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Chilli veinal mottle virus (ChiVMV) สาเหตุโรคเสนใบดางประของพริก ทําความ
เสียหายใหผลผลิตพริกกวา 50 เปอรเซ็นต การตรวจเชื้อไวรัสชนิดนี้นยิมใชเทคนิค Plate trapped 
antigen enzyme-linked immunosorbent assay (PTA-ELISA) แตเนื่องจากพบวาวิธีนี้มีขอจํากัดคอื
ใหปฏิกิริยาบวกกับเชื้อไวรัสที่มีความใกลชิดกันคือเชื้อ Pepper veinal mottle virus (PVMV) จึง
จําเปนที่จะตองพัฒนาวิธีการตรวจอื่นทีใ่หผลตรวจที่แมนยํา งานวิจยันีจ้ึงไดพัฒนาเทคนิค surface 
plasmon resonance (SPR) biosensor เพื่อใชในการตรวจเชื้อไวรัสและเปรียบเทียบประสิทธิภาพ
การตรวจสอบเชื้อ ChiVMV ระหวางเทคนคิ SPR biosensor กับเทคนิค PTA-ELISA 

 
             ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 เพื่อนํามาใชในการทดลอง โดยนํา
โพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ตรึงบนแผนกระจกเคลือบดวยอนภุาคทองคําที่
ปรับสภาพพื้นผิวดวยสาร 11-Mercaptoundecanoic acid (11MUA) สําหรับเปนอิมมูโนเซ็นเซอร
ในการตรวจเชือ้นี้ดวยเทคนิค SPR biosensor เมื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพในการตรวจสอบเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค PTA-ELISA กับ SPR biosensor พบวาเทคนิค SPR biosensor 
สามารถตรวจเชื้อไวรัสบริสุทธิ์ไดที่ระดับต่ําสุด 3.9 ไมโครกรัม และตรวจเชื้อไวรัสในน้ําคั้นพืช
ไดที่คาการเจือจาง 1:4,000 ในขณะทีเ่ทคนคิ PTA-ELISA ตรวจเชื้อไวรัสบริสุทธิ์ไดที่ 1,000 
ไมโครกรัม และเชื้อไวรัสในน้ําคั้นพืชที่คาการเจือจาง 1:4,000 ตามลําดับ การตรวจเชื้อของ
เทคนิค SPR biosensor ใหความจําเพาะเจาะจงสูงกวาเทคนิค PTA-ELISA โดยพิจารณาคา Kinetic 
association constant (Ka) ของปฏิกิริยาการเขาจับกันระหวางเชื้อไวรัสกบัแอนติบอดี ซ่ึงพบวา
เทคนิค SPR biosensor และ PTA-ELISA มีคา Ka เทากับ 104-105 M-1S-1 และ 102-104 M-1S-1 
ตามลําดับ ถึงแมวาเทคนิค SPR biosensor จะใหผลการตรวจเชื้อไวรัสไดในขณะเกดิปฏิกิริยาและ
สามารถนําแผน SPR immunosensor กลับมาใชตรวจเชื้อ ChiVMV-KPS9 ไดซํ้าอยางนอย 4 คร้ัง 
แตเทคนิค SPR biosensor มีคาใชจายในการตรวจเชื้อไวรัสประมาณ 95 บาทตอตัวอยาง ซ่ึงสูงกวา
เทคนิค PTA-ELISA ประมาณ 2 เทา 
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ChiVMV is causing agent of Chili veinal mottle disease and it caused reduction in crop 
yields up to 50% in pepper. Plate trapped antigen enzyme-linked immunosorbent assay (PTA-
ELISA) is commonly used for viral detection. However, PTA-ELISA technique has a limitation 
on ChiVMV detection due to a cross reaction of polyclonal antibody with closely related virus, 
Pepper veinal mottle virus (PVMV). Thus, the development of an alternative method for 
specific detection of ChiVMV is highly desirable. This thesis was aimed to develop surface 
plasmon resonance (SPR) biosensor technique for the detection of ChiVMV.  

 
Rabbit-polyclonal antibody (PAb) against ChiVMV-KPS9 was produced and used 

through-out the experiments. The SPR disc surface was modified with 11- mercaptoundecanoic 
acid (11-MUA) for immobilizing ChiVMV-PAb and use as an immunosensor for ChiVMV-
KPS9 detection. In comparison with PTA-ELISA, SPR biosensor was able to detect ChiVMV-
KPS9 as low as 3.9 μg and 1:4,000 dilution of disease-chili sap samples with clear cut decision 
whereas PTA-ELISA was able to detect at the level of 1,000 μg and 1:4,000 dilution, 
respectively. By observing the Kinetic association constant (Ka) value of antigen-antibody 
reaction, SPR biosensor was found to be highly specific compare to PTA –ELISA. The Ka 
values of the ChiVMV-PAb binding observed from SPR biosensor and PTA-ELISA were 104-
105 M-1S-1 and 102-104 M-1S-1, respectively. The result demonstrated that SPR biosensor 
technique can be used for ChiVMV-KPS9 detection. Furthermore, SPR biosensor give a real 
time result and could be reused the SPR immumosensor disc for ChiVMV-KPS9 detection at 
least four times. However, the cost of SPR biosensor detection is approximately 95 baht/samples 
which two times higher than that of PTA-ELISA. 
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สารบัญตาราง 
 
ตารางที่ หนา 

  
1 เปรียบเทียบคณุสมบัติของเทคนิค SPR biosensor กับ PTA-ELISA ในการ

ตรวจสอบเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพืช 
 

10 
2 สายพันธุของเชื้อ ChiVMV ในภูมภิาคเอเชยีที่มีรายงานบนฐานขอมูล GenBank 29 
3 ผลการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ในพืชทดสอบหลังการปลูกเชื้อ 7, 14, 21 

และ 28 วนั ดวยวิธี PTA-ELISA 44 
4 ผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ที่ผลิตไดตอเชื้อไวรัส 7 ชนิด ดวย

เทคนิค PTA-ELISA 52 
5 ผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ที่ผลิตไดตอเชื้อไวรัส 7 ชนิด ดวย

เทคนิค SPR biosensor 53 
6 ผลการทดสอบคาไตเตอรของ PAb ในการทําปฏิกิริยากบัเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่

บริสุทธิ์ดวยเทคนิค PTA-ELISA 56 
7 ผลการทดสอบคาไตเตอรของ PAb ในการทําปฏิกิริยากบัน้ําคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ 

ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค PTA-ELISA 57 
8 ผลการทดสอบคาไตเตอรของ PAb ในการทําปฏิกิริยากบัเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่

บริสุทธิ์ดวยเทคนิค SPR biosensor 58 
9 ผลการทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่

บริสุทธิ์ดวยเทคนิค PTA-ELISA 62 
10 ผลการทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb ตอน้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ 

ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค PTA-ELISA 64 
11 ผลการทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb ตอน้ําคั้นใบพริกปกติที่ผสม

เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ดวยเทคนิค PTA-ELISA 65 
12 
 

ผลการทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวย
เทคนิค SPR biosensor 66 

13 เปรียบเทียบคา Ka ของการทดสอบคุณสมบัติของ PAb ในการตรวจสอบเชื้อ 
ChiVMV-KPS9  ระหวางเทคนิค PTA-ELISA กับเทคนคิ SPR biosensor  67 

14 ผลการทดสอบคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ในแตละขั้นตอนที่เติมสารบนผิวแผน
สไลดแกวทีเ่คลือบอนุภาคทองคํา 69 

(2) 
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สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางที่ หนา 

  
15 เปรียบเทียบการทดสอบสารที่ใชลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะในการตรวจสอบเชื้อ  

ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor 72 
16 เปรียบเทียบคา Ka และ Kd ของการทดสอบสารที่ใชในการลดปฏิกิริยาที่ไม

จําเพาะในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor 73 
17 ผลการทดสอบสาร regenerate buffer ที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยาสําหรับ

ตรวจสอบน้ําคั้นใบพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9  75 
18 ผลการทดสอบสาร regenerate buffer ที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยาสําหรับ

ตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 76 
19 เปรียบเทียบคา Ka และ Kd ของการทดสอบ regenerate buffer ที่เหมาะสมตอการ

ทําปฏิกิริยาสําหรับตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9   77 
20 เปรียบเทียบคณุสมบัติในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค 

PTA-ELISA กับเทคนิค SPR biosensor 83 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

         (3) 
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สารบัญภาพ 
 
 ภาพที ่ หนา 

  
1 ลักษณะการทาํปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดกีับแอนติเจนดวยเทคนิค PTA- ELISA 

(ดัดแปลงจาก John, 2001) 9 
2 ลําดับการเกิดปฏิกิริยาของโมเลกุลสารชีวภาพที่ตองการทดสอบบนแผนสไลด

แกวท่ีเคลือบอนุภาคทองคํา (ดัดแปลงจาก Autolab application note, n.d.) 13 
3 การเปลี่ยนแปลงของสัญญาณ SPR ในแตละขั้นตอนที่เกิดปฏิกิริยาระหวาง 
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การพัฒนาเทคนิค Surface Plasmon Resonance (SPR) Biosensor สําหรับตรวจสอบ 

เชื้อ Chilli veinal mottle virus (ChiVMV) 
 

Development of Surface Plasmon Resonance (SPR) Biosensor Technique for the 

Detection of Chilli veinal mottle virus (ChiVMV) 
 

คํานํา 
 
 Chilli veinal mottle virus (ChiVMV) เปนเชื้อไวรัสสาเหตุโรคเสนใบดางประของพริก ที่
ทําใหผลผลิตพริกในแปลงปลูกเสียหาย 56.96 เปอรเซ็นต (เครือพันธุและคณะ, 2536)  ลักษณะ
อาการที่สําคัญของโรคนี้ ไดแก ใบดางเขียวระหวางเสนใบ จุดดางเขียวและใบบิดเบีย้วเสยีรูปราง 
(Siriwong et al., 1995) เชื้อ ChiVMV จัดอยูในจีนัสโพทไีวรัส (Genus Potyvirus, Family 
Potyviridae) อนุภาคไวรัสมีลักษณะเปนทอนคด สามารถถายทอดไดโดยเพลี้ยออนและการปลูก
เชื้อดวยวิธีกล แนวทางที่สําคัญสําหรับการควบคุมโรคพืชที่เกิดจากเชื้อไวรัส ไดแก การปองกันการ
แพรระบาดของเชื้อไวรัสและการคัดเลือกพันธุพืชตานทาน (สุพัฒน, 2552) การพัฒนาเทคนิคที่มี
ประสิทธิภาพเพื่อใชในการตรวจสอบเชื้อไวรัสไดอยางถูกตองแมนยํา จึงเปนเครื่องมอืที่สําคัญและ
จําเปนตอการปรับปรุงพันธุพืช เพื่อคัดเลือกพันธุพืชที่ตานทานโรค 

 
เทคนิคที่ใชเพือ่ตรวจสอบเชือ้ไวรัสสาเหตโุรคพืชมีหลายเทคนิค เชน Plate trapped antigen 

enzyme-linked immunosorbent assay (PTA-ELISA) เทคนิคนี้สามารถตรวจสอบเชื้อไวรัสในครั้ง
เดียวกันไดหลายตัวอยางและสามารถตรวจสอบเชื้อไวรัสไดที่ระดับต่าํสุดที่ 10 นาโนกรัม (Renate, 
1981) แตเทคนิคนี้มีขอจํากดัหลายประการเชน แอนติบอดีที่ใชในการตรวจสอบจําเปนตองมีการ
ติดฉลากดวยเอ็นไซม เพื่อรายงานผลการตรวจสอบภายหลังการเติมสับสเตรท ผลที่ไดของการ
ทดลองจึงไมใชผลของการเขาจับกันของแอนติบอดีกับแอนติเจน สวนการเขาจับของแอนติบอดใีน 
ELISA microtiter plate เปนลักษณะสุม สงผลใหการทดลองในแตละครั้งใหผลไมสม่ําเสมอและ
ตองใชเวลาในการตรวจสอบเชื้ออยางนอย 5-6 ช่ัวโมง (รัชนี, 2549) นอกจากนี้พบวาการตรวจสอบ
เชื้อ ChiVMV ดวยเทคนิคนี้เกิดปฏิกิริยาขามกับเชื้อ Pepper veinal mottle virus (PVMV) ซ่ึงเชื้อ
ไวรัสชนิดนี้มคีวามสัมพันธทางพันธุกรรมที่ใกลชิดกับเชื้อ ChiVMV มากที่สุด (Tsai et al., 2008) 
จากขอจํากดัดงักลาวทําใหมคีวามจําเปนทีจ่ะตองใชเทคนิคอ่ืนมาประกอบเพื่อยนืยนัผลการตรวจ
เชื้อที่แนนอนและชัดเจน จึงจําเปนที่จะตองมีการพัฒนาเทคนิคที่มีความแมนยําและนาเชื่อถือ
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สําหรับการตรวจเชื้อไวรัส ซ่ึงในปจจบุันมกีารพัฒนาเทคนิค Surface plasmon resonance (SPR) 
biosensor ในการตรวจเชื้อไวรัสหลายชนดิเชน Cymbidium mosaic potexvvirus (CymMV) และ 
Odontoglossum ringspot tobamovirus (ORSV) (Alvin et al., 2002), Tobacco mosaic virus 
(Boltovets et al., 2002), Lettuce mosaic virus (Thierry et al., 2007), Tomato bushy stunt virus 
(Rajendran and Nagy, 2008) และ Apple stem pitting virus (ASPV) (Zsofia et al., 2010) เปนตน 
เนื่องจากเทคนิคนี้มีขอดีอยูหลายประการเชน สามารถตรวจสอบเชื้อไวรัสไดอยางจาํเพาะเจาะจง 
ไมจําเปนตองมีการติดฉลากแอนติบอดดีวยเอนไซมเพื่อรายงานผลการตรวจสอบ (Fahriye et al., 
2008) สามารถรายงานผลไดในขณะเกิดปฏิกิริยา (real time detection) (Katsamba et al., 2002) 
นอกจากนี้เทคนิค SPR biosensor มีความแตกตางจากเทคนิคทางเซรุมวิทยาอื่นๆ เนือ่งจากการ
รายงานผลของปฏิกิริยาเปนผลมาจากการเขาจับกันอยางจําเพาะเจาะจงระหวางแอนตเิจนกับ
แอนติบอดีที่เกิดขึ้นจริงขณะทําปฏิกิริยา ซ่ึงสามารถคํานวณเปนคาคงที่ในการเขาจบักัน (kinetic 
affinity constant; Ka) ระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีได (Glaser and Hausdorf, 1996, และ Moonil 
et al., 2007) จงึทําใหผลการทดลองที่ไดจากเทคนิคนี้มีความแมนยํา 

 
งานวิจยันี้มวีัตถุประสงค เพื่อพัฒนาเทคนคิ SPR biosensor สําหรับตรวจสอบเชื้อ 

ChiVMV-KPS9 โดยทดสอบปจจัยที่มีผลตอประสิทธิภาพการตรวจสอบเชื้อไวรัสชนิดนีแ้ละ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค SPR biosensor กับ
เทคนิค PTA-ELISA



วัตถุประสงค 
 

1.  เพื่อพัฒนาเทคนิค SPR biosensor สําหรับตรวจสอบเชือ้ ChiVMV-KPS9 โดยทดสอบ
ปจจัยที่มีผลตอประสิทธิภาพการตรวจสอบเชื้อไวรัสชนดินี้  

 
2.  เปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค SPR  

biosensor กับเทคนิค PTA-ELISA 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



การตรวจเอกสาร 
 

1.  เชื้อ Chilli veinal mottle virus (ChiVMV) 
 
1.1  เชื้อ ChiVMV สาเหตุโรคเสนใบดางประของพริก 

   
       โรคเสนใบดางประของพริกมีการตั้งชือ่เชื้อสาเหตุดวยกันหลายช่ือ เชน Chilli mottle 

virus (Plant virus online, 1996), Chilli vein-banding mottle virus (Chiemsombat et al., 1998) 
Indian pepper mottle virus, Pepper vein banding mosaic virus และ Pepper vein banding virus 
(Descriptions of plant viruses, n.d.) เปนตน ปจจุบันคณะกรรมการระดับนานาชาตวิาดวย
อนุกรมวิธานของไวรัส (The International Committee on Taxonomy of Viruses; ICTV) กําหนดให
ใชช่ือเชื้อสาเหตุโรคเสนใบดางประของพริกวา Chilli veinal mottle virus มีช่ือยอวา ChiVMV 
อยางไรก็ตามมีบางรายงานที่ยังใชช่ือยอตางกันเชน ChVMV (Gibbs and Ohshima, 2010) และ 
CVMV (Krishna et al., n.d.) เปนตน 
 

        เชื้อ ChiVMV จัดอยูในจีนัสโพทีไวรัส (Family Potyviridae, Genus Potyvirus) มี
อนุภาคเปนทอนยาวคด (flexuous rod) ขนาดความยาว 765 นาโนเมตร และมีความกวาง 13 นาโน-
เมตร ประกอบดวยกรดนวิคลิอิกชนิดอารเอ็นเอสายเดีย่ว (single stranded RNA) มขีนาด 9,711  
นิวคลีโอไทด และมีน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนหอหุมอนุภาคเทากับ 33 กิโลดาลตัน ในเซลลพืชที่
มีการเขาทําลายของเชื้อไวรัสชนิดนี้ตรวจพบโปรตีนที่เปน inclusion bodies แบบ pinwheel และ
แบบ laminated aggregates อยูในไซโตพลาสซึม (Anindya et al., 2004 และ Siriwong et al., 1995)  
 
                1.2  การเขาทําลายและความเสยีหายที่เกิดจากเชื้อ ChiVMV 
 

          เชื้อ ChiVMV สามารถเขาทําลายพริกไดหลายชนดิเชนพริกขีห้นูผลใหญ พริกหวาน 
(Capsicum annuum) และพรกิขี้หนูผลเล็ก (C. frutescens) ซ่ึงมีรายงานวาพบครั้งแรกที่ประเทศ
มาเลเซียในป พ.ศ.2490 โดยการแยกเชื้อจากตนพริกทีแ่สดงอาการของโรค (Burnet, 1962) ตอมาใช
วิธีการตรวจสอบและจําแนกเชื้อดวยเทคนิคทางเซรุมวทิยา (Ong et al., 1979) สําหรับประเทศไทย
นั้นมีรายงานการพบโรคนี้คร้ังแรกในเขตจังหวัดเชียงใหม เมื่อป พ.ศ. 2532 โดยแยกเชือ้ไดจากพริก
พันธุมันแดงทีแ่สดงอาการเสนใบดางประ นอกจากนี้เชือ้ ChiVMV นับวาเปนปญหาที่สําคัญของ
การปลูกพริกในหลายประเทศ เชน ปากีสถาน ไทย มาเลเซีย และประเทศในเขตเอเชยีตะวันออก
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เฉียงใต ซ่ึงพบวาเมื่อเชื้อไวรัสชนิดนี้เขาทําลายพริกจะทําใหผลผลิตพริกลดลง 30-50 เปอรเซ็นต 
(เครือพันธุและคณะ, 2536; Hameed et al., 1995 และ Ong et al., 1980)  ในป 2004 ทาง AVRDC 
รายงานผลความเสียหายที่เกดิจากการแพรกระจายของเชือ้ไวรัสชนิดนีพ้บวาทําใหผลผลิตพริกใน
สภาพแปลงปลูกจาก 16 ประเทศในทวีปเอเชียลดลงเฉลี่ย 30 เปอรเซ็นต Hussain et al. (2009) 
รายงานวาเชื้อ ChiVMV มีการแพรกระจายในแปลงปลูกพริกของปากสีถานประมาณ 47 เปอรเซ็นต  

 
1.3  การถายทอดโรคและพชือาศัยของเชือ้ ChiVMV  

 
                     เชื้อ ChiVMV สามารถถายทอดโรคดวยวิธีกล โดยการปลูกเชื้อดวยการทาน้ําคั้นพืชที่
มีเชื้อ การทาบกิ่งและการถายทอดดวยเพล้ียออน ไดแก Aphis craccivora, A. gossypii, A. siraecola, 
Hysteroneura setarieae, Myzus persicae, Rhopalosiphum maidis และ Toxoptera citricidus 
(Fujisawa et al., 1986; Green, 1997 และ Prakash et al., 2002) ความสมัพันธระหวางไวรัสกับเพลีย้
ออนเปนแบบ non-persistent เชื้อไวรัสชนดินี้ไมถายทอดผานทางเมล็ด (Nono, 2001) พืชอาศัยของ
เชื้อ ChiVMV ในธรรมชาติมีหลายชนิด อยูในหลายวงศเชน Paranthaceae, Boraginaceae, 
Compositaceae และ Solanaceae (Moi, 1992) มีพืชอีก 52 ชนิดที่ทดสอบพบวาเปนพืชอาศัยของเชื้อ
ไวรัสชนิดนี้ (Siriwong et al., 1995)  
 

1.4  การจําแนกและการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV   
 
        การจําแนกเชื้อ ChiVMV ที่เขาทําลายพริกไมสามารถใชลักษณะอาการที่ปรากฏบน
พริกเพียงอยางเดียวในการจําแนกเชื้อได จึงมีการประยกุตใชเทคนิคทางอณูชีววิทยาเขามาชวยใน
การจัดจําแนกเชื้อ เชน เทคนคิ Reverse transcription-Polymerase chain reaction (RT-PCR) ในการ
เพิ่มปริมาณยนีตางๆ ของไวรัสและนําขอมูลมาใชสําหรับการจัดจําแนก โดยจะเลือกใชสวนของ
ลําดับนิวคลีโอไทดที่เปนบริเวณอนุรักษ (conserve region) ของเชื้อ เชน ยีน CP ซ่ึงไดรับความนยิม
อยางมากในการจัดจําแนกเชือ้ไวรัสในจนีสัโพทีไวรัส โดยการจดัจําแนกเชื้อโพทีไวรัสดวยยีน
ดังกลาวถามีคาความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทดตั้งแต 76.0-77.0 เปอรเซ็นต ขึ้นไปแสดงวา
ไวรัสชนิดนัน้เปนไวรัสชนิดเดียวกัน(Adam et al., 2005) โดยมีรายงานการเลือกใชยนี CP เพื่อ
จําแนกเชื้อ ChiVMV ดังนี ้
 
                    พิสสวรรณ และคณะ (2540) จําแนกชนิดของโพทีไวรัสที่แยกไดจากพรกิที่แสดง
อาการเสนใบดางประที่พบในเขตอําเภอกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม โดยโคลนยีน CP และสวน



 

 
 

6 

ปลายสายดาน 3’ ขนาด 1,309 นิวคลีโอไทด เมื่อวิเคราะหเปรียบเทยีบเปอรเซ็นตความเหมือนกนั
ของการเรียงลําดับเบสและลาํดับกรดอะมิโนของยีนนีก้ับขอมูลยีนของโพทีไวรัสชนดิอื่นอีก 23 
ชนิด พบวาลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนหอหุมอนภุาคไวรัสเสนใบดางประของพริกมีแบบแผน
เชนเดยีวกับโปรตีนหอหุมอนุภาคของโพทีไวรัสชนิดอืน่ แตมีเปอรเซน็ตเหมือนกันของลําดับ
กรดอะมิโนโปรตีนหอหุมอนุภาคสูงสุดเพยีง 75.0 เปอรเซ็นต สําหรับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณที่
ไมแปลรหัสมีเปอรเซ็นตความเหมือนเพยีง 29.7 เปอรเซ็นต ขอมูลดังกลาวแสดงใหเหน็วาโรคเสน-
ใบดางประของพริกมีสาเหตจุากเชื้อโพทีไวรัสชนิดใหมตางจากโพทีไวรัสชนิดอื่นทีเ่คยมีรายงาน  

 
       Tsai et al. (2008) จัดกลุมของเชื้อ ChiVMV จํานวน 24 ไอโซเลท ที่แยกจาก ประเทศ

จีน ไตหวัน ไทย อินเดยี และอินโดนเีซีย และจัดกลุมรวมกับเชื้อ Pepper veinal banding virus 
(PVBV), Chilli vein-banding mottle virus (CVbMV) และ CVbMV Chiangmai isolate (CVbMV-
CM) โดยเลือกใชสวนของลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณยนี CP และ 3’UTR เพื่อศึกษาความสัมพันธ
ของเชื้อไวรัสดังกลาวพบวามีคาความเหมอืนกันของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน CP ของเชื้อ 
ChiVMV กับเชื้อ PVMV ที่ระดับ 89.5 เปอรเซ็นต  

 
       จากการจดัจําแนกเชื้อดวยวิธีการศึกษาเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน CP

แสดงใหเห็นวาเชื้อ ChiVMV มีความสัมพันธของลําดับนิวคลีโอไทดใกลเคียงกับเชื้อ PVMV ซ่ึง
เปนเชื้อไวรัสในจีนัส (genus) เดยีวกัน นอกจากนี้เมื่อทําการตรวจสอบเชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิด ดวย
เทคนิคทางเซรุมวิทยาพบวาแอนติบอดีทีใ่ชตรวจสอบเกดิปฏิกิริยาขามระหวางเชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิด 
ดังรายงานของ Benoit et al. (2005) ที่จําแนกชนิดของเชื้อ ChiVMV และ PVMV ดวยเทคนิค 
Double antibody sandwich (DAS)-ELISA ดวยโพลีโคลนอลแอนติบอดีพบวาเกิดปฏกิิริยาขาม
ระหวางเชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิดนี้ ซ่ึงสอดคลองกับการรายงานของ Moury et al. (2005) ที่ตรวจเชื้อ 
ChiVMV และ PVMV ในแอฟริกาและเอเชยีตะวันออกดวยเทคนิค DAS-ELISA โดยใชโพลี- 
โคลนอลแอนติบอดี สังเกตเห็นวาการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV และ PVMV เกิดปฏกิิริยาขาม  

 
       นอกจากการจัดจําแนกเชือ้ ChiVMV ดวยการเปรียบเทียบความสัมพันธของลําดับ 

นิวคลีโอไทดสวนของยีน CP ยังพบวามีการเลือกใชลําดบันิวคลีโอไทดในสวนปลาย 3’ เพื่อจัด
จําแนกเชื้อไวรัสในจีนัสโพทีไวรัสได Ha et al. (2008) ไดจัดจําแนกเชือ้ ChiVMV ดวยลําดับนิวคลี-
โอไทดในสวนปลาย 3’ พบวาลําดับนวิคลีโอไทดในบริเวณดังกลาวสามารถใชในการจัดจําแนกเชือ้ 
ChiVMV ไดจาํนวน 7 ไอโซเลท (ChiVMV-VN/C1-7) จากเชื้อโพทีไวรัสทั้งหมด 52 ไอโซเลท 
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นอกจากนี้นําขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดสวนปลาย 3’ ของเชื้อจากประเทศตางๆ เปรียบเทียบกบั
เชื้อ ChiVMV จากประเทศไทยพบวามีคาความเหมือนกนัของลําดับนวิคลีโอไทด 99.0 เปอรเซ็นต  

 
1.5  แนวทางการควบคุมและปองกันกําจดัโรคเสนใบดางประของพริก 

  
        การควบคมุโรคพืชที่มีสาเหตุจากเชื้อไวรัสสามารถทําไดโดยควบคมุแมลงพาหะและ
กําจัดพืชอาศยั เพื่อปองกันการแพรระบาดของเชื้อไวรัส เนื่องจากโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัสนั้นไมมี
สารเคมีกําจัด วิธีการควบคุมโรคไวรัสที่มีประสิทธิภาพสูง ประหยัดและใชไดสะดวกที่สุดคือการ
ปรับปรุงพันธุพืชใหตานทานตอโรค แตการที่จะไดมาซึง่พันธุตานทานตอเชื้อไวรัสที่มีปญหาตอ
ผลผลิตเปนสิ่งที่ทําไดไมงายนัก (สุพัฒน, 2552) มีรายงานการปรับปรุงพันธุพริกใหตานทานตอเชื้อ 
ChiVMV และการควบคุมโรคเสนใบดางประของพริกดังนี้ 
 
        เครือพันธุ และคณะ (2536) ศึกษาเกี่ยวกับเชื้อไวรัสของพริกและการคัดเลือกพริกให
ตานทานตอไวรัสบางชนิด โดยสํารวจโรคไวรัสของพริกใน 13 จังหวดั ระหวางเดือนพฤศจิกายน 
พ.ศ. 2532 ถึง เดือนธันวาคม พ.ศ. 2534 และตรวจเชื้อไวรัสในตัวอยางทีแ่สดงอาการของโรคดวย
วิธี ELISA พบวาเชื้อ ChiVMV จากจังหวดัเชียงใหมมีความสัมพันธทางเซรุมวิทยากบัเชื้อ 
ChiVMV จากประเทศไตหวนัและมาเลเซีย ตอมาคัดเลือกพันธุพริกที่ตานทานตอเชื้อ ChiVMV ใน
สภาพโรงเรือนกันแมลงพบวามีพริกจํานวน 4 สายพันธุ ที่มีความตานทานสูง (เปอรเซ็นตการเกดิ
โรคเปน 0 เปอรเซ็นต) ตอเชือ้ ChiVMV ไดแก พนัธุพริกขี้หนูไรสุรัตน พันธุพริกขีห้นูอุบล 2 พันธุ
พริกไตหวัน 83-168 และพนัธุพริกตูม (Toom) 
 

       พิสสวรรณ และคณะ (2542) ไดพัฒนาพริกดัดแปลงพันธุกรรมที่ตานทานตอเชื้อ 
CVbMV ตรวจสอบและคัดเลือกพริกบางชางจําลองพันธุรุนแรก (R0) และรุนลูก (R1 และ R2) ที่มี 
ทรานสยีนจากการถายยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคไวรัสเสนใบดางประ (CVbMV-CP) พบวาพริก R1 
จํานวน 497 ตนจาก 1992 ตน มีความตานทานตอไวรัสโดยไมแสดงอาการของโรค สวนในรุน R2 
พบวาผลพริก 5 สายพันธุ คือ R1 #161-1/5-3, #161-1/13-3, #161-1/13-4, #161-1/13-5 และ #161-
1/14-3 ใหเมล็ดและตนพริกที่มีความตานทานโรคทั้งหมด (100 เปอรเซ็นต)  

 
                  สุจินตและคณะ (2551) ใชเทคนิค indirect ELISA ตรวจสอบปริมาณเชือ้ไวรัสเพื่อ
คัดเลือกพันธุพริกที่มีความตานทานตอเชือ้ CMV และ ChiVMV พบวาจากการประเมินความ
ตานทานพริก 320 สายพันธุในสภาพโรงเรือนกันแมลง มีพริกที่ตานทานสูง (เปอรเซ็นตการเกดิโรค
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เทากับศูนย) ตอเชื้อ CMV-KPS10 จํานวน 4 สายพันธุ สวนพริกที่ตานทานสูงตอเชื้อ ChiVMV-
KPS9 มีจํานวน 30 สายพันธุ 

 
       การทดสอบความตานทานของพริกตอเชื้อ ChiVMV ที่ AVRDC โดยทดสอบกับกลา-

พริกที่ปลูกในถาดหลุม 24 หลุม เมื่อตนกลาพริกมีใบจริง 3 ใบ จึงปลูกเชื้อ ChiVMV ไอโซเลท P-
1037 ลงบนใบพริกดวยการทาน้ําคั้น ภายหลังการปลูกเชื้อไวรัส 14 วนั เก็บใบพริกมาตรวจสอบ
เชื้อ ChiVMV ดวยเทคนิค ELISA พบวามพีริก 20 สายพนัธุที่ตานทานตอเชื้อไวรัสชนิดนี้ไดแก 
CO1664, CO0265, VC16a, VC58a, VC160, VC211, VC236, VC237, VC240, VC241, VC255, 
PBC122, PBC148A, PBC370, PBC371, PBC521, PBC522, PBC523, PBC524  และ PBC693 
(AVRDC, 1999)   

                
2.  ขอจํากัดของเทคนิคตางๆ ท่ีใชในการตรวจเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพืช 
 

เทคนิคที่ใชเพือ่ตรวจเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพืชมีหลายเทคนิค เชน dot blot, enzyme- 
linked immunosorbent assay (ELISA) และ polymerase chain reaction (PCR) (Webster  et al., 
2004) ซ่ึงเทคนิคดังกลาวมีความไว (sensitivity) ในการตรวจสอบเชื้อไวรัสไดถึงระดบันาโนกรัม 
อยางไรก็ตามทั้ง 3 วิธีมีขอจํากัดคือ เทคนคิ dot blot และเทคนิค ELISA ไมสามารถกําหนดทิศ
ทางการเขาจับของแอนติบอดีกับ solid phase อาทิ membrane และ ELISA microtiter plate 
ตามลําดับ อาจทําใหแอนติบอดีอยูในสภาพที่ไมพรอมทาํปฏิกิริยา ซ่ึงสงผลโดยตรงตอผลการตรวจ
เชื้อไวรัสแตละครั้งที่จะไดผลการทดลองที่ไมสม่ําเสมอ (Torrance et al., 2006) ใชเวลาในการตรวจ
เชื้อไวรัสอยางนอย 5-6 ช่ัวโมง และจําเปนตองมีการติดฉลากแอนติบอดีดวยเอนไซมเพื่อการ
รายงานผลการตรวจสอบ (สุภาวณิ,ี  2550) (ตารางที่ 1) สวนเทคนิค PCR มีขอจํากัดในเรื่องการ
ปฏิบัติงานที่ตองอาศัยผูชํานาญการ มีขั้นตอนที่ยุงยากและใชเวลาในการตรวจนาน (Bright and 
Perry, 2007) ถึงแมวาในปจจุบันมีการพัฒนาชุดตรวจสอบ (detection kits; GLIFT kit) โดยนํา
เทคนิคทางดานเซรุมวิทยามาประยุกตใชรวมกับเทคนิคทางโครมาโทกราฟฟ (immunochromato-
graphy) ซ่ึงใหผลการตรวจสอบที่รวดเร็วรูผลภายใน 5-10 นาที มีความสะดวกในผลการตรวจสอบ 
แตชุดตรวจวนิิจฉัยเชื้อไวรสัสาเหตุโรคพืชดังกลาวจําเปนตองมีการติดฉลาก IgG ที่ใชตรวจสอบ
ดวยอนุภาคทองคํา (colloidal gold) เพื่อรายงานผลการตรวจสอบและไมสามารถบงบอกปริมาณ
เชื้อที่แนนอนได (สุรภี และคณะ, 2550)  
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3.  การตรวจเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพชืดวยเทคนิค Plate trapped antigen-Enzyme-linked 
immunosorbent assay (PTA-ELISA)  
 
                การตรวจสอบเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพืชดวยเทคนิค ELISA พัฒนาขึ้นครั้งแรกโดย Clark 
and Adam (1977) ตอมาจึงมกีารพัฒนาเทคนิคนี้กันอยางแพรหลายเนื่องจากเทคนิค ELISA 
เนื่องจากสามารถตรวจสอบแอนติเจนไดคร้ังละหลายตัวอยาง เปนวิธีการที่งาย จึงทําใหมีการพัฒนา
เทคนิคดังกลาวหลายรูปแบบ เชน เทคนิค PTA-ELISA ที่มีการรายงานครั้งแรกโดย Mowat and 
Dawson (1987) การตรวจสอบเชื้อไวรัสดวยเทคนิคนี้เร่ิมจากเติมแอนติเจน (น้ําคั้นพชืที่มีเชื้อไวรัส
หรือตัวอยางเชื้อไวรัสที่ตองการตรวจ) ใหเขาจับกับ ELISA microtitre plate ตอมาจึงเติมแอนติบอดี
ที่จําเพาะตอแอนติเจน (primary antibody) และเติมแอนติบอดีที่มีการติดฉลากดวยเอนไซม ซ่ึง
แอนติบอดีตวัท่ีสอง (secondary antibody) มีความจําเพาะตอแอนติบอดตีัวแรก ขัน้สุดทายคือการ
เติมซับสเตรทลงใน ELISA microtitre plate (ภาพที่ 1) ภายหลังการเติมซับสเตรทจึงนํา ELISA 
microtitre plate มาวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสง โดยการแปลผลนั้นจะพจิารณาจากคาการดูดกลืน
คล่ืนแสงของตัวอยางควบคมุลบ (negative control) เทคนิค PTA-ELISA มีรายงานวามีการนํามาใช
ในการตรวจเชือ้ ChiVMV โดยสุจินตและคณะ (2551) ที่ประยุกตใชเทคนิคนี้ในการประเมินความ
ตานทานพริกตอเชื้อ ChiVMV เพื่อคัดเลือกพันธุพริกตานทานโรคในสภาพโรงเรือน  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1  ลักษณะการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดกีับแอนติเจนดวยเทคนิค PTA-ELISA   
               (ดัดแปลงจาก John, 2001) 
 
 
 

Indirect PTA- ELISA 

Secondary antibody 

Primary antibody 
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ตารางที่ 1  เปรียบเทียบคณุสมบัติของเทคนิค SPR biosensor กับ PTA-ELISA ในการตรวจสอบเชื้อ 
     ไวรัสสาเหตุโรคพืช     

 
                                                       
                                     เทคนิค SPR ELISA 

   คุณสมบัติ     
ความไวในการตรวจสอบ 
(sensitivity) (พิโคกรัม) 

0.1 
(Boltovets et al., 2004) 

10,000 
(Renate, 1981) 

ระยะเวลา  
 

2 ช่ัวโมง 
(Autolab application note, n.d.) 

5-6 ช่ัวโมง 
(สุภาวณิ,ี 2550) 

การติดฉลาก (labeling) 
 

ไมมี 
(Moonil et al., 2007) 

เอนไซม 
(รัชนี, 2549) 

คาคงที่ในการเขาจับกันของสาร 
(Ka) (M

-1S-1) 
105-107 

(Autolab application note, n.d.) 
1.52x105 

(Hardy et al., 1997) 
คาคงที่ในการแยกออกจากกนั
ของสาร (Kd) (S

-1) 
10-5-10-1 

(Autolab application note, n.d.) 
3.8x10-5 

(Hardy et al., 1997) 
 
4.  เทคนิค Surface plasmon resonance (SPR) biosensor 
 

Biosensor Technique เปนเทคนิคที่นําสารชีวภาพมาเปนตัวตรวจจับ (bioreceptor) โดย
สารชีวภาพนัน้สามารถเขาจับสิ่งตรวจ (tester) ไดอยางจําเพาะ โดยอุปกรณที่ใชในการตรวจวดัการ
เขาจับกันของสารดวยเทคนคินี้มีโครงสรางหลักประกอบดวย 2 สวนดังนี้ สวนแรกเปนสวนที่ทํา
ใหเกิดสัญญาณและตรวจจบัสัญญาณที่เกดิขึ้นขณะเกดิการเขาจับกันของสาร ซ่ึงประกอบดวย
สารชีวภาพทีต่รึงอยูกับ transducer สวนนีอ้าจเรียกวา detector และสวนที่ 2 เปนสวนที่ขยาย
สัญญาณและอานสัญญาณของสารชีวภาพที่เกิดการเขาจบักัน สารชีวภาพที่นํามาใชใน biosensor มี
หลายชนิดเชน แอนติบอดี เอนไซม เนื้อเยื่อพืชหรือสัตว เปนตน สวนสญัญาณชี้นํา (Indicated 
Signal) ที่เกิดขึ้นภายหลังจากการเขาจับกนัของสารชีวภาพกับสิ่งตรวจสามารถตรวจวัดไดหลาย
รูปแบบเชน พลังงานแสง การเปลี่ยนแปลงอิเล็กตรอน และพลังงานความรอน เปนตน สัญญาณที่
เกิดขึ้นนั้นเปนตัวกําหนดระบบการตรวจสอบการเขาจับกันของสารและตัวชักนําสัญญาณ 
(transducer) เชน ถาสัญญาณที่เกดิขึ้นเปนการเปลี่ยนแปลงของแสง ระบบที่ใชตรวจวัดเรียกวา 
Optical และมตีัวชักนําสัญญาณเรียกวา Optoelectronics เปนตน มีการนําเทคนิค biosensor มา
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ประยุกตในการตรวจสอบโรคในทางการแพทยเปนครั้งแรกในป ค.ศ. 1962 โดย Leland ได
ประยุกตใช biosensor ในการตรวจวดัปริมาณกลูโคสในเลือดมนุษย เพือ่ตรวจวนิิจฉัยโรคเบาหวาน 
(นันทยา, 2553) ซ่ึงในปจจบุันมีการพัฒนาเทคนิคนี้เพื่อใชประโยชนที่กวางมากขึ้นในศาสตรแขนง
ตาง ๆ รวมถึงงานทางดานการตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคพืช (Boltovets et al, 2004)  

 
 Surface Plasmon Resonance (SPR) เปนปรากฏการณเชิงแสงซึ่งเกิดขึ้นเมื่อแสงตกกระทบ
บนผิวของโลหะเชน อนุภาคทองคํา ซ่ึงไวตอการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติเชิงแสง (Jarupat, 2005) 
เมื่อเกิดการเขาจับกันของสารบนพื้นผิวสไลดแกวในแตละขั้นตอนมากขึน้จะสงผลใหคาการ
เปลี่ยนแปลงมมุสะทอนกลับของแสงลดลงตามลําดับ (ภาพที่ 2) โดยการรายงานผลการเกิดปฏิกิริยา
เปนคาการเปลีย่นแปลงมุม SPR ซ่ึงคาดังกลาวขึ้นกับการเปลี่ยนแปลงคาดัชนีการสะทอนกลับของ
แสง (reflection index) เมื่อเกิดการเขาจับกันของสารบนพื้นผิวสไลดที่เคลือบอนุภาคทองคํามากขึ้น
ตามลําดับ จะสงผลใหคาดัชนีสะทอนกลับของแสงลดลง ซ่ึงสามารถวัดเปนคาการเปลี่ยนแปลงมุม 
SPR ได ณ ชวงเวลานั้น โดยคามุม SPR ที่เปลี่ยนแปลงมหีนวย milli degree (mo) (Stenberg et al., 
1991) จึงมีการนําหลักการ SPR มาประยุกตใชในการตรวจสอบการเขาจับกันของสารชีวภาพกับสิ่ง
ตรวจดวยเทคนิค biosensor รวมเปนเทคนคิ SPR biosensor โดยการตรวจวัดการเกิดปฏิกิริยาดวย
เทคนิคนี้ไมจําเปนตองมีการติดฉลากโมเลกุลที่ใชเปนตวัรายงานผล (บญุสง, ม.ป.ป.) ซ่ึงแตกตาง
จากเทคนิค ELISA ที่ตองติดฉลากแอนตบิอดีดวยเอนไซมเพื่อการรายงานผล โดยเทคนิค SPR 
biosensor มีขั้นตอนในการทํางานหลายขัน้ตอน ที่วดัคาการเปลี่ยนแปลงของมุม SPR ซ่ึงเกิดขึ้นจาก
การเขาจับกันของสารบนพื้นผิวสไลดแกวที่เคลือบอนภุาคทองคําและสารตางๆ ดังนี้ 

 
 ขั้นตอนที่ 1  Base line เปนการบันทึกคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่เกิดขึ้นหลังจากตรงึ
แอนติบอดีลงบนผิวอนภุาคทองคําที่เคลือบดวยสารเคลือบผิว (11-mercaptoundecanoic acid; 11 
MUA)  
 
 ขั้นตอนที่ 2  Association เปนการบันทึกคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่เกิดขึ้นหลังจาก
แอนติบอดีเร่ิมทําปฏิกิริยาเขาจับแอนติเจน 
 
 ขั้นตอนที่ 3  Equilibrium เปนการบันทึกคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่เกิดขึ้นหลังจาก
แอนติบอดีทําปฏิกิริยาเขาจบักับแอนตเิจนจนถึงจุดสมดุล 
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 ขั้นตอนที่ 4  Dissociation เปนการบันทึกคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่เกิดขึ้นหลังจากลาง
แอนติเจนออกจากการเขาจับกับแอนติบอด ี
 
 ขั้นตอนที่ 5  Regeneration เปนการบันทึกคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่เกิดขึ้นหลังจาก
ลางแอนติเจนออกจากแอนติบอดีดวย regenerate buffer  
 
 ขั้นตอนที่ 6  Base line เปนการบันทึกคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่เกิดขึ้นหลังจากการ
ลางแอนติเจนออกดวย regeneration buffer ทําใหแอนตบิอดีพรอมสําหรับทําปฏิกิริยากับแอนติเจน
ในรอบตอไปและเปน base line ใหมสําหรับการตรวจสอบในครั้งตอไป (ภาพที่ 3) 
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ภาพที่ 2  ลําดับการเกิดปฏิกริิยาของโมเลกุลสารชีวภาพทีต่องการทดสอบบนแผนสไลด 

  แกวทีเ่คลือบอนุภาคทองคํา (ดัดแปลงจาก Autolab application note, n.d.) 

ประกอบแผนสไลดแกวทีเ่คลือบอนุภาค
ทองคําบน hemi-cylindricle lens 

กระตุนแผนสไลดแกวดวย running buffer 

สารปรับสภาพพรอมทําปฏิกิริยา 

ตรึงแอนติบอดีลงบนแผนสไลดแกว 

ยับยั้งปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ 

แอนติบอดีเขาจับกับแอนติเจน 

ลางแอนติเจนออกดวย regenerate buffer 
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ภาพที่ 3  การเปลี่ยนแปลงของสัญญาณ SPR ในแตละขัน้ตอนที่เกดิปฏิกิริยาระหวาง 
  แอนติบอดกีบัแอนติเจนดวยเทคนิค SPR biosensor (ดัดแปลงจาก Julian, 2001) 
 

5.  การตรวจเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพชืดวยเทคนิค SPR biosensor  
 
             การตรวจเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพืชดวยเทคนิค SPR biosensor ซ่ึงเปนเทคนิคที่สามารถ
ตรวจสอบเชื้อไวรัสไดอยางจําเพาะเจาะจง โดยอาศัยความจําเพาะของสารชีวโมเลกุลที่ใชเปนตัว
ตรวจจับ เชน แอนติบอดี (Fahriye et al., 2008) ผลการตรวจสอบสามารถรายงานผลในขณะ
เกิดปฏิกิริยาได (real time detection) (Katsamba et al., 2002) ถึงแมวาเทคนิค SPR biosensor มีการ
ใชแอนติบอดใีนการตรวจเชือ้ไวรัส แตเทคนิคนี้มีความแตกตางจากเทคนิคเซรุมวิทยาอื่นๆ 
เนื่องจากการรายงานผลของปฏิกิริยาเปนการรายงานผลที่เกิดจากการเขาจับกันอยางจําเพาะเจาะจง
ระหวางแอนตบิอดีกับแอนตเิจนที่เกิดขึ้นจริงขณะเกดิปฏกิิริยา (Altschug et al., 1992 และ Rebert 
and Fait, 1997)  

 
การเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดีกับแอนติเจนของเทคนิค SPR biosensor สามารถ

คาํนวณคาคงที่ในการเขาจบักัน (kinetic association constant; Ka) ระหวางแอนติบอดีกับแอนติเจน
ที่เกิดปฏิกิริยาบนพื้นผิวแผนสไลดแกวทีเ่คลือบอนุภาคทองคําได ซ่ึงคา Ka นั้นเปนคาที่บงบอกถึง

(6) 

(5) 

(4) 
(3) 

(2) 

(1) 
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ความจําเพาะเจาะจงของการเกิดปฏิกิริยา เมื่อการประมวลผลคา Ka แลวพบวามีคาสูงแสดงวาการ
เกิดปฏิกิริยาของสารคูนั้นมีความจําเพาะเจาะจงมาก หรืออาจกลาวคาไดวาคา Ka แปรผันตรงกับ
ความจําเพาะเจาะจงของการเกิดปฏิกิริยา ซ่ึงการตรวจวัดคา Ka ไดทําใหเกิดความแมนยําในการ
ตรวจสอบของเทคนิค SPR biosensor ไดอีกดวยโดยคาดงักลาวมีหนวยเปนความเขมขนของสารที่
เกิดปฏิกิริยา ณ ชวงเวลานัน้ (M-1S-1) (Lidstrom, n.d.)  ลักษณะการเกดิปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดี
กับแอนติเจนเปนแบบ 1 ตอ 1 ดังสมการดานลาง ซ่ึงคา Ka ของการเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดี
กับแอนติเจนในกรณีทีแ่อนตบิอดีมีสวนของพาราโทป 2 ตําแหนง (homologous) มีคา Ka ประมาณ 
108-109 M-1S-1 (Elma et al., 1995) ดังนั้นแอนติบอดีที่ทําปฏิกิริยาบนผวิสไลดแกวที่เคลือบอนุภาค
ทองคําและสาร 11MUA จึงมีคา Kaประมาณ 104-105 M-1S-1 เนื่องจากมีสวนของพาราโทปที่พรอม
ทําปฏิกิริยาเพยีงตําแหนงเดยีว 

 
   Antibody  +  Antigen          Antibody : Antigen 

 
นอกจากนี้เทคนิค SPR biosensor ยังตรวจวดัคาคงที่ในการแยกออกจากกันระหวาง

แอนติบอดกีับแอนติเจนได (kinetic dissociation constant; Kd) ไดอีกดวย ซ่ึงคา Kd เปนคาที่แสดง
ใหเห็นถึงลักษณะการเขาจับกันของแอนตบิอดีกับแอนตเิจนวามีการเขาจับกันลักษณะใด หากคา Kd 
มีคาสูงแสดงวาการเขาจับกันระหวางแอนตบิอดีกับแอนตเิจนเปนแบบหลวมๆ จึงสามารถแยกออก
จากกนัไดอยางรวดเร็ว ซ่ึงการประมวลผลของคานี้จะแปรผกผันกับคา Ka (ภาพที ่4) (Lidstrom, 
n.d.) โดยคา Kd จะสามารถคํานวณไดภายหลังการเติมสารลาง (regenerate buffer) เพื่อทําลายพันธะ
ระหวางแอนตบิอดีกับแอนตเิจน มีหนวยเปนการเกดิปฏิกริิยาการแยกออกจากกันตอวนิาที (S-1) จึง
มีการทดสอบ regenerate buffer ที่เหมาะสมสําหรับลางแอนติเจนออก ซ่ึงจะทําใหสามารถนํา
แอนติบอดกีลับมาทําปฏิกิริยากับแอนติเจนไดซํ้าในปฏกิิริยารอบใหม (Man et al., 1999 และ Xai et 
al., 2003) 

 
นอกจากนี้เทคนิค SPR biosensor ไมจําเปนตองมีการขยายสัญญาณของการทําปฏิกิริยาที่

เกิดขึ้นดวยการติดฉลากโมเลกุลสารที่ใชตรวจสอบ เชน การติดฉลากดวยเอนไซม เพือ่การรายงาน
ผลการเกิดปฏิกิริยา (Glaser and Hausdorf, 1996 และ Moonil et al., 2007) เนื่องจากการรายงานผล
การเกิดปฏกิิริยาพิจารณาจากการเขาทําปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดแีละแอนติเจนโดยตรง จึงชวย
ลดความผิดพลาดจากการประมวลผลการทดลองที่ได ทาํใหเทคนิคนี้มคีวามเหมาะสมกับงานที่
ตองการความแมนยําและความรวดเร็วในการตรวจสอบ แนวโนมการประยุกตใชเทคนิค SPR 
biosensor เพื่อการศึกษาและการตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคพืชเพิ่มสูงขึ้นเรื่อย ๆ นับจากป ค.ศ.1993 

Ka 
Kd



 

 
 

16 

เปนตนมา (Olivier et al., 2006) ดังรายงานผลการวิจัยที่อาศัยเทคนิค Biosensor เพื่อตรวจสอบเชื้อ
ไวรัสสาเหตุโรคพืชชนิดตางๆ ดังนี้  
 
              Alvin et al. (2002) พัฒนาเทคนิค Quartz crystal microbalance (QCM) immunosensors ที่
ใชหลักการทําปฏิกิริยาของ biosensor สําหรับตรวจสอบเชื้อ Cymbidium mosaic potexvirus 
(CymMV) และ Odontoglossum ringspot tobamovirus (ORPV) เปนเชือ้ไวรัสที่สรางความเสียหาย
ใหกับอุตสาหกรรมการผลิตกลวยไม จึงมกีารพัฒนาเทคนิค QCM เพื่อใหการตรวจสอบเชื้อดังกลาว
อยางทันทวงทกีอนเกดิการแพรระบาดในแปลง โดยใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอเชื้อดังกลาวเปนตวั
ตรวจจับพบวาเทคนิคนี้สามารถตรวจสอบเชื้อ CymMV และ ORSV ไดที่ระดับต่ําสุด 1 นาโนกรัม 
เมื่อเปรียบเทียบการตรวจสอบกับเทคนิค ELISA พบวาทัง้ 2 เทคนิคใหผลการตรวจสอบเชื้อไม
แตกตางกันแตเทคนิค QCM มีคุณสมบัติที่ดีกวาเทคนิค ELISA คือ ใชเวลาตรวจสอบนอยกวา 
ประมวลผลไดรวดเรว็และใชปริมาณตัวอยางที่จะตรวจสอบนอยกวา 
  
              Boltovets et al. (2002a) ทดสอบสารที่ใชปรับสภาพผิวแผนทองกอนการตรึงแอนติบอดี 
โดยเปรียบเทยีบสารระหวาง potassium thiocyanate (KNCS) กับ KNCS ที่ผสมกับโปรตีน A ของ
เชื้อ Staphylococcus  aureus เมื่อใชเชื้อ TMV ที่บริสุทธิ์เปนสิ่งตรวจพบวาการทําปฏิกริิยาระหวาง
แอนติบอดกีับเชื้อ TMV บนผิวแผนทองทีป่รับสภาพดวย KNCS และ KNCS ที่ผสมโปรตีน A วัด
เปนคาการเปลีย่นแปลงมุม SPR ไดที่ระดับ 500 และ1300 RU (Resonance Unit)  ตามลําดับ ซ่ึง
สรุปไดวาการใชสาร KNCS รวมกับโปรตนี A  ทําปฏิกิริยาบนแผนทองลดความเสียหายของ
แอนติบอดีที่ตรึงบนผิวแผนทอง สงผลใหแอนติบอดีมีคณุสมบัติที่เหมาะสมสําหรับการเขาทํา
ปฏิกิริยากับเชือ้ TMV  
 
              Boltovets et al. (2004b) ตรวจสอบเชื้อ TMV ดวยเทคนิค SPR biosensor โดยปรับสภาพ
ผิวแผนทองดวยสาร KNCS รวมกับโปรตนี A พบวาความเขมขนของเชื้อ TMV ที่เหมาะสมในการ
ทําปฏิกิริยาอยูในชวง 2-20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ความไวของปฏิกิริยา (sensitivity) สําหรับการ
ตรวจสอบอยูที่ระดับ 0.019 นาโนกรัมตอตารางมิลลิเมตร นอกจากนี้พบวาไมสามารถตรวจสอบ
โมเลกุลของสารที่เกิดปฏิกิริยาบนผิวแผนทองที่มีขนาดเกิน 1.5 ไมโครเมตร เนื่องจากตัวแปลง
สัญญาณไมสามารถตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของมุมสะทอนกลับขณะเกดิปฏิกิริยาได 
 

Thierry et al. (2007) ทดสอบความจําเพาะเจาะจงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตขึ้น
จํานวน 19 โคลน ตอโปรตีนหอหุมอนภุาคเชื้อ Lettuce mosaic virus (LMV) จํานวน 15 ไอโซเลท 
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ดวยเทคนิค SPR competition พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นจํานวน 19 โคลน มี
ความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อ LMV  

 
Rajendran and Nagy (2008) ทดสอบการจําลองตัวของอารเอ็นเอของเชื้อ Tomato bushy 

stunt virus (TBSV) จากเอ็นไซม replicase ดวยเทคนิค SPR biosensor พบวาสามารถศึกษากจิกรรม
การจําลองตัวของเอ็นไซมไดในลักษณะพลวัตร (dynamic) นอกจากนีส้ามารถนําเทคนิค SPR 
biosensor มาประยุกตใชเพือ่การตรวจสอบกิจกรรมของเอ็นไซม replicase และสามารถนําขอมูลที่
ไดเปนพืน้ฐานสําหรับการศึกษาการจําลองตัวของอนภุาคไวรัสในพชื เพื่อคนหาแนวทางในการ
ปองกันการเขาทําลายของเชื้อไวรัสตอไป 

 
Zsofia et al. (2010) ตรวจสอบเชื้อ Apple stem pitting virus (ASPV) ดวยเทคนิค enzyme-

linked oligonucleotide assay (ELONA) ที่ใชหลักการตรวจสอบของ Biosensor โดยการสังเคราะห
นิวคลีโอไทดสายสั้นหรือที่เรียกวา aptamer ที่มีความจําเพาะกับสวนของโปรตีนหอหุมอนุภาคเชื้อ 
ASPV โดยที่ aptamer เชื่อมเขากับเอนไซมเพื่อขยายสัญญาณการตรวจสอบจากการทดลองพบวา
เทคนิค ELONA สามารถทําปฏิกิริยาตรวจสอบเชื้อ ASPV ที่สกัดจากพชืที่มีเชื้อเขาทําลายไดดกีวา
เทคนิค ELISA 
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ภาพที่ 4  เปรียบเทียบความสมัพันธระหวางคา Ka กับคา Kd ภายหลังการทําปฏิกิริยาดวยเทคนิค  

 SPR biosensor (ดัดแปลงจาก Lidstrom, n.d.) 
 
เครื่อง SPR biosensor ที่มีจําหนายเปนการคามีดวยกันหลายบริษัท เชน บริษัทออโตแลป 

(Autolab) ที่จําหนายเครื่อง SPR biosensor รุน Springle ยี่หอ Eco Chemie ซ่ึงเครื่องในรุนนี้สามารถ
รายงานผลขณะเกดิปฏิกิริยา (real time detection) ใชชวงความยาวคลื่น 670 นาโนเมตร ในการ
รายงานผลการเขาจับกันของสารบนพื้นผิวอนุภาคทองคํา ประมวลผลคา Ka ในชวง 103-107 M-1S-1 
และคา Kd ในชวง 10-5-10-1 S-1 สามารถตรวจสอบสารไดในชวงความเขมขน 10-11-10-3 M น้ําหนัก
โมเลกุลสารต่ําสุดที่สามารถตรวจสอบไดเทากับ 180 ดาลตัน ใชระยะเวลาในการทดสอบตอ 1 
ตัวอยางประมาณ 2 ช่ัวโมง (Jan, 2010)  
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6.  ปจจัยท่ีมีผลตอการทําปฏกิิริยาระหวางแอนติบอดีกับแอนติเจนของเทคนิค SPR biosensor 
 
             ปจจัยที่มีผลตอการเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดีกับแอนติเจนของเทคนิค SPR biosensor 
ไดแก 
 
             6.1  สารที่ใชในการปรับสภาพผิวแผนทอง 

 
การเขาทําปฏิกิริยาของแอนติบอดีบนผิวสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคําเปน 

ลักษณะการเขาจับแบบสุม (random orientation) ทําใหการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกับ
แอนติบอดแีตละครั้งใหผลการทดลองไมสม่ําเสมอกัน (Jyoung et al., 2006) ดังนั้นการปรับสภาพ
พื้นผิวสไลดกอนการตรึงแอนติบอดีสามารถกําหนดทิศทางการเขาจับของแอนติบอดีและเพิ่มความ
เสถียรใหกับแอนติบอดีใหมโีครงสรางพรอมที่จะเกดิปฏกิิริยา (Dijskma et al., 2002) ซ่ึงสารที่นิยม
ใชมีหลายชนดิ ไดแก 11-mercap-toundecyl hexa (ethylene oxide) (Vitalii et al., 1997) สาร KNCS 
รวมกับโปรตนี A (Boltovets et al. ,2002) และ Wu et al. (2010) ไดประยุกตใชกราฟน (graphene) 
เคลือบดานบนอนุภาคทองคําที่เคลือบสไลด นอกจากนี ้Chen et al. (2010) ศึกษาคณุภาพพื้นผิวของ
กระจกสไลดที่เกิดการทําปฏิกิริยาพบวาชนิดของโลหะที่เคลือบบริเวณพื้นผิวสไลดเปนอีกหนึ่ง
ปจจัยที่มีผลตอการทําปฏิกิริยา โดยเฉพาะพื้นผิวที่มีความขรุขระจะมีผลตอความไวในการทํา
ปฏิกิริยาลดลงอยางชัดเจน สารที่มีคุณสมบัติที่ดีสําหรับใชเคลือบสไลดเพื่อทําปฏิกิริยา SPR  ไดแก 
อนุภาคทองคําขนาดประมาณ 1.31-1.40 นาโนเมตร สามารถเพิ่มความไวในการทําปฏิกิริยา SPR 
ไดถึง 48.6-58.1 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับอนุภาคทองคําขนาด 2.02 นาโนเมตร ตอมา Liying et al. 
(2010) ทดสอบการเพิ่มความไวในการทําปฏิกิริยาดวยการพัฒนาสารเคลือบพื้นผิวสไลดแกวใหมี
คุณสมบัติในการยึดจับกับสารชีวโมเลกุลไดดียิ่งขึน้และมีคุณสมบัติการสะทอนกลับของแสงที่ดี 
เพื่อเพิ่มความไวในการตรวจสอบ จากผลการทดลองไดแสดงใหเห็นวาการเคลือบสไลดแกวดวย 
ZnO-Au สามารถตรวจสอบ IgG ของกระตายไดที่ระดับต่าํสุด เมื่อเปรียบเทียบกับการเคลือบสไลด
แกวดวยทองคาํที่มีลักษณะเปนฟลมบาง นอกจากนี้พบวา ZnO-Au มีความไวในการตรวจสอบ IgG 
สูงกวาการเคลอืบสไลดดวยทองคําถึง 16 เทา  
 
 สารปรับสภาพพื้นผิวสไลดแกวท่ีเคลือบอนุภาคทองคําที่ใชในการทดลองครั้งนี้คือ 11 
MUA ซ่ึงเปนสารในกลุมไธออล (thiol) สารดังกลาวเกิดการสรางพันธะโควาเลนตกบัแอนติบอดี
ระหวางหมู carboxylic acid ของ 11 MUA กับหมู amine ของแอนติบอดี ซ่ึงเปนพันธะที่มีความ
แข็งแรง (Jarupat, 2005) จากการทดสอบสารในกลุมไธออลจํานวน 4 ชนิด ของ Jean et al. (2006) 



 

 
 

20 

เพื่อปรับสภาพของแผนทองพบวาสาร 11 MUA ที่ถูกกระตุนดวย NHS สามารถทําใหเกิดปฏกิิริยา 
เพื่อตรวจสอบ Interleukin (IL-6) ไดที่ความเขมขน 268 นาโนกรัมตอตารางเซนติเมตร ดังนั้นกอน
การตรึงสารชีวโมเลกุลเชน แอนติบอดี บนพื้นผิวสไลดแกวท่ีเคลือบอนุภาคทองคําและสารปรับ
สภาพพื้นผิวดวย 11 MUA ควรมีการเติมสารเพื่อกระตุนการทําปฏิกิริยาในการเขาจบักันระหวาง
แอนติบอดกีับชั้น 11 MUA (self assembled monolayer; SAM) เชนสารผสมระหวาง 3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) และ N-hydroxyl-succinimide (NHS)  โดย EDC เปน
สารเคมีที่มีหนาที่เปนตวัประสาน (crosslinker) ระหวางหมู carboxylic acid กับ polymer อ่ืนทําให
เกิดการสรางพนัธะขึ้น สวน NHS เปนสารอินทรียหรือสารชีวเคมีที่มีหนาที่กระตุน (activate) สาร
ในกลุม carboxylic acid ใหสามารถทําปฏิกิริยากับสารทีม่ีหมู amine ได (Rakhee et al., 2008) การ
กระตุนพืน้ผิวดวย EDC และ NSH กอนการตรึงแอนติบอดี ทําใหคาการเปลี่ยนแปลงของมุม
ภายหลังการทาํปฏิกิริยาเพิ่มขึ้น 150 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับแผนทองที่ไมผานการกระตุนผิว
แผนทอง (Autolab application note, n.d.) 
 
                    สาร 11 MUA ที่ผานการกระตุนดวยสารผสมระหวาง EDC กับ NHS เมื่อนํา PAb มา
ตรึงบนพื้นผิวดังกลาวสวนของหมู amine ของชั้น SAM ที่ปรับสภาพแลวและหมู amine ของ
บริเวณทีย่ึดจบัแอนติเจน (antigen binding site) หรือพาราโทป (paratope) จะเกิดการสรางพันธะ 
โควาเลนตขึ้น 1 ตําแหนง ในบริเวณดังกลาว ดังนัน้จึงเหลือสวนของพาราโทปอีก 1 ตําแหนง 
(Heterologous) (ภาพที่ 5) เพือ่ทําปฏิกิริยากบัสวนอีพิโทป (epitope) ของแอนติเจน จากปกติที่
แอนติบอดีสามารถเขาจับกับแอนติเจนได 2 ตําแหนง (Homologous) (Jarupat, 2005) ในขณะที่การ
ยึดจับของแอนติบอดีในเทคนิค ELISA ไมสามารถกําหนดลักษณะการเขาทําปฏิกิริยาของ
แอนติบอดีได จึงทําใหโอกาสในการเกดิปฏิกิริยากับแอนติเจนไมแนนอนในแตละครั้งที่ทํา
ปฏิกิริยาขึ้น ซ่ึงลักษณะของแอนติบอดีที่เกิดขึ้นใน ELISA microtitre plate มี 3 ลักษณะ ไดแก ยดึ
จับกับแอนติเจนได 2 ตําแหนง 1 ตําแหนง และไมเกิดการเขาจับกับแอนติเจน เมื่อสวนของพา-
ราโทปสรางพันธะกับพืน้ผิวของ ELISA microtitre plate โดยตรง เหตกุารณนี้อาจเกิดขึ้นไดในกรณี
ที่เติมสารยับยัง้ปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะไมสมบูรณหรือมีพืน้ที่วางใหแอนติบอดีเขาจับกับพื้นผิวของ 
plate ได (John, 2001)  
 
 
 
 
 



 

 
 

21 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่5  ขั้นตอนการทําปฏิกิริยาบนพืน้ผิวสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคํา เพื่อตรวจสอบเชื้อ  
               ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor (ดัดแปลงจาก Jaruput, 2005) 

แผนสไลดแกวที่เคลือบอนภุาคทองคํา
ภายหลังการเคลือบสาร 11 MUA 

การกระตุนชัน้ 11 MUA (activate) ดวย
สารผสม EDC กับ NHS 

การเขาทําปฏิกิริยาของ PAb บนผิวสไลด
แกวท่ีผานการกระตุน (immobilization) 

ลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะบนพืน้ผิวสไลดที่
ผานการกระตุนดวย blocking reagent 
ใหพรอมสําหรับการทําปฏิกิริยา 

(deactivate) 
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              6.2  แอนติบอด ี
 

         แอนติบอดีเปนสารชีวโมเลกุลชนิดหนึ่งที่นํามาประยุกตใชในการตรวจสอบเชื้อ
สาเหตุโรคพืชไดอยางจาํเพาะเจาะจงจากการทําปฏิกิริยาระหวางแอนตบิอดีกับแอนตเิจน (เชื้อ
สาเหตุโรคพืช) ซ่ึงโดยสวนมากเทคนิคทางเซรุมวิทยานยิมนํามาใชในการตรวจสอบเชื้อไวรัส
สาเหตุโรคพืช เนื่องจากอนุภาคไวรัสมีขนาดเล็ก (นาโนเมตร) จึงไมสามารถตรวจวินจิฉัยโรคได
ดวยกลองจุลทรรศนหรือการสังเกตอาการโดยตรงที่ปรากฏบนพืช (Peter et al., 2008) จึงมีการ
พัฒนาเทคนคิทางเซรุมวิทยาเพื่อตรวจสอบเชื้อไวรัสอยูหลายเทคนิค รวมถึงเทคนิค SPR biosensor 
ที่นําแอนติบอดีมาเปนตวัตรวจจับเชื้อไวรัส (Lee et al., 2007) แอนติบอดีที่ใชมีดวยกันหลายชนิด 
อาทิ โพลีโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody; PAb) โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal 
antibody; MAb) และแอนตบิอดีสายผสม (recombinant antibody; RAb) เปนตน (Barry et al., 
2009) กอนการนําแอนติบอดีมาใชเปนตัวตรวจจับจําเปนตองนําแอนติบอดีมาทดสอบคุณสมบัติ
ตางๆ ดังนี้ ความจําเพาะเจาะจง (specificity) คาการเจือจางสูงสุดที่แอนติบอดีสามารถตรวจสอบ
เชื้อได (titer) และความไวในการทําปฏิกิริยา (sensitivity) เพื่อใหไดแอนติบอดีที่เหมาะสมตอการ
ทําปฏิกิริยา (Leonard et al., 2003)  
  
          การตรวจสอบเชื้อไวรัสสาหตุโรคพืชหลายชนิดดวยเทคนิค Biosensor โดยใชโมโน-
โคลนอลแอนติบอดีเปนตวัตรวจจับ ไดแก เชื้อ Cowpea mosaic virus (CPMV) (Marie et al., 
1992),  Lettuce mosaic virus (LMV) (Thierry et al., 2007) และ Oyster mushroom spherical virus 
(OMSV) (Sang et al., 2008)  นอกจากนี้มกีารประยกุตใชสวนของ single chain variable fragment 
(scFv) ในการตรวจสอบเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพืชดวย อาทิ เชื้อ Cowpea mosaic virus (CPMV) 
(Torrance et al., 2006)           
 
              6.3  รูปแบบแอนตเิจน 

  
        เทคนิค SPR biosensor สามารถตรวจไดทั้งสารเคมีและสารที่มาจากธรรมชาติได

หลากหลายชนิด (Torreri et al., 2005) โดยมีรายงานวามีการใชเทคนคินี้ในการตรวจเชื้อไวรัส
สาเหตุโรคพืช ซ่ึงรูปแบบของเชื้อไวรัสที่นาํมาตรวจมีหลายชนิด เชน การตรวจอนภุาคเชื้อไวรัส
โดยตรงพบวามีรายงานดังนี้ เชื้อ Cymbidium mosaic potexvvirus (CymMV) และ Odontoglossum 
ringspot tobamovirus (ORSV) (Alvin et al., 2002), Tobacco mosaic virus (Boltovets et al., 2002), 
Lettuce mosaic virus (Thierry et al., 2007) และ Apple stem pitting virus (ASPV) (Zsofia et al., 
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2010) เปนตน นอกจากนี้มีการประยุกตใชในการตรวจโปรตีนที่จําเพาะตอเชื้อไวรัสชนิดนั้น เชน 
การตรวจสอบเอนไซม replicase ของเชื้อ Tomato bushy stunt virus (Rajendran and Nagy, 2008) 

 
              6.4  ชนิดและความเขมขนของสารที่ใชในการลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ 

 
        การทําปฏิกิริยาเพื่อตรวจสอบสารชีวโมเลกุลเชน เซลลหรืออนุภาคเชื้อไวรัส บน

พื้นผิวสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคําและผานการกระตุนดวยสารตางๆ กอนการทําปฏิกิริยากับ
ส่ิงตรวจควรเติมสารยับยั้งปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ (blocking reagent) ที่เกิดขึ้นบริเวณพืน้ผิวสไลดแกว
ที่เคลือบสารปรับสภาพแตไมมีการเขาทําปฏิกิริยาของแอนติบอด ีเพื่อใหเกิดการทําปฏิกิริยาที่
จําเพาะเจาะจงตอส่ิงตรวจเทานั้น ซ่ึงการทดสอบสารยับยั้งปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะทีเ่หมาะสมสําหรับ
การทําปฏิกิริยาในแตละครั้งจึงมีความสําคญั (Autolab application note, n.d.) ในกรณทีี่ตรวจสอบ
เชื้อในน้ําคัน้พชืมีความจําเปนที่จะตองทดสอบสาร blocking reagent เนื่องจากโปรตนีของออร-
แกเนลลตางๆ ในน้ําคั้นพืชเชน คลอโรพลาสต (chloroplast)ไมโครทูบูล (microtubule) ไมโตคอน-
เดรีย (mitochondria) และไรโบโซม (ribosome) เปนตน ซ่ึงมีขนาด 200-400, 25, 400 และ 25 นา-
โนเมตร ตามลําดับ (http:/en.wikipedia.org/wiki/Plant cell) จากขนาดของโปรตีนดังกลาวนั้นอยู
ในชวงที่สามารถตรวจสอบดวยเทคนิค SPR biosensor ได เนื่องจากของเทคนิคนี้สามารถ
ตรวจสอบโมเลกุลที่มีขนาดไมเกิน 400 นาโนเมตร (Autolab application note, n.d.) โดยที่โปรตีน
ของออรแกแนลลดังกลาวจะเขาจับกับพื้นผิวสไลดแกวท่ีเคลือบสารปรับสภาพ (11MUA)  ซ่ึงเปน
บริเวณที่เกิดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะเจาะจง แตจะไมมกีารเขาจับกับแอนติบอดี ตัวอยางสารที่ใชลด
ปฏิกิริยาที่ไมจาํเพาะ เชน BSA 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (Son et al., 2007), BSA 50 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร (Su et al., 2008), casein 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (Kristina et al., 2008), ethanolamine-
HCl 1 โมลาร pH 8.5 (Satoshi et al., 1998), glycine 10 มิลลิโมลาร (Rosa and Kubota, 2007) และ 
Poly –L-Lysine polyethylene glycol 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (Shankar et al., n.d.) เปนตน 

 
6.5  สาร regenerate buffer ที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยา 

 
       ภายหลังการตรวจสอบเชื้อไวรัสดวยเทคนิค SPR biosensor ส้ินสุดใน 1 รอบ ถา 

ตองการทําปฏิกิริยาซ้ําที่ตําแหนงเดิมบนผิวสไลดแกว จาํเปนตองมีการเติมสาร regenerate buffer 
เพื่อทําลายพันธะโควาเลนตระหวางแอนตเิจนกับแอนตบิอดีออกจากกัน (Anton, n.d.) ตัวอยางสาร 
regenerate buffer ที่มีการใชในการลางสิ่งตรวจออก เชน glycine 50 มิลลิโมลาร pH 2.0 (Bram et 
al., 2003), glycine pH 2.2 และ carbonate coating buffer pH 9.6 (Boltovets et al., 2004), citric 
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buffer 0.3 มิลลิโมลาร pH 2.7 (Xia et al., 2004), HCl 100 มิลลิโมลาร (Marjorie, 2006), glycine 
pH 2.0 (Peter et al., 2007) และ NaOH 20 มิลลิโมลาร (Vanneste et al., 2008) เปนตน ภายหลังจาก
เติมสาร regenerate buffer ทําใหแอนติบอดีหรือตัวตรวจจับสามารถกลับมาทําปฏิกิริยาซ้ําได โดย
ไมตองมีการเติมแอนติบอดใีหม ซ่ึง regenerate buffer ที่ใชควรมีคุณสมบัติในการทําลายพันธะ
ระหวางแอนตเิจนกับแอนตบิอดี แตไมทําลายคุณสมบัตขิองแอนติบอดี เพื่อใหแอนติบอดีมี
คุณสมบัติที่ดสํีาหรับการทําปฏิกิริยาครั้งใหม



อุปกรณและวิธีการ  
 
1.  การแยกเชื้อ ChiVMV  

 
แยกเชื้อ ChiVMV จากพรกิขี้หนู (Capsicum annuum) ตามวิธีการที่ดดัแปลงจากวิธีการ

ของเครือพันธุและคณะ (2536) และ Siriwonge et al. (1995) โดยเก็บตัวอยางใบพริกทีแ่สดงอาการ
ใบดางประจากแหลงปลูกพริกในเขตอําเภอกําแพงแสน จังหวดันครปฐม ตรวจสอบเชื้อไวรัสดวย
เทคนิค plate trapped antigen enzyme-linked immunosorbent  assay (PTA-ELISA) จากนั้นแยกเชื้อ
ไวรัสดวยวิธี single local lesion isolation ในยาสูบใบใหญ (Nicotiana tabacum) สายพันธุ White 
Burley เมื่อใบยาสูบแสดงอาการแผลจุดเฉพาะที่ จึงตดับริเวณแผลจุดทีแ่สดงอาการบดบนสไลดที่ม ี
phosphate buffer ความเขมขน 0.1 โมลาร pH 7.0 อัตราสวน 1 กรัมตอ10 มิลลิลิตร (w/v) จากนั้น
นําไปปลูกเชื้อ โดยทาน้ําคั้นพืชที่ผสมผงคารบอรันดัมลงบนใบลําโพง (Datura metel) เพื่อเพิ่ม
ปริมาณเชื้อไวรัส ตรวจสอบเชื้อ ChiVMV ในตนลําโพงที่แสดงอาการดวยเทคนิค PTA-ELISA 
จากนั้นเตรียมน้ําคั้นพืชที่มีเชื้อ ChiVMV จากลําโพงและปลูกเชื้อลงบนใบพริกขีห้นปูกติเพื่อ
ตรวจสอบการเกิดโรคและลกัษณะอาการ  

 
2.  การตรวจสอบเชื้อ ChiVMV ท่ีแยกไดจากพริกดวยเทคนิค PTA-ELISA 
 

ตรวจเชื้อ ChiVMV จากใบพืชดวยเทคนคิ PTA-ELISA ตามวิธีการที่ปรับปรุงจากวิธีการ
ของ Clark and Adams (1977) โดยเก็บใบยอด ใบที่ 3 และใบที่ 5 ที่อยูถัดจากใบยอด รวมเปน 1 
ตัวอยางตอ 1 ตน บดใบพืชในสารละลาย carbonate coating buffer pH 9.6 ที่ผสม sodium 
diethyldithiocarbamate trihydrate (sodium DIECA) 0.02 เปอรเซ็นต กอนใชในอัตราสวนใบพืชตอ
บัฟเฟอรเทากบั 1 กรัมตอ 10 มิลลิลิตร (w/v) ใสน้ําคั้นพชืปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในหลุมของ 
ELISA  microtitre  plate (Costar 3590, Cambridge, MA, USA) ตัวอยางละ 2 หลุม (โดยมีตวัอยาง
พืชที่เปนโรคเสนใบดางประของพริก (positive control) และตนพืชปกต ิ(negative control) เปน
ตัวอยางควบคมุ บมที่อุณหภมูิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เติม blocking solution 
(powder non fat milk ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต ใน PBS pH 7.4) หลุมละ 50 ไมโครลิตร  บมที่
อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เติม antiserum ตอเชื้อ  ChiVMV (anti-ChiVMV, 
ไดรับความอนุเคราะหจาก ผศ.ดร.รัชนี ฮงประยูร) ที่เจอืจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:2,000 
หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เติม goat anti-rabbit 
IgG  alkaline phosphatase conjugated  (Sigma, St.Louis, USA) ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 
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1:10,000 หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เตรียม 
substrate solution ( p - nitrophenyl phosphate) 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใน ELISA substrate buffer 
(Diethanolamine 9.7 เปอรเซ็นต, Sodium azide 0.002 เปอรเซ็นต และ MgCl2.6H2O 10 เปอรเซ็นต) 
เติมในหลุม ELISA  microtitre  plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหองในที่มืดเปนเวลา 
45 และ 60 นาที เมื่อครบเวลาดังกลาววัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสง ( Optical  density ; O.D.) ที่ความ
ยาวคล่ืนแสง 405 นาโนเมตร ดวยเครื่อง ELISA reader (Multiscan EX, Labsystem, Finland) ทั้งนี้
ทุกขั้นตอนกอนการเติมสารชนิดใหมลงในหลุมของ ELISA microtitre plate ตองเทสารเดิมออก
และลางดวย PBST (phosphate buffer saline ความเขมขน 0.1 โมลาร pH 7.4 ที่ผสม Tween 20 
ความเขมขน 0.05 เปอรเซ็นต) จํานวน 3 คร้ัง ลางครั้งแรก 400 ไมโครลิตรตอหลุม สวนครั้งที่ 2 
และ 3 ลางครั้งละ 200 ไมโครลิตรตอหลุม ที่อุณหภูมิหองครั้งละ 5 นาที 

 

3.  การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยนี CP  
 
3.1  การสกัด RNA จากลําโพงที่ปลูกเชื้อ ChiVMV-KPS9 
 
       สกัด RNA จากใบลําโพงที่ผานการตรวจสอบวามีเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค  

PTA-ELISA ซ่ึงดัดแปลงวิธีการสกัด RNA จากวิธีการของ Monthatip et al. (2009) บดใบพืชใน
โกรงดวยไนโตรเจนเหลวใหละเอียด ตกัตัวอยางใสใน microcentrifuge tube เติม TLES buffer 
(Tris-HCI 100 มิลลิโมลาร pH 8.0, LiCl 100 มิลลิโมลาร, EDTA 10 มิลลิโมลาร และ SDS 1 
เปอรเซ็นต) 650 ไมโครลิตร ที่ผสม Na2SO3 2 เปอรเซ็นต และเติม PCI (มีอัตราสวน phenol : 
chloroform: isoamyl เทากับ 25:24:1) 650 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex เปนเวลา 2 นาท ี
นํามาปนเหวีย่งดวยแรง 14,000 g เปนเวลา 10 นาที ที่ 4 องสาเซลเซียส  ดูดสวนใสใน microcen-
trifuge tube หลอดใหม 450 ไมโครลิตร ตกตะกอน RNA ดวย LiCl 4 โมลาร 450 ไมโครลิตร ที่ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลาขามคืน นํามาปนเหวีย่งดวยแรง 14,000 g เปนเวลา 10 นาที ที ่4 องศา
เซลเซียส ดูดสวนใสออก ละลายตะกอนดวย RNase free water 100 ไมโครลิตรตอหลอด ผสมให
เขากันบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ตกตะกอน RNA ดวย 2.5 เทาของ absolute 
Ethanol และ 0.1 เทาของ CH3COONa  2.5 โมลาร pH 6.0 นํามาแชที่ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
20-30 นาที นํามาปนเหวี่ยงดวยแรง 14,000 g เปนเวลา 10 นาที ลางตะกอนดวย Ethanol 70 
เปอรเซ็นต  1 มิลลิลิตร ปนเหวีย่งดวยแรง 14,000 g เปนเวลา 10 นาที ที ่4 องศาเซลเซียส และผ่ึง
ตะกอนใหแหงที่อุณหภูมิหอง ละลายตะกอน RNA ดวย RNase free water ตรวจสอบ RNA ที่สกดั
ไดดวย Agarose gel electrophoresis 
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3.2  การสังเคราะหและการเพิ่มปริมาณยนีโปรตีนหอหุมอนุภาค (coat protein gene;  
 CP gene) ของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค RT-PCR 
 

        สังเคราะห complementary DNA (cDNA) ของยีน CP ดวยวิธี reverse  
transcription (RT) ดวยชุดสาํเร็จรูป Revert AidTM First Strand cDNA Synthesis Kit # K1622 
(Fermentas, Burlington, Canada) นํา total RNA ที่สกัดได 2.5 ไมโครลิตร เติมไพรเมอร Oligo  
(dT 18) 1 ไมโครลิตร เติมน้ํากลั่นที่ปราศจาก RNase (RNase free water) 8.5 ไมโครลิตร ผสมลงใน
หลอดพีซีอารบมที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสในเครื่อง thermal cycler เปนเวลา 5 นาที และเติม 
reaction buffer (5 เทา) 4 ไมโครลิตร เติม Libo Lock™ Ribonuclease inhibitor ความเขมขน 20  
ยูนิตตอไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร และ dNTPs 10 มิลลิโมลาร 2 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จากนั้นเติม Revert Aid™ M-MuLV Reverse transcriptase ความเขมขน 
20 ยูนิตตอไมโครลิตร1 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที และที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ตามลําดับ 
  

        เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจาก cDNA ดวยวิธี polymerase chain reaction (PCR) โดยใช 
cDNA 1 ไมโครลิตร เปนแมแบบ (template) ในปฏิกิริยารวม 20 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดวย PCR 
buffer (10 เทา) 2 ไมโครลิตร MgCl2 25 มิลลิโมลาร 1.6 ไมโครลิตร ไพรเมอร CVb CP1 (5’- GAA 
CCA TGG CGG GAG AGA GTG TTG AT-3’) 1.25 พิโคโมลาร  0.4 ไมโครลิตร ไพรเมอร CVb 
RP2 (5’-CAC GGA TCC CCT TAT GGT GGG AAC CCA-3’) 0.5 พิโคโมลาร 1 ไมโครลิตร 
dNTPs 10 มิลลิโมลาร 1 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase 0.2 ไมโครลิตร และน้ํา 12.8 ไมโคร-
ลิตร กําหนดอณุหภูมิสําหรับทําปฏิกิริยาดังนี้ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 3 นาที อุณหภูมิ 95 องศา-
เซลเซียส 30 วินาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 30 วินาที อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 90 วินาที 
จํานวน 35 รอบและปฏิกิริยาขั้นสุดทายที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที ตรวจสอบขนาดของ
แถบดีเอ็นเอดวย agarose gel electrophoresis 0.8 เปอรเซ็นต ใน TBE (tris base 0.89 โมลาร, boric  
acid 0.89 โมลาร และ EDTA 0.02 โมลาร) ใชความตางศักยคงที่ 100 โวลต เปนเวลา 40 นาที ยอม
เจลดวย ethidium bromide solution ตรวจสอบผลภายใตแสง ultraviolet  (UV)  ดวยเครื่อง UV-
transiluminator (Vilber Lourmat, Eberhardzell, Germany) และบันทกึภาพ 
  

3.3  การโคลนชิ้นสวนยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคเชื้อ ChiVMV-KPS9 
 
       เชื่อมตอดีเอ็นเอ ChiVMV-KPS9-CP ที่ไดจากปฏกิริิยา RT-PCR เขาสูพลาสมิด 
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พาหะ pGEMR-T Easy (Promega, Madison, USA) ดวยเอ็นไซม DNA ligase โดยใชดีเอ็นเอ 2 
ไมโครลิตร เติม Rapid ligation buffer (2 เทา) 5 ไมโครลิตร พลาสมิดพาหะ 1 ไมโครลิตร เอ็นไซม 
T4 DNA ligase 1 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรดวยน้ําจนครบ 10 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  
 

        จากนั้นยายพลาสมิดสายผสม (recombinant plasmid) เขาสูเซลลแบคทีเรียเจาบาน 
(host) ดวยวิธี heat shock transformation ตามวิธีการที่ปรับปรุงจากวิธีการของ Sambrook and 
Russell (2001) โดยยายพลาสมิดสายผสม 10 ไมโครลิตร เขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli  สายพันธุ 
DH5α (competent cell)  100 ไมโครลิตร แชในน้ําแข็งทนัทีเปนเวลา 30 นาที บมใน water bath  
อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 วินาที แชในน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที จากนัน้เติมอาหาร LB 
800 ไมโครลิตร นําเขาเครื่องเขยาที่ความเรว็ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
1 ช่ัวโมง นํามาปนเหวี่ยงดวยแรง 5,000 g ดูดอาหารสวนบนออกปริมาตร 600 ไมโครลิตร จากนั้น
เติมอาหาร LB 400 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําเซลลที่ไดมา spread ลงบนอาหารแข็ง LB ที่เติม
แอมพิซิลินความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เติม 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-6-D-
galactoside (X-gal) ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 40 ไมโครลิตร และเติม isopropyl-6-
D-thiogalactopyranoside (IPTG) ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 15 ไมโครลิตร นําไปบม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลานานขามคืน เลือกโคโลนีสีขาวจากการตรวจสอบโคลนดวย
วิธี Blue-white screening   

 
        คัดเลือกเซลลแบคทีเรียที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมดวยเทคนิค Bio-PCR ตามวิธีใน

ขอ 3.2 และเลือกสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอเฉพาะเซลลแบคทีเรียที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม โดยใช 
QIAprep Spin Miniprep Kit Protocal (QIAGEN, CA, USA) ละลายตะกอนเซลลแบคทีเรียดวย
บัฟเฟอร P1 250 ไมโครลิตร เติมบัฟเฟอร P2 250 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา 4-6 คร้ัง เติม
บัฟเฟอร N3 350 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาเบาๆ 4-6 ครั้ง  นํามาปนเหวีย่งดวยแรง 10,000 g เปน
เวลา10 นาที นําสวนใสใสใน QIA prep column นํามาปนเหวี่ยงดวยแรง 10,000 g เปนเวลา 1 นาที 
ทิ้งสวนใสใน QIA prep column ลาง filter ของ QIA prep column ดวยบัฟเฟอร PE 750 ไมโครลิตร 
นํามาปนเหวีย่งดวยแรง 10,000 g เปนเวลา 1 นาที เทสวนใสออกและนาํ QIA prep column มาปน
เหวีย่งดวยแรง 10,000 g เปนเวลา1 นาที นํา QIA prep column วางบน microcentrifuge หลอดใหม 
เติมบัฟเฟอร EB 30 ไมโครลิตร นํามาปนเหวีย่งดวยแรง 10,000 g เปนเวลา 1 นาที จากนั้นลาง 
พลาสมิดดีเอ็นเอซ้ําอีกครั้งดวยบัฟเฟอร EB 20 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงดวยแรง 10,000 g เปนเวลา 1 
นาที เก็บพลาสมิดดีเอ็นเอทีไ่ดใส microcentrifuge หลอดใหมที่ 4 องศาเซลเซียส 
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3.4  การวิเคราะหและเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน CP ของเชื้อ ChiVMV-  
KPS9 
 

        นําพลาสมิดดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 3.3 สงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด โดยใช 
ไพรเมอร T7 และ SP6 เปน sequencing primer จากนั้นนาํลําดับนิวคลีโอไทดที่วิเคราะหไดมาตัด
ลําดับนิวคลีโอไทดสวนของไพรเมอรออก จัดเรยีงแกไขลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม 
VecScreen ผานเครือขายอินเตอรเนต (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html) 
จากนั้นศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมระหวางเชื้อ ChiVMV-KPS9 กับเชื้อ ChiVMV ในภูมิภาค
เอเชียจํานวน 25 สายพันธุ (ตารางที่ 2) ที่มีรายงานบนฐานขอมูล NCBI ดวยโปรแกรม ClustalW2 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html ) และจัดทํา Phylogenetic tree ดวยโปรแกรม 
MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007) 
 
ตารางที่ 2  สายพันธุของเชื้อ ChiVMV ในภูมิภาคเอเชยีที่มีรายงานบนฐานขอมูลของ GenBank 
 

สายพันธุเชื้อ ประเทศ Genbank 

(strain)  Accession number 

BCV1 อินเดีย DQ854962 

BeCV1 อินเดีย DQ854963 

CCV3 อินเดีย DQ854964 

China1 จีน DQ854950 

China2 จีน DQ854951 

ChiVMV-VN/c1 เวียดนาม DQ925440 

ChiVMV-VN/c5 เวียดนาม DQ925441 

BP ไทย DQ854954 

Cikabayan2 อินโดนีเซีย DQ854960 

CM1 ไทย DQ854953 

DCV3 อินเดีย DQ854965 

K37 ไทย DQ854956 

Pataruman อินโดนีเซีย DQ854961 
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ตารางที่ 2 (ตอ)   
 

สายพันธุเชื้อ ประเทศ Genbank 

(strain)  Accession number 

PJ ไทย DQ854955 

P1037 ไตหวนั DQ854942 

P3380 ไตหวนั DQ854943 

P3389 ไตหวนั DQ854944 

P3215 ไตหวนั DQ854945 

P3525 ไตหวนั DQ854948 

P3384 ไตหวนั DQ854946 

P3488 ไตหวนั DQ854947 

P714 ไตหวนั DQ854949 

SKh5 ไทย DQ854959 

SRt8 ไทย DQ854958 

UB32 ไทย DQ854957 
 
4.  การเตรียมเชื้อ ChiVMV-KPS9 ใหบริสุทธ์ิ 
 

4.1  ขั้นตอนการเตรียมเชื้อ ChiVMV-KPS9  
 
       เตรียมเชื้อ ChiVMV-KPS9 ใหบริสุทธิ์ตามวิธีการที่ปรับปรุงจากวิธีการของ Brunt and 

Kenten (1972) โดยนําใบลําโพงที่ผานการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค PTA-ELISA 
บดใหละเอียดดวยเครื่องบดและเติม borate buffer pH 7.8 (H3BO3 0.11 โมลาร, NaOH 0.053 โม-
ลาร, HCl 0.048 โมลาร และ KCl 0.40 โมลาร) ที่ผสม 2-mercaptoethanol 2 เปอรเซ็นต และ 
chloroform อัตราสวน พืช : chloroform : borate buffer pH 7.8 เทากับ 1 กรัม : 1 มิลลิลิตร : 2 
มิลลิลิตร จากนั้นกรองดวยผาขาวบาง 2-4 ช้ัน เก็บเฉพาะน้ําคั้นนํามาปนเหวี่ยงดวยแรง 10,000 g ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพื่อตกตะกอนเศษพืช แยกสวนใสเติม polyethylene 
glycol (PEG; MW 6000) อัตราสวน  50 กรัมตอสวนใส 1,000 มิลลิลิตร กวนใหเขากนัที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนดวยแรง 10,000 g ที่อุณหภูมิ 4 
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องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เทสวนใสทิ้ง จากนั้นละลายตะกอนดวย borate buffer pH 7.8 ใน
อัตราสวน 1:10 ของน้ําคั้นพชืตั้งตน นําไปปนเหวี่ยงดวยแรง 10,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 10 นาที แยกสวนน้าํใสมาเติม  PEG 5 เปอรเซ็นต และ NaCl 4 เปอรเซ็นต นาํไปกวนที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1.5 ช่ัวโมง ปนเหวีย่งดวยแรง 10,000 g ที่อุณหภมูิ 4 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เทสวนใสทิ้งและละลายตะกอนดวย borate buffer pH 7.8 ในอัตราสวน 
1:10 ของสวนใส ปนเหวี่ยงดวยแรง 10,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เก็บ
สวนน้ําใสซึ่งมีสารแขวนลอยของอนุภาคไวรัสที่คอนขางบริสุทธิ์ (partial purified virus) และเติม 
NaN3 0.2 เปอรเซ็นต กําจัดสารโมเลกุลขนาดเล็กอ่ืนๆ ดวยวิธีไดอะไลซิส (dialysis) โดยใชถุง 
pleated dialysis tubing ที่มีคา Molecular weight cut off 7000 (Snake Skin, Fisher Scientific, 
Rockford, USA) กวนใน PBS pH 7.4 ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร โดยเปลี่ยนบัฟเฟอร 4 คร้ัง ภายใน 
24 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใชเปนแอนตเิจนสําหรับการทดลองตอไป 
 

4.2  ตรวจสอบขนาดโปรตีนของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ดวยเทคนิค Sodium 
dodecyl sulphate–polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  

 
        การตรวจสอบขนาดโปรตีนของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่เตรียมไดดวยเทคนิค SDS-

PAGE ตามวิธีการที่ปรับปรุงจากวิธีการของ Laemmli (1970) โดยใช stacking gel 6 เปอรเซ็นต 
และ separating gel 12 เปอรเซ็นต นําอนุภาคเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ ผสมกับ sample buffer 
(bromophenol blue 0.1 เปอรเซ็นต, SDS 4 เปอรเซ็นต, 2-mercaptoethanol 5 เปอรเซ็นต, glycerol 
10 เปอรเซ็นต และ Tris-HCl 0.5 โมลาร pH 6.8) อัตราสวน 1:1 จากนัน้นําไปตมในน้ําเดือดเปน
เวลา 10 นาที เมื่อครบเวลาแชตัวอยางในน้าํแข็งทันที หยอดตัวอยางที่เตรียมลงบนเจลชองละ 15 
ไมโครลิตร ใชความตางศักยคงที่ 40 โวลต เปนเวลา 40 นาที และเปลีย่นเปนความตางศักยคงที่ 100 
โวลต เปนเวลา 90 นาที จากนั้นยอมเจลดวย staining solution (commassie brilliant blue R-250 0.2 
เปอรเซ็นต methanol 50 เปอรเซ็นต และ acetic acid 7 เปอรเซ็นต) เปนเวลา 15 นาที จากนั้นลางเจล
ดวย destaining solution (methanol 25 เปอรเซ็นต และ acetic acid 7 เปอรเซ็นต) 2-3 คร้ัง หรือ
จนกวาจะเหน็แถบโปรตีนชัดเจน จากนัน้เปรียบเทียบขนาดโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส ChiVMV-
KPS9 ที่ปรากฏกับแถบน้ําหนักโปรตีนมาตรฐาน (Protein Molecular Weight Ladder (Fermentas, 
Maryland, USA)) คํานวณน้าํหนักโปรตีนหอหุมอนภุาคของเชื้อ ChiVMV-KPS9 โดยการวดั
ระยะหางของแถบโปรตีนมาตรฐานแตละแถบจากดานบน separating gel นําคาที่ไดมาเขียนกราฟ
เทียบกับขนาดน้ําหนกัโปรตีนมาตรฐาน เพือ่หาน้ําหนักโปรตีนหอหุมอนุภาคเชื้อ ChiVMV-KPS9 
และตรวจสอบวามีการปนเปอนของโปรตีนจากพืช 
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4.3  การตรวจสอบขนาดโปรตีนของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค Western blotting 
 
       การตรวจสอบขนาดของโปรตีนดวยเทคนิค Western blotting ตามวิธีการที่ดัดแปลง

จากวิธีของ Harry et al. (1979) โดยเคลื่อนยายโปรตีนจากแผนเจลสู nitrocellulose membrane เปน
เวลา 100 นาท ี40 โวลต แชแผนเมมเบรนใน non fat milk powder 7 เปอรเซ็นต ที่ทําละลายใน 
TBST (Tris base saline 0.01 โมลาร และ Tween 20 0.05 เปอรเซ็นต) เขยาที่อุณหภมูิหอง เปนเวลา 
1 ช่ัวโมง แชแผนเมมเบรนใน primary antibody (anti-ChiVMV) ที่เจือจางใน TBST อัตราสวน 
1:1,000 ทําปฏิกิริยาที่อุณหภมูิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางแผนเมมเบรนดวย TBST 3 คร้ังๆ ละ 5 
นาที แชแผนเมมเบรนใน goat anti-rabbit IgG  alkaline phosphatase conjugated  (Sigma, St.Louis, 
USA) ที่เจือจางใน TBST อัตราสวน 1:10,000 ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลาง
แผนเมมเบรนดวย TBST 3 คร้ังๆ ละ 5 นาที แชแผนเมมเบรนในสารละลายสับเสตรท (5-bromo-4-
chloro-3'-indolylphosphate p-toluidine salt (BCIP) และ nitro-blue tetrazolium chloride (NBT) 
อัตราสวน 1:1) ที่อุณหภูมหิองและมืด เมื่อปรากฏสีของแถบโปรตีนที่ทดสอบชัดเจนใหหยดุ
ปฏิกิริยาดวยน้าํกลั่นนึ่งฆาเชือ้ เปรียบเทียบตําแหนงของแถบสีที่ปรากฏกับแผนเจลโปรตีนที่ผาน
การยอมสี commassie brilliant blue R-250 จากเทคนิค SDS-PAGE 

 
4.4  ศึกษาลักษณะสัณฐานวทิยาของอนุภาคไวรัสภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ 

สองผาน  
 

       นําเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ เจือจางดวย PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:10 หยดบน 
กริด (grid) ที่ผานการเคลือบดวยสาร Formvar  เปนเวลา 1 นาที จากนัน้ยอมสีอนุภาคไวรัสดวย 
uranyl acetate เปนเวลา 1 นาที ลางดวยน้ําเปลานึ่งฆาเชื้อเปนเวลา 1 นาที ซับดวยกระดาษกรอง รอ
ใหแหง จากนัน้ตรวจดูอนุภาคไวรัสดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (transmission 
electron microscope; TEM) (Model JEM-123080KV, JEOL, Japan) 
 
5.  การผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ในกระตาย 

 
5.1  การเก็บเซรุมปกติ (normal serum; Ns) กอนการฉีดเชือ้ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 
 
       กระตายที่ใชผลิตแอนติบอดีเปนพนัธุ  White New Zealand อายุ 3 เดือน น้ําหนกั 2.5 

กิโลกรัม จาํนวน 2 ตัว เปนสัตวทดลอง เจาะเลือดจากเสนเลือดที่ใบหใูนสัปดาหแรกเพื่อใชเปน
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เซรุมปกติ (normal serum; Ns) กอนการฉีดเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์นําเลือดที่ไดตั้งไวที่
อุณหภูมิหองประมาณ 30-60 นาที เพื่อใหเลือดแข็งตัว ใชเข็มเขี่ยปลายแหลมกรีดขอบวงดานใน
ของภาชนะ เพือ่ไมใหกอนเลอืดที่แข็งตัวเกาะติดกับภาชนะ จากนั้นจึงเก็บที่ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 16 ช่ัวโมง แยกสวนที่เปนเซรุมออกจากกอนเลือดโดยการปนเหวีย่งดวยแรง 10,000 g ที่ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใสดานบนใสขวดแกว 5 มิลลิลิตรตอขวด และเติม NaN3 

0.02 เปอรเซ็นต เก็บที่ 4 องศาเซลเซียส (รัชนี, 2549) 
 
5.2  การฉีดกระตุนระบบภูมคิุมกันของกระตายและการเก็บแอนติบอดตีอเชื้อ ChiVMV-

KPS9  
 
       ผสมเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร กับ Complete Freund’s adjuvant (CFA) อัตราสวน 1:1 ฉีดเขาใตผิวหนัง (subcutaneous 
injection; SC) ของกระตาย ซ่ึงนับเปนสัปดาหแรกและเริ่มเจาะเลือดเพื่อเก็บแอนตบิอดีตอเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ในสัปดาหที่ 2 เปนตนไปจนครบ 8 คร้ัง โดยวิธีการเก็บเลือดเพื่อแยกเก็บแอนต-ิ
บอดีที่จําเพาะตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ปฏิบัติเชนการเก็บ Ns ตามวิธีการในขอ 5.1 จากนั้นกระตุน
ระบบภูมิคุมกนัของกระตายซ้ําอีกครั้ง โดยผสมเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร กับ Incomplete Freund’s adjuvant (IFA) ในอัตราสวน 
1:1 ฉีดเขาใตผิวหนังของกระตายเชนเดิมและเริ่มเจาะเลือดในสัปดาหถัดไป (รัชน,ี 2549)  

 
6. การตรวจสอบคุณสมบัตขิองโพลีโคลนอลแอนติบอด ี    
 
  6.1  ทดสอบความจําเพาะของโพลีโคลนอลแอนติบอดี (Polyclonal antibody; PAb) ตอเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค PTA-ELISA 
 
        ทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ในเบื้องตนกับน้ําคั้น
ลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 และน้ําคั้นลําโพงปกติเปนตัวอยางควบคุม (negative control) ดวย
เทคนิค PTA-ELISA ตามวธีิการในขอ 2 โดยมีลําดับการทดสอบคุณสมบัติของ PAb ดังภาพที่ 6 
 

       ทําการ cross absorb โพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเชือ้ ChiVMV-KPS9 เพื่อลดการ
เกิดปฏิกิริยาขามกับโปรตีนในน้ําคั้นใบลําโพงปกต ิโดยนํา PAb เจือจางในน้ําคั้นใบลาํโพงปกต ิ
(บดใบลําโพงปกติใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:100 นําน้ําคั้นดังกลาวมาปนเหวี่ยงดวยแรง 10,000 
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g จากนั้นนําสวนใสดานบนมาทํา cross absorb) อัตราสวน 1:10 บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 12 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลานํา PAb ปนเหวีย่งดวยแรง 10,000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 5 นาที เกบ็สวนใสที่ไดใชในการทดสอบคุณสมบัติของ PAb ดวยเทคนิค PTA-ELISA และ
เทคนิค SPR biosensor ตอไป 
 

        ทดสอบความจําเพาะของ PAb ดวยเทคนิค PTA-ELISA ตามวิธีการในขอ 2 โดยใช
เชื้อไวรัส 7 ชนิด ดังนี้ จีนัส Potyvirus ไดแก Pepper mottle virus (PepMoV), Potato virus Y 
(PVY), Tobacco etch virus (TEV) (Agdia, Elk., USA) จีนัส Cucumovirus ไดแก Cucumber 
mosaic virus (CMV) จีนัส Tobamovirus ไดแก Tobacco mosaic virus (TMV) และไดรับความ
อนุเคราะหเชือ้ไวรัสจีนัส Tospovirus serogroup 4 ไดแก Capsicum chlorosis virus (CaCV) จาก 
ผศ.ดร.พิสสวรรณ เจียมสมบัติ  เชื้อไวรัสทั้งหมดเจือจางใน PBS pH 7.4 โดยมีเชื้อ ChiVMV-KPS9 
ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร น้ําคั้นใบลําโพงทีม่ีเชื้อ ChiVMV-KPS9 ซ่ึงบด
ใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:10 เปนตัวอยางควบคุมที่ใหผลบวก (positive control) มี PBS pH 7.4 
และน้ําคั้นใบลําโพงปกติที่บดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:10 เปนตวัอยางควบคุมที่ใหผลลบ 
(negative control) เติมตัวอยางลงใน ELISA microtitre plate 50 ไมโครลิตรตอหลุม โดยเลือกใช 
PAb ใน PBS pH 7.4 ที่คาการเจือจาง 1:1,000 ในการทําปฏิกิริยา 
 

6.2  ทดสอบคาไตเตอรของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค PTA-ELISA 
 

        ตรวจสอบคาไตเตอร PAb ดวยวิธี PTA-ELISA ตามวิธีการในขอ 2 โดยใชเชื้อไวรัส 
ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และน้ําคั้นลําโพงที่มีเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ที่บดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:10 เปนตัวอยางควบคุมที่ใหผลบวก ใช PBS pH 
7.4 และน้ําคั้นลําโพงปกติที่บดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:10 เปนตวัอยางควบคุม เจือจาง PAb 
แบบ 2 เทา (two fold dilution) ใน PBS pH 7.4 เร่ิมจากความเขมขน 1:1,000 จนถึง 1:512,000 เพื่อ
หาคาการเจือจางสูงสุดของ PAb ที่ยังคงใหผลบวก (end point titer) โดยพิจารณาจากคาการดูดกลืน
คล่ืนแสงที่ 405 นาโนเมตร ถาตัวอยางใดมีคาการดูดกลนืคล่ืนแสงมากกวา 2 เทาของคาการดูดกลนื
คล่ืนแสงที่ 405 นาโนเมตร ของตัวอยางควบคุมถือวาตัวอยางนั้นตรวจพบเชื้อ (มณีรัตน, 2547) 

 
6.3  ทดสอบความไว (sensitivity) ของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยวิธี PTA-ELISA 
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      รูปแบบแอนติเจนสําหรับการทดสอบไดแก เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ เจือจาง
แบบ 2 เทา เปนลําดับขั้นใน PBS pH 7.4 เร่ิมจากความเขมขน 1000 ไมโครกรัม จนถึง 0.007 
ไมโครกรัม น้ําคั้นใบพริกทีม่ีเชื้อ ChiVMV-KPS9 บดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:10 1:100 1:500 
1:1,000, 1:2,000 และ 1:4,000 และน้ําคั้นใบพริกปกติที่ผสมเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ เจือจาง
แบบ 2 เทา เปนลําดับขั้น ใน PBS pH 7.4 เร่ิมจากความเขมขน 1,000 ไมโครกรัม จนถึง 1.953 
ไมโครกรัม โดยมี PBS pH 7.4 และน้ําคั้นใบพริกปกตเิปนตัวอยางควบคุม (negative control) ใช 
PAb ที่คาการเจือจางในระดบัที่เหมาะสมจากการทดสอบในขอ 6.2 ดวยวิธี PTA-ELISA  
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ภาพที ่6  ขั้นตอนในการเตรียมแอนติบอดทีี่ใชในการทดสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR  
                biosensor 

 

PepMoV, PVY, TEV 
(Agdia, Elk., USA) 
 

CaCV, ChiVMV-KPS9, 
CMV และ TMV 

เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 
 

น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9  

เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 
 

น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9  
 

น้ําคั้นใบพริกปกติที่ผสมเชื้อ ChiVMV-
KPS9 ที่บริสุทธิ ์

นํา PAb ตอเชือ้ ChiVMV-KPS9 ทดสอบความจําเพาะเจาะจงกับน้ําคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 และน้ําคั้นใบลําโพงปกตดิวยเทคนิค PTA-ELISA 

ลดการเกิดปฏกิิริยาขาม (cross reaction) ของ PAb กับโปรตีนในนําคัน้ใบลําโพงปกติ โดย
ผสม PAb กับน้ําคั้นใบลําโพงปกติอัตราสวน 1:10 บมที่ 4 องศาเซลเซียส 12 ช่ัวโมง ปน

เหวีย่ง 

นํา PAb ที่ผานการทํา cross absorb มาทดสอบคุณสมบัติของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 
ดวยเทคนิค PTA-ELISA และ SPR biosensor 

ทดสอบความจําเพาะเจาะจง 
(specificity) ของ PAb 

ทดสอบคาไตเตอร (titer) ของ
PAb 

ทดสอบความไวในการ
เกิดปฏิกิริยา (sensitivity) ของ 

PAb 
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7.  ขั้นตอนการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor 
 

7.1  การเตรียมสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคําสําหรับทําปฏิกิริยา 
 
       สไลดแกวที่มีเสนผาศูนยกลาง 2.54 เซนติเมตร ความหนา 0.085 เซนติเมตร ที่ผานการ

เคลือบพื้นผิวดวยอนุภาคทองคําหนึ่งดานเปนชั้นหนา 50 นาโนเมตร (Autolab Springle, Utrecht, 
The Netherlands) นําสไลดแกวดังกลาวมาเตรียมสําหรับการทําปฏิกิริยา โดยแชสไลดแกวใน
สารละลาย piranha (H2O2 : H2SO4  ความเขมขน 10 โมลาร อัตราสวน 1:6) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง โดย
ใหดานที่เคลือบอนุภาคทองคําอยูดานบนเสมอตลอดการเตรียมแผนสไลดแกว ลางสไลดแกวดวย
น้ํานึ่งฆาเชื้อ 3 คร้ัง จากนั้นนาํสไลดแกววางในสารละลาย 11-Mercaptoundecanoic acid (11MUA) 
(Sigma-Aldrich, Capricorn, Singapore) เปนเวลา 16 ช่ัวโมง ลางสไลดแกวดวยแอลกอฮอล 70 
เปอรเซ็นต จํานวน 3 คร้ัง และน้ํานึ่งฆาเชือ้ 3 คร้ัง ผ่ึงสไลดแกวใหแหง (ภาพที่ 7ก) 

 
7.2  ขั้นตอนการตรวจสอบสัญญาณของปฏิกิริยา (Autolab Springle, Utrecht, The 

Netherlands) 
 
       ปรับคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ใหอยูในชวง -2,000 ถึง 2,000 มิลลิดีกรี ซ่ึงสังเกต

จากกราฟที่ปรากฏที่หนาจอมอนิเตอร โดยคาที่เหมาะสมและแนะนําใหใชมีคาประมาณ  
-1,500 มิลลิดีกรี (ตามคูมือของเครื่อง Autolab Springle) ตอมาจึงปรับสภาพผิวแผนสไลดแกวที่
เคลือบอนุภาคทองคําใหเสถียรดวย PBS pH 7.4 ขั้นตอนในการทําปฏิกริิยามีดังนี้ ขั้นที่ 1) กระตุน
ผิวสไลดแกว (activate surface) ที่เคลือบอนุภาคทองคําและใช 11 MUA ใหพรอมสําหรับการทํา
ปฏิกิริยาดวยสารผสมระหวาง EDC และ NHS (Fluka, P.O., USA ) อัตราสวน 1:1 เปนเวลา 15 นาที 
ขั้นที่ 2) ตรึง PAb (immobilization) ตามระดับความเขมขนที่ตองการทดสอบบนผิวสไลดแกวที่
ผานการปรับสภาพจากขอที่ 1 เปนเวลา 20 นาที ขั้นที่ 3) ลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะบนผิวสไลดแกว 
(deactivate surface) ดวย blocking reagent เปนเวลา 15 นาที ขั้นที่ 4) ทําปฏิกิริยา (interaction plot) 
กับแอนติเจน เชน เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ น้ําคั้นพืชที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 น้ําคั้นพืชปกต ิ
และ PBS pH 7.4 เปนตน เปนเวลา 10 นาที และขั้นที่ 5) เติม regenerate buffer เพื่อลางแอนติเจน
ออกจากแอนติบอดีเปนเวลา 10 นาที  
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ภาพที่ 7  ขั้นตอนการทดสอบเชื้อดวยเทคนิค SPR biosensor ก) อุปกรณและสารเคมสํีาหรับการ 
                ลางและเคลือบแผนสไลดแกวดวย 11 MUA ข) เครื่องมือที่ใชในการทดสอบ ค) การวาง 

  แผนสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคําบนปริซึมและ ง) โปรแกรมที่ใชในการทําปฏิกิริยา  
  (Data acquisition version 5.1; Autolab Springle, Utrecht, The Netherlands) และ 
  โปรแกรมการประมวลผลการทําปฏิกิริยา (Kinetic Evaluation version 5.1; (Autolab  
   Springle, Utrecht, The Netherlands) 
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7.3  ตรวจวดัคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ขณะทําปฏิกิริยากับสารชนิดตางๆ บนพื้นผิว
สไลดแกว  

            
       ลําดับการวัดคาการเปลีย่นแปลงมุม SPR บนพื้นผิวสไลดแกวที่ทําปฏิกิริยากับสาร 

ตางๆ มีลําดับดังนี้ ลําดับที่ 1) แผนสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคําโดยปราศจากการเคลือบสาร 
11 MUA ลําดับที่2) แผนสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคําและผานการเคลือบสาร 11 MUA ลําดับ
ที่ 3) กระตุนพืน้ผิวสไลดแกวดังกลาว (activate surface) ใหพรอมสําหรับการทําปฏิกิริยาดวย EDC 
และ NHS ลําดับที่ 4) ตรึงแอนติบอดีบนผวิสไลดแกวที่เคลือบสาร (immobilize surface) ดวย PAb 
ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:1,000 ลําดับที่ 5) ลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะบนผวิสไลดแกว 
(deactivate surface) ดวย ethanolamine 1 โมลาร (Sigma-Aldrich, Capricorn, Singapore) และลําดับ
ที่ 6) ทดสอบการเกิดปฏิกิริยา (interaction plot) กับสาร 2 ชนิด คือ เชือ้ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 
15 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และ PBS pH 7.4  

 
      วิเคราะหคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่เกิดขึ้นบนผิวสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคํา

และสารตางๆ ในแตละขั้นตอนตามลําดับ โดยวางแผนการทดลองแบบสุมอยางสมบูรณ (Complete 
random design; CRD) ทดสอบจํานวน 2 ซํ้า วิเคราะหความแตกตางทางสถิติของคาการ
เปลี่ยนแปลงมมุ SPR ในแตละขั้นตอนดวยโปรแกรม R (Ross and Robert, 2009) 

 
7.4  ทดสอบความสม่ําเสมอ (uniformity) ของการเกิดปฏกิิริยาบนผิวสไลดแกวที่เคลือบ 

สารตางๆ   
 

       ทดสอบความสม่ําเสมอของการเกิดปฏิกิริยาบนผิวสไลดแกวทีเ่คลือบสารตางๆ 
ตามลําดับ จํานวน 5 ตําแหนง บนแผนสไลดแกวแผนเดียวกันดวย PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 
อัตราสวน 1:1,000 ใช ethanolamine 1 โมลาร เปน blocking reagent ทดสอบการเกดิปฏิกิริยาดวย
เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 15 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และ PBS pH 7.4 โดยวาง
แผนการทดลองแบบ CRD ทดสอบจํานวน 3 ซํ้า วิเคราะหความแตกตางทางสถิติของคาการ
เปลี่ยนแปลงมมุ SPR ในแตละขั้นตอนดวยโปรแกรม R (Ross and Robert, 2009) 

 
8.  ทดสอบปจจัยท่ีมีผลตอการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor 
 

8.1  ชนิดและปริมาณของสารที่ใชในการลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ  
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       ทดสอบสารที่ใชในการลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ 4 ชนิด ดังนี ้ชนิดที่ 1) โปรตีน bovine 
serum albumin (BSA) ที่ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต ชนิดที่ 2) โปรตีน casein ที่ความเขมขน 1 
เปอรเซ็นต และ 2 เปอรเซ็นต ชนิดที ่3) ethanolamine ที่ความเขมขน 1 โมลาร ชนิดที่ 4) โปรตีน 
powder non fat milk ที่ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต และ 5 เปอรเซ็นต และชนิดที ่5)  สาร
polyethylene glycol (PEG; MW 6,000) ที่ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต  

 
        เลือกใช PAb ที่ผานการ cross absorb แลวนํามาเจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 

1:1,000 ทําปฏิกิริยากับน้ําคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 เปรียบเทียบกับน้ําคัน้ลําโพงปกติ 
โดยน้ําคั้นพืชทั้ง 2 ชนิด บดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:100 ที่ผานการปนเหวีย่งดวยแรง 10,000 g 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที นําสวนใสทีไ่ดทําปฏิกิริยา ซ่ึงน้ําคั้นที่ใชในการทดสอบ
ในปฏิกิริยาในทุกการทดลองตองผานการเตรียมดวยวิธีการขางตน  
 

8.2  ทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 
 
       ตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ในการเกิดปฏิกิริยาของ PAb ตอเชื้อ 

ChiVMV-KPS9 กับเชื้อไวรัส 7 ชนิด ดังนี ้จีนัส Potyvirus ไดแก Pepper mottle virus (PepMoV), 
Potato virus Y (PVY), Tobacco etch virus (TEV) (Agdia, Elk., USA) จีนัส Cucumovirus ไดแก 
Cucumber mosaic virus (CMV) จีนัส Tobamovirus ไดแก Tobacco mosaic virus (TMV) และ
ไดรับความอนุเคราะหเชื้อไวรัสจีนัส Tospovirus serogroup 4 ไดแก Capsicum chlorosis virus 
(CaCV) จาก ผศ.ดร.พิสสวรรณ เจียมสมบัติ  เชื้อไวรัสทั้งหมดเจือจางใน PBS pH 7.4 โดยมีน้ําคัน้
ใบลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บดใน  PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:10 เปนตัวอยางควบคุมที่
ใหผลบวก (positive control) นอกจากนี้มี PBS pH 7.4 และน้ําคั้นใบลําโพงปกติที่บดใน PBS pH 
7.4 อัตราสวน 1:10 เปนตัวอยางควบคุมที่ใหผลลบ (negative control) เลือกใช PAb ที่ผานการ cross 
absorb แลวนํามาเจือจางใน PBS pH 7.4 ที่คาการเจือจาง 1:1,000 แลวตรวจวดัคาการเปลี่ยนแปลง
มุม SPR เปรียบเทียบกนั 
 

8.3  ทดสอบคาไตเตอรของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 
 

       เจือจาง PAb ที่ผานการ cross absorb ใน PBS pH 7.4 แบบ 2 เทา เปนลําดับขั้น (two 
fold serial dilution) เร่ิมจาก 1:1,000 ถึง 512,000 ใช blocking reagent ที่เหมาะสมจากการทดสอบ
ในขอ 8.1 เปนสารยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะและทดสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ที่
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ความเขมขน 15 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และม ีPBS pH 7.4 เปนตัวอยางควบคุม (negative 
control) 

 
8.4  ทดสอบความไว (sensitivity) ของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 
 
       การทดสอบแอนติเจนรูปแบบตางๆ ไดแก เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ เจือจาง ใน 

PBS pH 7.4 ความเขมขน 4 ไมโครกรัม และ 8 ไมโครกรัม น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 
บดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:2,000 และ 1:4,000 และน้ําคั้นใบพริกปกติที่ผสมเชื้อ ChiVMV-
KPS9 ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 1,000 ไมโครกรัม และ 500 ไมโครกรัม โดยมี PBS pH 7.4 และน้ําคั้น
ใบพริกปกตเิปนตัวอยางควบคุม ใช PAb ที่ผานการ cross absorb แลวนาํมาเจือจางใน PBS pH .74 
อัตราสวน 1:4,000 
 

8.5  ทดสอบสาร regenerate buffer ที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยา 
 

       สาร regenerate buffer ที่นํามาทดสอบมี 4 ชนิด ดังนี้ ชนิดที ่1) carbonate coating 
buffer pH 9.6 ชนิดที ่2) glycine ความเขมขน 0.1 โมลาร ที่ pH 2.2 และ pH 3.5 ชนิดที่ 3) NaOH ที่
ความเขมขนตางๆ ดังนี้ 10, 15, 20, 25 และ 40 มิลลิโมลาร และชนิดที่ 4) PBST pH 7.4 ที่ความ
เขมขน 0.1 โมลาร 

 
       โดยเลือกใช blocking reagent และ PAb ที่เหมาะสมจากการทดสอบในขอ 8.1 และ8.3 

สวนแอนตเิจนที่ทดสอบมี 2 ชนิด ไดแก น้ําคั้นพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9 บดใน PBS pH 7.4 
อัตราสวน 1:100 และเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร 
 

8.6  ทดสอบจํานวนครั้งในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่ตําแหนงเดิมบนแผน 
สไลดแกวทีเ่คลือบอนุภาคทองคํา  
 

       ทดสอบจํานวนซ้ําที่สามารถตรวจเชือ้ ChiVMV-KPS9 ไดบนแผนสไลดแกวที ่
เคลือบอนุภาคทองคํา 1 ตําแหนง โดยเติม blocking reagent, PAb และ regenerate buffer ที่
เหมาะสมจากการทดสอบในขอ 8.1, 8.3 และ 8.5 ตามลําดับ ทําปฏิกิริยากับสาร 2 ชนิด ไดแก เชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ ความเขมขน 15 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และน้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 บดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:100 ภายหลังการทําปฏิกิริยาของสารแตละชนิด 
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จึงเติมสาร regenerate buffer จากนั้นเติมสารทดสอบที่ระดับความเขมขนเดิมเพื่อทําปฏิกิริยารอบ
ใหม แตไมตองเติม PAb ในการทําปฏิกิริยารอบใหม ทําปฏิกิริยาซํ้าเชนนี้ตอไปและสังเกตลักษณะ
การเกิดปฏิกิริยาจากขอมูลทีป่รากฏ วางแผนการทดลองแบบ CRD เพื่อเปรียบเทียบผลการทดลอง
ในแตละครั้งและวิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวยโปรแกรม R (Ross and Robert, 2009) 
 
              8.7  ทดสอบประสิทธิภาพของแผนสไลดแกวท่ีเคลือบอนุภาคทองคําที่ใชแลวในการ
ตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 
  

       นําแผนสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคําที่ผานการตรวจเชื้อดวยเทคนิค SPR 
biosensor มาแลว นํากลับมาลางดวยสารละลาย Piranha (H2O2 : H2SO4 ความเขมขน 10 โมลาร 
อัตราสวน 1:6) เปนเวลา 3 ช่ัวโมง และเตรยีมสไลดแกวท่ีเคลือบอนุภาคทองคําเชนวธีิการในขอ 8.1 
จากนั้นนําสไลดแกวดังกลาวมาทดสอบการเกิดปฏิกิริยาเปรียบเทียบกบัสไลดแกวท่ีเคลือบอนุภาค
ทองคําแผนที่ยังไมเคยใชงาน โดยเลือกใช blocking reagent, PAb และ regenerate buffer ที่
เหมาะสมจากการทดสอบในขอ 8.1, 8.3 และ 8.5 ตามลําดับ สารที่ใชทดสอบปฏิกิริยามีดังนี้ เชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 15 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และน้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ที่บดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:100 มีตัวอยางควบคุม (negative control) คือ 
PBS pH 7.4 และน้ําคั้นใบพริกปกติที่บดใน PBS pH 7..4 อัตราสวน 1:100 วางแผนการทดลองแบบ 
CRD ทดสอบจํานวน 3 ซํ้า วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวยโปรแกรม R (Ross and Robert, 
2009) 
 
9.  เปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค SPR biosensor  
กับเทคนิค PTA-ELISA  
 

เปรียบเทียบประสิทธิภาพการทําปฏิกิริยาของทั้ง 2 เทคนิค โดยพิจารณาจากความจําเพาะ 
เจาะจง (specificity) คาการเจือจางสูงสุดของแอนติบอดีทีส่ามารถตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 
ได (titre) ความไว (sensitivity) คา Ka คา Kd คาใชจาย ระยะเวลาในการทดสอบ ปริมาตรสารที่ใช
ตรวจสอบและจํานวนครั้งในการทําปฏิกิริยาซ้ําเมื่อใชแอนติบอดีเดิม 



ผลและวิจารณ  
 
1.  แยกเชื้อ ChiVMV จากพริกใหเปนสายพันธุเดี่ยวและตรวจสอบเชื้อ ChiVMV ในพืชอาศัย 

 
ผลการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV ในตวัอยางพริกทั้ง 10 ตวัอยาง ที่มีอาการดางประจาก

แหลงปลูกพรกิในเขตอําเภอกําแพงแสน จงัหวัดนครปฐม ดวยเทคนิค PTA-ELISA ตรวจพบเชื้อ 
ChiVMV จํานวน 2 ตัวอยาง จากนั้นจึงแยกเชื้อ ChiVMV ดวยยาสูบใบใหญ ( N. tabacum) สาย-
พันธุ White Burley เกิดแผลจุดเฉพาะแหงคอนขางกลมขนาด 0.3-0.5 เซนติเมตร ภายหลังการปลูก
เชื้อ 5 วัน (ภาพที่ 8ก) นําแผลจุดแตละจุดปลูกเชื้อบนใบลําโพง พบวาลําโพงแสดงอาการดาง
ระหวางเสนใบ ใบลีบเล็กเสียรูปหลังการปลูกเชื้อได  3 สัปดาห (ภาพที่ 8ข) ซ่ึงลักษณะอาการที่
ปรากฏสอดคลองกับรายงานของเครือพันธุและคณะ (2536) และ Siriwong et al. (1995) จากนัน้
เตรียมน้ําคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV และปลูกเชื้อลงบนใบพริกพนัธุ CA500 พบอาการดางสี-
เขียวออนสลับเขียวเขมระหวางเสนใบ เสนใบยน ใบเสียรูป ภายหลังการปลูกเชื้อ 14 วัน (ภาพที่ 8
ค) จึงตั้งชื่อสายพันธุของเชื้อ ChiVMV วา KPS9 (ChiVMV-KPS9)                                        
 

ภายหลังการแยกเชื้อ ChiVMV-KPS9 ใหบริสุทธิ์นําเชื้อตรวจสอบการเพิ่มปริมาณในพืช
อาศัยเชน พริก CA500 ลําโพงและยาสูบใบใหญสายพนัธุ White Burley ดวยเทคนิค PTA-ELISA 
พบวาเชื้อดังกลาวสามารถเพิ่มปริมาณในพริก CA500 ไดสูงสุดหลังการปลูกเชื้อ 4 สัปดาห สวนใน
ลําโพงเชื้อไวรัสเพิ่มปริมาณไดสูงสุดในสปัดาหที่ 3 ภายหลังการปลูกเชื้อ นอกจากนีเ้ชื้อ ChiVMV-
KPS9 ชักนําใหพืชแสดงอาการดางทั่วทั้งตน (systemic symptom) สวนยาสูบใบใหญสายพันธุ 
White Burley แสดงอาการแบบแผลจุดเฉพาะที่ (local lesion) ภายหลังการปลูกเชื้อ 5 วัน และตรวจ
พบเชื้อเพียง 1 สัปดาหหลังการปลูกเชื้อเทานั้น (ตารางที่ 3)  
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ภาพที่ 8  ลักษณะอาการของพืชทดสอบที่ไดรับการปลูกเชื้อ ChiVMV-KPS9 ก) ลักษณะ 

               อาการของยาสูบใบใหญ ( Nicotiana tabacum) สายพันธุ White Burley ข) ลักษณะอาการ 

  ของลําโพง (Datura metel) และ ค) ลักษณะอาการของพริก (Capsicum annuum) สาย 

  พันธุ CA500 

  

ตารางที่ 3  ผลการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ในพืชทดสอบหลังการปลูกเชื้อ 7, 14, 21 และ  
    28 วัน ดวยวิธี PTA-ELISA 

 

  คาการดูดกลืนคลื่นแสงของเชื้อ ChiVMV-KPS9  ในพืชอาศัย1 
ระยะเวลาหลังปลูกเชื้อ  พริก CA500  2  ลําโพง  2 ยาสูบ White Burley  2  

 (วัน) (C. annuum) (D. metel) (N. tabacum) 
7 0.560 (+) 1.248 (+) 0.343 (+) 

14 0.721 (+) 1.492 (+) 0.111 (-) 
21 0.453 (+) 1.536 (+) 0.143 (-) 
28 0.738 (+) 1.464 (+) 0.121 (-) 

ตัวอยางพืชปกติ 0.153 0.186 0.107 

 
1/   คาเฉลี่ยการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ได คํานวณจาก 10 ซํ้า (ตน)  ภายหลังเติมซับสเตรท 45              
    นาที เมื่อใชแอนติบอดีตอ ChiVMV ที่เจอืจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:2,000 
 2/    น้ําคั้นพืชชนิดตางๆ บดใน carbonate coating buffer pH 9.6 อัตราสวน 1:10 (กรัม:มิลลิลิตร) 
(-)   คือ ไมสามารถเกิดปฏิกิริยาได  
(+)    คือ เกิดปฏกิิริยาได เมื่อมคีาการดูดกลืนคล่ืนแสงมากกวา 2 เทาของตัวอยางพืชปกติ (negative   
      control) 

ก ข ค 
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2.  ศึกษาลําดบันิวคลีโอไทดสวนยีน CP ของเชื้อ ChiVMV-KPS9 และวิเคราะหความสัมพันธทาง
พันธุกรรม 

 
จําแนกเชื้อ ChiVMV-KPS9 โดยใชขอมูลสวนของลําดบันิวคลีโอไทดของยีน CP 

เนื่องจากยีนดงักลาวเปนยีนที่มีความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อในจีนัสโพทีไวรัสแตละชนิดหรือเรียกวา

เปนบริเวณอนรัุกษ (conservsed region) จึงมีความเหมาะสมที่จะนํามาใชในการจดักลุมของโพที-

ไวรัส (Chen et al., 2001 และ Moury et al., 2005) ซ่ึงยีน CP ของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่ศึกษามี

ความยาว 656 นิวคลีโอไทด (ภาพที่ 9) เมื่อเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน CP กับเชื้อ 

ChiVMV สายพันธุอ่ืนที่มีรายงานในทวีปเอเชีย (ตารางที ่2) รวม 25 สายพันธุ พบวาลําดับนิวคลีโอ-

ไทดมีความคลายคลึงกับยีน CP ของเชื้อ ChiVMV สายพันธุ K37, SKh5, CM1, SRt8 และ BP จาก

ประเทศไทย ChiVMV-VN/C1 และ ChiVMV-VN/C5 จากประเทศเวยีดนาม Cikabayan2 และ 

Pataruman จากประเทศอินโดนีเซีย ที่ระดบั 91.0-96.0 เปอรเซ็นต ซ่ึงจากการวิเคราะหความสัม-

พันธทางพันธกุรรมและนํามาสรางแผนภาพเดนโดแกรมพบวาเชื้อ ChiVMV-KPS9 และเชื้อไวรัส

สายพันธุที่กลาวมาขางตนจดัอยูในกลุมเดยีวกันคือกลุมที่ 2 (ภาพที่ 10) นําขอมูลลําดับนิวคลีโอ-

ไทดยนี CP ของเชื้อ ChiVMV สงขอมูลเก็บบนฐานขอมูลใน Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih-

.gov/Genbank/index.html) ไดรับ accession number คือ EU636198    

 
3.  การเตรียมเชื้อ ChiVMV-KPS9 
 
              3.1  ตรวจสอบขนาดโปรตีนของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ดวยเทคนิค Sodium 
dodecyl sulphate–polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

 
        วิเคราะหน้ําหนกัโมเลกลุโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ภายหลังการ
เตรียมเชื้อ ChiVMV-KPS9 ใหบริสุทธิ์ดวยวิธีการที่ปรับปรุงจากวิธีการของ Brunt and Kenten 
(1972) โดยแยกขนาดของโปรตีนดวย 12 เปอรเซ็นต SDS-PAGE พบวาโปรตีนหอหุมอนุภาคของ
เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่เตรียมไดมี 2 แถบ ซ่ึงมีขนาดประมาณ 28.0 และ 32.8 กิโลดาลตัน (ภาพที่ 
11ก) จากการเปรียบเทียบกบัขนาดของน้าํหนักโปรตีนมาตรฐาน ซ่ึงสอดคลองกับการรายงานของ 
Wang et al. (2005) ที่กลาววาโปรตีนขนาด 32.8 กิโลดาลตัน เปนโปรตนีหอหุมอนภุาคเชื้อ 
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ChiVMV-KPS9  ที่สมบูรณ (full length) สวนโปรตีนขนาด 28.0 กิโลดาลตัน สันนิษฐานวาเปน
โปรตีนหอหุมอนุภาคที่เสื่อมสภาพ เนื่องจากการเตรียมเชื้อ ChiVMV-KPS9 ใหบริสุทธิ์ นอกจากนี้
ในภาพเจลปรากฎแถบโปรตีนอื่นที่มีขนาดตางๆ กระจายอยูในชอง (lane) เดียวกนั พสูิจนความ
บริสุทธิ์ของแถบโปรตีนดังกลาวดวยเทคนิค Western blotting โดยใช PAb ที่จําเพาะตอเชื้อ 
ChiVMV ที่อัตราสวน 1:1,000 ปรากฏแถบโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ใน
ตัวอยางเชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ์ 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาพที่ 11ข) ปรากฏแถบโปรตีน 
2 ขนาดที่ตําแหนงเดยีวกับแถบโปรตีนที่แยกขนาดดวยเทคนิค SDS-PAGE (28.0 และ 32.8 กิโล-
ดาลตัน) แสดงวาแถบโปรตนีดังกลาวเปนโปรตีนหอหุมอนุภาคเชื้อ ChiVMV-KPS9 สวนโปรตีน
อ่ืนที่ปรากฏในภาพเจล SDS-PAGE เปนแถบโปรตีนของพืชที่ปนเปอนจากการเตรียมเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ใหบริสุทธิ์ สวนน้ําคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 พบแถบโปรตีนเพียงแถบ
เดียวอาจเนื่องจากไมมกีารเสื่อมสภาพของโปรตีนหอหุมอนุภาคเชื้อ ChiVMV-KPS9 ในขณะ
เตรียมน้ําคั้นใบลําโพง 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 9  ผลการวิเคราะหขนาดดีเอน็เอของยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวย 

 เทคนิค Agarose gel eletrophoresis 0.8 เปอรเซ็นต ภายหลังการเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค  
 RT-PCR จากไพรเมอร CVb CP1 และ CVb RP2  

  M คือ Middle range DNA marker (Fermentas, Ontario, Canada) 
  1   คือ ดีเอ็นเอของยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคเชื้อ ChiVMV-KPS9   
 
 

800 bp 

400 bp 
656 bp 

  M               1            
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ภาพที่ 10  เปรียบเทียบความสัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยลําดับ 
                 นิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ ChiVMV-KPS9 กับเชือ้ ChiVMV  
                 จากประเทศจนี ไทย ไตหวนั เวียดนาม อินเดียและอินโดนีเซียที่มีรายงานใน GeneBank  
     โดยใชโปรแกรม MEGA 4.0 ดวยวิธี Neighbor Joining ตัวเลขเหนือเสนแสดงคา  
                  Bootstrap จากการคํานวณ 1,000 ครั้ง  
 
 
                   

ChiVMV-KPS9 



 

 
 

48 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 11  น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนหอหุมอนุภาคเชื้อ ChiVMV-KPS9 กับโปรตีนมาตรฐานเมื่อ 

ตรวจสอบดวยเทคนิค ก) SDS-PAGE และ ข) ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนเชื้อ  
ChiVMV-KPS9 โดยใช PAb ที่จําเพาะตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค Western 
Blotting 
M คือ Protein Molecular Weight Ladder (Fermentas, Maryland, USA)    
1  คือ โปรตีนของเชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ์ 1.5 มิลลิกรัม 
2  คือ โปรตีนในน้ําคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 อัตราสวน 1:5 

    3  คือ โปรตีนในน้ําคัน้ใบลําโพงตนปกติอัตราสวน 1:5 
 

3.2  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของอนุภาคไวรัสภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
แบบสองผาน 
 

        ลักษณะสัณฐานวิทยาของอนุภาคเชือ้ ChiVMV-KPS9 ภายหลังการนําเชื้อที่บริสุทธิ์
ตรวจสอบสัณฐานวิทยา ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานที่กําลังขยาย 80,000 เทา 
พบวาอนภุาคของเชื้อมีลักษณะเปนทอนยาวคด (flexuous rod) ขนาดความยาว 765 นาโนเมตร 
ความกวางประมาณ 12-15 นาโนเมตร (ภาพที่ 12) สอดคลองกับการรายงานของ Prakash et al. 
(2002)  

 
 
 

32.8 KDa 
28 KDa 

                   1           2         3 

ข ก 

      M         1             2           3 
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 ภาพที่ 12  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของอนุภาคเชื้อ ChiVMV-KPS9 ภายใตกลองจลุทรรศน 

     อิเล็กตรอนแบบสองผาน 
 
4.  เปรียบเทียบการทดสอบคุณสมบัตขิอง PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค  
PTA-ELISA กับเทคนิค SPR biosensor 

 
4.1  ทดสอบความจําเพาะเจาะจง (specificity) ของ PAb ในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-

KPS9 
 

             ทดความจาํเพาะเจาะจงของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ในเบื้องตนกับน้ําคั้นใบ
ลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 มีน้ําคั้นใบลําโพงปกติเปนตัวอยางควบคุม (negative control) และ
ใช PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:1,000 ดวยเทคนิค PTA-ELISA พบวา PAb ที่ผลิตได
ทําปฏิกิริยากับน้ําคั้นลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 ใหคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ 405 นาโนเมตร
(O.D.405nm) เทากับ 2.631 และน้ําคั้นใบลําโพงปกติใหคา O.D. เทากับ 0.401 ภายหลังการเติมซับ-
สเตรท 45 นาที ซ่ึงคา O.D. ที่วัดไดในน้ําคั้นใบลําโพงปกติมีคาอยูในระดับคอนขางสูง ดังนั้นจึงมี
การนํา PAb ดังกลาวมาทําปฏิกิริยา cross absorb เพื่อลดการเกิดปฏิกิริยาขามกับโปรตีนในน้ําคั้นใบ
ลําโพงปกติ จากนั้นจึงนํา PAb ที่ผานการทํา cross absorb มาทดสอบความจําเพาะเจาะจงกับเชื้อ

200 nm 
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ไวรัส 7 ชนิด คือ PepMoV, PVY และ TEV (Agdia, Elk., USA) CaCV, CMV, TMV เชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และน้ําคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ใช PAb ที่ผานการ cross absorb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:1,000 ดวย
เทคนิค PTA-ELISA พบวา PAb ดังกลาวมีความจําเพาะเจาะตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ไมทําปฏิกิริยา
ขามกับเชื้อไวรัสทั้ง 6 แตพบวา PAb ที่ผานการทํา cross absorb ใหคา O.D. ลดลงจากเดิมซ่ึง
สอดคลองกับการรายงานของมณีรัตน (2547) ที่ทดสอบโมโนโคลนอลแอนติบอดตีอเชื้อ CMV 
30RS แตละโคลนพบวามีโมโนโคลนอลแอนติบอดีบางโคลนที่เกิดปฏิกิริยาขามกับน้ําคั้นพืชปกต ิ
จึงนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีดังกลาวมาทํา cross absorb กับน้ําคั้นพชืปกติ ซ่ึงปรากฏวาการ
ทดสอบคาไตเตอรของโมโนโคนอลแอนติบอดีที่ผานการทํา cross absorb มีคา O.D. ลดลง 
นอกจากนี้ PAb ดังกลาวที่นํามาทดสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 5 ไมโครกรัม
ตอไมโครลิตร มีคา O.D. เทากับ 1.513 มีคา Ka และ Kd เทากับ 1.1961x104 M-1S-1 และ 6.4353x10-3 
S- ตามลําดับ สวนน้ําคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 มีคา O.D. เทากับ 2.450 มีคา Ka และ Kd 
เทากับ 1.917x104 M-1S-1 และ 6.8203 x10-3 S- ตามลําดับ (ตารางที่ 4) เมื่อพิจารณาคา Kaพบวา PAb 
ที่ผานการ cross absorb มีความจําเพาะเจาะจงกับเชื้อ ChiVMV-KPS9  
 
        ดังนั้นจึงเลือกใช PAb ที่ผานการทํา cross absorb เรียบรอยแลวในการทดสอบคุณ 
สมบัติตางๆ ของ PAb ดวยเทคนิค PTA-ELISA และการทดสอบปจจัยตางๆ ที่มีผลตอการ
ตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor 

 
                     ทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR 
biosensor โดยใชเชื้อไวรัส 7 ชนิด และใช PAb ในการทําปฏิกิริยาเชนการทดสอบความจําเพาะ
เจาะจงดวยเทคนิค PTA-ELISA พบวา PAb ที่ผานการ cross absorb มีความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 โดยพบวาคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR เมื่อทําปฏิกิริยากับน้ําคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 มีคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR เทากับ 315.02 RU ซ่ึงมีคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR 
สูงกวาการทดสอบน้ําคั้นใบลําโพงปกติประมาณ 2 เทา (152.30 RU) งานวิจยัคร้ังนี้จงึกําหนดคา
การเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่ใหผลเปนบวก เมื่อตัวอยางทีท่ดสอบมีคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR สูง
กวาตวัอยางควบคุม (negative control) 2 เทา นอกจากนีแ้ลวการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ 
PAb ดังกลาวพบวาคา Ka และคา Kd มีคาเทากับ 3.018x105 M-1S-1 และ 6.1039 x10-4 S-1 ตามลําดับ  
แตคา Ka ของเชื้อไวรัสอื่นๆ ทั้ง 6 ชนิดใหคาติดลบมีคาอยูในชวง -1.781 x104 ถึง -2.971 x104 M-1S-

1 และคา Kd ของเชื้อไวรัสทั้ง 6 ชนิด ใหคาที่ติดลบเชนกนัมีคาอยูในชวง -1.1264 x10-4 ถึง -3.3934 
x10-4 S-1 (ตารางที่ 5 ) ซ่ึงแสดงวา PAb ดังกลาวมีความจาํเพาะตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 และไม
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เกิดปฏิกิริยาขามกับเชื้อไวรัสทั้ง 6 ชนิด นอกจากนีย้ังพบวาเมื่อเปรียบเทียบคา Ka ของทั้งสอง
เทคนิคพบวาเทคนิค SPR biosensor ใหคา Ka สูงกวาเทคนิค PTA-ELISA ประมาณ 25 เทา สวน
การคํานวณคาสหสัมพันธ (correlation) ระหวางเทคนิค SPR biosensor กับ PTA-ELISA ในการ
ทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ที่ผลิตไดตอเชื้อไวรัสทั้ง 7 ชนิด พบวาคาการเปลี่ยนแปลงมมุ 
SPR กับคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ 405 นาโนเมตร ของทั้งสองเทคนิคมีความสัมพันธกันที่ระดับ 
0.821 แสดงวาผลการทดลองของทั้งสองเทคนิคมีความสัมพันธกันในทศิทางเดียวกนั  
 
 
 
 
 
 



 

 
 

52 

ตารางที่ 4  ผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ที่ผลิตไดตอเชื้อไวรัส 7 ชนิด ดวยเทคนิค PTA-ELISA 
 

ชนิดของเชื้อไวรัสที่นํามาทดสอบ คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 405 นาโนเมตร4 คา Ka (M
-1S-1) คา Kd (S

-1) 

Chilli veinal mottle virus (ChiVMV-KPS9 )1 1.513 1.196x104 6.435 x10-3 

Chilli veinal mottle virus (ChiVMV-KPS9 )2 2.450 1.917 x104 6.820 x10-3 

Cucumber mosaic virus (CMV)2 0.151 0.483 x102 0.982 x10-4 

Pepper mottle virus (PepMoV)3 0.215 0.671 x102 1.366 x10-4 

Potato virus Y (PVY)3 0.225 0.649 x102 1.320 x10-4 

Tobacco etch virus (TEV)3 0.178 0.569 x102 1.158 x10-4 

Tobacco mosaic virus (TMV)2 0.137 0.438 x102 0.891 x10-4 

Capsicum chlorosis virus (CaCV)2 0.107 0.342 x102 0.696 x10-4 

PBS pH 7.4 0.096 0.307 x102 0.625 x10-4 

น้ําคั้นใบลําโพงปกติ2 0.245 0.783 x102 1.594 x10-4 
 
1/     เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร 
2/         ตัวอยางน้าํคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 และน้ําคั้นใบลําโพงปกติที่บดใน PBS pH 7.4  อัตราสวน 1:10 
3/         ตัวอยางเชื้อ Potyvirus (Agdia, Elk. , USA) ที่ความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
4/         คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่ไดคํานวณจาก 3 ซ้ํา ภายหลังเติมซับสเตรท 45 นาที เมื่อใช PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:1,000 52 

 



ตารางที่ 5  ผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ที่ผลิตไดตอเชื้อไวรัส 7 ชนิด ดวยเทคนิค  
                 SPR biosensor 
 

ชนิดของเชื้อไวรัสที่นํามาทดสอบ 

คาการ
เปลี่ยนแปลงมุม 

SPR (RU)5 คา Ka (M
-1S-1) คา Kd (S

-1) 

Chilli veinal mottle virus (ChiVMV-KPS9 )1 281.25 3.018 x 105 6.1039 x 10-4 

Chilli veinal mottle virus (ChiVMV-KPS9 )2 315.02 9.010 x 105 6.9361 x 10-4 

Cucumber mosaic virus (CMV)2 110.50 (-2.114) x 104 (-3.110) x 10-4 

Pepper mottle virus (PepMoV)3 35.00 (-2.150)  x 104 (-1.282) x 10-4 

Potato virus Y (PVY)3 38.25 (-2.520) x 104 (-1.126) x 10-4 

Tobacco etch virus (TEV)3 153.13 (-1.781) x 104 (-1.978) x 10-4 

Tobacco mosaic virus (TMV)2 35.82 (-2.210) x 104 (-3.393) x 10-4 

Capsicum chlorosis virus (CaCV)2 33.09 (-2.971) x 104 (-3.003) x 10-4 

PBS pH 7.44 2.500 (-1.580) x 102 (-0.496) x 10-4 

น้ําคั้นใบลําโพงปกติ 2,4 152.30 (-2.080) x 104 (-1.991) x 10-4 

 
1/    เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร 
2/     ตัวอยางน้ําคั้นพืชที่มีและไมมีเชื้อ ChiVMV-KPS9 บดใน PBS pH 7.4  อัตราสวน 1:10 
3/     ตัวอยางเชือ้ Potyvirus (Agdia, Elk., USA) ที่ความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
4/     ตัวอยางควบคุม (negative control) ในกรณี PBS pH 7.4 เปนตัวอยางควบคุมสําหรับเชื้อ   
     ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์และน้ําคั้นใบลําโพงปกติเปนตัวอยางควบคุมสําหรับน้ําคั้นพืชที่มีเชือ้ 
      ไวรัส 
 5/      คาเฉลี่ยการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่เกิดการทําปฏิกิริยาระหวาง PAb กับแอนติเจนคํานวณจาก  
      การทําปฏิกิริยา 3 ซํ้า ใช PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:1,000 
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ภาพที่ 13  คาสหสัมพันธของผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ตอเชื้อไวรัสทั้ง 7 ชนิด  
                 ดวยเทคนิค SPR biosensor และ PTA-ELISA (Pearson correlation coefficient r = 0.821, 
 p< 0.01) 
 
              4.2  ทดสอบคาไตเตอรของ PAb ในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 
 

    ทดสอบคาไตเตอรของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่ผานการ corss absorb โดย 
ใชเชื้อ ChiVMV-KPS9 2 รูปแบบ ดวยเทคนิค PTA-ELISA เมื่อนํา PAb ดังกลาวมาประยุกตใชใน
การตรวจสอบเชื้อพบวาเมื่อใชเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร PAb มี
คาไตเตอร 64,000 โดยมีคา Ka และ Kd เทากับ 9.3542x103 M-1S-1 และ 4.7613 x10-3 S-1 ตามลําดับ 
สวนน้ําคั้นลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 พบวามีคาไตเตอร 128,000 มีคา Ka และ Kd เทากับ 
1.1191x103 M-1S-1 และ 5.6889x10-3 S-1 ตามลําดับ เมื่อพิจารณาคา signal-to-noise ratio (S/N ratio) 
ซ่ึงเปนคาที่ใชประกอบการตดัสินใจวาควรจะเลือกแอนตบิอดีที่ความเขมขนใดจึงจะเหมาะสมตอ
การทําปฏิกิริยานั้น (John, 2001) พบวาคา S/N ratio ของ PAb ที่ตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่
บริสุทธิ์และน้ําคั้นลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 มีคา S/N ratio ของ PAb อยูในระดบัสูงที่คาการ
เจือจาง 1:4,000 และมีคาไมแตกตางทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ 0.01 เมือ่เปรียบเทียบกับคาการเจือ-
จางของ PAb ที่ระดับ 1:1,000 และ 1:2,000 ซ่ึงแสดงใหเห็นวา PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 ที่
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ระดับ 1:4,000 มีความเหมาะสมสําหรับใชในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ทั้งเชื้อ ChiVMV-
KPS9 ที่บริสุทธิ์และน้ําคั้นลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9  (ตารางที่ 6-7) 
 

       เมื่อทดสอบคาไตเตอรของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนคิ SPR  
biosensor โดยใชเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร พบวามีคาไตเตอร
มากกวา 512,000 ใหคาการเปลี่ยนแปลงมมุ SPR เทากับ 304.33 RU มีคา Ka และ Kd ดังนี้ 
3.0339x105 M-1S-1 และ 6.1677x10-4 S-1 ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติของคา 
S/N ratio ในการทดสอบคาไตเตอรของ PAb คร้ังนี้พบวาคา S/N ratio ของ PAb อยูในระดับที่สูงที่
คาการเจือจาง 1:4,000 และมคีาไมแตกตางทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับคา
การเจือจางของ PAb ที่อัตรา 1:1,000 และ 1:2,000 ดังนั้น PAb ที่คาการเจือจางดังกลาวจึงเหมาะ
สําหรับใชในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิคนี้และเมื่อพิจารณาคา Ka และ Kd ของ 
PAb ที่ระดับการเจือจางนี้มีคาเทากับ 3.9558x105 M-1S-1 และ 6.4187x10-4 S-1 ตามลําดับ (ตารางที่ 8) 
 
        เมื่อเปรียบเทียบคาไตเตอรของ PAb ที่ผานการ cross absorb ที่ทําปฏิกิริยากับเชือ้ 
ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ดวยเทคนิคทัง้สองพบวาเทคนิค SPR 
biosensor มีคาไตเตอรของ PAb ดังกลาวสูงกวาเทคนิค PTA-ELISA แตทั้ง 2 เทคนิคมีคา S/N ratio 
เทากันที่คาการเจือจางของ PAb เทากับ 1:4,000 จากผลการทดสอบ PAb ที่คาการเจอืจาง 1:4,000 
สําหรับตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ดวยเทคนิค SPR biosensor พบวามีคา Ka 
ประมาณ 3.955 x105 M-1S-1 ซ่ึงสอดคลองกับการรายงานของ Attana Application Example (n.d.) ที่
ทดสอบคุณสมบัติของ PAb ที่ความเขมขนตางๆ โดย PAb มีลักษณะการทําปฏิกิริยาเปนแบบ 1:1 
พบวา PAb ทั้ง 5 ความเขมขนมีคา Ka เทากับ 2.5 x105 M-1S-1 แตการตรวจสอบการทําปฏิกิริยาของ 
PAb ที่คาการเจือจาง 1:4,000 ที่ตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 5 ไมโครกรัมตอไมโคร-
ลิตร ดวยเทคนิค PTA-ELISA พบวามีคา Ka ประมาณ 1.292 x104 M-1S-1 เมื่อเปรียบเทียบคา Ka ของ
ทั้ง 2 เทคนิคพบวาเทคนิค SPR biosensor มีคา Ka สูงกวาเทคนิค PTA-ELISA ประมาณ 20 เทา 
สวนการคํานวณคาสหสัมพนัธระหวางเทคนิค SPR biosensor กับ PTA-ELISA ในการทดสอบคา
ไตเตอรของ PAb ที่ผลิตไดพบวาคาการเปลีย่นแปลงมุม SPR กับคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ 405 นา-
โนเมตร ของทั้งสองเทคนิคมีความสัมพันธกันที่ระดับ 0.938 แสดงวาผลการทดลองของทั้งสอง
เทคนิคมีความสัมพันธกันในทิศทางเดียวกนั 



ตารางที่ 6  ผลการทดสอบคาไตเตอรของ PAb ในการทาํปฏิกิริยากับเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ดวยเทคนิค PTA-ELISA 
 

 
1/       คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่ไดคํานวณจาก 3 ซ้ํา ภายหลังเติมซับสเตรท 45 นาที เมื่อใช PAb ตอ ChiVMV-KPS9 ที่ระดับความเขมขนตางๆ 
2/         คา signal-to-noise ratio เทากับคา O.D. ที่ 405 นาโนเมตร ของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ตอคา O.D. ที่ 405 นาโนเมตร      
        ของ PBS pH 7.4 วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p = 0.01 

คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 405 นาโนเมตร1   

คาการเจือจางแอนติบอดี เชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ ์ PBS pH 7.4 คา S/N ratio2 คา  Ka (M-1S-1) คา  Kd  (S-1) 

1:1,000 2.4423 0.1217 20.0700a 1.312x104 6.623 x10-3 

1:2,000 2.0833 0.1097 18.9900a 1.302 x104 6.625 x10-3 

1:4,000 1.7360 0.0943 18.4009a 1.292 x104 6.422 x10-3 

1:8,000 1.1313 0.0960 11.7800b 1.101 x104 6.622 x10-3 

1:16,000 0.6837 0.0937 7.3000c 1.040 x104 6.310 x10-3 

1:32,000 0.3853 0.0933 4.1300d 1.034 x104 5.261 x10-3 

1:64,000 0.2460 0.0937 2.6300d 9.354 x103 4.761 x10-3 

1:128,000 0.1657 0.0913 1.8100d 6.599 x103 3.336 x10-3 

1:256,000 0.1297 0.0933 1.3900d 2.657 x103 1.952 x10-3 

1:512,000 0.1143 0.0957 1.1900d 1.276 x103 1.297 x10-3 
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ตารางที่ 7  ผลการทดสอบคาไตเตอรของ PAb ในการทาํปฏิกิริยากับน้าํคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค PTA-ELISA 
 

 

  1/      คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่ไดคํานวณจาก 3 ซ้ํา ภายหลังเติมซับสเตรท 45 นาที เมื่อใช PAb ตอ ChiVMV-KPS9 ที่ระดับความเขมขนตางๆ 
  2/       คา signal-to-noise ratio เทากับคา O.D. ที่ 405 นาโนเมตร ของน้ําคั้นลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 (ที่บดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:10) ตอคา O.D.ที่  
       405 นาโนเมตร ของ PBS pH 7.4 วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p = 0.01 

คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 405 นาโนเมตร1 

คาการเจือจางแอนติบอดี 
น้ําคั้นลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-

KPS9  น้ําคั้นลําโพงปกติ คา S/N ratio2 คา  Ka (M-1S-1) คา  Kd (S
-1) 

1:1,000 1.089 0.120 9.100a 4.552 x103 6.808 x10-3 
1:2,000 0.956 0.107 8.910a 3.861 x103 6.474 x10-3 
1:4,000 0.922 0.095 9.670a 3.637 x103 6.332 x10-3 
1:8,000 0.732 0.093 7.870b 3.1486 x103 6.094 x10-3 
1:16,000 0.592 0.092 6.410b 2.097 x103 6.068 x10-3 
1:32,000 0.366 0.090 4.050c 1.876 x103 6.018 x10-3 
1:64,000 0.267 0.090 2.960c 1.148 x103 5.842 x10-3 
1:128,000 0.195 0.089 2.180cd 1.119 x103 5.689 x10-3 
1:256,000 0.140 0.090 1.550d 1.177 x103 5.417 x10-3 
1:512,000 0.114 0.089 1.280d 0.836 x102 5.298 x10-3 
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ตารางที่ 8  ผลการทดสอบคาไตเตอรของ PAb ในการทาํปฏิกิริยากับเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ดวยเทคนิค SPR biosensor 
 

คาเฉลี่ยการเปลี่ยนแปลงมุม SPR (RU)1   

คาการเจือจางแอนติบอดี เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ PBS pH 7.4  คา S/N ratio2 Ka (M-1S-1) Kd (S
-1) 

1:1,000 427.67 2.4 136.529a 4.001 x 105 6.807 x 10-4 
1:2,000 425 2.4 135.417a 3.958 x 105 6.605 x 10-4 
1:4,000 395 2.2 134.091a 3.955 x 105 6.418 x 10-4 
1:8,000 367.67 2.3 116.378b 3.911 x 105 6.400 x 10-4 
1:16,000 361.67 2.1 124.605b 3.700 x 105 6.201 x 10-4 

1:32,000 353 2.2 115.000b 3.646 x 105 6.209 x 10-4 
1:64,000 337.67 2 118.835b 3.600 x 105 6.208 x 10-4 

1:128,000 331.67 1.8 128.706b 3.271 x 105 6.223 x 10-4 
1:256,000 322.33 2 111.165c 3.079 x 105 6.187 x 10-4 
1:512,000 304.33 2 102.165c 3.034 x 105 6.167 x 10-4 

 
1/      คาเฉลี่ยการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่ทดสอบการเกิดปฏิกิริยาระหวาง PAb ที่คาการเจือจางตางๆ กับเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 15 ไมโครกรัมตอ  
       ไมโครลิตร ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 คํานวณจากการทําปฏิกิริยา 3 ซ้ํา  
 2/       คา signal-to-noise ratio เทากับคาการเปลี่ยนแปลงมมุ SPR (RU) เมื่อทําปฏิกิริยากับเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ตอคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR (RU) ที่ 
       ทําปฏิกิริยากับ PBS pH 7.4 วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p = 0.01 
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ภาพที่ 14  คาสหสัมพันธของผลการทดสอบคาไตเตอรของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์  
                 ดวยเทคนิค SPR biosensor และ PTA-ELISA (Pearson correlation coefficient r = 0.938, 
 p< 0.01) 

 
4.3 ทดสอบความไว (sensitivity) ของการทําปฏิกิริยาของ PAb ในการตรวจสอบเชื้อ  

ChiVMV-KPS9   
 

      ทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่เจือจางใน PBS 
pH 7.4 อัตราสวน 1:4,000 กับเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ดวยเทคนิค PTA-ELISA พบวา PAb 
ดังกลาวสามารถตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ไดที่ระดับความเขมขนต่ําสุดเทากับ 
3.906 ไมโครกรัม มีคา Ka และ Kd เทากับ 1.153x104 M-1S-1 และ 5.1523x10-3 S-1 ตามลําดับ ซ่ึงไม
สอดคลองกับรายงานของ Olivier et al. (2007) ที่กลาววาความไวในการตรวจสอบเชื้อไวรัสดวย
เทคนิคนี้สามารถตรจสอบเชื้อไวรัสไดต่ําสุดที่ 10 นาโนกรัม นอกจากนีส้ามารถตรวจสอบน้ําคั้นใบ
พริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 ไดที่ระดับคาการเจือจางสูงสุดเทากับ 1:4,000 มีคา Ka และ Kd เทากับ 
1.2903x103 M-1S-1 และ 5.0942x10-3 S-1 ตามลําดับ และสามารถตรวจสอบน้ําคั้นใบพรกิปกติที่ผสม
เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ไดที่ระดับความเขมขนของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ต่ําสุดเทากับ 1,000 
ไมโครกรัม มีคา Ka และ Kd เทากับ 4.0689x103 M-1S-1 และ 6.6711x10-3 S-1 ตามลําดับ (ตารางที่ 9-
11) 
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     จากผลการทดสอบความไวของการเกิดปฏิกิริยาของ PAb ในการตรวจเชื้อ ChiVMV-
KPS9 ทั้ง 3 รูปแบบดวยเทคนิค PTA-ELISA จึงเลือกความเขมขนของเชื้อไวรัสที่ต่าํสุดที่สามารถ
ตรวจสอบไดดวยเทคนิคดังกลาวมาทดสอบความไวของ PAb ดวยเทคนิค SPR biosensor เพื่อ
เปรียบเทียบผลการทดสอบระหวาง 2 เทคนิค โดยพบวา PAb ดังกลาวสามารถตรวจสอบเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ที่ระดับความเขมขนเทากับ 3.906 ไมโครกรัม มีคาการเปลี่ยนแปลงมุม 
SPR เทากับ 7.50 RU มีคา Ka และ Kd เทากบั 2.0922x105 M-1S-1 และ 6.0357x10-4 S-1 ตามลําดับ 
ตรวจสอบน้ําคั้นใบพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่ระดบัคาการเจือจางเทากับ 1:4,000 มีคาการ
เปลี่ยนแปลงมมุ SPR เทากับ 25.00 RU มีคา Ka และ Kd เทากับ 3.400x105 M-1S-1 และ 6.5628x10-4 
S-1 ตามลําดับ และตรวจสอบน้ําคั้นใบพรกิปกติที่ผสมเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ที่ระดับความ
เขมขนของเชื้อ ChiVMV-KPS9 เทากับ 1,000 ไมโครกรัม มีคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR เทากับ 
368.00 RU มีคา Ka และ Kd เทากับ 2.0660x105 M-1S-1 และ 6.4297x10-4 S-1 ตามลําดับ (ตารางที่ 12)  

 
เปรียบเทียบความไวของ PAb ในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนคิ  

SPR biosensor กับเทคนิค PTA-ELISA พบวาที่ระดับความเขมขนของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่
เทากันเทคนิค SPR biosensor ใหคา Ka ในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ทั้ง 3 รูปแบบ สูงกวา
เทคนิค PTA-ELISA 
 

           จากการเปรียบเทียบผลการทดสอบคุณสมบัติของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9  
ระหวางเทคนคิ PTA-ELISA กับเทคนิค SPR biosensor พบวาเทคนิค SPR biosensor ใหผลการ
ตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ไดดีกวาเทคนิค PTA-ELISA ในทกุคุณสมบัติที่ทดสอบ โดย
พิจารณาจากคา Ka ที่สูงกวาในการทดสอบ ความจําเพาะ คาไตเตอร และความไวในการตรวจสอบ 
(ตารางที่ 13) และพบวาเทคนิค SPR biosensor มีความไว (sensitivity) ในการตรวจเชือ้มากกวา
เทคนิค PTA-ELISA ซ่ึงสอดคลองกับการายงานของ Cho et al. (2006) เนื่องจากการทําปฏิกิริยา ไม
จําเปนตองมีการติดฉลากโมเลกุลของสารเพื่อขยายสัญญาณสําหรับการรายงานผล จึงลดโอกาสที่
จะเกิดความผดิพลาดในการแปรผลการทดลองที่ไดภายหลังปฏิกิริยาเสร็จสิ้น (Lane et al., 2007) 

 
ผลการทดสอบคุณสมบัติของ PAb ดวยเทคนิค SPR biosensor พบวาใหคา Ka ที่ดีกวา 

การทดสอบคุณสมบัติ PAb ดวยเทคนิค PTA-ELISA ในทุกการทดสอบคุณสมบัติของ PAb ได
แสดงใหเห็นวาเทคนิค SPR biosensor สามารถใหผลการทดลองที่ชัดเจนและมีความถูกตอง
มากกวาเทคนคิ PTA-ELISA ดังนั้นถานําเทคนิค SPR biosensor มาประยุกตใชในการตรวจเชื้อ
สาเหตุโรคพืชที่มีความสัมพนัธทางพันธุกรรมใกลเคียงกนัได เชน เชื้อ ChiVMV กับเชื้อ PVMV
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เนื่องจากการตรวจสอบเชื้อไวรัสดังกลาวดวยเทคนิค ELISA และ RT-PCR มักเกดิปฏิกิริยาขาม
ระหวางเชื้อทัง้สองเสมอ หรือนํามาประยกุตใชในการตรวจเชื้อสาเหตโุรคพืชที่เปนศัตรูพืชควบคมุ
ของประเทศไทย เพื่อลดโอกาสเสี่ยงที่จะนําเขาพืชที่มีเชื้อโรคเขาสูประเทศ หรือนํามาตรวจรับรอง
คุณภาพเมล็ดพันธุพืชกอนการนําเขาและสงออกเมล็ดพันธุสูตลาดตางประเทศ
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ตารางที่ 9  ผลการทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ดวยเทคนิค PTA-ELISA 
 

เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ (ไมโครกรัม) คาเฉลี่ยการดดูกลืนคลื่นแสงที่ 405 นาโนเมตร1 คา Ka (M
-1S-1) คา Kd (S

-1) 

1,000 1.856 1.220 x104 6.522 x10-3 

500 1.653 1.219 x104 6.497 x10-3 

250 1.541 1.218 x104 6.478 x10-3 

125 1.663 1.221 x104 6.533 x10-3 

62.5 1.429 1.223 x104 6.577 x10-3 

31.25 1.081 1.215 x104 6.825 x10-3 

15.625 0.755 1.207 x104 7.062 x10-3 

7.813 0.430 1.193 x104 5.955 x10-3 

3.906 0.305 1.153 x104 5.152 x10-3 

1.953 0.236 1.128 x104 4.641 x10-3 
 
1/       คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่ไดคํานวณจาก 3 ซ้ํา ภายหลังเติมซับสเตรท 45 นาที เมื่อใช PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:4,000 
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ตารางที่ 9  (ตอ)   
 

เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ (ไมโครกรัม) คาเฉลี่ยการดดูกลืนคลื่นแสงที่ 405 นาโนเมตร1 คา Ka (M
-1S-1) คา Kd (S

-1) 

0.977 0.158 1.068 x103 3.425 x10-3 

0.488 0.130 1.096 x103 2.231 x10-3 

0.244 0.114 1.538 x102 1.299 x10-3 

0.122 0.109 1.432 x102 1.083 x10-3 

0.061 0.109 1.342 x102 0.992 x10-3 

0.031 0.109 1.270 x102 0.664 x10-3 

0.015 0.105 1.294 x102 0.413 x10-3 

0.007 0.106 1.253 x102 0.222 x10-3 

PBS pH 7.4 0.122 0.361 x102 0.611 x10-4 
 
1/       คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่ไดคํานวณจาก 3 ซ้ํา ภายหลังเติมซับสเตรท 45 นาที เมื่อใช PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:4,000 
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ตารางที่ 10  ผลการทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb ตอน้ําคั้นใบพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค PTA-ELISA 
 

น้ําคั้นใบพริก (อัตราสวน)1 คาเฉลี่ยการดดูกลืนคลื่นแสงที่ 405 นาโนเมตร2 คา Ka (M
-1S-1) คา Kd (S

-1) 

น้ําคั้นพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9  (1:10) 1.218 4.806 x103 6.928 x10-3 

น้ําคั้นพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9  (1:100) 1.124 4.435 x103 6.653 x10-3 

น้ําคั้นพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9  (1:500) 1.080 4.262 x103 6.217 x10-3 

น้ําคั้นพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9  (1:1,000) 1.039 4.010 x103 6.701 x10-3 

น้ําคั้นพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9  (1:2,000) 0.892 3.520x103 6.475 x10-3 

น้ําคั้นพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9  (1:4,000) 0.327 1.290x103  5.094 x10-3 

น้ําคั้นพริกปกติ (1:10) 0.200 0.485 x102 1.201 x10-3 

น้ําคั้นพริกปกติ (1:100) 0.138 0.441 x102 1.196 x10-3 

น้ําคั้นพริกปกติ (1:500) 0.130 0.079 x102 1.085 x10-3 

น้ําคั้นพริกปกติ (1:1,000) 0.131 0.076 x102 1.085 x10-3 

น้ําคั้นพริกปกติ (1:2,000) 0.130 0.058 x102 1.060 x10-3 

น้ําคั้นพริกปกติ (1:4,000) 0.115 0.022 x102 1.010 x10-3 
 
1/       อัตราสวนการเจือจางของน้ําคั้นใบพรกิที่มีและไมมเีชื้อ ChiVMV-KPS9 (กรัม:มิลลิลิตร) บดตัวอยางใบพืชใน PBS pH 7.4  
2/       คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่ไดคํานวณจาก 3 ซ้ํา ภายหลังเติมซับสเตรท 45 นาที เมื่อใช PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:4,000 

64 
 



 

 
 

65 

ตารางที่ 11  ผลการทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb ตอน้ําคั้นใบพริกปกติที่ผสมเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ดวยเทคนิค PTA-ELISA 
 

น้ําคั้นใบพริกปกติที่ผสมเชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่ คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่  

คอนขางบริสุทธิ์(ไมโครกรัม)1 405 นาโนเมตร2 คา Ka (M-1S-1) คา Ka (S-1) 

1,000 0.494 4.069 x103 6.671 x10-3 

500 0.200 1.673 x103 6.516 x10-3 

250 0.161 1.996 x103 6.016 x10-3 

125 0.140 1.120 x103 6.096 x10-3 

62.5 0.128 1.096 x103 6.079 x10-3 

31.25 0.124 6.758 x102 6.040 x10-3 

15.625 0.124 5.835 x102 6.014 x10-3 

7.813 0.119 5.629 x102 6.010 x10-3 

3.906 0.118 5.140 x102 5.930 x10-3 

1.953 0.119 4.741 x102 5.192 x10-3 

น้ําคั้นใบพริกปกติ (1:10) 0.155 0.030 x102 1.443 x10-3 
 
1/         ระดับความเขมขนของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธที่ผสมในน้ําคั้นใบพริกปกติอัตราสวน 1:10 (กรัม: มิลลิลิตร) ที่บดใน PBS pH 7.4  
2/         คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่ไดคํานวณจาก 3 ซ้ํา ภายหลังเติมซับสเตรท 45 นาที เมื่อใช PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:4,000 
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ตารางที่ 12  ผลการทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนคิ SPR biosensor 
 

เชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ์ (ไมโครกรัม) คาเฉลี่ยการเปลี่ยนแปลงมุม SPR (RU)4  คา Ka M-1S-1) คา Kd (S
-1) 

เชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ์ 3.906 ไมโครกรัม1 7.50 2.092 x 105 6.035 x 10-4 
เชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ์ 7.813 ไมโครกรัม1 14.00 2.157 x 105 6.017 x 10-4 
น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9  (1:2,000) 2 64.33 3.531 x 105 6.134 x 10-4 
น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9  (1:4,000) 2 25.00 3.400 x 105 6.562 x 10-4 
น้ําคั้นใบพริกปกติที่ผสมเชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ์ 500 ไมโครกรัม3 225.00 1.803 x 105 6.002 x 10-4 
น้ําคั้นใบพริกปกติที่ผสมเชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ์ 1,000 ไมโครกรัม3 368.00 2.066 x 105 6.429 x 10-4 
PBS pH 7.4 2.00 (-1.850) x 103 (-0.539) x 10-4 
น้ําคั้นใบพริกปกติ (1:100) 2 155.00 (-2.150) x 104 (-2.561) x 10-4 
น้ําคั้นใบพริกปกติ (1:2,000) 2 25.00 (-2.040) x 104 (-2.390) x 10-3 
น้ําคั้นใบพริกปกติ  (1:3,000) 2 19.33 (-2.004) x 104 (-2.305) x 10-3 
น้ําคั้นใบพริกปกติ  (1:4,000) 2 12.00 (-2.001) x 104 (-2.101) x 10-3 

 
1/        เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์เจือจางใน PBS pH 7.4 ที่ความเขมขนตางๆ   
 2/         อัตราสวนการเจือจางของน้ําคั้นใบพริกที่มีและไมมีเชื้อ ChiVMV-KPS9 (กรัม:มิลลิลิตร) บดตัวอยางใบพืชใน PBS pH 7.4 
3/          น้ําคั้นใบพริกปกติที่ใชบดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:100 นํามาผสมเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ที่ความเขมขนตางๆ         

4/           คาเฉลี่ยการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่การเกิดปฏิกิริยาระหวาง PAb ที่คาการเจือจาง 1:4,000 กบัเชื้อ ChiVMV-KPS9 ทั้ง 3 รูปแบบ คํานวณจากการทํา 
        ปฏิกิริยา 3 ซ้ํา 
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ตารางที่ 13  เปรียบเทียบคา Kaของการทดสอบคุณสมบัติของ PAb ในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9  ระหวางเทคนิค PTA-ELISA กับเทคนิค  
       SPR biosensor  

 

 
1/        คาไตเตอรของ PAb ในการทําปฏิกิริยาเพื่อตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค PTA-ELISA  และเทคนิค SPR biosensor มีคาเทากับ 64,000  
      และมากกวา 512,000 ตามลําดับ 

คุณสมบัติของ PAb คา  Ka (M
-1S-1) 

 เทคนิค PTA-ELISA เทคนิค SPR biosensor 

ความจําเพาเจาะจงตอเชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ ์ 1.196x104 3.018 x 105 

ความจําเพาเจาะจงตอน้ําคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9   1.917 x104 9.010 x 105 

คาไตเตอรในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ์1 9.354 x103 3.034 x 105 

ความไวในการตรวจสอบเชื้อChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ์ 3.906 ไมโครกรัม 1.153 x104 2.092 x 105 

ความไวในการตรวจสอบเชื้อChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ์ 7.813 ไมโครกรัม 1.193 x104 2.157 x 105 

ความไวในการตรวจสอบน้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9  (1:2,000) 3.520x103 3.531 x 105 

ความไวในการตรวจสอบน้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9  (1:4,000) 1.290x103 3.400 x 105 

ความไวในการตรวจสอบน้ําคั้นใบพริกปกติที่ผสมเชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ์ 500 ไมโครกรัม 1.673 x103 1.803x 105 
ความไวในการตรวจสอบน้ําคั้นใบพริกปกติที่ผสมเชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ์ 1,000 ไมโครกรัม 4.069 x103 2.066 x 105 
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5.  ทดสอบปจจัยท่ีมีผลตอการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor 
 
5.1  ตรวจวดัคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ขณะทําปฏิกิริยากับสารชนิดตางๆ บนพื้นผิว

สไลดแกว 
 
       การเปลี่ยนแปลงคามุม SPR จะเกดิขึน้เมื่อมีการทําปฏิกิริยาของสารที่หยดลงบนผิว

สไลดแกวทีเ่คลือบอนุภาคทองคํา โดยคาดงักลาวแปรผันตรงกับคาดัชนีการสะทอนกลับของแสง 
(reflection index) ซ่ึงคาการสะทอนกลับของแสงขึ้นกับการทําปฏิกิริยาบนพื้นผิวสไลดแกว ถามี
การทําปฏิกิริยาเกิดขึ้นมากจะทําใหคาการเปลี่ยนแปลงมมุ SPR เพิ่มขึ้นตามลําดับ จากเหตุผลนี้จึง
ทําการทดสอบการเปลี่ยนแปลงคามุม SPR ขณะทําปฏิกิริยากับสารชนิดตางๆ เชน 11MUA, สาร
ผสม EDC กับ NHS, PAb และ ethanolamine 1 โมลาร โดยทดสอบบนพื้นผิวสไลดแกวแผน
เดียวกันซ้ํา 2 คร้ัง พบวาคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่ทดสอบสารชนิดเดยีวกันไมมีความแตกตาง
ทางสถิติ แตเมื่อทดสอบกับแอนติเจนที่ตางชนิดกันไดแก PBS pH 7.4 และเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่
บริสุทธิ์พบวาคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ 0.05 (ตารางที่ 
14) แสดงวาปจจัยที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลงคามุม SPR คือ ชนิดและความเขมขนของสาร ซ่ึง
สอดคลองกับการรายงานของ Jarupat (2005) และ Nice and Catimel (1999)  
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ตารางที่ 14  ผลการทดสอบคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ในแตละขั้นตอนที่เติมสารบนผิวแผนสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคํา 
 

  ผลตางคาการเปลี่ยนแปลงมมุ SPR (RU)2 

ลําดับขั้นการทําปฏิกิริยาบนผิวสไลดแกว1 ตําแหนงที่ 1 ตําแหนงที่ 2  

แผนสไลดแกวที่เคลือบอนภุาคทองคํา (Bare Gold; BG) 85a 82a 

BG+ 11MUA 144a 140a 

BG+ 11MUA+EDC/NHS 179a 178a 

BG+ 11MUA+EDC/NHS+PAb 277a 273a 

BG+ 11MUA+EDC/NHS+PAb+Ethanolamine 476a 478a 

BG+ 11MUA+EDC/NHS+PAb+Ethanolamine+Antigen3 478b 770a 
 

1/          ลําดับขั้นตอนการเติมสารตางๆ บนผิวสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคํา 
2/          ผลตางคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ระหวางคาการเปลี่ยนแปลงมุมตั้งแตเริ่มตนถึงสิ้นสุดการทําปฏิกิริยาตอสารนั้น คํานวณจากการทําปฏิกริิยาซ้ํา 2 ครั้ง  
        วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p = 0.05 
3/           แอนติเจนที่ใชในการทดสอบการเกดิปฏิกิริยาตําแหนงที่ 1 คือ PBS pH 7.4 และตําแหนงที่ 2 คือ เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ (15 ไมโครกรัมตอ 
        ไมโครลิตร) 
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5.2  ทดสอบความสม่ําเสมอ (uniformity) ของการเกิดปฏกิิริยาบนผิวสไลดแกวที่เคลือบ 
สารตางๆ   

 
       ทดสอบความสม่ําเสมอของแผนสไลดแกวที่เตรยีมไดจํานวน 5 ตําแหนง บนแผน

สไลดแกวแผนเดียวกนั ทดสอบกับสาร 2 ชนิด ไดแก PBS pH 7.4 และเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่
บริสุทธิ์ 15 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร พบวาการเกิดปฏิกริิยาทั้ง 5 ตําแหนงที่ทดสอบสารชนิด
เดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ 0.01 (ภาพที่ 15) แสดงวาการเคลอืบสารปรับ
สภาพพื้นผิวสไลดแกวเชน 11 MUA และการกระตุนการเกิดปฏิกิริยาดวยสารตางๆ เชน สารผสม 
EDC กับ NHS, PAb และ ethanolamine มีความสม่ําเสมอ จากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาแผน
สไลดแกวทีเ่ตรียมไวมีความเหมาะสมที่จะนํามาทดสอบการเกิดปฏิกิริยาของเทคนิค SPR biosensor 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 15  ผลการทดสอบความสม่ําเสมอของการเกิดปฏิกิริยาบนพื้นผิวสไลดแกวท่ีเคลือบอนุภาค 

ทองคําดวย PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตรา 1:4,000 โดยทดสอบการเกิดปฏิกิริยา 
กับสารแตละชนิดจํานวน 5 ตําแหนง บนสไลดแกวแผนเดียวกนั วเิคราะหความ  

    แตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p = 0.01

   PBS pH 7.4                 เช้ือ ChiVMV ที่บริสุทธิ์   
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5.3  ทดสอบชนิดและปริมาณของสารที่ใชในการลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ  
 
       การทดสอบสารยับยั้งปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะจํานวน 7 ชนิด โดยเปรียบเทียบกับการทํา

ปฏิกิริยาเพื่อตรวจสอบน้ําคัน้ใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 กับน้ําคัน้ใบพริกปกติ จากนั้น
พิจารณาผลตางของคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่เกิดขึ้นระหวางการทาํปฏิกิริยากับสารทั้ง 2 ชนิด 
พบวา casein 2 เปอรเซ็นต สารมารถลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะไดดี เมื่อพิจารณาจากคาผลตางของการ
เปลี่ยนแปลงมมุ SPR ระหวางการตรวจสอบน้ําคั้นใบพรกิที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 กับน้ําคั้นใบ
พริกปกติมีคาเทากับ 217.34 RU ซ่ึงมีคาการเปลี่ยนแปลงมุมสูงที่สุดและมีความแตกตางทางสถิติที่
ระดับนยัสําคัญ 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับสารยับยั้งปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะของสารชนิดอื่น (ตารางที่ 
15) และมีคา Ka ในการเกิดปฏิกิริยาระหวาง PAb กับน้ําคั้นใบพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9 สูงที่สุด 
มีคาเทากับ 3.893  x 105 M-1S-1 (ตารางที่ 16) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Kistina et al. (2008) ที่
ทดสอบสารเพื่อลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ 3 ชนิด ไดแก BSA, PEG และ casein พบวา casein ชวยลด
ปฏิกิริยาที่ไมจาํเพาะและมีคณุสมบัติในการกระจายตัวบนพื้นผิวแผนทองที่ทดสอบไดด ี
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ตารางที่ 15  เปรียบเทียบการทดสอบสารที่ใชลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะในการตรวจสอบเชื้อ    
      ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor 

 

 
1/        น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อและไมมีเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่นํามาทดสอบบดใน PBS pH 7.4    
       อัตราสวน 1:100 (กรัม: มิลลิลิตร) 
2/          คาเฉลี่ยการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ขณะที่เกดิการทําปฏิกิริยาระหวาง PAb กับแอนติเจน      
        คํานวณจากการทําปฏิกริิยาซ้ํา 3 คร้ัง ใช PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:4,000 
3/          ผลตางของคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR คํานวณจากผลตางของคาการเปลี่ยนแปลงมุม 
       ระหวางการทําปฏิกิริยาของน้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 กับน้ําคั้นใบพริกปกต ิ
        วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p = 0.01

ชนิดของสารที่ใชใน ชนิดของสารทดสอบ1 คาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR (RU) 

การยับยั้งปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ  คาเฉลี่ย2 ผลตาง3 

Bovine serum albumin (BSA)  น้ําคั้นใบพริกที่มีเช้ือ ChiVMV-KPS9  107.50 73.33d 

5 เปอรเซ็นต น้ําคั้นใบพริกปกติ 34.17   

Casein  1 เปอรเซ็นต น้ําคั้นใบพริกที่มีเช้ือ ChiVMV-KPS9  397.00 179.67b 

  น้ําคั้นใบพริกปกติ 217.33   

Casein  2 เปอรเซ็นต น้ําคั้นใบพริกที่มีเช้ือ ChiVMV-KPS9  380.67 217.34a 

  น้ําคั้นใบพริกปกติ 163.33   

Ethanolamine 1 โมลาร น้ําคั้นใบพริกที่มีเช้ือ ChiVMV-KPS9  199.33 106.66c 

  น้ําคั้นใบพริกปกติ 92.67   

Polyethylene glycol (PEG) น้ําคั้นใบพริกที่มีเช้ือ ChiVMV-KPS9  108.67 65.34e 

10 เปอรเซ็นต น้ําคั้นใบพริกปกติ 43.33   

non fat milk powder 3  น้ําคั้นใบพริกที่มีเช้ือ ChiVMV-KPS9  72.50 58.83f 

 เปอรเซ็นต น้ําคั้นใบพริกปกติ 13.67   

non fat milk powder 5  น้ําคั้นใบพริกที่มีเช้ือ ChiVMV-KPS9  48.50 8.45g 

 เปอรเซ็นต น้ําคั้นใบพริกปกติ 40.05   
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ตารางที่ 16  เปรียบเทียบคา Ka และ Kd ของการทดสอบสารที่ใชในการลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR  
                 biosensor 
 

ชนิดของสารยบัยั้งปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ แอนติเจนที่ทดสอบ (อัตราสวน) คา Ka (M
-1S-1) คา Kd (S

-1) 

BSA 5 เปอรเซน็ต น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 (1:100) 2.802 x 105 6.166 x 10-4 
  น้ําคั้นใบพริกปกติ (1:100) (-2.201) x 104 (-2.514) x 10-4 

Casein 1 เปอรเซ็นต  น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 (1:100) 3.106  x 105 6.038 x 10-4 

  น้ําคั้นใบพริกปกติ  (1:100) (-2.510 ) x 104 (-2.859) x 10-4 

Casein 2 เปอรเซ็นต น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 (1:100) 3.893  x 105 6.004 x 10-4 

  น้ําคั้นใบพริกปกติ  (1:100) (-2.310) x 104 (-2.076) x 10-4 

Ethanolamine 1 โมลาร น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 ( 1:100) 2.915 x 105 6.304 x 10-4 

  น้ําคั้นใบพริกปกติ ( 1:100) (-2.401 ) x 104 (-2.038) x 10-4 

Polyethylene glycol (PEG) 10 เปอรเซ็นต น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 ( 1:100) 2.051 x 105 6.881 x 10-4 

  น้ําคั้นใบพริกปกติ (1:100) (-2.720) x 104 (-2.815) x 10-4 

non fat milk powder 3 เปอรเซน็ต น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 (1:100) 1.940 x 105 6.438 x 10-4 
  น้ําคั้นใบพริกปกติ (1:100) (-2.822) x 104 (-2.585) x 10-4 

non fat milk powder 5 เปอรเซน็ต น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 (1:100) 1.811 x 105 6.976 x 10-4 

  น้ําคั้นใบพริกปกติ (1:100) (-2.300 ) x 104 (-2.721) x 10-4 
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5.4  ทดสอบสาร regenerate buffer ที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยา 
        
       การทดสอบ regenerate buffer จํานวน 9 ชนิด ที่เหมาะสมสําหรับการตรวจสอบเชื้อ

บนตําแหนงเดมิของแผนสไลดแกวที่เคลือบสารปรับสภาพ โดยทดสอบ regenerate buffer ที่
เหมาะสมกับน้ําคั้นในพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 อัตราสวน 1:100 พบวา NaOH 20 มิลลิโมลาร 
ใหคาความแตกตางระหวาง base line เร่ิมตนกอนการเติมน้ําคั้นพืชกับ base line ส้ินสุดหลังการเติม 
regenerate buffer นอยที่สุด (12.93 RU) ซ่ึงมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ 0.01 เมื่อ
เปรียบเทียบกบั regenerate buffer ชนิดอืน่ๆ (ตารางที่ 17 และภาพที่ 17) เมื่อพิจารณาคา Ka และ Kd 
ของการทําปฏิกิริยาภายหลังการเติม NaOH 20 มิลลิโมลาร พบวามีคา 3.4962x105 M-1S-1 และ 
6.0695x10-4 S-1 ตามลําดับ (ตารางที่ 19) จากคาดังกลาวแสดงใหเห็นวา NaOH 20 มิลลิโมลาร 
สามารถลางแอนติเจนออกและไมทําลายแอนติบอดี จึงสามารถตรวจสอบน้ําคั้นในพริกที่มีเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ซํ้าที่ตําแหนงเดิมได ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Vanneste et al. (2008) ที่ใช 
NaOH 20 มิลลิโมลาร ในการทําลายพันธะระหวางดีเอ็นเอตัวตรวจจับที่สังเคราะหขึน้กับดีเอน็เอ
เปาหมาย สามารถทําปฏิกิริยาซ้ําที่ตําแหนงเดิมได 200 คร้ัง โดยไมมีความแตกตางทางสถิติของคา
การเปลี่ยนแปลงมุม SPR นอกจากนีก้ารทดสอบสาร regenerate buffer ที่เหมาะสมตอการทํา
ปฏิกิริยาเพื่อตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวา NaOH 25 
มิลลิโมลาร ใหคาความแตกตางระหวาง base line เร่ิมตนกอนการเติมเชื้อ ChiVMV-KPS9  กับ 
base line ส้ินสุดหลังการเติม regenerate buffer นอยที่สุด (5.23 RU) ซ่ึงมีความแตกตางทางสถิติที่
ระดับนยัสําคัญ 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับ regenerate buffer ชนิดอื่นๆ (ตารางที่ 18 และภาพที่ 16) 
สําหรับคา Ka และ Kd ของการทําปฏิกิริยาภายหลังการเตมิ NaOH 25 มิลลิโมลาร พบวามีคา 
3.8641x105 M-1S-1 และ 6.132x10-4 S-1 ตามลําดับ (ตารางที่ 19)  
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ตารางที่ 17  ผลการทดสอบสาร regenerate buffer ที่เหมาะสมตอการทาํปฏิกิริยาสําหรับตรวจสอบน้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9  
 

สารที่ทําปฏิกิริยา ชนิดของสาร regenerate buffer คาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR (RU) 

  
ทําปฏิกิริยากับสาร

ทดสอบ1 base line เริ่มตน2 base line สิ้นสุด3 
ผลตางของคา base 

line4 

น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9  Cabonate coating buffer pH 9.6 148.20 -1176.00 -918.40 257.60a 

 Glycine 0.1 โมลาร pH 2.2 145.50 -1310.67 -1215.74 94.93d 

 Glycine 0.1 โมลาร pH 3.5 145.00 -1300.00 -1201.63 98.37c 

 NaOH 10 มิลลิโมลาร 161.67 -1316.00 -1298.33 17.67h 

 NaOH 15 มิลลิโมลาร 159.67 -1268.33 -1241.74 26.59e 

 NaOH 20 มิลลิโมลาร 162.67 -1325.67 -1312.74 12.93i 

 NaOH 25 มิลลิโมลาร 160.00 -1286.67 -1264.94 21.73g 

 NaOH 40 มิลลิโมลาร 158.33 -1296.67 -1272.07 24.60f 

  PBST 0.1 โมลาร 153.00 -1315.67 -1197.37 118.30b 

น้ําคั้นใบพริกปกติ NaOH 20 มิลลิโมลาร 64.70 -1285.00 -1273.00 12.00i 
 

1/         คาเฉลี่ยการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ภายหลังการทําปฏิกิริยากับสารทีท่ดสอบ เชน น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 และน้ําคั้นใบพรกิปกติ (น้ําคั้นใบ 
       พริกบดใน PBS pH 7.4 อัตรา 1:100) ดวย PAb ที่เจอืจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:4,000  
2/         คาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ของ base line เริ่มตนกอนการทําปฏิกิริยากับสารทีจ่ะทดสอบ 
3/         คาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ของ base line ภายหลังการทําปฏิกิริยากับสาร regenerate buffer เพื่อลางสารที่ทดสอบออก 
4/          ผลตางของคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ระหวาง base line เริ่มตนกบั base line สิ้นสุดปฏิกิริยา วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p = 0.01 
        เปรียบเทยีบผลตางคา base line ของสาร regenerate buffer แตละชนิด  
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ตารางที่ 18  ผลการทดสอบสาร regenerate buffer ที่เหมาะสมตอการทาํปฏิกิริยาสําหรับตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 
 

สารที่ทําปฏิกิริยา ชนิดของสาร regenerate buffer คาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR (RU) 

  
ทําปฏิกิริยากับสาร

ทดสอบ1 base line เริ่มตน2 base line สิ้นสุด3 ผลตางของคา base line4 

เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ ์ NaOH 10 มิลลิโมลาร 160.67 -1449.00 -1436.83 12.17b 

 NaOH 20 มิลลิโมลาร 158.33 -1466.33 -1451.10 15.23a 

  NaOH 25 มิลลิโมลาร 151.00 -1440.67 -1435.44 5.23c 

PBS pH 7.4 NaOH 20 มิลลิโมลาร 2.00 -1409.67 -1409.34 0.33d 

 
1/          คาเฉลี่ยการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ภายหลังการทําปฏิกิริยากับสารทีท่ดสอบ เชน เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร  
        และ PBS pH 7.4 ดวย PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:4,000 
2/           คาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ของ base line เริ่มตนกอนการทําปฏิกิริยากับสารทีจ่ะทดสอบ 
3/           คาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ของ base line ภายหลังการทําปฏิกิริยากับสาร regenerate buffer เพื่อลางสารที่ทดสอบออก 
4/           ผลตางของคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ระหวาง base line เริ่มตนกบั base line สิ้นสุดปฏิกิริยา วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p = 0.01   
         เปรียบเทียบผลตางคา base line ของสาร regenerate buffer แตละชนิด   
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ตารางที่ 19  เปรียบเทียบคา Kaและ Kd ของการทดสอบ regenerate buffer ที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยาสําหรับตรวจสอบเชือ้ ChiVMV-KPS9   
 

แอนติเจนที่ทดสอบ ชนิดของ regenerate buffer Ka (M
-1S-1) Kd (S

-1) 

น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9  (1:100) Carbonate coating buffer pH 9.6 2.866  x 105 4.161 x 10-4 

 Glycine 0.1 โมลาร pH 2.2 2. 928 x 105 5.386 x 10-4 

 Glycine 0.1 โมลาร pH 3.5 2.930 x 105 5.713 x 10-4 

 NaOH 10 มิลลิโมลาร 3.016 x 105 5.907 x 10-4 

 NaOH 15 มิลลิโมลาร 3.121 x 105 6.426 x 10-4 

 NaOH 20 มิลลิโมลาร 3.496 x 105 6.069 x 10-4 

 NaOH 25 มิลลิโมลาร 3.184 x 105 6.356 x 10-4 

 NaOH 40 มิลลิโมลาร 3.032 x 105 6.005 x 10-4 

  PBST 0.1 โมลาร 2.982 x 105 5.794 x 10-4 

เชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ์ 250 ไมโครกรัม NaOH 10 มิลลิโมลาร 3.222 x 105 6.085 x 10-4 

 NaOH 20 มิลลิโมลาร 3.406 x 105 6.760 x 10-4 

  NaOH 25 มิลลิโมลาร 3.864 x 105 6.132 x 10-4 
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ภาพที่ 16  เปรียบเทียบการทดสอบ regenerate buffer ก) NaOH 20 มิลลิโมลาร สําหรับการลางน้ําคั้นใบพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9 และ ข) NaOH 25 มิลลิ- 
                 โมลาร สําหรับการลางเชื้อ ChiVMV-KPPS9 ที่บริสุทธิ์ออกภายหลังการทาํปฏิกิริยาดวยเทคนิค SPR biosensor

ข ก 

base line เริ่มตน 
base line สิ้นสุด 

base line เริ่มตน 

base line สิ้นสุด 
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5.5  ทดสอบจํานวนครั้งในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่ตําแหนงเดิมบนแผน 
สไลดแกวทีเ่คลือบอนุภาคทองคํา  

 
       การทําปฏิกิริยาซ้ําที่ตําแหนงเดิม โดยไมจําเปนตองเตมิแอนติบอดีเขาไปใหมเปน 

คุณสมบัติของเทคนิค SPR biosensor ที่แตกตางจากเทคนิคทางเซรุมวทิยาอื่นๆ เชน ELISA, dot 
blot และ western blotting เปนตน เนื่องจากเทคนิคทางเซรุมวิทยาดังกลาวมีการรายงานผลจากการ
ติดฉลากโมเลกุลของตัวตรวจจับดวยเอนไซม เพื่อขยายสัญญาณ สงผลใหการเกดิปฏิกิริยาไม
สามารถผันกลับได แตเทคนคิ SPR ไมจําเปนตองมีการติดฉลากโมเลกุลตัวตรวจจับ ทําให
คุณสมบัติของแอนติบอดยีังคงเดิม เมื่อมีการทําลายพันธะระหวางแอนติบอดีกับแอนติเจนที่เขาทํา
ปฏิกิริยากัน แอนติบอดีก็พรอมที่จะเริ่มตนทําปฏิกิริยาครั้งใหม โดย regenerate buffer ที่ใชควรมี
คุณสมบัติในการทําลายพันธะระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี แตไมทาํลายคุณสมบัติของ
แอนติบอดีสําหรับการทําปฏิกิริยาครั้งใหม จึงทําการทดสอบจํานวนครั้งในการตรวจสอบเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ที่ตําแหนงเดิมบนแผนสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคํา โดยใชเชื้อ ChiVMV-
KPS9 ที่บริสุทธิ์ 15 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และใช NaOH 25 มิลลิโมลาร  เปนสารลางพบวา
สามารถทําปฏิกิริยาซํ้าที่ตําแหนงเดิมได 44 ครั้ง ซ่ึงใหคาการเปลี่ยนแปลงมุมในชวง 235 ถึง 300 
RU และไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ 0.01 (ภาพที่ 17) สวนการทําปฏิกิริยากับน้ํา
คั้นใบพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9  อัตราสวน 1:100 และใช NaOH 20 มิลลิโมลาร เปนสารลาง 
พบวาสามารถทําปฏิกิริยาซ้ําที่ตําแหนงเดิมได 4 คร้ัง ใหคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ในชวง 265 ถึง 
296 RU และไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับนยัสําคัญ 0.01 (ภาพที่ 18)    
 
      เมื่อเปรียบเทียบการเขาจบักันระหวาง PAb กับเชื้อ ChiVMV-KPS9 ทั้ง 2 รูปแบบ
พบวาการตรวจเชื้อไวรัสชนดินี้ในน้ําคั้นใบพริกสามารถตรวจซ้ําที่ตําแหนงเดิมไดนอยกวาการ
ตรวจเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ประมาณ 10 เทา อาจเนื่องจากโปรตีนในน้ําคัน้ใบพริกเขาไป
ขัดขวางการเขาจับกันระหวาง PAb กับเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดังนั้นขั้นตอนการเตรียมน้ําคั้นใบพืช
กอนนํามาตรวจเชื้อไวรัสดวยเทคนิค SPR biosensor ควรมีการกําจัดโปรตีนของพืชออกใหมาก
ที่สุด เพื่อเพิ่มจํานวนครั้งในการตรวจเชื้อไวรัสในน้ําคั้นใบพืชซํ้าที่ตําแหนงเดิม 
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ภาพที่ 17  ผลการทดสอบจํานวนครั้งในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ที่ตําแหนง 

   เดิมบนแผนสไลดแกวทีเ่คลือบอนุภาคทองคําดวย PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4  
   อัตราสวน 1:4,000 วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p = 0.01  
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 18  ผลการทดสอบจํานวนครั้งในการตรวจสอบน้ําคั้นใบพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่ 
                 ตําแหนงเดิมบนแผนสไลดแกวที่เคลือบอนภุาคทองคํา ดวย PAb ที่เจือจางใน PBS pH  
                 7.4 อัตราสวน 1:4,000 วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p = 0.01  

จํานวนครั้งในการทําปฏิกิริยา 
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5.5  ทดสอบประสิทธิภาพของแผนสไลดแกวท่ีเคลือบอนุภาคทองคําที่ใชแลวในการ 
ตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 

 
  แผนสไลดแกวที่เคลือบอนภุาคทองคําที่ใชแลว เมื่อนํามาลางสวนของสารที่ทํา 

ปฏิกิริยาอยูดานบนพื้นผิวออกดวยสาร piranha แลวนําแผนสไลดดังกลาวกลับมาเคลือบสารปรับ
สภาพพื้นผิว (11MUA) เพื่อทําปฏิกิริยาครั้งใหม จึงมกีารเปรียบเทียบประสิทธิภาพการทดสอบการ
เกิดปฏิกิริยาของแผนสไลดแกวท่ีเคลือบอนุภาคทองคําที่ใชแลวกับแผนใหมดวยสาร 4 ชนิด ไดแก 
PBS pH 7.4 เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ น้ําคั้นใบพรกิปกติและน้ําคั้นใบพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-
KPS9 พบวาคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ของการทดสอบสารชนิดเดียวกันบนผิวแผนสไลดแกวที่
เคลือบอนุภาคทองคําที่ใชแลวกับแผนใหมไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับนยัสําคัญ 0.01 ซ่ึงผล
การทดสอบสารทั้ง 4 ชนิด ใหผลการทดลองที่สอดคลองกันระหวางแผนสไลดแกวท่ีใชแลวกับ
แผนสไลดแกวแผนใหม (ภาพที่ 19) จากผลการทดสอบในครั้งนี้แสดงใหเห็นวาแผนสไลดแกวที่
เคลือบอนุภาคทองคําที่ใชแลวสามารถนํากลับมาทดสอบการเกิดปฏิกิริยาไดใหม     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 19  ทดสอบประสิทธิภาพของแผนสไลดแกวทีเ่คลือบอนุภาคทองคําที่ใชแลวในการ 
                 ตรวจเชื้อ ChiVMV-KPS9 ก) PBS pH 7.4 กับเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์  
                 และ ข) น้ําคั้นใบพริกปกติกับน้าํคั้นใบพริกทีม่ีเชื้อ ChiVMV-KPS9 (น้ําคัน้ใบพริกทั้ง 2  
                 ชนิด บดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:100) วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p  
                  = 0.01  
 

คาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR (RU) 

  PBS pH 7.4       ช้ือ ChiVMV-KPS9 
                            ท่ีคอนขางบริสุทธิ์    

น้ําคั้นพริกปกติ      น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ  
                                   ChiVMV-KPS9 
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6.  เปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจเชือ้ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค SPR biosensor กับ
เทคนิค PTA-ELISA  
 

เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค PTA-
ELISA กับเทคนิค SPR biosensor โดยพจิารณาจากปจจยัตางๆ พบวาเทคนิค SPR biosensor มีคา 
Ka สูงกวาเทคนิค PTA-ELISA ประมาณ 10 เทา แตทั้ง 2 เทคนิค มีคา Kd เทากันและผลการตรวจ
เชื้อดวยเทคนคิทั้งสองพบวาคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR และคาการดดูกลืนคล่ืนแสงที่ 405 นาโน-
เมตร มีความสัมพันธกันที่ระดับความเชื่อมัน่ 0.01 สวนการรายงานผลของเทคนิค SPR biosensor 
เกิดจากการตรวจวัดการเขาจบักันของแอนติบอดีกับแอนติเจนโดยตรง ไมมีการติดฉลากแอนติบอดี
ดวยเอนไซมเพื่อการรายงานผล ซ่ึงแตกตางจากเทคนิค PTA-ELISA ที่แอนติบอดีตองมีการติด
ฉลากดวยเอนไซม ทําใหระยะเวลาในการตรวจเชื้อ 1 คร้ัง ของเทคนิค SPR biosensor สามารถทํา
ปฏิกิริยาไดเร็วกวาเทคนิค PTA-ELISA ประมาณ 3 เทา การตรวจเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์
ดวยเทคนิค SPR biosensor มีคาใชจาย 8.64 บาท และตรวจเชื้อไวรัสชนิดนี้ในน้ําคั้นพืชมีคาใชจาย 
95.0 บาท ซ่ึงเทคนิค PTA-ELISA เสียคาใชจาย 50 บาท เมื่อพิจารณาจาํนวนครั้งในการทําปฏิกิริยา
ซํ้าที่ตําแหนงเดิมดวยเทคนิค SPR biosensor พบวาเทคนิคนี้สามารถตรวจเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่
บริสุทธิ์ได 44 ครั้ง และตรวจน้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อได 4 คร้ัง โดยไมมีความแตกตางทางสถิติของคา
การเปลี่ยนแปลงมุม SPR สวนเทคนิค PTA-ELISA ตรวจเชื้อไดเพียง 1 คร้ัง (ตารางที่ 20) จากการ
ทดสอบประสิทธิภาพการตรวจเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิคทั้งสองแสดงใหเห็นวาเทคนิค SPR 
biosensor มีคุณสมบัติในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่มีประสิทธิภาพดีกวาเทคนิค PTA-
ELISA 
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ตารางที่ 20  เปรียบเทียบคณุสมบัติในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค PTA-ELISA กับเทคนิค SPR biosensor  
 

 

1/         ระยะเวลาในการทําปฏิกริิยาเริ่มจากการเตรียมตัวอยางจนสิ้นสุดการตรวจสอบในแตละเทคนคิ 
 2/          คาใชจายที่ทดสอบคํานวณจากอุปกรณและสารเคมทีี่เกี่ยวของสําหรับการทําปฏิกิริยาในแตละครั้ง 

คุณสมบัติในการตรวจสอบ เทคนิค PTA-ELISA เทคนิค SPR biosensor 

คาคงที่ในการเขาจับกันของสาร ( Ka ) (M
-1S-1) 102-104 104-105 

คาคงที่ในการแยกออกจากกนัของสาร ( Kd ) (S
-1) 10-4-10-3 10-4-10-3 

การประมวลผลเชิงคุณภาพ (quality) ไมได ได 

การประมวลผลเชิงปริมาณ (quantity) ได ได 

การติดฉลาก (labeling) เอนไซม ไมมี 

ระยะเวลาในการทําปฏิกิริยา 1 ครั้ง1 5-6 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง 

คาใชจายในการตรวจสอบ 1 ตัวอยาง2  50 บาท 8.64 บาท (ตัวอยางเชื้อที่บริสุทธิ์) 

    95.00 บาท (ตัวอยางน้ําคัน้พชื) 

ปริมาตรสิ่งตรวจ (แอนติเจน) ที่ใช 50 ไมโครลิตร 20-150 ไมโครลิตร 

จํานวนครั้งในการทําปฏิกิริยาซ้ํา 1 44 ครั้ง (ตัวอยางเชื้อที่บริสุทธิ์) 
ที่ตําแหนงเดิม   4 ครั้ง (ตัวอยางน้ําคั้นพืช) 
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สรุปผลและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 
1.  การแยกเชื้อและพิสูจนเชื้อ ChiVMV  

 
เชื้อ ChiVMV สายพันธุ KPS9 แยกไดจากตวัอยางใบพริกที่แสดงอาการดางประจากอําเภอ 

กําแพงแสน จงัหวัดนครปฐม เมื่อศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยขอมูลของลําดับนิวคลีโอ-
ไทดของยีน CP เปรียบเทียบกับเชื้อ ChiVMV ที่มีรายงานในทวีปเอเชยีพบวาเชื้อ ChiVMV-KPS9 
(accession number EU 636198) มีลําดับนวิคลีโอไทดของยีน CP คลายคลึงกับเชื้อ ChiVMV ของ
ประเทศไทย เวียดนามและอนิโดนีเซีย ที่มีรายงานไวบนฐานขอมูล GenBank  
 
2.  เปรียบเทียบการทดสอบคุณสมบัตขิอง PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค  
PTA-ELISA กับเทคนิค SPR biosensor 
 

2.1  ทดสอบความจําเพาะเจาะจง (specificity) ของ PAb  
  

       PAb ที่ผานการ cross absorb มีความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 โดยไมทํา
ปฏิกิริยาขามกบัเชื้อไวรัสดังตอไปนี้ CaCV, CMV, PepMoV, PVY, TEV และ TMV  

   
2.2  ทดสอบคาไตเตอรของ PAb 

 
        PAb เมื่อทดสอบดวยเทคนิค SPR biosensor มีคาไตเตอร 512,000 และมีคา Ka เทากับ 

3.0339 x105 M-1S-1 สวนเทคนิค PTA-ELISA มีคาไตเตอรเทากับ 64,000 มีคา Ka เทากับ 9.354 x103 
M-1S-1 คาการเจือจางที่เหมาะสมของ PAb สําหรับนํามาใชในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 
คือ 1:4,000  

       
               2.3 ทดสอบความไว (sensitivity) ในการทําปฏิกิริยาของ PAb  
 



 

 
 

85 

                      ทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb พบวาสามารถตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-
KPS9 ที่บริสุทธิ์ไดที่ระดับความเขมขนต่ําสุด 3.906 ไมโครกรัม ตรวจสอบน้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ  
ChiVMV-KPS9 ไดที่คาการเจือจางสูงสุด 1:4,000 และตรวจสอบน้ําคัน้ใบพริกปกตทิี่ผสมเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ไดที่ระดับความเขมขนของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่ 1,000 ไมโครกรัม 
เมื่อเปรียบเทียบความไวของ PAb ในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค SPR 
biosensor กับเทคนิค PTA-ELISA พบวาทีร่ะดับความเขมขนของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่เทากัน 
เทคนิค SPR biosensor ใหคา Ka ในการตรวจสอบเชื้อไวรัสทั้ง 3 รูปแบบ สูงกวาเทคนิค PTA-
ELISA 
 
3.  ตรวจสอบปจจัยอ่ืนท่ีมีผลตอการเกิดปฏิกิริยาดวยเทคนิค SPR biosensor  
 

สารยับยั้งปฏิกริิยาที่ไมจําเพาะที่ดีที่สุดสําหรับการทดลองในครั้งนี้คือ casein 2 เปอรเซ็นต 
สาร regenerate buffer ที่เหมาะสมสําหรับการทําปฏิกิริยาเพื่อตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่
บริสุทธิ์และน้ําคั้นใบพริกทีม่ีเชื้อ ChiVMV-KPS9 ไดแก NaOH 25 มิลลิโมลาร และ NaOH 20 มิล-
ลิโมลาร ตามลําดับ 

 
4.  เปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจเชือ้ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค SPR biosensor กับ
เทคนิค PTA-ELISA  
 

เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการตรวจเชือ้ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค PTA-ELISA 
กับเทคนิค SPR biosensor พบวาเทคนิค SPR biosensor ใหคา Ka สูงกวาเทคนิค PTA-ELISA 
ประมาณ 10 เทา การตรวจเชื้อ 1 คร้ัง ของเทคนิค SPR biosensor สามารถทําปฏิกิริยาไดเร็วกวา
เทคนิค PTA-ELISA ประมาณ 3 เทา การตรวจเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ดวยเทคนิค SPR 
biosensor มีคาใชจาย 8.64 บาท และสามารถตรวจเชื้อไวรัสชนิดนี้ในน้าํคั้นพืชมีคาใชจาย 95.0 บาท 
ซ่ึงเทคนิค PTA-ELISA มีคาใชจาย 50 บาท เทคนิค SPR biosensor สามารถตรวจเชือ้ ChiVMV-
KPS9 ที่บริสุทธิ์และตรวจเชือ้ ChiVMV-KPS9 ในน้ําคัน้ใบพริกซ้ําที่ตําแหนงเดิมได 44 และ 4 คร้ัง 
ตามลําดับ แตเทคนิค PTA-ELISA ตรวจเชือ้ไวรัสชนิดนีไ้ดเพยีง 1 คร้ัง 
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ขอเสนอแนะ 
 
1.  ควรมีการเปรียบเทียบการตรวจเชื้อ PVMV กับเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor 
เพื่อแสดงใหเห็นถึงประสิทธิภาพของเทคนิคนี้วาสามารถตรวจสอบเชื้อไวรัสที่มีความใกลเคียงกัน
ทางพันธุกรรมไดหรือไม 

 
2.  การตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor สามารถนําไป 
ประยุกตใชในการตรวจเชื้อโพทีไวรัสชนิดอ่ืนที่เปนเชื้อศตัรูพืชควบคุมของประเทศไทยได เชน 
Banana bract mosaic virus, Cassava brown streak virus, Cassava common mosaic virus, Cassava 
virus X, Papaya mosaic virus, Rice hoja blanca virus และ Sorghum mosaic virus หรือตรวจเชื้อ
ไวรัสที่ติดมากบัเมล็ดพันธุพชื เชน Alfalfa mosaic virus, Barley stripe mosaic virus, Tomato 
aspermy virus, Tomato bushy stunt virus และ Tomato ringspot virus เพื่อรับรองคุณภาพเมล็ดพนัธุ 
 
3.  การเพิ่มประสิทธิภาพของแอนติบอดใีนการตรวจเชือ้ ควรจะมกีารทดสอบสารตางๆ ที่ใชปรับ
สภาพพื้นผิวของสไลดแกวท่ีเคลือบอนุภาคทองคําใหม อาทิ สาร Poly-L-Lysine (PLL) เพื่อให
แอนติบอดีสามารถเขาจับกับแอนติเจนในอัตราสวน 1:2 ได
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1.  การเตรียมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับการปลูกเชื้อ ChiVMV-KPS9 
 

สารละลาย A  0.1 M NaH2PO4  6.85 กรัม 
ละลายในน้ําปริมาตร  500 มิลลิลิตร 

สารละลาย B  Na2HPO4.12H2O   17.95 กรัม 
ละลายในน้ําปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
 
เตรียม 0.1 M   phosphate buffer pH 7.0 โดยนําสารละลาย A และสารละลาย B ผสมกัน 

ปรับ pH ใหเทากับ 7.0   
 
2.  การเตรียมสารละลายสําหรับตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยวิธี PTA- ELISA 
  

2.1 Carbonate coating buffer  pH  9.6 
 

NaHCO3    2.93 กรัม 
Na2Co3     1.59 กรัม 
ละลายในน้ํากลั่น   800 มิลิลิตร 
 

ปรับ pH ใหได 9.6 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1,000  มิลลิลิตร 
 
2.2 Phosphate buffer saline (PBS)  pH 7.4 
 

NaCl     8.0 กรัม 
Na 2HPO4.12H2O   2.9 กรัม 
KH2PO4     0.2 กรัม 
KCl     0.2 กรัม 
 

ปรับ pH ใหได 7.4 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 
2.3 Washing buffer (PBST) 
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       PBS     1,000 มิลลิลิตร  
        Tween-20    0.5 มิลลิลิตร  
 

2.4 Substrate buffer  pH 9.8 
 

Diethanolamine    97 มิลลิลิตร 
Sodium azide    0.2 กรัม 
MgCl2.6H2O    0.1 กรัม 

      น้ํากลั่น     800 มิลลิลิตร 
 

ปรับ pH ใหได 9.8 แลวปรับปริมาตรดวยน้ําจนครบ 1,000 มิลลิลิตร เก็บในภาชนะทึบแสง  
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 
3.  การเตรียมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับสกัด RNA 
 

3.1  TLES ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 
 

Tris-HCl pH 8.0    0.363 กรัม 
LiCl     0.032 กรัม 
EDTA     0.112 กรัม 
SDS     0.3 มิลลิลิตร 
 

 ปรับปริมาตรดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อจนครบ 200 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิหอง 
 

3.2  PCI (phenol : chloroform : isoamyl ; 25 : 24 : 1) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 

Phenol     5 มิลลิลิตร 
Chloroform     4.8 มิลลิลิตร  
Isoamyl     0.2 มิลลิลิตร 
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เตรียมสารละลายภายในตูดดูควันและเก็บสารละลายในภาชนะทึบแสงที่อุณหภูม ิ4 องศา-
เซลเซียส 

 
3.3  TLES ที่เติม 2% Na2SO3 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 

TLES     10 มิลลิลิตร 
Na2SO3     0.2 กรัม 
 

ผสมใหสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน 
 
3.3 70% Ethanol 
 

Absolut  ethanol    21 มิลลิลิตร 
 

ปรับปริมาตรดวยน้ําที่ปราศจาก RNAse (RNase free water) จนครบ 30 มิลลิลิตร 
 
3.4 2.5 M CH3COONa 
 
         CH3COONa      20.51  กรัม 
 
ปรับปริมาตรดวยน้ําที่ปราศจาก RNAse (RNase free water) จนครบ 100 มิลลิลิตร 
 

4.   การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลลแบคทีเรียและสารที่ใชในการเตรียม competent cell 

 

4.1 อาหาร LB 

 

  Tryptone    10 กรัม 

  Yeast extract    10 กรัม 

  NaCl     5 กรัม 
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ปรับปริมาตรดวยน้ําจนครบ 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา-

เซลเซียส 

 

4.2 อาหาร SOB (Rich medium) 

 

  Tryptone    20 กรัม 

  Yeast extract    5 กรัม 

  NaCl     0.5 กรัม 

 

ปรับปริมาตรดวยน้ําจนครบ 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา-

เซลเซียส 

 

4.3 RF1 solution 

 

 KCl     0.745 กรัม 

 MnCl2.4H20    0.899 กรัม 

 KOAc     0.294 กรัม 

 CaCl2     0.111 กรัม 

 Glycerol    15 มิลลิลิตร 

 

 ปรับปริมาตรดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อจนครบ 100 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหได 5.8 ดวย 

acetic acid แลวกรองผาน filter แบงเก็บทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

4.4 RF2 solution 

 

MOPs     0.210 กรัม 

KCl     0.74 กรัม 
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CaCl2     0.833 กรัม 

Glycerol    15 มิลลิลิตร 

 

ปรับปริมาตรดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อจนครบ 100 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหได 5.8 ดวย  

NaOH แลวกรองผาน filter แบงเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 

ภาพผลการทดสอบคุณสมบัติของ PAb ดวยเทคนิค SPR biosensor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ 1  ผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb กับเชื้อไวรัสชนิดตางๆ 7 ชนิด ดวยเทคนิค SPR biosensor 
 
 

PBS pH 7.4 
PVY  
TMV 
CaCV  
PepMoV  
CMV 
TEV  

ChiVMV ที่คอนขางบริสุทธิ์ 
น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV  

108 
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ภาพผนวกที่ 2  ผลการทดสอบคาไตเตอรของ PAb ในการทําปฏิกิริยากบัเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ดวยเทคนิค SPR biosensor 

คาการเจือจางของแอนติบอดี 
1:1,000 
1:2,000 
1:4,000 
1:8,000 
1:16,000 
1:32,000 
1:64,000 
1:128,000 
1:256,000 
1:512,000 
1x PBS pH7.4 
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ภาพผนวกที่ 3  ผลการทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor 
 
 
 

เชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ์ 3.906ไมโครกรัม 
เชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ์  7.813 ไมโครกรัม 
น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9  (1:2,000) 
น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9  (1:3,000) 
น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9  (1:4,000) 
น้ําคั้นใบพริกปกติที่ผสมเชื้อ ChiVMV-KPS9   
ที่บริสุทธิ์ 500 ไมโครกรัม 
น้ําคั้นใบพริกปกติที่ผสมเชื้อ ChiVMV-KPS9  
 ที่บริสุทธิ์ 1,000 ไมโครกรัม 
น้ําคั้นใบพริกปกติ (1:100) 
1x PBS pH7.4 
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