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กิตติกรรมประกาศ 
 
 การวิจัยครั้งนี้ไดร้ับทุนอุดหนุนจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ประจ าปีงบประมาณ 2559 ถึง 
2562 โดยมีกรรมการจากสภาวิจัยแห่งชาติเป็นผู้ประเมินข้อเสนอโครงการ ผู้วิจัยขอขอบคุณ นักศึกษา 
ทั้งปริญญาโท-เอก และนักวิจัยในห้องปฏิบัติการหลายท่าน ที่ได้ช่วยกันท าวิจัยในหลายส่วน และ 
ขอขอบคณุ คุณศุภกาญจน์ บุญอยู่ ที่ช่วยดูแลในเรื่องงานการเงิน และงานธุรการ เป็นอย่างดี 
  



 
 

 
 

บทคัดย่อภาษาไทย 
 
 ผู้วิจัยประสบความส าเร็จในการพัฒนาและประยุกต์ใช้เทคนิคทางวิศวกรรมแอนติบอดี 
(antibody engineering) ในการผลิตแอนติบอดีส าหรับการท าให้ภาพทางชีววิทยาปรากฏ (bio-
imaging) โดยได้ท าการพันธุวิศวกรรมเพ่ือสร้างเวคเตอร์ส าหรับผลิตแอนติบอดี ให้ยีนของแอนติบอดีแบบ
สายเดี่ยวเชื่อมต่อกับโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (scFv-GFP) จากนั้น น าไปผลิตในแบคทีเรีย อี โคไล ๓ ชนิด 
พบว่า สามารถผลิตได้ดี และสามารถท าให้บริสุทธิ์ได้โดยการใช้วิธีการโครมาโตกราฟีแบบจับจ าเพาะ 
จากนั้นน าไปใช้ท าให้ภาพทางชีววิทยาปรากฏ บนเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว และเซลล์แบคทีเรีย แล้ว
ตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์เรืองแสง พบว่าใช้ได้ดี โดยในเซลล์มะเร็งนั้นสามารถใช้ดูได้ทั้งตอนที่จับกับ
ด้านนอกเซลล์ และเมื่อเคลื่อนเข้าไปในเซลล์ แต่อย่างไรก็ตามมีปัญหาคือสีจางเร็วมาก จึงได้ลองปรับ
วิธีการตรวจสอบ โดยการใช้แอนติบอดีตัวที่สองที่สามารถเรืองแสง และสามารถการจับจ าเพาะกับ 
กรดอะมิโน ฮิสตีดีน ๖ ตัวต่อกัน ที่ติดอยู่ด้านท้ายของแอนติบอดีสายเดี่ยวแทน พบว่าได้ผลดีมาก โดย
นอกจากสามารถใช้ดู เซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์เรืองแสงแล้ว ยังสามารถใช้ดูด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเลคตรอน และตรวจสอบโปรตีนในเซลล์ด้วยวิธีการ westernblot รวมทั้งสามารถใช้ตรวจสอบการจับ
กับผิวเซลล์ ด้วยวิธีการ ตรวจบนจานพลาสติก (ELISA) และเครื่องวัดแบบให้เซลล์ไหลผ่าน (Flow 
cytometer) ได้อีกด้วย ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า งานวิจัยนี้ประสบความส าเร็จตามวัตถุประสงค์ที่ตั้งไว้เป็น
อย่างดี ผลงานวิจัยอยู่ในระหว่างการส่งไปตีพิมพ์ ๒ เรื่อง และเตรียม ยื่นจดสิทธิบัตรอีก ๑ เรื่อง ดังนั้นใน
รายงานนี้ ในส่วนวิธีการและผลการทดลองจึงได้เขียนรายงานเป็นภาษาอังกฤษ นอกจากนั้นแล้ว
โครงการวิจัยนี้ ยังได้ใช้ประกอบการฝึกฝน สร้างการเรียนรู้ให้ นักศึกษาและนักวิจัยในห้องปฏิบัติการ ไม่
ต่ ากว่า ๖ คน และผลงานวิจัยนั้น สามารถน าไปใช้ต่อยอดในการศึกษาภาพทางชีววิทยาได้อีกอย่าง
กว้างขวาง 
 
 
 
   



 
 

 
 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
 
 Antibody engineering was successfully employed for bio-imaging application. 
Firstly, the expression vector for the generation of scFv-GFP fusion was constructed. 
Then, the recombinant expression vector was successfully expressed in three different E. 
coli hosts and purified by immobilized affinity chromatography (IMAC). After that they 
were used for bio-imaging of acute myeloid leukemia (AML) and bacterial cells, and 
observed with confocal fluorescent microscope. Endocytosis of scFv upon biding to the 
surface of lived AML cells could also be ovserved.  However, their was a fading problem 
of the signal; therefore, another method for bio-immaging was investigated. In this 
second method, a fluorescent-conjugated anti-6xHis antibody was used as a secondary 
antibody to detech 6xHis tagged scFv and the results indicated that a good signal could 
be observed using this method. Moreover, in addition to fluorescent microscopy, this 
method can also be used for bioimaging using electron microscopy and other imaging 
techniques including the detection of cellular proteins by westernblot analysis, enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) as well as cell surface staining and analysis using 
flow cytometry. Thefore, it can be concluded that this research project was 
accomplished according to the planned objectives. The results of this research are being 
prepared for publication in 2 internation peer-review journal with good impact factor 
and 1 patent application. Accordinlgy, the materials and methods of this report is written 
in English. In addition to publications, this research project was also used to train at least 
6 students and researchers in the laboratory. The output of the research can be applied 
for a wide variety of bio-imaging applications in the future. 
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บทท่ี 1 
บทน า 

 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 
 

เทคโนโลยีการท าให้ภาพทางชีววิทยาปรากฏ หรือ Bio-imaging เป็นเทคนิคท่ีใช้ในการแสดงส่วน
ต่างๆ หรือโมเลกุลจ าเพาะภายในเซลล์ ในสภาวะ หรือช่วงเวลาต่างๆ ซึ่งไม่สามารถมองเห็นได้ด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ทั่วไป  เพราะต้องใช้กระบวนการพิเศษ ในการย้อมโมเลกุลจ าเพาะด้วยสาร เรืองแสง หรือ 
nanoparticles แล้วตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ เรืองแสง (Fluorescent microscope) หรือกล้อง
จุลทรรศน์อิเลคตรอน (electron microscope)  เพ่ือท าให้สามารถแสดงเป็นภาพได้ชัดเจน สวยงาม 
รวมทั้งสามารถใช้ติดตามกระบวนการต่างๆ ในเซลล์ที่ต้องการศึกษาได้อย่างละเ อียดในระดับโมเลกุล 
ดังนั้นเทคโนโลยีนี้จึง มีศักยภาพ และประสิทธิภาพสูง ในการศึกษาด้านอณูชีววิทยาของเซลล์ 
(molecular cell biology) เพ่ือให้เกิดองค์ความรู้ใหม่เกี่ยวกับกระบวนการต่างๆ ภายในเซลล์ในเชิงลึก 
เพ่ือความเข้าใจ กระบวนการพัฒนา การเจริญเติบโต การตอบสนองต่อสิ่งแวดล้อมต่างๆ และช่วยให้
เข้าใจสาเหตุที่แท้จริงของการเกิดโรค หรือความผิดปกติต่างๆ ในร่างกายสิ่งมีชีวิต ท าให้สามารถหา
แนวทางในการ ป้องกัน บ าบัด รักษา วินิจฉัยโรคต่างๆ ได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะแนวทางการ
รักษาป้องกันโรคแนวใหม่ ต่างๆ เช่น การรักษาแบบมุ่งเป้า (target-based therapy) การรักษาโดยการ
ใช้เซลล์ต้นก าเนิด (stem cell therapy) ยีนบ าบัด (gene therapy) รวมทั้งการพัฒนายาใหม่ๆ ด้วย
วิธีการวิเคราะห์ตัวอย่างจ านวนสูงมาก (high-throughput) เพ่ือพัฒนายาใหม่ (drug discovery) อีกด้วย 
[1] นอกจากนั้นแล้วเทคนิคนี้ ยังสามารถประยุกต์ใช้ได้ในทาง  การเกษตร สิ่งแวดล้อม และนาโน
เทคโนโลยี ได้เช่นกัน [2,3] 
 

โมเลกุลหลักที่มีความส าคัญ ส าหรับใช้ในเทคนิค Bio-imaging คือ แอนติบอดี ซึ่งเป็นสารทาง
ชีวภาพ ที่มีคุณสมบัติหลักคือความสามารถในการจับกับเป้าหมายได้อย่างจ าเพาะ และแม่นย า  วิธีการ 
มาตรฐานในการใช้แอนติบอดี ไปใช้ส าหรับเทคนิค bio-imaging นั้น ส่วนใหญ่แล้วจะต้องใช้แอนติบอดี
ตัวที่ ๒ (secondary antibody) ที่ติดฉลาก (label) ด้วยสารเรืองแสง หรือทอง มาจับก่อน จึงจะ
สามารถน าไปส่องใต้กล้องจุลทรรศน์เพ่ือให้เกิดภาพทางชีววิทยาได้ หากไม่ใช้แอนติบอดีตัวที่ ๒ ที่ติด
ฉลากแล้วมาจับ จะต้องท าการติดฉลากแอนติบอดีตัวแรก (primary antibody) ตัวแรกโดยตรงก่อน ซึ่ง
เป็นวิธีการที่ยุ่งยาก และมีค่าใช้จ่ายที่สูงมาก ไม่เป็นที่นิยม [4] 
 

แอนติบอดีที่สามารถน าไปใช้ในเทคนิค bio-imaging นั้น อาจเป็นได้ทั้ง polyclonal หรือ 
monoclonal antibody  ซึ่งเตรียมได้โดยการ กระตุ้น (immunize) สัตว์มีกระดูกสันหลังชนิดต่างๆ ด้วย 
antigen ในเซลล์ที่ต้องการศึกษา โดยสัตว์จะผลิตแอนติบอดีออกมาในเลือดส่วน serum เรียกว่า anti-
serum หรือ polyclonal antibody ส่วน monoclonal antibody นั้นสามารถท าได้โดยการใช้เทคนิค 
hybridoma ปัจจุบันเตรียมได้จาก หนู และ กระต่าย อย่างไรก็ตามถึงแม้ว่า แอนติบอดี ทั้ง ๒ แบบ นี้จะ
สามารถผลิตได้ไม่ยาก และสามารถประยุกต์ใช้ได้อย่างกว้างขวาง แต่มีข้อจ ากัดที่ส าคัญคือ ๑) ต้อง
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ทรมานสัตว์ ๒) มีความปรวนแปรในแต่ละรอบการผลิตในกรณีของ polyclonal antibody ๓) เซลล์ 
hybridoma ไม่เสถียร ในกรณีของ monoclonal antibody ๔) มีราคาต่อหน่วยหากต้องการผลิตใน
ปริมาณมากและ ในระยะยาวสูง และประการที่ส าคัญท่ีสุดคือ ๕) ไม่สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการรักษา 
และ งานที่เป็น high-throughput ได้ [1] 
 

ดังนั้นในระยะเวลา ๑๐ กว่าปีที่ผ่านมานี้ มีการพัฒนาวิธีการทางวิศวกรรมแอนติบอดีต่างๆ 
เพ่ือให้สามารถแก้ปัญหาดังกล่าวข้างต้น โดยเฉพาะอย่างยิ่งการวิจัยและพัฒนาทั่วโลกส่วนใหญ่ได้มุ่งเน้น
ไปในการผลิตแอนติบอดีส าหรับการรักษา (therapeutic antibody) และเพ่ือใช้การตรวจวิเคราะห์ที่มี
ประสิทธิภาพ ด้วยการท าให้ภาพทางชีววิทยาปรากฏ (bio-imaging) ซึ่งการวิจัยและพัฒนาเฉพาะ
ทางด้านวิศวกรรมแอนติบอดีเพ่ือการตรวจวิเคราะห์ และรักษาโรคนั้น มีมูลค่ามากกว่าหมื่นล้านบาท โดย
มีผู้ลงทุนคือบริษัทยาขนาดใหญ่ รวมทั้งบริษัทเฉพาะทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพ ในประเทศพัฒนาแล้วทั่ว
โลก [5] ส่วนในประเทศไทย การวิจัยและพัฒนาด้านวิศวกรรมแอนติบอดีกลับมีอยู่น้อยมาก ทั้งๆ ที่
เทคโนโลยีนี้เป็นเทคโนโลยีที่มีศักยภาพมาก และอาจน ามาใช้ในการวิจัยและพัฒนาทางเทคโนโลยีชีวภาพ
ด้านต่างๆ ของประเทศได้เป็นอย่างดี รวมทั้งจะช่วยลดทุนการผลิตแอนติบอดี ส าหรับการตรวจวิเคราะห์
ในระยะยาวได้อีกด้วย โดยเฉพาะการพัฒนาแอนติบอดีต่อ antigen ที่มีความส าคัญในประเทศ แต่ไม่เป็น
ที่สนใจในกลุ่มประเทศที่พัฒนาแล้ว ทั้งนี้เนื่องจากการประยุกต์ใช้แอนติบอดี ในงานด้าน bio-imaging 
นั้นท าได้ง่ายกว่าการประยุกต์ใช้เพื่อการรักษาโรค ซึ่งต้องผ่านกระบวนการตรวจสอบควบคุมที่ซับซ้อน [6] 
โครงการวิจัยนี้ จึงมุ่งเน้นที่จะใช้วิธีการทางวิศวกรรมแอนติบอดี ในการพัฒนาแอนติบอดีส าหรับใช้ในงาน
ด้าน bio-imaging 
 

ห้องปฏิบัติการอณูเทคโนโลยีชีวภาพ ของหัวหน้าโครงการวิจัย ได้ประยุกต์ใช้เทคโนโลยีการแสดง
โปรตีนบนผิวเฟจ (phage display technology) เพ่ือการผลิตแอนติบอดีแนวใหม่มาโดยล าดับ จนถึง
ปัจจุบัน ห้องปฏิบัติการนี้ มีคลังเฟจที่มีคุณภาพในการแสดงแอนติบอดีมนุษย์ และสามารถผลิต 
recombinant antibody ต่อ antigen ได้หลายชนิดแล้ว อีกทั้งในปัจจุบันที่ห้องปฏิบัติการรวมของ
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ได้มีการติดตั้งกล้องจุลทรรศน์ confocal fluorescent microscope ที่มี
คุณภาพดี  ๒ เครื่อง ที่พร้อมใช้งาน จึงเป็นโอกาสอันดี ที่ข้าพเจ้าจะได้ท าการพัฒนาแอนติบอดี จาก
คลังเฟจที่พัฒนาขึ้นในห้องปฏิบัติการของข้าพเจ้า ให้เหมาะสมกับงานทาง bio-imaging ทั้งเพ่ือการ 
ศึกษาวิจัยเชิงลึก และการตรวจวิเคราะห์ ทางด้าน การเกษตร และทางการแพทย์ เพ่ือให้ทันกับ
ความก้าวหน้าทางวิทยาการของเทคโนโลยีนี้ โดยจะใช้วิธีการทาง antibody engineering ในการสร้าง
เป็นโมเลกุลแอนติบอดี ที่เสถียร สามารถผลิตได้ในปริมาณสูง จาก แบคทีเรีย ยีสต์ หรือเซลล์สัตว์ เพ่ือลด
ต้นทุนการผลิต และให้เชื่อมต่อโดยตรงกับสารเรืองแสง เพ่ือให้สามารถน าไปประยุกต์ในงานทาง  bio-
imaging แบบขั้นตอนเดียว (one-step) และเพ่ือรองรับเทคโนโลยี high-through put ที่จะมีขึ้นใน
อนาคตได้ต่อไป 
 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย  
เพ่ือพัฒนาและประยุกต์ใช้เทคนิคทางวิศวกรรมแอนติบอดี (antibody engineering) ในการ

ผลิตแอนติบอดีส าหรับการท าให้ภาพทางชีววิทยาปรากฏ (bio-imaging)  โดยแบ่งเป็นหัวข้อย่อยดังนี้ 
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1.2.1 เพ่ือสร้างแอนติบอดีให้สามารถใช้เป็นสารท าให้ภาพทางชีววิทยาปรากฏในขั้นตอนเดียว 
โดยให้เชื่อมต่อกับ โปรตีนที่มีคุณสมบัติ Fluorescent หรือ Bioluminescent 
(recombinant bio-imaging antibody) 

1.2.2 เพ่ือพัฒนาวิธีการผลิต bio-imaging antibody ที่พัฒนาขึ้นมาได้ ในปริมาณสูง ง่ายต่อ
การท าให้บริสุทธิ์ เหมาะแก่การใช้งาน จากระบบการแสดงออกของยีนใน แบคทีเรีย 
หรือ ยีสต์ 

1.2.3 เพ่ือน าแอนติบอดีได้พัฒนาขึ้นมาได้ด้วยวิธีการทางพันธุวิศวกรรมไปใช้ท า bio-imaging 
ด้วย โดยเทียบกับวิธีการมาตรฐานที่ใช้ polyclonal หรือ monoclonal antibody 

 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย  
โครงการนี้จะท า วิศวกรรมแอนติบอดีเฉพาะที่ได้จากคลังเฟจในรูปแบบสายเดี่ยว หรือ scFv จาก

ห้องปฏิบัติการของหัวหน้าโครงการ จากนั้นท าการศึกษาความสามารถในการท า bio-imaging กับเซลล์ 
หรือ โปรตีนในเซลล์ ด้วยกล้องจุลทรรศน์ Confocal microscope ของ มทส เทียบกับวิธีการมาตรฐาน 

 

1.4 ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 
การท าภาพทางชีววิทยาให้ปรากฏ (bio-imaging) เป็นเทคโนโลยีที่ท าได้หลายวิธีขึ้นกับเป้าหมาย

ที่ต้องการศึกษา และเครื่องมือที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ เทคโนโลยีนี้ ได้รับการพัฒนามากในช่วงเวลาไม่
นานมานี้ เพ่ือใช้ในการศึกษาสิ่งชีวิตได้ทุกระดับตั้งแต่ในระดับโมเลกุลองค์ประกอบในเซลล์ ระดับเซลล์ 
เนื้อเยื่อ อวัยวะ รวมไปถึงกลุ่มประชากร (จุลชีพ) ท าให้นักวิทยาศาสตร์สามารถศึกษาระบบของการ
ท างานของสิ่งมีชีวิตแบบองค์รวมที่ขึ้นกับเวลาและต าแหน่ง (spatiotemporal) ของสิ่งที่ต้องการศึกษา 
ณ.เวลาใดเวลาหนึ่ง ซึ่งเปลี่ยนแปลงตลอดเวลาตามสภาวะแวดล้อมภายนอก ซึ่งเป็นธรรมชาติของ
องค์ประกอบของชีวิตทุกชนิดที่ต้องมีการปฏิสัมพันธ์ และอันตรกริยาต่อกันตลอดเวลา  เทคโนโลยี bio-
imaging จึงเป็นแนวทางการศึกษาที่ใกล้เคียงความจริงในธรรมชาติที่จะช่วยเสริม หรือมาแทนที่ 
การศึกษาแบบจ าเพาะทีละส่วน (reductionist) ซึ่งเป็นแนวทางหลักในการศึกษาทางชีววิทยาในศตวรรษ
ที่ผ่านมานี้ [6] ดังนั้นจึงอาจกล่าวได้ว่าเทคโนโลยีนี้และจะช่วยหาค าตอบทางชีววิทยาอีกหลายประการที่
ยังไม่สามารถอธิบายได้ในปัจจุบัน และยังอาจเป็นแนวทางใหม่ในการค้นหายาที่มีประสิทธิภาพมากขึ้นได้
ในอนาคตอีกด้วย [1] 

 
เทคโนโลยีการท าภาพทางชีววิทยาให้ปรากฏ  ประกอบด้วยเทคโนโลยีที่หลากหลาย และเป็นพหุ

สาขา คือรวมทั้งด้าน ชีววิทยา ชีวเคมี เคมี และ ฟิสิกส์ เข้าด้วยกัน วิธีการที่ใช้ขึ้นกับโมเลกุลหรือระบบที่
ต้องการศึกษา ตั้งแต่โมเลกุลที่เป็นพ้ืนฐานของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด คือ โปรตีน DNA RNA ซึ่งต้องใช้เทคนิค
เช่น X-ray diffraction crystallography, Magnetic Resonance, Cryo Electron Microscopy, 
Atomic Force Microscopy เป็นต้น ส่วนการศึกษาในระดับเซลล์หรือเนื้อเยื่อ ซึ่งเป็นเป้าหมายของ
โครงการวิจัยนี้ ใช้แอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงเป็นหลักในการวิเคราะห์ เพ่ือเป็นตัวบ่งชี้
ต าแหน่งของโมเลกุลหรืออวัยวะภายในเซลล์ที่ต้องการศึกษา ซึ่งเป็นวิธีการที่ใช้กันอยู่มากที่สุดในปัจจุบัน
นอกจากนั้นแล้ว การแสดงภาพทางชีววิยาของเซลล์ และเนื้อเยื่อ ยังอาจท าได้ด้วยเทคนิคอ่ืนเช่น 
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Synchrotron FTIR Sepctral Microscopy, Raman Spectroscopic เป็นต้น และท้ายสุด bio-
imaging ยังรวมถึงการแสดงภาพสิ่งมีชีวิตเป็นระบบ ที่ซับซ้อน แบบ ๓ มิติ ซี่งต้องใช้โปรแกรม
คอมพิวเตอร์ที่ซับซ้อน [6] ซึ่งอยู่นอกเหนือจากกรอบการวิจัยของโครงการนี้ 

 
แอนติบอดีท่ี เป็นปัจจัยส าคัญในงาน bio-imaging นั้น แทบทั้งหมดผลิตได้ด้วยวิธการมาตรฐาน 

ทั้งที่เป็น polyclonal และ monoclonal antibody โดยส่วนแบ่งของมูลค่าการตลาดของแอนติบอดีใน
งานทาง bio-imaging นี้มีเป็นที่ ๒ รองจากการใช้เพ่ือการรักษา อย่างไรก็ตามแอนติบอดีที่ผลิตโดย
วิธีการมาตรฐานนั้นมีข้อจ ากัดหลายประการ และมีราคาสูงดังที่ได้กล่าวไว้ข้างต้นแล้ว โครงการวิจัยนี้จึง
เกิดขึ้นเพ่ือใช้เทคนิควิศวกรรมแอนติบอดี ในการน าแอนติบอดีที่ถูกสร้างขึ้นด้วยเทคโนโลยีเฟจไปพัฒนา
ต่อด้วยวิธีการทางอณูชีววิทยาต่างๆชั้นสูงที่มีความก้าวหน้ามาเป็นล าดับ เพ่ือการประยุกต์ใช้ในงานทาง  
bio-imaging ซึ่งในปัจจุบันยังมีรายความส าเร็จไม่มากนักโดยเฉพาะการวิจัยและพัฒนาในประเทศไทย
ทั้งนี้อาจเป็นเพราะวิธีการท า antibody engineering นั้นค่อนข้างยากต้องใช้บุคลากร และเครื่องมือที่มี
คุณภาพ อีกทั้งในทุกข้ันตอนต้องมี vector ที่มีคุณภาพในการผลิต และ/หรือ ท าวิศวกรรมแอนติบอดี ซึ่ง 
vector เหล่านี้ ส่วนมากไม่มีขายในท้องตลาด มักต้องพัฒนาขึ้นมาเองก่อนโดยเฉพาะ vectorที่มี
คุณสมบัติที่ดี เนื่องจากแอนติบอดีส่วนใหญ่มักมีมูลค่าทางการตลาดที่สูงมากอีกทั้งกล้อง confocal 
fluorescent microscope ทีมีคุณภาพดี และผู้ที่มีความช านาญในการใช้ก็ยังหาได้ยากเช่นกัน 

 
ด้วยกลุ่มงานวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพบนผิวเฟจของหัวหน้าโครงการได้ท าการค้นคว้าและพัฒนา

เทคนิคการผลิต antibody ด้วยเทคโนโลยีเฟจมาแล้วในระดับหนึ่ง จึงมีประสบการณ์มาพอควร อีกทั้งยัง
มีความมุ่งมั่นที่จะพัฒนาต่อยอดเทคนิควิศวกรรมแอนติบอดีแบบอ่ืนๆ เพ่ือการประยุกต์ใช้ทาง
เทคโนโลยีชีวภาพที่หลากหลาย การประยุกต์ใช้เพ่ืองานด้าน bio-imaging เป็นงานที่น่าสนใจ และมี
ขั้นตอนสู่การน าไปใช้จริงไม่ยุ่งยากเท่าการท าแอนติบอดีเพ่ือการรักษาอีกทั้งยังสามารถประยุกต์ใช้ทั้งทาง
การแพทย์ เกษตร และสิ่งแวดล้อม รวมทั้งยังสามารถรองรับเทคโนโลยีการวิเคราะห์แบบ  high-
throughput ที่จะเกิดขึ้นในอนาคต โครงการนี้จึงน่าจะมีช่วยในการพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี
ของประเทศให้ก้าวทันประชาคมโลก และเป็นผู้น าของอาเซียนได้ต่อไป 

 
 



 
 

 
 

บทท่ี 2 
ทบทวนวรรณกรรมและสารสนเทศที่เกี่ยวข้อง 

 
แอนติบอดี (antibody) คือโปรตีนที่พบได้ในเลือด น้ าเหลือง และสารคัดหลั่งต่างๆ ในร่างกาย

ของสัตว์มีกระดูกสันหลังมีหน้าที่ส าคัญในระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย ดังกลไกสรุปได้ตามรูปที่ ๑ 
แอนติบอดีถูกค้นพบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1980 โดย Emil von Behring และ Shibasaburo Kitasato [7] 
ซึ่งได้ท าการศึกษาทดลองและค้นพบว่าใน serum ของสัตว์ที่มีภูมิคุ้มกันต่อเชื้อโรคคอตีบ (diphtheria) 
และ บาดทะยัก (tetanus) นั้น มีสารที่เรียกว่า “antitoxic activity” (ต่อมาได้เปลี่ยนไปใช้ค าว่า 
antibody) ซึ่งมีความสามารถในการท าให้สัตว์ที่ไม่เคยมีภูมิคุ้มกันมาก่อนเกิดความต้านทานโรคในระยะ
สั้นได้ antibody มีหน้าที่ในการไปจับกับสิ่งแปลกปลอมต่างๆที่เข้ามาในร่างกาย เช่น แบคทีเรีย ไวรัส 
หรือสารพิษต่างๆ เมื่อสิ่งแปลกปลอมถูก antibody จับแล้ว จะถูกท าลายความเป็นพิษ (neutralize) 
หรือถูกน าไปท าลายต่อด้วยระบบภูมิคุ้มกันในร่างกายต่อไป antibody เป็นส่วนหนึ่งของระบบภูมิคุ้มกัน
ในร่างกายที่เรียกว่าระบบ adaptive immune response คือเป็นระบบการตอบสนองของร่างกายโดย
การสร้างภูมิคุ้มกันอย่างเฉพาะเจาะจงต่อเชื้อโรคต่างๆ ทีเข้ามาสู่ร่างกาย ซึ่งโดยส่วนใหญ่แล้วการ
ตอบสนองประเภทนี้ จะช่วยให้ร่างกายมีภูมิคุ้มกันที่สามารถยับยั้งการเกิดโรคในกรณีที่ร่างกายได้รับเชื้อ
ซ้ าอีก (protective immunity) อันที่จริงนอกจากเชื้อโรคต่างๆ แล้ว สิ่งแปลกปลอมอีกมากมายที่เข้าสู่
ร่างกายก็มีความสามารถกระตุ้นการสร้าง antibody ได้ รวมเรียกสารที่สามารถกระตุ้นให้สิ่งมีชีวิตผลิต 
antibody ได้ว่า antigen ซึ่งเป็นค าย่อมาจาก antibody generation  
 

antibody มีชื่ออีกชื่อหนึ่งในทางชีวเคมีว่า immunoglobulin (หรือเรียกโดยย่อว่า Ig) เพราะ
ประกอบด้วยโครงสร้างพ้ืนฐานคือ immunoglobulin domain ซึ่งประกอบด้วย β sheets 2 แผ่น 
เชื่อมต่อกันอยู่ด้วย disulfide bridge มีโครงสร้างเรียกว่า β barrel เพราะมีลักษณะคล้ายถัง  
antibody ในร่างกายมนุษย์มีหลายประเภท แต่มีโครงสร้างหลักท่ีคล้ายกันคือมีส่วนที่เป็นสายยาว heavy 
chain และสายสั้น light chain ในส่วนตรงปลายด้านบนเป็นส่วนที่มีความหลากหลายสูง มีหน้าที่ในการ
จับกับเป้าหมายต่างๆ (antigen) ได้อย่างหลากหลายและเฉพาะเจาะจง เรียกส่วนนี้ว่า variable region 
หรือ V region [8] 
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รูปที่ ๑ กลไกการท างานต่างๆ ของแอนติบอดีในร่างกาย [7] มีได้หลายทางตั้งแต่การจับท าลายจุลชีพ
ก่อโรคโดยตรง (direct antimicrobial acitivity) ท าลายผ่านการท างานของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน 
(antibody-dependent cell cytotoxicity) การยับยั้งไวรัสและสารพิษ (viral and toxin 
neutralization) กระตุ้นระบบ complement ชักน าให้เม็ดกิน ผ่านกระบวนการ opsonization รวมทั้ง 
การช่วยปรับสมดุลย์การท างานของระบบภูมิคุ้มกันภายในร่างกาย ( immunomodulation) การกระตุ้น
ให้เม็ดเลือดขาวผลิต oxidants และช่วยการท าลายเซลล์ร่างกายจากปฏิกริยาการอักเสบ 
(inflammatory response) 
 

แอนติบอดี (antibody) เป็นสารชีวโมเลกุลที่มีคุณประโยชน์ต่อการค้นคว้าและวิจัยทางด้าน
วิทยาศาสตร์ชีวภาพแขนงต่างๆ อย่างยิ่ง [9, 10] นอกจากนั้นแล้ว antibody ยังมีประโยชน์ในการใช้เป็น
สารตรวจสอบที่มีความแม่นย าสูง [11-13] รวมทั้งเป็นยาที่มีประสิทธิภาพสูงในการรักษาโรค [11, 13-16]  
ทั้งนี้เพราะ antibody สามารถจับกับเป้าหมาย หรือแอนติเจน (antigen) ได้อย่างจ าเพาะเจาะจง ซึ่ง
คุณสมบัตินี้เป็นผลงานของธรรมชาติที่ผ่านการวิวัฒนาการมาหลายร้อยล้านปี หน้าที่หลักของ antibody 
ในสิ่งมีชีวิตคือการเป็นส่วนหนึ่งของระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย [17] ซึ่งจากความเข้าใจในกลไกการ
ท างานของธรรมชาติในด้านนี้เอง จึงท าให้มนุษย์สามารถประยุกต์ใช้ความรู้นี้ในการสร้างเป็นเทคโนโลยี
การผลิต antibody ชนิดต่างๆ ซึ่งมีประโยชน์ทั้งในการศึกษาวิจัย และการตรวจวินิจฉัย รวมทั้งการรักษา
โรค ในชั้นต้น antibody สามารถผลิตได้จากการฉีดสาร antigen เข้าไปในสัตว์มีกระดูกสันหลังชนิดต่างๆ 
เช่น กระต่าย ม้า โค แพะ แล้วสกัด เอา antibody ซึ่งมีลักษณะเป็นโพลีโคลนอล (polyclonal 
antibody) ออกมาจากซีรั่ม [10] ต่อมาได้มีการพัฒนาวิธีการผลิต antibody อีกชนิดหนึ่งคือ 
monoclonal antibody [18] วิธีการทั่วไปที่ใช้ในการผลิต monoclonal antibody นั้น ท าได้โดยการ
ฉีดแอนติเจน (antigen) เข้าไปในหนูเพื่อให้สร้างภูมิคุ้มกันต่อ antigen ชนิดนั้นๆ จากนั้นจึงใช้เทคนิคการ
สร้างเซลล์ผสม (hybridoma technology) เพ่ือผลิตเป็น monoclonal antibody ชนิดต่างๆกัน เซลล์
ผสมที่ถูกสร้างขึ้นให้มีความสามารถในการผลิต monoclonal antibody นั้น สามารถเก็บรักษาไว้ให้เป็น
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แหล่งผลิต monoclonal antibody ที่มีเอกลักษณ์ในความจ าเพาะเจาะจง (unique specificity) ได้
ตลอดไป การผลิต monoclonal antibody ชนิดหนึ่งๆแต่ละครั้งนั้นต้องใช้เวลานาน ประมาณ ๔-๕ 
เดือนขึ้นไป และการลงทุนสูง ทั้งยังต้องการบุคลากรที่มีความช านาญสูง รวมทั้งยังต้องเกี่ยวข้องกับ
สัตว์ทดลองคือหนูอีกด้วย นอกจากการผลิต monoclonal antibody โดยวิธีการดั้งเดิมจะมีความยุ่งยาก
และค่าใช้จ่ายที่สูงแล้ว ยังมีข้อจ ากัดที่เกิดจากเทคโนโลยีนี้หลายอย่างเช่น ข้อจ ากัดเกี่ยวกับชนิดของ 
antigen ที่จะใช้เพราะต้องเป็น antigen ที่ไม่เป็นพิษต่อหนูทดลอง และต้องไม่เป็น antigen ที่คล้ายกับ 
antigen ของหนู เช่น antigen ซึ่งเป็นโปรตีนที่อยู่ในขั้นต้นของล าดับการวิวัฒนาการ (conserved 
antigens) หรือใช้ได้ เฉพาะกับ antigen ที่มีความสามารถในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน 
(immunogenecity) ได้เท่านั้น รวมทั้งผลที่ได้จากการกระตุ้นหนูทดลองยังมีความแปรปรวนสูงขึ้นกับ
สุขภาพของหนูแต่ละตัว ข้อจ ากัดที่ส าคัญอีกประการหนึ่งก็คือจ านวนชนิดของ antigen ที่จะใช้ในการ
สร้าง monoclonal antibody เพราะโดยปกติการผลิต monoclonal antibody ต่อ antigen แต่ละ
ชนิดมักต้องใช้หนูทดลอง ๓-๕ ตัวขึ้นไป ในยุคปัจจุบันซึ่งเป็นยุคหลังการค้นพบล าดับยีโนมมนุษย์และ
สิ่งมีชีวิตอีกหลายชนิด (post-genomic era) ความส าคัญในการศึกษาวิจัยจึงมุ่งไปสู่การศึกษาการท างาน
ของยีโนม หรือโปรตีน (functional genomics หรือ proteomics) [19-25] ซึ่งการวิจัยเหล่านี้
จ าเป็นต้องเกี่ยวกับโปรตีนจ านวนมาก การสร้าง monoclonal antibody จ านวนมากเพ่ือใช้ในการศึกษา
การท างานของโปรตีนหลายชนิดพร้อมๆกันโดยวิธีการที่ใช้อยู่ในปัจจุบัน จึงเป็นไปไม่ได้ หรือต้องใช้
ค่าใช้จ่ายที่สูงมาก   
 

ด้วยข้อจ ากัดข้างต้น จึงได้มีการพัฒนาเทคนิควิศวกรรมแอนติบอดีขึ้นมาเพ่ือผลิตแอนติบอดีให้
ง่ายขึ้น มีคุณสมบัติพิเศษที่ต้องการโดยไม่ต้องใช้สัตว์ทดลอง อาทิเช่น ได้แก่การน า monoclonal 
antibody ที่ผลิตได้จากหนูไปปรับปรุงให้มีคุณสมบัติเหมือนของมนุษย์ (humanization) [26, 27]  
เพ่ือให้สามารถใช้ในการบ าบัดโรคต่างๆ (human therapy) ปัจจุบันมี monoclonal antibody ที่มีข้อ
บ่งใช้ในการรักษาโรคมะเร็งหลายประเภทออกจ าหน่ายแล้ว [28, 29] การประยุกต์ใช้ monoclonal 
antibody เพ่ือใช้ในการรักษาโรคนี้นับวันจะมีความส าคัญและได้รับความนิยมเพ่ิมมากขึ้น ดังนั้นจึงเป็น
การดีที่จะใช้เทคโนโลยีอ่ืนในการผลิต monoclonal antibody ที่ไม่ยุ่งยากและรวดเร็วกว่าวิธีการ 
hybridoma ที่ใช้อยู่ในปัจจุบัน  
 

เทคโนโลยีหนึ่งที่มีประสิทธิภาพสูงในการท าวิศวกรรมแอนติบอดีเพ่ือผลิต antibody เพ่ือการ
ตรวจวิเคราะห์ และรักษาแนวใหม่ คือเทคโนโลยีเฟจ ซึ่งได้เริ่มต้นขึ้นตั้งแต่ปี ๒๕๓๓ [30] โดยในขั้นแรก
เป็นการสร้างคลังของ antibody จากสัตว์ที่ได้รับการกระตุ้นด้วย antigen แล้ว โดยท าการแสดงเฉพาะ
ส่วนของ antibody ที่มีหน้าที่ในการจับคือ ส่วน Fab [31, 32] หรือสร้างเป็น antibody เส้นเดี่ยวที่มี
เฉพาะส่วนที่มีหน้าที่ในการจับ เรียกว่าส่วน single chain variable fragments (form), scFv [30] ซึ่ง 
antibody เหล่านี้จะถูกแสดงบนโปรตีนที่ปกคลุมผิวชนิดรอง (pIII) พบว่ามีความส าเร็จจากการใช้คลัง
เหล่านี้ในการผลิต monoclonal antibody ต่อ antigen หลายชนิด [33-40] แต่ข้อจ ากัดประการส าคัญ
ของการใช้วิธีการนี้คือต้องท าการกระตุ้นสัตว์ทดลองก่อนจึงเป็นการเสียเวลา และยังเป็นคลังที่มีเฉพาะ 
antibody ที่เกิดจากการกระตุ้นด้วย antigen ที่ใช้ อย่างไรก็ตามความส าเร็จนี้นับเป็นเครื่องชี้ว่าสามารถ
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น าเทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบนผิวฟาจมาใช้ในการคัดเลือกและผลิต monoclonal antibody ที่มี
ความสามารถในการจับอย่างมีความเฉพาะเจาะจงสูงได้จริง 
 

การพัฒนาก้าวส าคัญที่ท าให้การประยุกต์ใช้เทคโนโลยีฟาจในการผลิต monoclonal antibody 
เป็นที่แพร่หลายและได้รับความสนใจเป็นอย่างสูงทั้งในงานวิจัยขั้นพ้ืนฐาน และการประยุกต์ใช้ใน
อุตสาหกรรมทางเทคโนโลยีชีวภาพด้านต่างๆ เริ่มต้นในเวลา ๒ ปีต่อมา เมื่อนักวิทยาศาสตร์สามารถสร้าง
คลังของ monoclonal antibody จากสัตว์ที่ไม่ได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันมาก่อนได้ส าเร็จ 
(nonimmune library หรือ naïve library) [41] คลังชนิดนี้สามารถประยุกต์ใช้ในงานวิจัยได้กว้างขวาง
กว่าคลังที่สร้างจากสัตว์ที่ได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันมาก่อนหลายเท่า เพราะสามารถใช้ในการสร้าง 
monoclonal antibody ต่อ antigen เกือบทุกชนิดที่ต้องการ เนื่องจากคลังของ antibody ที่สร้างขึ้นนี้
เป็นตัวแทนความเป็นไปได้ทั้งหมดจากระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์ตามธรรมชาติ โดยพบว่า monoclonal 
antibody ที่คัดเลือกมาได้นั้นมีคุณภาพดีคือมีความสามารถในการจับ (affinity, ในช่วง 1-200 nM) และ
มีความจ าเพาะเจาะจง (specificity) สูงเท่ากับ monoclonal antibody ที่สร้างจาก hybridoma [41-
44] อย่างไรก็ตามโดยทั่วไปแล้ว ความสามารถในการจับ และความสามารถในการยับยั้งการท างานของ 
antigen (neutralizing) มักไม่ดีเท่า antibody ที่ได้จากคลังชนิดทุติยภูมิ 
 

เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมอีกอย่างหนึ่งที่มีประโยชน์ในการสร้าง antibody ให้มีคุณภาพสูงคือมี
ความจ าเพาะเจาะจง และความสามารถในการจับสูง (high specificity และ affinity) คือการน า 
antibody ที่คัดได้จากคลังมาพัฒนาเป็น monoclonal antibody ที่มีคุณภาพดีขึ้น (maturation) โดย
ใช้หลักการก ากับวิวัฒนาการ (directed evolution) [45, 46] ด้วยเทคนิคต่างๆ เช่น การท าให้เกิดการ
กลายพันธ์อย่างสุ่มด้วยเทคนิคทาง PCR ที่มีความแม่นย าต่ า (error prone PCR) [47, 48] หรือการใช้
เทคโนโลยีการสลับสับเปลี่ยนดีเอ็นเอ (DNA shuffling) [49-53] การปรับปรุงคุณภาพด้วยวิธีนี้ 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งโดยการสลับสับเปลี่ยนดีเอ็นเอ พบว่ามีประสิทธิภาพดีในการสร้าง antibody ที่มี
ความสามารถในการจับสูงมากข้ึนกว่าเดิมหลายเท่า ตัวอย่างเช่นพบว่าสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการจับ
ของ antibody บางประเภทได้ถึง ๑๐ เท่า ท าให้ได้ monoclonal antibody ที่มีความสามารถในการจับ
สูงถึง 1011 M-1 [54-56] ซึ่งสูงกว่าค่าที่จะได้จาก monoclonal antibody ที่ผลิตด้วยวิธีการเดิม (คือ 
1010 M-1)  
 

นอกจากการปรับปรุงคุณภาพในการจับแล้ว ยังสามารถใช้เทคโนโลยีนี้ในการปรับปรุงคุณสมบัติ
อ่ืนๆตามวัตถุประสงค์ของการใช้งาน เช่นความสามารถในการท างาน (function) ต่างๆ เช่นการกระตุ้น
การส่งสัญญาณภายในเซลล์ (cell signaling) [57-64] หรือการใช้เป็นตัวกระตุ้นหรือตัวยับยั้ง (agonist 
หรือ antagonist) โปรตีนหรือเอนไซม์ต่างๆในเซลล์ [65, 66] นอกจากนั้นแล้วยังใช้ในการคัดเลือก 
antibody ที่ทนต่อสภาวะบางอย่างเช่น สภาวะกรด ด่าง หรือทนต่อเอ็นไซม์ที่ย่อยโปรตีน (proteinase) 
[67, 68] หรือที่สภาวะ reducing [48] รวมทั้งการปรับปรุงให้มีคุณสมบัติเหมาะสมในการใช้เป็นยารักษา
โรค (therapeutic use) [26, 69-77] หรือติดฉลาก (tag) [10, 78-82] เพ่ือประยุกต์ใช้ในงานวิจัยด้าน
ต่างๆ 
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การประยุกต์ใช้แอนติบอดีปรับแต่งพันธุกรรมที่ส าคัญ และมีมูลค่าทางการตลาดสูงที่สุดใน
ปัจจุบัน ซึ่งมีมูลค่าหลายหมื่นล้านบาท คือการใช้ส าหรับการวินิจฉัยและรักษาโรค ( therapeutic 
antibody) จนถึงปัจจุบันมีแอนติบอดีที่ใช้ในการรักษาแล้วหลาย ๑๐ ชนิด และมีอีกหลาย ๑๐๐ ชนิดที่
ก าลังอยู่การทดลองทางคลินิค (clinical trial) ขั้นต่างๆ โดยเฉพาะโรคมะเร็ง [83] โดยรูปแบบของ
แอนติบอดีปรับแต่งพันธุกรรมที่นิยมใช้ในปัจจุบัน เป็นทั้งที่ เป็นแอนติบอดีเต็มรูปแบบ (whole 
immunoglobulin) และชิ้นส่วนแอนติบอดีแบบต่างๆ ดังแสดงในรูปที่ ๒ โดยชิ้นแอนติบอดีที่เป็นเฉพาะ
ชิ้นส่วนแอนติบอดีขนาดเล็กจะประกอบด้วยส่วนของแอนติบอดีที่ยังมีความสามารถในการจับกับ
เป้าหมายอยู่ อาทิเช่น แบบ scFv แบบ Fab และแบบเส้นเดี่ยวที่เตรียมได้จากสัตว์ในตระกูลอูฐ และลา
มะ หรือปลาฉลาม [84] ข้อดีของแอนติบอดีชิ้นเล็กนี้คือ ผลิตได้ง่ายด้วยระบบการผลิตโปรตีนในแบคทีเรีย 
หรือ ยีสต์ สามารถถูกดูดซึม และเข้าไปยังเซลล์เป้าหมายได้ดีกว่า อีกทั้งยังสามารถปรับแปลงพันธุกรรม
ให้มีคุณสมบัติเพ่ิมขึ้นที่น่าสนใจได้อีกหลากหลาย อาทิเช่น ให้เชื่อมกับสารเรืองแสง หรือเอนไซม์ ท าให้
เป็น bi- หรือ tri-specific (multimeric) antibody หรือให้เชื่อมกับยาหรือสารเคมีต่างๆ เพ่ือการรักษา
โรค เป็นต้น [85] เรียกแอนติบอดีรูปแบบเหล่านี้ว่า conjugated antibody ซึ่งอาจเชื่อมต่อกับ toxin 
หรือสารเคมีที่มีฤทธิ์ยังยั้งการท างานของเซลล์ (cytotoxic agents) เพ่ือใช้ในการรักษาโรคมะเร็ง ดัง
แสดงในในรูปที่ ๓ งานวิจัยล่าสุดที่เกี่ยวข้องกับโครงการวิจัยนี้คือรายงานการใช้แอนติบอดีจากลามะ ซึ่ง
เป็นแอนติบอดีสายเดี่ยวที่สามารถจับและท าลายเชื้อ rotavirus ไปแสดงออกในข้าว ท าให้ได้ผลผลิตเป็น
เมล็ดข้าวที่มีแอนติบอดี ซึ่งจากการค้นคว้าวิจัยพบว่า หนูที่บริโภคข้าวที่มีแอนติบอดีอยู่นี้ สามารถ
ต้านทานการติดเชื้อ rotavirus ซึ่งท าให้เกิดโรคท้องร่วงรุนแรงและเฉียบพลันในเด็กได้ [86] ผลการวิจัยนี้
แสดงให้เห็นว่าอาจน าข้าวชนิดนี้ไปใช้ป้องกันการเจ็บป่วย และตายด้วยโรคท้องร่วง ซึ่งเป็นปัญหาส าคัญ
ในประเทศยากจนได้ดี  

 
รูปที่ ๒ ภาพแสดงโครงสร้างชิ้นส่วนแอนติบอดีแบบต่างๆ [84] ในภาพแสดงแอนติบอดีแบบเต็มรูป 
ชนิด IgG ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (IgG), ของสัตว์ตระกูลอูฐและลามะ (Camel Ig) และ ของปลาฉลาม 
(IgNAR) และลักษณะชิ้นส่วนของแอนติบอดีรูปแบบต่างๆ ได้แก่ แบบ Fab scFv ชิ้นส่วนโดเมนเดี่ยว 
(single-domain VH) รูปแบบต่างๆ คือ VH VhH และ V-NAR รวมทั้งชิ้นแอนติบอดีที่ประกอบจากหลาย
โมเลกุล (multimeric antibody) ได้แก่ bi-scFv diabodies triabodies และ tetrabodies 
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รูปที่ ๓ ส่วนประกอบต่างๆ ของ Antibody-Drug Conjugate (ADC) ส าหรับรักษาโรคมะเร็ง ได้แก่ 
๑) แอนติบอดีต้องจ าเพาะกับ antigen ที่เกี่ยวข้องกับโรคมะเร็ง ซึ่งไม่มี หรือมีจ ากัดในเซลล์ปกติ ๒) มี
สารส าหรับท าลายเซลล์ (cytotoxic agent) เพ่ือฆ่าเซลล์มะเร็งหลังจากถูกน าเข้าไปภายในและถูกปด
ปล่อยออกมา ๓) ตัวเชื่อม (linker) ระหว่าง cytotoxin agent และ antibody โดยตัวเชื่อมใหม่ๆ จะถูก
ออกแบบให้คงทนเมื่ออยู่ในระบบไหลเวียนในร่างกาย แต่จะปลดปล่อยสารพิษต่อเซลล์เฉพาะเมื่อเข้าไป
ในเซลล์แล้ว  

ในส่วนรายงานด้านการสร้าง recombinant antibody ให้เชื่อมต่อกับ fluorescent หรือ bio-
luminescent นั้นยังมีอยู่น้อยมาก โดยในกรณีของการเชื่อมกับ fluorescent นั้น ปัญหาส าคัญคือ การ
สร้างเป็นโครงสร้างโปรตีน fluorescent ที่สามารถเรืองแสงได้นั้น ต้องการสภาวะ reducing ภายใน
เซลล์ แต่แอนติบอดีต้องถูกหลั่งออกมานอกเซลล์จึงจะรวมตัวเป็นโครงสร้างที่ท างานได้ [87] อย่างไรก็
ตามเมื่อไม่มานมานี้ ได้มีรายงานการใช้วิธีการวิศวกรรมแอนติบอดีด้วยการตัดต่อแอนติบอดีส่วน  CDR3 
ลงไปในโครงสร้างโปรตีน GFP โดยตรงและพบว่าแอนติบอดียังสามารถจับกับเป้าหมายได้ แต่วิธีการนี้
ค่อนข้างยากและอาจไม่สามารถใช้กับแอนติบอดีทุกชนิด โดยเฉพาะในกรณีที่ต้องใช้  CDR1 และ CDR2 
ในการจับกับเป้าหมาย [88] นอกจากนั้นแล้วยังได้มีการพัฒนาตัวเชื่อมต่อ bioluminescent ประเภท 
flavin mononucleotide based fluorescent proteins (FbFPs) เพ่ือใช้ในการตรวจวิเคราะห์ online 
แต่ยังไม่ได้น ามาใช้งานในลักษณะ bio-imaging [89] และยังมีตัวอย่างการใช้จ ากัดอยู่ อย่างไรก็ตาม
ตัวเชื่อมแบบ FbFPs นี้มีข้อดีเหนือ green fluorescent protein หลายประการ อาทิเช่น ทนต่อความ
เป็นกรดด่าง (pH 4-11) และอุณหภูมิ (ถึง 60ºซ) ไม่ต้องการ oxygen และสามารถเรืองแสงได้ไว [90] 
ระบบนี้จึงน่าสนใจที่จะน ามาประยุกต์ใช้ให้กว้างขวางยิ่งขึ้นไปในอนาคต [87] 
 
 

http://www.onclive.com/_media/_upload_image/ADC-elements-large.jpg


 
 

 
 

บทท่ี 3 : วิธีการด าเนนิการวิจัย และ ผลการวิจัย 
 

3.1 การผลิต และการวิเคราะห์ด้วย recombinant antibody ในรูปแบบ scFv-GFP 

สารเคมี ชีววัตถุ และวิธีการทดลอง 
Construction of expression vector for the production of fluorescent antibody conjugates 

To construct of pWS-Green vector containing Emerald Green Fluorescent Protein 
(EmGFP), the EmGFP gene from pSERT/EmGFP (Invitrogen, USA) was amplified by PCR 
technique using two primers (EmGFPNcoIEcoRINotIFW: 5'-CTG TGC CCA TGG GAA TTC AAG 
CTT GCG GCC GCA GGT GGC GGA GGG ATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG-3 ' and 
EGFPFlag6HisXhoIRv: 5'-GCA CAG CTC GAG CTA GTG GTG GTG GTG GTG GTG CTT GTC GTC 
ATC GTC TTT GTA GTC CCC CTT GTA CAG CTC GTC CAT GCC-3' in which containing the 
NcoI and XhoI restriction sites, respectively. And then the amplified product was 
digested with NcoI and XhoI, ligated into the expression vector pET15b which was cut 
using the same restriction enzymes. This resulted in the overexpression plasmid pWS-
Green encodig C-terminal 6xHis and FLAG tagged recombinant EmGFP for further 
purification. The DNA sequence of the construct was confirmed by automated DNA 
sequencing (Macrogen, Korea). 
 
Cloning and expression of scFv-EmGFP fusion proteins 

To clone of IRA7c-scFv, 3E3-scFv and yZA8B2-scFv antibodies into pWS-Green, 
the scFv antibody genes were digested with the NcoI and NotI restriction enzymes and 
ligated into digested pWS-Green. This resulted in the expression vector scFv-pWS-Green 
encodes scFv linked EmGFP protein via (G)4 linker and followed by 6xHis tag that easy to 
purify the recombinant protein. The fused protein is under control of T7 promoter and 
could be induced for the overexpression using IPTG. The DNA sequence of the 
constructs was determined with automated DNA sequencer.    

To produce the scFv-EmEGP fusions, the pWS-Green vectors containing scFv 
genes were transformed into E. coli strain SHuffle B (E. coli C3029 (B cell)), Shuffle K12 (E. 
coli C3026 (K12)) (New England Biolabs, USA) and BL21 (DE3) to evaluate a suitable 
expression host. The fusion proteins were expressed according to a previously published 
method [91] with some modifications. A single colony of each E. coli harboring 
recombinant plasmid was inoculated in 5 ml LB media containing 100 µg/ml of 
ampicillin and cultured at 30 ºC with shaking 250 rpm for overnight. Four mL of 
overnight culture were used to inoculate 400 ml of LB medium containing 100 µg/ml of 
ampicillin next day. Cells were cultured at 30 ºC to OD600 = 0.6, followed by induction 
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by adding 0.4 mM isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) at 25ºC for 16 h before 
harvesting the cells. The level of the Emerald Green Fluorescent Protein (EmGFP)-
expressing E. coli was determined by a CytoFLEX S flow cytometer (Beckman Coulter, 
Germany) with 488 nm excitation and 523 emission wavelengths and and the data were 
analysed using the Kaluza 1.2 software program (Beckman Coulter). For a control, the 
pET27b harboring scFv gene was also expressed in the same time for comparison of 
binding activity. 
 
Purification of scFv-EmGFP fusion proteins 
 The cell pellets were harvested by centrifugation at 8000 rpm for 10 min, which 
were re-suspended in binding buffer (20 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl and 20 mM 
imidazole, pH 7.9) with 1 mg/ml lysozyme. Cells were disrupted by intermittent 
sonication at 25% amplitude for 7 min on ice using 30s pulse and 30s break for cooling 
after adding 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF).  The cell debris was removed 
by centrifugation at 15,000 x g for 20 min at 4°C, and the clear supernatant was applied 
directly into Ni-NTA column, pre-equilibrated with binding buffer. The column was 
washed with biding buffer. Finally, the fusion protein was eluted with elution buffer (20 
mM Tris-HCl, 300 mM NaCl and 250 mM imidazole, pH 7.9). Fractions containing scFv-
EmGFP fusion protein were pooled and exchanged by dialysis into PBS buffer, 
respectively at 4ºC. The samples were collected and kept at 4ºC. The soluble fraction 
and purity of the samples were assessed by denaturing sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). The purified protein were determined by 
Bradford method (1976) using bovine serum albumin as a standard.  
 
Gel electrophoresis and western blot analysis 

The purified fusion proteins were analyzed by 12 % SDS-PAGE. Protein bands 
were visualized by staining with Coomassie brilliant blue R-250 (BioRad) [92]. The 
Precision Plus Protein Standard (10-250 kDa) from Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, USA) 
was used as a molecular weight marker. Western blot was analyzed according to the 
manufacturer’s protocol (Bio-Rad Laboratories, USA). The proteins were electroblotted 
to PVDF membrane at 100 volts for 1.5 h at 4˚C. Subsequently, the membrane was 
blocked for 1 h with 2% skim milk in 1xPBS (MPBS) at 4˚C for overnight. The membrane 
was then washed 3 times with 1xPBS by rocking at room temperature for 1 min each 
time. After HisProbe-HRP conjugate (1:5000; ThermoFisher Sceintific, USA) incubation for 
1 h, the membrane was washed again. Finally, the protein target was visualized using 
Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healcare Life Sciences, 
USA). 
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Conventional ELISA 
The fused IRA7c-scFv-EmGFP antibody was confirmed the binding activity by 

ELISA [93] For the bind activity of 3E3-scFv-EmGFP and yZA8B2-scFv-EmGFP were 
performed according to a previously published method [94-95] 
 
Fluorescence-linked immunosorbent assay (FLISA) 

Binding activity of each fusion antibodies was determined by FLISA that was 
modified from ELISA method . A black Nunc-Immuno 96 well plates were coated with 1 
μg of AFB1-BSA in 1xPBS (3E3-scFv-EmGFP), 1 μg of ZEN-BSA in 1xPBS (yZA8B2-scFv-
EmGFP), 0.1 IU of rabies virus vaccine 100 mM NaHCO3, pH 8.5 (IRA7c-scFv-EmgFP). In 
this experiment, 1% BSA was used as a negative control. After incubation at 4 °C 
overnight, the plates were blocked with 2% MPBS at room temperature for 1 h, followed 
by washing 3 times with PBS. Fifty microliters of 4% MPBS and 100 μL of each fusion 
antibodies were added to each well and incubated at room temperature for 1 h. The 
wells were washed three times with PBS containing 0.05% Tween 20 (PBST) and twice 
times with PBS. Finally, 100 µl of PBS were added into the plates. The fluorescence 
intensity was measured by a fluorescent microplate reader (ThermoFisher Sceintific, 
USA). The excitation and emission wavelengths were 478-484 and 560-509 nm, 
respectively. 
 
Competitive FLISA 

To confirm the yZA8B2-scFv-EmGFP fusion antibody that can bind to free ZEN by 
competitive FLISA, inhibition FLISA was developed to determine the sensitivities and 
specificities of the yZA8B2-scFv-EmGFP fusion antibody. Two µg of ZEN-BSA, ZEN-OVA 
and ZEN-KLH were coated on a black Nunc-Immuno 96 well plate. The different yZA8B2-
scFv-EmGFP dilutions were pre-incubated with varying concentrations of soluble ZEN. 
After incubation at 37 ºC with shaking 300 rpm in dark for 30 min, the mixture was 
transferred to the coated plate and incubated for 1 h. The unbound antibodies were 
washed away 3 times with 0.05% PBST and 2 times with PBS. The wells were added 100 
µl of PBS and measured the fluorescent signal with an excitation peak at 487-484 nm 
and an emission peak at 506-509 nm. 
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ผลการทดลอง 

ผลแสดง Construction and expression of 152-GFP fusion protein.  
The scFv gene of clone 152 was subcloned into pWS-Green vector at NcoI and 

NotI restriction site and then these recombinant vector was transformed into various 
expression host including E.coli strain BL21(DE3), Engineered Shuffle B cell, and 
engineered E. coli K12. The scFv-GFP fusion protein was purified by Histrap affinity 
column. The purified scFv-GFP proteins were observed under black light box. 

 

 
รูปที่ ๔ เวคเตอร์ในการผลิต scFv-GFP และการผลิต scFv-GFP ในแบคทีเรียต่างๆ เวคเตอร์ pWS-
Green-HL63152 (ซ้าย) ที่น าไป transform เข้าสู่ E.coli strain ต่างๆ (ภาพขวา) เพ่ือผลิตเป็น scFv-
GFP โคลน 152 ซึ่งจับแบบจ าเพาะกับเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว 
 
ผลแสดง Flow cytometry analysis of three E. coli (B cell, K12 and DE3) expressing scFv-
EmGFP, EmGFP alone and pET15b by induction IPTG. 

 The scFv-GFP clone 3E3 and IR7 were expressed in E.coli strain B cell, K12 and 
DE3.The result show that the high intensity of expression level of scFv-emGFP were 
shown when expressed in the E.coli strain B cell and DE3 (pink peak). However, the 
emGFP alone are shown high intensity expression level in E.coli strain DE3 (Green peak) 
Therefore, it can conclude that the E.coli strain B cell is suitable for scFv-GFP expression 
as shown in Figure 5. 
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รูปที่ ๕ ผลการวิเคราะห์การผลิต scFv-GFP ใน E.coli strain ต่างๆ ด้วย Flow cytermeter เซลล์
แบคทีเรีย E.coli strain B cell K12 และ DE3 (สีแดง) เวคเตอร์ pET15b ที่ถูก transform เข้าสู่ E.coli 
strain B cell K12 และ DE3 (สีน้ าเงิน) เวคเตอร์ pET15b ที่มียีน emGFP (สีเขียว) เวคเตอร์ pET15b 
ที่มียีน scFv-emGFP โคลน 3E3 (ภาพบน) และ IR7 (ภาพล่าง) ทั้งหมดถูก induction ด้วย IPTG และ
วิเคราะห์ผลการผลิต scFv-GFP ด้วย Flow cytometer  
 
  
 
ผลแสดง Flow cytometry analysis of 152-GFP fusion protein against HL-60 target cells.  

The purified scFv-GFP antibodies that produced by different expression hosts 
were tested binding activity by flow cytometry. The result showed that the binding 
activity of different hosts did not affect the binding to HL-60 target cells. 3E3 was used 
as an isotype control.  
 

 
 
รูปที่ ๖ ผลการใช้ scFv-GFP โคลน 152 ที่ผลิตใน E.coli strain ต่างๆ ในการวิเคราะห์การจับกับ
เซลล์มะเร็ง ด้วย Flow cytermeter  
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ผลแสดง Fluorescent staining of 152 scFv antibody to HL-60.  
The HL-60 cells were stained with (a) 152 scFv antibody and (b) isotype control 

then cells were visualized under confocal microscope. The green signal was from anti-His 
dylight 488 (a secondary antibody). The blue signal was from DNA staining by Hoechst 
33342. The exposure time and laser intensity were fixed in order to compare the signal 
between scFv and isotype control. The scFv antibody can bind to cell surface of HL-60. 

 

 
 
รูปที่  ๗ ผลการวิเคราะห์  scFv-GFP โคลน 152 ในการจับกับเซลล์  HL60 ด้วย confocal 
microscope  
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ผลแสดง Fluorescent microscope showing the in vitro endocytosis of 152 scFv-EmGFP to 
HL-60 cells.  

HL-60 cells were incubated for 2 h with 152 scFv-EmGFP fusion protein. Cells 
were observed under fluorescent microscope using GFP channel (left) and showed 
fluorescent signal (green dots) inside the cells. The bright field channel of the 
microscope (right) showed cells shape which comparable to fluorescent microscope. So, 
it demonstrated that scFv-GFP can internalize into the cell. This will be useful for drug 
delivery applications. 

 
รูปที่  ๘ ผลการวิเคราะห์ scFv-GFP โคลน 152 ในการจับกับเซลล์ HL60 ด้วย Fluorescent 
microscope 
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ผลแสดง Flow cytometry analysis of 152-GFP to patient derived samples.  
Bone marrow mononuclear cells of AML patients and non-AML patients were 

stained with 152-GFP antibody and analyzed by flow cytometer. Cells were gated by 
FSC-A and SSC-A. The gated cells were subsequence gated based on CD45-APC and SSC-
A. The cell population were further acquired against 152-GFP. Median fluorescent 
intensity (MFI) ratio of AML bone marrow samples and non-AML leukemia bone marrow 
were plotted mean ± SEM. The result demonstrated that the MFI ratio of 152-GFP in 
AML patient samples showed higher than Non AML samples. Therefore, it might be 
useful for diagnostic purposes. 

 
รูปที ่๙ ผลการวิเคราะห์ scFv-GFP โคลน 152 ในการจับกับเซลล์มะเร็ง AML ที่ได้มาจากเลือดคนไข้ 
ด้วย Flow cytometry 
 
  



19 
 

 
 

ผลแสดง Confocal microscopy of Propionibacterium acnes and Pseudomonas aeruginosa.  
Planktonic cells of P. acnes DMST 14916 and P. aeruginosa DMST 37186 were 

incubated with yPac1A8-GFP and yPgi3G4 scFv-GFP as indicated in the figure and 
counterstained with DAPI. In bright field panel, bacterial cells are seen. In DAPI panel, 
nucleoids of bacteria are blue. In GFP panel, P. acnes cells are stained green with 
yPac1A8-GFP and P. aeruginosa cells are stained green with yPgi3G4-GFP. Photos were 
taken by Plan Apo oil immersion objective of Nikon A1R confocal laser microscope at 
100x magnification. Scale bars represent 10 um. The result demonstrated that the scFv 
antibody can bind to their own target in cultured bacteria. 
 
 

 
 
รูปที่ ๑๐ ผลการวิเคราะห์ yPac1A8-GFP ในการจับกับเชื้อแบคทีเรีย P. aeruginosa ด้วย 
Confocal microscopy 
 
 
  



20 
 

 
 

3.2  การผลิต และการวิเคราะห์ด้วย recombinant antibody ในรูปแบบ scFv-6xHis 

 จากผลการวิจัย ในขั้นตอนที่ ๑ ผู้วิจัยพบว่าแม้ recombinant antibody ในรูป scFv-GFP จะ
สามารถใช้ในการตรวจท า bioimaging ได้เป็นอย่างดี แต่มีปัญหาในทางปฏิบัติเมื่อน าไปส่องด้วยกล้อง 
fluorescent confocal microscopy คือ สีสัญญานสีเขียวจางเร็วมาก เนื่องจากแสง laser จากกล้องมี
ความเข้มสูง ผู้วิจัยจึงได้พัฒนาการท า bioimaing แบบ ๒ ชั้นแทน โดยผ่าน 6xHistidine เนื่องจากมี
ผู้พัฒนาตัวจับต่อ 6xHis อยู่แล้วหลายรูปแบบ ผลการวิจัยพบว่าได้ผลดี สามารถน ามาใช้ตรวจดู เซลล์ได้ 
โดยในการวิจัยนี้ได้ใช้เซลล์ แบคทีเรียหลายชนิดเป็นตัวอย่างแสดงประสิทธิภาพ มีรายละเอียดการ
ด าเนินการวิจัยดังนี้ 
 
สารเคมี สารชีววัตถุ และวิธีการทดลอง (Materials and Methods) 

Bacterial strains 
Biopanning targets; Propionibacterium acnes DMST 14916 and Pseudomonas 

aeruginosa DMST 37186, were kindly provided by Dr. Griangsak Eumkeb, School of 
Sciences, Suranaree University of Technology, Thailand. Species identity of both strains 
were confirmed by 16S rRNA gene sequencing at Macrogen, Inc., South Korea. 
Propionibacterium acnes strains DSM 1897, DSM 16379, DSM 30738, DSM 30753 and DSM 
30919 were kindly provided by Professor Dietmar Haltrich, Department of Food Science 
and Technology, University of Natural Resources and Life Sciences, Vienna. 
Propionibacterium freudenreichii TISTR 446, Pseudomonas fluorescens TISTR 358, 
Pseudomonas putida TISTR 1522, and Pseudomonas aeruginosa strains TISTR 357, TISTR 
781 and TISTR 1287 were purchased from Thailand Institute of Scientific and 
Technological Research. Propionibacterium acidipropionici TISTR 442 and Pseudomonas 
aeruginosa TISTR 1101 were kindly provided by TISTR for academic research purpose. 
TG1 strain Escherichia coli and HB2151 strain E. coli were obtained from Medical 
Research Council (MRC) Laboratory, Cambridge, UK. SHuffle T7 B strain E. coli 
(NEB#C3029J, U.S.A) was purchased from New England Biolabs, U.S.A. The source of 
materials used were described elsewhere. 
 
Affinity selection (biopanning) against P. acnes and P. aeruginosa 
Biopanning antigen preparation 

P. aeruginosa colonies were grown on LB broth and incubated overnight at 250 
rpm, 37°C; while, P. acnes colonies, were cultured in BHI broth and incubated for 5 days 
at 37°C anaerobically in a GasPak system. Bacterial cells were washed with PBS two 
times and resuspended in PBS at the OD600 of 2.0. Cell suspensions were boiled for 1 h 
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in a water bath and protein concentration was determined by Bradford standard 
microtiter plate assay (BioRad#500-0006, California, U.S.A). 
 
Biopanning procedure 

Biopanning was carried out according to previously published protocol [87]. 
Maxisorp immunotube (Nalgene Nunc International, Denmark) was coated overnight at 
4ºC with 25 mg of boiled bacterial antigen in 100mM NaHCO3 (pH8.5). The tube was 
blocked with 2% (w/v) skimmed milk protein in phosphate buffer saline (PBSM) before 
incubation with 1012 plaque forming units (pfu) of phage from Yamo I human phage 
display scFv library [88] in 2% PBSM. The tube was washed 5 times with 0.05% (v/v) 
Tween-20 in PBS (PBST), followed by 5 times with PBS. Then, the bound phages were 
eluted with 1 ug/uL of trypsin in PBS followed by 100 mM glycine-HCl (pH 2.0), and 
neutralization with 200 mM NaPO4 (pH7.5). For the second and third round, eluted 
phages were pooled together, amplified, and purified by PEG precipitation as previously 
described [94]. 
 
Amplification of individual phage clone 

Discrete colonies of E. coli TG1, infected with eluted phages from biopanning 
were randomly picked and cultured in U-shaped 96-well microplates (Nunclon delta 
surface, Thermo Fisher Scientific#163320, U.S.A), containing 100 µL/well of 2×YT medium 
with 100 mg/mL ampicillin and 1.0% (w/v) glucose (2xYT-AmpGlu). The cultures were 
super-infected with helper phage KM13 to amplify the isolated phage as previously 
explained [95]. After incubation at 30°C with shaking at 250 rpm for 20 h, the phage 
containing supernatant, obtained after centrifugation of a deep-well plate, was used for 
monoclonal phage ELISA as described in the ELISA section. 
 
DNA and amino acid sequence analysis of selected phage clones 

Phagemids from selected ELISA-positive phage clones were prepared and sent for 
automated DNA sequence analysis as previously described [90]. Contig alignment of the 
sequences was performed using Vector NTI software (Thermo Fisher Scientific, U.S.A) and 
the aligned sequences were further analyzed with IgBLAST tool from National Center for 
Biotechnology Information [96] and IMGT/V-QUEST tool from international 
ImMunoGeneTics information system [97]. Three-dimensional structures of selected scFv 



22 
 

 
 

were generated by using SWISS-MODEL server from Swiss Institute of Bioinformatics [98] 
and PyMOL molecular visualization system from Schrödinger, LLC, U.S.A [99]. 
 
Small-scale production of soluble scFv from E. coli HB2151 

Soluble scFv clones were produced from non-suppressor strain E. coli HB2151, 
which read the amber codon between scFv and geneIII protein gene sequences in 
phagemid vector as a stop codon instead of glutamic acid in TG1 strain, as previously 
described [100]. The culture supernatant containing soluble scFv fragments was used for 
scFv ELISA against biopanning bacterial antigen as described in the ELISA section. 
 
Production of hexa-histidine-tagged scFv (6xHis-tagged scFv) 
Cloning and expression of scFv genes 

The scFv genes against P. acnes and P. aeruginosa were cloned into pET-21d (+) 
expression vector and designated as pET21d+/yPac1A8 and pET21d+/yPgi3G4, 
respectively, as previously described [95]. The scFv genes were expressed in the 
cytoplasm of protease deficient E. coli, SHuffle T7 B strain (NEB#C3029J, U.S.A), according 
to previous publications [91, 102] with some optimization. Briefly, a colony streaked 
from -80°C stock of SHuffle E. coli C3029 harboring pET21d+/yPac1A8 or 
pET21d+/yPgi3G4 was inoculated into 5mL of Terrific Broth (TB: Tryptone 12g/L, yeast 
extract 24g/L, glycerol 4mL/L, 0.17M KH2PO4, and 0.72M K2HPO4) containing 100 mg/mL 
ampicillin and incubated overnight at 30°C with 225 rpm shaking. On the next day, a 
starter culture was transferred into 500 mL of fresh TB containing 100 mg/mL ampicillin 
and cultured at 30°C in a bench-top bioreactor system or in a baffled flask with 225 rpm 
shaking until OD600 reached about 1.0. Protein expression was induced with 0.85 mM 
IPTG for 24 h at 25°C. The culture was cooled down on ice for 5 min and centrifuged at 
3000g for 30 min at 4°C. The cell pellet was used directly for scFv purification or 
otherwise stored at -40°C. 
 
Purification of hexa-histidine-tagged scFv 

The 6xHis-tagged scFv was purified by immobilized metal affinity chromatography 
(IMAC), using a gravity flow column containing Ni-NTA (Ni2+ nitrilotriacetic acid) agarose 
affinity chromatography matrix, following the company’s manual (Qiagen#30230, 
Germany). The resin was washed with washing buffer (50 mM Tris-HCl, 0.5 M NaCl, 100 
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mM imidazole, pH7.5) and scFv was eluted with elution buffer (50 mM Tris-HCl, 0.5 M 
NaCl, 500 mM imidazole, pH7.5). Desalting and buffer exchange was performed by 
dialysis overnight in SnakeSkin Dialysis Tubing with 10KDa MWCO (Thermo Fisher 
Scientific#68100, U.S.A) against cold PBS buffer at 4°C. Purity of eluted scFv was checked 
by sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and the 
purified soluble scFv concentration was determined by Bradford standard microtiter 
plate assay (BioRad#500-0006, California, U.S.A). The samples were kept at -80°C in 250 
mg/mL BSA or at -40°C in 20% glycerol. 
 
Western blot (WB) Analysis 
WB of isolated scFv 

Equal amount (1mg) of purified scFv (yPac1A8 and yPgi3G4) were heat-treated at 

90°C for 10 min in SDS sample buffer containing -mercaptoethanol. Then, samples 
were electrophoresed in 12.5% SDS-PAGE gel for 5 min at 50V followed by 90 min at 
100V and transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (Cytiva#10600021, 
USA) by wet-blotting using Mini Trans-Blot electrophoretic transfer cell (Biorad#1703930, 
U.S.A) at 30V for 15 h at 4°C. To detect the scFv, the membrane was incubated with 10 
mL of anti-histidine antibody-gold nanoparticle conjugate (Jena Bioscience# PS-110, 
Germany) for 3 h at room temperature with slight rocking. The scFv bands became 
visible to naked-eyes due to antibody mediated gold nanoparticle accumulation. 
 
WB of bacterial targets using identified 6xHis-tagged scFv 

About 30 mg of biopanning antigen preparation (P. acnes and P. aeruginosa) were 
used as samples. The SDS-PAGE and wet-blotting procedures were the same as above. 
After blocking with 3%BSA-TBST, the membrane was incubated in 2 mg/mL of 6xHis-
tagged scFv (yPac1A8 and yPgi3G4) in TBST for 15 h at 4ºC, followed by washing 3 times 
with TBST, 5 min each. It was then incubated with 1:5000 diluted HisProbe-HRP (a nickel 
(Ni2+)-activated derivative of horseradish peroxidase (Thermo Fisher Scientific#15165, 
USA) in blocking buffer for 1 h at room temperature with slight rocking, followed by 
washing 3 times with TBST. Finally, the protein band was detected by 
chemiluminescence, using Amersham ECL Prime Western blotting detection reagent (GE 
Healthcare#RPN2232, UK). Image analysis was performed by CCD camera-based imaging, 
using ChemiDoc XRS Gel Documentation System (Bio-Rad, USA). 
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Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) 
Monoclonal phage ELISA 

For phage ELISA, 5 mg of biopanning bacterial antigen in 100mM NaHCO3 (pH8.5) 
was used as target and 1% (w/v) bovine serum albumin (BSA) in PBS as negative control. 
The phage ELISA was performed as previously described [102]. Phage clones which 
showed OD value of at least two times higher than those of negative control were 
selected for confirmation. 
 
scFv ELISA against biopanning bacterial antigen 

For scFv ELISA, 2 mg of biopanning bacterial antigen in 100mM NaHCO3 (pH8.5) 
was used as target and 1% (w/v) bovine serum albumin (BSA) in PBS as negative control. 
Supernatant containing soluble scFv fragments (150 mL/well) was used as primary 
detection agent. HisProbe-HRP (Thermo Fisher Scientific#15165, USA) diluted at 1:5000 in 
PBS was used as secondary detection agent. The ELISA procedure was the same as 
monoclonal phage ELISA.  
 
scFv ELISA against whole cell bacteria 

For Propionibacterium species, colonies streaked from -80°C stock on BHI agar 
were inoculated into BHI broth and incubated for 5 days at 37°C anaerobically, in case of 
P. acnes and at 30°C in case of P. acidipropionici and P. freudenreichii. For Pseudomonas 
species, colonies streaked from -80°C stock on LB agar were inoculated into LB broth 
and incubated overnight at 250 rpm at 37°C in case of P. aeruginosa and at 30°C in case 
of P. fluorescens and P. putida. Broth cultures were washed with PBS for two times and 
cells were resuspended in PBS. OD600 of cell suspensions were adjusted to 2.0. Heat-
inactivation was done in water bath for 30 min at 60°C. Heat-inactivated bacteria were 
used for whole cell ELISA. 

To check specificity of 6xHis-tagged scFv, heat-inactivated bacteria (109 cells/mL) 
was used as target. Purified hexa-histidine-tagged scFv (10 mg/mL) was used as primary 
detection agent and HisProbe-HRP as secondary detection agent. ELISA procedure was 

the same as above except that immobilization step was performed overnight at 37C. 
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Checkerboard Titration 
To optimize the scFv ELISA and to determine the limit of detection of 

recombinant scFv, ELISA plate was coated with serial dilutions of heat-inactivated 
bacterial suspension from row A to F, where row A had the highest (109 cells/mL) 
bacterial concentration while row F had the lowest (104 cells/mL). ELISA procedure was 
carried out as described above except that the wells were incubated with six different 
dilutions of scFv in duplicate format from column 1 to 12, where column 1 and 2 had 
the highest scFv concentration (yPac1A8 scFv 10 mg/mL or yPgi3G4 scFv 40 mg/mL) 
while column 11 and 12 had the lowest (yPac1A8 scFv 0.1 mg/mL or yPgi3G4 scFv 1.0 
mg/mL). 
 
Flow Cytometry 

A bacterial colony was suspended in 900 µL PBS and 300 µL of it was diluted 
with PBS to 1mL and was centrifuged at 2000g for 5 min. The cells were resuspended in 
1mL of 1%BSA-0.1%PBST, blocked for 30 min at room temperature, and washed for two 
times with PBS. The cells were incubated with specific 6xHis-tagged scFv (200 mg/mL) for 
1 h at room temperature. P. acnes cells were exposed to yPac1A8 scFv and P. 
aeruginosa cells to yPgi3G4 scFv. After two times PBS washing, the cells were stained 
with 1:500 dilution of Dylight 488-labelled anti-hexa-histidine mouse monoclonal 
antibody (Abcam#ab117512, UK) in PBS for 1 h in a dark place at room temperature. The 
cells were washed with PBS for two times and resuspended in 500 µL PBS containing 2 
µL of 1.0 mg/mL PI (Propidium Iodide) solution (Thermo Fisher Scientific#A28993, USA). 
Sample reading was performed using Invitrogen Attune NxT Acoustic Focusing 3-Laser 
System Cytometer (Thermo Fisher Scientific# P3566, USA). 
 
Confocal laser scanning microscopy (CLSM) 
CLSM of planktonic bacteria 

About 1mL of broth culture was centrifuged (3000 g, 5 min), washed with PBS for 
two times and resuspended in PBS. About 5 mL of that was spread into a smear on a 
glass slide and dried completely at 37°C. The smear was fixed with 4%PFA 
(paraformaldehyde) in PBS (pH 7.4) for 30 min, blocked with 1%BSA-300 mM glycine-
0.1% PBST for 30 min, treated with 2 mg of 6xHis-tagged scFv for 1 h, incubated with 
1:500 dilution of Dylight 488-labelled anti-hexa-histidine mouse monoclonal antibody 
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(Abcam#ab117512, UK) in PBS for 1 h, and counterstained with 300 mM DAPI (4′,6-
diamidino-2-phenylindole) for 5 min. The smear was washed three times with PBS 
between above steps. The stained smear was covered with slow fade gold mountant 
(Invitrogen#S36936, U.S.A) and examined with confocal microscope (Nikon A1R, Japan). 
 
CLSM of bacterial biofilms 

Bacterial biofilm was grown by placing autoclaved glass coverslips at air-liquid 
interface of broth cultures [103]. The incubation time for P. acnes and P. aeruginosa 
biofilms were 5 days anaerobically in GasPak system and overnight aerobically, 
respectively. Before staining, biofilm was washed with PBS for three times and dried 

completely at 37°C. The staining procedure was the same as above except that 20 g of 
6xHis-tagged scFv was used. One set of biofilms was used for crystal violet staining. 
 
Transmission electron microscopy (TEM) 

The procedure was carried out in a microcentrifuge tube. Bacteria in broth 
culture were centrifuged at 3000g for 5 min, washed with 0.85% NaCl, resuspended in 
PBS, fixed with 4%PFA (pH 7.4) in PBS for 30 min at room temperature. After washing 
with PBS two times, the bacteria were blocked with 1%BSA-300mM glycine in 0.1% PBST 
for 30 min at room temperature, followed by two times PBS washing. Then, 50 µg of 
6xHis-tagged scFv in PBS was added and incubated for 60 min at room temperature. 
After washing 2 times with PBS, 1:20 dilution of 10 nm Ni-NTA nanogold 
(Nanoprobes#2084, U.S.A) in 0.05%TBST containing 1%BSA was added and incubated for 
30 min at room temperature followed by TBST-BSA washing for two times. Then, the 
samples were resuspended in PBS, dehydrated by graded ethanol dehydration method 
and polymerized in LR White medium grade resin and accelerator (EMS#14380, U.S.A) in 
BEEM embedding capsule (EMS#69911-01, U.S.A) by cold curing method. Finally, ultra-
thin sections were examined with transmission electron microscope (Hitachi Hi-Tech 
HT7700, Japan). 
 
ผลการทดลอง 

ผลแสดง Cross-reactivity analysis of 6xHis-tagged scFv by whole-cell ELISA and WB 
 Binding activity of yPac1A8 and yPgi3G4 scFv were determined by whole-cell 
ELISA on plate coated with indicated bacteria (A): Propionibacterium acidipropionici 
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TISTR 442, P. acnes DMST 14916, P. freudenreichii TISTR 446, P. acnes strains DSM 1897, 
DSM 16379, DSM 30738, DSM 30753, DSM 30919, Pseudomonas putida TISTR 1522, P. 
aeruginosa DMST 37186, P. fluorescens TISTR 358, P. aeruginosa strains TISTR 357, TISTR 
781, TISTR 1101, TISTR 1287, and wells without immobilized bacteria. The bars represent 
the average OD values of triplicate samples and error bars represent the standard error 
of the mean. Picture of ELISA plate is shown in the inset. (B) SDS-PAGE and WB of boiled 
antigen preparation of P. acnes strains immunoblotted with yPac1A8 scFv: DMST 14916, 
DSM 1897, 16379, 30738, 30919: Coomassie Brilliant Blue-stained SDS-PAGE gel. P. acnes 
antigen located between 20 and 25kDa (arrow pointed) was detected by yPac1A8 scFv. 
(C) SDS-PAGE and WB of boiled antigen preparation of P. aeruginosa strains 
immunoblotted with yPgi3G4 scFv as indicated. DMST 37186, TISTR 357, 781, 1101, 1287: 
P. aeruginosa antigen located between 37 and 50kDa (arrow pointed) was detected by 
yPgi3G4 scFv. Precision Plus All Blue Prestained Protein Standards (BioRad#1610373, 
U.S.A) was used as a molecular weight marker. 
 
 

 

รูปที่ ๑๑ ผลการวิเคราะห์ cross-reactivity ของ scFv โคลน yPac1A8 และ yPgi3G4 ในการจับ
กับเชื้อแบคทีเรีย P. acnes และ P. aeruginosa  
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ผลแสดง Checkerboard titration and flow cytometry analysis. 
 Limit of detections of yPac1A8 for P. acnes DMST 14916 (A) and yPgi3G4 for P. 
aeruginosa DMST 37186 (C) scFv were determined by checkerboard titration of whole-
cell ELISA, using dilution series of scFv and serial dilutions of bacteria as indicated. The 
lines represent the average absorbance values of duplicate samples and error bars 
represent the standard error of the mean. Flow cytometry analysis of yPac1A8 (B) and 
yPgi3G4 scFv (D) to alive P. acnes DMST 14916 and P. aeruginosa DMST 37186, 
respectively. Reactivity of 6xHis-tagged scFv is indicated by red line. Secondary antibody 
alone is indicated by black line. For yPac1A8, the highest scFv concentration tested (10 
mg/mL) could detect 1.6x105 cells/mL and the lowest scFv concentration tested 
(0.1mg/mL) could detect 1.6x10^9 cells/mL. For yPgi3G4, the limit of detection was at 
1.6x107 cells/mL. These results indicated that the binding affinity of scFv clone yPac1A8 
to its P. acnes target was higher than those of the clone yPgi3G4 against its target 
bacteria. 
 

 

รูปที่ ๑๒ ผล checkerboard titration และ Flow cytrometry ของ scFv โคลน yPac1A8 และ 
yPgi3G4 ในการจับกับเชื้อแบคทีเรีย P. acnes และ P. aeruginosa  
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ผลแสดง CLSM of Propionibacterium species. 
 P. acnes DMST 14916 (A), P. acidipropionici TISTR 442 (B), and P. freudenreichii 
TISTR 446 (C) were incubated with yPac1A8 scFv, detected by Dylight 488-labelled anti-
hexa-histidine mouse monoclonal antibody, and counterstained with DAPI. Photos were 
taken by Plan Apo oil immersion objective of Nikon A1R confocal laser microscope at 
100x magnification. Scale bar represents 10um. In bright field panel, individual bacterial 
cells were seen. In DAPI panel, nucleoids of bacteria were stained blue. In Dylight 488 
panel, only P. acnes DMST 14916 were stained green. The result demonstrated that the 
yPac1A8 scFv antibody can bind to P. acnes DMST 14916 and did not cross-reactivity 
with other P. acnes strains. 
 

 

รูปที่  ๑๓ ผลการวิเคราะห์ของ scFv โคลน yPac1A8 ในการจับกับเชื้อแบคทีเรีย 
Propionibacterium species ด้วย Confocal microscopy 
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ผลแสดง CLSM of Pseudomonas species. 
 Photos of P. aeruginosa DMST 37186 (A), P. putida TISTR 1522 (B), and P. 
fluorescens TISTR 358 (C) were taken at same specifications as Fig 13 but incubated with 

yPgi3G4 scFv. Scale bar represents 10 m. In bright field panel, bacterial cells are seen. 
In DAPI panel, nucleoids of bacteria are blue. In Dylight 488 panel, only P. aeruginosa is 
green. The result demonstrated that the scFv antibody can bind to P. aeruginosa DMST 
37186 and did not cross-reactivity with other P. aeruginosa strains. 
 

 

รูปที่ ๑๔ ผลการวิเคราะห์ของ scFv โคลน yPgi3G4 ในการจับกับเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas 
species ด้วย Confocal microscopy 
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ผลแสดง CLSM of P. acnes and P. aeruginosa biofilms. 
 Biofilms of P. acnes DMST 14916 (upper panel) and P. aeruginosa DMST 37186 
(lower panel) were detected by yPac1A8 and yPgi3G4 scFv, respectively. Scale bar 
represents 10 m. In Dylight 488 panel, P. acnes bacilli are zoomed up in insets. The 
result demonstrated that the scFv antibody can bind to their own target (P. acnes DMST 
14916 and P. aeruginosa DMST 37186) in biofilms. 
 

 

รูปที่ ๑๕ ผลการวิเคราะห์ของ scFv โคลน yPac1A8 และ yPgi3G4 ในการจับกับเชื้อแบคทีเรีย P. 
acnes และ P. aeruginosa ด้วย Confocal microscopy 
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ผลแสดง TEM of P. acnes and P. aeruginosa. 
 Four P. acnes DMST 14916 cells (A) and six P. aeruginosa DMST 37186 cells (B) 
were treated with yPac1A8 and yPgi3G4 scFv, respectively. Photos were taken by Hitachi 
Hi-Tech HT7700 transmission electron microscope at x25.0k magnification with Zoom-1 
lens mode at accelerating voltage 80.0kV. Scale bar represents 1.0 m. Big round 
structures are bacterial cells (thick arrows) and small dense black dots are 10 nm Ni-NTA 
nanogold particles (thin arrows). This result show that the scFv antibody can bind to the 
bacterial surface. 
 

 

รูปที่ ๑๖ ผลการวิเคราะห์การจับกับเชื้อแบคทีเรีย P. acnes และ P. aeruginosa ของ scFv โคลน 
yPac1A8 และ yPgi3G4 ด้วย TEM 
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ผลแสดง Confocal microscopy images of immunofluorescence staining for Bradyrhizobium 
strains 

SUTN9-2 and DOA9 prepared from pure culture and plant nodules. The bacterial 
samples were stained with two different scFv antibodies, i.e., E10 and 6/2. Green spot 
indicated the green fluorescent staining of scFv antibody, using secondary antibody 
conjugated to anti-His Dylight 488. Plant cell walls were stained with a blue fluorophore 
(Calcofluor white M2R) and emitted blue color. The bacteroid are shown as green spots 
inside a blue plant cavity. Scale bar is 10 µm at 60X magnification, and 100 µm at 10X 
magnification for pure culture and nodule samples, respectively. This method can use to 
distinguish this Bradyrhizobium strain to another strains in the plant nodules. 

 
รูปที่ ๑๗ ผลการวิเคราะห์การจับกับเชื้อแบคทีเรีย Bradyrhizobium SUTN9-2 และ DOA9 ของ 
scFv โคลน E10 และ 6/2 ด้วย Confocal microscopy 
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ผลแสดง Confocal laser scanning micrographs of rice root and leaf sheath inoculated with 
SUTN9-2. 

Cross-section of the tap root and leaf sheath above the stem base were 
examined. Scale bar is 50 µm at 60X magnification, and 100 µm at 10X magnification. 
The result show that the scFv can apply to detect the endophytic Bradyrhizobium 
bacteria inside the rice plant. 
 

 
 
รูปที่ ๑๘ ผลการวิเคราะห์การจับกับเชื้อแบคทีเรีย Bradyrhizobium SUTN9-2 ที่อยู่ในราก และ 
ส่วนเปลือกล าต้นของข้าว (leaf sheath) ของ scFv โคลน E10 ด้วย Confocal laser scanning 
micrographs 
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ผลแสดงการวิเคราะห์ Nodule occupancy.  
Nodule phenotype after co-inoculation with SUTN9-2 (wild type) and PRC008 

(wild type) for immunofluorescence staining, and with SUTN9-2 (Gus-tagged strain) and 
PRC008 (wild type) for Gus staining. Green spots indicated the green fluorescent staining 
of scFv E10 antibody, using secondary antibody conjugated to anti-His Dylight 488. Blue 
color indicated Gus staining of SUTN9-2 (SUTN9-2 Gus reporter gene-tagged strain) using 
the substrate: X-Gluc. Scale bar is 100 µm and 500 µm at 10X magnification for 
immunofluorescence staining and Gus-staining, respectively. The result show that this 
scFv can use to investigate the specific Bradyrhizobium without using GMO based 
method (Gus staining).  

 

 
 
รูปที่ ๑๙ ผลการวิเคราะห์การจับกับเชื้อแบคทีเรีย Bradyrhizobium SUTN9-2 ที่อยู่ใน Nodule 
ของ scFv โคลน E10 ด้วย immunofluorescence staining 
 
  



 
 

 
 

บทท่ี 4 
บทสรุป 

สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย 
 

ผลการวิจัยสรุปได้ว่าผู้วิจัยสามารถ พัฒนาและประยุกต์ใช้เทคนิคทางวิศวกรรมแอนติบอดี 
(antibody engineering) ในการผลิตแอนติบอดีส าหรับ ท าให้ภาพทางชีววิทยาปรากฏ (bio-imaging) ได้
ส าเร็จ โดยได้ท าการพันธุวิศวกรรมเพ่ือสร้างเวคเตอร์ส าหรับผลิตแอนติบอดี ให้ยีนของแอนติบอดีแบบสาย
เดี่ยว (scFv) เชื่อมต่อกับโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (scFv-GFP)  จากนั้น น าไปผลิตในแบคทีเรีย อี โคไล ๓ ชนิด 
คือ BL21, K1 และ SHuffle B cell พบว่า สามารถผลิตได้ดี และสามารถท าให้บริสุทธิ์ได้โดยการใช้วิธีการ
โครมาโตกราฟีแบบจับจ าเพาะ (Immobilized metal affinity chromatography, IMAC) จากนั้นน าไปใช้
ท าให้ภาพทางชีววิทยาปรากฏ บนเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว และเซลล์ล์แบคทีเรีย แล้วตรวจสอบด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ เรืองแสง (Confocal Fluorescent Microscope) พบว่าใช้ได้ดี โดยในเซลล์มะเร็งนั้นสามารถใช้
ดูได้ทั้งตอนที่จับกับด้านนอกเซลล์ และเมื่อเคลื่อนเข้าไปในเซลล์ (endocytosis) ซึ่งการใช้ scFv-GFP ย้อม
เซลล์ที่ยังมีชีวิตอยู่ ท าให้สามารถดูการเคลื่อนที่ของสารผ่านเซลล์นั้น ถือเป็นข้อได้เปรียบที่ส าคัญ แต่อย่างไร
ก็ตามมีปัญหาคือสีจาง (fade) เร็วมาก หากต้องการถ่ายภาพให้เห็นโครงสร้างเซลล์ที่ชัดเจน จึงได้ลองปรับ
วิธีการตรวจสอบ โดยการใช้แอนติบอดีเรืองแสงจับกับ กรดอะมิโน ฮิสตีดีน ๖ ตัวต่อกันที่ติดอยู่ด้านท้าย 
(6xHis, hexahistidine tag) แทน  พบว่าได้ผลดีมาก โดยการใช้ recombinant antibody ทั้งสองรูปแบบ
เพ่ือการวิเคราะห์ สามารถสรุปดังแสดงในรูปที่ ๒๐ โดยนอกจากสามารถใช้ดูเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์เรือง
แสงแล้ว ยังสามารถใช้ดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ อิเลคตรอน และตรวจสอบโปรตีนในเซลล์ด้วยวิธีการ 
westernblot รวมทั้งสามารถใช้ตรวจสอบการจับกับผิวเซลล์ ด้วยวิธีการตรวจบนจานพลาสติก (ELISA) 
และเครื่องวัดแบบให้เซลล์ไหลผ่าน (Flow cytometry) ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า งานวิจัยนี้ประสบความส าเร็จตาม
วัตถุประสงค์ที่ตั้งไว้เป็นอย่างดี อีกท้ังยัง สามารถน าไปใช้ต่อยอดในการศึกษาภาพทางชีววิทยาของเซลล์ของ
สิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ อีกได้อีกอย่างกว้างขวาง ยกตัวอย่าง เช่น การติดตามการเข้าสู่เซลล์ของแอนติบอดี เป็นต้น 
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รูปที่ ๒๐ ภาพเล่าเรื่อง (infographic) สรุปงานวิจัยด้วยการวิเคราะห์โดยการใช้ recombinant 
antibody ในรูปแบบ scFv-6xHis (รูป A) และ scFv-GFP (รูป B) 
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ภาคผนวก ข  การเผยแพร่ผลงาน 
 
ผลงานจากโครงการนี้ ได้รับการตีพิมพ์เผยแพร่ ดังนี้ 

ก. งานประชุมระดับนานาชาติ 
ข. ในวารสารทางวิชาการระดับนานาชาติ  

ยังไม่มี แต่ก าลังอยู่ในระหว่างการเตรียมตีพิมพ์ ๒ เรื่อง 
ค. สิทธิบัตร 

มีการยื่นจดสิทธิบัตร จ านวน ๓ เรื่อง 
๑. เลขที่ยื่นจด 1901004141 เรื่อง “ชิ้นส่วนแอนติบอดีมนุษย์ที่ผ่านการดัดแปลงพันธุกรรมชนิด

เส้นเดี่ยว (scFv) ส าหรับการตรวจวิเคราะห์เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวไมอิลอยชนิดเฉียบพลัน 
(HL-60 AML cell) 

๒. เลขที่ยื่นจด 1901005235 เรื่อง “แอนติบอดีปรับแต่งพันธุกรรมที่จ าเพาะต่อเชื้อแบคทีเรีย 
Propionibacterium acnes” 

๓. เลขที่ยื่นจด 1901005236 เรื่อง “แอนติบอดีปรับแต่งพันธุกรรมที่จ าเพาะต่อเชื้อแบคทีเรีย 
Pseudomonas aeruginosa” 
 

 
 
 



 
 

 
 

ประวัติผู้วิจัยหลัก 
 
 มณฑารพ ยมาภัย เกิดเมื่อวันที่ ๘ มกราคม ๒๕๑๐ เป็นบุตรของ รศ.ดร. สวนิต และ ผศ. อ าไพ 
ยมาภัย จบการศึกษาทั้งในระดับประถม และ มัธยมศึกษาจากโรงเรียนสาธิตจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย รุ่นที่ 
๑๙ จากนั้นเข้าศึกษาต่อที่ คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล ได้รับปริญญาตรีเภสัชศาสตร์บัณฑิตเกียรติ
นิยม เมื่อปี พ.ศ. ๒๕๓๒ แล้วได้เข้ารับราชการเป็นเภสัชกรประจ าโรงพยาบาลหัวตะพานเป็นเวลา ๑ ปี ก่อน
จะมาเป็นอาจารย์ประจ าคณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยรังสิต  ในปี ๒๕๓๖ ได้รับทุน Fulbright Pre-
doctoral Fellowship ไปท างานวิจัยที่ University of Minnesota เป็นเวลา ๙ เดือน แล้วจึงได้รับทุน
รัฐบาลไทยไปเรียนต่อในระดับปริญญาเอกที่ University of North Carolina at Chapel Hill ประเทศ
สหรัฐอเมริกา โดยมี Prof. Dr. Brian K. Kay เป็นอาจารย์ที่ปรีกษา จบการศึกษา ระดับปริญญาเอกด้าน 
molecular biology ในปี พ.ศ. ๒๕๔๑ จากนั้นในปี พ.ศ. ๒๕๔๓-๒๕๔๕ ได้ทุนไปท า postdoctoral 
research ที่ ห้องปฏิบัติการของ Prof. Dr. Richard G.W. Anderson ณ. University of Texas, 
Southwestern Medical Center, Dallas และในปี พ.ศ. ๒๕๔๖-๒๕๔๗ ได้รับทุน Alexander von 
Humboldt Fellowship ไปท าการวิจัยที่ห้องปฏิบัติการของ Prof. Dr. Kai Simons ณ. Max Planck 
Insititute for Molecular Biology and Genetics กรุง Dresden ประเทศ สหพันธรัฐเยอรมัน.  สมรสกับ 
ศ.ดร. ดิฏฐมา หาลทิช เมื่อวันที่ ๑๖ สิงหาคม ๒๕๔๗ และมีบุตร ๑ คน ชื่อ ด.ญ. ฐานิกา ยมาภัย หาลทิช 
เริ่มปฏิบัติงานที่ สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีตั้งแต่ ปี พ.ศ. ๒๕๔๒ ด ารง
ต าแหน่งหัวหน้าสาขาวิชาในระหว่างปี พ.ศ. ๒๕๕๓ – ๒๕๖๒ ปัจจุบันเป็นศาสตราจารย์ และหัวหน้า
ห้องปฏิบัติการอณูเทคโนโลยชีวภาพ ส านักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี งานวิจัย
ในปัจจุบันเป็นงานด้านเทคโนโลยีชีวภาพเชิงอณู (molecular biotechnology) มุ่งเน้นการใช้เทคโนโลยีเฟจ 
(phage display technology) และ เทคนิคอณูวิวัฒนาการ (molecular evolution) ในงานทางวิศวกรรม
แอนติบอดี (antibody engineering) และวิศวกรรมเอนไซม์ (enzyme engineering) รวมทั้งการศึกษา
กลไกออกฤทธิ์ของชีววัตถุต่อกระบวนการภูมิคุ้มกันระดับเซลล์ เคยได้รับรางวัลพนักงานดีเด่ นสายวิชาการ
ประจ าปี ๒๕๕๖ ด้านการวิจัย และรางวัลเมธีวิจัยอาวุโส สกว ประจ าปี ๒๕๖๑ ผลงานวิจัยตามฐานข้อมูล ISI 
web of Sciences มีทั้งหมด ๔๐ เรื่อง มีจ านวน citation ๑๑๓๖ เรื่อง มี ค่า h-index ๑๗ ผลงานวิจัยตาม
ฐานข้อมูล Scopus มีทั้งหมด ๖๑ เรื่อง มีจ านวน citation ๒๑๐๙ มี ค่า h-index ๒๒  ผลงานวิจัยตาม
ฐานข้อมูล Google scholar มีทั้งหมด ๖๖ เรื่อง มีจ านวน citation ๒๙๘๕ มี ค่า h-index ๒๔ มี  มี
นักศึกษา ปริญญาโทที่ศึกษาจบไปแล้ว ๙ คน  นักศึกษาปริญญาเอก ๗ คน 
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