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บทคัดยอภาษาไทย 
 

 ผูวิจัยประสบความสําเร็จในการประยุกตใชเทคโนโลยีวิศวกรรมแอนติบอดี มาผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีของหนู โดยการใชเทคนิคไฮบริดรอมารวมกับเทคโนโลยีเฟจ ในการสรางชิ้นแอนติบอดีสวน scFv 
จากนั้นจึงไดทําวิศวกรรมแอนติบอดีตอเพ่ือสรางเปน scFv- alkaline phosphatase fusion (scFv-AP) โดย
ในโครงการวิจัยนี้ ไดใช ไฮบริโดมาสําหรับผลิต โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ สายเปบไทดชี้ตําแหนงที่
ประกอบดวย กรดอะมิโน ฮีสติดีนเรียงกัน ๖ ตัว (6xHis tag) จากไฮบริดรอมาของหนู P5A11 ที่หาซื้อมาได 
มาเปนตนแบบในการทําวิจัย โดยไดออกแบบไพรเมอร สําหรับการเพิ่มจํานวนโดยวิธีการ พีซีอาร แลวนําไป
โคลนเขาเวคเตอรสําหรับแสดงบนผิวเฟจ เมือ่ทําการทดสอบความสามารถของเฟจที่สรางขึ้นมาในการจับกับ
โปรตีน CsnA ที่เชื่อมอยูกับ กรดอะมิโน ฮีสติดีนเรียงกัน ๖ ตัว (CsnA-6His) ดวยวิธีการ อีไลซาร (enzyme-
linked immunosorbent assay, ELISA) พบวาไมสามารถใชเฟจตรวจสอบได อยางไรก็ตามไดทําการสุม
เลือก เวคเตอร ของ scFv ที่โคลนมาไดแลวไปทําการวิเคราะหลําดับเสน ดีเอนเอ และ โปรตีน พบวามี เฟจ 
๓ ตัวที่ม ีโครงสรางแอนติบอดี scFv ครบสมบูรณ แต ๒ ตัวนั้นเปนตัวเดียวกัน จึงไดเลือกตัวที่เหมือนกันมา
ทดสอบความสามารถในการจับกับ CsnA-6His   อีกครั้งหนึ่งดวยวิธีการ westernblot  พบวา แอนติบอดี 
P5A1112 phage scFv นั้นสามารถจับกับ HIS tag ในโปรตีนไคโตซานได จึงไดตั้งชื่อโคลนแอนติบอดีนี้วา
MH12 หลังจากนั้น MH12 scFv ถูก subcloned ลงในเวกเตอร pKP300ΔIII เพื่อผลิตเปน MH12 scFv-AP 
fusion รวมทั้งยังได subcloned ลงในเวกเตอร pET21d+ เพื่อเพิ่มปริมาณการผลิต จากนั้นนํา  soluble 
scFv-APที่เตรียมไดจากทั้ง ๒ วิธีมาทดสอบกับโปรตีนที่ถูก tag ดวย 6xHis ชนิดตางๆ หลายประเภท แลว
ทําการตรวจสอบความสามารถในการจับทั้งดวยวิธีการ ELISA และ Western blot พบวาสามารถใช
แอนติบอดีในรูปแบบ scFv-AP ในการตรวจสอบได แตความสามารถในการจับ นั้นขึ้นกับ ชนิดของโปรตีน
เปาหมายและวิธีการตรวจสอบ จึงสรุปวาผูวิจัยประสบความสําเร็จในการพัฒนานวัตกรรมการผลิต
แอนติบอดีหนูโดยการประยุกตใชเทคนิค ไฮบริโดมารวมกับเทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบนผิวเฟจ ซึ่งหาก
พัฒนาวิธีการผลิตและเก็บเกี่ยว scFv-AP ใหมีประสิทธิภาพมากขึ้น อาจสามารถพัฒนาเปนนวัตกรรม ชีว
ผลิตภัณฑมูลคาสูง ที่หลากหลาย เพื่อการพัฒนาประเทศตอไปได 
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บทคัดยอภาษาอังกฤษ 
  

 Antibody engineering was successfully employed for the generation of recombinant 
mouse monoclonal antibody (mAb) via a combination of hybridoma and phage display 
technology. The mouse antibodies in the form of scFv were first generated to be displayed 
on phage coat proteins, followed by conversion into scFv-alkaline phosphatase fusion 
(scFv-AP). In this research, mouse hybridoma clone P5A11, which produces mAb against a 
linear 6x his peptide was used as a model of the study. The project started with the design 
of primer set for the amplification of mouse scFv genes, followed by amplification by PCR 
and subclones into phagemid and display on the pIII of bacteriophage coat protein. Phage 
ELISA of the generated phage clones indicated that the phage-displayed scFv from mouse 
hybridoma couldn’t detect 6xHis-tagged CsnA protein. Nevertheless, phagemid vectors 
from random phage clones were prepared and subjected to automated DNA sequencing. 
Amino acid sequence analysis indicated that there were 3 phage clones that showed 
complete scFv sequences, and 2 clones were indentical. Therefore, this phage clone was 
tested for the biding to CsnA-6xHis by westernblot (WB) analysis and the result indicated 
that phage-displayed scFv can be used to detect the target protein by WB. This clone was 
renamed MH12 and further engineered into scFv-AP format by subcloning into the 
pKP300ΔIII vector. In addition the MH12 scFv-AP gene was also subcloned into the 
pET21d+ vector to incrase the producitivty. The MH12 scFv-AP were then used to test for 
the bindig property against various His-tagged protiens by both ELISA and WB. The results 
indicated that the binding acitivity depended on both the type of the target proteins and 
the analysis method. In conclusion, a method for the production of recombinant mouse 
monoclonal antibody was successfully invented by using the combination of both 
hybridoma and phage display technology. After further optimization of large scale 
production and purification of mouse scFv-AP, these technology could be applied for the 
generation of a wide variety of high-value bioproducts for Thailand. 
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บทท่ี 1 
บทนํา 

 

1.1 ความสําคัญและท่ีมาของปญหาการวิจัย 
 

โมโนโคลนอล แอนติบอดี (monoclonal antibody) เปนสารชีวโมเลกุลที่มีคุณประโยชนตอการ
คนควาและวิจัยทางดานวิทยาศาสตรชีวภาพแขนงตางๆ อยางยิ่ง [1, 2] นอกจากนั้นแลว monoclonal 
antibody ยังมีประโยชนในการใชเปนสารตรวจสอบที่มีความแมนยําสูง [3-5] รวมทั้งเปนยาที่มี
ประสิทธิภาพสูงในการรักษาโรค [3, 5-8]  ทั้งนี้เพราะ monoclonal antibody สามารถจับกับเปาหมาย 
หรือ แอนติเจน (antigen) ไดอยางจําเพาะเจาะจง ซึ่งคุณสมบัตินี้เปนผลงานของธรรมชาติที่ผานการ
วิวัฒนาการมาหลายรอยลานป  วิธีการดั้งเดิมทั่วไปที่ใชในการผลิต monoclonal antibody นั้น ทําไดโดย
การฉีดแอนติเจน (antigen) เขาไปในหนูเพื่อใหสรางภูมิคุมกันตอ antigen ชนิดนั้นๆ จากนั้นจึงใชเทคนิค
การสรางเซลลผสม (hybridoma technology) เพื่อผลิตเปน monoclonal antibody ชนิดตางๆกัน  
เซลลผสมที่ถูกสรางขึ้นใหมีความสามารถในการผลิต monoclonal antibody นั้น สามารถเก็บรักษาไวให
เปนแหลงผลิต monoclonal antibody ที่มีเอกลักษณในความจําเพาะเจาะจง (unique specificity) ได
ตลอดไป  การผลิต monoclonal antibody ชนิดหนึ่งๆ แตละครั้งนั้นตองใชเวลานาน ประมาณ ๔-๕ เดือน
ขึ้นไป และ การลงทุนคอนขางสูง ทั้งยังตองการบุคลากรที่มีความชํานาญ รวมทั้งยังตองทรมานสัตวทดลอง 
ซึ่งสวนใหญคือหนูอีกดวย อีกดวย [9] นอกจากนั้นแลวยังมี อุปสรรคที่สําคัญอีกประการหนึ่งของการใช
เทคโนโลยี hybridoma ในการผลิต monoclonal antibody คือ ความไมเสถียรของ hybridoma ทําให
สูญเสียความสามารถในการผลิต monoclonal antibody ลงได  อีกทั้งในขั้นตอนการผลิต monoclonal 
antibody ใหไดเปนจํานวนมาก (large scale) เพื่อการนําไปใชตอนั้น ก็มีความยุงยากและตองใชเครื่องมือ
ราคาแพงเชนกัน  วิธีการที่นิยมใชในการผลิต monoclonal antibody ใหไดเปนจํานวนมากนั้นมี ๒ วิธีคือ 
การนํา hybridomas ไปเลี้ยงในลักษณะที่เปนมะเร็งในชองทองของหนู (ascites tumor) แลวสกัดเอา 
ascites fluid ที่มี monoclonal antibody ออกมา  วิธีนี้เปนที่นิยมเพราะสามารถผลิต monoclonal 
antibody ไดในปริมาณสูงกวาการเลี้ยงในหองทดลองถึง ๑,๐๐๐ – ๑๐,๐๐๐ เทา และใชตนทุนไมสูง แต
เปนวิธีการที่สรางความเจ็บปวดและทรมานใหกับหนูทดลอง ในหลายประเทศไมอนุญาตใหใชวิธีการนี้แลว 
นอกจากนั้นแลว monoclonal antibody ที่เตรียมไดยังอาจปนเปอนดวย immunoglobulin ของหนู  
ไวรัส หรือสาร cytokine อื่นๆจากหนู ซึ่งอาจไมเปนผลดีตอการประยุกตใชตอไป [9]  วิธีการอีกวิธีหนึ่งใน
การผลิต monoclonal antibody เปนจํานวนมากคือการเลี้ยงใน bioreactor ชนิดตางๆ ไดแก standard 
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static หรือ agitated suspension cell cultures, membrane-based  หรือ matrix-based 
culture systems, และ high cell-density bioreactors [10, 11]  แตขอจํากัดของวิธีการเหลานี้คือเปน
เทคโนโลยีที่ตองใชเครื่องมือที่มีราคาสูงมากรวมทั้งอาหารและสารเคมีที่ใชในการเลี้ยงเซลลก็มีราคาสูงมาก
เชนกัน  
 การประยุกตใช monoclonal antibody อีกประการหนึ่งที่กําลังไดรับความสนใจอยูมากในปจจุบัน
นี้ ไดแกการนํา monoclonal antibody ที่ผลิตไดจากหนูไปปรับปรุงใหมีคุณสมบัติเหมือนของมนุษย 
(humanization) [12, 13]  เพื่อใหสามารถใชในการบําบัดโรคตางๆ (human therapy) ปจจุบันมี 
monoclonal antibody ที่มีขอบงใชในการรักษาโรคมะเร็งหลายประเภทออกจําหนายแลว [14, 15] การ
ประยุกตใช monoclonal antibody เพื่อใชในการรักษาโรคนี้  นับวันจะมีความสําคัญและไดรับความนิยม
เพิ่มมากขึ้น  และมีมูลคาเชิงพาณิชยที่สูงมาก 
 
 ดวยขอจํากัดของวิธีการดั้งเดิม และขอดีของการใชเทคนิคทางวิศวกรรมแอนติบอดี ในการผลิต
แอนติบอดีจากหนูดังไดกลาวมาขางตน ผูวิจัยจึงตองการพัฒนาเทคโนโลยีสําหรับใชผลิต monoclonal 
antibody ที่ไดจาก hybridoma ที่มีประสิทธิภาพ  หลีกเลี่ยงการเพาะเลี้ยง hybridoma ในหนู หรือใน 
fermenter ที่มีราคาแพง  โดยการใชเทคโนโลยีแอนติบอดีบนผิวเฟจ จากนั้นจึงทําการผลิตในปริมาณมาก
ดวย ระบบการแสดงออกของยีนใน E. coli ซึ่งจะมีราคาตอหนวยสําหรับการผลิตในระยะยาวต่ํากวามาก 
และสามารถนําไปประยุกตใชในหองปฏิบัติการอ่ืนๆ ทั่วไป จึงถือเปนนวตกรรมการผลิตแอนติบอดีจากหนู ที่
เหมาะแกการนําไปประยุกตใชในการประกอบเปนชุดตรวจวินิจฉัยโรค หรือ วิเคราะหการปนเปอน ตางๆ 
รวมทั้งอาจใชเปนตนแบบเพื่อพัฒนาเปนยารักษาโรคแบบมุงเปา (target-based therapy) ในอนาคตตอไป   
 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย  
เพื่อสรางนวัตกรรมการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีหนู โดยไมตองเลี้ยง hybridoma ทําใหมีราคาถูกและ 
สะดวกกวาวิธีการที่ใชอยูในปจจุบัน  สามารถแบงเปนหัวขอยอยไดดังนี้ 

1.2.1 เพื่อคนควาขอมูล ใหสามารถคัดเลือก hybridoma จากแหลงตางๆ ที่เหมาะสมในการใชเปน
ตนแบบในการพัฒนานวัตกรรม 
1.2.2 เพื่อออกแบบ primers และ protocol ที่มีประสิทธิภาพ ในการโคลนยีนแอนติบอดีสวน scFv 
จาก hybridoma หนู เพื่อนํามาแสดงบนผิวเฟจ 
1.2.3 เพือ่พัฒนาวิธีการคัดหาแอนติบอดีแบบ high-throughput เพื่อใชคัดหาโครงสรางของแอนติบอดี 
ที่สามารถผลิตออกมาไดดี ในระบบการแสดงออกของยีนในเชื้อ อี. โคไล (E. coli expression system) 
โดยยังคงความสามารถในการจับกับเปาหมายไดสูงอยู 
1.2.4 เพื่อพัฒนาระบบการผลิต โมโนโคลนอลแอนติบอดีปรับแตงพันธุกรรม (recombinant 
monoclonal antibody) จากหนู ดวย E. coli expression system ที่มีประสิทธิภาพ 
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1.3 ขอบเขตของการวิจัย  
 โครงการนี้จะซื้อ เฉพาะ hybridoma ของหนูที่อยูใน culture collection เปนแบบจําลองในการ
พัฒนานวัตกรรม และจะทําการพัฒนาระบบการผลิตใน E. coli เฉพาะในระดับหองปฏิบัติการ (lab scale) 
เทานั้น 

1.4 ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 
เทคนิคการสรางคลังแอนติบอดีมนุษยบนผิวเฟจ จากเม็ดเลือดขาวของอาสาสมัคร ที่ผูวิจัยได

พัฒนาขึ้นสําเร็จแลว [16] สามารถนํามาปรับแปลงเพื่อใชในการโคลนยีนของแอนติบอดีของหนู จาก 
hybridoma มาแสดงบนผิวเฟจได จากนั้นสามารถนําเทคนิคการแสดงแอนติบอดีบนผิวเฟจ ในการคัดเลือก 
โมโนโคลนอล แอนติบอดี ของหนู ที่สามารถผลิตไดดีใน E. coli expression system ที่ไดรับการพัฒนามา
กอนหนานี้ [17] โดยเริ่มจากการสรางคลังของเฟจที่แสดงแอนติบอดีที่ตองการ โดยใชวิธี error-prone PCR 
หรือ chain-shuffling [18] เพื่อสรางเปนคลังของเฟจที่แสดงแอนติบอดีโครงสรางตางๆ จากนั้นใชหลักการ 
affinity selection หรือ biopanning เพื่อทําการคัดเลือก antibody โดยวิธีการ high-throughput  เพื่อ
คัดหาโคลนที่สามารถผลิตและหลั่ง แอนติบอดี ออกมานอกเซลล E. coli ไดดี [19] โดยที่ยังคงความสามารถ
ในการจับกับเปาหมายไดสูงอยู   จากนั้นโคลนของแอนติบอดีที่ไดรับการคัดเลือกมาเพราะมีคุณสมบัติที่ดี
ที่สุด (ซึ่งอาจดีกวาโคลนตั้งตนก็ได) จะสามารถนําไปผลิตตอ ในปริมาณสูง และทําใหบริสุทธิ์ ไดงาย ดวย     
E. coli expression system ทําใหมีตนทุนในการผลิตต่ํา สามารถนําไปใชประกอบเปนชุดตรวจสอบใน
ระดับอุตสาหกรรม   หรืออาจนําไปทําวิศวกรรมแอนติบอดีในรูปแบบตางๆ เพื่อการประยุกตใชในงานทาง
เทคโนโลยีชีวภาพที่หลากหลายตอไป  อีกทั้งแนวทางการผลิตแอนติบอดีที่จะไดพัฒนาขึ้นมานี้ ยังสามารถ
นําไปปรับใชในงานทางดาน proteomics ตอไดดวย เพราะสามารถใชผลิตแอนติบอดีไดเปนจํานวนมาก ใน
ระยะเวลาอันสั้น ในคราวเดียวกัน [20-22] 



 

 

 

บทท่ี 2  
ทบทวนวรรณกรรมและสารสนเทศที่เกี่ยวของ 

 
2.1 โมโนโคลนอล แอนติบอด ี[4, 9, 23]  
 monoclonal antibody ไมใชสารที่เกิดจากธรรมชาติ แตเกิดจากการที่มนุษยคิดคนวิธีการสรางขึ้นดวย
เทคโนโลยีทางอณูชีววิทยาในป พ.ศ. ๒๕๑๘   วิธีการทั่วไปที่ใชในการผลิต monoclonal antibody นั้น ทําไดโดย
การฉีด  antigen   เขาไปในหนูเพื่อใหสรางภูมิคุมกันตอ antigen  ชนิดนั้นๆ จากนั้นจึงใชเทคนิคการสรางเซลล
ผสม (hybridoma technology) ระหวาง B lymphocyte และ myeloma cell หรือเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว 
เพื่อผลิตใหไดเปน monoclonal antibody ชนิดตางๆกัน [4]   เซลลผสมที่ถูกสรางขึ้นใหมีความสามารถในการ
ผลิต monoclonal antibody นั้น สามารถเก็บรักษาไวใหเปนแหลงผลิต monoclonal antibody ไดตลอดไป  
การผลิต monoclonal antibody ชนิดหนึ่งๆ แตละครั้งนั้นตองใชเวลานาน (๔-๕ เดือนข้ึนไป) และ การลงทุนเปน
จํานวนสูง  นอกจากนั้นแลวยังตองการบุคลากรที่มีความชํานาญสูง รวมทั้งยังตองเกี่ยวของกับสัตวทดลองคือ หนู 
อีกดวย [9]   โดยมากนักวิจัยจึงตองสั่งซื้อจากตางประเทศซึ่งมีราคาสูง และยังมีอุปสรรคที่สําคัญอีกประการหนึ่ง
ของการใชเทคโนโลยี hybridoma ในการผลิต monoclonal antibody  ก็คือ hybridoma cell ไมเสถียร ทําให
สามารถสูญเสียความสามารถในการผลิต monoclonal antibody ได  อีกทั้งในขั้นตอนการผลิต monoclonal 
antibody ใหไดเปนจํานวนมาก (large scale) เพื่อการนําไปใชตอนั้นก็มีความยุงยากและตองใชเครื่องมือราคา
แพงเชนกัน  วิธีการที่นิยมใชในการผลิต monoclonal antibody ใหไดเปนจํานวนมากนั้นมี ๒ วิธีคือ การนํา 
hybridomas ไปเลี้ยงในลักษณะที่เปนมะเร็งในชองทองของหนู (ascites tumor) แลวสกัดเอา ascites fluid ที่มี 
monoclonal antibody ออกมา  วิธีนี้เปนที่นิยมเพราะสามารถผลิตได monoclonal antibody ในปริมาณสูง
กวาการเลี้ยงในหองทดลองถึง ๑,๐๐๐ – ๑๐,๐๐๐ เทา แตเปนวิธีการที่สรางความเจ็บปวดและทรมานใหกับหนู
ทดลอง  นอกจากนั้นแลว monoclonal antibody ที่เตรียมไดยังปนเปอนดวย immunoglobulin ของหนู  ไวรัส 
หรือสาร cytokine อื่นๆจากหนูซึ่งอาจไมเปนผลดีตอการประยุกตใชตอไป [9]  วิธีการอีกวิธีหนึ่งในการผลิต 
monoclonal antibody เปนจํานวนมากคือการเลี้ยงใน bioreactor ชนิดตางๆไดแก standard static หรือ 
agitated suspension cell cultures, membrane-based  หรือ matrix-based culture systems, และ high 
cell-density bioreactors [10, 11]  แตขอจํากัดของวิธีการเหลานี้คือเปนเทคโนโลยีที่ตองใชเครื่องมือที่มีราคาสูง
มาก รวมทั้งอาหารและสารเคมีท่ีใชในการเลี้ยงเซลลก็มีราคาสูงมากเชนกัน  
 
 นอกจากการผลิต monoclonal antibody โดยวิธีการดั้งเดิมนั้นจะมีความยุงยากและคาใชจายที่สูงแลว 
ยังมีขอจํากัดท่ีเกิดจากเทคโนโลยีนี้หลายอยางเชน ขอจํากัดในชนิดของ antigen  ที่จะใช เพราะตองเปน antigen  
ที่ไมเปนพิษตอหนูทดลอง  นอกจากนั้นแลวยังตองไมเปน antigen  ที่คลายกับ antigen  ของหนู เชน antigen  
ซึ่งเปนโปรตีนที่อยูในขั้นตนของลําดับการวิวัฒนาการ (conserved antigens)  หรือใชไดเฉพาะกับ antigen  ที่มี
ความสามารถในการกระตุนระบบภูมิคุมกันของหนู (immunogenicity) ไดเทานั้น  นอกจากนั้นแลวผลที่ไดจาก
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การกระตุนหนูทดลองยังมีความแปรปรวนสูงขึ้นกับสุขภาพของหนูแตละตัว  ขอจํากัดที่สําคัญอีกประการหนึ่งก็คือ
จํานวนชนิดของ antigen  ที่จะใชในการสราง monoclonal antibody   โดยปกติการผลิต monoclonal 
antibody ตอ antigen  แตละชนิดมักตองใชหนูทดลอง ๓-๕ ตัวขึ้นไป  ในยุคปจจุบันซึ่งเปนยุคหลังการคนพบ
ลําดับยีโนม (post-genomic era) ของมนุษย และสิ่งมีชีวิตอีกหลายชนิด ความสําคัญในการศึกษาวิจัยจึงมุงไปสู
การศึกษาการทํางานของยีโนม หรือโปรตีน (functional genomics หรือ proteomics) ซึ่งการวิจัยเหลานี้
จําเปนตองเก่ียวกับโปรตีนจํานวนมหาศาล (high-througput) การสราง monoclonal antibody จํานวนมากเพื่อ
ใชในการศึกษาการทํางานของโปรตีนเหลานี้โดยวิธีการที่ใชอยูในปจจุบันจึงเปนไปไมได หรือตองการคาใชจายที่สูง
มาก จึงมีความจําเปนตองใชเทคโนโลยีอื่นในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี เพื่อการวิเคราะหในระดับ high-
througput เหลานี้ [24-26] 
 
 การประยุกตใช monoclonal antibody ที่กําลังไดรับความสนใจอยูมากอีกประการหนึ่งในปจจุบันนี้ 
ไดแกการนํา monoclonal antibody ที่ผลิตไดจากหนูไปปรับปรุงใหมีคุณสมบัติเปนเหมือนของมนุษย 
(humanization) เพื่อใหสามารถใชในการบําบัดโรคตางๆ (human therapy) [5, 27, 28]  อาทิเชน  
monoclonal antibody ที่มีขอบงใชในการรักษาโรคมะเร็งเตานมขั้นสุดทาย [29]  การประยุกตใช monoclonal 
antibody เพื่อใชในการรักษาโรคนี้นับวันจะมีความสําคัญและไดรับความนิยมเพิ่มมากขึ้น  ดังนั้นจึงเปนการดีที่จะ
ใชเทคโนโลยีอื่นในการผลิต monoclonal antibody ที่ไมยุงยาก และรวดเร็วกวาวิธีการ hybridoma ที่ใชอยูใน
ปจจุบัน 
 

2.2 เทคโนโลยีการแสดงแอนติบอดีบนผิวเฟจ 
 การใหความสนใจที่จะนําเทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบนผิวฟาจมาใชเปนแหลงในการผลิต monoclonal 
antibody นั้นไดเริ่มตนขึ้นตั้งแตป ๒๕๓๓ [30]   โดยในขั้นแรกเปนการสรางคลังของ antibody จากสัตวที่ไดรับ
การกระตุนดวย antigen  แลว  โดยทําการแสดงเฉพาะสวนของ antibody ที่มีหนาที่ในการจับคือ สวน Fab [31, 
32]   หรือ สรางเปน antibody เสนเดี่ยวที่มีเฉพาะสวนที่มีหนาที่ในการจับ เรียกวาสวน single chain variable 
fragments (form), scFv [30]  ซึ่ง antibody เหลานี้จะถูกแสดงบนโปรตีนที่ปกคลุมผิวชนิดรอง (pIII)  พบวามี
ความสําเร็จจากการใชคลังเหลานี้ในการผลิต monoclonal antibody ตอ antigen  หลายชนิด [33-40]  แต
ขอจํากัดประการสําคัญของการใชวิธีการนี้คือตองทําการกระตุนสัตวทดลองกอนจึงเปนการเสียเวลา และยังเปน
คลังที่มีเฉพาะ antibody ที่เกิดจากการกระตุนดวย antigen ที่ใช  อยางไรก็ตามความสําเร็จนี้นับเปนเครื่องชี้วา
สามารถนําเทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบนผิวฟาจมาใชในการคัดเลือกและผลิต monoclonal antibody ที่มี
ความสามารถในการจับอยางมีความเฉพาะเจาะจงสูงไดจริง 
 
 การพัฒนากาวสําคัญที่ทําใหการประยุกตใชเทคโนโลยีฟาจในการผลิต monoclonal antibody เปนที่
แพรหลายและไดรับความสนใจเปนอยางสูง ทั้งในงานวิจัยขั้นพื้นฐาน และการประยุกตใชในอุตสาหกรรมทาง
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เทคโนโลยีชีวภาพดานตางๆ เริ่มตนในเวลา ๒ ปตอมา เมื่อนักวิทยาศาสตรสามารถสรางคลังของ monoclonal 
antibody จากสัตวที่ไมไดรับการกระตุนภูมิคุมกันมากอนไดสําเร็จ (nonimmune library หรือ naïve library) 
[41]  คลังชนิดนี้สามารถประยุกตใชในงานวิจัยไดกวางขวางกวาคลังที่สรางจากสัตวที่ไดรับการกระตุนภูมิคุมกันมา
กอนหลายเทา เพราะสามารถใชในการสราง monoclonal antibody ตอ antigen  เกือบทุกชนิดที่ตองการ  
เนื่องจากคลังของ antibody ที่สรางขึ้นนี้เปนตัวแทนความเปนไปไดทั้งหมดจากระบบภูมิคุมกันของสัตวตาม
ธรรมชาติ  โดยพบวา monoclonal antibody ที่คัดเลือกมาไดนั้นมีคุณภาพดีคือมีความสามารถในการจับ 
(affinity, ในชวง 1-200 nM) และมีความจําเพาะเจาะจง (specificity) สูงเทากับ monoclonal antibody ที่สราง
จาก hybridoma [41-44]  อยางไรก็ตามโดยทั่วไปแลว ความสามารถในการจับ และความสามารถในการยับยั้ง
การทํางานของ antigen (neutralizing) มักไมดีเทา antibody ที่ไดจากคลังชนิด ทุติยภูมิ 
 
 คลังของแอนติบอดีบนผิวเฟจที่ใชกันอยูในปจจุบันนั้นมีหลายประเภท  โดยแตละคลังก็มีความแตกตางกัน
ในดานตางๆ เชน ความแตกตางในชนิดของโปรตีนปกคลุมผิวที่ใชแสดง antibody (pIII หรือ pVIII)  แหลงที่มาของ 
RNA ที่จะใชเปนตนแบบในการสราง  โครงสรางของ antibody ที่ใชแสดง (แบบ Fab หรือ ScFv)  ชนิดของพ
ลาสมิดที่ใชในการสรางคลัง (plasmid หรือ phagemid)  พันธุ (strain) ของแบคทีเรียที่ใชในการเลี้ยงเฟจ  พันธุ
ของ helper phage หรือขั้นตอนการตัดตอยีนเขาไปในตัวเฟจ  ทั้งนี้นักวิจัยกลุมใดจะใชวิธีการไหนนั้นขึ้นอยูกับ
ความชํานาญ ประสบการณ และวัสดุที่มีอยู   นอกจากนั้นแลวในปจจุบันยังมีความพยายามในการสรางคลังจาก
เสน ดีเอ็นเอสังเคราะห (synthetic oligonucleotide) ดวย [41-44]  
 
 กลาวโดยสรุป การประยุกตใชเทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบนผิวฟาจเพื่อการผลิต monoclonal 
antibody นั้น มีประโยชนมากและมีขอดีกวาเทคโนโลยีการผลิตแบบดั้งเดิม (conventional method) หลาย
ประการ ดังจะไดสรุปไวเปนขอๆดังนี ้
 1)  การผลิต monoclonal antibody ดวยเทคโนโลยีเฟจ สะดวก และประหยัดกวาการใชเทคนิคดั้งเดิม 
เพราะใชเวลานอยกวา  ใชเงินนอยกวา ใชแรงงานและความชํานาญนอยกวา  และขอสําคัญคือไมตองใช
สัตวทดลอง 
 2)  สามารถใชกับ antigen  ไดหลากหลายชนิดกวา เพราะสามารถใชกับ antigen  ที่เปนพิษตอสัตว  
หรือ antigen  ที่คลายกับโปรตีนในสัตวทดลอง หรืออาจใชเซลลทั้งเซลลเปน antigen  ก็ได นอกจากนั้นแลวยัง
สามารถใชกับ antigen  ที่ไมสามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันของสัตวได (nonimmunogenic antigen) 
 3)  สามารถใชในการผลิต monoclonal antibody ตอ antigen  จํานวนมากชนิด ซึ่งมีความสําคัญเปน
อยางยิ่งในงานดาน proteomics ในปจจุบัน 
 4)  สามารถประยุกตใชในการสราง antibody ที่มีคุณสมบัติเหมือนของคน (humanized antibody) เพื่อ
ใชในการรักษาโรค (therapeutic antibody) 
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 5)  สามารถปรับปรุงใหมีคุณสมบัติเปลี่ยนไปตามตองการ เชนมีความสามารถในการจับ หรือความจําเพาะ
เจาะจงสูงขึ้น หรือทนตอสภาวะตางๆ 
 6) สามารถนําไปผลิตเปนจํานวนมากไดงาย ดวยเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย และเซลลสัตวโดยทั่วไป 
เพื่อใชในการผลิตในระดับอุตสาหกรรม 

 
  



 

 

 

บทท่ี 3  
วิธีการดําเนินการวิจัย และ ผลการวิจัย 

3.1 อุปกรณและสารเคมี 
 

อุปกรณและสารเคมี Catalog number บริษัท 
KM1307 helper phage NEB  (Vieira and Messing, 

1987) 
เผยแผและอธิบายไวใน the 
MRC phage display 
protocols the MRC phage 
display protocols 

2,2'-azino-bis(3-ethylbenzo 
thiazoline-6-sulphonic acid (ABTS) 

30931-67-0 Amresco, USA 

p-Nitrophenyl phosphate 
disodium salt hexahydrate (pNPP) 

NB0365 Amresco, USA 

Mouse anti-M13–HRP 27-9421-01 GE Healthcare 
Life Sciences, USA 

His probe-HRP   15165 Thermo Fisher Scientific, 
USA 

E. coli strains were TG1TR 
(suppressor) 

- the MRC, Cambridge, UK 

E. coli SHuffle B cell C3029H New England Biolabs, NEB 
(Massachusetts, United 
States). 

6x-His Tag Monoclonal Antibody 
(HIS.H8) 

1TFS-AB-MA121315 Thermo Fisher Scientific, 
USA 

Goat anti-Mouse IgG (H+L), HRP 62-6520 Thermo Fisher Scientific, 
USA 

Goat anti-Mouse IgG, Alkaline 
phosphatase conjugated 

3030173 Merck, Germany 

Amersham ECL Western Blotting 
Detection Kit 

RPN2108 GE Healthcare 
Life Sciences, USA 

Novex® AP Chemiluminescent 
Substrate 

WP200002 Invitrogen, USA 
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3.2 วิธีการสรางคลังเฟจแอนติบอดี 
 ทําการสรางคลังเฟจดวยวิธีการที่ไดพัฒนามากอนแลวในหองปฏิบัติงานของหัวหนาโครงการวิจัย ซึ่ง
ไดรับการตีพิมพไปแลวดังนี้ 

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. 

ซึ่งขั้นตอนการสรางคลังโดยละเอียด สามารถดูไดจากรายงานการวิจัย เรื่อง “การพัฒนาเทคโนโลยี
การแสดงโปรตีนบนผิวเฟจเพื่อการผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดี (Application of phage display 
technology for the production of monoclonal antibody) รหัสโครงการ SUT3-304-47-24-11 

ไฮบริดรอมาหนู (P5A11 strain RBF/DnJ) ถูกนํามาสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีของหนู (scFv) 
ดวยเทคโนโลยีเฟจ โดยทําการสกัดอารเอ็นเอ (ภาพที่  1 A) และทําการสังเคราะหชิ้นสวนแอนติบอดีหนูสาย
หนัก (VH) และสายเบา (VL) (ภาพที่ 1B และ C) โดยใช primer ในตารางที่ 1 จากนั้นนําแอนติบอดีหนูสาย
หนักและสายเบามาเชื่อมตอกัน (ภาพที่ 1D) โดยการสรางชิ้นสวน scFv ที่สมบูรณ โดยใชปฏิกิริยา PCR ที่มี 
primer ที่ใชในปฏิกิริยานี้คือ Fw; 5’ CCTTTCTATGCGGCCCAGCCGGCCATGGCC 3’ และ Rv; 5’ 
CAGTCATTCTCG ACTTGCGGCCGCACG 3’ เรียกปฏิกิริยานี้วา pull-through โดยใชเอนไซม Platinum 
Pfx DNA polymerase เพื่อสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีของหนู (scFv) หลังจากนั้นแอนติบอดีดังกลาว
นํามาเชื่อมกับ pMOD vector ซึ่งเปนเวเตอรชนิด phagemid สามารถนําไปพัฒนาเพื่อประยุกตใชในการ
ตรวจสอบไดตอไปในอนาคต หลังจากที่ไดทําการเชื่อม scFv insert เขากับ vector แลว ขั้นตอนตอไปคือ
การนํา phagemid ที่มี scFv อยูใสเขาไปใน E. coli TG1 เพื่อสรางเปนคลังของเฟจที่อยูในรูปของแบคทีเรีย 
ขั้นตอนนี้ถือวาเปนขั้นสําคัญในการกําหนด complexity หรือ ขนาดคลัง วิธีการที่ใชในการนํา DNA เขาสู
เซลลแบคทีเรีย คือวิธีการ Chemical transformation 

 
ตารางที่ 1 ไพรเมอรสําหรับการสังเคราะหยีน VH และ VL 
 

Primer Base 

mVLk5’SfiI 

mVLk5’SfiI1    

mVLk5’SfiI2    

mVLk5’SfiI3    

mVLk5’SfiI4    

mVLk5’SfiI5    

mVLk3’link 

mVLk3’link1 

mVLk3’link2 

 

5’ GCC CAG CCG GCC atg gcc GAY ATT GTD HTV WCH CAG TC-3’ 

5’ GCC CAG CCG GCC atg gcc GAY ATT NWK MTV AHD CAG TC-3’ 

5’ GCC CAG CCG GCC atg gcc GAY RTY BWR MTS ACM CAR WC-3’ 

5’ GCC CAG CCG GCC atg gcc GAY ATY SWG MTG ACN CAR BC-3’ 

5’ GCC CAG CCG GCC atg gcc GAY RYT GTK RTR MYY MRG DW-3’ 

 

5’ gcc aga acc gcc tcc ccc act ccc tcc gcc acc CCG TTY NAK YTC CAR CTT DG 3’ 

5’ gcc aga acc gcc tcc ccc act ccc tcc gcc acc MCS TWB NAB HKY CAV YYT DG 3’ 
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Primer Base 

mVH5’link 

mVH5’link1 

mVH5’link2 

mVH5’link3 

mVH5’link4 

mVH5’link5 

mVH5’link6 

mVH3’NotI 

mVH3’NotI1 

mVH3’NotI2 

mVH3’NotI3 

 

5’ agt ggg gga ggc ggt tct ggc gga ggt ggg tcg SAK GTB MAG CTB MAG SAS TC 3’ 

5’ agt ggg gga ggc ggt tct ggc gga ggt ggg tcg SAG GTY CAR CTB CAR CAR TC 3’ 

5’ agt ggg gga ggc ggt tct ggc gga ggt ggg tcg SAV GTS MWS BTG RWG SAR TC 3’ 

5’ agt ggg gga ggc ggt tct ggc gga ggt ggg tcg GAK GTG MAV SKG RTG GAR TC 3’ 

5’ agt ggg gga ggc ggt tct ggc gga ggt ggg tcg GAR GTR MAR STT SWB GAG TC 3’ 

5’ agt ggg gga ggc ggt tct ggc gga ggt ggg tcg SAK GTB MMN YTV VWV SWR YS 3’ 

 

5’ cag tca ttc tcg act tGC GGC CGC YGA RGA RAC DST GAS MRK RGT 3’ 

5’ cag tca ttc tcg act tGC GGC CGC YGA RGA RRM SKK KAS WGW GRT 3’ 

5’ cag tca ttc tcg act tGC GGC CGC YGA GGA GAC KGT GAS HGD GGH-3’ 

 

 
 
ภาพที่ 1 แสดงการสังเคราะหชิ้นสวนแอนติบอดี A) การสกัดอารเอ็นเอจากไฮบริดรอมาหนู B)การ

สังเคราะหชิ้นสวนแอนติบอดีหนูสายหนัก(VH) C) การสังเคราะหชิ้นสวนแอนติบอดีหนูสายเบา (VL) D) การ
เชื่อมตอชิ้นสวนแอนติบอดีหนูสายหนักและสายเบา 
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ทั้งนี้ความแตกตางของการสรางคลังตางจากคลังยาโม ๑ ที่ไดสรางในแลป เนื่องมาจากการนํา      
ไฮบิโดมาเพียงโนเดียวมาสรางคลังโมโนโคลนอลแอนติบอดีของหนู (scFv) จึงอาจทําใหมีความหลายหลาก
ของเฟจโมโนโคลนอลแอนติบอดีของหนู (scFv) นอย ซึ่งหลังจากหลังจากที่ไดคลังของ bacteria ที่มี scFv 
แลว พบวาคลังมีขนาดเล็กกวาคือ มีโคโลนีขึ้นเพียง 136 โคโลนีเทานั้น เมื่อตรวจสอบขนาด scFv ที่สมบรูณ 
ดวยการตัดดวยเอนไซม NcoI และ NotI ก็พบวา มี scFv ที่สมบรูณมากถึง 100 เปอรเซ็นต ดังแสดงในภาพ
ที่ 2 จากนั้นทําการสุมเพื่อตรวจสอบความสามารถของเฟจที่จําเพาะเจาะจงตอ HIS tag ในขั้นตอนตอไป 

 

 
 

ภาพที่ 2 ชิ้นสวน scFv ที่ไดจากการตัดดวยเอนไซมดวย NcoI และ NotI โดยชองที่ 1 คือ 1 kb 
DNA ladder ชองที่ 2-11 คือ โคลนที่ 1-10 ที่นํามาตรวจสอบยีน scFv ชองที่ 12 คือ 100 bp DNA 
ladder 

 

3.3 การตรวจสอบความสามารถของเฟจที่จําเพาะเจาะจงตอ HIS tag ดวยวิธี ELISA 
ขั้นตอนที่ 1 การเลี้ยงแบคทีเรียแตละโคโลนีที่มี phagemid ที่แสดง monoclonal antibody 

นําแบคทีเรียเปนโคโลนีเดี่ยวจากขั้นการสรางคลัง โดยใชไมจิ้มฟนเขี่ยแตละโคโลนีขึ้นมาไปเลี้ยง
ใน 2xYT ที่มี 100 µg/ml ampicillin และ 1% glucose ที่อยูในหลุมบนจาน 96 wells plate ปริมาตร 
100 µl ดังนั้นจึงสามารถเลี้ยงแบคทีเรียไดทีละ 96 โคโลนี ตอ plate ในคราวเดียวกัน  ไปบมที่ 37°C โดย
การเขยาเบาๆ เปนเวลาขามคืน 

 
ขั้นตอนที่ 2 ผลิตเปนตัวเฟจโดยการ infect ดวย helper phage 
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1.นําแบคทีเรียปริมาตร 5 µl จากแตละหลุมในขั้นที่แลวไปใสในหลุมบนจานหลุมขนาดลึก (deep 
well ELISA plate) ที่มีอาหาร 2xYT ผสมกับ 100 µg/ml ampicillin และ 1% glucose อยู 200 µl ตอ
หลุม และนําไปบมท่ี 37°C โดยการเขยาเบาๆ เปนเวลา 3 ชั่วโมง 

2. เติม 2xYT ที่มี 100 µg/ml ampicillin และ 1% glucose ที่มี 109 helper phage จํานวน 
ปริมาตร 100 µl ตอหลุม และนําไปบมท่ี 37°C โดยไมตองเขยา เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

3. ปนตกตะกอน ที่ 3300xg อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 15 นาที 
4. กําจัดสวนใสดานบน (supernatant) ออก แลวเติม 2xYT ที่มี 100 µg/ml ampicillin, 50 

µg/ml kanamycin และ 0.1% glucose ปริมาตร 400 µl ตอหลุม และนําไปบม ที่ 30°C โดยเขยาที่ 250 
rpm เปนเวลา 20 ชั่วโมง 

* ในครั้งนี้ใหทําการตรึงโปรตีนเปาหมาย 20 µl ของ Chitosanase (5mg/mL) ที่ละลายใน 
NaHCO3 (100 mM, pH = 8.0) และ 100 µL ของ 1% BSA เปน Negative control บน ELISA plate 
เพื่อทําการตรวจสอบการจับกันระหวางแอนติบอดีกับแอนติเจนในวันถัดไป 

 
ขั้นตอนที่ 3 การทําโมโนโคลนอล เฟจอีไลซา หรือ Monoclonal Phage ELISA  

1. นํา 96 wells plate จากขั้นตอนที่ 2 ปนตกตะกอน ที่ 3300xg เปนเวลา 15 นาที เพื่อแยกสวน 
supernatant ที่มีเฟจอยูไปใชในการวิเคราะหตอไป 

2. ทําการลางจาน ELISA ทีท่ําการตรึงโปรตีนเปาหมายดวย 1xPBS จํานวน 3 ครั้ง  
3. เติม 2% MPBS (2% Non-fat dried milk in PBS) ปริมาตร 200 µl ปด ELISA plate ดวย

พลาสติกถนอม จากนั้นตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง 
4. เติม 2% MPBS ปริมาตร 50 µl และเติมเฟจจากขั้น 1 ปริมาตร 150 µl จากปดปากหลุม แลว

ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชั่วโมง  
5. คว่ําทิ้งสารที่อยูในหลุม แลวลางดวย PBST (PBS ผสมกับ 0.05% Tween20) 3 รอบ แลวลาง

ตอดวย PBS อีก 2 รอบ  
6. เติม HRP anti-M13 ที่เจือจาง 1:5,000 เทาใน PBS ปริมาตร 100 µl ลงในแตละหลุม แลวบมไว

ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง 
7. ลางดวย PBST (PBS ผสมกับ 0.05% Tween20) 3 รอบ แลวลางตอดวย 1xPBS อีก 2 รอบ 
8. เติมสาร ABTS ใน 50 mM citric acid ที่ผสม 0.05% H2O2 ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 

15-60 นาทีเพ่ือรอใหเกิดสี 
9. ทําการวัดคาความเขมของสีจากปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นโดยการอานคา OD (optical density) ดวย

เครื่องอานอีไลซา หรือ ELISA plate reader ที่ความยาวแสง 405 nm 
 
อยางไรก็ตามผลการทดลอง  Phage ELISA แสดงวาไมมีเฟจโลนใดสามารถจับกับ CsnA-His tag   

ได ดังแสดงในภาพที่ 3 
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ภาพที่ 3 Phage ELISA เพื่อตรวจสอบความสามารถของเฟจแตละโคลนในการจับกับโปรตีน CsnA-

His ผลการทดลองแสดงวาเฉพาะ  Positive control เทานั้นที่แสดงการจับ 
 

3.4 การวิเคราะหลําดับดีเอ็นเอและโครงสรางโปรตีน  
ผลการสุมวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโน ของเฟจที่เตรียมได สามารถบงชี้ไดวา มีโคลน

แอนติบอด ีP5A1112 และ P5A1122 เปนโคลนเดียวกัน สวนโคลน คือ P5A1123 มีลําดับลําดับลําดับนิวคลี
โอไทดและกรดอะมิโนที่แตกตาง ดังภาพที่ 4 ซึ่งเปนโคลนที่มีลําดับดีเอ็นเอที่สมบูรณ คือมีองคประกอบของ
ลําดับดีเอ็นเอชิ้นสวนแอนติบอดีทั้งสายหนักและสายเบา (heavy chain variable fragment VH และ light 
chain variable fragment VL) ยีนดีเอ็นเอชิ้นสวนแอนติบอดีนี้อยูในเฟจมิดเวคเตอร และ in-frame กับ 
protein pIII สวนโคลนอื่นๆ มี ชิ้น DNA ทีไ่มสมบูรณ 

 
 

ภาพที่ 4 ลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอมิโนของโคลน P5A1112, P5A1122 และ P5A1123 



14 

 

 

 
ลําดับสายดีเอ็นเอของแอนติบอดีนี้ไดถูกเปลี่ยนเปนสายโปรตีนและนําไปวิเคราะหโครงสรางสามมิติ

ดวยโปรแกรม Pymol ปรากฏโครงสรางสามมิติดังรูป  
 
 

 
 
ภาพที่ 5 ภาพโคลงสรางสามมิติของชิ้นสวนแอนติบอดี 
 
  

3.5 การตรวจสอบความสามารถของเฟจที่จําเพาะเจาะจงตอ HIS tag ดวยวิธี Western blot 
  1. เตรียมตัวอยาง Chitosanase (5mg/mL) และ 1% BSA จากนั้นจะทําการแยกโปรตีนตาม 
molecular weight ดวยวิธ ีgel electrophoresis  

2. ทําการยายโปรตีนจาก gel ไปยัง PVDF membrane 
3. ทําการ Blocking ดวย 5%skim milk เพื่อปองกันการปนเปอนโปรตีนอื่นๆ  
4. ลางดวย 1xPBS อีก 3 รอบ 
5. เติมเฟจทั้ง 3 โคลน คือ P5A1112, P5A1122 และ P5A1123 ที่ตองการตรวจสอบความสามรถ

ในการจับอยางจําเพาะตอ HIS tag ซึ่งเฟจโคลน 3C1 มีความจําเพาะตอสารพิษจากเชื้อราอลาฟาท็อกซิน 
เปน negative control และ HIS prop HRP เปน positive conrol ในการทดลองนี้ (1 แอนติบอดี ตอ 1 
แผน PVDF membrane) 

6. PVDF membrane ที่ถูกเติมเฟจทั้ง 3 โคลน และเฟจโคลน 3C1 จะลางดวย PBST (PBS ผสม
กับ 0.05% Tween20) 3 รอบ แลวลางตอดวย 1xPBS อีก 2 รอบ จากนั้นเติม HRP anti-M13 ที่เจือจาง 
1:5,000 เทาใน PBS ลงใน PVDF membrane 
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7. ลางดวย PBST (PBS ผสมกับ 0.05% Tween20) 3 รอบ แลวลางตอดวย 1xPBS อีก 2 รอบ 
8. เติมสาร Colorimetric detection  
 
จากผลการทดลองพบวาเฟจโคลน P5A1112 เทานั้นที่มีความสามารถจับจําเพาะตอ HIS tag ใน

โปรตีน chitosanase ดังมีแบนโปรตีนปรากฏในภาพที่ 5 เมื่อเทียบกับเฟจโคลน 3C1 ซึ่งเปน negative 
control และ HIS prop HRP เปน positive conrol ดังนั้นจึงตั้งชื่อเฟจโคลนวา MH12 เพื่อใชในการ
วิเคราะหในขั้นตอนตอไป 
 

 
 

ภาพที่ 6 ความสามารถของเฟจโคลน P5A1112 ที่จําเพาะเจาะจงตอ HIS tag 
 

3.6 การผลิตชิ้นแอนติบอดีชนิดเสนเดี่ยวท่ีเชื่อมอยูกับเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเทส scFv-AP  

3.6.1 การโคลนยีนเขา AP fusion vector 
 โดยใชเทคนิคพันธุวิศวกรรมในการนําชิ้น ดีเอนเอ สวน MH12 scFv antibody  ใสเขาไปใน 

vector ชื่อ pKP300ΔIII (ภาพที่ 6) ที่มี ยีน AP ของแบคทีเรีย (bacterial alkaline phosphatase) อยู 

และตอดวย 6xHistidine tag ประกอบไปดวยขั้นตอนยอยตางๆ ดังนี ้

1.  นํา phagemid ที่มี gene ของ scFv ที่ตองการโคลน และ vector ชื่อ pKP300ΔIII ที่มี gene 

ของ AP ตอดวย 6xHistidine tag ซึ่งถูกความคุมการแสดงออกดวย pho promoter มาตัดดวยเอนไซม 

(restriction enzyme) NcoI และ NotI แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 2 ชั่วโมง สําหรับ vector 

ใหทําการตัด phosphate group ออกจากปลาย 5’ ของ vector โดยตัดดวยเอนไซม CIP (Calf intestinal 

phosphatase) บมที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง  เพื่อทําใหมี background (คือ vector ที่จะเกิด

การเชื่อมตอกันเองโดยไมมี insert เมื่อทําการเชื่อมตอในขั้นตอนท่ี 4 ใหนอยที่สุด 
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2. จากนั้นทําการตรวจ DNA โดยการแยกดวยกระแสไฟฟาผาน 1%agarose gel (agarose gel 

electrophoresis) เพื่อแยกชิ้นสวน DNA ตามขนาด ซึ่ง vector ตองมีขนาดประมาณ 5000 base pairs 

(bp) และ ยีนของชิ้นสวน scFv ตองมีขนาดประมาณ 750-800 bp ทําการตัดเจลตรงที่มีชิ้นสวน DNA ของ

ทั้ง vector และ scFv (insert) ใหถูกตองตามขนาดดังที่กลาวไปขางตน 

3.  ทําการสกัด DNA ออกจากเจลใหบริสุทธิ์โดยใชชุด The Wizard® SV Gel and PCR Clean-

Up จากบริษัท Promega, USA โดยสกัด DNA จาก column ดวยน้ํา ปริมาตร 35 µl 

4. ทําการเชื่อมตอชิ้นสวนยีน scFv เขาสู vector โดยใชเอนไซม DNA ligase โดยใชอัตราสวน

ระหวาง vector : insert เปน 1:3 บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

5. จากนั้นนํา DNA ที่เชื่อมตอแลว transfrom เขาสู competent cell ของ E. coli TG1 (เปน

เซลลของแบคทีเรียที่ทําใหเกิดการออนแอของผนังเซลล ดวยแคลเซียม) จากนั้นนําเซลลแบคทีเรียไปเลี้ยงบน

อาหารแข็ง LB ที่มี 100 ug/ml Ampicillin บมที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 1 คืน 

6.  นําแบคทีเรียโคโลนี่เดี่ยวที่ได ไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว LB ที่มี 100 µg/ml 

Ampicillin จํานวน 5 ml บมที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 1 คืน เขยาที่ 250 rpm 

7.  นําไปปนเหวี่ยง ที่ 3,300g, 4 °C เปนเวลา 10 นาที แยกสวนใส (supernatant) ดานบนทิ้ง เก็บ

เซลลแบคทีเรีย เพื่อใชในการสกัด DNA 

8.  ทําการสกัด DNA จากเซลลแบคทีเรียโดยใช DNA extraction kit จากบริษัท QIAprep Spin 

Miniprep Kit จากบริษัท QIAGEN, Germany โดยสกัด DNA จาก column ดวยน้ํา ปริมาตร 50 µl 

9.  ทําการตรวจสอบการผลิต scFv-AP ดวยการตัด DNA ที่สกัดไดจากขอ ๘ มาตัดดวย restriction 

enzyme NcoI และ NotI ถาประสบผลสําเร็จ ตองมี DNA ขนาด 750-800 bp ซึ่งเปนขนาดของยีนที่แสดง

ชิ้นสวน scFv 



17 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 7 โครงสรางและ บริเวณ cloning site ของ MH12 scFv-AP ในเวกเตอร pKP300ΔIII  

 
 

 

3.6.2 การโคลนยีน scFv-AP เขา pET21d+ vector 
  โดยใชเทคนิคพันธุวิศวกรรมในการนําชิ้น ดีเอนเอ สวน MH12 scFv-AP  ใสเขาไปใน 

vector ชื่อ pET21d+ (ภาพที่ 7) เขาในตําแหนงเอนไซน NcoI และ XhoI และตอดวย 6xHistidine tag 

ประกอบไปดวยขั้นตอนยอยตางๆ ดังนี ้

1. นํา  pKP300ΔIII-MH12AP ที่มี gene ของ scFv-AP ที่ตองการโคลนเขา pET21d+ 

vector มาโดยใชปฏิกิริยา PCR ที่มี primer ที่ใชในปฏิกิริยานี้คือ NcoI_MH12scFvAP_Fw; CTG TGC 

CCA TGG CCG ACA TTC TGA TG และ MH12scFv_XhoI_Rv; GCA CAG CTC GAG CCC CGG TAC 

TTT CAG CCC โดยใชเอนไซม Platinum Pfx DNA polymerase หลังจากทําปฎิกิริยาเสร็จแลว แยก DNA 

ที่สังเคราะหขึ้นมาดวยวิธี agarose gel electrophoresis และทําใหบริสุทธิ์ดวยการสกัดจากอะกาโรสเจล 

โดยใชชุดสกัดจากบริษัท Promega, USA 

2. นํา PCR product ที่ได คือ MH12 scFv-AP และ vector ชื่อ pET21d+ มาตัดดวย

เอนไซม (restriction enzyme) NcoI และ XhoI แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 3 ชั่วโมง สําหรับ 

vector ใหทําการตัด phosphate group ออกจากปลาย 5’ ของ vector โดยตัดดวยเอนไซม CIP (Calf 

intestinal phosphatase) บมที่อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง  เพื่อทําใหมี background (คือ vector 

ที่จะเกิดการเชื่อมตอกันเองโดยไมมี insert เมื่อทําการเชื่อมตอในขั้นตอนท่ี 4 ใหนอยที่สุด 
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3. จากนั้นทําขั้นตอน DNA gel purification การเชื่อมระหวาง vector และ insert หรือ ขั้นตอน 

ligastion จนกระทั่งได plasmid ของ pET21d+MH12 scFv-AP ตามที่อธิบายใน 3.5.1 

4. ทําการตรวจสอบการผลิต scFv-AP ดวยการตัด DNA ที่สกัด plasmid จากนั้นตัดดวย 

restriction enzyme NcoI และ XhoI ถาประสบผลสําเร็จ ตองมี DNA ขนาด 2138 bp ซึ่งเปนขนาดของ

ยีนที่แสดงชิ้นสวน scFv-AP 
 

 
 

ภาพที่ 8 โครงสรางและ บริเวณ cloning site ของ MH12 scFv-AP ในเวกเตอร 

pET21d+MH12AP 
 

3.6.3 การผลิต scFv-AP ใน E. coli TG1 
 

1. นํา DNA ของ pKP300ΔIII-MH12AP ที่ สกัดไดจากเซลลแบคทีเรีย transfrom เขาสู E. coli 

TG1 ทําการเกลี่ย (spared) แบคทีเรียบนอาหารแข็ง LB ที่มี 100 µg/ml Ampicillin บมที่อุณหภูมิ 37 oC 

เปนเวลา 1 คืน เพื่อใหไดแบคทีเรียโคโลนีเดี่ยว  
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2. ใชไมจิ้มฟนหรือแทงเหล็กเขี่ยเชื้อ เขี่ยโคโลนีของแบคทีเรีย ลงใน อาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว 

Luria-Bertani (LB) broth ปริมาตร 5 ml ที่มี 100 µg/ml Ampicillin จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 37 oC เปน

เวลา 1 คืน พรอมกับเขยาไปดวยที่ 250 rpm 

3. นําเชื้อที่เลี้ยงไวในขั้นตอนที่ 2 จํานวน 100 ul ใสใน flask ที่มีอาหารแบบเหลว Low 

Phospahte media ปริมาตร 100 ml ที่มี 100 µg/ml Ampicillin, 1M MgSO4 และ 1M glucose แลว

บมที่อุณหภูมิ 30 oC โดยเขยาไปดวยที่ความเร็ว 250 rpm เปนเวลา 20 ชั่วโมง 

4. นําไปปนเหวี่ยง ที่ 8,000xg, 4 °C เปนเวลา 20 นาที แยกสวนใส (supernatant) ดานบน (เก็บ

ไวทดสอบดวยวิธี ELISA) เก็บเซลลแบคทีเรีย เพื่อใชในการสกัดชิ้นสวนแอนติบอดี scFv-AP จาก cell 

lysate ดวย BugBuster® Protein Extraction Reagent จากบริษัท Merk, USA โดย scFv-AP นี้สามารถ

ทําใหบริสุทธิ์ไดดวยวิธีการ Affinity Chromatography column 
 

 3.6.4 การผลิต scFv-AP ใน E. coli Shuffle B cell 
1. นํา DNA ของ pET21d+MH12AP ที่ สกัดไดจากเซลลแบคทีเรีย transfrom เขาสู E. coli 

Shuffle B cell ทําการเกลี่ย (spared) แบคทีเรียบนอาหารแข็ง LB ที่มี 100 µg/ml Ampicillin บมที่

อุณหภูมิ 30 oC เปนเวลา 1 คืน เพื่อใหไดแบคทีเรียโคโลนีเดี่ยว  

2. ใชไมจิ้มฟนหรือแทงเหล็กเขี่ยเชื้อ เขี่ยโคโลนีของแบคทีเรีย ลงใน อาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว 

Luria-Bertani (LB) broth ปริมาตร 5 ml ที่มี 100 µg/ml Ampicillin จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 30 oC เปน

เวลา 1 คืน พรอมกับเขยาไปดวยที่ 250 rpm 

3. นําเชื้อที่เลี้ยงไวในขั้นตอนที่ 2 จํานวน 100 ul ใสใน flask ที่มีอาหารแบบเหลว Luria-Bertani 

(LB) ปริมาตร 400 ml ที่มี 100 µg/ml Ampicillin แลวบมที่อุณหภูมิ 30 oC โดยเขยาไปดวยที่ความเร็ว 

250 rpm เปนเวลา 4 ชั่วโมง 

4. เติม IPTG ความเขมขนสุดทาย 0.04 mM แลวบมที่อุณหภูมิ 25 oC โดยเขยาไปดวยที่ความเร็ว 

250 rpm เปนเวลา 18 ชั่วโมง 

5. นําไปปนเหวี่ยง ที่ 8,000xg, 4 °C เปนเวลา 20 นาที แยกสวนใส (supernatant) และเก็บเซลล

แบคทีเรีย เพื่อใชในการสกัดชิ้นสวนแอนติบอดี scFv-AP จาก cell lysis โดยใช 15 ml ของ binding 

buffer (20 mM Tris-HCl, 0.5 M NaCl, 5 mM imidazole และ 0.5% Tween 20) ที่มี 1 mg/ml 

lysozyme และ 1M PMSF scFv-AP ทําการผสมให cell lysate ละลายใน buffer จากนั้นบมทิ้งไว 30 

นาที นําไป sonicate เปนเวลา 5 นาที pulse 30 วินาที และ stop 30 วินาที ที่ Amp 40% 

6.  นําไปปนเหวี่ยง ที ่8,000xg, 4 °C เปนเวลา 20 นาที แยกสวนใส (supernatant) ดานบนทําให

บริสุทธิ์ไดดวยวิธีการ Affinity Chromatography column 
 

การนําเทคนิคพันธุวิศวกรรมในหลังจากยีนของ MH12 scFv antibody เขาเวกเตอร pKP300ΔIII 
ที่มี gene ของ AP ตอดวย 6xHistidine tag ซึ่งถูกความคุมการแสดงออกดวย pho promoter มาตัดดวย
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เอนไซม (restriction enzyme) NcoI และ NotI และผลิต scFv-AP ใน E.coli TG1 สวนการโคลน
ยีน scFv-AP เขาเวกเตอร pET21d+ เพื่อผลิต scFv-AP ใน E. coli Shuffle B cell ซึ่งผลจาการผลิตทั้ง 2 
ระบบที่ไดจาก supernatant การสกัด cell lysate และ scFv-AP ที่ทําใหบริสุทธิ์ จะถูกนําไปตรวจสอบการ
ผลิต scFv-AP ที่มีขนาดประมาณ 79 kDa ดวยวิธี SDS-PAGE ดังแสดงในภาพที่ 8 

 

 

 
 

ภาพที่ 9 SDS-PAGE ของการผลิตแอนติบอดี MH12 scFv-AP ใน E. coli Shuffle B cell (lane 

1-3) และผลิตแอนติบอดี MH12 scFv-AP ใน E. coli TG1 การที่จับจําเพาะกับสาร HIS tag ใหอยูในรูป

บริสุทธิ์ โดย M คือ Enzmart’s AccuProtein Chroma (APC-001), lane 1,4 คือ purified MH12 scFv-

AP, lane 2,5 คือ cell lysate, lane 3,6 คือ supernatant 

 

3.7 การวิเคราะห alkaline phosphate activity 
การทดสอบ MH12 scFv-AP ดวยวิธี ELISA มีขั้นตอนการทําเหมือนวิธี ELISA มาตรฐานดังไดกลาว

ไปแลวขางตน แตขั้นตอนการทําจะลดลง 1 ขั้นตอน เนื่องจาก ไมตองใช secondary antibody  

1. ทําการ immobilized target 1 µg/well ของโปรตีน 152 scFv-GFP, Chitosanase (CSN), 

Mananase (MSN), 3C1 scFv ที่ทําใหบริสุทธิ์ และ 3C1 scFv ที่อยู supernatant ใน 100 mM NaHCO3, 

pH = 8.0 และ BSA ซึ่งเปน Negative control 
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2.  คว่ําทิ้งสารที่อยูในหลุม แลวลางดวย TBS 3 รอบ  

3. ควบคุม (background) ในการวิเคราะหดวย โดยการใส นมปลอดไขมัน 2% (MPBS) ปริมาณ 

200 µl ลงไปในหลุมของจาน  

4. คว่ําทิ้งสารที่อยูในหลุม แลวลางดวย TBS 3 รอบ 

5. เติม MH12 scFv-AP (pKP300ΔIII) และ MH12 scFv-AP (pET21d+) ปริมาณ 50 µl ที่เจือ

จางอยูใน TBS ปริมาณ 50 µl สวน 6x-His Tag Monoclonal Antibody (HIS.H8) ที่เจือจาง 1;1000 และ 

HIS prop HRP ที่เจือจาง 1;5000 จากบริษัท Thermo Fisher Scientific, USA ปริมาณ 100 µl ปดปาก

หลุม แลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง (โดย 6xHIS monoclonal antibody จะตองใช 

secondary antibody คือ Goat anti-Mouse IgG (H+L), HRP จากบริษัท Thermo Fisher Scientific, 

USA ที่เจือจาง 1;2500) 

4. คว่ําทิ้งสารที่อยูในหลุม แลวลางดวย TBST (TBS + 0.05% Tween20) 3 รอบ แลวลางตอดวย 

TBS อีก 2 รอบ  

5. เติมสาร PNPP ปริมาตร 100 ul แลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 15-60 นาทีเพื่อรอใหเกิดสี 

ซึ่งจะเกิดเปนสีเหลือง สวนแอนติบอดีที่เชื่อมกับ HRP จะเติม ABTS ใน 50 mM citric acid ที่ผสม 0.05% 

H2O2 

6. ทําการวัดคาความเขมของสีจากปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นโดยการอานคา OD (optical density) ดวย

เครื่อง ELISA plate reader ที่ความยาวแสง 405 nm 

 

จากการวิเคราะห ELISA เพื่อแสดงความสามารถในการจับของแอนติบอดี MH12 scFv-AP 

(pKP300ΔIII) และ MH12 scFv-AP (pET21d+) ที่เก็บไดจาก supernatant, cell lysate และ scFv-AP 

ที่ทําใหบริสุทธิ์ พบวา MH12 scFv-AP (pET21d+) ที่ทําใหบริสุทธิ์ มีความสามารถจับจําเพาะดีที่สุดตอ HIS 

tag ในโปรตีนตางๆ ไดแก 152 scFv-GFP, Chitosanase (CSN), Mananase (MSN), 3C1 scFv ที่ทําให

บริสุทธิ์ และ 3C1 scFv ที่อยู supernatant นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบกับ 6x-His Tag Monoclonal 

Antibody (HIS.H8) และ HIS prop HRP ที่เปน commercial antibodies พบวาทั้งสองแอนติบอดี

สามารถจับจําเพาะตอ HIS tag ในโปรตีน Chitosanase (CSN), Mananase (MSN) และ 3C1 scFv ที่ทําให

บริสุทธิ์ เทานั้น ดังแสดงในภาพที่ 10 
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ภาพที่ 10 ผล ELISA ของ MH12 scFv-AP (pKP300ΔIII) และ MH12 scFv-AP (pET21d+) เมื่อเทียบกับ 6x-His Tag Monoclonal Antibody (HIS.H8) และ HIS 
prop HRP ตอการจับกับ HIS tag ในโปรตีนตางๆ กัน โดยมี BSA เปน negative control โดย S คือ supernatant, C คือ cell lysate และ P คือ puried scFv-A
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3.8 การตรวจสอบความสามารถของ MH12 scFv-AP ที่จําเพาะตอ HIS tag ดวยวิธี Western blot 
1. เตรียมตัวอยาง 1 µg ของ 152 scFv-GFP, Chitosanase (CSN), Mananase (MSN), 3C1 

scFv ที่ทําใหบริสุทธิ์ และ 3C1 scFv ที่อยู supernatant และ BSA ซึ่งเปน Negative control จากนั้นจะ
ทําการแยกโปรตีนตาม molecular weight ดวยวิธี gel electrophoresis  

2. ทําการยายโปรตีนจาก gel ไปยัง PVDF membrane 
3. ทําการ Blocking ดวย 1% BSA ใน 1xPBS เพื่อปองกันการปนเปอนโปรตีนอื่นๆ  
4. ลางดวย 1xPBS อีก 3 รอบ ซึ่งจะบม 1 นาทีตอการลาง 1 ครั้ง 
5. เติม MH12 scFv-AP ที่ตองการตรวจสอบความสามรถในการจับอยางจําเพาะตอ HIS tag ซึ่ง 

6xHIS monoclonal antibody และ HIS prop HRP เปน positive conrol ในการทดลองนี้ (1 แอนติบอดี 
ตอ 1 แผน PVDF membrane) โดย 6xHIS monoclonal antibody จะตองใช secondary antibody คือ 
Goat anti-Mouse IgG, Alkaline phosphatase conjugated จากบริษัท Merk, Germany 

7. ลางดวย PBST (PBS ผสมกับ 0.05% Tween20) 3 รอบ แลวลางตอดวย 1xPBS อีก 2 รอบ ซึ่ง
จะบม 1 นาทีตอการลาง 1 ครั้ง 

8. เติมสาร Novex AP Chemiluminescent Substrate และ chemiluminescent (ECL) 
horseradish peroxidase (HRP) substrate สําหรับ HIS prop HRP 

 จากผลการทดลองพบวา MH12 scFv-AP (pKP300ΔIII) และ MH12 scFv-AP (pET21d+) มี
ความสามารถจําเพาะตอ HIS tag ในโปรตีน Chitosanase (CSN), Mananase (MSN), 3C1 scFv ที่ทําให
บริสุทธิ์ ดังมีแบนโปรตีนปรากฏในภาพที่ 10 เมื่อเทียบกับ HIS prop HRP ซึ่งสามารถจับจําเพาะตอ HIS tag 
ในโปรตีน Chitosanase (CSN) และ Mananase (MSN) สวน 6xHIS monoclonal antibody มี
ความสามารถจับจําเพาะตอ HIS tag ในทุกโปรตีน ซึ่งจํานวน HIS tag ที่อยูในโปรตีนที่ใชเปน target ในการ
ตรวจสอบความจําเพาะตอ HIS tag ดวยวิธี ELISA และ Western blot ดังแสดงในตารางที่ 2 
 
ตารางที่ 2 จํานวน HIS tag ที่อยูในโปรตีนที่ใชเปน target 
 

โปรตีน จํานวน HIS tag 
- 152 scFv-GFP (Puried) 
- CSN (Puried) 
- MSN (Puried) 
- 3C1 scFv (Puried) from periplamic 
- 3C1 scFv (supernatant) 

6xHIS tag 
10XHIS tag 
6xHIS tag 
6xHIS tag 
6xHIS tag 
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ภาพที่ 11  การทดสอบความจําเพาะของแอนติซีรัมดวยวิธี Western blotting MH12 scFv-AP (pKP300ΔIII) และ MH12 scFv-AP (pET21d+) เมื่อเทียบกับ HIS 
prop HRP และ 6xHIS monoclonal antibody โดย M คือ Enzmart’s AccuProtein Chroma (APC-001), lane 1 คือ 152 scFv-GFP, lane 2 คือ Chitosanase (CSN), 
lane 3 คือ Mananase (MSN), lane 4 คือ 3C1 scFv ที่ทําใหบริสุทธิ์ และ,  lane 5 คือ 3C1 scFv ที่อยู supernatant, lane 6 คือ BSA 

 
 
 
 
 



 

 

 

บทท่ี 4 บทสรุป  

สรุปและวิจารณผลการวิจัย 
 

Tag sequence มีความสําคัญตอการทําโปรตีนใหบริสุทธิ์ และ สามารถใชตรวจสอบโปรตีน
ปรับแตงพันธุกรรมที่ผลิตได ซึ่ง HIS-tag เปนหนึ่งใน Tag sequence ที่ไดรับความนิยมในการใชใน 
การศึกษาโปรตีนปรับแตงพันธุกรรรม ในงานวิจัยนี้ไดพัฒนานวัตกรรมการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีของ
หนู โดยใชแอนติบอดีตอ His-tag เปนตัวอยาง ในการสรางคลังแอนติบอดีปรับแตงพันธุกรรมจากไฮบริด
รอมาหนู (P5A11 strain RBF/DnJ) รวมกับ เทคโนโลยีเฟจ โดย P5A11 เปนไฮบริดรอมาที่จําเพาะตอ 
linear 6x his peptide ที่จะนํามาทําการสังเคราะหชิ้นสวนแอนติบอดีหนูสายหนัก (VH) และสายเบา (VL) 
ดวย 9 VH และ 7 VL primers. หลังจากนั้นไดนํายีนของแอนติบอดีดังกลาว มาโคลนเขาไปใน pMOD 
vector เพื่อสรางเปนคลังแอนติบอดีของหนูขนาดเล็ก แลวผลิตเปนแอนติบอดีปรับแตงพันธุกรรม ที่สามารถ
จับกับ His-tag ในรูปแบบ scFv-AP (MH12 scFv-AP) โดยการโคลนเขา expression vector ๒ ชนิด คือ 
(pKP300ΔIII) สําหรับผลิตจาก E.coli TG1 และ MH12 scFv-AP (pET21d+) สําหรับการผลิตโดย E.coli 
Shuffle B cell ซึ่งพบวา  ระบบ pET21d+ expression system นั้นสามารถเตรียม MH12 scFv-AP ไดใน
ปริมาณสูงกวา ทําใหสามารถนําไปใชตรวจสอบ ความสามารถในการจับจําเพาะเจาะตอ HIS tag ในโปรตีน
ตางๆ ไดเหมาะสมกวา โดยเมื่อทําการ เทียบกับ HIS prop HRP และ mouse monoclonal antibody ที่
ซื้อมาเปน positive conrol แลวพบวา MH12 scFv-AP สามารถตรวจจับกับโปรตีนไดหลายประเภท
มากกวา เมื่อใชวิธีการวิเคราะหแบบ   ELISA แตมีความสามารถในการจับนอยกวาเมื่อใชวิธีการ Western 
blot ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา ความสามารถในการจับของแอนติบอดี และ His-probe (Nickle)  ตอ 
His-tag ในโปรตีนตางๆ นั้น แตกตางกันขึ้นกับชนิดของโปรตีนเปาหมาย และวิธีการตรวจสอบ โดยโปรตีน
บนจาน ELISA นั้นจะมีสภาพ ๓ มิติปกติ แตโปรตีนใน WB จะถูกทําลายโครงสราง ๓ มิติไป ดังนั้นการมี
แอนติบอดีสําหรับตรวจสอบที่หลากหลายจึงมีประโยชน เพื่อปรับใชกับ target โปรตีนที่หลากหลาย และ
วิธีการวิเคราะห ที่แตกตางกัน ในอนาคตอาจนําแอนติบอดีนี้ไปตรวจสอบดวยวิธีอื่น อาทิ flow cytometry, 
cell/tissue staiing หรือ biosensors ไดตอไป 

แนวทางการผลิต โมโนโคลนอลที่นําเสนอมานี้ ยังสามารถนําไปปรับใชในการผลิต monoclonal 
antibody จาก mouse hybridoma อื่นๆ ไดอีกหลากหลาย อยางไรก็ตาม ยังมีความจําเปนตองพัฒนา
วิธีการผลิต scFv-AP จาก E. coli expression system ใหมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน รวมทั้งตองศึกษาความ
คงตัว และวิธีการเก็บรักษาใหเหมาะสม เพื่อการนําไปประยุกตใชจริงตอไป 
 

____________________ 
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