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ABSTRACT 

 

The most important step in antibody production is the preparation of the 

immunogen. To obtain the high quality and specific antibodies, high purity of 

immunogen is crucial. However, the processes to obtain purified immunogen are 

usually cumbersome. In this study, we described an alternative strategy to circumvent 

this problem. Nucleotide sequence encoding CD147 external domain (CD147Ex) was 

genetically linked to the biotin acceptor domain of biotin carboxyl carrier protein 

(BCCP) coding sequence. The BCCP domain is a natural substrate for E. coli biotin 

ligase that catalyse the conjugation of the biotin moiety to a specific lysine residue in 

the BCCP, which serves as a target for in vivo biotinylation of the fusion molecule. 
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The CD147Ex-BCCP fusion protein was expressed and concomitantly in vivo 

biotinylated in the cytoplasm of E. coli strain Origami B where the high oxidizing 

condition promote disulfide bond formation and protein folding. The biotinylated 

heterologous protein was subsequently immobilized on streptavidin-coated magnetic 

particles and separated from other proteins by magnetic field sorting. The magnetic 

beads carrying fusion molecules were employed as immunogen for polyclonal 

antibody production in BALB/c mice. The immunized mice sera showed high titer of 

anti-CD147 antibodies and the antibody level was maintained for at least 5 months 

after the last immunization. The obtained antibodies were demonstrated to be able to 

strongly react with both native membrane-bound and denatured forms of CD147. The 

established technique circumvents the cumbersome acquisition of purified 

immunogen in which the complicated purification processes are substituted with a 

single capturing step. The fusion protein coated beads serve as a particulate antigen 

which is preferably strong immunogenic for induction of immune responses. This 

newly developed method will be very useful for applying to other target proteins 

where gene coding sequence is known.  
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บทคัดยอ 

 

การเตรียมอิมมูโนเจนเปนขั้นตอนที่สําคัญขั้นตอนหนึ่งในกระบวนการผลิตแอนติบอดี 
การไดมาซึ่งแอนติบอดีที่มีคุณภาพดีนั้นจําเปนตองใชอิมมูโนเจนที่มีความบริสุทธิ์ แตดวยขั้นตอน
และกระบวนการเตรียมอิมมูโนเจนใหมีความบริสุทธิ์นั้นคอนขางยุงยาก จึงเปนอุปสรรคสําคัญใน
กระบวนการผลิตแอนติบอดีตอโปรตีนที่สนใจ เพื่อแกไขปญหาดังกลาว การศึกษาในครั้งนี้จึงไดมี
การพัฒนาวิธีการใหมในการผลิตและเตรียมอิมมูโนเจนใหบริสุทธิ์โดยใช CD147 เปนโมเลกุล
ศึกษา โดยยีนที่กําหนดการสราง CD147 สวน external domain (CD147Ex) ถูกโคลนเชื่อมตอ
กับยีนที่กําหนดการสรางสวน C-terminal ของ biotin carboxyl carrier protein (BCCP) ซ่ึง
โดยธรรมชาติเปนสารตั้งตนของเอนไซมไบโอตินไลเกสซึ่งเอนไซมชนิดนี้ชวยเรงปฏิกิริยาการ
เติมไบโอตินเขากับโมเลกุลของ BCCP ในตําแหนงที่จําเพาะ ดังนั้น BCCP จึงสามารถนํามาใชใน
การติดฉลาก CD147Ex-BCCP ฟวช่ันโปรตีนดวยไบโอตินภายในเซลลแบคทีเรีย 
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CD147Ex-BCCP ฟวช่ันโปรตีนจะถูกแสดงออกและติดฉลากดวยไบโอตินภายในไซ
โตพลาสซึมของ E. coli สายพันธุ Origami B ซ่ึงแบคทีเรียสายพันธุนี้มี oxidizing condition 
ภายในไซโตพลาสซึมคอนขางสูงจึงชวยในการเชื่อมตอไดซัลไฟดบอนดและเกิดการพับทบ
โมเลกุลของโปรตีนไดดียิ่งขึ้น จากนั้น CD147Ex-BCCP ฟวช่ันโปรตีนจะถูกตรึงอยูบนผง
แมเหล็กที่ถูกเคลือบไวดวยสเตรปตาไวดิน ดวยวิธีการนี้ CD147Ex-BCCP ฟวช่ันโปรตีนจะถูก
แยกออกจากโปรตีนชนิดอื่นโดยการใชสนามแมเหล็ก ผงแมเหล็กที่มี CD147Ex-BCCP ฟวช่ัน
โปรตีนติดอยูถูกนํามาใชเปนอิมมูโนเจนในการฉีดกระตุนหนู BALB/c เพื่อทดสอบการผลิตโพลี
โคลนอลแอนติบอดี จากผลการศึกษาพบวาหนูที่ถูกฉีดกระตุนมีการสรางแอนติบอดีตอ CD147 
ในระดับสูง และระดับของแอนติบอดียังคงอยูในระดับสูงเปนระยะเวลานานอยางนอย 5 เดือน 
แอนติบอดีที่ไดสามารถนําไปยอมเซลลที่มีการแสดงออกของ CD147 บนผิว ซ่ึงแสดงถึง
ความจําเพาะของแอนติบอดีตอ CD147 ที่อยูในสภาพธรรมชาติ และยังสามารถทําปฏิกิริยากับ 
CD147 ในโปรตีนสกัดจากเซลลดังกลาวโดยเทคนิค Western immunoblotting ไดอีกดวย 

จากการศึกษานี้แสดงใหเห็นวาเทคนิคการเตรียมอิมมูโนเจนที่พัฒนาขึ้นใหมนีช้วยลดความ
ยุงยากในกระบวนการผลิตและเตรียมอิมมูโนเจนใหบริสุทธิ์ซ่ึงจากเดิมตองผานกระบวนการหลาย
ขั้นตอน แตวิธีนี้เปนการใชผงแมเหล็กจับกับโปรตีนเปาหมายเพื่อแยกจากโปรตีนอื่นๆเพียงขั้นตอน
เดียวเทานั้น อีกทั้งดวยคุณสมบัติการเปนอนุภาคของผงแมเหล็กทําใหสามารถกระตุนระบบ
ภูมิคุมกันไดอยางมีประสิทธิภาพ เทคนิคดังกลาวจึงเปนประโยชนและสามารถนําไปใชผลิตอิมมู
โนเจนของโปรตีนชนิดอื่นตอไปได  
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