชุ้ดนํ้ายาสาํเร็จรูป 

FUGENE HD® Transfection kit (Roche, USA)  และวธีิการตามท่ีบริษทัแนะนาํ  ทาํการคดัเลือก

เซลลท่ี์มีพลาสมิด pCI-Neo โดยใชย้าปฏิชีวนะ neomycin 2,000 μg/ml ผสมเขา้ไปในอาหารเล้ียง

เซลล ์   ทาํการเพาะเล้ียงเซลลท่ี์มีชีวิตรอดอยูต่่อไปในอาหารเล้ียงเซลลท่ี์มียาปฏิชีวนะ neomycin 

2,000 μg/ml   โดยเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลทุ์ก ๆ 3 วนั ประมาณ  1 เดือน หลงัจากนั้น นาํเซลลท่ี์

เล้ียงไดม้าตรวจสอบการมียนี HPV-16 E6  ดว้ยวิธี PCR ในขอ้ 11.2    เซลลท่ี์มียนี HPV-16 E6 ท่ี

ตอ้งการต่อไปเรียกวา่  RKO-E6   

12.4  การตรวจสอบ RKO-E6 ด้วยวธีิ Immunofluorescence    นาํเซลล ์ RKO-E6 ท่ีไดม้า

ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนภายในเซลล ์  โดยนาํเซลลม์าตรึงบนสไลดด์ว้ย cold acetone 

ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  แลว้ยอ้มดว้ย  mouse monoclonal anti-HPV16 E6/18 

E6 IgG (Santa cruz) ท่ีความเจือจาง 1:100 ตามดว้ย  goat polyclonal anti-mouse IgG PE (Abcam, 

UK) ความเจือจาง 1:20   คร้ังละ 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  ตรวจสอบดูผลภายใต้

กลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนส์ (Olympus, USA) สงัเกตเซลลท่ี์มีการเรืองแสงสีแดง  

12.5  RKO-E6  Stable cell line   เพ่ือตอ้งการเซลลท่ี์มีคุณสมบติัการแสดงออกของโปรตีน 

HPV-16 E6  ใหอ้ยูต่ลอดไป  จึงตอ้งทาํการเพาะเล้ียงเซลล ์RKO-E6 ท่ีไดจ้ากขอ้ 12.3 ต่อไป โดย

ทาํการเพาะเล้ียงและคดัเลือกโดยใชย้าปฏิชีวนะ neomycin 2,000 μg/ml เป็นระยะทุก ๆ 2 เดือน  

ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนภายในเซลลเ์ป็นระยะๆ จนกระทัง่เซลลทุ์กเซลลมี์การ

แสดงออก  (ร้อยละ 100)   

12..6  การตรวจสอบ RKO-E6 ด้วยวธีิ  Western blot   นาํเซลลจ์าํนวนสิบลา้นเซลลม์าสกดั

โปรตีนและแยกผา่น SDS-PAGE และตรวจหา HPV-16E6 ดว้ยวิธี Western blot ตามวิธีขอ้ 11.7 
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 13.   การพฒันาการตรวจหาแอนติเจนจําเพาะต่อ HPV ด้วยวธีิการรวมกลุ่มอนุภาคนาโนทองคาํ 

13.1  การเตรียมอนุภาคนาโนทองคาํ  จดัซ้ือ gold colloidal solution ขนาด 10 nm จากบริษทั 

Sigma-Aldrich, cat.G1527  อนุภาคนาโนทองคาํน้ีมีปริมาณ 0.01%  แขวงลอยใน 0.01% 

tanic acid,  0.04% trisodium citrate, 0.26 mM potassium carbonate, และ 0.02% sodium 

azide 

13.2  การหาสภาวะทีเ่หมาะสมของอนุภาคนาโนทองคาํกับแอนติบอดต่ีอ HPV   เพื่อใหไ้ด้

ปริมาณแอนติบอดีท่ีเคลือบสูงท่ีสุดบนผิวอนุภาคนาโนทองคาํ จึงตอ้งหาสภาวะท่ี

เหมาะสมของความเป็นกรด-ด่าง ของสารละลาย (pH 4, 5, 6, 7, 8, และ 9) กบัความ

เขม้ขน้ของแอนติบอดีจาํเพาะต่อ HPV-16E6 และ HPV-16L1 (Santa cruz)  ซ่ึงเจือจาง

เป็น 1:200, 1:400, 1:600, 1:800 and 1:1000   เม่ือทาํปฏิกิริยาแลว้นาน 5 นาที จึงนาํไป

อ่านค่า optical density ท่ีความยาวคล่ืน 580 nm   

13.3  การเตรียมอนุภาคนาโนทองคาํเคลือบแอนติบอดต่ีอ HPV   โดยยอ่คือ นาํสารแขวงลอย

อนุภาคนาโนทองคาํปรับสภาวะกรด-ด่างดว้ย 0.2 M K2CO3 ใหไ้ด ้pH 8.0  ใส่แอนติบอดี

ปริมาณ 0.5 μg/ml  ทาํการบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 30 นาที หลงัจากนั้นเติม จึงทาํการลา้ง

อนุภาคนาโนทองคาํดว้ยสารละลาย 20  mmol/L sodium borate, pH 8 ท่ีมี 1% BSA และ

0.1% sodium azide  ป่ันตกตะกอนท่ีความเร็วรอบ 25000 รอบต่อนาที  และใส่สารละลาย 

20  mmol/L sodium borate, pH 8 ท่ีมี 1% BSA และ0.1% sodium azide  เกบ็ 40C 

13.4  การตรวจหาแอนติเจน HPV-16 E6 และ HPV-16L1 ด้วยวธีิการรวมกลุ่มอนุภาคนาโน

ทองคาํ   นาํโปรตีนบริสุทธ์ิ HPV-16 E6 และ HPV-16L1 ท่ีเตรียมจากขอ้ 11.6 มาทาํ

ปฏิกิริยากบัอนุภาคนาโนทองคาํท่ีเคลือบดว้ยแอนติบอดีต่อ HPV ขอ้ 13.3  โดยทาํ

ปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ กนัคือ 4, 25 และ 37 องศาเซลเซียส  และนาํมาตรวจปฏิกิริยา

ดว้ยเคร่ือง spectrophotometer (SmartTM Spec, BIO-RAD) ท่ีความยาวคล่ืน 520, 580  และ 

620 nm หลงัจากทาํปฏิกิริยานาน 0, 30 และ 60 นาที  โดยหลอดควบคุมบวกใช้

เซลลม์ะเร็งปากมดลูก CaSki  ซ่ึงมีสารพนัธุกรรมของ HPV-16 อยูป่ระมาณ 600 copies 

และหลอดควบคุมลบ ใชอ้นุภาคนาโนทองคาํท่ีเคลือบดว้ย normal antibody 
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13.5  ความจาํเพาะและความไวของวธีิการรวมกลุ่มอนุภาคนาโนทองคาํ   เพ่ือหาความไวของ
การตรวจจึงทาํการเจือจางปริมาณแอนติเจนท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ กนั ไดแ้ก่ 0.625, 2.5, 
10, and 40 μg/ml   และทาํการทดสอบ  ส่วนการหาความจาํเพาะใชต้วัอยา่ง cell lysate 
ของแบคทีเรียซ่ึงพบไดบ้่อยในช่องคลอด ไดแ้ก่   Staphylococcus aureus, Streptococcus 
viridians, Enterococcus spp., Escherichia coli และ Pseudomonas aeruginosa โดยไดรั้บ
ความอนุเคราะห์ตวัอยา่งดงักล่าวจาก อาจารย ์ ดร.ธนิษฐา ฉตัรสุวรรณ หน่วยแบคทีเรีย
วิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั   นอกจากน้ีใช้
ตวัอยา่ง cell lysate ของเซลลม์ะเร็งปากมดลูกท่ีมีและไม่มีสารพนัธุกรรมชนิดต่าง ๆ ของ 
HPV ดงัแสดงในตารางท่ี 4  

 

                                                ตารางที ่4   Standard cell lines used in control experiment 
 

Cell lines Type of cell line HPV DNA  

CaSki 
SiHa 
Hela 
ME-180 
MS751 
C-33A 
HEp-2 

Human cervical carcinoma 
Human cervical carcinoma 
Human cervical carcinoma 
Human cervical carcinoma 
Human cervical carcinoma 
Human cervical carcinoma 

Human laryngeal carcinoma 

~ 600 copies HPV-16 DNA 
1-2 copies HPV-16 DNA 

HPV-18 DNA 
HPV-39 DNA, HPV-18 DNA 
HPV-18 DNA, HPV-45 DNA 

Negative for HPV DNA 
Negative for HPV DNA  
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ผลการวจิัย 

ส่วนที ่1  

การพฒันาโมเดลสัตว์ทดลองโดยการปลูกถ่ายเน้ือเย่ือมะเร็งปากมดลูกของคนในสัตว์ทดลอง  
1. การทดสอบหาปริมาณของเซลล์มะเร็งทีเ่หมาะสมในการปลูกถ่ายในหนูทดลอง 

ในเบ้ืองตน้ ทาํการเพาะเล้ียงเซลล ์ HeLa ซ่ึงเป็นเซลลม์ะเร็งปากมดลูกติดเช้ือ HPV-18 และทดลอง
ปลูกถ่ายในหนูทดลอง ชุดแรกจาํนวน 20 ตวั โดยใชป้ริมาณของเซลล ์ ท่ีแตกต่างกนั คือ 2.5 X105, 5 X105, 
และ 1 X106   ทั้งน้ีเพ่ือหาปริมาณของเซลลท่ี์นอ้ยท่ีสุดท่ีสามารถทาํใหเ้กิดกอ้นมะเร็งไดใ้นหนูทดลอง   พบวา่
ปริมาณเซลล ์2.5 X105  เพียงพอท่ีจะทาํใหเ้กิดกอ้นเน้ือ การเพ่ิมขยายของกอ้นเน้ือสงัเกตเห็นไดต้ั้งแต่วนัท่ี 14   
หลงัจากนั้นไดท้าํการทดลองในหนูเพ่ิมเติมเพ่ือตรวจดูความสมัพนัธ์ของปริมาณเซลลท่ี์ปลูกถ่ายและ
ระยะเวลาการพฒันากอ้นเน้ือ รวมถึงขนาดกอ้นเน้ือ พบวา่มีความสมัพนัธ์เป็นเส้นตรง   ผลแสดงดงัตารางท่ี 5 
และรูปท่ี 2      
 
ตารางที ่5 ผลการปลูกถ่ายเซลล ์HeLa ในปริมาณต่างๆ ในหนูทดลอง  
 

No. HeLa cells  

No of mice with tumor (%) 

Week (s) after implantation 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 

2.5×105 

4 /5  

(80) 

Size (mm) 

 
0 0 0 

4.6 

+ 1.70 

8.0 

+ 2.30 

8.75 

+ 1.5 

9.25 

+ 1.5 

9.25 

+ 1.5 

10.25 

+ 2.87 

Body weight (g) 

 

23.24 

+ 1.61 

24.06 

+ 0.64 

24.26 

+ 0.42 

25.32 

+ 1.23 

26.16 

+1.31 

25.84 

+ 1.24 

25.82 

+ 1.02 

25.72 

+ 1.07 

26.36 

+ 1.01 

5×105 

2 /3 

(66) 

Size (mm) 

 
0 0 

4.00 

+ 0.00 

5.00 

+ 1.00 

5.3 

+ 0.57 

6.6 

+ 0.57 

7.3 

+ 1.15 

8.3 

+ 1.52 

9.6 

+ 0.57 

Body weight (g) 

 

18.6 

+ 0.66 

20.66 

+ 1.15 

21.60 

+ 1.15 

21.76 

+ 1.07 

21.83 

+ 1.15 

21.60 

+ 0.26 

22.03 

+ 0.65 

23.00 

+ 0.72 

23.73 

+ 0.70 

1×106 

4/4  

(100) 

Size (mm) 

 
0 0 

3.0 

+ 0.81 

5.5 

+ 1.00 

6.5 

+ 3.10 

12.0 

+ 6.53 

14.25 

+ 7.13 

14.75 

+ 7.36 

14.75 

+ 7.36 

Body weight (g) 

 

17.3 

+ 1.04 

19.67 

+ 0.88 

20.60 

+ 0.98 

21.00 

+ 1.37 

21.85 

+ 1.36 

22.32 

+ 1.14 

22.37 

+ 1.14 

23.03 

+ 1.31 

24.02 

+ 1.49 
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y = 0.9343x + 1.8781
R2 = 0.9799

y = 0.9286x + 3.2429
R2 = 0.7708

y = 2.0929x - 0.219
R2 = 0.8547

0
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16

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

2.5x10-5

5x10-5 

1x10-6

Linear (5x10-5 )

Linear (2.5x10-5)

Linear (1x10-6)

Weeks after inoculation Weeks after inoculation Weeks after inoculation 

T
u

m
o

r 
si

ze
 (

m
m

) 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

รูปที ่2    (A,B)  ลกัษณะของหนูท่ีเกิดตุ่มนูนคลา้ย papillomatosis บริเวณท่ีมีการปลูกถ่ายเซลลม์ะเร็ง (C)  
กราฟแสดงความสมัพนัธ์ของปริมาณเซลล ์HeLa ท่ีปลูกถ่าย ขนาดของกอ้นเน้ือและระยะเวลา  

A B

C 
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2.  การตรวจดูการเพิม่ขึน้ของหลอดเลือด   
การเพ่ิมข้ึนของเส้นเลือดจะทาํการตรวจโดยการยอ้มสีเสน้เลือดดว้ยสารเรืองแสง fluorescein 

isothiocyanate (FITC) เม่ือครบ 14 วนัหลงัการปลูกถ่ายเซลล ์   (Tumor angiogenesis)  โดยวธีิ Intravital 
Fluorescein Videomicroscopy   พบวา่ บริเวณท่ีปลูกถ่ายเซลล ์HeLa  เขา้ไปของหนูจะพบมีการสร้างของเสน้
เลือดเพ่ิมมากข้ึนอยา่งสงัเกตไดช้ดัเจน เม่ือเปรียบเทียบกบัหนูกลุ่มควบคุมท่ีฉีดเฉพาะอาหารเล้ียงเช้ือ MEM  
(รูปท่ี3) และนอกจากน้ีผลจากการศึกษาทางพยาธิวิทยาในเน้ือเยื้อท่ีตดัจากบริเวณของรอยโรคในกลุ่มท่ีไดรั้บ
การปลูกถ่ายเซลลม์ะเร็งยงัพบลกัษณะของเสน้เลือดท่ีมากกวา่ในกลุ่มควบคุมดว้ย (รูปท่ี 4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    
 
 
 

รูปที ่3  ภาพถ่ายเสน้เลือดแสดงใหเ้ห็นการเพ่ิมข้ึนของเสน้เลือดบริเวณเน้ือเยือ่ท่ีมีการปลูกถ่ายเซลลม์ะเร็ง 
A. หนูกลุ่มท่ีไดรั้บ เซลล ์HeLa ท่ีปริมาณ 106 เซลล ์(สองสปัดาห์) 
B. หนูกลุ่มควบคุมท่ีไดรั้บ MEM medium  (สองสปัดาห์) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B 
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10X 

A B

10X 

 
 
 

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปที ่4 ลกัษณะทางเซลลวิ์ทยาท่ีพบการเพ่ิมข้ึนของเสน้เลือดในช้ินเน้ือของหนูท่ีทาํการศึกษา 
A. ช้ินเน้ือบริเวณรอบๆ รอยโรคของหนูท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายดว้ย HeLa cell (106)  พบลกัษณะของ

เสน้เลือดท่ีเพิม่ข้ึน (ลูกศรช้ี) 
B. ช้ินเน้ือบริเวณรอบๆ รอยโรคของหนูกลุ่มควบคุม  
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3.ลกัษณะเซลล์ทางพยาธิวทิยา   
 ภายหลงัจากทาํการปลูกถ่ายเซลล ์ HeLa ลงไปแลว้ประมาณ สองสปัดาห์ จะทาํการเกบ็ตวัอยา่ง

เน้ือเยือ่บริเวณผิวหนงัท่ีมีการปลูกถ่ายเซลลม์ะเร็งเพื่อทาํการส่งตรวจทางพยาธิวิทยา  ผลการศึกษาพบวา่เซลล์
ท่ีไดจ้ากหนูในกลุ่มท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายเซลลม์ะเร็งจะพบลกัษณะของเซลลท่ี์มีความผิดปกติ  (dysplasia) และ
สามารถเห็นลกัษณะจาํเพาะของเซลลท่ี์มีการติดเช้ือ HPV ท่ีเรียกวา่ koilocyte ไดอ้ยา่งชดัเจน เม่ือเปรียบเทียบ
กบัลกัษณะของเซลลใ์นกลุ่มควบคุมซ่ึงไม่พบมีความผิดปกติใดๆ (รูปท่ี 5) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่5    ลกัษณะทางพยาธิวทิยาของเน้ือเยือ่บริเวณท่ีปลูกถ่ายเซลลม์ะเร็งในหนูทดลอง  
              A.  เซลลห์นูท่ีไดรั้บการปลูกถ่าย HeLa cell  ท่ีปริมาณ 106  แสดงใหเ้ห็นลกัษณะของเซลลท่ี์ผิดปกติ   
                    (ในวงกลม)  
              B.  เซลลห์นูกลุ่มควบคุมท่ีฉีดดว้ย MEM medium ไม่พบเห็นลกัษณะเซลลท่ี์ผิดปกติ  
              C.  ลกัษณะของ koilocytes ท่ีเกิดข้ึนในเซลลท่ี์มีการติดเช้ือ HPV (ลูกศรช้ี) 
 

A 

10X 

B 

10X 

C 

40X 
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4. การตรวจหาสารพนัธุกรรมไวรัสแปปิโลมาในก้อนเน้ือ   
เพื่อยนืยนัวา่บริเวณท่ีมีพยาธิสภาพกอ้นเน้ือนั้นเกิดจากเซลล ์ HeLa     ดงันั้นจึงทาํการตรวจสอบ

ยนืยนั โดยการตรวจหาสารพนัธุกรรมของ HPV ดว้ยวธีิ Polymerse chain reaction (PCR) โดยใช ้ primers ท่ี
จาํเพาะต่อยนี L1 สาํหรับ HPV และใช ้  human β-globin gene เป็นตวับ่งช้ีวา่เป็น  human DNA และ mouse 
GAPDH เป็นตวับ่งช้ีวา่เป็น mouse DNA   และทาํการยนืยนัผลการตรวจสารพนัธุกรรมของ HPV โดยการ
จาํแนกชนิดของ HPV โดยใชชุ้ดทดสอบ HPV genotyping (INNO-LiPA HPV) และ การทาํ in situ  
hybridization ดว้ย probes ท่ีจาํเพาะต่อ HPV  type 16 และ 18  อีกคร้ังหน่ีง โดยมีตวัควบคุมคือ HeLa DNA  
และ เน้ือเยือ่ของหนูท่ีฉีดดว้ย MEM  เป็น normal mouse DNA 
 ผลการทดสอบพบวา่หนูทั้งสองตวั (X4 และ X5) ท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายดว้ยเซลล ์ HeLa มีสาร
พนัธุกรรมของ HPV (รูปท่ี 6 A, Lane 3,4)  และตรวจพบ human β-globin gene (รูปท่ี 6A,  Lane 7,8) 
เหมือนกบัเซลล ์HeLa (รูปท่ี 6A, Lane 2, 5)  นอกจากน้ียงัตรวจพบ mouse GAPDH ดว้ย (รูปท่ี 6A, Lane 11, 
12)    
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที ่6  A. ผลการทดสอบสารพนัธุกรรมของ HPV จากบริเวณรอยโรคท่ีไดจ้ากเน้ือเยือ่หนูท่ีไดรั้บ
การ ปลูกถ่ายเซลลม์ะเร็ง      
Lane 1. DNA marker (bp)                  Lane 8. X5 DNA (β-globin primers) 
Lane 2. HeLa DNA (L1 primers)  Lane 9. Normal mouse DNA (β-globin primers) 
Lane 3. X4 DNA (L1 primers)  Lane 10. HeLa DNA (GAPDH- primers) 
Lane 4. X5 DNA (L1 primers)  Lane 11. X4 DNA (GAPDH- primers) 
Lane 5. Normal mouse DNA (L1 primers) Lane 12. X5 DNA (GAPDA- primers) 
Lane 6. HeLa DNA (β-globin primers) Lane13.Normal mouse DNA (GAPDH- primers) 
Lane 7. X4 DNA (β-globin primers)   
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เม่ือตรวจจาํแนกไทป์พบเป็น HPV type 18 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัไทป์ของ HPV ท่ีสอดแทรกอยูใ่น
โครโมโซม ของเซลล ์HeLa   (รูปท่ี 6 B)   และการตรวจดว้ยวธีิ in situ  hybridization กใ็หผ้ลบวกต่อ HPV 
type 18 เช่นกนั (รูปท่ี 7) 
              

          
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

   
  
  
 
 
 
 
  
 
 
 
    

    รูปที ่7   ผลการตรวจสอบยนืยนัสารพนัธุกรรมของ HPV โดยวธีิ in situ  hybridization  
A. บริเวณท่ีตรวจพบเซลลท่ี์มีสารพนัธุกรรม HPV-18 กาํลงัขยาย 10X 
B. ภาพขยายแสดงเซลลท่ี์ใหผ้ลบวกจะติดสีนํ้าตาลภายในนิวเคลียส (ลูกศร) กาํลงัขยาย 40X 

 

10 X 

A B 

40 X 

รูปที ่6 B.  
ผลการจาํแนกชนิดของ HPV จากบริเวณรอย      
โรคท่ีไดจ้ากเน้ือเยือ่จากหนูท่ีไดรั้บการปลูก 
ถ่ายเซลลม์ะเร็งโดยชุดทดสอบ HPV-genotyping  
V2 (INNO-LiPA HPV;  Innogenetics) 
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5. การปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งจากผู้ป่วย 
 เน่ืองจากปัจจุบนัยงัไม่มีรายงานการใชเ้ซลลม์ะเร็งท่ีแยกไดจ้ากผูป่้วยมะเร็งปากมดลูกทาํการปลูกถ่าย
ลงในสตัวท์ดลอง จึงไดท้ดลองนาํเซลลจ์ากผูป่้วยมาทาํการเพาะเล้ียงและปลูกถ่ายลงในสตัวท์ดลอง  
 การศึกษาเบ้ืองตน้ทาํการเกบ็ตวัอยา่งเซลลม์ะเร็งจากผูป่้วยไดส้องตวัอยา่งและทาํการเพาะเล้ียงเซลล์
ในหลอดทดลองตามวิธีการท่ีกล่าวแลว้ขา้งตน้  ผลการศึกษาคือสามารถเพาะเล้ียงเซลลใ์หร้อดชีวิตไดเ้พียง 1 
ตวัอยา่ง (รูปท่ี 8) เม่ือทาํการทดสอบเซลลด์งักล่าววา่มีสารพนัธุกรรม HPV หรือไม่โดยวิธี PCR พบวา่ให้
ผลบวก  เม่ือทาํการจาํแนกไทป์ ปรากฏวา่ไม่สามารถจาํแนกชนิดของไวรัสได ้ทั้งน้ีอาจจะเป็น HPV ชนิดอ่ืนๆ 
ท่ีชุดทดสอบไม่สามารถตรวจสอบได ้อยา่งไรกต็ามไดท้าํการทดลองปลูกถ่ายเซลลท่ี์ไดล้งในสตัวท์ดลอง  แต่
ไม่สามารถทาํใหส้ตัวท์ดลองเกิดพยาธิสภาพของมะเร็งได ้    ไดน้าํเน้ือเยือ่บริเวณท่ีปลูกถ่ายเซลลล์งไปในหนู
มาทาํการตรวจสอบซํ้ าวา่ยงัมีเซลลม์ะเร็งท่ีมีไวรัสแปปิโลมาอยูห่รือไม่ดว้ยวิธี PCR  ปรากฏวา่ ไม่สามารถ
ตรวจพบสารพนัธุกรรม HPV ในเน้ือเยือ่ดงักล่าว    
 ไดพ้ยายามท่ีจะเพาะแยกเซลลม์ะเร็งปากมดลูกจากเน้ือเยือ่ผูป่้วยโดยตรงต่อไปอีก แต่กไ็ม่ประสบ
ผลสาํเร็จ  จึงไดต้ดัสินใจลม้เลิกการใชเ้ซลลม์ะเร็งโดยตรงจากผูป่้วย และใชเ้ซลล ์ HeLa แทนในการศึกษา
ต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                             
 
 
 

                               รูปที ่8  เซลลม์ะเร็งท่ีเพาะเล้ียงไดจ้ากเซลลผ์ูป่้วยมะเร็งปากมดลูก 
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ส่วนที ่2 
การศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุ้มกนัระดบัเซลล์ (Tcells) ต่อเซลล์มะเร็งปากมดลูกทีเ่พาะเลีย้งในหลอดทดลอง 

(in vitro) และในสัตว์ทดลอง (in vivo) 
1. การเตรียมเซลล์แกมมาเดลตาทเีซลล์ (gamma/delta T cell)  

1.1 ความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของ pamidronate ในการกระตุ้นแกมมาเดลตาทเีซลล์ 
ทาํการทดสอบหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ pamidronate โดยใชค้วามเขม้ขน้ตั้งแต่ 0.625-200 
μM/ml กระตุน้ PBMC  ผลการทดสอบพบวา่ ความเขม้ขน้ท่ีกระตุน้ใหมี้แกมมาเดลตาทีเซลลสู์ง
ท่ีสุดคือ 10 uM/ml   โดยสามารถกระตุน้ใหมี้เพ่ิมข้ึนถึงร้อยละ 77  เม่ือเทียบกบัเซลลท่ี์ไม่ไดรั้บ
การกระตุน้ดว้ย pamidronate  (รูปท่ี 9)   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่9  ปริมาณร้อยละของแกมมาเดลตาทีเซลลห์ลงัจากการกระตุน้ PBMC ดว้ย pamidronate 
ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ กนั  
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1.2  ปริมาณแกมมาเดลตาทเีซลล์บริสุทธ์ิ      หลงัจากกระตุน้เซลล ์PBMC ไวน้าน 14 วนั จึงนาํมาทาํ
การแยกแกมมาเดลตาทีเซลล ์ ซ่ึงผลของการทาํใหบ้ริสุทธ์ิพบวา่มากถึงร้อยละ 90 (รูปท่ี 10)  และ
ประชากรส่วนใหญ่ (ร้อยละ 87) ของแกมมาเดลตาทีเซลลท่ี์แยกไดเ้ป็น V9Vδ2 T cells  (รูปท่ี 
11)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่10 การทาํใหแ้กมมาเดลตาทีเซลลบ์ริสุทธ์ิ   A) non-stained pamidronate treated PBMC  B) 
PBMC stained with FITC anti gamma delta-TCR antibody  C) purified gamma delta stained with 
FITC anti gamma delta-TCR antibody  determined by Flowcytometry  D) purified gamma delta 
stained with FITC anti gamma delta-TCR antibody  determined by Fluorescence microscope 
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รูปที ่11  ผลการตรวจแกมมาเดลตาทีเซลลท่ี์ทาํใหบ้ริสุทธ์ิและยอ้มดว้ยแอนติบอดีจาํเพาะชนิดต่าง ๆ  
ดว้ย Flow cytometry   

A)  Stimulated PBMC ยอ้มดว้ย FITC pan anti g/d TCR antibody.  
B)  แกมมาเดลตาทีเซลลจ์าก Stimulated PBMC ยอ้มดว้ย PE anti V9 antibody and FITC anti    

Vδ2 antibody 
C)   Control PBMC ยอ้มดว้ย FITC pan anti g/d TCR antibody. 
D)  แกมมาเดลตาทีเซลลจ์าก Control PBMC ยอ้มดว้ย PE anti V9 antibody and FITC anti 

Vδ2 antibody 
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2.  ความสามารถของแกมมาเดลตาทเีซลล์ในการฆ่าเซลล์มะเร็งปากมดลูก    นาํแกมมาเดลตาทีเซลลบ์ริ
สุทธ์มาทาํปฏิกิริยากบัเซลลม์ะเร็งปากมดลูกท่ีมีสารพนัธุกรรมของไวรัสแปปิโลมา สามชนิด คือ Hela; 
HPV-18, SiHa; HPV-16 และ CaSki; HPV16  ท่ีไดรั้บการกระตุน้ดว้ย 10 uM/ml of pamidronate  นาน 
5 วนัก่อนนาํมาใช ้ และไม่ไดรั้บการกระตุน้ ในอตัราส่วน 20:1  และ 40:1   ผลของแกมมาเดลตาทีเซลล์
ของผูบ้ริจาคโลหิตจาํนวน 5 คนใหผ้ลดงัตารางท่ี 6  แสดงใหเ้ห็นวา่ แกมมาเดลตาทีเซลลส์ามารถ
ทาํลายเซลลม์ะเร็งปากมดลูกทั้งสามชนิดได ้แต่ประสิทธิภาพในการทาํลายแตกต่างกนั  แกมมาเดลตาที
เซลลส์ามารถฆ่าเซลลม์ะเร็งปากมดลูกท่ีผา่นการกระตุน้ดว้ย 10 uM/ml of pamidronate  ไดดี้กวา่
เซลลม์ะเร็งท่ีไม่ไดรั้บการกระตุน้   เซลลท่ี์ถูกทาํลายไดดี้ท่ีสุดคือ Hela  ตามดว้ย SiHa  และ CaSki  
อตัราส่วนแกมมาเดลตาทีเซลลต่์อเซลลม์ะเร็ง 40:1 มีประสิทธิภาพในการทาํลายสูงกวา่ 20:1   และมี
ความแตกต่างระหวา่งเซลลท่ี์ไดรั้บการกระตุน้และไม่ไดรั้บการกระตุน้อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  
 
ตารางที ่6    ประสิทธิภาพของการทาํลายเซลลม์ะเร็งปากมดลูกดว้ยแกมมาเดลตาทีเซลล ์ 
 
 
 
 
 
 

 

   
 
 
 
 
 
 
 
 

ขอ้สงัเกตคือ แกมมาเดลตาทีเซลลน์อกจากสามารถทาํลายเซลลม์ะเร็งปากมดลูกแลว้ ยงัสามารถ
ทาํลายเซลลป์กติ (NTY) ไดด้ว้ย แต่ไม่สามารถทาํลายหรือฆ่าเซลลข์องผูบ้ริจาคโลหิตท่ีไดรั้บการกระตุน้
ดว้ย PHA (autologous cells)  

 

% Cytotoxicity (Mean + SD) 

Cells E:T  = 20:1 P value E:T = 40:1 P value 

HeLa: Treated 40.70 + 10.80 
0.0041 

51.52 + 16.56 
NS 

HeLa: Non-treat 20.38 + 11.31 34.85 + 13.52 
SiHa: Treated 31.31 + 15.49 

NS 
49.31 + 16.80 

0.0038 
SiHa: Non-treat 20.81 + 10.71 31.46 + 11.12 
CaSki: Treated 25.61 + 11.16 

NS 
48.46 + 13.57 

0.0461 
CaSki: Non-treat 13.93 + 1.60 28.16 + 7.51 
NTY: Treated 17.12 + 6.00 

0.0395 
36.57 + 14.54 

0.0176 
NTY: Non-treat 10.33 + 3.80 16.59 + 5.44 
PHA blast 3.95 + 0.49  ND 

 
ND 
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3. การหลัง่ไซโตไคน์จากแกมมาเดลตาทีเซลล์    เพื่อเขา้ใจกลไกในการฆ่าเซลลม์ะเร็งของแกมมาเดลตาที
เซลล ์จึงศีกษาความสามารถในการหลัง่ไซโตไคนว์า่เหมือนกบัขบวนการฆ่าเซลลข์อง cytotoxic T cells 
อ่ืน ๆ หรือไม่  ผลการตรวจพบวา่ในปฏิกิริยาทาํลายเซลลม์ะเร็งปากมดลูกของแกมมาเดลตาทีเซลลท่ี์
ไดรั้บการกระตุน้ดว้ย pamidronate และไม่ไดรั้บการกระตุน้ สามารถหลัง่ไซโตไคน์ทั้ง interferon 
gamma (IFN)  และ tumor necrotic factor alpha (TNF)   โดยการหลัง่ไซโตไคน์สมัพนัธ์กบั
ความสามารถของเซลลใ์นการฆ่า คือ ปริมาณหลัง่สูงสุดอยูท่ี่เซลล ์HeLa  (รูปท่ี 12 และ13)  

 
 
 

 
 

  

 
 
 
 
 
 
 
 

 รูปที ่12   ค่าเฉล่ียปริมาณไซโตไคน ์IFN  (pg/ml, +  SD) ท่ีหลัง่หลงัจากแกมมาเดลตาทีเซลลท์าํ
ปฏิกิริยากบัเซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิดต่าง ๆ รวมทั้ง NYT และ autologous PHA blast  ในอตัราส่วน 
20:1 และ 40:1  ผลการทดลองมาจากการทาํ 5 คร้ัง  
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T N F -  p r o d u c tio n

HeL
a:

 T

HeL
a:

 N

SiH
a:

 T

SiH
a:

 N

Cas
Ki: 

T 

Cas
Ki: 

N

NTY: T
 

NTY: N

PHA b
la

st

-5000

0

5000

10000

1 :20
1 :40

T
N

F
-

 (
p

g
/m

l)

C ell ty p e

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 รูปที ่13   ค่าเฉล่ียปริมาณไซโตไคน ์TNF  (pg/ml, + SD) ท่ีหลัง่หลงัจากแกมมาเดลตาทีเซลลท์าํ
ปฏิกิริยากบัเซลลม์ะเร็งปากมดลูกชนิดต่าง ๆ รวมทั้ง NYT และ autologous PHA blast  ในอตัราส่วน 
20:1 และ 40:1  ผลการทดลองมาจากการทาํ 5 คร้ัง  

 
4. การแสดงออกของ CD107     เพ่ือพิสูจนว์า่การฆ่าเซลลม์ะเร็งปากมดลูกของแกมมาเดลตาทีเซลล์

กระตุน้ผา่น CD107 บนผวิแกมมาเดลตาทีเซลล ์  ดงันั้นหลงัทาํปฏิกิริยาระหวา่งเซลลม์ะเร็งและแกมมา
เดลตาทีเซลล ์  ทาํการยอ้มเซลลแ์กมมาเดลตาทีเซลลด์ว้ยแอนติบอดีจาํเพาะต่อ CD107 และตรวจนบั
ดว้ย flow cytometry  พบวา่เซลลม์ะเร็งปากมดลูกทั้งสามชนิดท่ีไดรั้บการกระตุน้ดว้ย pamidronate 
สามารถกระตุน้ใหมี้การแสดงออกของ CD107 บนผิวแกมมาเดลตาทีเซลล ์  โดยพบสูงท่ีสุดใน SiHa 
(13.95%)  ตามดว้ย HeLa (10.96%) และ CaSki (6.9%)  ในขณะท่ีไม่พบการแสดงออกดงักล่าวใน
ปฏิกิริยาระหวา่งเซลลม์ะเร็งปากมดลูกท่ีไม่ไดรั้บการกระตุน้ดว้ย pamidronate  (0.91%, 1.07% และ 
0.89%  ตามลาํดบั)  ท่ีน่าสนใจคือ  การกระตุน้ไม่ไดเ้กิดข้ึนทุกเซลล ์ แสดงวา่กลไกในการฆ่าน่าจะมี
กลไกอ่ืนร่วมดว้ย   
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5. การทดสอบความสามารถของแกมมาเดลตาทเีซลล์ในการฆ่าเซลล์มะเร็งปากมดลูกในสัตว์ทดลอง 
5.1   การฉีดแกมมาเดลตาทเีซลล์เข้าสัตว์ทดลอง      ทาํการยอ้มแกมมาเดลตาทีเซลลท่ี์บริสุทธ์ิดว้ย 

Green; 5-fhloromethylfluorecein diacetate (CMFDA)  แลว้ทาํการฉีดเซลลเ์ขา้ท่ีบริเวณกอ้นเน้ือท่ีหลงั

ของหนูทดลอง โดยฉีดเขา้หลายตาํแหน่ง  หลงัจากนั้นนาํไปส่องกลอ้งดูตาํแหน่งการคงอยูข่องเซลล์

ดว้ยกลอ้ง in vivo imaging system (Kodak, USA)   พบวา่เซลลแ์กมมาเดลตาทีเซลลก์ระจายอยูใ่นกอ้น

เน้ือเซลลม์ะเร็ง ดงัรูปท่ี 14  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่14     ภาพหนูทดลองขณะกาํลงัมีชีวติ A) แกมมาเดลตาทีเซลลท่ี์ยอ้มดว้ย CMFDA ภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต ์(ขยาย 100 เท่า)  B) รูปหนูทดลองท่ีมีกอ้นเน้ืองอกเจริญฝังอยู ่ C) ตาํแหน่งท่ี
แกมมาเดลตาทีเซลลอ์ยูภ่ายในกอ้นเน้ือ (ลูกศร)  

A B 

C
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5.2  การทาํลายเซลล์มะเร็งในหนูทดลอง   ทาํการตรวจสอบเซลลใ์นกอ้นเน้ือของหนูทดลอง โดย
หลงัจากท่ีฉีดเซลลเ์ขา้ไปแลว้ ท้ิงระยะไวอี้ก 3วนั จึงทาํการฆ่าหนูทดลอง นาํช้ินเน้ือบริเวณกอ้นเน้ืองอกมา
ตรวจดูลกัษณะทางพยาธิสภาพ และยอ้มตรวจดูการตายของเซลลม์ะเร็ง ดว้ย In situ apoptosis detection assay 
kit (CHEMICON)  พบวา่บริเวณท่ีมีแกมมาเดลตาทีเซลลอ์ยูเ่ซลลม์ะเร็งในกอ้นเน้ือมีการตาย  (รูปท่ี 15)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่15    ผลการฆ่าเซลลม์ะเร็งในหนูทดลองของแกมมาเดลตาทีเซลล ์ A) บริเวณท่ีเซลลม์ะเร็งถูกทาํลาย 
(ลูกศร) B) เซลลค์วบคุมบวก  (มาพร้อมกบัชุดนํ้ายา)  C) เซลลค์วบคุมลบ (เกบ็จากหนูทดลองท่ีมีกอ้นเน้ืองอก
แต่ไม่ไดฉี้ดแกมมาเดลตาทีเซลล)์   กาํลงัขยาย 200 เท่า   

A 

B 

C 
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ส่วนที ่3 

การเตรียมแอนติเจนจําเพาะต่อ HPV เพ่ือเป็นแนวทางพฒันาวธีิการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัตกิาร   

1. การเตรียมแอนติเจนจําเพาะ HPV-16 E6 และ HPV-16 L1 จากแบคทีเรีย   

5.1  การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการแสดงออกของโปรตีนจากพลาสมิดในแบคทีเรีย 
ในการวิจัยน้ี ทําการเตรียมแอนติเจนจาํเพาะ 2 ชนิด คือ HPV-16 E6 และ HPV-16 L1   
ดงันั้นเม่ือเตรียม E.coli BL-21(DE3) ท่ีมีพลาสมิด pGEX-3X-E6MT หรือ pGEX-4T-2-L1 
ไดแ้ลว้ ทาํการหาสภาวะการกระตุน้แบคทีเรียมีการแสดงออกของโปรตีน E6 และ L1 ให้
ไดป้ริมาณสูงท่ีสุด โดยการปรับความเขม้ขน้ของ IPTG (0.25 และ 1.0 mM)  อุณหภูมิ 25 
และ 37 องศาเซลเซียส  และ ระยะเวลาในการกระตุน้ คือ 4, 6 และ 8 ชัว่โมง  ซ่ึงผลพบว่า
สภาวะท่ีดีท่ีสุดของการแสดงออก E6 คือ 0.25 mM IPTG ท่ีอุณหภูมิห้อง (250C) นาน 6 
ชัว่โมง (รูปท่ี 16)  ส่วนสภาวะท่ีดีท่ีสุดของการแสดงออก L1 คือ  1 mM IPTG อุณหภูมิ 37 
0C นาน 4 ชัว่โมง (รูปท่ี 17)  

5.2  การสกัดโปรตีนให้บริสุทธ์ิ    ผลจากการวิเคราะห์พบว่าโปรตีน GST-HPV16E6 สามารถ
หลัง่ออกมาไดโ้ดยตรง  ส่วน GST-HPV16L1 พบว่าอยู่ติดกบั inclusion bodies ในเซลล์
แบคทีเรีย (รูปท่ี 18)  จึงทาํการสกดั GST-HPV16E6 ใหบ้ริสุทธ์ิโดยการผ่าน GST affinity 
chromatography และทาํการยนืยนัผลการสกดัใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยวิธี SDS-PAGE and Western 
blot ได้โปรตีนขนาด 43 กิโลดาลตัน (kDa) และมีแถบ GST ขนาด 26 kDa  (รูปท่ี 19) 
ส่วน  GST-HPV16L1 จําเป็นต้องทําการสกัดละลายโปรตีนออกมาจากตะกอนเซลล์
แบคทีเรียดว้ย 8M urea solution   ก่อน แลว้จึงทาํให้บริสุทธ์ิภายหลงั ไดโ้ปรตีนขนาด 80 
kDa (รูปท่ี 20)    
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รูปที่ 16   ผลวิเคราะห์ SDS-PAGE ท่ียอ้มดว้ยสี coomassie blue ของ GST-HPV16E6 fusion proteins ใน E.coli 
BL-21(DE3) ท่ีภาวะการกระตุน้ต่าง ๆ ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของ IPTG (0.25 mM และ 1 mM)  อุณหภูมิ 25 และ 
37 องศาเซลเซียส  และ ระยะเวลาในการกระตุน้ คือ 4, 6 และ 8 ชัว่โมง   
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รูปที่ 17   ผลวิเคราะห์ SDS-PAGE ท่ียอ้มดว้ยสี coomassie blue ของ GST-HPV16L1 fusion proteins ใน E.coli 
BL-21(DE3) ท่ีภาวะการกระตุน้ต่าง ๆ ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของ IPTG (0.25 mM และ 1 mM)  อุณหภูมิ 25 และ 
37 องศาเซลเซียส  และ ระยะเวลาในการกระตุน้ คือ 4, 6 และ 8 ชัว่โมง   
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รูปที ่18  ผลวิเคราะห์ SDS-PAGE ท่ียอ้มดว้ยสี coomassie blue  A: GST-HPV16E6, B: GST-HPV16L1 lane M; 
Marker, lane1; whole cell lysate from E.coli BL-21(DE3) containing pGEX-3X-MT-E6 or pGEX-4T-2-L1 
non-induce by IPTG, lane2; pellet of cell from E.coli BL-21(DE3) containing pGEX-3X-MT-E6 or pGEX-4T-
2-L1  after sonication. lane3; supernatant of cell lysate from E.coli BL-21(DE3) containing pGEX-3X-MT-E6 
or pGEX-4T-2-L1 after sonication, 
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รูปที่ 19   SDS-PAGE and Western blot analysis ของ GST-HPV16E6. A: SDS-PAGE stained with coomassie 
blue and B: Western blotting, the purified GST-E6 was detected with mouse anti-E6 monoclonal antibody, 
lane1; whole cell lysate from  E.coli BL-21(DE3) non-induced by IPTG, lane2; whole cell lysate from E.coli 
BL-21(DE3) containing pGEX-3X-MT-E6 induced by IPTG, and lane3; purified of  GST- HPV16E6. 
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รูปที่  20  SDS-PAGE analysis ของ  GST-HPV16L1 Lane M; protein marker, lane1 and 2; whole cell lysate 
from E.coli BL-21(DE3) containing pGEX-4T-2-L1 non-induce and  induced by IPTG, respectively. Lane3; 
inclusion bodies form E.coli BL-21(DE3), lane4; soluble fraction from E.coli BL-21(DE3), lane5; flow-
through washed  E.coli BL-21(DE3), lane6; purified GST-HPV16L1 in urea solution. 
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2.   การพฒันาเซลล์เพาะเลีย้งทีมี่การแสดงออกของแอนติเจนของไวรัสแปปิโลมา  

        2.1  การเตรียมเซลล์เพาะเลีย้ง      ไดรั้บพลาสมิด pCI-NEO-E6 ซ่ึงเป็นพลาสมิดท่ีมียนี HPV-16B6  ทาํการ 
transform เขา้แบคทีเรีย E. coli DH5 เพื่อทาํการเพ่ิมจาํนวนพลาสมิดใหมี้ปริมาณมาก  แบคทีเรียท่ีแยกไดท้าํ
การพิสูจน์วา่มีพลาสมิด pCI-NEO-E6 โดยใชว้ิธี PCR ดงัรูปท่ี 21  แถวท่ี 4  
 
 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่  21    ผลการเพ่ิมจาํนวนยีน HPV-16E6  แถว M เป็น 100 bp DNA ladder  แถว N เป็นนํ้ ากลัน่  แถวท่ี 1 
เป็นเซลล์ A293 ท่ีไม่มีสารพนัธุกรรม HPV แถวท่ี 2 เซลล์ HeLa ท่ีมีสารพนัธุกรรม HPV-18 แถวท่ี 3 เซลล ์
CaSki ท่ีมี HPV-16 แถวท่ี 4  เป็นพลาสมิดท่ีสกดัไดจ้าก transformed E. coli DH5 

 

      2.2  ทดสอบความคงทนของเซลล์ RKO ต่อยาปฏิชีวนะ neomycin ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ    เน่ืองจากเซลลท่ี์
จะเตรียมให้มีการแสดงออกของ HPV-16E6  นั้นตอ้งทาํการเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลลท่ี์มียาปฏิชีวนะ neomycin 
ดงันั้นจึงทาํการทดสอบความเขม้ขน้ของยาปฏิชีวนะท่ีขนาดตั้งแต่ 0, 500, 1,000, 2,000 and 2,500 μg/ml และ
สังเกตการเปล่ียนแปลงของเซลล์ และนบัเซลล์ท่ีมีชีวิตรอด ผลพบว่า เซลล์เจริญไดจ้นถึงวนัท่ี 6 และเร่ิมตาย
เร่ือย ๆ  และท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 2,000 μg/ml ข้ึนไปสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลไ์ดดี้  ดงัรูปท่ี 22    
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รูปที่  22    จาํนวนเซลล ์RKO ท่ีมีชีวิตหลงัจากเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมียาปฏิชีวนะ neomycin ท่ีความ
เขม้ขน้ 0, 500, 1,000, 2,000 and 2,500 μg/ml 

 

       2.3  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทาํ transfection     เพื่อใหไ้ดป้ระสิทธิภาพสูงสุดในการทาํ 
transfection   โดยใชอ้ตัราส่วนนํ้ายากบัปริมาณ DNA ของ pCI-Neo-E6 ต่าง ๆ กนัคือ  3:2, 4:2, 5:2, 6:2 และ 7:2 
(μl transfection reagent:μg DNA) พบวา่ประสิทธิภาพของการเขา้สู่เซลลป์ระมาณร้อยละ 10-30 หลงัจากตรวจดู
การแสดงออกของ HPV-16E6 ภายในเซลลด์ว้ยวิธี IFA ดงัรูปท่ี 23   อตัราส่วนท่ีเหมาะสมคือ 4:2  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที ่23  pCI-Neo-E6 transfected RKO 
cells ท่ีอตัราส่วน μl transfection 
reagent:μg DNA, 3:2, 4:2, 5:2, 6:2 and 
7:2   เซลลค์วบคุมคือ Non-transfected 
RKO cells 
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      2.4   การเพาะเลีย้งเซลล์ให้มีความคงทน  (stable cell line)   ทาํการเพาะเล้ียงเซลลห์ลงัจากทาํการ 
transfection  ในอาหารเล้ียงเซลลท่ี์มียาปฏิชีวนะความเขม้ขน้ 2,000 μg/ml อยา่งต่อเน่ือง โดยเปล่ียนอาหารเล้ียง
เซลลทุ์ก ๆ 3 วนั  ตรวจการแสดงออกของ HPV-16E6 ภายในเซลลด์ว้ยวิธี IFA เป็นระยะทกุ ๆ 1 เดือน  พบวา่
ประมาณ 3 เดือน เซลลท์ั้งหมดมีการแสดงออกของ HPV-16E6  

      2.5   การตรวจจับโปรตนี HPV-16E6 ด้วยวธีิ Western blot    ทาํการสกดัโปรตีน HPV-16E6 จากเซลล ์ ท่ี
ตรวจพบ HPV-16E6 ภายในเซลลด์ว้ยวิธี IFA  อีกคร้ังดว้ยวิธี Western blot   พบวา่ เซลล ์ RKO-E6 มีการ
แสดงออกของโปรตีน HPV-16E6 ซ่ีงปรากฏท่ีขนาด 18 กิโลดาลตนั  แต่ปริมาณนอ้ยมาก แมจ้ะใชเ้ซลลม์ากถึง
สิบลา้นเซลล ์ ดงัรูปท่ี 24   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่  24    การตรวจหาโปรตีน HPV16E6 ท่ีสกดัจากเซลล์ RKO-E6 (pCI-Neo E6 transfected RKO cells)  M: 
Marker  SiHa: เซลลค์วบคุมบวก  RKO: เซลลท่ี์ไม่มีพลาสมิด เป็นเซลลค์วบคุมลบ   
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ส่วนที ่4   

1.  การพฒันาวิธีการตรวจหาแอนติเจนจําเพาะต่อ HPV ด้วยวิธีการรวมกลุ่มอนุภาคนาโนทองคาํ  
1.1   การหาความเข้มข้นของแอนตบิอดทีีเ่หมาะสมในการเคลือบอนุภาคนาโนทองคาํ  แอนติบอดีท่ีใช้

จะประกอบดว้ย  HPV16L1-  goat polyclonal IgG  ความเขม้ขน้ 200ug/ml  HPV16E6 – goat 
polyclonal IgG ความเขม้ขน้ 200ug/ml และ Normal goat IgG  ความเขม้ขน้ 200ug/ml  ทาํการเจือ
จางแอนติบอดีเท่ากบั 1:200 , 1:400, 1:600, 1:800 และ 1:1000  ใชค้วามเขม้ขน้ของอนุภาคนาโน
ทองคาํขนาด 10 nm เท่ากบั 0.0025%  HAuCl4   ทดสอบท่ีระดบัความเป็นกรด-ด่างของสารละลาย
อนุภาคนาโนทองคาํท่ี 4,5,6,7,8 และ 9   ผลแสดงความเขม้ขน้ของแอนติบอดีและความเป็นกรด-
ด่างของสารละลายอนุภาคนาโนทองคาํท่ีเหมะสม จากการสงัเกตการเปล่ียนแปลงของค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี 580 nm ทีระดบัความเขม้ขน้แอนติบอดีและความเป็นกรด-ด่างของสารละลาย
อนุภาคนาโนทองคาํต่างๆ แสดงในรูปท่ี  25  สรุปภาวะความเป็นกรด-ด่างของสารละลายอนุภาค
นาโนทองคาํท่ีเหมะสมคือความเป็นกรด-ด่างท่ีช่วง 7-9  ความเขม้ขน้ของแอนติบอดี E6 และ L1ท่ี
เหมาะสมคือระดบัความเจือจางท่ี 1: 400 และ ความเขม้ขน้ของ Normal antibody ท่ีเหมาะสมคือ
ระดบัความเจือจางท่ี 1:200 

1.2 การทดสอบปฏกิริิยารวมกลุ่มอนุภาคนาโนทองคาํกบักบัแอนติเจน E6 หรือ L1  หาอุณหภูมิท่ี

เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยารวมกลุ่มภูมิคุม้กนั (Immunoagglutination assay) กบัแอนติเจน E6 

และ L1 โดยใชค้วามเขม้ขน้ของแอนติบอดีท่ีความเจือจาง 1:400 ความเขม้ขน้ของอนุภาคนาโน

ทองคาํขนาด 10 nm เท่ากบั 0.0025%  HAuCl4   ความเป็นกรด-ด่างของสารละลายอนุภาคนาโน

ทองคาํ = 8   เวลาท่ีทาํปฏิกิริยา 0, 1 และ 2 ชัว่โมง  ท่ีอุณหภูมิขณะทาํปฏิกิริยา 4, 25 

(อุณหภูมิหอ้ง) และ 37 องศาเซลเซียส  และ ใชป้ริมาณแอนติเจน E6 และ L1 เท่ากบั 40 

ไมโครกรัม  ผลดงัรูปท่ี 26  พบวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยารวมกลุ่มภูมิคุม้กนั คือ 

อุณหภูมิ 25 หลงัทาํปฏิกิริยาแลว้จะเห็นเป็นตะกอนสีแดงตกอยูก่น้หลอด (รูปท่ี 27)  
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รูปที ่25   กราฟแสดงค่า OD 580 nm เฉล่ีย ท่ีระดบัความเจือจางของแอนติบอดี E6 (A), L1 (B), normal 

antibody (C) กบั ระดบั pH (4, 5, 6, 7, 8, และ 9) ของสารละลายอนุภาคนาโนทองคาํ 

 

 

A 

B 

C 
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รูปที ่26  กราฟแสดงการเกิดปฏิกิริยารวมกลุ่มภูมิคุม้กนัของอนุภาคนาโนทองคาํกบัแอนติเจน L1 (A) 

และ E6 (B) ท่ี 4, 25 และ 37 องศาเซลเซียส (C) เป็นหลอดควบคุมลบ วดัการดูดกลืนแสงท่ี 620 nm  

   Temperature dependence of L1 antibody coated AuNPs immunoagglutination process

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0 20 40 60 80 100 120 140

O.D. 4

RT

37

A 

  Temperature dependence of E6 antibody coated AuNPs  immunoagglutination process
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1 2 3 4

No agglutination Agglutination

 
รูปที ่27   ปฏิกริยาของอนุภาคนาโนทองคาํท่ีเคลือบดว้ย normal antibody กบัแอนติเจน E6 (หลอดท่ี 1)  และ 
L1(หลอดท่ี 2)  และ อนุภาคนาโนทองคาํท่ีเคลือบดว้ยแอนติบอดีจาํเพาะต่อ E6 และ L1 กบัแอนติเจน E6 
(หลอดท่ี 3)  และ L1(หลอดท่ี 4)  ตามลาํดบั จะสงัเกตเห็นการตกตะกอนของอนุภาคนาโนทองคาํท่ีกน้หลอด  
 

1.3   ความไวของการเกดิปฏิกริิยารวมกลุ่ม    ทดสอบความไวในการตรวจจบัแอนติเจนปริมาณต่าง ๆ 

กนัคือ  0.625, 2.5, 10 และ 40 ug ผลพบวา่ สามารถตรวจเห็นปฏิกิริยาการเปล่ียนแปลงตั้งแต่ปริมาณ

แอนติเจน E6 = 2.5 ug    (รูปท่ี 28) ซ่ึงไดผ้ลเช่นเดียวกนักบัแอนติเจน L1  

 

 
 

รูปที ่28  กราฟแสดงความไวของการเกิดปฏิกิริยารวมกลุ่มภูมิคุม้กนัท่ีเวลา 60 นาทีหลงัทาํปฏิกิริยาท่ี

อุณหภูมิหอ้ง โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 620 nm ท่ีเปล่ียนแปลงในระดบัความเขม้ขน้ของ E6 แอนติเจน 0.625, 

2.5, 10 และ 40 ug/ml  

E6 L1 E6 L1 
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1.4  การทดสอบความจาํเพาะของปฏิกริิยาการรวมกลุ่ม    ทาํการตรวจสอบความจาํเพาะของปฏิกิริยา

กบัเซลลม์ะเร็งปากมดลูกท่ีมีการติดเช้ือของ HPV ไทป์ต่าง ๆ ไดแ้ก่ 16, 18, 39, 45  และเซลลม์ะเร็งปาก

มดลูกท่ีไม่มีการติดเช้ือ HPV  และเซลลม์ะเร็งเน้ือเยือ่อ่ืน  พบวา่ สามารถตรวจไดเ้ฉพาะเซลลม์ะเร็ง

ปากมดลูกท่ีมีการติดเช้ือของ HPV-16 เท่านั้น  ดงัแสดงในตารางท่ี 7 

 

ตารางที ่7    การสงัเกตผลปฏิกิริยาการรวมกลุ่มของอนุภาคนาโนทองคาํกบั cancer cell lysate  

Type of  
cell lysate 
(HPV type) 

Time (hr.) 

0.5 1 2 3 4 5 6 7 8 16 20 24 

CaSki  
(16) 

W W W W W W + + + + + + 

SiHa 
(16) 

- - - - - - - - - - - w 

Hela 
(18) 

- - - - - - - - - - - - 

ME-180 
(18,39) 

- - - - - - - - - - - - 

MS751 
(18,45) 

- - - - - - - - - - - - 

C-33A - - - - - - - - - - - - 

HEp-2 - - - - - - - - - - - - 
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นอกจากน้ีเม่ือทาํปฏิกิริยากบั bacteria cell lysate ชนิดต่าง ๆ ไม่พบมีการรวมกลุ่มอนุภาคนาโนทองคาํ  
สรุปไดต้ามตารางท่ี 8  
 
ตารางที ่8     การสงัเกตผลปฏิกิริยาการรวมกลุ่มของอนุภาคนาโนทองคาํกบั bacterial cell lysate  
 

Type of  
cell lysate 

Time (hr.) 

0.5 1 2 3 4 5 6 7 8 16 20 24 

CaSki W W W W W W + + + + + + 

S.aureus - - - - - - - - - - - - 

Viridans 
strep. 

- - - - - - - - - - - - 

Enterococcus 
spp. 

- - - - - - - - - - - - 

E.coli - - - - - - - - - - - - 

Ps.aeruginosa - - - - - - - - - - - - 
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อภิปรายและวจิารณ์ผล 

 การศึกษาวิจยัน้ีประสบความสาํเร็จในการพฒันาโมเดลสตัวท์ดลองท่ีมีกอ้นมะเร็งท่ีเกิดจากการปลูกถ่าย

เซลลม์ะเร็งปากมดลูก คือ HeLa ดว้ยวิธี dorsal skin-fold window chamber technique  (รูปท่ี 1) โดยพบวา่

ปริมาณเซลลท่ี์นอ้ยท่ีสุดท่ีสามารถปลูกถ่ายและพฒันาเป็นกอ้นเน้ืองอกข้ึนมานั้นใชเ้พยีง 2.5×105 cells เท่านั้น 

(ตารางท่ี 1) นอกจากน้ีพบวา่ 1) การขยายขนาดของกอ้นเน้ืองอกมีความสมัพนัธ์กบัจาํนวนเซลลม์ะเร็งท่ีปลูก

ถ่าย ดงัตารางท่ี 1  2) อตัราการโตของกอ้นเน้ือ (ขนาดต่อระยะเวลา) มีความสมัพนัธ์กนั แสดงในรูปท่ี 2 C 3) 

การตรวจดูดว้ยกลอ้ง intravital fluorescent videomicroscopy แสดงใหเ้ห็นวา่มีการพฒันาของหลอดเลือด

หลงัจากปลูกถ่ายเซลลเ์พียงสองอาทิตย ์ดงัรูปท่ี 3  4) หนูท่ีไดรั้บการปลูกถ่ายสามารถมีชีวิตอยูไ่ดน้านอยา่งนอ้ย 

6 เดือนหลงัการปลูกถ่าย ซ่ึงขอ้ดีเหล่าน้ีจะเป็นประโยชนใ์นการนาํโมเดลไปใชใ้นการศึกษาต่อไป เช่น ดูผลของ

ยาตา้นมะเร็ง  ศึกษากลไกการเจริญของกอ้นเน้ือในระดบัโมเลกลุ เป็นตน้  

 แมว้า่จะมีการศึกษาหลายฉบบัท่ีแสดงถึงการพฒันาโมเดลสตัวท์ดลองโดยทาํใหมี้การติดเช้ือไวรัสแปปิ

โลมา แต่กมี็ขอ้จาํกดัหลายอยา่ง (16, 17)  เช่น  การเตรียมไวรัสแปปิโลมาทาํไดย้าก เน่ืองจากเป็นไวรัสท่ีไม่

สามารถเพาะเล้ียงในเซลลเ์พาะเล้ียงปกติทัว่ ๆ ไปได ้ ดงันั้นการเตรียมไวรัสจึงตอ้งเตรียมจากเน้ือเยือ่ติดเช้ือจาก

ผูป่้วยซ่ีงตอ้งใชจ้าํนวนเน้ือเยือ่ปริมาณมากเพราะมีจาํนวนไวรัสนอ้ย  นอกจากน้ีมีความพยายามนาํเน้ือเยือ่ผูป่้วย

ปลูกฝังลงไปในสตัวท์ดลองโดยตรงแต่พบปัญหาการเจริญของเน้ือเยือ่เหล่านั้นไม่คงท่ี  ขอ้จาํกดัท่ีสาํคญัอีก

ประการหน่ึงคือ ไม่สามารถติดตามการพฒันาของเซลลม์ะเร็งจนเป็นกอ้นนูน เช่นไม่สามารถตรวจดูการพฒันา

ของระบบหลอดเลือดท่ีมาเล้ียงเซลลต่์าง ๆ เป็นตน้  ซ่ึงวิธีท่ีใชใ้นการวจิยัน้ี คือ   dorsal skin-fold window 

chamber technique   สามารถแกปั้ญหาท่ีกล่าวมาไดเ้ป็นอยา่งดี 

 ในงานวิจยัน้ีไดน้าํโมเดลหนูทดลองท่ีพฒันาข้ึนมาศึกษาความเป็นไปไดข้องการใชแ้กมมาเดลตาทีเซลล์

ในการรักษาโรคมะเร็งปากมดลูกแบบภูมิคุม้กนับาํบดั    การเลือกใชแ้กมมาเดลตาทีเซลลน์ั้น เน่ืองจากมี

การศึกษาก่อนหนา้น้ีแสดงใหเ้ห็นวา่แกมมาเดลตาทีเซลลมี์บทบาทสาํคญัในการควบคุมเซลลม์ะเร็งหลายชนิด 

เช่น myeloma, colon carcinoma, renal cell carcinoma และ hepatocarcinoma เป็นตน้ (19-22)  และมีรายงาน

พบวา่ isopentenyl pyrophosphate (IPP) ซ่ึงเป็นสารระหวา่งกลางในขบวนการ mevalonate pathway ทาํหนา้ท่ี
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เป็นแอนติเจนท่ีสาํคญัในการกระตุน้แกมมาเดลตาทีเซลลท์าํใหเ้กิดการทาํลายเซลลต่์าง ๆ ได ้  (23)  จึงมีการ

พฒันายากลุ่ม nitrogen bisphosphonate drugs (nBps drugs)   ซ่ึงจะกระตุน้ในเซลลมี์การสะสม IPP และ

แสดงออกภายในเซลล ์  โดยคาดหวงัวา่เซลลท่ี์ไดรั้บยาจะถูกทาํลายดว้ยแกมมาเดลตาทีเซลล ์  (24-26)  

นอกจากน้ีพบวา่การทาํลายของแกมมาเดลตาทีเซลลไ์ม่ตอ้งอาศยัความจาํเพาะของเน้ือเยือ่ (MHC)ซ่ึงต่างจาก

ขบวนการทาํลายเซลลข์อง cytotoxic T cells  จึงเป็นขอ้ดีท่ีสามารถเตรียมแกมมาเดลตาทีเซลลจ์ากเลือดของคน

อ่ืนได ้  อยา่งไรกต็ามสมมุติฐานเหล่าน้ีอยูร่ะหวา่งการพสูิจน์   ก่อนท่ีจะทดลองในหนู จึงทาํการทดลองในเซลล์

เพาะเล้ียงใหห้ลอดทดลองก่อน  หลงัจากทาํการแยกแกมมาเดลตาทีเซลลจ์ากเลือดผูบ้ริจาคโลหิต สภากาชาด

ไทย นาํมาเพาะเล้ียงเพ่ิมจาํนวนและกระตุน้ใหมี้ความจาํเพาะต่อ IPP ดว้ยยา pamidronate ในขนาดท่ีเหมาะสม

แลว้  จึงนาํเซลลม์าทาํปฏิกิริยากบัเซลลม์ะเร็งปากมดลูก 3 ชนิด คือ HeLa, CaSki และ SiHa  ผลการทดลอง

ช้ีใหเ้ห็นชดัเจนวา่แกมมาเดลตาทีเซลลส์ามารถทาํลายเซลลม์ะเร็งในหลอดทดลองไดอ้ยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  

โดยท่ีความสามารถในการทาํลายข้ึนกบัชนิดของเซลลม์ะเร็งแต่ละชนิด  (ตารางท่ี 6)  แสดงวา่ pamidronate 

กระตุน้ใหเ้ซลลม์ะเร็งมีการสะสมของ IPP  ทาํใหแ้กมมาเดลตาทีเซลลส์ามารถทาํลายได ้    จากผลการทดสอบ

สงัเกตเห็นวา่เซลลป์กติ (NTY) สามารถถูกทาํลายไดด้ว้ยแกมมาเดลตาทีเซลล ์ซ่ึงแกมมาเดลตาทีเซลลข์องแต่ละ

บุคคลมีความสามารถในการทาํลายแตกต่างกนั  แต่กระนั้นกย็งัตํ่ากวา่เซลลม์ะเร็งทั้งสามชนิด  คาดวา่เป็นเพราะ

เซลลป์กตินั้นไม่ใช่เซลลท่ี์ไดม้าจากบุคคลเดียวกบัท่ีนาํมาแยกแกมมาเดลตาทีเซลล ์ ดงันั้น เป็นไปไดว้า่มี 

allogenic response  ซ่ึงเม่ือลองนาํเซลลเ์มด็เลือดขาวคนเดียวกนั (autologous cell) มากระตุน้ดว้ย PHA พบวา่

เซลลแ์ทบไม่ถูกทาํลายเลย   ปรากฏการณ์ท่ีพบน้ีสอดคลอ้งกบัรายงานของ Corvaisier และคณะ (27)  ซ่ึงศึกษา

การทาํลายเซลลม์ะเร็งลาํใสใ้หญ่ดว้ยแกมมาเดลตาทีเซลล ์ และพบความแตกต่างในการทาํลาย autologous และ 

allologous colon cancer cells    เน่ืองจากกลไกการทาํลายเซลลข์อง Cytotoxic T lymphocyte (CTL) เป็นท่ีทราบ

กนัดีวา่เก่ียวขอ้งกบัหลัง่สารหลายชนิด  ท่ีสาํคญัคือ  IFN-  และ  TNF-  นอกจากน้ียงัทาํใหมี้การแสดงออก

ของโมเลกลุ CD107 บนผวิเซลลถ์า้ไดรั้บการกระตุน้ (28)   ในงานวิจยัน้ีจึงตรวจหาสาร IFN- , TNF-  และ

การแสดงออกของโมเลกลุ CD107  เพ่ือศึกษากลไกการทาํลายของแกมมาเดลตาทีเซลลว์า่เหมือนกบั CTL 

หรือไม่  ผลการตรวจหาการหลัง่ของ IFN- และ  TNF-  พบวา่สมัพนัธ์กบัอตัราการฆ่าเซลล ์ (รูปท่ี 12 และ

13)   แต่ท่ีน่าสนใจคือ การแสดงออกของโมเลกลุ CD107 ไม่ไดพ้บในทุกเซลลข์องแกมมาเดลตาทีเซลล ์(ร้อยละ 

6.9-13.95)   ปริมาณท่ีแสดงออกมากนอ้ยสมัพนัธ์กบัความสามารถในการฆ่าเซลลม์ะเร็งปากมดลูกแต่ละชนิด  
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แสดงวา่ กลไกการทาํลายของแกมมาเดลตาทีเซลลน่์าจะแตกต่างจาก CTL   โดยอาจอาศยัโมเลกลุอ่ืน  มีรายงาน

พบการแสดงออกของ FasL บนผวิเซลลแ์กมมาเดลตาทีเซลล ์ และเป็นท่ีทราบดีวา่บนผวิเซลลม์ะเร็งหลายชนิดมี

โมเลกลุ Fas บนผวิเซลล ์  ทาํใหมี้ความเป็นไปไดท่ี้จะเกิดปฏิกิริยาระหวา่งสองโมเลกลุน้ีกระตุน้ใหเ้กิด

ขบวนการ apoptosis ทาํใหเ้ซลลต์ายได ้(29)   นอกจากน้ียงัมีบทบาทของ  NKG2D และ MICA/B ซ่ึงรายงานใน

การศึกษามะเร็งของไต (22)  เป็นตน้   กลไกท่ีแน่ชดัคงตอ้งทาํการศึกษาต่อไป 

 เม่ือทาํการทดลองความสามารถของการฆ่าเซลลม์ะเร็งปากมดลูกของแกมมาเดลตาทีเซลลใ์นหนู

ทดลอง   พบวา่แกมมาเดลตาทีเซลลส์ามารถทาํใหเ้ซลลต์ายได ้โดยกลไก apoptosis  (รูปท่ี 15)   ผลการวิจยัน้ี

แสดงใหเ้ห็นวา่มีความเป็นไปไดท่ี้จะใชแ้กมมาเดลตาทีเซลลใ์นการรักษาผูป่้วยโรคมะเร็งปากมดลูกดว้ยวิธี

ภูมิคุม้กนับาํบดั    

 เน่ืองจากกลไกการก่อมะเร็งท่ีมีสาเหตุจากไวรัสแปปิโลมานั้น ยงัไม่ชดัเจน แต่มีการศึกษาหลายฉบบัท่ี

แสดงใหเ้ห็นวา่โปรตีน E6 ของไวรัสแปปิโลมามีบทบาทสาํคญัในการก่อมะเร็ง  โดยเฉพาะ E6 ของ HPV-16 

และ HPV-18   เพราะเซลลม์ะเร็งจะมีการแสดงออกของโปรตีนน้ีสูงมาก  ผูวิ้จยัมีความสนใจท่ีจะพฒันาวธีิการ

ตรวจหาโปรตีน HPV-16E6  เพ่ือใชว้ินิจฉยัโรคมะเร็งปากมดลูก  จึงเตรียมโปรตีน HPV-16E6 และ โปรตีน L1 

บริสุทธ์ิ (รูปท่ี 19 และ 20)  เพ่ือคาดหวงัจะนาํไปใชพ้ฒันาวิธีการตรวจต่อไป   มีรายงานการเตรียมโปรตีนทั้ง

สองชนิดน้ีดว้ยวิธีต่าง ๆ ไดแ้ก่ การใชเ้ซลลข์องสตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม (mammalian cells) ยสีต ์ (yeast)  แบคูโล

ไวรัส (baculovirus)   transgenic plants และแบคทีเรีย (30-33)   การเตรียมโปรตีนจากแบคทีเรียโดยเฉพาะ E. 

coli  สามารถเตรียมโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิโดยใชร้ะบบ  glutathione-S-transferase (GST) gene fusion system  ซ่ึง

ส่วนใหญ่เตรียมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แต่ในการเตรียมโปรตีน E6 พบว่าอณุหภูมิท่ี 25 องศาเซลเซียส

ใหผ้ลดีกวา่  โปรตีน E6 สร้างและละลายอยูใ่นไซโตพลาสมของเซลล ์ส่วนโปรตีน L1 จะอยูใ่น inclusion body  

ดงันั้สวิธีการทาํใหบ้ริสุทธ์ิของโปรตีนทั้งสองน้ีจึงใชว้ธีิท่ีแตกต่างกนั   นอกจากความพยายามในการเตรียม

โปรตีน HPV-16E6 และ โปรตีน L1 แลว้  ยงัไดเ้ตรียมเซลลท่ี์มีการแสดงออกของโปรตีน HPV-16E6 ไดด้ว้ย 

(รูปท่ี 23 และ 24)  เซลลท่ี์เตรียมไดน้ี้ จะมีประโยชน์ในการศึกษาคุณสมบติัของโปรตีน HPV-16E6  ในการ

เปล่ียนแปลงเซลลเ์ป็นเซลลม์ะเร็งไดต่้อไป   
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 เพราะสามารถเตรียมโปรตีน HPV-16E6 และ โปรตีน L1 บริสุทธ์ิได ้  จึงทาํการพฒันาวิธีการตรวจหา

โปรตีน HPV-16E6  ดว้ยวิธีการรวมกลุ่มอนุภาคนาโนทองคาํ (รูปท่ี 27)  และไดท้ดลองนาํร่องทดสอบกบัสาร

สกดัจากเซลล ์ CaSki ซ่ึงเป็นเซลลม์ะเร็งท่ีมีสารพนัธุกรรมไวรัสแปปิโลมาอยูป่ระมาณ 600 copies  และมีการ

แสดงออกของ HPV-16E6 ปริมาณสูง (34)  ซ่ีงผลการตรวจสอบพบวา่สามารถตรวจได ้และวธีิท่ีพฒันาข้ึนน้ีมี

ความจาํเพาะกบั HPV-16  สูงเพราะเม่ือไดท้ดสอบความจาํเพาะของวิธีน้ีกบัจุลชีพแบคทีเรียชนิดต่าง ๆ และ

เซลล ์Hep-2 ซ่ึงไม่มีสารพนัธุกรรมไวรัสแปปิโลมา พบวา่ไม่สามารถทาํใหเ้กิดปฏิกิริยาตกตะกอนได ้  (ตารางท่ี 

8)  อยา่งไรกต็ามในโครงการวจิยัน้ีการพฒันาวิธีการตรวจหา HPV-16E6  และHPV-16L1 เป็นโครงการนาํร่อง 

ซ่ีงตอ้งมีการประเมินวิธีการตรวจต่อไป  เพ่ือใชป้ระโยชนใ์นการตรวจวินิจฉยัและพยากรณ์โอกาสการกลายเป็น

มะเร็งปากมดลูกของผูป่้วย 

สรุปและเสนอแนะเกีย่วกับการวจิัยในขั้นต่อไป 

 โครงการวิจยัน้ีสามารถพฒันาโมเดลสตัวท์ดลองท่ีมีกอ้นเน้ือมะเร็งปากมดลูกได ้  โมเดลน้ีสามารถ

นาํไปใชเ้พ่ือทาํการทดสอบหายารักษามะเร็งได ้ ซ่ึงขณะน้ีกาํลงัดาํเนินการทดสอบสมุนไพรเหงือกปลาหมอ 

(งานวิจยัน้ี รศ.ดร.สุทธิลกัษณ์ ปทุมราช เป็นผูว้ิจยัหลกั) 

 เซลลแ์กมมาเดลตาทีเซลล ์ ท่ีไดรั้บการกระตุน้ดว้ยยา Pamidronate มีประโยชน์มากในการนาํมาใชใ้น

การรักษาผูป่้วยดว้ยวิธีภูมิคุม้กนับาํบดั  แต่เพ่ือใหไ้ดป้ระสิทธิภาพสูงสุด ยงัจาํเป็นท่ีตอ้งทาํการแยกเซลลที์

จาํเพาะ (T cell cloning)  และศึกษาคุณสมบติัใหส้มบูรณ์ก่อน  และตอ้งทดสอบในหนูทดลองใหไ้ดข้อ้มูลกลไก

ของยาอยา่งชดัเจนก่อนนาํไปใชก้บัคน   

 และเน่ืองจากสามารถพฒันาวิธีการตรวจหาโปรตีน HPV-16E6  และHPV-16L1 ดว้ยวิธีการรวมกลุ่มอา

นุภาคนาโนทองคาํได ้แต่ยงัไม่ไดท้าํการประเมินคุณภาพของวิธีการตรวจกบัตวัอยา่งส่ิงส่งตรวจจริง  ซ่ึงขณะน้ี

ไดด้าํเนินการขอทุนวิจยัของสภาวิจยัแห่งชาติ ปีพ.ศ. 2555  อยูร่ะหวา่งรอผลการพิจารณา  

 ส่วนเซลลท่ี์มีการแสดงออกของ HPV-16E6 สามารถนาํมาศึกษาคุณสมบติัการเจริญเติบโตและ

ความสามารถในการต่อตา้น apoptosis และกลไกการก่อมะเร็งของโปรตีน E6   
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ประโยชน์ในทางประยุกต์ของผลงานวจิัยทีไ่ด้ 

1. การหายารักษาโรคติดเช้ือไวรัสแปปิโลมา และมะเร็งปากมดลูก โดยใชโ้มเดลสตัวท์ดลองท่ีมี
เซลลม์ะเร็งของไวรัสแปปิโลมาเจริญเติบโต  

2. วิธีการรักษาโรคมะเร็งปากมดลูกดว้ยวิธีภูมิคุม้กนับาํบดัดว้ยเซลลแ์กมมาเดลตาทีเซลล ์

3. วิธีการตรวจหาโปรตีน HPV-16E6 เพ่ือบ่งช้ีโอกาสการกลายเป็นมะเร็ง  หรือเพื่อพยากรณ์ระยะการ
เปล่ียนแปลงของเซลลติ์ดเช้ือไวรัสแปปิโลมา 

4. วิธีการตรวจหาโปรตีน HPV-16L1 เพ่ือบ่งช้ีการติดเช้ือและการเพ่ิมจาํนวนของไวรัสแปปิโลมา 

5. องคค์วามรู้เก่ียวกบักลไกการเกิดมะเร็งท่ีเกิดจากโปรตีน HPV-16E6  
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