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บทคัดย่อ 

 
การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยเทคนิคการแสดงโปรตีนบนผิวฟาจ (phage display technique) 

เป็นวิธีที่สะดวก ประหยัดกว่าการใช้เทคนิคดั้งเดิม สามารถใช้กับแอนติเจนได้หลากหลายชนิด ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้
มีวัตถุประสงค์เพ่ือผลิตคลังฟาจที่ผลิต single chain variable fragment (Phage-scFv library) จากหนูเม้าส์ที่
ไม่ได้รับการฉีดกระตุ้น เพ่ือน ามาคัดเลือก Phage-scFv ที่จ าเพาะต่อโปรตีนไซโคลฟิน (CyP) และนีโอมายซินฟอส
โฟทรานสเฟอเรสทู (NPT II) โดยใช้ชุดไพรเมอร์ดัดแปลงโคลนยีน VH และ VL จาก B cell ของหนูเม้าส์สายพันธุ์ 
BALB/c จ านวน 5 ตัว น ายีน VH และ VL เชื่อมต่อกันเพ่ือสร้างเป็นชิ้น single chain variable fragment 
(scFv) ด้วยเทคนิค overlap extension PCR และโคลนเข้ากับเวคเตอร์ pCANTAB 5e  (Amersham Phar-
macia Biotech,  UK) ถ่ายฝากเข้าสู่แบคทีเรีย สามารถค านวณขนาดของ Phage-scFv library ได้เท่ากับ 1.64 
X 1010 น า Phage-scFv library ที่ได้ทดสอบความสามารถในการจับกับโปรตีนด้วยเทคนิค Surface Plasmon 
Resonance (SPR) พบว่า Phage-scFv library ที่ผลิตได้มีประสิทธิภาพในการจับกับโปรตีน NPT II และ 
Cry1Ab ได้  
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Abstract 
 
Phage display technology has become an established technique used to produce spe-

cific antibodies by circumventing immunization and consequently could facilitate the geneation 
of antibodies that are difficult or impossible to gain through conventional methods. This study 
has been created of the naïve phage scFv library and used for selection of scFv against cyclo-
philin and neomycin phosphotransferase II. The scFv were generated by recombining heavy 
chain and light chain variable regions. The full length scFv fragments were assembled in a pro-
cess making use of all possible combinations of heavy and light chains, which was cloned into a 
plasmid vector from pCANTAB5e (Amersham Pharmacia Biotech, UK).  The resulting scFv gene 
repertoire was cloned to form a sized library composed of 1.64 X 1010 individual clones. Binding 
affinities of the phage scFv library to proteins were determined using Surface Plasmon Reso-
nance (SPR). A biacore sensorgrams showing phage scFv can bind to NPT II and Cry1Ab protein. 

 
6. ค าน า                                 :   

 
การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ด้วยเทคนิคการแสดงโปรตีนบนผิวฟาจ (phage display technique) 

สามารถท าได้โดยการใช้เทคโนโลยีการตัดต่อยีน ในการเชื่อมต่อแอนติบอดีที่มีเฉพาะส่วนของ variable fragment 
ของ VL และ VH ซึ่งมีการเชื่อมต่อกันด้วยสายเปปไทด์สั้นๆ เข้ากับโปรตีนที่เป็นส่วนปกคลุมของผิวฟาจ (capsid) 
เรียกโมเลกุลแอนติบอดีชนิดนี้ว่า ฟาจแอนติบอดี หรือ Phage scFv  โดยทั่วไปมักเชื่อมต่อด้านอะมิโน (N termi-
nal) ของโปรตีนปกคลุม pVIII ซึ่งมีอยู่ประมาณ 2500 ชิ้น หรือ pVIII ซึ่งมีอยู่ประมาณ 5 ชิ้น (ภาพที่ 1 และ 2) ซึ่ง
คลังแอนติบอดีที่ดีควรมีความหลากหลายของส่วนที่ท าหน้าที่จับกับแอนติเจน (binding site) ของแอนติอบดีที่
แตกต่างกัน ประมาณ 109-11 ชนิด ซึ่งแอนติบอดีประเภทนี้ ยังคงคุณสมบัติการเกาะจับกับแอนติเจน (affinity) 
และความจ าเพาะเจาะจง (specificity) ต่อแอนติเจน สูงเทียบเท่ากับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตจากเทคนิค
ไฮบริโดมา (Hybridoma) 
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ภาพที่ 1 แสดงโครงสร้างของฟาจแอนติบอดี (Phage antibody) ที่โคลนจากยีนเฉพาะส่วนของ variable frag-

ment ของ light chain (VL) และ heavy chain (VH) ของแอนติบอด ี 

 

 
 
 

ภาพที่  2 แสดงขั้นตอนการผลิตคลังแอนติบอดีด้วยเทคนิคการแสดงโปรตีนบนผิวฟาจ (phage display               
technique) จากหนู  

 

ข้อดีของการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยเทคโนโลยี phage display คือ สะดวก และประหยัดกว่า
การใช้เทคนิคดั้งเดิม เพราะใช้เวลาน้อยกว่า  ใช้เงินน้อยกว่า ใช้แรงงานและความช านาญน้อยกว่า  และข้อส าคัญ
คือไม่ต้องใช้สัตว์ทดลอง สามารถใช้กับแอนติเจนได้หลากหลายชนิดกว่า เพราะสามารถใช้กับแอนติเจนที่เป็นพิษ
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ต่อสัตว์ แอนติเจนที่คล้ายกับโปรตีนในสัตว์ทดลอง หรืออาจใช้เซลทั้งเซลเป็นแอนติเจนก็ได้   นอกจากนั้นแล้วยัง
สามารถใช้กับแอนติเจนที่ไม่สามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์ได้ (nonimmunogenic antigen) สามารถใช้
ในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่ อแอนติ เจนจ านวนมาก ซึ่ งมีความส าคัญ เป็นอย่ างยิ่ งในงาน
ด้าน  proteomics ในปั จจุบัน   สามารถประยุกต์ ใช้ ในการสร้างแอนติบอดีที่ มีคุ ณสมบั ติ เหมือนของ
คน (humanized antibody) เพ่ือใช้ในการรักษาโรค (therapeutic antibody)  สามารถปรับปรุงให้มีคุณสมบัติ
เปลี่ยนไปตามต้องการ เช่นมีความสามารถในการจับ หรือความจ าเพาะเจาะจงสูงขึ้น หรือทนต่อสภาวะต่างๆ และ
สามารถน าไปผลิตเป็นจ านวน มากได้ง่าย ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโดยทั่วไป เพื่อใช้ในการผลิตในระดับ
อุตสาหกรรม (http://www.sut.ac.th/iat/biotech/montarop/phd) 

 
จากคุณสมบัติของแอนติบอดีที่มีจ าเพาะต่อแอนติเจนสูง จึงนิยมน าแอนติบอดีมาใช้ประโยชน์มากมาย 

เช่น ในทางการแพทย์ใช้แอนติบอดีในการตรวจวินิจฉัยและรักษาโรค ส่วนทางการเกษตรสามารถใช้แอนติบอดี ใน
การตรวจวินิจฉัยโรคพืชได้เช่นกัน และยังใช้ในการตรวจสอบการปนเปื้อนสารเคมีในผลิตภัณฑ์ทางการเกษตรได้
ด้วย ในงานด้านการวิเคราะห์โปรตีนอ่ืนๆ สามารถน าแอนติบอดีมาสกัดบริสุทธิ์โปรตีนเป้าหมาย นอกจากนี้งาน
ด้านการปรับปรุงพันธุ์พืช ซึ่งในปัจจุบันมีการน าเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมหรือการตัดต่อยีนเข้ามาช่วยในการสร้าง
พันธุ์พืชใหม่ๆ ที่เรียกว่า พืชดัดแปลงพันธุกรรมหรือพืชจีเอ็ม [Genetically Modified (GM) Plant] โดยการตัด
ต่อรหัสพันธุกรรมจากสิ่งมีชีวิตหนึ่งไปใส่ในอีกสิ่งมีชีวิตหนึ่ง ประโยชน์ของเทคโนโลยีนี้ท าให้เกิดการพัฒนาสาย
พันธุ์ชนิดใหม่ สามารถปรับปรุงคุณภาพสายพันธุ์พืชใหม่ที่ให้ผลผลิตสูง มีคุณภาพทางโภชนาการ ต้านทานโรค 
แมลง และสารก าจัดวัชพืช รวมถึงพันธุ์พืชที่มีความต้านทานต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้ เช่น ยีนไซโคลฟิ
ลิน (Cyclophilin, CyPs) เป็นโปรตีนประเภท เปปติดิลโพรพิล ซิส-ทรานส์ ไอโซเมอเรส(PPIases)  ที่พบได้ทั่วไป
ในเซลล์ของออร์แกนเนลที่ศึกษาทั้งในเซลล์โปรคาริโอต และยูคาริโอต เป็นยีนที่ เกี่ยวข้องกับการสร้างระบบ
ภูมิคุ้มกันและยับยั้งขบวนการที่ก่อให้เกิดความเสียหายแก่ พืช ซึ่งช่วยให้พืชด ารงชีวิตอยู่ได้ในสภาวะที่ไม่เหมาะสม
นั้น  เช่น การได้รับ ผลกระทบจากโรค แมลง และสภาพแวดล้อมที่ ไม่เหมาะสมอื่นๆ 

 
ในการเพาะเลี้ยงและคัดเลือกเซลล์พืชที่ได้รับการถ่ายยีน สามารถคัดเลือกต้นพืชที่ได้รับการถ่ายยีน โดย

ตรวจสอบยีนเป้าหมายที่สอดแทรกอยู่ในโครโมโซมพืช ด้วยวิธีการทางอณูชีววิทยา ท าโดยการสกัดสกัดดีเอ็นเอ
จากโครโมโซมของพืช แล้วย่อยดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ จากนั้นแยกขนาดดีเอ็นเอด้วยเทคนิค gel elec-
trophoresis แล้วใช้เทคนิค Southern blotting ย้ายดีเอ็นเอจากเจลไปสู่แผ่นเมมเบรน เพ่ือตรวจหาแถบดีเอ็นเอ
ที่มียีน เป้าหมายอยู่โดยใช้ดีเอ็นเอตัวตรวจ (DNA probe) นอกจากนี้อาจตรวจหายีนเป้า หมายบนโครโมโซมพืช
ด้วยเทคนิค พีซีอาร์ (polymerase chain reaction, PCR) ได้อีกวิธีหนึ่ง (หน่วยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยี
แห่งชาติ, 2557) 

 
การคัดเลือกพืชที่ได้รับการถ่ายยีน จ าเป็นต้องตรวจสอบผลผลิตของยีนเป้าหมาย นั่นคือ โปรตีน เพ่ือ

เป็นการยืนยันว่า ยีนเป้าหมายมีการแสดงออกของยีนได้ในต้นพืช การตรวจสอบโปรตีนที่เป็นผลผลิตของยีน นิยม

http://www.sut.ac.th/iat/biotech/montarop/phd
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ใช้เทคนิคทางซีรั่มวิทยา โดยอาศัยแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อโปรตีนเป้าหมายเป็นตัวตรวจ วิธีที่นิยมใช้
ได้แก่ ELISA และ Western blotting  

นอกจากการคัดเลือกโปรตีนจากยีนเป้าหมายแล้ว ยังสามารถตรวจสอบการแสดงออกของยีน
เครื่องหมาย ที่ ถูกถ่ายยีนเข้าไปในต้นพืชได้ด้วย เช่น ยีนนี โอมายซินฟอสโฟทรานสเฟอเรสทู  (neomy-
cin phosphotransferase II : NPT II) ซึ่งเป็นยีนที่ท าให้ต้นพืชที่ได้รับการถ่ายยีนเจริญเติบโตได้บนอาหารที่มีสาร
ปฏิชีวนะกานามัยซิน วิธีที่ใช้ในการตรวจสอบ นิยมใช้เทคนิคทางซีรั่มวิทยา เช่น ELISA ท าให้การคัดเลือกต้นพืช
มีควาสะดวกรวดเร็วมากยิ่งขึ้น  

      
ปัจจุบันฟาจแอนติบอดีมีการน าใช้ประโยชน์ ในด้านต่างๆ เช่น ทางการแพทย์  Pereira และ

คณะ (1997) ใช้ฟาจแอนติบอดีส าหรับการวินิจฉัยแอนติเจนบนผิวเซลล์ของเซลล์มะเร็ง ซึ่งสามารถแยกออกจาก
โรคอ่ืนๆ ที่เกี่ยวข้องได้   นอกจากนี้ ได้มีผลิตฟาจแอนติบอดีต่อสารพิษจากทะเล ชนิด Palytoxin ซึ่งเป็นสารพิษที่
ก่อให้เกิดอาหารเป็นพิษในมนุษย์  Garet และคณะ (2010) ได้ใช้ฟาจแอนติบอดีในเทคนิคทางซีรั่มวิทยา
พัฒนาการตรวจสอบสารพิษ Palytoxin ได้อย่างรวดเร็วและแม่นย าในหอย  

 
Liu และคณะ (2014) คัดเลือกฟาจแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อเชื้อไวรัสโรคของปลา ได้แก่ เชื้อ in-

fectious haematopoietic necrosis virus (IHNV) และ เชื้อ spring viraemia of carp virus (SVCV) (Liu et 
al., 2013) เพ่ือใช้ในการพัฒนาการวินิจฉัยโรค นอกจากจะใช้ฟาจแอนติบอดีในการวินิจฉัยและตรวจสอบโรคแล้ว 
Hubert และคณะ ในปี 2014 ยังใช้ฟาจแอนติบอดีในการแยกโปรตีนเป้าหมายให้บริสุทธิ์ด้วย  

 
ทางด้านการเกษตร มีการใช้ฟาจแอนติบอดีเป็นตัวตรวจสารพิษจากเชื้อรา ชนิด zearalenone ที่

ปนเปื้อนในข้าวฟ่าง (Edupuganti, et al., 2013) และ ในปี 2012 Wang และคณะ  ผลิตฟาจแอนติบอดีจากคลัง
แอนติบอดีที่ ได้จากมนุษย์ เพ่ือใช้ตรวจสอบโปรตีน Cry1C ที่ปนเปื้อนอยู่ในอาหารที่ผลิตจากพืชดัดแปลง
พันธุกรรม นอกจาการตรวจสอบโปรตีนเป้าหมายที่อยู่พืชดัดแปลงพันธุกรรมแล้ว ยังสามารถตรวจสอบการ
แสดงออกของยีนเครื่องหมาย เช่น McKenzie และคณะ (2000) ได้ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ NPTII 
ตรวจสอบต้นพืชดัดแปลงพันธุกรรมที่มียีน NPTII 

 
ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้ท าการผลิตคลังฟาจที่ผลิต single chain variable fragment (Phage-scFv li-

brary) โดยสร้างจาก B cell ของหนูเม้าส์ที่ไม่ได้รับการฉีดกระตุ้น เพ่ือน ามาคัดเลือก Phage-scFv ที่จ าเพาะ
ต่อโปรตีน CyP และ NPT II และน า Phage-scFv ที่ได้ไปพัฒนาเป็นชุดตรวจสอบพืชดัดแปลงพันธุกรรม
ต่อไป 

 
 
 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022175997000057
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010110001054
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166093414001530
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166093414001530
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167701213003771
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7. วิธีด าเนินการ                          :  

 
อุปกรณ์และวิธีด าเนินการ 

 
อุปกรณ์ 
 
1. สารเคมีและเอนไซม ์ 

1.1 สารเคมี  
สารเคมีที่ใช้ในการทดลองซื้อมาจากบริษัทที่เป็นตัวแทนจ าหน่ายในประเทศไทย  
 

1.2 สารเคมีที่ใช้ทดสอบทางชีวเคมี 

 สารเคมีที่ใช้ในการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ (GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit) ของ Fermantas 

 สารเคมีที่ใช้ในการท า Electrophoresis และ Molecular Weight Marker 
 

1.3 เอนไซม์ 

 Fast digest Sfi I (Fermantas, USA) 

 Fast digest Not I (Fermantas, USA) 

 T4 ligase (Fermantas, USA) 

 GoTaq polymerase (Promega, USA) 
 

2. จุลินทรีย์ พลาสมิด และอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 2.1 แบคทีเรีย 

 แบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ์ BL21 

 แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ TG1 

 แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์HB2151 
 

 2.2 พลาสมิด 

 พลาสมิดลูกผสมของยีนไซโคลฟิลิน จากงานวิจัยของคุณสุภาวดี ง้อเหรียญ 

 พลาสมิดลูกผสมของยีน NPT II จากงานวิจัยของคุณพงศกร สรรค์วิทยากุล 
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 พลาสมิด pCANTAB5e (Amersham Pharmacia Biotech,  UK) 
 

 2.3 อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียและยีสต์ 

 อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 2xYT (Himedia, India) 
 

3. เครื่องมือ 
3.1 เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (GeneAmp® PCR System 9700, Applied             
Biosystems) 
3.2 อุปกรณ์การอ่านภาพและบันทึกผล ได้แก่ Gel documentation พร้อมเครื่องพิมพ์ 
3.3 เครื่อง Spectophotometer ส าหรับใช้วัดค่าการดูดกลืนแสง (O.D.) 
3.4 เครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอน ควบคุมอุณหภูมิ 
3.5 ไมโครปิเปตขนาด P1,000  P200  P100 และ P2  ไมโครลิตร 
 

วิธีการทดลอง 
 

1. การเตรียมแอนติเจน 

 
1.1.  โปรตีนรีคอมบิแนนท์ไซโคลฟิลิน (rCYP) 

 
น าพลาสมิดลูกผสมที่มียีนไซโคลฟิลินจากงานวิจัยของคุณสุภาวดี ง้อเหรียญ ถ่ายฝากใน E. coli สาย

พันธุ์  BL21 (Rosetta)  ด้วยวิธีการ heat shock transformation  เลี้ยงเชื้อบนอาหาร LB ที่มี Ampicillin 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 16-20 ชั่วโมง น าโคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนอาหารตรวจสอบโคลนที่มี
ชิ้นยีนอยู่ โดยเทคนิค colony PCR  โดยใช้ไพรเมอร์ จ านวน 2 สาย คือ  ไพรเมอร์ T7- primer  และ T7         
Reverse- primer น าดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้มาวิเคราะห์ขนาดด้วย วิธีอิเลคโตรโฟรีซิสใน 0.8 เปอร์เซ็นต์ อะกา
โรสเจล 

 
เลี้ยงเซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (Rosetta) ที่ผลิตโปรตีนไซโคฟิลิน ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 2YT ที่มี  

Ampicillin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 1 คืน  ที่ 37 องศาเซลเซียส  จากนั้นย้ายลงในอาหารเหลว 2YT  
ที่ผสม  Ampicillin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร   เลี้ยงเชื้อต่อจนเซลล์เจริญมีค่า optical density ที่ความยาว
คลื่น 600 นาโนเมตร (OD600)   เท่ากับ 0.5  เติม  IPTG ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 3.0 mM  เลี้ยงเชื้อต่อ
เป็นเวลาอย่างน้อย 6-8  ชั่วโมง  แยกตะกอนเซลล์โดยหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 20 
นาที  ละลายตะกอนเซลล์ด้วย  purification buffer (100 mM NaH2PO4,  10 mM Tris-Cl, 8M Urea,  pH 
8.0)  ในอัตราส่วนบัฟเฟอร์ 2 มิลลิลิตรต่อตะกอนเซลล์ที่ได้จากอาหารเลี้ยงเชื้อ 25 มิลลิลิตร เติม  lysozyme 
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ความเข้มข้น 0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  บ่มบนน้ าแข็ง นาน 30 นาที ท าให้เซลล์แตกด้วยวิธี freeze-thaw  แล้ว
น ามาหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บส่วนน้ าใส 
(crude extract) ที่มีโปรตีนมาวิเคราะห์ขนาดของโปรตีน rCyP ที่ได้ด้วยเทคนิค SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE)  ใช้ 8 เปอร์เซ็นต์ acrylamide gel ใน Tris-glycine buffer (25 mM Tris  pH 
8.3, 192 mM Glycine,  0.1% SDS)  ใช้ความต่างศักย์คงที่ 120 โวลต์ เมื่อครบเวลาน ามาย้อมสีด้วยสารละลาย 
Coomassie blue (Fermentas, USA)   

 
น า crude extract ที่สกัดได้ มาผ่านคอลัมน์  Ni-NTA   ล้างคอลัมน์ด้วย  Wash Buffer  (100 mM 

NaH2PO4,  10 mM Tris-Cl, 8M Urea, pH 6.3) 10-20 มิลลิลิตร เติม Elution Buffer (100 mM NaH2PO4,  
10 mM Tris-Cl, 8M Urea, pH 4.5) เพ่ือปล่อย rCyP ออกจากคอลัมน์ เก็บสารละลายโปรตีนที่ผ่านคอลัมน์
ออกมาเป็นส่วนๆ ส่วนละ 1 มิลลิลิตร จ านวน 10-20 ส่วน แล้วน าไปหาค่าความเข้มข้นโปรตีนด้วยการวัดค่า 
OD280  และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ rCyP ด้วยวิธี  SDS-PAGE ใน 8 เปอร์เซ็นต์ acrylamide gel 

 
1.2. โปรตีนรีคอมบิแนนท์ NPT II 

 
 น าพลาสมิดลูกผสมของยีน NPT II จากงานวิจัยของคุณพงศกร สรรค์วิทยากุล ถ่ายฝากเข้าเซลล์ E. coli 
สายพันธุ์ BL21 (Rosetta) ด้วยวิธีการ heat shock transformation  น าเซลล์แบคทีเรียที่มีพลาสมิดลูกผสมของ
ยีน NPT II เลี้ยง ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 2YT ที่มี  Ampicillin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 1 คืน  ที่ 37 
องศาเซลเซียส  จากนั้นย้ายลงในอาหารเหลว 2YT  ที่ผสม  Ampicillin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร   เลี้ยงเชื้อต่อ
จนเซลล์เจริญมีค่า OD600  เท่ากับ 0.5  เติม  IPTG ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1.0 mM  เลี้ยงเชื้อต่อเป็น
เวลาอย่างน้อย 6-8  ชั่วโมง วิธีการเช่นเดียวกับข้อ 1.1  น าไปหาค่าความเข้มข้นโปรตีนด้วยการวัดค่า OD280  และ
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ NPT II ด้วยวิธี  SDS-PAGE ใน 8 เปอร์เซ็นต์ acrylamide gel 
 
2. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี  ด้วยเทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบนผิวฟาจ (Phage Display 

Technology)    
 
2.1. การเตรียมคลังของฟาจที่ผลิต single chain variable fragment (Phage-scFv library) 

2.1.1. ออกแบบไพรเมอร์ 
 

ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับยีนของส่วนแปรผัน (variable domain) ของทั้ง heavy และ light chain (VH 
และ VL) ของแอนติบอดีจากหนูเม้าส์สายพันธุ์ BALB/c ซึ่งดัดแปลงจากวิธีของ Zhou et al. (1994) โดยแบ่งเป็น 
2 ส่วน คือ เพ่ิมชิ้นส่วนของยีน VH โดยใช้ไพรเมอร์ จ านวน 2 ชุด คือ Mouse VH forward และ Mouse VH 
reverse และอีกส่วนคือเพ่ิมชิ้นส่วนของยีน VL โดยใช้ไพรเมอร์ จ านวน 2 ชุด คือ Mouse VL forward และ 
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Mouse VL reverse โดยมีต าแหน่งตัดจ าเพาะของเอนไซม์ Sfi I และ Not I ส าหรับโคลนเข้าเวคเตอร์ pCANTAB 
5e  อยู่ที่ปลาย 5'  ของ Mouse VH forward  และ Mouse VL reverse ตามล าดับ และเพ่ิมส่วน linker se-
quence ที่ปลาย 5'  ของ Mouse VH reverse และ Mouse VL forward เพ่ือใช้เชื่อมต่อระหว่างยีน VH และ 
VL ล าดับของกรดอะมิโน ของ linker sequence คือ GSTSGSGKPGSGEGSTKG ดังแสดงในตารางที่ 1 
 
ตารางท่ี 1  ไพรเมอร์ส าหรับโคลนยีน VH และ VL จากหนู 
Mouse VH forward primers  (5'→3') 

MKV-FOR 1 GGCCCAGCCGGCC ATG GCC GATGTGAAGCTTCAGGAGTC 

MHV-BACK4 GGCCCAGCCGGCC ATG GCC CAGGTTACTCTGAAAGAGTC 

MHV-BACK11 GGCCCAGCCGC ATG GCC CAGGTGCAGCTGAAGSAGTC 

MHV-BACK12 GGCCCAGCCGGCC ATG GCC GAGGTCCAGCTGCARCARTC 

MHV-BACK13 GGCCCAGCCGGCC ATG GCC GAGGTGAAGCTGGTGGARTC 

Mouse VH reverse primers  (5'→3') 

MHV-FOR1 ACCAGAGCCGC GCCGCCGCTACCACCACCACCTGCAGAGACAGTGACCAGAGT 

MHV-FOR2 ACCAGAGCCGCCGCCGCCGCTACCACCACCACCTGAGGAGACTGTGAGAGTGGT 

Mouse VL forward primers (5'→3') 

MKV-BACK1 AGCGGCGGCGGCGGCTCTGGTGGTGGTGGATCCGATGTTTTGATGACCCAAACT 

MKV-BACK6 AGCGGCGGCGGCGGCTCTGGTGGTGGTGGATCCGATATTGTGCTAACTCAGTCT 

MKV-BACK9 AGCGGCGGCGGCGGCTCTGGTGGTGGTGGATCCCAAATTGTTCTCACCCAGTCT 

MKV-BACK10 AGCGGCGGCGGCGGCTCTGGTGGTGGTGGATCCGATATTGTGATRACSCAG 

MKV-BACK11 AGCGGCGGCGGCGGCTCTGGTGGTGGTGGATCCGACATTGTGMTGACCCARTCT 

MKV-BACK12 AGCGGCGGCGGCGGCTCTGGTGGTGGTGGATCCGAYATCCAGMTGACWCAGACT 

Mouse VL reverse primers  (5'→3') 

MKV-FOR1 GCGGCCGCCCGTTTCAGCTCCAGCTTG 

MKV-FOR2 GCGGCCGCCCGTTTTATTTCCAGCTTGGT 

Primers for generation of scFv genes in SOE-PCR  (5'→3') 

SOE-BACK GGCCCAGCCGGCCATG 

SOE-FOR GCGGCCGCCCGTTT 

S = G/C,   R = G/A,   K = G/T,   M = A/C,   Y = C/T,   W = A/T,   H = A/C/T,   B = C/G/T,   V = A/C/G,  D = A/G/T, and   N = A/T/G/C. 

2.1.2. สกัด total RNA จากม้ามหนู 
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สกัด Total RNA จากม้ามโดยใช้ ชุดสกัด FavorPrepTM Tissue Total RNA Mini Kit (Favorgen, 
Taiwan) น าม้ามหนูเม้าส์สายพันธุ์ BALB/c อายุประมาณ 1 เดือน จ านวน 5 ตัว ที่เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส มาบดกับไนโตรเจนเหลวในโกร่งให้  ละเอียด จากนั้นเติม FARB Buffer 350 ไมโครลิตรและ ß-
Mercaptoethanol 3.5 ไมโครลิตร.ต่อน้ าหนักม้าม 30 มิลลิกรัม ท าให้เซลล์แตกโดยใช้เข็มฉีดยาขนาด 20G ดูด
ขึ้นลง จ านวน 10 ครั้ง น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง  เป็นเวลา 5 นาที ย้ายสารละลายใส่ใน Filter Column  ปั่นเหวี่ยง
ที่ 12,000 xg เป็นเวลา 2 นาที ดูดสารละลายใสใส่หลอดทดลองใหม่ จากนั้นเติม 1 เท่าปริมาตรร ของ 70 % 
RNase-free ethanol  ผสมให้เข้ากัน แล้วดูดสารละลายลงใน  FARB Mini Column น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 
xg เป็นเวลา 1 นาที ล้างคอลัมน์ด้วย Wash Buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 xg เป็นเวลา 1 
นาที ทิ้งส่วนน้ าใส จากนั้นเติม  Wash Buffer 2 ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 xg เป็นเวลา 1 
นาที น า FARB Mini Column ไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 xg เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือก าจัด ethanol  จากนั้นเติมน้ า 
Rnase Dnase free 50 ไมโครลิตรลงใน FARB Mini Column เพ่ือชะอาร์เอ็นเอออกจากคอลัมน์   บ่มที่
อุณหภูมิห้อง  เป็นเวลา 1 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 xg เป็นเวลา 2 นาที เก็บอาร์เอ็นเอไว้ที่ -80 องศาเซลเซียส 
 

2.1.3.  การสร้าง cDNA ของ VH และ VL 
 

น า total RNA จากข้อ 2.1.2 เปลี่ยนให้เป็น cDNA โดยใช้ชุด   SuperScript™ III Reverse Tran-
scriptase (Invitrogen, USA) โดยผสมของปฏิกิริยาดังนี้  total RNA 5 ไมโครกรัม ,  50 ไมโครโมลาร์ oli-
go(dT)20, 10 มิลลิโมลาร์ dNTP Mix (dATP, dGTP, dCTP และ dTTP)  บ่มที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที แล้วท าให้เย็นลงอย่างรวดเร็วโดยวางลงบนน้ าแข็งนาน 1 นาที จากนั้นเติม 1X First-Strand Buffer, 0.1 โม
ลาร์ DTT 1 ไมโครลิตร, RNaseOUT™ Recombinant RNase Inhibitor 1 ไมโครลิตร และ 200 ยูนิต Super-
Script™ III RT ในส่วนผสมของปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตร จากนั้นท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 ชั่วโมง แล้วท าการหยุดปฏิกิริยาโดยการให้ความร้อนที่ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บ cDNA 
ไว้ที่ - 20 °C  

 
2.1.4.  โคลนยีน VH และ VL ด้วยเทคนิค PCR 
 
น า cDNA จากข้อ 2.1.3 ใช้เป็นแม่แบบในการสร้างยีนของแอนติบอดีทั้งส่วน VH และ VL ด้วยเทคนิค 

PCR โดยใช้  1X GoTaq® Colorless Master Mix (Promega, USA) และ ใช้ชุดไพรเมอร์จากตารางที่  1  
(Mouse VH forward, Mouse VH  reverse, Mouse VL forward และ Mouse VL  reverse) จากนั้นน ามาท า
ปฏิ กิ ริ ยาด้ วย เครื่องควบคุม อุณ หภู มิ อั ต โนมั ติ  (PCR) ยี่ ห้ อ  GeneAmp® PCR System 9700 (Applied 
Biosystems) มีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในขั้นตอนการท าปฏิกิริยาดังนี้ คือ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 120 
วินาที ตามด้วย 35 รอบ ของอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที (denature) อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 30 

http://www.favorgen.com/pdf/DataSheet/Nucleic_Acid_Extraction/Total_RNA/FATRK%20000%20001%20001-1%20001-2.pdf


 11 

วินาที (annealing) และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที (extension) น าดีเอ็นเอที่ เพ่ิมปริมาณแล้ว 
ตรวจสอบด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสใน 1 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล 
 
 

2.1.5. การสร้างเป็นชิ้น scFv 
 

น าชิ้นส่วนยีน VH และ VL (จากข้อ 2.1.4) เชื่อมต่อกัน ซึ่งจะเรียกยีนส่วนนี้ว่า single chain variable 
fragment (scFv) ด้วยเทคนิค PCR ในส่วนผสมของปฏิกิริยา 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย ยีน VH และ VL ใน
ปริมาณที่เท่ากัน 600-800 ng, 1X PCR buffer,  2 มิลลิโมล MgCl2,   80 ไมโครโมลาร์ dNTPs,  2.5 ยูนิต  Taq 
DNA polymerase (Fermentas, USA) จากนั้นน ามาท าปฏิกิริยา assemble ด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ
อัตโนมัติ (PCR) ยี่ห้อ GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) มีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิใน
ขั้นตอนการท าปฏิกิริยาดังนี้ คือ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 120 วินาที ตามด้วย 15 รอบ ของอุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส 30 วินาที (denature) อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที (annealing) และอุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส 30 วินาที (extension) จากนั้นเติมไพรเมอร์ 0.4 ไมโครโมลาร์ (ประกอบด้วย SOE-BACK 0.2 ไมโครโม
ลาร์ และ  SOE-FOR 0.2 ไมโครโมลาร์)  แล้วท าปฏิกิริยา PCR ต่ออีก 30 รอบ น าดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณแล้ว 
ตรวจสอบด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสใน 0.8 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล และสกัดบริสุทธิ์ด้วยชุด PCR Kit (Fermentas, 
USA) จากนั้นเก็บ DNA ที่เตรียมได้ที่ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการเชื่อม scFv เข้ากับ vector (ligation) 
ต่อไป 

 
2.1.6.  เชื่อมต่อเข้ากับเวคเตอร์ pCANTAB 5e และถ่ายฝากเข้าแบคทีเรีย TG1 
 
น าชิ้นส่วนยีน scFv (จากข้อ 2.1.5) ตัดด้วยเอนไซม์ Sfi I และ Not I ในส่วนผสมของปฏิกิริยา 20 

ไมโครลิตร ประกอบด้วย ยีน scFv 20 นาโนกรัม, 1X Fast Digest buffer,  1 ไมโครลิตร Fast Digest  Sfi I และ 

1 ไมโครลิตร Fast Digest Not I บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตรวจสอบด้วยวิธีอิเลคโตรโฟ
รีซิสใน 0.8 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล และน าเวคเตอร์ pCANTAB 5e  (Amersham Pharmacia Biotech,  
UK)  ตัดด้วยเอนไซม์ Sfi I และ Not I เช่นเดียวกับยีน scFv  ตรวจสอบด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสใน 0.8 เปอร์เซ็นต์ 
อะกาโรสเจล หลังจากนั้นน ายีน scFv และเวคเตอร์ pCANTAB 5e  ที่ตัดด้วยเอนไซม์ Sfi I และ Not I แล้ว มา
เชื่อมต่อกันโดยใช้เอนไซม์ T4 DNA ligase ในส่วนผสมของปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตรประกอบด้วย ยีน scFv ที่ตัด
ด้วยเอนไซม์ Sfi I และ Not I 10 นาโนกรัม, pCANTAB 5e  ที่ตัดด้วยเอนไซม์ Sfi I และ Not I 10 นาโนกรัม, 1x 
Rapid Ligation Buffer, 5 ยู นิ ต  T4 DNA ligase (Thermo Scientific,USA) บ่ มที่ อุณ หภู มิ  22 อ งศ า
เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที น าพลาสมิดลูกผสม ถ่ายฝากใน E. coli สายพันธุ์  TG1  ด้วยวิธีการ heat shock 
transformation  เลี้ยงเชื้อบนอาหาร SOBAG (20 g Bacto-tryptone, 5g Yeast Bacto extract, 0.5 g NaCl, 
0.01 MgCl2, 0.1 M Glucose, 100 ug/ml Ampicillin) บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน น าโคโลนีเดี่ยวที่
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เจริญบนอาหารตรวจสอบโคลนที่มีชิ้นยีนอยู่โดยเทคนิค colony PCR  โดยใช้ไพรเมอร์ จ านวน 2 สาย คือ ไพร
เมอร์ SOE-BACK และ  SOE-FOR น าดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้มาวิเคราะห์ขนาดด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสใน 0.8 
เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล จากนั้นท าการค านวณขนาดของคลังฟาจที่ผลิต single chain variable fragment 
(Phage-scFv library) โดยการนับจ านวนของ recombinant bacteria ที่โตบนจานเลี้ยง SOBAG ที่ โดยการเจือ
จางเซลล์ทีละ 10 เท่า (10 fold serial dilution) ประมาณ 4-5 ครั้งก่อนที่จะน าไปเกลี่ย (spread) ลงบนจาน
เลี้ยงเชื้อ บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน จากนั้นนับจ านวนโคโลนี ค านวณหาปริมาณของแบคทีเรียทั้งหมด
ในคลัง  

 
 

2.2. การเตรียม helper phage 
 
เลี้ยงเซลล์ E. coli สายพันธุ์ TG1 ในอาหารเหลว 2YT ที่เติม 2 เปอร์เซ็นต์ Glucose และAmpicillin 

ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (2YT-AG) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขย่าที่ 37 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน 
ย้ายเชื้อลงในอาหารเหลว 2YT-AG   เลี้ยงเชื้อต่อจนเซลล์เจริญอยู่ในช่วง log phase เติม helper phage 
M13K07 ลงในเซลล์  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร น าไปเขย่าที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง แยกตะกอนเซลล์
โดยหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที  ละลายตะกอนเซลล์ด้วย  2YT ที่เติม Ampi-
cillin ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ Kanamycin 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (2YT-AK) ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร เขย่าที่ 37 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน  แยกตะกอนเซลล์โดยหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 5,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บส่วนน้ าใส ตกตะกอน helper phage ด้วยสารละลาย PEG/NaCl [200 g PEG 
(MW 8,000), 146.1 g NaCl] อัตรา 1 ส่วน ต่อน้ าใส 5 ส่วน กวนเบาๆ บนน้ าแข็ง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แยก
ตะกอนฟาจโดยหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ละลายตะกอน helper phage 
ด้วย PBS ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 

 
 
2.3. การขยายจ านวนคลังฟาจที่ผลิต single chain variable fragment (Phage-scFv library) 

 
น าเซลล์ recombinant bacteria จากข้อ 2.1.6 เลี้ยงในอาหารเหลว 2YT-AG  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

เขย่าที่ 37 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน เลี้ยงเซลล์เช่นเดียวกับข้อ 3.2 ละลายตะกอน Phage-scFv library ด้วย
สารละลาย blocking (3 % skim milk, 0.01% NaN3, 0.1 % Triton X-100) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บ่มที่
อุณหภูมิห้อง นาน 15 นาที 
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2.4.  ทดสอบการจับกันของ Phage-scFv library ที่ผลิตได้กับ recombinant NPT II และโปรตีนอ่ืนๆ 

ด้วยเทคนิค Surface Plasmon Resonance (SPR)  
 
น าโปรตีน NPT II เคลือบลงบน Sensor Chip NTA (GE Healthcare, Sweden) จากนั้นน า Sensor 

Chip NTA ที่เคลือบด้วยโปรตีนแล้ว เข้าในเครื่อง Biacore X-100 (GE Healthcare, Sweden) ฉีด Phage-scFv 
library จากข้อ 2.3 เข้าในเครื่อง Biacore X-100 ตรวจดู sensorgram การจับกันของ Phage-scFv และโปรตีน
เป้าหมาย น าโปรตีนชนิดอื่นทดสอบการจับของ Phage-scFv 

 
เวลา และสถานที่ท าการทดลอง 
 
 ระยะเวลาท าการทดลอง ตุลาคม  2558 – กันยายน 2560 (2 ปี) 
 สถานที่ท าการทดลอง ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ  อ.ธัญบุรี  จ.ปทุมธานี 

 
8. ผลการทดลองและวิจารณ์  : 

 
8.1.  การเตรียมแอนติเจน 

 
ท าการถ่ายฝากพลาสมิดลูกผสม เข้าในเซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21(Rosetta) คัดเลือกโคลนที่มีพ

ลาสมิดลูกผสม และทดสอบการแสดงออกของยีน ไซโคฟิลินและ NPT II โดยชักน าให้เกิดการแสดงออกของยีน
ด้วย 1 mM IPTG เป็นเวลา  4  ชั่วโมง วิเคราะห์ผลด้วย SDS-PAGE พบว่า มีการแสดงออกของแถบโปรตีน
ขนาดประมาณ 18.4 และ 29 กิโลดาลตันตามล าดับ  โปรตีนที่ได้นี้ คือ ไซโคฟิลินและ NPT II  ที่เกิดจากการ
แสดงออกร่วมกันระหว่าง 6x His tag และ ไซโคฟิลินและ NPT II ซึ่งแถบโปรตีนขนาดดังกล่าวไม่ปรากฏในกลุ่ม
ควบคุม  (เซลล์ E. coli สายพันธุ์  BL21(Rosetta (ภาพท่ี 3)    

 
ส าหรับการสกัด rCYP และ rNPT II  ให้บริสุทธิ์นั้น ท าการสกัดโดยอาศัยคุณสมบัติการเป็น Histidine 

tagged protein  น าไปผ่านคอลัมน์ Ni-NTA ตรวจสอบความบริสุทธิ์ด้วยวิธี SDS-PAGE พบว่า ความเข้มข้นของ 
rCYP และ rNPT II  ที่วัดด้วยวิธี Bradford assay ได้ปริมาตรโปรตีนทั้งหมด 6.12 และ 6.37 มิลลิกรัม จาก
อาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มต้น 1 ลิตร ตามล าดับ 
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ภาพที่ 3   ปริมาณของ rCYP และ rNPT II ที่ผลิตได้จากเซลล์ E. coli หลังจากชักน าด้วย IPTG (lane 1 และ 2) 
แยกขนาดโปรตีนด้วย SDS-PAGE  

                                                                                                                    
 

8.2. การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี ด้วยเทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบนผิวฟาจ (Phage Display 
Technology)    

 
8.2.1. การเตรียมคลังของฟาจที่ผลิต single chain variable fragment (Phage-scFv library) 
 

จากการออกแบบไพรเมอร์ ส าหรับการโคลนยีนของ VH และ VL โดยไพรเมอร์นี้ดัดแปลงจากรายงานของ 
Zhou et al. (1994) ซึ่งเหมาะส าหรับการโคลนยีนของทั้ง VH และ VL ที่ ได้จากหนูจากหนูเม้าส์สายพันธุ์ 
BALB/c ที่ไม่ได้รับการกระตุ้นจากแอนติเจน   จากรายงานมีการใช้ไพรเมอร์ส าหรับโคลนยีน VH (forward pri-
mer 10 เส้น และ reverse primer 4 เส้น) และ VL (forward primer 9 เส้น และ reverse primer 4 เส้น) 
จ านวน 40 และ 36 คู่ ตามล าดับ จึงได้ท าการดัดแปลงไพรเมอร์โดยใช้ รหัส IUPAC nucleotide code แทน
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่มีความแตกต่าง  ซึ่งวิธีนี้ ท าให้ประหยัดค่าใช้จ่ายจากเดิม โดยลดจ านวนไพร
เมอร์ที่ใช้ เพียง 10 และ12 คู่ ส าหรับโคลนยีน VH (forward primer 5 เส้น และ reverse primer 2 เส้น) และ
ยีน VL (forward primer 6 เส้น และ reverse primer 2 เส้น) ตามล าดับ และไพรเมอร์ทั้ ง 22 คู่  ยังคงมี
ประสิทธิภาพในการโคลนยีน VH และ VL โดยเมื่อน าไปท าปฏิกิริยา PCR สามารเพ่ิมปริมาณยีน VH และ VL ได้ 
โดยยีนมีขนาดประมาณ 400 และ 340 bp ตามล าดับ (ภาพที่ 4) เช่นเดียวกับรายงานของ Okamoto et al. 
(2004) และ Wang et al. (2000) ซึ่งทดสอบการใช้ชุดไพรเมอร์โคลนยีน VH และ VL จากเซลล์ไฮบริโดมาของ
หนู จากนั้นใช้เทคนิค overlap extension PCR เชื่อมต่อยีน VH และ VL เพ่ือสร้างเป็นส่วนของยีน scFv โดย
อาศัย linker sequence (GSTSGSGKPGSGEGSTKG) ที่อยู่บริเวณปลายของยีน VH และ VL ท าการเพิ่มส่วนของ
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Sfi I ทาง 5’ และ Not I ทาง 3’ ของยีน scFv โดยใช้ไพรเมอร์ SOE-BACK และ SOE-FOR 
โดยยีน scFv มีขนาดประมาณ 750 เบส (ภาพที่ 4) 
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ภาพที่ 4   แสดงส่วน variable heavy (VH) และ variable light (VL) และสายแอนติบอดีสายเดี่ยว (scFv) 
                        
 เมื่อได้ยีน scFv ซึ่งมีส่วนประกอบของ ยีน VH และ VL น ามาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Sfi I  และ Not I 
และน าไปเชื่อมต่อเข้ากับเวคเตอร์ pCANTAB 5e ถ่ายฝากเวคเตอร์ลูกผสมเข้าสู่ E. coli สายพันธุ์ TG1 ตรวจสอบ
ยีน scFv ในแบคทีเรียที่มีเวคเตอร์ลูกผสม (คลังฟาจที่ผลิต single chain variable fragment :Phage-scFv li-
brary) ด้วยเทคนิค colony PCR  โดยใช้ไพรเมอร์ SOE-F และ SOE-R พบว่า ใน Phage-scFv library มียีน 
scFv ขนาดประมาณ 750 bp (ภาพท่ี 5ก) และเม่ือน ามาสกัดเวคเตอร์ลูกผสม เทียบกับเวคเตอร์ pCANTAB 5e 
พบว่า เวคเตอร์ลูกผสมมีขนาดใหญ่กว่า pCANTAB 5e (ภาพที่ 5ข) แสดงว่ามีการสอดแทรกของยีน scFv ที่
สอดแทรกเข้าในเวคเตอร์ pCANTAB 5e จากนั้นท าการค านวณขนาดของ Phage-scFv library ด้วยวิธีการนับ
จ านวนของ recombinant bacteria ที่โตบนอาหารแข็ง โดยการเจือจางเซลล์ทีละ 10 เท่า (10 fold dilution) 
จึงน าไปเกลี่ย (spread) ลงบนจานเลี้ยงเชื้อ พบว่า สามารถค านวณขนาดของ Phage-scFv library ที่ค่าความเจือ
จาง 1010 มีขนาด 1.64 X 1010 clone/ml 
  

การเพ่ิมจ านวน Phage-scFv โดยใช้ฟาจตัวช่วย ( helper phage: M13K07)  เข้าไปเจริญในแบคทีเรียที่
มี Phage-scFv library โดยการส่งผ่านดีเอ็นเอเข้าไป โดย helper phage เหล่านี้จะช่วยในการสร้างโปรตีนที่ใช้
ในการประกอบเป็น Phage-scFv ภายในเซลล์แบคทีเรีย หลังจากนั้นสกัดแยกและท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีการ
ตกตะกอนด้วย PEG เพ่ือสร้างเป็นคลังของเฟจที่สมบูรณ์  
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ภาพที่ 5  (ก) ตรวจสอบยีน scFv ในคลังฟาจที่ผลิต single chain variable fragment :Phage-scFv library 

(lane 1-16) เทียบกับเวคเตอร์ลูกผสมที่มียีน scFv (lane 17) ด้วยเทคนิค PCR                                                                                                            
(ข) เวคเตอร์ลูกผสม (Phage-scFv library) (lane 1) เทียบกับ เวคเตอร์ pCANTAB 5e (lane 2) 

 
 
8.2.2.  ทดสอบการจับกันของ Phage-scFv library ที่ผลิตได้กับ recombinant NPT II และ

โปรตีนอ่ืนๆ ด้วยเทคนิค Surface Plasmon Resonance (SPR)  
 

ทดสอบการจับกันของ Phage-scFv library ที่ผลิตได้กับ rNPT II ด้วยเทคนิค SPR ด้วยเครื่อง Biacore 
X-100  ผลจาก sensorgram  (ภาพที่ 6)  แสดงให้เห็นว่ามีการจับกันของโปรตีนเกิดข้ึน จากลักษณะของเส้นกราฟ
ที่เกิดขึ้น โดยพบว่าเส้นกราฟสูงขึ้น เมื่อมีการฉีด Phage-scFv library เข้าในระบบ และเส้นกราฟคงที่ จนได้ท าการ
ชะ Phage-scFv library  ออก ซึ่งเส้นกราฟลักษณะเช่นนี้ เป็นลักษณะของแอนติบอดีจับกับแอนติเจนแบบจ าเพาะ
เจาะจง ซึ่งเป็นการจับที่แน่นกว่าการจับกันของโปรตีนกับโปรตีนทั่วไป ซึ่งลักษณะ sensorgram สอดคล้องกับ
งานวิจัยที่ใช้เครื่อง Biacore ในการตรวจสอบการจับกันของแอนติบอดีและแอนติเจน เช่น Schneider et. al. 
(1997) ท าการตรวจสอบ binding kinetics ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี MoAb34 กับฮอร์โมน ERYTHROPOI-
ETIN (EPO) โดยใช้ Biacore (ภาพที่ 7) และ รายงานของ Christine et. al. (2012) ใช้เครื่อง Biacore ในการหา
ค่า Kinetics และ affinity ของการจับกันระหว่าง human Dickkopf protein 1 (DKK1) และโมโนโคลนอล
แอนติบอดี DS4 (ภาพท่ี 8) 

 
นอกจากนี้ ยังน า Phage-scFv library ที่ผลิตได้ทดสอบการจับกับโปรตีนอ่ืนๆ ได้แก่ recombinant 

Cry1Ab (rCry1Ab) จาก sensorgram พบว่า Phage-scFv สามารถจับกับโปรตีน rCry1Ab ได้เช่นเดียวกัน(ภาพที่ 
9)  นั่นแสดงให้เห็นว่า Phage-scFv library ที่ผลิตได้ มีประสิทธิภาพในการจับกับโปรตีนได้  
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ภาพที่ 6 Biacore sensorgram แสดงการจับกันของ Phage-scFv  และ rNPT II  
 
 

 

 
 
ภาพที่ 7 Biacore sensorgram จากรายงานของ Schneider et. al. (1997) แสดงการตรวจสอบ binding kinet-

ics ของ โมโนโคลนอลแอนติบอดี MoAb34 กับฮอร์โมน ERYTHROPOIETIN (EPO) ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
โดยใช้ Biacore   
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ภาพที่ 8 Biacore sensorgram จากรายงานของ Christine et. al. (2012) แสดงการหาค่า Kinetics และ affini-

ty ของการจับกันระหว่าง human Dickkopf protein 1 (DKK1) และโมโนโคลนอลแอนติบอดี DS4  
 

 

 
 
 
ภาพที่ 9 Biacore sensorgram แสดงการจับกันของ Phage-scFv และ rCry1Ab 
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9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ : 
 

1. ชุดไพรเมอร์ส าหรับการโคลนยีน ส่วน variable ของ heavy chain (VH) และส่วน variable ของ 
light chain (VL) ซึ่งดัดแปลงให้มีจ านวนไพรเมอร์น้อยลง แต่ยังคงประสิทธิภาพในการโคลนยีน VH และ VL จาก
หนูเม้าส์สายพันธุ์ BALB/c ได้ ซึ่งท าให้ประหยัดค่าใช้จ่ายในการสังเคราะห์ไพรเมอร์ ซึ่งแต่เดิมใช้ไพรเมอร์จ านวน
มากในการโคลนยีน 

 
2. Phage-scFv library ได้รับการสังเคราะห์ เป็นผลส าเร็จ เป็นคลังฟาจชนิด Naïve ซึ่งใช้แหล่ง

พันธุกรรมจากม้ามของหนูเม้าส์สายพันธุ์ BALB/c ที่ไม่เคยได้รับการฉีดกระตุ้น จ านวน 10 ตัว ชิ้นส่วน scFv สร้าง
ม า จ า ก ส่ ว น  variable ข อ ง  VH แ ล ะ ส่ ว น  variable ข อ ง  VL เชื่ อ ม ต่ อ กั น ด้ ว ย  linker sequence: 
GSTSGSGKPGSGEGSTKG และ Phage-scFv library ที่ผลิตได้มีขนาด 3.28 X 1012   

 
3. ทดสอบคุณสมบัติการจับของ Phage-scFv library กับแอนติเจนชนิดต่างๆ ด้วยเทคนิค SPR โดยใช้

เครื่อง Biacore X-100 พบว่า Phage-scFv library สามารถจับกับโปรตีน NPT II และ Cry1Ab ได ้
 

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ : 
 

จากงานวิจัยครั้งนี้  เป็นการสร้าง Phage-scFv library ซึ่งเป็นชนิด Naïve library เพราะสร้างจาก          
B cell (ม้าม) ที่ไม่ได้รับการกระตุ้นด้วยแอนติเจนใดๆมาก่อน จึงท าให้ Phage-scFv library มีแอนติบอดีค่อนข้าง
หลากหลาย ดังนั้น สามารถใช้ Phage-scFv library จากงานวิจัยนี้ ในการคัดหา Phage-scFv ที่จ าเพาะต่อ
แอนติเจนชนิดใหม่ๆ ได้ทันที โดยไม่ต้องผลิต Phage-scFv library ใหม่ ท าให้ลดเวลาและประหยัดค่าใช้จ่ายใน
การผลิตแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจน ซึ่งส่งผลให้การพัฒนางานวิจัยที่ใช้แอนติบอดีมีความรวดเร็วขึ้น 

 
11. ค าขอบคุณ : 
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วิทยาเขตก าแพงแสน   ที่ให้ค าปรึกษาในการด าเนินงานวิจัย และขอขอบคุณ คุณวัชรินทร์ ศรีประยูร ที่ช่วยงานใน
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13. ภาคผนวก : 
14. ภาคผนวก : 

ภาคผนวก ก 
 

การสกัดพลาสมิด  
โดยใชชุ้ดสกัดพลาสมิด  GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, USA) 

 
เลี้ยงเชื้อ E. coli ที่มีพลาสมิดหรือดีเอ็นเอลูกผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร LB ที่มียาปฏิชีวนะตามที่ระบุ

ส าหรับพลาสมิดหรือดีเอ็นเอลูกผสม ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปเขยา่ในเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว
รอบ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-20 ชั่วโมง   ปั่นเก็บตะกอนเซลล์ที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอ่นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แล้วน าไปสกัดพลาสมิดตามวิธีการดังต่อไปนี้ 

1. ละลายตะกอนเซลล์ด้วย Resuspension Solution  ปริมาตร 250 ไมโครลิตร  
2. เติม Lysis Solution  ลงในสารละลายข้อ 1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร แลวกลับ หลอดเบาๆ            

4-6 ครั้ง เพื่อผสมให้เข้ากัน 
3. เติม Neutralization Solution ลงในสารละลายข้อ 2 ปริมาตร 350 ไมโครลิตรแลวกลับ หลอดเบาๆ

ทันที 4-6 ครั้ง  
4. น าไปปัน่ตกตะกอนที่ 12,000 รอบตอ่นาที  เป็นเวลา 5 นาท ี
5. ใช้ไมโครไปเปตดูดสารละลายใสในข้อ 4 ใสลงใน GeneJET™ spin column 
6. น าไปปัน่เหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วเทของเหลวทิ้ง 
7. ล้าง GeneJET™ spin column ด้วย Wash Solution ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลว น าไปปั่น    เหวี่ยง

ที่ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วเทของเหลวทิ้ง  
8. ล้าง GeneJET™ spin column ด้วย Wash Solution  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลว น าไปปัน่            

เหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที 
9. เทของเหลวในข้อ 8 ทิ้ง แล้วน าไปปัน่เหวี่ยงซ้ า ที่ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือก าจัด

บัฟเฟอรอ์อกจาก Column 
10. น า GeneJET™ spin column ไปวางในหลอด microcentrifuge ใหม่ แล้วเติม Elution   Buffer  

ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงตรงกลางของ GeneJET™ spin column เพ่ือละลาย    ดีเอ็นเอออกมา บ่ม 2 นาท ี
แล้วน าไปปัน่เหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

การตรวจขนาดดีเอ็นเอดวยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซิส ( Agarose Gel Electrophoresis) 
 

1. เตรียม agarose gel 0.8 % ใน 1X TBE buffer 

2. อุ่นให้เจลละลาย รอให้เย็นพอที่มือจับได้ 

3. เทลงในถาดส าหรับเตรียมเจล แลววาง comb  รอให้เจลแข็งประมาณครึ่งชั่วโมง   วางถาดเจลลงใน cham-
ber เท 1xTBE ให้ท่วมเจล แลวจึงดึง comb ออก 

4. load ดีเอ็นเอตัวอย่างเปรียบเทียบกับ  DNA/Hind III marker  

5. แยกแถบดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟา 120 โวลต์ ตั้งเวลา 30 นาท ี 

6. แกะเจลออกจากถาดน าไปแช่ในสารละลาย ethidium bromide 0.5 M เป็นเวลา 5 นาที เพื่อย้อมสีแถบดี
เอ็นเอ  

7. น าเจลลงแช่ในน้ ากลั่นเพื่อล้างสีส่วนเกินออก เป็นเวลา 10 นาท ี

8. ตรวจการเรืองแสงของแถบดีเอ็นเอบนเจลโดยใช้เครื่อง Gel Document 
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ภาคผนวก ค 
 

การแยกโปรตีนโดยวิธีการท าเจลอิเลคโตรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส  
(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis : SDS-PAGE) 

 
การเตรียมเจล 

1. ประกอบชุดแผ่นแก้วเข้าด้วยกันคัน่ดวย spacers ล็อคให้แนบติดกันด้วย clamp แล้วขัน สกรูให้แน่นวางลง
ใน casting stand 

2. เตรียมสารละลายเจล 8% โดยผสมสารต่อไปนี้ ตามล าดับ คนเบาๆให้เขา้กัน แต่ยังไม่ต้องเติม TEMED 
(N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine) กับ ammonium persulfate 

น้ าปราศจากไอออน     4.6 มิลลิลิตร 
30% acrylamide monomer solution 2.7 มิลลิลิตร 
1.5 M Tris buffer pH 8.8   2.5 มิลลิลิตร 
10% SDS     0.1 มิลลิลิตร 
10% ammonium persulfate  0.1 มิลลิลิตร 
TEMED     6 ไมโครลิตร 

3. เตมิ TEMED กับ ammonium persulfate แลวเขย่าวนเบาๆ ระวังไม่ให้เกิดฟองอากาศ 

4. ใช้ไปเปตดูดสารละลายเจลใส่ลงที่มุมแผ่นแกว้ จากนั้นค่อยๆหยดน้ ากลั่นให้คลุมผิวเจล ทิ้งไว้ใหเจลแข็งตัว ใช้
เวลาประมาณ 45-60 นาที 

5. เตรียม stacking gel monomer โดยผสมสารตอ่ไปนี้ 
น้ าปราศจากไอออน     2.7 มิลลิลิตร 
30% acrylamide monomer solution 0.67 มิลลิลิตร 
1.0 M Tris buffer pH 6.8   0.5 มิลลิลิตร 
10% SDS     0.04 มิลลิลิตร 
10% ammonium persulfate  0.04 มิลลิลิตร 
TEMED     4 ไมโครลิตร 

6. เทน้ าที่ปดิหน้าเจลออก ซับให้แห้งดว้ยกระดาษ 

7. ดูดสารละลายเจลใส่ลงระหว่างแผ่นแกว้ เสียบ comb เพ่ือให้เกิดช่อง (well)  

8. ทิ้งไว้จนกว่าเจลจะแข็ง ใช้เวลาประมาณ 45-60 นาที 

9. เอา comb ออก ระวังอย่าให้เจลขาด เติม Tank buffer ลงใน chamber 
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การท าอิเลคโตรโฟรีซิส 

1. ใส่สารตัวอย่างที่ผสมกับ 2x sample buffer แลวหยอดลงในแต่ละช่องของเจล 

2. ต่อชุดอิเลคโตรโฟรีซิสทั้งหมดเข้าด้วยกัน เสียบปลั๊กต่อกับเครื่องจาย กระแสไฟฟ้า 

3. ตั้งกระแสไฟฟ้าไว้ที่ 120 โวลต์ ใช้เวลาประมาณ 2 ชั่วโมง ส าหรับเจล 1 แผ่น 

4. ปิดเครื่องจ่ายกระแสไฟฟ้าเมื่อ tracking dye ลงมาถึงดา้นล่าง  

5. น าแผ่นแกว้ออกจาก chamber เอา spacers ออก แล้วใช้ spatula งัดแผ่นแกว้เบาๆ เจลจะติดอยู่ที่แผ่น
แก้วข้างหนึ่ง ค่อยๆเทเจลลงในถาดย้อม 

 
การเตรียมสีย้อม PageBlue™ Protein Staining Solution (Fermentas, USA) 

1. เติมน้ ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร ลงในเจล น าไปเข้า microwave ด้วยไฟแรง นาน 1 นาที เขย่าต่อ 5 
นาที  เทน้ าทิ้ง 

2. ท าซ้ าข้อ 1 จ านวน 3 ครั้ง  

3. เติม PageBlue™ Protein Staining Solution ปริมาตร 20 มิลลิลิตร น าไปเข้า  microwave ด้วยไฟแรง 
นาน 30 วินาที  เขย่าต่อ 20 นาที  เทสารละลายทิ้ง 

4. ล้างเจลด้วยน้ ากลั่น  5 ครั้ง 
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