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บทคดัย่อภาษาไทย 

บทน า โรคมะเร็งปากมดลูกเป็นโรคมะเร็งท่ีพบมากเป็นอนัดบัสองในผูห้ญิงทัว่โลก โดยเฉพาะในประเทศ
ก าลงัพฒันา  ซ่ึงรวมประเทศไทยดว้ย มีการศึกษาพบภาวะ global DNA hypomethylation ในเซลลม์ะเร็ง
ชนิดต่างๆ รวมถึงมะเร็งปากมดลูกดว้ย การศึกษาน้ีจึงสนใจพฒันาวธีิ Enzyme linked immunosorbent 
assay (ELISA) ในการตรวจ global DNA methylation เพื่อตรวจกรองมะเร็งปากมดลูกซ่ึงวธีิ ELISA 
เหมาะสมกบัประเทศก าลงัพฒันา 

วธีิด าเนินการวจัิย การศึกษาน้ีพฒันาวธีิ ELISA ในการตรวจ global DNA methylation พร้อมเปรียบเทียบ
ผลกบัวธีิ bisulfite LINE1 pyrosequencing โดยใชต้วัอยา่งดีเอน็เอท่ีสกดัจากเซลลป์ากมดลูกท่ีมีความ
ผดิปกติระดบัต่างๆ 

ผลการวจัิย โดยวธีิ ELISA วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 nm  ณ เวลา 40 นาที  พบค่า global 
DNA methylation  ในเซลลม์ะเร็งชนิดต่างๆไดค้่าร้อยละดงัน้ี Caski คือ 3.72 SiHa คือ 1.74  HeLa คือ 2.42 
ME180 คือ 4.79   MS751 คือ 5.09 และ C33A คือ 1.47  และจากเมด็เลือดขาวจากคนปกติไดค้่าคือ 8.20 ผล
การตรวจ LINE1 methylation โดยวธีิ pyrosequencing ไดค้่าดงัน้ี Caski ร้อยละ 45 SiHa ร้อยละ 35 และ
เมด็เลือดขาวจากคนปกติไดค้่าคือ ร้อยละ 62  ส าหรับผลตรวจ global DNA methylation ในตวัอยา่งเซลล์
ปากมดลูก 161 ตวัอยา่ง โดยวธีิ LINE1 pyrosequencing ไดค้่าดงัน้ี Normal ร้อยละ 55.6 cervical 
intraepithelial lesion 1 (CIN1) ร้อยละ 56.8 CIN2-3  ร้อยละ 57.3 และมะเร็งปากมดลูกร้อยละ 48.8 พบวา่
ค่าเฉล่ียของมะเร็งมีความแตกต่างกบัระดบัอ่ืนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05)  ผลตรวจโดยวธีิ ELISA 
ในตวัอยา่ง 100 ตวัอยา่ง มีค่าดงัน้ี Normal ร้อยละ 4.50  CIN1 ร้อยละ 3.83 CIN2-3  ร้อยละ 2.83 และ
มะเร็งปากมดลูกร้อยละ 3.03 พบวา่ค่าเฉล่ียของมะเร็งมีความแตกต่างกบัระดบัอ่ืนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(p<0.05) 

วจิารณ์ผลการวจัิย พบวา่ในเซลลม์ะเร็งมีภาวะ global DNA hypomethylation เม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์
ปกติ แต่ยงัพบปัญหาการจบัของดีเอน็เอบนพื้นผวิสไลดใ์นการท า ELISA ท าใหไ้ดค้่าร้อยละของการเกิด 
global DNA methylation โดยวธีิ ELISA ในระดบัต ่ามากเม่ือเทียบกบัวธีิ LINE1 pyrosequencing จึงควรท า
การพฒันาเทคนิค ELISA เพิ่มเติมเพื่อใหผ้ลการวิจยัท่ีน่าเช่ือถือ 
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บทคดัย่อภาษาองักฤษ 

Introduction; Cervical cancer is the second most cancer found in women worldwide especially in 
developing countries including Thailand. Previous reports showed that global DNA hypomethylation is 
found in many types of cancer including cervical cancer. We aimed to develop enzyme linked immuno 
sorbent assay (ELISA) for detection of global DNA methylation in order to screening of cervical cancer 
in low resource countries.  

Materials and methods; ELISA assay was developed and the results obtained from ELISA assay were 
compared to bisulfite LINE1 methylation by pyrosequencing. DNA extracted from cervical cells with 
different lesions severity were used. 

Results; ELISA plate was read at 405 nm within 40 min, the percentage of global DNA methylation in 
cervical cancer cell lines were 3.72 (Caski), 1.74 (SiHa), 2.42 (HeLa), 4.79 (ME189), 5.09 (MS751), 
1.47 (C33A) and 8.20 of white blood cells collected from normal population. Bisulfite LINE1 
pyrosequencing were 45% of Caski, 35% of SiHa and 62% of normal white blood cells. Mean of global 
DNA methylation by pyrosequencing in 161 cervical samples were as followed; 55.6% of normal, 56.8% 
of CIN1, 57.3% of CIN2-3 and 48.8% of cervical cancer, there was significant difference among groups 
(p<0.05). By ELISA assay in 100 cervical samples, 4.50% of Normal, 3.83 of CIN1, 2.83% of CIN2-3  
and 3.03% of cervical cancer, there was significant difference among groups (p<0.05).  

Discussion;  Global DNA hypomethylation was significantly found in cervical cancer compared to 
normal cervical cells. Problem of ELISA assay is the binding affinity of DNA on ELISA plate leading to 
the low percentage of global DNA methylation when compared to LINE1 pyrosequencing assay. ELISA 
assay must be further developed and evaluated in clinical samples for reliable results. 
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 1.      บทน า (Introduction) 
    1.1  ความส าคัญและทีม่าของปัญหาที่ท าการวจัิย 
โรคมะเร็งปากมดลูกเป็นโรคมะเร็งท่ีพบมากเป็นอนัดบัสองในผูห้ญิงทัว่โลก โดยเฉพาะในประเทศ

ก าลงัพฒันา  ซ่ึงรวมประเทศไทยดว้ย ขอ้มูลจากสถาบนัมะเร็งแห่งชาติ ประเทศไทยพบวา่มีการตรวจพบ
มะเร็งปากมดลูกรายใหม่ในแต่ละปีกวา่ 6,000 ราย และในจ านวนน้ีประมาณคร่ึงหน่ึงจะเสียชีวติ จากโรคน้ี
โดยเฉล่ีย 7 รายต่อวนั   

การเกิดเป็นมะเร็งปากมดลูกเน่ืองจากติดเช้ือ human papillomavirus (HPV) ชนิดท่ีมีความเส่ียงสูง 
[high risk (hr)-HPVs] เช่น HPV ไทป์ 16 และ ไทป์ 18 แบบเร้ือรัง โดยมกัจะพบวา่ในเซลลม์ะเร็งมีสาร
พนัธุกรรมของไวรัสสอดแทรกอยูภ่ายในโครโมโซม ท าใหมี้การแสดงออกของโปรตีนท่ีก่อให้เกิดมะเร็ง
ของไวรัสคือ E6 และ E7 ในระดบัท่ีสูง ซ่ึงไปรบกวนการท างานของโปรตีนของโฮสตเ์ช่น p53 และ pRb 
ตามล าดบั 

จากจ านวนผูห้ญิงท่ีมีการติดเช้ือไวรัส HPVs  มีเพียงส่วนนอ้ยเท่านั้นท่ีมีการพฒันาไปเป็นมะเร็ง
ปากมดลูกซ่ึงแสดงวา่การติดเช้ือไวรัส HR-HPVs เพียงอยา่งเดียวไม่เพียงพอท่ีจะท าใหเ้กิดมะเร็งปากมดลูก 
การเกิดมะเร็งปากมดลูกใชเ้วลา 20-30 ปี ปัจจยัดา้นพนัธุกรรม (genetics) และกระบวนการนอกเหนือ
พนัธุกรรม (epigenetics) มีส่วนร่วมในการท าใหเ้กิดมะเร็ง 

ในส่วนกระบวนการนอกเหนือพนัธุกรรม เช่นการเกิด DNA methylation ตรง CpG  และท าใหโ้คร
มาตินมีการมว้นจดัโครงสร้างใหม่และอยูใ่นสภาวะปิด ท าใหย้บัย ั้งการจบัของ host transcription factors 
ส่งผลใหย้บัย ั้งการแสดงออกของยนี การเกิดภาวะ DNA hypermethylation ในเซลลม์ะเร็งพบเกิดตรง 
promoter ของ tumor suppressor genes (TSGs) ซ่ึงจะไปควบคุมการแสดงออกของ TSGs และในเซลล์
ปกติยงัสามารถพบ hypermethylation ตรง CpG บริเวณอ่ืนในจีโนมของเซลลเ์ช่น บริเวณท่ีเป็น repetitive 
sequences ขนาดใหญ่ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีมีล าดบันิวคลีโอไทดซ์ ้ ากนัหลายชุดและมีการศึกษาพบวา่มีการเกิด
ภาวะ global DNA hypomethylation ตรงบริเวณน้ีในเซลลม์ะเร็งชนิดต่างๆ  และภาวะการเปล่ียนแปลง
แบบ methylation ยงัสามารถพบไดใ้นเซลลม์ะเร็งปากมดลูกทั้งในจีโนมของโฮสตแ์ละเช้ือไวรัส HPV ได้
เช่นกนั ในกรณีจีโนมของเช้ือไวรัสสามารถพบไดท้ั้งสภาวะ productive infection และ transforming 
infection ซ่ึงการเกิด methylation ในจีโนมของไวรัสเป็นกลไกหน่ึงในวงจรชีวิตของไวรัสเพื่อสร้างอนุภาค
ไวรัส (productive infection) แต่ในสภาวะท่ีเกิดการติดเช้ือแบบยดืเยื้อพร้อมทั้งมีการเกิด methylation ตรง 
HPV E2 binding sites (E2BS) ตรงต าแหน่งท่ีจ าเพาะอาจจะน าไปสู่ภาวะการติดเช้ือท่ีท าใหเ้ซลลผ์ดิปกติ 
(transforming infection) และน าไปสู่การเกิดเป็นมะเร็งได ้

การตรวจวินิจฉยัโรคมะเร็งปากมดลูก ปัจจุบนัคือการตรวจ pap smear และมีการตรวจดูการติดเช้ือ 
hr-HPVs ซ่ึงมีการตรวจเฉพาะในโรงพยาบาลใหญ่หรือเฉพาะทาง ส าหรับการตรวจหาเช้ือ hr-HPVs อยา่ง
เดียวเพื่อวนิิจฉยัภาวะเส่ียงในการเกิดมะเร็งปากมดลูกอาจจะไม่เพียงพอเน่ืองจากมีผูห้ญิงเพียงส่วนนอ้ยท่ีมี
การพฒันาไปเป็นมะเร็งปากมดลูก จึงไดมี้การพฒันาการตรวจ Biomarker ต่างๆวา่เซลลป์ากมดลูกมีความ
ผดิปกติ เช่น ดูการแสดงออกของโปรตีน  เช่น โปรตีน p16/Ki67  การตรวจ hypermethylation ตรงโปรโม
เตอร์ของยนีท่ีจ าเพาะ(specific gene promoter hypermethylation) เช่น CADM1, RARB และ DAPK การ
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ตรวจความผดิปกติของโครโมโซม (aneuploidy หรือ polyploidy)  ไดแ้ก่ การเพิ่มข้ึนของโครโมโซม เช่น 
1p, 1q, 3q และ 20q  หรือ การลดลงของโครโมโซม เช่น 2q, 3p, 4p, 11p, 17p และ 19p และการตรวจ 
methylation ในส่วนยนี hr-HPVs long control region (LCR) และ  L1  เป็นตน้  แต่ก็ยงัไม่ไดน้ ามาใชใ้น
การวนิิจฉยัในงานประจ าทัว่ไป เน่ืองจากมีราคาท่ีสูงไม่เหมาะสมกบัประเทศก าลงัพฒันา ท่ีจะตอ้งตรวจใน
กลุ่มประชากรจ านวนมาก 

  ดงันั้นจึงควรพฒันาวธีิตรวจกรองท่ีมีทั้งความไวและความจ าเพาะและเหมาะสมกบัประเทศก าลงั
พฒันา ในการตรวจกรองผูห้ญิงท่ีมีความเส่ียงเป็นมะเร็งปากมดลูก มีการศึกษาวิธีการตรวจเมธิลเลชัน่ท่ี
เกิดข้ึนทั้งเซลลข์องโฮตส์ (global DNA methylation) โดยตรวจยนีในกลุ่ม repetitive sequences เช่น Long 
interspersed nuclear element (LINE1), Alu, Satellite-alpha และ Satellite-2 ใชว้ธีิทางอณูโมกุล เช่น real 
time methylation specific PCR, bisulfite sequencing PCR, combined bisulfite restriction analysis 
(COBRA) และ pyrosequencing  ซ่ึงวธีิทางอณูโมเลกุลมีราคาแพง ยงัไม่สามารถน ามาใชใ้นประเทศก าลงั
พฒันาท่ีตอ้งตรวจในกลุ่มประชากรผูห้ญิงจ านวนมากได ้ ดงันั้นการศึกษาปัจจุบนัจึงสนใจวธีิ Enzyme-
Linked-Immunosorbent Assay (ELISA)  ซ่ึงเป็นวธีิการท่ีจะถูกน ามาใชใ้นการศึกษาน้ีซ่ึงเป็นการตรวจ
จีโนมทั้งหมดในเซลล ์เพื่อท าการตรวจกรองขั้นตน้เพื่อคดัแยกกลุ่มผูห้ญิงท่ีมีความเส่ียงสูงกบัความเส่ียงต ่า
ในการจะพฒันาไปเป็นมะเร็งปากมดลูก ตวัอยา่งเซลลป์ากมดลูกจากกลุ่มผูห้ญิงท่ีมีการติดเช้ือ HPV และ
ใหผ้ลลบต่อเช้ือ HPV จะถูกตรวจ global DNA methylation ทั้งหมด จะตรวจ LINE1 methylation โดยวธีิ 
pyrosequencing เพื่อเปรียบเทียบกบัวธีิ ELISA 

  
1.2  วตัถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
        เพื่อหาภาวะการเปล่ียนแปลงการควบคุมนอกเหนือพนัธุกรรมแบบ methylation ในจีโนมของเซลล์
โดยรวม (global DNA methylation) ในเซลลป์ากมดลูกท่ีมีความผดิปกติระยะต่าง ๆ ไดแ้ก่ normal 
cervices, cervical intraepithelial neoplasia (CIN)-1, CIN-2/CIN-3 และ squamous cell carcinoma (SCC)    
เพื่อประเมินความเป็นไปไดข้องการเป็นตวับ่งช้ีทางชีวภาพกบัการด าเนินโรค โดยวิธี Enzyme-Linked-
Immunosorbent Assay (ELISA) และวธีิ pyrosequencing 

 
1.3 ขอบเขตของโครงการวจัิย 

      เป็นการตรวจหาการเปล่ียนแปลงนอกเหนือพนัธุกรรมแบบ methylation ของดีเอ็นเอของเซลล์
โดยรวม (global DNA methylation) ในเซลลป์ากมดลูกท่ีมีความผดิปกติระยะต่าง ๆ ไดแ้ก่ normal 
cervices, cervical intraepithelial neoplasia (CIN)-1, CIN-2/CIN-3 และ squamous cell carcinoma (SCC)  
โดยวธีิ Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay (ELISA)   และจะเปรียบเทียบวธีิ ELISA ท่ีถูกพฒันากบั
การตรวจ LINE1  methylation โดยวธีิ pyrosequencingแลว้น ามาค านวณทางสถิติเพื่อดูความสัมพนัธ์
ระหวา่งภาวะการเกิด Global DNA methylation กบัความเส่ียงในการเป็นมะเร็ง   
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1.4  การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ทีเ่กี่ยวข้อง    

Human Papillomavirus (HPV) เป็นไวรัสจดัอยูใ่น Family Papillomaviridae มีขนาด 52-55 นาโน
เมตร ไม่มีเปลือกหุม้ (Non-Envelop หรือ Naked Virus) มีจีโนมเป็นดีเอน็เอวงกลมขนาดประมาณ 8,000 
เบส ประกอบดว้ยโปรตีนท่ีเป็นโครงสร้างประมาณร้อยละ 88 โดยมีโครงสร้างจีโนมแบ่งออกเป็น3 ส่วน
ดงัน้ี [1] 

1. Early region (E) เป็นบริเวณท่ีมียนีควบคุมการสร้างโปรตีน ซ่ึงประกอบไปดว้ย E1, E2, E4, 
E5, E6 และ E7 โดย E1, E2 และ E4 เป็นโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัขบวนการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ
ของไวรัส และการสร้างไวรัสตวัใหม่ ส่วน E5, E6 และ E7เป็นโปรตีนท่ีก่อใหเ้กิดมะเร็ง หรือ
เรียกวา่ oncoprotein ซ่ึงมีความส าคญัอยา่งมากในการก่อใหเ้กิดมะเร็งปากมดลูก โดยเฉพาะ 
E6 และ E7 

2. Late region (L) เป็นบริเวณท่ีมียนีควบคุมการสร้างโปรตีนประกอบดว้ย L1 และ L2 ซ่ึงเป็น
ส่วนประกอบของแคพสิดโปรตีนของไวรัส โดยพบวา่ L1 เป็นส่วนท่ีมีความเหมือนกนัมาก
ท่ีสุดในเช้ือ HPV แต่ละไทป์และเป็นช้ินส่วนท่ีส าคญัในการน ามาพฒันาผลิตวคัซีน 

3. Upper regulatory region(URR) หรือ Long control region (LCR) เป็นบริเวณท่ีไม่มียนีควบคุม
การสร้างโปรตีน แต่เป็นบริเวณท่ีสามารถจบัไดก้บั repressors และ activators ท่ีเก่ียวขอ้งกบั
การควบคุมการแสดงออกของโปรตีน 

จากการศึกษาพบวา่ HPV เป็นสาเหตุก่อโรคมะเร็งปากมดลูก (Cervical cancer) โดยมากกวา่ร้อย
ละ 90 ของผูป่้วยจะพบดีเอ็นเอของ HPV (HPV DNA) [2]  มีการศึกษาท่ีพบดีเอ็นเอของเช้ือ HPV ใน
ตวัอยา่งมะเร็งปากมดลูกถึงร้อยละ 99.7 โดยใชไ้พร์เมอร์มากกวา่ 1 ชนิดในการตรวจ [3]. 

ปัจจุบนัมี HPV มากกวา่ 100 ชนิด ซ่ึงแบ่งออกเป็นสองกลุ่มใหญ่โดยอาศยัคุณสมบติัในการ
ก่อใหเ้กิดมะเร็งปากมดลูก หรือ ความเส่ียงในการก่อให้เกิดมะเร็งปากมดลูก ดงัน้ี [4] 

1. HPV types ท่ีมีความเส่ียงสูง (high risk) ไดแ้ก่ ชนิด 16,18,31,33,35,39,45,51, 52, 56, 58, 
59,68,73 และ 82 

2. HPV types ท่ีมีความเส่ียงต ่า (low risk) ไดแ้ก่ ชนิด 6,11,40,42,43,44, 54,61,70,72,81 และ 
CP6108 

ในกลุ่มท่ีเป็น high risk พบวา่ HPV type 16 และ HPV type 18 มีความส าคญัต่อการเกิดมะเร็งปาก
มดลูก มากท่ีสุดโดยมากกวา่ร้อยละ 50  ของ squamous cell carcinoma พบ HPV-16 DNA และมากกวา่
ร้อยละ 50  ของ adenocarcinomas พบ HPV-18 DNA [4, 5] และในประชากรผูห้ญิงเอเชียตะวนัออกยงัพบ 
HPV 58 และ 52 สูงในกลุ่มมะเร็งปากมดลูก [6-10]. 

การติดต่อของไวรัสแปปิโลมาเกิดจากการสัมผสัโดยตรงกบัรอยโรค และเช่ือวา่การติดเช้ือไวรัส
เกิดจากการมีเพศสัมพนัธ์และมีรอยฉีกขาดของผวิเยื่อบุปากมดลูก (mucosa) ท าใหไ้วรัสติดเขา้ไปในเซลล์
ชั้นล่างหรือ basal cells ตรงบริเวณ squamo-columnar junction ดงันั้นจึงจดัเป็นโรคติดต่อทางเพศสัมพนัธ์
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โรคหน่ึง การติดเช้ือไวรัสแปปิโลมาโดยทัว่ไปพบวา่สามารถหายไดเ้อง ซ่ึงสารพนัธุกรรมของไวรัสจะอยู่
ในลกัษณะ Extrachromosomal stage ซ่ึงใน basal cells มีการแสดงออกของโปรตีน E1 และ E2 เพื่อช่วย
จ าลองสารพนัธุกรรมของไวรัสโดยโปรตีน E1 ท าหนา้ท่ีเป็น DNA helicase และ ATPase activity และจะมี
จ านวนไวรัสประมาณ 50-100 copies ต่อเซลลแ์ละโปรตีน E2 จะควบคุมการแสดงออกของโปรตีน E6 
และ E7 โดยเม่ือมีโปรตีน E2 ในระดบัต ่าจะไปจบัตรง distal E2BS แบบ high affinity แลว้กระตุน้การ
แสดงออกของ early proteins และเม่ือมีการแสดงออกของ early proteins มากข้ึนรวมทั้ง E2 ดว้ย โปรตีน 
E2 จะถูกเบียดใหไ้ปจบักบั proximal E2BS ท่ีอยูติ่ดกบั early promoter แบบ low affinity ซ่ึงสามารถไปบด
บงัการจบัของ host proteins เช่น RNA polymerase complexes และ SP-1 ท าใหมี้การยบัย ั้งการแสดงออก
ของโปรตีน E6 และ E7 โดยโปรตีน E6 และ E7 ในระดบัต ่าจะช่วยท าใหจี้โนมของไวรัสอยูใ่นเซลลไ์ด ้
(viral genome maintenance) และเม่ือเซลลมี์การเปล่ียนแปลง (cellular differentiation) เซลลท่ี์ไม่ติดเช้ือจะ
ตายไป ในขณะท่ีเซลลติ์ดเช้ือไวรัสมีการแสดงออกของโปรตีน E6 และ E7 จะช่วยใหเ้ซลลท่ี์ติดเช้ือไม่ตาย
โดยโปรตีน E7 สามารถจบักบั pRB  ท าให ้ E2F ซ่ึงเป็น Transcriptional factor เป็นอิสระไปกระตุน้ให้
เซลลเ์ขา้สู่ s-phase และเขา้สู่วงจรของเซลล ์(cell cycle) อีกคร้ังและจ านวนไวรัสใน differentiated cells จะ
มีปริมาณสูงถึง 1,000 copies ต่อเซลล ์ และจะมีการกระตุน้การแสดงออกของ Late proteins เพื่อสร้าง
อนุภาคไวรัสและ โปรตีน E1^E4 เพื่อช่วยปลดปล่อยอนุภาคไวรัส (Permissive infection) ซ่ึงสามารถ
ติดต่อไปสู่เซลลอ่ื์นได ้ [11] แต่บางคร้ังไวรัสแปปิโลมาสามารถคงอยูใ่นเซลลติ์ดเช้ือไดน้านโดยไม่มีการ
สร้างอนุภาคไวรัสเรียกการติดเช้ือน้ีวา่ Persistent infection  โดยในภาวะน้ีถา้มีการแสดงออกของโปรตีนท่ี
ก่อใหเ้กิดมะเร็งคือ E6 และ E7 สูงข้ึน จะมีผลท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงคุณสมบติัของเซลลต์ามมาซ่ึงการ
ติดเช้ือแบบน้ีมีความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรคมะเร็งหรือ Transforming infection และพบวา่มีการสอดแทรก
สารพนัธุกรรมของไวรัสเขา้ไปในสารพนัธุกรรมของเซลลโ์ฮสทพ์ร้อมกบัมีการขาดหายไปของยนี E2  

มีการศึกษาหาความสัมพนัธ์และความชุกของไวรัสแต่ละชนิดในรอยโรคชนิดต่างๆ โดยเฉพาะ
โรคมะเร็งปากมดลูกนั้นพบวา่มีไวรัสแปปิโลมาท่ีเป็นสาเหตุก่อโรคอยูป่ระมาณ 30 ชนิด และท่ีตรวจพบมี
ความชุกมากท่ีสุดคือ HPV-16 พบประมาณร้อยละ 50  ขอ้มูลของผูป่้วยท่ีมารับการรักษาท่ีโรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ์ พบ HPV-DNA ร้อยละ 82 ในกลุ่มผูป่้วยมะเร็งปากมดลูก โดยร้อยละ 42.68 เป็น HPV-16 ร้อย
ละ 20.73 เป็น HPV-18 [12]  ส่วนในกลุ่มผูป่้วยระยะก่อนมะเร็ง Cervical intraepithelial neoplasia (CIN) 
1, 2, 3  พบ HPV-DNA ร้อยละ 33.3, 36.8, 75 ตามล าดบั โดยในระยะ CIN III พบ HPV-16 ร้อยละ 44.44 
และ  HPV-18 ร้อยละ 16.05   กลุ่มควบคุมพบ HPV-DNA เพียงร้อยละ 2.7 เท่านั้น [13] 

กลไกท่ีท าใหเ้ซลลติ์ดเช้ือกลายเป็นเซลลม์ะเร็งไดห้รือ Transforming infection  มีการสร้าง Early 
protein โดยเฉพาะ E6 และ E7 ในระดบัสูง   ซ่ึงปัจจุบนัจดัโปรตีนทั้ง 2 ตวัน้ีเป็นสารก่อมะเร็ง 
(oncoprotein)  โดย E7 สามารถท าใหเ้ซลลเ์จริญไดอ้ยา่งต่อเน่ืองและไม่ตาย (immortalized cell) เพราะ E7 
สามารถจบักบั pRB  ท าให ้E2F ซ่ึงเป็น Transcriptional factor เป็นอิสระ ไปกระตุน้ให้วงจรของเซลลเ์ขา้สู่ 
s-phase มีขบวนการ Transcription มีผลใหเ้ซลลเ์จริญเพิ่มจ านวนได ้   pRB เป็น tumor suppressor ตวัหน่ึง
ซ่ึงตามปกติจะไปยบัย ั้งการเจริญของเซลลท่ี์ระยะ G1 [14]  นอกจากน้ี E6 ก็มีคุณสมบติัจบักบั tumor 
suppressor p53  ซ่ึงโดยปกติ p53 จะจบักบั p21 กระตุน้ขบวนการ apoptosis (program cell death)   การท่ี 
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E6 จบักบั p53 ท  าใหย้บัย ั้งขบวนการดงักล่าว ท าใหเ้ซลลข์าดระบบควบคุมและเกิดการ transformation 
ของเซลล ์ [15]   คุณสมบติัท่ีกล่าวมาน้ีพบไดใ้นกลุ่มเส่ียงสูง ไดแ้ก่ HPV-16, 18    คุณสมบติัของโปรตีน 
E6 และ E7 ของไวรัสแปปิโลมาไทป์อ่ืน ๆ พบวา่แตกต่างกนัไป  ในกลุ่มเส่ียงต ่า พบวา่ E6 และ E7 ไม่
สามารถจบัเกาะกบั p53 และ pRB  ได ้  หรือบางคร้ังจบัไดแ้ต่หลวมและไม่สามารถยบัย ั้งคุณสมบติัของ
โปรตีนทั้งสองชนิดได ้ ส่วน E5 พบวา่นอกจากมีคุณสมบติัยบัย ั้งขบวนการ apoptosis โดยไปยบัย ั้งการ
กระตุน้ของ TRAIL ผา่น death-inducing signal complex แลว้ ยงัสามารถกระตุน้ใหมี้การเพิ่มจ านวนและมี 
differentiation ของ keratinocytes ดว้ย [16, 17] 

โรคมะเร็งปากมดลูกเป็นโรคมะเร็งท่ีพบมากเป็นอนัดบัสองในผูห้ญิงทัว่โลก โดยเฉพาะใน
ประเทศก าลงัพฒันา ซ่ึงพบวา่อตัราการเสียชีวติดว้ยโรคมะเร็งปากมดลูกเพิ่มสูงข้ึน  [18] องคก์ารอนามยั
โลกประมาณการณ์วา่ ในปัจจุบนัมีผูห้ญิงมากกวา่ 2 ลา้นคนท่ีเป็นมะเร็งปากมดลูก และมีการตรวจพบ
มะเร็งปากมดลูกรายใหม่ 470,000 รายทุกปี ดงันั้น จึงพบผูป่้วยรายใหม่ 1,200 รายในแต่ละวนั ส่วน
ประเทศไทย พบวา่มีการตรวจพบมะเร็งปากมดลูกรายใหม่ในแต่ละปีกวา่ 6,000 ราย และในจ านวนน้ี
ประมาณคร่ึงหน่ึงจะเสียชีวติ จากโรคน้ีโดยเฉล่ีย 7 รายต่อวนั[19] 

จากจ านวนผูห้ญิงท่ีมีการติดเช้ือไวรัส HPVs  มีเพียงส่วนนอ้ยเท่านั้นท่ีมีการพฒันาไปเป็นมะเร็ง
ปากมดลูกซ่ึงแสดงวา่การติดเช้ือไวรัส HR-HPVs เพียงอยา่งเดียวไม่เพียงพอท่ีจะท าใหเ้กิดมะเร็งปากมดลูก 
การเกิดมะเร็งปากมดลูกใชเ้วลา 20-30 ปี ปัจจยัดา้นพนัธุกรรม (genetics) และกระบวนการนอกเหนือ
พนัธุกรรม (epigenetics) มีส่วนร่วมในการท าใหเ้กิดมะเร็ง  

ในส่วนกระบวนการนอกเหนือพนัธุกรรม เช่นการเกิด DNA methylation ตรง CpG โดยเอนไซม ์
DNA methyltransferase  มาเติมหมู่ methyl ตรง cytosine ต าแหน่งท่ี 5  [20] ท าใหมี้การชกัน าโปรตีน 
histone deacetylases (HDACs) มาตรงบริเวณท่ีเกิด methylation ท าใหเ้กิดการตดัหมู่ acetyl ออกจาก
โปรตีนฮิสโตน (histone) ท าใหโ้ครมาตินมีการมว้นจดัโครงสร้างใหม่และอยูใ่นสภาวะปิด ท าใหย้บัย ั ง
การจบัของ host transcription factors และ RNA polymerase complex ส่งผลใหย้บัย ั้งการแสดงออกของยนี  
         จากการศึกษาการเกิดภาวะการเปล่ียนแปลงแบบ methylation ในเซลลข์องคน มีการรายงานพบ 
hypermethylation ในเซลลม์ะเร็งซ่ึงเกิดตรง promoter ของ tumor suppressor genes (TSGs) เช่น TSLC1, 
RASSF1A, CDH1, RARB, p16INK4a DAPK, CADM1  และ CCNA1 เป็นตน้ ซ่ึงจะไปควบคุมการแสดงออก
ของ TSGs  นอกจากการตรวจตรงบริเวณโปรโมเตอร์ของยนีท่ีจ าเพาะแลว้ ยงัมีการตรวจภาวะ methylation 
ตรงบริเวณบริเวณดีเอน็เอท่ีไม่ใช่ยนี เช่น บริเวณ repetitive sequences ขนาดใหญ่ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีมีล าดบันิ
วคลีโอไทดซ์ ้ ากนัหลายชุดโดยในเซลลป์กติพบวา่บริเวณน้ีมีภาวะ hypermethylation ตรง CpG  และมี
การศึกษาพบวา่มีการเกิดภาวะ global DNA hypomethylation ตรงบริเวณน้ีในเซลลม์ะเร็งชนิดต่างๆ  เช่น 
มะเร็งเตา้นม [21] มะเร็งต่อมลูกหมาก[22] มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ[23] มะเร็งตบั[24] มะเร็งเมด็เลือดขาว 
[25] และมะเร็งปากมดลูก [26] เป็นตน้ 
           ในเซลลม์ะเร็งปากมดลูกยงัสามารถพบความผดิปกติของภาวะ methylation ทั้งในจีโนมของโฮสต์
และเช้ือไวรัส HPV ไดเ้ช่นกนั ในกรณีจีโนมของเช้ือไวรัสสามารถพบการเกิด methylation ไดท้ั้งสภาวะ 
productive infection และ transforming infection ซ่ึงการเกิด methylation ในจีโนมของไวรัสเป็นกลไก
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หน่ึงในวงจรชีวิตของไวรัสเพื่อสร้างอนุภาคไวรัส (productive infection) เช่น จะควบคุมการแสดงออก
ของ late gene ในเซลลท่ี์เป็น undifferentiated cells [27]แต่ในสภาวะท่ีเกิดการติดเช้ือแบบยดืเยื้อพร้อมทั้ง
มีการเกิด methylation ตรง HPV LCR บริเวณท่ีจ าเพาะอาจจะน าไปสู่ภาวะการติดเช้ือท่ีท าใหเ้ซลลผ์ดิปกติ 
(transforming infection) [28] และน าไปสู่การเกิดเป็นมะเร็งได ้ส าหรับภาวะ Global DNA methylation ใน
เซลลม์ะเร็งปากมดลูกไดถู้กศึกษา โดยตรวจยีน LINE1 [29] โดยใชเ้ทคนิค combined bisulfite restriction 
analysis (COBRA) และพบวา่ภาวะ LINE1 hypomethylation สัมพนัธ์กบัการพฒันาไปเป็นเซลลม์ะเร็งและ
มีอีกการศึกษาใชว้ธีิการยอ้ม formaline fixed paraffin embedded tissue (FFPE) โดยใช ้ antibody ต่อ 5-
methylacytosine และวธีิ high-performance capillary electrophoresis (HPCE) พบวา่ภาวะ global DNA 
hypomethylation สัมพนัธ์กบัภาวะการเป็นเซลลม์ะเร็งปากมดลูก [26] 

ปัจจุบนัวธีิการตรวจหามะเร็งปากมดลูกมีดงัน้ี  [30, 31]  
1. การตรวจเซลลท์าง cytology ไดแ้ก่การตรวจ Papanicolaou smear (Pap smear) วธีิน้ีตอ้งอาศยั

บุคลากรท่ีมีความช านาญในการตรวจเพื่อดูลกัษณะการเปล่ียนแปลงของเซลลต์ั้งแต่เป็น
dysplasia จนกลายเป็นเซลลม์ะเร็งซ่ึงถา้ไม่ช านาญอาจมีความผดิพลาดในการอ่านและแปล
ผลไดง่้าย  

2. การตรวจหา HPV DNA โดยเทคนิคทางดา้นอณูโมเลกุล (molecular detection) ซ่ึงเป็นวธีิการ
ตรวจท่ีมีความจ าเพาะและความไวสูงกวา่การตรวจ Pap smear แต่วธีิน้ีมีค่าใชจ่้ายสูงและมี
ขั้นตอนท่ียุง่ยาก ตอ้งอาศยับุคลากรท่ีไดรั้บการอบรมความช านาญของเทคนิคมาก่อน 
นอกจากน้ีการตรวจพบ HPV DNA ไม่ไดเ้ป็นขอ้บ่งช้ีวา่เป็นเซลลม์ะเร็ง การบ่งช้ียงัตอ้งอาศยั
การอ่านผลทางเซลลพ์ยาธิวทิยา 

3. การตรวจโดยวธีิ Visual Inspection with Acetic acid(VIA) โดยใชน้ ้ายา acetic acid เจือจาง 3-
5% ป้ายลงบนบริเวณปากมดลูก แลว้สังเกตดูการเปล่ียนแปลงของสีของปากมดลูกหลงัจาก
ป้ายน ้ายา 1 นาทีภายใตแ้สงไฟท่ีส่องสวา่ง โดยเซลลท่ี์มีความผดิปกติจะมีปริมาณโปรตีนท่ี
มากกวา่ปกติและน ้ายา acetic acid จะไปท าใหโ้ปรตีนในเซลลเ์กิดเกาะกลุ่ม เม่ือแสงไฟตก
กระทบจะไม่สามารถผา่นไปไดจึ้งเกิดการสะทอ้นแสงท าใหเ้ห็นเป็นฝ้าขาว (acetowhite) ซ่ึง
เกิดข้ึนชัว่คราวซ่ึงเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า ใหผ้ลบวก แต่เซลลป์กติแสงจะผา่นเซลลไ์ดท้  าใหไ้ด้
เห็นเป็นสีแดงของเส้นเลือดฝอย ซ่ึงมีการศึกษาในประเทศไทยพบวา่การไดผ้ล VIA ไดผ้ลบ
บวกสามารถพบไดใ้นเซลลเ์ยือ่บุผวิปากมดลูกท่ีอยูใ่นช่วงมีการซ่อมแซม หรือมีการอกัเสบ 
อาจท าใหเ้กิดเป็นฝ้าขาวได ้

4. การตรวจ HPV mRNA โดยใชห้ลกัการ target amplication เช่น The APTIMA HPV Assay 
เพื่อตรวจ E6/E7 mRNA ของไวรัสในกลุ่มความเส่ียงสูง 14  ชนิด ไดแ้ก่ HPV 16, 18, 31, 33, 
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, และ 68 และอีก 2 การทดสอบ ไดแ้ก่  PreTect HPV-
Proofer และ NucliSENS Easy Q HPV ใชห้ลกัการ nucleic acid sequence-based 
amplification (NASBA) โดยใชอุ้ณหภูมิเดียวเพื่อตรวจ E6/E7 mRNA แบบ RNA real-time 
amplification และสามารถตรวจเช้ือไวรัสในกลุ่ม HR-HPV ได ้5 ชนิด (16, 18, 31, 33, และ 



15 

45)  ซ่ึงวธีิน้ีมีความจ าเพาะท่ีสูงกวา่การตรวจ HPV DNA แต่อยา่งไรตามการตรวจ HPV 
mRNA ยงัตอ้งมีการใชเ้คร่ืองมือราคาสูงในการตรวจ 

5. การตรวจการแสดงออกของโปรตีน L1 ของเช้ือ Human papillomavirus และการตรวจ
โปรตีนของโฮสตคื์อ p16 และ Ki67 โดยวธีิ immunocyto/histostaining ส าหรับการแปลผล
โปรตีน Human papillomavirus L1 (Cytoactive) ดงัน้ี ถา้หากมีการตรวจพบ L1 จะสัมพนัธ์
กบัเซลลใ์นระดบั LSIL/CIN1 และจะสัมพนัธ์กบัการมีอตัราการก าจดัเซลลผ์ดิปกติให้หายไป
ไดสู้งถึงร้อยละ 72 เรียกวา่ ภาวะ spontaneous regression ส าหรับการตรวจโปรตีน p16/Ki67 
(CINtec PLUS kit, Roche) พบวา่โปรตีน p16 จะพบสูงข้ึนในกรณีมีการติดเช้ือ HR-HPV 
และ ส าหรับโปรตีน Ki67 เป็นตวับ่งช้ีวา่เซลลมี์การแบ่งตวัเพิ่มจ านวน การตรวจพบโปรตีน 
p16/Ki67 เป็นตวับ่งช้ีถึงภาวะการมีเซลลผ์ดิปกติและการพบเซลลม์ะเร็ง แต่สองการทดสอบ
น้ียงัไม่มีการน ามาใชใ้นงานประจ าในประเทศไทย [32, 33]  

6. นอกจากนั้นยงัมีการพฒันาการตรวจตวับ่งช้ีทางชีวภาพหรือ Biomarker ต่างๆวา่เซลลป์าก
มดลูกมีความผดิปกติการตรวจ methylation ของ tumor suppressor genes เช่น  TSLC1, 
RASSF1A, CDH1, RARB, p16INK4a DAPK, CADM1 [34-36] ไดรั้บการพฒันาโดยใชเ้ทคนิค
ทางอณูวทิยา เช่น methylation specific conventional PCR หรือ real time PCR, sequencing 
และ pyrsequencing เป็นตน้ การตรวจความผดิปกติของโครโมโซม (aneuploidy หรือ 
polyploidy)  เช่น การเพิ่มข้ึนของโครโมโซมเช่น 1p, 1q, 3q, 5p, 5q, 6p, 8q and 5p  หรือ การ
ลดลงของโครโมโซมเช่น 2q, 3p, 4p, 11p, 17p and 19p [37-39]  วธีิทางอณูวทิยามีราคาท่ีสูง 
ไม่เหมาะสมกบัประเทศก าลงัพฒันา ท่ีจะตอ้งตรวจกรองหรือวนิิจฉยัในกลุ่มประชากร
กลุ่มเป้าหมายทั้งหมด 

          ดงันั้นจึงควรพฒันาวธีิตรวจกรองท่ีมีทั้งความไวและความจ าเพาะและเหมาะสมกบัประเทศก าลงั
พฒันา ในการตรวจกรองผูห้ญิงท่ีมีความเส่ียงเป็นมะเร็งปากมดลูกดงัท่ีกล่าวขา้งตน้ วธีิการตรวจเมธิล
เลชัน่ท่ีเกิดข้ึนทั้งเซลลข์องโฮตส์ (global DNA methylation) มีการศึกษาในมะเร็งชนิดต่างๆและพบ
ความสัมพนัธ์ในการเกิด global DNA hypomethylation กบัภาวะการเป็นมะเร็ง [20] โดยตรวจยนีในกลุ่ม 
repetitive sequences เช่น LINE1, Alu, Satellite-alpha และ Satellite-2 ใชว้ธีิทางอณูโมกุล เช่น real time 
methylation specific PCR, bisulfite sequencing PCR, combined bisulfite restriction analysis (COBRA) 
และ pyrosequencing เป็นตน้ แต่วธีิทางอณูโมเลกุลเป็นวธีิท่ีมีราคาแพง ยงัไม่สามารถน ามาใชใ้นประเทศ
ก าลงัพฒันาท่ีตอ้งตรวจในกลุ่มประชากรผูห้ญิงจ านวนมาก วธีิ Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay 
(ELISA)  เป็นวธีิการท่ีถูกพฒันาเพื่อใชต้รวจภาวะ global DNA methylation ท่ีจะถูกน ามาใชใ้นการศึกษาน้ี
เพื่อท าการตรวจกรองขั้นตน้เพื่อคดัแยกกลุ่มผูห้ญิงท่ีมีความเส่ียงสูงกบัความเส่ียงต ่าในการจะพฒันาไป
เป็นมะเร็งปากมดลูก ตวัอยา่งเซลลป์ากมดลูกจากกลุ่มผูห้ญิงท่ีมีการเช้ือ HPV และใหผ้ลลบต่อเช้ือ HPV 
จะถูกตรวจ global DNA methylation ทั้งหมด พร้อมทั้งน้ีจะท าการตรวจยนี LINE1 methylation  
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  ผลการตรวจโดย global DNA methylation โดยวธีิ ELISA จะถูกเปรียบเทียบกบัผล  LINE1 
methylation โดยวธีิ pyrosequencing เพื่อประเมินการน าการตรวจ global DNA methylation มาใชใ้นการ
ตรวจกรองผูห้ญิงท่ีมีความเส่ียงในการเป็นมะเร็งปากมดลูก 

1.5 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ เช่น ด้านวชิาการ ด้านนโยบาย ด้านเศรษฐกจิ/พาณชิย์ ด้านสังคมและ
ชุมชน รวมถึงการเผยแพร่ในวารสาร จดสิทธิบัตร ฯลฯ และหน่วยงานทีน่ าผลการวจัิยไปใช้ประโยชน์ 

       ไดว้ธีิท่ีราคาถูกกวา่วธีิทางอณูวทิยาและท าไดส้ะดวกในหอ้งปฏิบติัการทัว่ไปเพื่อตรวจกรอง
ผูห้ญิงท่ีมีภาวะเส่ียงในการเป็นมะเร็งปากมดลูก โดยใชผ้ลควบคู่กบัผลการตรวจทางเซลลว์ทิยา (Pap 
smear) 

 
2. วธีิด าเนินการวจัิย (Materials and method) 
     2.1   การเกบ็ตัวอย่างส่ิงส่งตรวจ 
            ท  าการศึกษาน้ี ณ. ภาควชิาจุลชีววทิยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ตึก อปร ชั้น 15 

เป็นการศึกษาในประชากรชาวไทย ตวัอยา่งท่ีใชใ้นการศึกษาเป็นตวัอยา่งเซลลข์ดูปากมดลูกท่ีเหลือจาก

งานวจิยัเร่ือง การตรวจแอนติเจนของไวรัสแปปิโลมาอยา่งรวดเร็วส าหรับพยากรณ์การเป็นมะเร็งปาก

มดลูกโดยใชอ้นุภาคนาโนทองค า (COA No.242/2012, IRB No.095/55) ตวัอยา่งถูกเก็บในช่วงเดือน

พฤษภาคม พ.ศ. 2555 ถึงเดือนเมษายน พ.ศ. 2557 ตวัอยา่งเซลลข์ดูปากมดลูกท่ีเหลือจากงานประจ าของ

หน่วยไวรัสวทิยา ฝ่ายจุลชีววิทยา โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์และโรงพยาบาลศรีนครินทร์ คณะแพทยศาสตร์ 

มหาวทิยาลยัขอนแก่น จงัหวดัขอนแก่น ตวัอยา่งท่ีถูกจ าแนกตามลกัษณะเซลลท์างพยาธิวทิยาเป็น normal, 

cervical intraepithelial lesion 1 (CIN1), CIN2, CIN3 และ carcinoma in situ (CIS) หรือ squamous cell 

carcinoma (SCC)   โดยโครงการน้ีผา่นจริยธรรมการวิจยัในมนุษย ์COA No. 087/2016 

         2.2     การเตรียมตัวอย่างดีเอน็เอโดยน า้ยา Roche และ QIAGEN 
           2.2.1 สกดัดีเอน็เอจากเซลล์ขูดปากมดลูกโดยน า้ยา Roche 
                    ตวัอยา่งเซลลป์ากมดลูกท่ีเก็บในน ้ายา Sure Path จะถูกแบ่งมาสกดั DNA โดยใชน้ ้ายา 

High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied Science, 
Mannheim, Germany) โดยน าเซลลป์ากมดลูกท่ีป่ันเก็บใน PBS ปริมาตร 200 µl ท่ี แลว้เติม จ านวน 
Binding buffer ปริมาตร 200 µl และ Proteinase K ปริมาตร 40 µl ใช ้autopipette ดูดข้ึนดูดลงหรือผสมให้
เขา้กนัดี โดย pulse-vortexing เป็นเวลา 15 วนิาที แลว้น าไปแช่อ่างน ้าปรับอุณหภูมิ (water bath) 70°C เป็น
เวลา 10 นาที   หลงัจากนั้นน าตวัอยา่งมาตั้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง รอจนเยน็แลว้เติม isopropanol ปริมาตร 100 
µl ลงในหลอดตวัอยา่งผสมใหเ้ขา้กนัดีแลว้น าไปป่ันเพื่อใหห้ยดน ้าท่ีเกาะบนฝาตกลงมาท่ีกน้หลอด  ดูด
ส่วนผสมจากหลอดตวัอยา่ง ใส่ใน High pure filter tube ท่ีวางอยูบ่น collection tube ขนาด 2 ml ปิดฝา 
แลว้น ามาป่ันเหวีย่งท่ี 8000 rpm เป็นเวลา 1 นาที    น า filter tube ไปวางบน collection tube อนัใหม่แลว้
เติม Inhibotor Removal Buffer ปริมาตร 500 µl ลงใน filter tube แลว้น ามา ป่ันเหวีย่งท่ี 8000 rpm เป็นเวลา 
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1 นาที    น า filter tube ไปวางบน collection tube อนัใหม่แลว้เติม Wash Buffer ปริมาตร 500 µl ลงใน 
filter tube แลว้น ามา ป่ันเหวี่ยงท่ี 8000 rpm เป็นเวลา 1 นาทีน า filter tube ไปวางบน collection tube อนั
ใหม่แลว้เติม Wash Buffer ปริมาตร 500 µl ลงใน filter tube อีกคร้ังแลว้น ามา ป่ันเหวี่ยงท่ี 8000 rpm เป็น
เวลา 1 นาทีหลงัจากนั้นดูดส่วนน ้า (flow through)ท่ีอยูใ่น collection tube ทิ้งแลว้น า filter tube ไปวางบน 
collection tube อนัเก่าแลว้น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 14,000 rpm เป็นเวลา 30 วนิาที เพื่อก าจดัน ้ายา Wash buffer ท่ี
ตกคา้งอยู ่ หลงัจากนั้นน า filter tube ไปวางอยูบ่นหลอดพลาสติกอนัใหม่ขนาด 1.5 ml แลว้เติม Elution 
buffer ปริมาตร 50 µl ปิดฝาแลว้วางท่ีอุณหภูมิหอ้ง 1 นาที แลว้น ามาป่ันเหวีย่งท่ี 8,000 rpm เป็นเวลา 1 
นาที เพื่อใหไ้ดดี้เอน็เอท่ีตอ้งการ น าดีเอน็เอท่ีไดไ้ปเก็บท่ี -20 หรือ -80°C. 

          2.2.2 การสกดัดีเอน็เอจากเซลล์ปากมดลูกโดยน า้ยา QIAGEN 
                      ใชน้ ้ายา AllprepDNA/RNA(QIAGEN) โดยเติม buffer RTL plus จ านวน 350 ul ใช ้

autopipette ดูดข้ึนดูดลงจนเซลลล์ะลายถูกยอ่ยหมด ท าการป่ัน 3 นาที ท่ีรอบสูงสุด 10,000 rpm แลว้ดูด
ส่วน supernatant มาใส่ใน AllPrep DNA spin column ท่ีวางบน 2 ml collection tube แลว้ แลว้ปิดฝา น ามา
ป่ัน 30 วนิาที ท่ีรอบสูงสุด 10,000 rpm  ส่วน flowthrough เป็นส่วนท่ีจะน าไปสกดั RNA ต่อ หลงัจากนั้น
เติม Buffer AW1 500 µl ใส่ใน AllPrep DNA spin column ท่ีวางบน 2 ml collection tube อนัใหม่ แลว้ป่ัน 
15 วนิาที ท่ีรอบสูงสุด 10,000 rpm  ทิ้ง flowthrough แลว้เติม Buffer AW2 500 µl ใส่ใน AllPrep DNA 
spin column ท่ีวางบน 2 ml collection tube อนัเก่า แลว้ป่ัน 2 นาที ท่ีรอบสูงสุด 10,000 rpm แลว้น า 
AllPrep DNA spin column ไปวางบนหลอดพลาสติกขนาด 1.5 ml อนัใหม่แลว้เติม  Buffer EB 100 ul แลว้
ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง  1 นาทีแลว้น ามาป่ัน 1 นาที ท่ีรอบสูงสุด 10,000 rpm เพื่อลา้งเอาดีเอ็นเอออก
มาแลว้น าดีเอน็เอไปเก็บท่ี -20 °C หรือ -70°C          
          2.3   การตรวจ Global DNA methylation โดยวธีิ Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay 
(ELISA)   

        ผสมดีเอน็เอ 100 ng กบั 5-Mc Coating buffer ใหไ้ดป้ริมาตร 100 µl ในหลอดทดลองขนาด 
200 µl แลว้น ามาท าใหดี้เอ็นสายคู่แยกเป็นสายเด่ียวโดยวางไวท่ี้ 98°C เป็นเวลา 5 นาที ในเคร่ือง thermal 
cycler หลงัจากนั้นวางบนน ้าแขง็ทนัทีเป็นเวลา 10 นาที แลว้ดูด denatured DNAs มาใส่ well strip ปิดดว้ย
แผน่ foil และน าไปวางท่ี 37°C เป็นเวลา 1 ชม ขั้นตอนน้ีเป็นการ coat denatured single stranded DNA ให้
อยูบ่นหลุมเพลท หลงัจากนั้นดูด buffer ออกจากหลุม แลว้ลา้งดว้ย 5-mC ELISA Buffer สามคร้ัง คร้ังละ 
200 µl หลงัจากนั้นเติม 5-mC ELISA Buffer ปริมาตร 200 µl ในทุกหลุมแลว้ปิดดว้ย foil  น าไปวางท่ี 
37°C เป็นเวลา 30 นาที หลงัจากนั้นดูด Buffer ออกจากทุกหลุม ท าการเตรียมแอนติบอดีสองชนิดผสมกนั
คือ anti-5-Methylacytosine (1:2,000) และ secondary antibody (1:1,000) (ใส่ anti-5-Methylacytosine 
monoclonal antibody 1 µl และ HRP-conjugated secondary antibody 2 µl ใน 5-mC ELISA Buffer 2,000 
µl) แลว้เติมแอนติบอดีท่ีผสมแลว้ทั้งสองชนิดปริมาตร 100 µl ในทุกหลุมแลว้ปิดดว้ย foil  น าไปวางท่ี 
37°C เป็นเวลา 1 ชม หลงัจากนั้นดูด Buffer ออกจากทุกหลุมแลว้ลา้งดว้ย 5-mC ELISA Buffer สามคร้ัง 
คร้ังละ 200 µl แลว้เติม HRP Developer ปริมาตร 100 µl ในทุกหลุม แลว้รอเวลาใหเ้กิดการเกิดสีประมาณ 



18 

40 นาที แลว้น าไปวดั  OD ท่ี 405 nm โดยใช ้ELISA plate reader ร้อยละของการเกิด methylation ถูกตรวจ
โดยเทียบกบักราฟมาตรฐาน โดยใชส้มการคือ  

                                                                    y = a ln(x)+b 
y=absorbance 

                                                                    a= slope 
b=y-intercept 

                         x= percentage of methylation 

                       
2.4  การตรวจ Global DNA methylation โดยวธีิ Pyrosequencing 
       เป็นการตรวจ methylation ท่ีไดค้่าเป็นร้อยละของ methylated CpG ตรงต าแหน่งท่ีตอ้งการ

ตรวจ ผูท้  าการทดสอบจะท าการตรวจยนี LINE1 methylation โดยวธีิ Pyrosequencing   
      ท าการเปล่ียนแปลงสภาพของ DNA โดยน ้ายา EZ DNA Methylation-Gold Kit มีหลกัการดงัน้ี 

เม่ือเติม sodium bisulfite ในกรณี unmehylated cytosine จะเปล่ียนเป็น uracil ในขณะท่ี methylated 
cytosine จะไม่เปล่ียนแปลงยงัคงสภาพเป็น cytosine น า modified DNA ท่ีไดไ้ปเก็บไวท่ี้ -20°C จนกวา่จะ
ใช ้ ขั้นตอนการท า polymerase chain reaction (PCR) โดยน า modified DNA มาท าการเพิ่มจ านวนโดยวธีิ 
PCR ไพร์เมอร์ท่ีใชมี้ดงัน้ี forward และ reverse primers ไดแ้ก่ FW: 5'- TTTTGAGTTAGGTGTGTGGGA 
TATA-3'  และ RV: Biotin-5´- AAAATCAAAAAATTCCCTTTC-3' (150 bp) ตามล าดบั Sequencing 
primer และ sequence to analyze คือ  5´- AGTTAGGTGTGGGATATAGT-3 and 
TTYGTGGTGYGTYGTTTTTTAAGTYGGTTTGAAAAGYGTA ตามล าดบั [40] แลว้น า amplified 
products ท่ีไดม้าท า electrophoresis ท่ี 1.5% agarose gel โดยหลงัจากท าการเพิ่มจ านวนยนี LINE1 โดยวธีิ 
PCR แลว้น า  biotinylated PCR products ปริมาตร 20 µl มาผสมกบั Streptavidin Sepharose beads 2 µl 
สาร binding buffer 40 µl และ น ้า Milli-Q 18.2 MΩ·cm  โดยผสมใหไ้ดป้ริมาตรสุดทา้ยคือ 80 µl ใน 96 
wells plate ขนาด 200 µl แลว้น ามาเขยา่ท่ี 1,400 rpm เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนั้นน ามาท่ีบริเวณ vacuum 
prep workstation เปิดสวชิต ์Vacuum pump ท่ีต่อกบั filter probe น า filter probe มาลา้งใน high purity 
water แลว้น ามาดูด Biotinylated PCR products/Streptavidin-coated Sepharose beads ท่ีอยูใ่นหลอด
ทดลองขนาด 200 µl เพื่อให้ beads ถูกจบัตรง filter เป็นเวลา 30 วนิาที แลว้น าไปลา้งใน 70% ethanol เป็น
เวลา 5 วนิาที แลว้น าไปลา้งใน denaturation solution เป็นเวลา 5 วนิาที แลว้น าไปลา้งใน washing buffer 
เป็นเวลา 10 วนิาที หลงัจากนั้นยก filter probe ข้ึนแลว้จบัในแนวมุมตั้งฉาก 90° เพื่อใหส้ารน ้าไหลออกให้
หมด แลว้ปิด vacuum pump แลว้น า filter probe ไปผสมกบั annealing buffer 25 µl ท่ีมี sequencing primer 
เขม้ขน้ 0.4 µM บน 96 flat plate หลงัจากนั้นน า 96 flat plate ไป incubate ท่ี 80°C เป็นเวลา 2 นาที และวาง
ท่ีอุณหภูมิห้องอยา่งนอ้ย 5 นาที แลว้น าไปวางในเคร่ือง PyroMark™ Q96 instrument ในขณะเดียวกนัน า 



19 

Cartridge ท่ีมี enzyme, substrate และ นิวคลีโอไทด ์A, T, C และ G ใส่เขา้ไปในเคร่ือง PyroMark™ Q96 
instrument และกด Run หลงัจากนั้นน าผลท่ีไดไ้ปวิเคราะห์โดยใชโ้ปรแกรม PyroMark™ Q96 Software 

 
2.5 การวเิคราะห์ทางสถิติโดยใช้สถิติ  
      ใชส้ถิติ Kruskal wallis test หรือ One way ANOVA ดูความแตกต่างของค่าเฉล่ียร้อยละของการ

เกิด global DNA methylation ท่ีพบในตวัอยา่งท่ีมีความผิดปกติระดบัต่างๆ ท่ีระดบันยัส าคญัทางสถิติ 0.05 
หาค่าความสัมพนัธ์ระหวา่งผลการตรวจเป็นร้อยละของการเกิด global methylation ระหวา่งวธีิ ELISA 
และ pyrosequencing  พร้อมทั้งหาค่าความไวและความจ าเพาะจาก cut off ค่าต่างๆ ท่ีไดจ้ากทั้งสองวธีิ โดย
สถิติ receiver operating characteristic (ROC) 

 
3. ผลการวจัิย (Results) 
       3.1 หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวดัค่าการดูดกลืนแสง โดยน าดีเอน็เอท่ีสกดัจากเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็ง

ปากมดลูกชนิดต่างๆไดแ้ก่ Caski(600 copies of HPV16), SiHa(1-2 copy of HPV16), HeLa (HPV18 

positive), ME180(HPV39), MS751 (HPV45), C33A (HPV negative) และดีเอน็เอท่ีสกดัจากเมด็เลือดขาว

คนปกติ พร้อมดว้ยดีเอน็เอควบคุมผลบวกท่ีมีภาวะ methylation ร้อยละ 100 และดีเอน็เอควบคุมผลลบท่ี

ไม่มีภาวะ methylation มาท าการตรวจภาวะ global methylation โดยวธีิ ELISA โดยใช ้5-mC DNA ELISA 

kit โดยวดัค่าการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคล่ืน 405 nM และ 450 nM ท่ีเวลา 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 และ 

90 นาที ผลแสดงดงัรูปท่ี 1 และ 2 โดยรูปท่ี 1 แสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 nm และรูปท่ี 2 

แสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm ผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคล่ืน 405 nm ใหค้่าการดูดกลืนแสงท่ีมากกวา่ 450 nm และใหค้่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง positive 

control ท่ีมีการเกิด methylation ร้อยละ 100 อยูใ่นช่วง 0.9-1.0 ท่ีเวลา 30-40 นาที และตวัอยา่ง negative 

control ท่ีไม่มีการเกิด methylation ก็มีค่าการดูดกลืนแสงต ่ากวา่ 0.1 ในทุกช่วงเวลา จึงท าการเลือกวดัค่า

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 nm และเลือกวดัค่าการดูดกลืนแสง ณ เวลา 40 นาที 



20 

 
          รูปที ่1 แสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 nm   
 

 
           รูปที ่2 แสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm  
 
      3.2 การค านวณหาร้อยละของ methylation จากกราฟมาตรฐานเพื่อใชใ้นการหาค่า global methylation 
โดยจะท ากราฟมาตรฐานทุกคร้ังท่ีมีการทดสอบท า ELISA โดยใชค้วามเขม้ขน้ของ methylation คือ ร้อย
ละ 0 ร้อยละ 5 ร้อยละ 10 ร้อยละ 25 ร้อยละ 50 ร้อยละ 75 ร้อยละ 100  พบวา่ ค่า R-squared มีค่ามากกวา่ 
0.9 ในทุกคร้ังท่ีท าการทดสอบรูปท่ี 3 เป็นตวัอยา่งกราฟมาตรฐาน ซ่ึงสามารถน ามาใชใ้นการหาค่าร้อยละ
ของการเกิดภาวะ global methylation ในตวัอยา่งไดต้ามสมการท่ีกล่าวในวธีิท า 
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               รูปที ่3 ตวัอยา่งกราฟมาตรฐานและสมการท่ีใชใ้นการค านวณหาร้อยละการเกิดภาวะ methylation 
โดยวธีิ ELISA   
 

     3.3  ภาวะ global methylation ในเซลม์ะเร็งเพาะเล้ียงตรวจโดยวธีิ ELISA และ pyrosequencing  
           โดยวธีิ ELISA พบค่า global methylation  ในเซลลม์ะเร็งชนิดต่างๆไดค้่าร้อยละดงัน้ี Caski 

คือ 3.72 SiHa คือ 1.74  HeLa คือ 2.42 ME180 คือ 4.79   MS751 คือ 5.09 และ C33A คือ 1.47  และจาก
เมด็เลือดขาวจากคนปกติไดค้่าเฉล่ีย คือ 8.20 โดยวธีิ ELISA 

           ผลการตรวจ global methylation ซ่ึงตรวจยนี LINE1 โดยวธีิ pyrosequencing ไดค้่าดงัน้ี 
Caski ร้อยละ 45 SiHa ร้อยละ 35 และเมด็เลือดขาวจากคนปกติไดค้่าคือ ร้อยละ 62  

3.4 ผลการตรวจภาวะ global methylation ในตวัอยา่งโดยวธีิ ELISA และ pyrosequencing  
                      ตวัอยา่งท่ีมีความผดิปกติระดบัต่างๆ 280 ตวัอยา่ง จ  าแนกตามลกัษณะเซลลท์างเซลลว์ทิยา
เป็น Normal 36 ตวัอยา่ง และทางพยาธิวทิยาดงัน้ี CIN 1 115 ตวัอยา่ง, CIN 2-CIN 3 39 ตวัอยา่ง และ 
CIS/SCC 90 ตวัอยา่ง มีตวัอยา่งท่ีน ามาท า pyrosequencing ทั้งหมด 161 ตวัอยา่งและมีตวัอยา่งท่ีน ามาท า 
ELISA  ทั้งหมด 257 ตวัอยา่งแต่ตวัอยา่งท่ีใหผ้ลการท า ELISA มีค่าต ่ากวา่ 0.100 จะไม่ถูกน ามาค านวณ 
ดงันั้นจึงมีตวัอยา่งท่ีมีคุณภาพสามารถน ามาค านวณผล ELISA คือ 100 ตวัอยา่ง   

              3.4.1 ผลการตรวจ global methylation โดยวธีิ pyrosequencingในตวัอยา่งเซลลป์ากมดลูก 
161 ตอัยา่ง ท่ีมีผลการตรวจทางช้ินเน้ือวทิยาท่ีระดบัความผดิปกติต่างๆไดค้่าดงัน้ี Normal ร้อยละ 55.6 
CIN1 ร้อยละ 56.8 CIN2-3  ร้อยละ 57.3 และ SCC   ร้อยละ 48.8 ซ่ึงจากการหาค่าทางสถิติพบวา่เฉล่ียของ
มะเร็งมีความแตกต่างกบัระดบัอ่ืนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p=0.001, Kruskal wallis) ดงัรูปท่ี 4 
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รูปท่ี 4 ผลการตรวจ global methylation (LINE1) โดยวธีิ pyrosequencingในตวัอยา่งเซลลป์ากมดลูก 

161 ตอัยา่ง (p<0.05 (Kruskal wallis)) 
                        3.4.2  ผลการตรวจ global methylation โดยวธีิ ELISA ใน 257 ตวัอยา่งพบตวัอยา่งเซลล์
ปากมดลูกท่ีสามารถน ามาค านวณผลได ้ 100 ตวัอยา่ง มีค่าร้อยละ ดงัน้ี Normal คือ 4.50 (28 ตวัอยา่ง)  
CIN1 คือ 3.83 (27 ตวัอยา่ง) CIN2-3  คือ 2.83 (16 ตวัอยา่ง)  และ SCC  คือ 3.03 (29 ตวัอยา่ง)  ซ่ึงจากการ
หาค่าทางสถิติพบวา่เฉล่ียของมะเร็งมีความแตกต่างกบัระดบัอ่ืนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p=0.040, 
Kruskal wallis) ดงัรูปท่ี 5 

 
รูปท่ี 5 ผลการตรวจ global methylation โดยวธีิ ELISA ในตวัอยา่งเซลลป์ากมดลูก 100 ตอัยา่ง 

(p<0.05, (Kruskal wallis)) 
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3.5 การหาค่าความสัมพนัธ์ของผลการตรวจ global methylation ระหวา่งวธีิ 
pyrosequencing กบัวธีิ ELISA พบวา่ผลท่ีไดจ้ากทั้งสองวธีิมีค่าสัมพนัธ์กนัระดบัปานกลางมีค่า R-square 
เท่ากบั 0.4402 ดงัรูปท่ี 6 

 
รูปท่ี 6 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ของค่า global methylation ระหวา่งวธีิ pyrosequencing กบั
วธีิ ELISA 
 

3.6 หาค่าความไวและความจ าเพาะในการใชก้ารตรวจ global DNA methylation เป็นตวับ่งช้ี
วดัการมีเซลลผ์ดิปกติระดบั CIN3+  พบวา่โดยวธีิ pyrosequencing ท่ี global DNA methylation ท่ี cut off ท่ี
ระดบัร้อยละ 30-45 จะมีความจ าเพาะท่ีสูงอยูใ่นช่วงร้อยละ 95 ถึง 100 แต่มีความไวท่ีต ่า ดงัแสดงตาม
ตารางท่ี 1 และมีพื้นท่ีใตก้ราฟเท่ากบั 0.72 (รูปท่ี 7) ส าหรับวธีิ ELISA พบวา่ท่ี cut off ท่ีระดบั 1.5-2.0 จะมี
ความจ าเพาะท่ีสูงอยูใ่นช่วงร้อยละ 78 ถึง 91 แต่มีความไวท่ีต ่าดงัแสดงตามตารางท่ี 2 และมีพื้นท่ีใตก้ราฟ
เท่ากบั 0.60 (รูปท่ี 8) 
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รูปท่ี 7  กราฟ Receiver operating characteristic (ROC) แสดงค่าความไว ความจ าเพาะและพื้นท่ีใตก้ราฟ
ของการตรวจ global methylation โดยวธีิ pyrosequencing  
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รูปท่ี 8 กราฟ Receiver operating characteristic (ROC) แสดงค่าความไว ความจ าเพาะและพื้นท่ีใตก้ราฟ
ของการตรวจ global methylation โดยวธีิ ELISA 
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ตารางท่ี 1 แสดงค่าความไว ความจ าเพาะของการตรวจ global methylation โดยวธีิ pyrosequencing  ท่ีค่า
ต่างๆ กนั 
Cut off 30% 35% 40% 45% 

 Sensitivity Specificity Sensitivity Specificity Sensitivity Specificity Sensitivity Specificity 
% 4.76 100 9.52 100 23.81 97.59 36.9 95.18 

Cut off 50% 55% 60% 65% 
 Sensitivity Specificity Sensitivity Specificity Sensitivity Specificity Sensitivity Specificity 

% 50 79.52 67.86 61.45 85.71 24.1 96.43 9.63 

 
ตารางท่ี 2 แสดงค่าความไว ความจ าเพาะของการตรวจ global methylation โดย วธีิ ELISA ท่ีค่าต่างๆ กนั 

Cut off 1.5% 2.0% 2.5% 3.0% 
 Sensitivity Specificity Sensitivity Specificity Sensitivity Specificity Sensitivity Specificity 

% 17.86 91.3 28.57 78.26 42.86 60.87 57.14 56.62 
Cut off 3.5% 4.0% 4.5% 5.0% 

 Sensitivity Specificity Sensitivity Specificity Sensitivity Specificity Sensitivity Specificity 
% 64.29 50.72 75.0 42.03 82.14 39.13 89.29 31.88 

 
4. อภิปรายผลการวจัิย (Discussion) 
การทดลองเป็นไปตามสมมติฐานท่ีพบภาวะ global DNA hypomethylation ในตวัอยา่งมะเร็ง

ส่วนมากเม่ือเปรียบเทียบกบัเซลลป์กติ โดยแสดงผลทั้งการตรวจ LINE1 pyrosequencing และ ELISA 
การศึกษาของเราโดย LINE1 pyrosequencing ท่ีพบในมะเร็งปากมดลูกเฉล่ียร้อยละ 49.5 และในเซลลป์าก
มดลูกปกติเฉล่ียร้อยละ 55.0 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการการศึกษาของ Stacey N. Akers และคณะ ศึกษา LINE1 
methylation ในตวัอยา่ง ovarian cancer โดยวธีิ bisulfite pyrosequencing  พบวา่ในกลุ่ม epithelial ovarian 
cancer พบภาวะ hypomethylation เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่ม normal ovarian surface epithelia โดยค่าเฉล่ีย 
LINE1 methylation ใน ovarian cancer คือร้อยละ 57.1 และใน normal ovarian คือ 72.5  [41] 

การศึกษาของ Omid Fotouhi และคณะ พบ LINE1 methylation ใน Small intestinal 
neuroendocrine tumors คือร้อยละ 65.0 และในเซลลป์กติพบร้อยละ 75.0 และโดย ELISA ในมะเร็งพบค่า 
methylation index เฉล่ียร้อยละ 1.1 และในเซลลล์ าไส้ปกติมีค่าเฉล่ียร้อยละ 1.2  ซ่ึงพบเป็น 
hypomethylation ในเซลลม์ะเร็งล าไส้ [42] การศึกษาของ Jean-Philippe Foy และคณะ พบวา่ในมะเร็งชช่อง
ปากมีภาวะ hypomethylation เม่ือเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ไดเ้ป็นมะเร็งช่องปาก [43] การศึกษาในมะเร็ง bladder, 
colon, pancreas, prostate และ stomach cancers พบภาวะ hypomethylation ในยนี LINE1 เม่ือเทียบกบักลุ่ม
ปกติ[44] ส าหรับการศึกษาในมะเร็งปากมดลูกโดยใชเ้ทคนิค high-performance capillary electrophoresis 
(HPCE) พบภาวะ hypomethylation ในเซลลม์ะเร็งโดยพบในมะเร็งปากมดลูกเฉล่ียร้อยละ 2.81 และพบใน
กลุ่ม normal, LSIL และ HSIL เท่ากบัร้อยละ 3.26, 3.37 และ 3.22 ตามล าดบั [26] 
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5. สรุปผลการวจิยั 
             การพฒันาเทคนิค ELISA ปัญหาท่ีพบคือดีเอน็เอท่ีสกดัจากเซลลป์ากมดลูกมีปริมาณนอ้ย

ท าใหค้่าการดูดกลืนแสงท่ีไดจ้ากการท า ELISA ไดค้่าการดูดกลืนแสงท่ีต ่านอ้ยกวา่ 0.100 ในตวัอยา่ง
จ านวนมาก และค่า global methylation ในตวัอยา่งท่ีมีค่าการดูดกลืนแสงมากกวา่ 0.100 ก็มีค่าท่ีนอ้ยกวา่
ค่าท่ีไดจ้ากการท า bisulfite LINE1 pyrosequencing มาก ซ่ึงเทคนิค ELISA เป็น non amplification assay ซ่ึง
มีความไวท่ีต ่าเม่ือเปรียบเทียบกบัเทคนิค bisulfite LINE1 pyrosequencing คาดวา่อาจเกิดจากมีสารใน 
elution buffer ท่ีใชใ้นการเก็บ DNA ท่ีมีผลต่อการจบัของดีเอ็นเอบนพื้นผวิ ELISA plate ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบ
กบัดีเอน็เอควบคุมท่ีใชส้ร้างกราฟมาตรฐานท่ีมากบัชุดการทดสอบท่ีสามารถจบับนพื้นผวิ ELISA plate ได้
อยา่งมีประสิทธิภาพโดยดูจากค่าการดูดกลืนแสง  

             ส่ิงท่ีจะท าต่อไปในปีท่ีสอง คือหาวธีิการท่ีจะสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการจบัของดี
เอน็เอจากตวัอยา่งเซลลป์ากมดลูกกบัพื้นผวิของ ELISA plate ใหเ้พิ่มข้ึนโดยใช ้ elution buffer ท่ีไม่มีผล
ยบัย ั้งการจบัของดีเอน็เอบนพื้นผวิและจะพฒันาเทคนิค ELISA โดยใชร้ะบบ signal amplification assay 
เช่น tyramide signal amplification system เพื่อเพิ่มความไวในการตรวจเทคนิค ELISA ท่ีเป็น non 
amplification assay แลจะพฒันาการอ่านผลใหส้ามารถอ่านผลไดด้ว้ยตาเปล่าโดยดูการเปล่ียนแปลงสีเช่น 
จากสีเหลือง เป็นสีฟ้า โดยใชเ้ทคโนโลย ี glod particle เพื่อความสะดวกและง่ายในการอ่านผลในพื้นท่ีท่ีไม่
มีเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง 
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พนัธ์ุใหม่ ในชุดโครงการ“โครงการศึกษาภูมิคุม้กนัต่อไวรัสไขห้วดัใหญ่สาย
พนัธ์ุใหม่ในผูป่้วยท่ีมีอาการ และอาสาสมคัรท่ีไม่มีอาการ: ขอ้มูลส าคญั
ส าหรับการพฒันาวคัซีนป้องกนัโรคไขห้วดัใหญ่”   กองทุนสนบัสนุนการ
สร้างเสริมสุขภาพ (สสส) 

พ.ศ. 2555-2556 Enhanced herpes simplex virus type 1 (HSV-1) production in 
phytohemagglutinin (PHA)-activated T lymphocytes caused by up-regulated 
E2F transcription factor 1 (E2F1)    ทุนมูลนิธิกระจกอาซาฮี ประเทศญ่ีปุ่น 
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ทองค า ในชุดโครงการวจิยั การวจิยัเพื่อคิดคน้และพฒันาเทคนิคใหม่ในการ
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(วช) 

พ.ศ. 2557-2559   หวัหนา้โครงการยอ่ย เร่ือง  การเปล่ียนแปลงคุณลกัษณะของยนี E1 ของ
ไวรัสแปปิโลมาทยัป์ 16 มีความสัมพนัธ์กบัการด าเนินโรคของมะเร็งปาก
มดลูก  โครงการยทุธศาสตร์การวจิยัเชิงลึก ในชุดโครงการวจิยั การศึกษา
กลไกวทิยาศาสตร์พื้นฐานในการเกิดและการด าเนินโรคของมะเร็ง  กองทุน
รัชดาภิเษกสมโภช คลสัเตอร์  Health Cluster  จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 
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