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การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อไวรัส Watermelon silver mottle virus โดยใช้
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ไวรัสได้ในส่วนของ ยอด ใบ กิ่งก้านและผิวผลของแตงโมด้วยเทคนิค indirect ELISA แต่พบว่าโพลี
โคลนอลแอนติบอดีเกิดปฏิกิริยาข้าม (cross reaction) กับตัวอย่างแตงโมปกติเมื่อเปรียบเทียบกับชุด
ตรวจแบบ DAS-ELISA  Kit ทางการค้าที่มีจ าหน่าย 
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ABSTRACT 
Production of Polyclonal Antibody prepared against coat protein gene of Watermelon 

silver mottle virus acquired from bacteria system. The titer of polyclonal antibody is 16,384 

times. Infected watermelon samples from various parts; shoots, leaves, vines tendrils and fruit 

rind showed positive against polyclonal antibody using indirect ELISA technique. However, 

polyclonal antibody has also cross reaction against healthy watermelon comparison to 

antibody purchased from commercial product. 
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6. ค าน า                     
ทอสโพไวรัส (Tospovirus) เชื้อสาเหตุโรคพืชส าคัญชนิดหนึ่งสามารถสร้างความเสียหาย

แก่พืชเศรษฐกิจส าคัญหลายชนิดทั่วโลก มีพืชอาศัยกว้างมากกว่า 600 ชนิด  ทั้งไม้ผล ไม้ประดับ 
และพืชผัก (Peters and Goldbach, 1995) จัดอยู่ ใน Family Bunyaviridae และ Genus 
Tospovirus อนุภาคไวรัสมีลักษณะทรงกลม  (spherical)  ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 80-120 นา
โนเมตร กรดนิวคลีอิกเป็นอาร์เอ็นเอ (RNA) สายเดี่ยว จ านวน 3 โมเลกุล คือ L-RNA ขนาด 8.9 
กิโลเบส  M-RNA ขนาด 4.8 กิโลเบส  และ S-RNA ขนาด 2.9 กิโลเบส  กรดนิวคลีอิกแต่ละ
โมเลกุลห่อหุ้มด้วยโปรตีน (nucleocapsid protein)  และมีเยื่อหุ้ม (envelope) ประกอบด้วย
ไขมันและไกลโคโปรตีน 2 ชนิด มีเพลี้ยไฟเป็นแมลงพาหะในการถ่ายทอดโรคความสัมพันธ์แบบ
คงทน (persistent) เชื้อไวรัสสามารถเพ่ิมปริมาณได้ทั้งในพืชและแมลงพาหะ (Chen et al., 
1990; Cortes et al.,1998) ลักษณะอาการของโรคที่พบแตกต่างกันไปตามชนิดเชื้อไวรัส ชนิด
พืชอาศัย และสภาพแวดล้อม (German et al., 1992) พบรายงานการเกิดโรคในกลุ่มประเทศ
แถบเอเชีย ได้แก่ ไต้หวัน ญี่ปุ่น และจีน ประสบปัญหาการระบาดโรคจากทอสโพไวรัส 
(Tospovirus) กับพืชตระกูลแตง สาเหตุหลักเกิดจากไวรัส Watermelon silver mottle virus 
(WSMoV) เป็นทอสโพไวรัส ใน serogroup IV สร้างความเสียหายอย่างมากกับผลผลิตเมลอน 
(Yeh et al., 1992 ; Okuda et al., 2002; Rao X. et al., 2011) ส าหรับประเทศไทยเชื้อไวรัส 
WSMoV ระบาดและสร้างความเสียหายกับผลผลิตเมลอนและแตงโมในพ้ืนที่ปลูกหลายจังหวัด 
เช่น ขอนแก่น  สกลนคร  มหาสารคาม  กาฬสินธุ์  กาญจนบุรี ราชบุรี ตาก เชียงใหม่ เชียงราย 
และล าพูน เป็นต้น (วิมล และคณะ, 2547; ศลิษฎ์ และอรอุมา, 2562) แปลงปลูกพืชตระกูลแตง



ที่มีการระบาดเชื้อไวรัส WSMoV ส่วนใหญ่พบเพลี้ยไฟชนิด Thrips tabaci เป็นแมลงพาหะ (พิส
สรรณ และคณะ, 2549) ลักษณะอาการที่พบ ใบเป็นแผลเนื้อเยื่อตาย เถาแตงแสดงอาการ
เนื้อเยื่อตายสีน้ าตาลไหม้ลามจากส่วนยอดลงมา ผลเป็นแผลสะเก็ดสีด าเงาลักษณะแผลรูปร่างไม่
แน่นอน ผลมีขนาดเล็กท าให้เมล็ดพันธุ์ที่ผลิตได้ไม่มีคุณภาพ (วิมล และคณะ, 2547; วิมล, 
2548 ; Pongsapich and Chiemsombat, 2002 ; Rao X. et al., 2011) สร้างปัญหาให้
เกษตรกรและบริษัทผู้ผลิตเมล็ดพันธุ์เป็นอย่างมาก ทั้งนี้ทอสโพไวรัสเป็นเชื้อสาเหตุโรคพืชกักกัน
การตรวจรับรองเพ่ือการส่งออกไปยังต่างประเทศ  เช่น Le (1970)  เคยรายงานไว้ว่า Tomato   
spotted  wilt  virus (TSWV)  สามารถถ่ายทอดผ่านเมล็ดไม้ดอกซิเนอราเรีย cineraria  ได้สูง
ถึง  96  เปอร์เซ็นต์   ดังนั้น หากมีปัญหาเรื่องการปนเปื้อนได้ในเมล็ดพันธุ์ส่งออกอาจจะส่งผล
กระทบต่อเศรษฐกิจในภาพรวมของประเทศ 

ส าหรับการตรวจวินิจฉัยเชื้อทอสโพไวรัสที่นิยมและมีความหน้าเชื่อถือ คือ การตรวจสาร
พันธุกรรมของเชื้อไวรัสโดยตรง เช่น วิมล และคณะ (2548) ท าการตรวจวินิจฉัยทอสโพไวรัสด้วย
เทคนิค multiplex RT-PCR จากตัวอย่างแตงโมจากส่วนพบดีเอ็นเอขนาด nucleocapsid gene 
(N เชื้อไวรัส WSMoV ขนาด 828 คู่เบส  และเทคนิคทางเซรุ่มวิทยาโดยการใช้แอนติบอดีที่
จ าเพาะกับเชื้อไวรัส เช่น เทคนิค ELISA ซึ่งมีข้อได้เปรียบ คือ วิธีการและเครื่องมือไม่ซับซ้อน
น้อยกว่าการตรวจสารพันธุกรรม ตรวจสอบตัวอย่างได้มากต่อครั้งและมีความแม่นย า อรประไพ 
และคณะ (2556) ได้ท าการผลิตโพลโคลนอลและโมโนโคลนอลแอนติบอดีสามารถตรวจทอสโพ
ไวรัส ใน serogroup IV ได้หลายชนิด ดังนั้น งานวิจัยนี้ต้องการพัฒนาแอนติบอดีที่สามารถตรวจ
เชื้อไวรัส WSMoV ได้จ าเพาะขึ้นเพ่ือประโยชน์ในการตรวจวินิจฉัยเชื้อไวรัส WSMoV ด้วยเทคนิค
ทางเซรุ่มวิทยาที่มีการระบาดอยู่ในแหล่งปลูกแตงโมของประเทศไทยสามารถประยุกต์ใช้
ประโยชน์ในด้านการปรับปรุงพันธุ์ที่ให้ทนทานต่อเชื้อไวรัสและการตรวจติดตามหากเชื้อไวรัสมี
การกลายพันธุ์ในอนาคต ตรวจเมล็ดพันธุ์น าเข้าหรือส่งออกส าหรับใช้ท าพันธุ์เพ่ือให้มั่นใจว่า
ปราศจากเชื้อไวรัส WSMoV ที่อาจปนเปื้อนได้ รวมทั้ง การผลิตแอนติบอดีได้เองสามารถลด
ข้อจ ากัดเรื่องต้นทุนต่อหน่วยที่ค่อนข้างสูงมากเมื่อซื้อจากบริษัทการค้าเพ่ือใช้ตรวจวินิจฉัยเชื้อ
สาเหตุและแอนติบอดีท่ีได้ยังเป็น  

 



7. วิธีด าเนินการ                          
อุปกรณ์ 
1.  ตัวอย่างพืชที่แสดงอาการโรค และตัวอย่างพืชปกติ 
2. อุปกรณ์ห้องปฏิบัติการ ได้แก่  
- เครื่องชั่งละเอียด (precision balance) 2 และ 4 ต าแหน่ง 
- ตู้แช่แข็ง -20, -40  องศาเซลเซียส (freezer) 
- ตู้ดูดควัน / ตู้ดูดไอสารเคมี (Fume Hood) 
- อ่างควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (water bath shaker) 
- เครื่องปั่นเหวี่ยง (centrifuge) 
- เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (C1000TM Thermal Cycler, BIO-RAD) 
- เครื่องเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (Gel electrophoresis) 
- เครื่องวิเคราะห์เจลและบันทึกภาพ (ChemiDoc™ Touch Imaging System, BIO-RAD) 
- เครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท (Thermo Scientific™ Multiskan™ GO Microplate 

Spectrophotometer) 
3.  อุปกรณ์ด้านวิทยาศาสตร์  ได้แก่   
- หลอดไมโครทิวป์ (Microtube) ขนาด 0.5, 1.5 และ 2 มิลลิลิตร 
- ไมโครปิเปตต์ทิป (Micropipette tip) ขนาด 10, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
- เพลทแบบ 96 หลุม (96-microwell plate)  
4.  สารเคมีวิทยาศาสตร์ ได้แก่   
- ชุดสกัดอาร์เอ็นเอส าเร็จรูป FavorPreptm Total  RNA Mini kit (FAVOGEN) 
- ชุดสกัดเจลและพีซีอาร์ส าเร็จรูป FavorPreP GEL/PCR Purification Mini Kit (FAVORGEN) 
- SuperScript™ III One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq DNAPolymerase  
- ดีเอ็นเอมาตรฐาน (GeneRuler 100 bp, 1 kb DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific)  
- โปรตีนมาตรฐาน BLUtra Prestained Protein Ladder (BIO-HELIX)  
- Agarose  gel (SeaKem®) 
- Novex® 4-20% Tris-Glycine Mini Gels, 1.0 mm, 10 well (Invitrogen)  
- สารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ampicillin, laboratory grade) 
- ชุดไพรเมอร์ (Primer set) 
- พลาสมิดพาหะ pGEM-T easy vector (Promega) 
- พลาสมิดพาหะ pBAD/His A, B, and C vector (Invitrogen) 
- competent cell  (E. coli สายพันธุ์ Top 10) (Invitrogen) 
-  ProBond™ Nickel-Chelating Purification System (Invitrogen) 
- แอนติบอดีต่อเชื้อ WSMoV (ELISA Reagent Set for WSMoV, Agdia) 



- วิธีการ  
1. การเก็บตัวอย่างพืช 

เก็บตัวอย่างแตงโมจากแปลงปลูกเกษตรกร จ. ขอนแก่น ที่แสดงลักษณะอาการโรค

คล้ายทอสโพไวรัส เข้าท าลายจาก เชื ้อ ไวรัส  WSMoV   โดย เก็บส่วนต่าง ๆ  ของพืช  ใส่

ถุงพลาสติกที่ถูกหุ้มด้วยกระดาษหนังสือพิมพ์พร้อมเขียนหมายเลยตัวอย่าง วันที่ สถานที่เก็บ

จ ากนั ้น จ ึงน า ต ัว อย ่า ง เก ็บ ไว ้ใน ก ระต ิกน้ า แ ข ็งต ลอด เวล า  เ พื ่อ น า ม าต รวจ ว ิน ิจ ฉ ัย ที่

ห้องปฏิบัติการ ต่อไป 

2. การสกัดอาร์เอ็นเอด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป 

 สกัดอาร์เอ็นเอจากส่วนต่างๆ ของแตงโมงที่เก็บจากแปลงปลูกเกษตรกร จ. ขอนแก่น 
ด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป FavorPreptm Total  RNA Mini kit (FAVOGEN) ดังนี ้ ชั ่งน้ าหนัก
ตัวอย่างพืชแต่ละส่วนที่ต้องการทดสอบประมาณ 0.1 กรัม ใส่ในโกร่งแล้วเติมไนโตรเจนเหลว
บ ด ใ ห ้เ ป ็น ผ ง ล ะ เ อ ีย ด  เ ต ิม  FARB buffer ป ร ิม า ต ร  500 ม ิล ล ิล ิต ร  เ ต ิม  2B-
mercaptoethanol ปริมาตร  10 ไมโครลิตร บดตัวอย่างให้เป็น เนื ้อ เดียวกัน  แล้วย้าย
สารละลายใส่หลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 ไมโครลิตร  ปั่นเหวี่ยงตกตะกอนเศษพืชที่ความเร็ว 
12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที จากนั ้นเทสารละลายลงใน Filter Column (สีขาว) ที่
บรรจุอยู่ใน Collection tube แล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที 
เก็บสารละลายส่วนใสมาเติม 70 % ethanol ปริมาตร 500  ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันเบาๆ 
ด้วยไมโครปิเปตต์ทิป หลังจากนั้นเทสารละลายส่วนใสลงใน FARB Mini Column (สีแดง) ที่
บรรจุอยู่ใน Collection tube ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที แล้ว
ย ้าย  FARB Mini Column (ส ีแด ง ) ใส ่ในห ลอด  Collection tube อ ัน ให ม ่ เต ิม  Wash 
Buffer 1  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที 
แล้วย้าย FARB Mini Column (สีแดง) ใส่ในหลอด Collection tube อันใหม่ เติม Wash 
Buffer 2  ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที 
(ท าซ้ าอีก 2 ครั้ง) แล้วย้าย FARB Mini Column (สีแดง) ใส่ในหลอด Collection tube อัน
ใหม่ ปั ่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที หลังจากนั ้นย้าย FARB Mini 
Column (สีแดง) ใส่ในหลอดไมโครทิวป์ ขนาด 1.5 ไมโครลิตร แล้วเติม Elution buffer 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 2 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 
รอบต่อนาที นาน 2 นาที ได้สารละลายอาร์เอ็น เอและเก็บ ไว้ที ่อ ุณหภูมิ   ที ่ -20 องศา
เซลเซียสเพ่ือใช้ในการตรวจสอบด้วยเทคนิค RT-PCR ต่อไป  

3. การสังเคราะห์ Nucleocapsid gene (N gene) เชื้อไวรัส WSMoV ด้วยเทคนิค Reverse 

Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)   



สังเคราะห์  N gene ของเชื้ อไวรัส  WSMoV ด้วยไพรเมอร์ที่ ออกแบบให้ครอบคลุม 

Nucleocapsid gene (N gene/CP gene) จ านวน 1 คู่ คือ ไพรเมอร์ WSMoV-N-F3 (10 pmol)  

(5’ATG TCT AAC GTT AAG CAG CTT 3’) และไพรเมอร์ WSMoV-N-R3 (10 pmol) (5’ TTA 

CAC TTC CAA GGA AGT GCT 3’) เพ่ือใช้ประกอบปฏิกิริยา One step  RT-PCR  (Invitrogen) 

ดังนี้ น้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อ (dH2O) จ านวน 18 ไมโครลิตร, 2x buffer จ านวน 25 ไมโครลิตร, MgCl2 

(25 mM) จ านวน 1 ไมโครลิตร,    ไพรเมอร์ WSMoV-N-F3 (10 pmol)  จ านวน 1 ไมโครลิตร, ไพร

เมอร์ WSMoV-N-R3 (10 pmol) จ านวน 1 ไมโครลิตร, เอนไซม์ SuperScript™ III /platinum 

Taqmix  จ านวน 2 ไมโครลิตร (,0.1 unit/µl)  และอาร์เอ็นเอต้นแบบจ านวน 2 ไมโครลิตร ปริมาตร

รวมทั้งหมด 50 ไมโครลิตร ท าการสังเคราะห์  WSMoV-CP gene ด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณสาร

พันธุกรรม  (C1000TM Thermal Cycler, BIO-RAD) ตั้ งรอบปฏิ กิ ริยา  ดั งนนี้  ขั้ นที่  1 : cDNA 

synthesis ที่ 48C นาน 30 นาที ขั้นที่ 2: Pre-denature 94C นาน 1 นาที ขั้นที่ 3 : denature 

94C นาน 15 วินาที ขั้นที่ 4 : annealing 60C นาน 30 วินาที ขั้นที่ 5: Extension 68C นาน 1 

นาที (วนซ้ าขั้นที่ 3 – 5 จ านวน 30 รอบ) Post-extension 68C นาน 10 นาที และ Hold ที ่

15C และตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตราฐาน 

100 bp DNA Ladder ท าการวิเคราะห์และบันทึกภาพด้วยเครื่อง  ChemiDoc™ Touch Imaging 

System, BIO-RAD 

4. เพิ่มบริเวณจดจ าของ restriction enzyme site กับไพรเมอร์ 

เลือกเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (restriction enzyme) ที่เหมาะสมน ามาออกแบบต าแหน่งจดจ า

บริเวณ 5’ และบริเวณ 3’ ของคู่ไพรเมอร์ WSMoV-N-F3 /WSMoV-N-R3 และเพ่ิมต าแหน่ง stop 

codon (TAA)  บริเวณ 3’ เพ่ือใช้ประกอบปฏิกิริยาการสังเคราะห์ WSMoV-CP adapter ด้วยเทคนิค 

PCR ด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (C1000TM Thermal Cycler, BIO-RAD)  

5. ตัดดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะและโคลนยีนเข้า Expression vector  

น าชิ้นยีน WSMoV-CP adapter และพลาสมิดพาหะ pBad/HisA Expression vector ตัดด้วย

เอนไซม์ตัดจ าเพาะ PstI   และ EcoRI  แบบ Double digestion ตามค าแนะน าของผลิตภัณฑ์

(FastDigest® enzyme, Fermentas, Canada) และโคลนยีน digested WSMoV-CP adapter 

โดยเชื่อมต่อกับพลาสมิดพาหะ digested pBad/HisA Expression vector (Invitrogen) ด้วย

เอนไซม์ T4 DNA Ligase  บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน ถ่ายพลาสมิดสายผสมเข้าสู่



คอมพีเทนซ์ E. coli สายพันธุ์ Top 10  ด้วยวิธีการ heat shock transformation (Sambrook 

and Russell, 2001) ท าการเลือกโคโลนีของแบคทีเรียที่มีพลาสมิดสายผสมด้วยเทคนิค blue white 

colony และตรวจสอบยีนเป้าหมายด้วยเทคนิค colony PCR 

 

6. เตรียม starter gene ทดสอบกระตุ้นแสดงออกของโปรตีนลูกผสมและวิเคราะห์ขนาดด้วยวิธี  

SDS-PAGE   

การเตรียม starter gene โดยน าโคลนเชื้อแบคทีเรีย  E. coli  สายพันธุ์ Top 10 จ านวน 1 

โคโลนี  ที่ตรวจสอบแล้วว่ามีพลาสมิดสายผสมของชิ้นยีน  WSMoV-CP adapte/6xHisTag  ใน 

pBAD/His A  expression vector (WSMoV-CP recombinant  protein) เลี้ยงในอาหารเหลว 

2XYT ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

10 ไมโครลิตร เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง 

แล้วน าสารละลาย starter gene ปริมาตร 10  ไมโครลิตร ใส่ในอาหารเหลว 2XYT ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (เข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 50 ไมโครลิตร เขย่าที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติมสารละลาย 20% L-Arabinose ความ

เขม้ข้นแตกต่างกันอย่างน้อย 5 ระดับ เพ่ือหาความเข้มข้นที่เหมาะสมส าหรับกระตุ้นให้มีการสร้าง

โปรตีนลูกผสม และหาช่วงเวลาที่เหมาะสมส าหรับการผลิตโปรตีนลูกผสม หลังจากนั้นวิเคราะห์ขนาด

ของโปรตีนด้วยวิธี  SDS-PAGE  ด้วย TGX Stain-Free FastCast Acrylamine Kit, 12 % (BIO-RAD, 

Cat#1610185)  ด้วยเครื่อง Mini-PROTEAN® Tetra Cell (BIO-RAD, Cat#1658005) ความต่าง

ศักย์ไฟฟ้าที่ 120 เป็นเวลา 45 นาที จากนั้นย้อมแถบโปรตีนด้วยสารละลาย Coomassie Brilliant 

Blue เขย่าที่อุณหภูมิห้อง นาน 2 ชั่วโมง ล้างสีย้อมส่วนเกินออกด้วยสารละลาย  Destaining  เขย่าที่

อุณหภูมิห้อง นาน 2 ชั่วโมง เปรียบเทียบขนาดโปรตีนลูกผสมกับแถบโปรตีนมาตรฐาน BLUtra 

Prestained Protein Ladder (BIO-HELIX, Cat#1BHC-PM001-0500) ตรวจสอบแถบโปรตีนและ

บันทึกภาพด้วยเครื่องวิเคราะห์เจล (ChemiDoc™ Touch Imaging System, BIO-RAD) 

7. การแยกสกัดโปรตีนให้บริสุทธิ์  

เตรียมเชื้อแบคทีเรีย E. coli  สายพันธุ์ Top 10  ที่มีพลาสมิดสายผสม WSMoV-CP-adapter 

gene/6xHisTag (WSMoV-CP recombinant  protein)  เพ่ือน ามาใช้เป็น starter gene ตามวิธีการ

ข้อ 6 จากนั้นน าสารละลาย starter gene ปริมาตร 50  ไมโครลิตร ใส่ในอาหารเหลว 2XYT ปริมาตร 



500 มิลลิลิตร ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (เข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 500 ไมโครลิตร 

เขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นเหนี่ยวน าการสังเคราะห์โปรตีนด้วย

สารละลาย 20% L-Arabinose ตามความเข้มข้นที่เลือกให้เหมาะสม เขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ตามช่วงเวลาที่เลือกให้เหมาะสมต่อการผลิตโปรตีนมากท่ีสุด ท าการตกตะกอนเซลล์แบคทีเรียด้วยการ

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 7000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เก็บตะกอนมาละลายด้วย 

lysis buffer A น าไป sonicate ด้วยเครื่อง ultra schall BANDELIN SONOPULS HD  และแยกสกัด

โป ร ตี น  WSMoV-CP recombinant  protein ให้ บ ริ สุ ท ธิ์ ด้ ว ย  ProBond™  Nickel-Chelating 

Purification System ตามค าแนะน าของผลิตภัณฑ์  (Novex, Catalog Numbers R801-01) ท าการ

วิเคราะห์ปริมาณและความบริสุทธิ์ของโปรตีนด้วยวิธี  SDS-PAGE  

8. ผลิตแอนติบอดีในสัตว์ทดลอง  

การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อไวรัส WSMoV-CP ในสัตว์ทดลอง โดยเตรียมแอนติเจน

โปรตีนลูกผสมของ WSMoV-CP recombinant  protein  ที่ความเข้มข้น 1  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผสม

กับ complete Freund’s adjuvant (CFA)  ในอัตราส่วน 1:1 ให้ผสมเข้ากันเป็น emulsion ใช้ฉีดเข้า

กล้ามเนื้อ (immunized intramuscular) ของกระต่าย (New Zealand White rabbit) ในครั้งแรก 

ส าหรับการฉดีครั้งต่อไปผสมแอนติเจนกับ Incomplete Freund’s adjuvant (IFA) ในอัตราส่วนและ

ปริมาตรเท่าเดิม ใช้ฉีดสัตว์ทดลองทุก ๆ 2 สัปดาห์ รวมอีก 3 ครั้ง หลังจากฉีดสัตว์ทดลองครั้งที่ 2 ท าการ

เก็บเลือดโดยเจาะเส้นเลือดบริเวณใบหู และด าเนินการเก็บเลือดต่อเนื่องทุก ๆ 1 สัปดาห์อีก 5 ครั้ง    

9. ทดสอบประสิทธิภาพโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตด้วยเทคนิค ELISA  

บดตัวอย่างพืชเป็นโรคใน carbonate coating buffer, pH 9.6 หยดลงในหลุมของโครเพลท 

(96-microwell plate) 100 ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง ล้างไมโครเพลทด้วย 

phosphate buffer saline ที่มี tween 20 ผสมอยู่ (1X PBST) 3 ครั้งๆ ละ 3 นาที เจือจางโพลีโคลนอล

แอนติบอดเีชื้อไวรัส WSMoV ที่ผลิตได้ใน conjugate buffer 1: 500 และ 1 : 1,000 หยดลงในหลุมของไม

โครเวลเพลท 100 ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ล้างไมโครเพลทด้วย 1X PBST 

จ านวน 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที แล้วเคาะ plate ให้แห้ง เพ่ือเติม Goat anti-rabbit IgG with alkaline 

phosphatase (AP3074, formerly Roche 1814206) ที่เจือจางใน PBS 1 : 3,000 หยดลงในหลุมของไม

โครเพลท 50 ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ล้างไมโครเพลทด้วย 1X PBST 

จ านวน 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที แล้วเคาะ plate ให้แห้ง จากนั้นบ่มทิ้งไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน  2  ชั่วโมง  



ล้างด้วย 1X PBST จ านวน 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที  เตรียม   1x PNP substrate solution  เติมลงในไมโคร

เพลท ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มทิ้งไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน  30-60 นาที  ตรวจสอบ

ผลของปฏิกิริยาโดยอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 nm ด้วยเครื่อง Microplate 

Readers (Multiskan™ GO, ThermoFisher Scientific, USA) 

- เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลา ตุลาคม 2559-กันยายน 2562 
สถานที่  กลุ่มงานไวรัสวิทยาและโรงเรือนทดลอง   

ของส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 

1. ผลการเก็บตัวอย่างพืช 
ตัวอย่างแตงโมจากแปลงปลูกเกษตรกร จ. ขอนแก่น โดยเก็บส่วนต่าง ๆ ของพืชที่

แสดงอาการจุดเนื้อเยื่อฉ่ าน้ าและไหม้ตายเป็นสีน้ าตาลสีด าบริเวณยอด ใบ กิ่งก้าน และขั้วผล (ภาพ
ที่ 1A-C) ผิวผลระยะเริ่มแรกแสดงอาการเนื้อเยื่อฉ่ าน้ าเป็นจุดนูนใส ผิวผลสีไม่สม่ าเสมอลักษณะด่าง
เหลือง ต่อมาจุดเนื้อเยื่อเป็นแผลไหม้ด าลึกเข้าเนื้อผลขยายติดกันจนเป็นแผลขนาดใหญ่ และแห้งเป็น
สะเก็ดสีน้ าตาลเข้มหรือสีขาวกระจายทั่วผล  (ภาพที ่ 2A-D) ซึ่งลักษณะอาการโรคที ่พบจาก
แปลงปลูกเกษตรกร จ. ขอนแก่น คล้ายกับอาการโรคจากเชื้อไวรัส  WSMoV เข้าท าลาย (กาญจนา 
และคณะ, 2558) จึงน ามาตรวจยืนยันเชื ้อสาเหตุในห้องปฏิบัติการด้วยเทคนิค RT-PCR ก่อนใช้
ทดลองต่อไป 

 

2. ผลการสังเคราะห์ Nucleocapsid gene (N gene) เชื้อไวรัส WSMoV ด้วยเทคนิค RT-PCR  
 น าตัวอย่างแตงโมส่วน ยอด ใบ กิ่งก้าน ขั้วผล และผิวผล ที่เก็บจากแปลงปลูกเกษตรกร 

จ .  ขอนแก่น มาสก ัด ช ุด สก ัด อาร ์เอ ็น เอ ส า เร ็จ ร ูป  FavorPreptm Total  RNA Mini kit 

(FAVOGEN) ได้สารละลายอาร์เอ็น เอมาสังเคราะห์ Nucleocapsid gene (N gene) เชื้อไวรัส 

WSMoV ด้วยเทคนิค RT-PCR โดยคู่ไพรเมอร์ WSMoV-N-F3/ WSMoV-N-R3 เมื่อตรวจสอบขนาดดี

เอ็นเอด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส พบว่า ทุกส่วนของพืชที่ใช้ทดสอบสามารถตรวจพบแถบดีเอ็น

เอขนาดที่ประมาณ 800 bp ซึ่งเป็นส่วนของ Nucleocapsid gene (N gene/CP gene) ของเชื้อ

ไวรัส  WSMoV เมื่อเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตราฐาน 100 bp DNA Ladder (ภาพที่ 3) ดังนั้น คู่

ไพร์เมอร์ WSMoV-N-F3/ WSMoV-N-R3 ที่ออกแบบส าหรับการทดลองครั้งนี้สามารถสังเคราะห์ล าดับ

นิวคลีโอไทด์ส่วน N gene ของเชื้อไวรัส  WSMoV  ได้  

3. ผลการเพิ่มบริเวณจดจ าของ restriction enzyme site กับไพรเมอร์ 
ไพรเมอร์ที่มีต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (restriction enzyme) ที่บริเวณ 5’ และ

บริเวณ 3’ ได้แก่ PstI (5´-CTGCA↓G-3´ 3´-G↑ACGTC-5´) และ   EcoRI (5´-G↓AATTC-3´ 3´-

CTTAA↑G-5´) ตามล าดับ และเพ่ิมต าแหน่ง stop codon (TAA)  บริเวณ 3’ จ านวน 1 คู ่(ตารางที่

1) ส าหรับใช้เป็นส่วนประกอบปฏิกิริยาการสังเคราะห์ WSMoV-CP gene adapter ด้วยเทคนิค PCR 

ท าการตรวจสอบขนาดด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสพบแถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ 1,100 bp 

เมื่อเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตราฐาน 100 bp DNA Ladder  



 
4. ผลตัดดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะและโคลนยีนเข้า Expression vector 

ตัดชิ้นยีน WSMoV-CP adapter และพลาสมิดพาหะ pBad/HisA Expression vector ด้วย

เอนไซม์ตัดจ าเพาะ PstI   และ EcoRI  แบบ Double digestion ท าการเชื่อมต่อด้วยเอนไซม์ T4 DNA 

Ligase โคลนยีนเข้าแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ Top 10  คัดเลือกด้วยเทคนิค  colony PCR โดยคู่ไพร์

เมอร์  pBAD-F/pBAD-R  พบว่า โคโลนีแบคที เรียที่ ได้ รับพลาสมิดสายผสมของชิ้น WSMoV-CP 

gene/6xHisTag จะแสดงแถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ ~ 950 เบส เมื่อเทียบกับโคโลนีแบคทีเรียปกติที่

ได้รับเฉพาะพลาสมิด Expression vector จะแสดงแถบดีเอ็นเอที่ขนาดประมาณ 300 เบส (ภาพที่ 4) ซึ่ง

เป็นขนาดของล าดับเบสบางส่วนของ pBAD/His A  expression vector เมื่อส่งวิเคราะห์หาล าดับ    นิวคลี

โอไทด์ที ่FIRST BASE LABORATORIES SDN BHD ประเทศมาเลเซีย พบว่า  WSMoV-CP gene/6xHisTag  

มีจ านวน 954 นิวคลีโอไทด์  และพบล าดับเบสทั้ง start codon (ATG) และ stop codon (TAA)  เมื่อตรวจ

ต าแหน่ง  frame shift  ของการแปลรหัสล าดับแอมิโนพบการจัดเรียง      กรดแอมิโนได้ถูกต้องจ านวน 

318 เรซิดิวส์  และพบต าแหน่งแอมิโนของ HHHHHH-Polyhistidine Region (6xHisTag) เพ่ือประโยชน์

ส าหรับการเตรียมโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยระบบ ProBond™ Nickel-Chelating Purification System 

(Invitrogen, USA.)  

5. ผลการแยกสกัดโปรตีนให้บริสุทธิ์  
เลี้ ย งแ บ ค ที เรี ย  E. coli  ส าย พั น ธุ์  Top 10 ที่ มี พ ล าส มิ ด ส าย ผ ส ม  WSMoV-CP 

gene/6xHisTag/pBAD-HisA expression vector  (fusion protein)  เหนี่ ยวน าโปรตีนลูกผสมให้
แสดงออกด้วยสารละลาย 20% L-(+)-Arabinose จ านวน 2 เท่า ในสารแขวนลอยเซลล์แบคทีเรียที่เติม
สารปฏิชีวนะแอมพิซิลลินเข้มข้น 50 ไมโครกรัมในอาหารเหลว 2XYT ปริมาตร 500 มิลลิลิตร  ทดสอบ
การสกัดโปรตีนด้วยวิธี  Native condition และ denature condition และวิเคราะห์การแสดงออก
โปรตีนลูกผสมด้วยวิธี  SDS-PAGE พบว่า การสกัดโปรตีนลูกผสมแบบ denature condition ได้ผลผลิต
โปรตีนออกมาได้มากกว่าแบบ Native condition จากนั้นเก็บส่วนน้ าใส (supernatant) จากการสกัด
โปรตีนลูกผสมแบบ denature condition ท าให้ บริสุทธิ์ ด้ วยวิธี  ProBond™ Nickel-Chelating 
Purification System  แบบวิธี affinity column chromatography หลังจากวิเคราะห์ด้วยวิธี  SDS-
PAGE พบ fusion protein  ที่ขนาดประมาณ 36 กิโลดาลตัน (โปรตีน WSMoV-CP-Protein ขนาด
ประมาณ 31 กิโลดาลตัน และโปรตีน pBAD/HisA-6xHisTag ขนาดประมาณ 5  กิโลดาลตัน) แต่มี
ปริมาณน้อยเนื่องจากมีโปรตีนอ่ืน ๆ ปนเปื้อนค่อนข้างมาก และวัดความเข้มข้นของ fusion protein 
ด้วยเครื่อง Microplate spectrophotometer (Multiskan™ Go,Thermo Scientific, USA) ที่ความ
ยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ได้ความเข้มข้นค่อนข้างต่ าเพียง 0.244 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดยทั่วไปความ



เข้มข้นของโปรตีนที่เหมาะสมส าหรับการฉีดกระต่ายเพ่ือแอนตินบอดีอยู่ระหว่าง 0.3 – 2 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร [300 – 2,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร] ส าหรับใช้เป็นแอนติเจนฉีดกระตุ้นสัตว์ทดลองให้ผลิต
แอนตินบอดีตอ่ Coat protein ของเชื้อไวรัส WSMoV 
6. ผลการผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีและการตรวจเชื้อไวรัส WSMoV 

การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อ WSMoV โดยใช้ recombinant WSMoV coat 
protein ฉีดเข้าสู่กระต่ายบริเวณกล้ามเนื้อ (immunized muscular) แล้วท าการเก็บแอนติซีรัม
ทั้งหมด 5 ครั้ง ปริมาณรวม 50 มิลลิลิตร จากการตรวจหาค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัมที่เก็บมาทั้งหมด 
5 ครั้ง ด้วยเทคนิค indirect ELISA พบว่า มีค่าไตเตอร์สูงสุด 16,384 เท่า เมื่อน าแอนติบอดีมา
ตรวจสอบความจ าเพาะต่อเชื้อไวรัส โดยใช้ตรวจตัวอย่างแตงโม ส่วนยอด ใบ กิ่งก้าน ขั้วผล และ
ผิวผล จากจังหวัดขอนแก่น ที่เป็นโรคจากเชื้อไวรัส  WSMoV พบว่าโพลีโคลนอลแอนติบอดีสามารถ
ตรวจเชื้อไวรัส WSMoV ได้ แต่พบว่าเกิดปฏิกิริยาข้าม (cross reaction) กับตัวอย่างแตงโมปกติ
ค่อนข้างสูงเมื่อเปรียบเทียบกับชุดตรวจแบบ DAS-ELISA  Kit ยี่ห้อ Agdia (ตารางที่ 2) ดังนั้นโพลี
โคลนอลแอนติบดีที่ผลิตได้ในครั้งนี้จึงยังไม่มีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับแอนติบอดีที่มีจ าหน่าย
เพื่อการค้าเนื่องจากการเกิดปฏิกิริยาข้ามกับตัวอย่างพืชปกติซึ่งอาจท าให้มีการแปลผลการ
ตรวจผิดพลาดได้ หากผู้ทดสอบไม่คุ้นเคยกับเชื้อไวรัส WSMoV หรือเพื่อลดการการปฏิกิริยา
กับตัวอย่างพืชปกติอาจมีความจ าเป็นต้องการเจือจางแอนติบอดีกับตัวอย่างพืชปกติ(cross-
absorption) ก่อนน าไปใช้ 

 
9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

โปรตีนลูกผสมส่วน coat protein ของเชื้อไวรัส Watermelon silver mottle virus 

(WSMoV) ที่ถูกผลิตในระบบเซลล์แบคทีเรียสามารถกระตุ้นให้สัตว์ทดลองสร้างโพลีโคลนอล

แอนติบอดีต่อเชื้อไวรัส WSMoV มีค่าความเจือจางของแอนติซีรั่มสูงสุดที่ 16,384 เท่า ตรวจพบเชื้อ

ไวรัสได้ในส่วนของ ยอด ใบ กิ่งก้านและผิวผลของแตงโม  แต่พบว่าเกิดปฏิกิริยาข้าม (cross 

reaction) กับตัวอย่างแตงโมปกติเมื่อเปรียบเทียบกับชุดตรวจแบบ DAS-ELISA  Kit (Agdia® Inc) 

ดังนั้นการท า cross-absorption สามารถเพิ่มความแม่นย าในการตรวจเชื้อไวรัสในตัวอย่าง

พืชได้ 



10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ :  

- สามารถตรวจรับรองเมล็ดพันธุ์แตงลูกผสมที่ต้องส่งออกไปยังต่างประเทศในกรณีที่เชื้อ
ไวรัส WSMoV ที่อาจถ่ายทอดโรคไปด้วยเมล็ด 

- เป็นประโยชน์กับเกษตรกรผู้ปลูกพืชตระกลูแตง  หากเกษตรกรมีเมล็ดพันธุ์ที่สะอาดไป
ปลูกจะเป็นการลดความเสียหายที่จะเกิดข้ึนกับผลผลิต  และเป็นการลดแหล่งสะสมของ
โรคในแปลงปลูก 

กลุ่มเป้าหมาย    
  - หน่วยงานและนักวิชาการที่เก่ียวข้องทั้งภาคภาครัฐและภาคเอกชน 
  - เกษตรกร 
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13. ภาคผนวก 
Table 1 Primers for WSMoV-CP adapter synthesis (WSMoV-CP-F3 (Pstl)/WSMoV-CP-        

F3 (EcoRI) 

Primer Name Primer Sequences 5’       3’ bp Tm °C Product Size 
(bp) 

WSMoV-CP-F3 (Pstl) GAG AT CTGCAG C ATG TCT AAC 
GTT AAG CAG CTT 

33 72-73 
 

~ 950 

WSMoV-CP-F3 (EcoRI)   TGC TTA GAATTC C TTA CAC TTC 
CAA GGA AGT GCT   

34 

 
Table 2  Efficiency of Polyclonal Antibody Ab-WSMoV-CP Against WSMoV Viruses in 
Watermelon Samples with Indirect ELISA Technique 

Samples Ab-WSMoV-CP/1 Ab-WSMoV /2 

Shoots 1.460/3 3.056 

Leaves 1.384 2.871 
Vines 0.673 2.521 

Rinds 0.442 1.643 

WSMoV samples (Agdia®)  
(positive control)   

1.803 3.299 

Buffer (negative control)   0.138 0.018 
Healthy watermelon (negative 
control)   

0.364 0.103 

 
Note  

/1 means: an antibody produced using a recombinant WSMoV coat protein 
in this experiment 
/2 means: WSMoV antibody purchased from Agdia® Inc. 
/3 means: Absorbance (optical density) at 405 nm 



 
 

 

 

 

 

 
 

Figure 1 Watermelon infected by WSMoV (A-C) showed water-soaked, black necrotic  
patches on shoots, leaves, vines, tendrils tissues. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 Watermelon fruit exhibited water-soaked transparent raised spot and  
uneven yellow mosaic rind (A-B), Necrotic spots coalesced and turned into 
dark brown or white spots. 

(A) (B) (C) 

(A) (B) 

(C) (D) 



 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 Gel electrophoresis of RT-PCR products of WSMoV N gene using  
WSMoV-N-F3/ WSMoV-N-R3 primers 
M = 100 bps DNA ladder (fermentas®) 
1 = infected watermelon shoots 
2 = infected watermelon leaves 
3 = infected watermelon vines 
4 = infected watermelon tendrils 
5 = infected watermelon rinds 
6 = healthy watermelon (negative control) 
7 = dH2O (negative control) 

 

M       1       2       3       4       5       6       7 

1000 bp  
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Figure 4 Gel electrophoresis of WSMoV-CP gene/6xHisTag plasmid using pBad- 

   F / pBad-R primers by colony PCR 
M = 1 kp  DNA Ladder (fermentas®)  
1  = pBad/HisA Expression vector inserted wiht WSMoV-CP 

gene/6xHisTag ~ 950 bp  
 2 = pBad/HisA Expression vector without WSMoV-CP gene/6xHisTag ~ 

300 bp 

~ 950 bp  
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