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การผลิตแอนติซีรัมของไวรัส Pineapple mealybug wilt-associated virus-2 สาเหตุ
โรคเหี่ยวสับปะรดโดยใชระบบเซลลแบคทีเรีย 

Antiserum production of  Pineapple mealybug wilt-associated virus-2 causing 
pineapple wilt  disease by bacterial cell system 

 
วันเพ็ญ  ศรทีองชัย     ศรีเมฆ  ชาวโพงพาง    เยาวภา ตันติวานิช 

กลุมวิจัยโรคพืช     สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพชื 
 

 
บทคัดยอ 

          นําใบสับปะรดที่เปนโรคเหีย่วมาแยกสกดัอารเอ็นเอ โดยใชชดุสกัดอารเอ็นเอสําเร็จรูป 
(RNeasy Kit ของ QIAGEN) แลวนาํไปเพิม่ปริมาณดวยเทคนิค RT-PCR โดยใชไพรเมอรจากสวน
ของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของเช้ือไวรัส PMWaV-2 ไดแกLumi_PMWaV2F (5' CACCGCTCA 
GAATTACGTAGCCGTAGTAGA 3') และ Lumi_PMWaV2R  (5' CCCTGAAACAGCTCCCTG 
GTTCAGCT 3') สังเคราะห ไดชิ้นของดีเอ็นเอ ขนาด 909 คูเบส จากนั้นนําไปโคลนเขาสู cloning 
vector (pCR®8/GW/TOPO® , Invitrogen) และคัดเลือกเฉพาะโคลนท่ีมชีิ้นดีเอ็นเอที่ใสเขาไปใน 
vector นํามาทําใหบริสุทธิ์โดยวิธ ี Miniprep และมีลําดับนิวคลีโอไทด 909 คูเบส หลังจากนัน้ 
subclone ยนีโปรตีนหอหุมอนุภาคของไวรัส PMWaV-2 เขาสู protein expression vector 
(pET160/GW/D-TOPO® , Invitrogen) ซึ่งมีขนาด 5.8 กโิลเบส และ transform เขา E. coli Top 10   
ตรวจพบวามลํีาดับนิวคลีโอไทด 1041 คูเบส คัดเลือกโคลนที่สามารถสังเคราะหโปรตีนไดในเซลล
ของ E. coli  BL 21 (DES 3) ในอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร- 
และที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร และใชสาร Isopropyl--D 
thiogalactopyranoside (IPTG) ในการชักนาํใหเกิดการสังเคราะหโปรตีน ซึ่งพบวาระยะเวลาท่ี
สามารถสังเคราะหโปรตีนไดสูงสุด คือ 24 ชั่วโมง โดยใหโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 38 กโิลดาลตัน 
จากการตรวจปริมาณโปรตีนทหีลังการแยกใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column ดวยเทคนิค SDS-
PAGE  ปรากฏวา พบ band ขนาด 38 กโิลดาลตันในทกุ fraction และ พบวา โปรตีนสามารถผาน 
column Ni-NTP ไดนอยมาก ขณะนี้กาํลังทาํการปรับ pH  ของบัฟเฟอรชนิดตางๆที่ใชในการแยก
โปรตีนใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA เพื่อไมใหโปรตีนถูกชะลางไปในข้ันตอนของการลาง column  
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คํานํา 
 สับปะรด  [Ananas  comosus (L.) Merr.] อยูในวงศ Bromeliaceae เปนพืชเศรษฐกิจที่
สําคัญของประเทศไทย สามารถปลูกและเก็บผลผลิตไดตลอดป เพื่อใชบริโภคสดภายในประเทศ
และแปรรูปเปนผลิตภัณฑตางๆ มีมูลคาสงออกประมาณปละ13,000-15,000 ลานบาท  โดย
ประเทศไทยครองความเปนผูนําในการผลิตและสงออกสับปะรดเปนอันดับหนึ่งของโลก เปน
เวลานานกวา 10 ปจนถึงปจจุบัน โดยมีตลาดผูนําเขาที่สําคัญ ไดแก สหรัฐอเมริกา สหภาพยุโรป 
ญ่ีปุน และสาธารณรัฐประชาชนจีน (กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2547) 

ศัตรูพืชเปนอุปสรรคสําคัญในการปลูกสับปะรด ทําใหผลผลิตและคุณภาพสับปะรด
เสียหายอยางรุนแรง จนบางคร้ังไมสามารถเก็บผลผลิตได ศัตรูสําคัญที่สุดที่กาํลังเปนปญหาสําคัญ
ตอการปลูกสับปะรดของไทยในปจจุบัน ไดแก โรคเหีย่วสับปะรด (Pineapple wilt disease หรือ 
Mealybug wilt of pineapple) พบระบาดเปนคร้ังแรกในรัฐฮาวาย ประเทศสหรัฐอเมริกา เมื่อตนป 
พ.ศ. 2443 และปจจุบันโรคนี้แพรระบาดทั่วไปในประเทศทีม่ีการปลูกสับปะรดเปนการคา เชน 
ออสเตรเลีย ไทยและคิวบา เปนตน สําหรับประเทศไทยมีรายงานวาพบการระบาดของโรคเหี่ยวใน
แหลงปลูกสับปะรดของจังหวัดชลบุรีต้ังแตป พ.ศ. 2532 และทําความเสียหายใหแกผลผลิตอยาง
สูง ตอมาในป พ.ศ. 2546 โรคนี้ระบาดรุนแรงในแปลงปลูกสับปะรดของภาคตะวันตกบริเวณ
จังหวัดประจวบคีรีขันธ และเพชรบุรี ซึ่งเปนแหลงปลูกสําคัญของประเทศ โดยมีพืน้ที่ปลูกสับปะรด
เปนอันดับ 1 และ 3 ของประเทศ คือ 492,058 และ 56,192 ไร ตามลําดับ จากพื้นที่ปลูกทั้ง
ประเทศ 962,693 ไร (สํานกังานเศรษฐกจิการเกษตร, 2546; กระทรวงเกษตรและสหกรณ. 2547) 
นอกจากนีเ้ร่ิมพบการเขาทาํลายของโรคนีใ้นเขตจังหวัดชลบุรี ระยอง และตราด ซึง่เปนแหลงปลูก
สับปะรดที่สําคัญเพื่อสงโรงงานแปรรูปของภาคตะวนัออก พนัธุที่พบวามกีารระบาดของโรคเหีย่ว 
คือพันธุปตตาเวีย หรือรูจักแพรหลายในนามสับปะรดศรีราชา ซึง่จดัอยูในกลุมพันธุ Smooth 
Cayenne เปนพันธุที่ปลูกมากที่สุดคิดเปนรอยละ 70 ของผลผลิตรวมของสับปะรด เพราะนอกจาก
นิยมปลกูเพื่ออุตสาหกรรมแปรรูปแลว  ยงัเปนพนัธุทีน่ิยมใชบริโภคผลสดอีกดวย (วันเพ็ญ, 2546)   

โรคนี้เกิดจากไวรัส Pineapple mealybug wilt-associated virus (PMWaVs ไดแก
PMWaV-1 และ PMWaV-2) ซึ่งมีอนุภาคแบบทอนยาวคด (flexuous rod) ขนาดประมาณ 1,200 X 
12 นาโนเมตร กรดนิวคลีอิคเปนแบบอารเอ็นเอสายเด่ียว (single-stranded RNA, ssRNA) และมี
น้ําหนกัโมเลกลุ 8.35 x 106 ดาลตัน (dalton) จัดอยูในสกุล คลอสเตอโรไวรัส (Closterovirus) วงศ 
คลอสเตอโรวิริดี (Closteroviridae) กระจายอยูหนาแนนเฉพาะภายในเซลลทออาหารของพชื  
(Beardsley, 1993)  

ลักษณะอาการของโรค ใบเร่ิมแสดงอาการออนนิ่ม มีสีเขียวออนหรือสีเหลือง ปลายใบแหง
ตายเปนสีน้าํตาลหรือสีแดงลามเขาสูโคนใบ (die back) ใบลูลงและแผแบนไมต้ังข้ึนเหมือนใบปกติ 
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ตอมาตนเหี่ยวและแหงตายในที่สุด รากมขีนาดส้ันและแตกแขนงนอยมาก ทําใหถอนตนข้ึนมาได
งาย ซึ่งตรงขามกับตนปกติที่มีรากจํานวนมากยึดเกาะดินแนน ทาํใหถอนตนข้ึนมาไดยาก ผลมี
ขนาดเล็กมากจนไมสามารถเก็บเกี่ยวได (Dilokkunanant et al., 1996) ในธรรมชาติพืชอาศัยที่
สําคัญและออนแอตอไวรัส คือ สับปะรด และโรคนี้สามารถถายทอดโดยมเีพล้ียแปง [pink 
pineapple mealybug, Dysmicoccus brevipes (Cockerell) และ gray pineapple mealybug, 
D. neobrevipes (Beardsley)] เปนพาหะ (German et al, 1992) 

วิธีการที่สามารถใชจําแนกไวรัส PMWaV-1 และ PMWaV-2 คือ วิธีอิมมูโนวิทยา 
(Immunology) โดยใชโมโนโคลนอลแอนติบอดี  ที่มีความเฉพาะเจาะจงตอไวรัส PMWaV-1 และ 
PMWaV-2 (Sether & Hu, 2002) และวิธี RT-PCR โดยใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะเจาะจงกับ
ไวรัสแตละชนิด (Beardsley, 1993; Hu et al., 1996) ซึ่งใหผลที่แมนยํา และรวดเร็ว แตตองอาศัย
ความชํานาญเฉพาะดานรวมทั้งตองเสียคาใชจายสูงในการตรวจสอบหนอพันธุสับปะรดเปน
จํานวนมาก และในฮาวายมีรายงานวา สับปะรดจะแสดงอาการเหี่ยว เมื่อไดรับเช้ือไวรัส PMWaV-
2  และไมแสดงอาการของโรคถาไดรับเช้ือ PMWaV-1 เพียงชนิดเดียว แตถาไดรับเช้ือทั้งสองชนิด
สับปะรดจะแสดงอาการเหี่ยวอยางรุนแรง ฉะนั้นควรมีการผลิตแอนติซีรัมของ PMWaV-2 เพื่อใชใน
การคัดเลือกหนอพันธุปลอดโรคเพื่อนําไปปลูกในปริมาณมาก เพราะเปนวิธีที่งาย คาใชจายไมสูง 
และสามารถตรวจตัวอยางไดคร้ังละเปนจํานวนมาก   แตเนื่องจากปริมาณของคลอสเตอโรไวรัสใน
พืชมีน อย  ทํ า ใหประ สิทธิภาพของแอนติซี รัมที่ ผ ลิตไดยั ง ไม ดีที่ สุด  ในปจจุ บันอา ศัย
เทคโนโลยีชีวภาพทําใหสามารถผลิตโปรตีนตางๆในเซลลแบคทีเรียในปริมาณมากได และมีความ
บริสุทธิ์สูง จึงเปนการเพิ่มปริมาณแอนติเจนเพื่อนําไปผลิตแอนติซีรัมในสัตวทดลองตอไป 

 Druka และคณะ (1996) รายงานการผลิตแอนติซีรัมจากชิน้ของ coat protein ยีน จาก
สายพนัธุขาวของประเทศฟลิปปนส โดยนํามาโคลนเขา vector แลวนาํไปเชื่อมกบั MBP fusion 
proteinsจากนั้นนําไปฉีดกระตุนกระตายใหสรางแอนติบอดี แอนติซีรัมที่ผลิตไดสามารถตรวจ
วินิจฉัยไวรัสใบสีสมรูปทรงกลมไดโดยวิธ ี ELISA, Western blotting และ IEM  ตอมา Cerovska 
และคณะ (2003) ไดทําการผลิตโพลีคลอนอลแอนติบอดีจากยนีโปรตีนหอหุมไวรัส (ยีน CP) ของ
เชื้อ Potato mop-top virus (PMTV) โดยโคลนช้ินของยีน CP เขาสู expression vector แลวเพิม่
ปริมาณโปรตีนในเซลลแบคทีเรีย E. coli  จากนั้นนํามาแยกใหบริสุทธิ์และฉีดเขาสัตวทดลองเพือ่
ผลิตแอนติซีรัม จากการทดสอบพบวาแอนติซีรัมที่ไดสามารถใชตรวจหาไวรัส PMTVไดผลดีโดยใช
เทคนิค ELISA หรือ Osmar และคณะ (2004) ไดนํายนี CP ของเชื้อ Apple stem grooving virus  
(ASGV) มาเพิม่ปริมาณโดยเทคนิค RT-PCR นาํไปโคลนใน vector  ตรวจหาลําดับเบส และ โคลน
เขาสู expression vector  แลวเพิ่มปริมาณโปรตีนในเซลลแบคทีเรีย E. coli  จากนั้นนํามาแยกให
บริสุทธิ์และฉีดเขาสัตวทดลองเพื่อผลิตแอนติซีรัม จากการทดสอบพบวาแอนติซีรัมที่ไดสามารถใช
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ตรวจหาไวรัส ASGV ไดผลดีโดยใชเทคนคิ ELISA นอกจากนี ้ ลําพึง และคณะ (2547) ไดทําการ
สังเคราะหโปรตีนหอหุมอนุภาคเช้ือไวรัสเสนใบเหลืองกระเจ๊ียบเขียวในระบบเซลลแบคทีเรีย และ
แยกโปรตีนออกจากเซลลแบคทีเรีย และนําไปฉีดกระตุนกระตายทดลองเพื่อผลิตแอนติซีรัมทีม่ี
ประสิทธิภาพสูงในการตรวจเช้ือไวรัสสาเหตุโรค ฉะนัน้ควรพัฒนาวิธีการผลิตแอนติซีรัมของ 
PMWaV-2 โดยอาศัยเทคโนโลยีชวีภาพ ไดแก การโคลนยีน และนาํมาเพิ่มปริมาณโปรตีนของเช้ือ
ในเซลลแบคทเีรีย กอนนําไปฉีดเขากระตาย  เพื่อใหไดแอนติซีรัมทีม่ีประสิทธิภาพสูงสําหรับใชใน
การคัดเลือกหนอพนัธุปลอดโรคเพื่อนาํไปปลูกในปริมาณมาก 
 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ   

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

 
วิธีการ   
 1. การโคลนยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส (coat protein gene, CP) 

 1.1  การออกแบบไพรเมอร  
              ออกแบบไพรเมอร จํานวน 1 คู จากสวนของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค(cp gene) 
ของเชื้อไวรัสสาเหตุของโรคเหี่ยวสับปะรด ซึ่งมีความจาํเพาะเจาะจงกับ PMWaV-2 ไดแก     
                 Lumi_PMWaV2F     5' CACCGCTCAGAATTACGTAGCCGTAGTAGA 3' 
                 Lumi_PMWaV2R   5' CCCTGAAACAGCTCCCTGGTTCAGCT 3' 
เพื่อนาํไปใชในการเพิ่มปริมาณของช้ินดีเอ็นเอ ในกระบวนการ cloning เขาสู vector  

 
1.2 การแยกสกัดอารเอ็นเอของเช้ือ 

                      โดยใชชุดสกัดอารเอ็นเอสําเร็จรูป (RNeasy Kit ของ QIAGEN) มีข้ันตอนดังนี ้
                 1.  ชั่งใบสับปะรดที่มีอาการของโรค ประมาณ 0.1 กรัม บดในโกรงที่เยน็โดยการ

เติมไนโตรเจนเหลวใหเปนผงละเอียด ใชชอนสเตนเลสทีผ่านเผาดวยเปลวไฟ ตักผงละเอียดที่บดไว 

ใสหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 



 1240 

               2.  เติม buffer RLT ที่เติม beta mercaptoethanol (10 ไมโครลิตร/1 มิลลิลิตร

RLT) 450 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยและนําหลอดไปแชที่ 56 ºซ นาน 1-3 นาที จากนั้นดูด

สวนผสมทั้งหมดใสใน QIAshredder spin column (สีมวง) นํา column ซอนบนหลอดขนาด 2 

มิลลิลิตร หมุนเหวี่ยงตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เปนเวลา 2 นาที น้ําไสจะผาน column 

ลงในหลอดที่รองรับขนาด 2 มิลลิลิตร  สวนเศษช้ินสวนพืชติดอยูดานบนcolumn  

3. เติม  absolute ethanol ในหลอดที่รองรับน้ําใส ปริมาตร 0.5 เทา (225 

ไมโครลิตร) ผสมใหเขากนัโดยใช micropipette ดูดข้ึนลง 

4.   ดูดสวนผสมทั้งหมดใสลงใน RNeasy mini column (สีชมพ)ู และวางซอนบน

หลอดขนาด 2 มิลลิลิตร และนําไปหมนุเหวี่ยงตะกอนที่ 12,00 รอบ/นาท ีนาน 15 วนิาท ี    

5.   เททิ้งสวนที่ผาน column  แลวเติมสารละลาย RW1 ลงใน column ปริมาตร

700 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงที่ 12,00 รอบ/นาท ี15 วินาท ี

6.   เททิ้งสวนที่ผาน column  แลวลาง column ดวย RPE 500 ไมโครลิตร โดย

การหมนุเหวีย่ง 12,000 รอบ/นาท ี15 วินาท ี

7.  ยาย column ซอนบนหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  เติมน้ํา 

(RNase-free water) 50 ไมโครลิตร ใน column เพื่อชะลาง RNAจาก column รอประมาณ 1 นาที  

กอนนําไปหมนุเหวี่ยงที ่12,000 รอบ/นาท ีนาน 1 นาที  อารเอ็นเอ ที่ไดละลายในน้าํผาน column 

และถูกเก็บไวในหลอดรองรับ จากนัน้นาํไปเก็บไวที ่-80 ºซ    

   1.3  การเพิม่ปริมาณอารเอ็นเอดวยเทคนิค RT-PCR และการโคลนยีน 
                   นําอารเอ็นเอของเช้ือที่ไดจากการแยกสกัด มาทําปฏิกิริยา RT-PCR โดยใชชุด 
OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN) เพิ่มปริมาณของช้ิน cDNA โดยใชไพรเมอร               
                            Lumi_PMWaV2F     5' CACCGCTCAGAATTACGTAGCCGTAGTAGA 3' 
                            Lumi_PMWaV2R   5' CCCTGAAACAGCTCCCTGGTTCAGCT 3' 
 

โดยใชปฏิกิริยาดังนี ้ 
        RNase free water       15.0      ไมโครลิตร 
 5x QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer         5.0      ไมโครลิตร
 dNTPs (10 mM)         1.0      ไมโครลิตร
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 Lumi_PMWaV2F (20 uM)                   0.5      ไมโครลิตร
 Lumi_PMWaV2R (20 uM)                   0.5      ไมโครลิตร 
 QIAGEN OneStep RT-PCR enz. Mix      1.0      ไมโครลิตร 
 RNA template          2.0      ไมโครลิตร  

                           รวม                          25.0      ไมโครลติร 
    

        นาํหลอดที่ผสมปฏิกิริยามาใสในเคร่ือง Thermal cycler เพื่อสังเคราะห cDNA  
ตาม program ดังนี ้
       50 º ซ  30   นาท ี  
            94º ซ     15   นาที  (activated hot start Taq DNA pol, deactivated reverse) 
           Denature  94º ซ  45    วินาท ี
           Annealing 58 º ซ            45    วินาท ี      30 รอบ      
           Extension 72 º ซ  45    วินาท ี
           Final extension  72º ซ  5     นาท ี

 

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

1.4  การตอเชื่อม (ligation) PCR product เขาสู พลาสมิดพาหะ (plasmid vector) 
        นํา PCR product 2 ไมโครลิตร ผสมกับ โคลนนิ่งเวคเตอร pCR®8/GW/TOPO® 
(Invitrogen)  1 ไมโครลิตร และ salt solution 1 ไมโครลิตร จากนัน้เติมน้าํกล่ันนึง่ฆาเชื้อแลว / 
ไมโครลิตร ต้ังไวที่อุณหภูมหิองนาน 5 นาที จากนัน้ดูดมา 3 ไมโครลติรใสในหลอดของ One Shot 
cell แชในน้ําแข็ง นาน 30 นาที แลวทําการ heat shock cell โดยการแชหลอดในน้าํที่มีอุณหภูมิ 42°C 
นาน 30 วินาที กอนยายไปแชบนน้าํแข็งทันท ี เติมอาหาร SOC ปริมาตร 250 ไมโครลิตร กอนนาํไป
เขยาที ่ 37°C นาน 30 นาท ี ดูดมา 50 ไมโครลิตร และเทแผลงบนอาหารแข็ง  2XYT Agar (ที่ม ี
ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร) บมที่ 37 °C ขามคืน 
 
 1.5  การสกัดโคลนของพลาสมิด และการเพิ่มจํานวนยีนโดยเทคนคิ PCR  
   คัดเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวบนอาหารแข็ง 2XYT โดยใชไมจิ้มฟนที่ปราศจากเช้ือ 
แลวนํามาเล้ียงในอาหารเหลว 2XYT (มี ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร ผสมอยู)  เขยาดวย

ความเร็ว 170 รอบตอนาท ีที่ 37ซ ขามคืน นาํเช้ือที่อยูในอาหารเหลว 1 มิลลิลิตร  มาหมุนเหวีย่ง
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ที ่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วนาํไปหมุนเหวีย่ง ที่ 10,000 รอบตอนาท ีนาน 10 นาท ีนํา
สวนของน้ําใสมาเติมดวย หนึ่งเทาโดยปริมาตรของ isopropanol และนําไปหมนุเหวี่ยง ที่ 10,000 
รอบตอนาท ี นาน 10 นาท ี ลางตะกอนท่ีไดดวย 70% ethanol และหมุนเหวี่ยงอีกคร้ังที่ความเร็ว
รอบและเวลาเทาเดิม แลวละลายตะกอนพลาสมิดดวยน้ํา (มี RNase 2 % ผสมอยู) 50 ไมโครลิตร 

ต้ังไวที ่37 ซ นาน 30 นาที  
           นําพลาสมิดที่สกัดไดสงตรวจเพื่อหาลําดับนวิคลีโอไทด จากนัน้ทาํการเพิ่มจาํนวน

ยีนดวยเทคนคิ PCR ใชไพรเมอร   Lumi_PMWaV2F และ Lumi_PMWaV2R 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_PMWaV2F (20 uM)                   1.0      ไมโครลิตร
 Lumi_PMWaV2R (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      ไมโครลติร 

    
        นาํหลอดที่ผสมปฏิกิริยามาใสในเคร่ือง Thermal cycler เพื่อสังเคราะห  DNA  
ตาม program ดังนี้  
            94º ซ                 5   นาท ี  
           Denature  94º ซ  1    นาท ี
           Annealing 58 º ซ            1    นาท ี      30 รอบ      
           Extension 72 º ซ  1    นาท ี
           Final extension  72º ซ  5     นาท ี
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 ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวย 1 % agarose gel electrophoresis ที่
กระแสไฟฟา  100  โวลท  ใน TAE บัฟเฟอร  เปนเวลา  30  นาที   
 

1.6  การ subclone เขาสู protein expression vector 
 นํา PCR product ที่ไดจากขอ1.5 นํามาเช่ือมต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 วินาที และแชบนน้ําแข็งทันที นาน 3 นาที จากนั้นทําการคัดเลือก
โคลนบนอาหาร 2XYT ที่มี ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร ผสมอยู   (ข้ันตอนเหมือนขอ 1.5)  
ตรวจสอบโคลนดวยเทคนิค PCR และสงหาลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อตรวจสอบความถูกตอง จากนั้น 
transform เขา competent cell  ของ E. coli BL21 (DES 3) โดยใช CaCl2 ที่ 42oC นาน 90 วินาที 
และแชบนน้ําแข็งทันที นาน 3 นาที คัดเลือกโคโลนีของพลาสมิดบนอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชวีนะ 
ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร เพื่อนําไปสังเคราะหโปรตีนในข้ันตอนตอไป  

  
2.    การวิเคราะหชวงเวลาที่เหมาะสมในการชกันาํการสังเคราะห recombinant proteinในเซลล
แบคทีเรีย 

เล้ียงแบคทีเรีย E. coli BL21 (DES 3) ทีม่ีพลาสมิดสายผสม pET160/GW/D-TOPO® - cp 
ในอาหารเหลว 2XYT 100 มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร เขยา 170 
รอบตอนาท ีทีอุ่ณหภูมิ 37 oซ  เปนเวลา 12-16 ชั่วโมง เพื่อใชเปน starter จากนั้นแบงใสในอาหาร
เหลว 2XYT ที่เติมสารปฏิชวีนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร ในอัตราสวนของเช้ือ 10 % ของ
อาหาร  เขยาตออีก 2 ชัว่โมง จากนัน้เติม Isopropyl--D thiogalactopyranoside (IPTG) ใน
อาหารเล้ียงเชือ้ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1 มิลลิโมลาร  เล้ียงเชื้อตอโดยการเขยาบนเคร่ือง 
shaker และเก็บตัวอยางเซลลหลังการเติม IPTG ที่ 2  4  6   และ 24 ชั่วโมง คร้ังละ 1 มิลลิลิตร 
นํามาปนตกตะกอน ที่ 10,000 รอบ/นาที นาน 2 นาที ละลายตะกอนเซลลดวยน้าํที่ผานการนึง่ฆา
เชื้อแลว 50 ไมโครลิตร และเก็บไวที่ -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)  50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั และนําไปตมในน้าํเดือด นาน 10 นาที แลวนํา
ตัวอยางที่ไดไปวิเคราะหโปรตีนดวยเทคนคิ SDS-PAGE  (Laemmli, 1970) 
 
3.  การแยกโปรตีนของเช้ือใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column 
     นําแบคทีเรีย E. coli BL21 (DES 3) ที่มีพลาสมิดสายผสม pET160/GW/D-TOPO® - 
cp หลังจากล้ียงในอาหารเหลว 2XYT ทีเ่วลาอันเหมาะสมในการชักนาํใหเกิดการสังเคราะหโปรตีน 
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มาปนตกตะกอนที ่8,000 รอบ/นาท ีเปนเวลา 15 นาที (4oซ) นาํตะกอนมาผสมกับน้ําที่ผานการนึ่ง
ฆาเช้ือแลว (ตะกอน 1 กรัม/น้ํา 10 มิลลิลิตร) จากนัน้เติม lysozyme เพียงเล็กนอยประมาณเทาหัว
ไมขีดไฟ  (ตออาหารเหลว  1 ลิตร) และกวนใหเขากนัจนเหนียว เก็บที ่ -20 oซ ขามคืน  จากนั้น

นํามาเติมด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 และนํามาทาํ
ใหเซลลแตกดวยเคร่ือง sonicator แบบ probe (power 45-50, cycle 50%) คร้ังละ 5 นาท ีจนกวา
เซลลจะหายหนืดและใส แลวนาํไปปนที่ 10,000 รอบ/นาท ีนาน 10 นาที (4 oซ) เก็บน้าํใสไปแยก
โปรตีนใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column (อัตรา 2 มิลลิลิตร/อาหารเหลว 1 ลิตร) เร่ิมจากการลาง 
column หลังแพ็คแลว ดวย buffer B จากนัน้เทสวนน้าํใสให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) เพื่อแยกโปรตีนออก
จากเจลใน column เกบ็เปน fraction หลอดละ 500 ไมโครลิตร เพื่อนาํไปตรวจสอบขนาดของ
โปรตีนวาอยูใน fraction ใด โดยเทคนิค SDS-PAGE  และคํานวนปริมาณโปรตีนที่ผาน column 
โดยใชสูตรของ Bradford’s 

 
เวลาและสถานที ่   ระยะเวลา      ตุลาคม 2551 - กันยายน 2553 

            สถานที่      กลุมงานไวรัสวิทยา   กลุมวิจัยโรคพืช                      
                                            สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร 

 
ผลและวจิารณผลการทดลอง 

 
1. การโคลนยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส (coat protein gene, CP)    

  ปริมาณอารเอ็นเอของใบสับปะรดที่เปนโรคเหี่ยวที่เกิดจากไวรัส PMWaV-2 ที่ไดจากการ
สกัด และเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค RT-PCR ใชไพรเมอร Lumi_PMWaV2F และ Lumi_PMWaV2R 
จากการตรวจวิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอ ดวย agarose gel electrophoresis พบ แถบดีเอ็นเอ
ขนาด 909 คูเบส (bp) (ภาพที่ 1)   

การตรวจสอบโคลนตางๆของพลาสมิด pCR®8/GW/TOPO® หลังตอเช่ือมกับ PCR 
product (909 คูเบส)  โดยการตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทดของช้ินดีเอ็นเอของเช้ือไวรัส ดวยเคร่ือง 
Sequencer พบวาเปนลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของไวรัส PMWaV-2 (ภาพที่ 
2)   
 หลังจาก subclone ยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคของไวรัส PMWaV-2 ขนาด 909 คูเบส  เขาสู 
expression vector pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen) ซึ่งเปน protein expression vector 



 1245 

(ขนาด 5.8 กโิลเบส) (ภาพที ่ 3) และ transform เขา E. coli Top 10   พบวามีลําดับนิวคลีโอไทด
1041 คูเบส ซึ่งประกอบดวยยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส PMWaV-2 ขนาด 909 คูเบส + Lumio tag 
132 คูเบส (ภาพที่ 4) ขณะนี้กําลังดําเนนิการคัดเลือกโคลนที่สามารถสังเคราะหโปรตีนไดในเซลล
ของ E. coli  BL 21 (DES 3) ในอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร- 
และที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร และใชสาร Isopropyl--D 
thiogalactopyranoside (IPTG) ในการชักนาํใหเกิดการสังเคราะหโปรตีน 
 
2.    การวิเคราะหชวงเวลาที่เหมาะสมในการชกันาํการสังเคราะห recombinant proteinในเซลล
แบคทีเรีย 
  หลังจากการเติมสาร IPTG เปนเวลา 2 ชัว่โมง เพื่อใหเกิดการแสดงออกของยีน จากนัน้ทาํ
การเก็บเซลลที่ 2  4  6  8 และ 24  ชั่วโมง เมื่อนํามาตรวจหาระยะเวลาท่ีเร่ิมมีการสงัเคราะห
โปรตีนต้ังแต 4 ชั่วโมง และพบมากที่สุดเมื่อปลอยใหเกิดการชักนําขามคืน โดยใชเทคนิค SDS-
PAGE พบ band ที่มนี้าํหนกัโมเลกุลประมาณ 38 กิโลดาลตัน (ภาพที่ 5 ) 
 
3.  การแยกโปรตีนของเช้ือใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column 

 จากการตรวจปริมาณโปรตีนทหีลังการแยกใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column ดวยเทคนคิ 
SDS-PAGE  ปรากฏวา เร่ิมพบ band ขนาด 38 กโิลดาลตันทุก fraction และ พบวา โปรตีนสามารถ
ผาน column Ni-NTP ไดนอยมาก จึงไดนําโคลนมา purify และสงไปตรวจสอบลําดับเบสอีกคร้ัง
หนึง่  ผลการตรวจสอบลําดับเบสของโคลนท่ีสังเคราะหโปรตีนได พบวาลําดับเบสถูกตอง ขณะนี้
กําลังทําการปรับ pH  ของบัฟเฟอรชนิดตางๆที่ใชในการแยกโปรตีนใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA เพื่อ
ไมใหโปรตีนถกูชะลางไปในข้ันตอนของการลาง column  
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ภาพที ่1.  การเพิ่มปริมาณยนีโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส โดยใชไพรเมอร Lumi_PMWaV2F และ 

Lumi_PMWaV2R   วเิคราะหขนาดดีเอ็นเอดวย agarose gel electrophoresis 
               M  =  ดีเอ็นเอมาตรฐาน ( 1 kb Ladder, Fermentas) 
               1  =   ดีเอ็นเอของยนีโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส จากสับปะรดที่เปนโรคเหีย่ว 
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ภาพที ่2.  ลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส (909 bp)  
               ที่เชื่อมตอเขาสูพลาสมิด pCR®8/GW/TOPO®

  

 M  A  Q  N   Y  V  A   V  V  E   G  T  I  L   E  S  L   T  A  P 
       1 ATGGCTCAGA ATTACGTAGC CGTAGTAGAA GGCACTATTC TCGAAAGTTT GACGGCTCCA 
 TACCGAGTCT TAATGCATCG GCATCATCTT CCGTGATAAG AGCTTTCAAA CTGCCGAGGT 
  P  K  R  F   R  V  A   T  S  D   V  G  K  Y   Y  D  S   S  K  Y 
      61 CCTAAACGAT TTAGAGTGGC GACGTCTGAT GTGGGGAAAT ATTACGATAG TAGCAAATAC 
 GGATTTGCTA AATCTCACCG CTGCAGACTA CACCCCTTTA TAATGCTATC ATCGTTTATG 
  R  S  V  T   G  V  A   T  A  E   R  D  R  L   P  A  I   E  E  T 
     121 CGCTCTGTAA CGGGCGTAGC TACAGCCGAG AGGGATCGGT TACCAGCGAT AGAGGAAACT 
 GCGAGACATT GCCCGCATCG ATGTCGGCTC TCCCTAGCCA ATGGTCGCTA TCTCCTTTGA 
  E  L  L  A   T  I  P   T  E  A   S  T  D  K   G  V  I   P  E  T 
     181 GAACTATTGG CAACAATCCC AACGGAAGCT TCAACAGATA AGGGTGTTAT TCCCGAGACT 
 CTTGATAACC GTTGTTAGGG TTGCCTTCGA AGTTGTCTAT TCCCACAATA AGGGCTCTGA 
  V  K  R  S   S  N  K   P  E  I   V  D  D  V   S  T  L   L  L  N 
     241 GTTAAGAGGT CGAGTAATAA ACCAGAAATA GTAGATGATG TATCAACGTT GCTGTTAAAT 
 CAATTCTCCA GCTCATTATT TGGTCTTTAT CATCTACTAC ATAGTTGCAA CGACAATTTA 
  P  R  K  N   V  V  L   N  I  G   S  V  K  T   V  P  K   V  V  N 
     301 CCTAGAAAGA ACGTTGTACT AAATATTGGA TCGGTTAAAA CCGTGCCAAA GGTAGTTAAT 
 GGATCTTTCT TGCAACATGA TTTATAACCT AGCCAATTTT GGCACGGTTT CCATCAATTA 
  Q  P  G  L   I  S  R   E  I  A   I  R  I  G   E  A  L   K  E  H 
     361 CAGCCGGGTT TGATATCCCG GGAGATTGCT ATCCGTATAG GAGAGGCTCT GAAGGAACAT 
 GTCGGCCCAA ACTATAGGGC CCTCTAACGA TAGGCATATC CTCTCCGAGA CTTCCTTGTA 
  C  K  Q  V   M  G  S   D  S  S   T  D  L  A   T  Y  F   I  H  L 
     421 TGCAAACAAG TTATGGGTTC GGATAGTAGT ACGGACTTAG CTACATACTT TATACATTTG 
 ACGTTTGTTC AATACCCAAG CCTATCATCA TGCCTGAATC GATGTATGAA ATATGTAAAC 
  I  Q  L  A   I  T  F   S  T  S   K  N  S  E   Y  K  E   F  D  Y 
     481 ATTCAACTCG CTATTACGTT CTCTACATCC AAAAATAGCG AATACAAAGA GTTTGACTAT 
 TAAGTTGAGC GATAATGCAA GAGATGTAGG TTTTTATCGC TTATGTTTCT CAAACTGATA 
  I  E  T  E   T  Q  K   K  I  Y   I  K  D  V   S  E  V   V  E  R 
     541 ATAGAAACAG AGACGCAAAA GAAAATATAC ATCAAGGACG TGAGTGAGGT GGTTGAGAGA 
 TATCTTTGTC TCTGCGTTTT CTTTTATATG TAGTTCCTGC ACTCACTCCA CCAACTCTCT 
  A  A  M  N   S  G  Y   E  N  P   F  R  Q  Y   M  R  Y   F  T  S 
     601 GCGGCGATGA ATTCGGGGTA CGAAAACCCG TTTAGGCAAT ATATGCGTTA TTTTACAAGC 
 CGCCGCTACT TAAGCCCCAT GCTTTTGGGC AAATCCGTTA TATACGCAAT AAAATGTTCG 
  S  S  I  T   L  T  L   N  G  K   I  T  P  N   E  R  T   M  A  H 
     661 TCGAGTATAA CACTAACTTT AAATGGTAAA ATAACACCTA ACGAGAGAAC TATGGCTCAT 
 AGCTCATATT GTGATTGAAA TTTACCATTT TATTGTGGAT TGCTCTCTTG ATACCGAGTA 
  H  G  V  P   K  Q  F   F  A  Y   T  Y  D  F   I  D  P   D  Y  S 
     721 CACGGAGTAC CCAAGCAGTT CTTTGCATAT ACTTACGATT TTATTGACCC CGACTATAGC 
 GTGCCTCATG GGTTCGTCAA GAAACGTATA TGAATGCTAA AATAACTGGG GCTGATATCG 
  L  M  N  H   S  A  I   N  A  Y   N  L  T  R   I  Q  A   F  K  N 
     781 CTCATGAATC ATTCGGCGAT TAATGCTTAC AACTTAACGA GGATTCAAGC ATTTAAGAAT 
 GAGTACTTAG TAAGCCGCTA ATTACGAATG TTGAATTGCT CCTAAGTTCG TAAATTCTTA 
  K  I  A  S   V  N  N   T  M  H   N  T  Y  Q   L  N  Q   G  A  V 
     841 AAGATAGCTT CAGTGAACAA TACTATGCAT AACACATACC AGCTGAACCA GGGAGCTGTT 
 TTCTATCGAA GTCACTTGTT ATGATACGTA TTGTGTATGG TCGACTTGGT CCCTCGACAA 
  S  G  * 
     901 TCAGGGTAG 
 AGTCCCATC 
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ภาพที ่3.  subcloning ยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส ขนาด 909 คูเบส เขาสู expression vector 
pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen)  
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PWMaV2AF283103+132
1041 bp

LumioTag

PMWaV2-CP

E coR I (7 42)

H indII I ( 339)

Sm a I  (5 12)

X maI  (5 10)

Nco I  (19)

Nco I  (132)

A v aI  (365 )

A v aI  (5 10) A vaI (7 93)

 
                   NcoI 

                   ~~~~~~~ 
  M  H  H  H   H  H  H   G  A  G   G  C  C  P   G  C  C   G  G  G 
       1 ATGCATCATC ACCATCACCA TGGTGCTGGT GGCTGTTGTC CTGGCTGTTG CGGTGGCGGC 
 TACGTAGTAG TGGTAGTGGT ACCACGACCA CCGACAACAG GACCGACAAC GCCACCGCCG 
  E  N  L  Y   F  Q  G   I  I  T   S  L  Y  K   K  A  G   S  A  A 
      61 GAAAACCTGT ATTTTCAGGG AATTATCACA AGTTTGTACA AAAAAGCAGG CTCCGCGGCC 
 CTTTTGGACA TAAAAGTCCC TTAATAGTGT TCAAACATGT TTTTTCGTCC GAGGCGCCGG 
             NcoI 
            ~~~~~~ 
  A  P  F  T   M  A  Q   N  Y  V   A  V  V  E   G  T  I   L  E  S 
     121 GCCCCCTTCA CCATGGCTCA GAATTACGTA GCCGTAGTAG AAGGCACTAT TCTCGAAAGT 
 CGGGGGAAGT GGTACCGAGT CTTAATGCAT CGGCATCATC TTCCGTGATA AGAGCTTTCA 
  L  T  A  P   P  K  R   F  R  V   A  T  S  D   V  G  K   Y  Y  D 
     181 TTGACGGCTC CACCTAAACG ATTTAGAGTG GCGACGTCTG ATGTGGGGAA ATATTACGAT 
 AACTGCCGAG GTGGATTTGC TAAATCTCAC CGCTGCAGAC TACACCCCTT TATAATGCTA 
  S  S  K  Y   R  S  V   T  G  V   A  T  A  E   R  D  R   L  P  A 
     241 AGTAGCAAAT ACCGCTCTGT AACGGGCGTA GCTACAGCCG AGAGGGATCG GTTACCAGCG 
 TCATCGTTTA TGGCGAGACA TTGCCCGCAT CGATGTCGGC TCTCCCTAGC CAATGGTCGC 
                                         HindIII 
                                         ~~~~~~~ 
  I  E  E  T   E  L  L   A  T  I   P  T  E  A   S  T  D   K  G  V 
     301 ATAGAGGAAA CTGAACTATT GGCAACAATC CCAACGGAAG CTTCAACAGA TAAGGGTGTT 
 TATCTCCTTT GACTTGATAA CCGTTGTTAG GGTTGCCTTC GAAGTTGTCT ATTCCCACAA 
     AvaI 
    ~~~~~~ 
  I  P  E  T   V  K  R   S  S  N   K  P  E  I   V  D  D   V  S  T 
     361 ATTCCCGAGA CTGTTAAGAG GTCGAGTAAT AAACCAGAAA TAGTAGATGA TGTATCAACG 
 TAAGGGCTCT GACAATTCTC CAGCTCATTA TTTGGTCTTT ATCATCTACT ACATAGTTGC 
  L  L  L  N   P  R  K   N  V  V   L  N  I  G   S  V  K   T  V  P 
     421 TTGCTGTTAA ATCCTAGAAA GAACGTTGTA CTAAATATTG GATCGGTTAA AACCGTGCCA 
 AACGACAATT TAGGATCTTT CTTGCAACAT GATTTATAAC CTAGCCAATT TTGGCACGGT 
                                SmaI 
                               ~~~~~~~ 
                                XmaI 
                               ~~~~~~~ 
                                AvaI 
                               ~~~~~~~ 
  K  V  V  N   Q  P  G   L  I  S   R  E  I  A   I  R  I   G  E  A 
     481 AAGGTAGTTA ATCAGCCGGG TTTGATATCC CGGGAGATTG CTATCCGTAT AGGAGAGGCT 
 TTCCATCAAT TAGTCGGCCC AAACTATAGG GCCCTCTAAC GATAGGCATA TCCTCTCCGA 
  L  K  E  H   C  K  Q   V  M  G   S  D  S  S   T  D  L   A  T  Y 
     541 CTGAAGGAAC ATTGCAAACA AGTTATGGGT TCGGATAGTA GTACGGACTT AGCTACATAC 
 GACTTCCTTG TAACGTTTGT TCAATACCCA AGCCTATCAT CATGCCTGAA TCGATGTATG 
  F  I  H  L   I  Q  L   A  I  T   F  S  T  S   K  N  S   E  Y  K 
     601 TTTATACATT TGATTCAACT CGCTATTACG TTCTCTACAT CCAAAAATAG CGAATACAAA 
 AAATATGTAA ACTAAGTTGA GCGATAATGC AAGAGATGTA GGTTTTTATC GCTTATGTTT 
  E  F  D  Y   I  E  T   E  T  Q   K  K  I  Y   I  K  D   V  S  E 
     661 GAGTTTGACT ATATAGAAAC AGAGACGCAA AAGAAAATAT ACATCAAGGA CGTGAGTGAG 
 CTCAAACTGA TATATCTTTG TCTCTGCGTT TTCTTTTATA TGTAGTTCCT GCACTCACTC 
                       EcoRI 
                       ~~~~~~ 
  V  V  E  R   A  A  M   N  S  G   Y  E  N  P   F  R  Q   Y  M  R 
     721 GTGGTTGAGA GAGCGGCGAT GAATTCGGGG TACGAAAACC CGTTTAGGCA ATATATGCGT 
 CACCAACTCT CTCGCCGCTA CTTAAGCCCC ATGCTTTTGG GCAAATCCGT TATATACGCA 
              AvaI 
             ~~~~~~ 
  Y  F  T  S   S  S  I   T  L  T   L  N  G  K   I  T  P   N  E  R 
     781 TATTTTACAA GCTCGAGTAT AACACTAACT TTAAATGGTA AAATAACACC TAACGAGAGA 
 ATAAAATGTT CGAGCTCATA TTGTGATTGA AATTTACCAT TTTATTGTGG ATTGCTCTCT 
  T  M  A  H   H  G  V   P  K  Q   F  F  A  Y   T  Y  D   F  I  D 
     841 ACTATGGCTC ATCACGGAGT ACCCAAGCAG TTCTTTGCAT ATACTTACGA TTTTATTGAC 
 TGATACCGAG TAGTGCCTCA TGGGTTCGTC AAGAAACGTA TATGAATGCT AAAATAACTG 
  P  D  Y  S   L  M  N   H  S  A   I  N  A  Y   N  L  T   R  I  Q 
     901 CCCGACTATA GCCTCATGAA TCATTCGGCG ATTAATGCTT ACAACTTAAC GAGGATTCAA 
 GGGCTGATAT CGGAGTACTT AGTAAGCCGC TAATTACGAA TGTTGAATTG CTCCTAAGTT 
  A  F  K  N   K  I  A   S  V  N   N  T  M  H   N  T  Y   Q  L  N 
     961 GCATTTAAGA ATAAGATAGC TTCAGTGAAC AATACTATGC ATAACACATA CCAGCTGAAC 
 CGTAAATTCT TATTCTATCG AAGTCACTTG TTATGATACG TATTGTGTAT GGTCGACTTG 
  Q  G  A  V   S  G  * 
    1021 CAGGGAGCTG TTTCAGGGTA G 
 GTCCCTCGAC AAAGTCCCAT C 

ภาพที ่4.  ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส (909 bp) + Lumio tag 132 bp 
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                                                M     1      2      3      4      5     6 
 
                       
 
 
 
 
 
 
 
  
 ภาพที่ 5   ผลการชักนําใหสรางโปรตีนในพลาสมิดสายผสม pET 160/GW/D-TOPO®-cp ดวย

สาร IPTG ที่ระยะเวลาตางๆกัน ดวยเทคนิค SDS-PAGE 
                                 M : โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas) 
                                 1  :  โปรตีนที่แยกไดกอนการชักนําดวย IPTG 
                                    2-5 : โปรตีนที่แยกไดหลังการชักนาํ 2  4  6  8 และ 24 ชั่วโมง 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

38 kDa 
 35 
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ภาพที ่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 1-18 หลังการใช eluting buffer 

 
 
 
 
 

 
 

M     1      2      3     4      5      6      7     8      9 

M    10    11    12    13    14    15    16    17    18 

38 kDa 

38 kDa 
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สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
         

 นําใบสับปะรดที่เปนโรคเหีย่วมาแยกสกดัอารเอ็นเอ โดยใชชุดสกัดอารเอ็นเอ
สําเร็จรูป (RNeasy Kit ของ QIAGEN) แลวนาํไปเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค RT-PCR โดยใชไพรเมอร
จากสวนของยนีโปรตีนหอหุมอนุภาคของเชื้อไวรัส PMWaV-2 ไดแกLumi_PMWaV2F (5' 
CACCGCTCA GAATTACGTAGCCGTAGTAGA 3') และ Lumi_PMWaV2R  (5' 
CCCTGAAACAGCTCCCTG GTTCAGCT 3') สังเคราะห ไดชิ้นของดีเอ็นเอ ขนาด 909 คูเบส 
จากนั้นนําไปโคลนเขาสู cloning vector (pCR®8/GW/TOPO® , Invitrogen) และคัดเลือกเฉพาะ
โคลนทีม่ีชิ้นดีเอ็นเอที่ใสเขาไปใน vector นํามาทาํใหบริสุทธิ์โดยวิธ ี Miniprep แลวสงไปตรวจสอบ
ลําดับเบส พบวามีลําดับนวิคลีโอไทด 909 คูเบส หลังจากนัน้ subclone ยีนโปรตีนหอหุมอนุภาค
ของไวรัส PMWaV-2 เขาสู protein expression vector (pET160/GW/D-TOPO® , Invitrogen) ซึ่งมี
ขนาด 5.8 กิโลเบส และ transform เขา E. coli Top 10   ตรวจพบวามีลําดับนวิคลีโอไทด 1041 คู
เบส ซึง่ประกอบดวยยนีโปรตีนหอหุมอนุภาคไวรัส PMWaV-2 ขนาด 909 คูเบส + Lumio tag 132 คู
เบส ขณะนี้กาํลังดําเนินการคัดเลือกโคลนที่สามารถสังเคราะห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าระยะเวลาท่ี
สามารถสังเคราะหโปรตีนไดสูงสุด คือ 24 ชั่วโมง โดยใหโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 38 กโิลดาลตัน 
จากการตรวจปริมาณโปรตีนทหีลังการแยกใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column ดวยเทคนิค SDS-
PAGE  ปรากฏวา เร่ิมพบ band ขนาด 38 กิโลดาลตันทุก fraction และ พบวา โปรตีนสามารถผาน 
column Ni-NTP ไดนอยมาก ขณะนี้กาํลังทาํการปรับ pH  ของบัฟเฟอรชนดิตางๆที่ใชในการแยก
โปรตีนใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA เพื่อไมใหโปรตีนถูกชะลางไปในข้ันตอนของการลาง column  
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