
อภิปรายและวิจารณผลอภิปรายและวิจารณผล  
 

การศึกษาวิจัยเก่ียวกับสารกอภูมิแพไรฝุนไดรับความสนใจอยางมาก เพราะเปนสารกอภูมิแพหลักใน
บานและเปนสาเหตุสําคัญของโรคภูมิแพ จึงมีรายงานการวิจัยเก่ียวกับสารกอภูมิแพไรฝุนอยูเปนจํานวนมาก
และดําเนินมาอยางตอเนื่อง ตามการพัฒนาของเทคโนโลยีใหมๆ ท่ีนํามาประยุกตใชในการวิจัย โดยเฉพาะ
การศึกษาเก่ียวกับโครงสรางระดับโมเลกุล เพ่ือดูคุณสมบัติ คุณลักษณะ องคประกอบและหนาท่ีทางเคมีและ
ชีววิทยาของสารกอภูมิแพไรฝุนนั้นๆ ในชวง 10 ปมานี้ จึงมีความกาวหนาขององคความรูใหมๆ เกิดข้ึนอยาง
ตอเนื่อง แมวาปจจุบันสามารถแยกชนิดโปรตีนของสารกอภูมิแพไรฝุนไดแลวถึงกวา 20 ชนิดแลว แตการ 
ศึกษาสารกอภูมิแพไรฝุนดวยเทคนิคโปรตีโอมิกสรวมกับอิมมูโนมิกส ซ่ึงการแยกโปรตีนแบบสองทิศทางจะทํา
ใหมีการกระจายตัวของจุดโปรตีนไดดีกวายอมทําใหไดองคความรูใหมๆ และอาจทําใหพบสารกอภูมิแพจากไร
ฝุนชนิดใหมได ดังนั้น การศึกษาวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคท่ีจะศึกษาสารกอภูมิแพจากไรฝุนสายพันธุ  
D. pteronyssinus ซ่ึงเปนไรฝุนสายพันธุท่ีพบมากท่ีสุดในปรเทศไทย ตามรายงานการสํารวจความชุกและการ
แพรกระจายของไรฝุนสายพันธุตางๆ ท่ีพบในฝุนตามท่ีอยูอาศัยในประเทศไทย (Malainual et al., 1995) 

ผลการศึกษาหาสารกอภูมิแพไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus ดวยวิธี 2DE Gel Electropheresis 
และ2 DE-IgE immunoblotting ในการศึกษานี้แสดงใน Figure 3.9 A และ 3.9 B พบวา โปรตีนจากสาร
สกัดหยาบจากตัวไรฝุนท่ีผานการแยกแบบสองทิศทางในชวง pH range กวาง (3-10) สามารถพบจุดโปรตีน
มากกวา 50 จุด และเปนโปรตีนท่ีมีมวลโมเลกุลท้ังในกลุมท่ีมากและในกลุมท่ีนอย และจํานวนจุดโปรตีนท่ีพบ
ในการศึกษานี้มากกวาโปรตีนของสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีมีการคนพบซ่ึงมีรายงานในวารสารวิชาการแลว โดยท่ี
ผานมามักเปนการศึกษาโดยใชเทคนิค SDS-PAGE  ท่ีมีการแยกของโปรตีนแบบทิศทางเดียวแสดงวา เทคนิค
โปรตีโอมิกสรวมกับอิมมูโนมิกสสามารถแยกโปรตีนท่ีซอนทับกันอยูใหกระจายตัวออกมา ทําใหพบโปรตีนท่ี
เปนสารกอภูมิแพไรฝุนชนิดใหมเพ่ิมข้ึน เพราะการแยกแบบสองทิศทางนั้นโปรตีนจะถูกแยกในทิศทางแรกดวย
ความแตกตางกันของ pI ในแตละโปรตีนดวยวิธ ีisoelectric-focusing (IEF) ตอจากนั้นทําการแยกในทิศทาง
ท่ีสอง โดยความแตกตางกันของขนาดโมเลกุลของแตละโปรตีน ดวยวิธี SDS-PAGE 

แมวาการแยกโปรตีนแบบสองทิศทางในชวง pH range กวาง (3-10) พบจุดโปรตีนมากกวาเดิมท่ีเคย
มีการคนพบมาแลวก็ตาม แตอาจมีการซอนทับกันของจุดโปรตีนดังท่ีกลาวมาแลวแตเปนการซอนทับในชวง 
ดังนั้น การแยกโปรตีนในแตละชวง pH range จะชวยใหมีการแยกโปรตีนไดมากข้ึน ทําใหไดจุดโปรตีนเด่ียว 
(single protein spot) และมีความแมนยํามากข้ึนกวาเดิมในการคัดเลือกเพ่ือตัดจุดโปรตีนเดี่ยวจากเจลและ
สงไปจําแนกชนิด (identify) โดยวิธีแมสสเปคโตรเมตรี ในการศึกษานี้จึงดําเนินการวิเคราะหตอดวยการแยก
โปรตีนในแตละ pH range และเนื่องจากพบวาจะพบจุดโปรตีนในชวง pH range มากกวา 5 จึงกําหนด pH 
range ท่ีการดําเนินวิเคราะหตอเปน pH 5.0-6.5, 6.2-7.5 และ 7.0-11.  ดังแสดงผลในภาพรวมใน Figure 
3.11 

ในความเปนจริง ความเปนสารกอภูมิแพ (allergenicity) ของไรฝุนทุกสายพันธุรวมท้ังสาย-พันธุ D. 
pteronyssinus ท่ีสามารถกระตุนใหรางกายเกิดการตอบสนองนั้นไมไดข้ึนอยูกับวา สารกอภูมิแพนั้นเปนสาร
กอภูมิแพหลัก (major allergen)  เพียงชนิดใดชนิดหนึ่งเพียงอยางเดียว แตอาจเปนสารกอภูมิแพรอง (minor 
allergen) หรืออาจเปนสวนประกอบยอยของสารกอภูมิแพ (allergen component) หลายๆ ชนิดรวมกัน ซ่ึง
องคประกอบยอยท่ีสามารถกระตุนใหรางกายเกิดปฏิกิริยาตอบสนองตอ (host immune response) ได
เชนเดียวกัน และมีความแตกตางกันไปในแตละราย   (individual allergen recognition) จึงทําใหผูปวยโรค
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ภูมิแพมีอาการแสดงท่ีแตกตางกันไปตามปฏิกิริยาตอบสนองตอสารกอภูมิแพท่ีจําเพาะในแตละราย จึงเปน
ท่ีมาของการจัดแบงสารกอภูมิแพเปน major allergen, minor allergen, isoallergen และ allergen 
variants ความหลากหลายของการตอบสนองตอสารกอภูมิแพท่ีพบนี้ อาจข้ึนอยูกับภาวะพันธุกรรม intrinsic 
factor และสิ่งแวดลอมของผูปวยแตละราย ดังนั้นเพ่ือใหไดความหลากหลายในการตอบสนองนี้ ในการศึกษา
นี้จึงใช Pooled serum ในการดูปฏิกิริยาตอบสนองท่ีจะบงชี้ความเปนสารกอภูมิแพ อยางท่ีกลาวมาแลววา มี
การเรียกชื่อสารกอภูมิแพ (Allergen Nomenclature) ถูกกําหนดคณะทํางานขององคการอนามัยโลก 
(WHO) และ International Union of Immunological Societies (I.U.I.S.)ในปจจุบันสารกอภูมิแพไรฝุน
สายพันธุ Dp มีการกําหนดจัดหมวดหมูเปน 15 กลุม (Der p 1-11, Der p 14, Der p 20, Der p 21 และ 
Der p 23) [7]. ผลการศึกษาสารกอภูมิแพในการศึกษานี้ไดแสดงใน Table 3.4 พบจุดโปรตีนจากไรฝุนสาย
พันธุ D. pteronyssinus ท่ีทําปฏิกิริยากับไอจีอี 22 จุดท่ีสงไปจําแนกชนิด โปรตีนหลานี้จัดวาเปน
องคประกอบของสารกอภูมิแพไรฝุน Dp  เนื่องจากเปนจุดท่ีทําปฏิกิริยากับ IgE ในเลือดผูปวย โปรตีนสวน
ใหญคือโปรตีนท่ีเปนสารกอภูมิแพหลักของไรฝุนคือ  
Der p  1  และสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีมีรายงานแลว ไดแก Der p  3,  Der p  11,   Der p  14    สวนสาร
กอภูมิแพไรฝุนชนิดใหมท่ีคนพบคือ myosin heavy chain และ Triosephosphate Isomerase ที่ยังไมเคยมี

รายงานพบเปนสารกอภูมิแพไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus จึงควรนํามาทําการศึกษาตอเพ่ือใหทราบวามี
อัตราการตรวจพบอยางไรในผูปวยโรคภูมิแพไรฝุนคนไทย และในการข้ึนทะเบียนวาเปน “สารกอภูมิแพไรฝุน
ชนิดใหม” (establish for novel allergen)  จําเปนท่ีจะตองทราบวาเปนสารกอภูมิแพหลัก (major 
allergen) หรือ สารกอภูมิแพรอง (minor allergen) 

ในการคัดเลือกสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีจะนํามาผลิตดวยวิธีพันธุวิศวกรรมนั้นมีหลักการสําคัญคือ ควรจะ
คัดเลือกผลิตสารกอภูมิแพหลัก (major allergen) เพราะเปนสารกอภูมิแพท่ีประชากรสวนใหญในแตละทองท่ี
แพ เม่ือผลิตไดแลวก็สามารถนําสารกอภูมิแพหลักท่ีผลิตไดไปสูการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัย และการดูแล
รักษาผูปวยโรคภูมิแพไรฝุน รวมท้ังการนําไปใชในการสํารวจหาสารกอภูมิแพในสิ่งแวดลอมตอไป นอกจากนี้ 
ในการศึกษานี้ยังสามารถคนพบสารกอภูมิแพไรฝุนชนิดใหม (myosin heavy chain และ Triosephosphate 

Isomerase) ซึ่งมีรายงานเปนวาสารกอภูมิแพในกุง ดังนัน้ จึงตองนํามาทําการศึกษาตอเพ่ือใหทราบวามีอัตราการ
ตรวจพบอยางไรในผูปวยโรคภูมิแพไรฝุนคนไทย และเพ่ือใชเปนขอมูลประกอบข้ึนทะเบียนวาเปน “สารกอ
ภูมิแพไรฝุนชนิดใหม” 

ดังนั้น ในการศึกษาปท่ี 2 นี้สารกอภูมิแพท่ีทําการคัดเลือกในการผลิตดวยวิธีพันธุวิศวกรรม
(recombinant allergen) ไดแก Der p  1  ซ่ึงเปนสารกอภูมิแพหลัก และสารกอภูมิแพไรฝุนชนิดใหมคือ 
myosin heavy chain และ Triosephosphate Isomerase 

 
 
โรคภูมิแพไรฝุนนับวาเปนปญหาสําคัญทางสาธารณสุขของประเทศไทยเนืองจากมีอัตราชุกประมาณ

ร อ ย ล ะ  60 -80 ข อ ง ผู ป ว ย โ ร ค ภู มิ แ พ ค น ไ ท ย  ก า ร ศึ ก ษ า วิ จั ย เ ก่ี ย ว กั บ ส า ร ก อ ภู มิ แ พ ไ ร ฝุ น 
จึงไดรับความสนใจอยางมาก เพราะเปนสารกอภูมิแพหลักในบานและเปนสาเหตุสําคัญของโรคภูมิแพ จึงมี
รายงานการวิจัยเก่ียวกับสารกอภูมิแพไรฝุนอยูเปนจํานวนมากและดําเนินมาอยางตอเนื่อง ตามการพัฒนาของ
เทคโนโลยีใหมๆ ท่ีนํามาประยุกตใชในการวิจัย โดยเฉพาะการศึกษาเก่ียวกับโครงสรางระดับโมเลกุล เพ่ือดู
คุณสมบัติ คุณลักษณะ องคประกอบและหนาท่ีทางเคมีและชีววิทยาของสารกอภูมิแพไรฝุนนั้นๆ ในชวง 10 ป
มานี้ จึงมีความกาวหนาขององคความรูใหมๆ เกิดข้ึนอยางตอเนื่อง แมวาปจจุบันสามารถแยกชนิดโปรตีนของ
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สารกอภูมิแพไรฝุนไดแลวถึงกวา 20 ชนิดแลว แตการ ศึกษาสารกอภูมิแพไรฝุนดวยเทคนิคโปรตีโอมิกส
รวมกับอิมมูโนมิกส ซ่ึงเปนการแยกโปรตีนแบบสอง ทิศทางจะทําใหมีการกระจายตัวของจุดโปรตีนไดดีกวา
ยอมทําใหไดองคความรูใหมๆ และอาจทําใหพบสารกอภูมิแพจากไรฝุนชนิดใหมได ดังนั้น การศึกษาวิจัยนี้จึงมี
วัตถุประสงคท่ีจะศึกษาสารกอภูมิ แพจากไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus ซ่ึงเปนไรฝุนสายพันธุท่ีพบมาก
ท่ีสุดในประเทศไทย ตามรายงานการสํารวจความชุกและการแพรกระจายของไรฝุนสายพันธุตางๆ ท่ีพบในฝุน
ตามท่ีอยูอาศัยในประเทศไทย (Malainual et al., 1995) 

 

ในความเปนจริ ง  ความเปนสารกอภู มิแพ  (allergenicity)  ของไรฝุน ทุกสายพันธุ รวม ท้ั ง 
สายพันธุ D. pteronyssinus ท่ีสามารถกระตุนใหรางกายเกิดการตอบสนองนั้นไมไดข้ึนอยูกับวา  
สารกอภูมิแพนั้นเปนสารกอภูมิแพหลัก (major allergen)  เพียงชนิดใดชนิดหนึ่งเพียงอยางเดียว  
แตอาจเปนสารกอภูมิแพรอง (minor allergen) หรืออาจเปนสวนประกอบยอยของสารกอภูมิแพ (allergen 
component) หลายๆ ชนิดรวมกัน ซ่ึงองคประกอบยอยท่ีสามารถกระตุนใหรางกายเกิดปฏิกิริยาตอบสนอง
ตอ (host immune response) ไดเชนเดียวกัน และมีความแตกตางกันไปในแตละราย   (individual 
allergen recognition) จึงทําใหผูปวยโรคภูมิแพมีอาการแสดงท่ีแตกตางกันไปตามปฏิกิริยาตอบสนองตอสาร
กอภูมิแพท่ีจําเพาะในแตละราย จึงเปนท่ีมาของการจัดแบงสารกอภูมิแพเปน major allergen, minor 
allergen, isoallergen และ allergen variants ความหลากหลายของการตอบสนองตอสารกอภูมิแพท่ีพบนี้ 
อาจข้ึนอยูกับภาวะพันธุกรรม intrinsic factor และสิ่งแวดลอมของผูปวยแตละราย เม่ือแยกสารกอภูมิแพไร
ฝุนแตละชนิดออกมาไดจึงจําเปนจะตองศึกษาถึงคุณลักษณะของสารกอภูมิแพไรฝุนชนิดนั้นๆ โดยเฉพาะความ
เปนสารกอภูมิแพ (allergenicity) ท่ีสัมพันธกับอัตราชุกของการแพสารกอภูมิแพนั้นๆ 

 

ในปท่ีผานมา ผลการศึกษาหาสารกอภูมิแพไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus ดวยวิธี 2DE Gel 
Electropheresis และ2 DE-IgE immunoblotting พบวา โปรตีนจากสารสกัดหยาบจากตัว 
ไรฝุนท่ีผานการแยกแบบสองทิศทางในชวง pH range กวาง (3-10) สามารถพบจุดโปรตีนมากกวา 50 จุด ซ่ึง
คณะผูวิจัยไดรายงานไปแลว ดังนั้น การศึกษาในปนี้จึงมีวัตถุประสงคดําเนินการศึกษาวิจัยตอถึงประเภทของ
สารกอภู มิแพ ไรฝุ นสายพันธุ  D. pteronyssinus ว า มี อัตราการตรวจพบอย า ง ไร 
ในผูปวยโรคภูมิแพไรฝุนคนไทย และทําการผลิตสารกอภูมิแพเหลานี้ดวยวิธีพันธุวิศวกรรม โดยชนิดของสารกอ
ภูมิแพไรฝุนท่ีเลือกจะศึกษาวิจัยตอคือ Der p 1 และ Der p 2 ซ่ึงมีรายงานวาเปนสารกอภูมิแพหลัก (major 
allergen)  ใ นผู ป ว ย โ ร คภู มิ แพ ไ ร ฝุ น ท่ั ว โ ล ก  แต ยั ง ไ ม เ ค ย มี ก า ร ศึ กษา ร ายละ เ อี ย ด 
ในประเทศไทย ผลการศึกษานี้จะนําไปสูการพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัย การรักษา และการออกแบบวิธีปองกัน
และดูแลรักษาผูปวยโรคภูมิแพไรฝุนคนไทยตอไป 

 

เปนท่ีทราบกันดีวา สารกอภูมิแพไรฝุนท่ีพบมากท่ีสุดในฝุนและเปนตัวชี้วัดท่ีสําคัญ เพราะเปนสารกอ
ภูมิแพหลักท่ีสําคัญมาจาก 2 สวน คือ 1) สวนแรกเปนสวนท่ีมาจากมูลของไร (fecal allergens) มีชื่อวา Der 
p 1 มีขนาดโมเลกุลเทากับ 24-26 กิโลดาลตัน (Kilodalton; kDa) พบไดในมูลและในตอมท่ีอยูบริเวณรอบๆ 
gut ของไร เปนสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีมีรายงานพบเปนตัวแรกและมีปริมาณมากท่ีสุด Tovey และคณะ 
ประมาณไววาในสภาพการเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการ ไรฝุนถายมูลได 20 กอนตอวัน แตละกอนมี Der p 1 
เทากับ 100 picogram สารกอภูมิแพไรฝุน Der p 1 ชนิดนี้เปนสารในกลุม papain-like cysteine 
protease จึงมีความเปนสารกอภูมิแพ (allergenicity) สูงสามารถเกิดปฏิกิริยาจับกับ IgE ในซีรั่ม (IgE 
binding activity) ผูปวยโรคหืดไดดี มีรายงานวาคา  IgE binding activity ของ Der p 1 ในผูปวยโรคภูมิแพ

 95 



ไรฝุนท่ีทําการทดสอบอยูระหวาง 60 -100% จึงจัดเปน สารกอภูมิแพหลักของสารกอภูมิแพไรฝุน(17) องคการ
อ น า มั ย โ ล ก  ไ ด กํ า ห น ด 
คามาตรฐานสากล หรือ index of exposure ของการไดรับสารกอภูมิแพจากไรฝุนไววา ถาพบ Der p 1 ใน
ฝุนเกิน 2 2µg/g dust (เทากับไรฝุน 100 ตัว) จะเสี่ยงตอการกอโรค หรือเกิน 10 2µg/g dust (ไรฝุน 500 ตัว) 
จะทําใหเกิดอาการหอบหืดเฉียบพลันได 2) สวนท่ีมาจากตัวของไร (mite body allergens) มีชื่อวา Der p 2 
มีขนาดโมเลกุลเทากับ 14-17 กิโลดาลตัน มีปริมาณรองลงมา แตยังจัดเปนสารกอภูมิแพหลักของสารกอ
ภูมิแพไรฝุนดวยเชนกัน 

 

แมวาการหลีกเลี่ยงไมสัมผัสกับสารกอภูมิแพ (allergen avoidance) เปนวิธีท่ีดีท่ีสุดและวิธีเบื้องตน
ในการดูแลรักษาผูปวยโรคภูมิแพท่ีสามารถปองกันไมใหเกิดอาการของโรค แตมักจะทําไดยากและไมไดผลดี
โดยเฉพาะสารกอภูมิแพไรฝุน ท่ีเปนสารกอภูมิแพท่ีฟุงกระจายในอากาศ (aeroallergen) เม่ือการหลีกเลี่ยงไม
สัมผัสกับสารกอภูมิแพ ไมไดผลและผูปวยยังมีอาการอยู จึงตองมีการรักษาโดยการใชยาซ่ึงเปนการรักษาตาม
อาการ ในรายท่ีการรักษาโดยการใชยาไมไดผลดีเพียงพอ หรือผูปวยท่ีไมตอบสนองตอการรักษาดวยยา จึง
จําเปนตองใหการรักษาโดยใชวิธีทางวิทยาภูมิคุมกัน (immunotherapy) โดยการฉีดวัคซีนภูมิแพ 
(therapeutic allergen vaccine) ซ่ึงวัคซีนภูมิแพเปนวัคซีนรักษาไมใชวัคซีนปองกัน มีหลักการคือการใหสาร
กอภูมิแพในขนาด (dose) นอยๆ และเพ่ิมข้ึนตามความเหมาะสม เพ่ือใหรางกายเกิดความคุนเคยและลดการ
ตอบสนองเม่ือไดรับสารกอภูมิแพนั้นๆ อีก จึงตองไดรับวัคซีนอยางตอเนื่องเปนเวลาอยางนอย 3-5 ป จึงเปน
ท่ีมาของการผลิตวัคซีนภูมิแพหรือสารสกัดสารกอภูมิแพท่ีมีความบริสุทธิ์สูง หรือสารกอภูมิแพท่ีเปนรีคอม
บิแนนท โปรตีน 

 

สารสกัดสารกอภูมิแพท่ีมีความบริสุทธิ์สูง หมายถึง สารสกัดสารกอภูมิแพท่ีมีการปนเปอนดวยโปรตีน
อ่ืนๆ หรือสวนประกอบอ่ืนๆ ท่ีไมใชสารกอภูมิแพต่ํา และถาเปนสารสกัดสารกอภูมิแพตามธรรมชาติท่ีมีความ
บริสุทธิ์สูง จะมีประโยชนและเหมาะสมในการใชเปนวัคซีนภูมิแพ (therapeutic allergen vaccine) รวมท้ัง
น้ํายาในการตรวจวินิจฉัยภาวะภูมิแพ แตอยางไรก็ตามการใชวัคซีนภูมิแพซ่ึงสกัดจากวัตถุดิบในธรรมชาติมี
ขอเสียและขอจํากัดหลายประการ โดยเฉพาะวัตถุดิบท่ีนํามาสกัด เพราะมีความหลากหลายในแตละรุนของ
วัตถุดิบท่ีนํามาสกัด จึงทําใหมีปริมาณของสารกอภูมิแพไมเทากันในแตละรุนของการผลิต และนอกจากนี้ตาม
ม า ต ร ฐ า น ท่ี ใ ช กั น ใ น ป จ จุ บั น ท่ั ว โ ล ก  
ยังใชสารสกัดหยาบ (crude extract) เปนวัคซีนภูมิแพ โดยสกัดจากวัตถุดิบในธรรมชาตินั้นจะมีการปนเปอน
ของโปรตีนอ่ืนๆ หรือสวนประกอบอ่ืนๆ ท่ีไมใชสารกอภูมิแพ จึงมักทําใหเกิดภาวะแทรกซอนตางๆ ท่ีไมคาดคิด 
จึงเปนท่ีมาของการผลิตวัคซีนภูมิแพหรือสารสกัดสารกอภูมิแพท่ีมีความบริสุทธิ์สูง หรือสารกอภูมิแพท่ีเปนรี
คอมบิแนนท โปรตีน 

 

0 ใน 0 การ ศึกษานี้ จึ ง เ ริ่ มต น โ ดยผลิ ตสารก อภู มิ แพ ตามธร รมชาติ จ ากตั ว ไ รฝุ นส าย พันธุ  
D. pteronyssinus ชนิด Der p 1 และ Der p 2 ซ่ึงเรียกวา native Der p 1 & Der p 2 กอนเพ่ือใหได
ขอมูลรายละเอียดซ่ึงเปนการศึกษาแรกในประเทศไทย และยังใช native Der p 1 &  
Der p 2 นี้ในการเปรียบเทียบคุณสมบัติความเปนสารกอภูมิแพ (allergenicity) และความแรงของการเปน
สารกอภูมิแพ (allergenic potency) ของรีคอมบิแนนท โปรตีนท่ีผลิตข้ึนมา ผูวิจัยเลือกใชเทคนิค affinity 
column chromatography ในการผลิตสารกอภูมิแพตามธรรมชาติของไรฝุน เนื่องจากเรามี โมโนโคลนา
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ลแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอสารกอภูมิแพไรฝุนชนิด Der p 1  และ Der p 2 และวิธีนี้ไมยุงยากและไดสารกอ
ภูมิแพไรฝุนชนิด Der p 1  และ Der p 2 ท่ีมีความบริสุทธิ์สูง 

  
เปนเวลานานกวา 15 ปแลวท่ีมีการริเริ่มมีการผลิตสารกอภูมิแพท่ีเปนรีคอมบิแนนท โปรตีนโดยใชวิธี

ทางพันธุวิศวกรรมเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของน้ํายาสกัดท่ีใชทดสอบและวัคซีนภูมิแพ และนํามาทดแทนสารกอ
ภูมิแพท่ีสกัดจากวัตถุดิบธรรมชาติ เพราะการผลิตรีคอมบิแนนท โปรตีน สามารถควบคุมมาตรฐานการผลิตให
ไดมีสารกอภูมิแพท่ีมีคุณสมบัติเหมือนกันและมีปริมาณท่ีเทากันไดดีกวา นอกจากนี้โปรตีนท่ีไมใชสารกอภูมิแพ
จะถูกคัดแยกออกไป และยังสามารถท่ีจะนํามาใชในการศึกษาการตอบสนองทางวิทยาภูมิคุมกันโดยเฉพาะ
การศึกษา B cell และ T cell epitopes (Jeong et. al., 2006) การศึกษาวิจัยเก่ียวกับการพัฒนาวัคซีน
ภูมิแพในปจจุบันจึงมุงเนนท่ีจะใชวัคซีนท่ีผลิตจาก recombinant allergens, recombinant 
hypoallergenic allergen derivatives และ allergen-derived T-cell peptides เนื่องจากรายงาน
การศึกษาท่ีผานมาพบวามีประสิทธิภาพใกลเคียงกับวัคซีนภูมิแพจากวัตถุดิบในธรรมชาติแตมีความปลอดภัย
สูงกวา (Chen et. al., 2006) และเชื่อวาอาจนําไปพัฒนาเปนวัคซีนปองกันโรคภูมิแพในอนาคต (Chen et 
al., 2012) 

 

สวนการผลิตสารกอภูมิแพท่ีเปนรีคอมบิแนนท โปรตีนของ Der p 1 และ Der p 2 0ใน 0การทดลองนี้ 0
การเลือกใช0 protein expression vector ในการผลิตสารกอภูมิแพท่ีเปนรีคอมบิแนนท โปรตีนของ Der p 1 
และ Der p 2 นี้ไดทําการทดลองและพบวา pET 20b+ vector (protein expression vector) เปน 
expression vector ท่ีดีเหมาะจะใชในการศึกษานี้ เพราะมีคุณสมบัติเปน strong promoter จึงทําให
สามารถผลิตโปรตีนไดมาก และโปรตีนท่ีไดอยูในสวนท่ีเปนสารละลาย ( 0soluble part) ซ่ึงทําใหงายตอการ
แ ย ก อ อ ก จ า ก 0  bacterial lysate ไ ด ง า ย โ ด ย ก า ร ป น แ ย ก  แ ล ะ 
เม่ือนําไปแยกพบวา สารกอภูมิแพไรฝุนชนิด Der p 1 และ Der p 2 ของไรฝุนสายพันธุ  
D. pteronyssinus อยูในสวนของ0สวนท่ีเปนสารละลาย (0รูปท่ี 3.12 และ 3.13) 0ตามท่ีตองการ 

 

การตรวจสอบลักษณะรูปแบบของโปรตีน (Protein profiles) ของรีคอมบิแนนทโปรตีน 
ท่ีผลิตไดดวยเทคนิค SDS-PAGE 0(0รูปท่ี 3.12 และ 3.13) พบวาขนาดของโมเลกุลของ recombinant Der p 1 
มีขนาด 24 กิโลดัลตัน และขนาดของโมเลกุล recombinant Der p 2 มีขนาดประมาณ  16 กิโลดัลตัน 
ใกลเคียงกับท่ีเคยมีรายงานไว รวมท้ังผลจาก amino acid sequencing (รูปท่ี 3.5) ในการทดลองนี้สามารถ
สรุปไดวา รีคอมบิแนนท โปรตีนท่ีผลิตไดเปน Der p 1 และ Der p 2 จริง 

 

ในการเปรียบเทียบคุณสมบัติความเปนสารกอภูมิแพ (allergenicity) ของรีคอมบิแนนท โปรตีน ท่ี
ผลิตข้ึนมากับสารกอภูมิแพตามธรรมชาติไรฝุนดวยวิธี IgE-ELISA โดยการทําปฏิกิริยากับซีรัมของผูปวยโรค
ภูมิแพไรฝุน (กลุมเปาหมาย) และกลุมควบคุม (normal control) พบวา IgE binding activity ของสารกอ
ภู มิ แพ ไ รฝุ น  native Der p 1  ท่ีผลิ ต ได  มีค าสู งมาก คิด เป น  96.67%  
(ดังแสดงในตารางท่ี 2.3)  แสดงวา สารกอภูมิแพไรฝุน native Der p 1 ท่ีผลิตไดจัดเปน สารกอภูมิแพหลัก 
(major allergen) ในผูปวยโรคภูมิแพไรฝุนคนไทยท่ีทําการทดสอบ เพราะมีคา IgE binding activity 
มากกวา 50% ของกลุมผูปวยโรคภูมิแพไรฝุนท่ีทําการทดสอบ ซ่ึงผลการศึกษาท่ีไดนี้สอดคลองกับผล
การศึกษาท่ีมีรายงานจากประเทศตางๆ ท่ัวโลก ถาพิจารณาถึงแหลงท่ีมาของสารกอภูมิแพไรฝุน (source of 
allergen) ชนิดนี้ในตัวไรฝุน จากผลการศึกษาวิจัยท่ีไดรายงานไวคือ 90%  ของสารกอภูมิแพไรฝุนมาจากมูล
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ไรฝุน เม่ือทําการวิเคราะหลึกลงไปจะพบวา Der p 1 เปนสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีพบอยูในมูลไรฝุน จึงเปนสาเหตุ
ท่ีทําให มีผูปวยโรคภูมิแพไรฝุนจํานวนมากแพสารกอภูมิแพ Der p 1 จึงจัดสารกอภูมิแพไรฝุน Der p 1 เปน
สารกอภูมิแพหลัก (major allergen) และผลการศึกษาวิจัยนี้ใหผลสอดคลองกับขอเท็จจริงนี้ 

 

ในการศึกษาหาความเปนสารกอภูมิแพของ recombinant Der p 1 ท่ีผลิตได พบวามีคา IgE 
binding activity เพียง 43.33% (ดังแสดงในตารางท่ี 2.4) แสดงวา สารกอภูมิแพ recombinant Der p 1 ท่ี
ผลิตได จัดเปนสารกอภูมิแพรอง (minor allergen) และมีความเปนสารกอภูมิแพต่ํากวา native Der p 1 ท่ี
ผลิตได ซ่ึงเปนสารกอภูมิแพหลัก ดังนั้น recombinant Der p 1 ท่ีผลิตไดมีความเปนสารกอภูมิแพ 
(allergenicity) และความแรงของการเปนสารกอภูมิแพ (allergenic potency) แตกตางกับสารกอภูมิแพ
ธรรมชาติของไรฝุนชนิด Der p 1 (native Der p 1) ดังนั้น IgE binding epitope ของ recombinant Der 
p 1 และ native Der p 1 นาจะมีความแตกตางกัน อาจจะไมสามารถนําไปใชทดแทนสารกอภูมิแพธรรมชาติ
ของไรฝุนชนิด Der p 1 ในการใชเปนวัคซีนภูมิแพ (therapeutic allergen vaccine) รวมท้ังน้ํายาในการ
ตรวจวินิจฉัยภาวะภูมิแพของสารกอภูมิแพไรฝุนชนิด Der p 1 แมวา recombinant Der p 1 ท่ีผลิตไดไม
สามารถใชเปนสารกอภูมิแพในวัตถุประสงคดังกลาวมาแลว แตยังสามารถนําไปใชเปนสารมาตรฐานของชุด
ทดสอบเพ่ือตรวจหาและวัดปริมาณสารกอภูมิแพจากไรฝุนชนิด Der p 1 ในฝุนบานดวยวิธี sandwich ELISA 

 

ในกรณีนี้หากตองการเพ่ิมความเปนสารกอภูมิแพของ recombinant Der p 1 ใหเทียบเคียงกับ 
native Der p 1 นั้น จําเปนตองมีการหา concentration of recombinant allergen ท่ีเหมาะสมโดยการ
เพ่ิม concentration ของ recombinant Der p 1 มากข้ึน เพ่ือให specific IgE antibody ท่ีจําเพาะตอ 
binding epitope ของ recombinant Der p 1 มีโอกาสจับกับ recombinant Der p 1 ได ซ่ึงอาจจะ
นํามาใชงานแทน natural Der p 1 ได 

 

สวนในการศึกษาหาความเปนสารกอภูมิแพของ native และ recombinant Der p 2  
ท่ีผลิตได พบวา IgE binding activity ของสารกอภูมิแพไรฝุน native Der p 2 ท่ีผลิตได มีคาสูงคิดเปน 
83.33% (ดังแสดงในตารางท่ี 2.5)  แสดงวา สารกอภูมิแพไรฝุน native Der p 2 ท่ีผลิตไดนี้ เปนสารกอ
ภู มิแพหลัก (major allergen) ในผูป วย โรคภู มิแพ ไรฝุ นคนไทย ท่ี ทําการทดสอบ  
ซ่ึงสอดคลองกับท่ีมีรายงานในประเทศตางๆ ท่ัวโลกเชนกัน  source ของสารกอภูมิแพ Der p 2 แตกตางจาก
สารกอภูมิแพ Der p 1 เนื่องจากอยูในตัวไรฝุนไมใชในมูลไรฝุน จึงมีอาจเปนสาเหตุท่ีทําใหพบอัตราชุกของการ
แพสารกอภูมิแพไรฝุน Der p 2 ต่ํากวาสารกอภูมิแพไรฝุน Der p 1 เม่ือทําการศึกษาหาความเปนสารกอ
ภูมิแพของ recombinant Der p 2 ท่ีผลิตได พบวามีคา IgE binding activity คิดเปน 73.33% (ดังแสดงใน
ตารางท่ี 2.6) แสดงวา สารกอภูมิแพ recombinant Der p 2 ท่ีผลิตไดจัดเปนสารกอภูมิแพหลัก (major 
allergen)  ใ น ก ลุ ม ผู ป ว ย โ ร ค ภู มิ แ พ ไ ร ฝุ น ค น ไ ท ย 
ท่ีทําการทดสอบ  และมีความเปนสารกอภูมิแพใกลเคียงกับ native Der p 2 ท่ีผลิตได ซ่ึงเปนสารกอภูมิแพ
หลัก ดังนั้น recombinant Der p 2 ท่ีผลิตไดมีความเปนสารกอภูมิแพ (allergenicity) และความแรงของ
การเปนสารกอภูมิแพ (allergenic potency) ใกลเคียงกับ สารกอภูมิแพธรรมชาติของไรฝุนชนิด Der p 2 
บงชี้วา IgE binding epitope ของ recombinant Der p 2 และ native Der p 2 นาจะมีความคลายคลึงกัน 
จึงนาจะสามารถนําไปใชทดแทนสารกอภูมิแพตามธรรมชาติของไรฝุนชนิด Der p 2 ในการใชเปนวัคซีนภูมิแพ 
(therapeutic allergen vaccine) และน้ํายาในการตรวจวินิจฉัยภาวะภูมิแพของสารกอภูมิแพไรฝุนชนิด Der 
p 2 ซ่ึงตองนําไปทดสอบปฏิกิริยาภูมิแพในสัตวทดลอง และในมนุษย ตามลําดับตอไปดวยการทดสอบ
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ปฏิกิริยาภูมิแพทางผิวหนัง (skin prick test) ทางผิวหนัง และยังสามารถนําไปใชเปนสารมาตรฐานของชุด
ทดสอบเพ่ือตรวจหาและวัดปริมาณสารกอภูมิแพจากไรฝุนชนิด Der p 2 ในฝุนบานดวยวิธี sandwich ELISA 
เชนกัน 

 

ดังนั้น ในการศึกษาวิจัยนี้สามารถผลิตไดท้ังสารกอภูมิแพตามธรรมชาติและรีคอมบิแนนทโปรตีน ของ
สารกอภูมิแพไรฝุน Der p 1 และ 2 และยังพบวา รีคอมบิแนนทโปรตีน ของสารกอภูมิแพไรฝุน Der p 2 ท่ี
ผลิตไดเปนเปนสารกอภูมิแพหลัก (major allergen) ในผูปวยโรคภูมิแพไรฝุนคนไทยท่ีทําการทดสอบ นาจะ
สามารถนําไปพัฒนาเปนน้ํายาวินิจฉัยในการตรวจภาวะแพไรฝุน และใชเปนวัคซีนสําหรับรักษาโรคภูมิแพไรฝุน 
สวนรีคอมบิแนนทโปรตีน ของสารกอภูมิแพไรฝุน Der p 1 สามารถนําไปใชเปนสารมาตรฐานของชุดทดสอบ
เพ่ือตรวจหาและวัดปริมาณสารกอภูมิแพจากไรฝุน ชนิด Der p 1 ในฝุนบานดวยวิธี sandwich ELISA ได 
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สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะสรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ  
 

การศึกษาหาสารกอภูมิแพไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus ดวยวิธี 2DE Gel Electropheresis 
และ2 DE-IgE immunoblotting ในการศึกษานี้พบจุดโปรตีนจากไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus ท่ีทํา
ปฏิกิริยากับไอจีอี 22 จุดท่ีสงไปจําแนกชนิด โปรตีนสวนใหญคือโปรตีนท่ีเปนสารกอภูมิแพหลักของไรฝุนคือ 
Der p  1  และสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีมีรายงานแลว ไดแก  Der p 3,  Der p  11,  Der p  14   สวนสาร
กอภูมิแพไรฝุนชนิดใหมท่ีคนพบคือ myosin heavy chain และ Triosephosphate Isomerase ที่ควรนํามา
ทําการศึกษาตอตามแผนงานท่ีวางไวในปท่ี 2 เพ่ือใหทราบวามีอัตราการตรวจพบอยางไรในผูปวยโรคภูมิแพไร
ฝุนคนไทย ดังนั้น ในการศึกษาปท่ี 2 นี้สารกอภูมิ-แพท่ีทําการคัดเลือกในการผลิตดวยวิธีพันธุวิศวกรรม 
(recombinant allergen) ไดแก Der p  1  ซ่ึงเปนสารกอภูมิแพหลัก ท่ีสามารถพัฒนาไปใชในการตรวจ
วินิจฉัย และการดูแลรักษาผูปวยโรคภูมิ แพไรฝุน รวมท้ังการนําไปใชในการสํารวจหาสารกอภูมิแพใน
สิ่งแวดลอมตอไป และสารกอภูมิแพไรฝุนชนิดใหมคือ myosin heavy chain และ Triosephosphate 

Isomerase เพ่ือใชเปนขอมูลประกอบข้ึนทะเบียนวาเปน “สารกอภูมิแพไรฝุนชนิดใหม 

นอกจากนี้ ยังพบวาการศึกษาสารกอภูมิแพไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus ดวยเทคนิคโปรตีโอ
มิกสรวมกับอิมมูโนมิกสสามารถแยกโปรตีนไดดีกวา ทําใหพบโปรตีนท่ีเปนสารกอภูมิแพไรฝุนชนิดใหม ซ่ึงจะ
นํ า ไปสู ก า ร ศึกษาหา  isoallergen ของสารก อภู มิแพ ไ รฝุ นจากปฏิ กิ ริ ย าตอบสนองต อ 
ไอจีอี ดังนั้น ในการศึกษาเพ่ือคนพบสารกอภูมิแพชนิดใหมในสารกอภูมิแพอ่ืนๆ เชน สารกอภูมิแพแมลงสาบ 
สารกอภูมิแพจากตัวตอ ผึ้ง แตน มด รวมท้ังสารกอภูมิแพจากอาหาร จึงควรศึกษาดวยเทคนิคโปรตีโอมิกส 

สารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท Der p 1 และ 2 ท่ีผลิตไดในการศึกษานี้ ไดทําการผลิตในแบคทีเรียนั้น 
สามารถผลิตไดงาย ในปริมาณมากตามท่ีตองการ มีความบริสุทธิ์สูง สารกอภูมิแพรีคอมบิแนนทท้ัง 2 ชนิด 
สามารถนําไปใชเปนสารมาตรฐานของชุดทดสอบเพ่ือตรวจหาและวัดปริมาณสารกอภูมิแพจากไรฝุนบานดวย
วิธี sandwich ELISA สวนสารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท Der p 2 ท่ีผลิตไดสามารถนําไปพัฒนาตอเปนน้ํายา
วินิจฉัยในการตรวจภาวะแพรวมถึงใชเปนวัคซีนสําหรับรักษาโรคภูมิแพไรฝุน โดยตองนําไปทดสอบปฏิกิริยา
ภูมิแพดวยการทดสอบปฏิกิริยาภูมิแพทางผิวหนัง (skin prick test) ทางผิวหนัง (in vivo test) ในสัตวทดลอง 
และในมนุษย ตามลําดับตอไป  
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