
I 

 

เพญ็สุดา  สมภูงา : การพฒันาแอนติบอดีสายเด่ียวปรับแต่งพนัธุกรรมส าหรับตรวจสอบ     
ซีราลีโนนโดยใชเ้ทคโนโลยกีารแสดงแอนติบอดีบนผวิเฟจ (DEVELOPMENT OF 
RECOMBINANT scFv ANTIBODY FOR THE DETECTION OF ZEARALENONE BY  
PHAGE DISPLAY ANTIBODY TECHNOLOGY) อาจารยท่ี์ปรึกษา : ศาสตราจารย ์ดร. 
มณฑารพ  ยมาภยั, 97 หนา้. 
 
ซีราลีโนนจดัเป็นสารท่ีออกฤทธ์ิคลา้ยฮอร์โมนเอสโตรเจน เป็นสารพิษท่ีถูกผลิตข้ึนจากเช้ือ

ราในตระกูลฟูซาเรียม (Fusarium spp.) สามารถเขา้สู่ห่วงโซ่อาหาร มนุษยแ์ละสัตว ์ จากธญัพืชท่ี
ปนเป้ือนและตกคา้งในส่ิงปฏิกูลหรือน ้ าธรรมชาติ จึงเป็นภยัคุกคามต่อสัตวเ์ล้ียง สัตวป่์าและมนุษย ์
ดงันั้นการตรวจสอบซีราลีโนนจึงเป็นเร่ืองท่ีส าคญัมากในดา้นความปลอดภยัในอาหาร วิทยานิพนธ์
น้ีเป็นการประยกุตใ์ชเ้ทคโนโลยเีฟจในการการพฒันาแอนติบอดีชนิดเส้นเด่ียวท่ีจ าเพาะต่อซีราลีโนน 
โดยไดท้ าการคดัหาจากคลงัแอนติบอดีมนุษยแ์บบปฐมภูมิ ซ่ึงเป็นคลงัเฟจท่ีแสดงแอนติบอดีแบบ
เส้นเด่ียว (เอสซีเอฟวี) บนผิวเฟจ (คลงัยา่โม) และคลงัแอนติบอดีกระต่ายท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสารพิษ
จากเช้ือรา โดยในการคดัเลือกแอนติบอดีจากทั้งสองคลงัไดท้  าการสลบัชนิดของโปรตีนท่ีเช่ือมต่อ
กบัสารพิษ คือใช้ ซีราลีโนนเช่ือมกบั Bovine Serum Albumin (BSA) และซีราลีโนนท่ีเช่ือมกบั 
ovalbumin (OVA) เพื่อเพิ่มโอกาสของการคดัหาให้ไดโ้คลนท่ีสามารถจบัจ าเพาะกบัสารพิษจากเช้ือ
ราในรูปแบบอิสระท่ีปนเป้ือนอยู่ในธรรมชาติ ผลการคดัหาจากคลังแอนติบอดีกระต่าย พบว่า 
สามารถคดัหาเฟจไดห้น่ึงโคลน ตั้งช่ือว่า bZD2B4 สามารถตรวจสอบปริมาณสารพิษจากเช้ือรา       
ซีราลีโนนท่ีในช่วงสมการเชิงเส้น 50-5,000 ng/ml ค่า IC50 คือ 50 ng/ml ส่วนคลงัแอนติบอดีมนุษย์
ยา่โม ๑ สามารถคดัหาเฟจ ท่ีแสดงแอนติบอดีเอสซีเอฟวี   ท่ีจ  าเพาะเจาะจงกบัสารพิษจากเช้ือราซีรา
ลีโนนได้ 1 โคลน ตั้งช่ือว่า yZA8B2 จากนั้นได้ท าการตดัช้ินส่วนของยีนเอสซีเอฟวีไปไวใ้น      
พลาสมิดท่ีเหมาะสม เพื่อน าไปพฒันาให้อยูใ่นรูปของ scFv และ scFv-AP แลว้ไดท้  าการตรวจสอบ
ความจ าเพาะต่อสารพิษจากเช้ือราซีราลีโนนโดยวิธีอีไลซ่าแบบยบัย ั้ง พบวา่ ค่า IC50 ของ yZA8B2 
scFv และ scFv-AP คือ 100 และ 20 ng/ml ตามล าดบั จากนั้นไดท้  าการปรับสภาวะการท าปฏิกริยา
อิไลซ่าให้เหมาะสมข้ึนจนท าให้ ความไวของแอนติบอดี yZA8B2 scFv และ scFv-AP ไดรั้บการ
ปรับปรุงให้ดีข้ึน 2 เท่าและ 40 เท่า ตามล าดบั ผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของแอนติบอดี
โดยการทดสอบการขา้มไปจบักบัสารพิษจากเช้ือราชนิดอ่ืนๆ ไดแ้ก่ อะฟลาทอ็กซินบี 1, โอคราท็อก
ซิน เอ, ดีออกซีนิวาลีนอล และฟูโมนิซิน พบวา่ไม่จบักบัสารพิษจากเช้ือราเหล่านั้น  นอกจากนั้น
แลว้ไดน้ าแอนติบอดีทั้งสองรูปแบบมาตรวจสอบความสามารถในการตรวจซีราลีโนนท่ีปนเป้ือนใน
ตวัอย่างข้าวโพดและข้าวสาลี ซ่ึงจากการตรวจสอบพบว่า แอนติบอดีทั้งสองรูปแบบสามารถ
ตรวจสอบการปนเป้ือนไดใ้นทางเชิงคุณภาพ จากการศึกษาแบบจ าลองโครงสร้างการจบักนัระหวา่ง
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โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีปรับแต่งพนัธุกรรมกบัสารพิษจากเช้ือราซีราลีโนน ไดรั้บการยืนยนัว่า 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีของมนุษยโ์คลน yZA8B2 สามารถจบัแบบจ าเพาะเจาะจงกบัสารพิษจาก
เช้ือราซีราลีโนน โดยมีแอนติบอดีส่วนเส้นหนักมีบทบาทส าคญั ผลงานวิจยัทั้ งหมด สรุปได้ว่า
สามารถใช้เทคโนโลยีการแสดงแอนติบอดีบนผิวเฟจในการสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ี
ปรับแต่งพนัธุกรรมท่ีสามารถจบักบัสารพิษจากเช้ือราซีราลีโนนไดอ้ยา่งจ าเพาะเจาะจง และสามารถ
ตรวจหาสารพิษจากเช้ือราซีรารีโนนท่ีปนเป้ือนในผลิตภณัฑ์เกษตรและธญัพืช ภายใตข้อ้บงัคบัตาม
มาตรฐานของประเทศไทย จึงอาจใช้แอนติบอดีท่ีได้จากการวิจยัเป็นตน้แบบในการพฒันาให้ดี
ยิ่งข้ึนเพื่อให้สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณการปนเป้ือน ด้วยวิธีการทางอิมมูนอ่ืนๆ อีกทั้ ง
แอนติบอดีท่ีพฒันาข้ึนมาไดน้ี้ยงัอาจเป็นประโยชน์ส าหรับการประยุกตใ์ชท้างการแพทยใ์นอนาคต 
เน่ืองจากแอนติบอดีน้ีมีตน้ก าเนิดมาจากมนุษย ์  
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Zearalenone (ZEN) is a nonsteroidal estrogenic mycotoxin, produced as a secondary 

metabolite of Fusarium spp. It enters the food and feed chains from contaminated 

cereals and infiltrates into sewage or natural waters, posing a potential threat to 

exposed livestock, wildlife and humans. Therefore, establishing sensitive and specific 

methods to detect ZEN has become very important for food and feed safety reasons. 

This thesis involved identification, engineering and characterization of recombinant 

single chain variable fragment (scFv) antibodies against ZEN from the human phage 

display antibody library (Yamo I) and the immunized rabbit mix library. The 

antibodies were selected from these two libraries by switching the conjugated 

proteins, i.e., bovine serum albumin (BSA)-ZEN and ovalbumin (OVA)-ZEN, to 

increase the chance of obtaining clones that can bind to free toxin. For the immunized 

scFv rabbit antibody library, one phage clone, designated bZD2B4, was selected. This 

phage-displayed scFv could be inhibited by soluble ZEN at the linear range of 50-

5,000 ng/ml by competitive ELISA. The detection limit of this clone was 

approximately 50 ng/ml. However, the antibody in the soluble scFv format could not 

bind to free ZEN. For the Yamo I library, one phage-displayed scFv clone specific to 
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free ZEN, designated yZA8B2, was isolated. The yZA8B2 soluble scFv format could 

bind to free ZEN; therefore, this clone was subcloned into the pET21d+ and pKP300 

delta III vectors to express scFv and scFv-AP antibody formats. Competitive ELISA 

indicated that the median inhibition concentration (IC50) of recombinant yZA8B2 scFv 

antibody and scFv-AP fusion were 100 and 20 ng/ml. After ELISA optimization by 

the checkerboard titration method, the sensitivity of recombinant yZA8B2 scFv 

antibody and scFv-AP fusion was improved approx. 2-fold and 40-fold, respectively. 

No cross-reactivity to other mycotoxins; i.e., (aflatoxin B1 (AFB1), ochratoxin A 

(OTA), deoxynivalenol (DON), and fumonisins B1 (FUM)), was observed. Finally, 

the ability of recombinant yZA8B2 scFv and scFv-AP antibodies for the detections of 

ZEN contamination in corn and wheat samples were investigated. The yZA8B2 scFv 

and scFv-AP can be used to qualitatively detect zearalenone contamination in corns 

and wheat. Homology modeling study illustrated specific binding of the recombinant 

antibody to ZEN and confirmed the better fit of human yZA8B2 antibody as well as 

the role of the variable heavy chain in the binding. In conclusion, the recombinant 

monoclonal antibody specific to zearalenone could be obtained from phage display 

technology and detected zearalenone contamination in certain agricultural and cereal 

products, according to the Thai’s regulations. This antibody can be used as a template 

to further develop the quantification of contaminated ZEN in food and feed using 

different immuno-based methods. Moreover, this antibody could be useful for medical 

applications in the future because of its human origin.  

 




