
 

บทนําบทนํา  
 

ความสําคัญ และท่ีมาของปญหาวิจัย 
ขอมูลปจจุบันบงชี้วาโรคภูมิแพและภาวะความเจ็บปวยจากโรคภูมิแพมีอุบัติการณท่ีเพ่ิม

สูงข้ึนท่ัวโลก โดยเฉพาะในประเทศท่ีกําลังพัฒนารวมท้ังประเทศไทย นอกจากนี้ความรุนแรงของ
อาการเจ็บปวยของภาวะภูมิแพก็เพ่ิมข้ึนดวย เชนอาการหอบหืดในเด็กท่ีทําใหตองไปรับการรักษา
อยางฉุกเฉิน โรคภูมิแพเกิดข้ึนไดจากหลายสาเหตุ สวนหนึ่งเนื่องมาจากพันธุกรรม และสวนใหญเกิด
จากการสัมผัสสารกอภูมิแพ (allergen exposure) และระบบภูมิคุมกันถูกกระตุน (allergen 
sensitization) อยางตอเนื่องเปนระยะเวลานาน การสัมผัสสารกอภูมิแพ (allergen) ตั้งแตวัยเด็ก
ทารก (infancy) สงผลใหเกิดอาการแพตอสารนั้นๆในเวลาตอมา ซ่ึงอาการแพเม่ือเริ่มเปนอาจ 
มีอาการเพียงเล็กนอย เชน คันท่ีผิวหนัง คันในลําคอ คันตาและจมูก น้ํามูกน้ําตาไหล ไอ จามแตเม่ือ
สัมผัสสารกอภูมิแพบอย ๆ เปนเวลานาน อาการอาจเพ่ิมข้ึนจนถึงข้ันหอบหืด หายใจไมออก และตอง
ไดรับการรักษาในหนวยผูปวยฉุกเฉิน หรือตองเขารับการรักษาตัวในโรงพยาบาล โรคภูมิแพ 
มีผลกระทบตอเศรษฐกิจและสังคมอยางมาก เพราะนอกจากผูปวยตองไดรับการรักษาเยียวยาอยาง
ตอเนื่องเพราะยังไม มีการรักษาใหหายขาด แลว  ยั งทําใหผูปวยมีคุณภาพชีวิตลดลงและ 
มีประสิทธิภาพในการทํากิจวัตรประจําวัน การทํางานและ/หรือการศึกษาเลาเรียนดอยประสิทธิภาพ
กวาคนปกติ 

จากการศึกษากลไกการเกิดการตอบสนองของรางกายในสภาวะภูมิแพ พบวาอาการของโรค
ภูมิแพมีผลจากการท่ีเซลลชนิด T helper 2 (Th2 cells) ท่ีถูกกระตุนดวยสารกอภูมิแพผานทาง 
Dendritic cells (DCs) หลั่ง interleukin-4 (IL-4), IL-5, IL-9 และ IL-13 ซ่ึงทําใหเกิดการกระตุน 
allegen specific  B cells ใหมีการสราง allergen specific IgE  โดย IgE ท่ีสรางข้ึนนี้จะไปจับกับ 
high affinity IgE receptors บนผิวของ mast cells/basophils ในเนื้อเยื่อเชนในผิวหนัง ในทาง
เดินหายใจ  เม่ือรางกายไดรับสารกอภูมิแพชนิดเดิมอีกครั้ง สารกอภูมิแพนี้จะไปจับกับ IgE บนผิวของ 
mast cells และเชื่อมโยง IgE สองโมเลกุลท่ีอยูใกลกัน สงผลทําใหเกิดสัญญานกระตุนให mast 
cells นั้นหลั่ง mediators ตางๆออกมาทําใหมีพยาธิสภาพเชนเสนเลือดขยายตัวและ 
มี permeability เพ่ิม มีการขับสารเมือกและสารคัดหลั่งมากข้ึน มีเซลลอักเสบเขามาในผิวหนังหรือ
ในทางเดินหายใจ กลามเนื้อเรียบหดตัว หลอดลมตีบ เปนตน และเกิดอาการของโรคภูมิแพ เชน คัน
ผิวหนัง ผิวหนังอักเสบ หรือคัดจมูก จาม คันท่ีตา จนถึง หายใจลําบาก หอบหืด ในปจจุบัน 
มีการศึกษาเก่ียวกับบทบาทของ airway epithelial cells ซ่ึงเปนดานปองกันของรางกายดานแรก 
ท่ีสัมผัสกับสารกอภูมิแพท่ีเขามาในทางเดินหายใจ พบวา airway epithelial cells ท่ีถูกกระตุน
โดยสารกอภูมิแพจะมีการหลั่ง cytokines และ chemokines ตางๆ เชน IL-1, IL-6, IL-8, GM-CSF, 
TNF-α, IFN-α, IFN-β, RANTES และ eotaxin ซ่ึงสงผลให immune cells ตางๆถูกกระตุน และ
เซลลอักเสบจํานวนมาก เขามาในบริเวณท่ีมีสารกอภูมิแพ  (inflammatory cell infiltration)  

การดูแลรักษาผูปวยดวยโรคภูมิแพนั้น มีหลักการรักษาใหญๆสามประการคือ 1) การ
หลีกเลี่ยงไมใหผูปวยสัมผัสกับสารกอภูมิแพ (intervention of morbidity) 2) รักษาโดยการใชยา 
ซ่ึงเปนการรักษาตามอาการ (symptomatic treatment) และไมหายขาด รวมท้ังยาบางอยางมี
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ผลขางเคียงตอสุขภาพและกดระบบภูมิคุมกัน  และ 3) รักษาโดยใชกรรมวิธีทางวิทยาภูมิคุมกัน 
(immunotherapy) โดยการใหวัคซีนรักษาภูมิแพ (therapeutic allergen vaccine) แกผูปวย  
ซ่ึงผูปวยบางรายอาจไมตอบสนองตอวัคซีน นอกจากนี้ก็มีการใช anti-IgE ในการรักษา พบวาการใช 
anti-IgE ในการรักษาเพียงอยางเดียวไมเพียงพอในการยับยั้งการเกิดความเสียหายของเนื้อเยื่อท่ีสงผล
ใหเยื่อเมือกของทางเดินหายใจมีความไวเปนอยางยิ่งตอสิ่งท่ีเขามาในทางเดินหายใจ กลาวคือแมจะ
ไมใชสารกอภูมิแพก็อาจเกิดอาการภูมิแพรุนแรงเชนหอบหืดได เรียกวาเกิดสภาวะ “Airway hyper-
responsiveness (AHR)” ดังนั้นการพัฒนาวิธีการรักษาแบบใหม จึงมีความสําคัญอยางยิ่งในการ
รักษาโรคภูมิแพ 

ในปจจุบันมีการศึกษาและทําใหทราบถึงกลไกการเกิดการตอบสนองของรางกายในสภาวะ
ภูมิแพมากข้ึน โดยเฉพาะอยางยิ่งมีรายงานเก่ียวกับบทบาทของโปรตีน Thymic stromal 
lymphopoietin (TSLP) หรือ interleukin 50 (IL-50) ซ่ึงพบวาเม่ือไดรับสารกอภูมิแพเขามาใน
ทางเดินหายใจมีการสราง TSLP จาก epithelial cells บริเวณทางเดินหายใจ (ซ่ึงเปนท่ีแรกท่ีเซลล 
มีการตอบสนองตอสารกอภูมิแพ) และจากเซลลอ่ืนๆไดแก keratinocytes และ stromal cells โดย 
TSLP สามารถกระตุนใหเซลลในรางกาย เชน Dendritic cells (DCs), T cells, mast cells, NKT 
cells  และ เซลลอ่ืน ๆ ใหหลั่ง T helper 2 (Th2) cytokines เชน IL-5, IL-6, IL-10 และ IL-13 
เปนตน รวมถึง mediators ตางๆ มีผลการกระตุนใหเกิด airway hyper-responsiveness (AHR)  
มีการอักเสบ และ atopic dermatitis ในผูปวย มีการศึกษาในสัตวทดลองพบวาเม่ือยับยั้งการทํางาน
ของ TSLP  ในหนูทดลองก็สามารถยับยั้งไมใหเซลลอักเสบชนิดอีโอซิโนฟลเขาไปในทางเดินหายใจ
และสามารถปองกันการเกิดการอักเสบในทางเดินหายใจได  

ดังนั้นการพัฒนาวิธีการยับยั้งการทํางานของโปรตีน TSLP จึงมีประโยชนในการรักษาผูปวย
โรคภูมิแพท่ีระบบทางเดินหายใจ รวมท้ังโรคสะเก็ดเงิน (Psoriasis) ท่ีมีสมมติฐานของการเกิดอาการท่ี
ผิวหนังเชนเดียวกับโรคภูมิแพท่ีระบบทางเดินหายใจ จากการมีการสรางโปรตีน TSLP มาก 
คณะผูวิจัยจึงเสนอโครงการวิจัยในการเตรียม fully human monoclonal antibody จาก human 
antibody phage library ท่ีสามารถยับยั้งการทํางานของโปรตีน TSLP 
 

วัตถุประสงคของการวิจัย  
1. วัตถุประสงคหลัก 

เพ่ือผลิตแอนติบอดีชนิดโนโนโคลนาลท่ีเปนโปรตีนของมนุษยโดยสมบูรณสําหรับนําไป
พัฒนาตอเพ่ือรักษาโรคภูมิแพโดยขัดขวางการทํางานของโปรตีน Thymic stromal lymphopoietin 
ท่ีผลิตจากเซลลตางๆโดยเฉพาะอยางยิ่ง epithelial cells ในทางเดินหายใจ 

2. วัตถุประสงคเฉพาะ  
- เพ่ือเตรียม recombinant thymic stromal lymphopoietin (TSLP) จากยีนท่ีมา

จาก human lung epithelial cells 
- ผลิต fully human monoclonal antibodies ในรูปแบบของแอนติบอดีสายเดี่ยว

(human single chain antibody; HuScFv) ตอ TSLP โดยการใช human antibody 
phage display library ท่ี ศาตราจารย ดร. วันเพ็ญ ชัยคําภาไดสรางเอาไวแลว 

- ทดสอบความจําเพาะของ human monoclonal antibodies ท่ีผลิตข้ึน ตอ TSLP 
โปรตีน 

 152 



- ทดสอบประสิทธิภาพของ human monoclonal antibodies ท่ีผลิตข้ึนในการยับยั้ง
การทํางานของ TSLP ในเซลลเพาะเลี้ยงชนิด human lung epithelail cells   

 

ขอบเขตของการวิจัย  
ขอบเขตของการวิจัย ครอบคลุมถึงการโคลนยีนท่ีเปนรหัสของ TSLP ของมนุษยเขาใน 

expression vector นํา recombinant vector เขาสูแบคทีเรีย E. coli สายพันธุท่ีเหมาะสม ทําการ 
induce ให transformed E. coli ผลิต recombinant TSLP แลวทําการ purify recombinant 
TSLP ออกจากโปรตีนอ่ืนๆของแบคทีเรีย  ทําการเตรียม human phage display library จาก 
stock โดยการทํา phage rescue จากนั้นนํา recombinant TSLP ไปใชเปนแอนติเจนเพ่ือคัดเลือก 
phage clones ท่ี display HuScFv ท่ีจับกับ TSLP จาก human antibody phage display 
library ดวยกระบวนการ bio-panning ทดสอบการจับแบบเฉพาะระหวาง HuScFv จาก phage 
clones กับ TSLP  เพ่ือคัดเลือก phage clones ท่ี display HuScFv ท่ีจับแนนกับ TSLP ทําการ 
clone huscfv-phagemids เขาสู  suppressor E. coli เพ่ือผลิต soluble HuScFv ทําการ purify 
HuScFv และทําการเตรียม HuScFv ในปริมาณมากพอสําหรับการทดสอบประสิทธิภาพ  การทํา  
neutralization assay เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของ HuScFv ในการยับยั้งการทํางานของ TSLP  
ใน cell culture 

 
ทฤษฎี สมมติฐาน และหรือกรอบแนวความคิดของการวิจัย  

การสราง thymic stromal lymphopoietin (TSLP) จาก epithelial cells บริเวณ
ทางเดินหายใจ keratinocytes และ stromal cells เม่ือไดรับสารกอภูมิแพเขามา สามารถกระตุนให
เซลลในรางกาย เชน dendritic cells, T cells, mast cells และ NKT cells หลั่ง Th2 cytokines 
เชน IL-5, IL-6, IL-10 และ IL-13 เปนตน รวมถึง mediators ตาง ๆ ทําใหเกิด airway hyper-
responsiveness (AHR), airway inflammation และ atopic dermatitis ในผูปวย ดังนั้นการ
ยับยั้งการทํางานของโปรตีน TSLP จะสามารถยับยั้งการสราง Th2 cytokines รวมถึง mediators 
ตางๆ สงผลใหผูปวยซ่ึงมีอาการของโรคภูมิแพมีอาการรุนแรงลดลงหรือไมมีอาการแพ 
ประโยชนท่ีไดรับ    

• มี therapeutic fully human antibodies   ท่ีสามารถยับยั้งการทํางานของ human 
thymic stromal lymphopoietin (neutralize TSLP activities)  

• มีองคความรูและประสบการณ เก่ียวกับ molecular cloning, recombinant protein 
production and purification, cell culture  และ การยับยั้งการหลั่งของสารท่ีเปน
ปจจัยสําคัญในการเกิดการแพในระดับโมเลกุล คือ TSLP 

• มีผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาติจํานวน 1 เรื่อง  

• มีนักศึกษาระดับบัณฑิตศึกษาเขารวมโครงการ  

• สงเสริมและพัฒนาศักยภาพของนักวิทยาศาสตรและ มาตรฐานการวิจัยไทยท่ีสามารถ
นํา ผลงานมาใชไดจริง และกอใหเกิดความสําคัญเชิงพาณิชยอันเปนเปาหมายหนึ่งของ
การพัฒนาประเทศ  
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ปจจัยท่ีเอ้ือตอการวิจัยท่ีมีอยู (ระบุรายละเอียด)  

อุปกรณการวิจัยท่ีมีอยูแลว 

- Automatic pipettes of various sizes 

- Centrifuges  

- ELISA reader 
- 37°C incubator, shaking incubator (biohazard safety) 

- Autoclave 

- Lyophilizer 

- SDS-PAGE module และ immunoblotting facility 

- Thermocycler 
- Agarose electrophoresis facility 

- Gel Documentation system 

- Facilities สําหรับ tissue culture (Laminar flow hood, CO2 incubator, Inverted 
microscope, etc.) 

- Facilities สําหรับการวิจัยทาง molecular biology  

- 29อ่ืนๆ29  
     
แผนการถายทอดเทคโนโลยีหรือผลการวิจัยสูกลุมเปาหมายเม่ือส้ินสุดการวิจัย  

องคความรูในการพัฒนาวิทยาศาสตรเทคโนโลยีท่ีไดจากกิจกรรมการวิจัยนี้และประสบการณ
การวิจัย รวมท้ังการเขียน Manuscript เพ่ือเผยแพรผลงานของทีมวิจัยท้ังท่ีมีมากอนและท่ีจะเพ่ิมพูน
จากการวิจัยนี้ สามารถถายทอดใหแกนักศึกษาในระดับบัณฑิตศึกษาในสาขาวิชาท่ีเก่ียวของได เชน 
วิทยาภูมิคุมกัน อณูชีววิทยา สาขาจุลชีววิทยา สาขาเวชศาสตรเขตรอน ซ่ึงทีมงานรับผิดชอบการสอน
โดยตรงอยูแลว และสามารถใหบริการวิชาการ ใหการฝกอบรมและดูงานแกนักวิจัยและนักวิชาการ 
ท้ังภายในและตางประเทศได 

ผลผลิตตางๆท่ีทีมงานจะผลิตจากงานวิจัยนี้ สามารถนําไปดําเนินการวิจัยตอยอดใหถึงการใช
งานจริง เชนใชเปน TSLP inhibitor เพ่ือยับยั้งหรือบรรเทาอาการแพ ซ่ึงจะมีท้ังศักยภาพเชิงพาณิชย
และเพ่ิมศักยภาพดานการบริการทางการแพทย    
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	- ทดสอบประสิทธิภาพของ human monoclonal antibodies ที่ผลิตขึ้นในการยับยั้งการทำงานของ TSLP ในเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด human lung epithelail cells

