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ABSTRACT 

 

The optimal culture condition for extracellular recombinant single chain 

variable fragment anti HIV-1 p17 protein (scFv anti-p17) production in Escherichia 

coli HB2151 was investigated by the sequential simplex optimization (SS) method. 

Five variable parameters were submitted in the fermentation process. The most 

favorable condition obtained from 19 independent experiments was as follows: 58 µM 

of IPTG induction to 1.7 OD600nm at 25.5 ºC for 16 h with 202 rpm agitation rate. The 

amount of secreted scFv anti-p17 at the optimal condition was 38% higher than under 

the control condition. The binding activity of soluble extracellular scFv anti-p17 

protein increased 73.2% and 95.5% in comparison with the control condition and non-
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optimized condition respectively. The soluble scFv anti-p17 from crude HB2151 

lysated was subsequently purified by immobilized metal ion affinity chromatography. 

(IMAC) with His-tag. The purified scFv anti-p17 was intact and retained its antigen-

binding affinity against HIV-1 p17. We demonstrated that the sequential simplex 

optimization method was a key for exertion of high yield with fewer experimental 

requirements for acquiring of large scale secretory protein production. 
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บทคดัยอ่ 

การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตโปรตีนซิงเกิลเชน แวริเอเบิล แฟรกเมนต์ แบบคดั
หลัง่ต่อเมทริกซ์โปรตีนของเอชไอวี-1 (scFv anti-p17) ในเอชเชอริเชีย โคไล ในถงัชีวปฏิกรณ์ดว้ย
วธีิซีเควนเซียลซิมเพล็กซ์ ในการศึกษาคร้ังน้ีไดก้ าหนดตวัแปรท่ีมีความส าคญั และมีความสัมพนัธ์
กนัในกระบวนการผลิตโปรตีนในถงัชีวปฏิกรณ์ทั้งหมด 5 ตวัแปร จากการทดลองหาสภาวะท่ี
เหมาะสมทั้งหมด 19 สภาวะ ไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมคือ กระตุน้การสร้างโปรตีนดว้ยสาร IPTG ความ
เขม้ขน้ 58 µm ความหนาแน่นของเซลล์เร่ิมตน้ท่ีใชก้ระตุน้การสร้างโปรตีน 1.7 (OD600nm) อุณหภูมิ
หลงัการกระตุน้ด้วย IPTG เท่ากบั 25.5 องศาเซลเซียส ระยะเวลาท่ีปล่อยให้เช้ือผลิตโปรตีน
หลงัจากการกระตุน้ดว้ย IPTG เท่ากบั 16 ชัว่โมง และอตัราการกวน 202 รอบต่อนาที ซ่ึงปริมาณ
การหลัง่โปรตีน scFv anti-p17 ออกสู่นอกเซลล์ในสภาวะท่ีเหมาะสมมีปริมาณมากกวา่ในสภาวะ
เร่ิมตน้คิดเป็น 38% และค่าความสามารถในการจบักบัแอนติเจนของโปรตีน scFv anti-p17 ท่ีผลิต
ในสภาวะท่ีเหมาะสมมีค่ามากกวา่ สภาวะท่ีไม่มีการกระตุน้การสร้างโปรตีนและสภาวะเร่ิมตน้ของ
ซิมเพล็กซ์ คิดเป็น 73.2% และ 95.5% ตามล าดบั โปรตีน scFv anti-p17 ท่ีผลิตได้สามารถท า
บริสุทธ์ิไดด้ว้ยวิธี immobilized metal ion affinity chromatograph โดยใช ้histidine tag ในการท า
บริสุทธ์ิ โปรตีนท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ยงัคงมีความสามารถในการจบักบัแอนติเจนไดดี้ ดงันั้นการหา
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สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตโปรตีนดว้ยวิธีซีเควนเชียลซิมเพล็กซ์ เป็นกุญแจส าคญัในการช่วย
เพิ่มปริมาณการผลิตโปรตีนมากข้ึน และลดจ านวนการทดลองลง เพื่อประยุกตใ์ชใ้นการหาสภาวะ
ท่ีเหมาะสมในการผลิตโปรตีนในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


