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งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือผลิตโมโนโคลนาลแอนติบอดีของมนุษยท่ีมีความสามารถในการลบลางพิษ
Staphylococcal enterotoxin A (SEA) จากเช้ือแบคทีเรีย Staphylococcus aureus โดยใชเทคนิคแอนติบอดีฟาจดิส
เพลย การวิจัยเริ่มจากการเพ่ิมจํานวนยีน SEA จากเชื้อ Staphylococcus aureus strain ATCC 13565 แลวนํา PCR 
product เขาสู cloning vector และ E. coli host protein expression system และผานขั้นตอน protein purification โดย
ใช affinity resin ซ่ึงนํา purify recombinant SEA (rSEA) ท่ีเตรียมไดมาใชเปนแอนติเจนคัดเลือกฟาจท่ีดิสเพลย
แอนติบอดีจําเพาะตอท็อกซินดวยเทคนิคไบโอแพนนิง (bio-panning) ซ่ึงสามารถคัดเลือกฟาจที่ดิสเพลยแอนติบอดีท่ีมี
ความจําเพาะตอ rSEA ได 28 โคลน จากน้ันนําฟาจแตละโคลนเขาสูเซลลแบคทีเรียเจาบานชนิดเอชเชอริเชียโคไล (E. 
coli) แลวตรวจสอบความหลากหลายของยีนท่ีเปนรหัสของแอนติบอดีสายเดี่ยวของมนุษย (genes coding for human 
monoclonal single chain variable fragments; huscfv) ในฟาจที่คัดเลือกไวดวยวิธี Restriction Fragment Length 
Polymorphism (RFLP)  ผลการวิเคราะหพบวายีนท่ีเปนรหัสของแอนติบอดีสายเดี่ยวของมนุษยหรือ huscfv จาก
แบคทีเรียท้ัง 2 โคลนมีรูปแบบของทอนดีเอ็นเอ (DNA bands) ท่ีแตกตางกัน แสดงวาแอนติบอดีจากยีนเหลาน้ีนาจะมี
ความจําเพาะตอเอพิโทปตางกันหรืออยางนอยก็มีแอฟนิตีตอเอพิโทปไมเทากัน จากนั้นนําแบคทีเรียไปเล้ียงแลวทําการ
เหน่ียวนําใหเซลลแบคทีเรียสรางแอนติบอดีสายเดี่ยวของมนุษยท่ีจับจําเพาะกับ rSEA ออกมา แลวทําการแยก
แอนติบอดีสายเดี่ยวออกมาจากโปรตีนอื่นๆ ของแบคทีเรีย โดยใช anti-E-tag resin จากน้ัน
ทําการทดสอบความสามารถของแอนติบอดีสายเดี่ยวในการลบลางพิษ rSEA โดยตรวจดูวาแอนติบอดีสายเดี่ยว
เหลาน้ันจะสามารถยับยั้งการกระตุนการเพ่ิมจํานวน lymphocyte cells ใน PBMCs ดวย rSEA ไดหรือไม ซ่ึงพบวา
แอนติบอดีสายเดี่ยวจากแบคทีเรียจํานวน 1 โคลน สามารถยับยั้ง activity ได กลาวไดวางานวิจัยนี้ประสบความสําเร็จ
ในการผลิตตนแบบของแอนติบอดีสายเดี่ยวของมนุษยชนิดโมโนโคลนาลท่ีสามารถลบลางสารพิษ rSEA ซ่ึงแอนติบอดี
สายเดี่ยวของมนุษยชนิดโมโนโคลนาลที่ผลิตไดนี้สามารถท่ีจะนําไปพัฒนาตอตามขั้นตอนท่ีเหมาะสมเพ่ือใหสามารถใช
รักษาผูปวยท่ีไดรับสารพิษไดในที่สุด ท้ังนี้เพราะแอนติบอดีตนแบบเหลาน้ีเปนโมเลกุลโปรตีนของมนุษยโดยสมบูรณ 
ยอมไมกอใหเกิดอาการขางเคียงท่ีไมพึงประสงค (anaphylaxis หรือ serum sickness) ในผูรับ ดังท่ีมักจะเกิดเมื่อใช
แอนติบอดีจากสัตวในการรักษาผูปวย   
 
คําหลัก: เทคนิคฟาจดิสเพลย แอบตบิอดสีําหรับรักษาโรค แอนตบิอดีสายเดีย่ว แอนติบอดสีายเดี่ยวของมนุษย
ชนิดโมโนโคลนาล ฟาจดิสเพลยไลบราลี ฟาจมิด สแตปไฟโลคอคค็อล อ็นเทอโรท็อกซิน เอ  
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Abstract  
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This study aims to produce immunotherapeutic human monoclonal antibodies in the 
form of single chain antibodies (ScFv) against staphylococcal enterotoxin A (SEA) by using 
phage display human antibody library. Recombinant SEA protein (rSEA) was produced by 
amplified the sea full length from Staphylococcus aureus strain ATCC 13565 and subjected to 
host protein expression system. The purified rSEA was used in a “single-round” phage bio-
panning against an established phage display human antibody library and the rSEA specific 
phage population was obtained. Twenty-eight individual phage clones with high binding affinity 
ScFv to the rSEA were obtained after a phage ELISA using the rSEA as an antigen to coat a 
microtiter ELISA plate and the bovine serum albumin as a negative antigen control. Individual 
phages were used to transfect non-suppressor E. coli bacteria for production of the human 
soluble ScFv. Two transformants carrying scFv-phagemids were obtained. The scFv derived 
from various E. coli transformants revealed high DNA banding pattern diversity (different RFLP) 
implying either epitope or affinity diversity of the expressed ScFv. Expressed ScFv was purified 
from individual E. coli transformants by using an anti-E-tag column. The efficiency of the ScFv in 
neutralizing the rSEA was investigated by inhibition of lymphocyte cells proliferation assay. The 
results showed one selected ScFv from phage clone is successes to inhibit the lymphocyte 
proliferation by rSEA. This study successfully produced human antibodies ScFv that can inhibit 
rSEA acitivity. These antibodies may be use for treatment in patient who got staphylococcal 
enterotoxin.   
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