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อะฟลาทอกซินเป็นสารพิษท่ีก่อให้เกิดมะเร็ง ซ่ึงผลิตมาจากจากเช้ือรา Aspergillus flavus 
และ A. parasiticus พบปนเป้ือนในอาหารคนและสัตว ์รวมทั้งผลิตผลทางการเกษตรอ่ืนๆ ดว้ยความ
เป็นพิษของอะฟลาทอกซินจึงท าให้ในหลายประเทศตอ้งมีการก าหนดระดบัท่ีสามารถปนเป้ือน
ของอะฟลาทอกซินในผลผลิตทางการเกษตร รวมทั้ง อาหารมนุษยแ์ละสัตว์เพื่อความปลอดภยั 
ดังนั้ นจึงจ าเป็นต้องมีวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพ ในการตรวจหาอะฟลาทอกซินท่ีปนเป้ือนใน
ผลิตภณัฑ์ต่างๆ โดยวิธีทางอิมมูน เป็นวิธีการท่ีมีขั้นตอนท่ีสะดวก รวดเร็ว และมีความคุม้ทุนมาก
ท่ีสุด วิธีการดงักล่าวน้ี อาทิเช่น การตรวจบนจานหลุมทดสอบ (อีไลซ่า) หรือแผ่นตรวจสอบ เป็น
วิธีการท่ีตอ้งใช้แอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะ และความไว ในการจบักบัอะฟลาทอกซินเพื่อใช้เป็น
องค์ประกอบส าหรับตรวจสอบ จากงานวิจยัท่ีผ่านมา ได้ท าการคดัเลือกแอนติบอดีเส้นเด่ียวท่ี
จ าเพาะต่ออะฟลาทอกซิน ช่ือ YAF-C3 จากคลงัเฟจท่ีแสดงแอนติบอดีมนุษยแ์บบปฐมภูมิ ซ่ึงเป็น
คลงัเฟจซ่ึงแสดงแอนติบอดีมนุษยแ์บบเส้นเด่ียว (เอสซีเอฟวี) บนผิวเฟจ (คลงัยา่โม) อยา่งไรก็ตาม
เอสซีเอฟวน้ีีไม่สามารถตรวจจบัอะฟลาทอกซินไดใ้นระดบัท่ีนานาชาติยอมรับ ดงันั้น จึงไดมี้การท า
การสลับสับเปล่ียนช้ินส่วนแอนติบอดี เพื่อท าการปรับปรุงประสิทธิภาพของเอชซีเอฟวีน้ี ให้มี
ความจ าเพาะ และมีความไวต่ออะฟลาทอกซินเพิ่มข้ึน โดยหลงัจากท าการคดัเลือกจ านวน 3 รอบ 
พบวา่ โคลนช่ือ sAFH-3E11, sAFH3F11 และ sAFH-3E3 มีความไวในการจบักบัอะฟลาทอกซินได้
ดีกวา่โคลนเร่ิมตน้ตั้งแต่ 3-7.5 เท่า โดยโคลน sAFH-3E3 มีความไวในการจบักบัอะฟลาทอกซินมาก
ท่ีสุด จึงได้น าโคลนน้ีมาศึกษาโครงสร้างสามมิติ และศึกษากลไกการจบักันของโมเลกุล เพื่อ
เปรียบเทียบกบัโคลนตน้แบบ ผลจากการวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโนของโคลนsAFH-3E3 พบวา่มี
กรดอะมิโนท่ีแตกต่างจากโคลนเร่ิมต้นท่ีบริเวณ แกนหลักช้ินท่ี 1 และ ซีดีอาร์ 1 ในส่วนของ
แอนติบอดีท่ีมีความแปรปรวนสูงสายหนัก รวมทั้งส้ิน 5 กรดอะมิโน หลังจากนั้ น เอชซีเอฟวี
แอนติบอดีน้ีไดน้ ามาดดัแปลงให้อยู่ในรูปแบบต่างๆ ไดแ้ก่ เอชซีเอฟวีท่ีเช่ือมต่อกบัเอนไซม์อาล
คาไลฟอสฟาเตส (scFv-AP) เอชซีเอฟท่ีเช่ือมอยู่กบัส่วนคงท่ีของสายแอนติบอดี (scFv-Fc) และ 
แอนติบอดีเตม็รูปแบบ (IgG) ซ่ึงแอนติบอดีรูปแบบ scFv-AP สามารถผลิตไดใ้นอีโคไล ส่วน scFv-
Fc และIgG          ผลิตไดป้ริมาณสูงในเซลล์มนุษย ์(HEK293-6E) จากนั้นไดน้ าแอนติบอดี
รูปแบบเหล่าน้ีมาตรวจสอบความไวในการจบักบัอะฟลาทอกซินด้วยวิธีอีไลซ่าแบบแข่งขนั ซ่ึง
พบวา่รูปแบบ scFv-AP มีความไวสูงท่ีสุด และมีความสะดวกท่ีสุด จึงมีความเหมาะสมท่ีจะพฒันา
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ใชแ้อนติบอดีรูปแบบน้ีในการพฒันาชุดตรวจสอบอะฟลาทอกซินดว้ยวธีิอีไลซ่า นอกจากนั้นแลว้ยงั
ไดน้ าแอนติบอดีรูปแบบ IgG ท่ีมีความไวในการจบัใกลเ้คียงกบัรูปแบบเอสซีเอฟวี มาพฒันาดว้ย
การเช่ือมต่อกบัอนุภาคทองและลาเท็กซ์ เพื่อใชเ้ป็นสารตรวจสอบบนแผน่ตรวจสอบ หลงัจากท า
การทดสอบโดยการเติมอะฟลาทอกซินท่ีความเขม้ขน้ต่างๆลงในสารสกดัจากขา้วโพด แลว้น ามา
ตรวจสอบด้วยวิธีอีไลซ่า และวิธีอิมมูโนบนแผ่นตรวจสอบ พบว่าแอนติบอดีท่ีพฒันามาได้น้ี
สามารถใชใ้นการตรวจจบัอะฟลาทอกซินบี 1 ไดค้่าต ่าสุดประมาณ 20 และ 5 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร   
ผลจากการศึกษาแสดงว่า แอนติบอดีท่ีพฒันามาไดน้ี้ มีประสิทธิภาพเพียงพอท่ีจะน ามาพฒันาให้
เป็นชุดตรวจสอบส าหรับตรวจวเิคราะห์สารพิษอะฟลาทอกซินท่ีปนเป้ือนในผลิตผลทางการเกษตร
ในรูปแบบต่างๆไดต่้อไปในอนาคต  
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Aflatoxins are carcinogenic toxins that produced from Aspergillus flavus and 

A. parasiticus. These toxins are commonly found to contaminate in agricultural 

products, human food and animal feed. Because of their effects on human and animal 

health, many countries around the world have set their maximum level for aflatoxin 

contamination. Therefore, an effective method for aflatoxin detection is required. 

Immuno-based method, such as Enzyme linked immunosorbant assay (ELISA) and 

lateral flow immunoassay, is a rapid, sensitive and cost-effective method for the 

detection of aflatoxin. This method needs high sensitivity antibody as a detection 

reagent.  Previously, an anti-aflatoxin scFv antibody, named YAF-C3 was isolated 

from a naïve phage display antibody library (YAMO library). However, this clone was 

not sensitive enough for detecting the aflatoxin at the limit concentration, provided by 

CODEX international standard legislation. Therefore, the chain shuffling and phage 

display techniques were used to improve the affinity and sensitivity of the scFv 

antibody (affinity maturation). After three round of affinity selection, three clones 

designated sAFH-3E11, sAFH3F11 and sAFH-3E3, showing 3-7.5-folds sensitivity 

improvement over the original scFv clone, were isolated. The three dimensional 

structure of clone sAFH-3E3 scFv which, showed the highest sensitivity was predicted 
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and the interaction with aflatoxin was studied by molecular docking. Amino acid 

sequence analysis indicated five amino acid mutations in framework 1 (FR1) and 

CDR1 regions of variable domain of heavy chain (VH). In addition, the affinity 

matured scFv fragments were engineered to generate three formats of recombinant 

antibodies, i.e., scFv-AP, scFv-Fc and full length IgG. The scFv-AP was successfully 

expressed in Eschericia coli, while the scFv-Fc and IgG could be expressed at high 

yields in human cell (HEK293-6E). Competitive ELISA was performed to compare 

the sensitivity of these various formats. The scFv-AP showed the highest sensitivity in 

ELISA. Therefore, this format was further developed for the detection of aflatoxin in 

agricultural products. Moreover, the full-length antibody clone sAFH-3E3 IgG, which 

showed the similar sensitivity to scFv fragment, was conjugated with colloidal gold 

and latex particles, and used as detection reagent in a lateral flow immunoassay. Spike 

experiment using corn sample indicated that the detection limit of scFv-AP and IgG 

were 20 and 5 ng/ml for ELISA and lateral flow immunoassay, respectively. This 

improved clone has potential to be used as detecting reagent for aflatoxin 

contamination in agricultural products in various immune-detection kits in the future. 
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