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กิตติกรรมประกาศ 
 
การวิจัยครั้งนี้ได้รับทุนอุดหนุนจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ประจ าปีงบประมาณ 2553 ถึง 2555 โดยมีกรรมการจาก
สภาวิจัยแห่งชาติเป็นผู้ประเมินข้อเสนอโครงการ ผู้วิจัยขอขอบคุณ นางสาวณัชชา พฤกษาเมธานันท์ นักศึกษาปริญญาโท ที่ได้
เป็นผู้ช่วยวิจัยหลักในการท าการคัดเลือกและวิเคราะห์เฟจ โดยใช้ผลงานนี้เป็นส่วนหนึ่งของวิทยานิพนธ์ ระดับปริญญาโท 
ขอขอบคุณ นางสาวสุจินตนา ชุมแสง และดร. นันทนิจ จารุเศรณีย์ นักวิจัยในห้องปฏิบัติการ ที่ได้ท าหน้าที่สร้างคลังเฟจ ซึ่งได้
เลือดจาก นายสัตวแพทย์ธนัท กุลกาจณาวรรณ และนายสัตวแพทย์สุทัศน์ แสงชูวงศ์ นางสาวสุจินตนา ชุมแสง และนางสาวณัช
ชา พฤกษาเมธานันท์ เป็นต้นแบบในการสร้างคลัง อีกทั้งขอขอบคุณ คุณปิยมาศ มหาบุญญานนท์ เจ้าหน้าที่บริหารจัดการ
ทรัพย์สินทางปัญญา ของ มทส ที่ได้ช่วยเหลือในขั้นตอนการจดสิทธิบัตรเป็นอย่างดี นอกจากนี้แล้วยังขอขอบคุณ คุณศุภ
กาญจน์ บุญอยู่ นางสาวเพ็ญสุดา สมภูงา  นางสาวสุภมาส บัณฑิตสาธิสรรค์ ที่ช่วยดูแลในเรื่องงานการเงิน และงานธุรการ เป็น
อย่างดี 
  

 

 

 

 

 

 

 

 



บทคัดย่อภาษาไทย 
 
 โมโนโคลนอลแอนติบอดีของมนุษย์ที่จ าเพาะต่อเชื้อพิษสุนัขบ้า  ถูกคัดเลือกจากคลังแอนติบอดี (scFv) มนุษย์ที่ไม่ถูก
กระตุ้นด้วยไวรัสก่อโรคพิษสุนัขบ้า (คลัง YAMO-I) และคลังที่ถูกกระตุ้นด้วยไวรัส (คลัง Yamo-Rb)  ด้วยเทคโนโลยีเฟจ โดยท า
การคัดเลือก (ไบโอแพนนิ่ง) จ านวน 1-5 รอบ โดยใช้เชื้อไวรัสก่อโรคพิษสุนัขบ้าท่ีหมดฤทธิ์แล้ว (inactivated virus) 2 ชนิด คือ 
PCEC และ PVRV เป็นเป้าหมายในการคัดเลือก ซึ่งสามารถคัดเลือกโคลนที่สามารถจับจ าเพาะต่อเชื้อพิษสุนัขบ้าได้จ านวน 14 
โคลน ได้แก่ IRA7c, IIIRC2c, IRC3c, IYC11c, IYC12c, IYD1c, IYF5c, IIRD5v, IIYB5v, IIYG4v, IIYE5v, IIYG8v, IIYD4v และ 
IVB4cv ผลจากการทดสอบโดยใช้วิธีการอีไลซ่าพบว่า โคลนเหล่านี้มีความสามารถในการจับจ าเพาะได้ดีต่อเชื้อที่ใช้ในการ
คัดเลือก ล าดับเบสของดีเอนเอได้ถูกวิเคราะห์โดยวิเคราะห์ล าดับเบสอัตโนมัติ โมโนโคลนอลแอนติบอดีของมนุษย์ที่จ าเพาะต่อ
เชื้อพิษสุนัขบ้าที่แสดงบนผิวเฟจ (Phage scFv) ทั้ง 13 โคลนถูกน ามาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการก่อโรคพิษสุนัขบ้า 
(Neutralization) ผลจากการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการก่อโรคพิษสุนัขบ้า มีเพียง IRA7c และ IIIRC2c ที่มี
ความสามารถยับยั้งการก่อโรคพิษสุนัขบ้าได้ ดังนั้นจึงได้เลือกแอนติบอดีเพียง 4 โคลนมาผลิต และท าให้บริสุทธิ์ได้ดีด้วยวิธีการ 
IMAC  ได้แก่ IYF5c, IIYG4v, IRA7c และ IIIRC2c โดยท าการน ายีนของแอนติบอดีเหล่านี้ไปใส่ไว้ใน พลาสมิด pET27b(+) 
เพ่ือให้ยีนท าการแสดงออก โดยการผลิตเป็นแอนติบอดี scFv แบบอิสระในแบคทีเรีย E. coli BL21 ผลจากการทดสอบ
ความสามารถในการยับยั้งการก่อโรคพิษสุนัขบ้าโดยใช้แอนติบอดี scFv แบบอิสระ (soluble scFv)ยืนยันผลการยับยั้งการก่อ
โรคพิษสุนัขบ้าโดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่แสดงบนผิวเฟจ (Phage scFv) คือมีเพียง IRA7c และ IIIRC2c ซึ่งได้รับการ
คัดเลือกมาจากคลังแอนติบอดีมนุษย์ที่ได้รับการกระตุ้นด้วยเชื้อพิษสุนัขบ้าเท่านั้น ที่มีความสามารถยับยั้งการก่อโรคพิษสุนัขบ้า
ได้ โดยมีความสามารถยับยั้งการก่อโรคพิษสุนัขบ้า 4.54 IU/mg และ 0.20 IU/mg ตามล าดับซึ่งชิ้นส่วนของแอนติบอดีมนุษย์
ทั้ง 2 นี้ สามารถน าไปพัฒนาต่อยอดเพ่ือน าไปใช้เป็นแอนติบอดีส าหรับการรักษา หรือป้องกันโรคได้ต่อไป นอกจากนั้นแล้วยังมี
ผลการทดลองที่น่าสนใจคือ แอนติบอดีโคลน  IYF5c ซึ่งแสดงความสามารถในการจับได้เป็นอย่างดีกับเชื้อไวรัสชนิดตาย 
(PCEC) จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีการ ELISA แต่กลับไม่มีความสามารถยับยั้งการก่อโรคได้เลย ซึ่งผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า
ไม่สามารถใช้ผลจากการวิเคราะห์ด้วยวิธี ELISA ในการคาดเดาความสามารถของแอนติบอดีในการยับยั้งโรคได้จริง อย่างไรก็
ตามแอนติบอดีนี้ อาจน าไปประยุกต์ใช้เป็นตัวตรวจสอบเชื้อไวรัสก่อโรคพิษสุนัขบ้าในระดับ strain ได้ต่อไป การวิจัยนี้น าไปสู่ 
การยื่นขอจดสิทธิบัตร 5 ฉบับเพ่ือคุ้มครองล าดับกรดอะมิโนของแอนติบอดีทั้ง 14 ชนิดที่ได้ค้นพบ และผลงานน าเสนอและ
ตี พิ ม พ์ ในร าย ง านกา รประชุ มฉบั บ เต็ มขอ ง  ง านประชุ ม ระดั บน านาชาติ  IEEE International Conference on 
Nano/Molecular Medicine and Engineering, NANOMED ในปี 2555 ซึ่งยังได้รับรางวัล ผู้เข้ารอบสุดท้ายในการเป็น
ผลงานตีพิมพ์ดีเยี่ยม อีกด้วย 
 
  

 

 

 

 

 

 

 

 



บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
 
 

Human monoclonal antibodies against Rabies virus were selected from non-immunized human scFv 
library (YAMO-I library) and immunized library (Yamo-Rb library) by using phage display technology. The 
biopanning was performed for 1-5 rounds by using two types of inactivated rabies vaccines as targets. These 
are purified vero cell rabies vaccine (PVRV) and purified chick embryo cell vaccine (PCEC). A total of 14 
positive clones from various methods of biopanning that can bind to rabies; IRA7c, IIIRC2c, IRC3c, IYC11c, 
IYC12c, IYD1c, IYF5c, IIRD5v, IIYB5v, IIYG4v, IIYE5v, IIYG8v, IIYD4v and IVB4cv, were isolated and their genes 
were sequenced. We found that clones IVB4cv and IRA7c were identical.These two clones were isolated 
from the same library by using different biopanning method. Thus, there are a total of 13 positive clones. 
Phage scFv were tested for neutralization capacity by the Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test (RFFIT). 
Only clones IRA7c and IIIRC2c showed neutralization of the rabies virus in vitro. Four scFv antibodies genes 
were transferred into pET27b (+) expression vector for over-expression in E. coli BL21 and purified by 
Immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC). Neutralization assay using soluble scFv confirm and 
indicated that only clones IRA7c and IIIC2c, which were derived from immunized library, could neutralize the 
virus at 4.54 and 0.20 IU/mg, respectively. These two clones could be used as the basis for the development 
into therapeutic antibodies in the future. It is interesting to note that clone IYF5c, which shows very strong 
binding to PCEC virus by ELISA method, couldn’t neutralize the virus. These results indicated that ELISA 
result can’t be used to predict neutralization activity of the antibody. Nevertheless, clone IYF5c could be 
developed as the strain specific detection probe in the future. The outcome of this research project has led 
to the filing of 5 patent applications, claming the amino acid sequences of the isolated 14 scFv antibody 
clones as well as one publication in a proceeding, which was awarded “Best Conference Paper Finalist” by 
the IEEE International Conference on Nano/Molecular Medicine and Engineering, NANOMED, in the year 2012. 
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บทท่ี 1 : บทน า 
 

ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 

 
โรคพิษสุนัขบ้าเป็นโรคที่ยังคงไม่มีทางรักษา  ผู้ที่สัมผัสโรคเมื่อแสดงอาการแล้วจะเสียชีวิตทุกราย ในแต่ละปีมีผู้เสียชีวิต

จากโรคนี้ทั่วโลกไม่ต่ ากว่าปีละ 50,000 คน และ 90% ของผู้ที่เสียชีวิตจะอยู่ในประเทศในเอเชีย เช่น อินเดีย บังคลาเทศ จีน 
ฟิลิปปินส์ พม่า ไทย เป็นต้น  มีผู้ที่สัมผัสโรคและต้องได้รับการฉีดวัคซีนไม่ต่ ากว่าปีละประมาณ 10 ล้านคนซึ่งในจ านวนนี้มี ไม่
น้อยกว่า 30% เป็นผู้ที่ควรได้เซรุ่มหรือ passive antibody รอบแผลทันทีที่ถูกกัด เพ่ือป้องกันการเกิดโรคได้อย่างแท้จริง ใน
ประเทศไทย คนไข้ท่ีมารับการรักษาและต้องได้รับเซรุ่มที่สถานเสาวภามีประมาณปีละ 40% ของคนไข้ท่ีสัมผัสโรคทั้งหมด  ส่วน
ในประเทศที่ก าลังพัฒนาอ่ืนทั่วโลกมีผู้ที่สัมผัสโรคและได้รับเซรุ่มมีเพียงประมาณ 3% เท่านั้น  ประเทศไทยเป็นหนึ่งในไม่กี่
ประเทศในเอเชียที่สามารถผลิตเซรุ่มจากม้า ( Equine Rabies Immunoglobulin ; ERIG ) และจากคน (Human Rabies 
Immunoglobulin; HRIG) ภายใต้มาตรฐาน GMP (Good Manufacture Practice)  อย่างไรก็ตามยังมีปัญหาและอุปสรรคทั้ง
ในแง่ของการผลิตและการน ามาใช้หลายประการอาทิเช่น  

1. ปัญหาการขาดแคลนอาสาสมัครและสัตว์ทดลอง เพราะการฉีดวัคซีนกระตุ้นอาสาสมัครและม้าเพ่ือน าซีรั่มมา
ผลิต ERIG และ HRIG พบว่าเมื่อฉีดวัคซีนกระตุ้นซ้ าบ่อยๆทั้งม้าและอาสาสมัครจะมีการตอบสนองของระดับ neutralizing 
antibody ไม่ดีนักท าให้มีผลต่อระดับแอนติบอดีของ final product ซึ่งท าให้ต้องเปลี่ยนม้าหรืออาสาสมัครชุดใหม่ท าให้
เสียเวลาและเพ่ิมต้นทุนการผลิตขึ้น 

2. ปัญหาการปนเปื้อนของไวรัสหรือโปรตีนในคนบางชนิดที่ไม่สามารถก าจัดได้ในระหว่างกระบวนการผลิต 
3. ปัญหาจากการใช้ เนื่องจากเซรุ่มที่ผลิตจากม้าอาจท าให้เกิดการแพ้ (anaphylaxis) เนื่องจาก ERIG เป็น 

foreign protein เมื่อน ามาใช้ในคน จึงท าให้ต้องมีการท า skin test ก่อนใช้ซึ่งหากให้ผลบวกจ าเป็นต้องเปลี่ยนไปใช้ HRIG ซึ่ง
อาจขาดแคลนหรือมีราคาแพงกว่า ERIG หลายเท่า  

 
ดังนั้นการพัฒนาเทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรม โดยใช้เทคโนโลยีเฟจ เพ่ือการผลิต แอนติบอดีย์มนุษย์ต่อไวรัสโรคพิษ

สุนัขบ้าจึงมีความส าคัญและเหมาะสมในการน ามาใช้ในแง่ของ therapeutic use ส าหรับป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าที่สุด  
นอกเหนือจากการน ามาใช้ในด้านการตรวจวิเคราะห์ (diagnostic) เช่น  การผลิต conjugate ( anti-rabies conjugated 
FITC) หรือ การพัฒนา rapid diagnostic kit (ICT-kit) เป็นต้น  และที่ส าคัญที่สุดคือเรียนรู้และการพัฒนาคนเพ่ือน าไปสู่การ
ผลิตแอนติบอดีย์มนุษย์ชนิดอ่ืนๆเพ่ือประโยชน์ในการพัฒนาการรักษาโรคติดเชื้อและโรคอ่ืนๆที่เป็นปัญหาทางด้านสาธารณสุข
ของประเทศไทยต่อไป  โดยเฉพาะในกลุ่มโรคที่ไม่ได้รับการสนใจจากประเทศท่ีพัฒนาแล้วเช่นโรคพิษสุนัขบ้าเป็นต้น 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย  

เพ่ือพัฒนา ทั้งบุคคลกร และเทคโนโลยีในการประยุกต์ใช้เทคโนโลยีเฟจในการผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดีมนุษย์
ต้นแบบ เพ่ือการรักษา และ วินิจฉัย โรคพิษสุนัขบ้า โดยแบ่งเป็นวัตถุประสงค์ย่อยต่างๆ ดังนี้ 

1. เพ่ือหาวิธีการที่เหมาะสมในการท าการคัดหาเฟจที่แสดงโมโนโคลนอล แอนติบอดี (bio-panning) ส่วน scFv ที่
สามารถจับกับไวรัสที่ท าให้เกิดโรค พิษสุนัขบ้า ได้อย่างจ าเพาะเจาะจงจากคลังของ เฟจ แอนติบอดี “ย่าโม 1” ซึ่งเป็น
คลังของ แอนติบอดีมนุษย์ที่มีความหลากหลายสูง 

2. เพ่ือท าการสร้างคลังของเฟจที่แสดงโมโนโคลนอล แอนติบอดี ส่วน scFv ที่มีความ จ าเพาะต่อไวรัสโรคพิษสุนัขบ้า 
3. เพ่ือท าการคัดหาเฟจที่แสดงโมโนโคลนอล แอนติบอดี ส่วน scFv ที่สามารถจับกับไวรัสที่ท าให้เกิดโรค พิษสุนัขบ้า จาก

คลังที่ได้สร้างข้ึนในข้อ 2 ด้วยวิธีการที่ได้พัฒนาขึ้นจากวิธีการในข้อ 1 
4. เพ่ือใช้วิธีการ ELISA ในการตรวจคุณสมบัติในการมีอันตรกริยากับไวรัส ของ โมโนโคลนอล แอนติบอดีต่างๆ ที่ได้คัดหา

มาตามกระบวนการในข้อ 1 และ 3 
5. เพ่ือตรวจสอบคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญเติบโต และการท าลาย ไวรัสที่ท าให้เกิดโรคพิษสุนัขบ้า โดยการท าการ

ตรวจสอบในระดับเซลล์  
 

ขอบเขตของการวิจัย  
 

ท าการคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติ บอดี มนุษย์ ชนิด scFv จากคลังแอนติบอดีมนุษย์ “ย่าโม 1” ซึ่งเป็นคลังที่มีความ
หลากหลายสูง และท าการสร้างคลังโมโนโคลนอล แอนติบอดี มนุษย์ ที่มีภูมิคุ้มกันจ าเพาะเจาะจงต่อเชื้อพิษสุนัขบ้า  แล้ว
คัดเลือก โมโนโคลนอลแอนติบอดี จากคลังทั้งสอง ที่มีคุณสมบัติเหมาะสมในการน าไปประยุกต์ใช้ทางการตรวจวินิจฉัย และ
รักษา โดยการวิเคราะห์ด้วยวิธีการ ELISA  การย้อมเซลล์  การวิเคราะห์ความสามารถในการยับยั้งการติดเชื้อของไวรัส rabies 
ในระดับเซลล์ เพ่ือให้สามารถใช้เป็นต้นแบบในการใช้เทคนิควิศวกรรมแอนติบอดี ในการแปลงโครงสร้าง โมโนโคลนอล 
แอนติบอดี ที่ได้คัดเลือกมาให้มีคุณสมบัติเหมาะสมเพ่ือเป็นต้นแบบในการประยุกต์ใช้ทางการตรวจ วินิจฉัย และรักษาต่อไป 
เช่น การเชื่อมกับ  โปรตีนเรืองแสง,  reporter protein ส าหรับท า biosensor, การสร้างเป็นแอนติบอดีโมเลกุลคู่ (diabody) 
หรือเปลี่ยน เป็นโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีสมบูรณ์ เพ่ือใช้เป็นต้นแบบในการพัฒนาเป็น HRIG ส าหรับผู้ที่ถูกสุนัขบ้ากัดต่อไป 

ทฤษฎี  สมมติฐานและกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

เทคโนโลยีเฟจ (phage display technology) เป็นเทคโนโลยีที่มีศักยภาพสูงในการน ามาสร้างเป็น โมโนโคลนอล
แอนติบอดี ของมนุษย์ ในรูปแบบต่างๆ (recombinant human monoclonal antibody) เพ่ือการประยุกต์ใช้ที่หลากหลาย  
ข้อดีที่ส าคัญของเทคโนโลยีนี้คือ สามารถใช้คัดหา  และพัฒนาคุณสมบัติให้เหมาะสม เพ่ือท าการผลิต แอนติบอดีได้อย่างไม่
จ ากัด  ซึ่งการผลิตเป็น โมโนโคลนอลแอนติบอดี ของมนุษย์ ต่อเชื้อไวรัสที่ท าให้เกิดโรคพิษสุนัขบ้านั้น มีประโยชน์อย่างยิ่งใน

 

 

 

 

 

 

 

 



การใช้ในการรักษาผู้ป่วยที่ถูกสุนัขบ้ากัด เพราะไม่ท าให้เกิดอาการไม่พึงประสงค์ และปลอดจากการปนเปื้อน รวมทั้งยังสามารถ
ใช้ในการตรวจวินิจฉัยด้วย   
  

 

 

 

 

 

 

 

 



บทท่ี 2:  ทบทวนวรรณกรรมและสารสนเทศที่เกี่ยวข้อง 
 

1.1 โรคพิษสุนัขบ้า 
 โรคพิษสุนัขบ้าเป็นโรคที่ยังคงไม่มีทางรักษาผู้ที่สัมผัสโรคเมื่อแสดงอาการแล้วจะเสียชีวิตทุกราย ในแต่ละปีมี

ผู้เสียชีวิตจากโรคนี้ทั่วโลกไม่ต่ ากว่าปีละ 50,000 คน และ 90% ของผู้ที่เสียชีวิตจะอยู่ในประเทศในเอเชีย เช่น อินเดีย บังคลา
เทศ จีน ฟิลิปปินส์ พม่า ไทย เป็นต้น  มีผู้ที่สัมผัสโรคและต้องได้รับการฉีดวัคซีนไม่ต่ ากว่าปีละประมาณ 10 ล้านคนซึ่งใน
จ านวนนี้มีผู้ที่ควรได้เซรุ่มไม่น้อยกว่า 30% เนื่องจากคนไข้ที่ได้รับวัคซีนต้องใช้เวลาไม่น้อยกว่า 7-10 วันคนไข้จึงจะมีระดับ
แอนติบอดีย์ถึงระดับที่จะคุ้มกันโรคได้  การที่คนไข้ได้รับเซรุ่ม หรือ passive antibody รอบแผลทันทีที่ถูกกัดจะสามารถ 
neutralize ไวรัสได้ทันที คนไข้ที่มารับการรักษาและต้องได้รับเซรุ่มที่สถานเสาวภาประมาณปีละ 40% ของคนไข้ที่ฉีดวัคซีน
หลังสัมผัสโรค  แต่ในความเป็นจริงทั่วโลกมีผู้ที่สัมผัสโรคและได้รับเซรุ่มมีเพียงประมาณ 3% เท่านั้น  ประเทศไทยเป็นหนึ่งใน
ไม่กี่ประเทศในเอเชียที่สามารถผลิตเซรุ่มจากม้า ( Equine Rabies Immunoglobulin ; ERIG ) และจากคน (Human Rabies 
Immunoglobulin; HRIG) ภายใต้มาตรฐาน GMP (Good Manufacture Practice)  อย่างไรก็ตามยังมีปัญหาและอุปสรรคทั้ง
ในแงข่องการผลิตและการน ามาใช้หลายประการดังนี้ 

 
ปํญหาจากม้าและอาสมัคร 
1.ปัญหาการฉีดวัคซีนกระตุ้นอาสาสมัครและม้าเพ่ือน าซีรั่มมาผลิต ERIG และ HRIG พบว่าเมื่อฉีดวัคซีนกระตุ้นซ้ า

บ่อยๆทั้งม้าและอาสาสมัครจะมีการตอบสนองของระดับ neutralizing antibody ไม่ดีนักท าให้มีผลต่อระดับแอนติบอดีย์ของ 
final product ซึ่งท าให้ต้องเปลี่ยนม้าหรืออาสาสมัครชุดใหม่ท าให้เสียเวลาและเพ่ิมต้นทุนการผลิตขึ้น 

2.อาสาสมัครต้องเสียเวลา ค่าใช้จ่ายในการเดินทางและรบกวนหรือขาดรายได้จากการหยุดงานหลายครั้ง  
3.ต้องการอาสาสมัครจ านวนมากเพ่ือน ามาผลิต HRIG 
4.อันตรายจากการปนเปื้อนของไวรัสหรือโปรตีนในคนบางชนิดที่ไม่สามารถก าจัดได้ในระหว่างกระบวนการผลิต 
ปัญหาจากการใช ้
1.เซรุ่มที่ผลิตจากม้าอาจท าให้เกิดการแพ้ (anaphylaxis) เนื่องจาก ERIG เป็น foreign protein เมื่อน ามาใช้ในคน จึง

ท าให้ต้องมีการท า skin test ก่อนใช้ซึ่งหากให้ผลบวกจ าเป็นต้องเปลี่ยนไปใช้ HRIG ซึ่งอาจขาดแคลนหรือมีราคาแพงกว่า ERIG 
หลายเท่า และหากไม่มี HRIG ก็จ าเป็นต้องใช้ ERIG ด้วยความระมัดระวังและควรมีความพร้อมของเครื่องมือในกรณีการเกิด 
anaphylactic shock ซึ่งบางครั้งท าให้แพทย์บางท่านตัดสินใจไม่ใช้ ERIG และฉีดวัคซีนเพียงอย่างเดียวซึ่งจะท าให้คนไข้มีความ
เสี่ยงต่อการติดเชื้อโรคพิษสุนัขบ้าจากการไม่ได้รับเซรุ่มเพ่ิมขึ้น 

2. ERIG ที่ใช้จะอยู่ในรูปของ F(ab’)2  ซึ่งได้ตัดส่วนของ Fc ออกไปเพ่ือลดการแพ้จากการใช้แอนติบอดีย์ซึ่งเป็นโปรตีน
จากม้า ซึ่งความจริงแล้ว Fc มีบทบาทส าคัญในกลไกการกระตุ้นภูมิคุ้มกันและ immune cells ต่างๆนอกเหนือจากการจับกับ
ไวรัสโดยตรงซึ่งมีผลโดยตรงในการป้องกันการติดเชื้อและก าจัดไวรัส   

 

 

 

 

 

 

 

 



ดังนั้นการพัฒนาเทคโนโลยีเพ่ือการผลิต complete form ของแอนติบอดีย์ต่อไวรัสโรคพิษสุนัขบ้าที่เป็นโปรตีนของ
มนุษย์จึงมีความส าคัญและเหมาะสมในการน ามาใช้ในแง่ของ therapeutic use ส าหรับป้องกันโรคพิษสุนัขบ้าที่สุด  
นอกเหนือจากการน ามาใช้ในด้าน diagnostic เช่น  การผลิต conjugate ( anti-rabies conjugated FITC) หรือการพัฒนา 
rapid diagnostic kit (ICT-kit) เป็นต้น  และที่ส าคัญที่สุดคือเรียนรู้และการพัฒนาคนเพ่ือน าไปสู่การผลิตแอนติบอดีย์มนุษย์
ชนิดอื่นๆเพ่ือประโยชน์ในการพัฒนาการรักษาโรคติดเชื้อและโรคอ่ืนๆที่เป็นปัญหาทางด้านสาธารณสุขของประเทศไทย 

 
1.2 การผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดี ด้วยเทคโนโลยีเฟจ  

 เทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบนผิวเฟจ หรือเทคโนโลยีเฟจ (phage display technology) เป็นเทคโนโลยีที่
ได้รับความสนใจ และได้รับการพัฒนาเป็นอย่างยิ่งในช่วงเวลา 20 กว่าปีที่ผ่านมานี้  ทั้งนี้เป็นเพราะเทคโนโลยีนี้มีข้อเด่นที่ส าคัญ
คือสามารถคัดเลือกได้ทั้งยีนและโปรตีนจากยีนนั้น ที่มีความสามารถในการมีอันตรกริยา (interaction) ที่ต้องการได้อย่าง
เฉพาะเจาะจง  โดยใช้วิธีการคัดเลือกความสามารถในการจับกับสารเป้าหมาย (target) ที่สะดวกและรวดเร็ว ภายในห้องทดลอง 
(in vitro) [1-4] โปรตีนที่กล่าวมานี้อาจเป็นเปบไทด์ (peptide) เส้นสั้นๆ [1,5,6] หรือโปรตีนขนาดต่างๆ กันตั้งแต่ความยาว 7-
500 กรดอะมิโน [2,5] รวมทั้ง antibody ประเภทต่างๆ [7,8] ดังนั้นจึงพบว่าได้มีการประยุกต์ใช้เทคโนโลยีนี้ในการศึกษาการมี
อันตรกริยาระหว่างโปรตีนหลายประเภท เช่น การจับกันของเปบไทด์กับโปรตีนโดเมนชนิดต่างๆ [9] หรือการใช้เป็นแหล่งคลัง
ของ cDNA เพ่ือใช้ในการคัดหาโปรตีนที่มีความสามารถในการจับกับโปรตีนที่ต้องการศึกษา [3] คลังของเฟจที่แสดงเปบไทด์
เส้นสั้นๆ ยังถูกใช้เป็นแหล่งในการหาตัวกระตุ้นหรือยับยั้งการท างานของเอ็นไซม์  [10,11] เปบไทด์เส้นสั้นๆที่มีความ
เฉพาะเจาะจงสูงเหล่านี้สามารถน าไปใช้เป็นตัวต้นแบบในการพัฒนายา (drug lead) ต่อไปได้ [12-16] 

 
 การให้ความสนใจที่จะน าเทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบนผิวเฟจมาใช้เป็นแหล่งในการผลิต monoclonal 

antibody นั้นได้เริ่มต้นขึ้นตั้งแต่ปี 2533 [17] โดยในขั้นแรกเป็นการสร้างคลังของ antibody จากสัตว์ที่ได้รับการกระตุ้นด้วย 
antigen  แล้ว  โดยท าการแสดงเฉพาะส่วนของ antibody ที่มีหน้าที่ในการจับคือ ส่วน Fab [18,19] หรือ สร้างเป็น antibody 
เส้นเดี่ยวที่มีเฉพาะส่วนที่มีหน้าที่ในการจับ เรียกว่าส่วน single chain variable fragments (form), scFv [17] antibody 
เหล่านี้จะถูกแสดงบนโปรตีนที่ปกคลุมผิวชนิดรอง (pIII)  พบว่ามีความส าเร็จจากการใช้คลังเหล่านี้ในการผลิต monoclonal 
antibody ต่อ antigen  หลายชนิด [7,20-27] แต่ข้อจ ากัดประการส าคัญของการใช้วิธีการนี้คือต้องท าการกระตุ้นสัตว์ทดลอง
ก่อนจึงเป็นการเสียเวลา และยังเป็นคลังที่มีเฉพาะ antibody ที่เกิดจากการกระตุ้นด้วย antigen  ที่ใช้  อย่างไรก็ตาม
ความส าเร็จนี้นับเป็นเครื่องชี้ว่าสามารถน าเทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบนผิวเฟจมาใช้ในการคัดเลือกและผลิต monoclonal 
antibody ที่มีความสามารถในการจับอย่างมีความเฉพาะเจาะจงสูงได้จริง 

 
 การพัฒนาก้าวส าคัญที่ท าให้การประยุกต์ใช้เทคโนโลยี เฟจในการผลิต monoclonal antibody เป็นที่

แพร่หลายและได้รับความสนใจเป็นอย่างสูง ทั้งในงานวิจัยขั้นพื้นฐาน และการประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมทางเทคโนโลยีชีวภาพ
ด้านต่างๆ เริ่มต้นในเวลา 2 ปีต่อมา เมื่อนักวิทยาศาสตร์สามารถสร้างคลังของ monoclonal antibody จากสัตว์ที่ไม่ได้รับการ

 

 

 

 

 

 

 

 



กระตุ้นภูมิคุ้มกันมาก่อนได้ส าเร็จ (nonimmune library หรือ naïve library) [28] คลังชนิดนี้สามารถประยุกต์ใช้ในงานวิจัย
ได้กว้างขวางกว่าคลังที่สร้างจากสัตว์ที่ได้รับการกระตุ้นภูมิคุ้มกันมาก่อนหลายเท่า เพราะสามารถใช้ในการสร้าง monoclonal 
antibody ต่อ antigen  เกือบทุกชนิดที่ต้องการ  เนื่องจากคลังของ antibody ที่สร้างขึ้นนี้เป็นตัวแทนความเป็นไปได้ทั้งหมด
จากระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์ตามธรรมชาติ  โดยพบว่า  monoclonal antibody ที่คัดเลือกมาได้นั้นมีคุณภาพดีคือมี
ความสามารถในการจับ (affinity, ในช่วง 1-200 nM) และมีความจ าเพาะเจาะจง (specificity) สูงเท่ากับ monoclonal 
antibody ที่สร้างจาก hybridoma [28-31] 

 
 คลังที่ใช้กันอยู่ในปัจจุบันนั้นมีหลายประเภท  โดยแต่ละคลังก็มีความแตกต่างกันในด้านต่างๆ เช่น ความ

แตกต่างในชนิดของโปรตีนปกคลุมผิวที่ใช้แสดง antibody (pIII หรือ pVIII)  แหล่งที่มาของ RNA ที่จะใช้เป็นต้นแบบในการ
สร้าง  โครงสร้างของ antibody ที่ใช้แสดง (แบบ Fab หรือ ScFv)  ชนิดของพลาสมิดที่ใช้ในการสร้างคลัง (plasmid หรือ 
phagemid)  สายพันธุ์ (strain) ของแบคทีเรียที่ใช้ในการเลี้ยงเฟจ  สายพันธุ์ของ helper phage หรือขั้นตอนการตัดต่อยีนเข้า
ไปในตัวเฟจ  ทั้งนี้นักวิจัยกลุ่มใดจะใช้วิธีการไหนนั้นขึ้นอยู่กับความช านาญ ประสบการณ์ และวัสดุที่มีอยู่   นอกจากนั้นแล้วใน
ปัจจุบันยังมีความพยายามในการสร้างคลังจากเส้น ดีเอ็นเอสังเคราะห์ (synthetic oligonucleotide) [32-34] อีกด้วย 

 
 เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมอีกอย่างหนึ่งที่มีประโยชน์ในการสร้าง antibody ให้มีคุณภาพสูงคือมีความจ าเพาะ

เจาะจง และความสามารถในการจับสูง (high specificity และ affinity) คือการน า antibody ที่คัดได้จากคลังมาพัฒนาเป็น 
monoclonal antibody ที่มีคุณภาพดีข้ึน (maturation)  โดยใช้หลักการก ากับวิวัฒนาการ (directed evolution) [8,35]ด้วย
เทคนิคต่างๆเช่น การท าให้เกิดการกลายพันธ์อย่างสุ่มด้วยเทคนิคทาง PCR ที่มีความแม่นย าต่ า (error prone PCR) [36,37] 
หรือ การใช้เทคโนโลยีการสลับสับเปลี่ยนดีเอ็นเอ (DNA shuffling) [38-42]การปรับปรุงคุณภาพด้วยวิธีนี้ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
โดยการสลับสับเปลี่ยนดีเอ็นเอ พบว่ามีประสิทธิภาพดีในการสร้าง antibody ที่มีความสามารถในการจับสูงมากขึ้นกว่าเดิม
หลายเท่า  ตัวอย่างเช่นพบว่าสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการจับของ  antibody บางประเภทได้ถึง 10 เท่า ท าให้ได้ 
monoclonal antibody ที่มีความสามารถในการจับสูงถึง 1011 M-1 ซึ่งสูงกว่าค่าที่จะได้จาก monoclonal antibody ที่ผลิต
ด้วยวิธีการเดิม (คือ1010 M-1) [43-45]  

 
นอกจากการปรับปรุงคุณภาพในการจับแล้ว ยังสามารถใช้เทคโนโลยีนี้ในการปรับปรุงคุณสมบัติอ่ืนๆตามวัตถุประสงค์

ของการใช้งาน เช่นความสามารถในการท างาน (function) ต่างๆ เช่นการกระตุ้นการส่งสัญญาณภายในเซลล์ (cell signaling) 
[46-53] หรือการใช้เป็นตัวกระตุ้นหรือตัวยับยั้ง (agonist หรือ antagonist) โปรตีนหรือเอนไซม์ต่างๆในเซลล์ [54,55] 
นอกจากนั้นแล้วยังใช้ในการคัดเลือก antibody ที่ทนต่อสภาวะบางอย่างเช่น สภาวะกรด ด่าง หรือทนต่อเอ็นไซม์ที่ย่อยโปรตีน 
(proteinase) [56,57] หรือที่สภาวะ reducing [41] รวมทั้งการปรับปรุงให้มีคุณสมบัติเหมาะสมในการใช้เป็นยารักษาโรค 
(therapeutic use) [13-15,33,58-65] หรือติดฉลาก (tag) [66-71] เพ่ือประยุกต์ใช้ในงานวิจัยด้านต่างๆ 

          

 

 

 

 

 

 

 

 



กล่าวโดยสรุป การประยุกต์ใช้เทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบนผิวเฟจเพ่ือการผลิต monoclonal antibody นั้น มี
ประโยชน์มากและมีข้อดีกว่าเทคโนโลยีการผลิตแบบเดิม (conventional method) หลายประการ ดังจะได้สรุปไว้เป็นข้อๆ
ดังนี้ 

 
1. การผลิต monoclonal antibody ด้วยเทคโนโลยีเฟจ สะดวก และประหยัดกว่าการใช้เทคนิคดั้งเดิม เพราะใช้เวลาน้อย

กว่า  ใช้เงินน้อยกว่า ใช้แรงงานและความช านาญน้อยกว่าและข้อส าคัญคือไม่ต้องใช้สัตว์ทดลอง 
2. สามารถใช้กับ antigen  ได้หลากหลายชนิดกว่า เพราะสามารถใช้กับ antigen  ที่เป็นพิษต่อสัตว์หรือ antigen  ที่คล้ายกับ

โปรตีนในสัตว์ทดลอง หรืออาจใช้เซลล์ทั้งเซลล์เป็น antigen  ก็ได้  นอกจากนั้นยังสามารถใช้กับ antigen  ที่ไม่สามารถ
กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์ได้ (nonimmunogenic antigen) 

3. สามารถใช้ในการผลิต monoclonal antibody ต่อ antigen  จ านวนมากชนิด ซึ่งมีความส าคัญเป็นอย่างยิ่งในงานด้าน 
proteomics ในปัจจุบัน 

4. สามารถประยุกต์ใช้ในการสร้าง antibody ที่มีคุณสมบัติเหมือนของคน (humanized antibody) เพ่ือใช้ในการรักษาโรค 
(therapeutic antibody) 

5. สามารถปรับปรุงให้มีคุณสมบัติเปลี่ยนไปตามต้องการ เช่นมีความสามารถในการจับ หรือความจ าเพาะเจาะจงสู งขึ้น หรือ
ทนต่อสภาวะต่างๆ 

6. สามารถน าไปผลิตเป็นจ านวนมากได้ง่าย ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย และเซลล์สัตว์โดยทั่วไป เพ่ือใช้ในการผลิตใน
ระดับอุตสาหกรรม 

 
ในปัจจุบันได้มีตัวอย่างการประยุกต์ใช้เทคโนโลยีเฟจเพ่ือการผลิตโนโนโคลนอล แอนติบอดี เพ่ือใช้ในการรักษาผู้ป่ วย

โรคพิษสุนัขบ้าแล้ว  [72-74] ซึ่งเป็นการผลิตโดยบริษัท crucell  และขณะนี้อยู่ในระหว่างการทดลองในมนุษย์ (clinical trial) 
[75] ซึ่งแอนติบอดีที่ใช้เป็นโมโนโคลนอล แอนติบอดีผสมกัน 2 ชนิด ชนิดแรกได้มาจาก hybridoma ส่วนชนิดที่ 2 ได้มาจาก
เทคโนโลยีเฟจ  เนื่องจากแอนติบอดีนี้เป็นของบริษัทเอกชน ดังนั้นถ้ามีขายในท้องตลาด ก็คาดได้ว่าจะมีราคาสูงมาก  ดังนั้นการ
ผลิตเพ่ือการใช้ในการตรวจ รักษาเองในประเทศจึงจะมีประโยชน์มาก ทั้งความสามารถในการพัฒนาเทคโนโลยีขั้นสูง 
ความสามารถในการแข่งขัน และการลดการน าเข้า  รวมทั้งยังเป็นการช่วยสร้างบุคลลากรที่มีความช านาญในเทคโนโลยี ขั้นสูงนี้
ด้วย  โดยคลังของแอนติบอดีต้นแบบ และวิธีการในการสร้างคลังนั้น  ได้รับการพัฒนาขึ้นในประเทศไทยจากโครงการวิจัยที่
ผู้วิจัยหลักเคยได้รับการสนับสนุนจากสภาวิจัยแห่งชาติมาก่อน  ดังนั้นจึงไม่ติดปัญหาเกี่ยวกับ สิทธิบัตร หรือทรัพย์สินทาง
ปัญญา 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



บทท่ี 3 : วิธีการด าเนนิการวิจัย และ ผลการวิจัย 
 
3.1 วิธีการคัดเลือกเฟจ 
 
 วิธีการนี้เป็นวิธีการที่ได้พัฒนาขึ้นในโครงการวิจัยนี้ สามารถใช้ในการคัดหาเฟจที่จับจ าเพาะกับไวรัสก่อโรคพิษสุนัขบ้า 
จากทั้งคลังแอนติบอดีปฐมภูมิ (คลังย่าโม 1) และคลังทุติยภูมิชื่อ Yamo-Rabies ที่ได้สร้างข้ึนจากโครงการวิจัยนี้ 
 
3.1.1 การคัดเลือก แอนติบอดีผ่านการดัดแปลงพันธุกรรมสายเดี่ยว  

ใช้หลักการ การคัดเลือกความสามารถในการจับกับเป้าหมายอย่างเฉพาะเจาะจง (affinity selection) ในหลอดอิมูโน 
(immunotube)  ดังนี้ 

 
ขั้นที่ 1 การตรึงแอนติเจนเป้าหมาย 

1.1  ใส่  0.35-1.4 IU ของ ไวรัสที่หมดฤทธิ์ (inactivated virus) ใน 100 mM NaHCO3 ปริมาณ 100 ul  ลงใน
หลอดอิมูโน (immunotube)  

1.2 ปิดฝาด้วยจุกที่มากับหลอดอิมูโน (immunotube) จากนั้นบ่มที่ 37 °C เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้วเก็บไว้ที่ 4°C เป็น
เวลา 1 คืน 
 
ขั้นที่ 2 การคัดเลือกรอบแรก 

2.1 เติมสารละลายเพ่ิมความคงตัว (5% w/v sucrose, 0.3 % w/v BSA, and 50 mM NaHCO3) ปริมาณ 100 ul 
ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 45 นาทีจากนั้น ล้างหลอดอิมูโน (immunotube) 2 ครั้งด้วย PBS 

2.2  เติม นมปลอดไขมัน 2% w/v (2% w/v MPBS (Non-fat dried milk) ใน PBS ปริมาณ 4 ml ปิดปากหลอดอิมู
โน (immunotube) ด้วยจุกที่มากับหลอดอิมูโน (immunotube) แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

2.3  เท  2 % w/v MPBS ออก 
2.4  เติมคลังของเฟจปริมาณ 1010 ที่เจือจางอยู่ใน 4 % w/v MPBS ปริมาณ 200 ul ปิดฝาด้วยจุกแล้วตั้งทิ้งไว้ที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง  
2.5  เทสารทิ้ง แล้วล้างด้วย PBST (PBS + 0.05% Tween20) 10 รอบ แล้วล้างต่อด้วย PBS อีก 10 รอบ  
2.6  ท าการสกัด (elute) เฟจที่จับกับแอนติเจน โดยใส่ทริบซิน บัฟเฟอร์ (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 สารละลายท าให้เป็นกลาง (Neutralization solution) (200 

mM NaHPO4, pH 7.5) จ านวน 100 ul  

 

 

 

 

 

 

 

 



2.8  เก็บเฟจที่สกัดมา ได้ครึ่งหนึ่งไว้ที่ 4°C  ส่วนอีกครึ่งหนึ่งเอาไปใส่ลงในหลอดที่มีแบคทีเรีย E. coli TG1 ที่ก าลังโต
อยู่ในช่วงชี้ก าลัง (log phase) ในน้ าเลี้ยง 2xYT จ านวน 2 ml  

2.9  ท าการเลี้ยงแบคทีเรียที่ถูกติดเชื้อ (infect) ด้วยเฟจที่ได้จากการคัดเลือกในรอบที่ 1 บนจานเลี้ยงเชื้อผสมวุ้น  
2xYT ที่มี 100 ul/ml ampicillin และ น้ าตาลกลูโคส 1% w/v โดยปั่นแยกเซลล์ที่ได้ให้ตกลงมาที่ความเร็วประมาณ 3000 xg 
เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเทน้ าเลี้ยงทิ้งให้เหลือประมาณ 100 ul แล้วเกลี่ย (spread) ลงบนจานเลี้ยงเชื้อ  จากนั้นน าไปบ่มที่ 37 
°C ข้ามคืน  โดยในขั้นตอนนี้ก่อนที่จะเกลี่ยเชื้อลงทั้งหมดต้องน าเชื้อส่วนหนึ่งมาเจือจางลงทีละ 10 เท่า (10 fold serial 
dilution) ก่อน แล้วจึงน าไปเกลี่ย (spread) ลงบนจานวุ้นเลี้ยงเชื้อ  เพ่ือให้ได้เป็นแบคทีเรียโคโลนีเดี่ยว (single colony)  ดังที่
ได้อธิบายไว้โดยละเอียดในขั้นที่ 5  เพ่ือให้สามารถค านวณจ านวนของเฟจที่คัดเลือกมาได้ในรอบนี้ นอกจากนั้นแล้วในกรณีที่
ต้องการคัดเลือกเพียงรอบเดียว ยังสามารถข้ามจากข้ันตอนที่ได้แบคทีเรียโคโลนีเดี่ยวในขั้นนี้ ไปต่อในขั้นที่ 6 คือการสร้างเป็น
ตัวเฟจ เพ่ือท าการตรวจความสามารถในการจับด้วยวิธีการ ELISA ในขั้นตอนที่ 7 ได้เลย 
 
ขั้นที่ 3 การเตรียมเฟจเพ่ือท าการคัดเลือกรอบที่สอง 

3.1  ท าการเก็บรวบรวมโคโลนีของแบคทีเรียที่โตขึ้นบนจานเลี้ยงเชื้อโดยใส่น้ าเลี้ยง  2xYT จ านวน 1 ml ลงไปแล้วใช้
แท่งแก้วขูดเอาแบคทีเรียออกมาให้หมด  กระจายเชื้อให้เข้ากันดี อย่าให้ติดกันเป็นก้อน 

3.2  น าแบคทีเรียจากขั้นแรกจ านวน 10 ul ไปเลี้ยงในอาหารเหลว 2xYT ที่มี 100 ug/ml ampicillin และ 1% w/v 
น้ าตาลกลูโคส  จ านวน 10 ml 

3.3  น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C พร้อมกับเขย่าไปด้วยอย่างแรงเป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
3.4 เติมเฟจตัวช่วย (KM13) จ านวน 5x1011 ตัว 
3.5  น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C โดยไม่ต้องเขย่าเป็นเวลา 30 นาที 
3.6 น าไปปั่นเหวี่ยง ที่ 4°C เป็นเวลา 10 นาท ี
3.7 แยกเอาส่วนใสด้านบนออก แล้วใส่อาหารเหลว 2xYT ที่มี 100 ug/ml ampicillin, 50 ug/ml kanamycin และ 

น้ าตาลกลูโคส 0.1% w/v จ านวน 10 ml กระจายแบคทีเรียที่อยู่ก้นหลอดให้ดีในอาหารเหลวนี้ 
3.8 น าแบคทีเรียไปบ่มที่อุณหภูมิ 30°C พร้อมกับเขย่าไปด้วยอย่างแรงเป็นเวลา 20 ชั่วโมง 

* ในวันนี้ให้ท าการตรึงโปรตีนเป้าหมายบนจาน ELISA เพ่ือท าการคัดเลือกในรอบต่อไปด้วย โดยใช้วิธีการตรึงดังที่ได้อธิบายใน
ขั้นที่ 1 ปริมาณของแอนติเจน ที่จะใช้ในการคัดเลือกรอบที่ 2 อาจใช้เท่ากับปริมาณท่ีใช้ในการคัดเลือกรอบสุดท้ายหรืออาจน้อย
กว่านั้น 2-10 เท่าแล้วแต่ความเหมาะสม   
 
ขั้นที่ 4  การคัดเลือกรอบท่ีสอง 

4.1  ท าการแยกอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเฟจอยู่จากข้ันที่แล้วโดยการ ปั่นตกตะกอน ที่ความเร็ว 3300 xg เป็นเวลา 15 นาที  
แล้วเก็บส่วนใสด้านบน (supernatant) ไว้ในหลอดทดลองที่สะอาด 

 

 

 

 

 

 

 

 



4.2  ท าการตกตะกอนเฟจโดยการเติมสารละลาย PEG/NaCl (20% Polyethylene glycol 8000, 2.5M NaCl) 
ปริมาณ 2.5 มล. ลงใน supernatant จากข้ันที่ 4.1 ผสมให้เข้ากันดี แล้วตั้งทิ้งไว้บนน้ าแข็ง 1 ชั่งโมง 

4.3  น าไปปั่นตกตะกอนที่ 3300 xg เป็นเวลา 30 นาท ี
4.4  ก าจัดส่วนใสด้านบน (PEG/NaCl) ออกแล้วปั่นตกตะกอนอีกครั้งที่ 3300 xg เป็นเวลา 5 นาท ี
4.5  ก าจัด PEG/NaCl ออกให้หมด 
4.6  เติม PBS ปริมาณ 500 ul แล้วผสมกับตะกอนเฟจให้เข้ากันดี 
4.7  น าเฟจทั้งหมดที่ได้จากข้ันที่ 4.5 ไปท าการคัดเลือกรอบท่ี 2 ตามวิธีที่ได้อธิบายไว้ในขั้นที่ 2  

* ถ้าต้องการคัดเลือก 3 รอบ ให้ท าซ้ าตั้งแต่ข้ันที่ 2 และ 3 อีกครั้งหนึ่ง 
 
ขั้นที่ 5  การแยกเป็นแบคทีเรียโคโลนีเดี่ยว 
หลังจากที่ได้บ่มเฟจที่สกัด ออกมาได้ กับ E. coli TG1 ตามข้ันตอนที่ 2.8  แล้ว  ท าการแยกให้ได้เป็นโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรีย 
ซึ่งแสดง โมโนโคลนอลแอนติบอดี โครงสร้างต่างๆกันดังนี้ 

5.1  น าแบคทีเรีย TG1 ที่ติดเชื้อด้วยเฟจมาเจือจางลงทีละ 10 เท่า (10 fold serial dilution) ก่อน  
5.2  น าแบคทีเรียทุกความเจือจางประมาณ 100 ul ไปเกลี่ย ลงบน บนจานวุ้นเลี้ยงเชื้อ  2xYT ที่มี 100 ug/ml 

ampicillin และ น้ าตาลกลูโคส 1% (w/v)  
5.3  น าไปบ่มที่ 37°C ข้ามคืนเพ่ือให้ได้เป็นแบคทีเรียโคโลนีเดี่ยว (single colony) เพ่ือใช้ในการสร้างเป็นเฟจโคโลนี

เดี่ยวในขั้นที่ 6 ต่อไป รวมทั้งต้องท าการค านวณจ านวนของเฟจที่คัดเลือกมาได้ทั้งหมด โดยการนับจ านวนเฟจที่โตบนเฟจเลี้ยง
เชื้อแล้วคูณกับค่าการเจือจาง (dilution) ที่ใช้ 
 
ขั้นที่ 6 การเตรียมเฟจโคโลนีเดี่ยว  
 ขั้นตอนนี้ใช้เวลา 2 วัน  วันแรกเป็นการเลี้ยงแบคทีเรียแต่ละโคโลนีที่มีเฟจมิด (phagemid) ที่แสดงโมโนโคลนอล
แอนติบอดีแต่ละโคลนเพ่ือเก็บไว้ใช้ต่อไป (stock) และเพ่ือน าไปผลิตเป็นตัวเฟจโดยการท าให้ติดเชื้อด้วยเฟจตัวช่วย  
วันแรก 

6.1  เลือกจานเลี้ยงเชื้อ ที่มีแบคทีเรียเป็นโคโลนีเดี่ยวจากข้ันก่อน จากนั้นใช้ไม้จิ้มฟัน หรือลวดเขี่ยแต่ละโคโลนีขึ้นมา 
6.2  น าแต่ละโคโลนีไปเลี้ยงใน 2xYT ที่มี 100 ug/ml ampicillin, 50ug/ml kanamycin และ น้ าตาลกลูโคส 

1%(w/v) ที่อยู่ในหลุมบนจานวัดปริมาณระดับอณู (microtiter plate) จ านวน 100 ul ดังนั้นจึงสามารถเลี้ยงแบคทีเรียได้ทีละ 
96 โคโลนี ต่อจานวัด ในคราวเดียวกัน   

6.3  น าจานวัดปริมาณระดับอณู (microtiter plate) ไปบ่มที่ 37°C โดยการเขย่าเบาๆ เป็นเวลาข้ามคืน 
วันที่ 2 

 

 

 

 

 

 

 

 



6.4  น าแบคทีเรียปริมาณ 2-5 ul จากแต่ละหลุมในขั้นที่แล้วไปใส่ในหลุมบนจาน ELISA ที่มี 2xYT + 100 ug/ml 
ampicillin + น้ าตาลกลูโคส 1% (w/v) อยู่ 200 ul  ส่วนแบคทีเรียที่เหลือเก็บไว้ใช้ในระยะยาว  โดยการเติมกลีเซอรอล 
(glycerol) ให้ได้ปริมาตรสุดท้าย 15% แล้วน าไปเก็บไว้ที่ -80°C 

6.5  น าไปบ่มที่ 37°C โดยการเขย่าเบาๆ เป็นเวลา 3-4 ชั่วโมง 
6.6  เติม 2xYT ที่มี 100 ug/ml ampicillin + น้ าตาลกลูโคส 1% (w/v) + 109 เฟจตัวช่วย 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 ี
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 โดยใช้วิธีการตรึงดังที่ได้อธิบายใน
ขั้นที่ 1 ปริมาณของแอนติเจน ที่จะใช้ในการตรวจสอบ ELISA อาจใช้เท่ากับปริมาณที่ใช้ในการคัดเลือกรอบสุดท้าย หรืออาจ
น้อยกว่านั้นแล้วแต่ความเหมาะสม โดยท าการตรึงลงในหลุมเท่ากับจ านวนโคโลนีที่จิ้มขึ้นมาในขั้นที่ 6.1   นอกจากนั้นแล้วยัง
ต้องมีตัวควบคุม (background) ในการวิเคราะห์ด้วย โดยการใส่ นมปลอดไขมัน  2% w/v (MPBS) ปริมาณ 200 ul หรือ
แอนติเจน อ่ืนที่เหมาะสม ลงไปในหลุมของจาน ELISA ให้เท่ากับจ านวนของเฟจที่ต้องการท าการวิเคราะห์  โดยควรท าการ
ทดสอบแบบ สอง หรือ สามซ้ า (duplicate หรือ triplicate) เพ่ือความถูกต้อง 
 
ขั้นที่ 7 การท า โมโนโคลนอล เฟจอีไลซ่า (Monoclonal Phage ELISA) 

7.1  น าจานวัดปริมาณระดับอณู (microtiter plate) จากขั้นที่ 6.10 ไป ปั่นตกตะกอน ที่ 3300 xg เป็นเวลา 15 นาที  
เพ่ือแยกส่วนใสด้านบน (supernatant) ที่มีเฟจอยู่ไปใช้ในการวิเคราะห์ต่อไป 

7.2  ท าการล้างจาน ELISA ที่เตรียมไว้จากขั้นที่แล้ว 2 ครั้งด้วย PBS จากนั้นเติม นมปลอดไขมัน 2% w/v (2% w/v 
MPBS (2% Non-fat dried milk ใน PBS) ปริมาณ 200 ul   ปิดปากหลุม แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง เพ่ือ
ป้องกัน (block) การจับแบบไม่จ าเพาะ (non-specific binding) 

7.3  เติมเฟจจากขั้น 7.1 ปริมาณ 100 ul  ที่เจือจางอยู่ใน MPBS 4% w/v ปริมาณ 50 ul ปิดปากหลุม แล้วตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 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% (w/v) 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 เท่าของค่าควบคุม (control) ขึ้นไป เพ่ือการ
วิเคราะห์ต่อไป 
 
 
3.1.2. การผลิตชิ้นแอนติบอดีอิสระท่ีไม่อยู่บนผิวเฟจโดยการเปลี่ยนชนิดของแบคทีเรีย 
 
 วิธีการนี้ใช้ในการผลิตชิ้นโมโนโคลนอลแอนติบอดี แบบใดก็ได้ถ้าในโครงสร้างของเฟจมิดมีรหัส TAG ระหว่างชิ้นของ 
แอนติบอดี กับ pIII ดังที่ได้อธิบายแล้วข้างต้น  โดยชิ้นแอนติบอดีที่ไม่อยู่บนผิวเฟจอาจอยู่ในน้ าเลี้ยงเชื้อหรืออยู่ในช่องว่างใน
ผนังเซลล์ (periplasmic space) ของแบคทีเรีย ขึ้นอยู่กับเวลาที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อ  หลังจากที่ได้ชิ้นแอนติบอดีที่ไม่อยู่บนผิว
เฟจแล้ว สามารถน าไปท าให้บริสุทธิ์โดยวิธีการ IMAC (immobilized metal affinity chromatography) ได้ต่อไป  ในกรณีที่
มีโคลนของ scFv จ านวนมากที่ต้องการทดสอบ  อาจท าการผลิตทีละหลายๆโคลนในปริมาณน้อยๆโดยการเลี้ยงใน จานวัด
ปริมาณระดับอณู 96 หลุม เมื่อได้ชิ้นโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ไม่อยู่บนผิวเฟจแล้ว ควรน าไปยืนยันความสามารถในการจับกับ 
แอนติเจน อีกครั้งหนึ่งโดยวิธีการ ELISA ด้วย  รายละเอียดของการท าในขั้นตอนต่างๆทีไ่ด้กล่าวมาข้างต้นอธิบายได้ดังนี้ 
 
ขั้นตอนที่ 1 การเตรียม ชิ้นแอนติบอดีท่ีไม่อยู่บนผิวเฟจ ที่อยู่ในน้ าเลี้ยงเชื้อ 

1. จิ้มโคโลนีเดี่ยว E. coli HB2151 ที่อยู่บนจานวุ้นแร่ธาตุเลี้ยงเชื้อ (mineral agar plate) มา 1 โคโลนีแล้วน าไปเลี้ยง
ในน้ าแร่ธาตุส าหรับเลี้ยงเชื้อ (mineral broth) ที่ 37oC  

2. น าเฟจโคโลนีเดี่ยวที่คัดแยกได้จากขั้นตอนการคัดเลือกเฟจจ านวน 10 ul จากนั้นน าไปผสม กับ E. coli HB2151 
จ านวน 200 ul ที่ก าลังโตอยู่ในช่วงชี้ก าลัง (log phase) (OD600 ประมาณ 0.4) แล้วบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง
โดยไม่ต้องเขย่า เพ่ือให้เฟจ เข้าไปโตใน แบคทีเรีย  

3. น าแบคทีเรียไปเกลี่ย ให้ได้เป็นโคโลนีเดี่ยว ลงบนจานวุ้น 2xYT ที่มี 100 ug/ml ampicillin และ 1 น้ าตาลกลูโคส 
% w/v แล้วน าไปบ่มท่ี 37oC ข้ามคืน 

4. ท าการจิ้มโคโลนีเดี่ยวไปเลี้ยงใน น้ าเลี้ยงน้ าเลี้ยง 2xYT ที่มี 100 ug/ml ampicillin และ น้ าตาลกลูโคส 2% w/v 
อยู่ แล้วบ่มที่ 30oC โดยการเขย่าไปด้วยข้ามคืน 

5. น าแบคทีเรียจากข้ันที่แล้วจ านวน 50ul ไปเลี้ยงใน น้ าเลี้ยงน้ าเลี้ยง 2xYT ที่มี 100 ug/ml ampicillin และ น้ าตาล
กลูโคส 0.1% w/v จ านวน 50-100 ml ที่ 30oC โดยการเขย่าไปด้วยจนโตได้ค่า OD600 = 0.9 (ใช้เวลาประมาณ 3-4 ชั่วโมง) 

6. น าไป ปั่นตกตะกอน ที่ 3000 xg เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4oC แล้วน าไปผสมให้เข้ากันดี (resuspend) ใน น้ า
เลี้ยง 2xYT ที่มี 100 ug/ml ampicillin + 1mM IPTG  แล้วเลี้ยงที่ 30oC เป็นเวลา 20 ชั่งโมง  

 

 

 

 

 

 

 

 



7. ท าการปั่นแยกเซลล์จากน้ าเลี้ยงเชื้อโดยการ ปั่นตกตะกอน ที่ 5000xg 4oC เป็นเวลา 15 นาที ชิ้นแอนติบอดีอิสระ 
จะอยู่ในส่วนน้ าใสด้านบน (supernatant)  

8. น าไปใช้ในการตรวจสอบทาง ELISA หรือน าไปเก็บไว้ที่ 4oC เพ่ือ ท าให้บริสุทธิ์โดยวิธีการ IMAC (immobilized 
metal affinity chromatography) ต่อไป 

 
ขั้นตอนที่ 2  การตรวจสอบความสามารถในการจับกับ แอนติเจน ด้วยวิธีการ ELISA 

1. ใส่  0.07-0.1 IU ของไวรัสที่ไม่มีฤทธิ์ (inactivated virus) ใน 100mM NaHCO3 ปริมาณ 100 ul   ลงในหลุมของ
จาน ELISA ชนิดประสิทธิภาพการจับสูง (high-binding capacity, Maxisorb) ปริมาณของ แอนติเจน ที่จะใช้ในการตรวจสอบ 
ELISA อาจใช้เท่ากับปริมาณที่ใช้ในการคัดเลือกรอบสุดท้าย หรืออาจน้อยกว่านั้นแล้วแต่ความเหมาะสม โดยท าการตรึงลงใน
หลุมเท่ากับจ านวน ชิ้นแอนติบอดีอิสระ ที่ต้องการทดสอบ นอกจากนั้นแล้วยังต้องมีตัวควบคุม (background) ในการวิเคราะห์
ด้วย โดยการใส่ 3% BSA ใน PBS  หรือ นมปราศจากไขมัน 2% w/v ใน PBS (2% MPBS)  อ่ืนที่เหมาะสม ปริมาณ 200 ul 
ลงไปในหลุมของจาน ELISA ให้เท่ากับจ านวนของ แอนติบอดีอิสระ ที่ต้องการท าการวิเคราะห์  โดยควรท าการทดสอบแบบ 
สอง หรือ สามซ้ า (duplicate หรือ triplicate) เพ่ือความน่าเชื่อถือ 

2. ปิดปากหลุมด้วยเทปใส หรือแผ่นพลาสติกส าหรับหุ้ม (plastic wrap) จากนั้นบ่มที่ 37 °C เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้ว
เก็บไว้ที่ 4°C เป็นเวลา 1 คืน 

3. เติม สารละลายเพ่ิมความคงตัว (ซูโครส 5% w/v, 0.3 % w/v BSA, and 50 mM NaHCO3) ปริมาณ 100 ul ตั้ง
ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา45 นาท ี

4. ท าการล้างจาน ELISA ที่เตรียมไว้จากข้ันที่แล้ว 2 ครั้งด้วย PBS 
5. เติม นมปราศจากไขมัน 2% w/v ใน PBS (2% w/v MPBS)(ปริมาณ 200-250 ul  ปิดปากหลุม แล้วตั้งทิ้งไว้ที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
6. เท 2% w/v MPBS   ทิ้ง 
7. เติมน้ าเลี้ยงเชื้อส่วนในด้านบนที่ปั่นแยกเซลล์ออกแล้ว (culture supernatant) หรือ สารสกัดจากผนังเซลล์ 

(periplasmic extract) ที่มี ชิ้นแอนติบอดี อิสระ ปริมาณ 50-200 ul ที่เจือจางอยู่ในนมปลอดไขมันใน 4% w/v PBS ปริมาณ 
50 ul ปิดปากหลุม แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง  

8. คว่ าทิ้งสารที่อยู่ในหลุม แล้วล้างด้วย PBST (PBS + 0.05% Tween20) 3 รอบ แล้วล้างต่อด้วย PBS อีก 3 รอบ  
9. เติมตัวตรวจสอบฮิสติดีนที่เชื่อมอยู่กับ เอชอาร์พี (HisProbe-HRP) ที่เจือจาง 1:5,000 เท่าใน PBS ปริมาณ 100 ul 

ลงในแต่ละหลุม แล้วบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
10. ล้างด้วย PBST (PBS + 0.05% Tween20) 3 รอบ แล้วล้างต่อด้วย PBS อีก 3 รอบ 
11. เติมสาร ABTS + 0.05% H2O2 ปริมาณ 200 ul แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 15-60 นาทีเพ่ือรอให้เกิดสี 
12. ท าการวัดค่าความเข้มของสีจากปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นโดยการอ่านค่า OD (optical density) ด้วยเครื่องอ่านจาน 

ELISA ที่ความยาวแสง 405 nm 

 

 

 

 

 

 

 

 



13. คัดเลือกโคลนที่มีความสามารถในการจับดี คือมีค่า OD ที่เป็น 2 เท่าของค่าควบคุมข้ึนไป เพ่ือการวิเคราะห์ต่อไป 
 

* หมายเหตุ ในกรณีที่ต้องการใช้ แอนติบอดีต่อ c-Myc ในการตรวจสอบ อาจท าได้ดังนี้ (ข้ันที่ 1-7 เหมือนกัน) 
1. คว่ าทิ้งสารที่อยู่ในหลุม แล้วล้างด้วย PBST (PBS + 0.05% Tween20) 3 รอบ แล้วล้างต่อด้วย PBS อีก 3 รอบ ใน

ระหว่างแต่ละรอบท่ีล้างอาจแช่และเขย่าก่อนเป็นเวลา 5 นาท ี
2. เติมโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ c-Myc ที่เจือจาง 1:5,000 เท่าใน PBS ปริมาณ 100 ul ลงในแต่ละหลุม แล้วบ่มไว้

ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
3. ล้างด้วย PBST (PBS + 0.05% Tween20) 3 รอบ แล้วล้างต่อด้วย PBS อีก 3 รอบ 
4. เติม แอนติบอดีแพะที่สามารถจับกับแอนติบอดีหนูที่ เชื่อมอยู่กับ เอชอาร์พี (goat anti mouse-HRP) หรือ 

แอนติบอดีกระต่ายที่สามารถจับกับแอนติบอดีหนูที่เชื่อมอยู่กับ เอชอาร์พี (rabbit anti mouse-HRP) ที่เจือจาง 1:5,000 เท่า
ใน PBS ปริมาณ 100 ul ลงในแต่ละหลุม แล้วบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

5. เติมสาร ABTS + 0.05% H2O2 แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 15-60 นาทีเพ่ือรอให้เกิดสี 
6. ท าการวัดค่าความเข้มของสีจากปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนโดยการอ่านค่า OD (optical density) ด้วยเครื่องอ่านจาน ELISA 

ที่ความยาวแสง 405 nm 
7. คัดเลือกโคลนที่มีความสามารถในการจับดี คือมีค่า OD ที่เป็น 2 เท่าของค่าควบคุม ขึ้นไป เพ่ือท าการวิเคราะห์

ต่อไป 
 
 
3.2  วิธีการสร้างคลังเฟจแบบทุติยภูมิจากอาสาสมัครที่ได้รับการกระตุ้นให้ผลิตแอนติบอดีต่อไวรัสก่อโรคพิษสุนัขบ้า  
 ท าการสร้างคลังเฟจด้วยวิธีการที่ได้พัฒนามาก่อนแล้วในห้องปฏิบัติงานของหัวหน้าโครงการวิจัย ซึ่งได้รับการตีพิมพ์ไป
แล้วดังนี้ 
 
Pansri, P., Jaruseranee, N., Rangnoi, K., Kristensen, P., and Yamabhai, M. (2009 ) .  A compact phage display 
human scFv library for selection of antibodies to a wide variety of antigens. BMC Biotechnol 9, 6. 

ซึ่งข้ันตอนการสร้างคลังโดยละเอียด สามารถดูได้จากรายงานการวิจัย เรื่อง “การพัฒนาเทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบน
ผิวเฟจเ พ่ือการผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดี  (Application of phage display technology for the production of 
monoclonal antibody) รหัสโครงการ SUT3-304-47-24-11 

 
ทั้งนี้ความแตกต่างของการสร้างคลังคือ ต้นแบบของ mRNA เพ่ือจะใช้สร้างเป็นคลังแอนติบอดีชนิดทุติยภูมินั้น ได้มา

จากอาสาสมัคร 4 คน เป็นชาย 2 คน หญิง 2 คน ที่ได้รับการกระตุ้นด้วยการฉีดวัคซีนชนิด PVRV (VeroRab, Pitman-more/ 
W138-153-3M strain, Sanofi-Pasteur, Lyon, France) or PCEC (LEP-Flury strain, Rabipur, Chiron, India) ตามวิธีการ

 

 

 

 

 

 

 

 



ของ WHO ที่ได้น ามาใช้ที่ สภากาชาดไทย  สกัดเลือดจากอาสาสมัครมาคนละประมาณ 50 ml.  ผลการวิเคราะห์คุณภาพคลัง
พบว่ามีขนาดเล็กกว่าคลังย่าโม 1 คือ มีค่า diversity ประมาณ 105   และมีความสมบูรณ์ของ recombinant antibody insert 
ประมาณร้อยละ 50 อย่างไรก็ตามพบว่าคลังนี้มีคุณภาพดีพอ เพราะสามารถคัดหาแอนติบอดีท่ีมีคุณสมบัติดีได้ส าเร็จ 
 
3.3  แอนติบดีมนุษย์ที่มีความจ าเพาะต่อไวรัสก่อโรคพิษสุนัขบ้าที่คัดหามาได้ 
 จากผลจากการท า biopanning ดังที่ได้อธิบายในหัวข้อ 3.1 ผู้วิจัยสามารถคัดหาแอนติบอดีได้ทั้งหมด 14 โคลน 
ผลงานนี้ได้รับการตีพิมพ์ใน Proceeding ดังนี้ 
 
 Pruksametanan, N., Yamabhai, M., and Khawplod, P. (2012). Selection of single chain human 
monoclonal antibody (scFv) against Rabies virus by phage display technology. Paper presented at: IEEE 
International Conference on Nano/Molecular Medicine and Engineering, NANOMED.p.78-81 
 
 ซ่ึงผลงานนี้ยังได้รับรางวัล “Best Conference Paper Finalist” ในประเภทนักวิจัยอีกด้วย 
 
 ผลงานวิจัยที่ได้ตีพิมพ์ แสดงใน 4 หน้าถัดไป  
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Abstract— Human monoclonal antibodies 

against Rabies virus were selected from non-

immunized human scFv library (YAMO-I 

library) and immunized library (Yamo-Rb 

library) by using phage display technology. The 

biopanning was performed for 2-5 rounds by 

using two types of inactivated rabies vaccines as 

targets. These are purified vero cell rabies 

vaccine (PVRV) and purified chick embryo cell 

vaccine (PCEC). A total of 14  positive clones 

from various method of biopanning that can bind 

to rabies, i.e.; IRA7c, IIIRC2c, IRC3c, IYC11c, 

IYC12c, IYD1c, IYF5c, IIRD5v, IIYB5v, 

IIYG4v, IIYE5v, IIYG8v, IIYD4v and IVB4cv, 

were isolated and their genes were sequenced. 

The ELISA result showed that the positive clones 

always bind strongly to the targets that were used 

for biopanning; however some clones can cross-

react to the related virus. These selected scFv 

antibodies will be tested for neutralization 

activities in vitro in the next step. 

Index Terms—Phage display, Rabies virus, 

single-chain fragments(scFv), human 

monoclonal antibody. 

INTRODUCTION  

Rabies is a fatal zoonotic disease that is 

transmitted by both wild and domestic animals. 

Globally, it is estimated that at least 55,000 people 

die of rabies and there are about 10 millions people 

who receive post-exposure vaccination annually. 

Currently available rabies immune globulin (RIG) 

for clinical use are Equine Rabies Immunoglobulin 

(ERIG) and Human Rabies Immunoglobulin 

(HRIG). However, RIG was produced in limited 

amounts [1]. Moreover, HRIG is too costly, not 

easily available, and suffered from potential 

disadvantages, such as limited capacity, batch-to-

batch variation, and possible contamination with 

blood borne adventitious agents. ERIG also has 

drawbacks of animal origin that carries a risk of 

occasional adverse reaction, including anaphylaxis, 

especially after second exposure [2, 3]. Thus, 

utilization of Phage display technology for the 

production of human antibody specific to rabies 

virus is attractive and suitable alternative strategy 

for the prevention, treatment and diagnostic of 

rabies. Phage display technology has been shown to 

be a powerful method for the generation of antibody 

in vitro by mimicking the selection strategies of the 

immune system [4]. In phage display, antibody 

fragments are expressed as fusions to capsid proteins 

presented on the surface of the filamentous 

bacteriophage particles, which are approximately 7 

nm by 900-2000 nm in length. Therefore this system 

provides direct linkage between the antibody 

genotype (DNA sequence in phage paticle) and its 

phenotype (affinity and specificity of phage-

displayed antibody). 

In this study, Phage display scFv antibody 

libraries were used to select single chain human 

monoclonal antibodies (scFv) against rabies virus. 

scFv is a popular format in the recombinant antibody 

technology because it can be cloned and 

manipulated as individual polypeptide and 

efficiently displayed on the surface of bacteriophage 

(phage). Even if single chain fragments of variation 

(scFv) are significantly smaller then full-length 

human antibodies IgGs (25 vs 150 kDa). They can 

still bind their respective antigens tightly (i.e. with 

dissociation constants of 5 uM to 10 nM ) and 

represent structurally minimized version of full-

length human antibodies IgGs. Moreover, When 

compared to fragment of antigen binding (Fabs) 

which are ~50 kDa, scFvs which generally resistant 

and aggregation have twice smaller than Fabs [5]. 

Therefore scFv antibody is an attractive 

nanomaterial for both diagnostic and therapeutic 

purposes. 
 

METERIALS AND METHODS 

Meterials 

Two types of phage display libraries, i.e., Non-

immunized (YAMO-I) [4] and immunized libraries 

(Yamo-Rb) were constructed in our laboratory. Both 

libraries were constructed using antibody genes 

isolated from the peripheral blood of human donors. 

The YAMO-I library was constructed from 140 non-

immunized (Naïve) donors; whereas, Yamo-Rb 

library was constructed from four human donors 

immunized with PVRV (VeroRab, Pitman-more/ 

W138-153-3M strain, Sanofi-Pasteur, Lyon, France) 

or PCEC (LEP-Flury strain, Rabipur, Chiron, India).  

 

Selection of human scFv phage library on 

inactivated rabies virus (Biopanning) 

Selection was performed using inactivated rabies 

vaccines (PVRV or/and PCEC) as targets. Two to 

five rounds of selection were carried out. Maxisorp 

Immuno tube (Nunc, Denmark) was pre-coated with 

0.35-1.4 IU of inactivated rabies virus, at 37 oC for 

3 hours following by 4 oC overnight, in 100 mM 

NaHCO3, pH 8.5. After that, the immuno tube was 

stabilized with 5% w/v sucrose, 0.3 % w/v BSA, and  

50 mM NaHCO3 for 45 min.  Then, the tube was 

washed three times with phosphate buffered saline 

(PBS, 137 mM NaCl, 3 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 

1.5 mM KH2PO4, pH 7.4) and blocked with PBS 

containing skimmed milk (2%, w/v, MPBS) for 1 

hour. For each round of biopanning, the phage 

library (~1010 phages) was incubated with pre-

coated inactivated rabies virus in 4%, w/v, MPBS 

for 2 hours at room temperature. Unbound phage 

was washed away with PBS supplemented with 

0.05% (v/v) Tween 20 (PBST) and with PBS. Phage 

antibody against rabies viruses was recovered with 

1x trypsin buffer and 0.2M glycine HCl, pH 2.0. The 

eluted phage was infected into E. coli to obtain 

individual phage clones as previously described [6]. 

For each round of selection, specificities of 
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individual phage scFv clones were identified by 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) [6].   
 

Monoclonal Phage ELISA 

Single colony of each round of biopanning was 

randomly picked and cultured in 96-deep well plate 

followed by super-infection by KM13 helper phage 

[4]. Phage supernatants were collected after 

centrifugation and subjected to ELISA for screening 

of monoclonal anti-rabies virus phage-scFv. The 

Immuno 96 microWellTM plate (Nunc, Denmark) 

was immobilized with inactivated rabies at 37 oC for 

3 hours following by 4 oC overnight in 100 mM 

NaHCO3 and 2% skimmilk in 100 ul PBS buffer as a 

control. The phage supernatant was added to 

Immuno 96 microWellTM plate (Nunc, Denmark) and 

the binding phage-scFv was detected with HRP-

conjugated anti-M13 antibody (1:5000). The color of 

the reaction was developed with ABTS reagent 

(Fluka).  The reaction was quantified by measuring 

the absorbance at 405 nm.  

 

DNA sequence and analysis 

After the positive cloned are confirm by ELISA 

twice.   Each clone of positive Phagemid DNA was 

extracted using DNA miniprep kit (Qiagen). The 

restriction fragment analysis was performed by using 

BstN-1. The selected positive clone with variable 

restriction pattern were confirmed by automated 

DNA sequencing (Macrogen, Korea) and analyzed 

with Igblast software 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/) and the 

sequence alignment of the scFv antibodies was done 

using CLUSTALW 2.1 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). 

 

RESULTS AND DISSUSSIONS 

A total of 14 positive clones from various 

method of biopanning were isolated. These are 

IRA7c, IIIRC2c, IRC3c, IYC11c, IYC12c, IYD1c, 

IYF5c, IIRD5v, IIYB5v, IIYG4v, IIYE5v, IIYG8v, 

IIYD4v and IVB4cv. After DNA sequence analysis, 

we found that clones IVB4cv and IRA7c were 

identical. These two clones were isolated from the 

same library, i.e., Yamo-Rb by using different 

biopanning method. Clone IVB4cv was obtained 

from the fourth round of biopnning using a 

combination of both PCEC and PVRV as targets; 

whereas clone IRA7c was from the first round of 

panning using PCEC as a target. Clones  IIIRC2c, 

IRC3c, IYC11c, IYC12c, IYD1c and IYF5c were 

selected by using PCEC as a target; while IIRD5v, 

IIYB5v, IIYG4v, IIYE5v, IIYG8v, IIYD4v were 

selected by using PVRV as a target. The ELISA 

results in Fig. 1 showed that the positive clones 

always bind strongly to the target that was used for 

biopanning. Nine clones were obtained from naïve 

library (YAMO-I) and four clones were from 

immunized library (Yamo-Rb). Five clones which 

are IRA7c, IIIRC2c, IIYG4v, IIYE5v, and IVB4cv 

showed cross-reactivity to both PCEC and PVRV 

targets.  

 
(a) 

 

 
(b) 

Fig. 1. (a) ELISA plate showing positive reactions (green 

colour) with PCEC or PVRV and negative reaction 

(clear) with 2% skimmilk and 3 % BSA 

           (b) ELISA signal at O.D. 405 nm 

 

The BstN-1 fingerprinting analysis of 14 

positive clones was shown in Fig. 2. In this figure 

pMOD (empty vector) was digested to compare with 

the positive scFv clones (pMOD+scFv gene).  

 

 
Fig. 2. Restriction fragment analysis by BstNI 

 

After the positive cloned were confirmed 

by automated DNA sequencing. The DNA sequence 

of each scFv clone was analyzed with Igblast and the 

sequence alignment of the 14 scFv antibodies was 

done using CLUSTALW software. Fig. 3 showed 

the origin of germline and family of all the isolated 

VH and VL segments; whereas, Fig. 4 illustrates the 

amino acid sequence alignmnet of all positive 

clones. It is interesting to note that clone IRC3c, 

which consist only VL, could still bind to the target, 

even if the signal is quit low when compared to other 
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positive clones. There have been many reports on 

the binding of VHH, which is a single-domain 

antibody (sdAb) that consists only of VH domain 

from camelidae [5, 7, 8]. Our data is the first report 

on the binding of single VL domain of human 

antibody. 

 

 
 

Fig. 3. Germlines and Families of VH and VL segments of 

all clones. 

 

Fig. 4 showed the amino acid sequence 

alignment of all isolated scFv clones. The TAG 

amber stop condons were found in clone IIYB5v, 

IIYD4v and IYD1c. These codons are translated as 

glutamine instead of stop codon in E. coli suppressor 

strain such as DH5alpha or TG1; therefore, the 

functional antibody can be displayed on filamentous 

phage.  The complementarity determining regions 

(CDRs) of the heavy and light chain of the antibody 

(VH/CDR1, VH/CDR2, VH/CDR3, VL/CDR1, 

VL/CDR2 and VL/CDR3) and the linker sequence 

were indicated. Amino acid sequence analysis 

revealed that all isolated positive clones have only 

the lambda type of the light chain (VL) from family 

1,2,3, and 6; while variable heavy chains (VH) were 

from family 1, 3 and 6. No clone containing the 

kappa type of the light chain (VK) was isolated. 

 

 

family 1,2,3, and 6. One clone consisted of only VL 

fragment. These selected phage-scFv clones will be 

further engineered to generate soluble scFv 

nanobodies and tested for neutralization activities in 

vitro in the next step. 

 
 

 
 

Fig. 4 Amino acid sequence alignment of all positive 

clones are shown. The GC-rich sequence that links VH and 

VL segments is indicated. The three complementarity 

determining regions (CDRs) are marked with box. These 

scFv antibodies are linked with 6xHis and Myc epitope at 

the C-terminal. Red Q is glutamine that is translated 

from an amber stop codon in suppressor E. coli 

strains. 
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IV.CONCLUSIONS 

In conclusion, 13 unique phage-displayed 

anti-rabies virus scFv antibodies were successfully 

selected from naïve library (Yamo-I) and 

immunized (Yamo-Rb) human scFv antibody 

libraries. All antibodies possessed variable heave 

chains (VH) from family 1,3, and 6 and only lambda 

light chains (VL) from 
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3.4 ล าดับกรดอะมิโนของแอนติบอดีทั้ง 14 โคลนแสดงดังนี้ (หมายเหตุ ข้อมูลส่วนนี้ปกปิดเป็นความลับ
เพราะก าลังอยู่ในระหว่างการยื่นขอจดสิทธิบัตร) 
 
โดยจากการประดิษฐ์ตามขั้นตอนที่ได้กล่าวมาข้างต้นท าให้ได้ชิ้นส่วนแอนติบอดีมนุษย์ที่ผ่านการดัดแปลง
พันธุกรรมชนิด scFv ที่เชื่อมต่อกับ 6 Histidine (His-tag) และ Glu-Gln-Lys-Leu-Ile-SerGlu-Glu-Asp-Leu 
(Myc-tag) ซึ่งจ าเพาะต่อโรคพิษสุนัขบ้า (Rhabdoviridae Lyssavirus)  จ านวน 13 ชนิด ดังต่อไปนี้ 
 
ชนิดที่ 1 เรียกว่า Human anti-Rabies IR7c-His-Myc ซีดีเอ็นเอ ที่กรอบอ่านประมวลรหัสของพอลิเปบไทด์
ที่มีล าดับกรดอะมิโนเป็น  
Met  Ala  Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly 
Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu 
Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Ser 
Phe  Ser  Asp  Tyr  Gly  Met  His  Trp  Val  Arg 
Gln  Ile  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val 
Ala  Val  Ile  Tyr  Ala  Arg  Gly  Ile  Asn  Thr 
Tyr  Tyr  Gly  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe 
Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Ile 
Leu  Tyr  Leu  Glu  Met  Asn  Arg  Leu  Ser  Ser 
Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Thr 
Asp  Asp  Pro  Pro  Ser  Gly  Thr  Gly  Ser  Tyr 
His  Val  Asn  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val 
Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly 
Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gln 
Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser 
Gly  Ser  Pro  Gly  Gln  Ser  Ile  Thr  Ile  Ser 
Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Ser   
Tyr  Asn  Leu  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His 
Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu  Met  Ile  Tyr   
Glu  Val  Ser  Lys  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro 
Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn   
Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Val  Ser  Gly  Leu  Gln 
Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ser 
Ser  Tyr  Thr  Ser  Ile  Thr  Ala  Ala  Ala  Val 
Phe  Gly  Thr  Gly  Thr  Lys  Val  Thr  Val  Leu 
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Gly  Ala  Ala  Ala  His  His  His  His  His  His 
Gly  Ala  Ala  Gly  Pro  Glu  Gln  Lys Leu  Ile 
Ser Glu Glu Asp Leu 
ชนิดที่ 2 เรียกว่า Human anti-Rabies IYF5c-His-Myc ซีดีเอ็นเอ ที่กรอบอ่านประมวลรหัสของพอลิเปบ
ไทด์ที่มีล าดับกรดอะมิโนเป็น 
Met  Ala  Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly   
Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ala  Ser  Val 
Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr 
Phe  Thr  Ser  Tyr  Gly  Ile  Ser  Trp  Val  Arg 
Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met  
Gly  Trp  Ile  Ser  Ala  Tyr  Asn  Gly  Asn  Thr 
Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Leu  Gln  Gly  Arg  Val 
Thr  Met  Thr  Thr  Asp  Thr  Ser  Thr  Ser  Thr 
Ala  Tyr  Met  Glu  Leu  Arg  Ser  Leu  Arg  Ser 
Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Asp 
Gly  Gly  Asn  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln  Gly   
Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly 
Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly 
Gly  Ser  Gln  Ala  Val  Leu  Thr  Gln  Pro  Ser 
Ser  Ala  Ser  Gly  Thr  Pro  Gly  Gln  Arg  Val 
Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser  Ser  Ser  Asn 
Ile  Gly  Ser  Asn  Tyr  Val  Tyr  Trp  Tyr  Gln 
Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu  Leu 
Ile  Tyr  Arg  Asn  Asn  Gln  Arg  Pro  Ser  Gly 
Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Lys  Ser 
Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Ser  Gly 
Leu  Arg  Ser  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr 
Cys  Ala  Ala  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu  Ser  Gly  
Pro  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr 
Val  Leu  Gly  Ala  Ala  Ala  His  His  His  His   
His  His Gly  Ala  Ala  Gly  Pro  Glu  Gln  Lys Leu  
Ile Ser Glu Glu Asp Leu 
ชนิดที่ 3 เรียกว่า Human anti-Rabies IIIR14c-His-Myc ซีดีเอ็นเอ ที่กรอบอ่านประมวลรหัสของพอลิเปบ
ไทด์ที่มีล าดับกรดอะมิโนเป็น 
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Met  Ala  Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Glu  Ser  Gly 
Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Phe  Gly  Asp  Pro 
Gly  Pro  His  Cys  Thr  Val Ser  Gly  Gly  Ser  
Leu  Ser  Ser  Val  Asn  Ser  Tyr  Trp  Asp  Phe 
Ile  Arg  Gln  Pro  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu 
Trp  Ile  Gly  Ser  Ile  Tyr  Tyr  Arg  Gly  Thr 
Thr  Tyr  Tyr  Asn  Pro  Ser  Leu  Lys  Ser  Arg 
Val  Thr  Leu  Ser  Val  Asp  Thr  Ser  Gln  Asn 
Gln  Ile  Ser  Leu  Lys  Leu  Thr  Ser  Leu  Thr 
Ala  Ala  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala 
Arg  Glu  Ser  Val  Thr  Arg  Gly  Thr  Phe  Asp 
Met  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Met  Val  Thr  Val 
Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly 
Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gln  Ser  Ala 
Leu  Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser 
Pro  Gly  Gln  Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr 
Gly  Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr  Asn 
Tyr  Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Gly 
Lys  Ala  Pro  Asn  Leu  Met  Ile  Tyr  Asp  Val 
Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Asn  Arg 
Phe  Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  
Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Arg  Leu  Gln  Ala  Glu 
Asp  Glu  Gly  Ile  Tyr  Phe  Cys  Ser  Ala  Tyr 
Thr  Ser  Ser  Ser  Ser  Leu  Gly  Val  Phe  Gly 
Thr  Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Gly  Ala 
Ala  Ala  His  His  His  His  His  His Gly  Ala   
Ala  Gly  Pro  Glu  Gln  Lys Leu  Ile  Ser Glu  
Glu Asp Leu 
ชนิดที่ 4 เรียกว่า Human anti-Rabies IYC11c-His-Myc ซีดีเอ็นเอ ที่กรอบอ่านประมวลรหัสของพอลิเปบ
ไทด์ที่มีล าดับกรดอะมิโนเป็น 
Met  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly  Ala  Glu  Val 
Lys  Lys  Pro  Gly  Ala  Ser  Val  Lys  Val  Ser 
Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Ser  Phe  Thr  Ala 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4 
 

Tyr  Tyr  Ile  His  Trp  Val  Arg  Gln  Ala  Pro 
Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met  Gly  Trp  Ile 
Asn  Pro  Asn  Ser  Gly Thr  Thr  Thr  Tyr  Ala 
Gln  Arg  Phe  Gln  Gly  Arg  Val  Thr  Met  Thr 
Arg  Asp  Thr  Ser  Ile  Ser  Thr  Ala  Tyr  Met 
Glu  Leu  Ser  Arg  Leu  Arg  Ser  Asp  Asp  Thr 
Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg  Asp  Phe  Gly 
Gly  Tyr  Trp  Arg  Trp  Gly  Ala  Phe  Asp  Ile 
Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser 
Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly 
Ser  Gly  Gly  Ser  Gly  Ser  Ser  Tyr  Val  Leu 
Thr  Gln  Pro  Pro  Ser  Val  Ser  Val  Ala  Pro 
Gly  Lys  Thr  Ala  Arg  Ile  Thr  Cys  Gly  Gly 
Asn  Asn  Ile  Gly  Ser  Lys  Ser  Val  His  Trp 
Tyr  Gln  Gln  Lys  Pro  Gly  Gln  Ala  Pro  Val 
Leu  Val  Val  Tyr  Asp  Asp  Ser  Asp  Arg  Pro 
Ser  Gly  Ile  Pro  Glu  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser 
Asn  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Thr  Leu  Thr  Ile 
Ser  Arg  Val  Glu  Ala  Gly  Asp  Glu  Ala  Asp 
Tyr  Tyr  Cys  Gln  Val  Trp  Asp  Ser  Ser  Ser   
Asp  His  Tyr  Val  Phe  Gly  Thr  Gly  Thr  Gln 
Leu  Thr  Val  Leu  Arg  Ala  Ala  Ala  His  His  
His  His  His  His Gly  Ala  Ala  Gly  Pro  Glu  
Gln  Lys Leu  Ile Ser Glu Glu Asp Leu 
ชนิดที่ 5 เรียกว่า Human anti-Rabies IYC12c -His-Myc ซีดีเอ็นเอ ที่กรอบอ่านประมวลรหัสของพอลิเปบ
ไทด์ที่มีล าดับกรดอะมิโนเป็น 
Met  Ala  Gln  Val  Asn  Leu  Arg  Glu  Ser  Gly 
Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu 
Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr 
Phe  Ser  Ser  Tyr  Ala  Met  Ser  Trp  Val  Arg 
Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val 
Ser  Ser  Ile  Thr  Tyr  Ser  Gly  Thr  Ala  Thr 
Ser  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe 
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Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr 
Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala 
Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Lys 
Gly  Tyr  Ser  Thr  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln   
Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly 
Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly 
Ser  Gly  Ser  Gln  Ala  Val  Leu  Thr  Gln  Pro 
Ser  Ser  Thr  Ser  Gly  Thr  Pro  Gly  Gln  Arg 
Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Gly  Ser  Ser 
Asn  Ile  Gly  Ser  Asn  Thr  Val  Asn  Trp  Tyr 
Arg  His  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro  Lys  Leu 
Leu  Ile  Tyr  Ile  Asp  Asp  Arg  Arg  Pro  Ser   
Asp  Ile  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Arg 
Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala  Ile  Ser   
Gly  Leu  Gln  Ser  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr 
Tyr  Cys  Ala  Ala  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu  Asn 
Gly  Leu  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Gln  Leu 
Thr  Val  Leu  Gly  Ala  Ala  Ala  His  His  His   
His  His  His Gly  Ala  Ala  Gly  Pro  Glu  Gln   
Lys Leu  Ile Ser Glu Glu Asp Leu 
ชนิดที่ 6 เรียกว่า Human anti-Rabies IRC3c-His-Myc ซีดีเอ็นเอ ที่กรอบอ่านประมวลรหัสของพอลิเปบ
ไทด์ที่มีล าดับกรดอะมิโนเป็น 
Met  Ala  Gln  Val  Asn  Leu  Arg  Glu  Ser  Gly 
Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly 
Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly 
Gly  Ser  Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala 
Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln  Ser  Ile   
Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp 
Val  Gly  Gly  Tyr  Asn  Tyr  Val  Ala  Trp  Tyr 
Gln  His  His  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu 
Met  Ile  Tyr  Asp  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  
Gly  Val  Ser  Asn  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Lys 
Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser 
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Gly  Leu  Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr 
Tyr  Cys  Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Ser  Ser  Thr   
Leu  Val  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Val 
Thr  Val  Leu  Gly  Ala  Ala  Ala  His  His  His   
His  His  His Gly  Ala  Ala  Gly  Pro  Glu  Gln   
Lys Leu  Ile Ser Glu Glu Asp Leu 
ชนิดที่ 7 เรียกว่า Human anti-Rabies IYD1c-His-Myc ซีดีเอ็นเอ ที่กรอบอ่านประมวลรหัสของพอลิเปบ
ไทด์ที่มีล าดับกรดอะมิโนเป็น 
Met  Ala  Gln  Val  Asn  Leu  Arg  Glu  Ser  Gly 
Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Gly  Ser  Leu 
Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr 
Phe  Ser  Ser  Tyr  Ala  Met  Ser  Trp  Val  Arg 
Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val 
Ser  Ala  Ile  Thr  Tyr  Asn  Gly  Ala  Ser  Thr 
Ala  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe 
Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Gln  Asn  Thr 
Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala 
Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Lys 
Gly  Tyr  Ser  Thr  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly  Gln 
Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly 
Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly 
Gly  Gly  Ser  Ser  Ser  Lys  Leu  Thr  Gln  Asp 
Pro  Ala  Val  Ser  Val  Ala  Leu  Gly  Gln  Thr 
Val  Arg  Ile  Thr  Cys  Gln  Gly  Asp  Ser  Leu 
Arg  Ser  Tyr  Tyr  Ala  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln 
Lys  Pro  Gly  Gln  Ala  Pro  Val  Leu  Val  Ile 
Tyr  Gly  Lys  Asn  Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Ile 
Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly 
Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Asp  Ile  Ser  Gly  Leu 
Gln  Ser  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys 
Ala  Ala  Trp  Asp  Asp  Ser  Leu  Asn  Gly  Val 
Leu  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Val  Thr  Ala 
Leu  Arg  Ala  Ala  Ala  His  His  His  His  His   
His Gly  Ala  Ala  Gly  Pro  Glu  Gln  Lys Leu  Ile 
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Ser Glu Glu Asp Leu 
ชนิดที่ 8 เรียกว่า Human anti-Rabies IIRD5v-His-Myc ซีดีเอ็นเอ ที่กรอบอ่านประมวลรหัสของพอลิเปบ
ไทด์ที่มีล าดับกรดอะมิโนเป็น 
Met  Ala  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly 
Thr  Glu  Val  Arg  Lys  Pro  Gly  Asp  Ser  Val 
Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Tyr  Thr 
Phe  Thr  Asp  Tyr  Tyr  Leu  His  Trp  Val  Arg 
Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Val 
Gly  Trp  Ile  Tyr  Pro  Lys  Arg  Gly  Gly  Thr 
His  Ser  Ala  Gln  Lys  Phe  Gln  Gly  Arg  Val 
Thr  Met  Thr  Arg  Asp  Thr  Ser  Ile  Asn  Thr 
Ala  Tyr  Met  Glu  Leu  Thr  Arg  Leu  Arg  Ser 
Asp  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Phe  Cys  Ala  Arg 
Asp  Arg  Asp  Ile  Glu  Asp  Ala  Phe  Asp  Ile   
Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Met  Val  Thr  Val  Ser 
Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly 
Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gln  Ser  Ala  Leu 
Thr  Gln  Pro  Ala  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  
Gly  Gln  Ser  Ile  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly 
Thr  Ser  Ser  Asp  Val  Gly  Gly  Tyr  Asn  Tyr 
Val  Ser  Trp  Tyr  Gln  Gln  His  Pro  Ala  Lys 
Ala  Pro  Asn  Leu  Leu  Ile  Tyr  Asp  Val  Ser 
Asn  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Ser  Asn  Arg  Phe 
Ser  Gly  Ser  Lys  Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser 
Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu  Gln  Ala  Glu  Asp 
Glu  Ala  Asp  Tyr  Phe  Cys  Ser Ser  Tyr  Thr 
Thr  Ser  Ser  Thr  Leu  Val  Phe  Gly  Gly  Gly 
Thr  Lys  Val  Thr  Val  Leu  Gly  Ala  Ala  Ala 
His  His  His  His  His  His Gly  Ala  Ala  Gly   
Pro  Glu  Gln  Lys Leu  Ile  Ser Glu Glu Asp Leu 
ชนิดที่ 9 เรียกว่า Human anti-Rabies IIYB5v-His-Myc ซีดีเอ็นเอ ที่กรอบอ่านประมวลรหัสของพอลิเปบ
ไทด์ที่มีล าดับกรดอะมิโนเป็น 
Met  Ala  Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly 
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Ala  Glu  Val  Lys  Lys  Pro  Gly  Ser  Ser  Val 
Lys  Val  Ser  Cys  Lys  Ala  Ser  Gly  Gly  Thr   
Phe  Ser  Ser  Tyr  Ala  Ile  Ser  Trp  Val  Arg 
Gln  Ala  Pro  Gly  Gln  Gly  Leu  Glu  Trp  Met 
Gly  Gly  Ile  Ile  Pro  Ile  Phe  Gly  Thr  Ala 
Asn  Tyr  Ala  Gln  Lys  Phe  Gln  Gly  Arg  Val 
Thr  Ile  Thr  Ala  Asp  Glu  Ser  Thr  Ser  Thr 
Ala  Tyr  Met  Glu  Leu  Ser  Ser  Leu  Arg  Ser 
Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg 
Asp  Arg  Glu  Leu  Pro  Gly  Phe  Asp  Tyr  Trp 
Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val  Ser  Ser 
Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser 
Gly  Gly  Asp  Gly  Ser  Ser  Tyr  Val  Leu  Thr 
Gln  Pro  Pro  Ser  Ala  Ser  Gly  Thr  Pro  Gly   
Gln  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Ser 
Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Ser  Asn  Thr  Val  Asn 
Trp  Tyr  Gln  Gln  Leu  Pro  Gly  Thr  Ala  Pro 
Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Ser  Asn  Asn  Gln  Arg 
Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly 
Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala 
Ile  Ser  Gly  Leu  Gln  Ser  Glu  Asp  Glu  Ala 
Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Thr  Trp  Asp  Asn  Arg 
Leu  Asn  Ala  Glu  Trp  Val  Phe  Gly  Gly  Gly 
Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Arg  Ala  Ala  Ala 
His  His  His  His  His  His Gly  Ala  Ala  Gly   
Pro  Glu  Gln  Lys Leu  Ile Ser Glu Glu Asp Leu 
ชนิดที่ 10 เรียกว่า Human anti-Rabies IIYD4v-His-Myc ซีดีเอ็นเอของ ที่กรอบอ่านประมวลรหัสของพอ
ลิเปบไทด์ที่มีล าดับกรดอะมิโนเป็น 
Met  Ala  Gln  Val  Gln  Leu  Val  Gln  Ser  Gly   
Gly  Gly  Val  Val  Gln  Pro  Gly  Arg  Ser  Leu 
Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr 
Phe  Ser  Ser  Tyr  Ala  Met  His  Trp  Val  Arg 
Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val 
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Ala  Val  Ile  Ser  Tyr  Asp  Gly  Ser  Asn  Lys 
Tyr  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe 
Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ser  Lys  Asn  Thr 
Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala 
Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Arg 
Leu  Asp  Ile  Thr  Met  Ile  Pro  Glu  Gly  Pro   
Asp  Ala  Phe  Asp  Ile  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr 
Met  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly 
Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly 
Ser  Ser  Asn  Phe  Met  Leu  Thr  Gln  Pro  His 
Ser  Val  Ser  Glu  Ser  Pro  Gly  Lys  Thr  Val 
Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Arg  Ser  Ser  Gly  Ser 
Ile  Ala  Ser  Asn  Tyr  Val  Gln  Trp  Tyr  Gln 
Gln  Arg  Pro  Gly  Ser  Ala  Pro  Thr  Thr  Val 
Ile  Tyr  Glu  Asp  Asn  Gln  Arg  Pro  Ser  Gly 
Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Ile  Asp 
Ser  Ser  Ser  Asn  Ser  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile 
Ser  Gly  Leu  Lys  Thr  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp 
Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ser  Tyr  Asp  Ser  Ser  Asn 
Val  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Val  Thr 
Val  Leu  Gly  Ala  Ala  Ala  His  His  His  His 
His  His Gly  Ala  Ala  Gly  Pro  Glu  Gln  Lys 
Leu  Ile Ser Glu Glu Asp Leu 
ชนิดที่ 11 เรียกว่า Human anti-Rabies IIYG4v-His-Myc ซีดีเอ็นเอ ที่กรอบอ่านประมวลรหัสของพอลิเปบ
ไทด์ที่มีล าดับกรดอะมิโนเป็น 
Met  Ala  Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly 
Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Ser  Gln  Thr  Leu 
Ser  Leu  Thr  Cys  Ala  Ile  Ser  Gly  Asp  Ser 
Val  Ser  Ser  Asn  Ser  Ala  Ala  Trp  Asn  Trp 
Ile  Arg  Gln  Ser  Pro  Ser  Arg  Gly  Leu  Glu 
Trp  Leu  Gly  Arg  Thr  Tyr  Tyr  Arg  Ser  Lys 
Trp  Tyr  Asn  Asp  Tyr  Ala  Val  Ser  Val  Lys 
Ser  Arg  Ile  Thr  Ile  Asn  Pro  Asp  Thr  Ser 
Lys  Asn  Gln  Phe  Ser  Leu  Gln  Leu  Asn  Ser 
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Val  Thr  Pro  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr 
Cys  Ala  Arg  Glu  Arg  Met  Gly  Gly  Phe  Asp 
Pro  Trp  Gly  Gln  Gly  Thr  Leu  Val  Thr  Val 
Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly   
Gly  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly  Ser  Asn  Phe  Met 
Leu  Thr  Gln  Pro  His  Ser  Val  Ser  Glu  Ser 
Pro  Gly  Lys  Thr  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Thr 
Arg  Thr  Ser  Gly  Ser  Ile  Ala  Ser  Asn  Tyr 
Val  Gln  Trp  Tyr  Gln  Gln  Arg  Pro  Gly  Ser 
Ser  Pro  Thr  Thr  Val  Ile  Phe  Glu  Asp  Thr 
Ala  Arg  Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Ala  Arg  Phe 
Ser  Gly  Ser  Ile  Asp  Pro  Phe  Ser  Asn  Ser 
Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser  Gly  Leu  Lys  Ala 
Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  His  Ser 
Tyr  Asp  Val  His  Asn  Gln  Val  Phe  Gly  Gly 
Gly  Thr  Lys  Leu  Thr  Val  Leu  Gly  Ala  Ala 
Ala  His  His  His  His  His  His 
ชนิดที่ 12 เรียกว่า Human anti-Rabies IIYE5v-His-Myc ซีดีเอ็นเอ ที่กรอบอ่านประมวลรหัสของพอลิเปบ
ไทด์ที่มีล าดับกรดอะมิโนเป็น 
Met  Ala  Gln  Val  Gln  Leu  Gln  Gln  Ser  Gly 
Pro  Gly  Leu  Val  Lys  Pro  Pro  Gln  Thr  Leu 
Ser  Leu  Thr  Cys  Ala  Ile  Ser  Gly  Asp  Ser 
Val  Ser  Ser  Asn  Thr  Ala  Ala  Trp  Asn  Trp 
Ile  Arg  Gln  Ser  Pro  Ser  Arg  Gly  Leu  Glu 
Trp  Leu  Gly  Arg  Thr  Tyr  Tyr  Arg  Ser  Lys 
Trp  His  Asn  Asp  Tyr  Ala  Val  Ser  Val  Asn 
Ser  Arg  Ile  Ser  Ile  Asn  Pro  Asp  Thr  Ser 
Lys  Asn  Gln  Phe  Ser  Leu  Gln  Leu  Asp  Ser 
Val  Thr  Pro  Glu  Asp  Thr  Ala  Val  Tyr  Tyr 
Cys  Ala  Arg  Asp  Arg  Tyr  Tyr  Gly  Ser  Gly 
Ser  Tyr  Tyr  Arg  Gly  Phe  Asp  Tyr  Trp  Gly 
Gln  Gly  Thr  Met  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly 
Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly 
Gly  Gly  Gly  Ser  Asn  Phe  Met  Leu  Thr  Gln 
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Pro  His  Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Lys 
Thr  Val  Thr  Leu  Ser  Cys  Thr  Arg  Asn  Ser 
Gly  Ser  Ile  Ala  Ser  Ala  Tyr  Val  Gln  Trp 
Phe  Arg  Gln  Arg  Pro  Gly  Ser  Ala  Pro  Thr 
Thr  Val  Ile  Tyr  Glu  Asp  Asn  Gln  Arg  Pro 
Ser  Gly  Val  Pro  Ala  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser 
Ile  Asp  Ser  Ser  Ser  Asn  Ser  Ala  Ser  Leu 
Thr  Ile  Ser  Gly  Leu  Gln  Thr  Glu  Asp  Glu 
Ala  Asp  Tyr  Tyr  Cys  Gln  Ser  Tyr  Asp  Phe 
Thr  Asn  Tyr  Val  Phe  Gly  Thr  Gly  Thr  Gln 
Leu  Thr  Val  Leu  Gly  Ala  Ala  Ala  His  His 
His  His  His  His Gly  Ala  Ala  Gly  Pro  Glu   
Gln  Lys Leu  Ile Ser Glu Glu Asp Leu 
ชนิดที่ 13 เรียกว่า Human anti-Rabies IIYG8v-His-Myc ซีดีเอ็นเอ ที่กรอบอ่านประมวลรหัสของพอลิเปบ
ไทด์ที่มีล าดับกรดอะมิโนเป็น 
Met  Ala  Glu  Val  Gln  Leu  Val  Glu  Ser  Gly 
Gly  Gly  Leu  Val  Gln  Pro  Gly  Arg  Ser  Leu 
Arg  Leu  Ser  Cys  Ala  Ala  Ser  Gly  Phe  Thr  
Phe  Asp  Asp  Tyr  Ala  Met  His  Trp  Val  Arg 
Gln  Ala  Pro  Gly  Lys  Gly  Leu  Glu  Trp  Val 
Ser  Gly  Ile  Ser  Trp  Asn  Ser  Gly  Ser  Ile 
Gly  Tyr  Ala  Asp  Ser  Val  Lys  Gly  Arg  Phe 
Thr  Ile  Ser  Arg  Asp  Asn  Ala  Lys  Ser  Ser 
Leu  Tyr  Leu  Gln  Met  Asn  Ser  Leu  Arg  Ala 
Glu  Asp  Thr  Ala  Leu  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Lys 
Gly  Gly  His  Arg  Gly  Ala  Phe  Asp  Ile  Trp   
Gly  Gln  Gly  Thr  Met  Val  Thr  Val  Ser  Ser 
Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser 
Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Ser  Tyr  Val  Leu  Thr 
Gln  Pro  Pro  Ser  Ala  Ser  Gly  Thr  Pro  Gly 
Gln  Arg  Val  Thr  Ile  Ser  Cys  Ser  Gly  Gly 
Ser  Ser  Asn  Ile  Gly  Gly  Asn  Thr  Val  Asn 
Trp  Tyr  Gln  Val  Pro  Pro  Arg  Thr  Ala  Pro 
Lys  Leu  Leu  Ile  Tyr  Asn  Asn  Asn  Gln  Arg 
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Pro  Ser  Gly  Val  Pro  Asp  Arg  Phe  Ser  Gly 
Ser  Lys  Ser  Gly  Thr  Ser  Ala  Ser  Leu  Ala 
Ile  Ser  Gly  Leu  Gln  Ser  Glu  Asp  Glu  Ala 
Asp  Tyr  Tyr  Cys  Ala  Thr  Trp  Asp  Asp  Ser 
Leu  His  Gly  Val  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr 
Lys  Val  Thr  Val  Leu  Arg  Ala  Ala  Ala  His 
His  His  His  His  His Gly  Ala  Ala  Gly  Pro   
Glu  Gln  Lys Leu  Ile Ser Glu Glu Asp Leu 
ชนิดที่14 ชิ้นส่วนแอนติบอดีมนุษย์ที่ผ่านการดัดแปลงพันธุกรรม เฉพาะสายเบา ชื่อ IRC3 ที่สามารถจับ
จ าเพาะกับเชื้อไวรัสก่อโรคพิษสุนัขบ้าได้ ด้วยวิธีการทางพันธุวิศวกรรม โดยใช้เทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบน
ผิวเฟจ  ซึ่งแอนติบอดีชนิดที่ได้ ประกอบไปด้วยกรดอะมิโน 153 ตัว มีโครงสร้าง 3 มิติ ของแอนติบอดีส่วน
แปรปรวนสูงสายเบา (hypervariable region, light chain) ตรงปลายสุด มีเส้นเปบไทด์ที่มีกรดอะมิโนฮิสติ
ดีน 6 ตัวเชื่อมต่ออยู่ตอนท้าย มีน้ าหนักโมเลกุลโดยประมาณ 14 กิโลดาลตัน ที่มีประมวลรหัสของพอลิเปบ
ไทด์ของชิ้นส่วนแอนติบอดี ผ่านการดัดแปลงพันธุกรรมสายเบา ที่สามารถจับจ าเพาะกับเชื้อไวรัสก่อโรคพิษ
สุนัขบ้า ที่มีล าดับกรดอะมิโนเป็น 
Met  Ala  Gln  Val  Asn  Leu  Arg  Glu  Ser  Gly 
Thr  Thr  Val  Thr  Val  Ser  Ser  Gly  Gly  Gly 
Gly  Ser  Gly  Gly  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Gly 
Gly  Ser  Gln  Ser  Ala  Leu  Thr  Gln  Pro  Ala 
Ser  Val  Ser  Gly  Ser  Pro  Gly  Gln  Ser  Ile   
Thr  Ile  Ser  Cys  Thr  Gly  Thr  Ser  Ser  Asp 
Val  Gly  Gly  Tyr  Asn  Tyr  Val  Ala  Trp  Tyr 
Gln  His  His  Pro  Gly  Lys  Ala  Pro  Lys  Leu 
Met  Ile  Tyr  Asp  Val  Ser  Asn  Arg  Pro  Ser  
Gly  Val  Ser  Asn  Arg  Phe  Ser  Gly  Ser  Lys 
Ser  Gly  Asn  Thr  Ala  Ser  Leu  Thr  Ile  Ser 
Gly  Leu  Gln  Ala  Glu  Asp  Glu  Ala  Asp  Tyr 
Tyr  Cys  Ser  Ser  Tyr  Thr  Ser  Ser  Ser  Thr   
Leu  Val  Val  Phe  Gly  Gly  Gly  Thr  Lys  Val 
Thr  Val  Leu  Gly  Ala  Ala  Ala  His  His  His   
His  His  His 
3.4 การผลิตเป็นชิ้นแอนติบอดีส่วน scFv อิสระ (soluble scFv antibody) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

13 
 

 หลังจากที่ได้แสดงว่าแอนติบอดีที่อยู่บนผิวเฟจสามารถจับกับเป้าหมายคือไวรัส Rabies อย่างจ าเพาะ
เจาะจงแล้ว ในขั้นต่อไปคือการน าไปผลิตให้เป็นชิ้นแอนติบอดี scFv อิสระ ไม่ติดอยู่บนผิวเฟจ ด้วยระบบการ
ผลิตในแบคทีเรีย E. coli BL21 โดยการใช้เวคเตอร์ pET27b+ (แสดงดังรูปด้านล่าง) เพ่ือยืนยันความสามารถ
ในการจับกับเป้าหมาย และให้สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในขั้นต่อไป คือการใช้เป็นต้นแบบในการตรวจรักษา
และวิเคราะห์  ทั้งนี้ความสามารถของระบบการแสดงออกของ E. coli ในการผลิตแต่ละโคลนของ แอนติบอดี 
scFv จะไม่เท่ากัน ขึ้นกับล าดับกรดอะมิโน และโครงสร้างของแอนติบอดี ซึ่งไม่อาจท านายได้จนกว่าจะได้ลอง
ท าจริง  โดยผู้วิจัยได้ท าการเลือก 4 โคลนเพ่ือผลิตแอนติบอดี scFv อิสระ ไม่ติดอยู่บนผิวเฟจ ออกมาและท า
บริสุทธิ์ได้ดังภาพด้านล่าง 

 
 
รูปที่ 1 แสดงเวคเตอร์ที่ใช้ในการผลิตแอนติบอดีส่วน scFv อิสระ 
 

 
 
รูปที่ 2 แสดงผลการผลิต แอนติบอดี scFv ชนิดต่างๆ และการท าให้บริสุทธิ์ 
 
3.4 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อไวรัสก่อโรคพิษสุนัขบ้า (neutralization assay) 
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 การท าการวิจัยขั้นนี้ เป็นขั้นตอนส าคัญที่สุด ส าหรับน าไปประยุกต์ใช้ในการรักษาโรค โดยเป็นการ
ทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อไวรัสก่อโรคพิษสุนัขบ้า โดยการทดลองในจานทดลองซึ่งเป็นวิธีการที่
ได้รับการรับรองโดย WHO ในการตรวจความสามารถของ anti-serum ในการยับยั้งเชื้อ เรียกวิธีการนี้ว่า 
Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test (RFFIT) ดังนี้ 
 
3.4.1    เจือจางตัวอย่างแอนติบอดี 2 เท่า (2-fold interval) จ านวน 8 ครั้ง  โดยใช้ 2% DMEM 
3.4.2 เติมไวรัสโรคพิษสุนัขบ้า 50 µl (100 TCID50) ผสมกับแอนติบอดีที่ความเข้มข้นต่างๆ 50 µl จากนั้น
บ่มที ่37 OC เป็นเวลา 90 นาท ีใน CO2 incubater 
3.4.3 เติมเซลล์ BHK-21 (105 cell/well)  50 ul   
3.4.4 บ่มที ่37 OC เป็นเวลา 21 ชั่วโมง ใน CO2 incubater หลังจากนั้นเทอาหารออก 
3.4.5 ล้างด้วย  PBS แล้วตรึงเซลล์ด้วย 90% acetone จากนั้นท าให้แห้งในตู้บ่ม  
3.4.6 ย้อมด้วย FITC labeled anti-rabies  ที ่37 OC เป็นเวลา 30 นาท ี
3.4.7 ล้างด้วย PBS จากนั้นท าให้แห้งในตู้บ่ม 
3.4.8 ท าการสังเกตการเปลี่ยนแปลงภายใต้กล้อง fluorescence microscope (negative field/8 fields) 
และนับพ้ืนที่ที่เซลล์ไม่มีเชื้อไวรัสภายใน (Negative field ) 
3.4.9 ค านวณ TCID50 โดยวิธี Spearman-Karber  
 
Log TCID 50   =  L - D(s - 0.5)  
 
L = Log of the strongest dilution 
D = Difference between log dilution 
S = sum of proportion of negative filed  
 
ตัวอย่าง 
Dilution   1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 
Negative field / 8 fileds 8/8 7/8 4/8 1/8 0/8 
Proportion   1 0.88 0.5 0.12 0 
 
Sum of proportions = 1.5 (from 1:32 to 1:256 dilutions) 
The starting dilution is 1:32; log = -1.5 
The dilution are twofold log 2 = +0.3 
 
Log TCID50 = -1.5.0.3 (1.5-0.5) = -1.8  
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Antilog = dilution giving 50 % reduction in negative fields = 1: 63 
 
เปรียบเทียบเป็นหน่วยสากล (international units) โดยเทียบกับซีรั่มมาตรฐาน (WHO standard serum)  
 
อ้างอิง 
 Matsumoto, T., Yamada, K., Noguchi, K., Nakajima, K., Takada, K., Khawplod, P., and 
Nishizono, A. (2010). Isolation and characterization of novel human monoclonal antibodies 
possessing neutralizing ability against rabies virus. Microbiology and immunology 54, 673-683. 
 
 ตัวอย่างแสดงผลการวิเคราะห์ RFFIT แสดงดังภาพด้านล่าง 
 

 
 
รูปที่ 3 แสดงตัวอย่างผลการวิเคราะห์ความสามารถในการยับยั้งแอนติบอดีด้วยวิธีการ  RFFIT  สีเขียว (หรือ
ขาวในภาพขาว-ด า) คือเชื้อไวรัสที่ถูกย้อมด้วยแอนติบอดีเรืองแสง หากแอนติบอดีสามารถยับยั้งเชื้อไม่ให้เข้า
ไปท าลายได้จะไม่เห็นเชื้อไวรัสในเซลล์  
 
 ผลสรุปความสามารถในการยังยั้งแอนติบอดีทั้ง 4 แสดงดังตารางในหน้าถัดไป   
 
ตารางท่ี 1 ผลการวิเคราะห์ความสามารถของแอนติบอดี ในการยับยั้งเชื้อไวรัสก่อโรคพิษสุนัขบ้า 
 

Soluble scFv antibody (concentration) IU/ml IU/mg 

IRA7c (500 ug/ml) 2.27 4.54 

IRA7c (4900 ug/ml) 20.13 4.10 

IYF5c (284 ug/ml) Negative Negative 

IIIRC2c(500 ug/ml) 0.10 0.20 

IIYG4v (125.21 ug/ml) Negative Negative 
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Soluble scFv antibody (concentration) IU/ml IU/mg 

3C1; negative control (368 ug/ml) Negative Negative 
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บทท่ี 4 : บทสรุป 

สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย 
 

ผู้วิจัยประสบความส าเร็จในการคัดหาโมโนโคลนอลแอนติบอดีของมนุษย์ที่จ าเพาะต่อเชื้อพิษสุนัขบ้า 
จากคลังเฟจที่แสดงแอนติบอดี (scFv) มนุษย์ที่ไม่ถูกกระตุ้นด้วยไวรัสก่อโรคพิษสุนัขบ้า (คลัง YAMO-I) และ
คลังที่ถูกกระตุ้นด้วยไวรัส (คลัง Yamo-Rb)  ทั้งหมดจ านวน 14 โคลนดังแสดงในตารางที่ 2  โดยท าการ
คัดเลือก (ไบโอแพนนิ่ง) จ านวน 1-5 รอบ โดยใช้เชื้อไวรัสก่อโรคพิษสุนัขบ้าที่หมดฤทธิ์แล้ว ( inactivated 
virus) 2 ชนิด คือ PCEC และ PVRV เป็นเป้าหมายในการคัดเลือก ผลจากการทดสอบโดยใช้วิธีการอีไลซ่า
พบว่าโคลนเหล่านี้มีความสามารถในการจับจ าเพาะได้ดีต่อเชื้อที่ใช้ในการคัดเลือก และเมื่อล าดับเบสของดีเอน
เอได้ถูกวิเคราะห์โดยเครื่องวิเคราะห์ล าดับเบสอัตโนมัติ ผลจากการวิเคราะห์ล าดับเบสและศึกษาล าดับกรดอะ
มิโนของแอนติบอดี แสดงให้เห็นว่าโคลน IRA7c และ โคลน IVB4cv เป็นโคลนเดียวกันที่ได้มาจากคลังเดียวกัน
แต่วิธีการท าการคัดเลือก (ไบโอแพนนิ่ง) แตกต่างกัน ท าให้มีโมโนโคลนอลแอนติบอดีของมนุษย์ที่จ าเพาะต่อ
เชื้อพิษสุนัขบ้าจากคลังเฟจที่แสดงแอนติบอดี (scFv) ท้ายที่สุดจ านวน 13 โคลน โมโนโคลนอลแอนติบอดีของ
มนุษย์ที่จ าเพาะต่อเชื้อพิษสุนัขบ้าที่แสดงบนผิวเฟจ (Phage scFv) ทั้ง 13 โคลนถูกน ามาทดสอบความสามารถ
ในการยับยั้งการก่อโรคพิษสุนัขบ้า (Neutralization) ผลจากการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการก่อโรค
พิษสุนัขบ้า มีเพียง IRA7c และ IIIRC2c ที่มีความสามารถยับยั้งการก่อโรคพิษสุนัขบ้าได้  ดังนั้นจึงได้เลือก
แอนติบอดีเพียง 4 โคลนมาผลิต และท าให้บริสุทธิ์ได้ดีด้วยวิธีการ IMAC  ได้แก่ IYF5c, IIYG4v, IRA7c และ 
IIIRC2c โดยท าการน ายีนของแอนติบอดีเหล่านี้ไปใส่ไว้ใน พลาสมิด pET27b(+) เพ่ือให้ยีนท าการแสดงออก 
โดยการผลิตเป็นแอนติบอดี scFv แบบอิสระในแบคทีเรีย E. coli BL21 ผลจากการทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งการก่อโรคพิษสุนัขบ้าโดยใช้แอนติบอดี scFv แบบอิสระ (soluble scFv)ยืนยันผลการยับยั้งการก่อ
โรคพิษสุนัขบ้าโดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่แสดงบนผิวเฟจ (Phage scFv) คือมีเพียง IRA7c และ IIIRC2c 
ซึ่งได้รับการคัดเลือกมาจากคลังแอนติบอดีมนุษย์ที่ ได้รับการกระตุ้นด้วยเชื้อพิษสุนัขบ้าเท่านั้น  ที่มี
ความสามารถยับยั้งการก่อโรคพิษสุนัขบ้าได้ โดยมีความสามารถยับยั้งการก่อโรคพิษสุนัขบ้า 4.54 IU/mg และ 
0.20 IU/mg ตามล าดับดังแสดงในตารางสรุปที่ 3 และ 4 ซึ่งชิ้นส่วนของแอนติบอดีมนุษย์ทั้ง 2 นี้ สามารถ
น าไปพัฒนาต่อยอดเพ่ือน าไปใช้เป็นแอนติบอดีส าหรับการรักษา หรือป้องกันโรคได้ต่อไป นอกจากนั้นแล้วยังมี
ผลการทดลองที่น่าสนใจคือ แอนติบอดีโคลน  IYF5c ซึ่งแสดงความสามารถในการจับได้เป็นอย่างดีกับเชื้อ
ไวรัสชนิดตาย (PCEC) จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีการ ELISA แต่กลับไม่มีความสามารถยับยั้งการก่อโรคได้เลย 
ซึ่งผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าไม่สามารถใช้ผลจากการวิเคราะห์ด้วยวิธี ELISA ในการคาดเดาความสามารถ
ของแอนติบอดีในการยับยั้งโรคได้จริง อย่างไรก็ตามแอนติบอดีนี้ อาจน าไปประยุกต์ใช้เป็นตัวตรวจสอบเชื้อ
ไวรัสก่อโรคพิษสุนัขบ้าในระดับ strain ได้ต่อไป 

ข้อวิจารณ์ที่น่าสนใจจากงานวิจัยนี้คือ ในการทดลองนี้ผู้วิจัยท าการคัดหาแอนติบอดีที่จ าเพาะจากคลัง
แอนติบอดีมนุษย์ 2 คลังคือ คลังย่าโม 1 ซึ่งเป็นคลังแบบปฐมภูมิ สร้างจากเลือดของมนุษย์ปกติทั่วๆ ไป 140 
คน เป็นต้นแบบมีขนาดค่อนข้างใหญ่คือประมาณ 5x108 ส่วนคลังที่ 2 เป็นคลังแบบทุติยภูมิสร้างจากเลือด
มนุษย์ 4 คน ที่ได้รับการกระตุ้นให้สร้างแอนติบอดีจ าเพาะต่อไวรัสก่อโรคพิษสุนัขบ้ามาก่อนแล้ว วิธีการสร้าง
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ใช้วิธีการเดียวกับการสร้างคลังย่าโม 1 แต่อาจเป็นเพราะความช านาญของผู้สร้างไม่เท่ากัน จึงได้คลังขนาดเล็ก
กว่า คือ 1.5x106  อย่างไรก็ตามผลจากการวิจัยนี้พบว่าแอนติบอดีที่คัดหามาได้จากคลังทุติยภูมิเท่านั้นที่มี
ความสามารถในการยับยั้งเชื้อไวรัสได้  ผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า หากสร้างคลังทุติยภูมิข้ึนมาใหม่ในกรณี
ที่มีเป้าหมายที่สามารถท าการกระตุ้นโดยการฉีดวัคซีนได้ จะสามารถใช้เป็นแหล่งที่ดีในการผลิตโมโนโคลนอล 
แอนติบอดีที่ต้องการได้ถึงแม้จะเป็นคลังที่มีขนาดค่อนข้างเล็กก็ตาม ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการสร้างคลังโดยใช้
เลือดของมนุษย์ที่ถูกกระตุ้นโดยเป้าหมายที่จ าพาะเจาะจงนั้น ท าให้ได้คลังที่มีแอนติบอดีที่จ าเพาะเจาะจงต่อ
เป้าหมายอย่างแท้จริง โดยการที่แอนติบอดีโคลน  IYF5c แสดงความสามารถในการจับได้เป็นอย่างดีกับเชื้อ
ไวรัสชนิดตาย (PCEC) จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีการ ELISA แต่กลับไม่มีความสามารถยับยั้งการก่อโรคได้เลย 
แสดงให้เห็นว่าไม่สามารถใช้ผลจากการวิเคราะห์ด้วยวิธี ELISA ในการคาดเดาความสามารถของแอนติบอดีใน
การยับยั้งโรคได้จริง ทั้งนี้อาจเป็นเพราะว่าต าแหน่งการจับของแอนติบอดีโคลน IYF5c ไม่มีผลต่อการเข้าสู่
เซลล์ของไวรัส ดังนั้นจึงท าให้ไวรัสยังคงเข้าสู่เซลล์และก่อให้เกิดโรคได้ 

ข้อเสนอแนะ 

 ผลการวิจัยนี้ได้ผลขั้นต้นเป็น scFv ที่มีศักยภาพสูงในการพัฒนาต่อยอดเป็น therapeutic antibody 
เพ่ือป้องกันและรักษาโรคพิษสุนัขบ้าได้ จึงควรด าเนินการวิจัยต่อยอดต่อไป ด้วยการปรับให้เป็น  full-length 
human IgG และการท า antibody engineering เพ่ิมเติม ให้แอนติบอดีมีคุณสมบัติดีขึ้นอีกในการจับและ
ยับยั้งเป้าหมาย อีกทั้งยังควรท า epitope mapping ต่อ เพ่ือให้เข้าใจธรรมชาติการจับของแอนติบอดี กับเชื้อ
ไวรัสต่อไป ส่วนแอนติบอดีที่ไม่ neutralize แต่สามารถจับกับเป้าหมายได้ดีบนจาน ELISA อาจน าไปพัฒนา
ต่อยอดเป็น detection probe ที่มีประสิทธิภาพได้ต่อไป 
 
ตารางท่ี 2 ตารางสรุปผลการคัดเลือกโมโนโคลนอลแอนติบอดีของมนุษย์ที่จ าเพาะต่อเชื้อพิษสุนัขบ้า จากคลัง 
YAMO-I และ คลัง Yamo-Rb  จ านวน 14 โดยใช้เชื้อไวรัสก่อโรคพิษสุนัขบ้าที่หมดฤทธิ์แล้ว (inactivated 
virus) 2 ชนิด คือ PCEC และ PVRV เป็นเป้าหมายในการคัดเลือก 
 

 
 

ตารางท่ี 3 ตารางสรุปผลการทดลองของโคลนที่ถูกคัดเลือกจากคลังที่ถูกกระตุ้นด้วยไวรัส (คลัง Yamo-Rb)   
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ตารางที่ 4 ตารางสรุปผลการทดลองของโคลนที่ถูกคัดเลือกจากคลังเฟจที่แสดงแอนติบอดี (scFv) มนุษย์ที่ไม่
ถูกกระตุ้นด้วยไวรัสก่อโรคพิษสุนัขบ้า (คลัง YAMO-I)  
 

 
 

หมายเหตุ; Signal of OD 405 nm  
-  No signal compared with negative control  
+ Low signal compared with negative control 
++ Medium signal compared with negative control  
+++ High signal compared with negative control 
No haven’t got neutralizing activity  
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Yes have neutralizing activity 
N/A is an abbreviation for not applicable 
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก ก  การเผยแพร่ผลงาน 
 

๑. ผลงานน าเสนอในที่ประชุมวิชาการ 

Pruksametanan, N., Yamabhai, M., and Khawplod, P. (2012). Selection of single 
chain human monoclonal antibody (scFv) against Rabies virus by phage display 
technology. Paper presented at: IEEE International Conference on Nano/Molecular 
Medicine and Engineering, NANOMED.p.78-81 

 
หมายเหตุ ผลงานนี้ได้รับรางวัล “Best Conference Paper Finalist” ในประเภทนักวิจัย 

 

๒. การยื่นจดสิทธิบัตร  

 

 2.1 ค าขอรับสิทธิบัตรการประดิษฐ์เลขท่ี 1201005938  วันที่ยื่นค าขอ 5 พฤศจิกายน 2555  
 

ชื่อภาษาไทย: การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีมนุษย์ชนิด scFv จากคลังแอนติบอดีมนุษย์ที่เชื่อมต่อกับ 
6 Histidine (His-tag) และ Glu-Gln-Lys-Leu-Ile-SerGlu-Glu-Asp-Leu (Myc-tag) ส าหรับตรวจวินิจฉัยโรค
พิษสุนัขบ้า (Rhabdoviridae Lyssavirus) ด้วยเทคนิค fluorescence in situ hybridization 
 
ชื่อภาษาอังกฤษ:  Production of human scFv monoclonal antibodies from human scFv library, 
fused with 6  Histidine (His-tag) and Glu-Gln-Lys-Leu-Ile-SerGlu-Glu-Asp-Leu (Myc-tag) for the 
diagnostic of rabies (Rhabdoviridae Lyssavirus) by fluorescence in situ hybridization technique  
  

2.2 ค าขอรับสิทธิบัตรการประดิษฐ์เลขท่ี 1201005939  วันที่ยื่นค าขอ 5 พฤศจิกายน 2555 
 

ชื่อภาษาไทย: ชิ้นส่วนแอนติบอดีผ่านการดัดแปลงพันธุกรรมสายเดี่ยว (12 ชนิด) ที่สามารถจับจ าเพาะกับเชื้อ
ไวรัสก่อโรคพิษสุนัขบ้า 
 
ชื่ อ ภ าษา อั ง กฤษ :  Single chain variable domain antibody fragments (12 kinds) that can bind 
specifically to rabies virus 
 

2.3 ค าขอรับสิทธิบัตรการประดิษฐ์เลขท่ี 1201005940  วันที่ยื่นค าขอ 5 พฤศจิกายน 2555 
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ชื่อภาษาไทย: ชิ้นส่วนแอนติบอดีผ่านการดัดแปลงพันธุกรรมสายเบาที่สามารถจับจ าเพาะกับเชื้อไวรัสก่อโรค
พิษสุนัขบ้า 
 
ชื่ อภาษา อังกฤษ :  Light chain variable domain antibody fragment that can bind specifically to 
rabies virus 
 

2.4 ค าขอรับสิทธิบัตรการประดิษฐ์เลขท่ี 1201005941  วันที่ยื่นค าขอ 5 พฤศจิกายน 2555 
ชื่อภาษาไทย: ชิ้นส่วนแอนติบอดีผ่านการดัดแปลงพันธุกรรมสายเดี่ยวที่สามารถจับจ าเพาะกับเชื้อไวรัสก่อโรค
พิษสุนัขบ้า ที่เตรียมมาจาก เซลล์ตัวอ่อนของไก ่
 
ชื่อภาษาอังกฤษ: Single chain variable domain antibody fragment that can bind specifically to 
rabies virus derived from chick embryo cell 
 

2.5 ค าขอรับสิทธิบัตรการประดิษฐ์เลขท่ี 1301000990  วันที่ยื่นค าขอ 19 กุมภาพันธ์ 2556 
 
ชื่อภาษาไทย: โมโนโคลนอลแอนติบอดีมนุษย์ชนิด scFv (Human anti-Rabies) ที่ติดฉลากด้วย FITC (Anti-
Rables conjugated FITC) ส าหรั บตรวจวิ นิ จ ฉั ย โ รค พิษสุ นั ขบ้ า  ( Rhabdoviridae Lyssavirus)ด้ ว ย
เทคนิค fluorescence in situ hybridization 
 
ชื่ อ ภ าษา อั ง กฤษ :  Human scFv antibody (Human anti-Rabies) tagged with FITC (Anti-Rables 
conjugated FITC) for the detection of rabies (Rhabdoviridae Lyssavirus) by fluorescence in 
situ hybridization technique 
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ภาคผนวก ข  การผลิตบุคลากร 
 

1. ส่วนหนึ่งของผลงานวิจัยนี้ ได้ใช้เป็นส่วนหนึ่งวิทยานิพนธ์ ของนักศึกษาปริญญาโท 1 คน คือ นางสาว 
ณัชชา พฤกษาเมธานันท์ 

2. ส่วนหนึ่งของโครงการวิจัยนี้ ใช้เป็นโครงการปัญหาพิเศษให้ นายศรัญ เพชรมาก นักเรียนทุน พสวท 
จาก รร สุรนารีวิทยา เรื่อง “การพัฒนาวิธีการตรวจสอบภูมิคุ้มกันของมนุษย์ต่อโรคพิษสุนัขบ้าด้วย
วิธีการ ELISA” ซึ่งผลงานนี้ ได้รับรางวัลดีเยี่ยมจากการน าเสนอผลการฝึกงาน เป็นภาษาอังกฤษในค่าย
วิทยาศาสตร์ ภาคฤดูร้อน ปีการศึกษา 2556 และยังได้รับการคัดเลือกเป็นตัวแทนประเทศไทยไป
น าเสนอผลงานในการประชุม SSH science fair ระหว่างวันที่ 5-8 สค 2557 ที่ประเทศญี่ปุ่น อีกด้วย 
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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 ด.ญ. 
ฐานิกา 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 ในปี 2547 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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ประวัติผู้วิจัยร่วม 
 

 ผกามาศ ขาวปลอด  เกิดเมื่อวันที่ 15 กันยายน  2504 เป็นบุตรของ นายจุฑา และ นางชุลี ธนกิจ                  
จบการศึกษาระดับประถมจากโรงเรียนเทศบาลบ้านบางเหนียว  จบมัธยมศึกษาตอนต้นจากโรงเรียนสตรีภูเก็ต 
และมัธยมศึกษาตอนปลายจากโรงเรียนภู เก็ตวิทยาลัย  จบปริญญาตรี  คณะวิทยาศาสตร์  จาก
มหาวิทยาลัยขอนแก่น เมื่อปี พ.ศ. 2526 เริ่มท างานในต าแหน่งนักวิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ฝ่ายวิจัยและ
พัฒนา  สถ าน เ ส า วภ า  สภ ากาช าด ไทย  (WHO Collaborating Center for Research on Rabies 
Pathogenesis and Prevention) งานวิจัยเกี่ยวกับไวรัสโรคพิษสุนัขบ้าด้านการพัฒนาวิธีการฉีดวัคซีนป้องกัน
โรคพิษสุนัขบ้าแบบประหยัดวัคซีนด้วยวัคซีนที่ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยง จัดตั้งห้องปฏิบัติการตรวจหาภูมิคุ้มกัน
โรคพิษสุนัขบ้าด้วยเทคนิคเซลล์เพาะเลี้ยง (Rapid Immunofluorescent Focus Inhibition Test) ทดแทน
เทคนิคการใช้สัตว์ทดลอง (Mouse Neutralization Test) ด้วยความร่วมมือจาก Dr. Mary Warell , Oxford 
University และ Pasteur Institute, ประเทศ ฝรั่งเศส  ปี 2546-2550 ได้รับทุน RONPAKU ไปศึกษาต่อใน
ระดับปริญญาเอกที่ Oita University ประเทศญี่ปุ่น ปี 2546-2548 ศึกษาเทคนิคการท า recombinant 
rabies virus กั บ  Dr. Kenjiro Morimoto ที่ ส ถ าบั น  NIID (Nation Institute of Infectious Diseases) 
โตเกียว ประเทศญี่ปุ่น  2549-2550 ไปท างานวิจัย ศึกษาและพัฒนาชุดตรวจ rabies antigen ด้วยเทคนิค 
immunochromatography (ICT kit) และน าไปประยุกต์ใช้ตรวจ rabies antibody (RAPINA test) ร่วมกับ 
Prof.Akira Nishizono , Oita University ประเทศญี่ปุ่น  ปัจจุบันมีผลงานวิจัยที่ได้รับการตีพิมพ์ในวารสาร
ทางวิชาการระดับนานาชาติจ านวน 65 เรื่อง  
 
ที่อยู่ท่ีสามารถติดต่อได้ 
ฝ่ายวิจัยและพัฒนา สถานเสาวภา สภากาชาดไทย 
1871 ถนนพระราม4 
ปทุมวัน กรุงเทพฯ10330 
  
50/802 ม.สถาพร ซอย7 
ถนนรังสิตนครนายก ต.บึงยี่โถ อ.ธัญบุรี 
ปทุมธานี12130 
 

 

 

 

 

 

 

 

 


