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บทคัดย่อ 

 การน าเทคนิค Gold labeled IgG flow test (GLIFT) มาพัฒนาและปรับใชเปนชุดตรวจสอบไวรัสใน
กลุ่มทอสโพไวรัส ที่สามารถตรวจสอบไดแมนย า ใชงาย สะดวกและอานผลไดรวดเร็ว โดยอาศัยหลักการทางเซร ุ
มวิทยา (serology) และ lateral flow technique บนแผนไนโตรเซลลู โลส เมม เบรน  (Nitrocellulose 
membrane; NCM) การเตรียมและทดสอบคุณภาพ IgG ของทอสโพไวรัส 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 ของทอสโพไวรัส 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 ้าคั้นใบพืชจากตนที่เปนโรคพบวา ชุดตรวจสอบ GLIFT kit ที่ไดพัฒนานี้
สามารถตรวจสอบทอสโพไวรัส แต่ให้ผลที่ไม่ชัดเจนและใช้เวลาในการตรวจสอบนานกว่า 5 นาท ี

ค าส าคัญ : ทอสโพไวรัส ชุดตรวจสอบ 



 

 
Abstract 

 Gold labeled IgG flow test (GLIFT) was developed as test kit for Tospovirus 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 Tospovirus epidemic. The Tospovirus 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 Control line 
and test line were made on nitrocellulose membrane using 40 μl (2.2 μl/ cm) of goat anti-rabbit 
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 Tospovirus from infected plants. But the result was not 
clear and take the time to check for more than five minutes. 
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ค าน า 
ทอสโพไวรัส (Tospovirus) เป็นกลุ่มเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพืชที่ก่อให้เกิดความเสียหายแก่พืชที่ส าคัญทาง

เศรษฐกิจหลายชนิดทั่วโลก มีพืชอาศัยมากกว่า 800 ชนิด ทั้งพืชใบเลี้ยงเดี่ยวและพืชใบเลี้ยงคู่มากกว่า 80 family 
และพบมากใน Family Solanaceae และ Asteraceae พืชเศรษฐกิจที่พบการเข้าท าลายของทอสโพไวรัส ได้แก่ 
พริก มะเขือเทศ มันฝรั่ง ยาสูบ ถั่วลิสง ผักกาดหอม มะละกอ และไม้ประดับ เช่น เบญจมาศ บีโกเนีย Impatiens 
รวมทั้งกล้วยไม้ด้วย  ซึ่งถือว่าทอสโพไวรัสมีความหลากหลายมากทางด้านพืชอาศัยมาก ส่วนแมลงพาหะนั้น ทอส
โพไวรัสมีเพลี้ยไฟเป็นพาหะถ่ายทอดโรค รวมทั้งลักษณะอาการของพืชที่ถูกทอสโพไวรัสเข้าท าลายนั้นก็มีอาการที่
เป็นลักษณะเฉพาะหลายแบบแตกต่างกันออกไปตามแต่ละพืช ได้แก่ อาการแผลจุดเป็นวงสีเหลือง หรือแผลไหม้ 
เป็นวงซ้อนกัน บนใบ ก้าน ผล อาการเนื้อเยื่อตายเป็นสะเก็ดบนผล อาการยอดไหม้ ในพืชตระกูลแตงพบอาการ
จุดแผลสีเหลือง และแผลเนื้อเยื่อตายบนใบและยอดค่อนข้างรุนแรง และปัจจุบันพบลักษณะอาการที่คล้ายกับ
อาการของโรคที่เกิดจากทอสโพไวรัสในพืชหลายชนิดมากขึ้น และจ านวนมากขึ้น บางครั้งไม่สามารถตรวจพบทอส
โพไวรัสสาเหตุโรคได้จากการดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน เพราะไวรัสในกลุ่มนี้มีปริมาณน้อยมาก รวมทั้งมี
การใช้เทคนิคการตรวจสอบสาเหตุโรคหลายชนิดในการตรวจไวรัสในกลุ่มทอสโพไวรัสนี้ เช่น เทคนิค dot blot 
hybridization Direct antigen coating ELISA (DAC-ELISA) Tissue blot immunoassay (TBIA) multiplex 
RT-PCR  และ Real Time PCR ซึ่งเทคนิคต่างๆ เหล่านั้นอาจต้องใช้เวลาในการตรวจสอบนาน และ/หรือมี
ค่าใช้จ่ายสูง ไม่สะดวกต่อการปฏิบัติงานในภาคสนามและการให้บริการตรวจสอบผลิตผลเกษตร งานวิจัยนี้จึงได้น า 



 

เทคนิค GLIFT Kit (Gold Labeling IgG Flow Test) มาปรับใช้ในการตรวจสอบทอสโพไวรัส เพ่ือให้สามารถ
ตรวจสอบทอสโพไวรัสได้อย่างมีประสิทธิภาพ สะดวกรวดเร็ว และถูกต้องแม่นย ามากข้ึน 

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 รวมทั้งต้องมีราคาท่ีไม่แพงมาก 

 

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1. Carbonate coating buffer 
2. พืชทดสอบ 
3. แผนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (Nitrocellulose membrane ; NCM) 
4. สารละลายอนุภาคทองแขวนลอย (Colloidal Gold) 
5. Goat Anti Rabbit IgG 
6. แผ่น conjugated release pad (CRP) 
7. 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 
8. ปากกาหมึกซึม (ขนาดปาก 0.5-0.7 มิลลิเมตร) พู่กันเบอร์ 0 ไม้บรรทัด 

 
วิธีการ 

มีขั้นตอนการวิจัย ดังนี้ 
1. การเตรียมไวรัสที่ใช้ในการทดลองและการเพิ่มปริมาณเชื้อไวรัส 

การเก็บตัวอย่างพืชในแปลงปลูก เช่น มะเขือเทศ พริกจากแหล่งปลูกพืชที่ส าคัญในประเทศไทย โดย
เก็บตัวอย่างพืชที่แสดงอาการคล้ายกับอาการที่เกิดจากทอสโพไวรัสเข้าท าลายอัน ได้แก่ อาการด่างจุดวงแหวน 



 

แผลเนื้อเยื่อตาย ผลมีสะเก็ดสีน้ าตาลเข้ม ใบด่างแบบใบโอ๊ค เป็นต้น ใส่ตัวอย่างพืชในถุงพลาสติกปิดปากถุง จด
บันทึกและบันทึกภาพลักษณะอาการของโรค และน าตัวอย่างพืชกลับมาตรวจสอบที่ห้องปฏิบัติการ  

น ามาตรวจสอบชนิดของเชื้อไวรัสด้วย เทคนิค Indirect ELISA (DAC-ELISA) ใช้แอนติบอดีต่อเชื้อ
ทอสโพไวรัส ตรวจสอบปริมาณเชื้อไวรัสท าตามขั้นตอนดังนี้  บดใบพืชที่แสดงอาการของโรคด้วย carbonate 
coating buffer (0.05 M sodium carbonate, pH 9.6) ที่ เ ติ ม  diethyldithiocarbamic acid (NaDIECA) 
ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในสัดส่วนเนื้อเยื่อพืชต่อบัฟเฟอร์เป็น 1:10 (w/v) จากนั้นเติมลงในหลุม 
ELISA plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในกล่องชื้น (ขั้นนี้สามารถบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสนานข้ามคืน) 
เมื่อครบเวลาเทน้ าคั้นตัวอย่างออก แล้วล้างด้วย phosphate buffer saline ที่เติม 0.05 % tween 20 (PBS-T) 
เตรียม primary antibody ที่จับกับแอนติเจนที่ต้องการตรวจ โดยเจือจางแอนติบอดีใน conjugate buffer (1% 
skim milk ใน PBS-T) เติม primary antibody หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มในกล่องชื้น แล้วล้างด้วย PBS-T 
จ า ก นั้ น เต รี ย ม  secondary antibody ซึ่ ง เป็ น  alkaline phosphatase-conjugated goat anti-rabbit 
immunoglobulin G (AP conjugated-GAR IgG) เจือจาง1:10,000 (v/v) ใน conjugate buffer แล้วเติมใน
หลุมๆ ละ 100 ไมโครลิตร บ่มในกล่องชื้น ล้างด้วย PBS-T buffer เติมสารละลาย p-nitrophenyl phosphate 
ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเตรียมใน substrate buffer (10% Diethanolamine, pH 9.8) หลุม
ละ 100 ไมโครลิตร บ่มในกล่องชื้น และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 405 นาโนเมตร ด้วย
เครื่อง ELISA reader ที่เวลา 60 นาท ี

ตัวอย่างที่ให้ผลการตรวจวินิจฉัยโรคทางซีรัมวิทยาเป็นบวก น ามาแยกเชื้อให้เป็นสายพันธุ์เดี่ยวและ
เพ่ิมปริมาณเชื้อไวรัส ด้วยวิธีทาน้ าคั้น โดยบดใบพืชใน 0.01 M sodium potassium phosphate buffer, pH 
7.0 ที่เติม 0.2 % (w/v) sodium sulfite และเติมผงคาร์บอรันดัมในน้ าคั้นในอัตรา 0.01 % (w/v) จากนั้นทาน้ า
คั้น บนใบเลี้ยงของถั่วพุ่ม (Vigna sinensis) หรือถ่ัวฝักยาว (V. unguiculata) ทิ้งไว้ 5 นาที แล้วล้างใบพืชด้วยน้ า
สะอาด เก็บต้นพืชไว้ในโรงเรือนจนเกิดแผลจุด จึงตัดเนื้อเยื่อใบบริเวณแผลแต่ละจุดมาบดในสารละลายบัฟเฟอร์  
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทาน้ าคั้นลงบนใบยาสูบ N. tabacum พันธุ์ Xanthi nc เพ่ือเพ่ิมปริมาณไวรัสและใช้
เป็นแหล่งสะสมของไวรัส เก็บต้นพืชไว้ในโรงเรือนกันแมลง ส าหรับใช้เป็นแหล่งของไวรัสในการทดลอง 
 2. การเตรียมไวรัสบริสุทธิ์ 

การเตรียมไวรัสค่อนข้างบริสุทธิ์ หลังจากเพ่ิมปริมาณเชื้อไวรัสในต้นยาสูบ จนได้ต้นยาสูบที่แสดงอาการ
ของทอสโพไวรัส จึงน าเตรียมเชื้อไวรัสให้บริสุทธิ์ ตามวิธีการดังนี้ คือ ตัดใบเป็นชิ้นเล็กๆ ขนาดประมาณ 1 x 1 
เซนติเมตร น้ าหนัก 150 กรัม แช่แข็งที่ – 20 องศาเซลเซียส อย่างน้อย 1 คืน น ามาบดในเครื่องบด Blender โดย
เติม 0.5 M sodium citrate buffer pH 8.0 ปริมาตร 300 มล. ที่ผสม 2-mercaptoethanol ปริมาตร 3 มล. 
กรองผ่านผ้าขาวบางก าจัดเศษพืช เอาแต่ส่วนน้ าคั้น ปริมาตรประมาณ 300 มล. เติมคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 150 
มล. กวนบนน้ าแข็ง นาน 45 นาที จากนั้นหมุนเหวี่ยงที่ 8,000 rpm นาน 15 นาที เก็บน้ าใสปริมาตร 300 มล. ใส่
บีกเกอร์ แล้วเติม polyethylene glycol 6000 อัตรา 5% และ triton X-100 อัตรา 1% ของปริมาตรของเหลว 
กวนบนน้ าแข็ง นาน 1.30 ชั่วโมง แล้วหมุนเหวี่ยงที่ 10,000 rpm นาน 15 นาที เทของเหลวทิ้ง ละลายตะกอน 
ด้วยสารละลาย 0.5 M Potassium phosphate buffer pH 7.5 ที่เติม 0.5M Urea ปริมาตร 100 มล.กวนใน



 

ตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน จากนั้นน ามาหมุนเหวี่ยงที่ 5,000 rpm นาน 20 นาที เก็บของเหลว
ที่มีไวรัส น าไปหมุนเหวี่ยงที่ 40,000 rpm นาน 1.30 ชั่วโมงที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ละลายตะกอนด้วย
สารละลาย 0.05M Potassium phosphate buffer pH 7.0 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

3. การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อทอสโพไวรัส 
น าสารละลายไวรัสบริสุทธิ์ที่เตรียมได้ ปรับความเข้มข้นของโปรตีนของเชื้อเป็น 1 มิลลิกรัม ต่อมิลลิลิตร 

ผสมกับ complete Freund’s adjuvant ในอัตรา 1:1 ในการฉีดกระต่ายครั้งแรก ใช้กระต่ายพันธุ์ White New 
Zealand อายุ 3 เดือน มีน้ าหนักประมาณ 2-3 กิโลกรัม และในครั้งต่อๆ ไปผสมกับ incomplete Freund’s 
adjuvant แทน การฉีดทุกครั้งจะฉีดเข้าทางใต้ผิวหนัง (subcutaneous injection; SC) 2-3 ต าแหน่ง ฉีดกระตุ้น
แบบสัปดาห์เว้นสัปดาห์ เป็นเวลา 4 สัปดาห์ เก็บเลือดกระต่ายที่ใบหูในสัปดาห์ที่ 5 เป็นต้นไป น าเลือดกระต่ายที่
เจาะได้มาตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องจนกระทั่งเลือดแข็งตัว ก่อนน าไปเก็บที่ 4 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน ดูดส่วนน้ าใส
มาปั่นตกตะกอนเม็ดเลือดที่ความเร็ว 10000 rpm ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าซีรัมที่ได้เก็บใส่ขวด
เติม NaN3 ให้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.02 เปอร์เซ็นต์ เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

การตรวจหาค่าไตเตอร์ของแอนติบอดีต่อเชื้อทอสโพไวรัส โดยวิธี Indirect ELISA การทดสอบ
ความจ าเพาะเจาะจงของโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อทอสโพไวรัส และการทดสอบความไวของโพลีโคลนอล
แอนติบอดีต่อเชื้อทอสโพไวรัส 

4. ผลิตชุดตรวจสอบไวรัสวิธี GLIFT kit 
 4.1 การสกัด Immuno gamma-globulin (IgG) ของเชื้อทอสโพไวรัส น าแอนติซีรัมที่มีความ

เฉพาะเจาะจงกับเชื้อทอสโพไวรัส มาแยกเฉพาะส่วนอิมมูโนโกลบูลิน (IgG) ออกจากสารอ่ืนๆ ในเซรุ่มนั้น โดยใช้
การตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate precipitation) (Hampton et al,1990) น าแอน
ติซีรัม 1 มิลลิลิตรผสมกับ น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 1 มิลลิลิตร หยด saturated ammonium sulfate pH 7.2 ปริมาตร 
1.3 มิลลิลิตร ที่แช่เย็นค่อยๆ 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 
เปอร์เซ็นต์ ผสมบนเครื่องกวน 30 นาที ตกตะกอนที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ละลาย
ตะกอนด้วย PBS 1.5 มิลลิลิตร น าไปท าให้ ammonium sulfate เจือจางโดย dialysis ใน PBS ที่ 40 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 36 ชั่วโมง โดยมีการเปลี่ยน PBS ทุกๆ 4 ชั่วโมง น ามากรองผ่าน filter ขนาด 0.2 ไมครอน 
เก็บ IgG ไว้ที่ –20 องศาเซลเซียส 
  4.2 ทดสอบคุณภาพของ IgG โดยน า IgG ของเชื้อทอสโพไวรัส ที่ได้มาวัดความเข้มข้น ด้วยเครื่อง 
spectrophotometer ที่ช่วงคลื่นแสง 280 นาโนเมตร เจือจางให้เชื้อมีค่า O.D. เท่ากับ 1.4 โดยใช้ครึ่งเท่าของ 
PBS เพ่ือให้มีปริมาณโปรตีน 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปทดสอบคุณภาพโดยการตรวจเชื้อทอสโพไวรัส ใน



 

ตัวอย่างพืชด้วยวิธี Indirect Dot Immunobinding assay (DIBA) (Hampton et al, 1990 โดยใช้ IgG ของเชื้อ 
ทอสโพไวรัสที่เจือจาง 1: 500 
  4.3 การเตรียม Gold conjugated IgG ท าการติดฉลาก IgG ของทอสโพไวรัส ด้วยอนุภาคทอง 
โดยน า IgG ของทอสโพไวรัส 100 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลายอนุภาคทองแขวนลอย (Colloidal Gold) (ของ 
DCN Diagnostic Consulting Network, Biodot, USA) ปริมาณ 10 มิลลิลิตร น ามากวนด้วย magnetic stirrer 
นาน 30 นาท ีที่อุณหภูมิห้อง เติมสารละลาย bovine serum albumin (BSA) ที่เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ กวนเบาๆ 
อีก 30 นาที แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอน IgG ที่ติดสลากด้วยอนุภาคทอง (gold particle labeled IgG) ที่
ความเร็ว 9,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดน้ าใสทิ้งแล้วละลายตะกอนด้วย gold diluted buffer pH 
7.4 ให้มีปริมาณ 500-600 ไมโครลิตร จะมีความเข้มข้นของสารละลายเป็น 0.5 ที่ OD 540 เติม sucrose ใน
อัตรา 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 ของทอสโพไวรัส (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 ให้เกยทับ 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 บดตัวอย่างใบพืชจากต้นที่เป็นโรคและต้น
ปกติใน extraction buffer อัตรา 1 : 10 (ตัวอย่างใบพืช : buffer) หยดน้ าคั้นจากใบพืชลงในชุดตรวจสอบ 
GLIFT kit ชุดละ 3 -4 หยด ตรวจผลของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น เพ่ือทดสอบคุณภาพของชุดตรวจสอบทอสโพไวรัส 
GLIFT kit ที่ได้พัฒนาขึ้นในครั้งนี้ 

 
เวลาสถานที่ 

ห้องปฏิบัติการทดลองของกลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 
รวมระยะเวลาด าเนินการตลอดการทดลอง เริ่มต้น ตุลาคม 2555- สิ้นสุด กันยายน 2558 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
การเก็บตัวอย่างพืชในแปลงปลูกนั้น พบพืชที่มีอาการคล้ายกับอาการที่เกิดจากทอสโพไวรัส และน ามา

ตรวจสอบชนิดของเชื้อไวรัสด้วย เทคนิค Indirect ELISA (DAC-ELISA) ใช้แอนติบอดีต่อเชื้อทอสโพไวรัสนั้น จาก
การตรวจวินิจฉัยทอสโพไวรัสในตัวอย่างพริก มะเขือเทศ และมันฝรั่ง ด้วยวิธี DAC-ELISA พบว่าตัวอย่างพืช
เกิดปฏิกิริยาเฉพาะกับแอนติซีรัมต่อซีโรกรุ๊ป IV แต่ไม่เกิดปฏิกิริยากับแอนติซีรัม ซีโรกรุ๊ป I (TSWV) โดยตรวจพบ
ทอสโพไวรัสในพริก 4 ตัวอย่าง มะเขือเทศ 2 ตัวอย่าง มันฝรั่ง 3 ตัวอย่าง จึงน ามาแยกเชื้อให้เป็นสายพันธุ์เดี่ยว
และเพ่ิมปริมาณเชื้อไวรัส ด้วยวิธีทาน้ าคั้นบนพืชทดสอบเก็บต้นพืชไว้ในโรงเรือนจนเกิดแผลจุด จึงตัดเนื้อเยื่อใบ
บริเวณแผลแต่ละจุดมาบดในสารละลายบัฟเฟอร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทาน้ าคั้นลงบนใบยาสูบ N. tabacum 
พันธุ์ Xanthi nc เพ่ือเพ่ิมปริมาณไวรัสและใช้เป็นแหล่งสะสมของไวรัส เก็บต้นพืชไว้ในโรงเรือนกันแมลง ได้ท าการ
เตรียมไวรัสค่อนข้างบริสุทธิ์ หลังจากที่เพ่ิมปริมาณเชื้อไวรัสในต้นยาสูบ จนได้ต้นยาสูบที่แสดงอาการของทอสโพ
ไวรัส และได้สารละลายไวรัส แต่ละตัวอย่าง 2 มิลลิลิตร  

การผลิตแอนติซีรัมต่อเชื้อทอสโพไวรัสได้แล้วนั้น ด าเนินการฉีดกระต่ายและเจาะเลือดครั้งละประมาณ 
25-35 มิลลิลิตร เพ่ือน าไปปั่นและเก็บน้ าใส ได้แอนติบอดีครั้งละ 10-12 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่ -80 องศาเซลเซียส ผล
การตรวจสอบคุณภาพของแอนติซีรัมที่ได้จากการเจาะเลือด จ านวน 4 ครั้ง โดยวิธี indirect ELISA โดยท าการ
เจือจางแอนติซีรัมจาก 1:10 ถึง 1:10,000 พบว่า แอนติซีรัมจากการเจาะเลือดครั้งที่ 4 มีประสิทธิภาพสูงสุด 
สามารถท าปฏิกิริยาได ้1:10,000 

สกัด Immuno gamma-globulin (IgG) ของเชื้อทอสโพไวรัส และน ามาปรับความเข้มข้น ให้มีความ
เข้มข้นของโปรตีนเท่ากับ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วท าการทดสอบคุณภาพของ IgG ที่ความเข้มข้นต่างๆ ในการ
ตรวจสอบทอสโพไวรัส โดยวิธี DIBA พบว่า IgG ที่ผลิตได้สามารถตรวจหาทอสโพไวรัสและมีค่าความเข้มข้นที่
เหมาะสมในการตรวจสอบด้วยวิธี 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 ของทอสโพไวรัส ลากเส้น test line ปริมาณ 40 
ไมโครลิตร/แผ่น จากนั้นน าไปอบแห้งที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 2 ชั่วโมง น าแผ่น CRP ที่ป้ายด้วย IgG ที่
ติดสลากด้วยอนุภาคทอง และแผ่น NCM ที่ ได้ลากเส้น test line และ control line มาประกอบเป็นชุด
ตรวจสอบ บนแผ่น backing โดยประกอบร่วมกับแผ่น SAP และแผ่น wick เป็นชุดตรวจสอบ GLIFT kit 

เมื่อน าชุดตรวจสอบ GLIFT kit มาท าการตรวจสอบทอสโพไวรัส ในน้ าคั้นจากใบพืชที่เป็นโรค พืชปกติ 
และสารละลายไวรัสที่บริสุทธิ์ที่เจือจางในสารละลาย phosphate buffer pH 7.4 อัตรา 1 : 10, 1 : 50, 1 : 100, 
1 : 200  พบว่าชุดตรวจสอบ GLIFT kit ที่พัฒนาในครั้งนี้ ในตัวอย่างจากน้ าคั้นใบพืชปกติ และตัวอย่างที่พืชเป็น
โรค ที่เส้น control line มีสีปรากฏขึ้นมาจางๆ และใช้เวลามากกว่า 5 นาที ส่วนในตัวอย่างที่พืชเป็นโรค เส้น 
test line ปรากฏสีจางๆ ไม่ชัดเจน ในทุกความเข้มข้น เมื่อท าซ้ า ผลที่ได้ทั้งในเส้น control line  และ เส้น test 
line ยังไม่มีความสม่ าเสมอ 

 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 การพัฒนาชุดตรวจสอบ GLIFT kit เพ่ือตรวจสอบทอสโพไวรัส ในครั้งนี้ ยังไม่สามารถน ามาใช้ในการ
ตรวจสอบทอสโพไวรัสในพืชได้ เนื่องจากการปรากฏสีของชุดตรวจสอบ ใช้ระยะเวลานานเกินไป และสีไม่มีความ
คมชัด ไม่มีความสม่ าเสมอของผลการตรวจสอบ เพราะอาจเกิดจากประสิทธิภาพของแอนติซีรัมในการตรวจสอบ
โรคซึ่งพบว่าปฏิกิริยาเกิดค่อนข้างต่ าท าให้ผลการตรวจสอบได้ผลที่ไม่ชัดเจนจนถึงอ่านค่าไม่ได้ และความเข้มข้น
ของแอนติซีรัมที่ได้อาจจะไม่เหมาะส าหรับการท าเป็นชุดตรวจสอบ แต่สามารถน าแอนติซีรัมที่ผลิตได้ไปใช้
ตรวจสอบด้วยเทคนิค ELISA ได้ ดังนั้นมีการพัฒนาการผลิตแอนติซีรัมให้มีความเข้มข้นเหมาะส าหรับการผลิตชุด
ตรวจสอบ 
 ส าหรับการผลิตชุดตรวจ GLIFT kit เพ่ือตรวจสอบทอสโพไวรัส จะควรต้องมีการปรับปรุงการการผลิต
แอนติซีรัมให้มีความเข้มข้นและความจ าเพาะเจาะมากข้ึน เพ่ือที่จะได้ชุดตรวจสอบที่มีคุณภาพและประสิทธภาพที่
ดีขึ้น 
 

การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
เพ่ือให้นักวิชาการ และเกษตรกร น าไปใช้ในการตรวจสอบเชื้อทอสโพไวรัสในพืชได้อย่างรวดเร็วได้ด้วย

ตนเองเพ่ือการเฝ้าระวังและป้องกันการระบาดของโรคที่เกิดจากเชื้อทอสโพไวรัสได ้
 

ค าขอบคุณ 



 

 ขอขอบคุณ นางสาวรุ่งนภา ทองเคร็ง กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรม
วิชาการเกษตร ที่ให้ความช่วยเหลือในการด าเนินงานทดลองครั้งนี้ 
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Figure 1. Symptoms of Tospovirus 
A. Capsicum chlorosis virus (CaCV) on chili  
B. Capsicum chlorosis virus (CaCV) on potato  
C. Tomato necrosis virus (TNSV) on tomato 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

Figure 2. Collodal dold and preparing of gold conjugated IgG pad 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figure 3. Assemble for GLIFT stripe 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 4. Diagram of GLIFT kit 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 The result of Tospovirus detection on plantleaves by GLIFT Kit. 
 the result was not clear 


