
 

ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัยระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย  
 

ระเบียบวิธีการดําเนินการวิจัย และสถานท่ีทําการทดลอง/เก็บขอมูล  
1. วางแผนปฏิบัติการวิจัยเบื้องตนในการเก็บขอมูล และจัดซ้ือน้ํายา และสารเคมีสิ้นเปลือง 
2. คัดเลือกอาสามัครเขารวมโครงการจํานวน 50 ราย (กลุมเปาหมายและกลุมควบคุม) 

เพ่ือทําการเก็บซีรัมไวใชในการศึกษา allergenicity ของสารกอภูมิแพท่ีผลิตได โดยการคัดเลือก
อาสาสมัครเขารวมโครงการ พิจารณาจากประวัติ อาการทางคลินิก และการทดสอบ skin test ตอ
สารกอภูมิแพไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus และ D. farinae เพ่ือทําการเก็บซีรัม และนํามาใชใน
การดําเนินงานวิจัย 

โครงการวิจัยนี้ไดผานการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน คณะแพทย-
ศาสตรศิริราชพยาบาล มีมติรับรองใหดําเนินการได โดยกําหนดการคัดเลือกอาสาสมัครเขารวม
โครงการเขารวมการวิจัย (Subject selection and allocation) ดังนี้ 

2.1. ประชากรท่ีเขารับการศึกษา 
2.1.1 เกณฑการคัดเลือกประชากร (inclusion criteria) โดยการคัดเลือกจาก

อาสาสมัครเขารวมโครงการ ท่ีมีอายุตั้งแต 7 ปข้ึนไป 
กลุมเปาหมาย* 
โดยคัดเลือกจากผูปวยนอกท่ีมารับการตรวจรักษาท่ีหองตรวจโรคภูมิแพภาควิชาโสต 

นาสิก ลาริงซวิทยา และภาควิชากุมารเวชศาสตรโรงพยาบาลศิริราช ท่ีไดรับการวินิจฉัยวามีภาวะ
ภูมิแพสารกอภูมิแพไรฝุนจากการทดสอบปฏิกิริยาภูมิแพทางผิวหนังแลว (skin prick test ใหผลบวก) 
ซ่ึงตามมาตรฐานองคการอนามัยโลกถือวาเปน screening test ท่ีเปน gold standard ในการตรวจ
วินิจฉัยภูมิแพ  

กลุมควบคุม* 
โดยคัดเลือกจากผูปวยนอกท่ีมารับการตรวจรักษาท่ีหองตรวจโรคภูมิแพภาควิชา 

โสต นาสิก ลาริงซวิทยา และภาควิชากุมารเวชศาสตรโรงพยาบาลศิริราช ท่ีไมไดรับการวินิจฉัยวามี
ภาวะภูมิแพสารกอภูมิแพไรฝุนจากการทดสอบปฏิกิริยาภูมิแพทางผิวหนังแลว (skin prick test 
ใหผลลบ) หรือ skin prick test ใหผลลบตอสารกอภูมิแพทุกชนิดท่ีทดสอบ ซ่ึงตามมาตรฐานองคการ
อนามัยโลกถือวาเปน screening test ท่ีเปน gold standard ในการตรวจวินิจฉัยภูมิแพ 

       * ไดรับการยินยอมจากผูเขารวมการวิจัย หรือผูปกครองในกรณีท่ีมีอายุต่ํากวา 18 ป  
2.1.2  เกณฑการคัดออกประชากร (exclusion criteria) 

- ผูปวย/ผูเขารวมโครงการ ไมสมัครใจเขารวมโครงการ หรือปฏิบัติไมถูกตอง
ตามระเบียบปฏิบัติในการดําเนินงานศึกษาวิจัย 

- ผูปวยโรคภูมิแพท่ียังไมเคยไดรับการทดสอบปฏิกิริยาภูมิแพทางผิวหนัง (skin 
prick test)    

2.1.3  เกณฑการถอนผูเขารวมการวิจัยหรือยุติการเขารวมการวิจัย (Withdrawal or 
termination criteria) 

ผูเขารวมโครงการไมสมัครใจเขารวมโครงการหรือปฏิบัติไมถูกตองตาม
ระเบียบปฏิบัติในการดําเนินงานศึกษาวิจัย 
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2.2  การจัดผูเขารวมการวิจัยเขากลุม (Subject allocation) 
กลุมเปาหมาย  
ผูเขารวมโครงการท่ีไดรับการวินิจฉัยวามีภาวะภูมิแพสารกอภูมิแพไรฝุนจากการ

ทดสอบปฏิกิริยาภูมิแพทางผิวหนังแลว (skin prick test ใหผลบวก) 
กลุมควบคุม 
ผูเขารวมโครงการท่ีไมไดรับการวินิจฉัยวามีภาวะภูมิแพสารกอภูมิแพไรฝุนจากการ

ทดสอบปฏิกิริยาภูมิแพทางผิวหนังแลว (skin prick test ใหผลลบ) หรือ skin prick test ใหผลลบ
ตอสารกอภูมิแพทุกชนิดท่ีทดสอบ 

สงซีรัมของอาสาสมัครท้ังหมดเพ่ือตรวจวิเคราะหหา specific IgE level ตอ  
D. pteronyssinus และ D. farinae ดวยวิธี Immunocap 

2.3. การคํานวณขนาดตัวอยาง (Sample size calculation)  
เนื่องจากโครงการวิจัยนี้เปนการศึกษานํารอง (pilot study) จึงกําหนดประชากรท่ีเขา

รับการศึกษากลุมเปาหมายจํานวนอยางนอย 30 ราย และกลุมควบคุมอยางนอย 5 ราย 
3. จัดหาไรฝุนบริสุทธิ์สายพันธุ D. pteronyssinus ท่ีมีความบริสุทธิ์ 99% (99% purity) 

เพ่ือใชในการเตรียม crude extract โดยสกัดโปรตีนจากตัวไรฝุนโดยใชท่ีบด บดตัวไรฝุน
สายพันธุ D. pteronyssinus ในไนโตรเจนเหลว ตอจากนั้น solubilize โปรตีนใน lysis 
buffer ซ่ึงมี proteinase inhibitors (รูปท่ี 3.2) 

4. ทําการวัดปริมาณโปรตีนในสารสกัดจากไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus นําสารสกัด
โปรตีนขางตนมาทําการแยกแบบสองทิศทางดวยวิธี two dimensional gel 
electrophoresis (2DE) โดยโปรตีนจะถูกแยกในทิศทางแรก โดยความแตกตางกันของ 
pI ในแตละโปรตีน ดวยวิธี isoelectric-focusing (IEF) ตอจากนั้นทําการแยกในทิศทาง
ท่ีสอง โดยความแตกตางกันของขนาดโมเลกุลของแตละโปรตีน ดวยวิธี SDS-PAGE โดย
ทําเปน duplicate 

5. นําโปรตีนท่ีผานการแยกแบบสองทิศทาง จากเจลแผนแรกมายอมดวยสียอมโปรตีน 
เพ่ือใหเห็น protein spots สวนเจลแผนท่ีสองนํามา transfer โปรตีนลงบนแผน 
membrane นําแผน membrane ท่ี blot ดวยโปรตีนไวแลวไปทําปฏิกิริยากับซีรัมของ
ผูปวยแตละราย แลวตรวจหาโปรตีนท่ีทําปฏิกิริยากับ IgE ในซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพ 
ไรฝุน (รูปท่ี 3.3) โดยใช second antibody เปน anti-human IgE (2 DE-IgE 
immuneblotting) 

6. ทําการตัดเจลท่ีมี protein spots ตรงกับ protein spots ท่ีทําปฏิกิริยากับ IgE  
ในซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพไรฝุนจากเจลแผนแรก  

7. ทําการ identify โปรตีนในเจล ดวยวิธี mass spectrometry และเปรียบเทียบ 
peptide mass maps ท่ี generate ไดกับขอมูลใน database 

8. ได allergenome ของไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus และทราบวาโปรตีนใด 
ใน allergenome เปนสารกอภูมิแพสําคัญในกลุมผูปวยโรคภูมิแพคนไทยท่ีทําการศึกษา  

9. การคัดเลือกชนิดของสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีจะผลิต 
10. การผลิตสารกอภูมิแพตามธรรมชาติ (native allergen) โดยใชเทคนิค affinity column 

chromatography  
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11. การผลิตสารกอภูมิแพท่ีเปนรีคอมบิแนนท โปรตีน (recombinant protein) ผลิตดวย
เทคนิคพันธุวิศวกรรม  
11.1. สกัด total RNA จากไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus และเตรียม first 

strand cDNA 
11.2. ทําการเพ่ิมปริมาณ gene(s) ดวยวิธี PCR 
11.3. ทําการ clone เขาสู cloning vector หลังจากนั้นทําการตรวจสอบความถูกตอง

ของ gene sequencee(s) แลว clone gene(s) ดังกลาวเขาสู protein 
expression vector ท่ีเหมาะสม  

11.4. ทําการ transfect E. coli ดวย vector จากขอ 5 และคัดเลือก 
transformant(s) ท่ีเหมาะสม  

11.5. ทําการ express protein(s) จาก transformant(s) และทําการ purify โปรตีน 
(recombinant allergens)  

12. นํา native allergen และ recombinant protein(s) ไปทดสอบความเปนสารกอภูมิแพ 
(allergenicity) โดยการทําปฏิกิริยากับซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพไรฝุน ดวยวิธี IgE-ELISA 

13. รวบรวมผล วิเคราะหขอมูล และเขียนรายงานการวิจัย และ manuscript 
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รูปท่ี 3.2  Process of house dust mite extraction  
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รูปท่ี 3.3   Conceptual framework  

 
 

 
2.  Separation in 2nd dimension by size (MW) 
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1.  Separation in 1st dimension by charge 

 

Second Dimension (SDS-PAGE) 
12.5% polyacrylamide gel 

 

Protein solubilisation 
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