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ไวรัสใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ Papaya ringspot virus Type P (PRSV-P) เป็นเช้ือไวรัส

สาเหตุโรคท่ีส าคญัในพืชตระกลูแตง การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัสใบด่างจุดวง
แหวนมะละกอ (PAb-PRSV) โดยการผลิต Recombinant PRSV coat protein ในระบบเซลล์
แบคทีเรีย เพื่อใชเ้ป็นแอนติเจน ส าหรับฉีดกระตุน้ใหก้ระต่ายสร้างโพลีโคลนอลแอนติบอดี เก็บ
แอนติซีรัมแยกสกดัอิมมูโนโกลบูลิน ทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของแอนติบอดีต่อเช้ือ PRSV ใน
พืชตระกลูแตง พบไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัพืชปกติ เม่ือน ามาตรวจสอบกบัแอนติบอดีทางการคา้
ใหผ้ลการตรวจสอบท่ีสอดคลอ้งกนั การพฒันาการเทคนิคทางซีรัมวทิยาเพื่อตรวจสอบเช้ือ PRSV 
ในพืชตระกลูแตงดว้ยเทคนิค Indirect Enzyme-linked immunosorbent assay (Indirect ELISA), 
Dot-blot immunobinding assay (DIBA), Tissue blot immunoassay (TBIA) และ Lateral Flow 
Immunochromatography Assays (LFIA) พบวา่เทคนิค Indirect ELISA มีประสิทธิภาพท่ีดีท่ีสุดใน
การตรวจสอบ Recombinant PRSV coat protein ท่ีระดบัความเขม้ขน้ท่ี 5 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 
และน ้าคั้นพืชเป็นโรคท่ีเจือจางเท่ากบั 1:1,280 ซ่ึงใหผ้ลการตรวจสอบท่ีชดัเจนไม่เกิดปฏิกิริยาขา้ม
กบัพืชปกติ สามารถตรวจสอบเช้ือ PRSV ไดทุ้กบริเวณของพืชท่ีเป็นโรค จากการตรวจสอบ
ตวัอยา่งท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกร 560 ตวัอยา่ง ตรวจพบเช้ือ PRSV 265 ตวัอยา่ง (47.32%) และ
ตวัอยา่งท่ีตรวจพบเช้ือ PRSV มากท่ีสุดคือ แตงโม (19.24) เม่ือน า PAb-PRSV มาพฒันาชุด
ตรวจสอบดว้ยเทคนิค LFIA โดยใช ้PAb-PRSV เช่ือมต่อกบัอนุภาคทอง เป็นตวัจบัแอนติเจนท่ี
บริเวณ conjugated  pad และใช ้MAb-Potyvirus (1G8 สวทช.) มาเป็น Test line สามารถตรวจสอบ 
Recombinant PRSV coat protein ท่ีมีความเจือจางในระดบั 100 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร และชุด
ตรวจสอบยงัไม่สามารถตรวจสอบเช้ือ PRSV ในพืชท่ีเป็นโรคได ้แอนติบอดีท่ีผลิตข้ึนควรน ามา
พฒันาชุดตรวจสอบเช้ือ PRSV ในพืชตระกลูแตง ซ่ึงควรพฒันาเป็นชุดตรวจสอบ ELISA kit หรือ 
DIBA kit  
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             The Papaya ringspot virus Type P (PRSV-P) caused a major disease in cucurbits. The 
Polyclonal antibody anti PRSV production used the recombinant PRSV coat protein that was 
produced in the bacterial cell system, It was injected into a rabbit to produce PRSV coat protein 
specific polyclonal antibodies. Antiserum was collected and purified. The extracted IgG used for 
PRSV-specific detection in cucurbits, Absence of cross reactivity was not observed in healthy 
plant. On the other hand, Similar results were obtained from using this IgG and commercial 
antibody. So we developed PRSV detection by Serological techniques; Indirect Enzyme-linked 
immunosorbent assay (indirect ELISA), Dot-blot immunobinding assay (DIBA), Tissue blot 
immunoassay (TBIA) and Lateral Flow Immunochromatography Assays (LFIA). The result 
showed indirect ELISA was highest efficiency to detect of purified Recombinant PRSV coat 
protein at 5 ng/µl, and the dilution of PRSV infected plant sap at 1:1,280, Also PAb-PRSV did 
not react with healthy plant sap, PRSV were detected in many parts of this plant that infected with 
PRSV. Five hundred and sixty plant samples that were collected from farmer’s field were tested 
for the presence of PRSV. The result showed that 265 (47.32%) samples were positive. And 
watermelon samples showed the highest incidence for PRSV (19.24%). This PAb-PRSV was 
used at LFIA development for PRSV detection, PAb-PRSV was conjugated with colloidal gold 
particles for antigen capture at the conjugate release pad . And MAb-Potyvirus was 
immobilized on test line. The efficiency of LFIA was assessed by testing with purified 
Recombinant PRSV coat protein (the sensitivity was about 100 µg/ml) nevertheless this kit 
couldn’t detect PRSV infected plant. So this PAb-PRSV should develop as ELISA kit or DIBA 
kit for PRSV detection in cucurbits. 
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15 ลกัษณะอาการของตวัอยา่งใบบวบหอมท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรเพื่อน ามา

ตรวจสอบเช้ือ PRSV 51 
16 ลกัษณะอาการของตวัอยา่งใบบวบงูท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรเพื่อน ามาตรวจสอบ

เช้ือ PRSV 52 
17 ลกัษณะอาการของตวัอยา่งใบกระทกรกท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรเพื่อน ามา

ตรวจสอบเช้ือ PRSV 52 
18 ลกัษณะอาการของตวัอยา่งใบกระทกรกท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรเพื่อน ามา

ตรวจสอบเช้ือ PRSV 53 
19 ผลการวเิคราะห์ปริมาณ Recombinant PRSV coat protein ท่ีมีการผลิตในเซลล์

แบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ M15 ณ ช่วงเวลาต่าง ๆ ดว้ยวิธี SDS- PAGE 54 
20 ผลการวเิคราะห์ขนาด และปริมาณ Recombinant PRSV coat protein หลงัจากผา่น  

Ni-NTA column ดว้ยวธีิ SDS-PAGE 56 
21 ค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัมต่อเช้ือ PRSV เม่ือใชโ้ปรตีน Recombinant PRV coat 

protein บริสุทธ์ิเขม้ขน้ 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตรเป็นแอนติเจนตรวจสอบดว้ย
เทคนิค Indirect ELISA 59 

22 การวเิคราะห์ความบริสุทธ์ิของ IgG ท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย protein A column 
chromatography ดว้ยวธีิ SDS-PAGE 61 

23 ผลการตรวจสอบ Recombinant PRSV coat protein ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ ท่ี
เวลา 5 นาที หลงัจากเติมสับสเตรท 62 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 

 
 

ภาพที ่ หน้า 

  
24 การเปรียบเทียบค่าไตเตอร์ของ IgG จาก PAb-PRSV และ MAb-PRSV ท่ีค่าความ 

เจือจางต่าง ๆ ตรวจสอบดว้ยเทคนิค Indirect ELISA 65 
25 ผลการตรวจสอบเช้ือ PRSV ในพืชอาศยัดว้ยเทคนิค DIBA การตรวจสอบท่ีเวลา 5 

นาที หลงัจากเติมสับสเตรท 
 
  66 

26 ผลการตรวจสอบต าลึงดว้ยเทคนิค TIBA และ Indirect ELISA อ่านผลท่ีเวลา 15 
นาทีหลงัเติมสับสตรท 68 

27 จ าแนกจ านวนตวัอยา่งตามจงัหวดัท่ีเก็บตวัอยา่งมาตรวจสอบเช้ือ PRSV 
ดว้ยเทคนิค Indirect ELISA 73 

28 ร้อยละการเป็นโรคใบด่างจุดวงแหวนมะละกอจ าแนกตามจงัหวดัท่ีเก็บ
ตวัอยา่งตรวจสอบดว้ยเทคนิค Indirect ELISA 73 

29 สัดส่วนตวัอยา่งท่ีตรวจไม่พบเช้ือ PRSV ต่อตวัอยา่งท่ีตรวจพบเช้ือ PRSV จ าแนก
ตามชนิดตวัอยา่งตรวจสอบดว้ยเทคนิค Indirect ELISA 74 

30 แสดงค่า O.D 520 และการเปล่ียนแปลงสีของ Colloidal gold ท่ีปริมาณ
ความเขม้ขน้ IgG ของ PAb-PRSV ท่ีระดบัต่างๆ ท่ี 10 นาทีหลงัเติม 10 % 
NaCl 

 
78 

31 เปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงท่ีค่าความยาวคล่ืน A 400-700 นาโนเมตร  
ของ Colloidal gold และ Colloidal gold conjugated IgG 79 

32 การเปรียบเทียบขนาดของ Colloidal gold ก่อนและหลงั การเช่ือมดว้ย IgG ของ 
PAb-PRSV ตรวจสอบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่นท่ี
ก าลงัขยาย 120,000 เท่า 80 

33 ความเขม้สีท่ีเกิดบริเวณ Control line จากการท าปฏิกิริยาระหวา่ง GAR ความ
เขม้ขน้ต่าง ๆ ท่ีอตัราส่วน 1 ไมโครลิตรต่อเซนติเมตร   81 

34 ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนบนชุด LFIA เม่ือใช ้Sample buffer ชนิดต่าง ๆ 86 
35 แสดงผลการตรวจสอบของชุดตรวจสอบ LFIA เม่ือทดสอบท่ีระยะเวลา 5 นาที 87 
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ค าอธิบายสัญลกัษณ์และค าย่อ 
 
A405  = Absorbance at 405 nanometre 
A520  = Absorbance at 520 nanometre 
A595  = Absorbance at 595 nanometre 
BS  = Bovine serum albumin 
As  = Antiserum 
CB  = Carbonate coating buffer 
CFA  = Complete Freund’s adjuvant 
DIBA  = Dot-blot immunobinding assay 
E. coli  = Escherichia coli 
GAR  = Goat anti rabbit 
GAR  = Goat anti-rabbit IgG conjugated with alkaline phosphatase 
IPTG  = isopropyl-beta-D-thylogalactopyranoside 
IFA  = Incomplete Fruend’s adjuvant 
Indirect ELISA = Indirect Enzyme-linked immunosorbent assay 
IgG  = Gamma-immunoglobulin 
kDa  = Kilodalton 
LFIA  = Lateral Flow Immunochromatography Assays  
M  = Protein molecular weight markers 
MAb  = Monoclonal antibody 
Ns  = Normal serum 
NC  = Nitrocellulose membrane 
Ni-NTA  = Nickel-nitriloacetic acid agarose  
O.D. 405  =  Optical density at 405 nanometer wavelength 
O.D. 520  = Optical density at 520 nanometer wavelength 
PA  =  Polyclonal antibody 
PRSV-P  = Papaya ringspot virus Type P 
PRSV-W = Papaya ringspot virus Type W 
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ค าอธิบายสัญลกัษณ์และค าย่อ (ต่อ) 
 

PBS  = Phosphate buffer saline 
PBST  = Phosphate buffer saline with 0.05% Tween-20 
PNPP  = p-nitrophenyl phosphate 
SC  = Subcutaneous injection 
SDS-PAGE = Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
SK  = Skim milk 
S/N ratio = Signal-to-noise-ratio 
TIBA  = Tissue immunoblotting assay  
TBS  = Tris-buffer saline 
TBS  = Tris-buffer saline with 0.05% Tween-20 
TVMV  = Tobacco vein mottling virus  
v/v  = volume per volume 
w/  = weight per volume 
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การพฒันาชุดตรวจสอบไวรัสใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ ในพชืตระกูลแตง 
 

Development of Papaya ringspot virus Detection kit in Cucurbits 
 

ค าน า 
 

 ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมท่ีมีการผลิตสินคา้เกษตรเพื่อการส่งออกหลายชนิด 
อยา่งไรก็ตามการส่งสินคา้ออกสู่ตลาดต่างประเทศ สินคา้ท่ีส่งออกตอ้งไดรั้บการตรวจสอบเพื่อ
รับรองวา่ปลอดเช้ือและไม่มีสารพิษตกคา้ง หรือถา้มีการปนเป้ือนตอ้งไม่เกินมาตรฐานท่ีประเทศคู่
คา้ก าหนด หน่ึงในสินคา้ส่งออกท่ีท ารายไดใ้หแ้ก่ประเทศหลายร้อยลา้นบาทต่อปี คือ พืชตระกลู
แตงซ่ึงจดัอยูใ่นวงศ ์Cucurbitaceae เช่น แตงโม แตงกวา แตงร้าน ฟักทอง ฟักเขียว บวบเหล่ียม 
บวบหอม แคนตาลูป น ้าเตา้ สควอช และมะระ เป็นตน้ พื้นท่ีปลูกส่วนใหญ่อยูท่างภาคกลาง และ
ภาคตะวนัตก รองลงมา ไดแ้ก่ ภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และภาคใต ้ซ่ึงท ารายไดห้ลกั
ใหแ้ก่ประเทศในรูปแบบการส่งออกเมล็ดพนัธ์ุ ผลสด และอาหารแปรรูป เป็นตน้ จากขอ้มูลของ
ส านกัควบคุมพืชและวสัดุเกษตรในปี 2555 พบวา่ ประเทศไทยมีปริมาณและมูลค่าการส่งออกเมล็ด
พนัธ์ุผกั 18,380.9 ตนั โดยมีมูลค่า 3,904.49  ลา้นบาท ในพืชตระกลูแตงแตงโมมีการส่งออกเมล็ด
พนัธ์ุมากกวา่พืชอ่ืนๆ โดยคิดเป็นปริมาณเมล็ดพนัธ์ุแตงโม 139.14 ตนั มูลค่า 381.58 ลา้นบาท 

รองลงมา คือ แตงกวา และแคนตาลูป (ส านกัควบคุมพืชและวสัดุเกษตร, 2556) และมีแนวโนม้เพิ่ม
ปริมาณสูงข้ึนทุก ๆ ปี ปัญหาหลกัในการผลิตเมล็ดพนัธ์ุพืชตระกลูแตง คือ การเขา้ท าลายของศตัรูพืช 
ไดแ้ก่ แมลง ไส้เดือนฝอย เช้ือรา แบคทีเรีย ไวรัส และโรคท่ีเกิดจากส่ิงไม่มีชีวติ ซ่ึงก่อใหเ้กิดความ
เสียหายทางเศรษฐกิจ เพิ่มตน้ทุนทางการผลิต ส่งผลกระทบทั้งในดา้นปริมาณและคุณภาพของ
ผลผลิตท าใหไ้ม่เป็นท่ีตอ้งการของตลาด 

 
 ส าหรับประเทศไทยตรวจพบโรคไวรัสพืชตระกลูแตงหลากหลายชนิด โดยเฉพาะ Papaya 
ringspot virus Type W (PRSV-W) ซ่ึงเป็นเช้ือไวรัสท่ีเขา้ท าลายพืชตระกลูแตงเป็นอนัดบัท่ีสองรอง
จาก Cucumber mosaic virus (CMV) (เครือพนัธ์ุ และคณะ, 2535) ความเสียหายของพืชตระกลูแตงท่ี
ถูกเช้ือ PRSV เขา้ท าลายส่งผลกระทบต่อผลผลิตทั้งในดา้นปริมาณและคุณภาพ ถา้หากพืชเกิด 
การติดเช้ือ PRSV เช้ือจะสามารถแพร่กระจายไปสู่พืชอาศยัขา้งเคียงโดยวธีิการสัมผสัและแมลงพาหะ 
ท าใหเ้กิดการแพร่ระบาดของโรคอยา่งรวดเร็ว ยากแก่การควบคุม ดว้ยเหตุน้ี จึงมีความจ าเป็นอยา่งยิง่ท่ี
ตอ้งมีการพฒันาเทคโนโลย ีซ่ึงไดรั้บความนิยมและมีการวจิยัอยา่งต่อเน่ือง น าไปสู่การพฒันา
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เทคโนโลยท่ีีใชส้ าหรับตรวจสอบท่ีเรียกวา่ Lateral Flow Immunochromatography Assay (LFIA) ท่ี
สามารถตรวจสอบโรคไดอ้ยา่งรวดเร็ว ส าหรับในประเทศไทยมีการพฒันาชุดตรวจสอบไวรัส 
ในพืช ไดแ้ก่ สุรภี และคณะ, (2547) และ กิตติศกัด์ิ และคณะ, (2549) ไดพ้ฒันาวธีิการตรวจสอบ
ไวรัสของกลว้ยไม ้และไวรัสของมนัฝร่ังดว้ยเทคนิค Gold labeled IgG flow test (GLIFT) ท าให ้
การตรวจสอบไวรัสมีความสะดวกมากข้ึน และอ่านผลไดใ้นเวลารวดเร็วเพียง 5 นาที วชิชุดา และ
คณะ, (2554) ไดน้ าเทคนิค Gold labeled IgG flow test (GLIFT) มาพฒันาและปรับใชเ้ป็นชุด
ตรวจสอบไวรัสใบหงิกของขา้ว ดว้ยวธีิ Lateral Flow Immunochromatography Assay (LFIA) ท่ี
สามารถตรวจสอบไดแ้ม่นย  า ใชง่้าย สะดวก และอ่านผลไดร้วดเร็ว โดยสามารถตรวจสอบไวรัสใบ
หงิกจากใบขา้ว และเพล้ียกระโดดสีน ้าตาลท่ีมีเช้ือไวรัสใบหงิกไดใ้นเวลาประมาณ 5-10 นาที  
จะเห็นไดว้า่เทคนิคดงักล่าวสามารถตรวจสอบโรคในช้ินส่วนพืชไดอ้ยา่งรวดเร็ว จึงมีส่วนช่วย 
ในการควบคุมการแพร่ระบาดของโรคไดอ้ยา่งทนัสถานการณ์ อีกทั้งการตรวจวินิจฉยัเช้ือไวรัส 
ท่ีเป็นเช้ือสาเหตุโรคเป็นเร่ืองท่ีท าไดย้ากล าบาก เน่ืองจากเช้ือมีอนุภาคขนาดเล็ก ไม่สามารถ
มองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า จึงตอ้งน าตวัอยา่งพืชไปตรวจวินิจฉยัในหอ้งปฏิบติัการท่ีมีความยุง่ยาก
ซบัซอ้น อีกทั้งผูต้รวจวนิิจฉยัตอ้งมีความรู้ความสามารถเฉพาะทาง จากขอ้จ ากดัดงัท่ีไดก้ล่าวมาขา้งตน้ 
LFIA จึงเป็นเทคโนโลยท่ีีน่าสนใจอยา่งยิง่ ในการพฒันาส าหรับตรวจสอบช้ินส่วนของพชืก่อนการปลูก
หรือขยายพนัธ์ุ โดยการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ รวมทั้งสามารถใชใ้นการเฝ้าระวงั เพื่อตรวจสอบ และ
วางแผนการควบคุมโรคไม่ใหเ้กิดการระบาดเม่ือมีการปลูกพืชไปแลว้ ท าใหเ้กิดประสิทธิภาพสูง 
ในการป้องกนัก าจดัโรค นอกจากน้ียงัเป็นเทคนิคท่ีปฏิบติัไดง่้ายและไม่จ  าเป็นตอ้งอาศยัทกัษะ  
และความช านาญเฉพาะดา้น ท าใหก้ารตรวจสอบโรคเป็นไปไดอ้ยา่งกวา้งขวางมากยิง่ข้ึน ส่งผลดี 
ต่อการผลิตโดยภาพรวมของประเทศ ดงันั้นจึงเกิดงานวจิยัชุดตรวจสอบ Papaya ringspot virus 
(PRSV) ในพืชตระกลูแตงข้ึน เพื่อเป็นการพฒันาใหส้ามารถตรวจสอบไวรัส PRSV ในพืชตระกลูแตง
ไดอ้ยา่งรวดเร็ว และถูกตอ้งแม่นย  า โดยเทคนิค LFIA เพื่อประโยชน์ในการตรวจสอบช้ินส่วนของพืช
ก่อนการปลูกหรือขยายพนัธ์ุ ใหส้ามารถควบคุมการแพร่ระบาดของโรคในพืชตระกลูแตงไดอ้ยา่ง
ทนัท่วงที อีกทั้งยงัเป็นประโยชน์ต่อทั้งเกษตรกรและเจา้หนา้ท่ีด่านกกักนัพืช น าไปใชต้รวจไวรัส
ในช้ินส่วนพืชนอกหอ้งปฏิบติัการไดด้ว้ยตนเอง 
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วตัถุประสงค์ 
 
1.  ผลิตแอนติบอดีท่ีจ าเพาะเจาะจงต่อโปรตีนห่อหุม้อนุภาคไวรัสใบด่างจุดวงแหวน

มะละกอ โดยใชโ้ปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัสใบด่างจุดวงแหวนมะละกอท่ีไดจ้ากการโคลนยนีและ
ผลิตเซลลแ์บคทีเรีย (E.coli) มาใชใ้นการผลิตแอนติบอดีในสัตวท์ดลอง  

 
2.  น าแอนติบอดีท่ีผลิตได ้มาใชพ้ฒันาเป็นการตรวจสอบโรคใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ

ในพืชตระกลูแตง  
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  พชืตระกูลแตง 
 

พืชตระกลูแตงเป็นพืชอาหารท่ีมีความส าคญัของโลก มีถ่ินก าเนิดในเขตอบอุ่นของโลก 
และกระจายพนัธ์ุทัว่ไปในเขตร้อนช้ืน และก่ึงร้อนช้ืน ส าหรับประเทศไทยมีการปลูกพืชตระกลูแตง
กระจายอยูท่ ัว่ทุกภูมิภาคของประเทศ ส่งออก พื้นท่ีปลูกพชืตระกลูแตงในประเทศไทย มีประมาณ 440,000 
ไร่ หรือ 15% ของพื้นท่ีปลูกผกัทั้งหมด (กรมวชิาการเกษตร, 2556) ผลผลิตส่วนใหญ่ใชเ้พื่อการบริโภค
ภายในประเทศ และมีการส่งออกในรูปผกัสด และผกัแปรรูปชนิดต่าง ๆ ตลอดจนเมล็ดพนัธ์ุ พืช
ตระกลูแตงท่ีมีการปลูกเพื่อส่งออกเมล็ดพนัธ์ุเป็นหลกั ไดแ้ก่ แตงโม แตงกวา แคนตาลูป ฟักทอง 
และมะระ โดยมีพื้นท่ีแปลงเพาะปลูกอยูบ่ริเวณภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศ แตงโมมี
พื้นท่ีปลูกมากเป็นอนัดบัหน่ึง รองลงมา ไดแ้ก่ แตงกวา ฟักทอง แตงร้าน บวบ ฟักเขียว มะระจีน 
และแคนตาลูป  
 

พืชตระกลูแตงจดัอยูใ่นวงศ ์Cucurbitaceae ส่วนใหญ่เป็นพืชฤดูเดียว ล าตน้เป็นเถาเล้ือย 
มีใบรูปทรง 5 เหล่ียม และมีขนาดปานกลาง ล าตน้สามารถมว้นงอ และมีมือเกาะ ใบเป็นใบเด่ียว
แบบฝ่ามือ มีการเรียงตวัแบบสลบั ไม่มีใบเล้ียง ดอกเป็นแบบสมมาตรตามรัศมี (actinomorphic) 
ตามลกัษณะทางชีววทิยาแยกเป็น 5 ตระกลูยอ่ย (subfamily) ไดแ้ก่ Fevilleae, Melothriae, 
Cucurbiteae, Sicyoideae และ Cyclanthereae แตงท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจของไทย ไดแ้ก่ 
แตงโม Citrullus lanatus (Thunb.) Mats. & Nakai แตงกวา Cucumis Sativus Linn. แคนตาลูป 
Cucumis melo L. บวบหอม Luffa cylindrica (L.) M. Roem. บวบเหล่ียม Luffa acutangula (L.) 
Roxb. น ้าเตา้ Lagenaria siceraria Standl. ฟักทอง Cucurbita pepo L. และสควอช Cucurbita 
moschata  Duchesne ex Poir.  
 
2.  โรคไวรัสทีส่ าคัญในพชืตระกูลแตง 
 

จากการส ารวจพื้นท่ีเพาะปลูกพืชตระกลูแตงในประเทศไทยไดมี้การตรวจพบไวรัสท่ีส าคญั
ในพืชตระกลูแตงแพร่ระบาดทุกพื้นท่ีเพาะปลูกของประเทศ อาการท่ีเกิดจากไวรัส ไดแ้ก่ อาการใบ
ด่าง ใบจุดเหลือง ใบหยกิยน่ และบิดเบ้ียวผดิรูป ตน้แคระแกร็น ผลด่างขรุขระบิดเบ้ียว และผลผลิต
ลดลง ไวรัสท่ีพบวา่เป็นสาเหตุของอาการดงักล่าว ไดแ้ก่ ไวรัสใบด่างแตง (Cucumber mosaic virus, 
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CMV) ไวรัสใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ (Papaya ringspot virus Type P และ Type W, PRSV-P และ
PRSV-W) ไวรัสใบด่างเหลืองซูกินี (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV) ไวรัสใบด่างแตงโมสาย
พนัธ์ุ 2 (Watermelon mosaic virus-2, WMV-2) โรคใบด่างเขียว Cucumber green mottle mosaic 
virus (CGMMV) (Thonmo and Thummabenjapone, 2008)   

 
โรคใบด่างแตงเกิดจากเช้ือไวรัส CMV อยูใ่นกลุ่ม Cucumovirus มีอนุภาคเป็นทรงกลม 

ประกอบดว้ย single-stranded RNA พืชอาศยัของเช้ือในพืชตระกลูแตง ไดแ้ก่ ฟักเขียว ฟักทอง 
 บวบเหล่ียม แตงร้าน แตงไทย แตงโม แตงกวา แคนตาลูป บวบหอม มะระจีน และน ้ าเตา้ ลกัษณะอาการ
ของโรค คือ ใบด่างสีเขียวเขม้สลบัเขียวอ่อน ใบมว้นงอ ต่อมาใบเร่ิมเรียวเล็กกวา่ปกติอาจมีลกัษณะ
เรียวยาวเหลือแต่เส้นใบ ตน้แคระแกร็น เช้ือถ่ายทอดโรคโดยวธีิการสัมผสั และมีเพล้ียอ่อนเป็น
แมลงพาหะ ในลกัษณะ non-persistent (Brunt et al., 1996) 

 
โรคไวรัสใบด่างแตงโมสายพนัธ์ุ 2 เกิดจากเช้ือ WMV-2 เช้ือไวรัสชนิดน้ีอยูใ่นกลุ่ม  

Tobamovirus มีรูปร่างเป็นท่อนยาวคด ประกอบดว้ย single-stranded RNA พืชอาศยัของเช้ือในพืช
ตระกลูแตง ไดแ้ก่ ฟักเขียว แตงโม แคนตาลูป แตงกวา ฟักทอง และสควอช ลกัษณะอาการท่ีพบ
โดยทัว่ไป คือ ใบด่างสีเหลืองหรือเขียวอ่อนสลบัเขียวเขม้ พืชท่ีเป็นโรครุนแรงใบจะขรุขระ เป็น
คล่ืน ลดขนาด เสียรูปทรง เช้ือถ่ายทอดโรคโดยวธีิสัมผสั โดยผา่นทางน ้าคั้นของพืช มีเพล้ียอ่อน
เป็นแมลงพาหะ ในลกัษณะ non-persistent และเช้ือไม่ถ่ายทอดผา่นทางเมล็ด (Yu et al., 1989) 
 

โรคใบด่างเขียวของพืชตระกูลแตงเกิดจากเช้ือไวรัส CGMMV เช้ือไวรัสชนิดน้ีอยูใ่นกลุ่ม  
Potyvirus มีรูปร่างเป็นท่อนตรง ประกอบดว้ย single-stranded RNA โดยเช้ือเขา้ท าลายทุกระยะ 
การเจริญเติบโตของพืช พืชอาศยัของเช้ือในพืชตระกลูแตง ไดแ้ก่ แตงกวา แตงโม แคนตาลูป บวบ 
และมะระ ลกัษณะอาการของโรค คือ ใบด่าง โป่งนูน บิดเบ้ียว บางคร้ังพบใบด่างเหลืองสวา่ง
กระจายทัว่ใบ เช้ือสามารถถ่ายทอดโรคโดยการสัมผสัผา่นทางน ้าคั้นของพืช เมล็ดพนัธ์ุ และ 
เศษซากพืช (Komuro et al.,1968) 
 

 โรคใบด่างเหลืองซูกินีเกิดจากเช้ือไวรัส ZYMV เช้ือไวรัสชนิดน้ีอยูใ่นกลุ่ม Potyvirus  
มีรูปร่างเป็นท่อนยาวคด ประกอบดว้ย single-stranded RNA พืชอาศยัของเช้ือ ไดแ้ก่ แตงโม 
แตงกวา น ้าเตา้ ฟักทอง บวบเหล่ียม บวบหอม และซูกินี ลกัษณะอาการของโรคบนพืชอาศยัมี
ลกัษณะอาการคลา้ยกบัพืชท่ีเป็นโรค WMV-2 และ PRSV-W อาการของโรคท่ีเกิดข้ึนท่ีใบ คือ ใบด่าง 
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ผวิใบขรุขระ ผลมีรูปร่างบิดเบ้ียวผดิรูป เช้ือไวรัสถ่ายทอดโรคโดยการสัมผสัผา่นทางน ้ าคั้นของพืช 
มีเพล้ียอ่อนเป็นแมลงพาหะในลกัษณะ non-persistent ( Blua et al., 1989) 
 
3.  โรคใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ  

 
โรคใบด่างจุดวงแหวนมะละกอเป็นโรคท่ีมีความส าคญัในพืชตระกลูแตงในหลายประเทศทัว่โลก 

(Lecoq et al., 2001) รวมถึงประเทศไทย ซ่ึงเช้ือสาเหตุของโรค คือ เช้ือ Papaya ringspot virus Type P 
และ Type W (PRSV-P และ PRSV-W) ซ่ึงจดัจ าแนกตามพืชอาศยัของเช้ือ PRSV-W เดิมเรียกช่ือ 
Watermelon mosaic virus-1 (WMV-1) (Yeh et al., 1984) ในประเทศไทยพบวา่ PRSV เป็นไวรัส 
ท่ีสร้างความเสียหายในพืชตระกลูแตงเป็นอนัดบัสองรองจาก CMV  

 
 ส าหรับประเทศไทยมีรายงานการตรวจพบไวรัสใบด่างจุดวงแหวนมะละกอในพืชอาศยั
วงศ ์Cucurbitaceae ดงัต่อไปน้ี ฟักทอง (ถวลิ, 2518; วไิล และคณะ, 2525; สุรภี และนวลจนัทร์, 
2526) แตงไทย (วไิล และคณะ, 2525; สุรภี และนวลจนัทร์, 2526) และแตงโม (วไิล และคณะ, 
2525) ในงานวจิยัยคุถดัมามีการระบุวา่ พืชอาศยัของ PRSV-P ไดแ้ก่ ฟักเขียว แตง บวบต่างๆ รวมทั้ง
แตงกวา แตงป่า และต าลึง (วชิยั และคณะ, 2533)  
 
 3.1  เช้ือสาเหตุโรคใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ  
 

        PRSV เป็นเช้ือไวรัสท่ีจดัอยูใ่นกลุ่ม Potyvirus แบ่งออกไดเ้ป็น 2 สายพนัธ์ุ คือ Papaya 
ringspot virus Type P (PRSV-P) และ Type W (PRSV-W) ซ่ึง PRSV-W เดิมเรียก WMV-1 เป็นเช้ือท่ี
ก่อโรคเฉพาะพืชวงศแ์ตงเท่านั้น ในประเทศไทย จากการศึกษาล าดบันิวคลีโอไทดท์ั้งเส้นเท่ากบั 
11.4 กิโลเบส ของ PRSV-W พบวา่นิวคลีโอไทดมี์ความเหมือนกบั PRSV ท่ีพบในแหล่งอ่ืน 83-95 
เปอร์เซ็นต ์และมีกรดอะมิโนเหมือนกนัในระดบั 91-97 เปอร์เซ็นต ์แต่ไม่พบความแตกต่างระหวา่ง 
PRSV-P และ PRSV-W ท่ีบ่งช้ีถึงการก่อโรคท่ีแตกต่างกนั (Attasart, 2003) การศึกษาคุณสมบติัทาง
กายภาพของเช้ือ พบวา่ในสภาพน ้าคั้น เช้ือหมดความสามารถในการท าให้เกิดโรคแก่พืชทดสอบเม่ือ
เก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง (Longevity in vitro, LIV) เป็นเวลา 8 ชัว่โมง ความคงทนต่อความร้อน 
(Thermal inactivation point, TIP) 50-60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ความคงทนเม่ือเจือจาง 
(Dilution end point, DEP) 1:1,000 (Purcifull et al., 1984) 
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3.2  การถ่ายทอดโรคใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ 
 
       เช้ือ PRSV ถ่ายทอดโรคไดดี้โดยวธีิกลผา่นทางบาดแผล (mechanical transmission) 

และถ่ายทอดโดยแมลงพาหะ (insect transmission)พวกเพล้ียอ่อนหลายชนิด เช่น เพล้ียอ่อนฝ้าย 
(Aphis gossypii) เพล้ียอ่อนถัว่ (Aphis craccivora) และเพล้ียอ่อนยาสูบ (Myzus persicae) (Karl and 
Schmelzer, 1971) ในลกัษณะ non -persistent ใชเ้วลาสั้นๆ เพียง 10-30 วนิาที ขบวนการถ่ายทอด
โรคโดยแมลงพาหะตอ้งการ helper component คือ โปรตีน AI ซ่ึงสร้างข้ึนในเซลลพ์ืชโดยอาศยั
รหสัจากอาร์เอน็เอของเช้ือไวรัส เช้ือไม่ถ่ายทอดโรคผา่นทางเมล็ด 
 

3.3  พืชอาศยัและลกัษณะอาการไวรัสใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ 
 
                    พืชอาศยัหลกัของเช้ือ PRSV คือ พืชท่ีอยูใ่นวงศ ์Caricaceae วงศ ์Chenopodiaceae 
และวงศ ์Cucurbitaceae ลกัษณะอาการของโรคแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัพืชอาศยั เช้ือสามารถเขา้
ท าลายพืชอาศยัไดทุ้กระยะการเจริญเติบโตของ 
 
        3.3.1  วงศ ์Caricaceae ไดแ้ก่ มะละกอ อาการของโรคพบไดทุ้กส่วนของตน้ อาการ
โดยทัว่ไป คือ ใบด่างสีเขียวแก่สลบัสีเหลือง เน้ือใบไม่เรียบเป็นคล่ืน หรือบิดเบ้ียวผดิรูปร่าง เหลือ
แต่เส้นกลางใบ บนผลมีอาการคลา้ยกบับนตน้ และกา้นใบคือ เป็นจุดสีเขียวช ้าน ้า อาการจุดวง
แหวนสีเขียว (ringspot) จุดวงแหวนเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลเม่ือผลสุก ผวิของผลขรุขระ เน้ือภายในมี
ลกัษณะแขง็และเม่ือเร่ิมสุกจะเน่า ปริมาณน ้าตาลในผลลดลง ตน้เป็นโรคจะมีปลอ้งสั้น  
 
       3.3.2  วงศ์ Chenopodiaceae ได้แก่ goosefoot (Chenopodium amaraticolor) 
และ quinoa (Chenopodium quinoa) จะเกิดอาการแผลจุดเฉพาะแห่ง (local lesion) สีน ้าตาล
อ่อน 
 
       3.3.3  วงศ ์Cucurbitaceae หลายชนิด ไดแ้ก่ แตงกวา แตงโม แคนตาลูป น ้าเตา้ ฟักทอง  
สควอช และซูกินี อาการแพร่กระจายตามส่วนต่าง ๆ ของพืช (systemic infection) ลกัษณะอาการจะ
แตกต่างกนัข้ึนกบัชนิดของพืชอาศยั  
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                              แตงโม อาการด่างสีเขียวเขม้สลบัเหลืองท่ีใบ มีตุ่มนูนบนเน้ือใบท่ีเป็นสีเขียว 
เม่ือเช้ือมีพฒันาการท่ีรุนแรงข้ึน อาการท่ีผลจะเป็นวงซ้อนกนั กระจายทัว่ผล เม่ือผลสุกปริมาณน ้าตาล
ในผลลดลง 
 
                                มะระจีน อาการจุดเขียวอ่อนกระจายบนพื้นใบสีเขียวเขม้ หรือทั้งใบแสดงอาการ
เขียวอ่อนสลบัเขียวเขม้ ใบแก่แสดงอาการเหลืองสลบัเขียว ตน้ท่ีเป็นโรครุนแรง ล าตน้น่ิมกวา่ปกติและ
มีสีเหลืองหรือสีน ้าตาล ผลบิดเบ้ียวไม่สมบูรณ์ และเรียวลงทางปลาย 
 
                               ฟักทอง ใบยอดของฟักทองเกิดอาการด่าง ลกัษณะใบใส (vein clearing) ใบหด
ยน่เล็กนอ้ย ต่อมาพืชแสดงอาการด่างชดัเจนข้ึน มีลกัษณะสีเขียวเขม้ระหวา่งเส้นใบ บริเวณเส้นใบ
มีสีเขียวอ่อน หรือแถบสีเขียวเขม้ขนานไปตามเส้นใบ (vein banding ) บางคร้ังพบอาการตุ่มนูนสี
เขียวเขม้ใบลดรูปบิดเบ้ียว 
 
                              สควอช แสดงอาการใบด่างเหลืองสลบัสีเขียว เน้ือใบไม่เรียบเป็นคล่ืน อาการ
รุนแรงใบจะเรียวเล็กเหลือแต่เส้นใบ ผลมีขนาดเล็กบิดเบ้ียวผดิรูป  
 
                              ฟักเขียว เกิดอาการเส้นใบใสบนใบจริงคู่แรก เม่ืออาการรุนแรงพืชแสดงอาการ
ใบด่างสีเขียวอ่อน หรือสีเขียวปนเหลืองสลบัสีเขียวเขม้ ใบหดยน่ เป็นคล่ืน มว้นงอ เน้ือใบโป่งพอง 
ใบจริงท่ีเจริญต่อมามีขนาดเล็ก เสียรูปทรง และพืชท่ีแสดงอาการรุนแรงในส่วนยอดชะงกัการ
เจริญเติบโต ตน้แคระแกร็น ไม่ใหผ้ลผลิต 
 
                               แตงกวา เกิดอาการใบด่างบนใบยอด พืชมกัแสดงอาการไม่รุนแรง ใบเสีย
รูปทรงเล็กนอ้ย ส่วนในแคนตาลูป ใบด่างสีเขียวอ่อนปนเหลือง เม่ืออาการรุนแรงข้ึนใบจะหดยน่ 
เป็นคล่ืนบิดเบ้ียวเสียรูปทรง อาการท่ีผลเป็นผลด่างเป็นจุดวงแหวนบริเวณผิว 

  
 3.4  โครงสร้างยนีของไวรัสใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ 
 

        ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของไวรัส PRSV (ภาพท่ี 1) เป็นเช้ือไวรัสท่ีจดัอยูใ่น Genus 
Potyvirus มีอนุภาคแบบท่อนยาวคด ความยาวประมาณ 760-800 นาโนเมตร เส้นผา่นศูนยก์ลาง
ประมาณ 12 นาโนเมตร ประกอบดว้ย single-stranded RNA 5.5 เปอร์เซ็นตข์องน ้าหนกัอนุภาค 
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และโปรตีนห่อหุม้ 94.5 เปอร์เซ็นตข์องน ้าหนกัอนุภาค บริเวณปลาย 5´ ของสายอาร์เอ็นเอมีโปรตีน 
genome linked protein (VPg) เช่ือมติดดว้ยพนัธะ covalent และส่วนปลายดา้น 3´ จะเป็น poly A 
โปรตีนห่อหุม้ (coat protein) จากการศึกษาโครงสร้างทางจุลภาคของเน้ือเยือ่พืชท่ีเป็นโรค ตรวจพบ
โปรตีน 2 ชนิดท่ีไม่ใช่โปรตีนห่อหุม้อนุภาค คือ cylindrical (pinwheel) inclusion body (CI) และ 
ammorphus inclusion body (AI) น ้าหนกัโมเลกุล 6.9 x 103 - 7 x 103 และ 5.1 x 103  ดาลตนั 
ตามล าดบั ตรวจพบอนุภาคไวรัสในส่วนของท่ออาหารในไซโตพลาสซึม (Purcifull et al., 1984) 

     
 

  
   
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1  อนุภาคเช้ือไวรัสสาเหตุโรคใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ (PRSV) ซ่ึงจดัอยูใ่น Genus 

  Potyvirus 
 

ทีม่า: (นุชนาถ และคณะ, 2546) 
 
       ลกัษณะโครงสร้างยนี PRSV (ภาพท่ี 2) มีจีโนมเป็นอาร์เอน็เอแบบเส้นบวก (single 

stranded positive sense) มีขนาดความยาว 10,000 นิวคลีโอไทด ์และต าแหน่งปลาย 3’ จะมี poly A 
มี open reading frame (ORF) ขนาดยาว 1 ชุด ซ่ึงมีลกัษณะเป็น (polyprotein) ขนาดใหญ่หน่ึงสาย และ
ถูกแบ่งยอ่ยเป็นโพลีเปปไทด์ (polypeptide) ขนาดเล็กอยา่งนอ้ย 8 ชนิดโดยเอนไซมโ์ปรตีเอส 
(protease) เรียงล าดบัจากต าแหน่ง N-terminus ถึง C-terminus ของจีโนม ดงัน้ี First protein (P1) 
Helper component protein (HC-Pro) Third protein (P3) Cylindrical inclusion protein (CI) Small 
nuclear inclusion protein (NIa) ซ่ึงรวมถึงโปรตีน Vpg ท่ีต าแหน่ง N-terminus large nuclear 
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inclusion protein (NIb) และ Coat protein (CP) ส่วนของ VPg และ CP เป็นโปรตีนท่ีตรวจพบได้
จากอนุภาคของไวรัส ส่วน HC-Pro, CI, NIa และ NIb เป็นโปรตีนท่ีแยกไดจ้ากพืชท่ีถูกเช้ือไวรัส
เขา้ท าลาย P1 และ P3 เป็นโปรตีนท่ียงัไม่มีรายงานในพืชท่ีเป็นโรค (Dougherty and Carrington, 
1988) และพบโปรตีนขนาด 6 กิโลดาลตนั ท่ีจุดตดั (cleavage site) บริเวณ C-terminus ของ CI ซ่ึง
พบใน polyprotein ของไวรัสในกลุ่ม Potyvirus ทุกชนิด ส าหรับ NIb แปลรหสัเป็นโปรตีนท่ีมี
ขนาด 59 กิโลดาลตนั ท่ีท าหนา้ท่ีเป็น RNA dependent RNA polymerase เพิ่มปริมาณอาร์เอน็เอของ
เช้ือไวรัสขั้นตอนการจ าลองตวั (replication) (Yeh et al., 1992)  
 
       3.4.1  P1 protein เป็นโปรตีนท่ีคาดวา่น่าจะเก่ียวขอ้งกบัปฏิกิริยาท่ีเฉพาะเจาะจง
ระหวา่งไวรัสกบัพืชอาศยั Potyvirus ซ่ึง Potyvirus ท่ีต่างชนิดกนัจะมีล าดบัอะมิโนของ P1 protein 
แตกต่างกนั และทางดา้น 3´ ของ P1 protein เป็นส่วนอนุรักษ ์(His456, Asp465, Gly-Ser-Ser499 
-Gly, Phe519–Val - Val-Arg-Gly523) ซ่ึงพบไดใ้น Potyvirus ทุกชนิด และยงัท าหนา้ท่ีเป็นเอนไซม ์
proteinase เน่ืองจากพบวา่ทางดา้นปลาย 3´ มีคุณสมบติัเป็น trypsin -like serine proteinase ท่ี
เก่ียวขอ้งกบัโปรตีน P1 และ HC-Pro (Verchot et al., 1991) นอกจากน้ี ยงัอาจท าหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบั
การเคล่ือนท่ีของไวรัสพืช ในเซลลพ์ืชจากเซลลห์น่ึงไปอีกเซลลห์น่ึง (cell-to-cell movement 
protein) และการแสดงอาการของโรค (symptoms expression) 

 
      3.4.2  Helper component protein (HC-Pro) เป็นโปรตีนท่ี Potyvirus สร้างข้ึน โดย HC-

Pro ของ PRSV เป็น multifunction protein มีลกัษณะล าดบันิวคลีโอไทด์เหมือนกบัล าดบันิวคลีโอ
ไทดข์อง HC-Pro ในโพทีไวรัสชนิดต่างๆ ประมาณ 45.1-51.8 เปอร์เซ็นต ์HC-Pro ท าหนา้ท่ีเก่ียวกบั
การถ่ายทอดโรคไวรัสดว้ยเพล้ียอ่อน เน่ืองจากมีส่วนอนุรักษ ์PTK และ FRNK ท่ีอยูบ่ริเวณ
ส่วนกลางของโปรตีน HC-Pro และ KITC ท่ีอยูบ่ริเวณดา้นปลาย N-terminus ของ HC-Pro และท า
หนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเคล่ือนยา้ยอนุภาคไวรัสในพืชแบบ long-distance movement และแบบ cell-
to-cell นอกจากน้ียงัท าหนา้ท่ีเป็นเอนไซม ์proteinase ส าหรับ autolytic cleavage ท่ีต าแหน่ง HC-
Pro กบั P3 เน่ืองจากมีคุณสมบติัของ papain-like cystein proteinase (Carrington et al., 1989) ไปกด
หรือปิดระบบป้องกนัโรคของพืชในยนี RdRp ของพืชท่ีเก่ียวขอ้งกบั RNA silencing ท างานเสริม
กบัยนี CP 

 
      3.4.3  P3 protein เป็นโปรตีนท่ีอยูร่ะหวา่ง HC-Pro กบั 6K1 มีลกัษณะล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์

เหมือนกบั Potyvirus ชนิดอ่ืนๆ 25.7-33.0 เปอร์เซ็นต ์จากการศึกษา พบวา่โปรตีน P3 มีความสัมพนัธ์กบั 
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CI ในยาสูบท่ีถูก Tobacco vein mottling virus (TVMV) เขา้ท าลาย โดยคาดวา่น่าจะท าหนา้ท่ีเป็น RNA 
helicases (Rodriguez-Cerezo and Shaw, 1991) และเก่ียวขอ้งกบัการแสดงอาการของโรค 
(symptomatology) และการทวจี  านวนของจีโนมไวรัส 

 
      3.4.4  6 KDa protein (6K1) เป็นโปรตีนท่ียงัไม่ทราบหนา้ท่ีอยา่งแน่ชดั แต่จาก

การศึกษา พบวา่โปรตีนน้ีอาจท าหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเพิ่มปริมาณอาร์เอน็เอของเช้ือภายในเซลล์
พืชท่ีถูกไวรัสเขา้ท าลาย (Riechmann et al., 1992) 

 
      3.4.5  Cylindrical inclusion protein (CI) เป็นโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเพิ่มปริมาณของ

อาร์เอน็เอ โดยโปรตีน CI มีกิจกรรมของ helicase ในการท าใหส้ายอาร์เอน็เอเกิดการคลายเกลียว 
เพื่อใหเ้ป็นสายตน้แบบส าหรับการสังเคราะห์อาร์เอ็นเอคู่ผสม โดยทัว่ไปจะพบโปรตีน CI อยูท่ ัว่ไป
ระหวา่งเยือ่หุม้เซลล ์(cell membrane) ผนงัเซลล ์(cell wall) และอยูร่อบ plasmodesmata นอกจากน้ี
ยงัพบใน endoplasmic reticulum หรืออยูเ่ป็นเส้นสายเกาะกนัอยูใ่นไซโตพลาสซึม เรียกโครงสร้าง
ลกัษณะน้ีวา่ pinwheel นอกเหนือจากท่ีกล่าวมาแลว้ โปรตีน CI ยงัมีหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
เคล่ือนยา้ยอนุภาค Potyvirus จากเซลลห์น่ึงไปยงัเซลลข์า้งเคียง โดยผา่นทาง plasmodesmata 
(Shukla et al., 1994) 

 
      3.4.6  6 KDa protein (6K2) เป็นโปรตีนท่ียงัไม่ทราบหนา้ท่ีอยา่งแน่ชดัแต่จาก

การศึกษา พบวา่โปรตีนชนิดน้ี อาจจะมีบทบาทเก่ียวกบัการเพิ่มปริมาณของไวรัส เน่ืองจากพบ
โปรตีนชนิดน้ีใน RNA1 ของ Bean yellow mosaic virus (BYMV) ซ่ึงแปรรหสัเป็นโปรตีนท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการเพิ่มปริมาณ (Shukla et al., 1994) และสันนิษฐานวา่โปรตีน 6K2 น้ีจะมีบทบาทใน
การเคล่ือนยา้ย NIa ภายในเซลลเ์น่ืองจากพบวา่ โปรตีนน้ียบัย ั้งการเคล่ือนยา้ย NIa ไปสู่นิวเคลียส 
(Restrepo–Hartwig and Carrington, 1992) 
 

      3.4.7  Small nuclear inclusion protein (NIa) มีน ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 48  
กิโลดาลตนั พบในเซลลพ์ืชท่ีถูกไวรัสเขา้ท าลาย โปรตีน NIa ท าหนา้ท่ีเป็นเอนไซม ์proteinase ในการ
ตดัสายโพลีโปรตีน ทางดา้นปลาย C-terminus เขา้มา 2 ใน 3 ส่วน (Dougherty and Carrington, 1988) 
NIa proteinase มีโครงสร้างท่ีสัมพนัธ์กบั trypsinlike serine proteinase (Bazan and Fletterick, 1988) 
จากการศึกษาทางอิมมูโนวทิยา และการเรียงล าดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือ TVMV และ TEV ท าให้
ทราบวา่ คร่ึงหน่ึงทางดา้นปลาย N-terminus ของ NIa คือ ส่วนของ viral genome-linked protein (VPg) 
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และทางดา้นปลาย C-terminus จะเป็นส่วนท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม ์proteinase โดยส่วนของโปรตีน 
VPg จะท าหนา้ท่ีเปรียบเสมือนเป็นจุดเร่ิมตน้ในการสังเคราะห์กรดนิวคลีอิกสายใหม่ของไวรัส 
(Shahabuddin et al., 1988) 

 
      3.4.8  Large nuclear inclusion protein (NIb) มีน ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 59 กิโลดาล

ตนั โปรตีน NIb ของ Potyvirus ต่างชนิดกนัจะมีล าดบักรดอะมิโนท่ีคลา้ยกนัมากท่ีสุด เม่ือ
เปรียบเทียบกบัโปรตีนชนิดอ่ืนๆ ของ Potyvirus โปรตีน Nib ของ Potato virus Y (PVY), Plum pox 
virus (PPV), TEV และ TYMV มีส่วนอนุรักษท่ี์เรียกวา่ GDD (glycine-aspartic-aspartic) ซ่ึงพบใน 
RNA-dependent RNA polymerase ของไวรัสในกลุ่ม comovirus และ picornavirus และพบใน
เอนไซมเ์รพลิเคสของ Cowpea mosaic virus และ poliovirus โปรตีน NIb ของ Potyvirus คาดวา่
น่าจะเป็นเอนไซม ์RNA dependent RNA polymerase หรือเรพลิเคส เน่ืองจากมีการศึกษาล าดบั
กรดอะมิโนในส่วนของโปรตีน NIb ของเช้ือ PRSV สายพนัธ์ุ HA กบั HA 5-1 และ W พบวา่มีความ
เหมือนกนัของล าดบัเบส 98.7-99.0 เปอร์เซ็นต ์และพบ conserved motif YCDAADGS, 
GNNSGQPSTVVDNT(S) LMV และ NGDDL-X34-K ซ่ึงมีบทบาทใน RNA polymerase ของ 
Potyvirus (Yeh et al., 1992) 

 
       3.4.9  Coat protein (CP) เป็นโปรตีนท่ีห่อหุ้มอนุภาคไวรัสใน Genus Potyvirus มีน ้าหนกั
โมเลกุลประมาณ 30-45 กิโลดาลตนั (Dougherty and Carrington, 1988) ประกอบดว้ยโปรตีนชนิดเดียว 
ซ่ึงมีจ านวนประมาณ 2,000 หน่วยยอ่ย (subunit) ต่ออนุภาคไวรัส (Holling and Brunt, 1981) CP มี
ความส าคญัในการแยกชนิดและ strain ของไวรัสในกลุ่มน้ี จากการศึกษาล าดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือ 
PRSV มีการจดัเรียงล าดบันิวคลีโอไทดเ์หมือนกบั Potyvirus ชนิดอ่ืนๆ 53.2-56.6 เปอร์เซ็นต ์ทางดา้น
ปลาย N-terminus มีส่วนอนุรักษท่ี์เรียกวา่ DAG ซ่ึงส่วนน้ีมีความสัมพนัธ์กบัเพล้ียอ่อนในการ
ถ่ายทอดโรค ในขณะท่ี 2 ใน 3 ส่วนของโปรตีนทางดา้น C-terminus มีความคลา้ยคลึงกนัมาก (Shukla 
and Ward, 1988; Ward and Shukla, 1991) 
 

      จากการศึกษาล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของ Coat protein ของกลุ่ม Potyvirus 
ทั้ง 20 ชนิดรวม 42 strains  พบวา่ N-terminus ของ Coat protein มีความแตกต่างกนัมากทั้งขนาดและ
ล าดบัของกรดอะมิโน ในขณะท่ี 2 ใน 3 ส่วนโปรตีนทางดา้น C-terminal เป็นส่วนส าคญัในการ
กระตุน้การสร้างแอนติบอดีไดดี้ในสัตวท์ดลอง (immunodominant) และยงัมีอิพิโทปท่ีจ าเพาะต่อ
ไวรัสนั้นดว้ย (virus specific epitope) (Shukla et al., 1988) จากความส าคญัในการกระตุน้การสร้าง
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แอนติบอดีท่ีดีจึงมีการน าส่วนของ Coat protein ของเช้ือ PRSV มาใชเ้ป็นแอนติเจนเพื่อกระตุน้การ
สร้างแอนติบอดีในสัตวท์ดลอง (Chatchen et al., 2006) ทั้งในหนู และกระต่าย Screenivasula and 
Sai (2010) ไดน้ าส่วนของ Coat protein ของเช้ือ PRSV ท่ีชกัน าใหเ้กิดการสังเคราะห์โปรตีนใน
ระบบเซลลแ์บคทีเรียมาใชป้ระโยชน์ในการตรวจสอบเช้ือ PRSV ในมะละกอดว้ยเทคนิค 
immunocapture reverse transcription-polymerase chain reaction (IC-RT PCR) Assay เปรียบเทียบ
กบัเทคนิค ELISA ซ่ึงสามารถตรวจสอบเช้ือ PRSV ในมะละกอไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
       
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่2  โครงสร้างจีโนมของ Potyvirus (single stranded, positive-sense RNA) แสดงส่วนต่างๆ  
               ของยนีท่ีก าหนดการสังเคราะห์โปรตีนชนิดต่างๆ ของ Potyvirus จาก N-terminus ไปสู่  
               C-terminus 
 
ทีม่า: Yeh et al. (1992) 
 

VPg  = viral genome-linked protein 
 P1  = P1 protein 
 HC-Pro  = helper component protein 
 P3  = P3 protein 
 6K1  = 6 kDa protein 1 
 CI  = cylindrical inclusion protein  
 6K2  = 6 kDa protein 2 
 NIa-VPg = nuclear inclusion protein “a including the VPg” 
NIa-Pro  = nuclear inclusion protein “a” proteinase 
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 NIb  = nuclear inclusion protein “b”  
 CP  = coat protein 
5´ UTR  = 5´ non-coding region 
3´ UTR  = 3´ non-coding region 
Poly (A) = Poly A tail   

 
4.  การผลติโปรตีนในระบบเซลล์แบคทเีรีย 

 
เป็นระบบการผลิตโปรตีนท่ีนิยมกนัมากในยคุปัจจุบนั เน่ืองจากเป็นระบบท่ีสามารถผลิต

โปรตีนท่ีตอ้งการไดใ้นปริมาณมากเพียงพอต่อความตอ้งการ โดยอาศยัหลกัการทางชีววทิยา
โมเลกุล (molecular biology) และหลกัการควบคุมการแสดงออกของยนี (expression system) 

 
 หลกัการในการผลิตโปรตีนท าไดโ้ดยมีวธีิการดงัต่อไปน้ี คือ หากไวรัสมีกรดนิวคลีอิคเป็น 
RNA ในการโคลนยนีเพื่อผลิตโปรตีนดว้ยเทคนิครีคอมบิเนนทดี์เอน็เอ จะตอ้งสังเคราะห์
complementary DNA (cDNA) สายคู่ข้ึนจาก genomic RNA จากนั้นจึงเช่ือมต่อช้ินส่วนดีเอน็ของยนี
ท่ีจะถอดรหสัเป็นโปรตีนท่ีตอ้งเขา้กบัพลาสมิดส าหรับการแสดงออก (expression plasmid) ซ่ึง ถูก
ออกแบบข้ึนเพื่อใชผ้ลิตโปรตีนดว้ยเทคนิครีคอมบิเนนทดี์เอ็นเอ โดยพลาสมิดจะท าหนา้ท่ีพาดีเอ็น
เอส าหรับผลิตโปรตีนท่ีตอ้งการผลิตเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น ซ่ึงเซลลเ์จา้บา้น คือ เซลลข์องแบคทีเรีย  
(E. coli) นอกจากนั้นบน expression plasmid ยงัมีปัจจยัส าหรับการแสดงออกของยนีอยูด่ว้ย ไดแ้ก่  
ส่วนของ promoter และส่วนของ terminator มีจุดเร่ิมตน้การจ าลองตวั (origin of replication) มีตวั
ติดตาม (marker) ส าหรับการคดัเลือกการไดรั้บพลาสมิดของเซลลเ์จา้บา้น เช่น ampicillin resistant 
gene (ampR) และท่ีส าคญั คือ ส่วนท่ีควบคุมการแสดงออกของยนีท่ีตอ้งการผลิตโปรตีน เช่น lac 
operon นอกจากนั้น พลาสมิดยงัมีส่วนโปรตีน tag ติดอยูด่ว้ย เพื่อประโยชน์ในการคดัแยก 
(isolation) และการท าโปรตีนท่ีตอ้งการใหบ้ริสุทธ์ิ (purification) โดยโปรตีน tag ท่ีนิยมใชใ้น
ปัจจุบนั ไดแ้ก่ Glutathione S-transferase (GST) และ 6 x histidine (His6) ส าหรับตวัติดตาม His6  จะท า
ใหโ้ปรตีนท่ีผลิตจากยนีท่ีโคลนไวมี้ฮีสติดีนเพิ่มข้ึนทางดา้น N-terminus อีก 6 เรสิดิวซ์ ท าใหส้ามารถ
แยกสกดัโปรตีนท่ีแสดงออกจากการถอดรหสัของยนีท่ีท าการโคลนเอาไวโ้ดยเทคนิค affinity 
chromatography ไดคื้อ His6 จะท าหนา้ท่ีไปจบักบั Nickle-nitriloacetic acid resin และโปรตีนจะถูกชะ
ออกจาก resin โดยการปรับสภาพความเป็นกรดเป็นด่าง  
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5.  การศึกษาทางด้านซีรัมวทิยา 
 
 Hampton (1990) กล่าววา่ซีรัมวทิยาเป็นการศึกษาถึงการน าเอาซีรัมมาใชป้ระโยชน์ในการ
ตรวจเช้ือสาเหตุโรค ซ่ึงเป็นวิธีการตรวจสอบท่ีรวดเร็ว ถูกตอ้ง แม่นย  า และเหมาะสมกบัการ
ตรวจสอบในกรณีท่ีมีตวัอยา่งจ านวนมาก ดว้ยการน าแอนติบอดีมาใชป้ระโยชน์ โดยเฉพาะเช้ือ
ไวรัสท่ีไดรั้บความนิยมกนัอยา่งแพร่หลายในปัจจุบนั รัชนี (2545) กล่าววา่ ปฏิกิริยาทางซีรัมวทิยา
เป็นการท าปฏิกิริยากนัระหวา่งแอนติบอดีกบัเช้ือไวรัส ซ่ึงเรียกวา่ แอนติเจน ซ่ึงบริเวณเล็กๆ ท่ีอยูบ่น
แอนติเจน และท าปฏิกิริยากบัแอนติบอดีไดอ้ยา่งจ าเพาะเจาะจง เรียกวา่ อิพิโทป (epitope) ส่วน
บริเวณท่ีอยูบ่นแอนติบอดี เรียกวา่ พาราโทป (paratope) ถา้เป็นโปรตีนอิพิโทป จะมีขนาดประมาณ 
4-6 เรสิดิวซ์เท่านั้น โดยลกัษณะการเกาะกนัน้ีเป็นแบบ lock and key คือ โครงสร้างของ อิพิโทป 
จะเขา้กนัไดพ้อดีกบัโครงสร้างบนแอนติบอดีท่ีมีลกัษณะเป็นร่อง (grove)  
 
 เทคนิคทางดา้นซีรัมวทิยาส าหรับการตรวจสอบเช้ือ PRSV-P และ PRSV-W มี
ความสัมพนัธ์กนัอยา่งใกลชิ้ด ซ่ึงเช้ือทั้ง 2 สายพนัธ์ุน้ีไมส่ามารถใชเ้ทคนิคทางดา้นซีรัมวทิยาใน
การจ าแนกความแตกต่างได ้(Jensen, 1949) ในปัจจุบนัแอนติบอดีท่ีใชส้ าหรับการตรวจสอบเช้ือ 
PRSV–W ท่ีใชง้านอยูมี่ทั้งโพลีโคนอลแอนติบอดี (Polyclonal antibody, PAb) และโมโนโคลนอล
แอนติบอดี (Monoclonal antibody, MAb) จากการศึกษาของ Baker et al. (1991) ไดมี้การผลิต
แอนติบอดีต่อเช้ือ PRSV-W โดยการเก็บตวัอยา่งฟักทองท่ีเป็นโรค PRSV-W มาปลูกเช้ือบนน ้าเตา้
และท าการแยกไวรัสใหบ้ริสุทธ์ิ มาตรวจหาไวรัสโดยวธีิการ SDS-PAGE จากนั้นแยกไวรัสท่ี
บริสุทธ์ิออกจากเจล ตรวจวดัค่าความบริสุทธ์ิของโปรตีนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ี A280  
น าโปรตีนท่ีปรับค่าความเขม้ขน้ไดเ้ท่ากบั 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มาใชเ้ป็นแอนติเจนเพื่อผลิต PAb 
จากกระต่าย และ MAb จากหนู น าแอนติบอดีท่ีไดไ้ปทดสอบประสิทธิภาพต่อเช้ือ PRSV-P และ 
PRSV-W โดยวธีิการ SDS-immunodiffusion test และวธีิ Indirecct ELISA ซ่ึงแอนติบอดีท่ีผลิตจาก 
PAb และ MAb สามารถใชต้รวจเช้ือ PRSV-P และ PRSV-W และไม่เกิดปฏิกิริยากบัพืชปกติ ซ่ึง
เป็นการยนืยนัวา่เช้ือ PRSV-P และ PRSV-W มีความสัมพนัธ์กนัอยา่งใกลชิ้ด ไม่สามารถใชเ้ทคนิค
ทางดา้นซีรัมวทิยาในการจ าแนกความแตกต่างของเช้ือทั้งสองสายพนัธ์ุน้ีได ้
 

Agarwal1 et al. (2009) ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีในระบบเซลลแ์บคทีเรียโดยใช ้Coat 
protein ของเช้ือ PRSV ไดข้นาด fusion protein ขนาด 72 กิโลดาลตนั ฉีดกระตุน้ในกระต่ายเพื่อ
ผลิตแอนติบอดี น าแอนติบอดีมาตรวจสอบเช้ือ PRSV ในมะละกอและพืชตระกลูแตงดว้ยเทคนิค 
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in direct antigen-coated enzyme-linked immunosorbent assay.โดยใชต้วัอยา่งพืชท่ีเจือจาง 1:4,000 
ไดส้ าเร็จ Sreenivasulu et al. (2010) พฒันาเทคนิค Recombinant coat Protein ของเช้ือ PRSV โดย
น าส่วนของโปรตีนห่อหุม้อนุภาคมาเพิ่มปริมาณโดยเทคนิค RT-PCR เพื่อใหไ้ด ้double strand DNA ท่ี
เสถียรสามารถน ามาใชป้ระโยชน์ในการตดัต่อ cDNA โคลนเขา้สู่พลาสมิด pGEM-T ตรวจวเิคราะห์
ล าดบัเบส แลว้โคลนเขา้สู่ expression plasmid pRSET-A ชกัน าให้เพิ่มปริมาณ และสังเคราะห์โปรตีน
ในเซลลแ์บคทีเรียสายพนัธ์ุ DH5 ตรวจสอบขนาดและปริมาณโปรตีนดว้ยเทคนิค SDS-PAGE 
พบโปรตีนขนาด 40 กิโลดาลตนั ท าโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย Ni-NTA resin ตรวจสอบโปรตีน
เป้าหมายดว้ยวธีิการ Western blot โดยใชแ้อนติบอดีของ PRSV น าโปรตีนบริสุทธ์ิท่ีไดไ้ปใชเ้ป็น
แอนติเจนในการผลิตโพลีโคนอลแอนติบอดีในกระต่าย จากนั้นจึงน าแอนติซีรัมท่ีผลิตไดม้า
พฒันาการตรวจดว้ยเทคนิค Immunocapture reverse transcription-polymerase chain reaction  
(IC-RT-PCR) เปรียบเทียบประสิทธิภาพ และความไวของการตรวจสอบดว้ยเทคนิค ELISA, Dot 
blot immunobinding assay, Plate trapped ELISA พบวา่แอนติซีรัมท่ีผลิตจาก Recombinant coat 
protein แลว้น ามาพฒันาวธีิการตรวจสอบเช้ือ PRSV โดยเทคนิค IC-RT-PCR มีประสิทธิภาพสูงกวา่
การตรวจสอบดว้ยวธีิการตรวจสอบอ่ืนๆ ท่ีน ามาใชเ้ปรียบเทียบ  
 
 5.1  การตรวจสอบโรคพืชท่ีเกิดจากเช้ือไวรัสดว้ยวธีิการทางซีรัมวทิยา 
 
         การตรวจวินิจฉยัโรคพืชมีความส าคญัอยา่งยิง่ต่อการปลูกพืช และการเพิ่มผลผลิต 
ต่อพื้นท่ีโดยสามารถช่วยใหพ้ืชปลอดภยัจากการท่ีเช้ือโรคเขา้ท าลายทั้งทางตรง และทางออ้ม ส าหรับ
การตรวจวนิิจฉยัโรคพืชท่ีเกิดจากเช้ือไวรัส การดูลกัษณะอาการบนส่วนต่างๆ ของพืช ทั้ง ใบ ล าตน้ 
ดอก ผล และเมล็ด การทดลองปลูกเช้ือบนพืชทดสอบ (indexing plant) การทดลองถ่ายทอดเช้ือจาก
ตวัอยา่งพืชโดยการใชแ้มลงพาหะ และการใชว้ธีิการขยายพนัธ์ุพืช เป็นวธีิการตรวจสอบท่ีตอ้งใชร้ะยะ
เวลานาน นอกจากน้ียงัมีวธีิการอ่ืนท่ีสามารถน ามาใชใ้นการตรวจวนิิจฉยัเช้ือ คือ การตรวจดูเช้ือสาเหตุ
โรคดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน การตรวจสอบโดยวธีิการทางอณูชีววทิยา และอีกหน่ึงวธีิการท่ี
ส าคญั คือ วธีิการทางซีรัมวทิยา ซ่ึงเป็นวธีิการท่ีสะดวก รวดเร็ว ให้ผลการตรวจสอบท่ีถูกตอ้งแม่นย  า 
และไม่ส้ินเปลืองเวลาในการตรวจสอบ โดยวธีิการทางดา้นซีรัมวทิยามีหลายวธีิการดว้ยกนั ไดแ้ก่ 
 
          5.1.1  Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) เป็นวธีิการท่ีมีการเคลือบ
แอนติเจนลงบน ELISA plate แลว้ท าปฏิกิริยากบัแอนติบอดีท่ีติดฉลากดว้ยเอนไซม ์สามารถท าได้
ทั้งสองแบบ Direct และ Indirect methods ผลของปฏิกิริยาสามารถตรวจสอบไดโ้ดยการเติม



17 

 

สับสเตรท (substrate) ของเอนไซมช์นิดนั้นๆ ลงไป ซ่ึงสีของปฏิกิริยาจะแปรผนัตามปริมาณของ
แอนติเจนในตวัอยา่ง วธีิการน้ีเป็นวธีิการท่ีมีความไวสูงมากสามารถตรวจสอบหาปริมาณไวรัสไดต้ ่า
ถึงระดบั 1-10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร เหมาะกบัการตรวจสอบตวัอยา่งจ านวนมากในคราวเดียว 
รวมทั้งใชว้ดัปริมาณของไวรัสในตวัอยา่ง (Quantitative assay) ได ้(Clark and Adam, 1977) 
 
       Direct method วธีิการน้ี แอนติบอดีท่ีจ าเพาะเจาะจงกบัแอนติเจนจะถูกติด
ฉลากดว้ยเอนไซมไ์วก่้อน เม่ือท าปฏิกิริยากบัแอนติเจนในหลุมแลว้ สามารถตรวจสอบผลของ
ปฏิกิริยาไดโ้ดยการเติมสับสเตรท 
 
       Indirect method วธีิการน้ีจะท าปฏิกิริยากบั unlabeled antigen-specific antibody 
ก่อน แลว้จึงตรวจสอบปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนโดยใช ้enzyme-labeled secondary antibody และสับสเตรท 
 
         5.1.2  Immune precipitation polymerase chain reaction (IP-PCR) เป็นเทคนิคการตรวจ
ท่ีน าแอนติบอดีมาใชใ้นการตรวจจบักบัแอนติเจนก่อนจะตรวจสอบดว้ยเทคนิคทางดา้นอณูชีวทิยา ซ่ึง
เป็นการเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจสอบดว้ยเทคนิค PCR ใหมี้ประสิทธิภาพมากยิง่ข้ึน 
 
          5.1.3  Immunoblotting methods เทคนิคน้ีเป็นเทคนิคท่ีอาศยัหลกัการเช่นเดียวกบั 
ELISA แต่ใชแ้ผน่เมมเบรนเป็นตวัยดึเกาะแอนติเจนเอาไว ้ซ่ึงเมมเบรนท่ีนิยมใช ้ไดแ้ก่ ไนโตร
เซลลูโลส (Nitrocellulose) และไนลอน (nylon) 
 
       Dot immunobinding assay (DIBA) การหยดแอนติเจนลงบนแผน่เมมเบรน
โดยตรง จากนั้นจึงท าปฏิกิริยากบัแอนติบอดีท่ีจ าเพาะเจาะจงกบัแอนติเจนท่ีตอ้งการตรวจสอบ (primary 
antibody) หลงัจากลา้งแอนติบอดีส่วนเกินออกไปแลว้ สามารถตรวจสอบปฏิกิริยาของแอนติเจนต่อ
แอนติบอดีท่ีเกิดข้ึนดว้ยแอนติบอดีตวัท่ี 2 ซ่ึงติดฉลากดว้ยเอนไซม ์(enzyme-conjugated secondary 
antibody) การตรวจสอบผลของปฏิกิริยาท าไดโ้ดยการเติมสับสเตรทของเอนไซม ์ซ่ึงผลของ
ปฏิกิริยาจะปรากฏเป็นสีบริเวณท่ีหยดแอนติเจนไว ้ซ่ึงโดยปกติแลว้ความเขม้ของสีจะเป็นสัดส่วน
โดยตรงกบัปริมาณแอนติเจนท่ีอยูบ่นเมมเบรน (Makkouk et al., 1993) 
 
       Tissue immunoblotting assay (TIBA) คือ การใชส่้วนต่าง ๆ ของพืชกดลงบน
แผน่เมมเบรนแลว้ท าปฏิกิริยากบัแอนติบอดีเช่นเดียวกบัวิธีการท า DIBA (Hsu and Lawson, 

1991) 
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       Western blotting เป็นเทคนิคในการตรวจวเิคราะห์โปรตีน โดยการให้โปรตีน
เคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้า เพื่อแยกขนาดโมเลกุลของโปรตีน ตามขนาดโมเลกุล ต่อมาท าการ
เคล่ือนยา้ยโปรตีนจากเจลลงบนแผน่เมมเบรน แลว้ตรวจสอบโปรตีนดงักล่าวดว้ยแอนติบอดี ซ่ึง
สามารถน ามาใชป้ระโยชน์ในการตรวจสอบโปรตีนวา่เป็นโปรตีนท่ีเราสนใจหรือไม่ ตรวจสอบ
คุณสมบติัโปรตีนวา่เป็นโปรตีนอะไร มีปริมาณ และน ้าหนกัโมเลกุลเท่าไรและความบริสุทธ์ิของ
โปรตีนมากนอ้ยเพียงใด (Purcifull et al.,  2001) 
 
          5.1.4  Immunoelectron microscopy (IEM) เป็นวธีิการท่ีใชเ้ทคนิคกลอ้งจุลทรรศน์
อิเล็กตรอน ซ่ึงสามารถตรวจดูอนุภาคไวรัสไดท่ี้ก าลงัขยายสูงๆ ร่วมกบัการใชแ้อนติบอดีท่ีมี
ความจ าเพาะเจาะจงกบัไวรัสในการท าปฏิกิริยา ซ่ึงอาจอยูใ่นรูปของสารละลาย (suspension) หรือ
อยูใ่นรูปของ thin section ของเน้ือเยือ่ท่ีถูกเช้ือเขา้ท าลาย นอกจากน้ียงัอาจใชแ้อนติบอดีท่ีติดฉลาก
กบัอนุภาคทอง (Colloidal gold) หรือเฟอริติน (Ferrithin)ในการท าปฏิกิริยากบัแอนติเจน ท าให ้
สามารตรวจสอบไวรัสไดช้ดัเจนมากยิง่ข้ึน ซ่ึงมีหลายแนวทางดว้ยกนั คือ  
 

      Derrick method โดยการเคลือบกริด (grid) ดว้ยแอนติบอดีแลว้จึงหยดตวัอยา่ง
ไวรัสลงไป ซ่ึงแอนติบอดีท่ีเคลือบอยูบ่นกริดก่อนแลว้จะเลือกจบักบัแอนติเจนท่ีเฉพาะเจาะจงกบั
แอนติบอดีชนิดนั้นๆ  

 
      Decorate method โดยการหยดไวรัสลงบนกริดก่อน แลว้จึงใหท้  าปฏิกิริยากบั

แอนติบอดี ถา้แอนติบอดีมีความจ าเพาะเจาะจงกบัแอนติเจน เม่ือแอนติเจนถูกปกคลุมดว้ย
แอนติบอดีจ านวนมากพอ จะสามารถมองเห็นเป็นบริเวณทึบแสงท่ีครอบคลุมแอนติเจนอยู ่(Milne, 
1991) 

 
การตรวจวินิจฉยัเช้ือสาเหตุโรคท่ีถูกตอ้งถือเป็นกระบวนการท่ีส าคญัขั้นตอนหน่ึงในการ

ป้องกนั ก าจดั และควบคุมการแพร่ระบาดของโรค วธีิการตรวจเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพ รวดเร็ว และ
แม่นย  าส่งผลใหก้ารป้องกนัโรคเป็นไปไดอ้ยา่งรวดเร็ว และมีประสิทธิภาพมากยิง่ข้ึน ปัจจุบนั
เทคโนโลยท่ีีเรียกวา่ Diagnostic technology ไดเ้ขา้มามีบทบาทต่อการตรวจวนิิจฉยัเช้ือไวรัสใบด่าง 
จุดวงแหวนมะละกอ เช่น เทคนิค RT-PCR โดยการเพิ่มปริมาณกรดนิวคลีอิค และเทคนิค ELISA 
โดยการใชร่้วมกบั PAb หรือ MAb ท่ีจ  าเพาะต่อเช้ือ PRSV ซ่ึงเทคโนโลยดีงักล่าว มีความไว 
(sensitivity) ในการตรวจเช้ือไวรัสไดถึ้งระดบันาโนกรัม อยา่งไรก็ตาม ทั้งสองวธีิมีขอ้จ ากดั คือ 
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ตอ้งใชเ้วลาในการตรวจสอบอยา่งนอ้ย 2-3 ชัว่โมง และกระบวนการตรวจสอบตอ้งอาศยั
ผูช้  านาญการเฉพาะทางมาท าการวเิคราะห์ การตรวจวเิคราะห์ตอ้งท าภายในห้องปฏิบติัการ 
เคร่ืองมือท่ีใชมี้ราคาแพง แมว้า่ปัจจุบนัชุดตรวจสอบ (Detection kit หรือ Strip test) ท่ีไดน้ าวธีิการ
ทางดา้นอิมมูโนวทิยามาประยกุตใ์ชร่้วมกบัเทคนิคทางโครมาโทกราฟี ในการตรวจวนิิจฉยัเช้ือ
ไวรัสพืชจะใหผ้ลการอ่านค่าเร็ว มีประสิทธิภาพ ผูใ้ชไ้ม่จ  าเป็นตอ้งมีทกัษะเฉพาะทาง สะดวก 
สามารถพกพาไปตรวจในภาคสนาม แต่ชุดตรวจสอบดงักล่าวยงัจ าเป็นตอ้งน าเขา้จากต่างประเทศซ่ึง
มีราคาสูง ท าใหชุ้ดตรวจสอบดงักล่าวยงัไม่ถูกใชอ้ยา่งแพร่หลาย 
 
6.  การพฒันาชุดตรวจสอบโดยวธีิอิมมูโนโครมาโทกราฟี  
 

LFIA เป็นเทคโนโลยท่ีีไดรั้บความนิยมมากในปัจจุบนั เน่ืองจากเป็นวธีิการท่ีรวดเร็ว 
ถูกตอ้ง แม่นย  า มีประสิทธิภาพ และความเสถียร ระดบัความน่าเช่ือถือเทียบเท่ากบัเทคนิค ELISA ท่ีส าคญั 
คือ สะดวกสามารถพกพาไปตรวจนอกหอ้งปฏิบติัการได ้ผูใ้ชง้านสามารถใชไ้ด้ง่ายไม่จ  าเป็นตอ้ง
ไดรั้บการฝึกอบรม การพฒันาชุดตรวจสอบไดมี้การพฒันาข้ึนทั้งในการตรวจสอบโรคทางการแพทย ์
พืช สัตว ์พืชดดัแปลงพนัธุกรรม สารพิษ สารเสพติด ส าหรับการพฒันาชุดตรวจสอบโรคพืชท่ีเกิด
จากเช้ือไวรัส เร่ิมมีการพฒันาในปี ค.ศ. 1992  และไดมี้การพฒันาเร่ือยมา (Tsua et al., 1992) จนถึงปัจจุบนั
โดยมีการพฒันาเทคนิคการตรวจสอบใหส้ามารถตรวจสอบโรคไดร้วดเร็วยิง่ข้ึน อยา่งเช่นหลกัการ
ทางดา้น DNA probe ร่วมกบั LFIA หรือท่ีเรียกวา่ Nuclic acid lateral flow assay (NFLA) (Mao et 
al., 2009)  

 
การพฒันาชุดตรวจสอบไวรัสโดยอาศยัเทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟี ไดถู้กพฒันาข้ึนจาก

พื้นฐานของ 3 เทคนิค คือ latex agglutination tests, sandwich assay และโครมาโทกราฟี โดย 
Yallow and Berson (1959) เพื่อใชต้รวจหา anti-insulin antibodies ซ่ึงจะเป็นตวัก าหนดระดบั
ฮอร์โมนอินซูลินในเลือด จากแนวคิดท่ีวา่แอนติบอดี 2 ชนิดมีความจ าเพาะต่ออิพิโทปท่ีแตกต่างกนั
บนแอนติเจน ดงันั้นหากน าแอนติบอดีชนิดท่ีหน่ึงมาติดกบั solid support แลว้ เม่ือเติมตวัอยา่งท่ีมี
แอนติเจนลงไป แอนติเจนท่ีอยูใ่นตวัอยา่งจะถูกจบัโดยแอนติบอดีท่ีติดกบั solid support แอนติเจน
ท่ีเกาะอยูก่บัแอนติบอดีน้ี จะถูกตรวจโดยแอนติบอดีตวัท่ีสองซ่ึงติดฉลากกบัอนุภาค bead ท่ีมีขนาด
ต่างกนัเช่น latex bead, erythrocytes, Colloidal dyes หรือ metal solution ท าใหส้ามารถอ่านค่า
ปฏิกิริยาไดง่้ายจากสี bead ท่ีเกิดข้ึน (Garland et al., 1986, Borque et al., 1995) ทั้งน้ีวตัถุประสงค์
ของการพฒันาเทคนิคดงักล่าว เพื่อพฒันาวธีิการตรวจสอบท่ีง่ายต่อการน าไปใช ้ใหผ้ลการ
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ตรวจสอบในระยะเวลาท่ีรวดเร็ว สามารถอ่านผลไดด้ว้ยตนเอง และไม่จ  ากดัอยูใ่นกลุ่มผูใ้ช ้
กลุ่มใดกลุ่มหน่ึง (Ronald and Stimson, 1998) 

 
ซ่ึงเทคนิค LFIA เป็นเทคนิคท่ีเหมาะสมกบัการพฒันาในการตรวจสอบโรคพืชเป็นอยา่งยิง่ 

ในประเทศไทยมีการน าเทคนิค LFIA มาใชใ้นการพฒันาชุดตรวจสอบโรคพืช เช่น โรคพืชท่ีเกิด
จากเช้ือไวรัส และเช้ือแบคทีเรีย โดยดา้นการตรวจสอบโรคไวรัสในพืช Tsua et al. (1992)  
ไดศึ้กษาการตรวจไวรัส CMV และ TMV ดว้ยวธีิการตรวจสอบแบบ Lateral flow test โดยใช ้Latex bead 
สีชมพเูป็นตวัติดฉลาก ปรากฏวา่ Latex bead ใหผ้ลของปฏิกิริยาท่ีไม่คงตวั และมีราคาแพงเกินไป  

 
ดา้นชุดตรวจสอบโรคพืชมีการพฒันาชุดตรวจเช้ือดว้ยเทคนิค Lateral flow test โดยใช้

อนุภาคของทองเป็นตวัติดฉลาก สุรภี และคณะ (2547) จึงไดน้ าเทคนิคน้ีมาปรับใชก้บัการ
ตรวจสอบเช้ือไวรัสในกลว้ยไม ้โดยใช ้Latex bead ขนาดต่าง ๆ เปรียบเทียบกบัการใชอ้นุภาคของ
ทองในการแสดงปฏิกิริยาของการตรวจสอบ ท่ีช่ือวา่ Gold Labeling IgG Flow Test (GLIFT) โดย
อาศยัหลกัการทางซีรัมวทิยา คือ การจบักนัอยา่งจ าเพาะเจาะจงระหวา่งแอนติเจนกบัแอนติบอดี และ
การไหลของสารละลายในเมมเบรน ตามหลกัการเคล่ือนท่ีของสารแบบโครมาโทกราฟี ซ่ึงเทคนิค
ดงักล่าว คือ เทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟี ซ่ึงอนุภาคทองมีคุณสมบติัท่ีส าคญั คือ อนุภาคทองมี
การคงรูปดี เม่ือมีการเช่ือมต่อกบั IgG ใหสี้ปฏิกิริยาสีแดงเขม้ชดัเจนกวา่ Latex bead เม่ือปรากฏผล
บนแผน่เมมเบรน  
 

หลกัการของเทคนิค LFIA คือ การน าแอนติบอดีมาติดฉลากกบัอนุภาค bead ท่ีมีสี เม่ือให้
แอนติบอดีท่ีติดฉลากท าปฏิกิริยากบัแอนติเจนท่ีจ าเพาะแลว้ จะเกิดเป็น antigen-antibody complex 
โดย complex ดงักล่าวจะเคล่ือนท่ีไปบน solid support ดว้ยแรง capillary flow จนมาถึงต าแหน่ง 
บน solid support ท่ีถูกเคลือบดว้ยแอนติบอดีอีกชนิดท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจน บริเวณน้ี เรียกวา่ Test line 
ซ่ึง complex ขา้งตน้จะถูกจบัอยูท่ี่ Test line เกิดใหเ้ห็นเป็นแถบสี การเกิดแถบสีจะแปรผนัตาม
ปริมาณแอนติเจนท่ีพบในตวัอยา่ง ซ่ึงสามารถยนืยนัความถูกตอ้งของการตรวจสอบไดจ้าก 
complex หรือแอนติบอดีท่ีเหลือจากการจบักนัตรงต าแหน่ง Test line จะเคล่ือนต่อไปบน solid 
support จนไปถึงบริเวณท่ีเคลือบแอนติบอดีอีกชนิด (secondary antibody, 2º Ab) เรียกบริเวณน้ีวา่ 
Control line ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนจากแอนติบอดีตวัแรก และแอนติบอดีท่ี Control line น้ี จะท าใหเ้กิด
แถบสีอีกแถบหน่ึง (Garland et al., 1986) 
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หลกัการของปฏิกิริยาในเทคนิค LFIA แบ่งเป็น 2 แบบ ไดแ้ก่ แบบ Double antibody 
sandwich assay (DAS) ซ่ึงส่วนใหญ่นิยมใชก้บัการตรวจแอนติเจนท่ีมีขนาดใหญ่และมี antigenic 
sites หลายชนิด ส าหรับหลกัการของวธีิการน้ีเหมือนกบัหลกัการดงักล่าวขา้งตน้ และแบบ 
competitive inhibition วธีิน้ีนิยมใชต้รวจแอนติเจนท่ีมีขนาดเล็ก และมี antigenic sites เพียงหน่ึง
ชนิดเท่านั้น หลกัการของวธีิน้ีคลา้ยกบัแบบ DAS แต่ท่ีแตกต่าง คือ ต าแหน่งของ Test line จะถูก
เคลือบดว้ยแอนติเจนชนิดเดียวกบัท่ีตอ้งการตรวจสอบ ดงันั้นถา้ในตวัอยา่งมีแอนติเจนอยูม่ากพอ 
แอนติบอดีจะจบักบัแอนติเจนจนหมด และไม่เหลือพอท่ีจะจบักบัแอนติเจนท่ี Test line 
เพราะฉะนั้นต าแหน่ง Test line จะไม่เกิดแถบสีใหเ้ห็น ทั้งน้ีผลท่ีอ่านไดจ้ะแปรผกผนักบัปริมาณ
แอนติเจนท่ีตรวจพบในตวัอยา่ง 
 
 จากผลการตรวจสอบท่ีนอกจากสามารถอ่านไดด้ว้ยตาเปล่า ใหผ้ลถูกตอ้ง รวดเร็ว สะดวก
ต่อการพกพา และการใชน้อกจากจะสามารถตรวจสอบผลไดด้ว้ยตนเองแลว้ ในปัจจุบนัไดมี้การพฒันา
เทคนิค LFIA ใหส้ามารถตรวจสอบเช้ือไดม้ากกวา่หน่ึงเช้ือโดยใชแ้อนติบอดีติดฉลากกบัเมด็สี  
ท่ีแตกต่างกนัไดส้ าเร็จ ท าใหว้ธีิการตรวจสอบโดยใชห้ลกัการโครมาโทกราฟี ไดรั้บความนิยมท่ีจะ
น ามาใชต้รวจสอบในงานทางดา้นการแพทย ์สัตว ์พืช อุตสาหกรรมอาหาร และสภาพแวดลอ้มเพิ่ม
มากข้ึน (Weeman and Schuurs, 1971; Stimson and Sinclair, 1974) แมเ้ทคนิคทางอิมมูโนวิทยาจะถูก
น าไปประยกุตใ์ชร่้วมกบัเทคนิคทางชีวโมเลกุล เช่น IC-PCR และเทคนิคอ่ืน ๆ ไดแ้ก่ immunosensor 
เพื่อเพิ่มความไวในการตรวจสอบใหสู้ง (Ronald and Stimson, 1998) แต่จากขอ้จ ากดัของอุปกรณ์ท่ี
ใชใ้นการตรวจสอบ และการอ่านผลท่ีมีราคาแพง ตอ้งการผูเ้ช่ียวชาญในการตรวจ และอ่านผลจึงท าให้
ค่าบริการส าหรับการวเิคราะห์ตวัอยา่งสูงตามไปดว้ย ดงันั้นในปัจจุบนัเทคนิค LFIA จึงไดถู้กน ามาใช้
ในการตรวจสอบและวนิิจฉยัอยา่งแพร่หลาย แมค้วามไวในการตรวจสอบบางตวัอยา่งจะนอ้ยกวา่การ
ตรวจสอบดว้ยวธีิ ELISA ท่ีนิยมใชก้นัในปัจจุบนั แต่ก็สามารถน าวธีิการน้ีมาใชค้ดักรองตวัอยา่ง
จ านวนมากในเบ้ืองตน้ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ดงัเช่น Smits et al. (2001) ใชเ้ทคนิค LFIA 
ตรวจสอบ Immunoglobulin M (IgM) จากผูป่้วยท่ีติดเช้ือ Leptospira sp. เปรียบเทียบกบัเทคนิค 
ELISA แลว้พบวา่เทคนิค LFIA สามารถตรวจสอบตวัอยา่ง IgM จากผูป่้วยไดใ้กลเ้คียงกบัการ
ตรวจสอบดว้ยเทคนิค ELISA แมจ้ะมีความไว และความจ าเพาะ (specificity) เพียง 85.8 เปอร์เซ็นต ์
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 6.1  องคป์ระกอบท่ีส าคญัของชุดตรวจสอบ  
 

      โครงสร้างของชุดตรวจสอบท่ีใชเ้ทคนิคอิมมูโนโครมาโทกราฟี ท่ีเรียกวา่ อิมมูโน 
โครมาโทกราฟิคสตริป หรืออิมมูโนสตริป มีส่วนประกอบส าคญั (ภาพท่ี 3)ไดแ้ก่ Backing pad, 
Sample pad, Conjugate pad, Reaction membrane และ Absorption pad (Kumar, 2011) 
 

      Backing pad ท าหนา้ท่ีค  ้าจุน (support) องคป์ระกอบต่าง ๆ ของชุดตรวจสอบ ไดแ้ก่ 
Sample pad, Conjugate pad, Nitrocellulose และ Absorption pad ใหเ้ป็นโครงสร้างของชุด
ตรวจสอบท่ีสมบูรณ์ Backing pad ท่ีใชส่้วนใหญ่ท ามาจากโพลีเอสเตอร์ (polyester) หนาประมาณ 
0.25-1 มิลลิเมตร  

 
      Sample pad เป็นส่วนท่ีท าหนา้ท่ีรองรับตวัอยา่งโดยตรง และเก่ียวขอ้งกบัการควบคุม

อตัราการไหลของตวัอยา่งไปยงัส่วนของ Conjugate pad โดยทัว่ไป Sample pad ท่ีใชจ้ะมีอยู ่2 แบบ 
คือ woven meshes และ cellulose filters (Buddhirakkul et al., 2004) ซ่ึง woven meshes หรือบางคร้ัง
เรียกวา่ screens มีคุณสมบติัท่ีดีซ่ึงท าใหต้วัอยา่งมีการกระจายตวัอยา่งสม ่าเสมอบน SAP มีความ
แขง็แรงเม่ือเปียกน ้า ไม่ฉีกขาด แต่มี sample volume หรือความสามารถในการรับตวัอยา่งไดต้  ่า คือ 
ประมาณ 1-2 ไมโครลิตรต่อตารางเซนติเมตร และราคาแพงเม่ือเทียบกบัวสัดุชนิดอ่ืน ส่วน cellulose 
filter มีคุณสมบติัตรงขา้ม คือ มีความหนาไม่แขง็แรง แต่ราคาไม่แพง สามารถรองรับตวัอยา่งไดม้าก 
คือ มากกวา่ 25 ไมโครลิตรต่อตารางเซนติเมตร ซ่ึงคุณสมบติัน้ีเหมาะกบัตวัอยา่งบางชนิดท่ีตอ้งการให้
สามารถรองรับตวัอยา่งปริมาตรสูงได ้เช่น การตรวจตวัอยา่งในปัสสาวะผูป่้วย เป็นตน้  

 
      Conjugate pad มีหนา้ท่ีส าคญันอกจากจะเป็นส่วนท่ีเก็บรักษา detector (antibody conjugate) 

แลว้ยงัท าหนา้ท่ีเสมือนตวัส่ง detector ไปยงั Test line และ Control line เพราะฉะนั้นการเลือก 
Conjugate pad ชนิดใดมาใชใ้นงานทดลองจึงถือเป็นส่วนส าคญั ทั้งน้ีในปัจจุบนัชนิดของ Conjugate 
pad ท่ีน ามาใช ้ไดแ้ก่ ชนิดท่ีเป็น cellulose glass และ plastic (เช่น polyester และ polypropylene เป็น
ตน้) Nitrocellulose ท่ีมีรูพรุนขนาดใหญ่การเคล่ือนท่ีของสารละลายตวัอยา่งจะเป็นไปอยา่งรวดเร็ว  
ซ่ึงในบางคร้ังอาจเร็วมากจนท าใหแ้อนติบอดี และแอนติเจนไม่สามารถท าปฏิกิริยากนัได ้อาจมีผลต่อ
ความไวของปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนได ้นอกจากปัจจยัทางโครงสร้างดงักล่าวแลว้ ความหนาของแผน่ 
Nitrocellulose ก็ยงัเป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีเก่ียวขอ้งกบัอตัราเร็วในการไหลของสารละลายท่ีตอ้ง
ค านึงถึงดว้ยเช่นกนั 
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      Reaction membrane ชนิดของเมมเบรนท่ีน ามาใชมี้หลายชนิด เช่น Hydrophobic 
Nitrocellulose หรือ Cellulose acetate membrane ซ่ึงข้ึนอยูก่บัชนิด และขนาดของแอนติเจนตอ้งมี
คุณสมบติัในการใหแ้อนติเจนสามารถเคล่ือนท่ีผา่นไปไดใ้นอตัราเร็วท่ีเหมาะสม มีความสามารถ
ในการตรึงแอนติบอดีท่ีน ามาใชเ้ป็นเส้น Test line และ Control line ใหค้งอยูอ่ยา่งมีเสถียรภาพท่ีดี  

 
      Absorption pad มีหนา้ท่ีช่วยเพิ่มแรงดึงของแรง capillary เม่ือสารละลายเคล่ือนท่ี 

ดงันั้นขอ้ดีของการใช ้Absorption pad คือช่วยเพิ่มปริมาตรและระยะเวลาของสารละลายท่ีเคล่ือนท่ี
ผา่น Test line และ Control line มากข้ึนท าใหป้ฏิกิริยาเกิดไดดี้มากยิง่ข้ึน (Hochleitner, 2002) 

 
 อยา่งไรก็ตามปฏิกิริยาของอิมมูโนโครมาโทกราฟีจะเกิดไม่ไดถ้า้ขาดส่วนของ Detector  
ท่ีประกอบดว้ย 2 องคป์ระกอบท่ีส าคญั คือ แอนติบอดี และ bead สีต่าง ๆ แอนติบอดีท่ีใชใ้นปฏิกิริยา
สามารถแบ่งไดเ้ป็น 3 ชนิด คือ 1) แอนติบอดีซ่ึงจ าเพาะต่อแอนติเจน และใชเ้คลือบส่วนของ Test line 
2) แอนติบอดีซ่ึงจ าเพาะต่อแอนติเจน และใชติ้ดฉลากกบั bead โดยจะเคลือบอยูใ่นส่วนของ 
Conjugate pad และ 3) แอนติบอดีซ่ึงจ าเพาะต่อแอนติบอดีท่ีถูกติดฉลาก ซ่ึงเคลือบอยูท่ี่ส่วนของ 
Control line ทั้งน้ีการเลือกใชแ้อนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อแอนติเจน 2 ชนิด มีขอ้จ ากดัอยูท่ี่การมีต าแหน่ง
จบักบั antigenic site บนผิวของแอนติเจนท่ีต่างกนัดว้ย ซ่ึงอาจใชแ้อนติบอดีชนิดท่ีเป็น PAb หรือ
MAb อยา่งใดอยา่งหน่ึงหรือทั้ง 2 ชนิด ร่วมกนัก็ได ้ดงัเช่น Buddhirakkul et al. (2004)  

 
นอกจากปัจจยัส าคญัขา้งตน้ท่ีกล่าวมาแลว้ ปัจจยัท่ีส าคญัซ่ึงเป็นตวับ่งช้ี (marker) การท า

ปฏิกิริยากนัระหวา่งแอนติเจน และแอนติบอดี คือ เมด็สีชนิดต่าง ๆ ไดแ้ก่ Latex bead, Erythrocytes, 
Colloidal dyes หรือ Metal solution (Garland et al., 1986, Borque et al., 1995) และเม่ือไม่นานมาน้ี ได้
มีการประยกุตใ์ชไ้ลโปโซมมากกัเก็บสี (dye) เพื่อใชเ้ป็น marker แทนเมด็สีท่ีมีจ  าหน่ายในรูปทาง
การคา้ เน่ืองจากเมด็สีดงักล่าวมีราคาค่อนขา้งสูง ซ่ึงจะส่งผลใหร้าคาตน้ทุนในการผลิตชุด
ตรวจสอบสูงตามไปดว้ย 
 
 Colloidal gold ในระดบันาโนเมตร ถูกน ามาใชอ้ยา่งแพร่หลายในทางการแพทย ์ซ่ึงอนุภาคนาโน
ของทองค าจะมีพื้นท่ีผวิสูงมาก ดว้ยเหตุน้ีจึงท าใหว้ตัถุท่ีมีขนาดระดบันาโนจะมีจ านวนอะตอมท่ีอยู่
บริเวณผวิหนา้สูงมาก ส่งผลใหก้ารเกิดปฏิกิริยาบนผวิหนา้วสัดุไดง่้ายข้ึน มีคุณสมบติัเป็นตวัเร่ง
ปฏิกิริยาเคมีท่ีดี มีความเสถียรสูง มีสีแดงเขม้ซ่ึงเม่ืออ่านผลการเกิดปฏิกิริยาบนบริเวณ Reaction 
membrane จะเห็นผลการเกิดปฏิกิริยาท่ีชดัเจน 
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Buddhirakkul et al. (2004) ไดมี้รายงานการใชแ้อนติบอดีชนิด MAb ท่ีจ  าเพาะต่อไวรัสตบั
อกัเสบบี คือ HB3 มาใชติ้ดฉลากกบั beads และ HB4 ซ่ึงถูกน ามาเคลือบ Test line แลว้ประสบ
ความส าเร็จสามารถน ามาใชต้รวจแอนติซีรัมจากผูป่้วยได้  

 
Xiang et al. (2012) พฒันาชุดตรวจแบบ double antibody sandwich-lateral flow 

immunoassay เพื่อใชต้รวจสอบ hepatitis C virus โดยใช ้recombinant จากโปรตีนส่วนท่ีแตกต่างกนั
ของเช้ือ HCV ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี ชุดตรวจสอบมีความไว และจ าเพาะเจาะจงต่อเช้ือ 
HCV เหมาะส าหรับการน าไปใชต้รวจโรคนอกหอ้งปฏิบติัการ 

 
Drygin et al. (2011) พฒันาชุดตรวจสอบ PVX ในมนัฝร่ังโดยใช ้PAb เช่ือมต่อกบัอนุภาค

ทองขนาด 15±5 นาโนเมตร ตรวจจบัไวรัส PVX ตรงบริเวณ conjugated และใชโ้มโนโคลนอล
แอนติบอดีเป็นเส้น Test line โดยใช ้Cellulose nitrate membrane ชุดตรวจท่ีพฒันาข้ึนสามารถ
น าไปใชต้รวจ PVX ในแปลงไดท่ี้ระดบัความเขม้ขน้ของเช้ือ 8 ถึง 1,000 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ภายใน
เวลา 15 นาที 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่3  องคป์ระกอบต่างๆ ท่ีประกอบเป็น Lateral Flow Immunochromatography Assays (LFIA) 
  ซ่ึงประกอบดว้ย Backing pad, Sample pad, Conjugate pad, Reaction membrane และ 
  Absorption pad  
 
ทีม่า:  Cytodiagnostics Inc, 2013
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

1. ตวัอยา่งพืชทดสอบท่ีแสดงอาการของโรคใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ 

2. ตู ้Laminar Flow Cabinet 
3. เคร่ืองป่ันเหวีย่งความเร็วสูง 

4. ตูแ้ช่แขง็ -80 องศาเซลเซียส 

5. ตูแ้ช่แขง็ -20 องศาเซลเซียส 

6. ตูเ้ยน็ 4 องศาเซลเซียส 

7. เคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ 

8. เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิอตัโนมติั 37 องศาเซลเซียส 

9. เคร่ืองไมโครเวฟ  
10. เคร่ืองชัง่ 2 ต าแหน่ง 
11. เคร่ือง Electrophoresis  
12. เคร่ืองวเิคราะห์ภาพ Gel Doc 
13. เคร่ือง Vortex  
14. เคร่ืองเขยา่  
15. เคร่ือง Air jet และ Biojet 
16. เคร่ืองอ่านผล ELISA 
17. ไมโครปิเปต  
18. เคร่ือง Ultrasonicator  
19. เคร่ือง Protein Electrophoresis  

20. กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 

21. เคร่ือง Spectrophotometer 
22. เคร่ือง pH meter 
23. อาหารเล้ียงเช้ือ 2xYT ท่ีเติม สารปฏิชีวนะชนิดเหลวและแขง็ 

24. สารเคมีท่ีใชใ้นขั้นตอนของการสกดัพลาสมิด 

25. สารเคมีท่ีใชใ้นขั้นตอนของการตรวจสอบดว้ยเทคนิค SDS-PAGE 

26. กระต่าย และสารเคมีในการผลิตแอนติบอดี 
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 27. ไมโครเพลท และสารเคมีท่ีใช้ในขั้นตอนของการตรวจสอบด้วยเทคนิค Indirect 
ELISA 

 28. ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน และสารเคมีท่ีใช้ในขั้นตอนของการตรวจสอบดว้ยเทคนิค 

DIBA 

 29. สารละลาย Colloidal gold ขนาด 40 นาโนเมตร และสารเคมีท่ีใชใ้นขั้นตอนของการ
ผลิตชุดตรวจสอบ 

 30. วสัดุอุปกรณ์ต่าง ๆ ท่ีใชใ้นการปฏิบติัการทางซีรัมวทิยา 

31. โรงเรือนและพืชทดสอบชนิดต่าง ๆ  

      31.1 สควอช (Cucurbita maxima Duchesne พนัธ์ุลูกผสม)  
      31.2 ฟักทอง (Cucurbita moschata Duchesne พนัธ์ุลูกผสม) 
      31.3 ต าลึง (Coccinia grandis (L.) Voig) 

 
วธีิการ 

 
1.  ส ารวจ เกบ็ตัวอย่างมะละกอและพชืตระกูลแตง และการปลูกเช้ือบนพชืทดสอบ 
 
 ส ารวจ และเก็บตวัอยา่งมะละกอ ต าลึง ฟักทอง แคนตาลูป แตงโม และวชัพืชจากแปลง
ปลูกมะละกอ และพืชตระกลูแตงท่ีแสดงอาการของโรคใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ ในพื้นท่ีจงัหวดั
ขอนแก่น มหาสารคาม และกาฬสินธ์ุ ซ่ึงพืชดงักล่าวแสดงลกัษณะอาการใบด่างสีเขียวแก่สลบัสี
เหลือง เน้ือใบไม่เรียบเป็นคล่ืน (puckering) ใบบิดเบ้ียวผดิรูปร่าง (distortion) และอาการจุดวง
แหวนบนผล (ringspot) ตรวจสอบตวัอยา่งพืชท่ีเก็บมาดว้ยแอนติบอดีท่ีจ าเพาะเจาะจงต่อเช้ือ PRSV 
ท่ีไดรั้บความอนุเคราะห์จากกลุ่มงานไวรัสวทิยา ส านกัวจิยัพฒันาการอารักขาพืช กรมวชิาการ
เกษตร จากนั้นจึงคดัเลือกตวัอยา่งท่ีจ  าเพาะเจาะจงต่อเช้ือ PRSV มาปลูกถ่ายเช้ือเขา้สู่พืชทดสอบ 
ไดแ้ก่ สควอช ฟักทอง และต าลึง โดยบดตวัอยา่งใบฟักทองท่ีเป็นโรค น ้าหนกัประมาณ 2 กรัม กบั 
0.1M PBS pH 7.4 ท่ีเติม 0.2% Na2SO3 ในอตัราส่วน 1:10 (น ้าหนกั : ปริมาตร) ในโกร่งท่ีแช่เยน็ 
จากนั้นโรยผง celite ผสมลงไปในน ้าคั้นพืชท่ีได ้แลว้น าน ้าคั้นพืชดงักล่าวไปทาลงบนใบของพืช
ทดสอบทั้งสามชนิด คือ สควอช ฟักทอง และ ต าลึงโดยพืชทดสอบน้ีอยูใ่นช่วงการเจริญเติบโตท่ีมี
เพียงใบเล้ียงเท่านั้น ควบคู่กบัการถ่ายเช้ือไวรัสเขา้สู่พืชทดสอบโดยการใชเ้ขม็ฉีดยาเบอร์ 20G ฉีด
น ้าคั้นพืชเขา้สู่เส้นกลางใบ และบริเวณล าตน้ของพืชทดสอบ จากนั้นทิ้งไวป้ระมาณ 10 นาที จึงลา้ง
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ใบพืชท่ีผา่นการถ่ายเช้ือดว้ยน ้ากลัน่ฆ่าเช้ือใหส้ะอาด แลว้น าตน้ของพืชทดสอบไปเล้ียงในโรงเรือน
เพื่อรอใหพ้ืชแสดงอาการของโรค 
 
2.  การผลติ Recombinant PRSV coat protein ในระบบเซลล์แบคทเีรีย 
 

การผลิต Recombinant PRSV coat protein ในระบบเซลลแ์บคทีเรียมีวธีิการดงัต่อไปน้ี    
ถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสม pQE 30 ท่ีมียนี PRSV coat protein ขนาด 864 คู่เบส เขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย 
E. coli สายพนัธ์ุ M15 ดว้ยวธีิการ heat shock transformation (Fristch et al., 2001) โดยน าพลาสมิด
ลูกผสมปริมาตร 10 ไมโครลิตร กบั competent cell เซลลแ์บคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ M15 ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร โดยการเคาะ
หลอดเบา ๆ น าหลอดไปแช่ในน ้าแขง็เป็นเวลา 30 นาที แลว้น าหลอดจุ่มลงในน ้าอุ่น อุณหภูมิ 42  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วนิาที จากนั้นน าหลอดไปแช่น ้าแขง็ทนัที เป็นเวลา 5 นาที แลว้จึงเติม
อาหาร SOB medium ลงไปในหลอดปริมาตร 250 ไมโครลิตร น าหลอดไปเขยา่ในเคร่ืองเขยา่
ควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) ท่ีตั้งอุณหภูมิไวท่ี้ 37 องศาเซลเซียส และความเร็ว 250 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดน าสารละลายเซลลแ์บคทีเรียมาเกล่ียบนอาหาร 2xYT agar 
ท่ีผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลินท่ีมีความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร จากนั้นน าเช้ือไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาขา้มคืน 

 
คดัเลือกโคโลนีเด่ียวของเช้ือ E. coli ท่ีเจริญเติบโตไดบ้นอาหารคดัเลือก โดยใชไ้มจิ้้มฟันท่ี

น่ึงฆ่าเช้ือแลว้แตะโคโลนีของเช้ือมาใส่หลอดไมโครทิวป์ท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือ 2xYT broth ท่ีผสม
สารปฏิชีวนะแอมพิซิลินเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปเล้ียงในสภาพเขยา่
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขา้มคืน ดว้ยความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที จากนั้นน าไปหมุนเหวีย่ง
เพื่อตกตะกอนเซลลแ์บคทีเรียท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทอาหารเหลวออก 
เติมสารลาย Solution I (50 mM glucose, 25 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10 mM EDTA, pH 8.0) 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ย vortex mixture จากนั้นเติม Solution II (0.2 N NaOH, 
1% SDS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และเติม Solution III (3 M Potassium acetate, 0.2 M Glacial 
acetic acid) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัเบา ๆ น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาทีหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสปริมาตร 
200 ไมโครลิตรใส่หลอดใหม่ และเติม Isopropanal ปริมาตร 200 ไมโครลิตร หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง เก็บตะกอนพลาสมิด ลา้งตะกอนดว้ย absolute 
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ethanol ปริมาตร 150 ไมโครลิตร จ านวน 2 รอบ ตากตะกอนพลาสมิดใหแ้หง้ แลว้ละลายตะกอน
ดว้ยน ้ากลัน่ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ตรวจขนาดพลาสมิดลูกผสมท่ีแยกไดด้ว้ยเทคนิคอิเลคโตรโฟรี
ซิส  

 
การเพิ่มปริมาณ Recombinant PRSV coat protein ในแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ M15 ซ่ึงมี

วธีิการดงัน้ี ท าการคดัเลือกโคโลนีเด่ียว มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ 2xYT broth ท่ีเติมสารปฏิชีวนะ
แอมพิซิลินความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ท าการเล้ียงเช้ือในสภาพเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนั้นชกัน าใหเ้ซลลแ์บคทีเรียมีการ
สังเคราะห์ Recombinant PRSV coat protein โดยการเติมสาร IPTG (Isoproply B-D-
1thiogalactopyranoside) ใหมี้ความเขม้ขน้เทา่กบั 1 มิลลิโมลาร์ และเก็บเซลลโ์ดยเร่ิมท่ีเวลา 0 ชัว่โมง 
แลว้จึงน าเช้ือไปบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที ท าการเก็บเช้ือ
ทุก ๆ 1 ชัว่โมง จนครบชัว่โมงท่ี 6 และขา้มคืน จากนั้นน าเซลลท่ี์เก็บไดข้องแต่ละช่วงเวลาไปหมุน
เหวีย่งเพื่อตกตะกอนเซลลแ์บคทีเรียท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ละลายตะกอน
ดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 100 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัจากนั้นดูดผสมกบั 2x loading buffer 
อตัราส่วน 1:1 จากนั้นน าไปตม้ในน ้าเดือดเป็นเวลา 10 นาที แช่น ้าแขง็อีก 5 นาที แลว้น าไปป่ัน
เหวีย่งท่ี 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที น าสารละลายท่ีไดม้าหยอดลงในแต่ละช่องของเจล 
หยอดตวัอยา่งสารละลายโปรตีนท่ีเตรียมไดช่้องเจลละ 10 ไมโครลิตร แลว้แยกขนาดของโปรตีน
โดยการน าชุด SDS-PAGE ต่อเขา้กบัเคร่ืองก าเนิดไฟฟ้า ผา่นกระแสไฟฟ้าความต่างศกัยค์งท่ี 50 
โวลต ์เป็นเวลา 30 นาที แลว้เปล่ียนเป็น 100 โวลต ์เป็นเวลา 120 นาที แกะเจลออกมายอ้มดว้ย 
Staining (0.25% Coomassie blue R-250, 45% methanol, 10% acetic acid) เป็นเวลา 15 นาที ลา้งสี
ส่วนเกินออกดว้ย Destain (25% methanol + 7% acetic acid) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หรือจนกวา่จะ
เห็นแถบโปรตีนชดัเจน เปรียบเทียบขนาดโปรตีน Recombinant PRSV coat protein ดว้ยแถบ
โปรตีนมาตรฐาน (Fermentus, Finland) 

 
3.  การแยกสกดัให้บริสุทธ์ิ การวเิคราะห์ขนาด ปริมาณ และความเข้มข้นของ Recombinant PRSV 
coat protein 
  
 ท าการเล้ียงเช้ือในช่วงเวลาท่ีเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ M15 สามารถผลิต
Recombinant PRSV coat protein ไดใ้นปริมาณมากท่ีสุด ตามระยะเวลาท่ีไดท้ดสอบมาแลว้ขา้งตน้ 
จากนั้นน าไปหมุนเหวีย่งเพื่อตกตะกอนเซลลแ์บคทีเรียท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 
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องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที น าตะกอนเซลลท่ี์มาละลายดว้ย Buffer B (8 M urea, 50 mM Tris  
และ 0.3 M NaCl pH 8.0) โดยใช ้Lysozyme เขยา่ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที แลว้น าไปเก็บไว้
ท่ี อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส นาน 1 คืน จากนั้นน ามาท าใหเ้ซลลแ์ตกดว้ย ultrasonicator คร้ังละ 
30 วนิาที 10 คร้ัง บนน ้าแขง็ หรือจนกวา่ cell suspension จะใส แลว้จึงน าสารละลายเซลลท่ี์ไดไ้ป
หมุนเหวีย่งเพื่อตกตะกอนเซลลแ์บคทีเรียท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 20 นาที จากนั้นน าส่วนใส (supernatant) มาท าใหบ้ริสุทธ์ิภายใตส้ภาพ Denaturing condition 
โดยวธีิ Nickel-nitriloacetic acid agarose (Ni-NTA) (Qiagen, USA) โดยการบรรจุ Ni-NTA 
ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ลงในคอลมัน์ หลงัจากนั้นน า supernatant ไปผา่นคอลมัน์ท่ีเตรียมไว ้ท้ิงไวท่ี้
อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 60 นาที แลว้ปล่อยให ้supernatant ไหลผา่นคอลมัน์ (เรียกวา่ flow through) 
เก็บสารละลายไวต้รวจหาโปรตีน หลงัจากผา่นสารละลายโปรตีนในคอลมัน์แลว้ ลา้งโปรตีนอ่ืน ๆ 
ออกจากคอลมัน์ดว้ย Buffer C (Wash I) (8 M Urea, 50 mMTris และ 0.3 M NaCl, pH 6.3) ปริมาตร 
10 เท่าของปริมาตรคอลมัน์ เก็บสารละลายท่ีไหลผา่นคอลมัน์ไว ้จากนั้นท าการ elute โปรตีนท่ีเกาะ
อยูก่บั Ni-NTA ดว้ย Buffer D (Wash II) (8 M urea, 50 mM Tris และ 0.3 M NaCl pH 5.9) ปริมาตร 
10 เท่าของปริมาตรคอลมัน์ เก็บสารละลายท่ีไหลผา่นคอลมัน์ ท าการเก็บ fraction ท่ีได ้ในหลอดไม
โครทิวป์ จ านวน 20 หลอด แต่ละ fraction ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลว้ท าการชะ (elute) โปรตีนท่ีเกาะ
อยูใ่นคอลมัน์ออกดว้ย Buffer E (8 M Urea, 50 mM Tris และ 0.3 M NaCl, pH 4.5) ท าการเก็บ 
fraction ท่ีได ้ในหลอดไมโครทิวป์ จ านวน 20 fraction แต่ละ fraction ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
(Sambrook and David, 2001) จากนั้นจึงน าสารละลายท่ีไหลผา่นคอลมัน์ในแต่ละช่วงไปท าการ
ตรวจหาโปรตีนดว้ยเทคนิค SDS-PAGE 
  

3.1  การวเิคราะห์ขนาดของ Recombinant PRSV coat protein ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE 
 

       ท าการศึกษาขนาดของ Recombinant PRSV coat protein โดยน าตวัอยา่งสารละลายท่ี
ไหลผา่นคอลมัน์ flow through, wash I, wash II และ elution แต่ละ fraction ผสมกบั 2x loading 
buffer อตัราส่วน 1:1 ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE เก็บ fraction ท่ีมี Recombinant PRSV coat protein 
ขนาดประมาณ 34 กิโลดาลตนั เพื่อน าไปท าไดอะไลซิส และน าไปใชเ้ป็นแอนติเจนส าหรับการ
ผลิตแอนติบอดีในสัตวท์ดลอง 
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3.2  การหาปริมาณโปรตีน Recombinant PRSV coat protein ดว้ยวธีิ Bradford protein 
assay 

 
        หลงัจากการสังเคราะห์ Recombinant PRSV coat protein ในแบคทีเรีย E.coli สายพนัธ์ุ 
M15 แลว้น าโปรตีนท่ีไดม้าท าบริสุทธ์ิโปรตีนดว้ยวธีิ affinity chromatography โดยใช ้Ni-NTA 
ก่อนท่ีจะน าโปรตีนท่ีไดไ้ปใชเ้ป็นแอนติเจนในการผลิตแอนติบอดีในสัตวท์ดลอง ตอ้งท าการ
ไดอะไลซิสโปรตีนในสารละลาย 1xPBS, pH 7.4 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (เปล่ียนสารละลาย 
1xPBS, pH 7.4 จ านวน 4 คร้ัง ทุก ๆ 4 ชัว่โมง) ในเวลา 24 ชัว่โมง แลว้น าโปรตีนท่ีผา่นการท า
ไดอะไลซิสมาค านวณความเขม้ขน้ของโปรตีนโดยวธีิการ Bradford protein assay ซ่ึงมีวธีิการดงัน้ี
เตรียมโปรตีนมาตรฐาน โดยใช ้Bovine serum albumin (BSA) ละลายกบัสารละลาย 1xPBS ใหมี้
ความเขม้ขน้เท่ากบั 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ในการท าปฏิกิริยาจะใชโ้ปรตีนมาตรฐาน และ Recombinant PRSV coat protein ปริมาตร 
20 ไมโครลิตรกบั Bradford reagent (Biorad, USA) 980 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 10 
นาที น าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน A595 นาโนเมตร และใช ้1xPBS เป็น blank สร้างกราฟ
มาตรฐาน (Standard curve) จากค่าดูดกลืนแสงท่ีวดัไดจ้ากปฏิกิริยาของโปรตีนมาตรฐานทุกความ
เขม้ขน้ แลว้จึงเปรียบเทียบค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร ของโปรตีน 
Recombinant PRSV coat protein กบั Standard curve ท่ีสร้างข้ึนเพื่อใหท้ราบค่าความเขม้ขน้ของ 
โปรตีน Recombinant PRSV coat protein ท่ีได ้
 
4.  การผลติโพลโีคลนอลแอนติบอดีในสัตว์ทดลอง และการตรวจสอบค่าไตเตอร์ (Titer) ของ 
แอนติซีรัมด้วยวธีิ Indirect ELISA 
 
 4.1  การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีในสัตวท์ดลอง 

 
        กระต่ายท่ีใชเ้ป็นสัตวท์ดลอง เป็นกระต่ายเพศเมียพนัธ์ุ White New Zealand อายุ

ประมาณ 2 เดือน และมีน ้าหนกัประมาณ 2.0 กิโลกรัม โดยเจาะเลือดกระต่ายในสัปดาห์แรกเพื่อใช้
เป็นซีรัมปกติ (Normal serum, Ns) จากนั้นน า Recombinant PRSV coat protein ท่ีท าการสังเคราะห์
โปรตีนใน E. coli สายพนัธ์ุ M 15 ปรับความเขม้ขน้ของโปรตีนใหไ้ด ้1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผสม
กบั Complete Freund’s adjuvant (CFA) ในอตัราส่วน 1:1 และฉีดเขา้ทางใตผ้วิหนงั (Subcutaneous 
injection, SC) ในคร้ังแรก และฉีดแอนติเจนเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีผสมกบั Incomplete 
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Freund’s adjuvant (IFA) ในอตัราส่วน และปริมาตรเท่าเดิมอีกคร้ังในคร้ังท่ี 2, 3, 4 เร่ิมเจาะเลือดท่ี
เส้นเลือดบริเวณใบหูคร้ังแรกในสัปดาห์ท่ี 5 และท าการเจาะเลือดทุก ๆ สัปดาห์ ปริมาณเลือดท่ีเจาะ
แต่ละคร้ังประมาณ 15-20 มิลลิลิตร จนครบ 10 คร้ัง เม่ือท าการเจาะเลือดจากกระต่ายแลว้น าเลือดมา
ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชัว่โมง กรีดรอบกอ้นเลือดดว้ยเขม็ฉีดยา แลว้น าไปเก็บท่ี 4  
องศาเซลเซียส นานขา้มคืน จากนั้นหมุนเหวีย่งเพื่อตกตะกอนเม็ดเลือดแดงดว้ยแรงเหวี่ยง 8,000 
รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เก็บส่วนซีรัมและเติม 2% NaN3 ใหไ้ดค้วาม
เขม้ขน้เป็น 0.02% เพื่อป้องกนัการปนเป้ือนของแบคทีเรีย เก็บแอนติซีรัมท่ีไดไ้วท่ี้อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส 
 
 4.2  การตรวจสอบค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัมดว้ยเทคนิค Indirect ELISA 
 

        การตรวจสอบค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัมท่ีผลิตไดต่้อ Recombinant PRSV coat 
protein เพื่อหาค่าความเจือจางสูงสุดของแอนติซีรัมท่ียงัคงใหผ้ลบวก (มากกวา่ 2 เท่าของ O.D.405 
ของซีรัมปกติ, Normal serum) ดว้ยวธีิการ Indirect ELISA ตามวธีิการของ Clark and Adam (1977) 
โดยการเคลือบหลุม micro plate ดว้ย Recombinant PRSV coat protein ท่ีมีความเขม้ขน้ 10 นาโน
กรัมต่อไมโครลิตร ใน Carbonate coating buffer, pH 9.6 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียสนานขา้มคืน ลา้งออกดว้ย PBST (PBS ท่ีผสม 0.05% tween 20) หลุมละ 200 
ไมโครลิตร 5 คร้ัง คร้ังละ 3 นาที เติม Blocking solution (2% Skim milk ท่ีละลายใน PBST)  
(Sigma, USA) ท่ีละลายใน PBST) หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน
กล่องความช้ืนเป็นเวลา เป็นเวลา 60 นาที ลา้งออกดว้ย PBST หลุมละ 200 ไมโครลิตร 5 คร้ัง คร้ัง
ละ 3 นาที เติมแอนติซีรัมท่ีเจือจางดว้ย Blocking solution แบบ 2 เท่า (2 fold-dilutions) โดยเร่ิมตน้
เจือจางท่ีความเขม้ขน้ 1:100 ถึง1:1,638,400  หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ในกล่องความช้ืนเป็นเวลา 60 นาที ลา้งออกดว้ย PBST หลุมละ 200 ไมโครลิตร 5 คร้ัง 
คร้ังละ 3 นาที เติม Goat anti-rabbit IgG conjugated with alkaline phosphatase (GAR-conjugated) 
(Sigma, USA) เจือจาง 1:10,000 ใน Blocking solution  หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ในกล่องความช้ืนเป็นเวลา 60 นาที ลา้งดว้ย PBST หลุมละ 200 ไมโครลิตร 5 
คร้ัง คร้ังละ 3 นาที แลว้เติมสารละลายสับเสตรท p-nitrophenyl phosphate ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร ท่ีละลายใน 10% Diethanolamine หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ในกล่องความช้ืนและมืดเป็นเวลา 30 นาที แลว้หยดุปฏิกิริยาดว้ย 3N NaOH หลุมละ 100 
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ไมโครลิตร วดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน A 405 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง ELISA microplate 
reader ก าหนดค่าท่ีมากกวา่ 2 เท่าของซีรัมปกติท่ีใหค่้าเป็นบวก 
 
5.  การแยกสกดัอมิมูโนโกลบูลนิ ศึกษาชนิดและความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของ Blocking solution 
ทดสอบค่าไตเตอร์ของ IgG และ ความจ าเพาะเจาะจงต่อเช้ือ PRSV ในมะละกอและพชืตระกูลแตง 
ด้วยวธีิการ Indirect ELISA, DIBA และ TIBA 
 
 5.1  การแยกสกดัอิมมูโนโกลบูลิน  
 
        การแยกสกดั IgG ดว้ยชุดสกดั Protein A (GE, Sweden) โดยการโหลด binding buffer 
ผา่นคอลมัน์ปริมาตร 1 เท่าของปริมาตรของแอนติซีรัม บ่มทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 10 นาที 
น าคอลมัน์ ไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที น าแอนติซีรัมไปผา่นคอลมัน์ โดยไม่ให้
เกิดฟองอากาศ บ่มทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที น าคอลมัน์ไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 
3,000 รอบต่อนาที ลา้งคอลมัน์ อีกสองคร้ังดว้ย Binding buffer จากนั้นจึงชะ IgG บริสุทธ์ิดว้ย 
Elution buffer ปรับสภาพของ IgG ดว้ย 0.05 เท่าของปริมาตร IgG ดว้ย Netutralizing buffer เก็บ
สารละลายท่ีไหลผา่นคอลมัน์แต่ละ fraction ไปตรวจสอบความบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิค SDS-PAGE 
จากนั้นปรับความเขม้ขน้ของ IgG โดยใชค้่า Extinction coefficient ของ IgG เพื่อปรับ pH ของ IgG 
ใหเ้ป็นกลาง ค านวณความเขม้ขน้ของ IgG ท่ีแยกไดจ้าก สูตร O.D.280/1.4 = X มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
(Clark และ Adam, 1977) 
 

5.2  การหาค่าความเจือจางของ Recombinant PRSV coat protein ท่ีสามารถตรวจสอบได้
ดว้ยเทคนิค DIBA และ Indirect ELISA 

 
        ท าการเจือจาง Recombinant PRSV coat protein บริสุทธ์ิท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5-1,280 

นาโนกรัมต่อไมโครลิตร หยดลงบนแผน่ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน ผึ่งใหแ้หง้ น าแผน่ NCM แช่ลง
ใน Blocking buffer (2% skim milk ท่ีละลายใน TBS) ท่ีเติม 0.4% Triton X-100 เป็นเวลา เป็นเวลา 
60 นาที จากนั้นเติม PAb-PRSV เจือจางใน Blocking buffer ในอตัรา 1:1,000 เป็นเวลา 60 นาที ลา้ง
ดว้ย TBST จ านวน 3 คร้ัง นานคร้ังละ 5 นาที จากนั้นไปแช่ในสารละลาย GAR-conjugated ท่ีเจือ
จางใน Blocking buffer อตัราส่วน 1:10,000 โดยในแต่ละขั้นตอนจะน าไปเขยา่บนเคร่ืองเขยา่ตลอด
เวลและลา้งดว้ย TBST (0.05% tween 20, tris-buffer saline) จ านวน 3 คร้ัง นานคร้ังละ 5 นาที 
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จากนั้นเติมสารละลาย Napthol AS-MX phosphate และ fast red TR salt (5-chloro 2 
toluidincdiazonium chloride hemizene chloride) เป็นสับสเตรท บ่มในท่ีมืดจนกวา่จะเกิดสีชมพู
ของปฏิกิริยาหยดุปฏิกิริยาโดยการลา้งแผน่เมมเบรนในน ้ากลัน่ 

 
5.3  การศึกษาชนิด และความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ Blocking solution 
 

         เปรียบเทียบความเหมาะสมของ Blocking solution ไดแ้ก่ BSA และ SK ในการ
ป้องกนัการเกิดปฏิกิริยาท่ีไม่จ าเพาะเจาะจง (non specific reaction) โดยวธีิการ Indirect ELISA ใน
การทดลองใช ้BSA และ SK ท่ีระดบัความเขม้ขน้คือ 1% BSA, 2% BSA, 3% BSA, 4% BSA และ 
1% SK, 2% SK, 3% SK และ 4% SK ตามล าดบั โดยการบดตวัอยา่งใบสควอชท่ีเป็นโรคใน 
Carbonate coating buffer, pH 9.6 ในอตัราส่วน 1:10 ท าปฏิกิริยากบั IgG ท่ีเจือจาง 1:1,000 ใน 
Blocking solution และ GAR-conjugated เจือจาง 1:10,000 ใน Blocking solution โดยมีแผนการ
ทดลองดงัน้ี 
   
         ทรีทเมนตท่ี์ 1 ใบสควอชเป็นโรคท าปฏิกิริยากบัแอนติซีรัมเจือจาง 1:1,000 ใน 1% 
BSA 
         ทรีทเมนตท่ี์ 2 ใบสควอชเป็นโรคท าปฏิกิริยากบัแอนติซีรัมเจือจาง 1:1,000 ใน 2% 
BSA 
         ทรีทเมนตท่ี์ 3 ใบสควอชเป็นโรคท าปฏิกิริยากบัแอนติซีรัมเจือจาง 1:1,000 ใน 3% 
BSA 
         ทรีทเมนตท่ี์ 4 ใบสควอชเป็นโรคท าปฏิกิริยากบัแอนติซีรัมเจือจาง 1:1,000 ใน 4% 
BSA 
         ทรีทเมนตท่ี์ 5 ใบสควอชเป็นโรคท าปฏิกิริยากบัแอนติซีรัมเจือจาง 1:1,000 ใน 1% SK 
         ทรีทเมนตท่ี์ 6 ใบสควอชเป็นโรคท าปฏิกิริยากบัแอนติซีรัมเจือจาง 1:1,000 ใน 2% SK 
         ทรีทเมนตท่ี์ 7 ใบสควอชเป็นโรคท าปฏิกิริยากบัแอนติซีรัมเจือจาง 1:1,000 ใน 3% SK 
         ทรีทเมนตท่ี์ 8 ใบสควอชเป็นโรคท าปฏิกิริยากบัแอนติซีรัมเจือจาง 1:1,000 ใน 4% SK 
         ทรีทเมนตท่ี์ 9 ใบสควอชปกติท าปฏิกิริยากบัแอนติซีรัมเจือจาง 1:1,000 ใน 1% BSA 
         ทรีทเมนตท่ี์ 10 ใบสควอชปกติท าปฏิกิริยากบัแอนติซีรัมเจือจาง 1:1,000 ใน 2% BSA 
         ทรีทเมนตท่ี์ 11 ใบสควอชปกติท าปฏิกิริยากบัแอนติซีรัมเจือจาง 1:1,000 ใน 3% BSA 
         ทรีทเมนตท่ี์ 12 ใบสควอชปกติท าปฏิกิริยากบัแอนติซีรัมเจือจาง 1:1,000 ใน 4% BSA 
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        ทรีทเมนตท่ี์ 13 ใบสควอชปกติท าปฏิกิริยากบัแอนติซีรัมเจือจาง 1:1,000 ใน 1% SK 
        ทรีทเมนตท่ี์ 14 ใบสควอชปกติท าปฏิกิริยากบัแอนติซีรัมเจือจาง 1:1,000 ใน 2% SK 
        ทรีทเมนตท่ี์ 15 ใบสควอชปกติท าปฏิกิริยากบัแอนติซีรัมเจือจาง 1:1,000 ใน 3% SK 
        ทรีทเมนตท่ี์ 16 ใบสควอชปกติท าปฏิกิริยากบัแอนติซีรัมเจือจาง 1:1,000 ใน 4% SK 
 
ท า 4 ซ ้ าต่อทรีทเมนต ์โดยท าการทดลองตามขั้นตอนในขอ้ 5 ก าหนดค่าเฉล่ียท่ี A 405 นาโน

เมตร มากกวา่ 2 เท่า ของใบสควอชปกติท่ีท าปฏิกิริยากบัแอนติบอดีท่ีเจือจางใน Blocking solution  
แต่ละทรีทเมนต ์เป็นผลการทดลองท่ีสามารถน าไปใชใ้นการคดัเลือกชนิดของ Blocking solution  
ท่ีสามารถใหผ้ลการป้องกนัการเกิดปฏิกิริยาท่ีไม่จ าเพาะเจาะจงท่ีดี 

 
5.4  การตรวจสอบไตเตอร์ของ IgG เปรียบเทียบประสิทธิภาพของแอนติบอดีท่ีผลิตไดก้บั

แอนติบอดีทางการคา้ 
 

         หาค่าไตเตอร์ของ IgG ท่ีผลิตจาก Recombinant PRSV coat protein ต่อเช้ือ PRSV 
ดว้ยเทคนิค Indirect ELISA ปรับความเขม้ขน้ใหไ้ด ้1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นเจือจาง IgG 
แบบ 2 fold dilution ตั้งแต่ 1:100 จนถึงระดบัความเขม้ขน้ท่ี 1:1,638,400 เปรียบเทียบกบัแอนติบอดี
ทางการคา้ MAb-PRSV (Agdia) ท่ีระดบัความเขม้ขน้เดียวกนั โดยใชต้วัอยา่งสควอชท่ีเป็นโรคใน
อตัราส่วน 1:10 ดว้ยวธีิ Indirect ELISA เคลือบหลุม ELISA plate ดว้ยตวัอยา่งสวอชท่ีเป็นโรค 
PRSV อตัราส่วน 1:10 ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสขา้มคืน เติม 
IgG ของ PAb-PRSV และ MAb-PRSV หลุมละ 100 ไมโครลิตร ท าการตรวจสอบเช่นเดียวกบัขอ้ 4 
และตามวธีิการของบริษทัส าหรับ MAb-PRSV อ่านผลของปฏิกิริยาท่ีความยาวคล่ืน A 405 นาโน
เมตร โดยก าหนดค่าส้ินสุดไตเตอร์ คือ ค่าต ่าสุดของค่าการดูดกลืนแสงท่ีมากกวา่ 2 เท่าของค่าท่ีอ่าน
ไดจ้ากพืชปกติ (Negative control) ท าปฏิกิริยากบั IgG และ MAb-PRSV   
 

5.5  ค่าการเจือจางของน ้าคั้นพืชท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยาดว้ยเทคนิค Indirect ELISA 
 
       ทดลองหาค่าการเจือจางน ้าคั้นสควอช ฟักทอง และต าลึงท่ีใชใ้นการตรวจสอบดว้ยวธีิ 

Indirect ELISA โดยมีวธีิการทดลองดงัต่อไปน้ี คือ เคลือบหลุม ELISA plate ดว้ยน ้าคั้นพืชท่ีเจือ
จางแบบ 2 เท่า (2 fold-dilutions) จาก 1:10 ถึง 1:20,480 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุมบ่มท่ี
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อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน จากนั้น เทและลา้งเอาสารส่วนเกินออกดว้ย PBST ปริมาตร 
200 ไมโครลิตรต่อหลุม ต่อจากนั้นด าเนินการตามขั้นตอนเช่นเดียวกบัวธีิ Indirect ELISA ขอ้ 5 

 
5.6  การตรวจสอบเช้ือ PRSV ในมะละกอและพืชตระกลูแตงดว้ยเทคนิค DIBA 
 
       ท าการตรวจสอบดว้ยเทคนิค DIBA โดยมีวธีิการดงัน้ี บดใบมะละกอ พืชตระกลูแตง 

และวชัพืช มาบดดว้ย PBS ในอตัราส่วน 1:10 ใชน้ ้าคั้นปริมาตร 20 ไมโครลิตร หยดลงบนแผน่ไน
โตรเซลลูโลสเมมเบรน ท าการตรวจสอบเช่นเดียวกบัขอ้ 5.2 เพื่อหาความจ าเพาะเจาะจงของ PAb-
PRSV ท่ีสามารถตรวจสอบเช้ือ PRSV ในตวัอยา่งพืชเป็นโรค สามารถเกิดปฏิกิริยาท่ีชดัเจน  

 
5.7  การตรวจสอบการแพร่กระจายของเช้ือ PRSV ในพืชอาศยัดว้ย TIBA 

 
       ท าปฏิกิริยาดว้ยวธีิการ TIBA ท่ีดดัแปลงจาก Martin et al. (2002) เพื่อตรวจสอบการ

เพิ่มปริมาณ และการแพร่กระจายของเช้ือ PRSV ในพืชท่ีเป็นโรค มีวธีิการดงัน้ี ใชต้วัอยา่งต าลึงท่ี
ปลูกเช้ือ PRSV อาย ุ2 เดือน ตดัส่วน ดอก กา้นดอก ใบอ่อน กา้นใบ มือเกาะ ล าตน้บริเวณขอ้ตาท่ี 
1-5 ล าตน้ ราก และล าตน้บริเวณขอ้ตามาทดสอบ (ตารางท่ี 1) กดช้ินส่วนพืชลงบนแผน่ไนโตร
เซลลูโลสเมมเบรน โดยกดคา้งไวน้าน 5-10 วนิาที เพื่อให้สารละลายในช้ินส่วนพืชไหลออกมาท่ี
แผน่เมมเบรน ปล่อยใหเ้มมเบรนแหง้ ต่อจากนั้นด าเนินการตามขั้นตอนเช่นเดียวกบัวิธี DIBA ใน
ขอ้ 5.2 
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ตารางที่ 1  แสดงส่วนต่าง ๆ ของตน้ต าลึงท่ีปลูกเช้ือ PRSV ซ่ึงเก็บตวัอยา่งมาทดสอบดว้ยเทคนิค  
                  TIBA 
 
ล าดบัท่ี                ส่วนของพืช ต าเหน่งท่ีเก็บตวัอยา่ง 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 

ดอก 
กา้นดอก 
ใบอ่อน 
กา้นใบ 
มือเกาะ 
ล าตน้บริเวณขอ้ตา 1 
ล าตน้บริเวณขอ้ตา 2 
ล าตน้บริเวณขอ้ตา 3 
ล าตน้บริเวณขอ้ตา 4 
ล าตน้บริเวณขอ้ตา 5 
ล าตน้บริเวณ 
ราก 

ดอกแรกท่ีบานเตม็ท่ีนบัจากปลายยอด 
กา้นของดอกแรกท่ีบานเตม็ท่ีนบัจากปลายยอด 
ใบท่ี 3 นบัจากปลายยอด 
กา้นของใบท่ี 3 นบัจากปลายยอด 
มือเกาะบริเวณกา้นของใบท่ี 3 นบัจากปลายยอด 
ขอ้ท่ี 1จากโคนตน้ท่ีโผล่เหนือระดบัดิน 
ขอ้ท่ี 2จากโคนตน้ท่ีโผล่เหนือระดบัดิน 
ขอ้ท่ี 3จากโคนตน้ท่ีโผล่เหนือระดบัดิน 
ขอ้ท่ี 4 จากโคนตน้ท่ีโผล่เหนือระดบัดิน  
ขอ้ท่ี 5 จากโคนตน้ท่ีโผล่เหนือระดบัดิน 
โคนตน้ท่ีโผล่เหนือระดบัดิน 
รากใหญ่ท่ีอยูใ่ตผ้ิวดิน 

  
 5.8  การตรวจสอบความสามารถในการถ่ายโรคใบด่างจุดวงแหวนมะละกอผา่นทางเมล็ด 
 
         เก็บตวัอยา่งเมล็ดต าลึงจากผลต าลึงท่ีตรวจพบเช้ือ PRSV เม่ือตรวจสอบดว้ยเทคนิค 
Indirect ELISA และ DIBA เพาะเมล็ดต าลึงในโรงเรือนปลูกพืชทดลองท่ีมิดชิด ป้องกนัการเขา้
ท าลายของแมลง เม่ือต าลึงอายคุรบ 1 เดือน เก็บตวัอยา่งใบต าลึง 2-3 ใบต่อตน้มาตรวจสอบหาเช้ือ 
PRSV ดว้ยเทคนิค Indirect ELISA  
 
6.  เปรียบเทยีบประสิทธิภาพของแอนติบอดีทีผ่ลติจาก Recombinant PRSV coat protein กบั
แอนติบอดีทางการค้าต่อเช้ือ PRSV ในมะละกอ และพชืตระกูลแตงทีส่ ารวจและเกบ็ตัวอย่างจาก
แปลงเกษตรกร 
  
 6.1  เปรียบเทียบประสิทธิภาพของ PAb-PRSV ท่ีผลิตจาก Recombinant PRSV coat 
protein กบัแอนติบอดีทางการคา้ 
 



37 

 

        เปรียบเทียบความจ าเพาะเจาะจงของ PAb-PRSV ท่ีผลิตจาก Recombinant PRSV coat 
protein กบัแอนติบอดีทางการคา้ คือ MAb-PRSV, MAb-Potyvirus และ MAb-WSMoV (Agdia, 
USA), ซ่ึงไดรั้บความอนุเคราะห์จากกลุ่มงานไวรัสวทิยา ส านกัวจิยัพฒันาการอารักขาพืช กรม
วชิาการเกษตร โดยตรวจสอบเช้ือ PRSV ในมะละกอ แคนตาลูป แตงโม ฟักทอง และต าลึง โดยเจือ
จางน ้าคั้นพืชเป็นโรคในอตัราส่วน 1:10 และเจือจางแอนติบอดี 1:200 ตามวธีิการของบริษทั ท าตาม
ขั้นตอนในขอ้ท่ี 5 และใช ้Goat anti-mouse IgG conjugated with alkaline phosphatase  
(GAM-conjugated) ส าหรับ MAb ท่ีความเขม้ขน้เดียวกบั GAR-conjugated อ่านผลของปฏิกิริยาท่ี
ความยาวคล่ืน A 405 นาโนเมตร โดยก าหนดค่าการดูดกลืนแสงท่ีมากกวา่ 2 เท่าของค่าท่ีอ่านไดจ้าก
พืชปกติเป็นบวก  
 

6.2  ทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอดีต่อเช้ือ PRSV ในมะละกอ และพืชตระกลูแตง 
 

        ตรวจสอบความจ าเพาะเจาะจงของแอนติบอดีต่อเช้ือ PRSV ในมะละกอ พืชตระกลู
แตง และวชัพืชดว้ยเทคนิค Indirect ELISA โดยเลือกแอนติซีรัมท่ีมีค่าไตเตอร์สูงสุดมาแยกสกดั 
IgG และใชค้่าความเจือจางท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยาของ IgG ต่อเช้ือ PRSV มาท าการทดสอบ
กบัช้ินส่วนของดอก ใบ ผล และราก ของมะละกอ ต าลึง แตงโม แคนตาลูป ฟักทอง มะระข้ีนก  
ฟักเขียว แตงกวา บวบเหล่ียม บวบหอม บวบงู กระทกรก และข้ีกาขาว ซ่ึงเก็บจากแปลงปลูก
มะละกอและพืชตระกลูแตง โดยไดรั้บความอนุเคราะห์จากกลุ่มงานไวรัสวทิยา กลุ่มวจิยักกักนัพืช 
ส านกัวจิยัพฒันาการอารักขาพืช กรมวชิาการเกษตร ในการเก็บตวัอยา่งพืชมาจากแปลงเกษตรกร 
พื้นท่ีจงัหวดักาฬสินธ์ุ ขอนแก่น มหาสารคาม สกลนคร หนองคาย มุกดาหาร ชลบุรี ระยอง จนัทบุรี 
ลพบุรี สระบุรี กรุงเทพมหานคร นครปฐม สุโขทยั เชียงราย และพทัลุง โดยการเก็บตวัอยา่งพืชจะ
เก็บตวัอยา่งพืชท่ีมีลกัษณะอาการของโรคไวรัส โดยใบมีลกัษณะอาการใบด่างสีเขียวแก่สลบัสี
เหลือง เน้ือใบไม่เรียบเป็นคล่ืน บิดเบ้ียวผดิรูปร่าง มีอาการจุดวงแหวนบนผล จากนั้นน าตวัอยา่งท่ี
แสดงอาการของโรคมาบดดว้ย Carbonate coating buffer, pH 9.6 ในอตัราส่วน 1:10 เปรียบเทียบ
กบัพืชปกติ มาท าการทดลองดว้ยวธีิการ Indirect ELISA ตามการทดลองขอ้ 5 จากนั้นวดัค่าดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน A 405 นาโนเมตร อ่านผลการตรวจสอบดว้ยเคร่ือง ELISA microplate reader 
(Thermo, Finland) ก าหนดค่าท่ีมากกวา่ 2 เท่าของพืชปกติท่ีใหผ้ลการทดลองเป็นบวก หรือ
ตรวจสอบไดว้า่พืชตวัอยา่งนั้นเป็นโรคท่ีเกิดจากเช้ือ PRSV 
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7.  การผลติชุดตรวจสอบ (LFIA) และการตรวจสอบประสิทธิภาพในพชืตระกูลแตง 
 

7.1  การเตรียมสารละลาย Colloidal gold ขนาด 40 นาโนเมตร 
 
      เตรียม Colloidal gold ขนาด 40 นาโนเมตรปริมาตร 100 มิลลิลิตร จาก 0.01% gold 

(III) chloride trihydrate (Sigma,USA) ในน ้ากลัน่ท่ีกรองดว้ยตวักรองขนาด 0.22 ไมครอน ตม้จน
สารละลายเดือดท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส กวนดว้ย magnetic bar ตลอดเวลา จากนั้นเติม 300 
ไมโครลิตร ของ 0.1% trisodium citrate (Sigma,USA) ตม้จนสารละลายเปล่ียนเป็นสีแดงเขม้
ประมาณ 15 นาที ท าใหเ้ยน็ แลว้ปรับ pH ใหไ้ด ้7.4 ดว้ย 0.1M K2CO3 เก็บสารแขวนลอยอนุภาค
ทอง (gold solution) ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 400-700 นาโน
เมตร (Xu et al., 2006) 

 
7.2  การหาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมระหวา่ง IgG ของ PAb-PRSV กบั Colloidal gold 

 
       น าสารละลาย Colloidal gold ท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 7.1 มาเช่ือมต่อกบั IgG โดยปรับความ

เขม้ขน้ของ IgG ใหมี้ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นท า titration เพื่อหาความ
เหมาะสมของปฏิกิริยาระหวา่ง Colloidal gold conjugated IgG โดยการผสม IgG ใหมี้ความเขม้ขน้
สุดทา้ยท่ี 0-75 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร กบัสารละลาย Colloidal gold (ปรับใหไ้ด ้pH 7.4 ดว้ย  
0.1 M KCO3) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 5 นาทีเติม 10% NaCl 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มอีก 5 นาที สังเกตการเปล่ียนแปลงสีของอนุภาคทอง อตัราส่วนท่ี
เหมาะสมระหวา่ง IgG ของ PAb-PRSV กบั Colloidal gold คือ สารละลาย Colloidal gold ไม่
ตกตะกอน และไม่เปล่ียนสีจากสีม่วงแดงเป็นสีน ้าเงินเม่ือท าปฏิกิริยากบั 10% NaCl (Kumar et al, 
2011) ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีใหค้่าการดูดกลืนแสงสูงสุดในช่วงความยาวคล่ืน 520-580  
นาโนเมตร (Paek et al., 2000) คดัเลือกอตัราส่วนของ Colloidal gold และ IgG ท่ีเหมาะสมในการ
ท าปฏิกิริยาไปใชใ้นการพฒันาชุดตรวจสอบ  

  
7.3  การเช่ือมต่อ IgG กบัอนุภาคทอง (Colloidal gold conjugated IgG) 
 
       การท า Tritation เพื่อค านวณหาอตัราส่วนระหวา่ง IgG ของ PAb-PRSV กบั Colloidal 

gold เลือกระดบัความเขม้ขน้ IgG ท่ีระดบั 30, 45, 60 และ75 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เติมลงใน 
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Colloidal gold ปริมาตร 5 มิลลิลิตรโดยค่อยๆ เติม IgG ทีละหยด จากนั้นกวนเบาๆ ดว้ย magnetic 
stirrer เป็นเวลา 30 นาที เติม 10% BSA ใหมี้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1% กวนเบาๆ กวนต่อไปอีก 1 
ชัว่โมง น าไปตกตะกอน Colloidal gold conjugated IgG โดยหมุนเหวีย่งท่ี 10,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 15 นาที ทิ้งส่วนใส ละลายตะกอนดว้ย Passive gold diluents pH 7.4 (0.1M TBS pH 7.5 + 
0.5% Tween 20 +1% BSA + 0.02% sodium azide ) ใหมี้ปริมาณ 500 ไมโครลิตร หรือ O.D. 530 ให้
มีค่าเท่ากบั 3 เติม 20% sucrose และ 10% treharose ผสมใหเ้ขา้กนั และเก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส เพื่อ
ยดือายกุารเก็บรักษา 

 
7.4  การตรวจวิเคราะห์ลกัษณะของอนุภาคทอง (Colloidal gold ) 
 

        เปรียบเทียบขนาดของ Colloidal gold ก่อน และหลงัการเช่ือมดว้ย IgG โดยการน า
หยดอนุภาคทองลงบนแผน่กริดทองแดงท่ีเคลือบดว้ยฟอร์มวาม และคาร์บอนซบัใหแ้ห้ง น าไปส่อง
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่น (TEM) ตรวจดูท่ีก าลงัขยาย 120,000 เท่า ท่ี 100 
KV วดัขนาดอนุภาคทอง ดูการกระจาย และหาค่าเฉล่ียเส้นผา่นศูนยก์ลางขนาดอนุภาคทองก่อน 
และหลงัเช่ือมต่อดว้ย IgG 
 
 7.5  การศึกษาชนิดของแผน่ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน 
 
        ศึกษาปฏิกิริยาบนแผน่ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนท่ีแตกต่างกนั 3 ชนิด คือ AE98  
(5.0 ไมครอน), AE99 (8.0 ไมครอน) และ AE100 (10 ไมครอน) ท าเคร่ืองหมายท่ี 1 และ 1.5 
เซนติเมตรจากปลายดา้นหน่ึงของแผน่เมมเบรน ก าหนดเป็น Test line และ Control line ตามล าดบั 
ฉีดพน่ GAR ลงบนต าแหน่ง Control line ตามล าดบั โดยใช ้Biojet (Biodot, USA) ปล่อยใหแ้หง้ท่ี 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนั้นท าการประกอบชุดตรวจสอบบนแผน่พลาสติก 
(Plastic backing polyester) ท่ีมีขนาด 6x18 เซนติเมตร ตามล าดบัดงัน้ี คือ วางแผน่ไนโตรเซลลูโลส
เมมเบรนลงในช่องส าหรับวางแผน่เมมเบรน ลงในช่องล่างท่ีถดัจากช่องท่ีวางเมมเบรน แลว้จึงวาง
แผน่ใยแกว้ท่ีรองซบัตวัอยา่งน ้าคั้น (Sample pad) ลงซอ้นเกยแผน่ประมาณ 1 มิลลิเมตร และวาง
แผน่กระดาษซบัชนิดหนา (Absorption pad) เพื่อดูดซบัของเหลวไวด้า้นบนของแผน่พลาสติก ตดั
ใหมี้ขนาด 0.5 x 6 เซนติเมตร (ภาพท่ี 4) จุ่มชุดตรวจลงในบฟัเฟอร์ เปรียบเทียบความเขม้สี ความไว
ในการเคล่ือนท่ี และท่ีเกิดข้ึนบน Control line 
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 7.6  การคดัเลือกชนิด และความเขม้ขน้ของแอนติบอดีส าหรับใชเ้ป็น Control line และ 
Test line  
 

       ชนิด และความเขม้ขน้ของแอนติบอดีส าหรับใชเ้ป็นเส้น Test line ท าเคร่ืองหมายท่ี 1 
และ 1.5 เซนติเมตรจากปลายดา้นหน่ึงของแผน่ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน ก าหนดเป็น Control line 
และ Test line ตามล าดบั ขีดเส้น Goat anti rabbit (GAR) (Sigma, USA) ลงบนต าแหน่ง Control 
line และ IgG ของ PAb-PRSV และ MAb-Potyvirus ในอตัราส่วน 1 ไมโครลิตรต่อเซนติเมตร ตรง
ต าแหน่ง Test line บนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน ปล่อยใหแ้หง้ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 
ชัว่โมง โดยมีแผนการทดลองดงัต่อไปน้ี 

 
       ทรีทเมนตท่ี์ 1 ต าแหน่ง Control line ใช ้GAR เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 

Test line ใช ้IgG ของ PAb-PRSV เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
       ทรีทเมนตท่ี์ 2 ต าแหน่ง Control line ใช ้GAR เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 

Test line ใช ้IgG ของ PAb-PRSV เขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
       ทรีทเมนตท่ี์ 3 ต าแหน่ง Control line ใช ้GAR เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 

Test line ใช ้IgG ของ PAb-PRSV เขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
       ทรีทเมนตท่ี์ 4 ต าแหน่ง Control line ใช ้GAR เขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

และ Test line ใช ้IgG ของ PAb-PRSV เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
       ทรีทเมนตท่ี์ 5 ต าแหน่ง Control line ใช ้GAR เขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

และ Test line ใช ้IgG ของ PAb-PRSV เขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
       ทรีทเมนตท่ี์ 6 ต าแหน่ง Control line ใช ้GAR เขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

และ Test line ใช ้IgG ของ PAb-PRSV เขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
       ทรีทเมนตท่ี์ 7 ต าแหน่ง Control line ใช ้GAR เขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

และ Test line ใช ้IgG ของ PAb-PRSV เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
       ทรีทเมนตท่ี์ 8 ต าแหน่ง Control line ใช ้GAR เขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

และ Test line ใช ้IgG ของ PAb-PRSV เขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
       ทรีทเมนตท่ี์ 9 ต าแหน่ง Control line ใช ้GAR เขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

และ Test line ใช ้IgG ของ PAb-PRSV เขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
       ทรีทเมนตท่ี์ 10 ต าแหน่ง Control line ใช ้GAR เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

และ Test line ใช ้MAb-Potyvirus เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 



41 

 

       ทรีทเมนตท่ี์ 11 ต าแหน่ง Control line ใช ้GAR เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และ Test line ใช ้MAb-Potyvirus เขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

       ทรีทเมนตท่ี์ 12 ต าแหน่ง Control line ใช ้GAR เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และ Test line ใช ้MAb-Potyvirus เขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

       ทรีทเมนตท่ี์ 13 ต าแหน่ง Control line ใช ้GAR เขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และ Test line ใช ้MAb-Potyvirus เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

       ทรีทเมนตท่ี์ 14 ต าแหน่ง Control line ใช ้GAR เขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และ Test line ใช ้MAb-Potyvirus เขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

       ทรีทเมนตท่ี์ 15 ต าแหน่ง Control line ใช ้GAR เขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และ Test line ใช ้MAb-Potyvirus เขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

       ทรีทเมนตท่ี์ 16 ต าแหน่ง Control line ใช ้GAR เขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และ Test line ใช ้IgG ของ PAb-PRSV เขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

       ทรีทเมนตท่ี์ 17 ต าแหน่ง Control line ใช ้GAR เขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และ Test line ใช ้MAb-Potyvirus เขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

       ทรีทเมนตท่ี์ 18 ต าแหน่ง Control line ใช ้GAR เขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และ Test line ใช ้MAb-Potyvirus เขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
       คดัเลือกชนิด อตัราส่วน และความเขม้ขน้ของแอนติบอดีท่ีเหมาะสมในการท าให้

เกิดปฏิกิริยาบริเวณ Control line และ Test line ไปใชใ้นการพฒันาชุดตรวจสอบ 
 

 7.7  การหาอตัราส่วนปริมาณ Colloidal gold conjugated IgG ท่ีพน่ลงบนแผน่ Conjugate 
pad 
 
        ทดสอบหาชนิด และความเขม้ขน้ของแอนติบอดีส าหรับใชเ้ป็น Control line และ Test 
line จากนั้นหาอตัราส่วน Colloidal gold conjugated IgG ท่ีเหมาะสมโดยพน่ Colloidal gold 
conjugated IgG วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี A 530 นาโนเมตรใหมี้ค่าเท่ากบั 3 ในอตัราส่วน 1, 3, 5 
ไมโครลิตรต่อเซนติเมตร พน่ลงบนแผน่ Conjugate pad ปล่อยใหแ้หง้ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2 ชัว่โมง จากนั้นท าการประกอบชุดตรวจสอบ ตดัใหมี้ขนาด 0.5 x 6 เซนติเมตร หยด Sample 
buffer ปริมาณ 75 ไมโครลิตร ตรงบริเวณ Sample pad อ่านผลการเกิดปฏิกิริยาภายในเวลา 10 นาที 
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เปรียบเทียบความเขม้สีบนเส้น Control line ท่ีเหมาะสม เลือกอตัราส่วนของ Colloidal gold 
conjugated IgG ท่ีใหผ้ลการตรวจสอบบริเวณ Control line ท่ีคมชดัไปใชใ้นการผลิตชุดตรวจสอบ 
 
 7.8  การเปรียบเทียบ Colloidal gold ท่ีเตรียมไดก้บั Colloidal gold ทางการคา้ 
  
        เม่ือไดผ้ลการตรวจสอบชนิดของแผน่ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน ชนิดและความ
เขม้ขน้ของแอนติบอดีส าหรับใชเ้ป็น Test line อตัราส่วนปริมาณ Colloidal gold conjugated IgG ท่ี
พน่ลงบนแผน่ Conjugate pad เปรียบเทียบ Colloidal gold ท่ีเตรียมไดก้บั Colloidal gold ทางการคา้
ของยีห่อ้ DCN ยีห่อ้ KESTREL BIO SCIENC และยีห่อ้แปซิฟิกประเทศไทย โดยเลือกใชร้ะดบั
ความเขน้ของ IgG ของ PAb-PRSV ท่ี 45 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เช่ือมต่อ Colloidal gold 
conjugated IgG เช่นเดียวกบัขอ้ 7.3 เปรียบเทียบผลการเกิดปฏิกิริยาบนเส้น Control line ท่ีภายใน
เวลา 10 นาที เลือกชนิดของ Colloidal gold ท่ีใหสี้ Control line ท่ีเขม้ชดัเจน  
 
8.  การพฒันาชุดตรวจสอบ LFIA และหาชนิดของ Sample buffer ทีเ่หมาะสมในการบดตัวอย่าง
พชื 
 

8.1  การหาค่าความเจือจางของ Recombinant PRSV coat protein ท่ีสามารถตรวจสอบชุด
ตรวจสอบ LFIA 

 
       พน่ MAb-Potyvirus) ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ GAR อตัราส่วน 

100 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ในอตัราส่วน 1 ไมโครลิตรต่อเซนติเมตร ดว้ย Biojet (Biodot, USA) 
ลงบนแผน่ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน ชนิด AE99 ท่ีต าแหน่ง Test line และ Control line ตามล าดบั 
พน่ Conjugate pad ดว้ย Colloidal gold conjugated IgG ของ PAb-PRSV ท่ี 45 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ในอตัราส่วน 3 ไมโครลิตรต่อเซนติเมตร ปล่อยใหแ้หง้ ประกอบชุดตรวจสอบ ตดัชุด
ตรวจสอบใหมี้ขนาด 0.5x6 เซนติเมตร ทดสอบหาค่าการความเจือจางของ Recombinant PRSV 
coat protein ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10, 100 และ1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีใหผ้ลการตรวจสอบ
ท่ีชดัเจนภายในเวลา 10 นาที  
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8.2  หาชนิดของ Sample buffer ท่ีเหมาะสมในการบดตวัอยา่งพืชเพื่อใชท้ดสอบชุด
ตรวจสอบ LFIA 
 
         ทดสอบหาชนิดของ Sample buffer ท่ีเหมาะสมในการบดตวัอยา่งพืชทดสอบคือ 
ใบสควอชปกติ และใบสควอชท่ีติดเช้ือ PRSV ในบฟัเฟอร์ท่ีแตกต่างกนั 10 ชนิดคือ ก. DOA 
extraction buffer 2 pH 8.5, ข. DOA extraction buffer 2 pH 9.0, ค. DOA extraction buffer 2 pH 9.5 
(ส านกัวจิยั และพฒันาการอารักขาพืช) ง. PBS pH 7.4, จ. 1x PBS+0.05% Tween 20+0.01% SDS 
pH 7.4, ฉ. 10 mM Phosphate buffer pH 7.4, ช. 10 mM phosphate buffer pH 7.4 + 0.05% Tween 
20, ซ. Carbonate coating buffer pH 9.6, ฌ. Agdia extraction buffer pH 7. 4 และ ญ. BIOREBA 
general extraction buffer pH 7.4 เลือกชนิดของบฟัเฟอร์ท่ีใหผ้ลการตรวจสอบท่ีไม่เกิดปฏิกิริยาขา้ม
กบัพืชปกติ และผลการตรวจสอบบริเวณ Control line ท่ีชดัเจนไปใชใ้นการในการบดตวัอยา่งพืช 

 
8.3  ตรวจสอบประสิทธิภาพและความจ าเพาะเจาะของชุดตรวจสอบ LFIA  
 
       โดยบดตวัอยา่งมะละกอ ต าลึง แตงโม แคนตาลูป ฟักทอง มะระข้ีนก ฟักเขียว แตงกวา 

บวบเหล่ียม บวบหอม บวบงู กระทกรก และข้ีกาขาว ท่ีเป็นโรคดว้ย DOA extraction buffer pH 9.0 
เจือจางน ้าคั้นพืชท่ีเป็นโรคในอตัราส่วน 1:10, 1:100 และ1:1,000 ตามล าดบั หยดน ้าคั้นพืชปริมาตร 
75 ไมโครลิตร บริเวณ Sample pad ของชุดตรวจสอบ อ่านผลการเกิดปฏิกิริยาภายในเวลา 10 นาที 

 
9.  เปรียบเทยีบผลการตรวจสอบเช้ือ PRSV ด้วยเทคนิค Indirect ELISA, DIBA และ LFIA 
 
 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจสอบเช้ือ PRSV ในตวัอยา่งพืช ตวัอยา่งมะละกอ ต าลึง 
แตงโม แคนตาลูป ฟักทอง มะระข้ีนก ฟักเขียว แตงกวา บวบเหล่ียม บวบหอม บวบงู กระทกรก 
และข้ีกาขาว ดว้ยเทคนิค Indirect ELISA , DIBA และ LFIA เจือจางน ้าคั้นพืชในอตัราส่วน 1:100 
เปรียบเทียบผลการตรวจสอบเช้ือ PRSV ดูประสิทธิภาพ และความถูกตอ้งแม่นย  าของเทคนิคทั้ง 3 
เทคนิค เพื่อเลือกเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดไปใชใ้นการพฒันาการตรวจสอบเช้ือ PRSV ได้
อยา่งรวดเร็ว ถูกตอ้งแม่นย  า 
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ภาพที ่4  การประกอบชุดตรวจสอบ LFIA ประกอบดว้ย Plastic backing polyester  
  ขนาด 30 x 60 เซนติเมตร, Sample pad, Conjugated pad, Reaction membrane เมมเบรน  
  ท่ีมี Test line และ Control line, Absorption pad หรือ Wicking pad 
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ผลและวจิารณ์ 
 
1. ส ารวจ เกบ็ตัวอย่างมะละกอและพชืตระกูลแตง และการปลูกเช้ือบนพชืทดสอบ 
 

น าตวัอยา่งมะละกอ ต าลึง ฟักทอง และแตงโม ซ่ึงเก็บจากแปลงเกษตรกรในจงัหวดั 
ขอนแก่น มหาสารคาม กาฬสินธ์ุ ท่ีแสดงลกัษณะอาการ ใบด่างเขียวสลบัสีเหลือง เน้ือใบไม่เรียบ
เป็นคล่ืน บิดเบ้ียวผดิรูปร่าง มาปลูกถ่ายเช้ือลงบนพืชทดสอบ ไดแ้ก่ สควอช ฟักทอง และต าลึงดว้ย
วธีิกล พบวา่หลงัจากปลูกเช้ือประมาณ 1 เดือน ตน้สควอช (ภาพท่ี 5) ตน้ฟักทอง (ภาพท่ี 6) และ
ต าลึง (ภาพท่ี 7) ท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ PRSV จะแสดงอาการของโรคใบด่างจุดวงแหวนอยา่งชดัเจน  

 
ส าหรับบริเวณตน้และกา้นใบเม่ืออายปุระมาณ 2 เดือนหลงัจากการปลูกเช้ือ เร่ิมสังเกตเห็น

พืชแสดงอาการจุดฉ ่าน ้ากระจายทัว่บริเวณล าตน้และกา้นใบ บริเวณล าตน้เกิดอาการด่างเขียว ล าตน้
แคระแกร็น การเจริญเติบโตหยดุชะงกั 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่5  เปรียบเทียบลกัษณะอาการของสควอชปกติ และสควอชท่ีปลูกเช้ือ PRSV  

  ก) สควอชปกติ 
  ข) สควอชท่ีปลูกเช้ือ PRSV แสดงลกัษณะอาการใบด่างเหลืองสลบัเขียว ใบลดรูป    

        บิดเบ้ียว 
 
 

ก ข 
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ภาพที ่6  เปรียบเทียบลกัษณะอาการของฟักทองปกติ และฟักทองท่ีปลูกเช้ือ PRSV 
 ก) ฟักทองปกติ 
 ข) ฟักทองท่ีปลูกเช้ือ PRSV จะแสดงอาการใบด่างเหลืองสลบัเขียวกระจายทัว่   

                    บริเวณผวิใบ  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่7  เปรียบเทียบลกัษณะอาการของต าลึงปกติ และต าลึงท่ีปลูกเช้ือ PRSV 

 ก) ต าลึงปกติ 
 ข) ต าลึงท่ีปลูกเช้ือ PRSV ไม่แสดงลกัษณะอาการของโรค 

 
จากการเก็บตวัอยา่งมะละกอและพืชตระกลูแตง พบลกัษณะอาการใบมะละกอใบด่าง

เหลืองสลบัเขียว ใบโป่งนูนลกัษณะเป็นสีเขียวเขม้ ในตน้ท่ีมีลกัษณะอาการรุนแรงใบจะบิดเบ้ียว 

ก ข
ข 

ก ข 
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ลดรูป เหลือแต่เส้นกลางใบ บริเวณผลแสดงลกัษณะอาการเป็นวงซอ้น ๆ แต่ลกัษณะอาการของโรค
ใบด่างจุดวงแหวนมะละในพืชตระกลูแตงจะแตกต่างกนั ข้ึนกบัชนิดและอายขุองพืชอาศยัท่ีเช้ือเขา้
ท าลาย  

 
แตงโม บนผลเกิดอาการจุดวงแหวนซอ้น ๆ กนักระจายทัว่บริเวณผล ส่วนลกัษณะอาการ

บริเวณใบเกิดอาการใบด่างเหลือง บิดเบ้ียว เสียรูปทรง บริเวณขอบใบเกิดรอยไหม ้(ภาพท่ี 8) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่8  ลกัษณะอาการของตวัอยา่งแตงโมท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรเพื่อน ามาตรวจสอบเช้ือ PRSV 
                ก) ลกัษณะอาการบริเวณใบแตงโม 
                ข) ลกัษณะอาการบริเวณผลแตงโม 
 

ฟักทอง ลกัษณะอาการด่างเหลืองกระจ่ายทัว่บริเวณใบ ใบหดยน่ โป่งนูนเป็นตุ่มสีเขียว
เขม้ ในใบอ่อนเกิดอาการด่าง เส้นใบใส (ภาพท่ี 9) 
     
 
 
 
 
 
 

ก ข 
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ภาพที ่9  ลกัษณะอาการของตวัอยา่งฟักทองท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรเพื่อน ามาตรวจสอบเช้ือ    
               PRSV 
 

ต าลึงไม่แสดงลกัษณะอาการของโรคทั้งบริเวณใบและผล ลกัษณะใบไม่แตกต่างจากใบ
พืชปกติ มีเพียงลกัษณะร่องรอยของการเขา้ท าลายของแมลงบริเวณใตใ้บ (ภาพท่ี 10) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่10  ลกัษณะอาการของตวัอยา่งต าลึงท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรเพื่อน ามาตรวจสอบเช้ือ PRSV 
                  ก) ลกัษณะอาการบริเวณใบต าลึง 
                  ข) ลกัษณะอาการบริเวณผลต าลึง 

 

ข ก 
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 มะระข้ีนก ใบเสียรูปทรง เกิดอาการใบด่างเหลืองสลบัเขียวเขม้ ใบยอดหงิกยน่ (ภาพท่ี 11) 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่11  ลกัษณะอาการของตวัอยา่งมะระข้ีนกท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรเพื่อน ามาตรวจสอบเช้ือ 
                  PRSV 
 

ฟักเขียว ใบแสดงลกัษณะอาการด่างเหลืองอยา่งชดัเจน บิดเบ้ียวเสียรูปทรง (ภาพท่ี 12) 
      
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที ่12  ลกัษณะอาการของตวัอยา่งฟักเขียวท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรเพื่อน ามาตรวจสอบเช้ือ    
                  PRSV 
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แตงกวา เกิดอาการใบด่างเหลือง ใบเสียรูปทรง เส้นใบใส บริเวณผลเป็นวงสีเขียว มกัพบ
การแสดงออกอาการของโรคไม่ค่อยชดัเจน (ภาพท่ี 13) 

    
 
 
 
 
 
 
 

  

 

ภาพที ่13  ลกัษณะอาการของตวัอยา่งแตงกวาท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรเพื่อน ามาตรวจสอบเช้ือ 
                  PRSV 
                ก) ลกัษณะอาการบริเวณใบแตงกวา 
                ข) ลกัษณะอาการบริเวณผลแตงกวา 
 

บวบเหล่ียม ใบยอดแสดงอาการด่างเหลืองอยา่งชดัเจน ขนาดเล็ก หงิกยน่ เน้ือใบโป่งงอ 
มีตุ่มสีเขียวเขม้กระจายทัว่ใบ (ภาพท่ี 14) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข 
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ภาพที ่14  ลกัษณะอาการของตวัอยา่งบวบเหล่ียมท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรเพื่อน ามาตรวจสอบเช้ือ    
                  PRSV 
 
 บวบหอม ใบด่างเหลืองสลบัเขียวเขม้ ใบบิดเบ้ียวเสียรูปทรง เน้ือใบโป่งนูนมีสีเขียวเขม้ 
(ภาพท่ี 15) 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่15  ลกัษณะอาการของตวัอยา่งใบบวบหอมท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรเพื่อน ามาตรวจสอบเช้ือ    
                 PRSV 
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บวบงู ใบแสดงอาการของโรคไม่ชดัเจน ลกัษณะอาการด่างเขียว (ภาพท่ี 16) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 16  ลกัษณะอาการของตวัอย่างใบบวบงูท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรเพื่อน ามาตรวจสอบเช้ือ    
                  PRSV 
 

กระทกรก อาการใบอยา่งด่างเหลืองกระจายทัว่บริเวณ บริเวณใบเหลือพื้นท่ีสีเขียวเพียง
เล็กนอ้ย (ภาพท่ี 17) 

    
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที ่17  ลกัษณะอาการของตวัอยา่งใบกระทกรกท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรเพื่อน ามาตรวจสอบ 
                  เช้ือ PRSV 
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 ข้ีกาขาว ใบมีลกัษณะอาการด่างเหลืองสลบัเขียวเขม้ กระจายทัว่บริเวณใบ (ภาพท่ี 18) 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
  
ภาพที ่18  ลกัษณะอาการของตวัอยา่งใบข้ีกาขาวท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรเพื่อน ามาตรวจสอบ 
                 เช้ือ PRSV 
 

ซ่ึงพบลกัษณะอาการของโรคแสดงออกรุนแรงบริเวณใบยอด หากมีการแพร่กระจายของ
เช้ือใบบริเวณล าตน้ ล าตน้จะแคระแกร็น เกิดเป็นจุดฉ ่าน ้าสีเขียว เน้ือจะแขง็กวา่บริเวณส่วนอ่ืน 
 
2.  การผลติ Recombinant PRSV coat protein ในระบบเซลล์แบคทเีรีย 

 
 เม่ือน าเซลลแ์บคทีเรีย (CP_M15 tranformante) ซ่ึงไดรั้บพลาสมิดลูกผสม pQE30 ท่ีมียนี 
PRSV coat protein ของเช้ือ PRSV เช่ือมต่ออยู ่แลว้ชกัน าใหเ้ซลลมี์การผลิตโปรตีนลูกผสมออกมา
ท่ีระยะเวลาต่าง ๆ เพื่อหาระยะเวลาท่ีเซลล ์E. coli สายพนัธ์ุ M15 ผลิต Recombinant PRSV coat 
protein ออกมามากท่ีสุด ตรวจวเิคราะห์ขนาด และปริมาณโปรตีนท่ีผลิตไดท่ี้ชัว่โมง 0, 1, 2, 3, 4, 5, 
6 และขา้มคืนดว้ยวธีิ SDS-PAGE (ภาพท่ี 19) ผลจากการตรวจวเิคราะห์หาขนาดและปริมาณของ
โปรตีนพบวา่เซลลแ์บคทีเรียมีการผลิต Recombinant PRSV coat protein สูงสุดภายในระยะเวลา 5 
ชัว่โมง หลงัการชกัน าดว้ย IPTG ซ่ึงหลงัจากชัว่โมงท่ี 5 จนกระทัง่ขา้มคืนการผลิต Recombinant 
PRSV coat protein จะลดต ่าลง ดงันั้นการเพาะเล้ียงเซลลแ์บคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ M15 เพื่อใหมี้
การผลิต Recombinant PRSV coat protein ส าหรับไปแยกสกดัโปรตีนบริสุทธ์ิ ควรท าการเพาะเล้ียง
เซลลแ์บคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ M15 ท่ีไดรั้บพลาสมิดลูกผสมในชนิดและปริมาณอาหารเหลว 
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2xYT ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาพเขยา่ ดว้ยความเร็ว 180 รอบต่อนาที และชกัน าใหมี้
การผลิตโปรตีนดว้ย IPTG ความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ เป็นระยะเวลาเป็นเวลา 5 ชัว่โมง 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่19  ผลการวเิคราะห์ปริมาณ Recombinant PRSV coat protein ท่ีมีการผลิตในเซลลแ์บคทีเรีย  
                 E. coli สายพนัธ์ุ M15 ณ ช่วงเวลาต่าง ๆ ดว้ยวิธี SDS-PAGE  
    M โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas, Finland) 
    ช่องเจลท่ี 1 โปรตีนท่ีแยกไดก่้อนชกัน าดว้ย IPTG เขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ 
    ช่องเจลท่ี 2-7 การผลิตร Recombinant PRSV coat protein ชัว่โมงท่ี 1-6  
    ช่องเจลท่ี 8 การผลิต Recombinant PRSV coat protein นานขา้มคืน 
 
3.  การแยกสกดัให้บริสุทธ์ิ วเิคราะห์ขนาด ปริมาณ และความเข้มข้นของ Recombinant PRSV 
coat protein 
 
 เม่ือน าเซลลแ์บคทีเรียท่ีไดรั้บพลาสมิดลูกผสม มาเล้ียงในอาหารเหลว 2xYT ท่ีเติมสาร
ปฏิชีวนะแอมพิซิลิน เขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และ IPTG ใหมี้ความเขม้ขน้สุดทา้ย 1 มิลลิโมลาร์ 
เพื่อชกัน าใหเ้กิดการผลิต Recombinant PRSV coat protein บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสใน
สภาพเขยา่ดว้ยความเร็ว 180 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 5 ชัว่โมง หมุนเหวีย่งเพื่อตกตะกอนเซลล์
แบคทีเรียท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แลว้น าเซลลม์ายอ่ย
ดว้ย Lysozyme เขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรแลว้ท าให้เซลลแ์ตกดว้ยเคร่ือง ultrasonicator และ
แยกสกดัโปรตีนออกจากเซลลแ์บคทีเรีย จากนั้นน าสารละลายโปรตีนมาท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย  

      M        1         2         3        4          5       6         7         8           kDa 
116.0 

  
 

35.0 
 

 

 
 
 

14.4 

 
 

Recombinant  PRSV  
coat protein ~ 34 kDa 
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Ni-NTA ซ่ึงบรรจุอยูใ่นคอลมัน์ ระหวา่งการแยกโปรตีนใหบ้ริสุทธ์ิเก็บสารละลายท่ีไหลออกจาก
คอลมัน์ออกเป็นส่วนๆ แบ่งออกเป็น 4 ส่วนใหญ่ดว้ยกนั ไดแ้ก่  
 
 ก. ส่วน flow through คือส่วนของน ้าใสหลงัจากการยอ่ยเซลลแ์ละตกตะกอนเซลล ์แลว้   
น าไปผา่นคอลมัน์ และไหลออกจากคอลมัน์เป็นคร้ังแรก 
 ข. ส่วน wash คือส่วนน ้าใสท่ีเก็บมาจากคอลมัน์ หลงัจากการลา้งดว้ย Buffer C pH 6.3 
 ค. ส่วน D คือ ส่วนน ้าใสท่ีเก็บมาจากคอลมัน์หลงัจากการลา้งดว้ย Buffer D pH 5.9  
แบ่งเก็บเป็น fraction จ านวน 20 fraction  
 ง. ส่วน E คือส่วนน ้าใสท่ีเก็บมาจากคอลมัน์หลงัจากการชะ ดว้ย Buffer E pH 4.5 
แบ่งเก็บเป็น fraction จ านวน 20 fraction 
  
 แต่ล่ะขั้นตอน (ก-ง) น าส่วนใสไปวเิคราะห์หาขนาดโปรตีนดว้ยวธีิ SDS-PAGE พบวา่
โปรตีนมีขนาดประมาณ 34 กิโลดาลตนั ซ่ึงเป็นโปรตีน PRSV coat protein ขนาด 33 กิโลดาลตนั 
และส่วนของ 6x histidine อีกประมาณ 1 กิโลดาลตนั ซ่ึงจะพบวา่ PRSV coat protein ท่ีถูกชะออก
จาคอลมัน์เร่ิมมีความบริสุทธ์ิส่วนทา้ย ๆ ของ Buffer D ใน fraction ท่ี D17-D20 หลงัจาก elute ดว้ย 
Buffer E จะเห็นแถบโปรตีนเป้าหมายแถบเดียว ไม่มีโปรตีนอ่ืนเจือปนมา (ภาพท่ี 20) จึงน ามาท าให้
บริสุทธ์ิอีกคร้ังดว้ยวธีิไดอะไลซิส และตรวจหาความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีสกดัใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยวธีิ 
Bradford protein assay 
 
 หลงัจากการแยกสกดั Recombinant PRSV coat protein แลว้ท าการไดอะไลซิส โปรตีนใน
สารละลาย 1xPBS ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อก าจดัเกลือหรือ urea ออกโดยการใหไ้หลผา่น 
dialysis tube (molecular weight cut of 10 kDa) (Sigma, USA) ท าใหไ้ดโ้ปรตีนท่ีบริสุทธ์ิ ตรวจวดั
ปริมาณ และความเขม้ขน้ของโปรตีนดว้ยวธีิ Bradford น ามาค านวณหาค่าความเขม้ขน้ของ 
Recombinant PRSV coat protein จากสมการ y = 0.005x ค่า R2 = 0.857 ซ่ึงตรวจวดัค่าการดูดกลืน
แสงของ Recombinant PRSV coat protein ได ้0.14 ค านวณค่าความเขม้ขน้ของโปรตีนไดเ้ท่ากบั 
0.28 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ไดป้ริมาณโปรตีนทั้งหมดเท่ากบั 5.60 มิลลิกรัมจากปริมาตรของ 
Recombinant PRSV coat protein ท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิ ปริมาณ 20 มิลลิลิตร น าโปรตีนท่ีบริสุทธ์ิมา
ปรับความเขม้ขน้ใหมี้ความเขม้ขน้เท่ากบั 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เพื่อน าไปใชเ้ป็นแอนติเจน
ส าหรับผลิตแอนติบอดีในสัตวท์ดลอง 
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ภาพที ่20  ผลการวเิคราะห์ขนาด และปริมาณ Recombinant PRSV coat protein หลงัจากผา่น  
                 Ni-NTA column ดว้ยวธีิ SDS-PAGE 
                 ก) M โปรตีนมาตรฐานโปรตีนมาตรฐาน (Fermentas, Finland) 
                     ช่องเจลท่ี 1-7 โปรตีนท่ีแยก fraction ท่ี 1-7 หลงัการชะดว้ย Buffer E pH 4.5       
                 ข) M โปรตีนมาตรฐานโปรตีนมาตรฐาน (Fermentas, Finland) 
                     ช่องเจลท่ี 8-14 โปรตีนท่ีแยก fraction ท่ี 8-14 หลงัการชะดว้ย Buffer E pH 4.5       
 
 
 

ข 
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4.  การผลติโพลโีคลนอลแอนติบอดีในสัตว์ทดลอง และการตรวจสอบค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัม
ด้วยวธีิ Indirect ELISA 

 
 4.1  การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีในสัตวท์ดลอง 

 
         การผลิต PAb ต่อเช้ือ PRSV โดยใช ้Recombinant PRSV coat protein บริสุทธ์ิเขม้ขน้  
1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ฉีดเขา้สู่กระต่ายบริเวณใตผ้วิหนงัจ านวน 4 คร้ัง โดยคร้ังท่ี 1 ผสมแอนติเจน
กบั Complete Freund’s adjuvant อตัราส่วน 1:1 (1 มิลลิลิตร : 1 มิลลิลิตร) คร้ังถดัไปผสมแอนติเจน
กบั Inomplete Freund’s adjuvant ในอตัราส่วนเช่นเดิม เจาะเลือดกระต่ายทุก ๆสัปดาห์รวม 10 คร้ัง 
เก็บแอนติซีรัมไดป้ริมาณ 79 มิลลิลิตรโดยมีการเติม 0.02 % NaN3 เพื่อป้องกนัการปนเป้ือนของ
แบคทีเรีย และคุณภาพของแอนติบอดี (ตารางท่ี 2) 
 
 4.2  การตรวจสอบค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัมดว้ยเทคนิค Indirect ELISA 
 
         จากการตรวจหาค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัมท่ีเก็บมาทั้งหมด 10 คร้ังดว้ยเทคนิค 
Indirect ELISA โดยใช ้Recombinant PRSV coat protein บริสุทธ์ิเขม้ขน้ 10 นาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตรเป็นแอนติเจน พบวา่ค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัมมีค่าอยูใ่นช่วง 1 : 3,200 - 1 : 409,600 โดย
แอนติซีรัมคร้ังท่ี 1, 2, 3 มีค่าไตเตอร์ต ่าสุดคือ 1 : 3,200 และค่าไตเตอร์ค่อยเพิ่มสูงข้ึนเร่ือย ๆ เม่ือฉีด
แอนติเจนเพื่อกระตุน้การสร้างแอนติบอดีในคร้ังท่ี 4 พบวา่แอนติซีรัมท่ีมีค่าไตเตอร์กวา่ก่อน ๆ อาจ
เน่ืองจากการฉีดกระตุน้คร้ังก่อน สัตวท์ดลองยงัไม่มีการตอบสนองต่อแอนติเจนไดดี้มากนกั พบวา่
แอนติซีรัมคร้ังท่ี 8 มีค่าไตเตอร์สูงสุดคือ 1 : 409,600 (ภาพท่ี 21) จึงคดัเลือกแอนติซีรัมคร้ังท่ี 8 ไป
สกดั IgG เพื่อใชใ้นการตรวจสอบประสิทธิภาพและความจ าเพาะเจาะเจาะจงต่อเช้ือ PRSV ใน
มะละกอและพืชตระกลูแตงดว้ยเทคนิค Indirect ELISA, DIBA, TIBA และ LFIA  
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ตารางที่ 2  โปรแกรมการฉีดแอนติเจน การเก็บเลือด และค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัมท่ีผลิตใน 
                   กระต่าย White New Zealand 
 
สปัดาห์
ท่ี 

แอนติเจน 
(มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร) 

แอดจู
แวนด ์

ปริมาตรท่ีฉีด 
(มิลลิลิตร) 

ชนิดซีรัม ปริมาณซีรัม 
 (มิลลิลิตร) 

ค่าไตเตอร์
ตรวจสอบดว้ยวธีิ 
Indirect ELISA 

1 - - - NS 2 - 
2 1.0 CFA/1 1.0 - - - 
3 1.0 IFA/2 1.0 - - - 
4 1.0 IFA/2 1.0 - - - 
5 - - - AS1 6 3,200 
6 - - - AS2 6 3,200 
7 - - - AS3 12 3,200 
8 - - - AS4 2 12,800 
9 - - - AS5 12 25,600 
10 1.0 IFA/2 1.0 - - - 
11 - - - AS6 5 102,400 
12 - - - AS7 10 204,800 
13 - - - AS8 10 409,600 
14 - - - AS9 10 25,600 
15 - - - AS10 10 204,800 

 
หมายเหตุ /1 Complete Freund’s adjuvant 
    /2 Incomplete Freund’s adjuvant 
      Carbonate coating buffer pH 9.6 ท่ีแอนติซีรัมเจือจาง 1:200 วดัค่า O.D.405 ได ้0.098  
      Normal serum ท่ีความเจือจาง 1:200 วดัค่า O.D.405 ได ้0.102 
      ค่า O.D.405 เฉล่ียจาก 2 ซ ้ า จากการอ่านผลท่ีเวลา 30 นาที หลงัจากเติมสับสเตรท
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ภาพที ่21  ค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัมต่อเช้ือ PRSV เม่ือใชโ้ปรตีน Recombinant PRV coat protein 
     บริสุทธ์ิเขม้ขน้ 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตรเป็นแอนติเจนตรวจสอบดว้ยเทคนิค Indirect 
     ELISA  
 
5.  การแยกสกดัอมิมูโนโกลบูลนิ ศึกษาชนิดและความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของ Blocking solution  
ทดสอบค่าไตเตอร์ของ IgG และ ความจ าเพาะเจาะจงต่อเช้ือ PRSV ในมะละกอและพชืตระกูลแตง 
ด้วยวธีิการ Indirect ELISA, DIBA และ TIBA 
  

5.1  การแยกสกดัอิมมูโนโกลบูลิน 
 

        การแยกสกดั IgG จากการสกดัแอนติซีรัมปริมาตร 2 มิลลิลิตรดว้ยชุด protein A 
column chromatography ขนาด 1 มิลลิลิตร ท าการเก็บ IgG ท่ีชะดว้ย Elution buffer ทั้งหมด 10 
fraction (ตารางท่ี 3) เม่ือน า fraction ต่าง ๆ ของ IgG ไปวเิคราะห์ความบริสุทธ์ิของ IgG โดยใชว้ธีิ 
SDS-PAGE พบวา่มีความบริสุทธ์ิ มีขนาดของ Heavy chain และ Light chain เท่ากบั 55 และ 25 
กิโลดาลตนั ตามล าดบั ซ่ึง fraction ท่ีมี IgG เขม้ขน้มากท่ีสุดคือ fraction E1 ตรวจวดัค่าการดูดกลืน
แสงท่ี A 280 นาโนเมตร ค่า O.D.280 เท่ากบั 10.10 ค านวณความเขม้ขน้ของ IgG ไดเ้ท่ากบั 7.179 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 22) พบมีโปรตีนบางส่วนท่ีไม่จบักบั protein A หลุดออกมาใน
ขั้นตอนการลา้งคอลมัน์ ซ่ึงสามารถน าโปรตีนกลบัไปผา่นคอลมัน์อีกคร้ังหน่ึงโดยการบ่มทิ้งไวท่ี้

ค่า
ไต
เอต

อร์
 

แอนตซิิรัมคร้ังที ่
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อุณหภูมิหอ้งประมาณ 30 นาทีเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการจบัของ protein A ไดดี้ยิง่ข้ึน แต่ไม่ควรทิ้ง
ไวน้านเกินไป เพราะอุณหภูมิสูงอาจจะท าให ้IgG เสียสภาพ 
 
ตารางที ่3  การแยกอิมมูโนโกลบูลินบริสุทธ์ิจาก PAb-PRSV ผลิตไดจ้าก Recombinant  
                  PRSV coat protein ดว้ยชุดสกดั protein A column chromatography 
 

Fraction/1 
ค่าการดูดกลนืแสงที ่

A 280 นาโนเมตร 
ความเข้มข้นของ IgG/2 

(มลิลกิรัม/มลิลลิติร) 
W1 2.496 1.783 
W2 0.410 0.293 
W3 0.372 0.266 
W4 0.198 0.141 
W5 0.010 0.007 
E1 10.050 7.179 
E2 4.180 2.986 
E3 3.670 2.621 
E4 2.230 1.593 
E5 1.870 1.336 
E6 1.790 1.279 
E7 0.579 0.414 
E8 0.189 0.135 
E9 0.000 0.070 
E10 0.000 0.021 

 
หมายเหตุ  /1 fraction ต่าง ๆ ท่ีเก็บจากการลา้งคอลมัน์  
     /2 ความเขม้ขน้ของโปรตีนค านวณจากสูตร O.D.280/1.4 
    W fraction ท่ีเก็บจากการลา้งคอลมัน์ดว้ย Washing buffer 
    E fraction ท่ีเก็บจากการลา้งคอลมัน์ดว้ย Elution buffer 
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ภาพที ่22  การวเิคราะห์ความบริสุทธ์ิของ IgG ท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย protein A column 
      chromatography ดว้ยวธีิ SDS-PAGE 
                 M โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas, Finland) 
                 ช่องเจลท่ี 1 IgG บริสุทธ์ิ เจือจาง 1:10  
 

5.2  การหาค่าความเจือจางของ Recombinant PRSV coat protein ท่ีสามารถตรวจสอบได้
ดว้ยเทคนิค DIBA และ Indirect ELISA 

 
        การตรวจหาความสามารถในการตรวจสอบ Recombinant PRSV coat protein ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 5-1,280 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ดว้ยเทคนิค DIBA และ Indirect ELISA ความ
เขม้ขน้ของ Recombinant PRSV coat protein เม่ือน ามาตรวจสอบดว้ยเทคนิค DIBA ผลของการ
เกิดปฏิกิริยาท่ีสามารถมองเห็นสีชมพไูดด้ว้ยตาเปล่าคือ ระดบัความเขม้ขน้ของ Recombinant 
PRSV coat protein ท่ี 80 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร (ภาพท่ี 23) ซ่ึงระดบัความเขม้ขน้ของปฏิกิริยาสี
ชมพท่ีูเกิดจาก Napthol AS-MX phosphate และ fast red TR salt (5-chloro 2 toluidincdiazonium 
chloride hemizene chloride) จะชดัเจนมากข้ึนตามระดบัความเขม้ขน้ของ Recombinant PRSV coat 
protein ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของ Recombinant PRSV coat protein เดียวกนั เม่ือตรวจสอบดว้ย
เทคนิค Indirect ELISA ความเขม้ขน้ต ่าสุดของ Recombinant PRSV coat protein ท่ียงัคงใหผ้ลดาร
ตรวจสอบเป็นบวก คือ ระดบัความเขน้ของ Recombinant PRSV coat protein 5 นาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตร ค่า O.D. 405 มีค่าเท่ากบั 0.71 (ตารางท่ี 4) ซ่ึงสีของปฏิกิริยายงัไม่ชดัเจนเม่ือสังเกตดว้ยตา
เปล่า แสดงวา่ PAb-PRSV ท่ีผลิตจากการใช ้Recombinant PRSV coat protein มีความสามารถใน

kDa 

 

116.0 
 

 
 

45.0 
 

 
 

25.0 
 

 

M         1      

 Heavy chain ~50 kDa  

Light chain ~25 kDa  
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การตรวจหา Recombinant PRSV coat protein ท่ีมีความเขม้ขน้ในระดบันาโนกรัม ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง
แม่นย  า ไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบับพัเฟอร์ท่ีน ามาใชเ้จือจางแอนติเจน แมป้ริมาณของตวัอยา่งท่ีใชแ้ม้
จะมีปริมาณนอ้ยก็สามารถตรวจสอบไดอ้ยา่งชดัเจน ซ่ึงหากมีการพฒันาชุดตรวจสอบแบบ DIBA 
kit หรือ ELISA kit เป็นการลดตน้ทุนในการตรวจวเิคราะห์ เทคนิค DIBA ใชต้วัอยา่งในปริมาณท่ี
นอ้ยกวา่เทคนิค Indirect ELISA โดยท่ีไม่ส่งผลต่อความคลาดเคล่ือนในการตรวจวิเคราะห์หาเช้ือ 
PRSV ในตวัอยา่งนั้น  
    
 
 
 
 
 

 

ภาพที ่23  ผลการตรวจสอบ Recombinant PRSV coat protein ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ ท่ีเวลา  
    5 นาที หลงัจากเติมสับสเตรท 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PBS                      5 ng/µl                   10 ng/µl              20 ng/µl         40 ng/µl    
 
 

 
80 ng/µl             160 ng/µl                320 ng/µl          640 ng/µl         1,280 ng/µl    
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ตารางที ่4  ผลการตรวจสอบ Recombinant PRSV coat protein ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ ดว้ย   
                  เทคนิค Indirect ELISA 
 
ระดบัความเข้มข้นของ  
Recombinant PRSV coat protein 
(นาโนกรัม/ไมโครลติร) 

ค่าการดูดกลนืแสงที ่
A 405 นาโนเมตร 

CB 0.096 
5 0.710 
10 1.972 
20 2.343 
40 2.554 
80 2.989 
160 2.981 
320 3.270 
640 3.230 
1,280 3.870 

 
หมายเหตุ  CB สารละลาย Carbonate coating buffer pH 9.6  
     ก าหนดค่า O.D. 405 มากกวา่ 2 เท่าของ CB จดัใหผ้ลการตรวจสอบเป็นบวก 
 
 5.3  การศึกษาชนิด และความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของ Blocking solution 
 
        จากการตรวจสอบชนิดและความเขม้ขน้ของ Blocking solution ท่ีเหมาะสมส าหรับ
น ามาใชใ้นการตรวจสอบเช้ือ PRSV ในตวัอยา่งพืชท่ีเป็นโรคซ่ึงสามารถป้องกนัการเกิด non 
specific reaction ไดดี้ คือ Blocking solution ท่ีใช ้SK ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 2 % และ 4% ใหผ้ลการ
ตรวจสอบท่ีถูกตอ้งชดัเจนในระดบัท่ีใกลเ้คียงกนั และสามารถป้องกนัการเกิด non specific reaction 
ไดดี้กวา่ BSA ท่ีระดบัความเขม้ขน้ทุกความเขม้ขน้ ซ่ึงสังเกตไดจ้ากค่า O.D.405 ของสารละลาย
บฟัเฟอร์ท่ีมีค่าต ่ากวา่ และไม่แตกต่างจากพืชปกติ (ตารางท่ี 5) จึงคดัเลือก Blocking solution ท่ีเติม 
2% ของ SKไปใชส้ าหรับการทดลอง 
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ตารางที ่5  ความสามารถในการป้องกนัการเกิด non-specific reaction ของ Blocking solution  
     2 ชนิด ไดแ้ก่ SK และ BSA เพื่อน ามาตรวจดว้ยเทคนิค Indirect ELISA 
 

 
หมายเหตุ  1/ ค่า S/N ratio เท่ากบัค่า O.D.405 ของตวัอยา่งพืชเป็นโรคต่อ O.D.405 ของพืชปกติ 
 
 5.4  การตรวจสอบไตเตอร์ของ IgG และเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแอนติบอดีท่ีผลิตได้
กบัแอนติบอดีทางการคา้ 
 
         น า IgG ท่ีสกดัไดป้รับความเขม้ขน้ให้ได ้1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตรวจหาค่าไตเตอร์
ของ IgG ต่อความจ าเพาะเจาะจงในการตรวจสอบเช้ือ PRSV ในตวัอยา่งสควอชท่ีเป็นโรค เปรียบเทียบ
หาค่าความเจือจางต ่าสุดของ IgG ของ PAb-PRSV กบัแอนติบอดีทางการคา้ MAb-PRSV ตรวจวดัค่า 
O.D. 405 ก าหนดค่า O.D. 405 มากกวา่ 2 เท่าของพืชปกติจดัใหผ้ลการตรวจสอบเป็นบวก เม่ือน า IgG 
ท่ีสกดัจาก PAb-PRSV มาเปรียบเทียบประสิทธิภาพกบั MAb-PRSV พบวา่ PAb-PRSV ท่ีผลิตจาก 
Recombinant PRSV coat protein ใหผ้ลการตรวจสอบเช้ือ PRSV ท่ีถูกตอ้ง แม่นย  าเทียบเท่ากบั 
MAb-PRSV แต่ใหค้่าไตเตอร์ท่ีสูงกวา่ MAb-PRSV คือ PAb-PRSV มีค่าไตเตอร์เท่ากบั 1 : 51,200 
ผลการเกิดสีเหลืองชดัเจนของ p-nitrophenyl phosphate ในช่วงค่าไตเตอร์ 1 : 100 - 1 : 51,200 ค่า 
O.D.405 เท่ากบั 2.424-0.988 ส่วน MAb-PRSV ท่ีมีค่าไตเตอร์เท่ากบั 1 : 25,600 ค่าค่า O.D.405 เท่ากบั 
0.193 (ภาพท่ี 24) 
 

ทรีทเมนต ์
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี A 405 นาโนเมตร 

ค่า S/N ratio เฉล่ีย ใบสควอชติดเช้ือ PRSV ใบสควอชปกติ บพัเฟอร์ 
1% SK 1.538 0.215 0.083 7.153/1 

2% SK 1.538 0.192 0.095 8.010 
3% SK 1.538 0.199 0.080 7.728 
4% SK 1.544 0.174 0.198 8.873 
1% BSA 1.629 0.359 0.076 4.537 
2% BSA 1.639 0.278 0.077 5.895 
3% BSA 1.643 0.311 0.106 5.283 
4% BSA 1.655 0.317 0.094 5.220 
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ภาพที ่24  การเปรียบเทียบค่าไตเตอร์ของ IgG จาก PAb-PRSV และ MAb-PRSV ท่ีค่าความ 
                 เจือจางต่าง ๆ ตรวจสอบดว้ยเทคนิค Indirect ELISA 
 

5.5  ค่าการเจือจางของน ้าคั้นพืชท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยาดว้ยเทคนิค Indirect ELISA 
 
        การตรวจหาค่าความเจือจางของน ้าคั้นพืชเป็นเป็นโรค โดยใชน้ ้าคั้นฟักทอง สควอช 
และต าลึงท่ีปลูกเช้ือ PRSV ท่ีอาย ุ2 เดือนมาใชท้ดสอบ พบวา่ค่า O.D.405 ของพืชเป็นโรคน ้าคั้นพืช
เป็นโรคเจือจางกบั Carbonate coating buffer, pH 9.6 ท่ีอตัราส่วน 1:10 ซ่ึงเขม้ขน้สูงสุด ไม่ได้
ใหผ้ลการตรวจสอบท่ีดีท่ีสุด พบวา่ฟักทองเม่ือเจือจางน ้าคั้นพืชเป็นโรคท่ีเจือจางในอตัราส่วน 
1:160 ใหผ้ลการตรวจสอบท่ีมีค่า O.D. 405 สูงท่ีสุด ในขณะท่ีสควอช และต าลึงค่าความเจือจางน ้าคั้น
พืชเป็นโรคท่ีเจือจางในอตัราส่วน 1:80 และ 1:40 ซ่ึงค่าความเจือจางสูงสุดของน ้าคั้นฟักทอง  
สควอช และต าลึง ท่ีสามารถใหผ้ลการตรวจสอบเป็นบวก เม่ือน ามาตรวจสอบดว้ยเทคนิค Indirect 
ELISA คือ 1:10,240, 1:2,260 และ 1:5,120 ตามล าดบั (ตารางท่ี 6)  
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ตารางที่ 6  ค่าความเจือจางสูงสุด (Dilution end point) ของแอนติเจนท่ีสามารถตรวจพบเช้ือ PRSV 
     ตรวจสอบดว้ยเทคนิค Indirect ELISA 
 

ค่าความเจือจางของแอนติเจน ค่าการดูดกลืนแสงท่ี A 405 นาโนเมตร 
ฟักทอง สควอช ต าลึง 

CB 0.077 0.072 0.073 

H 0.116 0.094 0.086 
D 2.427 1.905 2.134 
1:10 2.236/1 1.712/2 2.287/3 
1:20 2.233 1.830 2.134 
1:40 2.236 1.980 2.387 
1:80 2.244 1.990 1.958 
1:160 2.677 1.246 1.874 
1:320 2.258 1.046 1.723 
1:640 2.228 0.605 1.564 
1:1,280 2.211 0.558 1.268 
1:2,560 2.189 0.437 0.608 
1:5,120 2.159 0.184 0.187 
1:10,240 1.408 0.189 0.124 
1:20,480 0.149 0.101 0.134 

 
หมายเหตุ  CB สารละลาย Carbonate coating buffer pH 9.6  
     ตวัอยา่ง H คือ Negative control  
     ตวัอยา่ง D คือ Positive control 
     /1 ค่า O.D. 405   ท่ีแสดงในตารางเป็นค่าเฉล่ียจาก 2 ซ ้ าของตวัอยา่งฟักทอง 
     /2 ค่า O.D. 405   ท่ีแสดงในตารางเป็นค่าเฉล่ียจาก 2 ซ ้ าของตวัอยา่งสควอช 
     /3 ค่า O.D. 405   ท่ีแสดงในตารางเป็นค่าเฉล่ียจาก 2 ซ ้ าของตวัอยา่งต าลึง  
       ก าหนดค่า O.D. 405 มากกวา่ 2 เท่าของพืชปกติจดัใหผ้ลการตรวจสอบเป็นบวก 
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5.6  การตรวจสอบเช้ือ PRSV ในมะละกอและพืชตระกลูแตงดว้ยเทคนิค DIBA 
 
        การตรวจสอบตวัอยา่งมะละกอ และพืชตระกลูแตงท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรดว้ย
เทคนิค DIBA พบวา่เทคนิค DIBA สามารถตรวจสอบเช้ือ PRSV ในพืชอาศยัจ านวน 9 ชนิด คือ 
มะละกอ แตงโม แคนตาลูป ฟักทอง ต าลึง ฟักเขียว มะระข้ีนก แตงกวา สควอช ผลการตรวจสอบท่ี
ชดัเจนปฏิกิริยาเกิดสีชมพอูยา่งชดัเจนของ Napthol AS-MX phosphate และ fast red TR salt (5-
chloro 2 toluidincdiazonium chloride hemizene chloride) ท่ีใชเ้ป็นสับสเตรท ไม่เกิดปฏิกิริยาขา้ม
กบัพืชปกติ ซ่ึงผลการตรวจสอบดว้ยเทคนิค DIBA ถูกตอ้งแม่นย  าเทียบเท่ากบัเทคนิค Indirect 
ELISA (ภาพท่ี 25) แต่ลกัษณะการแสดงผลของปฏิกิริยาท่ีแตกต่างกนั คือ เทคนิค Indirect ELISA 
ใหผ้ลการตรวจสอบท่ีชดัเจนเป็นค่าของตวัเลขท่ีสามารถระบุผลการตรวจสอบท่ีใหผ้ลเป็นบวกหรือ
ลบ แต่มีขอ้จ ากดัคือตอ้งใชเ้คร่ืองมือในการอ่านผล เทคนิค DIBA เป็นเทคนิคท่ีอ่านผลดว้ยสายตา 
เหมาะส าหรับการตรวจสอบในภาคสนาม แต่ถา้ผลของปฏิกิริยาไม่ชดัเจน อาจเกิดขอ้ผดิพลาดใน
การใหผ้ลการตรวจสอบได ้
      

 
 

 
 
 
 

 

 
ภาพที ่25  ผลการตรวจสอบเช้ือ PRSV ในพืชอาศยัดว้ยเทคนิค DIBA การตรวจสอบท่ีเวลา 5 นาที 
    หลงัจากเติมสับสเตรท 

 
5.7  การตรวจสอบการแพร่กระจายของเช้ือ PRSV ในพืชอาศยัดว้ยเทคนิค TIBA 

 
        การตรวจสอบติดตามการแพร่กระจายของเช้ือ PRSV ในพืชตระกลูแตงโดยศึกษาใน
ตวัอยา่งต าลึงอาย ุ2 เดือนหลงัการปลูกเช้ือ PRSV ใชต้วัอยา่งต าลึง ตดัส่วน ใบ ดอก กา้นดอก ล าตน้ 
ราก และมือเกาะ มาทดสอบดว้ยเทคนิค TIBA พบการแพร่กระจายของเช้ือ PRSV ทุกส่วนของ

        Buffer          มะละกอปกติ   สควอชปกติ     มะละกอเป็นโรค  สควอชเป็นโรค 
 
 
 

     มะละกอ            แตงโม             แคนตาลูป             ฟักทอง            ต  าลึง 
 
 
 

    ฟักเขียว            มะระข้ีนก           แตงกวา                สควอช             บวบหอม 
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ต าลึงท่ีน ามาตรวจสอบ (ภาพท่ี 26) ซ่ึงสังเกตเห็นไดอ้ยา่งชดัเจนวา่ต าลึงท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือ PRSV 
ไม่แสดงอาการของโรค แต่เม่ือน ามาตรวจสอบหาเช้ือ PRSV ดว้ยเทคนิค TIBA ตรวจพบเช้ือ 
PRSV ในตน้ดงักล่าว โดยบริเวณท่ีตรวจพบเช้ือ PRSV มากท่ีสุด คือ บริเวณใบ และกา้นใบของ
ต าลึง ซ่ึงใหผ้ลปฏิกิริยาเกิดสีชมพชูดัเจนกวา่บริเวณช้ินส่วนอ่ืนของต าลึง ซ่ึงอาจเกิดจากการ
ถ่ายทอดโรคของเช้ือ PRSV โดยแมลงพาหะ บริเวณท่ีไดรั้บเช้ือเป็นล าดบัแรกคือบริเวณเน้ือใบ 
จากนั้นเช้ือค่อย ๆ แพร่กระจายไปตามท่อน ้าท่ออาหาร จารการตรวจสอบเห็นไดว้า่เช้ือ PRSV 
สามารถแพร่กระจายไปยงับริเวณตน้ตอของตน้ต าลึง ท าใหเ้ช้ือสามารถด ารงชีวิตบนพืชอาศยัและ
แพร่กระจายเช้ือไปยงัฤดูปลูกต่อไปได ้จึงเป็นสาเหตุใหเ้ช้ือ PRSV สามารถระบาดไปไดอ้ยา่ง
รวดเร็ว อยากแก่การป้องกนัก าจดั 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่26  ผลการตรวจสอบต าลึงดว้ยเทคนิค TIBA และ Indirect ELISA อ่านผลท่ีเวลา 15 นาที 
                 หลงัเติมสับสตรท  
    ก) ต าลึงท่ีปลูกเช้ือ PRSV (ค่า O.D. 405) 
    ข) ต าลึงปกติ (ค่า O.D. 405) 
 

ล าตน้(1.123) 

ใบยอด(0.183) 

ล าตน้(0.146) 

กา้นใบ(0.114) 

ขอ้ตา(0.131) 

ราก(0.113) 

ดอก(0.435) 

มือเกาะ(0.441) 

กา้นใบ(0.785) 

ราก(0.585 

ใบยอด(1.893) 

ขอ้ตาท่ี 1(0.625) ขอ้ตาท่ี 2(0.553) 

ขอ้ตาท่ี 3(0.763) ขอ้ตาท่ี 4(0.431) ขอ้ตาท่ี 5(0.773) กา้นดอก(0.705) 

ก ข 
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 5.8  การตรวจสอบความสามารถในการถ่ายโรคใบด่างจุดวงแหวนมะละกอผา่นทางเมล็ด 
 
         จากการน าเมล็ดต าลึงจากตน้ท่ีเป็นโรคใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ เม่ือตน้กลา้อายุ
ครบ 1 เดือน จ านวน 195 ตน้ โดยการเด็ดตวัอยา่งใบ 2-3 ใบต่อตน้มาตรวจสอบหาเช้ือ PRSV ดว้ย
เทคนิค Indirect ELISA ใช ้PAb-PRSV เจือจาง 1:1,000 เม่ือเวลา 30 นาทีหลงัการเติมสับสเตรท ไม่
พบการเปล่ียนแปลงของสีการเกิดปฏิกิริยาของ p-nitrophenyl phosphate แสดงใหเ้ห็นอยา่งชดัเจน
วา่ เช้ือ PRSV ไม่มีความสามารถในการถ่ายทอดโรคผา่นทางเมล็ดของต าลึง Bayot et al. (1990) 
รายงานตรวจพบเช้ือ PRSV ในตน้กลา้มะละกอท่ีปลูกจากเมล็ดตน้ท่ีเป็นโรค คิดเป็น 0. 15 %  และ 
Alma et al. (2012) พบการถ่ายทอดเช้ือ PRSV ผา่นทางเมล็ดตน้ Black locust ( Robinia 
pseudoacacia L.) คิดเป็น 48% เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์ไปตรวจสอบในฐานขอ้มูลใน Gen Bank 
พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทดมี์ความคลา้ยคลึงกบัล าดบับนิวคลีโอไทดข์องเช้ือ PRSV-W ถึง 92-95 % 
นิวคลีโอไทด ์และ 94 – 99 %  กรดอะมิโน จากผลการวิจยันั้นช้ีใหเ้ห็นวา่เช้ือ PRSV มีความสารถ
ในการถ่ายทอดโรคถึงแมว้า่จะตรวจพบในปริมาณนอ้ยในตวัอยา่งพืชอาศยัหลกัคือ มะละกอ ซ่ึง
น่าจะเป็นสาเหตุหน่ึงท่ีท าใหเ้ช้ือ PRSV สามารถแพร่ระบาดไปทัว่โลกไดอ้ยา่งรวดเร็ว เพราะฉะนั้น
การตรวจสอบความสารถในการถ่ายทอดโรคผา่นทางเมล็ดของตน้ต าลึงควรมีการศึกษาในตวัอยา่งท่ี
มีจ  านวนมากกวา่น้ี และขยายช่วงเวลาในการตรวจสอบตวัอยา่งเป็นระยะ ๆ เพราะในช่วงเวลาสั้น ๆ 
เช้ือ PRSV อาจยงัเพิ่มปริมาณไดไ้ม่มากนกั จึงอาจส่งผลให้ยงัไม่สามารถตรวจพบเช้ือ PRSV ในตน้
ต าลึง 
 
6.  เปรียบเทยีบประสิทธิภาพของแอนติบอดีทีผ่ลติจาก Recombinant PRSV coat protein กบั
แอนติบอดีทางการค้าต่อเช้ือ PRSV ในมะละกอ และพชืตระกูลแตงทีส่ ารวจ และเกบ็ตัวอย่างจาก
แปลงเกษตรกร 
 
 6.1  เปรียบเทียบประสิทธิภาพของ PAb-PRSV ท่ีผลิตจาก Recombinant PRSV coat 
protein กบัแอนติบอดีทางการคา้ 
 
        เปรียบเทียบความจ าเพาะเจาะจงของ PAb-PRSV ท่ีผลิตจาก Recombinant PRSV coat 
protein กบัแอนติบอดีทางการคา้ MAb-PRSV, MAb-Potyvirus , MAb-WSMoV โดยตรวจสอบเช้ือ 
PRSV ในมะละกอ แคนตาลูป แตงโม ฟักทอง และต าลึง พบวา่ PAb ท่ีผลิตไดจ้าก Recombinant 
PRSV coat protein สามารถตรวจสอบพืชตระกลูแตงท่ีเป็นโรคไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ และไม่
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เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัพืชปกติท่ีน ามาใชใ้นการทดสอบ ซ่ึงใหผ้ลการตรวจสอบเช่นเดียวกบั
แอนติบอดีทางการคา้ทั้ง 3 ชนิดท่ีน ามาใชเ้ปรียบเทียบ ซ่ึงตรวจพบเช้ือ PRSV และ WSMoV ใน
ตวัอยา่งแตงโม และแคนตาลูปท่ีน ามาใชใ้นการตรวจสอบ (ตารางท่ี 7) ช้ีใหเ้ห็นวา่ในพืชตระกลู
แตงอาจมีการเขา้ท าลายของเช้ือไวรัสมากกวา่ 1 ชนิด จึงตอ้งใชเ้ทคนิคทางดา้นซีรัมวทิยามาช่วย
จ าแนกเช้ือสาเหตุในพืชอาศยัเช่นเดียวกบั Oliveira, (2000) ท่ีใชแ้อนติบอดีต่อเช้ือ ZYMV และ 
PRSV จากพืชอาศยัท่ีมีลกัษณะอาการท่ีใกลเ้คียงกนั และจากการตรวจสอบแสดงใหเ้ห็นวา่ 
PAb-PRSV ท่ีผลิตไดจ้าก Recombinant PRSV coat protein มีความจ าเพาะเจาะจงต่อการตรวจสอบ
เช้ือ PRSV ในมะละกอ และพืชตระกลูแตงเทียบเท่ากบัแอนติบอดีทางการคา้
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ตารางที ่7  เปรียบเทียบความจ าเพาะเจาะจงของ PAb-PRSV ท่ีผลิตไดจ้าก Recombinant PRSV 
     coat protein กบัแอนติบอดีทางการคา้ส าหรับการตรวจสอบเช้ือ PRSV ในพืชตระกูล
     แตง 
 

ชนิดตวัอยา่ง 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี A 405 นาโนเมตร 

PAb-PRSV 
MAb-PRSV 

 (Agdia) 
MAb-Potyvirus  
(1G8 สวทช.) 

MAb-WSMoV  
(Agdia) 

CB 0.083/1 0.087/2 0.083/3 0.097/4 

H 0.121 0.113 0.132 0.128 

D 2.257 2.583 2.213 2.107 

แคนตาลูป-1 0.135 0.101 0.132 0.112 

แคนตาลูป-2 0.178 0.123 0.127 0.783 

แตงโม-1 1.721 1.753 1.772 0.217 

แตงโม-2 1.725 1.853 1.721 1.627 

ฟักทอง-1 1.385 1.557 1.531 0.127 

ฟักทอง-2 0.125 0.112 0.183 0.124 

ต าลึง-1 1.987 2.135 2.027 0.114 

ต าลึง-2 1.758 1.975 1.653 0.122 

 
หมายเหตุ  CB สารละลาย Carbonate coating buffer pH 9.6  

     ตวัอยา่ง H คือ Negative control ของบริษทั (Agdia, USA) 
     ตวัอยา่ง D คือ Positive control ของบริษทั (Agdia, USA) 

     /1
 ค่า O.D. 405 ท่ีแสดงในตารางเป็นค่าเฉล่ียจาก 2 ซ ้ า เม่ือใช ้PAb-PRSV 

     /2
 ค่า O.D. 405  ท่ีแสดงในตารางเป็นค่าเฉล่ียจาก 2 ซ ้ า เม่ือใช ้MAb-PRSV  

     /3 ค่า O.D. 405  ท่ีแสดงในตารางเป็นค่าเฉล่ียจาก 2 ซ ้ า เม่ือใช ้MAb-Potyvirus  

     /4 ค่า O.D. 405 ท่ีแสดงในตารางเป็นค่าเฉล่ียจาก 2 ซ ้ า เม่ือใช ้MAb-WSMoV  
     ก าหนดค่า O.D. 405 มากกวา่ 2 เท่าของพืชปกติจดัใหผ้ลการตรวจสอบเป็นบวก 
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6.2  ทดสอบความจ าเพาะของแอนติบอดีต่อเช้ือ PRSV ในมะละกอและพืชตระกลูแตง 
 
                     การตรวจสอบเช้ือ PRSV ในมะละกอ พืชตระกลูแตงและวชัพืช 14 ชนิดพืชอาศยั 
จ านวน 560 ตวัอยา่ง ซ่ึงเก็บตวัอยา่งจากแปลงปลูกมะละกอและพืชตระกลูแตงในภาคเหนือ ภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ ภาคตะวนัออก ภาคกลาง และภาคใต ้จ านวน 18 จงัหวดั จงัหวดัมุกดาหาร มี
จ านวนตวัอยา่งมากเป็นอนัดบั 1 ตามมาดว้ยจงัหวดักรุงเทพมหานคร และ จงัหวดัเชียงราย (ภาพท่ี 27)
โดยน าส่วนของ ราก ใบ ดอก และผล ของพืชอาศยัแต่ละชนิด มาตรวจสอบหาเช้ือ PRSV ดว้ย
เทคนิค Indirect ELISA และ DIBA ผลการตรวจสอบพบเช้ือ PRSV ในตวัอยา่งทั้งหมด 265 
ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 47.32 จงัหวดักรุงเทพมหานครเป็นจงัหวดัท่ีตรวจพบเช้ือ PRSV ในตวัอยา่ง
มากท่ีสุด รองลงมาคือ จงัหวดัมุกดาหาร และจงัหวดัเชียงรายตามล าดบั (ภาพท่ี 28) ผลการ
ตรวจสอบแสดงให้เห็นอยา่งชดัเจนวา่เช้ือ PRSV แพร่ระบาดไปทัว่ทุกภูมิภาคของประเทศ ตวัอยา่ง
ท่ีตรวจพบเช้ือ PRSV คือ ตวัอยา่งแตงโม จ านวน 51 ตวัอยา่ง จากตวัอยา่งแตงโมทั้งหมด 77 
ตวัอยา่ง (ภาพท่ี 29) โดยมีอตัราส่วนของพืชเป็นโรคต่อพืชปกติเท่ากบั 1.96 คิดเป็นร้อยละการเป็น
โรค 66.23 รองลงมาคือ ฟักทอง ต าลึง กระทกรก แคนตาลูป มะละกอข้ีกาขาว แตงกวา ฟักเขียว 
มะระข้ีนก บวบหอม (ตารางท่ี 8) แสดงใหเ้ห็นวา่แตงโมเป็นพืชอาศยัท่ีพบการแพร่ระบาดของเช้ือ 
PRSV มากกวา่พืชตระกลูแตงชนิดอ่ืนๆ พืชตระกลูแตงเป็นพืชอาศยัท่ีตรวจพบเช้ือ PRSV มากกวา่
ในมะละกอ และตรวจไม่พบเช้ือ PRSV ในบวบงู และบวบหอม ผลการตรวจสอบหาเช้ือ PRSV ใน
ผลการตรวจสอบสอดคลอ้งทั้งเทคนิค Indirect ELISA และ DIBA แสดงใหเ้ห็นวา่ PAb-PRSV ท่ี
ผลิตไดจ้าก Recombinant PRSV coat protein มีความจ าเพาะเจาะจงต่อเช้ือ PRSV ในมะละกอ และ
พืชตระกลูแตง สามารถน าไปใชต้รวจสอบหาเช้ือ PRSV ดว้ยเทคนิค Indirect ELISA และ DIBA 
และจากการส ารวจตวัอยา่งจากพืชแสดงใหเ้ห็นไดว้า่ ลกัษณะอาการของโรคใบด่างจุดวงแหวน
มะละกอมีลกัษณะอาการท่ีแตกต่างตามชนิดพืชอาศยั (ตารางท่ี 9)  
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ภาพที ่27  จ  าแนกจ านวนตวัอยา่งตามจงัหวดัท่ีเก็บตวัอยา่งมาตรวจสอบเช้ือ PRSV ดว้ยเทคนิค 
                 Indirect ELISA 
 

     
ภาพที ่28  ร้อยละการเป็นโรคใบด่างจุดวงแหวนมะละกอจ าแนกตามจงัหวดัท่ีเก็บตวัอยา่ง 
                  ตรวจสอบดว้ยเทคนิค Indirect ELISA 
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ภาพที ่29  สัดส่วนตวัอยา่งท่ีตรวจไม่พบเช้ือ PRSV ต่อตวัอยา่งท่ีตรวจพบเช้ือ PRSV จ าแนกตาม 
                 ชนิดตวัอยา่งตรวจสอบดว้ยเทคนิค Indirect ELISA 
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ตารางที่ 8  ผลการทดสอบความจ าเพาะของ PAb-PRSV ท่ีผลิตไดจ้าก Recombinant PRSV coat 
     protein ต่อตวัอยา่งมะละกอและพืชตระกลูแตงดว้ยวธีิ Indirect ELISA 
 

ตวัอย่างพชือาศัย จ านวน 
ตรวจพบเช้ือ 

PRSV 
ตรวจไม่พบเช้ือ  

PRSV 
ร้อยละของการเป็นโรค 

PRSV 
S/N 
ratio 

มะละกอ 130 51 79 39.21 0.64/1 

แตงโม 77 51 26 66.23 1.96 

แคนตาลูป 4 2 2 50.00 1.00 

ฟักทอง 56 37 19 66.07 1.94 

ต าลึง 139 89 50 64.08 1.78 

มะระข้ีนก 24 4 20 14.29 0.17 

ฟักเขียว 19 3 16 15.79 0.19 

แตงกวา 13 3 10 23.08 0.30 

บวบเหล่ียม 46 12 34 26.08 0.35 

บวบหอม 24 2 22 8.33 0.09 

บวบงู 7 0 7 0.00 0.00 

ข้ีกาขาว 3 1 2 33.33 0.50 

กระทกรก 18 10 8 55.56 1.25 

รวม 560 265 295 47.32 0.89 

ต าลึงเพาะเมลด็ 195 0 195 0 0 

 
หมายเหตุ  1/ ค่า S/N ratio เท่ากบัค่า O.D.405 ของตวัอยา่งพืชเป็นโรคต่อค่า O.D.405 ของพืชปกติ  
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ตารางที ่9  ลกัษณะอาการของพืชอาศยัท่ีน ามาตรวจเช้ือ PRSV โดยใช ้PAb-PRSVท่ีผลิตไดจ้าก 
     Recombinant PRSV coat protein ตรวจสอบดว้ยเทคนิค Indirect ELISA, DIBA และ 
     LFIA 
 

ล าดบั ช่ือ ช่ือวทิยาศาสตร์ ช่ือสามญั ลกัษณะอาการบนพืชอาศยั 
1 มะละกอ Carica papaya L. papaya ใบด่างเหลืองสลบัเขียว เสียรูปทรง อาการรุนแรง

เหลืองแตเ่สน้กลางใบ เกิดจุดวงแหวนบริเวณผล 
2 แตงโม Citrullus vulgaris L. watermelon ใบด่างเหลืองสลบัเขียว เสียรูปทรง ผลเกิดอาการ

ด่างจุดวงแหวน  
3 แคนตาลูป Cucumis melo L. cantaloupe เกิดจุดวงแหวนบริเวณผล 

4 แตงกวา Cucumis sativus L. cucumber ใบด่างเหลือง พืชมกัไม่แสดงอาการรุนแรง  
ผลด่างเป็นจุดวงแหวนบริเวณพ้ืนผิว 

5 ต าลึง Coccinia grandis (L.) 
Voigt 

Ivy Gourd พืชไม่แสดงอาการของโรค ใบอาจมีขนาดเลก็ลด
รูป 

6 ฟักทอง Cucurbita moschata 
(Duch) Pior 

pumpkin ใบด่างเหลืองทัว่ผิวใบ หรือเหลืองสลบัเขียว เน้ือ
ใบใส ใบยน่เลก็ เสียรูปทรง ต่อมาแสดงอาการด่าง
ชดัเจนข้ึน  

7 สควอช Cucurbita pepo L. squash ใบด่างเขียวอ่อนสลบักับเขียวเขม้ ใบมว้นงอเสีย
รูปทรง ตน้แคระแกร็น ผลบิดเบ้ียเสียรูปทรง 

8 มะระ Momordica 
charantia. L 

bitter gourd เน้ือใบด่างสีเขียวเขม้  ใบโป่งนูน แคระแกร็น 
ขนาดเลก็ลดรูป 

9 ฟักเขียว Benincasa hispida 
Cogn. 

wax gourd ใบด่างสีเหลืองสลบัเขียว เป็นคล่ืน มว้นงอ เน้ือใบ
โป่งพอง 

10 บวบ
เหล่ียม 

Luffa acutangula angled 
foofah 

ใบด่างเหลืองสลบัสีเขียวเขม้ เน้ือใบโป่งพอง เสีย
รูปทรง  

11 บวบหอม Luffa cylindrica Sponge 
gourd 

ใบด่างเหลือง สลบัเขียวเขม้ เน้ือใบโป่งนูน 

12 บวบงู Trichosanthes 
cucumerina Linn. 

Snake gourd ใบด่างเขียว อาการไม่ชดัเจน 

13 ข้ีกาขาว Trichosanthes cordata 
Roxb. 

- ใบด่างเหลืองกระจายทัว่ผิวใบ 

14 กระทกรก Passiflora foetida Fetid 
passionflower 

ใบด่างเหลือง หงิก ลดรูป 

http://www.agls.uidaho.edu/ebi/vdie/famly050.htm#Cucurbita pepo
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7.  การผลติชุดตรวจ PRSV (LFIA) และการตรวจสอบประสิทธิภาพในพชืตระกูลแตง 
 
7.1  การเตรียมสารละลาย Colloidal gold ขนาด 40 นาโนเมตร 

 
        การเตรียม Colloidal gold ท่ีมีความเหมาะสมกบัการน าไปเช่ือมต่อกบั IgG คือ 
Colloidal gold ท่ีมีขนาด 20-40 นาโนเมตร ซ่ึง Colloidal gold ท่ีเตรียมไดมี้ลกัษณะของสีม่วงแดง 
เม่ือน า Colloidal gold วดัค่า O.D. 520 มีค่าเท่ากบั 0.386  
 

7.2  การหาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมระหวา่ง IgG ของ PAb-PRSV กบั Colloidal gold 
 
         จากการท า Titration เพื่อหาปริมาตรท่ีเหมาะสม Colloidal gold และ IgG ของ 
 PAb-PRSV พบวา่ Colloidal gold เปล่ียนจากสีแดงเป็นสีน ้าเงินท่ีความเขม้ขน้ของ IgG ของ PAb-
PRSV เท่ากบั 0 และ 15 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงวดัค่า O.D. 520  เท่ากบั 0.448 ไม่พบการ
เปล่ียนแปลงสีของ Colloidal gold ท่ีความเขม้ขน้ของ IgG ท่ี 30, 45, 60 และ75 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรลกัษณะการเปล่ียนแปลงของสีแปรผนัตามปริมาตรของ IgG โดยท่ีค่าการดูดกลืนแสงไม่
เพิ่มข้ึนแมจ้ะเพิ่มปริมาตร IgG ของ PAb-PRSV ใหม้ากข้ึนก็ตาม (ตารางท่ี 10) ดงันั้นอตัราส่วนท่ี
เหมาะสมระหวา่งปริมาตร Colloidal gold และ IgG ของ PAb-PRSV ไปใชส้ร้างกราฟระหวา่ง
ปริมาตรของ IgG ของ PAb-PRSV กบัค่าการดูดกลืนแสง ปริมาตร IgG ของ PAb-PRSV ท่ี
เหมาะสมคือค่าความเหมาะสมของ IgG ของ PAb-PRSV กบั Colloidal gold ท่ีความเขม้ขน้ 45 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร(ภาพท่ี 30) 
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ตารางที่ 10  ปริมาณแอนติบอดีท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยากบั Colloidal gold โดยพิจารณาจาก
        ค่าการดูดกลืนแสงท่ี A520 นาโนเมตร 
 

IgG ของ PAb-PRSV 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

Colloidal gold 
(ไมโครลิตร) 

10% NaCl 
(ไมโครลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
A 520 นาโนเมตร 

0 500 100 0.350 
15 500 100 0.448 
30 500 100 0.472 
45 500 100 0.434 
60 500 100 0.414 
75 500 100 0.412 

 

 

ภาพที ่30  แสดงค่า O.D 520 และการเปล่ียนแปลงสีของ Colloidal gold ท่ีปริมาณความเขม้ขน้ IgG  
                 ของ PAb-PRSV ท่ีระดบัต่างๆ ท่ี 10 นาทีหลงัเติม 10 % NaCl 
 
 7.3  การเช่ือมต่อ IgG กบัอนุภาคทอง (Colloidal gold conjugated IgG) 
 
        หลงัจากเช่ือมต่อ Colloidal gold กบั IgG ของ PAb-PRSV ตกตะกอน Colloidal gold 
conjugated IgG ดว้ยสารละลาย passive gold diluents pH 7.4 และเติม 20 % sucrose และ 10 % 
treharose ผสมใหเ้ขา้กนั ตรวจวดัค่า O.D. 530 ใหมี้ค่าเท่ากบั 3 (ภาพท่ี 31) 

ค่ า
กา
รดู
ดก

ลืน
แส

งที่
  A

 52
0  น

าโ
นเ
มต

ร 

A 
52

0 น
าโ
นเ
มต

ร 

ปริมาณ IgG ของ PAb-PRSV 
   (ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) 

      0                  15             30               45               60             75    ไมโครกรัม/ไมโครลิตร 
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ภาพที ่31 เปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงท่ีค่าความยาวคล่ืน A 400-700 นาโนเมตร ของ Colloidal gold  
                 และ Colloidal gold conjugated IgG  
 

7.4  การตรวจวเิคราะห์ลกัษณะของอนุภาคทอง (Colloidal gold ) 
 
         การศึกษาขนาดของ Colloidal gold ก่อนและหลงัติดฉลากดว้ย IgG ของ PAb-PRSV 
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนท่ีก าลงัขยาย 120,000 เท่า พบวา่ Colloidal gold conjugated IgG 
มีขนาดโดยเฉล่ียใหญ่กวา่ Colloidal gold ก่อนการเช่ือมดว้ย IgG ของ PAb-PRSV โดยมีขนาดเส้น
ผา่นศูนยก์ลางเฉล่ีย 28.5±9.75 และ 45±5 นาโนเมตร ตามล าดบั (ภาพท่ี 32)  
  
 
 
 
 
 
 
 

  Colloidal gold 

Colloidal gold conjugated IgG 
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ภาพที ่32  การเปรียบเทียบขนาดของ Colloidal gold ก่อนและหลงั การเช่ือมดว้ย IgG ของ PAb- 
                 PRSV ตรวจสอบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่นท่ีก าลงัขยาย  
                 120,000 เท่า  
                   ก) Colloidal gold ก่อนเช่ือมต่อขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางเฉล่ีย 28.5±9.75 นาโนเมตร   
                  ข) Colloidal gold conjugated IgG ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางเฉล่ีย 45±5 นาโนเมตร ตามล าดบั 
 
 7.5  การศึกษาชนิดของแผน่ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน 
 
        การเปรียบเทียบชนิดของแผน่ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนท่ีแตกต่างกนั 3 ชนิด ต่อเวลา
ท่ีใชแ้ละความเขม้สีท่ีเกิดข้ึนบนชุดตรวจสอบ พบวา่ ปฏิกิริยาบนเส้น Control line เกิดไดเ้ร็วท่ีสุด
บนชุดตรวจสอบท่ีใชไ้นโตรเซลลูโลสเมมเบรนชนิด AE 100 (80 วนิาที) ซ่ึงแตกต่างจากแผน่ 
ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนชนิด AE 98 และ AE 99 แต่พบวา่ท่ีแผน่ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนทั้ง 3 
ชนิด ความไวในการเกิดปฏิกิริยาบนบนบริเวณ Control line แปรผกผนักบัขนาดของช่องวา่งเฉล่ีย
ภายในแผน่ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน สอดคลอ้งกบัการรายงานของ Hechleitner and Kraus 
(2002)โดย AE98 (5 ไมครอน) ใชเ้วลาในการเกิดปฏิกิริยานานท่ีสุด คือ 168 วนิาที รองลงมาคือ 
AE99 (8 ไมครอน) และ AE100 (10 ไมครอน) ซ่ึงใชเ้วลาในการเกิดปฏิกิริยา 110 และ 80 วนิาที 
ตามล าดบั พบวา่แผน่ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนชนิด AE 99 ใหก้ารสอบบริเวณ Control line ท่ี
คมชดักวา่แผน่ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนชนิดอ่ืน ๆ ท่ีน ามาใชใ้นการทดสอบ จึงคดัเลือกแผน่ 
ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน AE 99 ไปใชใ้นการพฒันาชุดตรวจสอบต่อไป 
 

ข ก 
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 7.6  การหาความเขม้ขน้ของแอนติบอดีส าหรับใชเ้ป็น Control line  
 
         การหาความเขม้ขน้ของ GAR ท่ีใหผ้ลการตรวจสอบท่ีชดัเจนบน Control line โดยใช ้
GAR ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ความชดัเจนของสีปฏิกิริยาบริเวณ Control line แปรผนัตามปริมาณความ
เขม้ขน้ของ GAR ท่ีพน่ลงบน Control line ในอตัราส่วน 1 ไมโครลิตรต่อเซนติเมตร เม่ือพิจารณาสี
ของ Control line เม่ือใช ้GAR ท่ีความเขม้ขน้ 100 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ผลการ
เกิดปฏิกิริยาภายใน 10 นาที ความชดัเจนของสีปฏิกิริยาบริเวณ Control line ไม่มีความแตกต่างกนั 
(ภาพท่ี 33) จึงเลือก GAR ท่ีเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร อตัราส่วน 1 ไมโครลิตรต่อ
เซนติเมตรเพื่อลดตน้ทุนในการผลิตชุดตรวจสอบ  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 33  ความเขม้สีท่ีเกิดบริเวณ Control line จากการท าปฏิกิริยาระหวา่ง GAR ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
                 ท่ีอตัราส่วน 1 ไมโครลิตรต่อเซนติเมตร   
     ก) 10 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 
     ข) 100 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 
     ค) 1,000 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร  
 
 
 
 

   ก. 10                ข. 100              ค. 1,000 

Control line 
Test line 
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 7.7  การหาอตัราส่วนปริมาณ Colloidal gold conjugated IgG ท่ีเหมาะสมในการพน่ลงบน
แผน่ Conjugate pad 
 
        เม่ือฉีดพ่น Colloidal gold conjugated IgG ลงบนแผน่ Conjugate pad ในอตัราส่วน 1, 
3, 5 ไมโครลิตรต่อเซนติเมตร พบวา่ความเขม้ของสีบนเส้น Control line แปรผนัตามความปริมาณ
ของ Colloidal gold conjugated IgG ท่ีใชพ้น่ลง แต่เน่ืองจากอตัราส่วน 3 ไมโครลิตรต่อเซนติเมตร
ใหสี้ของเส้น Control line ท่ีคมชดั และเพียงพอส าหรับการบ่งช้ีปฏิกิริยา ไม่เกิดการไหลยอ้นกลบั
ของ Colloidal gold conjugated IgG เม่ือตรวจสอบผลการเกิดปฏิกิริยาภายใน 10 นาที จึงเลือกใช้
อตัราส่วนดงักล่าวไปใชใ้นการทดลองต่อไป 
 
 7.8 การเปรียบเทียบคุณภาพ Colloidal gold ท่ีเตรียม กบั Colloidal gold ทางการคา้ 
 
       การเปรียบเทียบคุณภาพ Colloidal gold ท่ีเตรียมไดก้บั Colloidal gold ทางการคา้ผล 
โดยการเปรียบเทียบสีและความชดัเจนของปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนบริเวณ Control line จากการ
เปรียบเทียบชนิดของ Colloidal gold ทางการคา้จากบริษทัต่างๆ พบวา่ ระดบัความชดัเจนของเส้น 
Control line เม่ือใช ้Colloidal gold ยีห่อ้ของบริษทัแปซิฟิกประเทศไทย มีความคมชดัมากท่ีสุด 
รองลงมาคือ Colloidal gold ยีห่อ้ DCN ยีห่อ้ KESTREL BIO SCIENC ประเทศไทย และ Colloidal 
gold ท่ีเตรียมไดเ้อง (ตารางท่ี 11) อาจเน่ืองจาก Colloidal gold บริษทัแปซิฟิกประเทศไทยเป็น 
Colloidal gold ท่ีผลิตข้ึนภายในประเทศไทย ระยะเวลาในการขนส่งนอ้ยกวา่ Colloidal gold ท่ีผลิต
ข้ึนจากต่างประเทศ จึงส่งผลให ้Colloidal gold ยงัคงคุณภาพท่ีดีขณะน ามาใชพ้ฒันาการตรวจสอบ
ดว้ยเทคนิค LFIA จึงคดัเลือก Colloidal gold ของบริษทัแปซิฟิกประเทศไทย ไปใชใ้นการพฒันาชุด
ตรวจสอบ 
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ตารางที ่11  เปรียบเทียบประสิทธิภาพการเปรียบเทียบ Colloidal gold ท่ีเตรียมไดก้บั Colloidal 
       gold ทางการคา้ 
 

ชนิดของ Colloidal gold 
ระดบัความเขม้ของ Control line  

บนชุดตรวจสอบ 
ยีห่อ้ DCN  4 
ยีห่อ้  KESTREL BIO SCIENC ประเทศไทย  4 
ยีห่อ้ แปซิฟิกประเทศไทย 
Colloidal gold ท่ีเตรียมไดเ้อง 

5 
3 

 
หมายเหตุ  ระดบั 5 สีของ control ชดัเจนดีมาก 
     ระดบั 4 สีของ control ชดัเจนดี 
     ระดบั 3 สีของ control ชดัเจนปานกลาง 
 
8.  การพัฒนาชุดตรวจสอบ LFIA และหาชนิดของ Sample buffer ที่เหมาะสมในการบดตัวอย่าง
พชื 
 

8.1  การหาค่าความเจือจางของ Recombinant PRSV coat protein ท่ีสามารถตรวจสอบชุด 
LFIA  

 
       ค่าความเจือจางของ Recombinant PRSV coat protein ท่ีสามารถใชชุ้ดตรวจสอบท่ี

พฒันาข้ึนโดยใช ้Colloidal gold conjugated IgG ของ PAb-PRSV และใช ้MAb-Potyvirus มาเป็น 
Test line สามารถตรวจสอบ Recombinant PRSV coat protein ท่ีมีความเจือจางในระดบั 100 
ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร โดยใหผ้ลการตรวจสอบท่ีชดัเจนภายในระยะเวลา 3 นาทีหลงัจากหยด
แอนติเจนลงไป (ตารางท่ี 12) 
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ตารางที่ 12  ผลการตรวจสอบของชุด LFIA ท่ีใช ้GAR เขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 
                    อตัราส่วน 1 ไมโครลิตรต่อเซนติเมตรเป็นเส้น Control line และใช ้Recombinant  
                    PRSV coat protein บริสุทธ์ิเป็นแอนติเจนในการตรวจสอบ 
 

 

ระดบัความเขม้ขน้
ของ IgG ท่ีเช่ือมต่อ
กบั Colloidal gold  
(ไมโครกรัม/
ไมโครลิตร) 

อตัราส่วน
ปริมาณ 

(ไมโครลิตร/
เซนติเมตร) 

 ระดบัความเขม้ขน้ของเสน้ 
 Test line (ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร) 

 
 
 

MAb-
Potyvirus 

ผลการ
ทดสอบ 

IgG ของ 
PAb -PRSV 

ผลการ
ทดสอบ 

15 1 10 - 10 - 

 
1 100 - 100 - 

 
1 1,000 - 1,000 - 

 
3 10 - 10 - 

 
3 100 - 100 - 

 
3 1,000 - 1,000 - 

 
5 10 - 10 - 

 
5 100 - 100 - 

30 1 10 - 10 - 
 1 100 - 100 - 
 1 1,000 - 1,000 - 
 3 10 - 10 - 
 3 100 - 100 - 
 3 1,000 - 1,000 - 
 5 10 - 10 - 
 5 100 - 100 - 
 5 1,000 - 1,000 - 

45 1 10 - 10 - 
 1 100 - 100 - 
 1 1,000 - 1,000 - 
 3 10 - 10 - 
 3 100 + 100 - 
 3 1,000 - 1,000 - 
 5 10 - 10 - 
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ตารางที ่12 (ต่อ)  
 

 
 
 
 
 

ระดบัความเขม้ขน้
ของ IgG ท่ีเช่ือมต่อ
กบั Colloidal gold  
(ไมโครกรัม/
ไมโครลิตร) 

อตัราส่วน
ปริมาณ 

(ไมโครลิตร/
เซนติเมตร) 

 ระดบัความเขม้ขน้ของเสน้  
Test line (ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร) 

 
 
 

MAb-
Potyvirus 

ผลการ
ทดสอบ 

IgG ของ 
PAb -PRSV 

ผลการ
ทดสอบ 

 
5 100 - 100 - 

 
5 1,000 - 1,000 - 

60 1 10 - 10 - 

 
1 100 - 100 - 

 
1 1,000 - 1,000 - 

 
3 10 - 10 - 

 
3 100 - 100 - 

 
3 1,000 - 1,000 - 

 
5 10 - 10 - 

 
5 100 - 100 - 

 
5 1,000 - 1,000 - 

75 1 10 - 10 - 
 1 100 - 100 - 
 1 1,000 - 1,000 - 
 3 10 - 10 - 
 3 100 - 100 - 
 3 1,000 - 1,000 - 
 5 10 - 10 - 
 5 100 - 100 - 
 5 1,000 - 1,000 - 
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8.2  หาชนิดของ Sample buffer ท่ีเหมาะสมในการบดตวัอยา่งพืช เพื่อใชท้ดสอบชุด
ตรวจสอบ LFIA 

 
       จากการเปรียบเทียบชนิดของ Sample buffer ทั้ง 10 ชนิด พบวา่ บฟัเฟอร์ 4 ชนิดคือ 

DOA extraction buffer pH 8.0, DOA extraction buffer2 pH 9.0, DOA extraction buffer 2 pH 9.5, 
extraction buffer DIBA pH 8.4 ซ่ึงบฟัเฟอร์ทั้ง 4 ชนิดไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัพืชปกติ พบวา่  DOA 
extraction buffer 2 pH 9.5 เป็นท่ีเหมาะสมในการน าไปใชบ้ดตวัอยา่งพืช เน่ืองจากใหผ้ลการ
ตรวจสอบบริเวณ Control line ชดัเจนกวา่บฟัเฟอร์ชนิดอ่ืน ๆ (ภาพท่ี 34) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่34  ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนบนชุด LFIA เม่ือใช ้Sample buffer ชนิดต่าง ๆ  
     ก) DOA extraction buffer 2 pH 8.5 
     ข) DOA extraction buffer 2 pH 9.0 
     ค) DOA extraction buffer 2 pH 9.5, 
     ง) PBS pH 7.4, 
     จ) 1x PBS+0.05% Tween 20+ 0.01% SDS pH 7.4 
     ฉ) 10 mM phosphate buffer pH 7.4 
     ช) 10 mM phosphate buffer pH 7.4 + 0.05% Tween 20 
     ซ) Carbonate coating buffer pH 9.6,  
     ฌ) Agdia extraction buffer pH 7. 4,  
                 ญ) Extraction buffer DIBA pH 8.4 

ก    ข   ค     ง     จ      ฉ        ช           ซ         ฌ       ญ 



87 

 

8.3  ตรวจสอบประสิทธิภาพและความจ าเพาะเจาะของชุดตรวจสอบ LFIA  
 
       ผลการตรวจสอบเปรียบเทียบกบัวธีิ Indirect ELISA และ DIBA พบวา่ ชุดตรวจสอบท่ี

พฒันาข้ึนมาไม่สามารถตรวจหาเช้ือ PRSV ในพืชอาศยัได ้สามารถตรวจสอบ Recombinant coat 
protein บริสุทธ์ิท่ีความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ี 100 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร (ภาพท่ี 35) ดงันั้นชุดตรวจสอบ
น้ีจึงไม่สามารถน ามาใชส้ าหรับการคดักรองตวัอยา่งพืชตระกลูแตงก่อนการตรวจดว้ยวธีิอ่ืนๆ 
ต่อไป เพราะฉะนั้นการพฒันาชุดตรวจสอบในการตรวจหาเช้ือ PRSV ในพืชตระกลูแตงควรจะ
พฒันาในรูปแบบของ ชุดตรวจ ELISA kit หรือ DIBA kit 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่35  แสดงผลการตรวจสอบของชุดตรวจสอบ LFIA เม่ือทดสอบท่ีระยะเวลา 5 นาที  
    ก) DOA extraction buffer 2 pH 8.5 
    ข) พืชปกติ 
    ค) พืชเป็นโรค 
    ง) Recombinant PRSV coat protein  เขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร  
 
 
 
 

ก. buffer            ข. พืชปกติ             ค. พืชเป็นโรค      ง. Recombinant  
               PRSV coat protein 

Control line 
Test line 
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9.  เปรียบเทยีบผลการตรวจสอบเช้ือ PRSV ด้วยเทคนิค Indirect ELISA, DIBA และ LFIA 
 
 ตรวจสอบเช้ือ PRSV ในมะละกอและพืชตระกลูแตงและวชัพืช ดว้ยเทคนิค Indirect ELISA, 
DIBA และ LFIA ผลการตรวจสอบพบเช้ือ PRSV ในตวัอยา่งมะละกอ แตงโม แคนตาลูป ฟักทอง 
ต าลึง ฟักเขียว มะระข้ีนก แตงกวา สควอช ซ่ึงไม่พบเช้ือ PRSV ในบวบงูและบวบหอมซ่ึงผลการ
ตรวจสอบท่ีสอดคลอ้งกนัทั้ง 3 เทคนิค ผลการเกิดปฏิกิริยาชดัเจนไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัพืชปกติ 
แต่ส าหรับวชัพืชอีก 2 ชนิดคือ ข้ีกาขาว และ กระทกรก เม่ือตรวจสอบดว้ยเทคนิค Indirect ELISA 
พบค่า O.D. 405 มีค่ามากกวา่ 2 เท่าของพืชปกติไม่มากนกั เช่นเดียวกบัผลการตรวจสอบดว้ยเทคนิค 
DIBA ซ่ึงเกิดสีชมพไูม่ชดัเจนเม่ือเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งพืชท่ีเป็นโรค ซ่ึงในตวัอยา่งข้ีกาขาวอาจมี
การเขา้ท าลายของเช้ือไวรัสใน Genus Potyvirus ชนิดอ่ืนๆ ท่ีมีส่วนของ coat protein ท่ีมีส่วนคลา้ยกบั 
coat protein ของเช้ือ PRSV และตรวจไม่พบเช้ือ PRSV ในพืชอาศยัเม่ือตรวจสอบดว้ยชุดตรวจสอบ 
LFIA (ตารางท่ี 13 ) 
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ตารางที่ 13  ผลการทดสอบความจ าเพาะของ PAb-PRSV ท่ีผลิตไดจ้าก Recombinant  
                    PRSV coat protein ต่อตวัอยา่งพืชทดสอบดว้ยเทคนิค Indirect ELISA, DIBA และ 
                    LFIA 
 

 
หมายเหตุ   /1 ผลการตรวจสอบดว้ยเทคนิค Indirect ELISA ค่า O.D.405 ท่ีแสดงในตารางเป็น    
                     ค่าเฉล่ียจาก 2 ซ ้ า และตวัอยา่งท่ีมีค่า O.D.405 มากกวา่ 2 เท่า ของพืชปกติจดัใหผ้ลการ
        ตรวจสอบเป็นบวก 
    /2  ผลการตรวจสอบดว้ยเทคนิค DIBA ผลการเกิดปฏิกิริยาให้สีชมพูเม่ือเทียบกบัพืชปกติ
        ใหผ้ลการตรวจสอบเป็นบวก 
 

ชนิดตวัอยา่ง 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 

A 405 นาโนเมตร 

วธีิการตรวจสอบ 

Indirect ELISA/1 DIBA/2 LFIA/3 

ใบมะละกอปกติ 0.103 - - - 

ใบสควอชปกติ 0.096 - - - 

ใบมะละกอเป็นโรค 2.854 + + - 

ใบสควอชเป็นโรค 2.954 + + - 

มะละกอ 2.79 + + - 

แตงโม 2.319 + + - 

แคนตาลูป 2.100 + + - 

ฟักทอง 2.984 + + - 

ต าลึง 2.732 + + - 

ฟักเขียว 2.778 + + - 

มะระข้ีนก 2.764 + + - 

แตงกวา 1.775 + + - 

สควอช 2.727 + + - 

บวบหอม 0.207 + + - 

บวบงู 0.221 - - - 

ข้ีกาขาว 1.057 + -/+ - 

กระทกรก 0.779 + -/+ - 
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ตารางที่ 13  (ต่อ) 
 
   /3  ผลการตรวจสอบดว้ยเทคนิคและ LFIA ผลการเกิดปฏิกิริยาเกิดเส้นสีแดงบริเวณ  
       Control line และ Test lineใหผ้ลการตรวจสอบเป็นบวก 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 
1.  ส ารวจ เกบ็ตัวอย่างมะละกอและพชืตระกูลแตง และการปลูกเช้ือบนพชืทดสอบ 
 
 การเก็บตวัอยา่งมะละกอและพืชตระกลูแตงจากแปลงเกษตรกรมาปลูกเช้ือบนพืชอาศยั  
สควอช ฟักทอง และต าลึง ลกัษณะอาการของโรคท่ีเกิดจากการปลูกเช้ือ PRSV แสดงลกัษณะ
อาการท่ีชดัเจนภายในระยะเวลา 1 เดือน พบลกัษณะอาการท่ีเกิดข้ึนในสควอชจะรุนแรงกวา่ใน
ฟักทอง ส่วนในตวัอยา่งต าลึงจะไม่แสดงอาการของโรคแต่ตรวจพบการติดเช้ือ PRSV  จากการ
ส ารวจตวัอยา่งจะพบเห็นการเขา้ท าลายของเพล้ียอ่อนซ่ึงแมลงพาหะท่ีถ่ายเช้ือ PRSV บริเวณตน้
ต าลึงเป็นจ านวนมาก แต่เม่ือตน้ต าลึงไม่แสดงอาการของโรคท าให้เกษตรกรไม่ท าลายตน้ต าลึงซ่ึง
เป็นแหล่งสะสมโรคท่ีส าคญั ส่งผลเช้ือ PRSV อาศยัอยูใ่นตน้ต าลึงและแพร่กระจายเช้ือ PRSV 
สาเหตุโรคใบด่างจุดวงแหวนมะละกอในตน้มะละกอ และพืชตระกูลแตง ไปยงัฤดูปลูกถดัไป เพื่อ
เป็นการป้องกนัการแพร่ระบาดของเช้ือ PRSV จึงควรมีการก าจดัวชัพืชเช่นต าลึงออกจากแปลงปลูก
มะละกอและพืชตระกลูแตงชนิดอ่ืน ๆ  
 
2.  การผลติ Recombinant PRSV coat protein ในระบบเซลล์แบคทเีรีย 
 
          แบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ M15 ผลิต Recombinant PRSV coat protein มากท่ีสุดเม่ือชกัน าดว้ย
IPTG เขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ ท่ีเวลา 5 ชัว่โมง ในอาหารเหลว 2xYT การตรวจสอบโดยวธีิ SDS-PAGE 
พบแถบโปรตีนขนาด 34 กิโลดาลตนั พบวา่เซลลแ์บคทีเรียมาการผลิตโปรตีนเป้าหมายในปริมาณท่ี
ต ่า จึงควรศึกษาหาชนิดอาหาร ความเขม้ขน้ของ IPTG ท่ีเหมาะสม เพื่อช่วยกระตุน้การผลิตโปรตีน
เป้าหมายใหม้ากยิง่ข้ึน 
 
3.  การท าบริสุทธ์ิ วเิคราะห์ขนาด ปริมาณ และความเข้มข้นของ Recombinant PRSV coat 
protein 
 
 พบวา่ Recombinant PRSV coat protein เร่ิมมีความบริสุทธ์ิในช่วงส่วนทา้ย ๆ ของส่วน 
Buffer D จ านวน 4 fraction หลงัจาก elute ดว้ย Buffer E จะเห็นแถบโปรตีนเป้าหมายแถบเดียว
ขนาดประมาณ 34 กิโลดาลตนั ตรวจหาความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีสกดัใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยวิธี Bradford 
protein assay ค านวณค่าความเขม้ขน้ของโปรตีน 0.28 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ไดป้ริมาณโปรตีน
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ทั้งหมด 5.6 มิลลิกรัม พบมีการปนเป้ือนของโปรตีนชนิดอ่ืน ๆ มาเล็กนอ้ย จึงควรหาวิธีการท า
บริสุทธ์ิโปรตีนใหไ้ดโ้ปรตีนเป้าหมายท่ีมีความบริสุทธ์ิมากท่ีสุด เช่น การเติม Tween 20 หรือ triton 
X 100 ในขั้นตอนการลา้งคอลมัน์ เพื่อลา้งโปรตีนอ่ืน ๆ ท่ีไม่จบักบั Ni-NTA ใหห้ลุดออกมาใน
ขั้นตอนการลา้ง เป็นการลดการปนเป้ือนของโปรตีนอ่ืน ๆ เพราะ Recombinant PRSV coat protein 
ท่ีมีความบริสุทธ์ิถือเป็นแอนติเจนท่ีดีในการกระตุน้การผลิตแอนติบอดีท่ีมีคุณภาพ มีความจ าเพาะ
เจาะจงต่อเช้ือ PRSV 
 
4.  การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีในสัตว์ทดลองและการตรวจสอบค่าไตเตอร์ ของแอนติซีรัม
ด้วยวธีิ Indirect ELISA 
 
 การผลิต PAb-PRSV โดยใช ้Recombinant PRSV coat protein เป็นแอนติเจน เจาะเลือด
กระต่ายจ านวน 10 คร้ังไดแ้อนติซีรัมทั้งหมด 79 มิลลิลิตร ตรวจสอบค่าไตเตอร์ดว้ยเทคนิค Indirect 
ELISA พบแอนติซีรัมคร้ังท่ี 8 ใหค้่าไตเตอร์สูงสุดคือ 1:409,600 ควรมีสัตวท์ดลองอยา่งนอ้ย 2 ชนิด
ศึกษาดูวา่สัตวท์ดลองชนิดใดมีการผลิตแอนติบอดีต่อเช้ือ PRSV ไดดี้วา่ หรือใชส้ัตวท์ดลองชนิด
เดียวกนัแต่ฉีดกระตุน้ตรงบริเวณท่ีแตกต่างกนั เพื่อหาบริเวณท่ีสามารถฉีดกระตุน้สัตวท์ดลองให้
สัตวท์ดลองมีการผลิตแอนติบอดีท่ีดี 
 
5.  การแยกสกดัอมิมูโนโกลบูลนิ ศึกษาชนิดและความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของ Blocking solution  
ทดสอบค่าไตเตอร์ของ IgG และ ความจ าเพาะเจาะจงต่อเช้ือ PRSV ในมะละกอและพชืตระกูลแตง 
ด้วยวธีิการ Indirect ELISA, DIBA,และ TIBA 
 

 แยกสกดั IgG จากแอนติซีรัมคร้ังท่ี 8 จ านวน 2 มิลลิลิตร ค านวณความเขม้ขน้ของ IgG ได้
เท่ากบั 7.179 มิลลิกรัมต่อ เน่ืองการสกดั IgG ดว้ยชุดสกดั Protein A มีความจ าเพาะเจาะจงต่อการ
เลือกจบัเฉพาะ IgG ท่ีอยูใ่นแอนติซีรัม ท าใหไ้ดป้ริมาณความเขม้ขน้ของ IgG สูงกวา่การตกตะกอน 
IgG ดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟตท่ีอ่ิมตวัซ่ึงอาจมีโปรตีนชนิดอ่ืน ๆ ท่ีมีขนาดโปรตีนท่ีใกลเ้คียงกบั IgG
ปนเป้ือนมาดว้ย เม่ือน าแอนติบอดีมาตรวจสอบความจ าเพาะเจาะจงต่อเช้ือ PRSV ในมะละกอ 
ฟักทอง แตงโม ต าลึง แคนตาลูป บวบเหล่ียม ฟักเขียว มะระข้ีนก สควอช ตามล าดบั และตรวจไม่
พบเช้ือ PRSV ในบวบงู และบวบหอม เม่ือตรวจสอบดว้ยวธีิ Indirect ELISA และ DIBA ใหผ้ลการ
ตรวจสอบท่ีชดัเจน ไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัพืชปกติ สามารถตรวจเช้ือ PRSVไดท่ี้ค่าความเจือจางน ้า
คั้นฟักทองเป็นโรคสูงสุด 1:10,240 พบการแพร่กระจายของเช้ือบริเวณส่วน ดอก กา้นดอก ใบยอด 
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กา้นใบ ล าตน้บริเวณขอ้ตา 1-5 ล าตน้ส่วนเหนือพื้นดิน และราก เม่ือตรวจสอบดว้ยเทคนิค TIBA 
ตรวจไม่พบเช้ือ PRSV จากเมล็ดตน้ต าลึงท่ีเป็นโรคใบด่างจุดวงแหวนมะละกอ แสดงวา่เช้ือ PRSV 
ไม่สามารถถ่ายโรคผา่นทางเมล็ดในพืชตระกลูแตง 
 
6.  เปรียบเทยีบประสิทธิภาพของแอนติบอดีทีผ่ลติจาก Recombinant PRSV coat protein กบั
แอนติบอดีทางการค้าต่อเช้ือ PRSV ในมะละกอและพชืตระกูลแตงทีส่ ารวจ  
 
 PAb ท่ีผลิตข้ึนจากการใช ้Recombinant PRSV coat protein เป็นแอนติเจน แอนติบอดีท่ีได้
มีประสิทธิภาพในการตรวจสอบเช้ือ PRSV เทียบเท่ากบัแอนติบอดีทางการคา้ จากการส ารวจ
ตวัอยา่งในแปลงเกษตรกรทั้งหมด 560 ตวัอยา่ง ตรวจพบเช้ือ PRSV ในตวัอยา่งจ านวน 265 
ตวัอยา่ง คิดเป็นร้อยละ 47.32 พบตวัอยา่งแตงโมมีการแพร่กระจายของเช้ือ PRSV ทั้งในตวัอยา่งใบ 
และผล มากวา่พืชอาศยัชนิดอ่ืน อตัราส่วนค่า S/N ratio เท่ากบั 1.96 คิดเป็นร้อยละ 19.24 ของ
ตวัอยา่งพืชท่ีตรวจพบเช้ือ PRSV ทั้งหมด และยงัตรวจพบวา่ตวัอยา่งแตงโมมีการเขา้ท าลายของเช้ือ
ไวรัสมากวา่ 1 ชนิด ลกัษณะของอาการท่ีเกิดจากการการเขา้ท าลายของเช้ือไวรัส พบวา่ อาการท่ี
เกิดข้ึนโดยมากลกัษณะอาการท่ีเกิดบริเวณผลเกิดจากเขา้ท าลายของแมลงพาหะท่ีถ่ายทอดเช้ือไวรัส 
การป้องกนัก าจดัโรคพืชท่ีเกิดจากเช้ือไวรัสควรมุ่งเนน้การป้องกนัการเขา้ท าลายของแมลงพาหะท่ี
เป็นตวัการส าคญัในการถ่ายทอดโรค 
 
7.  การผลติชุดตรวจ PRSV (LFIA) และการตรวจสอบประสิทธิภาพในพชืตระกูลแตง 
 
 Colloidal gold ท่ีเตรียมไดมี้ลกัษณะของสีม่วงแดง เม่ือน า Colloidal gold วดัค่า O.D.520 
เท่ากบั 0.386 เม่ือหาอตัราส่วนของ Colloidal gold และ ปริมาณ IgG ของ PAb-PRSV ไดอ้ตัราส่วน
ของความเขม้ขน้ IgG ของ PAb-PRSV ท่ี 45 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรค่า O.D 520 เท่ากบั 0.434 เม่ือ
เช่ือมต่อ Gold conjugated IgG วดัค่า O.D 530 เท่ากบั 3 ตรวจวเิคราะห์ขนาดของ Colloidal gold 
ก่อนและหลงัติดฉลากดว้ย IgG ของ PAb-PRSV ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน ขนาดเส้นผา่น
ศูนยก์ลางเฉล่ีย 28.5±9.75 และ 45±5 นาโนเมตร ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนชนิด AE 99 เป็นเมมเบรน
ท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการน ามาพฒันาชุดตรวจสอบ เพราะมีความไวในการเกิดปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม 
ลกัษณะเส้นของการเกิดปฏิกิริยาคมชดั  
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 ชนิดและความเขม้ขน้ของแอนติบอดีท่ีเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาบริเวณคือ GAR ท่ี
ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บริเวณเส้น Test line คือ MAb-Potyvirus ความเขม้ขน้ 
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร Colloidal gold conjugated IgG ใช ้IgG ของ PAb-PRSV เช่ือมต่อกบั 
Colloidal gold ขนาด 40 นาโนเมตร ของยีห่้อ แปซิฟิกประเทศไทย ปริมาณท่ีพน่ลงบนแผน่ 
Conjugate pad ท่ีเหมาะสมคือ 3 ไมโครลิตรต่อเซนติเมตร ปล่อยใหแ้หง้ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2 ชัว่โมง จากนั้นท าการประกอบชุดตรวจสอบบนแผน่ Plastic backing polyester ท่ีมีขนาด 
6x18 เซนติเมตรวางแผน่ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนลงในช่องส าหรับวางแผน่เมมเบรน ลงในช่อง
ล่างท่ีถดัจากช่องท่ีวาง เมมเบรน แลว้จึงวางแผน่ใยแกว้ท่ีรองซบัตวัอยา่ง Sample pad ลงซอ้นเกย
แผน่ประมาณ 1 มิลลิเมตร และวางแผน่ Absorbtion pad เพื่อดูดซบัของเหลวไวด้า้นบนของแผน่
พลาสติก ตดัใหมี้ขนาด 0.5x6 เซนติเมตร 
 
 8.  การผลติชุดตรวจ PRSV (LFIA) และหาชนิดของ Sample buffer ทีเ่หมาะสมในการ
บดตัวอย่างพชืเพือ่ใช้ทดสอบชุดตรวจสอบ PRSV ในพชืตระกูลแตง 
 
 เม่ือทดสอบชุดตรวจสอบโดยใช ้Recombinant PRSV coat protein บริสุทธ์ิเป็นแอนติเจน
ทดสอบ ชุดตรวจสอบสามารตรวจสอบ Recombinant PRSV coat protein ท่ีความเขม้ขน้ต ่าสุดคือ 
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ผลการเกิดปฏิกิริยาเกิดข้ึนภายในระยะเวลา 3 นาทีหลงัจากหยด
แอนติเจนลงบนบริเวณ Sample pad  
 
 เม่ือน าชุดตรวจสอบมาตรวจสอบเช้ือ PRSV โดยใช ้DOA extraction buffer 2 pH 8.5 มา
บดตวัอยา่งพืชซ่ึงเป็นชนิดบพัเฟอร์ท่ีไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัพืชปกติ อตัราการไหลของน ้าคั้นพืช
จาก Sample pad จนส้ินสุดปฏิกิริยาเกิดข้ึนภายในระยะเวลา 3 นาที DOA extraction buffer 2 pH 
8.5 จึงเป็นบพัเฟอร์ท่ีเหมาะสมในการน าไปใชใ้นการบดตวัอยา่ง 
 
9.  เปรียบเทยีบผลการตรวจสอบเช้ือ PRSV ด้วยเทคนิค Indirect ELISA, DIBA และ LFIA 
 
 ชุดตรวจสอบ LFIA ท่ีไดพ้ฒันาข้ึนมายงัไม่สามารถตรวจสอบเช้ือ PRSV เหมือนเช่น
เทคนิค Indirect ELISA, DIBA อาจเกิดจากขอ้จ ากดัของเวลาท่ีตอ้งมีความไวในการตรวจจบักนั
ระหวา่งแอนติเจนและแอนติบอดี หรือความจ าเพาะเจาะจงของอิพิโทปยงัไม่เหมาะสม จะตอ้งใช้
แอนติบอดีท่ีมีความสามารถในการตรวจจบัเช้ือ PRSV โดยใช ้PAb ผลิตจากกระต่ายคู่กบั PAb ท่ี
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ผลิตจากไก่ หรือหาคู่เหมาะสมระหวา่ง PAb และ MAb ท่ีสามารถจบัตรงต าแหน่งอิพิโทปท่ี
แตกต่างกบั หรืออาจจะใชไ้วรัสบริสุทธ์ิมาใชผ้ลิต PAb ต าแหน่งของอิพิโทปท่ีมากและมี
ความจ าเพาะเจาะจงมากกวา่การใช ้Recombinant PRSV coat protein เป็นแอนติเจน นอกจากปัจจยั
ของแอนติบอดีท่ีมีผลต่อการพฒันาการตรวจสอบดว้ยเทคนิค LFIA ชนิดและขนาดของอนุภาคของ  
Colloidal gold แผน่ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน ขนาดช่องวา่งบนแผน่ไนโตรเซลลูโลสเมมจะข้ึนอยู่
ลกัษณะและขนาดของอนุภาคของแอนติเจน ชนิดของ Extraction buffer ท่ีเหมาะสมส าหรับการบด
ตวัอยา่งพืชแต่ละชนิด 
 
 ชุดตรวจสอบท่ีควรมีพฒันาข้ึนควรพฒันาในรูป ELISA kit หรือ DIBA kit โดยการพฒันา 
Recombinant PRSV coat protein เป็นโปรตีนมาตรฐานในการตรวจสอบ ซ่ึงชุด ELISA kit หรือ 
DIBA kit ซ่ึงอาศยัช่วงเวลาในการตรวจสอบ 3-4 ชัว่โมง แต่สามารถตรวจสอบตวัอยา่งไดค้ร้ังล่ะ
หลายตวัอย่าง ผูใ้ช้ตอ้งไดรั้บการฝึกฝนให้เกิดทกัษะความช านาญกว่าการตรวจสอบดว้ยชุด LFIA 
แต่ใหผ้ลการตรวจสอบท่ีถูกตอ้งแม่นย  ามากวา่ LFIA (ตารางท่ี 14) 
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ตารางที ่14  เปรียบเทียบขอ้ดีและขอ้จ ากดัของเทคนิคการตรวจสอบ ELISA, DIBA และ LFIA 
 

ELISA kit DIBA kit LFIA 
1.ใชเ้วลาในการตรวจสอบ 4-5 
ชัว่โมง 
2. วธีิการตรวจสอบประกอบดว้ย 
    2.1 การบดตวัอยา่งดว้ย 
Extraction buffer 
   2.2 หยอดตวัอยา่งใน micro plate 
ELISA  บ่มนาน 1 ชัว่โมง ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
   2.3 การเติม Blocking solution  
บ่มนาน 1 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 
   2.4 การเติม IgG บ่มนาน 1 
ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส 
   2.5 การเติม GAR-conjugateบ่ม
นาน 1 ชัว่โมง 
   2.6 การเติม substrate อ่านผล 15-
30 นาที 
3. ตน้ทุนในการตรวจสอบข้ึนกบั
จ านวนตวัอยา่ง เหมาะกบัการ
ตรวจสอบตวัอยา่งคร้ังละมาก  
4. อ่านผลการตรวจสอบชดัเจนคา่ท่ี
ไดแ้สดงผลเป็นตวัเลข 
5. ผูใ้ชต้อ้งมีฝึกทกัษะในการปฏิบติั 
6. เหมาะกบัการน าไปตรวจคดั
กรองตวัอยา่งในหอ้งปฏิบติัการ 

1.ใชเ้วลาในการตรวจสอบ 3-4 
ชัว่โมง 
2. วธีิการตรวจสอบประกอบดว้ย 
    2.1 การบดตวัอยา่งดว้ย 
Extraction buffer 
    2.2 หยดตวัอยา่งบนแผน่ไนโตร
เซลลูโลสเมมเบรน แช่ในBlocking 
solution  นาน 1 ชัว่โมง ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง 
   2.3 แช่แผน่ไนโตรเซลลูโลสเมม
เบรนใน IgG  นาน 1 ชัว่โมง ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง 
   2.4  แช่แผน่ไนโตรเซลลูโลสเมม
เบรนในGAR-conjugateบ่มนาน 1 
ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
   2.5 การเติม substrate อ่านผล 5-
15 นาที 
3. ตน้ทุนในการตรวจสอบข้ึนกบั
จ านวนตวัอยา่ง เหมาะกบัการ
ตรวจสอบตวัอยา่งคร้ังละมาก  
4. อ่านผลการตรวจสอบดว้ยระดบั
สายตา 
5. ผูใ้ชต้อ้งมีฝึกทกัษะในการปฏิบติั 
6. เหมาะกบัการน าไปตรวจคดั
กรองตวัอยา่งในหอ้งปฏิบติัการ 
และภาคสนาม 

1.ใชเ้วลาในการตรวจสอบ เพียง 3-
5 นาที 
2. วธีิการตรวจสอบ สะดวกง่าย
เพียง 2 ขั้นตอนง่าย ๆ 
    2.1 การบดตวัอยา่งดว้ย 
Extraction buffer ในถุงพลาสติก 
    2.2 น าชุด LFIA จุ่มในถุงบด
ตวัอยา่ง 
3. สามารถตรวจสอบได ้1 ตวัอยา่ง
ต่อ ชุด ตน้ทุนในการตรวจสอบต่อ
หน่วยค่อยขา้งสูง 
4.อ่านผลการตรวจสอบดว้ย  
ระดบัสายตา 
5. ผูใ้ชไ้ม่จ าเป็นตอ้งอาศยัทกัษะ
วธีิการตรวจสอบง่าย 
6. เหมาะกบัการน าไปตรวจคดั
กรองตวัอยา่งในภาคสนาม 
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สารเคมีในการสกดัพลาสมิด 
 

Solution I  
 
 50 mM glucose  
 25 mM Tris-HCl, pH 8.0 
 10 mM EDTA, pH 8.0 
 
Solution II  
 
 0.2 N NaOH 
 1% SDS 
 
Solution III  
 
 3 M Potassium acetate 
  0.2 M Glacial acetic acid 
 

สารเคมีในการท าบริสุทธ์ิโปรตีน 
 

Buffer B 
 

NaH2PO4   13.8  กรัม  
 Tris base   1.2  กรัม  
 Urea    480.5  กรัม  

ชัง่ส่วนประกอบตามปริมาณขา้งตน้ ละลายในน ้ ากลัน่ ปรับ pH เป็น 8.0 ดว้ย NaOH และ
เติมน ้าใหไ้ดป้ริมาตร 1 ลิตร 
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Buffer C  
 
 NaH2PO4   13.8  กรัม  
 Tris base   1.2  กรัม  
 Urea    480.5  กรัม  

ชัง่ส่วนประกอบตามปริมาณขา้งตน้ ละลายในน ้ากลัน่ ปรับ pH เป็น 6.3 ดว้ย HCL และเติม
น ้าใหไ้ดป้ริมาตร 1 ลิตร 

 
Buffer D  
 
 NaH2PO4   13.8  กรัม 
 Tris base   1.2  กรัม  
 Urea    480.5  กรัม  

ชัง่ส่วนประกอบตามปริมาณขา้งตน้ ละลายในน ้ ากลัน่ ปรับ pH เป็น 5.9 ดว้ย NaOH และ
เติมน ้าใหไ้ดป้ริมาตร 1 ลิตร 
 

Buffer E 
 

NaH2PO4   13.8  กรัม  
 Tris base   1.2  กรัม  
 Urea    480.5  กรัม  

ชัง่ส่วนประกอบตามปริมาณขา้งตน้ ละลายในน ้ ากลัน่ ปรับ pH เป็น 4.5 ดว้ย NaOH และ
เติมน ้าใหไ้ดป้ริมาตร 1 ลิตร 

 
อาหาร 2xYT 
 

Tryptone     10 กรัม 
Yeast extract     16 กรัม 
NaCl      15 กรัม 
น ้ากลัน่      800 มิลลิลิตร 
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ปรับปริมาตรให้ได ้ 1,000 มิลลิลิตร และน าไป autoclave ท่ีความดนั 121 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว เป็นเวลา 20 นาที 
 

สารเคมีทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ผล SDS-PAGE 
 

2x sample buffer 
 

100 mM Tris–HCl; pH 6.8 
2% SDS 
10% glycerol 
5% β–mercaptoethanol 
0.02% bromophenol blue 
 

10x Tris–glycine electrophoresis buffer, pH 8.3 
 

Tris-base    30 กรัม 
Glycine     144 กรัม 
SDS     10 กรัม 
น ้ากลัน่      800 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหค้รบ   1,000 มิลลิลิตร 
 

Staining solution 
 

Coomassie–blue R–250   0.25 กรัม 
Methanol    45 มิลลิลิตร 
Acetic acid    10 มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่      45 มิลลิลิตร 

 กรองดว้ยกระดาษกรอง (Whatman #1) เก็บในขวดทึบแสง 
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Destain solution 
 

Methanol    250 มิลลิลิตร 
Acetic acid     70 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ ใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร 
 

Separating gel  
 

น ้ากลัน่      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 
ปริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร 
 

6% Stacking gel  
 
น ้ากลัน่     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 

 ปริมาตรรวม 5 มิลลิลิตร 
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การเตรียมบัฟเฟอร์ ทีใ่ช้ในเทคนิคทาง Indirect ELISA, DIBA และ TIBA 
 

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 ใหไ้ด ้7.4 แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 

Tris buffer saline (TBS), pH 7.4 
 

Trisma-base    6.05 กรัม 
NaCl      8.76 กรัม 
NaN3      0.10 กรัม 
ปรับ pH ให้ได ้7.4 ดว้ย HCl แลว้ปรับปริมาตรให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร สามารถเตรียมเป็น

ความเขม้ขน้ 10xTBS และ autoclave ได ้
 

TBST 
 

TBS      1000 มิลลิลิตร 
Tween–20    0.5 มิลลิลิตร 
 

Carbonate coating buffer; pH 9.6 
 

NaHCO3    2.93 กรัม 
Na2CO3     1.59 กรัม 
ละลายในน ้ากลัน่   800 มิลลิลิตร 
ปรับ pH ใหไ้ด ้9.6 แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
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Blocking solution ส าหรับ Indirect ELISA 
 

PBS      100 มิลลิลิตร 
Skim milk    2 กรัม 
 

Blocking buffer ส าหรับ DIBA และ TIBA 
 

TBS      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 
น ้ากลัน่      800 มิลลิลิตร 
ปรับ pH ให้ได ้9.8 แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่จนครบ 1,000 มิลลิลิตร เก็บแช่เยน็ท่ี 4

องศาเซลเซียส ในท่ีมืด 
 

การเตรียมบัฟเฟอร์ ทีใ่ช้ในเทคนิค LFIA 
 

DOA Extraction buffer 2 
 

Na2BO3      38.1 กรัม 
Triton X 100     10 มิลลิลิตร 
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PVP      10 กรัม 
SDS      3 กรัม 
NaSO3      4 กรัม 
ปรับ pH ใหไ้ด ้8.5, 9.0 และ 9.5 เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 
 

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 ใหไ้ด ้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 ใหไ้ด ้7.4 ดว้ย HCl และปรับปริมาตรใหไ้ด ้1000 มิลลิลิตร 
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ประวตัิการศึกษาและการท างาน 
 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวสุกญัญา  หนูชู 

เกดิวนัที ่ 23 พฤศจิกายน  2529 
สถานทีเ่กดิ  อ าเภอศรีนครินทร์  จงัหวดัพทัลุง 
ประวตัิการศึกษา วท.บ. (เกษตรกลวธิาน) มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขต

ก าแพงแสน  
ต าแหน่งปัจจุบัน นกัวชิาการเกษตร 
สถานทีท่ างานปัจจุบัน ส านกัวจิยัพฒันาเทคโนโลยชีีวภาพ กรมวชิาการเกษตร 
ทุนการศึกษาทีไ่ด้รับ ทุนอุดหนุนงานวจิยัระดบับณัฑิตวทิยาลยั มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์  

ผลงานทางวชิาการ รางวลัอนัดบั 3 การน าเสนอผลงานเร่ือง การผลิตแอนติบอดีเพื่อ
ตรวจสอบไวรัสใบด่างจุดวงแหวนมะละกอในต าลึง ในการเสนอการ
ประชุมวชิาการของมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ังท่ี 52 
บทความตีพิมพเ์ผยแพร่ในวิทยาสารเกษตรศาสตร์ สาขาวทิยาศาสตร์ ปี
ท่ี 49 ฉบบัท่ี 3 พ.ศ. 2558 เร่ือง Production of Polyclonal Antibodies for 
Detection of Papaya ringspot virus (PRSV) in ivy gourd (Coccinia 
grandis (L.)  

 
 
 
 


