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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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Project Title:  Preparation of fully human monoclonal antibody to enterotoxin A (SEA) of 

Staphylococcus aureus by using phage display technology for further 
development to therapuetic antibody 

Investigator: Asistant Professor Dr. (Ms) Nitaya Indrawattana 
 Department of Microbiology and Immunology, Faculty of Tropical Medicine, 

Mahidol University 
E-mail Address: tmniw@mahidol.ac.th 
Project Period:   2 Years 

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.   

 
Keywords: Staphylococcus enterotoxin A, SEA, phage display, human single chain antibody, HuScFv  
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บทนาํ 
 

Staphylococcus aureus (S. aureus) เปนแบคทีเรียแกรมบวกที่กอใหเกิดโรคท่ีมีอาการ
รุนแรงจนถึงเสียชีวิตในคนทั่วโลก เชน เกิดอาการโลหิตเปนพิษ เปนฝในเนื้อเยื่อหรืออวัยวะสําคัญ
ตางๆเชนหัวใจ ไขสูงจนช็อคจากการไดรับสารพิษ รวมทั้งอาหารเปนพิษชนิดรุนแรงจนตองไดรับ
การรักษาในโรงพยาบาล ทั้งนี้ดวยกรรมวิธี (pathogenic mechanisms) และปจจัยในการกอโรค
รุนแรง (virulence factors) ตางๆ ท้ังท่ีเชื้อผลิตออกมาขณะอยูนอกโฮสทและโฮสทกินอาหารที่
ปนเปอนเขาไป (preformed enterotoxins ทําใหเกิด food poisoning) และที่ผลิตออกมาภาย
หลังจากที่โฮสทติดเชื้อ ซึ่งสวนใหญเปน โปรตีน เอนไซมและสารพิษตางๆ เชน various enzymes, 
coagulase, exfoliative toxin, exotoxin TSST-1, staphylococcal enterotoxin A (SEA) โดยพบวา
รอยละ 78 ของผูปวยมีอาการปวยจากการไดรับสารพิษ  SEA ซึ่งเปนสารพิษท่ีทนทานตอ
ส่ิงแวดลอมไดดีมาก เชนทนความรอน (พิษไมถูกทําลายดวยความรอน) และทนความเปนกรด-ดาง 
นอกจากมีฤทธิ์เปน enterotoxin และ neurotoxin ที่ทําใหมีอาการปวดเกร็งในทองอยางรุนแรง 
อาเจียน และอุจจาระรวง เม่ือคนกินอาหารที่ถูกปนเปอนดวย pre-formed SEA (หรือกินตัวเชื้อ S. 
aureus เขาไปแลวเชื้อผลิต SEA ออกมาภายหลัง) แลว SEA ยังเปน “Superantigen”  ซึ่งสามารถ
กระตุน CD4+ T cells จํานวนมากในกระแสเลือด โดย SEA สามารถจับกับ variable region ของ T 
cell receptor สายบีตา (-chain of TCR) โดยตรง (โดยไมจําเปนตองถูก processed ใหอยูใน 
peptide groove ของ MHC class II บน antigen presenting cell) และขณะเดียวกันก็จับกับ -
helic ของโมเลกุล MHC class II บนผิวของ antigen presenting cell พรอมๆกัน มีผลทําให T 
cells น้ันๆถูกกระตุนใหหลั่งซัยโตไคน (cytokines) โดยเฉพาะอยางยิ่ง proinflamamtory cytokines 
คือ TNF และ IL-1 ออกมามากผิดปกติ ซึ่งเปนสาเหตุของการเกิดอาการตางๆ เชนมีไขสูงมาก มี
การอักเสบและบวมน้ําในอวัยวะสําคัญ มีการเพิ่มของ vascular permeability ความดันเลือดลดต่ํา 
เ กิดอาการช็อค  และทําให เ สียชีวิ ต  ดังนั้ น  ศูนยควบคุมและปองกันโรคของประเทศ
สหรัฐอเมริกา (Center of Disease Control; CDC) จึงจัดให SEA อยูในกลุมสารพิษที่เปนอาวุธ
ชีวภาพ (Bio-weapon)   

การรักษาผูปวยที่ติดเชื้อสแตฟโลค็อคคัส ออเรียส สามารถทําไดโดยการใหยาปฏิชีวนะเพื่อ
ฆาเชื้อ แตยาปฏิชีวนะไมสามารถลบลางพิษตางๆของสารพิษท่ีเช้ือผลิตออกมาแลวได ในป 
ค.ศ. 1959 ไดเกิดมีเชื้อสแตฟโลค็อคคัส ออเรียส ที่ด้ือยาปฏิชีวนะหลายชนิดท่ีเคยใชไดผลดีในการ
ฆาเชื้อสแตฟโลค็อคคัส ออเรียส โดยเฉพาะอยางยิ่งการเกิดมีสายพันธุท่ีด้ือยา methicillin 
(methicillin resistant S. aureus; MRSA) ซึ่งเปนปญหาที่สําคัญอยางยิ่งทางการแพทยในการรักษา
ผูที่ติดเชื้อเหลานี้ นอกจากด้ือยาปฏิชีวนะแลว MRSA ยังสามารถผลิต staphylococcal 
enterotoxins (SEs) ตางๆไดมากกวาเชื้อ  S. aureus ท่ีไมด้ือยาถึงกวาสิบเทา และทําใหผูที่ติดเชื้อ 
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MRSA มีอัตราการเสียชีวิตสูง เนื่องจากการรักษาดวยยาปฏิชีวนะไมไดผล และไมสามารถยับยั้ง
กลไกการเกิดโรคจากสารพิษของเชื้อได และในขณะนี้ยังไมมี SEA anti-dote นักจุลชีววิทยาหลาย
กลุมจึงขนานนาม MRSA วา “Formidable Superbug”  

เนื่องจากในผูปวยท่ีรอดชีวิต (convalescing subjects) จะมี anti-toxin antibody  ในกระแส
เลือด ดังนั้นจึงเกิดแนวคิดวาหากใหการรักษาผูติดเชื้อและเร่ิมปวยดวยวิธี passive immunization 
(ให ready made antitoxin) เสียต้ังแตในระยะเริ่มแรกของการติดเชื้อ (acute phase) ก็นาจะ
สามารถยับยั้งฤทธิ์ของสารพิษของเชื้อสแตฟโลค็อคคัส ออเรียสไดและก็นาจะทําใหสามารถลด
ความรุนแรงของโรคและอัตราการเสียชีวิตของผูปวยที่ติดเชื้อสแตฟโลค็อคคัส ออเรียส  ลงได 
โดยเฉพาะอยางยิ่งเม่ือติดเชื้อแบคทีเรียในกลุม MRSA แตการใชแอนติบอดีจากคนที่หายปวยเพื่อ
นําไปรักษาผูที่กําลังปวยยอมมีปริมาณแอนติบอดีไมเพียงพอและขัดตอจริยธรรม อีกท้ังการใช
แอนติบอดีที่เตรียมจากการ immunize สัตวก็มีขอจํากัดหลายประการโดยเฉพาะอยางยิ่ง adverse 
reactions ท่ีเกิดจาก anti-isotype response  เชน anaphylaxis หรือ serum sickness 

ดังนั้นผูวิจัยจึงเสนอการสรางและผลิตแอนติบอดีของมนุษยชนิดโมโนโคลนาลท่ีมี
ความจําเพาะตอ Staphylococcal enterotoxin A (SEA) ซ่ึงเปนสารพิษที่สําคัญของเชื้อสแต
ฟโลค็อคคัส ออเรียส ในลักษณะผลิตภัณฑตนแบบ โดยจะผลิตเปนแอนติบอดีท่ีมีขนาดโมเลกุลเล็ก 
(ขนาดโมเลกุลเพียง 27-35 กิโลดัลตัน ซ่ึงเล็กกวา conventional IgG ประมาณ 5 เทา) ท่ีเรียกวา
แอนติบอดีสายเด่ียว (human single chain variable fragments; HuScFv) คือประกอบดวย heavy 
chain และ light chain ตอกันเทาน้ัน แอนติบอดีสายเด่ียวจึงมี tissue penetrating ability สูงกวา 
conventional antibody และไมกอการอักเสบเพิ่มเติมขึ้นอีกในโฮสทเพราะไมมีสวน Fc ทั้งนี้โดยใช
เทคนิคฟาจดิสเพลย (Phage Display Technology) แอนติบอดีสายเด่ียวที่สรางขึ้นจะมีโครงสราง
สอดคลองกับระบบภูมิคุมกันของมนุษย ซึ่งมีความสําคัญยิ่งสําหรับการพัฒนาตอไปสําหรับรักษา
ผูปวยที่ไดรับสารพิษเอนเทอโรท็อกซิน ชนิด เอ ไดอยางมีประสิทธิภาพ และไมกอใหเกิดปฏิกริยา
ตอบโตหรือภาวะภูมิไวเกินในผูท่ีไดรับการรักษา เพราะเปนโมเลกุลโปรตีนของมนุษยดวยกันเอง      
  
วัตถปุระสงคของโครงการ 

เพื่อผลิตแอนติบอดีของสายเดี่ยวมนุษยชนิดโมโนโคลนาล (Human single chain 
monoclonal variable fragments; HuScFv) ที่มีความจําเพาะตอ Staphylococcal enterotoxin A 
(SEA) ของเชื้อ S. aureus โดยใชเทคนิคฟาจดิสเพลยสําหรับการพัฒนาตอไปเปนแอนติบอดี
สําหรับรักษาผูปวยที่ไดรับสารพิษเอนเทอโรท็อกซิน เอ ไดอยางมีประสิทธิภาพเพื่อใชแทนหรือ
เสริมกับการรักษาดวยยาปฏิชีวนะ  
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งานวิจัยท่ีเกีย่วของ (Literature review)  
Staphylococcus aureus (S. aureus) เปนเชื้อแบคทีเรียรูปรางกลม (coccal) ขนาด

ประมาณ 0.5 – 1.0 ไมครอน เซลลมีการจับตัวกันเปนกลุมคลายพวงองุน (cluster) แตอาจจะพบ
เปนเซลลเด่ียว เปนคู หรือเปนสายสั้นๆ มีคุณสมบัติยอมติดสีแกรมบวก ไมเคลื่อนที่ ไมสรางสปอร 
ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดคร่ึงแข็งครึ่งเหลวมีลักษณะกลม นูน ขอบเรียบ สีของ
โคโลนีอาจเปนสีครีม เหลือง หรือสีสม แบคทีเรียชนิดน้ีสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 6 – 46 C โดย
ชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตคือ 30 – 37 C ทนความรอนที่ 60 C ไดนาน
ประมาณ 30 นาที สามารถสรางสารพิษท่ีอุณหภูมิมากกวา 10 C คา pH ที่สามารถเจริญไดอยู
ในชวง pH 4.0 – 10.0 โดยมีชวง pH ที่เหมาะสมคือ 7.0 – 7.5 และคา water activity (AW) อยู
ในชวง 0.85 – 0.999 แตจะเจริญไดอยางชาๆ ที่คา AW นอยกวา 0.94 สามารถทนเกลือไดท่ี 18 – 
20% แบคทีเรียชนิดนี้ถูกจัดอยูในกลุม Facultative anaerobe โดยสามารถเจริญไดดีในสภาพที่มี
ออกซิเจนมากกวาในสภาพไมมีออกซิเจน โดยปกติสามารถพบไดที่ผิวหนัง โพรงจมูก เยื่อบุ
ทางเดินหายใจ ทางเดินอาหาร และที่บาดแผลที่เปนฝ หนอง นอกจากนี้ยังพบในดิน ฝุนละออง 
รวมทั้งอาหารตางๆ ท่ีมักมีการปนเปอนดวยเชื้อ S. aureus ไดแก เนื้อและผลิตภัณฑเน้ือ เนื้อสัตว
ปก และผลิตภัณฑจากไข และอาหารที่มี water activity นอย เชน เนยแข็ง กุนเชียง และซาลามี 
เปนตน การรับประทานอาหารท่ีมีการปนเปอนดวยเชื้อ S. aureus แมวาแบคทีเรียจะผลิตสารพิษ 
SE ในปริมาณนอยกวา 1 ไมโครกรัม ก็สามารถทําใหเกิดอาการเจ็บปวยได อาการของโรคอาหาร
เปนพิษมักเกิดภายหลังจากรับประทานอาหารที่มีสารพิษปนเปอนเขาไปประมาณ 1 – 6 ชั่วโมง 
(Bergdoll et al., 1981) อาการปวยคือ อาการคลื่นไส อาเจียน ทองรวงอยางรุนแรงจนออนเพลีย
มาก ปวดทองและเปนตะคริวในทอง สวนมากไมมีไข ในรายที่มีอาการรุนแรงอาจช็อคได ใน
ผูสูงอายุ เด็กแรกเกิด และผูปวยโรคเบาหวาน อาจมีอาการอื่นแทรกซอนดวย แตสวนใหญอาการจะ
ดีขึ้นใน 8 – 24 ชั่วโมง ขึ้นอยูกับสภาพความตานทานของรางกายและปริมาณของสารพิษที่ไดรับ
เขาไปในรางกาย ซึ่งหากมีจํานวนของเชื้อ S. aureus ปนเปอนอยูในอาหารปริมาณ 100,000 เซลล
ตออาหารหนึ่งกรัม แบคทีเรียสามารถผลิต SEs ไดในปริมาณสูงมาก  

นอกจากอาหารเปนพิษเพราะสารพิษพวก SE แลว การติดเชื้อที่แผลทําใหเปนหนอง 
(pyogenic infection) ซึ่งสารพิษที่เชื้อผลิตท่ีบริเวณติดเชื้ออาจเขาสูกระแสเลือดแลวทําใหเกิด 
systemic illness ตางๆได หรือการติดเชื้อภายในรางกาย (systemic infection) จะทําใหเกิดโรค
แบบอื่น เชน เปนฝที่มีหนองที่เนื้อเยื่อหรืออวัยวะภายในตางๆ เชนกลามเน้ือหัวใจ ปอด acute 
septicemia และ acute toxemia (Siriwong et al.; 2009, Wikipedia; 2010) 

Staphylococcal enterotoxins (SEs) คือกลุมโปรตีนท็อกซินซึ่งมีจํานวนมากกวา 20 ชนิด 
ท่ีเชื้อแบคทีเรีย S. aureus สามารถผลิตออกมาได แตละชนิดมีลักษณะโครงสรางและกลไกการออก
ฤทธิ์ท่ีคลายคลึงกัน โปรตีนท็อกซินเหลานี้นีส้ามารถทําใหเกิดโรคในมนุษยไดหลายแบบ เชน ทําให
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เกิดโรคอาหารเปนพิษ และ toxic shock syndrome ในประเทศสหรัฐอเมริกา มีการประมาณการณ
จํานวนผูปวยโรคอาหารเปนพิษจากการรับประทานอาหารที่มีการปนเปอนดวยเชื้อ S. aureus มาก
ถึง 185,000 รายตอป (Mead et al.,1999; Shinefield et al., 2009) นอกจากนี้ยังมีรายงาน
อุบัติการณของโรคอาหารเปนพิษจากการบริโภคอาหารที่มีการปนเปอนของเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้ใน
ประเทศอื่นๆ เชน ออสเตรเลีย (Schmid et al., 2009) อิตาลี (Pape et al., 2006) ญี่ปุน (Asao et 
al., 2003) โปรตุเกต (Pereira et al., 2009) เกาหลีใต (Bae et al., 2007) ซ่ึงพบวารอยละ 78 ของ
ผูปวยท้ังหมดมีอาการซ่ึงเกิดจากการไดรับสารพิษ Staphylococcal enterotoxin ชนิด A หรือ SEA   

SEA ถูกคนพบคร้ังแรกโดย Merlin Bergdoll และคณะ จาก The Food Research 
Institute, Wisconsin University จากการเพาะเลี้ยงเชื้อที่เปนสาเหตุของการระบาดของโรคอาหาร
เปนพิษ  (Chu et al.; 1996) SEA เปนสารพิษโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวน 233 ตัว มี
น้ําหนักมวลโมเลกุลประมาณ 27 กิโลดัลตัน ทนความรอนไดดีดังกลาวขางตน ไมถูกทําลายแมตม
เดือดนานถึงครึ่งชั่วโมง และทนความรอนที่ 121 C ไดนานถึง 15 นาที ละลายไดในนํ้าและ
สารละลายเกลือ เชื้อ S. aureus จะสรางสารพิษตางๆดังกลาวแลวไดดีที่อุณหภูมิ 37 C และเชื้อ
สามารถทนตอรังสีแกมมาในปริมาณที่อนุญาตใหใชกับอาหารอีกดวย (Rasooly et al., 2010 ) 
กลไกการเกิดโรคจาก SEA สามารถแบงออกเปนสองประเภท คือ ทําใหเกิดภาวะกระเพาะอาหาร
ลําไสอักเสบ (gastroenteritis)  และภาวะปฏิกริยาตอบสนองทางภูมิคุมกันอยางรุนแรงเนื่องจาก 
SEA มีคุณสมบัติเปน Superantigen (SAg) ซึ่งสามารถจับกับ T lypmphocyte receptor (TCR) ที่
บริเวณ variable  (Vss) ของสายบีตา  (V) ไดโดยตรงโดยไมจําเปนตองถูก presented ให TCR 
ผาน peptide-MHC class II และ SEA ยังสามารถจับกับบริเวณ -helic ของโมเลกุล  MHC class 
II ท่ีพบบริเวณผิวของ   Antigen presenting cells (APCs)  ซึ่งทําให SEA สามารถสราง bridge 
ระหวาง APCs และ Tcells ไดโดยตรง สงผลใหเกิดการกระตุนการเพิ่มจํานวนของ T cells ที่มี 
common V นั้นๆ ใหเพิ่มจํานวนมากข้ึน (20-30%) และเหนี่ยวนําใหเกิด massive T cell 
activation ซึ่งหลั่ง cytokines/chemokines  โดยเฉพาะอยางยิ่ง proinflammatory cytokines เชน 
TNF และ IL-1 ออกมามาก (Peterson et al., 2002) กอใหเกิดอาการของโรคในผูปวยไดหลาย
แบบเชน ผูปวยเกิดอาการอาเจียน (emesis) (Hu et al., 2009) โรคขออักเสบรูมาตอยด 
(rheumatoid arthritis)  (Tarkowski et al., 2006)  toxic shock syndrome (Da Cunha et al., 
2007) และโรคผื่นภูมิแพผิวหนัง (atopic dermatitis) (Ong  et al., 2008)  

ปจจุบันการรักษาผูปวยที่ไดรับเชื้อ S. aureus ดวยยาปฏิชีวนะอาจไมประสบความสําเร็จ
เนื่องจากมีการเพิ่มจํานวนการแพรระบาดของแบคทีเรียในกลุม MRSA (เปนสาเหตุของการติดเชื้อ
ในโรงพยาบาลประมาณรอยละ 30 ถึง 60) มากขึ้นซึ่งเชื้อแบคทีเรียนี้ด้ือตอยาตานจุลชีพกลุม beta-
lactam หลายชนิด อีกทั้ง MRSA ยังมีแนวโนมด้ือตอยาปฏิชีวนะอีกหลายกลุม เชน กลุมอะมิโนไกล
โคไซล ในป 2547 (มกราคม ถึง มิถุนายน 2547) ฝายแบคทีเรียลําไส สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร
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สาธารณสุขแหงชาติ ประเทศไทย รายงานการพบเชื้อ S. aureus ในตัวอยางตรวจจากผูปวยใน
โรงพยาบาลจํานวนทั้งส้ิน 312 สายพันธุ เปน MRSA จํานวน  90  สายพันธุ   และเปน methicillin 
sensitive S. aureus (MSSA) จํานวน 222 สายพันธุ (ประภาวดี  และคณะ 2010) ในป พ.ศ. 2552 
Nickerson และคณะ ไดรายงานการแพรระบาดของเช้ือ S. aureus ระหวางเดือนพฤศจิกายน 2549 
ถึง เดือนพฤศจิกายน 2550 ในโรงพยาบาลแหงหนึ่งที่อยูทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศ
ไทย พบวาอัตราการชีวิตเน่ืองมาจากการติดเชื้อ S. aureus สูงถึงรอยละ 52 ของผูเสียชีวิตทั้งหมด 
โดยรอยละ 44 ของการเสียชีวิตเกิดจากติดเชื้อแบคทีเรียกลุม MSSA และรอยละ 28 เกิดจาก
แบคทีเรียกลุม MRSA (Nickerson et al., 2009) จากขอมูลการแพรระบาดชี้ใหเห็นวาเชื้อ S. 
aureus มีการด้ือยาเพิ่มมากข้ึนและมีการวิวัฒนาการสายพันธุทําใหมีคุณสมบัติในการตานยา
ปฏิชีวนะไดหลายชนิด โดยแบคทีเรียท่ีเปนปญหาสําคัญไดแกกลุม MRSA ซึ่งทําใหเกิดอาการติด
เชื้อรุนแรง รกัษาหายไดยาก เนื่องจากการด้ือยาและทําใหมีอัตราเสี่ยงตอการเสียชีวิตสูง นอกจากนี้
ยังมีการกลายพันธุจาก MRSA เปนสายพันธุใหม คือ vancomycin intermediate S. aureus (VISA) 
และ vancomycin resistant S. aureus (VRSA) เปนสายพันธุที่ด้ือยาแวนโคมัยซิน ซึ่งแวนโคมัยซิน
เปนยาปฏิชีวนะท่ีใชในการรักษาการติดเชื้อ MRSA ที่มีความรุนแรงและยาปฏิชีวนะอื่นๆรักษาไม
ไดผล ดังนั้น MRSA, VISA และ VRSA จึงเปนปญหาโรคติดเชื้อในโรงพยาบาลที่มีความสําคัญ
อยางยิ่งในขณะน้ีโดยเฉพาะในประเทศไทย 

ดังน้ันจึงมีความพยายามในการพัฒนาวิธีการรักษาเพื่อกําจัดตัวเชื้อและสารพิษที่เชื้อ  S. 
aureus ผลิตขึ้น โดยการพัฒนากลุมยา beta-lactam ใหจําเพาะตอ penicillin binding protein 2a 
(PBP2a) ซึ่งเปนซับสเตรทเร่ิมตนสําหรับการสรางผนังเซลลของเชื้อ S. aureus และเปนกลไก
สําคัญที่ทําให MRSA สามารถด้ือตอยาตานจุลชีลชีพในกลุม beta-lactam ท่ี ใชในการรักษาโรคติด
เชื้อ S. aureus ในปจจุบัน เนื่องจากยาเหลานี้ไมสามาถขัดขวาง PBP2a ที่แบคทีเรียกลุมน้ีสรางขึ้น 
จึงสงผลใหยาไมสามารถทําลายตัวเชื้อได ซ่ึงในปจจุบันยาปฏิชีวนะดังกลาวยังอยูในระหวางการ
พัฒนา (Lim et al., 2002) สําหรับวิธีการขัดขวางการทํางานของสารพิษที่เชื้อแบคทีเรียสรางขึ้นโดย
การให Intravenous anti-toxin therapy (IVIG) เปนอีกทางเลือกหนึ่งของการรักษา IVGI 
ประกอบดวย anti-SE polyclonal antibodies (PAbs) ซึ่งในการรักษาผูปวยหนึ่งคนตองรวบรวม
ซีรัมจากผูบริจาคที่เคยติดเชื้อ S. aureus จํานวนมาก ซึ่ง anti-SE PAbs นี้จะไปขัดขวางการจับกัน
ระหวาง SE และโมเลกุล MHC class II บนผิวของ APCs หรือการจับกันระหวาง SE และ V ของ 
TCR บนผิวของ T cells ซ่ึงจะทําใหสามารถยับยั้งการหล่ัง proinflammatory 
cytokines/chemokines (Darenberg et al., 2004; Yanagisawa et al., 2007) แอนติบอดีท่ีผลิตได
จากมนุษยดวยกันเองนั้นมีขอดี คือ นอกจากจะสามารถเลือกเฉพาะที่มี high binding affinity ตอ 
SE แลว ยังไมเปนส่ิงแปลกปลอมในรางกายของผูท่ีไดรับการรักษา จึงไมคอยมีอาการขางเคียงท่ีไม
พึงประสงค แตมีขอจํากัดที่มักผลิตไดไมพอกับความตองการและขัดตอจริยธรรม ผูปวยอาจเกิด
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ภาวะ acute renal failure, venous thrombosis, hepatitis อันเนื่องมากจากการไดรับแอนติบอดี
ชนิดตางๆจํานวนมากจาก pooled IVIG หรือเกิดภาวะ pulmonary edema เนื่องจากไดรับ
ของเหลวมากเกินไป อีกทั้งผูปวยอาจไดรับเชื้อโรคอื่นๆ จากผูบริจาคซีรัม  เชน HIV หรือ viral 
hepatitis (Graumann et al., 2010)  

ในป ค.ศ. 1975 กลุมคณะวิจัย Kohler และ Milstein (Kohler G, Milstein C., 1975) ได
พัฒนาเทคนิคการผลิตแอนติบอดีโดยใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล Hybridoma โดยแอนติบอดีที่
ผลิตไดจากเซลลชนิดนี้จัดอยูในประเภทโมโนโคลนาลแอนติบอดี เทคนิคดังกลาวสามารถออกแบบ
ใหแอนติบอดีมีความจําเพาะตอแอนติเจนที่กําหนดได และไมตองเสียเวลาในการฉีดกระตุน
ภูมิคุมกันในสัตว (immunization) อีก แตเทคนิคน้ียังมีขอจํากัดเนื่องจากเซลลที่ใชผลิตแอนติบอดีนี้
เปนเซลลท่ีไดมาจากหนูไมซเปนสวนใหญ ดังนั้น แอนติบอดีที่เปนโปรตีนของหนูไมซเหลานี้เม่ือ
นําไปใชรักษาโรคในคนมักกระตุนระบบภูมิคุมกันของผูรับใหเกิด anti-isotype response ท่ีเรียกวา 
human antibody to mouse antibody (HAMA) สงผลใหผูรับแอนติบอดีนี้เกิดภาวะภูมิแพหรือกลุม
อาการ serum sickness อยางรุนแรงได (Reichert, 2002; Goldsby et al., 2003)   

ตั้งแต ป ค.ศ. 1985  ความรูทาง Molecular/antibody engineering เริ่มแพรหลายและไดมี
การพัฒนาเทคนิคตางๆ มากขึ้น อาทิ เชน มีการนําเซลลตางๆเชนยีสท หรือ ไวรัสของแบคทีเรีย 
(bacteriophage; phage หรือ ฟาจ)  มาประยุกตใชการผลิตเปปไทด และโปรตีนรวมทั้งแอนติบอดี  
หรือที่เรียกวา เทคนิคฟาจดิสเพลย (Phage display technology) (Smith, 1985; Smith and 
Petrenko, 1997) โดยใชหลักการตัดตอยีนซึ่งทําหนาที่ผลิตโปรตีนเปาหมายเชนยีนท่ีเปนรหัสของ
แอนติบอดีสายเด่ียวของคน (gene sequences encoding human single chain variable 
fragments; huscfv) เขาไปเชื่อมตอกับ phage DNA ท่ี encode โปรตีนโครงสรางที่เปนสวนหอหุม
อนุภาคของฟาจ (phage capsid) ใน phage genome เม่ือฟาจเพิ่มจํานวนในแบคทีเรีย อนุภาคที่
สมบูรณของฟาจแตละอนุภาคก็จะ display โปรตีนที่ตองการคือ HuScFv บนผิวของฟาจดวย เม่ือ
ทําการคัดเลือกฟาจท่ี display HuScFv มีความจําเพาะตอ epitope ท่ีเราตองการดวยวิธีการที่
เรียกวาการทํา Bio-panning  แลว จะสามารถนําฟาจไปเพิ่มจํานวนใน E. coli สายพันธุพิเศษที่เม่ือ 
E. coli เพิ่มจํานวนก็จะใหผลิตแอนติบอดี (HuScFv) ไดเปนจํานวนมาก ซึ่งเราสามารถนํา
แอนติบอดีที่ไดนี้ไปผานขั้นตอนทําใหบริสุทธิ์ (purification) แลวนําไปใชประโยชนตอไปได ซึ่งขอดี
ของเทคนิคฟาจดิสเพลยน้ี คือใชระยะเวลาส้ันในการผลิตแอนติบอดีท่ีมีความจําเพาะตามตองการ 
ไมตองฉีดกระตุนภูมิคุมกันในสัตวหรือคน (without in vivo immunization) จึงไมตองกังวลกับ 
immunogenicity และ toxicity ของสารท่ีจะนําไปฉีด และไมมี in vivo immune regulation  สามารถ
เตรียมแอนติบอดีไดมากหรือนอยตามตองการ แอนติบอดีมีคุณภาพคงที่ ไมมี batch-to-batch 
variation หรือ animal/human-to-animal/human variation ปราศจากการปนเปอนดวย non-
specific animal/human serum proteins ในกรณีของการผลิต HuScFv จาก human antibody 
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phage display library ก็จะไมเกิด anti-isotype response ในผูท่ีไดรับการรักษาดวย HuScFv นั้นๆ 
(Dall’Acqua and Carter, 1998; Griffiths, 1993) ในปจจุบันมีการเตรียมและใช human antibody ที่
เตรียมโดยใช phage display technology  ในการรักษาผูปวยโรคตางๆ เชน ออโตอิมมูน (Renner 
et al., 1994) โรคติดเชื้อ (Sanna et al., 1995; Maneewatch et al., 2009; Poungpair et al., 
2010) การไดรับพิษงู (Kulkeaw et al., 2009) เปนตน  

ดังนั้นวัตถุประสงคของงานวิจัยนี้คือการผลิต monoclonal anti-entertoxin A (anti-SEA) 
โดยใช human antibody phage display library ที่หองปฏิบัติการของ mentor (ศาสตราจารย วัน
เพ็ญ ชัยคําภา) สรางเอาไวแลว เพื่อใหได anti-entertoxin A ที่เปนโมเลกุลของมนุษยโดยสมบูรณ
ในรูปแบบของแอนติบอดีสายเด่ียวท่ีมีขนาดเล็กเพื่อใหแทรกผานเขาไปในเนื้อเยื่อตางๆไดดี ไมกอ
การอักเสบในรางกายของคน มีคุณภาพแนนอนและเหมาะสมสําหรับนําไปพัฒนาตอยอดสําหรับ
รักษาผูปวยท่ีไดรับสแตฟโลค็อคคอล เอนเทอโรท็อกซิน ชนิด เอ (SEA) ของเชื้อสแตฟโลค็อคคัส 
ออเรียส ไดในท่ีสุด   
 

 
 

รายละเอียดผลการดาํเนนิงานของโครงการ   
-  ออกแบบและสังเคราะห oligonucleotide primers สําหรับ amplify gene coding for SEA 

(กิจกรรมเดอืนท่ี 1-2) 
 ผูวิจัยไดออกแบบ oligonucleotide primers สําหรับยีนที่ encode Staphylococcal 
enterotoxin A (SEA) ของเชื้อ S. aureus (ตารางท่ี 2.1) จาก gene sequence ที่มีอยูในฐานขอมูล 
(รูปท่ี 2.1)   ซึ่งผูวิจัยพบวา full length gene ดังกลาวจะมีขนาดประมาณ 774 base pairs (bp) 
 
 
ตารางท่ี 2.1 แสดง oligonucleotide primers สําหรับการ amplify Staphylococcal enterotoxin A 

(SEA) ของเชือ้ S. aureus ในการศึกษาครั้งน้ี 
 

Primer name Oligonucleotide sequence (5’-3’)

FSEA_BamHI ACGGATCCGATGAAAAAAACAGCATTTATA 

RSEA_HindIII TTAAGCTTCTCGAGACTTGTATATAAATATATATC

 



เอกสารปกปด หามเผยแพรกอนไดรบัอนุญาต 

MRG5480086                                                     หนา  10  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.1   แสดง nucleotide sequences ของ Staphylococcal enterotoxin A (SEA) ของเชื้อ  

S. aureus ที่มีรายงานในฐานขอมูล (GenBank accession no. EF520720.1) 
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-  ทําการเพาะเลีย้งเช้ือแบคทีเรีย S. aureus และการสกัด genomic DNA  
    (กิจกรรมเดือนท่ี 1-2) 
 เพาะเลี้ยงเพิ่มจํานวนเชื้อ Staphylococcus aureus strain ATCC 13565 ในอาหารเลี้ยง
เชื้อ Trypticase soy broth (TSB) ที่อุณหภูมิ 37C ใน shaking incubator เปนเวลา 12-18 ชั่วโมง 
นํา cell suspension ใสในหลอดปนเหวี่ยง ขนาด 2.0 มล. ปนเพื่อตกตะกอนเซลลแบคทีเรียโดยใช
ความเร็วรอบ 14,000 xg เปนเวลา 1 นาที ลางตะกอนเซลลแบคทีเรียดวย PBS ปนลางเซลลเพื่อ
กําจัดอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียออก แลวนําตะกอนเซลลไปสกัด genomic DNA โดยใช extraction 
kit (Geneaid, Taiwan) ตามคําแนะนําในคูมือที่มาพรอมกับชุดน้ํายา เติม Lysozyme buffer (20 
mg/ml lysozyme; 20 mM Tris-HCl; 2 mM EDTA; 1% Triton X-100; pH 8.0) ปริมาตร  200 μl 
ละลายตะกอนเซลล  จากน้ันตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง นาน 10 นาที เติม Proteinase-K (10 mg/ml) 
ปริมาตร  30 ไมโครลิตร ผสมสารละลายใหเปนเนื้อเดียวกัน นําไป incubate ท่ีอุณหภูมิ 56C นาน 
15 นาที เติม GB buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลว incubate ที่อุณหภูมิ 70C นาน 10 นาที 
เติม absolute ethanol ปริมาตร 400 ไมโครลิตร แลวเขยาดวย Vortex mixer นาน 10 วินาที นํา 
cell suspension ใสลงใน GD column ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที 
ยาย purification column  ใสลงหลอดทดลองหลอดใหม เติม W1 buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร 
ลงใน column ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที ยาย column ใสลงหลอด
ทดลองหลอดใหม เติม washing buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 
รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที ยาย column ใสลงหลอดทดลองหลอดใหม  เติม elution solution 
ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 3-5 นาที ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบ/
นาที เปนเวลา 30 วินาที ทําการวัดปริมาณความเขมขนของ genomic DNA ทีส่กัดไดดวยเครื่องวัด
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร 
 
 
-  ทําการเพิม่ปรมิาณ SEA gene ดวย PCR ที่ Optimized condition (กิจกรรมเดือนท่ี 3-4) 
 ในการหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณ SEA gene ผูวิจัยไดใช gradient PCR เพื่อ
หาอุณหภูมิสําหรับ annealing ที่เหมาะสมที่สุด ขั้นตอนการเพิ่มปริมาณ DNA ประกอบดวยการ
เตรียม PCR mixture และ Thermal cycles ดังตอไปน้ี 
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A. PCR mixture (25 μl) 
 

Ingredient Volume (μl) Final concentration 
Sterile ultra-pure distilled water (UDW) 
PCR buffer (10x)  
MgCl2 (25 mM)  
dNTP (2.5 mM each)  
FSEA_BamHI primer (20 μM) 
RSEA_HindIII primer (20 μM)  
DNA template  
DNA polymerase ( 5 units / μl) 

16.8 
 2.5 
 1.5 
 2.0 
 0.5 
 0.5 
 1.0 
 0.2 

- 
1x 
1.5 mM 
0.2 mM 
0.4 μM 
0.4 μM 
- 
1.0 unit 

 
 
 
B. Thermal cycles 
 

First Denaturation at  94C for 5 minutes 
30 Cycles of Denaturation, at  94C for 30 seconds 
                  Annealing, at  55C - 58C for 30 seconds 
                  and Extension at  72C for 40 seconds  
Final Extension at  72C for  7 minutes 
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ผลการทดลอง 
 ผูวิจยัไดใชอณุหภูมิที่เหมาะสมสําหรับ Annealing ท่ีให PCR amplicon มากที่สุด จากการ
ทดสอบขางตนคือ 55C เพือ่เพิ่มปริมาณ SEA gene ดังแสดงผลใน รูปท่ี 2.2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.2   PCR product ท่ีไดจากการใช genomic DNA ของเชือ้ S. aureus strain ATCC 13565 

เปน template และใช primers ที่จําเพาะสําหรับ SEA-coding sequence ในการ 
amplify gene ใหไดปริมาณมากพอ 
Lane M, GenRulerTM 1 kb DNA ladder 
Lanes 1-4, SEA amplicons at annealing temperature 55C, 56C, 57C  และ 
58C ตามลําดับ  
วิเคราะหโดย 1.2 % agarose gel electrophoresis และยอมดวย ethidium bromide 
ตัวเลขดานซายมือแสดงขนาดของ DNA เปนจํานวน base pairs (bp) 
ลูกศรชี ้SEA gene amplicon ท่ีขนาด 774 bp 

 M      1      2      3      4  

500 

bp 

1,000 

100 

700 SEA amplicon at 774 bp 

 



เอกสารปกปด หามเผยแพรกอนไดรบัอนุญาต 

MRG5480086                                                     หนา  14  

-  ทําการ clone amplicon เขาสู cloning vector ตรวจสอบความถูกตองของ gene insert ท่ี
ตัดออกมาจาก cloning vector แลว subclone gene ดังกลาวเขาสู protein expression 
vector ท่ีเหมาะสม (กิจกรรมเดือนที่ 4-5) 

 ผูวิจยัไดทําการ clone SEA amplicon เขาสู cloning vector และนาํ recombinant vector 
เขาสู E. coli host เพือ่เก็บเปน gene stock ดังนี้  
 นํา amplified DNA ที่ไดมาเช่ือมตอกับ cloning vector (pGem-T easy vector) โดยใช
เอนไซม ligase และ incubated ที่ 4C เปนเวลาประมาณ 16 ชั่วโมง นํา ligation mixture ไป 
transformed เขาสู competent E. coli host cells โดยใชวิธี heat-shock transformation จากนั้นนํา 
transformed E. coli preparation ไป spread บน selective agar plate (LB agar ที่เติม amplicilin) 
และ incubated ที่ 37C เปนเวลาประมาณ 16 ชั่วโมง   Screened หา transformed E. coli 
clones ท่ี carry recombinant plasmid ท่ีตองการดวยเทคนิค PCR โดยใช primers ท่ีจําเพาะ
สําหรับ SEA gene พบวา transformed E. coli ที่เลือกมา มี genes เปาหมาย ทกุ clones   จากนั้น
สกัด recombinant plasmid ออกจาก transformed E. coli clone โดยวิธี alkaline lysis และตรวจ
ลําดับ nucleotides ดวยการทํา DNA sequencing ท้ังนี้เพื่อยืนยันความถูกตองของ PCR 
amplified-DNA sequence วาเปน sequences ของ gene เปาหมายจริง คือ SEA gene (รูปท่ี 2.3) 
 
-  ทําการ transfect E. coli ดวย expression vector และคัดเลือก transformant(s) ที่

เหมาะสม (กิจกรรมเดือนท่ี 5-6) 
 นํา recombinant plasmid จาก transformed  clone ที่เลือกไดไปตัดดวยเอนไซม BamHI 
และ HindIII ซึ่งเปนเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction endonucleases) ทําการ subclone เขาสู 
pET23b+ vector (protein expression vector) (รูปท่ี 2.4) จากนั้นนํา recombinant plasmids ไป
ใสใน competent E. coli เลือก E. coli transformants ท่ีเหมาะสม แลวนําไปเพาะเลี้ยงพรอมกับทํา
การ induced ใหสรางโปรตีนเปาหมาย (SEA) ตอไป  
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รูปที่ 2.3 แสดง Nucleotide and deduced amino acid sequences of cloned sea  
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รูปที่ 2.4   แสดงผลการนํา recombinant plasmid ที่คัดเลือกไดวามี sea insert เขาสู protein  

expression host, i.e., BL21DE3 E. coli 
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-  ทําการ express recombinant staphylococcal enterotoxin A protein (rSEA) จาก 
transformant(s) และทาํการ purify โปรตีน (recombinant SEA protein)  

     (กิจกรรมเดือนท่ี 6-7) 
 Induce การผลิต recombinant SEA protein ใน E. coli host 
 ในการเตรียม SEA recombinant protein ผูวิจัยไดนํา E. coli clone ซึ่ง carry recombinant 
protein expression vector ซึ่งมี recombinant sea gene insert ไปเพาะเลี้ยงใน medium ที่
เหมาะสมซ่ึงมียาปฎิชีวนะผสมอยูแลว incubated with shaking ท่ี 37°C จนได log phase ของ E. 
coli culture จากน้ันเติม IPTG ลงไปเพื่อกระตุน E. coli cells ใหเกิดการ express โปรตีนที่ตองการ 
ทําการเลี้ยง E. coli cells ตอไปอีก 4 ชั่วโมง จากนั้นเก็บ E. coli cells โดยการทําการปนท่ีความเร็ว
รอบ 4,000 x g เปนเวลา 20 นาที 
 
 สกัด recombinant SEA protein ออกจาก whole cell homogenate ของ E. coli cells 
 นํา E. coli pellet ที่ไดไปทําใหเซลลแตกโดยใชเครื่อง ultrasonic disintegrator ซึ่งจะเรียก 
preparation ท่ีไดวา E. coli homogenate จากน้ันนํา E. coli homogenate ไปปนที่ความเร็วรอบ 
12,000 x g เปนเวลา 20 นาที นําโปรตีนที่ไดทั้งสองสวน คือ soluble fraction (lysate) และ 
insoluble fraction (โปรตีนจากการ solubilize pellet หรือ inclusion) ไปตรวจสอบหา recombinant 
protein โดยใชวิธี SDS-PAGE และ Western blot analysis โดยผูวิจัยพบวา recombinant SEA 
protein สามารถตรวจสอบไดในสวนของ inclusion  
 
 การ Purify recombinant protein ออกจาก E. coli homogenates โดยใช affinity resin 
 ผูวิจัยทําการ purify recombinant SEA  protein โดยใช affinity resin และสามารถ purify 
recombinant SEA protein ซึ่งมีขนาดประมาณ 65 kDa ออกจากโปรตีนอื่นๆ ของ E. coli ได ดัง
แสดงใน รูปที่ 2.5 ซึ่งผูวิจัยจะทําการ identify โปรตีนนี้ดวยวิธี mass spectrometry   
 
 การเตรียม SDS polyacrylamide gel 
 เจลที่ใชในการทดลองนี้ประกอบดวย 2 สวน คือ Stacking gel สําหรับเติมโปรตีนลงในเจล 
และ Separating gel สําหรับการแยกโปรตีนในเจลดวยกระแสไฟฟา ซึ่งมีสวนประกอบดังนี ้
 
 
 
 
 



เอกสารปกปด หามเผยแพรกอนไดรบัอนุญาต 

MRG5480086                                                     หนา  18  

Components Separating gel Stacking qel 
Acrylamide stock (30%)
  

16.0   ml 1.62 ml 

Tris- HCl/SDS pH 8.45 10.0   ml 3.2  ml 
Autoclaved dH2O   0.64 ml 7.78 ml 
Glycerol   3.2 ml -
Ammonium persulfate (10%) 150 μl 50  μl
TEMED   10  μl 10   μl 

 
สําหรับเตรียม polyacrylamide gel ได 4 แผน (ขนาด  7 cm x 10 cm)   
 
 
 การเตรียมตวัอยาง 
 นํา Recombinant SEA protein ที่เตรียมไดจํานวน 5 ไมโครกรัม ผสมกับ 4X SDS 
sample buffer 10 ไมโครลิตร แลวตมสารละลายน้ีที่อุณหภูมิ 95C เพื่อ denature โปรตีน นํา
ตัวอยางที่เตรียมแลวเติมลงในเจลที่เตรียมไว แลวทําการแยกโปรตีนโดยใชสารละลายบัฟเฟอร 
Tris- HCl, pH 8.45 กระแสไฟฟาที่ 50 milliAmpares นาน  60 นาที  จากน้ันแชเจลใน fixative 
buffer นานประมาณ 12 ชั่วโมง แลวยอมเจลดวยสี Coomassie Brilliant Blue G-250  (CBB) แลว 
destained สีสวนเกินออก ซึ่งพบวา recombinant SEA protein ที่เตรียมไดมีขนาดประมาณ 65 
kDa ดังแสดงใน รูปท่ี 2.5 
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รูปที่ 2.5   SDS-PAGE pattern ของ affinity column purified-recombinant SEA ที่เตรียมจาก 

transformed E. coli ยอมดวยสี CBB 
Lane M, Prestained SDS-PAGE Standards Broad Range  
Lane 1, SDS-PAGE pattern ของ recombinant SEA (SEA at ~ 65 kDa; arrow) 
ตัวเลขดานซายมือคอื Protein molecular weights เปน kDa 
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-  ทํา Bio-panning เพื่อคดัเลือก phages ที่ display ScFv ท่ีมคีวามจาํเพาะตอ recombinant 
SEA antigen (กิจกรรมเดือนที่ 8-9) 

 ผูวิจยันํา Purified recombinant SEA ทีผ่ลิตไดและ verified ดวย LC-MS/MS แลววาเปน 
SEA จริง ไปใชเปนแอนติเจนเพือ่คัดเลือกฟาจที่แสดงแอนติบอดีทีจ่ําเพาะตอแอนติเจนน้ี บนผิว
ของฟาจดวยวิธ ีBiopanning ซึ่งมีขั้นตอนดังน้ี  
 การตรึงแอนตเิจน   
 เร่ิมจาก นํา purified recombinant SEA antigen ท่ีเตรียมไดในขางตนมาละลายใน coating 
buffer ใหแอนติเจนมีความเขมขน 2 μg/100 μl แลวตรึงบนผิวของ ELISA plate โดยเติม
สารละลายดังกลาว 100 μl/หลุม เก็บไวที่ 4C นาน 12-18 ชั่วโมง หลังจากลางหลุมเพื่อกําจัด 
unbound antigen ดวย washing buffer (PBS-T) แลว ทําการ block พื้นผิวหลุมที่ไมมีแอนติเจน
ตรึงอยูโดยการเติม100 μl 3% BSA  แลวเก็บไวที่ 37C นาน หนึ่ง ชั่วโมง  แลวลางหลุมดังกลาว
ดวย washing buffer  
 
 Bio-panning   
 นํา human antibody phage library (Kulkeaw et al., J Proteomics 2009) ใสลงในหลุม 
ELISA plate ขางตน แลวเก็บไวที่ 37C นาน 2 ชั่วโมง แลวลางหลุมดังกลาวดวย washing buffer 
ซึ่ง phages ท่ีมี HuScFv จําเพาะตอ purified recombinant SEA จะจับกับ purified recombinant 
SEA ท่ีถูกตรึงไวในหลุมของ ELISA plate สวน phages ท่ีไมจับกับ purified recombinant SEA ได
ถูกกําจัดออกโดยการลางหลายๆคร้ัง จากนั้นเติม log phage E. coli HB2151 ซ่ึงเปน expression 
host แลวตั้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 20 นาที เพื่อให phage ที่มีความจําเพาะดังกลาว infect เขาเชื้อ 
E. coli  จากนั้นทําการคัดเลือก phagemid infected HB2151 E. coli โดยนําเชื้อ phagemid 
infected HB2151 E. coli ไป spread บน agar plate  ที่มียา amplicilin ผสมอยูใน agar แลวนําไป
เก็บไวท่ี 37C นาน 12-16 ชั่วโมง แลวอานผล โดยเชื้อ infected E. coli ซึ่งมี phage ที่จําเพาะที่
ผานการคัดเลือกแลวจะสามารถเจริญเปนโคโลนีบนอาหารดังกลาวไดดังแสดงในรูปท่ี 2.6  จากนั้น
สุมคัดเลือกโคลนของ phagemid infected E. coli จํานวน 300 โคลนเพื่อตรวจสอบหายีน HuScFv 
ในกิจกรรมตอไป 
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รูปที่ 2.6    Phagemid transformed HB2151 E. coli ท่ีถูก infected ดวย SEA-bound phage 

clones ที่ไดมาจากการทํา bio-panning สามารถเจริญเปนโคโลนีบนอาหารคัดเลอืกได  
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-  Amplification of human scfv (huscfv) (กิจกรรมเดือนท่ี 10-11) 
 นํา phagemids infected HB2151 E. coli ที่คัดเลือกไดไปเพิ่มจํานวนโดยเพาะเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใส ampicillin ทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิ  37C พรอมเขยาดวยความเร็วรอบ 150 
rpm เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง แลวทําการสกัด phagemids ดังวิธีขางตน นํา phagemid ที่เตรียมได
ไปตรวจสอบหา huscfv ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรที่มีลําดับเบสจําเพาะตอ phagemid คือ 
primers R1 และ R2 (Kulkeaw et al., 2009) และทําการเพิ่มจํานวนยีนดวยปฏิกิริยาและสภาวะ
ดังตอไปน้ี 
 
A.   PCR mixture (25 μl) 

Ingredient Volume (μl) Final concentration 
Sterile ultra-pure distilled water 
(UDW) 
PCR buffer (10x)  
MgCl2 (25 mM)  
dNTP (2.5 mM each)  
Forward primer R1 (50 μM) 
Reverse primer R2 (50 μM)  
DNA template  
DNA polymerase ( 5 units / μl) 

16.8
 2.5 
 1.5 
 2.0 
 0.2 
 0. 
 1.0 
 0.2 

-
1x 
1.5 mM 
0.2 mM 
0.4 μM 
0.4 μM 
- 
1.0 unit 

 
 
B. Thermal cycles 
 

First Denaturation at  94C for  5 minutes 
30 Cycles of Denaturation, at  94C for  1 minute 
                  Annealing, at  55C for  2 minutes 
                  and Extension at  72C for  2 minutes  
Final Extension at  72C for 10 minutes 
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ตรวจสอบ PCR product ดวยเทคนิค Agarose gel electrophoresis แลวทําการยอมเจลที่ไดดวย 
ethidium bromide และสังเกตแถบดีเอ็นเอดวย UV illuminator ดังแสดงในรูปท่ี 2.7 จากการสุม
คัดเลือก phagemid infected E. coli จํานวน 300 โคลนเพื่อตรวจสอบหายีน HuScFv พบวามี 
phagemid infected E. coli จํานวน 32 โคลน มียีน HuScFv ซึ่งโคลนเหลาน้ีจะนําไปทดสอบ
ความสามารถในการผลิต HuSvFv ในกิจกรรมตอไป  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.7    แสดงผลการเพิม่จํานวน huscfv ใน phagemid infected HB2151 E. coli  

Lane M, GenRulerTM 1 kb DNA ladder 
Lanes 1-13, huscfv amplicon จากตวัอยางโคลนท่ีสุมเลือก   
วิเคราะหโดย 1.0 % agarose gel electrophoresis และยอมดวย ethidium bromide 
ตัวเลขดานซายมือแสดงขนาดของ DNA เปนจํานวน base pairs (bp)    
ลูกศรชี ้huscfv amplicon ที่ขนาด 1,000 bp 

 

 

M   1      2     3    4     5    6    7     8   9    10     11   12   13  

1,000 bp100 

1,000 
2,000 

bp 
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-  คัดเลือก infected E. coli cells ท่ีสามารถผลติ HuScFv ท่ีจาํเพาะตอ recombinant SEA
ดวยเทคนิค Western blot analysis (กิจกรรมเดือนที่ 10-11) 
 ผูวิจยัทําการคัดเลือกโคลน phagemid infected HB2151 E. coli ที่สามารถผลิต HuScFv ที่

จําเพาะตอ recombinant SEA โดยมีขั้นตอนดังนี ้
 การเหน่ียวนําการผลิต Human ScFv 

Pick single colony ของ infected HB2151 E. coli ที่คัดเลือกแลวจากกิจกรรมขางตน ใสลง
ใน 2x YT-AG medium (100 mg/ml penicillin และ 2 M glucose) ปริมาตร 0.5 ml แลวนําไป
เพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 C ขามคืนโดยเขยาที่ความเร็วรอบ 250 rpm นํา overnight culture 0.5 
ml เติมลงใน 50 ml fresh 2x YT-AG medium แลวนําไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 C เปนเวลา 2 
ชั่วโมง โดยเขยาที่ความเร็วรอบ 250 rpm ปนตกตะกอน bacterial cells ดวย ความเร็ว 3,500x g 
ท่ีอุณหภูมิ 25 C เปนเวลา 20 นาที ละลาย bacterial cells ดวย 50 ml 2x YT-AI medium (100 
mg/ml penicillin และ 0.5 mM IPTG) แลวนําไปเพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 C เปนเวลา 4 ชั่วโมง 
โดยเขยาที่ความเร็วรอบ 250 rpm ปนตกตะกอน bacterial cells ดวย ความเร็ว 3,500x g ที่
อุณหภูมิ 25 C เปนเวลา 20 นาที ละลาย bacterial cells ดวย 0.75 ml sterile distilled water 
แลวทําใหเซลลแตกดวยคลืน่เสียงความถี่สูง ปนตกตะกอนกากเซลล (debris) ดวยความเร็ว 12,000 
xg ท่ีอุณหภูมิ 4C เปนเวลา 20 นาที เก็บน้ําสวนใส (whole cell lysate) ไวท่ีอุณหภูมิ  
-20C  

ตรวจหาโปรตีน HuScFv ดวยวิธี Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis (SDS-PAGE) และ Western blot analysis 
นํา whole cell lysate ที่เตรียมไดจาก phagemid infected E. coli HB2151 มาทําการ

คัดเลือกไปแยกโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE แลวยายโปรตีนจากเจล (Acrylamide gel) ลงบน
แผนไนโตรเซลลูโลส (Nitrocellulose, NC) ดวยสนามไฟฟา แลวทําการ block พื้นที่วางบน NC 
โดยจุมแผน NC ลงในสารละลาย phosphate buffered saline (PBS) ที่มีสวนผสมของ 5% skim 
milk (blocking buffer) แลวเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 25 C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นลางเอา skim milk 
ออกดวย PBS ท่ีมีสวนผสมของ Tween-20 (PBS-T) ความเขมขน 0.05% (washing buffer) หนึ่ง
คร้ัง จากน้ันจุม NC ลงใน mouse anti-E-Tag mAb (จับกับ E-tag ท่ี C-terminal ของ HuScFv) ที่
เจือจาง 1:3,000 ใน washing buffer แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 25 C เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นลาง
แผน NC สามครั้งดวย washing buffer ครั้งละ 5 นาที จากนั้นเติม goat-anti-mouse 
immunoglobulin-alkaline phosphatase conjugate ที่ dilution 1:3,000 แลวเก็บกลองไวที่อุณหภูมิ 
25 C เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นลางแผน NC สามคร้ังดวย washing buffer ครั้งละ 5 นาที 
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จากนั้น incubate แผน NC กับ BCIP/NBT phosphatase substrate (KPL) ท่ีอุณหภูมิ 25 C เปน
เวลา 10 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยลางแผน NC ดวยนํ้ากลั่น  

จากการทดสอบพบวา HuScFv ที่เตรียมไดมีขนาดประมาณ 34 kDa ดังแสดงใน รูปที่ 2.8 
และจาก phagemid infect HB2151 E. coli จํานวน 32 โคลน พบวามีโคลนจํานวน 2 โคลนที่
สามารถผลิต HuScFv ได คือ clones no. B1 และ B6 ซ่ึง phagemid infect HB2151 E. coli ท้ัง
สองโคลนไดนําไปศึกษาความหลากหลายของ huscfv ในกิจกรรมตอไป 
 
 
-  การศึกษาความหลากหลายของ huscfv ใน transformed HB2151 E. coli ดวยเทคนคิ 

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) (กิจกรรมเดือนที่ 11-12) 
 ทําการสกัด phagemids จากโคลนท่ีคัดเลือกไดจํานวน 2 โคลนขางตนไปเพิ่มจํานวนยีน 
huscfv ดวยเทคนิค PCR ดังขางตน จากนั้น นํา huscfv PCR product ท่ีไดไปยอยดวยเอนไซม 
fast digest MvaI restriction endonucleases ดังปฏิกิริยาขางลาง 
       

Fast digest reaction mixture: for one reaction/30 μl 
Fast digest buffer (10x)       2.0  μl   
FastDigest® MvaI       1.0  μl   
PCR product             10.0  μl   
Distilled water             17.0  μl   

 
นําสวนผสมดังกลาวไป Incubate ที่อุณหภูมิ 37 C เปนเวลาประมาณ 10 นาที แลว

วิเคราะหความหลากหลายของ digested PCR product ดวยเทคนิค Sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) huscfv PCR product ของเชื้อแตโคลนมายอย
ดวยเอนไซม MvaI แลววิเคราะ DNA band pattern ดวยเทคนิค SDS-PAGE พบวา selected 
huscfv-phagemids แตทั้ง 2 โคลนมี DNA band pattern ที่แตกตางกัน (รูปที่ 2.9) แสดงใหเห็นถึง
ความหลากหลายของ huscfv  ซึ่งอาจมีผลตอการ neutralize SEA ดวย โคลน phagemid infected 
HB2151 E. coli ทั้งสองโคลนไปใชในการเตรียม HuScFv ตอไป 
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รูปที่ 2.8    Western blot analysis เพือ่วเิคราะหหา huscfv-phagemid trandformed HB2151 

E. coli clones ที่สามารถ express HuScFv ได 
Lane M, Pre-stained SDS-PAGE Standards Broad Range  
Lanes 1 - 28, SDS-PAGE-separated patterns of representatives of huscfv-

phagemid transformed HB2151 E. coli  probed with mouse 
monoclonal anti-E tag 

พบวามีเพียง 2 clones ที่ผลิต HuScFv (~34 kDa) ไดคือ clones no. B1 (lane 8) 
และ B6 (lane 23)  
ตัวเลขดานซายมือคอืขนาดของโปรตีน เปน kDa 
                    

M   1     2     3     4  5    6   7    8     9    10   11  12  13   14 

M   15  16    17   18    19   20   21  22  23   24  25   26  27   28 

34 kDa

34 kDa

35  

44  
55  
70  

kDa 

15  

35  
44  

70  

kDa 

15  

55  
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รูปที่ 2.9   DNA banding patterns for determining RFLP of MvaI-cut huscfv sequences 

amplified  from recombinant phagemids infected HB2151 E. coli clones no. 
B1 and B6 
Lane M, Pre-stained SDS-PAGE Standards Broad Range  
Lanes 1 and 2, DNA banding patterns ของ huscfv of clones no. B1 and B6, 

respectively    
ตัวเลขดานซายมือคอื DNA sizes in bp 

M   B1 B6

50

75

150

250
350
750

bp 
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-   ทําการกระตุนการสรางแอนติบอดีที่จําเพาะตอ recombinant SEA จากเซลล
แบคทเีรียซ่ึงถูก infect ดวย phages ที่คัดเลือกได (กิจกรรมเดือนที่ 13-18) 

 Subclone amplified HuScFv gene เขาสู protein expression vector ที่เหมาะสม 
 นํา Recombinant plasmid จาก transformed E. coli clones ที่เลือกไดไปตัดดวย
เอนไซม SfiI และ NotI ซ่ึงเปนเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction endonucleases) ทําการ 
subclone เขาสู pET23b+ vector (protein expression vector) ตรวจสอบความถูกตองโดยวิธี 
DNA sequencing (รูปที่ 2.10) จากนั้นนํา recombinant plasmid ไปทําการ induce ใหสราง
โปรตีนเปาหมายตอไป      
 
 Induce การผลิต  HuScFv ใน E. coli host 
 นํา E. coli clones ซ่ึง carry recombinant protein expression vector ที่มี recombinant 
HuScFv gene insert ไป grow ใน medium ที่เหมาะสม และ induced recombinant protein 
expression ดังน้ี 
 นํา  E. coli clones ซ่ึง  carry recombinant protein expression vector ที่มี recombinant 
gene insert  ไป  grow ใน  medium ที่เหมาะสมซึ่งมียาปฎิชีวนะผสมอยูแลว  incubated with 
shaking ที่ 37C จนได log phase ของ E. coli culture จากน้ันเติม  IPTG ลงไปเพื่อกระตุน  E. 
coli cells ใหเกิดการ  express โปรตีนเปาหมายที่ตองการ ทําการเลี้ยง  E. coli cells ตอไปอีก  3 
ชั่วโมง  จากนั้นเก็บ  E. coli cells โดยการทําการปนที่ความเร็วรอบ   4,000 xg เปนเวลา  20 
นาที 
 
 สกัดโปรตีน เปาหมายออกจาก whole cell homogenate ของ E. coli cells 

นํา  E. coli pellet  ที่ไดไปทําใหเซลลแตกโดยใชเคร่ือง  ultrasonic disintegrator ซ่ึงจะ
เรียก  preparation ที่ไดวา  E. coli homogenate จากนั้นนํา  E. coli homogenate ไปปนที่
ความเร็วรอบ  12,000  xg  เปนเวลา  20 นาที  เพื่อแยกโปรตีนสวนเปน soluble portion 
(supernatant)  ออกจากสวนที่เปน  insoluble portion  (pellet)  นําโปรตีนที่ไดทั้งสองสวนไป
ตรวจสอบหา recombinant protein โดยใชวิธี SDS-PAGE และ Western blot analysis  

จากผลของ SDS-PAGE และ  Western blot analysis ผูวิจัยพบวา HuScFv protein 
อยูใน insoluble portion จึงนํามาทําการ purify ในขั้นตอนตอไป  
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-   ทําการ purify แอนติบอดีใหไดปริมาณตามที่ตองการดวยเทคนิคทีเ่หมาะสม 
(กิจกรรมเดือนที่ 13-18) 

       การ  purify recombinant protein ออกจาก  E. coli homogenate  โดยใช  Ni-NTA 
affinity column  
      ผูวิจัยพบวา  E. coli cells ได  express HuScFv อยูในสวน  insoluble portion ของ  E. 
coli homogenate  ดังน้ันผูวิจัยจึงไดนําโปรตีนในสวนดังกลาวไปทําการ refold หลังจากน้ันจึง 
purify โดย Ni-NTA affinity column และสามารถ purify HuScFv protein ออกจากโปรตีนตางๆ 
ของ  E. coli ได  ซ่ึง specific HuScFv ที่ผลิตขึ้นนี้จะนําไปใชในการทดสอบการยับยั้งการทํางาน
ของ Staphylococal enterotoxin A (rSEA) ของเชื้อ S. aureas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.10  แสดงลําดับนิวคลีโอไทดสวนของ CDR1,CDR2 และ CDR3 ของ scFv clone no. 1 

(B1) และ 2 (B6) 
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-   ทําการทดสอบความสามารถของ recombinant SEA ของเชื้อ S. aureus ที่ผลิตไดใน
การกระตุนการหลั่ง Proliferative cytokines ของ lymphocyte ใน peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs) ใน in vitro assay (กิจกรรมเดือนที่ 17-24) 

     เน่ืองจาก SEA มีคุณสมบัติเปน “Superantigen”  ซ่ึงสามารถกระตุน CD4+ T lymphocyte 
จํานวนมากในกระแสเลือด โดย SEA สามารถจับกับ variable region ของ T lymphocyte 
receptor สายบีตา (β-chain of TCR) โดยตรง  และขณะเดียวกันก็จับกับ α-helic ของโมเลกุล 
MHC class II บนผิวของ antigen presenting cell พรอมๆกัน มีผลทําให T lymphocytes ที่ถูก
กระตุนหลั่งซัยโตไคน (cytokines) IL-2 ซ่ึงเปนซัยโตไคนที่สําคัญในการเพิ่มจํานวนของ T 
lymphocytes สงผลใหเกิดการเพิ่มจํานวนของ T lymphocyte น้ันๆ (เอกสารอางอิง 1-8) ดังน้ัน
ในการทดลองการศึกษาความสามารถของ recombinant SEA ที่ผลิตได สามารถทําโดยกระตุน 
T lymphocyte cells ใน human peripheral blood morphonulear cells (hPBMCs) ดวย rSEA 
ที่เตรียมได แลวทําการตรวจวัดการเพิ่มจํานวนเซลลดวยการตรวจวัดการแสดงออกของยีน  
IL-2, IFN- โดยเทคนิค Real-time PCR   
 การเตรียม Peripheral blood morphonulear cells (PBMCs) 
    ทําการเจาะเลือดจํานวน 20 ml จากผูบริจาคเลือดจํานวน 3 ราย (pool human peripheral 
blood จํานวน 60 ml) มาปนแยกสวน buffy coat ซ่ึงเปนสวนที่มี PBMCs แลวทําการนับ
จํานวนเซลลดวย Trypan blue assay 
 
          การทดสอบหาปริมาณ rSEA ที่เหมาะสมสําหรับการกระตุนการเพิ่มจํานวน PBMCs 
    นํา hPBMCs จํานวน 1.0 x 105 เซลล มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ที่ 
supplemented ดวย 5% fetal bovine serum (FBS) และ antibiotic ใน 6 well tissue culture 
plate  แลวเติม rSEA ปริมาณ 0.001, 0.010, 0.100, 1.000, 10.000 μg/ml ลงในหลุมที่
เพาะเลี้ยง  hPBMCs การทดลองน้ีมีกลุม Positive control คือหลุมเพาะเลี้ยงเซลลที่เติม 1.0 
μg/ml PHA และกลุม Negative control คือ กลุมที่เติม E. coli lysate ที่ใชผลิต rSEA จากนั้น
นําเซลลไปบมเพาะเลี้ยงที่ภาวะ 37C, 5% CO2, humidifies เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําการเก็บ
เซลลที่ถูกกระตุนการเพิ่มจํานวนเซลล 
 
           การสกัด total RNA, converted cDNA และการพัฒนาเทคนิค Real-time PCR 
    นํา hPBMCs ที่ถูกกระตุนดวย rSEA จากการทดลองขางตนมาปนตกที่ความเร็วรอบ 60-
100 xg เปนเวลา 10 นาที เทนํ้าใสสวนบนทิ้ง ลางเซลลดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร แลวปนลางเซลล
ที่ความเร็วรอบ 60-100 xg เปนเวลา 10 นาที เติม lysis solution ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ปน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 400 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที  นํา cell suspension ใสลงใน purification 
column ที่ใสไวในหลอดทดลองขนาด 1.5 มล. ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เปน
เวลา 1 นาที ยาย purification column  ใสลงในหลอดทดลองหลอดใหม เติม wash solution 
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ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ลงใน column ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 
นาที เติม DNase solution ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงใน column ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 
15 นาที จากนั้นเติม DNase Wash Solution ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
12,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที ทําการลางอีก  1 คร้ัง แลวยาย column ใสลงในหลอด
ทดลองหลอดใหม เติม elution solution ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 
รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที total RNA จะอยูในสวนน้ําใสในหลอดทดลอง’ ทําการวัดปริมาณ
ความเขมขนของ total RNA ที่สกัดไดดวยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 
280 นาโนเมตร ตรวจสอบคุณภาพของ total RNA ดวยวิธี agarose gel electrophoresis เม่ือ
พบวา total RNA มีคุณภาพดีตามตองการ จึงนําไปเปลี่ยนเปน cDNA โดยใชชุดนํ้ายา Revert 
Aid TM H Minus First Strand cDNA synthesis (Fermentas) ซ่ึงประกอบดวยการเตรียม PCR 
mixture และ Thermal cycles ดังตอไปนี้ 
 
 
 

Ingredient Volume (μl) 

5X Reaction Buffer 4

10 mM dNTP (each) 2.0

Oligo primer 1.0

RiboLock RNase Inhibitor 1.0

Template RNA  5.0  (3 g) 
RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase 1.0

DEPC water 6.0
 
 

นําสวนผสมดังกลาวไปบมไวที่อุณหภูมิ 42๐C นาน 60 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาโดยบมที่
อุณหภูมิ 70๐C นาน 5 นาที นํา cDNA ที่เตรียมขึ้นมาตรวจสอบคุณภาพโดยการ amplify 
house keeping gene ซ่ึงในการศึกษาน้ีใช β-actin gene ในการทดสอบ พบวาสามารถ 
amplify β-actin gene (ขนาดประมาณ 250 bp) ไดจาก cDNA ที่เตรียมขึ้น (รูปที่ 2.11) ผูวิจัย

จึงใช cDNA ที่เตรียมขึ้นในการวิเคราะหการแสดงออกของไซโตไคนยีน IL-2, IFN-  ที่มี
บทบาทในการเพิ่มจํานวนเซลล PBMCs ดวยวิธี Real-time PCR ตอไป 
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 รูปที ่2.11  PCR product ที่ไดจากการใช cDNA เปน template และใช primers ที่จําเพาะ

สําหรับ human β-actin-coding sequence ในการ amplify gene เพือ่ตรวจสอบ
คุณภาพของ cDNA ที่ผลติขึ้น 

   Lane M, Low range DNA marker 
   Lanes 1, human β-actin amplicon  

วิเคราะหโดย 1 % agarose gel electrophoresis และยอมดวย ethidium bromide 
ตัวเลขดานซายมือแสดงขนาดของ DNA เปนจํานวน base pairs (bp) 
ลูกศรชี ้β-actin gene amplicon ที่ขนาด 250 bp 
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          การวิเคราะหการแสดงออกของไซโตไคน IL-2, IFN- ดวยวิธ ีReal-time PCR 
    ทําการศึกษาการแสดงออกของยีนไซโตไคนที่มีบทบาทในการเพิ่มจํานวนของเซลล 
hPBMCsเชน IL-2, IFN- โดยเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนดังกลาวกับยีน β -actin   
การวิเคราะหดังกลาวใช primer ที่จําเพาะตอยีนดังน้ี 
 

Gene Sequence (5'-3'):

IL-2 forward TCA CCA GGA TGC TCA CAT TTA AGT 
IL-2 reverse GAG GTT TGA GTT CTT CTT CTA GAC ACT GA 
IFN-gamma forward CTA ATT ATT CGG TAA CTG ACT TGA 
IFN-gamma reverse ACA GTT CAG CCA TCA CTT GGA 

β -actin forward  CAT CGA GCA CGG CAT CGT CA

β -actin reverse TAG CAC AGC CTG GAT AGC
 
 
ทําการวิเคราะหการแสดงออกของแตละยีนโดยนํา cDNA ที่เตรียมได ปริมาตร 1 μl มาเพิ่ม
จํานวนยีนดังขางตน ที่สภาวะ 95 ˚C นาน 10 นาที และ 40 cycles ของ 95 ˚C for 30 วินาที 
และ 56 ˚C for 30 นาที ซ่ึงผลการวิเคราะหพบวาการแสดงออกของยีน IL-2 และ IFN- ของ 
PBMCs มีปริมาณเพิ่มขึ้นเม่ือทําการกระตุนดวย rSEA ที่ความเขมขนตั้งแต  100 ng (รูปที่ 
2.12) ดังน้ันจึงเลือก rSEA  ที่ความเขมขน 100 ng ทําการกระตุนการเพิ่มจํานวน T 
lymphocyte cel ใน hPBMCs สําหรับการทดสอบ neutralization ของ specific ScFv ที่เตรียม
ไดตอ rSEA ในการทดลองตอไป 
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รูปที่ 2.12 กราฟการแสดงออกของยีน IL-2  (A) และ IFN- (B) ใน hPBMCs ที่ถกูกระตุนการ

เพิ่มจํานวนเซลลดวย rSEA ที่ความเขมขนตางๆ 
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-   ทาํการทดสอบความสามารถของ specific ScFv .ในการลบลาง activity ของ rSEA 
ของเชื้อ S. aureus ที่ผลติได ดวยวิธี Inhibition of PBMCs proliferation (กิจกรรม
เดือนที่ 22-24) 

    การทดสอบประสิทธิภาพของ human ScFv antibody ในการลบลางพิษของ rSEA จากเชื้อ 
Staphylococcus aureus  ทําโดยศึกษาประสิทธิภาพของ human ScFv antibody ในการยับยั้ง 
rSEA ในการกระตุนการเพิ่มจํานวนเซลล lypmphocyte ใน PBMCs  (Inhibition of PBMCs 
proliferation) โดยนํา hPBMCs จํานวน 1.0 x 105 เซลล มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล 
RPMI-1640 ที่ supplemented ดวย 5% fetal bovine serum (FBS) และ antibiotic ใน 6 well 
tissue culture plate  แลวเตรียม rSEA ปริมาณ 1.00 μg/ml ผสมกับ ScFv จากแตละโคลนใน
อัตราสวน 1:1, 1:3 และ 1:5 นําสวนผสมดังกลาวมา incubate ที่อุณหภูมิ 37C นาน30 นาที 
แลวเติมลงในหลุมที่เพาะเลี้ยง  hPBMCs การทดลองนี้มีกลุม Positive control คือ หลุม
เพาะเลี้ยงเซลลที่เติม 1.0 μg/ml PHA และกลุม Negative control คือ กลุมที่เติม E. coli lysate 
ที่ใชผลิต rSEA แลวนําเซลลไปบมเพาะเลี้ยงที่ภาวะ 37C, 5% CO2, humidifies เปนเวลา 24 
ชั่วโมง ทําการเก็บเซลลที่แลวตรวจสอบความสามารถ ScFv ในการลบลางการ activity ของ 
rSEA โดยวิเคราะหจากการแสดงออกของยีน IL-2 และ IFN- ดวยเทคนิค Real-time PCR ดัง
วิธีขางตน 
    จากผลการวิเคราะหพบวา recombinant SEA ที่ผสมกับ human ScFv antibody clone no. 
B1 ในอตัราสวน 1:1 มีการแสดงออกของไซโตไคนยนี IL-2 และ IFN- ของ hPBMCs ลดลง
มากที่สุดเม่ือเปรียบเทยีบกับกลุม PBMCs ที่ถูกกระตุนดวย 100 ng rSEA เพียงอยางเดียว 
หรือ ScFV + rSEA ที่อตัราสวนอื่นๆ หรือ ScFv clone no. B6 ซ่ึงแสดงใหเห็นวา human 
ScFv antibody clone no. B1 มีประสิทธิภาพในการลบลางพิษของ rSEA ไดดีโดยมี
ประสิทธิภาพเม่ือ rSEA ตอ ScFv clone no.B1 ที่อัตราสวน1:1  (รูปที่ 2.13) 
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รูปที่ 2.13 Inhibition of PBMCs proliferation: กราฟการแสดงออกของ IL-2  (A) และ IFN- 

(B)  ใน hPBMCs ที่ถูกกระตุนการเพิ่มจํานวนเซลลดวย rSEA ที่ความเขมขน 100 
ng และ rSEA ที่ถูก neutralized ดวย rSEA ตอ ScFv clone no.B1 และ B6 ที่
อัตราสวนตางๆ 
Bar 1; Untreated group = Cultured PBMCs   
Bar 2; 100 ng SEA = PBMCs ถูกกระตุนดวย 100 ng rSEA   
Bar 3; 1:1 B1 = rSEA ตอ ScFv clone no.B1 ที่อัตราสวน1:1   
Bar 4; 1:3 B1 = rSEA ตอ ScFv clone no.B1 ที่อัตราสวน1:3   
Bar 5; 1:5 B1 = rSEA ตอ ScFv clone no.B1 ที่อัตราสวน1:5   
Bar 6; 1:1 B1 = rSEA ตอ ScFv clone no.B6 ที่อัตราสวน1:1   
Bar 7; 1:3 B1 = rSEA ตอ ScFv clone no.B6 ที่อัตราสวน1:3   
Bar 8; 1:5 B1 = rSEA ตอ ScFv clone no.B6 ที่อัตราสวน1:5   
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สรปุและวิจารณ์ผลการทดลอง 
staphylococcal enterotoxin A (SEA) คือสารพิษที่เชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus 

aureus สรางขึ้น ซ่ึงเปนสารพิษที่ทนทานตอสิ่งแวดลอมไดดีมาก เชนทนความรอน (พิษไมถูก
ทําลายดวยความรอน) และทนความเปนกรด-ดาง มีฤทธิ์เปน enterotoxin และ neurotoxin เม่ือ
คนกินอาหารที่ถูกปนเปอนดวย pre-formed SEA (หรือกินตัวเชื้อ S. aureus เขาไปแลวเชื้อ
ผลิต SEA ออกมาภายหลัง) สารพิษนี้ทําใหผูปวยมีอาการปวดเกร็งในทองอยางรุนแรง อาเจียน 
และอุจจาระรวง นอกจากนี้ SEA ยังเปน “Superantigen”  ซ่ึงสามารถกระตุน CD4+ T cells 
จํานวนมากในกระแสเลือด โดย SEA สามารถจับกับ variable region ของ T cell receptor สาย
บีตา (-chain of TCR) โดยตรง (โดยไมจําเปนตองถูก processed ใหอยูใน peptide groove 
ของ MHC class II บน antigen presenting cell) และขณะเดียวกันก็จับกับ -helic ของ
โมเลกุล MHC class II บนผิวของ antigen presenting cell พรอมๆกัน มีผลทําให T cells น้ันๆ
ถูกกระตุนใหหลั่งซัยโตไคน (cytokines) โดยเฉพาะอยางยิ่ง proinflamamtory cytokines คือ 
TNF และ IL-1 ออกมามากผิดปกติ ซ่ึงเปนสาเหตุของการเกิดอาการตางๆ เชนมีไขสูงมาก มี
การอักเสบและบวมน้ําในอวัยวะสําคัญ มีการเพิ่มของ vascular permeability ความดันเลือดลด
ต่ํา เกิดอาการช็อค และทําใหเสียชีวิต ดังน้ัน ศูนยควบคุมและปองกันโรคของประเทศ
สหรัฐอเมริกา (Center of Disease Control; CDC) จึงจัดให SEA อยูในกลุมสารพิษที่เปนอาวุธ
ชีวภาพ (Bio-weapon)   

การรักษาผูปวยที่ติดเชื้อสแตฟโลค็อคคัส ออเรียส สามารถทําไดโดยการใหยา
ปฏิชีวนะเพื่อฆาเชือ้ แตยาปฏิชีวนะไมสามารถลบลางพษิตางๆของสารพิษที่เชื้อผลิตออก
มาแลวได ในป ค.ศ. 1959 ไดเกิดมีเชื้อสแตฟโลค็อคคัส ออเรียส ที่ด้ือยาปฏิชีวนะหลายชนิดที่
เคยใชไดผลดีในการฆาเชื้อสแตฟโลค็อคคัส ออเรียส โดยเฉพาะอยางยิ่งการเกิดมีสายพันธุที่ด้ือ
ยา methicillin (methicillin resistant S. aureus; MRSA) ซ่ึงเปนปญหาที่สําคัญอยางยิ่งทาง
การแพทยในการรักษาผูที่ติดเชื้อเหลาน้ี นอกจากด้ือยาปฏิชีวนะแลว MRSA ยังสามารถผลิต 
staphylococcal enterotoxins (SEs) ตางๆไดมากกวาเชื้อ S. aureus ที่ไมด้ือยาถึงกวาสิบเทา 
และทําใหผูที่ติดเชื้อ MRSA มีอัตราการเสียชีวิตสูง เน่ืองจากการรักษาดวยยาปฏิชีวนะไมไดผล 
และไมสามารถยับยั้งกลไกการเกิดโรคจากสารพิษของเชื้อได และในขณะนี้ยังไมมี SEA anti-
dote นักจุลชีววิทยาหลายกลุมจึงขนานนาม MRSA วา “Formidable Superbug”  

เนื่องจากในผูปวยที่รอดชีวิต (convalescing subjects) จะมี anti-toxin antibody  ใน
กระแสเลือด ดังนั้นจึงเกิดแนวคิดวาหากใหการรักษาผูติดเชื้อและเริ่มปวยดวยวิธี passive 
immunization (ให ready made antitoxin) เสียตั้งแตในระยะเริ่มแรกของการติดเชื้อ (acute 
phase) ก็นาจะสามารถยับยั้งฤทธิ์ของสารพิษของเชื้อสแตฟโลค็อคคัส ออเรียสไดและก็นาจะทํา
ใหสามารถลดความรุนแรงของโรคและอัตราการเสียชีวิตของผูปวยที่ติดเชื้อสแตฟโลค็อคคัส ออ
เรียส  ลงได โดยเฉพาะอยางยิ่งเม่ือติดเชื้อแบคทีเรียในกลุม MRSA แตการใชแอนติบอดีจากคน
ที่หายปวยเพื่อนําไปรักษาผูที่กําลังปวยยอมมีปริมาณแอนติบอดีไมเพียงพอและขัดตอจริยธรรม 
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อีกทั้งการใชแอนติบอดีที่เตรียมจากการ immunize สัตวก็มีขอจํากัดหลายประการโดยเฉพาะ
อยางยิ่ง adverse reactions ที่เกิดจาก anti-isotype response  เชน anaphylaxis หรือ serum 
sickness 

การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพ่ือผลิต monoclonal anti-entertoxin A (anti-SEA) โดย
ใช human antibody phage display library ที่หองปฏิบัติการของ mentor (ศาสตราจารย วัน
เพ็ญ ชัยคําภา) สรางเอาไวแลว เพื่อใหได anti-entertoxin A ที่เปนโมเลกุลของมนุษยโดย
สมบูรณในรูปแบบของแอนติบอดีสายเด่ียวที่มีขนาดเล็กเพื่อใหแทรกผานเขาไปในเนื้อเยื่อตางๆ
ไดดี ไมกอการอักเสบในรางกายของคน มีคุณภาพแนนอนและเหมาะสมสําหรับนําไปพัฒนาตอ
ยอดสําหรับรักษาผูปวยที่ไดรับสแตฟโลค็อคคอล เอนเทอโรท็อกซิน ชนิด เอ (SEA) ของเชื้อ
สแตฟโลค็อคคัส ออเรียส ไดในที่สุด   

จากการเพ่ิมจํานวนยีน SEA จากเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus aureus strain ATCC 
13565 แลวนํา PCR product เขาสู cloning vector และ E. coli host protein expression 
system และผานขั้นตอน protein purification โดยใช affinity resin colume ซ่ึงสามารถ purify 
recombinant SEA protein มีขนาดประมาณ 65 kDa และนํา rSEA น้ีนําไปใชเปนแอนติเจนใน
ขั้นตอน bio-panning เพื่อคัดเลือก phage clones ที่ display human ScFv ที่มีความเฉพาะตอ 
rSEA จาก human antibody phage display library  พบวา phages จํานวน 5 โคลน มีโมเลกุล
ของ human ScFv ที่มีความจําเพาะตอ rSEA ดีที่สุด เม่ือทําการศึกษาความหลายหลายของยีน
ของ human ScFv (huscfv) ที่คัดเลือกไดดวยวิธี Restriction Fragment Length 
Polymorphism (RFLP) โดยใชเอนไซม MvaI พบวา huscfv ของแตละโคลนมี DNA band 
pattern ที่แตกตางกัน ชี้ใหเห็นถึงความแตกตางของยีน huscfv ในแต phage clone ซ่ึงอาจมี
ผลตอความจําเพาะตอเอพิโทปหรือแอฟนิตีที่แตกตางกันของ human ScFv ตอ tetanus toxin  
 จากการเหนี่ยวนํา selected phage E. coli ใหสราง human ScFv  แลวศึกษา 
localization ของ human ScFv protein ใน expression host E. coli cells ดวยวิธี Western 
blot พบวาสามารถเตรียม human ScFv protein โดยการสกัดจาก whole cell lysate ของ
แบคทีเรีย และพบวา  selected phage E. coli ทั้ง 2 โคลน (clone no. B1 และ B6) สามารถ
สราง human ScFv protein ได 
 ในการทดสอบความสามารถของ human ScFv ในการลบลางพิษของ Satphylocoocal 
enterotoxin A  (SEA) ดวยวิธี Inhibition of PBMCs proliferation เน่ืองจาก SEA สามารถ
กระตุนการเพ่ิมจํานวนของ lymphocyte cells ใน PBMCs เน่ืองจาก SEA มีคุณสมบัติเปน 
“Superantigen”  ซ่ึงสามารถกระตุน CD4+ T lymphocyte จํานวนมากในกระแสเลือด พรอมๆ
กัน มีผลทําให T lymphocytes ที่ถูกกระตุนหลั่งซัยโตไคน (cytokines) IL-2, IFN- ซ่ึงเปนซัย
โตไคนที่สําคัญในการเพ่ิมจํานวนของ T cells สงผลใหเกิดการเพ่ิมจํานวนของ T lymphocyte 
cells น้ันๆ (Dauwalder et al., 2006; Porichis et al., 2008) ดังน้ันในการทดลองในการศึกษา
ความสามารถของ recombinant Staphylococal enterotoxin A (rSEA) ที่ผลิตได สามารถทํา
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ไดกระตุน T lymphocyte cells ใน human peripheral blood morphonulear cells (hPBMCs) 
ดวย rSEA แลวทําการตรวจวัดการเพ่ิมจํานวนเซลลดวยการตรวจวัดการแสดงออกของยีน IL-
2, IFN- โดยเทคนิค Real-time PCR  จากการทดสอบพบวา ScFv clone no. B1 สามารถ 
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