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พัฒนาชุดตรวจสอบแบบรวดเร็วดวยเทคนคิอิมมูโนโครมาโทกราฟ (อิมมูโนสตริป) เพื่อ
การตรวจสอบเช้ือไวรัสใบดางแตง ใชแอนติบอดี 3 ชนิด ไดแก โมโนโคลนอลแอนติบอดีและ  
โพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสใบดางแตง (MAb-CMV, PAb-CMV) และโพลีโคลนอล
แอนติบอดีตออิมมูโนโกลบูลินของหนูเมาส (RAM)  นํา MAb-CMV มาพวงกับอนุภาคทองเพ่ือ
เปนตัวจับแอนติเจนท่ีบริเวณ conjugate release pad (CRP)  ปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและ
แอนติบอดจีะเคล่ือนยายตอไปยังแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (Prima 40) ซ่ึงถูกเคลือบดวย 
PAb-CMV และ RAM ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในบริเวณ test line และ control line 
ตามลําดับ  ใช 33 glass fiber และ 470 cotton linter เปนสวนของ sample application pad (SAP) 
และ wicking pad (WP) ตามท่ีระบุโดยบริษัทผูผลิต อิมมูโนสตริปมีขนาด 0.5 x 6.0 ตาราง
เซนติเมตร การทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบโดยทําปฏิกิริยากับน้ําค้ันใบยาสูบท่ีเติม
เช้ือไวรัสใบดางแตง เปรียบเทียบกับน้ําค้ันใบยาสูบปกติและบัฟเฟอร พบวา ชุดตรวจสอบท่ี
พัฒนาข้ึนมีความไวท่ีระดับ 0.048 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยไมมีปฏิกิริยาขามกับน้ําค้ันพืชปกติ
และบัฟเฟอร การตรวจสอบใชเวลา 6-15 นาที ซ่ึงความเขมสีของปฏิกิริยาเปนสัดสวนโดยตรงกับ
ความเขมขนของไวรัสในตัวอยาง 

 
การศึกษาการเตรียมอิมมูโนไลโปโซมเพื่อใชเปนตัวบงช้ีทดแทนอนุภาคทองในชุด

ตรวจสอบ เตรียมไดจากเลซติิน คอเลสเตอรอล และฟอสฟาติดิลเอทานอลามินในอัตราสวน 
8:10:1 ไดอิมมูโนไลโปโซมขนาดเสนผานศูนยกลางเฉล่ีย 256 นาโนเมตร โดยบรรจสีุ 
Sulforhodamine B (SRB) อยูภายใน และสามารถทําปฏิกิริยากับเช้ือไวรัสใบดางแตงบริสุทธ์ิ 
โปรตีนหอหุมอนุภาคทองและอิมมูโนโกลบูลินตอหนูเมาสโดยการตรวจสอบดวยวธีิ                       
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 หนา 

  
1 ผลการแยกอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือ

ไวรัสใบดางแตงดวย recProtein G-Sepharose 4B conjugate column 
chromatography 34 

2 คาไตเตอรของแอนติซีรัมตอเช้ือไวรัสใบดางแตง จากการเจาะเลือด 13 คร้ัง 37 
3 คาไตเตอรของแอนติซีรัมตอหนูเมาส จากการเจาะเลือด 18 คร้ัง 39 
4 ผลการทําปฏิกิริยาของโพลีโคลนอลและโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยวิธี 

TAS- ELISA 41 
5 คาการดูดกลืนแสงท่ี 520 นาโนเมตรของการหาปริมาตรแอนติบอดีท่ี

เหมาะสมในการทําปฏิกิริยากับอนุภาคทอง 42 
6 การเปรียบเทียบเวลาท่ีใชในการเคล่ือนท่ีของน้ําค้ันพืชบนชุดตรวจสอบท่ีใช 

sample absorption pad และ wicking pad รูปแบบตางๆ 47 
7 การเปรียบเทียบชนิดของแผนไนโตรเซลลูโลสท่ีมีผลตอเวลาท่ีใชในการ

เกิดปฏิกิริยาบน control line ในชุดตรวจสอบ 48 
8 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปในการตรวจหา

เช้ือไวรัสใบดางแตงในตัวอยางมะเขือเทศ เทียบกับผลการตรวจดวยวธีิ 
ELISA 53 

   
 
 
 



 

(3) 

สารบัญภาพ 
 

ภาพท่ี หนา 

  
1 เทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟชนิด Double Antibody Sandwich Assay (ก) และ  

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

assay โดยใช MAb หรือ PAb เปน coating antibody 22 
3 รูปแบบการประกอบชุดตรวจสอบเพ่ือศึกษาชนิดของวสัดุท่ีใชเปน wicking pad 

และ sample pad 24 
4 แผนผังการประกอบชุดตรวจสอบ 27 
5 ไวรัส CMV ท่ีเตรียมใหบริสุทธ์ิจากใบยาสูบเปนโรค ดวยวิธี sucrose gradient 

centrifugation และตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 31 
6 การวิเคราะหความบริสุทธ์ิของเช้ือไวรัสใบดางแตง ไอโซเลท KPS10 ท่ีเตรียมได

จากใบยาสูบเปนโรคโดยใชวิธี SDS-PAGE (ก) และ westhern blotting (ข) 31 
7 การวิเคราะหความบริสุทธ์ิของ recombinant protein CMV-CP ท่ีผาน Ni-NTA 

column  โดยใชวิธี SDS-PAGE 33 
8 การวิเคราะหความบริสุทธ์ิของ IgG ท่ีผาน recProtein G-Sepharose 4B conjugate 

column chromatography โดยใชวิธี SDS-PAGE 35 
9 การวิเคราะหความบริสุทธ์ิของอิมมูโนโกลบูลิน ท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิดวย rec-

Protein A column Sepharose 4B conjugate column chromatography โดยใชวิธี 
SDS-PAGE 37 

10 การหาปริมาตรแอนติบอดี (0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ท่ีเหมาะสมในการทํา
ปฏิกริิยากับอนุภาคทอง 43 

11 การเปรียบเทียบขนาดของอนุภาคทองกอน (ก) และหลัง (ข) การเช่ือมดวย
แอนติบอด ีตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน กําลังขยาย 
200,000 เทา 43 

 
 



 

(4) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี หนา 

  
12 การกระจายของขนาดอนุภาคทองกอนและหลังการเช่ือมดวยแอนติบอดี 44 
13 การตรวจสอบปฏิกิริยาของอนุภาคทองกอนและหลังการเช่ือม MAb-CMV กับ

แอนติเจนชนดิตางๆ ดวยวิธี DIBA 45 
14 ความเขมสีท่ีเกิดจากการทําปฏิกิริยาระหวาง rabbit anti mouse IgG (RAM) 

บริเวณ control line กับแอนติบอดีท่ีเช่ือมกับอนุภาคทองท่ีถูกละลายตะกอนดวย 
storage buffer ท่ีอัตราสวนตางๆ กัน คือ 0.15 (ก) 0.3 (ข) และ 0.6 (ค) เทาของ
ปริมาตรทองเร่ิมตน 47 

15 ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนบนชุดตรวจสอบ เม่ือใช sample buffer ท่ีแตกตางกัน (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
ดางแตงในน้ําค้ันใบยาสูบท่ีมีความเขมขนสุดทายเทากับ 50, 25,..., 0.012 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยการเจือจางแบบ 2 เทา 51 

17 ผลการเคล่ือนท่ีบนตัวกลางของฟอสฟาติดิลเอธานอลามีน (PE) กอนและหลังการ
เช่ือมดวย sulfo-SMCC cross linkerโดยใชเทคนิค thin layer chromatography 56 

18 การแยกไลโปโซมท่ีบรรจสีุ SRB โดยใช Sephadex G50-300 gel filtration 
column เปรียบเทียบสีของไลโปโซมกอน (ก) และหลัง (ข) การผานคอลัมน ไดไล
โปโซมลักษณะสีมวงขุนใน fraction แรก ในขณะท่ี fraction อ่ืนๆ เปนสี 
sulforhodamine B ท่ีไมถูกบรรจุในอนภุาคไลโปโซม 57 

19 อิมมูโนไลโปโซมภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต กําลังขยาย 100 เทา            
โดยไลโปโซมท่ีบรรจุสี sulforhodamine B เรืองแสงสีแดงเปนจุดเล็กๆ ภายใต          
ความยาวคล่ืน 586 นาโนเมตร 57 

   



 

(5) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี หนา 

  
20 การตรวจดูไลโปโซมภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

เปรียบเทียบไลโปโซมท่ีไมบรรจุสี (ก) และบรรจุสี SRB (ข) 58 
21 การตรวจสอบปฏิกิริยาของไลโปโซมกอนและหลังการเชื่อม MAb-CMV กับ

แอนติเจน   ชนิดตางๆ ดวยวิธี DIBA 58 
   
   
   
   
   
   

 
 



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
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 



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ (ตอ) 
 
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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การพัฒนาชุดตรวจสอบแบบรวดเร็วเพ่ือตรวจหาเชื้อไวรัสใบดางแตงโดยใช                    
เทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟ 

 

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

 

คํานํา 
 

เช้ือไวรัสใบดางแตงหรือ Cucumber mosaic virus (CMV) เปนเช้ือไวรัสสาเหตุโรคพืชท่ี
สามารถกอโรคใหกับพืชไดหลายชนิด ท้ังในพืชใบเล้ียงเดี่ยว ใบเล้ียงคู พืชลมลุก ไมพุมและไมยืน
ตน ไดถึง 1,200 ชนิด เนื่องจากสายพันธุของเช้ือไวรัสชนิดนี้ท่ีพบในปจจุบันมีจํานวนมากและแต
ละสายพันธุมีความสามารถในการกอโรคท่ีแตกตางกัน อีกท้ังยังสามารถถายทอดโรคไปยังพืชอาศัย
ไดหลายวิธี จึงทําใหการแพรระบาดของเช้ือไวรัสเปนไปไดอยางรวดเร็ว ซ่ึงกอใหเกิดความเสียหาย
โดยตรงคือพืชตายหลังจากไดรับเช้ือไวรัสเนื่องจากความผิดปกติของระบบภายในตนพืช และโดย
ออมคือสงผลกระทบตอคุณภาพและปริมาณของผลผลิตไดมากถึง 15-100 เปอรเซ็นต ดังนั้นการ
ปองกันและควบคุมโรคท่ีเกดิจากเช้ือไวรัสใบดางแตงเพื่อลดการแพรระบาดจึงมีความจําเปนอยาง
มากในการรักษาปริมาณและคุณภาพผลผลิตของพืช ท้ังนี้หนทางการปองกันและควบคุมโรคท่ีเกดิ
จากเช้ือไวรัสชนิดนี้มีไดหลายวิธีเชน การใชสารเคมีฉีดพนกาํจดัเพล้ียออนแมลงพาหะ หรือการใช
พืชตานทานโรค อยางไรก็ตามวิธีการดังกลาวขางตนมีขอเสียคือการใชสารเคมีนอกจากจะสงผล
กระทบตอผูใชโดยตรงแลวยังสงผลกระทบตอสภาพแวดลอมอีกดวย ในขณะท่ีการสรางพืช
ตานทานตองใชระยะเวลานานในการศึกษา ทําใหในปจจบัุนไดมีการนาํเทคโนโลยีเทคโนโลยีการ
ตรวจวนิิจฉัยเช้ือไวรัสท่ีมีความแมนยํา รวดเร็วและไมยุงยากมาใช โดยเฉพาะเทคนิคทางดานซีรัม
วิทยา เชน Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) , Immunochromatographic strip (อิมมู
โนสตริป) เพือ่การตรวจสอบสวนของพืชกอนการปลูกหรือขยายพันธุ เชนการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ 
รวมท้ังสามารถใชในการเผาระวังเพื่อตรวจสอบและวางแผนการควบคุมโรคไมใหเกิดการระบาด
เม่ือมีการปลูกพืชไปแลว ทําใหเกิดประสิทธิภาพสูงในการปองกันกําจดัโรค นอกจากนี้ยังเปน
เทคนิคท่ีปฏิบัติไดงายและไมจําเปนตองอาศัยความชํานาญเฉพาะดาน ทําใหการตรวจสอบโรค
เปนไปไดกวางขวางมากยิ่งข้ึน สงผลดีตอการผลิตโดยภาพรวม  
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งานวิจยัคร้ังนีมี้วัตถุประสงคเพื่อพัฒนาชุดตรวจสอบเช้ือไวรัสใบดางแตงโดยใชเทคนิค 
immunochromatography และการศึกษาเบื้องตนเกีย่วกบัการใชไลโปโซมแทนอนุภาคทองในการ
ติดฉลากแอนติบอดี 
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วัตถุประสงค 
 
 

1. การพัฒนาชุดตรวจสอบเช้ือไวรัสใบดางแตงโดยใชเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟ 
 
2. การศึกษาเบ้ืองตนเกีย่วกับการใชไลโปโซมแทนอนุภาคทองในการติดฉลากแอนติบอดี 

เพื่อใชเปนตัวบงช้ีในชุดตรวจสอบ
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การตรวจเอกสาร 
 

ลักษณะโดยท่ัวไปของเชื้อไวรัสใบดางแตง  

 

เช้ือไวรัสใบดางแตงหรือ Cucumber mosaic virus (CMV) เปนไวรัสท่ีจดัอยูในสกุล 
Cucumovirus วงศ Bromoviridae (Roossinck, 2002) มีรายงานพบคร้ังแรกในแตงกวา (Cucumis 
sativus L.) ท่ีประเทศสหรัฐอเมริกา เม่ือป ค. ศ. 1900 (Brunt et al., 1996) อนุภาคของไวรัสมีรูปราง
ทรงกลม (icosahedral) ขนาดเสนผาศูนยกลาง 29 นาโนเมตร จีโนมเปนชนิดอารเอ็นเอสายเด่ียว 
(single-stranded RNA) แบบ positive sense คาการดูดกลืนแสงของอนุภาคไวรัสท่ี O.D.260 /O.D.280 
เทากับ 1.7 (Brunt et al., 1996) เช้ือไวรัส CMV สามารถคงทนตอความรอน (Thermal inactivation 
point, TIP) ได 55-70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ความสามารถในการกอโรคมีคาความเจือจาง
สูงสุด (Dilution end point, DEP) ท่ี 1:10,000–1:100,000 และความคงทนของอนุภาคไวรัสใน
สภาพหองปฎิบัติการ (Longevity in vitro, LIV) นาน 12-15 ช่ัวโมง (ธีระ, 2532; Brunt et al., 1996) 
ไวรัสชนิดนีพ้บไดในทุกสวนของพืชท่ีติดเช้ือ พบ inclusion bodies ของเช้ือไวรัสชนดินี้เปนแบบ
ผลึก (crystals) (Brunt et al., 1996; Gallitelli, 2000) 
 

ปจจุบันพบเช้ือไวรัส CMV หลายสายพันธุ (strains) และแตละสายพันธุมีความแตกตางกัน
ในดานชนิดของพืชอาศัย อาการโรค ความสัมพันธในการถายทอดโรคโดยแมลงพาหะ จากความ
แตกตางของสายพันธุเช้ือไวรัส CMV ในลักษณะดังกลาวขางตน จึงไดมีการจําแนกเชื้อไวรัส CMV 
ไดเปน 2 กลุมยอย คือ subgroup I และ subgroup II ตามชนิดและอาการท่ีพบในพืชอาศัยและ
ความสัมพันธทางซีร่ัมวิทยา (Singh et al., 1995) แตผลการศึกษา peptide mapping ในสวนของ
โปรตีนหอหุมอนุภาค nucleic acid hybridization และการจัดเรียงตัวของนิวคลีโอไทดทางดาน
ปลาย 5’ ท่ีไมแปรรหสั (5’ NTR) บน RNA-3 ของเช้ือ CMV สามารถแบง subgroup I ไดอีก 2 กลุม
ยอย คือ subgroup IA และ subgroup IB ท่ีเรียกโดยท่ัวไปวากลุม Asian strains เนื่องจากสายพันธุท่ี
อยูในกลุม IB มักพบทําความเสียหายใหกบัพืชอาศัยโดยท่ัวไปในแถบเอเชีย ( Gallitelli, 2000)  

 
พืชอาศัยของเชื้อไวรัส CMV ในปจจุบันมีรายงานวาเช้ือไวรัสชนิดนีส้ามารถกอโรคใหกับ

พืชไดถึง 1,200 ชนิด ใน 100 วงศ (Roossinck et al., 2001) ประกอบดวยพืชใบเลี้ยงเดี่ยว ใบเล้ียงคู 
พืชลมลุก ไมพุมและไมยืนตน (Stephen and Rebecca, 2004) ความเสียหายของพืชท่ีไดรับเช้ือไวรัส 
CMV นอกจากเปนเพราะชนิดของพืชอาศัย สายพันธุเช้ือไวรัสแลว ยังเกีย่วของกบั satellite (sat-
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RNA) ของไวรัสท่ีมีผลตอการพัฒนาอาการของโรคโดยการลดความรุนแรงของโรคหรือชักนําให
เกิดอาการของโรคแบบใหมๆ ท่ีรุนแรงกวาเดิมดังเชนการรายงานของ Kearney et al. (1990) พบวา
มะเขือเทศในประเทศฝร่ังเศสท่ีแสดงอาการแผลจุดสีน้ําตาล (necrosis) และตนมะเขือเทศตายอยาง
รวดเร็วเปนผลมาจากติดเช้ือไวรัส CMV ท่ีมี sat-RNA รวมอยูดวย 

 
การแพรระบาดของเช้ือไวรัส CMV สามารถถายทอดเช้ือไดโดยวิธีกล การถายทอดโดย

แมลงพาหะจําพวกเพล้ียออนกวา 60 ชนิด ความสัมพันธของการถายทอดเช้ือไวรัสกบัแมลงพาหะ
เปนแบบ non-persistent ท่ีสําคัญไดแก เพล้ียออนยาสูบ (Myzus persicae Sulz.) (Brunt et al.,1996; 
Montasser et al., 1991) ท่ีสามารถถายทอดเช้ือไวรัส CMV ไปยังพืชในวงศ Solanaceae, 
Cucurbitaceae, Leguminosae, Compositae และอีกชนดิหนึ่งคือเพล้ียออนฝายหรือเพล้ียออนแตง 
(Aphis gossypii) (Brunt et al., 1996; Montasser et al., 1991) นอกจากความสามารถในการถายทอด
เช้ือดังกลาวขางตนแลวนั้น เช้ือไวรัส CMV ยังสามารถถายทอดเช้ือผานทางเมล็ด (seed-
transmission) ในวงศ Leguminosae เชน Phaseolus vugaris ถ่ัว lentil (Lens culinaris L.) และ ถ่ัว 
lupin และ วงศ Cruciferae ซ่ึงปจจุบันเปนปจจยัท่ีสําคัญตอการกําหนดคุณภาพของธุรกิจการสงออก
เมล็ดพันธุ  

 
การตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัสใบดางแตง 
 

การวินจิฉัยเช้ือสาเหตุโรคท่ีถูกตองถือเปนกระบวนการท่ีสําคัญข้ันตอนหน่ึงในการปองกัน 
กําจัดและควบคุมโรค วิธีการตรวจเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพ รวดเร็วและแมนยําจะสงผลใหการปองกัน
โรคเปนไปไดอยางรวดเร็วและมีประสิทธิภาพดวยเชนกนั ปจจุบันเทคโนโลยีท่ีเรียกวา diagnostic 
technology ไดเขามามีบทบาทตอการตรวจวินจิฉัยเช้ือไวรัสใบดางแตงอยางมาก เชน เทคนิคพีซี
อาร (polymerase chain reaction, PCR) โดยการเพิ่มปริมาณกรดนิวคลีอิค และเทคนคิอีไลซา 
(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) โดยการใชโพลีโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal 
antibody, PAb) และโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody, MAb) ท่ีจําเพาะตอเช้ือไวรัส
ซ่ึงเทคโนโลยีดังกลาวมีความไว (sensitivity) ในการตรวจเช้ือไวรัสไดถึงระดับนาโนกรัม อยางไรก็
ตามท้ังสองวิธีมีขอจํากัดคือตองใชเวลาในการตรวจสอบอยางนอย 2-3 ช่ัวโมงและกระบวนการ
ตรวจสอบตองอาศัยผูชํานาญการเฉพาะทางมาทําการวิเคราะห แมวาปจจุบันชุดตรวจสอบ 
(detection kits) ท่ีไดนําวิธีการทางดานอิมมูโนวิทยามาประยุกตใชรวมกบัเทคนิคทางโครมาโท-        
กราฟ (immunochomatography) ในการตรวจวินิจฉัยเช้ือไวรัสพืชจะใหผลการอานคาเร็ว มี
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ประสิทธิภาพ และสะดวกแลวก็ตาม แตชุดตรวจสอบดงักลาวยังจําเปนตองนําเขาจากตางประเทศ 
ซ่ึงมีราคาสูง ทําใหชุดตรวจสอบดังกลาวยงัไมถูกใชอยางแพรหลาย 

 
การตรวจสอบโดยวิธีอิมมูโนโครมาโทกราฟ (Immunochromatographic Assay) 
 
 เทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟหรือ lateral flow test ไดถูกพัฒนาข้ึนจากพื้นฐานของ 3 
เทคนิคคือ latex agglutination tests, sandwich assay และโครมาโทกราฟ โดย Yallow and Berson 
(1959) เพื่อใชตรวจหา anti-insulin antibodies ซ่ึงจะเปนตัวกําหนดระดับฮอรโมนอินซูลินในเลือด 
จากแนวคิดท่ีวาแอนติบอด ี2 ชนิดมีความจําเพาะตออิพิโทปท่ีแตกตางกนับนแอนติเจน ดังนั้นหาก
นําแอนติบอดชีนิดท่ีหนึ่งมาติดกับ solid support แลว เม่ือเติมตัวอยางท่ีมีแอนติเจนลงไป แอนติเจน
ท่ีอยูในตัวอยางจะถูกจับโดยแอนติบอดีท่ีติดกับ solid support แอนติเจนท่ีเกาะอยูกับแอนติบอดนีี้
จะถูกตรวจโดยแอนติบอดีตัวท่ีสองซ่ึงติดฉลากกับอนุภาค bead ท่ีมีขนาดตางกนัเชน latex bead, 
erythrocytes, colloidal dyes หรือ metal solution ทําใหสามารถอานคาปฏิกิริยาไดงายจากสี bead ท่ี
เกิดข้ึน (Garland et al, 1986; Borque et al, 1995) ท้ังนี้วัตถุประสงคของการพัฒนาเทคนิคดังกลาวก็
เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจสอบท่ีงายตอการนาํไปใช ใหผลการตรวจสอบในระยะเวลาท่ีรวดเร็ว 
สามารถอานผลไดดวยตนเองและไมจํากัดอยูในกลุมผูใชกลุมใดกลุมหนึ่ง (Ronald and Stimson, 
1998; http://www. bangslabs.com)  
 
 หลักการของเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟคือการนําแอนติบอดีมาติดฉลากกับอนุภาค 
bead ท่ีมีสี เม่ือใหแอนติบอดีท่ีติดฉลากทําปฏิกิริยากับแอนติเจนท่ีจําเพาะแลวจะเกดิเปน antigen- 
antibody complex โดย complex ดังกลาวจะเคล่ือนท่ีไปบน solid support ดวยแรง capillary flow 
จนมาถึงตําแหนงบน solid support ท่ีถูกเคลือบดวยแอนติบอดีอีกชนิดท่ีจําเพาะตอแอนติเจน 
บริเวณนี้เรียกวา test line ซ่ึง complex ขางตนจะถูกจับอยูท่ี test line เกดิใหเห็นเปนแถบสี การเกิด
แถบสีจะแปรผันตามปริมาณแอนติเจนท่ีพบในตัวอยาง ซ่ึงสามารถยืนยันความถูกตองของการ
ตรวจสอบไดจาก complex หรือแอนติบอดท่ีีเหลือจากการจับกันตรงตําแหนง test line ท่ีจะเคล่ือน
ตอไปบน solid support จนไปถึงบริเวณท่ีเคลือบแอนติบอดีอีกชนิด (secondary antibody, 2º Ab)   
เรียกบริเวณนีว้า control line ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนจากแอนติบอดีตัวแรกและแอนติบอดท่ีี control line 
นี้จะทําใหเกิดแถบสีอีกแถบหน่ึง (Garland et al, 1986; Borque et al, 1995;                              
http://www. bangslabs.com) 
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หลักการของปฏิกิริยาในเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟแบงเปน 2 แบบ ไดแก (1) แบบ 
Double antibody sandwich assay (DAS) ซ่ึงสวนใหญนิยมใชกับการตรวจแอนติเจนท่ีมีขนาดใหญ
และมี antigenic sites หลายชนิด สําหรับหลักการของวธีิการนี้เหมือนกับหลักการดงักลาวขางตน 
(ภาพท่ี 1ก) และ (2) แบบ competitive inhibition วิธีนี้นยิมใชตรวจแอนติเจนท่ีมีขนาดเล็กและมี 
antigenic sites เพียงหนึ่งชนดิเทานั้น หลักการของวิธีนี้คลายกับแบบ DAS แตท่ีแตกตางคือ
ตําแหนงของ test line จะถูกเคลือบดวยแอนติเจนชนิดเดยีวกับท่ีตองการตรวจสอบ ดงันั้นถาใน
ตัวอยางมีแอนติเจนอยูมากพอ แอนติบอดีจะจับกับแอนติเจนจนหมด และไมเหลือพอที่จะจับกับ
แอนติเจนท่ี test line เพราะฉะน้ันตําแหนง test line จะไมเกิดแถบสีใหเห็น (ภาพท่ี 1ข) ท้ังนี้ผลท่ี
อานไดจะแปรผกผันกับปริมาณแอนติเจนที่ตรวจพบในตัวอยาง 
(http://www.csl.gov.uk/prodserv/rds/lateral_flow_devices.htm.)  
 
 จากผลการตรวจสอบท่ีนอกจากสามารถอานไดดวยตาเปลา (yes/no) ใหผลถูกตอง รวดเร็ว 
สะดวกตอการพกพาและการใช นอกจากจะสามารถตรวจสอบผลไดดวยตนเองแลว ในปจจุบันได
มีการพัฒนาเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟใหสามารถตรวจสอบเช้ือไดมากกวาหนึ่งเช้ือโดยใช
แอนติบอดีติดฉลากกับเม็ดสีท่ีแตกตางกันไดสําเร็จ ทําใหวิธีการตรวจสอบโดยใชหลักการโคร
มาโทกราฟไดรับความนิยมท่ีจะนํามาใชตรวจสอบในงานทางดานการแพทย สัตว การเกษตร 
อุตสาหกรรมอาหารและสภาพแวดลอมเพ่ิมมากข้ึน (Van Weeman and Schuurs, 1971; Stimson 
and Sinclair, 1974)  
 

แมเทคนิคทางอิมมูโนวิทยาจะถูกนําไปประยุกตใชรวมกับเทคนิคทางชีวโมเลกุล เชน 
immunocapture-polymerase chain reaction (IC-PCR) (Varveri and Boutsika,1999) และเทคนิค
อ่ืนๆ ไดแก immunosensor เพื่อเพิ่มความไวในการตรวจสอบใหสูงมากก็ตาม (Ronald and 
Stimson, 1998) แตจากขอจํากัดของอุปกรณท่ีใชในการตรวจสอบและการอานผลท่ีมีราคาแพง 
ตองการผูเช่ียวชาญในการตรวจและอานผลจึงทําใหคาบริการสําหรับการวิเคราะหตัวอยางสูงตาม
ไปดวย ดังนั้นในปจจุบันเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟจึงไดถูกนํามาใชในการตรวจสอบและ
วินิจฉัยอยางแพรหลายแมความไวในการตรวจสอบบางตัวอยางจะนอยกวาการตรวจสอบดวยวิธี 
ELISA ท่ีนิยมใชกันในปจจบัุนแตก็สามารถนําวิธีการนีม้าใชคัดกรองตัวอยางจาํนวนมากใน
เบ้ืองตนไดอยางมีประสิทธิภาพ Smits et  al. (2001) ใชเทคนิค lateral flow assay ตรวจสอบ 
immunoglobulin M (IgM) จากผูปวยท่ีติดเช้ือ Leptospira sp. เปรียบเทียบกับเทคนิค ELISA แลว
พบวาเทคนิค lateral flow assay สามารถตรวจสอบตัวอยาง IgM จากผูปวยไดใกลเคียงกับการ
ตรวจสอบดวยเทคนิค ELISA แมจะมีความไวและความจําเพาะ (specificity) เพียง 85.8 เปอรเซ็นต  
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ภาพท่ี 1  เทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟชนิด 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 



 9 

และ 93.6 เปอรเซ็นต ตามลําดับเม่ือเทียบกบัการตรวจสอบดวยเทคนิค ELISA ท่ีมีความไว 89.3 
เปอรเซ็นต และมีความจําเพาะ 94.2 เปอรเซ็นต 

 
ตอมา Salomone and Roggero (2002) ไดนําเทคนิค lateral flow assay มาใชรวมกับเทคนิค 

ELISA ในงานการตรวจสอบเช้ือไวรัส Pepino Mosaic Virus สาเหตุโรคพืชไอโซเลทท่ีพบใน
ประเทศอิตาลี แลวพบวาเทคนิค lateral flow assay มีประสิทธิภาพในการตรวจสอบเช้ือไวรัสได
เทียบเทากับเทคนิค ELISA ในทุกตัวอยาง 

 
จากนั้นในป ค.ศ. 2003 เทคนิค lateral flow assay ไดถูกนํามาใชในงานตรวจสอบเก่ียวกับ

เช้ืออาวุธชีวภาพไดสําเร็จ (Anne and Leonard , 2003) นอกจากนี้ Buhrer-Sekula   et al. (2003) ยัง
ไดประยุกตใชเทคนิค lateral flow assay เพือ่ตรวจสอบและจําแนกเช้ือ Leprosy เชนเดียวกับ 
Greenwald et al. (2003) และ Cazacu et al. (2003) ท่ีใชเทคนิค lateral flow assay ตรวจสอบเช้ือ 
Mycobacterium bovis ท่ีกอโรคกับ Badger และเช้ือ Influenza virus ไดดวยเชนกัน 

 
สําหรับประเทศไทยเทคนิค lateral flow assay ไดถูกนํามาใชในงานตรวจสอบทางดาน

การแพทยอยางกวางขวางแลวเชนกัน ดังการรายงานของ Buddhirakkul et al. (2004) ท่ีประสบ
ความสําเร็จในการพฒันาชุดตรวจสอบ lateral flow assay เพื่อใชในการตรวจสอบเช้ือไวรัสตับ
อักเสบบี (Hepatitis B Virus) จากผูปวยท่ีติดเช้ือวาใกลเคียงกับผลการตรวจดวยวิธี ELISA และการ
รายงานของประสิทธ์ิ (2547) ท่ีสามารถผลิตชุดตรวจสารอะฟลาทอกซินซ่ึงเปนสารพิษท่ีกอใหเกดิ
มะเร็งไดสําเร็จเปนรายแรกของเอเชีย ท้ังนี้ชุดตรวจสอบดังกลาวมีความไวสามารถตรวจพบสารพิษ
ไดแมมีสารพษิในตัวอยางเพียง 20 พีพีบี ซ่ึงนอกจากชุดตรวจสอบท่ีผลิตนี้จะมีราคาถูกกวาชุด
ตรวจสอบ ELISA ท่ีมีจําหนายถึง 70 บาทตอการตรวจสอบหนึ่งตัวอยางแลว ผูใชไดแก โรงงาน
อาหารสัตว กลุมคาวัตถุดิบอาหารสัตว เกษตรกร ผูผลิตธัญพืชตางๆ และหนวยบริการควบคุม
คุณภาพ สามารถใชงานไดงายเพยีงแคบดตัวอยางในแอลกอฮอลแลวเจือจางดวยน้ํา นําไปหยดลง
ไปในแถบทดสอบ ในระยะเวลาเพียง 20 นาที ถามีสารอะฟลาทอกซินจะปรากฏแถบสีมวงเพียง 1 
แถบ ในขณะที่ถาไมมีสารอะฟลาทอกซินในตัวอยางกจ็ะปรากฏแถบสีมวงใหเห็น 2 แถบ 

 
แมผลความไวและความจําเพาะของการตรวจสอบดวยเทคนิค lateral flow assay ท่ีไดใน

บางคร้ังยังไมสามารถเทียบเคียงกับผลจากวิธี ELISA ก็ตาม แตจากขอดีของเทคนิคดงักลาวขางตน 
ทําใหนกัวิทยาศาสตรท้ังหลายพยายามท่ีจะศึกษาและปรับปรุงองคประกอบซ่ึงเปนระบบของ 
lateral flow เทคนิคอยูเสมอ 
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องคประกอบท่ีสําคัญของชดุตรวจสอบอิมมูโนโครมาโทกราฟคสตริป 
 
 โครงสรางของชุดตรวจสอบท่ีใชเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟท่ีเรียกวา อิมมูโนโคร
มาโทกราฟคสตริป หรืออิมมูโนสตริป มีสวนประกอบสําคัญไดแก backing pad, sample pad, 
releasing pad (CRP), detector, nitrocellulose และ absorption pad (AP) 
(http://www.millipore.com. 2005) 
  

สวนของ backing pad ทําหนาท่ีคํ้าจุน (support) องคประกอบตางๆ ไดแก sample pad, 
releasing pad, nitrocellulose และ absorption pad ใหเปนโครงสรางของชุดตรวจสอบที่สมบูรณ 
backing pad ท่ีใชสวนใหญทํามาจากโพลีเอสเตอร (polyester) หนาประมาณ 0.25-1 มิลลิเมตร
(http://www.millipore.com. 2005) 
 
 sample pad มีหนาท่ีรับตัวอยางโดยตรง และเกี่ยวของกบัการควบคุมอัตราการไหลของ
ตัวอยางไปยังสวนของ releasing pad โดยทั่วไป sample pad ท่ีใชจะมีอยู 2 แบบ คือ woven meshes 
และ cellulose filters (Buddhirakkul et al., 2004; http://www.bangslab.com. 2005)ซ่ึง woven 
meshs หรือบางคร้ังเรียกวา screens มีคุณสมบัติท่ีดีซ่ึงทําใหตัวอยางมีการกระจายตัวอยางสมํ่าเสมอ
บน SAP มีความแข็งแรงเม่ือเปยกน้ํา ไมฉีกขาด แตมี sample volume หรือความสามารถในการรับ
ตัวอยางไดตํ่า คือ ประมาณ 1-2 ไมโครลิตรตอตารางเซนติเมตร และราคาแพงเม่ือเทียบกับวัสดุชนดิ
อ่ืน สวน cellulose filter มีคุณสมบัติตรงขามคือ มีความหนา (> 250 ไมครอน) ไมแข็งแรง แตราคา
ไมแพง สามารถรองรับตัวอยางไดมาก คือ มากกวา 25 ไมโครลิตรตอตารางเซนติเมตร ซ่ึง
คุณสมบัตินี้เหมาะกับตัวอยางบางชนิดท่ีตองการใหสามารถรองรับตัวอยางปริมาตรสูงได เชน การ
ตรวจตัวอยางในปสสาวะผูปวย เปนตน (http://www.millipore.com. 2005) 
 
  releasing pad มีหนาท่ีสําคัญนอกจากจะเปนสวนท่ีเก็บรักษา detector (antibody 
conjugate) แลวยังทําหนาท่ีเสมือนตัวสง detector ไปยัง test line และ control line เพราะฉะน้ันการ
เลือก releasing pad ชนิดใดมาใชในงานทดลองจึงถือเปนสวนสําคัญ ท้ังนี้ในปจจุบันชนิดของ 
releasing pad ท่ีนํามาใชไดแกชนิดท่ีเปน cellulose glass และ plastic (เชน polyester และ 
polypropylene เปนตน) (http://www.millipore.com. 2005) 
 
  nitrocellulose ท่ีใชในเทคนิคดาน lateral flow assay นอกจากจะถูกออกแบบมาใหยึดเกาะ
กับโปรตีน (แอนติบอดีและแอนติเจน) ไดดีแลว ขนาดรูพรุนของแผน nitrocellulose แตละชนดิก็



 11 

แตกตางกันตามไปดวย ท้ังนีข้นาดรูพรุนของแผน nitrocellulose จะแปรผันตามอัตราเร็วของการ
เคล่ือนท่ีของสารละลายกลาวคือแผน nitrocellulose ท่ีมีรูพรุนขนาดใหญการเคล่ือนท่ีของ
สารละลายตัวอยางจะเปนไปอยางรวดเร็ว ซ่ึงในบางคร้ังอาจเร็วมากจนทําใหแอนติบอดีและ
แอนติเจนไมสามารถทําปฏิกิกิริยากนัได อาจมีผลตอความไวของปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนได นอกจาก
ปจจัยทางโครงสรางดังกลาวแลว ความหนาของแผน nitrocellulose ก็ยังเปนอีกปจจยัหนึ่งท่ี
เกี่ยวของกับอัตราเร็วในการไหลของสารละลายท่ีตองคํานึงถึงดวยเชนกัน 
(http://www.millipore.com. 2005) 
 
 absorption pad มีหนาท่ีชวยเพ่ิมแรงดึงของแรง capillary เม่ือสารละลายเคล่ือนท่ี ดังนั้น
ขอดีของการใช absorption pad คือชวยเพิม่ปริมาตรและระยะเวลาของสารละลายท่ีเคล่ือนท่ีผาน 
test line และ control line มากข้ึนทําใหปฏิกิริยาเกดิไดดมีากยิ่งข้ึน (http://www.millipore.com. 
2005)  
 

อยางไรก็ตามปฏิกิริยาของอิมมูโนโครมาโทกราฟจะเกิดไมไดถาขาดสวนของ detector ท่ี
ประกอบดวย 2 องคประกอบท่ีสําคัญคือ แอนติบอดแีละ bead สีตางๆ  
 

แอนติบอดีท่ีใชในปฏิกิริยาสามารถแบงไดเปน 3 ชนดิ คือ 1) แอนติบอดีซ่ึงจําเพาะตอ
แอนติเจน และใชเคลือบสวนของ test line 2) แอนติบอดซ่ึีงจําเพาะตอแอนติเจนและใชติดฉลากกบั 
bead โดยจะเคลือบอยูในสวนของ releasing pad และ 3) แอนติบอดีซ่ึงจําเพาะตอแอนติบอดีท่ีถูก
ติดฉลาก ซ่ึงเคลือบอยูท่ีสวนของ control line ท้ังนี้การเลือกใชแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอแอนติเจน 2 
ชนิด มีขอจํากดัอยูท่ีการมตํีาแหนงจับกับ antigenic site บนผิวของแอนติเจนท่ีตางกันดวย ซ่ึงอาจใช
แอนติบอดีชนดิท่ีเปนโพลีโคลนอลแอนติบอดีหรือโมโนโคลนอลแอนติบอดีอยางใดอยางหนึ่ง
หรือท้ัง 2 ชนดิ รวมกนัก็ได (http://www.millipore.com. 2005) ดังเชนการพัฒนาชุดตรวจสอบอิมมู
โนโครมาโทกราฟเพื่อตรวจสอบโรคไวรัสตับอักเสบบีของ Buddhirakkul et al. (2004) ไดมี
รายงานการใชแอนติบอดีชนดิโมโนโคลนอลแอนติบอดท่ีีจําเพาะตอไวรัสตับอักเสบบีคือ HB3 มา
ใชติดฉลากกบั beads และ HB4 ซ่ึงถูกนํามาเคลือบ test line แลวประสบความสําเร็จสามารถ
นํามาใชตรวจแอนติซีรัมจากผูปวยได 

 
นอกจากปจจยัสําคัญขางตนท่ีกลาวแลว ปจจัยสุดทายท่ีเปนตัวบงช้ี (marker) การทํา

ปฏิกิริยากันระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีคือ เม็ดสีชนิดตางๆ ไดแก latex bead, erythrocytes, 
colloidal dyes หรือ metal solution (Garland et al, 1986; Borque et al, 1995) และเม่ือไมนานมานี้
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ไดมีการประยกุตใชไลโปโซมมากักเก็บสี (dye) เพื่อใชเปน marker แทนเม็ดสีท่ีมีจําหนายในรูป
ทางการคา เนือ่งจากเม็ดสีดงักลาวมีราคาคอนขางสูง ซ่ึงจะสงผลใหราคาตนทุนในการผลิตชุด
ตรวจสอบสูงตามไปดวย 

 
ไลโปโซม 
 
 ไลโปโซม (liposome) มีลักษณะเปนถุงเล็ก (vesicle) ของสารไขมันท่ีกระจายในน้ําภายใน
บรรจุสารละลาย ถูกคนพบคร้ังแรกโดย Bangham et al ในป ค.ศ. 1965 โครงสรางของไลโปโซม
เกิดจากโมเลกลุของสารไขมันประเภทฟอสโฟลิปด (phospholipid) ตัวอยางไดแก ฟอสฟาทิดิลโค
ลีน (phosphatidylcholine, PC) และเลซิติน (lecithin) ท่ีสามารถจัดเรียงตัวเปนผนังลิปด 2 ช้ัน สลับ
กับช้ันโมเลกุลของนํ้า ซ่ึงในขณะท่ีเกิดไลโปโซมจะมีการกักเก็บสารไวภายในอนภุาคเกิดข้ึนพรอม
กัน หากพิจารณาจากการจัดเรียงตัวของผนงัลิปดดังกลาวสามารถกําหนดประเภทของไลโปโซม
ตามขนาดและจํานวนผนังลิปด 2 ช้ันของไลโปโซมได 3 ประเภท คือ ไลโปโซมขนาดเล็กท่ีมีลิปด
สองช้ันเพียงแถวเดียว (small unilamella vesicle, SUVs) มีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 20-50 
นาโนเมตร ไลโปโซมขนาดใหญท่ีมีลิปดสองช้ันเพียงแถวเดียว (Large unilamella vesicle, LUVs) 
มีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 100-1,000 นาโนเมตร และไลโปโซมประเภทท่ีมีลิปดสองช้ัน
หลายแถว (multilamellar vesicle, MLVs) มีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 50 นาโนเมตร จนถึง
หลายไมโครเมตร (New, 1990; Jean and Pierre, 1995) ซ่ึงการเกิดไลโปโซมจะเปนประเภทใดนั้น
ข้ึนอยูกับวิธีการเตรียม 
 

การเตรียมไลโปโซมสามารถทําไดงายและหลายวิธี อาจเร่ิมต้ังแตการเตรียมโดยการละลาย
สวนผสมของสารไขมันในตัวทําละลายอินทรีย จากนั้นนํามาระเหยโดยใชเคร่ือง rotary evaporator 
เพื่อกําจดัตัวทําละลายอินทรียออกภายใตระบบสุญญากาศ จนเหลือไขมันเคลือบเปนแผนฟลม
บางๆ ท่ีผิวของภาชนะ เติมสารท่ีตองการกกัเก็บลงไปแลวเขยาดวยมือ แผนฟลมจะคอยๆหลุดออก
จากผิวภาชนะจะไดสารแขวนลอยของไลโปโซมชนิด MLVs (Bangham et al., 1965) นอกจากนี้
สามารถทําไดดวยการนําสวนผสมของไขมันผสมกับสารละลายท่ีตองการกักเก็บมาผานเขาเคร่ือง
โฮโมจิไนซความดันสูง 2,000-20,000 ปอนดตอตารางนิ้ว (high pressure homogenization) ใน
ระหวางท่ีสวนผสมผานเขาเคร่ืองโฮโมจิไนซจะเกดิแรงเฉือนทําใหโมเลกุลไขมันในสารละลายเกิด
เปนไลโปโซมประเภท SUVs ท่ีกักเก็บสารไวภายในได (Brandl et al., 1993) หรือการใชเคร่ือง
คล่ืนความถ่ีสูง (sonicator) ซ่ึงเปนวิธีเตรียมไลโปโซมชนิด SUVs จาก MLVs โดยการนําไลโปโซม
ชนิด MLVs มาใสในเคร่ืองคลื่นความถ่ีสูง คล่ืนเสียงจะทําใหไลโปโซมแตกออกแลวกลับมาเรียง
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กันใหมทําใหไดไลโปโซมชนิด SUVs (Singh et al., 2000) ท้ังนี้การจะเตรียมไลโปโซมดวยวิธีใดก็
ข้ึนอยูกับชนดิของไลโปโซมท่ีตองการจะไดและวัตถุประสงคของการนําไปใช 

 
นอกจากคุณสมบัติท่ีสามารถกักเก็บโมเลกุลของสารไดจํานวนมากไวภายในอนภุาคได

แลว บนผิวของไลโปโซมยังมีคุณสมบัติท่ีสามารถยึดติดกับโมเลกุลชนดิใดก็ได จากคุณสมบัติ
ดังกลาวไดมีการนําไลโปโซมมาประยุกตใชในดานการแพทย ดังเชน Park and Durst  (2000) ได
ประยุกตใชไลโปโซมในการรักษาผูปวยท่ีเปนโรคมะเร็งแทนการใชรังสี โดยติดฉลากไลโปโซมท่ี
กักเก็บยารักษาโรคมะเร็งเขากับแอนติบอดท่ีีจําเพาะตอเซลลมะเร็งคือ anti-HER2 monoclonal 
antibody เม่ือไลโปโซมถูกนําสงเขาสูรางกายจะไปจับกับเซลลมะเร็งไดโดยตรงจากความจําเพาะ
ของ anti-HER2 MAb ท่ีเกาะอยูบนผิวของไลโปโซม ตัวยาท่ีอยูในไลโปโซมจะคอยๆ ถูก
ปลดปลอยออกมา ซ่ึงวิธีดังกลาวจะชวยเพิ่มความจําเพาะในการรักษามากยิ่งข้ึน ตอมา Liang et al. 
(2003) ไดใชไลโปโซมแทนการใช adjuvant โดยใหไลโปโซมกักเก็บ recombinant protein 
hepatitis B surface antigen (HBsAg) ซ่ึงใชเปนวัคซีนและนําสงเขาสูรางกายคนแทนการฉีดวัคซีน
เขาไปในรางกายโดยตรง เปนตน นอกจากนี้ไลโปโซมไดถูกนํามาใชทางดานผลิตภณัฑอาหารโดย
กักเก็บสารท่ีใหรสและสีหรือแมกระท่ังสารกันเสียเพื่อรักษาคุณภาพของอาหารใหดยีิ่งข้ึน Picon et 
al. (1994) รายงานวาใชไลโปโซมท่ีเตรียมไดจากเลซิตินของถ่ัวเหลืองมากักเก็บเอนไซม chymosin, 
neutral proteinase และ cryopsin เพื่อชวยเรงการบมเนยแข็งไดเร็วกวาการเติมเอนไซมปกติ สําหรับ
ในดานผลิตภณัฑยาและเคร่ืองสําอาง ไดมีรายงานการใชไลโปโซมในการกักเก็บยาปฏิชีวนะ 
amphoteric B และ ยา tetracaine (Tungjairukkandee, 1993; Chantasart, 1996) และสารท่ีใหความ
ชุมช้ืน ชะลอการเกิดร้ิวรอยกอนวัย เชน วิตามินอีและซี เปนตน (Bernhard et al., 1991; Kirby and 
Gregoriadis, 1984; Philippot and Schuber, 1995; Ruysschaert et al., 2004; Gomez-Hens and 
Fernandez-Romero, 2005) นอกจากบทบาทของไลโปโซมดังกลาวขางตนแลว ปจจบัุนไดมีการ
นําไลโปโซมมาประยุกตใชในงานดานการตรวจสอบ (detection) ทางอิมมูโนวิทยาที่เรียกวาเทคนคิ
อิมมูโนไลโปโซมเพิ่มมากข้ึนดวยเชนกัน 
 
การประยุกตใชไลโปโซมในการตรวจสอบดวยเทคนิคอิมมูโนวิทยา  
 

คุณสมบัติของไลโปโซมท่ีสามารถกกัเก็บโมเลกุลของสารไดจํานวนมาก (large number) 
ประกอบกับบริเวณผิวของไลโปโซมท่ีสามารถยึดติด (conjugate) กับโมเลกุลขนาดเล็กไดหลาย
ชนิด ใชระยะเวลาในการเตรียมไมนานและสามารถเก็บรักษาไดในระยะเวลาท่ียาวนาน (Roberts 
and Durst, 1995; Park and Durst, 2000; Gomez-Hens and Fernandez-Romero, 2005) จึงไดมี
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ผูนําไลโปโซมมาใชในงานดานการตรวจวินิจฉัยทางดานอิมมูโนวิทยา เพื่อเพิ่มความจําเพาะและ
ความไวของปฏิกิริยาในการตรวจสอบใหเพิ่มมากข้ึน ดังรายงานของ Kubotsu et al. (1992) ท่ีใช
เทคนิค liposome immunoassay เพื่อตรวจหายา phenytoin (PHT) , phenobarbital (PB) และ ยา 
carbamazepine (CBZ) ซ่ึงใชรักษาโรคมะเร็ง จากซีรัมของผูปวย โดยดูจากปฏิกิริยาการร่ัวซึม 
(immunolysis) ของสาร glucose-6-phosphate dehydrogenase ท่ีกักเกบ็ในไลโปโซม  

 
ตอมาในป ค.ศ. 2000 Tsukagoshi et al. ไดใชวิธี immunoliposome assay รวมกับวิธี 

chemiluminescence system ตรวจหา albumin protein จากคน โดยการติดฉลาก human serum 
albumin (HSA) กับไลโปโซมท่ีใหกักเกบ็สารเรืองแสง fluorescamine (FR) ตรวจสอบการทํา
ปฏิกิริยาระหวาง albumin protein กับ HSA (bound/free) จากการเรืองแสงของ FR ผลท่ีไดพบวา
สามารถตรวจ albumin protein ไดถึง 1x10-6 - 5x10-4 โมลาร นอกจากนีว้ิธีการดังกลาวสามารถขจัด
ปญหาของผลท่ีเปน false positive ไดอีกดวย หลังจากนัน้ Singh et al. (2000) ไดนําวธีิการดังกลาว
มาใชตรวจสอบ gangliosides ซ่ึงเปน receptor ของสารพิษ cholera toxin ท่ีมีความเปนพิษตอระบบ
หายใจ ซ่ึงผลิตจากเช้ือแบคทีเรีย Vibrio cholerae พบวาการใชวิธีการ immunoliposome assay 
รวมกับวิธี chemiluminescence system ชวยเพิ่มความไวของการตรวจมากข้ึนถึง 10-8 โมลาร 

 
Alfonta et al. (2001) ประยุกตใชไลโปโซมโดยการติดฉลากกับ biotin และ horseradish 

peroxidase เพื่อเพิ่มความไวในการตรวจสอบแอนติเจน dinitrophynyl–L-cysteine ของ anti-
dinitrophenyl antibody ซ่ึงสามารถตรวจ dinitrophenyl –L-cysteine ไดตํ่ากวา 6.5x10-13 M ในขณะ
ท่ีใช anti-dinitrophenyl antibody ความเขมขนเพียง 1x10-11 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 ในป ค.ศ. 2004 Ho et al. รายงานวาไดใชวิธี immunoliposome assay รวมกับวิธี 
immunosensor ตรวจหาเช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli O157: H7 ซ่ึงผลท่ีไดพบวาวิธีการดังกลาวมี
ความไวสามารถตรวจพบเช้ือแบคทีเรียแมมีเพียง 360 เซลลตอมิลลิลิตร 
 
เทคนิคอิมมูโนไลโปโซมกับการประยุกตตรวจสอบดวยวิธีอิมมูโนโครมาโทกราฟ 
 
 มีรายงานการนําเทคนิค immunoliposome มาใชรวมกับเทคนิคการตรวจสอบแบบ 
immunochromatography เร่ิมต้ังแตในป ค.ศ. 1995 โดย Roberts and Durst ท่ีประสบความสําเร็จใน
การตรวจสาร polychlorinated biphenyl (PCBs) ซ่ึงเปนผลผลิตท่ีไดจากการกล่ันน้ํามัน และพบ
ปนเปอนในสภาพแวดลอม โดยใชไลโปโซมกักเก็บสารเรืองแสงฟลูออเรสเซนส (fluorescence) 
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แลวอานผลการตรวจสอบจากการทําปฏิกิริยาระหวาง PCBs ซ่ึงติดฉลากอยูกับไลโปโซมกับ anti-
PCBs antibody จากปฏิกิริยาการเกิด lysis (competitive) ของสารเรืองแสงเปรียบเทียบกับวิธีการ
ตรวจสอบแบบ non-competitive พบวาวิธีการ competitive มีความไวในการตรวจสอบสาร PCBs 
ไดถึง 0.4 นาโนโมลล ในเวลา 8 นาที ในขณะท่ีวิธีการตรวจสอบแบบ non-competitive มีความไว
สามารถตรวจสอบสาร PCBs ไดถึง 2.6 พิโคโมลล ในเวลา 23 นาที  
 
 จากนั้นในปค.ศ. 2000 Park and Durst ไดรายงานความสําเร็จในการใชเทคนิค 
immunoliposome assay รวมกับเทคนิค immunochromatography ในรูปแบบปฏิกิริยา non-
competitive ตรวจสอบเช้ือแบคทีเรีย E.coli O157: H7 พบวามีความไวในการตรวจเช้ือแบคทีเรียท่ี
ความเขมขนตํ่าสุดถึง 104 CFU/ml โดยใชเวลาเพียง 8 นาที  
 
 ตอมาในปค.ศ. 2002 Ho and Roberts ไดใชปฏิกิริยาแบบ competitive ตรวจสอบสารพิษ 
aflatoxin B1 (AFB1) โดยใชเทคนิค immunoliposome-immunochromatography พบวาสามารถ
ตรวจสอบสารพิษ AFB1 ไดท่ีระดับความเขมขนเพียง 18 นาโนกรัม 
 
 ในปค.ศ. 2005 Chen et al. ไดทดลองใช protein G ติดฉลากกับแอนติบอดีตอเช้ือแบคทีเรีย 
E. coli O157: H7 เพื่อเพิ่มความแข็งแรง (stable) ของปฏิกิริยา กอนท่ีจะนําแอนติบอดีมาติดฉลาก
กับไลโปโซมท่ีใหกกัเก็บสารเรืองแสง sulforhodamine G และตรวจสอบเช้ือแบคทีเรีย โดยใช
เทคนิค immunochromatography ในรูปแบบปฏิกิริยา non-competitive พบวาสามารถตรวจสอบเช้ือ 
E. coli O157: H7 ไดท่ีระดับความเขมขน 100 CFU/ml ในเวลาเพยีง 30 นาที จากงานทดลอง
ดังกลาว Chen et al. สามารถสรุปไดวา protein G ชวยเพิม่ความแข็งแรงของปฏิกิริยาระหวางไลโป
โซมกับแอนติบอดีเพิ่มมากข้ึนสงผลใหการตรวจสอบมีความไวมากข้ึนกวาเดิมดังการรายงานของ 
Park and Durst (2000) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  การเตรียมแอนติเจนท่ีใชในการทดลอง 
 
 1.1  การแยกเชื้อไวรัสใบดางแตงใหบริสุทธ์ิ 

 
 เพิ่มปริมาณเช้ือ ไอโซเลท KPS10 (CMV-KPS) (ไดรับการอนุเคราะหจาก ดร.สุจินต            
ภัทรภวูดล) เพื่อใชเปนแอนติเจนในการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี โดยปลูกเช้ือลงบนยาสูบ 
Nicotiana tabacum อายุ 30 วัน หลังจากปลูกเช้ือแลว 14-21 วัน เก็บใบยาสูบมาลางและผ่ึงใหหมาด 
แยกเช้ือไวรัสใหบริสุทธ์ิโดยดัดแปลงจากวิธีของ 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)] อัตราสวนใบยาสูบ 1 กรัมตอบัฟเฟอร 3 
มิลลิลิตร กรองน้ําค้ันดวยผาขาวบาง ปนตกตะกอนเศษซากพืชท่ี 8,000 xg อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที เก็บสวนน้ําใส เติม Triton-X-100 ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 2% กวนตอ
เปนเวลา 15 นาที ปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนไวรัสท่ี 78,000 xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2 
ช่ัวโมง ละลายตะกอนดวย extraction buffer ปริมาตร 0.1 เทาของปริมาตรเร่ิมตน ปนเหวี่ยงท่ี  
5,000 xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที นําสวนน้ําใสเติมลงบนสารละลายซูโครสความ
เขมขน 10% ใน resuspension buffer (0.1 M Na2HPO4, pH 8.0) โดยเติมเบาๆ ใหแยกชั้นกับ
สารละลายซูโครส ปนตกตะกอนไวรัสท่ีความเร็ว 144,000 xg ละลายตะกอนท่ีไดใน resuspension 
buffer (1 มิลลิลิตร/ 15 กรัมของน้ําหนักพชืเร่ิมตน) จะไดไวรัสใบดางแตงคอนขางบริสุทธ์ิ 
(partially putified virus)  เพือ่นําไปแยกใหบริสุทธ์ิมากข้ึนโดยวิธี sucrose gradients centrifugation 
ตอไป 
 

 เตรียมสารละลายน้ําตาลซูโครส ความเขมขน 25, 15, 10 และ 5% ใน resuspension 
buffer  ดูดสารละลายซูโครสปริมาตร 3.63, 3, 3 และ 2.23 มิลลิลิตร ตามลําดับความเขมขน เติมลง
ในหลอดปนชนิดใส (ultraclear centrifuge tube) เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส นานขามคืน จากนั้นเติม 
สารละลายไวรัสคอนขางบริสุทธ์ิ ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ท่ีผิวหนาของช้ันซูโครส ปนเหวี่ยงท่ี 
96,000 xg  อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส นาน 2.5 ช่ัวโมง ใน swinging bucket rotor (SW.41 Ti rotor) 
ดูดแถบไวรัส นํามาเจือจางดวย resuspension buffer ปริมาตรท่ีเหมาะสม ปนตกตะกอนไวรัสท่ี 
78,000 xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2.5 ช่ัวโมง ละลายตะกอนใน storage buffer (10mM 
sodium borate buffer, pH 7.5) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร วัดคาการดูดกลืนแสงของไวรัสดวยเคร่ืองสเปค
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โตรโฟโตมิเตอรท่ีคาการดูดกลืนแสง 260 นาโนเมตร และนํามาคํานวณหาความเขมขนของไวรัสท่ี
สกัดไดตามสูตร C = O.D.260/E260 nm

0.1% โดยคา E260 nm
0.1%  ของเช้ือ CMV เทากับ 5.0 (Franki et al., 

2004) ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเช้ือไวรัสท่ีแยกไดดวยวิธี sodium dodecyl sulfate - 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  และคํานวณหาคาความบริสุทธ์ิของไวรัสจาก
สัดสวนของคาการดูดกลืนแสงท่ี O.D.260/O.D.280 ซ่ึงเทากับ 1.7 (Brunt et al.,1996) 
 

1.2  การสกัดโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือไวรัสใบดางแตงจาก Escherichia coli DH5α ท่ี
ไดรับการถายยีน 

 

 เล้ียงเช้ือ E.coli DH5α ท่ีไดรับการถายยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค จาก recombinant 
expression vector ท่ีมีช้ินสวนของยีน CMV-CP (pQE80L-CMV-CP) (ไดรับความอนุเคราะหจาก 
คุณสรรชัย จันทะจร) ไอโซเลท SG โดยเล้ียงในอาหาร LB 50 มิลลิลิตร เติมแอมพิซิลลิน 100 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และกานามัยซิน 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เขยาท่ีความเร็ว 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขามคืน ถายเช้ือท่ีไดในอาหารชนิดเดยีวกัน ปริมาตร 950 มิลลิลิตร 
ในขวด 2 ลิตร เขยาท่ีความเร็ว 250 รอบตอนาที ท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เติม
สารละลาย Isopropyl-ß-D-thiogalactopyranoside (IPTG) ใหไดความเขมขนสุดทาย 1 mM ลงใน 
bacterial culture และเล้ียงตอไปอีก 5 ช่ัวโมง ความเร็ว 250 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ปนตกตะกอนเซลลแบคทีเรียท่ีความเร็ว 4,000 xg นาน 20 นาที ละลายตะกอนเซลลใน 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 โดยสลับดวยการแชบนน้ําแข็ง ปนตกตะกอนท่ี 
10,000 xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ตกตะกอนสวนน้ําใส ดวยสารละลาย saturated 
ammonium sulfate (SAS) อัตราสวน soluble protein : SAS = 3:2 (ความเขมขนสุดทายเทากับ 40%) 
กวนเปนเวลา 1 ชม. ท่ี 4 องศาเซลเซียส  ปนตกตะกอนโปรตีนในสารละลาย ท่ีความเร็ว 8,000 รอบ
ตอนาที นาน 20 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส ละลายตะกอนใน 0.5x PBS (phosphate buffer saline, pH 
7.2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผานสารละลายโปรตีนลงในคอลัมน Ni-NTA (Nickel-nitriloacetic acid) 
agarose (Qiagen, USA) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยลางคอลัมนดวย lysis buffer pH 8.0 ปริมาตร 3 
เทาของปริมาตรคอลัมน  กอนการผานสารละลายโปรตีนลงในคอลัมน หลังจากผานสารละลาย
โปรตีนในคอลัมนแลว ลางโปรตีนอ่ืนๆ ออกจากคอลัมนดวย washing buffer (8 M Urea, 50 mM 
Tris และ 0.3 M NaCl, pH 6.3 + 10% Ethanol) ปริมาตร 10 เทาของปริมาตรคอลัมน จากนั้นชะะ
คอลัมนดวย 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) ตรวจสอบความบริสุทธ์ิดวยวิธี SDS-PAGE อัตราสวน 6% stacking gel และ 12% separating 
gel และวดัความเขมขนของ recombinant protein CMV-CP ท่ีไดดวยวธีิ Bradford protein assay 
(Bradford, 1976) ท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร โดยเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (BSA ความ
เขมขน 0.04-2.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
 
2.  แอนติบอดท่ีีใชในการทดลอง 

 
แอนติบอดีท่ีใชในการทดลอง ไดแก โพลีโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody, PAb-

CMV) และโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสใบดางแตง (monoclonal antibody, MAb-CMV) 
และแอนติบอดีตอหนูเมาส (rabbit anti-mouse IgG antibody, RAM) 
 

2.1  โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสใบดางแตง 
 

 MAb-CMV ท่ีใชในการทดลองผลิตจากไฮบริโดมาโคลน CM2 ท่ีสามารถทํา
ปฏิกิริยากับเช้ือ CMV ไดท้ัง subgroup I และ subgroup II (มณีรัตน, 2547)โดยใช ascitic fluid ท่ี
ผลิตข้ึน (Johann and Baugarten, 1992) มีคาไตเตอรจากการตรวจสอบดวยวิธี indirect ELISA 
(Clark and Adam; 1976) เทากับ 80,000 เม่ือทําปฏิกิริยากบัเช้ือไวรัส CMV ความเขมขน 5 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สรางอิมมูโนโกลบูลินชนิด IgG1 ซ่ึงประกอบดวย light chain ชนิด kappa 
(K) นําอาหารเลี้ยงเซลลไฮบริโดโคลน CM2 มาตกตะกอนแอนติบอดใีหบริสุทธ์ิดวย Saturated 
ammonium sulfate (SAS) จํานวน 2 รอบ โดยเติม SAS ลงในอาหารเล้ียงเซลลใหมีความเขมขน
สุดทาย 50% กวนเบาๆ นาน 1 ช่ัวโมง ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 15 นาที ละลายตะกอนดวย 0.5x PBS ปริมาตรคร่ึงหนึ่งของอาหารเล้ียงเซลลเร่ิมตน ทํา  
dialysis ขามคืนใน 0.5x PBS คํานวณความเขมขนของอิมมูโนโกลบูลินท่ีแยกไดจากสูตร 
O.D.280/1.4 = X มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามวิธีการของ Clark and Adams (1977) 

  
เนื่องจากแอนติบอดีจากการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ยงัไมบริสุทธ์ิ

เทาท่ีควรและมีสัดสวนของ heavy (H) chain และ light (L) chain subunit ไมสมดุลกนั จึงไดแยก
แอนติบอดใีหบริสุทธ์ิดวยวธีิ recProtein G affinity column chromatography (Zymed-Invitrogen, 
USA)  โดยนําอาหารเล้ียงเซลลจากโคลน CM2 ท่ีทําการปรับ pH โดย dialyse ใน 20 mM sodium 
phosphate buffer, pH 7.0 มาขามคืน ผาน recProtein G affinity column chromatography จากนั้น
ลางโปรตีนอ่ืนๆ ออกจากคอลัมนดวย 20 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0 ปริมาตร 10 เทา
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ของปริมาตรคอลัมน และชะ (elute) IgG ออกจากคอลัมนดวย 0.1 M Glycine-HCl pH 2.7 เก็บ
สารละลายแอนติบอดีท่ีผานคอลัมน fraction ละ 1 มิลลิลิตร โดยใชหลอดทดลองท่ีมี 2 M Tris, pH 
8.0 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เพื่อปรับ pH ของแอนติบอดใีหเปนกลาง คํานวณความเขมขนของ IgG ท่ี
แยกไดจาก สูตร O.D.280/1.4 = X มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (Clark and Adams,1977) 

 
2.1.1  การตรวจวิเคราะหความบริสุทธ์ิของอิมมูโนโกลบูลิน (IgG) ท่ีแยกได 

 
 ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของอิมมูโนโกลบูลินไดใชวิธี sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) อัตราสวน 6% stacking gel  และ 12% running 
gel (Laemmli, 1970) นําตัวอยางสารละลาย IgG ท่ีแยกไดจาก fraction ตางๆ ในขอ 2.1 ผสมกับ 2x 
loading buffer (50% Glycerol, 250 mM Tris-HCl pH 6.8, 10% SDS, 0.05%  Bromphenol blue 
และเติม 5% Mercaptoethanol กอนใช) นาํไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที เม่ือครบเวลาใหรีบแช
ตัวอยางในน้ําแข็งทันที หยอดตัวอยางสารละลาย IgG หลุมละ 15 ไมโครลิตร ใชกระแสไฟฟา 50 
โวลต 40 นาที สําหรับ stacking gel และ 100 โวลต 100 นาที สําหรับ running gel ยอมสีเจลดวย 
staining solution (0.25% Coomassie blue R-250, 45% methanol, 10% acetic acid) นาน 10 นาที 
แลวลางเจลดวย destaining solution (25% methanol + 7% acetic acid) จนกวาจะเหน็แถบโปรตีน
ชัดเจน เปรียบเทียบขนาดของแถบโปรตีน IgG ท่ีพบกับแถบโปรตีนมาตรฐาน (LabAid; protein 
molecular weight marker #SM0431)  
 
 2.1.2  การตรวจสอบการทําปฏิกิริยาของอิมมูโนโกลบูลิน (IgG) ท่ีแยกสกัดไดกบั
ไวรัสใบดางแตง 
 

 หาคาไตเตอรของ IgG ท่ีแยกไดในแตละ fraction ดวยเทคนิค indirect ELISA 
ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีการของ Clark and Adams (1977) โดยเคลือบหลุม microtiter plate ดวยเช้ือ 
CMV-KPS บริสุทธ์ิ ความเขมขน 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ใน carbonate coating buffer (pH 9.0) 
ปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในกลองเก็บความชื้นเปนเวลา 1 
ช่ัวโมง ลางดวย 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 บม 1 ช่ัวโมง ลางดวย 
PBST 3 คร้ัง จากนั้นเติม anti-CMV MAb (IgG) หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลาง
ดวย PBST 3 คร้ัง แลวเติม goat anti-mouse IgG ท่ีเช่ือมกับ alkaline phosphatase (GAM) หลุมละ 
50 ไมโครลิตร บมตอเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย PBST 3 คร้ัง ตรวจดูปฏิกิริยาโดยเติมสับสเตรท p-
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nitrophenyl phosphate (PNPP) บมปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที อานผล
ของปฏิกิริยาท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร โดยกําหนดคาส้ินสุดไตเตอรคือคาการดูดกลืนแสงท่ี
มากกวาสองเทาของคาท่ีอานไดจาก carbonate coating buffer ทําปฏิกิริยากับ IgG ซ่ึงใชเปน 
negative control 
 

2.2  โพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสใบดางแตง 
 

 PAb-CMV ท่ีใชในการทดลองไดจากการฉีดกระตุนกระตายพันธุ White New 
Zealand ดวยเชื้อ CMV บริสุทธ์ิ ไอโซเลท KPS10 ท่ีแยกไดในขอ 1.1 โดยฉีดเขาใตผิวหนัง 
(subcutaneous injection) ปริมาณ 0.5 มิลลิกรัม/คร้ัง จํานวนสองคร้ัง หางกันคร้ังละ 2 สัปดาห เก็บ
แอนติซีรัมท้ังส้ิน 13 คร้ัง ตรวจสอบคาไตเตอรของแอนติซีรัมดวยเทคนิค indirect ELISA 

 
 2.2.1  การตรวจสอบคาไตเตอรของโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสใบดางแตง 

 
 ตรวจหาคาไตเตอรของแอนติบอดีดวยวิธี indirect ELISA เชนเดยีวกับวิธีการ

ในขอ 2.1.2 โดยเจือจางแอนติซีรัมแตละคร้ังใน PBS แบบ 2 เทา (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 เปน secondary antibody โดยมี negative control คือ normal serum ทําปฏิกิริยากับเช้ือ 
CMV และ แอนติซีรัมเจือจาง 1:400 ทําปฏิกิริยากับน้ําค้ันใบยาสูบปกติ 
 
 2.2.2  การเตรียมแอนติบอดใีหบริสุทธ์ิดวย Protein A column chromatography 

 
 นําแอนติซีรัมตอเช้ือ CMV คร้ังท่ี 7 ท่ีผานการลดปฏิกิริยาขามกับน้ําค้ันใบ

ยาสูบโดยการทํา cross absorption กับน้ําค้ันพืชปกติ (Rodrigues-Alvarado et al., 2002) และ
ตกตะกอนแอนติบอดีดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตใหมีความเขมขนสุดทาย 50% dialysis 
แอนติบอดีท่ีไดใน 20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0) ขามคืน ผาน recProtein A affinity 
column chromatography คํานวณความเขมขนและวิเคราะหความบริสุทธ์ิของอิมมูโนโกลบูลิน 
เชนเดยีวกับวธีิในขอ 2.1 

 
2.2.3  การทดสอบหาคาไตเตอรของอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิในการทําปฏิกิริยากับ

เช้ือไวรัสใบดางแตง 
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 ตรวจหาคาไตเตอรของอิมมูโนโกลบูลินดวยวิธี indirect ELISA โดยเจือ
จางอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิ เร่ิมจาก 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จนถึง 90 พิโคกรัม/มิลลิลิตร ทํา
ปฏิกิริยากับเช้ือ CMV ความเขมขน 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยมีอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิเขมขน 
25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําปฏิกิริยากับน้าํค้ันใบยาสูบปกติ และ carbonate coating buffer เปน 
negative control 

  
2.3  แอนติบอดีตอ IgG ของหนูเมาส (Rabbit anti-mouse IgG antibody, RAM) 
 
 การผลิต RAM ท่ีใชในการทดลองไดจากการฉีดกระตุนกระตายพันธุ White New 

Zealand ดวย IgG บริสุทธ์ิของหนูเมาส ปริมาณ 320 ไมโครกรัม จํานวนท้ังส้ิน 3 คร้ัง หางกันคร้ัง
ละ 2 สัปดาห ตรวจสอบไตเตอรของแอนติซีรัมดวยเทคนิค indirect ELISA ตามวิธีในขอ 2.2.1 โดย
ใช IgG บริสุทธ์ิของหนูเมาสเปนแอนติเจน ทําใหแอนติบอดีบริสุทธ์ิดวย recProteinA affinity 
column chromatography ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของ IgG (ขอ 2.2.2) และทดสอบคา dilution end 
point ของ IgG ท่ีแยกได (ขอ 2.2.3) 

 
3. การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดีเพื่อใชในการตรวจสอบเชื้อไวรัสใบดางแตงโดยวิธี 
Triple antibody sandwich-enzyme-linked immunosorbent assay (TAS-ELISA) 
  
 ทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดีชนิดตางๆ ในเบ้ืองตน เพื่อนําขอมูลไปใชพัฒนา อิมมู
โนสตริป เลือกใชวิธี TAS-ELISA เนื่องจากเปนเทคนิคท่ีใชหลักการ sandwich ในการทําปฏิกิริยา
เชนเดยีวกับหลักการของเทคนคิ immunoassay อีกท้ังเปนวิธีท่ีงายเหมาะสําหรับการทดสอบ
ประสิทธิภาพเบ้ืองตน โดยเร่ิมจากเติม PAb-CMV ท่ีเจือจางใน carbonate coating buffer pH 9.0 
แบบ 2 เทา ความเขมขน 20 – 1.25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงในหลุม ELISA ปริมาตรหลุมละ 50 
ไมโครลิตร บมท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง ลาง 3 คร้ัง เติม blocking buffer หลุมละ 100 
ไมโครลิตร บมท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ลาง 3 คร้ัง เติมเช้ือ CMV ความเขมขน 5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม บมท่ี 37 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง ลาง 3 คร้ัง 
เติม MAb-CMV  ความเขมขน 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม บมท่ี 37 องศา
เซลเซียส 1 ช่ัวโมง ลาง 3 คร้ัง เติม GAR หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมตอเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางดวย 
PBST 3 คร้ัง ตรวจดูปฏิกิริยาโดยเติมสับสเตรท PNPP บมปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 60 นาที อานผลของปฏิกิริยาท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร เปรียบเทียบการใช MAb 
เปน coating antibody และใช PAb-CMV เปน secondary antibody (ภาพท่ี 2) กําหนดคาการดูดกลืน
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แสงท่ีเปนบวกคือคาท่ีมากกวาสองเทาของคาการดูดกลืนแสงท่ีอานไดจาก negative control คือ น้ํา
ค้ันใบยาสูบปกติ 

 
 

ภาพท่ี 2  รูปแบบการทําปฏิกิริยา Triple-antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay 
โดยใช MAb หรือ PAb เปน coating antibody  

 
4.  การติดฉลากอนุภาคทองกับโมโนโคลนอลแอนติบอด ี
  
 ใชอนุภาคทองขนาด 40 นาโนเมตร (Biodot, USA) ในการติดฉลากกับ MAb-CMV ท่ี
เตรียมไดจากขอ 1.1 โดยปรับ pH ของแอนติบอดีใหได 9.0 โดย dialyse ใน 2 mM sodium borate 
buffer, pH 9.0 ปรับความเขมขนของแอนติบอดีใหได 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นทํา titration 
โดยการผสมแอนติบอดีปริมาตรตางๆ ต้ังแต 0-50 ไมโครลิตร กับสารแขวนลอยอนภุาคทอง (ปรับ
ใหได pH 9.0 ดวย 0.2 M KCO3) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที 
เติม 10% NaCl 100 ไมโครลิตร บมอีก 5 นาที อานคาการดูดกลืนแสงท่ี 520 นาโนเมตร สรางกราฟ
ระหวางปริมาตรของแอนติบอดีกับคาการดูดกลืนแสง ปริมาตรของแอนติบอดีท่ีเหมาะสมคือคา
ของกราฟท่ีขนานกับแกน X (www.schleicher-schuell.com, 2006; Paek et al.,2000) 
 
 4.1 การติดฉลากแอนติบอดดีวยอนุภาคทอง 
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 คํานวณปริมาตรของอนุภาคทองและแอนติบอดีท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยาจากการ
ทํา titration จากนั้นกวนอนุภาคทองอยางเร็วโดยใช magnetic stirrer ในบีกเกอร เติมแอนติบอดีที
ละหยดลงในอนุภาคทอง กวนตอไปอีก 10 นาที เติม 10% BSA (Bovine serum albumin) ใหมีความ
เขมขนสุดทายเปน 1% กวนเบาๆ เปนเวลา 10 นาที ปนเหวี่ยงท่ี 16,000xg เปนเวลา 45 นาที ท่ี 4 
องศาเซลเซียส ท้ิงสวนใส ละลายตะกอนดวย storage buffer (Tris buffer saline + 0.5% Tween 20 + 
1% BSA + 0.02% sodium azide) กรองแอนติบอดีท่ีติดฉลากดวย cellulose acetate membrane filter 
0.2 um และเกบ็ท่ี 4 องศาเซลเซียส 
 

4.2  การตรวจวิเคราะหลักษณะของอนภุาคทอง 
 

 4.2.1  การตรวจวัดขนาดของอนุภาคทองภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
 

 เปรียบเทียบขนาดของอนุภาคทองกอนและหลังการเช่ือมดวยแอนติบอดี ภายใต
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสงผาน โดยการหยดอนภุาคทองลงบนแผนกริดทองแดงท่ีเคลือบ
ดวยฟอรมวาและคารบอน ตรวจดูท่ีกําลังขยาย 200,000 เทา วัดขนาดอนุภาคทอง ดกูารกระจายของ
ขนาดอนุภาค และหาคาเฉล่ียเสนผานศูนยกลางจากอนภุาคทอง 100 อนุภาค 
 
 4.2.2  การทดสอบการทําปฏิกิริยากับเช้ือไวรัสใบดางแตง 

 
 ทดสอบการทําปฏิกิริยากับเช้ือ CMV บริสุทธ์ิและ CMV-CP ดวยวิธี Dot 
immunobinding assay (DIBA) (Ramandeep et al. 2002) โดยหยดเช้ือไวรัสใบดางแตงลงบนแผน
ไนโตรเซลลูโลส ท้ิงใหแหง เคลือบดวย 1%BSA ใน TBST (Tris buffer saline + 0.5% Tween 20) 
ลางเมมเบรนดวย TBST และทําปฏิกิริยากับอนุภาคทองท่ีเช่ือมกับแอนติบอดี เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
 
5.  การเตรียมชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
  

5.1  การเตรียมแผน backing pad เพื่อใชในการทดลอง 
 
  ชนิดของแผน backing pad ท่ีใชในการทดลองคือ Selfadhesive Polyester Backing 

(ARCARE 7823) ใชดนิสอขีดเสนเพื่อกําหนดตําแหนงบนแผน backing pad มีขนาดความยาวนับ
จากปลายดังนีคื้อ 0-1.5, 1.5-2, 2-4.5 และ 4.5-6 เซนติเมตร สําหรับการประกอบสวนของ 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) ท่ีมีผลตอ
อัตราการไหลบนชุดตรวจสอบ 

 
 ศึกษาอัตราการไหลของน้ําค้ันพืชบนชุดตราวจสอบท่ีแตกตางกัน 4 รูปแบบ จากการ

ประกอบโดยใช SAP ท่ีตางกนั 2 ชนิด (SAP 33 glass และ SAP 470 cotton linter) และ WP ท่ี
แตกตางกัน 2 ชนิดเชนกัน คือ WP 470 และ WP 900 ตัดใหมีขนาด 1.6 เซนติเมตร ประกอบชุด
ตรวจสอบลงบนแผน 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 เปน CRP และ NB ตามลําดับ วางแตละช้ินสวนใหซอนทับกนั 1 มิลลิเมตร ตัดชุด
ตรวจสอบดวยเคร่ือง Guillotine cutting system ทําใหไดชุดตรวจสอบขนาด 0.5x6 เซนติเมตร จุม
ชุดตรวจสอบลงในน้ําค้ันใบยาสูบ จับเวลาการเคล่ือนท่ีของสารจนถึงปลายสุดชุดตรวจสอบ 

 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 3 รูปแบบการประกอบชุดตรวจสอบเพ่ือศึกษาชนิดของวัสดุท่ีใชเปน wicking pad และ 

sample pad 
 
 5.4  การหาความเขมขนของอนุภาคทองท่ีเหมาะสมในการพนลงบน Conjugate release 
pad  
 พวงอนภุาคทองขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 40 นาโนเมตร ปริมาตร 40 
มิลลิลิตรกับ MAb-CMV ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 2.4 มิลลิลิตร  เติม 10%BSA 
ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1%  กวนเบาๆ เปนเวลา 10 นาที ปนเหวีย่งท่ี 16,000xg เปนเวลา 45 
นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส ละลายตะกอนดวย storage buffer (TBST + 1% BSA + 0.02% sodium 
azide) อัตราสวน 0.15  เทาของปริมาตรอนุภาคทองเร่ิมตน เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส จากนั้นเจือจาง
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อนุภาคทองใน storage buffer  แบบ 2 เทา  อีก 2 ความเจอืจางคือ 1:2 (0.3 เทา) และ 1:4 (0.6 เทา) 
พนสารละลายอนุภาคทองแตละความเจือจางลงบน CRP33 glass releasing pad (Schleicher & 
Schuell, USA) ขนาด 0.5 x 3 เซนติเมตร โดยใช Airjet (Biodot, USA) อัตรา 15 ไมโครลิตร/
เซนติเมตร ปลอยใหแหงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เม่ือแหงแลวประกอบเขากับชุดตรวจสอบซ่ึง
แผนไนโตรเซลลูโลสถูกเคลือบดวย RAM ความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ใน carbonate coating 
buffer pH 8.0 ดวย Biojet (Biodot, USA) อัตรา 1 ไมโครลิตร/เซนติเมตร เปรียบเทียบความเขมสี
บนเสน control line ท่ีเหมาะสม 
 

5.5  การศึกษาชนิดของแผนไนโตรเซลลูโลส 
 
 ศึกษาปฏิกิริยาบนไนโตรเซลลูโลสท่ีแตกตางกัน 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
ปลายดานหนึง่ของแผนเมมเบรน กําหนดเปน test line และ control line ตามลําดับ ฉีดพน RAM ลง
บนตําแหนง control line ตามลําดับ โดยใช Biojet (Biodot, USA) ปลอยใหแหงท่ี 37 องศาเซลเซียส 
นาน 2 ช่ัวโมง ประกอบเขากบัชุดตรวจสอบท่ี CRP ถูกเคลือบไวดวย  MAb-CMV-gold  ความ
เขมขน 0.6 เทาจากปริมาตรเริ่มตน ตัดใหมีขนาด 0.5 x 6 เซนติเมตร จุมชุดตรวจลงในบัฟเฟอร 
เปรียบเทียบความเขมสีท่ีเกดิข้ึนบน control line 
 
6.  การศึกษาชนิดของ Sample buffer ท่ีเหมาะสมในการบดตัวอยางเพือ่ใชทดสอบอิมมูโนสตริป 
   
 พน PAb-CMV และ RAM ความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ใน carbonate coating buffer 
ดวย Biojet (Biodot, USA) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร/เซนติเมตร ลงบน Prima40 ท่ีตําแหนง test line 
และ control line ตามลําดับ พน conjugate release pad ดวยอนภุาคทองที่พวงกับ MAb-CMV ท่ี
ความเจือจาง 1:4  ปลอยใหแหง ประกอบชุดตรวจสอบ โดยใช SAP 470 และ 33 glass เปน WP 
และ SAP ตัดชุดตรวจสอบใหมีขนาด 0.5 x 6 เซนติเมตร จากนั้นบดตัวอยางพืชทดสอบคือใบยาสูบ
ปกติ และใบยาสูบท่ีติดเช้ือ CMV ในบัฟเฟอรท่ีแตกตางกัน 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) จุมชุดตรวจสอบท่ีไดในน้ําค้ันพืช ตรวจสอบปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนจากน้ําค้ันใน
บัฟเฟอรแตละชนิด 
 
7.  การตรวจสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
 

7.1  การเตรียมชุดตรวจสอบ 
 

 เตรียมชุดตรวจสอบโดยการฉีดพนสารแขวนลอยของอนุภาคทองท่ีพวงกับโมโน
โคลนอลแอนติบอดีใน Storage buffer อัตราสวน 0.6 เทาของปริมาตรอนุภาคทองเร่ิมตน ลงบน 
CRP33 glass releasing pad (Whatman, USA) จนอ่ิมตัว (Air jet: XYZ Dispensing Systerm) ปลอย
ใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง เคลือบ PAb-CMV ความเขมขน 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  และ RAM ความ
เขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใน carbonate coating buffer ลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส (prima 
40) ท่ีตําแหนง test line และ control line (0.7 และ 1.2 มิลลิเมตร จากปลายแผน) ตามลําดับ ดวย
อัตรา 1 ไมโครลิตรตอเซนติเมตร (Biojet: XYZ Dispensing System) ปลอยใหแหง ประกอบชุด
ตรวจสอบลงบนแผน backing pad โดยมีระยะจากปลายของสตริปดาน 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 สําหรับแผน 
wicking pad ตามลําดับ ใหแผน releasing pad ซอนเขาไปในสวนของแผน absorption pad 1 
มิลลิเมตร และแผนไนโตรเซลลูโลสซอนเขาไปในสวนของ releasing pad และแผน wicking pad 
ขางละ 1 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 4) ตัดชุดตรวจสอบดวยเคร่ือง Guillotine cutting system ทําใหไดชุด
ตรวจสอบขนาด 0.5x6 เซนติเมตร 
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ภาพท่ี 4  แผนผังการประกอบชุดตรวจสอบ 
 

7.2  การทดสอบความไว (sensitivity) ของชุดตรวจสอบ 
 

เตรียม อิมมูโนสตริป ตามวธีิการในขอ 7.1 นํามาทดสอบความไวในการตรวจเช้ือ 
CMV โดยทดสอบกับเช้ือ CMV บริสุทธ์ิท่ีเจือจางในนํ้าค้ันใบยาสูบปกติแบบ 2 เทา จาํนวน 13 
ความเขมขน (50 – 0.012 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) โดยมีน้ําค้ันใบยาสูบปลอดโรค และ บัฟเฟอร 
(PBS) เปน negative control  จับเวลาเม่ือเร่ิมจุมชุดตรวจสอบลงในน้ําค้ันพืชจนเห็นปฏิกิริยาชัดเจน 
และเปรียบเทยีบกับวิธีการ indirect ELISA โดยการเคลือบหลุม ELISA ดวยเช้ือ CMV ความเขมขน
ตางๆ ขางตน นําไปทําปฏิกริิยากับโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือ CMV ความเขมขน 5 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร อานคาปฏิกิริยาท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร  
 

8.  การเตรียมอิมมูโนไลโปโซม 

  
8.1  การเช่ือม Heterobifunctional cross-linker เขากับไดโอเลอิลฟอสฟาติดิลเอทานอลามีน 

(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) ใหไดความ
เขมขน 15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ทําปฏิกิริยาในตูดูดควัน ภายใตสภาพไนโตรเจน เติม sulfo-SMCC 
10 มิลลิกรัม ลงในสารละลาย DOPE ผสมใหเขากนั ทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
ภายใตสภาพไนโตรเจน วิเคราะหความสําเร็จในการเช่ือมดวยเทคนิค Thin layer chromatography 
(TLC) ใช silica gel 60-F254  plate (Merck, USA) โดยมีตัวทําละลายผสมคลอโรฟอรม: เมธานอล: 
น้ํา อัตราสวน 65: 25:4 (โดยปริมาตร) ระเหยเมธานอลออกจากสารละลาย SMCC-PE ดวย rotary 
evaporation จากน้ันละลาย SMCC-PE คลอโรฟอรม ระเหยคลอโรฟอรมออก และเกบ็ฟลมไขมันท่ี 
-20 องศาเซลเซียส 

 
8.2  การเตรียมอนุภาคไลโปโซม 
 

 เตรียมไลโปโซมจากฟอสฟาทิดิลโคลีน (phosphatidylcholine, PC) ความบริสุทธ์ิ 
70.6% (เลซิติน) ดัดแปลงจากวิธีการของ Park and Durst (2000) โดยละลายฟอสฟาทิดิลโคลีน 
คอเลสเตอรอลและ SMCC-PE ท่ีเตรียมไดจากขอ 1 ในอัตราสวน 8:10:1 (โดยนํ้าหนกัโมเลกุล) 
(Hermanson, 1995) ละลายสวนผสมท่ีได 43 ไมโครโมลในสารละลายผสมของคลอโรฟอรมตอ
เมธานอล (2:1) ปริมาตร 4.2 มิลลิลิตร อุนสารละลายไขมันในอางน้ํารอนท่ีอุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส เติม 150 mM sulforhodamine B (SRB) ท่ีละลายในน้ํากล่ัน ปริมาตร 0.7 มิลลิลิตร ลงใน
สารละลายไขมัน กวนของผสมใหเขากันในตูดูดควันจะไดอิมัลชันแบบน้ําในน้ํามัน (water in oil) 
ลดขนาดไลโปโซมชนิดรูปกลมกลวงซอนกันหลายช้ันท่ีเตรียมไดใหเปนไลโปโซมขนาดเล็กช้ัน
เดียว (small unilamellar vescicles; SUVs) ตามวิธีการของ Singh et al. (2000) โดยนําไลโปโซม ท่ี
เตรียมไดแชลงในอางคล่ืนความถ่ีสูง (sonicator) นาน 8 นาที ภายใตสภาพไนโตรเจน ระเหยตัวทํา
ละลายอินทรียออกดวย rotary evaporation ท่ี 45 องศาเซลเซียส จนกระทั่งหมดฟอง จะไดเจลไขมัน
สีมวงเขม เติม SRB ปริมาตร 1.3 มิลลิลิตร sonicate อีกคร้ังนาน 6 นาที ลดขนาดของไลโปโซมโดย 
extrude ผาน syringe filter ขนาด 0.45 และ 0.2 ไมครอนตามลําดับ แยกไลโปโซมออกจาก
สารละลายสี SRB ท่ีไมถูกไลโปโซมโอบหุม ดวย Sephadex G50-300 gel filtration column 1.5x25 
เซนติเมตร ท่ี เก็บในขวดทึบแสงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตรวจสอบความสามารถในการบรรจุ 
SRB ภายในอนุภาคไลโปโซมจากการเรืองแสงท่ีความยาวคล่ืน 586 นาโนเมตร ภายใตกลอง
จุลทรรศนฟลูออเรสเซนต (Olympus BX51, Australia) และศึกษาขนาดของไลโปโซมภายใตกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอน JOEL 1200 EX (Jeol Ltd., Tokyo, Japan)  
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8.3  การติดฉลากโมโนโคลนอลแอนติบอดีดวยหมู sulfhydryl group 
   

 ดัดแปลงจากวธีิการของ Hermanson (1995) โดยเติม 14.5 mM Traut’s reagent (2-
iminothiolane) ปริมาตร 91.6 ไมโครลิตรใน MAb-CMV IgG (ผานการ dialysis ใน 50 mM sodium 
phosphate, 0.15 M NaCl, pH 8.0) ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร กวน
สารละลายภายใตสภาพไนโตรเจน ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้น dialysis เพื่อแยก 
excess iminothiolane ออก โดยใช  20 mM sodium phosphate, 0.15 M NaCl, 1 mM EDTA pH 8.0 
วัดความเขมขนของแอนติบอดีท่ีเตรียมไดในสารละลายท่ี O.D.280 และประเมินปริมาณ sulhydryl 
group ดวยวิธี Ellman’s assay (Aitken and Learmonth, n.d.) 

  
8.4  การเช่ือมตอไลโปโซมกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

   
 ทําตามวิธีการของ Hermanson (1995) โดยบมไลโปโซมท่ีเตรียมไดจากขอ 8.2 กับ 

MAb-SH (5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ท่ีเตรียมไดจากขอ 8.3 อัตราสวน 1: 1 (โดยปริมาตร) ทํา
ปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง นาน 16 ช่ัวโมง ภายใตสภาพไนโตรเจน แยกไลโปโซมกับ unreacted MAb 
โดยใช Sephadex G 25 gel filtration column ตรวจสอบการเตรียม immunoliposome โดยใชเทคนคิ 
DIBA 

 
สถานท่ีทําการทดลอง 

 
 อาคารปฏิบัติการวิจัยศูนยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต
กําแพงแสน จงัหวัดนครปฐม 
 

ระยะเวลาท่ีทําการทดลอง 
 

 ใชระยะเวลา 3 ป ต้ังแตเดือนตุลาคม 2548 ถึงเดือนกันยายน 2551 
 
 



 

 

30 

ผลและวิจารณ 
 

1.  การเตรียมแอนติเจนท่ีใชในการทดลอง 
  
 แอนติเจนท่ีใชในการทดลองไดแก  เช้ือไวรัสใบดางแตงบริสุทธ์ิท่ีแยกไดจากตนยาสูบ 
และ Recombinant protein CMV-CP ท่ีสกัดจากแบคทีเรียท่ีไดรับการถายยีน เพื่อใชเปนแอนติเจน
ในการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอด ีและทดสอบการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดกีับแอนติเจน
ในการทดลอง 
 

1.1  การแยกเช้ือไวรัสใบดางแตงใหบริสุทธ์ิ 
 

 แยกเช้ือไวรัสใบดางแตงจากใบยาสูบท่ีไดรับการปลูกเช้ือ CMV-KPS10 คํานวณความ
เขมขนของไวรัสบริสุทธ์ิได 3.259 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร รวมปริมาณไวรัสท้ังส้ิน 9.779 มิลลิกรัมจาก
ใบยาสูบ 110 กรัม เม่ือนํามาวิเคราะหความบริสุทธ์ิจากการคํานวณคา O.D.260/O.D.280 ไดเทากับ 
1.58 ซ่ึงมีคานอยกวาคามาตรฐานของเช้ือไวรัสใบดางแตงคือ 1.7 (Brunt et al., 1996) แสดงวาเช้ือ
ไวรัสใบดางแตงท่ีเตรียมไดปนเปอนโปรตีนพืช เม่ือตรวจดูอนุภาคไวรัสดวยวิธี dip preparation 
ภายใตกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอน พบอนภุาคทรงกลมขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 29 นาโน
เมตร (ภาพท่ี 5) 
 

การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเช้ือไวรัสท่ีแยกไดดวยวธีิ SDS-PAGE พบแถบโปรตีนของ
ไวรัสขนาดประมาณ 27 KDa ซ่ึงตรงกับแถบท่ีพบในพืชเปนโรคแตไมพบในพืชปกติ ตามรายงาน
ของมณรัีตน (2547) และใกลเคียงกับรายงานของ Gioria et al. (2002) ซ่ึงศึกษาโปรตีนหอหุม
อนุภาคของ CMV จาก Passiflora edulis f. flavicarpa (yellow passion fruit) ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุล
ขนาดประมาณ 26 กิโลดาลตัน (ภาพท่ี 6) 

 
1.2  การสกัดโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือไวรัสใบดางแตงจาก E. coli (DH5α) ท่ีไดรับ

การถายยีน 
 
 นอกจากการเตรียมไวรัสบริสุทธ์ิจากพืชแลว ไดผลิตโปรตีนหอหุมอนภุาคของ CMV 

(CMV-CP) จากการชักนําการแสดงออกของยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคโดยใช recombinant plasmid  
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ภาพท่ี 5   ไวรัสใบดางแตงท่ีเตรียมใหบริสุทธ์ิจากใบยาสูบเปนโรค ดวยวิธี sucrose gradients 

centrifugation และตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน  
(ก)  แถบสารละลายไวรัสบริสุทธ โดยวิธี sucrose gradient centrifugation  
(ข)  อนภุาคของเช้ือไวรัสใบดางแตงบริสุทธ์ิ ท่ีกําลังขยาย 60,000 เทา                                   

ขนาดเสนผานศูนยกลาง 29 นาโนเมตร   
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพท่ี 6   การวิเคราะหความบริสุทธ์ิของเช้ือไวรัสใบดางแตง ไอโซเลท KPS10 ท่ีเตรียมไดจากใบ

ยาสูบเปนโรคโดยใชวิธี SDS-PAGE (ก) และ Western blotting (ข) 
M    โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas, SM0431)   
H1-H2  ยาสูบปกติ 
D  ยาสูบท่ีไดรับการปลูกเช้ือไวรัสใบดางแตง 
P  เช้ือไวรัสใบดางแตงบริสุทธ์ิ 

โปรตีนหอหุมอนุภาค 
(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 เพื่อเปนแอนติเจนในการทดลองดวย โดยหลังจากสกัดโปรตีนหอหุม
อนุภาคของเช้ือไวรัสใบดางแตง (CMV-CP) แลวนําไปผานคอลัมน Ni-NTA ตรวจสอบความ
บริสุทธ์ิดวยวธีิ SDS-PAGE พบวามีโปรตีนออกมาใน Eluate fraction ท่ี 4- 12  ซ่ึงมีความเขมขนสูง 
แตมีแถบโปรตีนชนิดอ่ืนปนอยูบางเล็กนอย (ภาพท่ี 7) ความเขมขนเฉล่ียของ recombinant protein 
ท่ีรวบรวมจากทุก eluate fraction ท่ีวัดดวยวิธี Bradford assay เทากับ 2.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ได
ปริมาณโปรตีนท้ังหมด 34.83 มิลลิกรัมจากปริมาตรรวม 17 มิลลิลิตร จากอาหารเล้ียงเซลลเร่ิมตน 4 
ลิตร ซ่ึงไดโปรตีนนอยเม่ือเทียบกับรายงานการแยกสกัด recombinant protein ใหบริสุทธ์ิโดยใช 
Ni-NTA resin (Sambrook and Russell, 2001) 

 
2.  การเตรียมแอนติบอดีท่ีใชในการทดลอง 
 
 2.1  โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสใบดางแตง 
 
 การเตรียมแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิ โดยการผานอาหารเล้ียงเซลลไฮบริโดมาโคลน CM2 
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ลงใน recProtein A-Sepharose 4B conjugate column พบวา IgG ถูกชะ 
(elute) ออกจากคอลัมนหมดใน 4 fraction คือ Eluate 2-5 โดยมีความเขมขนของโปรตีน 1.52, 1.71, 
0.6 และ 0.08 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงลดลงจากความเขมขนของโปรตีนในอาหารเล้ียง
เซลลกอนการผานคอลัมน (2.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) เม่ือนําไปทดสอบการทําปฏิกิริยากับเช้ือ
ไวรัสใบดางแตงบริสุทธ์ิ ไดคาไตเตอรของ Eluate ท่ี 2-5 เทากับ 32,768; 32,768; 16,382 และ 4,096  
ตามลําดับ (ตารางท่ี 1) และเม่ือนํา fraction ตางๆ ไปวิเคราะหความบริสุทธ์ิของ IgG โดยใชวิธี 
SDS-PAGE พบวามีความบริสุทธ์ิมาก มีขนาดของ heavy chain และ light chain เทากบั 53 และ 29 
KDa ตามลําดับ (ภาพท่ี 8) 

 
2.2  โพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีใชในการทดลอง 

  
 โพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีใชในการทดลอง ไดแก โพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือ

ไวรัสใบดางแตง (PAb -CMV) และ โพลีโคลนอลแอนติบอดีตออิมมูโนโกลบูลินของหนูเมาส 
(RAM) เพื่อใชเคลือบเปน test line และ control line บนแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน ตามลําดับ 
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ภาพท่ี 7  การวิเคราะหความบริสุทธ์ิของ recombinant protein CMV-CP ท่ีผาน Ni-NTA column 
  โดยใชวิธี 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  การแยกอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิจากโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสใบดางแตง
ดวยวิธี recProtein G-Sepharose 4B conjugate column chromatography  

  

Fraction/1 
คาการดูดกลืนแสงท่ี      

280 นาโนเมตร 
ความเขมขนของโปรตีน/2 
(มิลลิลกรัมตอมิลลิลิตร) 

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 ท่ีเก็บจากการลางคอลัมนดวย washing buffer 
  E fraction 
/2 ความเขมขนของโปรตีนคํานวณจากสูตร O.D.280/1.4 
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ภาพท่ี 8  การวิเคราะหความบริสุทธ์ิของ IgG ท่ีผาน recProtein G-Sepharose 4B conjugate column 

chromatography โดยใชวิธี SDS-PAGE 
M   โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas, SM0431)   
C อาหารเล้ียงเซลลไฮบริโดมา 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 โพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเช้ือไวรัสใบดางแตง 
 
 ผลิต PAb-CMV ในกระตายโดยใชเช้ือ CMV บริสุทธ์ิเปนแอนติเจน เก็บแอนติ-

ซีรัมจํานวน 13 คร้ัง ตรวจสอบไตเตอรของแอนติซีรัมจากวิธี indirect ELISA พบวา PAb-CMV มี
ปฏิกิริยาขามกบัน้ําค้ันใบยาสูบปกติสูงมาก (O.D.405 = 1.979) แตหลังจากทํา cross absorption กับน้ํา
ค้ันใบยาสูบปกติ สามารถลดปฏิกิริยาขามได (O.D.405 = 0.127) โดยมีคาไตเตอรระหวาง 1,600 – 
25,600 คาไตเตอรสูงท่ีสุดในคร้ังท่ี 7 (25,600) (ตารางท่ี 2) ใชแอนติซีรัมต้ังแตคร้ังท่ี 7 เปนตนไป
ในการเตรียม Ig บริสุทธ์ิตอไป 

 
 การเตรียม IgG บริสุทธ์ิจาก PAb-CMV โดยใชแอนติซีรัมคร้ังท่ี 7 ท่ีผานการ 

cross absorption แลว มาผาน recProtein A-Sepharose 4B conjugate column chromatography ได 
IgG ความเขมขน 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) และไมพบแถบโปรตีนอ่ืนๆ แสดงใหเห็นวาอิมมูโนโกลบู
ลินท่ีเตรียมไดมีความบริสุทธ์ิสูง (ภาพท่ี 9) 

 
 การตรวจหาคาไตเตอรของอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิดวยวิธี indirect ELISA 

พิจารณาจากการทําปฏิกิริยาท่ียังใหคา O.D.405 เปนสองเทาของ negative control พบวา ไดไตเตอร
ในการทําปฏิกริิยากับ CMV บริสุทธ์ิ เทากับ 32,768โดยไมมีปฏิกิริยาขามกับน้ําค้ันพชืปกติ  
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ตารางท่ี 2  คาไตเตอรของแอนติซีรัมตอเช้ือไวรัสใบดางแตง 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 คาไตเตอรตรวจสอบดวยวธีิ indirect ELISA โดยเจือจางแอนติซีรัมแบบ 2 เทา และใหทําปฏิกิริยา
กับสับสเตรตเปนเวลา 30 นาที 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 9  การวิเคราะหความบริสุทธ์ิของอิมมูโนโกลบูลิน ท่ีผานการทาํใหบริสุทธ์ิดวย recProtein A 

column Sepharose 4B conjugate column chromatography โดยใชวิธี SDS-PAGE 
M   โปรตีนมาตรฐาน (Fermentus, SM0431)   
1 อิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิท่ีจําเพาะตอไวรัสใบดางแตง 
2 อิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิท่ีจําเพาะตออิมมูโนโกลบูลินของหนูเมาส 

 

 

 
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 โพลีโคลนอลแอนติบอดีตออิมมูโนโกลบูลินของหนูเมาส 
 

โพลีโคลนอลแอนติบอดี (Rabbit anti-mouse IgG, RAM) ท่ีใชในการทดลองได
จากการฉีดกระตุนกระตายพนัธุ White New Zealand ดวยอิมมูโนโกลบูลินของหนูเมาสบริสุทธ์ิ 
isotype IgG1 ปริมาณ 0.5 มิลลิกรัมเขาใตผิวหนัง เก็บแอนติซีรัมจํานวน 18 คร้ัง หลังจากการตรวจ
คาไตเตอรของแอนติซีรัมดวยวิธี indirect ELISA พบวาซีรัมมีคาไตเตอรระหวาง 1,000 – 128,000 
สูงสุดในคร้ังท่ี  10 (128,000) (ตารางท่ี 3) นําแอนติซีรัมท่ีเจือจาง 1:1,000 ไปทําปฏิกิริยากับ IgG1 
และ IgG2a จาก MAb-CMV และ โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ Potato virus Y (PVY) พบวา RAM 
สามารถทําปฏิกิริยาไดท้ัง 2 subclass ของ IgG 

 
การเตรียม RAM-IgG โดยใชแอนติซีรัมคร้ังท่ี 10 และใช recProtein A-Sepharose 4B 

conjugate column ไดอิมมูโนโกลบูลินความเขมขน 1.7 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาณโปรตีนท้ังส้ิน 
14.3 มิลลิกรัมจากแอนติซีรัม 5 มิลลิลิตร การตรวจหาคาไตเตอรดวยวธีิ indirect ELISA พบวามีคา
ไตเตอร 524,288  
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ตารางท่ี 3  คาไตเตอรของแอนติซีรัมตอหนูเมาส 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 คาไตเตอรตรวจสอบดวยวธีิ indirect ELISA โดยเจือจางแอนติซีรัมแบบ 2 เทา และใหทําปฏิกิริยา
กับสับสเตรตเปนเวลา 30 นาที 
 
3.  การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดีเพื่อใชในการตรวจสอบเชื้อไวรัสใบดางแตงโดยวิธี 
Triple antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent Assay (TAS-ELISA) 
  
 การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดตีอเช้ือ CMV ดวยวิธี TAS-ELISA โดย
เปรียบเทียบการใช PAb-CMV หรือ MAb-CMV เคลือบ ELISA plate พบวาการเคลือบ ELISA 
plate ดวย PAb ใหผลดีกวา MAb โดยใหคา O.D.405 เปนบวก เม่ือทําปฏิกิริยากับเช้ือใบดางแตง
บริสุทธ์ิ และมีคา O.D.405 (0.420-0.844) แปรผันตามปริมาณ PAb ท่ีใชเคลือบถาด (1.25–20 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) สวนการใช MAb เคลือบถาดใหคา O.D.405 ระหวางการทําปฏิกิริยากับพืช
เปนโรคและพืชปกติไมแตกตางกัน จึงเลือกใช PAb ในการเคลือบถาด (coating antibody) และใช 
MAb ในการทําปฏิกิริยาหลังจากเติมแอนติเจนแลว (detecting antibody) (ตารางท่ี 4) 
 
 
 
 



 

 

40 

4.  การติดฉลากอนุภาคทองกับโมโนโคลนอลแอนติบอด ี
 
 การทํา Titration เพื่อหาปริมาตรท่ีเหมาะสมของแอนติบอดีในการปฏิกิริยากับอนภุาคทอง 
พบวา คาการดดูกลืนแสงท่ี 520 นาโนเมตร แปรผันตรงกบัปริมาตรของแอนติบอดีท่ีใชทําปฏิกิริยา 
และเร่ิมคงท่ีเม่ือใชแอนติบอดี (0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร โดยคาการ
ดูดกลืนแสงไมเพิ่มข้ึนแมจะเพ่ิมปริมาตรของแอนติบอดีใหมากข้ึนกต็าม (ตารางท่ี 5 และ ภาพท่ี 10) 
ดังนั้นอัตราสวนท่ีเหมาะสมระหวางปริมาตรแอนติบอดแีละอนภุาคทองที่เลือกเพ่ือการติดฉลาก
ตอไปคือ 3: 50 
 
 การศึกษาขนาดของอนุภาคทองกอนและหลังติดฉลากดวยแอนติบอดีภายใตกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนท่ีกําลังขยาย 200,000 เทา พบวา อนภุาคทองท่ีเช่ือมกับแอนติบอดีมีขนาดโดย
เฉล่ียใหญกวาอนุภาคทองกอนการเช่ือมดวยแอนติบอดี โดยมีขนาดเสนผานศูนยกลางเฉล่ีย 
21.0±4.18 และ19.0±4.43 นาโนเมตร ตามลําดับ (ภาพท่ี 11 และ 12) และสามารถทําปฏิกิริยากับเช้ือ 
CMV บริสุทธ์ิและ CMV-CP โดยวิธี DIBA (ภาพท่ี 13) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

41 

ตารางท่ี 4  ผลการทําปฏิกิริยาของโพลีโคลนอลและโมโนโคลนอลแอนติบอดีกับไวรัสใบดางแตง
บริสุทธ์ิ โดยวิธี TAS-ELISA 

 
ชนิดของ Coating antibody /2 Secondary antibody /1 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 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 ซ่ึงจะตรงกันขามกับชนิดของแอนติบอดีท่ีใชเคลือบ 

ELISA plate (coating antibody) ทําปฏิกิริยาโดยเจือจางแอนติบอดีแบบ 2 เทา 
/2  แอนติบอดีท่ีใชในการเคลือบ ELISA plate ในปฏิกริิยา TAS-ELISA ความเขมขน 5 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร 
/3 คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร หลังจากการทําปฏิกิริยากับสับสเตรทเปน 

เวลา 60 นาที 
/4   บดใบยาสูบใน PBS อัตราสวน 1:10  
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ตารางท่ี 5  การหาปริมาตรแอนติบอดีท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยากับอนุภาคทอง โดยพิจารณา
จากคาการดดูกลืนแสงท่ี 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 ความเขมขน 0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
/2คาการดูดกลืนแสงท่ี 520 นาโนเมตร ของสารแขวนลอยอนุภาคทอง 
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ภาพท่ี 10  กราฟแสดงการหาปริมาตรแอนติบอดี (0.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ท่ีเหมาะสมในการทํา

ปฏิกิริยากับอนุภาคทอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 11  การเปรียบเทียบขนาดของอนุภาคทองกอน (ก) และหลัง (ข) การเช่ือมดวยแอนติบอด ี

ตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน กําลังขยาย 200,000 เทา โดย
มีขนาดเสนผานศูนยกลางเฉล่ีย 19±4.43 นาโนเมตร และ 21±4.18 นาโนเมตร ตามลําดับ 

     
 

50 nm 50 nm ก ข 
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ภาพท่ี 12  ขนาดและความถ่ีของอนุภาคทองกอนและหลังการเช่ือมดวยแอนติบอด ี
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ภาพท่ี 13  การตรวจสอบปฏิกิริยาของอนุภาคทองกอนและหลังการเช่ือม MAb-CMV กับแอนติเจน   

ชนิดตางๆ ดวยวิธี dot immunobinding assay 
(ก) แผนผังการทดลอง กําหนดให 

  CMV-CP   recombinant coat protein ของเช้ือไวรัสใบดางแตง 
 P   เช้ือไวรัสใบดางแตงบริสุทธ์ิ 
 D  ใบยาสูบเปนโรค 
 RAM  แอนติบอดีตออิมมูโนโกลบูลินของหนูเมาส 
 PBS  phosphate buffer saline 
 H  ใบยาสูบปกติ  
 (ข) ผลการทําปฏิกิริยาของอนุภาคทองกอนการเช่ือม MAb-CMV 

(ค) ผลการทําปฏิกิริยาของอนุภาคทองหลังการเช่ือม MAb-CMV จุดสีมวงแสดงผลการ
ตรวจท่ีใหผลเปนบวก 

  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 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) ท่ีมีผลตอ
อัตราการไหลบนชุดตรวจสอบ 
 
 จากการศึกษาความไวในการไหลของนํ้าค้ันพืชบนชุดตรวจสอบท่ีแตกตางกัน 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 พบวา น้ําค้ันพืชสามารถเคล่ือนท่ีบนชุดตรวจสอบท่ีมี SAP ชนิด 33 glass 
fiber (แบบท่ี 1 และ 3) ไดเร็ว โดยไมมีความแตกตางกันในรูปแบบท่ีมี WP เปน 470 cotton linter 
และ 900 cotton linter โดยใชเวลาในการเคล่ือนท่ีถึง wicking pad เทากับ 46 และ 48 วินาที
ตามลําดับ ในขณะท่ีรูปแบบท่ีใช 470 cotton linter เปน SAP (แบบท่ี 2 และ 4) มีอัตราการไหลชา
กวา คือ 100 วินาที ในรูปแบบท่ีใช WP 470 cotton linter และ 86 วนิาทีในรูปแบบท่ีใช WP 900 
coton linter (ตารางท่ี 6) ดังนัน้รูปแบบของชุดตรวจสอบที่น้ําค้ันพืชสามารถเคล่ือนท่ีไดดีคือการใช 
SAP ชนิด 33 glass fiber โดยสามารถใช WP ไดท้ังสองชนิด คือ 470 หรือ 900 cotton linter โดยมี
ความไวไมแตกตางกัน แตเนือ่งจาก cotton linter ชนิด 900 มีความหนามาก ยากตอการตัดและ
ประกอบ จึงเลือกใชรูปแบบท่ีมี SAP ชนิด 33 glass fiber และ WP ชนิด 470 cotton linter ในการ
พัฒนาชุดตรวจสอบตอไป 

 
5.2  การหาปริมาณของสารแขวนลอยอนภุาคทองท่ีเหมาะสมในการพนลงบน conjugate 

release pad  
 
 หลังจากพวงอนุภาคทองกับ MAb-CMV (MAb-conjugate) โดยใชอัตราสวน 3: 50 ปน
ตกตะกอนสวนผสมดังกลาว และละลายตะกอนใน storage buffer ปริมาตร 0.15, 0.3 และ 0.6 เทา
ของปริมาตรสารแขวนลอยอนุภาคทองเร่ิมตน นําอิมมูโนสตริปไปทดสอบการทําปฏิกิริยากับ 
RAM ท่ีบริเวณ control line พบวาความเขมสีบนเสน control line แปรผันตามความเขมขนของสาร
แขวนลอยอนุภาคทอง โดยการละลายอนภุาคทองดวย storage buffer  อัตราสวน 0.15 เทาของ
ปริมาตรเร่ิมตนใหความเขมสีของ control line มากกวาความเขมสีท่ีเกดิจากการละลายอนุภาคทอง
ท่ี 0.3 และ 0.6 เทาของปริมาตรเร่ิมตน ประมาณ 2 และ 3 เทา ตามลําดับ แตเนื่องจากความเขมขนท่ี 
0.6 เทาจะใหเสน control line ท่ีคมชัดและเพียงพอสําหรับการบงช้ีปฏิกิริยา จึงเลือกใชอัตราสวน 
0.6 เทาในการละลายอนุภาคทองเพ่ือใชในการทดลองตอไป (ภาพท่ี 14) 
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ตารางท่ี 6  การเปรียบเทียบเวลาท่ีใชในการเคล่ือนท่ีของน้ําค้ันพืชบนชุดตรวจสอบท่ีใช sample 
absorption pad และ wicking pad รูปแบบตางๆ  

 
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 คาเฉล่ียของระยะเวลาต้ังแตเร่ิมจุมชุดตรวจสอบลงในนํ้าค้ันพืชจนนํ้าค้ันพืชเคล่ือนท่ีถึง wicking 
pad โดยทดสอบท้ังส้ิน 4 ซํ้า 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
ภาพท่ี 14  ความเขมสีท่ีเกิดจากการทําปฏิกิริยาระหวาง rabbit anti mouse IgG (RAM) บริเวณ 

control line กับแอนติบอดีท่ีเช่ือมกับอนุภาคทองท่ีถูกละลายตะกอนดวย storage buffer 
ท่ีอัตราสวนตางๆ กัน คือ 0.15 (ก) 0.3 (ข) และ 0.6 (ค) เทาของปริมาตรทองเร่ิมตน 

 
 
 
 

Control line 

ก    ข      ค 
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5.3  การศึกษาชนิดของแผนไนโตรเซลลูโลสที่เหมาะสม 
  
 การเปรียบเทียบชนิดของแผนไนโตรเซลลูโลสท่ีแตกตางกัน 4 ชนิด ตอเวลาท่ีใชและ
ความเขมสีท่ีเกิดข้ึนบนชุดตรวจสอบ พบวา ปฏิกิริยาบนเสน control line เกิดไดเร็วท่ีสุดบนชุด
ตรวจสอบท่ีใชไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนชนิด Prima40 (48 วินาที) ซ่ึงแตกตางจากไนโตร
เซลลูโลสเมมเบรนชนิด AE ท้ัง 3 แบบอยางเห็นไดชัด ความไวในการเกิดปฏิกิริยาบนชนิด AE 
แปรผกผันกับขนาดของชองวางเฉล่ียภายในแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน สอดคลองกบัการ
รายงานของ Hechleitner and Kraus (2002)โดย AE98 (5 ไมครอน) ใชเวลาในการเกิดปฏิกิริยานาน
ท่ีสุด คือ 190 วินาที รองลงมาคือ AE99 (8 ไมครอน) และ AE100 (10 ไมครอน) ซ่ึงใชเวลาในการ
เกิดปฏิกิริยา 140 และ 100 วนิาที ตามลําดบั (ตารางท่ี 7) ดังนั้นจึงเลือกไนโตรเซลลูโลสชนิด Prima 
40  ในการพัฒนาชุดตรวจสอบตอไป  
 
ตารางท่ี 7  การเปรียบเทียบชนิดของแผนไนโตรเซลลูโลสที่มีผลตอเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยาบน 

control line ในชุดตรวจสอบ 
 

ชนิดของแผนไนโตรเซลลูโลส 
เวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยาบน control line   

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

 
/1 คาเฉล่ียระยะเวลาตั้งแตเร่ิมจุมชุดตรวจสอบลงในบัฟเฟอรจนเกดิปฏิกิริยาบนแผนไนโตร
เซลลูโลส โดยทดสอบท้ังส้ิน 3 ซํ้า 

/2  ขนาดรูพรุนของไนโตรเซลลูโลส 
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5.4  การศึกษาชนิดของ sample buffer ท่ีเหมาะสม 
   
 การเปรียบเทียบชนิดของ sample buffer  ตอปฏิกิริยาบนชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
โดยใชบัฟเฟอรจํานวน 10 ชนิด พบวา บัฟเฟอรทุกชนิดสามารถทําใหเกดิปฏิกิริยาบนเสน control 
line ได ยกเวน DOA extraction buffer 2   แตเม่ือจุมสตริปลงในบัฟเฟอร TBS, PBS, PB และ DOA 
extraction buffer 1 พบปฏิกิริยาแบบ false positive คือ เกิดปฏิกิริยาบนเสน test line  จากการ
ทดลอง พบวา การเติม Tween 20 ลงในบัฟเฟอร 5 ชนิดท่ีมีปญหาดังกลาว จะชวยลดปฏิกิริยาขาม
ได อยางไรก็ตามเม่ือเปรียบเทียบความเขมของสีท่ี control line พบวา การใช BIOREBA extraction 
buffer ใหผลดท่ีีสุด รองลงมาคือ Agdia general extraction buffer (ภาพท่ี 15) 
 
6. การตรวจสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบท่ีพัฒนาได 

 
การทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยากับน้ําค้ันใบยาสูบปกติท่ีเติมเช้ือไวรัสใบดางแตง

บริสุทธ์ิใหมีความเขมขนสุดทายเปน 50, 25, 12.5, 6.25,…, 0.012 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยมีน้ํา
ค้ันใบยาสูบปกติและบัฟเฟอร เปน negative control พบวาชุดตรวจสอบมีความไวท่ีระดับ 0.048 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยไมมีปฏิกิริยาขามกับน้ําค้ันยาสูบปกติและบัฟเฟอร ความเขมสีของ test 
line ลดลงเม่ือความเขมขนของอนุภาคไวรัสลดลง (ภาพท่ี 16) ชุดตรวจสอบสามารถอานคาได
ภายในเวลาเพยีง 5-8 นาที ข้ึนกับความเขมขนของไวรัส แตอยางไรก็ตามปฏิกิริยาบน test line ยังคง
ถูกรบกวนดวยสีเขียวของน้าํค้ันพืช ซ่ึงพบวาเม่ือเติม 1%Triton X-100 จะชวยลดการรบกวนของสี
เขียวได 

 
 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบ อิมมูโนสตริป กับวิธี indirect ELISA  ใน
การตรวจเช้ือ CMV โดยเคลือบหลุม ELISA ดวยเช้ือไวรัสใบดางแตงความเขมขนตางๆ คือ 50, 25, 
12.5, 6.25,…, 0.012 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวาวิธี indirect ELISA ท่ีใชโพลีโคลนอล
แอนติบอดีเปนตัวทําปฏิกิริยามี sensitivity ในตรวจสอบเช้ือไวรัสใบดางแตงท่ีระดบัความเขมขน 
0.039 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากการทดสอบในเบ้ืองตนโดยจุมสตริปลงในตัวอยางปริมาตรา 100 
ไมโครลิตร พบวาเปนปริมาตรท่ีเหมาะสมสําหรับทําปฏิกิริยา เนื่องจากการใชปริมาตมากกวานี้มีผล
ใหเกิดการยอนกลับของตัวอยางได 
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ภาพที่ 15  ปฏิกิริยาที่เกดิขึ้นบนชุดตรวจสอบ เมื่อใช sample buffer ที่แตกตางกัน (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 ในการตรวจหาเช้ือไวรัสใบดางแตง

ในน้ําค้ันใบยาสูบท่ีมีความเขมขนสุดทายเทากับ 50, 25,..., 0.012 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
โดยการเจือจางแบบ 2 เทา ใชตัวอยางปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเขมขนสุดทายที่อิมมูโนสตริป
สามารถตรวจพบเช้ือ CMV 

Control line 
Test line 

50
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การตรวจสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป โดยการตรวจหาเช้ือ CMV ใน
ตัวอยางมะเขือเทศจํานวน 21 ตัวอยาง เทียบกับวิธี indirect ELISA พบวา ชุดตรวจสอบอิมมูโน
สตริปใหผลบวกในตัวอยางท่ีมีคา O.D.405 สูงกวา 0.366 และใหผลลบเม่ือคา O.D.405 ตํ่ากวา 0.238 
ตรวจพบเช้ือ CMV 13 ตัวอยางจากจํานวน 16 ตัวอยางท่ีใหผลบวกจากการตรวจดวยวิธี indirect-
ELISA ไมพบ false positive ในการตรวจตัวอยางดวยวิธีอิมมูโนสตริป (ตารางท่ี  8) มีเปอรเซนต
การตรวจพบเช้ือ CMV เทากับ 81.25% เม่ือเทียบกับวิธี indirect ELISA ดังนั้นชุดตรวจสอบนี้จึง
เหมาะสําหรับการคัดกรองตัวอยางกอนการตรวจดวยวิธีอ่ืนๆ ตอไป 
 
8.  การเตรียมอิมมูโนไลโปโซม 

  
การเช่ือม DOPE กับ sulfo-SMCC cross linker วิเคราะหความสําเร็จในการเช่ือมดวย

เทคนิค Thin layer chromatography (TLC) และตรวจดูการเคล่ือนท่ีบนตัวกลาง silica ดวยแสง 
ultraviolet พบวา PE หลังการเช่ือมดวย SMCC (SMCC-PE) มีการเคล่ือนท่ีแตกตางกับ unmodified 
PE (ภาพท่ี 17) โดยมีคาความสัมพันธของระยะทางการเคล่ือนท่ีของสารกับระยะทางการเคล่ือนท่ี
ของตัวทําละลายจากจุดเร่ิมตน (Rf) เทากับ 0.27 และ 0.96 ตามลําดับ (Hermanson, 1995) 

 
 การเตรียมไลโปโซมจากฟอสฟาทิดิลโคลีน คอเลสเตอรอล และ SMCC-PE ไดไลโปโซม
ท่ีบรรจุสี SRB (liposome-SRB) จากคอลัมนใน fraction แรก ปริมาตรท้ังส้ิน 5 มิลลิลิตร ลักษณะ
เปนสารแขวนลอยขุนมีสีมวงออน ในขณะที่ SRB ท่ีไมถูกบรรจุจะมีสีแดงเหลือบและใส (ภาพท่ี 
18) การตรวจดูโดยใชกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต พบวา ไลโปโซมท่ีบรรจุสี SRB จะเรืองแสง
สีแดงเปนจดุเล็กๆ ภายใตความยาวคล่ืน 586 นาโนเมตร ในขณะท่ีไลโปโซมท่ีไมบรรจุสี ไมปรากฏ
จุดเรืองแสงใหเห็น (ภาพท่ี 19) ไลโปโซมท่ีเตรียมไดมีขนาดเฉล่ียประมาณ 256 นาโนเมตร (ภาพท่ี 
20) 
 

การติดฉลากโมโนโคลนอลแอนติบอดดีวยหมู sulfhydryl group (MAb-SH) แลวตรวจ
ความเขมขนของแอนติบอดท่ีีพวงกับ SH โดยเคร่ืองสเปกโตโฟโตมิเตอร พบวา MAb-SH มีความ
เขมขน 6.42 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตรท้ังส้ิน 4.2 มิลลิลิตร จากแอนติบอดีความเขมขนเร่ิมตน 
9.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ประเมินปริมาณ sulfhydryl group ดวยวิธี Ellman’s 
assay พบวา มี free sulfhydryl group ความเขมขน 0.224 มิลลิโมลาร  
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ตารางท่ี 8  การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปในการตรวจหาเช้ือไวรัส
ใบดางแตงในตัวอยางมะเขือเทศ เทียบกับผลการตรวจดวยวิธี ELISA 

 
วิธีการตรวจสอบ ตัวอยาง

มะเขือเทศ 
คาการดูดกลืนแสงท่ี 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  (ตอ) 

 
/1 negative control คือมะเขือเทศปกติทําปฏิกิริยากับ MAb-CMV ซ่ึงไดคา O.D.405 = 0.093  
/2 การตรวจสอบท่ีใหผลบวกในวิธี indirect ELISA แบงเปน 3 ระดับไดแก  
 (+)  คา O.D.405 ตํ่ากวา 0.5 
 (++)  คา O.D.405 ต้ังแต 0.5 - 1.0 
 (+++)  คา O.D.405 ต้ังแต 1.0 ข้ึนไป 
/3 การตรวจสอบท่ีใหผลบวกในวิธีอิมมูโนสตริปแบงเปน 4 ระดับไดแก  
 (+/-)  การเกิดปฏิกิริยาบนเสน test line ไมชัดเจน 
 (+) การเกิดปฏิกิริยาบนเสน test line ชัดเจน 
 (++) การเกิดปฏิกิริยาบนเสน test line ชัดเจนด ี
 (+++) การเกิดปฏิกิริยาบนเสน test line ชัดเจนดมีาก 
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การเตรียม immunoliposome โดยเช่ือม MAb-CMV โดยเช่ือม MAb-SH กับ liposome-
SRB และตรวจสอบการทําปฏิกิริยาโดยใชเทคนิค DIBA พบวาอิมมูโนไลโปโซมท่ีเตรียมได
สามารถทําปฏิกิริยากับ CMV-CP เช้ือไวรัสใบดางแตงบริสุทธ์ิและ RAM ไดโดยไมมีปฏิกิริยากับ 
PBS ซ่ึงใชในการเตรียมตัวอยาง ท้ังนี้ปฏิกิริยาท่ีเกดิข้ึนบนนํ้าค้ันพืชเปนโรคและนํ้าค้ันพืชปกติไม
ชัดเจน เนื่องจากสีเขียวของน้ําค้ันพืชบดบังทําใหไมสามารถบอกความแตกตางของปฏิกิริยาได 
(ภาพท่ี 21) 
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ภาพท่ี 17  ผลการเคล่ือนท่ีบนตัวกลางของฟอสฟาติดิลเอธานอลามีน (PE) กอนและหลังการเช่ือม

ดวย sulfo-SMCC cross linker (SMCC-PE)โดยใชเทคนคิ thin layer chromatography  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

เปรียบเทียบสีของไลโปโซม (ก)กอนการผานคอลัมนซ่ึงมีสีแดงขุน และ(ข) หลังการผาน
คอลัมน ไดไลโปโซมท่ีบรรจุสี SRB มีลักษณะเปนสีชมพูขุนใน fraction แรก (ลูกศรช้ี) 
ในขณะท่ี fraction อ่ืนๆ เปนสีแดงใสของ sulforhodamine B ท่ีไมถูกบรรจุในอนภุาค    
ไลโปโซม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 19  อิมมูโนไลโปโซมภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต กําลังขยาย 100 เทา                       

โดยไลโปโซมท่ีบรรจุสี sulforhodamine B เรืองแสงสีแดงเปนจุดเล็กๆ ภายใต                         
ความยาวคล่ืน 586 นาโนเมตร  

 
 
 

ก              ข 

10 um 10 um 

IL 
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ภาพท่ี 20  การตรวจดูไลโปโซมภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด เปรียบเทียบ              

ไลโปโซมท่ีไมบรรจุสี (ก) และบรรจุสี SRB (ข) 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 21  การตรวจสอบปฏิกิริยาของไลโปโซมกอนและหลังการเช่ือม MAb-CMV กับแอนติเจน   

ชนิดตางๆ ดวยวิธี DIBA 
(ก) แผนผังการทดลอง กําหนดให 

  CMV-CP  recombinant coat protein ของเช้ือไวรัสใบดางแตง 
 P   เช้ือไวรัสใบดางแตงบริสุทธ์ิ 
 D   ใบยาสูบเปนโรค 
 RAM  แอนติบอดีตออิมมูโนโกลบลิูนของหนูเมาส 
 PBS  phosphate buffer saline 
 H  ใบยาสูบปกติ  
 (ข) ผลการทําปฏิกิริยาของอนุภาคทองกอนการเช่ือม MAb-CMV 

(ค) ผลการทําปฏิกิริยาของอนุภาคทองหลังการเช่ือม MAb-CMV จุดสีชมพูแสดงผลการ
ตรวจท่ีใหผลเปนบวก 

ก        ข             ค 

        ก                          ข 

CMV-CP D P 

H RAM PBS 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 
 1.  การเตรียมแอนติเจน 
 

1.1  การเตรียมแอนติเจนโดยการแยกเช้ือไวรัสใบดางแตงจากตนยาสูบไดไวรัสบริสุทธ์ิ 
9.779 มิลลิกรัม จากใบยาสูบ 100 กรัม มีคา O.D.260/O.D.280 เทากับ 1.58 การตรวจสอบโดยวิธี SDS-
PAGE พบแถบโปรตีนขนาด 27 กิโลดาลตัน  

 
1.2  การเตรียมแอนติเจนโดยสกัดโปรตีน CMV-CP จาก recombinant plasmid 

pQE80L-CMV-CP ไดโปรตีนความเขมขน 2.05 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณโปรตีนรวมเทากับ 
34.83 มิลลิกรัม พบแถบโปรตีนความเขมขนสูง 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 
ไดอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิ 4 fraction คือ eluate fraction ท่ี 2-5 ความเขมขน 1.52, 1.71, 0.6 และ 
0.08 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีคาไตเตอรเทากับ 32,768; 32,768; 16,382 และ 4,096 ตามลําดับ นํา 
fraction ท่ี 2 และ 3 มาใชในกระบวนการผลิตอิมมูโนสตริป  
 

2.2  การผลิต PAb-CMV โดยใชเช้ือ CMV บริสุทธ์ิเปนแอนติเจน พบวามีปฏิกิริยาขาม
กับน้ําค้ันพืชปกติ แตหลังการทํา cross absorption สามารถลดปฏิกิริยาขามได มีคาไตเตอรระหวาง 
1,600 – 25,600 การแยกแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิโดยใช recProtein A-Sepharose 4B conjugate 
column chromatographyได IgG ความเขมขน 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณ 12.6 มิลลิกรัมจาก
แอนติซีรัม 5 มิลลิลิตร  
 

2.3  การผลิต RAM โดยใช mouse IgG มีคาไตเตอรระหวาง 1,000-128,000 สามารถทํา
ปฏิกิริยาไดท้ัง 2 subclass ของ Ig คือ IgG1 และ IgG2a การแยกแอนติบอดีใหบริสุทธ์ิไดแอนติบอดี
ความเขมขน 1.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณโปรตีนท้ังส้ิน 14.3 มิลลิกรัม จากแอนติซีรัม 5 
มิลลิลิตร 
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  3.  การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติบอดีดวยเทคนิค TAS-ELISA เพื่อศึกษาชนดิของ 
coating antibody ท่ีเหมาะสม พบวา การเคลือบ ELISA plate ดวย PAb ใหผลดีกวา MAb และไมมี
ปฏิกิริยาขามกบัน้ําค้ันพืชปกติ และไดนํารูปแบบของปฏิกิริยานี้ไปใชในการผลิตอิมมูโนสตริป  
 
 4.  การเตรียมแอนติบอดีท่ีพวงกับอนภุาคทอง พบวาควรใชอัตราสวนระหวาง MAb-CMV 
ตอสารแขวนลอยอนุภาคทอง (MAb conjugate) เทากับ 3:50 ละลาย MAb conjugate ดวย storage 
buffer ปริมาตร 0.6 เทาของปริมาตรเร่ิมตน เม่ือนําแอนติบอดีท่ีพวงกบัอนุภาคทองไปทําปฏิกิริยา 
DIBA พบวาสามารถทําปฏิกิริยากับเช้ือ CMV บริสุทธ์ิ CMV-CP น้ําค้ันพืชเปนโรค และ RAM โดย
ไมทําปฏิกิริยาขามกับบัฟเฟอรและนํ้าค้ันพืชปกติ 
 
 5.  การเตรียมชุดตรวจสอบใช MAb conjugate พนลงบน CRP จนอ่ิมตัว ฉีดพน test line 
และ control line ดวย PAb-CMV และ RAM ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ การ
ประกอบชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปโดยใช 33 glass fiber เปน sample absorbtion pad (SAP) และ 
conjugate release pad (CRP), 470 cotton linter เปน wicking pad (WP) และใช Prima40 
nitrocellulose membrane เปน analyte membrane ในการประกอบชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริป 
sample buffer ท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยาในชุดตรวจสอบคือ BIOREBA general extraction 
buffer ชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปมีความไวในการตรวจสอบเช้ือ CMV ในน้ําค้ันใบยาสูบท่ีความ
เขมขน 48 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร โดยไมมีปฏิกิริยาขามกับน้ําค้ันใบพชืปกติและบัฟเฟอร 
 
 6.  การทดสอบประสิทธิภาพของชุดตรวจสอบอิมมูโนสตริปในการตรวจหาเช้ือ CMV ใน
ตัวอยางมะเขือเทศพบวา อิมมูโนสตริปสามารถตรวจเช้ือ CMV ใหผลบวกในตัวอยางท่ีมีคา O.D.405 
มากกวา 0.366 มีเปอรเซ็นตการตรวจพบเช้ือ 81.25% เทียบกับวิธี ELISA โดยไมมี false positive 
กับน้ําค้ันพืชปกติ 
 
 7.  การศึกษาการเตรียมอิมมูโนไลโปโซมดัดแปลงจากวธีิการของ Hermanson (1995) และ 
Park and Durst (2000) โดยเตรียมจากเลซิติน คอเรสเตอรอล และ SMCC-PE บรรจุสี 
sulforhodamine B อยูภายในอนุภาค แยกอิมมูโนไลโปโซมโดยใช Sephadex G50-300 พบวาได 
liposome ใน fraction แรก มีขนาดเฉล่ีย 256 นาโนเมตร และสามารถทําปฏิกิริยากับเช้ือ CMV 
บริสุทธ์ิ CMV-CP และ RAM ไดโดยใชวธีิ DIBA   
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สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหผล SDS-PAGE (Laemmli, 1970) 
 
30% Acrylamide solution 
  
 Acrylamide    30 กรัม 
 Bis-acrylamide    0.80  กรัม 
 ปรับปริมาตรดวยน้ําใหครบ 100 มิลลิลิตร 
 
Separating buffer (1.5 M Tris-HCl, pH 8.8) 
  

Tris-base     45.50  กรัม  
 น้ํากล่ัน      200 มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ดวย HCl  ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนครบ 250 มิลลิลิตร 
 
Stacking buffer (1.0 M Tris-HCl, pH 6.8) 
  
 Tris-base     30.30  กรัม 
 น้ํากล่ัน     200 มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ดวย HCl ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนครบ 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 
 ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 
Staining solution  
 

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

 
Destain solution  
 

Methanol    250 มิลลิลิตร 
Acetic acid      70 มิลลิลิตร 

 ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ัน ใหได 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 ท่ีใชในเทคนิค 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 ใหได 7.4 ดวย HCl แลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร สามารถเตรียมเปน

ความเขมขน 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 ท่ีใชในเทคนิคทาง 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 ใหได 7.4 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนครบ 1,000 มิลลิลิตร 

 
Carbonate coating buffer; pH 9.6  
 

NaHCO3    2.93 กรัม 
Na2CO3     1.59 กรัม 
ละลายในน้ํากล่ัน   800 มิลลิลิตร 
ปรับ pH ใหได 9.6 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนครบ 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 ใหได 9.8 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนครบ 1,000 มิลลิลิตร เก็บแชเยน็ท่ี 4 

องศาเซลเซียส ในท่ีมืด 
 

การเตรียมบัฟเฟอรท่ีใชในการทําใหแอนตบิอดีบริสุทธ์ิ 
 
Washing buffer (20 mM sodium phosphate, pH 7.0) 
  

Na2HPO4.7H2O    3.27  กรัม 
 NaH2PO4    0.94  กรัม 
 น้ํากล่ัน      800 มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ใหได 7.0 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนครบ 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 ใหได 2.7 ดวย NaOH หรือ HCl  ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 1,000 มิลลิลิตร 
 
Cleaning column buffer (1 M Acetic acid, pH 2.8) 
  
 Glacial acetic acid   57.2  มิลลิลิตร 
 น้ํากล่ัน      800  มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ใหได 2.8 ดวย NaOH หรือ HCl ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 1,000 มิลลิลิตร 
 
Neutralizing buffer (2 M Tris, pH 8.0) 
 
 Tris-base    24.228  กรัม 
 น้ํากล่ัน      80  มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ใหได 8.0 ดวย NaOH หรือ HCl ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 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 ใหได 7.4 ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 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   
ปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร ดวยน้าํกล่ัน แลวกรองดวยแผนกรอง ขนาด 0.2 

ไมครอน เก็บไวท่ี 4 องศาเซลเซียส 
  

อาหารเล้ียงเซลล Complete medium (CM) 
  
 อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640   445 มิลลิลิตร 
 Fetal calf serum (GIBCO)    50 มิลลิลิตร 
 100x 2-Mercaptonethanol   2.5 มิลลิลิตร 
 ผสมใหเขากัน เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 
 
1,000x Penicillin 
  
 Penicillin        1,000,000 unit 
 น้ํากล่ัน        10 มิลลิลิตร 
 ละลายสวนผสมใหเขากัน แลวกรองดวยแผนกรอง (Syringe filter) ขนาด 0.2 ไมครอน 
แบงเก็บใสหลอดไมโครทิวปหลอดละ 1 มิลลิลิตร เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส (ความเขมขนของ 
Penicillin ท่ีใชเทากับ 100 U/มิลลิลิตร) 
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1,000x Streptomycin 
  
 Streptomycin     7.7  กรัม 
 น้ํากล่ันปริมาตร    10 มิลลิลิตร 
 ละลายสวนผสมใหเขากัน แลวกรองดวยแผนกรอง (Syringe filter) ขนาด 0.2 ไมครอน 
แบงใสหลอดไมโครทิวปหลอดละ 1 มิลลิลิตร เก็บไวท่ี -20 องศาเซลเซียส (ความเขมขนของ 
Streptomycin ท่ีใชเติมอาหารเล้ียงเซลลเทากับ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
 
100x 2-Mercaptonethanol 
  
 2-Mercaptonethanol   70  ไมโครลิตร 
 10x PBS     100 ไมโครลิตร 
 ละลายสวนผสมใหเขากัน กรองดวยแผนกรองขนาด 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 ใหได 7.4 ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร นําไป autoclave ท่ีความดัน 121 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที 
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อาหารสําหรับเล้ียงเซลลแบคทีเรีย 
 

อาหาร LB 
 
 Tryptone    10   กรัม 
 Yeast extract      5 กรัม 
 NaCl       5  กรัม 
 น้ํากล่ัน      800 มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ใหได 7.5 ดวย 1N NaOH  ปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร และนําไป 
autoclave ท่ีความดัน 121 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที 
 

การเตรียมบัฟเฟอร ท่ีใชในการศึกษาชนดิของบัฟเฟอรท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยากับ 
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 ใหได 7.4 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนครบ 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 ใหได 7.4 ดวย HCl แลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร สามารถเตรียมเปน

ความเขมขน 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 ใหได 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 ใหได 7.4 ดวย HCl  และปรับปริมาตรใหได 1000 มิลลิลิตร 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ช่ือ–นามสกุล นางสาวศรีหรรษา มลิจารย 
วัน เดือน ป ท่ีเกิด วันท่ี 20 มกราคม 2527 
สถานท่ีเกิด  ปราจีนบุรี 
ประวัติการศึกษา - พ.ศ. 2548 สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตร

บัณฑิต (เทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร) (เกยีรตินยิม
อันดับ 1) ม.เกษตรศาสตร วทิยาเขตกําแพงแสน  
- พ.ศ. 2551 สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตร
มหาบัณฑติ (เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร) ม.เกษตรศาสตร 
วิทยาเขตกําแพงแสน  

ตําแหนงหนาท่ีการงานปจจบัุน - 
สถานท่ีทํางานปจจุบัน - 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  - 
ทุนการศึกษาท่ีไดรับ - พ.ศ. 2548-2550 ไดรับทุนสนับสนุนการวิจัยใน

โครงการทุนวจิัยมหาบัณฑิต สกว. 
- พ.ศ. 2548-2551 ไดรับทุนการศึกษาและวิจัยจากศูนย 
เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ม.เกษตรศาสตร วิทยาเขต 
กําแพงแสน 

 
 




