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กิตติกรรมประกาศ 

 

คณะผู้วิจัยขอขอบคุณสถาบันวิจัยระบบสาธารณสุข (สวรส) ที่ให้ทุนสนับสนุนในการด าเนินการ
แผนงานวิจัยเรื่องการวิจัยเพื่อคิดค้นและพัฒนาเทคนิคใหม่ในการตรวจหารอยโรคก่อมะเร็งปากมดลูก
ระยะเริ่มต้นและโรคที่เก่ียวข้องกับการติดเชื้อไวรัสแปปิโลมา ซึ่งประกอบด้วยโครงการย่อย 2 โครงการ 
คือ โครงการย่อยที่ 1 เรื่อง การพัฒนาวิธีการตรวจรวดเร็วเพ่ือหาแอนติเจนของไวรัสแปปิโลมาที่
สัมพันธ์กับระยะการพัฒนากลายเป็ มะเร็ง โดยใช้อนุภาคนาโนทองค า  (Development of rapid 
method for detection of Human Papillomavirus Antigen related to Cancer 
Progression using nanogold particle) และ โครงการวิจัยย่อยที่ 2 เรื่อง การตรวจภาวะเมธิล
เลชั่นของยีนแอลวันของเชื้อไวรัส แปปิโลมาที่มีความเสี่ยงสูง ในเซลล์ขูดปากมดลูกโดยวิธีเอนไซ ลิงค์
อิมมูโนซอบเบน  (Detection of high risk human papillomaviruses L1 gene methylation 
in exfoliated cervical cells by Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay  ระหว่างวันที่ 1 
ธันวาคม พ.ศ. 2559 ถึง 30 พฤศจิกายน พ.ศ. 2560  และขอขอบคุณคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ที่ให้การสนับสนุนอุปกรณ์ เครื่องมือ และสถานที่ท างานวิจัย จนท าให้งานวิจัยนี้ส าเร็จลุล่วง
ตามวัตถุประสงค์ 

 
       คณะผู้วิจัย 
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บทคัดย่อ (ภาษาไทย) 

           การแสดงออกของโปรตีนก่อมะเร็ง E6 ในระดับท่ีสูงของเชื้อไวรัสแปปิลโลมาชนิด 16 และการมีภาวะ
เมธิลเลชั่นที่สูงในยีนแอลหนึ่ง จัดเป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพทีไ่ด้รับการยอมรับว่ามีความจ าเพาะกับการที่เซลล์มีความ
เสี่ยงจะพัฒนาไปเป็นมะเร็งปากมดลูก งานวิจัยนี้จึงสนใจพัฒนาเทคนิคการตรวจหาโปรตีน E6 โดยใช้อนุภาคนาโน
ทองค าและหลักการ Immunochromatography (IC) และวิธีเอนไซม์ลิงค์อิมมูโนซอบเบนเพื่อตรวจภาวะเมธิล
เลชั่นของยีนแอลหนึ่งในเซลล์ปากมดลูก 
           ท าการเคลือบอนุภาคนาโนทองค าด้วยโปรตีนจีและแอนติบอดีจ าเพาะต่อโปรตีน E6 ของ HPV16 และ 
HPV18 แล้วน ามาทดสอบกับโปรตีนบริสุทธิ์ HPV16E6 พบว่าความเข้มข้นของโปรตีน E6 ต่ าสุดที่สามารถตรวจได้
คือ  312.5 นาโนกรัม เมื่อใช้แอนติบอดีที่อยู่บนแผนเมมเบรนที่ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัม และใช้  
phosphate Buffer /0.05% Tween 20/1% BSA, pH 7.4 เป็นสารละลายให้อนุภาคนาโนทองค ามีการเคลื่อนที่ 
เมื่อน ามาทดสอบความจ าเพาะกับโปรตีนที่สกัดจากเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งปากมดลูกที่มีการติดเชื้อ HPV16 
สามารถตรวจพบผลบวกทีจ่ านวนหนึ่งแสนเซลล์  เมื่อทดสอบกับเซลล์มะเร็งปากมดลูกที่มีการติดเชื้อ HPV ชนิด
อ่ืนหรือเซลล์มะเร็งที่ไม่มีการติดเชื้อ HPV และแบคทีเรียชนิดต่างๆ ได้ผลลบ   เมื่อน าเซลล์ปากมดลูกที่เก็บจาก
ผู้หญิงที่มีความผิดระดับต่างๆ โดยเป็นเซลล์ป ากมดลูกที่เหลือจากการตรวจงานประจ ามาท าการทดสอบ พบว่าใน
ตัวอย่างที่ไม่มีการติดเชื้อไวรัส HPV หรือมีการติดเชื้อไวรัส HPV ชนิดอื่นๆท่ีไม่ใช่ HPV16 และ HPV18 ให้ผลลบ
ทั้งหมด ในกลุ่มตัวอย่างท่ีมีการติดเชื้อ HPV16 พบว่าให้ผลบวกจ านวนร้อยละ 40, 22.22, 50, 28.6 และ 18.18 
ตามล าดับในกลุ่มเซลล์ที่มีความผิดปกติแบบมะเร็งปากมดลูก CIN3, CIN2, CIN1 และเซลล์ที่มีการอักเสบและ
แบบ ASCUS ตามล าดับ 
           ส าหรับการตรวจภาวะเมธิเลชั่นของยีนแอลหนึ่ง ต้องน าดีเอ็นเอมาท าการเปลี่ยนสภาพโดยใช้น้ ายา 
bisulfite และใช้วิธีทางอณูชีววิทยามาตรวจหาปริมาณภาวะเมธิเลชั่นโดยวิธี pyrosequencing ผลการตรวจ
พบว่าในกลุ่มมะเร็งปากมดลูกมีภาวะเมธิลเลชั่นของยีนแอลหนึ่งในระดับท่ีสูงและพบในระดับที่ต่ าในเซลล์ระดับ
ปกติและ CIN1 และทางผู้วิจัยยังพบว่าตรงต าแหน่ง CpGs 5600 และ 5609 มีสภาวะเมธิลเลชั่นในระดับที่สูงเมื่อ
เทียบกับต าแหน่งอื่นๆ  หลังจากนั้นทางผู้วิจัยได้ท าการพัฒนาเทคนิค ELISA แบบ Indirect และ sandwich 
ELISA เพ่ือตรวจภาวะเมธิลเลชั่นของยีนแอลหนึ่งโดยใช้ oligonucleotide probe ที่จ าเพาะต่อไวรัส HPV16 แต่
อย่างไรก็ตาม การตรวจแบบ sandwich ELISA ยังไม่ประสบผลส าเร็จ แต่ เทคนิค indirect ELISA ก็ให้ค่าการวัด
ปฏิกิริยาการเกิดสีที่สูงมากในหลุมที่มี oligonucleotide probe แต่ไม่มีดีเอ็นเอของ HPV16 และในระบบที่ไม่มี 
oligonucleotide probe แต่มีน้ ายาตัวอื่นทุกตัวครบให้ค่าการวัดปฏิกิริยาการเกิดสีที่ต่ า ทางผู้วิจัยได้ท าการหา
ปริมาณทีเ่หมาะสมของ น้ ายา blocking, oligonucleotide probe, streptavidin, primary antibody (anti-5-
methylacytosine) และเวลาที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา ก็พบว่ายังไม่สามารถแก้ปัญหาการมีพ้ืนหลังสีที่สูงลงได้  การ
พัฒนาเทคนิค ELISA ในขณะนี้ยังไม่ประสบผลส าเร็จแต่ทางผู้วิจัยจะท าการทดลองต่อไปเพื่อลดพื้นหลังสีที่สูง
เพ่ือที่จะได้ทดสอบหาความไวและความจ าเพาะต่อไป และสุดท้ายจะตรวจกับตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีสกัดจากเชลล์ปาก
มดลูก 
 
ค าส าคัญ   โปรตีน HPV16E6, ภาวะเมธิเลชั่นของยีนแอลหนึ่ง, มะเร็งปากมดลูก 
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บทคัดย่อ (ภาษาอังกฤษ) 

Overexpression of human papillomavirus (HPV) 16 oncogenic protein E6 and 
hypermethylation of HPV16 L1 gene are of interest as biomarkers for cervical cancer 
progression.  Immunochromatography (IC) and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) are 
widely used to detect target biomolecules in human. In this study, we developed IC and ELISA 
assays to detect viral oncoprotein E6 and L1 gene methylation of HPV16 in cervical cells, 
respectively.  
          The conjugated gold coated with protein G and mouse monoclonal anti-
HPV16E6+HPV18E6 was optimized and can detect as low as 312.5 nanogram of HPV16 E6 
purified protein using 0.5 microgram of antibody to E6 coated on strip in phosphate 
Buffer/0.05% Tween 20/1% BSA, pH 7.4 as running buffer. Positive band can also be detected in 
protein extraction from cervical cell lines containing HPV16 at least 1x105 cells.  Nonspecific 
band was not detected when other types of HPV positive cell line and HPV negative cell line as 
well as bacterial cell lysate were used in the assay. The remaining cervical cells samples 
obtained from routine laboratory were used to evaluate the performance of the developed 
assay.  HPV negative samples or other high-risk HPV types other than HPV16 and 18 showed 
negative results. HPV16 positive samples showed 40%, 22.22%, 50%, 28.6% and 18.18% positive 
results by IC in squamous cell carcinoma, CIN3, CIN2, CIN1 and inflammation/ASCUS groups, 
respectively. 
          HPV16 L1 gene methylation status was first detected using bisulfite treated DNA and 
pyrosequencing assay was used for quantification of methylation. Hypermethylation was 
detected in cervical cancer but was low in normal/CIN1 lesions. CpG sites 5600 and 5609 are 
highly methylated compared to other CpGs. Indirect and sandwich ELISA were developed to 
detect HPV16 L1 gene methylation status using specific oligonucleotide probe for HPV16, 
however, it was not successful in developing sandwich ELISA assay.  Indirect ELISA showed high 
background when oligonucleotide probe was present with other reagents in the absent of 
HPV16 positive DNA. Other system without oligonucleotide probe in the present of all reagents 
revealed low background. Optimization of blocking reagents, oligonucleotide probe 
concentration, streptavidin concentration, anti-5-methylcytosine dilution and incubation time 
were not successfully reduced the background. The ELISA assay was not yet developed 
successfully, however, troubleshooting will be further performed to reduce the background and 
can be further tested for specificity and sensitivity and will be applied in clinical samples 
 
Key words:  HPV16E6 protein, Methylation of L1 gene, cervical cancer 
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ตารางที ่8  ผลการทดสอบความจ าเพาะของวิธีที่พัฒนาขึ้นกับแบคทีเรียชนิดต่าง      32 
ตารางที ่9  แสดงกลุ่ม และจ านวนตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ และผลการตรวจ      34 
ตารางที่ 10 รายชื่อ human papillomavirus และเลข Accession       40 
ตารางที่ 11  ผลการตรวจภาวะเมธิลเลชั่นค่าเฉลี่ยเป็นค่าร้อยละจากเซลล์เพาะเลี้ยง     42   

    มะเร็งปากมดลูก CaSki และ SiHa และจากตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกที่มี 
    ความผิดปกติแบบต่างๆที่มีการติดเชื้อ HPV 16 

ตารางที่ 12 ผลการทดสอบหาปัจจัยเกิดการจับแบบไม่จ าเพาะจากการท า indirect ELISA     46 
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สารบัญรูป 

                                                                                                                        หน้า 

รูปที่ 1   วิธีการเตรียมสไลด์โดยใช้อุปกรณ์ขยายปากมดลูก (Speculum) และการเก็บตัวอย่าง    13 
           เซลล์จากรอยโรคด้วย Spatula (ซ้าย), บริเวณท่ีสามารถตรวจพบรอยโรคระยะเริ่มต้น 
           ก่อนเกิดมะเร็งปากมดลูก (ขวาบน) และบริเวณท่ีเก็บตัวอย่างเซลล์ (ขวาล่าง) 
รูปที่ 2   แสดงความเสถียรของการจับเกาะของโปรตีนจี 20 ug/ml gold กับอนุภาคนาโน    21 
           ทองค าที่ภาวะความเป็นกรด-ด่าง 5, 6, 7, 8 และ 9 นาน 60 นาที 
รูปที่ 3    ความเสถียรของอนุภาคนาโนทองค าในการจับเกาะกับโปรตีนจีที่ความเข้มข้นต่าง ๆ    22 
            คือ 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 และ 18 ug/ml gold 
รูปที่ 4  หลอดที่ 1 แสดงสารละลายอนุภาคนาโนทองค าหลังจากการปั่นแล้ว ที่ละลายสมบูรณ์     23  
          หลอดที่ 2 และ 3 แสดงการตกตะกอนของอนุภาคนาโนทองค าที่ไม่สามารถท าให้  
          เป็นสารละลายสมบูรณ์   
รูปที่ 5   การทดสอบปฏิกิริยาของ conjugated gold 1: Goat anti-mouse, 2: Mouse     24 
           monoclonal anti-HPV16E6+HPV18E6, 3: Goat polyclonal anti-HPV16E6,  
           4: Rabbit polyclonal anti-HPV16E6, 5: Protein G, 6: Normal goat IgG 
รูปที่ 6   แสดงองค์ประกอบและแถบการทดสอบบน strip        25 
รูปที่ 7  หลักการทดสอบและผลการทดสอบของวิธีที่พัฒนาขึ้น       26 
รูปที่ 8   ผลการทดสอบที่ใช้ running buffer คือ Phosphate Buffer ที่มี 0.05% Tween 20     27 
           และ 1% BSA ปรับ pH 7.4 
รูปที่ 9   ผลการทดสอบเมื่อใช้ความเข้มข้นของเส้นตรวจจับที่ 0.25 และ 0.5 ไมโครกรัม    28 
รูปที่ 10   ความไวในการตรวจจับโปรตีนบริสุทธิ์ HPV16E6         28 
รูปที่ 11  ผลทดสอบความจ าเพาะของวิธีที่พัฒนาขึ้นกับเซลล์มะเร็งหลากหลายชนิด     31 
รูปที่12   แสดงผลการตรวจตัวอย่างผู้ป่วย (แถบที่ 1-4) ด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น  โดยมีตัวควบคุมบวก   35  
           (แถบที่ 6) และ ตัวควบคุมลบ (แถบที่ 5)   
รูปที่ 13  ทดสอบการคงตัวของ conjugated gold บนแถบ strip โดยเปรียบเทียบระหว่าง     36 
           Sample Pad ที่ treatด้วย 2% Triton X-100 หรือ 2% Tween 20 หรือไม่ได้ treat  
          ก่อนที่จะน ามาประกอบ และใช้ในการทดสอบ   
รูปที่ 14 ผลการตกตะกอนของอนุภาคนาโนทองค าที่เคลือบด้วยโปรตีนจีกับโปรตีน E6      36 
          ที่ความเข้มข้น 40, 30, 20, 10, 5, 2.5, 1.25 ไมโครกรัม 
รูปที่ 15 ผลการท า Multiple sequence alignment โดยใช้โปรแกรม Multalin     41 
รูปที่ 16 ระบบการตรวจภาวะเมธิเลชั่นโดยวิธี Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay (ELISA)    42 
รูปที่ 17  ผลการทดลอง sandwich Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay (ELISA)    43 
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สารบัญรูป 

                                                                                                                        หน้า 

รูปที่ 18  กราฟแสดงค่า optical density ที่วัดได้เม่ือใช้ความเข้มข้นของดีเอ็นเอของ CaSki      45 
            และความเข้มข้นของ streptavidin ที่แตกต่างกัน  
รูปที่ 19  กราฟแสดงค่า optical density ที่วัดได้เม่ือใช้ความเข้มข้นของดีเอ็นเอของ CaSki     45 
           500 ng ความเข้มข้นของ streptavidin 1 µg ต่อหลุม และความเข้มข้นของ     
           oligonucleotideprobe ที่แตกต่างกัน 
รูปที่ 20  ภาพแสดงการทดสอบหาปัจจัยเกิดการจับแบบไม่จ าเพาะจากการท า indirectELISA    46 
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ค าน า 

 มะเร็งปากมดลูกเป็นมะเร็งที่พบมากเป็นอันดับ 2 ในสตรีไทย และก็ยังคงเป็นปัญหาส าคัญทางสาธารณสุข
ในหลายประเทศท่ัวโลก   ในสหรัฐอเมริกาตัวเลขของปี ค .ศ. 2007 ตามรายงานของ CDC พบมะเร็งปากมดลูก
รายใหม่จ านวน 12,280 ราย และมีผู้เสียชีวิตจากมะเร็งชนิดนี้จ านวน 4021 ราย ส าหรับประเทศไทยตามสถิติของ
ปี พ.ศ. 2546 จากสถาบันมะเร็งแห่งชาติพบอัตราอุบัติการณ์ปรับมาตราฐานตามอายุ  (age-standardized 
incidence rate) เท่ากับ 18.1 ต่อประชากร 100,000 คน-ปี คาดว่าในปี พ.ศ. 2551 จะมีจ านวนคนไข้มะเร็งปาก
มดลูกรายใหม่ ประมาณ 8000 คน โดยที่ครึ่งหนึ่งของจ านวนนี้จะเสียชีวิต แม้ว่าจะเป็นโรคที่มีอุบัติการณ์และ
อัตราการเสียชีวิตสูง แต่มะเร็งปากมดลูก เป็นโรคที่สามารถป้องกันได้ง่าย หากตรวจพบความผิดปกติและให้การ
รักษาก าจัดรอยโรคได้ตั้งแต่ระยะเริ่มต้นก่อนการเจริญเป็นมะเร็งของเนื้อเยื่อ โดยอาศัยระบบการตรวจคัดกรอง
และการตรวจวินิจฉัยที่มีประสิทธิภาพ การตรวจเซลล์วิทยาปากมดลูกแบบดั้งเดิมด้วยเทคนิค Papanicalaou 
smear (Pap smear) เป็นเทคนิคสากลที่ได้รับการยอมรับอย่างแพร่หลายในการใช้ตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูก
มาแล้วมากกว่า 50 ปี โดยมีหลักฐานยืนยันจากข้อมูลทางระบาดวิทยาที่แสดงอย่างชัดเจนว่า อุบัติการและอัตรา
ตายของผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูก ในกลุ่มประชากรที่ได้รับการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกด้วยการตรวจทางเซลล์
วิทยาที่มีระบบการจัดการที่ดีและมีความครอบคลุมจะมีแนวโน้วลดลงอย่างมาก (1-4) 

 ปัจจุบันมะเร็งปากมดลูก (Cervical cancer) นับเป็นปัญหาส าคัญทางสาธารณะสุขที่มีอุบัติการณ์ผู้ป่วยรายใหม่
ทั่วโลกมากกว่า 500,000 รายต่อปี ในจ านวนนี้พบอัตราการเสียชีวิตได้สูงถึง 50%  โดยมากกว่า 80 % ของผู้ป่วย
โรคมะเร็งปากมดลูกทั้งหมดพบอยู่ในกลุ่มประเทศก าลังพัฒนา, กลุ่มประเทศในทวีปแอฟริกา, อเมริการใต,้ เอเชียใต้-
กลาง (5-7) แม้ว่าเทคนิคการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกด้วยเทคนิค Pap smear และเทคนิคการตรวจ DNA ของ
เชื้อไวรัส HPV จะใช้ได้ผลเป็นอย่างดีในการควบคุมอุบัติการณ์การเกิดโรคในประชากรกลุ่มประเทศแถบตะวันตกและ
กลุ่มประเทศที่พัฒนาแล้ว (8-10) แต่เทคนิคการตรวจคัดกรองเหล่านี้กลับใช้ไม่ได้ผลดีเท่าท่ีควรในกลุ่มประเทศก าลัง
พัฒนาทั่วโลกรวมถึงประเทศไทย (6, 7, 11) เกิดจากสาเหตุที่ส าคัญ ได้แก่ การขาดแคลนทรัพยากรและบุคลากรทาง
สาธารณะสุขหรือมีระบบการตรวจคัดกรองแต่ไม่สามารถจัดการได้อย่างมีประสิทธิภาพเนื่องจากข้อจ ากัดเรื่องความไว
และความจ าเพาะของเทคนิคการตรวจคัดกรองที่ใช้อยู่ ความแตกต่างของสภาพสังคมและวัฒนธรรมรวมถึงความรู้ความ
เขา้ใจของประชาชนในการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูก  มีข้อมูลที่ได้รับการพิสูจน์ทางวิทยาศาสตร์อย่างชัดเจนว่า
สาเหตุส าคัญของการเกิดมะเร็งปากมดลูก 90-99.7% เกิดจากการติดเชื้อ Human papilloma virus (HPV) ซ่ึง
จัดเป็นเชื้อไวรัสที่สามารถติดต่อทางเพศสัมพันธ์ (Sexual transmitted disease) HPV เป็นไวรัสใน Family 
Papillomaviridae เชื้อ HPV ที่ก่อให้เกิดมะเร็งปากมดลูกเรียกว่า HPV กลุ่มเสี่ยงสูง ประกอบด้วย HPV สาย
พันธุ์ 16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 61, 66 และ 68    โดยที่พบ HPV สายพันธุ์ 16 มากที่สุด 
ประมาณร้อยละ 55 และเป็นสายพันธุ์ที่มีศักยภาพการก่อมะเร็งสูงที่สุด  รองลงมาคือสายพันธุ์ 18 พบได้ประมาณ
ร้อยละ 13 (5) เชื้อ HPV เป็นไวรัสชนิด DNA สายคู่ อยู่ภายในเปลือกหุ้มโปรตีนที่เรียกว่า capsid  บนสาย DNA 
ประกอบด้วยส่วนของยีนที่เรียกว่า บริเวณ early gene (E gene)  ซ่ึง protein E1, E2, E5, E6 และ E7  จากยีน
เหล่านี้ส าคัญต่อการเพ่ิมจ านวนของไวรัสและการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของเซลล์   และส่วนที่เป็นบริเวณ 
Late gene ซึ่งแบ่งเป็น L1 และ L2  เชื้อ HPV เป็นไวรัสที่ติดเชื้อเยื่อบุผิวแบบเจาะจงชนิดเซลล์  การติดเชื้อ
สามารถเกิดจากการสัมผัสกับไวรัสที่หลุดออกมาจากเซลล์ที่ติดเชื้อที่หลุดลอก  การ integration ของ HPV ชนิด
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ก่อมะเร็งเข้าไปในเซลล์เจ้าบ้านจะสัมพันธ์กับความไม่เสถียรของ chromosome (6) และการแสดงตัวมากกว่า
ปกติ (7, 8) ของ oncoprotein E6 และ E7  น าไปสู่การสูญเสียการท าหน้าที่ของ P53 เนื่องจากไปจับกับ E6  ท า
ให้เกิดความล้มเหลวของกระบวนการยับยั้งการเจริญของเซลล์ (9) และการสูญเสียการส่งสัญญาณให้เซลล์ตาย 
(10-12) ท าให้เซลล์เพิ่มจ านวนและเป็นอมตะ 

 มะเร็งปากมดลูกเป็นมะเร็งที่ป้องกันได้  โดยวิธีการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกด้วย วิธีการตรวจทาง
เซลล์วิทยาปากมดลูก ซึ่งพิสูจน์แล้วว่ามีประสิทธิภาพในการลดอุบัติการณ์ของมะเร็งปากมดลูก   แต่การจะบรรลุ
ถึงประสิทธิภาพที่เทียบเท่ากันกับประเทศท่ีพัฒนาแล้วต้องมีเง่ือนไขส าคัญ คือ การจัดตั้งระบบการตรวจคัดกรอง
อย่างเป็นระบบ และสามารถครอบคลุมประชากรสตรีกลุ่มเป้าหมา ยได้กว้างขวางพอ  การจะเกิดเง่ือนไขดังกล่าว
ได้ต้องอาศัยปัจจัยส าคัญ คือบุคคลากรโดยเฉพาะนักเทคนิคเซลล์วิทยาและพยาธิแพทย์ที่เพียงพอ ในประเทศไทย
ปัจจัยเกี่ยวกับบุคคลากรกลุ่มนี้เป็นปัญหาใหญ่ และถึงแม้ว่าปัจจุบันจะมีการน าการตรวจหา HPV DNA ชนิดก่อ
มะเร็งมาร่วมในการตรวจคัดกรอง แต่วิธีการดังกล่าวโดยตัวมันเองมีจุดด้อยส าคัญ คือ ราคาแพง และมีผลบวกลวง
สูง ดังนั้นถ้ามีวิธีการตรวจคัดกรองขั้นแรกที่สามารถท าได้ง่าย สะดวก ราคาถูกและไม่ต้องพ่ึงพาบุคคลากรที่มีความ
ช านาญเฉพาะ  เพ่ือคัดกรองเอากลุ่มประชากรที่มีความเสี่ยงสูงไปคัดกรองด้ว ยวิธีการตรวจคัดกรองมาตรฐานที่มี
อยู่เดิม จะท าให้มีปริมาณงานเหมาะสมกับบุคคลากรและทรัพยากรที่สามารถรองรับส่วนนี้ได้ ก็น่าจะท าให้
โครงการป้องกันมะเร็งปากมดลูกของประเทศไทยบรรลุเป้าหมายได้เร็วขึ้นและเหมาะสมกับสภาพของประเทศ 
จากปัญหาที่กล่าวข้างต้น จึงท าให้เกิดแนวคิดที่จะพัฒนาชุดตรวจคัดกรองที่มีความเหมาะสมมากขึ้นโดยจะท าการ
พัฒนาชุดตรวจแอนติเจนของไวรัส HPV ในผู้ป่วยด้วยการประยุกต์ใช้อนุภาคนาโนทองค าที่มีการตรวจไม่ซับซ้อน
แปลผลได้เร็ว โดยคณะวิจัยได้ด าเนินการศึกษาสถิติการตรวจพบแอนติเจนของไวรัส HPV แนวทางการพัฒนา
ต้นแบบห้องปฏิบัติการของชุดตรวจ และได้เตรียมแอนติเจน อุปกรณ์ต่างๆ ที่เก่ียวข้องรวมถึงตัวอย่างจากผู้ป่วยที่
จะท าการทดสอบในการด าเนินการของโครงการในปีแรกของโครงการแล้ว ในโครงการที่น าเสนอในปีงบประมาณนี้
ผู้วิจัยจะท าการพัฒนาและทดสอบชุดตรวจที่พัฒนาได้และท าการพัฒนาการตรวจ เมธิลเลชั่นของยีน L1 ของเชื้อ
แปปิลโลมาที่มีความเสี่ยงสูงเพ่ือเป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพกับการด าเนินโรคร่วมด้วย   

 งานวิจัยที่จะพัฒนาขึ้นนี้ถือว่าครอบคลุมการตรวจคัดกรองผู้ป่วย การวินิจฉัย การติดตามการรักษาและ
พยากรณ์โรค กล่าวคือ การพัฒนาชุดตรวจแอนติเจนของไวรัส HPV ในผู้ป่วยด้วยการประยุกต์ใช้อนุภาคนาโน
ทองค าที่มีการตรวจไม่ซับซ้อนแปลผลได้เร็วร่วมกับการศึกษาเพ่ิมเติมถึงความเป็นไปได้ในการตรวจเมธิลเลชั่น ของ
ยีน L1 ของ HPV จะเป็นการเพิ่มศักยภาพและความน่าเชื่อถือส าหรับการตรวจวินิจฉัยรอยโรคก่อมะเร็งและรักษา
มะเร็งปากมดลูก อันจะท าให้ลดอัตราการเสียชีวิตประชากรหญิง และลดค่าใช้จ่ายของประเทศชาติได้เป็นจ านวน
มากจากโรคมะเร็งปากมดลูก 

ทฤษฎี สมมติฐานและ/หรือ กรอบแนวความคิดของแผนงานวิจัย 

 มะเร็งปากมดลูกเป็นมะเร็งที่พบมากเป็นอันดับ 2 ในสตรีไทย และก็ยังคงเป็นปัญหาส าคัญทางสาธารณสุข
ในหลายประเทศท่ัวโลก   ในสหรัฐอเมริกาตัวเลขของปี ค .ศ. 2007 ตามรายงานของ CDC พบมะเร็งปากมดลูก
รายใหม่จ านวน 12,280 ราย และมีผู้เสียชีวิตจากมะเร็งชนิดนี้จ านวน 4021 ราย (9) ส าหรับประเทศไทยตามสถิติ
ของปี พ.ศ. 2546 จากสถาบันมะเร็งแห่งชาติพบอัตราอุบัติการณ์ปรับมาตราฐานตามอายุ (age-standardized 
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incidence rate) เท่ากับ 18.1 ต่อประชากร 100,000 คน-ปี คาดว่าในปี พ.ศ. 2551 จะมีจ านวนคนไข้มะเร็งปาก
มดลูกรายใหม่ ประมาณ 8000 คน โดยที่ครึ่งหนึ่งของจ านวนนี้จะเสียชีวิต แม้ว่าจะเป็นโรคที่มีอุบัติการณ์และ
อัตราการเสียชีวิตสูง แต่มะเร็งปากมดลูกเ ป็นโรคที่สามารถป้องกันได้ง่าย หากตรวจพบความผิดปกติและให้การ
รักษาก าจัดรอยโรคได้ตั้งแต่ระยะเริ่มต้นก่อนการเจริญเป็นมะเร็งของเนื้อเยื่อ โดยอาศัยระบบการตรวจคัดกรอง
และการตรวจวินิจฉัยที่มีประสิทธิภาพ การตรวจเซลล์วิทยาปากมดลูกแบบดั้งเดิมด้วยเทคนิค Papanicalaou 
smear (Pap smear) โดยใช้อุปกรณ์ขยายปากมดลูก (speculum) แล้วเก็บเซลล์จากปากมดลูกด้วย Spatula 
ป้ายบนกระจกสไลด์ ขั้นตอนการเตรียมสไลด์และบริเวณท่ีท าการเก็บเซลล์แสดงใน รูปที่ 1 เทคนิคดังกล่าวเป็น
เทคนิคสากลที่ได้รับการยอมรับอย่างแพร่หลายในการใช้ตรวจคัดกรองมะเร็งปาก มดลูกมาแล้วมากกว่า 50 ปี โดย
มีหลักฐานยืนยันจากข้อมูลทางระบาดวิทยาที่แสดงอย่างชัดเจนว่า อุบัติการและอัตราตายของผู้ป่วยมะเร็งปาก
มดลูก ในกลุ่มประชากรที่ได้รับการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูกด้วยการตรวจทางเซลล์วิทยาที่มีระบบการ
จัดการที่ดีและมีความครอบคลุมจะมีแนวโน้วลดลงอย่างมาก (9-12) 

 

รูปที่ 1 วิธีการเตรียมสไลด์โดยใช้อุปกรณ์ขยายปากมดลูก (Speculum) และการเก็บตัวอย่างเซลล์จากรอยโรค
ด้วย Spatula (ซ้าย), บริเวณท่ีสามารถตรวจพบรอยโรคระยะเริ่มต้นก่อนเกิดมะเร็งปากมดลูก (ขวาบน) 
และบริเวณท่ีเก็บตัวอย่างเซลล์ (ขวาล่าง) (13, 14) 

 อย่างไรก็ตามการตรวจทางเซลล์วิทยาปากมดลูกมีข้อจ ากัดที่ส าคัญด้านความไวของเทคนิคการตรวจ ซึ่งมี
ความผิดพลาดได้มากจากตัวแปรที่ส าคัญหลายประการตั้งแต่ขั้นตอนการเก็บตัวอย่างเซลล์จากผู้ป่วยที่แพทย์อาจ
ไม่สามารถเก็บเซลล์ที่ผิดปกติได้หากบริเวณรอยโรคมีขนาดเล็กหรืออ ยู่ในบริเวณท่ีเก็บตัวอย่างเซลล์ได้ยาก , 
ขั้นตอนการเตรียมและย้อมสไลด์ซึ่งอาจพบบริเวณท่ีมีเซลล์หนาทับซ้อนกันหลายชั้นและอาจมีการปนเปื้อนของ
เยื่อเมือก เลือด รวมถึงอนุภาคปนเปื้อนอื่นๆ ที่ไม่ต้องการ นอกจากนี้การตรวจหาเซลล์ผิดปกติท่ีอาจมีจ านวนเพียง
เล็กน้อยในเซลล์ทีป่กติจ านวนมากเป็นแสนเซลล์บนสไลด์ จ าเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องใช้บุคลากรทางสาธารณะสุขที่มี
ความเชี่ยวชาญเป็นอย่างดีในการเก็บ เตรียม และตรวจวินิจฉัยสิ่งส่งตรวจ (15-17) จากข้อจ ากัดดังกล่าวท าให้ 
Pap smear เป็นเทคนิคท่ีมีความไวต่ า การจะน ามาใช้ส าหรับตรวจคัดกรองมะเร็ งปากมดลูกให้ได้ผลผู้ป่วย
จ าเป็นต้องมาตรวจซ้ าอย่างสม่ าเสมอทุก 2 ปี ต้องใช้งบประมาณและบุคลากรที่มีความเชี่ยวชาญในการบริหาร
จัดการสูง แม้ว่าจะมีการพัฒนาเทคนิคการเก็บเตรียมเซลล์บนพื้นฐานของของเหลว (liquid based cytology; 
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LBC) ซึ่งสามารถเพ่ิมโอกาสในการตรวจพบเซลล์ ผิดปกติในตัวอย่างตรวจได้ให้กับการท า pap test แต่ความไว 
(sensitivity) ในการตรวจพบเซลล์ผิดปกติชนิด (High grade squamous intraepithelial lesion; HSIL) จาก
การเตรียมสไลด์ด้วยเทคนิคทั้งสองยังไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (18-20) การแปลผลการตรวจวินิจฉัย
ยังต้องอาศัยประสบการณ์และความสามารถของผู้ตรวจเป็นส าคัญ ส่งผลให้เกิดความแปรปรวนในการแปลผล
ตรวจระหว่างครั้งหรือระหว่างบุคคลสูง (inter-intra observer variations) ขาดความน่าเชื่อถือ นอกจากนี้ยังท า
ให้ระบบการตรวจคัดกรองมีค่าใช้จ่ายสูงขึ้นและยังมีแนวโน้มที่จะสูงขึ้นอีก ในอนาคต  ท าให้ในระยะหลังได้เกิด
ความสนใจที่จะปรับปรุงโครงการตรวจคัดกรองมะเร็งปากมดลูก ให้มีค่าใช้จ่ายลดลง และมีประสิทธิภาพสูงขึ้น 
โดยการอาศัยความรู้เกี่ยวกับเชื้อ Human papillomavirus (HPV) สาเหตุของมะเร็งปากมดลูกและเทคโนโลยีทาง
ชีวโมเลกุลวิทยา 

 Human Papillomavirus (HPV) เป็นไวรัสจัดอยู่ใน Family Papillomaviridae มีขนาด 52-55 นาโน
เมตร ไม่มีเอนเวลลอบ มีจีโนมเป็นดีเอ็นเอวงกลมขนาดประมาณ 8,000 เบส ประกอบด้วยโปรตีนที่เป็นโครงสร้าง
ประมาณร้อยละ 88 โดยมีโครงสร้างจีโนมแบ่งออกเป็น 3 ส่วนดังนี้ (21-23) 

1. Early region เป็นบริเวณท่ีมียีนควบคุมการสร้างโปรตีน ซึ่งประกอบไปด้วย E1,E2,E4,E5,E6 และ E7 
โดย E1- E4 เป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับขบวนการเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอของไวรัส และการสร้างไวรัสตัว
ใหม่ ส่วน E5-E7 เป็นโปรตีนที่ก่อให้เกิดมะเร็ง หรือเรียกว่า oncoprotein ซึ่งมีความส าคัญอย่าง มาก
ในการก่อให้เกิดมะเร็งปากมดลูก โดยเฉพาะ E6 และ E7 

2. Late region เป็นบริเวณท่ีมียีนควบคุมการสร้างโปรตีนประกอบด้วย L1 และ L2 ซึ่งเป็น
ส่วนประกอบของแคพสิดโปรตีนของไวรัส โดยพบว่า L1 เป็นส่วนที่มีความเหมือนกันมากที่สุดในเชื้อ 
HPV แต่ละไทป์และเป็นชิ้นส่วนที่ส าคัญในการน ามาพัฒนาผลิตวัคซีน 

3. Upper regulatory region (URR) เป็นบริเวณท่ีไม่มียีนควบคุมการสร้างโปรตีน แต่เป็นบริเวณท่ี
สามารถจับได้กับ repressors และ activators ที่เก่ียวข้องกับการควบคุมการแสดงออกของโปรตีน 

 จากการศึกษาพบว่า HPV เป็นสาเหตุก่อโรคมะเร็งปากมดลูก (Cervical cancer) โดยมากกว่าร้อยละ 90 
ของผู้ป่วยจะพบดีเอ็นเอของเชื้อ HPV (HPV DNA) (24) อย่างไรก็ตามเชื้อ HPV เป็นเชื้อติดต่อทางเพศสัมพันธ์ที่
ตรวจพบได้ทั่วไปในกลุ่มประชากร แม้ว่าเกือบทั้งหมดของผู้ป่วยที่ตรวจพบรอยโรคของมะเร็งปากมดลูกระยะต่างๆ 
จะพบการติดเชื้อ HPV ร่วมด้วย แต่จากการศึกษาในจ านวนผู้ป่วยที่ตรวจพบการติดเชื้อ HPV ทั้งหมด มีเพียงส่วน
น้อยเท่านั้นที่ตรวจพบรอยโรคระยะเริ่มต้นก่อนเกิดมะเร็งหรือรอยโรคของมะเร็งปากมดลูกด้วย Pap smear หรือ
เทคนิคทางพยาธิวิทยา (25, 26) ดังนั้นจึงนิยมใช้เทคนิคการตรวจหาดีเอ็นเอของเ ชื้อ HPV ที่มีความไวสูง มาใช้
ร่วมกับการตรวจ Pap smear เพ่ือเพ่ิมความไวในการตรวจคัดกรอง โดยพบว่าการใช้เทคนิคท้ังสองร่วมกัน
สามารถลดความถ่ีของการนัดตรวจซ้ าในกระบวนการตรวจคัดกรองได้เป็นอย่างน้อย 3 ปีต่อครั้งซึ่งจะเป็นลด
งบประมาณในการตรวจคัดกรองลงเป็นจ านวนมาก  

 ปัจจุบันมี HPV มากกว่า 100 ชนิด ซึ่งแบ่งออกเป็นสองกลุ่มใหญ่โดยอาศัยคุณสมบัติในการก่อให้เกิดมะเร็ง
ปากมดลูก หรือ ความเสี่ยงในการก่อให้เกิดมะเร็งปากมดลูก ดังนี้ (27) 
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1. HPV types ที่มีความเสี่ยงสูง (high risk) ได้แก่ ไทป์ 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 
59, 68, 73 และ 82 

2. HPV types ที่มีความเสี่ยงต่ า (low risk) ได้แก่ ไทป์ 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 
และ CP6108 

 ในกลุ่มท่ีเป็น high risk พบว่า HPV type 16 และ HPV type 18 มีความส าคัญต่อการเกิดมะเร็งปาก
มดลูก (Cervical carcinoma) มากที่สุดโดยมากกว่าร้อยละ 50  ของ squamous cell carcinoma พบ HPV-16 
DNA และมากกว่าร้อยละ 50  ของ AD พบ HPV-18 DNA (22, 27-32) 

 การติดเชื้อไวรัสแปปิโลมาเกิดจากการสัมผัสโดยตรงกับ บริเวณรอยโรค การมีเพศสัมพันธ์เป็นช่องทางหนึ่ง
ของการติดเชื้อ โรคติดเชื้อไวรัสแปปิโลมา จึงเป็นโ รคติดต่อทางเพศสัมพันธ์  การติดเชื้อไวรัสแปปิโลมาโดยทั่วไป
พบว่าสามารถหายได้เอง ซึ่งส่วนใหญ่สารพันธุกรรมของไวรัสจะอยู่ในลักษณะ Extrachromosomal stage เรียก
การติดเชื้อแบบนี้ว่า Transient or intermittent infection ซึ่งในระยะนี้อาจมีการสร้างอนุภาคไวรัสอย่าง
ต่อเนื่อง แต่บางครั้งไวรัสแปปิโลมาสามารถคงอยู่ในเซลล์ติดเชื้อได้นาน และท าให้เกิดการสอดแทรกสารพันธุกรรม
ของไวรัสเข้าไปในสารพันธุกรรมของเซลล์โฮสท์ เป็นผลท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของเซลล์ตามมา เรียก
การติดเชื้อนี้ว่า Persistent infection  ซึ่งการติดเชื้อแบบนี้ มีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคมะเร็ง มีการศึกษาหา
ความสัมพันธ์และความชุกของไวรัสแต่ละไทป์ในรอยโรคแต่ละชนิด โดยเฉพาะโรคมะเร็งปากมดลูกนั้นพบว่ามี
ไวรัสแปปิโลมาที่เป็นสาเหตุก่อโรคอยู่ประมาณ 30 ชนิด และท่ีตรวจพบมีความชุกมากที่สุดคือ HPV-16 พบ
ประมาณร้อยละ 50  ข้อมูลของผู้ป่วยที่มารับการรักษาท่ีโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ พบ HPV-DNA ร้อยละ 82 ใน
กลุ่มผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูก โดยร้อยละ 42.68 เป็น HPV-16 ร้อยละ 20.73 เป็น HPV-18 และ พบ HPV-33 
เพียงร้อยละ 3.66 (33) ส่วนในกลุ่มผู้ป่วยระยะก่อนมะเร็ง Cervical intraepithelial neoplasia (CIN) I, II, III  
พบ HPV-DNA ร้อยละ 33.3, 36.8, 75 ตามล าดับ โดยในระยะ CIN III พบ HPV-16 ร้อยละ 44.44 และ  HPV-18 
ร้อยละ 16.05   กลุ่มควบคุมพบ HPV-DNA เพียงร้อยละ 2.7 เท่านั้น (34) 

 กลไกท่ีท าให้เซลล์ติดเชื้อกลายเป็นเซลล์มะเร็งได้  มีรายงานพบว่าเซลล์ติดเชื้ อไวรัสแปปิโลมาที่กลายเป็น
เซลล์มะเร็งนั้น สารพันธุกรรมของไวรัสมักพบสอดแทรก (integration) อยู่กับสารพันธุกรรมของเซลล์โฮสท์และมี
จ านวน copy number สูงและในภาวะดังกล่าวมักไม่พบมีการเพิ่มจ านวนของไวรัสหรือมีก็ต่ ามาก แต่มีการสร้าง 
Early protein โดยเฉพาะ E6 และ E7 ในระดับสูง   ซึ่งปัจจุบันจัดโปรตีนทั้ง 2 ตัวนี้เป็นสารก่อมะเร็ง 
(oncoprotein)  โดย E7 สามารถท าให้เซลล์เจริญได้อย่างต่อเนื่องและไม่ตาย (immortalized cell) เพราะ E7 
สามารถจับกับ pRB ท าให้ E2F ซึ่งเป็น Transcriptional factor เป็นอิสระ ไปกระตุ้นให้มีขบวนการ 
Transcription มีผลให้เซลล์เจริญเพิ่มจ านวนได้ pRB เป็น tumor suppressor ตัวหนึ่งซึ่งตามปกติจะไปยับยั้ง
การเจริญของเซลล์ที่ระยะ G1 (35) นอกจากนี้ E6 ก็มีคุณสมบัติจับกับ tumor suppressor p53  ซึ่งโดยปกติ 
p53 จะจับกับ p21 กระตุ้นขบวนการ apoptosis (program cell death) การที่ E6 จับกับ p53 ท าให้ยับยั้ง
ขบวนการดังกล่าว ท าให้เซลล์ขาดระบบควบคุมและเกิดการ transformation ของเซลล์ (36) คุณสมบัติที่กล่าวมา
นี้พบได้ในกลุ่มเสี่ยงสูง ได้แก่ HPV-16, 18    คุณสมบัติของโปรตีน E6 และ E7 ของไวรัสแปปิโลมาไทป์อื่น ๆ 
พบว่าแตกต่างกันไป  ในกลุ่มเสี่ยงต่ า พบว่า E6 และ E7 ไม่สามารถจับเกาะกับ p53 และ pRB  ได้  หรือบางครั้ง
จับได้แต่หลวมและไม่สามารถยับยั้งคุณสมบัติของโปรตีนทั้งสองชนิดได้ ส่วน E5 พบว่านอกจากมีคุณสมบัติยับยั้ง
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ขบวนการ apoptosis โดยไปยับยั้งการกระตุ้นของ TRAIL ผ่าน death-inducing signal complex (37) แล้ว ยัง
สามารถกระตุ้นให้มีการเพิ่มจ านวนและมี differentiation ของ keratinocytes ด้วย (38) 

 โรคมะเร็งปากมดลูกเป็นโรคมะเร็งที่พบมากเป็นอันดับสองในผู้หญิงทั่วโลก โดยเฉพาะในประเทศก าลัง
พัฒนา ซึ่งพบว่าอัตราการเสียชีวิตด้วยโรคมะเร็งปากมดลูกเพ่ิ มสูงขึ้น (39) องค์การอนามัยโลกประมาณการณ์ว่า 
ในปัจจุบันมีผู้หญิงมากกว่า 2 ล้านคนที่เป็นมะเร็งปากมดลูก และมีการตรวจพบมะเร็งปากมดลูกรายใหม่ 470,000 
รายทุกปี ดังนั้น จึงพบผู้ป่วยรายใหม่ 1,200 รายในแต่ละวัน ส่วนประเทศไทย พบว่ามีการตรวจพบมะเร็งปาก
มดลูกรายใหม่ในแต่ละปีกว่า 6,000 ราย และในจ านวนนี้ประมาณครึ่งหนึ่งจะเสียชีวิต จากโรคนี้โดยเฉลี่ย 7 ราย
ต่อวัน 

 ปัจจุบันวิธีการตรวจหามะเร็งปากมดลูกมีดังนี้  (40, 41) 

1. การตรวจเซลล์ทาง cytology ได้แก่การตรวจ Papanicolaou smear (Pap smear) วิธีนี้ต้องอาศัย
บุคลากรที่มีความช านาญ ในการตรวจเพื่อดูลักษณะการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ตั้งแต่เป็น dysplasia 
จนกลายเป็นเซลล์มะเร็งซึ่งถ้าไม่ช านาญอาจมีความผิดพลาดในการอ่านและแปลผลได้ง่าย  

2. การตรวจหา HPV DNA โดยเทคนิคทางด้านอณูโมเลกุล (molecular detection) ซึ่งเป็นวิธีการ
ตรวจที่มีความจ าเพาะและความไวสูง กว่าการตรวจ Pap smear แต่วิธีนี้มีค่าใช้จ่ายสูงและมีขั้นตอน
ที่ยุ่งยาก ต้องอาศัยบุคลากรที่ได้รับการอบรมความช านาญของเทคนิคมาก่อน นอกจากนี้การตรวจ
พบ HPV DNA ไม่ได้เป็นข้อบ่งชี้ว่าเป็นเซลล์มะเร็ง การบ่งชี้ยังต้องอาศัยการอ่านผลทางเซลล์พยาธิ
วิทยา 

3. การตรวจโดยวิธี Visual Inspection with Acetic acid(VIA) โดยใช้น้ ายา acetic acid เจือจาง 3-
5% ป้ายลงบนบริเวณปากมดลูก แล้วสังเกตดูการเปลี่ยนแปลงของสีของปากมดลูกหลังจากป้าย
น้ ายา 1 นาทีภายใต้แสงไฟที่ส่องสว่าง โดยเซลล์ที่มีความผิดปกติจะมีปริมาณโปรตีนที่มากกว่าปกติ
และน้ ายา acetic acid จะไปท าให้โปรตีนในเซลล์เกิดเกาะกลุ่ม เมื่อแสงไฟตกกระทบจะไม่สามารถ
ผ่านไปได้จึงเกิดการสะท้อนแสงท าให้เห็นเป็นฝ้าขาว (acetowhite) ซึ่งเกิดขึ้นชั่วคราวซึ่งเห็นได้ด้วย
ตาเปล่า ให้ผลบวก แต่เซลล์ปกติแสงจะผ่านเซลล์ได้ท าให้ได้เห็นเป็นสีแดงของเส้นเลือดฝอย ซึ่งมี
การศึกษาในประเทศไทยพบว่าการได้ผล VIA ได้ผลบบวกสามารถพบได้ในเซลล์เยื่อบุผิวปากมดลูกที่
อยู่ในช่วงมีการซ่อมแซม หรือมีการอักเสบ อาจท าให้เกิดเป็นฝ้าขาวได้ 

4. การตรวจ HPV mRNA โดยใช้หลักการ target amplication เช่น The APTIMA HPV Assay เพ่ือ
ตรวจ E6/E7 mRNA ของไวรัสในกลุ่มความเสี่ยงสูง 14  ชนิด ได้แก่ HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 
45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, และ 68 และอีก 2 การทดสอบ ได้แก่  PreTect HPV-Proofer และ 
NucliSENS Easy Q HPV ใช้หลักการ nucleic acid sequence-based amplification (NASBA) 
โดยใช้อุณหภูมิเดียวเพ่ือ ตรวจ E6/E7 mRNA แบบ RNA real-time amplification และสามารถ
ตรวจเชื้อไวรัสในกลุ่ม HR-HPV ได้ 5 ชนิด (16, 18, 31, 33, และ 45)  ซึ่งวิธีนี้มีความจ าเพาะที่สูง
กว่าการตรวจ HPV DNA แต่อย่างไรตามการตรวจ HPV mRNA ยังต้องมีการใช้เครื่องมือราคาสูงใน
การตรวจ 

5. การตรวจการแส ดงออกของโปรตีน L1 ของเชื้อ Human papillomavirus และการตรวจโปรตีน
ของโฮสต์คือ p16 และ Ki67 โดยวิธี immunocyto/histostaining ส าหรับการแปลผลโปรตีน 
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Human papillomavirus L1 (Cytoactive) ดังนี้ ถ้าหากมีการตรวจพบ L1 จะสัมพันธ์กับเซลล์
ผิดปกติในระดับ LSIL/CIN1 และจะสัมพันธ์กับการมีอัตราการก าจัดเซลล์ผิดปกติให้หายไปได้สูงถึง
ร้อยละ 72 เรียกว่า ภาวะ spontaneous regression ส าหรับการตรวจโปรตีน p16/Ki67 (CINtec 
PLUS kit, Roche) พบว่าโปรตีน p16 จะพบสูงขึ้นในกรณีมีการติดเชื้อ HR-HPV และ Ki67 เป็นตัว
บ่งชี้ว่าเซลล์มีการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวน การตรวจพบโปรตีน p16/Ki67 เป็นตัวบ่งชี้ถึงภาวะการมีเซลล์
ผิดปกติและการพบเซลล์มะเร็งสองการทดสอบนี้ยังไม่มีการน ามาใช้ในงานประจ าในประเทศไทย 

 จากที่กล่าวมาข้างต้น ถ้าสามารถตรวจคัดกรองหา HPV พร้อมทั้งบ่งชี้ความเป็นได้ที่จะพบเซลล์มะเร็งได้
อย่างรวดเร็วจะเป็นผลดีต่อการป้องกันและรักษา ซึ่งปัจจุบันวิธีการตรวจตรวจหา  HPV ส่วนใหญ่เป็นการตรวจหา
ดีเอ็นเอของไวรัสซึ่งมีข้ันตอนในการท าที่ยุ่งยากทั้งยังต้องใช้เครื่องมือเฉพาะและไม่สามารถท าได้ในทุก
ห้องปฏิบัติการ จึงน ามาสู่การพัฒนาวิธีการตรวจคัดกรองหา HPV โดยการตรวจหาแอนติ เจนของตัวไวรัสแทนการ
ตรวจหาดีเอ็นเอ ซึ่งการตรวจหาแอนติเจนมีข้อดีคือท าให้ทราบว่าไวรัสมีการ reproductive อยู่ และยังเป็นการ
ลดขั้นตอนของการสกัดดีเอ็นเอ ซึ่งปัจจุบันการตรวจหาแอนติเจนของ HPV ยังไม่มี  อาจเพราะด้วยข้อจ ากัดของ
ปริมาณแอนติเจนในสิ่งส่งตรวจที่มีน้อยมาก ท าให้ไม่สามารถตรวจหาได้ด้วยวิธีการตรวจในปัจจุบัน จากข้อจ ากัดนี้
จึงคิดน าการใช้นาโนเทคโนโลยีเข้ามาช่วยในการพัฒนาการตรวจหาแอนติเจนของ HPV ซึ่งในการวิจัยนี้จะท าการ
วิจัยพัฒนาชุดตรวจหาแอนติเจนของ HPV-16 ซึ่งเป็นชนิดที่มีความเสี่ยงสูงและพบมากในประเทศไทย (42-45) 
โดยการตรวจหาแอนติเจนโปรตีน E6 ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีความสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดมะเร็งได้และมักจะแสดงออก
เมื่อเซลล์จะกลายเป็นมะเร็ง (30) โดยอาศัยอนุภาคนาโนทองค าในการช่วยให้เห็นปฏิกิริยาได้ชัดเจนยิ่งขึ้น ด้วย
คุณสมบัติในเรื่องขนาดที่เล็กระดับนาโนอีกทั้งการดูดกลืน แสงและกระจายแสงได้ดีเม่ือมีขนาดของอนุภาค
เปลี่ยนไป (30) จึงท าให้อนุภาคนาโนทองค าเป็นที่นิยมใช้อย่างกว้างขวางในด้านการตรวจวินิจฉัย อาทิเช่น งาน
ทางด้านจุลชีววิทยา (30, 46-52) กล่าวคือ มีการน าอนุภาคนาโนทองค าเชื่อมติดกับแอนติบอดีเพ่ือใช้ตรวจหา
แอนติเจนของเชื้อ Staphylococcus aureus เพ่ือดูการปนเปื้อนของเชื้อในอาหาร ซึ่งวิธีการตรวจนี้ให้ผลความไว
และความจ าเพาะร้อยละ 100 และเป็นการตรวจโดยตรงไม่ต้องผ่านการเพาะเชื้อก่อนเหมือนกับวิธีอ่ืนๆ (53) รว
ทั้งการตรวจหา p24 แอนติเจนของเชื้อไวรัสเอชไอวี พบว่าให้ความไวเพ่ิมข้ึน 150 เท่าเม่ือเทียบกับวิธี ELISA , 
ปริมาณเชื้อน้อยสุดที่สามารถตรวจได้คือ 0.1 pg/ml และยังสามารถตรวจพบแอนติเจนได้เร็วกว่าวิธี ELISA 3 วัน 
(54) นอกจากนี้ยังมีการใช้อนุภาคนาโนทองค าในการตรวจหาเชื้อไวรัสชนิดอื่นๆ เช่น การตรวจหา respiratory 
syncytial virus (RSV) ในสิ่งส่งตรวจโดยการเชื่อมอนุภาคนาโนกับโมโนโคนอล แอนติบอดี ซึ่งให้ผลเร็ว และ
จ าเพาะ ทั้งยังเพ่ิมความไวในการตรวจด้วย  (55), การตรวจหา Avian flu virus พบว่าสามารถตรวจพบได้แม้มี
ปริมาณเชื้อที่น้อย  0.0005 HAU/ml (56), หรือการตรวจหา Adenovirus พบว่ามีความไวในการตรวจเพิ่ มข้ึน 
800 เท่าเม่ือเทียบกับวิธีมาตรฐาน (57) 

 ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้คิดค้นเพื่อพัฒนาการตรวจโรคโดยแบบรวดเร็วโดยการตรวจเมธิลเลชั่นของยีน L1 ด้วย
เทคนิค ELISA และโดยอาศัยการตรวจหาแอนติเจน ชนิด E6 ของ HPV-16 ด้วยอนุภาคนาโนทองค าที่เชื่อมกับ
แอนติบอดีท่ีจ าเพาะกับโป รตีน E6 และสังเกตผลปฏิกิริยาการรวมกลุ่มระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีท่ีเกิดข้ึน 
ซึ่งปฏิกิริยาดังกล่าวมีผลให้อนุภาคนาโนทองค าจับรวมกลุ่มกัน ท าให้ขนาดอนุภาคเปลี่ยนแปลงและการ
เปลี่ยนแปลงนี้สามารถสังเกตเห็นได้ด้วยตาเปล่าคือ  มีการเปลี่ยนแปลงสี ของสารละลาย และเกิดการจั บกลุ่ม
ตกตะกอนของอนุภาคนาโนทองค า ซึ่งเป็น หลักการที่เคยมีผู้ท าการวิจัยกับเชื้อ ชนิด อ่ืนมาก่อน (58-60)  วิธีที่
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พัฒนาขึ้นนั้นเป็นเพียงงานวิจัยน าร่อง ต้องน ามาทดสอบกับตัวอย่างผู้ป่วยระยะต่าง ๆ เพื่อตรวจสอบความสัมพันธ์
ของการตรวจพบแอนติเจนทั้งสองชนิด  นอกจากนี้ เพื่อพัฒนาวิธีการให้ง่ายต่อการน าไปตรวจในสนามจึงจะพัฒนา
วิธีการตรวจโดยอาศัยหลักการ Lateral flow immunochromatography ซึ่งเป็นหลักการตรวจเดียวกับการ
ตรวจหาแอนติเจนของไวรัสไข้หวัดใหญ่ ที่มีการพัฒนาเป็นแถบทดสอบเรียบร้อยแล้ว โดยใช้เวลาตรวจประมาณ 
15 นาที  แพทย์สามารถท าการตรวจข้างเตียงผู้ป่วยและน าผลมาใช้เพ่ือการวินิจฉัยโรคและวางแผนการดูแลรักษา
คนผู้ป่วยได้อย่างเหมาะสมทันท่วงที  

 จะเห็นได้ว่าแผนงานวิจัยนี้ได้มีการวิจัยตั้งแต่ต้นน้ าจนถึงปลายน้ า กล่าวคือมีการตรวจคัดแยกมะเร็งปาก
มดลูกตั้งแต่ในระยะเริ่มต้นจากชิ้นเนื้อและข้อมู ลทางด้านพันธุกรรมศาสตร์มาช่วยในการคัดแยกชนิด เพ่ือการ
รักษาที่มีประสิทธิภาพมากขึ้น  ประกอบด้วยโครงการย่อย 2 โครงการที่มุ่งผลิตชุดตรวจคัดกรองส าเร็จรูปส าหรับ
ตัวหาเชื้อไวรัสแปปิโลมาซึ่งเป็นสาเหตุของการก่อโรคมะเร็งปากมดลูกในราคาท่ีถูกลงและให้ผลการตรวจที่รวดเร็ ว
ไม่ซับซ้อนสามารถน าไปใช้ได้ในภาคสนามหรือสถานพยาบาลที่ห่างไกลได้ ซึ่งจะเป็นประโยชน์กับผู้ป่วยอย่างเห็น
เป็นรูปธรรม และช่วยลดปัญหาด้านสาธารณสุขและงบประมาณที่ต้องสูญเสียไปของประเทศลงได้อย่างมาก 

วัตถุประสงค์หลักของแผนงานวิจัย 

 1. เพ่ือพัฒนาวิธีการตรวจหาแอนติเจน  E6 ของ HPV-16 โดยอาศัยอนุภาคนาโนทองค าที่สามารถตรวจได้
รวดเร็ว และเปรียบเทียบผลการตรวจหาแอนติเจน E6 กับการตรวจ HPV-DNA และไทป์ของไวรัส และผลทาง
เซลล์พยาธิ 
 2. เพ่ือพัฒนาการตรวจเมธิลเลชั่นของยีน L1 ของเชื้อแปปิลโลมาที่มีความเสี่ยงสูงโดยวิธี Enzyme-
Linked-Immunosorbent Assay (ELISA) ในเซลล์ปากมดลูกที่มีความผิดปกติระยะต่างๆ ได้แก่ normal 
cervices, cervical intraepithelial neoplasia (CIN)-1, CIN-2/CIN-3 และ squamous cell carcinoma เพ่ือ
ประเมินความเป็นไปได้ในการใช้เทคนิค ELISA ในการตรวจเมธิลเลชั่นของยีน L1 ของเชื้อแปปิลโลมาเพื่อเป็นตัว
บ่งชี้ทางชีวภาพกับการด าเนินโรค  
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โครงการย่อยท่ี 1   

ชื่อโครงการวิจัย (ภาษาไทย ) การพัฒนาวิธีการตรวจรวดเร็วเพ่ือหาแอนติเจนของไวรัสแปปิโลมาที่สัมพันธ์กับ 
 ระยะการพัฒนากลายเป็นมะเร็งโดยใช้อนุภาคนาโนทองค า 
 (ภาษาอังกฤษ ) Development of rapid method for detection of Human  
  Papillomavirus antigen related to Cancer Progression using  
  nanogold particle 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพ่ือพัฒนาวิธีการตรวจหาแอนติเจนE6 ของ HPV-16 ด้วยวิธีรวดเร็วโดยอาศัยอนุภาคนาโนทองค า 
2. เปรียบเทียบผลการตรวจหาแอนติเจน E6 กับการตรวจ HPV-DNA และไทป์ของไวรัส และผลทางเซลล์

พยาธิ 
 
วิธีด าเนินการวิจัยและผลการทดลอง 
1. การผลิตโปรตีน HPV16 E6 และการท าให้บริสุทธิ์ 
          1.1.   วัสดุและน้ ายาที่ใช้ แสดงในตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1   วัสดุและน้ ายาที่ใช้ในการผลิตโปรตีน HPV16 E6 บริสุทธิ์ 
     

ชนิดวัสดุ/น้ ายา ความเข้มข้น บริษัท 
LB broth  20 กรัม / 1 ลิตร DW Titan Biotech Ltd., India 
LB agar 40 กรัม / 1 ลิตร DW Titan Biotech Ltd., India 
Ampicillin 100 ไมโครกรัม / 1 มิลลิลิตร Sigma, USA 
Plasmid purification kit NucleoBond Xtra Midi Macherey-Nagel, Germany 
Column GSTrap ขนาด 1 มิลลิลิตร GE Healthcare, Germany 
 

1.2.  ท าการเพิ่มปริมาณ plasmid pGEX-3X-MT-E6 ซึ่งมี HPV 16 E6 ติดอยู่กับ GST โดยท าการ 
transform plasmid นี้บรรจุใน Escherichia coli BL-21(DE3)  ก่อนแล้วจึงเพิ่มจ านวนแบคทีเรีย แล้ว
สกัดแยกเอา plasmid บริสุทธิ์ 
 การสกัด plasmid ด้วยชุด kit Nucleo Bond Xtra Midi, MN® โดยมีขั้นตอนดังนี้ 
 -  pick colony E.coli เพ่ือท าการเลี้ยง starter culture ใน LB broth 5 ml ที่มี Ampicillin 
shacking 300 rpm ที่ 37 องศา เป็นเวลา 8 ชั่วโมง 
 -  dilute starter culture 1/500 โดยดูด 100 µl ของ starter culture ลงใน LB broth 50 
ml ที่ม ีAmpicillin แล้วเลี้ยงต่อ 12-18 ชั่วโมง shacking 300 rpm 
 - Harvast เซลล์แบคทีเรียโดยปั่น ด้วยความเร็ว 4,500-6,000 g 10 นาที 4 องศา 
 -  น ามาสกัด plasmid ด้วยน้ ายาในชุดสกัด 
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 น า plasmid ที่สกัดได้มาท า PCR เพ่ือยืนยันว่ามี protein E6  
1.3.  ท าการเตรียม competent E. coli BL-21(DE3) เพ่ือใช้ในการ transform บรรจุ plasmid pGEX-
3X-MT-E6 ที่เตรียมได้จากข้อ 1.2  
1.4.  Transform plasmid เข้าใน competent cell โดยใช้วิธี Heat Shock ตามข้ันตอนดังนี้ 
 -  ใส่ plasmid 10 µl ใน 100 µl competent cells แล้วกลับไป-มา เบาๆ 
 - incubate ในน้ าแข็ง 30 นาที 
 -  น าไป heat 42 องศา 45 วินาที 
 -  น ากลับมาแช่ในน้ าแข็ง 2 นาที 
 -  ใส่ 900 µl ของ LB medium 
 - incubate 37 องศา shacking 200 rpm 1-2 ชั่วโมง 
 -  น ามา 100 µl Spread บน LB agar ที่มี Amphiciilin 
 - incubate 37 องศา 16-18 ชั่วโมง 
1.5.   ท าการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุ์ E. coli BL-21(DE3) ซึ่งบรรจุยีน pGEX-3X-MT-E6 แล้ว
เหนี่ยวน าให้มกีารแสดงออกของโปรตีนด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.25 mM บ่มเพาะที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียสหลังจากนั้นน าแบคทีเรียที่เพิ่มจ านวนแล้วไปสกัดโปรตีนด้วยการใช้คลื่นความถี่สูง (Sonication) 
และถูกท าให้บริสุทธิ์โดยน าส่วนใสไปผ่านคอลัมน์ GSTrap จากนั้นท าให้เข้มข้นข้ึนด้วยวิธีกรองผ่าน 
Amicon centrifugal filters และวัดปริมาณโปรตีน จากนั้นแยกโปรตีนโดยวิธีเจลอิเล คโตรโฟรีซีสเพ่ือดู
การแสดงออกของโปรตีน E6  
 

2. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมที่อนุภาคนาโนทองค าเสถียรและความเข้มข้นของโปรตีนจี  
2.1. วัสดุและน้ ายาต่าง ๆ  แสดงรายละเอียดในตารางที่ 2  

2.1.1 อนุภาคนาโนทองค า  ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 40 นาโนเมตร ละลายในน้ ากลั่นปราศจาก
เชื้อ   

2.1.2 โปรตีนจี  ละลายในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 
2.1.3 แอนติบอดี ได้แก่ Monoclonal mouse anti HPV16 E6 + HPV18 E6 antibody, 

HPV16-E6/E6 antibody และ Monoclonal goat anti-mouse เจือจางในน้ ากลั่น
ปราศจากเชื้อ  
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ตารางที่ 2   ชนิดวัสดุและน้ ายา (แอนติบอดี) ชนิดต่าง ๆ ที่ใช้ในการศึกษานี้ 
 

ชนิดวัสดุ/น้ ายา บริษัทผลิต 
40 nm Colloidal Gold, Unconjugated Arista Biologicals inc., USA 
Protein G Prospec, USA 
Monoclonal mouse anti HPV16 E6 + HPV18 E6 
antibody (Ab70) 

Abcam, UK 

HPV16-E6/E6 antibody (orb10837) Biorbyt, USA 
Monoclonal goat anti-mouse (Pierce 31160) Pierce, USA 
Bovine serum albumin (BSA)  Sigma, USA 

 
2.2. การทดสอบหาสภาวะ pH ที่เหมาะสมในการเชื่อมต่ออนุภาคนาโนทองค ากับโปรตีน G  

      ท าการปรับค่า pH ของอนุภาคนาโนทองค าให้ได้ pH  5, 6, 7, 8, และ 9 ตามล าดับ โดยใช้ 0.2 
M Na2CO3    จากนั้นแบ่งลงหลอดทดลองขนาด 1.5 ml ในปริมาตร 500 ul ท าการเคลือบอนุภาคนาโน
ทองค าของแต่ละค่า pH ด้วยโปรตีน G ที่ความเข้มข้นมากเกินพอคือ 20 ug/ml gold ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
60 นาที กลับหลอดไปมาช้า ๆ  จากนั้นเติม 10% NaCl  (50 ul ต่ออนุภาคนาโนทองค า 500 ul) เพ่ือรบกวน
ปฏิกิริยา หากอนุภาคนาโนทองค ามีสภาวะเสถียรจะไม่พบสีที่เปลี่ยนไป ซึ่งสามารถสังเกตได้จากการมองด้วย
ตาเปล่าและวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 520 nm.  

ผลการทดลองพบว่าที่ค่า pH  8 และ 9 ไม่มีการเปลี่ยนแปลงสีทั้งจากการมองด้วยตาเปล่าและจาก
การวัดค่าการดูดกลืนแสง ภาพสีของอนุภาคนาโนทองค าดังแสดงในรูปที่ 2   ในการทดลองต่อไป จึงใช้ pH 
8.0  

 
 

 
 

รูปที่ 2   แสดงความเสถียรของการจับเกาะของโปรตีนจี 20 ug/ml gold กับอนุภาคนาโนทองค า 
ทีภ่าวะความเป็นกรด-ด่าง 5, 6, 7, 8 และ 9 นาน 60 นาที 

 
 
 

pH       5               6                7                8                 9  
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2.3. ทดสอบหาความเข้มข้นของโปรตีนจีที่เหมาะสมในการจับกับอนุภาคนาโนทองค าทีส่ภาวะเป็น
เบสเท่ากับ 8.0  

ท าการเจือจางโปรตีนจีในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้มีความเข้มข้นต่าง ๆ กันดังนี้ 4, 6, 8, 10, 12, 
14, 16 และ 18  µg/ml gold ท าการผสมกับอนุภาคนาโนทองค า ทิ้งให้ท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้องนาน 60 
นาที สังเกตการเปลี่ยนแป ลงของสีอนุภาคนาโนทองค า พบว่า โปรตีนจีที่ความเข้มข้น 12 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรอนุภาคนาโนทองค าเป็นความเข้มข้นน้อยที่สุดที่ให้อนุภาคนาโนทองค าเสถียรและไม่เกิดการเปลี่ยนสี 
(รูปที่ 3) 

 

 
              

รูปที่ 3    ความเสถียรของอนุภาคนาโนทองค าในการจับเกาะกับโปรตีนจีที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
คือ 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 และ 18  ug/ml gold 

 
3. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของอนุภาคนาโนทองค า-โปรตีนจี ติดกับแอนติบอดีจ าเพาะต่อ HPV16  
 เมื่อปรับให้อนุภาคนาโนทองค ามีสภาวะเป็นด่างเท่ากับ 8.0 และใส่โปรตีนจีความเข้มข้น 12 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตรอนุภาคนาโนทองค า ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 60 นาที เพื่อให้โปรตีนจีเคลือบที่ผิวอนุภาคนาโนทองค า
ครอบคลุมแล้ว หลังจากนั้นใส่ Anti-HPV16E6+HPV18E6 mouse monoclonal IgG Antibody ความเข้มข้น 
10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรอนุภาคนาโนทองค า ทิ้งให้ท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้ องนาน 60 นาที แล้วจึงเติม 10% 
Bovine serum albumin (BSA) ที่ละลายใน deionized distilled water pH 8.0 เพ่ือให้ความเข้มข้นสุดท้าย
เป็น 1% BSA ในปริมาณ Gold แล้วปั่นตกเพ่ือเพ่ิมความเข้มข้น 10 เท่าจากตั้งต้น ก็จะได้ conjugated gold 
พร้อมทดสอบบน strip  
 ทดลองปั่นตกตะกอนอนุภาคนาโนทองค าที่ความเร็วต่างๆ เพ่ือ ดูให้อนุภาคตกตะกอนหมด และไม่เกิดการ
อัดแน่นจนเกิดเป็นก้อน และฟุ้งง่ายเวลา resuspend จนได้ความเร็วเหมาะสมที ่8,000 rpm 15 นาท ี
 

          4                 6                 8               10               12               14                16               18  
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4. การทดสอบ Conjugated Gold ที่เตรียมได้บนชุดตรวจ Lateral flow assay 
         ท าการทดสอบ conjugated gold ที่เตรียมได้จากข้อ 3 กับแอนติบอดีชนิดต่างๆ และโปรตีนจี เพ่ือ
ทดสอบว่า ความเข้มข้นของโปรตีนจีและ mouse monoclonal anti-HPV16E6+HPV18E6 มีความเหมาะสม
และจับครอบคลุมทั้งอนุภาคทองค าโดยไม่เหลือโปรตีนจีเดี่ยวๆที่ไม่ถูกจับกับ mouse monoclonal anti-
HPV16E6+HPV18E6 โดยน ามาทดสอบกับแอนติบอดีชนิดต่างๆ โดยขั้นตอนนี้เริ่มจากน าแอนติบอดีชนิดต่าง ๆ 
และโปรตีนจี ที่ความเข้มข้มตามตารางที่ 3 มาวางเคลือบเป็นเส้นตรงบน nitrocellulose membrane  ทิง้ให้
แห้ง ในตู้ดูดความชื้น อย่างน้อย 1 ชั่วโมง  แล้วท าการ block ด้วย 1%BSA ที่ละลายใน Phosphate Buffer pH 
8.0 โดยท าการแช่ทั้งแผ่น membrane ให้ชุ่ม แล้วน าขึ้นมาซับบนทิสชูที่สะอาด แล้วทิ้งให้แห้งในตู้ดูดความชื้น 
อย่างน้อย 2 ชั่วโมง 
        เมื่อเตรียมแผ่น strip เรียบร้อยแล้ว น า conjugated gold คืออนุภาคนาโนทองค าที่เคลือบโปรตีนจีและ 
Mouse monoclonal anti-HPV16E6+HPV18E6  ตามความเข้มข้นดังข้อ 3 และรูป 4A มาท าปฏิกิริยากับแผ่น 
Strip ที่เตรียมไว้ โดยหยด conjugated gold ปริมาณ 10 ไมโครลิตรบน strip ให้วิ่งผ่านบน membrane โดยใช้ 
running buffer เป็น Phosphate buffer pH 7.4. ปริมาณ 60 ไมโครลิตร ในหลุม 96 well-plate (รูปที่ 5) 
         จากผลการทดลอง ในรูปที่ 5 พบว่า strip หมายเลข 2, 3 และ 4 แสดงผลลบโดยไม่มีเส้นสีชมพูเกิดข้ึน 
แสดงว่าโปรตีนจีที่เคลือบอยู่บน conjugated gold  ถูกจับโดย mouse monoclonal anti-
HPV16E6+HPV18E6  ทั้งหมดและไม่มีโปรตีนจีเดี่ยวๆ บน gold particle ท าให้ไม่สามารถจับกับแอนติบอดีตัว
อ่ืนที่อยู่บน strip ได้ แต่ยังเกิดปัญหาผลบวกปลอมจางๆ ที่หมายเลข 6 ซึ่งแสดงว่ามีการจับกันแบบไม่จ าเพาะ
ระหว่าง conjugated gold กับ normal goat IgG 
          ส าหรับ strip หมายเลข 1 แสดงการจับแบบจ าเพาะระหว่าง   Mouse monoclonal anti-
HPV16E6+HPV18E6 บน conjugated gold กับ goat anti-mouse บน strip และ หมายเลข 5 เกิดผลบวก
จาก mouse monoclonal anti-HPV16E6+HPV18E6  บน conjugated gold ที่สามารถจับกับโปรตีนจีได้
แสดงว่ามี mouse monoclonal anti-HPV16E6+HPV18E6 บน conjugated gold จริงๆ 
 

1  
รูปที่ 4  A: การเชื่อมต่อโปรตีนจีกับอนุภาคนาโนทองค าและแอนติบอดีต่อ HPV-16E6+HPV18E6    
B: หลอดที่ 1 แสดงสารละลายอนุภาคนาโนทองค าหลังจากการปั่นแล้ว ที่ละลายสมบูรณ์  หลอดที่ 2 
และ 3 แสดงการตกตะกอนของอนุภาคนาโนทองค าที่ไม่สามารถท าให้เป็นสารละลายสมบูรณ์     
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ตารางที่ 3  ผลการทดสอบการท าปฏิกิริยาระหว่าง Conjugate Gold กับแอนติบอดีต่าง ๆ  
 
แอนติบอดีที่ติดบน membrane ความเข้มข้นบนเส้น 

(ไมโครกรัม) 
ผลการทดลอง 

1. Goat anti-mouse 1.20 บวก 

2. Mouse monoclonal anti-
HPV16E6+HPV18E6 

0.1 ลบ 

3. Goat polyclonal anti-HPV16E6 0.1 ลบ 

4. Rabbit polyclonal anti-HPV16E6 0.25 ลบ 

5. Protein G 0.05 บวก 

6. Normal goat IgG 0.20 บวกจางๆ 

 
 
 

                                             
 
รูปที่ 5   การทดสอบปฏิกิริยาของ conjugated gold 1: Goat anti-mouse, 2: Mouse monoclonal anti-
HPV16E6+HPV18E6, 3: Goat polyclonal anti-HPV16E6, 4: Rabbit polyclonal anti-HPV16E6, 5: 
Protein G, 6: Normal goat IgG 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  1                     2                         3                        4                    5                     6 
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5. การเตรียม Strip เพื่อท าการทดสอบ Lateral flow 
 

  
 

รูปที่ 6  แสดงองค์ประกอบและแถบการทดสอบบน strip  
 
การเตรียม Strip เพ่ือทดสอบการตรวจจับของโปรตีน E6  มีส่วนประกอบทั้งหมด 4 ส่วน ซึ่งน ามา

ประกอบบน backing pad (6 x 0.4 ตารางเซนติเมตร) ซึ่งเป็นกระดาษท่ีมีกาวเคลือบอยู่ด้านบนสามารถแปะ
ส่วนประกอบต่างๆ ลงด้านบนได้ โดย แปะให้ซ้อนทับกันแต่ละส่วนประมาณ 0.2 เซนติเมตร โดยใช้ชนิดของ 
membrane ต่าง ๆ ดังแสดงในตารางที่ 4 นี้ 
 
ตารางที่ 4   องค์ประกอบของแถบทดสอบ 

 
ส่วนประกอบ ขนาด 

(ตารางเซนติเมตร) 
ชนิด ยี่ห้อ 

Sample Pad 1.5 x 0.4 Cellulose fiber Millipore, Merck, US 
Gold conjugate Pad 0.8 x 0.4 Glass fiber Ahstrom, USA 
Nitrocellulose Membrane 2.2 x 0.4 Nitrocellulose 

Membrane 
Unisart®, Sartorius, 

France 
Absorbing Pad 1.5 x 0.4 100% cotton linter GE, UK 
Backing pad 6 x 0.4  Lohmann, USA 
 
6. การเตรียมส่วน Nitrocellulose membrane ด้วยเส้นตรวจจับ 2 ต าแหน่ง คือ 

- Control line  ติดด้วย Goat anti-mouse IgG polyclonal antibody (Pierce; 31160; USA)  
- Test line  ติดด้วย HPV16-E6/E6 polyclonal antibody (biorbyt; orb10837; USA)  
 

โดยให้ control line ห่างจากด้านบน (absorbing pad) 0.5 เซนติเมตร และติดส่วน test line ลงมาให้
ห่างจาก control line ระยะ 0.5 เซนติเมตร  หลังจากนั้นทิ้งไว้ให้แห้งในตู้ดูดความชื้นไม่น้อยกว่า 2 ชั่วโมง แล้ว 
Block ด้วย 1%BSA (Sigma; B4287) โดยจุ่ม membrane ให้พอชุ่ม แล้วน าขึ้นมาซับด้วยกระดาษทิสชูที่สะอาด 
น าไปไว้ในตู้ดูดความชื้นให้แห้งจนกว่าจะมีการน ามาใช้ 
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รูปที่ 7  หลักการทดสอบและผลการทดสอบของวิธีที่พัฒนาขึ้น โดยติด Goat anti-mouse IgG 
polyclonal antibody บนเส้น control line และติดด้วย HPV16-E6/E6 polyclonal antibody บน
test line ถ้าตัวอย่างมีโปรตีน HPV-16E6 จะถูกจับโดย conjugated gold และเม่ือ HPV-16E6-
conjugated gold เคลื่อนที่ผ่าน test line จะถูกจับโดย HPV16-E6/E6 polyclonal antibody ท า
ให้เกิดการรวมกลุ่มตกตะกอนของ gold เกิดแถบสีขึ้น ดังเช่น strip หมายเลข 1 และ 2 ซ่ึงความเข้มของ
แถบสีจะแปรผันตรงกับปริมาณโปรตีนในตัวอย่าง และ conjugated gold ที่ไม่ได้จับกับโปรตีน HPV-16 
E6 จะเคลื่อนที่มายัง control line และจับกับ Goat anti-mouse IgG polyclonal antibody ท าให้
เกิดแถบสีขึ้น โดยผลที่เชื่อถือและแปลผลได้  (valid result) จะต้องพบแถบสีของ control line ทุกครั้ง 
ดังเช่น strip หมายเลข 1 ถึง 3 และถ้าไม่พบแถบสีบน control line จะถือว่าแปลผลไม่ได้ (invalid 
result) ดังเช่น strip หมายเลข 4 และ 5 
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7. การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของชุดตรวจ Lateral flow assay 

7.1. การทดสอบหา Running Buffer ที่เหมาะสม 
    เนื่องจากในการทดสอบที่ผ่านมาใช้ Running buffer เป็น Phosphate Buffer Saline pH 7.4  
สังเกตพบว่าเกิดผลบวกปลอม และ การเคลื่อนที่ของสารละลายวิ่งช้ามาก จึงท าการทดลองปรับเปลี่ยน  
running buffer หลายประเภท โดยน า running buffer มาทดสอบกับ strip ทีติ่ด Goat anti-mouse 
IgG polyclonal antibody และติด HPV16-E6/E6 polyclonal antibody เรียบร้อยแล้ว โดยไม่ใส่ 
conjugated gold ในระบบ และ running buffer ทีใ่ช้ทดสอบ ได้แก่    

          1.1  Phosphate Buffer Saline ที่มี 0.05% Tween 20 pH 7.4 
                  ผลการทดลอง พบว่ามีการเคลื่อนที่ของสารละลายวิ่งเร็วขึ้น แต่ยังเกิดผลบวกปลอม  

1.2  Milli-Q water ที่มี 0.05% Tween 20 pH 7.4 
                  ผลการทดลอง พบว่าเกิดผลลบ ทั้ง Control line และ Test line 

1.3  Phosphate Buffer ที่มี 0.05% Tween 20 และ 1% BSA ปรับ pH 7.4 
                     ผลการทดลองที่ได้เกิดผลลบทั้ง Control line และ Test line (ดังรูปที่ 8) 
 

 
 
รูปที่ 8  ผลการทดสอบที่ใช้ running buffer คือ Phosphate Buffer ที่มี 0.05% Tween 20 และ 1% BSA 
ปรับ pH 7.4 พบว่าได้ผลลบทั้ง Control line และ Test line  

 
สรุปในขั้นตอนศึกษาต่อไปจะใช้ Phosphate Buffer ที่มี 0.05% Tween 20 และ 1% BSA ปรับ pH 

7.4 ใช้เป็น Running buffer ซึ่งไม่ก่อให้เกิดผลบวกปลอมจากตัว buffer เอง 
 

7.2. การทดสอบความเข้มข้นที่เหมาะสมของเส้นตรวจจับ 
 ท าการติด Goat anti-mouse IgG polyclonal antibody และ HPV16-E6/E6 polyclonal 
antibody บน control line และ test line ตามล าดับ เทียบกัน 2 ความเข้มข้นที่ 0.25 และ 0.5 
ไมโครกรัม ต่อเส้น และทดสอบกับโปรตีนบริสุทธิ์ HPV16 E6 ที่ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม พร้อมด้วย 
conjugated gold ผลการทดสอบพบว่าแอนติบอดีทั้งสองชนิดที่ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อเส้น ให้
ผลบวกเห็นได้ชัดเจน จึงเลือกใช้ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมของแอนติบอดีท้ัง control line และ test 
line (รูปที่ 9) 



 
28 

 

 

                             
 

             0.25 ไมโครกรัม 
 

0.5 ไมโครกรัม   
 
รูปที่ 9   ผลการทดสอบเมื่อใช้ความเข้มข้นของแอนติบอดี Goat anti-mouse IgG polyclonal 
antibody และ HPV16-E6/E6 polyclonal antibody บน control line และ test line ตรงเส้น
ตรวจจับที่ 0.25 และ 0.5 ไมโครกรัม   

 
7.3. การทดสอบความไว 

7.3.1. การทดสอบกับโปรตีนบริสุทธิ์ HPV16 E6   ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
น าโปรตีน E6 ที่ได้จากการเตรียมและท าให้บริสุทธิ์ มาทดสอบกับชุดตรวจ Lateral flow assay 
ทีความเข้มข้นต่างๆ เริ่มที่ 10 ไมโครกรัม และเจือจางลงมา 5 เท่า (2 ไมโครกรัม และ 400 นา
โนกรัม) ท าการอ่านผลภายใน 10 นาที จากรูปที่ 10 แสดงให้เห็นว่าความไวในการตรวจจับที่
ให้ผลบวกคือที่ปริมาณโปรตีน E6 อย่างน้อยหรือเท่ากับ 400 นาโนกรัม  

                      
 
 
 E6 ที่ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม 
  เห็นผลบวกเม่ือนาทีที่ 3 
 
E6 ที่ความเข้มข้น 2 ไมโครกรัม 
  เห็นผลบวกเม่ือนาทีที่ 5 
 
E6 ที่ความเข้มข้น 0.4 ไมโครกรัม 
  เห็นผลบวกเม่ือนาทีที่ 7 
 

รูปที่ 10   ความไวในการตรวจจับโปรตีนบริสุทธิ์ HPV16E6  
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ท าการทดสอบซ้ ากับโปรตีน E6 ที่ความเข้มข้นต่างๆ เริ่มที่ 10 ไมโครกรัมและเจือจางลงมาเป็น 2 เท่า 
ท าการสังเกตแถบที่ขึ้นทุกนาที อ่านผลภายใน 15 นาที ผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่าภาย ใน 10 นาทีสามารถ
ตรวจจับโปรตีน E6 ที่ความเข้มข้น 1.25 ไมโครกรัม และตรวจจับที่ความเข้มข้น 312.5 นาโนกรัม ได้ภายใน 15 
นาที  (ตารางที่ 5)    

 
                ตารางที ่5   ความไวในการตรวจจับโปรตีน E6 ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  

 
ความเข้มข้น
โปรตีน E6 
(ไมโครกรัม) 

เวลา (นาท)ี 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
 

10 - - w w w + + + + + + + + + + 

5 - - - - w w w + + + + + + + + 

2.5 - - - - - - w w + + + + + + + 

1.25 - - - - - - - w w w + + + + + 

0.625 - - - - - - - - - - w w w + + 

0.3125 - - - - - - - - - - - - - w w 

0.15625 - - - - - - - - - - - - - - - 

 
   ผู้วิจัยพยายามที่จะเพ่ิมความไวในการตรวจ โดยทดลองเปลี่ยน nitrocellulose membrane 

เป็นชนิดที่มี flow rate สูงขึ้นเพ่ือจะให้ได้ความไวในการทดสอบสูงขึ้น (Whatman, AE99; Germany)  
แต่ผลการทดสอบปรากฎว่า ได้ความไวที่ความเข้มข้นเท่ากัน  
 
 7.3.2. การทดสอบความไวกับเซลล์มะเร็งปากมดลูกท่ีมี HPV16 DNA 

   เซลล์ CaSki เป็นเซลล์มะเร็งปากมดลูกท่ีมีสารพันธุกรรมของ HPV16 อยู่มากถึง 600 copies 
ต่อเซลล์ จึงน ามาใช้ในการทดสอบความไวในการตรวจหาเซลล์มะเร็ง   ให้ได้จ านวนที่ต้องการ 1x107 cell 
แล้วน ามาท าให้เซลล์แตกด้วย 500 ไมโครลิตร Lysis-M reagent (EDTA-free protease inhibitor) 
จากนั้นปั่นตกตะกอน แล้วเก็บส่วนน้ าที่มีโปรตีนน ามาหาค่าความเข้มข้น และค านวนกลับเป็นจ านวน
เซลล์  น ามาทดสอบชุดตรวจ Lateral flow assay เริ่มที่ 2x106 เซลล์ ผลการทดสอบแสดง ให้เห็นว่า
ความไวในการตรวจจับอย่างน้อยหรือเท่ากับ 1x105 cells  (ตารางที่ 6)  
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ตารางที่ 6   ความไวในการตรวจจับเซลล์ CaSki  
 

ปริมาณเซลล์ 
CaSki 

เวลา (นาท)ี 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

2,000,000 - - - - w + + + + + + + + + + 

1,000,000 - - - - w w w + + + + + + + + 

500,000 - - - - - - w + + + + + + + + 

100,000 - - - - - - - w w w + + + + + 

50,000 - - - - - - - - - - - - - - - 

10,000 - - - - - - - - - - - - - - - 

5,000 - - - - - - - - - - - - - - - 

 
 

7.4.   การตรวจหาความจ าเพาะของการทดสอบ 
7.4.1. การทดสอบกับเซลล์มะเร็งชนิดต่าง ๆ  

   ท าการเลี้ยงเซลล์ต่างๆ ให้ได้จ านวนที่ต้องการ 1x107 cell แล้วน ามาท าให้เซลล์แตกด้วย 500 
ไมโครลิตร Lysis-M reagent (EDTA-free protease inhibitor cocktail tablet, Roche, USA) ทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง และจับหลอดคว่ ากลับไป-มา นานอย่างน้อย 15 นาที  จากนั้นปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว  
14,000 g นาน 10 นาที แล้วเก็บส่วนน้ าที่มีโปรตีนน ามาหาค่าความเข้มข้น และค านวนกลับเป็นจ านวน
เซลล์สามารถตรวจได้ โดยเริ่มจากจ านวน 4x105 เซลล์ ที่น ามาใช้ในการทดสอบบนชุดตรวจ Lateral 
flow assay มีดังนี้ 
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ตารางที ่7  ผลการทดสอบความจ าเพาะของวิธีที่พัฒนาขึ้นกับเซลล์มะเร็งชนิดต่าง ๆ  
 

Cell lines Type of cell line HPV DNA ผลการทดสอบบน Lateral flow 
assay 

SiHa Human cervical 
carcinoma 

1-2 copies HPV16 DNA บวก 

HeLa Human cervical 
carcinoma 

HPV18 DNA บวกจาง ๆ 

ME-180 Human cervical 
carcinoma 

HPV18 DNA, HPV39, 
HPV68b DNA 

บวกจางๆ 

C33A Human cervical 
carcinoma 

Negative for HPV DNA ลบ 

HEp-2 Human laryngeal 
carcinoma 

Negative for HPV DNA ลบ 

Caski Human cervical 
carcinoma 

600 copies HPV16 DNA บวก 

MS751 Human cervical 
carcinoma 

HPV18 DNA, HPV45DNA บวกจางๆ 

                     
 
 

                                   
    Caski 

 
 
 
                                                            ME-180 
 
    
    
 
รูปที่ 11   ผลทดสอบความจ าเพาะของวิธีที่พัฒนาขึ้นกับเซลล์มะเร็งหลากหลายชนิด 
 

SiHa 

HeLa 

C33A 

HEp-2 
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ผลการทดสอบ พบว่านอกจากการตรวจจ าเพาะต่อโปรตีน E6 ของ HPV16 แล้ว ยังมีผลบวกต่อ
โปรตีน E6 ของ HPV18 ด้วย เพราะแอนติบอดีท่ีใช้ในการเตรียม Conjugated gold เป็น Monoclonal 
mouse anti HPV16 E6 + HPV18 E6 antibody  ดังนั้นอาจเป็นข้อดีของชุดตรวจนี้ที่สามารถตรวจได้ทั้ง 
HPV16 และ HPV18  
 
 7.4.2. การทดสอบกับเซลล์แบคทีเรียชนิดต่างๆ 

          รายชื่อแบคทีเรียตามตารางท่ี 8 ในการศึกษานี้ได้รับการอนุเคราะห์จาก อาจารย์ ดร .ธนิษฐา ฉัตร
สุวรรณ หน่วยแบคทีเรียวิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 น าเซลล์แบคทีเรียชนิดต่างๆ มาเพาะเลี้ยงใน Blood agar ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน  18-
24 ชั่วโมง  จากนั้นมาปรับให้ได้ปริมาณเซลล์เท่ากัน ที่ 1.5 x 108 CFU/ml โดย Mcfarland  โดย swab ด้วย
ส าลีพัปลายไม้ลงใน Tryptone Soya broth น ามาปั่นให้เซลล์ตกที่ความเร็ว 5,000 rpm 5 นาที แล้วท าการ
สกัดด้วย Lysis-M reagent (EDTA-free protease inhibitor cocktail tablet, Roche, USA) ที่แช่บน
น้ าแข็ง นาน 15 นาที จากนั้นปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 14,000 g นาน 10 นาที แล้วเก็บส่วนน้ า น ามา
ทดสอบกับชุดตรวจ ได้ผลลบทุกเชื้อ 
 

 ตารางที ่8  ผลการทดสอบความจ าเพาะของวิธีที่พัฒนาขึ้นกับแบคทีเรียชนิดต่าง ๆ  
 

 
ชนิดของเซลล์ 

เวลา (นาท)ี 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

E.feacalis - - - - - - - - - - - - - - - 

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

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

Candida spp. - - - - - - - - - - - - - - - 

Lactobaccilli - - - - - - - - - - - - - - - 

β-streptococcus - - - - - - - - - - - - - - - 

Ps.aeroginosa - - - - - - - - - - - - - - - 
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8. การทดสอบชุดตรวจกับตัวอย่างสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วย 

8.1. ท าการตรวจสอบน้ ายารักษาสภาพเซลล์ (The ThinPrep Pap test, Hologic Inc.,USA หรือ 
The Surepath Pap test, BD, USA)  กับ conjugated gold ในแถบทดสอบ เพื่อตรวจดูว่าน้ ายามีผลต่อการ
ทดสอบหรือไม่  โดยทดสอบน้ ายาเปล่าก่อนใส่เซลล์ตัวอย่าง และ น้ ายาผสมกับโปรตีนบริสุท ธ์ิ E6  ผลการ
ทดสอบไม่พบมีแถบผลบวกปลอมข้ึนที่น้ ายาเปล่าก่อนใส่เซลล์ตัวอย่าง และ พบแถบแสดงผลบวกในน้ ายาผสม
กับโปรตีนบริสุทธิ์ E6  แสดงว่าน้ ายารักษาสภาพเซลล์ ไม่มีผลการยับยั้งการทดสอบ และไม่มีปฏิกิริยาข้ามที่จะ
ท าให้เกิดผลบวกปลอม    

8.2. การเตรียมตัวอย่างสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วย -  สิ่งส่งตรวจของผู้ป่วยคือเนื้อเยื้อบริเวณปากมดลูกท่ีถูก
เก็บรักษาเป็นอย่างดีในน้ ายารักษาสภาพเซลล์ (The ThinPrep Pap test, Hologic Inc.,USA หรือ The 
Surepath Pap test, BD, USA)  ตัวอย่างเหล่านี้เป็นตัวอย่างเหลือจากงานตรวจประจ าที่หน่วยไวรัสวิทยา ฝ่าย
จุลชีววิทยา โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ตั้งแต่เดือนมีนาคมถึงเดือนกันยายน 2560   น าตัวอย่างมาปั่นแยกเซลล์ ที่
ความเร็ว 1500 rpm 5 นาที 4 องศาเซลเซียส เพ่ือน าน้ ายารักษาสภาพเซลล์ออก แล้วเติม lysis buffer 
(Phosphate buffer, pH 8.0 ที่ใส่ EDTA-free protease inhibitor cocktail table, Roche, USA) ลงไป 150 
µl ต่อตัวอย่าง จากนั้น vortex เพ่ือให้เซลล์แตก ประมาณ 15 นาที จากนั้นดูดส่วนน้ ามาทดสอบกับ strip โดย
อ่านผลภายใน 15 นาที หรือเก็บไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 

8.3.     สิ่งส่งตรวจที่น ามาทดสอบทั้งหมด 118 ตัวอย่าง  โดยแบ่งเป็นกลุ่มจากผลการตร วจพยาธิ
วิทยาเซลล์ (ตารางที ่ 9)  ดังนี้ SCC (squamous cell carcinoma) เป็นกลุ่มที่มีเซลล์มะเร็ง 9 ตัวอย่าง, CIN3 
(cervical intraepithelial neoplasia) เป็นรอยโรคก่อนเป็นมะเร็ง คือเซลล์ปากมดลูกมีความผิดปกติรุนแรง
ตลอดความหนาของชั้นบุผิวปากมดลูก จ านวน 26 ตัวอย่าง โด ยสองกลุ่มนี้จัดเป็น HSIL (high-grade 
squamous intraepithelial lesions), ส่วนอีกกลุ่มหนึ่งคือ LSIL (low-grade squamous intraepithelial 
lesions) ซึ่งมีความรุนแรงของรอยโรค 2 ระดับคือ CIN2 จ านวน 12 ตัวอย่าง และ CIN1 จ านวน 37 ตัวอย่างซึ่ง
มีความผิดปกติของเซลล์ปานกลางและเล็กน้อย เป็นรอยโรคขั้นต่ าของปากมดลูก ส่วนกลุ่มสุดท้าย คือ  ASCUS 
(atypical squamous cells of undetermined significance) และ Inflammation หมายความว่า พบความ
ผิดปกติท่ีเซลล์ปากมดลูกเล็กน้อย และลักษณะทั่วไปของเซลล์ไม่แน่นอน จ านวน 34 ตัวอย่าง 

8.4.      สิ่งส่งตรวจที่น ามาตรวจสอบจะทราบข้อมูลการติดเชื้อและชนิดของไวรัสแปปิโลมา เนื่องจาก
ผ่านการตรวจหาสารพันธุกรรมต่อ HPV16, 18 และ high risk group (HR)  ด้วยชุดน้ ายา cobas 4800 HPV 
Amplification/Detection Kit ของบริษัทโรช และใช้เครื่อง อัตโนมัติ Cobas 4800 โดยผลจะจ าแนกไทป์ 16 
และ 18 และกลุ่ม HR  (ประกอบด้วย HPV31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, และ 68) 

8.5.     การทดสอบกับชุดตรวจ จะทดสอบโดยใช้ 96-well plate โดยผสม Conjugated gold 
(Gold-Protein G-mAb) ที่เตรียมไว้ 10 µl ผสมกับตัวอย่างสิ่งส่งตรวจที่ท าให้เซลล์แตกแล้ว 100 µl ในหลุมของ
ถาด 96 หลุม แล้วปักชุดทดสอบ จับเวลาในการอ่านผลไม่เกิน 15 นาที โดยมีโปรตีน E6 ปริมาณ5 ไมโครกรัม  
เป็น positive control และ 5 mM NaP เป็น negative control เปรียบเทียบผลด้วยทุกครั้ง (รูปที่ 12) 
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ตารางที ่9  แสดงกลุ่ม และจ านวนตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ และผลการตรวจ  
 

Group of HPV patience No. of 
sample 

Positive of 
Strip test 

Number of Sample 

HSIL SCC 16+ 5 2 (40%) 9 35 118 
18+ 1 - 
HR+ 2 - 
Neg 1 - 

CIN3 16+ 9 2 (22.22%) 26 
18+ 4 - 
HR+ 8 - 
Neg 5 - 

LSIL CIN2 16+ 4 2 (50%) 12 49 
18+ 1 - 
HR+ 2 - 
Neg 5 - 

CIN1 16+ 14 4 (28.6%) 37 
18+ 1 - 
HR+ 16 - 
Neg 6 - 

Inflammation, 
ASC-US 

16+ 22 4 (18.18%) 34 34 
18+ 5 3 (60%) 
HR+ 4 - 
Neg 3 - 
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รูปที่ 12   แสดงผลการตรวจตัวอย่างผู้ป่วย (แถบที่ 1-4) ด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น  โดยมีตัวควบคุมบวก แสดงแถบสีทั้ง 
control line และ test line (แถบที่ 6) และ ตัวควบคุมลบแสดงแถบสีเฉพาะ control line (แถบที่ 5)   
 

    ผลการทดสอบ 
1. ไม่พบว่ามีผลบวกปลอมในกลุ่มตัวอย่างที่ติดเชื้อไวรัสแปปิโลมาสายพันธุ์อื่น ๆ ที่ไม่ใช่ 16  ยกเว้น

ในตัวอย่างที่อยู่ในกลุ่ม Inflamation และ AS-CUS ที่ตรวจพบในตัวอย่างท่ีติดเชื้อ HPV18 
จ านวน 3 จาก 5 ราย คิดเป็นร้อยละ 60 

2. ตัวอย่างที่ติดเชื้อ HPV16 รวมทั้งหมด 54 ตัวอย่าง ให้ผลบวก 14 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 25.93 
โดยแบ่งเป็น กลุ่ม SSC ร้อยละ 40  CIN3 ร้อยละ 22.22  CIN2 ร้อยละ 50 CIN1 ร้อยละ 28.6 
และกลุ่ม inflammation และ AS-CUS ร้อยละ 18.18 

3.  
9. การศึกษาความคงตัวของ conjugated gold และแถบ Strip 

  ในการศึกษานี้ ท าการเตรียม Conjugated gold และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ
ทดสอบคุณสมบัติความคงตัว พบว่าสามารถเก็บไว้ได้อย่างน้อย 2 สัปดาห์ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ซ่ึง
อาจจะเก็บได้นานกว่านี้ ซึ่งต้องทดลองต่อไป  นอกจากนี้  การตรวจสอบในการศึกษานี้ทั้งหมด เป็นการ
ตรวจสอบทันที โดยมิได้มีการประกอบ Conjugated gold กับแผ่น conjugate pad ให้แห้งก่อนเหมือนชุด
ทดสอบท่ีมีขายในปัจจุบัน  ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้ทดลองหยด conjugated gold ไว้บนแผ่น conjugate pad 
ก่อน ท าให้แห้งด้วยตู้ดูดความชื้นข้ามคืน เมื่อน ามาประกอบเป็น strip แล้วลองทดสอบด้วย running buffer 
พบว่า conjugate gold ไม่เคลื่อนที่วิ่งมาบน strip แต่ติดแน่นบน glass fiber ผู้วิจัยจึงได้มีการปรับหาวิธีให้ 
conjugate gold เคลื่อนที่ โดยตอนท า conjugate gold ขั้นสุดท้ายให้ re-suspend ด้วย 5 mM Na-P 
buffer ที่มี 20% sucrose, pH 8.0 แล้วน าไปหยดบน glass fiber 10 µl ต่อ strip แล้วน าไปท าให้แห้งโดยตู้
ดูดความชื้น 
  ส่วนของ sample pad ได้ทดลอง treat ด้วย 2% triton X-100 เปรียบเทียบกับ 2% tween 
20 โดยการจุ่มให้เปียกแล้วท าให้แห้งด้วยตู้ดูดความชื้น ผลการทดสอบ ปรากฏว่า conjugate gold ก็ยังวิ่งไป
ไม่หมด และเกิดผลบวกปลอม กับโปรตีน E6  แสดงดังรูปที่ 13 
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 Sample Pad ไม่ได้ treat 

 Sample Pad treat ด้วย 2% Triton X-100 

 Sample Pad treat ด้วย 2% Tween 20 
 
รูปที่ 13  ทดสอบการคงตัวของ conjugated gold บนแถบ strip โดยเปรียบเทียบระหว่าง Sample Pad ที่ 
treatด้วย 2% Triton X-100 หรือ 2% Tween 20 หรือไม่ได้ treat ก่อนที่จะน ามาประกอบ และใช้ในการ
ทดสอบ   
       
10.  การทดสอบเปรียบเทียบความไวของ conjugated gold กับโปรตีน E6 กับ direct immunogold ด้วย

วิธี Agglutination 
เนื่องจากผู้วิจัยได้เคยพัฒนาระบบ Direct immunogold agglutination โดยใช้แอนติบอดี

เคลือบโดยตรงกับอนุภาคนาโนทองค า และพบปัญหาเรื่องความไว  โดยสามารถตรวจจับโปรตีน E6 ไดท้ี่ความ
เข้มข้นไม่น้อยกว่า 40 ไมโครกรัม ผู้วิจัยจึงได้ทดลองน า conjugated gold ซึ่งเพ่ิมการเคลือบด้วย Protein G 
มาทดสอบแบบ agglutination ผลการทดลองใน V-shape 96-well plate โดยใส่ Conjugate Gold-
Protein G 50 µl/well จากนั้นใส่ 20 ไมโครลิตรของ โปรตีน E6 ที่ความเข้มข้นต่างๆ 40, 30, 20, 10, 5, 
2.5, 1.25 ไมโครกรัม ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 60 นาที น า plate ไปปั่น 1,000 rpm 1 นาที พบว่า ความเข้มข้น
ของโปรตีน E6 ที่ 40 และ 30 ไมโครกรัม ตกตะกอนเห็นเป็นเม็ดกระดุมที่ก้นหลุม  ส่วนความเข้มข้น 20, 10, 
5, 2.5, 1.25 ไมโครกรัม ไม่เกิดการตกตะกอน   นั่นคือความไวเมื่อใช้ conjugate Gold-Protein G จะ
ตรวจจับได้ที่ความเข้มข้นมากกว่าหรือเท่ากับ 30 ไมโครกรัม  

 
 

  

 

 

รูปที่ 14 ผลการตกตะกอนของอนุภาคนาโนทองค าที่เคลือบด้วยโปรตีนจีกับโปรตีน E6 ที่ความเข้มข้น 40, 30, 
20, 10, 5, 2.5, 1.25 ไมโครกรัม 

 

 

40             30              20            10               5              2.5            1.25 
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สรุปผลการด าเนินงาน 
ผู้วิจัยสามารถผลิตชุดการตรวจโปรตีน HPV16 E6 ที่ใช้เวลาในการตรวจ 15 นาที   โดย ผู้วิจัยไดเ้ริ่มท า

การหาสภาวะที่เหมาะสมในการสร้างอนุภาคนาโนทองค า-โปรตีนจี-แอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีน HPV16 E6 
จากผลการทดลองผู้วิจัยเลือกใช้อนุภาคนาโนทองค าขนาด 40 นาโนเมตร ในภาวะ pH 8.0 เชื่อมต่ออนุภาคนาโน
ทองค ากับโปรตีนจี ที่ความเข้มข้นของโปรตีนจี 12 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรอนุภาคนาโนทองค า แล้วใส่ Anti-
HPV16E6+HPV18E6 mouse monoclonal IgG Antibody ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรอนุภาคนา
โนทองค า เมื่อได้อนุภาคนาโนทองค า- โปรตีนจี- Anti-HPV16E6+HPV18E6 mouse monoclonal IgG 
Antibody แล้ว จึงเติม 10% Bovine serum albumin (BSA) ที่ละลายใน deionized distilled water pH 8.0 
ก็จะได้ conjugated gold พร้อมทดสอบบน strip และเม่ือทดสอบบนชุดตรวจ Lateal flow assay พบว่า
แอนติบอดีต่อโปรตีน E6 ที่ติดอยู่บนโปรตีนจีมีปริมาณท่ีเพียงพอในการครอบคลุมพื้นที่ผิวทั้งหมดจนท าให้ไม่
สามารถจับกับแอนติบอดีตัวอื่นที่อยู่บน membrane และในส่วน Running Buffer ที่เหมาะสมได้แก่ 
Phosphate Buffer ที่มี 0.05% Tween 20 และ 1% BSA ปรับ pH 7.4 เนื่องจากไม่มี non specific band 
เกิดข้ึน 
           น า conjugated gold คืออนุภาคนาโนทองค าที่เคลือบโปรตีนจีและ Mouse monoclonal anti-
HPV16E6+HPV18E6  มาทดสอบกับโปรตีนบริสุทธิ์ HPV16 E6E6 ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม กับแอนติบอดีต่อ 
HPV16 E6 ที่เคลือบบน membrane ที่ความเข้มข้น 0.25 และ 0.5 ไมโครกรัม พบว่าแอนติบอดีท่ีความเข้มข้น 
0.5 ไมโครกรัมต่อเส้น ให้ผลบวกเห็นได้ชัดเจน จึงเลือกใช้แอนติบอดีต่อ HPV16 E6 ที่ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัม 
ส าหรับ control line และ test line  

หลังจากได้ conjugated gold และความเข้มข้นของแอนติบอดีบน membrane ที่เหมาะสมแล้วจึงน ามา
ทดสอบความไวกับโปรตีนบริสุทธิ์ HPV16E6 ที่ความเข้มข้นต่างๆ พบว่าภายใน 10 นาทีสามารถตรวจจับโปรตีน 
E6 ที่ความเข้มข้น 1.25 ไมโครกรัม และตรวจจับที่ความเข้มข้น 312.5 นาโนกรัม ได้ภายใน 15 นาที  ซึ่งการ
ทดสอบนี้เป็นการทดสอบกับโปรตีนบริสุทธิ์ HPV16E6 ซึ่งมีสภาวะที่แตกต่างจากตัวอย่างเซลล์คน จึงได้น า strip 
พร้อม conjugated gold มาทดสอบกับเซลล์ปากมดลูกที่มี HPV16 DNA ได้แก่ เซลล์ CaSki และพบว่าที่ปริมาณ
อย่างน้อยหรือเท่ากับ 1x105 cells  สามารถอ่านผลบวกได้ที่เวลา 11-15 นาที นอกจากนี้ยังพบว่าพบผลบวก
จางๆ เมื่อตรวจกับเซลล์ปากมดลูกชนิด HeLa และ ME180 ซึ่งมีการติดเชื้อ HPV18 เพราะแอนติบอดีท่ีใช้ในการ
เตรียม Conjugated gold เป็น Monoclonal mouse anti HPV16 E6 + HPV18 E6 antibody  ดังนั้นอาจเป็น
ข้อดีของชุดตรวจนี้ที่สามารถตรวจได้ทั้ง HPV16 และ HPV18 นอกจากนี้ยังท าการทดสอบกับเซลล์ปากมดลูกที่ไม่
มีการติดเชื้อ HPV เช่น เซลล์ C33A และแบคทีเรียชนิดต่างๆ พบว่า ชุดตรวจ ได้ผลลบทุกเซลล์และทุกเชื้อ แสดง
ถึงความจ าเพาะสูงต่อ HPV16  

เมื่อน าชุดตรวจที่พัฒนาขึ้นมาทดสอบกับตัวอย่างสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วย โดย ใช้เซลล์ปากมดลูกทีถู่กเก็บ
รักษาเป็นอย่างดีในน้ ายารักษาสภาพเซลล์ (The ThinPrep Pap test, Hologic Inc.,USA หรือ The Surepath 
Pap test, BD, USA)  ซึ่งผลการทดสอบพบว่า ไม่พบว่ามีผลบวกปลอมในกลุ่มตัวอย่างที่ติดเชื้อไวรัสแปปิโลมาสาย
พันธุ์อ่ืน ๆ ที่ไม่ใช่ 16  ยกเว้นในตัวอย่างที่อยู่ในกลุ่ม Inflamation และ AS-CUS ที่ตรวจพบในตัวอย่างท่ีติดเชื้อ 
HPV18 จ านวน 3 จาก 5 ราย คิดเป็นร้อยละ 60 และตัวอย่างที่ติดเชื้อ HPV16 รวมทั้งหมด 54 ตัวอย่าง ให้
ผลบวก 14 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 25.93 โดยแบ่งเป็น กลุ่ม SSC ร้อยละ 40  CIN3 ร้อยละ 22.22  CIN2 ร้อย
ละ 50 CIN1 ร้อยละ 28.6 และกลุ่ม inflammation และ AS-CUS ร้อยละ 18.18   
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นอกจากนี้ผู้วิจัย ได้ท า การทดสอบเปรียบเทียบความไวของวิธี conjugated gold กับโปรตีน E6 ที่
พัฒนาในงานวิจัยปัจจุบัน กับวิธี direct immunogold ด้วยวิธี Agglutination พบว่าโดยวิธี direct 
immunogold มีความไวตรวจโปรตีน E6 ทีม่ากกว่าหรือเท่ากับ 40 ไมโครกรัม แต่ถ้าใช้ conjugate Gold-
Protein G จะตรวจจับโปรตีน HPV16 E6 ได้ที่ความเข้มข้นมากกว่าหรือเท่ากับ 30 ไมโครกรัม แสดงว่าการมี
โปรตีนจีเคลือบผิวอนุภาคนาโนทองค าช่วยท าให้มีความไวการตรวจด้วยวิธี agglutination เพ่ิมข้ึน  
 
การวิเคราะห์ผล 

ผลที่ได้จะเห็นว่า ความไวในการตรวจหาโปรตีน E6 ในโปรตีนบริสุทธิ์ด้วยวิธี lateral flow ตรวจจับได้ที่ 
ความเข้มข้น 312.5 นาโนกรัม ได้ภายใน 15 นาที  ซึ่งนับว่ามีความไวค่อนข้างสูง  เมื่อเทียบกับวิธี agglutination 
ที่ต้องใช้ปริมาณถึง 30-40 ไมโครกรัม  แต่ผลการตรวจในตัวอย่างส่งตรวจได้ความไวค่อนข้างต่ ามาก คิดเป็นร้อย
ละ 25.93 จากตัวอย่างท้ังหมด โดยเฉพาะความไวในกลุ่มมะเร็ง ตรวจจับได้เพียงร้อยละ 40 เท่านั้น  ผู้วิจัย
วิเคราะห์ปัญหาที่อาจเป็นสาเหตุที่ท าให้มีความไวต่ า  ดังนี้ 
1. ตัวอย่างที่ใช้ เป็นตัวอย่างเหลือจากการท า Pap smear และ การตรวจหา HPV DNA แล้ว ท าให้ปริมาณ

เซลล์ตัวอย่างมีน้อย และแตกต่างกันในแต่ละตัวอย่าง ท าให้มีโอกาสเกิดผลลบปลอมได้ 
2. เซลล์ที่น ามาทดสอบเป็นเซลล์เก็บนานแล้ว เพราะหลังจากการทดสอบแล้ว ตัวอย่างยังต้องเก็บคงไว้เผื่อการ

ตรวจซ้ าอย่างน้อยอีก 2 สัปดาห์ จึงจะน ามาใช้ในงานวิจัยนี้ได้  เป็นไปได้ที่เซลล์จะเสียสภาพหรือแตกท าลาย
ไประหว่างการเก็บ 

3. ภาวะของการเก็บตัวอย่างก่อนน ามาใช้อาจไม่เหมาะสม เพราะตัวอย่างท้ังหมดเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้อง แม้ว่า
ทางบริษัทระบุว่าน้ ายาเก็บตัวอย่าง สามารถรักษาสภาพเซลล์ไว้ได้อย่างน้อยนาน 1 เดือน แต่เนื่องจากต้อง
ตรวจโปรตีนในเซลล์ เป็นไปได้ว่าโปรตีนอาจเสียสภาพระหว่างการเก็บไว้ ที่อุณหภูมิห้อง ท าให้เกิดผลลบ
ปลอม 

 
แนวทางการวิจัยต่อไป   
1. ผู้วิจัยคาดว่าถ้าใช้ตัวอย่างที่เก็บเพื่อน ามาท าการทดสอบเฉพาะการทดสอบนี้โดยตรง ปริมาณเซลล์จะมีมากข้ึน 

คุณภาพของเซลล์ในตัวอย่างจะใหม่และคงสภาพ อาจท าให้การตรวจได้ความไวที่สูงขึ้น 
2. ควรท าการผลิตแอนติบอดีจ าเพาะต่อโปรตีน E6 เองทั้ง polyclonal และ monoclonal antibody จะท าให้

ลดค่าใช้จ่ายได้สูง  เป็นการลดต้นทุนการผลิต   
3. เนื่องจากการวิจัยนี้ทดสอบหลักการของการทดสอบเท่านั้น ยังจ าเป็นต้องทดสอบความคงตัวของอายุน้ ายาและ

แถบ  เพ่ือศึกษาความเป็นไปได้ในการผลิตและความสามารถในการเก็บรักษาไว้ใช้งานต่อไป  
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โครงการย่อยท่ี 2   

ชื่อโครงการวิจัย(ภาษาไทย )  การตรวจภาวะเมธิลเลชั่นของยีนแอลวันของเชื้อไวรัส แปปิโลมาที่มีความเสี่ยง   
                                  สูงในเซลล์ขูดปากมดลูกโดยวิธีเอนไซม์ลิงค์อิมมูโนซอบเบน  
               (ภาษา อังกฤษ ) Detection of high risk human papillomaviruses L1 gene  
                                  methylation in exfoliated cervical cells by Enzyme-Linked- 
                                  Immunosorbent Assay 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

เพ่ือพัฒนาการตรวจเมธิลเลชั่นของยีน L1 ของเชื้อแปปิลโลมาที่มีความเสี่ยงสูงโดยวิธี Enzyme-Linked-
Immunosorbent Assay (ELISA) ในเซลล์ปากมดลูกที่มีความผิดปกติระยะต่างๆ ได้แก่ normal cervices, 
cervical intraepithelial neoplasia (CIN)-1, CIN-2/CIN-3 และ squamous cell carcinoma เพ่ือประเมิน
ความเป็นไปได้ในการใช้เทคนิค ELISA ในการตรวจเมธิลเลชั่นของยีน L1 ของเชื้อแปปิลโลมาเพื่อเป็นตัวบ่งชี้ทาง
ชีวภาพกับการด าเนินโรค 

วิธีการด าเนินการวิจัยและผลการทดลอง 

1. การออกแบบ oligonucleotide probes ส าหรับตรวจยีน L1 ของเชื้อ high risk human 
papillomavirus  

        น าล าดับดีเอ็นเอของยีน L1 ของเชื้อ Human papillomavirus 14 ชนิด ได้แก่ HPV 16, 18, 
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, และ 68 ที่ accession number จาก NCBI ดังตารางที่ 10 มาท า 
multiple sequence alignment โดยใช้โปรแกรม Multalin แล้วหาต าแหน่งที่มีความเหมือนกันมากที่สุดในยีน 
L1 (conserved region) ดังรูปที่ 15 แล้วสังเคราะห์สาย oligonucleotide ดังนี้  
HPV18 5’Biotin CAGGGTCATAACAATGGTGTTTGCTGGCATAATCAATTATTTGTTACTGTGG-3’ 
HPV16 5’Biotin CAGGGCCACAATAATGGCATTTGTTGGGGTAACCAACTATTTGTTACTGT3’ 
เนื่องจากมีการตรวจพบ HPV16 และ 18 มากกว่าร้อยละ 70 ในเซลล์มะเร็งปากมดลูกทางผู้วิจัยจึงท าการ
ออกแบบ oligonucleotide probes สองเส้นที่มีความเหมือน HPV16 และ HPV18 ร้อยละ 100 เป็นหลัก  
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ตารางที่ 10 รายชื่อ human papillomavirus และเลข Accession 
 

ล าดับ Human papillomavirus type Accession number (NCBI 
Reference Sequence) 

1 Human papillomavirus type 16 NC_001526.4 (4775..6292) 
2 Human papillomavirus - 18 NC_001357.1 (5430..7136) 
3 Human papillomavirus type 31 isolate 

118A.31 
KU298890.1 (5552..7066) 

4 Human papillomavirus type 33 isolate 
65C.33 

KU298893.1 (5594..7093) 

5 Human papillomavirus type 35 isolate 
QV29782 

HQ537729.1  (5601..7109) 

6 Human papillomavirus type 39 isolate 
BF375 

KC470249.1   (5643..7160) 

7 Human papillomavirus type 45 isolate 
Qv34163 

KC470260.1  (5529..7140) 

8 Human papillomavirus type 51 isolate 
34A.51 

KU298902.1   (5508..7022) 

9 Human papillomavirus type 52 isolate 
58C.52 

KU298909.1 (5634-7145) 

10 Human papillomavirus type 56 isolate 
87C.56 

KU298918.1 (5498..7097) 

11 Human papillomavirus type 58 isolate 
HPV58sc185 

FJ385267.1 (5565-7139) 

12 Human papillomavirus type 59 isolate 
Qv33361 

KC470266.1 (5606-7132) 

13 Human papillomavirus type 66 isolate 
67B.66 

KU298926.1 (5646-7157) 

14 Human papillomavirus type 68 isolate TJ42-
68 

GQ472851.1 (5515-7132) 
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รูปที่ 15 ผลการท า Multiple sequence alignment โดยใช้โปรแกรม Multalin 
 
2.  ผลการตรวจภาวะเมธิลเลชั่นของยีน L1 ของเชื้อ HPV16 โดยวิธี Pyrosequencing 

            เป็นการตรวจ methylation ที่ได้ค่าเป็นร้อยละของ methylated CpG ตรงต าแหน่งที่ต้องการ
ตรวจโดยขั้นแรกท าการเปลี่ยนแปลงสภาพของ DNA โดยน้ ายา EZ DNA Methylation-Gold Kit มีหลักการดังนี้ 
เมื่อเติม sodium bisulfite ในกรณี unmehylated cytosine จะเปลี่ยนเป็น uracil ในขณะที่ methylated 
cytosine จะไม่เปลี่ยนแปลงยังคงสภาพเป็น cytosine น า modified DNA ที่ได้ไปเก็บไว้ที่ - 20°C จนกว่าจะใช้  
ขั้นตอนการท า polymerase chain reaction (PCR) โดยน า modified DNA มาท าการเพ่ิมจ านวนโดยวิธี PCR 
ไพร์เมอร์ที่ใช้มีดังนี้ forward และ reverse primers ของ HPV16 ได้แก่ FW Biotin 5'-TAATATATAA 
TTATTGTTGATGTAGGTGAT -3'  และ RV 5'AACAATAACCTCACTAAACAACCAAAA-3' (130 bp) ตามล าดับ 
sequencing primers ได้แก่ 5602 5 '-CCAAAAAAACATCTAAAAAAAAATATAATA-3'  forward   แล้วน า  
biotinylated PCR products ไปตรวจภาวะเมธิเลชั่นโดยวิธี pyrosequencingโดยใช้เครื่อง PyroMark™ Q96 
instrument หลังจากนั้นน าผลที่ได้ไปวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม PyroMark™ Q96 Software 
             ผลการตรวจ HPV16 L1 methylation ที่ต าแหน่ง CpGs 5600, 5606, 5609 และ 5615 จาก
เซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งปากมดลูก CaSki และ SiHa และจากตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกที่ติดเชื้อ HPV16 ที่มีความ
ผิดปกติแบบต่างๆ ได้แก่ Normal, CIN1, CIN2-3 และมะเร็งปากมดลูก(Cervical cancer) จ านวน 100 ตัวอย่าง
โดยพบว่าค่าเฉลี่ยร้อยละของการเกิดภาวะเมธิลเลชั่นในเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งปากมดลูกมีค่าระหว่าง 64.5%-
97.5% ที่พบในทั้ง 4 CpGs และพบว่าในตัวอย่างมะเร็ง (cancerous lesions) จะพบค่าเฉลี่ยร้อยละการเกิด
ภาวะเมธิลเลชั่นสูงกว่ากลุ่มก่อนเป็นมะเร็ง (precancerous lesions (normal, CIN1 และ CIN2-3)) ดังแสดงใน
ตารางที่ 11 
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ตารางที่ 11  ผลการตรวจภาวะเมธิลเลชั่นค่าเฉลี่ยเป็นค่าร้อยละจากเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งปากมดลูก CaSki และ 
SiHa และจากตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกที่มีความผิดปกติแบบต่างๆที่มีการติดเชื้อ HPV 16 
 

100 samples CpG positions in L1 gene 
Histology 5600 5606 5609 5615 

Normal  (15 samples) 10% 2.36% 5.79% 2.21% 
CIN1 (21 samples) 12.43% 2.71% 7.33% 2.14% 
CIN2-3 (32 samples) 16.22% 7.73% 12.84% 6.65% 
Cervical cancer (32 samples) 52.72% 24.59% 45.22% 23.5% 
CaSki  90.5% 64.5% 76.5% 69.0% 
SiHa 96.0% 97.5% 77.0% 77.5% 

 
1. การตรวจ HPV16 และ 18 L1 gene methylation โดยวิธี Enzyme-Linked-

Immunosorbent Assay (ELISA)   
     ได้ท าการพัฒนาวิธี ELISA 2 ระบบได้แก่ ระบบ Indirect ELISA และ Sandwich ELISA ดังรูปที่ 
16A และ 16B ตามล าดับ 
 

 
 
รูปที่ 16 ระบบการตรวจภาวะเมธิเลชั่นโดยวิธี Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay (ELISA)   
 

       3.1   ท าการหาสภาวะท่ีเหมาะสมโดยวิธี Sandwich ELISA (รูป 16B) 
               ท าการ coat  แอนติบอดี (Anti-5-methylcytosine (clone 10G4), Zymo Research) ลงบน 
ELISA plate (NUNC) ปริมาณ 2 µg, 1 µg, 0.5  µg และ 0.25 µg  ต่อหลุม โดยใช้ coating buffer (Abcam) 
100 µl/well และท าการ coat ข้ามคืนที่ 4 องศา หรือ 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง และวันถัดมาท าการล้างด้วย 
washing buffer (1XTBS/0.05% tween20) จ านวน 3 ครั้ง ที่อุณหภูมิห้อง  แล้วท าการ block ด้วย 2% 
bovine serum albumin (SIGMA) ที่ละลายใน washing buffer เป็นเวลา 1 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิห้อง หลังจากนั้น
ใส่ดีเอ็นเอที่สกัดจากเซลล์ CaSki ปริมาณ 500 ng, 250 ng และ 125 ng ซ่ึงดีเอ็นเอถูกท าให้เปน็สายเดีย่วโดย
เติมน้ ายา 0.125 N NaOH/0.05% Tween 20 เป็นเวลา 10 นาที แล้วเติม  ELISA diluent 
(1xTBS/0.05%tween20/ 0.5%BSA) ให้ได้ปริมาตร 100 µl แล้วดูดไปใส่ใน ELISA plate แล้ววางไว้ที่
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อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้น ล้างด้วย washing buffer(1XTBS/0.05% tween20)  จ านวน 3 
ครั้ง ที่อุณหภูมิห้อง แล้วเติม biotin labelled oligonucleotide probe ความเข้มข้น 10 pM/well โดยท าการ 
denature oligonucleotide probe ที ่ 95 องศา เป็นเวลา 5 นาทีแล้ววางบนน้ าแข็งทันที แล้วเติม ELISA 
diluent 100 µl แล้วดูดใส่ในแต่ละหลุมแล้ววางไว้ที่ตู้อบอุณหภูมิ 55 องศา เป็นเวลา 1 ชั่วโมงเพ่ือให้เกิดการจับ
กันระหว่าง Captured DNA กับ oligoprobeหลังจากนั้น ล้างด้วย washing buffer (2xSSC/0.05% tween20)  
จ านวน 3 ครั้ง ที่ อุณหภูมิห้อง แล้วเติม Streptavidin conjugated Alkaline phosphatase (SA-ALP) 5 
µg/well แล้ววางไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้น ล้างด้วย washing buffer(1XTBS/0.05% 
tween20)  จ านวน 3 ครั้ง ที่อุณหภูมิห้อง แล้วเติม pNPPsubstrate แล้วตั้งทิ้งไว้ 30 นาที แล้วเติม stop 
solution (2 N NaOH) แล้วน าไปวัดค่า optical density (OD) ที่ 405 nm ด้วยเครื่อง VICTOR plate reader 
(PerkinElmer) 
        นอกจากนี้ทางผู้วิจัยได้ทดลองท าการ hybridize ระหว่างดีเอ็นเอจาก CaSki และ oligoprobe ที่ 55 องศา 
โดยใช้ thermal cycler แล้วจึงน า DNA-probe hybrid มาท าปฏิกิริยากับ antibody ที่ถูก coat บน plate 
พบว่าไม่มีปฏิกิริยาเกิดขึ้น     
        ในการทดสอบELISA ระบบนี้ได้ใช้ wash buffer 2 แบบ ได้แก่ 1XPBS/0.05 tween20 และ 
1XTBS/0.05 tween 20 เนื่องจาก PBS อาจจะรบกวนยับยั้งการท างานของ ALP ได้ แต่ TBS ไม่มีผลต่อ ALP แต่
อย่างไรก็ตามได้ผลการทดลองไม่แตกต่างกัน 
         ผลการทดลองไม่ประสบความส าเร็จไม่พบการเกิดปฏิกิริยาโดยไม่พบการเปลี่ยนแปลงสีของสายละลาย
และเม่ือวัดค่า OD พบว่ามีค่าน้อยกว่า 0.1 ในทุกหลุมที่ท าการทดสอบดังรูปที่ 3 และผู้วิจัยได้ทดสอบท าปฏิกิริยา
ระหว่าง SA-ALP กับ substrate pNPPเพ่ือทดสอบน้ ายา พบว่าเกิดปฏิกิริยาสารละลายเปลี่ยนเป็นสีเหลือง  
                     

                                                            
      

รูปที่ 17  ผลการทดลอง sandwich Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay (ELISA)      
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         3.2 ท าการหาสภาวะท่ีเหมาะสมโดยวิธี indirect ELISA (รูป 16A) 
              ท าการ coat steptavidin (Abcam) ลงบน ELISA plate (NUNC) ปริมาณต่อหลุมได้แก่ 10 µg, 5 
µg, 2.5 µg และ 1.25 µg  โดยใช้ coating buffer (Abcam) 100 µl/well และเวลาที่ใช้ในการ coat ได้แก่ 1  
ชั่วโมง 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง และข้ามคืนที่ 4 องศา และท าการล้างด้วย washing buffer (1XPBS/0.05% 
tween20) จ านวน 3 ครั้ง ที่อุณหภูมิห้อง  แล้วท าการ block ด้วย 2% และ 3% bovine serum albumin 
(SIGMA) ที่ละลายใน 1XPBS ที่มีและไม่มี 0.05% tween20 เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง และ
ข้ามคืนที่ 4 องศา หลังจากนั้นใส่ biotin labelled oligonucleotide probe ความเข้มข้น 10 pM, 20 pM, 30 
pM และ 40 pMต่อหลุม หลังจากนั้นล้างด้วย washing buffer(1XPBS/0.05% tween20)  จ านวน 3 ครั้ง ที่
อุณหภูมิห้องหลังจากนั้นใส่ดีเอ็นเอที่สกัดจากเซลล์ CaSki และถูกท าให้ป็นสายเดี่ยวโดยน้ ายา 0.125 N 
NaOH/0.05% Tween 20 เป็นเวลา 10 นาที ปริมาณ 500 ng, 250 ng และ 125 ng แล้วเติม  ELISA diluent 
(1xPBS/0.05%tween20/0.5%BSA) ให้ได้ปริมาตร 100 µl แล้วดูดไปใส่ใน ELISA plate แล้ววางไว้ที่อุณหภูมิ 
55 องศา เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เพ่ือให้เกิดการจับกันระหว่าง Captured DNA กับ oligoprobe หลังจากนั้น ล้าง
ด้วย washing buffer (2xSSC/0.05% tween20)  จ านวน 3 ครั้ง ที่อุณหภูมิห้อง หลังจากนั้ นเติม primary 
antibody (Anti-5-methylcytosine (clone 10G4), Zymo Research) ความเข้มข้น 1 µg (1:100) และ 0.5  
µg (1:200) ต่อหลุมแล้ววางไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นล้างด้วย washing 
buffer(1XPBS/0.05% tween20)  จ านวน 3 ครั้ง ที่อุณหภูมิห้อง แล้วเติม secondary antibody ที่ถูกติดฉลาก
ด้วย horseradish peroxidase 1:1,000 (จาก stock  1 µg/ µl) แล้ววางไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง
หลังจากนั้นล้างด้วย washing buffer(1XPBS/0.05% tween20)  จ านวน 3 ครั้ง ที่อุณหภูมิห้องแล้วเติม TMB 
substrate ทิ้งไว้ในความมืด 10 และ 20 นาที แล้วเติม stop solution (H2SO4) แล้วน าไปวัดค่า optical 
density (OD) ที่ 450 nm ด้วยเครื่อง VICTOR plate reader (PerkinElmer) 
            นอกจากนี้ทางผู้วิจัยได้ทดลองท าการ hybridize ระหว่างดีเอ็นเอจาก CaSki และ HeLa กับ
oligoprobe ต่อ HPV16 และ HPV18 ตามล าดับ โดยใช้ hybridization buffer 2 แบบได้แก่ 1XPBS/0.05% 
tween20/0.5%BSA และ Hybridization buffer (6XSSC/0.5%SDS/50%Formamide/Denhardt’s 
solution)ที่ 55 องศา โดยใช้ thermal cycler แล้วจึงน า DNA-probe hybrid มาท าปฏิกิริยากับ streptavidin 
ที่ถูก coat บน plate  
           ผลการทดลองพบว่าค่า optical density (OD)  มีค่าลดลงเมื่อความเข้มข้นของ streptavidin มีค่าลดลง
แตกต่างกันจากมากไปน้อย และความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีลดลงก็ท าให้ค่า OD ลดลงตามล าดับดังรูปที่ 18  ค่า
ความเข้มข้นของ primary antibody ที่แตกต่าง (1:100 และ 1:200) มีผลต่อค่า OD ที่ลดลงตามความเข้มข้น
ของแอนติบอดีที่ลดลง แต่ความเข้นข้นของ oligoprobe ที่แตกต่างกันไม่มีผลต่อค่า OD ดังรูปที่ 19 
        แต่อย่างไรก็ตามผู้วิจัยพบว่าการท า ELISA ด้วยระบบ Indirect ELISA นี้มีการเกิด non specific เกิดข้ึนใน
หลุมที่ไม่ไส่ดีเอ็นเอของ CaSki หรือ HeLa จึงได้ท าการทดสอบเพ่ือดูว่าปัจจัยอะไรที่ท าให้เกิด non specific โดย
พบว่า biotin labelled oligonucleotide ต่อ HPV16 และ HPV18 เป็นตัวที่ท าให้เกิด non specific ขึ้นใน
ระบบที่ 2 ดังรูปที่ 20 และ ตารางที่ 12 ซึ่งผู้วิจัยตั้งสมมติฐานว่ามีหมู่ methyl group อยู่ในเส้น 
oligonucleotide ท าให้ anti-5-methylcytosine สามารถท าปฏิกิริยากับ methyl group ได้ในกรณีไม่มี 
target DNA  



 
45 

 

 

 
 
 
 
รูปที่ 18  กราฟแสดงค่า optical density ที่วัดได้เม่ือใช้ความเข้มข้นของดีเอ็นเอของ CaSki และความเข้มข้นของ 
streptavidin ที่แตกต่างกัน ความเข้มข้นของ oligoprobe ที่ใช้ได้แก่ 20 picomole ต่อหลุม ความเข้มข้นของ 
primary antibody ได้แก่ 1:200 (จาก stock 1 µg/µl) และความเข้มข้นของ secondary antibody ได้แก่ 
1:1,000 (จาก stock 1 µg/µl) 

                      
 
รูปที่ 19  กราฟแสดงค่า optical density ที่วัดได้เม่ือใช้ความเข้มข้นของดีเอ็นเอของ CaSki 500 ng ความเข้มข้น
ของ streptavidin 5 µg ต่อหลุม และความเข้มข้นของ oligonucleotideprobe ที่แตกต่างกัน 
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รูปที่ 20  ภาพแสดงการทดสอบหาปัจจัยเกิดการจับแบบไม่จ าเพาะจากการท า indirect ELISA 
 
ตารางที่ 12 ผลการทดสอบหาปัจจัยเกิดการจับแบบไม่จ าเพาะจากการท า indirect ELISA  
 
Reagents/ 
System 

Avidin Blocking Oligoprobe 
HPV16 or 
HPV18 

DNA from 
Caski or 
HeLa 

Anti-5-
methylcytosine 

(1:200) 

Secondary 
antibody 
(1:1000) 

TMB OD 

1 Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes 2.399 
2 Yes Yes Yes No Yes Yes Yes 2.359 

3 Yes Yes No No Yes Yes Yes 0.158 

4 Yes Yes Yes No No Yes Yes 0.080 

5 No Yes Yes No Yes Yes Yes 0.114 

6 No Yes Yes No No Yes Yes 0.052 

7 No Yes No No Yes Yes Yes 0.061 

8 No Yes No No No Yes Yes 0.096 
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สรุปผลการด าเนินการ 

            งานวิจัยนี้ใช้เทคนิคทางอณูวิทยาและเทคนิค ELISA based hybridization เพ่ือตรวจดูภาวะเมธิลเลชั่น 
ของยีน L1 ของเชื้อ Human papillmavirus (HPV) ชนิด 16 เนื่องจากว่าในกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูกพบการ
ติดเชื้อ HPV16 มากถึงร้อยละ 50 ดังนั้นทางผู้วิจัยเห็นสมควรว่าการเริ่มต้นพัฒนาเทคนิค ELISA จึงควรเริ่มจาก
เชื้อชนิดเดียวก่อนเมื่อเทคนิค ELISA ทีถู่กพัฒนามีความคงท่ี สามารถใช้ได้จริงแล้ว จึงค่อยพัฒนา เทคนิคให้
สามารถตรวจเชื้อในกลุ่มความเสี่ยงสูงชนิดอ่ืน เช่น HPV18 ต่อไป ดังนั้นรายงานฉบับปัจจุบันนี้จึงสนใจและขอ
น าเสนอเชื้อ HPV16                                                               
           งานวิจัยนี้ในขั้นแรกใช้วิธีทางอณูชีวโมเลกุลได้แก่ polymerase chain reaction และ 
pyrosequencing เพ่ือประเมินภาวะเมธิลเลชั่นของยีน L1  ทางผู้วิจัยพบว่าการเกิดภาวะเมธิลเลชั่นบริเวณยีน L1 
ของเชื้อ HPV16 มีค่าสูงในเซลล์ปากมดลูกที่มีความผิดปกติโดยเฉพาะในเซลล์มะเร็งแต่มีค่าต่ าในกลุ่มเซลล์ปกติ
และกลุ่ม CIN1 และเม่ือดู CpG ในแต่ละต าแหน่งจะพบว่าต าแหน่ง CpG 5600 เป็นต าแหน่งที่มีค่าเมธิลเลชั่นสูง
ที่สุดและสามารถใช้แยกเซลล์มะเร็งปากมดลูก (cancerous leson) และภาวะก่อนเป็นมะเร็ง (pre cancerous 
lesions) ได้ดทีี่สุด ตามด้วย CpG ต าแหน่ง 5609 และการดูผลตรวจร่วมทั้ง CpG 5600 และ 5609 สามารถเพ่ิม
ความไวและความจ าเพาะได้มากขึ้น ซ่ึงในปัจจุบันมีการใช้เทคนิคทางอณูชีวกุลเพ่ือตรวจหาเชื้อ HPV16/18 และ
ไวรัสความเสี่ยงสูงชนิดอื่นๆอีก 14 ชนิด ร่วมกับการตรวจวินิจฉัยทางเซลล์วิทยา (Pap smear) แตอ่ย่างไรก็ตาม
ทางผู้วิจัยเห็นว่าถ้ามีการน าดีเอ็นเอท่ีเหลือจากการตรวจหาเชื้อ HPV มาท าการตรวจภาวะเมธิลเลชั่นของยีน L1 
จะสามารถจ าแนกผู้หญิงที่ติดเชื้อ HPV16 ทีม่ีภาวะเสี่ยงในการมีเซลล์ผิดปกติได้อย่างมีความจ าเพาะมากขึ้น แต่
เทคนิคทางชีวโมเลกุลมีราคาท่ีแพง และมีหลายขั้นตอนตั้งแต่การท า Bisulfite modification การท า 
polymerase chain reaction และ pyrosequencing  ทางผู้วิจัยจึงได้คิดท่ีจะพัฒนาวิธี ELISA เพ่ือตรวจภาวะ
เมธิลเลชั่นของยีน L1 ของเชื้อ HPV16 ซึ่งเป็นตรวจภาวะเมธิเลชั่นของ CpGs ของยีน L1 ทั้งหมดโดยใช้ 
oligonucleotideprobe ที่จ าเพาะต่อยีน HPV16 L1 เป็นตัวเหนี่ยวน ายีน HPV16 L1 ให้มาท าปฏิกิริยากับ
แอนติบอดีต่อ anti-5-metylcytosine โดยค่า optical density ที่สูงจะสัมพันธ์กับการมีภาวะเมธิเลชั่นที่สูง ซึ่ง
ทางผู้วิจัยได้เลิอกเทคนิค ELISA 2 รูปแบบ ได้แก่ IndiretELISA และ sandwich ELISA มาทดสอบกับดีเอ็นเอที่
สกัดจากเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็งปากมดลูก CaSki   และการตรวจแบบ sandwich ELISA มีข้ันตอนที่ใช้เวลาที่น้อย
กว่า indirect ELISA แต่อย่างไรก็ตาม การตรวจแบบ sandwich ELISA ยังไม่ประสบผลส าเร็จ ดังนั้นทางผู้วิจัยจึง
ท ารูปแบบที่ 2 ได้แก่ indirect ELISA โดยทางผู้วิจัยพบว่าการใช้ ปริมาณของ steptavidin primary antibody 
(anti-5-methylacytosine) และดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกันมีผลต่อค่า optical density ที่ลดลงตามความเข้มข้นของ
สารทั้งสามชนิด แต่ความเข้มข้นของ oligonycleotide probe ที่แตกต่างกันไม่มีผลต่อค่า optical density   แต่
อย่างไรก็ตามปัญหาที่พบได้แก่การมี non specific เกิดข้ึนในหลุ่มที่ไม่มีดีเอ็นเอ โดยหลังจากท าการหาสภาวะ
ต่างๆเช่น ปริมาณ BSA ที่ใช้ในการ blocking หรือเวลาที่ใช้ในการ coat  streptavidin ลงบน ELISA plate เป็น
ต้น ก็ไม่สามารถแก้ปัญหา การเกิด non specific ได้และจากการทดลองท าให้ผู้วิจัยคิดว่าสาเหตุอาจเกิดจากตัว 
oligonucleotide probe เอง เพราะในระบบที่มี oligonucleotide probe แต่ไม่มีดีเอ็นเอจะมีค่า optical 
density ที่สูง แต่อย่างไรก็ตามเนื่องจากน้ ายาที่ใช้ในการท าเทคนิค ELISA มีความหลากหลายและมีการใช้เวลาใน
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การสั่งซื้อจึงท าให้เมื่อครบก าหนดเวลาการท าวิจัยจึงยังไม่สามารถแก้ปัญหา non specific ได้ทันเวลาจึงยังไม่มี
การน าเทคนิค ELISA มาตรวจกับตัวอย่างจริงจนกว่าจะสามารถแก้ปัญหา non specific ได้ 
 
การวิเคราะห์ผล 
      ผลที่ได้จะพบว่าเทคนิค indirect ELISA ยังพบมี non specific เกิดข้ึน ส่วน sandwich ELISA ไม่พบว่า
มีปฏิกิริยาเกิดขึ้น ผู้วิจัยวิเคราะห์ปัญหาที่อาจเป็นสาเหตุ ดังนี้ 
1. กรณ ีindirect ELISA จากการทดลองผู้วิจัยตั้งสมมติฐานว่าเกิดจาก oligonucleotide probe ขนาด 50 
base pairs อาจมีการใช้หมู่ cytosine ที่มี methyl group ในกระบวนการสังเคราะห์เส้น nucleotide ซ่ึงทาง
ผู้วิจัยจะท าการสอบถามข้อมูลเพิ่มเติมจากบริษัทที่สั่งสังเคราะห์ และเตรียมการที่จะสั่ง oligonucleotide probe 
ใหม่ 
2. กรณ ี sandwich ELISA อาจเกิดจากปัญหาการ coat anti-5-methylcytosine บน ELISA plate ซ่ึง
อาจจะไม่มีแอนติบอดีเกาะอยู่บน ELISA plate หรือมีปริมาณแอนติบอดีท่ีน้อยเกินไป 
 
แนวทางการวิจัยต่อไป   

1. สั่ง oligonucleotide เส้นใหม่พร้อมสอบถามรายละเอียดการสังเคราะห์เส้น oligonucleotide เพ่ือ
ป้องกันการมีหมู่ methyl  ใน probe 

2. ท าการตัดดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ก่อนน ามาจับกับ oligonucleotide probe เพ่ือลดโอกาสที่ anti-5-
methylcytosine จะจับกับหมู่ methyl ตรงต าแหน่งอื่นๆท่ีไม่ใช่ยีน HPV ในกรณีที่ไวรัสมีการแทรกจีโนมเข้าสู่
โครโมโซมของคน 

3. ควรท าการผลิตแอนติบอดีจ าเพาะต่อหมู่ methyl เองทั้ง polyclonal และ monoclonal antibody จะ
ท าให้ลดค่าใช้จ่ายได้สูง  เป็นการลดต้นทุนการผลิต   

4. เนื่องจากการวิจัยนี้ทดสอบหลักการของการทดสอบเท่านั้น ซึ่งยังไม่ประสบผลส าเร็จแต่อย่างไรก็ ตามยังมี
โอกาสในการพัฒนา และท าการทดสอบกับตัวอย่างสิ่งส่งตรวจต่อไป 



 
49 

 

บทสรุปการวิเคราะห์ภาพรวมของแผนงาน 

            การตรวจกรองมะเร็งปากมดลูกในปัจจุบันใช้การตรวจทางเซลล์วิทยา เพ่ือระบุระยะของโรค และยังมีการ
ทดสอบเพ่ิมการตรวจหาเชื้อ  HPV16/18 และไวรัสความเสี่ยงสูงชนิดอื่นๆอีก 14 ชนิด เพ่ือวินิจฉัยการติดเชื้อ
ไวรัสแปปิโลมาเท่านั้น แต่ยังไม่มีการทดสอบใดที่ไม่สามารถพยากร ณ์โอกาสของการเป็นโรคมะเร็งได้ ทางผู้วิจัย
เห็นว่าควรมีการน าการทดสอบที่จ าเพาะที่สามารถจ าแนกได้ว่าผู้หญิงที่มีความเสี่ยงต่อการมีเซลล์ผิดปกต ิ หรือ
พัฒนาไปเป็นมะเร็งออกจากกลุ่มท่ีมีความเสี่ยงต่ า การตรวจโปรตีนก่อมะเร็งของไวรัส HPV กลุ่มท่ีมีความเสี่ยงสูง 
เช่น โปรตีน E6   หรือการตรวจภาวะเมธิเลชั่นของยีน L1 เป็นตัวชี้วัดทางชีวภาพที่มีความจ าเพาะกับเซลล์ผิดปกติ     

 งานวิจัยนี้ได้ท าการพัฒนาวิธีการตรวจหาโปรตีนจ าเพาะของ HPV16E6 ด้วยวิธี Lateral flow 
immnochromatography โดยใช้อนุภาคนาโนทองค าในการตรวจจับร่วมกับแอนติบอดีได้เป็นผลส าเร็จ โดยมี
การเพ่ิมความไวด้วยการเคลือบโปรตีนจีที่อนุภาคนาโนทองค า ซึ่งการพัฒนานี้สามารถหาสภาวะและทดสอบ
ตรวจจับโปรตีนบริสุทธิ์ HPV16E6 ได้ที่ปริมาณ 312.5 นาโนกรัม ในเวลา 15 นาที เมื่อท าการทดสอบกับตัวอย่าง
สิ่งส่งตรวจ พบว่ามีความจ าเพาะต่อ HPV16 สูง แต่ความไวในการตรวจยังไม่เป็นที่น่าพอใจ ซึ่งพิจารณาว่าน่าจะมี
สาเหตุจากตัวอย่างท่ีน ามาใช้คุณภาพไม่เหมาะสม   

            นอกจากนี้ยังได้มีความพยายามในการพัฒนาวิธีการตรวจการเกิดภาวะเมธิลเลชั่นบริเวณยีน L1 ของเชื้อ 
HPV16 และพบว่าต าแหน่ง  CpG 5600 และ 5609  มีค่าสูงในเซลล์มะเร็งปากมดลูก (cancerous leson) แต่มี
ค่าต่ าในกลุ่มภาวะก่อนเป็นมะเร็ง (pre-cancerous lesions)  ดังนั้นจึงควรน าการตรวจที่มีความจ าเพาะที่
สามารถแยกภาวะเซลล์ผิดปกติระดับรุนแรงกับระดับต่ ามาตรวจร่วมกับการตรวจหาเชื้อ HPV16/18 และไวรัส
ความเสี่ยงสูงชนิดอื่นๆอีก 14 ชนิด ร่วมกับการตรวจวินิจฉัยทางเซลล์วิทยา (Pap smear) เพ่ือที่จะลดจ านวน
ผู้หญิงที่ต้องมาท า colposcopy ลงและลดระยะความถี่ของการที่ต้องมาตรวจซ้ า 

          อย่างไรก็ตามเนื่องจากเทคนิค ELISA ยังพบมีผลบวกปลอมเกิดข้ึน แม้ทางผู้วิจัยได้พยายามปรับขั้นตอน
การท า รวมทั้งองค์ประกอบของน้ ายาที่ใช้ เพ่ือลดการเกิดผลบวกปลอมดังกล่าว ทั้งนี้ผู้วิจัยจะพยายาม หาสาเหตุ
และแก้ไขต่อไป นอกจากนี้เทคนิค  ELISA ระบบอ่ืนๆ จะถูกน ามาพัฒนาเพื่อให้ได้วิธีการตรวจภาวะเมธิลเลชั่นของ
ยีน L1 ที่เหมาะสมที่สุดต่อไป 

        ส าหรับการพัฒนา strip ทีม่ีกระบวนการตรวจกับตัวอย่างที่รวดเร็วกว่าวิธี ELISA ยังคงต้องมีการประเมิน
ความไว และความจ าเพาะของการทดสอบ กับตัวอย่างคนไข้ทีจ่ านวนมากกว่านี้ และเน้นกระบวนการเก็บตัวอย่าง
จากคนไข้โดยตรง เพ่ือน ามาตรวจในทันทีอาจจะช่วยเพิ่มความไวในการทดสอบ เนื่องจากตัวอย่างที่ใ ช้ในปัจจุบัน
เป็นตัวอย่างที่เหลือจากงานประจ า Pap smear และการตรวจหาเชื้อ HPV16/18  
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ตารางสรุปภาพรวมการด าเนินโครงการ 

 

โครงการ 
ผลผลิต 

ผลลัพธ์ 
เชิงปริมาณ เชิงคุณภาพ 

โครงการย่อยที่ 1 ชุดตรวจแอนติเจน 
HPV-16E6 
ต้นแบบ  1  ชุด 

ต้นแบบชุดตรวจ
แอนติเจน HPV-16E6  

1. ต้นแบบชุดตรวจแอนติเจน HPV16E6 
ที่มีความไวในการตรวจจับโปรตีนบริสุทธิ์
ที่ ไม่น้อยกว่า 312.5 นาโนกรัมในเวลา 
15 นาที และมีความจ าเพาะต่อ HPV16  

2. ผลการประเมินคุณภาพชุดตรวจที่
พัฒนาขึ้นกับตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ ได้ความ
ไวในการตรวจในตัวอย่างมะเร็ง ร้อยละ 
40  CIN3 ร้อยละ 22.22  CIN2 ร้อยละ 
50 CIN1 ร้อยละ 28.6 และกลุ่ม 
inflammation และ AS-CUS ร้อยละ 
18.18 

โครงการย่อยที่ 2 รายงานการวิจัย
จ านวน 1 เล่ม 

1.วิธีการตรวจเมธิล
เลชั่นของยีน L1 โดยวิธี 
ELISA  

2.บทความตีพิมพ์
เผยแพร่ในวารสาร 

1. รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ์ 

2. ภาวะเมธิเลชั่นของยีน L1 ของเชื้อ 
HPV16 ในตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกที่มี
ความผิดปกติระดับต่างๆ จ านวน 100 
ตัวอย่างโดยพบว่าต าแหน่ง CpGs 5600 
และ 5609 มีค่าภาวะเมธิเลชั่นในระดับที่
สูงมากในเซลล์มะเร็งปากมดลูกเมื่อเทียบ
กับเซลล์ปกติและ CIN1 

3. ในขณะนี้ทางผู้วิจัยยังไม่ประสบ
ผลส าเร็จในการพัฒนาเทคนิค ELISA แต่
ผู้วิจัยจะมุ่งม่ังท าการพัฒนา ค้นคว้าให้
ประสบผลส าเร็จในที่สุด 
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