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เจา๊ะ เค คาย : การพฒันาแอนติบอดีปรับแต่งพนัธุกรรมชนิดเส้นเด่ียว เอสซีเอฟว ี(scFv) เพื่อ
การตรวจวิเคราะห์ เช้ือแบคทีเรียแบรดด้ีไรโซเบียม สายพนัธ์ุ SUTN9-2 (Bradyrhizobium 
strain SUTN9-2) ในระบบการปลูกพืชหมุนเวยีนขา้วสลบัถัว่ (DEVELOPMENT OF 
RECOMBINANT scFv ANTIBODY FOR POINT OF DEMAND (POD) DETECTION 
OF Bradyrhizobium STRAIN SUTN9-2 IN RICE-LEGUME CROPPING SYSTEM) 
อาจารยท่ี์ปรึกษา : ศาสตราจารย ์ดร.ภญ.มณฑารพ  ยมาภยั, 132 หนา้. 
 
แบรดด้ีไรโซเบียมเป็นแบคทีเรียชนิดหน่ึงท่ีอาศัยในดินมีความสามารถในการตรึง

ไนโตรเจนจากบรรยากาศมาให้กับพืชตระกูลถั่วท่ีเช้ืออยู่อาศัยร่วมกันแบบภาวะพึ่ งพาได้                      
โดยสามารถเปล่ียนก๊าซไนโตรเจนเป็นแอมโมเนียเพื่อใชเ้ป็นปุ๋ยใหแ้ก่พืช ภาวะแบบพึ่งพาอาศยักนั
น้ีกลายเป็นปัจจยัส าคญัประการหน่ึงในการเกษตรเน่ืองจากเป็นกลไกท่ีน าแหล่งไนโตรเจนปริมาณ
มหาศาลกลบัสู่ชีวมณฑลของโลก จากคุณสมบติัท่ีเป็นประโยชน์น้ี แบคทีเรียชนิดน้ีถูกใช้เป็นปุ๋ย
ชีวภาพส าหรับระบบการปลูกพืชหมุนเวียนขา้วสลบัพืชตระกูลถัว่อยา่งย ัง่ยืน ทั้งน้ีการตรวจสอบ
ติดตามและการศึกษากระบวนการทางชีวภาพของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนท่ีอยูอ่าศยัร่วมกนักบัพืช
น้ีเป็นส่ิงจ าเป็นส าหรับการศึกษาวิวฒันาการของจุลินทรียท่ี์มีปฏิสัมพนัธ์ต่อพืช ไมโครไบโอม             
ในดิน ตลอดจนการควบคุมคุณภาพของแบคทีเรียท่ีใช้เป็นปุ๋ยชีวภาพในการท าเกษตรอินทรีย์ 
ในขณะท่ีเทคโนโลยีการแสดงแอนติบอดีบนผิวเฟจมีการใช้กันอย่างแพร่หลายในการผลิต
แอนติบอดีปรับแต่งพนัธุกรรม เพื่อวตัถุประสงค์ทางการแพทย ์แต่มีรายงานการใช้เทคโนโลยีน้ี
น้อยมากในภาคเกษตรกรรม ในวิทยานิพนธ์น้ี แอนติบอดีปรับแต่งพนัธุกรรมชนิดเส้นเด่ียว                
เอสซีเอฟวี (scFv) ท่ีมีความจ าเพาะต่อเช้ือแบคทีเรียแบรดด้ีไรโซเบียม สายพันธ์ุ SUTN9-2                
(โคลน yiN92-1e10) และ สายพันธ์ุ  DOA9 (โคลน yiDOA9-162) ท่ี ถูกคัดเ ลือกมาจาก                                  
คลังแอนติบอดีบนผิวเฟจของมนุษย ์ซ่ึงความจ าเพาะในการจบัและการวิเคราะห์ปฏิกิริยาการ                  
จบัแบบขา้มสายพนัธ์ุแบคทีเรียของเอสซีเอฟวี ไดน้ ามาทดสอบโดยใช้หลกัการ อีไลซ่า (ELISA) 
และเทคนิคการถ่ายภาพคอนโฟคอล-อิมมูโนฟลูออเรสเซนซ์  (confocal-immunofluorescence)         
ทั้ งน้ีการใช้วิธี ท่ีไม่ใช่จีเอ็มโอน้ี สามารถระบุต าแหน่งของเช้ือ SUTN9-2 ได้ทั้ งในรูปแบบ                                                              
เอนโดไฟต์ติก (endophytic) ภายในเน้ือเยื่อข้าว และแบคทีเรียท่ีเปล่ียนแปลงรูปร่างไปแล้ว 
(bacteroid) ในปมรากพืชตระกูลถั่วได้ นอกจากน้ีได้มีการเปรียบเทียบการใช้แอนติบอดี                  
ปรับแต่งพนัธุกรรม ในการศึกษาการแข่งขนัเขา้ครอบครองปมรากของแบคทีเรียเปรียบเทียบกบั
วิธีการยอ้มสี GUS แบบมาตรฐาน (Gus-staining method) ซ่ึงพบวา่วิธีการใหม่น้ีให้ผลการทดลอง
ไม่แตกต่างจากวิธีมาตรฐาน ดงันั้นผลการศึกษาน้ีจึงเป็นคร้ังแรกท่ีแสดงถึงศกัยภาพของการใช้
แอนติบอดีมนุษย์บนผิวเฟจแบบเอสซีเอฟวี ในการถ่ายภาพและการตรวจติดตามปุ๋ยชีวภาพ     
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Bradyrhizobium is one of the soil bacteria that can fix atmospheric nitrogen                                 

in symbiosis with specific legumes and convert nitrogen gas into ammonia to be                                   

used as fertilizer in plants. This symbiosis becomes one of the significant factors in 

agriculture because it supplies huge quantity of nitrogen to the world biosphere.                        

In order to take this advantage, this bacterium is currently used as biofertilizer for 

sustainable legume-rice rotational cropping system. Monitoring and bioimaging of this 

nitrogen fixing bacterium is essential for the study of plant-microbe evolution, soil 

microbiome, as well as quality control of its used in organic farming. While phage 

display antibody technology has been widely used to generate recombinant antibody 

for numerous medical purposes, very few of its application in agricultural sector has 

been reported. In this thesis, recombinant single-chain variable fragments (scFv) 

against Bradyrhizobium strains SUTN9-2 (yiN92-1e10) and DOA9 (yiDOA9-162) 

were isolated from human phage display antibody library. The binding specificity and 

cross-reactivity of the isolated soluble scFv was evaluated by ELISA and confocal-

immunofluorescence imaging techniques. By using this non-GMO method, SUTN9-2  

 



 




