
 

บทสรุปสําหรับผูบริหารบทสรุปสําหรับผูบริหาร  
 

สรุปโครงการวิจัย  

ปจจุบันโรคภูมิแพจัดเปนโรคเรื้อรังของประชากรไทยท่ีมีอุบัติการณท่ีเพ่ิมสูงข้ึน มีผลกระทบ
ตอเศรษฐกิจและสังคมอยางมาก แนวคิดของแผนงานวิจัยนี้ คือตองการศึกษาใหครอบคลุมโรคภูมิแพ
ไรฝุน ตั้งแตตัวไรฝุนบาน สารกอภูมิแพไรฝุน และการรักษาโรคภูมิแพไรฝุนแบบใหม โดยการศึกษา
เก่ียวกับตัวไรฝุนบานเปนการศึกษาท่ีจะพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยแยกสายพันธุของไรฝุนท่ีพบ 
ในบานพักอาศัยท่ัวไป การศึกษาสารกอภูมิแพจากไรฝุนสายพันธุ Dermatophagoides 
pteronyssinus ท่ีผูปวยชาวไทยแพ รวมท้ังการศึกษาหาวิธีการรักษาโรคภูมิแพแบบใหมดวย fully 
human monoclonal antibodies เม่ือประสบความสําเร็จจะเปนแนวทางในการวิจัยและพัฒนา
สารกอภูมิแพชนิดอ่ืนตอไป  

การพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยสายพันธุของไรฝุนดวยเทคนิค PCR ไดคัดเลือกยีนท่ีนํามาใช 
ในการตรวจจําแนก ไดแก ยีน internal transcribe spacer 2 (ITS2) ซ่ึงใชจําแนกไรฝุนสายพันธุ 
Dermatophagoides pteronyssinus และสายพันธุ Dermatophagoides farinae และยีน 
Cytochrome oxidase subunit I (CoxI) ซ่ึงใชจําแนกไรฝุนสายพันธุ Blomia tropicalis ออกแบบ
คู primer ท่ีใชในปฏิกิริยา PCR จากยีนเหลานี้ และพัฒนาวิธีเปนการตรวจดวยวิธี Multiplex PCR 
และพบวา วิธีท่ีพัฒนามานี้มีความจําเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) สามารถใชจําแนก
ไรฝุนท้ังสามสายพันธุในระดับสูง เปนวิธีท่ีงายและสะดวกสามารถดําเนินการตรวจไดในเวลาสั้น ไดผล
เร็วกวาการจําแนกสายพันธุไรฝุนภายใตกลองจุลทรรศนอยางมาก 

การศึกษาสารกอภูมิแพไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus ดวยเทคนิคโปรตีโอมิกสและอิมมู-
โนมิกส   พบโปรตีนจากไรฝุนสายพันธุนี้ ท่ีทําปฏิกิริยากับไอจีอี 22 จุด โปรตีนสวนใหญเปนโปรตีนท่ี
เปนสารกอภูมิแพหลักของไรฝุนคือ Der p 1 และสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีมีรายงานแลว ไดแก Der p 3, 
Der p 11, Der p 14 สวนสารกอภูมิแพไรฝุนชนิดใหมท่ีคนพบคือ myosin heavy chain และ Trio-

sephosphate Isomerase ซ่ึงควรนํามาทําการศึกษาตอไป ในการศึกษานี้ คณะผูวิจัยสามารถผลิตได
ท้ังสารกอภูมิแพตามธรรมชาติและรีคอมบิแนนทของสารกอภูมิแพไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus 
ชนิด Der p 1 และ Der p 2 และพบวา สารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท Der p 2 ท่ีผลิตไดเปนสารกอ
ภูมิแพหลัก จึงนาจะสามารถนําไปพัฒนาเปนน้ํายาวินิจฉัยภาวะแพไรฝุน และเปนวัคซีนรักษาโรค
ภูมิแพไรฝุน สวนสารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท Der p 1 สามารถนําไปใชเปนสารมาตรฐานของชุด
ทดสอบเพ่ือตรวจหาและวัดปริมาณสารกอภูมิแพจากไรฝุนชนิด Der p 1 ในฝุนบานดวยวธิี sandwich 
ELISA ได 

การเตรียมแอนบอดีของมนุษยชนิดโมโนโคลนาลท่ียับยั้งการทํางานของโปรตีนไทมิกสโตร 
มอล ลิมโฟพอยอิตินสําหรับรักษาโรคภูมิแพไรฝุน โดยใชเทคนิคโดยวิธี molecular cloning, 
recombinant protein expression และ purification พบวาโปรตีนท่ีผลิตไดมีขนาดประมาณ  
15 KDa ซ่ึง recombinant protein นี้จะนําไปใชเปนแอนติเจนเพ่ือทําการผลิตแอนติบอดีชนิดโมโน-
โคลนาลของมนุษยท่ีสามารถยับยั้งการทํางานของโปรตีน TSLP ตอไป 
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ขอเสนอแนะ 
การตรวจดวยวิธี Multiplex PCR ท่ีพัฒนามานี้มีความจําเพาะ (specificity) และความไว 

(sensitivity) ของการตรวจจําแนกไรฝุนท้ังสามสายพันธุในระดับสูง อยางไรก็ตาม วิธี Multiplex 
PCR ท่ีพัฒนาข้ึนนี้ใหผลการตรวจและจําแนกสายพันธุไรฝุนในเชิงคุณภาพ (บวก หรือ ลบ) เทานั้น ไม
สามารถบอกปริมาณของไรฝุนท่ีมีอยูในตัวอยางฝุนได จึงควรพัฒนาเปนวิธีการตรวจหาและจําแนก
สายพันธุไรฝุนดวยวิธี quantitative PCR ตอไป  

สารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท Der p 1 และ 2 ท่ีผลิตดวยวิธีพันธุวิศวกรรมในการศึกษานี้  
ไดทําการผลิตในแบคทีเรียนั้น สามารถผลิตไดงาย ในปริมาณมากตามท่ีตองการ มีความบริสุทธิ์สูง 
สารกอภูมิแพรีคอมบิแนนทท้ัง 2 ชนิด สามารถนําไปใชเปนสารมาตรฐานของชุดทดสอบเพ่ือตรวจหา
และวัดปริมาณสารกอภูมิแพจากไรฝุนบานดวยวิธี sandwich ELISA สวนสารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท 
Der p 2 ท่ีผลิตไดสามารถนําไปพัฒนาตอเปนน้ํายาวินิจฉัยในการตรวจภาวะแพ รวมถึงใชเปนวัคซีน
สําหรับรักษาโรคภูมิแพไรฝุน โดยตองนําไปทดสอบปฏิกิริยาภูมิแพดวยการทดสอบปฏิกิริยาภูมิแพ
ทางผิวหนัง (skin prick test) ในสัตวทดลอง และในมนุษย (in vivo test) ตามลําดับตอไป  

การรักษาดวย fully human monoclonal antibodies ท่ียับยั้งการทํางานของโปรตีน 
TSLP ซ่ึงยังไมทราบกลไกการทํางานของ human monoclonal antibodies นี้จึงควรท่ีจะศึกษา
ตอไปวา molecule ของ antibody จับกับสวนไหนของ TSLP Protein หากทราบจะเปนประโยชน
ในการศึกษากลไกการยับยั้งการทํางานของ TSLP ได 

 
บทคัดยอรวม 

ความสําคัญและท่ีมาของปญหา 

ปจจุบันโรคภูมิแพและภาวะความเจ็บปวยจากโรคภูมิแพมีอุบัติการณท่ีเพ่ิมสูงข้ึนท่ัวโลก 
โดยเฉพาะในประเทศท่ีกําลังพัฒนารวมท้ังประเทศไทย การศึกษาในประเทศไทย พบวา สารกอ
ภูมิแพไรฝุนเปนสารกอภูมิแพท่ีกอใหเกิดการแพในผูปวยดวยโรคภูมิแพมากท่ีสุด โดยมีไรฝุนบาน เปน
ตัวผลิตสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีเปนสาเหตุกอใหเกิดอาการของโรคภูมิแพไรฝุน  

แนวคิดของแผนงานวิจัยนี้คือ การพัฒนากระบวนการวิจัยภายใตกรอบของโรคภูมิแพไรฝุน
ใหครอบคลุมท้ังการอัตราชุกชุมและการกระจายตัวของไรฝุนในบานพักอาศัย โดยพัฒนาวิธีการตรวจ
วินิจฉัยสายพันธุของไรฝุนดวยเทคนิค PCR ศึกษาสารกอภูมิแพจากไรฝุนสายพันธุท่ีผูปวยแพ รวมท้ัง
การรักษาดวย fully human monoclonal antibodies เม่ือประสบความสําเร็จจะเปนแนวทางใน
การวิจัยและพัฒนาสารกอภูมิแพชนิดอ่ืนตอไป 
 

วัตถุประสงค เพ่ือพัฒนาวิธีการตรวจวินิจฉัยสายพันธุของไรฝุนดวยเทคนิค PCR มาใชจําแนกชนิด 
(genus, species) และศึกษาหาอัตราชุกชุมและการกระจายตัวของไรฝุนในบานพักอาศัย ศึกษาสาร
กอภูมิแพจากไรฝุนสายพันธุ D. pteronyssinus  โดยใชเทคนิคโปรตีโอมิกสและอิมมูโนมิกส เพ่ือให
ทราบถึงชนิดของสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีผูปวยแพ  คัดเลือกสารกอภูมิแพไรฝุนท่ีสําคัญนํามาทําการผลิต 
เพ่ือใชเปนสารกอภูมิแพมาตรฐานท่ีสามารถใชในการตรวจวินิจฉัย และรักษาผูปวยโรคภูมิแพไรฝุน 
และพัฒนาแอนติบอดีตนแบบสําหรับรักษาโรคภูมิแพท่ีเกิดจากผลของโปรตีน TSLP 

วิธีการดําเนินการวิจัยและผลการวิจัย  
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การจําแนกสายพันธุของไรฝุนท่ีพบบอยในประเทศไทย ไดแก Dermatophagoides 
pteronyssinus (DP), Dermatophagoides farinae (DF) และ Blomia tropicalis (BT) ตอง
อาศัยบุคลากรท่ีมีความชํานาญทางดานไรวิทยา จึงทําใหขอมูลเก่ียวกับความชุกชุมและการแพร 
กระจายของไรฝุนตามบานเรือนคอนขางจํากัด  งานวิจัยนี้ไดศึกษาขอมูลเก่ียวกับยีนชนิดตางๆ ของไร
ฝุน 3 สายพันธุท่ีพบบอยในประเทศไทย มาออกแบบและพัฒนาวิธีตรวจจําแนกสายพันธุดวยเทคนิค
ทางชีวโมเลกุล คณะผูวิจัยไดนําวิธี multiplex PCR ท่ีพัฒนาข้ึนนี้มาใชในการตรวจสอบสายพันธุไร
ฝุนในตัวอยางฝุนจริงท่ีเก็บจากท่ีอยูอาศัยจํานวน 100 หลังคาเรือน (ตัวอยาง) โดยเปรียบเทียบกับ
การตรวจดวยวิธีการลอยตัวควบคูกับการวินิจฉัยดวยวิธี flotation+กลองจุลทรรศน 

ยีนท่ีนํามาพัฒนาวิธีการตรวจจําแนก ไดแก ยีน internal transcribe spacer 2 และยีน 
Cytochrome oxidase subunit I โดยออกแบบคู primer ท่ีใชในปฏิกิริยา PCR จากยีนเหลานี้ ผล
การศึกษาพบวา วิธี multiplex PCR ตรวจพบไรฝุนจํานวน 46 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 37.10 
สามารถจําแนกไดเปนสายพันธุ D. pteronyssinus จํานวน 31 ตัวอยาง สายพันธุ D. farinae 
จํานวน 29 ตัวอยาง และสายพันธุ B. tropicalis จํานวน 29 ตัวอยาง  ในขณะท่ีการตรวจดวยวิธ ี
floatation+กลองจุลทรรศนสามารถพบไรฝุนในตัวอยางจํานวน 24 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 24.49 
ซ่ึงเปนสายพันธุตางๆ จํานวน 19, 10 และ 0 ตัวอยาง ตามลําดับ เม่ือนําผลการตรวจสอบตัวอยางฝุน
มาจับคูกันพบวา ตัวอยางฝุนท่ีมีขอมูลตรงกันสําหรับการตรวจสอบท้ังสองวิธี มีจํานวน 65 ตัวอยาง 
เปนผลบวก (พบไรฝุน) จํานวน 14 ตัวอยาง และเปนผลลบ (ไมพบไรฝุน) จํานวน 51 ตัวอยาง คิดเปน
ความไวของวิธีการตรวจ (sensitivity) เทากับรอยละ 54.17  ความจําเพาะ (specificity) เทากับรอย
ละ 68.92  และความแมนยํา (accuracy) เทากับรอยละ 65.31 ตามลําดับ 

การท่ีคาความไวและความจําเพาะของวิธี multiplex PCR คอนขางต่ําเม่ือเปรียบเทียบกับ
วิธี flotation+กลองจุลทรรศน ท้ังนี้เนื่องจากวิธี multiplex PCR สามารถตรวจพบไรฝุนไดมากกวา
โดยเฉพาะในตัวอยางท่ีเปนผลลบจากวิธี flotation+กลองจุลทรรศน  ดังนั้นการตรวจหาไรฝุนดวยวิธ ี
multiplex PCR จึงเหมาะสมสําหรับการตรวจตัวอยางฝุนจํานวนมาก (screening) ในขณะท่ีวิธี 
flotation+กลองจุลทรรศน เหมาะสําหรับการยืนยันสายพันธุไรฝุนสําหรับจํานวนตัวอยางฝุนท่ีไมมาก 
วิธีตรวจจําแนกสายพันธุไรฝุนท่ีคณะผูวิจัยพัฒนาข้ึนนี้เปนประโยชนตอการดูแลรักษาผูปวยภูมิแพได
เปนอยางดี เพราะเปนวิธีท่ีงายและสะดวก บุคลากรหองปฏิบัติการตามโรงพยาบาลหรือตาม
หองปฏิบัติการอ่ืนๆ สามารถดําเนินการตรวจได  ใชเวลาสั้น ออกผลไดเร็วกวาการจําแนกสายพันธุ 
ไรฝุนภายใตกลองจุลทรรศนอยางมาก 

สารสกัดหยาบจากตัวไรฝุนถูกแยกแบบสองทิศทางดวยเทคนิคโปรตีโอมิกส   แลวนําโปรตีน
ท่ีผานการแยกท่ีอยูบนแผนไนโตรเซลลูโลส ไปทําปฏิกิริยากับซีรัมรวมของผูปวยโรคภูมิแพคนไทย 
ท่ีทําการศึกษา นําโปรตีนท่ีทําปฏิกิริยากับไอจีอี (IgE) ในซีรัมของผูปวยไปจําแนกชนิดโดยวิธี
แมสสเปคโตรเมตรี (mass spectrometry) แลวนําไปเปรียบเทียบกับแผนท่ีสายโปรตีน (peptide 
mass maps) ในแฟมขอมูล พบวา มีโปรตีนจากไรฝุน D. pteronyssinus ท่ีทําปฏิกิริยากับไอจีอี  
22 จุด ท่ีสงไปจําแนกชนิด โปรตีนสวนใหญเปนโปรตีนท่ีเปนสารกอภูมิแพหลักของไรฝุนคือ Der p 1 
สวนสารกอภูมิแพไรฝุนชนิดใหมท่ีคนพบ คือ myosin heavy chain และ Triosephosphate 

Isomerase ในการศึกษาปท่ี 2 คณะผูวิจัยไดเลือกท่ีจะผลิตสารกอภูมิแพหลักชนิด Der p 1 และ  
Der p 2 โดยใชเทคนิค affinity column chromatography ในการผลิตสารกอภูมิแพตามธรรมชาติ 
(native allergen) สวนสารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท (recombinant allergen) ผลิตดวยเทคนิคพันธุ
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วิศวกรรมในแบคทีเรีย พบวา สามารถผลิตไดงายในปริมาณมากตามท่ีตองการและมีความบริสุทธิ์สูง 
ผลการตรวจสอบลักษณะรูปแบบของโปรตีนและ amino acid sequencing สรุปไดวา สารกอภูมิแพ
ตามธรรมชาติ และสารกอภูมิแพรีคอมบิแนนทท่ีผลิตไดเปน Der p 1 และ Der p 2 จริง โดยมีขนาด
โมเลกุลเปน 24 และ 16 กิโลดัลตัน การศึกษาคุณสมบติความเปนสารกอภูมิแพของสารกอภูมิแพท่ี
ผลิตข้ึนมาดวยวิธี IgE-ELISA พบวา สารกอภูมิแพตามธรรมชาติ Der p 1 และ Der p 2 และสารกอ
ภูมิแพรีคอมบิแนนท Der p 2 ท่ีผลิตไดเปนสารกอภูมิแพหลัก เนื่องจากมี IgE binding activity คิด
เปน 96.67%, 83.33% และ 73.33% ตามลําดับ แตสารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท Der p 1 ท่ีผลิตไดมี 
IgE binding activity เพียง 43.33% จึงเปนสารกอภูมิแพรอง  

การศึกษานี้พบวา การศึกษาสารกอภูมิแพดวยเทคนิคโปรตีโอมิกสรวมกับอิมมูโนมิกสนั้น
สามารถแยกโปรตีนไดดีกวา และคณะผูวิจัยสามารถผลิตสารกอภูมิแพไรฝุน D. pteronyssinus ชนิด 

Der p 1 และ Der p 2 ไดท้ังท่ีเปนสารกอภูมิแพตามธรรมชาติ และสารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท และ
พบวา สารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท Der p 2 ท่ีผลิตไดเปนสารกอภูมิแพหลัก จึงนาจะสามารถนําไป
พัฒนาเปนน้ํายาวินิจฉัยภาวะแพไรฝุน และเปนวัคซีนรักษาโรคภูมิแพไรฝุน สวนสารกอภูมิแพ 
รีคอมบิแนนท Der p 1 สามารถนําไปใชเปนสารมาตรฐานของชุดทดสอบเพ่ือตรวจหาและวัดปริมาณ
สารกอภูมิแพจากไรฝุนชนิด Der p 1 ในฝุนบานดวยวิธี sandwich ELISA ได 

Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) หรือ interleukin 50 (IL-50) เปนโปรตีนท่ีหลั่ง
จาก epithelial cells บริเวณทางเดินหายใจท่ีมีการตอบสนองตอสารกอภูมิแพ ซ่ึงสามารถกระตุน 
ใหเซลลในรางกาย เชน Dendritic cells (DCs), T cells, mast cells, NKT cells  และ เซลลอ่ืนๆ 
ใหหลั่ง T helper 2 (Th2) cytokines เชน IL-5, IL-6, IL-10 และ IL-13 เปนตน รวมถึง mediators 
ตางๆ มีผลการกระตุนใหเกิด airway hyper-responsiveness (AHR) มีการอักเสบ และ atopic 
dermatitis ในผูปวย มีการศึกษาในสัตวทดลองพบวาเม่ือยับยั้งการทํางานของ TSLP  ในหนูทดลอง
จะสามารถยับยั้งไมใหเซลลอักเสบชนิดอีโอซิโนฟลเขาไปในทางเดินหายใจและสามารถปองกันการ
เกิดการอักเสบในทางเดินหายใจได ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จึงเตรียม recombinant human TSLP 
เพ่ือนําโปรตีนดังกลาวมาใชในเปนแอนติเจนเพ่ือคัดเลือก phage clones ท่ี display HuScFv ท่ีจับ
กับ TSLP จาก human antibody phage display library คณะผูวิจัยไดทําการสกัดอารเอ็นเอจาก 
epithelial cell line ท่ีถูกกระตุนสารกอภูมิแพ แลวทําการเปลี่ยน RNA ใหเปน cDNA ทําการเพ่ิม
จํานวนยีน TSLP โดยใชคูไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะตอยีน โดยพบวา PCR product ท่ีไดมีขนาด
ประมาณ 489 bp แลวโคลนยีนท่ีเปนรหัสของ TSLP ของมนุษยเขาใน expression vector  
นํา recombinant vector เขาสูแบคทีเรีย E. coli ทําการ induce ให transformed E. coli ผลิต 
recombinant TSLP แลวทําการ purify recombinant TSLP ออกจากโปรตีนอ่ืนๆของแบคทีเรีย 
ดวย affinity column  วิเคราะหโปรตีนท่ีไดดวยวิธี SDS-PAGE และ LC MS/MS พบวาโปรตีนท่ี
ผลิตไดมีขนาดประมาณ 15 KDa ซ่ึง recombinant TSLP ท่ีผลิตข้ึนสามารถเพ่ิมการแสดงออกของ 
OX40L บนผิวของ Myeloid dendritic cells ได จากนั้นนํา TSLP ท่ีผลิตข้ึนเปนแอนติเจน
เปาหมายในการทํา Bio-panning เพ่ือคัดเลือก phage clones ท่ี display human ScFv จากการ
คัดเลือก 192 โคลน พบวา 49 โคลนมี huScFv gene และ 20 โคลนสามารถสราง HuScFv ได จาก
การทดสอบการจับของ HuScFv ดังกลาว ตอ human TSLP ดวยวิธี indirect ELISA พบวา 
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 พบวา มี 2 โคลนของ TSLP specific monoclonal 
antibodies คือ โคลนท่ี 5 และ 7 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการการแสดงออกของ OX40L บนผิว
ของ TSLP treated-Myeloid dendritic cells ได ถือไดวาเปนการศึกษาแรกท่ีสามารถผลิต
แอนติบอดีของมนุษยชนิดสายเดี่ยวท่ีมีความสามารถในการจับอยางจําเพาะกับ TSLP และรบกวน
การทํางานของ TSLP protein ได ซ่ึงอาจจะยับยั้งการอักเสบในทางเดินหายใจได แตตองทําการ
ทดลองตอไป 
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