
 

ผลการวิจัยผลการวิจัย  
 

กิจกรรมท่ี 1   การวางแผนปฏิบัติการวิจัย 

ดําเนินการทบทวนผลงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับการศึกษาสารกอภูมิแพจากไรฝุนบานเพ่ือให
ทราบถึงสารกอภูมิแพไรฝุนชนิดตางๆท่ีมีรายงานและตีพิมพแลว รวมถึงเทคนิควิธีการทีใชในการ
จําแนก (identification) การศึกษาคุณสมบัติ (characterization) ของสารกอภูมิแพไรฝุน  

ไดประชุมนักวิจัยและผูเก่ียวของเพ่ือชี้แจงข้ันตอนการทํางาน รวมกันวางแผนปฏิบัติการวิจัย
เบื้องตนในการเก็บขอมูล มอบหมายงาน  การจัดเตรียมและจัดซ้ือ น้ํายา สารเคมีสิ้นเปลือง วัสดุ 
อุปกรณท่ีจําเปนสําหรับหองปฏิบัติการสําหรับการสกัดและการแยกโปรตีน ไดแก  IPG strips & Tris 
buffer, Acrylamide/Bis solution, BSA, Ammonium persulfate, TEMED, Coomassie Blue 
stain, nitrocellulose membrane, Bradford reagent อุปกรณเครื่องแกวและพลาสติก 
Centriprep, microtubes, dialysis bags, centrifuge tubes เปนตน เพ่ือใหมีน้ํายา สารเคมี
สิ้นเปลืองและวัสดุ อุปกรณตางๆสําหรับหองปฏิบัติการพรอมใชงานในการดําเนินงานวิจัย 

 
กิจกรรมท่ี 2   การเก็บซีรัมเพ่ือนํามาใชในงานวิจัย 

1.  การคัดเลือกอาสาสมัครเขารวมโครงการ โดยพิจารณาจากประวัติ อาการทางคลินิก และการ
ทดสอบ skin test ตอสารกอภูมิแพไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus และ D. farinae ตามเกณฑ
ขอกําหนด เพ่ือทําการเก็บซีรัม และนํามาใชในการดําเนินงานวิจัย 

ผลการดําเนินงาน  โครงการวิจัยนี้ไดผานการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย
ในคน คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล (หมายเลข SI 224/2010) มีมติรับรองใหดําเนินการได  
ทําการเก็บซีรัมผูเขารวมโครงการท่ีมารับการตรวจรักษาท่ีหองตรวจโรคภูมิแพ ภาควิชาโสต นาสิก  
ลาริงซวิทยา และภาควิชากุมารเวชศาสตร โรงพยาบาลศิริราชไดท้ังหมด 60 รายโดยจัดผูเขารวมการ
วิจัยเขากลุม  

กลุมเปาหมาย (skin prick test ใหผลบวก) จํานวน 45 ราย 
กลุมควบคุม (skin prick test ใหผลลบ) จํานวน 15 ราย 
 

2. การวิเคราะห specific IgE  
ไดสงซีรัมผูเขารวมโครงการท้ังหมด 60 รายไปตรวจหาคา specific IgE level ท่ีหนวยโรค

ภูมิแพ ภาควิชากุมารเวชศาสตร คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล และไดผล
การตรวจวิเคราะหมาเรียบรอยแลว ดังแสดงผลในภาคผนวก (ตารางท่ี 3.2 และ ตารางท่ี 3.3) 
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ตารางท่ี 3.2  Characteristics of the 45 allergic patients. 
 

Patient/ 
Code 
No. 

Sex Age 
(years) 

Diagnosis Skin prick test positive  
to crude extract of Dp. 

(whealxflare) 

Specific IgE to Dp 
(KAU/L) 

001 M 33 Allergic rhinitis 10x11/45x35 30.7 

002 F 54 Anaphylaxis 7x8/20x12 0.53 

003 M 43 ND  9x10/28x20 8.91 

004 M 19 Allergic rhinitis 12x14/34x27 39.2 

005 M 24 ND  7x9/25x17 1.19 

006 F 63 Asthma 12x14/35x28 3.88 

007 M 30 ND  8x20/34x25 42.1 

008 F 60 ND   3x3/15x10 <0.35 

009 M 32 ND   8X12/28x20 >100 

010 F 41 ND   7x12/26x23 31.7 

011 M 23 Early wheeze 9x13/39x30 59.8 

012 M 23 Asthma 10x11/41x30 63.0 

013 M 28 Allergic rhinitis 10x4/38x25 46.4 

014 M 42 Allergic rhinitis 6x7/28x20 0.76 

015 F 19 ND   10x11/42x35 10.4 

016 F 46 Allergic rhinitis 4x5/17x15  0.70 

017 F 23 Allergic rhinitis 6x7/23x18 0.38 

018 F 27 Allergic rhinitis 7x12/35x27 >100 

019 F 22 ND   4x5/20x18 0.42 

020 F 20 ND   4x6/42x35 >100 

021 M 39 ND   5x6/22x16 2.20 

022 M 27 ND   4x4/15x12 0.59 

023 M 44 Allergic rhinitis 4x4/14x10 <0.35 

024 F 47 Allergic rhinitis 5x6/23x17 <0.35 

025 F 36 Allergic rhinitis 7x8 <0.35 

Abbreviation: D.f., Dermatophagoides farinae; D.p., Dermatophagoides pteronyssinus;  
F, Female; KAU/L, Kilo Allergy Unit/Liter; M, Male; ND, No Data; P, Patient. 
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ตารางท่ี 3.2  Characteristics of the 45 allergic patients. (ตอ) 
 

Patient/ 
Code 
No. 

Sex Age 
(years) 

Diagnosis Skin prick test positive 
to crude extract of Dp 

(wheal/flare) 

Specific IgE to Dp 
(KAU/L) 

026 M 33 Allergic rhinitis 5x5/50x35 0.37 

027 F 54 ND  3x3/30x12 <0.35 

028 M 43 ND  15x14/35x30 59.4 

029 M 19 Allergic rhinitis 60x40/90x70 21.8 

030 M 24 Allergic rhinitis 5x5/35x25 3.49 

031 F 63 Asthma 4x3/20x17 1.56 

032 M 30 Allergic rhinitis  7x5/20x20 0.53 

033 F 60 ND   10x10/50x45 1.61 

034 M 12 Allergic rhinitis   8x7/17x20 17.4 

035 F 41 ND   12x7/40x25 10.8 

036 M 13 wheezing 4x4/35x30 14.8 

037 M 23 Asthma 20x18/67x50 7.87 

038 M 28 Allergic rhinitis 4x3/24x22 <0.35 

039 M 42 Allergic rhinitis 7x5/20x18 <0.35 

040 F 19 ND   5x5/22x20 <0.35 

041 F 46 Allergic rhinitis 4x3/20x16 <0.35 

042 F 23 Allergic rhinitis 12x10/45x35 6.17 

043 F 27 Allergic rhinitis 4x3/24x22 <0.35 

044 F 22 ND   4x3/15x10 0.37 

045 F 20 ND   5x5/50x35 <0.35 

Abbreviation: D.f., Dermatophagoides farinae; D.p., Dermatophagoides pteronyssinus; 
F, Female; KAU/L, Kilo Allergy Unit/Liter; M, Male; ND, No Data; P, Patient. 
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ตารางท่ี 3.3  Characteristics of the 15 non allergic patients (normal controls).  
 

Patient/ 
Code 
No. 

Sex Age 
(years) 

Diagnosis Skin prick test 
negative to 

 crude extract of Dp. 

Specific IgE to Dp 
(KAU/L) 

101 M 21 ND  control <0.35 

102 M 22 ND   control <0.35 

103 F 33 Allergic rhinitis control 0.71 

104 M 22 ND  control <0.35 

105 F 12 ND   control <0.35 

106 M 15 thallassemia control 0.49 

107 M 52 hypertension control <0.35 

108 M 21 ND  control <0.35 

109 M 26 ND   control 0.38 

110 M 30 ND   control <0.35 

111 F 14 ND   control <0.35 

112 M 12 Allergic rhinitis  control <0.35 

113 F 11 Allergic rhinitis  control <0.35 

114 
M 

30 
Thyroid 
nodule  

control 0.42 

115 F 29 ND   control 055 

Abbreviation: D.f., Dermatophagoides farinae; D.p., Dermatophagoides pteronyssinus; 
F, Female; KAU/L, Kilo Allergy Unit/Liter; M, Male; ND, No Data; P, Patient. 
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กิจกรรมท่ี 3 การสกัดโปรตีนจากตัวไรฝุนบริสุทธิ์สายพันธุ D. pteronyssinus  

1. จัดหาไรฝุนบริสุทธิ์สายพันธุ D. pteronyssinus ใหได 99% pure mites เพ่ือใชในการเตรียม 
crude extract นําไรฝุนบริสุทธิ์สายพันธุ D. pteronyssinus มาแชแข็งท่ีอุณหภูมิ -20 ºC เปนเวลา 
2 ชั่วโมง หลังจากนั้นทําการบดตัวไรฝุนบริสุทธิ์ดวยตัวบด (tissue grinding) ในไนโตรเจนเหลว แลว 
solubilize โปรตีนใน lysis buffer ซ่ึงมี proteinase inhibitors และไมมี proteinase inhibitors 
เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบหาภาวะเหมาะสมวาโปรตีนจากตัวไรฝุนท่ีสกัดไดจะใชในการวิจัยควรจะใส 
proteinase inhibitors หรือไม ตอจากนั้นนําไปทําใหเซลลแตกโดยใชคลื่นเสียงความถ่ีสูงเปนเวลา 
15 นาที ดวยเครื่อง Ultra sonicator (Labsonic P, Sartorius, Germany) หลังจากนั้นทําการปน
แยกกากเซลลท่ีความเร็วรอบ 12,000 x g เปนเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 ºC นําสารละลายใส
สวนบนมาทําการ dialysis ในสารละลาย starting buffer (0.01 M phosphate buffer, pH 7.0) 
เก็บท่ีอุณหภูมิ -80 ºC เพ่ือใชในข้ันตอนตอไป 

หมายเหตุ : Proteinase inhibitors ท่ีใชในการศึกษานี้ คือ complete ULTRA Tablets, 
Mini, EDTA-free, EASY pack ผลิตโดยบริษัท Roache Applied Science ซ่ึงเปนผลิตภัณฑท่ีมี 
proteinase inhibitors หลายชนิด นํามารวมกันแลวทําเปนเม็ด (inhibitor cocktail tablets) 
พรอมใชงาน และสะดวกในการใชมากเพียงนํา tablet มาละลายในน้ํากลั่น และผสมสวนผสมนี้ใน
สารละลาย lysis buffer สวนประกอบสําคัญ ไดแก serine, cysteine, and acidic protesases 
และ inbitors อ่ืนๆ อีกหลายชนิดท่ีไมไดระบุรายละเอียด และบริษัทมีขอมูลรับรองผลการใชงาน  
เปนผลิตภัณฑท่ีใชแพรหลาย จากประสบการณท่ีเคยใชผลิตภัณฑนี้ท่ีผานมานับวาไดผลเปนท่ีพอใจ 
จึงเลือกใชผลิตภัณฑนี้ในการศึกษานี้ 

2.  ทําการวัดปริมาณโปรตีนในสารสกัดจากไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus ดวยวิธี Bradford 
ไดสารสกัดจากไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus ท่ีทราบปริมาณโปรตีน ซ่ึงปริมาณโปรตีน

ของไรฝุนบริสุทธิ์สายพันธุ D. pteronyssinus และ D. farinae ในการสกัดแตละครั้งจะอยูในชวง 
3.00 - 6.5 µg/ml  
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กิจกรรมท่ี 4 การศึกษาหาภาวะเหมาะสมในการแยกสารสกัดโปรตีนจากตัวไรฝุนสายพันธุ  
D. pteronyssinus 
 

ในเบื้องตนไดนําสารสกัดโปรตีนจากตัวไรฝุนท่ีสกัดไดขางตน (ซ่ึงใช proteinase inhibitors 
และไมใช proteinase inhibitors) มาทําการแยกแบบทิศทางเดียวดวยวิธี SDS-PAGE โดยมีความ
หลากหลายของ percentage of acrylammide gel ท่ีใชตั้งแต 8% และ 12% รวมท้ังการมีความ
แตกตางของปริมาณโปรตีนจากตัวไรฝุนท่ีสกัดไดท่ีใชในการทดลองนี้เปน 5 µg, 7.5 µg และ 10 µg 
เพ่ือศึกษาหาภาวะเหมาะสมในการนํามาทําการแยกสารสกัดโปรตีนจากตัวไรฝุนขางตนแบบ
สองทิศทางดวยวิธี two dimensional gel electrophoresis (2DE) 

ผลการดําเนินงาน ในการศึกษาหาภาวะเหมาะสมในการแยกสารสกัดโปรตีนจากตัวไรฝุน
โดยทําการแยกแบบทิศทางเดียวดวยวิธี SDS-PAGE นั้นพบวา ควรใส proteinase inhibitors  
ในข้ันตอนการสารสกัดโปรตีนจากตัวไรฝุน แตเนื่องจากสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีสามารถแยกไดเกือบ  
20 ชนิดนั้น บางชนิดเปนโปรตีนท่ีมีคุณสมบัติเปน enzyme เชน Cysteine protease, 
Collagenolytic serine protease และ Glutathione S-transferase เปนตน ซ่ึง enzyme เหลานี้
อาจไปยอยโปรตีนหรือสารกอภูมิแพไรฝุนอ่ืนๆ ทําใหสูญเสียโปรตีนท่ีเปนสารกอภูมิแพไรฝุนบางชนิด
ไปได การใส proteinase inhibitors ยอมมีผลไปยับยั้งขบวนการยอยสารกอภูมิแพไรฝุนอ่ืนๆ ได  
ในการศึกษานี้ (รูปท่ี 3.4) พบวาการใส proteinase inhibitors ในข้ันตอนการสกัดโปรตีนใหผล 
ท่ีดีกวาการไมใส proteinase inhibitors (รูปท่ี 3.5)  แตอยางไรก็ตาม ในการตรวจหาโปรตีนท่ีสาร
กอภูมิแพไรฝุนนั้น ตองนําสารสกัดโปรตีนจากตัวไรฝุนมาทําปฏิกิริยากับ antibody (IgE) ในซีรัมของ
ผูปวย การใส proteinase inhibitors  นั้นก็อาจมีผลตอสารกอภูมิแพไรฝุนบางชนิดท่ีเปน enzyme 
เหลานั้นได  โดยอาจไปยับยั้งการทําปฏิกิริยาดังกลาวได ดังนั้น ในการศึกษานี้ เพ่ือปองกันการสูญเสีย
โปรตีนท่ีเปนสารกอภูมิแพไรฝุนทุกชนิด ในข้ันตอนการสกัดโปรตีนจึงจะทําการสกัดท้ังแบบท่ีใส 
proteinase inhibitors และแบบท่ีไมใส proteinase inhibitors ท้ังสองภาวะจะทําการสกัดโปรตีน
ในภาวะท่ีมีความเย็นทุกข้ันตอน เพ่ือลดการสลายตัวของโปรตีน โดยเฉพาะในการสกัดแบบท่ีไมใส 
proteinase inhibitors และใชสารสกัดโปรตีนจากตัวไรฝุนท่ีเตรียมทันที (freshly prepared crude 
extract)  

สําหรับ percentage of acrylammide gel ท่ีเหมาะสมในการแยกสารสกัดโปรตีนจาก 
ตัวไรฝุนแบบสองทิศทางนั้นพบวา 12.5% ใหผลท่ีดีกวา (รูปท่ี 3.4 และ 3.5) และเม่ือทําการทดสอบ
หาปริมาณท่ีเหมาะสมในการทํา electrophoresis ท่ีจะใชการทดลองไดใชปริมาณโปรตีน 5 µg,  
7.5 µg และ 10 µg จากตัวไรฝุนท่ีสกัดได พบวา 5 µg และ 7.5 µg  (รูปท่ี 3.6 และ 3.7) ก็สามารถ
ใหผลการทดลองท่ีดีไดเชนเดียวกับปริมาณโปรตีน 10 µg ในการศึกษานี้ จึงเลือกใชปริมาณโปรตีนท่ี 
6 µg เพราะสามารถประหยัด allergen ได 

ในเบื้องตนจะทํา Immunoblot analysis กอน โดยหลังจาก transfer โปรตีนลงบนแผน 
membrane แลวนําแผน membrane ท่ี blot ดวยโปรตีนไวแลวไปทําปฏิกิริยากับซีรัมของผูปวยแต
ละรายและ pooled serum ของกลุมเปาหมายและกลุมควบคุม เพ่ือตรวจหาโปรตีนท่ีเปนสารกอ
ภูมิแพไรฝุน (ท่ีทําปฏิกิริยากับ IgE ในซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพไรฝุน) โดยคัดเลือกซีรัมของผูปวย  
5 รายท่ีมีคา specific IgE (>0.35 kUA/L) เพ่ือหากลุมโปรตีนเปาหมายวาอยูในชวงใด รูปท่ี 3.8 เปน 
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Immunoblot analysis  พบวา reactive band  หลายชวง แสดงวา โปรตีนเปาหมายมีหลายกลุมท่ี
มีน้ําหนักโมเลกุลหลายชวง และในกลุมควบคุมไมพบ reactive band ตามท่ีควรจะเปน ซ่ึงจะ
ดําเนินการวิเคราะหละเอียดตอไปดวยวิธี Two Dimensional Gel Electropheresis (2DE) และ  
2 DE-IgE immunoblotting ตอไป   
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รูปท่ี 3.4  Coomassie brilliant blue stained SDS-PAGE analysis of 10 µg of crude extract 
of D. pteronyssinus from 8% separating gel. Lanes M: molecular weight 
markers, Lane 1: freshly prepared crude extract of D. pteronyssinus with 
using protease inhibitor. Lane 2: freshly prepared crude extract of  
D. pteronyssinus without using protease inhibitor. Lane 3: preserved crude 
extract of D. pteronyssinus.  
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รูปท่ี 3.5  Coomassie brilliant blue stained SDS-PAGE analysis of 10 µg of crude extract 
of D. pteronyssinus from 12% separating gel. Lanes M: molecular weight 
markers, Lane 1: freshly prepared crude extract of D. pteronyssinus with 
using protease inhibitor. Lane 2: freshly prepared crude extract of  
D. pteronyssinus without using protease inhibitor. Lane 3: preserved crude 
extract of D. pteronyssinus.  
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รูปท่ี 3.6  Coomassie brilliant blue stained SDS-PAGE analysis of various amount of 
crude extract of D. pteronyssinus without using protease inhibitor from 12% 
separating gel. Lane M: molecular weight markers, Lane 1-3:  5 µg, 7.5 µg, 
10 µg of protein in extract used, respectively 
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รูปท่ี 3.7  Coomassie brilliant blue stained SDS-PAGE analysis of various amount of 
crude extract of D. pteronyssinus with using protease inhibitor from 12% 
separating gel. Lane M: molecular weight markers, Lane 1-3:  5 µg, 7.5 µg, 
10 µg of protein in extract used, respectively 
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(A)                                                                  (B) 
 
รูปท่ี 3.8 Immunoblot patterns of crude extract of D. pteronyssinus using protease 

inhibitor (A)  and without using protease inhibitor (B) from 12.5% separating 
gel showing reactive component with antibodies of allergic patients compare 
with those of normal controls. Lanes 1-4 &9: allergic patients, Lanes 6: 
pooled serum allergic patients while Lanes 6-8, 10-12: normal control. 

 
 

 

Positive  Negative   Positive  Negative   
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กิจกรรมท่ี 5 การศึกษาหาสารกอภูมิแพไรฝุนดวยวิธี 2DE Gel Electropheresis และ2 DE-IgE 
immunoblotting  

 

นําโปรตีนจากสารสกัดหยาบจากตัวไรฝุนบริสุทธิ์สายพันธุ D. pteronyssinus ท่ีผานการ
แยกแบบสองทิศทางในชวง pH range กวาง (3-10) จากเจลสองแผนแรกมายอมดวยสียอมโปรตีน 
silver stain (รูปท่ี 3.9 A) และสี Coomassie Brilliant Blue (รูปท่ี 3.9 B) เพ่ือใหเห็น protein 
spots จะเห็นไดวา มีจุดโปรตีนท่ีนาจะเปนสารกอกอภูมิแพในชวงตางๆ แตจะระบุไดวาเปนสารกอ
กอภูมิแพจะตองเปนโปรตีนท่ีปฏิกิริยากับ IgE ใน serum ของผูปวย ดังนั้น โปรตีนจากสารสกัดหยาบ
จากตัวไรฝุนบริสุทธิ์สายพันธุ D. pteronyssinus ในเจลแผนท่ี 3 & 4 นํามา transfer โปรตีนลงบน
แผน nitrocellulose membrane นําแผน membrane ท่ี blot ดวยโปรตีนไวแลวไปทําปฏิกิริยา
กับ pooled serum ของผูปวย (กลุมเปาหมาย, (รูปท่ี 3.10 A) และ pooled serum ของกลุม
ควบคุม (normal control, รูปท่ี 3.10 B) แลวตรวจหาโปรตีนท่ีทําปฏิกิริยากับ IgE ใน pooled 
serum ของผูปวยโรคภูมิแพไรฝุนท่ีไมพบในกลุมควบคุม   

ผลท่ีไดจากกิจกรรมนี้จะเห็นวา แผน membrane ท่ี blot ดวยโปรตีนไวแลวไปทําปฏิกิริยา
กับ pooled serum ของผูปวย (กลุมเปาหมาย) มีจุดโปรตีนมากกวา  ในแผน membrane ท่ี blot 
ดวยโปรตีนไวแลวไปทําปฏิกิริยากับ pooled serum ของกลุมควบคุม (normal control) แต
เนื่องจากในชวง pH range 3-10 เปนชวงกวางจึงตองดําเนินการวิเคราะหซํ้าใหละเอียดข้ึนโดยทํา
การแยกโปรตีนในชวง pH range ตางๆ กันตอไป เพ่ือใหไดผลการทดลองดีข้ึน  

จากรูปท่ี 3.11 เปนภาพรวมของการวิเคราะหหาจุดโปรตีนท่ีทําปฏิกิริยากับ IgE ใน pooled 
serum ของกลุมผูปวยโรคภูมิแพคนไทยท่ีทําการศึกษาเปรียบเทียบกับจุดโปรตีนท่ีทําปฏิกิริยากับ IgE 
ใน pooled serumของกลุมควบคุม เพ่ือคัดเลือกหาจุดโปรตีนท่ีทําปฏิกิริยากับ IgE ท่ีไมพบในกลุม
ควบคุม  และไดศึกษารายละเอียดของแตละ pH range แยกเปน pH range 5.0-6.5, 6.2-7.5 และ 
7.0-11. 

ในรูปท่ี 3.12 เปนการแยกโปรตีนในชวง pH range 5.0-6.5 พบวา จุดโปรตีนท่ีทําปฏิกิริยา
กับ IgE ท่ีไมพบในกลุมควบคุมท่ีคัดเลือก เพ่ือนําไปจําแนกชนิด (identify) โดยวิธีแมสสเปคโตรเมตรี 
(mass spectro-metry) มีจํานวน 7 จุด (No. 1-7) ซ่ึงเม่ือนําไปเปรียบเทียบกับแผนท่ีสายโปรตีน 
(peptide mass maps) ในแฟมขอมูล (database) แลว โปรตีนนี้คือ Myosin heavy chain, 
Paramyosin allergen [Blomia tropicalis], Paramyosin allergen [B. tropicalis], 
Paramyosin allergen [B. tropicalis], Group 14 allergen protein [D. pteronyssinus],  
A Chain A, Crystal structure of the major house dust mite allergen Der P 1 และ 
Glutathione transferase mu class Dp7019C10 [D. p] ดังแสดงในตารางท่ี 3.4 

การแยกโปรตีนในชวง pH range 6.2-7.5 แสดงผลในรูปท่ี 3.13 พบวา จุดโปรตีนท่ีทํา
ปฏิกิริยากับ IgE ท่ีไมพบในกลุมควบคุมท่ีคัดเลือก เพ่ือนําไปจําแนกชนิด (identify) โดยวิธีแมสสเปค
โตรเมตรี (mass spectro-metry) มีจํานวน 5 จุด (No. 8-12) ซ่ึงเม่ือนําไปเปรียบเทียบกับแผนท่ีสาย
โปรตีน (peptide mass maps) ในแฟมขอมูล (database) แลว โปรตีนนี้คือ glutathione 

transferase delta-like Dp7018E11 [D. p], glutathione transferase delta-like Dp7018E11 [D. p] 
beta-galactosidase [Oryza sativa (japonica cultivar-group)] –new, Triosephosphate 
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Isomerase (E.C.5.3.1.1) Mutant With 15 Residues (68 - 82) Replaced By 8 Residues, 
0905238A keratin subunit, epidermal, B Chain B, Porcine E-Trypsin (E.C.3.4.21.4) ดังแสดงใน
ตารางที ่3.2  ซึ่งจุดโปรตีน No. 10-12 นั้นนาจะเปนการปนเปอนมากกวา 

การแยกโปรตีนในชวง pH range 7-11 แสดงผลในรูปท่ี 3.14 พบวา จุดโปรตีนท่ีทํา
ปฏิกิริยากับ IgE ท่ีไมพบในกลุมควบคุมท่ีคัดเลือก เพ่ือนําไปจําแนกชนิด (identify) โดยวิธีแมสสเปค
โตรเมตรี (mass spectrometry) มีจํานวน 10 จุด (No. 13-22) ซ่ึงเม่ือนําไปเปรียบเทียบกับแผนท่ี
สายโปรตีน (peptide mass maps) ในแฟมขอมูล (database) แลว โปรตีนเหลานี้สวนใหญคือ 
keratin หรือ epidermal ดังแสดงในตารางท่ี 3.4 ซ่ึงจุดโปรตีน No. 13-22 นั้นนาจะเปนการ
ปนเปอนมากกวา 
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                           (A)                                                       (B) 
 
รูปท่ี 3.9  2-DE maps of soluble proteins from crude extract of D. pteronyssinus  

at the pH 3-10, NL stained by silver (A)  and Coomassie Brilliant Blue (B). 
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