
 

บทสรุปสําหรับผูบริหารบทสรุปสําหรับผูบริหาร  
 

สรุปโครงการวิจัย  

ปจจุบันโรคภูมิแพจัดเปนโรคเรื้อรังของประชากรไทยท่ีมีอุบัติการณท่ีเพ่ิมสูงข้ึน มีผลกระทบ
ตอเศรษฐกิจและสังคมอยางมาก แนวคิดของแผนงานวิจัยนี้ คือตองการศึกษาใหครอบคลุมโรคภูมิแพ
ไรฝุน ตั้งแตตัวไรฝุนบาน สารกอภูมิแพไรฝุน และการรักษาโรคภูมิแพไรฝุนแบบใหม โดยการศึกษา
เก่ียวกับตัวไรฝุนบานเปนการศึกษาท่ีจะพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยแยกสายพันธุของไรฝุนท่ีพบ 
ในบานพักอาศัยท่ัวไป การศึกษาสารกอภูมิแพจากไรฝุนสายพันธุ Dermatophagoides 
pteronyssinus ท่ีผูปวยชาวไทยแพ รวมท้ังการศึกษาหาวิธีการรักษาโรคภูมิแพแบบใหมดวย fully 
human monoclonal antibodies เม่ือประสบความสําเร็จจะเปนแนวทางในการวิจัยและพัฒนา
สารกอภูมิแพชนิดอ่ืนตอไป  

การพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยสายพันธุของไรฝุนดวยเทคนิค PCR ไดคัดเลือกยีนท่ีนํามาใช 
ในการตรวจจําแนก ไดแก ยีน internal transcribe spacer 2 (ITS2) ซ่ึงใชจําแนกไรฝุนสายพันธุ 
Dermatophagoides pteronyssinus และสายพันธุ Dermatophagoides farinae และยีน 
Cytochrome oxidase subunit I (CoxI) ซ่ึงใชจําแนกไรฝุนสายพันธุ Blomia tropicalis ออกแบบ
คู primer ท่ีใชในปฏิกิริยา PCR จากยีนเหลานี้ และพัฒนาวิธีเปนการตรวจดวยวิธี Multiplex PCR 
และพบวา วิธีท่ีพัฒนามานี้มีความจําเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) สามารถใชจําแนก
ไรฝุนท้ังสามสายพันธุในระดับสูง เปนวิธีท่ีงายและสะดวกสามารถดําเนินการตรวจไดในเวลาสั้น ไดผล
เร็วกวาการจําแนกสายพันธุไรฝุนภายใตกลองจุลทรรศนอยางมาก 

การศึกษาสารกอภูมิแพไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus ดวยเทคนิคโปรตีโอมิกสและอิมมู-
โนมิกส   พบโปรตีนจากไรฝุนสายพันธุนี้ ท่ีทําปฏิกิริยากับไอจีอี 22 จุด โปรตีนสวนใหญเปนโปรตีนท่ี
เปนสารกอภูมิแพหลักของไรฝุนคือ Der p 1 และสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีมีรายงานแลว ไดแก Der p 3, 
Der p 11, Der p 14 สวนสารกอภูมิแพไรฝุนชนิดใหมท่ีคนพบคือ myosin heavy chain และ Trio-

sephosphate Isomerase ซ่ึงควรนํามาทําการศึกษาตอไป ในการศึกษานี้ คณะผูวิจัยสามารถผลิตได
ท้ังสารกอภูมิแพตามธรรมชาติและรีคอมบิแนนทของสารกอภูมิแพไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus 
ชนิด Der p 1 และ Der p 2 และพบวา สารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท Der p 2 ท่ีผลิตไดเปนสารกอ
ภูมิแพหลัก จึงนาจะสามารถนําไปพัฒนาเปนน้ํายาวินิจฉัยภาวะแพไรฝุน และเปนวัคซีนรักษาโรค
ภูมิแพไรฝุน สวนสารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท Der p 1 สามารถนําไปใชเปนสารมาตรฐานของชุด
ทดสอบเพ่ือตรวจหาและวัดปริมาณสารกอภูมิแพจากไรฝุนชนิด Der p 1 ในฝุนบานดวยวธิี sandwich 
ELISA ได 

การเตรียมแอนบอดีของมนุษยชนิดโมโนโคลนาลท่ียับยั้งการทํางานของโปรตีนไทมิกสโตร 
มอล ลิมโฟพอยอิตินสําหรับรักษาโรคภูมิแพไรฝุน โดยใชเทคนิคโดยวิธี molecular cloning, 
recombinant protein expression และ purification พบวาโปรตีนท่ีผลิตไดมีขนาดประมาณ  
15 KDa ซ่ึง recombinant protein นี้จะนําไปใชเปนแอนติเจนเพ่ือทําการผลิตแอนติบอดีชนิดโมโน-
โคลนาลของมนุษยท่ีสามารถยับยั้งการทํางานของโปรตีน TSLP ตอไป 
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ขอเสนอแนะ 
การตรวจดวยวิธี Multiplex PCR ท่ีพัฒนามานี้มีความจําเพาะ (specificity) และความไว 

(sensitivity) ของการตรวจจําแนกไรฝุนท้ังสามสายพันธุในระดับสูง อยางไรก็ตาม วิธี Multiplex 
PCR ท่ีพัฒนาข้ึนนี้ใหผลการตรวจและจําแนกสายพันธุไรฝุนในเชิงคุณภาพ (บวก หรือ ลบ) เทานั้น ไม
สามารถบอกปริมาณของไรฝุนท่ีมีอยูในตัวอยางฝุนได จึงควรพัฒนาเปนวิธีการตรวจหาและจําแนก
สายพันธุไรฝุนดวยวิธี quantitative PCR ตอไป  

สารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท Der p 1 และ 2 ท่ีผลิตดวยวิธีพันธุวิศวกรรมในการศึกษานี้  
ไดทําการผลิตในแบคทีเรียนั้น สามารถผลิตไดงาย ในปริมาณมากตามท่ีตองการ มีความบริสุทธิ์สูง 
สารกอภูมิแพรีคอมบิแนนทท้ัง 2 ชนิด สามารถนําไปใชเปนสารมาตรฐานของชุดทดสอบเพ่ือตรวจหา
และวัดปริมาณสารกอภูมิแพจากไรฝุนบานดวยวิธี sandwich ELISA สวนสารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท 
Der p 2 ท่ีผลิตไดสามารถนําไปพัฒนาตอเปนน้ํายาวินิจฉัยในการตรวจภาวะแพ รวมถึงใชเปนวัคซีน
สําหรับรักษาโรคภูมิแพไรฝุน โดยตองนําไปทดสอบปฏิกิริยาภูมิแพดวยการทดสอบปฏิกิริยาภูมิแพ
ทางผิวหนัง (skin prick test) ในสัตวทดลอง และในมนุษย (in vivo test) ตามลําดับตอไป  

การรักษาดวย fully human monoclonal antibodies ท่ียับยั้งการทํางานของโปรตีน 
TSLP ซ่ึงยังไมทราบกลไกการทํางานของ human monoclonal antibodies นี้จึงควรท่ีจะศึกษา
ตอไปวา molecule ของ antibody จับกับสวนไหนของ TSLP Protein หากทราบจะเปนประโยชน
ในการศึกษากลไกการยับยั้งการทํางานของ TSLP ได 

 
บทคัดยอรวม 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหา 

ปจจุบันโรคภูมิแพและภาวะความเจ็บปวยจากโรคภูมิแพมีอุบัติการณท่ีเพ่ิมสูงข้ึนท่ัวโลก 
โดยเฉพาะในประเทศท่ีกําลังพัฒนารวมท้ังประเทศไทย การศึกษาในประเทศไทย พบวา สารกอ
ภูมิแพไรฝุนเปนสารกอภูมิแพท่ีกอใหเกิดการแพในผูปวยดวยโรคภูมิแพมากท่ีสุด โดยมีไรฝุนบาน เปน
ตัวผลิตสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีเปนสาเหตุกอใหเกิดอาการของโรคภูมิแพไรฝุน  

แนวคิดของแผนงานวิจัยนี้คือ การพัฒนากระบวนการวิจัยภายใตกรอบของโรคภูมิแพไรฝุน
ใหครอบคลุมท้ังการอัตราชุกชุมและการกระจายตัวของไรฝุนในบานพักอาศัย โดยพัฒนาวิธีการตรวจ
วินิจฉัยสายพันธุของไรฝุนดวยเทคนิค PCR ศึกษาสารกอภูมิแพจากไรฝุนสายพันธุท่ีผูปวยแพ รวมท้ัง
การรักษาดวย fully human monoclonal antibodies เม่ือประสบความสําเร็จจะเปนแนวทางใน
การวิจัยและพัฒนาสารกอภูมิแพชนิดอ่ืนตอไป 
 

วัตถุประสงค เพ่ือพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยสายพันธุของไรฝุนดวยเทคนิค PCR มาใชจําแนกชนิด 
(genus, species) และศึกษาหาอัตราชุกชุมและการกระจายตัวของไรฝุนในบานพักอาศัย ศึกษาสาร
กอภูมิแพจากไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus  โดยใชเทคนิคโปรตีโอมิกสและอิมมูโนมิกส เพ่ือให
ทราบถึงชนิดของสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีผูปวยแพ  คัดเลือกสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีสําคัญนํามาทําการผลิต 
เพ่ือใชเปนสารกอภูมิแพมาตรฐานท่ีสามารถใชในการตรวจวินิจฉัย และรักษาผูปวยโรคภูมิแพไรฝุน 
และพัฒนาแอนติบอดีตนแบบสําหรับรักษาโรคภูมิแพท่ีเกิดจากผลของโปรตีน TSLP 

วิธีการดําเนินการวิจัยและผลการวิจัย  
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การจําแนกสายพันธุของไรฝุนท่ีพบบอยในประเทศไทย ไดแก Dermatophagoides 
pteronyssinus (DP), Dermatophagoides farinae (DF) และ Blomia tropicalis (BT) ตอง
อาศัยบุคลากรท่ีมีความชํานาญทางดานไรวิทยา จึงทําใหขอมูลเก่ียวกับความชุกชุมและการแพร 
กระจายของไรฝุนตามบานเรือนคอนขางจํากัด  งานวิจัยนี้ไดศึกษาขอมูลเก่ียวกับยีนชนิดตางๆ ของไร
ฝุน 3 สายพันธุท่ีพบบอยในประเทศไทย มาออกแบบและพัฒนาวิธีตรวจจําแนกสายพันธุดวยเทคนิค
ทางชีวโมเลกุล คณะผูวิจัยไดนําวิธี multiplex PCR ท่ีพัฒนาข้ึนนี้มาใชในการตรวจสอบสายพันธุไร
ฝุนในตัวอยางฝุนจริงท่ีเก็บจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 100 หลังคาเรือน (ตัวอยาง) โดยเปรียบเทียบกับ
การตรวจดวยวิธีการลอยตัวควบคูกับการวินิจฉัยดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 

ยีนท่ีนํามาพัฒนาวิธีการตรวจจําแนก ไดแก ยีน internal transcribe spacer 2 และยีน 
Cytochrome oxidase subunit I โดยออกแบบคู primer ท่ีใชในปฏิกิริยา PCR จากยีนเหลานี้ ผล
การศึกษาพบวา วิธี multiplex PCR ตรวจพบไรฝุนจํานวน 46 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 37.10 
สามารถจําแนกไดเปนสายพันธุ D. pteronyssinus จํานวน 31 ตัวอยาง สายพันธุ D. farinae 
จํานวน 29 ตัวอยาง และสายพันธุ B. tropicalis จํานวน 29 ตัวอยาง  ในขณะท่ีการตรวจดวยวิธ ี
floatation+กลองจุลทรรศนสามารถพบไรฝุนในตัวอยางจํานวน 24 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 24.49 
ซ่ึงเปนสายพันธุตางๆ จํานวน 19, 10 และ 0 ตัวอยาง ตามลําดับ เม่ือนําผลการตรวจสอบตัวอยางฝุน
มาจับคูกันพบวา ตัวอยางฝุนท่ีมีขอมูลตรงกันสําหรับการตรวจสอบท้ังสองวิธี มีจํานวน 65 ตัวอยาง 
เปนผลบวก (พบไรฝุน) จํานวน 14 ตัวอยาง และเปนผลลบ (ไมพบไรฝุน) จํานวน 51 ตัวอยาง คิดเปน
ความไวของวิธีการตรวจ (sensitivity) เทากับรอยละ 54.17  ความจําเพาะ (specificity) เทากับรอย
ละ 68.92  และความแมนยํา (accuracy) เทากับรอยละ 65.31 ตามลําดับ 

การท่ีคาความไวและความจําเพาะของวิธี multiplex PCR คอนขางต่ําเม่ือเปรียบเทียบกับ
วิธี flotation+กลองจุลทรรศน ท้ังนี้เนื่องจากวิธี multiplex PCR สามารถตรวจพบไรฝุนไดมากกวา
โดยเฉพาะในตัวอยางท่ีเปนผลลบจากวิธี flotation+กลองจุลทรรศน  ดังนั้นการตรวจหาไรฝุนดวยวิธ ี
multiplex PCR จึงเหมาะสมสําหรับการตรวจตัวอยางฝุนจํานวนมาก (screening) ในขณะท่ีวิธี 
flotation+กลองจุลทรรศน เหมาะสําหรับการยืนยันสายพันธุไรฝุนสําหรับจํานวนตัวอยางฝุนท่ีไมมาก 
วิธีตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุนท่ีคณะผูวิจัยพัฒนาข้ึนนี้เปนประโยชนตอการดูแลรักษาผูปวยภูมิแพได
เปนอยางดี เพราะเปนวิธีท่ีงายและสะดวก บุคลากรหองปฏิบัติการตามโรงพยาบาลหรือตาม
หองปฏิบัติการอ่ืนๆ สามารถดําเนินการตรวจได  ใชเวลาสั้น ออกผลไดเร็วกวาการจําแนกสายพันธุ 
ไรฝุนภายใตกลองจุลทรรศนอยางมาก 

สารสกัดหยาบจากตัวไรฝุนถูกแยกแบบสองทิศทางดวยเทคนิคโปรตีโอมิกส   แลวนําโปรตีน
ท่ีผานการแยกท่ีอยูบนแผนไนโตรเซลลูโลส ไปทําปฏิกิริยากับซีรัมรวมของผูปวยโรคภูมิแพคนไทย 
ท่ีทําการศึกษา นําโปรตีนท่ีทําปฏิกิริยากับไอจีอี (IgE) ในซีรัมของผูปวยไปจําแนกชนิดโดยวิธี
แมสสเปคโตรเมตรี (mass spectrometry) แลวนําไปเปรียบเทียบกับแผนท่ีสายโปรตีน (peptide 
mass maps) ในแฟมขอมูล พบวา มีโปรตีนจากไรฝุน D. pteronyssinus ท่ีทําปฏิกิริยากับไอจีอี  
22 จุด ท่ีสงไปจําแนกชนิด โปรตีนสวนใหญเปนโปรตีนท่ีเปนสารกอภูมิแพหลักของไรฝุนคือ Der p 1 
สวนสารกอภูมิแพไรฝุนชนิดใหมท่ีคนพบ คือ myosin heavy chain และ Triosephosphate 

Isomerase ในการศึกษาปท่ี 2 คณะผูวิจัยไดเลือกท่ีจะผลิตสารกอภูมิแพหลักชนิด Der p 1 และ  
Der p 2 โดยใชเทคนิค affinity column chromatography ในการผลิตสารกอภูมิแพตามธรรมชาติ 
(native allergen) สวนสารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท (recombinant allergen) ผลิตดวยเทคนิคพันธุ
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วิศวกรรมในแบคทีเรีย พบวา สามารถผลิตไดงายในปริมาณมากตามท่ีตองการและมีความบริสุทธิ์สูง 
ผลการตรวจสอบลักษณะรูปแบบของโปรตีนและ amino acid sequencing สรุปไดวา สารกอภูมิแพ
ตามธรรมชาติ และสารกอภูมิแพรีคอมบิแนนทท่ีผลิตไดเปน Der p 1 และ Der p 2 จริง โดยมีขนาด
โมเลกุลเปน 24 และ 16 กิโลดัลตัน การศึกษาคุณสมบติความเปนสารกอภูมิแพของสารกอภูมิแพท่ี
ผลิตข้ึนมาดวยวิธี IgE-ELISA พบวา สารกอภูมิแพตามธรรมชาติ Der p 1 และ Der p 2 และสารกอ
ภูมิแพรีคอมบิแนนท Der p 2 ท่ีผลิตไดเปนสารกอภูมิแพหลัก เนื่องจากมี IgE binding activity คิด
เปน 96.67%, 83.33% และ 73.33% ตามลําดับ แตสารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท Der p 1 ท่ีผลิตไดมี 
IgE binding activity เพียง 43.33% จึงเปนสารกอภูมิแพรอง  

การศึกษานี้พบวา การศึกษาสารกอภูมิแพดวยเทคนิคโปรตีโอมิกสรวมกับอิมมูโนมิกสนั้น
สามารถแยกโปรตีนไดดีกวา และคณะผูวิจัยสามารถผลิตสารกอภูมิแพไรฝุน D. pteronyssinus ชนิด 

Der p 1 และ Der p 2 ไดท้ังท่ีเปนสารกอภูมิแพตามธรรมชาติ และสารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท และ
พบวา สารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท Der p 2 ท่ีผลิตไดเปนสารกอภูมิแพหลัก จึงนาจะสามารถนําไป
พัฒนาเปนน้ํายาวินิจฉัยภาวะแพไรฝุน และเปนวัคซีนรักษาโรคภูมิแพไรฝุน สวนสารกอภูมิแพ 
รีคอมบิแนนท Der p 1 สามารถนําไปใชเปนสารมาตรฐานของชุดทดสอบเพ่ือตรวจหาและวัดปริมาณ
สารกอภูมิแพจากไรฝุนชนิด Der p 1 ในฝุนบานดวยวิธี sandwich ELISA ได 

Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) หรือ interleukin 50 (IL-50) เปนโปรตีนท่ีหลั่ง
จาก epithelial cells บริเวณทางเดินหายใจท่ีมีการตอบสนองตอสารกอภูมิแพ ซ่ึงสามารถกระตุน 
ใหเซลลในรางกาย เชน Dendritic cells (DCs), T cells, mast cells, NKT cells  และ เซลลอ่ืนๆ 
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 มีการศึกษาในสัตวทดลองพบวาเม่ือยับยั้งการทํางานของ TSLP  ในหนูทดลอง
จะสามารถยับยั้งไมใหเซลลอักเสบชนิดอีโอซิโนฟลเขาไปในทางเดินหายใจและสามารถปองกันการ
เกิดการอักเสบในทางเดินหายใจได ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จึงเตรียม recombinant human TSLP 
เพ่ือนําโปรตีนดังกลาวมาใชในเปนแอนติเจนเพ่ือคัดเลือก phage clones ท่ี display HuScFv ท่ีจับ
กับ TSLP จาก human antibody phage display library คณะผูวิจัยไดทําการสกัดอารเอ็นเอจาก 
epithelial cell line ท่ีถูกกระตุนสารกอภูมิแพ แลวทําการเปลี่ยน RNA ใหเปน cDNA ทําการเพ่ิม
จํานวนยีน TSLP โดยใชคูไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะตอยีน โดยพบวา PCR product ท่ีไดมีขนาด
ประมาณ 489 bp แลวโคลนยีนท่ีเปนรหัสของ TSLP ของมนุษยเขาใน expression vector  
นํา recombinant vector เขาสูแบคทีเรีย E. coli ทําการ induce ให transformed E. coli ผลิต 
recombinant TSLP แลวทําการ purify recombinant TSLP ออกจากโปรตีนอ่ืนๆของแบคทีเรีย 
ดวย affinity column  วิเคราะหโปรตีนท่ีไดดวยวิธี SDS-PAGE และ LC MS/MS พบวาโปรตีนท่ี
ผลิตไดมีขนาดประมาณ 15 KDa ซ่ึง recombinant TSLP ท่ีผลิตข้ึนสามารถเพ่ิมการแสดงออกของ 
OX40L บนผิวของ Myeloid dendritic cells ได จากนั้นนํา TSLP ท่ีผลิตข้ึนเปนแอนติเจน
เปาหมายในการทํา Bio-panning เพ่ือคัดเลือก phage clones ท่ี display human ScFv จากการ
คัดเลือก 192 โคลน พบวา 49 โคลนมี huScFv gene และ 20 โคลนสามารถสราง HuScFv ได จาก
การทดสอบการจับของ HuScFv ดังกลาว ตอ human TSLP ดวยวิธี indirect ELISA พบวา 
มี crude HuScFv จํานวน 10 clones คือ clones no. 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 12 และ 16 ให
ผลบวกใน indirect ELISA จากนั้นนํา human antibodies ท้ัง 10 โคลน ไปทําการทดสอบ
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ประสิทธิภาพในการยับยั้งการทํางานของ TSLP พบวา มี 2 โคลนของ TSLP specific monoclonal 
antibodies คือ โคลนท่ี 5 และ 7 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการการแสดงออกของ OX40L บนผิว
ของ TSLP treated-Myeloid dendritic cells ได ถือไดวาเปนการศึกษาแรกท่ีสามารถผลิต
แอนติบอดีของมนุษยชนิดสายเดี่ยวท่ีมีความสามารถในการจับอยางจําเพาะกับ TSLP และรบกวน
การทํางานของ TSLP protein ได ซ่ึงอาจจะยับยั้งการอักเสบในทางเดินหายใจได แตตองทําการ
ทดลองตอไป 
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