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บทคัดย่อ 
 การน าเทคนิค Gold labeled IgG flow test (GLIFT) มาพัฒนาและปรับใชเปนชุดตรวจสอบไวรัสโรคใบ
ด่างข้าวโพด (SCMV) ที่สามารถตรวจสอบไดแมนย า ใชงาย สะดวกและอานผลไดรวดเร็ว โดยอาศัยหลักการทาง
เซร ุมวิทยา (serology) และ lateral flow technique บนแผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (Nitrocellulose 
membrane; NCM) การเตรียมและทดสอบคุณ ภาพ  IgG ของ SCMV โดยการตรวจสอบดวยวิธี  Dot 
immunobinding assay (DIBA) เตรียม Gold conjugated IgG โดยน าอนุภาคทอง (colloidal gold) มาเชื่อมต
อ (conjugate) กับ IgG ของ SCMV และเตรียม conjugated release pad (CRP) โดยใชปริมาณ 100-120 
ไมโครลิตร/15–18 เซนติเมตร (6.6 ไมโครลิตร/เซนติเมตร) ท าเสน control line ดวย GAR (Goat anti rabbit 
เขมขนอัตรา 1:3) และ test line ดวย IgG ของ SCMV ปริมาณ 40 ไมโครลิตร/2.5 X 18 เซนติเมตร (2.2 
ไมโครลิตร/เซนติเมตร) บนแผน NCM (วัสดุเปน S&S – AE 99, ขนาด 8 ไมโครเมตร) เมื่อประกอบเปนชุด
ตรวจสอบแลว และท าการทดสอบกับน ้าคั้นใบขาวโพดจากตนขาวโพดที่เปนโรคพบวา ชุดตรวจสอบ GLIFT kit ที่
ไดพัฒนาปรับใชครั้งนี้สามารถตรวจสอบไวรัสใบด่างข้าวโพดไดที่ความเขมขน 1 : 10 โดยสามารถทราบผลได
ภายในระยะเวลาที่รวดเร็ว คือ เสน control line และ test line ปรากฏสีในเวลาประมาณ 5-10 นาท ี

ค าส าคัญ: โรคใบด่างข้าวโพด ชุดตรวจสอบ 
Abstract 

 Gold labeled IgG flow test (GLIFT) was developed as test kit for Sugarcane mosaic virus 
(SCMV) detection based on serology and lateral flow technique. Accuracy, convenience and 
rapid detection are the novel properties of this technique. The GLIFT kit will be very useful for 
varietal screening in breeding program, forecasting and early warning of Sugarcane mosaic virus 



 

epidemic. The SCMV IgG was purified and tested by dot immunobinding assay (DIBA) to obtain 
the proper concentration for using in GLIFT kit. IgG was conjugated with colloidal gold and 
amount of 100-120 μl (6.6 μl/cm) of IgG conjugated gold were used for lining on 15 –18 cm 
conjugated release pad (CRP). Control line and test line were made on nitrocellulose 
membrane using 40 μl (2.2 μl/ cm) of goat anti-rabbit (GAR) and IgG respectively. The 
appearance of color on both test line and control line indicated positive result. While no color 
was shown on the test line in case of negative result. GLIFT kit were tested for their efficacy to 
detect SCMV from infected corn leaves. Satisfactory result was obtained with color gradually 
appeared on control line and test line within 5-10 minutes. 
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ข้าวโพดเป็นธัญพืชที่ส าคัญทางเศรษฐกิจมากพืชหนึ่งของโลก ผลผลิตประมาณครึ่งหนึ่งใช้เป็นอาหารมนุษย์ 
ใช้บริโภคทั้งภายในประเทศและส่งขายต่างประเทศ ได้แก่ ญี่ปุ่น ฮ่องกง ไต้หวัน และสิงค์โปร์ จึงจัดเป็นสินค้า
ส่งออกท่ีส าคัญ (ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2546) ประเทศไทยเป็นประเทศผู้ส่งออกข้าวโพดหวานเป็นอันดับ 
4 ของโลก ท ารายได้เข้าประเทศปีละประมาณ 600-900 ล้านบาท โดยส่งออกข้าวโพดในรูปของข้าวโพดหวาน 
บรรจุกระป๋อง ข้าวโพดหวานแช่แข็ง ข้าวโพดฝักอ่อนบรรจุกระป๋อง ครีมข้าวโพด เมล็ดพันธุ์ ข้าวโพดหวาน และ
ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ (กรมส่งเสริมการเกษตร, 2547) ข้าวโพดหวานจัดเป็นข้าวโพดที่ส าคัญที่สุดในการส่งออก ในปี 
2548 ประเทศไทยส่งออกข้าวโพดหวานในรูปแบบต่างๆ เป็นมูลค่ารวม 3,200 ล้านบาท แต่ในช่วงที่ผ่านมาพบว่า
เกษตรกรประสบปัญหาความแห้งแล้งร่วมกับการระบาดของไวรัสและโรคใบไหม้แผลใหญ่จากเชื้อรา ท าให้ปริมาณ
ผลผลิตลดลง ไม่เพียงพอต่อความต้องการของตลาด ตั้งแต่ปี 2547 เป็นต้นมา  

โรคไวรัสที่ส าคัญของข้าวโพดที่เคยมีรายงานในประเทศไทย ได้แก่ โรคใบด่างลายที่เกิดจากเชื้อ Maize 
dwarf mosaic virus-B (MDMV-B) (ธีระ, 2532) ซึ่งปัจจุบันชื่อได้เปลี่ยนเป็น Sugarcane mosaic virus สาย
พันธุ์ MDB (SCMV-MDB) ตามข้อก าหนดของ ICTV (International committee for taxonomy of Viruses) 
เชื้อ  Sugarcane mosaic virus หรือ SCMV จัดอยู่ ในจีนัส Potyvirus แฟมิลี่  Potyviridae เข้าท าลายพืช
เศรษฐกิจหลายชนิด ได้แก่ อ้อย ข้าวโพด และ ข้าวฟ่าง (Pirone, 1972; Teakle et al.,1989) เดิม SCMV มีชื่อ
เรียกหลายชื่อ  เช่น grass mosaic virus หรือ maize dwarf mosaic virus strain B (MacKenzie , 1966; 
Louie และ Knoke, 1975; Shukla; 1989) ไวรัสมีอนุภาคเป็นท่อนยาวคด ขนาดประมาณ 750 นาโนเมตร 
ถ่ายทอดได้ด้วยวิธีกลและแมลงจ าพวกเพลี้ยอ่อนหญ้า (Hysteronerura setariae Thos.) และเพลี้ยอ่อนข้าวโพด 
(Rhopalosiphum maidis Fitch.) ไม่ถ่ายทอดผ่านเมล็ด พืชอาศัยจ ากัดอยู่ในวงศ์ Gramineae ผลจากการปลูก
เชื้อโดยวิธีสัมผัสลงบนพืชในวงศ์ Gramineae 26 ชนิด และวงศ์ Leguminosae 7 ชนิด พบว่าพืชส่วนมากแสดง
ลักษณะอาการของโรคคล้ายกัน คือ ในระยะแรก หลังการปลูกเชื้อ 5-7 วัน เกิดอาการด่างประเป็นขีดเล็กๆ สีขาว
บริเวณโคนใบ จากนั้นอาการด่างจะแพร่กระจายทั่วใบแต่สังเกตอาการได้ชัดเจนบริเวณใบอ่อน ส่วนพืชในวงศ์ 
Leguminosae ที่ใช้ทดสอบปรากฏว่าไม่เกิดอาการของโรค (ธีระ, 2532) SCMV มีหลายสายพันธุ์ จัดแบ่งได้เป็น 4 



 

subgroups ได้แก่ 1) Johnson grass mosaic virus 2) Maize dwarf mosaic virus 3) Sugarcane mosaic 
virus 4) Sorghum mosaic virus (Shukla et al., 1989) 

ปี พ.ศ. 2547 พิสสวรรณ และคณะ ได้รายงานว่าพบเชื้อ เชื้อ Maize chlorotic mottle virus (MCMV) 
เข้าท าลายข้าวโพดหวานจากจังหวัดตาก เรียกชื่อโรคว่า โรคใบด่างประจุดเหลืองจ าแนกเชื้อโดยผลการตรวจ
วินิจฉัยทางซีรัมวิทยา ชีวโมเลกุล ร่วมกับการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของโปรตีนห่อหุ้มอนุภาค และจัดว่าเป็น
ไวรัสที่ก่อให้เกิดความเสียหายรุนแรง ท าให้เกิดอาการด่างและแผลไหม้บนใบ ล าต้น และฝักข้าวโพดอย่างรุนแรง 
ต่อมาพบโรคใบด่างประจุดเหลืองในข้าวโพดจากแหล่งปลูกในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เช่น จังหวัดนครราชสีมา 
ในช่วงปี 2547-2548 เกษตรกรพบโรคใบด่างและใบไหม้ของข้าวโพดระบาดกว้างขวางในหลายพ้ืนที่  เช่น จังหวัด
นครราชสีมา สระบุรี แต่เมื่อตรวจสอบใบข้าวโพดที่เป็นโรคด้วยแอนติซีรัมต่อเชื้อ SCMV ไอโซเลทที่แยกจากอ้อย
แล้ว พบปฏิกิริยาไม่ชัดเจน แต่ตรวจพบอนุภาคไวรัสรูปท่อนยาวคดในใบข้าวโพดดังกล่าว การทดลองครั้งนี้จึงมี
จุดประสงค์เพ่ือศึกษาจ าแนกเชื้อไวรัส สาเหตุโรคใบด่างลายของข้าวโพด ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ 
การเตรียมไวรัสบริสุทธิ์  รวมทั้งศึกษาข้อมูลของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส (Coat protein gene หรือ CP 
gene) เพ่ือจัดจ าแนกชนิดของเชื้อ 

ปัจจุบันมีการใช้เทคนิคการตรวจสอบสาเหตุโรคหลายชนิดในการตรวจสอบไวรัสนี้ เช่น เทคนิค dot blot 
hybridization  Direct antigen coating ELISA (DAC-ELISA) Tissue blot immunoassay (TBIA)  RT-PCR  
และ Real Time PCR ซึ่งเทคนิคต่างๆ เหล่านั้นอาจต้องใช้เวลาในการตรวจสอบนาน และ/หรือมีค่าใช้จ่ายสูง ไม่
สะดวกต่อการปฏิบัติงานในภาคสนามและการให้บริการตรวจสอบผลิตผลเกษตร ทั้งนี้จึงได้มีการพัฒนาวิธีการ
ตรวจสอบไวรัสของกล้วยไม้และไวรัสของมันฝรั่ง  โดยวิธี Gold labeled IgG flow test (GLIFT) ท าให้การ
ตรวจสอบมีความสะดวกขึ้นมากและอ่านผลได้ในเวลารวดเร็ว  คือ ใช้เวลาในการตรวจเพียง 5 นาที (สุรภี และ
คณะ, 2547 และ กิตติศักดิ์ และคณะ, 2549)  นอกจากนี้ยังมีการพัฒนาและน าวิธี GLIFT ไปปรับใช้ในการผลิต
ชุดตรวจวินิจฉัยโรคไวรัสและแบคทีเรียของพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญชนิดอ่ืนๆ อีกหลายโรคด้วยกัน (สุรภี และคณะ, 
2551) งานวิจัยนี้จึงได้น า เทคนิค GLIFT Kit (Gold Labeling IgG Flow Test) มาปรับใช้ในการตรวจสอบไวรัส
ชนิดนี้ เพ่ือให้สามารถตรวจสอบไวรัสได้อย่างมีประสิทธิภาพ สะดวกรวดเร็ว และถูกต้องแม่นย ามากขึ้น สามารถ
ควบคุมโรคอย่างได้ผลและมีประสิทธิภาพ สามารถด าเนินการป้องกันก าจัดโรคได้อย่างรวดเร็วและทันต่อ
เหตุการณ์ การตรวจวินิจฉัยโรคพืชนอกจากต้องเป็นวิธีการที่แม่นย า และสะดวกแล้ว ควรที่จะสามารถใช้
ตรวจสอบได้เองในผู้ใช้ทุกระดับ รวมทั้งต้องมีราคาที่ไม่แพงมาก 

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1. แอนติซีรัมของไวรัสใบด่างข้าวโพด Sugarcane mosaic virus subgroup MDB (SCMV-MDB) 
2. แผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (Nitrocellulose membrane ; NCM) 
3. สารละลายอนุภาคทองแขวนลอย (Colloidal Gold) 
4. Goat Anti Rabbit IgG 
5. แผ่น conjugated release pad (CRP) 



 

6. 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2 0.5 M sodium citrate buffer pH 8.0 carbonate buffer 
pH 9.6 0.5 M Potassium phosphate buffer pH 7.5 

7. ปากกาหมึกซึม (ขนาดปาก 0.5-0.7 มิลลิเมตร) พู่กันเบอร์ 0 ไม้บรรทัด 
วิธีการ 

มีขั้นตอนการวิจัย ดังนี้ 
1. การเตรียมไวรัสที่ใช้ในการทดลองจากตัวอย่างข้าวโพดหวานที่เป็นโรคและการเพิ่มปริมาณเชื้อไวรัส 

เก็บตัวอย่างข้าวโพดที่แสดงอาการใบด่างและมีอาการเตี้ยแคระจากแปลงปลูก ตรวจสอบไวรัสด้วย 
เทคนิค Indirect ELISA (DAC-ELISA) โดยใช้ polyclonal antibody ต่อเชื้อ SCMV โดยบดตัวอย่างใบข้าวโพด
ใน carbonate buffer (0.015M Na2CO3, 0.035M NaHCO3 pH 9.6) ในอัตราใบพืช 1 กรัม ต่อบัฟเฟอร์ 2 
มิลลิลิตร (1:20) ดูดน้ าคั้นปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ในหลุมของ ELISA plate บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน  1  ชั่ ว โมง ครบ เวลาแล้ วล้ างด้ วยสารละลาย  PBST (140 mM Na2CO3, 2mM KH2HPO4, 8 mM 
Na2HPO42H2O, 2 mM KCl, 0.05% Tween20) เตรียมแอนติซีรัมเจือจาง 1 :1000 ใน conjugate buffer 
(PBST, 2% polyvinyl- pyrrodidone, 0.2% ovalbumin) ใส่ลงในหลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่ อุณหภูมิ 
37  องศาเซล เซียส  นาน  1 ชั่ ว โมง ล้ างด้ วยสารละลาย PBST จากนั้ น เติม  anti rabbit IgG alkaline 
phosphatase conjugate ใน conjugate buffer ที่เจือจางในอัตรา 1:30,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่
อุณหภูมิ  37 องศาเซล เซียส นาน 1 ชั่วโมง ล้างออกและเตรียมสารละลาย  substrate p-Nitrophenyl 
phosphate ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรใน substrate buffer (diethanolamine 9.7%, pH 9.8) ใส่
หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาด้วยสารละลาย 3M KOH 
หลุมละ 50 ไมโครลิตร อ่านค่า ELISA (O.D.) ที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร  

ตัวอย่างข้าวโพดที่ให้ผลการตรวจวินิจฉัยโรคทางซีรัมวิทยาเป็นบวก น ามาเพ่ิมปริมาณบนข้าวฟ่าง
พันธุ์ UT432B โดยบดใบข้าวโพดใน 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2 ในอัตราใบพืชสด 1 กรัมต่อบัฟเฟอร์ 10 
มิลลิลิตรในโกร่งอบฆ่าเชื้อ และแช่เย็น ด้วยไนโตรเจนเหลว จนใบพืชละเอียด ผสมด้วยบัฟเฟอร์และแช่ในน้ าแข็ง 
หลังจากนั้นน าไปปลูกเชื้อด้วยวิธีกล โดยโรยผงคาร์บอรันดัมลงผสมในน้ าคั้นใบพืช ใช้นิ้วมือจุ่มลงในน้ าคั้น และทา
ใบพืชให้ทั่วทั้งใบ เก็บรักษาในสภาพโรงเรือนปลูกพืชทดลองที่กันแมลงได้ ภายหลังข้าวฟ่างแสดงอาการใบด่าง 
เก็บใบมาเพ่ือใช้ในการเตรียมไวรัสให้บริสุทธิ์ 
 2. การเตรียมไวรัสบริสุทธิ์ 

ตัดใบข้าวฟ่างเป็นชิ้นเล็กๆ ขนาดประมาณ 1x1 เซนติเมตร น้ าหนัก 150 กรัม แช่แข็งที่ –20 องศา
เซลเซียส อย่างน้อย 1 คืน น ามาบดในเครื่องบด Blender โดยเติม 0.5 M sodium citrate buffer pH 8.0 
ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ที่ผสม 2-mercaptoethanol ปริมาตร 3 มิลลิลิตร กรองผ่านผ้าขาวบางก าจัดเศษพืช เอา
แต่ส่วนน้ าคั้น ปริมาตรประมาณ 300 มิลลิลิตร เติมคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 150 มิลลิลิตร กวนบนน้ าแข็ง นาน 45 
นาท ีจากนั้นหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาท ีเก็บน้ าใสปริมาตร 300 มิลลิลิตร ใส่บีกเกอร์ 
แล้วเติม polyethylene glycol 6000 อัตรา 5% และ triton X-100 อัตรา 1% ของปริมาตรของเหลว กวนบน
น้ าแข็ง นาน 1.30 ชั่วโมง แล้วหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที เทของเหลวทิ้ง ละลาย



 

ตะกอนด้วยสารละลาย 0.5 M Potassium phosphate buffer pH 7.5 ที่ เติม 0.5M Urea ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร กวนในตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน จากนั้นน ามาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 รอบต่อ
นาที นาน 20 นาที เก็บของเหลวที่มีไวรัส น าไปหมุนเหวี่ยงที่ 40,000 rpm นาน 1.30 ชั่วโมงที่ อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ละลายตะกอนด้วยสารละลาย 0.05M Potassium phosphate buffer pH 7.0 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

3. การผลิตแอนติบอดีของเชื้อ SCMV 
การผลิตแอนติบอดีของเชื้อ SCMV สาเหตุโรคใบด่างของข้าวโพด เตรียมแอนติเจนโดยการเพ่ิมปริมาณ

เชื้อไวรัสในข้าวฟ่าง การแยกเชื้อไวรัสค่อนข้างบริสุทธิ์จากข้าวฟ่างด้วยวิธีหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็วต่ าสลับสูง  
(differential centrifugation) ได้สารละลายไวรัสค่อนข้างบริสุทธิ์ มีความเข้มข้น 45 มก./มล. ผลิตแอนติซีรัมใน
กระต่ายด้วยวิธีการฉีดเข้าผิวหนัง การทดสอบไตเตอร์ด้วยวิธี ELISA พบว่าแอนติซีรัมที่ผลิตได้มีไตเตอร์ ตั้งแต่ 1: 
2,048 ถึง 1: 32,768 และมีความจ าเพาะเจาะจงต่อเชื้อ SCMV สามารถน าไปใช้ตรวจไวรัส SCMV ในพืช ด้วย
วิธีการต่างๆ ทางเซรัมวิทยา 

4. ผลิตชุดตรวจสอบไวรัสวิธี GLIFT kit 
 4.1 การสกั ด  Immuno gamma-globulin (IgG) ของเชื้ อ  SCMV น าแอนติ ซี รัมที่ มี ค วาม

เฉพาะเจาะจงกับเชื้อ SCMV มาแยกเฉพาะส่วนอิมมูโนโกลบูลิน (IgG) ออกจากสารอ่ืนๆ ในเซรุ่มนั้น โดยใช้การ
ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate precipitation) (Hampton et al,1990)  น า แอนติ
ซีรัม 1 มิลลิลิตรผสมกับ น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 1 มิลลิลิตร หยด saturated ammonium sulfate pH 7.2 ปริมาตร 
1.3 มิลลิลิตร ที่แช่เย็น ค่อยๆ หยดบนเครื่องกวน (stirring) ท าให้มีแอนติซีรัม มีความเข้มข้นของ ammonium 
sulfate 40 เปอร์เซ็นต์ ผสมบนเครื่องกวนต่อไป 30 นาที เก็บไว้ข้ามคืนในตู้เย็น น ามาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บตะกอนค่อยๆ ละลายตะกอนด้วย Phosphate buffer Saline (PBS) 
(0.01 M phosphate buffer pH 7.2 และ 0.15 M NaCl) 1 มิลลิลิตร เติม น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 1 มิลลิลิตร และ 
saturated ammonium sulfate 1.02 มิลลิลิตร ท าให้แอนติซีรัมมีความเข้มข้นของ ammonium sulfate 33% 
ผสมบนเครื่องกวน 30 นาที ตกตะกอนที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ละลายตะกอนด้วย PBS 
1.5 มิลลิลิตร น าไปท าให้ ammonium sulfate เจือจางโดย dialysis ใน PBS ที่ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 36 
ชั่วโมง โดยมีการเปลี่ยน PBS ทุกๆ 4 ชั่วโมง น ามากรองผ่าน filter ขนาด 0.2 ไมครอน เก็บ IgG ไว้ที่ –20 องศา
เซลเซียส 
  4.2  ทดสอบคุณภาพของ IgG  โดยน า IgG ของเชื้อ SCMV ที่ได้มาวัดความเข้มข้น ด้วยเครื่อง 
spectrophotometer ที่ช่วงคลื่นแสง 280 นาโนเมตร เจือจางให้เชื้อมีค่า O.D. เท่ากับ 1.4 โดยใช้ครึ่งเท่าของ 
PBS เพ่ือให้มีปริมาณโปรตีน 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปทดสอบคุณภาพโดยการตรวจเชื้อ SCMV ในตัวอย่าง
ข้าวโพดด้วยวิธี Indirect Dot Immunobinding assay (DIBA) (Hampton et al, 1990 โดยใช้ IgG ของเชื้อ 
SCMV ที่เจือจาง 1: 500 
  4.3 การเตรียม Gold conjugated IgG ท าการติดฉลาก IgG ของ SCMV ด้วยอนุภาคทอง โดย
น า IgG ของ SCMV 100 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลายอนุภาคทองแขวนลอย (Colloidal Gold) (ของ DCN 
Diagnostic Consulting Network, Biodot, USA) ปริมาณ 10 มิลลิลิตร น ามากวนด้วย magnetic stirrer นาน 



 

30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง เติมสารละลาย bovine serum albumin (BSA) ที่เข้มข้น 10% กวนเบาๆ อีก 30 นาท ี
แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอน IgG ที่ติดสลากด้วยอนุภาคทอง (gold particle labeled IgG) ที่ความเร็ว 
9,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดน้ าใสทิ้งแล้วละลายตะกอนด้วย gold diluted buffer pH 7.4 ให้มี
ปริมาณ 500-600 ไมโครลิตร จะมีความเข้มข้นของสารละลายเป็น 0.5 ที่ OD 540 เติม sucrose ในอัตรา 20 
เปอร์เซ็นต ์เขย่าเบาๆ ให้ละลาย 
  4.4 การเตรียมแผ่น conjugated release pad (CRP) น าแผ่น CRP (วัสดุเป็น cotton linters 
paper) มาตัดให้มีขนาดกว้างประมาณ 0.8–1.0 เซนติเมตร ยาวประมาณ 15–18 เซนติเมตร วางลงบนกระดาษ
ขาวที่สะอาด ใช้ พู่กันเบอร์ 0 จุ่ม Gold conjugated IgG ป้ายลงบน CRP ตรงกึ่งกลางแผ่น โดยใช้ Gold 
conjugated IgG ปริมาณ 100 – 120 ไมโครลิตร/15–18 เซนติเมตร แล้วน าไปอบแห้ง ที่ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 2 ชั่วโมง ห่อด้วยอลูมินั่มฟอล์ย เก็บไว้ในที่แห้ง 
  4.5 การท าเส้น test line และ control line โดยน าแผ่น NCM (วัสดุเป็น S&S – AE 99, size 
8 ไมโครเมตร) ขนาดกว้าง 2.5 เซนติเมตร ตัดให้มีความยาว 18 เซนติเมตร (ขึ้นกับขนาดของ backing) ท า
เครื่องหมายด้วยดินสอที่ด้านบนของแผ่น เป็นต าแหน่ง control line ที่อยู่ห่างจากริมด้านบนของแผ่น NCM 1 
เซนติเมตร และเส้น test line อยู่ถัดลงมาจาก control line 0.5 เซนติเมตร ใช้ปากกาหมึกซึม (ขนาดปาก 0.5-
0.7 มิลลิเมตร) จุ่ม GAR (Goat anti rabbit เข้มข้นอัตรา 1:3) ปริมาณ 40 ไมโครลิตร/แผ่น ลากเส้น control 
line โดยใช้ไม้บรรทัดวางเป็นแนวเส้นตรง แตะปากกาลงและลากเส้นจากซ้ายไปทางขวาช้าๆ จนสุดปลาย NCM 
ทั้งนี้ไม่ต้องออกแรงกด หากปากกาแห้งให้จุ่ม GAR ใหม่ แล้วลากเส้นต่อ ให้ขนาดเส้นที่เปียกบนแผ่น NCM มี
ขนาดเท่าๆ กันทั้งเส้นใช้ปากกาด้ามใหม่ (ขนาดปาก 0.5-0.7 มิลลิเมตร) จุ่มซับ IgG ของ SCMV (เข้มข้น 1 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาณ 40 ไมโครลิตร/แผ่น ลากเส้น test line ปฏิบัติเช่นเดียวกันกับ control line น าไป
อบแห้งที ่37 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 2 ชั่วโมง 
  4.6 การประกอบเป็นชุดตรวจสอบ  

- น าแผ่น backing หรือ พลาสติก ขนาด 11X18 เซนติเมตร ที่เคลือบกาวไว้ 1 ด้าน  
- ลอกกระดาษปิดกาวออกตรงกลางที่ต าแหน่งของ NCM วางแผ่น NCM ลงให้เรียบ 
- ลอกกระดาษปิดกาวออกตรงต าแหน่งของ CRP วางแผ่น CRP ให้เกยทบั NCM ประมาณ 1-2 มิลลิเมตร 
- ลอกกระดาษปิดกาวออกตรงต าแหน่งของ Sample application pad (SAP) วางแผ่น SAP เกยแผ่น 

CRP 1-2 มิลลิเมตร 
- ลอกกระดาษปิดกาวออกตรงต าแหน่งของ absorbing pad (Wick) วางแผ่น Wick เกยทับแผ่น NCM 

1-2 มิลลิเมตร 
- ตัดด้วยที่ตัดกระดาษให้มีความกว้างเป็น 0.42 - 0.45 เซนติเมตร 
- บรรจุชุดตรวจสอบลงตลับ ทดสอบคุณภาพกับตัวอย่างน้ าคั้นพืชที่เจือจาง 1:10 เท่า 
- เก็บ GLIFT kit ไว้ในถุงอลูมินั่มฟอล์ย และเก็บที่อุณหภูมิห้องท่ีแห้ง 

 4.7 การเตรียมตัวอย่างและทดสอบประสิทธิภาพชุดตรวจสอบ บดตัวอย่างใบข้าวโพดจากต้นที่เป็นโรคใบ
ด่างและต้นข้าวโพดปกติใน extraction buffer อัตรา 1 : 10 (ตัวอย่างใบข้าวโพด : buffer) หยดน้ าคั้นจากใบ



 

ข้าวโพดลงในชุดตรวจสอบ GLIFT kit ชุดละ 3 -4 หยด ตรวจผลของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น เพ่ือทดสอบคุณภาพของ
ชุดตรวจสอบไวรัสใบด่าง GLIFT kit ที่ได้พัฒนาขึ้นในครั้งนี้ 

 
เวลาสถานที่ 

ห้องปฏิบัติการทดลองของกลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
รวมระยะเวลาด าเนินการตลอดการทดลอง เริ่มต้น ตุลาคม 2553- สิ้นสุดกันยายน 2556 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
จากการสกัด Immuno gamma-globulin (IgG) ของ RRSV น า IgG ที่ได้มาปรับความเข้มข้น ให้มีความ

เข้มข้นของโปรตีนเท่ากับ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วท าการทดสอบคุณภาพของ IgG ที่ความเข้มข้นต่างๆ ในการ
ตรวจสอบไวรัสใบด่างข้าวโพด โดยวิธี DIBA พบว่า IgG ที่ผลิตได้สามารถตรวจหาไวรัสโรคใบด่างของข้าวโพดและ
มีค่าความเข้มข้นที่เหมาะสมในการตรวจสอบด้วยวิธี DIBA คือ 1: 500 
 น า IgG ที่เตรียมได้ไป conjugate กับสารละลายอนุภาคทองแขวนลอย (colloidal gold) ได้เป็น IgG ที่
ติดสลากด้วยอนุภาคทอง (gold conjugated IgG or gold particle labeled IgG ) ท าการเตรียมแผ่น CRP โดย
ใช้ภู่กันจุ่มและป้ายลงบนแผ่น CRP ปริมาณ 100 – 120 ไมโครลิตร/แผ่น (15 – 18 เซนติเมตร) แล้วน าไปอบแห้ง 
ที ่37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง ห่อด้วยอลูมินั่มฟอล์ย เก็บไว้ในที่แห้ง จากนั้นได้น าแผ่น NCM มาท าเส้น test 
line และ control line โดยใช้ปากกาหมึกซึมจุ่ม GAR ลากเส้น control line เป็นแนวเส้นตรง จากซ้ายไป
ทางขวาสุดปลาย NCM แล้วใช้ปากกาด้ามใหม่จุ่ม IgG ของ SCMV ลากเส้น test line ปริมาณ 40 ไมโครลิตร/
แผ่น จากนั้นน าไปอบแห้งที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 2 ชั่วโมง น าแผ่น CRP ที่ป้ายด้วย IgG ที่ติดสลาก
ด้วยอนุภาคทอง และแผ่น NCM ที่ได้ลากเส้น test line และ control line มาประกอบเป็นชุดตรวจสอบ บน
แผ่น backing โดยประกอบร่วมกับแผ่น SAP และแผ่น wick เป็นชุดตรวจสอบ GLIFT kit 

เมื่อน าชุดตรวจสอบ GLIFT kit มาท าการตรวจสอบไวรัส SCMV ในน้ าคั้นจากใบข้าวโพดที่เป็นโรคใบด่าง 
ต้นข้าวปกติ และสารละลายไวรัสที่บริสุทธิ์ที่เจือจางในสารละลาย phosphate buffer pH 7.4 อัตรา 1 : 100 
พบว่า ชุดตรวจสอบ GLIFT kit ที่พัฒนาในครั้งนี้ สามารถตรวจสอบไวรัส SCMV จากตัวอย่างน้ าคั้นใบข้าวโพดที่
เป็นโรคใบด่างที่ความเข้มข้น 1 : 10 และสารละลายไวรัสที่บริสุทธิ์ที่ความเข้มข้น 1 :100 โดย test line ปรากฏสี
ขึ้นมา เช่นเดียวกับ control line ภายในระยะเวลาประมาณ 5 นาที โดยที่ตัวอย่างน้ าคั้นใบข้าวโพดจากต้นปกติ 
ปรากฏเฉพาะ control line 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 การพัฒนาชุดตรวจสอบ GLIFT kit เพ่ือตรวจสอบไวรัสใบด่างของข้าวโพดในครั้งนี้  สามารถตรวจสอบ
ไวรัสใบด่างจากตัวอย่างน้ าคั้นใบข้าวโพดที่เป็นโรคใบด่างที่ความเข้มข้น 1 : 10 โดย test line และ control line 
ปรากฏสีภายในระยะเวลาประมาณ 5 นาที ดังนั้นเทคนิค Gold labeled IgG flow test (GLIFT) นี้ สามารถ
น ามาปรับใช้ในการผลิตชุดตรวจสอบ GLIFT kit เพ่ือตรวจหาไวรัสใบด่างของข้าวโพด เพ่ือให้นักวิชาการ และ
เจ้าหน้าที่ที่เกี่ยวข้อง สามารถน าไปใช้ในการตรวจวินิจฉัยโรคใบด่างของข้าวโพดได้ด้วยตนเอง รวมทั้งสามารถ



 

น าไปใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพดต้านทานโรคไวรัส SCMV รวมทั้งการตรวจหาเชื้อไวรัสใบด่างในพืชอาศัยชนิด
ต่างบริเวณรอบๆ พ้ืนที่ปลูก ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการเฝ้าระวังการระบาดของโรคใบด่างข้าวโพดได้อีกทางหนึ่ง 

การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
เพ่ือให้นักวิชาการ และเกษตรกร น าไปใช้ในการตรวจสอบไวรัสใบด่างข้าวโพดได้อย่างรวดเร็วได้ด้วย

ตนเองเพ่ือการเฝ้าระวังและป้องกันการระบาดของโรคใบด่างได้ 
ค าขอบคุณ 

 ขอขอบคุณ นางสาวรุ่งนภา ทองเคร็ง กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยการอารักขาพืช กรมวิชาการ
เกษตร ที่ให้ความช่วยเหลือในการด าเนินงานทดลองครั้งนี้ 

เอกสารอ้างอิง 
กรมวิชาการเกษตร. 2550. การผลิตชุดตรวจสอบไวรัสพืช (GLIFT kit) เพ่ือใช้เอง. เอกสาร 

ประกอบการฝึกอบรม. 13- 14 ธันวาคม 2550. กลุ่มงานไวรัสวิทยา กลุ่มงานวิจัยโรคพืช  
ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร. 50 หน้า. 

กรมส่งเสริมการเกษตร. 2547. ข้าวโพด. แหล่งที่มา: http://www. 210. 86. 142. 87/. 30  
มกราคม 2549. 

กิตติศักดิ์ กีรติยะอังกูร สุรภ ีกีรติยะอังกูร และเยาวภา ตันติวานิช. 2549. GLIFT Kit เพ่ือการ 
ตรวจสอบเชื้อ Potato Virus Y ในมันฝรั่ง. วารสารวิชาการเกษตร 24 (2) : 168-177. 

ธีระ สูตะบุตร. 2532. โรคไวรัสและโรคคล้ายไวรัสของพืชส าคัญในประเทศไทย. บริษัทฟันนี่พับบลิชซิ่ง 
กรุงเทพฯ 

พิสสวรรณ เจียมสมบัติ, อมรรัตน์ หล้าพรหม และ วิมล สีเทา. 2547. การตรวจพบ Maize chlorotic  
mottle virus เข้าท าลายข้าวโพดหวานร่วมกับ Sugarcane mosaic virus. ภาควิชาโรคพืช  
คณะเกษตร ก าแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน  นครปฐม. 

สุรภ ีกีรติยะอังกูร ขนิษฐา วงศ์วัฒนารัตน์ และกิตติศักดิ์ กีรติยะอังกูร. 2547. ชุดตรวจสอบโรคไวรัส 
กล้วยไม้ในกล้วยไม้. วารสารโรคพืช 18 (1-2) : 1-14. 

สุรภ ีกีรติยะอังกูร วันเพ็ญ ศรีทองชัย ณัฏฐิมา โฆษิตเจริญกุล และเยาวภา ตันติวานิช. 2551.  
โครงการผลิต GLIFT kit เพ่ือตรวจวินิจฉัยโรคไวรัสและแบคทีเรียของพืชเศรษฐกิจเชิง 
พานิชย รายงานผลวิจัยเรื่องเต็ม กรมวิชาการเกษตร. 67 หน้า. 

ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร. 2546. สถิติการเกษตร. [ออนไลน์] http://www.doae.go.th/ 
plant/sweetcorn/, 30 มกราคม 2549. 

ICTVdB Mangement. 2006. 00. 074. 0. 05. 001. Maize chlorotic mottle virus. ICTVdB  
– The Universal Virus Database, version 4. Available Source: [ออนไลน์] 
htt://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/, April 4, 2006. 

Louis, R. and Knoke, J.K. 1975.Pl. Dis. Reptr 59 : 518 
MacKenzie, D.R., Wernham, C.C. and Ford, R.E. 1966. Pl. Dis. Reptr 50 : 814 

http://www.doae.go.th/


 

Pirone, T.P. 1972. Sugarcane mosaic virus. CMI/AAB Descriptions of plant virus No.88. 
Teakle, D.S., D.D. Shukla, and R.E.Ford. 1989. Sugarcane mosaic virus. CMI/AAB  

Description of plant viruses. No.342 
Shukla, D.D. andC.W. Ward. 1989. Identification and classification of potyviruses on the  

basis of coat protein sequence data and serology. Arch. Virol. 106:171-200. 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1. Collodal dold and preparing of gold conjugated IgG pad 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figure 2. Assemble for GLIFT stripe 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 

 
Figure 3. Diagram of GLIFT kit 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4 The result of SCMV detection on corn leaves by GLIFT Kit 
 A, B : Negative reaction; purple color stripe in only control line 
 C-F : Positive reaction; purple color stripe in both test line and  

control line 
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