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Chilli veinal mottle virus (ChiVMV) สาเหตุโรคเสนใบดางประของพริก ทําความ
เสียหายใหผลผลิตพริกกวา 50 เปอรเซ็นต การตรวจเชื้อไวรัสชนิดนี้นยิมใชเทคนิค Plate trapped 
antigen enzyme-linked immunosorbent assay (PTA-ELISA) แตเนื่องจากพบวาวิธีนี้มีขอจํากัดคอื
ใหปฏิกิริยาบวกกับเชื้อไวรัสที่มีความใกลชิดกันคือเชื้อ Pepper veinal mottle virus (PVMV) จึง
จําเปนที่จะตองพัฒนาวิธีการตรวจอื่นทีใ่หผลตรวจที่แมนยํา งานวิจยันีจ้ึงไดพัฒนาเทคนิค surface 
plasmon resonance (SPR) biosensor เพื่อใชในการตรวจเชื้อไวรัสและเปรียบเทียบประสิทธิภาพ
การตรวจสอบเชื้อ ChiVMV ระหวางเทคนคิ SPR biosensor กับเทคนิค PTA-ELISA 

 
             ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 เพื่อนํามาใชในการทดลอง โดยนํา
โพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ตรึงบนแผนกระจกเคลือบดวยอนภุาคทองคําที่
ปรับสภาพพื้นผิวดวยสาร 11-Mercaptoundecanoic acid (11MUA) สําหรับเปนอิมมูโนเซ็นเซอร
ในการตรวจเชือ้นี้ดวยเทคนิค SPR biosensor เมื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพในการตรวจสอบเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค PTA-ELISA กับ SPR biosensor พบวาเทคนิค SPR biosensor 
สามารถตรวจเชื้อไวรัสบริสุทธิ์ไดที่ระดับต่ําสุด 3.9 ไมโครกรัม และตรวจเชื้อไวรัสในน้ําคั้นพืช
ไดที่คาการเจือจาง 1:4,000 ในขณะทีเ่ทคนคิ PTA-ELISA ตรวจเชื้อไวรัสบริสุทธิ์ไดที่ 1,000 
ไมโครกรัม และเชื้อไวรัสในน้ําคั้นพืชที่คาการเจือจาง 1:4,000 ตามลําดับ การตรวจเชื้อของ
เทคนิค SPR biosensor ใหความจําเพาะเจาะจงสูงกวาเทคนิค PTA-ELISA โดยพิจารณาคา Kinetic 
association constant (Ka) ของปฏิกิริยาการเขาจับกันระหวางเชื้อไวรัสกบัแอนติบอดี ซ่ึงพบวา
เทคนิค SPR biosensor และ PTA-ELISA มีคา Ka เทากับ 104-105 M-1S-1 และ 102-104 M-1S-1 
ตามลําดับ ถึงแมวาเทคนิค SPR biosensor จะใหผลการตรวจเชื้อไวรัสไดในขณะเกดิปฏิกิริยาและ
สามารถนําแผน SPR immunosensor กลับมาใชตรวจเชื้อ ChiVMV-KPS9 ไดซํ้าอยางนอย 4 คร้ัง 
แตเทคนิค SPR biosensor มีคาใชจายในการตรวจเชื้อไวรัสประมาณ 95 บาทตอตัวอยาง ซ่ึงสูงกวา
เทคนิค PTA-ELISA ประมาณ 2 เทา 
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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. 

     /  /  

Student’s signature  Thesis Advisor’s signature   
 



 

 
 

กิตติกรรมประกาศ 
 

 ขาพเจาขอขอบพระคุณ ดร.สุจินต  ภัทรภวูดล อาจารยทีป่รึกษาวิทยานพินธหลัก ที่ให
โอกาสทางการศึกษา สละเวลาและกําลังกายสําหรับคําแนะนําในการทาํงานวิจยั ชวยแกไข
วิทยานิพนธจนเสร็จสมบูรณ รศ.ดร.วิชัย  โฆสิตรัตน อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธรวม รศ.ดร.
สุพัฒน  อรรถธรรม ประธานการสอบ และ ดร.ปาริชาติ  เบิรนส ผูทรงคุณวุฒภิายนอกที่กรุณาให
คําแนะนําส่ังสอนและตรวจแกไขวิทยานิพนธจนถูกตองสมบูรณยิ่งขึ้น  
 

ขอบพระคุณศนูยพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต ิสํานักงานพัฒนา
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ สังกดักระทรวงวิทยาศาสตรเทคโนโลยีและการพลังงานและ
สํานักงานคณะกรรมการวจิยัแหงชาติที่สนับสนุนทุนในการวจิัย ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวดันครปฐม ที่สนับสนุนหองปฏิบัติการวิจยั 
อุปกรณและเครื่องมือวิทยาศาสตรในการศกึษาวจิัยและภาควิชาโรคพืช มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวดันครปฐม ที่สนับสนุนโรงเรือนปลูกพืชทดลอง 

 
ขอบพระคุณคณาจารยทกุทานที่ไดอบรมสั่งสอนและประสิทธิ์ประสาทความรูอันเปน

ประโยชนอยางยิ่งแกขาพเจา ผศ.ดร.พิสสวรรณ  เจียมสมบัติ ที่ใหความอนุเคราะหตวัอยางและ 
Anti-NSs Tospovirus serogroup4 ผศ.ดร.รัชนี ฮงประยูร ที่ใหความอนุเคราะห Anti-ChiVMV และ
คุณนุชนาถ  วารินทร ที่ใหความอนุเคราะหไพรเมอรที่ใชในงานวิจยั ดร.สุทธิเดช  ปรีชารัมย ที่ให
คําปรึกษาเรื่องการประมวลผลการทดสอบแอนติบอด ี

 
ขอขอบคุณพี่ๆ เพื่อนๆ และนองๆ ทุกคนที่คอยใหกําลังใจ ใหคําแนะนํา และใหความ

ชวยเหลือแกขาพเจาดวยดีเสมอมา 
 
ขอขอบพระคุณ คุณพอประเสริฐ คุณแมนงลักษณ และครอบครัว ที่ไดมอบความรัก 

กําลังใจ ตลอดจนการสนับสนุนทางการศึกษามาโดยตลอด จนขาพเจาประสบความสําเร็จเชนวันนี ้
 

วารีรัตน  สมประทุม 
                    เมษายน 2554



สารบัญ  

  
  หนา 
   
 สารบัญ (1) 
 สารบัญตาราง (2) 
 สารบัญภาพ (4) 
 คํานํา 1 
 วัตถุประสงค 3 
 การตรวจเอกสาร    4 
 อุปกรณและวธีิการ 25 
 ผลและวิจารณ 43 
 สรุปและขอเสนอแนะ 84 
              สรุป 84 
              ขอเสนอแนะ 86 
 เอกสารและสิ่งอางอิง 87 
 ภาคผนวก 100 
                ภาคผนวก ก  การเตรียมสารตางๆ ที่ใชในการทดลอง                                              101 
                ภาคผนวก ข  ภาพผลการทดสอบคุณสมบัติของ PAb ดวยเทคนิค SPR biosensor   107 
 ประวัติการศึกษาและการทํางาน                                                                                          111 
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

45 

สารบัญตาราง 
 
ตารางที่ หนา 

  
1 เปรียบเทียบคณุสมบัติของเทคนิค SPR biosensor กับ PTA-ELISA ในการ

ตรวจสอบเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพืช 
 

10 
2 สายพันธุของเชื้อ ChiVMV ในภูมภิาคเอเชยีที่มีรายงานบนฐานขอมูล GenBank 29 
3 ผลการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ในพืชทดสอบหลังการปลูกเชื้อ 7, 14, 21 

และ 28 วนั ดวยวิธี PTA-ELISA 44 
4 ผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ที่ผลิตไดตอเชื้อไวรัส 7 ชนิด ดวย

เทคนิค PTA-ELISA 52 
5 ผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ที่ผลิตไดตอเชื้อไวรัส 7 ชนิด ดวย

เทคนิค SPR biosensor 53 
6 ผลการทดสอบคาไตเตอรของ PAb ในการทําปฏิกิริยากบัเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่

บริสุทธิ์ดวยเทคนิค PTA-ELISA 56 
7 ผลการทดสอบคาไตเตอรของ PAb ในการทําปฏิกิริยากบัน้ําคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ 

ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค PTA-ELISA 57 
8 ผลการทดสอบคาไตเตอรของ PAb ในการทําปฏิกิริยากบัเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่

บริสุทธิ์ดวยเทคนิค SPR biosensor 58 
9 ผลการทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่

บริสุทธิ์ดวยเทคนิค PTA-ELISA 62 
10 ผลการทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb ตอน้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ 

ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค PTA-ELISA 64 
11 ผลการทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb ตอน้ําคั้นใบพริกปกติที่ผสม

เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ดวยเทคนิค PTA-ELISA 65 
12 
 

ผลการทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวย
เทคนิค SPR biosensor 66 

13 เปรียบเทียบคา Ka ของการทดสอบคุณสมบัติของ PAb ในการตรวจสอบเชื้อ 
ChiVMV-KPS9  ระหวางเทคนิค PTA-ELISA กับเทคนคิ SPR biosensor  67 

14 ผลการทดสอบคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ในแตละขั้นตอนที่เติมสารบนผิวแผน
สไลดแกวทีเ่คลือบอนุภาคทองคํา 69 

(2) 



 

 
 

46 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางที่ หนา 

  
15 เปรียบเทียบการทดสอบสารที่ใชลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะในการตรวจสอบเชื้อ  

ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor 72 
16 เปรียบเทียบคา Ka และ Kd ของการทดสอบสารที่ใชในการลดปฏิกิริยาที่ไม

จําเพาะในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor 73 
17 ผลการทดสอบสาร regenerate buffer ที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยาสําหรับ

ตรวจสอบน้ําคั้นใบพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9  75 
18 ผลการทดสอบสาร regenerate buffer ที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยาสําหรับ

ตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 76 
19 เปรียบเทียบคา Ka และ Kd ของการทดสอบ regenerate buffer ที่เหมาะสมตอการ

ทําปฏิกิริยาสําหรับตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9   77 
20 เปรียบเทียบคณุสมบัติในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค 

PTA-ELISA กับเทคนิค SPR biosensor 83 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

         (3) 
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สารบัญภาพ 
 
 ภาพที ่ หนา 

  
1 ลักษณะการทาํปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดกีับแอนติเจนดวยเทคนิค PTA- ELISA 

(ดัดแปลงจาก John, 2001) 9 
2 ลําดับการเกิดปฏิกิริยาของโมเลกุลสารชีวภาพที่ตองการทดสอบบนแผนสไลด

แกวท่ีเคลือบอนุภาคทองคํา (ดัดแปลงจาก Autolab application note, n.d.) 13 
3 การเปลี่ยนแปลงของสัญญาณ SPR ในแตละขั้นตอนที่เกิดปฏิกิริยาระหวาง 

แอนติบอดกีับแอนติเจนดวยเทคนิค SPR biosensor (ดัดแปลงจาก Julian, 2001) 14 
4 เปรียบเทียบความสัมพันธระหวางคา Ka กับคา Kd ภายหลังการทําปฏิกิริยาดวย

เทคนิค SPR biosensor (ดัดแปลงจาก Lidstrom, n.d.) 18 
5 ขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาบนพื้นผิวสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคํา เพื่อ

ตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor (ดัดแปลงจาก 
Jaruput, 2005) 21 

6 ขั้นตอนในการเตรียมแอนตบิอดีที่ใชในการทดสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวย
เทคนิค SPR biosensor 36 

7 ขั้นตอนการทดสอบเชื้อดวยเทคนิค SPR biosensor 38 
8  ลักษณะอาการของพืชทดสอบที่ไดรับการปลูกเชื้อ ChiVMV-KPS9 44 
9 ผลการวิเคราะหขนาดดเีอ็นเอของยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคเชื้อ ChiVMV-KPS9 

ดวย เทคนิค Agarose gel eletrophoresis 46 
10 เปรียบเทียบความสัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยลําดับ 

นิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคของเชื้อ ChiVMV-KPS9 กับเชื้อ 
ChiVMV จากประเทศจีน ไทย ไตหวัน เวยีดนาม อินเดยีและอินโดนเีซียที่มี
รายงานใน GeneBank 47 

    11 น้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีนหอหุมอนภุาคเชื้อ ChiVMV-KPS9 48 
12 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของอนุภาคเชื้อ ChiVMV-KPS9 ภายใตกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 49 
   13 คาสหสัมพันธของผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ตอเชื้อไวรัสทั้ง 7 

ชนิดดวยเทคนคิ SPR biosensor และ PTA-ELISA  54 

         (4) 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 
 ภาพที ่ หนา 

  
    14 คาสหสัมพันธของผลการทดสอบคาไตเตอรของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่

บริสุทธิ์ดวยเทคนิค SPR biosensor และ PTA-ELISA 59 
15 ผลการทดสอบความสม่ําเสมอของการเกดิปฏิกิริยาบนพื้นผิวสไลดแกวที่เคลือบ

อนุภาคทองคํา 70 
    16 เปรียบเทียบการทดสอบ regenerate buffer 78 
    17 ผลการทดสอบจํานวนครั้งในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ที่

ตําแหนงเดิมบนแผนสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคํา 80 
    18 ผลการทดสอบจํานวนครั้งในการตรวจสอบน้ําคั้นใบพรกิที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 

ที่ตําแหนงเดิมบนแผนสไลดแกวท่ีเคลือบอนุภาคทองคํา 80 
    19 ทดสอบประสิทธิภาพของแผนสไลดแกวท่ีเคลือบอนุภาคทองคําที่ใชแลวในการ 

 ตรวจเชื้อ ChiVMV-KPS9 81 
 
ภาพผนวกที ่  

  
1 ผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb กับเชื้อไวรัสชนิดตางๆ 7 ชนิด ดวย

เทคนิค SPR biosensor 108 
2 ผลการทดสอบคาไตเตอรของ PAb ในการทําปฏิกิริยากบัเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่

บริสุทธิ์ดวยเทคนิค SPR biosensor 109 
3 ผลการทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวย

เทคนิค SPR biosensor 110 
 
 
 
 
 

         (5) 



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) เปนเชื้อไวรัสสาเหตุโรคเสนใบดางประของพริก ที่
ทําใหผลผลิตพริกในแปลงปลูกเสียหาย 56.96 เปอรเซ็นต (เครือพันธุและคณะ, 2536)  ลักษณะ
อาการที่สําคัญของโรคนี้ ไดแก ใบดางเขียวระหวางเสนใบ จุดดางเขียวและใบบิดเบีย้วเสยีรูปราง 
(Siriwong et al., 1995) เชื้อ ChiVMV จัดอยูในจีนัสโพทไีวรัส (Genus Potyvirus, Family 
Potyviridae) อนุภาคไวรัสมีลักษณะเปนทอนคด สามารถถายทอดไดโดยเพลี้ยออนและการปลูก
เชื้อดวยวิธีกล แนวทางที่สําคัญสําหรับการควบคุมโรคพืชที่เกิดจากเชื้อไวรัส ไดแก การปองกันการ
แพรระบาดของเชื้อไวรัสและการคัดเลือกพันธุพืชตานทาน (สุพัฒน, 2552) การพัฒนาเทคนิคที่มี
ประสิทธิภาพเพื่อใชในการตรวจสอบเชื้อไวรัสไดอยางถูกตองแมนยํา จึงเปนเครื่องมอืที่สําคัญและ
จําเปนตอการปรับปรุงพันธุพืช เพื่อคัดเลือกพันธุพืชที่ตานทานโรค 

 
เทคนิคที่ใชเพือ่ตรวจสอบเชือ้ไวรัสสาเหตโุรคพืชมีหลายเทคนิค เชน Plate trapped antigen 

enzyme-linked immunosorbent assay (PTA-ELISA) เทคนิคนี้สามารถตรวจสอบเชื้อไวรัสในครั้ง
เดียวกันไดหลายตัวอยางและสามารถตรวจสอบเชื้อไวรัสไดที่ระดับต่าํสุดที่ 10 นาโนกรัม (Renate, 
1981) แตเทคนิคนี้มีขอจํากดัหลายประการเชน แอนติบอดีที่ใชในการตรวจสอบจําเปนตองมีการ
ติดฉลากดวยเอ็นไซม เพื่อรายงานผลการตรวจสอบภายหลังการเติมสับสเตรท ผลที่ไดของการ
ทดลองจึงไมใชผลของการเขาจับกันของแอนติบอดีกับแอนติเจน สวนการเขาจับของแอนติบอดใีน 
ELISA microtiter plate เปนลักษณะสุม สงผลใหการทดลองในแตละครั้งใหผลไมสม่ําเสมอและ
ตองใชเวลาในการตรวจสอบเชื้ออยางนอย 5-6 ช่ัวโมง (รัชนี, 2549) นอกจากนี้พบวาการตรวจสอบ
เชื้อ ChiVMV ดวยเทคนิคนี้เกิดปฏิกิริยาขามกับเชื้อ Pepper veinal mottle virus (PVMV) ซ่ึงเชื้อ
ไวรัสชนิดนี้มคีวามสัมพันธทางพันธุกรรมที่ใกลชิดกับเชื้อ ChiVMV มากที่สุด (Tsai et al., 2008) 
จากขอจํากดัดงักลาวทําใหมคีวามจําเปนทีจ่ะตองใชเทคนิคอ่ืนมาประกอบเพื่อยนืยนัผลการตรวจ
เชื้อที่แนนอนและชัดเจน จึงจําเปนที่จะตองมีการพัฒนาเทคนิคที่มีความแมนยําและนาเชื่อถือ
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สําหรับการตรวจเชื้อไวรัส ซ่ึงในปจจบุันมกีารพัฒนาเทคนิค Surface plasmon resonance (SPR) 
biosensor ในการตรวจเชื้อไวรัสหลายชนดิเชน 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) เปนตน 
เนื่องจากเทคนิคนี้มีขอดีอยูหลายประการเชน สามารถตรวจสอบเชื้อไวรัสไดอยางจาํเพาะเจาะจง 
ไมจําเปนตองมีการติดฉลากแอนติบอดดีวยเอนไซมเพื่อรายงานผลการตรวจสอบ (Fahriye et al., 
2008) สามารถรายงานผลไดในขณะเกิดปฏิกิริยา (real time detection) (Katsamba et al., 2002) 
นอกจากนี้เทคนิค SPR biosensor มีความแตกตางจากเทคนิคทางเซรุมวิทยาอื่นๆ เนือ่งจากการ
รายงานผลของปฏิกิริยาเปนผลมาจากการเขาจับกันอยางจําเพาะเจาะจงระหวางแอนตเิจนกับ
แอนติบอดีที่เกิดขึ้นจริงขณะทําปฏิกิริยา ซ่ึงสามารถคํานวณเปนคาคงที่ในการเขาจบักัน (kinetic 
affinity constant; Ka) ระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีได (Glaser and Hausdorf, 1996, และ Moonil 
et al., 2007) จงึทําใหผลการทดลองที่ไดจากเทคนิคนี้มีความแมนยํา 

 
งานวิจยันี้มวีัตถุประสงค เพื่อพัฒนาเทคนคิ SPR biosensor สําหรับตรวจสอบเชื้อ 

ChiVMV-KPS9 โดยทดสอบปจจัยที่มีผลตอประสิทธิภาพการตรวจสอบเชื้อไวรัสชนิดนีแ้ละ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค SPR biosensor กับ
เทคนิค PTA-ELISA



วัตถุประสงค 
 

1.  เพื่อพัฒนาเทคนิค SPR biosensor สําหรับตรวจสอบเชือ้ ChiVMV-KPS9 โดยทดสอบ
ปจจัยที่มีผลตอประสิทธิภาพการตรวจสอบเชื้อไวรัสชนดินี้  

 
2.  เปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค SPR  

biosensor กับเทคนิค PTA-ELISA 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



การตรวจเอกสาร 
 

1.  เชื้อ Chilli veinal mottle virus (ChiVMV) 
 
1.1  เชื้อ ChiVMV สาเหตุโรคเสนใบดางประของพริก 

   
       โรคเสนใบดางประของพริกมีการตั้งชือ่เชื้อสาเหตุดวยกันหลายช่ือ เชน 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.) เปนตน ปจจุบันคณะกรรมการระดับนานาชาตวิาดวย
อนุกรมวิธานของไวรัส (The International Committee on Taxonomy of Viruses; ICTV) กําหนดให
ใชช่ือเชื้อสาเหตุโรคเสนใบดางประของพริกวา Chilli veinal mottle virus มีช่ือยอวา ChiVMV 
อยางไรก็ตามมีบางรายงานที่ยังใชช่ือยอตางกันเชน ChVMV (Gibbs and Ohshima, 2010) และ 
CVMV (Krishna et al., n.d.) เปนตน 
 

        เชื้อ ChiVMV จัดอยูในจีนัสโพทีไวรัส (Family Potyviridae, Genus Potyvirus) มี
อนุภาคเปนทอนยาวคด (flexuous rod) ขนาดความยาว 765 นาโนเมตร และมีความกวาง 13 นาโน-
เมตร ประกอบดวยกรดนวิคลิอิกชนิดอารเอ็นเอสายเดีย่ว (single stranded RNA) มขีนาด 9,711  
นิวคลีโอไทด และมีน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนหอหุมอนุภาคเทากับ 33 กิโลดาลตัน ในเซลลพืชที่
มีการเขาทําลายของเชื้อไวรัสชนิดนี้ตรวจพบโปรตีนที่เปน inclusion bodies แบบ pinwheel และ
แบบ laminated aggregates อยูในไซโตพลาสซึม (Anindya et al., 2004 และ Siriwong et al., 1995)  
 
                1.2  การเขาทําลายและความเสยีหายที่เกิดจากเชื้อ ChiVMV 
 

          เชื้อ ChiVMV สามารถเขาทําลายพริกไดหลายชนดิเชนพริกขีห้นูผลใหญ พริกหวาน 
(Capsicum annuum) และพรกิขี้หนูผลเล็ก (C. frutescens) ซ่ึงมีรายงานวาพบครั้งแรกที่ประเทศ
มาเลเซียในป พ.ศ.2490 โดยการแยกเชื้อจากตนพริกทีแ่สดงอาการของโรค (Burnet, 1962) ตอมาใช
วิธีการตรวจสอบและจําแนกเชื้อดวยเทคนิคทางเซรุมวทิยา (Ong et al., 1979) สําหรับประเทศไทย
นั้นมีรายงานการพบโรคนี้คร้ังแรกในเขตจังหวัดเชียงใหม เมื่อป พ.ศ. 2532 โดยแยกเชือ้ไดจากพริก
พันธุมันแดงทีแ่สดงอาการเสนใบดางประ นอกจากนี้เชือ้ ChiVMV นับวาเปนปญหาที่สําคัญของ
การปลูกพริกในหลายประเทศ เชน ปากีสถาน ไทย มาเลเซีย และประเทศในเขตเอเชยีตะวันออก
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เฉียงใต ซ่ึงพบวาเมื่อเชื้อไวรัสชนิดนี้เขาทําลายพริกจะทําใหผลผลิตพริกลดลง 30-50 เปอรเซ็นต 
(เครือพันธุและคณะ, 2536; Hameed et al., 1995 และ Ong et al., 1980)  ในป 2004 ทาง AVRDC 
รายงานผลความเสียหายที่เกดิจากการแพรกระจายของเชือ้ไวรัสชนิดนีพ้บวาทําใหผลผลิตพริกใน
สภาพแปลงปลูกจาก 16 ประเทศในทวีปเอเชียลดลงเฉลี่ย 30 เปอรเซ็นต Hussain et al. (2009) 
รายงานวาเชื้อ ChiVMV มีการแพรกระจายในแปลงปลูกพริกของปากสีถานประมาณ 47 เปอรเซ็นต  

 
1.3  การถายทอดโรคและพชือาศัยของเชือ้ ChiVMV  

 
                     เชื้อ ChiVMV สามารถถายทอดโรคดวยวิธีกล โดยการปลูกเชื้อดวยการทาน้ําคั้นพืชที่
มีเชื้อ การทาบกิ่งและการถายทอดดวยเพล้ียออน ไดแก 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) ความสมัพันธระหวางไวรัสกับเพลีย้
ออนเปนแบบ non-persistent เชื้อไวรัสชนดินี้ไมถายทอดผานทางเมล็ด (Nono, 2001) พืชอาศัยของ
เชื้อ ChiVMV ในธรรมชาติมีหลายชนิด อยูในหลายวงศเชน Paranthaceae, Boraginaceae, 
Compositaceae และ Solanaceae (Moi, 1992) มีพืชอีก 52 ชนิดที่ทดสอบพบวาเปนพืชอาศัยของเชื้อ
ไวรัสชนิดนี้ (Siriwong et al., 1995)  
 

1.4  การจําแนกและการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV   
 
        การจําแนกเชื้อ ChiVMV ที่เขาทําลายพริกไมสามารถใชลักษณะอาการที่ปรากฏบน
พริกเพียงอยางเดียวในการจําแนกเชื้อได จึงมีการประยกุตใชเทคนิคทางอณูชีววิทยาเขามาชวยใน
การจัดจําแนกเชื้อ เชน เทคนคิ Reverse transcription-Polymerase chain reaction (RT-PCR) ในการ
เพิ่มปริมาณยนีตางๆ ของไวรัสและนําขอมูลมาใชสําหรับการจัดจําแนก โดยจะเลือกใชสวนของ
ลําดับนิวคลีโอไทดที่เปนบริเวณอนุรักษ (conserve region) ของเชื้อ เชน ยีน CP ซ่ึงไดรับความนยิม
อยางมากในการจัดจําแนกเชือ้ไวรัสในจนีสัโพทีไวรัส โดยการจดัจําแนกเชื้อโพทีไวรัสดวยยีน
ดังกลาวถามีคาความเหมือนกันของลําดับนิวคลีโอไทดตั้งแต 76.0-77.0 เปอรเซ็นต ขึ้นไปแสดงวา
ไวรัสชนิดนัน้เปนไวรัสชนิดเดียวกัน(Adam et al., 2005) โดยมีรายงานการเลือกใชยนี CP เพื่อ
จําแนกเชื้อ ChiVMV ดังนี ้
 
                    พิสสวรรณ และคณะ (2540) จําแนกชนิดของโพทีไวรัสที่แยกไดจากพรกิที่แสดง
อาการเสนใบดางประที่พบในเขตอําเภอกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม โดยโคลนยีน CP และสวน
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ปลายสายดาน 3’ ขนาด 1,309 นิวคลีโอไทด เมื่อวิเคราะหเปรียบเทยีบเปอรเซ็นตความเหมือนกนั
ของการเรียงลําดับเบสและลาํดับกรดอะมิโนของยีนนีก้ับขอมูลยีนของโพทีไวรัสชนดิอื่นอีก 23 
ชนิด พบวาลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนหอหุมอนภุาคไวรัสเสนใบดางประของพริกมีแบบแผน
เชนเดยีวกับโปรตีนหอหุมอนุภาคของโพทีไวรัสชนิดอืน่ แตมีเปอรเซน็ตเหมือนกันของลําดับ
กรดอะมิโนโปรตีนหอหุมอนุภาคสูงสุดเพยีง 75.0 เปอรเซ็นต สําหรับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณที่
ไมแปลรหัสมีเปอรเซ็นตความเหมือนเพยีง 29.7 เปอรเซ็นต ขอมูลดังกลาวแสดงใหเหน็วาโรคเสน-
ใบดางประของพริกมีสาเหตจุากเชื้อโพทีไวรัสชนิดใหมตางจากโพทีไวรัสชนิดอื่นทีเ่คยมีรายงาน  

 
       Tsai et al. (2008) จัดกลุมของเชื้อ ChiVMV จํานวน 24 ไอโซเลท ที่แยกจาก ประเทศ

จีน ไตหวัน ไทย อินเดยี และอินโดนเีซีย และจัดกลุมรวมกับเชื้อ Pepper veinal banding virus 
(PVBV), Chilli vein-banding mottle virus (CVbMV) และ CVbMV Chiangmai isolate (CVbMV-
CM) โดยเลือกใชสวนของลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณยนี CP และ 3’UTR เพื่อศึกษาความสัมพันธ
ของเชื้อไวรัสดังกลาวพบวามีคาความเหมอืนกันของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน CP ของเชื้อ 
ChiVMV กับเชื้อ PVMV ที่ระดับ 89.5 เปอรเซ็นต  

 
       จากการจดัจําแนกเชื้อดวยวิธีการศึกษาเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน CP

แสดงใหเห็นวาเชื้อ ChiVMV มีความสัมพันธของลําดับนิวคลีโอไทดใกลเคียงกับเชื้อ PVMV ซ่ึง
เปนเชื้อไวรัสในจีนัส (genus) เดยีวกัน นอกจากนี้เมื่อทําการตรวจสอบเชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิด ดวย
เทคนิคทางเซรุมวิทยาพบวาแอนติบอดีทีใ่ชตรวจสอบเกดิปฏิกิริยาขามระหวางเชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิด 
ดังรายงานของ Benoit et al. (2005) ที่จําแนกชนิดของเชื้อ ChiVMV และ PVMV ดวยเทคนิค 
Double antibody sandwich (DAS)-ELISA ดวยโพลีโคลนอลแอนติบอดีพบวาเกิดปฏกิิริยาขาม
ระหวางเชื้อไวรัสทั้ง 2 ชนิดนี้ ซ่ึงสอดคลองกับการรายงานของ Moury et al. (2005) ที่ตรวจเชื้อ 
ChiVMV และ PVMV ในแอฟริกาและเอเชยีตะวันออกดวยเทคนิค DAS-ELISA โดยใชโพลี- 
โคลนอลแอนติบอดี สังเกตเห็นวาการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV และ PVMV เกิดปฏกิิริยาขาม  

 
       นอกจากการจัดจําแนกเชือ้ ChiVMV ดวยการเปรียบเทียบความสัมพันธของลําดับ 

นิวคลีโอไทดสวนของยีน CP ยังพบวามีการเลือกใชลําดบันิวคลีโอไทดในสวนปลาย 3’ เพื่อจัด
จําแนกเชื้อไวรัสในจีนัสโพทีไวรัสได Ha et al. (2008) ไดจัดจําแนกเชือ้ ChiVMV ดวยลําดับนิวคลี-
โอไทดในสวนปลาย 3’ พบวาลําดับนวิคลีโอไทดในบริเวณดังกลาวสามารถใชในการจัดจําแนกเชือ้ 
ChiVMV ไดจาํนวน 7 ไอโซเลท (ChiVMV-VN/C1-7) จากเชื้อโพทีไวรัสทั้งหมด 52 ไอโซเลท 
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นอกจากนี้นําขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดสวนปลาย 3’ ของเชื้อจากประเทศตางๆ เปรียบเทียบกบั
เชื้อ ChiVMV จากประเทศไทยพบวามีคาความเหมือนกนัของลําดับนวิคลีโอไทด 99.0 เปอรเซ็นต  

 
1.5  แนวทางการควบคุมและปองกันกําจดัโรคเสนใบดางประของพริก 

  
        การควบคมุโรคพืชที่มีสาเหตุจากเชื้อไวรัสสามารถทําไดโดยควบคมุแมลงพาหะและ
กําจัดพืชอาศยั เพื่อปองกันการแพรระบาดของเชื้อไวรัส เนื่องจากโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัสนั้นไมมี
สารเคมีกําจัด วิธีการควบคุมโรคไวรัสที่มีประสิทธิภาพสูง ประหยัดและใชไดสะดวกที่สุดคือการ
ปรับปรุงพันธุพืชใหตานทานตอโรค แตการที่จะไดมาซึง่พันธุตานทานตอเชื้อไวรัสที่มีปญหาตอ
ผลผลิตเปนสิ่งที่ทําไดไมงายนัก (สุพัฒน, 2552) มีรายงานการปรับปรุงพันธุพริกใหตานทานตอเชื้อ 
ChiVMV และการควบคุมโรคเสนใบดางประของพริกดังนี้ 
 
        เครือพันธุ และคณะ (2536) ศึกษาเกี่ยวกับเชื้อไวรัสของพริกและการคัดเลือกพริกให
ตานทานตอไวรัสบางชนิด โดยสํารวจโรคไวรัสของพริกใน 13 จังหวดั ระหวางเดือนพฤศจิกายน 
พ.ศ. 2532 ถึง เดือนธันวาคม พ.ศ. 2534 และตรวจเชื้อไวรัสในตัวอยางทีแ่สดงอาการของโรคดวย
วิธี ELISA พบวาเชื้อ ChiVMV จากจังหวดัเชียงใหมมีความสัมพันธทางเซรุมวิทยากบัเชื้อ 
ChiVMV จากประเทศไตหวนัและมาเลเซีย ตอมาคัดเลือกพันธุพริกที่ตานทานตอเชื้อ ChiVMV ใน
สภาพโรงเรือนกันแมลงพบวามีพริกจํานวน 4 สายพันธุ ที่มีความตานทานสูง (เปอรเซ็นตการเกดิ
โรคเปน 0 เปอรเซ็นต) ตอเชือ้ ChiVMV ไดแก พนัธุพริกขี้หนูไรสุรัตน พันธุพริกขีห้นูอุบล 2 พันธุ
พริกไตหวัน 83-168 และพนัธุพริกตูม (Toom) 
 

       พิสสวรรณ และคณะ (2542) ไดพัฒนาพริกดัดแปลงพันธุกรรมที่ตานทานตอเชื้อ 
CVbMV ตรวจสอบและคัดเลือกพริกบางชางจําลองพันธุรุนแรก (R0) และรุนลูก (R1 และ R2) ที่มี 
ทรานสยีนจากการถายยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคไวรัสเสนใบดางประ (CVbMV-CP) พบวาพริก R1 
จํานวน 497 ตนจาก 1992 ตน มีความตานทานตอไวรัสโดยไมแสดงอาการของโรค สวนในรุน R2 
พบวาผลพริก 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 ใหเมล็ดและตนพริกที่มีความตานทานโรคทั้งหมด (100 เปอรเซ็นต)  

 
                  สุจินตและคณะ (2551) ใชเทคนิค indirect ELISA ตรวจสอบปริมาณเชือ้ไวรัสเพื่อ
คัดเลือกพันธุพริกที่มีความตานทานตอเชือ้ CMV และ ChiVMV พบวาจากการประเมินความ
ตานทานพริก 320 สายพันธุในสภาพโรงเรือนกันแมลง มีพริกที่ตานทานสูง (เปอรเซ็นตการเกดิโรค
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เทากับศูนย) ตอเชื้อ CMV-KPS10 จํานวน 4 สายพันธุ สวนพริกที่ตานทานสูงตอเชื้อ ChiVMV-
KPS9 มีจํานวน 30 สายพันธุ 

 
       การทดสอบความตานทานของพริกตอเชื้อ ChiVMV ที่ AVRDC โดยทดสอบกับกลา-

พริกที่ปลูกในถาดหลุม 24 หลุม เมื่อตนกลาพริกมีใบจริง 3 ใบ จึงปลูกเชื้อ ChiVMV ไอโซเลท P-
1037 ลงบนใบพริกดวยการทาน้ําคั้น ภายหลังการปลูกเชื้อไวรัส 14 วนั เก็บใบพริกมาตรวจสอบ
เชื้อ ChiVMV ดวยเทคนิค ELISA พบวามพีริก 20 สายพนัธุที่ตานทานตอเชื้อไวรัสชนิดนี้ไดแก 
CO1664, CO0265, VC16a, VC58a, VC160, VC211, VC236, VC237, VC240, VC241, VC255, 
PBC122, PBC148A, PBC370, PBC371, PBC521, PBC522, PBC523, PBC524  และ PBC693 
(AVRDC, 1999)   

                
2.  ขอจํากัดของเทคนิคตางๆ ท่ีใชในการตรวจเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพืช 
 

เทคนิคที่ใชเพือ่ตรวจเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพืชมีหลายเทคนิค เชน dot blot, enzyme- 
linked immunosorbent assay (ELISA) และ polymerase chain reaction (PCR) (Webster  et al., 
2004) ซ่ึงเทคนิคดังกลาวมีความไว (sensitivity) ในการตรวจสอบเชื้อไวรัสไดถึงระดบันาโนกรัม 
อยางไรก็ตามทั้ง 3 วิธีมีขอจํากัดคือ เทคนคิ dot blot และเทคนิค ELISA ไมสามารถกําหนดทิศ
ทางการเขาจับของแอนติบอดีกับ solid phase อาทิ membrane และ ELISA microtiter plate 
ตามลําดับ อาจทําใหแอนติบอดีอยูในสภาพที่ไมพรอมทาํปฏิกิริยา ซ่ึงสงผลโดยตรงตอผลการตรวจ
เชื้อไวรัสแตละครั้งที่จะไดผลการทดลองที่ไมสม่ําเสมอ (Torrance et al., 2006) ใชเวลาในการตรวจ
เชื้อไวรัสอยางนอย 5-6 ช่ัวโมง และจําเปนตองมีการติดฉลากแอนติบอดีดวยเอนไซมเพื่อการ
รายงานผลการตรวจสอบ (สุภาวณิ,ี  2550) (ตารางที่ 1) สวนเทคนิค PCR มีขอจํากัดในเรื่องการ
ปฏิบัติงานที่ตองอาศัยผูชํานาญการ มีขั้นตอนที่ยุงยากและใชเวลาในการตรวจนาน (Bright and 
Perry, 2007) ถึงแมวาในปจจุบันมีการพัฒนาชุดตรวจสอบ (detection kits; GLIFT kit) โดยนํา
เทคนิคทางดานเซรุมวิทยามาประยุกตใชรวมกับเทคนิคทางโครมาโทกราฟฟ (immunochromato-
graphy) ซ่ึงใหผลการตรวจสอบที่รวดเร็วรูผลภายใน 5-10 นาที มีความสะดวกในผลการตรวจสอบ 
แตชุดตรวจวนิิจฉัยเชื้อไวรสัสาเหตุโรคพืชดังกลาวจําเปนตองมีการติดฉลาก IgG ที่ใชตรวจสอบ
ดวยอนุภาคทองคํา (colloidal gold) เพื่อรายงานผลการตรวจสอบและไมสามารถบงบอกปริมาณ
เชื้อที่แนนอนได (สุรภี และคณะ, 2550)  
 



 

 
 

9 

3.  การตรวจเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพชืดวยเทคนิค Plate trapped antigen-Enzyme-linked 
immunosorbent assay (PTA-ELISA)  
 
                การตรวจสอบเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพืชดวยเทคนิค ELISA พัฒนาขึ้นครั้งแรกโดย Clark 
and Adam (1977) ตอมาจึงมกีารพัฒนาเทคนิคนี้กันอยางแพรหลายเนื่องจากเทคนิค ELISA 
เนื่องจากสามารถตรวจสอบแอนติเจนไดคร้ังละหลายตัวอยาง เปนวิธีการที่งาย จึงทําใหมีการพัฒนา
เทคนิคดังกลาวหลายรูปแบบ เชน เทคนิค PTA-ELISA ที่มีการรายงานครั้งแรกโดย Mowat and 
Dawson (1987) การตรวจสอบเชื้อไวรัสดวยเทคนิคนี้เร่ิมจากเติมแอนติเจน (น้ําคั้นพชืที่มีเชื้อไวรัส
หรือตัวอยางเชื้อไวรัสที่ตองการตรวจ) ใหเขาจับกับ ELISA microtitre plate ตอมาจึงเติมแอนติบอดี
ที่จําเพาะตอแอนติเจน (primary antibody) และเติมแอนติบอดีที่มีการติดฉลากดวยเอนไซม ซ่ึง
แอนติบอดีตวัท่ีสอง (secondary antibody) มีความจําเพาะตอแอนติบอดตีัวแรก ขัน้สุดทายคือการ
เติมซับสเตรทลงใน ELISA microtitre plate (ภาพที่ 1) ภายหลังการเติมซับสเตรทจึงนํา ELISA 
microtitre plate มาวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสง โดยการแปลผลนั้นจะพจิารณาจากคาการดูดกลืน
คล่ืนแสงของตัวอยางควบคมุลบ (negative control) เทคนิค PTA-ELISA มีรายงานวามีการนํามาใช
ในการตรวจเชือ้ ChiVMV โดยสุจินตและคณะ (2551) ที่ประยุกตใชเทคนิคนี้ในการประเมินความ
ตานทานพริกตอเชื้อ ChiVMV เพื่อคัดเลือกพันธุพริกตานทานโรคในสภาพโรงเรือน  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1  ลักษณะการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดกีับแอนติเจนดวยเทคนิค 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) 
 

ไมมี 
(Moonil et al., 2007) 

เอนไซม 
(รัชนี, 2549) 

คาคงที่ในการเขาจับกันของสาร 
(Ka) (M

-1S-1) 
105-107 

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

(Hardy et al., 1997) 
คาคงที่ในการแยกออกจากกนั
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 เปนเทคนิคที่นําสารชีวภาพมาเปนตัวตรวจจับ (bioreceptor) โดย
สารชีวภาพนัน้สามารถเขาจับสิ่งตรวจ (tester) ไดอยางจําเพาะ โดยอุปกรณที่ใชในการตรวจวดัการ
เขาจับกันของสารดวยเทคนคินี้มีโครงสรางหลักประกอบดวย 2 สวนดังนี้ สวนแรกเปนสวนที่ทํา
ใหเกิดสัญญาณและตรวจจบัสัญญาณที่เกดิขึ้นขณะเกดิการเขาจับกันของสาร ซ่ึงประกอบดวย
สารชีวภาพทีต่รึงอยูกับ transducer สวนนีอ้าจเรียกวา detector และสวนที่ 2 เปนสวนที่ขยาย
สัญญาณและอานสัญญาณของสารชีวภาพที่เกิดการเขาจบักัน สารชีวภาพที่นํามาใชใน biosensor มี
หลายชนิดเชน แอนติบอดี เอนไซม เนื้อเยื่อพืชหรือสัตว เปนตน สวนสญัญาณชี้นํา (Indicated 
Signal) ที่เกิดขึ้นภายหลังจากการเขาจับกนัของสารชีวภาพกับสิ่งตรวจสามารถตรวจวัดไดหลาย
รูปแบบเชน พลังงานแสง การเปลี่ยนแปลงอิเล็กตรอน และพลังงานความรอน เปนตน สัญญาณที่
เกิดขึ้นนั้นเปนตัวกําหนดระบบการตรวจสอบการเขาจับกันของสารและตัวชักนําสัญญาณ 
(transducer) เชน ถาสัญญาณที่เกดิขึ้นเปนการเปลี่ยนแปลงของแสง ระบบที่ใชตรวจวัดเรียกวา 
Optical และมตีัวชักนําสัญญาณเรียกวา Optoelectronics เปนตน มีการนําเทคนิค biosensor มา
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ประยุกตในการตรวจสอบโรคในทางการแพทยเปนครั้งแรกในป ค.ศ. 1962 โดย Leland ได
ประยุกตใช biosensor ในการตรวจวดัปริมาณกลูโคสในเลือดมนุษย เพือ่ตรวจวนิิจฉัยโรคเบาหวาน 
(นันทยา, 2553) ซ่ึงในปจจบุันมีการพัฒนาเทคนิคนี้เพื่อใชประโยชนที่กวางมากขึ้นในศาสตรแขนง
ตาง ๆ รวมถึงงานทางดานการตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคพืช (Boltovets et al, 2004)  

 
 Surface Plasmon Resonance (SPR) เปนปรากฏการณเชิงแสงซึ่งเกิดขึ้นเมื่อแสงตกกระทบ
บนผิวของโลหะเชน อนุภาคทองคํา ซ่ึงไวตอการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติเชิงแสง (Jarupat, 2005) 
เมื่อเกิดการเขาจับกันของสารบนพื้นผิวสไลดแกวในแตละขั้นตอนมากขึน้จะสงผลใหคาการ
เปลี่ยนแปลงมมุสะทอนกลับของแสงลดลงตามลําดับ (ภาพที่ 2) โดยการรายงานผลการเกิดปฏิกิริยา
เปนคาการเปลีย่นแปลงมุม SPR ซ่ึงคาดังกลาวขึ้นกับการเปลี่ยนแปลงคาดัชนีการสะทอนกลับของ
แสง (reflection index) เมื่อเกิดการเขาจับกันของสารบนพื้นผิวสไลดที่เคลือบอนุภาคทองคํามากขึ้น
ตามลําดับ จะสงผลใหคาดัชนีสะทอนกลับของแสงลดลง ซ่ึงสามารถวัดเปนคาการเปลี่ยนแปลงมุม 
SPR ได ณ ชวงเวลานั้น โดยคามุม SPR ที่เปลี่ยนแปลงมหีนวย milli degree (mo) (Stenberg et al., 
1991) จึงมีการนําหลักการ SPR มาประยุกตใชในการตรวจสอบการเขาจับกันของสารชีวภาพกับสิ่ง
ตรวจดวยเทคนิค biosensor รวมเปนเทคนคิ SPR biosensor โดยการตรวจวัดการเกิดปฏิกิริยาดวย
เทคนิคนี้ไมจําเปนตองมีการติดฉลากโมเลกุลที่ใชเปนตวัรายงานผล (บญุสง, ม.ป.ป.) ซ่ึงแตกตาง
จากเทคนิค ELISA ที่ตองติดฉลากแอนตบิอดีดวยเอนไซมเพื่อการรายงานผล โดยเทคนิค SPR 
biosensor มีขั้นตอนในการทํางานหลายขัน้ตอน ที่วดัคาการเปลี่ยนแปลงของมุม SPR ซ่ึงเกิดขึ้นจาก
การเขาจับกันของสารบนพื้นผิวสไลดแกวที่เคลือบอนภุาคทองคําและสารตางๆ ดังนี้ 

 
 ขั้นตอนที่ 1  Base line เปนการบันทึกคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่เกิดขึ้นหลังจากตรงึ
แอนติบอดีลงบนผิวอนภุาคทองคําที่เคลือบดวยสารเคลือบผิว (11-mercaptoundecanoic acid; 11 
MUA)  
 
 ขั้นตอนที่ 2  Association เปนการบันทึกคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่เกิดขึ้นหลังจาก
แอนติบอดีเร่ิมทําปฏิกิริยาเขาจับแอนติเจน 
 
 ขั้นตอนที่ 3  Equilibrium เปนการบันทึกคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่เกิดขึ้นหลังจาก
แอนติบอดีทําปฏิกิริยาเขาจบักับแอนตเิจนจนถึงจุดสมดุล 
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 ขั้นตอนที่ 4  Dissociation เปนการบันทึกคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่เกิดขึ้นหลังจากลาง
แอนติเจนออกจากการเขาจับกับแอนติบอด ี
 
 ขั้นตอนที่ 5  Regeneration เปนการบันทึกคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่เกิดขึ้นหลังจาก
ลางแอนติเจนออกจากแอนติบอดีดวย regenerate buffer  
 
 ขั้นตอนที่ 6  Base line เปนการบันทึกคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่เกิดขึ้นหลังจากการ
ลางแอนติเจนออกดวย regeneration buffer ทําใหแอนตบิอดีพรอมสําหรับทําปฏิกิริยากับแอนติเจน
ในรอบตอไปและเปน base line ใหมสําหรับการตรวจสอบในครั้งตอไป (ภาพที่ 3) 
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ภาพที่ 2  ลําดับการเกิดปฏิกริิยาของโมเลกุลสารชีวภาพทีต่องการทดสอบบนแผนสไลด 

  แกวทีเ่คลือบอนุภาคทองคํา (ดัดแปลงจาก Autolab application note, n.d.) 

ประกอบแผนสไลดแกวทีเ่คลือบอนุภาค
ทองคําบน hemi-cylindricle lens 

กระตุนแผนสไลดแกวดวย running buffer 

สารปรับสภาพพรอมทําปฏิกิริยา 

ตรึงแอนติบอดีลงบนแผนสไลดแกว 

ยับยั้งปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ 

แอนติบอดีเขาจับกับแอนติเจน 

ลางแอนติเจนออกดวย regenerate buffer 
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ภาพที่ 3  การเปลี่ยนแปลงของสัญญาณ SPR ในแตละขัน้ตอนที่เกดิปฏิกิริยาระหวาง 
  แอนติบอดกีบัแอนติเจนดวยเทคนิค SPR biosensor (ดัดแปลงจาก Julian, 2001) 
 

5.  การตรวจเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพชืดวยเทคนิค SPR biosensor  
 
             การตรวจเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพืชดวยเทคนิค SPR biosensor ซ่ึงเปนเทคนิคที่สามารถ
ตรวจสอบเชื้อไวรัสไดอยางจําเพาะเจาะจง โดยอาศัยความจําเพาะของสารชีวโมเลกุลที่ใชเปนตัว
ตรวจจับ เชน แอนติบอดี (Fahriye et al., 2008) ผลการตรวจสอบสามารถรายงานผลในขณะ
เกิดปฏิกิริยาได (real time detection) (Katsamba et al., 2002) ถึงแมวาเทคนิค SPR biosensor มีการ
ใชแอนติบอดใีนการตรวจเชือ้ไวรัส แตเทคนิคนี้มีความแตกตางจากเทคนิคเซรุมวิทยาอื่นๆ 
เนื่องจากการรายงานผลของปฏิกิริยาเปนการรายงานผลที่เกิดจากการเขาจับกันอยางจําเพาะเจาะจง
ระหวางแอนตบิอดีกับแอนตเิจนที่เกิดขึ้นจริงขณะเกดิปฏกิิริยา (Altschug et al., 1992 และ Rebert 
and Fait, 1997)  

 
การเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดีกับแอนติเจนของเทคนิค SPR biosensor สามารถ

คาํนวณคาคงที่ในการเขาจบักัน (kinetic association constant; Ka) ระหวางแอนติบอดีกับแอนติเจน
ที่เกิดปฏิกิริยาบนพื้นผิวแผนสไลดแกวทีเ่คลือบอนุภาคทองคําได ซ่ึงคา Ka นั้นเปนคาที่บงบอกถึง

(6) 

(5) 

(4) 
(3) 

(2) 

(1) 
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ความจําเพาะเจาะจงของการเกิดปฏิกิริยา เมื่อการประมวลผลคา Ka แลวพบวามีคาสูงแสดงวาการ
เกิดปฏิกิริยาของสารคูนั้นมีความจําเพาะเจาะจงมาก หรืออาจกลาวคาไดวาคา Ka แปรผันตรงกับ
ความจําเพาะเจาะจงของการเกิดปฏิกิริยา ซ่ึงการตรวจวัดคา Ka ไดทําใหเกิดความแมนยําในการ
ตรวจสอบของเทคนิค SPR biosensor ไดอีกดวยโดยคาดงักลาวมีหนวยเปนความเขมขนของสารที่
เกิดปฏิกิริยา ณ ชวงเวลานัน้ (M-1S-1) (Lidstrom, n.d.)  ลักษณะการเกดิปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดี
กับแอนติเจนเปนแบบ 1 ตอ 1 ดังสมการดานลาง ซ่ึงคา Ka ของการเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดี
กับแอนติเจนในกรณีทีแ่อนตบิอดีมีสวนของพาราโทป 2 ตําแหนง (homologous) มีคา Ka ประมาณ 
108-109 M-1S-1 (Elma et al., 1995) ดังนั้นแอนติบอดีที่ทําปฏิกิริยาบนผวิสไลดแกวที่เคลือบอนุภาค
ทองคําและสาร 11MUA จึงมีคา Kaประมาณ 104-105 M-1S-1 เนื่องจากมีสวนของพาราโทปที่พรอม
ทําปฏิกิริยาเพยีงตําแหนงเดยีว 

 
   Antibody  +  Antigen          Antibody : Antigen 

 
นอกจากนี้เทคนิค SPR biosensor ยังตรวจวดัคาคงที่ในการแยกออกจากกันระหวาง

แอนติบอดกีับแอนติเจนได (kinetic dissociation constant; Kd) ไดอีกดวย ซ่ึงคา Kd เปนคาที่แสดง
ใหเห็นถึงลักษณะการเขาจับกันของแอนตบิอดีกับแอนตเิจนวามีการเขาจับกันลักษณะใด หากคา Kd 
มีคาสูงแสดงวาการเขาจับกันระหวางแอนตบิอดีกับแอนตเิจนเปนแบบหลวมๆ จึงสามารถแยกออก
จากกนัไดอยางรวดเร็ว ซ่ึงการประมวลผลของคานี้จะแปรผกผันกับคา Ka (ภาพที ่4) (Lidstrom, 
n.d.) โดยคา Kd จะสามารถคํานวณไดภายหลังการเติมสารลาง (regenerate buffer) เพื่อทําลายพันธะ
ระหวางแอนตบิอดีกับแอนตเิจน มีหนวยเปนการเกดิปฏิกริิยาการแยกออกจากกันตอวนิาที (S-1) จึง
มีการทดสอบ regenerate buffer ที่เหมาะสมสําหรับลางแอนติเจนออก ซ่ึงจะทําใหสามารถนํา
แอนติบอดกีลับมาทําปฏิกิริยากับแอนติเจนไดซํ้าในปฏกิิริยารอบใหม (Man et al., 1999 และ Xai et 
al., 2003) 

 
นอกจากนี้เทคนิค SPR biosensor ไมจําเปนตองมีการขยายสัญญาณของการทําปฏิกิริยาที่

เกิดขึ้นดวยการติดฉลากโมเลกุลสารที่ใชตรวจสอบ เชน การติดฉลากดวยเอนไซม เพือ่การรายงาน
ผลการเกิดปฏิกิริยา (Glaser and Hausdorf, 1996 และ Moonil et al., 2007) เนื่องจากการรายงานผล
การเกิดปฏกิิริยาพิจารณาจากการเขาทําปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดแีละแอนติเจนโดยตรง จึงชวย
ลดความผิดพลาดจากการประมวลผลการทดลองที่ได ทาํใหเทคนิคนี้มคีวามเหมาะสมกับงานที่
ตองการความแมนยําและความรวดเร็วในการตรวจสอบ แนวโนมการประยุกตใชเทคนิค SPR 
biosensor เพื่อการศึกษาและการตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคพืชเพิ่มสูงขึ้นเรื่อย ๆ นับจากป ค.ศ.1993 

Ka 
Kd
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เปนตนมา (Olivier et al., 2006) ดังรายงานผลการวิจัยที่อาศัยเทคนิค Biosensor เพื่อตรวจสอบเชื้อ
ไวรัสสาเหตุโรคพืชชนิดตางๆ ดังนี้  
 
              Alvin et al. (2002) พัฒนาเทคนิค Quartz crystal microbalance (QCM) immunosensors ที่
ใชหลักการทําปฏิกิริยาของ biosensor สําหรับตรวจสอบเชื้อ Cymbidium mosaic potexvirus 
(CymMV) และ Odontoglossum ringspot tobamovirus (ORPV) เปนเชือ้ไวรัสที่สรางความเสียหาย
ใหกับอุตสาหกรรมการผลิตกลวยไม จึงมกีารพัฒนาเทคนิค QCM เพื่อใหการตรวจสอบเชื้อดังกลาว
อยางทันทวงทกีอนเกดิการแพรระบาดในแปลง โดยใชแอนติบอดีที่จําเพาะตอเชื้อดังกลาวเปนตวั
ตรวจจับพบวาเทคนิคนี้สามารถตรวจสอบเชื้อ CymMV และ ORSV ไดที่ระดับต่ําสุด 1 นาโนกรัม 
เมื่อเปรียบเทียบการตรวจสอบกับเทคนิค ELISA พบวาทัง้ 2 เทคนิคใหผลการตรวจสอบเชื้อไม
แตกตางกันแตเทคนิค QCM มีคุณสมบัติที่ดีกวาเทคนิค ELISA คือ ใชเวลาตรวจสอบนอยกวา 
ประมวลผลไดรวดเรว็และใชปริมาณตัวอยางที่จะตรวจสอบนอยกวา 
  
              Boltovets et al. (2002a) ทดสอบสารที่ใชปรับสภาพผิวแผนทองกอนการตรึงแอนติบอดี 
โดยเปรียบเทยีบสารระหวาง potassium thiocyanate (KNCS) กับ KNCS ที่ผสมกับโปรตีน A ของ
เชื้อ Staphylococcus  aureus เมื่อใชเชื้อ TMV ที่บริสุทธิ์เปนสิ่งตรวจพบวาการทําปฏิกริิยาระหวาง
แอนติบอดกีับเชื้อ TMV บนผิวแผนทองทีป่รับสภาพดวย KNCS และ KNCS ที่ผสมโปรตีน A วัด
เปนคาการเปลีย่นแปลงมุม SPR ไดที่ระดับ 500 และ1300 RU (Resonance Unit)  ตามลําดับ ซ่ึง
สรุปไดวาการใชสาร KNCS รวมกับโปรตนี A  ทําปฏิกิริยาบนแผนทองลดความเสียหายของ
แอนติบอดีที่ตรึงบนผิวแผนทอง สงผลใหแอนติบอดีมีคณุสมบัติที่เหมาะสมสําหรับการเขาทํา
ปฏิกิริยากับเชือ้ TMV  
 
              Boltovets et al. (2004b) ตรวจสอบเชื้อ TMV ดวยเทคนิค SPR biosensor โดยปรับสภาพ
ผิวแผนทองดวยสาร KNCS รวมกับโปรตนี A พบวาความเขมขนของเชื้อ TMV ที่เหมาะสมในการ
ทําปฏิกิริยาอยูในชวง 2-20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ความไวของปฏิกิริยา (sensitivity) สําหรับการ
ตรวจสอบอยูที่ระดับ 0.019 นาโนกรัมตอตารางมิลลิเมตร นอกจากนี้พบวาไมสามารถตรวจสอบ
โมเลกุลของสารที่เกิดปฏิกิริยาบนผิวแผนทองที่มีขนาดเกิน 1.5 ไมโครเมตร เนื่องจากตัวแปลง
สัญญาณไมสามารถตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของมุมสะทอนกลับขณะเกดิปฏิกิริยาได 
 

Thierry et al. (2007) ทดสอบความจําเพาะเจาะจงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตขึ้น
จํานวน 19 โคลน ตอโปรตีนหอหุมอนภุาคเชื้อ Lettuce mosaic virus (LMV) จํานวน 15 ไอโซเลท 
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ดวยเทคนิค SPR competition พบวาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นจํานวน 19 โคลน มี
ความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อ LMV  

 
Rajendran and Nagy (2008) ทดสอบการจําลองตัวของอารเอ็นเอของเชื้อ Tomato bushy 

stunt virus (TBSV) จากเอ็นไซม replicase ดวยเทคนิค SPR biosensor พบวาสามารถศึกษากจิกรรม
การจําลองตัวของเอ็นไซมไดในลักษณะพลวัตร (dynamic) นอกจากนีส้ามารถนําเทคนิค SPR 
biosensor มาประยุกตใชเพือ่การตรวจสอบกิจกรรมของเอ็นไซม replicase และสามารถนําขอมูลที่
ไดเปนพืน้ฐานสําหรับการศึกษาการจําลองตัวของอนภุาคไวรัสในพชื เพื่อคนหาแนวทางในการ
ปองกันการเขาทําลายของเชื้อไวรัสตอไป 

 
Zsofia et al. (2010) ตรวจสอบเชื้อ Apple stem pitting virus (ASPV) ดวยเทคนิค enzyme-

linked oligonucleotide assay (ELONA) ที่ใชหลักการตรวจสอบของ Biosensor โดยการสังเคราะห
นิวคลีโอไทดสายสั้นหรือที่เรียกวา aptamer ที่มีความจําเพาะกับสวนของโปรตีนหอหุมอนุภาคเชื้อ 
ASPV โดยที่ aptamer เชื่อมเขากับเอนไซมเพื่อขยายสัญญาณการตรวจสอบจากการทดลองพบวา
เทคนิค ELONA สามารถทําปฏิกิริยาตรวจสอบเชื้อ ASPV ที่สกัดจากพชืที่มีเชื้อเขาทําลายไดดกีวา
เทคนิค ELISA 
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ภาพที่ 4  เปรียบเทียบความสมัพันธระหวางคา Ka กับคา Kd ภายหลังการทําปฏิกิริยาดวยเทคนิค  

 SPR biosensor (ดัดแปลงจาก Lidstrom, n.d.) 
 
เครื่อง SPR biosensor ที่มีจําหนายเปนการคามีดวยกันหลายบริษัท เชน บริษัทออโตแลป 

(Autolab) ที่จําหนายเครื่อง SPR biosensor รุน Springle ยี่หอ Eco Chemie ซ่ึงเครื่องในรุนนี้สามารถ
รายงานผลขณะเกดิปฏิกิริยา (real time detection) ใชชวงความยาวคลื่น 670 นาโนเมตร ในการ
รายงานผลการเขาจับกันของสารบนพื้นผิวอนุภาคทองคํา ประมวลผลคา Ka ในชวง 103-107 M-1S-1 
และคา Kd ในชวง 10-5-10-1 S-1 สามารถตรวจสอบสารไดในชวงความเขมขน 10-11-10-3 M น้ําหนัก
โมเลกุลสารต่ําสุดที่สามารถตรวจสอบไดเทากับ 180 ดาลตัน ใชระยะเวลาในการทดสอบตอ 1 
ตัวอยางประมาณ 2 ช่ัวโมง (Jan, 2010)  
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6.  ปจจัยท่ีมีผลตอการทําปฏกิิริยาระหวางแอนติบอดีกับแอนติเจนของเทคนิค SPR biosensor 
 
             ปจจัยที่มีผลตอการเกิดปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดีกับแอนติเจนของเทคนิค SPR biosensor 
ไดแก 
 
             6.1  สารที่ใชในการปรับสภาพผิวแผนทอง 

 
การเขาทําปฏิกิริยาของแอนติบอดีบนผิวสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคําเปน 

ลักษณะการเขาจับแบบสุม (random orientation) ทําใหการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกับ
แอนติบอดแีตละครั้งใหผลการทดลองไมสม่ําเสมอกัน (Jyoung et al., 2006) ดังนั้นการปรับสภาพ
พื้นผิวสไลดกอนการตรึงแอนติบอดีสามารถกําหนดทิศทางการเขาจับของแอนติบอดีและเพิ่มความ
เสถียรใหกับแอนติบอดีใหมโีครงสรางพรอมที่จะเกดิปฏกิิริยา (Dijskma et al., 2002) ซ่ึงสารที่นิยม
ใชมีหลายชนดิ ไดแก 11-mercap-toundecyl hexa (ethylene oxide) (Vitalii et al., 1997) สาร KNCS 
รวมกับโปรตนี A (Boltovets et al. ,2002) และ Wu et al. (2010) ไดประยุกตใชกราฟน (graphene) 
เคลือบดานบนอนุภาคทองคําที่เคลือบสไลด นอกจากนี ้Chen et al. (2010) ศึกษาคณุภาพพื้นผิวของ
กระจกสไลดที่เกิดการทําปฏิกิริยาพบวาชนิดของโลหะที่เคลือบบริเวณพื้นผิวสไลดเปนอีกหนึ่ง
ปจจัยที่มีผลตอการทําปฏิกิริยา โดยเฉพาะพื้นผิวที่มีความขรุขระจะมีผลตอความไวในการทํา
ปฏิกิริยาลดลงอยางชัดเจน สารที่มีคุณสมบัติที่ดีสําหรับใชเคลือบสไลดเพื่อทําปฏิกิริยา SPR  ไดแก 
อนุภาคทองคําขนาดประมาณ 1.31-1.40 นาโนเมตร สามารถเพิ่มความไวในการทําปฏิกิริยา SPR 
ไดถึง 48.6-58.1 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับอนุภาคทองคําขนาด 2.02 นาโนเมตร ตอมา Liying et al. 
(2010) ทดสอบการเพิ่มความไวในการทําปฏิกิริยาดวยการพัฒนาสารเคลือบพื้นผิวสไลดแกวใหมี
คุณสมบัติในการยึดจับกับสารชีวโมเลกุลไดดียิ่งขึน้และมีคุณสมบัติการสะทอนกลับของแสงที่ดี 
เพื่อเพิ่มความไวในการตรวจสอบ จากผลการทดลองไดแสดงใหเห็นวาการเคลือบสไลดแกวดวย 
ZnO-Au สามารถตรวจสอบ IgG ของกระตายไดที่ระดับต่าํสุด เมื่อเปรียบเทียบกับการเคลือบสไลด
แกวดวยทองคาํที่มีลักษณะเปนฟลมบาง นอกจากนี้พบวา ZnO-Au มีความไวในการตรวจสอบ IgG 
สูงกวาการเคลอืบสไลดดวยทองคําถึง 16 เทา  
 
 สารปรับสภาพพื้นผิวสไลดแกวท่ีเคลือบอนุภาคทองคําที่ใชในการทดลองครั้งนี้คือ 11 
MUA ซ่ึงเปนสารในกลุมไธออล (thiol) สารดังกลาวเกิดการสรางพันธะโควาเลนตกบัแอนติบอดี
ระหวางหมู carboxylic acid ของ 11 MUA กับหมู amine ของแอนติบอดี ซ่ึงเปนพันธะที่มีความ
แข็งแรง (Jarupat, 2005) จากการทดสอบสารในกลุมไธออลจํานวน 4 ชนิด ของ Jean et al. (2006) 
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เพื่อปรับสภาพของแผนทองพบวาสาร 11 MUA ที่ถูกกระตุนดวย NHS สามารถทําใหเกิดปฏกิิริยา 
เพื่อตรวจสอบ Interleukin (IL-6) ไดที่ความเขมขน 268 นาโนกรัมตอตารางเซนติเมตร ดังนั้นกอน
การตรึงสารชีวโมเลกุลเชน แอนติบอดี บนพื้นผิวสไลดแกวท่ีเคลือบอนุภาคทองคําและสารปรับ
สภาพพื้นผิวดวย 11 MUA ควรมีการเติมสารเพื่อกระตุนการทําปฏิกิริยาในการเขาจบักันระหวาง
แอนติบอดกีับชั้น 11 MUA (self assembled monolayer; SAM) เชนสารผสมระหวาง 3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) และ N-hydroxyl-succinimide (NHS)  โดย EDC เปน
สารเคมีที่มีหนาที่เปนตวัประสาน (crosslinker) ระหวางหมู carboxylic acid กับ polymer อ่ืนทําให
เกิดการสรางพนัธะขึ้น สวน NHS เปนสารอินทรียหรือสารชีวเคมีที่มีหนาที่กระตุน (activate) สาร
ในกลุม carboxylic acid ใหสามารถทําปฏิกิริยากับสารทีม่ีหมู amine ได (Rakhee et al., 2008) การ
กระตุนพืน้ผิวดวย EDC และ NSH กอนการตรึงแอนติบอดี ทําใหคาการเปลี่ยนแปลงของมุม
ภายหลังการทาํปฏิกิริยาเพิ่มขึ้น 150 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับแผนทองที่ไมผานการกระตุนผิว
แผนทอง (Autolab application note, n.d.) 
 
                    สาร 11 MUA ที่ผานการกระตุนดวยสารผสมระหวาง EDC กับ NHS เมื่อนํา PAb มา
ตรึงบนพื้นผิวดังกลาวสวนของหมู amine ของชั้น SAM ที่ปรับสภาพแลวและหมู amine ของ
บริเวณทีย่ึดจบัแอนติเจน (antigen binding site) หรือพาราโทป (paratope) จะเกิดการสรางพันธะ 
โควาเลนตขึ้น 1 ตําแหนง ในบริเวณดังกลาว ดังนัน้จึงเหลือสวนของพาราโทปอีก 1 ตําแหนง 
(Heterologous) (ภาพที่ 5) เพือ่ทําปฏิกิริยากบัสวนอีพิโทป (epitope) ของแอนติเจน จากปกติที่
แอนติบอดีสามารถเขาจับกับแอนติเจนได 2 ตําแหนง (Homologous) (Jarupat, 2005) ในขณะที่การ
ยึดจับของแอนติบอดีในเทคนิค ELISA ไมสามารถกําหนดลักษณะการเขาทําปฏิกิริยาของ
แอนติบอดีได จึงทําใหโอกาสในการเกดิปฏิกิริยากับแอนติเจนไมแนนอนในแตละครั้งที่ทํา
ปฏิกิริยาขึ้น ซ่ึงลักษณะของแอนติบอดีที่เกิดขึ้นใน ELISA microtitre plate มี 3 ลักษณะ ไดแก ยดึ
จับกับแอนติเจนได 2 ตําแหนง 1 ตําแหนง และไมเกิดการเขาจับกับแอนติเจน เมื่อสวนของพา-
ราโทปสรางพันธะกับพืน้ผิวของ ELISA microtitre plate โดยตรง เหตกุารณนี้อาจเกิดขึ้นไดในกรณี
ที่เติมสารยับยัง้ปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะไมสมบูรณหรือมีพืน้ที่วางใหแอนติบอดีเขาจับกับพื้นผิวของ 
plate ได (John, 2001)  
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ภาพที ่5  ขั้นตอนการทําปฏิกิริยาบนพืน้ผิวสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคํา เพื่อตรวจสอบเชื้อ  
               ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor (ดัดแปลงจาก Jaruput, 2005) 

แผนสไลดแกวที่เคลือบอนภุาคทองคํา
ภายหลังการเคลือบสาร 11 MUA 

การกระตุนชัน้ 11 MUA (activate) ดวย
สารผสม EDC กับ NHS 

การเขาทําปฏิกิริยาของ PAb บนผิวสไลด
แกวท่ีผานการกระตุน (immobilization) 

ลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะบนพืน้ผิวสไลดที่
ผานการกระตุนดวย blocking reagent 
ใหพรอมสําหรับการทําปฏิกิริยา 

(deactivate) 
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              6.2  แอนติบอด ี
 

         แอนติบอดีเปนสารชีวโมเลกุลชนิดหนึ่งที่นํามาประยุกตใชในการตรวจสอบเชื้อ
สาเหตุโรคพืชไดอยางจาํเพาะเจาะจงจากการทําปฏิกิริยาระหวางแอนตบิอดีกับแอนตเิจน (เชื้อ
สาเหตุโรคพืช) ซ่ึงโดยสวนมากเทคนิคทางเซรุมวิทยานยิมนํามาใชในการตรวจสอบเชื้อไวรัส
สาเหตุโรคพืช เนื่องจากอนุภาคไวรัสมีขนาดเล็ก (นาโนเมตร) จึงไมสามารถตรวจวินจิฉัยโรคได
ดวยกลองจุลทรรศนหรือการสังเกตอาการโดยตรงที่ปรากฏบนพืช (Peter et al., 2008) จึงมีการ
พัฒนาเทคนคิทางเซรุมวิทยาเพื่อตรวจสอบเชื้อไวรัสอยูหลายเทคนิค รวมถึงเทคนิค SPR biosensor 
ที่นําแอนติบอดีมาเปนตวัตรวจจับเชื้อไวรัส (Lee et al., 2007) แอนติบอดีที่ใชมีดวยกันหลายชนิด 
อาทิ โพลีโคลนอลแอนติบอดี (polyclonal antibody; PAb) โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal 
antibody; MAb) และแอนตบิอดีสายผสม (recombinant antibody; RAb) เปนตน (Barry et al., 
2009) กอนการนําแอนติบอดีมาใชเปนตัวตรวจจับจําเปนตองนําแอนติบอดีมาทดสอบคุณสมบัติ
ตางๆ ดังนี้ ความจําเพาะเจาะจง (specificity) คาการเจือจางสูงสุดที่แอนติบอดีสามารถตรวจสอบ
เชื้อได (titer) และความไวในการทําปฏิกิริยา (sensitivity) เพื่อใหไดแอนติบอดีที่เหมาะสมตอการ
ทําปฏิกิริยา (Leonard et al., 2003)  
  
          การตรวจสอบเชื้อไวรัสสาหตุโรคพืชหลายชนิดดวยเทคนิค Biosensor โดยใชโมโน-
โคลนอลแอนติบอดีเปนตวัตรวจจับ ไดแก 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)  นอกจากนี้มกีารประยกุตใชสวนของ single chain variable fragment 
(scFv) ในการตรวจสอบเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพืชดวย อาทิ เชื้อ Cowpea mosaic virus (CPMV) 
(Torrance et al., 2006)           
 
              6.3  รูปแบบแอนตเิจน 

  
        เทคนิค SPR biosensor สามารถตรวจไดทั้งสารเคมีและสารที่มาจากธรรมชาติได

หลากหลายชนิด (Torreri et al., 2005) โดยมีรายงานวามีการใชเทคนคินี้ในการตรวจเชื้อไวรัส
สาเหตุโรคพืช ซ่ึงรูปแบบของเชื้อไวรัสที่นาํมาตรวจมีหลายชนิด เชน การตรวจอนภุาคเชื้อไวรัส
โดยตรงพบวามีรายงานดังนี้ 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) เปนตน นอกจากนี้มีการประยุกตใชในการตรวจโปรตีนที่จําเพาะตอเชื้อไวรัสชนิดนั้น เชน 
การตรวจสอบเอนไซม replicase ของเชื้อ Tomato bushy stunt virus (Rajendran and Nagy, 2008) 

 
              6.4  ชนิดและความเขมขนของสารที่ใชในการลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ 

 
        การทําปฏิกิริยาเพื่อตรวจสอบสารชีวโมเลกุลเชน เซลลหรืออนุภาคเชื้อไวรัส บน

พื้นผิวสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคําและผานการกระตุนดวยสารตางๆ กอนการทําปฏิกิริยากับ
ส่ิงตรวจควรเติมสารยับยั้งปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ (blocking reagent) ที่เกิดขึ้นบริเวณพืน้ผิวสไลดแกว
ที่เคลือบสารปรับสภาพแตไมมีการเขาทําปฏิกิริยาของแอนติบอด ีเพื่อใหเกิดการทําปฏิกิริยาที่
จําเพาะเจาะจงตอส่ิงตรวจเทานั้น ซ่ึงการทดสอบสารยับยั้งปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะทีเ่หมาะสมสําหรับ
การทําปฏิกิริยาในแตละครั้งจึงมีความสําคญั (Autolab application note, n.d.) ในกรณทีี่ตรวจสอบ
เชื้อในน้ําคัน้พชืมีความจําเปนที่จะตองทดสอบสาร blocking reagent เนื่องจากโปรตนีของออร-
แกเนลลตางๆ ในน้ําคั้นพืชเชน คลอโรพลาสต (chloroplast)ไมโครทูบูล (microtubule) ไมโตคอน-
เดรีย (mitochondria) และไรโบโซม (ribosome) เปนตน ซ่ึงมีขนาด 200-400, 25, 400 และ 25 นา-
โนเมตร ตามลําดับ (http:/en.wikipedia.org/wiki/Plant cell) จากขนาดของโปรตีนดังกลาวนั้นอยู
ในชวงที่สามารถตรวจสอบดวยเทคนิค SPR biosensor ได เนื่องจากของเทคนิคนี้สามารถ
ตรวจสอบโมเลกุลที่มีขนาดไมเกิน 400 นาโนเมตร (Autolab application note, n.d.) โดยที่โปรตีน
ของออรแกแนลลดังกลาวจะเขาจับกับพื้นผิวสไลดแกวท่ีเคลือบสารปรับสภาพ (11MUA)  ซ่ึงเปน
บริเวณที่เกิดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะเจาะจง แตจะไมมกีารเขาจับกับแอนติบอดี ตัวอยางสารที่ใชลด
ปฏิกิริยาที่ไมจาํเพาะ เชน BSA 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (Son et al., 2007), BSA 50 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร (Su et al., 2008), casein 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (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 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (Shankar et al., n.d.) เปนตน 

 
6.5  สาร regenerate buffer ที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยา 

 
       ภายหลังการตรวจสอบเชื้อไวรัสดวยเทคนิค SPR biosensor ส้ินสุดใน 1 รอบ ถา 

ตองการทําปฏิกิริยาซ้ําที่ตําแหนงเดิมบนผิวสไลดแกว จาํเปนตองมีการเติมสาร regenerate buffer 
เพื่อทําลายพันธะโควาเลนตระหวางแอนตเิจนกับแอนตบิอดีออกจากกัน (Anton, n.d.) ตัวอยางสาร 
regenerate buffer ที่มีการใชในการลางสิ่งตรวจออก เชน 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) เปนตน ภายหลังจาก
เติมสาร regenerate buffer ทําใหแอนติบอดีหรือตัวตรวจจับสามารถกลับมาทําปฏิกิริยาซ้ําได โดย
ไมตองมีการเติมแอนติบอดใีหม ซ่ึง regenerate buffer ที่ใชควรมีคุณสมบัติในการทําลายพันธะ
ระหวางแอนตเิจนกับแอนตบิอดี แตไมทําลายคุณสมบัตขิองแอนติบอดี เพื่อใหแอนติบอดีมี
คุณสมบัติที่ดสํีาหรับการทําปฏิกิริยาครั้งใหม



อุปกรณและวิธีการ  
 
1.  การแยกเชื้อ ChiVMV  

 
แยกเชื้อ ChiVMV จากพรกิขี้หนู (Capsicum annuum) ตามวิธีการที่ดดัแปลงจากวิธีการ

ของเครือพันธุและคณะ (2536) และ Siriwonge et al. (1995) โดยเก็บตัวอยางใบพริกทีแ่สดงอาการ
ใบดางประจากแหลงปลูกพริกในเขตอําเภอกําแพงแสน จังหวดันครปฐม ตรวจสอบเชื้อไวรัสดวย
เทคนิค plate trapped antigen enzyme-linked immunosorbent  assay (PTA-ELISA) จากนั้นแยกเชื้อ
ไวรัสดวยวิธี single local lesion isolation ในยาสูบใบใหญ (Nicotiana tabacum) สายพันธุ White 
Burley เมื่อใบยาสูบแสดงอาการแผลจุดเฉพาะที่ จึงตดับริเวณแผลจุดทีแ่สดงอาการบดบนสไลดที่ม ี
phosphate buffer ความเขมขน 0.1 โมลาร pH 7.0 อัตราสวน 1 กรัมตอ10 มิลลิลิตร (w/v) จากนั้น
นําไปปลูกเชื้อ โดยทาน้ําคั้นพืชที่ผสมผงคารบอรันดัมลงบนใบลําโพง (Datura metel) เพื่อเพิ่ม
ปริมาณเชื้อไวรัส ตรวจสอบเชื้อ ChiVMV ในตนลําโพงที่แสดงอาการดวยเทคนิค PTA-ELISA 
จากนั้นเตรียมน้ําคั้นพืชที่มีเชื้อ ChiVMV จากลําโพงและปลูกเชื้อลงบนใบพริกขีห้นปูกติเพื่อ
ตรวจสอบการเกิดโรคและลกัษณะอาการ  

 
2.  การตรวจสอบเชื้อ ChiVMV ท่ีแยกไดจากพริกดวยเทคนิค PTA-ELISA 
 

ตรวจเชื้อ ChiVMV จากใบพืชดวยเทคนคิ PTA-ELISA ตามวิธีการที่ปรับปรุงจากวิธีการ
ของ Clark and Adams (1977) โดยเก็บใบยอด ใบที่ 3 และใบที่ 5 ที่อยูถัดจากใบยอด รวมเปน 1 
ตัวอยางตอ 1 ตน บดใบพืชในสารละลาย carbonate coating buffer pH 9.6 ที่ผสม sodium 
diethyldithiocarbamate trihydrate (sodium DIECA) 0.02 เปอรเซ็นต กอนใชในอัตราสวนใบพืชตอ
บัฟเฟอรเทากบั 1 กรัมตอ 10 มิลลิลิตร (w/v) ใสน้ําคั้นพชืปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในหลุมของ 
ELISA  microtitre  plate (Costar 3590, Cambridge, MA, USA) ตัวอยางละ 2 หลุม (โดยมีตวัอยาง
พืชที่เปนโรคเสนใบดางประของพริก (positive control) และตนพืชปกต ิ(negative control) เปน
ตัวอยางควบคมุ บมที่อุณหภมูิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เติม blocking solution 
(powder non fat milk ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต ใน PBS pH 7.4) หลุมละ 50 ไมโครลิตร  บมที่
อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เติม antiserum ตอเชื้อ  ChiVMV (anti-ChiVMV, 
ไดรับความอนุเคราะหจาก ผศ.ดร.รัชนี ฮงประยูร) ที่เจอืจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:2,000 
หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เติม goat anti-rabbit 
IgG  alkaline phosphatase conjugated  (Sigma, St.Louis, USA) ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 
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1:10,000 หลุมละ 50 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เตรียม 
substrate solution ( p - nitrophenyl phosphate) 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใน ELISA substrate buffer 
(Diethanolamine 9.7 เปอรเซ็นต, Sodium azide 0.002 เปอรเซ็นต และ MgCl2.6H2O 10 เปอรเซ็นต) 
เติมในหลุม ELISA  microtitre  plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหองในที่มืดเปนเวลา 
45 และ 60 นาที เมื่อครบเวลาดังกลาววัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสง ( Optical  density ; O.D.) ที่ความ
ยาวคล่ืนแสง 405 นาโนเมตร ดวยเครื่อง ELISA reader (Multiscan EX, Labsystem, Finland) ทั้งนี้
ทุกขั้นตอนกอนการเติมสารชนิดใหมลงในหลุมของ ELISA microtitre plate ตองเทสารเดิมออก
และลางดวย PBST (phosphate buffer saline ความเขมขน 0.1 โมลาร pH 7.4 ที่ผสม Tween 20 
ความเขมขน 0.05 เปอรเซ็นต) จํานวน 3 คร้ัง ลางครั้งแรก 400 ไมโครลิตรตอหลุม สวนครั้งที่ 2 
และ 3 ลางครั้งละ 200 ไมโครลิตรตอหลุม ที่อุณหภูมิหองครั้งละ 5 นาที 

 

3.  การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยนี CP  
 
3.1  การสกัด RNA จากลําโพงที่ปลูกเชื้อ ChiVMV-KPS9 
 
       สกัด RNA จากใบลําโพงที่ผานการตรวจสอบวามีเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค  

PTA-ELISA ซ่ึงดัดแปลงวิธีการสกัด RNA จากวิธีการของ Monthatip et al. (2009) บดใบพืชใน
โกรงดวยไนโตรเจนเหลวใหละเอียด ตกัตัวอยางใสใน microcentrifuge tube เติม TLES buffer 
(Tris-HCI 100 มิลลิโมลาร pH 8.0, LiCl 100 มิลลิโมลาร, EDTA 10 มิลลิโมลาร และ SDS 1 
เปอรเซ็นต) 650 ไมโครลิตร ที่ผสม Na2SO3 2 เปอรเซ็นต และเติม PCI (มีอัตราสวน phenol : 
chloroform: isoamyl เทากับ 25:24:1) 650 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex เปนเวลา 2 นาท ี
นํามาปนเหวีย่งดวยแรง 14,000 g เปนเวลา 10 นาที ที่ 4 องสาเซลเซียส  ดูดสวนใสใน microcen-
trifuge tube หลอดใหม 450 ไมโครลิตร ตกตะกอน RNA ดวย LiCl 4 โมลาร 450 ไมโครลิตร ที่ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลาขามคืน นํามาปนเหวีย่งดวยแรง 14,000 g เปนเวลา 10 นาที ที ่4 องศา
เซลเซียส ดูดสวนใสออก ละลายตะกอนดวย RNase free water 100 ไมโครลิตรตอหลอด ผสมให
เขากันบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ตกตะกอน RNA ดวย 2.5 เทาของ absolute 
Ethanol และ 0.1 เทาของ CH3COONa  2.5 โมลาร pH 6.0 นํามาแชที่ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
20-30 นาที นํามาปนเหวี่ยงดวยแรง 14,000 g เปนเวลา 10 นาที ลางตะกอนดวย Ethanol 70 
เปอรเซ็นต  1 มิลลิลิตร ปนเหวีย่งดวยแรง 14,000 g เปนเวลา 10 นาที ที ่4 องศาเซลเซียส และผ่ึง
ตะกอนใหแหงที่อุณหภูมิหอง ละลายตะกอน RNA ดวย RNase free water ตรวจสอบ RNA ที่สกดั
ไดดวย Agarose gel electrophoresis 
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3.2  การสังเคราะหและการเพิ่มปริมาณยนีโปรตีนหอหุมอนุภาค (coat protein gene;  
 CP gene) ของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค RT-PCR 
 

        สังเคราะห complementary DNA (cDNA) ของยีน CP ดวยวิธี reverse  
transcription (RT) ดวยชุดสาํเร็จรูป Revert AidTM First Strand cDNA Synthesis Kit # K1622 
(Fermentas, Burlington, Canada) นํา total RNA ที่สกัดได 2.5 ไมโครลิตร เติมไพรเมอร Oligo  
(dT 18) 1 ไมโครลิตร เติมน้ํากลั่นที่ปราศจาก RNase (RNase free water) 8.5 ไมโครลิตร ผสมลงใน
หลอดพีซีอารบมที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสในเครื่อง thermal cycler เปนเวลา 5 นาที และเติม 
reaction buffer (5 เทา) 4 ไมโครลิตร เติม Libo Lock™ Ribonuclease inhibitor ความเขมขน 20  
ยูนิตตอไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร และ dNTPs 10 มิลลิโมลาร 2 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จากนั้นเติม Revert Aid™ M-MuLV Reverse transcriptase ความเขมขน 
20 ยูนิตตอไมโครลิตร1 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที และที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ตามลําดับ 
  

        เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจาก cDNA ดวยวิธี polymerase chain reaction (PCR) โดยใช 
cDNA 1 ไมโครลิตร เปนแมแบบ (template) ในปฏิกิริยารวม 20 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดวย PCR 
buffer (10 เทา) 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 รอบและปฏิกิริยาขั้นสุดทายที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที ตรวจสอบขนาดของ
แถบดีเอ็นเอดวย agarose gel electrophoresis 0.8 เปอรเซ็นต ใน TBE (tris base 0.89 โมลาร, boric  
acid 0.89 โมลาร และ EDTA 0.02 โมลาร) ใชความตางศักยคงที่ 100 โวลต เปนเวลา 40 นาที ยอม
เจลดวย ethidium bromide solution ตรวจสอบผลภายใตแสง ultraviolet  (UV)  ดวยเครื่อง UV-
transiluminator (Vilber Lourmat, Eberhardzell, Germany) และบันทกึภาพ 
  

3.3  การโคลนชิ้นสวนยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคเชื้อ ChiVMV-KPS9 
 
       เชื่อมตอดีเอ็นเอ ChiVMV-KPS9-CP ที่ไดจากปฏกิริิยา RT-PCR เขาสูพลาสมิด 
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พาหะ pGEMR-T Easy (Promega, Madison, USA) ดวยเอ็นไซม DNA ligase โดยใชดีเอ็นเอ 2 
ไมโครลิตร เติม Rapid ligation buffer (2 เทา) 5 ไมโครลิตร พลาสมิดพาหะ 1 ไมโครลิตร เอ็นไซม 
T4 DNA ligase 1 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรดวยน้ําจนครบ 10 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  
 

        จากนั้นยายพลาสมิดสายผสม (recombinant plasmid) เขาสูเซลลแบคทีเรียเจาบาน 
(host) ดวยวิธี heat shock transformation ตามวิธีการที่ปรับปรุงจากวิธีการของ Sambrook and 
Russell (2001) โดยยายพลาสมิดสายผสม 10 ไมโครลิตร เขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli  สายพันธุ 
DH5α (competent cell)  100 ไมโครลิตร แชในน้ําแข็งทนัทีเปนเวลา 30 นาที บมใน water bath  
อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 วินาที แชในน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที จากนัน้เติมอาหาร LB 
800 ไมโครลิตร นําเขาเครื่องเขยาที่ความเรว็ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
1 ช่ัวโมง นํามาปนเหวี่ยงดวยแรง 5,000 g ดูดอาหารสวนบนออกปริมาตร 600 ไมโครลิตร จากนั้น
เติมอาหาร LB 400 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําเซลลที่ไดมา spread ลงบนอาหารแข็ง LB ที่เติม
แอมพิซิลินความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เติม 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-6-D-
galactoside (X-gal) ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 40 ไมโครลิตร และเติม isopropyl-6-
D-thiogalactopyranoside (IPTG) ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 15 ไมโครลิตร นําไปบม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลานานขามคืน เลือกโคโลนีสีขาวจากการตรวจสอบโคลนดวย
วิธี Blue-white screening   

 
        คัดเลือกเซลลแบคทีเรียที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมดวยเทคนิค Bio-PCR ตามวิธีใน

ขอ 3.2 และเลือกสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอเฉพาะเซลลแบคทีเรียที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม โดยใช 
QIAprep Spin Miniprep Kit Protocal (QIAGEN, CA, USA) ละลายตะกอนเซลลแบคทีเรียดวย
บัฟเฟอร P1 250 ไมโครลิตร เติมบัฟเฟอร P2 250 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา 4-6 คร้ัง เติม
บัฟเฟอร N3 350 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาเบาๆ 4-6 ครั้ง  นํามาปนเหวีย่งดวยแรง 10,000 g เปน
เวลา10 นาที นําสวนใสใสใน QIA prep column นํามาปนเหวี่ยงดวยแรง 10,000 g เปนเวลา 1 นาที 
ทิ้งสวนใสใน QIA prep column ลาง filter ของ QIA prep column ดวยบัฟเฟอร PE 750 ไมโครลิตร 
นํามาปนเหวีย่งดวยแรง 10,000 g เปนเวลา 1 นาที เทสวนใสออกและนาํ QIA prep column มาปน
เหวีย่งดวยแรง 10,000 g เปนเวลา1 นาที นํา QIA prep column วางบน microcentrifuge หลอดใหม 
เติมบัฟเฟอร EB 30 ไมโครลิตร นํามาปนเหวีย่งดวยแรง 10,000 g เปนเวลา 1 นาที จากนั้นลาง 
พลาสมิดดีเอ็นเอซ้ําอีกครั้งดวยบัฟเฟอร EB 20 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงดวยแรง 10,000 g เปนเวลา 1 
นาที เก็บพลาสมิดดีเอ็นเอทีไ่ดใส microcentrifuge หลอดใหมที่ 4 องศาเซลเซียส 
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3.4  การวิเคราะหและเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน CP ของเชื้อ ChiVMV-  
KPS9 
 

        นําพลาสมิดดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 3.3 สงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด โดยใช 
ไพรเมอร T7 และ SP6 เปน sequencing primer จากนั้นนาํลําดับนิวคลีโอไทดที่วิเคราะหไดมาตัด
ลําดับนิวคลีโอไทดสวนของไพรเมอรออก จัดเรยีงแกไขลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม 
VecScreen ผานเครือขายอินเตอรเนต (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html) 
จากนั้นศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมระหวางเชื้อ ChiVMV-KPS9 กับเชื้อ ChiVMV ในภูมิภาค
เอเชียจํานวน 25 สายพันธุ (ตารางที่ 2) ที่มีรายงานบนฐานขอมูล NCBI ดวยโปรแกรม ClustalW2 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html ) และจัดทํา Phylogenetic tree ดวยโปรแกรม 
MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007) 
 
ตารางที่ 2  สายพันธุของเชื้อ ChiVMV ในภูมิภาคเอเชยีที่มีรายงานบนฐานขอมูลของ GenBank 
 

สายพันธุเชื้อ 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 (ตอ)   
 

สายพันธุเชื้อ ประเทศ Genbank 

(strain)  Accession number 

PJ ไทย DQ854955 

P1037 ไตหวนั DQ854942 

P3380 ไตหวนั DQ854943 

P3389 ไตหวนั DQ854944 

P3215 ไตหวนั DQ854945 

P3525 ไตหวนั DQ854948 

P3384 ไตหวนั DQ854946 

P3488 ไตหวนั DQ854947 

P714 ไตหวนั DQ854949 

SKh5 ไทย DQ854959 

SRt8 ไทย DQ854958 

UB32 ไทย DQ854957 
 
4.  การเตรียมเชื้อ ChiVMV-KPS9 ใหบริสุทธ์ิ 
 

4.1  ขั้นตอนการเตรียมเชื้อ ChiVMV-KPS9  
 
       เตรียมเชื้อ ChiVMV-KPS9 ใหบริสุทธิ์ตามวิธีการที่ปรับปรุงจากวิธีการของ Brunt and 

Kenten (1972) โดยนําใบลําโพงที่ผานการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค PTA-ELISA 
บดใหละเอียดดวยเครื่องบดและเติม 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 เปอรเซ็นต และ 
chloroform อัตราสวน พืช : chloroform : borate buffer pH 7.8 เทากับ 1 กรัม : 1 มิลลิลิตร : 2 
มิลลิลิตร จากนั้นกรองดวยผาขาวบาง 2-4 ช้ัน เก็บเฉพาะน้ําคั้นนํามาปนเหวี่ยงดวยแรง 10,000 g ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพื่อตกตะกอนเศษพืช แยกสวนใสเติม polyethylene 
glycol (PEG; MW 6000) อัตราสวน  50 กรัมตอสวนใส 1,000 มิลลิลิตร กวนใหเขากนัที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนดวยแรง 10,000 g ที่อุณหภูมิ 4 
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องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เทสวนใสทิ้ง จากนั้นละลายตะกอนดวย borate buffer pH 7.8 ใน
อัตราสวน 1:10 ของน้ําคั้นพชืตั้งตน นําไปปนเหวี่ยงดวยแรง 10,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 10 นาที แยกสวนน้าํใสมาเติม  PEG 5 เปอรเซ็นต และ NaCl 4 เปอรเซ็นต นาํไปกวนที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1.5 ช่ัวโมง ปนเหวีย่งดวยแรง 10,000 g ที่อุณหภมูิ 4 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เทสวนใสทิ้งและละลายตะกอนดวย borate buffer pH 7.8 ในอัตราสวน 
1:10 ของสวนใส ปนเหวี่ยงดวยแรง 10,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เก็บ
สวนน้ําใสซึ่งมีสารแขวนลอยของอนุภาคไวรัสที่คอนขางบริสุทธิ์ (partial purified virus) และเติม 
NaN3 0.2 เปอรเซ็นต กําจัดสารโมเลกุลขนาดเล็กอ่ืนๆ ดวยวิธีไดอะไลซิส (dialysis) โดยใชถุง 
pleated dialysis tubing ที่มีคา 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 เพื่อใชเปนแอนตเิจนสําหรับการทดลองตอไป 
 

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

 
        การตรวจสอบขนาดโปรตีนของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่เตรียมไดดวยเทคนิค SDS-

PAGE ตามวิธีการที่ปรับปรุงจากวิธีการของ Laemmli (1970) โดยใช stacking gel 6 เปอรเซ็นต 
และ separating gel 12 เปอรเซ็นต นําอนุภาคเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ ผสมกับ sample buffer 
(bromophenol blue 0.1 เปอรเซ็นต, SDS 4 เปอรเซ็นต, 2-mercaptoethanol 5 เปอรเซ็นต, glycerol 
10 เปอรเซ็นต และ Tris-HCl 0.5 โมลาร pH 6.8) อัตราสวน 1:1 จากนัน้นําไปตมในน้ําเดือดเปน
เวลา 10 นาที เมื่อครบเวลาแชตัวอยางในน้าํแข็งทันที หยอดตัวอยางที่เตรียมลงบนเจลชองละ 15 
ไมโครลิตร ใชความตางศักยคงที่ 40 โวลต เปนเวลา 40 นาที และเปลีย่นเปนความตางศักยคงที่ 100 
โวลต เปนเวลา 90 นาที จากนั้นยอมเจลดวย staining solution (commassie brilliant blue R-250 0.2 
เปอรเซ็นต methanol 50 เปอรเซ็นต และ acetic acid 7 เปอรเซ็นต) เปนเวลา 15 นาที จากนั้นลางเจล
ดวย destaining solution (methanol 25 เปอรเซ็นต และ acetic acid 7 เปอรเซ็นต) 2-3 คร้ัง หรือ
จนกวาจะเหน็แถบโปรตีนชัดเจน จากนัน้เปรียบเทียบขนาดโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส ChiVMV-
KPS9 ที่ปรากฏกับแถบน้ําหนักโปรตีนมาตรฐาน (Protein Molecular Weight Ladder (Fermentas, 
Maryland, USA)) คํานวณน้าํหนักโปรตีนหอหุมอนภุาคของเชื้อ ChiVMV-KPS9 โดยการวดั
ระยะหางของแถบโปรตีนมาตรฐานแตละแถบจากดานบน separating gel นําคาที่ไดมาเขียนกราฟ
เทียบกับขนาดน้ําหนกัโปรตีนมาตรฐาน เพือ่หาน้ําหนักโปรตีนหอหุมอนุภาคเชื้อ ChiVMV-KPS9 
และตรวจสอบวามีการปนเปอนของโปรตีนจากพืช 
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4.3  การตรวจสอบขนาดโปรตีนของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค Western blotting 
 
       การตรวจสอบขนาดของโปรตีนดวยเทคนิค Western blotting ตามวิธีการที่ดัดแปลง

จากวิธีของ Harry et al. (1979) โดยเคลื่อนยายโปรตีนจากแผนเจลสู nitrocellulose membrane เปน
เวลา 100 นาท ี40 โวลต แชแผนเมมเบรนใน non fat milk powder 7 เปอรเซ็นต ที่ทําละลายใน 
TBST (Tris base saline 0.01 โมลาร และ Tween 20 0.05 เปอรเซ็นต) เขยาที่อุณหภมูิหอง เปนเวลา 
1 ช่ัวโมง แชแผนเมมเบรนใน primary antibody (anti-ChiVMV) ที่เจือจางใน TBST อัตราสวน 
1:1,000 ทําปฏิกิริยาที่อุณหภมูิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางแผนเมมเบรนดวย TBST 3 คร้ังๆ ละ 5 
นาที แชแผนเมมเบรนใน goat anti-rabbit IgG  alkaline phosphatase conjugated  (Sigma, St.Louis, 
USA) ที่เจือจางใน TBST อัตราสวน 1:10,000 ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลาง
แผนเมมเบรนดวย TBST 3 คร้ังๆ ละ 5 นาที แชแผนเมมเบรนในสารละลายสับเสตรท (5-bromo-4-
chloro-3'-indolylphosphate p-toluidine salt (BCIP) และ nitro-blue tetrazolium chloride (NBT) 
อัตราสวน 1:1) ที่อุณหภูมหิองและมืด เมื่อปรากฏสีของแถบโปรตีนที่ทดสอบชัดเจนใหหยดุ
ปฏิกิริยาดวยน้าํกลั่นนึ่งฆาเชือ้ เปรียบเทียบตําแหนงของแถบสีที่ปรากฏกับแผนเจลโปรตีนที่ผาน
การยอมสี commassie brilliant blue R-250 จากเทคนิค SDS-PAGE 

 
4.4  ศึกษาลักษณะสัณฐานวทิยาของอนุภาคไวรัสภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ 

สองผาน  
 

       นําเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ เจือจางดวย PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:10 หยดบน 
กริด (grid) ที่ผานการเคลือบดวยสาร Formvar  เปนเวลา 1 นาที จากนัน้ยอมสีอนุภาคไวรัสดวย 
uranyl acetate เปนเวลา 1 นาที ลางดวยน้ําเปลานึ่งฆาเชื้อเปนเวลา 1 นาที ซับดวยกระดาษกรอง รอ
ใหแหง จากนัน้ตรวจดูอนุภาคไวรัสดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (transmission 
electron microscope; TEM) (Model JEM-123080KV, JEOL, Japan) 
 
5.  การผลิตแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ในกระตาย 

 
5.1  การเก็บเซรุมปกติ (normal serum; Ns) กอนการฉีดเชือ้ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 
 
       กระตายที่ใชผลิตแอนติบอดีเปนพนัธุ  White New Zealand อายุ 3 เดือน น้ําหนกั 2.5 

กิโลกรัม จาํนวน 2 ตัว เปนสัตวทดลอง เจาะเลือดจากเสนเลือดที่ใบหใูนสัปดาหแรกเพื่อใชเปน
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เซรุมปกติ (normal serum; Ns) กอนการฉีดเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์นําเลือดที่ไดตั้งไวที่
อุณหภูมิหองประมาณ 30-60 นาที เพื่อใหเลือดแข็งตัว ใชเข็มเขี่ยปลายแหลมกรีดขอบวงดานใน
ของภาชนะ เพือ่ไมใหกอนเลอืดที่แข็งตัวเกาะติดกับภาชนะ จากนั้นจึงเก็บที่ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 16 ช่ัวโมง แยกสวนที่เปนเซรุมออกจากกอนเลือดโดยการปนเหวีย่งดวยแรง 10,000 g ที่ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใสดานบนใสขวดแกว 5 มิลลิลิตรตอขวด และเติม NaN3 

0.02 เปอรเซ็นต เก็บที่ 4 องศาเซลเซียส (รัชนี, 2549) 
 
5.2  การฉีดกระตุนระบบภูมคิุมกันของกระตายและการเก็บแอนติบอดตีอเชื้อ ChiVMV-

KPS9  
 
       ผสมเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร กับ Complete Freund’s adjuvant (CFA) อัตราสวน 1:1 ฉีดเขาใตผิวหนัง (subcutaneous 
injection; SC) ของกระตาย ซ่ึงนับเปนสัปดาหแรกและเริ่มเจาะเลือดเพื่อเก็บแอนตบิอดีตอเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ในสัปดาหที่ 2 เปนตนไปจนครบ 8 คร้ัง โดยวิธีการเก็บเลือดเพื่อแยกเก็บแอนต-ิ
บอดีที่จําเพาะตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ปฏิบัติเชนการเก็บ Ns ตามวิธีการในขอ 5.1 จากนั้นกระตุน
ระบบภูมิคุมกนัของกระตายซ้ําอีกครั้ง โดยผสมเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร กับ Incomplete Freund’s adjuvant (IFA) ในอัตราสวน 
1:1 ฉีดเขาใตผิวหนังของกระตายเชนเดิมและเริ่มเจาะเลือดในสัปดาหถัดไป (รัชน,ี 2549)  

 
6. การตรวจสอบคุณสมบัตขิองโพลีโคลนอลแอนติบอด ี    
 
  6.1  ทดสอบความจําเพาะของโพลีโคลนอลแอนติบอดี (Polyclonal antibody; PAb) ตอเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค PTA-ELISA 
 
        ทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ในเบื้องตนกับน้ําคั้น
ลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 และน้ําคั้นลําโพงปกติเปนตัวอยางควบคุม (negative control) ดวย
เทคนิค PTA-ELISA ตามวธีิการในขอ 2 โดยมีลําดับการทดสอบคุณสมบัติของ PAb ดังภาพที่ 6 
 

       ทําการ cross absorb โพลีโคลนอลแอนติบอดีตอเชือ้ ChiVMV-KPS9 เพื่อลดการ
เกิดปฏิกิริยาขามกับโปรตีนในน้ําคั้นใบลําโพงปกต ิโดยนํา PAb เจือจางในน้ําคั้นใบลาํโพงปกต ิ
(บดใบลําโพงปกติใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:100 นําน้ําคั้นดังกลาวมาปนเหวี่ยงดวยแรง 10,000 
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g จากนั้นนําสวนใสดานบนมาทํา cross absorb) อัตราสวน 1:10 บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 12 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลานํา PAb ปนเหวีย่งดวยแรง 10,000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 5 นาที เกบ็สวนใสที่ไดใชในการทดสอบคุณสมบัติของ PAb ดวยเทคนิค PTA-ELISA และ
เทคนิค SPR biosensor ตอไป 
 

        ทดสอบความจําเพาะของ PAb ดวยเทคนิค PTA-ELISA ตามวิธีการในขอ 2 โดยใช
เชื้อไวรัส 7 ชนิด ดังนี้ จีนัส Potyvirus ไดแก Pepper mottle virus (PepMoV), Potato virus Y 
(PVY), Tobacco etch virus (TEV) (Agdia, Elk., USA) จีนัส Cucumovirus ไดแก Cucumber 
mosaic virus (CMV) จีนัส Tobamovirus ไดแก Tobacco mosaic virus (TMV) และไดรับความ
อนุเคราะหเชือ้ไวรัสจีนัส Tospovirus serogroup 4 ไดแก Capsicum chlorosis virus (CaCV) จาก 
ผศ.ดร.พิสสวรรณ เจียมสมบัติ  เชื้อไวรัสทั้งหมดเจือจางใน PBS pH 7.4 โดยมีเชื้อ ChiVMV-KPS9 
ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร น้ําคั้นใบลําโพงทีม่ีเชื้อ ChiVMV-KPS9 ซ่ึงบด
ใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:10 เปนตัวอยางควบคุมที่ใหผลบวก (positive control) มี PBS pH 7.4 
และน้ําคั้นใบลําโพงปกติที่บดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:10 เปนตวัอยางควบคุมที่ใหผลลบ 
(negative control) เติมตัวอยางลงใน ELISA microtitre plate 50 ไมโครลิตรตอหลุม โดยเลือกใช 
PAb ใน PBS pH 7.4 ที่คาการเจือจาง 1:1,000 ในการทําปฏิกิริยา 
 

6.2  ทดสอบคาไตเตอรของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค PTA-ELISA 
 

        ตรวจสอบคาไตเตอร PAb ดวยวิธี PTA-ELISA ตามวิธีการในขอ 2 โดยใชเชื้อไวรัส 
ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และน้ําคั้นลําโพงที่มีเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ที่บดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:10 เปนตัวอยางควบคุมที่ใหผลบวก ใช PBS pH 
7.4 และน้ําคั้นลําโพงปกติที่บดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:10 เปนตวัอยางควบคุม เจือจาง PAb 
แบบ 2 เทา (two fold dilution) ใน PBS pH 7.4 เร่ิมจากความเขมขน 1:1,000 จนถึง 1:512,000 เพื่อ
หาคาการเจือจางสูงสุดของ PAb ที่ยังคงใหผลบวก (end point titer) โดยพิจารณาจากคาการดูดกลืน
คล่ืนแสงที่ 405 นาโนเมตร ถาตัวอยางใดมีคาการดูดกลนืคล่ืนแสงมากกวา 2 เทาของคาการดูดกลนื
คล่ืนแสงที่ 405 นาโนเมตร ของตัวอยางควบคุมถือวาตัวอยางนั้นตรวจพบเชื้อ (มณีรัตน, 2547) 

 
6.3  ทดสอบความไว (sensitivity) ของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยวิธี PTA-ELISA 
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      รูปแบบแอนติเจนสําหรับการทดสอบไดแก เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ เจือจาง
แบบ 2 เทา เปนลําดับขั้นใน PBS pH 7.4 เร่ิมจากความเขมขน 1000 ไมโครกรัม จนถึง 0.007 
ไมโครกรัม น้ําคั้นใบพริกทีม่ีเชื้อ ChiVMV-KPS9 บดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:10 1:100 1:500 
1:1,000, 1:2,000 และ 1:4,000 และน้ําคั้นใบพริกปกติที่ผสมเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ เจือจาง
แบบ 2 เทา เปนลําดับขั้น ใน PBS pH 7.4 เร่ิมจากความเขมขน 1,000 ไมโครกรัม จนถึง 1.953 
ไมโครกรัม โดยมี PBS pH 7.4 และน้ําคั้นใบพริกปกตเิปนตัวอยางควบคุม (negative control) ใช 
PAb ที่คาการเจือจางในระดบัที่เหมาะสมจากการทดสอบในขอ 6.2 ดวยวิธี PTA-ELISA  
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ภาพที ่6  ขั้นตอนในการเตรียมแอนติบอดทีี่ใชในการทดสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค 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 ตอเชือ้ ChiVMV-KPS9 ทดสอบความจําเพาะเจาะจงกับน้ําคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 และน้ําคั้นใบลําโพงปกตดิวยเทคนิค PTA-ELISA 

ลดการเกิดปฏกิิริยาขาม (cross reaction) ของ PAb กับโปรตีนในนําคัน้ใบลําโพงปกติ โดย
ผสม PAb กับน้ําคั้นใบลําโพงปกติอัตราสวน 1:10 บมที่ 4 องศาเซลเซียส 12 ช่ัวโมง ปน

เหวีย่ง 

นํา PAb ที่ผานการทํา cross absorb มาทดสอบคุณสมบัติของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 
ดวยเทคนิค PTA-ELISA และ SPR biosensor 

ทดสอบความจําเพาะเจาะจง 
(specificity) ของ PAb 

ทดสอบคาไตเตอร (titer) ของ
PAb 

ทดสอบความไวในการ
เกิดปฏิกิริยา (sensitivity) ของ 

PAb 
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7.  ขั้นตอนการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor 
 

7.1  การเตรียมสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคําสําหรับทําปฏิกิริยา 
 
       สไลดแกวที่มีเสนผาศูนยกลาง 2.54 เซนติเมตร ความหนา 0.085 เซนติเมตร ที่ผานการ

เคลือบพื้นผิวดวยอนุภาคทองคําหนึ่งดานเปนชั้นหนา 50 นาโนเมตร (Autolab Springle, Utrecht, 
The Netherlands) นําสไลดแกวดังกลาวมาเตรียมสําหรับการทําปฏิกิริยา โดยแชสไลดแกวใน
สารละลาย piranha (H2O2 : H2SO4  ความเขมขน 10 โมลาร อัตราสวน 1:6) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง โดย
ใหดานที่เคลือบอนุภาคทองคําอยูดานบนเสมอตลอดการเตรียมแผนสไลดแกว ลางสไลดแกวดวย
น้ํานึ่งฆาเชื้อ 3 คร้ัง จากนั้นนาํสไลดแกววางในสารละลาย 11-Mercaptoundecanoic acid (11MUA) 
(Sigma-Aldrich, Capricorn, Singapore) เปนเวลา 16 ช่ัวโมง ลางสไลดแกวดวยแอลกอฮอล 70 
เปอรเซ็นต จํานวน 3 คร้ัง และน้ํานึ่งฆาเชือ้ 3 คร้ัง ผ่ึงสไลดแกวใหแหง (ภาพที่ 7ก) 

 
7.2  ขั้นตอนการตรวจสอบสัญญาณของปฏิกิริยา (Autolab Springle, Utrecht, The 

Netherlands) 
 
       ปรับคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ใหอยูในชวง -2,000 ถึง 2,000 มิลลิดีกรี ซ่ึงสังเกต

จากกราฟที่ปรากฏที่หนาจอมอนิเตอร โดยคาที่เหมาะสมและแนะนําใหใชมีคาประมาณ  
-1,500 มิลลิดีกรี (ตามคูมือของเครื่อง Autolab Springle) ตอมาจึงปรับสภาพผิวแผนสไลดแกวที่
เคลือบอนุภาคทองคําใหเสถียรดวย PBS pH 7.4 ขั้นตอนในการทําปฏิกริิยามีดังนี้ ขั้นที่ 1) กระตุน
ผิวสไลดแกว (activate surface) ที่เคลือบอนุภาคทองคําและใช 11 MUA ใหพรอมสําหรับการทํา
ปฏิกิริยาดวยสารผสมระหวาง EDC และ NHS (Fluka, P.O., USA ) อัตราสวน 1:1 เปนเวลา 15 นาที 
ขั้นที่ 2) ตรึง PAb (immobilization) ตามระดับความเขมขนที่ตองการทดสอบบนผิวสไลดแกวที่
ผานการปรับสภาพจากขอที่ 1 เปนเวลา 20 นาที ขั้นที่ 3) ลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะบนผิวสไลดแกว 
(deactivate surface) ดวย blocking reagent เปนเวลา 15 นาที ขั้นที่ 4) ทําปฏิกิริยา (interaction plot) 
กับแอนติเจน เชน เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ น้ําคั้นพืชที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 น้ําคั้นพืชปกต ิ
และ PBS pH 7.4 เปนตน เปนเวลา 10 นาที และขั้นที่ 5) เติม regenerate buffer เพื่อลางแอนติเจน
ออกจากแอนติบอดีเปนเวลา 10 นาที  
 
 
 



 

 
 

38 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 7  ขั้นตอนการทดสอบเชื้อดวยเทคนิค SPR biosensor ก) อุปกรณและสารเคมสํีาหรับการ 
                ลางและเคลือบแผนสไลดแกวดวย 11 MUA ข) เครื่องมือที่ใชในการทดสอบ ค) การวาง 

  แผนสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคําบนปริซึมและ ง) โปรแกรมที่ใชในการทําปฏิกิริยา  
  (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  ตรวจวดัคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ขณะทําปฏิกิริยากับสารชนิดตางๆ บนพื้นผิว
สไลดแกว  

            
       ลําดับการวัดคาการเปลีย่นแปลงมุม SPR บนพื้นผิวสไลดแกวที่ทําปฏิกิริยากับสาร 

ตางๆ มีลําดับดังนี้ ลําดับที่ 1) แผนสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคําโดยปราศจากการเคลือบสาร 
11 MUA ลําดับที่2) แผนสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคําและผานการเคลือบสาร 11 MUA ลําดับ
ที่ 3) กระตุนพืน้ผิวสไลดแกวดังกลาว (activate surface) ใหพรอมสําหรับการทําปฏิกิริยาดวย EDC 
และ NHS ลําดับที่ 4) ตรึงแอนติบอดีบนผวิสไลดแกวที่เคลือบสาร (immobilize surface) ดวย PAb 
ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:1,000 ลําดับที่ 5) ลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะบนผวิสไลดแกว 
(deactivate surface) ดวย ethanolamine 1 โมลาร (Sigma-Aldrich, Capricorn, Singapore) และลําดับ
ที่ 6) ทดสอบการเกิดปฏิกิริยา (interaction plot) กับสาร 2 ชนิด คือ เชือ้ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 
15 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และ PBS pH 7.4  

 
      วิเคราะหคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่เกิดขึ้นบนผิวสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคํา

และสารตางๆ ในแตละขั้นตอนตามลําดับ โดยวางแผนการทดลองแบบสุมอยางสมบูรณ (Complete 
random design; CRD) ทดสอบจํานวน 2 ซํ้า วิเคราะหความแตกตางทางสถิติของคาการ
เปลี่ยนแปลงมมุ SPR ในแตละขั้นตอนดวยโปรแกรม R (Ross and Robert, 2009) 

 
7.4  ทดสอบความสม่ําเสมอ (uniformity) ของการเกิดปฏกิิริยาบนผิวสไลดแกวที่เคลือบ 

สารตางๆ   
 

       ทดสอบความสม่ําเสมอของการเกิดปฏิกิริยาบนผิวสไลดแกวทีเ่คลือบสารตางๆ 
ตามลําดับ จํานวน 5 ตําแหนง บนแผนสไลดแกวแผนเดียวกันดวย PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 
อัตราสวน 1:1,000 ใช ethanolamine 1 โมลาร เปน blocking reagent ทดสอบการเกดิปฏิกิริยาดวย
เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 15 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และ PBS pH 7.4 โดยวาง
แผนการทดลองแบบ CRD ทดสอบจํานวน 3 ซํ้า วิเคราะหความแตกตางทางสถิติของคาการ
เปลี่ยนแปลงมมุ SPR ในแตละขั้นตอนดวยโปรแกรม R (Ross and Robert, 2009) 

 
8.  ทดสอบปจจัยท่ีมีผลตอการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor 
 

8.1  ชนิดและปริมาณของสารที่ใชในการลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ  
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       ทดสอบสารที่ใชในการลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ 4 ชนิด ดังนี ้ชนิดที่ 1) โปรตีน bovine 
serum albumin (BSA) ที่ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต ชนิดที่ 2) โปรตีน casein ที่ความเขมขน 1 
เปอรเซ็นต และ 2 เปอรเซ็นต ชนิดที ่3) ethanolamine ที่ความเขมขน 1 โมลาร ชนิดที่ 4) โปรตีน 
powder non fat milk ที่ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต และ 5 เปอรเซ็นต และชนิดที ่5)  สาร
polyethylene glycol (PEG; MW 6,000) ที่ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต  

 
        เลือกใช PAb ที่ผานการ cross absorb แลวนํามาเจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 

1:1,000 ทําปฏิกิริยากับน้ําคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 เปรียบเทียบกับน้ําคัน้ลําโพงปกติ 
โดยน้ําคั้นพืชทั้ง 2 ชนิด บดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:100 ที่ผานการปนเหวีย่งดวยแรง 10,000 g 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที นําสวนใสทีไ่ดทําปฏิกิริยา ซ่ึงน้ําคั้นที่ใชในการทดสอบ
ในปฏิกิริยาในทุกการทดลองตองผานการเตรียมดวยวิธีการขางตน  
 

8.2  ทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 
 
       ตรวจสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ในการเกิดปฏิกิริยาของ PAb ตอเชื้อ 

ChiVMV-KPS9 กับเชื้อไวรัส 7 ชนิด ดังนี ้จีนัส Potyvirus ไดแก Pepper mottle virus (PepMoV), 
Potato virus Y (PVY), Tobacco etch virus (TEV) (Agdia, Elk., USA) จีนัส Cucumovirus ไดแก 
Cucumber mosaic virus (CMV) จีนัส Tobamovirus ไดแก Tobacco mosaic virus (TMV) และ
ไดรับความอนุเคราะหเชื้อไวรัสจีนัส Tospovirus serogroup 4 ไดแก Capsicum chlorosis virus 
(CaCV) จาก ผศ.ดร.พิสสวรรณ เจียมสมบัติ  เชื้อไวรัสทั้งหมดเจือจางใน PBS pH 7.4 โดยมีน้ําคัน้
ใบลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บดใน  PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:10 เปนตัวอยางควบคุมที่
ใหผลบวก (positive control) นอกจากนี้มี PBS pH 7.4 และน้ําคั้นใบลําโพงปกติที่บดใน PBS pH 
7.4 อัตราสวน 1:10 เปนตัวอยางควบคุมที่ใหผลลบ (negative control) เลือกใช PAb ที่ผานการ cross 
absorb แลวนํามาเจือจางใน PBS pH 7.4 ที่คาการเจือจาง 1:1,000 แลวตรวจวดัคาการเปลี่ยนแปลง
มุม SPR เปรียบเทียบกนั 
 

8.3  ทดสอบคาไตเตอรของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 
 

       เจือจาง PAb ที่ผานการ cross absorb ใน PBS pH 7.4 แบบ 2 เทา เปนลําดับขั้น (two 
fold serial dilution) เร่ิมจาก 1:1,000 ถึง 512,000 ใช blocking reagent ที่เหมาะสมจากการทดสอบ
ในขอ 8.1 เปนสารยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะและทดสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ที่
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ความเขมขน 15 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และม ีPBS pH 7.4 เปนตัวอยางควบคุม (negative 
control) 

 
8.4  ทดสอบความไว (sensitivity) ของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 
 
       การทดสอบแอนติเจนรูปแบบตางๆ ไดแก เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ เจือจาง ใน 

PBS pH 7.4 ความเขมขน 4 ไมโครกรัม และ 8 ไมโครกรัม น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 
บดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:2,000 และ 1:4,000 และน้ําคั้นใบพริกปกติที่ผสมเชื้อ ChiVMV-
KPS9 ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 1,000 ไมโครกรัม และ 500 ไมโครกรัม โดยมี PBS pH 7.4 และน้ําคั้น
ใบพริกปกตเิปนตัวอยางควบคุม ใช PAb ที่ผานการ cross absorb แลวนาํมาเจือจางใน PBS pH .74 
อัตราสวน 1:4,000 
 

8.5  ทดสอบสาร regenerate buffer ที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยา 
 

       สาร regenerate buffer ที่นํามาทดสอบมี 4 ชนิด ดังนี้ ชนิดที ่1) carbonate coating 
buffer pH 9.6 ชนิดที ่2) glycine ความเขมขน 0.1 โมลาร ที่ pH 2.2 และ pH 3.5 ชนิดที่ 3) NaOH ที่
ความเขมขนตางๆ ดังนี้ 10, 15, 20, 25 และ 40 มิลลิโมลาร และชนิดที่ 4) PBST pH 7.4 ที่ความ
เขมขน 0.1 โมลาร 

 
       โดยเลือกใช blocking reagent และ PAb ที่เหมาะสมจากการทดสอบในขอ 8.1 และ8.3 

สวนแอนตเิจนที่ทดสอบมี 2 ชนิด ไดแก น้ําคั้นพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9 บดใน PBS pH 7.4 
อัตราสวน 1:100 และเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร 
 

8.6  ทดสอบจํานวนครั้งในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่ตําแหนงเดิมบนแผน 
สไลดแกวทีเ่คลือบอนุภาคทองคํา  
 

       ทดสอบจํานวนซ้ําที่สามารถตรวจเชือ้ ChiVMV-KPS9 ไดบนแผนสไลดแกวที ่
เคลือบอนุภาคทองคํา 1 ตําแหนง โดยเติม blocking reagent, PAb และ regenerate buffer ที่
เหมาะสมจากการทดสอบในขอ 8.1, 8.3 และ 8.5 ตามลําดับ ทําปฏิกิริยากับสาร 2 ชนิด ไดแก เชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ ความเขมขน 15 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และน้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 บดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:100 ภายหลังการทําปฏิกิริยาของสารแตละชนิด 
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จึงเติมสาร regenerate buffer จากนั้นเติมสารทดสอบที่ระดับความเขมขนเดิมเพื่อทําปฏิกิริยารอบ
ใหม แตไมตองเติม PAb ในการทําปฏิกิริยารอบใหม ทําปฏิกิริยาซํ้าเชนนี้ตอไปและสังเกตลักษณะ
การเกิดปฏิกิริยาจากขอมูลทีป่รากฏ วางแผนการทดลองแบบ CRD เพื่อเปรียบเทียบผลการทดลอง
ในแตละครั้งและวิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวยโปรแกรม R (Ross and Robert, 2009) 
 
              8.7  ทดสอบประสิทธิภาพของแผนสไลดแกวท่ีเคลือบอนุภาคทองคําที่ใชแลวในการ
ตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 
  

       นําแผนสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคําที่ผานการตรวจเชื้อดวยเทคนิค SPR 
biosensor มาแลว นํากลับมาลางดวยสารละลาย Piranha (H2O2 : H2SO4 ความเขมขน 10 โมลาร 
อัตราสวน 1:6) เปนเวลา 3 ช่ัวโมง และเตรยีมสไลดแกวท่ีเคลือบอนุภาคทองคําเชนวธีิการในขอ 8.1 
จากนั้นนําสไลดแกวดังกลาวมาทดสอบการเกิดปฏิกิริยาเปรียบเทียบกบัสไลดแกวท่ีเคลือบอนุภาค
ทองคําแผนที่ยังไมเคยใชงาน โดยเลือกใช blocking reagent, PAb และ regenerate buffer ที่
เหมาะสมจากการทดสอบในขอ 8.1, 8.3 และ 8.5 ตามลําดับ สารที่ใชทดสอบปฏิกิริยามีดังนี้ เชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 15 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และน้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ที่บดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:100 มีตัวอยางควบคุม (negative control) คือ 
PBS pH 7.4 และน้ําคั้นใบพริกปกติที่บดใน PBS pH 7..4 อัตราสวน 1:100 วางแผนการทดลองแบบ 
CRD ทดสอบจํานวน 3 ซํ้า วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวยโปรแกรม R (Ross and Robert, 
2009) 
 
9.  เปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค SPR biosensor  
กับเทคนิค PTA-ELISA  
 

เปรียบเทียบประสิทธิภาพการทําปฏิกิริยาของทั้ง 2 เทคนิค โดยพิจารณาจากความจําเพาะ 
เจาะจง (specificity) คาการเจือจางสูงสุดของแอนติบอดีทีส่ามารถตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 
ได (titre) ความไว (sensitivity) คา Ka คา Kd คาใชจาย ระยะเวลาในการทดสอบ ปริมาตรสารที่ใช
ตรวจสอบและจํานวนครั้งในการทําปฏิกิริยาซ้ําเมื่อใชแอนติบอดีเดิม 



ผลและวิจารณ  
 
1.  แยกเชื้อ ChiVMV จากพริกใหเปนสายพันธุเดี่ยวและตรวจสอบเชื้อ ChiVMV ในพืชอาศัย 

 
ผลการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV ในตวัอยางพริกทั้ง 10 ตวัอยาง ที่มีอาการดางประจาก

แหลงปลูกพรกิในเขตอําเภอกําแพงแสน จงัหวัดนครปฐม ดวยเทคนิค PTA-ELISA ตรวจพบเชื้อ 
ChiVMV จํานวน 2 ตัวอยาง จากนั้นจึงแยกเชื้อ ChiVMV ดวยยาสูบใบใหญ ( N. tabacum) สาย-
พันธุ White Burley เกิดแผลจุดเฉพาะแหงคอนขางกลมขนาด 0.3-0.5 เซนติเมตร ภายหลังการปลูก
เชื้อ 5 วัน (ภาพที่ 8ก) นําแผลจุดแตละจุดปลูกเชื้อบนใบลําโพง พบวาลําโพงแสดงอาการดาง
ระหวางเสนใบ ใบลีบเล็กเสียรูปหลังการปลูกเชื้อได  3 สัปดาห (ภาพที่ 8ข) ซ่ึงลักษณะอาการที่
ปรากฏสอดคลองกับรายงานของเครือพันธุและคณะ (2536) และ Siriwong et al. (1995) จากนัน้
เตรียมน้ําคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV และปลูกเชื้อลงบนใบพริกพนัธุ CA500 พบอาการดางสี-
เขียวออนสลับเขียวเขมระหวางเสนใบ เสนใบยน ใบเสียรูป ภายหลังการปลูกเชื้อ 14 วัน (ภาพที่ 8
ค) จึงตั้งชื่อสายพันธุของเชื้อ ChiVMV วา KPS9 (ChiVMV-KPS9)                                        
 

ภายหลังการแยกเชื้อ ChiVMV-KPS9 ใหบริสุทธิ์นําเชื้อตรวจสอบการเพิ่มปริมาณในพืช
อาศัยเชน พริก CA500 ลําโพงและยาสูบใบใหญสายพนัธุ White Burley ดวยเทคนิค PTA-ELISA 
พบวาเชื้อดังกลาวสามารถเพิ่มปริมาณในพริก CA500 ไดสูงสุดหลังการปลูกเชื้อ 4 สัปดาห สวนใน
ลําโพงเชื้อไวรัสเพิ่มปริมาณไดสูงสุดในสปัดาหที่ 3 ภายหลังการปลูกเชื้อ นอกจากนีเ้ชื้อ ChiVMV-
KPS9 ชักนําใหพืชแสดงอาการดางทั่วทั้งตน (systemic symptom) สวนยาสูบใบใหญสายพันธุ 
White Burley แสดงอาการแบบแผลจุดเฉพาะที่ (local lesion) ภายหลังการปลูกเชื้อ 5 วัน และตรวจ
พบเชื้อเพียง 1 สัปดาหหลังการปลูกเชื้อเทานั้น (ตารางที่ 3)  
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ภาพที่ 8  ลักษณะอาการของพืชทดสอบที่ไดรับการปลูกเชื้อ 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 ดวยวิธี PTA-ELISA 

 

  คาการดูดกลืนคลื่นแสงของเชื้อ 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 (-) 

ตัวอยางพืชปกติ 0.153 0.186 0.107 

 
1/   คาเฉลี่ยการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ได คํานวณจาก 10 ซํ้า (ตน)  ภายหลังเติมซับสเตรท 45              
    นาที เมื่อใชแอนติบอดีตอ ChiVMV ที่เจอืจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:2,000 
 2/    น้ําคั้นพืชชนิดตางๆ บดใน carbonate coating buffer pH 9.6 อัตราสวน 1:10 (กรัม:มิลลิลิตร) 
(-)   คือ ไมสามารถเกิดปฏิกิริยาได  
(+)    คือ เกิดปฏกิิริยาได เมื่อมคีาการดูดกลืนคล่ืนแสงมากกวา 2 เทาของตัวอยางพืชปกติ (negative   
      control) 

ก ข ค 
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2.  ศึกษาลําดบันิวคลีโอไทดสวนยีน CP ของเชื้อ ChiVMV-KPS9 และวิเคราะหความสัมพันธทาง
พันธุกรรม 

 
จําแนกเชื้อ ChiVMV-KPS9 โดยใชขอมูลสวนของลําดบันิวคลีโอไทดของยีน CP 

เนื่องจากยีนดงักลาวเปนยีนที่มีความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อในจีนัสโพทีไวรัสแตละชนิดหรือเรียกวา

เปนบริเวณอนรัุกษ (conservsed region) จึงมีความเหมาะสมที่จะนํามาใชในการจดักลุมของโพที-

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

ความยาว 656 นิวคลีโอไทด (ภาพที่ 9) เมื่อเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน CP กับเชื้อ 

ChiVMV สายพันธุอ่ืนที่มีรายงานในทวีปเอเชีย (ตารางที ่2) รวม 25 สายพันธุ พบวาลําดับนิวคลีโอ-

ไทดมีความคลายคลึงกับยีน 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 เปอรเซ็นต ซ่ึงจากการวิเคราะหความสัม-

พันธทางพันธกุรรมและนํามาสรางแผนภาพเดนโดแกรมพบวาเชื้อ ChiVMV-KPS9 และเชื้อไวรัส

สายพันธุที่กลาวมาขางตนจดัอยูในกลุมเดยีวกันคือกลุมที่ 2 (ภาพที่ 10) นําขอมูลลําดับนิวคลีโอ-

ไทดยนี CP ของเชื้อ ChiVMV สงขอมูลเก็บบนฐานขอมูลใน Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih-

.gov/Genbank/index.html) ไดรับ accession number คือ EU636198    

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

 
        วิเคราะหน้ําหนกัโมเลกลุโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ภายหลังการ
เตรียมเชื้อ ChiVMV-KPS9 ใหบริสุทธิ์ดวยวิธีการที่ปรับปรุงจากวิธีการของ Brunt and Kenten 
(1972) โดยแยกขนาดของโปรตีนดวย 12 เปอรเซ็นต SDS-PAGE พบวาโปรตีนหอหุมอนุภาคของ
เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่เตรียมไดมี 2 แถบ ซ่ึงมีขนาดประมาณ 28.0 และ 32.8 กิโลดาลตัน (ภาพที่ 
11ก) จากการเปรียบเทียบกบัขนาดของน้าํหนักโปรตีนมาตรฐาน ซ่ึงสอดคลองกับการรายงานของ 
Wang et al. (2005) ที่กลาววาโปรตีนขนาด 32.8 กิโลดาลตัน เปนโปรตนีหอหุมอนภุาคเชื้อ 
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ChiVMV-KPS9  ที่สมบูรณ (full length) สวนโปรตีนขนาด 28.0 กิโลดาลตัน สันนิษฐานวาเปน
โปรตีนหอหุมอนุภาคที่เสื่อมสภาพ เนื่องจากการเตรียมเชื้อ ChiVMV-KPS9 ใหบริสุทธิ์ นอกจากนี้
ในภาพเจลปรากฎแถบโปรตีนอื่นที่มีขนาดตางๆ กระจายอยูในชอง (lane) เดียวกนั พสูิจนความ
บริสุทธิ์ของแถบโปรตีนดังกลาวดวยเทคนิค Western blotting โดยใช PAb ที่จําเพาะตอเชื้อ 
ChiVMV ที่อัตราสวน 1:1,000 ปรากฏแถบโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ใน
ตัวอยางเชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ์ 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาพที่ 11ข) ปรากฏแถบโปรตีน 
2 ขนาดที่ตําแหนงเดยีวกับแถบโปรตีนที่แยกขนาดดวยเทคนิค SDS-PAGE (28.0 และ 32.8 กิโล-
ดาลตัน) แสดงวาแถบโปรตนีดังกลาวเปนโปรตีนหอหุมอนุภาคเชื้อ ChiVMV-KPS9 สวนโปรตีน
อ่ืนที่ปรากฏในภาพเจล SDS-PAGE เปนแถบโปรตีนของพืชที่ปนเปอนจากการเตรียมเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ใหบริสุทธิ์ สวนน้ําคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 พบแถบโปรตีนเพียงแถบ
เดียวอาจเนื่องจากไมมกีารเสื่อมสภาพของโปรตีนหอหุมอนุภาคเชื้อ ChiVMV-KPS9 ในขณะ
เตรียมน้ําคั้นใบลําโพง 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 9  ผลการวิเคราะหขนาดดีเอน็เอของยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวย 

 เทคนิค Agarose gel eletrophoresis 0.8 เปอรเซ็นต ภายหลังการเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค  
 RT-PCR จากไพรเมอร CVb CP1 และ CVb RP2  

  M คือ Middle range DNA marker (Fermentas, Ontario, Canada) 
  1   คือ ดีเอ็นเอของยีนโปรตีนหอหุมอนภุาคเชื้อ ChiVMV-KPS9   
 
 

800 bp 

400 bp 
656 bp 

  M               1            
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ภาพที่ 10  เปรียบเทียบความสัมพันธทางพันธุกรรมของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยลําดับ 
                 นิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อ ChiVMV-KPS9 กับเชือ้ ChiVMV  
                 จากประเทศจนี ไทย ไตหวนั เวียดนาม อินเดียและอินโดนีเซียที่มีรายงานใน GeneBank  
     โดยใชโปรแกรม MEGA 4.0 ดวยวิธี Neighbor Joining ตัวเลขเหนือเสนแสดงคา  
                  Bootstrap จากการคํานวณ 1,000 ครั้ง  
 
 
                   

ChiVMV-KPS9 
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ภาพที่ 11  น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนหอหุมอนุภาคเชื้อ ChiVMV-KPS9 กับโปรตีนมาตรฐานเมื่อ 

ตรวจสอบดวยเทคนิค ก) SDS-PAGE และ ข) ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนเชื้อ  
ChiVMV-KPS9 โดยใช PAb ที่จําเพาะตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค 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 อัตราสวน 1:5 

    3  คือ โปรตีนในน้ําคัน้ใบลําโพงตนปกติอัตราสวน 1:5 
 

3.2  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของอนุภาคไวรัสภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
แบบสองผาน 
 

        ลักษณะสัณฐานวิทยาของอนุภาคเชือ้ ChiVMV-KPS9 ภายหลังการนําเชื้อที่บริสุทธิ์
ตรวจสอบสัณฐานวิทยา ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานที่กําลังขยาย 80,000 เทา 
พบวาอนภุาคของเชื้อมีลักษณะเปนทอนยาวคด (flexuous rod) ขนาดความยาว 765 นาโนเมตร 
ความกวางประมาณ 12-15 นาโนเมตร (ภาพที่ 12) สอดคลองกับการรายงานของ 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 ภายใตกลองจลุทรรศน 

     อิเล็กตรอนแบบสองผาน 
 
4.  เปรียบเทียบการทดสอบคุณสมบัตขิอง PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค  
PTA-ELISA กับเทคนิค SPR biosensor 

 
4.1  ทดสอบความจําเพาะเจาะจง (specificity) ของ PAb ในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-

KPS9 
 

             ทดความจาํเพาะเจาะจงของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ในเบื้องตนกับน้ําคั้นใบ
ลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 มีน้ําคั้นใบลําโพงปกติเปนตัวอยางควบคุม (negative control) และ
ใช PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:1,000 ดวยเทคนิค PTA-ELISA พบวา PAb ที่ผลิตได
ทําปฏิกิริยากับน้ําคั้นลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 ใหคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ 405 นาโนเมตร
(O.D.405nm) เทากับ 2.631 และน้ําคั้นใบลําโพงปกติใหคา O.D. เทากับ 0.401 ภายหลังการเติมซับ-
สเตรท 45 นาที ซ่ึงคา O.D. ที่วัดไดในน้ําคั้นใบลําโพงปกติมีคาอยูในระดับคอนขางสูง ดังนั้นจึงมี
การนํา PAb ดังกลาวมาทําปฏิกิริยา cross absorb เพื่อลดการเกิดปฏิกิริยาขามกับโปรตีนในน้ําคั้นใบ
ลําโพงปกติ จากนั้นจึงนํา PAb ที่ผานการทํา 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 ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และน้ําคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ใช PAb ที่ผานการ cross absorb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:1,000 ดวย
เทคนิค PTA-ELISA พบวา PAb ดังกลาวมีความจําเพาะเจาะตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ไมทําปฏิกิริยา
ขามกับเชื้อไวรัสทั้ง 6 แตพบวา PAb ที่ผานการทํา cross absorb ใหคา O.D. ลดลงจากเดิมซ่ึง
สอดคลองกับการรายงานของมณีรัตน (2547) ที่ทดสอบโมโนโคลนอลแอนติบอดตีอเชื้อ CMV 
30RS แตละโคลนพบวามีโมโนโคลนอลแอนติบอดีบางโคลนที่เกิดปฏิกิริยาขามกับน้ําคั้นพืชปกต ิ
จึงนําโมโนโคลนอลแอนติบอดีดังกลาวมาทํา cross absorb กับน้ําคั้นพชืปกติ ซ่ึงปรากฏวาการ
ทดสอบคาไตเตอรของโมโนโคนอลแอนติบอดีที่ผานการทํา cross absorb มีคา O.D. ลดลง 
นอกจากนี้ PAb ดังกลาวที่นํามาทดสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 5 ไมโครกรัม
ตอไมโครลิตร มีคา O.D. เทากับ 1.513 มีคา Ka และ Kd เทากับ 1.1961x104 M-1S-1 และ 6.4353x10-3 
S- ตามลําดับ สวนน้ําคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 มีคา O.D. เทากับ 2.450 มีคา Ka และ Kd 
เทากับ 1.917x104 M-1S-1 และ 6.8203 x10-3 S- ตามลําดับ (ตารางที่ 4) เมื่อพิจารณาคา Kaพบวา PAb 
ที่ผานการ cross absorb มีความจําเพาะเจาะจงกับเชื้อ ChiVMV-KPS9  
 
        ดังนั้นจึงเลือกใช PAb ที่ผานการทํา cross absorb เรียบรอยแลวในการทดสอบคุณ 
สมบัติตางๆ ของ PAb ดวยเทคนิค PTA-ELISA และการทดสอบปจจัยตางๆ ที่มีผลตอการ
ตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor 

 
                     ทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR 
biosensor โดยใชเชื้อไวรัส 7 ชนิด และใช PAb ในการทําปฏิกิริยาเชนการทดสอบความจําเพาะ
เจาะจงดวยเทคนิค PTA-ELISA พบวา PAb ที่ผานการ cross absorb มีความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 โดยพบวาคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR เมื่อทําปฏิกิริยากับน้ําคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 มีคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR เทากับ 315.02 RU ซ่ึงมีคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR 
สูงกวาการทดสอบน้ําคั้นใบลําโพงปกติประมาณ 2 เทา (152.30 RU) งานวิจยัคร้ังนี้จงึกําหนดคา
การเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่ใหผลเปนบวก เมื่อตัวอยางทีท่ดสอบมีคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR สูง
กวาตวัอยางควบคุม (negative control) 2 เทา นอกจากนีแ้ลวการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ 
PAb ดังกลาวพบวาคา Ka และคา Kd มีคาเทากับ 3.018x105 M-1S-1 และ 6.1039 x10-4 S-1 ตามลําดับ  
แตคา Ka ของเชื้อไวรัสอื่นๆ ทั้ง 6 ชนิดใหคาติดลบมีคาอยูในชวง -1.781 x104 ถึง -2.971 x104 M-1S-

1 และคา Kd ของเชื้อไวรัสทั้ง 6 ชนิด ใหคาที่ติดลบเชนกนัมีคาอยูในชวง -1.1264 x10-4 ถึง -3.3934 
x10-4 S-1 (ตารางที่ 5 ) ซ่ึงแสดงวา PAb ดังกลาวมีความจาํเพาะตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 และไม
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เกิดปฏิกิริยาขามกับเชื้อไวรัสทั้ง 6 ชนิด นอกจากนีย้ังพบวาเมื่อเปรียบเทียบคา Ka ของทั้งสอง
เทคนิคพบวาเทคนิค SPR biosensor ใหคา Ka สูงกวาเทคนิค PTA-ELISA ประมาณ 25 เทา สวน
การคํานวณคาสหสัมพันธ (correlation) ระหวางเทคนิค SPR biosensor กับ PTA-ELISA ในการ
ทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ที่ผลิตไดตอเชื้อไวรัสทั้ง 7 ชนิด พบวาคาการเปลี่ยนแปลงมมุ 
SPR กับคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ 405 นาโนเมตร ของทั้งสองเทคนิคมีความสัมพันธกันที่ระดับ 
0.821 แสดงวาผลการทดลองของทั้งสองเทคนิคมีความสัมพันธกันในทศิทางเดียวกนั  
 
 
 
 
 
 



 

 
 

52 

ตารางที่ 4  ผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ที่ผลิตไดตอเชื้อไวรัส 7 ชนิด ดวยเทคนิค PTA-ELISA 
 

ชนิดของเชื้อไวรัสที่นํามาทดสอบ คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 405 นาโนเมตร4 คา Ka (M
-1S-1) คา 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 ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร 
2/         ตัวอยางน้าํคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 และน้ําคั้นใบลําโพงปกติที่บดใน PBS pH 7.4  อัตราสวน 1:10 
3/         ตัวอยางเชื้อ Potyvirus (Agdia, Elk. , USA) ที่ความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
4/         คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่ไดคํานวณจาก 3 ซ้ํา ภายหลังเติมซับสเตรท 45 นาที เมื่อใช PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:1,000 52 

 



ตารางที่ 5  ผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ที่ผลิตไดตอเชื้อไวรัส 7 ชนิด ดวยเทคนิค  
                 SPR biosensor 
 

ชนิดของเชื้อไวรัสที่นํามาทดสอบ 

คาการ
เปลี่ยนแปลงมุม 

SPR (RU)5 คา Ka (M
-1S-1) คา 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 ที่บริสุทธิ์ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร 
2/     ตัวอยางน้ําคั้นพืชที่มีและไมมีเชื้อ ChiVMV-KPS9 บดใน PBS pH 7.4  อัตราสวน 1:10 
3/     ตัวอยางเชือ้ Potyvirus (Agdia, Elk., USA) ที่ความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
4/     ตัวอยางควบคุม (negative control) ในกรณี PBS pH 7.4 เปนตัวอยางควบคุมสําหรับเชื้อ   
     ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์และน้ําคั้นใบลําโพงปกติเปนตัวอยางควบคุมสําหรับน้ําคั้นพืชที่มีเชือ้ 
      ไวรัส 
 5/      คาเฉลี่ยการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่เกิดการทําปฏิกิริยาระหวาง PAb กับแอนติเจนคํานวณจาก  
      การทําปฏิกิริยา 3 ซํ้า ใช PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:1,000 
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ภาพที่ 13  คาสหสัมพันธของผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb ตอเชื้อไวรัสทั้ง 7 ชนิด  
                 ดวยเทคนิค SPR biosensor และ PTA-ELISA (Pearson correlation coefficient r = 0.821, 
 p< 0.01) 
 
              4.2  ทดสอบคาไตเตอรของ PAb ในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 
 

    ทดสอบคาไตเตอรของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่ผานการ corss absorb โดย 
ใชเชื้อ ChiVMV-KPS9 2 รูปแบบ ดวยเทคนิค PTA-ELISA เมื่อนํา PAb ดังกลาวมาประยุกตใชใน
การตรวจสอบเชื้อพบวาเมื่อใชเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร PAb มี
คาไตเตอร 64,000 โดยมีคา Ka และ Kd เทากับ 9.3542x103 M-1S-1 และ 4.7613 x10-3 S-1 ตามลําดับ 
สวนน้ําคั้นลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 พบวามีคาไตเตอร 128,000 มีคา Ka และ Kd เทากับ 
1.1191x103 M-1S-1 และ 5.6889x10-3 S-1 ตามลําดับ เมื่อพิจารณาคา signal-to-noise ratio (S/N ratio) 
ซ่ึงเปนคาที่ใชประกอบการตดัสินใจวาควรจะเลือกแอนตบิอดีที่ความเขมขนใดจึงจะเหมาะสมตอ
การทําปฏิกิริยานั้น (John, 2001) พบวาคา S/N ratio ของ PAb ที่ตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่
บริสุทธิ์และน้ําคั้นลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 มีคา S/N ratio ของ PAb อยูในระดบัสูงที่คาการ
เจือจาง 1:4,000 และมีคาไมแตกตางทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ 0.01 เมือ่เปรียบเทียบกับคาการเจือ-
จางของ PAb ที่ระดับ 1:1,000 และ 1:2,000 ซ่ึงแสดงใหเห็นวา PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 ที่
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ระดับ 1:4,000 มีความเหมาะสมสําหรับใชในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ทั้งเชื้อ ChiVMV-
KPS9 ที่บริสุทธิ์และน้ําคั้นลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9  (ตารางที่ 6-7) 
 

       เมื่อทดสอบคาไตเตอรของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนคิ SPR  
biosensor โดยใชเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร พบวามีคาไตเตอร
มากกวา 512,000 ใหคาการเปลี่ยนแปลงมมุ SPR เทากับ 304.33 RU มีคา Ka และ Kd ดังนี้ 
3.0339x105 M-1S-1 และ 6.1677x10-4 S-1 ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติของคา 
S/N ratio ในการทดสอบคาไตเตอรของ PAb คร้ังนี้พบวาคา S/N ratio ของ PAb อยูในระดับที่สูงที่
คาการเจือจาง 1:4,000 และมคีาไมแตกตางทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับคา
การเจือจางของ PAb ที่อัตรา 1:1,000 และ 1:2,000 ดังนั้น PAb ที่คาการเจือจางดังกลาวจึงเหมาะ
สําหรับใชในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิคนี้และเมื่อพิจารณาคา Ka และ Kd ของ 
PAb ที่ระดับการเจือจางนี้มีคาเทากับ 3.9558x105 M-1S-1 และ 6.4187x10-4 S-1 ตามลําดับ (ตารางที่ 8) 
 
        เมื่อเปรียบเทียบคาไตเตอรของ PAb ที่ผานการ cross absorb ที่ทําปฏิกิริยากับเชือ้ 
ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ดวยเทคนิคทัง้สองพบวาเทคนิค SPR 
biosensor มีคาไตเตอรของ PAb ดังกลาวสูงกวาเทคนิค PTA-ELISA แตทั้ง 2 เทคนิคมีคา S/N ratio 
เทากันที่คาการเจือจางของ PAb เทากับ 1:4,000 จากผลการทดสอบ PAb ที่คาการเจอืจาง 1:4,000 
สําหรับตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ดวยเทคนิค SPR biosensor พบวามีคา Ka 
ประมาณ 3.955 x105 M-1S-1 ซ่ึงสอดคลองกับการรายงานของ Attana Application Example (n.d.) ที่
ทดสอบคุณสมบัติของ PAb ที่ความเขมขนตางๆ โดย PAb มีลักษณะการทําปฏิกิริยาเปนแบบ 1:1 
พบวา PAb ทั้ง 5 ความเขมขนมีคา Ka เทากับ 2.5 x105 M-1S-1 แตการตรวจสอบการทําปฏิกิริยาของ 
PAb ที่คาการเจือจาง 1:4,000 ที่ตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 5 ไมโครกรัมตอไมโคร-
ลิตร ดวยเทคนิค PTA-ELISA พบวามีคา Ka ประมาณ 1.292 x104 M-1S-1 เมื่อเปรียบเทียบคา Ka ของ
ทั้ง 2 เทคนิคพบวาเทคนิค SPR biosensor มีคา Ka สูงกวาเทคนิค PTA-ELISA ประมาณ 20 เทา 
สวนการคํานวณคาสหสัมพนัธระหวางเทคนิค SPR biosensor กับ PTA-ELISA ในการทดสอบคา
ไตเตอรของ PAb ที่ผลิตไดพบวาคาการเปลีย่นแปลงมุม SPR กับคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ 405 นา-
โนเมตร ของทั้งสองเทคนิคมีความสัมพันธกันที่ระดับ 0.938 แสดงวาผลการทดลองของทั้งสอง
เทคนิคมีความสัมพันธกันในทิศทางเดียวกนั 



ตารางที่ 6  ผลการทดสอบคาไตเตอรของ PAb ในการทาํปฏิกิริยากับเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ดวยเทคนิค PTA-ELISA 
 

 
1/       คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่ไดคํานวณจาก 3 ซ้ํา ภายหลังเติมซับสเตรท 45 นาที เมื่อใช PAb ตอ ChiVMV-KPS9 ที่ระดับความเขมขนตางๆ 
2/         คา signal-to-noise ratio เทากับคา O.D. ที่ 405 นาโนเมตร ของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ตอคา O.D. ที่ 405 นาโนเมตร      
        ของ PBS pH 7.4 วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p = 0.01 

คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 405 นาโนเมตร1   

คาการเจือจางแอนติบอดี เชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ ์ PBS pH 7.4 คา S/N ratio2 คา  Ka (M-1S-1) คา  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  ผลการทดสอบคาไตเตอรของ PAb ในการทาํปฏิกิริยากับน้าํคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค PTA-ELISA 
 

 

  1/      คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่ไดคํานวณจาก 3 ซ้ํา ภายหลังเติมซับสเตรท 45 นาที เมื่อใช PAb ตอ ChiVMV-KPS9 ที่ระดับความเขมขนตางๆ 
  2/       คา signal-to-noise ratio เทากับคา O.D. ที่ 405 นาโนเมตร ของน้ําคั้นลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 (ที่บดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:10) ตอคา O.D.ที่  
       405 นาโนเมตร ของ PBS pH 7.4 วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p = 0.01 

คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 405 นาโนเมตร1 

คาการเจือจางแอนติบอดี 
น้ําคั้นลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-

KPS9  น้ําคั้นลําโพงปกติ คา S/N ratio2 คา  Ka (M-1S-1) คา  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  ผลการทดสอบคาไตเตอรของ PAb ในการทาํปฏิกิริยากับเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ดวยเทคนิค SPR biosensor 
 

คาเฉลี่ยการเปลี่ยนแปลงมุม SPR (RU)1   

คาการเจือจางแอนติบอดี เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ PBS pH 7.4  คา 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/      คาเฉลี่ยการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่ทดสอบการเกิดปฏิกิริยาระหวาง PAb ที่คาการเจือจางตางๆ กับเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 15 ไมโครกรัมตอ  
       ไมโครลิตร ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 คํานวณจากการทําปฏิกิริยา 3 ซ้ํา  
 2/       คา signal-to-noise ratio เทากับคาการเปลี่ยนแปลงมมุ SPR (RU) เมื่อทําปฏิกิริยากับเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ตอคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR (RU) ที่ 
       ทําปฏิกิริยากับ PBS pH 7.4 วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p = 0.01 
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ภาพที่ 14  คาสหสัมพันธของผลการทดสอบคาไตเตอรของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์  
                 ดวยเทคนิค 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 ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่เจือจางใน PBS 
pH 7.4 อัตราสวน 1:4,000 กับเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ดวยเทคนิค PTA-ELISA พบวา PAb 
ดังกลาวสามารถตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ไดที่ระดับความเขมขนต่ําสุดเทากับ 
3.906 ไมโครกรัม มีคา Ka และ Kd เทากับ 1.153x104 M-1S-1 และ 5.1523x10-3 S-1 ตามลําดับ ซ่ึงไม
สอดคลองกับรายงานของ Olivier et al. (2007) ที่กลาววาความไวในการตรวจสอบเชื้อไวรัสดวย
เทคนิคนี้สามารถตรจสอบเชื้อไวรัสไดต่ําสุดที่ 10 นาโนกรัม นอกจากนีส้ามารถตรวจสอบน้ําคั้นใบ
พริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 ไดที่ระดับคาการเจือจางสูงสุดเทากับ 1:4,000 มีคา Ka และ Kd เทากับ 
1.2903x103 M-1S-1 และ 5.0942x10-3 S-1 ตามลําดับ และสามารถตรวจสอบน้ําคั้นใบพรกิปกติที่ผสม
เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ไดที่ระดับความเขมขนของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ต่ําสุดเทากับ 1,000 
ไมโครกรัม มีคา Ka และ Kd เทากับ 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 รูปแบบดวยเทคนิค PTA-ELISA จึงเลือกความเขมขนของเชื้อไวรัสที่ต่าํสุดที่สามารถ
ตรวจสอบไดดวยเทคนิคดังกลาวมาทดสอบความไวของ PAb ดวยเทคนิค SPR biosensor เพื่อ
เปรียบเทียบผลการทดสอบระหวาง 2 เทคนิค โดยพบวา PAb ดังกลาวสามารถตรวจสอบเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ที่ระดับความเขมขนเทากับ 3.906 ไมโครกรัม มีคาการเปลี่ยนแปลงมุม 
SPR เทากับ 7.50 RU มีคา Ka และ Kd เทากบั 2.0922x105 M-1S-1 และ 6.0357x10-4 S-1 ตามลําดับ 
ตรวจสอบน้ําคั้นใบพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่ระดบัคาการเจือจางเทากับ 1:4,000 มีคาการ
เปลี่ยนแปลงมมุ SPR เทากับ 25.00 RU มีคา Ka และ Kd เทากับ 3.400x105 M-1S-1 และ 6.5628x10-4 
S-1 ตามลําดับ และตรวจสอบน้ําคั้นใบพรกิปกติที่ผสมเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ที่ระดับความ
เขมขนของเชื้อ ChiVMV-KPS9 เทากับ 1,000 ไมโครกรัม มีคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR เทากับ 
368.00 RU มีคา Ka และ Kd เทากับ 2.0660x105 M-1S-1 และ 6.4297x10-4 S-1 ตามลําดับ (ตารางที่ 12)  

 
เปรียบเทียบความไวของ PAb ในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนคิ  

SPR biosensor กับเทคนิค PTA-ELISA พบวาที่ระดับความเขมขนของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่
เทากันเทคนิค SPR biosensor ใหคา Ka ในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ทั้ง 3 รูปแบบ สูงกวา
เทคนิค PTA-ELISA 
 

           จากการเปรียบเทียบผลการทดสอบคุณสมบัติของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9  
ระหวางเทคนคิ PTA-ELISA กับเทคนิค SPR biosensor พบวาเทคนิค SPR biosensor ใหผลการ
ตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ไดดีกวาเทคนิค PTA-ELISA ในทกุคุณสมบัติที่ทดสอบ โดย
พิจารณาจากคา Ka ที่สูงกวาในการทดสอบ ความจําเพาะ คาไตเตอร และความไวในการตรวจสอบ 
(ตารางที่ 13) และพบวาเทคนิค SPR biosensor มีความไว (sensitivity) ในการตรวจเชือ้มากกวา
เทคนิค PTA-ELISA ซ่ึงสอดคลองกับการายงานของ Cho et al. (2006) เนื่องจากการทําปฏิกิริยา ไม
จําเปนตองมีการติดฉลากโมเลกุลของสารเพื่อขยายสัญญาณสําหรับการรายงานผล จึงลดโอกาสที่
จะเกิดความผดิพลาดในการแปรผลการทดลองที่ไดภายหลังปฏิกิริยาเสร็จสิ้น (Lane et al., 2007) 

 
ผลการทดสอบคุณสมบัติของ PAb ดวยเทคนิค SPR biosensor พบวาใหคา Ka ที่ดีกวา 

การทดสอบคุณสมบัติ PAb ดวยเทคนิค PTA-ELISA ในทุกการทดสอบคุณสมบัติของ PAb ได
แสดงใหเห็นวาเทคนิค SPR biosensor สามารถใหผลการทดลองที่ชัดเจนและมีความถูกตอง
มากกวาเทคนคิ PTA-ELISA ดังนั้นถานําเทคนิค SPR biosensor มาประยุกตใชในการตรวจเชื้อ
สาเหตุโรคพืชที่มีความสัมพนัธทางพันธุกรรมใกลเคียงกนัได เชน เชื้อ ChiVMV กับเชื้อ PVMV
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เนื่องจากการตรวจสอบเชื้อไวรัสดังกลาวดวยเทคนิค ELISA และ RT-PCR มักเกดิปฏิกิริยาขาม
ระหวางเชื้อทัง้สองเสมอ หรือนํามาประยกุตใชในการตรวจเชื้อสาเหตโุรคพืชที่เปนศัตรูพืชควบคมุ
ของประเทศไทย เพื่อลดโอกาสเสี่ยงที่จะนําเขาพืชที่มีเชื้อโรคเขาสูประเทศ หรือนํามาตรวจรับรอง
คุณภาพเมล็ดพันธุพืชกอนการนําเขาและสงออกเมล็ดพันธุสูตลาดตางประเทศ
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ตารางที่ 9  ผลการทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ดวยเทคนิค PTA-ELISA 
 

เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ (ไมโครกรัม) คาเฉลี่ยการดดูกลืนคลื่นแสงที่ 405 นาโนเมตร1 คา Ka (M
-1S-1) คา 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/       คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่ไดคํานวณจาก 3 ซ้ํา ภายหลังเติมซับสเตรท 45 นาที เมื่อใช PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:4,000 
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ตารางที่ 9  (ตอ)   
 

เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ (ไมโครกรัม) คาเฉลี่ยการดดูกลืนคลื่นแสงที่ 405 นาโนเมตร1 คา Ka (M
-1S-1) คา 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/       คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่ไดคํานวณจาก 3 ซ้ํา ภายหลังเติมซับสเตรท 45 นาที เมื่อใช PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:4,000 
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ตารางที่ 10  ผลการทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb ตอน้ําคั้นใบพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค PTA-ELISA 
 

น้ําคั้นใบพริก (อัตราสวน)1 คาเฉลี่ยการดดูกลืนคลื่นแสงที่ 405 นาโนเมตร2 คา Ka (M
-1S-1) คา 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/       อัตราสวนการเจือจางของน้ําคั้นใบพรกิที่มีและไมมเีชื้อ ChiVMV-KPS9 (กรัม:มิลลิลิตร) บดตัวอยางใบพืชใน PBS pH 7.4  
2/       คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่ไดคํานวณจาก 3 ซ้ํา ภายหลังเติมซับสเตรท 45 นาที เมื่อใช PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:4,000 
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ตารางที่ 11  ผลการทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb ตอน้ําคั้นใบพริกปกติที่ผสมเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ดวยเทคนิค PTA-ELISA 
 

น้ําคั้นใบพริกปกติที่ผสมเชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่ คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่  

คอนขางบริสุทธิ์(ไมโครกรัม)1 405 นาโนเมตร2 คา Ka (M-1S-1) คา 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/         ระดับความเขมขนของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธที่ผสมในน้ําคั้นใบพริกปกติอัตราสวน 1:10 (กรัม: มิลลิลิตร) ที่บดใน PBS pH 7.4  
2/         คาเฉลี่ยการดูดกลืนคลื่นแสงที่ไดคํานวณจาก 3 ซ้ํา ภายหลังเติมซับสเตรท 45 นาที เมื่อใช PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:4,000 
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ตารางที่ 12  ผลการทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนคิ SPR biosensor 
 

เชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ์ (ไมโครกรัม) คาเฉลี่ยการเปลี่ยนแปลงมุม SPR (RU)4  คา Ka M-1S-1) คา 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 ที่ความเขมขนตางๆ   
 2/         อัตราสวนการเจือจางของน้ําคั้นใบพริกที่มีและไมมีเชื้อ ChiVMV-KPS9 (กรัม:มิลลิลิตร) บดตัวอยางใบพืชใน PBS pH 7.4 
3/          น้ําคั้นใบพริกปกติที่ใชบดใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:100 นํามาผสมเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ที่ความเขมขนตางๆ         

4/           คาเฉลี่ยการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่การเกิดปฏิกิริยาระหวาง PAb ที่คาการเจือจาง 1:4,000 กบัเชื้อ ChiVMV-KPS9 ทั้ง 3 รูปแบบ คํานวณจากการทํา 
        ปฏิกิริยา 3 ซ้ํา 
 66 

 



 

 
 

67 

ตารางที่ 13  เปรียบเทียบคา Kaของการทดสอบคุณสมบัติของ PAb ในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9  ระหวางเทคนิค PTA-ELISA กับเทคนิค  
       SPR biosensor  

 

 
1/        คาไตเตอรของ PAb ในการทําปฏิกิริยาเพื่อตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค PTA-ELISA  และเทคนิค SPR biosensor มีคาเทากับ 64,000  
      และมากกวา 512,000 ตามลําดับ 

คุณสมบัติของ PAb คา  Ka (M
-1S-1) 

 เทคนิค PTA-ELISA เทคนิค SPR biosensor 

ความจําเพาเจาะจงตอเชื้อ ChiVMV-KPS9  ที่บริสุทธิ ์ 1.196x104 3.018 x 105 

ความจําเพาเจาะจงตอน้ําคั้นใบลําโพงที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9   1.917 x104 9.010 x 105 

คาไตเตอรในการตรวจสอบเชื้อ 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.  ทดสอบปจจัยท่ีมีผลตอการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor 
 
5.1  ตรวจวดัคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ขณะทําปฏิกิริยากับสารชนิดตางๆ บนพื้นผิว

สไลดแกว 
 
       การเปลี่ยนแปลงคามุม SPR จะเกดิขึน้เมื่อมีการทําปฏิกิริยาของสารที่หยดลงบนผิว

สไลดแกวทีเ่คลือบอนุภาคทองคํา โดยคาดงักลาวแปรผันตรงกับคาดัชนีการสะทอนกลับของแสง 
(reflection index) ซ่ึงคาการสะทอนกลับของแสงขึ้นกับการทําปฏิกิริยาบนพื้นผิวสไลดแกว ถามี
การทําปฏิกิริยาเกิดขึ้นมากจะทําใหคาการเปลี่ยนแปลงมมุ SPR เพิ่มขึ้นตามลําดับ จากเหตุผลนี้จึง
ทําการทดสอบการเปลี่ยนแปลงคามุม SPR ขณะทําปฏิกิริยากับสารชนิดตางๆ เชน 11MUA, สาร
ผสม EDC กับ NHS, PAb และ ethanolamine 1 โมลาร โดยทดสอบบนพื้นผิวสไลดแกวแผน
เดียวกันซ้ํา 2 คร้ัง พบวาคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่ทดสอบสารชนิดเดยีวกันไมมีความแตกตาง
ทางสถิติ แตเมื่อทดสอบกับแอนติเจนที่ตางชนิดกันไดแก PBS pH 7.4 และเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่
บริสุทธิ์พบวาคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ 0.05 (ตารางที่ 
14) แสดงวาปจจัยที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลงคามุม SPR คือ ชนิดและความเขมขนของสาร ซ่ึง
สอดคลองกับการรายงานของ Jarupat (2005) และ Nice and Catimel (1999)  
 
 
 

 
     68 
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ตารางที่ 14  ผลการทดสอบคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ในแตละขั้นตอนที่เติมสารบนผิวแผนสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคํา 
 

  ผลตางคาการเปลี่ยนแปลงมมุ SPR (RU)2 

ลําดับขั้นการทําปฏิกิริยาบนผิวสไลดแกว1 ตําแหนงที่ 1 ตําแหนงที่ 2  

แผนสไลดแกวที่เคลือบอนภุาคทองคํา (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/          ลําดับขั้นตอนการเติมสารตางๆ บนผิวสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคํา 
2/          ผลตางคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ระหวางคาการเปลี่ยนแปลงมุมตั้งแตเริ่มตนถึงสิ้นสุดการทําปฏิกิริยาตอสารนั้น คํานวณจากการทําปฏิกริิยาซ้ํา 2 ครั้ง  
        วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p = 0.05 
3/           แอนติเจนที่ใชในการทดสอบการเกดิปฏิกิริยาตําแหนงที่ 1 คือ PBS pH 7.4 และตําแหนงที่ 2 คือ เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ (15 ไมโครกรัมตอ 
        ไมโครลิตร) 
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5.2  ทดสอบความสม่ําเสมอ (uniformity) ของการเกิดปฏกิิริยาบนผิวสไลดแกวที่เคลือบ 
สารตางๆ   

 
       ทดสอบความสม่ําเสมอของแผนสไลดแกวที่เตรยีมไดจํานวน 5 ตําแหนง บนแผน

สไลดแกวแผนเดียวกนั ทดสอบกับสาร 2 ชนิด ไดแก PBS pH 7.4 และเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่
บริสุทธิ์ 15 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร พบวาการเกิดปฏิกริิยาทั้ง 5 ตําแหนงที่ทดสอบสารชนิด
เดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ 0.01 (ภาพที่ 15) แสดงวาการเคลอืบสารปรับ
สภาพพื้นผิวสไลดแกวเชน 11 MUA และการกระตุนการเกิดปฏิกิริยาดวยสารตางๆ เชน สารผสม 
EDC กับ NHS, PAb และ ethanolamine มีความสม่ําเสมอ จากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาแผน
สไลดแกวทีเ่ตรียมไวมีความเหมาะสมที่จะนํามาทดสอบการเกิดปฏิกิริยาของเทคนิค SPR biosensor 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 15  ผลการทดสอบความสม่ําเสมอของการเกิดปฏิกิริยาบนพื้นผิวสไลดแกวท่ีเคลือบอนุภาค 

ทองคําดวย PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตรา 1:4,000 โดยทดสอบการเกิดปฏิกิริยา 
กับสารแตละชนิดจํานวน 5 ตําแหนง บนสไลดแกวแผนเดียวกนั วเิคราะหความ  

    แตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p = 0.01

   PBS pH 7.4                 เช้ือ ChiVMV ที่บริสุทธิ์   
0

50

100

150

200

250

300

ชนิดของสารทดสอบ

คาการเปล่ียนแปลงมมุ SPR (RU)

ตําแหนงท่ี 1

ตําแหนงท่ี 2

ตําแหนงท่ี 3

ตําแหนงท่ี 4

ตําแหนงท่ี 5

   a    a     a     a    

 a     a     a    a 

คา
กา
รเป

ลี่ย
นแ

ปล
งม
มุ S

PR
 (R

U)

 
 
70 



 

 
 

71 

5.3  ทดสอบชนิดและปริมาณของสารที่ใชในการลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ  
 
       การทดสอบสารยับยั้งปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะจํานวน 7 ชนิด โดยเปรียบเทียบกับการทํา

ปฏิกิริยาเพื่อตรวจสอบน้ําคัน้ใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 กับน้ําคัน้ใบพริกปกติ จากนั้น
พิจารณาผลตางของคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ที่เกิดขึ้นระหวางการทาํปฏิกิริยากับสารทั้ง 2 ชนิด 
พบวา casein 2 เปอรเซ็นต สารมารถลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะไดดี เมื่อพิจารณาจากคาผลตางของการ
เปลี่ยนแปลงมมุ SPR ระหวางการตรวจสอบน้ําคั้นใบพรกิที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 กับน้ําคั้นใบ
พริกปกติมีคาเทากับ 217.34 RU ซ่ึงมีคาการเปลี่ยนแปลงมุมสูงที่สุดและมีความแตกตางทางสถิติที่
ระดับนยัสําคัญ 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับสารยับยั้งปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะของสารชนิดอื่น (ตารางที่ 
15) และมีคา Ka ในการเกิดปฏิกิริยาระหวาง PAb กับน้ําคั้นใบพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9 สูงที่สุด 
มีคาเทากับ 3.893  x 105 M-1S-1 (ตารางที่ 16) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Kistina et al. (2008) ที่
ทดสอบสารเพื่อลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ 3 ชนิด ไดแก BSA, PEG และ casein พบวา casein ชวยลด
ปฏิกิริยาที่ไมจาํเพาะและมีคณุสมบัติในการกระจายตัวบนพื้นผิวแผนทองที่ทดสอบไดด ี
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ตารางที่ 15  เปรียบเทียบการทดสอบสารที่ใชลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะในการตรวจสอบเชื้อ    
      ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor 

 

 
1/        น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อและไมมีเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่นํามาทดสอบบดใน PBS pH 7.4    
       อัตราสวน 1:100 (กรัม: มิลลิลิตร) 
2/          คาเฉลี่ยการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ขณะที่เกดิการทําปฏิกิริยาระหวาง PAb กับแอนติเจน      
        คํานวณจากการทําปฏิกริิยาซ้ํา 3 คร้ัง ใช PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:4,000 
3/          ผลตางของคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR คํานวณจากผลตางของคาการเปลี่ยนแปลงมุม 
       ระหวางการทําปฏิกิริยาของน้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 กับน้ําคั้นใบพริกปกต ิ
        วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p = 0.01

ชนิดของสารที่ใชใน ชนิดของสารทดสอบ1 คาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR (RU) 

การยับยั้งปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ  คาเฉลี่ย2 ผลตาง3 

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

5 เปอรเซ็นต น้ําคั้นใบพริกปกติ 34.17   

Casein  1 เปอรเซ็นต น้ําคั้นใบพริกที่มีเช้ือ ChiVMV-KPS9  397.00 179.67b 

  น้ําคั้นใบพริกปกติ 217.33   

Casein  2 เปอรเซ็นต 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 เปอรเซ็นต น้ําคั้นใบพริกปกติ 43.33   

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

 เปอรเซ็นต น้ําคั้นใบพริกปกติ 13.67   

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

 เปอรเซ็นต น้ําคั้นใบพริกปกติ 40.05   
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ตารางที่ 16  เปรียบเทียบคา Ka และ Kd ของการทดสอบสารที่ใชในการลดปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR  
                 biosensor 
 

ชนิดของสารยบัยั้งปฏิกิริยาที่ไมจําเพาะ แอนติเจนที่ทดสอบ (อัตราสวน) คา Ka (M
-1S-1) คา Kd (S

-1) 

BSA 5 เปอรเซน็ต 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 เปอรเซ็นต  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 เปอรเซ็นต 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 เปอรเซ็นต 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 เปอรเซน็ต 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 เปอรเซน็ต 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 ที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยา 
        
       การทดสอบ regenerate buffer จํานวน 9 ชนิด ที่เหมาะสมสําหรับการตรวจสอบเชื้อ

บนตําแหนงเดมิของแผนสไลดแกวที่เคลือบสารปรับสภาพ โดยทดสอบ regenerate buffer ที่
เหมาะสมกับน้ําคั้นในพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 อัตราสวน 1:100 พบวา NaOH 20 มิลลิโมลาร 
ใหคาความแตกตางระหวาง base line เร่ิมตนกอนการเติมน้ําคั้นพืชกับ base line ส้ินสุดหลังการเติม 
regenerate buffer นอยที่สุด (12.93 RU) ซ่ึงมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ 0.01 เมื่อ
เปรียบเทียบกบั regenerate buffer ชนิดอืน่ๆ (ตารางที่ 17 และภาพที่ 17) เมื่อพิจารณาคา Ka และ Kd 
ของการทําปฏิกิริยาภายหลังการเติม NaOH 20 มิลลิโมลาร พบวามีคา 3.4962x105 M-1S-1 และ 
6.0695x10-4 S-1 ตามลําดับ (ตารางที่ 19) จากคาดังกลาวแสดงใหเห็นวา NaOH 20 มิลลิโมลาร 
สามารถลางแอนติเจนออกและไมทําลายแอนติบอดี จึงสามารถตรวจสอบน้ําคั้นในพริกที่มีเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ซํ้าที่ตําแหนงเดิมได ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Vanneste et al. (2008) ที่ใช 
NaOH 20 มิลลิโมลาร ในการทําลายพันธะระหวางดีเอ็นเอตัวตรวจจับที่สังเคราะหขึน้กับดีเอน็เอ
เปาหมาย สามารถทําปฏิกิริยาซ้ําที่ตําแหนงเดิมได 200 คร้ัง โดยไมมีความแตกตางทางสถิติของคา
การเปลี่ยนแปลงมุม SPR นอกจากนีก้ารทดสอบสาร regenerate buffer ที่เหมาะสมตอการทํา
ปฏิกิริยาเพื่อตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวา NaOH 25 
มิลลิโมลาร ใหคาความแตกตางระหวาง base line เร่ิมตนกอนการเติมเชื้อ ChiVMV-KPS9  กับ 
base line ส้ินสุดหลังการเติม regenerate buffer นอยที่สุด (5.23 RU) ซ่ึงมีความแตกตางทางสถิติที่
ระดับนยัสําคัญ 0.01 เมื่อเปรียบเทียบกับ regenerate buffer ชนิดอื่นๆ (ตารางที่ 18 และภาพที่ 16) 
สําหรับคา Ka และ Kd ของการทําปฏิกิริยาภายหลังการเตมิ NaOH 25 มิลลิโมลาร พบวามีคา 
3.8641x105 M-1S-1 และ 6.132x10-4 S-1 ตามลําดับ (ตารางที่ 19)  
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ตารางที่ 17  ผลการทดสอบสาร regenerate buffer ที่เหมาะสมตอการทาํปฏิกิริยาสําหรับตรวจสอบน้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9  
 

สารที่ทําปฏิกิริยา ชนิดของสาร regenerate buffer คาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR (RU) 

  
ทําปฏิกิริยากับสาร

ทดสอบ1 base line เริ่มตน2 base line สิ้นสุด3 
ผลตางของคา 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/         คาเฉลี่ยการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ภายหลังการทําปฏิกิริยากับสารทีท่ดสอบ เชน น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV-KPS9 และน้ําคั้นใบพรกิปกติ (น้ําคั้นใบ 
       พริกบดใน PBS pH 7.4 อัตรา 1:100) ดวย PAb ที่เจอืจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:4,000  
2/         คาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ของ base line เริ่มตนกอนการทําปฏิกิริยากับสารทีจ่ะทดสอบ 
3/         คาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ของ base line ภายหลังการทําปฏิกิริยากับสาร regenerate buffer เพื่อลางสารที่ทดสอบออก 
4/          ผลตางของคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ระหวาง base line เริ่มตนกบั base line สิ้นสุดปฏิกิริยา วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p = 0.01 
        เปรียบเทยีบผลตางคา base line ของสาร regenerate buffer แตละชนิด  
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ตารางที่ 18  ผลการทดสอบสาร regenerate buffer ที่เหมาะสมตอการทาํปฏิกิริยาสําหรับตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ 
 

สารที่ทําปฏิกิริยา ชนิดของสาร regenerate buffer คาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR (RU) 

  
ทําปฏิกิริยากับสาร

ทดสอบ1 base line เริ่มตน2 base line สิ้นสุด3 ผลตางของคา 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/          คาเฉลี่ยการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ภายหลังการทําปฏิกิริยากับสารทีท่ดสอบ เชน เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ ความเขมขน 5 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร  
        และ PBS pH 7.4 ดวย PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4 อัตราสวน 1:4,000 
2/           คาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ของ base line เริ่มตนกอนการทําปฏิกิริยากับสารทีจ่ะทดสอบ 
3/           คาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ของ base line ภายหลังการทําปฏิกิริยากับสาร regenerate buffer เพื่อลางสารที่ทดสอบออก 
4/           ผลตางของคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ระหวาง base line เริ่มตนกบั base line สิ้นสุดปฏิกิริยา วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p = 0.01   
         เปรียบเทียบผลตางคา base line ของสาร regenerate buffer แตละชนิด   
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ตารางที่ 19  เปรียบเทียบคา Kaและ Kd ของการทดสอบ regenerate buffer ที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยาสําหรับตรวจสอบเชือ้ 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 สําหรับการลางน้ําคั้นใบพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9 และ ข) NaOH 25 มิลลิ- 
                 โมลาร สําหรับการลางเชื้อ ChiVMV-KPPS9 ที่บริสุทธิ์ออกภายหลังการทาํปฏิกิริยาดวยเทคนิค SPR biosensor

ข ก 

base line เริ่มตน 
base line สิ้นสุด 

base line เริ่มตน 

base line สิ้นสุด 
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5.5  ทดสอบจํานวนครั้งในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่ตําแหนงเดิมบนแผน 
สไลดแกวทีเ่คลือบอนุภาคทองคํา  

 
       การทําปฏิกิริยาซ้ําที่ตําแหนงเดิม โดยไมจําเปนตองเตมิแอนติบอดีเขาไปใหมเปน 

คุณสมบัติของเทคนิค SPR biosensor ที่แตกตางจากเทคนิคทางเซรุมวทิยาอื่นๆ เชน ELISA, dot 
blot และ western blotting เปนตน เนื่องจากเทคนิคทางเซรุมวิทยาดังกลาวมีการรายงานผลจากการ
ติดฉลากโมเลกุลของตัวตรวจจับดวยเอนไซม เพื่อขยายสัญญาณ สงผลใหการเกดิปฏิกิริยาไม
สามารถผันกลับได แตเทคนคิ SPR ไมจําเปนตองมีการติดฉลากโมเลกุลตัวตรวจจับ ทําให
คุณสมบัติของแอนติบอดยีังคงเดิม เมื่อมีการทําลายพันธะระหวางแอนติบอดีกับแอนติเจนที่เขาทํา
ปฏิกิริยากัน แอนติบอดีก็พรอมที่จะเริ่มตนทําปฏิกิริยาครั้งใหม โดย regenerate buffer ที่ใชควรมี
คุณสมบัติในการทําลายพันธะระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี แตไมทาํลายคุณสมบัติของ
แอนติบอดีสําหรับการทําปฏิกิริยาครั้งใหม จึงทําการทดสอบจํานวนครั้งในการตรวจสอบเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ที่ตําแหนงเดิมบนแผนสไลดแกวที่เคลือบอนุภาคทองคํา โดยใชเชื้อ ChiVMV-
KPS9 ที่บริสุทธิ์ 15 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร และใช NaOH 25 มิลลิโมลาร  เปนสารลางพบวา
สามารถทําปฏิกิริยาซํ้าที่ตําแหนงเดิมได 44 ครั้ง ซ่ึงใหคาการเปลี่ยนแปลงมุมในชวง 235 ถึง 300 
RU และไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ 0.01 (ภาพที่ 17) สวนการทําปฏิกิริยากับน้ํา
คั้นใบพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9  อัตราสวน 1:100 และใช NaOH 20 มิลลิโมลาร เปนสารลาง 
พบวาสามารถทําปฏิกิริยาซ้ําที่ตําแหนงเดิมได 4 คร้ัง ใหคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ในชวง 265 ถึง 
296 RU และไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับนยัสําคัญ 0.01 (ภาพที่ 18)    
 
      เมื่อเปรียบเทียบการเขาจบักันระหวาง PAb กับเชื้อ ChiVMV-KPS9 ทั้ง 2 รูปแบบ
พบวาการตรวจเชื้อไวรัสชนดินี้ในน้ําคั้นใบพริกสามารถตรวจซ้ําที่ตําแหนงเดิมไดนอยกวาการ
ตรวจเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ประมาณ 10 เทา อาจเนื่องจากโปรตีนในน้ําคัน้ใบพริกเขาไป
ขัดขวางการเขาจับกันระหวาง PAb กับเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดังนั้นขั้นตอนการเตรียมน้ําคั้นใบพืช
กอนนํามาตรวจเชื้อไวรัสดวยเทคนิค SPR biosensor ควรมีการกําจัดโปรตีนของพืชออกใหมาก
ที่สุด เพื่อเพิ่มจํานวนครั้งในการตรวจเชื้อไวรัสในน้ําคั้นใบพืชซํ้าที่ตําแหนงเดิม 
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ภาพที่ 17  ผลการทดสอบจํานวนครั้งในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ที่ตําแหนง 

   เดิมบนแผนสไลดแกวทีเ่คลือบอนุภาคทองคําดวย PAb ที่เจือจางใน PBS pH 7.4  
   อัตราสวน 1:4,000 วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p = 0.01  
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 18  ผลการทดสอบจํานวนครั้งในการตรวจสอบน้ําคั้นใบพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่ 
                 ตําแหนงเดิมบนแผนสไลดแกวที่เคลือบอนภุาคทองคํา ดวย PAb ที่เจือจางใน PBS pH  
                 7.4 อัตราสวน 1:4,000 วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p = 0.01  
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5.5  ทดสอบประสิทธิภาพของแผนสไลดแกวท่ีเคลือบอนุภาคทองคําที่ใชแลวในการ 
ตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 

 
  แผนสไลดแกวที่เคลือบอนภุาคทองคําที่ใชแลว เมื่อนํามาลางสวนของสารที่ทํา 

ปฏิกิริยาอยูดานบนพื้นผิวออกดวยสาร piranha แลวนําแผนสไลดดังกลาวกลับมาเคลือบสารปรับ
สภาพพื้นผิว (11MUA) เพื่อทําปฏิกิริยาครั้งใหม จึงมกีารเปรียบเทียบประสิทธิภาพการทดสอบการ
เกิดปฏิกิริยาของแผนสไลดแกวท่ีเคลือบอนุภาคทองคําที่ใชแลวกับแผนใหมดวยสาร 4 ชนิด ไดแก 
PBS pH 7.4 เชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ น้ําคั้นใบพรกิปกติและน้ําคั้นใบพริกที่มเีชื้อ ChiVMV-
KPS9 พบวาคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR ของการทดสอบสารชนิดเดียวกันบนผิวแผนสไลดแกวที่
เคลือบอนุภาคทองคําที่ใชแลวกับแผนใหมไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับนยัสําคัญ 0.01 ซ่ึงผล
การทดสอบสารทั้ง 4 ชนิด ใหผลการทดลองที่สอดคลองกันระหวางแผนสไลดแกวท่ีใชแลวกับ
แผนสไลดแกวแผนใหม (ภาพที่ 19) จากผลการทดสอบในครั้งนี้แสดงใหเห็นวาแผนสไลดแกวที่
เคลือบอนุภาคทองคําที่ใชแลวสามารถนํากลับมาทดสอบการเกิดปฏิกิริยาไดใหม     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 19  ทดสอบประสิทธิภาพของแผนสไลดแกวทีเ่คลือบอนุภาคทองคําที่ใชแลวในการ 
                 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 อัตราสวน 1:100) วิเคราะหความแตกตางทางสถิติดวย LSD ที่ p  
                  = 0.01  
 

คาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR (RU) 

  PBS pH 7.4       ช้ือ ChiVMV-KPS9 
                            ท่ีคอนขางบริสุทธิ์    

น้ําคั้นพริกปกติ      น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ  
                                   ChiVMV-KPS9 
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6.  เปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจเชือ้ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค SPR biosensor กับ
เทคนิค PTA-ELISA  
 

เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค PTA-
ELISA กับเทคนิค SPR biosensor โดยพจิารณาจากปจจยัตางๆ พบวาเทคนิค SPR biosensor มีคา 
Ka สูงกวาเทคนิค PTA-ELISA ประมาณ 10 เทา แตทั้ง 2 เทคนิค มีคา Kd เทากันและผลการตรวจ
เชื้อดวยเทคนคิทั้งสองพบวาคาการเปลี่ยนแปลงมุม SPR และคาการดดูกลืนคล่ืนแสงที่ 405 นาโน-
เมตร มีความสัมพันธกันที่ระดับความเชื่อมัน่ 0.01 สวนการรายงานผลของเทคนิค SPR biosensor 
เกิดจากการตรวจวัดการเขาจบักันของแอนติบอดีกับแอนติเจนโดยตรง ไมมีการติดฉลากแอนติบอดี
ดวยเอนไซมเพื่อการรายงานผล ซ่ึงแตกตางจากเทคนิค PTA-ELISA ที่แอนติบอดีตองมีการติด
ฉลากดวยเอนไซม ทําใหระยะเวลาในการตรวจเชื้อ 1 คร้ัง ของเทคนิค SPR biosensor สามารถทํา
ปฏิกิริยาไดเร็วกวาเทคนิค PTA-ELISA ประมาณ 3 เทา การตรวจเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์
ดวยเทคนิค SPR biosensor มีคาใชจาย 8.64 บาท และตรวจเชื้อไวรัสชนิดนี้ในน้ําคั้นพืชมีคาใชจาย 
95.0 บาท ซ่ึงเทคนิค PTA-ELISA เสียคาใชจาย 50 บาท เมื่อพิจารณาจาํนวนครั้งในการทําปฏิกิริยา
ซํ้าที่ตําแหนงเดิมดวยเทคนิค SPR biosensor พบวาเทคนิคนี้สามารถตรวจเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่
บริสุทธิ์ได 44 ครั้ง และตรวจน้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อได 4 คร้ัง โดยไมมีความแตกตางทางสถิติของคา
การเปลี่ยนแปลงมุม SPR สวนเทคนิค PTA-ELISA ตรวจเชื้อไดเพียง 1 คร้ัง (ตารางที่ 20) จากการ
ทดสอบประสิทธิภาพการตรวจเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิคทั้งสองแสดงใหเห็นวาเทคนิค SPR 
biosensor มีคุณสมบัติในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่มีประสิทธิภาพดีกวาเทคนิค PTA-
ELISA 
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ตารางที่ 20  เปรียบเทียบคณุสมบัติในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค PTA-ELISA กับเทคนิค SPR biosensor  
 

 

1/         ระยะเวลาในการทําปฏิกริิยาเริ่มจากการเตรียมตัวอยางจนสิ้นสุดการตรวจสอบในแตละเทคนคิ 
 2/          คาใชจายที่ทดสอบคํานวณจากอุปกรณและสารเคมทีี่เกี่ยวของสําหรับการทําปฏิกิริยาในแตละครั้ง 

คุณสมบัติในการตรวจสอบ เทคนิค PTA-ELISA เทคนิค SPR biosensor 

คาคงที่ในการเขาจับกันของสาร ( Ka ) (M
-1S-1) 102-104 104-105 

คาคงที่ในการแยกออกจากกนัของสาร ( Kd ) (S
-1) 10-4-10-3 10-4-10-3 

การประมวลผลเชิงคุณภาพ (quality) ไมได ได 

การประมวลผลเชิงปริมาณ (quantity) ได ได 

การติดฉลาก (labeling) เอนไซม ไมมี 

ระยะเวลาในการทําปฏิกิริยา 1 ครั้ง1 5-6 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง 

คาใชจายในการตรวจสอบ 1 ตัวอยาง2  50 บาท 8.64 บาท (ตัวอยางเชื้อที่บริสุทธิ์) 

    95.00 บาท (ตัวอยางน้ําคัน้พชื) 

ปริมาตรสิ่งตรวจ (แอนติเจน) ที่ใช 50 ไมโครลิตร 20-150 ไมโครลิตร 

จํานวนครั้งในการทําปฏิกิริยาซ้ํา 1 44 ครั้ง (ตัวอยางเชื้อที่บริสุทธิ์) 
ที่ตําแหนงเดิม   4 ครั้ง (ตัวอยางน้ําคั้นพืช) 
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สรุปผลและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 
1.  การแยกเชื้อและพิสูจนเชื้อ ChiVMV  

 
เชื้อ ChiVMV สายพันธุ KPS9 แยกไดจากตวัอยางใบพริกที่แสดงอาการดางประจากอําเภอ 

กําแพงแสน จงัหวัดนครปฐม เมื่อศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยขอมูลของลําดับนิวคลีโอ-
ไทดของยีน CP เปรียบเทียบกับเชื้อ ChiVMV ที่มีรายงานในทวีปเอเชยีพบวาเชื้อ ChiVMV-KPS9 
(accession number EU 636198) มีลําดับนวิคลีโอไทดของยีน CP คลายคลึงกับเชื้อ ChiVMV ของ
ประเทศไทย เวียดนามและอนิโดนีเซีย ที่มีรายงานไวบนฐานขอมูล GenBank  
 
2.  เปรียบเทียบการทดสอบคุณสมบัตขิอง PAb ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค  
PTA-ELISA กับเทคนิค SPR biosensor 
 

2.1  ทดสอบความจําเพาะเจาะจง (specificity) ของ PAb  
  

       PAb ที่ผานการ cross absorb มีความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 โดยไมทํา
ปฏิกิริยาขามกบัเชื้อไวรัสดังตอไปนี้ CaCV, CMV, PepMoV, PVY, TEV และ TMV  

   
2.2  ทดสอบคาไตเตอรของ PAb 

 
        PAb เมื่อทดสอบดวยเทคนิค SPR biosensor มีคาไตเตอร 512,000 และมีคา Ka เทากับ 

3.0339 x105 M-1S-1 สวนเทคนิค PTA-ELISA มีคาไตเตอรเทากับ 64,000 มีคา Ka เทากับ 9.354 x103 
M-1S-1 คาการเจือจางที่เหมาะสมของ PAb สําหรับนํามาใชในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 
คือ 1:4,000  

       
               2.3 ทดสอบความไว (sensitivity) ในการทําปฏิกิริยาของ PAb  
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                      ทดสอบความไวในการทําปฏิกิริยาของ PAb พบวาสามารถตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-
KPS9 ที่บริสุทธิ์ไดที่ระดับความเขมขนต่ําสุด 3.906 ไมโครกรัม ตรวจสอบน้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ  
ChiVMV-KPS9 ไดที่คาการเจือจางสูงสุด 1:4,000 และตรวจสอบน้ําคัน้ใบพริกปกตทิี่ผสมเชื้อ 
ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ไดที่ระดับความเขมขนของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่ 1,000 ไมโครกรัม 
เมื่อเปรียบเทียบความไวของ PAb ในการตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค SPR 
biosensor กับเทคนิค PTA-ELISA พบวาทีร่ะดับความเขมขนของเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่เทากัน 
เทคนิค SPR biosensor ใหคา Ka ในการตรวจสอบเชื้อไวรัสทั้ง 3 รูปแบบ สูงกวาเทคนิค PTA-
ELISA 
 
3.  ตรวจสอบปจจัยอ่ืนท่ีมีผลตอการเกิดปฏิกิริยาดวยเทคนิค SPR biosensor  
 

สารยับยั้งปฏิกริิยาที่ไมจําเพาะที่ดีที่สุดสําหรับการทดลองในครั้งนี้คือ casein 2 เปอรเซ็นต 
สาร regenerate buffer ที่เหมาะสมสําหรับการทําปฏิกิริยาเพื่อตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่
บริสุทธิ์และน้ําคั้นใบพริกทีม่ีเชื้อ ChiVMV-KPS9 ไดแก NaOH 25 มิลลิโมลาร และ NaOH 20 มิล-
ลิโมลาร ตามลําดับ 

 
4.  เปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจเชือ้ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค SPR biosensor กับ
เทคนิค PTA-ELISA  
 

เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการตรวจเชือ้ ChiVMV-KPS9 ระหวางเทคนิค PTA-ELISA 
กับเทคนิค SPR biosensor พบวาเทคนิค SPR biosensor ใหคา Ka สูงกวาเทคนิค PTA-ELISA 
ประมาณ 10 เทา การตรวจเชื้อ 1 คร้ัง ของเทคนิค SPR biosensor สามารถทําปฏิกิริยาไดเร็วกวา
เทคนิค PTA-ELISA ประมาณ 3 เทา การตรวจเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ดวยเทคนิค SPR 
biosensor มีคาใชจาย 8.64 บาท และสามารถตรวจเชื้อไวรัสชนิดนี้ในน้าํคั้นพืชมีคาใชจาย 95.0 บาท 
ซ่ึงเทคนิค PTA-ELISA มีคาใชจาย 50 บาท เทคนิค SPR biosensor สามารถตรวจเชือ้ ChiVMV-
KPS9 ที่บริสุทธิ์และตรวจเชือ้ ChiVMV-KPS9 ในน้ําคัน้ใบพริกซ้ําที่ตําแหนงเดิมได 44 และ 4 คร้ัง 
ตามลําดับ แตเทคนิค PTA-ELISA ตรวจเชือ้ไวรัสชนิดนีไ้ดเพยีง 1 คร้ัง 
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ขอเสนอแนะ 
 
1.  ควรมีการเปรียบเทียบการตรวจเชื้อ PVMV กับเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor 
เพื่อแสดงใหเห็นถึงประสิทธิภาพของเทคนิคนี้วาสามารถตรวจสอบเชื้อไวรัสที่มีความใกลเคียงกัน
ทางพันธุกรรมไดหรือไม 

 
2.  การตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค SPR biosensor สามารถนําไป 
ประยุกตใชในการตรวจเชื้อโพทีไวรัสชนิดอ่ืนที่เปนเชื้อศตัรูพืชควบคุมของประเทศไทยได เชน 
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
ไวรัสที่ติดมากบัเมล็ดพันธุพชื เชน Alfalfa mosaic virus, Barley stripe mosaic virus, Tomato 
aspermy virus, Tomato bushy stunt virus และ Tomato ringspot virus เพื่อรับรองคุณภาพเมล็ดพนัธุ 
 
3.  การเพิ่มประสิทธิภาพของแอนติบอดใีนการตรวจเชือ้ ควรจะมกีารทดสอบสารตางๆ ที่ใชปรับ
สภาพพื้นผิวของสไลดแกวท่ีเคลือบอนุภาคทองคําใหม อาทิ สาร Poly-L-Lysine (PLL) เพื่อให
แอนติบอดีสามารถเขาจับกับแอนติเจนในอัตราสวน 1:2 ได
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การเตรียมสารตางๆ ที่ใชในการทดลอง                                                     
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1.  การเตรียมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับการปลูกเชื้อ 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 ใหเทากับ 7.0   
 
2.  การเตรียมสารละลายสําหรับตรวจสอบเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยวิธี PTA- ELISA 
  

2.1 Carbonate coating buffer  pH  9.6 
 

NaHCO3    2.93 กรัม 
Na2Co3     1.59 กรัม 
ละลายในน้ํากลั่น   800 มิลิลิตร 
 

ปรับ pH ใหได 9.6 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 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 ใหได 7.4 แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 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 ใหได 9.8 แลวปรับปริมาตรดวยน้ําจนครบ 1,000 มิลลิลิตร เก็บในภาชนะทึบแสง  
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 
3.  การเตรียมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับสกัด 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 
 

 ปรับปริมาตรดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อจนครบ 200 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิหอง 
 

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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เตรียมสารละลายภายในตูดดูควันและเก็บสารละลายในภาชนะทึบแสงที่อุณหภูม ิ4 องศา-
เซลเซียส 

 
3.3  TLES ที่เติม 2% Na2SO3 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 

TLES     10 มิลลิลิตร 
Na2SO3     0.2 กรัม 
 

ผสมใหสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน 
 
3.3 70% Ethanol 
 

Absolut  ethanol    21 มิลลิลิตร 
 

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

4.   การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลลแบคทีเรียและสารที่ใชในการเตรียม competent cell 

 

4.1 อาหาร LB 

 

  Tryptone    10 กรัม 

  Yeast extract    10 กรัม 

  NaCl     5 กรัม 
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ปรับปริมาตรดวยน้ําจนครบ 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา-

เซลเซียส 

 

4.2 อาหาร SOB (Rich medium) 

 

  Tryptone    20 กรัม 

  Yeast extract    5 กรัม 

  NaCl     0.5 กรัม 

 

ปรับปริมาตรดวยน้ําจนครบ 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ 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 

 

 ปรับปริมาตรดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อจนครบ 100 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหได 5.8 ดวย 

acetic acid แลวกรองผาน filter แบงเก็บทีอุ่ณหภูมิ -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 

 

ปรับปริมาตรดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อจนครบ 100 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหได 5.8 ดวย  

NaOH แลวกรองผาน filter แบงเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 

ภาพผลการทดสอบคุณสมบัติของ PAb ดวยเทคนิค SPR biosensor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ 1  ผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของ PAb กับเชื้อไวรัสชนิดตางๆ 7 ชนิด ดวยเทคนิค SPR biosensor 
 
 

PBS pH 7.4 
PVY  
TMV 
CaCV  
PepMoV  
CMV 
TEV  

ChiVMV ที่คอนขางบริสุทธิ์ 
น้ําคั้นใบพริกที่มีเชื้อ ChiVMV  
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ภาพผนวกที่ 2  ผลการทดสอบคาไตเตอรของ PAb ในการทําปฏิกิริยากบัเชื้อ ChiVMV-KPS9 ที่บริสุทธิ์ดวยเทคนิค SPR biosensor 

คาการเจือจางของแอนติบอดี 
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 ตอเชื้อ ChiVMV-KPS9 ดวยเทคนิค 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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