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บทคัดย่อ 
 

 ซิตรัสทริสเตซาไวรัส (CTV) เช้ือสาเหตุโรคทริสเตซาซ่ึงเป็นโรคท่ีร้ายแรงของพืชตระกลูส้ม การตรวจ
พบเช้ือไวรัสในระยะแรกของการเกิดโรค ท าใหส้ามารถควบคุมโรคไม่ใหแ้พร่ระบาดเพิ่มมากข้ึน การพฒันา 
การตรวจโรคทริสเตซาโดยระบบอิมมูโนโครมาโตกราฟิคลาเทอรัลโฟล ์ (ICLF) ช่วยใหก้ารตรวจโรคทริสเตซา
ท าไดง่้ายข้ึนและทราบผลในเวลาอนัรวดเร็ว ในการพฒันาแผน่ตรวจเช้ือทริสเตซาไวรัสโดยระบบ ICLF คร้ังน้ี
ใชอ้นุภาคทองเป็นตวับ่งช้ี (dye marker) ขนาด 30 นาโนเมตร เช่ือมกบัแอนติบอดีของเช้ือไวรัสเขม้ขน้ 10 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของอนุภาคทอง ขีดเส้นตรวจ (test line, T) ดว้ยแอนติบอดีของเช้ือไวรัส (CTV-IgG) 
เขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และขีดเส้นควบคุม (control line, C) ดว้ยแอนติบอดีของเซรัมกระต่ายปกติ
เขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  บนแผน่เซลลูโลสเมมเบรนท่ีมีอตัราความเร็วจ าเพาะของการเคล่ือนท่ีของ
ของเหลว 110-165 วนิาทีต่อ 4  เซนติเมตร ผลิตแผน่ตรวจ (test strip) ใหผ้ลตรวจดีท่ีสุด เน่ืองจากเม่ือน าไปใช้
ตรวจเช้ือทริสเตซาไวรัสในน ้ าคั้นจากมะนาวติดเช้ือไอโซเลท SM4 เจือจาง 1:10 ปรากฏสีแดงบนเส้นตรวจและ
เส้นควบคุมซ่ึงหมายถึงตรวจพบไวรัสซ่ึงสามารถมองเห็นดว้ยตาเปล่าภายในเวลาเฉล่ีย 3 นาที 39 วนิาที (219 
วนิาที) และ 54.2 วนิาที ตามล าดบั แต่เม่ือใชอ้นุภาคทองขนาด 15 นาโนเมตรโดยมีเง่ือนไขอ่ืนเช่นเดิมเตรียม
แผน่ตรวจ พบวา่สีบนเส้นตรวจและเส้นควบคุมจางลง และผลการวดัระดบัความเขม้ของสีแดงบนเส้นตรวจท่ีใช้
ทองขนาด 30 นาโนเมตร วดัได ้ 0.488 ซ่ึงสูงกวา่สีแดงท่ีเกิดจากการใชท้องขนาด 15 นาโนเมตร วดัได ้ 0.388  
ซ่ึงมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั 0.05   แผน่ตรวจซ่ึงเตรียมโดยใชแ้อนติบอดีของทริสเตซา
ไวรัสท่ีผา่นการขจดัการปนเป้ือนของแอนติบอดีต่อโปรตีนพืช เม่ือใชต้รวจน ้าคั้นของมะนาวปกติไม่เกิดสีบน
เส้นตรวจหรือให้ผลลบ 
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Abstract 
  
 Citrus tristeza virus (CTV) is a causal pathogen of the most destructive diseases of citrus. Early 
detection of CTV is essential for prevention of disease epidemic. CTV detection using Immuno 
Chromatographic Lateral Flow (ICLF) system has been developed for rapid and simple diagnosis of tristeza 
disease. In this experiment, a test strip using 30 nm colloidal gold (CG) conjugated with 10 µg/ml of CG as 
dye marker and 1 mg/ml of CTV-IgG  for test line (T) and 0.5 mg/ml of goat antirabbit IgG  for control line 
(C) sprayed on cellulose membrane with capillary speed specific 110-165 sec/4 cm gave the best result. When 
the test strips were assayed for the virus in sap extract diluted 1:10 from the CTV (SM4 isolate) infected acid 
lime, red color as assessed by naked eyes appeared  on both T and C within 3 min 39 sec (219 sec) and 54.2 
sec, respectively. However, when 15 nm of CG was used with the same conditions to prepare the test strip 
resulted in the color on T and C were faded.  Results confirmed that CG-30 nm produced color intensity 
(0.488) on the test line  which was statistical significantly higher than the intensity obtained from CG-15 nm 
(0.388). Moreover, it was found that test strips using CTV-IgG previously cross absorbed with plant protein to 
eliminate the contamination of plant protein antibodies gave negative result with sap from a healthy acid lime. 
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  สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่ หน้า 
1 การดูดกลืนแสง OD280 ของ Fraction ซ่ึงชะลา้ง (elute) จาก DEAE column เพือ่แยก IgG  9  
      จากแอนติเซรัม (crude antiserum) ของเช้ือทริสเตซาไวรัสบริสุทธ์ิคร้ังท่ี 1  
2    การดูดกลืนแสง OD280 ของ Fraction ซ่ึงชะลา้ง (elute) จาก DEAE column เพื่อแยก IgG 10  
      จากแอนติเซรัม (crude antiserum) ของเช้ือทริสเตซาไวรัสบริสุทธ์ิคร้ังท่ี 2  
3    การดูดกลืนแสง OD280ของ Fraction ซ่ึงชะลา้ง (elute) จาก DEAE column เพื่อแยก IgG  10 
      จากแอนติเซรัม (crude antiserum) ของเช้ือทริสเตซาไวรัสบริสุทธ์ิคร้ังท่ี 3  
4    การดูดกลืนแสง OD280ของ Fraction ซ่ึงชะลา้ง (elute) จาก DEAE column เพื่อแยก IgG  11 
      จากแอนติเซรัม (crude antiserum) ของเช้ือทริสเตซาไวรัสบริสุทธ์ิคร้ังท่ี 4  
5    การดูดกลืนแสง OD280ของ Fraction ซ่ึงชะลา้ง (elute) จาก DEAE column เพื่อแยก IgG  11 
      จากแอนติเซรัม (crude antiserum) ของเช้ือทริสเตซาไวรัสบริสุทธ์ิคร้ังท่ี 5  
6    การดูดกลืนแสง OD280ของ Fraction ซ่ึงชะลา้ง (elute) จาก DEAE column เพื่อแยก IgG  12 
      จากแอนติเซรัม (crude antiserum) ของเช้ือทริสเตซาไวรัสบริสุทธ์ิคร้ังท่ี 6  
7    แสดงจ านวนและขนาดของอนุภาคทองท่ีตรวจพบในสารแขวนลอยทอง CG-30 nm 15      
8    แสดงอนุภาคทองขนาด 30 นาโนเมตร (ลูกศร) ก าลงัขยาย 750,000 เท่า 15 
9    แสดงจ านวนและขนาดของอนุภาคทองท่ีตรวจพบในสารแขวนลอยทอง CG-15 nm 16  
10  แสดงอนุภาคทองขนาด 15 นาโนเมตร (ลูกศร) ก าลงัขยาย 750,000 เท่า 16  
11  ลกัษณะสีท่ีบ่งช้ีการตกตะกอนของอนุภาคทองเม่ือเติมแอนติบอดี 18 
12   แสดงผลการตรวจเช้ือทริสเตซาไวรัส (CTV) ดว้ยแผน่ตรวจ (test strip) ซ่ึงใชเ้มด็ทอง 19 
        ขนาด 30 นาโนเมตร เช่ือมกบั IgG เขม้ขน้ 3 ระดบั   
13    แสดงผลการตรวจเช้ือทริสเตซาไวรัส (CTV) ดว้ยแผน่ตรวจ (test strip) ซ่ึงใชเ้มด็ทองขนาด  22 
        30 นาโนเมตร เช่ือมกบั IgG เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของทอง  
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่ หน้า 
14   แสดงผลการตรวจเช้ือทริสเตซาไวรัส (CTV) เม่ือใชเ้มมเบรน CN 140 และ CN 95 เมด็ทอง  23 
       (CG) ขนาด15 และ 30 นาโนเมตร เช่ือมกบั CTV-IgG เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของทอง  
15  แสดงผลการตรวจเช้ือทริสเตซาไวรัส (CTV) ดว้ยแผน่ตรวจ (test strip) ซ่ึงใชเ้มด็ทองขนาด  24 
 30 นาโนเมตร เช่ือมกบั IgG เขม้ขน้ 10ไมโครกรัม ต่อ 1 มิลลิลิตรของทอง เส้นตรวจ (T) ขีดดว้ย

แอนติบอดี ต่อเช้ือ CTV (CTV-IgG) ท่ีเขม้ขน้ 2 ระดบั และเส้นควบคุม (C) ขีดดว้ยแอนติบอดีต่อ 
 เซรัมของกระต่ายปกติ (GAR-IgG) เขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
16 แสดงเส้นตรวจซ่ึงขีดดว้ยแอนติบอดีต่อเช้ือ CTV (CTV-IgG) เม่ือใชต้รวจน ้าคั้นของมะนาวปกติ  25 
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สารบัญตาราง 
 
ตารางที่ หน้า 

1 ปริมาณและคุณภาพของแกมมากลอบบูลิน (IgG) สกดัจากแอนติเซรัมของเช้ือทริสเตซาไวรัส 13  
 บริสุทธ์ิ    
2 ค่าดูดกลืนแสง (OD 405) ของปฏิกิริยา ELISA ท่ีเกิดจากการตอบสนองของแกมมากลอบบูลิน 14 
 (CTV-IgG) ต่อแอนติเจนของทริสเตซาไวรัส   
3 แสดงผลผลิตการเช่ือมอนุภาคทอง (CG) กบัแอนติบอดีของเช้ือทริสเตซาไวรัส (CTV-IgG) 17  
4 แสดงผลตรวจเช้ือทริสเตซาไวรัสในน ้าคั้นของมะนาวติดเช้ือไอโซเลท SM4 โดยแผน่ตรวจ 21  
 (test strip) ระบบอิมมูโนโครมาโตกราฟิคลาเทอรัลโฟล
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บทน า 
 

 พืชตระกลูส้มเป็นไมผ้ลท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจมากอีกชนิดหน่ึง ซ่ึงเป็นท่ีนิยมของผูบ้ริโภคตลาดมี
ความต้องการสูงทั้งภายในประเทศและภายนอกประเทศ (อภิชาติ,  2545) ท าให้เป็นท่ีนิยมปลูกกันอย่าง
แพร่หลายในทุกภาคของประเทศไทย ในการผลิตส้ม โรคเป็นปัจจยัท่ีส าคญัท่ีท าให้ปริมาณและคุณภาพ ของ
ผลผลิตลดลง โรคท่ีเกิดกบัพืชตระกลูส้มมีหลายชนิดแต่ท่ีส าคญัและท าความเสียหายมาก คือ โรคทริสเตซา ซ่ึงมี
สาเหตุมาจากเช้ือไวรัส Citrus Tristeza Closterovirus (CTV) พบวา่เป็นกบัส้มทุกพนัธ์ุ ไม่วา่จะเป็นส้มเขียวหวาน 
ส้มโอ มะนาวหรือมะกรูด และความรุนแรงของโรคน้ีจะข้ึนอยูก่บัชนิดของพนัธ์ุส้มและสายพนัธ์ุของเช้ือท่ีเขา้
ท าลาย (รัตนา, 2537) การท าลายมีทั้งท่ีท าใหต้น้ส้มแหง้ตายอยา่งเฉียบพลนั หรือท าให้เกิดอาการล าตน้บุ๋ม ส่งผล
ให้ต้นส้มทรุดโทรม ผลผลิตและคุณภาพลดต ่าลงโรคทริสเตซาแพร่กระจายไปยงัต้นส้มโดยติดไปกบัท่อน
ขยายพนัธ์ุ และโดยแมลงพาหะ ปัจจุบนัไดมี้ความพยายามป้องกนัการเกิดของโรคโดยใชก่ิ้งพนัธ์ุปลอดโรคใน
การผลิตส้มแต่พบวา่ การระบาดของโรคทริสเตซายงัคงแพร่หลายในแหล่งปลูกทัว่ประเทศทั้งน้ี เน่ืองจากยงัขาด
วิธีการควบคุมพาหะของโรคอย่างมีประสิทธิภาพ ควบคู่กบัการขาดความรู้เก่ียวกบัการสะสมของเช้ือสาเหตุใน
แปลงปลูกตลอดจนขาดประสบการณ์ในการวินิจฉัยโรคในเบ้ืองตน้ของเกษตรกรผูป้ลูก และท่ีส าคญัยงัไม่มี
เคร่ืองมือในการตรวจสอบโรคท่ีใชง่้าย สะดวก รวดเร็ว  
 ปัจจุบนัไดมี้การพฒันาชุดตรวจวินิจฉยัเช้ือสาเหตุโรคทริสเตซาในเชิงพาณิชย ์  (Commercial  CTV-
diagnostic  kit)   ซ่ึงเป็นท่ียอมรับและไดมี้การน าไปใชก้นัอย่างกวา้งขวาง  ตวัอย่างเช่น  ชุดตรวจของ  Plant  
Print  Diagnosis  SL,  Valencia,  Spain  ชุดตรวจวินิจฉยัโรคทริสเตซามีการผลิตในหลายรูปแบบ  มีทั้งชุดตรวจ
โรคท่ีใชเ้ทคนิค  DAS-ELISA  เทคนิค  Tissue Print-ELISA  และเทคนิค  Immunostrip  ชุดตรวจโรคทริสเตซา
ซ่ึงใชเ้ทคนิค  Immunostrip  มีขั้นตอนในการตรวจไม่ยุง่ยากและไดผ้ลการตรวจภายในเวลาไม่เกิน  15  นาที  

ทั้งน้ีไดมี้การพฒันาชุดตรวจวินิจฉัยโรคทริสเตซาซ่ึงใชแ้ผน่ตรวจ Immunostrip โดย รัตนา และคณะ 
(2551) แต่ในการพฒันาชุดตรวจคร้ังน้ีพบการอุดตนัของเม็ดลาเท็กซ์สีชมพูท่ีปลายแผน่ตรวจ ซ่ึงปัญหาการอุด
ตนัดงักล่าวอาจเกิดจากขนาดของเม็ดลาเท็กซ์สีชมพู (280 nm) ไม่เหมาะสมกบัขนาดช่อง (porosity) ในแผ่น
ตรวจซ่ึงขนาดท่ีเหมาะสมต่อการเคล่ือนท่ี คือ มีขนาด 1 ใน 10 ของช่องในแผ่นตรวจ (Bang, 1997) ปัญหา
ดงักล่าวเกิดข้ึนสืบเน่ืองจากขอ้จ ากดัของขนาดเม็ดลาเท็กซ์ซ่ึงผลิตเพื่อการคา้ ดงันั้นจึงเป็นท่ีมาของขอ้เสนอ
โครงการการพฒันาชุดตรวจโรคทริสเตซาของส้มโดยใชร้ะบบ Immunochromatographic Lateral Flow ซ่ึงเป็น
การใช้หลักการทางเซรุ่มวิทยาร่วมกับการไหลของสารละลายในเมมเบรน และเปล่ียนไปใช้ตวับ่งช้ี (dye 
marker) จ  าพวกอนุภาคทอง (colloidal gold) ซ่ึงมีความหลากหลายของขนาดมากกวา่เมด็ลาเทก็ซ์ 
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วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 
1. เพื่อคดัเลือกขนาดช่องของเมมเบรนท่ีเหมาะสมต่อการเคล่ือนท่ีของอนุภาค Citrus tristeza virus (CTV) 
2. เพื่อหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ Immunoglobulin (IgG) ท่ีใชต้รวจหาเช้ือ CTV 
3. เพื่อคดัเลือกขนาดท่ีเหมาะสมของอนุภาคทอง (colloidal gold) ท่ีเช่ือมต่อกบัโมเลกุลของ IgG เพื่อ

เกิดสีท่ีชดัเจนในการตรวจเช้ือ CTV  
 
ขอบเขตของโครงการวจัิย 
 เ ป็นการวิจัยและพัฒนาชุดตรวจเ ช้ือสาเหตุโรคทริสเตซาของส้ม โดยใช้ระบบตรวจแบบ 
Immunochromatic Lateral Flow และใชอ้นุภาคทอง (colloidal gold) เป็นตวับ่งช้ี (dye marker) ทั้งน้ีจะน าแอนติ
เซรัมของเช้ือ CTV ซ่ึงผลิตไดจ้ากโครงการวิจยั ‚การพฒันาวิธีการทางเซรุ่มวิทยาเพื่อวินิจฉยัโรคทริสเตซาของ
ส้มในประเทศไทย‛ มาใชใ้นการทดลองคร้ังน้ี   
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ตรวจเอกสาร 
 

 โรคทริสเตซา 
  โรคส้มที่มีสาเหตุมาจากเช้ือไวรัส Citrus Tristeza Closterovirus (CTV) (Bar-Joseph and 
Lee, 1981) มีการรายงานคร้ังแรกในทวีปอเมริกาใต ้ในปี ค.ศ. 1946 โรคไดท้ าลายตน้ส้มนบัลา้นตน้ใน
อาร์เจนตินา บราซิล แคลิฟอร์เนีย ฟลอริดา และสเปน ต่อมาโรคไดก้ระจายออกไปยงัพื้นที่ปลูกส้มในแถบ
เอเชีย และแอฟริกาใต ้(Roistacher, 1991) ส าหรับประเทศไทยมีรายงานโรคทริสเตซาเกิดข้ึนกบั
ส้มเขียวหวาน ส้มโอ ส้มตรา ส้มจุก ส้มโชกุน และมะนาว โรคทริสเตซาท าให้เกิดอาการใบใส เส้นใบแตก 
ล าตน้บุ๋ม ตน้ส้มทรุดโทรมและแห้งตายจากปลายยอด จากการรายงานโรคทริสเตซาในพื้นที่ปลูกส้มทัว่
ประเทศไทยระหว่างปี 2547-2552 พบการระบาดของเช้ือไวรัสสายพนัธุ์ล  าตน้บุ๋ม(Citrus Tristeza virus-
stem pitting strain, SP) ซ่ึงเป็นสายพนัธุ์รุนแรงในส้มหลายชนิดรวมทั้งส้มโอซ่ึงปลูกในจ.ราชบุรี และ จ.
สงขลา ซ่ึงสายพนัธุ์ไวรัสชนิดน้ีท าให้ตน้ส้มโอแคระแกรน เน่ืองจากเกิดโพรงขนาดเล็กในล าตน้บริเวณ 
vascular cambium ท าให้ท่อน ้า (xylem vessel) ขาดหายไป ซ่ึงโพรงดงักล่าวน้ี คือ ร่องบุ๋มท่ีปรากฏในเน้ือไม้
ของล าตน้และก่ิงของตน้ส้ม (รัตนา และคณะ, 2552) จากการส ารวจโรคส้มในพื้นที่ปลูกส้มทั้ง 4 ภาคของ
ประเทศไทย (ภาคเหนือ จ.เชียงใหม่ และ จ.เชียงราย, ภาคกลาง จ.ปทุมธานี และ จ.สมุทรสงคราม, ภาค
ตะวนัออก จ.ตราด และ จ.ระยอง และภาคใต ้จ.นครศรีธรรมราช, จ.กระบี่, จ.ตรัง, จ.พทัลุง, จ.สงขลา และ 
จ.ยะลา) รวม 143 ตวัอย่าง พบว่าร้อยละ 64 ติดเช้ือสายพนัธุ์รุนแรง ซ่ึงก่อให้เกิดอาการล าตน้บุ๋มในระดบั
รุนแรง และท าให้ตน้ส้มเต้ียแคระท าให้ผลผลิตลดลงประมาณ 50% (รัตนา และคณะ, 2551) 
 
 การตรวจวินิจฉัยเช้ือสาเหตุโรคทริสเตซา 
  การแพร่ระบาดของโรคทริสเตซาพบในแหล่งปลูกทัว่ประเทศ (รัตนา และคณะ, 2551) ทั้งน้ี
เน่ืองจากการขาดประสบการณ์การวินิจฉัยโรคในเบ้ืองตน้ของเกษตรกรผูป้ลูก ในหลายประเทศใช้เทคนิค 
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (Clark and Adam, 1977; Roistacher, 1991; Sdoodee et 
al., 2008) เพื่อใช้ตรวจหาเช้ือทริสเตซา ต่อมาไดมี้การพฒันาชุดตรวจเช้ือไวรัสสาเหตุโรคพืชท่ีสามารถ
ปฏิบติัไดด้ว้ยตวัเองโดยไม่ตอ้งการความช านาญเป็นพิเศษ และใช้เวลาสั้น (15 นาที) โดยใช้หลกัการของ 
Immonochromatographic lateral flow (IGLF) ซ่ึงมีทั้งท่ีใช้ latex bead (Tsuda et al., 1992) และใช้ colloidal 
gold เป็นตวับ่งช้ี (Byzova et al., 2009) หลกัการของ Immonochromatographic assay ท่ีใช้ latex bead เป็น
ตวับ่งช้ี เตรียมแผ่นตรวจ (immunostrip) โดยใช้เม็ดลาเท็กซ์ (latex bead) เป็นตวักลาง (solid phase) ท่ียึดติด
ของแอนติบอดี ทั้งน้ีใช้เม็ดลาเท็กซ์สองชนิด (white and pink latex) เม็ดลาเท็กซ์สีขาวจะถูกเคลือบไวด้ว้ย
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แกมมากลอบบูลิน (IgG) จากแอนติเซรัมของเช้ือไวรัส และป้ายไวบ้นแผ่นตรวจซ่ึงเป็นกระดาษกรองเม่ือ
ปล่อยให้แห้งเม็ดลาเท็กซ์จะถูกตรึงไวบ้นแนวท่ีป้ายไว ้ ส่วนเม็ดสีชมพูท าหนา้ท่ีเป็นตวับ่งช้ี (dye marker) 
โดยเม็ดลาเท็กซ์สีชมพูจะดกัจบัไวรัสท่ีปรากฏในน ้าคั้นแลว้เคล่ือนท่ีโดยการดูดซึมของเหลว (capillary 
action) ของแผ่นกระดาษกรองไปจนถึงแนวของเม็ดลาเท็กซ์สีขาว แกมมากลอบบูลินบนเม็ดลาเท็กซ์สีขาว
จะยึดจบัอนุภาคไวรัสท าให้เม็ดลาเท็กซ์สีชมพูไม่สามารถเคล่ือนท่ีต่อไปได ้ จึงเกิดเป็นแถบสีชมพูปรากฏให้
เห็นบนแผ่นตรวจ ซ่ึงหมายถึงการตรวจพบไวรัส การตรวจเช้ือไวรัสโดยวิธีน้ีไดมี้การพฒันาและประสบ
ผลส าเร็จในการตรวจเช้ือไวรัสหลายชนิดทั้งไวรัสท่ีมีอนุภาคกลม (Cucumber Mosaic Virus และ Tomato 
Spotted Wilt Virus) และอนุภาคเป็นท่อนยาว (Tobacco Mosaic Virus , Cymbidium Mosaic Virus และ 
Zucchini yellow mosaic virus) (Tsuda et al., 1993) ต่อมา รัตนา และคณะ (2551) รายงานการตรวจหาเช้ือ 
ทริสเตซาไวรัสโดยใช้แผ่นตรวจ Immonostrip ซ่ึงใชห้ลกัการของ IGFL โดยใช้สีของเม็ดลาเท็กซ์เป็นตวั
บ่งช้ี และพบว่าแกมมากลอบบูลินซ่ึงสกดัจากแอนติเซรัมของเช้ือ CTV ท่ีมีความเขม้ขน้ 100, 150 และ 200 
µg/ml ซ่ึงใช้เคลือบบนเม็ดลาเท็กซ์สีขาวและเม็ดลาเท็กซ์สีชมพู (marker) พบวา่เม็ดลาเท็กซ์สีขาวท่ีความ
เขม้ขน้ 0.5% ปริมาณ 5 ไมโครลิตร ซ่ึงป้ายไวบ้นแผ่นตรวจอิมมูโนสตริปและเม็ดลาเท็กซ์สีชมพูเขม้ขน้ 
0.05% สามารถใช้ตรวจหาเช้ือทริสเตซาไวรัสท่ีปรากฏในน ้าคั้นเจือจาง 1:5, 1:10, 1:50 และ 1:100 โดย
ปรากฏแถบสีชมพูบนแผ่นตรวจท่ีสามารถมองเห็นดว้ยตาเปล่า ทั้งน้ีการตรวจในน ้าคั้นเจือจาง 1:5 ให้แถบสี
ชมพูท่ีมองเห็นชดัเจนท่ีสุดโดยมีความเขม้ขน้ของสีสูงสุด 1.391 เม่ือวดัดว้ยเคร่ืองตรวจวดัสี (color meter) 
และในการทดลองความคงทนของแผ่นตรวจซ่ึงป้ายเม็ดลาเท็กซ์สีขาวเป็นระยะเวลา 1 วนั 1 สัปดาห์ 1 เดือน 
2 เดือน และ 3 เดือน ท่ีระดบัอุณหภูมิ 7°ซ และ 28°ซ พบวา่แผ่นตรวจท่ีเก็บรักษาไวทุ้กระยะเวลายงัคงท า
ปฏิกิริยากบัเช้ือไวรัสให้แถบสีชมพูท่ีมองเห็นดว้ยตาเปล่า ทั้งน้ีการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 7°ซ ให้ความเขม้ขน้
ของแถบสีลดลงเม่ือเปรียบเทียบแผ่นตรวจท่ีเก็บไวท่ี้ 28°ซ จากผลการทดลองไดพ้ฒันาชุดตรวจเช้ือทริสเต
ซาไวรัสโดยอิมมูโนสตริปซ่ึงตรวจประกอบดว้ยแผ่นตรวจ 5 แผ่น น ้ายาสกดัน ้าคั้น 5 หลอด น ้ายาตรวจเช้ือ 
5 หลอด แท่งบดเน้ือเยื่อ 5 แท่ง พร้อมคู่มือแสดงวิธีการตรวจ 
 Byzova และคณะ (2009) ไดพ้ฒันาชุดตรวจโรคไวรัสในพืชดว้ยเทคนิค Immunostrip โดยใช้
หลกัการของ Immunochromatographic assay มาใชใ้นการตรวจไวรัสในพืชท่ีมีรูปร่างและขนาดท่ีแตกต่างกนั 5 
ชนิด คือ carnetion mottle virus (CarMV), bean mild mosaic virus (BMMV), tobacco mosaic virus (TMV), 
potato viruses X (PVX) และ potato iruses Y (PVY) โดยท าการทดสอบความเขม้ขน้ของ IgG ของไวรัสในพืช
ทั้ง 5 ชนิด จากการทดสอบไดค้ดัเลือก IgG  ของไวรัสในพืชท่ีความเขม้ขน้ 10, 10, 14, 20 และ 16 µg/ml ใน 
TMV, PVX, PVY, CarMV และ BMMV ตามล าดบั มาเช่ือมต่อกบัอนุภาคของทอง (Colloidal gold) ซ่ึงท า
หนา้ท่ีเป็นตวับ่งช้ีในการตรวจหาเช้ือไวรัสในน ้าคั้นของพืช โดยจะท าการทดสอบคดัเลือกขนาดของอนุภาคทอง
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ท่ีเหมาะสมท่ีจะน าเช่ือมต่อกบั IgG ของไวรัส โดยไดท้  าการเตรียมอนุภาคทองท่ี 2 ขนาด คือ 15 และ 30 นาโน
เมตร จากการทดสอบไดเ้ลือกอนุภาคของทองท่ีมีขนาด 30 นาโนเมตร มาใชใ้นการเช่ือมต่อกบั IgG ของไวรัส
จากพืชแต่ละชนิด และใช ้goat antibodies againt rabbit IgG (Arista Biologicals, United States) มาเป็น control 
line ท่ีความเขม้ขน้ 0.75 mg/ml ท าใหเ้ห็นการปรากฏของแถบสีท่ีชดัเจนภายใน 10 นาที ส าหรับในการทดลอง
คร้ังน้ีจะใช ้ Immunostrip ท่ีผลิตโดยบริษทั Agdia ประเทศสหรัฐอเมริกา ท าการทดสอบโดยหยดน ้าคั้นของพืช
ลงบนแผน่ตรวจ ถา้พืชติดเช้ือไวรัสก็จะปรากฏแถบสีบริเวณ test line และ control line  
 Hong-Ji Su (2008) ไดพ้ฒันาชุดตรวจวินิจฉยัเช้ือ Citrus tristeza closterovirus (CTV) ดว้ย 
strip ซ่ึงใหผ้ลท่ีรวดเร็วและแน่นอน ส าหรับการพฒันาในคร้ังน้ีใช ้Monoclonal antibodies ต่อเช้ือ CTV ซ่ึงผลิต
ท่ีมหาวิทยาลยัในประเทศไตห้วนั ใช ้strip ท่ีมีการพฒันาข้ึนจากบริษทั Meikang Biological โดยจะใชอ้นุภาค
ทอง (Colloidal gold) มาเป็นตวับ่งช้ีในการตรวจ ใช้แอนติบอดีของไวรัสมาเป็น test line และใช ้anti-mouse 
antibody มาเป็น control line ทดสอบโดยตดัเน้ือเยื่อจากเส้นกลางใบแลว้หั่นเป็นช้ินเล็ก จากนั้นบรรจุลงใน
หลอด แลว้เติม extraction buffer ลงไป 0.8 มล. บดให้ละเอียดดว้ยแท่งท่ีใชส้ าหรับบด แลว้น า strip จุ่มลงไปใน
หลอด จากการทดลองจะปรากฏแถบสีชมพูภายใน 2-3 นาที โดยความชดัเจนของแถบสีท่ีปรากฏจะข้ึนอยูก่บั
ความเขม้ขน้ของเช้ือ CTV  ในน ้าคั้น 
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วธีิด าเนินการวจัิย 
 

1) การสกดัอมิมูโนกลอบบูลิน (CTV -IgG)  
 สกดัอิมมูโนกลอบบูลิน (CTV-IgG) จากโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือทริสเตซาไวรัสซ่ึงผลิตใน
โครงการวจิยั การพฒันาวิธีการทางเซรุ่มวทิยาเพื่อวนิิจฉยัโรคทริสเตซาของส้มในประเทศไทย ซ่ึงผา่นการ
ทดสอบโดยเทคนิค ELISA และพบวา่มีปฏิกิริยาจ าเพาะต่อเช้ือทริสเตซาไวรัส แต่ไม่ท าปฏิกิริยากบัส้มปกติ และ
เช้ือสาเหตุโรคฮวงลองบิง (รัตนา สดุดี และคณะ 2551) ดว้ยวธีิการแลกเปล่ียนอิออนในคอลมัภ ์ DEAE ตาม
วธีิการของ Sdoodee (1989) โดยน าแอนติบอดีเจือจาง 1:10 ปริมาตร 10 มล. มาตกตระกอนดว้ยสารละลายอ่ิมตวั
แอมโมเนียมซลัเฟต (Saturated ammonium sulphate) ปริมาตร 10 มล. แลว้เก็บตระกอนโดยการหมุนเหวีย่ง 
(centrifugation) ท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ละลายตระกอนใน PBS buffer 2 มล. แลว้
น าไปdialyseใน 0.5เท่า PBS buffer 3 คร้ัง จากนั้นน าไปผา่นคอลมัภ ์DEAE เก็บ fraction ของอิมมูโนกลอบบู
ลินท่ีชะลา้งออกจากคอลมัภไ์ปตรวจการดูดกลืนแสงท่ี OD280 และ OD250 น าfraction ท่ีมีอตัราดูดกลืนแสง
280:250 ท่ีมีค่า 2.5-2.7 ไปทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจเช้ือทริสเตซาไวรัสโดยเทคนิค Plate Trapped 
ELISA (ดงัรายละเอียดในภาคผนวก ก ) ก่อนท าอิมมูโนกลอบบูลินท่ีสกดัไดไ้ปใชขี้ดเส้นตรวจ (test line) 
ส าหรับแอนติบอดีต่อเซรัมของกระต่ายปกติ (Goat antirabbit, GAR-IgG) ซ่ึงใชเ้ป็นตวัควบคุม (control line) ใช้
ผลิตภณัฑข์อง Promega และเติม NaN3 ลงใน CTV-IgG ท่ีสกดัไดใ้นอตัรา 0.2% แลว้เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4ºC 
ก่อนการใชง้าน 
 
2) การเตรียมอนุภาคทอง (Colloidal gold particle) 
  การเตรียมอนุภาคทองขนาด 15 นาโนเมตร (CG-15)  
  เติม 1% HAuCl4 ปริมาตร 1.5 มล. ลงในน ้าขจดัอิออน (deionized water) ปริมาตร 95 มล. ผสม
ใหเ้ขา้กนัดีแลว้ตม้ใหเ้ดือดแลว้เติม 1% Sodium acetate ปริมาตร 1.5 มล. และคนใหเ้ขา้กนัและตม้ต่อไปอีก 10 
นาที ทิ้งใหเ้ยน็ก่อนน าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 6-8 องศาเซลเซียส 
 การเตรียมอนุภาคทองขนาด 30 นาโนเมตร (CG-30)  
  เติม 1% HAuCl4 ปริมาตร1 มล. ลงในน ้าขจดัอิออน 97.5 มล. ตม้ส่วนผสมใหเ้ดือดนาน 30 
นาที ทิ้งใหเ้ยน็แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 6-8 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปใชใ้นการทดลองต่อไป 
             ตรวจขนาดอนุภาคทองท่ีเตรียมไดด้ว้ยกลอ้งจุลทรรศอิ์เลคตรอน    (Transmission electron microscope) 
จ านวน 100 อนุภาค แลว้หาค่าเฉล่ียขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของอนุภาคทอง เพื่อพิสูจน์ขนาดของอนุภาคทองท่ี
เตรียมได ้ 
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3) การเช่ือมอมิมูโนกลอบบูลิน(IgG) เข้ากบัอนุภาคทอง (Colloidal Gold, CG) 
  หาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของIgGท่ีจะเช่ือม(conjugate)เขา้กบัอนุภาคทองโดยดดัแปลงจากวธีิการของ 
Byzova et al. (2009) และ Solomone et al. (2004)  โดยใช ้CTV-IgG เขม้ขน้ 5, 10, และ 50 ไมโครกรัมต่อ 1 
มิลลิลิตรสารแขวนลอยของเมด็ทอง (CG) เติม CTV-IgG ลงในทองแลว้คนให้เขา้กนัท่ีอุณหภูมิหอ้ง 1 ชัว่โมง 
จากนั้นเติม 20 mM borate buffer pH 8.0 ท่ีมีส่วนผสมของ Bovine Serum Albumin (BSA) 1% น าไปหมุน
เหวีย่งท่ี 39,000 g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ละลายตระกอนทองท่ีไดด้ว้ย 20 mM borate buffer 
pH 8.0 ท่ีมีส่วนผสมของBSA 1%   แลว้น าไปหมุนเหวีย่งท่ีอตัราความเร็วและเวลาเท่าเดิม น าละลายตระกอนท
องท่ีไดล้ะลายใน 2 mM borate buffer pH 8.0 ท่ีมีส่วนผสมของBSA 0.1% หมุนเหวีย่งท่ี อตัราความเร็วและเวลา
เท่าคร้ังท่ีแลว้  ตะกอนทองท่ีไดค้ร้ังน้ีน าไปละลายดว้ย PBS buffer ท่ีมีส่วนผสมของ 2% sucrose 1% BSA และ 
0.25% Tween 20  อตัรา 1 มิลลิลิตร PBS buffer ต่อ 10 มิลลิลิตรของสารแขวนลอยทองท่ีใชต้ั้งตน้ในการเตรียม
แต่ละคร้ัง ก่อนน าไปอ่านค่าดูดกลืนแสงท่ี OD 540  
 
4) การทดสอบขนาดทอง(CG) ขนาดเมมเบรน และระดับความเข้มข้นของแอนติบอดีต่อเช้ือทริสเตซาไวรัส 
   (CTV-IgG) ทีใ่ช้เตรียมชุดตรวจ Immunochromatographic lateral flow test strip 
 ใชอ้นุภาคทองขนาด CG-15 nm และ CG-30 nm เช่ือมกบัแอนติบอดีของไวรัสท่ีระดบัความเขม้ขน้ซ่ึง
เป็นผลจากการทดลองในขอ้3 น าอนุภาคทองซ่ึงเช่ือมกบัแอนติบอดี(CTV-IgG-CG conjugate) ฉีดพน่แผน่ 
conjugate pad (Whatman GF 33 Glass fiber, Whatman, Manchester ,UK) ในอตัรา 10 ไมโครลิตรต่อเซนติเมตร
ของconjugate pad  การเตรียมเส้นตรวจ (Test line,T) และเส้นควบคุม(Control line, L)ใชแ้อนติบอดีต่อเช้ือทริส
เตซาไวรัส (CTV-IgG )และแอนติบอดีต่อเซรัมของกระต่ายปกติ (Goat antirabbit, GAR-IgG) ตามล าดบั   ขีด
พน่เส้นดว้ยปริมาตร 2 ไมโครลิตรต่อซม.ของแผน่ตรวจไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน ส าหรับ GAR-IgG (Sigma-
Aldrich, MO, USA)ใชค้วามเขน้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แผน่ดูดซบัตวัอยา่ง (sample pad)ใช ้Millipore 
C048 (Millipore, MA, USA) และแผน่ซบั (absorbent pad)ใช ้Whatman 470 (Whatman, Manchester, UK) ตดั
และประกอบแผน่ตรวจ(test strip)เขา้ดว้ยกนัตามวธีิการของ Salmone และคณะ(2004) โดยมีความกวา้งของ
แผน่ตรวจ 0.4 มิลลิเมตร ยาว 60 มิลลิเมตร และวางแผนการทดลองแบบ Factorial design มี 3 ปัจจยัคือ 
 A ขนาดของ CG       (A1= IgG-CG15, A2 =IgG-CG30) 
 B ความเขม้ขน้ของCTV- IgG บน test line (B1 = เขม้ขน้ 1 mg/ml, B2 = เขม้ขน้ 0.1 mg/ml)  

C แผน่ตรวจ Nitrocellulose membrane (C1 =  CN 140 membrane  ท่ีมี capillary reaction speed 110-
165 sec/4cm, C2  = CN 95  membrane ท่ีมี capillary reaction speed 90-135 sec/4 cm) 
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  ทรีทเมนท ์ A1B1C1 
  ทรีทเมนท ์ A1B2C1 
  ทรีทเมนท ์ A1B1C2 
  ทรีทเมนท ์ A1B2C2 
  ทรีทเมนท ์ A2B1C1 
  ทรีทเมนท ์ A2B2C1 
  ทรีทเมนท ์ A2B1C2 
  ทรีทเมนท ์ A2B2C2 
   
โดยท า 5 ซ ้ าต่อทรีทเมนท ์ และใชน้ ้าคั้นท่ีสกดัจากเปลือกเขียวของก่ิงมะนาวท่ีติดเช้ือทริสเตซาไวรัสไอโซเลท 
SM4เจือจาง 1:10 เป็นตวัทดสอบ วดัค่าสีแดงท่ีปรากฏบน test line ของแผน่ตรวจแต่ละทรีทเมนท ์ ดว้ยเคร่ือง 
color meter (Hunter Lab, Virginia, USA) น าค่าความเขม้ของสีท่ีวดัไดม้าวิเคราะห์ทางสถิติดว้ยโปรแกรม SASS 
เพื่อหาขนาดของ CG และความเขม้ขน้ของ CTV-IgG ท่ีเหมาะสมต่อการตรวจหาเช้ือทริสเตซาไวรัส 
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1)  การสกดัอมิมูโนกลอบบูลิน (CTV-IgG)  
 ผลการสกดัแกมมากลอบบูลิน (CTV-IgG) ออกจากโพลีแอนติบอดีท่ีละลายอยูใ่นแอนติเซรัม (crude 
antiserum) ต่อเช้ือทริสเตซาไวรัสบริสุทธ์ิ พบ IgG ใน fractionท่ี 4-9 (ภาพท่ี 1-6) ส าหรับ IgG ของ fraction 6-8  มี
ความบริสุทธ์ิสูงเม่ือประเมินจากค่าดูดกลืนแสง OD 280:250 (ตารางท่ี 1) และผลผลิตของ IgG ท่ีสกดัไดเ้ฉล่ีย 3.245 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรแอนติเซรัม (ตารางท่ี 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1 การดูดกลืนแสง OD280 ของ Fraction ซ่ึงชะลา้ง (elute) จาก DEAE column เพื่อแยก IgG จากแอนติเซรัม 

(crude antiserum) ของเช้ือทริสเตซาไวรัสบริสุทธ์ิคร้ังท่ี 1 
 
 
 
 
 
 

Fraction number 
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ภาพที ่2 การดูดกลืนแสง OD280 ของ Fraction ซ่ึงชะลา้ง (elute) จาก DEAE column เพื่อแยก IgG จากแอนติเซรัม 

(crude antiserum) ของเช้ือทริสเตซาไวรัสบริสุทธ์ิคร้ังท่ี 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่3 การดูดกลืนแสง OD280 ของ Fraction ซ่ึงชะลา้ง (elute) จาก DEAE column เพื่อแยก IgG จากแอนติเซรัม 

(crude antiserum) ของเช้ือทริสเตซาไวรัสบริสุทธ์ิคร้ังท่ี 3 
 

Fraction number 

Fraction number 
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ภาพที ่4 การดูดกลืนแสง OD280 ของ Fraction ซ่ึงชะลา้ง (elute) จาก DEAE column เพื่อแยก IgG จากแอนติเซรัม 

(crude antiserum) ของเช้ือทริสเตซาไวรัสบริสุทธ์ิคร้ังท่ี 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่5 การดูดกลืนแสง OD280 ของ Fraction ซ่ึงชะลา้ง (elute) จาก DEAE column เพื่อแยก IgG จากแอนติเซรัม 

(crude antiserum) ของเช้ือทริสเตซาไวรัสบริสุทธ์ิคร้ังท่ี 5 

Fraction number 

Fraction number 
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ภาพที ่6 การดูดกลืนแสง OD280 ของ Fraction ซ่ึงชะลา้ง (elute) จาก DEAE column เพื่อแยก IgG จากแอนติเซรัม 

(crude antiserum) ของเช้ือทริสเตซาไวรัสบริสุทธ์ิคร้ังท่ี 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fraction number 
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ตารางที ่1 ปริมาณและคุณภาพของแกมมากลอบบูลิน (IgG) สกดัจากแอนติเซรัมของเช้ือทริสเตซาไวรัสบริสุทธ์ิ 
 

 
การสกดัคร้ังที ่ 

 
Fraction no1/ 

 
OD280 : 2502/ 

 
IgG (mg/ml)3/ 

1 F6 2.26 1.29 
 F7 2.30 1.18 
 
 

F8 
 

2.61 0.50 
รวม              2.97 

2 F6 2.19 1.19 
 F7 2.30 1.12 
 
 

F8 
 

2.32 0.55 
รวม              2.86 

3 F6 2.33 1.07 
 F7 2.23 1.50 
 
 

F8 
 

2.28 รวม              0.99 
3.56 

4 F4 2.32 1.45 
 F5 1.96 1.63 
 
 

F6 
 

1.66 0.75 
รวม               3.83 

5 F7 2.72 1.28 
 F8 2.68 1.06 
 
 

F9 
 

2.71 0.88 
รวม              3.22 

6 F7 2.68 0.84 
 F8 2.70 1.23 
 
 

F9 
 

2.66 1.06 
รวม              3.13 

                                                                                                  ผลผลติเฉลีย่ของ CTV-IgG            3.245 
1/  ล าดบัของ fraction ซ่ึงชะลา้ง (elute) เพื่อแยก IgG ออกจาก DEAE column    
2/  lgG บริสุทธ์ิมีค่า OD280:250 = 2.5-2.7 
3/  ปริมาณของ IgG  ค านวณจาก OD280 (IgG 1 mg/ml มีค่า OD280 = 1.4) โดยสกดัจากแอนติบอดีของเช้ือทริส 
    เตซาไวรัส 
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จากการน า CTV-IgG ท่ีแยกไดม้าทดสอบความไวและประสิทธิภาพโดยอีไลซา (Plate Trapped ELISA) 
พบวา่มีปฏิกิริยาตอบสนองต่อเช้ือทริสเตซาไวรัสค่อนขา้งสูง และไม่ตอบสนองต่อมะนาวปกติ เม่ือใช ้ IgG ท่ีความ
เขม้ขน้ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางท่ี 2) 

 
ตารางที่ 2  ค่าดูดกลืนแสง (OD 405) ของปฏิกิริยา ELISA ท่ีเกิดจากการตอบสนองของแกมมากลอบบูลิน 

      (CTV-IgG) ต่อแอนติเจนของทริสเตซาไวรัส 
 

การสกดั  IgG คร้ังที่ Fraction no1/ ELISA OD 405 (x̄ ±SD) 
 1 
 
 
 
 
 2 
 
 
 
 
 3 
 
 
 
 
 4 
 
 
 
 
 5 
 
 
 
 6 
 
 
 

F5 
F6 
F7 
F8 
F9 
F5 
F6 
F7 
F8 
F9 
F5 
F6 
F7 
F8 
F9 
F5 
F6 
F7 
F8 
F9 
F6 
F7 
F8 
F9 
F7 
F8 
F9 
F10 

1.109 ± 0.009 
1.214 ± 0.016 
1.514 ± 0.060 
1.826 ± 0.642 
1.111 ± 0.050 
1.266 ± 0.028 
1.020 ± 0.033 
1.487 ± 0.038 
1.372 ± 0.010 
1.178 ± 0.172 
1.096 ± 0.032 
1.104 ± 0.071 
1.318 ± 0.035 
1.201 ± 0.046 
1.053 ± 0.044 
1.400±0.025 
1.562±0.021 
2.107±0.040 
1.563±0.008 
1.470±0.018 
1.652±0.013 
2.030±0.072 
1.444±0.000 
1.389±0.084 
1.550±0.007 
2.324±0.020 
1.399±0.000 
1.065±0.010 
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2) การเตรียมอนุภาคทอง (Colloidal gold particle) 
ผลการเตรียมสารแขวนลอยทองอนุภาคขนาด 30 นาโนเมตร เม่ือน าสารแขวนลอยไปตรวจดว้ยกลอ้ง

จุลทรรศน์อิเลคตรอน แลว้สุ่มวดัขนาดอนุภาคทองท่ีตรวจพบจ านวน 100 อนุภาคต่อกริดพบวา่ประชากรส่วน
ใหญ่ของอนุภาคทองคือประมาณ 27 %  มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางเฉล่ีย 30 nm ดงัแสดงในภาพท่ี 7 และ 8  
ส าหรับผลการเตรียมสารแขวนลอยทองอนุภาคขนาด 15 นาโนเมตร เม่ือตรวจวดัขนาดพบอนุภาคทองท่ี ขนาด 
18 และ 20 nm ชนิดละ 25% ของประชากรรวม และอนุภาคทองขนาด 15 nm เพียง 8 % (ภาพท่ี 9 และ 10) 

  
 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่7  แสดงจ านวนและขนาดของอนุภาคทองท่ีตรวจพบในสารแขวนลอยทอง CG-30 nm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่8 แสดงอนุภาคทองขนาด 30 นาโนเมตร (ลูกศร) ก าลงัขยาย 750,000 เท่า  
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ภาพที ่9 แสดงจ านวนและขนาดของอนุภาคทองท่ีตรวจพบในสารแขวนลอยทอง CG-15 nm 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่10 แสดงอนุภาคทองขนาด 15 นาโนเมตร (ลูกศร) ก าลงัขยาย 750,000 เท่า 
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3)   การเช่ือมอมิมูโนกลอบบูลนิ (IgG)  เข้ากบัอนุภาคทอง (Colloidal Gold, CG)  
 ผลการเช่ือมอนุภาคทอง (CG) เขา้กบัแอนติบอดีเช้ือทริสเตซาไวรัส (CTV-IgG) พบวา่การเช่ือมอนุภาค
ทองขนาด 30 นาโนเมตร กบั CTV-IgG เขม้ขน้ 5, 10 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ของสารละลายแขวนลอย
ของทองใหผ้ลผลิตเมด็ทองเช่ือมดว้ยแอนติบอดี (CG-IgG) ท่ีใกลเ้คียงกนัคือมีค่า OD 540 =3.11, OD 540 =3.01 
และ OD 540 =3.07 ตามล าดบั  (ตารางท่ี 3) เม่ือใชอ้นุภาคทองขนาด 15 นาโนเมตร เช่ือมกบั IgG เขม้ขน้ 5 และ 
10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของทอง พบวา่เกิดการตกตะกอนของอนุภาคทองเน่ืองจากสารละลายแขวนลอยของ
ทองเปล่ียนเป็นสีม่วง (ภาพท่ี 11) ท าใหไ้ดผ้ลผลิตต ่า คือ OD 540 = 1.61 และ OD 540 = 1.89 ตามล าดบั เม่ือน า 
CG-IgG ไปทดสอบตรวจเช้ือทริสเตซาไวรัส พบวา่ CG-IgG ท่ีใชข้นาดทอง 30 นาโนเมตร และใช ้ CTV-IgG 
เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของทอง ใหผ้ลผลิตดีท่ีสุดเพราะปรากฏสีแดงบนเส้นตรวจท่ีสามารถมองเห็น
ดว้ยตาเปล่า (ภาพท่ี 12)  
 
 
ตารางที ่3 แสดงผลผลิตการเช่ือมอนุภาคทอง (CG) กบัแอนติบอดีของเช้ือทริสเตซาไวรัส (CTV-IgG) 
 

ขนาด CG (nm) ความเข้มข้น CTV-IgG (µg/ml) ผลผลติ CG-IgG (OD 540)1/ 

30 
30 
30 
15 
15 
15 

5 
10 
50 
5 

10 
50 

3.11 
3.01 
3.07 
1.61 
1.89 
NA 

1/  NA = Not applicable (ไม่ไดท้  าการทดลอง) 
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ภาพที ่11 ลกัษณะสีท่ีบ่งช้ีการตกตะกอนของอนุภาคทองเม่ือเติมแอนติบอดี (ก) เปรียบเทียบกบัสภาพปกติของ

สารละลายแขวนลอยของทอง (ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข 
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ภาพที ่12 แสดงผลการตรวจเช้ือทริสเตซาไวรัส (CTV) ดว้ยแผน่ตรวจ (test strip) ซ่ึงใชเ้มด็ทอง  
                ขนาด 30 นาโนเมตร เช่ือมกบั IgG เขม้ขน้ 3 ระดบั: T (Test line, T) ขีดดว้ยแอนติบอดีต่อเช้ือCTV 
 (CTV-IgG) 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร); C (Control line) ขีดดว้ยแอนติบอดีต่อเซรัมของกระต่าย 
                ปกติ(GAR-IgG) 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
  ก. IgG เขม้ขน้ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของสารแขวนลอยเมด็ทอง 

 ข. IgG เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ของสารแขวนลอยเมด็ทอง 
 ค. IgG เขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของสารแขวนลอยเมด็ทอง 

 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข ค 

C 

T 

C 

T 
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4) การทดสอบขนาดทอง (CG) ขนาดเมมเบรน และระดับความเข้มข้นของแอนติบอดีต่อเช้ือทริสเตซาไวรัส 
   (CTV-IgG) ทีใ่ช้เตรียมชุดตรวจ Immunochromatographic lateral flow test strip 
 
 ผลการทดลองขนาดอนุภาคทอง ชนิดของเมมเบรน และความเขม้ขน้ของแอนติบอดีท่ีใชชี้ดเส้นตรวจ 
ดงัสรุปไวใ้น ตารางท่ี 4 พบวา่ขนาดของอนุภาคทอง (CG) เป็นปัจจยัท่ีท าใหก้ารเกิดสีแดงบนเส้นตรวจมีความ
แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั 0.05 (ภาคผนวก ข) ขณะท่ีปัจจยัของเซลลูโลสเมมเบรนท่ีมีอตัรา
ความเร็วจ าเพาะในการเคล่ือนท่ีท่ีต่างกนัไม่มีผลต่อระดบัความเขม้ของสีบนเส้นตรวจ และปัจจยัทั้งสองไม่มี
ปฏิกิริยาสัมพนัธ์ (ภาคผนวก ข) ทั้งน้ีแผน่ตรวจซ่ึงใชอ้นุภาคทองขนาด 30 นาโนเมตร ในการเช่ือมกบั
แอนติบอดี โดยใชเ้มมเบรน CN 140 ซ่ึงมีอตัราความเร็วจ าเพาะในการเคล่ือนท่ีของของเหลว (capillary speed 
specification) 110-165 วนิาทีต่อ 4 เซนติเมตร และขีดเส้นตรวจ (T) ดว้ยแอนติบอดี (CTV-IgG) ท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใหผ้ลการตรวจดีท่ีสุด เม่ือใชต้รวจหาทริสเตซาไวรัสน ้าคั้นจากมะนาวติดเช้ือ
ไวรัสไอโซเลท SM 4 เน่ืองจากปรากฏสีแดงชดัเจนท่ีสามารถมองเห็นดว้ยตาเปล่าบนเส้นตรวจ (T) และเส้น
ควบคุม (C) ดงัภาพท่ี 13 ภายในเวลา  3 นาที 39 วนิาที (219 วนิาที) และ 54.2 วนิาที ตามล าดบั (ตารางท่ี 4) โดย
สีแดงบนเส้นตรวจมีระดบัความเขม้กวา่เส้นตรวจของแผน่ตรวจท่ีใชอ้นุภาคทองขนาด 15 นาโนเมตร ซ่ึงใชเ้มม
เบรน CN 140 หรือเมมเบรน CN 95 (ตารางท่ี 4 ภาพท่ี 14) นอกจากน้ีพบวา่การใชแ้อนติบอดีท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ขีดเส้นตรวจ  ไม่สามารถตรวจหาเช้ือไวรัสในน ้าคั้น เน่ืองจากไม่ปรากฏสีแดง
บนเส้นตรวจภายหลงัหยดดว้ยน ้าคั้นของไวรัสลงบนแผน่ตรวจ (ภาพท่ี 15) แอนติบอดีของเช้ือทริสเตซาไวรัสท่ี
ผา่นการขจดั(cross absorbed)การปนเป้ือนแอนติบอดีของโปรตีนพืช โดยการเติมน ้าคั้นของมะนาวปกติเจือจาง
1:10 ดว้ย PBS buffer ลงในแอนติบอดีของไวรัสเพื่อใหมี้ความเขม้ขม้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรแลว้บ่มแอนติบอดี
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ก่อนน ามาใชเ้ตรียมแผน่ตรวจ ซ่ึงพบวา่แอนติบอดีไม่ท าปฏิกิริยาขา้มกบัน ้าคั้นของ
มะนาวปกติ (ภาพท่ี 16 ) 
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ตารางที ่4 แสดงผลตรวจเช้ือทริสเตซาไวรัสในน ้าคั้นของมะนาวติดเช้ือไอโซเลท SM4 โดยแผน่ตรวจ (test 
strip) ระบบอิมมูโนโครมาโตกราฟิคลาเทอรัลโฟล์ 

ทรีทเมนต์  
การปรากฏของ 
สีแดงบน4/ 

ค่าความเข้มของสี
แดงบนเส้น T5/ 

 (x̄ ±SD) 

ระยะเวลาปรากฏของสี 
(วนิาท)ี 6/ 

เมมเบรน1/ CG2/ (nm) 
CTV-IgG3/ 

(mg/ml) 
 

T C T C 

CN 140 
CN 95 
CN 140 
CN 95 

15 
15 
30 
30 

1.0 
1.0 
1.0 
1.0 

 
 
 
 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

0.342±0.065 
0.254±0.067 
0.488±0.225 
0.388±0.149 

142.8 
111.0 
219.0 
192.6 

52.8 
43.6 
54.2 
46.6 

1/  เซลลูโลสเมมเบรน (working membrane) ท่ีใชขี้ดเส้นตรวจ (Test line, T) และเส้นควบคุม (Control line, C) มี 
capillary speed specification อตัราการเคล่ือนท่ีของของเหลวบนเมมเบรน ดงัน้ี CN 140 = 110-165 วนิาทีต่อ 
4 เซนติเมตร , CN 95 = 90-135 วนิาทีต่อ 4 เซนติเมตร 

2/  ขนาดของ colloidal gold (CG) ท่ีเช่ือมกบัแอนติบอดีต่อเช้ือทริสเตซาไวรัส (CTV-IgG) โดยใช ้CTV-IgG 
เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของ CG 

3/  ระดบัความเขม้ของ CTV-IgG ท่ีใชขี้ดเส้นตรวจ (Test line, T) 
4/  เส้น T (+) = สีแดงตรวจพบไวรัส, (-) = ไม่มีสีไม่พบไวรัส 
    เส้น C (+) = สีแดงมีการเคล่ือนท่ีของ CG บนเมมเบรน, (-) = ไม่มีสีไม่มีการเคล่ือนท่ีของ CG 
5/  ค่าความเขม้ของสีแดงบนเส้น T วดัโดยเคร่ือง Color Meter, Hunter Lab, Virginia เฉล่ียจาก 5 แผน่ตรวจต่อ
ทรีทเมนต ์

6/  ระยะเวลาการปรากฏสีแดงบนเส้นตรวจ (T) และเส้นควบคุม (C) เฉล่ียจาก 5 แผน่ตรวจต่อทรีทเมนต ์
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ภาพที1่3 แสดงผลการตรวจเช้ือทริสเตซาไวรัส (CTV) ดว้ยแผน่ตรวจ (test strip) ซ่ึงใชเ้มด็ทองขนาด 30 นาโน

เมตร เช่ือมกบั IgG เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของทอง: T (Test line) ขีดดว้ยแอนติบอดีต่อเช้ือ 
CTV (CTV-IgG) 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร; C (Control line) ขีดดว้ยแอนติบอดีต่อเซรัมของกระต่าย
ปกติ (GAR-IgG ) 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

 ก. ทดสอบดว้ยน ้าคั้นมะนาวปกติ 
 ข. ทดสอบดว้ยน ้าคั้นมะนาวติดเช้ือ CTV ไอโซเลท SM4 
 
 
 
 
 
 
 
 

C C 

T T 

ก ข 
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ภาพที ่14 แสดงผลการตรวจเช้ือทริสเตซาไวรัส (CTV) เม่ือใชเ้มมเบรน CN 140 และ CN 95 เมด็ทอง (CG) 

ขนาด 15 และ 30 นาโนเมตร เช่ือมกบั CTV-IgG เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของทอง: SM4 = 
มะนาวติดเช้ือ CTV, H = มะนาวปกติ   

ก. เมมเบรน CN 140, CG 15 nm 
ข. เมมเบรน CN 95, CG 15 nm 
ค. เมมเบรน CN 140, CG 30 nm 
ง. เมมเบรน CN 95, CG 30 nm 

 
 
 
 
 
 
 

C 

T 

ก ข ค ง 

SM4 SM4 SM4 SM4 H H H H 
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ภาพที ่15 แสดงผลการตรวจเช้ือทริสเตซาไวรัส (CTV) ดว้ยแผน่ตรวจ (test strip) ซ่ึงใชเ้มด็ทองขนาด 30  นาโน

เมตร เช่ือมกบั IgG เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของทอง เส้นตรวจ (T) ขีดดว้ยแอนติบอดีต่อ
เช้ือ CTV (CTV-IgG) ท่ีเขม้ขน้ 2 ระดบั และเส้นควบคุม (C) ขีดดว้ยแอนติบอดีต่อเซรัมของกระต่าย
ปกติ (GAR-IgG)  เขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

  ก. เส้นตรวจ (T) ขีดดว้ย CTV-IgG เขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
  ข. เส้นตรวจ (T) ขีดดว้ย CTV-IgG เขม้ขน้ 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
 
 
 

 
 
 

 

ก ข 

C 

T 
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ภาพที ่16 แสดงเส้นตรวจซ่ึงขีดดว้ยแอนติบอดีต่อเช้ือ CTV (CTV-IgG) เม่ือใชต้รวจน ้ าคั้นของมะนาวปกติ 

ก. CTV-IgG ผา่นการ cross absorbed ดว้ยโปรตีนของมะนาวปกติ 
ข. CTV-IgG ไม่ผา่นการ cross absorbed ดว้ยโปรตีนของมะนาวปกติ 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ก ข 

C 

T 
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สรุปและวจิารณ์ 

 ในการพฒันาวธีิการตรวจหาเช้ือสาเหตุโรคทริสเตซาโดยระบบอิมมูโนโครมาโตกราฟิคลาเทอรัลโฟล์
(ICFL) คร้ังน้ี พบวา่ขนาดของอนุภาคทอง (CG) ซ่ึงใชเ้ช่ือมกบัแอนติบอดีของทริสเตซาไวรัส (CTV-IgG) เป็น
ปัจจยัท่ีส าคญัในการเกิดสีบนเส้นตรวจ (Test line) ซ่ึงเป็นตวับ่งช้ี (dye marker) ของการตรวจพบเช้ือไวรัส ดงั
จะเห็นไดว้า่การใชอ้นุภาคทองขนาด 30 นาโนเมตร ใหสี้แดงชดัเจนกวา่การใชอ้นุภาคทองขนาด 15 นาโนเมตร 
(ภาพท่ี 14 และตารางท่ี 4) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานการทดลองของการตรวจเช้ือทริสเตซาไวรัสโดยใชแ้ผน่
ตรวจระบบ lateral flow โดย Salmone และคณะ (2004 ) ทั้งน้ีชนิดของเมมเบรนท่ีใชขี้ดเส้นตรวจ (Test line) 
เป็นปัจจยัรอง ดงัผลการวิเคราะห์ความเขม้ของสีแดงบนเส้นตรวจท่ีใชเ้มมเบรน CN 140 และ CN 95 กบัอนุภาค
ทองขนาดเดียวกนับ่งช้ีวา่สีแดงบนเส้นตรวจของ CN 140 เขม้กวา่ CN 95 แต่ความแตกต่างไม่มีนยัส าคญัทาง
สถิติ (ตารางท่ี 4 และ ภาคผนวก ข) และพบวา่การเกิดสีบนเส้นตรวจของเมมเบรน CN 95 เร็วกวา่ CN 140 
(ตารางท่ี 4) ทั้งน้ีเน่ืองจากเมมเบรน CN 95 มีอตัราการเคล่ือนท่ีของของเหลว (capillary speed specification)ท่ี 
90-135 วนิาทีต่อ 4 เซนติเมตรซ่ึงเร็วกวา่ เมมเบรน CN 140 ซ่ึงมีอตัราความเร็วท่ี110-165 วนิาทีต่อ 4 เซนติเมตร  
แต่ในทางกลบักนัเมมเบรน CN 140 มีความจ าเพาะของการท าปฏิกิริยาของแอนติบอดีกบัแอนติเจนสูงกวา่เมม
เบรน CN 95  เน่ืองจากความเขม้ของสีบนเส้นตรวจของเมมเบรน CN 140โดยเฉล่ียสูงกวา่สีท่ีเกิดบนเมมเบรน 
CN 95 (ตารางท่ี 4 ภาพท่ี 14) ทั้งน้ีเกิดจากสองปัจจยัคือปัจจยัแรก เมมเบรน CN 140  ยดึจบัแอนติบอดีท่ีอตัรา  
30 ไมโครกรัมต่อตารางเซนติเมตรของเมมเบรน ซ่ึงมากกวา่การยดึจบัของเมมเบรน CN 95 มีการยดึจบัท่ีอตัรา  
28 ไมโครกรัมต่อตารางเซนติเมตรของเมมเบรน ปัจจยัท่ีสองเกิดจากเมมเบรน CN 140  มีการเคล่ือนท่ีของ
ของเหลวท่ีชา้กวา่ท าให้เพิ่มโอกาสการท าปฏิกิริยาระหวา่งแอนติบอดีบนเส้นตรวจกบัแอนติเจน ซ่ึงจบักบั
อนุภาคทอง (CG –IgG conjugate) และเคล่ือนท่ีมาพร้อมกบัของเหลว  ขณะท่ีเมมเบรน CN 95 มีอตัราการ
เคล่ือนท่ีของของเหลวท่ี 90-135 วนิาทีต่อ 4 เซนติเมตร ท าใหโ้อกาสการท าปฏิกิริยาระหวา่งแอนติบอดีกบั
แอนติเจนลดลง  

จากผลการทดลองคร้ังน้ีสรุปไดว้า่ แผน่ตรวจท่ีใช ้ CG 30 nm-IgG conjugate ท่ีมี IgG เขม้ขน้ 10 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรทอง และขีดเส้นตรวจดว้ย IgG เขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บนเมมเบรน CN 140
ใหผ้ลตรวจดีท่ีสุด เน่ืองจากสีแดงท่ีปรากฏบนเส้นตรวจสามารถมองเห็นชดัเจนดว้ยตาเปล่า (ภาพท่ี 13 ,14 และ
15) และเกิดข้ึนภายในเวลาอนัรวดเร็วเฉล่ีย 3 นาที 39 วนิาที หรือ 219 วนิาที (ตารางท่ี 4) ซ่ึงใกลเ้คียงกบัชุด
ตรวจโรคกลว้ยไมท่ี้เกิดจากไวรัส (สุรภี และคณะ 2547)  และการเกิดสีแดงบนเส้นควบคุม (C) เม่ือใชเ้มมเบรน 
CN 140 และเมมเบรน CN 95 บ่งช้ีวา่เมมเบรนทั้งสองชนิดมีขนาดช่องท าให้โมเลกุลของ CG- IgG conjugate 
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เคล่ือนท่ีผา่นไปไดท้  าใหผ้ลตรวจเป็นท่ีน่าเช่ือถือ ( สุรภี และคณะ 2547 กิตติศกัด์ิ และคณะ 2549 และ Byzova 
et al., 2009)   
 ในการทดลองคร้ังน้ีพบวา่ความจ าเพาะเจาะจงของแผน่ตรวจระบบ ICFL ข้ึนอยูก่บัคุณภาพของ
แอนติบอดีของทริสเตซาไวรัส (CTV-IgG)  คือปราศจากการปะปนของแอนติบอดีต่อโปรตีนของพืชปกติเม่ือ 
เปรียบเทียบการใชแ้อนติบอดีท่ีผา่นและไม่ผา่นการ cross absorbed ดว้ยโปรตีนของมะนาวปกติ ก่อนน าไป
เช่ือมกบัทองหรือน าไปขีดเป็นเส้นตรวจ (T)  พบวา่แผน่ตรวจท่ีใชแ้อนติบอดีซ่ึงผา่นการ cross absorbed ไม่ท า
ปฏิกิริยาขา้มกบัพืชปกติเน่ืองจากเม่ือน าแผน่ตรวจไปทดสอบกบัน ้าคั้นของมะนาวปกติไม่เกิดสีบนเส้นตรวจ 
(ภาพท่ี16 ก) ขณะท่ีแผน่ตรวจท่ีใชแ้อนติบอดี ท่ีไม่ผา่นการ cross absorbed เกิดสีจางๆบนเส้นตรวจ (ภาพท่ี 16
ข)  
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ภาคผนวก ก 
 
1. สูตรเตรียม ELISA บัฟเฟอร์ปริมาตร 1 ลติร (Roistacher, 1991) 

1.1 Coating buffer 
Na2CO3 1.59 กรัม 
NaHCO3 2.93 กรัม 
NaN3 0.20 กรัม 
(pH 9.6) 

1.2 Phosphate buffer saline (PBS) 
NaCl  8.00 กรัม 
KH2PO4  0.20 กรัม 
Na2HPO412H2O 2.90 กรัม 
KCl   0.20 กรัม 
(pH 7.2 – 7.4) 

1.3 Washing buffer  (PBS-T) 
PBS  1.0 ลิตร 
Tween 20  0.5 มิลลิลิตร 

1.4 Conjugate buffer   
PBS-T  1.0 ลิตร 
Polyvinylpyrrolidone Mr 40,000 20 กรัม 

1.5 Substrate buffer 
Diethanolamine 97 มิลลิลิตร 
NaN3  0.2 มิลลิลิตร 
 (ปรับ pH ใหไ้ด ้9.8 ดว้ย HCl) 

1.6 Reaction stopping solution 
NaOH  120 กรัม 

 
 
 



31 
 

2. วธีิการตรวจเช้ือทริสเตซาไวรัสโดยเทคนิค Plate Trapped ELISA (Roistacher, 1991) 
2.1  บดเส้นกลางใบหรือเปลือกซ่ึงลอกจากก่ิงของตวัอยา่งส้มในบฟัเฟอร์(coating buffer) ในอตัรา 1:10  
       ดว้ยครกบดจนไดน้ ้าคั้น (sap extract) น าน ้าคั้นไปหมุนเหวีย่งในเคร่ือง Microcentrifuge ท่ีความเร็ว 
       รอบ 7,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที 
2.2  ใส่น ้ าคั้นลงในหลุม ( Polystyrene ELISA plate ) ตวัอยา่งละ 2 หลุมๆ ละ 200 ไมโครลิตร แลว้บ่ม

ไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 16 ชัว่โมง (หรือหน่ึงคืน) 
2.3  เม่ือครบก าหนดเวลาเทน ้าคั้นทิ้งแลว้ลา้งดว้ยบฟัเฟอร์ (washing buffer, PBS-T) 5 คร้ังๆ ละ 3 นาที 
2.4  ใส่แอนติเซรัมของเช้ือทริสเตซาไวรัส (ผลิตโดย DSMZ ประเทศเยอรมนันี) ซ่ึงเจือจางดว้ยบฟัเฟอร์ 

(conjugate buffer) ให้มีระดบัความเขม้ขน้ 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรบพัเฟอร์ หลุมละ 200 
ไมโครลิตร แลว้บ่มแอนติเซรัมไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 1 ชัว่โมง 

2.5  เม่ือครบก าหนดเวลาเทแอนติเซรัมทิ้งแลว้ลา้งดว้ยบฟัเฟอร์ 5 คร้ังๆ ละ 3 นาที 
2.6  ใส่เอ็นไซม ์(Goat antirabbit  conjugate with alkaline phosphatase, ZYMED) ซ่ึงเจือจางดว้ย

บฟัเฟอร์ (conjugate buffer) ในอตัรา 1:4,000 หลุมละ 200 ไมโครลิตร บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง 

2.7  เม่ือครบก าหนดเวลาเทเอน็ไซมทิ์้งแลว้ลา้งดว้ยบฟัเฟอร์ (washing buffer, PBS-T) 5 คร้ังๆ ละ 3 นาที 
2.8 ใส่ substrate (p – nitrophenyl phosphate, ZYMED) ซ่ึงละลายดว้ยบฟัเฟอร์ (substrate buffer) ใน

อตัราความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรบฟัเฟอร์ บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  นาน 1-2 
ชัว่โมง แลว้ใส่โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) ความเขม้ขน้ 3 โมลาร์ซ่ึงเป็นตวัหยดุปฏิกิริยาของ
เอน็ไซม ์(stopping reagent) หลุมละ 50 ไมโครลิตร ก่อนน าปฏิกิริยา ELISA ไปดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืนแสง 405 นาโนเมตร (OD405) ดว้ยเคร่ือง ELISA Reader  
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ภาคผนวก ข 
ตารางผนวกที ่1 การวเิคราะห์ (ANOVA analysis) 
 

ปัจจัย1/ df SS MS F Pr>F2/ 
ปัจจยั A 
ปัจจยั B 
ปัจจยัสัมพนัธ์ระหวา่ง A กบั B 
ความคลาดเคล่ือน 

1 
1 
1 

16 

0.0432 
0.0994 
0.0001 
0.3275 

0.0432 
0.0994 
0.0001 
0.0205 

2.11 
4.86 
0.01 

0.1654ns 

0.0425* 

0.9387ns 

รวม 19 0.4703 
1/  ปัจจยั A ชนิดของเซลลูโลสเมมเบรน A1 = CN 140, A2 = CN 95 
     ปัจจยั  B ขนาดของ colloidal gold (CG) B1 = CG 15 nm, B2 = CG 30 nm 
2/   ns = ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ, * = มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั 0.05 
 

 
 
 

 


