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บทคัดย่อ 
การน าเทคนิค Gold Labeling IgG Flow Test (GLIFT) มาปรับใช้ในการตรวจเชื้อ  Cucumber  
mosaic virus (CMV) เพ่ือการวินิจฉัยโรค ที่สามารถตรวจสอบได้แม่นย า ใช้ง่าย สะดวกและอ่าน 
ผลได้รวดเร็วภายใน 5-10 นาท ีเร็วกว่าวิธี ELISA ที่ใช้เวลามากกว่า 4-5 ชั่วโมง GLIFT ได้ถูกพัฒนา 
โดยใช้หลักการทางเซรุ่มวิทยาและ lateral flow technique บนแผ่น nitrocellulose membrane  
ซึ่งที่ให้ผลดีที่สุดคือ ด้วยการเลือกใช้อนุภาคของทอง (colloidal gold) มาต่อเชื่อมกับ IgG ของเชื้อ  
CMV ที่มีความเข้มข้นในปริมาณ 1 mg/ml ให้สีของปฏิกิริยาแดงเข้ม และให้สีของปฏิกิริยาที่ test  

line แดงเข้มชัดเจนเมื่อใช้ gold labeling IgG ในปริมาณ 2 l /cm มีความเหมาะสมดีกว่าปริมาณ 

1.0 และ 1.5 l /cm ส าหรับการใช้ IgG ของ CMV ในปริมาณ 1.0 l /cm ท า test line ให้ผล 
ของปฏิกิริยาดี สามารถใช้ goat-anti rabbit IgG ท า control line ได ้จากการเปรียบเทียบชนิดของ 
แผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนที่แตกต่างกัน 7 ชนิด พบว่าปฏิกิริยาเกิดได้ดีในไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน 
ชนิด AE 100 และ Unisart CN 140 และการเปรียบเทียบชนิดของ sample buffer ต่อปฏิกิริยาบน 
ชุดตรวจสอบโดยใช้บัฟเฟอร์ที่แตกต่างกัน จ านวน 7 ชนิด พบว่าบัพเฟอร์ที่สามารถท าให้เกิดปฏิกิริยา 
เกิดปฏิกิริยาบนเส้น control line และไม่เกิดปฏิกิริยาแบบ false positive คือเกิดปฏิกิริยาบนเส้น 
test line หรือปฏิกิริยาข้ามนั้นคือบัพเฟอร์ TBS-T และ PBS-T และเม่ือเปรียบเทียบความเข้ม 



ของสีที่ control line พบว่า การใช้ TBS-T ให้ผลดีที่สุด  
ค าน า 

 
 ไวรัส Cucumber mosaic virus (CMV) สามารถเข้าท าลายพืชได้มากกว่า 60 วงศ์ ทั้งใน
ธัญพืช ไม้เนื้อแข็ง ไม้ดอกไม้ประดับ ไม้ผล พืชไร่ และพืชผัก โดยเฉพาะพืชผัก พบว่า เชื้อ CMV มี
ผลกระทบต่อผลผลิตของพืชผักหลากหลายชนิด เช่น แตงกวา ฟักทอง ฟักเขียว แคนตาลูป มะเขือ
เทศ พริก ถั่วลันเตา และแครอท เป็นต้น พริกที่เป็นโรคใบด่างจากการเข้าท าลายของเชื้อ CMV 
ผลผลิตลดลง 30-75% ทั้งนีข้ึ้นกับอายุของพริกขณะได้รับเชื้อ CMV (เครือพันธุ์และวันเพ็ญ, 2545; 
Sulyo et  al., 1995; Anonymous, 2004)  
 ไวรัสชนิดนี้มีอนุภาคเป็นรูปทรงกลม ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 30 นาโนเมตร จัดอยู่ในสกุลคิว
คูโมไวรัส (Cucumovirus) สามารถถ่ายทอดโดยวิธีกลและมีเพลี้ยอ่อนหลายชนิดเป็นพาหะน าโรค 
เพลี้ยอ่อนที่ส าคัญ ได้แก่ เพลี้ยอ่อนยาสูบ (Myzus persicae) และเพลี้ยอ่อนฝ้าย (Aphis gossypii) 
รูปแบบในการถ่ายทอดโรคเป็นแบบ non-persistent (Kaper & Waterworth, 1981) ลักษณะ
อาการอาการของโรคบนพืชอาศัยมีความแตกต่างกันขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของเชื้อ CMV และสายพันธุ์
พืช แต่อาการโดยทั่วไป พบว่า ใบพืชแสดงอาการด่าง บางครั้งพบจุดแผลตายเฉพาะแห่งสีน้ าตาลบน
ใบ ใบเสียรูป บิดเบี้ยว อาจลดขนาด ใบเรียวเล็กเป็นเส้น เนื่องจากเนื้อใบไม่เจริญเติบโตขณะที่เส้นใบ
เจริญเป็นปกติ ใบร่วงหลุดได้ง่าย ดอกร่วง ผลมีขนาดเล็กและปริมาณลดลง อาจมีอาการด่าง บิดเบี้ยว 
และผิวขรุขระบนผล ต้นเตี้ยแคระแกรน นอกจากนี้ยังถ่ายทอดผ่านทางเมล็ดได้ ท าให้โรคแพร่ระบาด
ได้อย่างรวดเร็ว (เครือพันธุ์และวันเพ็ญ, 2545; Brunt et al., 1995; Berke et al., 2003)  

วิธีการตรวจสอบเชื้อ CMV  ได้มีการพัฒนาจากชีววิธี โดยการปลูกเชื้อและสังเกตอาการที่
เกิดข้ึน แต่ใช้ระยะเวลานานนับสัปดาห์ ต่อมาได้มีการทดสอบโดยเทคนิคทางเซรุ่มวิทยา เช่น ELISA, 
dot immuno binding assay (DIBA) แต่ระยะเวลาการตรวจสอบอย่างน้อย 1 วัน ท าให้มีการพ้ฒ
นาการตรวจสอบที่สามารถใช้ระยะเวลาสั้น 5-10 นาที แต่ยังมีความแม่นย าสูง ได้แก่ เทคนิค lateral 
flow test strip (Kim, S. and Je-Kyun Park. 2004)  ซึ่งช่วยให้การวินิจฉัยโรคที่เกิดจากเชื้อ CMV 
ได้รวดเร็ว อันจะส่งผลให้ด าเนินการป้องกันก าจัดโรคได้อย่างรวดเร็ว 
       โดย Tsuda et al. (1992 & 1993) ได้ศึกษาวิธีการตรวจสอบไวรัสพืชแบบ lateral flow 
test โดยใช้อนุภาคของ latex bead เป็นตัวติดฉลาก แต่ปฏิกิริยาไม่ค่อยคงที่และมีราคาแพง ใน
ประเทศไทยได้มีการผลิตชุดตรวจเชื้อ HIV ยาบ้า และไข้หวัดนก ด้วยเทคนิค lateral flow test 
โดยใช้อนุภาคของทองเป็นตัวติดฉลาก ซึ่งสามารถตรวจสอบได้อย่างรวดเร็วและแม่นย า 
(ทิพวรรณ, 2547; สุดาและคณะ, 2547; Ninlawan, 2001) รวมทั้ง สุรภีและคณะ (2551) ได้
พัฒนาชุดตรวจสอบไวรัส 11 ชนิด และแบคทีเรีย 2 strain โดยวิธี Gold labeled IgG Flow 
Technique (GLIFT) ในพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญ ได้แก่ กล้วยไม้ มันฝรั่ง ถั่วเหลือง พืชผักและยาสูบ 
เสาวรส มะละกอ ปทุมมา และพืชตระกูลแตง โดยการน าแอนติซีรัมของเชื้อแต่ละชนิดมาสกัด IgG 



และปรับความเข้มข้นเป็น 1 มก./ มล. และทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของ IgG ต่อเชื้อด้วย
เทคนิค DIBA จากนั้นน ามาติกฉลากด้วยอนุภาคทอง ขนาด 40 นาโนเมตร ทดสอบอัตราที่ใช้กับ
ชนิดของ membrane ขั้นตอนสุดท้ายประกอบเป็นชุดตรวจสอบส าเร็จรูป ซึ่งเมื่อน าไปทดสอบกับ
พืช ใช้เวลาในการตรวจ ประมาณ 5 นาที และชุดตรวจสอบนี้สามารถเก็บในสภาพแห้งที่
อุณหภูมิห้องได้นาน 2 ปี 

ดังนั้นเพื่อการตรวจสอบไวรัส Cucumber mosaic virus ในพืชเศรษฐกิจ ให้มีความแม่นย า 
รวดเร็ว และประหยัดเวลา ทันต่อสถานการณ์และระบาดของโรค จึงได้ท าการศึกษาผลิตชุด
ตรวจสอบแบบ Lateral flow test   

 
 
 

วิธีด าเนินการ 
 

อุปกรณ์ 

- เครื่อง centrifuge 

- เครื่อง Spectrophotometer 

- แอนติซีรัม polyclonal  antibody ของเชื้อ  Cucumber mosaic virus (CMV) 

- ตู้แช่แข็ง -20 และ -80 0C  

- สารเคมีและวัสดุที่ใช้ในการตรวจสอบด้วยวิธี ELISA 
เช่น Goat Anti-Rabbit+Phosphatase, non-fat milk, FR-TR salt และ
Nitrocellulose membrane เป็นต้น  

- สารเคมีและวัสดุที่ใช้ในการผลิตชุดตรวจสอบไวรัสกล้วยไม้ส าเร็จรูป เช่น Colloidal 
gold, Goat-anti mouse (GAM), Sucrose และ fiber glass เป็นต้น  

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
วิธีการ 

 
1. การเตรียมแอนติซีรัมและการสกัด IgG ของเชื้อไวรัส Cucumber mosaic virus (CMV) ใบ

ด่างแตง 
      น าแอนติซีรัม polyclonal antibody ของกลุ่มงานไวรัสวิทยาที่ได้ผลผลิตไว้ใช้ในงานวิจัยมาท า
การสกัด Immuno gamma-globulin (IgG) และปรับความเข้มข้น IgG ของเชื้อ CMV โดยน า 
แอนติซีรัมมาเจือจางด้วยน้ ากลั่น ในอัตรา 1:9  ผสมให้เข้ากนัแล้วเติม ammonium sulphate ที่
อ่ิมตัวในปริมาตรเท่ากัน กวนเบาๆ แล้วบ่มปฏิกิริยาไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที น าไปหมุน     
เหวี่ยงตกตะกอนโปรตีนของ IgG ที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที เก็บตะกอนและ
ละลายใน ½ phosphate buffer saline (PBS) แล้ว dialyse ใน  ½ PBS 1 ลิตร 3 ครั้ง แต่ละครั้ง
เป็นเวลา 4 ชั่วโมง วัดความเข้มข้นของ IgG ด้วย Spectrophotometer  ที่ OD 280 (สุรภีและคณะ, 
2532 ก.; สุรภีและคณะ, 2532 ข.) 
 
2.  การทดสอบประสิทธิภาพ IgG ของ CMV ในการตรวจเชื้อไวรัสใบด่างแตงด้วยเทคนิค   
     Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent assay (NCM-ELISA) 

น าตัวอย่างใบพืชที่ต้องการตรวจสอบใส่ในถุงพลาสติก เติม Extraction buffer ( 0.02 M Tris, 
0.2 M NaN3, 0.2% Na2SO3, pH 7.5) ในอัตราส่วน (ใบพืช : บัฟเฟอร์ = 1:5)  แล้วบดตัวอย่างให้
ละเอียด ท าการวางรูปแบบของแผ่น Nitrocellulose membrane (NCM) ขนาด 0.45 µm ชนิด  
High bone N+ ด้วยการตีเป็นช่องตารางสี่เหลี่ยม (ขนาด 1X1 ตารางเซนติเมตร) ท าเครื่องหมายที่
ตารางของตัวแผ่น NCM หัวท้ายเพ่ือเรียงล าดับตัวอย่างจาก 1 ถึงตัวอย่างสุดท้าย น าแผ่น NCM 
พร้อมกับวางกระดาษกรองเบอร์ 1 ทีต่ัดให้มีขนาดพอดีกับแผ่น NCM แช่ใน TBS (0.02M Tris, 0.5 
M NaCl, pH 7.5 ) ประมาณ 5 นาที หลังจากนั้นคีบแผ่นกระดาษกรองเบอร์ 1 ขึ้นมาพร้อมกับแผ่น 
NCM ที่แช่ไว้ด้วยกัน วางลงบนแผ่นกระดาษกรองแผ่นใหม่ที่แห้งและมีขนาดใหญ่กว่า โดยใช้ 
pasteur pipette ที่สะอาดรีดแผ่น NCM ให้แนบติดกับกระดาษกรอง ท าการหยดตัวอย่างน้ าคั้นพืช 
1 หยด  หรือประมาณ 20-25 ไมโครลิตร ลงในช่องตารางบนแผ่น NCM ตามรูปแบบที่วางไว้ เมื่อ
หยดตัวอย่างเสร็จแล้วคีบแผ่น NCM ออกมาวางบนกระดาษสะอาดผึ่งไว้ประมาณ 10-20 นาที น า
แผ่นตัวอย่างที่แห้งแล้วแช่ลงในกล่องสี่เหลี่ยมที่มี blocking buffer ( 2%  non fat milk ใน TBS 
pH 7.5 ) อยู่ 10 มิลลิลิตร + 0.8 มิลลิลิตร ของ 25% titonx100 แช่นาน 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง 
หรือ ประมาณ 27-30๐C หลังจากนั้นเท blocking buffer ออก ใส่ส่วนผสมของ IgG ของ CMV  ที่
ละลายอยู่ใน blocking buffer ใหม่  ในอัตรา 1:500  แช่แผ่น NCM นั้นเป็นเวลา  1 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิห้อง หรือ ประมาณ 27-30๐C แล้วจึงล้างแผ่น NCM ด้วย TBS-Tween 3 ครั้ง ๆ ละ 3 นาที 
เทส่วนผสม Goat anti-rabbit conjugated Alkaline phosphatase (SIGMA A7778) ที่เจือจาง



เป็น 1:3000 ในสารละลาย blocking buffer จ านวน 10 มิลลิลิตร บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้อง 1 
ชั่วโมง ล้างออกด้วย TBS-Tween  3 ครั้ง ๆ ละ 3 นาที  แล้วเทส่วนผสม substrate  (ละลาย  
0.25%  AS- MX  จ านวน  1 มิลลิลิตร ใน 5 มิลลิลิตร ของ 0.2 M Tris HCl , pH 8.2 และละลาย
สาร  Fast red TR-salt (FR-TR) ใน 6 มิลลิลิตร ของ 0.2 M Tris HCl , pH 8.2 เทส่วนผสมทั้ง 2 
รวมกัน แล้วเทลงในกล่องแช่แผ่น NCM เขย่าเบาๆ) รอดูผลของปฏิกิริยา ประมาณ 5-30 นาที  เมื่อ
เกิดปฏิกิริยาเห็นสีชมพูชัดเจนแล้วเท substrate ออก แล้วเทน้ ากลั่นลงแทน เพ่ือเป็นการล้างและ
หยุดปฏิกิริยา 

 
3. การเตรียมสารละลายแขวนลอยอนุภาคทอง (colloidal gold) 
      เตรียมจากสารประกอบ HAuCl4 เพ่ือให้ได้อนุภาคทองที่บริสุทธิ์และมีขนาด 40 นาโนเมตร น า
สารละลาย 1% ของ Gold chloride หรือ chloroauric acid (HAuCl4 , AuCl3 ) จ านวน 1.2 ml  
ใส่ลงในน้ ากลั่นจ านวน 174 ml ที่ต้มเดือดแล้วนาน 2 นาที แล้วเติม Sodium citrate  ลง 2 ml 
กวนต่อนาน 10 นาที แล้วน ามาแช่ในน้ าเย็นให้เย็นลง  น าไปวัด OD 530 nm ให้ได้ค่าเท่ากับ 0.5 
แล้วปรับเป็น pH 7.3 ด้วย 0.2 M K2CO3 ที่เตรียมใหม่และใช้ทันที  (Hampton et al.,1990)  แลว้
น าสารละลายของ Colloidal  Gold ไปใช้ในการ conjugate กับ IgG  ของ CMV 
 
4. การติดสลาก IgG ของ CMV ด้วยอนุภาคทอง 

น า IgG ของ CMV จ านวน  2 มิลลิลิตร  เติมลงในสารละลายทองแขวนลอยที่เตรียมไว้จ านวน 200 
มิลลิลิตร กวนเบาๆ ด้วยเครื่องกวนแม่เหล็กไฟฟ้า (magnetic stirrer) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง
แล้วเติมสารละลาย bovine serum albumin (BSA) ความเข้มข้น 10 % จ านวน 20 มิลลิลิตร กวน
เบา ๆ อีก 1 ชั่วโมง  แล้วจึงน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,000 รอบ/นาที นาน 40 นาท ีเพ่ือตกตะกอน 
IgG ติดสลากด้วยอนุภาคทอง (gold labeled IgG) แล้วละลายตะกอนดว้ยสารละลายบัฟเฟอร์ให้มี
ความเข้มข้นของสารละลายเป็น 0.5 ที่ OD 540  

การเตรียม Conjugate Release pad (CRP) ท าการพ่นปริมาณ Gold labeling IgG ของ CMV ลง

บนแผ่น CRP ซึ่งเป็นวัสดุใยแก้ว (fiber glass) ในปริมาณ 1.5 l/เซนติเมตร แล้วน าไปอบแห้งในตู้อบ
ควบคุมอุณหภูมิ (incubator) 37oC  เป็นเวลา 2 ชั่วโมง แล้วน า CRP ของ Gold labeling IgG ของ 
CMV มาตัดเป็นชิ้นขนาด 0.5x0.5 เซนติเมตร เก็บในสภาพแห้งที่มีความชื้นไม่เกิน 40% ก่อนน าไป
ประกอบเป็น dipstick และประกอบเป็นชุดตลับตรวจสอบต่อไป  

 
5. การเตรียม test line  
    ท าการพ่น IgG ด้วยเครื่องมือ spray ที่สามารถควบคุมแรงดัน ลงบนแผ่น NCM โดยทดลอง

เปรียบเทียบปริมาณของ IgG ของ CMV ที่ต่างกัน 4 อัตราได้แก่ 0.5, 1.0, 1.5  2.0 และ 2.5 I/cm  
 



 
6. การเตรียม control  line 

   ท าเส้นแสดงปฏิกิริยาควบคุม (control line) ด้วยการพ่น GAR ในอัตรา 1.0 I/cm  ลงบน NCM 
ในต าแหน่งห่างจาก test line ขึ้นไปด้านบนของ dip stick 0.5 cm  แล้วน าไปอบแห้งเช่นเดียวกับ 
Conjugate Release pad (CRP) นาน 2 ชั่วโมง control line ท าไว้เพ่ือให้ Gold labeling IgG 
ของ Rabbit IgG ละลายออกมาแล้วไหลไปจับกับ control line เพ่ือเป็นการตรวจปฏิกิริยาการไหล
ของสารละลายที่ดี   
 
7. การทดสอบคัดเลือกชนิดของเมมเบรนที่เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยาของ CMV บนเส้น  
    test  line 
    ได้ทดลองใช้เมมเบรน 7 ชนิด คือ  

1. Unisart CN 95 

2.  AE 100 

3.  AE 99 

4.  AE 98 Fast 

5.  Millipore HF 13504 

6.  Prisma 60 

7. Unisart CN 140   
    ใช้เครื่องพ่นสารละลายควบคุมปริมาณ ท าการพ่น IgG ของ Goat anti-rabbit (GAR) โดยใช้ GAR 

ที่เจือจาง 1:3 ปริมาณ 1 l/เซนติเมตร เป็นเส้น control  line ใช้ IgG  ของ CMV พ่นเป็น test line 

ในปริมาณ 2 l/เซนติเมตร ตามล าดับ ลงบนแผ่นเมมเบรน โดยเส้นทั้ง 2 มีระยะห่างกัน 0.5 
เซนติเมตร  และจัดให้อยู่กึ่งกลางของแผ่น NCM ที่มีความกว้าง 2.5 เซนติเมตร น าแผ่นที่พ่น IgG 
แล้วไปอบที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ก่อนน ามาทดสอบ (เส้น control  line เป็นเส้นที่มีไว้
ตรวจสอบการไหลของสารละลายทั้งหมดในชุดตรวจสอบว่ามีความสมบูรณ์ โดยปรากฏเป็นเส้นสีแดง
เกิดจากปฏิกิริยาของ GAR  กับ IgG ที่ผลิตมาจากกระต่ายและติดสลากอนุภาคทอง)  
 
8. การเปรียบเทียบสารละลายบัฟเฟอร์ในการเตรียมตัวอย่างน้ าคั้นพืช                 
      ทดลองใช้บัฟเฟอร์ ที่แตกต่างกัน 7 ชนิด บดตัวอย่างพืช คือ  

PBS pH 7.4 
PBS-T pH 7.4 
TBS pH 7.4 
TBS-T pH 7.4 



extraction buffer 1 pH 8.6 
extraction buffer 2 pH 7.5  
general extraction buffer pH 7.4 (Agdia) 

 
9. การประกอบและตรวจสอบ 
   น า NCM บน Plastic Backing polyester ที่อบแห้งแล้ว มาลอกกระดาษปิดกาวออก วางแผ่น 
Conjugate Release pad ทีเ่ป็น fiber glass ที่มี Gold labeled IgG และอบแห้งแล้วเกย ด้านล่าง
ของแผ่น NCM 1 มิลลิเมตร ปิดทับ Conjugate Release pad ด้วย แผ่นรองรับตัวอย่างน้ าคั้นพืช 
(sample pad ) ที่เป็น fiber glass โดยให้เกยประมาณ 1 มิลลิเมตร ปิดลงไปจนถึงปลายของแผ่น  
Backing พอดี วางแผ่นซับน้ าอย่างหนา (Wicking paper) ไว้ด้านบนของ NCM ประมาณ 1 
มิลลิเมตร ทาบไป จนสุดปลายด้านบนของ Backing ตัดออกเป็น strip กว้าง 0.4 เซนติเมตร ด้วย
เครื่องตัดแบบอัตโนมัติ 
   
10. การทดสอบประสิทธิภาพความไว (sensitivity) ในการตรวจสอบเชื้อ CMV  
      ท าการทดสอบประสิทธิภาพความไว (sensitivity) ของ Lateral flow test strip ในการ
ตรวจสอบเชื้อ CMV ในอัตราความเข้มข้นต่างๆ ด้วยการเจือจางน้ าคั้น  ในอัตรา 1:10,  1:100,  
1:200,  1:500,  1:1,000 และ 1:2,000   แล้ วน า Lateral flow test strip  จุ่มลงในน้ าคั้น ใน
ปริมาณท่ีเท่ากัน อ่านผลปฏิกิริยาเปรียบทียบกัน  

 
 
เวลาและสถานที่ 

ระยะเวลา  เริ่มเดือนตุลาคม 2553  สิ้นสุดเดือนกันยายน 2555 
สถานที ่     ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานไวรัสวิทยา  กลุ่มวิจัยโรคพืช   

     ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร  จตุจักร  กทม. 
 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

1. การสกัด IgG ของเชื้อไวรัส Cucumber mosaic virus (CMV) ใบด่างแตง 
   การสกัด gamma-globulin (IgG) และปรับความเข้มข้นของ IgG   IgG ที่สกัดออกมาเมื่อวัดความ
เข้มข้นของโปรตีน ด้วยเครื่อง spectrophotomer  ได้ค่าความเข้มข้น IgG ของ CMV เทา่กับ 8.0 
ปรับให้ IgG มีความเข้มข้นที่ OD260 เท่ากับ 1.4 เพ่ือให้ IgG ที่ได้นี้มีปริมาณโปรตีนเป็น 1 mg/ml 
ก่อนน าไป conjugate กับ colloidal  Gold 



 
2.  การทดสอบประสิทธิภาพ IgG ของ CMV ในการตรวจเชื้อไวรัสใบด่างแตงด้วยเทคนิค   
     Nitrocellulose membrane-Enzyme-linked immuno sorbent assay (NCM-ELISA) 
     ผลการตรวจวินิจฉัยด้วยวธิี NCM-ELISA กับตัวอย่างพืชใบด่าง CMV ให้ปฏิกิริยาเป็นบวกกับ IgG 
ของ CMV ให้สีแดงเข้มและไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับพืชปกติ ดังนั้นสามารถท่ีจะน า IgG ของ CMV นี้ไป
ด าเนินการและขั้นตอนในการเตรียมท าชุดตรวจสอบต่อไป  
 
                              Buffer     healthy      CMV        CMV               

                          
 

    ภาพที่ 1 ให้ปฏิกิริยาเป็นบวกกับ IgG ของ CMV     
 

3. การติดสลาก IgG ของ CMV ด้วยอนุภาคทอง 
   ภายหลังจากการกวนกับ Sodium citrate จะได้สารละลายของ Colloidal Gold เป็นสี cherry  
red ซึ่งเป็นผลจากอนุภาคของทอง ที่มีลักษณะ monodisperse colloid ที่มีความคงตัวและมีขนาด
ประมาณ 40 nm มีความไวและคงรูปเมื่อน าไปใช้ในการ conjugate กับ IgG ของไวรัส  (Hampton 
et al.,1990) ผลจากการทดลองหยอด Gold labeling IgG ในปริมาณ 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 

และ 2.5 I/cm พบว่าทุกอัตราให้ปฏิกิริยาของสีที่เส้น test line ที่ดีและชัดเจนใกล้เคียงกัน แต่ที่

ความเข้มข้นที่ 2.5 I/cm จะมีปริมาณของ Gold labeling IgG มากเกินไป และจะไหลกลับลงมา

รบกวน control line และ test line ดังนั้นความเข้มข้นที่เหมาะสม จึงใช้อัตรา 1.5, 2.0 I/cm ใน

การตรวจเชื้อ CMV ซ่ึง control line ได้ใช้ Gold labeling IgG ของ rabbit IgG ในปริมาณ 1.0 I 
เหมาะสมดีแล้ว ให้ปฏิกิริยาที่ชัดเจน 

 
4. การเตรียม Test line และ การเตรียม control  line 

    พบว่าการใช้ IgG ของ CMV spray เป็น Test line ปริมาณความเข้มข้นที่ 1 l/ cm ให้ผลของสี

คมชัด ดีเท่ากับปริมาณ 1.5 l/cm จึงเลือกใช้ 1.0 l/cm เป็นการประหยัด IgG ส่วนการพ่น IgG 

ของ  Goat anti-rabbit (GAR) โดยใช้ GAR ที่เจือจาง 1:3  ปริมาณ 1 l/ซม. เป็นเส้น control  line 
เพ่ือเข้าไปท าปฏิกิริยา ผลของปฏิกิริยาไมเ่ข้มเนื่องจากการใช้ Goat anti-rabbit  ท าเป็น  control 
line เพราะแผ่น conjugate Release pad ของ IgG CMV ต้องเฉลี่ยไปท าปฏิกิริยากับทั้ง Test line 
และ Control line จึงท าให้ปฏิกิริยามีสีที่อ่อนลง  
 



 
5. การทดสอบคัดเลือกชนิดของแผ่น ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนที่เหมาะสมต่อการ 
   เกิดปฏิกิริยาของ CMV บนเส้น test  line 
 

      NCM 
 
 line 

Unisart  
CN 95 
 

AE 100 
 

AE 99 
 

AE 98 
Fast 
 

Millipore 
HF 
13504 
 

Prisma 
60 
 

Unisart  
CN 140   
 

CMV - +++ + + + + +++ 
Control line +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

 
     การเปรียบเทียบชนิดของแผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนที่แตกต่างกัน 7 ชนิด ในการตรวจสอบ  
CMV พบว่าปฏิกิริยาเกิดได้ดีในไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนชนิด AE 100 และ Unisart CN 140 ท าให้ 
มีความเข้มสีที่เกิดขึ้นบนชุดตรวจสอบ ที่ท าปฏิกิริยาบนเส้น control line เกิดได้เร็วที่สุด ซึ่งแตกต่าง 
จากไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนชนิดอ่ืนที่น ามาทดสอบอย่างเห็นได้ชัดดังนั้นในการผลิตเป็นชุดตรวจสอบ 
ตรวจสอบจึงเลือกใช้ เมมเบรน AE 100 และ Unisart CN 140 ในการพัฒนาชุดตรวจสอบต่อไป 
 
6. การเปรียบเทียบสารละลายบัพเฟอร์ในการเตรียมตัวอย่างน้ าคั้นพืช                 
    การเปรียบเทียบชนิดของ sample buffer ต่อปฏิกิริยาบนชุดตรวจสอบโดยใช้บัฟเฟอร์ จ านวน 7 
ชนิด พบว่า บัพเฟอร์ทีส่ามารถท าให้เกิดปฏิกิริยาบนเส้น control line และไม่เกิดปฏิกิริยาแบบ 
false positive คือเกิดปฏิกิริยาบนเส้น test line หรือปฏิกิริยาข้ามนั้นคือบัพเฟอร์ TBS-T และ 
PBS-T และเมื่อเปรียบเทียบความเข้มของสีที่ control line พบว่า การใช้ TBS-T ให้ผลดีที่สุด 
รองลงมาคือ PBS-T ซึ่งไม่ท าให้เกิดสีเขียวบน NCM ท าให้ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น สะอาดอ่านผลได้ชัดเจน 
ส่วนเมื่อใช้บัพเฟอร์ชนิดอ่ืนที่น ามาทดสอบเปรียบเทียบนั้น จะไม่เหมาะสมกับตัวอย่างพืชและมี 
background สีเข้มและสกปรก 
 
7. การประกอบและตรวจสอบ  
    การเตรียม  Gold labeled  IgG ของ  MAb-Poty1 เป็นการต่อเชื่อม IgG เข้ากับสารละลาย 
Colloidal Gold โดยทดสอบอัตราส่วนของ IgG ต่อ Colloidal Gold ที่เหมาะสม  ได้เป็น 
สารละลาย Gold conjugated IgG น าไปพ่นลงบน แผ่นวัสดุที่ดูดซับเฉพาะต้องทดสอบ
ปริมาณที่  พอเหมาะให้เกิดปฏิกิริยาที่ชัดเจน อบให้แห้งในตู้อบ 37 oC นาน 2 ชั่วโมง หลัง 
จากนั้นท าการเตรียม Test line และ Control line ท าเส้น Control line ด้วย Goat anti-rabbit 
(GAR) และ Test line ด้วย IgG บนแผ่น NCM ในอัตราที่ทดสอบแล้วว่าเหมาะสมเกิดปฏิกิริยาเร็ว
และชัดเจน แล้วอบให้แห้งก่อนน าไปประกอบ โดยท าการประกอบด้วยการน า NCM บน Plastic 



Backing polyester ที่อบแห้งแล้วมาลอกกระดาษปิดกาวออก วางแผ่น Conjugate Release pad 
ที่เป็น fiber glass ที่มี Gold labeled IgG และอบแห้งแล้ว เกยด้านล่างของแผ่น NCM 1 มิลลิเมตร 
ปิดทับ Conjugate Release pad ด้วย แผ่นรองรับตัวอย่างน้ าคั้นพืช (sample  pad ) ที่เป็น fiber 
glass โดยให้เกยประมาณ 1 มิลลิเมตร จะปิดลงไปจนถึงปลายของแผ่น Backing พอดี หลังจากนั้น
วางแผ่นซับน้ าอย่างหนา (Wicking paper)ไว้ด้านบนของ NCM ประมาณ 1 มิลลิเมตร ทาบไปจนสุด
ปลายด้านบนของ Backing และตัดออกเป็น strip กว้าง 0.4 เซนติเมตร ด้วยเครื่องตัดแบบอัตโนมัติ 
 
8. การทดสอบประสิทธิภาพความไว (sensitivity) ในการตรวจสอบเชื้อ CMV  
    ในการทดสอบประสิทธิภาพความไวในการตรวจหาไวรัส CMV ในน้ าคั้นที่เจือจางในอัตราส่วน  
ต่างๆ กัน พบว่าชุด Lateral flow test strip สามารถตรวจพบไวรัสได้ ที่ความเข้มข้นของน้ าคั้น ที่
เจือจางตั้งแต่ 1:10-1:1,000 และให้สีแดงของปฏิกิริยาชัดเจนดี จึงสรุปว่าชุด Lateral flow test 
strip มีความไวในการตรวจ CMV ในน้ าคั้นตัวอย่าง และอัตรา 1:10 และ 1:100 ชัดเจนที่สุด 

 
 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
 
    ในการทดลองผลิต Lateral flow test strip เพ่ือตรวจสอบไวรัส CMV ได้เลือกใช้หลักการทาง
เซรุ่มวิทยา (Serology) ร่วมกับการต่อเชื่อมแอนติซีรัมหรือ IgG ของไวรัส กับอนุภาคของสารมีสีได้แก่ 
Colloidal Gold โดยเลือกท่ีขนาด 40 nm มาใช้ได้ และอนุภาคของสารดังกล่าวสามารถแสดงผล
ของปฏิกิริยาให้เห็นได้ชัดเจนเป็นสีสีชมพูเข้ม โดยน า Colloidal Gold มา conjugate กับ IgG ไปท า
ปฏิกิริยาทางเซรุ่มวิทยากับอนุภาคของไวรัสในน้ าคั้นตัวอย่างที่เป็นโรคชนิดเดียวกับ IgG แล้วไหลผ่าน
ไปบนแผ่น NCM AE 100 ไปพบกับแถบ IgG ของไวรัส ที่วางแนวดักไว้ด้านบนของแผ่น NCM 
ดังกล่าว โดยห่างจากปลายด้านล่างของแผ่น NCM นั้น  เกิดเป็นลักษณะของปฏิกิริยาลูกโซ่แบบแซน
วิช ที่จับติดบนแผ่น NCM ตรงแนวของแถบ IgG ที่วางไว้  จึงมองเห็นเป็นแนวเส้นตรงของปฏิกิริยาสี
ชมพูเข้มของอนุภาคทอง 
                 การศึกษาชุด Lateral flow test strip ตรวจสอบเชื้อ CMV นี้มีความสะดวกมากกว่า 
NCM-ELISA สามารถใช้เป็นเครื่องมือภาคสนาม ที่เกษตรกรสามารถน าไปใช้ตรวจไวรัส CMV ได้
สะดวก ราคาไม่แพงและใช้ง่าย เพียงบดตัวอย่างพืชด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ในถุงพลาสติก จุ่ม 
Lateral flow test strip ลงในน้ าคั้นพืช อ่านผลได้ใน 3-5 นาที (Fig. 8)  ท าให้เกษตรกรสามารถ
ทราบได้ทันทวี่าเป็นดรคหรือไม่ เป็นการควบคุมการแพร่ระบาดโรคไวรัสได้อย่างรวดเร็วยิ่งขึ้น 
  ซึ่งการตรวจสอบเชื้อไวรัสเพ่ือการวินิจฉัยโรคมีด้วยกันหลายวิธี เช่นการตรวจหาอนุภาคของ
เชื้อด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (Jesen and Gold, 1951) การตรวจสอบโดยวิธี ELISA 
(Enyzme Linked-Immuno Sorbent Assay) (Clark and Adam,1977) และการตรวจสอบด้วยวิธี



อณูชีววิทยา แต่ละวิธีมีข้อดีข้อเสียแตกต่างกันไปในการวินิจฉัยโรคอาจต้องพิจารณาจากหลากหลาย
วิธีประกอบกัน และควรหาวิธีการใหม่ๆมาช่วยเพิ่มการตรวจสอบให้มีประสิทธิภาพดียิ่งขึ้น เทคนิค
การตรวจสอบด้วยวิธี lateral flow test เป็นวิธีหนึ่งทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพที่มีประสิทธิภาพสูงใน
การวินิจฉัยโรค วิธีการนี้มีหลักการที่แอนตีบอดี้ที่มาจากแอนติเจนชนิดเดียวกันจะมีความ
เฉพาะเจาะจงในการจับติดกัน และการเคลื่อนย้ายของของเหลวในลักษณะ capillary จากล่างขึ้นสู่
บน หรือจากซ้ายไปขวาในลักษณะ lateral flow จะช่วยให้แอนติเจนหรือตัวอย่างที่น ามาตรวจสอบ
เคลื่อนย้ายเข้าหาแอนติบอดี (Haber and Knapen, 1989; Tseda et.al.,1992 and Tseda 
et.al.,1993) เมื่อเป็นชนิดเดียวกันย่อมเกิดปฏิกิริยาบน strip สังเกตเห็นแถบสี (band) ของอนุภาค
และมีคุณสมบัติสามารถต่อเชื่อมกับแอนติซีรัมได้ ปฏิกิริยานี้ถูกก าหนดให้ไปเกิดข้ึนบน strip ชัดเจน 
ซึ่งข้ันตอนเหล่านี้ใช้เวลาในการตรวจสอบเพียง 5-10 นาท ี วิธีการนี้จึงเหมาะสมที่จะพัฒนาเพื่อใช้
ตรวจสอบเชื้อไวรัส Cucumber mosaic virus (CMV) 
 และจากการใช้แอนติบอดีชนิดโพลีโคลนอลมาท าการพัฒนาเป็นชุดตรวจสอบนี้ ปฏิกิริยาที่ได้
ยังไม่เป็นที่น่าพอใจมากนัก และอาจสามารถพัฒนาปรับปรุงได้ด้วยการทดสอบใช้แอนติบอดีชนิด   
โมโนโคลนอลมาท าการทดสอบ อาจจะให้ผลเป็นที่น่าพอใจมากข้ึนไปอีกระดับหนึ่งจึงควร
ท าการศึกษาต่อไป 
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