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การผลิตแอนติซีรัมของไวรัส Pineapple mealybug wilt-associated virus-2 
สาเหตุโรคเห่ียวสับปะรดโดยใชร้ะบบเซลล์แบคทีเรีย 

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

วันเพญ็ ศรทีองชัย   ศรีเมฆ ชาวโพงพาง  เยาวภา ตันติวานชิ 
  กลุ่มวิจัยโรคพืช                                                สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพชื 
 

บทคัดย่อ 

          นําใบสับปะรดที่เป็นโรคเหี่ยวมาแยกสกัดอาร์เอ็นเอ โดยใช้ชุดสกัดอาร์เอ็นเอ
สําเร็จรูป (RNeasy Kit ของ QIAGEN) แล้วนําไปเพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์จาก
ส่วนของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคของเช้ือไวรัส PMWaV-2 ได้แก่ Lumi_PMWaV2F (5' 
CACCGCTCAGAATTACGTAGCCGTAGTAGA 3') และ Lumi_PMWaV2R  (5' CCCTGAAAC 
AGCTCCCTG GTTCAGCT 3') สังเคราะห์ ได้ช้ินของดีเอ็นเอ ขนาด 909 คู่เบส จากน้ันนําไปโคลนเข้า
สู่ cloning vector (pCR®8/GW/TOPO® , Invitrogen) และคัดเลือกเฉพาะโคลนที่มีช้ินดีเอ็นเอที่ใส่
เข้าไปใน vector นํามาทําให้บริสุทธ์ิโดยวิธี Miniprep และมีลําดับนิวคลีโอไทด์ 909 คู่เบส หลังจาก
น้ัน subclone ยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคของไวรัส PMWaV-2 เข้าสู่ protein expression vector 
(pET160/GW/D-TOPO® , Invitrogen) ซึ่งมีขนาด 5.8 กิโลเบส และ transform เข้า E. coli Top 
10   ตรวจพบว่ามีลําดับนิวคลีโอไทด์ 1041 คู่เบส คัดเลือกโคลนที่สามารถสังเคราะห์โปรตีนได้ใน
เซลล์ของ E. coli  BL 21 (DES 3) ในอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/

ลิตร- และที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร และใช้สาร Isopropyl--D 
thiogalactopyranoside (IPTG) ในการชักนําให้เกิดการสังเคราะห์โปรตีน พบว่าระยะเวลาที่สามารถ
สังเคราะห์โปรตีนได้สูงสุด คือ 24  ช่ัวโมง โดยให้โปรตีนที่มีขนาดประมาณ 38 กิโลดาลตัน จากน้ัน
นําไปผ่าน Ni-NTA column  แล้วนําโปรตีน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ไปฉีดเข้าใต้ผิวหนัง บริเวณคอของ
กระต่าย โดยผสมกับ Freund’s adjuvant ทุก 2 สัปดาห์ รวม 5-6 ครั้ง และเจาะเลือด 6 ครั้ง ผล
การตรวจสอบคุณภาพของแอนติซีรัมที่ได้ ด้วยวิธี indirect ELISA โดยเจือจางต้ังแต่ 1:10 ถึง 
1:1,000,000 พบว่า แอนติซีรัมจากการเจาะเลือดครั้งที่ 4-6 มีประสิทธิภาพสูงสุด สามารถทํา
ปฏิกิริยาได้จนถึง 1:100,000  จากน้ันทําการทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัมกับตัวอย่างสับปะรด
ที่แสดงอาการเห่ียว โดยเปรียบเทียบชนิดของ plate พบว่า Polysorp plate ของ Nunc ให้ปฏิกิริยา
ดีที่สุด  แต่ให้ปฏิกิริยาค่อนข้างตํ่า ทําให้อ่านผลยาก แอนติซีรัมที่ผลิตได้อาจเหมาะนําไปใช้ในการ
ตรวจหาไวรัสโดยวิธี Immunosorbent electron microscopy มากกว่าวิธี ELISA 
รหัสการทดลอง 09 01 49 02 03 04 10 51
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คํานาํ 
 สับปะรด  [Ananas  comosus (L.) Merr.] อยู่ในวงศ์ Bromeliaceae เป็นพืชเศรษฐกิจที่
สําคัญของประเทศไทย สามารถปลูกและเก็บผลผลิตได้ตลอดปี เพ่ือใช้บริโภคสดภายในประเทศและ
แปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ มีมูลค่าส่งออกประมาณปีละ13,000-15,000 ล้านบาท  โดยประเทศไทย
ครองความเป็นผู้นําในการผลิตและส่งออกสับปะรดเป็นอันดับหน่ึงของโลก เป็นเวลานานกว่า 10 ปี
จนถึงปัจจุบัน โดยมีตลาดผู้นําเข้าที่สําคัญ ได้แก่ สหรัฐอเมริกา สหภาพยุโรป ญี่ปุ่น และสาธารณรัฐ
ประชาชนจีน (กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2547) 

ศัตรูพืชเป็นอุปสรรคสําคญัในการปลูกสับปะรด ทําให้ผลผลิตและคณุภาพสับปะรดเสียหาย
อย่างรุนแรง จนบางครั้งไม่สามารถเก็บผลผลิตได้ ศัตรสูําคัญทีสุ่ดที่กําลังเป็นปัญหาสําคัญต่อการปลูก
สับปะรดของไทยในปัจจุบัน ได้แก่ โรคเหี่ยวสับปะรด (Pineapple wilt disease หรือ Mealybug 
wilt of pineapple) พบระบาดเป็นครั้งแรกในรัฐฮาวาย ประเทศสหรฐัอเมริกา เมื่อต้นปี พ.ศ. 2443 
และปัจจุบันโรคน้ีแพร่ระบาดทั่วไปในประเทศท่ีมีการปลกูสับปะรดเป็นการค้า เช่น ออสเตรเลีย ไทย
และคิวบา เป็นต้น สําหรับประเทศไทยมรีายงานว่าพบการระบาดของโรคเหี่ยวในแหล่งปลูกสับปะรด
ของจังหวัดชลบุรีต้ังแต่ปี พ.ศ. 2532 และทําความเสยีหายให้แก่ผลผลิตอย่างสูง ต่อมาในปี พ.ศ. 
2546 โรคน้ีระบาดรุนแรงในแปลงปลูกสบัปะรดของภาคตะวันตกบริเวณจังหวัดประจวบคีรีขันธ์ และ
เพชรบุรี ซึ่งเป็นแหล่งปลูกสําคัญของประเทศ โดยมีพ้ืนที่ปลูกสับปะรดเป็นอันดับ 1 และ 3 ของ
ประเทศ คือ 492,058 และ 56,192 ไร่ ตามลําดับ จากพ้ืนที่ปลูกทั้งประเทศ 962,693 ไร่ (สํานักงาน
เศรษฐกิจการเกษตร, 2546; กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. 2547) นอกจากน้ีเริ่มพบการเข้าทําลาย
ของโรคน้ีในเขตจังหวัดชลบุรี ระยอง และตราด ซึ่งเป็นแหล่งปลูกสับปะรดที่สําคัญเพ่ือส่งโรงงานแปร
รูปของภาคตะวันออก พันธ์ุที่พบว่ามีการระบาดของโรคเหี่ยว คือพันธ์ุปัตตาเวีย หรือรู้จักแพร่หลายใน
นามสับปะรดศรีราชา ซึ่งจดัอยู่ในกลุ่มพันธ์ุ Smooth Cayenne เป็นพันธ์ุที่ปลูกมากทีสุ่ดคิดเป็นร้อย
ละ 70 ของผลผลิตรวมของสับปะรด เพราะนอกจากนิยมปลูกเพ่ืออุตสาหกรรมแปรรปูแล้ว  ยังเป็น
พันธ์ุที่นิยมใช้บริโภคผลสดอีกด้วย (วันเพ็ญ, 2546)   

โรคน้ีเกิดจากไวรัส Pineapple mealybug wilt-associated virus (PMWaVs ได้แก่
PMWaV-1 และ PMWaV-2) ซึ่งมีอนุภาคแบบท่อนยาวคด (flexuous rod) ขนาดประมาณ 1,200 X 
12 นาโนเมตร กรดนิวคลีอิคเป็นแบบอาร์เอ็นเอสายเด่ียว (single-stranded RNA, ssRNA) และมี
นํ้าหนักโมเลกุล 8.35 x 106 ดาลตัน (dalton) จัดอยู่ในสกุล คลอสเตอโรไวรัส (Closterovirus) วงศ์ 
คลอสเตอโรวิริดี (Closteroviridae) กระจายอยู่หนาแน่นเฉพาะภายในเซลลท์่ออาหารของพืช  
(Beardsley, 1993)  

ลักษณะอาการของโรค ใบเริม่แสดงอาการอ่อนน่ิม มีสีเขียวอ่อนหรือสีเหลือง ปลายใบแห้ง
ตายเป็นสีนํ้าตาลหรือสีแดงลามเข้าสู่โคนใบ (die back) ใบลู่ลงและแผ่แบนไม่ต้ังขึ้นเหมือนใบปกติ 
ต่อมาต้นเหี่ยวและแห้งตายในที่สุด รากมขีนาดสั้นและแตกแขนงน้อยมาก ทําให้ถอนต้นขึ้นมาได้ง่าย 
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ซึ่งตรงข้ามกับต้นปกติที่มีรากจํานวนมากยึดเกาะดินแน่น ทําให้ถอนต้นขึ้นมาได้ยาก ผลมขีนาดเล็ก
มากจนไม่สามารถเก็บเก่ียวได้ (Dilokkunanant et al., 1996) ในธรรมชาติพืชอาศัยที่สําคัญและ
อ่อนแอต่อไวรัส คือ สับปะรด และโรคน้ีสามารถถา่ยทอดโดยมีเพลี้ยแป้ง [pink pineapple 
mealybug, Dysmicoccus brevipes (Cockerell) และ gray pineapple mealybug, D. 
neobrevipes (Beardsley)] เป็นพาหะ (German et al, 1992) 

วิธีการที่สามารถใช้จําแนกไวรัส PMWaV-1 และ PMWaV-2 คือ วิธีอิมมูโนวิทยา 
(Immunology) โดยใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดี  ที่มีความเฉพาะเจาะจงต่อไวรัส PMWaV-1 และ 
PMWaV-2 (Sether & Hu, 2002) และวิธี RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจําเพาะเจาะจงกับไวรัส
แต่ละชนิด (Beardsley, 1993; Hu et al., 1996) ซึ่งให้ผลที่แม่นยํา และรวดเร็ว แต่ต้องอาศัยความ
ชํานาญเฉพาะด้านรวมทั้งต้องเสียค่าใช้จ่ายสูงในการตรวจสอบหน่อพันธ์ุสับปะรดเป็นจํานวนมาก และ
ในฮาวายมีรายงานว่า สับปะรดจะแสดงอาการเหี่ยว เมื่อได้รับเช้ือไวรัส PMWaV-2  และไม่แสดง
อาการของโรคถ้าได้รับเช้ือ PMWaV-1 เพียงชนิดเดียว แต่ถ้าได้รับเช้ือทั้งสองชนิดสับปะรดจะแสดง
อาการเหี่ยวอย่างรุนแรง ฉะน้ันควรมีการผลิตแอนติซีรัมของ PMWaV-2 เพ่ือใช้ในการคัดเลือกหน่อ
พันธ์ุปลอดโรคเพ่ือนําไปปลูกในปริมาณมาก เพราะเป็นวิธีที่ง่าย ค่าใช้จ่ายไม่สูง และสามารถตรวจ
ตัวอย่างได้ครั้งละเป็นจํานวนมาก   แต่เน่ืองจากปริมาณของคลอสเตอโรไวรัสในพืชมีน้อย ทําให้
ประสิทธิภาพของแอนติซีรัมที่ผลิตได้ยังไม่ดีที่สุด ในปัจจุบันอาศัยเทคโนโลยีชีวภาพทําให้สามารถผลิต
โปรตีนต่างๆในเซลล์แบคทีเรียในปริมาณมากได้ และมีความบริสุทธ์ิสูง จึงเป็นการเพ่ิมปริมาณ
แอนติเจนเพ่ือนําไปผลิตแอนติซีรัมในสัตว์ทดลองต่อไป 

 Druka และคณะ (1996) รายงานการผลิตแอนติซีรัมจากช้ินของ coat protein ยีน จากสาย
พันธ์ุข้าวของประเทศฟิลิปปินส์ โดยนํามาโคลนเข้า vector แล้วนําไปเช่ือมกับ MBP fusion proteins
จากน้ันนําไปฉีดกระตุ้นกระต่ายให้สร้างแอนติบอดี แอนติซีรัมทีผ่ลิตได้สามารถตรวจวินิจฉัยไวรัสใบสี
ส้มรูปทรงกลมได้โดยวิธี ELISA, Western blotting และ IEM  ต่อมา Cerovska และคณะ (2003) 
ได้ทําการผลิตโพลีคลอนอลแอนติบอดีจากยีนโปรตีนห่อหุ้มไวรัส (ยีน CP) ของเช้ือ Potato mop-top 
virus (PMTV) โดยโคลนช้ินของยีน CP เข้าสู่ expression vector แล้วเพ่ิมปริมาณโปรตีนในเซลล์
แบคทีเรีย E. coli  จากนั้นนํามาแยกให้บริสุทธ์ิและฉดีเข้าสัตว์ทดลองเพ่ือผลิตแอนติซีรัม จากการ
ทดสอบพบว่าแอนติซีรัมที่ได้สามารถใช้ตรวจหาไวรัส PMTVได้ผลดีโดยใช้เทคนิค ELISA หรือ Osmar 
และคณะ (2004) ได้นํายีน CP ของเช้ือ Apple stem grooving virus  (ASGV) มาเพ่ิมปริมาณโดย
เทคนิค RT-PCR นําไปโคลนใน vector  ตรวจหาลําดับเบส และ โคลนเข้าสู่ expression vector  
แล้วเพ่ิมปริมาณโปรตีนในเซลล์แบคทีเรีย E. coli  จากนั้นนํามาแยกให้บริสุทธ์ิและฉดีเข้าสัตว์ทดลอง
เพ่ือผลิตแอนติซีรัม จากการทดสอบพบว่าแอนติซีรัมที่ได้สามารถใช้ตรวจหาไวรัส ASGV ได้ผลดีโดยใช้
เทคนิค ELISA นอกจากน้ี ลาํพึง และคณะ (2547) ได้ทําการสังเคราะห์โปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเช้ือไวรัส
เส้นใบเหลืองกระเจี๊ยบเขียวในระบบเซลล์แบคทีเรีย และแยกโปรตีนออกจากเซลลแ์บคทีเรีย และ



1617 
 
นําไปฉีดกระตุ้นกระต่ายทดลองเพ่ือผลิตแอนติซีรัมทีม่ีประสิทธิภาพสูงในการตรวจเช้ือไวรัสสาเหตุโรค 
ฉะน้ันควรพัฒนาวิธีการผลิตแอนติซีรัมของ PMWaV-2 โดยอาศัยเทคโนโลยีชีวภาพ ได้แก่ การโคลน
ยีน และนํามาเพ่ิมปริมาณโปรตีนของเช้ือในเซลลแ์บคทีเรยี ก่อนนําไปฉีดเข้ากระต่าย  เพ่ือให้ได้แอนติ
ซีรัมทีม่ีประสทิธิภาพสูงสําหรับใช้ในการคดัเลือกหน่อพันธ์ุปลอดโรคเพ่ือนําไปปลูกในปริมาณมาก 
 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ ์  

1.   ต้นสับปะรดที่เป็นโรคเหี่ยวที่เกิดจากไวรัส PMWaV-2 
2. ไพรเมอร์ 
3.   พลาสมิดพาหะ (cloning และ expression vectors)  
4.   อุปกรณ์และสารเคมีทีใ่ช้ในขั้นตอนของการโคลนยีน 
5.   กระต่าย อุปกรณ์และสารเคมีในการผลิตแอนติซีรัม 
6.   อุปกรณ์และสารเคมีในการตรวจสอบเช้ือ โดยวิธีทางเซรุ่มวิทยา 

 
วิธีการ   
 1. การโคลนยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส (coat protein gene, CP) 

 1.1  การออกแบบไพรเมอร์  
              ออกแบบไพรเมอร์ จํานวน 1 คู่ จากสว่นของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาค(cp gene) ของเช้ือ
ไวรัสสาเหตุของโรคเห่ียวสับปะรด ซึ่งมีความจําเพาะเจาะจงกับ PMWaV-2 ได้แก่     
                 Lumi_PMWaV2F     5' CACCGCTCAGAATTACGTAGCCGTAGTAGA 3' 
                 Lumi_PMWaV2R   5' CCCTGAAACAGCTCCCTGGTTCAGCT 3' 
เพ่ือนําไปใช้ในการเพ่ิมปริมาณของช้ินดีเอ็นเอ ในกระบวนการ cloning เข้าสู่ vector  

 
1.2 การแยกสกัดอาร์เอ็นเอของเช้ือ 

                      โดยใช้ชุดสกัดอาร์เอ็นเอสําเร็จรูป (RNeasy Kit ของ QIAGEN) มีขั้นตอนดังน้ี 
                 1.  ช่ังใบสับปะรดที่มีอาการของโรค ประมาณ 0.1 กรัม บดในโกร่งที่เย็นโดยการ

เติมไนโตรเจนเหลวให้เป็นผงละเอียด ใช้ช้อนสเตนเลสท่ีผา่นเผาด้วยเปลวไฟ ตักผงละเอียดที่บดไว้ ใส่

หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลลิติร 

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

RLT) 450 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยและนําหลอดไปแช่ที่ 56 ºซ นาน 1-3 นาที จากน้ันดูด

ส่วนผสมทั้งหมดใส่ใน QIAshredder spin column (สีม่วง) นํา column ซ้อนบนหลอดขนาด 2 
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มิลลิลิตร หมุนเหว่ียงตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 2 นาที นํ้าไสจะผ่าน column 

ลงในหลอดที่รองรับขนาด 2 มิลลิลิตร  ส่วนเศษช้ินส่วนพืชติดอยู่ด้านบนcolumn  

3. เติม  absolute ethanol ในหลอดที่รองรับนํ้าใส ปริมาตร 0.5 เท่า (225 

ไมโครลิตร) ผสมให้เข้ากันโดยใช้ micropipette ดูดขึ้นลง 

4.   ดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ลงใน RNeasy mini column (สีชมพู) และวางซ้อนบน

หลอดขนาด 2 มิลลิลิตร และนําไปหมุนเหว่ียงตะกอนที่ 12,00 รอบ/นาที นาน 15 วินาที     

5.   เททิ้งส่วนที่ผ่าน column  แล้วเติมสารละลาย RW1 ลงใน column ปริมาตร

700 ไมโครลิตร จากน้ันนําไปหมุนเหว่ียงที่ 12,00 รอบ/นาที 15 วินาท ี

6.   เททิ้งส่วนที่ผ่าน column  แล้วล้าง column ด้วย RPE 500 ไมโครลิตร โดย

การหมุนเหว่ียง 12,000 รอบ/นาที 15 วินาที 

7.  ย้าย column ซ้อนบนหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลลิิตร  เติมนํ้า 

(RNase-free water) 50 ไมโครลิตร ใน column เพ่ือชะล้าง RNAจาก column รอประมาณ 1 นาที  

ก่อนนําไปหมุนเหว่ียงที่ 12,000 รอบ/นาที นาน 1 นาท ี อาร์เอ็นเอ ทีไ่ด้ละลายในน้าํผ่าน column 

และถูกเก็บไว้ในหลอดรองรับ จากน้ันนําไปเก็บไว้ที่ -80 ºซ    

   1.3  การเพ่ิมปริมาณอาร์เอ็นเอด้วยเทคนิค RT-PCR และการโคลนยีน 
                   นําอาร์เอ็นเอของเช้ือที่ได้จากการแยกสกัด มาทําปฏิกิริยา RT-PCR โดยใช้ชุด 
OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN) เพ่ิมปริมาณของช้ิน cDNA โดยใช้ไพรเมอร์               
                            Lumi_PMWaV2F     5' CACCGCTCAGAATTACGTAGCCGTAGTAGA 3' 
                            Lumi_PMWaV2R   5' CCCTGAAACAGCTCCCTGGTTCAGCT 3' 
 

โดยใช้ปฏิกิริยาดังน้ี  
        RNase free water       15.0      ไมโครลิตร 
 5x QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer         5.0      ไมโครลิตร
 dNTPs (10 mM)         1.0      ไมโครลิตร
 Lumi_PMWaV2F (20 uM)                  0.5      ไมโครลติร
 Lumi_PMWaV2R (20 uM)                  0.5      ไมโครลติร 
 QIAGEN OneStep RT-PCR enz. Mix      1.0      ไมโครลิตร 
 RNA template          2.0      ไมโครลิตร  
                           รวม                           25.0      ไมโครลติร 
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        นําหลอดที่ผสมปฏิกิรยิามาใส่ในเครือ่ง Thermal cycler เพ่ือสังเคราะห์ cDNA  
ตาม program ดังน้ี 
       
            50 º ซ  30   นาที   
            94º ซ     15   นาที  (activated hot start Taq DNA pol, deactivated 

reverse) 
           Denature  94 º ซ       45    วินาที 
           Annealing 58 º ซ       45    วินาที       30 รอบ      
           Extension 72 º ซ 45    วินาที 
           Final extension  72º ซ  5     นาที 

 

 ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยา PCR ด้วย 1 % agarose gel electrophoresis ที่
กระแสไฟฟ้า  100  โวล์ท  ใน TAE บัฟเฟอร์  เป็นเวลา  30  นาที   
 

1.4  การต่อเช่ือม (ligation) PCR product เข้าสู่ พลาสมิดพาหะ (plasmid vector) 
        นํา PCR product 2 ไมโครลิตร ผสมกับ โคลนน่ิงเวคเตอร์ pCR®8/GW/TOPO® 
(Invitrogen)  1 ไมโครลิตร และ salt solution 1 ไมโครลิตร จากน้ันเติมนํ้ากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือแล้ว / 
ไมโครลิตร ต้ังไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 5 นาท ีจากน้ันดูดมา 3 ไมโครลิตรใส่ในหลอดของ One Shot cell 
แช่ในนํ้าแข็ง นาน 30 นาท ีแล้วทําการ heat shock cell โดยการแช่หลอดในนํ้าที่มอุีณหภูมิ 42°C นาน 
30 วินาที ก่อนย้ายไปแช่บนนํ้าแข็งทันที เติมอาหาร SOC ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ก่อนนําไปเขย่าที่ 
37°C นาน 30 นาท ีดูดมา 50 ไมโครลิตร และเทแผ่ลงบนอาหารแข็ง  2XYT Agar (ที่มี ampicillin 100 
มิลลิกรมั/ลิตร) บ่มที่ 37 o ซ ข้ามคืน 
 
 1.5  การสกัดโคลนของพลาสมิด และการเพ่ิมจํานวนยีนโดยเทคนิค PCR  
   คัดเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวบนอาหารแข็ง 2XYT โดยใช้ไม้จิ้มฟันที่ปราศจากเช้ือ แล้ว
นํามาเลี้ยงในอาหารเหลว 2XYT (มี ampicillin 100 มิลลกิรัม/ลิตร ผสมอยู่)  เขย่าด้วยความเร็ว 170 

รอบต่อนาที ที่ 37ซ ข้ามคืน นําเช้ือที่อยู่ในอาหารเหลว 1 มิลลิลิตร  มาหมุนเหว่ียงที่ 12,000 รอบ
ต่อนาที นาน 1 นาที เก็บตะกอนที่ได้มาละลายใน Solution I (25 mM Tris HCl pH 8.0, 50 mM 
glucose และ 10 mM EDTA) 100 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน แล้วเติม Solution II (0.2 N NaOH, 
1% SDS) 200  ไมโครลิตร เขย่าหลอดก่อนที่จะเติม Solution III (3 M potassium acetate pH 
5.2) 150  ไมโครลิตร และ chloroform : isoamyl alcohol (24 :1) 150 ไมโครลิตร เขย่าและแช่
บนนํ้าแข็ง 10 นาท ี แล้วนําไปหมุนเหว่ียง ที่ 10,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที นําสว่นของน้ําใสมา
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เติมด้วย หน่ึงเท่าโดยปริมาตรของ isopropanol และนาํไปหมุนเหว่ียง ที่ 10,000 รอบต่อนาที นาน 
10 นาที ล้างตะกอนท่ีได้ด้วย 70% ethanol และหมุนเหว่ียงอีกคร้ังที่ความเร็วรอบและเวลาเท่าเดิม 

แล้วละลายตะกอนพลาสมิดด้วยนํ้า (มี RNase 2 % ผสมอยู่) 50 ไมโครลิตร ต้ังไว้ที ่37 ซ นาน 30 
นาที  

           นําพลาสมิดที่สกัดได้ส่งตรวจเพ่ือหาลําดับนิวคลีโอไทด์ จากน้ันทําการเพ่ิมจํานวนยีน
ด้วยเทคนิค PCR ใช้ไพรเมอร์   Lumi_PMWaV2F และ Lumi_PMWaV2R และใช้ Deep Vent DNA 
Polymerase (Proof reading) แทน Taq Polymerase เพ่ือให้ได้ PCR Product ที่เป็น blunt 
ends โดยใช้ปฏิกิริยาดังน้ี  

        dNTPs (10 mM)         1.0      ไมโครลิตร
 Lumi_PMWaV2F (20 uM)                  1.0      ไมโครลติร
 Lumi_PMWaV2R (20 uM)                  1.0      ไมโครลติร 
 Deep Vent DNA Polymerase         1.0      ไมโครลิตร 
 Buffer           1.0      ไมโครลิตร 
 template                   1.0      ไมโครลติร 
 dH2O        19.0      ไมโครลิตร 
                           รวม                          25.0      ไมโครลติร 

    
        นําหลอดที่ผสมปฏิกิรยิามาใส่ในเครือ่ง Thermal cycler เพ่ือสังเคราะห์  DNA  
ตาม program ดังนี้  
            94º ซ                 5   นาที   
           Denature  94º ซ  1    นาที 
           Annealing 58 º ซ        1    นาที       30 รอบ      
           Extension 72 º ซ         1    นาที 
           Final extension 72º ซ  5     นาที 
 

 ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยา PCR ด้วย 1 % agarose gel electrophoresis ที่
กระแสไฟฟ้า  100  โวล์ท  ใน TAE บัฟเฟอร์  เป็นเวลา  30  นาที   
 

1.6  การ subclone เข้าสู่ protein expression vector 
 นํา PCR product ที่ได้จากข้อ1.5 นํามาเช่ือมต่อ (ligation) เข้าสู่ expression 

vector pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen) และถ่ายเข้าสู่ (transformation)เข้า E. coli Top 10  
โดยใช้ CaCl2 ที่ 42oC นาน 90 วินาที และแช่บนนํ้าแข็งทันที นาน 3 นาที จากน้ันทําการคัดเลือก
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โคลนบนอาหาร 2XYT ที่มี ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร ผสมอยู่   (ขั้นตอนเหมือนข้อ 1.5)  
ตรวจสอบโคลนด้วยเทคนิค PCR และส่งหาลําดับนิวคลีโอไทด์ เพ่ือตรวจสอบความถูกต้อง จากน้ัน 
transform เข้า competent cell  ของ E. coli BL21 (DES 3) โดยใช้ CaCl2 ที่ 42oC นาน 90 วินาที 
และแช่บนนํ้าแข็งทันที นาน 3 นาที คัดเลือกโคโลนีของพลาสมิดบนอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ 
ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร เพ่ือนําไปสังเคราะห์โปรตีนในขั้นตอนต่อไป  

  
2.    การวิเคราะห์ช่วงเวลาที่เหมาะสมในการชักนําการสังเคราะห์ recombinant proteinในเซลล์
แบคทีเรีย 

เลี้ยงแบคทีเรีย E. coli BL21 (DES 3) ที่มีพลาสมิดสายผสม pET160/GW/D-TOPO® - cp 
ในอาหารเหลว 2XYT 100 มิลลลิิตร ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลิกรัม/ลิตร เขย่า 170 
รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 oซ  เป็นเวลา 12-16 ช่ัวโมง เพ่ือใช้เป็น starter จากน้ันแบ่งใส่ในอาหาร
เหลว 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มิลลกิรัม/ลิตร ในอัตราส่วนของเช้ือ 10 % ของ
อาหาร  เขย่าต่ออีก 2 ช่ัวโมง จากน้ันเติม Isopropyl--D thiogalactopyranoside (IPTG) ในอาหาร
เลี้ยงเช้ือให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1 มลิลิโมลาร์  เลีย้งเช้ือต่อโดยการเขย่าบนเคร่ือง shaker และ
เก็บตัวอย่างเซลล์หลังการเติม IPTG ที่ 2  4  6   และ 24 ช่ัวโมง ครั้งละ 1 มิลลลิิตร นํามาป่ัน
ตกตะกอน ที่ 10,000 รอบ/นาที นาน 2 นาที ละลายตะกอนเซลล์ด้วยนํ้าที่ผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือแล้ว 50 
ไมโครลิตร และเก็บไว้ที่ -20 oซ จากน้ันแลว้เติม 2xSDS-PAGE sample buffer (0.125 Tris-HCl pH 
6.8, 20% glycerol, 4% SDS, 0.02% bromophenol blue R250, 5% -Mercaptoethanol)  50 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และนําไปต้มในน้ําเดือด นาน 10 นาที แล้วนําตัวอย่างที่ได้ไปวิเคราะห์โปรตีน
ด้วยเทคนิค SDS-PAGE  (Laemmli, 1970) 
 
3.  การแยกโปรตีนของเช้ือให้บริสุทธ์ิด้วย Ni-NTA column 
     นําแบคทีเรีย E. coli BL21 (DES 3) ที่มพีลาสมิดสายผสม pET160/GW/D-TOPO® - cp 
หลังจากลี้ยงในอาหารเหลว 2XYT ที่เวลาอันเหมาะสมในการชักนําให้เกิดการสังเคราะห์โปรตีน มาป่ัน
ตกตะกอนที่ 8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาที (4oซ) นําตะกอนมาผสมกับนํ้าที่ผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือ
แล้ว (ตะกอน 1 กรัม/นํ้า 10 มิลลลิิตร) จากน้ันเติม lysozyme เพียงเล็กน้อยประมาณเท่าหัวไม้ขีดไฟ  
(ต่ออาหารเหลว  1 ลิตร) และกวนให้เข้ากันจนเหนียว เก็บที่ -20 oซ ข้ามคืน  จากน้ันนํามาเติมด้วย 

lysis buffer (Buffer B : 50 mM  NaH2PO4 H2O, 10 mM  Tris-HCl  (MW.=121.1) และ  8 M  
Urea, pH 8.0) ในอัตรา 50 มิลลลิิตร/อาหารเหลว 1 ลิตร และนํามาทําให้เซลล์แตกด้วยเครื่อง 
sonicator แบบ probe (power 45-50, cycle 50%) ครั้งละ 5 นาที จนกว่าเซลล์จะหายหนืดและ
ใส แล้วนําไปป่ันที่ 10,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที (4 oซ) เก็บนํ้าใสไปแยกโปรตีนให้บริสุทธ์ิด้วย Ni-
NTA column (อัตรา 2 มิลลิลิตร/อาหารเหลว 1 ลิตร) เริ่มจากการล้าง column หลังแพ็คแล้ว ด้วย 
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buffer B จากน้ันเทส่วนนํ้าใสใหผ้่าน column และล้าง column ด้วย buffer C (pH 6.3) และ 
buffer D (pH 5.9) ก่อนที่จะใส่ buffer E (pH 3.9) เพ่ือแยกโปรตีนออกจากเจลใน column เก็บเป็น 
fraction หลอดละ 500 ไมโครลิตร เพ่ือนําไปตรวจสอบขนาดของโปรตีนว่าอยู่ใน fraction ใด โดย
เทคนิค SDS-PAGE  และคํานวนปริมาณโปรตีนที่ผ่าน column โดยใช้สูตรของ Bradford’s 
 
 
4.   การผลิตแอนติซีรัมในสัตว์ทดลอง 
 ผสมโปรตีนของเช้ือที่บริสุทธ์ิ (1 มิลลิกรัม/มลิลิลิตร)กับ complete Freund’s adjuvant ใน
อัตรา 1:1 ใหเ้ข้ากันเป็น emulsion สําหรบัการฉีดกระต่ายคร้ังแรก และใช้  incomplete Freund’s 
adjuvant ในอัตรา 1:1 สําหรับการฉีดครัง้ต่อๆไปอีก 4 ครั้ง การฉีดทุกคร้ังเป็นการฉีดเข้าใต้ผิวหนัง 
(subcutaneous) บริเวณคอ ประมาณ 4-5 จุดต่อการฉีดแต่ละคร้ัง ทาํการฉีดทุก 2 สัปดาห์ เริ่มทํา
การเจาะเลือดที่เส้นเลือดบริเวณใบหู หลังจากการฉีดครั้งที่ 2 และดําเนินการเจาะเลือดทุก 1สัปดาห์
อีก 5 ครั้ง นําเลือดที่เจาะได้มาต้ังไว้ที่อุณหภูมิห้อง 1 ช่ัวโมง ก่อนนําไปเก็บที่ 4 oC อีก 24 ช่ัวโมง  ริน
ส่วนนํ้าใสมาหมุนเหว่ียงที่ความเร็ว 8000 g นาน 10 นาท ีเก็บนํ้าใสที่เป็นส่วนของแอนติบอดีไว้ที่ -80 
oซ  จากน้ันทําการทดสอบและหาค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัม  โดยวิธี Indirect ELISA เริ่มจากการ
หยอดแอนติเจน (recombinant protein 1 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) หลมุละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่ 37 
oซ นาน 1 ช่ัวโมง แล้วล้างด้วย PBS-T buffer (PBS + 0.05% Tween 20) 3 ครั้ง แลว้นํามาเติมด้วย 
Blocking buffer  (1% BSA ใน PBS-T) หลุมละ  100 ไมโครลิตร บ่มที่ 37 oซ นาน 1 ช่ัวโมง  แลว้
ล้างอีก 3 ครั้ง ใสแ่อนติบอดีที่ได้จากการเจาะเลือดกระต่าย 6 ครั้ง โดยทําการเจือจางจาก 1: 10 ถึง 
1:1,000,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มที่ 37 oซ นาน 1 ช่ัวโมง ล้างเพลทอีก 3 ครั้งก่อนนํามา
หยอดด้วย Goat anti-rabbit IgG ที่ติดฉลากด้วย alkaline phosphatase เจือจาง 1:2000 หลุมละ 
100 ไมโครลิตร บ่มที ่37oซ นาน 1 ช่ัวโมง ล้างเพลทอีก 3 ครั้งก่อนนํามาซับสเตรท  p-nitrophenyl 
phosphstase หลุมละ 100 ไมโครลิตร อ่านผลด้วยเครื่องอ่าน ELISA ทีค่าความดูดกลืนแสง 405  
นาโนเมตร 
 
5. การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัมทีผ่ลิตได้   

การตรวจสอบโรคเห่ียวของสับปะรด  โดยวิธี Indirect ELISA  เริ่มจากนําโคนใบที่มีสีขาวของ
สับปะรดที่เป็นโรคและใบปกติ  มาบดใน  coating buffer ในอัตรา 1 กรัม : 5, 10 , 15 มิลลลิิตร 

หยอดนํ้าคั้นพืชลงในหลุมของไมโครเพลท (microplate) 100 ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่ 37 ซ นาน 1-2 
ช่ัวโมง แล้วนําไมโครเพลทมาล้างด้วย phosphate buffer saline ที่มี tween 20 ผสมอยู ่ (PBS-
Tween 20) 3 ครั้งๆละ 3 นาที หยอดแอนติซีรัมจากการเลือดคร้ังที่ 5  ที่เจือจางใน conjugate buffer 

1: 500 และ 1 : 1,000 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่ 37 ซ นาน 1 ช่ัวโมง ล้างไมโครเพลทด้วย 
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PBS-Tween 20 จํานวน 3 ครั้งๆละ 3 นาที แล้วหยอด Goat-Anti Rabbit อัตรา 1: 2,000 ใน 

conjugate buffer 100 ไมโครลิตร/หลุม บ่มที่ 37 ซ นาน 1 ช่ัวโมง นําเพลทมาล้างอีก 3 ครั้งใน 
PBS-Tween 20 แล้วหยอด p-nitrophenyl phosphatase substrate (5 มิลลกิรัม/ substrate 
buffer 10 มิลลิลิตร) หลุมละ 100 ไมโครลิตร และอ่านผลด้วยเครื่องอ่านอิไลซา (ELISA Reader)  โดย
มีการเปรียบเทียบชนิดของเพลท 2 ชนิด ได้แก่ polysorp microplate ของ Nunc และ ELI/RIA Plate 
ขอ งCostar   

 

เวลาและสถานท่ี    ระยะเวลา      ตุลาคม 2551 - กันยายน 2553 
         สถานที่      กลุ่มงานไวรัสวิทยา   กลุ่มวิจัยโรคพืช                      
                                   สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร 

 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
1. การโคลนยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส (coat protein gene, CP)    

  ปริมาณอาร์เอ็นเอของใบสับปะรดที่เป็นโรคเหี่ยวที่เกิดจากไวรัส PMWaV-2 ที่ได้จากการ
สกัด และเพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค RT-PCR ใช้ไพรเมอร์ Lumi_PMWaV2F และ Lumi_PMWaV2R 
จากการตรวจวิเคราะห์ขนาดของดีเอ็นเอ ด้วย agarose gel electrophoresis พบ แถบดีเอ็นเอ
ขนาด 909 คู่เบส (bp) (ภาพที่ 1)   

การตรวจสอบโคลนต่างๆของพลาสมิด pCR®8/GW/TOPO® หลังต่อเช่ือมกับ PCR product 
(909 คู่เบส)  โดยการตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทด์ของช้ินดีเอ็นเอของเช้ือไวรัส ด้วยเครื่อง Sequencer 
พบว่าเป็นลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคของไวรัส PMWaV-2 (ภาพที่ 2)   
 หลังจาก subclone ยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคของไวรัส PMWaV-2 ขนาด 909 คู่เบส  เข้าสู่ 
expression vector pET160/GW/D-TOPO® (Invitrogen) ซึ่งเป็น protein expression vector 
(ขนาด 5.8 กิโลเบส) (ภาพที่ 3) และ transform เข้า E. coli Top 10   พบว่ามีลําดับนิวคลีโอไทด์
1041 คู่เบส ซึ่งประกอบด้วยยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส PMWaV-2 ขนาด 909 คู่เบส + Lumio 
tag 132 คู่เบส (ภาพที่ 4) ขณะนี้กําลังดําเนินการคัดเลือกโคลนที่สามารถสังเคราะห์โปรตีนได้ในเซลล์
ของ E. coli  BL 21 (DES 3) ในอาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มลิลิกรมั/ลิตร- 
และที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มลิลิกรัม/ลิตร และใช้สาร Isopropyl--D 
thiogalactopyranoside (IPTG) ในการชักนําให้เกิดการสังเคราะห์โปรตีน 
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2.    การวิเคราะห์ช่วงเวลาที่เหมาะสมในการชักนําการสังเคราะห์ recombinant proteinในเซลล์
แบคทีเรีย 
  หลังจากการเติมสาร IPTG เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง เพ่ือให้เกิดการแสดงออกของยีน จากนั้นทํา
การเก็บเซลล์ที ่2  4  6  8 และ 24  ช่ัวโมง เมื่อนํามาตรวจหาระยะเวลาที่เริ่มมีการสังเคราะห์โปรตีน
ต้ังแต่ 4 ช่ัวโมง และพบมากที่สุดเมื่อปล่อยให้เกิดการชักนําข้ามคืน โดยใช้เทคนิค SDS-PAGE พบ 
band ทีม่ีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 38 กิโลดาลตัน (ภาพที่ 5 ) 
 
3.  การแยกโปรตีนของเช้ือให้บรสิุทธ์ิด้วย Ni-NTA column 

 จากการตรวจปริมาณโปรตีนทีหลังการแยกให้บริสุทธ์ิด้วย Ni-NTA column ด้วยเทคนิค 
SDS-PAGE  ปรากฏว่า เริ่มพบ band ขนาด 38 กิโลดาลตันทุก fraction และ พบว่า โปรตีนสามารถ
ผ่าน column Ni-NTP ได้น้อยมาก จึงได้นําโคลนมา purify และส่งไปตรวจสอบลําดับเบสอีกคร้ังหน่ึง  
ผลการตรวจสอบลําดับเบสของโคลนที่สังเคราะห์โปรตีนได้ พบว่าลําดับเบสถูกต้อง ขณะนี้กําลังทําการ
ปรับ pH  ของบัฟเฟอร์ชนิดต่างๆท่ีใช้ในการแยกโปรตีนให้บริสุทธ์ิด้วย Ni-NTA เพ่ือไม่ให้โปรตีนถูกชะ
ล้างไปในขั้นตอนของการล้าง column  
จากการตรวจปริมาณโปรตีนทีหลังการแยกให้บริสุทธ์ิด้วย Ni-NTA column ด้วยเทคนิค SDS-PAGE  ปรากฏว่า เร่ิม
พบ band ขนาด 41 กิโลดาลตันต้ังแต่ fraction ท่ี 3-13 (F3-F13) แต่มีปริมาณโปรตีนสูงต้ังแต่ F7-F10จึงเก็บน้ําใส
ของ F4-F11 มารวมกัน และจากการคํานวนหาปริมาณโปรตีนท่ีสังเคราะห์ได้ พบว่ามีปริมาณ 4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
ซ่ึงนําไปผสมกับ Freund’s adjuvant  คร้ังละ 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
 

4.   การผลิตแอนติซีรัมในสัตว์ทดลอง 
         ดําเนินการฉีดกระต่าย จํานวน 5-6 ครั้ง และเจาะเลือดคร้ังละประมาณ 30-40 มิลลิลิตร เพ่ือ
นําไปป่ัน และเก็บนํ้าใส ได้แอนติบอดีครั้งละ 10-15 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่ -80 oซ  ผลการตรวจสอบ
คุณภาพของแอนติซีรัมที่ได้จากการเจาะเลือด จํานวน 6 ครั้ง โดยวิธี indirect ELISA โดยทําการเจือ
จางแอนติซีรัมจาก 1:10 ถึง 1:1,000,000 พบว่า แอนติซีรัมจากการเจาะเลือดคร้ังที่ 4-6 มี
ประสิทธิภาพสูงสุด สามารถทําปฏิกิริยาได้จนถึง 1:100,000 (ภาพที่ 7) 
 
5. การทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัมทีผ่ลิตได้   
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรัมกับตัวอย่างสับปะรดที่แสดงอาการเหี่ยว โดย
เปรียบเทียบชนิดของ plate พบว่า Polysorp ของ Nunc ให้ปฏิกิริยาดีกว่า ELI/RIA Plate ของ 
Costar  ซึ่งให้ปฏิกิริยาเป็นสีเหลืองทุกหลุม ทําให้ไม่สามารถอ่านผลความแตกต่างระหว่างสับปะรด
เป็นโรคและสับปะรดปกติได้  จากการตรวจสอบประสิทธิภาพในการตรวจสอบโรคเห่ียวของสับปะรด 
พบว่า เกิดปฏิกิริยาเกิดค่อนข้างตํ่า ทําให้อ่านค่า absorbance ของต้นเป็นโรคได้ตํ่าใกล้เคียงกับค่าที่
อ่านได้จากต้บปกติ แต่สามารถนําแอนติซีรัมที่ผลิตได้ไปใช้ตรวจหาอนุภาคไวรัส โดยวิ ธี 
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Immunosorbent electron microscopy (IEM)  โดยนําแอนติซีรัมมาทําปฏิกิริยากับนํ้าคั้นพืชเป็น
โรคบนกริด แล้วนําไปตรวจหาอนุภาคไวรัสด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องผ่าน 
(Transmission electron microscope) 

 
 
 

 
 

                                

 

                                                        
 

 

 
 
 
               
 
 

 
 
 
 

 
 
 
ภาพที่ 1.  การเพ่ิมปริมาณยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส โดยใช้ไพรเมอร์ Lumi_PMWaV2F และ 

Lumi_PMWaV2R   วิเคราะห์ขนาดดีเอ็นเอด้วย agarose gel electrophoresis 
               M  =  ดีเอ็นเอมาตรฐาน ( 1 kb Ladder, Fermentas) 
               1  =   ดีเอ็นเอของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส จากสับปะรดที่เป็นโรคเหี่ยว 
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ภาพที่ 2.  ลําดับนิวคลีโอไทด์และลําดับกรดอะมิโนของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส (909 bp)  
               ที่เช่ือมต่อเข้าสู่พลาสมิด 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 
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  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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ภาพที่ 3.  subcloning ยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส ขนาด 909 คู่เบส เข้าสู่ 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 
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                               ~~~~~~~ 
  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 
 

ภาพที่ 4.  ลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส (909 bp) + Lumio tag 132 bp 
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                                                M     1      2      3      4      5     6 
 
                       
 
 
 
 
 
 
 
  
 ภาพที่ 5   ผลการชักนําให้สร้างโปรตีนในพลาสมิดสายผสม pET 160/GW/D-TOPO®-cp ด้วยสาร 

IPTG ที่ระยะเวลาต่างๆกัน ด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
                                 M : โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas) 
                                 1  :  โปรตีนที่แยกได้ก่อนการชักนําด้วย IPTG 
                                    2-5 : โปรตีนที่แยกได้หลังการชักนํา 2  4  6  8 และ 24 ช่ัวโมง 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

38 kDa 
 35 
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ภาพที่ 6   ปรมิาณโปรตีนที่สังเคราะห์ได้หลังจากผ่าน Ni-NTA column ด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
                 M : โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas) 
                  1-5  :  โปรตีนที่แยกได้หลังจากล้าง column ด้วย washing buffer 
                 6-18 : โปรตีนที่แยกได้ในแต่ละ fraction ต้ังแต่ 1-18 หลงัการใช้ 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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             ภาพท่ี 7   เปรียบเทียบประสิทธิภาพของแอนติซีรัมทีผ่ลิตได้ จากการเจาะเลือด 6 ครั้ง 
 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนาํ 
         
 นําใบสับปะรดที่เป็นโรคเหี่ยวมาแยกสกัดอาร์เอ็นเอ โดยใช้ชุดสกัดอาร์เอ็นเอสําเร็จรูป 
(RNeasy Kit ของ QIAGEN) แล้วนําไปเพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์จากส่วนของ
ยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคของเช้ือไวรัส PMWaV-2 ได้แก่Lumi_PMWaV2F (5' CACCGCTCA 
GAATTACGTAGCCGTAGTAGA 3') และ Lumi_PMWaV2R  (5' CCCTGAAACAGCTCCCTG 
GTTCAGCT 3') สังเคราะห์ ได้ช้ินของดีเอ็นเอ ขนาด 909 คู่เบส จากน้ันนําไปโคลนเข้าสู่ cloning 
vector (pCR®8/GW/TOPO® , Invitrogen) และคัดเลือกเฉพาะโคลนที่มีช้ินดีเอ็นเอที่ใส่เข้าไปใน 
vector นํามาทําให้บริสุทธ์ิโดยวิธี Miniprep แล้วส่งไปตรวจสอบลําดับเบส พบว่ามีลําดับนิวคลีโอไทด์ 
909 คู่เบส หลังจากน้ัน subclone ยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคของไวรัส PMWaV-2 เข้าสู่ protein 
expression vector (pET160/GW/D-TOPO® , Invitrogen) ซึ่งมีขนาด 5.8 กิโลเบส และ 
transform เข้า E. coli Top 10   ตรวจพบว่ามีลําดับนิวคลีโอไทด์ 1041 คู่เบส ซึง่ประกอบด้วยยีน
โปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส PMWaV-2 ขนาด 909 คู่เบส + Lumio tag 132 คู่เบส ขณะนี้กําลัง
ดําเนินการคัดเลือกโคลนที่สามารถสังเคราะห์โปรตีนได้ในเซลลข์อง E. coli  BL 21 (DES 3) ใน

อาหาร 2XYT ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 มลิลิกรัม/ลิตร และใช้สาร Isopropyl--D 
thiogalactopyranoside (IPTG) ในการชักนําให้เกิดการสังเคราะห์โปรตีน พบว่าระยะเวลาที่สามารถ
สังเคราะห์โปรตีนได้สูงสุด คือ 24 ช่ัวโมง โดยให้โปรตีนที่มีขนาดประมาณ 38 กิโลดาลตัน จากการ
ตรวจปริมาณโปรตีนทีหลังการแยกให้บรสิุทธ์ิด้วย Ni-NTA column ด้วยเทคนิค SDS-PAGE  ปรากฏ
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ว่า เริ่มพบ band ขนาด 38 กิโลดาลตันทกุ fraction (fraction 1-18) แล้วนําโปรตีน 1 มลิลิกรมั/
มิลลลิิตร ไปฉดีเข้าใต้ผิวหนัง บริเวณคอของกระต่าย โดยผสมกับ Freund’s adjuvant ทุก 2 สัปดาห์ 
รวม 5-6 ครั้ง และเจาะเลือดเพ่ือแยกแอนติบอดีออกมาจากเม็ดเลีอดแดง ทดสอบไตเตอร์ของ
แอนติบอดีจากการเจาะเลือดแต่ละคร้ัง พบว่า  แอนติซีรัมที่เจาะคร้ังที ่4 - 6 มีไตเตอร์สูงสุด สามารถ
ทําปฏิกิริยากับ recombinant protein ที่ใช้ฉีดสัตว์ทดลองได้จนถึง 1:100,000  ผลการทดสอบ
ประสิทธิภาพของแอนติซีรัมกับตัวอย่างใบสับปะรดโรคเหี่ยว พบว่า เกิดปฏิกิริยาเกิดค่อนข้างตํ่า ทําให้
อ่านค่า absorbance ของต้นเป็นโรคได้ตํ่าใกล้เคียงกับค่าที่อ่านได้จากต้บปกติ แต่สามารถนําแอนติ
ซีรัมทีผ่ลิตได้ไปใช้ตรวจหาอนุภาคไวรัส โดยวิธี Immunosorbent electron microscopy (IEM)  
โดยนําแอนติซีรัมมาทําปฏิกิริยากับนํ้าคั้นพืชเป็นโรคบนกริด แล้วนําไปตรวจหาอนุภาคไวรัสด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบสอ่งผ่าน (Transmission electron microscope) 
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