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โครงสรีๆงและคุณสมบัติโดยท่ัวไปของ HPV

HPV เป็นไวรัสใน genus p ap illo m a v iru s  fam ily  p ap o v av irid ae  
อนุภาคไวรัสประกอบตัวยนคพติดจฯนวน 72 capsom ers เรียงตัวเป็นรูป ico sa h e d ra l 
ไม่มีเอนเวลลอบ (nonenveloped ic o sa h ed ra l c a p s id )  มีขนาดเสืนผ่ากุนยักลาง 
55 nm (14) ภายในบรรจุสารพันธุกรรมชปิด DNA เป็นเสืนยู่ อยู่เป็นวงกลมปิด 
(c lo s e d  c i r c u l a r  double  s tra n d e d  DNA) มีขนาดความยาวประมาณ 7 .9  กิโล 
เบส น้ฯหนักโมเลกุลของ DNA 5 .2  X 106 d a l ton  (15)

อนุภาคสมถูรณมี sed im en ta tio n  c o e f f ic ie n t  296-300 ร, Buoyant 
d e n s i ty  1.34 g/m l ไวรัสสามารถถูกทฯลายใน้หมดสภาพการติดแอไตัโดย 0.4% 
fo rm a lin  ฑ่ื 4 องศาเซลเชียสนาน 72 ช่ัวโมง (16)

นคพติดประกอบไปตัวยโปรตีนอย่างน้อย 2 ชปิดคือ โปรตีนน้ฯหนักโมเลกุล
54,000 d a l to n  (17) เป็น'โปรตีนแค'เพติดท่ัพบมากทสุด (m ajor c a p s id  p r o te in )  
และโปรตีนน้ฯหนักโมเลกุล 76,000 d a lto n  ช่ังพบน้อยมาก (m inor c a p s id  
p r o te in )  (18)

การจัดกลืม

การจัดกลืมของ HPV type ตัางๆ จะ'ใชีหลักการแบ่งกลืม'โดยอาสืยคุณสมบัติ 
ของสารพันธุกรรม (g eno typ ing ) มากกว่าคุณสมบัติการทฯปฎิกิริยาทางน้ฯเหลือง
(s e ro ty p in g )  เนื่องมาจาก HPV ยังไม่สามารถท'ฯการ เพาะแยกในเซลลืไตัชั่ง 
แตกตัางจากไวรัสกลืมอื่นๆ (19 ,20) การสืกษารครงสรีางและน้ฯหนักโมเลกุลไตัรัปการ
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ตรวจสอบคร้ังนรกรดย Crawford ปี ค ศ .1965 (21) พบ'}า HPV นละ
p a p illo m a v iru s  ของสัต'} sp e c ie s  อนมีความ'ใกสัเคียงกัน แต่เมอเบรียบเทียบ 
ลฯดับการเรียงตัวของนิวคลีโอไทค (p o ly n u c le o tid e  sequence) พบว่ามีความแตก 
ต่างโทพาก ดังน้ันการจัดกลีมจีงอาดัยเทคนิคการทฯ DNA h y b r id iz a t io n  นละการ 
ย่อยดัวย r e s t r i c t i o n  endonuclease enzyme โดยแบ่งออกไดัเป็น g roup , sub­
g roup , ty p e  และ su b -ty p e  ดังนีคีอ

G roup: โดยไข้การ h y b r id iz a tio n  ถือความแตกต่างทน้อยก'}า 1%
บัจธุบันมี 16 g roups คอ group A-P

S ub -g ro u p : โดยไข้การ h y b r id iz a t io n  ถือความแตกต่างระหว่าง
1-30% มีนบ่ง su b -g rou p  เฉพาะไน group B, D และ E

T ype: โดยไข้การ h y b r id iz a tio n  ถือความแตกต่างกันท่ํมากกว่า 50%
ช่ึงพบอย่างน้อย 65 ty p es  (10)

S ub-type : โดยการหาความแตกต่างของ r e s t r i c t i o n  end onu clease  
c lev ag e  s i t e

โครงสร้างและหน้าทีของ HPV-DNA

มีการสืกษาในระดับมีนของ HPV Iร่ี'อยมาต้ังแต่มี ค .ศ .1982 จนถืงบัจจุบันมี 
รายงานการนฯสารพันธุกรรมมาสอดแทรกเข้า p lasm id  (c lo n in g )  และ การสืกษา 
ล0าดับการเร้ยงตัวของเบส (base sequencing) ของ HPV-1, 5, 6, 8 , 11, 16, 
18, 31, 33, และ 52 (22 ,23) อย่างไรป็ตามความร้ไนดัานโครงสร้าง และการ
ทฯงานของมีนต่างๆ ในสารพันธุกรรม (g e n e t ic  o rg a n iz a t io n )  ของ HPV ไดัมา 
จากการเบรียบเทียบการจัดเรียงลฯดับนิวคลีโอไทดั (n u c le o t id e  sequence) กับ
bov ine  p a p illo m a v iru s -1  (BPV-1) (24) เนั้องจากBPV-1 สามารถทฯการเพาะ
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เพาะเลื้ยงในเซลทีเพาะเลื้ยงไติ ทฯให้ยอมรับว่าเป็น p ro to ty p e  ‘พอง p ap illo m a ­
v ir u s e s  จากการสืกชา DNA sequence, RNA mapping และ fu n c t io n a l  
a n a ly s is  ใน in  v i t r o  t ra n s fo rm a tio n  a ssa y  พบว่าสารพ้นธุกรรมของ 
p a p illo m a v iru s  บระกอบดัวย 3 fu n c t io n a l  re g io n s  (รูบทื 1 และ ตารางที 
1) ไดันกิ

1. E a r ly  (E) re g io n  บระกอบดัวย E1-E7 ทฯหฟ้าท่ํสรีางรบรตีนหลาย 
ชนิด4 งมีหฟ้าท เทียวกับ c e l l u l a r  tra n s fo rm a tio n , episom al r e p l i c a t io n  
และ t r a n s c r ip t io n a l  c o n tro l

2. U pstream  re g u la to ry  reg io n  (URR) หรีอ Long c o n tro l  
re g io n  (LCR) อยู่'ระห'}างบลายดัาน 3 ’ ของ L-ORF (open re a d in g  fram e) 
กับบลายดัาน 5 ’ ของ E-ORF ยีนล่วนน้ืมีหฟ้าท่ํในการควบคุมขบวนการ r e p l i c a t i o n

3. L a te  (L) reg io n  บระกอบดัวย LI ORF สรัาง m ajor c a p s id  
p r o te in  และ L2 ORF สรัาง minor c a p s id  p r o te in

พบว่าการเรียงลฯดับเบสบริเวณ E l, และ LI ORF มีความคงที'ในการเรียง 
ตัวของลฯดับเบสสูง (h ig h ly  conserved) (25) ดัวยเหตุน้ืจีงทฯให้มีการทฯบเ)กิริยา 
ข้ามระหว่างไวรัสแต่ละตัว (c ro s s  h y b r id iz a tio n )

การเพิ่มจฯนวนของ HPV

เนองจาก HPV ไม่สามารถทฯการเพาะเลํ้ยงในเซลทีเพาะเลยง ดังน้ันข้อยูล 
ของการเพิ่มจฯนวนสัวนใหญ่จีงไดัมาจากการสืกชาของ BPV-1 ชึ๋งสามารถเพาะเลื้ยงาน 
เซลที bov ine f i b r o b l a s t  ไดั การสืกชาน้ืทฯให้ทราบหน้าทของยีนต่างๆ ดังกล่าวมา 
แ ด ัว (ตารางที๋ 1) การสืกชาของ HPV เรํ่มจากความพยายามสืกชาเซลทีเนื้อเยื่อของ 
ผู้ปวยทไดัรับการตีดแอ HPV พบว่า การเพ่ิมจฯนวนของ HPV-DNA สัมพ้นธกับการเจริญ 
เติบรตและเพิ่มจ',านวนเซลลานแต่ละรอบ รดยเฉพาะเซลทีผิวหนังชนิดหน้ืงคือ k e r a t in o -  
c y te  (28) ทฯให้มีข้อสันนิษฐานว่า การติดเชอ HPV เกิดข๊ึนท่ืบริเวณ b a s a l  c e l l
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รูใ]r! 1: รค,รงส,3-าง นละ cod ing  re g io n  ของ HPV DNA (26)



ดารางfi 1: นสดง fu n c tio n  'ของ p ap ilo m av iru s  o p e n -re a d in g  frame 
(ORF) (27)

ORF fu n c tio n

El p lasm id  r e p l i c a t io n
E2 r e g u la t io n  o f t r a n s c r ip t io n
E3 ยังไม่ทราบนใ!นอน
E4 cod ing  f o r  la t e  cy to p la sm ic  p ro te in
E5 tra n s fo rm a tio n  by BPV-1
E6 tra n s fo rm a tio n  by HPV-16, 18
E7 tra n s fo rm a tio n  by HPV-16, 18
E8 ยังไม่ทราบนน่นอน
L1 cod ing  fo r  m ajor c a p s id  p ro te in
L2 cod ing  fo r  minor c a p s id  p ro te in
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ของเยอบุผิวของผิวหน้งโดยท่ีไวรัสจะหลบช่อน ( la te n c y  p e r io d )  อยู่ในนิวเคลียส 
ในรูยของ extrachrom osom al p lasm id  หรือ episom e จนกระท่ังเซลลีท่ีปีไวรัส 
อยู่ภายในปีการเพมจฯนวน และเยล่ํยนนบลง ( p r o l i f e r a t i o n  and d i f f e r e n ­
t i a t i o n )  HPV-DNA ป็จะทฯหน้าท่ีขยายจฯนวน และสร้างไวรัสเน อ!)างไรป็ตามยังไม่ 
ทราบกลไกการกระสันท่ันน่ชัด

จากการสืกษาภาวะของ HPV-DNA ที่อยู่ภายในเซลลีติดแอ HPV จากรรค 
ส่างๆเช่น ปีการสืกษาใน HPV-1 v i r io n s  (DNA) ใณ')า p la n ta r  w a r t, s k in  
w a r t, g e n i ta l  condylomas HPV-DNA จะอยู่ในลักษพะ extrachrom osom al 
p lasm id  (29) แส่เซลลีที่รการเยลื่ยนแบลงจนเป็นเซลลีมะแง (m align an t c e l l s  
หรือ carc inom as) พบ')า HPV-DNA ส์วนใหญ่จะสอดแทรกเช้าไย ( in te g r a te d )  อยู่ 
ใน c e l l u l a r  genome แส่ในบางคร้ังป็สามารถพบ v i r a l  DNA ในรูยของ e x t r a -  
chromosomal DNA ไสับ้างแส่น้อย (30)

HPV กับการเกิดใรคในคน

การติดส่อของIเอรไสัหลายทางไสันลี การลัมผัสIเอ'โดยตรง ( d i r e c t  sk in  
c o n ta c t ) ,  การสัมผัสโดยน้อม ( in d i r e c t  s k in  c o n ta c t)  เช่นการใช้เสือผ้าร่วม 
กัน, การปีเพศสัมพันธ์ (sex u a l in te rc o u rs e )  นอกจากเอาจติดส่อโดยผู้ปวยเอง 
เรียกว่า a u to in o c u lâ t  ion ไสันลี การเกาบรืเวพที่เป็นโรคแสัวไยเกาในบรืเวพอน 
ของร่างกายที่ยังไม่ไสัรับแอ เป็นสัน

ผู้ที่รความเลียงส่อการติดแอ HPV ไสัแลี บุคลากรทางการนพทยเช่น แพทย, 
พยาบาล ท่ีต้องสัมผัสกับผู้ปวย บุคคลท่ีปีพฤติกรรมเท่ียวสฯส์อนทางเพศและ ผ้ท่ีปีภาวะกด 
คูปีสัมกัน (im m unosuppression)

ระยะพักตัวของโรคยังไม่ทราบแน่ชัด แส่จากการทดลองในสัตว่ทดลองใช้ I วสา
ยระมาพ 3-18 เดือน แต่ในคนบ้าผ่านทางเพศสัมพันธ์จะใช้เวลายระมาพ 4-6  ลัยดาห
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(31) ลักปพะของ‘โรคท่ีปรากฎและ!จักกันท่ัวไปคือ ‘โรคนูด (w a rt)  ลักษพะการเกิดรรค 
นูดสามารถจัดแบ่งตามตฯแหน่งที่เกิดรรคาสัเป็น 2 กลุ่ม คือ

1. ปริเวพผิวหนังท่ัวไป (N o n -g e n ita l:  s k in )  กลุ่มไวรัสท่ีเป็นสาเหตุ
ของ'โรคคือ c u ta n e o tro p ic  HPV ไสันกิ HPV-1, 2 , 3 , 4 , 5 , 7, 8 , 9 , 10, 
12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 34,
36, 37, 38, 41, 46, 47, 48, 49, 50, 57, 60 ไวริ'สกลุ่มน้ืเป็นสาเหตุของ
การติดแอ'ในผู้บ่วย epidemodysp 1 a s i a  v e r ru c ifo rm is  (EV) [EV: เป็น‘โรคทาง 
พันธุกรรมมีความผิดปกติของรน อย่างน้อย 2 แห่ง อาจเป็น autosom al r e c e s s iv e  
หรือ X -lin k ed  ผู้ปวย EV นมีความบกพร่องของ T -c e l l  ทฯไน้มีการติดเชอ HPV ไสั 
บ่อยและเป็นการติดเข้ัอหลายดฯแหน่งพริอมกันไสั (m u lt ip le  in f e c t io n ) ]  อีกสัวย

2. ปริเวผเซลลัเยื่อเมีอก (raucous membrane) นบ่ง HPV ออกเป็นอีก 
2 กลุ่มย่อยคือ

2 .1  G e n ita l  m ucoso tropic  HPV ไสัแกิ HPV-6, 11, 16, 18,
30, 31, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59 มักพบมากปริเวพอวัยวะสืบพันธุ

2 .2  O ral m ucosotropic  HPV ไสันกิ HPV-13, 32, 30, 57 พบท่ี
ปริเวผช่องปาก

เนื้อไวรัสเจัาเจริญไนเซลส์ (cu tan eo u s นละ mucosal squamous
e p ith e liu m ) จะท’าไน้มีการกระสันการเจริญเพัมจฯนวนเซลล (in d u ce
e p i t h e l i a l  c e l l  p r o l i f e r a t i o n ) เกิดเป็นกัอนเนื้อนูนขั้นมาทืเรืยกว่า นูด (w a rt) 
ชี๋งกัอนเนื้อนื้อาจจะเป็นเนื้องอกที่าม่ริายแรง (benign  tum or) หรือ กลายเป็นเนื้อ 
มะเร็ง (m alig n an t tum or) ซึ๋งสามารถกระจายลุกลามออกไปไสัไนลักษพะของมะเร็ง 
ท่ัวไป ตารางที่ 2 แสดงการจัดแบ่งกลุ่มของ HPV ty p e s  กับการเกิดเนื้องอกชนิดต่างๆ
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ตารางท่ื 2: การจัดนบ่งกส์ม ชอง HPV ty p es  กับการเกิดเนื้องอกชนิดต่างๆไนคน

Group I-S k in
1, 4 P la n ta r  w a r ts  (b en ig n)
2 , 26, 28, 29 Common w arts  (b en ig n)
3 , 10, 27 F la t  w a r ts  (b en ign)
7 B u tc h e r’s w a r ts  (b en ign)
Group II-E p id e rm o d y sp la s ia  v e r ru c ifo rm is
5, 8 M acular le s io n s  

( f r e q u e n t ly  m a lig n an t)
9 , 12, 14, 15, 17, 19-25, 36, 46-50 M acular o r  f l a t  le s io n s

(b e n ig n - ra re ly  m a lig n an t)
Group III-M ucosa
6, 11, 34, 39, 4 1-44 , 51-55 Condyloma/CIN* 

( r a r e l y  m alig n an t)
13, 32 F ocal e p i t h e l i a l  

h y p e rp la s ia  (b en ig n)
16, 18 Condyloma/CIN 

( f r e q u e n t ly  m a lig n an t) 
Bowenoid p a p u lo s is (? )

30, 31, 33, 35, 45 , 56 Condyloma/CIN 
(o c c a s io n a l ly  m a lig n an t)

* CIN: C e rv ic a l  I n t r a e p i t h e l i a l  N eo p las ia  
คัดลอกจาก P f i s t e r ,  H. 1984 (34)
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ในคน จากการสืกบาความสัมพันธของ HPV ty p es  กับการเกิดการพัฒนาไปเป็น
เนื้อมะเร็ง ทำให้แปง HPV ออกเป็นอีก 2 กลุ่ม (3 2 ,3 3 ) คือ

1. Low r i s k  group หมายถึง HPV ty p e s  ที่ก่อให้เกิดรอยโรคนสัวมี 
โอกาสเปลี่ยนไปเป็นเนื้อมะเร็งไห้น้อยมากไห้แกิ HPV-6, HPV-11 เป็นห้น

2. High r i s k  group หมายถึง Iมอมีการติดเนื้อจาก HPV ty p e s  ใน 
กลุ่มน้ื โอกาสที่รอยโรคจะเปลี่ยนแปลงไปเป็นเนื้อมะเร็งรโอกาส0งมาก ไห้แกิ HPV-16, 
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, และ 56 เป็นห้น

บทบาทของ HPV กับการเกิดมะเร็งปากมดลูก

โดยทั่วไปโรคที่เกิดจากการติดเนื้อ HPV ท่ีบริเวผอวัยวะสิบพันธุภายนอก จะ 
สังเกตเป็นไห้ชัดเจนที่รู้จักกันคือ โรค}เดหงอนไกิ หริอ condyloma acum inata
จากการสืกบาโดยใช้ n u c le ic  a c id  h y b r id iz a t io n  พบว่าล่วนมากมีสาเหตุการติด 
เนื้อจาก HPV-6 และ 11 (35 ,36 ) การกลายเป็นมะเร็งของโรค}เดหงอนไกินื้มีโอกาส 
น้อยมาก นติVฌว่าประมาผ 70% ของการติดเนื้อ HPV บริเวผปากมดลูกจะทำให้เกิด 
ลักบธเะ f l a t  w art หริอ noncondyloma c e rv ic a l  w art ซึงจะสังเกตเป็นเมอใช้ 
กลัอง co lposcope ตรวจวินิจฉัยเท่าน้ัน ในกรผีเช่นนื้พบว่าเซลล่ติดเนื้อสามารถเปลี่ยน 
และ กลายเป็น d y s p la s ia  หริอ CIN และเป็น in v a s iv e  carcinom a (11) 
มีการสืกบาความลัมพันธระหว่าง HPV type กับการเปลี่ยนแปลงของเชลลมดลูกในระยะ 
ต่างๆกัน ผลปรากฎว่า เนื้อเยึ๋อมะเร็งปากมดลูกจะมี HPV-DNA อยู่ประมา0เ 90% (4 ,
37 ,3 8) และ พบ HPV-16 นละ 18 เป็นล่วนใหญ่ประมาผ 70-95% (3 0 ,3 9 ,4 0 )

การสืกบาในระดับโมเลกุลพบว่า ในเซลลัมะเร็งดังกล่าวจะมียีน E6 และ E7 
ของ HPV-16 หริอ 18 สอดแทรกอยู่ มีการสร้าง E6, E7 p r o te in  ช ึ๋งเข ้าใจว่าจะ 
มีบทบาทท่ีทำ'ให้เกิด d y s p la s ia  และพัฒนาไปเป็นมะเร็งในท่ีสุด (41)โดยกัา HPV-DNA 
แทรกเข้าไปในตำแหน่งที่มีการแสดงออก (e x p re s s io n )  จะมีการสร้างโปรตีนของไวรัส
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ออกมา๗ 'ไงมากมาย E7 เป็น o n c o p ro te in  ชน้ดหน่ึงท่ัมีคุณสมบัติสามารถเปล่ียนแปลง 
เซลส์ ไต้ (4 2 ,4 3 ) นละ E6 p r o te in  ป็มีคุณสมบัติสามารถทฯไห้ p rim ary  
human c e l l s  รดยเฉพาะ squamous e p i t h e l i a l  c e l l  คงอยู่ไม่ตาย 
( im m o r ta liz a tio n )  (4 4 ,45 ) มืรายงานพบว่า E6 นละ E7 อยู่ร่วมกันจะทฯไบั 
การเปลี่ยนแปลงของเซลต่มีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น (46) นอกจากน้โดยเฉพาะ E6 p r o te in  
ของ HPV-16 และ 18 รคุณสมบัติจับเกาะกับ c e l l u l a r  tumor su p p re ss o r  
p r o te in  สือ p53 มีผลทฯไห้ p53 ถูกทฯลายและหมดไป (47) น่ึง p53 เป็นโปรตีน 
ควบคุม c e l l u l a r  DNA r e p l i c a t i o n  และ t ra n s fo rm a tio n  (48)

การสอดแทรกชอง HPV-DNA นอกจากยีน E6 และ E7 แต้วยังอาจมี 
E -reg io n  อีนทีมีหน้าทีเกียวข้องกับ t r a n s c r ip t io n a l  r e g u la t io n  เช่น E2 
เป็นต้น ซึงต้าไปสอดแทรกอยู่หน้า c e l l u l a r  oncogene เช่น myc gene ป็จะพบว่ามี 
myc p r o te in  เพ่ิมจฯนวนข้ึนอย่างมากมาย นึ่งอาจมีผลทฯไห้เกิดเซลต้มะเริงไต้ (49)

การตอบสนองทางระบบภูมิต้มกัน

พบว่าการลงอยู่ของโรคภูต จะมีความสิมพันธ์กับความสามารถไนการตอบสนอง 
ทางภูมิต้านทานของแต่ละบุคคล การสืกษาการติดเชอทั่มีสาเหตุมาจาก HPV Vไบว่า 
c e l l u l a r  immunity ถูกกระต้นเมอแผลเริมหายโดย immunity ช่วงนีจะเป็น typ e  
s p e c i f i c  ดังน้ันการมีแอนติบอดีจะไซ้ประโยชน้ไนการไ‘พากรณผลการรักษาไต้

Humoral immunity มีการทดลองไซ้ u n d is ru p te d  HPV v i r io n  
(HPV-1, 5, 6, 6b, 8 , 11) จาก poo led  sk in  w art b io p s ie s  เป็น t a r g e t  
(5 0 ,5 1 ) พบว่า HPV in f e c t io n  ชักนฯไห้เกิดแอนติบอดีไนระดับต่ฯ  ๆ (โดยท่ัวไป 
ไตเตอร่น้อยกว่า 1 :200) การสืกษาระบบภูมิต้มกันน้ัทฯกันหลายวิธีไต้แต่ immune 
e le c t r o n  m icroscopy  (5 2 ), m onoclonal a n t ib o d ie s  (5 3 ) , ag a r g e l 
d i f f u s io n  (5 4 ) , complement f i x a t io n  (5 1 ), radioim m unoassay 
(RIA) (5 0 ), enzym e-linked  immunosorbent a s sa y  (ELISA) (5 5 ),
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h e a m a g g lu tin a tio n  in h ib i t io n  (56) จากการสีกษาพอจะบอกไตัว่า humoral 
immunity มีผลต่อไวรัสน้อยมาก

C e ll-m e d ia te d  immmunitv เป็นระบบสฯกัญในการสรืางภูมํตัมกันต่อ HPV 
ใดยเป็น HPV ty p e  s p e c i f i c  การสีกษาพบว่า s t r u c t u r a l ,  n o n s t ru c tu ra l  
p r o te in  ของไวรัสจะคูก reco g n ized  ใดย c e l l u l a r  immune re sp o n se  ในปี 
f l.H .1987 Campion (57) ไตัรายงานว่า macrophage ( la n g e rh an  c e l l s )  ของ 
squamous e p ith e liu m  มบทบาทส''ากัญในกรณีของ m u coso tro p ic  HPV in f e c t io n

การตรวจวิเคราะห HPV ทางห้องบป็บัตัการ

การตรวจ หรือสีกษาไวรัสในสมัยบ่อนสวนมากใชัการตรวจจากรอยนผลใดยตรง 
เช่น การตัดชิ้นเนอมาตรวจสามารถนบ่งวิธีการตรวจไตั 3 วิธีไตันบ่

1. H is to lo g ic  exam in ation  (5 ,5 8 ) ดูลักษณะของเซลส์ k o i lo -  
c y te  (squamous c e l l  ท่ืมีขนาดใหญ่ ตัดสืทึบหน๋ึงหรือสอง n u c leu s  ลักษณะ
chrom atin  ไม่ชัดเจน อาจทึบ หรือ มีลักษณะเปรอะๆ รอบ n u c leu s  มีช่องว่างอยู่ 
ใดยรอบ ชึ๋งขอบชัดเจนนต่ไม่เรียบ cy toplasm  รอบ n u c leu s  ตัดสีไม่สม่ฯเสมอ) 
ลักษณะน้็เป็นลักษณะสฯกัญของการตัดแอ HPV จากการย้อมสีทางพยาธิวิทยา

2. D ire c t  v iru s  d e te c t io n  (6 ,7 )  ใดยตรวจดูอนุภาคาวรัสในตัว 
อบ่างผ่านกสัองจุลทรรศน้อิ เ ลกตรอน

3. D ire c t  a n tig e n  d e te c t io n  (59) เป็นการตรวจหานอนตัเจน
จ,าเพาะของไวรสใดยวิธีการต่างๆเช่น ELISA, im m unofluorescence a ssa y
(IFA) s ta in in g  by monoclonal an tib o d y
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ข้อจๆกัดของวิธีการ เหส์าน้ัคือ ไม่สามารถบ่งบอก ty p e  ของไวรัสไสั, ความ 

ไวของการตรวจต่ๆ และ จๆเป็นสัองไซ้ผู้เชิยวชาญเฉพาะเช่น การไซ้กสัอง^ลทรรศน่ 
อิเลกดรอน, การตรวจนา k o ilo c y te  เป็นสัน

ต่อมาเทคนิคในการตรวจหาไสัฬัรนนาข้ันโดยเฉพาะเทคนิคทางสัาน m o lecu la r 
b io lo g y  และ h y b r id iz a t io n  (ตารางธี 3) ทๆให้เราสามารถหาวิธีการตรวจทื่รวด 
แ ว ,  แม่นยๆมากขน H y b rid iz a tio n  เป็นวิธีการท่ํไช้ตรวจหาชนส่วนของสารพันธุกรรม 
ทื่สงลัยอย่างเฉพาะเจาะจง โคยทฯการตรึงสารพันธุกรรม DNA ท่ืสัองการตรวจหาบน 
แผ่น membrane เป็นตฯแหน่งเฉพาะ นๆแผ่น membrane น้ัผ่านข้ันตอนแยก DNA ออก 
เป็นสายเดี๋ยว แก้วไห้ทๆบฎิกิรืยากับสายตรวจจับ DNA จฯเพาะ (p robe) ท่ืติดสลากกับ 
สารก้มมันตภาพรังสี หรึอ เป็นไชมช่ืงเป็นสารบลอดก้มมันตภาพรังสี ไนสภาวะท่ํเหมาะสม 
จะมีการจับเกาะเป็นคู่ของสาย DNA ท่ือยู่บนแผ่น membrane กับ probe ห้าท้ัง 2 สาย 
มีคู่เบสสมก้นจะมีการจับคู่เรียกว่า h y b r id iz a t io n  หลังจากน้ืจีงนๆมาทดสอบการจับคู่ 
h y b r id iz a t io n  โดยการประกบพัลมั (a u to ra d io g ra p h ) หรึอใส่ s u b s t r a te  ของ 
เป็นไชม่น้ัน (enzym atic  r e a c t io n )  วิธีการเหส่านั้ไสัแก้

S ou thern  h y b r id iz a t io n  S ou thern  b lo t  หรือ DNA b lo t  นิเป็น 
วิธีท่ืลิดก้น'โดย S ou th ern  เมอปี ค .ศ .1975 (60) เป็นวิธีการทดสอบท่ืเหมาะสมสๆหรับ 
การตรวจแยก ty p e  ของ HPV และการสีกษา v i r a l  genome โดยทๆการสกัด DNA 
แลัวนๆมาตัดเป็นชินส่วนย่อยๆ โดยใช้ r e s t r i c t i o n  end o nu c lease  enzyme เช่น 
P s t I  หรือ BamHI นๆมาแยกไน g e l e le c t r o p h o r e s is  (GE) ภายใสัสนามไพฟ้า 
นๆแผ่น g e l ไบบระกบกับแผ่น membrane Iท่ือส่าย DNA จาก g e l ไบส่ membrane 
จากน้ันจึงผ่านขบวนการ h y b r id iz a t io n  กับสารก้มมันตภาพรังสีหรือสารบลอด 
ก้มมันตภาพรังสี!าไสั วิธีการน้ัมีข้อดีคือ สามารถแยก type หรือ su b -ty p e  ของตัวอย่าง 
ไสั ข้อควรระวังคือ ตัวอย่างท่ืนๆมาตรวจสอบสัองสดใหม่หรืออยู่ไนสภาพท่ืเป็บรักษามา 
อย่างดีและสัองมีบริมาอ!ของเชลส่เนั้อเส์อมากพอเฟ้ยง (อย่างห้อย 106 เชลส์)



ตารางท่ี 3 : วิธีการที่ใช้ตรวจวิเคราะห้ HPV-DNA ทางห้องปฏิบัติการ
16

วิธีการ ระดับความไว ลักษพะความสฯดัญ

S outhern  b lo t ด้อง'ใช้ DNA จากเซลล 
บระมาแเ 106 เซลส์

1มีนวิธีท่ีสามารถตรวจไวรัส ท่ีมี 
ลักบผะใกลัเลียงกันและตรวจหา 
ไวรัสท่ีแทรก เ ช้าไบานเซลลด้วย

Dot b lo t ใกสัเลียงกับ S ou thern  
b lo t

เมีนวิธีท่ีสะดวก สฯหรับจฯนวน 
สืงสํงตรวจมากราย แติวิธีน้ืมี 
background ย่อน'ช้างมาก

F i l t e r  in s i t u  
h y b r id iz a t io n

อย่างน้อยดัองมี 104 v i r a l  
genome

ส”าหรับ h ig h  g rade le s io n  
ความไวจะย่อนช้างติฯ

T issu e  in s i t u  
h y b r id iz a t io n

อย่างน้อยด้องมี 20-50 
v i r a l  genome

เหมือนกันกับ f i l t e r  in s i t u  
h y b r id iz a t io n

PCR อย่างน้อย 1 v i r a l  
genome

เมีนวิธีท่ีมี ความไว และ ความ 
จฯเพาะสูงมาก
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Dot หรือ s l o t  h y b r id iz a t io n  (DH)(61) เฟ้นวิธีการตรึงตัวอย่าง DNA 

อย่างง่ายๆบนนผ่น membrane การตรึงตัวอย่าง DNA ทฯไตัรดยการหยด DNA ลงบน 
membrane รดยตรง หรือจะไซ้เคนื้องมือช่วยไนการตรึงเช่น h y b r i - b lo t  m an ifo ld  
รดยไช้ร่วมกับ1ครองดูดสูญญากาศ เครอง dot มีความนตกต่างจาก s l o t  ท่ๆี (นาด,รอง 
ช่องท่ีไซ้หยดตัวอย่าง DNA รดย d o t b lo t  จะเป็นช่องกลมๆ ส์วน s l o t  b lo t  จะ 
เป็นช่องรึๆ เมื่อตรึงตัวอย่าง DNA บน membrane แต้วจีงทำการแยกสาย DNA รดย 
ไซ้ต่าง และ ยึดตัวอย่าง DNA ให้อ{เบน membrane โดยนำไปอบท่ีอุผหถูมี 80 องศา- 
เซลเชืยส ภายใตัสภาวะสูญญากาศ จากน้ันจีงนฯไปผ่านซบวนการ h y b r id iz a t io n  ตาม 
ปกติ ซ้อดีซองวิธีการน้ืคือ รความไวพอๆกับ S outhern  h y b r id iz a t io n  แต่สามารถ 
ทฯไตัง่ายกว่าและเหมาะกับการทฯงานจำนวนมาก ซ้อควรระวังซองวิธีการน้ืคือ ต้องไซ้ 
ตัวอย่างสดใหม่หรือตัวอย่างที่ผ่านการเก็บรักษามาอย่างติ และอาจจะมีความลำบากไนการ 
พิจารผาอ่านผลบวกและผลลบไนกรผีท่ีผล d o t มีความเซ้ม ( i n t e n s i ty )  ต่ำ

F i l t e r  in s i t u  หรือ in s i t u  h y b r id iz a t io n  (61 ,62) วิธีการน้ 
มีความไวต่ำกว่าวิธีการที่กอ่าวมา โดยการทำ in s i t u  h y b r id iz a t io n  น้ันจะทำบน 
เซลลที่นำมาจากบริเวผรอยโรคซองผู้ป่วยโดยตรง บนแผ่นกระจกทดสอบนำไป d e n a tu re  
แต้วเติม probe ที่ผ่านการ la b e l แต้วลงบนเนื้อเยื่อตัวอย่างโดยตรง อ่วน f i l t e r  
in s i t u  h y b r id iz a t io n  มีความแตกต่างท่ีไซ้แผ่น f i l t e r  รองรับเนื้อเยอตัวอย่าง 
อ่อนท่ีจะนำไป d e n a tu re  เนื้อเยื่อดังกอ่าวอาจเป็นไต้ทั้งเนื้อเยื่อใหม่หรือเนื้อเยื่อที่ไต้ 
จากการเก็บรักษารดยฝังไนพาราพิน ( p a r a f f in  embedded t i s s u e )  ซ้อดีซองวิธีน้ืคีอ 
สามารถตรวจสภาพซองเนื้อเยื่อหรือเซลอ่ตัวอย่างไปพร้อมกับการตรวจหาไวรัสนต่ซ้อเสิย 
คือความไวต่ำเนื้องจากซ้อจำกัดซองการแทรกตัวซอง probe เซ้าไบานเซลอ่ฑำไต้น้อย 
กว่าการจับกับ DNA โดยตรง

P olym erase ch a in  r e a c t io n  (PCR) (6 3 ,6 4 ) เป็นเทคน้คใหม่ทาง 
m o lecu la r b io lo g y  เพ่ือตรวจหาสารพันธุกรรมท่ีไต้ฐกนำมาประยุกต่ไซ้ไนวงการนพทย่ 
หรือ ความฝ็ดปกติทางพันธุกรรมซองมนุษยึ เทคน้คน้ืช่วยเพิมความแม่นยำ และสามารถทำ 
ไต ้อย ่างรวดแว แม้จะมีปรืมาผสารพันธุกรรมต้นแบบอ^เพิยงIสักน้อย หลักการรดยท้ัวไป
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คีอ สามารถเพ่ิมจฯนวนสารพันธุกรรมด้นแบบ ไม่ว่าจะเป็น DNA หรือ RNA อย่างจฯเพาะ 
เจาะจงได้มากกว่าหนึ่งด้านเท่า ซึ่งผู้ทฯงานสามารถเลือกชนิดและชนาค1ของสารพันธุกรรม 
ทึ่ด้องการจะเพ่ิมจฯนวนได้ใดยช้ืนกับ p rim er และ probe ทื่ได้รับการคัดเลือกแด้วว่า 
จฯเพาะกับสารพันธุกรรมด้นแบบน้ัน  ๆ ชื้นตอนการตรวจวิเคราะห์ประกอบด้วย 2 ช้ืนตอนลือ

1. การเพ่ิมจฯนวนสารพันธุกรรม (gene a m p li f ic a t io n )  ใดยสาร 
พันธุกรรมที่ด้องการจะทฯการตรวจหาเรียกว่า สารพันธุกรรมด้นแบบ จะถูกนฯมาเพ่ิม 
จฯนวนไนหลอดทดลองโดยใส่ส่วนประกอบต่างๆเช่น p rim er ซึ่งเป็น DNA สังเคราะห์ 
สายน้ันๆ, dNTP และ polym erase enzyme เป็นด้น เม่ือท้ังหมดอยู่ท่ีสภาวะเหมาะสม 
สารพันธุกรรมด้นแบบ จะถูกเพ่ิมจฯนวนมากกว่าด้านชุดจนสามารถนฯไบตรวจสอบในช้ืนต่อ 
ไ ป ไ ด ้  (ร ูป ท ี ่  2 )

2. การตรวจยีนยัน PCR p ro duct ทฯได้ใดยนฯสารพันธุกรรมท่ีได้จาก
ช้ืนตอนท่ืหน่ึงมาท'ฯปฎิกิริยากับ probe ซึ่งเป็น DNA สังเคราะห์ที่ติดฉลากด้วยสารท๋ีติดตาม 
ได้ ซ่ึงท้ังน้ัสารท่ีติดตามได้ดังกส่าวอาจจะเป็นสารก้มมันตภาพรังสื ( r a d io a c t iv e
compound) หรือ สารปลอดก้มมันตภาพรังสื (non r a d io a c t iv e  compound) กัได้ 
แด้วตรวจสอบปฎิกิริยาที่เกิดช้ืนโดยการทฯ a u to ra d io g ra p h  หรือ f lu o ro g ra p h
บนแผ่นพัลม่ เ อ็กชเรย่หรือสัง เ กตสืท่ี'mmาช้ืน (65 )
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รูบฑ่ึ 2 : หลักการรอง polym erase

Unamplilied DNA

Denature and anneal primers 

Primer extension

Denature and 2nneal primers

Primer extension

Denature and anneal primers

------ * Short P r o d u c t ”

Primer extension

----- “ Long P ro d u c t ”

c h a in  r e a c t io n  (PCR)
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