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ตารางที ่1.1 เปาหมายของผลผลิต (output) และตัวชี้วดัของแผนงานวิจยั  xxix 
ตารางที่ 2.1  รายละเอียดของ primers ที่ใชในปฏิกิริยา PCR เพื่อจําแนกสายพันธุไรฝุน 12 
ตารางที่ 2.2 ผลสรุปของปฏิกิริยา PCR ที่ใช primers คูตางๆ กับ gDNA ของไรฝุน 3 สายพนัธุ 16 
ตารางที่ 2.3 ผลการตรวจหาและจําแนกสายพันธุไรฝุนดวยกลองจลุทรรศน สําหรับตัวอยางฝุน

จากที่อยูอาศัยจํานวน 124 ตัวอยาง  
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ตัวอยางฝุนจากที่อยูอาศัยจาํนวน 124 ตัวอยาง แตละตัวอยางทําการตรวจ 3 ซ้ํา 

41 

ตารางที่ 2.5 เปรียบเทียบขอมูลการตรวจหาและจําแนกสายพนัธุไรฝุน ระหวางวิธี flotation 
+กลองจุลทรรศน กับ วิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนที่จบัคูไดจํานวน  
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 หนา 
รูปที่ 1.1  รายละเอียดความเชื่อมโยงระหวางโครงการยอย xxviii 
รูปที่ 2.1 ผลผลติที่ไดจากปฏิกิริยา Singleplex PCR กับชุด primers ที่ออกแบบจากยีน 

Internal transcribe spacer 2 (ITS2)  โดยใช gDNA ของไรฝุนสายพันธุ  
D. pteronyssinus และ D. farinae 

14 

รูปที่ 2.2  ผลผลติที่ไดจากปฏิกิริยา Singleplex PCR กับชุด primers ที่ออกแบบจากยีน 
Cytochrome C oxidase subunit I (CoxI)  โดยใช gDNA ของไรฝุนสายพนัธุ  
B. tropicalis 

14 

รูปที่ 2.3  ผลผลติที่ไดจากปฏิกิริยา Singleplex PCR กับชุด primers ITS2-107 และ  
ITS2-199 โดยใช gDNA ของไรฝุนทั้งสามสายพนัธุ 
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รูปที่ 2.4  ผลผลติที่ไดจากปฏิกิริยา Singleplex PCR กับชุด primers CoxI  โดยใช  
gDNA ของไรฝุนทั้งสามสายพนัธุ 
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Internal transcribe spacer 2 (ITS2) โดยใช gDNA ของไรฝุนสายพันธุ  
D. pteronyssinus และ D. farinae 
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รูปที่ 2.6  ผลผลติที่ไดจากปฏิกิริยา Triplex PCR กับชุด primers ที่ออกแบบจากยนี 
Internal transcribe spacer 2 (ITS2) โดยใช gDNA ของไรฝุนสายพันธุ  
D. pteronyssinus และ D. farinae 
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รูปที่ 2.7  ผลผลติที่ไดจากปฏิกิริยา Triplex PCR กับชุด primers ที่ออกแบบจากยนี 
Internal transcribe spacer 2 (ITS2) หลังจากการปรับลดปริมาณ primers 
และเพิ่มปริมาณ gDNA template 

18 

รูปที่ 2.8  ผลของปฏิกิริยา Multiplex PCR กับชุด primers จํานวน 4 คู ที่ออกแบบ 
จากยีน Internal transcribe spacer 2 (ITS2) และยีน Cytochrome  
oxidase subunit I (CoxI) โดยใช gDNA ของไรฝุนทัง้สามสายพันธุ 
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รูปที่ 2.9  ผลของปฏิกิริยา Multiplex PCR หลังการปรับลดปริมาณ primers กับชุด 
primers จํานวน 4 คู ที่ออกแบบจากยีน Internal transcribe spacer 2  
(ITS2) และยนี Cytochrome oxidase subunit I (CoxI) โดยใช gDNA  
ของไรฝุนทั้งสามสายพนัธุ 
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รูปที่ 2.10 ผลของปฏิกิริยา Multiplex PCR กับชุด primers จํานวน 4 คู ที่ออกแบบ 
จากยีน Internal transcribe spacer 2 (ITS2) และยีน Cytochrome  
oxidase (CoxI) โดยใช gDNA ของไรฝุนทั้งสามสายพนัธุ 

21 

รูปที่ 2.11 ผลของปฏิกิริยา Triplex PCR กับชุด primers ที่ออกแบบจากยีน Internal 
transcribe spacer  2 (ITS2) และยนี Cytochrome oxidase (CoxI) โดยใช 
gDNA ของไรฝุนทีป่ริมาณแตกตางกัน 

22 

รูปที่ 2.12 ผลของปฏิกิริยา Triplex PCR กับชุด primers ที่ออกแบบจากยีน Internal 
transcribe spacer 2 (ITS2) และยีน Cytochrome oxidase (CoxI) โดยใช 
gDNA ของไรฝุนทีป่ริมาณแตกตางกัน 
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 หนา 
รูปที่ 2.13 ผลของปฏิกิริยา Triplex PCR ซึ่งใช primers ที่ออกแบบจากยีน internal 

transcribe spacer 2 (ITS2) และยีน Cytochrome oxidase (CoxI) กับ  
gDNA ของไรฝุนทั้งสามสายพนัธุ หลังการเปลี่ยน primer ITS2-107_F เปน  
ITS2-166_F 
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รูปที่ 2.14 ผลการทดสอบความไว (Sensitivity) ของปฏิกิริยา PCR ของ primer  
ITS2-199_F/ITS2_R2 (DF); ITS2-166_F/ITS2_R2 (DP); CoxI_F3/CoxI_R2 
(BT) โดยการใช two-fold serial dilutions ของ gDNA ของไรฝุนทั้งสาม 
สายพนัธุ (D. pteronyssinus, D. farinae, B. tropicalis)  
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รูปที่ 2.15 ผลการทดสอบความจาํเพาะ (Specificity) ของปฏิกิริยา Multiplex PCR  
ซึ่งใชสวนผสมของชุด primers และ gDNA ของไรฝุนทั้งสามสายพันธุ  
(D. pteronyssinus, D. farinae, B. tropicalis) ที่ปริมาณตางกัน 

26 

รูปที่ 2.16 ผลการทดสอบความจาํเพาะ (Specificity) ของปฏิกิริยา Multiplex PCR  
ซึ่งใชสวนผสมของชุด primers ที่จําเพาะกับไรฝุนสามสายพันธุ (DP, DF, BT)  
กับ gDNA ของยุงรําคาญ (Culex quinquefasciatus sp.), แมลงสาบอเมริกัน 
(Periplaneta americana), เหาหนังสอื (Liposcelis sp.), ไรโรงเก็บ 
(Tyrophagus sp.) และไรตัวหํ้า (Cheyletus sp.) 

27 

รูปที่ 2.17 ผลการทดสอบความจาํเพาะ (Specificity) ของปฏิกิริยา Multiplex PCR  
ซึ่งใชสวนผสมของชุด primers ที่จําเพาะกับ gDNA สกัดไดจากตัวอยางฝุนจริง 
ซึ่งผสมไรฝุนทัง้สามสายพันธุ (DP, DF, BT) ที่จํานวนตางๆ 

28 

รูปที่ 2.18 รูปรางลักษณะของไรฝุนสายพนัธุ D. pteronyssinus ภายใตกลองจุลทรรศน 
(กําลังขยาย 400 เทา) ซึ่งตรวจพบในตัวอยางฝุนดวยวิธี flotation+กลอง
จุลทรรศน 

37 

รูปที่ 2.19 รูปรางลักษณะของไรฝุนสายพนัธุ D. farinae ภายใตกลองจุลทรรศน  
(กําลังขยาย 400 เทา) ซึ่งตรวจพบในตัวอยางฝุนดวยวิธ ีflotation+กลอง
จุลทรรศน 

38 

รูปที่ 2.20 รูปรางลักษณะของไรสายพันธุอ่ืนๆ และชิ้นสวนของแมลงภายใตกลองจุลทรรศน  
ซึ่งตรวจพบในตัวอยางฝุนดวยวธิี flotation+กลองจุลทรรศน 

39 

รูปที่ 2.21 Agarose electrophoresis แสดงผลผลิต DNA ซึ่งไดจากการตรวจหาและจาํแนก 
สายพนัธุไรฝุนดวยวธิี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวดักรุงเทพมหานคร 

47 

รูปที่ 2.22 Agarose electrophoresis แสดงผลผลิต DNA ซึ่งไดจากการตรวจหาและจําแนก 
สายพนัธุไรฝุนดวยวธิี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวดัสมุทรปราการ 

48 

รูปที่ 2.23 Agarose electrophoresis แสดงผลผลิต DNA ซึ่งไดจากการตรวจหาและจําแนก 
สายพนัธุไรฝุนดวยวธิี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวดัปทุมธาน ี

48 

รูปที่ 2.24 Agarose electrophoresis แสดงผลผลิต DNA ซึ่งไดจากการตรวจหาและจําแนก 
สายพนัธุไรฝุนดวยวธิี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวดันครสวรรค 
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 หนา 
รูปที่ 2.25 Agarose electrophoresis แสดงผลผลิต DNA ซึ่งไดจากการตรวจหาและจําแนก 

สายพนัธุไรฝุนดวยวธิี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวดัสุพรรณบุรี 
49 

รูปที่ 2.26 Agarose electrophoresis แสดงผลผลิต DNA ซึ่งไดจากการตรวจหาและจําแนก 
สายพนัธุไรฝุนดวยวธิี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวดัอางทอง 

50 

รูปที่ 2.27 Agarose electrophoresis แสดงผลผลิต DNA ซึ่งไดจากการตรวจหาและจําแนก 
สายพนัธุไรฝุนดวยวิธี multiplex PCR ในตัวอยางฝุนจากจังหวดัขอนแกน 

50 

รูปท่ี 3.1 Nomenclature of house dust mite allergen; Dermatophagoides  
pteronyssinus and D. farinae allergens and their biochemical 
properties 

75 

รูปท่ี 3.2 Process of house dust mite extraction 83 

รูปท่ี 3.3 Conceptual framework 84 

รูปท่ี 3.4 Coomassie brilliant blue stained SDS-PAGE analysis of 10 µg of crude 
extract of D. pteronyssinus from 8% separating gel 

93 

รูปท่ี 3.5 Coomassie brilliant blue stained SDS-PAGE analysis of 10 µg of crude 
extract of D. pteronyssinus from 12% separating gel 

94 

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 

95 

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 

96 

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 

97 

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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