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บทคัดย่อ
	 มะเร็งปากมดลูกมีอุบัติการณ์ตรวจพบมากที่สุดในประเทศไทย การตรวจคัดกรองที่ประยุกต์ใช้ ใช้การวัด

การแสดงออกของยีน E6 และ E7 ของเชื้อ Human papilloma viruses (HPV E6/E7 mRNA test) สามารถ

บ่งชี้ถึงความเสี่ยงโรคมะเร็งก่อนที่เซลล์พัฒนาไปเป็นเซลล์มะเร็ง (pre-cancerous)ผลการวิจัยระยะที่ 1ได้ศึกษา

ความสัมพันธ์ของ  HPV E6/E7 mRNA  test กับ วิธี Pap smearในหญิงอาชีพขายบริการ จังหวัดเชียงใหม่ 

จ�ำนวน 100 ราย พบว่าให้ผล pap smear ผิดปกติทั้งสิ้น 5 ราย และให้ผล HPV E6/E7 mRNA สูงเกินค่าปกติ  

33 ราย ซึ่งไม่พบความสัมพันธ์ทางสถิติระหว่างการตรวจทั้งสองวิธี

	 วตัถปุระสงค์ เพือ่ตดิตามความผดิปกตขิองเซลล์ทีจ่ะพฒันาไปเป็นเซลล์มะเรง็ปากมดลกูในสตรทีีใ่ห้ผลบวก

จาก HPV E6/E7 mRNA test ในการศึกษาปี พ.ศ. 2555 ด้วยวิธี pap smear เพื่อประเมินความเสี่ยงของเซลล์

ที่จะพัฒนาไปเป็นมะเร็งปากมดลูกในสตรีที่มี HPV E6/E7 mRNA สูงกว่าปกติ

	 วธิกีารศกึษา เกบ็ตวัอย่างเซลล์ขดูปากมดลกูในชุดเกบ็รกัษาเซลล์ชนดิของเหลว ณ งานสาธติบรกิารกามโรค 

ส�ำนักงานป้องกันควบคุมโรคท่ี 10 เชียงใหม่ น�ำส่งตรวจด้วยวิธี pap smear ที่ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะ

แพทยศาสตร์ มหาวทิยาลัยเชียงใหม่ ใช้สถติ ิChi – square ในการทดสอบสมมตุฐิาน ความสมัพนัธ์ระหว่างปรมิาณ

การแสดงออกของ HPV E6/E7 mRNA ในเซลล์ตัวอย่างขูดปากมดลูกกับวิธี pap smear  

	 ผลการศึกษา ตัวอย่างเซลล์ส่งตรวจในกลุ่มตัวอย่างทั้ง 2 กลุ่มให้ผลทดสอบหาความผิดปกติของเซลล์ที่จะ

พัฒนาเป็นมะเร็งได้เป็นปกติเหมือนกันทุกราย 

	 สรุป วิจารณ์ ข้อเสนอแนะ การแสดงออกของ E6/E7 mRNA สัมพันธ์กับความผิดปกติของเซลล์ แต่ระยะ

เวลาในการพัฒนาท�ำให้เซลล์เกิดเปลี่ยนแปลงไปเป็นระยะก่อนมะเร็ง (HSIL) และมะเร็ง ใช้เวลาแตกต่างกันตั้งแต่ 

2-10 ปี ซึ่งยังไม่สามารถอธิบายกลไกได้ การติดตามกลุ่มเสี่ยงด้วย Pap smear ในการศึกษาครั้งนี้ใช้เวลาเพียง  

1 ปี จึงควรมีการติดตามอาสาสมัครกลุ่มเสี่ยงต่อไป 

ค�ำส�ำคัญ : Pap smear    HPV E6/E7 mRNA test   เซลขูดปากมดลูก  มะเร็งปากมดลูก
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Abstract
	 Cervical cancer is a significant public health problem among married women which requires 

a sensitive screening method. Human papilloma viruses E6/E7 mRNA (HPV E6//E7 mRNA) is 

proposed as a potential marker to indicate potentially pre-cancerous changes before pathological 

alteration. In 2012, we compare HPV E6//E7 mRNA prevalence in 100 sex workers to conventional 

pap smear positive prevalence. We found 5 subjects with positive pap smear and 33 subjects 

with positive HPV E6/E7 mRNA. We did not found any statistic relation between these methods. 

However, HPV E6/E7 mRNA possibly an early detection of pre-cancerous changes before it is 

detected by using pap smear method. 

Objective:We monitored the prevalence of pre-cancerous changes using pap smear among 33 

subjects who showed HPV E6/E7 mRNA positive in 2012 survey compared to those in 33 subjects 

with negative HPV E6/E7 mRNA. 

	 Method: Liquid based cervical cytology specimens were collected at The Office of Diseases 

and Prevention Control 10 Chiang Mai. The pap smear was processed at Department of Pathology, 

Faculty of Medicine, Chiang Mai University at month 6 and month 12.  Chi-square was use to 

compare the prevalence of pap smear positive between HPV E6/E7 mRNA positive and negative 

groups. 

	 Result and Conclusion: We did not find any pap smear positive subjects in both positive 

and negative HPV E6/E7 mRNA groups. The relation between HPV E6/E7 result and pap smear 

result could not observed in this study. The follow up period in this study  to observe changing 

of the tissue among HPV E6/E7 mRNA subjects take 1 year but the changing of the tissue from 

normal to be cancer tissue take the different time during 2 to 10 years. Therefore, we suggest 

to extend the follow up period for determination of a cervical cancer prevalence among HPV 

E6/E7 mRNA positive subjects.  

Keywords : Pap Smear, HPV E6/E7 mRNA Test, Cervical Cells, Cervix Cancer

บทนำ�
	 มะเรง็ปากมดลกูเป็นปัญหาส�ำคญัทางสาธารณสขุ

ของประเทศไทย  เป็นมะเร็งที่พบมากที่สุดของสตรี โดย

มอีบุตักิารณ์ปรับมาตรฐานตามอาย ุ(age standardized 

rate) 19.8 ต่อประชากร 100,000 คนต่อปี The 

International Agency for Research on Cancer 

(IARC) รายงานว่าประเทศไทยมีผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูก

ใหม่ปีละ 6,243 รายและเสยีชวีติ 2,620 ราย อบุติัการณ์

ของมะเร็งปากมดลกูทัว่โลก พบสงูถงึเกอืบ 500,000 ราย

ต่อปี และมีผู้ป่วยเสียชีวิตมากกว่า 270,000 รายต่อปี 

	 พบว ่ าการติด เชื้ อ  oncogen ic  Human 

papillomaviruses (HPV) เป็นสาเหตุเริ่มต้นที่ส�ำคัญ

ที่สุด เซลล์ติดเช้ือค่อย ๆ เปล่ียนแปลงกลายเป็นเซลล์

มะเร็ง โดยมปัีจจยัร่วมท่ีเหมาะสม เช่นปัจจยัภายในโฮสต์

เองและสภาพแวดล้อม ซึง่เป็นระยะเวลานาน อาจถงึ 10 

ปี ผูป่้วยทีไ่ด้รบัการตรวจยนืยนัว่าเป็น cervical cancer 

(SIL หรือ CIN) พบว่า เกิดจากการติดเชื้อ HPV 99% 

อุ บัติการณ ์ของการติดเช้ือ HPV เกิดจากการมี 

เพศสมัพนัธ์ พบสงูทีส่ดุในเพศหญงิวยัเจรญิพนัธุ ์(นวุฒัน์ 

บาริศรี 2554) โดยเช้ือเข้าไปทางรอยแตกเล็ก ๆ ของ 
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เซลผิวหนังหรือ mucosa เชื้อ High risk strains HPV 

สามารถ integrate viral DNA เข้าไปใน host genome  

หลังจากนั้น viral genes (โปรตีน E6, E7) จะ over-

expressed โปรตีน E6 และ E7 จะท�ำให้ HPV เป็น

สาเหตุของการเกิด cancer โดยไปยับยั้ง activity ของ 

key tumor suppressors

	 ผลจากการด�ำเนนิโครงการเรือ่ง “การศกึษาความ

สัมพันธ์ของ การตรวจพบ HPV E6/E7 mRNA  ในเซลล์

ขูดปากมดลูก กับ พยาธิสภาพที่สัมพันธ์กับมะเร็งปาก

มดลูกของเซลล์ขูดปากมดลูก (Pap smear) ในหญิง

อาชีพขายบรกิาร ในเขตเมอืงจงัหวดัเชียงใหม่” (เจยีรนยั 

ขนัตพิงศ์ 2556)   กลุม่ประชากรทีศ่กึษาได้แก่หญงิอาชีพ

บรกิารในจงัหวดัเชียงใหม่  โดยท�ำการศกึษาทัง้หมด 100 

ราย ผลการด�ำเนินการวิจัยระยะที่ 1 ดังแสดงในแผนภูมิ

ที่ 1 (เจียรนัย ขันติพงศ์ 2556) 

แผนภูมิที่ 1 

                    A                                              B                                            C

อาสาสมัครหญิงอาชีพบริการ 100 ราย

Pap smear ปกติ  95 ราย เซลมีความผิดปกติระยะต้น 

(LSIL) 1 ราย

เซลมีลักษณะผิดปกติแต่ยังไม่

แน่ชัด (ASC-US) 3 ราย

 มีโอกาสพบพยาธิสภาพสูง 

(ASC-H) 1 ราย

HPV E6/E7 mRNA  positive 

32 ราย

 HPV E6/E7 mRNA  positive 1 

ราย

HPV E6/E7 mRNA  negative 

ทั้ง 4 ราย

จากแผนภูมิที่ 1พบว่าในอาสาสมัคร 100 รายมีผลการ

ตรวจทางห้องปฏิบัติการดังนี้ Box A ผล pap smear 

ปกติ 95 รายพบ HPV E6/E7 mRNA positive 32 ราย 

และ Box B ผล pap smear เป็น LSIL 1 รายและ HPV 

E6/E7 mRNA positive Box C ผล pap smear เป็น 

Atypical squamous cells of undetermined 

significance (ASC-US) จ�ำนวน 3 ราย Atypical 

squamous cells cannot exclude HSIL (ASC-H) 

จ�ำนวน 1 ราย ไม่พบ HPV E6/E7 mRNA ที่ผิดปกติ  

	 จากจ�ำนวนอาสาสมัคร 100 ราย ให้ผล pap 

smear ผิดปกติทั้งสิ้น 5 ราย ให้ผล HPV E6/E7 mRNA  

positive 33 ราย ดังนั้นในการวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์

ในติดตามอาสาสมัครที่ให้ผลการตรวจเซลขูดปากมดลูก

ผิดปกติจาก HPV E6/E7 mRNA test ครั้งก่อน  

(เจยีรนยั ขนัตพิงศ์ 2556) จ�ำนวน 33 ราย และเพิม่อาสา

สมัครที่ให้ผล HPV E6/E7 mRNA negative 33 ราย

จากครั้งก่อนเป็นกลุ่ม control  เพื่อประเมินความผิด

ปกตขิองเซลทีจ่ะพฒันาไปเป็นมะเรง็ปากมดลกูในสตรทีี่

ให้ผลบวกจาก HPV E6/E7 mRNA test ด้วย pap 

smear เพิ่มเติมจากระบบปกติ ซึ่งมีการตรวจ pap 

smear ปีละ 1 ครั้งเป็น 6 เดือนครั้ง (ปีละ 2 ครั้ง)
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ผลการตรวจหา HPV E6/E7 mRNA จากด�ำเนินการวิจัยระยะที่ 1 (เจียรนัย ขันติพงศ์ 2556)

 4 

 
 
 
                A                                   B                                                C 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
จากแผนภูมิที่ 1พบว่าในอาสาสมัคร 100 รายมีผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการดังนี้ Box A  ผล pap smear 
ปกติ 95 รายพบ HPV E6/E7 mRNA  positive  32 ราย และ Box B ผล pap smear เป็น LSIL 1 รายและ 
HPV E6/E7 mRNA positive Box C ผล pap smear เป็น Atypical squamous cells of undetermined 
significance (ASC-US) จ านวน 3 ราย  Atypical squamous cells cannot exclude HSIL (ASC-H) 
จ านวน 1 ราย ไม่พบ HPV E6/E7 mRNA ที่ผิดปกติ   
 จากจ านวนอาสาสมัคร 100 ราย ให้ผล pap smear ผิดปกติทั้งสิ้น 5 ราย ให้ผล HPV E6/E7 mRNA  
positive  33 ราย ดังนั้นในการวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์ในติดตามอาสาสมัครที่ให้ผลการตรวจเซลขูดปาก
มดลูกผิดปกติจาก HPV E6/E7 mRNA test ครั้งก่อน (เจียรนัย ขันติพงศ์ 2556) จ านวน 33 ราย และเพ่ิม
อาสาสมัครที่ให้ผล HPV E6/E7 mRNA negative 33 รายจากครั้งก่อนเป็นกลุ่ม control  เพ่ือประเมินความ
ผิดปกติของเซลที่จะพัฒนาไปเป็นมะเร็งปากมดลูกในสตรีที่ให้ผลบวกจาก HPV E6/E7 mRNA test ด้วย pap 
smear เพ่ิมเติมจากระบบปกติ ซึ่งมีการตรวจ pap smear ปีละ 1 ครั้งเป็น 6 เดือนครั้ง (ปีละ 2 ครั้ง) 
 

ผลการตรวจหา HPV E6/E7 mRNA จากด าเนินการวิจัยระยะท่ี 1 (เจียรนัย ขันติพงศ์ 2556) 
 
 
 
 
 
 

อาสาสมคัรหญิงอาชีพบริการ 100 ราย 

Pap smear 
ปกติ 95 ราย 

เซลมีลกัษณะผิดปกติแตย่งัไมแ่นช่ดั 
(ASC-US) 3 ราย 
 มีโอกาสพบพยาธิสภาพสงู (ASC-H) 1 
ราย 

HPV E6/E7 mRNA 
negative ทัง้ 4 ราย 
 

HPV E6/E7 mRNA 
positive 32 ราย 

เซลมีความผิดปกติระยะต้น 
(LSIL) 1 ราย 

 HPV E6/E7 
mRNA positive 1 
ราย 

W1 W2 

รูปที่ 1 ผลการตรวจหา HPV E6/E7 mRNA ด้วยเครื่อง flow cytometerที่ให้ผล positive (E6E7 Cells % of  

vis = 2.6%)

 5 

 
 
 
 
 

รูปที่ 1 ผลการตรวจหา HPV E6/E7 mRNA ด้วยเครื่อง flow cytometerที่ให้ผล positive (E6E7 Cells % 
of vis = 2.6%) 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
รูปที่ 2 ผลการตรวจหา HPV E6/E7 mRNA ด้วยเครื่อง flow cytometer ที่ให้ผล negative (E6E7 Cells % 
of vis = 0.7%) 
เพ่ือติดตามความผิดปกติของเซลท่ีจะพัฒนาไปเป็นมะเร็งปากมดลูกในสตรีที่ให้ผลบวกจาก HPV E6/E7 
mRNA test ด้วย pap smear และเป็นทางเลือกในการใช้ HPV E6/E7 mRNA test เป็นวิธีตรวจคัดกรอง
มะเร็งปากมดลูก เพ่ือประโยชน์สูงสุดของการพัฒนาประสิทธิภาพการตรวจทางห้องปฏิบัติการ ดังน้ันใน
การศึกษาครั้งนี้จึงมีข้ันตอนด าเนินการดังนี้ 
 การติดตามอาสาสมัครเป็นกลุ่มที่จะถูกศึกษา การพัฒนาของการเกิดโรคมะเร็งปากมดลูก จึงมีความ
จ าเป็นต้องหากลุ่มที่ให้ผลลบ ในจ านวนที่มีขนาดเท่ากันหรือไม่แตกต่างกันมาก ในการวิจัยครั้งนี้จึงมี 2 กลุ่มคือ 
คือ กลุ่มที่มีผล HPV E6/E7 mRNA สูงกว่าค่าปกติ  ทุกราย จ านวน 33 ราย และอาสาสมัครกลุ่มควบคุม ที่มี
ผล HPV E6/E7 mRNA อยู่ในช่วงปกติ 33 ราย โดยอาสาสมัครทั้งสองกลุ่ม จะได้รับการติดตามความผิดปกติ
ของเซลขูดปากมดลูกด้วย pap smear ทุก 6 เดือน (2 ครั้ง) เป็นเวลา 1 ปี หากพบความผิดปกติของเซลขูด
ปากมดลูกของอาสาสมัครที่มีการพัฒนาเป็นเซลมะเร็ง จึงจะได้รับการตัดชิ้นเนื้อไปตรวจด้วยวิธีย้อมพิเศษและ
หากเห็นลักษณะของปากมดลูกที่ผิดปกติและแพทย์สูตินรีเวชมีความเห็นว่าจ าเป็นต้องตัดชิ้นเนื้อจึงจะมีการตัด
ชิ้นเนื้อเฉพาะรายนั้น ๆ (แนวทางการตรวจวินิจฉัยและรักษาโรคมะเร็งปากมดลูกของประเทศไทย 2550) 
 
วัสดุและวิธีการ 

W1 W2 

รูปที่ 2 ผลการตรวจหา HPV E6/E7 mRNA ด้วยเครื่อง flow cytometer ที่ให้ผล negative (E6E7 Cells % of  

vis = 0.7%)

	 เพ่ือติดตามความผดิปกตขิองเซลทีจ่ะพฒันาไปเป็น

มะเร็งปากมดลูกในสตรีที่ให้ผลบวกจาก HPV E6/E7 

mRNA test ด้วย pap smear และเป็นทางเลือกในการ

ใช้ HPV E6/E7 mRNA test เป็นวิธีตรวจคัดกรองมะเร็ง

ปากมดลูก เพื่ อประโยชน ์สู งสุดของการพัฒนา

ประสิทธิภาพการตรวจทางห้องปฏิบัติการ ดังนั้นในการ

ศึกษาครั้งนี้จึงมีขั้นตอนด�ำเนินการดังนี้

	 การตดิตามอาสาสมคัรเป็นกลุม่ทีจ่ะถูกศกึษา การ

พฒันาของการเกดิโรคมะเรง็ปากมดลกู จงึมคีวามจ�ำเป็น

ต้องหากลุม่ทีใ่ห้ผลลบ ในจ�ำนวนท่ีมขีนาดเท่ากนัหรอืไม่

แตกต่างกนัมาก ในการวจิยัครัง้นีจ้งึม ี2 กลุม่คอื คอื กลุม่

ที่มีผล HPV E6/E7 mRNA สูงกว่าค่าปกติ ทุกราย 

จ�ำนวน 33 ราย และอาสาสมคัรกลุม่ควบคมุ ทีม่ผีล HPV 

E6/E7 mRNA อยู่ในช่วงปกติ 33 ราย โดยอาสาสมัคร

ทั้งสองกลุ่ม จะได้รับการติดตามความผิดปกติของเซล 

ขดูปากมดลกูด้วย pap smear ทกุ 6 เดอืน (2 ครัง้) เป็น

เวลา 1 ปี หากพบความผิดปกตขิองเซลขูดปากมดลูกของ

อาสาสมัครที่มีการพัฒนาเป็นเซลมะเร็ง จึงจะได้รับการ

ตดัชิน้เนือ้ไปตรวจด้วยวธิย้ีอมพิเศษและหากเหน็ลกัษณะ

ของปากมดลกูทีผ่ดิปกตแิละแพทย์สติูนรเีวชมคีวามเหน็
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การติดตามหาความผิดปกติของเซลขูดปากมดลูกที่จะพัฒนาไปเป็นมะเร็งปากมดลูก
ในสตรีที่ให้ผลบวกจาก HPV E6/E7 mRNA test ในจังหวัดเชียงใหม่โดยใช้วิธี pap smear

วารสารสาธารณสุขล้านนา ปีที่ 11 ฉบับที่ 1

ว่าจ�ำเป็นต้องตดัชิน้เนือ้จงึจะมกีารตดัชิน้เนือ้เฉพาะราย

น้ัน ๆ  (แนวทางการตรวจวนิจิฉยัและรกัษาโรคมะเรง็ปาก

มดลูกของประเทศไทย 2550)

วัสดุและวิธีการ
1. กลุ่มตัวอย่างที่จะศึกษา 

	 กลุ่มตัวอย่างที่ต้องการเป็นหญิงอาชีพบริการท่ีมี

ผลการตรวจหา HPV E6/E7 mRNA สูงเกินค่าปกติ 

จ�ำนวน 33 ราย และ อยู่ในช่วงปกติ จ�ำนวน 33 รายใช้

ตัวอย่างส่ิงส่งตรวจเป็น Liquid based cervical 

cytology specimens ซ่ึงอยูภ่ายใต้การควบคมุดแูลของ 

แพทย์ผู้เชี่ยวชาญเฉพาะทาง ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะ

แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ส่วนการท�ำ 

colposcope เฉพาะกรณีที่พบว่าผล pap smear ผิด

ปกติและหากเห็นลักษณะของปากมดลูกที่ผิดปกติและ

แพทย์สตูนิรเีวชมคีวามเห็นว่าจ�ำเป็นต้องตดัช้ินเนือ้จงึจะ

มกีารท�ำเฉพาะรายนัน้ ๆ  ตาม “แนวทางการตรวจวนิจิฉยั

และรักษาโรคมะเร็งปากมดลูกของประเทศไทย 2550” 

จะส่งอาสาสมคัรไปท�ำที ่ภาควชิาสตูศิาสตร์ นรีเวชวทิยา 

คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ภายใต้การ

ควบคุมดูแลของแพทย์เฉพาะทาง  

	 การค�ำนวณขนาดตัวอย่าง

	 ในการศึกษาระยะที่หนึ่งพบมีจ�ำนวน อาสาสมัคร

ทีใ่ห้ผล HPV E6/E7 mRNA positive 33 ราย เพือ่เปรยีบ

เทียบประสิทธิภาพในการใช้เทคนิค flow cytometry 

ในการวินิจฉัย เลือกการศึกษาแบบ Cohort study โดย

คดัเลอืกอาสาสมคัรทีม่ผีล HPV E6/E7 positive จ�ำนวน  

28 ราย โดยค�ำนวณจาก สตูรค�ำนวณขนาดตวัอย่างแบบ 

Sample Size for a Test of Differences in 

Proportions; Fekel JF, et al. (2007) หน้า202

	 โดยมีผลการศึกษาที่ผ่านมาถึงอัตราการตรวจพบ

มะเรง็ปากมดลกูในอาสาสมคัรทีพ่บ HPV positive ของ 

Sorbye et.al. 2010 พบว่าในอาสาสมัครที่มี HPV 

positive มอีตัราการพบมะเรง็ปากมดลกู 57.7% ในขณะ

ทีอ่าสาสมคัรที ่HPV negative มอีตัราการพบมะเรง็ปาก

มดลูก 7.8% การส�ำรวจเพื่อให้ได้จ�ำนวนตัวอย่างท่ีมี

ความแตกต่างของสัดส่วนการเป็นมะเร็งปากมดลูก 

ระหว่างกลุ่ม HPV positive กับ HPV negative ที่ความ

เช่ือม่ัน 95% Confidence และ beta error เท่ากับ 

20% 
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1. กลุ่มตัวอย่างท่ีจะศึกษา  
กลุ่มตัวอย่างที่ต้องการเป็นหญิงอาชีพบริการที่มีผลการตรวจหา HPV E6/E7 mRNA  สูงเกินค่าปกติ 

จ านวน 33 ราย และ อยู่ในช่วงปกติ จ านวน 33 รายใช้ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจเป็น Liquid based cervical 
cytology specimens ซึ่งอยู่ภายใต้การควบคุมดูแลของ แพทย์ผู้เชี่ยวชาญเฉพาะทาง ภาควิชาพยาธิวิทยา 
คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ส่วนการท า colposcope เฉพาะกรณีที่พบว่าผล pap smear 
ผิดปกติและหากเห็นลักษณะของปากมดลูกที่ผิดปกติและแพทย์สูตินรีเวชมีความเห็นว่าจ าเป็นต้องตัดชิ้นเนื้อจึง
จะมีการท าเฉพาะรายน้ัน ๆ ตาม “แนวทางการตรวจวินิจฉัยและรักษาโรคมะเร็งปากมดลูกของประเทศไทย 
2550” จะส่งอาสาสมัครไปท าท่ี ภาควิชาสูติศาสตร์ นรีเวชวิทยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ 
ภายใต้การควบคุมดูแลของแพทย์เฉพาะทาง   

การค านวณขนาดตัวอย่าง 
 ในการศึกษาระยะที่หนึ่งพบมีจ านวน อาสาสมัครที่ให้ผล HPV E6/E7 mRNA positive 33 ราย เพ่ือ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการใช้เทคนิค flow cytometry ในการวินิจฉัย เลือกการศึกษาแบบ Cohort 
study โดยคัดเลือกอาสาสมัครที่มีผล HPV E6/E7 positive จ านวน  28 ราย โดยค านวณจาก   สูตรค านวณ
ขนาดตัวอย่างแบบ Sample Size for a Test of Differences in Proportions; Fekel JF, et al. (2007) 
หน้า202 
โดยมีผลการศึกษาท่ีผ่านมาถึงอัตราการตรวจพบมะเร็งปากมดลูกในอาสาสมัครที่พบ HPV positive ของ 
Sorbye et.al. 2010 พบว่าในอาสาสมัครที่มี HPV positive มีอัตราการพบมะเร็งปากมดลูก 57.7% ในขณะ
ที่อาสาสมัครที่ HPV negative มีอัตราการพบมะเร็งปากมดลูก 7.8% การส ารวจเพื่อให้ได้จ านวนตัวอย่างที่มี
ความแตกต่างของสัดส่วนการเป็นมะเร็งปากมดลูก ระหว่างกลุ่ม HPV positive กับ HPV negative ที่ความ
เชื่อมั่น 95% Confidence และ beta error เท่ากับ 20%  
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 เลือกสุ่มตัวอย่างเป็นสองเท่าของจ านวนที่ค านวณได้ เพ่ือให้ครอบคลุมความคาดเคลื่อนที่เกิดจากการ
สุ่ม ดังนั้น เลือกอาสาสมัครที่มีผล HPV E6/E7 positive จ านวน >28 ราย และเลือกกลุ่มควบคุม ที่มีผล HPV 
E6/E7 negative จ านวนมากกว่า 28 ราย 
 การติดตามอาสาสมัครเป็นกลุ่มที่จะถูกศึกษา progression of the disease จึงมีความจ าเป็นต้องหา
กลุ่ม negative control ในจ านวนที่มีขนาดเท่ากันหรือไม่แตกต่างกันมาก เนื่องจากงานวิจัยนี้อาจมี
อาสาสมัครที่ไม่สามารถติดตามได้สูงถึง 20% (สถิติจากงานสาธิตบริการกามโรค) จึงรับตัวอย่างเพ่ิม 20% จาก
กลุ่มละ 28 รายเป็นกลุ่มละ 33 ราย ในการวิจัยครั้งนี้จึงมี 2 กลุ่มคือ คือ กลุ่มท่ีมีผล HPV E6/E7 mRNA 
positive  ทุกราย จ านวน 33 ราย และอาสาสมัครกลุ่ม control ที่มีผล HPV E6/E7 mRNA negative 33 
ราย 
 
2. การเก็บตัวอย่างเซลขูดปากมดลูก 
ใช้ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจที่เป็น Liquid based cervical cytology specimens ThinPrep จ านวน 500 ul ใน
การตรวจวิเคราะห์ ขั้นตอนการเก็บตัวอย่างมีดังนี้ 

 นัดให้อาสาสมัครมาตรวจหลังจากเก็บตัวอย่างในงานวิจัยปี 2555 ไป 6 เดือนเป็นครั้งที่ 1 และนัด
อาสาสมัครมาครั้งที่ 2 หลังจากครั้งที่ 1 อีก 6 เดือน เตรียมตัวล่วงหน้าเช่น 
o ไม่ควรมีเพศสัมพันธ์ก่อนวันที่มาตรวจ 
o ไม่ควรท าความสะอาดภายในช่องคลอดก่อนตรวจ 2-4 ชั่วโมง  
o ไม่ใช้ยาเหน็บช่องคลอดก่อนตรวจ 24 ชั่วโมง 
o ไม่เป็นประจ าเดือน 

 เก็บตัวอย่างเซลล์ขูดปากมดลูกโดยพยาบาลวิชาชีพประจ าศูนย์กามโรคที่มีประสบการณ์ได้รับการ
ฝึกอบรมมาแล้ว เก็บตัวอย่างไว้ในตู้เย็นและส่งตัวอย่างไปตรวจทางห้องปฏิบัติการ   

เก็บข้อมูลประวัติกลุ่มตัวอย่าง 
o ข้อมูลทั่วไป  
o ข้อมูลประวัติ/การตรวจร่างกาย 

อ่านผลการตรวจ pap smear โดยแพทย์เฉพาะทาง  
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E6/E7 negative จ านวนมากกว่า 28 ราย 
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อาสาสมัครที่ไม่สามารถติดตามได้สูงถึง 20% (สถิติจากงานสาธิตบริการกามโรค) จึงรับตัวอย่างเพ่ิม 20% จาก
กลุ่มละ 28 รายเป็นกลุ่มละ 33 ราย ในการวิจัยครั้งนี้จึงมี 2 กลุ่มคือ คือ กลุ่มท่ีมีผล HPV E6/E7 mRNA 
positive  ทุกราย จ านวน 33 ราย และอาสาสมัครกลุ่ม control ที่มีผล HPV E6/E7 mRNA negative 33 
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2. การเก็บตัวอย่างเซลขูดปากมดลูก 
ใช้ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจที่เป็น Liquid based cervical cytology specimens ThinPrep จ านวน 500 ul ใน
การตรวจวิเคราะห์ ขั้นตอนการเก็บตัวอย่างมีดังนี้ 

 นัดให้อาสาสมัครมาตรวจหลังจากเก็บตัวอย่างในงานวิจัยปี 2555 ไป 6 เดือนเป็นครั้งที่ 1 และนัด
อาสาสมัครมาครั้งที่ 2 หลังจากครั้งที่ 1 อีก 6 เดือน เตรียมตัวล่วงหน้าเช่น 
o ไม่ควรมีเพศสัมพันธ์ก่อนวันที่มาตรวจ 
o ไม่ควรท าความสะอาดภายในช่องคลอดก่อนตรวจ 2-4 ชั่วโมง  
o ไม่ใช้ยาเหน็บช่องคลอดก่อนตรวจ 24 ชั่วโมง 
o ไม่เป็นประจ าเดือน 

 เก็บตัวอย่างเซลล์ขูดปากมดลูกโดยพยาบาลวิชาชีพประจ าศูนย์กามโรคที่มีประสบการณ์ได้รับการ
ฝึกอบรมมาแล้ว เก็บตัวอย่างไว้ในตู้เย็นและส่งตัวอย่างไปตรวจทางห้องปฏิบัติการ   

เก็บข้อมูลประวัติกลุ่มตัวอย่าง 
o ข้อมูลทั่วไป  
o ข้อมูลประวัติ/การตรวจร่างกาย 

อ่านผลการตรวจ pap smear โดยแพทย์เฉพาะทาง  

N = 13.854≈14X2=28

	 เลือกสุ่มตวัอย่างเป็นสองเท่าของจ�ำนวนทีค่�ำนวณ

ได้ เพื่อให้ครอบคลุมความคาดเคลื่อนที่เกิดจากการสุ่ม 

ดังนั้น เลือกอาสาสมัครที่มีผล HPV E6/E7 positive 

จ�ำนวน >28 ราย และเลอืกกลุม่ควบคมุ ทีม่ผีล HPV E6/

E7 negative จ�ำนวนมากกว่า 28 ราย

	 การติดตามอาสาสมัครเป็นกลุ่มที่จะถูกศึกษา 

progression of the disease จึงมีความจ�ำเป็นต้องหา

กลุ่ม negative control ในจ�ำนวนที่มีขนาดเท่ากันหรือ

ไม่แตกต่างกันมาก เนื่องจากงานวิจัยนี้อาจมีอาสาสมัคร

ที่ไม่สามารถติดตามได้สูงถึง 20% (สถิติจากงานสาธิต

บรกิารกามโรค) จงึรบัตวัอย่างเพิม่ 20% จากกลุม่ละ 28 

รายเป็นกลุ่มละ 33 ราย ในการวิจัยครั้งนี้จึงมี 2 กลุ่มคือ 

คือ กลุ่มที่มีผล HPV E6/E7 mRNA positive ทุกราย 

จ�ำนวน 33 ราย และอาสาสมัครกลุ่ม control ที่มีผล 

HPV E6/E7 mRNA negative 33 ราย

2. การเก็บตัวอย่างเซลขูดปากมดลูก

	 ใช้ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจที่เป็น Liquid based 

cervical cytology specimens ThinPrep จ�ำนวน 500 

ul ในการตรวจวิเคราะห์ ขั้นตอนการเก็บตัวอย่างมีดังนี้
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	 - นัดให้อาสาสมัครมาตรวจหลังจากเก็บตัวอย่าง

ในงานวจิยัปี 2555 ไป 6 เดอืนเป็นคร้ังที ่1 และนดัอาสา

สมัครมาครั้งที่ 2 หลังจากครั้งที่ 1 อีก 6 เดือน เตรียมตัว

ล่วงหน้าเช่น

	 o	 ไม่ควรมีเพศสัมพันธ์ก่อนวันที่มาตรวจ

	 o	 ไม่ควรท�ำความสะอาดภายในช่องคลอดก่อน

ตรวจ 2-4 ชั่วโมง 

	 o	 ไม่ใช้ยาเหน็บช่องคลอดก่อนตรวจ 24 ชั่วโมง

	 o	 ไม่เป็นประจ�ำเดือน

	 -	 เก็บตัวอย่างเซลล์ขูดปากมดลูกโดยพยาบาล

วชิาชพีประจ�ำศนูย์กามโรคทีม่ปีระสบการณ์ได้รบัการฝึก

อบรมมาแล้ว เก็บตัวอย่างไว้ในตู้เย็นและส่งตัวอย่างไป

ตรวจทางห้องปฏิบัติการ  

 

	 เก็บข้อมูลประวัติกลุ่มตัวอย่าง

	 - ข้อมูลทั่วไป 

	 - ข้อมูลประวัติ/การตรวจร่างกาย

	 อ่านผลการตรวจ pap smear โดยแพทย์เฉพาะ

ทาง 

	 o	 วิธีการแจ้งผลการตรวจให้อาสาสมัคร กระท�ำ

โดยเจ้าหน้าที่ในศูนย์กามโรคฯ ทีซึ่งมีประสบการณ์และ

มีสัมพันธภาพที่ดีกับผู้ป่วย 

3. ขั้นตอนการด�ำเนินงานวิจัย การควบคุมการวิจัย 

การเก็บรวบรวมข้อมูล และการวิเคราะห์ ข้อมูล

	 รายละเอยีดขัน้ตอนการด�ำเนนิงานของโครงการฯ 

ให้กับเจ้าหน้าที่ที่เกี่ยวข้องได้แก่

	 - ติดตามอาสาสมัครในการวิจัยครั้งนี้มี 2 กลุ่มคือ 

กลุ่มที่มีผล HPV E6/E7 mRNA positive  ทุกราย 

จ�ำนวน 33 ราย และอาสาสมัครกลุ่ม control ที่มีผล 

HPV E6/E7 mRNA negative 33 ราย โดยอาสาสมัคร

ทัง้สองกลุม่ จะได้รบัการตดิตามความผิดปกตขิองเซลขดู

ปากมดลูกด้วย pap smear ทุก 6 เดือน (2 ครั้ง) เป็น

เวลา 1 ปี หากพบความผิดปกตขิองเซลขูดปากมดลูกของ

อาสาสมัครที่มีการพัฒนาเป็นเซลมะเร็ง จึงจะได้รับการ

ตัดชิ้น 

	 - เนือ้ไปตรวจ และหากเห็นลักษณะของปากมดลูก

ที่ผิดปกติและแพทย์สูตินรีเวชมีความเห็นว่าจ�ำเป็นต้อง

ตัดชิ้นเนื้อจึงจะมีการท�ำเฉพาะรายนั้น ๆ  

	 - (แนวทางการตรวจวินิจฉัยและรักษาโรคมะเร็ง

ปากมดลูกของประเทศไทย 2550)

	 วิธีการตรวจหา HPV E6/E7 mRNA ด้วยวิธี 

Flow cytometry 

	 ใช้ตัวอย่างเซลขูดปาดมดลูก ที่เก็บโดย Liquid 

based cervical cytology specimens (ThinPrep) 

จ�ำนวน 500 ul เตมิ reagent ตามขัน้ตอนทีก่�ำหนดตาม

วิธีของ HPV HRDNA detection by Hybrid Capture 

II (Digene, Gaithersberg, MD) and HPV E6, E7 

mRNA quantification in cells using HPV OncoTect 

(Invirion Diagnostics, Oak Brook IL) ตามขัน้ตอนดงันี้

	 - เตรียมน�้ำยาและสิ่งส่งตรวจให้พร้อมโดยการปั่น

แยกเซลขูดปากมดลูก

	 - Cell Fixation และ Permiabilization

	 - Pre – hybridization washes 

	 - Hybridization

	 - Post – hybridization washes

	 - น�ำเข้าเครื่อง flow cytometer วิเคราะห์ สรุป 

บันทึกผล
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การติดตามหาความผิดปกติของเซลขูดปากมดลูกที่จะพัฒนาไปเป็นมะเร็งปากมดลูก
ในสตรีที่ให้ผลบวกจาก HPV E6/E7 mRNA test ในจังหวัดเชียงใหม่โดยใช้วิธี pap smear

วารสารสาธารณสุขล้านนา ปีที่ 11 ฉบับที่ 1

ผลการศึกษา
ตารางที่ 1 ผลการติดตามหาเซลขูดปากมดลูกที่ผิดปกติ หรือการเกิดเซลมะเร็ง (pap smear) ในกลุ่มอาสาสมัครที่

เป็นกลุ่มเสี่ยง (HPV E6/E7 สูง) และกลุ่มควบคุม (HPV E6/E7 ปกติ)

อาสาสมัครกลุ่มเสี่ยงที่มีค่า HPV E6/E7 

mRNA สูงกว่าปกติ 33 ราย

อาสาสมัครกลุ่มควบคุมที่มีค่า HPV E6/E7 

mRNA ปกติ 33 ราย
ผล pap smear 

ปกติ

33 ราย 33 ราย

ผล pap smear 

ผิดปกติ

- -

	 จากการติดตามอาสาสมัครกลุ่มเสี่ยงจ�ำนวน 33 

ราย เป็นเวลา 1 ปี พบว่าสามารถติดตามได้ครบทั้ง 33 

ราย โดยผลการตดิตามการพฒันาไปเป็นมะเรง็ปากมดลูก

ของเซลขูดปากมดลูก ในอาสาสมัครท่ีเป็นกลุ่มเสี่ยงคือ

หญิงอาชีพบริการกลุ่มที่ให้ผลบวกจาก HPV E6/E7 

mRNA test  จ�ำนวน 33 รายเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ให้

ผลลบหรือกลุ่มควบคุม จ�ำนวน 33 ราย ให้ผล Pap 

smear ปกติทุกรายทั้ง 2 กลุ่ม ถึงแม้จะมีรายงานการ

ศกึษามากมายทีพ่บว่าการแสดงออกของ E6/E7 mRNA 

สัมพันธ์กับความผิดปกติของเซลล์ โดยพบว่ามีการ

แสดงออกน้อยมากในระดับเซลล์ผิดปกติระยะแรกและ

พบในทกุรายทีเ่ป็นมะเรง็ทีก่ารสอดแทรก DNA ของ เชือ้ 

HPV เข้าไปในเซลโฮสต์ (viral genome integration) 

แสดงถึงความสัมพันธ์ของการเกิด viral genome 

integration และมกีารแสดงออกของ E6/E7 mRNA ใน

ปัจจุบันจึงพยายามตรวจหาการแสดงออกของ E6/E7 

mRNA เพื่อใช้บ่งบอกถึงภาวะการติดเชื้อ HPV ท่ีจะ

เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ผิดปกติในระยะรุนแรง

	 แต่อย่างไรก็ตามในรายงานการศึกษาติดตามผู้ท่ี

ตดิเชือ้ HPV พบว่าระยะเวลาในการพฒันาท�ำให้เกดิเซลล์

เปลีย่นแปลงไปเป็นเซลล์ผดิปกตก่ิอนจะกลายเป็นมะเรง็ 

(HSIL) และ มะเร็ง จะใช้เวลาแตกต่างกัน โดยพบได้ตัง้แต่ 

2-10 ปี (Mortensen 2011)  ซึ่งเป็นปัญหาที่พบและยัง

ไม่มีกลไกใดที่จะอธิบายได้

	 ดังนั้นวิธีการตรวจทั้งสองวิธีคือ HPV E6/E7 

mRNA test เป็นวธิทีีม่คีวามไวสงูมาก สามารถตรวจพบ

ความผิดปกติในช่วง early state คือตั้งแต่มี viral 

genome integration ซ่ึงกว่าจะรอให้พบหรือเกิดการ

พัฒนาเป็นเซลที่มีความผิดปกติหรือมะเร็งจนสามารถ

ตรวจได้ด้วยวิธี Pap smear ซึ่งน�ำมาใช้เป็นวิธีที่ติดตาม

ผลโดยจะพบความผิดปกติได้ต้องรอเป็นเวลานาน ตาม

ที่กล่าวคือ 2- 10 ปี จึงเกิดความผิดปกติของเซลให้ตรวจ

พบได้

	 การใช้วิธี Pap smear ติดตามผลจึงต้องติดตาม

เป็นระยะเวลานานอย่างน้อย 5 ปีขึ้นไปจึงสามารถสรุป

ผลได้ชัดเจนกว่านี้ (Mortensen 2011)

อภิปรายและสรุปผลการวิจัย
	 โรคมะเร็งปากมดลูกเป็นสาเหตุของการตายที่พบ

ได้มากท่ีสุดของโรคมะเร็งในผู้หญิงในประเทศที่ก�ำลัง

พัฒนา (แจ่มใส เพียรทอง 2552) และเป็นโรคที่สามารถ

รักษาให้หายได้หากตรวจพบต้ังแต่ระยะแรก Human 

papillomavirus (HPV) เป็นเชื้อสาเหตุของการเกิดโรค

มะเร็งปากมดลูก โดยตรวจพบ HPV ในเซลปากมดลูกได้

สงูถงึร้อยละ 99.7 ของผู้ป่วยมะเรง็ปากมดลกู  ( Hamid 

2009)  การติดเชื้อ HPV ไม่ได้ท�ำให้เกิดมะเร็งปากมดลูก

เสมอไป และตรวจพบ HPV ได้ทัง้ในผูท้ีม่เียือ่บปุากมดลูก

ปกติและผิดปกติ ปัญหาที่ส�ำคัญของการติดเช้ือนี้คือยัง

ไม่มี marker ชนิดใดที่ใช้บ่งบอกว่าผู้ที่ติดเชื้อ HPV จะมี

การเปลี่ยนแปลงของเซลติดเชื้อและกลายเป็นเซลมะเร็ง

เมื่อใด

	 การศึกษาวจิยัทีผ่่านมาพบว่าผู้หญงิในกลุ่มทีม่อีายุ

สูง (> 35 ปี) และมีการติดเชื้อยืดเยื้อจากเชื้อก่อมะเร็ง 

HPV ชนิดความเสี่ยงสูง หรือ high risk (HR) HPV ที่มี

ผลการตรวจคัดกรองเซลปากมดลูกเป็นความผิดปกติ

ระยะเร่ิมแรกของการเป็นมะเร็งปากมดลูก (mild 
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dysplasia) เป็นกลุ่มเสี่ยงเพราะถ้ามีภาวะส่งเสริมร่วม

กนัจากโปรตนียนีมะเรง็ของไวรัส (oncoproteins) ท�ำให้

เซลติดเชื้อเกิดมีโครโมโซมด้อยเสถียรภาพ และมีปัจจัย

ของโฮสต์ส่งเสริม เมือ่มกีารสอดแทรก DNA ของเช้ือไวรสั

เข้าไปในเซลโฮสต์ (viral genome integration) มีผล

การศึกษาพบว่าการเกิด integration โดย viral 

genome เป็นจดุเริม่ต้นทีท่�ำให้เซลเกิดการเปลีย่นแปลง

เกิดขึ้นอย่างต่อเน่ืองและเซลกลายเป็นมะเร็งได้ขึ้นกับ

ปัจจัยส่งเสริมจากทั้งไวรัสและโฮสต์

	 ในการศึกษาครั้งนี้จึงได้ติดตามกลุ่มอาสาสมัครที่

เป็นกลุม่เสีย่งคอืมกีารแสดงออกของ HPV E6/E7 mRNA 

โดยการติดตามหาความผิดปกติของเซลขูดปากมดลูกที่

มี HPV E6/E7 mRNA positive ดังกล่าว ด้วยวิธี pap 

smear ผลที่ได้คือยังไม่พบความผิดปกติของเซลถึงขั้นที่

จะพัฒนาไปเป็นเซลมะเร็งในระยะเวลา 1 ปี

	 การแสดงออกของ HPV E6/E7 mRNA (ยีน E6 

และ E7 ของเชื้อ human papillomaviruses) เป็น

ปัจจัยส�ำคัญที่ท�ำให้เกิดการกลายรูป และการมีชีวิต

ยืนยาวของเซลล์ติดเชื้อ การศึกษาถึงการแสดงออกของ

ยีนจึงน่าจะเป็นสิ่งที่ช่วยในการพยากรณ์การพัฒนาของ

มะเร็งได้ แต่ปรากฏว่าถึงแม้ ยีน E6 และ E7 มีการ

แสดงออกอย่างสม�่ำเสมอในเซลล์มะเร็งเหล่านั้น การน�ำ

วิธีการตรวจหาการแสดงออกของยีน E6 และ E7 ของ

เชื้อ HPV มาประยุกต์ใช้ในการท�ำนายการพัฒนาของ

ระยะมะเร็งน้ันยังเป็นการเร็วเกินไปในขณะน้ี และควร

รอให้มีการศึกษาในลักษณะของการศึกษาติดตามระยะ

ยาวในกลุ่มตัวอย่างที่มากพอและต่อเนื่องก่อน
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