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บทคัดย่อ 
 

โรคทริสเทซ่า ( Citrus tristeza disease) เป็นโรคติดเชื้อภายในที่ส าคัญของพืชตระกูลส้มเกิดจากเชื้อ
ไวรัส Citrus tristeza virus (CTV) จัดอยู่ในสกุล Closterovirus มีสารพันธุกรรมเป็นอาร์เอ็นเอสายเดี่ยว ท าการ
สังเคราะห์ยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัสด้วยคู่ไพร์เมอร์ CP1/CP2 ด้วยเทคนิค  Reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) ไดแ้ถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 672 เบส แปลรหัสล าดับอะมิโนได้ 223  
อะมิโน เมื่อเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีอยู่ในฐานข้อมูลของ GenBank พบว่ามีความเหมือนในส่วนของ
ยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อไวรัส CTV ระดับ 93 – 94 เปอร์เซ็นต์ ท าการโคลนยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัสเข้า
กับ pBAD/His A  expression vector ส าหรับใช้สังเคราะห์โปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อไวรัส CTV ในระบบเซลล์
แบคทีเรีย พบว่าสามารถสังเคราะห์โปรตีนได้ประมาณ 30 กิโลดาลตัน ซึ่งสามารถน าไปใช้ผลิตโพลีโคลนอล
แอนติบอดีส าหรับใช้ตรวจเชื้อ Citrus tristeza virus ได้ 
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Abstract 

 
Citrus tristeza disease is an important internal infectious disease of Citrus spp. caused by 

Citrus tristeza virus (CTV) belonging to Clostervirus. Citrus tristeza virus genome comprises a single 
molecule of (+)- strand ssRNA. Coat protein gene of CTV was amplified using the CP1/CP2 primers. 
Amplicons of 672 bp were cloned into pGEM-T-easy vector (Promega) and sent for DNA sequencing. 
Analysis of nucleotide sequences in the GenBank database using the BLASTn method displayed the 
highest sequence identity (93 - 94%) with the coat protein gene of Citrus tristeza virus. DNA 
fragment were cloned into pBAD/His A expression vector to synthesize Citrus tristeza virus coat 
protein (CTV-CP) in bacterial system. CTV-CP of 30 kDa was obtained and will be used as an antigen 
to produce polyclonal antibody that can detect for Citrus tristeza virus. 
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ค าน า 
 

โรคทริสเทซ่า (Tristeza disease) เป็นโรคที่ส าคัญของพืชตระกูลส้มเกิดจากเชื้อ Citrus tristeza virus 
พบมีการระบาดทั่วโลกและเป็นโรคหนึ่งที่ท าความเสียหายอย่างมากทั้งต่อเกษตรกรรายย่อยจนถึงระดับ
อุตสาหกรรมการปลูกส้มขนาดใหญ่ ส าหรับประเทศไทยมีรายงานครั้งแรกในปี พ.ศ. 2515 โดยกลุ่มง านไวรัสวิทยา 
กองโรคพืชและจุลชีววิทยา กรมวิชาการเกษตร (ไมตรี, 2534) เชื้อไวรัสสาเหตุโรคจัดอยู่ในสกุล Closterovirus 
วงศ์ Closteroviridae จัดเป็นไวรัสขนาดใหญ่ที่สุดที่เข้าท าลายพืชมีลักษณะอนุภาคยาวคล้ายเส้นด้าย (thread-
liked particle) ขนาดอนุภาค 11 x 2,000 นาโนเมตร มีสารพันธุกรรมเป็นแบบอาร์เอ็นเอสายเดี่ยวเส้นบวก 
(plus single strand RNA) มีขนาดจีโนมตั้งแต่ 14.5 – 19.3 kb เฉพาะเชื้อไวรัส CTV มีขนาดจีโนมประมาณ 
19,296 nt (Hull,2014) ส าหรับเชื้อไวรัสทริสเทซ่า CTV-A18 มีจีโนมขนาด 19,302 nt และมีความใกล้เคียงกับ 
เชื้อ CTV NUagA ในประเทศญี่ปุ่นมากที่สุด (กีรติ,2554) อยู่หนาแน่นเฉพาะภายในระบบล าเลียงของพืช
โดยเฉพาะท่ออาหารของพืช (phloem) จากการศึกษาเชื้อไวรัสทริสเทซ่าในพืชตระกูลส้มของ ยุพา (2556) ใน 10 
จังหวัดพบว่ามีความคล้ายคลึงกันของล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อไวรัส 89 – 100% 
และส่วนใหญ่จัดอยู่ในกลุ่มของสายพันธุ์รุนแรง 

ลักษณะอาการของโรค พืชตระกูลส้มสามารถติดเชื้อโรคทริสเทซ่าได้ทุกชนิด แต่มีระดับความรุนแรงของ
โรคไม่เท่ากันขึ้นอยู่กับทั้งสายพันธุ์พืช สายพันธุ์เชื้อไวรัส รวมถึงภาวะแวดล้อมอ่ืนๆ ที่พืชได้รับในขณะที่ถูกเชื้อ
ไวรัสเข้าท าลาย ในมะนาวจะแสดงอาการชัดเจนที่สุด โดยมีอาการใบเหลืองซีดคล้ายกับอาการขาดธาตุอาหาร ใบมี



ขนาดเล็ก หนาผิดปกติ ขอบใบม้วนเข้า ในใบอ่อนเส้นใบจะแสดงอาการขีดโปร่งแสง (vein clearing) ส่วนใบแก่
เส้นใบจะนูนแข็งและแตก ต้นที่ได้รับเชื้อไวรัสสายพันธุ์รุนแรงจะแสดงอาการแคระแกร็น ให้ผลผลิตต่ าและตายไป
ในที่สุด ในพืชตระกูลส้มอ่ืนๆ ได้แก่ ส้มเขียวหวาน ส้มตรา และส้มโอ อาการของโรคไม่รุนแรงหรือแสดงอาการ
ชัดเจนเท่ากับในมะนาว ในระยะแรกของการติดเชื้ออาการไม่ปรากฏชัดเจน แต่เมื่อต้นส้มให้ผลผลิตแล้ว 1-2 ปี 
และต้นส้มเริ่มอ่อนแอลงจะแสดงอาการใบกลับ ไม่เขียวสดชื่น คล้ายอาการขาดน้ า หากต้นส้มติดลูกดกมากเกินไป
จะสลัดใบและลูกทิ้งและแสดงอาการทรุดโทรม การแพร่ระบาดของเชื้อไวรัสทริสเทซ่าสามารถเกิดขึ้นได้ 3 วิธี คือ 
การติดไปกับกิ่งพันธุ์ซึ่งได้มาจากต้นแม่พันธุ์ที่ติดเชื้อไวรัส การติดตาทาบกิ่งจากการใช้ตาที่ไม่ปลอดโรค และการ
ถ่ายทอดโดยเพลี้ยอ่อน มีเพลี้ยอ่อนหลายชนิดที่สามารถถ่ายทอดเชื้อไวรัสได้ ได้แก่ เพลี้ยอ่อนส้ม (Toxoptera 
citricida), เพลี้ยอ่อนฝ้าย (Aphis gossypii), เพลี้ยอ่อนถั่ว (Toxoptera aurantii) และเพลี้ยอ่อนผัก (Apis 
spiraecola) และจากการตรวจสอบการเป็นพืชอาศัยของ CTV จ านวน 45 ตัวอย่าง จาก 11 สกุล ซึ่งพบในสวน
ส้ม พบว่าตรวจไม่พบเชื้อไวรัส CTV ในทุกตัวอย่าง (กีรติ,2554) 

วิธีการที่สามารถใช้ตรวจสอบโรคทริสเทซ่าที่ได้รับการยอมรับและใช้ตรวจตัวอย่างในระดับห้องปฏิบัติการ 
ทั่วไปทั้งในประเทศและต่างประเทศคือ วิธีอิมมูโนวิทยา (Immunology) โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี หรือโพลี
โคลนอลแอนติบอดี ที่มีความเฉพาะเจาะจงต่อไวรัส และวิธี RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับไวรัส
แต่ละชนิด แตว่ิธี RT-PCR มีต้นทุนในการตรวจวิเคราะห์และต้องการอุปกรณ์รวมทั้งทักษะความช านาญมากกว่า
วิธีอิมมูโนวิทยาและในปัจจุบันยังต้องสั่งซื้อแอนติบอดีจากต่างประเทศซึ่งมีราคาแพงท าให้น ามาใช้ในงานได้จ ากัด 
ฉะนั้นควรมีการผลิตแอนติซีรัมของเชื้อโรคทริสเทซ่า เพ่ือใช้ในการคัดเลือกตา/กิ่งพันธุ์ปลอดโรคจากไวรัสทริสเทซ่า
และใช้ในการศึกษาการแพร่ระบาดของโรค เพราะเป็นวิธีที่ง่าย ค่าใช้จ่ายไม่สูง และสามารถตรวจตัวอย่างได้ครั้งละเป็น
จ านวนมาก มีรายงานวิจัยทั้งในและต่างประเทศท่ีได้ใช้เทคนิคการสังเคราะห์โปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อไวรัสด้วยระบบ
เซลล์แบคทีเรียเพ่ือใช้เป็นแอนติเจนส าหรับน าไปฉีดกระตุ้นให้สัตว์ทดลองสร้างแอนติซัรัมข้ึนมา เช่น Druka และคณะ 
(1996) ไดร้ายงานการผลิตแอนติซีรัมจากชิ้นส่วนของ coat protein ยีนของเชื้อไวรัสในข้าวของประเทศฟิลิปปินส์ 
โดยน ามาโคลนเข้า vector แล้วน าไปเชื่อมกับ MBP fusion proteins จากนั้นน าไปฉีดกระตุ้นกระต่ายให้สร้าง
แอนติบอดี แอนติซีรัมที่ผลิตได้สามารถตรวจวินิจฉัยไวรัสใบสีส้มที่มีอนุภาคทรงกลมได้โดยวิธี ELISA, Western 
blotting และ IEM, Cerovska และคณะ (2003) ได้ท าการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีจากยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาค
ไวรัสของเชื้อ Potato mop-top virus (PMTV) โดยโคลนชิ้นของยีน CP เข้าสู่ expression vector แล้วเพ่ิมปริมาณ
โปรตีนในเซลล์แบคทีเรีย E. coli  จากนั้นน ามาแยกให้บริสุทธิ์และฉีดเข้าสัตว์ทดลองเพ่ือผลิตแอนติซีรัม จากการ
ทดสอบพบว่าแอนติซีรัมที่ได้สามารถใช้ตรวจหาไวรัส PMTVได้ผลดีโดยใช้เทคนิค ELISA, Nurhadi, Kamaruzaman 
S. และ Inon S. (2003) ได้ท าการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดี จากการสกัดเชื้อไวรัสทริสเทซ่าบริสุทธิ์และใช้แม่ไก่
พันธุ์ White leghorn ในการผลิตแอนติซีรัม พบว่าได้ผลดีและประหยัดค่าใช้จ่ายและสามารถน ามาใช้ในระดับ
ห้องปฏิบัติการได้, Nickel และคณะ (2004) ได้น ายีน CP ของเชื้อ Apple stem grooving virus  (ASGV) มาเพ่ิม
ปริมาณโดยเทคนิค RT-PCR น าไปโคลนใน vector  ตรวจหาล าดับเบส และ โคลนเข้าสู่ expression vector  แล้ว



เพ่ิมปริมาณโปรตีนในเซลล์แบคทีเรีย E. coli  จากนั้นน ามาแยกให้บริสุทธิ์และฉีดเข้าสัตว์ทดลองเพ่ือผลิตแอนติซีรัม 
จากการทดสอบพบว่าแอนติซีรัมที่ได้สามารถใช้ตรวจหาไวรัส ASGV ได้ผลดีโดยใช้เทคนิค ELISA, ล าพึง และคณะ 
(2547) ได้ท าการสังเคราะห์โปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อไวรัสเส้นใบเหลืองกระเจี๊ยบเขียวในระบบเซลล์แบคทีเรีย และ
แยกโปรตีนออกจากเซลล์แบคทีเรีย และน าไปฉีดกระตุ้นกระต่ายเพ่ือผลิตแอนติซีรัมได้ ในปัจจุบันอาศัย
เทคโนโลยีชีวภาพท าให้สามารถสังเคราะห์ coat protein ของเชื้อไวรัส CTV ในระบบเซลล์แบคทีเรียในปริมาณ
มากและมีความบริสุทธิ์สูงซึ่งสามารถน าไปใช้เป็นแอนติเจนส าหรับผลิตแอนติซีรัมที่มีความบริสุทธิ์และคุณภาพได้ 
 
7. วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1.  ตัวอย่างพืชตระกูลส้มที่เป็นโรคทริสเทซ่า 

2.  ตัวอย่างใบส้มและมะนาวปกติ 
3.  อุปกรณ์ด้านวิทยาศาสตร์  ได้แก่  โกร่งบดตัวอย่าง,  หลอดพลาสติกขนาด 2, 1.5 และ 0.5 ไมโครลิตร, ตู้

แช่แข็ง -20 0C  อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath shaker),  เครื่องชั่งละเอียดทศนิยม 2 และ 4 ต าแหน่ง,  เครื่อง
ปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (Centrifuge),  เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิ (High Speed Centrifuge) ,  ตู้ดูด
ควันและสารพิษ  (Hood),  เครื่อง Thermal cycler, เครื่อง  Gel electrophoresis เครื่อง และ Gel 
Documentation UV-transilluminator 

4.  สารเคมีวิทยาศาสตร์ ได้แก่  ไนโตรเจนเหลว,  GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit,  
สารประกอบ CTAB buffer (2% CTAB, 100 mM Tris-HCl, pH 8.0, 20 mM EDTA, 1.4 M NaCl, 1.0% Na2SO3 
และ 2.0% PVP-40; Na2SO3 และ PVP-40) ,  chloroform: isoamyl alcohol (24:1), 3M sodium acetate,pH 
5.2 70% ethanol,  TE Buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) ,  เอ็นไซม์  Taq DNA Polymerase, 
Recombinant (Invitrogen),  GeneRuler 1kb /100 bp DNA Ladder (Fermentas®)  และ Agarose  gel 

5. อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E. coli 
6. pGEM-T Easy vector / pBAD/His A  expression vector 
7. ProBond™ Nickel Chelating Purification System (Invitrogen, USA) 

วิธีการ 
1. การเก็บตัวอย่างพืชตระกูลส้มที่มีอาการของโรคทริสเทซ่า 

อาการของโรคทริสเทซ่า (ภาพที่ 3) เช่นอาการใบเหลืองซีดคล้ายอาการขาดธาตุ มีขนาดเล็กและหนา ขอบใบม้วนเข้า
(leaf cupping) มีอาการเส้นใบนูนและแตก ในใบอ่อนอาจพบอาการใบขีดโปร่งแสง (vein clearing) จากแปลงปลูก
เกษตรกร แล้วน ามาตรวจหาเชื้อโรคทริสเทซ่าขั้นต้นด้วยเทคนิค ELISA (enzyme linked immunosortbent assay) 



จากนั้นน าตัวอย่างที่ให้ผลเป็นบวกมาติดตากับต้นกล้ามะนาวที่เตรียมไว้เพ่ือใช้เป็นแหล่งของเชื้อไวรัสทริสเทซ่าส าหรับ
ใช้สกัดสารพันธุกรรมของเชื้อในข้ันตอนต่อไป 

2. การสกัดอาร์เอ็นเอและเพิ่มปริมาณยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อไวรัสทริสเทซ่าด้วยเทคนิค RT-PCR 
ท าการสกัดกรดนิวคลีอิกจากเนื้อเยื่อใช้โดยใช้ชุดสกัด GeneJET Plant RNA Purification Kit โดยตัดเอาเฉพาะเส้น
กลางใบพืชแล้วตัดให้เป็นชิ้นเล็กๆ น าไปชั่งให้ได้น้ าหนักประมาณ 100 มิลลิกรัม แล้วใส่ลงในโกร่งเติมไนโตรเจนเหลว 
แล้วบดให้ละเอียด หลังจากนั้นเติมสารละลาย Plant RNA Lysis Solution ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เป็นเนื้อ
เดียวกัน  แล้วย้ายใส่หลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 ไมโครลิตร  น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65  องศาเซลเซียส นาน 3 นาที  แล้ว
ปั่นเหวี่ยงตกตะกอนเศษพืชที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ท าการดูดสารละลายส่วนใสปริมาตร 500 
ไมโครลิตร ใส่หลอดไมโครทิวป์ใหม่  แล้วเติม 96% ethanol  ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ท าการผสมเบาๆ ให้เข้ากัน
ด้วยปิเปต แล้วดูดสารละลายปริมาตร 750 ไมโครลิตร ใส่ใน  purification column น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 
รอบต่อนาที นาน 1 นาที  เพ่ือให้อาร์เอ็นเอจับกับเมมเบรนของ purification column แล้วล้างด้วย Wash buffer 1 
ปริมาตร 700 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที  แล้วล้างด้วย Wash buffer 2 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที  และตกตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย 
nuclease-free water ปริมาตร 50 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 11,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที  และเก็บ
สารละลายอาร์เอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ - 20  องศาเซลเซียส  ใช้ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะในส่วนของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อ 
Citrus tristeza virus ตามการรายงานของ Jiang et al. (2008) คือ CP1 5'-ATG-GAC-GAC-GAA-ACA-AAG-AA-3' 
และ CP2 5'-TCA-ACG-TGT-GTT-GAA-TTT-CC-3' โดยจะได้ชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 672 bp ด าเนินการตาม
ขั้นตอนของปฏิกริยา One step Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) เพ่ือท าการ
สังเคราะห์ดีเอ็นเอสายคู่สม  (complementary strand) โดยคูไ่พร์เมอร์ CTV-CP1 5'-ATG-GAC-GAC-GAA-ACA-
AAG-AA-3' /  CTV-CP2 5'-TCA-ACG-TGT-GTT-GAA-TTT-CC-3' 

ส่วนประกอบปฏิกิริยา One step  RT-PCR  (Invitrogen®) 

- น้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว (dH2O)            4.5  ไมโครลิตร 

- 2x buffer     12.5     ไมโครลิตร 

- ไพร์เมอร์ forward (10 pmol)   1 ไมโครลิตร 

- ไพร์เมอร์ reverse (10 pmol)   1 ไมโครลิตร 

- SuperscripIIIRT/platinum Taqmix    1  ไมโครลิตร 
(Invitogen®, 0.1 unit/µl)    

- อาร์เอ็นเอต้นแบบ         5 ไมโครลิตร 
     รวม              25.0   ไมโครลิตร 

ตั้งโปรแกรมการท างานเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (Thermal cycler) ดังนี้ 



 สังเคราะห์ดีเอ็นเอสายคู่สม  (complementary DNA synthesis) 

ขั้นที่ 1:  60C  นาน 30 นาที  1 รอบ 
Denaturation 

ขั้นที่ 2: 94C  นาน 5 นาที  1 รอบ 
PCR amplification 

ขั้นที่ 3: (denature) 94C  นาน 30 วินาท ี

ขั้นที่ 4: (anneal) 56 C นาน 1 นาท ี  

ขั้นที่ 5: (extend)  72 C  นาน 1 นาที   

ขั้นที่ 6: (final extension) 72 C  นาน 10 นาท ี    1 รอบ 

ขั้นที่ 7: (hold) 15C  นาน 5 นาที  1 รอบ  
ตั้งโปรแกรมขั้นที่ 3 – 5 จ านวน 35 รอบ 
 
 

น าผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้มาตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่ได้ด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis โดยใช ้
1.2%  agarose gel เตรียมในสารละลาย 0.5 TBE buffer แบ่งผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้มา 8 ไมโครลิตร ผสมกับ 6x 
loading dye 2 ไมโครลิตร โดยเปรียบเทียบขนาดกับ 100 bp DNA Ladder แล้วน า  agarose gel  มาผ่าน
สนามไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์ นาน 40 นาที จากนั้นน า agarose gel มาย้อมด้วย สารละลาย  ethidium 
bromide นาน 10 นาที  และแช่น้ าเปล่า 5 นาที และน าแผ่น agarose gel มาตรวจขนาดชิ้นดีเอ็นเป้าหมายด้วย
เครื่อง  Gel Documentation UV-transilluminator  ท าการบันทึกภาพและสรุปผลการทดลอง (ภาพที่ 4)   
 

3. การโคลนยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัสทริสเทซ่าเข้ากับพลาสมิดพาหะ 
น าผลผลิต PCR ของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัสทริสเทซ่า (CTV-CP gene) มาท าให้บริสุทธิ์ ด้วยการแยกดีเอ็นเอตาม
ขนาดโดยใช้วิธีการ         อีเล็คโตรโฟริซิส ด้วย 1.2% agarose gel ในสารละลาย 0.5X TBE buffer และตัดเจล
เฉพาะแถบดีเอ็นเอขนาดที่ต้องการใส่หลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ชั่งน้ าหนักของเจลไม่เกิน 300 มิลลิกรัม ท า
การสกัด DNA ออกจากเจลด้วยชุดส าเร็จรูป QIAquickGel Extraction Kit (Qiagen, Germany) และท าการเชื่อมต่อ 
DNA ที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์แล้วเข้ากับพลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy vector (Promega)  (ภาพที่ 1)  ด้วยเอนไซม์ 
T4 DNA Ligase บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเชียส ข้ามคืน และถ่ายพลาสมิดลูกผสม (recombinant plasmid) เข้าสู่
เซลล์แบคทีเรีย  Escherichia coli  (E. coli) สายพันธุ์ DH 5α ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ด้วยวิธีการ  heat shock 
transformation (Sambrook et. al., 1989) ท าการคัดเลือกโคโลนีสีขาวของแบคทีเรียที่คาดว่ามีพลาสมิดลูกผสม
สอดแทรกอยู่ แล้วท าการสกัดพลาสมิดลูกผสม ด้วยวิธี Alkaline lysis หลังจากได้โคลนที่มีแถบดีเอ็นเอขนาดตามที่



ต้องการแล้วน าส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง  automated DNA sequencer (the BigDye® Terminator 
v3.1 cycle sequencing kit chemistry)  ที่ First BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย  แล้วน าล าดับนิ
วคลีโอไทด์ที่ได้มาวิเคราะห์เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีรายงานในฐานข้อมูลฐานข้อมูล GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez)  ด้วยโปรแกรม  Blastn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST) เพ่ือ
ยืนยันว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ไดเป็นล าดับเบสของยีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อCitrus tristeza virus สาเหตุโรคทริสเทซ่าของ
พืชตระกูลส้มจริง 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1 แสดงรายละเอียดของพลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy vector ขนาด 3,015 bp 
               (ที่มา: http://www.enslyon.fr/RELIE/PCR/ressources/apects_techniques/tp_gfp/Fig3.htm) 

 
 

4. การสังเคราะห์ดีเอ็นเอของ CTV-CP adapter gene ด้วยเทคนิค PCR 
น าเซลล์แบคทีเรีย  Escherichia  coli  (E. coli) สายพันธุ์ DH 5α ที่ได้รับพลาสมิดสายผสมยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาค
ไวรัสทริสเทซ่ามาสกัดด้วยชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอส าเร็จรูป Plasmid Mini Kit QIAGEN (QIAGEN, Germany)  และใช้
เป็นต้นแบบดีเอ็นเอสังเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ CTV-CP adapter gene ด้วยเทคนิค PCR จากคู่ไพร์เมอร์ CP-
XholF1 /CTV- EcoRIR1  ที่เพ่ิมต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xhol และ EcoR I บริเวณ 5’ ของแต่ละเส้นไพร์
เมอร์ท าปฏิกิริยา PCR เช่นเดียวกับในขั้นตอนที่ 4  
 

http://www.enslyon.fr/RELIE/PCR/ressources/


 
5. การตัดชิ้นส่วนยีนเป้าหมายด้วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะแบบ Double digestion 

น าผลผลิต PCR ของ CTV-CP-adapter gene เชื้อไวรัสทริสเทซ่า และพลาสมิด pBAD/His A  expression 
vector (ภาพที่ 2) มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xhol และ EcoR I (FastDigest® enzyme, Fermentas, Canada) 
แบบ Double digestion ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง 

 
 
ส่วนประกอบของปฏิกิริยา  Double digestion ดังนี้ 
1. pBAD/His A  expression vector / Purified PCR product (0.5 µg/µl) 10.0 ไมโครลิตร  
2. 10X buffer 10.0 ไมโครลิตร  
3. Xhol (10 U/µl) 4.0 ไมโครลิตร  
4. EcoR I (10 U/µl) 4.0 ไมโครลิตร  
5. Deionized water (dH2O) 2.0 ไมโครลิตร  
ปริมาตรรวม 30.0 ไมโครลิตร 
 



 
ภาพที่ 2 แสดงรายละเอียดของพลาสมิดพาหะ pBAD/His A, B, and C vector ขนาด 4,102 bp 
                (ที่มา : http://www.biosubway.com.img.800cdn.com/uploads/vector/pBadHis%20A-vector-map.gif) 

 
 
6. การโคลนยีน CTV-CP adapter กับ digested pBAD/His A expression vector  

น าผลผลิตจากปฏิกิริยา  Double digestion มาเชื่อมต่อชิ้น digested CTV-CP-adapter gene ของเชื้อ
ไวรัสทริสเทซ่ากับพลาสมิดพาหะ digested pBAD/His A  expression vector (Invitrogen, USA) ด้วยเอนไซม์ 
T4 DNA Ligase  และบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเชียส   นานข้ามคืน หลังจากนั้นน าสารละลายจากปฏิกิริยา 
ligation ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ถ่ายเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย  Escherichia coli (E. coli) สายพันธุ์ Top 10 ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร  ด้วยวิธีการ  heat shock transformation  (Sambrook et. al., 1989)  แล้วท าการทดสอบ
โคลนที่ได้รับพลาสมิดสายผสมบนอาหารแข็ง 2XYT ที่มียาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลิน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดย
เลือกโคโลนีสีขาวของเซลล์แบคทีเรียมาตรวจหาชิ้น CTV-CP gene/6xHisTag  ด้วยเทคนิค  colony PCR หลังจาก
นั้นน าแบคทีเรียที่ตรวจแล้วว่าได้รับ  พลาสมิดสายผสมดังกล่าวมาสกัดด้วยชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอส าเร็จรูป 
(Plasmid Mini Kit QIAGEN (QIAGEN, Germany)  และส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง  automated 

http://www.biosubway.com.img.800cdn.com/uploads/vector/pBadHis%20A-vector-map.gif


DNA sequencer (the BigDye® Terminator v3.1 cycle sequencing kit chemistry)  ที่ First BASE 
Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย เพ่ือน าข้อมูลที่ได้ไปทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพของโปรตีนต่อไป 

 
7. การตรวจสอบคุณสมบัติทางกายภาพของโปรตีน 

วิเคราะห์และตรวจสอบคุณสมบัติการละลายน้ าของโปรตีนด้วยโปรแกรม ProtScale 
(http://www.expasy.ch/tools/protscale.html) และตรวจสอบสภาพทางกายภาพต่างๆ ของโปรตีนด้วยโปรแกรม 
ProtParam (http://www.expasy. ch/tools/protparam.html)  

 
8. ศึกษาการแสดงออกและช่วงเวลาที่เหมาะสมของโปรตีน CTV-CP/6xHisTag (fusion protein) ในเซลล์

แบคทีเรีย 
น าโคลนแบคทีเรีย E. coli  สายพันธุ์ Top 10  จ านวน 1 โคโลนี ที่ตรวจสอบแล้วว่ามีพลาสมิดสายผสมของ  CTV-CP-
adapter gene/6xHisTag ใน  pBAD/His A  expression vector มาเลี้ ยงในอาหารเหลว  2XYT ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลินเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง จากนั้นน าสารแขวนลอยปริมาตร    1 มิลลิลิตร มาเลี้ยงต่อใน
อาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ 2XYT ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ที่เติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เขย่า
ที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 2 ชั่วโมง จนกระทั่งวัดค่าการดูดกลืน
แสงของเซลล์ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ได้เท่ากับ 0.5–0.7 จากนั้นท าการเหนี่ยวน าการสังเคราะห์โปรตีนด้วย
สารละลาย 2 เท่าของ 20% L-(+)-Arabinose ลงในสารแขวนลอยเซลล์ และเขย่าต่อที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และท าการเก็บเซลล์เมื่อเวลาผ่านไป  2,  4,  6,  8 และ 10  ชั่วโมง ตามล าดับ น ามาแยก
สกัดโปรตีนจากเซลล์และวิเคราะห์ขนาดของโปรตีนด้วยเทคนิค sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrphoresis (SDS-PAGE) โ ด ย ใช้  4 -2 0 % Novex® 4-20% Tris-Glycine Mini Gels, 1.0 mm, 10 well  
(Invitrogen,USA) และน าแผ่นเจลมาย้อมด้วยสารละลาย SimplyBlue™ SafeStain  (Invitrogen,USA) เพ่ือตรวจดู
ขนาดและปริมาณของ fusion protein โดยเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (NOVEX SHARP PH PROTEIN 
STANDARD, Invitrogen,USA) 
 

9. เตรียมโปรตีนใหบ้ริสุทธิ์ด้วย ProBond™ Nickel-Chelating Purification System 
ท าการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E. coli  สายพันธุ์ Top 10  ที่มีพลาสมิดสายผสม CTV-CP-adapter gene/6xHisTag ใน 
pBAD/His A  expression vector จ านวน 1 โคโลนี มาเลี้ยงในอาหารเหลว 2XYT ที่เติมแอมพิซิลลิน 50 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นเหนี่ยวน าการสังเคราะห์โปรตีนโดยการเติมสารละลาย 2 เท่าของ 20% L-(+)-Arabinose 
เขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบ ท าการเก็บตะกอนเซลล์ในช่วงเวลาที่มีการผลิตโปรตีนมากที่สุด  น ามา



หมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   เทส่วนน้ าใสทิ้งและสกัดโปรตีน
ดังกล่าวด้วยวิธี denature condition และวิธี native condition โดยการเติม buffer A, pH 8.0 (50 mM Tris-HCl, 1 M 
NaCl, 0.5 mM EDTA) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มี lysozyme ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.03 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เพ่ือ
ละลายตะกอนเซลล์แบคทีเรียและ Freeze/Thaw เซลล์ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสหรือใช้ไนโตรเจนเหลว จ านวน 3-4 
ครั้ง เพ่ือให้เซลล์แตก จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาท ีท าการเก็บส่วนใส 
(supernatant) ไว้เพ่ือน าไปใช้ในการสกัด fusion protein ให้บริสุทธิ์ ส่วนตะกอนเก็บมาสกัดโปรตีนเป็นแบบ denature 
condition โดยเติม buffer C, (8 M Urea, 1 M NaCl, 500 mM Tris-HCl) และท าการเก็บส่วนใส (supernatant) ไว้เพ่ือ
ตรวจหาปริมาณ fusion protein ที่เหลืออยู่ วิธีการสกัด fusion protein ให้บริสุทธิ์ท าโดยเตรียมคอลัมน์ขนาด 10 ml ที่

บรรจุ ProBond™ Nickel-Chelating Purification System (Invitrogen, USA.) ปริมาณ 2 ml จากนั้นน าส่วนน้ าใส 
(supernatant) น ามาเติมลงใน column ท าการล้าง column ด้วย washing buffer C (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-
HCl 8 M Urea ; pH 6.3) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จ านวน 5 ครั้ง จากนั้นล้าง column ด้วย buffer D ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
จ านวน 5 ครั้ง และท าการแยกเอาส่วน fusion protein ออกจาก column โดยการเติม elution buffer E (100 mM NaH2 
PO4 , 10 mM Tris-HCl, 8 Urea ; pH 4.5) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จ านวน 6 ครั้ง ตรวจวิเคราะห์ขนาด ปริมาณ และความ
บริสุทธิ์ของโปรตีนด้วยวิธี  SDS-PAGE โดยน าตัวอย่างสารละลายที่ไหลผ่าน column flow through, wash และ elution 
แต่ละ fraction ผสมกับ 2x loading buffer อัตราส่วน 1:1 จากนั้นน าไปต้มในน้ าเดือดนาน 10 นาที เมื่อครบเวลาแช่
ตัวอย่างในน้ าแข็งทันที หยอดตัวอย่างสารละลายที่เตรียมได้ลงหลุมๆ ละ 10 ไมโครลิตร แล้วน ามาผ่านสนามไฟฟ้าที่ค่าความ
ต่างศักย์ 50 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาทีและเปลี่ยนค่าความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 120 นาที จากนั้นน าแผ่นเจลมาย้อม 
comassie blue แล้วน าไปเขย่าเบาๆ เป็นเวลานาน 12 ชั่วโมง  แล้วจึงน าแผ่นเจลไปล้างสีออกด้วย  destain solution I 
แล้วเขย่าเบาๆ นาน 1 ชั่วโมง แล้วล้างเจลด้วย destain solution II เขย่าเบาๆ นาน2 ชั่วโมง  หรือจนกว่าจะเห็นแถบโปรตีน
ชัดเจนโดยเปรียบเทียบขนาดของ fusion protein กับแถบโปรตีนมาตรฐาน (NOVEX SHARP PH PROTEIN STANDARD, 
Invitrogen,USA) 
 

10. ท าการบันทึกข้อมูล สรุปผล  และเขียนรายงานผลการวิจัย 
- เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลา ตุลาคม 2556-กันยายน 2558 
สถานที ่  กลุ่มงานไวรัสวิทยาและโรงเรือนทดลอง  ของส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช   
กรมวิชาการเกษตร 
 
8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 



1. ผลการเก็บตัวอย่างพืชตระกูลส้มที่มีอาการของโรคทริสเทซ่า 
เก็บตัวอย่างพืชตระกูลส้มที่มีอาการของโรคทริสเทซ่าเช่นอาการใบเหลืองซีดคล้ายอาการขาดธาตุ มีขนาดเล็กและหนา 
ขอบใบม้วนเข้า(leaf cupping) ในใบอ่อนอาจพบอาการใบขีดโปร่งแสง (vein clearing) จากแปลงปลูกเกษตรกร 
พบว่าตัวอย่างที่เก็บมาส่วนใหญ่จะมีอาการของโรคกรีนนิ่งร่วมด้วยและน ามาตรวจยืนยันผลเบื้องต้นด้วยเทคนิค ELISA 
และน าตัวอย่างที่ให้ผลเป็นบวกซ่ึงแสดงว่าเป็นโรคทริสเทซ่าจริงไปติดตาบนต้นตอมะนาวเพ่ือเพ่ิมปริมาณเชื้อส าหรับใช้
สกัดสารพันธุกรรมของเชื้อไวรัสทริสเทซ่าในขั้นตอนต่อไป 
 

 
ภาพที่ 3 มะนาวแสดงอาการของโรคทริสเทซ่า 
 

2. ผลการสกัดอาร์เอ็นเอและเพิ่มปริมาณยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อไวรัสทริสเทซ่าด้วยเทคนิค RT-PCR 
ท าการสกัดอาร์เอ็นเอของเชื้อไวรัสทริสเทซ่าโดยใช้ชุดสกัด GeneJET Plant RNA Purification Kit และท า

การสังเคราะห์ ดีเอ็นเอสายคู่สมด้วยเทคนิค RT-PCR โดยคู่ไพร์เมอร์ CP1 5'-ATG-GAC-GAC-GAA-ACA-AAG-AA-3' 
/  CP2 5'-TCA-ACG-TGT-GTT-GAA-TTT-CC-3' (Jiang et al,. 2008) และน ามาตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ได้
ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis เปรียบเทียบกับขนาดของดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb (fermentas®) พบว่า
ได้ชิ้นดีเอ็นเอของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อไวรัสทริสเทซ่าขนาดประมาณ 672 bp (ภาพที่ 2) 



 
ภาพที่ 4 แสดงแถบดีเอ็นเอของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัสทริสเทซ่า (CTV coat protein gene) ขนาดประมาณ 
672 bp สังเคราะห์ด้วยคู่ไพร์เมอร์ CP1/ CP2 
  M = 1 kb DNA ladder (fermentas®) 
  1-8 = Citrus tristeza virus 
   
 
3. ผลการโคลนยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อไวรัสทริสเทซ่าเข้ากับพลาสมิดพาหะ 

เชื่อมชิ้นดีเอ็นเอยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อไวรัสทริสเทซ่า(CTV-CP gene) ที่มีขนาดประมาณ 672 เบส 
เข้ากับพลาสมิดพาหะ pGEM-T Easy vector (Promega) แล้วส่งวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง
วิเคราะห์ล าดับเบสอัตโนมัติ (the BigDye® Terminator v3.1 cycle sequencing kit chemistry) First 
BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย ไดผ้ลวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาค
เชื้อไวรัสทริสเทซ่า จ านวน 672 เบส เมื่อท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูลใน GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez) ด้วยโปรแกรม Blastn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST) พบว่า 
ล าดับนิวคลีโอไทด์จากตัวอย่างที่ส่งวิเคราะห์เป็นเชื้อไวรัสทริสเทซ่า มีค่า % identity (ความเหมือนของล าดับนิวคลีโอ
ไทด์) เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อไวรัสทริสเทซ่าที่มีรายงานในฐานข้อมูลอยู่ในระดับ 93-94 เปอร์เซ็นต์ จึงน ามาสกัดพ
ลาสมิดสายผสม CTV-CP gene ด้วยชุดสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอส าเร็จรูป (Plasmid Mini Kit QIAGEN 
(QIAGEN, Germany) และใช้เป็นต้นแบบดีเอ็นเอส าหรับการสังเคราะห์ CTV-CP-adapter gene ด้วยเทคนิค 
PCR ในขั้นตอนถัดไป 
 
4. ผลการสังเคราะห์ดีเอ็นเอลูกผสมของ CTV-CP adapter gene ด้วยเทคนิค PCR 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez


ใช้ดีเอ็นเอพลาสมิดสายผสม CTV-CP gene เป็นต้นแบบส าหรับการสังเคราะห์ CTV-CP-adapter 
gene ด้วยเทคนิค PCR โดยคู่ไพร์เมอร์ CTV-CP-XholF1 / CTV-CP -EcoRIR1 พบว่า ผลผลิต PCR ของ 
CTV-CP -adapter gene ให้แถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ 672 เบส ซึ่งขนาดของแถบดีเอ็นเอที่ได้เทียบเท่าหรือ
ใกล้เคียงกับขนาดของ CTV-CP gene เนื่องจากล าดับเบสที่ เป็นต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xhol 
(C/TCGAG) และ EcoRI (G/AATTC) บริเวณปลาย 5’ ของคู่ไพร์เมอร์มีจ านวณเพียง 6 เบสเท่านั้น จึงไม่ส่งผลต่อ
ขนาดแถบดีเอ็นหลังจากวิเคราะห์ขนาดผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis 
 
5. ผลการตัดชิ้นส่วนยีนเป้าหมายด้วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะแบบ Double digestion 

น าผลผลิต PCR ของ CTV-CP-adapter gene เชื้อไวรัสทริส เทซ่าและพลาสมิดพาหะ pBAD/His A  
expression vector  ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xhol และ EcoR I แบบ Double digestion ที่อุณหภูมิ 37องศา
เซลเซียส  เป็นเวลา 12 ชั่วโมง พบว่า พลาสมิด pBAD/His A  expression vector  ที่ถูกตัดด้วยเอ็นไซด์ตัดจ าเพาะ
แบบสมบูรณ์จะแสดงแถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ 4.1 kb เนื่องจากดีเอ็นเอมีสภาพแบบเส้นตรง เมื่อเทียบกับพ
ลาสมิด pBAD/His A  expression vector ที่ไม่ถูกตัดด้วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะจะแสดงแถบดีเอ็นเอขนาดที่ต่ ากว่า
ประมาณ 3.0 kb โดยที่พลาสมิดพาหะ pBAD/His A  expression vector  มีขนาดเท่ากัน 4,102 bp แตเ่นื่องมาจาก
ดีเอ็นเอที่มีสภาพแบบวงกลมสามารถการเคลื่อนที่ได้เร็วกว่าเส้นตรง (ภาพที่ 5) (Sambrook et. al., 1989) จึงท าให้
สามารถแยกความแตกต่างของขนาดได้หลังจากหยุดปฏิกิริยาตัดจ าเพาะด้วยเอ็นไซม์เรียบร้อยแล้ว  

 
ภาพที่ 5 แถบดีเอ็นเอของ CTV-CP-adapter gene เชื้อไวรัสทริสเทซ่า และพลาสมิด pBAD/HisA  expression vector ที่
ถูกตัดด้วยเอ็มไซด์ตัดจ าเพาะ Xhol และ EcoR I  (double digestion) 

1 = 100 bp DNA Ladder (fermentas)   
2 = ชิ้นดีเอ็นเอ CTV-CP-adapter gene ตัดด้วยเอ็มไซด์ตัดจ าเพาะ Xhol และ EcoR I 



3 = ชิ้นดีเอ็นเอ CTV-CP-adapter gene ตัดด้วยเอ็มไซด์ตัดจ าเพาะ Xhol และ EcoR I 
4 = พลาสมิด pBAD/HisA  expression vector ตัดด้วยเอ็มไซด์ตัดจ าเพาะ Xhol และ EcoR I 
5 = พลาสมิด pBAD/HisA  expression vector ตัดด้วยเอ็มไซด์ตัดจ าเพาะ Xhol และ EcoR I 
6 = พลาสมิด pBAD/HisA  expression vector 

 
 
 
6. ผลการโคลนยีน CTV-CP adapter กับพลาสมิดพาหะ digested pBAD/His A expression vector 

น าผลผลิตจากปฏิกิริยา  Double digestion ของชิ้น digested  CTV-CP-adapter gene ของเชื้อไวรัสทริสเทซ่า
เชื่อมต่อเข้ากับพลาสมิดพาหะ digested pBAD/His A  expression vector ท าการเลือกโคโลนีสีขาวของเซลล์แบคทีเรีย
เพ่ือตรวจหาพลาสมิดสายผสมด้วยเทคนิค  colony PCR ด้วยคู่ไพร์เมอร์ pBAD-F/pBAD-R พบว่า โคโลนีแบคทีเรียที่
ได้รับพลาสมิดสายผสมของชิ้น CTV-CP-adapter gene/6xHisTag      จะแสดงแถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ 972  เบส 
เมื่อเทียบกับโคโลนีแบคทีเรียปกติที่ไม่ได้รับพลาสมิดสายผสมดังกล่าวจะแสดงแถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ 300 เบส  เมื่อ
ส่งวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง  automated DNA sequencer (the BigDye® Terminator v3.1 cycle 
sequencing kit chemistry)  ที่ First BASE Laboratories Sdn Bhd ที่ประเทศมาเลเซีย  พบว่า  เฉพาะชิ้นยีนของ CTV-
CP-adapter gene/6xHisTag  มีจ านวน 972 นิวคลีโอไทด์  และพบล าดับเบสทั้ง start codon (ATG) และ stop codon 
(TAA)  เมื่อท าการตรวจต าแหน่ง  frame shift  ของการแปลรหัสล าดับอะมิโนพบการจัดเรียงกรดอะมิโนได้ถูกต้องจ านวน 
265 เรซิดิวส์รวมส่วนของ pBAD/His A  expression vector จ านวน 42 เรซิดิวส์ (ภาพที่ 6) และพบต าแหน่งอะมิโนของ 
HHHHHH-Polyhistidine Region (6xHisTag) เพ่ือประโยชน์ส าหรับการเตรียมโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยระบบ ProBond™ 
Nickel-Chelating Purification System (Invitrogen, USA.) เมื่อน าเฉพาะส่วนของล าดับกรดอะมิโนของเชื้อไวรัสทริสเท
ซ่าจ านวน 223 เรซิดิวส์ วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Standard Protein BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) พบว่าให้
ค่า identities 96% และค่า Positives 98% กับส่วนของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อไวรัสทริสเทซ่า GenBank : 
accession no. ABY82963.1 ซึ่งมีความยาว 223 เรซิดิวส์ เท่ากัน 

 

 
ภาพที่ 6 ล าดับกรดอะมิโนจ านวน 256 เรซิดิวส์  

                      * ล าดับกรดอะมิโนของ pBAD/His A  expression vector จ านวน 42 เรซิดิวส์ 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)%20พบว่า


 
 

7. ผลการตรวจสอบคุณสมบัติทางกายภาพของโปรตีน 
จากการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนด้วยโปรแกรม ProtScale (http://www.expasy.ch/tools/protscale. html) 

พบว่า amino acid position ของโปรตีนลูกผสม CTV-CP จ านวน 223 เรซิดิวส์   มีความสามารถในการละลายน้ าได้
ค่อนขา้งดี โดยพิจารณาจากจ านวน amino acid position เป็นกลุ่มที่ชอบน้ า (Hydrophilic) (แสดงค่าต่ ากว่า 0 หรือ
ค่าติดลบ) มีปริมาณมากกว่ากลุ่มที่ไม่ชอบน้ า (Hydrophobic) (แสดงค่ามากกว่า 0 หรือค่าเป็นบวก) และเมื่อพิจารณา
สาย polypeptide ทั้งเส้นแล้วสามารถประเมินได้ว่าโปรตีนลูกผสม CTV-CP ยังคงละลายน้ าได้ค่อนข้างดี  เมื่อ
ต ร ว จ ส อ บ ส ภ าพ ท า งก าย ภ าพ ต่ า งๆ  ข อ ง โป รตี น ด้ ว ย โป รแ ก รม  ProtParam (http://www.expasy. 
ch/tools/protparam.html) แสดงค่า average of hydropathicity  เท่ากับ -0.287 (ภาพที่ 7) 

 
ภาพที่ 7 การวิเคราะห์ โปรตีนของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อไวรัสทริสเทซ่าเกี่ยวกับคุณสมบัติในการละลาย
น้ าของโปรตีนโดยใช้โปรแกรม ProtScale และ ProtParam 

- ล าดับกรดอะมิโนมีขนาด 223 เรซิดิวส์ 
- น้ าหนกัโมเลกุลเท่ากับ 24.94 kDa 
- มีค่า isoelectric point (pI) เท่ากับ 6.83 
- มีสูตรโมเลกุลเป็น C1093H1747N311O342S7 

http://www/


- มีค่า average of hydropathicity  เท่ากับ -0.461 
 
8. ศึกษาการแสดงออกและช่วงเวลาที่เหมาะสมของโปรตีน CTV-CP/6xHisTag (fusion protein) ในเซลล์
แบคทีเรีย 

ผลการศึกษาช่วงเวลาที่เหมาะสมต่อแสดงออกโปรตีนในเซลล์แบคทีเรีย โดยน า crude extracts จาก 
suspension culture ของแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ Top 10 จากช่วงเวลาต่างๆ ของการเลี้ยงเซลล์ มาวิเคราะห์หา
ปริมาณ CTV-CP- Protein/6xHisTag (fusion protein) ด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่าโปรตีนเริ่มแสดงออกหลังจาก
เหนี่ยวน าด้วยการเติมสารละลาย 2 เท่าของ 20% L-(+)-Arabinose ในสารแขวนลอยเซลล์ที่เติมสารปฏิชีวนะแอมพิ
ซิลลินเข้มข้น 50 ไมโครกรัมในอาหารเหลว 2XYT ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เมื่อเวลาผ่านไป 2 ชั่วโมง  และสามารถ
สังเกตเห็นแถบแบนโปรตีนชัดเจนเมื่อเวลาผ่าน 6 ชั่วโมง และช่วงเวลาที่มีการผลิตโปรตีนมากที่สุดคือ 10 ชั่วโมง ซึ่ง  
fusion protein แสดงแถบโปรตีนที่ขนาดประมาณ 30 กิโลดาลตัน เมื่อเทียบกับการแสดงออกของโปรตีน 
pBAD/HisZ  ใช้เป็น Positive control ของปฏิกิริยาแสดงแถบโปรตีนที่ขนาดประมาณ 120 กิโลดาลตัน เมื่อ
เปรียบเทียบกับขนาดโปรตีนมาตรฐาน NOVEX SHARP PH PR7OTEIN STANDARD, (Invitrogen,USA)  
 
9. ผลการเตรียมโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วย Probond™ Nickel-Chelating Purification System 
 

เลี้ยงแบคทีเรีย E. coli  สายพันธุ์ Top 10 ที่มีพลาสมิดสายผสมของ  CTV-CP-adapter gene/pBAD/HisA 
expression vector  เพ่ือชักน าให้มีการแสดงออกของโปรตีนลูกผสม   CTV-CP - Protein/6xHisTag (fusion 
protein)  เหนี่ยวน าด้วยการเติมสารละลาย 2 เท่าของ 20% L-(+)-Arabinose ในสารแขวนลอยเซลล์ที่เติมสาร
ปฏิชีวนะแอมพิซิลลินเข้มข้น 50 ไมโครกรัมในอาหารเหลว 2XYT ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  และทดสอบการสกัด
โปรตีนด้วยวิธี Native condition และ denature condition ด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่า วิธีการสกัดโปรตีนแบบ 
denature condition ได้ผลผลิตโปรตีนออกมาได้มากกว่าแบบ Native condition ดังนั้น  จึงเก็บส่วนน้ าใส 
(supernatant) มาแยกสกัด fusion protein ให้บริสุทธิ์ด้วยการผสมกับ ProBond Nickel-Chelating Purification 
System (Invitrogen, USA.) และใช้วิธี affinity column chromatography หลังจากนั้นท าการวิเคราะห์ปริมาณ
และความบริสุทธิ์ของโปรตีนด้วยวิธี   SDS-PAGE โดยใช้ 4-20% Novex® 4-20% Tris-Glycine Mini Gels, 1.0 
mm, 10 well  (Invitrogen,USA) พบว่า  fusion protein  แสดงแถบโปรตีนที่ขนาดประมาณ 30 กิโลดาลตัน 
เนื่องจากขนาดโปรตีนจริงของ CTV-CP มีขนาดที่ประมาณ 25 กิโลดาลตันเท่านั้น แต่เมื่อรวมกับขนาดโปรตีนของ 
pBAD/HisA-6xHisTag        ที่ประมาณ 5  กิโลดาลตัน จึงแสดงแถบโปรตีนที่ขนาดประมาณ 30 กิโลดาลตัน เมื่อ
เปรียบเทียบกับขนาดของแถบโปรตีนมาตรฐาน NOVEX SHARP PH PR7OTEIN STANDARD, (Invitrogen,USA) 
เมื่อน ามาวัดความเข้มข้นของ fusion protein ด้วยเครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง(spectrophotometer) ของโปรตีนที่
ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร พบว่ามีความเข้มข้น 0.58 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาพที่ 8) ซึ่งโปรตีนที่ผลิตได้สามารถ



ใช้เป็นแอนติเจน เพ่ือน าไปใช้ผลิตแอนติซีรัมในสัตว์ทดลอง  และสามารถน าไปพัฒนาต่อเป็นชุดตรวจสอบหาเชื้อ
ไวรัสทริสเทซ่าในพืชตระกูลส้มได ้

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 8 แสดงแถบโปรตีนที่แยกสกัดด้วย ProBond™ Nickel-Chelating Purification System (Invitrogen, USA.) 
โดยวิธ ีaffinity column chromatography และตรวจสอบขนาดของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE  
 

ช่องท่ี 1   =  แถบโปรตีนมาตรฐาน (Invitrogen,USA) 



ช่องที่ 2  =  แถบโปรตีน  CTV-CP- Protein/6xHisTag (fusion protein)   
ที่สกัดแยกให้บริสุทธิ์น้ าหนักประมาณ 30 กิโลดาลตัน (CTV-CP- Protein  
รวมกับ pBAD/HisA-6xHisTag) 

 
9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

เก็บตัวอย่างพืชตระกูลส้มที่มีอาการของโรคทริสเทซ่ามาตรวจสอบเบื้องต้นด้วยเทคนิค ELISA น าตัวอย่าง
ที่ให้ผลการทดสอบเป็นบวก มาติดตาบนต้นกล้ามะนาวเพ่ือเพ่ิมปริมาณเชื้อไวรัส จ านั้นท าการสกัดอาร์เอ็นเอด้วย
ชุดสกัด (GeneJET Plant RNA Purification Kit) และท าการสังเคราะห์ยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อไวรัส 
Citrus tristeza virus (CTV) ด้วยเทคนิค Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 
ด้วยคู่ไพร์เมอร์ CP1/CP2 ได้แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 672 เบส และเมื่อเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของเชื้อ
ไวรัส CTV ที่มีรายงานใน GenBank พบว่ามีความเหมือนกับส่วนยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อไวรัส CTV ใน
ระดับ 93-94 เปอร์เซ็นต์ จึงท าการโคลนพลาสมิดสายผสมเข้าสู่ pBAD /His A expression vector ส าหรับ
ใช้สังเคราะห์โปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อไวรัสทริสเทซ่า และท าการตรวจสอบกรอบการอ่านรหัสพบว่ามีล าดับ
เบสของ pBAD /His A expression vector แทรกอยู่จ านวน 126 nt ซ่ึงสามารถท าการแปลรหัสได้ จึงท า
การสังเคราะห์โปรตีนในระบบเซลล์แบคทีเรียโดยใช้ Escherichia coli  สายพันธุ์ Top 10   เพ่ือใช้ผลิต
โปรตีนของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อไวรัส จากนั้นท าการแยกสกัดโปรตีนจากเซลล์แบคทีเรียและท าให้
บริสุทธิ์ด้วย ProBond Nickel-Chelating Purification System (Invitrogen, USA.) และท าการตรวจสอบ
ความบริสุทธุ์ของโปรตีนที่ได้ด้วยเทคนิค SDS-PAGE และวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrophotometer 
ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร พบว่ามีความเข้มข้น 0.58 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งสามารถน าไปใช้ผลิตโพลี
โคลนอลแอนติบอดีส าหรับใช้ตรวจเชื้อ Citrus tristeza virus ได ้ อย่างไรก็ตามการใช้ pBAD /His A 
expression vector ในการสังเคราะห์โปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเชื้อไวรัสในครั้งนี้มีล าดับเบสของเวคเตอร์ติดมา
จ านวน 126 nt และแปลเป็นกรดอะมิโนได้ 42 เรซิดิวส์ มีน้ าหนักประมาณ 5 กิโลดาลตัน ซึ่งท าให้โปรตีน
ลูกผสมที่ได้ (CTV-CP fusion protein) มีขนาดประมาณ 30 กิโลดาตัน ซึ่งมีขนาดใหญ่กว่าโปรตีนห่อหุ้ม
อนุภาคเชื้อไวรัสทริสเทซ่าซึ่งมีขนาด 223 อะมิโน และมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 24.94 กิโลดาลตัน ซึ่งอาจ
ปรับเปลี่ยนเวคเตอร์ เช่น pQE-80L expression vector เพ่ือให้โปรตีนลูกผสมมีขนาดเล็กลงได้ 

 
 
10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
 

ประโยชน์  คือ 



- ได้ CTV-CP/6xHisTag (fusion protein) ของเชื้อไวรัสทริสเทซ่า จากการอาศัยระบบเซลล์แบคทีเรีย 
อนาคตสามารถใช้โปรตีนบริสุทธ์ดังกล่าวมาเป็นแอนติเจนเพ่ือผลิตเป็นแอนติบอดีในสัตว์ทดลองและสามารถ
น าไปพัฒนาต่อได้เป็นชุดตรวจสอบส าเร็จรูปอย่างง่าย สะดวก และรวดเร็ว ต่อการตรวจสอบหาเชื้อไวรัสทริส
เทซ่า ด้วยเทคนิคอิมโมโนวิทยาต่อไป 
 
กลุ่มเป้าหมาย  คือ 
- ในอนาคตคาดหวังน ามาพัฒนาเป็นชุดตรวจสอบเชื้อไวรัสทริสเทซ่าสาเหตุโรคทริสเทซ่าในพืชตระกูลส้มแบบ  
Lateral-Flow Assay ที่สามารถตรวจสอบได้อย่างรวดเร็ว แม่นย า ใช้งานง่าย และประหยัดเวลา    จึงเป็น
ประโยชน์กับเกษตรกรผู้ปลูก บริษัทผู้ผลิต และนักวิชาการท่ีเกี่ยวข้อง 
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