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การผลิตแอนติซีรัมของเช้ือสาเหตุโรคกรีนนิ่งสมโดยใชระบบเซลลแบคทีเรีย 
Antiserum production of  causal agent of citrus greening disease using 

bacterial cell system 
 

วันเพ็ญ  ศรทีองชัย    ศรีเมฆ  ชาวโพงพาง   ดารุณี ปุญญพทิักษ 
กลุมวิจัยโรคพืช      สํานกัวิจยัพัฒนาการอารกัขาพืช 

 
 

บทคัดยอ 

         แยกสกดัดีเอ็นเอจากเสนกลางใบของแพงพวยทีเ่ปนโรคกรีนนิ่ง โดยใช CTAB buffer แลว
นําไปเพิ่มปริมาณของช้ินดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR ใชไพรเมอรจากสวนของยีน outer membrane 
protein ของเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิง่สม ไดแก OMP1 Stu และ OMP2 Stu  สังเคราะห ไดชิ้นของดี
เอ็นเอ ขนาด 996 คูเบส จากนัน้นาํไปโคลนเขาสู cloning vector (pTrcHis2-TOPO) และคัดเลือก
เฉพาะโคลนทีม่ีชิ้นดีเอ็นเอทีเ่ชื่อมเขาไปใน vector นํามาทาํใหบริสุทธิ ์ แลวตรวจสอบลําดับเบส
พบวามีขนาด 996 คูเบส จากนัน้ subclone ยีน omp ขนาด 996  คูเบส เขาสู expression vector 
pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen) และ transform เขา E. coli Top 10   พบวามีลําดับนวิคลีโอ
ไทด 1128 คูเบส ซึง่ประกอบดวยยนี omp ขนาด 996 คูเบส + Lumio tag 132 คูเบส  คัดเลือก
โคลนที่สามารถสังเคราะหโปรตีนไดในเซลลของ E. coli  BL 21 (DES 3) ในอาหาร 2XYT ที่เติม

สารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร และใชสาร Isopropyl--D thiogalactopyranoside 
(IPTG) ในการชักนาํใหเกดิการสังเคราะหโปรตีน พบวาระยะเวลาที่สามารถสังเคราะหโปรตีนได
สูงสุด คือ 24  ชั่วโมง โดยใหโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 41 กิโลดาลตัน จากนัน้นาํไปผาน Ni-NTA 
column  แลวนําโปรตีน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ไปฉีดเขาใตผิวหนงั บริเวณคอของกระตาย โดยผสม
กับ Freund’s adjuvant ทกุ 2 สัปดาห รวม 5-6 คร้ัง และเจาะเลือด 6 คร้ัง ผลการตรวจสอบ
คุณภาพของแอนติซีรัมที่ได ดวยวธิี indirect ELISA โดยเจือจางต้ังแต 1:10 ถึง 1:1,000,000 
พบวา แอนติซีรัมจากการเจาะเลือดคร้ังที่ 4-6 มีประสิทธิภาพสูงสุด สามารถทําปฏิกิริยาไดจนถึง 
1:100,000  จากนั้นทําการทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัมกับตัวอยางพชืตระกูลสม โดย
เปรียบเทยีบชนิดของ plate พบวา microwell plate ของ Nunc ใหปฏิกิริยาดีที่สุด  และอัตราใบ
พืช : coating buffer 1:5 และความเขมขนของแอนติซีรัม 1: 500 ใหผลไดดี สามารถนําไปปรับใช
ตรวจโรคกรีนนิ่งของพืชตระกูลสมตอไปได 
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คํานํา 
โรคกรีนนิง่  (greening disease) หรือโรคใบเหลืองตนโทรม จัดเปนโรคสําคัญที่

ทําความเสียหายใหกับธุรกิจการปลูกสมของประเทศไทย  โดยเนื้อใบมีสีเหลือง แตเสนใบ
ยังมีสีเขียวอยู ซึ่งคลายกบัอาการที่เกิดจากการขาดธาตุสังกะสี ผลมีขนาดเล็กและบิด
เบ้ียว ถาเปนโรครุนแรงใบมีขนาดเล็ก หนา และตนทรุดโทรม มีรายงานวาโรคนี้เกิดจาก
เชื้อแบคทีเรียแกรมลบ แตไมสามารถเล้ียงหรือเจริญเติบโตในอาหารสังเคราะหได จัดอยู
ใน alpha subdivision Proteobacteria มี 2 สายพนัธุคือ Candidatus Liberibacter 
asiaticus ซึ่งทนรอน (heat tolerant strain) มีเพล้ียไกแจสม (Diaphorina citri) เปนพาหะ 
โดยทัว่ไปพบในทวีปเอเชยี และ Candidatus Liberibacter africanus  เปนสายพันธุที่ไว
ตอความรอน (heat sensitive strain) และมีเพล้ียไกแจ (Trioza erytreaei) เปนพาหะ 
แพรระบาดในทวีปอัฟริกา (ไมตรี, 2540; Murray and Schleifer, 1994) การตรวจสอบ
เชื้อสาเหตุของโรคนี้มหีลายวิธี เชน โดยติดตาทาบกิง่บนพืชที่ออนแอตอโรค หรือโดยการ
ตรวจหาอนุภาคของเช้ือดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน แตตองใชเวลาในการตรวจสอบ
นานนับเดือน ปจจุบันเทคนิคทางเซรุมวทิยาเปนทีน่ิยมใชในการตรวจสอบเช้ือสาเหตุของ
โรคนี้ เพราะ เปนวธิีที่แมนยํา ประหยัด รวดเร็วและสามารถตรวจสอบตัวอยางพืชไดเปน
จํานวนมาก (Chippindall and Whitlock, 1989; Ohtsu et al., 1995) แตไวรัสที่สกัดไดมี
ปริมาณนอย ไมเพียงพอที่จะใชในการผลิตแอนติซีรัม ในปจจุบันอาศัยเทคโนโลยชีีวภาพ
ทําใหสามารถผลิตโปรตีนตางๆในเซลลแบคทีเรียในปริมาณมากได และมีความบริสุทธิ์สูง 
เปนการเพิ่มปริมาณแอนติเจนเพื่อนําไปผลิตแอนติซีรัมในสัตวทดลองตอไป 

แอนติซีรัมของเช้ือสาเหตุ (greening organism, GO) ของโรคกรีนนิ่งสม มีรายงาน
วาสามารถผลิตจากเสนกลางใบของสมหรือแพงพวยที่เปนโรค เชน ในประเทศแอฟริกาใต 
มีการแยกเช้ือสาเหตุโรคกรีนนิง่แบบกึง่บริสุทธิ์จากสม โดยใชเอนไซมชวยแยก sieve tube 
ซึ่งมีเชื้อออกจากเนื้อเยื่อสวนอ่ืนของพืชและผลิตแอนติซีรัม ซึ่งสามารถใชตรวจสอบโรคกรี
นนิง่โดยวิธี ELISA และ immuno-blot assays (Chippindall & Whitlock, 1989)  
Villechanoux และคณะ (1990) ไดแยกเช้ือ GO (Poona strain) จากแพงพวยที่เปนโรค 
โดยใชวิธ ีaffinity chromatography กับโมโนโคลนอลแอนติบอดี (10A6 strain)  และพบ
อนุภาคของเช้ือสาเหตุทั้งแบบทอนยาว (1-4 X 0.15-0.3 ไมครอน) และแบบทรงกลมที่มี
เสนผาศูนยกลาง 1.0 ไมครอน แตยังไมมีการนําไปผลิตแอนติซีรัม  C.Ke และคณะ 
(1993) ไดแยกเช้ือ GO จากแพงพวยและผลิตโพลิโคลนอลแอนติบอดี แตมีคุณภาพตํ่าทาํ
ใหการวิเคราะหผลการตรวจหาเช้ือโดยวิธทีางเซรุมวทิยาไมแมนยาํ  Ohtsu และคณะ 
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(2002) ไดทดสอบเกี่ยวกบัอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณเช้ือ GO ในแพงพวย 
สําหรับนํามาใชเปนแหลงของ GO ในการแยกเช้ือกึ่งบริสุทธิ์ และใชเอนไซม cellulase 
และ macerozyme ในการแยกเนื้อเยื่อทีม่ี GO ออกจากเนื้อเยื่อพืชสวนอ่ืน แอนติซีรัมที่
ผลิตไดสามารถตรวจหาเช้ือสาเหตุของโรคกรีนนิง่ไดแตตองใชตัวอยางพืชในการทดสอบ
ในปริมาณคอนขางสูง  

Druka และคณะ (1996) รายงานการผลิตแอนติซีรัมจากชิน้ของ coat protein ยีน 
จากสายพนัธุขาวของประเทศฟลิปปนส โดยนาํมาโคลนเขา vector แลวนําไปเชื่อมกับ 
MBP fusion proteinsจากนั้นนําไปฉีดกระตุนกระตายใหสรางแอนติบอดี แอนติซีรัมที่ผลิต
ไดสามารถตรวจวนิิจฉัยไวรัสใบสีสมรูปทรงกลมไดโดยวิธี ELISA, Western blotting และ 
IEM นอกจากนี้ ลําพงึ และคณะ (2547) ไดทําการสังเคราะหโปรตีนหอหุมอนภุาคเช้ือ
ไวรัสเสนใบเหลืองกระเจ๊ียบเขียวในระบบเซลลแบคทีเรีย และแยกโปรตีนออกจากเซลล
แบคทีเรีย และนําไปฉีดกระตุนกระตายทดลองเพื่อผลิตแอนติซรัีมทีม่ีประสิทธิภาพสูงใน
การตรวจเช้ือไวรัสสาเหตุโรค ฉะนั้นควรพฒันาวิธกีารผลิตแอนติซีรัมของ GO โดยอาศัย
เทคโนโลยีชวีภาพ ไดแก การเพิม่ปริมาณโปรตีนของเช้ือในเซลลแบคทีเรีย กอนนาํไปฉีด
เขากระตาย เพราะในปจจบัุนยงัไมมีแอนติซีรัมของ GO ที่มีประสิทธิภาพสูงสําหรับใช
ตรวจสอบโรคกรีนนิง่ของพืชตระกูลสมในประเทศไทย 
 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ   

1.   ตนสมและแพงพวยที่เปนโรคกรีนนิ่ง 
2.   ไพรเมอร 
3.   พลาสมิดพาหะ (cloning และ expression vectors)  
4.   อุปกรณและสารเคมีที่ใชในข้ันตอนของการโคลนยีน 
5.   กระตาย อุปกรณและสารเคมีในการผลิตแอนติซีรัม 
6.   อุปกรณและสารเคมีในการตรวจสอบเช้ือ โดยวธิีทางเซรุมวิทยา 

 
วิธีการ   
1. การโคลนยีน outer membrane protein (omp) 

 1.1  การออกแบบไพรเมอร ที่มีความจาํเพาะตอโปรตีนใน ribosome  
              ออกแบบไพรเมอร จํานวน 7 สาย จากสวนของยีน outer membrane 

protein (omp gene) ของเช้ือสาเหตุของโรคกรีนนิ่งของประเทศไทย (OMP-TH) ซึ่งเปน
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แบคทีเรียแกรมลบ  เพือ่นําไปใชในการเพิ่มปริมาณของชิ้นดีเอ็นเอ ในกระบวนการ 
cloning เขาสู vector  

1.2  การแยกสกัดดีเอ็นเอของเช้ือ 
             นาํตัวอยางแพงพวยที่ไดรับการปลูกเช้ือสาเหตุของโรค มาแยกสกัดดีเอ็น

เอ โดยตัดเฉพาะเสนกลางใบ นํามาบดในไนโตรเจนเหลวจนละเอียด จากนั้นเติม CTAB 
buffer ในอัตรา 0.1 กรัม/1มลิลิลิตร บมสารละลายใน water bath ที่ 65 oC นาน 10 นาท ี
แลวนําไปแยกออกจากเนื้อเยื่อพืชดวยเคร่ืองหมุนเหวีย่ง (15,000 รอบตอนาท,ี 10 นาท)ี ที ่
4 oC จากนั้นเติม chloroform : isoamyl alcohol (24:1) ในสวนน้าํใสที่แยกได ในอัตรา 
1:1 เขยาใหเขากันเปนเวลา 5 นาที แลวนาํมาหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาท,ี 
10 นาที นาํสวนของน้ําใสดานบนของหลอดทดลองมาผสมกับ isopropanol  ในอัตรา 1:1 
แลวนํามาหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาท ี เพื่อตกตะกอนดี
เอ็นเอ จากนั้นลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% เอทธานอล 500 ไมโครลิตร นํามาหมุนเหว่ียง
อีกคร้ังที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาท ีนาน 5 นาท ีกอนนํามาทาํใหแหงที ่37 oC  จากนัน้
เติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ 30 ไมโครลิตร เก็บไวที ่-20 oC 

 1.3  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR และการโคลนยนี 
              นําดีเอ็นเอของเช้ือที่ไดจากการแยกสกัด มาเพิม่ปริมาณของช้ินดีเอ็นเอ 
โดยใชไพรเมอร  OMP1 Stu (5’ AGG CCT GAA GTT GAT AAG GGT ATG GGC GTA 
GAA GGG 3’) และ OMP2 Stu (5’ AGG CCT CTA CAT GCG ATT ACC TAT ACG 
AAA ACC AAA 3’) 

 
โดยใชปฏิกิริยาดังนี ้ 

   10 X PCR buffer 5.0    ไมโครลิตร 
   2.5 mM  dNTPs 2 .0    ไมโครลิตร 
   20 uM Primer OMP 1 Stu 1.0     ไมโครลิตร 
   20 uM Primer OMP 2 Stu 1.0     ไมโครลิตร 
   Taq DNA polymerase 1.0     ไมโครลิตร 
   Template 1.0     ไมโครลิตร 
   dH2O 38.0   ไมโครลิตร 
         รวม 50.0   ไมโครลิตร 
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ทําปฏิกิริยา  PCR รวม  32  รอบ  ดังนี ้
  1.    94  °ซ    5  นาท ี   1  รอบ 
    2.    94  °ซ  45  วินาท,ี  65 °ซ  45  วินาท,ี  72 °ซ  45  วินาท ี  30  รอบ 
                        3.    72  °ซ   5  นาท ี   1   รอบ  
 
        ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวย 1 % agarose gel 
electrophoresis ที่กระแสไฟฟา  100  โวลท  ใน TAE บัฟเฟอร  เปนเวลา  30  นาท ี  

1.4  การตอเชื่อม (ligation) PCR product เขาสู พลาสมิดพาหะ (plasmid 
vector) 

        นํา PCR product (10-20 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) ที่แยกไดจาก  PCR High 
Pure Column ปริมาตร 0.5-4.0 ไมโครลิตร ผสมกับ โคลนนิ่งเวคเตอร pTrcHis2-TOPO 
(Invitrogen, เปน cloning & transformation Kits)  1 ไมโครลิตร เติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือแลว 
ใหไดปริมาตรรวม 5 ไมโครลิตร ต้ังไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาท ีจากน้ันดูดมา 3 ไมโครลิตร

ใสในหลอดของ One Shot cell แชในน้ําแข็ง นาน 30 นาท ีแลวทําการ heat shock cell 
โดยการแชหลอดในน้ําที่มีอุณหภูมิ 42°C นาน 30 วินาที กอนยายไปแชบนน้าํแข็งทนัที เติม
อาหาร SOC ปริมาตร 250 ไมโครลิตร กอนนาํไปเขยาที ่ 37°C นาน 30 นาท ี ดูดมา 50 
ไมโครลิตร และเทแผลงบนอาหารแข็ง  2XYT Agar (ที่ม ีampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร) บมที ่
37 °C ขามคืน 
 1.5  การสกัดโคลนของพลาสมิด ออกจากเซลลของ E. coli โดยวิธี Alkaline lysis 
   คัดเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวบนอาหารแข็ง 2XYT โดยใชไมจิ้มฟนที่
ปราศจากเช้ือ แลวนํามาเล้ียงในอาหารเหลว 2XYT (มี ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร ผสม

อยู)  เขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอนาท ีที่ 37ซ ขามคืน นําเช้ือทีอ่ยูในอาหารเหลว 1 
มิลลิลิตร  มาหมุนเหวี่ยงที ่12,000 รอบตอนาที นาน 1 นาท ีเก็บตะกอนที่ไดมาละลายใน 
Solution I (25 mM Tris HCl pH 8.0, 50 mM glucose และ 10 mM EDTA) 100 
ไมโครลิตร เขยาใหเขากนั แลวเติม Solution II (0.2 N NaOH, 1% SDS) 200  ไมโครลิตร 
เขยาหลอดกอนที่จะเติม Solution III (3 M potassium acetate pH 5.2) 150  ไมโครลิตร 
และ chloroform : isoamyl alcohol (24 :1) 150 ไมโครลิตร เขยาและแชบนน้าํแข็ง 10 
นาที  แลวนําไปหมุนเหวี่ยง ที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาท ีนําสวนของน้ําใสมาเติม
ดวย หนึง่เทาโดยปริมาตรของ isopropanol และนําไปหมุนเหวี่ยง ที ่10,000 รอบตอนาที 
นาน 10 นาท ี ลางตะกอนทีไ่ดดวย 70% ethanol และหมุนเหวี่ยงอีกคร้ังที่ความเร็วรอบ
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และเวลาเทาเดิม แลวละลายตะกอนพลาสมิดดวยน้ํา (มี RNase 2 % ผสมอยู) 50 

ไมโครลิตร ต้ังไวที่ 37 ซ นาน 30 นาท ี 
  นําพลาสมิดทีส่กัดไดมาตรวจดูขนาดของพลาสมิดและสวนของยีน omp ที่
โคลนเขาไป บน 1% agarose gel electrophoresis จากนั้นนําโคลนมาตัดดวย เอ็นไซม 
EcoR I (1 ยูนิคของ EcoRI/ 1ไมโครกรัมของ พลาสมิด) และตรวจสอบซํ้าดวยเทคนิค 
PCR ใช ไพรเมอร   OMP1 Stu และ OMP2 Stu กอนนาํไป sequence เพื่อหาลําดับเบส
ของ ยนี omp ดวยเคร่ือง Sequencer 
 1.6   การ Subclone ยีน outer membrane protein (omp) 
              หลังจาก subclone ยีน omp ขนาด 856 คูเบส  เขาสู pGEX-
2T(Amersham) ซึ่งเปน protein expression vector (ขนาด 4.9 กิโลเบส) ที่ตําแหนง 
BamH I-Sac I  พบวาม ี 2 โคลนที่สามารถสังเคราะหโปรตีนไดในเซลลของ E. coli  
(Rosetta strain) และผลจากการตรวจสอบโดยวิธี SDS-PAGE พบ band ที่มนี้ําหนกั
โมเลกลุ 59 กโิลดาลตัน แตเมื่อนําไป purify โปรตีน ปรากฏวา ไดปริมาณโปรตีนนอยมาก 
จึงไดทํา subclone ใหม โดยนําพลาสมดิที่สกัดได (pTrcHis2-TOPO, Invitrogen) มาทาํ
การเพิม่จํานวนยนีดวยเทคนิค PCR ใชไพรเมอร  Lumi_OMPF  5’ CA CCGAAGTTGA 
TAAGGGTATG GGCG 3’ และ Lumi_OMPR  5’ CTACATGC GATTACCTAT 
ACGAAAACC 3’ และใช Deep Vent DNA Polymerase (Proof reading) แทน Taq 
Polymerase เพื่อใหได PCR Product ที่เปน blunt ends โดยใชปฏิกิริยาดังนี้  

        dNTPs (10 mM)     1.0    ไมโครลิตร 
 Lumi_OMPF (20 uM)               1.0     ไมโครลิตร 
 Lumi_OMPR (20 uM)               1.0     ไมโครลิตร 
 Deep Vent DNA Polymerase                     1.0    ไมโครลิตร 
 Buffer        1.0      ไมโครลิตร 
 template        1.0      ไมโครลิตร 
 dH2O              19.0      ไมโครลิตร 
                           รวม                        25.0      ไมโครลิตร                           
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 นําหลอดที่ผสมปฏิกิริยามาใสในเคร่ือง Thermal cycler เพื่อสังเคราะห  
DNA ตาม program ดังนี้  ทําปฏิกิริยา  PCR รวม  32  รอบ  ดังนี ้

  1.    94  °ซ    5  นาท ี   1  รอบ 
    2.    94  °ซ  1  นาท,ี  58 °ซ  1  นาท,ี  72 °ซ  1  นาท ี จํานวน 30  รอบ 
  3.    72  °ซ   5  นาท ี   1   รอบ  

 
 ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวย 1 % agarose gel 
electrophoresis ที่กระแสไฟฟา  100  โวลท  ใน TAE บัฟเฟอร  เปนเวลา  30  นาท ี  

นํา PCR product  นาํมาเชื่อมตอ (ligation) เขาสู expression vector 
pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen) และถายเขาสู (transformation)เขา E. coli Top 10  
โดยใช CaCl2 ที่ 42oC นาน 90 วินาท ีและแชบนน้าํแข็งทันที นาน 3 นาท ีจากนั้นทําการ
คัดเลือกโคลนบนอาหาร 2XYT ที่มี ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร ผสมอยู   (ข้ันตอน
เหมือนขอ 1.5)  ตรวจสอบโคลนดวยเทคนิค PCR และสงหาลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อ
ตรวจสอบความถูกตอง จากนั้น transform เขา competent cell  ของ E. coli BL21 (DES 
3) โดยใช CaCl2 ที่ 42oC นาน 90 วินาที และแชบนน้ําแข็งทันที นาน 3 นาท ี คัดเลือก
โคโลนีของพลาสมิดบนอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร เพื่อ
นําไปสังเคราะหโปรตีนในข้ันตอนตอไป  

 
2.    การวิเคราะหชวงเวลาที่เหมาะสมในการชักนําการสังเคราะห recombinant proteinใน
เซลลแบคทีเรีย 

เล้ียงแบคทีเรีย E. coli BL21 (DES 3) ที่มีพลาสมิดสายผสม pET160/GW/D-
TOPO® - omp  ในอาหารเหลว 2XYT 100 มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชวีนะ ampicillin 100 
มิลลิกรัม/ลิตร เขยา 170 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 oซ  เปนเวลา 12-16 ชัว่โมง เพือ่ใชเปน 
starter จากนัน้แบงใสในอาหารเหลว 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/
ลิตร ในอัตราสวนของเช้ือ 10 % ของอาหาร  เขยาตออีก 2 ชัว่โมง จากนั้นเติม Isopropyl-

-D thiogalactopyranoside (IPTG) ในอาหารเล้ียงเชื้อใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1 
มิลลิโมลาร  เล้ียงเชื้อตอโดยการเขยาบนเคร่ือง shaker และเก็บตัวอยางเซลลหลังการเติม 
IPTG ที ่2  4  6   และ 24 ชั่วโมง คร้ังละ 1 มิลลิลิตร นํามาปนตกตะกอน ที่ 10,000 รอบ/
นาที นาน 2 นาที ละลายตะกอนเซลลดวยน้ําที่ผานการนึ่งฆาเช้ือแลว 50 ไมโครลิตร และ
เก็บไวที ่ -20 oซ จากนัน้แลวเติม 2xSDS-PAGE sample buffer (0.125 Tris-HCl pH 6.8, 

20% glycerol, 4% SDS, 0.02% bromophenol blue R250, 5% -Mercaptoethanol)  
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50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั และนาํไปตมในน้าํเดือด นาน 10 นาที แลวนําตัวอยางที่ไดไป
วิเคราะหโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE  (Laemmli, 1970) 
 
3.  การแยกโปรตีนของเช้ือใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column 
     นําแบคทีเรีย E. coli BL21 (DES 3) ที่มีพลาสมิดสายผสม pET160/GW/D-
TOPO® - omp  หลังจากล้ียงในอาหารเหลว 2XYT ที่เวลาอันเหมาะสมในการชักนาํใหเกิด
การสังเคราะหโปรตีน มาปนตกตะกอนที ่ 8,000 รอบ/นาท ี เปนเวลา 15 นาท ี (4oซ) นาํ
ตะกอนมาผสมกับน้าํที่ผานการนึง่ฆาเชื้อแลว (ตะกอน 1 กรัม/น้าํ 10 มิลลิลิตร) จากนั้น
เติม lysozyme เพียงเล็กนอยประมาณเทาหวัไมขีดไฟ  (ตออาหารเหลว  1 ลิตร) และกวน
ใหเขากนัจนเหนยีว เก็บที ่-20 oซ ขามคืน  จากนัน้นาํมาเติมดวย lysis buffer (Buffer B : 

50 mM  NaH2PO4 H2O, 10 mM  Tris-HCl  (MW.=121.1) และ  8 M  Urea, pH 8.0) 
ในอัตรา 50 มลิลิลิตร/อาหารเหลว 1 ลิตร และนํามาทาํใหเซลลแตกดวยเคร่ือง sonicator 
แบบ probe (power 45-50, cycle 50%) คร้ังละ 5 นาที จนกวาเซลลจะหายหนืดและใส 
แลวนําไปปนที่ 10,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที (4 oซ) เก็บน้าํใสไปแยกโปรตีนใหบริสุทธิ์
ดวย Ni-NTA column (อัตรา 2 มิลลิลิตร/อาหารเหลว 1 ลิตร) เร่ิมจากการลาง column 
หลังแพ็คแลว ดวย buffer B จากนั้นเทสวนน้ําใสใหผาน column และลาง column ดวย 
buffer C (pH 6.3) และ buffer D (pH 5.9) กอนที่จะใส buffer E (pH 3.9) เพื่อแยก
โปรตีนออกจากเจลใน column เก็บเปน fraction หลอดละ 500 ไมโครลิตร เพื่อนําไป
ตรวจสอบขนาดของโปรตีนวาอยูใน fraction ใด โดยเทคนิค SDS-PAGE  และคํานวน
ปริมาณโปรตีนที่ผาน column โดยใชสูตรของ Bradford’s 
  
4.   การผลิตแอนติซีรัมในสัตวทดลอง 
 ผสมโปรตีนของเช้ือที่บริสุทธิ์ (1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)กับ complete Freund’s 
adjuvant ในอัตรา 1:1 ใหเขากันเปน emulsion สําหรับการฉีดกระตายคร้ังแรก และใช  
incomplete Freund’s adjuvant ในอัตรา 1:1 สําหรับการฉีดคร้ังตอๆไปอีก 4 คร้ัง การฉีด
ทุกคร้ังเปนการฉีดเขาใตผิวหนงั (subcutaneous) บริเวณคอ ประมาณ 4-5 จุดตอการฉีด
แตละคร้ัง ทาํการฉีดทุก 2 สัปดาห เร่ิมทาํการเจาะเลือดที่เสนเลือดบริเวณใบห ู หลังจาก
การฉีดคร้ังที่ 2 และดําเนนิการเจาะเลือดทุก 1สัปดาหอีก 5 คร้ัง นาํเลือดที่เจาะไดมาต้ังไว
ที่อุณหภูมหิอง 1 ชั่วโมง กอนนาํไปเก็บที่ 4 oC อีก 24 ชั่วโมง  รินสวนน้ําใสมาหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 8000 g นาน 10 นาที เกบ็น้าํใสที่เปนสวนของแอนติบอดีไวที่ -80 oซ  จากนัน้ทํา
การทดสอบและหาคาไตเตอรของแอนติซีรัม  โดยวิธ ี Indirect ELISA เร่ิมจากการหยอด
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แอนติเจน (recombinant protein 1 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 
37 oซ นาน 1 ชั่วโมง แลวลางดวย PBS-T buffer (PBS + 0.05% Tween 20) 3 คร้ัง แลว
นํามาเติมดวย Blocking buffer  (1% BSA ใน PBS-T) หลุมละ  100 ไมโครลิตร บมที่ 37 
oซ นาน 1 ชั่วโมง  แลวลางอีก 3 คร้ัง ใสแอนติบอดีที่ไดจากการเจาะเลือดกระตาย 6 คร้ัง 
โดยทาํการเจือจางจาก 1: 10 ถึง 1:1,000,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 oซ นาน 1 
ชั่วโมง ลางเพลทอีก 3 คร้ังกอนนํามาหยอดดวย Goat anti-rabbit IgG ที่ติดฉลากดวย 
alkaline phosphatase เจือจาง 1:2000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37oซ นาน 1 
ชั่วโมง ลางเพลทอีก 3 คร้ังกอนนํามาซับสเตรท  p-nitrophenyl phosphstase หลุมละ 
100 ไมโครลิตร อานผลดวยเคร่ืองอาน ELISA ทีคาความดูดกลืนแสง 405  นาโนเมตร 
 
5. การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัมที่ผลิตได   

การตรวจสอบโรคกรีนนิง่ของพืชตระกูลสม  โดยวิธ ี Indirect ELISA  เร่ิมจากนํา
เสนกลางใบของสมที่เปนโนโรคกรีนนิง่และสมปกติ  มาบดใน  coating buffer ในอัตรา 1 
กรัม : 5, 10 , 15 มิลลิลิตร หยอดน้าํค้ันพืชลงในหลุมของไมโครเพลท (microplate) 100 

ไมโครลิตร/หลุม บมที ่ 37 ซ นาน 1-2 ชั่วโมง แลวนําไมโครเพลทมาลางดวย phosphate 
buffer saline ที่มี tween 20 ผสมอยู (PBS-Tween 20) 3 คร้ังๆละ 3 นาที หยอดแอนติซีรัม
จากการเลือดคร้ังที ่5  ที่เจอืจางใน conjugate buffer 1: 500 และ 1 : 1,000 ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร/หลุม บมที ่37 ซ นาน 1 ชั่วโมง ลางไมโครเพลทดวย PBS-Tween 20 จํานวน 3 
คร้ังๆละ 3 นาท ีแลวหยอด Goat-Anti Rabbit อัตรา 1: 2,000 ใน conjugate buffer 100 

ไมโครลิตร/หลุม บมที ่ 37 ซ นาน 1 ชั่วโมง นําเพลทมาลางอีก 3 คร้ังใน PBS-Tween 20 
แลวหยอด p-nitrophenyl phosphatase substrate (5 มิลลิกรัม/ substrate buffer 10 
มิลลิลิตร) หลุมละ 100 ไมโครลิตร และอานผลดวยเคร่ืองอานอิไลซา (ELISA Reader)  โดย
มีการเปรียบเทียบชนิดของเพลท 2 ชนิด ไดแก microplate ของ Nunc และ ELI/RIA Plate 
ขอ งCostar   

เวลาและสถานที ่   ระยะเวลา      ตุลาคม 2548 - กันยายน 2552 
            สถานที ่     กลุมงานไวรัสวิทยา   กลุมวิจัยโรคพืช                      
                                            สํานักวิจัยพฒันาการอารักขาพืช  กรมวชิาการเกษตร 
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ผลและวจิารณผลการทดลอง 
1. การโคลนยีน outer membrane protein (omp) 

 ไพรเมอร จํานวน 7 สาย ที่ออกแบบจากสวนของยีน outer membrane protein 
(omp gene) ของเชื้อสาเหตุของโรคกรีนนิ่งของประเทศไทย (OMP-TH) (ภาพที่ 1)  เพื่อ
นําไปใชในการเพิ่มปริมาณของช้ินดีเอ็นเอ ในกระบวนการ cloning เขาสู vector  ไดแก 
OMP1 Stu (5’ AGG CCT GAA GTT GAT AAG GGT ATG GGC GTA GAA GGG 3’)  
OMP2 Stu (5’ AGG CCT CTA CAT GCG ATT ACC TAT ACG AAA ACC AAA 3’) 
OMP3N (5’ GGATCCTATTTTTTAGGGAGTCCTA 3’)                            
OMP4N (5’ GAGCTCATAATTCGAACTCACTGAG 3’ 
OMP6C (5’ GAGCTCCATGCGATTACCTATACGA 3’) 
OMP7Strep  (5’ ATGGTAGGTCTCAGCGCCTATTTTTTAGGGAGTCCTATATCCG 3’) 
OMP8Strep  (5’ ATGGTAGGTCTCATATCACATGCGATTACCTATACGAAAACC 3’) 
 การเลือกยนี omp เพื่อใชในการโคลนเขาสูพลาสมิดเวคเตอร (cloning nvector 
และ  protein expression vectors)  สําหรับผลิตและเพิ่มปริมาณโปรตีนในเซลล
แบคทีเรีย ซึ่งจะนาํไปใชเปนแอนติเจนในการผลิตแอนติซีรัมในสัตวทดลอง เพราะเปนยีนที่
อยูบนเนื้อเยื่อชั้นนอกสุดของเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ มีหนาที่เกีย่วของกับส่ิงแวดลอม
ภายนอกและความสามารถในการเกิดโรค (Bastianel et al., 2005) 

ปริมาณดีเอ็นเอ ของใบแพงพวยที่เปนโรคและใบปกติที่ไดจากการสกัด และเพิ่ม
ปริมาณดวยเทคนิค PCR ใชไพรเมอร OMP1 Stu และ OMP1 Stu จากการตรวจวิเคราะห
ขนาดของดีเอ็นเอ ดวย agarose gel electrophoresis พบ แถบดีเอ็นเอขนาด 996 คูเบส 
(bp) ในใบพืชที่เปนโรค (ภาพท่ี 2)   

การตรวจสอบวาโคลนตางๆของพลาสมิด pTrcHis2-TOPO หลังตอเชื่อมกับ 

PCR product (996 คูเบส)  และtransform เขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli (DH 5) และนํา
โคลนทีม่ีดีเอ็นเอขนาด 996 คูเบส  ไปตรวจหาลําดับเบสของยีน omp ดวยเคร่ือง 
Sequencer พบวาเปนลําดับนิวคลีโอไทดของยีน omp (ภาพที่ 3)   
 - ผลการ Subclone ยีน outer membrane protein (omp) หลังจาก subclone ยนี 
omp ขนาด 996  คูเบส เขาสู expression vector pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen) 
ซึ่งเปน protein expression vector (ขนาด 5.8 กิโลเบส) (ภาพที ่4) และ transform เขา 
E. coli Top 10   พบวามีลําดับนิวคลีโอไทด 1128 คูเบส ซึ่งประกอบดวยยนี omp ขนาด 
996 คูเบส + Lumio tag 132 คูเบส (ภาพท่ี 5) จากนัน้คัดเลือกโคลนที่สามารถสังเคราะห
โปรตีนไดในเซลลของ E. coli  BL 21 (DES 3) ในอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ 
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ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร และใชสาร Isopropyl--D thiogalactopyranoside 
(IPTG) ในการชักนาํใหเกิดการสังเคราะหโปรตีน 

 
2.    การวิเคราะหชวงเวลาที่เหมาะสมในการชักนําการสังเคราะห recombinant proteinใน
เซลลแบคทีเรีย 
  หลังจากการเติมสาร IPTG เปนเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อใหเกิดการแสดงออกของยีน 
จากนั้นทําการเก็บเซลลที ่2  4  6  และ 24  ชั่วโมง เมื่อนาํมาตรวจหาระยะเวลาที่เร่ิมมีการ
สังเคราะหโปรตีนต้ังแต 4 ชัว่โมง และพบมากที่สุดเมื่อปลอยใหเกิดการชักนาํขามคืน โดย
ใชเทคนิค SDS-PAGE พบ band ที่มีน้าํหนักโมเลกุลประมาณ 41 กิโลดาลตัน ซึ่งมีคา
เทากับปริมาณโปรตีนที่คํานวณได พลาสมิดสายผสม (41.3 กิโลดาลตัน) (ภาพที่ 6 ) 
 
3.  การแยกโปรตีนของเช้ือใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column 
           จากการตรวจปริมาณโปรตีนทหีลังการแยกใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column ดวย
เทคนิค SDS-PAGE  ปรากฏวา เร่ิมพบ band ขนาด 41 กิโลดาลตันต้ังแต fraction ที ่3-
13 (F3-F13) แตมีปริมาณโปรตีนสูงต้ังแต F7-F10จึงเก็บน้าํใสของ F4-F11 มารวมกนั 
และจากการคํานวนหาปริมาณโปรตีนที่สังเคราะหได พบวามีปริมาณ 4 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร ซึ่งนาํไปผสมกับ Freund’s adjuvant  คร้ังละ 1 มิลลิกรัม/มลิลิลิตร 
 
4.   การผลิตแอนติซีรัมในสัตวทดลอง 
         ดําเนนิการฉีดกระตาย จาํนวน 5-6 คร้ัง และเจาะเลือดคร้ังละประมาณ 30-40 
มิลลิลิตร เพื่อนําไปปน และเก็บน้าํใส ไดแอนติบอดีคร้ังละ 10-15 มิลลิลิตร เก็บไวที ่-80oซ  
ผลการตรวจสอบคุณภาพของแอนติซีรัมที่ไดจากการเจาะเลือด จํานวน 6 คร้ัง โดยวิธ ี
indirect ELISA โดยทําการเจือจางแอนติซรัีมจาก 1:10 ถึง 1:1,000,000 พบวา แอนติซีรัม
จากการเจาะเลือดคร้ังที่ 4-6 มีประสิทธิภาพสูงสุด สามารถทําปฏิกิริยาไดจนถงึ 
1:100,000   
 
5. การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัมที่ผลิตได   
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซรัีมกับตัวอยางพืชตระกูลสม โดย
เปรียบเทยีบชนิดของ plate พบวา microwell plate ของ Nunc ใหปฏิกิริยาดีกวา ELI/RIA 
Plate ของ Costar  ซึ่งใหปฏิกิริยาเปนสีเหลืองทกุหลุม ทําใหไมสามารถอานผลความ
แตกตางระหวางสมเปนโรคและสมปกติได  จากการตรวจสอบประสิทธิภาพในการ
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ตรวจสอบโรคกรีนนิง่ของพืชตระกูลสม พบวาอัตราใบพชื : coating buffer 1:5 และความ
เขมขนของแอนติซีรัม 1: 500 ใหผลไดดีกวา อัตราใบพชื : coating buffer 1:10 และ 1:15 
และ ความเขมขนของแอนติซีรัม 1: 1000  

สรุปผลการทดลองและขอแนะนํา 
         ใชเสนกลางใบของแพงพวยท่ีเปนโรคกรีนนิง่ มาแยกสกัดดีเอ็นเอ โดยใช CTAB 
buffer ในการบดตัวอยาง แลวนาํไปเพิ่มปริมาณของช้ินดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR โดยใช
ไพรเมอรจากสวนของยีน outer membrane protein ของเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิ่งสม ไดแก 
OMP1 Stu  และ OMP2 Stu  สังเคราะห ไดชิ้นของดีเอ็นเอ ขนาด 996 คูเบส จากนัน้
นําไปโคลนเขาสู cloning vector (pTrcHis2-TOPO) และคัดเลือกเฉพาะโคลนทีม่ีชิ้นดี
เอ็นเอที่ใสเขาไปใน vector นํามาทาํใหบริสุทธิ์โดยวิธ ี หลังจากนั้นใชไพรเมอร  OMP3N 
และ OMP6C  เพิ่มปริมาณ OMP โปรตีนจาก pTrc-996-OMP ซึ่งสังเคราะหไดชิ้นดีเอ็นเอ
ขนาด 856 คูเบส และจากการ subclone ยีน omp ขนาด 996  คูเบส เขาสู expression 
vector pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen) ซึ่งเปน protein expression vector (ขนาด 
5.8 กิโลเบส) และ transform เขา E. coli Top 10   พบวามีลําดับนวิคลีโอไทด 1128 คู
เบส ซึ่งประกอบดวยยนี omp ขนาด 996 คูเบส + Lumio tag 132 คูเบส  จากนั้นคัดเลือก
โคลนที่สามารถสังเคราะหโปรตีนไดในเซลลของ E. coli  BL 21 (DES 3) ในอาหาร 2XYT 

ที่เติมสารปฏิชวีนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร และใชสาร Isopropyl--D 
thiogalactopyranoside (IPTG) ในการชักนําใหเกิดการสังเคราะหโปรตีน พบวา
ระยะเวลาที่สามารถสังเคราะหโปรตีนไดสูงสุด คือ 24 ชัว่โมง โดยใหโปรตีนที่มขีนาด
ประมาณ 41 กิโลดาลตัน จากนัน้นําไปผาน Ni-NTA column ไดโปรตีนที่มีขนาด 41 กิโล
ดาลตัน ใน fraction ที่ 3-13  และมีปริมาณ 4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ไดจากการคํานวณโดย
ใชสูตร Bradford  แลวนําโปรตีน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ไปฉีดเขาใตผิวหนัง บริเวณคอของ
กระตาย โดยผสมกับ Freund’s adjuvant ทุก 2 สัปดาห รวม 5-6 คร้ัง และเจาะเลือดเพื่อ
แยกแอนติบอดีออกมาจากเม็ดเลีอดแดง ทดสอบไตเตอรของแอนติบอดีจากการเจาะ
เลือดแตละคร้ัง พบวา  แอนติซีรัมที่เจาะคร้ังที่4-6 มีไตเตอรสูงสุด คือ พบวา แอนติซีรัม
จากการเจาะเลือดคร้ังที่ 4-6 มีประสิทธิภาพสูงสุด สามารถทําปฏิกิริยาไดจนถงึ 
1:100,000  ผลการทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซรัีมกับตัวอยางพืชตระกูลสม พบวา 
microwell plate ของ Nunc ใหปฏิกิริยาดีที่สุด  และอัตราใบพืช : coating buffer 1:5 
และความเขมขนของแอนติซีรัม 1: 500  ใหผลไดดี สามารถนําไปปรับใชตรวจโรคกรีนนิง่
ของพืชตระกูลสมตอไปได
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AGGCCT GAAGTTGATA AGGGTATGGG CGTAGAAGGG-> (OMP1Stu) 
       1 GAAGTTGATA AGGGTATGGG CGTAGAAGGG CATATTGAGG ATAATAACCT TTTTGGTCAG 
 CTTCAACTAT TCCCATACCC GCATCTTCCC GTATAACTCC TATTATTGGA AAAACCAGTC 
      61 GGGTATAGAG CTCGTTTAGC GGCAGGGGTT GGACGTCATG CAGTACAAAA CTATACTTTT 
 CCCATATCTC GAGCAAATCG CCGTCCCCAA CCTGCAGTAC GTCATGTTTT GATATGAAAA 
    ATG GTA GGT CTC Agc gcC TAT TTT TTA GGG AGT CCT ATA TCC GCG (OMP7 Strep) 

                   GGATCCTATTT TTTAGGGAGT CCTA(OMP3N) 

     121 AGTGTTGAGG ATCCATATTT TTTAGGGAGT CCTATATCCG CGGGTTTTGA TCTCCAAAAA 
 TCACAACTCC TAGGTATAAA AAATCCCTCA GGATATAGGC GCCCAAAACT AGAGGTTTTT 
     181 ACCCATCTTG AAGATGGCTC TCTTGACATA AATGATGAAT CTGCTGCTGT ACGTATGATA 
 TGGGTAGAAC TTCTACCGAG AGAACTGTAT TTACTACTTA GACGACGACA TGCATACTAT 
     241 GTTCCTATTA CTGAAAGCAT ATCGACAAGT TTTAAGTATG ATCTTAGGTT TTTACAATAT 
 CAAGGATAAT GACTTTCGTA TAGCTGTTCA AAATTCATAC TAGAATCCAA AAATGTTATA 
     301 GGTGCTGTAT CAGAAAAAGA AAAGATCCCT TCGATATATA CAACGTTAAT AGAACATGGA 
 CCACGACATA GTCTTTTTCT TTTCTAGGGA AGCTATATAT GTTGCAATTA TCTTGTACCT 
     361 AAATTCAGCA GCCATTCAAC TTCCCAAAGT ATCATCTATA ATACACTAGA TAACCCAATT 
 TTTAAGTCGT CGGTAAGTTG AAGGGTTTCA TAGTAGATAT TATGTGATCT ATTGGGTTAA 
     421 GTGCCACGTA AAGGCATGTT GATATCATCT TCTTATGATT ATGCAGGTTT TGGAGGAGAT 
 CACGGTGCAT TTCCGTACAA CTATAGTAGA AGAATACTAA TACGTCCAAA ACCTCCTCTA 
              GGATCCGAG TCACTCAAGC TTAATA (OMP5C) 
     481 TCTCAATATC ATCGGATTGG ATCTCGAGCA TCGTATTTTT ATCTTCTATC AGATGATTCT 
 AGAGTTATAG TAGCCTAACC TAGAGCTCGT AGCATAAAAA TAGAAGATAG TCTACTAAGA 
     541 GATATTGTCG GTTCTTTACG ATTTGGATAT GGATGTGTCA TTCCTAGCAA TAAAAATTTG 
 CTATAACAGC CAAGAAATGC TAAACCTATA CCTACACAGT AAGGATCGTT ATTTTTAAAC 
     601 CAATTGTTTG ATCAGTTCTC AGTGAGTTCG AATTATTATC TGAGGGGATT TGCATATAAG 
 GTTAACAAAC TAGTCAAGAG TCACTCAAGC TTAATAATAG ACTCCCCTAA ACGTATATTC 
                         GAG TCACTCAAGC TTAATACTCGAG (OMP4N) 

     661 GGTATAGGTC CGCGTGTGGA TAAGAAATAT GCGATTGGAG GTAAGATTTA TTCGTCTGCA 
 CCATATCCAG GCGCACACCT ATTCTTTATA CGCTAACCTC CATTCTAAAT AAGCAGACGT 
     721 AGTGCAGCAG TGAGTTTTCC CATGCCTCTT GTTCCTGAAA GGGCTGGTTT GCGTGGTGCT 
 TCACGTCGTC ACTCAAAAGG GTACGGAGAA CAAGGACTTT CCCGACCAAA CGCACCACGA 
     781 TTTTTTGTTG ATTCTGCGAC TCTTTATGCA AATCATGTTG CTCTCGGTGC CGATAAGCTG 
 AAAAAACAAC TAAGACGCTG AGAAATACGT TTAGTACAAC GAGAGCCACG GCTATTCGAC 
     841 GAAGGGAATG ATTCTTTCTG GCGTGTTTCT ACTGGAGTAG AAATAATGTG GAATTCTCCA 
 CTTCCCTTAC TAAGAAAGAC CGCACAAAGA TGACCTCATC TTTATTACAC CTTAAGAGGT 
     901 CTCGGGATGA TGGGTGTCTA TTATGGTATA CCATTGCGTC ACCGAGAGGG TGATAAAATT 
 GAGCCCTACT ACCCACAGAT AATACCATAT GGTAACGCAG TGGCTCTCCC ACTATTTTAA 
     961 CAGCAGTTTG GTTTTCGTAT AGGTAATCGC ATGTAG 
 GTCGTCAAAC CAAAAGCATA TCCATTAGCG TTCATC 
             AAAC CAAAAGCTTT CCATTAGCGTACATC TCCGGA (OMP2Stu)                       
                 C CAAAAGCATA TCCATTAGCG TACAct atACTC TGGATGGTA (OMP8 Strep)           
                                                           GAG TCACTCAAGC TTAATACTCGAG   (OMP6C)      

 
ภาพที ่1.        ลําดับนวิคลีโอไทดของยีน omp ของเชื้อ Candidatus Liberibacter       
                   asiaticus สาเหตุโรคกรีนนิ่งสม และ ไพร เมอรที่ออกแบบบนยนี omp 
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ภาพที ่ 2.  การเพิ่มปริมาณยีน  omp โดยใชไพรเมอร OMP1 Stu และ OMP2 Stu  

วิเคราะหขนาดดีเอ็นเอดวย agarose gel electrophoresis 
               M  =  ดีเอ็นเอมาตรฐาน ( 1 kb Ladder, Fermentas) 
               1  =   ดีเอ็นเอของยนี omp จากแพงพวยที่เปนโรคกรีนนิ่ง 
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                                  E  V  D  K  G  M  G  V  E  G  H  I  E  D  N  N  L  F  G  Q 
       1 GAAGTTGATAAGGGTATGGGCGTAGAAGGGCATATTGAGGATAATAACCTTTTTGGTCAG 
  G  Y  R  A  R  L  A  A  G  V  G  R  H  A  V  Q  N  Y  T  F 
      61 GGGTATAGAGCTCGTTTAGCGGCAGGGGTTGGACGTCATGCAGTACAAAACTATACTTTT        
  S  V  E  D  P  Y  F  L  G  S  P  I  S  A  G  F  D  L  Q  K 
     121 AGTGTTGAGGATCCATATTTTTTAGGGAGTCCTATATCCGCGGGTTTTGATCTCCAAAAA 
  T  H  L  E  D  G  S  L  D  I  N  D  E  S  A  A  V  R  M  I 
     181 ACCCATCTTGAAGATGGCTCTCTTGACATAAATGATGAATCTGCTGCTGTACGTATGATA 
  V  P  I  T  E  S  I  S  T  S  F  K  Y  D  L  R  F  L  Q  Y 
     241 GTTCCTATTACTGAAAGCATATCGACAAGTTTTAAGTATGATCTTAGGTTTTTACAATAT 
  G  A  V  S  E  K  E  K  I  P  S  I  Y  T  T  L  I  E  H  G 
     301 GGTGCTGTATCAGAAAAAGAAAAGATCCCTTCGATATATACAACGTTAATAGAACATGGA 
  K  F  S  S  H  S  T  S  Q  S  I  I  Y  N  T  L  D  N  P  I 
     361 AAATTCAGCAGCCATTCAACTTCCCAAAGTATCATCTATAATACACTAGATAACCCAATT 
  V  P  R  K  G  M  L  I  S  S  S  Y  D  Y  A  G  F  G  G  D 
     421 GTGCCACGTAAAGGCATGTTGATATCATCTTCTTATGATTATGCAGGTTTTGGAGGAGAT                     
  S  Q  Y  H  R  I  G  S  R  A  S  Y  F  Y  L  L  S  D  D  S 
     481 TCTCAATATCATCGGATTGGATCTCGAGCATCGTATTTTTATCTTCTATCAGATGATTCT 
  D  I  V  G  S  L  R  F  G  Y  G  C  V  I  P  S  N  K  N  L 
     541 GATATTGTCGGTTCTTTACGATTTGGATATGGATGTGTCATTCCTAGCAATAAAAATTTG 
  Q  L  F  D  Q  F  S  V  S  S  N  Y  Y  L  R  G  F  A  Y  K 
     601 CAATTGTTTGATCAGTTCTCAGTGAGTTCGAATTATTATCTGAGGGGATTTGCATATAAG 
  G  I  G  P  R  V  D  K  K  Y  A  I  G  G  K  I  Y  S  S  A 
     661 GGTATAGGTCCGCGTGTGGATAAGAAATATGCGATTGGAGGTAAGATTTATTCGTCTGCA 
  S  A  A  V  S  F  P  M  P  L  V  P  E  R  A  G  L  R  G  A 
     721 AGTGCAGCAGTGAGTTTTCCCATGCCTCTTGTTCCTGAAAGGGCTGGTTTGCGTGGTGCT 
  F  F  V  D  S  A  T  L  Y  A  N  H  V  A  L  G  A  D  K  L 
     781 TTTTTTGTTGATTCTGCGACTCTTTATGCAAATCATGTTGCTCTCGGTGCCGATAAGCTG                                              
  E  G  N  D  S  F  W  R  V  S  T  G  V  E  I  M  W  N  S  P 
     841 GAAGGGAATGATTCTTTCTGGCGTGTTTCTACTGGAGTAGAAATAATGTGGAATTCTCCA 
  L  G  M  M  G  V  Y  Y  G  I  P  L  R  H  R  E  G  D  K  I 
     901 CTCGGGATGATGGGTGTCTATTATGGTATACCATTGCGTCACCGAGAGGGTGATAAAATT 
  Q  Q  F  G  F  R  I  G  N  R  M  * 
     961                  CAGCAGTTTGGTTTTCGTATAGGTAATCGCATGTAG 
 

OMP
996bp

 

ภาพที ่3.  ลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของยีน omp (996 bp) ที่ transform       
               เขาสู พลาสมิด pTrcHis2-TOPO 



 1228 

 
 
 
         

 
 
  ภาพที ่ 4.  subcloning ยีน OMP ขนาด 996 คูเบส เขาสู expression vector 

pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen)  

                         

 

  ภาพที่ 5   ผลการชักนําใหสรางโปรตีนในพลาสมิดสายผสม pET 160/GW/D-TOPO®-
omp ดวยสาร IPTG ที่ระยะเวลาตางๆกนั ดวยเทคนิค SDS-PAGE 

                                 M : โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas) 
                                 1  :  โปรตีนที่แยกไดกอนการชักนําดวย IPTG 
                                    2-5 : โปรตีนที่แยกไดหลังการชักนํา 2  4  6 และ 24 ชั่วโมง

GO-OMP (996) bp) 



 1229 

 

 
 
  ภาพที่ 6   ปริมาณโปรตีนทีสั่งเคราะหไดหลังจากผาน Ni-NTA column ดวยเทคนคิ SDS-

PAGE 
                 M : โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas) 
                  1-5  :  โปรตีนทีแ่ยกไดหลังจากลาง column ดวย washing buffer 
                 6-18 : โปรตีนทีแ่ยกไดในแตละ fraction ต้ังแต 1-13 หลังการใช eluting buffer 
 
 


