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บทคัดย1อภาษาไทย 
 
  โครงการ  การผลิตแอนติบอดีปรับแตNงพันธุกรรม เพื่อการตรวจวิเคราะหVสารพิษจากเชื้อรา 

น้ี อันที่จริงเปOนโครงการที่วางแผนการดำเนินการเปOนระยะเวลา ๓ ปJ แตNไดCรับการสนับสนุนในปJแรกเพียงปJ

เดียว แลCวตCองปqดโครงการไปกNอน แมCกระนั้น ผูCวิจัยยังสามารถดำเนินการวิจัยมาไดCระดับหนึ่ง จนไดCผลท่ี

นNาสนใจมารายงาน โดยมีงานหลักท่ีไดCทำ ๓ สNวน สNวนแรกเปOนการตNอยอดผลโครงการวิจัยที่ไดCรับทุนจาก 

สวก ซึ่งผูCวิจัยประสบความสำเร็จในการใชCเทคโนโลยีเฟจ ในการสรCางแอนติบอดีปรับแตNงพันธุกรรมตNอ

สารพิษจากเชื้อรา ๒ ชนิดคือ aflatoxin และ zearalenone ซึ่งเปOนแอนติบอดีที่อยูNในรูป scFv และ scFv-

AP  ในโครงการวิจัยนี้ผูCวิจัยไดCทำการศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบัติแอนติบอดีในรูป scFv, scFv-AP, scFv-

GFP, scFv-Fc และรูปแบบธรรมชาติคือ IgG ในการใชCตรวจวัด mycotoxin โดยแอนติบอดีที่อยูNในรูปแบบ 

scFv, scFv-AP, และ scFv-GFP น้ัน ใชCสำหรับการตรวจสอบแบบ ELISA สNวนแอนติบอดีแบบ scFv-Fc และ 

IgG นั้น ใชCในการตรวจแบบ lateral flow หรือ strip test ซึ่งตCองมีการ conjugate antibody กับตัวใหC

สัญญาณ ท่ีเหมาะสม ผลการศึกษาในสNวนน้ี สรุปไดCวNา แอนติบอดีแบบ scFv-AP มีคุณสมบัติดีท่ีสุด ในการใชC

ในการตรวจสอบบน ELISA plate สามารถผลิตออกมาจากระบบการผลิตใน E. coli ไดC แตNยังอยูNในปริมาณ

ที่คNอนขCางต่ำ สNวนแอนติบอดีในรูปแบบ IgG นั้นพบวNานั้นสามารถนำไปประยุกตVใชCในการตรวจสอบแบบแถบ

วิเคราะหV lateral flow หรือ strip test ไดCดี และสามารถผลิตออกมาไดCในปริมาณคNอนขCางสูง จากระบบ

การผลิตในเซลลVสัตวV  สNวนที่ ๒ เกี่ยวของกับแอนติบอดีในรูปแบบ IgG ที่พบในธรรมชาติ และถูกใชCประกอบ

เปOนชุดตรวจวิเคราะหV ทางการคCาในป�จจุบัน โดยในงานวิจัยที่ผNานมา ผูCวิจัยใชC platform ของผูCรNวมวิจัยใน

ตNางประเทศในการผลิตแอนติบอดีแบบ IgG จึงมีขCอจำกัดในการใชCงาน โดยเฉพาะหากตCองการนำออกสูNเชิง

พาณิชยV ดังนั้นในสNวนที่ ๒ ของโครงการ ผูCวิจัยจึงตCองการที่จะสรCาง platform สำหรับการเปลี่ยนแอนติบอดี

ในรูปแบบ scFv ใหCเปOน IgG ข้ึนในหCองปฏิบัติการเอง เพ่ือนำไปใชCในการศึกษา และผลิตชุดตรวจสอบสำหรับ

ใชCในประเทศในระยะยาวตNอไป ผลการดำเนินงานสรุปไดCวNาสามารถสรCาง platform ที่มีประสิทธิภาพในการ

ผลิต IgG เพื่อใชCตรวจสอบ mycotoxin ตามเป�าหมายของโครงการวิจัยไดCสำเร็จ ในสNวนที่ ๓ ผูCวิจัยไดCริเร่ิม

ทำงานวิจัยตNางๆ ที่จะเปOนพื้นฐานในการพัฒนาเทคนิคใหมNๆ ในการใชCประยุกตVใชCแอนติบอดีประกอบเปOนชุด

ตรวจวิเคราะหVการปนเป��อน mycotoxin อยNางรวดเร็วและแมNนยำเพ่ิมเติม ไดCแกN การทำ epitope mapping 

เพื่อหา mimotope ของ แอนติบอดี โดยใชCแอนติบอดีตNอ Aflatoxin และ Zearalenone เปOนตCนแบบ โดย

ผูCวิจัยสามารถคCนพบ mimotope ของทั้ง ๒ antibody จากการทำ biopanning ดCวย phage display 

peptide library SUT12 ที่มีอยูNในหCองปฏิบัติการ ซึ่งหากทำการทดลองเพิ่มเติมตNอไป อาจนำไปใชCแทนท่ี 

conjugated mycotoxins ในชุดตรวจสอบแบบ rapid test ทำใหCประหยัดคNาใชCจNาย และปลอดภัยขึ้นดCวย 

นอกจากนั้นแลCวผูCวิจัยยังไดCริเริ่มลอง เชื่อม antibody กับตัวใหCสัญญาณประเภท Silver nanocomposite 

โดยถือเปOนการริเริ่มความรNวมมือกับ อาจารยVรุNนใหมNจาก มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ซ่ึงผลงานในสNวนน้ี ยังอยูN

ในชNวงตCนของการทดลอง ในเบื้องตCนพบวNาสามารถ conjugate ไดCแลCว แตNจะตCอง optimize สภาวะตNางๆ 

อีกหลายขั้นตอน กNอนจะสามารถนำมาใชCประกอบเปOนชุดตรวจสอบแบบรวดเร็วเพื่อใชCตรวจวิเคราะหVใน
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พื้นที่จริงตNอไปไดC  และทCายสุด ผูCวิจัยไดCพยายามริเริ่ม ใชCเทคนิค chain shuffling พัฒนาความแรงในการจับ

ของแอนติบอดี โดยใชCแอนติบอดีจากหนูสNวน heavy chain มารวมกับ light chain แอนติบอดีมนุษยVจาก

โครงการนี้ แตNเมื่อรวมแลCวพบวNา แอนติบอดีทำงานไมNไดCคือไมNจับกับเป�าหมาย จึงตCองพัฒนาตNอดCวยวิธี 

guided selection คือเลือกคูNจาก library ของ light chain ทั้งหมดที่มีอยูN ซึ่งอาจมีโอกาสสำเร็จ หากไดCรับ

ทุนสนับสนุนตNอไป  
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บทคัดย1อภาษาอังกฤษ 
 

This research project entitled "Development of recombinant antibody for the 

detection of mycotoxins" was originally planed for a period of 3-year. Unfortunately, the 

project was only supported for the first year; therefore, only the first part of the project is 

reported.  Nevertheless, interesting results have been achieved. These results can be divided 

into 3 main parts. The first part is the continuation of the outputs from the research projects 

granted by ARDA, of which two recombinant antibodies against two mycotoxins, namely 

aflatoxin and zearalenone have been successfully created using phage display technology. 

These antibodies are in the form of scFv and scFv-AP. In this research project, the binding 

property of various formats of anti-mycotoxin antibodies, i.e., scFv, scFv-AP, scFv-GFP, scFv-

Fc, and IgG, which is the natural form have been compared. The antibody in scFv, scFv-AP 

and scFv-GFP were investigated using ELISA-based method; while scFv-Fc and IgG were tested 

using lateral flow or strip test, of which the antibodies must be conjugated with appropriate 

tag. The results indicated that the scFv-AP performed the best in ELISA-based assay and can 

be produced from E. coli expression system at a relatively low level. For lateral flow or strip-

test, the best performance format of antibody is IgG, which could be produced from animal 

expression system at a relatively high level. The second part of the project involved IgG, the 

form of antibody that is found in nature and currently use in all commercial test kits. In the 

previous work, the IgG was constructed using a platform of our international collaborators, 

which has limitation for further distributions and commercialization. Therefore, the second 

part of this project is focused on the development of our laboratory's platform for the 

conversion of scFv to IgG, which will be used for further studies as well as incorporation into 

test kits for commercial uses in Thailand. In summary of our results in the second part of the 

projects suggested that an effective platform for the production of IgG for mycotoxin 

detection has been successfully established. The third part of our project deals with various 

basic research experiments that can be used as the basis for the development of novel 

techniques for rapid point-of-detection of mycotoxin in the field. These include epitope 

mapping to identify mimotope of two model antibodies, namely anti-aflatoxin and anti-

zearalenone. The mimotopes of both antibodies were successfully obtained using the 

laboratory's phage display random peptide library, named SUT12. These mimotopes could 

be further developed to replace conjugated mycotoxins in a rapid test kit, which can reduce 

the cost and increase safety. Next, we have initiated a collaborative research project with a 
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young staff from Ubon Ratchathani University, on the conjugation of recombinant antibody 

with silver nanocomposite. This project is ongoing. So far, we successfully conjugated our 

recombinant antibody with the nanomaterial, but various conditions must be optimized 

before it can be used in a rapid test kit. Finally, we have also tried to implement chain 

shuffling technique to further increase binding affinity of our antibody by joining the heavy 

chain of mouse antibody with the light chain of human antibody. However, we found that 

even though we could successfully join them, but the antibody couldn't bind to the target 

anymore. Therefore, new strategy based on guided selection technique, of which a library of 

human light chain must be tested, should be attempted, providing acquisition of adequate 

funding. 
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บทที่ 1 

บทนำ 
 

1.1 ความสำคัญและท่ีมาของป{ญหาการวิจัย 
 

 ผลผลิตทางการเกษตรเปOนแหลNงอาหารที่สําคัญของทั้งมนุษยVและสัตวV ดCวยเหตุนี ้ทั ่วโลกจึงใหC

ความสําคัญทางดCานความปลอดภัยของอาหารทั้งดCานปริมาณและคุณภาพในการผลิต เพื่อสุขอนามัยของ

ผู Cบริโภค ประเทศไทยเปOนประเทศเกษตรกรรมที ่มีทั ้งแหลNงปลูก ความหลากหลายของพันธุVพืช และ

สภาพแวดลCอมที่เหมาะสม สามารถผลิตสินคCาเกษตรไดCตลอดทั้งปJ มีการลงทุนในกระบวนการผลิตเพื่อใหC

ไดCผลผลิตที่มีทั้งปริมาณและคุณภาพ เปOนที่ตCองการของตลาดทั้งในและตNางประเทศ แตNป�ญหาที่เกิดขึ้นใน

ระหวNางการเพาะปลูก และหลังการเก็บเกี่ยวที่อาจสNงผลกระทบตNอความสูญเสียของผลผลิต มีสาเหตุหลัก

สNวนใหญNมาจากการเขCาทําลายของจุลินทรียVไดCแกN เชื้อรา และแบคทีเรีย เปOนตCน โดยเฉพาะเชื้อรา ท่ีทําใหCผล

ผลิตทางการเกษตรเกิดการเนNาเสีย คุณภาพไมNไดCมาตรฐาน และที่สำคัญคือ เชื้อราหลายชนิดผลิตสารเมตา

บอไลทV ซ่ึงเปOนสารพิษ ท่ีเปOนอันตรายรCายแรงตNอผูCบริโภค   

 ป�จจุบันทุกประเทศทราบและตระหนักถึงอันตรายของสารพิษจากราที่อาจปนเป��อนในผลผลิตทาง

การเกษตรที่เปOนแหลNงอาหารทั้งมนุษยVและอาหารสัตวV ซึ่งนอกจากจะไดCรับผลกระทบโดยตรงจากสารพิษ

แลCว มนุษยVยังมีโอกาสไดCรับสารพิษอีกทางอCอม จากการบริโภคเนื้อสัตวV หรือผลิตภัณฑVจากสัตวVน้ันดCวย  เพ่ือ

เปOนการคุCมครองผูCบริโภคใหCมีสุขภาพดี และไดCบริโภคอาหารที่ปลอดภัย จึงไดCมีการกําหนดปริมาณสูงสุดของ

สารพิษท่ีอนุญาตใหCมีปนเป��อนไดCในผลิตผลเกษตรท่ีเปOนอาหารของมนุษยV และสัตวVข้ึน ซ่ึงหน่ึงในการเฝ�าระวัง

ไมNใหCมีสารพิษปนเป��อนผลผลิตทาง การเกษตร และผลิตภัณฑVอาหารเกินกวNาเกณฑVมาตรฐานตามกฏหมาย

กำหนดน้ี คือการตรวจหาการปนเป��อนปริมาณสารพิษจากเชื้อรา ซึ่งมีวิธีการตรวจหาหลักๆ อยูN ๒ วิธี คือ วิธี

ทางเคมี และวิธีการทางแอนติบอดี แตNวิธีทางเคมีตCองทำในหCองปฏิบัติการชั้นสูงโดยบุคลากรที่มีความรูCความ

ชำนาญและทักษะเปOนอยNางมาก อีกทั้งการวิเคราะหV ตCองทำสารตัวอยNางใหCสะอาดบริสุทธิ์เสียกNอน ซึ่งมี

ขั้นตอนที่ยุ NงยากซับซCอน ทำใหCเสียเวลา และคNาใชCจNายสูงมาก อาจทำไดCเฉพาะในหนNวยงานของรัฐ หรือ

เอกชนท่ีทำหนCาท่ีเฉพาะดCานน้ี สNวนวิธีการอีกอยNางหน่ึงท่ีนิยมคือ ใชCวิธีการทางแอนติบอดี ดCวยเทคนิค ELISA 

(Enzyme-linked immunosorbent assay) และตรวจแบบแถบวิเคราะหV (lateral flow) ซึ่งวิธีนี้สามารถ

ทำไดCงNายและรวดเร็ว ไมNตCองมีความเชี่ยวชาญพิเศษ ก็สามารถทำการวิเคราะหVไดC ซึ่งคุณภาพในการวิเคราะหV

ขึ้นกับแอนติบอดี ที่เตรียมไดCจากสัตวVชนิดตNางๆ หากมีแอนติบอดีที่ดี ก็จะมีความ แมNนยำในการตรวจวัดไดC

สูงมาก  

 คณะผูCวิจัยไดCตระหนักถึงอันตรายรCายแรงของสารพิษจากเชื้อรา ที่ปนเป��อนผลผลิตทางการเกษตร 

จึงไดCมุNงมั่นที่จะพัฒนาชุดตรวจสอบสารพิษจากเชื้อราชนิดตNางๆ ดังที่กลNาวมาแลCวขCางตCนใหCใชCงานไดCงNาย 

ราคาถูก เหมาะสมสำหรับเกษตรกรและบุคคลทั่วไปที่หNวงใยในสุขภาพ  โดยใชCหลักการตรวจสอบแบบ 
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ELISA  โดยจะพัฒนาปรับปรุงใหCมีความไวตNอ สารพิษกวNาเดิมดCวยเทคโนโลยีเฟจและวิศวกรรมแอนติบอดี 

โดยมีความมุNงหวังวNา การพัฒนานี้จะชNวยลดการนำเขCาชุดตรวจสอบสารพิษที่มีราคาแพงจากตNางประเทศ ทำ

ใหCเกษตรกรตั้งแตNในระดับรากหญCา จนถึงผูCผลิตขนาดใหญN สามารถเขCาถึงไดC เพิ่มประสิทธิภาพการป�องกัน 

และเฝ�าระวังไมNใหCผลิตภัณฑVทางการเกษตรมีการปนเป��อนดCวยสารพิษจากเชื้อราทำใหCทั้งมนุษยVและสัตวVไดC

บริโภคอาหารที่ปลอดภัย ไมNเกิดป�ญหาในการสNงออกสินคCาและผลิตภัณฑVทางการเกษตร ซึ่งนำไปสูNการ

พัฒนาคุณภาพชีวิตท่ีดีข้ึนของคนไทย และมนุษยชาติอยNาง ย่ังยืนตNอไป 

 

1.2 วัตถุประสงคNของการวิจัย  

 เพื่อสรCาง platform การผลิตแอนติบอดีปรับแตNงพันธุกรรมที่จับจำเพาะตNอสารพิษจากเชื้อราที่มี

ความสำคัญทางการเกษตร ที่มีโครงสรCาง (format) ตNางๆ กัน เพื่อใหCมีความเหมาะสมในการนำไปปรับใชCใน

การตรวจการปนเป��อน สารพิษในอาหาร และวัตถุดิบทางการเกษตร แบบรวดเร็ว และแมNนยำ 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย  

 โครงการน้ีเปOนโครงการ ๑ ปJ ทำตNอเน่ืองจากโครงการท่ีไดCรับทุนจาก สวก เปOนการศึกษาเฉพาะ การ

ผลิตแอนติบอดีตNอ อะฟลาทอกซิน และ ซีราลีโนน และการพัฒนาโครงสรCางใหCเหมาะสมกับการนำไป

ประกอบเปOน test kit รูปแบบตNางๆ โดยจะทำการพัฒนาระบบการผลิตใน E. coli และเซลลVสัตวV HEK293 

เฉพาะในระดับหCองปฏิบัติการ (lab scale) เทNาน้ัน  

1.4 ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

หCองปฎิบัติการอณูเทคโนโลยีชีวภาพ มทส ไดCประสบผลสำเร็จในการพัฒนาโมโนโคลนอลแอนติบอดี

จากเทคโนโลยีการแสดงโปรตีนบนผิวเฟจ (phage display technology) ตNอสารพิษจากเชื้อราอะฟลาทอก

ซินและซีราลีโนน มาแลCว[1,2] โดยแอนติบอดีนั้น อยูNในรูปโมเลกุลเล็กเสCนเดียวเฉพาะสNวนที่จับกับสารพิษ

จากเชื้อรา หรือ single chain variable fragment (scFv) และ แบบที่เชื ่อมอยูNกับเอนไซมV alkaline 

phosphatase (scFv-AP) แมCแอนติบอดีในรูปแบบนี้จะมีประสิทธิภาพดีในระดับหนึ่ง แตNการนำไปปรับใชC

จริงในระดับอุตสาหกรรม ยังมีขCอจำกัด เพราะ รูปแบบนี้ไมNเหมาะกับการนำไปประกอบกับ แถบวิเคราะหV 

และสามารถผลิตออกมาไดCคNอนขCางนCอยในระบบการผลิตจากเชื้อแบคมีเรีย E. coli หากปรับไปผลิตในแบบ 

แอนติบอดีเต็มรูปแบบ จะสามารถผลิตในปริมาณสูงจากเซลลVสัตวV ในลักษณะเดียวกับ therapeutic 

antibody จากนั้นหากหาวิธีการ conjugate เขCากับตัวใหCสัญญานที่เหมาะสม อาจนำไปใชCทดแทนการใชC

แอนติบอดีที่ผลิตจากวิธีการดั้งเดิม เพื่อลดตCนทุนการผลิตในระยะยาวไดC อีกทั้งยังมียีนของแอนติบอดี ทำใหC

สามารถทำพันธุวิศวกรรมเพิ่มเติม ใหCแอนติบอดีมีคุณสมบัติดียิ่งขึ้นตNอไป อาทิ จับแรงขึ้น หรือ มีความคงตัว

มากขึ้น เมื่อไดCแอนติบอดีที่มีคุณสมบัติดีแลCว อาจนำไปประกอบเปOนชุดตรวจสอบ และทำการทดสอบดCวย

มาตรฐานที่เหมาะสม เพื่อการใชCวิเคราะหVจริงในพื้นที่แบบ point-of-detection diagnostic ไดCตNอไปอีก

ดCวย [26] 
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บทที่ 2  

ทบทวนวรรณกรรมและสารสนเทศที่เกี่ยวขHอง 

2.1 สารพิษจากเช้ือรา และการตรวจวิเคราะหN 

 สารพิษจากเชื้อราที่ปนเป��อนผลผลิตและผลิตภัณฑVทางการเกษตรเปOนป�ญหาสำคัญตNออุตสาหกรรม

การเกษตรของประเทศ และตNอสุขภาพอนามัยของผูCบริโภค จึงสNงผลถึงระบบเศษฐกิจของประเทศ  เพราะมี

การลงทุนในกระบวนการผลิตเพื่อใหCไดCผลผลิตที่มีทั้งปริมาณ และคุณภาพเปOนที่ตCองการของตลาดทั้งใน และ

ตNางประเทศ แตNอาจมีอุปสรรคและป�ญหาเกิดขึ้นไดCตั้งแตNกNอนการเก็บเกี่ยว ระหวNางการเก็บเกี่ยว หลังการ

เก็บเกี่ยว การขนสNง รวมไปถึงการเก็บรักษา กNอนถึงผูCบริโภคที่อาจสNงผลกระทบตNอความสูญเสียของผลผลิต

ทั้งดCานปริมาณ และคุณภาพ ทําใหCผลผลิตทางการเกษตรเกิดการเนNาเสีย คุณภาพไมNไดCมาตรฐาน และไมNมี

ความปลอดภัยตNอผูCบริโภค ซึ่งการสูญเสียของผลิตผลเกษตรทั้งดCานคุณภาพ และความปลอดภัย สNวนใหญN 

จะมีสาเหตุจากการเขCาทําลายของจุลินทรียV โดยเฉพาะเช้ือรา ซึ่งนอกจากจะเปOนสาเหตุ ของการเนNาเสียของ

ผลิตผลเกษตรโดยตรงแลCว เชื้อราบางกลุNมยังสรCางสารทุติยภูมิ (secondery metabolites) ที่เปOนพิษทิ้งไวC

ในผลิตผลเกษตรดCวย  ดังนั้นเพื่อป�องกัน และเฝ�าระวังผลผลิตและผลิตภัณฑVทางการเกษตรที่ไมNไดCมาตรฐาน 

จึงมีความจำเปOนในการตรวจหาและคัดกรองผลผลิตและผลิตภัณฑVทางการเกษตรกNอนสNงถึงผูCบริโภค  

 สารพิษจากเชื้อราที่ปนเป��อนผลผลิตทางการเกษตรโดยสNวนใหญN เปOนสารประกอบโมเลกุลเล็ก 

สารพิษจากเชื้อรามีหลายชนิด ชนิดที่สําคัญและมักพบปนเป��อนในผลผลิตทางการเกษตรและอาหาร ไดCแกN 

สารอะฟลาทอกซิน (aflatoxins: AF) สารโอคราทอกซิน (ochratoxins: OT) สารพิษฟูโมนิซิน (fumonisins: 

FM) สารพ ิษพาท ูล ิน  (patulin) สารพ ิษไตรโคท ีซ ีน  ( trichothecences) และสารพ ิษซ ี ราล ี โนน 

(zearalenone) [3] บางครั้งพบสารพิษมากกวNาหนึ่งชนิดในผลิตผลเกษตรชนิดเดียวกัน เชNน พบสารแอฟลา

ทอกซินกับสารพิษฟูโมนิซิน และสารโอคราทอกซินกับสารอะฟลาทอกซิน เปOนตCน [4] นอกจากน้ี ยังมี

รายงานเกี่ยวกับความเปOนพิษตNอมนุษยVและสัตวV ของสารพิษจากเชื้อราในหลายประเทศ ซึ่งมีรายงานการพบ

สารพิษจากเชื้อราปนเป��อนในผลผลิตทางการเกษตร อาทิเชNน ที่ประเทศอินเดีย พบวNาประชากรเปOนโรค 

Aflatoxicosis ซ่ึงการตายคร้ังน้ีพบวNาเกิดจากการท่ีประชาชนบริโภคขCาวโพดท่ีมีการปนเป��อนของสารแอฟลา

ทอกซิน [5] ที่ประเทศเคนยNา พบวNา 60% ของผูCป¶วยที่เขCารับการรักษาในโรงพยาบาลเสียชีวิต เนื่องจากการ

บริโภคอาหารที่มีการปนเป��อนสารอะฟลาทอกซิน [6] ขณะที่ประเทศจีน พบวNาประชากรป¶วยเปOนโรคมะเร็ง

หลอดอาหาร เนื่องจากไดCรับสารพิษฟูโมนิซินที่ปนเป��อนในธัญพืช และผลิตภัณฑVที่บริโภค [7] ท่ีประเทศ

อังกฤษเกิดการระบาดของโรค Turkey X disease ทําใหCไกNงวงตายเปOนจํานวนมาก ตั้งแตNนั้นมาผูCเกี่ยวขCอง

และประชาชนเริ่มมีความตระหนักถึงผลรCายที่เกิดจากสารพิษจากเชื้อรา และเริ่มศึกษาวิจัยดCวยสหวิชาการ

อยNางเปOน ระบบจนในที่สุดก็คCนพบวNา การตายของไกNงวงเกิดจากการที่ไกNงวงกินกากถั่วลิสงที่ปนเป��อนเชื้อรา 

Aspergillus flavus และสารอะฟลาทอกซินสรCางโดยเชื้อรานั้น เปOนตCน[8]  วิธีการตรวจหาปริมาณสารพิษมี

ดCวยกันหลายวิธี อาทิเชNนวิธีทางเคมี ไดCแกN วิธีโครมาโทรกราฟJแผNนบาง (Thin Layer Chromatography, 

TLC) หรือ โครมาโทรกราฟJสมรรถนะสูง (High-Performance Liquid Chromatography, HPLC) และ วิธี
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สเปคโตรเมตรีแยกมวลสาร (Mass Spectrometry) แตNทั้ง 3 วิธีดังกลNาว ตCองทำในหCองปฏิบัติการชั้นสูงโดย

บุคลากรที่มีความรูCความชำนาญและทักษะเปOนอยNางมาก อีกทั้งการวิเคราะหV ตCองทำสารตัวอยNางใหCสะอาด

บริสุทธิ์เสียกNอน ซึ่งมีขั ้นตอนที่ยุ NงยากซับซCอน ทำใหCเสียเวลา และคNาใชCจNายสูงมาก อาจทำไดCเฉพาะใน

หนNวยงานของรัฐ หรือเอกชนที่ทำหนCาที่เฉพาะดCานนี้ วิธีการอีกอยNางหนึ่งที่นิยมคือ ใชCวิธีการทางแอนติบอดี 

ดCวยเทคนิค ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) [9] และตรวจแบบแถบวิเคราะหV (lateral 

flow) [10] ซึ่งวิธีนี้สามารถทำไดCงNายและรวดเร็ว ไมNตCองมีความเชี่ยวชาญพิเศษ ก็สามารถทำการวิเคราะหVไดC 

ซึ่งคุณภาพในการวิเคราะหVขึ้นกับแอนติบอดี ที่เตรียมไดCจากสัตวVชนิดตNางๆ หากมีแอนติบอดีที่ดี ก็จะมีความ

แมNนยำในการตรวจวัดสูงมาก  

 ในป�จจุบันสามารถเตรียมแอนติบอดีที ่มีความจำเพาะเจาะจงไดCจากการฉีดสารพิษ (hapten) 

โมเลกุลเล็กที่ถูกเชื่อมกับโปรตีนนำสNงเขCาไปในสัตวV เชNน แกะ กระตNาย มCา และหนู เปOนตCน เพื่อกระตุCนระบบ

ภูมิคุCมกันในสัตวVเหลNานี้ใหCสรCางแอนติบอดีตNอสารพิษนั้น จากนั้นทำการสกัดแยกโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่มี

ความจำเพาะเจาะตNอสารพิษนั้นๆ ออกมาจากซีรั่ม หรือนำมาเขCาสูNกระบวนการทางชีววิทยาเพื่อสรCางเปOนโม

โนโคลนอลแอนติบอดีตNอไป [11-13]  ในกรณีที่ผลิตเปOนโพลีโคลนอลมีขCอดีคือ แอนติบอดีในการจับกับ

สารพิษไดCอยNางดี และเฉพาะเจาะจง สามารถนำไปพัฒนาเปOนชุดตรวจสอบและมีความแมNนยำสูง และใชC

วิเคราะหVไดCทั้งเชิงคุณภาพและปริมาณ แตNมีขCอจำกัดคือ วิธีการเตรียมคNอนขCางยุNงยาก และมีปริมาณจำกัด 

เม่ือใชCหมดแลCวตCองฉีดกระตุCนสัตวVทดลองใหมN ซ่ึงการฉีดกระตุCนในแตNละคร้ังน้ัน จะสามารถผลิตโพลีโคนอลท่ี

มีคุณสมบัติแตกตNางกันไปในแตNละครั้ง จึงทำใหCเสียเวลาทำการตรวจสอบคุณสมบัติเพื่อใชCเปOนสารตรวจสอบ

ใหมN ทำใหCมาตรฐานของชุดตรวจสอบที่ผลิตในแตNละครั้งไมNเทNากัน ทั้งยังสNงผลถึงคNาใชCจNายในการผลิตชุด

ตรวจสอบตNอหนNวยสูงข้ึน สNวนการใชCโมโนโคนอลแอนติบอดีเปOนตัวตรวจสอบน้ันมีขCอดีคือ   โมโนโคนอลอนติ

บอดีที่สรCางขึ้นมานั้นสามารถนำมาผลิตไดCโดยไมNจำกัด โดยไมNจำเปOนตCองฉีดกระตุCนอีก ซึ่งผลิตโดยการ

เชื่อมตNอเซลลV 2 เซลลVจาก B lymphocytes จากมCามของหนูซึ่งถูกฉีดกระตุCนดCวยแอนติแจนและเซลลVมะเร็ง

ที่กำเนิดจากเซลลVพลาสมา (myeloma cell) ทำใหCไดCกลุNมเซลลVลูกผสมที่เรียกวNาไฮบริโดมา (hybridoma) 

จากนั้นจะนำมาคัดเลือกเซลลVที่มีการสรCางโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ดีที่สุด สามารถสรCางและเพิ่มจำนวนไดC

โดยไมNมีสิ้นสุด แตNมีขCอเสียคือ ในหลายกรณี hybridoma ไมNเสถียร ทำใหCไมNสามารถผลิตแอนติบอดีที่ดี

ออกมาไดCเพียงพอ และวิธีการผลิต monoclonal แอนติบอดีก็ยุNงยากและมีคNาใชCจNายสูง อีกทั้งไมNสามารถรูC

ลำดับยีนของแอนติบอดี ทำใหCนำไปทำการ engineer ตNอไดCยาก  

 อยNางไรก็ตาม ยังมีเทคโนโลยีใหมN ที่เกิดจากการพัฒนาใชC bacteriophage เรียกวNา เทคโนโลยีเฟจ 

(phage display technology) [14] ซึ่งเปOนเทคโนโลยีที่ผูCคิดคCนไดCรับรางวัลโนเบลสาขาเคมีในปJ 2561 เปOน

เทคโนโลยีที่วNาดCวยการตัดตNอยีนที่สนใจเขCากับพันธุกรรมของ filamentous phage ทำใหCเกิดการแสดงออก

โดยการสรCางโปรตีนหรือเปปไทดVนั้นตNอกับ capsid protein ซึ่งอยูNบนผิวของ phage  จึงสามารถใชCเปOน

เครื่องมือพื้นฐานของการทำ วิศวกรรมโปรตีน ในกรณีที่ตCองการ สรCางเปปไทดV โปรตีน หรือ โมโนคอลนอล

แอนติบอดีที่สามารถจับกับโมเลกุล ที่สนใจศึกษาคCนควCา อยNางจำเพาะเจาะจง โดยการคัดหาจาก phage 

display libraries [15]  เทคนิคน้ีมีศักยภาพสูงในการนำมาใชCเพ่ือผลิตโมโนคอลนอลแอนติบอดีตNอแอนติเจน 
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ไดCอยNางหลากหลาย เปOนวิธีที่ใชCหลักการ การคัดเลือกโมโนคอลนอลแอนติบอดีที่เหมาะสมตามที่ตCองการจาก

การจับของโปรตีนบน phage กับตัวรับหรือแอนติเจนท่ีสนใจ  โดยความโดดเดNนของเทคโนโลยีน้ีคือ สามารถ

ทราบยีนท่ีสรCางโปรตีนที่คัดหามาไดC อีกทั้งยังมีความจำเพาะเจาะจงสูง สามารถทำไดCรวดเร็ว ผลิตแอนติบอดี

ไดCไมNจำกัด จากการเลี้ยงเซลลV โดยวิธีการไมNยุNงยาก เพราะใชCหลักการผลิตในแบคทีเรีย หรือเซลลVสัตวVที่เปOนท่ี

รู Cจักมานาน ดังนั ้นจึงคาดการณVวNาเทคโนโลยีเฟจจะเขCามามีบทบาท และอาจสามารถแทนท่ีการผลิต

แอนติบอดีแบบดั้งเดิมไดCตNอไป [16-18]  โดยอาจสามารถใชCเทคนิควิศวกรรมแอนติบอดีมาใชC ปรับปรุง

แอนติบอดีปรับแตNงพันธุกรรมตNอแอนติแจนในรูปแบบตNางๆ เพ่ือใชCพัฒนาเปOนชุดตรวจสอบสารพิษจากเช้ือรา

ท่ีปนเป��อนผลผลิตทางการเกษตรท่ีมีประสิทธิภาพสูง รวมท้ังพัฒนาเปOน biosensors ไดCอีกดCวย [19] 
 

2.1 ขนาด แนวโนFม และโอกาสทางการตลาด 

 ในป�จจุบันมีบริษัทที่ผลิตชุดตรวจสอบการปนเป��อนของสารพิษจากเชื้อราในตNางประเทศอยูNมาก

พอสมควร สNวนใหญNเปOนบริษัทในยุโรป และสหรัฐอเมริกา ชุดตรวจสอบเหลNานี้ใชCโพลีโคลนอล หรือโมโน

โคลนอลแอนติบอดีเปOนสารตรวจสอบ ชุดตรวจสอบที่บริษัทตNางๆขายนั้น มีราคาที่สูงเกินกวNาเกษตรกร หรือ

บุคคลทั่วไป จะซื้อมาใชCไดC นอกจากนั้นชุดตรวจสอบยังเนCนการตรวจสอบวิเคราะหVการปนเป��อนสารที่เปOน

ป�ญหาในกลุNมประเทศยุโรป และสหรัฐอเมริกา จึงไมNเหมาะที่จะนำมาใชCในภาคอุตสาหกรรมเกษตรใน

ประเทศไทย และแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใตC ซึ่งไมNมีชุดตรวจสอบใดที่ใชCแอนติบอดีปรับแตNงพันธุกรรมจาก

เทคโนโลยีเฟจวางขายในตลาด ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จึงมุNงเนCนที่จะ จุดประกายการพัฒนาเทคโนโลยีการผลิต

แอนติบอดีปรับแตNงพันธุกรรมที่มีความจำเพาะเจาะจงตNอสารพิษจากเชื ้อราที่ปนเป� �อนในผลผลิตทาง

การเกษตรที่เปOนป�ญหาในประเทศ และในแถบทวีปเอเชีย ดCวยเทคโนโลยีที่มีประสิทธิภาพ และประหยัดกวNา 

เพ่ือพัฒนาเปOนชุดตรวจสอบท่ีเปOนประโยชนVตNอภาคอุตสาหกกรรม เกษตรกร และบุคคลท่ัวไปตNอไป 

 

2.2 แนวทางการพัฒนาเทคโนโลยีตFนแบบในการผลิต recombinant antibody ตIอ mycotoxin 

 การพัฒนาปรับแตNงแอนติบอดีใหCมีความไวในการตรวจสอบสารปนเป��อนจากเชื้อราเพิ่มขึ้น อาจทำ

ไดCโดยใชCเทคโนโลยีเฟจรNวมกับวิศวกรรมแอนติบอดี โดยนำแอนติบอดีที่มีความจำเพาะตNออะฟลาทอกซินท่ี

ไดCพัฒนาขึ้นมาในหCองปฏิบัติการของผูCวิจัยกNอนหนCานี้ มาทำการปรับปรุงโดยเทคนิคพันธุวิศวกรรม ใหCมี

ความสามารถในการจับตNอสารพิษอะฟลาทอกซินไดCรวดเร็ว แมNนยำขึ ้น ไดCโดยใชCเทคนิค Affinity 

maturation [20-23]  ซึ ่งอาจทำไดCดCวยเทคนิคตNางๆ ที่เคยทำสำเร็จมาแลCวในหCองปฏิบัติการอาทิ site 

directed mutagenesis และ saturation mutagenesis [24] , DNA shuffling และ error-prone PCR 

[25],  รวมท้ังเทคนิค chain-shuffling [27] เปOนตCน โดยสามารถทำการพัฒนาปรับเปล่ียนรูปแบบแอนติบอดี

เปOน รูปแบบตNางๆ เชNน เช่ือมตNอกับเอนไซมVอัลคาไลนVฟอตฟาเตส (Alkaline phosphatase) เพ่ือ พัฒนาเปOน

ชุดตรวจสอบบนจานหลุม ELISA และ พัฒนาเปOนแอนติบอดีเต็มรูปแบบ (Full-length antibody) เพ่ือ

พัฒนาเปOนชุดตรวจสอบแบบ Lateral flow  
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บทที่ 3  

วิธีการดำเนินการวิจัย และ ผลการวิจัย 

3.1 การศึกษาความสามารถในการทำงานของแอนติบอดีในรูปแบบตIางๆ เพ่ือใชFตรวจวิเคราะหNสารพิษ

ปนเป��อนจากเช้ือรา  

 โครงการวิจัยนี้เปOนการตNอยอดผลโครงการวิจัยที่ไดCรับทุนจาก สวก ซึ่งผูCวิจัยประสบความสำเร็จใน

การใชCเทคโนโลยีเฟจ ในการสรCางแอนติบอดีปรับแตNงพันธุกรรมตNอสารพิษจากเชื้อรา ๒ ชนิดคือ aflatoxin 

[1,27] และ zearalenone [2] โดยแอนติบอดีนี้อยูNในรูปแบบของ scFv และ scFv-AP เนื่องจากแอนติบอท่ี

ไดCจากคลังเฟจนั้น สามารถนำไป engineer ตNอเปOนรูปแบบตNาง ๆ ไดC ในขั้นตNอไปผูCวิจัยจึงสนใจศึกษา

ความสามารถของแอนติบอดีในรูปแบบตNางๆ ในการใชCตรวจวิเคราะหVสารพิษปนเป��อนจากเชื้อรา โดยจะทำ

การเปรียบเทียบแอนติบอดีในรูป scFv, scFv-AP, scFV-GFP, scFV-Fc และรูปแบบธรรมชาติคือ IgG โดย

แอนติบอดีที ่อยู Nในรูปแบบ scFv, scFv-AP, และ scFv-GFP นั ้น จะใชCในการตรวจสอบ ELISA สNวน

แอนติบอดีแบบ scFv-Fc และ IgG นั้น จะใชCในการตรวจแบบ lateral flow หรือ strip test ซึ่งตCองมีการ 

conjugate antibody กับตัวใหCสัญญาณ ท่ีเหมาะสม ผลการศึกษาในสNวนน้ี อยูNในระหวNางการนำไปตีพิมพVใน

วารสารทางวิชาการท่ีตCองผNานการประเมินโดยผูCเช่ียวชาญ (ตามรายระเอียดในภาคผนวก ค) 
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3.2 การพัฒนา platform การเปล่ียน แอนติบอดีในรูป scFv เป?น IgG 

 เนื่องจากแอนติบอดีที่ใชCในการตรวจวิเคราะหVทางการคCาในป�จจุบัน เปOนแอนติบอดีในรูปแบบ

ธรรมชาติคือ IgG  ทั้งหมด แตNแอนติบอดีที่ไดCจากคลังเฟจ นั้น เปOนเพียงชิ้นสNวนแอนติบอดีเสCนเดี่ยวชนิด 

scFv ซึ่งมีขนาดเล็กมาก จากรายงานในหัวขCอที่ 3.1 ในหัวขCอผลการศึกษาความสามารถในการทำงานของ

แอนติบอดีในรูปแบบตNางๆ เพื่อใชCตรวจวิเคราะหVสารพิษปนเป��อนจากเชื้อรา ไดCแกN scFv, scFv-AP, scFv-

GFP, scFv-Fc และ IgG พบวNาแอนติบอดีแบบ scFv-AP มีคุณสมบัติดีในการใชCในการตรวจสอบดCวย ELISA 

plate สามารถผลิตออกมาจากระบบการผลิตใน E. coli ไดC แตNยังอยู Nในปริมาณที่คNอนขCางนCอย สNวน

แอนติบอดีในรูปแบบ IgG นั้นสามารถนำไปประยุกตVใชCในการตรวจสอบแบบแถบวิเคราะหV lateral flow 

หรือ strip test ไดCดี และสามารถผลิตออกมาไดCในปริมาณคNอนขCางสูง จากระบบการผลิตในเซลลVสัตวV ใน

งานวิจัยที่ผNานมา ผูCวิจัยใชC platform ของผูCรNวมวิจัยในตNางประเทศ จึงมีขCอจำกัดในการใชCงาน โดยเฉพาะ

หากตCองการนำออกสูNเชิงพาณิชยV ดังนั้นในโครงการวิจัยน้ี ผูCวิจัยจึงตCองการที่จะสรCาง platform สำหรับการ

เปลี่ยนแอนติบอดีในรูปแบบ scFv ใหCเปOน IgG ขึ้นในหCองปฏิบัติการเอง เพื่อนำไปใชCในการศึกษา และผลิต

ชุดตรวจสอบสำหรับใชCในประเทศในระยะยาวตNอไป ในการพัฒนา platform นี ้เริ ่มตCนจากการสรCาง 

expression vector สำหรับผลิตแอนติบอดี จากนั้นทำการตัดตNอยีนของแอนติบอดี หลังจากวิเคราะหVความ

ถูกตCองของ expression vector ดCวยวิธีการ automate DNA sequencing แลCว จึงนำ vector เขCาไป

แสดงออกใน เซลลV HEK293 แลCวทำการผลิตออกมา กNอนนำไปทำใหCบริสุทธิ ์ จากนั ้นนำไปตรวจสอบ

ความสามารถในการจับกับเป�าหมายดCวยวิธีการ ELISA เพื่อยืนยันประสิทธิภาพ กNอนนำไปประกอบเปOนชุด

ตรวจสอบตNอไป  

 ในโครงการนี ้ ไดCใชCแอนติบอดีตNอ aflatoxin และ zearalenone เปOนตCนแบบในการทดสอบ 

platform มีผลการทำดังแสดงดังรูป 

 

3.2.1 การสรFาง expression vector 

 ขั ้นตอนแรกในการพัฒนา platform การผลิตแอนติบอดีในรูป IgG คือการสรCาง expression 

vector ซึ่งผูCวิจัยไดC clone ยีน แอนติบอดีเขCาไปยัง vector ที่ไดCพัฒนาข้ึนมา และเปOน platform ของหCอง

ปฏิบัติ ดCวยวิธีการ clone แบบ Gibson Assembly ซึ่งประสบผลสำเร็จ โดยไดCยืนยันความถูกตCองดCวยวิธี 

automated DNA sequencing ไดCผล ของ expression vector สำหรับผลิต แอนติบอดีตNอ aflatoxin และ 

zearalenone ดังรูปดCานลNาง 
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รูปท่ี ๑ ภาพ expression vector สำหรับผลิต H-chain และ L-chain เพ่ือประกอบเป?น IgG ของ 

แอนติบอดีตIอ Aflatoxin 

 

 
รูปท่ี ๒ ภาพ expression vector สำหรับผลิต H-chain และ L-chain เพ่ือประกอบเป?น IgG ของ 

แอนติบอดีตIอ Zearalenone 

 

3.2.2 การนำ expression vector เข8าเซลล; 

 ในข้ันตNอไปคือการ transfection vector ท่ีไดCสรCางข้ึนในข้ันท่ี 3.2.1 เขCาสูNเซลลV ซ่ึงอาจอธิบายไดC

ตามแผนภาพในรูปดCานลNาง 
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รูปท่ี ๓ ภาพแสดงข้ันตอนการ transfection H-chain และ L-chain vector เขCาสูNเซลลV 

 

3.2.3 การผลิต และการทำแอนติบอดีท่ีผลิตออกมาได8ให8บริสุทธ์ิ 

 หลังจากนั้นจะทำการแอนติบอดีที่เซลลVสามารถผลิตออกมาไดC แลCวนำไปทำใหCบริสุทธิ์ดCวยวิธีการ 

Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) จากนั้นทำการวิเคราะหVดู antibody ทั้งกNอนและหลังการ

ทำใหCบริสุทธิ์ ดCวยวิธีการ SDS-PAGE. ผลการศึกษาพบวNาผูCวิจัย สามารถผลิตแอนติบอดีไดCในปริมาณที่นNา

พอใจคือ 200-500 mg/L ดังแสดงในภาพดCานลNาง ซึ่งใชCวิธีการ denaturing gel electrophoresis ทำใหC 

ยีนแอนติบอดีสNวน heavy และ light chain แยกออกจากกันเปOน ๒ แถบ ในกรณีโคลน sAFH-3e3 ซึ่งเปOน 

antibody ตNอ aflatoxin นั้น พบวNามี แถบ light chain ซCอนกัน ๒ เสCน คาดวNาเกิดจากเติมหมูNน้ำตาล ๒ 

แบบ ซ่ึงจะตCองวิเคราะหV โดยละเอียดเพ่ือหาคำตอบท่ีแทCจริงตNอไป  
 

 

Transfection
Use 25 ug DNA/ 25 mL of Expi293 cell  use HC: LC = 1:2

Expifectamine 80 µL
OptiMem 1.4 mL

Incubate for 5 min

Expifactamine DNA

DNA 25 µg
OptiMem up to 1.5 mL

Mix

Incubate for 15 min

Add ~ 3mL of mixing 
reagent to 25 ml cell
Incubate for 20 hour 

Add 150 uL of Enhancer 1
Add 1.5 mL Enhancer 2
to each well
Incubate for 7 days

Expi293 cell: 3x106 cells/mL 

HC= 8.3 µg

LC = 16.7 µg
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รูปท่ี ๔ ภาพแสดงการผลิต และการทำบริสุทธ์ิ แอนติบอดีแบบ IgG ตNอ alflatoxin ซ่ึงเห็นแถบแอนติบอดี 

heavy และ light chain ท่ีประมาณ 50 และ 25 kDa ตามลำดับ โดยสามารถผลิตแอนติบอดีไดCคNอนขCางสูง

คือประมาณ 500 mg/L 

 

 
รูปท่ี ๕ ภาพแสดงการผลิต และการทำบริสุทธ์ิ แอนติบอดีแบบ IgG ตIอ zearalenone ซ่ึงเห็นแถบ

แอนติบอดี heavy และ light chain ท่ีประมาณ 50 และ 25 kDa ตามลำดับ โดยสามารถผลิต

แอนติบอดีไดFประมาณ 220 mg/L 

M        S       FT      W      E15    E16    E17   E18

25 

50 

kDa 

150 

sAFBH-3e3

BCA  (mg/mL) Nanodrop (mg/mL

E1 (E15+E16+E17)

12.52 (dilute 1:200)

16.36812.89 (dilute 1:400)

13.46 (dilute 1:800)

E2 (E18) 0.35 0.4778

Protein concentration

Culture 25 mL Yield = 518.4 mg/L

yiZEA-A8b2
M         S         FT        W       E14     E15    E16      E17

25 

50 

kDa 

150 

BCA  (mg/mL) Nanodrop (mg/mL

E1 (E15+E16)

6.99 (dilute 1:200)

10.9937.24 (dilute 1:400)

7.85 (dilute 1:800)

E2 (E14+E17) - 1.966

Protein concentration

Culture 25 mL Yield = 220.8 mg/L
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3.2.4 การทดสอบความสามารถในการจับกับเปVาหมายของแอนติบอดีท่ีได8ผลิตข้ึนมา 

 หลังจากผลิตแอนติบอดีไดCแลCว ขั้นตNอไปคือตรวจสอบวNายังจับกับเป�าหมายไดCหรือไมN เพราะมีการ

เปลี่ยนโครงสรCางจาก scFv เปOน IgG ซึ่งแตกตNางไปจากเดิมมากพอควร ซึ่งในกรณีของทั้ง ๒ แอนติบอดีที่ไดC

ปรับโครงสรCางไปแลCวน้ี พบวNายังจับไดCดี เม่ือทดสอบดCวยวิธีการ direct ELISA ดังผลท่ีแสดงดCานลNาง 

 

 
รูปท่ี ๖ ภาพแสดงวIาแอนติบอดียังคงความสามารถในการจับกับเป�าหมายคือ aflatoxin เม่ือเปล่ียน

โครงสรFางจาก scFv ไปเป?น IgG แลFว โดยท้ังแอนติบอดีในน้ำเล้ียงเซลลNกIอน และหลังทำใหFบริสุทธ์ิ ใหF

ผลดีเหมือนกัน 

 

 

 
รูปที่ ๗ ภาพแสดงว1าแอนติบอดียังคงความสามารถในการจับกับเป@าหมายคือ aflatoxin เมื่อเปลี่ยนโครงสรEางจาก scFv ไปเปGน IgG แลEว โดยท้ัง

แอนติบอดีในน้ำเล้ียงเซลลKก1อน และหลังทำใหEบริสุทธ์ิ ใหEผลดีเหมือนกัน 

IgG against AFB1

0

0.5

1
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2
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3

3.5

4
4.5
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m
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AFB1-BSA

IgG against ZEN

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2
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OD
 4

05
 n

m

ELISA activity of yiZEN-y8b2 IgG

1%BSA
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3.3 การริเร่ิมพัฒนาเทคนิคตIางๆ เพ่ือนำแอนติบอดีไปใชFเป?นชุดตรวจสอบจริง 

 หลังจากที่ผูCวิจัยบรรลุเป�าของโครงการตามที่ไดCวางแผนไวCแลCวคือการพัฒนา platform การผลิต

แอนติบอดีในรูปแบบตNางๆ เพื่อนำไปใชCประกอยเปOนชุดตรวจสอบ เพื่อวิจัยไดCริเริ่มทำงานวิจัยตNางๆ เพื่อเปOน

พ้ืนฐานในการพัฒนาเทคนิคใหมNๆ ในการใชCแอนติบอดีตรวจวิเคราะหV อาทิ 
 

3.3.1 การทำ epitope mapping เพ่ือหา mimotope ของ แอนติบอดีต]อ Aflatoxin และ 

Zearalenone 

 ผ ู C ว ิจ ัยได C ใชC  phage display technology ในการทำ biopanning เพ ื ่อค ัดหา epitope ของ

แอนติบอดีตNอ mycotoxin ทั้ง ๒ โดยใชC random 12-amino acid phage display peptide library ใน

การคัดหา ผลการวิเคราะหVแสดงดังภาพดCานลNาง 

 

 

รูปท่ี ๘ ภาพแสดงผลการทำ epitope mapping แอนติบอดีตIอ aflatoxin  ไดF conserve motif เป?น 

TxxVE 

 

 

Bio-panning Phage peptide against sAFH-3e3

plaques sAFH-3e3 (anti-AFB1)

0 175

10-1 11

10-2 0
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รูปท่ี ๙ ภาพแสดงผลการทำ epitope mapping แอนติบอดีตIอ zearalenone  ไดF conserve motif 

เป?น AWxxxL 

 

 ทั้งน้ี peptide เหลNานี้อาจนำไปศึกษาเพิ่มเติม แลCวพัฒนาตNอเพื่อใชCในการทำเปOนชุดตรวจสอบแบบ

แขNงขันทดแทนการใชC conjugate mycotoxin ซ่ึงทำไดCยาก อันตราย และราคาสูงไดCตNอไป 

 

3.3.3 การเช่ือม antibody กับตัวให8สัญญาณ เพ่ือการประกอบเปaนชุดตรวจสอบแบบรวดเร็ว 

 งานวิจัยในสNวนนี้ ไดCรNวมกับ ผูCชNวยศาสตราจารยV ดร. ปุริม จารุจำรัส ภาควิชาเคมีและศูนยVความเปOน

เลิศดCานนวัตกรรมทางเคมี มหาวิทยาลัย อุบลราชธานี ต. เมืองศรีไค อ. วารินชำราบ จ. อุบลราชธานี 34190 

เปOนการศึกษาการเชื่อมตNอแอนติบอดีกับ Ag3PO4/Ag nanocomposite  ซ่ึงเปOนวัสดุเชิงประกอบเงินซิล

เวอรVฟอสเฟตขนาดนาโนทำหนCาที่เปOนตัวติดฉลากแทนการใชCเอนไซมVเปอรVออกซิเดสแบบดั้งเดิม ซึ่งวัสดุเชิง

ประกอบเงินซิลเวอรVฟอสเฟตขนาดนาโนน้ีจะทำหนCาท่ีออกซิไซดVซับสเตรต ทำใหCสีของซับสเตรตเปล่ียนแปลง

ไปภายใตCสภาวะกรดโดยไมNตCองอาศัยไฮโดรเจนเปอรVออกไซดVชNวยในการเกิดปฏิกิริยาทางสี และใชCกลCอง

ถNายรูปดิจิตัลรNวมกับโปรแกรมประมวลผลภาพ ซึ่งมีราคาถูกและรวดเร็วในการวิเคราะหVเชิงปริมาณโดย

สามารถใชCแทนเครื่องอNานคNาสีบนไมโครเพลตแบบดั้งเดิมที่มีราคาสูง โดยผลการทดสอบเบื้องตCนพบวNา

สามารถ conjugate antibody กับ Ag3PO4/Ag nanocomposite ไดCแลCว วิธีการ conjugate แสดงดังภาพ

ดCานลNาง 

Bio-panning Phage peptide against yZEN-a8

plaques yZEN-a8 (anti-ZEN)

0 TMTC

10-1 ~500

10-2 48

10-3 3

After 3rd round of Bio-panning

round yZEN-a8 (µg)

1st 10

2nd 5

3rd 2
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รูปท่ี ๑๐ ภาพแสดงข้ันตอนการ conjugate แอนติบอดีกับ Ag3PO4/Ag nanocomposite   

 

ซ่ึงเม่ือวิเคราะหVดCวยวิธี fluoresence scanning spectrometry พบวNาทำสำเร็จ คือ peak เสCนประ

ที่แสดงวNาแอนติบอดีเชื่อมกับ nanoparticle อยูNแยกจาก peak antibody เปลNาๆ อยNางไรก็ตามเมื่อนำมา

ทดสอบสัญญานดCวย paper-based ELISA พบวNายังใหCสัญญานไมNไดCดี ตCองทำการปรับปรุงตNอไป 

 

 
รูปที่ ๑๑ ภาพแสดงผลการวิเคราะหVการเชื่อมตNอของแอนติบอดีกับ nanoparticle ดCวยวิธี fluoresence 

scanning spectrometry  

3.3.3 การพัฒนาความแรงในการจับด8วยวิธีการ chain shuffling และ guided selection 

 ถึงแมCวNาแอนติบอดีตNอ aflatoxin จะใชCตรวจสารพิษท่ีปนเป��อนในผลิตภัณฑVเกษตรและอาหาร ไดCดี

ระดับหน่ึง แตNถCาเทียบกับแอนติบอดีท่ีเตรียมไดCจากหนู พบวNายังไมNแรงเทNา ผูCวิจัยจึงตCองการพัฒนาความแรง

ใหCดีย่ิงข้ันไปอีก ดCวยแนวทาง guided selection โดยไดCนำ sequence antibody สNวน heavy chain ของ

- The Ag3PO4 /Ag was sonicated for 30 min and leave on bench to cool it down 
before used
- Vortex before use

Vortex mixture solutions for overnight

Centrifuge at 12,000 rpm for 10 min

500 uL Ab (0.05 mg/mL in PB buffer)
+

1000 uL (700 ppm Ag3PO4 /Ag in DI)

500 uL PB buffer
+

1000 uL (700 ppm Ag3PO4 /Ag in DI)

Tag Non-Tag

Take supernatant to measure with Fluorescence Spectroscopy
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หนูซ่ึงหาไดCจาก database มาเช่ือมกับ light chain ของแอนติบอดีโคลนท่ีมีอยูN ข้ันตอนการทำแสดงดังภาพ

ดCานลNาง 

 

ข้ันท่ี ๑ การสังเคราะหVยีนแอนติบอดีสNวน heavy chain ของหนูท่ีจับกับ aflatoxin ไดCดี 

 
รูปที่ ๑๒ ภาพแสดงลำดับนิวคลีโอไทดVและกรดอะมิโนของยีนแอนติบอดีสNวน heavy chain ของหนูที่จับกับ 

aflatoxin  
 
 

ข้ันท่ี ๒ การเพ่ิมจำนวนยีน VH ของแอนติบอดีหนู และ VL ของแอนติบอดีมนุษยV และการเช่ือมยีน VH ของ

แอนติบอดีหนู และ VL ของแอนติบอดีคน ใหCเปOน scFv  

 
รูปท่ี ๑๓ ภาพแสดงการเพ่ิมจำนวนยีนแอนติบอดีหนูและมนุษยV ยีนแอนติบอดีสNวน VH ของหนู และ VL 

ของมนุษยV (ซFาย) และ การเช่ือมยีน VH ของแอนติบอดีหนู และ VL ของแอนติบอดีคน ใหCเปOน scFv ดFวย 

DNA polymerase ท่ีตIางกัน (ขวา) 
 

 
 

Amplified 1C11VH and 3C1VL

19

100bp   VH     VL

400bp

scFv 1C11VH/3c1VL

1     2     3     4    5     6     7

1 = 100 bp Marker
2 = 1 uL Assembly DNA
3 = 4 uL Assembly DNA
4 = 5 uL Assembly DNA
5 = 1 uL Assembly DNA
6 = 4 uL Assembly DNA
7 = 5 uL Assembly DNA

pfx

pfu
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ข้ันท่ี ๓ การเช่ือมยีน VH ของแอนติบอดีหนู และ VL ของแอนติบอดีคน ใหCเปOน scFv แลCวทำใหCบริสุทธ์ิ ดCวย

วิธีการ gel purification 

 
รูปท่ี ๑๔ ภาพแสดงการเพ่ิมจำนวนยีน scFv และการทำใหCบริสุทธ์ิ ดCวยวิธีการ gel purification 

 
ขั้นที่ ๔ การโคลนยีนแอนติบอดี scFv เขCา plasmid pMOD1 โดยการตัดยีน scFv และ pMOD1.1 ด้วย

เอนไซม์ SfiI และ NotI และผ่านการทําให้บริสุทธิ ?ด้วยการสกดัจากอะกาโรสเจล ดงัแสดงในภาพ
ดา้นลา่ง จากนั Fนทาํการ โคลนยนี scFv เขา้สู ่pMOD1 ดว้ยเอนไซม ์DNA ligase 
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Gel purify scFv 1C11VH/3C1VL

100bp          scFv
150 uL

1% Gel 
100bp   scFv

DNA concentration of scFv = 116.5 ng/uL
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รูปท่ี ๑๕ ภาพแสดงข้ันตอนการโคลน scFv เขCาสูN pMOD1.1  

 
 อยNางไรก็ตามหลังจากโคลนแอนติบอดีสNวน scFv เขCาไปแสดงบนผิวเฟจเรียบรCอยแลCวพรCอมกับ

ตรวจสอบความถูกตCองดCวย DNA sequencing (รูปที ่ ๑๖) กลับพบวNา แอนติบอดีไมNสามารถจับกับ 

aflatoxin ไดC ดังนั้นจึงจำเปOนตCองทำเพิ่มตNอดCวยการนำ heavy chain ไปเชื่อมกับทั้ง library ของ light 

chain เพ่ือคัดหาแอนติบอดีท่ีดีข้ึน หรืออาจสรCาง hybridoma จากหนูข้ึนมาแลCวคCนหายีนใหมNข้ึนมาเอง 
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รูปท่ี ๑๖ ภาพแสดงการวิเคราะหNลำดับนิวคลีโอไทดNและกรดอะมิโนของยีนแอนติบอดี scFv ท่ีทำการ 

chain shuffling ระหวIาง VH ของหนู และ VL ของมนุษยN ท่ีจับกับ aflatoxin  
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บทที่ 4 บทสรุป  
 

สรุปและวิจารณNผลการวิจัย 

  

โครงการวิจัยนี้เปOนการตNอยอดผลโครงการวิจัยที่ไดCรับทุนจาก สวก ซึ่งผูCวิจัยประสบความสำเร็จใน

การใชCเทคโนโลยีเฟจ ในการสรCางแอนติบอดีปรับแตNงพันธุกรรมตNอสารพิษจากเชื้อรา ๒ ชนิดคือ aflatoxin 

[1,27] และ zearalenone [2] ซึ่งเปOนแอนติบอดีท่ีอยูNในรูป scFv และ scFv-AP  ดCวยแอนติบอดีที่ไดCจาก

คลังเฟจนั้น สามารถนำไป engineer ตNอเปOนรูปแบบอื่นๆ อีก ไดCอยNางหลากหลาย ในโครงการวิจัยน้ีผูCวิจัยจึง

สนใจศึกษาความสามารถของแอนติบอดีในรูปแบบตNางๆ ในการใชCตรวจวิเคราะหVสารพิษปนเป��อนจากเชื้อรา 

โดยจะทำการเปรียบเทียบคุณสมบัติแอนติบอดีในรูป scFv, scFv-AP, scFV-GFP, scFV-Fc และรูปแบบ

ธรรมชาติคือ IgG โดยแอนติบอดีที ่อยู Nในรูปแบบ scFv, scFv-AP, และ scFv-GFP นั ้น ใชCสำหรับการ

ตรวจสอบแบบ ELISA สNวนแอนติบอดีแบบ scFv-Fc และ IgG นั้น ใชCในการตรวจแบบ lateral flow หรือ 

strip test ซึ่งตCองมีการ conjugate antibody กับตัวใหCสัญญาณ ที่เหมาะสม ผลการศึกษาในสNวนนี้ สรุปไดC

วNา แอนติบอดีแบบ scFv-AP มีคุณสมบัติดีที่สุด ในการใชCในการตรวจสอบบน ELISA plate สามารถผลิต

ออกมาจากระบบการผลิตใน E. coli ไดC แตNยังอยูNในปริมาณที่คNอนขCางต่ำ สNวนแอนติบอดีในรูปแบบ IgG น้ัน

พบวNานั้นสามารถนำไปประยุกตVใชCในการตรวจสอบแบบแถบวิเคราะหV lateral flow หรือ strip test ไดCดี 

และสามารถผลิตออกมาไดCในปริมาณคNอนขCางสูง จากระบบการผลิตในเซลลVสัตวV อีกทั้งแอนติบอดีรูปแบบ 

IgG นี้ ยังเปOนรูปแบบตามธรรมชาติ ที่ถูกใชCประกอบเปOนชุดตรวจวิเคราะหV ทางการคCาในป�จจุบัน ในงานวิจัย

ที่ผNานมา ผูCวิจัยใชC platform ของผูCรNวมวิจัยในตNางประเทศในการผลิตแอนติบอดีแบบ IgG จึงมีขCอจำกัดใน

การใชCงาน โดยเฉพาะหากตCองการนำออกสูNเชิงพาณิชยV ดังนั้นในโครงการวิจัยนี้ ผูCวิจัยจึงตCองการที่จะสรCาง 

platform สำหรับการเปล่ียนแอนติบอดีในรูปแบบ scFv ใหCเปOน IgG ข้ึนในหCองปฏิบัติการเอง เพ่ือนำไปใชCใน

การศึกษา และผลิตชุดตรวจสอบสำหรับใชCในประเทศในระยะยาวตNอไป ในการพัฒนา platform นี้เริ่มตCน

จากการสรCาง expression vector สำหรับผลิตแอนติบอดี จากนั้นทำการตัดตNอยีนของแอนติบอดี หลังจาก

วิเคราะหVความถูกตCองของ expression vector ดCวยวิธีการ automate DNA sequencing แลCว จึงนำ 

vector เขCาไปแสดงออกใน เซลลV HEK293 แลCวทำการผลิตออกมา กNอนนำไปทำใหCบริสุทธิ์ จากนั้นนำไป

ตรวจสอบความสามารถในการจับกับเป�าหมายดCวยวิธีการ ELISA เพื่อยืนยันประสิทธิภาพ ความสามารถใน

การจับกับเป�าหมาย ซึ่งทุกขั้นตอนประสบความสำเร็จตามที่ไดCตั้งไวC สรุปวNามี platform ที่มีประสิทธิภาพใน

การผลิต IgG เพ่ือใชCตรวจสอบ mycotoxin ตามเป�าหมายของโครงการวิจัยในชNวงแรกแลCว  

 แมCโครงการวิจัยจะไมNไดCรับการสนับสนุนตNอในปJถัดไป แตNผูCวิจัยยังพอมีงบประมาณ และบุคลากรอยูN 

แมCจะบรรลุเป�าของโครงการตามที่ไดCวางแผนไวCแลCว ผูCวิจัยจึงไดCริเริ่มทำงานวิจัยตNางๆ เพื่อเปOนพื้นฐานในการ

พัฒนาเทคนิคใหมNๆ ในการใชCประยุกตVใชCแอนติบอดีประกอบเปOนชุดตรวจวิเคราะหVการปนเป��อน mycotoxin 

อยNางรวดเร็วและแมNนยำเพิ่มเติม ไดCแกN การทำ epitope mapping เพื่อหา mimotope ของ แอนติบอดี 

โดยใชCแอนติบอดีตNอ Aflatoxin และ Zearalenone เปOนตCนแบบ โดยผูCวิจัยสามารถคCนพบ mimotope ของ
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ทั ้ง ๒ antibody จากการทำ biopanning ด Cวย phage display peptide library SUT12 ท่ีม ีอย ู N ใน

หCองปฏิบัติการ ซึ่งหากทำการทดลองเพิ่มเติมตNอไป อาจนำไปใชCแทนที่ conjuagated mycotoxins ในชุด

ตรวจสอบแบบ rapid test ทำใหCประหยัดคNาใชCจNาย และปลอดภัยขึ้นดCวย นอกจากนั้นแลCวผูCวิจัยยังไดCริเร่ิม

ลองเชื่อม antibody กับตัวใหCสัญญาณประเภท Silver nanocomposite โดยถือเปOนการริเริ่มความรNวมมือ

กับ อาจารยVรุNนใหมNจาก มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ในสNวนนี้ยังอยูNในชNวงตCนของการทดลอง ในเบื้องตCนพบวNา

สามารถ conjugate ไดCแลCว แตNจะตCอง optimize สภาวะตNางๆ อีกหลายขั้นตอน กNอนจะสามารถนำมาใชC

ประกอบเปOนชุดตรวจสอบแบบรวดเร็วเพื่อใชCตรวจวิเคราะหVในพื้นที่จริงตNอไปไดC  และทCายสุด ผูCวิจัยไดC

พยายามริเริ ่ม ใชCเทคนิค chain shuffling และ guided selection มาพัฒนาความแรงในการจับของ

แอนติบอดี โดยใชCแอนติบอดีจากหนูสNวน heavy chain มารวมกับ light chain แอนติบอดีมนุษยVจาก

โครงการนี้ แตNเมื่อรวมแลCวพบวNา แอนติบอดีทำงานไมNไดCคือไมNจับกับเป�าหมาย จึงตCองพัฒนาตNอดCวยวิธี 

guided selection คือเลือกคูNจาก library ของ light chain ท้ังหมดท่ีมี ซ่ึงอาจมีโอกาสไดCทำ จนสำเร็จตNอไป 

หากไดCรับทุนสนับสนุน  

 

 โดยสรุปแมCโครงการถูกระงับไป แตNผู CวิจัยไดCองคVความรู C และประสบความสำเร็จในการสรCาง 

platform สำหรับผลิต recombiant antibody แบบ IgG ที่เปOน protype ที่มีศักยภาพดีแลCว อาจสามารถ

พัฒนาตNอเปOนชุด kit เพ่ือใชCเชิงพาณิชยVไดCตNอไป หากมีทุนสนับสนุน เพ่ือการวิจัย และศึกษาพัฒนาเพ่ิมเติม 
 

 

____________________ 

  



 

 
 

21 

เอกสารอHางอิงของโครงการวิจัย 
1 Rangnoi, K., Jaruseranee, N., O'Kennedy, R., Pansri, P., & Yamabhai, M. (2011). One-step 

detection of aflatoxin-B(1) using scFv-alkaline phosphatase-fusion selected from 

human phage display antibody library. Molecular Biotechnology. 49(3): 240-249. 

doi:10.1007/s12033-011-9398-2. 

2 Sompunga, P and Yamabhai, M. (2017). Generation of recombinant human scFv 

antibody against zearalenone using phage display technology. Proceeding of The 13rd 

The Asian Congress on Biotechnology 2017 (ACB2017), Khon Kaen, Thailand July 23-

27, 2017. 

3  Binder, E.M., Tan, L.M., Chin, L.J., Handl, J., Richard, J., (2007). Worldwide occurrence 

of mycotoxins in commodities feeds and feed ingredients. Animal Feed Science and 

Technology. 137, 265-282. 

4 Youssef, M.S., Abo-Dahab, N.F., and Abou-Seidah, A.A. (2000). Mycobiota and 

mycotoxin contamination of dried raisins in Egypt. African Journal of Mycology and 

Biotechnology. 8, 69-86. 

5 Krishnamachari K.A, Nagaarajan V, Bhat R.V., Tilak T.B. (1975). Hepatitis due to 

aflatoxicosis an outbreak in Western India. Lancet. 305, 1061–3. 

6 Probst, C., Njapau, H., and Cotty, J.P. (2007). Outbreak of an acute aflatoxicosis in 

Kenya in 2004: identification of the causal agent. Applied and Environmental 

Microbiology, 73, 2762–2764. 

7 Bhatnagar, D., Cary, J.W., Ehrlich, K., Yu, J., and Cleveland, T.E. (2006). Under- standing 

the genetics of regulation of aflatoxin production and Aspergillusflavus development. 

Mycopathologia, 162. 155–166. 

8 Blout, W. P. (1961). Turkey “X” disease. Turkeys. 9:52, 55–58, 61, 77. 

9 Xiaoqian Tang, X. L., Peiwu Li, Qi Zhang, Ran Li, Wen Zhang, Xiaoxia Ding, Jiawen Lei, 

& , Z. Z. (2014). Development and Application of an Immunoaffinity Column Enzyme 

Immunoassay for Mycotoxin Zearalenone in Complicated Samples. Plos One. 9(1), 

e85606. doi:10.1371/journal.pone.0085606. 

10 Yaning, S. Guangxu, X.  Jifei, Y., Fangyu, W., Ruiguang, D., Gaiping, Z., Xiao, f., and Yong, 

Z., (2015), Development of an immune chromatographic test strip for simultaneous 

qualitative and quantitative detection of ochratoxinA and zearalenone in cereal. 

Journal of the Science of Food and Agriculture. 96, 3673–3678. 



 

 
 

22 

11 Clackson, T., Hoogenboom, R.H., Griffith, D.A., and Winter, G. (1991). Making antibody 

fragments using phage display libraries. Nature 352, 624-628. 

12 Mccafferty, J., Griffiths, D.A., Winter, G., and Chiswell, J.D. (1990). Phage antibodies : 

filamentous phage displaying antibody variable domains. Nature   348, 552-554. 

13 Nelson, L.A., Dhimolea, E. and Reichert, M.J. (2010). Development trends for human 

monoclonal antibody therapeutics. Nature reviews Drug discovery 9, 767-774. 

14 Smith, G. P. (1985). Filamentous fusion phage: novel expression vectors that display 

cloned antigens on the virion surface. Science. 228: 1315-1317. 

15 Yau, K. Y. F., Lee, H., and Hall, J.C. (2003). Emerging trends in the synthesis and 

improvement of hapten-specific recombinant antibodies. Biotechnology advances 21, 

599-637. 

16 Hoogenboom, R.H., Griffiths, D.A., Johnson, S.K., Chiswell J.D., Hudson, P., and Winter, 

G. (1991). Multi-subunit proteins on the surface of filamentous phage: methodologies 

for displaying antibody (Fab) heavy and light chains. Nucleic Acids Research 19, 4133-

4137. 

17 Rapley, R. (1995). The biotechnology and applications of antibody engineering. 

Molecular Biotechnology. 3(2), 139-154. 

18 Persson, H., Lantto J., and Ohlon, M., (2006), A focused antibody library for improved 

hapten recognition. Journal of Molecular Biology. 357(2), 607-620. 

19 Krska, R., Welzig, E., Berthiller, F., Molinelli, A., and MiZaikoff, B., (2005), Advances in 

the analysis of mycotoxins and its quality assurance. Food Additives & Contaminants. 

22(4), 345-353. 

20 Yang, W.-P., Green, K., Pinz-Sweeney, S., Briones, A.T., Burton, D.R., and Barbas III, C.F. 

(1995). CDR walking mutagenesis for the affinity maturation of a potent human anti-

HIV-1 antibody into the picomolar range. Journal of molecular biology 254, 392-403. 

21 Thie, H., Voedisch, B., Dübel, S., Hust, M., and Schirrmann, T. (2009). Affinity maturation 

by phage display. Therapeutic Antibodies: Methods and Protocols. 309-322. 

22 Park, S.-G., Lee, J.-S., Je, E.-Y., Kim, I.-J., Chung, J.-H., and Choi, I.-H. (2000). Affinity 

maturation of natural antibody using a chain shuffling technique and the expression 

of recombinant antibodies in Escherichia coli. Biochemical and biophysical research 

communications. 275, 553-557. 

23 Sheedy, C., MacKenzie, C.R., and Hall, J.C. (2007). Isolation and affinity maturation of 

hapten-specific antibodies. Biotechnology advances 25. 333-352. 



 

 
 

23 

24 Spadiut, O., Radakovits, K., Pisanelli, I., Salaheddin, C., Yamabhai, M., Tan, T.C., Divne, 

C., and Haltrich, D. (2009). A thermostable triple mutant of pyranose 2-oxidase from 

Trametes multicolor with improved properties for biotechnological applications. 

Biotechnology journal 4. 525-534. 

25 Songsiriritthigul, C., Pesatcha, P., Eijsink, V.G., and Yamabhai, M. (2009). Directed 

evolution of a Bacillus chitinase. Biotechnology journal 4, 501-509. 

26 Yamabhai, M., Rangnoi, K., Sompunga, P., & O'Kennedy, R. (2019). CHAPTER 10 Novel 

Recombinant Antibody and Protein-based Approaches for Analysis of Food and Food 

Contaminants with Particular Relevance to Asia. In Rapid Antibody-based 

Technologies in Food Analysis (pp. 195-222): The Royal Society of Chemistry. 

27 Rangnoi, K., Choowongkomon, K., O'Kennedy, R., Ruker, F., & Yamabhai, M. (2018). 

Enhancement and Analysis of Human Antiaflatoxin B1 (AFB1) scFv Antibody-Ligand 

Interaction Using Chain Shuffling. J Agric Food Chem, 66(22), 5713-5722. 

doi:10.1021/acs.jafc.8b01141 

 

 

  



 

 
 

24 

ภาคผนวก 
 

ภาคผนวก ก  การผลิตบุคลากร 
 

ผลงานวิจัยนี้ เปOนกลไกการพัฒนานักวิจัยระดับปริญญาเอก ๑ คน คือ ดร. กุณฑลี รNางนCอย และ 

อาจารยVรุNนใหมN ๑ คน คือ ผูCชNวยศาสตราจารยV ดร. ปุริม จารุจำรัส ภาควิชาเคมีและศูนยVความเปOนเลิศดCาน

นวัตกรรมทางเคมี มหาวิทยาลัย อุบลราชธานี 
  



 

 
 

25 

ภาคผนวก ข  การเผยแพรIผลงาน 

 

ผลงานจากโครงการน้ี ไดCรับการตีพิมพVเผยแพรN ดังน้ี 

ก. งานประชุมระดับนานาชาติ 

 Yamabhai, M. (2021). MY Directed Evolution. Paper presented at the IUPAC Global 

Women’s Breakfast 2021, Phillippines, Thailand, India (online). 

 Yamabhai, M. (2020). Molecular Biotechnology for Human Well-being. Paper 

presented at the Bio Asia Pacific 2020, BITEC, Bangkok, Thailand and Virtual Conference 28-

30 October. 

 Yamabhai, M. (2020). Molecular Evolution Biotechnology for Human Well-being. 

Paper presented at the The 32th Annual Meeting of the Thai Society for Biotechnology and 

International Conference, Online, November 26. 

 Yamabhai, M. (2019). Antibody Engineering for Agricultural and Biomedical 

Applications. Paper presented at the Asian Congress on Biotechnology (ACB 2019), Taipei, 

Taiwan, July 01-04. 

 Rangnoi, K., Rüker, F., O’Kennedy, R., & Yamabhai, M. (2019). The effects of various 

formats of antibody on the detection of aflatoxin. Paper presented at the Asian Congress 

on Biotechnology (ACB 2019), Taipei, Taiwan, July 01-04.  

 

ข. ในวารสารทางวิชาการระดับนานาชาติ  

 อยูNในระหวNางการสNงผลงานไปตีพิมพV 

 

ค. สิทธิบัตร 

 - 

ง. รางวัล 

Outstanding oral presentation งานประชุม Asian Congress on Biotechnology (ACB 2019), Taipei, 

Taiwan, July 01-04. 

 

  



 

 
 

26 

 

ภาคผนวก ค  งานวิจัยท่ีกำลังรอตีพิมพN 

 

Binding characteristic of various antibody formats against mycotoxin 
Kuntalee Rangnoi$, Florian Rüker¥, Gordana Wozniak-Knopp¥, Barbara Cvak£, Richard O’Kennedy€  and 

Montarop Yamabhai$*  
$ Molecular Biotechnology Laboratory, School of Biotechnology, Institute of Agriculture Technology, 

Suranaree University of Technology, Nakhon Ratchasima 30000, Thailand  
¥ Department of Biotechnology, University of National Resource and Life Sciences Vienna (BOKU), 

Muthgasse 18, A-1190 Vienna, Austria 
£ Romer Labs Division Holding GmbH, Technopark 5, 3430 Tulln, Austria 
€ School of Biotechnology and National Centre for Sensor Research, Dublin City University, Dublin 9, 

Ireland 

 

*Corresponding author: Montarop@g.sut.ac.th 

 

ABSTRACT 

The application of recombinant antibodies for the analysis of foods and food contaminants is now a major 

focus given their capacity to be engineered to tailor their specificity, enhance their stability and modify 

their structural formats to fit the desired analytical platform. In this study, human scFv antibody fragments 

generated against aflatoxin B1 (AFB1), were selected as the model antibody to explore the effect of 

antibody formats on their binding activity and to evaluate their potential use as immuno-reagents for food 

contaminant analysis. Four human scFv antibody fragments against aflatoxin B1 (AFB1), previously isolated 

and engineered by chain shuffling, were converted into various formats i.e., scFv-AP fusions, scFv-Fc, and 

whole IgG molecules. For all of the scFv clones, the scFv-AP fusion format showed the highest sensitivity 

by competitive ELISA, while the effects on the binding activity after conversion to scFv-Fc or IgG format 

varied, depending on the amino acid sequence of the antibodies. The sAFH-3e3 antibodies that showed 

the best performance by competitive ELISA were selected for further investigation. The sAFH-3e3 was 

converted to the scFv-GFP format and tested by fluorescence-linked immunosorbent assay (FLISA) which 

showed that its binding property was equivalent to those of scFv-Fc and IgG formats. The potential 

applications of the sAFH-3e3 in a  rapid test kit format  based on ELISA (scFv-AP) and in a lateral flow 

immunochromatography assay (LFIA) (IgG) were demonstrated. A comparison of methods for extraction of 

AFB1 from matrices for use with  these assay formats indicated that PBS and TBST are better than 70% 

methanol .  
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INTRODUCTION 

Polyclonal and monoclonal antibodies are the most widely used reagents for food immuno-analysis. 

However, their production is laborious, time-consuming, costly, requires animal immunization and sacrifice 
1. Recombinant antibody has been proven to be highly advantageous overing these limitations. Moreover, 

recombinant antibodies can be genetically engineered into different formats thus enhancing their utility 

for different purposes, including effective clinical applications 2. Recently there is much more focus on 

generating recombinant antibodies given their flexibility and the need to be able to engineer antibodies 

to perform much more effectively in newly developing assay platforms such as sensors. 

Recent trends in antibody engineering are focusing on small antibody fragments, which can be easily 

expressed in E. coli or other expression systems. These formats include  the single-chain variable-fragment 

(scFv), antigen-binding fragment (Fab) and the single-domain antibody (sdAb). However, such antibody 

fragments may need to be further engineered to suit different diagnostic purposes and, consequently,  

may or may not lose binding affinity when some of the non-specificity-associated portions of the antibody 

are modified 3,4. These issues are explored in this study, where a recombinant antibody against aflatoxin 

was used as a model to investigate the effect of antibody format on binding activity and to evaluate use 

as an  immuno-reagent for food contaminant analysis. 

 

MATERIALS AND METHODS  

Materials and chemicals. All reagents were molecular grade or analytical grade. Ani-aflatoxin scFv 

antibody yAFB1-c3 (parental clone) and three mutant clones (sAFH-3e11, sAFH-3f11 and sAFH-3e3) were 

produced in our laboratory5,6. Standard aflatoxin B1 (AFB1), B2, G1, G2, M1 and AFB1-BSA conjugate for 

ELISA and lateral flow assays were obtained from Aokin, Germany and Romer Labs, Austria, respectively. 

TMB substrate (3, 3′, 5, 5′-tetramethylbenzidine), PNPP substrate (p-Nitrophenyl Phosphate) were obtained 

from Sigma (St. Louis, MO). Escherichia coli TG1 was obtained from the MRC, Cambridge, UK, and used for 

the production scFv-AP. E. coli SHuffle® T7 Express was obtained from New England Biolabs (NEB, 

Massachusetts, USA). A HiTrap protein A HP and HisTrap HP affinity column were purchased from GE 

Healthcare (Chicago, USA). Peroxidase AffiniPure F(ab')₂ fragment (goat anti-human IgG (H+L)) was 

purchased from Jackson ImmunoResearch Inc. (PA, USA). The HEK293-6E and pTT28 vector were originally 

developed at the NRC-BRI in Montreal, Canada. The 25 kDa PEI was purchased from Polysciences 

(Polysciences Europe GmbH, Germany). Serum-free FreestyleTM17 (F17) expression medium was obtained 

from Life Technologies Inc. (Burlington, Ontario, CA). L-glutamine and Pluronic®F-68 were purchased from 

Sigma-Aldrich® (Oakville, Ontario, CA). Colloidal gold was purchased from BBI solutions (Crumlin, UK). 
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Estapor Microspheres (Green latex microspheres) size 70 nm (K007) and 169 nm (K3-020) was obtained 

from Merk Millipore (Darmstadt, Germany).   

 

Conversion of anti aflatoxin scFv to scFv-Fc and IgG. The pTT28 (NRC-BRI, Canada) was used as a 

framework for the generation of monocistronic IgG and scFv-Fc expression vectors. The vector consisted 

of a bacterial origin of replication (ori); ampicillin resistance gene (AmpR) for plasmid amplification and 

selection in E. coli, a CMV promoter, which is suitable for expression in HEK 293-6E cells and had the 

synthetic and codon optimized human signal peptide for protein secretion 7. 

A schematic diagram for the construction of expression vectors used in this study is shown in Fig. 1. To 

construct heavy chain expression vector, pKR-CH (Fig. S1-A), the constant heavy chain regions of human 

IgG1 from pRom108-3D6H chain (gift from Kunert’s lab, BOKU, Austria) was amplified with primers 

containing NheI site at 5’ end (CH-NheIFw) and AgeI site at 3’ end (CH-AgeIRv) of constant heavy chain 

gene and cloned into pTT28 that was cut with respective restriction enzymes (NEB, USA). Cloning of four 

anti-aflatoxin VH clones (sAFH-3e11, sAFH-3f11 and sAFH-3e3 and yAFB1-c3) 5 were performed in a similar 

manner via the NheI/NheI site of the pTT28 vector. 

For light chain expression vector, the kappa (k) light chain was amplified from MIS104 vector (pTT5-3D6 L 

chain, a gift from Florain’s lab, BOKU, Austria) with primer introducing BsiWI site at the 5’ end and AgeI site 

at the 3’ end of the constant light chain gene. The anti-aflatoxin VL (yAFB1-c3) was amplified with primer 

introducing NheI site at the 5’ end and BsiWI site at the 3’ end of VL gene. The kappa (k) light chain and 

VL genes were cloned into pTT28 between  NheI/AgeI sites, resulting in the lambda light chain expression 

vector pKR-CL_yAFB1.c3 (Fig. S1-B).  

For the conversion of scFv to scFv-Fc, the Fc region was amplified from pRom108 by PCR with a primer 

introducing BspEI site at the 5’ end (Fc-BspEIFw) and AgeI site at 3’ end (CH-AgeIRv); while, the 4 anti-

aflatoxin scFv genes were amplified with primer introducing NheI site at the 5’ end and BspEI site at the 

3’ end of scFv gene. Then, the scFv and Fc regions were subcloned into pTT28 via NheI and AgeI sites. 

This scFv-Fc vector was designated as KR-scFv-Fc- (yAFB1-c3, sAFH-3e11, sAFH-3f11 and sAFH-3e3) vectors 

(Fig. S1-C).  

All of the PCR reactions were comprised of 0.2 µM each of primers, 0.2 mM dNTP, 0.25 µL (1.25 U) of One 

TaqÒ polymerase (NEB, USA), 0.5 µL of vector template and made up to 50 µl with distilled water. Primers 

for vector construction are listed in Table 1. After digestion of the insert and vector with corresponding 

restriction enzymes, the vector and insert were joined using T4 DNA ligase (400U/µL, NEB, USA) at 25°C 

for 1 h before  transformation into E. coli TOP 10 (Thermo Fisher Scientific, USA). The individual colonies 

were picked and cultured overnight for plasmid preparation using Nucleospin plasmid (Macherey-Nagel, 

Germany), according to the manufacturer’s protocol. The integrity of the plasmids were confirmed by DNA 

sequencing. Large-scale plasmid preparation for antibody expression was performed by using Nucleobond 

extra Midi (Macherey-Nagel Germany) from 100-mL culture volume of E. coli TOP 10. 
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Table 1 Primers for the construction scFv-Fc and IgG expression vectors used in this study. 

Primer Sequence 

 

Fc-BspEIFw  

CH-NheIFw  

CH-AgeIRv  

C3 VLNheIFw  

LC conAgeIRv  

C3 VHNheIFw  

3E3 VHNheIFw  

VL BspEIRv  

C3 VHNheIRv  

C3 VLNheIFw  

 

5’AGT CTC CGG AGA GCC CAA GAG CTG CGA C3’ 

5’ATG CGC TAG CAC CAA GGG CCC CAG CGT GTT CC3’ 

5’GCC ACC GGT TCA CTT GCC GGG GGA CAG GCT3’ 

5’AGT GCC GCT AGC GAC ACC GTG ATG ACC CAG TCT3’ 

5’AGT GCC ACC GGT CTA ACA CTC TCC CCT GTT3’ 

5’GCC GCT AGC CAG GTG CAG CTG GTG CAG TC3’ 

5’AGT GCC GCT AGC GGG GTG CAG CTG GTG GAG TC3’ 

5’GCA CAG TCC GGA ACG TTT GAT CTC CAC CTT GGT3’ 

5’TTG GTG CTA GCT GAG GAG ACG GTG ACC AGG G3’ 

5’AGT GCC GCT AGC GAC ACC GTG ATG ACC CAG TCT3’ 

Sequences corresponding to NheI, BspEI, BsiWI and AgeI restriction sites are underlined  

 

Construction of the scFv-AP fusion. The three anti-aflatoxin scFv gene from the phagemid vector5 were 

sub-cloned into the pKP300 ∆III vector 8 between the NcoI and NotI sites. The integrity of the construct 

was confirmed by automated DNA sequencing.  

 

Expression and purification of scFv and scFv-AP. The expression and purification of scFv were done as 

previously described5. The scFv-APs were expressed according to a previously published protocol 6. For 

purification, after 18-20 h, the cultures were centrifuged at 7,455 g for 10 minutes at 4oC. The pellet was 

resuspended in 8 ml of ice-cold periplasmic buffer (1xPBS, 1 M NaCl and 1 mM EDTA) and left on ice for 

20 min. The resuspended solution was centrifuged at 3,000 g for 10 min at 4oC. The supernatants 

,comprised of the periplasmic fractions containing scFv fragments, were collected, then MgCl2 was added 

to a final concentration of 1 mM. The periplasmic fraction was purified with ÄKTA purifier using immobilized 

metal affinity chromatography (IMAC)  according to the manufacturer’s instructions (GE Healthcare, USA). 

Before purification, cell debris was removed from cell lysate by filtration (0.45 µm; Corning, Newyork, 

USA). A one-ml His-Trap column (GE Healthcare, USA) was equilibrated with 10 mL wash buffer (20 mM 

Tris-HCl, 500 mM NaCl, 20 mM imidazole, pH 7.9) before the sample was loaded. The scFv was eluted by 

performing a linear gradient from 0-100% using high concentration of imidazole (20 mM Tris-HCl, 500 mM 

NaCl, 500 mM imidazole, pH 7.9). The gradient length was 2 CVs. Then the antibody fraction was dialyzed 

with 2 L of TBS buffer containing 1 mM MgCl2 using 10 kDa snakeskin dialysis tubing (Thermo Scientific, 

USA) to remove imidazole. 
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Expression and purification of IgG and scFv-Fc. IgG and scFv-Fc expression vectors were expressed in 

HEK293-6E cell (NRC-BRI, Canada). Before transfection, the cells was passaged and cultured in F17 media 

(Invitrogen, USA) supplemented with 4 mM L-Glutamine, 0.1% (v/v) Pluronic F68, and 25 µg mL-1 G418, at 

37 °C, under 5% CO2 in hydrated atmosphere with shaking at 130 rpm until the cell density reached 1.7-

2.0 × 106 cells/ml. Then, the cells were transfected with 1 µg mL-1 of plasmid DNA by slowly adding a 3 

mL complex solution of plasmid DNA and PEI (polyethylenimine) (Polysciences, USA) at a ratio of 1:2 ratio.  

For IgG expression, the 25 mL HEK-293-6E cells were transfected with 12.5 µg mL-1 of each heavy chain 

and light chain plasmid DNA. The cells were fed with 0.5% (v/v) TN1 medium (Tekniscience, Canada) 48 h 

after transfection. The scFv-Fc or IgG were harvested from the culture supernatant after another 72 h of 

cultivation by centrifugation at 1,300 g for 5 min. The supernatant was passed through a 0.45 µm filter 

before purification. 

Human IgG and scFv-Fc were purified using a 1 mL HiTrap Protein-A HP column (GE Healthcare, USA). The 

column was equilibrated and washed with PBS buffer. The scFv-Fc or IgG were eluted in 0.1 M glycine-

HCl, pH 3.5. The elution fractions were neutralized with 2 M Tris–HCl, pH 8.0 and dialyzed with PBS buffer. 

The samples were kept at 4 oC until further analysis. 

 

Competitive ELISA using different antibody formats. The purified antibodies were used to test binding 

sensitivity (scFv-AP, scFv-Fc and IgG) and specificity (scFv-AP) by competitive ELISA as previously described6. 

Briefly, 1 µg AFB1-BSA conjugate (Aokin, Germany) was immobilized on the wells of an ELISA plate and 

blocked with 2% (w/v) skimmed milk. The optimal concentration of scFv-AP that showed a linear 

relationship by indirect ELISA was pre-incubated with increasing amounts of soluble AFB1, ranging from 

0.028 to 5000 ng mL-1 at 37oC for 30 min before adding into the previously coated wells of  the ELISA 

plates. To develop color, the PNPP substrate was added and the absorbance measured at 405 nm by 

SunriseTM Tecan ELISA reader (Männedorf, Switzerland). The data obtained were used to plot inhibition 

curve as A/A0 vs logarithm of analyte concentration. A half-maximum inhibition (IC50) was estimated at 

50% A/A0.  

 To evaluate binding specificity, the scFv-AP antibody constructs were assayed against a range of 

soluble aflatoxins, i.e., B1, B2, G1, G2, M1, ochratoxin A (OTA), and zearalenone (ZEN). Stock solutions were 

diluted using TBST. The assays were performed following the competitive ELISA protocol, as described 

above. The percentage cross-reactivity (%CR50) was determined by IC50 value of aflatoxin B1 divided IC50 

value of other aflatoxins, multiplied by 100.  

 For IgG and scFv-Fc, an HRP-conjugated goat anti-human IgG (F(ab')2 secondary antibody was 

added and incubated for 1 h. After that, the plate was washed with 3 times PBST and 2 times PBS. Then, 

TMB substrate was added. The reaction was stopped with 10% (v/v) HCl after incubation for 10-30 min. 

Triplicate measurements of absorbance values at 450 nm were performed and the average values with 

SD (standard deviations) were reported. 
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Cloning and expression of scFv-EmGFP. The gene of the sAFH-3e3 anti-aflatoxin scFv, which showed the 

best sensitivity,5 was sub-cloned from the phagemid vector into the pWS-Green vector (constructed in our 

laboratory), between the NcoI and NotI sites. The integrity of the construct was confirmed by automated 

DNA sequencing.  

 To express scFv-EmGFP, the sAFH-3e3-EmGFP vector was transformed into E. coli SHuffle® T7 

Express. A single colony of E. coli harboring recombinant plasmid was inoculated into 5 ml of LB media 

containing 100 µg mL-1of ampicillin and cultured at 30 °C with shaking at 250 rpm overnight. Four mL of 

this overnight culture were used to inoculate 400 mL of LB medium containing 100 µg mL-1of ampicillin. 

Cells were cultured at 30 °C until an OD600 of 0.9 was reached. Then the culture was induced with 0.4mM 

IPTG and  grown with shaking at 25°C, 250 rpm for 16 h.  

 The cell pellet was harvested by centrifugation at 7,455 g for 10 min, and re-suspended in binding 

buffer (20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl and 20 mM imidazole, pH 7.4) containing 1 mg mL-1 lysozyme. After 

adding 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), cells were disrupted by intermittent sonication at 

40% amplitude for 5 min on ice using 30 s pulse and 30 s break for cooling. The cell debris was removed 

by centrifugation at 10,000 g for 30 min at 4°C, followed by filtering through a 0.45 µm filter. The antibody 

was purified using a 1 mL His-Trap column (GE Healthcare, USA) first equilibrated with 10 mL binding buffer 

(20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 20 mM imidazole, pH 7.4) before the clear supernatant containing the 

crude antibody was loaded. Then, the column was washed with 20 mL of the same buffer. The scFv-

EmGFP was eluted by performing a linear gradient from 0-100% using a high concentration of imidazole 

(20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 500 mM imidazole, pH 7.4). The gradient length was 3-5 CVs. Fractions 

containing the scFv-EmGFP fusion protein were pooled and exchanged by dialysis into PBS buffer at 4°C, 

using 10 kDa MWCO SnakeskinTM dialysis tubing (ThermoFisher Scientific, USA) at 4°C. 

Fluorescence-linked immunosorbent assay (FLISA). Binding activity of sAFH-3e3-EmGFP antibodies was 

determined by FLISA. Black Nunc-Immuno 96 well plates (Nunc, Denmark) were coated with 0.25 µg of 

AFB1-BSA in 100 µL 1XPBS. After incubation at 4 °C overnight, the plates were blocked with 2% (w/v) 

MPBS at room temperature for 1 h. The plate was washed 3 times with PBS. The optimal dilution of scFv-

emGFP that showed a linear relationship by indirect ELISA was pre-incubated with increasing amounts of 

soluble AFB1 ranging from 0.762 to 5,000 ng mL-1 at 37oC for 30 min before adding into previously coated 

wells of the FLISA plates. After that, the plate was washed 3 times with 0.05% (v/v) of Tween-20 in PBS 

(PBST), followed by twic washing with PBS. Finally,  100 µL of PBS was added into the plate wells. The 

fluorescence intensity was measured by a fluorescence-based microplate reader (ThermoFisher Sceintific, 

USA). The excitation-emission wavelengths were set at 484-509 and 478-506 nm. Standard curves were 

plotted as A/A0 vs logarithm of analyte concentration. A half-maximum inhibition (IC50) was estimated at 

50% A/A0 

 

Passive adsorption of antibodies to colloidal gold. Colloidal gold at a particle size of 40 nm (BBI 

solutions, UK) was used in this study. For conjugation, 5 μg mL-1 of sAFH-3e3 IgG and 5 μg mL-1 of BSA in 

100 μL of 0.2 M borate buffer, pH 8.55 were slowly mixed with 10 mL of colloidal gold solution. After 30 
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min, 100 µl of 1% (w/v) BSA was added to block the surface of colloidal gold particles and incubated for 

30 min at room temperature. Centrifugation at 9000 g, at 4oC for 20 min followed and the supernatant 

was discarded. The pellet was resuspended in 20 mL of deionized water. The centrifugation step was 

repeated. Then 600 μL of deionized water containing 1.2% (w/v) BSA and 0.08% NaN3 (v/v) were used to 

resuspend the pellet for stabilizing the conjugate. The antibody-gold complex was diluted with 

conjugation buffer to 5%-10 % (v/v) before use. 

 

Passive adsorption of antibodies to latex microspheres. The adsorption of purified scFv-Fc and IgG to 

latex microspheres was modified from a previously described method 9. Different concentrations of the 

antibodies (0.05, 0.1, 0.25 and 0.5 mg mL-1) and two sizes of latex particles were tested (70 nm and 169 

nm, Merk Millipore, Darmstadt, Germany) (see supporting information). To test for the optimal amount of 

antibody for use, 5 µl of 70 nm green color microspheres were diluted in 445 μL of 10 mM borate buffer, 

pH 8.7, before conjugation with different concentration of antibodies. To determine optimal size of latex 

particles for utilisation, 50 μL of 70 and 179 nm latex particles were diluted in 450 μL of 10 mM borate 

buffer, pH 8.7, before conjugation with appropriate concentrations of antibody. The mixture was 

centrifuged at 10,000 g for 5 min. The supernatant was carefully discarded. The pellet was resuspended 

in 250 μL of 10 mM borate buffer, pH 8.7. An equal volume of the sAFH-3e3 scFv-Fc and IgG antibodies in 

the same borate buffer were added and incubated for 90 min at room temperature with rocking. After 

incubation, 10% (w/v) BSA was added to block non-specific binding, and further incubated for 45 min. 

Then, the particles were washed with buffer and centrifuged at 10000 g, 20oC for 5 min. After that, the 

pellet was resuspended in 500 μL of 100 mM borate buffer, pH 8.7. The antibody- latex particles complex 

was diluted at 1:3 with borate buffer before use.  

 

Analysis of corn samples spiked with AFB1 using scFv-AP by competitive ELISA. Two grams of corn 

sample containing 0 ppb AFB1 (Trilogy, USA) were mixed with 20 mL TBST or 70% (v/v) methanol in a 

glass bottle. This was then vortexed for 3 mins and allowed to stand to let the matrix settle for 10-15 

min. After that the solution was filtered through Whatman filter paper No.1. Various concentrations of 

AFB1 standard (4, 10, 20, 40, 100, 200 and 400 ng mL-1) were spiked into different tubes of the filtered 

solution. These were diluted in TBST or 70% (v/v) methanol at a ratio of 1:3. Analysis was performed by 

competitive ELISA, using scFv-AP as described above, except that the spiked AFB1 samples were used 

instead of AFB1 standards. ELISA plate wells were coated with 0.25 μg of AFB1-BSA and the scFv-AP at a 

ratio of 1:20 was used. A competitive curve between A/A0 and concentration of spiked AFB1 was plotted. 

The IC50 and the limit of detection was estimated at 50% A/A0 and a detection limit was estimated at 70% 

A/A0, respectively. 

 

Detection of AFB1 contaminated in corn samples using lateral flow immunoassay (LFIA). AgraStrip® 

Aflatoxin WATEX® Quantitative Tests were provided by Romer Labs Division Holding GmbH (Tulln, Austria). 

The antibodies conjugated with colloidal gold or latex particles were used instead of the conjugated 
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antibody from the company. The detection of aflatoxin was done according to the instructions from the 

test kit. Here the LFIA is based on a competitive ELISA. The test strip contained mouse monoclonal 

antibody and aflatoxin conjugated BSA on the control line and test line, respectively (Fig. S1). Gold and 

latex particles complex were diluted with their conjugation buffer before use as describe above . For LFIA, 

10 grams of corn sample (Romer labs, Austria) were weighed into a bag (provided by Romer labs) and 20 

mL of PBS buffer or 70% (v/v) methanol were added. The bags were shaken for 2 min in PBS extraction 

buffer or 70% (v/v) methanol,. After that, the corn samples were settled by standing the bag for 2 min. 

Before testing with the lateral flow assay, the extraction sample solution from the bag was diluted in 1:10 

with PBS buffer. Then, A 50 μL of different concentrations of AFB1 (100, 50, 25 and 6.25 ppb; Romer Labs) 

were mixed with 50 μL of antibody-latex complex or colloidal gold conjugated-antibody in the microwell 

by pipetting up and down. One test strip was put into one microwell for 3 minutes. The signal was 

measured using a AgraVisionTM Reader (Romer labs, Tulln, Austria). A competitive curve between A/A0 and 

logarithm of concentration of spiked AFB1 was plotted. A half-maximum inhibition (IC50) was estimated at 

50% A/A0 and a detection limit was estimated at 70% A/A0. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

 Aflatoxin B1 (AFB1), the  model mycotoxin used in this study belongs to a group of mycotoxins 

that are harmful to human and animal health, due to both acute and chronic effects, including allergic 

reactions, mutagenicity, immunosuppression, and potent carcinogenicity. It can be found in agricultural 

commodities and animal feed10. Maximum level for different type of mycotoxins, especially aflatoxin B1 

has been set by many national and international governments and organizations, including the 

international CODEX standard 11.  

 Among a variety of established methodologies for analyzing mycotoxins, namely thin layer 

chromatography, ultra-pressured layer chromatography, immunoaffinity chromatography, high-

performance liquid chromatography and near infrared spectroscopy12-14,  immunological methods are 

among  the most rapid, most simple, cheapest, sufficiently sensitive, and most suitable for on-site 

screening. In the developing countries, which are the major exporters of food and agricultural products 

such as South-East Asia, Africa, and the Middle East, there is an ever increasing demand for simpler and 

cheaper methods for the easy detection of mycotoxin contamination15. The two main immunoassay 

methods commonly utilized for detecting mycotoxins are ELISA and Lateral flow immunoassay (LFIA). 

These methods require antibody as the vital reagent for  detection. Determining the most appropriate 

recombinant antibody formats for use in these assays is key step for their optimal exploitation to generate 

more effective aflatoxin tests. 

 In this study various formats of anti-aflatoxin B1 antibody were investigated. The expression 

cassettes and their resulting antibodies are summarized in Fig 1. 
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Figure 1. Schematic illustration of phage display and mammalian cassette vectors for the expression 

scFv, scFv-AP, scFv-GFP, IgG and scFv-Fc in this study. The pMOD, pKPDIII300 phagemids and pWs-

Green were used to generate scFv, scFv-AP and scFv-GFP, respectively (A). The restriction sites for cloning 

scFv fragments are shown. Co-transfection of pKR-CH and pKR-CL_yAFB1.c3 in HEK293-6E cells can produce 

human IgG1 (B). The pKR-scFv-Fc was used to express scFv-Fc. The restriction sites for cloning the V regions 

and scFv fragment are indicated.  

 

Expression and purification of various antibody formats. The four anti-aflatoxin scFvs were converted 

into IgG and scFv-Fc formats by subcloning into mammalian expression vectors as depicted in Fig. 1. Anti-

aflatoxin IgG were produced from 2 monocistronic vectors; i.e., pKR-HC (Fig. 1A) and pKR-CL_yAFB1.c3 (Fig. 

1B) by co-transfection of both plasmids into HEK293-6E cells. The mammalian expression vector pKR-scFv-

Fc (Fig. 1C) was used for the expression of scFv-Fc. Both IgG and scFv-Fc were produced in HEK293-6E cells 

on a 25 mL-scale. These antibody formats were purified by protein A affinity chromatography. Purity and 

apparent molecular weight of purified antibodies was assessed by SDS-PAGE analysis (Fig. S2). Under non-

reducing conditions, apparent molecular sizes were approximately 120 and 150 kDa for scFv-Fc and IgG, 

respectively. Under reducing condition, both heavy and light chains could be observed, of which doublet 

bands of light chain were detected (Fig. S2-A). This could be because of the heterogeneity in glycosylation 

that did not interfere with its binding activity as was previously observed 16. Yields of the four different 

scFv-Fc and IgG antibodies were between 270 to 389 mg L-1, and 277 to 480 mg L-1, respectively. The scFv-

Fc formats of the three mutant clones could be purified at a higher yields than those of the parental 

clones and in IgG formats. These results corresponded with previous observation that the scFv-Fc 

generated from scFv expressed in higher yields than those of IgG17. These yields were much higher than 

that of scFv-AP format that was expressed in E. coli, under the control of PhoA promoter and produced 

in low phosphate media to preserve the alkaline phosphatase activity 1. The scFv-AP bands appeared at 

the expected size of approximately 80 kDa (Fig. S-2B). The yields of the four different scFv-AP ranged 

between 0.7 – 2.7 mg L-1.  
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Competitive ELISA. To determine the sensitivity of various formats of the four antibodies clones (yAFB1-

c3, sAFH-3e11, sAFH-3f11 and sAFH-3e3), indirect competitive ELISA was performed. The graphs were 

plotted from the absorbance values (expressed as A/A0) and the concentrations of AFB1. The IC50 values 

for the scFv 5, scFv-AP, scFv-Fc and IgG are shown in Table 2. The results indicated that the sensitivity of 

antigen detection by different antibodies was influenced by the conversion into different formats. Over 

all, the scFv-AP format showed the highest sensitivity to aflatoxin with the IC50 ranging from 0.007 to 0.06 

µg mL-1. For clones sAFH-3e11 and sAFH-3f11, the scFv-Fc format had IC50 values close to those of scFv 

formats, whereas the IgG format showed lower sensitivity. Loss of affinity after conversion of scFv fragment 

to IgG was previously reported for human anti-CD3018. However, the yAFB1-c3 IgG format showed higher 

sensitivity than the scFv and scFv-Fc formats. For sAFH-3e3 clone, which has the highest sensitivity, the 

IC50 of scFv-Fc and IgG formats were similar to that of the scFv format. These results are correlated with 

several previous studies which demonstrated that conversion of antibody fragments back to full length 

IgG or scFv-Fc resulted in similar or improved antigen binding 19-21 . 

In summary the results from competitive ELISA showed that the conversion of scFv to IgG and scFv-Fc 

formats did not help to improve the sensitivity of the antibody. However, the yields of IgG and scFv-Fc 

formats were much higher when produced in a mammalian system, when compared to those in the E.coli 

system. The antibody in the scFv-AP format showed the highest sensitivity by ELISA, which could be 

because AP is a very efficient enzyme 22, and also less washing steps, which could reduce the signal, were 

required for one-step detection using the scFv-AP format 23. Moreover, since AP is a dimeric enzyme; 

therefore, scFv-AP is bivalent. An increase in avidity by constructing bivalent scFv-Fc has been reported to 

increase binding affinity to C-reactive protein (CRP) 50-fold, compared to the monovalent scFv fragment 
24. Since in this study, the scFv-AP formats showed the highest sensitivity, it was further used to investigate 

the biding specificity of each antibody in the next step. 

 

Table 2 IC50 of different formats of antibody. 

   IC50 (µg mL-1)  

  

scFv (*) 

 

scFv-AP 

 

scFv-Fc 

 

IgG 

 

yAFB1-c3 

 

0.120 

 

0.060 

 

0.230 

 

0.060 

sAFH-3e11 0.042 0.009 0.038 0.090 

sAFH-3f11 0.055 0.009 0.040 0.070 

sAFH-3e3 0.018 0.008 0.022 0.022 

*Results from a previous study 5 

 Specificity of scFv-AP format against aflatoxin. Cross-reactivity of four scFv-AP clones were 

determined against structurally related aflatoxins; namely aflatoxin B2, G1, G2, and M1 (a metabolite of 

B1). Different scFv-AP clones showed various degrees of cross-reactivity against different related aflatoxin 



 

 
 

36 

except for AFM1, as shown in Table 3. For sAFH-3e11 the degree of cross reactivity was in decreasing order 

from AFG1>AFB2>AFG2, whereas the other two mutant clones showed decreasing degree of cross 

reactivity from AFG1>AFG2>AFB2. Interestingly, clone sAFH-3e3, which has the highest sensitivity against 

AFB1 (sAFH-3e3) showed cross reactivity to AFM1 and a high percentage of cross reactivity against AFG1 in 

a similar manner to another previously published clone 25. None of these clones showed cross reactivity 

against non-related mycotoxins; namely, ochratoxin and zearalenone (see supporting information Figure 

S3). Therefore, these antibodies could be applicable for detection of total aflatoxins.  

 

Table 3 Results of cross-reactivity of four scFv-AP against aflatoxin. 

  

Cross-reactivity (%) 

 

  

AFB1 

 

AFB2 

 

AFG1 

 

AFG2 

 

AFM1 

 

yAFB1-c3 

 

100 

 

30.0 

 

70.6 

 

34.3 

 

0.0 

sAFH-3e11 100 33.3 83.33 28.6 0.5 

sAFH-3f11 100 22.5 75.0 52.9 0.3 

sAFH-3e3 100 30.8 125.0 111.0 18.2 

 

Binding activity of scFv-GFP to free mycotoxin by competitive FLISA.  

GFP has been successfully used in  biosensors 26 Hence the binding of recombinant anti-aflatoxin antibody 

in the scFv-GFP format was investigated to explore the possibility for use in a mycotoxin biosensor 

detection. The sAFH-3e3 clone, which showed the highest binding activity was fused with EmGFP, and the 

binding sensitivities were determined by competitive fluorescence-linked immunosorbent assay (FLISA)27,28. 

The optimal concentrations of conjugated mycotoxins and recombinant scFv-GFP proteins were first 

determined by checkerboard titration (data not shown). Competitive FLISA indicated that the IC50 of sAFH-

3e3-GFP were 26 and 30 ng mL-1 when measured with the excitation/ emission wavelengths of 484/ 509 

and 478/506 nm, respectively (Fig. 2). The IC50 values of sAFH-3e3-GFP were close to those of scFv-Fc and 

IgG but not as low as that of scFv-AP format. 
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Figure 2. Competitive FLISA of sAFH-3e3 scFv-GFP against AB1-BSA.  

Concentrations of soluble AFB1 from 0.762 to 5000 ng mL-1 were incubated with purified sAFH-3e3-GFP 

antibodies at 37°C for 30 min before addition to wells of Immuno 96 MicroWell plates, coated with 0.25 

μg AFB1-BSA. Bound antibodies were detected by fluorescence intensity. Fluorescence values (expressed 

as F/F0) were plotted against the logarithm of AFB1 concentration. The IC50 of sAFH-3e3-GFP were 0.26 and 

0.030 ug mL-1 when measured with the excitation and emission wavelengths at 484-509 and 478-506 nm, 

respectively.   

 

Detection of AFB1 from grain samples using scFv-AP. To demonstrate the feasibility of employing 

recombinant scFv-AP, which showed the best binding performance, for the detection of mycotoxin 

contamination in agricultural products, competitive ELISA was performed using spiked samples. The IC50 

and limit of detection was determined from graph plotted with A/A0 versus log of concentration of spiked 

AFB1 (Fig. 3). The result indicated that a suitable buffer for extraction of reference sample was TBST, 

showing the IC50 value of 9 ng mL-1. Interestingly, the IC50 value was 90 ng mL-1, which was 10 times-lower 

in sensitivity when 70% methanol was used as extraction buffer. An increase in IC50 is likely due to  matrix 

interferences, which could be decreased by diluting the sample extract with phosphate buffered-tween 

(PBST) solution15. The detection limits of scFv-AP when extracted with TBST and 70% methanol were 1.5 

and 35 ng mL-1, respectively. While this limit of detection (LOD) is still too high for the CODEX standard, 

further improvement of binding affinity could be performed to increase the binding affinity using antibody 

engineering 2 9 ,3 0 . Nevertheless, these results confirmed the previous observation that recombinant 

antibody in the format of scFv-AP could be used to detect mycotoxin contamination in agricultural 

samples 1. 

 
Figure 3. Detection of aflatoxin contamination in agricultural sample using sAFH-3e3-AP. The 

extraction buffers (TBST or 70% (v/v) methanol; Met) were compared. The spiked AFB1 at various 

concentration (4, 10, 20, 40, 100, 200 and 400 ng mL-1) were incubated with sAFH-3e3-AP. Absorbance 

values (expressed as A/A0) were plotted against the logarithm of AFB1 concentration. The IC50 values of 

sAFH-3e3-AP when using TBST or 70% (v/v) methanol as extraction buffer were 9 and 90 ng mL-1, 

respectively.  
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Recently, several recombinant antibodies have been produced and successfully used for aflatoxin 

detection in ELISA-based assay on microtiter plate 31. These included the used of various format of 

antibody such as scFv fragment6,32-35, Fab 36 and VHH37. So far there have been only a few example of 

applying recombinant antibody for lateral flow immuno assay (LFIA) or strip test, e.g., the detection of 

morphine by using scFv conjugated with colloidal gold 38. Since there has been no report on using 

recombinant antibody as an immunoreagent for the detection of aflatoxin by LFIA; therefore, in the next 

step, we further investigated the potential use of recombinant antibody for the detection of AFB1 by LFIA. 

 

LFIA for the detection of aflatoxin using colloidal gold-IgG  

Colloidal gold is commonly used to conjugate with traditional polyclonal and monoclonal antibodies for 

incorporation into LFIA or test strips. In this study, quantitative detection of AFB1 was investigated using 

an AgraStrip (Romer Labs). Colloidal gold conjugated to sAFH-3e3 IgG acted as the prob. The anti-mouse 

mAb and AFB1-BSA were applied to a strip as a control line (C) and test line (T), respectively.  

The corn samples were extracted with PBS. Then, different concentrations of AFB1 were spiked into the 

extracted solution. These spiked solutions were mixed with IgG labeled with colloidal gold and added to  

microwells. Then, a test strip was dipped into the well. The IgG-colloidal gold complex flowed along the 

membrane, encountered the coated AFB1-BSA and was captured. Thus a  red color appeared at the test 

line (T). When AFB1 was present in the sample, the binding of the IgG-colloidal gold to the AFB1-BSA was 

inhibited and the colour on the test line was reduced. The control line is visible because of the reaction 

between colloidal gold- sAFH-3e3 IgG and anti mouse IgG, indicating good functionality of the test. The 

red color intensity of the test lines decreased with increasing AFB1 concentrations. The intensity of the 

test line on a strip was evaluated using an AgraStrip reader (Romer Labs, Austria). Graphs were plotted 

from the peak values. There was an inverse relationship between the signal intensity and aflatoxin 

concentration. The result showed that the IC50 value was 28 ppb.The limit of detection was estimated 

from the graph at 0.7 A/A0 as 6 ppb (Fig. 4). 

 

 
Figure 4. LFIA analysis of extracted corn sample spiked with AFB1 standard using colloidal gold-

sAFH-3e3 IgG antibody. Various concentration of soluble AFB1 mixed with colloidal gold-antibody 

conjugated were tested. The red color at the test line (T) decreased when the concentration of AFB1 
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increased.  The graph was plotted from A/A0 against log of the concentration of AFB1; A= peak area value 

of each concentration of spiked AFB1, A0 = peak area value at 0 ppb.  

 

LFIA for the detection of aflatoxin using latex-IgG  

Colloidal gold is widely used as  a labels for LFIA, but appears mainly as as red color. Latex particles offer 

a wider range of colors, which will be useful for multiplexing LIFA for the detection of multiple mycotoxins. 

Therefore, the sAFH-3e3 IgG–latex was generated to investigate its potential use for the detection of 

mycotoxin contamination in LFIA. The procedure was the same as that used for the colloidal goal 

conjugated antibody, except that the IgG-latex conjugation gave a green color on the test line and control 

line. As illustrated in Fig. 5, the result showed that the IC50 value was 18 ppb. When 70% methanol was 

used as the extraction buffer, the IC50 values was 70 ppb. This result and a previous observation39 indicated 

that  water-based buffer is a suitable extraction buffer for LFIA. The limit of detection when using PBS as 

an extraction buffer was at 5 ppb. In this study, the extraction solution was diluted 1:3, as a multifold 

dilution has been shown to reduce matrix interference and improve sensitivity40. 

 
Figure 5. LFIA analysis of extracted corn sample spiked with AFB1 standard using latex microsphere-

sAFH-3e3 IgG antibody. Corn sample was extracted with PBS buffer or 70% (v/v)  methanol and spiked 

with various concentration of AFB1. The green color in the test line (T) decreased when the concentration 

of AFB1 was increased. Graph was plotted from A/A0 against log of concentration of aflatoxin; A= peak 

area of each concentration of spiked AFB1, A0 = peak area at 0 ppb. 

 

This is the first preliminary study on using recombinant antibody based conjugation with latex particles as 

a detection probe for LFIA. The results showed that both gold and latex can be used to conjugate with 

recombinant IgG for in LFIA. To improve the performance of LFIA, various parameters can be optimized, 

e.g., the conjugation methods, types of strip utilised, and concentrations of reagents on the test and 

control lines41.  

CONCLUSIONS 
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 In this study, the effects of recombinant antibody formats on their performance were investigated 

by using an antibody against AFB1 as a model. Four recombinant antibodies against AFB1 were engineered 

into 4 different formats, i.e., scFv-AP, scFv-Fc, IgG, and scFv-EmGFP. The binding properties of these 

antibodies were compared. The results showed that when scFv were converted to different formats, they 

can retain, increase or loss binding activity, depending on the  variable sequence of the clones. The scFv-

AP format was found to be highly suitable for the detection by ELISA; however, the production yield is 

relatively low, when compared to scFv-Fc or IgG constructs. The IgG format, conjugated to either gold or 

latex particles, was highly applicable for the detection of mycotoxin by LFIA.  
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ประวัตินักวิจัย 
มณฑารพ ยมาภัย เกิดเมื่อวันที่ 8 มกราคม 2510 เปOนบุตรของ รศ.ดร. สวนิต และ ผศ. อำไพ ยมา

ภัย จบการศึกษาทั้งในระดับประถม และ มัธยมศึกษาจากโรงเรียนสาธิตจุฬาลงกรณVมหาวิทยาลัย 

จากนั้นเขCาศึกษาตNอที่ คณะเภสัชศาสตรV มหาวิทยาลัยมหิดล ไดCรับปริญญาตรีเภสัชศาสตรVบัณฑิต

เกียรตินิยม เมื่อปJ พ.ศ. 2532 แลCวไดCเขCารับราชการเปOนเภสัชกรประจำโรงพยาบาลหัวตะพานเปOน

เวลา 1 ปJ กNอนจะมาเปOนอาจารยVประจำคณะเภสัชศาสตรV มหาวิทยาลัยรังสิต  ในปJ 2536 ไดCรับทุน 

Fulbright Pre-doctoral Fellowship ไปทำงานวิจัยท่ี University of Minnesota เปOนเวลา 9 เดือน 

แลCวจึงไดCรับทุนรัฐบาลไทยไปเรียนตNอในระดับปริญญาเอกที่ University of North Carolina at 

Chapel Hill ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยมี Prof. Dr. Brian K. Kay เปOนอาจารยVที ่ปรีกษา จบ

การศึกษา ระดับปริญญาเอกดCาน molecular biology ในปJ พ.ศ. 2541 จากนั้นในปJ พ.ศ. 2543-

2545 ไดCทุน NIH ไปทำ postdoctoral research ที่หCองปฏิบัติการของ Prof. Dr. Richard G.W. 

Anderson ณ.  University of Texas, Southwestern Medical Center, Dallas และในป J  พ .ศ . 

2546-2547 ไดCรับทุน Alexander von Humboldt Fellowship ไปทำการวิจัยที่หCองปฏิบัติการของ 

Prof.  Dr.  Kai Simons ณ .  Max Planck Insititute for Molecular Biology and Genetics ก รุ ง 

Dresden ประเทศ สหพันธรัฐเยอรมัน สมรสกับ ศ.ดร. ดิฏฐมา หาลทิช เม่ือวันที่ 16 สิงหาคม 2547 

และมีบุตร 1 คน ชื่อ ฐานิกา ยมาภัย หาลทิช ป�จจุบันเปOนศาสตราจารยV และหัวหนCาหCองปฏิบัติการ

อณูเทคโนโลยชีวภาพ สำนักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี งานวิจัยใน

ป�จจุบันเปOนงานดCานเทคโนโลยีชีวภาพเชิงอณู (molecular biotechnology) มุNงเนCนการใชCเทคโนโลยี

เฟจ (phage display technology) และ เทคนิคอณูวิวัฒนาการ (molecular evolution) ในงาน

ทางวิศวกรรมแอนติบอดี (antibody engineering) และวิศวกรรมเอนไซมV (enzyme engineering) 

เพื่อสรCาง ชีวเภสัชภัณฑV มูลคNาสูง มีผลงานตีพิมพVใน ฐาน ISI 52 เรื่อง h-index 21, citation 1999  

ฐาน Scopus 65 เรื่อง h-index 23, citation 2238  ฐาน Google Scholar 70 เรื่อง h-index 26, 

citation 3267  เปOนอาจารยVที่ปรึกษาระดับ หลังปริญญาอก 9 คน ปริญญาเอก 13 คน ระดับปริญา

โท 9 คน และมัธยมศึกษา 10 คน 
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