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 ปจจุบันโรคภูมิแพและภาวะความเจ็บปวยจากโรคภูมิแพเปนปญหาสุขภาพที่สําคัญทั่วโลก
สําหรับประเทศไทยประมาณรอยละ 10 ของประชากร มีภาวะความเจ็บปวยจากโรคภูมิแพ สาเหตุ
ที่สําคัญในการกอใหเกิดโรคภูมิแพคือ ฝุนบาน ซ่ึงสวนประกอบที่สําคัญที่สามารถกระตุนใหเกิด
โรคภูมิแพไดคือสารกอภูมิแพจากแมลงสาบ ในประเทศไทยมีผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบมากกวา
รอยละ 50 ของผูปวยโรคภูมิแพทั้งหมด ซ่ึงเกิดจากการแพตอสารกอภูมิแพของแมลงสาบสายพันธุ
อเมริกัน คือ Periplaneta americana ซ่ึงเปนสายพันธุที่ชุกชุมที่สุดในประเทศไทย ขอมูลทาง
วิทยาศาสตรพ้ืนฐานเกี่ยวกับสารกอภูมิแพจากแมลงสาบยังมีนอยมาก งานวิจัยน้ีเปนการศึกษา
สารกอภูมิแพทั้งหมดจากแมลงสาบสายพันธุอเมริกัน โดยใชเทคนิคโปรตีโอมิกสและอิมมูโนมิกส 
เพ่ือใหทราบถึงชนิดของสารกอภูมิแพแมลงสาบที่ผูปวยคนไทยแพ และทําการผลิตสารกอภูมิแพ
มาตรฐานโดยวิธีพันธุวิศวกรรมสําหรับตรวจกรองผูปวย จากการใชเทคนิคโปรตีโอมิกสและอิมมูโน
มิกสพบวามีโปรตีนอยางนอย 12  ชนิดที่เปนสารกอภูมิแพที่สามารถกระตุนใหผูปวยโรคภูมิแพ
แมลงสาบใหสรางไอจีอีตอโปรตีนดังกลาว จากการเตรียม native และ recombinant 
Gluthathione-S-transferase (GST) allergen ซ่ึงเปน pan-insect allergen ดวยวิธี affinity 
purification และ gene cloning ในการทดสอบความเปนสารกอภูมิแพโดยวิธี IgE-immunoblotting 
พบวา IgE ในซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบสามารถทําปฏิกิริยากับ native GST และ 
recombinant GST จํานวน 93.3 % และ 73.3 % ตามลําดับ และไมทําปฏิกิริยากับซีรัมของคน
ปกติ ซ่ึงเปนครั้งแรกที่มีรายงานวา GST ทั้งในรูปของ native และ recombinant โปรตีนของ
แมลงสาบสายพันธุอเมริกันเปนสารกอภูมิแพที่สําคัญของผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบ 

 
คําหลัก: แมลงสาบสายพนัธุอเมริกัน สารกอภูมิแพ โปรตีโอมิกส แอลเลอรจีโนม ไอจีอี อิมมิวโน
บอตติ้ง ยีนโคลนนิ่ง รีคอมบิแนนท โปรตีน  
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Abstract 
 
Project Code: MRG5080159 
Project Title:  Allergenomics of American cockroach, Periplaneta americana, among Thais 

and production of recombinant major cockroach allergen 
Investigator: Dr. (Mr.) Nitat Sookrung 
 Division of Instruments for Research, Office for Research and 

Development, Faculty of Medicine Siriraj Hospital, Mahidol University 
E-mail Address: sinsru@mahidol.ac.th 
Project Period:   2 Years 

Allergy has become a major health problem worldwide. For Thailand approximately 
10% of people have allergic diseases. Hypersensitivity to house dust has been recognized 
as an important cause of allergic rhinitis and asthma. As an indoor aeroallergen 
component of house dust, cockroach antigens can trigger allergies and asthma. In 
Thailand American cockroach (CR), Periplanata americana is predominant CR species in 
the country. Cockroach allergy showed high percentage of incidence (>50%) among the 
allergic Thais. Basic information and research data are lacking in Thailand on several 
attributes about cockroaches. In this study, Proteomics and 2DE-immunomics have 
revealed at least 12 allergenic protein of American cockroach that bound to IgE in Thai 
allergic patients’ sera. Gluthathione-S-transferase (GST) enzyme was chosen for allergenic 
determination because it is the pan-insect allergen. GST was construction and purification 
in the form of native and recombinant proteins.  Native and recombinant GST were found 
to bind to IgE in sera of 93% and 73% of CR allergic Thais who were positive by skin test 
to the CR crude extract, respectively by IgE-immunoblotting. Both GST preparations did 
not react to sera of non-allergic individuals.  The P. americana GST is a novel allergen 
among the CR allergic Thais. The information is useful for screening, monitoring and 
developing intervention as well as immunotherapeutic measures for the allergic patients.   

 
Keywords: Periplaneta americana, allergen, Proteomics, Allergenome, IgE-
Immunoblotting, gene cloning, recombinant protein 
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บทนํา 
ปจจุบันโรคภูมิแพและภาวะความเจ็บปวยจากโรคภูมิแพมีอุบัติการณที่เพ่ิมสูงขึ้นโดยเฉพาะ

ในประเทศที่กาํลังพัฒนารวมทั้งประเทศไทย โรคภูมิแพเกิดขึ้นไดจากหลายสาเหตุแตพบวาสารกอ
ภูมิแพที่พบในบาน (indoor allergens) เปนสาเหตุสาํคัญที่สุด สารกอภูมิแพเหลานี้ไดแก สารกอ
ภูมิแพจากไรฝุน แมลงสาบ ฝุนบาน ขนและรังแคของสัตวเลี้ยง ฝุนจากผาและนุน เปนตน ซ่ึงสาร
กอภูมิแพจากตัวแมลงสาบนับวาเปนสาเหตุสําคัญในผูปวยโรคภูมิแพคนไทย ขอมูลที่มีในปจจุบัน
บงชี้วา สารเหลานี้มาจากสวนตางๆทั้งตัวแมลงสาบเอง จากสิ่งขับถาย และจากสารคัดหลั่งของ
แมลงสาบดวย การสัมผัสและการถูกกระตุนดวยสารกอภูมิแพจากแมลงสาบเปนสาเหตใุหเกิด
อาการของโรคภูมิแพในเวลาตอมา ซ่ึงอาการแพอาจมีเพียงเล็กนอย เชนคันที่ผวิหนัง คันคอ คันตา
และจมูก นํ้ามูก-นํ้าตาไหล ไปจนถึงอาการรุนแรงคือ หอบหืดและหายใจไมออก จนตองไป
โรงพยาบาลอยางฉุกเฉิน หรือเขารักษาตวัในโรงพยาบาล ในบางรายอาการรุนแรงมากจนถึง
เสียชีวติกอนไปถึงโรงพยาบาล โรคหอบหดืที่มีสาเหตุจาการแพแมลงสาบมักเกิดไดตลอดป และไม
เปนไปตามฤดูกาลเหมือนภูมิแพจากสาเหตุอ่ืนๆ เชน การแพละอองเกสรหญาและดอกไม โรค
ภูมิแพแมลงสาบมีผลกระทบตอเศรษฐกจิและสังคมอยางมาก เพราะนอกจากผูปวยตองไดรับการ
เยียวยาอยางตอเน่ืองแลว ยังทําใหผูปวยมีคุณภาพชีวติลดลงและมีประสทิธภิาพในการทํากิจวัตร
ประจําวัน และการทํางาน หรือสมรรถภาพในการศึกษาดอยกวาคนปกต ิ

ในประเทศไทย พบวามีผูปวยโรคภูมิแพเพ่ิมขึ้นมากเชนเดียวกบัประเทศอื่นๆ โดยมีผูปวย
โรคภูมิแพแมลงสาบมากกวารอยละ 50 ของผูปวยโรคภูมิแพทั้งหมด อยางไรก็ดี แมลงสาบที่ชุก
ชุมที่สุดในประเทศไทยเปนแมลงสาบสายพันธุอเมริกัน คือ Periplaneta americana ซ่ึงแตกตาง
จากของประเทศในแถบตะวันตกและบางประเทศในเอเชียที่แมลงสาบสวนใหญเปนสายพันธุ
เยอรมัน คือ Blatella germanica 

ปจจุบันการวนิิจฉัยโรคภูมิแพแมลงสาบทําโดยการฉีดสารกอภูมิแพเขาผิวหนัง การตรวจ
สภาวะการแพของผูปวยและการฉีดสารกอภูมิแพเขาผิวหนังของผูปวยทีล่ะนอยเปนเวลายาวนาน
เพ่ือการรักษา มักใชสารสกัดหยาบ (crude extract) จากแมลงสาบ จึงขาดมาตรฐานทั้งดาน
ปริมาณและคณุภาพของสารกอภูมิแพในแตละชุดที่เตรยีมแตละครั้ง การตรวจวัดปริมาณสารกอ
ภูมิแพในบานเรือนของผูปวยซึ่งเปนมาตรการสําคัญในการปองกนัไมใหผูปวยสัมผัสสารกอภูมิแพ
และเกิดอาการของโรค มักใชชุดตรวจสอบที่นําเขาจากตางประเทศและมักมีความเฉพาะตอ
แมลงสาบสายพันธุเยอรมัน จึงทําใหขาดความแมนยํา  ยิ่งไปกวานั้น ขอมูลทางวิทยาศาสตร
พ้ืนฐานเกี่ยวกับสารกอภูมิแพจากแมลงสาบก็ยังมีนอยมาก ดังน้ันการศึกษาถงึสารกอภูมิแพชนิด
ตางๆ จากแมลงสาบสายพันธุอเมริกันจึงเปนขอมูลที่มีประโยชนมากในการปองกันและดูแลรกัษา
ผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบ และการผลติสารกอภูมิแพมาตรฐานโดยวิธีพันธุวศิวกรรมสําหรับตรวจ
กรองผูปวยกย็อมจะทําใหการตรวจสภาวะภูมิแพในผูปวยมีความเที่ยงตรงมากยิ่งขึ้น 
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วัตถุประสงคของโครงการ 
วัตถุประสงคหลักของโครงการวิจัยน้ีคือ (1) การศึกษาสารกอภูมิแพทั้งหมดจากแมลงสาบ

สายพันธุอเมริกัน โดยใชเทคนิคโปรตีโอมิกสและอิมมูโนมิกส เพ่ือใหทราบถึงชนิดของสารกอ
ภูมิแพแมลงสาบที่ผูปวยคนไทยแพ (2) เม่ือทราบขอมูลดังกลาวแลว จะทําการผลิต recombinant 
allergen(s) ที่เปนสารกอภูมิแพที่สําคัญดวยเทคนิค Molecular cloning, Genetic engineering 
และ Gene expression technology เพ่ือใชเปนสารกอภูมิแพมาตรฐานที่สามารถใชในการวินิจฉัย 
และรักษาผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบตอไป 

 
 งานวิจัยทีเ่ก่ียวของ (Literature review)  
  มีรายงานจากทั่วโลกในชวง 30 ปที่ผานมาพบวา โรคภูมิแพและภาวะความเจ็บปวยจาก
โรคภูมิแพมีอุบัติการณที่เพ่ิมสูงขึ้น โดยเฉพาะในประเทศที่กําลังพัฒนา อัตราของผูปวยภูมิแพ
สูงขึ้นทุกๆป ถึงแมวาจะมีจํานวนผูปวยนอยกวาเม่ือเทียบกับผูปวยในประเทศทางตะวันตก (1) ใน
ประเทศไทยอัตราความชุกของโรคหอบหืดพบเพียงรอยละ 4.2 ของผูปวยทั้งหมดในปพ.ศ. 1992 
(2) แตผลการศึกษาในป 1998 โดยศึกษาตามมาตรฐานของ International Study for Asthma and 
Allergy in Children (ISAAC) พบวาคาความชุกแบบ cumulative และ period prevalence ของ
โรคหอบหืด (asthma) เปนรอยละ 18.3 และ 12.7 ตามลําดับ โรคภูมิแพทางจมูก (allergic 
rhinitis) เปนรอยละ 44.2 และ 38.7 ตามลําดับ และโรคผื่นภูมิแพทางผิวหนัง (allergic dermatitis; 
eczema) เปนรอยละ 15.4 และ 14 ตามลําดับ ซ่ึงชี้ใหเห็นวาโรคภูมิแพในประเทศไทยเปนโรคที่
พบไดบอยและมีแนวโนมสูงมากขึ้นเรื่อยๆ (3) โรคภูมิแพเกิดขึ้นไดจากหลายสาเหตุแตพบวาสาร
กอภูมิแพที่พบในบาน (indoor allergens) เปนสาเหตุสําคัญที่สุด สารกอภูมิแพเหลานี้ไดแก สาร
กอภูมิแพจากไรฝุน แมลงสาบ ฝุนบาน ขนและรังแคของสัตวเลี้ยง ฝุนจากผาและนุน เปนตน 

ปจจุบันพบวาสารกอภูมิแพจากแมลงสาบกอใหเกิดโรคภูมิแพที่สําคัญมากชนิดหนึ่ง มี
รายงานมานานกวา 30 ปวา ภาวะภูมิแพแมลงสาบกอใหเกิดหอบหืด allergic rhinitis และ 
eczema โดย Bernton และ Brown ไดทําการศึกษาเปนครั้งแรกที่คลินิกโรคภูมิแพ นครนิวยอรค 
ในผูปวย 755 รายดวยการทดสอบปฏิกิริยาภูมิแพทางผิวหนัง (skin prick test) พบวารอยละ 44 
ใหผลบวกตอสารกอภูมิแพแมลงสาบ (cockroach allergen) และรอยละ 13 ของผูปวยที่ไมมีภาวะ
ภูมิแพสามารถถูกกระตุนดวยสารกอภูมิแพแมลงสาบ จนทําใหเกิดการแพได (4) ตอมา Bernton 
และคณะไดทดลองศึกษา bronchial challenge ในผูปวย 10 ราย โดยใหสูดดมสารสกัดจาก
แมลงสาบ พบวาทําใหเกิดภาวะหอบหืดเฉียบพลันและยังพบวาภายใน 24-48 ชม.หลังการสูดดม
จะพบเม็ดเลือดขาว eosinophil เพ่ิมสูงขึ้นในกระแสเลือด (5) ในสหรัฐอเมริกาไดมีการศึกษาทั้งใน
เด็กและผูใหญในรัฐตางๆพบวาอัตราการเกิดโรคภูมิแพตอสารแพแมลงสาบแตกตางกันตั้งแตรอย
ละ 17-60 โดยพบไดทั้งในเขตชุมชนเมืองใหญ เขตชานเมืองและเขตชนบท (6-10) ในป ค.ศ. 1977 
Rosensterith และคณะพบวาเด็กที่แพตอสารกอภูมิแพแมลงสาบจะเกิดการตอบสนองแบบ
เฉียบพลันและรุนแรงกวาการแพตอไรฝุน (11) 
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Choovivathanavanich ไดทําการศึกษาโรคภูมิแพแมลงสาบเปนครั้งแรกในประเทศไทย
เม่ือป พ.ศ. 2513 ดวยการทดสอบปฏิกริิยาภูมิแพทางผิวหนังในผูปวยโรคภูมิแพทางจมูก พบวา
ใหผลบวกตอสารกอภูมิแพแมลงสาบรอยละ 77.5 (12) จนถึงใน พ.ศ. 2540 Kraisarin และคณะได
ศึกษาสารกอภูมิแพในอากาศ (aeroallegen) ในเด็กที่เปนโรคหอบหืดพบวารอยละ 18 มีปฏิกิริยา
ทางผิวหนังตอสารกอภูมิแพแมลงสาบ (13) ในขณะที ่ Kongpanichkul and Vichyanond (1997) 
รายงานวารอยละ 44 ของผูปวยเด็กโรคหอบหืดมีปฏิกิริยาทางผิวหนังตอสารสกัดแมลงสาบ 
(cockroach extract) ซ่ึงพบมากเปนอันดับสองรองจากการแพไรฝุน (14) เชนเดียวกับที่พบในกรุง
แมดริด ประเทศสเปน (15)  

ในป พ.ศ. 2524 Asahina และ Hasegawa (1981) ไดสํารวจแมลงสาบใน 5 หมูบานของ
จังหวัดจันทบุรี พบแมลงสาบที่อาศัยอยูในบานและโรงเก็บพืชผลมี 8 ชนิด (16) ตอมา Asahina ได
ทําการสํารวจแมลงสาบในบานเรือนโดยการศึกษาตัวอยางแมลงจากจังหวัดจันทบุรี และกรุงเทพฯ
รายงานวาแมลงสาบที่พบในประเทศไทยมี 10 สายพันธุ (17) ในป พ.ศ. 2527 สุวัฒนา จึงวิวัฒนา
ภรณ  ไดศึกษาอนุกรมวิธานของแมลงสาบตามชุมชนในบางจังหวัดทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 
พบวามีแมลงสาบ 9 สายพันธุ (18) โดยมีบางสายพันธุแตกตางจากที่รายงานโดย Asahina 

นิภา เบญจพงศและคณะไดทําการสํารวจชนิดและความรุนแรงของแมลงสาบใน
โรงพยาบาล 4 แหงในภาคกลางของประเทศไทย พบแมลงสาบ 5 ชนิด คือ Periplaneta 
americana รอยละ 44.9, Blattella germanica รอยละ 8.1, P. brunnea รอยละ 2.4, 
Neostylopyga rhombifolia รอยละ 0.5, Nauphoeta cinerea รอยละ 0.02 และตวัออนแยกชนิด
ไมไดรอยละ  43.9 แหลงทีพ่บมากที่สุดในโรงพยาบาลคือ รานขายอาหาร โรงเก็บขาวสารและหอง
เก็บของ (19) ซ่ึงสอดคลองกับผลการสํารวจโดยกองกีฏวิทยา กระทรวงสาธารณสขุ ที่ทําการสํารวจ
ในบานพักอาศัยทัว่ไป 14 จังหวัดในประเทศไทย แมลงสาบชนิดที่พบสูงสุดคือ P. americana แต
ตางกันที่พบ B. germanica เพียงรอยละ 0.6 (20) 

ขอมูลทางวิทยาศาสตรพ้ืนฐานเกี่ยวกับสารกอภูมิแพจากแมลงสาบจากตางประเทศ และ
ในประเทศไทยยังมีอยูนอยมาก ในป พ.ศ. 2546 นิทัศน สุขรุง และคณะไดทําการผลิต hybridoma 
clones ซ่ึงสรางและหลั่ง monoclonal antibody เฉพาะตอสารกอภูมิแพจากแมลงสาบสายพันธุ
อเมริกันคือ clone 3C2 และ clone 38G6 หลังจากนั้นไดเตรียมสารกอภูมิแพแมลงสาบที่เฉพาะกับ
แอนติบอดีทั้งสองดวยวิธี affinity chromatography แลวนําไปทดสอบความเปนสารกอภูมิแพดวย
วิธี P-K test พบวาทั้งสองโมเลกุลเปนสารกอภูมิแพ (21) 

จากการศึกษาวิจัยโดยการสํารวจหาสายพันธุแมลงสาบและปริมาณสารกอภูมิแพ
แมลงสาบในบานผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบ 60 หลังคาเรือนในเขตกรุงเทพมหานคร เพ่ือหา
ความสัมพันธกับการเกิดโรคภูมิแพโดยการสัมภาษณ ดักเก็บแมลงสาบและตรวจวิเคราะหปริมาณ
สารกอภูมิแพแมลงสาบจากหองนอน หองนั่งเลน และหองครัว พบวาแมลงสาบที่ดักเกบ็ไดมี
ทั้งหมด 6 ชนิด คิดเปนอัตราความชกุดังน้ี Periplaneta americana รอยละ 72.2, Supella 
longipalpa, รอยละ 2.8 และ P. brunnea รอยละ  0.8, P. australasiae รอยละ 0.8, Neostylopyga 
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rhombifolia 0.8, B. germanica รอยละ 0.4 และ nymph รอยละ 23.2 สายพันธุที่พบมากที่สดุคือ 
P. americana และพบมากที่สุดในหองครัว การตรวจวัดปริมาณสารกอภูมิแพแมลงสาบในฝุนบาน
ผูปวย โดยใช monoclonal antibodies จาก hybridoma clone 3C2 ที่มีความจําเพาะกับสารกอ
ภูมิแพ Per a1 พบวาใชไดผลดี และสามารถตรวจพบสารกอภูมิแพจาก P. americana ไดในทุก
บาน แตตรวจไมพบสารกอภูมิแพจาก B. germanica เลย ปริมาณสารกอภูมิแพแมลงสาบในฝุน
บานที่ตรวจพบไดตั้งแต 0.40-162.00 μg per 1 g of dust  และพบปริมาณคาเฉลี่ยสารกอภูมิแพ
สูงสุดในหองครัว 59.16 μg และคามัธยฐาน 62.80 μg per 1 g of dust  โดยพบคามัธยฐานของ
ปริมาณสารกอภูมิแพในฝุนของหองนอนเพียง 15.90 μg per 1 g of dust (22)  

พรพรรณ ดีระพัฒน และคณะ (23) ไดทําการผลิตสารกอภูมิแพสําคัญคือ Per a 1.0105   
โดยใชวธิีทางพันธุวศิวกรรม และพบวา recombinant Per a 1.0105 ประกอบไปดวยกรดอะมิโน 
124 ตัว มีขนาดโมเลกุล 13.8 KDa และมี isoelectric point 4.74 โดยผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบ
คนไทยที่นํามาทดสอบทุกรายแพตอสารกอภูมิแพชนิดนี้  

ในป พ.ศ. 2549 นิทัศน สขุรุง และคณะ ไดทําการศึกษาสารกอภูมิแพจากแมลงสาบสาย
พันธุอเมริกัน โดยใชเทคนคิ peptide phage display และเทคนิคการแยกโปรตีนแบบสองมิติ (two 
dimensional gel electrophoresis; 2DE) ไดพบวามิโมโทป (mimotope) และเอพิโทป (epitope) 
ของmonoclonal antibody จาก hybridoma clone 38G6 ซ่ึงมีความจําเพาะตอสารกอภูมิแพจาก
แมลงสาบสายพันธุอเมริกันคือ โปรตีน arginine kinase ของแมลงสาบสายพันธุอเมริกัน และ
โปรตีน arginine kinase น้ีจับกับ IgE antibody ในซีรัมของผูปวยชาวไทยที่เปนโรคภูมิแพ
แมลงสาบทุกรายที่นํามาทดสอบ แสดงวาโปรตีน arginine kinase เปนสารกอภูมิแพที่สําคัญใน
ผูปวยโรคภูมิแพคนไทย (24) 

 
วิธีการทดลองและผลการทดลอง 
ข้ันตอนที่ 1 คนควาขอมูล เก็บรวบรวมเอกสารที่เก่ียวของ และดําเนินการ ขออนุมัติการ
ทําวิจัยในคน 

การรวบรวมขอมูลและการติดตอประสานงาน 

ทําการรวบรวมงานวิจัยอ่ืนๆที่เกี่ยวของกับการศึกษาสารกอภูมิแพทั้งหมดจากแมลงสาบ
สายพันธุอเมริกันที่คนไทยแพ และการผลติสารกอภูมิแพสําคัญโดยพันธุวศิวกรรม ติดตอกับหนวย
ตรวจโรคภูมิแพภาควิชาโสต นาสิก ลาริงซวิทยา  โรงพยาบาลศิริราช เพ่ือขอความอนุเคราะหเก็บ
ซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบและซีรัมของคนปกต ิ รวมทั้งทําการขออนุญาตคณะกรรมการ
จริยธรรมการวิจัยในคน ของคณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล เพ่ือทําการเก็บตวัอยางโลหิตจาก
อาสาสมัครที่เปนโรคภูมิแพแมลงสาบ และคนปกติ จํานวน 20 ราย  
              การดําเนินการขออนุมัติการทําวิจัยในคน 
            ไดรับการพิจารณารับรองการทําวิจัยในคนจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน 
คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล ในวันที่ 11 มิถุนายน 2551 (เอกสารแนบหมายเลข 1)    ซ่ึง
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หลังจากที่ไดรับการอนุมัติแลว ไดดําเนนิการคัดเลือกผูปวย และทําการเก็บซีรัมของผูปวยโรค
ภูมิแพแมลงสาบและซีรัมของคนปกติ จากอาสาสมัครที่หนวยตรวจโรคภูมิแพภาควิชาโสต นาสิก 
ลาริงซ โรงพยาบาลศริิราช คณะแพทยศาสตรศิริราชพยาบาล 
 
ข้ันตอนที่ 2 เตรียม เครื่องมือ อุปกรณและสารเคมี 

เริ่มจากผูวิจัยไดเลือกและจัดซื้อวัสดุ  อุปกรณ  และสารเคมีตางๆ  สําหรับการวิจัย  เชน วัสดุ
วิทยาศาสตรและสารเคมี: นํ้ายา และสารเคมีสําหรับใชในการสกัดสารกอภูมิแพจากแมลงสาบ เชน 
extraction buffer นํ้ายา และสารเคมีสําหรับใชในการวิเคราะหโปรตีนดวยเทคนิค Iso-electric 
focusing และ SDS-PAGE เชน IPG strips pH 3-10 NL และ narrow pH, IPG buffer, Tris 
buffer, Acrylamide/Bis solution, Ammonium persulfate, TEMED, Coomassie Brilliant Blue 
dye, nitrocellulose membrane,  Bradford reagent, 2D Quant kit, BSA นํ้ายา และสารเคมี
สําหรับใชในทางอณูชีววิทยา เชน  Taq และ pfu DNA polymerases, TAE buffer, agarose, 
cloning kits, bacterial culture media, RT-PCR kit, plasmids Corning 430052 centrifuge 
tubes ขนาด  50 และ  15 ml, PCR tips, PCR tubes, microcentrifuge tubes ตางๆ disposable 
micropipette tips นํ้ายาฆาเชื้อ  detergent ถุงมือ masks แวนตาสําหรับหองปฎิบัติการ  และ  อ่ืนๆ 
วัสดุสํานักงาน  เชน  กระดาษ  A4 หมึกพิมพ  floppy disks ปากกา  สมุดบันทึกผลการทดลอง  เทป
กาว เทปใส และ อ่ืนๆ  
 
ข้ันตอนที่ 3 คัดเลือกผูปวย และทําการเก็บซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบและซีรัมของ
คนปกติ 
 ดําเนินการเก็บซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบจํานวน 15 ราย และซีรัมของคนปกต ิ5 
ราย ซ่ึงงานวิจัยน้ีไดรับการรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน ของคณะ
แพทยศาสตรศิริราชพยาบาล  

ดําเนินการทดสอบการแพแมลงสาบทางผิวหนัง (skin prick test) และตรวจคา 
specific IgE ตอสารกอภูมิแพแมลงสาบสายพันธุอเมริกันในซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพ
แมลงสาบและซรัีมของคนปกติ 

จากการทดสอบทางผิวหนังของผูปวยทีค่ลินิกโรคภูมิแพ พบวาผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบ
ทุกรายมีผลการทดสอบเปน positive และไมพบอาการแพในคนปกติ ดังแสดงใน ตารางที่ 1 

จากการตรวจคา specific IgE ตอสารกอภูมิแพแมลงสาบสายพันธุอเมริกันในซีรัมของผูปวย
โรคภูมิแพแมลงสาบและซีรัมของคนปกต ิโดย ImmunoCAP Specific IgE blood test พบวา
สามารถตรวจหาคา specific IgE ตอสารกอภูมิแพแมลงสาบสายพันธุอเมริกันในซรัีมของผูปวย
โรคภูมิแพอยูในชวง < 0.35  - 2.68 KUA/L ซ่ึงบางรายมีคา specific IgE อยูในชวงใกลเคียงกบั
คนปกติ ดังแสดงใน ตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 แสดงผลการทดสอบการแพแมลงสาบทางผิวหนัง (skin prick test) และตรวจคา 
specific IgE ตอสารกอภูมิแพแมลงสาบสายพันธุอเมริกันในซีรัมของผูปวยโรคภมิูแพ
แมลงสาบและซีรัมของคนปกต ิ

 
No. Skin Prick Test  (mm) Specific IgE  (หนวย KUA/L) 

S1 6 x 4 / 20 x 10 < 0.35 
S2 3 x 3 / 30 x 20 < 0.35   
S3 3 x 2 / 15 x 15 2.33 
S4 6 x 4 / 20 x 25 2.59 
S5 4 x 4 / 10 x 15 < 0.35 
S6 3 x 3 / 13 x 15 < 0.35 
S7 3 x 3 / 10 x 12 < 0.35 
S8 2 x 2 / 10 x 15 < 0.35 
S9 3 x 3 / 12 x 15 < 0.35 
S10 3 x 3 / 15 x 20 < 0.35 
S11 3 x 3 / 10 x 20 < 0.35 
S12 2 x 3 / 20 x 20 0.72 
S13 3 x 5 / 12 x 20 2.68 
S14 5 x 7 / 20 x 27 < 0.35 
S15 3 x 3 / 22 x 33 < 0.35 
N1 - < 0.35 
N2 - < 0.35 
N3 - < 0.35 
N4 - < 0.35 
N5 - < 0.35 
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ข้ันตอนที่ 4  จับแมลงสาบและเลือกเฉพาะสายพันธุอเมริกันโดยหลักการกีฏวิทยา  และ
เตรียม crude extract โดยสกัดโปรตนีจากตัวแมลงสาบ พรอมทั้งวัดปริมาณโปรตีน 

การสกัดโปรตีนจากตัวแมลงสาบ 
ทําการจับแมลงสาบจากบานเรือนและเลอืกเฉพาะสายพันธุอเมริกันระยะตวัเต็มวยั เพ่ือ

นํามาเตรียม crude extract โดยสกัดโปรตีนทั้งหมดจากตัวแมลงสาบดวยใชที่บดเนื้อเยื่อ (tissue 
grinder) บดตัวแมลงสาบในไนโตรเจนเหลว แลว solubilize โปรตีนตาง ๆ ใน lysis buffer 
หลังจากนั้นทําการวัดปริมาณโปรตีน 

การวัดปริมาณโปรตีน 
เตรียม Bovine serum albumin (BSA) ที่ความเขมขน 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 และ 0.05 

mg/ml เพ่ือทํา standard curve นํา cockroach extract ที่เตรียมไว มา dilute ที่ 1:20 แลววัด
ปริมาณโปรตีน BSA และ cockroach extract โดยใช  2D Quant kit (Amersham Biosciences, 
CA, USA) จากนั้นวัดคาดูดกลืนแสง (Absorbance) โดยใชเครื่อง spectrophotometer (GE 
Health Care, USA) ที่ความยาวคลื่น 405 nm คาความเขมของการดูดกลืนแสงแปรผกผันกับ
ความเขมขนของโปรตีน ซ่ึงผลการวัดปริมาณโปรตีนทั้ง standard และสารสกัดแมลงสาบไดแสดง
ในรูปที่ 1  
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       รูปที่ 1:  Standard Curve of Bovine Serum Albumin (BSA) by using 2D Quant kit 

                          ปริมาณโปรตีนของ American cockroach extract คือ 6.29 mg/ml (total 

proteins ∼31.45 mg/แมลงสาบ 1 ตัว) 
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ข้ันตอนที่ 5 นําสารสกัดโปรตีนมาทําการแยกแบบสองมติ ิ (ทิศทาง) ดวยวิธี Two 
Dimensional Gel Electropheresis (2DE) 

การแยกองคประกอบโปรตีนดวย  one dimensional electropheresis (1 DE) (SDS-
PAGE) 
       นํา cockroach extract ปริมาณ   15  μg ไปผสมกับ  loading buffer ที่ประกอบดวย sodium 

dodecyl sulfate (SDS) และ  β-mercaptoethanol หลังจากนั้น  incubated ที่   95°C  เปนเวลา   5 

นาที ปนสวนผสมดังกลาวที่  12,000 x g, 4°C เปนเวลา   5  นาทีเพ่ือกําจัดสวนที่ไมละลายออกไป 
จากนั้นแยกโปรตีนใน  12 % SDS-polyacrylamide gel ขนาด   8.0  x 7.3   cm  โดยใช  Mini 
PROTEAN® 3 Cell และ Basic™ PowerPac device (Bio-Rad, CA, USA) หลังจากนั้นยอม
โปรตีนบน gel ดวยสี Coomassie Brilliant Blue G-250 

ผลการการแยกองคประกอบโปรตีนดวย one dimensional electropheresis (1 DE) 
  รูปที่ 2 แสดงผลการแยกโมเลกุลโปรตีนของ cockroach extract ดวย  SDS-PAGE พบวา 

เม่ือแยกโปรตีนภายใตภาวะ  reducing condition โมเลกุลโปรตีนมีมวล [relative molecular 
masses (Mr)] อยูระหวาง ~6 ถึง >190 (lane A) และเปนทั้ง discrete และ diffuse bands 

การแยกองคประกอบโปรตีนแบบสองมิติ 

การเตรียม cockroach extract สําหรับ 2 DE 

นํา cockroach extract ไปปนดวยความเร็ว 12,000 x g ที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 5 นาที
เพ่ือกําจัดสวนที่ไมละลายออกไป  จากนั้นเตรียมโปรตีนใน cockroach extract ใหสะอาดโดยกําจัด
เกลือตาง  ๆ  โดยใช  2D Clean-Up kit (Amersham Biosciences, CA, USA) ซ่ึงใชหลักการ
ตกตะกอนโปรตีน  หลังจากนั้นนําตะกอนโปรตีนไปละลายใน  DeStreak™ Rehydration solution 
(Amersham Biosciences) ซ่ึงเปน  buffer สําหรับการทํา   2 DE โดยเฉพาะ โดยสวนที่ไมละลาย

ใน  buffer ไดถูกกําจัดออกไปดวยการปนดวยความเร็ว 12,000 x g ที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 5 
นาที 

การแยกองคประกอบโปรตีนดวย    2 DE 
ทําการแยกโปรตีนใน cockroach extract ในมิติแรก  (first dimensional gel 

electrophoresis) ตามความแตกตางของคา  pI ของโปรตีนตาง  ๆ  ในสารสกัดจากแมลงสาบ  โดย
ใช  IPG strip (Amersham Biosciences) ชนิดสําหรับโปรตีนที่มี  pI เทากับ  3 ถึง   10  (non-linear) 
ขนาดความยาวของ  strip เทากับ  7 ซม. โดยใชเครื่อง Ettan IPG Phor Electrofocusing System 
(Amersham Biosciences) โดยตั้งโปรแกรมตามคําแนะนําของผูผลิตเครื่อง 
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รูปที่ 2:   แสดงองคประกอบโปรตีนของ American cockroach extract ซ่ึงแยกโปรตีนโดย
เทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-
PAGE) 

 Lane A; American cockroach extract 

  Lane M; Prestained Broad Range standard 
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การแยกโปรตนีในมิติที่สอง (second dimensional gel eletrophoresis) ตามความแตกตางของ 
molecular sizes ดวย SDS-PAGE โดยนํา IPG strip จากการแยกดวยมิติแรกไป equilibrate ใน 
reduction buffer ที่ประกอบดวย 50 mM Tris-HCl, pH 8.8, 6 M urea, 30 % (v/v) glycerol, 2% 

(w/v) SDS, 0.002   % bromophenol blue และ 1% (w/v) dithiothreitol (DTT) ที่อุณหภูมิ 25°C 
เปนเวลา 15 นาที จากนั้นได equilibrate IPG strip อีกครั้งใน alkylation buffer ที่ประกอบดวย 50 
mM Tris-HCl, pH 8.8, 6 M urea, 30 % (v/v) glycerol, 2 % (w/v) SDS, 0.002   % bromophenol 

blue และ 2.5% (w/v) iodoacetamide ที่อุณหภูมิ 25°C เปนเวลา 15 นาที แลวแยกโปรตนีใน 
IPG strip ดวย SDS-PAGE โดยใช 12 % polyacrylamide gel  ขนาด  8.0 x 7.3   ซม. และยอม
โปรตีนดวยสี Coomassie Brilliant Blue G-250 

 
ข้ันตอนที่ 6 ทําการยอมโปรตีนในเจลแผนแรกดวยสียอมโปรตีน และขณะเดียว กัน
ตรวจหาโปรตีนที่ทําปฏิกิริยากับ IgE ในซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบ โดยวิธี 2 DE-
IgE immunoblotting 

 ดําเนินการยอมโปรตีนเจลภายหลังการแยกองคประกอบโปรตีนดวย 2 DE โดยใชสียอม
โปรตีนCoomassie Brilliant Blue G-250 ทําการยอมเจลขามคืน (ประมาณ 16 ชั่วโมง) หลังจาก
น้ันทําการ destain gel ดวยน้ํากลั่น จนกระทั่งพ้ืนหลงั (background) ของเจลใส และเห็นโปรตีน
ยอมติดสีนํ้าเงินมวง 

รูปที่  3  แสดงผลการแยกโมเลกุลโปรตีนของ cockroach extract ดวย  2 DE พบวาโปรตีน 
ตาง ๆ มีมวล [relative molecular masses (Mr)] อยูระหวาง ~6 ถึง >190 และ pI อยูในชวง 3-10 

การถายโปรตีนจาก 2DE เจล ไปสูแผนไนโตรเซลลูโลส  
ดําเนินการถายโปรตีนของ cockroach extract ลงแผนโตรเซลลูโลส (NC) ดวยเครื่อง Mini-

transblot tank (Bio-Rad, USA) โดยใชกระแสไฟฟาที่ 100 V  เปนเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาที 
หลังจากนั้นนําแผน NC ทีมี่ cockroach extract ไปทําการตรวจหาโปรตีนที่ทําปฏิกิริยากับ IgE ใน
ซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบ โดยวิธี  2DE-IgE immunoblotting 

 
การตรวจหาโปรตีนที่ทําปฏิกิริยากับ IgE ในซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบ โดย

วิธี  2DE-IgE      immunoblotting 
นําแผน NC ที่มี cockroach extract มา block ที่วางบน NC โดยจุม NC ใน solution ของ 

3% bovine serum albumin ใน TBS ที่อุณหภูมิ 25 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย washing 
buffer 3 ครั้งเติมซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบ หรือซีรัมของคนปกตลิงไป จนทวมแผน NC 

ที่อุณหภูมิ 4 °C ขามคืน ลางดวย washing buffer 3 ครั้ง จุมแผน NC ลงในสารละลาย 1:1,000 
diluted-mouse monoclonal anti-human IgE antibody ใน washing  
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รูปที่ 3:  Proteomic pattern ของ American cockroach extract จากการแยกโปรตีนดวย
เทคนิค two dimensional gel electrophoresis (2 DE) at non-linear pH 3-10 
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buffer ที่อุณหภูมิ 25 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลาง NC ดวย washing buffer 3 ครั้ง จุมแผน NC ลง
ในสารละลาย 1:1,000 diluted-goat monoclonal anti-mouse antibody biotin conjugated ใน 

washing buffer ที่อุณหภูมิ 25 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลางดวย washing buffer 3 ครั้ง จุม NC ที่

มี 1:3,000 diluted-streptavidin-AP ใน washing buffer ที่อุณหภูมิ 25 °C เปนเวลา 30 นาที ลาง 
NC ดวย washing buffer 5 ครั้ง เติม BCIP/NBT solution ซ่ึงเปน substrate ของ AP เปนเวลา 3-
5 นาท ีและหยุดปฏิกิริยาดวยการลางดวยน้ํากลั่น 

การตรวจหาโปรตีนที่ทําปฏิกิริยากับ IgE ในซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบ โดย
วิธี 2 DE-IgE immunoblotting 

รูปที่  4 แสดงผลการตรวจหาโปรตีนที่ทําปฏิกิริยากับ IgE ในซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพ
แมลงสาบ โดยวิธี 2DE-IgE immunoblotting รูป 4A แสดงโปรตนีที่ทําปฏิกิริยากับ IgE ในซีรัม
ของผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบ (Pool patients sera) พบวากระจายอยูในชวง relative molecular 
masses (Mr)] ระหวาง ~17 ถึง ~120 และ pI อยูในชวง 3-10 ขณะที่ไมมีจุดของโปรตีนที่ทํา
ปฏิกิริยากับ IgE ในซีรัมของคนปกติ (รูป 4B) 

ข้ันตอนที่ 7 ทําการ identify โปรตีนที่ทําปฏิกิริยากับ IgE ในซีรัมของผูปวย ดวยวิธี mass 
spectrometry และเปรียบเทียบ peptide mass maps ที่ generate ไดกับขอมูลใน database 

ตารางที่ 2 แสดงชนิดของโปรตีนที่ทําปฏกิิริยากับ IgE ในซีรัมของผูปวย ดวยวิธี mass 
spectrometry และเปรียบเทียบ peptide mass maps ที่ generate ไดกับขอมูลใน database 
จากผลที่ไดสามารถ identify โปรตีนที่ทําปฏิกิริยากับ  IgE ในซีรัมของผูปวยไดอยางนอย 12 ชนิด 
และไม match กับฐานขอมูลใน database อีก 9 จุดโปรตีน จากจุดโปรตีนทั้งหมด 26 จุด ซ่ึง
โปรตีนที่พบนี้มีทั้งชนิดที่มีรายงานแลววาเปนสารกอภูมิแพ เชน tropomyosin, troponin-T และ 
arginine kinase เปนตน สวนสารกอภูมิแพชนิดใหมที่คนพบคือ myosin heavy chain, troponin-I, 
agCP8922 (Anopheles gambiae), Actin, Myelin transcription factor-1-like transcription 
factor,  Fructose-bisphosphate aldolase [Enallagma aspersum] และ Glucose-3-phosphate 
dehydrogenase [Colias eurytheme] 
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รูปที่ 4: แสดงผลการตรวจหาโปรตีนที่ทาํปฏิกิริยากับ IgE ในซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบ 

โดยวิธี 2 DE-IgE immunoblotting  
รูป 4A แสดงโปรตีนที่ทาํปฏิกิริยากับ IgE ในซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบ 

(Pool patients sera)  
รูป 4B แสดงโปรตีนที่ทําปฏกิิริยากับ IgE ในซีรัมของคนปกต ิ
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ตารางที่ 2 แสดงชนิดของโปรตีนทีท่ําปฏิกิริยากบั IgE ในซีรัมของผูปวย ดวยวิธี mass 
spectrometry และเปรียบเทียบ peptide mass maps ที่ generate ไดกับขอมูลใน 
database 

Spot No. Name of homolog 
1 Myosin heavy chain 
2 Troponin-T 
3 Tropomyosin 
4 Arginine kinase 
5 Troponin-I 
6 agCP8922 (Anopheles gambiae) 
7 Actin-1 (Dugesia polychroa) 
8 Actin 

9, 10 Myosin heavy chain 
11, 12 Arginine kinase 

13 Myelin transcription factor-1-like transcription factor 
14 Fructose-bisphosphate aldolase [Enallagma aspersum 
15 Glucose-3-phosphate dehydrogenase [Colias 

eurytheme]  
16,17,18 No match 

19 B Chain B, Porcine E-Trypsin (E.C.3.4.21.4)  
20 ORF2 (Drosophila miranda) 

21,22 No match 
23 No match 

24,25,26 No match 
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ข้ันตอนที่ 8 ออกแบบ และสังเคราะห oligonucleotide primers สําหรับ amplify ยีนของ
สารกอภูมิแพที่สําคัญ  

 ผูวิจัยไดออกแบบ Oligonucleotide primers สําหรับการเพิ่มจํานวน full-length 
gluthathione-S-transferase genes ซ่ึงเปน pan-insect allergen ที่สําคญั โดยใชขอมูล 
sequences ที่มีอยูใน database และ คณะผูวิจัยไดเพ่ิมสวนของ endonuclease restriction 
sequences (ขีดเสนใตใน primer sequences) ลงไปใน primer sequences ดวย เพ่ือความสะดวก
ในการ clone genes เขาสู vectors 

Oligonucleotide primers สาํหรับการเพิ่มจํานวน full-length gluthathione-S-transferase 
genes 

GST EC5 CR(F): 5’-CCG GAT ATC ATG ACC ATC GAC TTC TAC-3’ 

        GST HINd3 CR(R): 5’-CGA AAG CTT TCA CTT CTT GGC GAG GTT-3’ 

ข้ันตอนที่ 9 สกัด total RNA จากแมลงสาบสายพนัธุอเมริกัน และเตรยีม first stand cDNA  

ไดสกัด Total RNA จาก แมลงสาบสายพันธุอเมริกัน (Periplaneta americana) โดยใช 
TRIzol method ตามคําแนะนําในคูมือทีม่าพรอมกับชุดน้ํายา TRIzol® Regent เม่ือได total RNA 
แลว นําไปเปลี่ยนเปน cDNA โดยใชชดุน้ํายา Revert Aid TM H Minus First Strand cDNA 
synthesis และ cDNA ที่ไดจากขางตนไดถูกนําไปตรวจสอบคุณภาพโดยใชเปน template ใน 
PCR เพ่ือ amplify DNA sequence ที่ encodes polypeptides ของ Per a 7 (tropomyosin) ซ่ึง
เปนสารกอภูมิแพของแมลงสาบสายพันธุอเมริกัน และใช primers ที่จําเพาะตอ tropomyosin 
gene (Sookrung N et al., 2009) พบวา cDNA ที่เตรียมไดมีคุณภาพดีดังแสดงผล PCR 
amplicon ของ tropomyosin sequence ใน รูปที่ 5  
 
ข้ันตอนที่ 10 ทําการเพิ่มปริมาณ gene(s) ดวยวิธี PCR  

การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณของยีนที่ encodes 
gluthathione-S-transferase (GST) โดย PCR 

ในการหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มปรมิาณ GST gene ผูวิจัยไดใช gradient PCR เพ่ือ
หาอุณหภูมิสําหรับ annealing ที่เหมาะสมที่สุด ขั้นตอนการเพิ่มปริมาณ GST sequences 
ประกอบดวยการเตรียม PCR mixture และ Thermal cycles ดังตอไปน้ี: 
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รูปที่ 5: PCR product ที่ไดจากการใช cDNA เปน template และใช primers ที่จําเพาะ

สําหรับ tropomyosin-coding sequence  

Lane M, GenRulerTM 1 kb DNA ladder 
Lane 1, tropomyosin amplicon วิเคราะหโดย 1 % agarose gel 

electrophoresis และยอมดวย ethidium bromide (arrow) 

ตัวเลขดานซายมือแสดงขนาดของ DNA เปนจํานวน base pairs (bp) 

 

250 

750 

1,500 

bp 

M 1 
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A. PCR mixture (25 μl) 

Ingredient Volume (μl) Final 
concentration 

Sterile ultra-pure distilled water (UDW) 
10 x PCR buffer 
25 mM MgCl2 
2.5 mM dNTP (each) 
Primer F (20 μM) 
Primer R (20 μM) 
cDNA 
DNA polymerase ( 5 units/μl)  

16.8 
        2.5 

 1.5 
 2.0 
 0.5 
 0.5 
 1.0 
 0.2 

- 
1x 

1.5 mM 
0.2 mM 
0.4 μM 
0.4 μM 

- 
1 unit 

 
B. Thermal cycles 

First Denaturation  at  94°C for 5 minutes 
35 Cycles of Denaturation,  at  94°C for 30 seconds 

                      Annealing,     at  50°C - 60°C for 30 seconds 
                      and Extension      at  72°C for 40 seconds 

Final Extension  at  72°C for 7 minutes 

 

การ amplify GST gene ใหไดปริมาณมากพอ 

ผูวิจัยไดใชอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับ Annealing ที่ให PCR amplicon มากที่สุด จากการ

ทดสอบขางตนคือ 54.3°C เพ่ือเพ่ิมปริมาณ GST gene ดังแสดงผลใน รูปที่ 6 

 
ตรวจสอบความถูกตองของ gene sequences โดย DNA sequencing 

ไดสกัด Recombinant plasmids ออกจาก transformed E. coli clones โดยวิธี alkaline 
lysis และตรวจลําดับ nucleotides ดวยการทํา DNA sequencing ทั้งน้ีเพ่ือยืนยันความถูกตองของ 
PCR amplified-DNA sequences วาเปน sequences ของ GST gene จริง และได submit เขาไป
ในฐานขอมูล genbank โดยได accession no. GU073456 รูปที่ 7 แสดงลําดับ nucleotides และ 
deduced amino acids ของ GST ในการศึกษานี ้
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รูปที่ 6 : PCR product ที่ไดจากการใช cDNA เปน template และใช primers ที่จําเพาะ

สําหรับ GST-coding sequence ใน gradient PCR เพ่ือหาอุณหภูมิสําหรับ 
annealing ที่เหมาะสมที่สุด 

Lane M, GenRulerTM 1 kb DNA ladder 
Lanes 1-6, GST amplicons เพ่ิมจํานวนโดยใชอุณหภูมิสําหรับ annealing ที่ 

50.3, 51.7, 54.3, 57.4, 59.3, 60 ๐C ตามลําดับ 

วิเคราะหโดย 1 % agarose gel electrophoresis และยอมดวย ethidium 
bromide 

ตัวเลขดานซายมือแสดงขนาดของ DNA เปนจํานวน base pairs (bp) 
            ลูกศรชี้ GST gene amplicons ที่ขนาด 646 bp 

250 

750 

1,500 

bp 

M     1       2        3       4        5        6 
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รูปที่ 7: แสดงลําดับ  nucleotides และ deduced amino acid ของ GST ในการศกึษานี ้
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ข้ันตอนที่ 11 ทําการ clone gene(s) เขาสู cloning vector หลังจากตรวจสอบความถูกตอง
ของ gene sequence(s) แลว clone gene(s) ดังกลาวเขาสู protein expression vector ที่
เหมาะสม  

ได clone amplified GST DNA เขาสู cloning vector และ transformed เขา E. coli 
host เพื่อเก็บเปน gene stock 

 Amplified DNA ที่ไดจากขั้นตอนที่ 10 ถูกนําไปเชื่อมเขากับ cloning vector โดยใชเอนไซม 

ligase และ incubated ที่ 4°C เปนเวลาประมาณ 16 ชั่วโมง ligation mixture ที่ไดถูกนําไป 
transformed เขาสู competent E. coli host cells โดยใชวธิี heat-shock transformation จากนั้น
นํา transformed E. coli preparation ไป spread บน selective agar plates และ incubated ที ่

37°C เปนเวลาประมาณ 16 ชั่วโมง 
Screened หา transformed E. coli clones ที่ carry recombinant plasmids ที่ตองการดวย

เทคนิค PCR โดยใช primers ที่จําเพาะสําหรับ GST gene พบวา transformed E. coli ที่เลือกมา 
มี GST gene ทุก clones ดังแสดงตัวอยางใน รูปที่ 8 

การตัด GST gene ออกจาก cloning vector ดวย restriction endonucleases 

ไดสกัด Recombinant plasmids ออกจาก transformed E. coli clones โดยวิธี alkaline 
lysis และตรวจลําดับ nucleotides ดวยการทํา DNA sequencing ทั้งน้ีเพ่ือยืนยันความถูกตองของ 
PCR amplified-DNA sequences วาเปน sequences ของ GST gene จริง  

นํา Recombinant plasmids จาก transformed E. coli clones ที่เลือกไดไปตัดดวยเอนไซม
ที่ตัดจําเพาะ (restriction endonucleases) เพ่ือเตรียมสําหรับการ sub-clone เขาสู protein 
expression vector ที่ทางคณะผูวิจัยไดเลือกไว ดังแสดงผลใน รูปที่ 9 
ข้ันตอนที่ 12 การเตรียม GST recombinant protein ของแมลงสาบสายพันธุอเมริกัน 

นํา E. coli clones ซ่ึง carry recombinant protein expression vector ซ่ึงมี GST gene 
insert ไป grow ใน medium ที่เหมาะสมและ induced GST protein expression ดังน้ีนํา E. coli 
clones ซ่ึง carry recombinant protein expression vector ซ่ึงมี GST gene insert ไป grow ใน 

medium ที่เหมาะสมซึ่งมียาปฎิชีวนะผสมอยูแลว incubated with shaking ที ่ 37°C จนได log 
phase ของ E. coli culture จากนั้นเติม IPTG ลงไปเพ่ือกระตุน E. coli cells ใหเกิดการ express 
โปรตีนเปาหมายที่ตองการคือ GST ทําการเลี้ยง E. coli cells ตอไปอีก 3 ชั่วโมง จากนั้นเก็บ E. 
coli cells โดยการทําการปนที่ความเรว็รอบ  4,000 x g เปนเวลา 20 นาที 

สกัดโปรตีน (GST) เปาหมายออกจาก whole cell homogenate ของ E. coli cells 

นํา E. coli pellet ที่ไดไปทําใหเซลลแตกโดยใชเครื่อง ultrasonic disintegrator ซ่ึงจะเรียก 
preparation ที่ไดวา E. coli homogenate จากนั้นนํา E. coli homogenate ไปปนที่ 



 24 

 

 

 

 

รูปที่ 8: PCR amplicons ของ full-length GST โดยใช primers ที่จําเพาะตอ GST 
sequences  
Lane M,    GenRulerTM 1 kb DNA ladder 
Lanes 1 และ 2   GST amplicon ขนาดประมาณ 646 bp (arrow) 

วิเคราะหโดย 1 % agarose gel electrophoresis และยอมดวย ethidium 
bromide 
ตัวเลขดานซายมือแสดงขนาดของ DNA เปนจํานวน base pairs (bp) 

 

M          1            2 

250 

750 
1,000 

bp 
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รูปที่ 9:  Recombinant plasmids ที่สกัดจาก transformed E. coli clones หลังตัด
ดวย restriction endonucleases วิเคราะหโดย run amplified products ใน 
1 % agarose gel electrophoresis และ ยอมดวย ethidium bromide 

                 Lane M, GenRulerTM 1 kb DNA ladder 
          Lane 1, DNA ของ plasmid (band บน) และ GST gene insert (band 

ลาง) 

         ตัวเลขดานซายมือแสดงขนาดของ DNA เปนจํานวน base pairs (bp) 
 

pKRX 

GST 

250 

750 

1,500 

M       1

bp 

3,000 
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ความเร็วรอบ 12,000 x g เปนเวลา 20 นาที เพ่ือแยกโปรตีนสวนเปน soluble portion 
(supernatant) ออกจากสวนที่เปน insoluble portion (pellet) นําโปรตีนที่ไดทั้งสองสวนไป
ตรวจสอบหา GST recombinant protein โดยใชวิธี SDS-PAGE และ Western blot analysis  

จากผลของ SDS-PAGE และ Western blot analysis ผูวิจัยพบวา GST recombinant 
protein อยูใน soluble portion จึงนํามาทําการ purify ในขั้นตอนตอไป    

การ purify recombinant GST protein ออกจาก E. coli homogenate โดยใช affinity 
column  

 ผูวิจัยพบวา E. coli cells ได express recombinant GST protein อยูในสวน soluble 
portion ของ E. coli homogenate ดังน้ันผูวิจัยจึงไดนําโปรตีนในสวนดังกลาวไปทําการ purify โดย
ใช affinity column และสามารถ purify recombinant GST protein ออกจากโปรตีนตางๆ ของ E. 
coli ได ดังแสดงในรูปที่ 10 
ข้ันตอนที่ 13 การเตรียม GST native protein จากแมลงสาบสายพันธุอเมริกัน 

เตรียม crude extract โดยสกัดโปรตีนจากตัวแมลงสาบโดยใชทีบ่ดเนื้อเยื่อ บดตัวแมลงสาบ
ในไนโตรเจนเหลว ตอจากนั้น solubilize โปรตีนใน GST binding buffer หลังจากนั้นทําการวัด
ปริมาณโปรตีน 

การ purify native GST protein จากแมลงสาบสายพันธุอเมริกัน โดยใช affinity 
column  

ผูวิจัยไดนํา crude extract ไปทําการ purify โดยใช GSTrap FF affinity column และ
สามารถ purify native GST protein ออกจากโปรตีนตางๆ ของแมลงสาบสายพนัธุอเมริกันได ดัง
แสดงในรูปที่ 11 

การทดสอบ Enzymatic activities ของ native GST และ recombinant GST โปรตีน 

ทําการทดสอบ Enzymatic activities ของ native GST และ recombinant GST โปรตีน 
โดยใช CDNB เปน substrate ตรวจสอบปริมาณ product ที่เกิดขึน้โดยการวัดคา optimal density 
ที่ 340 nm จากการทดสอบพบวา native GST มี Enzymatic activities สูงกวา recombinant GST 
(รูปที่ 12) มากอาจเปนเพราะวา native GST มีหลาย isoforms กวา recombinant GST 

ข้ันตอนที่ 14 ทําการตรวจสภาวะการเปนสารกอภูมิแพของ GST จากแมลงสาบสายพันธุ
อเมริกัน โดยวิธี IgE-immunoblotting 

การเตรียมแผนโตรเซลลโูลสที่ม ีnative GST และ recombinant GST โปรตีน 

นํา native GST และ recombinant GST โปรตีน ปริมาณ 20  μg ไปผสมกับ loading 
buffer ที่ประกอบดวย sodium dodecyl sulfate (SDS) และ β-mercaptoethanol หลังจากนั้น  
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    รูปที่ 10: SDS-PAGE ของ affinity column purified-recombinant GST protein ที่เตรียมจาก 
transformed E. coli วิเคราะหโดย 12% SDS-PAGE และยอมดวย Coomassie 
Brilliant Blue G-250  
Lane M, Prestained SDS-PAGE Standards Broad Range  
Lane 1, Crude cockroach extract  
Lane 2, purified-recombinant GST protein (Mr ~ 23 kDa) 
ตัวเลขดานซายมือคือ relative molecular masses (Mr) 

M          1            2 

rGST 

15.5

27.8

21.1

Mr 
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รูปที่ 11:SDS-PAGE ของ affinity column purified-native GST protein ที่เตรยีมจาก cockroach 
extract วิเคราะหโดย 12% SDS-PAGE และยอมดวย Coomassie Brilliant Blue G-250  
Lane M, Prestained SDS-PAGE Standards Broad Range  
Lane 1, purified-native GST protein (Mr ~ 21 kDa) 
Lane 2, purified-recombinant GST protein (Mr ~ 23 kDa) 
ตัวเลขดานซายมือคือ relative molecular masses (Mr) 

M          1            2 

27.8

15.5

21.1

Mr 



 29 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 12: แสดงการทดสอบ Enzymatic activities ของ native GST (nGST) และ recombinant 

GST (rGST) โปรตีน โดยใช CDNB เปน substrate  
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incubated ที่  95 °C เปนเวลา  5 นาที ปนสวนผสมดงักลาวที่  12,000 x g เปนเวลา  5 นาทีเพ่ือ
กําจัดสวนที่ไมละลายออกไป จากนั้นแยกโปรตีนใน  1 2% SDS-polyacrylamide gel ขนาด  8.0 x 
7.3  cm โดยใช Mini PROTEAN® 3 Cell และ Basic™ PowerPac device (Bio-Rad, CA, USA) 
หลังจากนั้นนําโปรตีน gel ไปดําเนินการถาย native GST และ recombinant GST โปรตีน ลงแผน
โตรเซลลูโลส (NC) ดวยเครือ่ง Mini-transblot tank (Bio-Rad, USA) โดยใชกระแสไฟฟาที่ 100 V  
เปนเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาที หลังจากนั้นนําแผนโตรเซลลูโลสที่มี native GST และ recombinant 
GST โปรตนี ไปทําการตรวจสภาวะการเปนสารกอภูมิแพของ GST จากแมลงสาบสายพันธุ
อเมริกัน โดยวิธี IgE-immunoblotting 

การตรวจสภาวะการเปนสารกอภูมิแพของ GST จากแมลงสาบสายพันธุอเมริกัน 
โดยวิธี IgE-immunoblotting 
        นําแผน NC ที่มี native GST และ recombinant GST โปรตีนมา block ที่วางบน NC 

โดยจุม NC ใน solution ของ 3% bovine serum albumin ใน TBS ที่อุณหภูมิ 25 °C เปนเวลา 1 
ชั่วโมง ลางดวย washing buffer 3 ครั้ง เติมซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบหรือซีรัมของคน

ปกติลงไป จนทวมแผน NC เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 °C ขามคืน จากน้ันลางดวย washing buffer 3 
ครั้ง จุมแผน NC ลงในสารละลาย 1:1,000 diluted-mouse monoclonal anti-human IgE 

antibody ใน washing buffer เก็บไวที่อุณหภูมิ 25 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลาง NC ดวย washing 
buffer 3 ครั้ง จุมแผน NC ลงในสารละลาย 1:1,000 diluted-goat monoclonal anti-mouse 

antibody-biotin conjugated ใน washing buffer เก็บไวที่อุณหภูมิ 25 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
จากนั้นลางดวย washing buffer 3 ครั้ง จุม NC ที่มี 1:3,000 diluted-streptavidin-AP ใน washing 

buffer เก็บไวที่อุณหภูมิ 25 °C เปนเวลา 30 นาที จากนั้นลาง NC ดวย washing buffer 5 ครั้ง 
เติม BCIP/NBT solution ซ่ึงเปน substrate ของ AP เปนเวลา 3-5 นาที และหยุดปฏิกิริยาดวย
การลาง NC ดวยน้ํากลั่น 

 

ผลการตรวจสภาวะการเปนสารกอภูมิแพของ GST จากแมลงสาบสายพนัธุอเมริกัน 
โดยวิธี IgE-immunoblotting 

พบวา IgE ในซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบสามารถทําปฏิกิริยากับ native GST 
จํานวน 14 ราย จาก 15 ราย คิดเปน 93.3 % และไมทําปฏิกิริยากับซีรัมของคนปกต ิ(รูปที่ 13A) 
และ IgE ในซรัีมของผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบสามารถทําปฏิกิริยากบั recombinant GST จํานวน 
11 ราย จาก 15 ราย คิดเปน 73.3 % และไมทําปฏกิิริยากับซีรัมของคนปกติเชนกัน (รูปที่ 13B) 
จึงสามารถสรุปไดวา ทั้ง native และ recombinant Gluthathione-S-transferase (GST) เปนสาร
กอภูมิแพที่สําคัญ (Major Allergen) ในคนไทย  
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      รูปที่ 13: IgE-Immunoblot patterns ของ native GST (A) และ recombinant GST (B) 
หลังจากทําปฏิกิริยากับ    IgE ในซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบและคนปกต ิ 

       Lane M, Prestained protein marker 
Lanes P ภาพ A, native GST ที่ทําปฏิกิริยากับ rabbit anti-American CR 

antibody 
   Lanes P ภาพ B, recombinant GST ที่ทําปฏิกิริยากับ Anti-His antibody 
   Lanes 1-15, GST หลังจากทําปฏิกิริยากับ IgE ในซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพ

แมลงสาบ no. 1-15 ตามลําดับ  
 Lanes 16-20, GST หลังจากทําปฏิกิริยากับ IgE ในซีรัมของคนปกต ิ no. 1-5 

ตามลําดับ 
 Lane 21, negative control (GST ทําปฏิกิริยากับ buffer) 

 

Mr 

Mr 

M      P  1                5                  10                 15                  20 

M         P  1                5                  10                 15                  20 

rGST 

nGST 

27.8

15.5

21.1

27.8

15.5

21.1

A 

B 
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สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
ปจจุบันโรคภูมิแพและภาวะความเจ็บปวยจากโรคภูมิแพมีอุบัติการณที่เพ่ิมสูงขึ้น 

โดยเฉพาะในประเทศที่กําลงัพัฒนารวมทั้งประเทศไทย โรคภูมิแพเกิดขึ้นไดจากหลายสาเหตุแต
พบวาสารกอภูมิแพที่พบในอาคาร (indoor allergens) เปนสาเหตสุําคัญที่สุด สารกอภูมิแพเหลานี้
ไดแก สารกอภูมิแพจากไรฝุน แมลงสาบ ฝุนบาน ขนและรังแคของสัตวเลี้ยง ฝุนจากผาและนุน 
เปนตน ในประเทศไทย พบวามีผูปวยโรคภูมิแพเพ่ิมขึ้นมากเชนเดียวกับประเทศอ่ืนๆ โดยมีผูปวย
โรคภูมิแพแมลงสาบมากกวารอยละ 50 ของผูปวยโรคภูมิแพทั้งหมด อยางไรก็ดี แมลงสาบที่ชุก
ชุมที่สุดในประเทศไทยเปนแมลงสาบสายพันธุอเมริกัน คือ Periplaneta americana ซ่ึงแตกตาง
จากของประเทศในแถบตะวันตกและบางประเทศในเอเชียที่แมลงสาบสวนใหญเปนสายพันธุ
เยอรมัน คือ Blatella germanica 

 การวินิจฉัยโรคภูมิแพแมลงสาบทําโดยการฉีดสารกอภูมิแพเขาผิวหนัง การตรวจสภาวะ
การแพของผูปวยและการฉีดสารกอภูมิแพเขาผิวหนังของผูปวยทีล่ะนอยเปนเวลายาวนานเพือ่การ
รักษา มักใชสารสกัดหยาบ (crude extract) จากแมลงสาบ จึงขาดมาตรฐานทั้งดานปริมาณและ
คุณภาพของสารกอภูมิแพในแตละชุดที่เตรียมแตละครั้ง การตรวจวัดปริมาณสารกอภูมิแพใน
บานเรือนของผูปวยซึ่งเปนมาตรการสําคญัในการปองกันไมใหผูปวยสัมผัสสารกอภูมิแพและเกิด
อาการของโรค มักใชชุดตรวจสอบที่นําเขาจากตางประเทศและมักมีความเฉพาะตอแมลงสาบสาย
พันธุเยอรมัน จึงทําใหขาดความแมนยํา  ยิ่งไปกวานั้น ขอมูลทางวิทยาศาสตรพ้ืนฐานเกี่ยวกับสาร
กอภูมิแพจากแมลงสาบก็ยงัมีนอยมาก ดังน้ันการศึกษาถึงสารกอภูมิแพชนิดตางๆ จากแมลงสาบ
สายพันธุอเมริกันจึงเปนขอมูลที่มีประโยชนมากในการปองกันและดูแลรักษาผูปวยโรคภูมิแพ
แมลงสาบ และการผลิตสารกอภูมิแพมาตรฐานโดยวิธีพันธวุิศวกรรมสําหรับตรวจกรองผูปวยก็
ยอมจะทําใหการตรวจสภาวะภูมิแพในผูปวยมีความเที่ยงตรงมากยิ่งขึ้น 

  ดังน้ันการศึกษาสารกอภูมิแพทั้งหมดจากแมลงสาบสายพันธุอเมริกัน โดยใชเทคนิคโปรตี
โอมิกสและอิมมูโนมิกส เพ่ือใหทราบถึงชนิดของสารกอภูมิแพแมลงสาบที่ผูปวยคนไทยแพจึงมี
ความสําคัญ โดยเมื่อทราบขอมูลดังกลาวแลว จะสามารถทําการผลิตสารกอภูมิแพมาตรฐานโดยวิธี
พันธุวิศวกรรมสําหรับตรวจกรองผูปวย เพ่ือใชเปนสารกอภูมิแพมาตรฐานที่สามารถใชในการ
วินิจฉัย และรักษาผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบได 

จากผลการศกึษาสามารถแยกโมเลกุลโปรตีนของ cockroach extract ดวย SDS-PAGE 
พบวา เม่ือแยกโปรตีนภายใตภาวะ reducing condition โมเลกุลโปรตีนมีมวล [relative molecular 
masses (Mr)] อยูระหวาง ~6 ถึง >190 หลังจากนั้นทําการแยกโมเลกุลโปรตีนของ cockroach 
extract ดวย 2DE พบวา เม่ือแยกโปรตีน โมเลกุลโปรตีนมีมวล อยูระหวาง ~6 ถึง >190 และ pI 
อยูในชวง 3-10  สามารถทราบตําแหนงของ Proteome และ allergenome ทั้งหมดจากตัว
แมลงสาบสายพันธุอเมริกัน ซ่ึงโปรตีนที่ทําปฏิกิริยากับ IgE ในซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบ 
(Pool patients sera) พบวากระจายอยูในชวง relative molecular masses (Mr)] ระหวาง ~17 ถึง 
~120 และ pI อยูในชวง 3-10 ขณะที่ไมมีจุดของโปรตีนที่ทําปฏิกิริยากับ IgE ในซีรัมของคนปกต ิ



 33 

เม่ือทําการ identify โปรตีนที่ทําปฏิกิริยากับ IgE ในซรัีมของผูปวย ดวยวธิี mass spectrometry 
และเปรียบเทยีบ peptide mass maps ที่ generate ไดกับขอมูลใน database จากผลที่ไดสามารถ 
identify โปรตีนที่ทําปฏิกิริยากับ IgE ในซีรัมของผูปวยไดอยางนอย 12 ชนิด และไม match กับ
ฐานขอมูลใน database อีก 9 จุดโปรตีน จากจุดโปรตีนทั้งหมด 26 จุด ซ่ึงโปรตีนที่พบน้ีมีทั้งชนิด
ที่มีรายงานแลววาเปนสารกอภูมิแพ เชน tropomyosin, troponin-T และ arginine kinase เปนตน 
และสารกอภูมิแพชนิดใหม เชน myosin heavy chain, troponin-I เปนตน การทราบชนิดของสาร
กอภูมิแพจากแมลงสาบสายพันธุอเมริกันจึงเปนขอมูลที่มีประโยชนมากในการปองกันและดูแล
รักษาผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบ 

 ในการสราง recombinant allergen ผูวิจัยเลือกสารกอภูมิแพที่เปน pan-insect allergen 
คือ Gluthathione-S-transferase (GST) จากการทํา gene cloning สามารถสราง recombinant 
GST ไดโดยมีขนาดโมเลกุลที่ 23 kDa และสามารถทําหนาที่ได แตมี Enzymatic activities นอย
กวาในรูปของ native protein อาจเปนเพราะวาใน native protein มี GST อยูหลาย isoforms ซ่ึง
แตละ isoforms อาจให Enzymatic activities ในระดับที่ตางกัน จากการทดสอบความเปนสารกอ
ภูมิแพของ GST จากแมลงสาบสายพันธุอเมริกัน โดยวิธี IgE-immunoblotting พบวา IgE ในซีรัม
ของผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบสามารถทําปฏิกิริยากับ native GST จํานวน 14 ราย จาก 15 ราย 
คิดเปน 93.3 % และไมทําปฏิกิริยากับซีรัมของคนปกติ และ IgE ในซีรัมของผูปวยโรคภูมิแพ
แมลงสาบสามารถทําปฏิกิริยากับ recombinant GST จํานวน 11 ราย จาก 15 ราย คิดเปน 73.3 
% และไมทําปฏิกิริยากับซีรัมของคนปกติเชนกัน ซ่ึงเปนครั้งแรกที่มีรายงานวา GST ทั้งในรูปของ 
native และ recombinant โปรตีนของแมลงสาบสายพันธุอเมริกันวาเปนสารกอภูมิแพที่สําคัญ 
(major allergen) ของผูปวยโรคภูมิแพ ดังนั้นสารกอภูมิแพมาตรฐานนี้สามารถนําไปใชในการ
วินิจฉัย และรักษาผูปวยโรคภูมิแพแมลงสาบได 

  
ขอเสนอแนะสําหรับงานวจิัยในอนาคต 

1. การศึกษาความเปนสารกอภูมิแพชนิดอ่ืน ๆ ที่ทราบจากการทํา Proteomics และ 
Allergenomics  

2. ทดสอบความเปนสารกอภูมิแพของ Gluthathione-S-transferase ในมนุษย 
3. พัฒนา Therapeutic allergy vaccine โดยใช major allergens ที่ผูปวยโรคภูมิแพ

แมลงสาบคนไทยแพ เปนสวนประกอบหลัก 
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1. Sookrung N, Indrawattana N, Tungtrongchitr A, et al. A murine model of American 
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2. Sookrung N, Indrawattana N, Tungtronchitr A, Chaicumap W. Allergenicity of 
recombinant tropomyosin (Per a 7) of American cockroach (Periplaneta americana) 
among allergic Thais. Asian Pac J Allergy Immunol 2009:27; 9-17. มีคา impact factor 
0.567 (เอกสารแนบหมายเลข 3) 

3. Tungtrongchitr A, Sookrung N, Indrawattana N, Sae-Lim J, Puduang S, Pholrat B, 
Chaicumpa W. Seasonal Levels of Major American Cockroach Allergen, Per a 9 
(Arginine Kinase), in Bangkok and their relevance to the severity of the allergic 
diseases Asian Pac J Allergy Immunol 2009:27; 1-7. มีคา impact factor 0.567 (เอกสาร
แนบหมายเลข 4) 

4. Kulkeaw K, Sakolvaree Y, Srimanote P, Tongtawe P, Maneewatch S, Sookrung N, 
Tungtrongchitr A, Tapchaisri P, Kurazono H, Chaicumpa W. Human monoclonal ScFv 
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82. (เอกสารแนบหมายเลข 5) 

 

สิทธิบัตร  

1. Patent application entitled “Test kit for detection and quantification of a major 
American cockroach allergen, Per a 9 (Arginine kinase)”, submitted to The 
Department of Intellectual Property, Ministry of Commerce, on October 2008. 

 

รางวลัที่ไดรับ 

1.   National Inventor Award, National Research Council of Thailand (as co-investigator), 
2009 

2.   Star Award, Faculty of Medicine Siriraj Hospital, Mahidol University, 2009 
 
ผลงานวชิาการอื่น ๆ 
1. Nitaya Indrawattana, Nitat Sookrung, Anchalee Tungtrongchitr, Manus Chongsa-

nguan, Phanchita Thangtawee, Wassana Mueanniem, and Wanpen Chaicumpa. 
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Recombinant tropomyosin of American cockroach, Periplaneta americana.World 
Allergy Congress 2007, Queen Sirikit National Convention Center (QSNCC), Bangkok. 
Thailand. December 2-6, 2007. (เอกสารแนบหมายเลข  6) 

2. Nitat Sookrung, Nitaya Indrawattana, Anchalee Tungtrongchitr, Pongsri Thongtawe, 
and Wanpen Chaicumpa. Development of novel cockroach allergy model. World 
Allergy Congress 2007, Queen Sirikit National Convention Center (QSNCC), Bangkok. 
Thailand. December 2-6, 2007. (เอกสารแนบหมายเลข 7) 

3. Nitaya Indrawattana, Nitat Sookrung, Kasem Kulkaew, Manus Chongsa-nguan, 
Wanpen Chaicumpa. Preparation of human monoclonal antibody that neutralizes 
tetanus toxin using phage display technology.  Joint International Tropical A 
constructive relationship between young and senior researcher 2007, 11-13 October 
2007, Ambassader city Jomthian Hotel Chonburee, Thailand. (เอกสารแนบหมายเลข 8) 

4. Anchalee Tungtrongchitr, Nitat Sookrung, Wanpen Chaicumpa, Nitaya Indrawattana. 
Seasonal variation in the levels of major American Cockroach (Periplaneta amercana) 
allergen in dust samples collected from different room types of houses of cockroach 
allergic Thais. Xth European Multicolloquium of Parasitology 2008. 24-28 August 2008, 
Paris. (เอกสารแนบหมายเลข 9) 

5. Nitat Sookrung, Nitaya Indrawattana, Anchalee Tungtrongchitr, Charan 
Karuhassuwan, Urai Chaisri and Wanpen Chaicumpa. A Murine model of allergy 
caused by American cockroach (CR), Periplaneta americana. The CHE-USDC 
Congress I, 5-7 September 2008, Ambassader city Jomthian Hotel Chonburi, Thailand. 
(เอกสารแนบหมายเลข 10) 

6. Anchalee  Tungtrongchitr,  Nitat  Sookrung, Nitaya  Indrawattana, Sukanya  Kwangsi, 
Darawan  Wanachiwanawin, Wanpen  Chaicumpa. Giardia Duodenalis in Thailand: 
Genotype Identification and Clinical Relevance According to Hot Age. Joint 
International Tropical Medicine Meeting 2008, “Tropical  Medicine in  The-omics Era” 
13-14 October 2008, The Imperial Queen’s Park Hotel, Bangkok, Thailand. (เอกสาร
แนบหมายเลข 11) 

7. Nitaya Indrawattana, Nitat Sookrung, Kasem Kulkaew, Manus Chongsa-nguan, 
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Meeting 2008, “Tropical Medicine in The-omics Era” 13-14 October 2008, The Imperial 
Queen’s Park Hotel, Bangkok, Thailand. (เอกสารแนบหมายเลข 12) 
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การไดรับเชญิไปเปนวทิยากร 
1. เปนวิทยากรบรรยายในภาคการประชุมกลุมเฉพาะเรือ่งในงาน  “การนําเสนอผลงานวิจัย

แหงชาติ  2551 "(Thailand Research Expo) ในวันที่  14 กันยายน  2551 ณ ศูนยประชุม
บางกอกคอนเวนชัน เซ็นเตอร  เซ็นทรัลเวิลด กรุงเทพฯ  

2. เปนวิทยากรบรรยายในการประชุมประจําป ราชวทิยาลัยอายุรแพทยแหงประเทศไทย 
วันที่ 28 เมษายน 2552  
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