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บทคดัย่อ 

โรคภูมิแพช้นิดท่ี 1 หรือ โรคภูมิแพ ้ เป็นการตอบสนองสารก่อภูมิแพข้องระบบภูมิคุม้กนัโดยมีตวักลางท่ี

จดจาํสารก่อภูมิแพ ้คือ อิมมูโนโกลบูลิน อี เม่ือร่างกายไดรั้บสารก่อภูมิแพท้าํให้ระดบัอิมมูโนโกลบูลิน อี ในกระแส

เลือดเพ่ิมข้ึน ส่งผลให้มีการจบัแลว้ส่งสัญญาณต่อเซลลเ์ม็ดเลือดขาวกระตุน้ให้เกิดกระบวนการอกัเสบ ดงันั้นอิมมูโน

โกลบูลิน อี ในกระแสเลือดจึงเป็นตวับ่งช้ีสําหรับโรคภูมิแพช้นิดท่ี 1 การวดัปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน อี ในกระแส

เลือด ตอ้งอาศยัโมเลกุลจบัจาํเพาะจึงจะสามารถพฒันาวิธีการตรวจสอบท่ีแม่นยาํและมีความไวสูงได ้งานวิจยัน้ีจึงทาํ

การคดัเลือกโมเลกุลท่ีจาํเพาะต่อ อิมมูโนโกลบูลิน อี เพ่ือใชต้รวจสอบปริมาณอิมมูโนโกลบูลิน อี ในกระแสเลือด โดย

ใชเ้ทคนิคการแสดงโปรตีนทางผิวฟาจและเทคนิคการคดัเลือกทางชีวภาพ จากการคดัเลือกนาโนบอดีซ่ึงเป็นโมเลกุล

จบัจาํเพาะดว้ยเทคนิค ELISA พบนาโนบอดี จาํนวน 10 โคลน คือ B41 B49 B50 B59 B78 B93 B94 B95 B98 และ 

B100 ท่ีจาํเพาะกบั อิมมูโนโกลบูลิน อี ของมนุษย ์เม่ือทาํการผลิตนาโนบอดีทาํการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE 

และเทคนิค Immunoblot พบว่ามีแถบโปรตีนขนาดประมาณ 15 กิโลดาลตนั ซ่ึงคาดว่าเป็นโมเลกุลนาโนบอดี โคลนท่ี

ไดส้ามารถนาํไปพฒันาเป็นโมเลกลุจบัจาํเพาะเพ่ือบ่งช้ีถึงอาการแพท่ี้เกิดจากโรคภูมิแพต่้อไป  

 

คาํสําคญั: โรคภูมิแพ้ชนิดท่ี 1  อิมมูโนโกลบูลิน อี  เทคนิคการแสดงโปรตีนทางผิวฟาจ  เทคนิคการคัดเลือกทางชีวภาพ 

 

Abstract 

Type I hypersensitivity or allergy is a hypersensitivity reaction of the immune system mediated by 

immunoglobulin E (IgE) that recognized allergen. Upon exposure to allergens, when IgE level in the blood 

increases, it triggers cells in the immune system resulting in the inflammation. Therefore, IgE level in the blood can 
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be used as a marker for type I hypersensitivity. To develop methodology for accurate and sensitive measurement of 

IgE level in blood, molecule recognizing IgE is required. In this study, we performed phage display and bio-panning 

techniques to screen and select nanobodies that are specific to IgE. The selected clones were evaluated using an 

indirect monoclonal enzyme‐linked immunosorbent assay (ELISA). After the selection through bio-panning, 10 

clones showed strong binding including B41, B49, B50, B59, B78, B93, B94, B95, B98, and B100. The positive 

clones were expressed, and nanobodies were analyzed by sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS‐PAGE) and immunoblot. The expected band showed a molecular weight of 15 kDa 

corresponding to the size of nanobody. 

 

Keywords: Type I hypersensitivity, immunoglobulin E, phage display, bio-panning 

 

1.  บทนํา 

โรคภูมิแพช้นิดท่ี 1 เกิดจากระบบภูมิคุม้กนัร่างกายตอบสนองต่อสารก่อภูมิแพ ้เช่น อาหารทะเล พืชตระกูล

ถัว่ และยา เป็นตน้ ส่งผลใหเ้กิดการอกัเสบของผวิหนงัและอวยัวะต่าง ๆ อาการท่ีสงัเกตไดคื้อ ผืน่แดง บวม คนั คดัจมูก 

ซ่ึงในปัจจุบนัยงัไม่มีการป้องกนัหรือรักษาให้หายขาด หากแต่สามารถทดสอบการแพโ้ดยการทดสอบผิวหนังแบบ

สะกิด การทดสอบผิวหนังแบบแผ่นแปะ หรือการวดัระดับ อิมมูโนโกลบูลิน อี ในกระแสเลือด ซ่ึงหากมีปริมาณ

มากกว่า 240 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร จะบ่งช้ีไดว้่ามีอาการแพแ้ละเส่ียงต่อการเป็นโรคภูมิแพช้นิดท่ี 1 (Amarasekera, 

2011) 

อิมมูโนโกลบูลิน อี เป็นแอนติบอดีในระบบภูมิคุม้กนัร่างกายชนิดจดจาํอยา่งจาํเพาะและเป็นตวักลางในการ

ส่งสัญญาณทาํให้เกิดการอกัเสบ โดยเม่ือร่างกายไดรั้บสารก่อภูมิแพ ้เซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนัสร้างอิมมูโนโกลบูลิน อี 

ท่ีจาํเพาะต่อสารก่อภูมิแพน้ั้น ๆ ร่างกายไดรั้บสารก่อภูมิแพใ้นคร้ังถดัไป อิมมูโนโกลบูลิน อี ท่ีจาํเพาะจะถูกสร้างให้มี

จาํนวนมากข้ึนแล้วส่งสัญญาณให้เซลล์เม็ดเลือดขาวปลดปล่อยแกรนูลซ่ึงบรรจุสาร เช่น ฮีสทามีน ส่งผลให้เกิด

กระบวนอาการอกัเสบ  โครงสร้างของอิมมูโนโกลบูลิน อี ประกอบดว้ยส่วนท่ีจดจาํสารก่อภูมิแพ ้คือส่วน antigen 

binding fragment (Fab) และส่วนท่ีจดจาํและส่งสัญญาณให้กับตัวรับสัญญาณบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาว คือ ส่วน 

Crystallizable fragment (Fc) (Sutton, et al., 2019) ดังนั้ นระดับ อิมมูโน โกลบู ลิน  อี  จึงเป็น ตัวบ่งช้ีการอักเส บ

เน่ืองมาจากการแพใ้นโรคภูมิแพช้นิดท่ี 1  

ในปัจจุบนัมีการตรวจสอบ อิมมูโนโกลบูลิน อี ของมนุษยโ์ดยแอนติบอดีท่ีมีความจาํเพาะ หากแต่โมเลกุล

แอนติบอดีราคาสูง มีโมเลกุลขนาดใหญ่ และกระบวนการผลิตแอนติบอดีมีความซับซ้อน ดังนั้นจึงมีการพฒันา

โมเลกุลท่ีเรียกว่านาโนบอดี ซ่ึงเป็นโมเลกุลแอนติบอดีขนาดเลก็ นาโนบอดีมีขนาดประมาณ 15 กิโลดาลตนั พฒันามา

จากแอนติบอดีบริเวณ antigen binding fragment (Fab) จากเลือดสัตวจ์าํพวกอูฐ โครงสร้างมีเฉพาะส่วนสายโซ่หลกั 

(VHH) โดยมีคุณสมบัติจบัจาํเพาะต่อโมเลกุลเป้าหมายเช่นเดียวกับแอนติบอดี ละลายนํ้ าได้ดี มีความเสถียร ทนต่อ

อุณหภูมิสูง สามารถพฒันาใชเ้ป็นไบโอเซนเซอร์ทางยาและทางการแพทย ์(Bannas, et al., 2017)  
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เทคนิคการแสดงออกโปรตีนทางผิวฟาจ เป็นเทคนิคการเติมยีนนาโนบอดีเขา้ไปหน้ายีนแสดงออกโปรตีน

บริเวณพ้ืนผิวของฟาจ โดยคลงัยีนนาโนบอดีจะถูกสร้างให้มีความหลากหลายของลาํดบักรดอะมิโนบริเวณจบักบั

โมเลกุลเป้าหมายแลว้แสดงออกร่วมกบัโปรตีนบริเวณพ้ืนผิวฟาจ ในการคดัเลือกโมเลกุลนาโนบอดีจะอาศยัเทคนิค

การคดัเลือกทางชีวภาพซ่ึงเป็นการคดัเลือกฟาจท่ีมีการจบัจาํเพาะกับโปรตีนเป้าหมายจากคลงันาโนบอดี ในการ

คดัเลือกแต่ละรอบ ฟาจท่ีแสดงออกนาโนบอดีท่ีจบัจาํเพาะจะถูกนาํไปเพิ่มจาํนวนในแบคทีเรีย สายพนัธุ์ TG1 การ

คดัเลือกใช้หลกัการจบัอย่างแข่งขนัเพ่ือคดัเลือกนาโนบอดีท่ีจบัอย่างจาํเพาะกบัโปรตีนเป้าหมาย (Lee, et al., 2007) 

งานวิจยัจึงอาศยัเทคนิคการแสดงออกโปรตีนทางผิวฟาจและการคดัเลือกทางชีวภาพ เพ่ือคดัเลือกโมเลกุลนาโนบอดีท่ี

มีความจาํเพาะต่อ อิมมูโนโกลบูลิน อี ของมนุษย ์เพ่ือใชใ้นการพฒันาวิธีการตรวจสอบ อิมมูโนโกลบูลิน อี ในกระแส

เลือดท่ีแม่นยาํและมีความไวสูงต่อไป 

 

2.  วตัถุประสงค์ 

คัดเลือกโมเลกุลนาโนบอดีท่ีจําเพาะกับอิมมูโนโกลบูลิน อี โดยเทคนิคการคัดเลือกทางชีวภาพและ 

การแสดงออกโปรตีนทางพ้ืนผิวฟาจเพ่ือพัฒนาเป็นโมเลกุลจับจาํเพาะของอิมมูโนโกลบูลิน อี ในกระแสเลือด  

อนัเน่ืองมาจากโรคภูมิแพช้นิดท่ี 1 

 

3.  วธีิดําเนินการวจิัย 

3.1 การคัดเลือกทางชีวภาพ (Bio-panning) 

ตรึงโมเลกุลอิมมูโนโกลบูลินอี บริเวณ Crystallizable fragment (Fc) (บริษัท Sino Biological ปักก่ิง,จีน) 

ปริมาณ 0.3 ไมโครกรัม ท่ีละลายในบฟัเฟอร์ฟอสเฟต (pH 7.4) ความเขม้ขน้ 0.01 โมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บน

ไมโครเวลเพลทชนิด 96 หลุม บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง ท้ิงส่วนใสท่ีไม่ถูกตรึงบนแพลท 

เติม bovine serum albumin (BSA) ความเขม้ขน้ร้อยละ 5 โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร ลา้งหลุมดว้ยบฟัเฟอร์ฟอสเฟต pH 

7.4 ความเขม้ขน้ 0.01 โมลาร์ จาํนวน 3 คร้ัง จากนั้นเติมคลงันาโนบอดีช่ือ Domain antibody phagemid library (บริษทั 

Source Bio Science นอตทิงแฮม, องักฤษ) เจือจางให้มีความเขม้ขน้ 10 10 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง จากนั้นลา้งฟาจท่ีไม่จบัด้วยบัฟเฟอร์ฟอสเฟต (pH 7.4) ความเขม้ขน้ 0.01 โมลาร์ ท่ีมี 

Tween 20 ร้อยละ 0.1 โดยปริมาตร จาํนวน 10 คร้ัง หลงัจากนั้นชะฟาจท่ีมีความจาํเพาะโดยเติมบฟัเฟอร์ไกลซีนไฮโดร

คลอริก ความเขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ pH 2.2 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 15 นาที จากนั้นทาํการชะฟาจท่ี

จบักบัอิมมูโนโกลบูลิน อี ให้หลุดออก ต่อมาเติมบฟัเฟอร์ทริสไฮโดรคลอริก ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ (pH 9.5) ปริมาตร 

15 ไมโครลิตร เพ่ือปรับให้สารละลายเป็นกลาง นําฟาจท่ีมีความจาํเพาะเพิ่มจาํนวนโดยบ่มกับ E. coli สายพนัธุ์ 

HB2151 เล้ียง E. coli สายพนัธุ์ HB2151 ให้มีความขุ่นท่ี 600 นาโนเมตร เท่ากบั 0.5 เติมฟาจนาโนบอดี ปริมาตร 10 

ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 1 ชัว่โมง แลว้นาํมาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแขง็ท่ีมีแอมพิซิลลินความ

เขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาํโคโลนีเด่ียวแต่ละโคโลนีเล้ียงในอาหารชนิดเหลว ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ให้มี

ความขุ่นท่ี 600 นาโนเมตร เท่ากบั 0.5 จากนั้นเหน่ียวนาํให้ผลิตโปรตีนโดยเติม Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 
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ความเขม้ขน้ 0.001 โมลาร์ บ่มท่ี 25 องศาเซลเซียส 16-18 ชั่วโมง ป่ันตกตะกอนเซลล์ท่ีความเร็ว 4000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 30 นาที เกบ็ส่วนใสมาทดสอบความจาํเพาะโดยเทคนิค Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  

 

3.2 การทดสอบการจับจาํเพาะเบือ้งต้นโดยเทคนิค Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

ตรึงโมเลกุลโดยเติมอิมมูโนโกลบูลินอี บริเวณ Crystallizable fragment ปริมาณ 0.1 ไมโครกรัม ใน 100 

ไมโครลิตร บฟัเฟอร์ฟอสเฟต (pH 7.4) ความเขม้ขน้ 0.01 โมลาร์ บนไมโครเวลเพลทชนิด 96 หลุม บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ท้ิงส่วนใสท่ีไม่ถูกตรึงบนแพลท เติม bovine serum albumin (BSA) ความ

เขม้ขน้ร้อยละ 5 โดยนํ้ าหนกัต่อปริมาตร ลา้งหลุมดว้ยบฟัเฟอร์ฟอสเฟต (pH 7.4) ความเขม้ขน้ 0.01 โมลาร์ จาํนวน 3 

คร้ัง จากนั้ นเติมแต่ละโคโลนีหลังจากเหน่ียวนําให้มีการผลิตโปรตีนนาโนบอดีลงแต่ละหลุม  ปริมาตร 200 

ไมโครลิตร จาํนวน 100 โคโลนี บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 1 ชัว่โมง ท้ิงส่วนท่ีไม่จบัและลา้งหลุมดว้ยบฟัเฟอร์ฟอสเฟต (pH 

7.4) ความเขม้ขน้ 0.01 โมลาร์ ท่ีมี Tween 20 ร้อยละ 0.1 โดยปริมาตร จาํนวน 3 คร้ัง จากนั้นเติมแอนติบอดี Mouse 

anti-Myc IgG-biotin (บริษัท Thermo Fisher Scientific วอลแทม, สหรัฐอเมริกา) ตามด้วย ExtrAvidin®Peroxidase 

(บริษัท Sigma Aldrich เซนต์หลุยส์, สหรัฐอเมริกา) เติมสารตั้ งต้น 3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine (Thermo Fisher 

Scientific วอลแทม, สหรัฐอเมริกา) บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง 10 นาที หยดุปฏิกิริยาโดยเติมกรดไฮโดรคลอริก ความเขม้ขน้ 1 

โมลาร์ จากนั้นวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร 

 

3.3 การผลิตโปรตีนนาโนบอดีใน Escherichia coli สายพันธ์ุ HB2151  

ในการผลิตโปรตีนในปริมาณมาก (large scale) เร่ิมจากนําโคโลนีท่ีมีความจาํเพาะต่ออิมมูโนโกลบูลิน อี 

เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว เล้ียง E. coli สายพนัธุ์ HB2151 ให้มีความขุ่นท่ี 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.6-0.7 

ปริมาตร 1 ลิตร หลงัจากนั้นเหน่ียวนาํให้มีการผลิตโปรตีนโดยเติม Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 

ความเขม้ขน้ 0.001 โมลาร์ บ่มท่ี 25 องศาเซลเซียส 16-18 ชัว่โมง ป่ันตกตะกอนเซลลท่ี์ 15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

30 นาที จากนั้นแตกตะกอนเซลล์ด้วยเทคนิค periplasmic extraction โดย เติมบัฟเฟอร์ทริสไฮโดรคลอไรด์ ความ

เขม้ขน้ 0.03 โมลาร์ (pH 8.0) ท่ีมีกรดเอทิลีนไดอามีนเตตราอาเซติก (EDTA) ความเขม้ขน้ 0.001 โมลาร์และซูโครส 

ความเขม้ขน้ร้อยละ 20 โดยนํ้ าหนักต่อปริมาตร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร บ่มในนํ้ าแข็ง 30 นาที ป่ันตกตะกอนเซลล์ท่ี 

15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที เติมแมกนีเซียมคลอไรด์ ความเขม้ขน้ 0.005 โมลาร์ ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลว้

บ่มในนํ้ าแข็ง 30 นาที ป่ันท่ี 15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที เก็บส่วนใส กรองส่วนใสดว้ยเมมเบรนขนาด 0.22 

ไมครอน เกบ็ฟาจนาโนบอดีท่ี -20 องศาเซลเซียส 

 

3.4 การผลิตโปรตีนนาโนบอดีใน Escherichia coli สายพันธ์ุ BL21 (DE3) 

หลงัจากท่ีไดฟ้าจนาโนบอดีท่ีมีความจาํเพาะ จึงทาํการโคลนยีนจากโคโลนีท่ีมีความจาํเพาะเขา้สู่ E. coli สาย

พนัธุ์ BL21(DE3) จากนั้นทาํการผลิตโปรตีนในปริมาณมากข้ึน โดยเล้ียงโคโลนีท่ีมียีนนาโนบอดีใน E. coli สายพนัธุ์ 
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BL21(DE3) ให้มีความขุ่นท่ี 600 นาโนเมตร เท่ากบั 0.7 ปริมาตร 1 ลิตร หลงัจากนั้นเหน่ียวนาํให้มีการผลิตโปรตีนโดย

เติม Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) ความเขม้ขน้ 0.001 โมลาร์ บ่มท่ี 25 องศาเซลเซียส 16-18 ชัว่โมง 

ป่ันตกตะกอนเซลล์ท่ีความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นแตกตะกอนเซลลด์ว้ยเทคนิคแตกเซลล์

ด้วยคล่ืนเสียง (sonication) เติมบัฟเฟอร์แตกเซลล์ท่ีมีทริสไฮโดรคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 8.0)  

กรดเอทิลีนไดอามีนเตตราอาเซติก (EDTA) ความเขม้ขน้ 0.001 โมลาร์และ ไลโซไซม์ ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร จากนั้นแตกเซลลด์ว้ยคล่ืนเสียง 30 วินาที เป็นเวลา 10 นาที ป่ันตกตะกอนเซลลท่ี์ความเร็ว 15,000 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 30 นาที เกบ็ส่วนใส กรองส่วนใสดว้ยเมมเบรน 0.22 ไมครอน เกบ็ฟาจนาโนบอดีท่ี -20 องศาเซลเซียส 

 

3.5 การวิเคราะห์โปรตีนนาโนบอดีโดยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE) และเทคนิค Immunoblot  

วิเคราะห์นาโนบอดีดว้ย 12% gel SDS-PAGE ท่ีความต่างศกัย ์120 โวลต์ เป็นเวลา 90 นาที จากนั้นทาํการ

ยอ้มโปรตีนโดย InstantBlue® Protein Stain เพ่ือสังเกตรูปแบบและขนาดของแถบโปรตีน หลงัจากนั้นทาํการยา้ย

โปรตีนไปยงัเมมเบรนไนโตรเซลลูโลส ตามดว้ยเติม bovine serum albumin (BSA) ความเขม้ขน้ ร้อยละ 5 โดยนํ้าหนกั

ต่อปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง ลา้งเมมเบรนด้วยบัฟเฟอร์ทริสไกลซีนท่ีมีท่ีมี Tween 20 ร้อยละ 0.1 โดย

ปริมาตร เป็ น เวลา 5 นาที  จํานวน 3 ค ร้ัง เติม  anti-histidine-HRP (บริษัท  Thermo Fisher Scientific วอลแทม, 

สหรัฐอเมริกา) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 2 ชั่วโมง ลา้งเมมเบรนด้วยบัฟเฟอร์ทริสไกลซีนท่ีมี Tween 20 ร้อยละ 0.1 โดย

ปริมาตร เป็นเวลา 5 นาที จาํนวน 3 คร้ัง เติมสารตั้งตน้แลว้วิเคราะห์ผลโดยเคร่ืองถ่ายภาพเจลโหมดอลัตราไวโอเลต 
 

4.  ผลการวจิัยและอภิปรายผล 

4.1 การทดสอบการจับจาํเพาะเบือ้งต้นโดยเทคนิค Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) หลงัจากการคัดเลือก

ทางชีวภาพ (Bio-panning)  

การคดัเลือกทางชีวภาพเป็นเทคนิคการคดัเลือกโมเลกุลท่ีมีความจาํเพาะต่อโมเลกุลเป้าหมาย โดยในงานวิจยั

คดัเลือกร่วมกบัเทคนิคการแสดงออกนาโนบอดีทางผิวฟาจ หลงัจากการคดัเลือกโดยเทคนิคการคดัเลือกทางชีวภาพ 

นาํโคโลนี จาํนวน100 โคลน มาทาํการทดสอบการจบัจาํเพาะดว้ยเทคนิค ELISA พบว่ามี 10 โคลน คือ B41 B49 B50 

B59 B78 B93 B94 B95 B98 และB100 ท่ีแสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร สูงกว่าโปรตีนมาตรฐาน คือ 

Bovine serum albumin จึงทาํการทดสอบทั้ง 10 โคลนอีกคร้ัง 3 ซํ้ า แสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร ดงัรูปท่ี  

1  จ า ก นั้ น ส ก ัด พ ล า ส มิด  วิ เ ค ร า ะ ห์ลาํ ด ับ นิ ว ค ลีโ อ ไ ท ด์ด ้ว ย โ ป ร แ ก ร ม  IMGT/V-QUEST the international 

(ImMunoGeneTics information system®, online) พบว่า โคลนท่ี 93 และ 98 มีลาํดบันิวคลีโอไทด์ท่ีคาดว่าจะมีการจบั

อย่างจําเพาะต่อ อิมมูโนโกลบูลิน อี บริเวณ Crystallizable fragment จากการคัดเลือกโดยเทคนิคข้างต้นจําเป็น 

ตอ้งอาศยั E. coli สายพนัธุ์ HB2151 ซ่ึงเป็นเแบคทีเรียสายพนัธุ์ท่ีมีความสามารถในติดเช้ือฟาจมิดจากคลงันาโนบอดี

แลว้ทาํการผลิตนาโนบอดี เพ่ือวิเคราะห์การจบัจาํเพาะดว้ยเทคนิค ELISA และวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 

นาโนบอดี 
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รูปท่ี 1 การทดสอบการจบัจาํเพาะเบ้ืองตน้ระหวา่งโคลนนาโนบอดีและอิมมูโนโกลบูลิน อี บริเวณ fragment crystallizable (Fc) โดย

เทคนิค Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) แสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450 นาโนเมตร 

 

4.2 การแสดงออกโปรตีนใน Escherichia coli สายพันธ์ุ HB2151 และ Escherichia coli สายพันธ์ุ BL21(DE3) และ

วิเคราะห์นาโนบอดีโดยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) และเทคนิค 

Immunoblot  

หลงัจากคดัเลือกโดยเทคนิคการคดัเลือกทางชีวภาพพบโคลนท่ีมีความจาํเพาะต่ออิมมูโนโกลบูลิน อี คือ B93 

และ B98 นาํฟาจท่ีบรรจุดีเอ็นเอฟาจมิด (pR2) มียีนนาโนบอดีโคลนท่ี B93 และ B98 ถ่ายโอนเขา้สู่ E. coli สายพนัธุ์ 

HB2151 ซ่ึงเป็นเจา้บา้นท่ีมีลกัษณะจาํเพาะในการถูกติดเช้ือโดยฟาจท่ีบรรจุดีเอน็เอฟาจมิด (pR2) มียีนนาโนบอดี และ

มีความสามารถในการผลิตโปรตีน จากนั้นเหน่ียวนาํให้มีการผลิตนาโนบอดีบริเวณระหว่างผนังเยื่อหุ้มเซลล ์ทาํการ

แตกเซลล ์และวิเคราะห์แถบโปรตีนหยาบนาโนบอดีดว้ย 12 % SDS-PAGE ไดรู้ปแบบแถบโปรตีนดงัรูปท่ี 2ก ซ่ึงคาด

ว่าแถบโปรตีนท่ีขนาดประมาณ 15 กิโลดาลตนัคือนาโนบอดี อย่างไรก็ตามการผลิตโปรตีนด้วย E. coli สายพนัธุ์ 

HB2151 ดีเอ็นเอฟาจมิดขา้งตน้จากคลงันาโนบอดีไม่มีฉลากท่ีเหมาะสมสาํหรับการติดตามและการทาํบริสุทธ์ิ ทาํให้

โปรตีนท่ีผลิตข้ึนยากต่อการทาํบริสุทธ์ิและไม่สามารถติดตามดว้ยเทคนิค Immunoblot   

E. coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) เป็นสายพนัธุ์ท่ีเหมาะสมในการผลิตโปรตีนให้ได้ในปริมาณมากในระบบ 

พลาสมิด pET  ผูวิ้จยัจึงทาํการดดัแปลงลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยีนนาโนบอดี โคลนท่ี B98 โดยการเติมฉลากฮิสทีดีนท่ี

ปลายเอมีนเพ่ือประโยชน์ในการทาํบริสุทธ์ิและการติดตามดว้ยเทคนิค immunoblot  จากนั้นถ่ายโอนพลาสมิด pET28-

Fc_B98 ท่ีมียีนนาโนบอดีโคลนท่ี 98 เขา้สู่ E. coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) โดยผูวิ้จยัเลือกโคลนท่ี B98 ซ่ึงเป็นโคลนท่ี

คาดวา่น่าจะมีการจบัจาํเพาะกบัอิมมูโนโกลบูลิน อี ไดดี้ เน่ืองจากเม่ือทดสอบดว้ยเทคนิค ELISA พบวา่โคลนท่ี B98 มี

ค่าการดูดกลืนแสงมากกว่าโคลนท่ี B93 ในการผลิตโปรตีนใน E. coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) โดยเหน่ียวนาํให้มีการ

ผลิตนาโนบอดีบริเวณระหว่างผนงัเยื่อหุ้มเซลล ์ทาํการแตกเซลล ์และวิเคราะห์แถบโปรตีนหยาบนาโนบอดีโดย 12 % 
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SDS-PAGE พบแถบโปรตีนท่ีขนาดประมาณ 15 กิโลดาลตนั ดงัรูปท่ี 2ข ซ่ึงเป็นขนาดของนาโนบอดี จึงคาดวา่การถ่าย

โอนยนีสาํเร็จและสามารถผลิตนาโนบอดีดว้ย E. coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) และ E. coli สายพนัธุ์ HB2151 

 

 
 

รูปท่ี 2 แสดงผลการวิเคราะห์รูปแบบแถบโปรตีนจากโปรตีนหยาบของนาโนบอดีดว้ยเทคนิค SDS-PAGE  ก.) เลนท่ี 1 แสดงโปรตีน

เคร่ืองหมาย เลนท่ี 2 และ 3 แสดงโปรตีนท่ีผลิตใน E. coli สายพนัธุ์ HB2151 โคลนท่ี 93 และโคลนท่ี 98 ตามลาํดบั ข.) เลนท่ี 1 แสดง

โปรตีนเคร่ืองหมาย เลนท่ี 2 แสดงโปรตีนท่ีผลิตใน E. coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) โคลนท่ี 98 ท่ีไม่มีการเหน่ียวนาํใหผ้ลิตโปรตีน เลนท่ี 3 

แสดงโปรตีนท่ีผลิตใน E. coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) โคลนท่ี 98 

 

ในการวิเคราะห์โปรตีนนาโนบอดีท่ีผลิตใน E. coli สายพันธุ์  HB2151และผลิตใน E. coli สายพันธุ์ 

BL21(DE3) พบว่ารูปแบบโปรตีนหยาบมีความแตกต่างกนัใน 2 สายพนัธุ์ หากแต่มีแถบโปรตีนท่ีคาดว่าเป็นโนบอดี

เช่นเดียวกนัท่ีขนาด 15 กิโลดาลตนั ดงันั้นเพ่ือยืนยนัผลการแสดงออกของโปรตีนจึงทาํการวิเคราะห์นาโนบอดีจาก

โคลน B98 ท่ีผลิตดว้ย E. coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) ดว้ยเทคนิค Immunoblot พบว่ามีแถบโปรตีนท่ีขนาดประมาณ 15 

กิโลดาลตนั ท่ีจาํเพาะกบัแอนติบอดีท่ีจดจาํฉลากฮีสติดีน ดงัรูปท่ี 3  
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รูปท่ี 3 แสดงแถบโปรตีนหยาบนาโนบอดีผลิตใน E. coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) โคลนท่ี 98 วิเคราะห์โดยเทคนิค Immunoblot 

 

E. coli สายพนัธุ์ BL21 (DE3) ในระบบพลาสมิด pET ท่ีมีการผลิตนาโนบอดีท่ีติดฉลากฮีสติดีนสามารถ

ติดตามผลโดยเทคนิค Immunoblot แต่ E. coli สายพนัธุ์ HB2151 ในระบบฟาจจากคลงันาโนบอดี มีฉลาก myc และ 

VSV-G มีความเหมาะสมในการวิเคราะห์ผลโดยเทคนิค ELISA หากแต่ไม่สามารถติดตามผลโดยเทคนิค Immunoblot 

ได้ จึงทาํให้มีการเปล่ียนระบบการแสดงออกโปรตีนนาโนบอดีรวมถึงการเปล่ียนสายพนัธุ์แบคทีเรียในการผลิต

โปรตีน 

 

5.  สรุปผลการศึกษา 

จากการคดัเลือกนาโนบอดีท่ีจาํเพาะกบัโมเลกุลอิมมูโนโกลบูลิน อี ของมนุษย ์จาํนวน 100 โคลน ดว้ยเทคนิค

การแสดงออกโปรตีนทางผิวฟาจและการคดัเลือกทางชีวภาพ พบนาโนบอดีโคลน B98 ท่ีคาดว่าจะจบัจาํเพาะต่ออิมมู

โนโกลบูลิน อี โดยวิเคราะห์การจบัจาํเพาะเบ้ืองตน้ดว้ยเทคนิค Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ซ่ึงเม่ือ

ถ่ายโอนยีนเขา้สู่ Escherichia coli สายพนัธุ์ BL21(DE3) ผลิตโปรตีน วิเคราะห์โดยเทคนิค SDS-PAGE และเทคนิค 

Immunoblot  พบแถบโปรตีนท่ีคาดว่าจะเป็นนาโนบอดีซ่ึงมีขนาดประมาณ 15 กิโลดาลตนั ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงประสบ

ความสาํเร็จในการคดัเลือกโคลนท่ีมียีนของนาโนบอดีและสามารถถ่ายโอนยีนเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้นเพ่ือการผลิตโปรตีน

ได ้นาโนบอดีท่ีมีความจาํเพาะต่ออิมมูโนโกลบูลิน อี สามารถนาํไปพฒันาเป็นโมเลกุลตรวจวดั อิมมูโนโกลบูลิน อี 

เพ่ือใชใ้นทางการแพทย ์หรือ การวิจยัต่อไป   
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