
 

บทบทคัดยอรวมคัดยอรวม  
 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหา 

ปจจุบันโรคภูมิแพและภาวะความเจ็บปวยจากโรคภูมิแพมีอุบัติการณท่ีเพ่ิมสูงข้ึนท่ัวโลก 
โดยเฉพาะในประเทศท่ีกําลังพัฒนารวมท้ังประเทศไทย การศึกษาในประเทศไทย พบวา สารกอ
ภูมิแพไรฝุนเปนสารกอภูมิแพท่ีกอใหเกิดการแพในผูปวยดวยโรคภูมิแพมากท่ีสุด โดยมีไรฝุนบาน เปน
ตัวผลิตสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีเปนสาเหตุกอใหเกิดอาการของโรคภูมิแพไรฝุน  

แนวคิดของแผนงานวิจัยนี้คือ การพัฒนากระบวนการวิจัยภายใตกรอบของโรคภูมิแพไรฝุน
ใหครอบคลุมท้ังการอัตราชุกชุมและการกระจายตัวของไรฝุนในบานพักอาศัย โดยพัฒนาวิธีการตรวจ
วินิจฉัยสายพันธุของไรฝุนดวยเทคนิค PCR ศึกษาสารกอภูมิแพจากไรฝุนสายพันธุท่ีผูปวยแพ รวมท้ัง
การรักษาดวย fully human monoclonal antibodies เม่ือประสบความสําเร็จจะเปนแนวทางใน
การวิจัยและพัฒนาสารกอภูมิแพชนิดอ่ืนตอไป 

 

วัตถุประสงค เพ่ือพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยสายพันธุของไรฝุนดวยเทคนิค PCR มาใชจําแนกชนิด 
(genus, species) และศึกษาหาอัตราชุกชุมและการกระจายตัวของไรฝุนในบานพักอาศัย ศึกษาสาร
กอภูมิแพจากไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus  โดยใชเทคนิคโปรตีโอมิกสและอิมมูโนมิกส เพ่ือให
ทราบถึงชนิดของสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีผูปวยแพ  คัดเลือกสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีสําคัญนํามาทําการผลิต 
เพ่ือใชเปนสารกอภูมิแพมาตรฐานท่ีสามารถใชในการตรวจวินิจฉัย และรักษาผูปวยโรคภูมิแพไรฝุน 
และพัฒนาแอนติบอดีตนแบบสําหรับรักษาโรคภูมิแพท่ีเกิดจากผลของโปรตีน TSLP 

 

วิธีการดําเนินการวิจัยและผลการวิจัย  

การจําแนกสายพันธุของไรฝุนท่ีพบบอยในประเทศไทย ไดแก Dermatophagoides 
pteronyssinus (DP), Dermatophagoides farinae (DF) และ Blomia tropicalis (BT) ตอง
อาศัยบุคลากรท่ีมีความชํานาญทางดานไรวิทยา จึงทําใหขอมูลเก่ียวกับความชุกชุมและการแพร 
กระจายของไรฝุนตามบานเรือนคอนขางจํากัด  งานวิจัยนี้ไดศึกษาขอมูลเก่ียวกับยีนชนิดตางๆ ของไร
ฝุน 3 สายพันธุท่ีพบบอยในประเทศไทย มาออกแบบและพัฒนาวิธีตรวจจําแนกสายพันธุดวยเทคนิค
ทางชีวโมเลกุล คณะผูวิจัยไดนําวิธี multiplex PCR ท่ีพัฒนาข้ึนนี้มาใชในการตรวจสอบสายพันธุไร
ฝุนในตัวอยางฝุนจริงท่ีเก็บจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 100 หลังคาเรือน (ตัวอยาง) โดยเปรียบเทียบกับ
การตรวจดวยวิธีการลอยตัวควบคูกับการวินิจฉัยดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 

ยีนท่ีนํามาพัฒนาวิธีการตรวจจําแนก ไดแก ยีน internal transcribe spacer 2 และยีน 
Cytochrome oxidase subunit I โดยออกแบบคู primer ท่ีใชในปฏิกิริยา PCR จากยีนเหลานี้ ผล
การศึกษาพบวา วิธี multiplex PCR ตรวจพบไรฝุนจํานวน 46 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 37.10 
สามารถจําแนกไดเปนสายพันธุ D. pteronyssinus จํานวน 31 ตัวอยาง สายพันธุ D. farinae 
จํานวน 29 ตัวอยาง และสายพันธุ B. tropicalis จํานวน 29 ตัวอยาง  ในขณะท่ีการตรวจดวยวิธ ี
floatation+กลองจุลทรรศนสามารถพบไรฝุนในตัวอยางจํานวน 24 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 24.49 
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ซ่ึงเปนสายพันธุตางๆ จํานวน 19, 10 และ 0 ตัวอยาง ตามลําดับ เม่ือนําผลการตรวจสอบตัวอยางฝุน
มาจับคูกันพบวา ตัวอยางฝุนท่ีมีขอมูลตรงกันสําหรับการตรวจสอบท้ังสองวิธี มีจํานวน 65 ตัวอยาง 
เปนผลบวก (พบไรฝุน) จํานวน 14 ตัวอยาง และเปนผลลบ (ไมพบไรฝุน) จํานวน 51 ตัวอยาง คิดเปน
ความไวของวิธีการตรวจ (sensitivity) เทากับรอยละ 54.17  ความจําเพาะ (specificity) เทากับรอย
ละ 68.92  และความแมนยํา (accuracy) เทากับรอยละ 65.31 ตามลําดับ 

การท่ีคาความไวและความจําเพาะของวิธี multiplex PCR คอนขางต่ําเม่ือเปรียบเทียบกับ
วิธี flotation+กลองจุลทรรศน ท้ังนี้เนื่องจากวิธี multiplex PCR สามารถตรวจพบไรฝุนไดมากกวา
โดยเฉพาะในตัวอยางท่ีเปนผลลบจากวิธี flotation+กลองจุลทรรศน  ดังนั้นการตรวจหาไรฝุนดวยวิธ ี
multiplex PCR จึงเหมาะสมสําหรับการตรวจตัวอยางฝุนจํานวนมาก (screening) ในขณะท่ีวิธี 
flotation+กลองจุลทรรศน เหมาะสําหรับการยืนยันสายพันธุไรฝุนสําหรับจํานวนตัวอยางฝุนท่ีไมมาก 

วิธีตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุนท่ีคณะผูวิจัยพัฒนาข้ึนนี้เปนประโยชนตอการดูแลรักษาผูปวย
ภูมิแพไดเปนอยางดี เพราะเปนวิธีท่ีงายและสะดวก บุคลากรหองปฏิบัติการตามโรงพยาบาลหรือตาม
หองปฏิบัติการอ่ืนๆ สามารถดําเนินการตรวจได  ใชเวลาสั้น ออกผลไดเร็วกวาการจําแนกสายพันธุ 
ไรฝุนภายใตกลองจุลทรรศนอยางมาก 

สารสกัดหยาบจากตัวไรฝุนถูกแยกแบบสองทิศทางดวยเทคนิคโปรตีโอมิกส   แลวนําโปรตีน
ท่ีผานการแยกท่ีอยูบนแผนไนโตรเซลลูโลส ไปทําปฏิกิริยากับซีรัมรวมของผูปวยโรคภูมิแพคนไทยท่ี
ทําการศึกษา นําโปรตีนท่ีทําปฏิกิริยากับไอจีอี (IgE) ในซีรัมของผูปวยไปจําแนกชนิดโดยวิธีแมสสเปค-
โตรเมตรี (mass spectrometry) แลวนําไปเปรยีบเทียบกับแผนท่ีสายโปรตีน (peptide mass 
maps) ในแฟมขอมูล พบวา มีโปรตีนจากไรฝุน D. pteronyssinus ท่ีทําปฏิกิริยากับไอจีอี 22 จุด  
ท่ีสงไปจําแนกชนิด โปรตีนสวนใหญเปนโปรตีนท่ีเปนสารกอภูมิแพหลักของไรฝุนคือ Der p 1 สวน
สารกอภูมิแพไรฝุนชนิดใหมท่ีคนพบ คือ myosin heavy chain และ Triosephosphate Isomerase  

ในการศึกษาปท่ี 2 คณะผูวิจัยไดเลือกท่ีจะผลิตสารกอภูมิแพหลักชนิด Der p 1 และ Der p 2 
โดยใชเทคนิค affinity column chromatography ในการผลิตสารกอภูมิแพตามธรรมชาติ (native 
allergen) สวนสารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท (recombinant allergen) ผลิตดวยเทคนิคพันธุ
วิศวกรรมในแบคทีเรีย พบวา สามารถผลิตไดงายในปริมาณมากตามท่ีตองการและมีความบริสุทธิ์สูง 
ผลการตรวจสอบลักษณะรูปแบบของโปรตีนและ amino acid sequencing สรุปไดวา สารกอภูมิแพ
ตามธรรมชาติ และสารกอภูมิแพรีคอมบิแนนทท่ีผลิตไดเปน Der p 1 และ Der p 2 จริง โดยมีขนาด
โมเลกุลเปน 24 และ 16 กิโลดัลตัน การศึกษาคุณสมบติความเปนสารกอภูมิแพของสารกอภูมิแพ 
ท่ีผลิตข้ึนมาดวยวิธี IgE-ELISA พบวา สารกอภูมิแพตามธรรมชาติ Der p 1 และ Der p 2 และสาร
กอภูมิแพรีคอมบิแนนท Der p 2 ท่ีผลิตไดเปนสารกอภูมิแพหลัก เนื่องจากมี IgE binding activity 
คิดเปน 96.67%, 83.33% และ 73.33% ตามลําดับ แตสารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท Der p 1 ท่ีผลิต
ไดมี IgE binding activity เพียง 43.33% จึงเปนสารกอภูมิแพรอง  

การศึกษานี้พบวา การศึกษาสารกอภูมิแพดวยเทคนิคโปรตีโอมิกสรวมกับอิมมูโนมิกสนั้น
สามารถแยกโปรตีนไดดีกวา และคณะผูวิจัยสามารถผลิตสารกอภูมิแพไรฝุน D. pteronyssinus ชนิด 

Der p 1 และ Der p 2 ไดท้ังท่ีเปนสารกอภูมิแพตามธรรมชาติ และสารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท และ
พบวา สารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท Der p 2 ท่ีผลิตไดเปนสารกอภูมิแพหลัก จึงนาจะสามารถนําไป
พัฒนาเปนน้ํายาวินิจฉัยภาวะแพไรฝุน และเปนวัคซีนรักษาโรคภูมิแพไรฝุน สวนสารกอภูมิแพรีคอม
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บิแนนท Der p 1 สามารถนําไปใชเปนสารมาตรฐานของชุดทดสอบเพ่ือตรวจหาและวัดปริมาณสาร
กอภูมิแพจากไรฝุนชนิด Der p 1 ในฝุนบานดวยวิธี sandwich ELISA ได 

Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) หรือ interleukin 50 (IL-50) เปนโปรตีนท่ีหลั่ง
จาก epithelial cells บริเวณทางเดินหายใจท่ีมีการตอบสนองตอสารกอภูมิแพ ซ่ึงสามารถกระตุน 
ใหเซลลในรางกาย เชน Dendritic cells (DCs), T cells, mast cells, NKT cells  และ เซลลอ่ืนๆ 
ใหหลั่ง T helper 2 (Th2) cytokines เชน IL-5, IL-6, IL-10 และ IL-13 เปนตน รวมถึง mediators 
ตางๆ มีผลการกระตุนใหเกิด airway hyper-responsiveness (AHR) มีการอักเสบ และ atopic 
dermatitis ในผูปวย มีการศึกษาในสัตวทดลองพบวาเม่ือยับยั้งการทํางานของ TSLP  ในหนูทดลอง
จะสามารถยับยั้งไมใหเซลลอักเสบชนิดอีโอซิโนฟลเขาไปในทางเดินหายใจและสามารถปองกันการ
เกิดการอักเสบในทางเดินหายใจได ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จึงเตรียม recombinant human TSLP 
เพ่ือนําโปรตีนดังกลาวมาใชในเปนแอนติเจนเพ่ือคัดเลือก phage clones ท่ี display HuScFv ท่ีจับ
กับ TSLP จาก human antibody phage display library คณะผูวิจัยไดทําการสกัดอารเอ็นเอจาก 
epithelial cell line ท่ีถูกกระตุนสารกอภูมิแพ แลวทําการเปลี่ยน RNA ใหเปน cDNA ทําการเพ่ิม
จํานวนยีน TSLP โดยใชคูไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะตอยีน โดยพบวา PCR product ท่ีไดมีขนาด
ประมาณ 489 bp แลวโคลนยีนท่ีเปนรหัสของ TSLP ของมนุษยเขาใน expression vector  
นํา recombinant vector เขาสูแบคทีเรีย E. coli ทําการ induce ให transformed E. coli ผลิต 
recombinant TSLP แลวทําการ purify recombinant TSLP ออกจากโปรตีนอ่ืนๆของแบคทีเรีย 
ดวย affinity column  วิเคราะหโปรตีนท่ีไดดวยวิธี SDS-PAGE และ LC MS/MS พบวาโปรตีนท่ี
ผลิตไดมีขนาดประมาณ 15 KDa ซ่ึง recombinant TSLP ท่ีผลิตข้ึนสามารถเพ่ิมการแสดงออกของ 
OX40L บนผิวของ Myeloid dendritic cells ได จากนั้นนํา TSLP ท่ีผลิตข้ึนเปนแอนติเจน
เปาหมายในการทํา Bio-panning เพ่ือคัดเลือก phage clones ท่ี display human ScFv จากการ
คัดเลือก 192 โคลน พบวา 49 โคลนมี huScFv gene และ 20 โคลนสามารถสราง HuScFv ได จาก
การทดสอบการจับของ HuScFv ดังกลาว ตอ human TSLP ดวยวิธี indirect ELISA พบวา 
มี crude HuScFv จํานวน 10 clones คือ clones no. 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 12 และ 16 ให
ผลบวกใน indirect ELISA จากนั้นนํา human antibodies ท้ัง 10 โคลน ไปทําการทดสอบ
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการทํางานของ TSLP พบวา มี 2 โคลนของ TSLP specific monoclonal 
antibodies คือ โคลนท่ี 5 และ 7 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการการแสดงออกของ OX40L บนผิว
ของ TSLP treated-Myeloid dendritic cells ได ถือไดวาเปนการศึกษาแรกท่ีสามารถผลิต
แอนติบอดีของมนุษยชนิดสายเดี่ยวท่ีมีความสามารถในการจับอยางจําเพาะกับ TSLP และรบกวน
การทํางานของ TSLP protein ได ซ่ึงอาจจะยับยั้งการอักเสบในทางเดินหายใจได แตตองทําการ
ทดลองตอไป 
 

 
คําสําคัญ: โรคภูมิแพ ไรฝุนบาน ยีน การจําแนกชนิด สารกอภูมิแพ โปรตีนชนิดรีคอมบิแนนทเดอรมา
โต ฟากอยดีเทอรโรนิสสินัส ไทมิก สโตรมอล ลิมโฟพอยอิติน ฟาจดิสเพลยแอนบอดีของมนุษยชนิด 
โมโนโคลนาล, แอนติบอดีสายเดี่ยว การโคลนยีน พีซีอาร 
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SSuummmmaarryy  
 

Background and Rationale: The prevalence of allergic diseases has substantially 
heightened all over the world, especially in developing countries including Thailand 
with continue to increase in severity and complexity. Moreover, allergy is one of the 
important chronic diseases among Thai population resulting in socio-economic 
burden and quality of life. The development of allergy requires a complex 
interaction between genetic predisposition and environmental basis. Among the 
environmental factors, exposure to indoor allergen is the most important risk. House 
dust mites (HDM), Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) and D. farinae (Df), have 
been accounted as the major sources of indoor allergens and considered to be the 
most important allergen in Thailand.  

Objective: The conceptual framework of this project is to study in holistic 
approaches for house dust mite allergy by 1) develop the molecular-based assay for 
dust mite identification using for mite survey 2) study the allergenic components of D 
pteronyssinus allergens by the high-resolution 2-D technique combined with IgE 
immunodetection 3) produce the human monoclonal antibody by using phage 
display technology for treatment of house dust mite allergy. 

Methodology & Results:  

To develop the molecular-based assay for dust mite identification, 3 pairs of primer 
were designed for identifying common dust mite species; Dermatophagoides 
pteronyssinus (DP), D. farinae (DF) and Blomia tropicalis (BT), from their genomic DNA 
by multiplex PCR technique. Total duration since the preparation of PCR reaction mix 
till the analysis by agarose gel electrophoresis was approximately 2 hours. Then, the 
assay was used to examine the species of dust mites in dust samples collected from 
100 households, and compared to the combination method of flotation+microscopic 
examination.  
Results showed that the examination by multiplex PCR gave positive results for 46 
samples (37.10 %), of which could be identified as D. pteronyssinus in 31 samples, D. 
farinae in 29 samples and B. tropicalis in 29 samples, whereas the flotation+ 
microscopic examination gave positive results in 24 dust samples (24.49 %), which 
were 19, 10 and 0 samples, for each species respectively. The matched results from 
both methods were found in 65 samples, of which 14 samples were positive and 51 
samples were negative. Levels of sensitivity, specificity and accuracy of the multiplex 
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PCR compared to the flotation+microscopy were 54.17 %, 68.92 % and 65.31 %, 
respectively. 

Low levels of sensitivity, specificity and accuracy of the multiplex PCR were due to 
more positive results obtained from the multiplex PCR than those from the 
flotation+microscopy. Therefore, the multiplex PCR is suitable for screening the 
considerable number of dust specimens, whereas the flotation+microscopy is rather 
suitable for the confirmation of positive specimens obtained from the multiplex PCR. 
Moreover, the multiplex PCR is simple and can be carried out by most laboratory 
personnel with no special knowledge in dust mite identification. 
 

Whole body extracts of 99% purity of D. pteronyssinus was subjected to a  
nonlinear pH 3-10 first dimensional electrophoresis followed by SDS-PAGE in 12% 
polyacrylamide gel.  2DE-IgE immunoblotting was carried out using a pool of sera of 
Dp allergic Thai patients. The IgE-reactive proteins were excised from the 2DE-gel and 
analyzed by matching the peptide mass maps generated after mass spectrometry 
with the protein database. Twenty two IgE-binding protein spots of D. pteronyssinus 
were subjected to LC/MS for protein identification. Most protein spots were the 
major allergen namely Der p 1, and Der p 2 and established allergens such as Der p 
3, Der p 11, Der p 14. The novel allergen discovered was myosin heavy chain and 

Triosephosphate Isomerase, which should be further study for IgE binding reactivity in 
allergic Thai patients. From the result of allergenomes of the D. pteronyssinus, 
therefore, the major allergen; Der p 1 and Der p 2 in the forms native and 
recombinant protein were selected to produced by affinity column chromatography 
and genetic engineering, respectively. 

In the process of production of recombinant Der p 1 and Der p 2; pET 20b+ vector 
was used as protein expression vector. The recombinant product was detected in 
soluble part of bacterial lysate as expected. From protein profiles and amino acid 
sequencing indicated that the generated proteins were Der p 1 and Der p 2 having 
molecular weight of 24 and 16 kDa, respectively. 

The allegenicities of native and recombinant of Der p 1 and Der p 2 were compared 
by IgE-ELISA. IgE binding activities of native Der p 1, Der p 2 and recombinant Der p 2 
were 96.67%, 83.33% and 73.33% respectively. Thus, these produced allergens were 
major allergen. Recombinant Der p 1 could bind to IgE only 43.33% of atopic 
patients’ sera tested; indicated that this recombinant Der p 1 was minor allergen.  

The repertoire of D. pteronyssinus allergens was well defined by the high-resolution 
2-D technique combined with IgE immunodetection as the 2-D map of D. pteronyssinus 
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allergens. We successfully produced native and recombinant of D. pteronyssinus 
allergens namely Der p 1 and Der p 2. Recombinant Der p 2 was major allergen 
which might be developed for using as diagnostic and therapeutic allergen.  While 
the recombinant Der p 1 would be applied for standard allergen in a diagnostic kit 
for determination Der p 1 level in the house dust by sandwich ELISA. 
 

Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) or interleukin 50 (IL-50) is a secreted protein of 
the respiratory lining epithelial cells which response to the allergen. TSLP can induce 
several cells such as dendritic cells (DCs), T cells, mast cells, NKT cells and other to 
secret the T helper 2 (Th2) cytokines like IL-5, IL-6, IL-10 and IL-13 etc. Cytokines 
releasing result in the airway hyper-responsiveness (AHR), inflammation and atopic 
dermatitis in patient. The inhibition of TSLP is successful to prevent the inflammation 
by inhibit the entry of eosinophil migrate into respiratory tract in mice. Therefore, this 
study aims to preparing the recombinant human TSLP. This protein will further use as 
antigen for produce the human monoclonal antibody by using phage display 
technology. The mRNA was extracted from the epithelial cell line which has 
challenge with an allergen and then converted to cDNA. Human TSLP gene was 
amplified by using specific primer. PCR product has 489 bp in size. The amplicon was 
clones into expression vector and infected into the expression E. coli. The 
transformed bacteria were grown under IPTG induction for production of the soluble 
recombinant human TSLP. The protein was purified by using an affinity column and 
characterized by SDS-PAGE and LC MS/MS. The recombinant human TSLP was shown 
the molecular weight as 15 kDa. The recombinant TSLP protein was successfully 
produced. This TSLP protein showed biological activity which could enhance OX40L 
expression on Myeloid dendritic cells. The purified TSLP was used in the phage 
biopanning process for specific HuScFv selection. From biopanning 149 clones were 
selected and 49 clones have huScFv gene. There were 20 HuScFv clones that could 
be produced. Ten HuScFvs clones i.e. clones no. 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 12 and 16 
bound specifically to the TSLP as determined by indirect ELISA. They were expressed 
and purified. There were 2 of TSLP specific HuScFvs clones (Clone no. 5 and 7) could 
inhibit OX40L expression in TSLP treated-Myeloid dendritic cells.  This is the first 
report on production of human ScFv that specifically bound to the TSLP protein and 
interfere it biofunctions.  
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