
 

ผลการวิจัยผลการวิจัย  
 

กิจกรรมท่ี 1   การวางแผนปฏิบัติการวิจัย 

ดําเนินการทบทวนผลงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับการศึกษาสารกอภูมิแพจากไรฝุนบานเพ่ือให
ทราบถึงสารกอภูมิแพไรฝุนชนิดตางๆท่ีมีรายงานและตีพิมพแลว รวมถึงเทคนิควิธีการทีใชในการ
จําแนก (identification) การศึกษาคุณสมบัติ (characterization) ของสารกอภูมิแพไรฝุน  

ไดประชุมนักวิจัยและผูเก่ียวของเพ่ือชี้แจงข้ันตอนการทํางาน รวมกันวางแผนปฏิบัติการวิจัย
เบื้องตนในการเก็บขอมูล มอบหมายงาน  การจัดเตรียมและจัดซ้ือ น้ํายา สารเคมีสิ้นเปลือง วัสดุ 
อุปกรณท่ีจําเปนสําหรับหองปฏิบัติการสําหรับการสกัดและการแยกโปรตีน ไดแก  IPG strips & Tris 
buffer, Acrylamide/Bis solution, BSA, Ammonium persulfate, TEMED, Coomassie Blue 
stain, nitrocellulose membrane, Bradford reagent อุปกรณเครื่องแกวและพลาสติก 
Centriprep, microtubes, dialysis bags, centrifuge tubes เปนตน เพ่ือใหมีน้ํายา สารเคมี
สิ้นเปลืองและวัสดุ อุปกรณตางๆสําหรับหองปฏิบัติการพรอมใชงานในการดําเนินงานวิจัย 

 
กิจกรรมท่ี 2   การเก็บซีรัมเพ่ือนํามาใชในงานวิจัย 

1.  การคัดเลือกอาสาสมัครเขารวมโครงการ โดยพิจารณาจากประวัติ อาการทางคลินิก และการ
ทดสอบ skin test ตอสารกอภูมิแพไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus และ D. farinae ตามเกณฑ
ขอกําหนด เพ่ือทําการเก็บซีรัม และนํามาใชในการดําเนินงานวิจัย 

ผลการดําเนินงาน  โครงการวิจัยนี้ไดผานการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย
ในคน คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล (หมายเลข SI 224/2010) มีมติรับรองใหดําเนินการได  
ทําการเก็บซีรัมผูเขารวมโครงการท่ีมารับการตรวจรักษาท่ีหองตรวจโรคภูมิแพ ภาควิชาโสต นาสิก  
ลาริงซวิทยา และภาควิชากุมารเวชศาสตร โรงพยาบาลศิริราชไดท้ังหมด 60 รายโดยจัดผูเขารวมการ
วิจัยเขากลุม  

กลุมเปาหมาย (skin prick test ใหผลบวก) จํานวน 45 ราย 
กลุมควบคุม (skin prick test ใหผลลบ) จํานวน 15 ราย 
 

2. การวิเคราะห specific IgE  
ไดสงซีรัมผูเขารวมโครงการท้ังหมด 60 รายไปตรวจหาคา specific IgE level ท่ีหนวยโรค

ภูมิแพ ภาควิชากุมารเวชศาสตร คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล และไดผล
การตรวจวิเคราะหมาเรียบรอยแลว 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. (ตอ) 
 

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. 

 89 



กิจกรรมท่ี 3 การสกัดโปรตีนจากตัวไรฝุนบริสุทธิ์สายพันธุ D. pteronyssinus  

1. จัดหาไรฝุนบริสุทธิ์สายพันธุ D. pteronyssinus ใหได 99% pure mites เพ่ือใชในการเตรียม 
crude extract นําไรฝุนบริสุทธิ์สายพันธุ D. pteronyssinus มาแชแข็งท่ีอุณหภูมิ -20 ºC เปนเวลา 
2 ชั่วโมง หลังจากนั้นทําการบดตัวไรฝุนบริสุทธิ์ดวยตัวบด (tissue grinding) ในไนโตรเจนเหลว แลว 
solubilize โปรตีนใน lysis buffer ซ่ึงมี proteinase inhibitors และไมมี proteinase inhibitors 
เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบหาภาวะเหมาะสมวาโปรตีนจากตัวไรฝุนท่ีสกัดไดจะใชในการวิจัยควรจะใส 
proteinase inhibitors หรือไม ตอจากนั้นนําไปทําใหเซลลแตกโดยใชคลื่นเสียงความถ่ีสูงเปนเวลา 
15 นาที ดวยเครื่อง Ultra sonicator (Labsonic P, Sartorius, Germany) หลังจากนั้นทําการปน
แยกกากเซลลท่ีความเร็วรอบ 12,000 x g เปนเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 ºC นําสารละลายใส
สวนบนมาทําการ dialysis ในสารละลาย starting buffer (0.01 M phosphate buffer, pH 7.0) 
เก็บท่ีอุณหภูมิ -80 ºC เพ่ือใชในข้ันตอนตอไป 

หมายเหตุ : Proteinase inhibitors ท่ีใชในการศึกษานี้ คือ complete ULTRA Tablets, 
Mini, EDTA-free, EASY pack ผลิตโดยบริษัท Roache Applied Science ซ่ึงเปนผลิตภัณฑท่ีมี 
proteinase inhibitors หลายชนิด นํามารวมกันแลวทําเปนเม็ด (inhibitor cocktail tablets) 
พรอมใชงาน และสะดวกในการใชมากเพียงนํา tablet มาละลายในน้ํากลั่น และผสมสวนผสมนี้ใน
สารละลาย lysis buffer สวนประกอบสําคัญ ไดแก serine, cysteine, and acidic protesases 
และ inbitors อ่ืนๆ อีกหลายชนิดท่ีไมไดระบุรายละเอียด และบริษัทมีขอมูลรับรองผลการใชงาน  
เปนผลิตภัณฑท่ีใชแพรหลาย จากประสบการณท่ีเคยใชผลิตภัณฑนี้ท่ีผานมานับวาไดผลเปนท่ีพอใจ 
จึงเลือกใชผลิตภัณฑนี้ในการศึกษานี้ 

2.  ทําการวัดปริมาณโปรตีนในสารสกัดจากไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus ดวยวิธี Bradford 
ไดสารสกัดจากไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus ท่ีทราบปริมาณโปรตีน ซ่ึงปริมาณโปรตีน

ของไรฝุนบริสุทธิ์สายพันธุ D. pteronyssinus และ D. farinae ในการสกัดแตละครั้งจะอยูในชวง 
3.00 - 6.5 µg/ml  
 

 90 



กิจกรรมท่ี 4 การศึกษาหาภาวะเหมาะสมในการแยกสารสกัดโปรตีนจากตัวไรฝุนสายพันธุ  
D. pteronyssinus 
 

ในเบื้องตนไดนําสารสกัดโปรตีนจากตัวไรฝุนท่ีสกัดไดขางตน (ซ่ึงใช proteinase inhibitors 
และไมใช proteinase inhibitors) มาทําการแยกแบบทิศทางเดียวดวยวิธี SDS-PAGE โดยมีความ
หลากหลายของ percentage of acrylammide gel ท่ีใชตั้งแต 8% และ 12% รวมท้ังการมีความ
แตกตางของปริมาณโปรตีนจากตัวไรฝุนท่ีสกัดไดท่ีใชในการทดลองนี้เปน 5 µg, 7.5 µg และ 10 µg 
เพ่ือศึกษาหาภาวะเหมาะสมในการนํามาทําการแยกสารสกัดโปรตีนจากตัวไรฝุนขางตนแบบ
สองทิศทางดวยวิธี two dimensional gel electrophoresis (2DE) 

ผลการดําเนินงาน ในการศึกษาหาภาวะเหมาะสมในการแยกสารสกัดโปรตีนจากตัวไรฝุน
โดยทําการแยกแบบทิศทางเดียวดวยวิธี SDS-PAGE นั้นพบวา ควรใส proteinase inhibitors  
ในข้ันตอนการสารสกัดโปรตีนจากตัวไรฝุน แตเนื่องจากสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีสามารถแยกไดเกือบ  
20 ชนิดนั้น บางชนิดเปนโปรตีนท่ีมีคุณสมบัติเปน enzyme เชน Cysteine protease, 
Collagenolytic serine protease และ Glutathione S-transferase เปนตน ซ่ึง enzyme เหลานี้
อาจไปยอยโปรตีนหรือสารกอภูมิแพไรฝุนอ่ืนๆ ทําใหสูญเสียโปรตีนท่ีเปนสารกอภูมิแพไรฝุนบางชนิด
ไปได การใส proteinase inhibitors ยอมมีผลไปยับยั้งขบวนการยอยสารกอภูมิแพไรฝุนอ่ืนๆ ได  
ในการศึกษานี้ (รูปท่ี 3.4) พบวาการใส proteinase inhibitors ในข้ันตอนการสกัดโปรตีนใหผล 
ท่ีดีกวาการไมใส proteinase inhibitors (รูปท่ี 3.5)  แตอยางไรก็ตาม ในการตรวจหาโปรตีนท่ีสาร
กอภูมิแพไรฝุนนั้น ตองนําสารสกัดโปรตีนจากตัวไรฝุนมาทําปฏิกิริยากับ antibody (IgE) ในซีรัมของ
ผูปวย การใส proteinase inhibitors  นั้นก็อาจมีผลตอสารกอภูมิแพไรฝุนบางชนิดท่ีเปน enzyme 
เหลานั้นได  โดยอาจไปยับยั้งการทําปฏิกิริยาดังกลาวได ดังนั้น ในการศึกษานี้ เพ่ือปองกันการสูญเสีย
โปรตีนท่ีเปนสารกอภูมิแพไรฝุนทุกชนิด ในข้ันตอนการสกัดโปรตีนจึงจะทําการสกัดท้ังแบบท่ีใส 
proteinase inhibitors และแบบท่ีไมใส proteinase inhibitors ท้ังสองภาวะจะทําการสกัดโปรตีน
ในภาวะท่ีมีความเย็นทุกข้ันตอน เพ่ือลดการสลายตัวของโปรตีน โดยเฉพาะในการสกัดแบบท่ีไมใส 
proteinase inhibitors และใชสารสกัดโปรตีนจากตัวไรฝุนท่ีเตรียมทันที (freshly prepared crude 
extract)  

สําหรับ percentage of acrylammide gel ท่ีเหมาะสมในการแยกสารสกัดโปรตีนจาก 
ตัวไรฝุนแบบสองทิศทางนั้นพบวา 12.5% ใหผลท่ีดีกวา (รูปท่ี 3.4 และ 3.5) และเม่ือทําการทดสอบ
หาปริมาณท่ีเหมาะสมในการทํา electrophoresis ท่ีจะใชการทดลองไดใชปริมาณโปรตีน 5 µg,  
7.5 µg และ 10 µg จากตัวไรฝุนท่ีสกัดได พบวา 5 µg และ 7.5 µg  (รูปท่ี 3.6 และ 3.7) ก็สามารถ
ใหผลการทดลองท่ีดีไดเชนเดียวกับปริมาณโปรตีน 10 µg ในการศึกษานี้ จึงเลือกใชปริมาณโปรตีนท่ี 
6 µg เพราะสามารถประหยัด allergen ได 

ในเบื้องตนจะทํา Immunoblot analysis กอน โดยหลังจาก transfer โปรตีนลงบนแผน 
membrane แลวนําแผน membrane ท่ี blot ดวยโปรตีนไวแลวไปทําปฏิกิริยากับซีรัมของผูปวยแต
ละรายและ pooled serum ของกลุมเปาหมายและกลุมควบคุม เพ่ือตรวจหาโปรตีนท่ีเปนสารกอ
ภูมิแพไรฝุน (ท่ีทําปฏิกิริยากับ IgE ในซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพไรฝุน) โดยคัดเลือกซีรัมของผูปวย  
5 รายท่ีมีคา specific IgE (>0.35 kUA/L) เพ่ือหากลุมโปรตีนเปาหมายวาอยูในชวงใด รูปท่ี 3.8 เปน 
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Immunoblot analysis  พบวา reactive band  หลายชวง แสดงวา โปรตีนเปาหมายมีหลายกลุมท่ี
มีน้ําหนักโมเลกุลหลายชวง และในกลุมควบคุมไมพบ reactive band ตามท่ีควรจะเปน ซ่ึงจะ
ดําเนินการวิเคราะหละเอียดตอไปดวยวิธี Two Dimensional Gel Electropheresis (2DE) และ  
2 DE-IgE immunoblotting ตอไป   
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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 การศึกษาหาสารกอภูมิแพไรฝุนดวยวิธี 2DE Gel Electropheresis และ2 DE-IgE 
immunoblotting  

 

นําโปรตีนจากสารสกัดหยาบจากตัวไรฝุนบริสุทธิ์สายพันธุ D. pteronyssinus ท่ีผานการ
แยกแบบสองทิศทางในชวง pH range กวาง (3-10) จากเจลสองแผนแรกมายอมดวยสียอมโปรตีน 
silver stain (รูปท่ี 3.9 A) และสี Coomassie Brilliant Blue (รูปท่ี 3.9 B) เพ่ือใหเห็น protein 
spots จะเห็นไดวา มีจุดโปรตีนท่ีนาจะเปนสารกอกอภูมิแพในชวงตางๆ แตจะระบุไดวาเปนสารกอ
กอภูมิแพจะตองเปนโปรตีนท่ีปฏิกิริยากับ IgE ใน serum ของผูปวย ดังนั้น โปรตีนจากสารสกัดหยาบ
จากตัวไรฝุนบริสุทธิ์สายพันธุ D. pteronyssinus ในเจลแผนท่ี 3 & 4 นํามา transfer โปรตีนลงบน
แผน nitrocellulose membrane นําแผน membrane ท่ี blot ดวยโปรตีนไวแลวไปทําปฏิกิริยา
กับ pooled serum ของผูปวย (กลุมเปาหมาย, (รูปท่ี 3.10 A) และ pooled serum ของกลุม
ควบคุม (normal control, รูปท่ี 3.10 B) แลวตรวจหาโปรตีนท่ีทําปฏิกิริยากับ IgE ใน pooled 
serum ของผูปวยโรคภูมิแพไรฝุนท่ีไมพบในกลุมควบคุม   

ผลท่ีไดจากกิจกรรมนี้จะเห็นวา แผน membrane ท่ี blot ดวยโปรตีนไวแลวไปทําปฏิกิริยา
กับ pooled serum ของผูปวย (กลุมเปาหมาย) มีจุดโปรตีนมากกวา  ในแผน membrane ท่ี blot 
ดวยโปรตีนไวแลวไปทําปฏิกิริยากับ pooled serum ของกลุมควบคุม (normal control) แต
เนื่องจากในชวง pH range 3-10 เปนชวงกวางจึงตองดําเนินการวิเคราะหซํ้าใหละเอียดข้ึนโดยทํา
การแยกโปรตีนในชวง pH range ตางๆ กันตอไป เพ่ือใหไดผลการทดลองดีข้ึน  

จากรูปท่ี 3.11 เปนภาพรวมของการวิเคราะหหาจุดโปรตีนท่ีทําปฏิกิริยากับ IgE ใน pooled 
serum ของกลุมผูปวยโรคภูมิแพคนไทยท่ีทําการศึกษาเปรียบเทียบกับจุดโปรตีนท่ีทําปฏิกิริยากับ IgE 
ใน pooled serumของกลุมควบคุม เพ่ือคัดเลือกหาจุดโปรตีนท่ีทําปฏิกิริยากับ IgE ท่ีไมพบในกลุม
ควบคุม  และไดศึกษารายละเอียดของแตละ pH range แยกเปน pH range 5.0-6.5, 6.2-7.5 และ 
7.0-11. 

ในรูปท่ี 3.12 เปนการแยกโปรตีนในชวง pH range 5.0-6.5 พบวา จุดโปรตีนท่ีทําปฏิกิริยา
กับ IgE ท่ีไมพบในกลุมควบคุมท่ีคัดเลือก เพ่ือนําไปจําแนกชนิด (identify) โดยวิธีแมสสเปคโตรเมตรี 
(mass spectro-metry) มีจํานวน 7 จุด (No. 1-7) ซ่ึงเม่ือนําไปเปรียบเทียบกับแผนท่ีสายโปรตีน 
(peptide mass maps) ในแฟมขอมูล (database) แลว 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 

การแยกโปรตีนในชวง pH range 6.2-7.5 แสดงผลในรูปท่ี 3.13 พบวา จุดโปรตีนท่ีทํา
ปฏิกิริยากับ IgE ท่ีไมพบในกลุมควบคุมท่ีคัดเลือก เพ่ือนําไปจําแนกชนิด (identify) โดยวิธีแมสสเปค
โตรเมตรี (mass spectro-metry) มีจํานวน 5 จุด (No. 8-12) ซ่ึงเม่ือนําไปเปรียบเทียบกับแผนท่ีสาย
โปรตีน (peptide mass maps) ในแฟมขอมูล (database) แลว 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 นั้นนาจะเปนการปนเปอนมากกวา 

การแยกโปรตีนในชวง pH range 7-11 แสดงผลในรูปท่ี 3.14 พบวา จุดโปรตีนท่ีทํา
ปฏิกิริยากับ IgE ท่ีไมพบในกลุมควบคุมท่ีคัดเลือก เพ่ือนําไปจําแนกชนิด (identify) โดยวิธีแมสสเปค
โตรเมตรี (mass spectrometry) มีจํานวน 10 จุด (No. 13-22) ซ่ึงเม่ือนําไปเปรียบเทียบกับแผนท่ี
สายโปรตีน (peptide mass maps) ในแฟมขอมูล (database) แลว โปรตีนเหลานี้สวนใหญคือ 
keratin หรือ epidermal ดังแสดงในตารางท่ี 3.4 ซ่ึงจุดโปรตีน No. 13-22 นั้นนาจะเปนการ
ปนเปอนมากกวา 
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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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