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บทคัดยอ 

         แยกสกดัดีเอ็นเอจากเสนกลางใบของแพงพวยทีเ่ปนโรคกรีนนิ่ง โดยใช CTAB buffer แลว
นําไปเพิ่มปริมาณของช้ินดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR ใชไพรเมอรจากสวนของยีน outer membrane 
protein ของเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิง่สม ไดแก OMP1 Stu และ OMP2 Stu  สังเคราะห ไดชิ้นของดี
เอ็นเอ ขนาด 996 คูเบส จากนัน้นาํไปโคลนเขาสู cloning vector (pTrcHis2-TOPO) และคัดเลือก
เฉพาะโคลนทีม่ีชิ้นดีเอ็นเอทีเ่ชื่อมเขาไปใน vector นํามาทาํใหบริสุทธิ ์ แลวตรวจสอบลําดับเบส
พบวามีขนาด 996 คูเบส จากนัน้ subclone ยีน omp ขนาด 996  คูเบส เขาสู expression vector 
pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen) และ transform เขา E. coli Top 10   พบวามีลําดับนวิคลีโอ
ไทด 1128 คูเบส ซึง่ประกอบดวยยนี omp ขนาด 996 คูเบส + Lumio tag 132 คูเบส  คัดเลือก
โคลนที่สามารถสังเคราะหโปรตีนไดในเซลลของ E. coli  BL 21 (DES 3) ในอาหาร 2XYT ที่เติม

สารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร และใชสาร Isopropyl--D thiogalactopyranoside 
(IPTG) ในการชักนาํใหเกดิการสังเคราะหโปรตีน พบวาระยะเวลาที่สามารถสังเคราะหโปรตีนได
สูงสุด คือ 24  ชั่วโมง โดยใหโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 41 กิโลดาลตัน จากนัน้นาํไปผาน Ni-NTA 
column  แลวนําโปรตีน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ไปฉีดเขาใตผิวหนงั บริเวณคอของกระตาย โดยผสม
กับ Freund’s adjuvant ทกุ 2 สัปดาห รวม 5-6 คร้ัง และเจาะเลือด 6 คร้ัง ผลการตรวจสอบ
คุณภาพของแอนติซีรัมที่ได ดวยวธิี indirect ELISA โดยเจือจางต้ังแต 1:10 ถึง 1:1,000,000 
พบวา แอนติซีรัมจากการเจาะเลือดคร้ังที่ 4-6 มีประสิทธิภาพสูงสุด สามารถทําปฏิกิริยาไดจนถึง 
1:100,000  จากนั้นทําการทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัมกับตัวอยางพชืตระกูลสม โดย
เปรียบเทยีบชนิดของ plate พบวา microwell plate ของ Nunc ใหปฏิกิริยาดีที่สุด  และอัตราใบ
พืช : coating buffer 1:5 และความเขมขนของแอนติซีรัม 1: 500 ใหผลไดดี สามารถนําไปปรับใช
ตรวจโรคกรีนนิ่งของพืชตระกูลสมตอไปได 
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คํานํา 
โรคกรีนนิง่  (greening disease) หรือโรคใบเหลืองตนโทรม จัดเปนโรคสําคัญที่

ทําความเสียหายใหกับธุรกิจการปลูกสมของประเทศไทย  โดยเนื้อใบมีสีเหลือง แตเสนใบ
ยังมีสีเขียวอยู ซึ่งคลายกบัอาการที่เกิดจากการขาดธาตุสังกะสี ผลมีขนาดเล็กและบิด
เบ้ียว ถาเปนโรครุนแรงใบมีขนาดเล็ก หนา และตนทรุดโทรม มีรายงานวาโรคนี้เกิดจาก
เชื้อแบคทีเรียแกรมลบ แตไมสามารถเล้ียงหรือเจริญเติบโตในอาหารสังเคราะหได จัดอยู
ใน alpha subdivision Proteobacteria มี 2 สายพนัธุคือ Candidatus Liberibacter 
asiaticus ซึ่งทนรอน (heat tolerant strain) มีเพล้ียไกแจสม (Diaphorina citri) เปนพาหะ 
โดยทัว่ไปพบในทวีปเอเชยี และ Candidatus Liberibacter africanus  เปนสายพันธุที่ไว
ตอความรอน (heat sensitive strain) และมีเพล้ียไกแจ (Trioza erytreaei) เปนพาหะ 
แพรระบาดในทวีปอัฟริกา (ไมตรี, 2540; Murray and Schleifer, 1994) การตรวจสอบ
เชื้อสาเหตุของโรคนี้มหีลายวิธี เชน โดยติดตาทาบกิง่บนพืชที่ออนแอตอโรค หรือโดยการ
ตรวจหาอนุภาคของเช้ือดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน แตตองใชเวลาในการตรวจสอบ
นานนับเดือน ปจจุบันเทคนิคทางเซรุมวทิยาเปนทีน่ิยมใชในการตรวจสอบเช้ือสาเหตุของ
โรคนี้ เพราะ เปนวธิีที่แมนยํา ประหยัด รวดเร็วและสามารถตรวจสอบตัวอยางพืชไดเปน
จํานวนมาก (Chippindall and Whitlock, 1989; Ohtsu et al., 1995) แตไวรัสที่สกัดไดมี
ปริมาณนอย ไมเพียงพอที่จะใชในการผลิตแอนติซีรัม ในปจจุบันอาศัยเทคโนโลยชีีวภาพ
ทําใหสามารถผลิตโปรตีนตางๆในเซลลแบคทีเรียในปริมาณมากได และมีความบริสุทธิ์สูง 
เปนการเพิ่มปริมาณแอนติเจนเพื่อนําไปผลิตแอนติซีรัมในสัตวทดลองตอไป 

แอนติซีรัมของเช้ือสาเหตุ (greening organism, GO) ของโรคกรีนนิ่งสม มีรายงาน
วาสามารถผลิตจากเสนกลางใบของสมหรือแพงพวยที่เปนโรค เชน ในประเทศแอฟริกาใต 
มีการแยกเช้ือสาเหตุโรคกรีนนิง่แบบกึง่บริสุทธิ์จากสม โดยใชเอนไซมชวยแยก sieve tube 
ซึ่งมีเชื้อออกจากเนื้อเยื่อสวนอ่ืนของพืชและผลิตแอนติซีรัม ซึ่งสามารถใชตรวจสอบโรคกรี
นนิง่โดยวิธี ELISA และ immuno-blot assays (Chippindall & Whitlock, 1989)  
Villechanoux และคณะ (1990) ไดแยกเช้ือ GO (Poona strain) จากแพงพวยที่เปนโรค 
โดยใชวิธ ีaffinity chromatography กับโมโนโคลนอลแอนติบอดี (10A6 strain)  และพบ
อนุภาคของเช้ือสาเหตุทั้งแบบทอนยาว (1-4 X 0.15-0.3 ไมครอน) และแบบทรงกลมที่มี
เสนผาศูนยกลาง 1.0 ไมครอน แตยังไมมีการนําไปผลิตแอนติซีรัม  C.Ke และคณะ 
(1993) ไดแยกเช้ือ GO จากแพงพวยและผลิตโพลิโคลนอลแอนติบอดี แตมีคุณภาพตํ่าทาํ
ใหการวิเคราะหผลการตรวจหาเช้ือโดยวิธทีางเซรุมวทิยาไมแมนยาํ  Ohtsu และคณะ 
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(2002) ไดทดสอบเกี่ยวกบัอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณเช้ือ GO ในแพงพวย 
สําหรับนํามาใชเปนแหลงของ GO ในการแยกเช้ือกึ่งบริสุทธิ์ และใชเอนไซม cellulase 
และ macerozyme ในการแยกเนื้อเยื่อทีม่ี GO ออกจากเนื้อเยื่อพืชสวนอ่ืน แอนติซีรัมที่
ผลิตไดสามารถตรวจหาเช้ือสาเหตุของโรคกรีนนิง่ไดแตตองใชตัวอยางพืชในการทดสอบ
ในปริมาณคอนขางสูง  

Druka และคณะ (1996) รายงานการผลิตแอนติซีรัมจากชิน้ของ coat protein ยีน 
จากสายพนัธุขาวของประเทศฟลิปปนส โดยนาํมาโคลนเขา vector แลวนําไปเชื่อมกับ 
MBP fusion proteinsจากนั้นนําไปฉีดกระตุนกระตายใหสรางแอนติบอดี แอนติซีรัมที่ผลิต
ไดสามารถตรวจวนิิจฉัยไวรัสใบสีสมรูปทรงกลมไดโดยวิธี ELISA, Western blotting และ 
IEM นอกจากนี้ ลําพงึ และคณะ (2547) ไดทําการสังเคราะหโปรตีนหอหุมอนภุาคเช้ือ
ไวรัสเสนใบเหลืองกระเจ๊ียบเขียวในระบบเซลลแบคทีเรีย และแยกโปรตีนออกจากเซลล
แบคทีเรีย และนําไปฉีดกระตุนกระตายทดลองเพื่อผลิตแอนติซรัีมทีม่ีประสิทธิภาพสูงใน
การตรวจเช้ือไวรัสสาเหตุโรค ฉะนั้นควรพฒันาวิธกีารผลิตแอนติซีรัมของ GO โดยอาศัย
เทคโนโลยีชวีภาพ ไดแก การเพิม่ปริมาณโปรตีนของเช้ือในเซลลแบคทีเรีย กอนนาํไปฉีด
เขากระตาย เพราะในปจจบัุนยงัไมมีแอนติซีรัมของ GO ที่มีประสิทธิภาพสูงสําหรับใช
ตรวจสอบโรคกรีนนิง่ของพืชตระกูลสมในประเทศไทย 
 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ   

1.   ตนสมและแพงพวยที่เปนโรคกรีนนิ่ง 
2.   ไพรเมอร 
3.   พลาสมิดพาหะ (cloning และ expression vectors)  
4.   อุปกรณและสารเคมีที่ใชในข้ันตอนของการโคลนยีน 
5.   กระตาย อุปกรณและสารเคมีในการผลิตแอนติซีรัม 
6.   อุปกรณและสารเคมีในการตรวจสอบเช้ือ โดยวธิีทางเซรุมวิทยา 

 
วิธีการ   
1. การโคลนยีน outer membrane protein (omp) 

 1.1  การออกแบบไพรเมอร ที่มีความจาํเพาะตอโปรตีนใน ribosome  
              ออกแบบไพรเมอร จํานวน 7 สาย จากสวนของยีน outer membrane 

protein (omp gene) ของเช้ือสาเหตุของโรคกรีนนิ่งของประเทศไทย (OMP-TH) ซึ่งเปน



 1214 

แบคทีเรียแกรมลบ  เพือ่นําไปใชในการเพิ่มปริมาณของชิ้นดีเอ็นเอ ในกระบวนการ 
cloning เขาสู vector  

1.2  การแยกสกัดดีเอ็นเอของเช้ือ 
             นาํตัวอยางแพงพวยที่ไดรับการปลูกเช้ือสาเหตุของโรค มาแยกสกัดดีเอ็น

เอ โดยตัดเฉพาะเสนกลางใบ นํามาบดในไนโตรเจนเหลวจนละเอียด จากนั้นเติม CTAB 
buffer ในอัตรา 0.1 กรัม/1มลิลิลิตร บมสารละลายใน water bath ที่ 65 oC นาน 10 นาท ี
แลวนําไปแยกออกจากเนื้อเยื่อพืชดวยเคร่ืองหมุนเหวีย่ง (15,000 รอบตอนาท,ี 10 นาท)ี ที ่
4 oC จากนั้นเติม chloroform : isoamyl alcohol (24:1) ในสวนน้าํใสที่แยกได ในอัตรา 
1:1 เขยาใหเขากันเปนเวลา 5 นาที แลวนาํมาหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาท,ี 
10 นาที นาํสวนของน้ําใสดานบนของหลอดทดลองมาผสมกับ isopropanol  ในอัตรา 1:1 
แลวนํามาหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาท ี เพื่อตกตะกอนดี
เอ็นเอ จากนั้นลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% เอทธานอล 500 ไมโครลิตร นํามาหมุนเหว่ียง
อีกคร้ังที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาท ีนาน 5 นาท ีกอนนํามาทาํใหแหงที ่37 oC  จากนัน้
เติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ 30 ไมโครลิตร เก็บไวที ่-20 oC 

 1.3  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR และการโคลนยนี 
              นําดีเอ็นเอของเช้ือที่ไดจากการแยกสกัด มาเพิม่ปริมาณของช้ินดีเอ็นเอ 
โดยใชไพรเมอร  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’) 

 
โดยใชปฏิกิริยาดังนี ้ 

   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  
 
        ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวย 1 % agarose gel 
electrophoresis ที่กระแสไฟฟา  100  โวลท  ใน TAE บัฟเฟอร  เปนเวลา  30  นาท ี  

1.4  การตอเชื่อม (ligation) PCR product เขาสู พลาสมิดพาหะ (plasmid 
vector) 

        นํา PCR product (10-20 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) ที่แยกไดจาก  PCR High 
Pure Column ปริมาตร 0.5-4.0 ไมโครลิตร ผสมกับ โคลนนิ่งเวคเตอร pTrcHis2-TOPO 
(Invitrogen, เปน cloning & transformation Kits)  1 ไมโครลิตร เติมน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือแลว 
ใหไดปริมาตรรวม 5 ไมโครลิตร ต้ังไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาท ีจากน้ันดูดมา 3 ไมโครลิตร

ใสในหลอดของ One Shot cell แชในน้ําแข็ง นาน 30 นาท ีแลวทําการ heat shock cell 
โดยการแชหลอดในน้ําที่มีอุณหภูมิ 42°C นาน 30 วินาที กอนยายไปแชบนน้าํแข็งทนัที เติม
อาหาร SOC ปริมาตร 250 ไมโครลิตร กอนนาํไปเขยาที ่ 37°C นาน 30 นาท ี ดูดมา 50 
ไมโครลิตร และเทแผลงบนอาหารแข็ง  2XYT Agar (ที่ม ีampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร) บมที ่
37 °C ขามคืน 
 1.5  การสกัดโคลนของพลาสมิด ออกจากเซลลของ E. coli โดยวิธี Alkaline lysis 
   คัดเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวบนอาหารแข็ง 2XYT โดยใชไมจิ้มฟนที่
ปราศจากเช้ือ แลวนํามาเล้ียงในอาหารเหลว 2XYT (มี ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร ผสม

อยู)  เขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอนาท ีที่ 37ซ ขามคืน นําเช้ือทีอ่ยูในอาหารเหลว 1 
มิลลิลิตร  มาหมุนเหวี่ยงที ่12,000 รอบตอนาที นาน 1 นาท ีเก็บตะกอนที่ไดมาละลายใน 
Solution I (25 mM Tris HCl pH 8.0, 50 mM glucose และ 10 mM EDTA) 100 
ไมโครลิตร เขยาใหเขากนั แลวเติม Solution II (0.2 N NaOH, 1% SDS) 200  ไมโครลิตร 
เขยาหลอดกอนที่จะเติม Solution III (3 M potassium acetate pH 5.2) 150  ไมโครลิตร 
และ chloroform : isoamyl alcohol (24 :1) 150 ไมโครลิตร เขยาและแชบนน้าํแข็ง 10 
นาที  แลวนําไปหมุนเหวี่ยง ที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาท ีนําสวนของน้ําใสมาเติม
ดวย หนึง่เทาโดยปริมาตรของ isopropanol และนําไปหมุนเหวี่ยง ที ่10,000 รอบตอนาที 
นาน 10 นาท ี ลางตะกอนทีไ่ดดวย 70% ethanol และหมุนเหวี่ยงอีกคร้ังที่ความเร็วรอบ
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และเวลาเทาเดิม แลวละลายตะกอนพลาสมิดดวยน้ํา (มี RNase 2 % ผสมอยู) 50 

ไมโครลิตร ต้ังไวที่ 37 ซ นาน 30 นาท ี 
  นําพลาสมิดทีส่กัดไดมาตรวจดูขนาดของพลาสมิดและสวนของยีน omp ที่
โคลนเขาไป บน 1% agarose gel electrophoresis จากนั้นนําโคลนมาตัดดวย เอ็นไซม 
EcoR I (1 ยูนิคของ EcoRI/ 1ไมโครกรัมของ พลาสมิด) และตรวจสอบซํ้าดวยเทคนิค 
PCR ใช ไพรเมอร   OMP1 Stu และ OMP2 Stu กอนนาํไป sequence เพื่อหาลําดับเบส
ของ ยนี omp ดวยเคร่ือง Sequencer 
 1.6   การ Subclone ยีน outer membrane protein (omp) 
              หลังจาก subclone ยีน omp ขนาด 856 คูเบส  เขาสู pGEX-
2T(Amersham) ซึ่งเปน protein expression vector (ขนาด 4.9 กิโลเบส) ที่ตําแหนง 
BamH I-Sac I  พบวาม ี 2 โคลนที่สามารถสังเคราะหโปรตีนไดในเซลลของ E. coli  
(Rosetta strain) และผลจากการตรวจสอบโดยวิธี SDS-PAGE พบ band ที่มนี้ําหนกั
โมเลกลุ 59 กโิลดาลตัน แตเมื่อนําไป purify โปรตีน ปรากฏวา ไดปริมาณโปรตีนนอยมาก 
จึงไดทํา subclone ใหม โดยนําพลาสมดิที่สกัดได (pTrcHis2-TOPO, Invitrogen) มาทาํ
การเพิม่จํานวนยนีดวยเทคนิค PCR ใชไพรเมอร  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 เพื่อใหได PCR Product ที่เปน blunt ends โดยใชปฏิกิริยาดังนี้  

        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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 นําหลอดที่ผสมปฏิกิริยามาใสในเคร่ือง 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  

 
 ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวย 1 % agarose gel 
electrophoresis ที่กระแสไฟฟา  100  โวลท  ใน TAE บัฟเฟอร  เปนเวลา  30  นาท ี  

นํา PCR product  นาํมาเชื่อมตอ (ligation) เขาสู expression vector 
pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen) และถายเขาสู (transformation)เขา E. coli Top 10  
โดยใช CaCl2 ที่ 42oC นาน 90 วินาท ีและแชบนน้าํแข็งทันที นาน 3 นาท ีจากนั้นทําการ
คัดเลือกโคลนบนอาหาร 2XYT ที่มี ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร ผสมอยู   (ข้ันตอน
เหมือนขอ 1.5)  ตรวจสอบโคลนดวยเทคนิค PCR และสงหาลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อ
ตรวจสอบความถูกตอง จากนั้น transform เขา competent cell  ของ E. coli BL21 (DES 
3) โดยใช CaCl2 ที่ 42oC นาน 90 วินาที และแชบนน้ําแข็งทันที นาน 3 นาท ี คัดเลือก
โคโลนีของพลาสมิดบนอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร เพื่อ
นําไปสังเคราะหโปรตีนในข้ันตอนตอไป  

 
2.    การวิเคราะหชวงเวลาที่เหมาะสมในการชักนําการสังเคราะห recombinant proteinใน
เซลลแบคทีเรีย 

เล้ียงแบคทีเรีย E. coli BL21 (DES 3) ที่มีพลาสมิดสายผสม pET160/GW/D-
TOPO® - omp  ในอาหารเหลว 2XYT 100 มิลลิลิตร ที่เติมสารปฏิชวีนะ ampicillin 100 
มิลลิกรัม/ลิตร เขยา 170 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 oซ  เปนเวลา 12-16 ชัว่โมง เพือ่ใชเปน 
starter จากนัน้แบงใสในอาหารเหลว 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/
ลิตร ในอัตราสวนของเช้ือ 10 % ของอาหาร  เขยาตออีก 2 ชัว่โมง จากนั้นเติม Isopropyl-

-D thiogalactopyranoside (IPTG) ในอาหารเล้ียงเชื้อใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1 
มิลลิโมลาร  เล้ียงเชื้อตอโดยการเขยาบนเคร่ือง shaker และเก็บตัวอยางเซลลหลังการเติม 
IPTG ที ่2  4  6   และ 24 ชั่วโมง คร้ังละ 1 มิลลิลิตร นํามาปนตกตะกอน ที่ 10,000 รอบ/
นาที นาน 2 นาที ละลายตะกอนเซลลดวยน้ําที่ผานการนึ่งฆาเช้ือแลว 50 ไมโครลิตร และ
เก็บไวที ่ -20 oซ จากนัน้แลวเติม 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 ผสมใหเขากนั และนาํไปตมในน้าํเดือด นาน 10 นาที แลวนําตัวอยางที่ไดไป
วิเคราะหโปรตีนดวยเทคนิค SDS-PAGE  (Laemmli, 1970) 
 
3.  การแยกโปรตีนของเช้ือใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column 
     นําแบคทีเรีย E. coli BL21 (DES 3) ที่มีพลาสมิดสายผสม pET160/GW/D-
TOPO® - omp  หลังจากล้ียงในอาหารเหลว 2XYT ที่เวลาอันเหมาะสมในการชักนาํใหเกิด
การสังเคราะหโปรตีน มาปนตกตะกอนที ่ 8,000 รอบ/นาท ี เปนเวลา 15 นาท ี (4oซ) นาํ
ตะกอนมาผสมกับน้าํที่ผานการนึง่ฆาเชื้อแลว (ตะกอน 1 กรัม/น้าํ 10 มิลลิลิตร) จากนั้น
เติม lysozyme เพียงเล็กนอยประมาณเทาหวัไมขีดไฟ  (ตออาหารเหลว  1 ลิตร) และกวน
ใหเขากนัจนเหนยีว เก็บที ่-20 oซ ขามคืน  จากนัน้นาํมาเติมดวย 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 และนํามาทาํใหเซลลแตกดวยเคร่ือง sonicator 
แบบ probe (power 45-50, cycle 50%) คร้ังละ 5 นาที จนกวาเซลลจะหายหนืดและใส 
แลวนําไปปนที่ 10,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที (4 oซ) เก็บน้าํใสไปแยกโปรตีนใหบริสุทธิ์
ดวย Ni-NTA column (อัตรา 2 มิลลิลิตร/อาหารเหลว 1 ลิตร) เร่ิมจากการลาง column 
หลังแพ็คแลว ดวย buffer B จากนั้นเทสวนน้ําใสใหผาน column และลาง column ดวย 
buffer C (pH 6.3) และ buffer D (pH 5.9) กอนที่จะใส buffer E (pH 3.9) เพื่อแยก
โปรตีนออกจากเจลใน column เก็บเปน fraction หลอดละ 500 ไมโครลิตร เพื่อนําไป
ตรวจสอบขนาดของโปรตีนวาอยูใน fraction ใด โดยเทคนิค SDS-PAGE  และคํานวน
ปริมาณโปรตีนที่ผาน column โดยใชสูตรของ Bradford’s 
  
4.   การผลิตแอนติซีรัมในสัตวทดลอง 
 ผสมโปรตีนของเช้ือที่บริสุทธิ์ (1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)กับ complete Freund’s 
adjuvant ในอัตรา 1:1 ใหเขากันเปน emulsion สําหรับการฉีดกระตายคร้ังแรก และใช  
incomplete Freund’s adjuvant ในอัตรา 1:1 สําหรับการฉีดคร้ังตอๆไปอีก 4 คร้ัง การฉีด
ทุกคร้ังเปนการฉีดเขาใตผิวหนงั (subcutaneous) บริเวณคอ ประมาณ 4-5 จุดตอการฉีด
แตละคร้ัง ทาํการฉีดทุก 2 สัปดาห เร่ิมทาํการเจาะเลือดที่เสนเลือดบริเวณใบห ู หลังจาก
การฉีดคร้ังที่ 2 และดําเนนิการเจาะเลือดทุก 1สัปดาหอีก 5 คร้ัง นาํเลือดที่เจาะไดมาต้ังไว
ที่อุณหภูมหิอง 1 ชั่วโมง กอนนาํไปเก็บที่ 4 oC อีก 24 ชั่วโมง  รินสวนน้ําใสมาหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 8000 g นาน 10 นาที เกบ็น้าํใสที่เปนสวนของแอนติบอดีไวที่ -80 oซ  จากนัน้ทํา
การทดสอบและหาคาไตเตอรของแอนติซีรัม  โดยวิธ ี Indirect ELISA เร่ิมจากการหยอด
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แอนติเจน (recombinant protein 1 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 
37 oซ นาน 1 ชั่วโมง แลวลางดวย PBS-T buffer (PBS + 0.05% Tween 20) 3 คร้ัง แลว
นํามาเติมดวย Blocking buffer  (1% BSA ใน PBS-T) หลุมละ  100 ไมโครลิตร บมที่ 37 
oซ นาน 1 ชั่วโมง  แลวลางอีก 3 คร้ัง ใสแอนติบอดีที่ไดจากการเจาะเลือดกระตาย 6 คร้ัง 
โดยทาํการเจือจางจาก 1: 10 ถึง 1:1,000,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37 oซ นาน 1 
ชั่วโมง ลางเพลทอีก 3 คร้ังกอนนํามาหยอดดวย Goat anti-rabbit IgG ที่ติดฉลากดวย 
alkaline phosphatase เจือจาง 1:2000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่ 37oซ นาน 1 
ชั่วโมง ลางเพลทอีก 3 คร้ังกอนนํามาซับสเตรท  p-nitrophenyl phosphstase หลุมละ 
100 ไมโครลิตร อานผลดวยเคร่ืองอาน ELISA ทีคาความดูดกลืนแสง 405  นาโนเมตร 
 
5. การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัมที่ผลิตได   

การตรวจสอบโรคกรีนนิง่ของพืชตระกูลสม  โดยวิธ ี Indirect ELISA  เร่ิมจากนํา
เสนกลางใบของสมที่เปนโนโรคกรีนนิง่และสมปกติ  มาบดใน  coating buffer ในอัตรา 1 
กรัม : 5, 10 , 15 มิลลิลิตร หยอดน้าํค้ันพืชลงในหลุมของไมโครเพลท (microplate) 100 

ไมโครลิตร/หลุม บมที ่ 37 ซ นาน 1-2 ชั่วโมง แลวนําไมโครเพลทมาลางดวย 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 บมที ่37 ซ นาน 1 ชั่วโมง ลางไมโครเพลทดวย PBS-Tween 20 จํานวน 3 
คร้ังๆละ 3 นาท ีแลวหยอด Goat-Anti Rabbit อัตรา 1: 2,000 ใน conjugate buffer 100 

ไมโครลิตร/หลุม บมที ่ 37 ซ นาน 1 ชั่วโมง นําเพลทมาลางอีก 3 คร้ังใน PBS-Tween 20 
แลวหยอด p-nitrophenyl phosphatase substrate (5 มิลลิกรัม/ substrate buffer 10 
มิลลิลิตร) หลุมละ 100 ไมโครลิตร และอานผลดวยเคร่ืองอานอิไลซา (ELISA Reader)  โดย
มีการเปรียบเทียบชนิดของเพลท 2 ชนิด ไดแก microplate ของ Nunc และ ELI/RIA Plate 
ขอ งCostar   

เวลาและสถานที ่   ระยะเวลา      ตุลาคม 2548 - กันยายน 2552 
            สถานที ่     กลุมงานไวรัสวิทยา   กลุมวิจัยโรคพืช                      
                                            สํานักวิจัยพฒันาการอารักขาพืช  กรมวชิาการเกษตร 
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ผลและวจิารณผลการทดลอง 
1. การโคลนยีน outer membrane protein (omp) 

 ไพรเมอร จํานวน 7 สาย ที่ออกแบบจากสวนของยีน outer membrane protein 
(omp gene) ของเชื้อสาเหตุของโรคกรีนนิ่งของประเทศไทย (OMP-TH) (ภาพที่ 1)  เพื่อ
นําไปใชในการเพิ่มปริมาณของช้ินดีเอ็นเอ ในกระบวนการ cloning เขาสู vector  ไดแก 
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 เพื่อใชในการโคลนเขาสูพลาสมิดเวคเตอร (cloning nvector 
และ  protein expression vectors)  สําหรับผลิตและเพิ่มปริมาณโปรตีนในเซลล
แบคทีเรีย ซึ่งจะนาํไปใชเปนแอนติเจนในการผลิตแอนติซีรัมในสัตวทดลอง เพราะเปนยีนที่
อยูบนเนื้อเยื่อชั้นนอกสุดของเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ มีหนาที่เกีย่วของกับส่ิงแวดลอม
ภายนอกและความสามารถในการเกิดโรค (Bastianel et al., 2005) 

ปริมาณดีเอ็นเอ ของใบแพงพวยที่เปนโรคและใบปกติที่ไดจากการสกัด และเพิ่ม
ปริมาณดวยเทคนิค PCR ใชไพรเมอร OMP1 Stu และ OMP1 Stu จากการตรวจวิเคราะห
ขนาดของดีเอ็นเอ ดวย agarose gel electrophoresis พบ แถบดีเอ็นเอขนาด 996 คูเบส 
(bp) ในใบพืชที่เปนโรค (ภาพท่ี 2)   

การตรวจสอบวาโคลนตางๆของพลาสมิด pTrcHis2-TOPO หลังตอเชื่อมกับ 

PCR product (996 คูเบส)  และtransform เขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli (DH 5) และนํา
โคลนทีม่ีดีเอ็นเอขนาด 996 คูเบส  ไปตรวจหาลําดับเบสของยีน omp ดวยเคร่ือง 
Sequencer พบวาเปนลําดับนิวคลีโอไทดของยีน omp (ภาพที่ 3)   
 - ผลการ Subclone ยีน outer membrane protein (omp) หลังจาก subclone ยนี 
omp ขนาด 996  คูเบส เขาสู expression vector pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen) 
ซึ่งเปน protein expression vector (ขนาด 5.8 กิโลเบส) (ภาพที ่4) และ transform เขา 
E. coli Top 10   พบวามีลําดับนิวคลีโอไทด 1128 คูเบส ซึ่งประกอบดวยยนี omp ขนาด 
996 คูเบส + Lumio tag 132 คูเบส (ภาพท่ี 5) จากนัน้คัดเลือกโคลนที่สามารถสังเคราะห
โปรตีนไดในเซลลของ E. coli  BL 21 (DES 3) ในอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ 
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ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร และใชสาร Isopropyl--D thiogalactopyranoside 
(IPTG) ในการชักนาํใหเกิดการสังเคราะหโปรตีน 

 
2.    การวิเคราะหชวงเวลาที่เหมาะสมในการชักนําการสังเคราะห recombinant proteinใน
เซลลแบคทีเรีย 
  หลังจากการเติมสาร IPTG เปนเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อใหเกิดการแสดงออกของยีน 
จากนั้นทําการเก็บเซลลที ่2  4  6  และ 24  ชั่วโมง เมื่อนาํมาตรวจหาระยะเวลาที่เร่ิมมีการ
สังเคราะหโปรตีนต้ังแต 4 ชัว่โมง และพบมากที่สุดเมื่อปลอยใหเกิดการชักนาํขามคืน โดย
ใชเทคนิค SDS-PAGE พบ band ที่มีน้าํหนักโมเลกุลประมาณ 41 กิโลดาลตัน ซึ่งมีคา
เทากับปริมาณโปรตีนที่คํานวณได พลาสมิดสายผสม (41.3 กิโลดาลตัน) (ภาพที่ 6 ) 
 
3.  การแยกโปรตีนของเช้ือใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column 
           จากการตรวจปริมาณโปรตีนทหีลังการแยกใหบริสุทธิ์ดวย Ni-NTA column ดวย
เทคนิค SDS-PAGE  ปรากฏวา เร่ิมพบ band ขนาด 41 กิโลดาลตันต้ังแต fraction ที ่3-
13 (F3-F13) แตมีปริมาณโปรตีนสูงต้ังแต F7-F10จึงเก็บน้าํใสของ F4-F11 มารวมกนั 
และจากการคํานวนหาปริมาณโปรตีนที่สังเคราะหได พบวามีปริมาณ 4 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร ซึ่งนาํไปผสมกับ Freund’s adjuvant  คร้ังละ 1 มิลลิกรัม/มลิลิลิตร 
 
4.   การผลิตแอนติซีรัมในสัตวทดลอง 
         ดําเนนิการฉีดกระตาย จาํนวน 5-6 คร้ัง และเจาะเลือดคร้ังละประมาณ 30-40 
มิลลิลิตร เพื่อนําไปปน และเก็บน้าํใส ไดแอนติบอดีคร้ังละ 10-15 มิลลิลิตร เก็บไวที ่-80oซ  
ผลการตรวจสอบคุณภาพของแอนติซีรัมที่ไดจากการเจาะเลือด จํานวน 6 คร้ัง โดยวิธ ี
indirect ELISA โดยทําการเจือจางแอนติซรัีมจาก 1:10 ถึง 1:1,000,000 พบวา แอนติซีรัม
จากการเจาะเลือดคร้ังที่ 4-6 มีประสิทธิภาพสูงสุด สามารถทําปฏิกิริยาไดจนถงึ 
1:100,000   
 
5. การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัมที่ผลิตได   
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซรัีมกับตัวอยางพืชตระกูลสม โดย
เปรียบเทยีบชนิดของ plate พบวา microwell plate ของ Nunc ใหปฏิกิริยาดีกวา ELI/RIA 
Plate ของ Costar  ซึ่งใหปฏิกิริยาเปนสีเหลืองทกุหลุม ทําใหไมสามารถอานผลความ
แตกตางระหวางสมเปนโรคและสมปกติได  จากการตรวจสอบประสิทธิภาพในการ
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ตรวจสอบโรคกรีนนิง่ของพืชตระกูลสม พบวาอัตราใบพชื : coating buffer 1:5 และความ
เขมขนของแอนติซีรัม 1: 500 ใหผลไดดีกวา อัตราใบพชื : coating buffer 1:10 และ 1:15 
และ ความเขมขนของแอนติซีรัม 1: 1000  

สรุปผลการทดลองและขอแนะนํา 
         ใชเสนกลางใบของแพงพวยท่ีเปนโรคกรีนนิง่ มาแยกสกัดดีเอ็นเอ โดยใช CTAB 
buffer ในการบดตัวอยาง แลวนาํไปเพิ่มปริมาณของช้ินดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR โดยใช
ไพรเมอรจากสวนของยีน outer membrane protein ของเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิ่งสม ไดแก 
OMP1 Stu  และ OMP2 Stu  สังเคราะห ไดชิ้นของดีเอ็นเอ ขนาด 996 คูเบส จากนัน้
นําไปโคลนเขาสู cloning vector (pTrcHis2-TOPO) และคัดเลือกเฉพาะโคลนทีม่ีชิ้นดี
เอ็นเอที่ใสเขาไปใน vector นํามาทาํใหบริสุทธิ์โดยวิธ ี หลังจากนั้นใชไพรเมอร  OMP3N 
และ OMP6C  เพิ่มปริมาณ OMP โปรตีนจาก pTrc-996-OMP ซึ่งสังเคราะหไดชิ้นดีเอ็นเอ
ขนาด 856 คูเบส และจากการ subclone ยีน omp ขนาด 996  คูเบส เขาสู expression 
vector pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen) ซึ่งเปน protein expression vector (ขนาด 
5.8 กิโลเบส) และ transform เขา E. coli Top 10   พบวามีลําดับนวิคลีโอไทด 1128 คู
เบส ซึ่งประกอบดวยยนี omp ขนาด 996 คูเบส + Lumio tag 132 คูเบส  จากนั้นคัดเลือก
โคลนที่สามารถสังเคราะหโปรตีนไดในเซลลของ E. coli  BL 21 (DES 3) ในอาหาร 2XYT 

ที่เติมสารปฏิชวีนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร และใชสาร Isopropyl--D 
thiogalactopyranoside (IPTG) ในการชักนําใหเกิดการสังเคราะหโปรตีน พบวา
ระยะเวลาที่สามารถสังเคราะหโปรตีนไดสูงสุด คือ 24 ชัว่โมง โดยใหโปรตีนที่มขีนาด
ประมาณ 41 กิโลดาลตัน จากนัน้นําไปผาน Ni-NTA column ไดโปรตีนที่มีขนาด 41 กิโล
ดาลตัน ใน fraction ที่ 3-13  และมีปริมาณ 4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ไดจากการคํานวณโดย
ใชสูตร Bradford  แลวนําโปรตีน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ไปฉีดเขาใตผิวหนัง บริเวณคอของ
กระตาย โดยผสมกับ Freund’s adjuvant ทุก 2 สัปดาห รวม 5-6 คร้ัง และเจาะเลือดเพื่อ
แยกแอนติบอดีออกมาจากเม็ดเลีอดแดง ทดสอบไตเตอรของแอนติบอดีจากการเจาะ
เลือดแตละคร้ัง พบวา  แอนติซีรัมที่เจาะคร้ังที่4-6 มีไตเตอรสูงสุด คือ พบวา แอนติซีรัม
จากการเจาะเลือดคร้ังที่ 4-6 มีประสิทธิภาพสูงสุด สามารถทําปฏิกิริยาไดจนถงึ 
1:100,000  ผลการทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซรัีมกับตัวอยางพืชตระกูลสม พบวา 
microwell plate ของ Nunc ใหปฏิกิริยาดีที่สุด  และอัตราใบพืช : coating buffer 1:5 
และความเขมขนของแอนติซีรัม 1: 500  ใหผลไดดี สามารถนําไปปรับใชตรวจโรคกรีนนิง่
ของพืชตระกูลสมตอไปได
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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.        ลําดับนวิคลีโอไทดของยีน omp ของเชื้อ Candidatus Liberibacter       
                   asiaticus สาเหตุโรคกรีนนิ่งสม และ ไพร เมอรที่ออกแบบบนยนี omp 
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ภาพที ่ 2.  การเพิ่มปริมาณยีน  omp โดยใชไพรเมอร OMP1 Stu และ OMP2 Stu  

วิเคราะหขนาดดีเอ็นเอดวย agarose gel electrophoresis 
               M  =  ดีเอ็นเอมาตรฐาน ( 1 kb Ladder, Fermentas) 
               1  =   ดีเอ็นเอของยนี omp จากแพงพวยที่เปนโรคกรีนนิ่ง 
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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.  ลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของยีน omp (996 bp) ที่ transform       
               เขาสู พลาสมิด pTrcHis2-TOPO 
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  ภาพที ่ 4.  subcloning ยีน OMP ขนาด 996 คูเบส เขาสู expression vector 

pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen)  

                         

 

  ภาพที่ 5   ผลการชักนําใหสรางโปรตีนในพลาสมิดสายผสม pET 160/GW/D-TOPO®-
omp ดวยสาร IPTG ที่ระยะเวลาตางๆกนั ดวยเทคนิค SDS-PAGE 

                                 M : โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas) 
                                 1  :  โปรตีนที่แยกไดกอนการชักนําดวย IPTG 
                                    2-5 : โปรตีนที่แยกไดหลังการชักนํา 2  4  6 และ 24 ชั่วโมง

GO-OMP (996) bp) 
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  ภาพที่ 6   ปริมาณโปรตีนทีสั่งเคราะหไดหลังจากผาน Ni-NTA column ดวยเทคนคิ SDS-

PAGE 
                 M : โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas) 
                  1-5  :  โปรตีนทีแ่ยกไดหลังจากลาง column ดวย washing buffer 
                 6-18 : โปรตีนทีแ่ยกไดในแตละ fraction ต้ังแต 1-13 หลังการใช eluting buffer 
 
 


