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 Dengue hemorrhagic fever caused by dengue virus infection is the major health 
problem in tropical countries including Thailand. Even the disease may be fatal; there is no 
protective vaccine or effective anti-viral agent available. Level of non-structural protein 1 (NS1) 
secreted from dengue virus-infected cells highly associates with disease severity. Thus, it is 
postulated that neutralizing or interfering of NS1 function would be the therapeutic strategy for 
relieving the disease severity.  In this study, we generated the human single-chain variable 
fragment (HuScFv) specific to dengue NS1 and determined the HuScFv inhibitory effect to 
dengue virus infection in cell culture. The recombinant NS1 protein was produced and purified 
for using as the target antigen in selection of NS1-specific HuScFv from the human antibody 
phage display library by phage display technology. Phage-transformed E. coli clones were 
induced for expression of monoclonal HuScFv which were further tested for the binding activity 
to native NS1 secreted from dengue virus-infected cells by indirect ELISA. From 19 HuScFv 
tested, all clones showed higher ELISA signal than negative control and 2 of them with the 
highest signal; i.e. HuScFv11 and HuScFv13, were selected for further large-scale production 
and purification. Immunofluorescence study demonstrated that HuScFv11 and HuScFv13 could 
interact with cytoplasmic NS1 in dengue virus-infected cells but no interaction was observed in 
MOCK-infected cells. HuScFv supplemented in culture medium of dengue virus-infected cells 
also significantly reduced viral released into the culture supernatant. Studies of NS1-HuScFv 
interaction by mimotope searching and molecular docking concordantly revealed that HuScFv11 
bound to N-terminal of NS1 while HuScFv13 bound to C-terminal of NS1 molecule with low-
binding energy. Therefore, HuScFv11 and HuScFv13 worth further development to be 
therapeutic antibody for dengue virus-infected patient in the near future. 
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 โรคไขเ้ลอืดออกเป็นปญัหาสาธารณสุขทีส่าํคญัของประเทศในเขตรอ้นรวมทัง้ประเทศไทยซึง่มี
สาเหตุมาจากการตดิเชื้อไวรสัเดงกี่ ผูต้ดิเชื้ออาจมอีาการของโรคอย่างรุนแรงถงึขัน้เสยีชวีติได ้แต่ใน
ปจัจุบนัยงัไม่มวีคัซนีป้องกนัโรค หรอืยาต้านไวรสัเดงกี่ทีม่ปีระสทิธภิาพ โปรตนีเอน็เอส-วนัทีถู่กสรา้ง
และหลัง่จากเซลลต์ดิเชือ้มคีวามสมัพนัธโ์ดยตรงกบัความรุนแรงของโรคในผูป้ว่ย ดงันัน้การลบลา้งหรอื
ยบัยัง้การทํางานของโปรตนีเอน็เอส-วนัจงึเป็นแนวทางในการรกัษาเพื่อลดความรุนแรงของการตดิเชือ้
ได้ ในการวิจัยน้ี ผู้วิจัยมีวัตถุประสงค์จะสร้างแอนติบอดีสายเดี่ยวของมนุษย์โดยสมบูรณ์ที่มี
ความจาํเพาะต่อโปรตนีเอน็เอส-วนัของไวรสัเดงกี ่และศกึษาผลของแอนตบิอดดีงักล่าวในการลดการตดิ
เชื้อไวรสัเดงกี่ในเซลล์เพาะเลี้ยง โดยการผลติโปรตีนลูกผสมเอน็เอส-วนัและทําใหบ้รสิุทธิเ์พื่อใช้เป็น
โปรตีนเป้าหมายในการคดัเลือกฟาจที่แสดงแอนติบอดีที่จบัจําเพาะกบัโปรตีนเอ็นเอส-วนัจากคลงั
แอนติบอดีมนุษย์โดยเทคโนโลยีฟาจดิสเพลย์ และเหน่ียวนําให้เชื้อแบคทีเรียอีโคไลที่ติดเชื้อฟาจ
เหล่านัน้สรา้งโมโนโคลนาลแอนติบอดสีายเดี่ยวเพื่อใช้ทดสอบการจบักนัของแอนตบิอดสีายเดี่ยวกบั
โปรตนีเอน็เอส-วนัทีห่ลัง่จากเซลลต์ดิเชือ้ไวรสัเดงกีโ่ดยวธิอีนิไดเรคทอ์ไิลซ่า พบว่าแอนตบิอดสีายเดีย่ว
ที่ทดสอบจํานวน ๑๙ โคลนให้ผลบวกสูงกว่าการทดลองควบคุมทัง้หมด และได้คดัเลือก ๒ โคลนที่
ใหผ้ลอไิลซ่าสงูสดุ ไดแ้ก่ แอนตบิอดสีายเดีย่วหมายเลข ๑๑ และ ๑๓ เพื่อนําไปผลติในระบบใหมเ่พื่อให้
ไดป้รมิาณและความบรสิุทธิส์งูขึน้เหมาะสมกบัการศกึษาในขัน้ตอนต่อไป โดยการยอ้มอมิมโูนฟลูออเรส
เซนทพ์บว่า แอนตบิอดสีายเดีย่วหมายเลข ๑๑ และ ๑๓ สามารถจบักบัโปรตนีเอน็เอส-วนัในเซลล์ตดิ
เชือ้ไวรสัเดงกีไ่ด ้และไมจ่บักบัโปรตนีอื่นใดในเซลลไ์มต่ดิเชือ้ อกีทัง้ยงัพบว่าเมื่อเตมิแอนตบิอดดีงักล่าว
ลงในอาหารเลี้ยงเซลล์ติดเชื้อไวรสัเดงกี่ มีผลลดการสร้างไวรสัออกมาในอาหารเลี้ยงเซลล์อย่างมี
นยัสาํคญัเมื่อเทยีบกบัการทดลองควบคุม จากผลการศกึษาปฏสิมัพนัธข์องแอนตบิอดสีายเดีย่วทัง้ ๒ 
โคลนกับโปรตีนเอ็นเอส-วัน โดยการหาเปปไทด์มิโมโทปและการสร้างแบบจําลองโมเลกุลทาง
คอมพวิเตอร ์พบว่า แอนตบิอดสีายเดีย่วหมายเลข ๑๑ จบักบับรเิวณปลายดา้นเอน็เทอรม์นิอล ในขณะ
ทีแ่อนตบิอดสีายเดีย่วหมายเลข ๑๓ จบักบักรดอมโินทางดา้นซเีทอรม์นิอลของโปรตนีเอน็เอส-วนัดว้ย
ระดบัพลงังานทีส่ามารถเกดิขึน้จรงิไดต้ามธรรมชาต ิดงันัน้ แอนตบิอดสีายเดีย่วหมายเลข ๑๑ และ ๑๓ 
เหมาะสมในการพฒันาต่อไปเพือ่ใชเ้ป็นแอนตบิอดเีพือ่การรกัษาผูป้ว่ยตดิเชือ้ไวรสัเดงกีใ่นอนาคต 

คาํหลกั : แอนตบิอดสีายเดีย่วของมนุษย ์โปรตนีเอน็เอส-วนั ไวรสัเดงกี ่ฟาจดสิเพลย ์แอนตบิอดี
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