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งานวิจัยครั้งนี้ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ประจ าปีงบประมาณ 2555 โดยมี
กรรมการจากวิจัยจากสภาวิจัยแห่งชาติเป็นผู้ประเมินข้อเสนอโครงการ มีวัตถุประสงค์เพ่ือเพ่ิมผลผลิตงานวิจัย
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เมธานันท์, นางสาวกีรณา อยู่หัตถ์ และ นักศึกษา 2 ท่าน คือ นาย เหงียน ซวน วู นักศึกษาปริญญาเอก และ
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อีกท้ังขอขอบคุณ คุณศุภกาญจน์ บุญอยู่ ที่ช่วยดูแลในเรื่องงานการเงิน และงานธุรการ เป็นอย่างดี 
  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4 
 

บทคัดย่อภาษาไทย 
 

 เป้าหมายที่ใช้เป็นแบบจ าลองในการด าเนินการวิจัยนี้ คือ แบคทีเรียที่มีคุณประโยชน์ต่อพืช ได้แก่
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนในกลุ่ม Bradyrhizobium โดยได้ท าการพัฒนาวิธีการคัดหาเฟจจากคลังแอนติบอดี
มนุษย์ย่าโม 1 พบว่าสามารถผลิตแอนติบอดีที่จับกับ Bradyrhizobium ได้อย่างจ าเพาะเจาะจง 2 ชนิดคือ 
แอนติบอดีจับจ าเพาะ DOA9 และ SUT9-2  ส่วนในด้านการสร้างคลังนั้น ผู้วิจัยประสบความส าเร็จในการ
สร้างคลังทุติยภูมิ โดยใช้กระต่ายเป็นแหล่งในการผลิตแอนติบอดี โดยเริ่มตั้งแต่การกระตุ้นให้กระต่ายผลิต
แอนติบอดี จากนั้น สกัดเอา mRNA จากม้ามมาเป็นแหล่งของยีนส าหรับสร้างแอนติบอดีบนผิวเฟจ ซึ่งวิธีการ
สร้างคลังแอนติบอดีกระต่ายบนผิวเฟจนั้น ใช้ในแนวทางเดียวกับการสร้างคลังแอนติบอดีมนุษย์ แต่ต้องมีการ
ปรับวิธีการให้เหมาะสมส าหรับแอนติบอดีกระต่าย ผลการศึกษาคุณสมบัติคลัง พบว่าเป็นแหล่งที่ดีในการผลิต
แอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ Bradyrhizobium เช่นเดียวกัน  จากนั้นได้ท าการยืนยันความสามารถของแอนติบอดี
ปรับแต่งพันธุกรรมทั้งหมดที่ได้พัฒนาขึ้นในการจับกับเป้าหมายอย่างจ าเพาะเจาะจง ซึ่งได้ท าใน 2 รูปแบบ คือ
ทั้งการแสดงผลทั้งบนจานปฏิกิริยาและจากรูปถ่ายเรืองแสง ซึ่งเป็นที่น่ายินดีว่าแอนติบอดีที่คัดหามาได้นั้น 
สามารถจับได้อย่างเจาะจงกับทั้งแบคทีเรียในรูปอิสระ และแบคทีเรียที่กลายรูปไปแล้วเมื่อไปอาศัยอยู่ในปม
รากถั่ว ผลงานวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่า วิธีการคัดหาเฟจจากคลังและการสร้างคลังแอนติบอดีจากกระต่ายที่ได้
ค้นคว้าวิจัยขึ้นมานี้มีประสิทธิภาพดี สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในงานวิจัยทางการเกษตรอ่ืนๆ ได้ต่อไปใน
อนาคต  
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
 
 

The objectives of this research were to develop an efficient method for the bio-panning 
of phage display antibody library and the construction of immunized phage display antibody 
library for agricultural applications. The targets that were used as models in this study are 
nitrogen-fixing bacteria in the group of Bradyrhizobium, which are beneficial for plants. The 
efficient bio-panning method for the selection of specific recombinant antibody against strain 
DOA9 and SUT9-2 from human scFv phage display library (Yamo1) was successfully developed. 
As for the construction of immunized phage display antibody library, rabbit was immunized 
with strain DOA9, and then the mRNA was extracted from spleen and used as template for 
synthesis of scFv antibody on the phage coat protiens. The method that was used for the 
construction of the library was based on our previous method that has been used successfully 
in our laboratory to build human antibody library; however several modification had been 
made to allow the construction of the rabbit library. The result from biopanning of immunized 
rabbit library indicated that the library was a good source for the production of specific 
antibody against Bradyrhizobium as well. To confirm specific binding of all recombinant 
antibodies that had been generated, two independent methods were performed. The first 
method was based on Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and the second method 
was based on Immunofluoresecent (IF) analysis. Fortunately, our results indicated that these 
selected antibodies could bind not only to free form of the bacteria in pure culture but also 
to bacteroid inside the plant nodule. In conclusion, these results indicated that the bio-
panning strategy and the method for the construction of phage display antibody from 
immunized rabbit that have been developed in this research project are efficient and can be 
further applied for other agricultural applications in the future. 
 

 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

6 
 

สารบัญ 

 

กิตติกรรมประกาศ .................................................................................................................................... 3 

บทคัดย่อภาษาไทย ................................................................................................................................... 4 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ .............................................................................................................................. 5 

สารบัญ .................................................................................................................................................... 6 

บทที่ 1 : บทน า ........................................................................................................................................ 8 

ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย ...................................................................................................... 8 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย ............................................................................................................................ 8 

ขอบเขตของการวิจัย ................................................................................................................................... 8 

ทฤษฎี  สมมติฐาน (ถ้ามี)  และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย ........................................................... 9 

บทที่ 2:  ทบทวนวรรณกรรม และ สารสนเทศที่เกี่ยวข้อง ...................................................................... 10 

โมโนโคลนอล แอนติบอดี (monoclonal antibody) ............................................................................... 10 

คลังของแอนติบอดีบนผิวเฟจ (PHAGE ANTIBODY LIBRARY) ................................................................. 13 

บทที่ 3 : วิธีการด าเนินการวิจัย และ ผลการวิจัย ................................................................................... 18 

3.1 การพัฒนาวิธีการคัดหาคลังจากเฟจ (biopanning) ............................................................................ 18 

วิธีการคัดหาคลังจากเฟจ ....................................................................................................................... 18 

ผลการวิเคราะห์ความสามารถในการจับของเฟจกับเป้าหมายด้วยวิธีการ Phage ELISA ....................... 21 

การวิเคราะห์โครงสร้าง 3 มิติ ของแอนติบอดีจากเฟจที่คัดหามาได้ ....................................................... 22 

3.2 การสร้างคลัง antibody ส่วน scFv จากกระต่าย และการคัดหาแอนติบอดี (biopanning)............... 24 

ขั้นที่ 1  การสกัด  Total RNA จากม้าม ................................................................................................ 24 

ขั้นที่ 2  การสร้าง cDNA ของ immunoglobulin heavy chain (HC) และ light chain (LC) ............ 25 

ขั้นที่ 3  การสังเคราะห์ variable heavy (VH) และ variable light (VL) ............................................ 26 

ขั้นที่ 4  การสร้างเป็นชิ้น scFv.............................................................................................................. 29 

ขั้นที่ 5  การเชื่อม scFv  เข้ากับ vector (ligation) .............................................................................. 30 

ขั้นที่ 6  การ transform recombinant vector เข้าสู่ E. coli ............................................................ 32 

ขั้นที่ 7  การสร้างเป็นคลังของเฟจที่แสดง scFv (Rescuing phagemid library) ................................. 34 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

7 
 

ขั้นที่ 8  การท า  immunofluorescence assay ................................................................................. 35 

ผลการทดลอง ........................................................................................................................................... 36 

ผลการท า PCR ...................................................................................................................................... 36 

ผลการท า biopanning จากคลังกระต่าย .............................................................................................. 36 

ผลการท า phage ELISA เพ่ือแสดงความจ าเพาะในการจับกับเป้าหมาย ............................................... 37 

ผลการวิเคราะห์โครงสร้าง 3 มิต ิ............................................................................................................... 37 

ผลการวิเคราะห์ด้วยภาพเรืองแสง (Immunofluorescent) ..................................................................... 38 

การผลิต antibody ให้มีคุณสมบัติเหมาะสมส าหรับการค้นคว้าวิจัยทางการเกษตรเป็นโมเลกุลเดี่ยวๆ 
(soluble form) ........................................................................................................................................ 39 

วิธีการ ................................................................................................................................................... 39 

ผลแสดงการผลิต free scFv ................................................................................................................. 41 

บทที่ 4 : บทสรุป .................................................................................................................................... 42 

สรุป และวิจารณ์ผลการวิจัย ...................................................................................................................... 42 

ข้อเสนอแนะ ............................................................................................................................................. 43 

เอกสารอ้างอิงของโครงการวิจัย ............................................................................................................. 44 

ภาคผนวก .............................................................................................................................................. 52 

ภาคผนวก ก  การเผยแพร่ผลงาน ............................................................................................................. 52 

1. ผลงานน าเสนอในที่ประชุมวิชาการ .............................................................................................. 52 

ภาคผนวก ข  การผลิตบุคลากร ................................................................................................................ 53 

ประวัติผู้วิจัยหลัก ................................................................................................................................... 54 
 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

8 
 

บทท่ี 1 : บทน า 
 

ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 

ในปัจจุบันการศึกษาค้นคว้าวิจัยเกี่ยวกับเทคโนโลยีการผลิต antibody และการท าวิศวกรรม 
antibody บนผิวเฟจนั้น ส่วนใหญ่เป็นการค้นคว้าเพื่อการพัฒนาและวิจัยทางด้านการแพทย์แทบทั้งสิ้น มีการ
วิจัยเพียงส่วนน้อยที่มุ่งเน้นเพ่ือการศึกษาและวิจัยด้านการเกษตร ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นต้องพัฒนาแนว
ทางการคัดหาแอนติบอดี หรือ biopanning ที่เหมาะสมกับ การคัดหา antibody ต่อ antigen ชนิดต่างๆ ที่มี
ความส าคัญทางการเกษตร ก่อน นอกจากนั้นแล้ว โครงสร้างของ antibody เพ่ือการประยุกต์ใช้ในการเกษตร 
นั้น ไม่จ าเป็นต้องเป็น antibody ของมนุษย์ เพราะมีวัตถุประสงค์เพ่ือเอาไว้ใช้ในการ ตรวจ วิเคราะห์  และเหตุ
ที่โดยส่วนใหญ่แล้ว antibody ที่ใช้ส าหรับการเกษตรในปัจจุบันนั้น จะท าโดยวิธีการดั้งเดิม คือการเตรียมจาก
สัตว์ต่างๆ โดยเฉพาะกระต่าย ดังนั้นในโครงการวิจัยนี้ จึงต้องการพัฒนาวิธีการผลิตคลัง monoclonal 
antibody ของกระต่ายด้วยเทคโนโลยีเฟจ เพราะสามารถท าได้ง่าย คือใช้เม็ดเลือดที่เหลือจากการปั่นเอา 
polyclonal clonal antibody ออกไปใช้แล้วมาเป็นต้นแบบในการสร้างคลังแบบทุติยภูมิ  ซึ่งแนวทางการท า
วิจัยเช่นนี้ยังไม่เคยมีมาก่อน   

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย  

เพ่ือพัฒนาวิธีการผลิต monoclonal antibody แนวใหม่ส าหรับการค้นคว้าวิจัยเชิงเกษตรที่ไม่ต้อง
พ่ึงสัตว์ทดลองและมีราคาถูกกว่าวิธีการที่ใช้อยู่ในปัจจุบัน โดยแบ่งเป็นการพัฒนา 2 ด้าน คือ  

3.1 การพัฒนาเทคนิคการคัดหาเฟจจากคลัง 
3.2 การพัฒนาคลังชนิดทุติยภูมิ จากสัตว์ทดลอง 

 

ขอบเขตของการวิจัย  

ท าการคัดหาเฉพาะ antibody ส่วน single chain fragment valiable (scFv) จาก คลังแอนติบอดี
มนุษย์ “ย่าโม 1”  และท าการสร้างคลัง antibody ส่วน single chain fragment valiable (scFv)  จาก
กระต่าย โดยใช้ antigen ที่ได้จากโครงการวิจัยการใช้เทคโนโลยีแอนติบอดีบนผิวเฟจเพ่ือการตรวจสอบและ
ติดตามปุ๋ยชีวภาพไรโซเบียม, โครงการการประยุกต์ใช้เทคโนโลยีแอนติบอดีบนผิวเฟจเพ่ือการตรวจสอบและ
การส ารวจโรคเน่าเละจากแบคทีเรียของพืชผักตระกูลกะหล่ าในประเทศไทย หรือโครงการการประยุกต์ใช้
เทคโนโลยีการผลิตแอนติบอดีบนผิวเฟจการประยุกต์ใช้เทคโนโลยีการผลิตแอนติบอดีบนผิวเฟจเพ่ือผลิต
แอนติบอดีของเมลาโนไซต์สติมูเลติงฮอร์โมนส าหรับการศึกษาทางสรีรวิทยาของความเครียดและการเพ่ิมการ
กินได้ในปลานิล ตามความเหมาะสม 
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ทฤษฎี  สมมติฐาน (ถ้ามี)  และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

 แนวทางหลักในการท า biopanning และการสร้างคลั ส าหรับการผลิต monoclonal antibody 
เพ่ือการวิจัยทางการแพทย์ สามารถน ามาปรับปรุงและพัฒนา เพื่อใช้ในการวิจัยทางการเกษตรได้ หากมีการ
รวมกลุ่มของนักวิจัยที่เหมาะสม   เหตุที่ในปัจจุบันไม่มีผู้สนใจท าการวิจัยเกี่ยวกับการใช้เทคโนโลยีนี้ ทาง
การเกษตรกันมากนัก เป็นเพราะค่าตอบแทนจากการประยุกต์ใช้ทางการแพทย์ มีมากกว่าทางการเกษตร
หลายเท่า  และมีนักวิจัยทางการเกษตรที่มีความเชี่ยวชาญทางเทคโนโลยีเฟจไม่มากนัก  การจัดตั้งกลุ่มวิจัยที่
รวมเอาผู้เชี่ยวชาญหลายสาขาท้ังด้านอณูเทคโนโลยีชีวภาพ ด้านปุ๋ยชีวภาพ ด้านการผลิตสัตว์น้ า และโรคพืช 
เช่นนี้ เป็นโอกาสอันดีที่จะได้พัฒนางานทางด้านนี้ให้ส าเร็จ และเป็นประโยชน์ต่อวงการวิจัยด้านการเกษตร ทั้ง 
ในและต่างประเทศต่อไป 
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บทท่ี 2:  ทบทวนวรรณกรรม และ สารสนเทศท่ีเกี่ยวข้อง 
 

โมโนโคลนอล แอนติบอดี (monoclonal antibody)  
เป็นสารชีวโมเลกุลที่มีคุณประโยชน์ต่อการค้นคว้าและวิจัยทางด้านวิทยาศาสตร์ชีวภาพแขนงต่างๆ 

อย่างยิ่ง 1-3 นอกจากนั้นแล้ว monoclonal antibody ยังมีประโยชน์ในการใช้เป็นสารตรวจสอบที่มีความ
แม่นย าสูง 4-10 รวมทั้งเป็นยาที่มีประสิทธิภาพสูงในการรักษาโรค 3, 10-12  ทั้งนี้เพราะ monoclonal antibody 
สามารถจับกับเป้าหมาย หรือ แอนติเจน (antigen) ได้อย่างจ าเพาะเจาะจง ซึ่งคุณสมบัตินี้เป็นผลงานของ
ธรรมชาติที่ผ่านการวิวัฒนาการมาหลายร้อยล้านปี  หน้าที่หลักของ antibody ในสิ่งมีชีวิตคือการเป็นส่วนหนึ่ง
ของระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย 13 จากความเข้าใจในกลไกการท างานของธรรมชาติในด้านนี้เอง จึงท าให้
มนุษย์สามารถประยุกต์ใช้ความรู้พ้ืนฐานทางวิทยาศาสตร์นี้ ในการสร้างเป็นเทคโนโลยีการผลิต antibody 
ชนิดต่างๆ ซึ่งมีประโยชน์ทั้งในการศึกษาวิจัย และการตรวจวินิจฉัย รวมทั้งการรักษาโรค  ในชั้นต้น antibody 
สามารถผลิตได้จากการฉีดสาร antigen เข้าไปในสัตว์มีกระดูกสันหลังชนิดต่างๆ เช่น กระต่าย  ม้า  โค  แพะ  
แล้วสกัด เอา antibody ซึ่งมีลักษณะเป็นโพลีโคลนอล  (polyclonal antibody) ออกมาจากซีรั่ม 2 ต่อมาได้
มีการพัฒนาวิธีการผลิต antibody อีกชนิดหนึ่งคือ monoclonal antibody 14  วิธีการทั่วไปที่ใช้ในการผลิต 
monoclonal antibody นั้น ท าได้โดยการฉีดแอนติเจน (antigen) เข้าไปในหนูเพื่อให้สร้างภูมิคุ้มกันต่อ 
antigen ชนิดนั้นๆ จากนั้นจึงใช้เทคนิคการสร้างเซลล์ผสม (hybridoma technology) เพ่ือผลิตเป็น 
monoclonal antibody ชนิดต่างๆกัน  เซลล์ผสมที่ถูกสร้างข้ึนให้มีความสามารถในการผลิต monoclonal 
antibody นั้น สามารถเก็บรักษาไว้ให้เป็นแหล่งผลิต monoclonal antibody ที่มีเอกลักษณ์ในความจ าเพาะ
เจาะจง (unique specificity) ได้ตลอดไป  การผลิต monoclonal antibody ชนิดหนึง่ๆ แต่ละครั้งนั้นต้อง
ใช้เวลานาน ประมาณ 4-5 เดือนขึ้นไป และการลงทุนสูง ทั้งยังต้องการบุคลากรที่มีความช านาญสูง รวมทั้งยัง
ต้องเก่ียวข้องกับสัตว์ทดลองคือหนูอีกด้วย   นอกจากการผลิต monoclonal antibody โดยวิธีการดั้งเดิมจะ
มีความยุ่งยากและค่าใช้จ่ายที่สูงแล้ว ยังมีข้อจ ากัดที่เกิดจากเทคโนโลยีนี้หลายอย่างเช่น ข้อจ ากัดเก่ียวกับชนิด
ของ antigen  ที่จะใช้  เพราะต้องเป็น antigen  ที่ไม่เป็นพิษต่อหนูทดลอง  และต้องไม่เป็น antigen  ที่
คล้ายกับ antigen  ของหนู เช่น antigen  ซึ่งเป็นโปรตีนที่อยู่ในขั้นต้นของล าดับการวิวัฒนาการ (conserved 
antigens)  หรือใช้ได้เฉพาะกับ antigen  ที่มีความสามารถในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน 
(immunogenecity) ได้เท่านั้น   รวมทั้งผลที่ได้จากการกระตุ้นหนูทดลองยังมีความแปรปรวนสูงขึ้นกับ
สุขภาพของหนูแต่ละตัว  ข้อจ ากัดท่ีส าคัญอีกประการหนึ่งก็คือจ านวนชนิดของ antigen  ที่จะใช้ในการสร้าง 
monoclonal antibody  เพราะ โดยปกติการผลิต monoclonal antibody ต่อ antigen  แต่ละชนิดมัก
ต้องใช้หนูทดลอง 3-5 ตัวขึ้นไป  ในยุคปัจจุบันซึ่งเป็นยุคหลังการค้นพบล าดับ ยีโนมมนุษย์และสิ่งมีชีวิตอีก
หลายชนิด (post-genomic era) ความส าคัญในการศึกษาวิจัยจึงมุ่งไปสู่การศึกษาการท างานของยีโนม หรือ
โปรตีน (functional genomics หรือ proteomics) 15-25 ซึ่งการวิจัยเหล่านี้จ าเป็นต้องเกี่ยวกับโปรตีนจ านวน
มาก  การสร้าง monoclonal antibody จ านวนมากเพ่ือใช้ในการศึกษาการท างานของโปรตีนหลายชนิด
พร้อมๆกันโดยวิธีการที่ใช้อยู่ในปัจจุบัน จึงเป็นไปไม่ได้ หรือต้องใช้ค่าใช้จ่ายที่สูงมาก   
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การประยุกต์ใช้ monoclonal antibody อีกประการหนึ่งที่ก าลังได้รับความสนใจอยู่มากในปัจจุบันนี้ ได้แก่
กา รน า  monoclonal antibody ที่ ผลิ ต ได้ จ ากหนู ไปปรั บปรุ ง ให้ มี คุณสมบั ติ เหมื อนของมนุ ษย์  
(humanization) 26-31 เพ่ือให้สามารถใช้ในการบ าบัดโรคต่างๆ (human therapy) ปัจจุบันมี monoclonal 
antibody ที่มีข้อบ่งใช้ในการรักษาโรคมะเร็งหลายประเภทออกจ าหน่ายแล้ว 32, 33 การประยุกต์ใช้ 
monoclonal antibody เพ่ือใช้ในการรักษาโรคนี้นับวันจะมีความส าคัญและได้รับความนิยมเพ่ิมมากขึ้น  
ดังนั้นจึงเป็นการดีที่จะใช้เทคโนโลยีอ่ืนในการผลิต monoclonal antibody ที่ไม่ยุ่งยากและรวดเร็วกว่า
วิธีการ hybridoma ที่ใช้อยู่ในปัจจุบัน 
 
 เทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบนผิวเฟจ หรือเทคโนโลยี เฟจ (phage display technology) เป็น
เทคโนโลยีที่ได้รับความสนใจ และได้รับการพัฒนาเป็นอย่างยิ่งในช่วงเวลา 20 กว่าปีที่ผ่านมานี้  ทั้งนี้เป็น
เพราะเทคโนโลยีนี้มีข้อเด่นที่ส าคัญคือสามารถคัดเลือกได้ทั้งยีนและโปรตีนจากยีนนั้น ที่มีความสามารถในการ
มีอันตรกริยา (interaction) ที่ต้องการได้อย่างเฉพาะเจาะจง  โดยใช้วิธีการคัดเลือกความสามารถในการจับกับ
สารเป้าหมาย (target) ที่สะดวกและรวดเร็ว ภายในห้องทดลอง ( in vitro) 34-37 โปรตีนที่กล่าวมานี้อาจเป็น
เปบไทด์ (peptide) เส้นสั้นๆ 34, 38, 39 หรือโปรตีนขนาดต่างๆ กันตั้งแต่ความยาว 7-500 กรดอะมิโน 35, 38 
รวมทั้ง antibody ประเภทต่างๆ 40, 41 ดังนั้นจึงพบว่าได้มีการประยุกต์ใช้เทคโนโลยีนี้ในการศึกษาการมีอันตร
กริยาระหว่างโปรตีนหลายประเภท เช่น การจับกันของเปบไทด์กับโปรตีนโดเมนชนิดต่างๆ 42 หรือการใช้เป็น
แหล่งคลังของ cDNA เพ่ือใช้ในการคัดหาโปรตีนที่มีความสามารถในการจับกับโปรตีนที่ต้องการศึกษา 36 คลัง
ของเฟจที่แสดงเปบไทด์เส้นสั้นๆ ยังถูกใช้เป็นแหล่งในการหาตัวกระตุ้นหรือยับยั้งการท างานของเอ็นไซม์ 43, 44 
เปบไทด์เส้นสั้นๆที่มีความเฉพาะเจาะจงสูงเหล่านี้สามารถน าไปใช้เป็นตัวต้นแบบในการพัฒนายา (drug lead) 
ต่อไปได้ 45-49 
 
 การให้ความสนใจที่จะน าเทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบนผิว เฟจมาใช้เป็นแหล่งในการผลิต 
monoclonal antibody นั้นได้เริ่มต้นขึ้นตั้งแต่ปี 2533 50 โดยในขั้นแรกเป็นการสร้างคลังของ antibody 
จากสัตว์ที่ได้รับการกระตุ้นด้วย antigen  แล้ว  โดยท าการแสดงเฉพาะส่วนของ antibody ที่มีหน้าที่ในการ
จับคือ ส่วน Fab 51, 52 หรือ สร้างเป็น antibody เส้นเดี่ยวที่มีเฉพาะส่วนที่มีหน้าที่ในการจับ เรียกว่าส่วน 
single chain variable fragments (form), scFv 50 antibody เหล่านี้จะถูกแสดงบนโปรตีนที่ปกคลุมผิว
ชนิดรอง (pIII)  พบว่ามีความส าเร็จจากการใช้คลังเหล่านี้ในการผลิต monoclonal antibody ต่อ antigen  
หลายชนิด 40, 53-60 แต่ข้อจ ากัดประการส าคัญของการใช้วิธีการนี้คือต้องท าการกระตุ้นสัตว์ทดลองก่อนจึงเป็น
การเสียเวลา และยังเป็นคลังที่มีเฉพาะ antibody ที่เกิดจากการกระตุ้นด้วย antigen  ที่ใช้  อย่างไรก็ตาม
ความส าเร็จนี้นับเป็นเครื่องชี้ว่าสามารถน าเทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบนผิวเฟจมาใช้ในการคัดเลือกและผลิต 
monoclonal antibody ที่มีความสามารถในการจับอย่างมีความเฉพาะเจาะจงสูงได้จริง 
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 การพัฒนาก้าวส าคัญที่ท าให้การประยุกต์ใช้เทคโนโลยีเฟจในการผลิต monoclonal antibody เป็น
ที่แพร่หลายและได้รับความสนใจเป็นอย่างสูง ทั้งในงานวิจัยขั้นพ้ืนฐาน และการประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม
ทางเทคโนโลยีชีวภาพด้านต่างๆ เริ่มต้นในเวลา 2 ปีต่อมา เมื่อนักวิทยาศาสตร์สามารถสร้างคลังของ 
monoclonal antibody จากสัตว์ที่ไม่ได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันมาก่อนได้ส าเร็จ (nonimmune library 
หรือ naïve library) 61 คลังชนิดนี้สามารถประยุกต์ใช้ในงานวิจัยได้กว้างขวางกว่าคลังที่สร้างจากสัตว์ที่ได้รับ
การกระตุ้นภูมิคุ้มกันมาก่อนหลายเท่า เพราะสามารถใช้ในการสร้าง monoclonal antibody ต่อ antigen  
เกือบทุกชนิดที่ต้องการ  เนื่องจากคลังของ antibody ที่สร้างขึ้นนี้เป็นตัวแทนความเป็นไปได้ทั้งหมดจาก
ระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์ตามธรรมชาติ  โดยพบว่า monoclonal antibody ที่คัดเลือกมาได้นั้นมีคุณภาพดีคือ
มีความสามารถในการจับ (affinity, ในช่วง 1-200 nM) และมีความจ าเพาะเจาะจง (specificity) สูงเท่ากับ 
monoclonal antibody ที่สร้างจาก hybridoma 61-64 
 
 คลังที่ใช้กันอยู่ในปัจจุบันนั้นมีหลายประเภท  โดยแต่ละคลังก็มีความแตกต่างกันในด้านต่างๆ เช่น 
ความแตกต่างในชนิดของโปรตีนปกคลุมผิวที่ใช้แสดง antibody (pIII หรือ pVIII)  แหล่งที่มาของ RNA ที่จะใช้
เป็นต้นแบบในการสร้างโครงสร้างของ antibody ที่ใช้แสดง (แบบ Fab หรือ ScFv)  ชนิดของพลาสมิดที่ใช้ใน
การสร้างคลัง (plasmid หรือ phagemid)  สายพันธุ์ (strain) ของแบคทีเรียที่ใช้ในการเลี้ยงเฟจ  สายพันธุ์
ของ helper phage หรือขั้นตอนการตัดต่อยีนเข้าไปในตัวเฟจ  ทั้งนี้นักวิจัยกลุ่มใดจะใช้วิธีการไหนนั้นขึ้นอยู่
กับความช านาญ ประสบการณ์และวัสดุที่มีอยู่   นอกจากนั้นแล้วในปัจจุบันยังมีความพยายามในการสร้างคลัง
จากเส้น ดีเอ็นเอสังเคราะห์ (synthetic oligonucleotide) 65-67 อีกด้วย 
 
 เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมอีกอย่างหนึ่งที่มีประโยชน์ในการสร้าง antibody ให้มีคุณภาพสูงคือมี
ความจ าเพาะเจาะจง และความสามารถในการจับสูง (high specificity และ affinity) คือการน า antibody ที่
คัดได้จากคลังมาพัฒนาเป็น monoclonal antibody ที่มีคุณภาพดีขึ้น (maturation)  โดยใช้หลักการก ากับ
วิวัฒนาการ (directed evolution) 41, 68 ด้วยเทคนิคต่างๆเช่น การท าให้เกิดการกลายพันธ์อย่างสุ่มด้วย
เทคนิคทาง PCR ที่มีความแม่นย าต่ า (error prone PCR) 69, 70 หรือ การใช้เทคโนโลยีการสลับสับเปลี่ยนดี
เอ็นเอ (DNA shuffling) 71-75 การปรับปรุงคุณภาพด้วยวิธีนี้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งโดยการสลับสับเปลี่ยนดีเอ็นเอ 
พบว่ามีประสิทธิภาพดีในการสร้าง antibody ที่มีความสามารถในการจับสูงมากข้ึนกว่าเดิมหลายเท่า  
ตัวอย่างเช่นพบว่าสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการจับของ antibody บางประเภทได้ถึง 10 เท่า ท าให้ได้ 
monoclonal antibody ที่มีความสามารถในการจับสูงถึง 1011 M-1 ซึ่งสูงกว่าค่าที่จะได้จาก monoclonal 
antibody ที่ผลิตด้วยวิธีการเดิม (คือ1010 M-1) 76-78  
 
นอกจากการปรับปรุงคุณภาพในการจับแล้ว ยังสามารถใช้เทคโนโลยีนี้ในการปรับปรุงคุณสมบัติอ่ืนๆตาม
วัตถุประสงค์ของการใช้งาน เช่นความสามารถในการท างาน (function) ต่างๆ เช่นการกระตุ้นการส่งสัญญาณ
ภายในเซลล์ (cell signaling) 79-86 หรือการใช้เป็นตัวกระตุ้นหรือตัวยับยั้ง (agonist หรือ antagonist) โปรตีน
หรือเอนไซม์ต่างๆในเซลล์ 87, 88 นอกจากนั้นแล้วยังใช้ในการคัดเลือก antibody ที่ทนต่อสภาวะบางอย่างเช่น 
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สภาวะกรด ด่าง หรือทนต่อเอ็นไซม์ที่ย่อยโปรตีน (proteinase) 89, 90 หรือที่สภาวะ reducing 74 รวมทั้งการ
ปรับปรุงให้มีคุณสมบัติเหมาะสมในการใช้เป็นยารักษาโรค (therapeutic use) 26, 27, 29, 31, 46-48, 66, 91-94 หรือ
ติดฉลาก (tag) 2, 5, 9, 95-97 เพ่ือประยุกต์ใช้ในงานวิจัยด้านต่างๆ 
          
 กล่าวโดยสรุป การประยุกต์ใช้เทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบนผิวเฟจเพ่ือการผลิต monoclonal 
antibody นั้น มีประโยชน์มากและมีข้อดีกว่าเทคโนโลยีการผลิตแบบเดิม (conventional method) หลาย
ประการ ดังจะได้สรุปไว้เป็นข้อๆดังนี้ 
 
1. การผลิต monoclonal antibody ด้วยเทคโนโลยีเฟจ สะดวก และประหยัดกว่าการใช้เทคนิคดั้งเดิม 
เพราะใช้เวลาน้อยกว่า  ใช้เงินน้อยกว่า ใช้แรงงานและความช านาญน้อยกว่า  และข้อส าคัญคือไม่ต้องใช้
สัตว์ทดลอง 
2. สามารถใช้กับ antigen  ได้หลากหลายชนิดกว่า เพราะสามารถใช้กับ antigen  ที่เป็นพิษต่อสัตว์  
หรือ antigen  ที่คล้ายกับโปรตีนในสัตว์ทดลอง หรืออาจใช้เซลล์ทั้งเซลล์เป็น antigen  ก็ได้  นอกจากนั้นแล้ว
ยังสามารถใช้กับ antigen  ที่ไม่สามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์ได้ (nonimmunogenic antigen) 
3. สามารถใช้ในการผลิต monoclonal antibody ต่อ antigen  จ านวนมากชนิด ซึ่งมีความส าคัญเป็น
อย่างยิ่งในงานด้าน proteomics ในปัจจุบัน 
4. สามารถประยุกต์ใช้ในการสร้าง antibody ที่มีคุณสมบัติเหมือนของคน (humanized antibody) 
เพ่ือใช้ในการรักษาโรค (therapeutic antibody) 
5. สามารถปรับปรุงให้มีคุณสมบัติเปลี่ยนไปตามต้องการ เช่นมีความสามารถในการจับ หรือ
ความจ าเพาะเจาะจงสูงขึ้น หรือทนต่อสภาวะต่างๆ 
6. สามารถน าไปผลิตเป็นจ านวนมากได้ง่าย ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย และเซลล์สัตว์โดยทั่วไป 
เพ่ือใช้ในการผลิตในระดับอุตสาหกรรม 
 

คลังของแอนติบอดีบนผิวเฟจ (PHAGE ANTIBODY LIBRARY) 
 Antibody เป็นโปรตีนขนาดใหญ่ที่สามารถท างานได้  ( functional protein) ชนิดแรกต่อจาก 
peptide ที่ถูกน ามาแสดงบนผิวเฟจ โดยเป็นการแสดงเฉพาะส่วน single chain variable fragment (form) 
(scFv) ที่เชื่อมอยู่กับปลายด้าน N-terminus ของ pIII ในปี ค.ศ. 1990 50 หลังจากนั้นจึงได้มีการสร้างคลังของ
เฟจที่แสดง monoclonal antibody ในรูปแบบต่างๆอย่างต่อเนื่องขึ้นมาจนถึงปัจจุบัน 41 คลังที่ถูกสร้าง
ขึ้นมานั้นมีหลายประเภท  โดยแต่ละคลังก็มีความแตกต่างกันในด้านต่างๆ เช่น ขนาดของคลัง แหล่งที่มาของ 
RNA ที่จะใช้เป็นต้นแบบในการสร้าง  โครงสร้างของ antibody ที่ใช้แสดง (แบบ Fab หรือ ScFv)  ชนิดของพ
ลาสมิดที่ใช้ในการสร้างคลัง (plasmid หรือ phagemid)  สายพันธุ์ (strain) ของแบคทีเรียที่ใช้ในการเลี้ยงเฟจ  
สายพันธุ์ของ helper phage หรือขั้นตอนการตัดต่อยีนเข้าไปในตัวเฟจ  ทั้งนี้นักวิจัยกลุ่มใดจะใช้วิธีการไหน
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นั้นขึ้นอยู่กับความช านาญ ประสบการณ์ และวัสดุที่มีอยู่   นอกจากนั้นแล้วในปัจจุบันยังมีความพยายามใน
การสร้างคลังจากเส้น ดีเอ็นเอสังเคราะห์อีกด้วย (synthetic oligonucleotide) 19, 33   
4.1 ชนิดของคลัง 
 จากความเข้าใจโครงสร้างของ antibody ที่ได้กล่าวถึงในบทที่แล้ว พร้อมกับความก้าวหน้าทาง
เทคโนโลยีอณูชีววิทยา  ท าให้นักวิทยาศาสตร์สามารถเลือกเฉพาะส่วนโครงสร้างของ antibody ที่มี
ความสามารถในการจับกับ antigen มาแสดงบนผิวเฟจ  โดยไม่จ าเป็นต้องน าโมเลกุลทั้งอันมาแสดง เพราะจะ
มีขนาดใหญ่เกินไปท าให้เฟจทนรับไม่ได้  โครงสร้างเฉพาะส่วนของ antibody ที่ยังมีความสามารถในการจับ
กับ antigen นั้นมีหลายแบบเช่น Fab, Fv, scFv, diabody, triabody, bispecfic antibody เป็นต้น 125 ดัง
ภาพที่ 1 ซึ่งจะเห็นได้ว่าในแต่ละรูปแบบต่างๆนั้น สิ่งที่เหมือนกันคือจะต้องประกอบไปด้วยส่วนของ variable 
domain ของทั้ง heavy และ light chain คือ VH และ VL ที่มีหน้าที่ในการจับกับ antigen มารวมอยู่ด้วยกัน
ในลักษณะต่างๆ  โดยโครงสร้างของ monoclonal antibody ที่เป็นแบบ single-chain Fv molecule 
(scFv) นั้นเป็นโครงสร้างที่มีขนาดเล็กที่สุดที่ยังสามารถจับกับ antigen ได้อย่างแม่นย าและเฉพาะเจาะจง และ
สามารถผลิตขึ้นได้จากระบบการแสดงออกของโปรตีนทั้งที่เป็น prokaryotic และ eukaryotic system  ส่วน
ของ VH และ VL นั้นยึดต่อกันอยู่โดย linker peptide ซึ่งถูกสร้างขึ้นโดยวิธีการทางพันธุวิศวกรรมในขั้นตอน
การสร้างคลังซึ่งจะได้อธิบายต่อไป  โครงสร้างของ scFv นี้เป็นโครงสร้างที่ได้รับความนิยมมากที่สุดในการ
สร้างคลังชนิดต่างๆ เพราะมีขนาดเล็กจึงท าให้มีความเสถียรเมื่อน าไปแสดงบนผิว เฟจ นอกจากนั้นแล้วยัง
สะดวกในกรณีที่ต้องการสร้างคลังที่มีความหลากหลายสูงมากๆ รวมทั้ง antibody ที่คัดเลือกได้จากคลังยังมี
ความสามารถจับกับ antigen ได้อย่างแรง 125 และแม่นย า  ข้อเสียของโครงสร้างแบบ scFv นี้คือโมเลกุลของ 
scFv มักจะมารวมตัวกันเป็น multimer ท าให้ยากต่อการค านวณค่าความแรงในการจับ (affinityconstant) 
126 ส่วนโครงสร้างของ monoclonal antibody อีกรูปแบบหนึ่งที่เป็นที่นิยมเช่นกันในการสร้างเป็นคลังของ
เฟจนั้นคือโครงสร้างแบบ Fab  โดยโครงสร้างแบบนี้ประกอบด้วย variable domain และ constant 
domain 1 อันที่ติดกับ variable domain ของทั้ง heavy และ light chain (ดูรูปที่ 1.1 ประกอบ)  โดยใน
การสร้างคลังประเภทนี้ส่วนใหญ่จะเชื่อมต่อส่วน heavy chain กับโปรตีนปกคลุมผิวเฟจ pIII ส่วน light 
chain นั้นจะเชื่อมต่ออยู่กับ secretory peptide ซึ่งจะถูกหลั่งออกมาในส่วน periplasmic space จากนั้นจึง
เข้าไปรวมกับส่วน heavy chain ที่ติดอยู่บนผิวเฟจกลายเป็น monoclonal antibody แบบ Fab  ข้อดีของ
โครงสร้างแบบนี้คือโมเลกุล antibody จะไม่จับกลุ่มรวมกันเป็น multimer ท าให้ง่ายต่อการวัดค่าความแรง
ในการจับ แต่ข้อเสียคือโครงสร้างชนิดนี้มีความเสถียรน้อยกว่าโครงสร้างแบบ scFv ดังนั้นจึงไม่เป็นที่นิยมเท่า
แบบ scFv 63  ส่วนโครงสร้างในแบบอ่ืนๆ นั้นมักจะใช้เพ่ือวัตถุประสงค์เฉพาะ เช่นการใช้ bi-specific 
antibody ในการเป็น antibody ส าหรับการบ าบัดรักษา (therapeutic antibody) 127, 128  
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คัดลอกมาจาก Nature Reviews Clinical Oncology 11, 637–648 (2014) 

 
ภาพที่ 1 แสดงลักษณะชิ้นส่วนของ antibody ชนิดต่างๆ ส่วนใหญ่ เป็นแอนติบดีที่ใช้ในการรักษา 
 
 แหล่งที่มาของ gene ในการสร้างเป็นคลังของ antibody นั้นที่นิยมใช้มากที่สุดคือจากธรรมชาติ นั่น
คือ re-arranged immunoglobulin genes ที่ได้จาก B-lymphocyte  โดยแหล่งของ B lymphocyte นั้น
อาจเป็นจาก ม้าม ต่อมน้ า เหลือง หรือจากเลือด (peripheral blood lymphocyte, PBL)  รวมทั้ ง 
hybridoma cell  แล้วแต่ว่าเป็นสิ่งมีชีวิตชนิดใด  ซึ่ง B lymphocyte นั้นอาจเตรียมได้จากสิ่งมีชีวิตที่ได้รับ
การกระตุ้นภูมิคุ้มกันจาก antigen ที่ต้องการ (immunized) หรือจาก สิ่งมีชีวิตปกติที่ไม่ได้รับการกระตุ้นใดๆ
เป็นพิเศษ  ดังนั้นจึงอาจแบ่งชนิดของคลังได้ตามลักษณะของขอบเขตของคลัง คือเป็นคลังที่จ ากัดเฉพาะต่อ 
antigen หนึ่งๆ  หรืออาจเรียกว่า immunized library ที่สร้างจากสิ่งมีชีวิตที่ได้รับการกระตุ้นด้วย antigen ที่
จ าเพาะ ซึ่งคลังประเภทนี้ไม่จ าเป็นต้องมีขนาดใหญ่มาก monoclonal antibody ที่เตรียมได้จากคลังประเภท
นี้จะจับได้กับ antigen ที่ใช้ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันของสัตว์เท่านั้น  ส่วนคลังอีกประเภทหนึ่งเรียกว่า naïve 
library เพราะสร้างจาก B cell ที่ไม่ได้รับการกระตุ้นด้วย antigen พิเศษใดๆมาก่อน ในทางทฤษฎีควรเตรียม
จากประชากรของ B lymphocyte ที่เพ่ิงถูกพัฒนาขึ้นมาในสิ่งมีชีวิต ซึ่งยังไม่เคยได้พบกับ antigen ใดๆเลย 
แต่ในทางปฏิบัติแล้วเป็นไปได้ยาก โดยเฉพาะจากมนุษย์  ดังนั้นโดยส่วนใหญ่แล้วจึงใช้การเตรียมจาก ม้าม , 
ต่อมน้ าเหลือง หรือ PBL ที่ได้จากอาสาสมัครที่มีสุขภาพดีโดยทั่วไป  คลังของ monoclonal antibody ชนิด 
naïve library นี้สร้างยากกว่าแบบ immunized library เพราะต้องมีขนาดใหญ่เพียงพอที่จะครอบคลุม 
antibody ที่มีความสามารถในการจับกับ antigen ใดๆ ก็ได้ แต่เมื่อสร้างเสร็จแล้วจะมีประโยชน์มากกว่าคลัง
แบบ immunized library เพราะสามารถใช้ในการคัดหาเพ่ือผลิตเป็น antibody ต่อ antigen ได้กว้างขวาง
กว่ามาก    
 
 นอกจากนั้นแล้วยังมีคลังอีกประเภทหนึ่งที่เรียกว่า semi-synthetic library เนื่องจากแหล่งที่มาของ 
immunoglobulin gene นั้นไม่ได้เอามาจาก B lymphocyte ซึ่งเป็นแหล่งทางธรรมชาติทั้งหมดแต่เป็นการ
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สร้างจาก synthetic oligonucleotide ด้วย โดยส่วนที่เป็นโครงสร้างหลักของ antibody (frame work) นั้น
เตรียมได้จาก immunoglobulin gene จาก B lymphocyte ที่พบว่ามีความเสถียรเมื่อน าไปแสดงบนผิวเฟจ 
และส่วนที่เป็น synthetic อยู่ในต าแหน่งที่มีความหลากหลายสูง โดยเฉพาะส่วนที่เป็น CDR3 ซึ่งมีหน้าที่
โดยตรงในการจับกับ antigen ที่มีความแปรปรวนสูงที่สุด 65, 66 
 
 ในการสร้างคลังนั้น สิ่งที่ส าคัญอีกประการหนึ่งคือชนิดของ helper phage ที่จะได้น ามาใช้ในการ
สร้าง เนื่องจาก vector ที่น ามาใช้ในการสร้างคลังนั้นเป็นชนิด phagemid จึงท าให้แบคทีเรียที่มี phagemid 
อยู่ไม่สามารถสร้างเฟจขึ้นมาได้เองแต่ต้องถูกติดเชื้อซ้ า (super infect) ด้วย helper phage ซึ่งจะท าหน้าที่
สร้าง โปรตีนที่จ าเป็นในการสร้างขึ้นเป็นตัวเฟจที่สมบูรณ์  โดยในระยะเวลา 20 กว่าปีที่ผ่านมาที่ได้มีการ
พัฒนาเทคโนโลยีนี้ขึ้นมานั้น ได้มีการพัฒนาชนิดของ helper phage ขึ้นตามมาเป็นล าดับ 129-134 โดย
วัตถุประสงค์หลักของการพัฒนา helper phage นี้ก็คือท าให้สามารถได้คลังของเฟจที่มีคุณภาพดีขึ้น คือมี
จ านวนของเฟจที่แสดง monoclonal antibody สูง แต่มเีฟจที่เป็นตัวรบกวน (back ground) น้อยที่สุด  โดย
วิธีการพัฒนา helper phage นั้นสามารถท าได้โดยการท าให้เกิดความผิดปกติบางอย่างบน genome ของ 
helper phage ท าให้สามารถเป็นได้แต่เพียงแหล่งของโปรตีนที่ประกอบกันเป็นตัวเฟจ เพ่ือสร้างเป็นเฉพาะ 
recombinant phage ที่มี antibody อยู่ แต่ไม่สามารถสร้างตัวเองได้  ตารางสรุปชนิดของ helper phage 
และคุณสมบัติเด่นๆ แสดงดังตารางที่ 1 
 
นอกจากคลังของ monoclonal antibody ของหนู และคน แล้ว ยังมีคลังของสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆอีกหลายประเภท
ที่ได้ถูกน ามาสร้างข้ึน  ตัวอย่างเช่น จากกระต่าย, ลูกไก่, แกะ, วัว, อูฐ, และลิงชนิด primate 135 ทั้งนี้ข้อจ ากัด
ในการสร้างคลัง antibody ของสิ่งมีชีวิตใดๆ คือความรู้ล าดับ base pair ของ immunoglobulin genes 
ทั้งหมดของสิ่งมีชีวิตนั้นๆ  เพราะถ้าสามารถรู้ล าดับ DNA ก็ย่อมจะสามารถออกแบบ primers เพ่ือใช้ในการ
สร้างคลังของสิ่งมีชีวิตใดๆ ก็ได้  ประโยชน์ของการสร้างคลังจากสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ คือ  อาจได้ antibody ที่มี
คุณสมบัติแตกต่างหลากหลายเพ่ิมขึ้น มีความสามารถดีในการจับกับ antigen ของเซลล์ร่างกาย (self-
antigen) หรือในกรณีที่ต้องการใช้ antibody เหล่านี้ในการรักษาโรคในสิ่งมีชีวิตนั้นๆ รวมทั้งการใช้เป็น
แหล่งข้อมูลในการค้นคว้าวิจัย 
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ตารางที่ 1 ชนิดและคุณสมบัติของ helper phage  

ชนิด คุณสมบัติ เอกสารอ้างอิง 
Ex-phage มี amber stop codon ที่ pIII (Baek et al., 

2002) 129 
CT-phage N1-N2 ถูกตัดออก (Kramer et 

al., 2003) 131 
Hyper-phage pIII ถูกตัดออก และใช้ packaging แบบพิเศษ (Rondot et 

al., 2001) 136 

R408d3 pIII ถูกตัดออก (Rakonjac et 
al., 1997) 137 

M13∆3.2 pIII ถูกตัดออก  (Duenas and 
Borrebaeck, 
1995) 138 

Phaberge มี amber stop codon ที่ pIII (Soltes et 
al., 2003) 134 

KM13 มี protease site ที่ pIII (Kristensen 
and Winter, 
1998) 89 

M13 K07 มีความผิดปกติในการจ าลองตัว (Vieira and 
Messing, 
1987) 139 

VCS M13 มีความผิดปกติในการจ าลองตัว (Sambrook 
and Russell, 
2001) 110 
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บทท่ี 3 : วิธีการด าเนนิการวิจัย และ ผลการวิจัย 
 

3.1 การพัฒนาวิธีการคัดหาคลังจากเฟจ (biopanning) 
ท า biopanning โดยใช้แอนติเจนที่เตรียมได้ คือ แบคทีเรียไรโซเบียมสายพันธ์ DOA 9 

(Bradyrhizobium sp DOA9)  และแบคทีเรียไรโซเบียมสายพันธ์ 9-2 (Bradyrhizobium sp SUTN9-2) 
โดยท าการหาสภาวะที่เหมาะสมในการท า biopanning โดยการอ้างอิงจากวิธีการที่ผู้วิจัยมีความช านาญอยู่
แล้ว แต่ปรับเปลี่ยนเพิ่มเติมเพ่ือให้เหมาะสมกับเป้าหมายที่ใช้ เมื่อคัดหา antibody ได้แล้ว ท าการตรวจสอบ
ความสามารถในการจับจ าเพาะกับ target ด้วยวิธีการ phage ELISA  โดยท าการคัดเลือกจากคลัง ย่าโม 1 
วิธีการที่พัฒนาขึ้นมาส าเร็จ มีรายละเอียดการท าและผลการทดลองดังนี้ 
 

วิธีการคัดหาคลังจากเฟจ 

ขั้นที่ 1 การตรึง antigen เป้าหมาย 
1.1  ใส่  20 µg ของ แบคทีเรียไรโซเบียม ใน 100 mM NaHCO3 pH 8.5  ปริมาณ 400 µl  ลงใน 
immunotube  
1.2 ปิดฝาด้วยจุกที่มากับ immunotube จากนั้นเก็บไว้ที่ 4°C เป็นเวลา 1 คืน 
 
ขั้นที่ 2 การคัดเลือกรอบแรก 
2.1  ล้าง immunotube 3 ครั้งด้วย PBS 
2.2  เติม 2% MPBS (2% Non-fat dried milk in PBS) ปริมาณ 4 ml ปิดปาก immunotube ด้วยจุกที่มา
กับ immunotube แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
2.3  เท  2% MPBS ออก ล้าง immunotube 3 ครั้งด้วย PBS 
2.4  เติมคลังของเฟจปริมาณ 1012 pfu ที่เจือจางอยู่ใน 2% MPBS ปริมาณ 300 ul ปิดฝาด้วยจุกแล้วหมุน
เป็นเวลา 1 ชั่วโมงและ ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง  
2.5  เทสารทิ้ง แล้วล้างด้วย PBST (PBS + 0.05% Tween 20) 3 รอบ แล้วล้างต่อด้วย PBS อีก 2 รอบ  
2.6  ท าการสกัด (elute) เฟจที่จับกับ antigen โดยใส่ 1 mg/ml trypsin buffer ปริมาณ 100 ul  ตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติม 50 mM glycine-HCl pH 2.0 ปริมาณ 100 ul แล้วตั้งทิ้งไว้อีก 
10 นาท ี
2.7 ท าให้สารสกัดเป็นกลาง (neutralize) โดยการเติม neutralization solution (200 mM NaHPO4, pH 
7.5) จ านวน 100 ul  
2.8  เก็บเฟจที่ elute ได้ครึ่งหนึ่งไว้ที่ 4°C  ส่วนอีกครึ่งหนึ่งเอาไปใส่ลงในหลอดที่มีแบคทีเรีย  E. coli TG1 ที่
ก าลังโตอยู่ในช่วง log phase ใน media 2xYT จ านวน 2 ml  
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2.9  ท าการเลี้ยงแบคทีเรียที่ถูก infect ด้วยเฟจที่ได้จากการคัดเลือกในรอบที่ 1 บนจานเลี้ยงเชื้อ  2xYT agar 
plate ที่มี 100 ug/ml ampicillin และ 1% glucose  โดยปั่นแยกเซลล์ที่ได้ให้ตกลงมาที่ความเร็วประมาณ 
3000xg เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเท media ทิ้งให้เหลือประมาณ 100 ul แล้วเกลี่ย (spread) ลงบนจาน
เลี้ยงเชื้อ  จากนั้นน าไปบ่มที่ 37°C ข้ามคืน  โดยในขั้นตอนนี้ก่อนที่จะ spread เชื้อลงทั้งหมดต้องน าเชื้อส่วน
หนึ่งมาเจือจางลงทีละ 10 เท่า (10 fold serial dilution) ก่อน แล้วจึงน าไป spread ลงบน plate เพ่ือให้ได้
เป็นแบคทีเรียโคโลนีเดี่ยว (single colony)  ดังที่ได้อธิบายไว้โดยละเอียดในขั้นที่ 5  เพ่ือให้สามารถค านวณ
จ านวนของเฟจที่คัดเลือกมาได้ในรอบนี้ นอกจากนั้นแล้วในกรณีที่ต้องการคัดเลือกเพียงรอบเดียว ยังสามารถ
ข้ามจากขั้นตอนที่ได้แบคทีเรียโคโลนีเดี่ยวในขั้นนี้ ไปต่อในขั้นที่ 6 คือการสร้างเป็นตัวเฟจ เพ่ือท าการตรวจ
ความสามารถในการจับด้วยวิธีการ ELISA ในขั้นตอนที่ 7 ได้เลย 
 
ขั้นที่ 3 การเตรียมเฟจเพ่ือท าการคัดเลือกรอบที่สอง 
3.1  ท าการเก็บรวบรวม colony ของแบคทีเรียที่โตขึ้นบนจานเลี้ยงเชื้อโดยใส่ media  2xYT จ านวน 1 ml 
ลงไปแล้วใช้แท่งแก้วขูดเอาแบคทีเรียออกมาให้หมด  กระจายเชื้อให้เข้ากันดี อย่าให้ติดกันเป็นก้อน 
3.2  น าแบคทีเรียจากข้ันแรกจ านวน 10 ul ไปเลี้ยงใน media 2xYT ที่มี 100 ug/ml ampicillin และ 1% 
glucose  จ านวน 10 ml 
3.3  น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C พร้อมกับเขย่าไปด้วยอย่างแรงเป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
3.4 เติม helper phage (KM13) จ านวน 5x1011 ตัว 
3.5  น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C โดยไม่ต้องเขย่าเป็นเวลา 30 นาที 
3.5 น าไปปั่นเหวี่ยง ที่ 4°C เป็นเวลา 10 นาท ี
3.6 แยกเอาส่วนใสด้านบนออก แล้วใส่ media 2xYT ที่มี 100 ug/ml ampicillin, 50ug/ml kanamycin 
และ 0.1% glucose จ านวน 10 ml กระจายแบคทีเรียที่อยู่ก้นหลอดให้ดีใน media นี้ 
3.7 น าแบคทีเรียไปบ่มที่อุณหภูมิ 30°C พร้อมกับเขย่าไปด้วยอย่างแรงเป็นเวลา 20 ชั่วโมง 
* ในวันนี้ให้ท าการตรึงโปรตีนเป้าหมายในหลอด immunotube เพ่ือท าการคัดเลือกในรอบต่อไปด้วย โดยใช้
วิธีการตรึงดังท่ีได้อธิบายในขั้นที่ 1 ปริมาณของ antigen ที่จะใช้ในการคัดเลือกรอบที่ 2 อาจใช้เท่ากับปริมาณ
ที่ใช้ในการคัดเลือกรอบสุดท้าย หรืออาจน้อยกว่านั้น 2-10 เท่าแล้วแต่ความเหมาะสม  ในที่นี้ท าการตรึง 15 
ug และ 10 ug ของแบคทีเรียไรโซเบียม ในการคัดเลือกรอบที่สองและสามตามล าดับ 
 
ขั้นที่ 4  การคัดเลือกรอบที่สอง 
4.1  ท าการแยก media เลี้ยงเชื้อที่มีเฟจอยู่จากข้ันที่แล้วโดยการ ปั่นตกตะกอน ที่ความเร็ว 3300g เป็นเวลา 
15 นาที  แล้วเก็บส่วนใสด้านบน (supernatant) ไว้ในหลอดทดลองที่สะอาด 
4.2  ท าการตกตะกอนเฟจโดยการเติมสารละลาย PEG/NaCl (20% Polyethylene glycol 8000, 2.5M 
NaCl) ปริมาณ 2.5 ml ลงใน supernatant จากข้ันที่ 4.1 ผสมให้เข้ากันดี แล้วตั้งทิ้งไว้บนน้ าแข็ง 1 ชั่งโมง 
4.3  น าไปปั่นตกตะกอนที่ 3300xg เป็นเวลา 30 นาที 
4.4  ก าจัดส่วนใสด้านบน (PEG/NaCl ) ออก แล้ว ปั่นตกตะกอน อีกครั้งที่ 3300g เป็นเวลา 30 นาท ี
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4.4  ก าจัด PEG/NaCl ออกให้หมด 
4.5  เติม PBS ปริมาณ 500 ul แล้วผสมกับตะกอนเฟจให้เข้ากันดี 
4.6  น าเฟจทั้งหมดที่ได้จากข้ันที่ 4.5 ไปท าการคัดเลือกรอบที่ 2 ตามวิธีที่ได้อธิบายไว้ในขั้นที่ 2  
* ถ้าต้องการคัดเลือก 3 รอบ ให้ท าซ้ าตั้งแต่ข้ันที่ 2 และ 3 อีกครั้งหนึ่ง 
 
ขั้นที่ 5  การแยกเป็นแบคทีเรียโคโลนีเดี่ยว 
หลังจากท่ีได้บ่มเฟจที่ elute ออกมาได้ กับ E. coli TG1 ตามข้ันตอนที่ 2.8  แล้ว  ท าการแยกให้ได้เป็นโคโลนี
เดี่ยวของแบคทีเรีย ซึ่งแสดง monoclonal antibody โครงสร้างต่างๆกันดังนี 
5.1  น าแบคทีเรีย TG1 ที่ถูก infect ด้วยเฟจมาเจือจางลงทีละ 10 เท่า (10 fold serial dilution) ก่อน  
5.2  น าแบคทีเรียทุกความเจือจางประมาณ 100 ul ไป spread ลงบน บนจานเลี้ยงเชื้อ  2XYT agar plate 
ที่มี 100 ug/ml ampicillin และ 1% glucose   
5.3  น าไปบ่มท่ี 37 °C ข้ามคืนเพื่อให้ได้เป็นแบคทีเรียโคโลนีเดี่ยว (single colony) เพ่ือใช้ในการสร้างเป็น
เฟจโคโลนีเดี่ยวในขั้นที่ 6 ต่อไป รวมทั้งต้องท าการค านวณจ านวนของเฟจที่คัดเลือกมาได้ทั้งหมด โดยการนับ
จ านวนเฟจที่โตบนเฟจเลี้ยงเชื้อแล้วคูณกับค่า dilution ที่ใช้ 
 
ขั้นที่ 6 การเตรียมเฟจโคโลนีเดี่ยว  
 ขั้นตอนนี้ใช้เวลา 2 วัน  วันแรกเป็นการเลี้ยงแบคทีเรียแต่ละโคโลนีที่มี phagemid ที่แสดง 
monoclonal antibody แต่ละโคลนเพื่อเก็บไว้ใช้ต่อไป (stock) และเพ่ือน าไปผลิตเป็นตัวเฟจโดยการ infect 
ด้วย helper phage  
วันแรก 
6.1  เลือก plate ที่มีแบคทีเรียเป็นโคโลนีเดี่ยวจากข้ันก่อน จากนั้นใช้ไม้จิ้มฟัน หรือลวดเขี่ยแต่ละโคโลนี
ขึ้นมา 
6.2  น าแต่ละโคโลนีไปเลี้ยงใน 2xYT ที่มี 100 ug/ml ampicillin, 50ug/ml kanamycin และ 1% glucose 
ที่อยู่ในหลุมบนจาน microtiter plate จ านวน 100 ul ดังนั้นจึงสามารถเลี้ยงแบคทีเรียได้ทีละ 96 โคโลนี ต่อ 
plate ในคราวเดียวกัน   
6.3  น าจาน microtiter plate ไปบ่มที่ 37°C โดยการเขย่าเบาๆ เป็นเวลาข้ามคืน 
วันที่ 2 
6.4  น าแบคทีเรียปริมาณ 2-5 ul จากแต่ละหลุมในขั้นที่แล้วไปใส่ในหลุมบนจาน ELISA ที่ม2ีxYT + 100 
ug/ml ampicillin + 1% glucose อยู่ 200 ul  ส่วนแบคทีเรียที่เหลือเก็บไว้เป็น stock โดยการเติม 
glycerol ให้ได้ปริมาตรสุดท้าย 15% แล้วน าไปเก็บไว้ที่ -80°C 
6.5  น าไปบ่มท่ี 37°C โดยการเขย่าเบาๆ เป็นเวลา 3-4 ชั่วโมง 
6.6  เติม 2xYT ที่มี 100 ug/ml ampicillin + 1% glucose + 109 helper phage จ านวน 50 ul 
6.7  น าไปบ่มท่ี 37°C โดยไม่ต้องเขย่า เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
6.8  น า microtiter plate  ไป ปั่นตกตะกอน ที่ 3300 xg เป็นเวลา 15 นาท ี
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6.9  ก าจัดส่วนใสด้านบน (supernatant) ออก แล้วเติม 2xYT ที่มี 2xYT ที่มี 100 ug/ml ampicillin, 
50ug/ml kanamycin ปริมาณ 200 ul   
6.10  น าไปบ่ม ที่ 30°C, 250 rpm เป็นเวลา 20 ชั่วโมง 
* ในวันนี้ให้ท าการตรึงโปรตีนเป้าหมายบนจาน ELISA เพ่ือท าการตรวจสอบในวันถัดไปด้วย โดยใช้วธิีการตรึง
ดังที่ได้อธิบายในขั้นที่ 1 ปริมาณของ antigen ที่จะใช้ในการตรวจสอบ ELISA อาจใช้เท่ากับปริมาณท่ีใช้ใน
การคัดเลือกรอบสุดท้าย หรืออาจน้อยกว่านั้นแล้วแต่ความเหมาะสม โดยท าการตรึงลงในหลุมเท่ากับจ านวน
โคโลนีที่จิ้มขึ้นมาในขั้นที่ 6.1 นอกจากนั้นแล้วยังต้องมีตัวควบคุม (background) ในการวิเคราะห์ด้วย โดย
การใส่ 2% MPBS ปริมาณ 200 ul หรือ antigen อ่ืนที่เหมาะสม ลงไปในหลุมของจาน ELISA ให้เท่ากับ
จ านวนของเฟจที่ต้องการท าการวิเคราะห์  โดยควรท าการทดสอบแบบ สองหรือสามซ้ า (duplicate หรือ 
triplicate) เพ่ือความน่าเชื่อถือ 
 
ขั้นที่ 7 การท า Monoclonal Phage ELISA  
7.1  น า microtiter plate จากข้ันที่ 6.10 ไป ปั่นตกตะกอน ที่ 3300 xg เป็นเวลา 15 นาที  เพื่อแยกส่วน 
supernatant ที่มีเฟจอยู่ไปใช้ในการวิเคราะห์ต่อไป 
7.2  ท าการล้างจาน ELISA ที่เตรียมไว้จากขั้นที่แล้ว 2 ครั้งด้วย PBS 
7.2  เติม 2% MPBS (2% Non-fat dried milk in PBS) ปริมาณ 200 ul   ปิดปากหลุม แล้วตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
7.3  เติมเฟจจากขั้น 7.1 ปริมาณ 100 ul  ที่เจือจางอยู่ใน 4 %MPBS ปริมาณ 50 ul ปิดปากหลุม แล้วตั้งทิ้ง
ไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง  
7.4  คว่ าทิ้งสารที่อยู่ในหลุม แล้วล้างด้วย PBST (PBS + 0.05% Tween20) 3 รอบ แล้วล้างต่อด้วย PBS อีก 
3 รอบ  
7.5  เติม HRP anti-M13 ที่เจือจาง 1:5,000 เท่าใน 2% MPBS ปริมาณ 100 ul ลงในแต่ละหลุม แล้วบ่มไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
7.6  ล้างด้วย PBST (PBS + 0.05% Tween20) 3 รอบ แล้วล้างต่อด้วย PBS อีก 3 รอบ 
7.7  เติมสาร ABTS + 0.05% H2O2 แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 15-60 นาทีเพ่ือรอให้เกิดสี 
7.8  ท าการวัดค่าความเข้มของสีจากปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นโดยการอ่านค่า OD (optical density) ด้วยเครื่อง 
ELISA plate reader ที่ความยาวแสง 405 nm 
7.9  คัดเลือกเฟจที่มีความสามารถในการจับดี คือมีค่า OD เป็น 2 เท่าของค่า background ขึ้นไป เพ่ือการ
วิเคราะห์ต่อไป 
 

ผลการวิเคราะห์ความสามารถในการจับของเฟจกับเป้าหมายด้วยวิธีการ Phage ELISA 
จากการท า biopanning เพ่ือคัดเลือกหาเฟจแอนติบอดีโดยใช้แอนติเจนที่เตรียมได้ คือ แบคทีเรียไร

โซเบียมสายพันธ์ DOA 9 (Bradyrhizobium sp DOA9)  และแบคทีเรียไรโซเบียมสายพันธ์ 9-2 
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(Bradyrhizobium sp SUTN9-2) พบว่า โคลน RD6/2 จบัจ าเพาะกับไรโซเบียมสายพันธ์ DOA 9 
(Bradyrhizobium sp DOA9)  และโคลน E10 จับจ าเพาะกับไรโซเบียมสายพันธ์ 9-2 (Bradyrhizobium sp 
SUTN9-2) ดังแสดงในภาพที่ 2 
 

 
 
ภาพที่ 2   ภาพแสดงผลการวิเคราะห์ phage ELISA เพ่ือแสดงเฟจโคลนที่แสดงแอนติบอดีส่วน scFv ที่
สามารถจับกับแบคทีเรียไรโซเบียมสายพันธ์ DOA 9 (Bradyrhizobium sp DOA9)  และแบคทีเรียไรโซเบียม
สายพันธ์ 9-2 (Bradyrhizobium sp SUTN9-2)อย่างจ าเพาะเจาะจง โดยใช้วิธีการตรวจจับด้วยตัวตรวจจับ 
anti-M13 
 

การวิเคราะห์โครงสร้าง 3 มิติ ของแอนติบอดีจากเฟจที่คัดหามาได้ 
 โคลน RD6/2  และ E10 ถูกน าไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยวิธีการ automated DNA 
sequencing แล้วตรวจผลด้วย software Vectot NTI จากนั้นน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปท านายโครงสร้าง
สามมิต ิโดยใช้โปรแกรมจาก Swissmodel เพ่ือท านายโครงสร้างเป็น pdb file แล้วใช้โปรแกรม pymol เพ่ือ
ดูโครงสร้างโดยละเอียด ผลการวิเคราะห์พบว่าเป็นโครงสร้างแอนติบอดีกระต่าย ที่ถูกต้องสมบูรณ์ตามความ
คาดหมาย ดังแสดงใน ภาพที่  3  และ 4 
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ภาพที่ 3 โครงสร้างสามมิติของ RD 6/2  
 

 
ภาพที่ 4  โครงสร้างสามมิติของ E10  
 
  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

24 
 

3.2 การสร้างคลัง antibody ส่วน scFv จากกระต่าย และการคัดหาแอนติบอดี (biopanning) 
  

การสร้างคลังของเฟจที่จะได้อธิบายในรายงานนี้เป็นวิธีการสร้างคลังของ antibody ของกระต่าย ที่มี
โครงสร้างเป็น scFv และเป็นแบบ immunized คือเจาะจงต่อแบคทีเรียไรโซเบียมสายพันธ์ DOA 9  
(Bradyrhizobium sp DOA9) ดังนั้นจึงต้องใช้ม้ามของกระต่ายที่ถูกฉีดกระตุ้นด้วยแบคทีเรียไรโซเบียมสาย
พันธุ์ DOA9 เป็นต้นแบบในการสร้าง immunoglobulin gene  ขั้นตอนการสร้างเริ่มตั้งแต่ การออกแบบเส้น 
oligonucleotides primers ใหม่ดังแสดงในตารางที่ 2 และเลือก vector ที่เหมาะสม แล้วท าการสกัด  Total 
RNA จากนั้นจึงท าการเพ่ิมจ านวนชิ้น DNA ของส่วน variable domain ของทั้ง heavy และ light chain 
ด้วยวิธีการ RT-PCR  แล้วรวมกันเข้าเป็นชิ้น scFv โดยมีตัวเชื่อม (linker) ที่เหมาะสม  หลังจากนั้นจึงท าการ
เชื่อม (ligate) ชิ้น DNA ของ scFv ที่ได้สร้างข้ึนเข้าไปใน vector แล้วน าไปใส่ใน electrocompetent E. coli  
จากนั้นท าการค านวณขนาดของคลัง (library complexity หรือ library diversity) ที่ได้สร้างขึ้นซึ่งอยู่ในรูป
ของ bacteria ที่มี vector ที่ได้ตัดต่ออยู่  แล้วเก็บคลังของ antibody ที่อยู่ใน bacteria ไว้ที่อุณหภูมิ -80 °C  
จากนั้นท าการสร้างเป็นคลังของเฟจที่แสดง scFv โดยการใช้ helper phage ช่วย  แล้วเก็บคลังเฟจที่ได้สร้าง
ขึ้นโดยการท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีการตกตะกอนด้วย polyethylene glycol (PEG) แล้วเก็บไว้ที่ -80 °C เช่นกัน 
เมื่อสร้างคลังเสร็จแล้ว น ามาใช้ในการคัดหาแอนติบอดีที่จับจ าเพาะกับเป้าหมายคือ DOA9 ตามแนวทางการ
ท า biopanning รายละเอียดของแต่ละขั้นตอนในการสร้างคลังจะได้อธิบายเป็นข้อๆ ดังนี้  
 

ขั้นที่ 1 การสกัด  Total RNA จากม้าม 
1.1  สกัด Total RNA จากม้ามโดยใช้ TRIzol น าม้ามกระต่ายที่ถูกฉีดกระตุ้นด้วยแบคทีเรียไรโซเบียมสาย
พันธ์ DOA 9  (Bradyrhizobium sp DOA9) ที่เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 ˚C มาบดกับไนโตรเจนเหลวในโกร่งให้
ละเอียด จากนั้นเติม TRIzol 1 ml ต่อน้ าหนักม้าม 50-100 มิลลิกรัม 
1.2  น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 ˚C เป็นเวลา 15 นาที โดยกลับหลอดทดลอง ทุกๆ 5 นาที จากนั้นน าไปวางบน
น้ าแข็ง 5 นาที 
1.3   เติมคลอโรฟอร์ม 200 ul ต่อปริมาณการใช้ TRIzol 1 ml แล้วเขย่าอย่างแรง 15 วินาที จากนั้นบ่มที่
อุณหภูมิ 30 ˚C 15 นาที 
1.4    ปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 xg เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 ˚C 
1.5    ดูดสารละลายใสด้านบนใส่หลอดทดลองใหม่ จากนั้นเติม 1 ul RnaseOUT 
1.6    เติม Isopropanal 500 ul เขย่าอย่างแรง แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ -20 ˚C ข้ามคืน 
1.7    ปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 xg เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 ˚C 
1.8     ดูดสารละลายทิ้งอย่างระมัดระวัง ตะกอนอาร์เอ็นเอสีขาวที่อยู่ที่ก้นหลอด จากนั้นเติมเอธานอล 75% 
และกลับหลอดทดลอง 3 ครั้ง 
1.9     ปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 xg เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 ˚C 
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1.10    ดูดสารละลายทิ้งอย่างระมัดระวัง ตะกอนอาร์เอ็นเอสีขาวที่อยู่ที่ก้นหลอด จากนั้นเปิดฝาหลอดและ
 ตั้งทิ้งไว้ในตู้ปลอดเชื้อประมาณ 5-10 นาที 
1.11    เติมน้ า Rnase Dnase free 50 ul เพ่ือละลายตะกอนอาร์เอ็นเอ และท าการตรวจสอบ RNA โดยใช้ 
Formaldehyde agarose gel electrophoresis จากนั้นวัดปริมาณความเข้มข้นของ Total RNA โดยใช้ 
Qubit RNA Assay Kit 
* หมายเหตุ ก่อนจะท าการสกัด RNA จะต้องท าการเตรียมอุปกรณ์ และน้ าที่จะใช้ในการสกัดให้ปราศจาก 
เอนไซม์ RNase ก่อนโดยการใช้สาร diethlypyrocarbonate (DEPC) ตามค าแนะน าจากหนังสือ Molecular 
cloning ของ Sambrook และ Russell (Sambrook and Russell, 2001)  โดยการเตรียม DEPC-treated 
H2O นั้นท าได้โดยการเติม DEPC ลงในน้ าให้ได้ปริมาณ 0.1% แล้วบ่มไว้ หรือใช้แช่อุปกรณ์ท่ี 37 °C ข้ามคืน 
หรือที่ 65 °C เป็นเวลา 1 ชั่วโมงจากนั้นท าการ autoclave เพ่ือท าลาย DEPC ซึ่งเป็นสารก่อมะเร็ง จึงต้องใช้
ด้วยความระมัดระวัง  
 ตรวจ total RNA ที่เตรียมได้โดยการแยกด้วยกระแสไฟฟ้าผ่าน agarose gel แล้วย้อมด้วย 
ethidium bromide  จากนั้นน า RNA ที่เตรียมได้ไปเป็นต้นแบบในการสร้าง cDNA ของimmunoglobulin 
gene ในขั้นที่ 3 ต่อไป  ในกรณีท่ีไม่สามารถท าได้ทันที ให้เก็บไว้ที่ -70 °C 
 

ขั้นที่ 2  การสร้าง cDNA ของ immunoglobulin heavy chain (HC) และ light chain (LC)  
 หลังจากท่ีได้ total RNA จากข้ันที่ 1 แล้ว ขั้นต่อไปคือการเปลี่ยนให้เป็น cDNA เพ่ือที่จะสร้างเป็นชิ้น 
DNA ส่วน variable domain ของทั้ง heavy และ light chain (VH และ VL) ต่อไป  วิธีการสร้างชิ้น cDNA 
จาก mRNA ท าได้ด้วยวิธีการ reverse transcription โดยใช้ primer 3 แบบคือ random hexamer, oligo 
dT, หรือ specific primer ทั้งนี้จากผลการวิจัยในห้องปฏิบัติการของข้าพเจ้า พบว่าเมื่อใช้ primers ผสม
ระหว่าง random hexamer และ oligo dT จะให้ผลดีที่สุดดังนี้ 
 
2.1 น า total RNA ของกระต่าย 10 - 20 ไมโครกรัม เพ่ือจะเปลี่ยน RNA ไปเป็น cDNA โดยใช้เอนไซม์ M-
MuLV Reverse Transcriptase โดยผสม reaction บนน้ าแข็งตามตารางที่ 1 ทั้งนี้ก่อนที่จะเริ่มท าปฏิกิริยา
นั้นให้น า RNA ไปให้ความร้อนที่ 90 °C เป็นเวลา 5 นาที แล้วท าให้เย็นลงอย่างรวดเร็วโดยวางลงบนน้ าแข็ง
ก่อน เพ่ือท าลาย secondary structure ของ RNA  
 
2.2 จากนั้นท าปฏิกิริยาข้างต้นที่อุณหภูมิ 42 °C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง แล้วท าการหยุดปฏิกิริยาโดยการให้ความ
ร้อนที่ 90 °C เป็นเวลา 3 นาทีจากนั้นท าให้เย็นลงอย่างรวดเร็วโดยน าหลอดไปใส่ในน้ าแข็ง  เก็บ cDNA ไว้ที่ -
20 °C  เพ่ือใช้ต่อในขั้นต่อไป  ชิ้น cDNA ที่ได้สร้างข้ึนเสร็จแล้วนี้ไม่ควรเก็บไว้นาน 
 
ตารางที่ 2 Reaction ของการเปลี่ยน RNA ไปเป็น cDNA 

สาร ปริมาณ 
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RNA (10 ug) 
10xM-MuLVReverse Transcriptase buffer 
1.25 mM dNTP mix 
80 ng/ul Random 6 mer 
20 mM OligoDT 
RNase OUT 
10xM-MuLVReverse Transcriptase 
Dnase Rnase free water 

10 ul 
10 ul 
10 ul 
10 ul 
1 ul 
4 ul 
1 ul 
24 ul 

Total 100 ul 

 

ขั้นที่ 3 การสังเคราะห์ variable heavy (VH) และ variable light (VL) 
 ข้อมูลของ immunoglobulin gene เพ่ือใช้ในการออกแบบสร้าง oligonucleotide primers 
ส าหรับการสร้างชิ้น DNA ส่วน variable domain ของทั้ง heavy และ light chain ด้วยวิธีการ PCR 
สามารถหาได้จากฐานข้อมูล V-base ซึ่งเป็นที่รวบรวมข้อมูลที่ทันสมัยที่สุด [http://vbase.mrc-
cpe.cam.ac.uk] โดยในการสร้าง scFv ด้วยวิธีที่ได้พัฒนาขึ้นมาในห้องปฏิบัติการของข้าพเจ้านี้ primer ที่ใช้
ในการสร้างชิ้น variable domain ของ heavy และ light chain นั้นจะมีส่วนของ restriction site (Sfi I 
และ Not I) ส าหรับโคลนเข้า vector (pMod1) หรือส่วนที่จะใช้ในการเชื่อมต่อระหว่าง heavy และ light 
chain ที่ประกอบด้วย linker sequence ไว้ด้วยกันเลย  วิธีการนี้ช่วยให้ประหยัดค่าใช้จ่ายและสะดวกรวดเร็ว
กว่าวิธีการแบบเก่า ซึ่งต้องท าการเพ่ิมจ านวน DNA ถึง 2 ครั้ง   ล าดับของเบสของ primers ที่ใช้ในการสร้าง
คลังทั้งหมดแสดงไว้ในตารางที่ 3  โดยมีล าดับของ amino acid ส่วน linker sequence คือ 
GGGGSGGGGSGGGGS 
 
ตารางที่ 3 ไพร์เมอร์ส าหรับการสังเคราะห์ยีน VH และ VL 

ไพร์เมอร์ ล าดับเบส 
rVH5’SfiI 
rVH5’SfiI1    
rVH5’SfiI2    
rVH5’SfiI3    
rVH5’SfiI4    
rVH5’SfiI5    
rVH3’link 
rVH3’link1 
 

 
5’ GCC CAG CCG GCC atg gcc CAG TCG GTG GAG GAG TCC RGG 3’ 
5’ GCC CAG CCG GCC atg gcc CAG TCG GTG AAG GAG TCC GAG 3’ 
5’ GCC CAG CCG GCC atg gcc CAG TCG YTG GAG GAG TCC GGG 3’ 
5’ GCC CAG CCG GCC atg gcc CAG SAG CAG CTG RTG GAG TCC GG 3’ 
5’ GCC CAG CCG GCC atg gcc CAG TCG CTG GAG GAG TCC GGG GGT 3’ 
 
5’ gcc aga acc gcc tcc ccc act ccc tcc gcc acc CGA TGG GCC CTT GGT GGA GGC 
TGA RGA GAY GGT GAC CAG GGT GCC 3’ 
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rVH3’link2 
rVL5’linkk  
rVL5’linkk 1 
rVL5’linkk 2 
rVL5’linkk 3 
rVL5’linkk 4 
rVL5’linkk 5 
rVL5’linkl 
rVL5’linkl1 
rVL5’linkl2 
rVL3’NotIk 
rVL3’NotIk1    
rVL3’NotIk2 
rVL3’NotIk3 
rVL3’NotIl 
rVL3’NotIl1 
rVL3’NotIl2 
rPtfw  
rPtrv  

5’ gcc aga acc gcc tcc ccc act ccc tcc gcc acc GAC TGA YGG AGC CTT AGG TTG C 
3’ 
 
5’ agt ggg gga ggc ggt tct ggc gga ggt ggg tcg GAG CTC GTG MTG ACC CAG ACT CCA 
3’ 
5’ agt ggg gga ggc ggt tct ggc gga ggt ggg tcg GAG CTC GAT MTG ACC CAG ACT CCA 
3’ 
5’ agt ggg gga ggc ggt tct ggc gga ggt ggg tcg GAG CTC GTG ATG ACC CAG ACT GAA 
3’ 
5’ agt ggg gga ggc ggt tct ggc gga ggt ggg tcg GCT CAA GTG CTG ACC CAG AC 3’ 
5’ agt ggg gga ggc ggt tct ggc gga ggt ggg tcg GMC MYY GWK MTG ACC CAG ACT CC 
3’ 
 
5’ agt ggg gga ggc ggt tct ggc gga ggt ggg tcg GAG CTC GTG CTG ACT CAG TCG CCC 
TC3’ 
5’ agt ggg gga ggc ggt tct ggc gga ggt ggg tcg CAG CCT GTG CTG ACT CAG TCG 3’ 
 
5’ cag tca ttc tcg act tGC GGC CGC ACG TTT GAT TTC CAC ATT GGT GCC 3’ 
5’ cag tca ttc tcg act tGC GGC CGC ACG TAG GAT CTC CAG CTC GGT CCC 3’ 
5’ cag tca ttc tcg act tGC GGC CGC ACG TTT GAC SAC CAC CTC GGT CCC 3’ 
 
5’ cag tca ttc tcg act tGC GGC CGC GCC TGT GAC GGT CAG CTG GGT CCC 3’ 
5’ cag tca ttc tcg act tGC GGC CGC ACC TGT GAC GGT CAG CTG GGT CC 3’ 
5’ cct ttc tat gcG GCC CAG CCG GCC atg gcc 3’ 
5’ cag tca ttc tcg act tGC GGC CGC 3’ 
 

 
หมายเหตุ S = G/C, R = G/A, K = G/T, M = A/C, Y = C/T, W = A/T, H = A/C/T, B = C/G/T, V = 
A/C/G, D = A/G/T, N = A/T/G/C. 
 น า cDNA ที่ได้ 10 ul มาใช้เป็นแม่แบบในการสร้างยีนของแอนติบอดีทั้งส่วน variable heavy (VH) 
และ variable light (VL) ด้วยเทคนิคทาง PCR โดยผสม reaction บนน้ าแข็งตามตารางที่ 4 และท าปฏิกิริยา
สภาวะการสังเคราะห์ DNA ด้วยเทคนิคทาง PCR ดังตารางที่ 5 โดยใช้เอนไซม์ Taq DNA polymerase และ 
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Pfu DNA polymerare และใช้ไพรเมอร์ดังตารางที่ 3 จึงมีคู่ไพร์เมอร์ ทั้งหมด 29 คู่ จากนั้นตรวจสอบผลของ
ท าพีซีอาร์ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซีส  
 
ตารางที่ 3 Reaction สังเคราะห์ DNA ด้วยเทคนิคทาง PCR 
 
สาร ปริมาณ 

cDNA 
10x Thermol buffer polymerase 
100x BSA 
10 mM dNTP 
10 uM Fw primer 
10 uM Rv primer 
Taq DNA polymerase  
Pfu DNA polymerare 
Dnase Rnase free water 

10 ul 
5 ul 
0.5 ul 
1 ul 
5 ul 
5 ul 
0.3 ul 
0.3 ul 
22.9 ul 

Total 50 ul 

 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 5 สภาวะการสังเคราะห์ DNA ด้วยเทคนิคทาง PCR 
 
ขั้นตอนที่ อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา(นาที) จ านวนรอบ 

1 
2 
 
 
3 

94 
94 
Tm ที่เหมาะสม 
72 
72 

5 นาที 
1 นาที 
1 นาที 
2 นาที 
10 นาที 

1 
 
 
35 
1 
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ค้างไว้ที่ 4 จนกว่าจะท า             
อิเล็กโทรโพรีซีส 

- 

 

ขั้นที่ 4  การสร้างเป็นชิ้น scFv 
ขั้นตอนนี้เป็นการน าชิ้นส่วนยีนของแอนติบอดีทั้งส่วน variable heavy (VH) และ variable light 

(VL) ทั้งสองส่วนมารวมกันด้วยวิธี PCR เพ่ือสร้างสายแอนติบอดีสายเดี่ยว (scFv) ที่มีความหลากหลายสูง 
(Re-assemble) 

โดยหลังจากท่ีสังเคราะห์ DNA ส าหรับ VH และ VL ได้ทั้งหมดแล้ว ขั้นต่อไปคือการน าชิ้น DNA ทั้ง
สองส่วนมารวมกันเข้าด้วยวิธี PCR ให้ได้เป็นชิ้น scFv ที่มีต าแหน่งส าหรับการตัดด้วย Sfi I ทาง 5’ และ Not I 
ทาง 3’ และเชื่อมกันตรงกลางด้วย linker sequence (GGGGSGGGGSGGGGS) โดยใชป้ฏิกิริยาเป็น 2 ขั้น 
ขั้นแรกเป็นการ re-assemble โดยท าการรวมชิ้น VH และ VL ในปฏิกิริยาที่ปราศจาก primer จากนั้นท าการ
สร้างเป็นชิ้น scFv ที่สมบูรณ์ โดยปฏิกิริยา PCR ที่มี  primers อยู่เรียกปฏิกิริยาชนิดนี้ว่า pull-through โดย
ชุดของ primer ที่ใช้ในปฏิกิริยา pull-through แสดงดังตารางที่ 2 
 
4.1 เป็นการรวมชิ้นส่วน VH และ VL ด้วยปฎิกิริยาที่ปราศจาก primer 
ปฏิกิริยาขั้นแรก (Assemble) 
 VH and VL ในปริมาณท่ีเท่ากัน   600-800 ng 
 dNTPs     200   µM 
 10x Pfu Buffer    1x 
 Pfu DNA polymerase (Promega) 1.25  units  
 BSA     0.1  mg/ml 
 H2O ให้ได้ปริมาตรสุดท้าย  50  µl 
 
 ท าปฏิกิริยา assemble ในเครื่อง thermo cycler โดยตั้งค่าดังนี้ 
  ก.  Denaturing 94°C  45 sec  
  ข.  Annealing 60°C  50 sec  5 cycle 
  ค.  Extension 72°C  1 min  
 
4.2 ท าการสร้างชิ้นส่วน scFv ที่สมบรูณ์ โดยใช้ปฏิกิริยา PCR ที่มี primer เรียกปฏิกิริยานี้ว่า pull-through 
โดยชุด primer ที่ใช้ในปฏิกิริยานี้คือ rPtfw; cct ttc tat gcG GCC CAG CCG GCC atg gcc และ rPtrv; cag 
tca ttc tcg act tGC GGC CGC โดยใช้เอนไซม์ Platinum Pfx DNA polymerase  
ปฏิกิริยาขั้นที2่ (Pull-through) 
 Assembled products จากขั้นแรก 1   µl     
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 PTfw (5’) primer   1  µM 
 PTrv (3’) primer   1  µM 
 dNTPs     200   µM 
 10x Pfu Buffer    1x 
 Pfu DNA polymerase (Promega) 1.25  units  
 BSA     0.1  mg/ml 
 H2O ให้ได้ปริมาตรสุดท้าย  100  µl 
 
 ท าปฏิกิริยา PCR ในเครื่อง thermo cycler โดยตั้งค่าดังนี้ 
  ก.  Denaturing  94°C  1 min  
  ข.  Annealing  60°C  1 min  30 cycle 
  ค.  Extension  72°C  2 min  
  ง.  Final Extension 72°C  10 min  1 cycle 
 
 หลังจากท่ีท าปฏิกิริยาเสร็จแล้ว ต้องท าการตรวจ DNA ที่สังเคราะห์ขึ้นมาด้วยการแยกด้วย
กระแสไฟฟ้าผ่าน agarose gel (agarose gel electrophoresis) โดยต้องท าปฏิกิริยา pull-through ทั้งหมด 
5 ครั้งให้ได้ปริมาตรรวม 500 µl จากนั้นท าการลดปริมาณของ PCR products ที่เตรียมได้โดยการตกตะกอน
ด้วย Sodium acetate และ absolute ethanol ให้ได้ปริมาณ 150 µl ก่อน (Sambrook and Russell, 
2001)  แล้วจึงน าไปท าให้บริสุทธิ์ด้วยการสกัดจาก agarose gel โดยใช้ชุดสกัดจากบริษัท promega ให้ได้
ปริมาตรสุดท้าย 100 µl   จากนั้นเก็บ DNA ที่เตรียมได้จากข้ันนี้ไว้ที่ -20 °C เพ่ือใช้ในขั้นต่อไป โดยตรวจสอบ
ผลของท าพีซีอาร์ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซีสดังภาพที่ 1 
 

ขั้นที่ 5  การเชื่อม scFv  เข้ากับ vector (ligation) 
 ขั้นต่อไปหลังจากที่สร้างชิ้น scFv ได้แล้วคือการ clone เข้า vector เพ่ือใช้ในการแสดงบนผิวเฟจ 
โดยให้เชื่อมอยู่กับโปรตีนปกคลุมผิวชนิดรอง (pIII)  โดย vector ที่ใช้เป็นประเภท phagemid  ซึ่งพัฒนามา
จาก vector pCANTAB หรือ pHEN 41 ส่วน phagemid ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการของข้าพเจ้านั้นได้สร้างขึ้นมา
เองโดยการพัฒนาต่อมาจาก vector p3.2 (Maxim Biotech)  ตั้งชื่อว่า pMod1  ขั้นตอนการเชื่อม scFv 
insert เข้ากับ vector เริ่มจากการตัด ทั้ง insert และ vector ด้วย restriction enzyme Sfi I และ Not I 
โดยต้องตัดแยกกันตามล าดับทีละครั้ง (serial digestion) และต้องใช้ vector ในปริมาณสูงคือประมาณ 20 
µg   ซึ่งควรท าการตัด phosphate group ออกจากปลาย 5’ ของ vector ที่ได้รับการตัดแล้วด้วยเพื่อให้มี 
back ground หรือ vector ที่ไมต่้องการให้น้อยที่สุด  จากนั้นจึงท าการ ligate เข้ากับ vector  ปฏิกิริยา
ต่างๆที่ใช้ในขั้นตอนนี้คือ 
5.1  การตัด vector ด้วยเอนไซม์ Sfi I 
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 Vector       20 µg 
 10xCutsmart Buffer    50 µl    
 Sfi I      8000 unit 
 H2O ให้ได้ปริมาตรสุดท้าย   500 µl 
 ท าการบ่มที่อุณหภูมิ  50 °C เป็นเวลา 10 ชั่วโมง  หลังจากนั้นท า DNA ให้บริสุทธิ์ด้วยชดุท าความ
สะอาด DNA โดยให้ได้ปริมาตรสุดท้าย 400 µl  
 
5.2  การตัด insert (scFv)  ด้วยเอนไซม์ Sfi I 
 Insert      7 µg 
 10xCutsmart Buffer    10 µl  
 Sfi I      8000 unit 
 H2O ให้ได้ปริมาตรสุดท้าย   100 µl 
 
 ท าการบ่มที่อุณหภูมิ 50 °C เป็นเวลา 10 ชั่วโมง หลังจากนั้นท า DNA ให้บริสุทธิ์ด้วยชดุท าความ
สะอาด DNA โดยให้ได้ปริมาตรสุดท้าย 50 µl  
 
5.3  การตัด vector ด้วยเอนไซม์ Not I 
 Vector จากข้ัน 5.1    400 µl 
 10xCutsmart Buffer    50 µl    
 NotI      2000 unit 
 H2O ให้ได้ปริมาตรสุดท้าย   500 µl 
 
5.4  การตัดกลุ่ม 5’ phosphate จาก vector 
 Reaction หลังจากด้วย Not I ในขั้น 5.3  500 µl 
 Calf intestinal phosphatase (CIP, NEB)  3 µl 
 
 ท าการบ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นท าให้ DNA เข้มข้นขึ้นด้วยการตกตะกอน
ด้วย 3M Sodium acetate และ absolute ethanol ให้ได้ปริมาตรสุดท้าย 150-200 µl (Sambrook and 
Russell, 2001) 
 
5.5  การตัด insert ด้วยเอนไซม์ Not I 
 Insert จากข้ัน 5.2    50 µl 
 10xCutsmart Buffer    6 µl     
 Not I      2000 unit 
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 H2O ให้ได้ปริมาตรสุดท้าย   60 µl 
5.6 การท า insert  และ  vector ที่ได้ถูกตัดด้วยเอนไซม์แล้วให้บริสุทธิ์ 
 น า insert และ vector ที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์แล้วมาท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี agarose gel purification 
โดยใช้ชุดท าความสะอาด Wizard clean up kit (promega)  โดยสกัดให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 120 µl 
และ 50 µl ส าหรับ vector และ insert ตามล าดับ  หลังจากนั้นเป็นขั้นตอนที่ส าคัญมาก นั่นคือการท าการ
เชื่อมต่อ (ligation) DNA กับ insert เข้าด้วยกัน ซึ่งจ าเป็นต้องมีปริมาณ vector และ insert ที่มากพอ  จาก
การวิจัยในห้องปฏิบัติการของข้าพเจ้าพบว่า ปฏิกิริยาที่ได้ผลดีในขั้นตอนนี้คือ ต้องมี vector ประมาณ 2-3 µg 
และมีอัตราส่วนระหว่าง vector : insert = ในช่วง 1:1 ถึง 1:3  ซึ่งควรลองท าในปริมาณน้อยดูก่อนว่า
อัตราส่วนใดดีที่สุด  การใช้ vector ในปริมาณเท่านี้ ท าให้ได้คลังที่มีขนาดความหลากหลาย ~ 108  ถ้า
ต้องการให้ได้คลังที่มีขนาดใหญ่กว่านี้ ต้องเพ่ิมปริมาณ vector เป็น 20-200 µg  
 ทั้งนี้นอกจากปฏิกิริยา ligation แล้ว ยังจ าเป็นต้องท าการทดลองควบคุมการเชื่อมต่อ (ligation 
control) คือการท าปฏิกิริยา ligation ที่ปราศจาก insert เพ่ือประมาณ background ของคลังด้วย 
 
5.7 ปฏิกิริยาการเชื่อม DNA เข้ากับ vector 
  DNA insert    2.8 µg 
  Vector     5.5 µg 
  10xBuffer    20 µl 
  T4 DNA ligase (NEB)   6000 unit 
  H2O ให้ได้ปริมาตรสุดท้าย  200 µl 
 
 ท าการบ่มปฏิกริยาที่อุณหภูมิ 16 °C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง หลังจากนั้นท าให้ DNA เข้มข้น และก าจัด
เกลือโดยการตกตะกอนด้วย 3M Sodium acetate pH 5.2 และ absolute ethanol แล้วละลายในน้ า
ปริมาตร 40 µl  จากนั้นน า ligated products ที่ได้ในขั้นนี้ไป transform เข้า E. coli ในขั้นที่ 6 ต่อไป 
 

ขั้นที่ 6  การ transform recombinant vector เข้าสู่ E. coli 
 หลังจากท่ีได้ท าการเชื่อม scFv insert เข้ากับ vector แล้ว ขั้นต่อไปคือการน า recombinant 
phagemid ที่มี scFv อยู่ใส่เข้าไปใน E. coli TG1 หรือ DH5α  เพ่ือสร้างเป็นคลังของ scFv ที่อยู่ในรูปของ
แบคทีเรีย ขั้นตอนนี้ถือเป็นขั้นส าคัญในการก าหนด diversity/complexity หรือขนาดของคลัง  วิธีการที่ใช้ใน
การน า DNA เข้าสู่เซลล์แบคทีเรียคือวิธีการ electroporation ซึ่งมีความจ าเป็นที่จะต้องสร้าง electro 
competent cells ที่มีประสิทธิภาพสูงที่สุด   วิธีการสร้าง electrocompetent cell ที่ได้พัฒนาขึ้นใน
ห้องปฏิบัติการของข้าพเจ้า และพบว่ามีประสิทธิภาพดีในการสร้างเป็น competent cells ที่มีประสิทธิภาพ 
(efficiency) สูง (109-10 cells/µg DNA) เป็นดังนี้ 
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6.1  การท า electrocompetent cells 
 6.1.1  เขี่ยโคโลนีของ E. coli  มา 1 โคโลนี แล้วน าไปเลี้ยงใน media 2xYT ที่ 37 °C หนึ่งคืน  
 6.1.2  น าแบคทีเรียที่เลี้ยงได้มา 500 µl แล้วใส่ลงใน flask ที่มี SOB medium ปริมาณ 50 ml 
 6.1.3  น าไปบ่มท่ี 37 °C โดยการเขย่าไปด้วยที่ความเร็ว 200 rpm จนแบคทีเรียโตได้ค่า OD600 = 
0.6  (ส าหรับ E. coli TG1 ใช้เวลาประมาณ 2 ชั่งโมง) 
 6.1.4  น า flask ไปแช่บนน้ าแข็ง 10 นาที  โดยเขย่าเบาๆไปด้วยเป็นครั้งคราว 
 6.1.5  เทเซลล์ลงในหลอด centrifuge ที่เย็นจัด  แล้วน าไป centrifuge ที่ความเร็ว 3500 xg เป็น
เวลา 20 นาท ี
 6.1.6  เทของเหลวใสด้านบนออก แล้วค่อยๆผสมเซลล์ใน น้ า DI ที่เย็นจัดปริมาณ 50 ml อย่างเบาๆ 
ให้เข้ากันดี 
 6.1.7  น าไป centrifuge ที่ความเร็ว 3500 xg เป็นเวลา 10 นาที แล้วเทส่วนใสด้านบนออก 
 6.1.8  ค่อยๆผสมเซลล์ (resuspend) ในน้ า DI ที่เย็นจัดปริมาณ 25 ml อย่างเบาๆ ให้เข้ากันดี แล้ว
น าไป centrifuge ที่ความเร็ว 3500 xg เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเทส่วนใสด้านบนออก (ข้อนี้ไม่จ าเป็น
ส าหรับ E. coli TG1 อาจข้ามไปได้) 
 6.1.9  ค่อยๆผสมเซลล์ด้วย 10% glycerol ที่เย็นจัดปริมาณ 4 ml อย่างเบาๆ ให้เข้ากันดี แล้วน าไป 
centrifuge ที่ความเร็ว 3500 xg เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเทส่วนใสด้านบนออก 
 6.1.10  ค่อยๆผสมเซลล์ด้วย 10% glycerol ที่เย็นจัดปริมาณ 150 µl  อย่างเบาๆ ให้เข้ากันดี แล้ว
น าไปเก็บไว้ในหลอด microcentrifuge tube ที่เย็นจัดหลอดละ 50-200 µl   
 
6.2 การน า recombinant phagemid เข้าเซลล์ E. coli ด้วยวิธีการกระตุ้นด้วยไฟฟ้า (electroporation)
  
 หลังจากท่ีได้สร้าง electro competent cells แล้ว น า cells ที่ได้สร้างข้ึนมาใหม่ (fresh) มาใช้ใน
การ transformation ทันที่ เพ่ือให้ได้คลังที่มีคุณภาพดีที่สุด  โดยใช้วิธีการดังนี้ 
  Ligated product   20 µl     
  Electro competent cells  300 µl 
 
 ท าการ transform โดยใช้เครื่อง electroporator (Biorad)  โดยตั้งค่าท่ี 2500 volt และ 4.5 msec  
ท าการ transform ทั้งหมด 2 ครั้ง  หลังจากผ่านด้วยกระแสไฟฟ้าแล้วเติม SOC media ปริมาณ 3 ml ลง
ทันทีแล้วน าเซลล์ไปเลี้ยงต่อที่ 37 °C เป็นเวลา 45 นาที  จากนั้นน าเซลล์ไปเลี้ยงบนจานเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง 
(TYE plate) ขนาด 15 ซม ที่มี 100 µg/ml ampicillin และ 1% glucose จ านวน 8 จาน ที่ 37°C ข้ามคืน  
 ในขั้นนี้ต้องท าการค านวณความหลากหลาย (diversity/complexity) หรือขนาดของคลัง
(complexity)  ด้วยโดยการนับจ านวนของ recombinant bacteria ที่โตบนจานเลี้ยง LB agar ที่มี 
ampicillin 100 µg/ml อยู่ด้วย โดยการเจือจางเซลล์ทีละ 10 เท่า (10 fold serial dilution) ประมาณ 4-5 
ครั้งก่อนที่จะน าไปเกลี่ย (spread) ลงบนจานเลี้ยงเชื้อ  จากนั้นในวันรุ่งขึ้นนับจ านวน colony แล้วค านวณหา
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ปริมาณของแบคทีเรียทั้งหมดในคลัง  โดยนอกจากจะต้องค านวณจ านวนของ bacterial colony ที่ได้จากการ 
transform ligated phagemids แล้ว ยังต้องค านวณหา background ซึ่งเป็นจ านวนของ bacteria ที่ได้จาก
การ transform ด้วย ปฏิกิริยา ligation ที่เป็นตัวควบคุม (control)  ซึ่งค่า background นี้จะใช้ในการ
ค านวณหาขนาดของคลังที่แท้จริง ซึ่งโดยทั่วไปแล้วค่า background ไม่ควรเกิน 1 %    
หลังจากท่ีได้คลังของ bacteria ที่มี scFv แล้ว ท าการเก็บคลังส่วนหนึ่งไว้ที่ -80 °C โดยการขูดเซลล์ (scrape) 
ออกจากจานเลี้ยงเชื้อมารวมกัน ใน 20% glycerol ปริมาณ 8 ml  ส่วนคลังของแบคทีเรียอีกส่วนหนึ่งน ามา
สร้างเป็นคลังของเฟจในขั้นที่ 7 ต่อไป 
 

ขั้นที่ 7  การสร้างเป็นคลังของเฟจที่แสดง scFv (Rescuing phagemid library)      
 ขั้นสุดท้ายของการสร้างคลังคือการสร้างให้เป็นคลังของตัวเฟจที่แสดงชิ้น scFv ทีม่ีความสามารถใน
การจับกับ antigen ได้ต่างๆกัน โดยการน าแบคทีเรียที่มีคลังของเฟจที่ได้สร้างข้ึนในขั้นที่ 6 มา infect ด้วย
เฟจตัวช่วย หรือ helper phage (หมายถึงการให้ helper phage เข้าไปเจริญในแบคทีเรียเหล่านี้โดยการ
ส่งผ่าน DNA เข้าไป)  ซ่ึง helper phage ที่เข้าไป infect แบคทีเรียเหล่านี้จะสร้าง โปรตีนที่ใช้ในการสร้าง
เป็นตัวเฟจทั้ง 11 ชนิดภายในแบคทีเรีย  ซึ่งถ้าเลือกใช้ helper phage ที่เหมาะสมเช่นมีความบกพร่องในการ
จ าลองตัวของ DNA ก็จะท าให้สามารถสร้างเป็นคลังของเฟจที่ไม่มี หรือมี helper phage ปนเปื้อนอยู่น้อย
ที่สุด  ส าหรับ helper phage ที่ใช้ในการสร้างคลังในห้องปฏิบัติการของข้าพเจ้าคือ M13 K07 ซึ่งมีความ
บกพร่องในการจ าลองตัวของ DNA  และ KM13  ซึ่งมีต าแหน่งที่สามารถถูกย่อยได้ด้วยเอนไซม์ trypsin บน
โปรตีน pIII  หลังจากท่ีสร้างเป็นตัวเฟจแล้ว ขั้นต่อไปคือการสกัดแยกและท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีการตกตะกอน
ด้วย PEG เพ่ือสร้างเป็นคลังของเฟจที่สมบูรณ์ ดังรายละเอียดต่อไปนี้ 
 
7.1 การสร้างเป็นตัวเฟจ  
 7.1.1  น าคลังของแบคทีเรียจาก glycerol stock ที่เตรียมได้ในขั้นที่ 7 มาประมาณ 109-10 เซลล์ (10 
เท่าของ diversity ของคลังที่ต้องการ) โดยวิธีการค านวณจ านวนแบคทีเรียท าได้โดยการอ่านค่า OD600  ซึ่งค่า 
OD600 = 1 จะมีเซลล์ประมาณ 8x108 เซลล์  ทั้งนี้ในการค านวณต้องประมาณว่ามีเซลล์ที่มีชีวิตเป็นสัดส่วน
อยู่เท่าไหร่ เพราะการคิดค่า OD600 นั้นจะรวมทั้งเซลล์ ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตายแล้ว 
 7.1.2  น าเซลล์แบคทีเรียไปเลี้ยงใน 2xYT ที่มี ampicillin 100 µg/ml และ 2% (w/v) glucose อยู่ 
จ านวน 50 ml  โดยท าการเลี้ยงใน flask ขนาด 250 ml 
 7.1.3  ท าการเลี้ยงเซลล์ที่ 30 °C จนเซลล์อยู่ในสภาวะ log phase คือมีค่า OD600 ~ 0.5 
 7.1.4  เติม helper phage จ านวน 2x1010 pfu  แล้วบ่มไว้ที่ 37°C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  (จ านวน 
helper phage ที่เติมนี้จะท าให้มีอัตราส่วนระหว่าง helper phage และ bacteria เป็นประมาณ 1:1) 
 7.1.5  ปั่นเซลล์ลงมา โดยการ centrifuge ที่ 3000 xg เป็นเวลา 10 นาที แล้ว re-suspend ใน 
2xTY ที่มี ampicillin 100 µg/ml และ kanamycin 50 µg/ml อยู่ ปริมาณ 500 ml  ซึ่งบรรจุอยู่ใน flask 
ขนาด 2 ลิตร  ขั้นตอนนี้เป็นการชักน าให้เกิดการสร้าง scFv บนผิวเฟจโดยการก าจัด glucose ออกไป 
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 7.1.6  ท าการเลี้ยงเซลล์ที่ 30 °C ข้ามคืนโดยเขย่าอย่างแรงไปด้วย  เฟจจะออกมาอยู่ในน้ าเลี้ยงเชื้อ 
จากนั้นปั่นเซลล์แบคทีเรียให้ตกตะกอนแล้วเก็บ supernatant ส่วนใสด้านบนที่มีเฟจ อยู่มาท าให้บริสุทธิ์ใน
ขั้นต่อไป 
 
7.2  การสกัดเฟจให้บริสุทธิ์โดยการตกตะกอนด้วย PEG 
 7.2.1  เติม 20% PEG, 2.5 M NaCl ปริมาณ 1/5 ของ ปริมาณ supernatant ที่เตรียมได้ในขั้นที่ 
7.1.6 
 7.2.2  ตั้งทิ้งไว้ที่ 4°C เป็นเวลา 30 นาที 
 7.2.3  เก็บตะกอนของเฟจโดยการ centrifuge ที่ 4000 xg เป็นเวลา 10 นาที 
 7.2.4  ท าการ re-suspend ใน PBS หรือ TE ในปริมาณ 1/100 เท่าของปริมาณเริ่มต้น 
 7.2.5  ก าจัดเศษเซลล์แบคทีเรียที่ปนเปื้อนมาทิ้งโดยการปั่นแยกด้วย microcentrifuge 
 
ขั้นที่ 7.3 การค าณวนหาจ านวนเฟจในคลัง (phage titer) 
 หลังจากท่ีได้คลังของเฟจที่บริสุทธิ์แล้ว  ควรค านวณหาจ านวนของเฟจในคลัง (titer) ด้วยวิธีการดังนี้ 
 7.3.1  น าคลังของเฟจมาเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 10-1 - 10–10  
 7.3.2  ผสมเฟจที่ความเจือจาง 10–8 , 10-9 และ 10–10 จ านวน 10 ml กับ เชื้อแบคทีเรีย E. coli 
TG1 ที่ก าลังโตอยู่ในช่วง log phase ใน media 2xYT จ านวน 1.75 ml (ถ้าไม่มีแบคทีเรียที่อยู่ในช่วง log 
phase ให้เจือจาง overnight culture ของ bacterial 100 เท่า แล้วใช้แทน)   
 7.3.3  ท าการบ่มโดยตั้งไว้นิ่งๆที่อุณหภูมิ 37 °C เพ่ือให้เฟจ infect แบคทีเรีย   
 7.3.4  ท าการเลี้ยงแบคทีเรียที่ถูก infect ด้วยเฟจ บนจานเลี้ยงเชื้อ  TYE agar plate ที่มี 100% 
ampicillin และ 1% glucose  โดยปั่นแยกเซลล์ที่ได้ให้ตกลงมาที่ความเร็วประมาณ 3000 xg เป็นเวลา 5 
นาที จากนั้นเท media ทิ้งให้เหลือประมาณ 100 µl แล้วเกลี่ย (spread) ทั้งหมดลงบนจานเลี้ยงเชื้อ รวมทั้ง
ท าการเจือจางเซลล์ที่ละ 10 เท่าก่อนที่จะท าการ spread เชื้อด้วย   
 7.3.5  น าไปบม่ที่ 37°C ข้ามคืน  แล้วนับจ านวนแบคทีเรียโคโลนีเดี่ยว (single colony) ในวันรุ่งขึ้น 
เพ่ือให้สามารถค านวณจ านวนของเฟจที่มีในคลังได้ 
 7.3.6  เก็บคลังของเฟจที่ได้สร้างขึ้นนี้ไว้ที่ -80°C  คลังของเฟจที่ได้สร้างข้ึนนี้พร้อมที่จะน าไปใช้ใน
การคัดหา monoclonal antibody ที่ต้องการ ดังที่ได้อธิบายในงวดที่ 1 
 

ขั้นที่ 8  การท า  immunofluorescence assay   
8.1  ตรึงแบคทีเรียไรโซเบียมบนแผ่นแก้วสไลด์ (cover slip) 
8.2  หยด 10 µl ของ polyclonal หรือ phage (1012 pfu) บ่มไว้ 1 ชั่วโมง 
8.3 ท าการล้าง 2 ครั้งด้วย PBS จากนั้นหยด secondary FITC labelled anti-rabbit Ig antibody (ส าหรับ 
poly clone) M13-FITC (ส าหรับ phage clone) 
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8.4  จากนั้นน าสไลด์แก้วไปบ่มใน moist chamber เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
8.5  ท าการล้างด้วย PBS และ mounted ใน 40% glycerol  
8.6  น าแผ่นแก้วสไลด์ไปส่องภายใต้กล้อง fluorescence microscope 
 

ผลการทดลอง 

ผลการท า PCR 
 จากการใช้ primer ทั้ง 29 คู่ ในการเพิ่มปริมาณยีน VH และ VL จาก total RNA ของกระต่ายที่ถูก
กระตุ้นด้วยแบคทีเรียไรโซเบียม โดยวิธีทาง PCR พบว่า สามารถเพ่ิมปริมาณยีน VH และ VL ได้ โดยยีนมี
ขนาดประมาณ 400 เบส และสามารถท าการรวมชิ้นส่วน VH และ VL เพ่ือสร้างชิ้นส่วน scFv ที่สมบรูณ์ โดย
วิธีทางพีซีอาร์ได้ โดยยีนมีขนาดประมาณ 800 เบส ดังแสดงในภาพที่ 5 

 
 
ภาพที่ 5  ภาพแสดงส่วน variable heavy (VH) และ variable light (VL) และสายแอนติบอดีสายเดี่ยว 
(scFv) 
 

ผลการท า biopanning จากคลังกระต่าย 
 หลังจากท า biopanning 3 รอบโดยท าการคัดเลือกจากคลังแอนติบอดีกระต่าย และท าการ
ตรวจสอบความสามารถในการจับจ าเพาะกับ target ด้วยวิธีการ phage ELISA พบว่า  โคลน 3B9 และ 3G8 
สามารถจับกับแบคทีเรียไรโซเบียมสายพันธ์ DOA 9 (Bradyrhizobium sp DOA9)  อย่างจ าเพาะเจาะจงดัง
แสดงในภาพที่ 6 
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ภาพที่ 6   ภาพแสดงผลการวิเคราะห์ phage ELISA เพ่ือแสดงเฟจโคลนที่แสดงแอนติบอดีส่วน scFv ที่
สามารถจับกับแบคทีเรียไรโซเบียมสายพันธ์ DOA 9 (Bradyrhizobium sp DOA9)  อย่างจ าเพาะเจาะจง 
โดยใช้วิธีการตรวจจับด้วยตัวตรวจจับ anti-M13 
 

ผลการท า phage ELISA เพื่อแสดงความจ าเพาะในการจับกับเป้าหมาย 
 
 เมื่อท าการทดสอบความสามารถในการจับจ าเพาะกับ target ด้วยวิธีการ phage ELISA กับ
แบคทีเรียไรโซเบียมสายพันธ์ต่างๆ พบว่า โคลน 3B9 และ 3G8 สามารถจับกับแบคทีเรียไรโซเบียมสายพันธ์ 
DOA 9 (Bradyrhizobium sp DOA9)  อย่างจ าเพาะเจาะจงดังแสดงในภาพที่ 7 

 
ภาพที่ 7 ภาพแสดงผลการวิเคราะห์ phage ELISA เพ่ือแสดงเฟจโคลนที่แสดงแอนติบอดีส่วน scFv ที่
สามารถจับกับแบคทีเรียไรโซเบียมสายพันธ์ DOA 9 (Bradyrhizobium sp DOA9)  อย่างจ าเพาะเจาะจง 
โดยใช้วิธีการตรวจจับด้วยตัวตรวจจับ anti-M13 โดยเปรียบเทียบกับแบคทีเรียไรโซเบียมสายพันธ์ต่างๆ 
 

ผลการวิเคราะห์โครงสร้าง 3 มิติ 
 
 จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอมิโนของโคลน 3B9 และ 3G8 พบว่า โคลนทั้งสองมี
ล าดับนิวคลีโอไทด์และกรดอมิโนของแอนติบอดีส่วน scFv ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า โคลนทั้งสองเป็นตัวเดียวกัน 
และเรียกโคลนทั้งสองว่า โคลน RB8 จากนั้นน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปวิเคราะห์หา Germline และ
โครงสร้างสามมิติดังภาพที่ 8 
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ภาพที ่8 โครงสร้างสามมิติของ RB8 
  

ผลการวิเคราะห์ด้วยภาพเรืองแสง (Immunofluorescent) 
 
เมื่อท า immunofluorescence assay เพ่ือดูการ จับกันของ เฟจแอนติบอดีและโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ
แบคทีเรียไรโซเบียมสายพันธ์ DOA 9 (Bradyrhizobium sp DOA9) พบว่า เฟจแอนติบอดีโคลน RD6/2 และ
โคลน RB8 สามารถจับกับไรโซเบียมสายพันธ์ DOA 9 (Bradyrhizobium sp DOA9) ได้อย่างจ าเพาะเมื่อท า
การสังเกตใต้กล้อง Confocal microscopy ดังแสดงในภาพที่ 9 

 
ภาพที่ 9 ภาพถ่ายภายใต้กล้อง Confocal microscopy แสดงการจับกันของ เฟจแอนติบอดีและโพลีโคลนอล
แอนติบอดีต่อแบคทีเรียไรโซเบียมสายพันธ์ DOA 9 (Bradyrhizobium sp DOA9) A: เฟจโคลน RD6/2 ต่อ 
DOA9; B: เฟจโคลน RB8 ต่อ DOA9; C: Poly clone ต่อ DOA9; D: Negative control, No poly clone 
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ต่อ DOA 9; E: Negative control, No phage clone with DOA 9; F: Negative control, เฟจโคลน 3C1 
ต่อ DOA 9 
 

การผลิต antibody ให้มีคุณสมบัติเหมาะสมส าหรับการค้นคว้าวิจัยทางการเกษตรเป็นโมเลกุล
เดี่ยวๆ (soluble form) 

 
 หลังจากที่ได้ท าการคัดเลือกเฟจที่แสดง ชิ้นของ monoclonal antibody ที่จับกับ antigen ที่
ต้องการจากคลัง ย่าโม 1 และคลังแอนติบอดีกระต่ายชนิดทุติยภูมิได้แล้ว ขั้นตอนต่อไปคือการผลิตออกมาเป็น
โมเลกุลเดี่ยวๆ ของ scFv ที่ละลายน้ าได้ (soluble form) เพราะไม่ติดอยู่บนผิวของเฟจอีกต่อไป เพ่ือความ
สะดวกในการน าไปใช้  และท าให้สามารถค านวณค่า binding affinity โดยการใช้เครื่อง BIAcore ได้ วิธีการที่
ใช้ในการผลิตเป็นชิ้นของ monoclonal antibody ที่ไม่ติดอยู่บนเฟจ (อาจเรียกว่า soluble monoclonal 
antibody fragment) นี้อาจท าได้ 2 วิธี วิธีแรกเป็นการโคลนยีนส่วน scFv เข้าไปแสดงใน expression 
vector ที่เหมาะสม แล้วผลิตออกมาจากแบคทีเรียเหมือนหลักการผลิต recombinant protein โดยทั่วไป  
ส่วนวิธีที่ 2 เป็นวิธีที่เป็นที่นิยมและง่ายกว่ามากคือการ ใช้ phagemid ที่มี amber stop codon (TAG) อยู่
ระหว่าง DNA ส่วน scFv (หรือ Fab) และ gene pIII ซึ่งเมื่ออยู่ในแบคทีเรีย TG1 ซึ่งมีการกลายพันธ์ 
(mutation) ที่เรียกว่า suppression mutation จะอ่าน amber stop codon เป็น glutamic acid (เนื่องจาก
มี mutation ของ tRNA ส าหรับ codon นี้) ดังนั้นในแบคทีเรีย TG1 ชิ้นของ monoclonal antibody จึง
เชื่อมอยู่กับโปรตีน pIII บนผิวเฟจ  ในกรณีที่ต้องการสร้างเป็น soluble form ก็เพียงแต่เปลี่ยนชนิดของ
แบคทีเรีย (host) เป็นชนิดที่ไม่มี mutation นี้อีกต่อไป เรียกแบคทีเรียนี้ว่า non-suppressor strain  เช่น 
strain HB2151  ดังนั้นเมื่อน า phagemid ไป infect แบคทีเรียที่เป็น non-suppressor strain ก็จะได้เฉพาะ 
soluble scFv หรือ soluble Fab ผลิตออกมาภายนอกเซลล์ซึ่งสามารถเก็บเกี่ยวได้ง่าย   
 นอกจากการใช้ phagemid ที่มี amber stop codon ระหว่าง scFv และ pIII แล้ว  phagemid ที่
ใช้ส่วนใหญ่ยังมี tag เพ่ือใช้ในการท าชิ้น scFv ให้บริสุทธิ์ หรือใช้ในการตรวจสอบทาง ELISA ซ่ึง tag ที่นิยมใช้
ได้แก่ 6xHistidine และ c-Myc epitope โดย 6xHis tag นั้น สามารถน าไปใช้ในการท า affinity purification 
โดย Nickel column ซึ่งเป็นวิธีการที่นิยมใช้ในการท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ ส่วน c-Myc epitope นั้นเอาไว้
ส าหรับการตรวจสอบด้วย anti-c-Myc antibody ดังที่จะได้อธิบายต่อไปในหัวข้อที่  2  เนื่องจาก 
monoclonal antibody ที่ได้จากคลังของเฟจนั้นเป็น monoclonal ที่อยู่ในรูปที่เป็น scFv แล้วแต่ชนิดของ
คลังของเฟจ monoclonal ชนิดนี้มีความสามารถในการจับกับ antigen ได้อย่างเฉพาะเจาะจง จึงสามารถ
น าไปใช้เป็นในการค้นคว้าวิจัย หรือใช้เป็นสารตรวจวินิจฉัยได้ รวมทั้งอาจใช้ในการรักษาบางอย่างได้ด้วย  
 

วิธีการ 

การผลิต soluble antibody fragment โดยการเปลี่ยนชนิดของแบคทีเรีย 
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 วิธีการนี้ใช้ในการผลิตชิ้น monoclonal antibody แบบใดก็ได้ถ้าในโครงสร้างของ phagemid มี 
amber stop codon ระหว่างชิ้นของ antibody กับ pIII ดังที่ได้อธิบายแล้วข้างต้น  โดย soluble antibody 
fragment อาจอยู่ในน้ าเลี้ยงเชื้อ หรืออยู่ใน periplasmic space ของแบคทีเรีย ขึ้นอยู่กับเวลาที่ใช้ในการ
เลี้ยงเชื้อ  หลังจากที่ได้ soluble antibody fragment แล้ว สามารถน าไปท าให้บริสุทธิ์โดยวิธีการ IMAC 
(immobilized metal affinity chromatography) ได้ต่อไป  ในกรณีที่มีโคลนของ scFv จ านวนมากที่
ต้องการทดสอบ  อาจท าการผลิตทีละหลายๆโคลนในปริมาณน้อยๆโดยการเลี้ยงใน 96-well  microtiter 
plate เมื่อได้ soluble fragment ของ monoclonal antibody แล้ว ควรน าไปยืนยันความสามารถในการ
จับกับ antigen อีกครั้งหนึ่งโดยวิธีการ ELISA ด้วย  รายละเอียดของการท าในขั้นตอนต่างๆ ที่ได้กล่าวมา
ข้างต้นอธิบายได้ดังนี ้
ขั้นที่ 1 การเตรียม soluble antibody fragment ที่อยู่ในน้ าเลี้ยงเชื้อ 
1.1 จิ้มโคโลนีเดี่ยว E. coli HB2151 ที่อยู่บนจานเลี้ยงเชื้อ mineral agar plate มา 1 โคโลนีแล้วน าไปเลี้ยง
ใน mineral broth ที่ 37oC  
1.2 น าเฟจโคโลนีเดี่ยวที่คัดแยกได้จากข้ันตอนการคัดเลือกเฟจจ านวน 10 ul จากนั้นน าไปผสม กับ E. coli 
HB2151 จ านวน 200 ul ที่ก าลังโตอยู่ในช่วง log phase (OD600 ประมาณ 0.4) แล้วบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37oC 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมงโดยไม่ต้องเขย่า เพื่อให้เฟจ infect แบคทีเรีย  
1.3. น าแบคทีเรียไป streak ให้ได้เป็นโคโลนีเดี่ยว ลงบน 2XYT plate ที่มี 100 ug/ml ampicillin และ 1% 
glucose แล้วน าไปบ่มท่ี 37oC ข้ามคืน 
1.4 ท าการจิ้มโคโลนีเดี่ยวไปเลี้ยงใน media 2xYT ทีม่ี 100 ug/ml ampicillin และ 2% glucose อยู่ แล้ว
บ่มที ่30oC โดยการเขย่าไปด้วยข้ามคืน 
1.5 น าแบคทีเรียจากข้ันที่แล้วจ านวน 50ul ไปเลี้ยงใน media 2xYT ที่มี 100 ug/ml ampicillin และ 
0.05% glucose จ านวน 50-100 ml ที่ 30oC โดยการเขย่าไปด้วยจนโตได้ค่า OD600 = 0.9 (ใช้เวลา
ประมาณ 3-4 ชั่วโมง) 
1.6 น าไป ปั่นตกตะกอน ที่ 3000g เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4oC แล้วน าไปผสมให้เข้ากันดี (resuspend) 
ใน media 2xYT ที่มี 100 ug/ml ampicillin + 1mM IPTG  แล้วเลี้ยงที่ 30oC เป็นเวลา 20 ชั่งโมง  
1.7 ท าการปั่นแยกเซลล์จากน้ าเลี้ยงเชื้อโดยการ ปั่นตกตะกอน ที่ 5000xg 4oC เป็นเวลา 15 นาที soluble 
fragment จะอยู่ในส่วนน้ าใสด้านบน (supernatant)  
1.8 น าไปใช้ในการตรวจสอบทาง ELISA หรือน าไปเก็บไว้ที่ 4oC เพ่ือ ท าให้บริสุทธิ์โดยวิธีการ IMAC 
(immobilized metal affinity chromatography) ต่อไป 
ขั้นที่ 2 การตรวจสอบความสามารถในการจับกับ antigen ด้วยวิธีการ ELISA 
2.1 ใส่  5 µg ของ แบคทีเรียไรโซเบียม ใน 100 mM NaHCO3 ปริมาณ 100 ul   ลงในหลุมของจาน ELISA 
ชนิด high-binding capacity (Maxisorb) (ปริมาณของ antigen ที่จะใช้ในการตรวจสอบ ELISA อาจใช้
เท่ากับปริมาณท่ีใช้ในการคัดเลือกรอบสุดท้าย หรืออาจน้อยกว่านั้นแล้วแต่ความเหมาะสม) โดยท าการตรึงลง
ในหลุมเท่ากับจ านวน soluble fragments ที่ต้องการทดสอบ นอกจากนั้นแล้วยังต้องมีตัวควบคุม 
(background) ในการวิเคราะห์ด้วย โดยการใส่ 3% BSA in PBS  หรือ 2% MPBS (2% Non-fat dried 
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milk in PBS)  อ่ืนที่เหมาะสม ปริมาณ 200 ul ลงไปในหลุมของจาน ELISA ให้เท่ากับจ านวนของ soluble 
fragment ที่ต้องการท าการวิเคราะห์  โดยควรท าการทดสอบแบบสองหรือสามซ้ า (duplicate หรือ 
triplicate) เพ่ือความน่าเชื่อถือ 
2.2 ปิดปากหลุมด้วยเทปใส หรือ plastic wrap แล้วเก็บไว้ที่ 4°C เป็นเวลา 1 คืน 
2.3 ท าการล้างจาน ELISA ที่เตรียมไว้จากขั้นที่แล้ว 2 ครั้งด้วย PBS 
2.4 เติม 2% MPBS (2% Non-fat dried milk in PBS) ปริมาณ 200-250 ul ปิดปากหลุม แล้วตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
2.5 เท 2% MPBS (2% Non-fat dried milk in PBS) ทิ้ง 
2.6 ท าการล้างจาน ELISA ที่เตรียมไว้จากขั้นที่แล้ว 2 ครั้งด้วย PBS 
2.7 เติม culture supernatant หรือ periplasmic extract ที่มี soluble antibody fragments ปริมาณ 
50-200 ul  ที่เจือจางอยู่ 4% MPBS (4% Non-fat dried milk in PBS)  ปริมาณ 50 ul ปิดปากหลุม แล้ว
ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง  
2.8 คว่ าทิ้งสารที่อยู่ในหลุม แล้วล้างด้วย PBST (PBS + 0.05% Tween20) 3 รอบ แล้วล้างต่อด้วย PBS อีก 
3 รอบ  
2.9 เติม HisProbe-HRP ที่เจือจาง 1:5,000 เท่าใน PBS ปริมาณ 100 ul ลงในแต่ละหลุม แล้วบ่มไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
2.10 ล้างด้วย PBST (PBS + 0.05% Tween20) 3 รอบ แล้วล้างต่อด้วย PBS อีก 3 รอบ 
2.11 เติมสาร ABTS + 0.05% H2O2 ปริมาณ 200 ul แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 15-60 นาทีเพ่ือ
รอให้เกิดสี 
2.12 ท าการวัดค่าความเข้มของสีจากปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นโดยการอ่านค่า OD (optical density) ด้วยเครื่อง 
ELISA plate reader ที่ความยาวแสง 405 nm 
2.13 คัดเลือกโคลนที่มีความสามารถในการจับดี คือมีค่า OD ที่เป็น 2 เท่าของค่า background ขึ้นไป เพื่อ
การวิเคราะห์ต่อไป 

ผลแสดงการผลิต free scFv  
ผู้วิจัยสามารถผลิตแอนติบอดีในรูปแบบ scFv อิสระได้เฉพาะจากโคลน RD6/2 ดังแสดงในภาพที่ 10 แถบด าที่
เห็นคือ  scFv แอนติบอดีที่ผลิตและท าให้บริสุทธิ์ออกมาได้ และเมื่อน าแอนติบอดีนี้ไปทดสอบความสามารถใน
การจับบนจาน ELISA พบว่าจับได้ดีดังแสดงในภาพ 11 
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ภาพที่ 10 แสดงผลการผลิต แอนติบอดี scFv ชนิดต่างๆ และการท าให้บริสุทธิ์; M: marker, F: flow-
though fraction, U: culture supernatant, W1-W2: wash fraction, E1-E5: elute fraction 
 

 
 
ภาพที่ 11 ภาพแสดงผลการวิเคราะห์ ELISA เพ่ือแสดงความสามารถในการจับของแอนติบอดีส่วน scFv กับ 

Bradyrhizobium ได้อย่างจ าเพาะเจาะจง 

บทท่ี 4 : บทสรุป 

สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย 

 ผลการวิจัยนี้เป็นผลส าเร็จตามวัตถุประสงค์ของโครงการคือ สามารถพัฒนาวิธีการคัดหาเฟจจากคลัง
แอนติบอดีมนุษย์ ย่าโม 1 พบว่าสามารถผลิตแอนติบอดีที่จับกับ Bradyrhizobium ได้อย่างจ าเพาะเจาะจง 2 
ชนิดคือ แอนติบอดีจับจ าเพาะ DOA9 และ SUT9-2  และได้น าวิธีเดียวกันนี้ไปคัดหาแอนติบอดี ต่อ DOA9 
จากคลังกระต่ายได้ส าเร็จเช่นกัน ส่วนในด้านการสร้างพัฒนาวิธีการสร้างคลังชนิดทุติยภูมินั้น สามารถท าการ
สร้างคลังทุติยภูมิ โดยใช้กระต่ายเป็นแหล่งในการผลิตแอนติบอดีได้ส าเร็จ โดยเริ่มตั้งแต่การกระตุ้นให้กระต่าย
ผลิตแอนติบอดี ด้วย Bradyrhizobium DOA9 จากนั้น สกัดเอา mRNA จากม้ามมาเป็นแหล่งของยีนส าหรับ
สร้างแอนติบอดีบนผิวเฟจดังแสดงรายละเอียดในบทที่ 3 ผลการศึกษาคุณสมบัติคลัง พบว่าเป็นแหล่งที่ดีใน
การผลิตแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ Bradyrhizobium เช่นเดยีวกัน  จากนั้นได้ท าการยืนยันความสามารถของ
แอนติบอดีปรับแต่งพันธุกรรมทั้งหมดท่ีได้พัฒนาขึ้น ในการจับกับเป้าหมายอย่างจ าเพาะเจาะจง ซึ่งได้ท าใน 2 
รูปแบบ คือ ทั้งการแสดงผลทั้งบนจานปฏิกิริยาและจากรูปถ่ายเรืองแสง ซึ่งเป็นที่น่ายินดีว่าแอนติบอดีที่คัดหา
มาได้นั้น สามารถจับได้อย่างเจาะจงกับทั้งแบคทีเรียในรูปอิสระและแบคทีเรียที่กลายรูปไปแล้วเมื่อไปอาศัยอยู่
ในปมรากถั่ว ส่วนการผลิตเป็นชิ้นแอนติบอดี scFv อิสระ พบว่า มีเฉพาะแอนติบอดีจากคลังย่าโม 1 ที่สามารถ
ผลิตออกมาได้ในปริมาณสูง และสามารถจับกับเป้าหมายได้  อย่างไรก็ตามเนื่องจากผลจากการใช้เฟจเป็นตัว
ตรวจสอบ พบว่าได้ผลดีเกินคาด เพราะจับได้ทั้งแบบอิสระและแบบที่อาศัยอยู่ในปม อีกทั้งยังให้ผลชัดเจนเมื่อ
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ตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์เรืองแสง ดังนั้นจึงอาจเตรียมเฟจ ซึ่งถือเป็นโมเลกุลระดับนาโน เพ่ือเก็บไว้เป็น
ตัวตรวจสอบได้โดยตรงโดยไม่ต้องปรับไปเป็นรูปแบบอ่ืนอีก  ผลการวิจัยที่เกิดขึ้นทั้งหมดก าลังอยู่ในระหว่าง
เตรียมตีพิมพ์ในวารสารวิชาการระดับนานาชาติและจดสิทธิบัตร 
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ประวัติผู้วิจัยหลัก 
 

มณฑารพ ยมาภัย เกิดเมื่อวันที่ 8 มกราคม 2510 เป็นบุตรของ รศ.ดร. สวนิต และ ผศ. อ าไพ ยมาภัย 
จบการศึกษาทั้งในระดับประถม และ มัธยมศึกษาจากโรงเรียนสาธิตจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จากนั้นเข้า
ศึกษาต่อที่ คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล ได้รับปริญญาตรีเภสัชศาสตร์บัณฑิตเกียรตินิยม เมื่อปี พ.ศ. 
2532 แล้วได้เข้ารับราชการเป็นเภสัชกรประจ าโรงพยาบาลหัวตะพานเป็นเวลา 1 ปี ก่อนจะมาเป็นอาจารย์
ประจ าคณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยรังสิต ในปี 2536 ได้รับทุน Fulbright Pre-doctoral Fellowship ไป
ท างานวิจัยที่ University of Minnesota เป็นเวลา 9 เดือน แล้วจึงได้รับทุนรัฐบาลไทยไปเรียนต่อในระดับ
ปริญญาเอกท่ี University of North Carolina at Chapel Hill ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยมี Prof. Dr. Brian 
K. Kay เป็นอาจารย์ที่ปรีกษา จบการศึกษา ระดับปริญญาเอกด้าน molecular biology ในปี พ.ศ. 2541 
จากนั้นในปี พ.ศ. 2543-2545 ได้ทุนไปท า postdoctoral research ที่ ห้องปฏิบัติการของ Prof. Dr. Richard 
G.W. Anderson ณ. University of Texas, Southwestern Medical Center, Dallas และในปี พ.ศ. 2546-
2547 ได้รับทุน Alexander von Humboldt Fellowship ไปท าการวิจัยที่ห้องปฏิบัติการของ Prof. Dr. Kai 
Simons ณ.  Max Planck Insititute for Molecular Biology and Genetics กรุ ง  Dresden ประ เทศ 
สหพันธรัฐเยอรมัน สมรสกับ ศ.ดร. ดิฏฐมา หาลทิช เมื่อวันที่ 16 สิงหาคม 2547 และมีบุตร 1 คน ชื่อ ดญ. ฐา
นิกา ยมาภัย หาลทิช ปัจจุบันเป็นรองศาสตราจารย์ และหัวหน้าสาขาวิชาเทคโนโลยชีวภาพ ส านักวิชา
เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี งานวิจัยในปัจจุบันเป็นงานด้านเทคโนโลยีชีวภาพเชิงอณู 
(molecular biotechnology) มุ่งเน้นการใช้เทคโนโลยีเฟจ (phage display technology) และ เทคนิคอณู
วิวัฒนาการ (molecular evolution) ในงานทางวิศวกรรมแอนติบอดี (antibody engineering) และ
วิศวกรรมเอนไซม์ (enzyme engineering) จนถึงปัจจุบันมีผลงานวิจัยที่ได้รับการยอมรับการตีพิมพ์ในวารสาร
ทางวิชาการระดับนานาชาติ 39 เรื่อง อนุสิทธิบัตร 1 เรื่อง เป็นอาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลักของ
มหาบัณฑิต 5 คน และดุษฎีบัณฑิต 4 คน และเป็นหัวหน้า โครงการวิจัยทั้งหมด 36 โครงการ ได้รับรางวัล
วิทยานิพนธ์ดีเด่นจาก วช ในปี2547 และรางวัลพนักงานดีเด่นด้านการวิจัยจาก มทส ในปี 2556 
 
ที่อยู่ท่ีสามารถติดต่อได้ 
สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ส านักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
ถ. มหาวิทยาลัย อ. เมือง จ. นครราชสีมา 30000 
โทร 044 224152-4 224234 หรือ 244388 โทรสาร 044 224150 
Email: montarop@g.sut.ac.th 
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