
รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ 
สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ 

 
 
 
ช่ือแผนงานวิจัย : การพัฒนาวิธีการจําแนกสายพันธุไรฝุนและชีวภัณฑสําหรับรักษาโรค 
  ภูมิแพไรฝุน    
   (Development of Assay for Dust Mite Identification and 

Biological Materials for Treatment of House Dust Mite Allergy) 
 
ประกอบดวยโครงการวิจัยยอย  3  โครงการ ไดแก  
 

โครงการวิจัยท่ี 1 
ช่ือโครงการวิจัย  (ภาษาไทย) การจําแนกสายพันธุของไรฝุนดวยเทคนิคทางอณูชีววิทยา 
  (ภาษาอังกฤษ) Molecular-Based Assay for Dust Mite Identification 
 

โครงการวิจัยท่ี 2 
ช่ือโครงการวิจัย (ภาษาไทย) การศึกษาสารกอภูมิแพจากไรฝุนบานสายพันธุ 

Dermatophagoides pteronyssinus  และการผลิต 
สารกอภูมิแพไรฝุนโดยพันธุวิศวกรรม                                                            

        (ภาษาอังกฤษ) Allergenomics of House Dust Mites, Dermatophagoides 
pteronyssinus and Production of Recombinant House 
Dust Mite Allergen 

 

โครงการวิจัยท่ี 3 
ช่ือโครงการวิจัย (ภาษาไทย)  การเตรียมแอนบอดีของมนุษยชนิดโมโนโคลนาลท่ีสามารถยับยั้ง

การทํางานของโปรตีนไทมิก สโตรมอล ลิมโฟพอยอิติน สําหรับ
รักษาโรคภูมิแพไรฝุน 

                  (ภาษาอังกฤษ)  Preparation of human monoclonal antibody that 
neutralizes activities of thymic stromal lymphopoietin 
(TSLP) for treatment of house dust mite allergy  

ไดรับทุนอุดหนุนการวิจัย:  จากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ ประจาํป งบประมาณ 2555   
 

ระยะเวลาการวิจัย  2  ป  
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สวน ก : องคประกอบในการจัดทําแผนงานวิจัย  
1.  ผูรับผิดชอบและหนวยงาน ประกอบดวย  

1.1  ผูอํานวยการแผนงาน :  รศ. พญ.อัญชลี ตั้งตรงจิตร 
ภาควิชาปรสิตวิทยา  คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล  มหาวิทยาลัยมหิดล 
เลขท่ี 2 ถนนวังหลัง แขวงศิริราช เขตบางกอกนอย กรุงเทพมหานคร 10700 
โทรศัพท 02-4196468   โทรสาร 02-4112084     โทรศัพทมือถือ 089-9685894 
E-mail : anchalee.tun@mahidol.ac.th 

1.2  ผูรวมงานวิจัย  
 1.2.1.  หัวหนาโครงการยอยท่ี 1 : ผศ. ดร.ณัฐ  มาลัยนวล     
  ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล  มหาวิทยาลัยมหิดล 

เลขท่ี 2 ถนนวังหลัง แขวงศิริราช เขตบางกอกนอย กรุงเทพมหานคร 10700 
โทรศัพท  02-419-6468 โทรสาร 02-4112084   โทรศัพท  086-7833324 
E-mail: nat.mal@mahidol.ac.th  

1.2.2.  หัวหนาโครงการยอยท่ี 2 : รศ. พญ.อัญชลี ตั้งตรงจิตร 
ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล 
เลขท่ี 2 ถนนวังหลัง แขวงศิริราช เขตบางกอกนอย กรุงเทพมหานคร 10700 
โทรศัพท 02-4196468 โทรสาร 02-4112084 
E-mail : anchalee.tun@mahidol.ac.th 

 1.2.3.   หัวหนาโครงการยอยท่ี 3 : ผศ. ดร.นิตยา  อินทราวัฒนา 
ภาควิชาจุลชีววิทยาและอิมมิวโนโลยี คณะเวชศาสตรเขตรอน  มหาวิทยาลัยมหิดล   
420/6  ถนนราชวิถี เขตราชเทวี กรุงเทพมหานคร 10400 
โทรศัพท 02-3549100 ตอ 1598 โทรสาร 02-6435583 
E-mail : nittaya.ind@mahidol.ac.th 

1.3  หนวยงานหลัก  
ภาควิชาปรสิตวิทยา คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล 
เลขท่ี 2 ถนนวังหลัง แขวงศิริราช เขตบางกอกนอย กรุงเทพมหานคร 10700 
โทรศัพท 02-4196468  โทรสาร 02-411-2084 

 1.4  หนวยงานสนับสนุน  
     1.4.1  หนวยเครื่องมือพิเศษเพ่ือการวิจัย สถานสงเสริมการวิจัย  

 คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล 
 เลขท่ี 2 ถนนวังหลัง แขวงศิริราช เขตบางกอกนอย กรุงเทพมหานคร 10700 
 โทรศัพท 02-4196621  โทรสาร 02-4196644 

1.4.2  ภาควิชาจุลชีววิทยาและอิมมิวโนโลยี คณะเวชศาสตรเขตรอน มหาวิทยาลัยมหิดล   
 420/6 ถนนราชวิถี เขตราชเทวี กรุงเทพมหานคร 10400 

2.  ประเภทการวิจัย (ระบุประเภทการวิจัย เพียง 1 ประเภท คําอธิบายดังรายละเอียดแนบทาย)  
 การวิจัยพ้ืนฐาน (Basic research)  
 การวิจัยประยุกต (Applied research)  
 การพัฒนาทดลอง (Experimental development)  
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บทบทคัดยอรวมคัดย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  

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 
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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วย
ภูมิแพ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คนไทยท่ี
ทําการศึกษา นําโปรตีนท่ีทําปฏิกิริยากับไอจีอี (IgE) ในซีรัมของผูปวยไปจําแนกชนิดโดยวิธีแมสสเปค-
โตรเมตรี (mass spectrometry) แลวนําไปเปรยีบเทียบกับแผนท่ีสายโปรตีน (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วน
สารก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
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 
ท่ีผลิตข้ึนมาดวยวิธี IgE-ELISA พบวา สารกอภูมิแพตามธรรมชาติ Der p 1 และ Der p 2 และสาร
กอภูมิแพรีคอมบิแนนท Der p 2 ท่ีผลิตไดเปนสารกอภูมิแพหลัก เนื่องจากมี IgE binding activity 
คิดเปน 96.67%, 83.33% และ 73.33% ตามลําดับ แตสารกอภูมิแพรีคอมบิแนนท Der p 1 ท่ีผลิต
ได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รีคอม
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บิแนนท Der p 1 สามารถนําไปใชเปนสารมาตรฐานของชุดทดสอบเพ่ือตรวจหาและวัดปริมาณสาร
ก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
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 
 

 
คําสําคัญ: โรคภูมิแพ ไรฝุนบาน ยีน การจําแนกชนิด สารกอภูมิแพ โปรตีนชนิดรีคอมบิแนนทเดอรมา
โต ฟากอยดีเทอรโรนิสสินัส ไทมิก สโตรมอล ลิมโฟพอยอิติน ฟาจดิสเพลยแอนบอดีของมนุษยชนิด 
โมโนโคลนาล, แอนติบอดีสายเดี่ยว การโคลนยีน พีซีอาร 
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SSuummmmaarryy  
 

Background and Rationale: The prevalence of allergic diseases has substantially 
heightened all over the world, especially in developing countries including Thailand 
with continue to increase in severity and complexity. Moreover, allergy is one of the 
important chronic diseases among Thai population resulting in socio-economic 
burden and quality of life. The development of allergy requires a complex 
interaction between genetic predisposition and environmental basis. Among the 
environmental factors, exposure to indoor allergen is the most important risk. House 
dust mites (HDM), Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) and D. farinae (Df), have 
been accounted as the major sources of indoor allergens and considered to be the 
most important allergen in Thailand.  

Objective: The conceptual framework of this project is to study in holistic 
approaches for house dust mite allergy by 1) develop the molecular-based assay for 
dust mite identification using for mite survey 2) study the allergenic components of D 
pteronyssinus allergens by the high-resolution 2-D technique combined with IgE 
immunodetection 3) produce the human monoclonal antibody by using phage 
display technology for treatment of house dust mite allergy. 

Methodology & Results:  

To develop the molecular-based assay for dust mite identification, 3 pairs of primer 
were designed for identifying common dust mite species; Dermatophagoides 
pteronyssinus (DP), D. farinae (DF) and Blomia tropicalis (BT), from their genomic DNA 
by multiplex PCR technique. Total duration since the preparation of PCR reaction mix 
till the analysis by agarose gel electrophoresis was approximately 2 hours. Then, the 
assay was used to examine the species of dust mites in dust samples collected from 
100 households, and compared to the combination method of flotation+microscopic 
examination.  
Results showed that the examination by multiplex PCR gave positive results for 46 
samples (37.10 %), of which could be identified as D. pteronyssinus in 31 samples, D. 
farinae in 29 samples and B. tropicalis in 29 samples, whereas the flotation+ 
microscopic examination gave positive results in 24 dust samples (24.49 %), which 
were 19, 10 and 0 samples, for each species respectively. The matched results from 
both methods were found in 65 samples, of which 14 samples were positive and 51 
samples were negative. Levels of sensitivity, specificity and accuracy of the multiplex 
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PCR compared to the flotation+microscopy were 54.17 %, 68.92 % and 65.31 %, 
respectively. 

Low levels of sensitivity, specificity and accuracy of the multiplex PCR were due to 
more positive results obtained from the multiplex PCR than those from the 
flotation+microscopy. Therefore, the multiplex PCR is suitable for screening the 
considerable number of dust specimens, whereas the flotation+microscopy is rather 
suitable for the confirmation of positive specimens obtained from the multiplex PCR. 
Moreover, the multiplex PCR is simple and can be carried out by most laboratory 
personnel with no special knowledge in dust mite identification. 
 

Whole body extracts of 99% purity of D. pteronyssinus was subjected to a  
nonlinear pH 3-10 first dimensional electrophoresis followed by SDS-PAGE in 12% 
polyacrylamide gel.  2DE-IgE immunoblotting was carried out using a pool of sera of 
Dp allergic Thai patients. The IgE-reactive proteins were excised from the 2DE-gel and 
analyzed by matching the peptide mass maps generated after mass spectrometry 
with the protein database. Twenty two IgE-binding protein spots of D. pteronyssinus 
were subjected to LC/MS for protein identification. Most protein spots were the 
major allergen namely Der p 1, and Der p 2 and established allergens such as Der p 
3, Der p 11, Der p 14. The novel allergen discovered was myosin heavy chain and 

Triosephosphate Isomerase, which should be further study for IgE binding reactivity in 
allergic Thai patients. From the result of allergenomes of the D. pteronyssinus, 
therefore, the major allergen; Der p 1 and Der p 2 in the forms native and 
recombinant protein were selected to produced by affinity column chromatography 
and genetic engineering, respectively. 

In the process of production of recombinant Der p 1 and Der p 2; pET 20b+ vector 
was used as protein expression vector. The recombinant product was detected in 
soluble part of bacterial lysate as expected. From protein profiles and amino acid 
sequencing indicated that the generated proteins were Der p 1 and Der p 2 having 
molecular weight of 24 and 16 kDa, respectively. 

The allegenicities of native and recombinant of Der p 1 and Der p 2 were compared 
by IgE-ELISA. IgE binding activities of native Der p 1, Der p 2 and recombinant Der p 2 
were 96.67%, 83.33% and 73.33% respectively. Thus, these produced allergens were 
major allergen. Recombinant Der p 1 could bind to IgE only 43.33% of atopic 
patients’ sera tested; indicated that this recombinant Der p 1 was minor allergen.  

The repertoire of D. pteronyssinus allergens was well defined by the high-resolution 
2-D technique combined with IgE immunodetection as the 2-D map of D. pteronyssinus 
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allergens. We successfully produced native and recombinant of D. pteronyssinus 
allergens namely Der p 1 and Der p 2. Recombinant Der p 2 was major allergen 
which might be developed for using as diagnostic and therapeutic allergen.  While 
the recombinant Der p 1 would be applied for standard allergen in a diagnostic kit 
for determination Der p 1 level in the house dust by sandwich ELISA. 
 

Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) or interleukin 50 (IL-50) is a secreted protein of 
the respiratory lining epithelial cells which response to the allergen. TSLP can induce 
several cells such as dendritic cells (DCs), T cells, mast cells, NKT cells and other to 
secret the T helper 2 (Th2) cytokines like IL-5, IL-6, IL-10 and IL-13 etc. Cytokines 
releasing result in the airway hyper-responsiveness (AHR), inflammation and atopic 
dermatitis in patient. The inhibition of TSLP is successful to prevent the inflammation 
by inhibit the entry of eosinophil migrate into respiratory tract in mice. Therefore, this 
study aims to preparing the recombinant human TSLP. This protein will further use as 
antigen for produce the human monoclonal antibody by using phage display 
technology. The mRNA was extracted from the epithelial cell line which has 
challenge with an allergen and then converted to cDNA. Human TSLP gene was 
amplified by using specific primer. PCR product has 489 bp in size. The amplicon was 
clones into expression vector and infected into the expression E. coli. The 
transformed bacteria were grown under IPTG induction for production of the soluble 
recombinant human TSLP. The protein was purified by using an affinity column and 
characterized by SDS-PAGE and LC MS/MS. The recombinant human TSLP was shown 
the molecular weight as 15 kDa. The recombinant TSLP protein was successfully 
produced. This TSLP protein showed biological activity which could enhance OX40L 
expression on Myeloid dendritic cells. The purified TSLP was used in the phage 
biopanning process for specific HuScFv selection. From biopanning 149 clones were 
selected and 49 clones have huScFv gene. There were 20 HuScFv clones that could 
be produced. Ten HuScFvs clones i.e. clones no. 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 12 and 16 
bound specifically to the TSLP as determined by indirect ELISA. They were expressed 
and purified. There were 2 of TSLP specific HuScFvs clones (Clone no. 5 and 7) could 
inhibit OX40L expression in TSLP treated-Myeloid dendritic cells.  This is the first 
report on production of human ScFv that specifically bound to the TSLP protein and 
interfere it biofunctions.  

 
Keyword: allergic diseases, house dust mite, gene, identification, allergen,  
recombinant protein, Dermatophagoides pteronyssinus, thymic stromal 
lymphopoietin, phage display, human monoclonal antibody, single chain antibody, 
gene cloning, PCR 

 xxiii 


	รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ์
	สำนักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ

