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5. บทคัดย่อ 

  สังเคราะห์ดีเอ็นเอในส่วน coat protein gene (CP) ของ Potato virus A ขนาด 825 คู่เบส 
(bp) ต่อเชื่อม (ligation) เข้าสู่พลาสมิดพาหะ (plasmid vector) แล้วน าไปโคลนเข้าสู่เวคเตอร์ pUC57 plasmid 
DNA GenScript คัดเลือกเฉพาะโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ใส่เข้าไปในพาหะน ามาท าให้บริสุทธิ์ และเชื่อมต่อเข้าสู่ 
expression vector pET200/D-TOPO (Invitrogen) ถ่ายเข้าสู่ E. coli Top10 จากนั้นคัดเลือกโคลนที่สามารถ
สังเคราะห์โปรตีนได้ในเซลล์ของแบคทีเรีย E. coli  BL21(DES 3) ชักน าให้เกิดการสังเคราะห์โปรตีนด้วย 
Isopropyl-β-D thiogalactopyranoside (IPTG) ซึ่งที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง สามารถสังเคราะห์โปรตีนได้สูงสุดที่
มีขนาดประมาณ 27 กิโลดาลตัน ท าการแยกโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วย Ni-NTA column ด้วยเทคนิค SDS-PAGE น า
โปรตีนที่แยกได้ไปฉีดเข้ากล้ามเนื้อกระต่ายสีขาวพันธุ์ นิวซีแลนด์ไวท์ จ านวน 3 ครั้ง ห่างกันครั้งละ 7 วัน เจาะ
เลือดเก็บแอนติบอดี 7 ครั้ง และทดสอบไตเตอร์ของแอนติบอดี ด้วยวิธี indirect ELISA สามารถท าปฏิกิริยาได้
สูงสุดที่ 1:204,800 

      Abstract 

 Synthesized coat protein gene(CP) of potato virus A about 269 bp ligated into 
plasmid vector and cloned into pUC57 plasmid DNA Gene Script  respectively. Selection of 
inserted cloned and purification was ligated into expression vector pET200/D-TOPO (Invitrogen) 
the recombinant plasmid was cloned into E. coli competent cell (Top10). The positive clone 



was selected and transformed into E. coli BL21 (DES 3). Induced synthesized protein clone 
about 27 kilodaton was using isopropyl-β-D thiogalactopyranoside (IPTG) at 24 hours which 
following protein purification by using Ni-NTA column within SDS-PAGE, following promoted 
vaccination in rabbit by using injected protein into New Zealand white, intramuscular injection 3 
times with one week interval. Collected antibody about 7 times and an antibody titration assays 
by using direct ELISA which reached to 1:204,800 

6. ค าน า 

จากการที่ประเทศไทยได้เปิดเขตการค้าเสรีกับหลายประเทศภายใต้หลักเกณฑ์ขององค์การการค้าโลก 
(World Trade Organization: WTO) ในการน าเข้าและส่งออกสินค้าเกษตร ประเทศไทยจ าเป็นต้องยึดหลักการ
ตามความตกลงว่าด้วยการบังคับใช้มาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช (Agreement on the Application of 
Sanitary and Phytosanitary Measures: SPS Agreement) มาตรการ SPS Agreement นี้ยึดหลักการทาง
วิทยาศาสตร์ และการประเมินความเสี่ยงเพ่ือปกป้องสินค้าเกษตรจากศัตรูพืชที่ไม่เคยมีมาก่อน ซึ่งประเทศไทยมี
การน าเข้าพืชจ านวนมากจากทั่วโลกในแต่ละปีและปัจจุบันประเทศไทยได้มีข้อตกลงเปิดการค้าเสรีกับหลาย
ประเทศ มีการวางข้อก าหนดด้านคุณภาพของสินค้า ความปลอดภัยต่อมนุษย์และสิ่งแวดล้ อมมาเป็นข้อ
ก าหนดการน าเข้าสินค้า ดังนั้นแต่ละประเทศจ าเป็นต้องมีข้อมูลด้านวิชาการที่ชัดเจนเพ่ือเป็นข้อมูลสนับสนุนการ
เจรจาตกลงในเรื่องข้อก าหนดในแต่ละเรื่อง โดยเฉพาะอย่างยิ่งข้อมูลด้านศัตรูพืชและการวิเคราะห์ความเสี่ยงของ
ศัตรูพืช ที่จะถูกหยิบยกขึ้นมาเป็นเรื่องการกีดกันทางการน าเข้าได้เป็นอย่างดี ในระยะเวลาที่ผ่านมาประเทศไทยได้
มีการน าเข้าหัวพันธุ์มันฝรั่งมากกว่าปีละ 8,000-12,000 ตัน จากหลายประเทศ ทั้งจากประเทศออสเตรเลีย 
สหรัฐอเมริกา สก๊อตแลนด์ เป็นต้น เนื่องจากประเทศไทยไม่สามารถผลิตหัวพันธุ์มันฝรั่งให้เพียงพอต่อคว าม
ต้องการของผู้ปลูก แต่จากการน าเข้าหัวพันธุ์จากต่างประเทศมีปัญหาการติดเชื้อไวรัสเข้ามา โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
โรคของไวรัสที่ไม่เคยพบว่ามีรายงานในประเทศไทยมาก่อน จากที่มีการสั่งหัวพันธุ์เข้ามาเป็นจ านวนมากท าให้งาน
การตรวจจึงมีปริมาณมาก  ท าให้การตรวจมีปัญหา ล่าช้า  ซึ่งเกิดจากปริมาณตัวอย่างมีมาก  และความล่าช้าจาก
การที่มันฝรั่งพักตัวนานจึงไม่มีหน่ออ่อนไปตรวจ และควรพัฒนาวิธีการตรวจสอบที่สามารถตรวจไวรัสจากหัวพันธุ์
โดยตรง รวมทั้งจากต้นที่ปลูกอยู่ในแปลงของเกษตรกร และเพ่ือพัฒนาวิธีการตรวจที่แม่นย า สะดวกและรวดเร็ว 
จึงมีส่วนส าคัญมาก เพ่ือเป็นการป้องกันการน าเข้าเชื้อไวรัสจากต่างประเทศเข้ามาภายในประเทศไทย ดังนั้นการ
ตรวจสอบเชื้อไวรัสจึง จัดว่ามีความจ าเป็นเพ่ือป้องกันการระบาด และเพ่ือสนับสนุนการตรวจวินิจฉัยโรค การ
จ าแนกเชื้อสาเหตุอาจใช้วิธีการทางสรีรวิทยา สัญฐานวิทยา ซึ่งต้องใช้เวลาในการตรวจสอบ  

สุรภีและคณะ(2533) ใช้วิธีและขั้นตอนการศึกษาจ าแนกชนิดของเชื้อไวรัสของกล้วยไม้และท าการแยกให้
ได้ไวรัสที่บริสุทธิ์ น าไปผลิตแอนติซีรัมที่มีคุณภาพที่ดีแล้วทดลองน าวิธีการตรวจสอบแบบ NCM ELISA มาปรับใช้
ในการตรวจสอบเชื้อไวรัสที่รวดเร็ว Gray et.al. (2003) ส ารวจและเก็บตัวอย่างอาการใบด่างจากต้นมันฝรั่ง 
จ านวน 1,330 ต้น จาก 90 ฟาร์ม 300 ตัวอย่าง เก็บจากต้นมีอาการด่างอย่างชัดเจน และ 1,030 ตัวอย่าง สุ่มจาก
ต้นทั่วๆ ไป และท าการตรวจทางเซรุ่มวิทยากับแอนติซีรัมของไวรัส 6 ชนิด ได้แก่ PVA, PVS, PVX, PVY, PVM 



และ PLRV ซึ่งในโปรแกรมการผลิตหัวพันธุ์รับรองได้ท าการตรวจสอบไวรัสทั้ง 6 ชนิด เพราะไวรัสทั้ง 6 ชนิดนี้ 
เป็นเชื้อไวรัสที่พบเสมอในแหล่งปลูกมันฝรั่งในสหรัฐอเมริกา ผลจากการส ารวจพบว่ามีการเข้าท าลายของเชื้อ PVY 
สูงที่สุดมีการเข้าท าลายถึง 68% และ PVS 61% ส่วน PVX มีเพียง 10 % ส่วนไวรัสอ่ืนๆ มีน้อยกว่า 1% Salim 
Khan at al. (2003) ได้พัฒนาวิธีจ าแนกไวรัสที่รวดเร็ว ในห้องทดลองกับมันฝรั่ง 6 พันธุ์คือ Cardinal, Diamant, 
Dhera, Multa, Cilena and Sieglinde โดยการปลูกเชื้อไวรัส PVA, PVY, PVV, PVM, PVS, PVX และ PLRV 
บนต้นมันฝรั่ง แล้วจ าแนกด้วยวิธี DAS-ELISA เปรียบเทียบกับต้นที่ไม่ปลูกเชื้อ Tsuda at al.(1993) ได้พัฒนา
วิธีการตรวจสอบเชื้อไวรัสหลายๆชนิดด้วยวิธีรวดเร็ว (multi RIPA) และตรวจสอบอย่างรวดเร็วเพียง 2 ขั้นตอน 
บนแผ่นรองรับ แบบ Lateral flow test Hochleitner and Kraus (2002) ได้พัฒนาวิธี Lateral flow test ใช้ 
Colloidal Gold เป็นวัสดุแสดงปฏิกิริยาในการท า dipstick ตรวจสอบไวรัสโดยใช้หลักการทางเซรุ่มวิทยา  

เพราะฉะนั้นวิธีการทางเซรุ่มวิทยาจึงเป็นวิธีที่รวดเร็วและมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะการผลิตแอนติซีรัมที่
มีความจ าเพาะเจาะจงสูงกับเชื้อ จึงเป็นประโยชน์อย่างยิ่ง เพ่ือน าไปใช้ในการตรวจสอบเชื้อสาเหตุได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ รวดเร็ว ถูกต้องและแม่นย า และสามารถน าไปพัฒนาเป็นชุดตรวจไวรัสต่อเชื้อนั้นๆ ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ รวมถึงหัวพันธุ์มันฝรั่งเพ่ือให้ได้ต้นพันธุ์หรือหัวพันธุ์ที่มีคุณภาพและปลอดโรค และเ พ่ือเป็นการ
พัฒนาคุณภาพการผลิตในประเทศไทยให้มีประสิทธิภาพดียิ่งขึ้น 

7. วิธีด าเนินการ 
- อุปกรณ์   

1 ยีนสังเคราะห์ ในส่วน coat protein gene (CP) ของ Potato virus A   
2 ไพรเมอร์  
3 พลาสมิดพาหะ (cloning และ expression vectors)  
4 อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในขั้นตอนของการโคลนยีน 
5  กระต่าย อุปกรณ์และสารเคมีในการผลิตแอนติซีรัม 
6.   อุปกรณ์และสารเคมีในการตรวจสอบเชื้อ โดยวิธีทางเซรุ่มวิทยา 

  -  วิธีการ 

   1. การโคลนยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส (coat protein gene, CP)  

         1.1 สังเคราะห์ดีเอ็นเอและต่อเชื่อม (ligation) PCR product เข้าสู่ พลาสมิดพาหะ (plasmid vector)  

                 ด าเนินการสั งเคราะห์ดี เอ็น เอในส่วนของ coat protein gene (CP) ของ Potato virus A      
ขนาด 825 คู่เบส (bp) และท าการต่อเชื่อม (ligation) PCR product เข้าสู่พลาสมิดพาหะ (plasmid vector) 
โดยน าดีเอ็นเอสังเคราะห์ผสมกับเวคเตอร์ pET 101/D-TOPO® (Invitrogen) 1 ไมโครลิตร และ salt solution 
1 ไมโครลิตร จากนั้นเติมน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 2 ไมโครลิตร ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที จากนั้นเติม 

competent cell 50 ไมโครลิตร (E. coli, DH5α) แช่ในน้ าแข็ง นาน 30 นาที แล้วท าการ heat shock cell 
โดยการแช่หลอดในน้ าที่มีอุณหภูมิ 42°C นาน 90 วินาที ก่อนย้ายไปแช่บนน้ าแข็งทันที อีก 5 นาที เติมอาหาร 



2XYT ปริมาตร 200 ไมโครลิตร น าไปเขย่าที่ 37 °C นาน 60 นาที ดูดมา 5 ไมโครลิตร และเทแผ่ (spread) ลงบน
อาหารแข็ง 2XYT Agar (ที่มี ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร) บ่มที่ 37°C ข้ามคืน 

   1.2 การสกัดโคลนของพลาสมิด   

                   คัดเลือกโคโลนีสีขาวบนอาหารแข็ง 2XYT โดยใช้ไม้จิ้มฟันที่ปราศจากเชื้อ แล้วน ามาเลี้ยงในอาหาร
เหลว 2XYT (มี ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร ผสมอยู่) เขย่าด้วยความเร็ว 170 รอบต่อนาที ที่ 37°C ข้ามคืน 
น าเชื้อที่อยู่ในอาหารเหลว 1 มิลลิลิตร มาหมุนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เก็บตะกอนที่ได้มา
ละลายใน Solution I (25 mM Tris HCl pH 8.0, 50 mM glucose และ 10 mM EDTA) 200 ไมโครลิตร เขย่า
ให้เข้ากัน แล้วเติม Solution II (0.2 N NaOH, 1% SDS) 400 ไมโครลิตร เขย่าหลอดก่อนที่จะเติม Solution III 
(3 M potassium acetate pH 5.2) 3000 ไมโครลิตร และ chloroform : isoamyl alcohol (24:1) 200 
ไมโครลิตร เขย่าและแช่บนน้ าแข็ง 10 นาที แล้วนาไปหมุนเหวี่ยง ที่ 14,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที  น าส่วน
ของน้ าใสมาเติมด้วยหนึ่งเท่าโดยปริมาตรของ isopropanol และนาไปหมุนเหวี่ยง ที่ 14,000 รอบต่อนาที นาน 
10 นาที ล้างตะกอนที่ได้ด้วย 70% ethanol และหมุนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็วรอบและเวลาเท่าเดิม แล้วละลาย
ตะกอนพลาสมิดด้วยน้ า (มี RNase 2% ผสมอยู่) 50 ไมโครลิตร ตั้งไว้ที่ 37°C นาน 30 นาที แล้วจึงน าพลาสมิดที่
สกัดได้ส่งตรวจเพื่อหาลาดับนิวคลีโอไทด์ โดยใช้ไพรเมอร์ T7F และ T7R เพ่ือตรวจสอบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์มีการ
กลับทิศหรือไม่ จากนั้น transform เข้า competent cell ของ E. coli  BL21 (DES 3) โดยใช้ CaCl2 ที่ 42°C 
นาน 90 วินาที และแช่บนน้ าแข็งทันที นาน 3 นาที คัดเลือก 

โคโลนีของพลาสมิดบนอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร เพ่ือน าไปสังเคราะห์
โปรตีนในขั้นตอนต่อไป 

   2. การวิเคราะห์ช่วงเวลาที่เหมาะสมในการชักนาการสังเคราะห์ recombinant proteinในเซลล์แบคทีเรีย  

    เลี้ยงแบคทีเรีย E. coli  BL21 (DES 3) ที่มีพลาสมิดสายผสม pET 101/D-TOPO®-cp ในอาหารเหลว 2XYT 
100 มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร เขย่า 170 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37°C เป็น
เวลา 12-16 ชั่วโมง เพ่ือใช้เป็น starter จากนั้นแบ่งใส่ในอาหารเหลว 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 

มิลลิกรัม/ลิตร ในอัตราส่วนของเชื้อ 10% ของอาหาร เขย่าต่ออีก 2 ชั่วโมง จากนั้นเติม Isopropyl-β-D 
thiogalactopyranoside (IPTG) ในอาหารเลี้ยงเชื้อให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1 มิลลิโมลาร์ เลี้ยงเชื้อต่อโดย
การเขย่าบนเครื่อง shaker และเก็บตัวอย่างเซลล์หลังการเติม IPTG ที่ 2 4 6 8 และ 24 ชั่วโมง ครั้งละ 1 
มิลลิลิตร นามาปั่นตกตะกอน ที่ 10,000 รอบ/นาที นาน 2 นาที ละลายตะกอนเซลล์ด้วยน้าที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ
แล้ว 50 ไมโครลิตร และเก็บไว้ที่ -20°C จากนั้นแล้วเติม 2xSDS-PAGE sample buffer (0.125 Tris-HCl pH 

6 .8 , 20 %  glycerol, 4%  SDS, 0 .0 2 %  bromophenol blue R2 50 , 5%  β-Mercaptoethanol) 5 0 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และน าไปต้มในน้ าเดือด นาน 10 นาที แล้วน าตัวอย่างที่ได้ไปวิเคราะห์โปรตีนด้วย
เทคนิค SDS-PAGE (Laemmli, 1970)  

  3. การแยกโปรตีนของเชื้อให้บริสุทธิ์ด้วย Ni-NTA column  



         น าแบคทีเรีย E. coli BL21 (DES 3) ที่มีพลาสมิดสายผสม pET160/GW/D-TOPO®-cp หลังจากเลี้ยง
ในอาหารเหลว 2XYT ที่เวลาอันเหมาะสมในการชักน าให้เกิดการสังเคราะห์โปรตีน มาปั่นตกตะกอนที่ 8,000 
รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาที (4°C) น าตะกอนมาผสมกับน้ าที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว (ตะกอน 1 กรัม/น้ า 10 
มิลลิลิตร) จากนั้นเติม lysozyme เพียงเล็กน้อยประมาณเท่าหัวไม้ขีดไฟ (ต่ออาหารเหลว 1 ลิตร) และกวนให้เข้า
กันจนเหนียว เก็บที่ -20 °C ข้ามคืน จากนั้นน ามาเติมด้วย lysis buffer (Buffer B:50 mM NaH2PO4•H2O, 10 
mM Tris-HCl (MW=121.1) และ 8 M Urea, pH 8.0) ในอัตรา 50 มิลลิลิตร/อาหารเหลว 1 ลิตร และน ามาทา
ให้เซลล์แตกด้วยเครื่อง sonicator แบบ probe (power 45-50, cycle 50%) ครั้งละ 5 นาที จนกว่าเซลล์จะ
หายหนืดและใส แล้วน าไปปั่นที่ 10,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที (4°C) เก็บน้ าใสไปแยกโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วย Ni-
NTA column (อัตรา 2 มิลลิลิตร/อาหารเหลว 1 ลิตร) เริ่มจากการล้าง column หลังแพ็คแล้ว ด้วย buffer B 
จากนั้นเทส่วนน้ าใสให้ผ่าน column และล้าง column ด้วย buffer C (pH 6.3) และ buffer D (pH 5.9) ก่อนที่
จะใส่ buffer E (pH 3.9) เพ่ือแยกโปรตีนออกจากเจลใน column เก็บเป็น fraction หลอดละ 500 ไมโครลิตร 
เพ่ือนาไปตรวจสอบขนาดของโปรตีนว่าอยู่ใน fraction ใด โดยเทคนิค SDS-PAGE และค านวณปริมาณโปรตีนที่
ผ่าน column โดยใช้สูตรของ Bradford’s  

  4. การผลิตแอนติซีรัมในสัตว์ทดลอง  

          ผสมโปรตีนของเชื้อที่บริสุทธิ์ (1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) กับ complete Freund’s adjuvant ในอัตรา 1:1 
ให้เข้ากันเป็น emulsion ส าหรับการฉีดกระต่ายครั้งแรก และใช้ incomplete Freund’s adjuvant ในอัตรา 
1:1 ส าหรับการฉีดครั้งต่อๆ ไปอีก 4 ครั้ง การฉีดทุกครั้งเป็นการฉีดเข้าใต้ผิวหนัง (subcutaneous) บริเวณคอ 
ประมาณ 4-5 จุดต่อการฉีดแต่ละครั้ง ท าการฉีดทุก 2 สัปดาห์ เริ่มท าการเจาะเลือดที่เส้นเลือดบริเวณใบหู 
หลังจากการฉีดครั้งที่ 2 และด าเนินการเจาะเลือดทุก 1 สัปดาห์อีก 6 ครั้ง น้ าเลือดที่เจาะได้มาตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
1 ชั่วโมง ก่อนน าไปเก็บที่ 4 °C อีก 24 ชั่วโมง รินส่วนน้ าใสมาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8000 g นาน 10 นาที เก็บ
น้ าใสที่เป็นส่วนของแอนติบอดีไว้ที่  -80 °C จากนั้นท าการทดสอบและหาค่าไทเทอร์ (titer) ของแอนติซีรัม โดยวิธี 
Indirect ELISA เริ่มจากการหยอดแอนติเจน (recombinant protein 10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) หลุมละ 100 
ไมโครลิตร บ่มที่ 37°C นาน 1 ชั่วโมง แล้วล้างด้วย PBS-T buffer (PBS + 0.05% Tween 20) 3 ครั้ง แล้วน ามา
เติมด้วย Blocking buffer (1% BSA ใน PBS-T) หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่ 37°C นาน 1 ชั่วโมง แล้วล้างอีก 
3 ครั้ง ใส่แอนติบอดีที่ได้จากการเจาะเลือดกระต่าย 6 ครั้ง โดยท าการเจือจางจาก 1:10 ถึง 1:1,000,000 หลุมละ 
100 ไมโครลิตร บ่มที่ 37°C นาน 1 ชั่วโมง ล้างเพลทอีก 3 ครั้งก่อนน ามาหยอดด้วย Goat anti-rabbit IgG ที่ติด
ฉลากด้วย alkaline phosphatase เจือจาง 1:2000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่ 37°C นาน 1 ชั่วโมง ล้าง
เพลทอีก 3 ครั้งก่อนน ามาซับสเตรท p-nitrophenyl phosphstase หลุมละ 100 ไมโครลิตร อ่านผลด้วยเครื่อง
อ่าน ELISA ทีค่าความดูดกลืนแสง 405  นาโนเมตร 

   5. การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัมที่ผลิตได้  

        การตรวจสอบโรค Potato virus A โดยวิธี Indirect ELISA เริ่มจากน า positive ของ PVA มาบดใน 
coating buffer ในอัตรา 1 กรัม : 5, 10, 15 มิลลิลิตร แล้วหยอดลงในหลุมของไมโครเพลท (microplate) 100 



ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่ 37°C นาน 1-2 ชั่วโมง แล้วน าไมโครเพลทมาล้างด้วย phosphate buffer saline ที่มี 
tween 20 ผสมอยู่ (PBS-Tween 20) 3 ครั้งๆละ 3 นาที หยอดแอนติซีรัมจากการเลือดครั้งที่ 5 ที่เจือจางใน 
conjugate buffer 1:100 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่ 37°C นาน 1 ชั่วโมง ล้างไมโครเพลทด้วย PBS-
Tween 20 จานวน 3 ครั้งๆละ 3 นาที แล้วหยอด Goat-Anti Rabbit อัตรา 1: 2,000 ใน conjugate buffer 
100 ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่ 37°C นาน 1 ชั่วโมง น าเพลทมาล้างอีก 3 ครั้งใน PBS-Tween 20 แล้วหยอด p-
nitrophenyl phosphatase substrate (5 มิลลิกรัม/ substrate buffer 10 มิลลิลิตร) หลุมละ 100 ไมโครลิตร 
และอ่านผลด้วยเครื่องอ่านอิไลซา (ELISA Reader) โดยใช้เพลทชนิด polysorp microplate ของ Nunc 

 -   เวลาและสถานที่ 
เวลา  เดือนตุลาคม 2556 ถึง เดือนกันยายน 2558  
สถานที่  ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานไวรัสวิทยา  กลุ่มวิจัยโรคพืช   
       ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร  จตุจักร  กทม.  

8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 

 8.1 การโคลนยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส (coat protein gene, CP)  
           สังเคราะห์ดีเอ็นเอในส่วนของ coat protein gene (CP) ของ Potato virus A ได้ดีเอ็นเอสังเคราะห์ 
ขนาด 825 คู่เบส (bp) และท าการต่อเชื่อม (ligation) ดีเอ็นเอสังเคราะห์เข้าสู่ expression vector pET200/D-
TOPO (Invitrogen), ขนาด 5741 bp การตรวจสอบโคลนต่างๆของพลาสมิด  หลังต่อเชื่อมกับดีเอ็นเอสังเคราะห์
โดยการตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอของเชื้อไวรัส ด้วยเครื่อง Sequencer พบว่าเป็นล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคของไวรัส PVA-CP  

 8.2. การวิเคราะห์ช่วงเวลาที่เหมาะสมในการชักนาการสังเคราะห์ recombinant protein ในเซลล์
แบคทีเรีย  

      หลังจากการเติมสาร IPTG เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เพ่ือให้เกิดการแสดงออกของยีน จากนั้นท าการเก็บเซลล์
ที่ 2 4 6 8 และ 24 ชั่วโมง เมื่อน ามาตรวจหาระยะเวลาที่เริ่มมีการสังเคราะห์โปรตีนตั้งแต่ 4 ชั่วโมง และพบมาก
ที่สุดที่ 8 ชั่วโมง โดยใช้เทคนิค SDS-PAGE พบ band ที่มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 27 กิโลดาลตัน (ภาพที่ 3) 

 

8.3. การแยกโปรตีนของเชื้อให้บริสุทธิ์ด้วย Ni-NTA column  
        จากการตรวจปริมาณโปรตีนหลังการแยกให้บริสุทธิ์ด้วย Ni-NTA column ด้วยเทคนิค SDS-PAGE 

ปรากฏว่า เริ่มพบ band ขนาด 27 กิโลดาลตัน ตั้งแต่ fraction ที่ 2-13 (F2-F13) แต่มีปริมาณโปรตีนสูงตั้งแต่ 
F3-F6 และจากการค านวณหาปริมาณโปรตีนที่สังเคราะห์ได้ พบว่ามีปริมาณ 1.2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ซึ่งน าไปผสม
กับ Freund’s adjuvant ครั้งละ 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

 
8.4. การผลิตแอนติซีรัมในสัตว์ทดลอง  



        ด าเนินการฉีดกระต่าย จ านวน 5-6 ครั้ง และเจาะเลือดครั้งละประมาณ 30-40 มิลลิลิตร เพ่ือน าไปปั่น 
และเก็บน้ าใส ได้แอนติบอดีครั้งละ 10-15 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่ -80 °C ผลการตรวจสอบคุณภาพของแอนติซีรัมที่ได้
จากการเจาะเลือด จ านวน 7 ครั้ง โดยวิธ ี indirect ELISA โดยท าการเจือจางแอนติซีรัมจาก 1:10 ถึง 1:204,800 
พบว่า แอนติซีรัมจากการเจาะเลือดครั้งที่ 5-7 มีประสิทธิภาพสูงสุด โดยท าปฏิกิริยาได้จนถึง 1:51,200 (ตารางท่ี 
1) ฉะนั้นเมื่อน าไปใช้ในการตรวจสอบ ต้องท าให้เจือจาง 1: 500 และ 1: 1,000  

 
ATGGCAGAAACCCTGGACGCAAGCGAAGCACTGGCGCAGAAAAGCGAAGGTCGTAAAAAAGAACGTGAATCGAATAGCAGCAAAGCAGTCGCGGT
GAAAGATAAAGACGTTGATCTGGGTACCGCGGGTACGCATAGCGTCCCGCGCCTGAAATCCATGACCAGTAAACTGACGCTGCCGATGCTGAAAGG
CAAATCTGTGGTTAATCTGGACCATCTGCTGAGCTATAAACCGAAACAGGTCGATCTGTCGAATGCGCGTGCCACCCACGAACAGTTTCAAAACTG
GTATGATGGCGTGATGGCAAGCTACGAACTGGAAGAAAGCTCGATGGAAATTATCCTGAATGGTTTCATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGCACCTC
GCCGGACATCAACGGTGTGTGGACGATGATGGATAACGAAGAACAGGTTTCCTATCCGCTGAAACCGATGCTGGATCATGCCAAACCGTCCCTGCG
CCAAATTATGCGTCACTTTAGTGCACTGGCGGAAGCCTACATCGAAATGCGCTCGCGTGAAAAACCGTATATGCCGCGCTACGGTCTGCAGCGCAA
TCTGCGTGACCAAAGCCTGGCACGTTATGCGTTTGATTTCTACGAAATTACCGCGACCACGCCGATCCGCGCCAAAGAAGCACACCTGCAGATGAA
AGCGGCCGCACTGAAAAACTCTAATACCAACATGTTCGGCCTGGACGGTAACGTGACCACGAGCGAAGAAGATACGGAACGTCACACGGCGACCGA
TGTCAACCGCAATATGCACCACCTGCTGGGCGTCAAAGGCGTTTAA 
 

 

                                      
รูปที่ 1. ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส (825 bp) ที่เชื่อมต่อเข้าสู่พลาสมิด pET  

          101/D-TOPO® 

 

 

  M       1         2         3        4         5         6         



                                                   

รูปที่ 2. ผลการชักน าให้สร้างโปรตีนในพลาสมิดสายผสม pET160/GW/D-TOPO®-cp ด้วยสาร IPTG  
          ที่ระยะเวลาต่างๆกัน ด้วยเทคนิค SDS-PAGE  

M : โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas)  
1 : โปรตีนที่แยกได้ก่อนการชักนาด้วย IPTG  
2-6 : โปรตีนที่แยกได้หลังการชักนา 2 4 6 8 และ 24 ชั่วโมง 

                                       

     

รูปที่ 3. ปริมาณโปรตีนที่สังเคราะห์ได้หลังจากผ่าน Ni-NTA column ด้วยเทคนิค SDS-PAGE  
M : โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas)  

                   1-9 : โปรตีนที่แยกได้ในแต่ละ fraction ตั้งแต่ 1-9 หลังการใช้ eluting buffer 

 

 

 

27 kDa 

  M       1            2           3         4         5         6          7         8       9 

27 kDa 



ตารางท่ี 1. เปรียบเทียบประสิทธิภาพของแอนติซีรัมที่ผลิตได้ จากการเจาะเลือด 7 ครั้ง  

2-fold 
dilution 

Normal 
serum 

Antiserum 
1 

Antiserum 
2 

Antiserum 
3 

Antiserum 
4 

Antiserum 
5 

Antiserum 
6 

Antiserum 
7 

1:100 0.113 1.709 1.931 2.056 2.765 2.769 2.908 2.880 
1:200 0.108 1.652 2.060 2.056 2.565 2.534 2.920 2.844 
1:400 0.102 1.520 1.817 1.979 2.400 2.532 2.650 2.733 
1:800 0.119 1.298 1.814 2.123 2.185 2.384 2.591 2.634 
1:1600 0.094 0.961 1.492 1.845 1.587 1.868 2.028 2.220 
1:3200 0.101 0.721 1.229 1.811 1.213 1.485 1.651 1.844 
1:6400 0.088 0.420 0.816 1.268 0.782 1.029 1.161 1.261 
1:12800 0.106 0.311 0.620 0.994 0.517 0.628 0.724 0.879 
1:25600 0.101 0.211 0.422 0.658 0.292 0.380 0.445 0.514 
1:51200 0.091 0.164 0.326 0.497 0.211 0.257 0.300 0.32 
1:102400 0.086 0.129 0.200 0.334 0.154 0.188 0.198 0.224 
1:204800 0.104 0.119 0.219 0.261 0.146 0.157 0.177 0.177 

 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
    การผลิตแอนติซีรัมเพ่ือใช้ในการตรวจสอบเชื้อไวรัส potato virus A (PVA) โดยท าการสังเคราะห์ดีเอ็นเอใน
ส่วน coat protein gene (CP) ของ Potato virus A ขนาด 825 คู่เบส (bp) และท าการต่อเชื่อม (ligation) PCR 
product เข้าสู่พลาสมิดพาหะ (plasmid vector) โดยน าดีเอ็นเอสังเคราะห์ผสมกับเวคเตอร์ pET200/D-
TOPO® (Invitrogen) และท าการคัดเลือกเฉพาะโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอส่วนของ CP gene ที่ใส่เข้าไปใน vector 
น ามาท าให้บริสุทธิ์โดยวิธี miniprep และส่งไปตรวจสอบล าดับเบส พบว่ามีล าดับนิวคลีโอไทด์ 825 bp หลังจาก
นั้น subclone ยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคของไวรัส PVA-CP เข้าสู่ protein expression vector (pET 200/D-
TOPO) และ transform เข้า E. coli Top 10 และขณะนี้ก าลังด าเนินการคัดเลือกโคลนที่สามารถสังเคราะห์
โปรตีนได้ในเซลล์ของ E. coli BL21 ในอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร โดยท า
การชักน าให้เกิดการสังเคราะห์โปรตีนด้วย Isopropyl-β-D thiogalactopyranoside (IPTG) พบว่าที่ระยะเวลาที่
สามารถสังเคราะห์โปรตีนได้สูงสุด คือ 24 ชั่วโมง โดยให้โปรตีนที่มีขนาดประมาณ 27 กิโลดาลตัน จากการตรวจ
ปริมาณโปรตีนหลังการแยกให้บริสุทธิ์ด้วย Ni-NTA column ด้วยเทคนิค SDS-PAGE  ปรากฏว่า เริ่มพบ band 
ขนาด 28 กิโลดาลตันทุก fraction (fraction 2-9) จึงน าโปรตีนที่แยกได้นั้นจ านวน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ไปฉีด
เข้าใต้ผิวหนัง บริเวณสะโพกของกระต่าย โดยผสมกับ Freund’s adjuvant ทุก 2 สัปดาห์ รวม 5-6 ครั้ง และ
เจาะเลือดเพ่ือแยกแอนติบอดีออกมาจากเม็ดเลีอดแดง ทดสอบไตเตอร์ของแอนติบอดีจากการเจาะเลือดแต่ละครั้ง 
พบว่า แอนติซีรัมที่เจาะครั้งที่ 5-7 มี  ไตเตอร์สูงสุด สามารถท าปฏิกิริยากับ recombinant protein (10 นาโน
กรัม/ไมโครลิตร) 



10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
 น าแอนติซีรัมของเชื้อไวรัส Potato virus A ที่มีความจ าเพาะเจาะจง ไปใช้ประโยชน์ในการตรวจจับเชื้อไวรัส 
Potato virus A ได้ถูกต้องและแม่นย า ด้วยวิธีการทางเซรุ่มวิทยา และเป็นข้อมูลด้านวิชาการในการตรวจสอบเชื้อ
ไวรัสดังกล่าว 
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