
การพัฒนา Panel การกลายพันธุ์ของยีน TP53 ร่วมกับการตรวจหา 
สายพันธุ์ HPV ความเสี่ยงสูง เพื่อการวินิจฉัยและวางแผนการรักษามะเร็งปากมดลูก 

ข้อมูลโดย วิกันย์ดา วรปิติรังส ี

บทน า 
 มะเรง็ปากมดลกูยงัคงเปน็ปญัหาสาธารณสขุทีส่ าคญัทัว่โลก โดยมี
สาเหตหุลกัมาจากการตดิเชือ้ high risk Human Papillomavirus 
(hrHPV) อยา่งตอ่เนือ่ง ในปจัจบัุนนัน้ ยทุธศาสตร์การปอ้งกนัและ
ควบคุมโรคมะเร็งปากมดลกูไดเ้ปลีย่นผา่นจากการตรวจทางเซลลว์ทิยา
มาสู่การใชก้ารตรวจหาดเีอน็เอ (DNA) ของเชือ้ hrHPV ซึง่เปน็การ
ตรวจคัดกรองเบ้ืองตน้ (Primary screening) เนือ่งจากมีความไวสูง
กวา่ อยา่งไรกต็าม ขอ้จ ากดัทีส่ าคัญคือการตดิเชือ้ HPV ส่วนใหญมั่ก
เปน็ภาวะชัว่คราวและสามารถหายไปไดเ้องโดยระบบภมิูคุ้มกนัของ
ร่างกาย มีเพยีงส่วนนอ้ยของการตดิเชือ้แบบตอ่เนือ่งเทา่นัน้ทีจ่ะด าเนนิ
ไปสู่รอยโรคกอ่นมะเร็ง (Precancerous lesion) และมะเร็งในทีสุ่ด จงึ
มีความจ าเปน็อยา่งยิง่ทีจ่ะตอ้งพฒันาตวัชีว้ดัทางชวีภาพ (Biomarkers) 
เพิม่เตมิ เพือ่ใชใ้นการแบ่งชัน้ความเส่ียงและระบุกลุม่สตรีทีต่ดิเชือ้ 
HPV ทีม่คีวามเสีย่งสงูสดุในการเกดิโรคไดอ้ยา่งแมน่ย า 
 กลไกระดบัโมเลกลุของมะเรง็ปากมดลกูคอืการท างานของ Onco-
protein E6 และ E7 ทีส่ร้างโดยเชือ้ hrHPV โดยเฉพาะอยา่งยิง่ 
โปรตนี E6 ทีมี่บทบาทส าคัญในการท าใหเ้ซลลโ์ฮสตก์ลายเปน็
เซลลม์ะเร็งผา่นการจบัและสลายของโปรตนี p53 ซึง่เปน็โปรตนีกด
การเกดิเนือ้งอก (Tumor suppressor protein) ทีค่วบคุมโดยยนี 
TP53 โดยโปรตนีนีมี้หนา้ทีค่วบคุมกระบวนการส าคัญของเซลล ์ เชน่ 
การหยดุวฏัจกัรเซลล ์การซอ่มแซมดเีอน็เอ และการชกัน าใหเ้ซลลต์าย
อยา่งเปน็ระบบ (Apoptosis) เม่ือเซลลเ์กดิความเสียหายทาง
พนัธกุรรมจะส่งผลใหเ้ซลลสู์ญเสียกลไกการควบคุมการเจริญเตบิโต 
ซึง่เปน็คุณสมบัตสิ าคัญของเซลลม์ะเร็ง 
 นอกจากนี ้ ความหลากหลายทางพนัธกุรรมหรอื Polymorphism 
ในต าแหนง่เฉพาะ เชน่ Arg72Pro ยงัมีผลตอ่ความไวของโปรตนี p53 
ตอ่การถกูท าลายโดยโปรตนี E6 อกีดว้ย ดว้ยเหตนุี ้ การวเิคราะห์
แบบบูรณาการ ซึง่ประเมินทัง้สถานะการตดิเชือ้ HPV และความ
สมบูรณข์องยนี TP53 จงึเปน็แนวทางทีมี่ศกัยภาพสูงในการเพิม่ความ
แม่นย าของการพยากรณโ์รค และเปน็รากฐานส าคัญในการพฒันากล
ยทุธก์ารรักษาแบบมุ่งเปา้ (Targeted therapy) และการแพทยแ์บบ
จ าเพาะบุคคล (Personalized medicine) ส าหรับผูป้ว่ยมะเร็งปาก
มดลกูในอนาคต 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตาราง 1 ตารางแสดงผลตรวจ hrHPV, TP53 panel ด้วยเทคนิค 
MassARRAY เมื่อเทียบกับผล Real-time PCR (gold standard) 

จุดเด่นของการตรวจ hrHPV, TP53 panel 
ด้วยเทคนิค MassARRAY 
1. ยืนยันต าแหน่ง hrHPV (HPV 16, 18, 52)  
ด้วย 2 SNP ต่อสายพันธุ ์เพื่อเพิ่มความแม่นย า 
2. สามารถตรวจ hrHPV (HPV 16, 18, 52), p53 
hotspot : R175H,  R248W, R273H และ Arg72Pro  
ได้พร้อมกันในครัง้เดียว 
• ความไวและความจ าเพาะสูง  

ตรวจจับและจ าแนกสารพนัธุกรรมได้แม่นย า  
• ประหยัดค่าใชจ้่าย  

มีต้นทุนการตรวจวเิคราะห์ต่ าเม่ือเทียบกับวิธีอืน่ 
• ตรวจวิเคราะห์ได้หลายต าแหนง่พร้อมกัน  

สามารถตรวจได้หลายต าแหน่งในปฏิกิริยาเดยีว  
• วิเคราะห์ได้รวดเรว็ 

ช่วยลดระยะเวลาในการตรวจและแปลผล  
• ใช้งานง่าย 

ขั้นตอนไม่ซับซ้อน เหมาะทั้งงานวิจัยและงานทางคลินิก  
• ออกแบบชุดตรวจเองได ้

สามารถยื่นจดสิทธิบัตรและต่อยอดสู่การให้บริการ 

โครงการนีป้ระสบความส าเร็จในการพฒันา “Multiplex SNPs panel testing” ทีใ่ชเ้ทคนคิ MassARRAY ซึง่สามารถตรวจหาเชือ้ HPV 
ความเส่ียงสูง (สายพนัธุ ์ 16,18,52) และ การกลายพนัธุข์องยนี TP53 ไดพ้รอ้มกนัในการทดสอบเพยีงครัง้เดยีว โดยชดุตรวจนีม้คีวาม
แม่นย าสูงเทยีบเทา่กบัวธิมีาตรฐาน (Real-time PCR) แตใ่หข้อ้มูลเชงิลกึทีม่ากกวา่ จงึเปน็เคร่ืองมือทีมี่ประสิทธภิาพในการประเมินความ
เส่ียงของผูป้ว่ย และสนบัสนนุการวางแผนการรักษาแบบจ าเพาะบุคคล (Personalized Medicine) ส าหรับมะเร็งปากมดลกูในอนาคต  

Parameter 
กลุ่มทดสอบ 
(n=100) 

กลุ่มอาสาสมัคร 
(n=86) 

Sensitivity 97.1% 88.4% 

Specificity 100% 100% 

PPV 100% 100% 

NPV 93.8% 90.6% 

Accuracy 98% 94.2% 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
หลักการท างานของ MassARRAY 
   MassARRAY เปน็เทคโนโลยทีีใ่ชใ้นการตรวจวเิคราะหส์ารพนัธกุรรม 
ทัง้ดเีอน็เอ (DNA) และอาร์เอน็เอ (RNA) โดยอาศยัหลกัการของ Multi-
plex PCR ร่วมกบั MALDI-TOF Mass Spectrometry เพือ่ระบุการ
เปลีย่นแปลงของสารพนัธกุรรมไดอ้ยา่งแม่นย า 
  หลกัการท างานของเทคโนโลยนีี ้คือการวดั “น้ าหนกัมวลโมเลกลุ” ของ
ชิน้ส่วนสารพนัธกุรรม ซึง่ประกอบดว้ยเบสพืน้ฐาน 4 ชนดิ ไดแ้ก ่Ade-
nine (A), Cytosine (C), Guanine (G) และ Thymine (T) แตล่ะเบสจะ
มีน้ าหนกัเฉพาะตวัแตกตา่งกนั ดงันัน้ เม่ือต าแหนง่ของเบสเปลีย่นไป 
เชน่ การกลายพนัธุ ์(SNP หรือ Variant site) น้ าหนกัของชิน้ส่วนดเีอน็
เอกจ็ะเปลีย่นไปดว้ย ซึง่สามารถตรวจจบัไดด้ว้ยเคร่ือง MassARRAY 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพ 4 ความแตกต่างของมวลของสารพันธุกรรมสามารถตรวจจับ
ได้โดยเทคโนโลยี MassARRAY 
 
ตัวอย่างผลการทดสอบการตรวจ  
hrHPV (HP 16,18,52), TP53 panel 
  เทคโนโลย ี MassARRAY มาพร้อมซอฟตแ์วร์ทีใ่ชง้านงา่ย 
แสดงผลในรูปแบบกราฟและ Spectrum Plot โดยระบบจะแปลง
ขอ้มูลจาก Mass Spectrometry Spectra ของผลติภณัฑ ์PCR เปน็
ค่ามวลโมเลกลุ เปรียบเทยีบกบัฐานขอ้มูลเพือ่ระบุ การกลายพนัธุ์
หรือ SNP ผลลพัธจ์ะแสดงเปน็ กราฟพคี (Peak Spectrum) ชว่ยให้
การวเิคราะหแ์ละแปลผลท าไดอ้ยา่งแม่นย าและเขา้ใจงา่ย  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ A สเปคตรัมพคี แสดงใหเ้หน็ถงึการจดัเรียงต าแหนง่พคีของแต่
ละ Mass ทัง้หมดในการวเิคราะห ์ผา่นการท า Multiplex PCR 
 
 
 
รปู B Genotype Report สามารถส่งออกไดใ้นรูปแบบไฟล ์Excel 
สามารถอา่นและแปลผลไดอ้ยา่งสะดวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ C และ D สเปคตรัมพคีจากโปรแกรมแสดงการอา่นผลของ
ต าแหนง่การวเิคราะหเ์ชือ้สายพนัธุ ์HPV 16 โดย y-axis: ความเขม้
ของสัญญาณ (peak intensity), x-axis: ค่ามวล (Da) 
ภาพ C ในกรณไีม่พบเชือ้ HPV จะตรวจพบสัญญาณพคีของไพร
เมอร์ทีไ่ม่ไดข้ยายตอ่ (UEP: Unextended Extension Primer) 
ภาพ D ในกรณ ีพบเชือ้ HPV ไพรเมอร์ UEP จะถกูใชใ้นการขยาย
ตอ่ใหเ้กดิสัญญาณพคี ซึง่สามารถ ระบุต าแหนง่ SNP ทีต่รวจพบได ้
 

ภาพ 1 กลไกการเกิดมะเร็งปากมดลูก: เซลล์เยื่อบุในบริเวณ Transformation zone ของ
ปากมดลูกเกิดความผิดปกติจากการติดเชื้อ HPV ชนิดเสี่ยงสูง (hrHPV) อย่างต่อเน่ือง 
Moe, S. et al., (2023) 

ภาพ 2 wtp53 ท าหน้าที่เป็น "ผู้ยับยั้งมะเร็ง" โดยควบคุมเพื่อหยุดการเติบโตของ
เซลล์มะเร็ง ในทางกลับกัน mutp53 ท าหน้าที่เป็น "ผู้ส่งเสริมมะเร็ง" โดยใช้กลไกทั้ง
ที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมยีน และ non-transcriptional เพื่อช่วยให้มะเร็งเติบโต 
Hassin, O., & Oren, M. (2023) 

ความสัมพันธ์ของกลไกการเกิดมะเร็งปากมดลูก hrHPV และโปรตีน 

ภาพ 3 การกระจายตัวของการกลายพันธุ์ในโปรตีน p53 ตลอดทั้งสายโปรตีน จากการศึกษาในกลุ่มผู้ป่วย 20,530 รายที่เป็นมะเร็งชนิดต่างๆ 
พร้อมต าแหน่งกรดอะมิโน (residues) ที่พบการกลายพันธุ์บ่อยที่สุด Butera, A., and Amelio, I. (2025).  

Adenine 
Mass: 271.2 Da  

Guanine 
Mass: 287.2 Da  

Cytosine 
Mass: 247.2 Da  

Thymine 
Mass: 327.1 Da  

Detector 
 

Lighter ion 
 

Heavier ion 

 

Ionization 

ไม่พบเชื้อ HPV16: Not detected 

พบเชื้อ HPV16: Detected 

UEP peak 



ประสทิธภิาพการตรวจของ hrHPV, TP53 panel ดว้ย
เทคนคิ MassARRAY เมือ่เทยีบกบัวธิมีาตรฐาน RT-PCR 

 
 
ตารางเปรียบเทียบระหว่างวิธีมาตรฐาน RT-PCR และ 
เทคนิค MassARRAY ในการตรวจ hrHPV 

 
 

 

Parameter 
กลุ่มทดสอบ 
(n=100) 

กลุ่มอาสาสมัคร 
(n=86) 

Sensitivity 
(95% CI) 

97.1 
(90.1–99.7) 

88.4 
(74.9–96.1) 

Specificity 
(95% CI) 

100 
(88.4–100) 

100 
(91.8–100) 

PPV  
(95% CI) 

100 
(94.7–100) 

100 
(90.7–100) 

NPV  
(95% CI) 

93.8 
(79.2–99.2) 

89.6 
(77.3–96.5) 

Accuracy (%) 98 94.2 

Relative Sensitivity 
(Volunteer/Test) 

0.91 (0.81–1.02) 
 

P-value (Sensitivity) 0.103 

P-value (Specificity) 1.000 

เทคนิค Real-Time PCR (Gold standard) MassARRAY® System 

หลักการ ตรวจจับการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอเป้าหมาย
แบบเรียลไทม์โดยใช้โพรบเรืองแสง 

ตรวจจับความหลากหลายทางพนัธุกรรมโดยการ
วิเคราะห์มวลของชิน้ส่วนดเีอ็นเอด้วยเทคนิค 
MALDI-TOF mass spectrometry 

เป้าหมาย ตรวจจับ hrHPV สายพันธุ์ละ 1 ต าแหน่ง
เป้าหมาย 
14 hrHPV types (16, 18, 31, 33, 35, 
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68), 
Internal Control (IC) 

ตรวจจับ hrHPV สายพันธุ์ละ 2 ต าแหน่งเป้าหมาย 
(ความแม่นย าสูงกว่า) 
3 hrHPV types (HPV 16, 18, 52) p53 hotspot : 
R175H, R248W, R273H, Arg72Pro,GADPH 
(Human IC) 

Panel การตรวจท่ี
ก าหนดเอง 

ไม่สามารถเลือกต าแหน่งเป้าหมายเองได ้ สามารถเลือกต าแหน่งเป้าหมายเองได ้
(Customizable) 

ปริมาณ DNA ท่ีใช ้ 4 µl 2 µl 

ระยะเวลารอผล (TAT) 4-6 ชั่วโมง 8 ชั่วโมง 

ต้นทุน ปานกลางถงึสูง, ต้นทุนตอ่ตัวอย่างสูงกว่า
เมื่อตรวจหลายเป้าหมายพร้อมกัน 

ต้นทุนเคร่ืองจักรเริ่มต้นสูง แตต่้นทุนตอ่ตัวอย่างต่ า 
(คุ้มค่าเมื่อตรวจในปริมาณมาก)  

วิธีรายงานผล เชิงปริมาณ (Quantitative) เชิงปริมาณ (Quantitative) 

ข้อดี ใช้เวลาวเิคราะห์ส้ัน, เปน็เทคนคิมาตรฐาน
ที่ใช้กันแพร่หลายและเปน็ที่เข้าใจใน
ห้องปฏิบัติการทั่วไป 

ให้ข้อมูลทางคลินิกเชิงลึกที่มากกว่า (วิเคราะห์ SNPs), 
ปรับแต่ง panel ได้ (Customizable), 
ความไวสูงและประสิทธิภาพดี, ตรวจได้ในปริมาณมาก 
(high-throughput), วิเคราะห์ข้อมูลง่าย 

ข้อเสีย ไม่สามารถตรวจจับไวรัสและการกลายพันธุ์
ได้พร้อมกัน และใชป้ริมาณดีเอน็เอ
มากกว่าเป็นสองเท่าตอ่การทดสอบ 

ขั้นตอนการเตรียมหลายขั้นตอน  
ต้องใชอุ้ปกรณ/์เคร่ืองมือพิเศษ (MassARRAY) 

PPV: Positive predictive value, TP / (TP + FP) 
NPV: Negative predictive value, TN / (TN + FN) 
95% CI (Confidence Interval) 
P-value > 0.05, Fisher’s exact test. 
 
• ค่า Sensitivity และ Specificity  

ระหว่าง 2 เทคนิคไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ 
• ค่า PPV อยู่ที่ 100% ในทุกกลุ่ม  

แสดงถึงความแม่นย าในการตรวจตัวอย่างที่ให้ผลบวก  
• ค่า Accuracy > 94% เทคนิค MassARRAY มีความ

น่าเชือ่ถอืและ มีศักยภาพเทียบเท่าวิธีมาตรฐาน 
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