
วิจารโฌผลการโทดลอง

การเกิด'โรคมะเร็งปากมดดูก'ในสตรี เป็นช้อสันนิษฐานท่ั Zur Hausen (12) 
ตงชํ้นเม่ือปี 1977 หลังจากน้ันมีความพยายามสืกษาตรวจหาไวรัส HPV ในตัวอย่างเนั้อ 
เยื่อ ด้วยวิธีตัางๆ (5 ,5 9 ,6 1 ,6 2 )  เม่ือเทครนโลย๊การเพ่ิมจฯนวนสารพันธุกรรมจฯนวน 
น้อยให้มีมากช้ึนท่ีเรียก PCR ช่ืงเสนอ'ใดย S a ik i, J. และคอเะ ในปี 1985 (63) 
ทฯให้การสืกษาเยื่ยวกับ HPV เป็นไปได้กรีางชวางมากชน

ในการวิจัยนื้เป็นการตรวจหา HPV-DNA ในตัวอย่างเนื้อเยื่อจากกต่มสตรีทื ่
ปวยเป็นมะเร็งปากมดลูกเฉพาะในระยะลุกลาม จฯนวนท้ังหมด 100 ราย รดยเนื้อเยื่อ 
จะถูกเก็บร้กษาานรูป paraffin-em bedded t is s u e  กัอนน0ามาสกัดแยก DNA และ ทฯ 
การเพิ่มปริมาณรดยใช้วิธี PCR และตรวจสอบผลการเพ่ิมจฯนวนหรือ a m p lified  
product รดยใช้ o lig o n u c le o tid e  probe ชนิดตรวจจับท่ัวไป (GP) และ จฯเพาะ 
ต่อ type (TS) 5 type คีอ HPV-6, 11, 16, 18, และ 33

การเพ่ิมซยายจฯนวน DNA จฯเพาะต่อ HPV รดยวิธี PCR ในงานนื้เลีอกใช้ 
primer ท่ัทฯการเพ่ิมฃยายยีน บริเวณ LI region  ชงเป็นช่วงท่ัมีคุณสมบัติชองการเรียง 
ลฯดับเบสคงท (25) LI region  น้ืมีความสฯคัญเพราะเป็นมีนด้าณบบสฯหรับการสรีาง 
แคพสัดรบรตินชองไวรัส (81) และเนื่องจาก LI region  ไม่มีความสฯดัญใดๆ กับการ 
กลายเป็นมะเร็งชองเนื้อเยื่อ (ตารางทั่ 1) ท0าให้ยืนสัวนน้ืไม่ถูกตัด (d e le t io n )  หรือ 
สอดแทรก ( in se r t io n )  ในช่วงทั่มีการเบลยนแปลงกลายเป็นมะเร็งชองเซลลเนื้อเยื่อ
(82) แม้ว่าจะมีรายงานพบวิา ยีนสํวนน้ืจะหายไปในกรณีทเป็น vulvar carcinoma
(83) LI prim ers ที่สังเคราะห้ชึ้น และใช้ในการวิจัยนื้ มีรายงานการทดสอบแลัวแสดง 
พบว่า เป็นช่วงทํ่เหมาะสมสามารถเพิ่มชยาย HPV-DNA ได้เป็นจฯนวนมากถึง 25 typ es  
(76) แต่ในการประชุมวิชาการทบระเทศ Finland ปี 1993 Syjanen, ร. และ 
คณะ (84) รายงานว่า LI primers ชุดน้ืครอบคลุมเพียง 7 typ es เม่าน้ันคีอ HPV-1, 
6, 11, 16, 18, 31, และ 33
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แม้ว่าจะปีการสืกษาพบว่า E6 region  โดยเฉพาะ HPV-16 และ 18 ปีสํวน 

เกี่ยวช้องกับการเปลี่ยนแบลงกลายเป็นเซลลมะเริง การตรวจหาการสอดแทรก'ของ E6 
จึงน่าจะปีความหมายมากชื้น แต่เนองจากการสืกปาการเรียงตัวชองลฯดับเบสในช่วง E6 
reg ion  ร*!บ-ว่าปีความแตกต่างก้นมาก'ในแต่ละ type (25) ตังนั้นในการสืกษาจึงดัอง 
ใช ้ E6 primer จฯเพาะแต่ละ type ทฯให้ปีความยุ่งยากมากกว่าการใช้ LI primers 
นอกจากนื้ปีรายงานเปรียบเทียบการตรวจหา HPV-DNA โดยใช้ E6 primer และ L1 
prim ers พบว่ารความไวในการตรวจหาไม่แตกต่างกัน (69)

ในการทดสอบสภาวะการทฯงานชองวิธี PCR กับ p u r if ie d  plasm id  
HPV-DNA ท้ัง 5 types สือ HPV-6, 11, 16, 18, และ 33 แสดงให้เห็นว่า L1 
prim ers ชุดน้ัในสภาวะทีกฯหนด ปีความสามารถในการ เพ่ิมจฯนวน HPV-DNA ใน 4 
typ es ไดัเน่ากัน ยกเวัน HPV-11 ดัองใช้บริมาผ DNA ต้ังดันฐงคีอ อย่างน้อย 1 ng 
(รูปท่ื 9 ,1 0 ) อธิบายว่า HPV-11 อาจปีความแตกต่างชองลฯดับเบส ในการจับเกาะกับ 
LI primers มากกว่า type อน  ๆ ความใวชองระบบ PCR ในการทดลองน้ัคีอ 1 
c o p y /c e 11 เม่ือทดสอบกับ p u r if ie d  plasmid HPV-16 แต่เม่ือทดสอบความไวกับ 
HeLa DNA พบว่าสามารถตรวจไดัทํ่ความไวอย่างน้อย 20-50 cop ies

ตัวอย่างสํงตรวจท๋ีนฯมาสกัด DNA และทฯการเพ่ิมจฯนวนโดย PCR ดังราย 
ละเอียดในบทท 3 วัสดุและวิธีการน้ัน ในการทดสอบเม่ืองดันพบว่า ม้าปริมาตรตัวอย่างท 
สกัดไดัมากกว่า 1 น1 จะไม่สามารถทฯการเพ่ิมจฯนวนไดั (รูบท 13) ซ่ํงพิสูจน้ไดัว่า ใน 
ตัวอย่างที๋บริมาตรมากดังกม้าว (3 , 5 , 10 น1) ปี in h ib ito r  ชัดชวางชบวนการทฯ 
PCR เพราะเมื่อ เติม HPV-DNA บริสุทธิลงไปทุกหลอดป็ยังไม่สามารถทฯการเพ่ิมชยาย 
และตรวจพบไดั ร่ี!งต่างจากหลอดควบคุม (รูป 13) เฉพาะทปริมาตร 1 น1 เน่าน้ันท 
สามารถทฯการเพิ่มชยาย DNA ไดั จึงใช้ 1 น1 ตลอดการทดลอง

In h ib ito r s  พ่ิพบน้ัอาจเนองมาจากตัวอย่าง4 งเป็นเนั้อเยอท ย่านชบวนการ 
f i x  ดัวย 10% form alin  แม้วฝังลงใน p a r a ffin  ช๋ึงในชบวนการสกัด DNA จะ 
ดัองทฯการแยก p a r a ffin  จากเนั้อเยื่อโดยใช้ xy lene หลายช้ันตอน เป็นไปไดัว่า
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ตัวอย่างสกัดที่ไตัยังคงมีสารตกตัาง ชึ๋งมีผลต่อการเพิ่มขยาย หรอ การทฯงานของเอ็นไซมี 
Taq polym erase ไนขบวนการ PCR (85 ,86)

ผลการเพิ่มขยายรดยวิธี PCR และตรวจสอบ a m p lif ie d  p ro du ct ตัวย GE 
พบว่ามีตัวอย่างท่ีไห้ผลบวก 63% (ตารางที่ 6) M orison และคณะ (78) รายงาน 
ว่า การทฯ h y b r id iz a t io n  PCR p ro du ct จะมีความไวสูงกว่าการตรวจโดย GE 
100 เท่า ดังนั้นเพิ่อเพิ่มความไวไนการตรวจหา HPV-DNA จึงท'ฯการตรวจ a m p lif ie d  
p ro d u c t โดยไซ้วิธี DH แต่ไซ้สารบลอดกัมมันตภาพรังสีชนด chem ilum inescense 
แทนสารก้มมันตภาพรังสี ชุดน้ฯยาสฯแจรูบ ECL ท่ีนำมาไซ้น้ัมีรายงานไห้ผลดีมากกับการ 
ตรวจสอบทำ ty p in g  ของ HLA (77) ผลการตรวจสอบความไวของวิธี DH ทบว่ามี 
ความไวมากกว่าวิธี GE อย่างน้อย 10 เท่า (รูปท่ี 1 1 ,12 ,1 6  และ 17) เนองจากการ 
ตรวจสอบไซ้สารบลอดก้มมันตภาพรังสีผลท่ีไตัจึงมีความไวต่ำกว่าการไซ้สารก้มมันตภาพรังสี 
โดยประมาณ 10 เท่า

เมอทำการทดสอบโดยไซ้ GP และวิธี DH ผลปรากป็ว่า ตัวอย่างท่ีไห้ผลบวกมี 
82 ตัวอย่างคิดเอ็น 82% และ 18 ตัวอย่าง หรือ 18% จากตัวอย่างท้ังหมดไห้ผลลบคือ 
ไม่สามารถตรวจพบ HPV-DNA แม้ผ่านขบวนการ PCR และ DH อย่างไรอ็ตามผลนั้ยังไม่ 
สามารถสรุปไตัว่า 18 ตัวอย่างน้ืไม่มี HPV-DNA เพราะ LI p rim ers  ท่ีไซ้ไม่สามารถ 
เพ่ิมจำนวน HPV ทุก  ๆ type  ไตั (76) ชงมัจจุบันมีประมาณ 65 ty p es  (10) และ 
เมอมี 1991 Tawheed, A.R. และคณะ ได้ด้นพบ HPV-66 เพิ่มเนอีก (87) มีรายงาน 
ไนต่างประ เทศหลายรายงานที่ทำการตรวจหา HPV-DNA ไน เ น้ัอเ ย่ีอมะ เรืงปากมดลุก 
ระยะลุกลามโดยไซ้ LI p rim ers  ชุดเดียวกับท่ีการทดลองน้ั ตรวจพบ 69% (4 0 ,6 9 )

ไตัทำการทดสอบตรวจหา HPV-DNA จากตัวอย่างสกัดโดยตรงที่ไม่ผ่านขบวน 
การ PCR โดยไซ้วิธี DH และตรวจจับด้วย GP ผลการตรวจสอบพบเพียง 5 ตัวอย่าง 
คิดเอ็น (5 /8 2 ) 6% นมัจะเพ่ิมปริมาณ DNA ไนการตรวจสอบสิง 10 ug ผลการตรวจนั้ 
แสดงไห้เอ็นว่าวิธีการตรวจ DH โดยไซ้ตัวอย่างสกัดโดยตรงมีความไวต่ำมากชํ่งสอดคด้อง 
กับรายงานของ Ham1am, N และคณะ (88) ท่ีตรวจVเบเพียง 7% โดยวิธี DH แต่ไน
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ทางกลับกัน ตรวจใดยใช้ PCR และ GE ไดั 53%

ทฯการตรวจแยก type ของ HPV จาก a m p lif ie d  PCR p ro duct 
ใดยใช้ TS ตรวจจับรดยวิธี DH ตรวจพบ HPV-16 มากท่ํสุดคือ 35 ตัวอย่างคิดเป็น 
42.7% รองลงมาคือ HPV-18 จ0'ไนวน 17 ตัวอย่างคิดเป็น 20.7% รดยพบว่ามี 5 
ตัวอย่าง (6.1%) เป็นการติดแอร่วมคือ ตรวจพบท้ัง HPV-16 และ 18 อีก 3 ตัวอย่าง 
(3.6%) เป็น ty p e  33 และไม่สามารถตรวจพบ ty p e  6 และ 11 เลย 
(ตารางที่ 6) ผลการทดลองน้ัสนับสนุนรายงาน'ของต่างบ'ระเทศ ช๋ึงพบ HPV-16 มากท่ีสุด 
(35-65%) และรองลงมาคือ HPV-18 (25%) (89) สํวน HPV-6,-11 มีรายงาน 
สนับสนุนการตรวจ’ไม่Vฌไนมะแงปากมดลูกระยะลุกลาม แต่จะพบในเน้ือ เยึ๋อระยะก่อนเป็น 
มะเร ็ง (p re c a n c e ro u s  s ta g e )  เป็นลัวน'ใหญ่ (6 9 ,9 0 ,9 1 ) บัจ^บันยังไม่สามารถ 
อธิบายเหตุผลความเที่ยวข้องฃอง HPV-6 และ -11 ไนระยะก่อนเป็นมะเร็งและ หายไป 
ในระหว่างการพัฒนาไปเป็นเซลลมะเร็ง (9 0 ,9 2 ,9 3 ) อย่างไรป็ตาม ในเน็้อเยอระยะ 
ก่อนเป็นมะเร็งป็สามารถตรวจพบ HPV-16 และ -18 ไดัโดยประมาผร้อยละ 20 (94) 
มีรายงานการสืกบาการติดเชื้อ HPV ชนิดต่างๆในสตรีปกติในประเทศไทย สามารถการ 
ติดเชื้อร้อยละ 18.8  ใดยจ'ฯนนกตาม ty p e -6 , -1 6 , -1 8 , และ -33 ไตัเป็นร้อยละ
3 .5 ,  S 9 .5 , 1 5 .3 , และ 1.7 ตามลฯดับ (95) สๆ หรับในต่างประเทศ มีรายงานการ 
ตรวจพบเช้ือ HPV ในสตรีปกติคิดเป็นร้อยละ 46 ใดยจฯแนกตาม ty p e -6  และ -1 1 , 
16, 18, และ -33  ไตัเป็นร้อยละ 7 .5 ,  18 .7 , 11 .26 , และ 5 .6  ตามลฯดับ (72) 
ดังน้ันบทบาทฃอง HPV-type จึงตัองทฯการสืกษาคืนคร้าในรายละเอียดต่อไป

จากท้ังหมดมี 19 ตัวอย่างท่ีตรวจพบใดยวิธี DH ชื้งสามารถระบุ ty p e  ไดั 
8 ตัวอย่าง อีก 11 ตัวอย่างไม่สามารถตรวจไดัใดย GE และยีนยันใดยการ ty p in g  
ดัวย TS เพ่ือพิฐจนัว่า 11 ตัวอย่างน้ัมี HPV-DNA อยู่จรีง จึงทฯการตรวจยีนยัน 
a m p lif ie d  p ro d u c t ใดยวิธี S ou thern  h y b r id iz a t io n  (รูปที 21) ผลการตรวจ 
พบแถบบรีเวอ!ต'ฯแห'น่ง 450 bp. ใดยวิธี h y b r id iz a t io n  แต่ไม่สามารถย่านผลใดย 
GE ยีนยันข้อความท่ีว่า วิธีการตรวจ a m p lif ie d  p ro d u c t ใดยวิธี h y b r id iz a t io n  
มีความไวกว่า GE ดังน้ันท้ัง 11 ตัวอย่างจึงเป็นผลบวกจรีง
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ผลการวิจัยนั้นสดงถงความชุกของการติดเชื้อ HPV ในสตรีที่เป็นมะเร็งปากลูก 
ระยะลุกลาม และช้ืถีงความสืมพันธีของ HPV type ในกล่ม h ig h  r i s k  group ได้นย่ 
16, 18, และ 33 เป็นสัน กับการเกิดมะเร็งปากมดลูก ช้อยูลน้ัเป็นช้อยูลแรกใน
ประเทศไทยที่ทฯการตรวจสอบใดยใช้ PCR และ ty p in g  สัวย TS รดยวิธี DH แม้จะ 
ได้ผลท่ีแสดงความสืมพันธีท่ีย่อนช้างลุง (82%) และสนับสนุนการคงอยู่ของ LI re g io n  
แต่บัจชุบันกิยังไม่มีรายงานใดท่ียีนยันชัดเจนว่า HPV เป็นสาเหตุของการเกิดใรคมะเร็ง 
บากมดลูก เนื่องจากยังมีตัวอย่างประมาณ 15% (ในการทดลองน้ัพบ 18%) ที่ไม่สามารถ 
ตรวจพบ HPV-DNA (88) น้า p53 tumor su p p re sso r genes เป็นเบัาหมายของ 
การเปลี่ยนแปลงเซลล่ที่เกิดจาก HPV [บทท่ี 2 การสฯรวจเอกสาร: บทบาทของ HPV 
กับการเกิดมะเร็งบากมดลูก] ดังน้ันในตัวอย่างเหล่านั้น่าจะมีความผิดปกติของยีน p53
W erness และคณะ จึงทฯการสืกบาในรายละเอียดตัวอย่างเหล่านั้พบว่า มีความผิดปกติท่ี 
p53 p r o te in  ใดยมี m u ta tio n  ท่ียีน p53 จริง (47) บทบาทหรือกลไกการเกิด
มะเร็งรดย HPV ยังไม่แน่นอน แต่เช้าใจว่า การติดเชอ HPV น่าจะเป็นบัจจัยร่วมท่ีสฯกัญ 
อย่างหนึ่งในการกระตุ้น ท'ฯให้มีการเริ่มเปลี่ยนแปลงของเซลส์ นอกจากน้ื บัจจัยร่วม
อ่ืนๆได้แย่ การลุบ!/หร่ี การมียู่ เพศสืมพันธีต้ังแต่อายุน้อย การมีเพศสืมพันธีมากกว่า 1 คน, 
การกินยาคุมกฯเนัด, การเป็น g e n i ta l  h erp es เหล่านัเป็นสัน (9 6 ,9 7 ) ก็อาจมี 
ล่วนในการทฯให้เซลล่กลายเป็นมะเร็งได้ ช่ํงมีผู้พยายามสืกบา และหาความกัมพันธีเหล่าน้ั

อยู่

การสืกบาการติดเชื้อของ HPV type ต่างๆในสตรีบกติ และสตรีท่ีมีพบความผิด 
บกติ'ของเซลส์ เช่น ระยะเริ่มมีการเปลี่ยนแปลง ระยะย่อนเป็นมะเร็งระยะลุกลาม และ 
ระยะมะเร็งลุกลามจะเป็นประใยชน่อย่างยิ่งในด้านระบาดวิทยาและอาจใช้เป็นข้ณุ/ลสืกบา 
การพ ้นาการ Iกิดโรคมะ เร็งในระยะต่างๆได้ ท่ีสฯกัญอาจน 'ๆใบลุการกัดเ ลีอกสายพันธุใน
การทฯวัคชันในอนาคต
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