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บทบทคัดยอคัดยอ  
 

ไรฝุน Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) เปนตัวผลิตสารกอภูมิแพไรฝุนซ่ึงเปน
สารกอภูมิแพหลักในบานและเปนสาเหตุของโรคภูมิแพท่ีมีอุบัติการณเพ่ิมสูงข้ึนท่ัวโลก แมวามีการ
ศึกษาวิจัยเก่ียวกับสารกอภูมิแพไรฝุนจํานวนมาก แตขอมูลเก่ียวกับการศึกษาโครงสรางระดับโมเลกุล
ของสารกอภูมิแพจากไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus ในประเทศไทยยังมีจํากัด ดังนั้น
การศึกษาอัลเลอรจีโนม (allergenome) ของสารกอภูมิแพไรฝุน ยอมทําใหไดองคความรูใหมๆ ท่ี
สามารถนําไปสูการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัย การดูแลผูปวย และการรักษาดวยวัคซีนท่ีมีความ
เท่ียงตรงมากยิ่งข้ึน การศึกษาวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคท่ีจะศึกษาสารกอภูมิแพจากไรฝุนสายพันธุ  
D. pteronyssinus โดยใชเทคนิคโปรตีโอมิกสและอิมมูโนมิกส เพ่ือใหทราบถึงชนิดของสารกอภูมิแพ
ไรฝุนท่ีกลุมผูปวยโรคภูมิแพคนไทยท่ีทําการศึกษา  

สารสกัดหยาบจากตัวไรฝุนบริสุทธิ์สายพันธุ D. pteronyssinus ถูกนํามาแยกโดยใชเทคนิค
โปรตีโอมิกสท่ีมีการแยกแบบสองทิศทาง ตามความแตกตางกันของ pH ในชวง 3-10 และขนาด
โมเลกุลของแตละโปรตีน นําโปรตีนท่ีผานการแยกแบบสองทิศทางท่ีอยูบนแผนไนโตรเซลลูโลสนี้ ไป
ทําปฏิกิริยากับซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพคนไทยท่ีทําการศึกษาดวยวิธีอิมมูโนมิกส โดยทํา 2DE-IgE 
immunoblotting สารกอภูมิแพไรฝุนคือ โปรตีนท่ีทําปฏิกิริยากับไอจีอี (IgE) ในซีรัมของผูปวย แลว
นําไปจําแนกชนิดโดยวิธีแมสสเปคโตรเมตรี (mass spectrometry) ในการศึกษานี้พบ โปรตีนจากไร
ฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus ท่ีทําปฏิกิริยากับไอจีอี 22 จุด เม่ือสงไปจําแนกชนิดพบโปรตีนท่ีเปน
สารกอภูมิแพหลักของไรฝุนคือ Der p  1 และ Der p 2   และสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีมีรายงานแลว 
ไดแก Der p  3,  Der p  11 และ Der p  14  สวนสารกอภูมิแพไรฝุนชนิดใหมท่ีคนพบ คือ myosin 
heavy chain และ Triosephosphate Isomerase ดังนั้น ในการศึกษาปท่ี 2 ไดเลือกท่ีจะผลิตสารกอ
ภูมิแพหลักชนิด Der p 1  และ Der p 2 โดยใชเทคนิค affinity column chromatography ในการ
ผลิตสารกอภูมิแพตามธรรมชาติ (native allergen) สวนสารกอภูมิแพท่ีเปนรีคอมบิแนนท โปรตีน 
(recombinant protein) ผลิตดวยเทคนิคพันธุวิศวกรรม โดยคณะผูวิจัย0เลือกใช0 pET 20b+ vector 
เปน protein expression vector และพบวา รีคอมบิแนนท โปรตีน ท่ีผลิตไดอยูในสวน0ท่ีเปน
สารละลายตามท่ีตองการ 0ผลจากการตรวจสอบลักษณะรูปแบบของโปรตีนและ amino acid 
sequencing สรุปไดวา สารกอภูมิแพตามธรรมชาติ และรีคอมบิแนนท โปรตีนท่ีผลิตไดเปน Der p 1 
และ Der p 2 จริง โดยมีขนาดโมเลกุลเปน 24 และ 16 กิโลดัลตัน ตามลําดับใกลเคียงกับผลการศึกษา
ท่ีเคยมีรายงานไว 

การศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบติความเปนสารกอภูมิแพของสารกอภูมิแพตามธรรมชาติและ
รีคอมบิแนนท โปรตีน ท่ีผลิตข้ึนมาดวยวิธี IgE-ELISA พบวา IgE binding activity ของสารกอภูมิแพ
ไรฝุนตามธรรมชาติ Der p 1 และ Der p  2 คิดเปน 96.67% และ 83.33% ตาม ลําดับ แสดงวา 
สารกอภูมิแพไรฝุนตามธรรมชาติ Der p 1 และ Der p  2 ท่ีผลิตไดเปน สารกอภูมิแพหลัก แตสารกอ
ภูมิแพ recombinant Der p 1 ท่ีผลิตไดเปนสารกอภูมิแพรอง เนื่องจากมี IgE binding activity 
เพียง 43.33% ขณะท่ี IgE binding activity ของ recombinant Der p 2 ท่ีผลิตไดคิดเปน 73.33% 
จึงจัดเปนสารกอภูมิแพหลัก  
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ในการศึกษานี้ คณะผูวิจัยพบวาการศึกษาสารกอภูมิแพไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus 
ดวยเทคนิคโปรตีโอมิกสรวมกับอิมมูโนมิกสสามารถแยกโปรตีนไดดีกวา และสามารถทําการผลิตสาร
กอภูมิแพไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus ชนิด Der p 1 และ Der p 2 ไดท้ังท่ีเปนสารกอภูมิแพตาม
ธรรมชาติ และรีคอมบิแนนท โปรตีน และพบวา รีคอมบิแนนท โปรตีนของสารกอภูมิแพไรฝุน Der p 2 
ท่ีผลิตไดเปนสารกอภูมิแพหลัก จึงนาจะสามารถนําไปพัฒนาเปนน้ํายาวินิจฉัยภาวะแพไรฝุน และเปน
วัคซีนรักษาโรคภูมิแพไรฝุน สวนรีคอมบิแนนทโปรตีนของสารกอภูมิแพไรฝุน Der p 1 สามารถนําไปใช
เปนสารมาตรฐานของชุดทดสอบเพ่ือตรวจหาและวัดปริมาณสารกอภูมิแพจากไรฝุนชนิด Der p 1 ใน
ฝุนบานดวยวิธี sandwich ELISA ได 
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SSuummmmaarryy  
 

House dust mites (HDM), Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) and D. farinae 
(Df), have been accounted as major sources of indoor allergens causing type-1 
allergic diseases with increasing incidence worldwide. Although extensive research on 
several attributes of the disease has been carried out, information on the molecular 
characteristics of the allergenic components of these mites is still limited. Complete 
knowledge on the their allergenome will lead, not only to improvement of the 
accuracy of patients’ screening and disease status monitoring, but also to appropriate 
immunotherapeutic vaccine design. Therefore, in this study, high-resolution two-
dimensional gel electrophoresis (2-DE)-based-proteomics, 2DE-IgE immunoblotting 
and database search were used to characterize the proteomes and allergenomes of 
the D. pteronyssinus. 

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 p1 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 1and Der p 2 were 
96.67% and 83.33%, respectively. Thus, both produced native 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. Recombinant Der 
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p 2 was major allergen as it could elicit IgE reactivity in 73.33% of patients’ sera 
tested.  

In conclusion, 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 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. 
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