
 

บทนําบทนํา  
 

ความสําคัญ และท่ีมาของปญหาวิจัย 
ขอมูลปจจุบันบงชี้วาโรคภูมิแพและภาวะความเจ็บปวยจากโรคภูมิแพมีอุบัติการณท่ีเพ่ิม

สูงข้ึนท่ัวโลก โดยเฉพาะในประเทศท่ีกําลังพัฒนารวมท้ังประเทศไทย นอกจากนี้ความรุนแรงของ
อาการเจ็บปวยของภาวะภูมิแพก็เพ่ิมข้ึนดวย เชนอาการหอบหืดในเด็กท่ีทําใหตองไปรับการรักษา
อยางฉุกเฉิน โรคภูมิแพเกิดข้ึนไดจากหลายสาเหตุ สวนหนึ่งเนื่องมาจากพันธุกรรม และสวนใหญเกิด
จากการสัมผัสสารกอภูมิแพ (allergen exposure) และระบบภูมิคุมกันถูกกระตุน (allergen 
sensitization) อยางตอเนื่องเปนระยะเวลานาน การสัมผัสสารกอภูมิแพ (allergen) ตั้งแตวัยเด็ก
ทารก (infancy) สงผลใหเกิดอาการแพตอสารนั้นๆในเวลาตอมา ซ่ึงอาการแพเม่ือเริ่มเปนอาจ 
มีอาการเพียงเล็กนอย เชน คันท่ีผิวหนัง คันในลําคอ คันตาและจมูก น้ํามูกน้ําตาไหล ไอ จามแตเม่ือ
สัมผัสสารกอภูมิแพบอย ๆ เปนเวลานาน อาการอาจเพ่ิมข้ึนจนถึงข้ันหอบหืด หายใจไมออก และตอง
ไดรับการรักษาในหนวยผูปวยฉุกเฉิน หรือตองเขารับการรักษาตัวในโรงพยาบาล โรคภูมิแพ 
มีผลกระทบตอเศรษฐกิจและสังคมอยางมาก เพราะนอกจากผูปวยตองไดรับการรักษาเยียวยาอยาง
ตอเนื่องเพราะยังไม มีการรักษาใหหายขาด แลว  ยั งทําใหผูปวยมีคุณภาพชีวิตลดลงและ 
มีประสิทธิภาพในการทํากิจวัตรประจําวัน การทํางานและ/หรือการศึกษาเลาเรียนดอยประสิทธิภาพ
กวาคนปกติ 

จากการศึกษากลไกการเกิดการตอบสนองของรางกายในสภาวะภูมิแพ พบวาอาการของโรค
ภูมิแพมีผลจากการท่ีเซลลชนิด T helper 2 (Th2 cells) ท่ีถูกกระตุนดวยสารกอภูมิแพผานทาง 
Dendritic cells (DCs) หลั่ง interleukin-4 (IL-4), IL-5, IL-9 และ IL-13 ซ่ึงทําใหเกิดการกระตุน 
allegen specific  B cells ใหมีการสราง allergen specific IgE  โดย IgE ท่ีสรางข้ึนนี้จะไปจับกับ 
high affinity IgE receptors บนผิวของ mast cells/basophils ในเนื้อเยื่อเชนในผิวหนัง ในทาง
เดินหายใจ  เม่ือรางกายไดรับสารกอภูมิแพชนิดเดิมอีกครั้ง สารกอภูมิแพนี้จะไปจับกับ IgE บนผิวของ 
mast cells และเชื่อมโยง IgE สองโมเลกุลท่ีอยูใกลกัน สงผลทําใหเกิดสัญญานกระตุนให mast 
cells นั้นหลั่ง mediators ตางๆออกมาทําใหมีพยาธิสภาพเชนเสนเลือดขยายตัวและ 
มี permeability เพ่ิม มีการขับสารเมือกและสารคัดหลั่งมากข้ึน มีเซลลอักเสบเขามาในผิวหนังหรือ
ในทางเดินหายใจ กลามเนื้อเรียบหดตัว หลอดลมตีบ เปนตน และเกิดอาการของโรคภูมิแพ เชน คัน
ผิวหนัง ผิวหนังอักเสบ หรือคัดจมูก จาม คันท่ีตา จนถึง หายใจลําบาก หอบหืด ในปจจุบัน 
มีการศึกษาเก่ียวกับบทบาทของ airway epithelial cells ซ่ึงเปนดานปองกันของรางกายดานแรก 
ท่ีสัมผัสกับสารกอภูมิแพท่ีเขามาในทางเดินหายใจ พบวา airway epithelial cells ท่ีถูกกระตุน
โดยสารกอภูมิแพจะมีการหลั่ง cytokines และ chemokines ตางๆ เชน IL-1, IL-6, IL-8, GM-CSF, 
TNF-α, IFN-α, IFN-β, RANTES และ eotaxin ซ่ึงสงผลให immune cells ตางๆถูกกระตุน และ
เซลลอักเสบจํานวนมาก เขามาในบริเวณท่ีมีสารกอภูมิแพ  (inflammatory cell infiltration)  

การดูแลรักษาผูปวยดวยโรคภูมิแพนั้น มีหลักการรักษาใหญๆสามประการคือ 1) การ
หลีกเลี่ยงไมใหผูปวยสัมผัสกับสารกอภูมิแพ (intervention of morbidity) 2) รักษาโดยการใชยา 
ซ่ึงเปนการรักษาตามอาการ (symptomatic treatment) และไมหายขาด รวมท้ังยาบางอยางมี

 151 



ผลขางเคียงตอสุขภาพและกดระบบภูมิคุมกัน  และ 3) รักษาโดยใชกรรมวิธีทางวิทยาภูมิคุมกัน 
(immunotherapy) โดยการใหวัคซีนรักษาภูมิแพ (therapeutic allergen vaccine) แกผูปวย  
ซ่ึงผูปวยบางรายอาจไมตอบสนองตอวัคซีน นอกจากนี้ก็มีการใช anti-IgE ในการรักษา พบวาการใช 
anti-IgE ในการรักษาเพียงอยางเดียวไมเพียงพอในการยับยั้งการเกิดความเสียหายของเนื้อเยื่อท่ีสงผล
ใหเยื่อเมือกของทางเดินหายใจมีความไวเปนอยางยิ่งตอสิ่งท่ีเขามาในทางเดินหายใจ กลาวคือแมจะ
ไมใชสารกอภูมิแพก็อาจเกิดอาการภูมิแพรุนแรงเชนหอบหืดได เรียกวาเกิดสภาวะ “Airway hyper-
responsiveness (AHR)” ดังนั้นการพัฒนาวิธีการรักษาแบบใหม จึงมีความสําคัญอยางยิ่งในการ
รักษาโรคภูมิแพ 

ในปจจุบันมีการศึกษาและทําใหทราบถึงกลไกการเกิดการตอบสนองของรางกายในสภาวะ
ภูมิแพมากข้ึน โดยเฉพาะอยางยิ่งมีรายงานเก่ียวกับบทบาทของโปรตีน Thymic stromal 
lymphopoietin (TSLP) หรือ interleukin 50 (IL-50) ซ่ึงพบวาเม่ือไดรับสารกอภูมิแพเขามาใน
ทางเดินหายใจมีการสราง TSLP จาก epithelial cells บริเวณทางเดินหายใจ (ซ่ึงเปนท่ีแรกท่ีเซลล 
มีการตอบสนองตอสารกอภูมิแพ) และจากเซลลอ่ืนๆไดแก keratinocytes และ stromal cells โดย 
TSLP สามารถกระตุนใหเซลลในรางกาย เชน Dendritic cells (DCs), T cells, mast cells, NKT 
cells  และ เซลลอ่ืน ๆ 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 มีการศึกษาในสัตวทดลองพบวาเม่ือยับยั้งการทํางาน
ของ TSLP  ในหนูทดลองก็สามารถยับยั้งไมใหเซลลอักเสบชนิดอีโอซิโนฟลเขาไปในทางเดินหายใจ
และสามารถปองกันการเกิดการอักเสบในทางเดินหายใจได  

ดังนั้นการพัฒนาวิธีการยับยั้งการทํางานของโปรตีน TSLP จึงมีประโยชนในการรักษาผูปวย
โรคภูมิแพท่ีระบบทางเดินหายใจ รวมท้ังโรคสะเก็ดเงิน (Psoriasis) ท่ีมีสมมติฐานของการเกิดอาการท่ี
ผิวหนังเชนเดียวกับโรคภูมิแพท่ีระบบทางเดินหายใจ จากการมีการสรางโปรตีน TSLP มาก 
คณะผูวิจัยจึงเสนอโครงการวิจัยในการเตรียม fully human monoclonal antibody จาก human 
antibody phage library ท่ีสามารถยับยั้งการทํางานของโปรตีน TSLP 
 

วัตถุประสงคของการวิจัย  
1. วัตถุประสงคหลัก 

เพ่ือผลิตแอนติบอดีชนิดโนโนโคลนาลท่ีเปนโปรตีนของมนุษยโดยสมบูรณสําหรับนําไป
พัฒนาตอเพ่ือรักษาโรคภูมิแพโดยขัดขวางการทํางานของโปรตีน Thymic stromal lymphopoietin 
ท่ีผลิตจากเซลลตางๆโดยเฉพาะอยางยิ่ง epithelial cells ในทางเดินหายใจ 

2. วัตถุประสงคเฉพาะ  
- เพ่ือเตรียม recombinant thymic stromal lymphopoietin (TSLP) จากยีนท่ีมา

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

(human single chain antibody; HuScFv) ตอ TSLP โดยการใช human antibody 
phage display library ท่ี ศาตราจารย ดร. วันเพ็ญ ชัยคําภาไดสรางเอาไวแลว 

- ทดสอบความจําเพาะของ human monoclonal antibodies ท่ีผลิตข้ึน ตอ TSLP 
โปรตีน 
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- ทดสอบประสิทธิภาพของ human monoclonal antibodies ท่ีผลิตข้ึนในการยับยั้ง
การทํางานของ TSLP ในเซลลเพาะเลี้ยงชนิด human lung epithelail cells   

 

ขอบเขตของการวิจัย  
ขอบเขตของการวิจัย ครอบคลุมถึงการโคลนยีนท่ีเปนรหัสของ TSLP ของมนุษยเขาใน 

expression vector นํา recombinant vector เขาสูแบคทีเรีย E. coli สายพันธุท่ีเหมาะสม ทําการ 
induce ให transformed E. coli ผลิต recombinant TSLP แลวทําการ purify recombinant 
TSLP ออกจากโปรตีนอ่ืนๆของแบคทีเรีย  ทําการเตรียม human phage display library จาก 
stock โดยการทํา phage rescue จากนั้นนํา recombinant TSLP ไปใชเปนแอนติเจนเพ่ือคัดเลือก 
phage clones ท่ี display HuScFv ท่ีจับกับ TSLP จาก human antibody phage display 
library ดวยกระบวนการ bio-panning ทดสอบการจับแบบเฉพาะระหวาง HuScFv จาก phage 
clones กับ TSLP  เพ่ือคัดเลือก phage clones ท่ี display HuScFv ท่ีจับแนนกับ TSLP ทําการ 
clone huscfv-phagemids เขาสู  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  

การสราง thymic stromal lymphopoietin (TSLP) จาก epithelial cells บริเวณ
ทางเดินหายใจ keratinocytes และ stromal cells เม่ือไดรับสารกอภูมิแพเขามา สามารถกระตุนให
เซลลในรางกาย เชน dendritic cells, T cells, mast cells และ NKT cells หลั่ง Th2 cytokines 
เชน IL-5, IL-6, IL-10 และ IL-13 เปนตน รวมถึง mediators ตาง ๆ ทําใหเกิด airway hyper-
responsiveness (AHR), airway inflammation และ atopic dermatitis ในผูปวย ดังนั้นการ
ยับยั้งการทํางานของโปรตีน TSLP จะสามารถยับยั้งการสราง Th2 cytokines รวมถึง mediators 
ตางๆ สงผลใหผูปวยซ่ึงมีอาการของโรคภูมิแพมีอาการรุนแรงลดลงหรือไมมีอาการแพ 
ประโยชนท่ีไดรับ    

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

• มีองคความรูและประสบการณ เก่ียวกับ molecular cloning, recombinant protein 
production and purification, cell culture  และ การยับยั้งการหลั่งของสารท่ีเปน
ปจจัยสําคัญในการเกิดการแพในระดับโมเลกุล คือ TSLP 

• มีผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาติจํานวน 1 เรื่อง  

• มีนักศึกษาระดับบัณฑิตศึกษาเขารวมโครงการ  

• สงเสริมและพัฒนาศักยภาพของนักวิทยาศาสตรและ มาตรฐานการวิจัยไทยท่ีสามารถ
นํา ผลงานมาใชไดจริง และกอใหเกิดความสําคัญเชิงพาณิชยอันเปนเปาหมายหนึ่งของ
การพัฒนาประเทศ  
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ปจจัยท่ีเอ้ือตอการวิจัยท่ีมีอยู (ระบุรายละเอียด)  

อุปกรณการวิจัยท่ีมีอยูแลว 

- 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  
     
แผนการถายทอดเทคโนโลยีหรือผลการวิจัยสูกลุมเปาหมายเม่ือส้ินสุดการวิจัย  

องคความรูในการพัฒนาวิทยาศาสตรเทคโนโลยีท่ีไดจากกิจกรรมการวิจัยนี้และประสบการณ
การวิจัย รวมท้ังการเขียน Manuscript เพ่ือเผยแพรผลงานของทีมวิจัยท้ังท่ีมีมากอนและท่ีจะเพ่ิมพูน
จากการวิจัยนี้ สามารถถายทอดใหแกนักศึกษาในระดับบัณฑิตศึกษาในสาขาวิชาท่ีเก่ียวของได เชน 
วิทยาภูมิคุมกัน อณูชีววิทยา สาขาจุลชีววิทยา สาขาเวชศาสตรเขตรอน ซ่ึงทีมงานรับผิดชอบการสอน
โดยตรงอยูแลว และสามารถใหบริการวิชาการ ใหการฝกอบรมและดูงานแกนักวิจัยและนักวิชาการ 
ท้ังภายในและตางประเทศได 

ผลผลิตตางๆท่ีทีมงานจะผลิตจากงานวิจัยนี้ สามารถนําไปดําเนินการวิจัยตอยอดใหถึงการใช
งานจริง เชนใชเปน TSLP inhibitor เพ่ือยับยั้งหรือบรรเทาอาการแพ ซ่ึงจะมีท้ังศักยภาพเชิงพาณิชย
และเพ่ิมศักยภาพดานการบริการทางการแพทย    
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	- ทดสอบประสิทธิภาพของ human monoclonal antibodies ที่ผลิตขึ้นในการยับยั้งการทำงานของ TSLP ในเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด human lung epithelail cells

