
 

 

 

ใบรับรองวิทยานิพนธ 
บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
วิทยาศาสตรมหาบัณฑติ (เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร) 

ปริญญา 
 

           สาขา          ภาควชิา 
 

เร่ือง  การพัฒนาชุดตรวจสอบแบบรวดเร็วเพื่อตรวจหาเช้ือไวรัสใบดางแตงโดยใชเทคนิค             
อิมมูโนโครมาโทกราฟ 

 

 Development of Rapid Test Kit for Detection of Cucumber Mosaic Virus by 
Immunochromatographic Technique 

  

นามผูวิจัย  นางสาวศรีหรรษา  มลิจารย 
ไดพิจารณาเห็นชอบโดย 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก    

 ( ผูชวยศาสตราจารยรัชนี  ฮงประยูร, Ph.D. ) 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม    

 ( อาจารยพุทธพร  สองศรี, D.Eng. ) 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม    

 ( รองศาสตราจารยวิชัย   โฆสิตรัตน, Ph.D. ) 
ประธานสาขาวิชา    

 ( รองศาสตราจารยพงศเทพ   อัครธนกุล, Ph.D. ) 
 

บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรรับรองแลว 
           
(         ) 

                        คณบดีบณัฑิตวิทยาลัย 
 

                                     วนัท่ี               เดือน                  พ.ศ.                   

รองศาสตราจารยกัญจนา  ธีระกุล, D.Agr. 

เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร โครงการสหวิทยาการระดับบัณฑิตศึกษา 



 

วิทยานิพนธ 
 

เร่ือง 
 

การพัฒนาชุดตรวจสอบแบบรวดเร็วเพื่อตรวจหาเช้ือไวรัสใบดางแตง                                                    
โดยใชเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟ 

 
Development of Rapid Test Kit for Detection of Cucumber Mosaic Virus                                               

by Immunochromatographic Technique 
 
 
 
 
 
 
 

โดย 
 

นางสาวศรีหรรษา  มลิจารย 
 
 
 
 
 
 
 

เสนอ 
 

บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
เพื่อความสมบูรณแหงปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร) 

พ.ศ. 2551    



 

 ศรีหรรษา  มลิจารย  2551: การพัฒนาชุดตรวจสอบแบบรวดเร็วเพื่อตรวจหาเช้ือไวรัส         
ใบดางแตงโดยใชเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟ  ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑติ 
(เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร) สาขาเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร โครงการสหวิทยาการระดับ
บัณฑิตศึกษา  อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก: ผูชวยศาสตราจารยรัชนี  ฮงประยูร, 
Ph.D.  80 หนา 

 
 

พัฒนาชุดตรวจสอบแบบรวดเร็วดวยเทคนคิอิมมูโนโครมาโทกราฟ (อิมมูโนสตริป) เพื่อ
การตรวจสอบเช้ือไวรัสใบดางแตง ใชแอนติบอดี 3 ชนิด ไดแก โมโนโคลนอลแอนติบอดีและ  
โพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสใบดางแตง (MAb-CMV, PAb-CMV) และโพลีโคลนอล
แอนติบอดีตออิมมูโนโกลบูลินของหนูเมาส (RAM)  นํา MAb-CMV มาพวงกับอนุภาคทองเพ่ือ
เปนตัวจับแอนติเจนท่ีบริเวณ conjugate release pad (CRP)  ปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและ
แอนติบอดจีะเคล่ือนยายตอไปยังแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (Prima 40) ซ่ึงถูกเคลือบดวย 
PAb-CMV และ RAM ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในบริเวณ test line และ control line 
ตามลําดับ  ใช 33 glass fiber และ 470 cotton linter เปนสวนของ sample application pad (SAP) 
และ wicking pad (WP) ตามท่ีระบุโดยบริษัทผูผลิต อิมมูโนสตริปมีขนาด 0.5 x 6.0 ตาราง
เซนติเมตร การทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบโดยทําปฏิกิริยากับน้ําค้ันใบยาสูบท่ีเติม
เช้ือไวรัสใบดางแตง เปรียบเทียบกับน้ําค้ันใบยาสูบปกติและบัฟเฟอร พบวา ชุดตรวจสอบท่ี
พัฒนาข้ึนมีความไวท่ีระดับ 0.048 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยไมมีปฏิกิริยาขามกับน้ําค้ันพืชปกติ
และบัฟเฟอร การตรวจสอบใชเวลา 6-15 นาที ซ่ึงความเขมสีของปฏิกิริยาเปนสัดสวนโดยตรงกับ
ความเขมขนของไวรัสในตัวอยาง 

 
การศึกษาการเตรียมอิมมูโนไลโปโซมเพื่อใชเปนตัวบงช้ีทดแทนอนุภาคทองในชุด

ตรวจสอบ เตรียมไดจากเลซติิน คอเลสเตอรอล และฟอสฟาติดิลเอทานอลามินในอัตราสวน 
8:10:1 ไดอิมมูโนไลโปโซมขนาดเสนผานศูนยกลางเฉล่ีย 256 นาโนเมตร โดยบรรจสีุ 
Sulforhodamine B (SRB) อยูภายใน และสามารถทําปฏิกิริยากับเช้ือไวรัสใบดางแตงบริสุทธ์ิ 
โปรตีนหอหุมอนุภาคทองและอิมมูโนโกลบูลินตอหนูเมาสโดยการตรวจสอบดวยวธีิ                       
Dot immunobinding assay (DIBA  ) 
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A rapid immunochromatographic assay (immunostrip) was developed for the detection 
of Cucumber mosaic virus (CMV).  The system employed three antibodies including anti-CMV 
monoclonal and polyclonal antibodies (MAb-CMV, PAb-CMV) and rabbit anti-mouse 
polyclonal antibody (RAM).  MAb-CMV was conjugated with colloidal gold particles for 
antigen capture at the conjugate release pad (CRP). The antigen-antibody complex was 
capillarily transported onto the Prima 40 nitrocellulose membrane where PAb-CMV and RAM 
were immobilized at the concentration of 1 mg/ml on test line and control line, respectively. A 
33 glass fiber and 470 cotton linter were used as sample absorption pad (SAP) and wicking pad 
(WP) according to the manufacturer.  The strip size was 0.5 x 6 cm2.  The efficiency test of the 
developed immunostrip was assessed by testing with CMV-contaminated tobacco sap. The 
sensitivity at 0.048 μg/ml showed clear test line and no cross reaction to healthy sap or 
extraction buffer was observed. This assay can be completed in 6-15 min and the intensity of the 
reaction was proportional to virus concentration in the sample. 

 
The possibility to replace gold particles with dye-entrapped liposome as a detection 

reagent in the strip was studied. The liposome was prepared from lecithin, cholesterol and 
phophatidylethanolamine in a molar ratio of 8: 10: 1. Sulforhodamine B (SRB) fluorescence dye 
was entrapped. Transmission electron micrograph showed an average size at 256 nanometer in 
diameter of the SRB-sntrapped liposome. The reaction of immunoliposome was determined by 
Dot immunobinding assay (DIBA) with purified CMV, CMV coat protein and rabbit anti-mouse 
IgG. 
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สารบัญตาราง 
 

ตารางท่ี หนา 

  
1 ผลการแยกอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือ

ไวรัสใบดางแตงดวย recProtein G-Sepharose 4B conjugate column 
chromatography 34 

2 คาไตเตอรของแอนติซีรัมตอเช้ือไวรัสใบดางแตง จากการเจาะเลือด 13 คร้ัง 37 
3 คาไตเตอรของแอนติซีรัมตอหนูเมาส จากการเจาะเลือด 18 คร้ัง 39 
4 ผลการทําปฏิกิริยาของโพลีโคลนอลและโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยวิธี 

TAS- ELISA 41 
5 คาการดูดกลืนแสงท่ี 520 นาโนเมตรของการหาปริมาตรแอนติบอดีท่ี

เหมาะสมในการทําปฏิกิริยากับอนุภาคทอง 42 
6 การเปรียบเทียบเวลาท่ีใชในการเคล่ือนท่ีของน้ําค้ันพืชบนชุดตรวจสอบท่ีใช 

sample absorption pad และ wicking pad รูปแบบตางๆ 47 
7 การเปรียบเทียบชนิดของแผนไนโตรเซลลูโลสท่ีมีผลตอเวลาท่ีใชในการ

เกิดปฏิกิริยาบน control line ในชุดตรวจสอบ 48 
8 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปในการตรวจหา

เช้ือไวรัสใบดางแตงในตัวอยางมะเขือเทศ เทียบกับผลการตรวจดวยวธีิ 
ELISA 53 
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สารบัญภาพ 
 

ภาพท่ี หนา 

  
1 เทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟชนิด Double Antibody Sandwich Assay (ก) และ  

Competitive Assay (ข) 8 
2 รูปแบบการทําปฏิกิริยา Triple-antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent 

assay โดยใช MAb หรือ PAb เปน coating antibody 22 
3 รูปแบบการประกอบชุดตรวจสอบเพ่ือศึกษาชนิดของวสัดุท่ีใชเปน wicking pad 

และ sample pad 24 
4 แผนผังการประกอบชุดตรวจสอบ 27 
5 ไวรัส CMV ท่ีเตรียมใหบริสุทธ์ิจากใบยาสูบเปนโรค ดวยวิธี sucrose gradient 

centrifugation และตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 31 
6 การวิเคราะหความบริสุทธ์ิของเช้ือไวรัสใบดางแตง ไอโซเลท KPS10 ท่ีเตรียมได

จากใบยาสูบเปนโรคโดยใชวิธี SDS-PAGE (ก) และ westhern blotting (ข) 31 
7 การวิเคราะหความบริสุทธ์ิของ recombinant protein CMV-CP ท่ีผาน Ni-NTA 

column  โดยใชวิธี SDS-PAGE 33 
8 การวิเคราะหความบริสุทธ์ิของ IgG ท่ีผาน recProtein G-Sepharose 4B conjugate 

column chromatography โดยใชวิธี SDS-PAGE 35 
9 การวิเคราะหความบริสุทธ์ิของอิมมูโนโกลบูลิน ท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิดวย rec-

Protein A column Sepharose 4B conjugate column chromatography โดยใชวิธี 
SDS-PAGE 37 

10 การหาปริมาตรแอนติบอดี (0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ท่ีเหมาะสมในการทํา
ปฏิกริิยากับอนุภาคทอง 43 

11 การเปรียบเทียบขนาดของอนุภาคทองกอน (ก) และหลัง (ข) การเช่ือมดวย
แอนติบอด ีตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน กําลังขยาย 
200,000 เทา 43 

 
 



 

(4) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี หนา 

  
12 การกระจายของขนาดอนุภาคทองกอนและหลังการเช่ือมดวยแอนติบอดี 44 
13 การตรวจสอบปฏิกิริยาของอนุภาคทองกอนและหลังการเช่ือม MAb-CMV กับ

แอนติเจนชนดิตางๆ ดวยวิธี DIBA 45 
14 ความเขมสีท่ีเกิดจากการทําปฏิกิริยาระหวาง rabbit anti mouse IgG (RAM) 

บริเวณ control line กับแอนติบอดีท่ีเช่ือมกับอนุภาคทองท่ีถูกละลายตะกอนดวย 
storage buffer ท่ีอัตราสวนตางๆ กัน คือ 0.15 (ก) 0.3 (ข) และ 0.6 (ค) เทาของ
ปริมาตรทองเร่ิมตน 47 

15 ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนบนชุดตรวจสอบ เม่ือใช sample buffer ท่ีแตกตางกัน (ก) TBS, 
pH 7.4 (ข) TBST, pH 7.4 (ค) PBS, pH 7.4 (ง) PBST, pH 7.4 (จ) PB, pH 7.4 (ฉ) 
PBT, pH 7.4 (ช) DOA extraction buffer1, pH 7.4 (ซ) DOA extraction buffer2, 
pH 8.6 (ฌ) BIOREBA extraction buffer, pH 7.4  (ญ) Agdia general extraction 
buffer, pH 7.4 50 

16 การทดสอบความไวของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป ในการตรวจหาเช้ือไวรัสใบ
ดางแตงในน้ําค้ันใบยาสูบท่ีมีความเขมขนสุดทายเทากับ 50, 25,..., 0.012 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยการเจือจางแบบ 2 เทา 51 

17 ผลการเคล่ือนท่ีบนตัวกลางของฟอสฟาติดิลเอธานอลามีน (PE) กอนและหลังการ
เช่ือมดวย sulfo-SMCC cross linkerโดยใชเทคนิค thin layer chromatography 56 

18 การแยกไลโปโซมท่ีบรรจสีุ SRB โดยใช Sephadex G50-300 gel filtration 
column เปรียบเทียบสีของไลโปโซมกอน (ก) และหลัง (ข) การผานคอลัมน ไดไล
โปโซมลักษณะสีมวงขุนใน fraction แรก ในขณะท่ี fraction อ่ืนๆ เปนสี 
sulforhodamine B ท่ีไมถูกบรรจุในอนภุาคไลโปโซม 57 

19 อิมมูโนไลโปโซมภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต กําลังขยาย 100 เทา            
โดยไลโปโซมท่ีบรรจุสี sulforhodamine B เรืองแสงสีแดงเปนจุดเล็กๆ ภายใต          
ความยาวคล่ืน 586 นาโนเมตร 57 

   



 

(5) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี หนา 

  
20 การตรวจดูไลโปโซมภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

เปรียบเทียบไลโปโซมท่ีไมบรรจุสี (ก) และบรรจุสี SRB (ข) 58 
21 การตรวจสอบปฏิกิริยาของไลโปโซมกอนและหลังการเชื่อม MAb-CMV กับ

แอนติเจน   ชนิดตางๆ ดวยวิธี DIBA 58 
   
   
   
   
   
   

 
 



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
As  = Antiserum 
BCIP  = 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate 
CB  = Carbonate coating buffer 
CFA  = Complete Freund’s adjuvant 
CM  = Complete medium 
CMV  = Cucumber mosaic virus 
CMV-CP = Recombinant Cucumber mosaic virus coat protein 
CMV-KPS10 = Cucumber mosaic virus Kamphaeng Saen No.10 
DIBA  = Dot immunobinding assay 
DIECA  = Diethylthiocarbamic acid sodium salt 
DOPE  = 1, 2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-ethanolamine 
E0.1%

260 nm = Extinction coefficient 
GAM  = Goat anti-mouse IgG conjugated with alkaline phosphatase 
GAR  = Goat anti-rabbit IgG conjugated with alkaline phosphatase 
IFA  =  Incomplete Fruend’s adjuvant 
IgG  = Gamma-immunoglobulin 
IP  = Intraperitoneal injection 
M  =  Protein molecular weight markers 
MW  = Molecular weight 
NBT  =  Nitro blue tetrazolium salt 
NC  =  Nitrocellulose membrane 
Ns  =  Normal serum 
O.D. 260  = Optical density at 260 nanometer wavelength 
O.D. 280  = Optical density at 280 nanometer wavelength 
O.D. 405  = Optical density at 405 nanometer wavelength 
O.D. 412  = Optical density at 412 nanometer wavelength 
O.D. 520  = Optical density at 520 nanometer wavelength 
O.D. 595  = Optical density at 595 nanometer wavelength 
PAb  = Polyclonal antibody 



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ (ตอ) 
 
PAb-CMV =  anti-CMV polyclonal antibody 
PB  = Phosphate buffer 
PBT  = Phosphate buffer with 0.05% Tween-20 
PBS  = Phosphate buffer saline 
PBST  =  Phosphate buffer saline with 0.05% Tween-20 
PC   = Phosphatidylcholine 
PE  = Phosphatidyl ethanolamine 
PEG  =  Polyethylene glycol 
PNPP  = p-nitrophenyl phosphate 
PVP  =  Polyvinylpyrrolidone 
RAM  = Rabbit anti-mouse IgG 
SAS  =  saturated ammonium sulfate 
SC  =  Subcutaneous injection 
SDS-PAGE = Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
SK  = Skim milk 
SMCC = 4-(N-Maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylic acid N-

hydroxysuccinimide ester sodium salt 
SMCC-PE = Phosphatidyl ethanolamine conjugated with SMCC 
Sulfo-SMCC =  4-(N-Maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylic acid 3-sulfo-N-

hydroxysuccinimide ester sodium salt 
TAS-ELISA =  Triple antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay 
TBS  = Tris buffer saline 
TBST  = Tris buffer saline with 0.05% Tween-20 
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การพัฒนาชุดตรวจสอบแบบรวดเร็วเพ่ือตรวจหาเชื้อไวรัสใบดางแตงโดยใช                    
เทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟ 

 

Development of Rapid Test Kit for Detection of Cucumber Mosaic Virus by 
Immunochromatographic Technique 

 

คํานํา 
 

เช้ือไวรัสใบดางแตงหรือ Cucumber mosaic virus (CMV) เปนเช้ือไวรัสสาเหตุโรคพืชท่ี
สามารถกอโรคใหกับพืชไดหลายชนิด ท้ังในพืชใบเล้ียงเดี่ยว ใบเล้ียงคู พืชลมลุก ไมพุมและไมยืน
ตน ไดถึง 1,200 ชนิด เนื่องจากสายพันธุของเช้ือไวรัสชนิดนี้ท่ีพบในปจจุบันมีจํานวนมากและแต
ละสายพันธุมีความสามารถในการกอโรคท่ีแตกตางกัน อีกท้ังยังสามารถถายทอดโรคไปยังพืชอาศัย
ไดหลายวิธี จึงทําใหการแพรระบาดของเช้ือไวรัสเปนไปไดอยางรวดเร็ว ซ่ึงกอใหเกิดความเสียหาย
โดยตรงคือพืชตายหลังจากไดรับเช้ือไวรัสเนื่องจากความผิดปกติของระบบภายในตนพืช และโดย
ออมคือสงผลกระทบตอคุณภาพและปริมาณของผลผลิตไดมากถึง 15-100 เปอรเซ็นต ดังนั้นการ
ปองกันและควบคุมโรคท่ีเกดิจากเช้ือไวรัสใบดางแตงเพื่อลดการแพรระบาดจึงมีความจําเปนอยาง
มากในการรักษาปริมาณและคุณภาพผลผลิตของพืช ท้ังนี้หนทางการปองกันและควบคุมโรคท่ีเกดิ
จากเช้ือไวรัสชนิดนี้มีไดหลายวิธีเชน การใชสารเคมีฉีดพนกาํจดัเพล้ียออนแมลงพาหะ หรือการใช
พืชตานทานโรค อยางไรก็ตามวิธีการดังกลาวขางตนมีขอเสียคือการใชสารเคมีนอกจากจะสงผล
กระทบตอผูใชโดยตรงแลวยังสงผลกระทบตอสภาพแวดลอมอีกดวย ในขณะท่ีการสรางพืช
ตานทานตองใชระยะเวลานานในการศึกษา ทําใหในปจจบัุนไดมีการนาํเทคโนโลยีเทคโนโลยีการ
ตรวจวนิิจฉัยเช้ือไวรัสท่ีมีความแมนยํา รวดเร็วและไมยุงยากมาใช โดยเฉพาะเทคนิคทางดานซีรัม
วิทยา เชน Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) , Immunochromatographic strip (อิมมู
โนสตริป) เพือ่การตรวจสอบสวนของพืชกอนการปลูกหรือขยายพันธุ เชนการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ 
รวมท้ังสามารถใชในการเผาระวังเพื่อตรวจสอบและวางแผนการควบคุมโรคไมใหเกิดการระบาด
เม่ือมีการปลูกพืชไปแลว ทําใหเกิดประสิทธิภาพสูงในการปองกันกําจดัโรค นอกจากนี้ยังเปน
เทคนิคท่ีปฏิบัติไดงายและไมจําเปนตองอาศัยความชํานาญเฉพาะดาน ทําใหการตรวจสอบโรค
เปนไปไดกวางขวางมากยิ่งข้ึน สงผลดีตอการผลิตโดยภาพรวม  
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งานวิจยัคร้ังนีมี้วัตถุประสงคเพื่อพัฒนาชุดตรวจสอบเช้ือไวรัสใบดางแตงโดยใชเทคนิค 
immunochromatography และการศึกษาเบื้องตนเกีย่วกบัการใชไลโปโซมแทนอนุภาคทองในการ
ติดฉลากแอนติบอดี 
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วัตถุประสงค 
 
 

1. การพัฒนาชุดตรวจสอบเช้ือไวรัสใบดางแตงโดยใชเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟ 
 
2. การศึกษาเบ้ืองตนเกีย่วกับการใชไลโปโซมแทนอนุภาคทองในการติดฉลากแอนติบอดี 

เพื่อใชเปนตัวบงช้ีในชุดตรวจสอบ
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การตรวจเอกสาร 
 

ลักษณะโดยท่ัวไปของเชื้อไวรัสใบดางแตง  

 

เช้ือไวรัสใบดางแตงหรือ Cucumber mosaic virus (CMV) เปนไวรัสท่ีจดัอยูในสกุล 
Cucumovirus วงศ Bromoviridae (Roossinck, 2002) มีรายงานพบคร้ังแรกในแตงกวา (Cucumis 
sativus L.) ท่ีประเทศสหรัฐอเมริกา เม่ือป ค. ศ. 1900 (Brunt et al., 1996) อนุภาคของไวรัสมีรูปราง
ทรงกลม (icosahedral) ขนาดเสนผาศูนยกลาง 29 นาโนเมตร จีโนมเปนชนิดอารเอ็นเอสายเด่ียว 
(single-stranded RNA) แบบ positive sense คาการดูดกลืนแสงของอนุภาคไวรัสท่ี O.D.260 /O.D.280 
เทากับ 1.7 (Brunt et al., 1996) เช้ือไวรัส CMV สามารถคงทนตอความรอน (Thermal inactivation 
point, TIP) ได 55-70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ความสามารถในการกอโรคมีคาความเจือจาง
สูงสุด (Dilution end point, DEP) ท่ี 1:10,000–1:100,000 และความคงทนของอนุภาคไวรัสใน
สภาพหองปฎิบัติการ (Longevity in vitro, LIV) นาน 12-15 ช่ัวโมง (ธีระ, 2532; Brunt et al., 1996) 
ไวรัสชนิดนีพ้บไดในทุกสวนของพืชท่ีติดเช้ือ พบ inclusion bodies ของเช้ือไวรัสชนดินี้เปนแบบ
ผลึก (crystals) (Brunt et al., 1996; Gallitelli, 2000) 
 

ปจจุบันพบเช้ือไวรัส CMV หลายสายพันธุ (strains) และแตละสายพันธุมีความแตกตางกัน
ในดานชนิดของพืชอาศัย อาการโรค ความสัมพันธในการถายทอดโรคโดยแมลงพาหะ จากความ
แตกตางของสายพันธุเช้ือไวรัส CMV ในลักษณะดังกลาวขางตน จึงไดมีการจําแนกเชื้อไวรัส CMV 
ไดเปน 2 กลุมยอย คือ subgroup I และ subgroup II ตามชนิดและอาการท่ีพบในพืชอาศัยและ
ความสัมพันธทางซีร่ัมวิทยา (Singh et al., 1995) แตผลการศึกษา peptide mapping ในสวนของ
โปรตีนหอหุมอนุภาค nucleic acid hybridization และการจัดเรียงตัวของนิวคลีโอไทดทางดาน
ปลาย 5’ ท่ีไมแปรรหสั (5’ NTR) บน RNA-3 ของเช้ือ CMV สามารถแบง subgroup I ไดอีก 2 กลุม
ยอย คือ subgroup IA และ subgroup IB ท่ีเรียกโดยท่ัวไปวากลุม Asian strains เนื่องจากสายพันธุท่ี
อยูในกลุม IB มักพบทําความเสียหายใหกบัพืชอาศัยโดยท่ัวไปในแถบเอเชีย ( Gallitelli, 2000)  

 
พืชอาศัยของเชื้อไวรัส CMV ในปจจุบันมีรายงานวาเช้ือไวรัสชนิดนีส้ามารถกอโรคใหกับ

พืชไดถึง 1,200 ชนิด ใน 100 วงศ (Roossinck et al., 2001) ประกอบดวยพืชใบเลี้ยงเดี่ยว ใบเล้ียงคู 
พืชลมลุก ไมพุมและไมยืนตน (Stephen and Rebecca, 2004) ความเสียหายของพืชท่ีไดรับเช้ือไวรัส 
CMV นอกจากเปนเพราะชนิดของพืชอาศัย สายพันธุเช้ือไวรัสแลว ยังเกีย่วของกบั satellite (sat-
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RNA) ของไวรัสท่ีมีผลตอการพัฒนาอาการของโรคโดยการลดความรุนแรงของโรคหรือชักนําให
เกิดอาการของโรคแบบใหมๆ ท่ีรุนแรงกวาเดิมดังเชนการรายงานของ Kearney et al. (1990) พบวา
มะเขือเทศในประเทศฝร่ังเศสท่ีแสดงอาการแผลจุดสีน้ําตาล (necrosis) และตนมะเขือเทศตายอยาง
รวดเร็วเปนผลมาจากติดเช้ือไวรัส CMV ท่ีมี sat-RNA รวมอยูดวย 

 
การแพรระบาดของเช้ือไวรัส CMV สามารถถายทอดเช้ือไดโดยวิธีกล การถายทอดโดย

แมลงพาหะจําพวกเพล้ียออนกวา 60 ชนิด ความสัมพันธของการถายทอดเช้ือไวรัสกบัแมลงพาหะ
เปนแบบ non-persistent ท่ีสําคัญไดแก เพล้ียออนยาสูบ (Myzus persicae Sulz.) (Brunt et al.,1996; 
Montasser et al., 1991) ท่ีสามารถถายทอดเช้ือไวรัส CMV ไปยังพืชในวงศ Solanaceae, 
Cucurbitaceae, Leguminosae, Compositae และอีกชนดิหนึ่งคือเพล้ียออนฝายหรือเพล้ียออนแตง 
(Aphis gossypii) (Brunt et al., 1996; Montasser et al., 1991) นอกจากความสามารถในการถายทอด
เช้ือดังกลาวขางตนแลวนั้น เช้ือไวรัส CMV ยังสามารถถายทอดเช้ือผานทางเมล็ด (seed-
transmission) ในวงศ Leguminosae เชน Phaseolus vugaris ถ่ัว lentil (Lens culinaris L.) และ ถ่ัว 
lupin และ วงศ Cruciferae ซ่ึงปจจุบันเปนปจจยัท่ีสําคัญตอการกําหนดคุณภาพของธุรกิจการสงออก
เมล็ดพันธุ  

 
การตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสใบดางแตง 
 

การวินจิฉัยเช้ือสาเหตุโรคท่ีถูกตองถือเปนกระบวนการท่ีสําคัญข้ันตอนหน่ึงในการปองกัน 
กําจัดและควบคุมโรค วิธีการตรวจเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพ รวดเร็วและแมนยําจะสงผลใหการปองกัน
โรคเปนไปไดอยางรวดเร็วและมีประสิทธิภาพดวยเชนกนั ปจจุบันเทคโนโลยีท่ีเรียกวา diagnostic 
technology ไดเขามามีบทบาทตอการตรวจวินจิฉัยเช้ือไวรัสใบดางแตงอยางมาก เชน เทคนิคพีซี
อาร (polymerase chain reaction, PCR) โดยการเพิ่มปริมาณกรดนิวคลีอิค และเทคนคิอีไลซา 
(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) โดยการใชโพลีโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal 
antibody, PAb) และโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody, MAb) ท่ีจําเพาะตอเช้ือไวรัส
ซ่ึงเทคโนโลยีดังกลาวมีความไว (sensitivity) ในการตรวจเช้ือไวรัสไดถึงระดับนาโนกรัม อยางไรก็
ตามท้ังสองวิธีมีขอจํากัดคือตองใชเวลาในการตรวจสอบอยางนอย 2-3 ช่ัวโมงและกระบวนการ
ตรวจสอบตองอาศัยผูชํานาญการเฉพาะทางมาทําการวิเคราะห แมวาปจจุบันชุดตรวจสอบ 
(detection kits) ท่ีไดนําวิธีการทางดานอิมมูโนวิทยามาประยุกตใชรวมกบัเทคนิคทางโครมาโท-        
กราฟ (immunochomatography) ในการตรวจวินิจฉัยเช้ือไวรัสพืชจะใหผลการอานคาเร็ว มี
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ประสิทธิภาพ และสะดวกแลวก็ตาม แตชุดตรวจสอบดงักลาวยังจําเปนตองนําเขาจากตางประเทศ 
ซ่ึงมีราคาสูง ทําใหชุดตรวจสอบดังกลาวยงัไมถูกใชอยางแพรหลาย 

 
การตรวจสอบโดยวิธีอิมมูโนโครมาโทกราฟ (Immunochromatographic Assay) 
 
 เทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟหรือ lateral flow test ไดถูกพัฒนาข้ึนจากพื้นฐานของ 3 
เทคนิคคือ latex agglutination tests, sandwich assay และโครมาโทกราฟ โดย Yallow and Berson 
(1959) เพื่อใชตรวจหา anti-insulin antibodies ซ่ึงจะเปนตัวกําหนดระดับฮอรโมนอินซูลินในเลือด 
จากแนวคิดท่ีวาแอนติบอด ี2 ชนิดมีความจําเพาะตออิพิโทปท่ีแตกตางกนับนแอนติเจน ดังนั้นหาก
นําแอนติบอดชีนิดท่ีหนึ่งมาติดกับ solid support แลว เม่ือเติมตัวอยางท่ีมีแอนติเจนลงไป แอนติเจน
ท่ีอยูในตัวอยางจะถูกจับโดยแอนติบอดีท่ีติดกับ solid support แอนติเจนท่ีเกาะอยูกับแอนติบอดนีี้
จะถูกตรวจโดยแอนติบอดีตัวท่ีสองซ่ึงติดฉลากกับอนุภาค bead ท่ีมีขนาดตางกนัเชน latex bead, 
erythrocytes, colloidal dyes หรือ metal solution ทําใหสามารถอานคาปฏิกิริยาไดงายจากสี bead ท่ี
เกิดข้ึน (Garland et al, 1986; Borque et al, 1995) ท้ังนี้วัตถุประสงคของการพัฒนาเทคนิคดังกลาวก็
เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจสอบท่ีงายตอการนาํไปใช ใหผลการตรวจสอบในระยะเวลาท่ีรวดเร็ว 
สามารถอานผลไดดวยตนเองและไมจํากัดอยูในกลุมผูใชกลุมใดกลุมหนึ่ง (Ronald and Stimson, 
1998; http://www. bangslabs.com)  
 
 หลักการของเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟคือการนําแอนติบอดีมาติดฉลากกับอนุภาค 
bead ท่ีมีสี เม่ือใหแอนติบอดีท่ีติดฉลากทําปฏิกิริยากับแอนติเจนท่ีจําเพาะแลวจะเกดิเปน antigen- 
antibody complex โดย complex ดังกลาวจะเคล่ือนท่ีไปบน solid support ดวยแรง capillary flow 
จนมาถึงตําแหนงบน solid support ท่ีถูกเคลือบดวยแอนติบอดีอีกชนิดท่ีจําเพาะตอแอนติเจน 
บริเวณนี้เรียกวา test line ซ่ึง complex ขางตนจะถูกจับอยูท่ี test line เกดิใหเห็นเปนแถบสี การเกิด
แถบสีจะแปรผันตามปริมาณแอนติเจนท่ีพบในตัวอยาง ซ่ึงสามารถยืนยันความถูกตองของการ
ตรวจสอบไดจาก complex หรือแอนติบอดท่ีีเหลือจากการจับกันตรงตําแหนง test line ท่ีจะเคล่ือน
ตอไปบน solid support จนไปถึงบริเวณท่ีเคลือบแอนติบอดีอีกชนิด (secondary antibody, 2º Ab)   
เรียกบริเวณนีว้า control line ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนจากแอนติบอดีตัวแรกและแอนติบอดท่ีี control line 
นี้จะทําใหเกิดแถบสีอีกแถบหน่ึง (Garland et al, 1986; Borque et al, 1995;                              
http://www. bangslabs.com) 
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หลักการของปฏิกิริยาในเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟแบงเปน 2 แบบ ไดแก (1) แบบ 
Double antibody sandwich assay (DAS) ซ่ึงสวนใหญนิยมใชกับการตรวจแอนติเจนท่ีมีขนาดใหญ
และมี antigenic sites หลายชนิด สําหรับหลักการของวธีิการนี้เหมือนกับหลักการดงักลาวขางตน 
(ภาพท่ี 1ก) และ (2) แบบ competitive inhibition วิธีนี้นยิมใชตรวจแอนติเจนท่ีมีขนาดเล็กและมี 
antigenic sites เพียงหนึ่งชนดิเทานั้น หลักการของวิธีนี้คลายกับแบบ DAS แตท่ีแตกตางคือ
ตําแหนงของ test line จะถูกเคลือบดวยแอนติเจนชนิดเดยีวกับท่ีตองการตรวจสอบ ดงันั้นถาใน
ตัวอยางมีแอนติเจนอยูมากพอ แอนติบอดีจะจับกับแอนติเจนจนหมด และไมเหลือพอที่จะจับกับ
แอนติเจนท่ี test line เพราะฉะน้ันตําแหนง test line จะไมเกิดแถบสีใหเห็น (ภาพท่ี 1ข) ท้ังนี้ผลท่ี
อานไดจะแปรผกผันกับปริมาณแอนติเจนที่ตรวจพบในตัวอยาง 
(http://www.csl.gov.uk/prodserv/rds/lateral_flow_devices.htm.)  
 
 จากผลการตรวจสอบท่ีนอกจากสามารถอานไดดวยตาเปลา (yes/no) ใหผลถูกตอง รวดเร็ว 
สะดวกตอการพกพาและการใช นอกจากจะสามารถตรวจสอบผลไดดวยตนเองแลว ในปจจุบันได
มีการพัฒนาเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟใหสามารถตรวจสอบเช้ือไดมากกวาหนึ่งเช้ือโดยใช
แอนติบอดีติดฉลากกับเม็ดสีท่ีแตกตางกันไดสําเร็จ ทําใหวิธีการตรวจสอบโดยใชหลักการโคร
มาโทกราฟไดรับความนิยมท่ีจะนํามาใชตรวจสอบในงานทางดานการแพทย สัตว การเกษตร 
อุตสาหกรรมอาหารและสภาพแวดลอมเพ่ิมมากข้ึน (Van Weeman and Schuurs, 1971; Stimson 
and Sinclair, 1974)  
 

แมเทคนิคทางอิมมูโนวิทยาจะถูกนําไปประยุกตใชรวมกับเทคนิคทางชีวโมเลกุล เชน 
immunocapture-polymerase chain reaction (IC-PCR) (Varveri and Boutsika,1999) และเทคนิค
อ่ืนๆ ไดแก immunosensor เพื่อเพิ่มความไวในการตรวจสอบใหสูงมากก็ตาม (Ronald and 
Stimson, 1998) แตจากขอจํากัดของอุปกรณท่ีใชในการตรวจสอบและการอานผลท่ีมีราคาแพง 
ตองการผูเช่ียวชาญในการตรวจและอานผลจึงทําใหคาบริการสําหรับการวิเคราะหตัวอยางสูงตาม
ไปดวย ดังนั้นในปจจุบันเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟจึงไดถูกนํามาใชในการตรวจสอบและ
วินิจฉัยอยางแพรหลายแมความไวในการตรวจสอบบางตัวอยางจะนอยกวาการตรวจสอบดวยวิธี 
ELISA ท่ีนิยมใชกันในปจจบัุนแตก็สามารถนําวิธีการนีม้าใชคัดกรองตัวอยางจาํนวนมากใน
เบ้ืองตนไดอยางมีประสิทธิภาพ Smits et  al. (2001) ใชเทคนิค lateral flow assay ตรวจสอบ 
immunoglobulin M (IgM) จากผูปวยท่ีติดเช้ือ Leptospira sp. เปรียบเทียบกับเทคนิค ELISA แลว
พบวาเทคนิค lateral flow assay สามารถตรวจสอบตัวอยาง IgM จากผูปวยไดใกลเคียงกับการ
ตรวจสอบดวยเทคนิค ELISA แมจะมีความไวและความจําเพาะ (specificity) เพียง 85.8 เปอรเซ็นต  
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ภาพท่ี 1  เทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟชนิด Double Antibody Sandwich Assay (ก) และ  

 Competitive Assay (ข) 
ท่ีมา: http://www.csl.gov.uk/prodserv/rds/lateral_flow_devices.htm.  June 15th, 2005 
 
 
 
 
 
 

 

ก 

ข 
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และ 93.6 เปอรเซ็นต ตามลําดับเม่ือเทียบกบัการตรวจสอบดวยเทคนิค ELISA ท่ีมีความไว 89.3 
เปอรเซ็นต และมีความจําเพาะ 94.2 เปอรเซ็นต 

 
ตอมา Salomone and Roggero (2002) ไดนําเทคนิค lateral flow assay มาใชรวมกับเทคนิค 

ELISA ในงานการตรวจสอบเช้ือไวรัส Pepino Mosaic Virus สาเหตุโรคพืชไอโซเลทท่ีพบใน
ประเทศอิตาลี แลวพบวาเทคนิค lateral flow assay มีประสิทธิภาพในการตรวจสอบเช้ือไวรัสได
เทียบเทากับเทคนิค ELISA ในทุกตัวอยาง 

 
จากนั้นในป ค.ศ. 2003 เทคนิค lateral flow assay ไดถูกนํามาใชในงานตรวจสอบเก่ียวกับ

เช้ืออาวุธชีวภาพไดสําเร็จ (Anne and Leonard , 2003) นอกจากนี้ Buhrer-Sekula   et al. (2003) ยัง
ไดประยุกตใชเทคนิค lateral flow assay เพือ่ตรวจสอบและจําแนกเช้ือ Leprosy เชนเดียวกับ 
Greenwald et al. (2003) และ Cazacu et al. (2003) ท่ีใชเทคนิค lateral flow assay ตรวจสอบเช้ือ 
Mycobacterium bovis ท่ีกอโรคกับ Badger และเช้ือ Influenza virus ไดดวยเชนกัน 

 
สําหรับประเทศไทยเทคนิค lateral flow assay ไดถูกนํามาใชในงานตรวจสอบทางดาน

การแพทยอยางกวางขวางแลวเชนกัน ดังการรายงานของ Buddhirakkul et al. (2004) ท่ีประสบ
ความสําเร็จในการพฒันาชุดตรวจสอบ lateral flow assay เพื่อใชในการตรวจสอบเช้ือไวรัสตับ
อักเสบบี (Hepatitis B Virus) จากผูปวยท่ีติดเช้ือวาใกลเคียงกับผลการตรวจดวยวิธี ELISA และการ
รายงานของประสิทธ์ิ (2547) ท่ีสามารถผลิตชุดตรวจสารอะฟลาทอกซินซ่ึงเปนสารพิษท่ีกอใหเกดิ
มะเร็งไดสําเร็จเปนรายแรกของเอเชีย ท้ังนี้ชุดตรวจสอบดังกลาวมีความไวสามารถตรวจพบสารพิษ
ไดแมมีสารพษิในตัวอยางเพียง 20 พีพีบี ซ่ึงนอกจากชุดตรวจสอบท่ีผลิตนี้จะมีราคาถูกกวาชุด
ตรวจสอบ ELISA ท่ีมีจําหนายถึง 70 บาทตอการตรวจสอบหนึ่งตัวอยางแลว ผูใชไดแก โรงงาน
อาหารสัตว กลุมคาวัตถุดิบอาหารสัตว เกษตรกร ผูผลิตธัญพืชตางๆ และหนวยบริการควบคุม
คุณภาพ สามารถใชงานไดงายเพยีงแคบดตัวอยางในแอลกอฮอลแลวเจือจางดวยน้ํา นําไปหยดลง
ไปในแถบทดสอบ ในระยะเวลาเพียง 20 นาที ถามีสารอะฟลาทอกซินจะปรากฏแถบสีมวงเพียง 1 
แถบ ในขณะที่ถาไมมีสารอะฟลาทอกซินในตัวอยางกจ็ะปรากฏแถบสีมวงใหเห็น 2 แถบ 

 
แมผลความไวและความจําเพาะของการตรวจสอบดวยเทคนิค lateral flow assay ท่ีไดใน

บางคร้ังยังไมสามารถเทียบเคียงกับผลจากวิธี ELISA ก็ตาม แตจากขอดีของเทคนิคดงักลาวขางตน 
ทําใหนกัวิทยาศาสตรท้ังหลายพยายามท่ีจะศึกษาและปรับปรุงองคประกอบซ่ึงเปนระบบของ 
lateral flow เทคนิคอยูเสมอ 
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องคประกอบท่ีสําคัญของชดุตรวจสอบอิมมูโนโครมาโทกราฟคสตริป 
 
 โครงสรางของชุดตรวจสอบท่ีใชเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟท่ีเรียกวา อิมมูโนโคร
มาโทกราฟคสตริป หรืออิมมูโนสตริป มีสวนประกอบสําคัญไดแก backing pad, sample pad, 
releasing pad (CRP), detector, nitrocellulose และ absorption pad (AP) 
(http://www.millipore.com. 2005) 
  

สวนของ backing pad ทําหนาท่ีคํ้าจุน (support) องคประกอบตางๆ ไดแก sample pad, 
releasing pad, nitrocellulose และ absorption pad ใหเปนโครงสรางของชุดตรวจสอบที่สมบูรณ 
backing pad ท่ีใชสวนใหญทํามาจากโพลีเอสเตอร (polyester) หนาประมาณ 0.25-1 มิลลิเมตร
(http://www.millipore.com. 2005) 
 
 sample pad มีหนาท่ีรับตัวอยางโดยตรง และเกี่ยวของกบัการควบคุมอัตราการไหลของ
ตัวอยางไปยังสวนของ releasing pad โดยทั่วไป sample pad ท่ีใชจะมีอยู 2 แบบ คือ woven meshes 
และ cellulose filters (Buddhirakkul et al., 2004; http://www.bangslab.com. 2005)ซ่ึง woven 
meshs หรือบางคร้ังเรียกวา screens มีคุณสมบัติท่ีดีซ่ึงทําใหตัวอยางมีการกระจายตัวอยางสมํ่าเสมอ
บน SAP มีความแข็งแรงเม่ือเปยกน้ํา ไมฉีกขาด แตมี sample volume หรือความสามารถในการรับ
ตัวอยางไดตํ่า คือ ประมาณ 1-2 ไมโครลิตรตอตารางเซนติเมตร และราคาแพงเม่ือเทียบกับวัสดุชนดิ
อ่ืน สวน cellulose filter มีคุณสมบัติตรงขามคือ มีความหนา (> 250 ไมครอน) ไมแข็งแรง แตราคา
ไมแพง สามารถรองรับตัวอยางไดมาก คือ มากกวา 25 ไมโครลิตรตอตารางเซนติเมตร ซ่ึง
คุณสมบัตินี้เหมาะกับตัวอยางบางชนิดท่ีตองการใหสามารถรองรับตัวอยางปริมาตรสูงได เชน การ
ตรวจตัวอยางในปสสาวะผูปวย เปนตน (http://www.millipore.com. 2005) 
 
  releasing pad มีหนาท่ีสําคัญนอกจากจะเปนสวนท่ีเก็บรักษา detector (antibody 
conjugate) แลวยังทําหนาท่ีเสมือนตัวสง detector ไปยัง test line และ control line เพราะฉะน้ันการ
เลือก releasing pad ชนิดใดมาใชในงานทดลองจึงถือเปนสวนสําคัญ ท้ังนี้ในปจจุบันชนิดของ 
releasing pad ท่ีนํามาใชไดแกชนิดท่ีเปน cellulose glass และ plastic (เชน polyester และ 
polypropylene เปนตน) (http://www.millipore.com. 2005) 
 
  nitrocellulose ท่ีใชในเทคนิคดาน lateral flow assay นอกจากจะถูกออกแบบมาใหยึดเกาะ
กับโปรตีน (แอนติบอดีและแอนติเจน) ไดดีแลว ขนาดรูพรุนของแผน nitrocellulose แตละชนดิก็
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แตกตางกันตามไปดวย ท้ังนีข้นาดรูพรุนของแผน nitrocellulose จะแปรผันตามอัตราเร็วของการ
เคล่ือนท่ีของสารละลายกลาวคือแผน nitrocellulose ท่ีมีรูพรุนขนาดใหญการเคล่ือนท่ีของ
สารละลายตัวอยางจะเปนไปอยางรวดเร็ว ซ่ึงในบางคร้ังอาจเร็วมากจนทําใหแอนติบอดีและ
แอนติเจนไมสามารถทําปฏิกิกิริยากนัได อาจมีผลตอความไวของปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนได นอกจาก
ปจจัยทางโครงสรางดังกลาวแลว ความหนาของแผน nitrocellulose ก็ยังเปนอีกปจจยัหนึ่งท่ี
เกี่ยวของกับอัตราเร็วในการไหลของสารละลายท่ีตองคํานึงถึงดวยเชนกัน 
(http://www.millipore.com. 2005) 
 
 absorption pad มีหนาท่ีชวยเพ่ิมแรงดึงของแรง capillary เม่ือสารละลายเคล่ือนท่ี ดังนั้น
ขอดีของการใช absorption pad คือชวยเพิม่ปริมาตรและระยะเวลาของสารละลายท่ีเคล่ือนท่ีผาน 
test line และ control line มากข้ึนทําใหปฏิกิริยาเกดิไดดมีากยิ่งข้ึน (http://www.millipore.com. 
2005)  
 

อยางไรก็ตามปฏิกิริยาของอิมมูโนโครมาโทกราฟจะเกิดไมไดถาขาดสวนของ detector ท่ี
ประกอบดวย 2 องคประกอบท่ีสําคัญคือ แอนติบอดแีละ bead สีตางๆ  
 

แอนติบอดีท่ีใชในปฏิกิริยาสามารถแบงไดเปน 3 ชนดิ คือ 1) แอนติบอดีซ่ึงจําเพาะตอ
แอนติเจน และใชเคลือบสวนของ test line 2) แอนติบอดซ่ึีงจําเพาะตอแอนติเจนและใชติดฉลากกบั 
bead โดยจะเคลือบอยูในสวนของ releasing pad และ 3) แอนติบอดีซ่ึงจําเพาะตอแอนติบอดีท่ีถูก
ติดฉลาก ซ่ึงเคลือบอยูท่ีสวนของ control line ท้ังนี้การเลือกใชแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอแอนติเจน 2 
ชนิด มีขอจํากดัอยูท่ีการมตํีาแหนงจับกับ antigenic site บนผิวของแอนติเจนท่ีตางกันดวย ซ่ึงอาจใช
แอนติบอดีชนดิท่ีเปนโพลีโคลนอลแอนติบอดีหรือโมโนโคลนอลแอนติบอดีอยางใดอยางหนึ่ง
หรือท้ัง 2 ชนดิ รวมกนัก็ได (http://www.millipore.com. 2005) ดังเชนการพัฒนาชุดตรวจสอบอิมมู
โนโครมาโทกราฟเพื่อตรวจสอบโรคไวรัสตับอักเสบบีของ Buddhirakkul et al. (2004) ไดมี
รายงานการใชแอนติบอดีชนดิโมโนโคลนอลแอนติบอดท่ีีจําเพาะตอไวรัสตับอักเสบบีคือ HB3 มา
ใชติดฉลากกบั beads และ HB4 ซ่ึงถูกนํามาเคลือบ test line แลวประสบความสําเร็จสามารถ
นํามาใชตรวจแอนติซีรัมจากผูปวยได 

 
นอกจากปจจยัสําคัญขางตนท่ีกลาวแลว ปจจัยสุดทายท่ีเปนตัวบงช้ี (marker) การทํา

ปฏิกิริยากันระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีคือ เม็ดสีชนิดตางๆ ไดแก latex bead, erythrocytes, 
colloidal dyes หรือ metal solution (Garland et al, 1986; Borque et al, 1995) และเม่ือไมนานมานี้
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ไดมีการประยกุตใชไลโปโซมมากักเก็บสี (dye) เพื่อใชเปน marker แทนเม็ดสีท่ีมีจําหนายในรูป
ทางการคา เนือ่งจากเม็ดสีดงักลาวมีราคาคอนขางสูง ซ่ึงจะสงผลใหราคาตนทุนในการผลิตชุด
ตรวจสอบสูงตามไปดวย 

 
ไลโปโซม 
 
 ไลโปโซม (liposome) มีลักษณะเปนถุงเล็ก (vesicle) ของสารไขมันท่ีกระจายในน้ําภายใน
บรรจุสารละลาย ถูกคนพบคร้ังแรกโดย Bangham et al ในป ค.ศ. 1965 โครงสรางของไลโปโซม
เกิดจากโมเลกลุของสารไขมันประเภทฟอสโฟลิปด (phospholipid) ตัวอยางไดแก ฟอสฟาทิดิลโค
ลีน (phosphatidylcholine, PC) และเลซิติน (lecithin) ท่ีสามารถจัดเรียงตัวเปนผนังลิปด 2 ช้ัน สลับ
กับช้ันโมเลกุลของนํ้า ซ่ึงในขณะท่ีเกิดไลโปโซมจะมีการกักเก็บสารไวภายในอนภุาคเกิดข้ึนพรอม
กัน หากพิจารณาจากการจัดเรียงตัวของผนงัลิปดดังกลาวสามารถกําหนดประเภทของไลโปโซม
ตามขนาดและจํานวนผนังลิปด 2 ช้ันของไลโปโซมได 3 ประเภท คือ ไลโปโซมขนาดเล็กท่ีมีลิปด
สองช้ันเพียงแถวเดียว (small unilamella vesicle, SUVs) มีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 20-50 
นาโนเมตร ไลโปโซมขนาดใหญท่ีมีลิปดสองช้ันเพียงแถวเดียว (Large unilamella vesicle, LUVs) 
มีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 100-1,000 นาโนเมตร และไลโปโซมประเภทท่ีมีลิปดสองช้ัน
หลายแถว (multilamellar vesicle, MLVs) มีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 50 นาโนเมตร จนถึง
หลายไมโครเมตร (New, 1990; Jean and Pierre, 1995) ซ่ึงการเกิดไลโปโซมจะเปนประเภทใดนั้น
ข้ึนอยูกับวิธีการเตรียม 
 

การเตรียมไลโปโซมสามารถทําไดงายและหลายวิธี อาจเร่ิมต้ังแตการเตรียมโดยการละลาย
สวนผสมของสารไขมันในตัวทําละลายอินทรีย จากนั้นนํามาระเหยโดยใชเคร่ือง rotary evaporator 
เพื่อกําจดัตัวทําละลายอินทรียออกภายใตระบบสุญญากาศ จนเหลือไขมันเคลือบเปนแผนฟลม
บางๆ ท่ีผิวของภาชนะ เติมสารท่ีตองการกกัเก็บลงไปแลวเขยาดวยมือ แผนฟลมจะคอยๆหลุดออก
จากผิวภาชนะจะไดสารแขวนลอยของไลโปโซมชนิด MLVs (Bangham et al., 1965) นอกจากนี้
สามารถทําไดดวยการนําสวนผสมของไขมันผสมกับสารละลายท่ีตองการกักเก็บมาผานเขาเคร่ือง
โฮโมจิไนซความดันสูง 2,000-20,000 ปอนดตอตารางนิ้ว (high pressure homogenization) ใน
ระหวางท่ีสวนผสมผานเขาเคร่ืองโฮโมจิไนซจะเกดิแรงเฉือนทําใหโมเลกุลไขมันในสารละลายเกิด
เปนไลโปโซมประเภท SUVs ท่ีกักเก็บสารไวภายในได (Brandl et al., 1993) หรือการใชเคร่ือง
คล่ืนความถ่ีสูง (sonicator) ซ่ึงเปนวิธีเตรียมไลโปโซมชนิด SUVs จาก MLVs โดยการนําไลโปโซม
ชนิด MLVs มาใสในเคร่ืองคลื่นความถ่ีสูง คล่ืนเสียงจะทําใหไลโปโซมแตกออกแลวกลับมาเรียง
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กันใหมทําใหไดไลโปโซมชนิด SUVs (Singh et al., 2000) ท้ังนี้การจะเตรียมไลโปโซมดวยวิธีใดก็
ข้ึนอยูกับชนดิของไลโปโซมท่ีตองการจะไดและวัตถุประสงคของการนําไปใช 

 
นอกจากคุณสมบัติท่ีสามารถกักเก็บโมเลกุลของสารไดจํานวนมากไวภายในอนภุาคได

แลว บนผิวของไลโปโซมยังมีคุณสมบัติท่ีสามารถยึดติดกับโมเลกุลชนดิใดก็ได จากคุณสมบัติ
ดังกลาวไดมีการนําไลโปโซมมาประยุกตใชในดานการแพทย ดังเชน Park and Durst  (2000) ได
ประยุกตใชไลโปโซมในการรักษาผูปวยท่ีเปนโรคมะเร็งแทนการใชรังสี โดยติดฉลากไลโปโซมท่ี
กักเก็บยารักษาโรคมะเร็งเขากับแอนติบอดท่ีีจําเพาะตอเซลลมะเร็งคือ anti-HER2 monoclonal 
antibody เม่ือไลโปโซมถูกนําสงเขาสูรางกายจะไปจับกับเซลลมะเร็งไดโดยตรงจากความจําเพาะ
ของ anti-HER2 MAb ท่ีเกาะอยูบนผิวของไลโปโซม ตัวยาท่ีอยูในไลโปโซมจะคอยๆ ถูก
ปลดปลอยออกมา ซ่ึงวิธีดังกลาวจะชวยเพิ่มความจําเพาะในการรักษามากยิ่งข้ึน ตอมา Liang et al. 
(2003) ไดใชไลโปโซมแทนการใช adjuvant โดยใหไลโปโซมกักเก็บ recombinant protein 
hepatitis B surface antigen (HBsAg) ซ่ึงใชเปนวัคซีนและนําสงเขาสูรางกายคนแทนการฉีดวัคซีน
เขาไปในรางกายโดยตรง เปนตน นอกจากนี้ไลโปโซมไดถูกนํามาใชทางดานผลิตภณัฑอาหารโดย
กักเก็บสารท่ีใหรสและสีหรือแมกระท่ังสารกันเสียเพื่อรักษาคุณภาพของอาหารใหดยีิ่งข้ึน Picon et 
al. (1994) รายงานวาใชไลโปโซมท่ีเตรียมไดจากเลซิตินของถ่ัวเหลืองมากักเก็บเอนไซม chymosin, 
neutral proteinase และ cryopsin เพื่อชวยเรงการบมเนยแข็งไดเร็วกวาการเติมเอนไซมปกติ สําหรับ
ในดานผลิตภณัฑยาและเคร่ืองสําอาง ไดมีรายงานการใชไลโปโซมในการกักเก็บยาปฏิชีวนะ 
amphoteric B และ ยา tetracaine (Tungjairukkandee, 1993; Chantasart, 1996) และสารท่ีใหความ
ชุมช้ืน ชะลอการเกิดร้ิวรอยกอนวัย เชน วิตามินอีและซี เปนตน (Bernhard et al., 1991; Kirby and 
Gregoriadis, 1984; Philippot and Schuber, 1995; Ruysschaert et al., 2004; Gomez-Hens and 
Fernandez-Romero, 2005) นอกจากบทบาทของไลโปโซมดังกลาวขางตนแลว ปจจบัุนไดมีการ
นําไลโปโซมมาประยุกตใชในงานดานการตรวจสอบ (detection) ทางอิมมูโนวิทยาที่เรียกวาเทคนคิ
อิมมูโนไลโปโซมเพิ่มมากข้ึนดวยเชนกัน 
 
การประยุกตใชไลโปโซมในการตรวจสอบดวยเทคนิคอิมมูโนวิทยา  
 

คุณสมบัติของไลโปโซมท่ีสามารถกกัเก็บโมเลกุลของสารไดจํานวนมาก (large number) 
ประกอบกับบริเวณผิวของไลโปโซมท่ีสามารถยึดติด (conjugate) กับโมเลกุลขนาดเล็กไดหลาย
ชนิด ใชระยะเวลาในการเตรียมไมนานและสามารถเก็บรักษาไดในระยะเวลาท่ียาวนาน (Roberts 
and Durst, 1995; Park and Durst, 2000; Gomez-Hens and Fernandez-Romero, 2005) จึงไดมี
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ผูนําไลโปโซมมาใชในงานดานการตรวจวินิจฉัยทางดานอิมมูโนวิทยา เพื่อเพิ่มความจําเพาะและ
ความไวของปฏิกิริยาในการตรวจสอบใหเพิ่มมากข้ึน ดังรายงานของ Kubotsu et al. (1992) ท่ีใช
เทคนิค liposome immunoassay เพื่อตรวจหายา phenytoin (PHT) , phenobarbital (PB) และ ยา 
carbamazepine (CBZ) ซ่ึงใชรักษาโรคมะเร็ง จากซีรัมของผูปวย โดยดูจากปฏิกิริยาการร่ัวซึม 
(immunolysis) ของสาร glucose-6-phosphate dehydrogenase ท่ีกักเกบ็ในไลโปโซม  

 
ตอมาในป ค.ศ. 2000 Tsukagoshi et al. ไดใชวิธี immunoliposome assay รวมกับวิธี 

chemiluminescence system ตรวจหา albumin protein จากคน โดยการติดฉลาก human serum 
albumin (HSA) กับไลโปโซมท่ีใหกักเกบ็สารเรืองแสง fluorescamine (FR) ตรวจสอบการทํา
ปฏิกิริยาระหวาง albumin protein กับ HSA (bound/free) จากการเรืองแสงของ FR ผลท่ีไดพบวา
สามารถตรวจ albumin protein ไดถึง 1x10-6 - 5x10-4 โมลาร นอกจากนีว้ิธีการดังกลาวสามารถขจัด
ปญหาของผลท่ีเปน false positive ไดอีกดวย หลังจากนัน้ Singh et al. (2000) ไดนําวธีิการดังกลาว
มาใชตรวจสอบ gangliosides ซ่ึงเปน receptor ของสารพิษ cholera toxin ท่ีมีความเปนพิษตอระบบ
หายใจ ซ่ึงผลิตจากเช้ือแบคทีเรีย Vibrio cholerae พบวาการใชวิธีการ immunoliposome assay 
รวมกับวิธี chemiluminescence system ชวยเพิ่มความไวของการตรวจมากข้ึนถึง 10-8 โมลาร 

 
Alfonta et al. (2001) ประยุกตใชไลโปโซมโดยการติดฉลากกับ biotin และ horseradish 

peroxidase เพื่อเพิ่มความไวในการตรวจสอบแอนติเจน dinitrophynyl–L-cysteine ของ anti-
dinitrophenyl antibody ซ่ึงสามารถตรวจ dinitrophenyl –L-cysteine ไดตํ่ากวา 6.5x10-13 M ในขณะ
ท่ีใช anti-dinitrophenyl antibody ความเขมขนเพียง 1x10-11 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 ในป ค.ศ. 2004 Ho et al. รายงานวาไดใชวิธี immunoliposome assay รวมกับวิธี 
immunosensor ตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli O157: H7 ซ่ึงผลท่ีไดพบวาวิธีการดังกลาวมี
ความไวสามารถตรวจพบเช้ือแบคทีเรียแมมีเพียง 360 เซลลตอมิลลิลิตร 
 
เทคนิคอิมมูโนไลโปโซมกับการประยุกตตรวจสอบดวยวิธีอิมมูโนโครมาโทกราฟ 
 
 มีรายงานการนําเทคนิค immunoliposome มาใชรวมกับเทคนิคการตรวจสอบแบบ 
immunochromatography เร่ิมต้ังแตในป ค.ศ. 1995 โดย Roberts and Durst ท่ีประสบความสําเร็จใน
การตรวจสาร polychlorinated biphenyl (PCBs) ซ่ึงเปนผลผลิตท่ีไดจากการกล่ันน้ํามัน และพบ
ปนเปอนในสภาพแวดลอม โดยใชไลโปโซมกักเก็บสารเรืองแสงฟลูออเรสเซนส (fluorescence) 
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แลวอานผลการตรวจสอบจากการทําปฏิกิริยาระหวาง PCBs ซ่ึงติดฉลากอยูกับไลโปโซมกับ anti-
PCBs antibody จากปฏิกิริยาการเกิด lysis (competitive) ของสารเรืองแสงเปรียบเทียบกับวิธีการ
ตรวจสอบแบบ non-competitive พบวาวิธีการ competitive มีความไวในการตรวจสอบสาร PCBs 
ไดถึง 0.4 นาโนโมลล ในเวลา 8 นาที ในขณะท่ีวิธีการตรวจสอบแบบ non-competitive มีความไว
สามารถตรวจสอบสาร PCBs ไดถึง 2.6 พิโคโมลล ในเวลา 23 นาที  
 
 จากนั้นในปค.ศ. 2000 Park and Durst ไดรายงานความสําเร็จในการใชเทคนิค 
immunoliposome assay รวมกับเทคนิค immunochromatography ในรูปแบบปฏิกิริยา non-
competitive ตรวจสอบเช้ือแบคทีเรีย E.coli O157: H7 พบวามีความไวในการตรวจเช้ือแบคทีเรียท่ี
ความเขมขนตํ่าสุดถึง 104 CFU/ml โดยใชเวลาเพียง 8 นาที  
 
 ตอมาในปค.ศ. 2002 Ho and Roberts ไดใชปฏิกิริยาแบบ competitive ตรวจสอบสารพิษ 
aflatoxin B1 (AFB1) โดยใชเทคนิค immunoliposome-immunochromatography พบวาสามารถ
ตรวจสอบสารพิษ AFB1 ไดท่ีระดับความเขมขนเพียง 18 นาโนกรัม 
 
 ในปค.ศ. 2005 Chen et al. ไดทดลองใช protein G ติดฉลากกับแอนติบอดีตอเช้ือแบคทีเรีย 
E. coli O157: H7 เพื่อเพิ่มความแข็งแรง (stable) ของปฏิกิริยา กอนท่ีจะนําแอนติบอดีมาติดฉลาก
กับไลโปโซมท่ีใหกกัเก็บสารเรืองแสง sulforhodamine G และตรวจสอบเช้ือแบคทีเรีย โดยใช
เทคนิค immunochromatography ในรูปแบบปฏิกิริยา non-competitive พบวาสามารถตรวจสอบเช้ือ 
E. coli O157: H7 ไดท่ีระดับความเขมขน 100 CFU/ml ในเวลาเพยีง 30 นาที จากงานทดลอง
ดังกลาว Chen et al. สามารถสรุปไดวา protein G ชวยเพิม่ความแข็งแรงของปฏิกิริยาระหวางไลโป
โซมกับแอนติบอดีเพิ่มมากข้ึนสงผลใหการตรวจสอบมีความไวมากข้ึนกวาเดิมดังการรายงานของ 
Park and Durst (2000) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  การเตรียมแอนติเจนท่ีใชในการทดลอง 
 
 1.1  การแยกเชื้อไวรัสใบดางแตงใหบริสุทธ์ิ 

 
 เพิ่มปริมาณเช้ือ ไอโซเลท KPS10 (CMV-KPS) (ไดรับการอนุเคราะหจาก ดร.สุจินต            
ภัทรภวูดล) เพื่อใชเปนแอนติเจนในการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี โดยปลูกเช้ือลงบนยาสูบ 
Nicotiana tabacum อายุ 30 วัน หลังจากปลูกเช้ือแลว 14-21 วัน เก็บใบยาสูบมาลางและผ่ึงใหหมาด 
แยกเช้ือไวรัสใหบริสุทธ์ิโดยดัดแปลงจากวิธีของ Mossop et al. (1976) โดยบดใบยาสบูใน 
extraction buffer pH 8.0 [0.1 M Na2HPO4 buffer, 0.1% Na-diethyldithiocarbamic acid sodium salt 
(Na-DIECA) (w/v), 0.1% Thioglycolic acid (v/v)] อัตราสวนใบยาสูบ 1 กรัมตอบัฟเฟอร 3 
มิลลิลิตร กรองน้ําค้ันดวยผาขาวบาง ปนตกตะกอนเศษซากพืชท่ี 8,000 xg อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที เก็บสวนน้ําใส เติม Triton-X-100 ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 2% กวนตอ
เปนเวลา 15 นาที ปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนไวรัสท่ี 78,000 xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2 
ช่ัวโมง ละลายตะกอนดวย extraction buffer ปริมาตร 0.1 เทาของปริมาตรเร่ิมตน ปนเหวี่ยงท่ี  
5,000 xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที นําสวนน้ําใสเติมลงบนสารละลายซูโครสความ
เขมขน 10% ใน resuspension buffer (0.1 M Na2HPO4, pH 8.0) โดยเติมเบาๆ ใหแยกชั้นกับ
สารละลายซูโครส ปนตกตะกอนไวรัสท่ีความเร็ว 144,000 xg ละลายตะกอนท่ีไดใน resuspension 
buffer (1 มิลลิลิตร/ 15 กรัมของน้ําหนักพชืเร่ิมตน) จะไดไวรัสใบดางแตงคอนขางบริสุทธ์ิ 
(partially putified virus)  เพือ่นําไปแยกใหบริสุทธ์ิมากข้ึนโดยวิธี sucrose gradients centrifugation 
ตอไป 
 

 เตรียมสารละลายน้ําตาลซูโครส ความเขมขน 25, 15, 10 และ 5% ใน resuspension 
buffer  ดูดสารละลายซูโครสปริมาตร 3.63, 3, 3 และ 2.23 มิลลิลิตร ตามลําดับความเขมขน เติมลง
ในหลอดปนชนิดใส (ultraclear centrifuge tube) เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส นานขามคืน จากนั้นเติม 
สารละลายไวรัสคอนขางบริสุทธ์ิ ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ท่ีผิวหนาของช้ันซูโครส ปนเหวี่ยงท่ี 
96,000 xg  อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส นาน 2.5 ช่ัวโมง ใน swinging bucket rotor (SW.41 Ti rotor) 
ดูดแถบไวรัส นํามาเจือจางดวย resuspension buffer ปริมาตรท่ีเหมาะสม ปนตกตะกอนไวรัสท่ี 
78,000 xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2.5 ช่ัวโมง ละลายตะกอนใน storage buffer (10mM 
sodium borate buffer, pH 7.5) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร วัดคาการดูดกลืนแสงของไวรัสดวยเคร่ืองสเปค
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โตรโฟโตมิเตอรท่ีคาการดูดกลืนแสง 260 นาโนเมตร และนํามาคํานวณหาความเขมขนของไวรัสท่ี
สกัดไดตามสูตร C = O.D.260/E260 nm

0.1% โดยคา E260 nm
0.1%  ของเช้ือ CMV เทากับ 5.0 (Franki et al., 

2004) ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเช้ือไวรัสท่ีแยกไดดวยวิธี sodium dodecyl sulfate - 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  และคํานวณหาคาความบริสุทธ์ิของไวรัสจาก
สัดสวนของคาการดูดกลืนแสงท่ี O.D.260/O.D.280 ซ่ึงเทากับ 1.7 (Brunt et al.,1996) 
 

1.2  การสกัดโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือไวรัสใบดางแตงจาก Escherichia coli DH5α ท่ี
ไดรับการถายยีน 

 

 เล้ียงเช้ือ E.coli DH5α ท่ีไดรับการถายยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค จาก recombinant 
expression vector ท่ีมีช้ินสวนของยีน CMV-CP (pQE80L-CMV-CP) (ไดรับความอนุเคราะหจาก 
คุณสรรชัย จันทะจร) ไอโซเลท SG โดยเล้ียงในอาหาร LB 50 มิลลิลิตร เติมแอมพิซิลลิน 100 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และกานามัยซิน 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เขยาท่ีความเร็ว 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน ถายเช้ือท่ีไดในอาหารชนิดเดยีวกัน ปริมาตร 950 มิลลิลิตร 
ในขวด 2 ลิตร เขยาท่ีความเร็ว 250 รอบตอนาที ท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เติม
สารละลาย Isopropyl-ß-D-thiogalactopyranoside (IPTG) ใหไดความเขมขนสุดทาย 1 mM ลงใน 
bacterial culture และเล้ียงตอไปอีก 5 ช่ัวโมง ความเร็ว 250 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ปนตกตะกอนเซลลแบคทีเรียท่ีความเร็ว 4,000 xg นาน 20 นาที ละลายตะกอนเซลลใน lysis buffer 
(8 M urea, 50 mM Tris และ 0.3 M NaCl pH 8.0) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร freeze – thaw สารละลาย
เซลล 3 คร้ัง นํามา sonicate คร้ังละ 15 วินาที 6 คร้ัง โดยสลับดวยการแชบนน้ําแข็ง ปนตกตะกอนท่ี 
10,000 xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ตกตะกอนสวนน้ําใส ดวยสารละลาย saturated 
ammonium sulfate (SAS) อัตราสวน soluble protein : SAS = 3:2 (ความเขมขนสุดทายเทากับ 40%) 
กวนเปนเวลา 1 ชม. ท่ี 4 องศาเซลเซียส  ปนตกตะกอนโปรตีนในสารละลาย ท่ีความเร็ว 8,000 รอบ
ตอนาที นาน 20 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส ละลายตะกอนใน 0.5x PBS (phosphate buffer saline, pH 
7.2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผานสารละลายโปรตีนลงในคอลัมน Ni-NTA (Nickel-nitriloacetic acid) 
agarose (Qiagen, USA) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยลางคอลัมนดวย lysis buffer pH 8.0 ปริมาตร 3 
เทาของปริมาตรคอลัมน  กอนการผานสารละลายโปรตีนลงในคอลัมน หลังจากผานสารละลาย
โปรตีนในคอลัมนแลว ลางโปรตีนอ่ืนๆ ออกจากคอลัมนดวย washing buffer (8 M Urea, 50 mM 
Tris และ 0.3 M NaCl, pH 6.3 + 10% Ethanol) ปริมาตร 10 เทาของปริมาตรคอลัมน จากนั้นชะะ
คอลัมนดวย elution buffer (8 M Urea, 50 mM Tris และ 0.3 M NaCl, pH 4.5) ปริมาตร 12 
มิลลิลิตร เก็บ eluate fraction จํานวน 12 หลอด หลอดละ 1 มิลลิลิตร (Sambrook and Russell, 
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2001) ตรวจสอบความบริสุทธ์ิดวยวิธี SDS-PAGE อัตราสวน 6% stacking gel และ 12% separating 
gel และวดัความเขมขนของ recombinant protein CMV-CP ท่ีไดดวยวธีิ Bradford protein assay 
(Bradford, 1976) ท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร โดยเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (BSA ความ
เขมขน 0.04-2.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
 
2.  แอนติบอดท่ีีใชในการทดลอง 

 
แอนติบอดีท่ีใชในการทดลอง ไดแก โพลีโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody, PAb-

CMV) และโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสใบดางแตง (monoclonal antibody, MAb-CMV) 
และแอนติบอดีตอหนูเมาส (rabbit anti-mouse IgG antibody, RAM) 
 

2.1  โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสใบดางแตง 
 

 MAb-CMV ท่ีใชในการทดลองผลิตจากไฮบริโดมาโคลน CM2 ท่ีสามารถทํา
ปฏิกิริยากับเช้ือ CMV ไดท้ัง subgroup I และ subgroup II (มณีรัตน, 2547)โดยใช ascitic fluid ท่ี
ผลิตข้ึน (Johann and Baugarten, 1992) มีคาไตเตอรจากการตรวจสอบดวยวิธี indirect ELISA 
(Clark and Adam; 1976) เทากับ 80,000 เม่ือทําปฏิกิริยากบัเช้ือไวรัส CMV ความเขมขน 5 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สรางอิมมูโนโกลบูลินชนิด IgG1 ซ่ึงประกอบดวย light chain ชนิด kappa 
(K) นําอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดโคลน CM2 มาตกตะกอนแอนติบอดใีหบริสุทธ์ิดวย Saturated 
ammonium sulfate (SAS) จํานวน 2 รอบ โดยเติม SAS ลงในอาหารเล้ียงเซลลใหมีความเขมขน
สุดทาย 50% กวนเบาๆ นาน 1 ช่ัวโมง ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 15 นาที ละลายตะกอนดวย 0.5x PBS ปริมาตรคร่ึงหนึ่งของอาหารเล้ียงเซลลเร่ิมตน ทํา  
dialysis ขามคืนใน 0.5x PBS คํานวณความเขมขนของอิมมูโนโกลบูลินท่ีแยกไดจากสูตร 
O.D.280/1.4 = X มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามวิธีการของ Clark and Adams (1977) 

  
เนื่องจากแอนติบอดีจากการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ยงัไมบริสุทธ์ิ

เทาท่ีควรและมีสัดสวนของ heavy (H) chain และ light (L) chain subunit ไมสมดุลกนั จึงไดแยก
แอนติบอดใีหบริสุทธ์ิดวยวธีิ recProtein G affinity column chromatography (Zymed-Invitrogen, 
USA)  โดยนําอาหารเล้ียงเซลลจากโคลน CM2 ท่ีทําการปรับ pH โดย dialyse ใน 20 mM sodium 
phosphate buffer, pH 7.0 มาขามคืน ผาน recProtein G affinity column chromatography จากนั้น
ลางโปรตีนอ่ืนๆ ออกจากคอลัมนดวย 20 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0 ปริมาตร 10 เทา
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ของปริมาตรคอลัมน และชะ (elute) IgG ออกจากคอลัมนดวย 0.1 M Glycine-HCl pH 2.7 เก็บ
สารละลายแอนติบอดีท่ีผานคอลัมน fraction ละ 1 มิลลิลิตร โดยใชหลอดทดลองท่ีมี 2 M Tris, pH 
8.0 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เพื่อปรับ pH ของแอนติบอดใีหเปนกลาง คํานวณความเขมขนของ IgG ท่ี
แยกไดจาก สูตร O.D.280/1.4 = X มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (Clark and Adams,1977) 

 
2.1.1  การตรวจวิเคราะหความบริสุทธ์ิของอิมมูโนโกลบูลิน (IgG) ท่ีแยกได 

 
 ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของอิมมูโนโกลบูลินไดใชวิธี sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) อัตราสวน 6% stacking gel  และ 12% running 
gel (Laemmli, 1970) นําตัวอยางสารละลาย IgG ท่ีแยกไดจาก fraction ตางๆ ในขอ 2.1 ผสมกับ 2x 
loading buffer (50% Glycerol, 250 mM Tris-HCl pH 6.8, 10% SDS, 0.05%  Bromphenol blue 
และเติม 5% Mercaptoethanol กอนใช) นาํไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที เม่ือครบเวลาใหรีบแช
ตัวอยางในน้ําแข็งทันที หยอดตัวอยางสารละลาย IgG หลุมละ 15 ไมโครลิตร ใชกระแสไฟฟา 50 
โวลต 40 นาที สําหรับ stacking gel และ 100 โวลต 100 นาที สําหรับ running gel ยอมสีเจลดวย 
staining solution (0.25% Coomassie blue R-250, 45% methanol, 10% acetic acid) นาน 10 นาที 
แลวลางเจลดวย destaining solution (25% methanol + 7% acetic acid) จนกวาจะเหน็แถบโปรตีน
ชัดเจน เปรียบเทียบขนาดของแถบโปรตีน IgG ท่ีพบกับแถบโปรตีนมาตรฐาน (LabAid; protein 
molecular weight marker #SM0431)  
 
 2.1.2  การตรวจสอบการทําปฏิกิริยาของอิมมูโนโกลบูลิน (IgG) ท่ีแยกสกัดไดกบั
ไวรัสใบดางแตง 
 

 หาคาไตเตอรของ IgG ท่ีแยกไดในแตละ fraction ดวยเทคนิค indirect ELISA 
ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีการของ Clark and Adams (1977) โดยเคลือบหลุม microtiter plate ดวยเช้ือ 
CMV-KPS บริสุทธ์ิ ความเขมขน 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ใน carbonate coating buffer (pH 9.0) 
ปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในกลองเก็บความชื้นเปนเวลา 1 
ช่ัวโมง ลางดวย PBST (Phosphate buffer saline + 0.5% Tween 20) 3 คร้ังๆ ละ 5 นาที เติม 
blocking buffer (2% skimmed milk ใน PBS) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลุม บม 1 ช่ัวโมง ลางดวย 
PBST 3 คร้ัง จากนั้นเติม anti-CMV MAb (IgG) หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลาง
ดวย PBST 3 คร้ัง แลวเติม goat anti-mouse IgG ท่ีเช่ือมกับ alkaline phosphatase (GAM) หลุมละ 
50 ไมโครลิตร บมตอเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย PBST 3 คร้ัง ตรวจดูปฏิกิริยาโดยเติมสับสเตรท p-
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nitrophenyl phosphate (PNPP) บมปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที อานผล
ของปฏิกิริยาท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร โดยกําหนดคาส้ินสุดไตเตอรคือคาการดูดกลืนแสงท่ี
มากกวาสองเทาของคาท่ีอานไดจาก carbonate coating buffer ทําปฏิกิริยากับ IgG ซ่ึงใชเปน 
negative control 
 

2.2  โพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสใบดางแตง 
 

 PAb-CMV ท่ีใชในการทดลองไดจากการฉีดกระตุนกระตายพันธุ White New 
Zealand ดวยเชื้อ CMV บริสุทธ์ิ ไอโซเลท KPS10 ท่ีแยกไดในขอ 1.1 โดยฉีดเขาใตผิวหนัง 
(subcutaneous injection) ปริมาณ 0.5 มิลลิกรัม/คร้ัง จํานวนสองคร้ัง หางกันคร้ังละ 2 สัปดาห เก็บ
แอนติซีรัมท้ังส้ิน 13 คร้ัง ตรวจสอบคาไตเตอรของแอนติซีรัมดวยเทคนิค indirect ELISA 

 
 2.2.1  การตรวจสอบคาไตเตอรของโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสใบดางแตง 

 
 ตรวจหาคาไตเตอรของแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA เชนเดยีวกับวิธีการ

ในขอ 2.1.2 โดยเจือจางแอนติซีรัมแตละคร้ังใน PBS แบบ 2 เทา (2-fold dilution) เร่ิมจาก 1:400 
จนถึง 1: 102,400 ใช goat anti-rabbit IgG ท่ีเช่ือมกับ alkaline phosphatase (GAR) เจือจาง 1:10,000 
ใน PBS เปน secondary antibody โดยมี negative control คือ normal serum ทําปฏิกิริยากับเช้ือ 
CMV และ แอนติซีรัมเจือจาง 1:400 ทําปฏิกิริยากับน้ําค้ันใบยาสูบปกติ 
 
 2.2.2  การเตรียมแอนติบอดใีหบริสุทธ์ิดวย Protein A column chromatography 

 
 นําแอนติซีรัมตอเช้ือ CMV คร้ังท่ี 7 ท่ีผานการลดปฏิกิริยาขามกับน้ําค้ันใบ

ยาสูบโดยการทํา cross absorption กับน้ําค้ันพืชปกติ (Rodrigues-Alvarado et al., 2002) และ
ตกตะกอนแอนติบอดีดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตใหมีความเขมขนสุดทาย 50% dialysis 
แอนติบอดีท่ีไดใน 20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0) ขามคืน ผาน recProtein A affinity 
column chromatography คํานวณความเขมขนและวิเคราะหความบริสุทธ์ิของอิมมูโนโกลบูลิน 
เชนเดยีวกับวธีิในขอ 2.1 

 
2.2.3  การทดสอบหาคาไตเตอรของอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิในการทําปฏิกิริยากับ

เช้ือไวรัสใบดางแตง 
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 ตรวจหาคาไตเตอรของอิมมูโนโกลบูลินดวยวิธี indirect ELISA โดยเจือ
จางอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิ เร่ิมจาก 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จนถึง 90 พิโคกรัม/มิลลิลิตร ทํา
ปฏิกิริยากับเช้ือ CMV ความเขมขน 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยมีอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิเขมขน 
25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําปฏิกิริยากับน้าํค้ันใบยาสูบปกติ และ carbonate coating buffer เปน 
negative control 

  
2.3  แอนติบอดีตอ IgG ของหนูเมาส (Rabbit anti-mouse IgG antibody, RAM) 
 
 การผลิต RAM ท่ีใชในการทดลองไดจากการฉีดกระตุนกระตายพันธุ White New 

Zealand ดวย IgG บริสุทธ์ิของหนูเมาส ปริมาณ 320 ไมโครกรัม จํานวนท้ังส้ิน 3 คร้ัง หางกันคร้ัง
ละ 2 สัปดาห ตรวจสอบไตเตอรของแอนติซีรัมดวยเทคนิค indirect ELISA ตามวิธีในขอ 2.2.1 โดย
ใช IgG บริสุทธ์ิของหนูเมาสเปนแอนติเจน ทําใหแอนติบอดีบริสุทธ์ิดวย recProteinA affinity 
column chromatography ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของ IgG (ขอ 2.2.2) และทดสอบคา dilution end 
point ของ IgG ท่ีแยกได (ขอ 2.2.3) 

 
3. การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดีเพื่อใชในการตรวจสอบเชื้อไวรัสใบดางแตงโดยวิธี 
Triple antibody sandwich-enzyme-linked immunosorbent assay (TAS-ELISA) 
  
 ทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดีชนิดตางๆ ในเบ้ืองตน เพื่อนําขอมูลไปใชพัฒนา อิมมู
โนสตริป เลือกใชวิธี TAS-ELISA เนื่องจากเปนเทคนิคท่ีใชหลักการ sandwich ในการทําปฏิกิริยา
เชนเดยีวกับหลักการของเทคนคิ immunoassay อีกท้ังเปนวิธีท่ีงายเหมาะสําหรับการทดสอบ
ประสิทธิภาพเบ้ืองตน โดยเร่ิมจากเติม PAb-CMV ท่ีเจือจางใน carbonate coating buffer pH 9.0 
แบบ 2 เทา ความเขมขน 20 – 1.25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงในหลุม ELISA ปริมาตรหลุมละ 50 
ไมโครลิตร บมท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง ลาง 3 คร้ัง เติม blocking buffer หลุมละ 100 
ไมโครลิตร บมท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ลาง 3 คร้ัง เติมเช้ือ CMV ความเขมขน 5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม บมท่ี 37 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง ลาง 3 คร้ัง 
เติม MAb-CMV  ความเขมขน 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม บมท่ี 37 องศา
เซลเซียส 1 ช่ัวโมง ลาง 3 คร้ัง เติม GAR หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมตอเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย 
PBST 3 คร้ัง ตรวจดูปฏิกิริยาโดยเติมสับสเตรท PNPP บมปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 60 นาที อานผลของปฏิกิริยาท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร เปรียบเทียบการใช MAb 
เปน coating antibody และใช PAb-CMV เปน secondary antibody (ภาพท่ี 2) กําหนดคาการดูดกลืน
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แสงท่ีเปนบวกคือคาท่ีมากกวาสองเทาของคาการดูดกลืนแสงท่ีอานไดจาก negative control คือ น้ํา
ค้ันใบยาสูบปกติ 

 
 

ภาพท่ี 2  รูปแบบการทําปฏิกิริยา Triple-antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay 
โดยใช MAb หรือ PAb เปน coating antibody  

 
4.  การติดฉลากอนุภาคทองกับโมโนโคลนอลแอนติบอด ี
  
 ใชอนุภาคทองขนาด 40 นาโนเมตร (Biodot, USA) ในการติดฉลากกับ MAb-CMV ท่ี
เตรียมไดจากขอ 1.1 โดยปรับ pH ของแอนติบอดีใหได 9.0 โดย dialyse ใน 2 mM sodium borate 
buffer, pH 9.0 ปรับความเขมขนของแอนติบอดีใหได 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นทํา titration 
โดยการผสมแอนติบอดีปริมาตรตางๆ ต้ังแต 0-50 ไมโครลิตร กับสารแขวนลอยอนภุาคทอง (ปรับ
ใหได pH 9.0 ดวย 0.2 M KCO3) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที 
เติม 10% NaCl 100 ไมโครลิตร บมอีก 5 นาที อานคาการดูดกลืนแสงท่ี 520 นาโนเมตร สรางกราฟ
ระหวางปริมาตรของแอนติบอดีกับคาการดูดกลืนแสง ปริมาตรของแอนติบอดีท่ีเหมาะสมคือคา
ของกราฟท่ีขนานกับแกน X (www.schleicher-schuell.com, 2006; Paek et al.,2000) 
 
 4.1 การติดฉลากแอนติบอดดีวยอนุภาคทอง 
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 คํานวณปริมาตรของอนุภาคทองและแอนติบอดีท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยาจากการ
ทํา titration จากนั้นกวนอนุภาคทองอยางเร็วโดยใช magnetic stirrer ในบีกเกอร เติมแอนติบอดีที
ละหยดลงในอนุภาคทอง กวนตอไปอีก 10 นาที เติม 10% BSA (Bovine serum albumin) ใหมีความ
เขมขนสุดทายเปน 1% กวนเบาๆ เปนเวลา 10 นาที ปนเหวี่ยงท่ี 16,000xg เปนเวลา 45 นาที ท่ี 4 
องศาเซลเซียส ท้ิงสวนใส ละลายตะกอนดวย storage buffer (Tris buffer saline + 0.5% Tween 20 + 
1% BSA + 0.02% sodium azide) กรองแอนติบอดีท่ีติดฉลากดวย cellulose acetate membrane filter 
0.2 um และเกบ็ท่ี 4 องศาเซลเซียส 
 

4.2  การตรวจวิเคราะหลักษณะของอนภุาคทอง 
 

 4.2.1  การตรวจวัดขนาดของอนุภาคทองภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
 

 เปรียบเทียบขนาดของอนุภาคทองกอนและหลังการเช่ือมดวยแอนติบอดี ภายใต
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสงผาน โดยการหยดอนภุาคทองลงบนแผนกริดทองแดงท่ีเคลือบ
ดวยฟอรมวาและคารบอน ตรวจดูท่ีกําลังขยาย 200,000 เทา วัดขนาดอนุภาคทอง ดกูารกระจายของ
ขนาดอนุภาค และหาคาเฉล่ียเสนผานศูนยกลางจากอนภุาคทอง 100 อนุภาค 
 
 4.2.2  การทดสอบการทําปฏิกิริยากับเช้ือไวรัสใบดางแตง 

 
 ทดสอบการทําปฏิกิริยากับเช้ือ CMV บริสุทธ์ิและ CMV-CP ดวยวิธี Dot 
immunobinding assay (DIBA) (Ramandeep et al. 2002) โดยหยดเช้ือไวรัสใบดางแตงลงบนแผน
ไนโตรเซลลูโลส ท้ิงใหแหง เคลือบดวย 1%BSA ใน TBST (Tris buffer saline + 0.5% Tween 20) 
ลางเมมเบรนดวย TBST และทําปฏิกิริยากับอนุภาคทองท่ีเช่ือมกับแอนติบอดี เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
 
5.  การเตรียมชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
  

5.1  การเตรียมแผน backing pad เพื่อใชในการทดลอง 
 
  ชนิดของแผน backing pad ท่ีใชในการทดลองคือ Selfadhesive Polyester Backing 

(ARCARE 7823) ใชดนิสอขีดเสนเพื่อกําหนดตําแหนงบนแผน backing pad มีขนาดความยาวนับ
จากปลายดังนีคื้อ 0-1.5, 1.5-2, 2-4.5 และ 4.5-6 เซนติเมตร สําหรับการประกอบสวนของ sample 
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absorption pad (SAP), conjugate release pad (CRP), nitrocellulose membrane (NB) และ wicking 
pad  (WP) ตามลําดับ (Hochleitner and Kraus, 2002) 
 

5.2   การศึกษาชนิดของ Sample absorption pad (SAP) และ Wicking pad (WP) ท่ีมีผลตอ
อัตราการไหลบนชุดตรวจสอบ 

 
 ศึกษาอัตราการไหลของน้ําค้ันพืชบนชุดตราวจสอบท่ีแตกตางกัน 4 รูปแบบ จากการ

ประกอบโดยใช SAP ท่ีตางกนั 2 ชนิด (SAP 33 glass และ SAP 470 cotton linter) และ WP ท่ี
แตกตางกัน 2 ชนิดเชนกัน คือ WP 470 และ WP 900 ตัดใหมีขนาด 1.6 เซนติเมตร ประกอบชุด
ตรวจสอบลงบนแผน backing pad โดยมี 4 รูปแบบดังนีคื้อ SAP 33 glass กับ WP 470, SAP 470 
กับ WP 470, SAP 33 glass กับ WP 900 และ SAP 470 กับ WP 900 (ภาพท่ี 3) ใช 33 glass และ 
Prima 40 เปน CRP และ NB ตามลําดับ วางแตละช้ินสวนใหซอนทับกนั 1 มิลลิเมตร ตัดชุด
ตรวจสอบดวยเคร่ือง Guillotine cutting system ทําใหไดชุดตรวจสอบขนาด 0.5x6 เซนติเมตร จุม
ชุดตรวจสอบลงในน้ําค้ันใบยาสูบ จับเวลาการเคล่ือนท่ีของสารจนถึงปลายสุดชุดตรวจสอบ 

 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 3 รูปแบบการประกอบชุดตรวจสอบเพ่ือศึกษาชนิดของวัสดุท่ีใชเปน wicking pad และ 

sample pad 
 
 5.4  การหาความเขมขนของอนุภาคทองท่ีเหมาะสมในการพนลงบน Conjugate release 
pad  
 พวงอนภุาคทองขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 40 นาโนเมตร ปริมาตร 40 
มิลลิลิตรกับ MAb-CMV ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 2.4 มิลลิลิตร  เติม 10%BSA 
ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1%  กวนเบาๆ เปนเวลา 10 นาที ปนเหวีย่งท่ี 16,000xg เปนเวลา 45 
นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส ละลายตะกอนดวย storage buffer (TBST + 1% BSA + 0.02% sodium 
azide) อัตราสวน 0.15  เทาของปริมาตรอนุภาคทองเร่ิมตน เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส จากนั้นเจือจาง
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อนุภาคทองใน storage buffer  แบบ 2 เทา  อีก 2 ความเจอืจางคือ 1:2 (0.3 เทา) และ 1:4 (0.6 เทา) 
พนสารละลายอนุภาคทองแตละความเจือจางลงบน CRP33 glass releasing pad (Schleicher & 
Schuell, USA) ขนาด 0.5 x 3 เซนติเมตร โดยใช Airjet (Biodot, USA) อัตรา 15 ไมโครลิตร/
เซนติเมตร ปลอยใหแหงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เม่ือแหงแลวประกอบเขากับชุดตรวจสอบซ่ึง
แผนไนโตรเซลลูโลสถูกเคลือบดวย RAM ความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ใน carbonate coating 
buffer pH 8.0 ดวย Biojet (Biodot, USA) อัตรา 1 ไมโครลิตร/เซนติเมตร เปรียบเทียบความเขมสี
บนเสน control line ท่ีเหมาะสม 
 

5.5  การศึกษาชนิดของแผนไนโตรเซลลูโลส 
 
 ศึกษาปฏิกิริยาบนไนโตรเซลลูโลสท่ีแตกตางกัน 4 ชนิดคือ PRIMA 40 (8.0 um), 
AE98 (5.0 um), AE99 (8.0 um) และ AE100 (10 um) ทําเคร่ืองหมายท่ี 1 และ 1.5 เซนติเมตรจาก
ปลายดานหนึง่ของแผนเมมเบรน กําหนดเปน test line และ control line ตามลําดับ ฉีดพน RAM ลง
บนตําแหนง control line ตามลําดับ โดยใช Biojet (Biodot, USA) ปลอยใหแหงท่ี 37 องศาเซลเซียส 
นาน 2 ช่ัวโมง ประกอบเขากบัชุดตรวจสอบท่ี CRP ถูกเคลือบไวดวย  MAb-CMV-gold  ความ
เขมขน 0.6 เทาจากปริมาตรเริ่มตน ตัดใหมีขนาด 0.5 x 6 เซนติเมตร จุมชุดตรวจลงในบัฟเฟอร 
เปรียบเทียบความเขมสีท่ีเกดิข้ึนบน control line 
 
6.  การศึกษาชนิดของ Sample buffer ท่ีเหมาะสมในการบดตัวอยางเพือ่ใชทดสอบอิมมูโนสตริป 
   
 พน PAb-CMV และ RAM ความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ใน carbonate coating buffer 
ดวย Biojet (Biodot, USA) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร/เซนติเมตร ลงบน Prima40 ท่ีตําแหนง test line 
และ control line ตามลําดับ พน conjugate release pad ดวยอนภุาคทองที่พวงกับ MAb-CMV ท่ี
ความเจือจาง 1:4  ปลอยใหแหง ประกอบชุดตรวจสอบ โดยใช SAP 470 และ 33 glass เปน WP 
และ SAP ตัดชุดตรวจสอบใหมีขนาด 0.5 x 6 เซนติเมตร จากนั้นบดตัวอยางพืชทดสอบคือใบยาสูบ
ปกติ และใบยาสูบท่ีติดเช้ือ CMV ในบัฟเฟอรท่ีแตกตางกัน 10 ชนิดคือ (1) 1x TBS pH 7.4, (2) 1x 
TBST pH 7.4, (3) 1x PBS pH 7.4, (4) 1x PBST pH 7.4, (5) 10 mM phosphate buffer pH 7.4, (6) 
10 mM phosphate buffer pH 7.4 + 0.05% Tween 20, (7) DOA extraction buffer1 pH 7.5, (8) DOA  
extraction buffer2 pH 8.6 (สํานักวิจยัและพัฒนาการอารักขาพืช, 2550), (9) BIOREBA general 
extraction buffer pH 7.4 (www.bioreba.com), (10) Agdia extraction buffer pH 7.4 
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(www.agdia.com) จุมชุดตรวจสอบท่ีไดในน้ําค้ันพืช ตรวจสอบปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนจากน้ําค้ันใน
บัฟเฟอรแตละชนิด 
 
7.  การตรวจสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
 

7.1  การเตรียมชุดตรวจสอบ 
 

 เตรียมชุดตรวจสอบโดยการฉีดพนสารแขวนลอยของอนุภาคทองท่ีพวงกับโมโน
โคลนอลแอนติบอดีใน Storage buffer อัตราสวน 0.6 เทาของปริมาตรอนุภาคทองเร่ิมตน ลงบน 
CRP33 glass releasing pad (Whatman, USA) จนอ่ิมตัว (Air jet: XYZ Dispensing Systerm) ปลอย
ใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง เคลือบ PAb-CMV ความเขมขน 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  และ RAM ความ
เขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใน carbonate coating buffer ลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส (prima 
40) ท่ีตําแหนง test line และ control line (0.7 และ 1.2 มิลลิเมตร จากปลายแผน) ตามลําดับ ดวย
อัตรา 1 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร (Biojet: XYZ Dispensing System) ปลอยใหแหง ประกอบชุด
ตรวจสอบลงบนแผน backing pad โดยมีระยะจากปลายของสตริปดาน SAP ดังนี้ 0-1.6 (sample 
pad), 1.5-2.1 (conjugate release pad), 2.0-4.5 (nitrocellulose) และ 4.4-6.0 เซนติเมตร สําหรับแผน 
wicking pad ตามลําดับ ใหแผน releasing pad ซอนเขาไปในสวนของแผน absorption pad 1 
มิลลิเมตร และแผนไนโตรเซลลูโลสซอนเขาไปในสวนของ releasing pad และแผน wicking pad 
ขางละ 1 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 4) ตัดชุดตรวจสอบดวยเคร่ือง Guillotine cutting system ทําใหไดชุด
ตรวจสอบขนาด 0.5x6 เซนติเมตร 
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ภาพท่ี 4  แผนผังการประกอบชุดตรวจสอบ 
 

7.2  การทดสอบความไว (sensitivity) ของชุดตรวจสอบ 
 

เตรียม อิมมูโนสตริป ตามวธีิการในขอ 7.1 นํามาทดสอบความไวในการตรวจเช้ือ 
CMV โดยทดสอบกับเช้ือ CMV บริสุทธ์ิท่ีเจือจางในนํ้าค้ันใบยาสูบปกติแบบ 2 เทา จาํนวน 13 
ความเขมขน (50 – 0.012 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) โดยมีน้ําค้ันใบยาสูบปลอดโรค และ บัฟเฟอร 
(PBS) เปน negative control  จับเวลาเม่ือเร่ิมจุมชุดตรวจสอบลงในน้ําค้ันพืชจนเห็นปฏิกิริยาชัดเจน 
และเปรียบเทยีบกับวิธีการ indirect ELISA โดยการเคลือบหลุม ELISA ดวยเช้ือ CMV ความเขมขน
ตางๆ ขางตน นําไปทําปฏิกริิยากับโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือ CMV ความเขมขน 5 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร อานคาปฏิกิริยาท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร  
 

8.  การเตรียมอิมมูโนไลโปโซม 

  
8.1  การเช่ือม Heterobifunctional cross-linker เขากับไดโอเลอิลฟอสฟาติดิลเอทานอลามีน 

(DOPE)  
 
 เช่ือม DOPE (1, 2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-ethanolamine) กับ sulfo-SMCC 

cross linker [4-(N-Maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylic acid 3-sulfo-N-
hydroxysuccinimide ester sodium salt] ดดัแปลงจากวิธีการของ Hermanson (1995) โดยละลาย 
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DOPE ใน reaction buffer (anhydrous methanol + Triethanolamine 100 ไมโครโมล) ใหไดความ
เขมขน 15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ทําปฏิกิริยาในตูดูดควัน ภายใตสภาพไนโตรเจน เติม sulfo-SMCC 
10 มิลลิกรัม ลงในสารละลาย DOPE ผสมใหเขากนั ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
ภายใตสภาพไนโตรเจน วิเคราะหความสําเร็จในการเช่ือมดวยเทคนิค Thin layer chromatography 
(TLC) ใช silica gel 60-F254  plate (Merck, USA) โดยมีตัวทําละลายผสมคลอโรฟอรม: เมธานอล: 
น้ํา อัตราสวน 65: 25:4 (โดยปริมาตร) ระเหยเมธานอลออกจากสารละลาย SMCC-PE ดวย rotary 
evaporation จากน้ันละลาย SMCC-PE คลอโรฟอรม ระเหยคลอโรฟอรมออก และเกบ็ฟลมไขมันท่ี 
-20 องศาเซลเซียส 

 
8.2  การเตรียมอนุภาคไลโปโซม 
 

 เตรียมไลโปโซมจากฟอสฟาทิดิลโคลีน (phosphatidylcholine, PC) ความบริสุทธ์ิ 
70.6% (เลซิติน) ดัดแปลงจากวิธีการของ Park and Durst (2000) โดยละลายฟอสฟาทิดิลโคลีน 
คอเลสเตอรอลและ SMCC-PE ท่ีเตรียมไดจากขอ 1 ในอัตราสวน 8:10:1 (โดยนํ้าหนกัโมเลกุล) 
(Hermanson, 1995) ละลายสวนผสมท่ีได 43 ไมโครโมลในสารละลายผสมของคลอโรฟอรมตอ
เมธานอล (2:1) ปริมาตร 4.2 มิลลิลิตร อุนสารละลายไขมันในอางน้ํารอนท่ีอุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส เติม 150 mM sulforhodamine B (SRB) ท่ีละลายในน้ํากล่ัน ปริมาตร 0.7 มิลลิลิตร ลงใน
สารละลายไขมัน กวนของผสมใหเขากันในตูดูดควันจะไดอิมัลชันแบบน้ําในน้ํามัน (water in oil) 
ลดขนาดไลโปโซมชนิดรูปกลมกลวงซอนกันหลายช้ันท่ีเตรียมไดใหเปนไลโปโซมขนาดเล็กช้ัน
เดียว (small unilamellar vescicles; SUVs) ตามวิธีการของ Singh et al. (2000) โดยนําไลโปโซม ท่ี
เตรียมไดแชลงในอางคล่ืนความถ่ีสูง (sonicator) นาน 8 นาที ภายใตสภาพไนโตรเจน ระเหยตัวทํา
ละลายอินทรียออกดวย rotary evaporation ท่ี 45 องศาเซลเซียส จนกระทั่งหมดฟอง จะไดเจลไขมัน
สีมวงเขม เติม SRB ปริมาตร 1.3 มิลลิลิตร sonicate อีกคร้ังนาน 6 นาที ลดขนาดของไลโปโซมโดย 
extrude ผาน syringe filter ขนาด 0.45 และ 0.2 ไมครอนตามลําดับ แยกไลโปโซมออกจาก
สารละลายสี SRB ท่ีไมถูกไลโปโซมโอบหุม ดวย Sephadex G50-300 gel filtration column 1.5x25 
เซนติเมตร ท่ี เก็บในขวดทึบแสงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตรวจสอบความสามารถในการบรรจุ 
SRB ภายในอนุภาคไลโปโซมจากการเรืองแสงท่ีความยาวคล่ืน 586 นาโนเมตร ภายใตกลอง
จุลทรรศนฟลูออเรสเซนต (Olympus BX51, Australia) และศึกษาขนาดของไลโปโซมภายใตกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอน JOEL 1200 EX (Jeol Ltd., Tokyo, Japan)  
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8.3  การติดฉลากโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยหมู sulfhydryl group 
   

 ดัดแปลงจากวธีิการของ Hermanson (1995) โดยเติม 14.5 mM Traut’s reagent (2-
iminothiolane) ปริมาตร 91.6 ไมโครลิตรใน MAb-CMV IgG (ผานการ dialysis ใน 50 mM sodium 
phosphate, 0.15 M NaCl, pH 8.0) ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร กวน
สารละลายภายใตสภาพไนโตรเจน ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้น dialysis เพื่อแยก 
excess iminothiolane ออก โดยใช  20 mM sodium phosphate, 0.15 M NaCl, 1 mM EDTA pH 8.0 
วัดความเขมขนของแอนติบอดีท่ีเตรียมไดในสารละลายท่ี O.D.280 และประเมินปริมาณ sulhydryl 
group ดวยวิธี Ellman’s assay (Aitken and Learmonth, n.d.) 

  
8.4  การเช่ือมตอไลโปโซมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

   
 ทําตามวิธีการของ Hermanson (1995) โดยบมไลโปโซมท่ีเตรียมไดจากขอ 8.2 กับ 

MAb-SH (5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ท่ีเตรียมไดจากขอ 8.3 อัตราสวน 1: 1 (โดยปริมาตร) ทํา
ปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง นาน 16 ช่ัวโมง ภายใตสภาพไนโตรเจน แยกไลโปโซมกับ unreacted MAb 
โดยใช Sephadex G 25 gel filtration column ตรวจสอบการเตรียม immunoliposome โดยใชเทคนคิ 
DIBA 

 
สถานท่ีทําการทดลอง 

 
 อาคารปฏิบัติการวิจัยศูนยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต
กําแพงแสน จงัหวัดนครปฐม 
 

ระยะเวลาท่ีทําการทดลอง 
 

 ใชระยะเวลา 3 ป ต้ังแตเดือนตุลาคม 2548 ถึงเดือนกันยายน 2551 
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ผลและวิจารณ 
 

1.  การเตรียมแอนติเจนท่ีใชในการทดลอง 
  
 แอนติเจนท่ีใชในการทดลองไดแก  เช้ือไวรัสใบดางแตงบริสุทธ์ิท่ีแยกไดจากตนยาสูบ 
และ Recombinant protein CMV-CP ท่ีสกัดจากแบคทีเรียท่ีไดรับการถายยีน เพื่อใชเปนแอนติเจน
ในการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอด ีและทดสอบการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดกีับแอนติเจน
ในการทดลอง 
 

1.1  การแยกเช้ือไวรัสใบดางแตงใหบริสุทธ์ิ 
 

 แยกเช้ือไวรัสใบดางแตงจากใบยาสูบท่ีไดรับการปลูกเช้ือ CMV-KPS10 คํานวณความ
เขมขนของไวรัสบริสุทธ์ิได 3.259 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร รวมปริมาณไวรัสท้ังส้ิน 9.779 มิลลิกรัมจาก
ใบยาสูบ 110 กรัม เม่ือนํามาวิเคราะหความบริสุทธ์ิจากการคํานวณคา O.D.260/O.D.280 ไดเทากับ 
1.58 ซ่ึงมีคานอยกวาคามาตรฐานของเช้ือไวรัสใบดางแตงคือ 1.7 (Brunt et al., 1996) แสดงวาเช้ือ
ไวรัสใบดางแตงท่ีเตรียมไดปนเปอนโปรตีนพืช เม่ือตรวจดูอนุภาคไวรัสดวยวิธี dip preparation 
ภายใตกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอน พบอนภุาคทรงกลมขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 29 นาโน
เมตร (ภาพท่ี 5) 
 

การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเช้ือไวรัสท่ีแยกไดดวยวธีิ SDS-PAGE พบแถบโปรตีนของ
ไวรัสขนาดประมาณ 27 KDa ซ่ึงตรงกับแถบท่ีพบในพืชเปนโรคแตไมพบในพืชปกติ ตามรายงาน
ของมณรัีตน (2547) และใกลเคียงกับรายงานของ Gioria et al. (2002) ซ่ึงศึกษาโปรตีนหอหุม
อนุภาคของ CMV จาก Passiflora edulis f. flavicarpa (yellow passion fruit) ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุล
ขนาดประมาณ 26 กิโลดาลตัน (ภาพท่ี 6) 

 
1.2  การสกัดโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือไวรัสใบดางแตงจาก E. coli (DH5α) ท่ีไดรับ

การถายยีน 
 
 นอกจากการเตรียมไวรัสบริสุทธ์ิจากพืชแลว ไดผลิตโปรตีนหอหุมอนภุาคของ CMV 

(CMV-CP) จากการชักนําการแสดงออกของยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคโดยใช recombinant plasmid  
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ภาพท่ี 5   ไวรัสใบดางแตงท่ีเตรียมใหบริสุทธ์ิจากใบยาสูบเปนโรค ดวยวิธี sucrose gradients 

centrifugation และตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน  
(ก)  แถบสารละลายไวรัสบริสุทธ โดยวิธี sucrose gradient centrifugation  
(ข)  อนภุาคของเช้ือไวรัสใบดางแตงบริสุทธ์ิ ท่ีกําลังขยาย 60,000 เทา                                   

ขนาดเสนผานศูนยกลาง 29 นาโนเมตร   
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพท่ี 6   การวิเคราะหความบริสุทธ์ิของเช้ือไวรัสใบดางแตง ไอโซเลท KPS10 ท่ีเตรียมไดจากใบ

ยาสูบเปนโรคโดยใชวิธี SDS-PAGE (ก) และ Western blotting (ข) 
M    โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas, SM0431)   
H1-H2  ยาสูบปกติ 
D  ยาสูบท่ีไดรับการปลูกเช้ือไวรัสใบดางแตง 
P  เช้ือไวรัสใบดางแตงบริสุทธ์ิ 

โปรตีนหอหุมอนุภาค 
(27 KDa) 

KDa      M      H1     H2     D      P H1     H2     D      P 

116 

66.2 

45 

35 

25 

18.4 
14.4 

100 um ข ก 

ข ก 

แถบสารละลาย
ไวรัสบริสุทธ์ิ 
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pQE80L-CMV-CP เพื่อเปนแอนติเจนในการทดลองดวย โดยหลังจากสกัดโปรตีนหอหุม
อนุภาคของเช้ือไวรัสใบดางแตง (CMV-CP) แลวนําไปผานคอลัมน Ni-NTA ตรวจสอบความ
บริสุทธ์ิดวยวธีิ SDS-PAGE พบวามีโปรตีนออกมาใน Eluate fraction ท่ี 4- 12  ซ่ึงมีความเขมขนสูง 
แตมีแถบโปรตีนชนิดอ่ืนปนอยูบางเล็กนอย (ภาพท่ี 7) ความเขมขนเฉล่ียของ recombinant protein 
ท่ีรวบรวมจากทุก eluate fraction ท่ีวัดดวยวิธี Bradford assay เทากับ 2.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ได
ปริมาณโปรตีนท้ังหมด 34.83 มิลลิกรัมจากปริมาตรรวม 17 มิลลิลิตร จากอาหารเล้ียงเซลลเร่ิมตน 4 
ลิตร ซ่ึงไดโปรตีนนอยเม่ือเทียบกับรายงานการแยกสกัด recombinant protein ใหบริสุทธ์ิโดยใช 
Ni-NTA resin (Sambrook and Russell, 2001) 

 
2.  การเตรียมแอนติบอดีท่ีใชในการทดลอง 
 
 2.1  โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสใบดางแตง 
 
 การเตรียมแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ โดยการผานอาหารเล้ียงเซลลไฮบริโดมาโคลน CM2 
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ลงใน recProtein A-Sepharose 4B conjugate column พบวา IgG ถูกชะ 
(elute) ออกจากคอลัมนหมดใน 4 fraction คือ Eluate 2-5 โดยมีความเขมขนของโปรตีน 1.52, 1.71, 
0.6 และ 0.08 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงลดลงจากความเขมขนของโปรตีนในอาหารเล้ียง
เซลลกอนการผานคอลัมน (2.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) เม่ือนําไปทดสอบการทําปฏิกิริยากับเช้ือ
ไวรัสใบดางแตงบริสุทธ์ิ ไดคาไตเตอรของ Eluate ท่ี 2-5 เทากับ 32,768; 32,768; 16,382 และ 4,096  
ตามลําดับ (ตารางท่ี 1) และเม่ือนํา fraction ตางๆ ไปวิเคราะหความบริสุทธ์ิของ IgG โดยใชวิธี 
SDS-PAGE พบวามีความบริสุทธ์ิมาก มีขนาดของ heavy chain และ light chain เทากบั 53 และ 29 
KDa ตามลําดับ (ภาพท่ี 8) 

 
2.2  โพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีใชในการทดลอง 

  
 โพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีใชในการทดลอง ไดแก โพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือ

ไวรัสใบดางแตง (PAb -CMV) และ โพลีโคลนอลแอนติบอดีตออิมมูโนโกลบูลินของหนูเมาส 
(RAM) เพื่อใชเคลือบเปน test line และ control line บนแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน ตามลําดับ 
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ภาพท่ี 7  การวิเคราะหความบริสุทธ์ิของ recombinant protein CMV-CP ท่ีผาน Ni-NTA column 
  โดยใชวิธี SDS-PAGE 

M    โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas, SM0431)   
E4-E12  Eluate 4 – Eluate 12  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

KDa           M      E4       E5     E6       E7       E8     E9     E10     E11    E12

116 
66.2 
45 
35 

25 

18.4 
14.4 

CMV-CP 
(27 KDa) 
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ตารางท่ี 1  การแยกอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสใบดางแตง
ดวยวิธี recProtein G-Sepharose 4B conjugate column chromatography  

  

Fraction/1 
คาการดูดกลืนแสงท่ี      

280 นาโนเมตร 
ความเขมขนของโปรตีน/2 
(มิลลิลกรัมตอมิลลิลิตร) 

ไตเตอร 

w1 2.08 1.48 8 
w2 0.27 0.20 16 
w3 0.00 0.00 0 
w4 0.00 0.00 0 
w5 0.00 0.00 0 
E1 0.01 0.00 0 
E2 2.13 1.52 32,768 
E3 2.40 1.71 32,768 
E4 0.84 0.60 16,382 
E5 0.11 0.08 8,192 
E6 0.00 0.00 0 
E7 0.00 0.00 0 
E8 0.00 0.00 0 
E9 0.00 0.00 0 
E10 0.00 0.00 0 

อาหารเล้ียงเซลล
ไฮบริโดมา 

2.79 2.00 512 

  
/1 W  fraction ท่ีเก็บจากการลางคอลัมนดวย washing buffer 
  E fraction 
/2 ความเขมขนของโปรตีนคํานวณจากสูตร O.D.280/1.4 
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ภาพท่ี 8  การวิเคราะหความบริสุทธ์ิของ IgG ท่ีผาน recProtein G-Sepharose 4B conjugate column 

chromatography โดยใชวิธี SDS-PAGE 
M   โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas, SM0431)   
C อาหารเล้ียงเซลลไฮบริโดมา CM2 
1 Wash fraction 1 
2 Eluate fraction 2 
3  Eluate fraction 3 
4 Eluate fraction 4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Heavy chain ขนาด 53 KDa 

Light chain ขนาด 29 KDa 

KDa   M             C     1     2     3     4

116 

66.2 

45 

35 

25 

18.4 

14.4 
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2.2.1 โพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสใบดางแตง 
 
 ผลิต PAb-CMV ในกระตายโดยใชเช้ือ CMV บริสุทธ์ิเปนแอนติเจน เก็บแอนติ-

ซีรัมจํานวน 13 คร้ัง ตรวจสอบไตเตอรของแอนติซีรัมจากวิธี indirect ELISA พบวา PAb-CMV มี
ปฏิกิริยาขามกบัน้ําค้ันใบยาสูบปกติสูงมาก (O.D.405 = 1.979) แตหลังจากทํา cross absorption กับน้ํา
ค้ันใบยาสูบปกติ สามารถลดปฏิกิริยาขามได (O.D.405 = 0.127) โดยมีคาไตเตอรระหวาง 1,600 – 
25,600 คาไตเตอรสูงท่ีสุดในคร้ังท่ี 7 (25,600) (ตารางท่ี 2) ใชแอนติซีรัมต้ังแตคร้ังท่ี 7 เปนตนไป
ในการเตรียม Ig บริสุทธ์ิตอไป 

 
 การเตรียม IgG บริสุทธ์ิจาก PAb-CMV โดยใชแอนติซีรัมคร้ังท่ี 7 ท่ีผานการ 

cross absorption แลว มาผาน recProtein A-Sepharose 4B conjugate column chromatography ได 
IgG ความเขมขน 1.4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาณท้ังส้ิน 12.6 มิลลิกรัมจากแอนติซีรัม 5 มิลลิลิตร 
การตรวจสอบความบริสุทธ์ิโดยวิธี SDS-PAGE พบแถบโปรตีน 2 แถบ ขนาด 50 KDa (Heavy 
chain) และขนาด 25 KDa (light chain) และไมพบแถบโปรตีนอ่ืนๆ แสดงใหเห็นวาอิมมูโนโกลบู
ลินท่ีเตรียมไดมีความบริสุทธ์ิสูง (ภาพท่ี 9) 

 
 การตรวจหาคาไตเตอรของอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิดวยวิธี indirect ELISA 

พิจารณาจากการทําปฏิกิริยาท่ียังใหคา O.D.405 เปนสองเทาของ negative control พบวา ไดไตเตอร
ในการทําปฏิกริิยากับ CMV บริสุทธ์ิ เทากับ 32,768โดยไมมีปฏิกิริยาขามกับน้ําค้ันพชืปกติ  
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ตารางท่ี 2  คาไตเตอรของแอนติซีรัมตอเช้ือไวรัสใบดางแตง จากการเจาะเลือด 13 คร้ัง 
 

แอนติซีรัมคร้ังท่ี ไตเตอร/1 แอนติซีรัมคร้ังท่ี ไตเตอร/1 

1 1,600 8 25,600 

2 1,600 9 25,600 

3 1,600 10 25,600 

4 6,400 11 25,600 

5 12,800 12 25,600 

6 12,800 13 25,600 

7 25,600   
 

/1 คาไตเตอรตรวจสอบดวยวธีิ indirect ELISA โดยเจือจางแอนติซีรัมแบบ 2 เทา และใหทําปฏิกิริยา
กับสับสเตรตเปนเวลา 30 นาที 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 9  การวิเคราะหความบริสุทธ์ิของอิมมูโนโกลบูลิน ท่ีผานการทาํใหบริสุทธ์ิดวย recProtein A 

column Sepharose 4B conjugate column chromatography โดยใชวิธี SDS-PAGE 
M   โปรตีนมาตรฐาน (Fermentus, SM0431)   
1 อิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิท่ีจําเพาะตอไวรัสใบดางแตง 
2 อิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิท่ีจําเพาะตออิมมูโนโกลบูลินของหนูเมาส 

 

 

 
116 

35 

25 

18.4 

14.4 

64 
45 

 M       1         2 

Heavy chain ขนาด 50 KDa 

Light chain ขนาด 25 KDa   
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2.2.2 โพลีโคลนอลแอนติบอดีตออิมมูโนโกลบูลินของหนูเมาส 
 

โพลีโคลนอลแอนติบอดี (Rabbit anti-mouse IgG, RAM) ท่ีใชในการทดลองได
จากการฉีดกระตุนกระตายพนัธุ White New Zealand ดวยอิมมูโนโกลบูลินของหนูเมาสบริสุทธ์ิ 
isotype IgG1 ปริมาณ 0.5 มิลลิกรัมเขาใตผิวหนัง เก็บแอนติซีรัมจํานวน 18 คร้ัง หลังจากการตรวจ
คาไตเตอรของแอนติซีรัมดวยวิธี indirect ELISA พบวาซีรัมมีคาไตเตอรระหวาง 1,000 – 128,000 
สูงสุดในคร้ังท่ี  10 (128,000) (ตารางท่ี 3) นําแอนติซีรัมท่ีเจือจาง 1:1,000 ไปทําปฏิกิริยากับ IgG1 
และ IgG2a จาก MAb-CMV และ โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ Potato virus Y (PVY) พบวา RAM 
สามารถทําปฏิกิริยาไดท้ัง 2 subclass ของ IgG 

 
การเตรียม RAM-IgG โดยใชแอนติซีรัมคร้ังท่ี 10 และใช recProtein A-Sepharose 4B 

conjugate column ไดอิมมูโนโกลบูลินความเขมขน 1.7 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาณโปรตีนท้ังส้ิน 
14.3 มิลลิกรัมจากแอนติซีรัม 5 มิลลิลิตร การตรวจหาคาไตเตอรดวยวธีิ indirect ELISA พบวามีคา
ไตเตอร 524,288  
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ตารางท่ี 3  คาไตเตอรของแอนติซีรัมตอหนูเมาส จากการเจาะเลือด 18 คร้ัง 
 

แอนติซีรัมคร้ังท่ี ไตเตอร/1 แอนติซีรัมคร้ังท่ี ไตเตอร/1 

1 1000 10 128,000 

2 8000 11 64,000 

3 4000 12 16,000 

4 16,000 13 16,000 

5 64,000 14 16,000 

6 64,000 15 16,000 

7 64,000 16 16,000 

8 64,000 17 16,000 

9 64,000 18 16,000 
 

/1 คาไตเตอรตรวจสอบดวยวธีิ indirect ELISA โดยเจือจางแอนติซีรัมแบบ 2 เทา และใหทําปฏิกิริยา
กับสับสเตรตเปนเวลา 30 นาที 
 
3.  การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดีเพื่อใชในการตรวจสอบเชื้อไวรัสใบดางแตงโดยวิธี 
Triple antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent Assay (TAS-ELISA) 
  
 การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดตีอเช้ือ CMV ดวยวิธี TAS-ELISA โดย
เปรียบเทียบการใช PAb-CMV หรือ MAb-CMV เคลือบ ELISA plate พบวาการเคลือบ ELISA 
plate ดวย PAb ใหผลดีกวา MAb โดยใหคา O.D.405 เปนบวก เม่ือทําปฏิกิริยากับเช้ือใบดางแตง
บริสุทธ์ิ และมีคา O.D.405 (0.420-0.844) แปรผันตามปริมาณ PAb ท่ีใชเคลือบถาด (1.25–20 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) สวนการใช MAb เคลือบถาดใหคา O.D.405 ระหวางการทําปฏิกิริยากับพืช
เปนโรคและพืชปกติไมแตกตางกัน จึงเลือกใช PAb ในการเคลือบถาด (coating antibody) และใช 
MAb ในการทําปฏิกิริยาหลังจากเติมแอนติเจนแลว (detecting antibody) (ตารางท่ี 4) 
 
 
 
 



 

 

40 

4.  การติดฉลากอนุภาคทองกับโมโนโคลนอลแอนติบอด ี
 
 การทํา Titration เพื่อหาปริมาตรท่ีเหมาะสมของแอนติบอดีในการปฏิกิริยากับอนภุาคทอง 
พบวา คาการดดูกลืนแสงท่ี 520 นาโนเมตร แปรผันตรงกบัปริมาตรของแอนติบอดีท่ีใชทําปฏิกิริยา 
และเร่ิมคงท่ีเม่ือใชแอนติบอดี (0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร โดยคาการ
ดูดกลืนแสงไมเพิ่มข้ึนแมจะเพ่ิมปริมาตรของแอนติบอดีใหมากข้ึนกต็าม (ตารางท่ี 5 และ ภาพท่ี 10) 
ดังนั้นอัตราสวนท่ีเหมาะสมระหวางปริมาตรแอนติบอดแีละอนภุาคทองที่เลือกเพ่ือการติดฉลาก
ตอไปคือ 3: 50 
 
 การศึกษาขนาดของอนุภาคทองกอนและหลังติดฉลากดวยแอนติบอดีภายใตกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนท่ีกําลังขยาย 200,000 เทา พบวา อนภุาคทองท่ีเช่ือมกับแอนติบอดีมีขนาดโดย
เฉล่ียใหญกวาอนุภาคทองกอนการเช่ือมดวยแอนติบอดี โดยมีขนาดเสนผานศูนยกลางเฉล่ีย 
21.0±4.18 และ19.0±4.43 นาโนเมตร ตามลําดับ (ภาพท่ี 11 และ 12) และสามารถทําปฏิกิริยากับเช้ือ 
CMV บริสุทธ์ิและ CMV-CP โดยวิธี DIBA (ภาพท่ี 13) 
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ตารางท่ี 4  ผลการทําปฏิกิริยาของโพลีโคลนอลและโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับไวรัสใบดางแตง
บริสุทธ์ิ โดยวิธี TAS-ELISA 

 
ชนิดของ Coating antibody /2 Secondary antibody /1 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) PAb-CMV MAb-CMV 
20 0.841/3 0.426 
10 0.729 0.405 
5 0.661 0.381 

2.5 0.571 0.357 
1.25 0.420 0.336 

         น้ําค้ันใบยาสูบปกติ/4 0.025 0.348 
        Coating buffer 0.000 0.000 

 
/1 แอนติบอดตัีวบนในปฏิกริิยา TAS-ELISA ซ่ึงจะตรงกันขามกับชนิดของแอนติบอดีท่ีใชเคลือบ 

ELISA plate (coating antibody) ทําปฏิกิริยาโดยเจือจางแอนติบอดีแบบ 2 เทา 
/2  แอนติบอดีท่ีใชในการเคลือบ ELISA plate ในปฏิกริิยา TAS-ELISA ความเขมขน 5 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร 
/3 คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร หลังจากการทําปฏิกิริยากับสับสเตรทเปน 

เวลา 60 นาที 
/4   บดใบยาสูบใน PBS อัตราสวน 1:10  
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ตารางท่ี 5  การหาปริมาตรแอนติบอดีท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยากับอนุภาคทอง โดยพิจารณา
จากคาการดดูกลืนแสงท่ี 520 นาโนเมตร 

 
แอนติบอดี/1 
(ไมโครลิตร) 

Dialysis buffer 
(ไมโครลิตร) 

อนุภาคทอง 
(ไมโครลิตร) 

10% NaCl  
(ไมโครลิตร) 

O.D.520
/2 

0 100 500 100 0 
10 90 500 100 0.136 
20 80 500 100 0.169 
30 70 500 100 0.178 
40 60 500 100 0.182 
50 50 500 100 0.184 
60 40 500 100 0.189 
70 30 500 100 0.185 
80 20 500 100 0.195 
90 10 500 100 0.190 
100 0 500 100 0.190 

 
/1ใช MAb-CMV ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
/2คาการดูดกลืนแสงท่ี 520 นาโนเมตร ของสารแขวนลอยอนุภาคทอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

43 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 10  กราฟแสดงการหาปริมาตรแอนติบอดี (0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ท่ีเหมาะสมในการทํา

ปฏิกิริยากับอนุภาคทอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 11  การเปรียบเทียบขนาดของอนุภาคทองกอน (ก) และหลัง (ข) การเช่ือมดวยแอนติบอด ี

ตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน กําลังขยาย 200,000 เทา โดย
มีขนาดเสนผานศูนยกลางเฉล่ีย 19±4.43 นาโนเมตร และ 21±4.18 นาโนเมตร ตามลําดับ 

     
 

50 nm 50 nm ก ข 
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ภาพท่ี 12  ขนาดและความถ่ีของอนุภาคทองกอนและหลังการเช่ือมดวยแอนติบอด ี
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ภาพท่ี 13  การตรวจสอบปฏิกิริยาของอนุภาคทองกอนและหลังการเช่ือม MAb-CMV กับแอนติเจน   

ชนิดตางๆ ดวยวิธี dot immunobinding assay 
(ก) แผนผังการทดลอง กําหนดให 

  CMV-CP   recombinant coat protein ของเช้ือไวรัสใบดางแตง 
 P   เช้ือไวรัสใบดางแตงบริสุทธ์ิ 
 D  ใบยาสูบเปนโรค 
 RAM  แอนติบอดีตออิมมูโนโกลบูลินของหนูเมาส 
 PBS  phosphate buffer saline 
 H  ใบยาสูบปกติ  
 (ข) ผลการทําปฏิกิริยาของอนุภาคทองกอนการเช่ือม MAb-CMV 

(ค) ผลการทําปฏิกิริยาของอนุภาคทองหลังการเช่ือม MAb-CMV จุดสีมวงแสดงผลการ
ตรวจท่ีใหผลเปนบวก 

  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ก               ข            ค 

CMV-CP D P 

H RAM PBS 
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5.  การเตรียมชุดตรวจสอบ 
 
 5.1  การศึกษาชนิดของ sample absorption pad (SAP) และ wicking pad (WP) ท่ีมีผลตอ
อัตราการไหลบนชุดตรวจสอบ 
 
 จากการศึกษาความไวในการไหลของนํ้าค้ันพืชบนชุดตรวจสอบท่ีแตกตางกัน 4 
รูปแบบ คือ (1) SAP 33 glass fiber กับ WP 470 cotton linter, (2) SAP 470 cotton linter กับ WP 
470 cotton linter, (3) SAP 33 glass fiber กับ WP 900 cotton linter และ (4) SAP 470 cotton linter 
กับ WP 900 cotton linter พบวา น้ําค้ันพืชสามารถเคล่ือนท่ีบนชุดตรวจสอบท่ีมี SAP ชนิด 33 glass 
fiber (แบบท่ี 1 และ 3) ไดเร็ว โดยไมมีความแตกตางกันในรูปแบบท่ีมี WP เปน 470 cotton linter 
และ 900 cotton linter โดยใชเวลาในการเคล่ือนท่ีถึง wicking pad เทากับ 46 และ 48 วินาที
ตามลําดับ ในขณะท่ีรูปแบบท่ีใช 470 cotton linter เปน SAP (แบบท่ี 2 และ 4) มีอัตราการไหลชา
กวา คือ 100 วินาที ในรูปแบบท่ีใช WP 470 cotton linter และ 86 วนิาทีในรูปแบบท่ีใช WP 900 
coton linter (ตารางท่ี 6) ดังนัน้รูปแบบของชุดตรวจสอบที่น้ําค้ันพืชสามารถเคล่ือนท่ีไดดีคือการใช 
SAP ชนิด 33 glass fiber โดยสามารถใช WP ไดท้ังสองชนิด คือ 470 หรือ 900 cotton linter โดยมี
ความไวไมแตกตางกัน แตเนือ่งจาก cotton linter ชนิด 900 มีความหนามาก ยากตอการตัดและ
ประกอบ จึงเลือกใชรูปแบบท่ีมี SAP ชนิด 33 glass fiber และ WP ชนิด 470 cotton linter ในการ
พัฒนาชุดตรวจสอบตอไป 

 
5.2  การหาปริมาณของสารแขวนลอยอนภุาคทองท่ีเหมาะสมในการพนลงบน conjugate 

release pad  
 
 หลังจากพวงอนุภาคทองกับ MAb-CMV (MAb-conjugate) โดยใชอัตราสวน 3: 50 ปน
ตกตะกอนสวนผสมดังกลาว และละลายตะกอนใน storage buffer ปริมาตร 0.15, 0.3 และ 0.6 เทา
ของปริมาตรสารแขวนลอยอนุภาคทองเร่ิมตน นําอิมมูโนสตริปไปทดสอบการทําปฏิกิริยากับ 
RAM ท่ีบริเวณ control line พบวาความเขมสีบนเสน control line แปรผันตามความเขมขนของสาร
แขวนลอยอนุภาคทอง โดยการละลายอนภุาคทองดวย storage buffer  อัตราสวน 0.15 เทาของ
ปริมาตรเร่ิมตนใหความเขมสีของ control line มากกวาความเขมสีท่ีเกดิจากการละลายอนุภาคทอง
ท่ี 0.3 และ 0.6 เทาของปริมาตรเร่ิมตน ประมาณ 2 และ 3 เทา ตามลําดับ แตเนื่องจากความเขมขนท่ี 
0.6 เทาจะใหเสน control line ท่ีคมชัดและเพียงพอสําหรับการบงช้ีปฏิกิริยา จึงเลือกใชอัตราสวน 
0.6 เทาในการละลายอนุภาคทองเพ่ือใชในการทดลองตอไป (ภาพท่ี 14) 
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ตารางท่ี 6  การเปรียบเทียบเวลาท่ีใชในการเคล่ือนท่ีของน้ําค้ันพืชบนชุดตรวจสอบท่ีใช sample 
absorption pad และ wicking pad รูปแบบตางๆ  

 
รูปแบบของ SAP-WP ท่ีประกอบในชุดตรวจสอบ เวลา (วินาที)/1 
(1) 33 glass fiber – 470 cotton linter 46 
(2) 470 cotton linter – 470 cotton linter 100 
(3) 33 glass fiber – 900 cotton linter 48 
(4) 470 cotton linter – 900 cotton linter 89 

 
/1 คาเฉล่ียของระยะเวลาต้ังแตเร่ิมจุมชุดตรวจสอบลงในนํ้าค้ันพืชจนนํ้าค้ันพืชเคล่ือนท่ีถึง wicking 
pad โดยทดสอบท้ังส้ิน 4 ซํ้า 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
ภาพท่ี 14  ความเขมสีท่ีเกิดจากการทําปฏิกิริยาระหวาง rabbit anti mouse IgG (RAM) บริเวณ 

control line กับแอนติบอดีท่ีเช่ือมกับอนุภาคทองท่ีถูกละลายตะกอนดวย storage buffer 
ท่ีอัตราสวนตางๆ กัน คือ 0.15 (ก) 0.3 (ข) และ 0.6 (ค) เทาของปริมาตรทองเร่ิมตน 

 
 
 
 

Control line 

ก    ข      ค 
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5.3  การศึกษาชนิดของแผนไนโตรเซลลูโลสที่เหมาะสม 
  
 การเปรียบเทียบชนิดของแผนไนโตรเซลลูโลสท่ีแตกตางกัน 4 ชนิด ตอเวลาท่ีใชและ
ความเขมสีท่ีเกิดข้ึนบนชุดตรวจสอบ พบวา ปฏิกิริยาบนเสน control line เกิดไดเร็วท่ีสุดบนชุด
ตรวจสอบท่ีใชไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนชนิด Prima40 (48 วินาที) ซ่ึงแตกตางจากไนโตร
เซลลูโลสเมมเบรนชนิด AE ท้ัง 3 แบบอยางเห็นไดชัด ความไวในการเกิดปฏิกิริยาบนชนิด AE 
แปรผกผันกับขนาดของชองวางเฉล่ียภายในแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน สอดคลองกบัการ
รายงานของ Hechleitner and Kraus (2002)โดย AE98 (5 ไมครอน) ใชเวลาในการเกิดปฏิกิริยานาน
ท่ีสุด คือ 190 วินาที รองลงมาคือ AE99 (8 ไมครอน) และ AE100 (10 ไมครอน) ซ่ึงใชเวลาในการ
เกิดปฏิกิริยา 140 และ 100 วนิาที ตามลําดบั (ตารางท่ี 7) ดังนั้นจึงเลือกไนโตรเซลลูโลสชนิด Prima 
40  ในการพัฒนาชุดตรวจสอบตอไป  
 
ตารางท่ี 7  การเปรียบเทียบชนิดของแผนไนโตรเซลลูโลสที่มีผลตอเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยาบน 

control line ในชุดตรวจสอบ 
 

ชนิดของแผนไนโตรเซลลูโลส 
เวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยาบน control line   

(วินาที)/1 
Prima40 (8 ไมครอน)/2 48 
AE98 (5 ไมครอน) 190 
AE99 (8 ไมครอน) 140 
AE100 (10 ไมครอน) 96 

 
/1 คาเฉล่ียระยะเวลาตั้งแตเร่ิมจุมชุดตรวจสอบลงในบัฟเฟอรจนเกดิปฏิกิริยาบนแผนไนโตร
เซลลูโลส โดยทดสอบท้ังส้ิน 3 ซํ้า 

/2  ขนาดรูพรุนของไนโตรเซลลูโลส 
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5.4  การศึกษาชนิดของ sample buffer ท่ีเหมาะสม 
   
 การเปรียบเทียบชนิดของ sample buffer  ตอปฏิกิริยาบนชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
โดยใชบัฟเฟอรจํานวน 10 ชนิด พบวา บัฟเฟอรทุกชนิดสามารถทําใหเกดิปฏิกิริยาบนเสน control 
line ได ยกเวน DOA extraction buffer 2   แตเม่ือจุมสตริปลงในบัฟเฟอร TBS, PBS, PB และ DOA 
extraction buffer 1 พบปฏิกิริยาแบบ false positive คือ เกิดปฏิกิริยาบนเสน test line  จากการ
ทดลอง พบวา การเติม Tween 20 ลงในบัฟเฟอร 5 ชนิดท่ีมีปญหาดังกลาว จะชวยลดปฏิกิริยาขาม
ได อยางไรก็ตามเม่ือเปรียบเทียบความเขมของสีท่ี control line พบวา การใช BIOREBA extraction 
buffer ใหผลดท่ีีสุด รองลงมาคือ Agdia general extraction buffer (ภาพท่ี 15) 
 
6. การตรวจสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาได 

 
การทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยากับน้ําค้ันใบยาสูบปกติท่ีเติมเช้ือไวรัสใบดางแตง

บริสุทธ์ิใหมีความเขมขนสุดทายเปน 50, 25, 12.5, 6.25,…, 0.012 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยมีน้ํา
ค้ันใบยาสูบปกติและบัฟเฟอร เปน negative control พบวาชุดตรวจสอบมีความไวท่ีระดับ 0.048 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยไมมีปฏิกิริยาขามกับน้ําค้ันยาสูบปกติและบัฟเฟอร ความเขมสีของ test 
line ลดลงเม่ือความเขมขนของอนุภาคไวรัสลดลง (ภาพท่ี 16) ชุดตรวจสอบสามารถอานคาได
ภายในเวลาเพยีง 5-8 นาที ข้ึนกับความเขมขนของไวรัส แตอยางไรก็ตามปฏิกิริยาบน test line ยังคง
ถูกรบกวนดวยสีเขียวของน้าํค้ันพืช ซ่ึงพบวาเม่ือเติม 1%Triton X-100 จะชวยลดการรบกวนของสี
เขียวได 

 
 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบ อิมมูโนสตริป กับวิธี indirect ELISA  ใน
การตรวจเช้ือ CMV โดยเคลือบหลุม ELISA ดวยเช้ือไวรัสใบดางแตงความเขมขนตางๆ คือ 50, 25, 
12.5, 6.25,…, 0.012 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวาวิธี indirect ELISA ท่ีใชโพลีโคลนอล
แอนติบอดีเปนตัวทําปฏิกิริยามี sensitivity ในตรวจสอบเช้ือไวรัสใบดางแตงท่ีระดบัความเขมขน 
0.039 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากการทดสอบในเบ้ืองตนโดยจุมสตริปลงในตัวอยางปริมาตรา 100 
ไมโครลิตร พบวาเปนปริมาตรท่ีเหมาะสมสําหรับทําปฏิกิริยา เนื่องจากการใชปริมาตมากกวานี้มีผล
ใหเกิดการยอนกลับของตัวอยางได 
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ภาพที่ 15  ปฏิกิริยาที่เกดิขึ้นบนชุดตรวจสอบ เมื่อใช sample buffer ที่แตกตางกัน (ก) TBS, pH 7.4 (ข) TBST, pH 7.4 (ค) PBS, pH 7.4 (ง) PBST, pH 7.4 (จ) 

PB, pH 7.4 (ฉ) PBT, pH 7.4 (ช) DOA extraction buffer1, pH 7.4 (ซ) DOA extraction buffer2, pH 8.6 (ฌ) BIOREBA extraction buffer, pH 7.4  
(ญ) Agdia general extraction buffer, pH 7.4  

  
 
 

ก         ข                     ค                 ง            จ                     ฉ                 ช              ซ           ฌ           ญ   

 

Control line 
Test line 

50 
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ภาพท่ี 16  การทดสอบความไวของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป ในการตรวจหาเช้ือไวรัสใบดางแตง

ในน้ําค้ันใบยาสูบท่ีมีความเขมขนสุดทายเทากับ 50, 25,..., 0.012 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
โดยการเจือจางแบบ 2 เทา ใชตัวอยางปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเขมขนสุดทายที่อิมมูโนสตริป
สามารถตรวจพบเช้ือ CMV 

Control line 
Test line 

50
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การตรวจสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป โดยการตรวจหาเช้ือ CMV ใน
ตัวอยางมะเขือเทศจํานวน 21 ตัวอยาง เทียบกับวิธี indirect ELISA พบวา ชุดตรวจสอบอิมมูโน
สตริปใหผลบวกในตัวอยางท่ีมีคา O.D.405 สูงกวา 0.366 และใหผลลบเม่ือคา O.D.405 ตํ่ากวา 0.238 
ตรวจพบเช้ือ CMV 13 ตัวอยางจากจํานวน 16 ตัวอยางท่ีใหผลบวกจากการตรวจดวยวิธี indirect-
ELISA ไมพบ false positive ในการตรวจตัวอยางดวยวิธีอิมมูโนสตริป (ตารางท่ี  8) มีเปอรเซนต
การตรวจพบเช้ือ CMV เทากับ 81.25% เม่ือเทียบกับวิธี indirect ELISA ดังนั้นชุดตรวจสอบนี้จึง
เหมาะสําหรับการคัดกรองตัวอยางกอนการตรวจดวยวิธีอ่ืนๆ ตอไป 
 
8.  การเตรียมอิมมูโนไลโปโซม 

  
การเช่ือม DOPE กับ sulfo-SMCC cross linker วิเคราะหความสําเร็จในการเช่ือมดวย

เทคนิค Thin layer chromatography (TLC) และตรวจดูการเคล่ือนท่ีบนตัวกลาง silica ดวยแสง 
ultraviolet พบวา PE หลังการเช่ือมดวย SMCC (SMCC-PE) มีการเคล่ือนท่ีแตกตางกับ unmodified 
PE (ภาพท่ี 17) โดยมีคาความสัมพันธของระยะทางการเคล่ือนท่ีของสารกับระยะทางการเคล่ือนท่ี
ของตัวทําละลายจากจุดเร่ิมตน (Rf) เทากับ 0.27 และ 0.96 ตามลําดับ (Hermanson, 1995) 

 
 การเตรียมไลโปโซมจากฟอสฟาทิดิลโคลีน คอเลสเตอรอล และ SMCC-PE ไดไลโปโซม
ท่ีบรรจุสี SRB (liposome-SRB) จากคอลัมนใน fraction แรก ปริมาตรท้ังส้ิน 5 มิลลิลิตร ลักษณะ
เปนสารแขวนลอยขุนมีสีมวงออน ในขณะที่ SRB ท่ีไมถูกบรรจุจะมีสีแดงเหลือบและใส (ภาพท่ี 
18) การตรวจดูโดยใชกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต พบวา ไลโปโซมท่ีบรรจุสี SRB จะเรืองแสง
สีแดงเปนจดุเล็กๆ ภายใตความยาวคล่ืน 586 นาโนเมตร ในขณะท่ีไลโปโซมท่ีไมบรรจุสี ไมปรากฏ
จุดเรืองแสงใหเห็น (ภาพท่ี 19) ไลโปโซมท่ีเตรียมไดมีขนาดเฉล่ียประมาณ 256 นาโนเมตร (ภาพท่ี 
20) 
 

การติดฉลากโมโนโคลนอลแอนติบอดดีวยหมู sulfhydryl group (MAb-SH) แลวตรวจ
ความเขมขนของแอนติบอดท่ีีพวงกับ SH โดยเคร่ืองสเปกโตโฟโตมิเตอร พบวา MAb-SH มีความ
เขมขน 6.42 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตรท้ังส้ิน 4.2 มิลลิลิตร จากแอนติบอดีความเขมขนเร่ิมตน 
9.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ประเมินปริมาณ sulfhydryl group ดวยวิธี Ellman’s 
assay พบวา มี free sulfhydryl group ความเขมขน 0.224 มิลลิโมลาร  
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ตารางท่ี 8  การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปในการตรวจหาเช้ือไวรัส
ใบดางแตงในตัวอยางมะเขือเทศ เทียบกับผลการตรวจดวยวิธี ELISA 

 
วิธีการตรวจสอบ ตัวอยาง

มะเขือเทศ 
คาการดูดกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตร 

Indirect ELISA/1 อิมมูโนสตริป 
1 0.096 - - 
2 1.460 +++/2 +++/3 
3 0.916 ++ ++ 
4 0.096 - - 
5 0.231 + - 
6 0.238 + - 
7 0.106 - - 
8 0.565 ++ +/- 
9 0.722 ++ + 
10 0.756 ++ + 
11 0.457 + +/- 
12 0.228 + - 
13 0.548 ++ + 
14 1.112 +++ +++ 
15 1.024 +++ ++ 
16 0.098 - - 
17 0.916 ++ + 
18 1.253 +++ ++ 
19 1.053 +++ ++ 
20 0.185 - - 
21 0.366 + +/- 
22 0.137 - - 
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ตารางท่ี 8  (ตอ) 

 
/1 negative control คือมะเขือเทศปกติทําปฏิกิริยากับ MAb-CMV ซ่ึงไดคา O.D.405 = 0.093  
/2 การตรวจสอบท่ีใหผลบวกในวิธี indirect ELISA แบงเปน 3 ระดับไดแก  
 (+)  คา O.D.405 ตํ่ากวา 0.5 
 (++)  คา O.D.405 ต้ังแต 0.5 - 1.0 
 (+++)  คา O.D.405 ต้ังแต 1.0 ข้ึนไป 
/3 การตรวจสอบท่ีใหผลบวกในวิธีอิมมูโนสตริปแบงเปน 4 ระดับไดแก  
 (+/-)  การเกิดปฏิกิริยาบนเสน test line ไมชัดเจน 
 (+) การเกิดปฏิกิริยาบนเสน test line ชัดเจน 
 (++) การเกิดปฏิกิริยาบนเสน test line ชัดเจนด ี
 (+++) การเกิดปฏิกิริยาบนเสน test line ชัดเจนดมีาก 
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การเตรียม immunoliposome โดยเช่ือม MAb-CMV โดยเช่ือม MAb-SH กับ liposome-
SRB และตรวจสอบการทําปฏิกิริยาโดยใชเทคนิค DIBA พบวาอิมมูโนไลโปโซมท่ีเตรียมได
สามารถทําปฏิกิริยากับ CMV-CP เช้ือไวรัสใบดางแตงบริสุทธ์ิและ RAM ไดโดยไมมีปฏิกิริยากับ 
PBS ซ่ึงใชในการเตรียมตัวอยาง ท้ังนี้ปฏิกิริยาท่ีเกดิข้ึนบนนํ้าค้ันพืชเปนโรคและนํ้าค้ันพืชปกติไม
ชัดเจน เนื่องจากสีเขียวของน้ําค้ันพืชบดบังทําใหไมสามารถบอกความแตกตางของปฏิกิริยาได 
(ภาพท่ี 21) 
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ภาพท่ี 17  ผลการเคล่ือนท่ีบนตัวกลางของฟอสฟาติดิลเอธานอลามีน (PE) กอนและหลังการเช่ือม

ดวย sulfo-SMCC cross linker (SMCC-PE)โดยใชเทคนคิ thin layer chromatography  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

SMCC-PE PE 
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ภาพท่ี 18  การแยกไลโปโซมท่ีบรรจุสี SRB โดยใช Sephadex G50-300 gel filtration column 

เปรียบเทียบสีของไลโปโซม (ก)กอนการผานคอลัมนซ่ึงมีสีแดงขุน และ(ข) หลังการผาน
คอลัมน ไดไลโปโซมท่ีบรรจุสี SRB มีลักษณะเปนสีชมพูขุนใน fraction แรก (ลูกศรช้ี) 
ในขณะท่ี fraction อ่ืนๆ เปนสีแดงใสของ sulforhodamine B ท่ีไมถูกบรรจุในอนภุาค    
ไลโปโซม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 19  อิมมูโนไลโปโซมภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต กําลังขยาย 100 เทา                       

โดยไลโปโซมท่ีบรรจุสี sulforhodamine B เรืองแสงสีแดงเปนจุดเล็กๆ ภายใต                         
ความยาวคล่ืน 586 นาโนเมตร  

 
 
 

ก              ข 

10 um 10 um 

IL 
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ภาพท่ี 20  การตรวจดูไลโปโซมภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด เปรียบเทียบ              

ไลโปโซมท่ีไมบรรจุสี (ก) และบรรจุสี SRB (ข) 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 21  การตรวจสอบปฏิกิริยาของไลโปโซมกอนและหลังการเช่ือม MAb-CMV กับแอนติเจน   

ชนิดตางๆ ดวยวิธี DIBA 
(ก) แผนผังการทดลอง กําหนดให 

  CMV-CP  recombinant coat protein ของเช้ือไวรัสใบดางแตง 
 P   เช้ือไวรัสใบดางแตงบริสุทธ์ิ 
 D   ใบยาสูบเปนโรค 
 RAM  แอนติบอดีตออิมมูโนโกลบลิูนของหนูเมาส 
 PBS  phosphate buffer saline 
 H  ใบยาสูบปกติ  
 (ข) ผลการทําปฏิกิริยาของอนุภาคทองกอนการเช่ือม MAb-CMV 

(ค) ผลการทําปฏิกิริยาของอนุภาคทองหลังการเช่ือม MAb-CMV จุดสีชมพูแสดงผลการ
ตรวจท่ีใหผลเปนบวก 

ก        ข             ค 

        ก                          ข 

CMV-CP D P 

H RAM PBS 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 
 1.  การเตรียมแอนติเจน 
 

1.1  การเตรียมแอนติเจนโดยการแยกเช้ือไวรัสใบดางแตงจากตนยาสูบไดไวรัสบริสุทธ์ิ 
9.779 มิลลิกรัม จากใบยาสูบ 100 กรัม มีคา O.D.260/O.D.280 เทากับ 1.58 การตรวจสอบโดยวิธี SDS-
PAGE พบแถบโปรตีนขนาด 27 กิโลดาลตัน  

 
1.2  การเตรียมแอนติเจนโดยสกัดโปรตีน CMV-CP จาก recombinant plasmid 

pQE80L-CMV-CP ไดโปรตีนความเขมขน 2.05 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณโปรตีนรวมเทากับ 
34.83 มิลลิกรัม พบแถบโปรตีนความเขมขนสูง ขนาด 27 กิโลดาลตันตรวจสอบโดยวิธี SDS-
PAGE 

 
 2.  การผลิตแอนติบอด ี
 

2.1  การผลิต MAb-CMV จากไฮบริโดมา โคลน CM2 โดยการเพิ่มปริมาณในอาหาร
เล้ียงเซลล แยก IgG บริสุทธ์ิโดยใช recProtein G-Sepharose 4B conjugate column chromatography 
ไดอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิ 4 fraction คือ eluate fraction ท่ี 2-5 ความเขมขน 1.52, 1.71, 0.6 และ 
0.08 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีคาไตเตอรเทากับ 32,768; 32,768; 16,382 และ 4,096 ตามลําดับ นํา 
fraction ท่ี 2 และ 3 มาใชในกระบวนการผลิตอิมมูโนสตริป  
 

2.2  การผลิต PAb-CMV โดยใชเช้ือ CMV บริสุทธ์ิเปนแอนติเจน พบวามีปฏิกิริยาขาม
กับน้ําค้ันพืชปกติ แตหลังการทํา cross absorption สามารถลดปฏิกิริยาขามได มีคาไตเตอรระหวาง 
1,600 – 25,600 การแยกแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิโดยใช recProtein A-Sepharose 4B conjugate 
column chromatographyได IgG ความเขมขน 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณ 12.6 มิลลิกรัมจาก
แอนติซีรัม 5 มิลลิลิตร  
 

2.3  การผลิต RAM โดยใช mouse IgG มีคาไตเตอรระหวาง 1,000-128,000 สามารถทํา
ปฏิกิริยาไดท้ัง 2 subclass ของ Ig คือ IgG1 และ IgG2a การแยกแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิไดแอนติบอดี
ความเขมขน 1.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณโปรตีนท้ังส้ิน 14.3 มิลลิกรัม จากแอนติซีรัม 5 
มิลลิลิตร 
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  3.  การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดีดวยเทคนิค TAS-ELISA เพื่อศึกษาชนดิของ 
coating antibody ท่ีเหมาะสม พบวา การเคลือบ ELISA plate ดวย PAb ใหผลดีกวา MAb และไมมี
ปฏิกิริยาขามกบัน้ําค้ันพืชปกติ และไดนํารูปแบบของปฏิกิริยานี้ไปใชในการผลิตอิมมูโนสตริป  
 
 4.  การเตรียมแอนติบอดีท่ีพวงกับอนภุาคทอง พบวาควรใชอัตราสวนระหวาง MAb-CMV 
ตอสารแขวนลอยอนุภาคทอง (MAb conjugate) เทากับ 3:50 ละลาย MAb conjugate ดวย storage 
buffer ปริมาตร 0.6 เทาของปริมาตรเร่ิมตน เม่ือนําแอนติบอดีท่ีพวงกบัอนุภาคทองไปทําปฏิกิริยา 
DIBA พบวาสามารถทําปฏิกิริยากับเช้ือ CMV บริสุทธ์ิ CMV-CP น้ําค้ันพืชเปนโรค และ RAM โดย
ไมทําปฏิกิริยาขามกับบัฟเฟอรและนํ้าค้ันพืชปกติ 
 
 5.  การเตรียมชุดตรวจสอบใช MAb conjugate พนลงบน CRP จนอ่ิมตัว ฉีดพน test line 
และ control line ดวย PAb-CMV และ RAM ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ การ
ประกอบชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปโดยใช 33 glass fiber เปน sample absorbtion pad (SAP) และ 
conjugate release pad (CRP), 470 cotton linter เปน wicking pad (WP) และใช Prima40 
nitrocellulose membrane เปน analyte membrane ในการประกอบชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
sample buffer ท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยาในชุดตรวจสอบคือ BIOREBA general extraction 
buffer ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปมีความไวในการตรวจสอบเช้ือ CMV ในน้ําค้ันใบยาสูบท่ีความ
เขมขน 48 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร โดยไมมีปฏิกิริยาขามกับน้ําค้ันใบพชืปกติและบัฟเฟอร 
 
 6.  การทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปในการตรวจหาเช้ือ CMV ใน
ตัวอยางมะเขือเทศพบวา อิมมูโนสตริปสามารถตรวจเช้ือ CMV ใหผลบวกในตัวอยางท่ีมีคา O.D.405 
มากกวา 0.366 มีเปอรเซ็นตการตรวจพบเช้ือ 81.25% เทียบกับวิธี ELISA โดยไมมี false positive 
กับน้ําค้ันพืชปกติ 
 
 7.  การศึกษาการเตรียมอิมมูโนไลโปโซมดัดแปลงจากวธีิการของ Hermanson (1995) และ 
Park and Durst (2000) โดยเตรียมจากเลซิติน คอเรสเตอรอล และ SMCC-PE บรรจุสี 
sulforhodamine B อยูภายในอนุภาค แยกอิมมูโนไลโปโซมโดยใช Sephadex G50-300 พบวาได 
liposome ใน fraction แรก มีขนาดเฉล่ีย 256 นาโนเมตร และสามารถทําปฏิกิริยากับเช้ือ CMV 
บริสุทธ์ิ CMV-CP และ RAM ไดโดยใชวธีิ DIBA   
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สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหผล SDS-PAGE (Laemmli, 1970) 
 
30% Acrylamide solution 
  
 Acrylamide    30 กรัม 
 Bis-acrylamide    0.80  กรัม 
 ปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 100 มิลลิลิตร 
 
Separating buffer (1.5 M Tris-HCl, pH 8.8) 
  

Tris-base     45.50  กรัม  
 น้ํากล่ัน      200 มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ดวย HCl  ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนครบ 250 มิลลิลิตร 
 
Stacking buffer (1.0 M Tris-HCl, pH 6.8) 
  
 Tris-base     30.30  กรัม 
 น้ํากล่ัน     200 มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ดวย HCl ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนครบ 250 มิลลิลิตร 
 
2x sample buffer  
 

100 mM Tris–HCl; pH 6.8 
2% SDS 
10% glycerol 
5% β–mercaptoethanol 
0.02% bromophenol blue 
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10x Tris–glycine electrophoresis buffer, pH 8.3 
 

Tris-base    30 กรัม 
Glycine     144 กรัม 
SDS     10  กรัม 
น้ํากล่ัน     800 มิลลิลิตร 
 ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 
Staining solution  
 

Coomassie–blue R–250   0.25 กรัม 
Methanol    45 มิลลิลิตร 
Acetic acid    10 มิลลิลิตร 
น้ํากล่ัน      45 มิลลิลิตร 
กรองดวยกระดาษกรอง (Whatman #1) เกบ็ในขวดทึบแสง 

 
Destain solution  
 

Methanol    250 มิลลิลิตร 
Acetic acid      70 มิลลิลิตร 

 ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ัน ใหได 1,000 มิลลิลิตร 
 
Separating gel (ปริมาตร 10 มิลลิลิตร) 
 
 น้ํากล่ัน     3.3 มิลลิลิตร 

30% Acrylamide solution  4 มิลลิลิตร 
 1.5 M Tris-HCl, pH 8.8   2.50 มิลลิลิตร 
 10% SDS    0.1 มิลลิลิตร 
 10% Ammonium persulfate  0.1  มิลลิลิตร 
 TEMED    0.004 มิลลิลิตร 
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6% Stacking gel (ปริมาตร 5 มิลลิลิตร) 
  
 น้ํากล่ัน     3.4  มิลลิลิตร 

30% Acrylamide solution  0.83 มิลลิลิตร 
 1.0 M Tris-HCl, pH 6.8   0.65 มิลลิลิตร 
 10% SDS    0.05 มิลลิลิตร 
 10% Ammonium persulfate  0.05  มิลลิลิตร 
 TEMED    0.005 มิลลิลิตร 
 

การเตรียมบัฟเฟอร ท่ีใชในเทคนิค Western blotting (Liddell and Cryer, 1991) 
 

Tris buffer saline (TBS), pH 7.4 
 
Tris-base    6.05 กรัม 
 NaCl     8.76 กรัม 
NaN3     0.10 กรัม 
ปรับ pH ใหได 7.4 ดวย HCl แลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร สามารถเตรียมเปน

ความเขมขน 10xTBS และ autoclave ได 
 
Blocking buffer (TBS-BSA)  
 

TBS     100 มิลลิลิตร 
Skim milk    1 กรัม 

 
Washing buffer (TBST)  
 

TBS    100 มิลลิลิตร 
Tween–20   0.05 มิลลิลิตร 
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Transfer buffer  
 

25 mM Tris–HCl; pH 8.0 
150 mM glycine 
0.02% SDS หรือ 20% methanol 

 
Reaction mixed substrate สําหรับ Western blotting (ZYMED) 

 
น้ํากล่ัน      8 มิลลิลิตร 
Nitro blue tetrazolium salt (NBT)   1 มิลลิลิตร 
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) 1 มิลลิลิตร 

 

การเตรียมบัฟเฟอร ท่ีใชในเทคนิคทาง indirect ELISA (Clark and Adams, 1977) 
 
Phosphate buffer saline (PBS); pH 7.4  

 
NaCl     8.0 กรัม 
Na2HPO4.12H2O    2.9 กรัม 
KH2PO4     0.2 กรัม 
KCl     0.2 กรัม 
ปรับ pH ใหได 7.4 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 
Carbonate coating buffer; pH 9.6  
 

NaHCO3    2.93 กรัม 
Na2CO3     1.59 กรัม 
ละลายในน้ํากล่ัน   800 มิลลิลิตร 
ปรับ pH ใหได 9.6 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
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Blocking buffer (2% skim milk)  
 

PBS     100 มิลลิลิตร 
Skim milk    2 กรัม 

 
Washing buffer (PBST)  
 

PBS               1000 มิลลิลิตร 
Tween–20    0.5 มิลลิลิตร 

 
Substrate buffer; pH 9.8  

 
Diethanolamine    97 มิลลิลิตร 
Sodium azide    0.2 กรัม 
MgCl2.6H2O    0.1 กรัม 
น้ํากล่ัน     800 มิลลิลิตร 
ปรับ pH ใหได 9.8 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนครบ 1,000 มิลลิลิตร เก็บแชเยน็ท่ี 4 

องศาเซลเซียส ในท่ีมืด 
 

การเตรียมบัฟเฟอรท่ีใชในการทําใหแอนตบิอดีบริสุทธ์ิ 
 
Washing buffer (20 mM sodium phosphate, pH 7.0) 
  

Na2HPO4.7H2O    3.27  กรัม 
 NaH2PO4    0.94  กรัม 
 น้ํากล่ัน      800 มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ใหได 7.0 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนครบ 1,000 มิลลิลิตร  
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Elution buffer (0.1 M Glycine-HCl, pH 2.7) 
 
 Glycine-HCl    11.1  กรัม 
 น้ํากล่ัน      800 มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ใหได 2.7 ดวย NaOH หรือ HCl  ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 1,000 มิลลิลิตร 
 
Cleaning column buffer (1 M Acetic acid, pH 2.8) 
  
 Glacial acetic acid   57.2  มิลลิลิตร 
 น้ํากล่ัน      800  มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ใหได 2.8 ดวย NaOH หรือ HCl ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 1,000 มิลลิลิตร 
 
Neutralizing buffer (2 M Tris, pH 8.0) 
 
 Tris-base    24.228  กรัม 
 น้ํากล่ัน      80  มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ใหได 8.0 ดวย NaOH หรือ HCl ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 100 มิลลิลิตร 
 
Storage column buffer (100 mM PBS, pH 7.4, with 0.01% Proclin) 
 
 KH2PO4     2.6  กรัม 
 Na2HPO4.7H2O    21.7  กรัม 
 NaCl     8.77  กรัม 
 Proclin     1  มิลลิลิตร 
 น้ํากล่ัน      800 มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ใหได 7.4 ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 1,000 มิลลิลิตร 
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การเตรียมสารเคมี สําหรับการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 
อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640 
 
 RPMI 1640 (GIBCO)    20  กรัม  

NaHCO3    2  กรัม 
1,000x Penicillin   1 มิลลิลิตร 
1,000x Streptomycin    1  มิลลิลิตร 
น้ํากล่ัน     800  มิลลิลิตร   
ปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร ดวยน้าํกล่ัน แลวกรองดวยแผนกรอง ขนาด 0.2 

ไมครอน เก็บไวท่ี 4 องศาเซลเซียส 
  

อาหารเล้ียงเซลล Complete medium (CM) 
  
 อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640   445 มิลลิลิตร 
 Fetal calf serum (GIBCO)    50 มิลลิลิตร 
 100x 2-Mercaptonethanol   2.5 มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากัน เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 
 
1,000x Penicillin 
  
 Penicillin        1,000,000 unit 
 น้ํากล่ัน        10 มิลลิลิตร 
 ละลายสวนผสมใหเขากัน แลวกรองดวยแผนกรอง (Syringe filter) ขนาด 0.2 ไมครอน 
แบงเก็บใสหลอดไมโครทิวปหลอดละ 1 มิลลิลิตร เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส (ความเขมขนของ 
Penicillin ท่ีใชเทากับ 100 U/มิลลิลิตร) 
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1,000x Streptomycin 
  
 Streptomycin     7.7  กรัม 
 น้ํากล่ันปริมาตร    10 มิลลิลิตร 
 ละลายสวนผสมใหเขากัน แลวกรองดวยแผนกรอง (Syringe filter) ขนาด 0.2 ไมครอน 
แบงใสหลอดไมโครทิวปหลอดละ 1 มิลลิลิตร เก็บไวท่ี -20 องศาเซลเซียส (ความเขมขนของ 
Streptomycin ท่ีใชเติมอาหารเล้ียงเซลลเทากับ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
 
100x 2-Mercaptonethanol 
  
 2-Mercaptonethanol   70  ไมโครลิตร 
 10x PBS     100 ไมโครลิตร 
 ละลายสวนผสมใหเขากัน กรองดวยแผนกรองขนาด 0.2 ไมครอน เกบ็ท่ี 4 องศาเซลเซียส 
 
PBS 
 
 NaH2PO4.H2O    0.256 กรัม 
 Na2HPO4. 7H2O    2.248 กรัม 
 NaCl     8.766  กรัม 
 น้ํากล่ัน           80 มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ใหได 7.4 ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร นําไป autoclave ท่ีความดัน 121 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที 
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อาหารสําหรับเล้ียงเซลลแบคทีเรีย 
 

อาหาร LB 
 
 Tryptone    10   กรัม 
 Yeast extract      5 กรัม 
 NaCl       5  กรัม 
 น้ํากล่ัน      800 มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ใหได 7.5 ดวย 1N NaOH  ปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร และนําไป 
autoclave ท่ีความดัน 121 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที 
 

การเตรียมบัฟเฟอร ท่ีใชในการศึกษาชนดิของบัฟเฟอรท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยากับ 
ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 

 
Phosphate buffer saline (PBS); pH 7.4  

 
NaCl     8.0 กรัม 
Na2HPO4.12H2O    2.9 กรัม 
KH2PO4     0.2 กรัม 
KCl     0.2 กรัม 
 ปรับ pH ใหได 7.4 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 
PBST  

 
PBS              1000 มิลลิลิตร 
Tween–20    0.5 มิลลิลิตร 
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Tris buffer saline (TBS), pH 7.4 
 

Trisma-base    6.05 กรัม 
 NaCl     8.76 กรัม 
NaN3     0.10 กรัม 
ปรับ pH ใหได 7.4 ดวย HCl แลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร สามารถเตรียมเปน

ความเขมขน 10xTBS และ autoclave ได 
 
TBST  

 
TBS              1000 มิลลิลิตร 
Tween–20    0.5 มิลลิลิตร 

 
DOA1 Extraction buffer, pH 7.5 
  
 0.02M Tris base 
 0.2M NaCl 

0.4% Na2SO3 

 
DOA2 Extraction buffer, pH 8.6 
 
 Na2BO3     38.1 กรัม 
 Triton X 100    10 มิลลิลิตร 
 PVP     10 กรัม 
 SDS       3 กรัม 
 NaSO3       4 กรัม 
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General extract buffer (Agdia) 
 
 Sodium sulfite (anhydrous)   1.3 กรัม 
 Polyvinylpyrrolidone (PVP) MW 24-40,000 20.0 กรัม 
 Sodium azide       0.2 กรัม 
 Powdered egg (chicken) albumin     2.0 กรัม 
 Tween-20     20.0  กรัม 
 PBST      1000 มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ใหได 7.4 เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 
 
Extraction buffer (BIOREBA) 
 
 Tris-(hydroxymethyl)aminomethane 2.40  กรัม 
 NaCl     8.00 กรัม 
 PVP (MW 24000)   20.0 กรัม 
 Tween 20    0.50 กรัม 
 KCl     0.20 กรัม 
 NaN3     0.20 กรัม 
 ปรับ pH ใหได 7.4 ดวย HCl  และปรับปริมาตรใหได 1000 มิลลิลิตร 
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