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Melon yellow spot virus (MYSV) เป็นไวรัสสาเหตุโรคพืชทีÉจดัอยูใ่นจีนสัทอสโพไวรัส เขา้ทาํลายพืช

ในวงศแ์ตง ทาํใหป้ริมาณผลผลิตลดลงและเสียคุณภาพ ในประเทศไทยมีการผลิตและใชแ้อนติซีรัมเพืÉอตรวจ 

สอบทอสโพไวรัสหลายชนิด แต่มกัพบการทาํปฏิกิริยาขา้มชนิดกนั งานวิจยันีÊ มีวตัถุประสงคที์Éจะศึกษายนีและ

โปรตีน non-structural (NSs) เพืÉอใชป้ระโยชน์ในการผลิตแอนติซีรัมสาํหรับตรวจสอบเชืÊอ MYSV เกบ็ตวัอยา่ง

พืช 5 ชนิดทีÉแสดงอาการใบจุดประเหลืองจากแปลงปลูกในจงัหวดันครปฐม นครราชสีมา และเพชรบุรี จาํนวน 

321 ตวัอยา่ง ตรวจพบเชืÊอ MYSV ใน 111 ตวัอยา่ง ดว้ยเทคนิค DAC-ELISA และเกบ็ตวัอยา่งจากจงัหวดั

กาญจนบุรีและนครราชสีมา ตรวจพบเชืÊอ 20 ตวัอยา่ง จาก 29 ตวัอยา่ง เลือกตวัอยา่งเชืÊอไอโซเลท SUT ซึÉ งแยก

ไดจ้ากเมลอนมาใชใ้นการศึกษายนีทีÉควบคุมการสังเคราะห์โปรตีน nucleocapsid (N) และ non-structural (NSs) 

โดยออกแบบไพรเมอร์และสังเคราะห์ดีเอน็เอของยนี N และ NSs ดว้ยเทคนิค RT-PCR พบว่ายนี N มีขนาด 840 

นิวคลีโอไทด ์แปลรหสัไดก้รดอะมิโน 280 เรซิดิวส์ มีนํÊ าหนกัโมเลกุล 31.159 กิโลดาลตนั มีความคลา้ยคลึงของ

ลาํดบักรดอะมิโนกบัเชืÊอ MYSV ไอโซเลท W3-Kalasin และ Ph122 ซึÉ งพบในแตงโมและโทงเทงจากประเทศ

ไทย และ Tospo-melo ซึÉ งพบในเมลอนจากประเทศญีÉปุ่นมากทีÉสุดทีÉระดบั 100 เปอร์เซ็นต ์ ยนี NSs มีขนาด 

1,410 นิวคลีโอไทด ์แปลรหสัไดก้รดอะมิโน 470 เรซิดิวส์ มีนํÊ าหนกัโมเลกุล 53.169 กิโลดาลตนั มีความ

คลา้ยคลึงของลาํดบักรดอะมิโนกบัเชืÊอ MYSV ไอโซเลท TW ซึÉ งพบในแตงโมจากประเทศไตห้วนัมากทีÉสุดทีÉ

ระดบั 97.7 เปอร์เซ็นต ์โคลนยนี NSs เขา้กบัพลาสมิดพาหะของ pQE expression system เพืÉอสังเคราะห์โปรตีน 

NSs ในสภาพหลอดทดลองในเซลลแ์บคทีเรีย Escherichia coli ไดโ้ปรตีนลูกผสม 6xHis-NSs ทีÉมีนํÊ าหนกั

โมเลกุล 54.764 กิโลดาลตนั มีความเขม้ขน้ 1.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และใชเ้ป็นแอนติเจนฉีดกระต่าย โพลี

โคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน 6xHis-NSs ทีÉผลิตได ้(PAb-MYSV-NSs) มีค่าไตเตอร์อยูใ่นช่วง 800-3,200 ทาํ

ปฏิกิริยากบัเชืÊอ MYSV ในใบแตงร้านเมืÉอทดสอบดว้ย DAC-ELISA และทาํปฏิกิริยากบัเชืÊอ MYSV ในใบ

แตงร้านและใบเมลอน เมืÉอทดสอบดว้ย Dot immunobinding assay (DIBA) โดยไม่ทาํปฏิกิริยาขา้มกบัเชืÊอ 

Watermelon silver mottle virus (WSMoV), Capsicum Chlorosis virus (CaCV) และ Tomato necrotic ringspot 

virus (TNRV)  
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                Melon yellow spot virus (MYSV) is a distinct plant virus species in the genus Tospovirus which 

infects cucurbitaceous plants. The virus causes low yield and low quality of the produces. In Thailand there 

have been several antisera raised against tospoviruses but most of them cross-reacted to the related tospovirus 

species.  This research aimed to investigate MYSV nucleocapsid (N) and non-structural (NSs) genes and 

proteins, and the in vitro-expressed NSs protein would be applied to produce antibody for specific MYSV 

diagnosis.  Symptomatic plant samples showing yellow spots on leaves were collected in Nakhonpathom, 

Nakhonratchasima and Phetchaburi provinces. MYSV was detected from 111 out of 321 samples by using 

ELISA. Twenty nine plant samples were collected from Kanchanaburi and Nakhonratchasima provinces and 

20 melon samples were found to be infected. Isolate SUT from melon was selected to study on MYSV N and 

NSs genes and proteins.  Primers were designed for viral genes amplification by RT-PCR and gene sequences 

were analyzed.  The obtained N gene comprised 840 nucleotides encoded for 280 amino acid polypeptide 

MW of 31.159 kDa. The N protein sequence was similar to Thai MYSV-W3 from watermelon, MYSV-Ph112 

from Physalis plant, including Tospo-melo isolates from Japan at 100% identity. The NSs gene contained 

1410 nucleotides which coded for 470 amino acid residues of MW53.169 kDa polypeptide. The NSs protein 

sequence showed the highest identity to MYSV-TW isolate from watermelon in Taiwan.  Subsequently, 

MYSV-SUT NSs gene was cloned into the expression vector in pQE expression system and the recombinant 

6xHis-NSs protein synthesized in vitro was obtained. The purified NSs protein has MW of 54.764 kDa and 

was used at conc.1.6 mg/ml for rabbit immunization. Polyclonal antibody against recombinant NSs protein 

(PAb-MYSV-NSs) revealed titer ranges of 800-3200 by DAC-ELISA, and specifically reacted to MYSV-

infected cucumber leaf sap.  By using Dot immunobinding assay, PAb-MYSV-NSs can detect MYSV in 

cucumber and melon leaf sap without cross-reaction to diseased plant sap of  Watermelon silver mottle virus 

(WSMoV), Capsicum chlorosis virus (CaCV), or Tomato necrotic ring spot virus (TNRV). 
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เชืÊอทอสโพไวรัส ไอโซเลท พืชอาศยั สถานทีÉพบ ชืÉอยนี และ accession 

number ของยนีNuclepcaosid (N) และ Non-Structural (NSs) ทีÉใชใ้นการ

วิเคราะห์ร่วมกบัเชืÊอ Melon yellow spot virus (MYSV) ทีÉศึกษาครัÊ งนีÊ  

ผลการตรวจสอบเชืÊอ Melon yellow spot virus (MYSV) ในตวัอยา่งแตงกวา

และแตงร้าน (Cucumis sativus) แตงโม (Citrullus lanatus) โทงเทง (Physalis 

angulata) และพริก (Capsicum annuum) ทีÉเก็บจากแปลงปลกูโดยใชแ้อนติ

ซีรัม PAb-Tospo A1-N และ PAb-MYSV6-N วิเคราะห์ดว้ยเทคนิค           

DAC-ELISA  

ผลการตรวจสอบเชืÊอ Melon yellow spot virus (MYSV) ในตวัอยา่งเมลอน 

(Cucumis melo) และแตงร้าน (Cucumis sativus) ทีÉเก็บจากโรงเรือนในจงัหวดั

นครราชสีมาและแปลงปลกูของบริษทัโคลส (ประเทศไทย) จาํกดั โดยใช้

แอนติบอดี PAb-Tospo A1-N, PAb-MYSV6-N และ MAb-5E7-N วิเคราะห์

ดว้ยเทคนิค DAC-ELISA  

เปอร์เซ็นตค์วามคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของยนีและ

โปรตีน Nucleocapsid (N) ของเชืÊอ Melon yellow spot virus ไอโซเลท SUT 

(MYSV-SUT) กบัเชืÊอ Melon yellow spot virus ไอโซเลทต่างๆ ทีÉพบใน

ประเทศไทย, ญีÉปุ่น และไตห้วนั เปรียบเทียบแบบ Multiple alignment ดว้ย

โปรแกรม CLC Main Workbench 5 (CLC bio)     

เปอร์เซ็นตค์วามคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของยนีและ

โปรตีน Nucleocapsid (N) ของเชืÊอ Melon yellow spot virus ไอโซเลท SUT 

(MYSV-SUT) กบัเชืÊอทอสโพไวรัสไอโซเลทต่างๆ ทีÉพบในประเทศไทย, 

ญีÉปุ่น และไตห้วนั เปรียบเทียบแบบ Multiple alignment ดว้ยโปรแกรม CLC 

Main Workbench 5 (CLC bio) 

 

 

 

 

20 

 

 

 

 

22 

 

 

 

 

24 

 

 

 

 

32 

 

 

 

 

33 

 

 

 



 

  (3) 

สารบัญตาราง (ต่อ) 

 

 

 

 

ตารางทีÉ หน้า 

  

6 

 

 

 

 

7 

 

 

 

8 

 

 

9 

 

 

 

 

 

 

 

เปอร์เซ็นตค์วามคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของยนีและ

โปรตีน Non-Structural (NSs) ของเชืÊอ Melon yellow spot virus ไอโซเลท 

SUT (MYSV-SUT) กบัเชืÊอทอสโพไวรัสไอโซเลทต่างๆ ทีÉพบประเทศไทย, 

ญีÉปุ่น และไตห้วนั เปรียบเทียบแบบ Multiple alignment ดว้ยโปรแกรม CLC 

Main Workbench 5 (CLC bio)   

การเปรียบเทียบเปอร์เซ็นตค์วามคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะ

มิโนของยนีและโปรตีน Nucleocapsid (N) และ Non-Structural (NSs) ของเชืÊอ 

Melon yellow spot virus ไอโซเลท SUT (MYSV-SUT) กบัเชืÊอทอสโพไวรัส

ไอโซเลทต่างๆ ทีÉพบในประเทศไทย ญีÉปุ่น และไตห้วนั  

ค่าความเจือจางสูงสุด (dilution end point) ของแอนติซีรัม PAb-MYSV-NSs ทีÉ

ทาํปฏิกิริยากบัโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs ความเขม้ขน้ 3 µg/ml ซึÉงเป็น

แอนติเจน ตรวจสอบดว้ยเทคนิค DAC-ELISA  

ผลของปฏิกิริยาจาํเพาะของแอนติซีรัมต่อโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs ของเชืÊอ 

MYSV-SUT จากการเจาะเลือดครัÊ งทีÉ 4 (PAb-MYSV-NSs4) ทีÉเจือจาง 1:500 

เท่า และแอนติซีรัมต่อโปรตีน N ของเชืÊอ Melon yellow spot virus (PAb-

MYSV6-N) ทีÉเจือจาง 1:1,000 เท่า กบัตวัอยา่งโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs และ

นํÊ าคัÊนใบพืชเป็นโรคบนแผน่ nitrocellulose membrane วิเคราะห์ดว้ยวิธี Dot 

immunobinding assay (DIBA) 
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แผนภาพจาํลองโครงสร้างสายพนัธุกรรม S RNA ของเชืÊอ Melon yellow spot 

virus ไอโซเลท Tospo-melo (MYSV-Tospo-melo) ขนาด 3232 นิวคลีโอไทด ์ 

อาการผดิปกติบนตวัอยา่งใบเมลอนจากโรงเรือนในจงัหวดันครราชสีมา (ก) และ

แปลงปลกูของบริษทัโคลส (ประเทศไทย) จาํกดั (ข) ทีÉตรวจพบเชืÊอ Melon 

yellow spot virus ดว้ยเทคนิค DAC-ELISA โดยใชแ้อนติบอดี PAb-MYSV6-N 

และ MAb-5E7-N 

แผนภาพแสดงตาํแหน่งและขนาดของชิÊนส่วนดีเอน็เอทีÉเพิÉมปริมาณไดจ้าก RNA 

รวมของพืชทีÉติดเชืÊอ Melon yellow spot virus (MYSV) โดยใชไ้พรเมอร์ทีÉ

จาํเพาะต่อยนี  Nucleocapsid (N) และ Non-Structural (NSs) 

เจลแสดงแถบดีเอน็เอขนาด 852 คู่เบส ทีÉไดจ้ากการเพิÉมปริมาณยนี N ของเชืÊอ 

Melon yellow spot virus ไอโซเลท MYSV-SUT ดว้ยเทคนิค two-step RT-PCR 

ใช ้ไพรเมอร์ MYSV-CP-F และ MYSV-CP-R และใชอ้าร์เอน็เอรวมจากใบ       

เมลอนเป็นตน้แบบ แยกขนาดดีเอน็เอดว้ย 1% agarose gel electrophoresis 

เจลแสดงแถบดีเอน็เอขนาด 1,452 คู่เบส ทีÉไดจ้ากการเพิÉมปริมาณยนี NSs ของ 

เชืÊอ Melon yellow spot virus ไอโซเลท MYSV-SUT ดว้ยเทคนิค two-step RT-

PCR ใชไ้พรเมอร์ MYSV-NSs3-F และ MYSV-NSs1-R และใชอ้าร์เอน็เอรวม

จากใบเมลอนเป็นตน้แบบแยกขนาดดีเอน็เอดว้ย 1% agarose gel electrophoresis 

Phylogenetic tree ของลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน Nucleocapsid (N) ของเชืÊอ

Melon yellow spot virus ไอโซเลท SUT (MYSV-SUT) กบัเชืÊอทอสโพไวรัส   

ไอโซเลทต่างๆ ทีÉพบในประเทศไทย (THA) ญีÉปุ่น (JPN) และไตห้วนั (TWN) 

โดยใชก้ารวิเคราะห์แบบ UPGMA ดว้ยโปรแกรม CLC Main Workbench 5 

(CLC bio) คาํนวณค่า Bootstrap percentage จาก 1,000 Replications 

 

 13 

 

 

 

23 

 

 

26 

 

 

 

27 

 

 

 

 

28 

 

 

 

36 

 

 

 

 



 

  (5) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 

 

 

ภาพทีÉ หน้า 

  

7 

 

 

 

 

8 

 

 

 

 

 

9 

 

 

 

 

 

10 

 

 

 

11 

Phylogenetic tree ของลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน Non-Structural (NSs) ของ

เชืÊอ Melon yellow spot virus ไอโซเลท SUT (MYSV-SUT) กบัเชืÊอทอสโพ

ไวรัสไอโซเลทต่างๆ ทีÉพบในประเทศ(THA) ญีÉปุ่น (JPN) และไตห้วนั (TWN) 

โดยใชก้ารวิเคราะห์แบบ UPGMA ดว้ยโปรแกรม CLC Main Workbench 5 

(CLC bio) คาํนวณค่า Bootstrap percentage จาก 1,000 replications 

เจลแสดงแถบโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs ของเชืÊอ Melon yellow spot virus      

ไอโซเลท SUT (MYSV-SUT) ทีÉสงัเคราะห์ไดใ้นเซลล ์E. coli DH5α  เมืÉอสกดั

โปรตีนจากเซลล ์E. coli ในสภาวะ denaturing condition และทาํใหโ้ปรตีน

บริสุทธิÍ โดยผา่น Ni-NTA column ตรวจสอบดว้ย 12% SDS-Polyacrylamide gel 

electrophoresis ยอ้มสีดว้ย staining solution (0.2% Coomassie brilliant blue 

R250) และลา้งออกดว้ย Destaining solution จนกว่าจะเห็นแถบโปรตีน 

Calibration curve ทีÉสร้างขึÊนจากระยะทางทีÉโปรตีนเคลืÉอนทีÉ (cm) และค่า log10 

ของนํÊ าหนกัโมเลกุล (kDa) ของโปรตีนมาตรฐาน (Fermentas) SM0431 แยก

ขนาดโปรตีนดว้ย 12% SDS Polyacrylamide gel electrophoresis และโปรตีน

ลกูผสม 6xHis-NSs เคลืÉอนทีÉไดร้ะยะทาง 1.85 cm ซึÉงเทียบกบัค่า log10 ของ

นํÊ าหนกัโมเลกุลไดป้ระมาณ 1.7385 คาํนวณนํÊ าหนกัโมเลกลุไดป้ระมาณ 54.764 

kDa 

Standard curve ทีÉสร้างขึÊนจากค่าการดดูกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 595 nm ของ

โปรตีน BSA ทีÉทราบความเขม้ขน้ (ตัÊงแต่ 0.0625-2 mg/ml) วดัดว้ยวิธี Bradford’s 

เพืÉอหาความเขม้ขน้ของโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs ทีÉแยกใหบ้ริสุทธิÍ  ซึÉงวดัค่า

การดดูกลืนแสงได ้0.561 คิดเป็นความเขม้ขน้ของโปรตีนเท่ากบั 1.6 mg/ml 

กราฟแสดงค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัมต่อโปรตีนลกูผสม 6XHis-NSs (PAb-

MYSV-NSs) จากการเจาะเลือด 5 ครัÊ ง (AS1-AS5) ใชโ้ปรตีน 6xHis-NSs ความ

เขม้ขน้ 3 µg/ml เป็นแอนติเจนตรวจสอบดว้ยเทคนิค DAC-ELISA วดัค่าการ

ดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 405 nm หลงัจากเติม substrate นาน 60 นาที 
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ผลการทาํปฏิกิริยาของแอนติซีรัมต่อโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs ของเชืÊอ  

MYSV-SUT จากการเจาะเลือดครัÊ งทีÉ 4 (PAb-MYSV-NSs4) ทีÉเจือจาง 1:500 เท่า 

กบัโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs และนํÊ าคัÊนใบพืชเป็นโรค ดว้ยเทคนิค DAC-

ELISA วดัค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 405 nm หลงัจากเติม substrate 

นาน 60 นาที  

ผลการทาํปฏิกิริยาของแอนติซีรัมต่อโปรตีน N ของเชืÊอ Melon yellow spot virus 

(PAb-MYSV6-N) ทีÉเจือจาง 1:1,000 เท่ากบัโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs และนํÊ า

คัÊนใบพืชเป็นโรค ดว้ยเทคนิค DAC-ELISA วดัค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาว

คลืÉน 405 nm หลงัจากเติม substrate นาน 60 นาที  

ตะกอนสีม่วงบนแผน่ nitrocellulose membrane แสดงผลของปฏิกิริยาจาํเพาะ

ของแอนติซีรัมกบัตวัอยา่งโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs และนํÊ าคัÊนใบพืชเป็นโรค 

วิเคราะห์ดว้ยวิธี Dot immunobinding assay (DIBA) 

ผลการทาํปฏิกิริยาของแอนติซีรัมต่อโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs และนํÊ าคัÊนใบพืช

เป็นโรคดว้ยเทคนิค DAC-ELISA วดัค่าการดดูกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 405 nm 

หลงัจากเติม substrate นาน 60 นาที  

แผนผงัขัÊนตอนการตรวจวินิจฉยัเพืÉอจาํแนกเชืÊอทอสโพไวรัส 4 ชนิด ทีÉพบใน

ประเทศไทยในพืชวงศแ์ตงดว้ยเทคนิค DAC-ELISA และ DIBA  

แผนผงัขัÊนตอนการตรวจวินิจฉยัเพืÉอจาํแนกเชืÊอทอสโพไวรัส 4 ชนิด ทีÉพบใน

ประเทศไทยในพืชทีÉไม่ใช่วงศแ์ตงดว้ยเทคนิค DAC-ELISA และ DIBA 
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  (7) 

คาํอธิบายสัญลักษณ์และคาํย่อ 

 

MYSV = Melon yellow spot virus 

WSMoV = Watermelon silver mottle virus 

CaCV =        Capsicum chlorosis virus 

TNRV =        Tomato necrotic ringspot virus 

N =        Nucleocapsid 

NSs =        Non-Structural 

PAb = Polyclonal antibody 

MAb = Monoclonal antibody 

6xHis-NSs-MYSV = โปรตีน Non-Structural ลกูผสมของเชืÊอ Melon yellow spot virus 

PAb-MYSV-NSs = โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน NSs ของ MYSV 

PAb-MYSV-N = โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน N ของ MYSV 

PAb-Tospo A1-N = โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน N ของเชืÊอทอสโพไวรัส 

                                                   ซีโรกรุ๊ป IV 

PAb-CaCV-NSs = โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน NSs ของ CaCV 

PAb-TNRV-N = โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน N ของ TNRV 

DAC-ELISA = Direct antigen coating-Enzyme Linked Irnmunosorbant Assay 
DIBA = Dot immunobinding assay 

E.coli = Escherichia coli 

His = Histidine 

nm = Nanometer 

mg = Milligram 

µg = Microgram 

ml = Milliliter 

µl = Microliter 

MW = Molecular weight 

 

 

 

 



การศึกษาลักษณะทางชีวโมเลกุลของยีนและโปรตนี Nucleocapsid และ                   

Non-Structural ของ Melon yellow spot virus ทีÉเข้าทําลายเมลอนในประเทศไทย  

 

Molecular Characterization of Nucleocapsid and Non-Structural Genes and 

Proteins of Melon yellow spot virus Infecting Melon in Thailand  

 

คาํนํา 

 

Melon yellow spot virus (MYSV) เป็นเชืÊอทอสโพไวรัสทีÉสร้างความเสียหายอยา่งมาก

ใหก้บัพืชในวงศแ์ตง โดยจะทาํใหผ้ลผลิตลดลงทัÊงในดา้นปริมาณและคุณภาพ จากการศึกษาพบว่า

มีการแพร่ระบาดของเชืÊอ MYSV ครอบคลุมพืÊนทีÉปลกูพืชวงศแ์ตงในประเทศไทย ญีÉปุ่นและ

ไตห้วนั เชืÊอสามารถแพร่ระบาดไดอ้ยา่งรวดเร็วโดยอาศยัเพลีÊยไฟเป็นพาหะ ทาํใหย้ากต่อควบคุม 

การตรวจวนิิจฉยัพืชทีÉคาดว่าติดเชืÊอทอสโพไวรัสจึงเป็นสิÉงจาํเป็นในการศึกษาการแพร่ระบาดและ

การควบคุมโรค และสามารถนาํมาใชป้ระโยชน์ในแง่การคดัเลือกพนัธุต์า้นทานไดด้ว้ย  

 

การตรวจวนิิจฉยัพืชเป็นโรคทีÉเกิดจากเชืÊอไวรัสสามารถทาํไดห้ลายวิธี วิธีการทางอิมมโูน

วิทยาเป็นอีกวิธีการหนึÉงทีÉนิยมใชก้นัอยา่งแพร่หลาย โดยใชแ้อนติซีรัมทีÉมีความจาํเพาะต่อเชืÊอทีÉจะ

ตรวจ ดงันัÊนแอนติซีรัมจึงตอ้งมีประสิทธิภาพ เพืÉอประโยชน์ในการจาํแนกเชืÊอไวรัสไดอ้ยา่งแม่นยาํ 

จากการศึกษาทีÉผา่นมาพบว่าการตรวจวนิิจฉยัโรคทีÉเกิดจากเชืÊอทอสโพไวรัสนิยมใชแ้อนติบอดีต่อ

โปรตีน Nucleocapsid (N) ในการตรวจสอบพืชเป็นโรค ทัÊงทีÉเป็นโมโนโคลนอลแอนติบอดี (MAb) 

และโพลีโคลนอลแอนติบอดี (PAb) ซึÉงพบว่ามกัเกิดปัญหาการเกิดปฏิกิริยาขา้มกบัเชืÊอทอสโพ

ไวรัสในซีโรกรุ๊ปเดียวกนั ปัจจุบนัจึงมีการศึกษาเกีÉยวกบัโปรตีน Non-structural (NSs) ในแง่ของ

การใชป้ระโยชน์ทางซีรัมวิทยาเพิÉมมากขึÊน เพืÉอแกปั้ญหาการเกิดปฏิกิริยาขา้มของแอนติบอดีต่อ

โปรตีน N ทัÊงนีÊ เนืÉองจากโปรตีน NSs ของเชืÊอต่างชนิดกนัมีความแตกต่างกนัของลาํดบักรดอะมิโน

มากกว่าโปรตีน N ทาํใหแ้อนติบอดีต่อโปรตีน NSs มีแนวโนม้ว่าอาจไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัเชืÊอ

ทอสโพไวรัสชนิดอืÉน 

 

สาํหรับประเทศไทยนัÊนพบว่ามีรายงานการศึกษายนีและโปรตีน N ของเชืÊอ MYSV รวมถึง

การผลิต MAb และ PAb ต่อโปรตีน N ของเชืÊอ MYSV เพืÉอใชใ้นการตรวจวินิจฉยัพืชเป็นโรค แต่

ยงัมีการศึกษายนีและโปรตีน NSs ไม่มากนกั งานวจิยันีÊ มีวตัถุประสงคเ์พืÉอศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทด์

และกรดอะมิโนของยนีและโปรตีน N และ NSs ของเชืÊอ MYSV ทีÉแยกไดจ้ากเมลอน วิเคราะห์สาย



 

 2 

สมัพนัธก์บัไอโซเลทอืÉนๆ และเชืÊอทอสโพไวรัสชนิดอืÉนทีÉพบในประเทศไทย ผลิตและตรวจสอบ

คุณสมบติัของแอนติบอดีต่อโปรตีน NSs สาํหรับนาํไปใชใ้นการตรวจวนิิจฉยัและจาํแนกเชืÊอ 

MYSV ในพืชเป็นโรค 

 



วตัถุประสงค์ 

 

1.  ศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของยนีและโปรตีน Nucleocapsid (N) และ 

Non-Structural (NSs) ของเชืÊอ Melon yellow spot virus (MYSV) สาเหตุโรคใบจุดเหลืองของ        

เมลอน 

  

2.  ศึกษาสายสมัพนัธข์องเชืÊอ MYSV ไอโซเลทต่างๆ จากขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละ

ลาํดบักรดอะมิโนของยนี N และ NSs 

  

3.  สงัเคราะห์โปรตีน NSs ในสภาพหลอดทดลอง และผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ

โปรตีน NSs  

 

4.  ทดสอบความจาํเพาะต่อการตรวจสอบเชืÊอ MYSV ดว้ยโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อ

โปรตีน NSs ทีÉผลิตได ้

 



การตรวจเอกสาร 

 

1.  ลกัษณะทัÉวไปของเชืÊอ Melon yellow spot virus (MYSV) 

 

Melon yellow spot virus (MYSV) เป็นไวรัสโรคพืชทีÉจดัจาํแนกอยูใ่น Family 

Bunyaviridae Genus Tospovirus พบครัÊ งแรกในปี ค.ศ. 1992 ในประเทศญีÉปุ่น โดยทาํใหเ้กิดอาการ 

yellow spot และ chlorosis อยา่งรุนแรงในเมลอน (Cucumis melo) (Kato et al., 2000) เชืÊอ MYSV 

มีพืชอาศยัหลายชนิด โดยมีรายงานว่าสามารถเขา้ทาํลายพืชในวงศ ์Cucurbitaceae เช่น แตงร้าน 

แตงโม แคนตาลปู มะระ และเมลอน (Gajanandana et al., 2006; Chiemsombat et al., 2008; 

Takeuchi et al., 2009) เชืÊอ MYSV พบในประเทศญีÉปุ่น ไตห้วนั และไทย (David, 2005; Chen et 

al., 2008; Chiemsombat et al., 2008) ทาํใหเ้กิดอาการ chlorotic spot, mosaic mottling, yellowing 

บนใบของพืชอาศยั อาการ mosaic patches หรือ mottling บนผล ซึÉงอาการต่างๆเหล่านีÊ เป็นสาเหตุ

ทาํใหผ้ลผลิตของพืชลดลงทัÊงในดา้นปริมาณและคุณภาพ (Sugiyama et al., 2009) 

 

1.1 สณัฐานวิทยา 

 

       อนุภาคของเชืÊอ MYSV มีรูปร่างเป็นแบบทรงกลม (quasi-spherical) ขนาดของอนุภาค

มีความแตกต่างกนัในแต่ละไอโซเลท มีการศึกษาพบว่าอนุภาคของเชืÊอ MYSV ทีÉเขา้ทาํลายพืชวงศ์

แตงในญีÉปุ่นมีเสน้ผา่ศนูยก์ลางประมาณ 114-176 นาโนเมตร (Okuda et al., 2002) ส่วน MYSV ทีÉ

เขา้ทาํลายมะระในญีÉปุ่นมีขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลางประมาณ 130-200 นาโนเมตร (Takeuchi et al., 

2009) และ MYSV ไอโซเลท TW-C1 ทีÉเขา้ทาํลายแตงในไตห้วนัมีขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลางของ

อนุภาคประมาณ 70-110 นาโนเมตร (Chao et al., 2010) อนุภาคไวรัสมีส่วนของเยืÉอหุม้ (envelope)  

ซึÉงประกอบไปดว้ยชัÊนไขมนั (lipid membrane) และไกลโคโปรตีน (glycoprotein) 2 ชนิด คือ G1 

และ G2  ซึÉงมีลกัษณะเป็นปุ่ม (spikes) อยูบ่นเยืÉอหุม้ (German et al., 1992)  

        

1.2 โครงสร้างและสารพนัธุกรรม 

 

       ภายในอนุภาคของ MYSV มีหน่วยพนัธุกรรม 3 โมเลกุล (tripartite) เป็นอาร์เอน็เอสาย

เดีÉยว (single-stranded RNA: ssRNA) ประกอบดว้ย  L-RNA มีขนาดประมาณ 8.9 kb M-RNA 

ขนาดประมาณ 4.8 kb และ S-RNA ขนาดประมาณ 3.2 kb โดยแต่ละโมเลกุลมีโปรตีนห่อหุม้ซึÉง

เรียกว่า  nucleocapsid protein (N-protein) ส่วนมากจะกระจดักระจายอยูใ่นไซโตพลาซึมของเซลล์
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ทีÉถกูเขา้ทาํลาย (Kato et al., 2000; Okuda et al., 2004; 2006) จีโนมทัÊง 3 ชิÊนมีรหสัทีÉกาํหนดการ

สร้างโปรตีน 5 ชนิด คือ nucleocapsid protein (N protein), nonstructural protein (NSs protein), 

movement protein (NSm protein), viral polymerase และ glycoprotein (G protein) (German et al., 

1992; Lawson et al., 1996) ทีÉบริเวณปลาย 5' และ 3' ของสายอาร์เอน็เอแต่ละสาย จะพบการ

เรียงลาํดบัของนิวคลีโอไทด ์8 นิวคลีโอไทดเ์ป็นแบบเฉพาะตวั คือ 5' AUUGCUCU 3' และมี

ลกัษณะเป็นคู่สมกนั จดัเป็นส่วนทีÉเป็นบริเวณอนุรักษข์องไวรัสใน Genus Tospovirus ทีÉมีความ

เกีÉยวขอ้งกบัการสงัเคราะห์สายอาร์เอน็เอของไวรัส (Kato et al., 2000)  

 

        L-RNA มีรหสัจีโนมเป็นแบบ complementary strand มี 1 ORF (open reading frame) 

ทาํหนา้ทีÉในการกาํหนดการสงัเคราะห์โปรตีน L ซึÉงเป็น viral RNA-dependent RNA polymerase 

(de Haan et al., 1991; Prins and Goldbach, 1998; Okuda et al., 2006) โปรตีนนีÊ เป็นส่วนประกอบ

ทีÉสาํคญัอยูใ่นอนุภาคไวรัส พบในปริมาณนอ้ย มีลาํดบักรดอะมิโนทีÉมีความจาํเพาะสูง และสาํคญั

ต่อการทาํงานของเอนไซม ์polymerase (de Haan et al., 1991; Yeh and Chang, 1995; van Poelwijk 

et al., 1996) 

  

       M-RNA มี 2 ORFs โดย ORF ทีÉ 1 อยูบ่นอาร์เอน็เอทีÉมีรหสัเป็น viral strand กาํหนด 

การสงัเคราะห์ nonstructural protein ทีÉเรียกว่า NSm ซึÉงเป็น movement protein ไม่เกีÉยวขอ้งกบั

องคป์ระกอบของอนุภาค ทาํหนา้ทีÉในการเคลืÉอนยา้ยอาร์เอน็เอของไวรัสทีÉยงัไม่มีเยืÉอหุม้ (envelope) 

จากเซลลห์นึÉงไปยงัอีกเซลลห์นึÉง (cell-to-cell) ส่วน ORF ทีÉ 2 อยูบ่น complementary strand 

ควบคุมการสร้างโปรตีนทีÉใชเ้ป็นสารตัÊงตน้สาํหรับการสร้างโปรตีน G1 และ G2 (glycoprotein) 

(Kormelink et al., 1992; 1994; Pang et al., 1993; Yeh and Chang, 1995) จากรายงานของ 

Kormelink et al. (1994) ทาํการทดลองโคลนยนีส่วนทีÉควบคุมการสร้าง NSm protein เขา้กบั  

พลาสมิด pET-11 และยา้ยเขา้สู่เซลล ์E. coli เพืÉอสงัเคราะห์ NSm protein จากนัÊนสกดัเอาโปรตีน

บริสุทธิÍ และนาํไปผลิต polyclonal antibody เพืÉอใหแ้บคทีเรียนาํไปใชใ้น Western immunoblot 

สาํหรับวิเคราะห์การเขา้ทาํลายของ TSWV ในใบยาสูบ N. rustica โดยพบว่ามี NSm protein ในช่วง

ระยะเวลาสัÊน ๆ ช่วงแรกของการแสดงอาการของโรคแบบแพร่กระจายทัÊงตน้ (systemic) และพบ 

NSm protein อยูร่่วมกนักบั N protein ใน cytoplasm แต่เมืÉอสกดัไวรัสใหบ้ริสุทธิÍ จากใบพืชมกัจะ

พบว่า NSm protein ไดสู้ญเสียไป และเมืÉอใชเ้ทคนิค Immunogold labeling กบัส่วนของเนืÊอเยืÉอ

ยาสูบทีÉเป็นโรคจะพบ NSm protein อยูร่วมกลุ่มกบั N protein ใน cytoplasm และ plasmodesmata 

แสดงว่า NSm protein เป็น viral movement protein ของ TSWV  

 



 

 6 

       S-RNA มี 2 ORFs โดย ORF ทีÉ 1 อยูบ่นอาร์เอน็เอทีÉมีรหสัเป็น complementary strand 

กาํหนดการสงัเคราะห์ โปรตีนห่อหุม้กรดนิวคลีอิค (โปรตีน N) (Kato et al., 2000) ทาํหนา้ทีÉเป็น

โครงสร้างห่อหุม้สารพนัธุกรรมของไวรัส โปรตีน N สามารถส่งเสริมใหเ้ริÉมกระบวนการลอกรหสั

เพืÉอเพิÉมปริมาณอาร์เอน็เอของไวรัส โดยรวมตวัเป็น dimer และจบักบัอาร์เอน็เอสายเดีÉยว เพืÉอ

ทาํงานร่วมกบั ribonucleoprotein นอกจากนีÊอาจเป็นตวัยบัย ัÊงการเพิÉมปริมาณอาร์เอน็เอของไวรัสได้

เช่นกนัถา้โครงสร้างโปรตีน N เปลีÉยนแปลงไป (Richmond et al., 1998; Whitfied et al., 2005) 

ส่วนปลายดา้น 5' ของสายอาร์เอน็เอของไวรัสเป็น viral strand กาํหนดการสงัเคราะห์โปรตีน NSs 

(Knierim et al., 2006) มีบทบาทในการยบัย ัÊงกระบวนการ RNA silencing ทีÉเกิดขึÊนในขณะทีÉเชืÊอ

ไวรัสเขา้ทาํลายพืช (Takeda et al., 2002) ยนี NSs หรือโปรตีน NSs ของเชืÊอทอสโพไวรัส อาจ

เกีÉยวกบัความรุนแรงของอาการโรคทัÊงในพืชและสตัว ์(Okuda et al., 2003) นอกจากนัÊนอาจมี

บทบาทเกีÉยวกบัการจาํลองอาร์เอน็เอทัÊงในพืช และเพลีÊยไฟพาหะ เนืÉองจาก S RNA จะถกูจาํลองทัÊง

สายก่อนทีÉจะมีการลอกรหสัส่วนของยนี NSs (Ullman et al., 1993a) ในกรณีของ M RNA และ S 

RNA ซึÉงอาร์เอน็เอแต่ละสายมีอยู ่2 ORF นัÊน เมืÉอลอกรหสัจะได ้mRNA สายยาว มีส่วนของ 

hairpin เป็น AU-rich ในส่วน intergenic region ทาํหนา้ทีÉเป็นสญัญาณหยดุการถอดรหสัพนัธุกรรม 

(transcription terminator signal) (de Haan et al., 1990; Whitfield et al., 2005) 

 

1.3  การถ่ายทอดเชืÊอ 

 

       เชืÊอ MYSV สามารถถ่ายทอดไดโ้ดยวิธีกล (mechanical inoculation) และแมลงพาหะ 

แต่ไม่สามารถถ่ายทอดผา่นเมลด็ (seed transmission) ทีÉไดจ้ากตน้ทีÉเป็นโรค หรือผา่นทางดิน (Kato 

et al., 1999) ในสภาพธรรมชาติเชืÊอ MYSV มีเพลีÊยไฟ (Thrips plami) เป็นพาหะในการถ่ายทอด

โรค โดยมีความสมัพนัธก์นัแบบคงทน (persistent) โดยเชืÊอไวรัสจะเขา้สู่ภายในตวัแมลงหมุนเวียน

และเพิÉมปริมาณภายในตวัแมลง (circulative propagative) ก่อนจะถ่ายทอดเชืÊอต่อไป โดยพบว่า

ส่วนของไกลโคโปรตีน G1 และ G2 ของเชืÊอไวรัสมีความจาํเพาะกบัเซลลเ์ยืÉอบุทางเดินอาหาร

ของพลีÊยไฟ ทาํใหเ้ชืÊอไวรัสแต่ละชนิดมีความจาํเพาะกบัเพลีÊยไฟแตกต่างกนั (Persley et al., 2007) 

นอกจากนีÊ ยงัพบว่าเพลีÊยไฟทีÉไดรั้บเชืÊอไวรัสตัÊงแต่ระยะตวัอ่อนจะสามารถถ่ายทอดโรคไดต้ลอด

อายขุยั และเพลีÊยไฟตอ้งไดรั้บเชืÊอในระยะตวัอ่อนเท่านัÊนจึงจะสามารถถ่ายทอดโรคได ้(Ullman et 

al., 1993a, 1993b; Van de Wetering et al., 1996) 
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2.  เกณฑ์การจาํแนกและระบุชนิดของเชืÊอทอสโพไวรัส 

 

ในการระบุชนิดของเชืÊอทอสโพไวรัสจะใชค้วามคลา้ยคลึงกนัของลาํดบักรดอะมิโน และ

ความสมัพนัธท์างซีรัมวิทยาของโปรตีน N เป็นเกณฑ ์ในรายงานการประชุมของ ICTV ในปี 2005 

ระบุว่าเชืÊอทอสโพไวรัสชนิดเดียวกนัจะตอ้งมีความคลา้ยคลึงกนัของลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน 

N มากกว่า 90 เปอร์เซ็นต ์และทอสโพไวรัสต่างชนิดกนัจะตอ้งมีความคลา้ยคลึงกนันอ้ยกว่า 80 

เปอร์เซ็นต ์(Fauquet et al., 2005) ดว้ยเกณฑด์งักล่าวสามารถจาํแนกเชืÊอทอสโพไวรัสไดส้อดคลอ้ง

กบัสมบติัทางซีรัมวิทยา ซึÉงจาํแนกเป็นซีโรกรุ๊ป I ถึง IV ต่อมามีผูเ้สนอใหจ้ดัแบ่งเชืÊอทอสโพไวรัส

ออกเป็น 3 กลุ่มใหญ่ๆ ตามความสมัพนัธใ์กลชิ้ดกนัทางซีรัมวิทยา คือ ซีโรกรุ๊ป Tomato spotted 

wilt virus (TSWV), Watermelon silver mottle virus (WSMoV) และ Iris yellow spot virus (IYSV) 

ส่วนเชืÊอทีÉไม่มีความสมัพนัธก์บัเชืÊออืÉน ไดแ้ก่ Impatiens necrotic spot virus (INSV), Peanut yellow 

spot virus (PYSV), Peanut chlorotic fan-spot virus (PCFV) และ Melon yellow spot virus 

(MYSV) จะยงัไม่มีการจดัซีโรกรุ๊ป (Knierim et al., 2006, Chen et al., 2010) 

  

Akram et al. (2004) วิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของโปรตีน Movement 

(NSm) ของเชืÊอ Groundnut bud necrosis virus (GBNV) 5 ไอโซเลท ทีÉพบในประเทศอินเดีย พบว่า

เชืÊอ GBNV ทัÊง 5 ไอโซเลท มีความคลา้ยคลึงกนัทีÉระดบั 98-100 เปอร์เซ็นต ์และ phylogenetic tree 

ทีÉสร้างจากลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน NSm แยกกลุ่มเชืÊอ GBNV ทัÊง 5 ไอโซเลทออกจากเชืÊอ

ทอสโพไวรัสชนิดอืÉน การวิเคราะห์ดว้ยกรดอะมิโนของโปรตีน N ก็ใหผ้ลเช่นเดียวกนั 

 

Zheng et al. (2008) ศึกษาเชืÊอไวรัสทีÉทาํใหเ้กิดอาการ chlorotic ringspot บนใบของ

กลว้ยไมส้กุล Phalaenopsis ทีÉพบในประเทศไตห้วนั โดยตรวจสอบดว้ยเทคนิคทางซีรัมวิทยาพบว่า

ทาํปฏิกิริยากบัแอนติซีรัมของเชืÊอ WSMoV เลก็นอ้ย แต่ไม่ทาํปฏิกิริยากบัแอนติซีรัมของเชืÊอ 

TSWV, INSV และ Groundnut ringspot virus (GRSV) เมืÉอวิเคราะห์ลาํดบักรดอะมิโน L RNA 

พบว่ามีความคลา้ยคลึงกบัเชืÊอ PBNV, WSMoV, TSWV และ INSV ทีÉระดบั 96.5, 97.7, 67.3 และ 

67.6 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั และเมืÉอวิเคราะห์ phylogenetic relationships ของกรดอะมิโนของ

โปรตีน N พบว่าเชืÊอทีÉศึกษาจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกบัเชืÊอ CaCV ทีÉพบในประเทศออสเตรเลียและไทย 

จึงสรุปว่าเชืÊอทีÉศึกษานีÊ เป็นไอโซเลทหนึÉงของเชืÊอ CaCV ใหชื้Éอว่า CaCV ไอโซเลท Ph     

 

Bag et al. (2010) วิเคราะห์ลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน RNA-dependent RNA 

polymerase (RdRp) พบว่าสามารถแยกเชืÊอทอสโพไวรัสออกเป็น 2 กลุ่ม คือ Eurasian และ 
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American โดยพบว่าในกลุ่มของ Eurasian มีการจบัเป็นกลุ่มยอ่ยของเชืÊอ CaCV, GBNV และ 

WSMoV ส่วนเชืÊอ MYSV, IYSV และ Tomato zonate spot virus (TZSV) แยกออกจากกนั 

 

Seepiban et al. (2011) ศึกษาเชืÊอทอสโพไวรัสทีÉทาํใหเ้กิดอาการ necrotic spots, necrotic 

ringspots และ stem necrosis ในมะเขือเทศทีÉพบในจงัหวดันครปฐม โดยตรวจสอบดว้ยเทคนิคทาง

ซีรัมวิทยาพบว่าสามารถทาํปฏิกิริยากบัโพลีโคลนอลแอนติบอดี MYSV6 และโมโนโคลนอล

แอนติบอดี 2B2 (ซึÉงทาํปฏิกิริยากบัเชืÊอ WSMoV, CaCV และ MYSV) รวมถึงทาํปฏิกิริยากบัโพลี

โคลนอลแอนติบอดี A3 (ซึÉงทาํปฏิกิริยากบัเชืÊอ WSMoV และ CaCV) แต่ไม่เกิดปฏิกิริยากบัโมโน

โคลนอลแอนติบอดี 2D6 และ L4E8 (ซึÉงทาํปฏิกิริยากบัเชืÊอ WSMoV และ CaCV) และไม่เกิด 

ปฏิกิริยากบัโมโนโคลนอลแอนติบอดี 5E7 (ซึÉงจาํเพาะต่อเชืÊอ MYSV) จากนัÊนทาํการศึกษาลาํดบั

กรดอะมิโนของโปรตีน N พบว่ามีความคลา้ยคลึงกบัเชืÊอทอสโพไวรัสชนิดอืÉนๆนอ้ยกว่า 50 

เปอร์เซ็นต ์จึงจดัเป็นเชืÊอทอสโพไวรัสชนิดใหม่ใหชื้Éอว่า Tomato necrotic ringspot virus (TNRV) 

นอกจากนีÊ เมืÉอวิเคราะห์ลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน N และ NSs และนาํมาสร้าง Phylogenetic tree 

แบ่งเชืÊอทอสโพไวรัสออกเป็น 4 clusters โดย TNRV จดัอยูใ่น cluster ทีÉเป็นกลุ่มของเชืÊอในแถบ 

Asian (CaCV, GBNV, WSMoV, Calla lily chlorotic spot virus (CCSV), Watermelon bud necrosis 

virus (WBNV), TZSV และ MYSV) นอกจากนีÊ  Phylogenetic tree ของโปรตีน GnGc และ NSm ก็

ใหผ้ลเช่นเดียวกนั 

 

3.  การตรวจวนิิจฉัยโรคพชืทีÉเกดิจากเชืÊอทอสโพไวรัส 

 

การใชแ้อนติซีรัมต่อไกลโคโปรตีน G1 และ G2 ของ TSWV ในการตรวจสอบเชืÊอทอสโพ

ไวรัสในซีโรกรุ๊ป II และ III พบว่าสามารถทาํปฏิกิริยากบัเชืÊอทอสโพไวรัสต่างชนิดและต่างซีโร

กรุ๊ปกนัได ้ทัÊงนีÊ เนืÉองจากลาํดบักรดอะมิโนของไกลโคโปรตีน G1 และ G2 ของเชืÊอทอสโพไวรัส

แต่ละชนิดมีความคลา้ยคลึงกนัมาก โดยไกลโคโปรตีน G1 จะมีความคลา้ยคลึงกนัมากกว่าโปรตีน 

G2 (Feldhoff et al., 1997) ส่วนแอนติซีรัมต่อโปรตีน N นัÊนมกัเกิดปฏิกิริยาขา้มกบัเชืÊอทอสโพ

ไวรัสต่างชนิดกนัในซีโรกรุ๊ปเดียวกนั (Moyer, 1999; Chu et al., 2001; Jone, 2005) 

 

Hassani-Mehraban et al. (2005) ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน N ของเชืÊอ 

Tomato yellow ring virus (TYRV) เมืÉอนาํมาใชต้รวจสอบพบว่าโพลีโคลนอลแอนติบอดีทีÉผลิตได้

เกิด ปฏิกิริยาขา้มกบัเชืÊอ TSWV, Tomato chlorotic spot virus (TCSV) และ GRSV ซึÉงจดัอยูใ่นซีโร

กรุ๊ป TSWV (Moyer, 1999) แต่ไม่เกิดปฏิกิริยากบัเชืÊอ INSV, IYSV และ WSMoV  



 

 9 

Chen et al. (2010) ศึกษาพบว่าโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน N ของเชืÊอ WSMoV 

เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัเชืÊอ MYSV ไอโซเลท TW, CaCV, PBNV, WBNV และ CCSV โมโนโคลนอล

แอนติบอดีต่อโปรตีน N ของเชืÊอ WSMoV เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัเชืÊอ CaCV, PBNV และ WBNV 

นอกจากนีÊ ยงัพบว่าโพลีโคลแอนติบอดีต่อโปรตีน N ของเชืÊอ MYSV ไอโซเลท TW ทีÉผลิตไดน้ัÊน

เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัเชืÊอ WSMoV, CaCV, PBNV, WBNV และ CCSV แต่โมโนโคลนอล

แอนติบอดีต่อโปรตีน N ของเชืÊอ MYSV ไอโซเลท TW สามารถทาํปฏิกิริยาอยา่งจาํเพาะกบัเชืÊอ 

MYSV ไอโซเลท TW, MYSV ไอโซเลทจากประเทศไทยและญีÉปุ่น 

 

Jain et al. (2005) พบว่าโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน N ของเชืÊอ GBNV ทีÉแยกได้

จากถั Éว (cowpea) สามารถตรวจสอบเชืÊอ GBNV และ WBNV ทีÉเขา้ทาํลายพืชในวงศ ์

Cucurbitaceous, Leguminous และ Solanaceous ไดอ้ยา่งจาํเพาะ  

 

อรประไพ และคณะ (2549) ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีและโมโนโคลนอลแอนติบอดี

ต่อโปรตีน N ของเชืÊอ Thailand tomato tospovirus และโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน N ของ

เชืÊอ WSMoV โคลน 2D6 ซึÉงสามารถทาํปฏิกิริยากบัเชืÊอ Thailand tomato tospovirus, CaCV และ 

WSMoV ได ้แต่ไม่ทาํปฏิกิริยากบัเชืÊอ MYSV ส่วนโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน N ของเชืÊอ 

MYSV และโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน N ของเชืÊอ WSMoV โคลน 2B2 สามารถทาํ

ปฏิกิริยากบัเชืÊอ MYSV, Thailand tomato tospovirus, CaCV และ WSMoV ได ้

 

สุภาวิณี (2550) ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี (PAb) ต่อโปรตีน N ของเชืÊอทอสโพไวรัส 3 

ชนิด พบว่า PAb-MYSV-M7 ทาํปฎิกิริยากบัเชืÊอ MYSV, CaCV และ WSMoV ส่วน PAb-CaCV-

KS16 และ PAb-WSMoV-P29 ทาํปฏิกิริยากบัเชืÊอ CaCV และ WSMoV ซึÉงเป็นเชืÊอทีÉจดัอยูใ่นซีโร

กรุ๊ป WSMoV โดยไม่ทาํปฏิกิริยาขา้มกบัเชืÊอ MYSV และ PAb ทัÊง 3 ชนิดไม่ทาํปฏิกิริยากบัเชืÊอ

ไวรัสในจีนสัอืÉนๆ จาํนวน 7 ชนิด คือ Potato virus Y (PVY), Sugarcane mosaic virus (SCMV), 

Chilli veinal mottle virus (ChiVMV), Cucumber mosaic virus (CMV), Tobacco mosaic virus 

(TMV), Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV) และ Tomato yellow leaf curl virus 

(TYLCV)  
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4.  การใช้แอนตซีิรัมต่อโปรตนี NSs ในการตรวจวนิิจฉัยทอสโพไวรัส  

 

Heinze et al. (1995) เปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน NSs ของเชืÊอทอสโพไวรัส

หลายชนิดจากซีโรกรุ๊ป I ถึง IV พบว่ากรดอะมิโน 24 เรซิดิวส์ ดา้นปลายหมู่คาร์บอกซิลของสาย

เปบไทด ์(peptide) (ตาํแหน่งทีÉ 398-421 ของเชืÊอ TSWV) มีความคลา้ยคลึงกนั 56-68 เปอร์เซ็นต ์ 

และ Heinze et al. (2000) ผลิตแอนติบอดีต่อสายเปปไทดที์Éประกอบดว้ยกรดอะมิโน 24 เรซิดิวส์ ทีÉ

มีความอนุรักษท์างดา้นปลายหมู่คาร์บอกซิลของโปรตีน NSs นีÊ  พบว่าแอนติบอดี A338 สามารถ

ตรวจเชืÊอ TSWV, GRSV, TCSV และ INSV ซึÉงจดัอยูใ่นซีโรกรุ๊ป I, II และ III ตามลาํดบั ยกเวน้

เชืÊอ WSMoV ทีÉจดัอยูใ่นซีโรกรุ๊ป IV เมืÉอตรวจสอบดว้ยเทคนิค antigen coated plate (ACP-ELISA) 

แสดงว่าดา้นปลายหมู่คาร์บอกซิลมีส่วนของลาํดบัเปปไทดที์Éมีความเหมือนกนัในซีโรกรุ๊ป I, II 

และ III จึงสามารถเกิดปฏิกิริยาไดดี้กบัทุกไอโซเลท ยกเวน้ซีโรกรุ๊ป IV แสดงว่าการมี epitope บน

โปรตีนของเชืÊอทอสโพไวรัสชนิดต่างๆ ในซีโรกรุ๊ป I, II และ III ทีÉคลา้ยคลึงกนั (common epitope) 

ทาํใหเ้กิดปฏิกิริยาขา้มกบัแอนติบอดีชนิดเดียวกนัได ้(Adam et al., 1995) นอกจากนีÊ ยงัพบว่าโมโน

โคลนอลแอนติบอดีทีÉไดจ้ากโปรตีน NSs ของ WSMoV สามารถใชต้รวจสอบเชืÊอส่วนใหญ่ใน 

serogroup IV ได ้(Chen et al., 2006) 

 

Chen et al. (2010) ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ common epitope ของโปรตีน NSs 

ของเชืÊอทอสโพไวรัสซีโรกรุ๊ป WSMoV พบว่าสามารถทาํปฏิกิริยากบัเชืÊอ WSMoV, CaCV, CCSV, 

PBNV และ WBNV รวมถึงเชืÊอ MYSV ไอโซเลท TW ดว้ย เมืÉอวิเคราะห์ดว้ยวิธี indirect ELISA 

และ western blotting แสดงใหเ้ห็นว่าเชืÊอ MYSV-TW มี common epitope ของโปรตีน NSs 

เดียวกนักบัเชืÊอทอสโพไวรัสซีโรกรุ๊ป WSMoV  

 

สุรศกัดิÍ  (2550) ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีทีÉจาํเพาะต่อโปรตีน NSs ของเชืÊอ CaCV      

ไอโซเลท PPT ทีÉพบเขา้ทาํลายถั Éวลิสงในจงัหวดันครราชสีมา ทีÉทาํปฏิกิริยาไดอ้ยา่งจาํเพาะกบัเชืÊอ 

CaCV ไอโซเลท PPT และ PKK โดยไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัเชืÊอ WSMoV และ MYSV 

 

 

 



อุปกรณ์และวธีิการ 

 

1.  แหล่งของเชืÊอ Melon yellow spot virus (MYSV) 

 

1.1  ตวัอยา่งพืชทีÉไดจ้ากแปลงปลกู 

 

        เก็บตวัอยา่งใบแตงกวา แตงร้าน แตงโม โทงเทง และพริก ทีÉแสดงอาการจุดประ

เหลือง ซึÉงคาดว่าติดเชืÊอ MYSV จากแปลงปลกูของเกษตรกรในจงัหวดันครปฐม นครราชสีมา และ 

เพชรบุรี ใส่ใบพืชในถุงพลาสติกและเก็บรักษาทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัÊนนาํตวัอยา่งมา

ตรวจวินิจฉยัโรคดว้ยเทคนิค DAC-ELISA  

 

1.2  ตวัอยา่งพืชทีÉไดรั้บความอนุเคราะห์ 

 

 1.2.1  ตวัอยา่งใบเมลอนทีÉแสดงอาการใบจุดประเหลืองซึÉงคาดว่าติดเชืÊอ MYSV จาก

โรงเรือนปลกูพืชโดยไดรั้บความอนุเคราะห์จาก ดร.โสภณ วงศแ์กว้ สาขาวิชาเทคโนโลยกีารผลิต

พืช สาํนกัวิชาเทคโนโลยกีารเกษตร มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี จงัหวดันครราชสีมา ใส่ใบพืช

ในถุงพลาสติกและเก็บรักษาทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัÊนนาํตวัอยา่งมาตรวจวินิจฉยัโรคดว้ย

เทคนิค DAC-ELISA  

 

                     1.2.2  ตวัอยา่งใบแตงร้านและใบเมลอนทีÉแสดงอาการใบจุดประเหลือง ซึÉงคาดว่าติด 

เชืÊอ  MYSV จากบริษทั โคลส (ประเทศไทย) จาํกดั ตาํบลวงัเยน็ อาํเภอเมือง จงัหวดักาญจนบุรี ใส่

ใบพืชในถุงพลาสติกและเก็บรักษาทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัÊนนาํตวัอยา่งมาตรวจ

วินิจฉยัโรคดว้ยเทคนิค DAC-ELISA  

 

1.3  แอนติบอดีทีÉใชใ้นการตรวจสอบ 

 

        1.3.1  PAb-Tospo A1-N (อรประไพ และคณะ, 2549) ผลิตจากการใชโ้ปรตีน N ของ

เชืÊอ Thailand tomato tospovirus เป็นแอนติเจน โดยทาํปฏิกิริยากบัเชืÊอ WSMoV, CaCV และ 

TNRV ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก ดร. อรประไพ คชนนัทน์ ศนูยพ์นัธุวิศวกรรมและ

เทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ 
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                     1.3.2  PAb-MYSV6-N (สุภาวิณี, 2550) ผลิตจากการใชโ้ปรตีน N  ของเชืÊอ MYSV 

เป็นแอนติเจน ทาํปฏิกิริยากบัเชืÊอ MYSV, WSMoV, CaCV และ TNRV ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก 

ผศ.ดร. รัชนี ฮงประยรู ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กาํแพงแสน 

 

                     1.3.3  MAb-5E7-N (อรประไพ และคณะ, 2549) ผลิตจากการใชโ้ปรตีน N  ของเชืÊอ 

MYSV เป็นแอนติเจน ทาํปฏิกิริยาจาํเพาะกบัเชืÊอ MYSV ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก ดร. อรประไพ 

คชนนัทน ์ศนูยพ์นัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ 

 

                     1.3.4  PAb-CaCV-NSs (สุรศกัดิÍ , 2550) ผลิตจากการใชโ้ปรตีน NSs  ของเชืÊอ CaCV 

เป็นแอนติเจน ทาํปฏิกิริยาจาํเพาะกบัเชืÊอ CaCV  

 

                     1.3.5  PAb-TNRV-N (คนึงนิจ, 2553) ผลิตจากการใชโ้ปรตีน N ของเชืÊอ TNRV เป็น

แอนติเจน ทาํปฏิกิริยาจาํเพาะกบัเชืÊอ TNRV  

 

2.  การสังเคราะห์ยนี N และ NSs 

 

2.1  การสกดัอาร์เอน็เอรวมจากใบพืช 

 

       สกดัอาร์เอน็เอรวมจากใบเมลอนไอโซเลท SUT ทีÉติดเชืÊอดว้ยวิธีทีÉปรับปรุงจาก Chang 

et al. (1993) โดยชั Éงตวัอยา่งใบเมลอน 0.1 กรัม บดดว้ยไนโตรเจนเหลวใหเ้ป็นผงละเอียด แลว้ยา้ย

ใส่ในหลอด micro- centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ทีÉเติม CTAB buffer (2% CTAB, 2%PVP, 100 

mM Tris-HCl pH 8.0 และ 25 mM EDTA; อุ่น CTAB buffer ทีÉ 65 องศาเซลเซียส  5-10 นาที ก่อน

ใช)้ และ 2-mercaptoethanol ปริมาตรรวม 630 ไมโครลิตร บ่มใน waterbath อุณหภูมิ 65 องศา

เซลเซียส นาน 5 นาที เติม Chloroform : Isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 1 เท่าของสารละลาย ผสม

ใหเ้ขา้กนัดว้ย vortex mixer แลว้ปัÉนเหวีÉยงดว้ยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ทีÉอุณหภูมิหอ้ง นาน 15 

นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่แลว้เติม 10 M LiCl ปริมาตร 1/4 เท่าของส่วนใส ผสมให้เขา้กนัดว้ย

การกลบัหลอดไปมาเบาๆ นาํไปบ่มทีÉ -20 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั Éวโมง ปัÉนเหวีÉยงทีÉความเร็ว 

13,000 รอบต่อนาทีทีÉ 4 องศาเซลเซียสนาน 15 นาที เทส่วนใสทิÊง จากนัÊนเติม SSTE (1M NaCl, 

0.5% SDS, 1mM tris-HCl, pH 8.0; อุ่นทีÉ 60 องศาเซลเซียส 5 นาที ก่อนใช)้ ปริมาตร 700 

ไมโครลิตร เติม Chloroform : Isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 1 เท่าของสารละลาย ผสมใหเ้ขา้กนั

ดว้ย vortex mixer แลว้ปัÉนเหวีÉยงดว้ยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ทีÉอุณหภูมิหอ้ง นาน 15 นาที ดูด
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ส่วนใส 500 ไมโครลิตร ใส่หลอดใหม่ จากนัÊนเติม absolute ethanol ปริมาตร เท่ากนั บ่มทีÉ -20 

องศาเซลเซียส นาน 1 ชั Éวโมง แลว้ปัÉนเหวีÉยงดว้ยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ทีÉ 4 องศาเซลเซียส 

นาน 15 นาที เทสารละลายทิÊง แลว้เติม 70% ethanol ทีÉเยน็ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปัÉนเหวีÉยงดว้ย

ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ทีÉ 4 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที เท ethanol ทิÊง ปล่อยใหต้ะกอนแหง้

แลว้ละลายตะกอนดว้ยนํÊ ากลั ÉนทีÉเติม diethyl pyrocarbonate (DEPC) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ตรวจ

อาร์เอน็เอทีÉสกดัไดด้ว้ยการทาํ gel electrophoresis โดยใช ้1% agarose gel electrophoresis ทีÉ

กระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์เป็นเวลา 40 นาที จากนัÊนนาํ gel มายอ้มดว้ย ethidium bromide ความ

เขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และตรวจดูแถบอาร์เอน็เอ  

 

2.2  การออกแบบไพรเมอร์ (primers) 

 

 
 

ภาพทีÉ 1  แผนภาพจาํลองโครงสร้างสายพนัธุกรรม S RNA ของเชืÊอ Melon yellow spot virus  

               ไอโซเลท Tospo-melo (MYSV-Tospo-melo) ขนาด 3232 นิวคลีโอไทด ์  

  NSs gene  =  non-structural gene 

  N gene      =  nucleocapsid gene 

  IGR          =  intergenic region 

               ตวัเลขแสดงตาํแหน่งของลาํดบันิวคลีโอไทด ์

 

ทีÉมา: Kato et al., 2000 

 

 ออกแบบไพรเมอร์ใหมี้ความจาํเพาะต่อ N gene จากขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเชืÊอ 

MYSV ไอโซเลท Tospo-melo (ภาพทีÉ 1) ไดแ้ก่ MYSV-CP-R (reverse) ทีÉเพิ Éมตาํแหน่งของเอนไซม์

ตดัจาํเพาะ (restriction site) PstI บริเวณปลาย 5' ของสายไพรเมอร์ 5'-CTG CAG TTA AAC TTC 

AAT GGA CTT AG-3' และ MYSV-CP-F (forward) ทีÉเพิ Éมตาํแหน่งของเอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI 

บริเวณปลาย 5' ของสายไพรเมอร์ 5'-GGA TCC ATG TCT ACC GTT GCT AAG-3' ซึÉงจะให้

ผลผลิตดีเอน็เอทีÉมีขนาด 852 นิวคลีโอไทด ์  
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       ออกแบบไพรเมอร์สาํหรับสงัเคราะห์ NSs gene ของเชืÊอ MYSV โดยใชข้อ้มลูลาํดบั  

นิวคลีโอไทดจ์ากฐานขอ้มลู GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez) ไดแ้ก่ Reverse 

primer คือ MYSV-NSs1-R 5'-TCT CCT TCT CCT CTT CCA TCT-3' และ Forward primer คือ 

MYSV-NSs3-F ทีÉเพิÉมตาํแหน่งของเอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI บริเวณปลาย 5' ของสายไพรเมอร์ 

5'-GGA TCC ATG GCT AAC GCA TAC-3' ซึÉงจะใหผ้ลผลิตดีเอน็เอทีÉมีขนาด 1,452 นิวคลีโอไทด ์

 

2.3  ปฏิกิริยา Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 

 

                     สงัเคราะห์ cDNA ดว้ยเทคนิค two-step RT-PCR ปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดยเติม  

DEPC-dH2O อาร์เอน็เอทีÉสกดัไดจ้ากตวัอยา่งใบพืช และสายไพรเมอร์ทีÉจาํเพาะต่อยนี N และ NSs 

ของเชืÊอ MYSV ความเขม้ขน้ 2 ไมโครโมล ลงในหลอด PCR จากนัÊนนาํไปบ่มทีÉอุณหภูมิ 75    

องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แลว้นาํมาวางบนนํÊ าแข็งทนัที นาน 5 นาที นาํมาเติมสารใหมี้ความ

เขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1x RT buffer และ 1mM dNTPs บ่มทีÉ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลว้เติม  

200 Unit Moloney Murine Leukemia Virus (MMLV) reverse transcriptase (Bioneer) แลว้นาํมาบ่ม

ทีÉ 42 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั Éวโมง 

 

 นาํ  cDNA ทีÉไดม้าสงัเคราะห์ดีเอน็เอ ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ใช ้dH2O, cDNA 3  

ไมโครลิตร เติมสารใหมี้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1x PCR buffer, 0.5 mM MgCl2, 1 mM dNTPs, 

ไพรเมอร์ ชนิดละ 0.5 ไมโครโมล และ 0.05 Unit Taq polymerase จากนัÊนนาํไปเพิÉมปริมาณยนีดว้ย

เทคนิค PCR โดยใช ้pre-heating ทีÉ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที denaturation ทีÉ 94 องศาเซลเซียส 

นาน 45 วินาที annealing ทีÉ 52 องศาเซลเซียส สาํหรับยนี N และ 58 องศาเซลเซียส สาํหรับยนี NSs 

นาน 45 วินาที extension ทีÉ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที สาํหรับยนี N และ 90 วินาที สาํหรับยนี 

NSs จาํนวน 35 รอบ เมืÉอครบ 35 รอบแลว้ใหบ่้มต่อทีÉ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เพืÉอให้

เกิดปฏิกิริยา extension ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ จากนัÊนนาํมาตรวจสอบผลผลิตดว้ย agarose gel 

electrophoresis โดยใช ้1% agarose gel กระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์นาน 40 นาที แลว้ยอ้มดว้ย 

ethidium bromide ความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และตรวจสอบแถบดีเอน็เอ 

 

3.  การโคลนยนี N และ NSs ของเชืÊอ MYSV 

 

 นาํผลผลิตดีเอน็เอจากการการทาํปฏิกิริยา RT-PCR จากตวัอยา่งใบเมลอนไอโซเลท SUT 

มาแยกขนาดดีเอน็เอ ดว้ย 1% agarose gel electrophoresis แลว้ตดัเอาเฉพาะแถบ ดีเอน็เอทีÉเป็นส่วน
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ของยนี N และ NSs แยกออกจากเจลโดยใช ้WiZard SV Gel and Clean-Up System (Promega) 

ตรวจสอบดีเอน็เอทีÉไดด้ว้ย 1% agarose gel electrophoresis แลว้เชืÉอมต่อดีเอน็เอของยนี N และ NSs 

ทีÉไดเ้ขา้กบัพลาสมิด pGEM-T Easy (Promega) ยา้ยดีเอน็เอสายผสมเขา้สู่เซลลข์องแบคทีเรียโดยวิธี 

heat-shock และคดัเลือกพลาสมิดสายผสมทีÉมียนี N และ NSs ดว้ยวิธีการ blue-white colony 

selection (Sambrook et al., 2001) แลว้ตรวจสอบโคลนทีÉไดด้ว้ยเทคนิค Bio-PCR โดยนาํเซลล์

แบคทีเรียทีÉใหโ้คโลนีสีขาวมาผสมนํÊ าปริมาตร 5 ไมโครลิตร ใชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบสาํหรับการทาํ

ปฏิกิริยา PCR โดยใชไ้พรเมอร์ทีÉจาํเพาะต่อยนี N และ NSs  

 

4.  การวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์และกรดอะมโินของยนี N และ NSs 

 

 นาํพลาสมิดสายผสมทีÉคดัเลือกไดส่้งวิเคราะห์หาลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี N และ NSs 

ดว้ยเครืÉอง Automated DNA sequencer จากนัÊนนาํขอ้มลูทีÉไดม้าวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด ์และ

ลาํดบักรดอะมิโนดว้ยโปรแกรม DNA Star แลว้เปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดก์บัเชืÊอทอสโพ

ไวรัสทีÉมีรายงานในฐานขอ้มลู GenBank (ตารางทีÉ 1) และสร้าง phylogenetic tree ดว้ยโปรแกรม 

CLC Main Workbench 5 (CLC bio)  

 

5.  การเชืÉอมต่อยนี NSs เข้ากบัพลาสมดิพาหะ pQE-80L ทีÉใช้สังเคราะห์โปรตนี 

 

สกดัพลาสมิดจากโคลนแบคทีเรีย E. coli DH5α ทีÉมีชิ Êนส่วนของยนีสอดแทรกอยู ่แยก 

ชิÊนส่วนยนี NSs จาก pGEM-T easy vector โดยตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI และ SphI 

ตรวจสอบขนาดของชิÊนส่วนยนีดว้ย 1% agarose gel electrophoresis แยกดีเอน็เอออกจากเจลเพืÉอ 

นาํไปเชืÉอมต่อเขา้สู่พลาสมิดพาหะสาํหรับสงัเคราะห์โปรตีน pQE-80L expression vector ใน

ตาํแหน่งตดัของเอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI และ SphI การเชืÉอมต่อทาํโดยผสมชิÊนส่วนดีเอน็เอ 

ของยนี NSs 150 ไมโครลิตร พลาสมิด pQE-80L 50 นาโนกรัม 1x T4 DNA ligase buffer และ 

T4 DNA ligase 3 Unit ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มทีÉอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส 

นานขา้มคืน ส่งถ่ายพลาสมิดเขา้สู่เซลล ์E.coli DH5α ดว้ยวิธี heat shock และเติมอาหารเหลว LB 

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แลว้นาํไปเพาะเลีÊยงในสภาวะเขยา่ดว้ยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ทีÉ 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั Éวโมง นาํส่วนผสม 100 ไมโครลิตร เกลีÉยบนจานวุน้อาหาร 

แข็ง LB ทีÉเติม amplicillin ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เพาะเลีÊยงทีÉอุณหภูมิ 37     

องศาเซลเซียส นานขา้มคืน คดัเลือกพลาสมิดสายผสมโดยเพาะเลีÊยงโคโลนีในอาหารเหลว LB ทีÉ
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เติม amplicillin นานขา้มคืน จากนัÊนสกดัพลาสมิดดว้ยวิธี Boiling และละลายตะกอนดว้ยนํÊ ากลั Éน

นึÉงฆ่าเชืÊอปริมาตร 30 ไมโครลิตร คดัเลือกโคลน และตรวจสอบทิศทางการเชืÉอมต่อของยนี NSs 

กบัพลาสมิด pQE-80L ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชส้ายไพรเมอร์จาํเพาะต่อพลาสมิดพาหะ pQE-80L 

คือ 5'pQE-forward 5'-GTG AGC GGA TAA CAA TTT CAC AC-3' และ 3'pQE-Reverse 5'-CAA 

CAG GAG TCC AAG CTC AG-3' แลว้นาํโคลนทีÉไดไ้ปสงัเคราะห์โปรตีน NSs ในสภาพหลอด

ทดลอง 

 

6.  การสังเคราะห์โปรตนีลกูผสม 6xHis-NSs และวธิแียกสกดัโปรตนีให้บริสุทธิÍ 

 

คดัเลือกโคลนทีÉมีพลาสมิดสายผสมของยนี NSs มาเพาะเลีÊยงในอาหาร 2xYT ทีÉเติมยา

ปฏิชีวนะ ampicillin อตัรา 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มทีÉอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ในสภาวะเขยา่ นานขา้มคืน จากนัÊนเติมลงในอาหาร 2xYT ทีÉเติมยาปฏิชีวนะ ampicillin 

เขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในอตัราส่วน 1:30 โดยปริมาตร บ่มทีÉ

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะเขยา่ นาน 2 ชั Éวโมง และเติม IPTG ใหค้วามเขม้ขน้สุดทา้ย

เป็น 1 mM เพืÉอชกันาํใหส้งัเคราะห์โปรตีน บ่มทีÉอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะเขยา่ นาน 8 

ชั Éวโมง เมืÉอครบกาํหนดปัÉนตกตะกอนเซลลที์Éความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที นาน 40 นาที ทีÉอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เทส่วนใสทิÊง และเก็บตะกอนเซลล ์

 

เตรียม clear lysate จากตะกอนเซลลด์ว้ยวิธี denature condition โดยนาํตะกอนเซลลม์าเติม 

lysis buffer (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-base, 8 M urea pH 8.0) ทาํใหเ้ซลลแ์ตกโดยวิธี 

freeze-thraw จากนัÊนปัÉนตกตะกอนเซลลที์Éความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 40 นาที ทีÉอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส ทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธิÍ โดยวิธี Affinity chromatography โดยนาํส่วนใสมาเติม 50% 

Ni-NTA agarose (QIAGEN) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการเขยา่ทีÉความเร็วตํÉานาน 1  

ชั ÉวโมงทีÉอุณหภูมิหอ้ง นาํ Ni-NTA agarose ทีÉจบักบั recombinant protein มาใส่ลงใน column โดย

ปิดปลายไวก่้อน จากนัÊนนาํฝาปิดออกปล่อยใหส่้วนใสไหลผา่น column ออกมา หลงัจากนัÊนลา้ง 

column ดว้ย wash buffer (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-base, 8 M urea pH 6.3) จาํนวน 2 ครัÊ ง 

ๆ ละ 8 มิลลิลิตร ชะลา้งโปรตีนออกจาก column ดว้ย Elution buffer (100 mM NaH2PO4, 10 mM 

Tris-base, 8 M urea pH 4.5) ปริมาตร 8 มิลลิลิตร โดยเติม 10 mM Tris-base ปริมาตร 20 

ไมโครลิตร ในหลอดทีÉจะเก็บส่วนใสทีÉไหลผา่น column และเก็บส่วนใสทีÉไหลผา่น column

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นาํไปวิเคราะห์ดว้ย SDS-PAGE และหาปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี Bradford’s 

method (Bradford, 1976) 
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7.  การผลติ polyclonal antibody ต่อโปรตนี 6xHis-NSs 

 

ผลิต polyclonal antibody ต่อโปรตีน 6xHis-NSs โดยใชก้ระต่าย New Zealand white 

อายปุระมาณ 2 เดือน ก่อนการกระตุน้กระต่ายใหส้ร้างภูมิคุม้กนั เก็บ normal serum โดยเช็ดหลงัใบ

หูดว้ย 70% ethanol และเจาะเลือดปริมาตร 30 มิลลิลิตร เพืÉอใชเ้ปรียบเทียบปฏิกิริยาในขัÊนตอนต่อ 

ไป เตรียมแอนติเจนเพืÉอกระตุน้ภูมิครัÊ งแรกโดยใชโ้ปรตีน 6xHis-NSs บริสุทธิÍ ปริมาณ 500 

ไมโครลิตร (ทีÉผา่นการ dialysis ดว้ย 1X PBS ทีÉ 4 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน) ผสมกบั complete 

Freund’s adjuvant (CFA) ในอตัราส่วน 1:1 (v/v) (ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0.5 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร) ฉีดกระตุน้ดว้ยวิธี subcutaneous injection (SC) บริเวณตน้คอดา้นหลงั 3 จุด เวน้ระยะ

หนึÉงสปัดาห์จึงกระตุน้ภูมิซํÊ าดว้ยการเตรียมแอนติเจนปริมาณเท่าเดิมใน incomplete Freund’s 

adjuvant (IFA) จากนัÊน 2 สปัดาห์ เจาะเลือดใส่บีกเกอร์ปลอดเชืÊอเพืÉอเก็บแอนติบอดีปริมาตร 30 

มิลลิลิตร ทุกสปัดาห์ นาน 5 สปัดาห์ แต่ละครัÊ งจะแยกแอนติบอดีจากเมด็เลือดโดยวางเลือดในตูเ้ยน็ 

4 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน และปัÉนตกตะกอนทีÉความเร็วประมาณ 5,000 รอบต่อนาที นาน 10 

นาที แยกเก็บแอนติซีรัมซึÉงเป็นส่วนใสดา้นบนในขวดซีรัมโดยเติม NaN3 ความเขม้ขน้สุดทา้ย 0.2% 

(v/v) เพืÉอป้องกนัเชืÊอแบคทีเรีย เก็บแอนติบอดีทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

8.  การทดสอบประสิทธิภาพของแอนตบิอดีในการวนิิจฉัยเชืÊอทอสโพไวรัส 

 

8.1  การตรวจสอบค่าไตเตอร์ 

 

       ตรวจสอบค่าความเจือจางสูงสุด (dilution end point) และค่าไตเตอร์ (titer) ของ

แอนติบอดีดว้ยเทคนิค DAC-ELISA โดยเตรียมโปรตีน 6xHis-NSs บริสุทธิÍ ปริมาณ 3 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร เป็นแอนติเจนสาํหรับ coat ในหลุม ELISA plate ทาํการเจือจางแอนติบอดีต่อโปรตีน 

NSs ของเชืÊอ MYSV-SUT (PAb-MYSV-NSs) แบบ 2-fold dilution เริÉมจาก1:100 ถึง 1:204800  เท่า

เพืÉอใชเ้ป็น primary antibody และ Alkaline phosphatase conjugated-Goat anti rabbit IgG เป็น 

secondary antibody ดว้ยเทคนิค DAC-ELISA เปรียบเทียบกบั normal serum ทีÉเจือจาง 1:100 ถึง 

1:204800 เท่า 

 

8.2  การทดสอบความจาํเพาะต่อเชืÊอ MYSV 

 

       8.2.1  ตรวจสอบความจาํเพาะของแอนติบอดีทีÉผลิตไดก้บัเชืÊอทอสโพไวรัส 
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   ทดสอบประสิทธิภาพ และความจาํเพาะ ของแอนติบอดีในการทาํปฏิกิริยากบั 

โปรตีน 6xHis-NSs บริสุทธิÍ ของเชืÊอ MYSV-SUT บริสุทธิÍ ความเขม้ขน้ 3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

และในนํÊ าคัÊนพืชเป็นโรคกบัพืชปกติ ดว้ยเทคนิค DAC-ELISA และ Dot immunobinding assay 

(DIBA) เปรียบเทียบกบัการใช ้PAb-MYSV6-N โดยพืชเป็นโรคทีÉใช ้ไดแ้ก่ ใบเมลอนและใบ

แตงร้านติดเชืÊอ MYSV ใบโทงเทงติดเชืÊอ WSMoV ใบโทงเทงติดเชืÊอ CaCV และใบยาสูบติดเชืÊอ 

TNRV 

 

   ก.  ตรวจสอบดว้ยเทคนิค DAC-ELISA 

 

           ใช ้PAb-MYSV-NSs ครัÊ งทีÉ 4 ทีÉเจือจาง 1:500 เท่า และ PAb-MYSV6-N ทีÉ

เจือจาง 1:1000 เท่า เพืÉอใชเ้ป็น primary antibody และ Alkaline phosphatase conjugated-Goat anti 

rabbit IgG ทีÉเจือจาง 1:10,000 เท่า เป็น secondary antibody  

 

     ข.  ตรวจสอบดว้ยเทคนิค Dot immunobinding assay (DIBA) 

  

           ใช ้PAb-MYSV-NSs ครัÊ งทีÉ 4 ทีÉเจือจาง 1:500 เท่า และ PAb-MYSV6-N ทีÉ

เจือจาง 1:1000 เท่า เพืÉอใชเ้ป็น primary antibody และ Alkaline phosphatase conjugated-Goat anti 

rabbit IgG ทีÉเจือจาง 1:30,000 เท่า เป็น secondary antibody  

 

                       ทาํโดยตดัแผน่ nitrocellulose membrane ขนาดกวา้ง 5×2 เซนติเมตร (1 

ตวัอยา่งใชแ้ผน่ nitrocellulose membrane ขนาด 1×1 เซนติเมตร) ตีตารางบนแผน่กระดาษไขเพืÉอให้

เกิดรอยบนแผน่ nitrocellulose membrane จากนัÊนแช่แผน่ nitrocellulose membrane ใน 1X TBS 

นาน 5 นาที บดตวัอยา่งใบพืชใน 1X PBS สดัส่วนเนืÊอเยืÉอพืชต่อบฟัเฟอร์เป็น 1:10 (w/v) จากนัÊนนาํ

แผน่ nitrocellulose membrane ผึÉงใหห้มาด แลว้หยดนํÊ าคัÊนของตวัอยา่งลงบนแผน่ membrane 

ปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดยหยดตวัอยา่ง 1 ตวัอยา่งต่อ 1 ช่อง (ระวงัอยา่ใหน้ํÊ าคัÊนของตวัอยา่ง

กระจายขา้มไปช่องขา้งเคียง) ผึÉงใหห้มาด แลว้นาํไปใส่ blocking solution (2% w/v skim milk ใน 

TBS-T buffer) เขยา่ทีÉอุณหภูมิหอ้งนาน 30 นาที  ระหว่างนีÊ เตรียม primary antibody ทีÉจบักบั

แอนติเจนทีÉตอ้งการตรวจ โดยเจือจางแอนติบอดีใน blocking solution ทีÉเติมนํÊ าคัÊนจากใบพืชปกติ

ซึÉงบดใน PBS ความเขม้ขน้สุดทา้ยของนํÊ าคัÊนใบพืชเป็น 1:50 เก็บไวที้Éอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

นาน 30 นาที เมืÉอครบเวลาการ blocking ลา้งดว้ย TBST buffer นาน 3-5 นาที ทาํซํÊ า 3 ครัÊ ง จากนัÊน

เติม primary antibody ไมโครลิตร แลว้เขยา่นาน 30 นาที เมืÉอครบเวลาลา้งดว้ย PBST buffer 
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จากนัÊนเตรียม secondary antibody ซึÉงเป็น alkaline phosphatase-conjugated goat anti-rabbit 

immunoglobulin G (AP conjugated-GAR IgG) เจือจาง 1:30,000 (v/v) ใน blocking solution หรือ

ใช ้AP conjugated-goat anti-mouse immunoglobulin G (AP conjugated-GAM IgG) เจือจาง 

1:10,000 (v/v) เป็น secondary antibody ในกรณีทีÉใช ้monoclonal antibody เป็น primary antibody 

เมืÉอลา้งดว้ย PBST buffer แลว้เติม secondary antibody ทีÉเตรียมและเขยา่นาน 30 นาที ครบเวลาลา้ง

ดว้ย PBST buffer และเติมสารละลาย p-nitrophenyl phosphate ทีÉความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ซึÉงเตรียมใน substrate buffer (10% Diethanolamine, pH 9.8) เก็บในทีÉมืดจนกว่าจะเห็น

การเกิดปฏิกิริยา (โดยสงัเกตการเกิดปฏิกิริยาไม่เกิน 30 นาที) 

 

                     8.2.2  ตรวจสอบความจาํเพาะของแอนติบอดีทีÉผลิตไดก้บัเชืÊอทอสโพไวรัสและไวรัส

ชนิดอืÉนทีÉเขา้ทาํลายพืชวงศแ์ตง 

 

                 ทดสอบความจาํเพาะของแอนติซีรัมในการทาํปฏิกิริยากบัโปรตีน 6xHis-NSs 

บริสุทธิÍ ของเชืÊอ MYSV-SUT บริสุทธิÍ ความเขม้ขน้ 3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และในนํÊ าคัÊนพืชเป็น

โรคกบัพืชปกติ ดว้ยเทคนิค DAC-ELISA เปรียบเทียบกบั PAb-MYSV6-N, PAb-CaCV-NSs,  

PAb-TNRV-N และ PAb-Tospo A1-N โดยพืชเป็นโรคทีÉใช ้ไดแ้ก่ ใบเมลอนและใบแตงร้านติดเชืÊอ 

MYSV ใบโทงเทงติดเชืÊอ WSMoV ใบโทงเทงติดเชืÊอ CaCV ใบยาสูบติดเชืÊอ TNRV ใบยาสูบติด

เชืÊอ Cucumber mosaic virus (CMV) ใบฟักทองติดเชืÊอ Papaya ringspot virus (PRSV)  

 

9.  สถานทีÉทําการทดลอง 

 

หอ้งปฏิบติัการ A 410 และหอ้งปฏิบติัการซีรัมวิทยาและตรวจวนิิจฉยั                           

ศนูยเ์ทคโนโลยชีีวภาพเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกาํแพงแสน จงัหวดันครปฐม  

 

10.  ระยะเวลาทีÉใช้ในการทดลอง 

 

เริÉมการทดลองเดือนมกราคม พ.ศ. 2551 สิÊนสุดการทดลอง เดือนมีนาคม พ.ศ. 2554 
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ตารางทีÉ 1  เชืÊอทอสโพไวรัส ไอโซเลท พืชอาศยั สถานทีÉพบ ชืÉอยนี และ accession number ของยนี  

                  Nuclepcaosid (N) และ Non-Structural (NSs) ทีÉใชใ้นการวิเคราะห์ร่วมกบัเชืÊอ Melon  

                  yellow spot virus (MYSV) ทีÉศึกษาครัÊ งนีÊ  

 

เชืÊอไวรัส ไอโซเลท พืชอาศยั สถานทีÉพบ Accession number อา้งอิง 

ยนี N ยนี NSs 

MYSV SUT เมลอน ไทย FR714507 FN994987 Wiboonchoti korn et al., 

2012 

MYSV Tospo-melo เมลอน ญีÉปุ่น AB038343 AB038343 Kato et al., 2000 

MYSV TW แตงโม ไตห้วนั FJ386391 FJ386391 Chen et al., 2008 

MYSV C95S แตงกวา ญีÉปุ่น AB453911 AB457617 Takeuchi et al., 2009 

MYSV B07T มะระ ญีÉปุ่น AB453910 AB453909 Takeuchi et al., 2009 

MYSV JTC แตงกวา ไทย AY673635 - Chiemsombat et al., 

2008 

MYSV Luffah 13 บวบ ไทย AM087020 - Chiemsombat et al., 

2008 

MYSV M7 เมลอน ไทย AY574574 - Chiemsombat et al., 

2008 

MYSV WS1 แตงโม ไทย FJ947154 - Seepiban et al., 2009 

MYSV W3-Kalasin แตงโม ไทย AY673636 - Chiemsombat et al., 

2008 

MYSV Ph122 โทงเทง ไทย AM113769 - Chiemsombat et al., 

2008 

MYSV W6422 แตงโม ไทย AM113767 - Chiemsombat et al., 

2008 

MYSV Kochi-

Haruno 

แตงกวา ญีÉปุ่น AB076250 -  
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ตารางทีÉ 1 (ต่อ) 

 

เชืÊอไวรัส ไอโซเลท พืชอาศยั สถานทีÉพบ Accession number อา้งอิง 

ยนี N ยนี NSs 

WSMoV Tospo-W แตงโม ไตห้วนั NC_003843 NC_003843 Yeh et al., 1996 

WSMoV KB แตงโม ไทย - FR695063  

CaCV  AIT มะเขือเทศ ไทย NC_008301 NC_008301 Knierim et al., 2006 

CaCV KK ถั Éวลิสง ไทย FJ947157 FJ947157 Seepiban et al., 2009 

CaCV PPT ถั Éวลิสง ไทย EF602029 EF602030 สุรศกัดิÍ  และคณะ, 2550 

CaCV PKK-2UD ถั Éวลิสง ไทย AM087456 EF488164 สุรศกัดิÍ  และคณะ, 2550 

TNRV TT1 มะเขือเทศ ไทย FJ489600 FJ489600 Seepiban et al., 2011 

TNRV CR มะเขือเทศ ไทย FN995637 FN677988 Chiemsombat et al., 

2010 

 



ผลและวจิารณ์ 

 

1.  การเกบ็ตวัอย่างและตรวจสอบเชืÊอ Melon yellow spot virus ด้วยเทคนิค DAC-ELISA 

  

1.1  ตวัอยา่งพืชทีÉไดจ้ากแปลงปลกู 

 

       ตวัอยา่งพืชทีÉเก็บจากแปลงปลกูในจงัหวดันครปฐม นครราชสีมา และเพชรบุรี มี 5 

ชนิด คือ แตงกวา 175 ตวัอยา่ง แตงร้าน 139 ตวัอยา่ง แตงโม 1 ตวัอยา่ง โทงเทง 1 ตวัอยา่ง และพริก 

5 ตวัอยา่ง เมืÉอตรวจวินิจฉยัดว้ยเทคนิค DAC-ELISA พบว่าแตงกวา 34 ตวัอยา่ง แตงร้าน 21 

ตวัอยา่ง และพริก 3 ตวัอยา่ง เกิดปฏิกิริยากบั PAb-Tospo A1-N (ซึÉงทาํปฏิกิริยากบัเชืÊอ WSMoV, 

CaCV และ TNRV) และพบว่าแตงกวา 31 ตวัอยา่ง และแตงร้าน 80 ตวัอยา่ง เกิดปฏิกิริยากบั    

PAb-MYSV6-N (ซึÉงทาํปฏิกิริยากบัเชืÊอ WSMoV, CaCV, MYSV และ TNRV) (ตารางทีÉ 2)  

 

 แสดงว่าแตงกวา 31 ตวัอยา่งและแตงร้าน 21 ตวัอยา่ง ถกูเชืÊอ MYSV และเชืÊอทอสโพ

ไวรัสชนิดอืÉน (WSMoV, CaCV หรือ TNRV) เขา้ทาํลายร่วมกนั ส่วนแตงกวา 3 ตวัอยา่ง และพริก 3 

ตวัอยา่งถกูเชืÊอทอสโพไวรัสชนิดอืÉน (WSMoV, CaCV หรือ TNRV) เขา้ทาํลายเพียงอยา่งเดียว และ

แตงร้าน 59 ตวัอยา่งถกูเชืÊอ MYSV เขา้ทาํลายเพียงอยา่งเดียว และไม่พบการเขา้ทาํลายของเชืÊอทอส

โพไวรัสทัÊง 4 ชนิด ในตวัอยา่งแตงโมและโทงเทง 

        

ตารางทีÉ 2  ผลการตรวจสอบเชืÊอ Melon yellow spot virus (MYSV) ในตวัอยา่งแตงกวาและ 

                  แตงร้าน (Cucumis sativus) แตงโม (Citrullus lanatus) โทงเทง (Physalis angulata)  

                  และพริก (Capsicum annuum) ทีÉเก็บจากแปลงปลกูโดยใชแ้อนติซีรัม PAb-Tospo A1-N  

                  และ PAb-MYSV6-N วิเคราะห์ดว้ยเทคนิค DAC-ELISA  

 

ชนิดพืช จาํนวนตวัอยา่ง

ทีÉตรวจ 

จาํนวนตวัอยา่งทีÉใหผ้ลเป็นบวกกบัแอนติซีรัม 

PAb-Tospo A1-N PAb-MYSV6-N 

Cucumis sativus (แตงกวา) 175 34 31 

C. sativus (แตงร้าน) 139 21 80 

Citrullus lanatus (แตงโม) 1 0 0 

Physalis angulata (โทงเทง) 1 0 0 

Capsicum annuum (พริก) 5 3 0 
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1.2  ตวัอยา่งพืชทีÉไดรั้บความอนุเคราะห์ 

 

                        
 

ภาพทีÉ 2  อาการผดิปกติบนตวัอยา่งใบเมลอนจากโรงเรือนในจงัหวดันครราชสีมา (ก) และแปลง 

               ปลกูของบริษทัโคลส (ประเทศไทย) จาํกดั (ข) ทีÉตรวจพบเชืÊอ Melon yellow spot virus  

               ดว้ยเทคนิค DAC-ELISA โดยใชแ้อนติบอดี PAb-MYSV6-N และ MAb-5E7-N  

 

                     1.2.1  ตวัอยา่งใบเมลอนจากโรงเรือนในจงัหวดันครราชสีมา (ภาพทีÉ 2ก) จาํนวน 15 

ตวัอยา่ง พบว่าเกิดปฎิกิริยากบั PAb-MYSV6-N (ซึÉงทาํปฏิกิริยากบัเชืÊอ WSMoV, CaCV, MYSV 

และ TNRV) 13 ตวัอยา่ง เกิดปฏิกิริยากบั MAb-5E7-N (ซึÉงจาํเพาะกบัเชืÊอ MYSV) 13 ตวัอยา่ง และ

ไม่พบการเกิดปฏิกิริยากบั PAb-Tospo A1-N (ตารางทีÉ 3) แสดงว่าตวัอยา่งใบเมลอนทัÊง 13 ตวัอยา่ง 

ถกูเชืÊอ MYSV เขา้ทาํลายเพียงอยา่งเดียว เลือกตวัอยา่งใบเมลอน 1 ตวัอยา่ง นาํมาสกดัอาร์เอน็เอเพืÉอ

ใชใ้นการทดลองต่อไป โดยใหชื้Éอไอโซเลทว่า SUT (MYSV-SUT)  

 

       1.2.2  ตวัอยา่งใบแตงร้าน 7 ตวัอยา่ง และใบเมลอน 7 ตวัอยา่ง (ภาพทีÉ 2ข) จากบริษทั 

โคลส (ประเทศไทย) จาํกดั ตาํบลวงัเยน็ อาํเภอเมือง จงัหวดักาญจนบุรี พบว่าเมลอน 6 ตวัอยา่ง เกิด

ปฎิกิริยากบั PAb-Tospo A1-N และ เมลอน 7 ตวัอยา่ง เกิดปฎิกิริยากบั PAb-MYSV6-N และไม่พบ

การเกิดปฏิกิริยาของแอนติบอดีในแตงกวาทัÊง 7 ตวัอยา่ง (ตารางทีÉ 3) แสดงว่าเมลอน 6 ตวัอยา่งถกู

เชืÊอ MYSV และเชืÊอทอสโพไวรัสชนิดอืÉน (WSMoV, CaCV หรือ TNRV) เขา้ทาํลายร่วมกนั และ 

เมลอน 1 ตวัอยา่งถกูเชืÊอ MYSV เขา้ทาํลายเพียงอยา่งเดียว และไม่พบการเขา้ทาํลายของเชืÊอทอสโพ

ไวรัสทัÊง 4 ชนิด ในแตงกวาทัÊง 7 ตวัอยา่ง 

 

                  

 

ก ข 
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ตารางทีÉ 3  ผลการตรวจสอบเชืÊอ Melon yellow spot virus (MYSV) ในตวัอยา่งเมลอน (Cucumis  

                  melo) และแตงร้าน (Cucumis sativus) ทีÉเก็บจากโรงเรือนในจงัหวดันครราชสีมาและ 

                  แปลงปลกูของบริษทัโคลส (ประเทศไทย) จาํกดั โดยใชแ้อนติบอดี PAb-Tospo A1-N,             

                  PAb-MYSV6-N และ MAb-5E7-N วิเคราะห์ดว้ยเทคนิค DAC-ELISA  

                   

ชนิดพืช จาํนวนตวัอยา่ง

ทีÉตรวจ 

จาํนวนตวัอยา่งทีÉใหผ้ลเป็นบวกกบัแอนติบอดี 

PAb-Tospo A1-N PAb-MYSV6-N MAb-5E7-N 

Cucumis melo 

(นครราชสีมา) 
15 0 13 13 

Cucumis sativus 

(กาญจนบุรี) 
7 0 0 0 

Cucumis melo 

(กาญจนบุรี) 
7 6 7 0 

 

2.  การสังเคราะห์และการโคลนยนี N และ NSs  

 

2.1  ยนี N 

 

       ดีเอน็เอทีÉสงัเคราะห์ไดจ้ากสายไพรเมอร์ MYSV-CP-R และ MYSV-CP-F มีขนาด 

852 คู่เบส (ภาพทีÉ 3 และ 4) เมืÉอวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ลว้ พบว่าเป็นยนี N ของเชืÊอ MYSV 

ทีÉมีความยาว 840 นิวคลีโอไทด ์ซึÉงครอบคลุมรหสัเริÉมตน้ (ATG) ถึงรหสัหยดุ (TAA) ของโปรตีน

ในตาํแหน่งนิวคลีโอไทดที์É 2326-3165 โดยมีรหสัของเอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI (GGATCC) ทีÉ

ตาํแหน่งก่อนรหสัเริÉมตน้ของโปรตีน และ PstI (CTGCAG) ทีÉตาํแหน่งหลงัรหสัหยดุของโปรตีน 

ยนี N แปลรหสัไดก้รดอะมิโน 280 เรซิดิวส์ มีนํÊ าหนกัโมเลกุลทีÉคาํนวณไดเ้ท่ากบั 31.159           

กิโลดาลตนั (CLC Main Workbench 5) บนัทึกขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี N ในฐานขอ้มลู 

GenBank accession number FR714507  

 

 2.2  ยนี NSs 

 

       ดีเอน็เอทีÉสงัเคราะห์ไดจ้ากสายไพรเมอร์ MYSV-NSs1-R และ MYSV-NSs3-F มี

ขนาด 1,452 คู่เบส (ภาพทีÉ 3 และ 5) เมืÉอวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด ์พบว่าเป็นยนี NSs ของเชืÊอ 
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MYSV ทีÉมีความยาว 1,410 นิวคลีโอไทด ์ซึÉงครอบคลุมรหสัเริÉมตน้ (ATG) ถึงรหสัหยดุ (TAA) 

ของโปรตีน ในตาํแหน่งนิวคลีโอไทดที์É 69-1478 และเป็นส่วน intergenic region (IGR) 36                  

นิวคลีโอไทด ์โดยมีตาํแหน่งของเอนไซมต์ดัจาํเพาะ BamHI (GGATCC) ทีÉตาํแหน่งก่อนรหสั

เริÉมตน้ของโปรตีน ยนี NSs แปลรหสัไดโ้ปรตีนทีÉประกอบดว้ยกรดอะมิโน 470 เรซิดิวส์ มีนํÊ าหนกั

โมเลกุลทีÉคาํนวณไดเ้ท่ากบั 53.169 กิโลดาลตนั (CLC Main Workbench 5) บนัทึกขอ้มลูลาํดบั       

นิวคลีโอไทดข์องยนี NSs ในฐานขอ้มลู GenBank accession number FN994987  
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ภาพทีÉ 3  แผนภาพแสดงตาํแหน่งและขนาดของชิÊนส่วนดีเอน็เอทีÉเพิÉมปริมาณไดจ้าก RNA รวมของ 

              พืชทีÉติดเชืÊอ Melon yellow spot virus (MYSV) โดยใชไ้พรเมอร์ทีÉจาํเพาะต่อยนี  

               Nucleocapsid (N) และ Non-Structural (NSs) 

               NSs gene                   non-structural gene 

  N gene                     nucleocapsid gene 

               IGR                           intergenic region             

               MYSV-NSs3-F          ไพรเมอร์ forward ของยนี NSs ของเชืÊอ MYSV 

               MYSV-NSs1-R          ไพรเมอร์ reverse ของยนี NSs ของเชืÊอ MYSV 

               MYSV-CP-F              ไพรเมอร์ forward ของยนี N ของเชืÊอ MYSV 

 MYSV-CP-R              ไพรเมอร์ reverse ของยนี N ของเชืÊอ MYSV 

  BamHI                        เอนไซมต์ดัจาํเพาะ 

  PstI                             เอนไซมต์ดัจาํเพาะ 

 ลกูศรสีฟ้าแสดงทิศทางการสงัเคราะห์ดีเอน็เอของไพรเมอร์ MYSV-NSs3-F และ  

 MYSV-NSs1-R 

 ลกูศรสีสม้แสดงทิศทางการสงัเคราะห์ดีเอน็เอของไพรเมอร์ MYSV-NSs3-F และ 

 MYSV-NSs1-R 

 ตวัเลขสีดาํแสดงตาํแหน่งของลาํดบันิวคลีโอไทด ์

 ตวัเลขสีนํÊ าเงินแสดงจาํนวนนิวคลีโอไทดข์องผลผลิตดีเอน็เอ                  
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ภาพทีÉ 4  เจลแสดงแถบดีเอน็เอขนาด 852 คู่เบส ทีÉไดจ้ากการเพิÉมปริมาณยนี N ของเชืÊอ Melon  

              yellow spot virus ไอโซเลท MYSV-SUT ดว้ยเทคนิค two-step RT-PCR ใช ้  ไพรเมอร์  

              MYSV-CP-F และ MYSV-CP-R และใชอ้าร์เอน็เอรวมจากใบเมลอนเป็นตน้แบบ แยก 

              ขนาดดีเอน็เอดว้ย 1% agarose gel electrophoresis 

              ช่อง M           ดีเอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Fermentas) 

 ช่อง 1-5     ใบเมลอน ตวัอยา่งทีÉ 1-5 

 ช่อง 6             นํÊ ากลั ÉนนึÉงฆ่าเชืÊอ  
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 28 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 5  เจลแสดงแถบดีเอน็เอขนาด 1,452 คู่เบส ทีÉไดจ้ากการเพิÉมปริมาณยนี NSs ของเชืÊอ Melon  

              yellow spot virus ไอโซเลท MYSV-SUT ดว้ยเทคนิค two-step RT-PCR ใช ้ ไพรเมอร์  

              MYSV-NSs3-F และ MYSV-NSs1-R และใชอ้าร์เอน็เอรวมจากใบเมลอนเป็น ตน้แบบ 

              แยกขนาดดีเอน็เอดว้ย 1% agarose gel electrophoresis 

              ช่อง M          ดีเอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Fermentas) 

              ช่อง 1-5     ใบเมลอน ตวัอยา่งทีÉ 1-5 

              ช่อง 6     นํÊ ากลั ÉนนึÉงฆ่าเชืÊอ 
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3.  การเปรียบเทยีบลาํดบันิวคลโีอไทด์และกรดอะมโินของยนีและโปรตนี N  

 

3.1  เปรียบเทียบกบัเชืÊอ MYSV ไอโซเลทต่างๆ 

 

       เชืÊอ MYSV-SUT มีความคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดก์บัเชืÊอ MYSV ไอโซเลท

อืÉนๆ ทีÉระดบั 96.6-99.2 เปอร์เซ็นต ์โดยคลา้ยคลึงกบัไอโซเลท WS1 ซึÉงแยกไดจ้ากแตงโมใน

ประเทศไทยมากทีÉสุด และมีความคลา้ยคลึงของลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน N กบัเชืÊอ MYSV   

ไอโซเลทอืÉนๆ ทีÉระดบั 98.9-100 เปอร์เซ็นต ์โดยคลา้ยคลึงกบัไอโซเลท W3-Kalasin และ Ph122 

ซึÉงแยกไดจ้ากแตงโมและโทงเทงในประเทศไทย และ Tospo-melo ซึÉงแยกไดจ้ากเมลอนใน

ประเทศญีÉปุ่นมากทีÉสุดทีÉระดบั 100 เปอร์เซ็นต ์(ตารางทีÉ 4) 

 

3.2  เปรียบเทียบกบัเชืÊอทอสโพไวรัสชนิดอืÉนทีÉพบในประเทศไทย ญีÉปุ่น และไตห้วนั 

 

       ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี N ของเชืÊอ MYSV-SUT มีความคลา้ยคลึงกบัเชืÊอ WSMoV, 

CaCV และ TNRV ทีÉระดบั 61.8-62.1, 60.3-61.1 และ 56.2-56.5 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั และมีความ

คลา้ยคลึงของลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน N กบัเชืÊอ WSMoV, CaCV และ TNRV ทีÉระดบั     

57.5-57.9, 58.2-58.9 และ 50.9-51.2 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั (ตารางทีÉ 5) 

 

       ผลการวิเคราะห์ความสมัพนัธด์ว้ย Phylogenetic tree โดยใชก้ารวิเคราะห์แบบ 

UPGMA จากขอ้มลูลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน N ของเชืÊอ MYSV, WSMoV, CaCV และ TNRV            

ไอโซเลทต่างๆ พบว่าสามารถจาํแนกเชืÊอไวรัสออกเป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มของเชืÊอ MYSV, TNRV 

และเชืÊอทอสโพไวรัสซีโรกรุ๊ป WSMoV ซึÉงประกอบ ดว้ยเชืÊอ WSMoV และ CaCVโดยแบ่งเป็น

กลุ่มยอ่ยทีÉมีความสมัพนัธใ์กลชิ้ดระหว่างเชืÊอชนิดเดียวกนัแต่ต่างไอโซเลทกนั สาํหรับเชืÊอ MYSV 

แบ่งออกเป็น 3 กลุ่มยอ่ย คือ กลุ่มยอ่ยของไอโซเลท Tospo-melo กบั SUT กลุ่มยอ่ยของไอโซเลท 

C95S และ B07T และไอโซเลท TW ซึÉงแยกออกมาเป็นไอโซเลทเดีÉยว (ภาพทีÉ 6) 

 

       จะเห็นว่าเชืÊอทอสโพไวรัสแต่ละชนิดจะมีความคลา้ยคลึงกนัของลาํดบันิวคลีโอไทด์

และกรดอะมิโนของยนีและโปรตีน N มากทีÉสุดภายในเชืÊอเดียวกนัแต่ต่างไอโซเลท และยงัพบว่า

เชืÊอ WSMoV มีความคลา้ยคลึงของลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน N มากทีÉสุดกบัเชืÊอ CaCV ทีÉระดบั 

84.4-85.5 เปอร์เซ็นต ์(ตารางทีÉ 5) สอดคลอ้งกบัผลการวิเคราะห์ดว้ย Phylogenetic tree ทีÉมีการจดั

กลุ่มของเชืÊอ WSMoV และ CaCV อยูใ่นกลุ่มเดียวกนั (ภาพทีÉ 6) แสดงใหเ้ห็นว่าเชืÊอ WSMoV มี
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ความสมัพนัธใ์กลชิ้ดกบัเชืÊอ CaCV มากทีÉสุด Phylogenetic tree ทีÉวิเคราะห์จากลาํดบักรดอะมิโน

ของโปรตีน N แสดงใหเ้ห็นว่าเชืÊอ MYSV ไอโซเลท SUT มีความสมัพนัธใ์กลชิ้ดกบัไอโซเลท 

Tospo-melo มากทีÉสุด และไอโซเลท C95S มีความสมัพนัธใ์กลชิ้ดกบัไอโซเลท B07T มากทีÉสุด 

ส่วนไอโซเลท TW ถกูจดัแยกออกมาเป็นไอโซเลทเดีÉยว ซึÉงมีความสมัพนัธใ์กลชิ้ดกบักลุ่มยอ่ยของ

ไอโซเลท SUT และ Tospo-melo มากกว่ากลุ่มยอ่ยของไอโซเลท C95S และ B07T อีกทัÊงยงัพบว่า

เชืÊอ MYSV มีความ สมัพนัธใ์กลชิ้ดกบัเชืÊอในซีโรกรุ๊ป WSMoV มากกว่าเชืÊอ TNRV เช่นเดียวกบั

รายงานของคนึงนิจ (2553) (ภาพทีÉ 6) 

 

4.  การเปรียบเทยีบลาํดบันิวคลโีอไทด์และกรดอะมโินของยนีและโปรตนี NSs  

 

4.1  เปรียบเทียบกบัเชืÊอ MYSV ไอโซเลทต่างๆ 

 

       เชืÊอ MYSV-SUT มีความคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี NSs กบัไอโซเลท 

Tospo-melo มากทีÉสุดทีÉระดบั 97.8 เปอร์เซ็นต ์รองลงมา คือ ไอโซเลท TW, C95S และ B07T ทีÉ

ระดบั 97.6, 95.7 และ 95.4 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั และมีลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน NSs คลา้ย 

คลึงกบัเชืÊอ MYSV ไอโซเลท TW มากทีÉสุดทีÉระดบั 97.7 รองลงมา คือ ไอโซเลท Tospo-melo, 

C95S และ B07T ทีÉระดบั 97.0, 96.0  และ 95.5 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั และไอโซเลท B07T มีความ

คลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละลาํดบักรดอะมิโนของยนีและโปรตีน NSs กบัไอโซเลท C95S 

มากทีÉสุด ทีÉระดบั 99.7 และ 99.6 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั (ตารางทีÉ 6) 

 

4.2  เปรียบเทียบกบัเชืÊอทอสโพไวรัสชนิดอืÉนทีÉพบในประเทศไทย ญีÉปุ่น และไตห้วนั 

       

       เชืÊอ MYSV-SUT มีความคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี NSs กบัเชืÊอ 

WSMoV, CaCV และ TNRV ทีÉระดบั 55.7-56.1, 54.2-56.2 และ 51.6-51.7 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั 

และมีความคลา้ยคลึงของลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน NSs กบัเชืÊอ WSMoV, CaCV และ TNRV 

ทีÉระดบั 47.5-48.5, 44.7-46.2 และ 42.3-42.5 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั (ตารางทีÉ 6) 

 

                     ผลการวิเคราะห์ความสมัพนัธด์ว้ย Phylogenetic tree โดยใชก้ารวิเคราะห์แบบ 

UPGMA จากขอ้มลูลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน NSs ของเชืÊอ MYSV, WSMoV, CaCV และ 

TNRV ไอโซเลทต่างๆ พบว่าสามารถจาํแนกเชืÊอไวรัสออกเป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มของเชืÊอ MYSV 

กลุ่มของเชืÊอ TNRV และกลุ่มของเชืÊอทอสโพไวรัสซีโรกรุ๊ป WSMoV ซึÉงประกอบ ดว้ยเชืÊอ 
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WSMoV และ CaCV โดยแบ่งเป็นกลุ่มยอ่ยทีÉมีความสมัพนัธใ์กลชิ้ดระหว่างเชืÊอเดียวกนัแต่ต่าง    

ไอโซเลท  สาํหรับเชืÊอ MYSV แบ่งออกเป็น 3 กลุ่มยอ่ย คือ กลุ่มยอ่ยของไอโซเลท TW กบั Tospo-

melo กลุ่มยอ่ยของไอโซเลท C95S และ B07T และไอโซเลท SUT ซึÉงแยกออกมาเป็นไอโซเลท

เดีÉยว (ภาพทีÉ 7) 

 

       จะเห็นว่าเชืÊอทอสโพไวรัสแต่ละชนิดจะมีความคลา้ยคลึงกนัของลาํดบันิวคลีโอไทด์

และกรดอะมิโนของยนีและโปรตีน NSs มากทีÉสุดภายในเชืÊอเดียวกนัแต่ต่างไอโซเลท และเชืÊอ 

WSMoV มีความคลา้ยคลึงของลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน NSs มากทีÉสุดกบัเชืÊอ CaCV ทีÉระดบั 

78.2-81.6 เปอร์เซ็นต ์(ตารางทีÉ 6) สอดคลอ้งกบัการวิเคราะห์ดว้ยโปรตีน N  ผลของ Phylogenetic 

tree แสดงการจดักลุ่มของเชืÊอ MYSV, TNRV และเชืÊอในซีโรกรุ๊ป WSMoV สอดคลอ้งกบัการ

วิเคราะห์ดว้ยโปรตีน N แต่มีความแตกต่างของการจดักลุ่มยอ่ยของเชืÊอ MYSV โดยพบว่าเชืÊอ 

MYSV ไอโซเลท TW มีความสมัพนัธใ์กลชิ้ดกบัไอโซเลท Tospo-melo มากทีÉสุด ส่วนไอโซเลท 

SUT ถกูจดัแยกออกมาเป็นไอโซเลทเดีÉยว ซึÉงมีความสมัพนัธใ์กลชิ้ดกบักลุ่มยอ่ยของไอโซเลท TW 

และ Tospo-melo มากกว่ากลุ่มยอ่ยของไอโซเลท C95S และ B07T (ภาพทีÉ 7) แสดงใหเ้ห็นว่าลาํดบั

กรดอะมิโนของโปรตีน NSs สามารถใชใ้นการจาํแนกเชืÊอ MYSV ไอโซเลท SUT ออกจาก          

ไอโซเลท TW ซึÉงแยกจากแตงโมในประเทศไตห้วนั และ Tospo-melo แยกจากเมลอนในประเทศ

ญีÉปุ่นไดดี้กว่าลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน N และพบว่าเชืÊอ WSMoV มีความสมัพนัธใ์กลชิ้ดกบั

เชืÊอ CaCV มากทีÉสุด และเชืÊอ TNRV มีความสมัพนัธใ์กลชิ้ดกบัเชืÊอในซีโรกรุ๊ป WSMoV มากกว่า

เชืÊอ MYSV แตกต่างจากโปรตีน N เช่นเดียวกบัรายงานของคนึงนิจ (2553) (ภาพทีÉ 7) 

 

 จากผลการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของยนีและโปรตีน N และ 

NSs รวมถึงผลการวิเคราะห์ดว้ย phylogenetic tree จะเห็นว่ายนีและโปรตีน NSs สามารถใชใ้นการ

จาํแนกเชืÊอ MYSV ออกจากเชืÊอทอสโพไวรัสชนิดอืÉนไดช้ดัเจนกว่ายนีและโปรตีน N (ตารางทีÉ 7) 

ทัÊงนีÊ อาจเนืÉองจากยนี N มีบริเวณอนุรักษ ์(conserved sequence) ทีÉทาํหนา้ทีÉเป็นโครงสร้างห่อหุม้

สารพนัธุกรรม รวมถึงเกีÉยวขอ้งกบักระบวนการลอกรหสัเพืÉอเพิÉมปริมาณอาร์เอน็เอของไวรัส และ

อาจเป็นตวัยบัย ัÊงการเพิÉมปริมาณอาร์เอน็เอของไวรัสถา้โครงสร้างโปรตีน N เปลีÉยนแปลงไป 

(Richmond et al., 1998; Whitfied et al., 2005) จึงมีความหลากหลายภายในเชืÊอชนิดเดียวกนัแต่ต่าง

ไอโซเลทกนันอ้ยกว่ายนี NSs 

 



ตารางทีÉ 4  เปอร์เซ็นตค์วามคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของยนีและโปรตีน Nucleocapsid (N) ของเชืÊอ Melon yellow spot virus ไอโซเลท  

                 SUT (MYSV-SUT) กบัเชืÊอ Melon yellow spot virus ไอโซเลทต่างๆ ทีÉพบในประเทศไทย, ญีÉปุ่น และไตห้วนั เปรียบเทียบแบบ Multiple alignment  

                 ดว้ยโปรแกรม CLC Main Workbench 5 (CLC bio)   

 

 SUT  WS1  W3-

Kalasin  

Ph122  JTC  W6422  WG17  Tospo-melo  TW  M7  Luffah 13  B07T  C95S  Kochi-

Haruno  

SUT   99.6 100.0 100.0 99.3 99.6 99.6 100.0 98.9 99.6 98.9 98.9 98.9 98.9 

WS1  99.2  99.6 99.6 99.6 99.3 99.3 99.6 98.6 99.3 98.6 98.6 98.6 98.6 

W3-Kalasin  99.1 98.9  100.0 99.3 99.6 99.6 100.0 98.9 99.6 98.9 98.9 98.9 98.9 

Ph122  99.1 98.9 99.8  99.3 99.6 99.6 100.0 98.9 99.6 98.9 98.9 98.9 98.9 

JTC  99.1 98.9 99.1 99.1  98.9 98.9 99.3 98.2 98.9 98.2 98.2 98.2 98.2 

W6422  98.9 98.8 99.6 99.6 98.9  99.3 99.6 98.6 99.3 98.6 98.6 98.6 98.6 

WG17  98.9 98.6 98.9 98.9 98.9 98.8  99.6 98.6 99.3 98.6 98.6 98.6 98.6 

Tospo-melo  98.5 98.3 98.7 98.7 98.5 98.6 98.3  98.9 99.6 98.9 98.9 98.9 98.9 

TW  98.0 97.9 98.2 98.2 98.0 98.1 98.1 98.8  98.6 98.2 98.2 98.2 98.2 

M7  97.9 98.0 98.1 98.1 97.9 98.0 98.2 98.9 98.5  98.6 98.6 98.6 98.6 

Luffah 13  96.6 96.4 96.6 96.6 96.3 96.4 96.4 97.1 96.7 96.8  100.0 100.0 100.0 

B07T  96.6 96.4 96.6 96.6 96.3 96.4 96.4 97.1 96.7 96.8 96.8  100.0 100.0 

C95S  96.6 96.4 96.6 96.6 96.3 96.4 96.4 97.1 96.7 96.8 96.8 100.0  100.0 

Kochi-Haruno  96.6 96.4 96.6 96.6 96.3 96.4 96.4 97.1 96.7 96.8 96.8 100.0 100.0  

กรดอะมิโน 

นิวคลีโอไทด ์
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ตารางทีÉ 5  เปอร์เซ็นตค์วามคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของยนีและโปรตีน Nucleocapsid (N) ของเชืÊอ Melon yellow spot virus ไอโซเลท  

                 SUT (MYSV-SUT) กบัเชืÊอทอสโพไวรัสไอโซเลทต่างๆ ทีÉพบในประเทศไทย, ญีÉปุ่น และไตห้วนั เปรียบเทียบแบบ Multiple alignment ดว้ย 

                 โปรแกรม CLC Main Workbench 5 (CLC bio)   

 

 MYSV-

SUT 

MYSV-

Tospo-

melo 

MYSV-

TW 

MYSV-

B07T 

MYSV-

C95S 

CaCV-

KK 

CaCV-

NRA 

CaCV-

PKK-

2UD 

CaCV-

PPT 

CaCV-

AIT 

WSMoV-

KB 

WSMoV-

Tospo-W 

TNRV-

CR 

TNRV-

TT1 

MYSV-SUT   100.0 98.9 98.9 98.9 58.6 58.2 58.6 58.9 58.6 57.9 57.5 50.9 51.2 

MYSV-Tospo-melo  98.5  98.9 98.9 98.9 58.6 58.2 58.6 58.9 58.6 57.9 57.5 50.9 51.2 

MYSV-TW  98.0 98.8  98.2 98.2 58.6 58.2 58.6 58.9 58.6 57.9 57.5 50.9 51.2 

MYSV-B07T  96.6 97.1 96.7  100.0 58.6 58.6 58.6 58.9 58.9 57.9 57.5 50.5 50.9 

MYSV-C95S  96.6 97.1 96.7 100.0  58.6 58.6 58.6 58.9 58.9 57.9 57.5 50.5 50.9 

CaCV-KK  60.5 60.9 61.5 60.6 60.6  91.7 100.0 99.3 93.5 85.1 85.1 57.1 57.5 

CaCV-NRA  60.3 60.8 61.4 60.5 60.5 99.4  91.7 91.3 97.1 85.5 85.5 56.7 57.8 

CaCV-PKK-2UD  60.3 60.8 61.4 60.5 60.5 99.9 99.3  99.3 93.5 85.1 85.1 57.1 57.5 

CaCV-PPT  60.9 61.4 62.0 61.1 61.1 98.7 98.3 98.6  93.5 84.4 84.4 56.4 56.7 

CaCV-AIT  61.1 61.2 61.6 61.2 61.2 85.1 85.1 85.0 84.8  85.5 85.5 56.7 57.8 

WSMoV-KB  62.1 62.2 62.7 62.6 62.6 77.8 77.8 77.7 77.3 79.1  98.9 55.0 55.7 

WSMoV-Tospo-W  61.8 61.8 62.1 62.1 62.1 77.2 76.9 77.1 76.9 78.5 96.4  54.6 55.3 

TNRV-CR  56.5 57.2 57.4 56.9 56.9 61.0 60.8 60.9 60.9 59.2 58.4 58.3  97.9 

TNRV-TT1  56.2 56.9 57.0 56.8 56.8 61.2 61.0 61.1 61.1 58.9 58.8 59.0 96.5  

 

กรดอะมิโน 

นิวคลีโอไทด ์
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ตารางทีÉ 6  เปอร์เซ็นตค์วามคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของยนีและโปรตีน Non-Structural (NSs) ของเชืÊอ Melon yellow spot virus              

                 ไอโซเลท SUT (MYSV-SUT) กบัเชืÊอทอสโพไวรัสไอโซเลทต่างๆ ทีÉพบประเทศไทย, ญีÉปุ่น และไตห้วนั เปรียบเทียบแบบ Multiple alignment ดว้ย 

                 โปรแกรม CLC Main Workbench 5 (CLC bio)   

 

 MYSV-

SUT 

MYSV-

Tospo-

melo 

MYSV-

TW 

MYSV-

B07T 

MYSV-

C95S 

CaCV-

KK 

CaCV-

NRA 

CaCV-

PKK-

2UD 

CaCV-

PPT 

CaCV-

AIT 

WSMoV-

KB 

WSMoV-

Tospo-W 

TNRV-

CR 

TNRV-

TT1 

MYSV-SUT   97.0 97.7 95.5 96.0 46.2 46.2 45.5 44.9 46.0 48.5 47.5 42.3 42.6 

MYSV-Tospo-melo  97.8  97.9 96.0 96.4 46.0 46.0 45.3 44.9 45.5 48.3 47.2 43.0 43.2 

MYSV-TW  97.6 98.1  95.7 96.2 46.0 46.0 45.3 44.7 45.5 48.5 47.5 42.1 42.6 

MYSV-B07T  95.4 95.8 95.8  99.6 45.1 45.3 44.5 44.2 45.1 47.8 46.6 42.6 43.0 

MYSV-C95S  95.7 96.0 96.0 99.7  45.3 45.5 44.7 44.5 45.1 47.8 46.6 42.6 43.0 

CaCV-KK  55.9 56.2 56.2 55.9 56.0  99.3 97.5 95.0 87.5 81.4 80.9 49.1 49.1 

CaCV-NRA  55.7 55.9 55.9 55.6 55.7 99.1  96.8 94.8 88.0 81.6 81.1 49.3 49.3 

CaCV-PKK-2UD  56.2 56.4 56.4 56.1 56.2 98.3 97.6  94.8 86.6 80.2 80.0 49.1 48.7 

CaCV-PPT  56.2 56.3 56.4 56.2 56.3 96.6 96.3 96.6  85.2 78.6 78.2 48.2 48.2 

CaCV-AIT  54.2 54.0 54.1 53.9 53.8 82.4 82.8 82.0 82.6  80.7 81.1 48.0 48.0 

WSMoV-KB  56.1 56.4 56.7 55.7 55.7 78.0 78.0 77.8 77.4 77.7  97.7 47.6 47.6 

WSMoV-Tospo-W  55.7 55.8 55.9 55.1 55.1 77.7 77.7 77.4 77.2 77.9 97.4  47.6 47.6 

TNRV-CR  51.7 51.9 51.9 51.7 51.7 57.5 57.2 57.2 56.9 56.2 54.6 54.1  96.2 

TNRV-TT1  51.6 51.8 51.7 51.9 51.8 57.0 56.8 56.8 56.4 56.5 54.0 54.0 95.1  
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กรดอะมิโน 

นิวคลีโอไทด ์

 



ตารางทีÉ 7  การเปรียบเทียบเปอร์เซ็นตค์วามคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของ 

                  ยนีและโปรตีน Nucleocapsid (N) และ Non-Structural (NSs) ของเชืÊอ Melon yellow  

                  spot virus ไอโซเลท SUT (MYSV-SUT) กบัเชืÊอทอสโพไวรัสไอโซเลทต่างๆ ทีÉพบใน 

                  ประเทศไทย ญีÉปุ่น และไตห้วนั  

 

เชืÊอไวรัส ความคลา้ยคลึงของยนีและโปรตีน 

N (เปอร์เซ็นต)์ 

ความคลา้ยคลึงของยนีและโปรตีน 

NSs (เปอร์เซ็นต)์ 

นิวคลีโอไทด ์ กรดอะมิโน นิวคลีโอไทด ์ กรดอะมิโน 

MYSV-Tospo-melo 98.5 100.0 97.8 97.0 

MYSV-TW 98.0 98.9 97.6 97.0 

MYSV-B07T 96.6 98.9 95.4 97.7 

MYSV-C95S 96.6 98.9 95.7 95.5 

CaCV-KK 60.5 58.6 55.9 46.2 

CaCV-NRA 60.3 58.2 55.7 46.2 

CaCV-PKK-2UD 60.3 58.6 56.2 45.5 

CaCV-PPT 60.9 58.9 56.2 44.9 

CaCV-AIT 61.1 58.6 54.2 46.0 

WSMoV-KB 62.1 57.9 56.1 48.5 

WSMoV-Tospo-W 61.8 57.5 55.7 47.5 

TNRV-CR 56.6 50.9 51.7 42.3 

TNRV-TT1 56.2 51.2 51.6 42.6 
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ภาพทีÉ 6  Phylogenetic tree ของลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน Nucleocapsid (N) ของเชืÊอ Melon 

                 yellow spot virus ไอโซเลท SUT (MYSV-SUT) กบัเชืÊอทอสโพไวรัสไอโซเลทต่างๆ ทีÉ 

                 พบในประเทศไทย (THA) ญีÉปุ่น (JPN) และไตห้วนั (TWN) โดยใชก้ารวิเคราะห์แบบ  

                 UPGMA ดว้ยโปรแกรม CLC Main Workbench 5 (CLC bio) คาํนวณค่า Bootstrap   

                 percentage จาก 1,000 Replications 

 

 
 

ภาพทีÉ 7  Phylogenetic tree ของลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน Non-Structural (NSs) ของเชืÊอ  

              Melon yellow spot virus ไอโซเลท SUT (MYSV-SUT) กบัเชืÊอทอสโพไวรัสไอโซเลท 

              ต่างๆ ทีÉพบในประเทศ(THA) ญีÉปุ่น (JPN) และไตห้วนั (TWN) โดยใชก้ารวิเคราะห์แบบ  

              UPGMA ดว้ยโปรแกรม CLC Main Workbench 5 (CLC bio) คาํนวณค่า Bootstrap  

              percentage จาก 1,000 replications 
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5.  โปรตนี NSs ของเชืÊอ Melon yellow spot virus ไอโซเลท SUT (MYSV-SUT) ทีÉสังเคราะห์ได้ใน

สภาพหลอดทดลอง 

 

โปรตีนลกูผสมของ Histidine และ NSs (6xHis-NSs) บริสุทธิÍ ทีÉถกูชะลา้งออกจาก Ni-NTA 

column มีนํÊ าหนกัโมเลกุลประมาณ 54.764 กิโลดาลตนั โดยทีÉโปรตีน 6xHis มีนํÊ าหนกัประมาณ 1 

กิโลดาลตนั และโปรตีน NSs มีนํÊ าหนกัประมาณ 53.764 กิโลดาลตนั (ภาพทีÉ 8 และ 9) มีความ

เขม้ขน้ 1.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาพทีÉ 10) ใกลเ้คียงกบันํÊ าหนกัโมเลกุลโปรตีน NSs ของเชืÊอ 

MYSV-SUT ทีÉคาํนวณจากลาํดบักรดอะมิโนซึÉงเท่ากบั 53.169 กิโลดาลตนั (CLC Main Workbench 

5)  

 

พบว่ามีการปนเปืÊ อนของโปรตีนอืÉนๆทีÉมีขนาดเลก็กว่าโปรตีนเป้าหมาย (6xHis-NSs) โดย

โปรตีนทีÉปนเปืÊ อนมานัÊนอาจเป็นโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs ทีÉเกิดการ degrade ในขัÊนตอนการชกั

นาํใหเ้กิดการสงัเคราะห์โปรตีน หรือขัÊนตอนการทาํโปรตีนใหบ้ริสุทธิÍ  เนืÉองจากทาํภายใตส้ภาวะ

แบบ denaturing และลา้งออกไปไม่หมด หรืออาจเป็นโปรตีนทีÉสงัเคราะห์ไม่สมบูรณ์ ซึÉงจะมีส่วน

ของ 6xHis-tagged เชืÉอมต่อดว้ยอยูท่าํใหส้ามารถจบักบั Ni-NTA ไดดี้เช่นเดียวกบัโปรตีนลกูผสม 

6xHis-NSs ทีÉสมบูรณ์ จึงลา้งออกไปไดย้าก ดงันัÊนโปรตีนเหล่านีÊ จึงถกู elute ออกมากบัโปรตีน

ลกูผสม 6xHis-NSs ดว้ย (QIAGEN) โปรตีนปนเปืÊ อนนัÊนส่วนหนึÉงมาจาการใช ้lysis buffer และ 

wash buffer ทีÉไม่เหมาะสม ดงันัÊนในการทดลองครัÊ งต่อไปจึงควรมีการปรับปรุงการเลือกใช ้buffer 

ใหเ้หมาะสม เพืÉอใหไ้ดโ้ปรตีนทีÉมีความบริสุทธิÍ มากขึÊน 

 

6.  ค่าไตเตอร์ของแอนตบิอดีต่อโปรตนี NSs 

 

จากการผลิตแอนติบอดีต่อโปรตีน NSs ของเชืÊอ MYSV (PAb-MYSV-NSs) ในกระต่าย 

แลว้เก็บแอนติซีรัมทัÊง 5 ครัÊ ง มาตรวจหาค่าไตเตอร์ พบว่าแอนติซีรัมทีÉไดใ้หค่้าไตเตอร์ในการทาํ

ปฏิกิริยาในช่วง 800 ถึง 3,200 โดยค่าไตเตอร์จากการเจาะเลือดครัÊ งทีÉ 3, 4 และ 5 (3,200) สูงกว่าครัÊ ง

ทีÉ 1 และ 2 (800 และ 1,600 ตามลาํดบั) และไดเ้ลือกแอนติซีรัมจากการเจาะเลือดครัÊ งทีÉ 4  เพืÉอใชใ้น

การทดลองต่อไป เนืÉองจากมีค่าไตเตอร์สูง (3,200) และให้ค่าการดูดกลืนแสงทีÉ 405 นาโนเมตร 

สูงสุดเมืÉอเปรียบเทียบกบัแอนติซีรัมทัÊง 5 ครัÊ ง ทีÉค่าความเจือจาง 1:3,200 (ตารางทีÉ 8, ภาพทีÉ 11) 
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ภาพทีÉ 8  เจลแสดงแถบโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs ของเชืÊอ Melon yellow spot virus ไอโซเลท  

               SUT (MYSV-SUT) ทีÉสงัเคราะห์ไดใ้นเซลล ์E. coli DH5α  เมืÉอสกดัโปรตีนจากเซลล ์                 

               E. coli ในสภาวะ denaturing condition และทาํใหโ้ปรตีนบริสุทธิÍ โดยผา่น Ni-NTA  

               column ตรวจสอบดว้ย 12% SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis ยอ้มสีดว้ย staining  

               solution (0.2% Coomassie brilliant blue R250) และลา้งออกดว้ย Destaining solution  

               จนกว่าจะเห็นแถบโปรตีน  

  ช่อง M       โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas) SM0431 

  ช่อง 1   โปรตีนจากเซลล ์E. coli DH5α ทีÉเลีÊยงในอาหาร 2xYT 

  ช่อง 2    โปรตีนจากเซลล ์E. coli DH5α ทีÉมีพลาสมิด pQE-80L สายผสมของยนี NSs  

 ทีÉไม่ไดช้กันาํใหมี้การสงัเคราะห์โปรตีน 

  ช่อง 3  โปรตีนจากเซลล ์E. coli DH5α ทีÉมีพลาสมิด pQE-80L สายผสมของยนี NSs  

 ทีÉชกันาํใหส้งัเคราะห์โปรตีนดว้ย IPTG นาน 8 ชั Éวโมง 

  ช่อง 4  โปรตีนจากเซลล ์E. coli DH5α ทีÉมีพลาสมิด pQE-80L สายผสมของยนี NSs  

 ทีÉชกันาํใหส้งัเคราะห์โปรตีนดว้ย IPTG นาน 8 ชั Éวโมง ทาํใหบ้ริสุทธิÍ โดยผา่น     

 Ni-NTA column  

 

 

 

ขนาด 54.764 kDa 

โปรตีน 6xHis-NSs 

นํÊ าหนกัโมเลกลุ ( kDa)     M          1             2            3           4           

18.4 

14.4 

25 

35 

45 
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66.2 
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ภาพทีÉ 9  Calibration curve ทีÉสร้างขึÊนจากระยะทางทีÉโปรตีนเคลืÉอนทีÉ (cm) และค่า log10 ของ 

               นํÊ าหนกัโมเลกุล (kDa) ของโปรตีนมาตรฐาน (Fermentas) SM0431 แยกขนาดโปรตีน 

               ดว้ย 12% SDS Polyacrylamide gel electrophoresis และโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs  

                เคลืÉอนทีÉไดร้ะยะทาง 1.85 cm ซึÉงเทียบกบัค่า log10 ของนํÊ าหนกัโมเลกุลไดป้ระมาณ  

               1.7385 คาํนวณนํÊ าหนกัโมเลกุลไดป้ระมาณ 54.764 kDa 
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ภาพทีÉ 10  Standard curve ทีÉสร้างขึÊนจากค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 595 nm ของโปรตีน  

                 BSA ทีÉทราบความเขม้ขน้ (ตัÊงแต่ 0.0625-2 mg/ml) วดัดว้ยวิธี Bradford’s เพืÉอหาความ 

                 เขม้ขน้ของโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs ทีÉแยกใหบ้ริสุทธิÍ  ซึÉงวดัค่าการดูดกลืนแสงได ้ 

                 0.561 คิดเป็นความเขม้ขน้ของโปรตีนเท่ากบั 1.6 mg/ml 
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ตารางทีÉ 8  ค่าความเจือจางสูงสุด (dilution end point) ของแอนติซีรัม PAb-MYSV-NSs ทีÉทาํ 

                  ปฏิกิริยากบัโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs ความเขม้ขน้ 3 µg/ml ซึÉงเป็นแอนติเจน  

                  ตรวจสอบดว้ยเทคนิค DAC-ELISA 

 

ค่าความเจือจาง

ของแอนติซีรัม 

ค่าการดูดกลืนแสงทีÉ 405 nm เมืÉอใชแ้อนติซีรัมจากการเจาะเลือดครัÊ งทีÉ 1-5 

ครัÊ งทีÉ 1 ครัÊ งทีÉ 2 ครัÊ งทีÉ 3 ครัÊ งทีÉ 4 ครัÊ งทีÉ 5 Normal serum 

1: 100   1.6991/ 2.068 2.303 2.437 2.370  0.3142/ 

1: 200 1.374 1.681 1.928 2.099 2.098 0.231 

1: 400 0.986 1.314 1.557 1.802 1.767 0.179 

1: 800 0.716 0.969 1.310 1.509 1.511 0.143 

1: 1600 0.460 0.657 0.985 1.190 1.171 0.121 

1: 3200 0.273 0.447 0.677 0.859 0.809 0.101 

1: 6400 0.202 0.293 0.438 0.537 0.545 0.090 

1: 12800 0.146 0.194 0.281 0.350 0.363 0.088 

1: 25600 0.112 0.140 0.191 0.229 0.231 0.081 

1: 51200 0.100 0.122 0.139 0.173 0.174 0.089 

1: 102400 0.093 0.104 0.116 0.130 0.134 0.084 

1: 204800 0.091 0.100 0.104 0.117 0.113 0.087 

Coating buffer 0.111 0.105 0.107 0.103 0.102 0.105 

 

หมายเหต:ุ  1/ ค่าการดดูกลืนแสงเฉลีÉยจาก 2 ซํÊ า วดัทีÉเวลา 60 นาที หลงัจากเติม substrate 

     2/ ค่าการดดูกลืนแสงของตวัอยา่งทีÉมากกว่า normal serum 2 เท่า ใหผ้ลเป็นบวก 
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ภาพทีÉ 11  กราฟแสดงค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัมต่อโปรตีนลกูผสม 6XHis-NSs (PAb-MYSV-NSs)  

                 จากการเจาะเลือด 5 ครัÊ ง (AS1-AS5) ใชโ้ปรตีน 6xHis-NSs ความเขม้ขน้ 3 µg/ml เป็น 

                 แอนติเจนตรวจสอบดว้ยเทคนิค DAC-ELISA วดัค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน    

                 405 nm หลงัจากเติม substrate นาน 60 นาที 
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8.  ความจาํเพาะของแอนตบิอดีต่อโปรตนี NSs 

 

8.1  ตรวจสอบความจาํเพาะของแอนติบอดีทีÉผลิตไดก้บัเชืÊอทอสโพไวรัส 

 

       8.1.1  ตรวจสอบดว้ยเทคนิค DAC-ELISA 

 

                 แอนติซีรัมครัÊ งทีÉ 4 (PAb-MYSV-NSs4) ทาํปฏิกิริยากบัโปรตีนลกูผสม     

6xHis-NSs และนํÊ าคัÊนใบแตงร้านติดเชืÊอ MYSV ทีÉใชเ้ป็นแอนติเจนไดอ้ยา่งจาํเพาะ แต่ไม่ทาํ

ปฏิกิริยากบันํÊ าคัÊนใบเมลอนติดเชืÊอ MYSV นํÊ าคัÊนใบโทงเทงติดเชืÊอ WSMoV และ CaCV และนํÊ า

คัÊนใบยาสูบติดเชืÊอ TNRV เมืÉอเปรียบเทียบกบัพืชปกติ (ภาพทีÉ 12) ส่วนแอนติซีรัม PAb-MYSV6-N 

ทีÉใชต้รวจสอบโปรตีน N ของเชืÊอ MYSV ทาํปฏิกิริยากบัโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs นํÊ าคัÊนใบเม

ลอนและใบแตงร้านติดเชืÊอ MYSV นํÊ าคัÊนใบโทงเทงติดเชืÊอ WSMoV และ CaCV และนํÊ าคัÊนใบ

ยาสูบติดเชืÊอ TNRV เมืÉอเปรียบเทียบกบัพืชปกติ (ภาพทีÉ 13)  

 

       8.1.2  ตรวจสอบดว้ยเทคนิค Dot immunobinding assay (DIBA) 

 

                 ผลการตรวจสอบดว้ยเทคนิค DIBA โดยดูจากการเกิดตะกอนสีม่วงขึÊนบริเวณทีÉ

หยดตวัอยา่งนํÊ าคัÊนใบพืชติดเชืÊอบนแผน่เมมเบรน พบว่าแอนติซีรัม PAb-MYSV-NSs4 ทาํปฏิกิริยา

กบัโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs นํÊ าคัÊนใบเมลอน และนํÊ าคัÊนใบแตงร้านติดเชืÊอ MYSV ไดอ้ยา่ง

จาํเพาะ โดยไม่ทาํปฏิกิริยาขา้มกบันํÊ าคัÊนใบพืชติดเชืÊอ CaCV, WSMoV และ TNRV (ตารางทีÉ 13, 

ภาพทีÉ 14ก) ส่วนแอนติซีรัม PAb-MYSV6-N ใหผ้ลสอดคลอ้งกบัการตรวจสอบดว้ยเทคนิค DAC-

ELISA โดยทาํปฏิกิริยากบัโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs และนํÊ าคัÊนใบพืชติดเชืÊอ MYSV (แตงร้าน

และเมลอน), CaCV, WSMoV และ TNRV (ตารางทีÉ 13, ภาพทีÉ 14ข) 

 

          จากผลการตรวจสอบแสดงใหเ้ห็นว่าแอนติซีรัม PAb-MYSV-NSs มีความ 

จาํเพาะในการตรวจสอบเชืÊอ MYSV ในตวัอยา่งพืชเมืÉอตรวจสอบดว้ยเทคนิค DAC-ELISA 

(แตงร้าน) และเทคนิค DIBA (แตงร้านและเมลอน) โดยไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัตวัอยา่งพืชติดเชืÊอ 

WSMoV, CaCV และ TNRV ต่างจากแอนติซีรัม PAb-MYSV6-N ทีÉเกิดปฏิกิริยาขา้มกบัตวัอยา่งพืช

ติดเชืÊอ WSMoV, CaCV และ TNRV  
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                 แอนติซีรัม PAb-MYSV-NSs ไม่สามารถทาํปฏิกิริยากบัโปรตีน NSs ในนํÊ าคัÊน

ใบเมลอน เมืÉอตรวจสอบดว้ยเทคนิค DAC-ELISA ได ้ซึÉงอาจมีสาเหตุจากหลายปัจจยั คือ ในชิÊน 

ส่วนพืชทีÉนาํมาใชใ้นการตรวจสอบมีการสะสมของโปรตีน NSs ไม่เท่ากนั ทัÊงนีÊ ขึÊนกบัระยะของ

การจาํลองสารพนัธุกรรมของไวรัส การกระจายตวัของไวรัสในเนืÊอเยืÉอพืช รวมถึงอายขุองพืชอาศยั

ดว้ย (Kormelink et al., 1991; Sugiyama et al., 2009) อีกทัÊงโปรตีน NSs มีบทบาทเกีÉยวขอ้งกบัการ

ยบัย ัÊงการเกิด S-PTGS ของพืชจึงมีปริมาณมากในช่วงเริÉมตน้ของการจาํลองสารพนัธุกรรมเพืÉอเพิÉม

ปริมาณ แต่จะมีบทบาทนอ้ยลงในขัÊนต่อมา จึงมีปริมาณนอ้ยลงตามไปดว้ย ซึÉงส่งผลทาํใหโ้ปรตีน 

NSs ในเนืÊอเยืÉอพืชในช่วงเวลาต่างๆมีปริมาณไม่เท่ากนั (Takeda et al., 2002) หรืออาจเกิดจากการ

เปลีÉยนแปลงโครงสร้างของโปรตีน NSs จากการใชบ้ฟัเฟอร์ในการบดตวัอยา่งทีÉไม่เหมาะสม หรือ

ตวัอยา่งทีÉใชท้ดสอบเป็นตวัอยา่งทีÉถกูเก็บรักษาเป็นเวลานาน วิธีการเก็บรักษาตวัอยา่งไม่เหมาะสม 

ส่งผลทาํใหเ้กิดการเปลีÉยนแปลงโครงสร้างของ epitope ซึÉงมีความสาํคญัอยา่งมากต่อการจบัของ

แอนติบอดี (Chen et al., 2006) โดยพบว่า polyclonal antibody ทีÉผลิตจาก recombinant protein อาจ

ไม่สามารถนาํมาใชใ้นการตรวจสอบโปรตีนในสภาพธรรมชาติได ้เนืÉองจากโปรตีนทีÉไดจ้ากการ

สงัเคราะห์ในสภาพหลอดทดลองทีÉใชเ้ป็นแอนติเจน มีการเปลีÉยน แปลงโครงสร้างของ epitope ซึÉง

ส่งผลทาํใหแ้อนติบอดีทีÉผลิตไดส้ามารถจดจาํและทาํปฏิกิริยากบัโปรตีนในตวัอยา่งพืชติดเชืÊอ 

(native protein) ไดน้อ้ยลง (Minafra et al., 2000) 

 

           เมืÉอเปรียบเทียบผลของการเกิดปฏิริยาพบว่า PAb-MYSV-NSs ทาํปฏิกิริยาไดดี้

ทีÉสุดกบัโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs สอดคลอ้งกนัในการตรวจสอบทัÊง 2 เทคนิค (DAC-ELISA 

และ DIBA) แสดงว่า PAb-MYSV-NSs มีความจาํเพาะอยา่งสูงกบัโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs และ

โปรตีนมีปริมาณมากทาํใหส้ามารถทาํปฏิกิริยาไดดี้กว่าในนํÊ าคัÊนใบเมลอนและแตงร้านติดเชืÊอ 

MYSV และพบว่า PAb-MYSV6-N สามารถทาํปฏิกิริยากบันํÊ าคัÊนใบเมลอนและแตงร้านติดเชืÊอ 

MYSV ไดดี้กว่า PAb-MYSV-NSs  
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ภาพทีÉ 12  ผลการทาํปฏิกิริยาของแอนติซีรัมต่อโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs ของเชืÊอ MYSV-SUT  

                 จากการเจาะเลือดครัÊ งทีÉ 4 (PAb-MYSV-NSs4) ทีÉเจือจาง 1:500 เท่า กบัโปรตีนลกูผสม  

                 6xHis-NSs และนํÊ าคัÊนใบพืชเป็นโรค ดว้ยเทคนิค DAC-ELISA วดัค่าการดูดกลืนแสงทีÉ 

                 ความยาวคลืÉน 405 nm หลงัจากเติม substrate นาน 60 นาที  
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ภาพทีÉ 13  ผลการทาํปฏิกิริยาของแอนติซีรัมต่อโปรตีน N ของเชืÊอ Melon yellow spot virus      

                 (PAb-MYSV6-N) ทีÉเจือจาง 1:1,000 เท่ากบัโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs และนํÊ าคัÊนใบพืช 

                 เป็นโรค ดว้ยเทคนิค DAC-ELISA วดัค่าการดดูกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 405 nm  

                 หลงัจากเติม substrate นาน 60 นาที  
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ภาพทีÉ 14  ตะกอนสีม่วงบนแผน่ nitrocellulose membrane แสดงผลของปฏิกิริยาจาํเพาะของ 

                 แอนติซีรัมกบัตวัอยา่งโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs และนํÊ าคัÊนใบพืชเป็นโรค วิเคราะห์ 

                 ดว้ยวิธี Dot immunobinding assay (DIBA) 

(ก)  แอนติซีรัมต่อโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs ของเชืÊอ MYSV-SUT จากการเจาะเลือด  

ครัÊ งทีÉ 4 (PAb-MYSV-NSs4) ทีÉเจือจาง 1:500 เท่า 

(ข)  แอนติซีรัมต่อโปรตีน N ของเชืÊอ Melon yellow spot virus (PAb-MYSV6-N) ทีÉเจือ  

 จาง 1:1,000 เท่า 

                 ช่องทีÉ 1 โปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs-MYSV 

                 ช่องทีÉ 2 นํÊ าคัÊนใบเมลอนติดเชืÊอ MYSV 

                 ช่องทีÉ 3 นํÊ าคัÊนใบแตงร้านติดเชืÊอ MYSV 

                 ช่องทีÉ 4 นํÊ าคัÊนใบโทงเทงติดเชืÊอ CaCV 

                 ช่องทีÉ 5 นํÊ าคัÊนใบโทงเทงติดเชืÊอ WSMoV 

                 ช่องทีÉ 6 นํÊ าคัÊนใบยาสูบติดเชืÊอ TNRV 

                 ช่องทีÉ 7 นํÊ าคัÊนใบแตงร้านปกติ 

                 ช่องทีÉ 8 นํÊ าคัÊนใบโทงเทงปกติ 

                 ช่องทีÉ 9 นํÊ าคัÊนใบยาสูบปกติ 

                 ช่องทีÉ 10 Extraction buffer (1X PBS) 

 

 

ข 

1 2 3 5 4 

1 2 3 4 5 

6 7 9 8 10 

ก 

6 7 9 8 10 
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ตารางทีÉ 9  ผลของปฏิกิริยาจาํเพาะของแอนติซีรัมต่อโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs ของเชืÊอ    

                  MYSV-SUT จากการเจาะเลือดครัÊ งทีÉ 4 (PAb-MYSV-NSs4) ทีÉเจือจาง 1:500 เท่า และ 

                  แอนติซีรัมต่อโปรตีน N ของเชืÊอ Melon yellow spot virus (PAb-MYSV6-N) ทีÉ           

                  เจือจาง 1:1,000 เท่า กบัตวัอยา่งโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs และนํÊ าคัÊนใบพืชเป็นโรค 

                  บนแผน่ nitrocellulose membrane วิเคราะห์ดว้ยวิธี Dot immunobinding assay (DIBA) 

 

ตวัอยา่งพืช ผลการตรวจวินิจฉยัดว้ยแอนติซีรัม1/ 

PAb-MYSV-NSs4 PAb-MYSV-N 

6xHis-NSs protein + + 

1X PBS Extraction buffer - - 

Cucumis melo-MYSV + + 

Cucumis sativus-MYSV + + 

Cucumis sativus-ปกติ - - 

Physalis angulata-CaCV - + 

Physalis angulata-WSMoV - + 

Physalis angulata-ปกติ - - 

Nicotiana glutinosa-TNRV - + 

Nicotiana glutinosa-ปกติ - - 
 

1/  +   เกิดปฏิกิริยา 

    -   ไม่เกิดปฏิกิริยา 
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  อยา่งไรก็ตามพบว่าแอนติซีรัม PAb-MYSV6-N สามารถทาํปฏิกิริยากบัโปรตีน

ลกูผสม 6xHis-NSs ในการตรวจสอบดว้ยเทคนิค DAC-ELISA และ DIBA ได ้ทัÊงนีÊ อาจเนืÉองจาก 

PAb-MYSV6-N สามารถทาํปฏิกิริยากบัโปรตีนขนาดเลก็ทีÉปนเปืÊ อนมากบัโปรตีนลกูผสม 6xHis-

NSs ในขัÊนตอนการทาํใหบ้ริสุทธิÍ โดยผา่น Ni-NTA column  

 

 8.2  ตรวจสอบความจาํเพาะของแอนติบอดีทีÉผลิตไดก้บัเชืÊอทอสโพไวรัสและเชืÊอไวรัสชิด

อืÉนทีÉเขา้ทาํลายพืชวงศแ์ตง 

 

       แอนติซีรัม PAb-MYSV-NSs4 ทาํปฏิกิริยากบัโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs และนํÊ าคัÊน

ใบแตงร้านติดเชืÊอ MYSV แต่ไม่ทาํปฏิกิริยากบันํÊ าคัÊนใบเมลอนติดเชืÊอ MYSV และนํÊ าคัÊนใบพืชติด

เชืÊอ WSMoV, CaCV, TNRV, CMV และ PRSV (ภาพทีÉ 15) 

 

       แอนติซีรัม PAb-MYSV6-N ทาํปฏิกิริยากบัโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs และนํÊ าคัÊนใบ

พืชติดเชืÊอ MYSV (แตงร้านและเมลอน), WSMoV, CaCV, และ TNRV แต่ไม่ทาํปฏิกิริยากบันํÊ าคัÊน

ใบพืชติดเชืÊอ CMV และ PRSV (ภาพทีÉ 15) 

 

 แอนติซีรัม PAb-CaCV-NSs และ PAb-TNRV-N ทาํปฏิกิริยาอยา่งจาํเพาะกบันํÊ าคัÊนใบ

โทงเทงติดเชืÊอ CaCV และนํÊ าคัÊนใบยาสูบติดเชืÊอ TNRV ตามลาํดบั โดยไม่เกิดปฎิกิริยาขา้มกบันํÊ า

คัÊนใบพืชติดเชืÊอ MYSV, WSMoV, TNRV, CMV และ PRSV และสามารถทาํปฏิกิริยากบัโปรตีน

ลกูผสม 6xHis-NSs เลก็นอ้ย ส่วนแอนติซีรัม PAb-Tospo A1-N ทาํปฏิกิริยากบันํÊ าคัÊนใบโทงเทงติด

เชืÊอ WSMoV เท่านัÊน 

        

        จากผลการตรวจวินิจฉยั แสดงใหเ้ห็นว่าแอนติซีรัม PAb-MYSV-NSs, PAb-CaCV-

NSs และ PAb-TNRV-N มีความจาํเพาะในการตรวจ สอบเชืÊอไวรัสในนํÊ าคัÊนพืชติดเชืÊอทีÉใชท้ดสอบ

โดยไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัเชืÊอในกลุ่มทอสโพไวรัสและเชืÊอไวรัสชนิดอืÉนทีÉเขา้ทาํลายพืชวงศแ์ตง 

แตกต่างจาก PAb-MYSV6-N และ PAb-Tospo A1-N อยา่งไรก็ตามพบว่าแอนติซีรัม PAb-MYSV-

NSs เกิดปฏิกิริยาขา้มกบันํÊ าคัÊนใบแตงร้านปกติเลก็นอ้ย ดงันัÊนในการตรวจสอบครัÊ งต่อไปจึงควรทาํ

การ cross absorption ดว้ยนํÊ าคัÊนใบแตงร้านปกติก่อนเพืÉอลดปฏิกิริยาขา้มทีÉเกิดขึÊน 

 

  จากการวจิยัครัÊ งนีÊ แสดงใหเ้ห็นว่าแอนติซีรัม PAb-MYSV-NSs มีความจาํเพาะในการ

ตรวจสอบโปรตีน NSs ในพืชติดเชืÊอ MYSV มากกว่าแอนติซีรัม PAb-MYSV6-N จึงสามารถนาํมา 
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ใชป้ระโยชน์ในการตรวจวินิจฉยัเพืÉอแยกเชืÊอ MYSV ออกจากเชืÊอ WSMoV, CaCV และ TNRV ใน

พืชได ้ 

 

 

ภาพทีÉ 15  ผลการทาํปฏิกิริยาของแอนติซีรัมต่อโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs และนํÊ าคัÊนใบพืชเป็น 

                 โรค ดว้ยเทคนิค DAC-ELISA วดัค่าการดูดกลืนแสงทีÉความยาวคลืÉน 405 nm หลงัจาก 

                 เติม substrate นาน 60 นาที  

    PAb-MYSV-NSs        แอนติซีรัมต่อโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs-MYSV 

    PAb-MYSV6-N       แอนติซีรัมต่อโปรตีน N ของเชืÊอ MYSV 

    PAb-Tospo A1-N  แอนติซีรัมต่อโปรตีน N ของเชืÊอทอสโพไวรัสซีโรกรุ๊ป IV 

    PAb-CaCV-NSs  แอนติซีรัมต่อโปรตีน NSs ของเชืÊอ CaCV 

    PAb-TNRV-N  แอนติซีรัมต่อโปรตีน N ของเชืÊอ TNRV 
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8.  แนวทางการวนิิจฉัยโรคพชืทีÉเกดิจากเชืÊอทอสโพไวรัส  

  

จากผลการทดลองสามารถสรุปขัÊนตอนการเลือกใชแ้อนติซีรัมในการตรวจวนิิจฉยัเชืÊอ  

ทอสโพไวรัส 4 ชนิด ทีÉพบในประเทศไทย ไดแ้ก่ เชืÊอ MYSV, CaCV, WSMoV และ TNRV ดว้ย

เทคนิค DAC-ELISA (กรณีตวัอยา่งทีÉไม่ใช่เมลอน) และ DIBAโดยใชแ้อนติซีรัม PAb-MYSV6-N 

(เกิดปฏิกิริยากบัเชืÊอ MYSV, CaCV, WSMoV และ TNRV) PAb-MYSV-NSs (จาํเพาะกบัเชืÊอ 

MYSV) PAb-CaCV-NSs (จาํเพาะกบัเชืÊอ CaCV) และ PAb-TNRV-N (จาํเพาะกบัเชืÊอ TNRV) 

ร่วมกบัเทคนิค RT-PCR โดยใชไ้พรเมอร์ทีÉจาํเพาะกบัเชืÊอ WSMoV ดงันีÊ  

 

ตวัอยา่งพืชทีÉนาํมาตรวจสอบแสดงอาการคลา้ยถกูเชืÊอทอสโพไวรัสเขา้ทาํลาย คือ ใบด่าง

เหลือง ใบด่างเขียวอ่อนสลบัเขียวเขม้ ใบบิดเบีÊยว ตน้แคระแกร็น มีแผลเนืÊอเยืÉอตาย แผลจุดไหม ้จุด

เหลือง ขอบใบไหม ้ยอดไหม ้ดอกด่าง ผลสีไม่สมํÉาเสมอ ผลแคระเกร็น เป็นตน้ ตรวจสอบตวัอยา่ง

พืชเบืÊองตน้ว่าตวัอยา่งพืชติดเชืÊอทอสโพไวรัส 4 ชนิด นีÊหรือไม่ดว้ยแอนติซีรัม PAb-MYSV6-N 

หากใหผ้ลเป็นบวกจึงทาํการวนิิจฉยัเพืÉอจาํแนกชนิดของเชืÊอต่อไป โดยแบ่งตวัอยา่งพืชออกเป็น 2 

กลุ่ม คือกลุ่มของพืชวงศแ์ตงและพืชทีÉไม่ใช่วงศแ์ตง สาํหรับพืชวงศแ์ตงซึÉงเป็นพืชอาศยัหลกัของ

เชืÊอ MYSV และ WSMoV จึงควรใช ้PAb-MYSV-NSs ในการตรวจสอบก่อนเป็นลาํดบัแรก ทัÊงนีÊ

เนืÉองจากพืชวงศแ์ตงมีโอกาสสูงทีÉจะถกูเชืÊอ MYSV และ WSMoV เขา้ทาํลาย แต่เนืÉองจาก PAb-

MYSV-NSs มีความจาํเพาะอยา่งสูงในการตรวจสอบเชืÊอ MYSV ส่วนเชืÊอ WSMoV ไม่มีแอนติ

ซีรัมทีÉจาํเพาะ หากผลการตรวจสอบเป็นบวกแสดงว่าตวัอยา่งพืชนัÊนติดเชืÊอ MYSV ถา้เป็นลบให้

ตรวจสอบต่อดว้ยเทคนิค RT-PCR โดยใชไ้พรเมอร์ทีÉมีความจาํเพาะกบัเชืÊอ WSMoV หากปฏิกิริยา 

RT-PCR ใหผ้ลทีÉแปลว่าไม่ใช่เชืÊอ WSMoV ใหต้รวจสอบต่อดว้ย PAb-TNRV-N ซึÉงมีความจาํเพาะ

อยา่งสูงในการตรวจสอบเชืÊอ TNRV เนืÉองจากเชืÊอ TNRV เป็นเชืÊอทอสโพไวรัสชนิดใหม่ทีÉพบว่ามี

การแพร่ระบาดเพิÉมมากขึÊน และมีพืชอาศยัหลากหลายกว่าเชืÊอ CaCV เช่น พริก, มะเขือเทศ, ลาํโพง, 

ถั Éวพุ่ม, ถั Éวลิสง, ลาํโพง, โทงเทง, ยาสูบ และคีโนโปเดียม (Chiemsombat et al., 2010; Seepiban et 

al., 2011) หากผลการตรวจสอบเป็นบวกแสดงว่าตวัอยา่งพืชนัÊนติดเชืÊอ TNRV ถา้เป็นลบให้

ตรวจสอบต่อไปดว้ย PAb-CaCV-NSs ซึÉงมีความจาํเพาะอยา่งสูงในการตรวจสอบเชืÊอ CaCV หาก

ผลการตรวจสอบเป็นบวกแสดงว่าตวัอยา่งพืชนัÊนติดเชืÊอ CaCV (ภาพทีÉ 16) 

 

สาํหรับพืชทีÉไม่ใช่วงศแ์ตงเมืÉอตรวจสอบเบืÊองตน้ดว้ยแอนติซีรัม PAb-MYSV6-N แลว้ ถา้

ผลเป็นบวกใหต้รวจสอบต่อดว้ย PAb-TNRV-N ก่อนเป็นลาํดบัแรก เนืÉองจากมีพืชอาศยัหลากหลาย

กว่าเชืÊออืÉนๆ และมีความจาํเพาะอยา่งสูงในการตรวจสอบเชืÊอ TNRV หากผลการตรวจสอบเป็น
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บวกแสดงว่าตวัอยา่งพืชนัÊนติดเชืÊอ TNRV ถา้เป็นลบใหต้รวจสอบต่อไปดว้ย PAb-CaCV-NSs หรือ

อาจตรวจสอบดว้ย PAb-TNRV-N และ PAb-CaCV-NSs พร้อมกนั เนืÉองจากเชืÊอ TNRV และ 

CaCV มีพืชอาศยัร่วมกนัอยู ่เช่น ถั Éวลิสง พริก และมะเขือเทศ เป็นตน้ (Chiemsombat et al., 2010; 

Seepiban et al., 2011) หากผลการตรวจสอบเป็นบวกแสดงว่าตวัอยา่งพืชนัÊนติดเชืÊอ TNRV หรือ 

CaCV ในกรณีทีÉใหผ้ลเป็นบวกทัÊง 2 ซีรัม แสดงว่าพืชนัÊนถกูเชืÊอเขา้ทาํลายร่วมกนั ถา้เป็นลบให้

ตรวจสอบต่อไปดว้ย PAb-MYSV-NSs เนืÉองจากพืชทีÉไม่ใช่วงศแ์ตงไม่ใช่พืชอาศยัหลกัของเชืÊอ 

MYSV และ WSMoV จึงมีโอกาสถกูเชืÊอ MYSV และ WSMoV เขา้ทาํลายนอ้ยกว่าเชืÊอ TNRV และ 

CaCV หากผลการตรวจสอบเป็นบวกแสดงว่าตวัอยา่งพืชนัÊนติดเชืÊอ MYSV ถา้เป็นลบใหต้รวจสอบ

ต่อดว้ยเทคนิค RT-PCR โดยใชไ้พรเมอร์ทีÉมีความจาํเพาะกบัเชืÊอ WSMoV (ภาพทีÉ 17) 
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        การตรวจสอบทีÉใหผ้ลเป็นบวก  

            การตรวจสอบทีÉใหผ้ลเป็นลบ 

 

ภาพทีÉ 16  แผนผงัขัÊนตอนการตรวจวนิิจฉยัเพืÉอจาํแนกเชืÊอทอสโพไวรัส 4 ชนิด ทีÉพบในประเทศ 

                ไทยในพืชวงศแ์ตงดว้ยเทคนิค DAC-ELISA และ DIBA 

    PAb-MYSV-NSs        แอนติซีรัมต่อโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs-MYSV 

    PAb-MYSV6-N       แอนติซีรัมต่อโปรตีน N ของเชืÊอ MYSV 

    PAb-Tospo A1-N  แอนติซีรัมต่อโปรตีน N ของเชืÊอทอสโพไวรัสซีโรกรุ๊ป IV 

    PAb-CaCV-NSs  แอนติซีรัมต่อโปรตีน NSs ของเชืÊอ CaCV 

    PAb-TNRV-N  แอนติซีรัมต่อโปรตีน N ของเชืÊอ TNRV 
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      การตรวจสอบทีÉใหผ้ลเป็นบวก 

            การตรวจสอบทีÉใหผ้ลเป็นลบ 

 

ภาพทีÉ 17  แผนผงัขัÊนตอนการตรวจวนิิจฉยัเพืÉอจาํแนกเชืÊอทอสโพไวรัส 4 ชนิด ทีÉพบในประเทศ 

                ไทยในพืชทีÉไม่ใช่วงศแ์ตงดว้ยเทคนิค DAC-ELISA และ DIBA 

    PAb-MYSV-NSs        แอนติซีรัมต่อโปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs-MYSV 

    PAb-MYSV6-N       แอนติซีรัมต่อโปรตีน N ของเชืÊอ MYSV 

    PAb-Tospo A1-N  แอนติซีรัมต่อโปรตีน N ของเชืÊอทอสโพไวรัสซีโรกรุ๊ป IV 

    PAb-CaCV-NSs  แอนติซีรัมต่อโปรตีน NSs ของเชืÊอ CaCV 

    PAb-TNRV-N  แอนติซีรัมต่อโปรตีน N ของเชืÊอ TNRV 

                    

 

 



สรุป 

 

ตวัอยา่งใบพืชทีÉเก็บจากแปลงปลกูในจงัหวดันครปฐม นครราชสีมา และเพชรบุรี 5 ชนิด 

คือ แตงกวา 175 ตวัอยา่ง แตงร้าน 139 ตวัอยา่ง แตงโม 1 ตวัอยา่ง โทงเทง 1 ตวัอยา่ง และพริก 5 

ตวัอยา่ง พบว่าแตงกวา 3 ตวัอยา่ง และพริก 3 ตวัอยา่ง ติดเชืÊอทอสโพไวรัส (WSMoV, CaCV หรือ 

TNRV) แต่ไม่ติดเชืÊอ MYSV แตงร้าน 59 ตวัอยา่ง ติดเชืÊอ MYSV แต่ไม่ติดเชืÊอทอสโพไวรัสชนิด

อืÉน (WSMoV, CaCV หรือ TNRV) แตงกวา 31 ตวัอยา่ง และแตงร้าน 21 ตวัอยา่ง ถกูเชืÊอ MYSV 

เขา้ทาํลายร่วมกบัเชืÊอทอสโพไวรัสชนิดอืÉน (WSMoV, CaCV หรือ TNRV)  

 

 ตวัอยา่งใบเมลอนจากโรงเรือนในจงัหวดันครราชสีมา 15 ตวัอยา่ง พบว่ามี 13 ตวัอยา่ง ติด

เชืÊอ MYSV ใหชื้Éอไอโซเลทว่า SUT  

 

ตวัอยา่งใบแตงร้านและใบเมลอนจากบริษทั โคลส (ประเทศไทย) จาํกดั จงัหวดักาญจนบุรี 

ชนิดละ 7 ตวัอยา่ง พบว่าเมลอน 1 ตวัอยา่ง ติดเชืÊอ MYSV แต่ไม่ติดเชืÊอทอสโพไวรัสชนิดอืÉน 

(WSMoV, CaCV หรือ TNRV) และเมลอน 6 ตวัอยา่ง ถกูเชืÊอ MYSV เขา้ทาํลายร่วมกบัเชืÊอทอสโพ

ไวรัสชนิดอืÉน (WSMoV, CaCV หรือ TNRV)  

 

ยนี N ของเชืÊอ MYSV ไอโซเลท SUT ซึÉงมีขนาด 840 นิวคลีโอไทด ์แปลรหสัไดโ้ปรตีนทีÉ

ประกอบดว้ยกรดอะมิโน 280  เรซิดิวส์ นํÊ าหนกัโมเลกุลประมาณ 31.159 กิโลดาลตนั มีความคลา้ย 

คลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนกบัเชืÊอ MYSV ไอโซเลทอืÉนๆทีÉระดบั 96.6-99.2 และ 

98.9-100 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั โดยมีลาํดบักรดอะมิโนคลา้ยคลึงกบัไอโซเลท Tospo-melo ทีÉพบ

ในประเทศญีÉปุ่น W3-Kalasin และ Ph122 ทีÉพบในประเทศไทย มากทีÉสุด และมีความคลา้ยคลึงของ

ลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนกบัเชืÊอ WSMoV, CaCV และ TNRV ทีÉระดบั 56.2-62.1 และ 

50.9-57.9 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั  

 

ยนี NSs ของเชืÊอ MYSV ไอโซเลท SUT ซึÉงมีขนาด 1,410  นิวคลีโอไทด ์แปลรหสัได้

โปรตีนทีÉประกอบดว้ยกรดอะมิโน 470 เรซิดิวส์ นํÊ าหนกัโมเลกุลประมาณ 53.169  กิโลดาลตนั มี

ความคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนกบักบัเชืÊอ MYSV ไอโซเลทอืÉนๆทีÉระดบั 

95.4-97.8 และ 95.5-97.7 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั โดยมีลาํดบักรดอะมิโนคลา้ยคลึงกบัไอโซเลท TW 

มากทีÉสุด มีความคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนกบัเชืÊอ WSMoV, CaCV และ 

TNRV ทีÉระดบั 51.6-56.1 และ 42.3-48.5 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั  
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การวิเคราะห์ความสมัพนัธด์ว้ย Phylogenetic tree โดยใชก้ารวิเคราะห์แบบ UPGMA 

พบว่าลาํดบักรดอะมิโนของโปรตีน NSs สามารถใชใ้นการจาํแนกเชืÊอ MYSV ออกจากเชืÊอทอสโพ

ไวรัสชนิดอืÉนไดเ้ช่นเดียวกบัโปรตีน N แต่สามารถจาํแนกเชืÊอ MYSV ไอโซเลท SUT แยกออกจาก

เชืÊอ MYSV ไอโซเลททีÉพบในประเทศญีÉปุ่นและไตห้วนัไดดี้กว่าโปรตีน N  

 

โปรตีนลกูผสม 6xHis-NSs ของเชืÊอ MYSV-SUT ทีÉสงัเคราะห์ไดมี้นํÊ าหนกัโมเลกุล

ประมาณ 54.764 กิโลดาลตนั ความเขม้ขน้ 1.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใชเ้ป็นแอนติเจนต่อแอนติซีรัม 

PAb-MYSV-NSs ซึÉงมีค่าไตเตอร์อยูใ่นช่วง 800-3,200 และแอนติซีรัมจากการเจาะเลือดครัÊ งทีÉ 4 ให้

ค่าการดูดกลืนแสงทีÉ 405 nm สูงสุดเมืÉอแปรียบเทียบกบัแอนติซีรัมทัÊง 5 ครัÊ ง ทีÉค่าความเจือจาง       

1: 3,200  

 

แอนติซีรัม PAb-MYSV-NSs ทีÉผลิตไดมี้ความจาํเพาะอยา่งสูงในการตรวจสอบนํÊ าคัÊนใบ

พืชทีÉติดเชืÊอ MYSV เมืÉอตรวจสอบดว้ยเทคนิค DAC-ELISA (แตงร้าน) และ Dot immunobinding 

assay (แตงร้านและเมลอน) โดยไม่เกิดปฏิกิริยาขา้มกบัโปรตีน NSs ในนํÊ าคัÊนใบพืชทีÉติดเชืÊอ 

WSMoV, CaCV และ TNRV  

 

แอนติซีรัม PAb-MYSV-NSs และ PAb-MYSV6-N ไม่ทาํปฏิกิริยากบันํÊ าคัÊนใบพืชทีÉติดเชืÊอ 

CMV และ PRSV แอนติซีรัม PAb-CaCV-NSs และ PAb-TNRV-N ทาํปฏิกิริยาอยา่งจาํเพาะกบันํÊ า

คัÊนใบพืชติดเชืÊอ CaCV และ TNRV ตามลาํดบั เท่านัÊน โดยไม่ทาํปฎิกิริยากบันํÊ าคัÊนใบพืชทีÉติดเชืÊอ

ชนิดอืÉน และแอนติซีรัม PAb-Tospo A1-N ทาํปฏิกิริยากบันํÊ าคัÊนใบพืชทีÉติดเชืÊอ WSMoV เท่านัÊน  
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การเตรียมอาหารเลีÊยงเชืÊอ 

 

1.  LB broth 

 

Thyptone                                               10          กรัม 

Yeast extract                                         10          กรัม 

NaCl                                                        5          กรัม 

 

ชั Éงส่วนประกอบตามปริมาณขา้งตน้ ละลายในนํÊ ากลั Éนปริมาตร 1 ลิตร และนึÉงฆ่าเชืÊอดว้ย 

หมอ้นึÉงความดนัไอทีÉความดนั 15 ปอนด ์ต่อตารางนิÊว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

ถา้เตรียม LB agar ใหเ้ติม agar 15 กรัมต่อลิตร 

 

2.  2xYT broth 

 

Thyptone                                               16         กรัม 

Yeast extract                                         10         กรัม 

NaCl                                                        5         กรัม 

 

ชั Éงส่วนประกอบตามปริมาณขา้งตน้ ละลายในนํÊ ากลั Éนปริมาตร 1 ลิตร และนึÉงฆ่าเชืÊอดว้ย 

หมอ้นึÉงความดนัไอทีÉความดนั 15 ปอนด ์ต่อตารางนิÊว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  

 

การเตรียมสารเคมใีนการตรวจสอบโปรตนี 

 

1.  Bradford’s reagent 

 

0.01% Coomassie brilliant blue G250                0.1                  กรัม 

10% Phosphoric acid                                         100                  มิลลิลิตร 

 

ชั Éง Coomassie brilliant blue G250 และละลายดว้ย 95% ethanol ปริมาตรเลก็นอ้ยก่อนและตวง

ส่วนประกอบตามปริมาณขา้งตน้ ละลายเขา้ดว้ยกนัจะไดป้ริมาตรเป็น 1 ลิตร จากนัÊนกรอง 

ผา่นกระดาษ Whatman No. 1 และห่อดว้ย aluminium foil เก็บทีÉอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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2.  2X SDS-PAGE sample buffer 

 

0.2 M Tris, pH 6.8                                             6.25                   มิลลิลิตร 

10% SDS                                                              40                   มิลลิลิตร 

0.02% Bromophenol blue                                  0.02                   กรัม 

16% Glycerol                                                        16                   มิลลิลิตร 

5% 2-Mercapto ethanol                                          5                    มิลลิลิตร 

 

ชั Éง และตวงส่วนประกอบตามปริมาณขา้งตน้ ละลายเขา้ดว้ยกนั และปรับปริมาตรเป็น 100 

มิลลิลิตร ดว้ยนํÊ ากลั ÉนปลอดเชืÊอ 

 

3.  5X SDS-PAGE running buffer 

 

Tris base                                                             15.1                   กรัม 

Glycine                                                                 94                    กรัม 

10% (w/v) SDS                                                     50                   มิลลิลิตร 

 

ชั Éง และตวงส่วนประกอบตามปริมาณขา้งตน้ ละลายเขา้ดว้ยนํÊ ากลั ÉนปลอดเชืÊอใหป้ริมาตร 

เป็น 1 ลิตร 

 

4.  Tris-glycine SDS-PAGE 5% Stacking 

 

H2O                                                                   2.7                      มิลลิลิตร 

1 M Tris, pH 6.8                                               0.5                      มิลลิลิตร 

30% Polyacrylamide                                       0.67                     มิลลิลิตร 

10% SDS                                                        0.04                      มิลลิลิตร 

10% Ammonium persulfate                           0.04                      มิลลิลิตร 

TEMED                                                        0.004                      มิลลิลิตร 

 

ตวงส่วนประกอบตามปริมาตรขา้งตน้ ละลายเขา้ดว้ยกนัจะไดป้ริมาตรเป็น 4 มิลลิลิตร 
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5.  Tris-glycine SDS-PAGE 12% Separating 

 

H2O                                                                    3.3                     มิลลิลิตร 

1 M Tris, pH 8.8                                                2.5                     มิลลิลิตร 

30% Polyacrylamide                                         4.0                     มิลลิลิตร 

10% SDS                                                           0.1                     มิลลิลิตร 

10% Ammonium persulfate                              0.1                     มิลลิลิตร 

TEMED                                                         0.004                     มิลลิลิตร 

 

ตวงส่วนประกอบตามปริมาตรขา้งตน้ ละลายเขา้ดว้ยกนัจะไดป้ริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตร 

 

6.  Protein staining solution 

 

0.2% Coomassie brilliant blue R250                   2                      กรัม 

45% Methanol                                                  450                     มิลลิลิตร 

45% Distilled water                                          450                     มิลลิลิตร 

10% Gracial acetic acid                                    100                     มิลลิลิตร 

 

ชั Éง และตวงส่วนประกอบตามปริมาตรขา้งตน้ ละลายเขา้ดว้ยกนัจะไดป้ริมาตรเป็น 1 ลิตร 

 

7.  Destaining solution 

 

25% Methanol                                                 250                        มิลลิลิตร 

68% Distilled water                                         680                        มิลลิลิตร 

7% Gracial acetic acid                                      70                         มิลลิลิตร 

 

ตวงส่วนประกอบตามปริมาตรขา้งตน้ ละลายเขา้ดว้ยกนัจะไดป้ริมาตรเป็น 1 ลิตร 
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8.  Lysis buffer     

 

100 mM NaH2PO4                                           6.90                         กรัม 

300 mM NaCl                                                17.54                         กรัม 

10 mM Imidazole                                            0.68                         กรัม 

 

ชั Éงส่วนประกอบตามปริมาณขา้งตน้ ละลายในนํÊ ากลั Éน ปรับ pH เป็น 8.0 ดว้ย NaOH และ 

เติมนํÊ าใหไ้ดป้ริมาตร 1 ลิตร 

 

9.  Wash buffer 

 

50 mM NaH2PO4                                                                             6.90                        กรัม 

300 mM NaCl                                                 17.54                        กรัม 

20 mM Imidazole                                             1.36                        กรัม 

 

ชั Éงส่วนประกอบตามปริมาณขา้งตน้ ละลายในนํÊ ากลั Éน ปรับ pH เป็น 8.0 ดว้ย NaOH และ 

เติมนํÊ าใหไ้ดป้ริมาตร 1 ลิตร 

 

10.  Elution buffer 

 

50 mM NaH2PO4                                              6.90                         กรัม 

300 mM NaCl                                                17.54                          กรัม 

250 mM Imidazole                                          17.0                          กรัม 

 

ชั Éงส่วนประกอบตามปริมาณขา้งตน้ ละลายในนํÊ ากลั Éน ปรับ pH เป็น 8.0 ดว้ย NaOH และ 

เติมนํÊ าใหไ้ดป้ริมาตร 1 ลิตร 
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11.  Phosphate buffer saline (PBS), pH 7.4 

 

NaCl                                                                   8.0                           กรัม 

Na2HPO4.12H2O                                                2.9                           กรัม 

KH2PO4                                                              0.2                           กรัม 

KCl                                                                    0.2                           กรัม 

 

ชั Éงส่วนประกอบตามปริมาณขา้งตน้ ละลายในนํÊ ากลั Éน ปรับ pH เป็น 7.4 และเติมนํÊ าใหไ้ด้

ปริมาตร 1 ลิตร 
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