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การตรวจเชื้อ Squash leaf curl Yunnan virus ในพืชวงศ์แตง
ด้วยเทคนิค Loop–Mediated Isothermal Amplification 

Use of Loop–Mediated Isothermal Amplification for the detection 
of Squash leaf curl Yunnan virus in Cucurbits
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ABSTRACT: A Loop–Mediated Isothermal Amplification (LAMP) assay was developed for detection 
of Squash leaf curl Yunnan virus isolate TH–PK–2016 (SLCuYV–TH–PK–2016) (Genbank accession 
KX388157), originally isolated from Cucurbita moschata Decne in Nakhon Pathom province of 
Thailand. Four LAMP primers (B3, F3, BIP and FIP) were designed from the SLCuYV–TH–PK–2016 
Replication-associated protein gene (AC1) to amplify a product at 65 ºC in 60 min. LAMP products 
were analyzed by 1.5% agarose gel electrophoresis or visualized from SYBR® Green I. Results 
demonstrated specific detection of SLCuYV–TH–PK–2016 by the developed LAMP assay with a 
sensitivity of 134 pg/µl of template DNA equalivalent to polymerase chain reaction (PCR). Thus, 
LAMP provides an alternative assay for rapid, specific and sensitive diagnosis of SLCuYV–TH–
PK–2016 in cucurbit plants
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บทคัดย่อ

งานวิจัยนี้ได้พัฒนาเทคนิค Loop–Mediated 
Isothermal Amplification (LAMP) เพื่อตรวจสอบ
เชื้อ Squash leaf curl Yunnan virus ไอโซเลท 
TH–PK–2016 (SLCuYV–TH–PK–2016) (Genbank 
accession KX388157) ที่ เข ้าท�ำลายฟักทอง 
(Cucurbita moschata Decne) ในจังหวัดนครปฐม
ของประเทศไทย โดยใช้ชุด  ไพรเมอร์จ�ำนวน 4 เส้น 
(B3, F3, BIP และ FIP) ที่ออกแบบให้มีความจ�ำเพาะ
กับ Replication-associated protein gene (AC1) 
ของเชื้อ SLCuYV–TH–PK–2016 และท�ำปฏิกิริยาท่ี
อุณหภูมิ 65 ºC นาน 60 นาที สามารถตรวจสอบผล
การ เกิดปฏิกิ ริ ยาด ้ วย  1 .5% agarose ge l 
electrophoresis หรือตรวจสอบได้โดยตรงเมื่อเติมสี
ย้อม SYBR® Green I พบว่าเทคนิคนี้มีความจ�ำเพาะ
ในการเกิดปฏิกิริยาต่อเช้ือ SLCuYV–TH–PK–2016 
โดยไม่ท�ำปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อ Tomato yellow leaf 
curl virus (TYLCV) และพืชปกติที่น�ำมาตรวจสอบ มี
ความไวในการเกิดปฏิกิริยาระหว่างเทคนิค LAMP  
และ Polymerase Chain Reaction (PCR) เท่ากัน 
คือสามารถใช้ดีเอ็นเอเริ่มต้นท่ีความเข้มข้นต�่ำสุด  
134 pg/µl ดังนั้นเทคนิคนี้จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่
รวดเรว็ แม่นย�ำ และมปีระสทิธภิาพในการตรวจวนิิจฉยั
เชื้อ SLCuYV–TH–PK–2016

ค�ำส�ำคัญ: เทคนิคแลมป์, ไวรัส Squash leaf curl 
yunnan virus, พืชวงศ์แตง

บทน�ำ

โรคพืชที่เกิดจากเชื้อไวรัสของพืชวงศ์แตงมี
หลายชนิด เช่น โรคใบหงกิเหลอืงทีเ่กดิจากเชือ้ไวรสัใน
วงศ์ Geminiviridae ในจีนัส Begomovirus ได้แก่ 
Tomato leaf curl New Delhi virus (ToLCNDV) 
(Mansoor et al., 2000) Tomato yellow leaf curl 

virus (Anfoka et al., 2009) และ Squash leaf curl 
virus (SqLCV) (Flock and Mayhew, 1981)  
เชื้อไวรัสชนิดนี้มีสารพันธุกรรมเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว 
ทีม่กีารแพร่กระจายในหลายประเทศทัว่โลก มพีชือาศยั
ค่อนข้างกว้าง และเข้าท�ำลายพืชได้หลายชนิด เช่น 
พริก มะเขือเทศ และพืชวงศ์แตง เป็นต้น สามารถ
ถ่ายทอดโรคได้โดยอาศยัแมลงหวีข่าว (Mason et al., 
2000) โดยพืชท่ีถูกเข้าท�ำลายจะแสดงอาการใบหงิก 
ใบลดรูป ใบมีการเจริญผิดรูป และต้นเตี้ยแคระ Xie 
and Zhou (2003) ได้ศึกษาสาเหตุของโรคท่ีท�ำให ้
สควอชในมณฑลยูนนานประเทศจีนมีอาการใบม้วน 
(leaf curl) พบว่าเกิดจากเช้ือ Squash leaf curl 
Yunnan virus (SLCYNV) (AJ420319) ซ่ึงมจีโีนมของ
บริเวณ DNA–A ขนาด 2,714 นิวคลีโอไทด์ และเมื่อ
น�ำไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลพบว่ามีความใกล้เคียง
กับเชื้อไวรัส Tomato yellow leaf curl Thailand 
virus (TYLCTHV) (X63015) ทีค่่าความคล้ายคลงึของ
ล�ำดบันวิคลโีอไทด์ 84 เปอร์เซน็ต์ เนือ่งจากการสงัเกต
ลักษณะอาการของโรคเพียงอย่างเดียวไม่สามารถ
วินิจฉัยโรคและชนิดเชื้อท่ีเข้าท�ำลายได้ การตรวจ
วนิจิฉยัได้อย่างถูกต้องแม่นย�ำจงึมคีวามส�ำคญั ปัจจบัุน
มีการตรวจสอบเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพืชหลายวิธี อาทิ 
เช่น Enzyme–linked immunosorbent assay 
(ELISA), Western blotting, Reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT–PCR) และ 
Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยวธิกีารตรวจ
สอบด้วยเทคนิค ELISA เป็นการตรวจโปรตีนของเชื้อ
ไวรสั และจ�ำเป็นต้องผลติแอนตบิอดใีห้จ�ำเพาะต่อเชือ้
ไวรัส ในขณะที่เทคนิค PCR และ RT–PCR มีหลักการ
ที่คล้ายกัน คือการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของเชื้อ
สาเหตุให้มีปริมาณมากเพียงพอที่จะตรวจพบเชื้อได้  
แต่มีข้อจ�ำกัดคือ ในกระบวนการเพิ่มปริมาณสาร
พันธุกรรมที่ต้องมีการลดเพิ่มอุณหภูมิถึงสามระดับจึง
จ�ำเป ็นต ้องใช ้ เครื่องมือในการเพิ่มปริมาณสาร
พนัธกุรรมทีม่คีวามจ�ำเพาะ (Thermal cycler) และใช้
เวลาในการตรวจสอบนาน 2–4 ชั่วโมง 
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ในปัจจบุนัได้มกีารพฒันาเทคนคิทีม่คีวามซบัซ้อนน้อย
กว่าแต่มปีระสทิธภิาพสงู คือ เทคนิค Loop–Mediated 
Isothermal Amplification (LAMP) ที่อาศัยเอนไซม์
ดเีอน็เอพอลเิมอร์เรสชนดิ strand displacement  มา
สงัเคราะห์สารพันธุกรรม ท�ำให้ใช้อณุหภมูทิี ่60–65 ºC 
เพยีงอุณหภมูเิดียว สามารถเพิม่ปรมิาณสารพนัธกุรรม
ได้มากถึง 109 เท่า ภายในเวลาไม่ถึงหนึ่งชั่วโมง และมี
ความจ�ำเพาะสูงเนือ่งจากใช้ไพรเมอร์ (primer) จ�ำนวน 
4 ชนิด (Mori and Notomi, 2009) ซึ่งเหมาะต่อการ
ตรวจเชือ้ในจีนสั Begomovirus ทีม่สีารพนัธกุรรมเป็น
ดเีอน็เอ ปัจจบุนัได้มกีารน�ำเทคนคิ LAMP มาใช้ในการ
ตรวจเชื้อไวรัสสาเหตุโรคพืชหลายชนิด เช่น Fukuta 
et al. (2003) พฒันาเทคนคิ LAMP เพือ่ตรวจสอบเชือ้ 
TYLCV ในประเทศญีปุ่น่โดยออกแบบชุดไพรเมอร์จาก
ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ 4 บริเวณบนยีน AV2 AC4 และ 
intergenic region จากการตรวจสอบพบว่าไพรเมอร์
ทีจ่�ำเพาะต่อยนี AV2 สามารถตรวจเชือ้ TYLCV–Aichi 
และ TYLCV–Nagasaki ทั้งสองไอโซเลทในประเทศ
ญี่ปุ่นได้ แต่ไพรเมอร์จ�ำเพาะต่อยีน AC4 ตรวจได้เพียง 
TYLCV–Aichi เท่านั้น ซึ่งเป็นคุณสมบัติของไพรเมอร์
ที่มีความจ�ำเพาะสูงที่สามารถออกแบบเพื่อให้ตรวจ
สอบเชื้อได้ในระดับสายพันธุ ์ นอกจากนี้ Almasi  
et al.(2013) ได้ประยกุต์ใช้เทคนคิ LAMP ในการตรวจ
เชือ้ TYLCV ทีเ่ข้าท�ำลายมะเขอืเทศในประเทศอหิร่าน
ได้ โดยการอ่านผลด้วยตาเปล่าจากการย้อมสี LAMP 
product ซึ่งเห็นได้ว่าเทคนิคนี้มีประสิทธิภาพ และ
ความจ�ำเพาะสูง

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจวินิจฉัยโรค
ใบหงิกเหลืองของพืชวงศ์แตงที่เกิดจากเชื้อ Squash 
leaf curl Yunnan virus ด้วยเทคนิค LAMP ได้อย่าง
จ�ำเพาะ 

อุปกรณ์ และวิธีการ

แหล่งที่มาของเช้ือไวรัส Squash leaf curl 
Yunnan virus ไอโซเลท TH–PK–2016 และ

การเตรียมตัวอย่างพืชวงศ์แตงที่แสดงอาการของ
โรคใบหงิกเหลือง

เ ช้ือ SLCuYV ไอโซเลท TH–PK–2016 
(Genbank accession KX388157) ซึ่งพบในฟักทอง
ที่แสดงอาการใบหงิกเหลือง ใบม้วน ใบลดรูป ใบบิด
เบีย้วผดิรปูร่าง และต้นเตีย้แคระ ในจงัหวดันครปฐม ที่
ผ่านการตรวจสอบด้วยเทคนิค ELISA PCR และ
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน TEM จากนั้นน�ำดีเอ็นเอ
ของเช้ือมาเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค 
Rolling circle amplification (RCA) เพื่อท�ำการจัด
จ�ำแนก (Junpetch, 2016) และน�ำมาเป็นต้นแบบใน
การศึกษาเพื่อพัฒนาเทคนิค LAMP 

เก็บตัวอย่างพืชวงศ์แตงในจังหวัดนครปฐมที่
แสดงอาการใบหงิกเหลือง น�ำมาตรวจสอบเชื้อด้วย
เทคนิค ELISA ด้วยแอนติซีรัมชนิด MAb ที่จ�ำเพาะกับ
เชื้อ Begomovirus (Monoclonal Antibody 
Production Laboratory National Center for 
Genetic Engineering and Biotechnology, 
Pathumtani, Thailand) แล้วคดัเลอืกตวัอย่างทีใ่ห้ผล
บวกน�ำมาสกัดดีเอ็นเอด้วย Genomic DNA Mini kit 
(Plant) Protocol (Geneaid, Taipae, Taiwan) เพื่อ
น�ำมาใช้เป็นตวัควบคมุบวกในการตรวจเชือ้ SLCuYV–
TH–PK–2016 ด้วยเทคนิค LAMP ต่อไป

การออกแบบไพรเมอร์เพื่อตรวจเชื้อ Squash leaf 
curl Yunnan virus ไอโซเลท TH-PK-2016 ด้วย
เทคนิค LAMP

น�ำข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ SLCuYV–
TH–PK–2016 (KX388157) มาออกแบบไพรเมอร์ด้วย
โปรแกรม Primer Explorer version 4 (https://
primerexplorer.jp/e/index.html) ส�ำหรบัการตรวจ
สอบด้วยวธีิ LAMP ชุดไพรเมอร์ออกแบบให้จ�ำเพาะกบั
ยนีเป้าหมายคอื AC1 (Rep gene) โดยไพรเมอร์มคีวาม
จ�ำเพาะกับ 6 ต�ำแหน่งของยนีเป้าหมาย หนึง่ชุดไพรเมอร์
ประกอบด้วย 4 เส้น คือ B3, F3, BIP และ FIP โดยมี
ล�ำดับเบสของ ไพรเมอร์ดังนี้ 



การตรวจเชื้อ Squash leaf curl Yunnan virus ในพืชวงศ์แตง>>

224 Agricultural Sci. J. 2017 Vol. 48 (2) 

SLCuYV-B3  5´  GGCAAAAAATATCTTTCTCACTT 3´
SLCuYV-F3  5´  CTGGGGTTTCTGAACTGG 3´
SLCuYV-BIP 5´  TGTCAGATGGACATGAAATGTTTTG-CCCAAAATGCCCATTACCA 3´
SLCuYV-FIP 5´  TCAGAGTATCACAAGAAAAACACCA-CTTTGAATTGGATGAGCGC 3´

องค์ประกอบของสารในปฏิกิริยาการตรวจเชื้อ 
Squash leaf curl Yunnan virus ด้วยเทคนิค 
LAMP

การตรวจเชื้อ SLCuYV ด้วยเทคนิค LAMP 
ดัดแปลงวิธีการมาจาก Kuan et al., (2010) มีองค์
ประกอบของสารต่าง ๆ ดังนี้ การท�ำปฏิกิริยา LAMP 
ปริมาตร 25 µl ประกอบด้วย 0.4 µM SLCuYV-B3, 
0.4 µM SLCuYV-F3, 6.4 µM SLCuYV-BIP, 6.4 µM 
SLCuYV-FIP, 1.4 mM dNTPs, 1 M Betaine 
(Sigma–Aldrich), 1X Thermo buffer, 8U Bst DNA 
polymerase large fragment (Biolabs®) และ 5 
mM MgSO

4 
แล้วเติม 1 µl ของดีเอ็นเอตัวอย่าง โดยมี

การเกิดปฏิกิริยาได้เมื่ออุณหภูมิประมาณ 65 ºC นาน 
60 นาที และหยุดปฏิกิริยาที่ 90 ºC นาน 2 นาที หลัง
จากเสร็จสิ้นปฏิกิริยาตรวจผลบน 1.5% agarose gel 
electrophoresis ใช้กระแสไฟฟ้าทีค่วามต่างศักย์ 100 
โวลต์ นาน 40 นาท ีและสงัเกตผลด้วยตาเปล่าหรอืเตมิ
สาร SYBR® Green I (Invitrogen, USA) (1:10) 1.5 µl 
ซึ่งสามารถพบการเปลี่ยนสีจากสีตั้งต้นของสาร SYBR 
Green I ซึ่งเป็นสารสีส้มเปลี่ยนสีเป็นสีเขียวเรืองแสง
ได้ในหลอดที่เกิดปฏิกิริยา

การทดสอบความจ�ำเพาะ (specificity) ของ
ปฏิกิริยา LAMP

ตรวจสอบความจ�ำเพาะของปฏกิริิยา LAMP ใช้
ตัวอย่างดีเอ็นเอจากใบฟักทองที่แสดงอาการใบหงิก
เหลือง ใบบิดเบี้ยวผิดรูปร่าง ใบลดรูป ต้นเตี้ยแคระ 
และให้ผลบวกกับแอนติบอดีต่อเชื้อ TYLCV จากการ
ตรวจเช้ือด้วยเทคนคิ ELISA ดเีอน็เอฟักทองปลอดโรค 
ดเีอ็นเอมะเขอืเทศปลอดโรค และน�ำ้กลัน่นึง่ฆ่าเชือ้เป็น
ตัวอย่างควบคุม โดยให้เกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 65 ºC 

นาน 60 นาท ีและหยดุปฏกิริยิาทีอุ่ณหภมู ิ90 ºC นาน 
2 นาที และใช้องค์ประกอบสารต่าง ๆ  ดังแสดงข้างต้น
ตรวจสอบผลด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis 
ยืนยันความถูกต้องโดยส่งวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์
ของ LAMP product (First Base Laboratories Sdn. 
Bhd., Selangor, Malaysia) ตรวจสอบล�ำดบันวิคลโีอ
ไทด์ขนาดประมาณ 200–500 bp น�ำมาศึกษาข้อมูล
ล�ำดบันวิคลโีอไทด์ของสายพนัธุเ์ชือ้ไวรสัทีต่รวจได้ด้วย
โปรแกรม BLAST ผ่านเครือข่ายทางอินเตอร์เน็ต 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

การทดสอบความไว (sensitivity) ของปฏิกิริยา 
LAMP เปรยีบเทยีบกบัการตรวจเชือ้ด้วยเทคนคิ PCR 

ดเีอน็เอท่ีผ่านการตรวจยนืยนัว่ามเีช้ือ SLCuYV 
ที่ค่าความเข้มข้นดีเอ็นเอเริ่มต้น 134 ng/µl น�ำมาเจือ
จางเป็น 10 เท่าตั้งแต่ 10-1 จนถึง 10-6 แล้วใช้เป็นต้น
แบบในการท�ำปฏิกิริยา LAMP และใช้องค์ประกอบ
ต่างๆ ตามข้อ 3 ที่อุณหภูมิ 65 ºC นาน 60 นาที ตรวจ
สอบเช้ือด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีออกแบบจาก
ยนี AC1 คอื AC1–F 5´ TCAACTCTCCGTCG TCTGAT 
3´ และ AC1–R 5´ ATGCCACGCACAAACCAC 3’ 
และใช้ตวัอย่างดเีอน็เอทีว่ดัค่าความเข้มข้นดเีอน็เอทีน่�ำ
มาเจอืจางตัง้แต่ 134 ng/µl, 134 ng/µl x 10-1, 134 
ng/µl x 10-2, 134 ng/µl x 10-3, 134 ng/µl x 10-4, 
134 ng/µl x 10-5 และ 134 ng/µl x 10-6 เช่นเดยีวกบั
เทคนคิ LAMP มาเป็นดเีอ็นเอต้นแบบ โดยมอีงค์ประกอบ
ของสารต่างๆ ดังนี้ 2X master mix PCR reaction 
(Promega, Madison, USA) 12.5 µl ปรมิาตรรวม 25 
µl เตมิไพรเมอร์ AC1–F และ AC1–R ความเข้มข้น 10 
µM อย่างละ 1.25 µl และเติมดีเอ็นเอต้นแบบ 1 µl 
ท�ำปฏิกิริยา PCR ดังนี้ pre–denature ท่ีอุณหภูมิ  
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94 ºC นาน 3 นาท ีdenature ทีอ่ณุหภมู ิ94 ºC นาน  
30 วนิาท ีannealing ทีอ่ณุหภมู ิ56 ºC นาน 30 วินาที 
extension ที่อุณหภูมิ 72 ºC นาน 3 นาที จ�ำนวน  
20 รอบ และ final extension ที่อุณหภูมิ 72 ºC นาน 
7 นาที จากนั้นวิเคราะห์ผลด้วย 1.5% agarose gel 
electrophoresis

ผลการทดลอง และวิจารณ์

แหล่งที่มาของเช้ือไวรัส Squash leaf curl 
Yunnan virus ไอโซเลท TH–PK–2016 และ
การเตรียมตัวอย่างพืชวงศ์แตงที่แสดงอาการของ
โรคใบหงิกเหลือง

ตั วอย ่ า งจากแปลงปลูกฟ ักทอง จังหวัด
นครปฐมที่แสดงอาการใบม้วนรูปถ้วย ใบหงิกเหลือง 
ใบย่น และใบเจริญผิดรูปร่าง (Figure 1) ตรวจสอบ
เชื้อไวรัสด้วยเทคนิค ELISA แล้วคัดเลือกตัวอย่าง
ฟักทองที่ให้ผลเป็นบวกต่อเชื้อ Begomovirus ได้
จ�ำนวน 32 ตัวอย่าง จากนั้นคัดเลือกตัวอย่างมา
ท�ำการตรวจอนุภาคไวรัสด้วยกล้อง TEM และศึกษา
ยนีห่อหุม้อนุภาค (CP gene) พบว่าตวัอย่าง Cus6201 
ที่พบในฟักทอง จากจังหวัดนครปฐม มีอนุภาคไวรัส
เป็นแบบทรงกลมคู่ (twinned praticle) มี CP gene 
คล้ายคลึงกับเชื้อ Begomovirus ได้แก่ Tomato 
yellow leaf curl Thailand virus (TYLCVTH) ใน
มะเขือเทศของประเทศไทย จีน และพม่า รวมทั้งเชื้อ 
Tobacco leaf curl virus (ToLCV) ในยาสูบ และ 
Tomato leaf curl new Delhi virus (ToLCNDV) 
ใน bottle gourd ของประเทศไทย จึงได้ท�ำการ
ศึกษาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ขนาด 2,740 bp บริเวณ 
DNA-A ของจีโนมเช้ือไวรสัด้วยโปรแกรม BLAST พบว่า 
ไอโซเลท Cus6201 มีความใกล้เคียงกับส่วน DNA–A 
ของเชื้อไวรัส Squash leaf curl Yunnan virus หรือ 
SLCuYV– [CN–Yun–Y23] (AJ420319.1) มากที่สุด
โดยมีค่าความคล้ายคลึงของล�ำดับนิวคลีโอไทด์อยู่ที่ 
92 เปอร์เซ็นต์ และได้ส่งข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์เก็บ

ในฐานข้อมูล Genbank (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/Genbank/index.html) ได้รับ accession 
n u m b e r  คื อ  K X 3 8 8 1 5 7  โ ด ย มี ช่ื อ 
ไอโซเลทคือ SLCuYV–TH–PK–2016 จากนั้นท�ำการ
สกัดดีเอ็นเอเพื่อใช ้เป ็นดีเอ็นเอต้นแบบจากเชื้อ 
SLCuYV–TH–PK–2016 เพื่อใช้ในการพัฒนาวิธีการ
ตรวจเชื้อ SLCuYV

Figure 1 Leaf symptoms on field collected 
pumpkin (A) leaf cupping, (B) yellow 
leaf curl, (C) leaf curl and (D) leaf 
malformation

การออกแบบไพรเมอร์เพ่ือตรวจเช้ือ Squash leaf 
curl Yunnan virus ด้วยเทคนิค LAMP

น�ำล�ำดบันวิคลโีอไทด์บรเิวณยนี AC1 จากเชือ้ 
SLCuYV ไอโซเลท TH-PK-2016 (KX388157) มาท�ำการ
ออกแบบไพรเมอร์ เนือ่งจากเป็นบรเิวณทีส่ามารถแยก
ความแตกต่างของเช้ือไวรสัสายพนัธ์ุ SLCuYV ไอโซเลท 
TH-PK-2016 ออกจากเช้ือไวรัสสายพนัธ์ุใกล้เคยีง เช่น 
Tomato yellow leaf curl Thailand virus ได้มี
ต�ำแหน่งการเข้าจบัท่ีต�ำแหน่งเบส 2,377 ถึง 2,568 บน
ยนี AC1 (Figure 2) และมีค่า Melting Temperature 
(Tm) ของเส้นไพรเมอร์ B3, F3, BIP และ FIP อยูท่ี่ 
49.8°C 50.9°C  66.4°C และ 66.5°C ตามล�ำดับ
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Figure 2 LAMP primers (arrows) designed from AC1 gene of SLCuYV–TH–PK–2016 (KX388157) and 
used for LAMP detection

การทดสอบความจ�ำเพาะ (specificity) ของชุด
ไพรเมอร์ LAMP 

ทดสอบความจ�ำเพาะของเทคนคิ LAMP โดยใช้
ไพรเมอร์ทีจ่�ำเพาะต่อยนี AC1 ของเชือ้ SLCuYV–TH–
PK–2016 น�ำมาตรวจดีเอ็นเอจากตัวอย่างฟักทอง 
Cus15, Cus16, CusLL1, เชื้อ SLCuYV ในฟักทอง 
เชื้อ TYLCV ในมะเขือเทศ ฟักทองปลอดโรค แตงกวา
ปลอดโรค มะเขือเทศปลอดโรค และน�้ำกลั่น จากผล
การทดสอบพบว่าชุดไพรเมอร์ AC1 สามารถตรวจเชื้อ 
SLCuYV–TH–PK–2016 ได้ในตัวอย่าง Cus15, 
Cus16, CusLL1 และ SLCuYV–TH–PK–2016 ใน
ฟักทองทีเ่ป็นตวัอย่างควบคมุบวก (positive control) 
และไม่เกิดปฏิกิริยากับเชื้อ TYLCV ในมะเขือเทศ 
ฟักทองปลอดโรค แตงกวาปลอดโรค มะเขอืเทศปลอด
โรค และน�้ำกลั่นที่เป็นตัวอย่างควบคุมลบ (negative 
control) จากผลการวิเคราะห์ LAMP product ด้วย
เทคนิค gel electrophoresis พบดีเอ็นเอลักษณะ
คล้ายขั้นบันไดในตัวอย่างที่พบเชื้อ SLCuYV–TH–
PK−2016 คือ Cus15, Cus16, CusLL1 และฟักทอง
ที่มีเชื้อ SLCuYV (Figure 3A) และเมื่อเติมสาร SYBR 
Green I ในหลอดที่มี LAMP product จะพบการเรือง
แสงสีเขยีวทีส่ามารถสงัเกตได้ด้วยตาเปล่า (Figure 3B) 
เช่นเดียวกับการตรวจสอบภายใต้แสงอัลตราไวโอเล็ต

เมื่อเติมสาร SYBR Green I ใน LAMP product หลัง
เสรจ็สิน้ปฏกิริยิา พบการเรืองแสงในตวัอย่างท่ีตรวจได้ 
(Figure 3C) โดยการตรวจสอบผลท้ัง 3 วิธีให้ผลที่
สอดคล้องกนั จากการวเิคราะห์ล�ำดบันวิคลโีอไทด์ เพือ่
ยืนยันความถูกต้องของ LAMP product ของตัวอย่าง 
Cus15, Cus16, CusLL1 และฟักทองทีม่เีชือ้ SLCuYV 
พบว่าดเีอน็เอทีไ่ด้จากเทคนคิ LAMP มคีวามคล้ายคลงึ
ของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ 99 และ 95 เปอร์เซ็นต์กับเชื้อ 
SLCuYV-TH-PK-2016 สายพันธุ์ท่ีพบในประเทศไทย 
และ SLCuYV-Y23 (AJ420319.1) สายพันธุ์ที่พบใน
ประเทศจีนตามล�ำดบั โดยไม่พบความเหมอืนกนักบัเช้ือ 
ToLCNDV, TYLCV และ SqLCV ที่มีการรายงานใน
ฐานข้อมลู NCBI ดงันัน้ไพรเมอร์ชดุนีจ้งึมคีวามจ�ำเพาะ
กับเชื้อไวรัส SLCuYV–TH–PK–2016 ที่ต้องการตรวจ
สอบโดยสามารถตรวจสอบโรคที่เกิดจากเชื้อไวรัส 
SLCuYV−TH−PK−2016 ในระดับสายพันธุ์ได้อย่าง
แม่นย�ำ และมีประสิทธิภาพ

การทดสอบความไว (sensitivity) ของปฏิกิริยา 
LAMP เปรยีบเทยีบกบัการตรวจเชือ้ด้วยเทคนคิ PCR 

การตรวจสอบความไวของปฏิกิริยา LAMP ใน
การตรวจเช้ือ Squash leaf curl Yunnan virus–TH–
PK–2016 โดยใช้ดีเอ็นเอตั้งต ้นที่มีความเข้มข้น  
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134 ng/µl แล้วน�ำมาเจือจางเป็น 10 เท่าการทดลอง
ครั้งนี้พบว่า เทคนิค LAMP สามารถเกิดปฏิกิริยาได้ที่
ค่าการเจือจาง 10-3 หรือที่ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ
ประมาณ 134 pg/µl ในเวลา 1 ชั่วโมง และสามารถ
ตรวจสอบผลด้วยเทคนิค gel electrophoresis 
(Figure 4A) และตรวจสอบด้วยตาเปล่าหลังจากเติม
สารเรืองแสง SYBR Green I (Figure 4B) โดยหลอด
ที่เกิดปฏิกิริยาได้มากที่สุดพบว่ามีสีเขียวเรืองแสงเกิด
ขึ้นชัดเจนที่สุดซ่ึงพบได้ในที่ความเข้มข้น 134 ng/µl 
โดยสีที่เกิดลดลงตามค่าการเจือจางของดีเอ็นเอเช่น
เดียวกับการดูผลภายใต้แสงอัลตราไวโอเล็ต (Figure 
4C) 

ส่วนวิธี PCR สามารถเกิดปฏิกิริยาได้ถึงค่าการ
เจือจางของดีเอ็นเอที่ 10-3  หรือที่ความเข้มข้นต�่ำสุด 
134 pg/µl ได้เช่นกันที่เวลา 2 ช่ัวโมง (Figure 4D) 
แต่ต่างจากการรายงานของ Kuan et al. (2010) ซ่ึง
รายงานว่าเทคนคิ LAMP มคีวามไวในการเกิดปฏกิริยิา
มากกว่าเทคนิค PCR อยู่ 10 เท่า เมื่อพิจารณาความ
แตกต่างองค ์ประกอบที่ ใช ้ในการตรวจสอบเช้ือ 
SLCuYV−TH−PK−2016 ด้วยชุดไพรเมอร์ AC1 พบ
ว่าปริมาณความเข้มข้นไพรเมอร์ FIP BIP และ F3 B3 
ที่ใช้ในการทดลองมีค่า 6.4 µM และ 0.4 µM ตาม
ล�ำดบั ซึง่ต่างจากการทดลองของ Kuan et al. (2010) 
ที่ใช้ความเข้มข้นไพรเมอร์ FIP BIP และ F3 B3 อยู่ท่ี 
2.0 µM และ 0.2 µM ตามล�ำดับ การใช้ปริมาณความ
เข้มข้นของไพรเมอร์ที่มากกว่าในการทดลองนี้อาจ
ท�ำให้โอกาสในการเข้าจับของ F3 B3 ไพรเมอร์กับ

ดีเอ็นเอต้นแบบลดลงเพราะมีปริมาณน้อยกว่าความ
เข้มข้นไพรเมอร์ FIP BIP ซึ่งท�ำให้ส่งผลต่อการ 
ท� ำปฏิกิ ริ ยา  LAMP นอกจากนี้ ความเข ้มข ้น 
สาร Betaine และ MgSO

4
 ซึ่งมีหน้าที่ช่วยในการ

ท�ำงานของเอนไซม์ โดยในการทดลองคร้ังนี้ใช้ 1 M 
Betaine และ 5mM MgSO

4 
ซึ่งต่างจากการทดลอง

โดย Kuan et al. (2010) ที่รายงานว่าความเข้มข้น 
0.6 M Betaine และ 6 mM MgSO

4 
เป็นองค์

ประกอบท่ีเหมาะสมส�ำหรับการเกิดปฏิกิริยา ท้ังนี ้
Banerjee et al. (2016) พบว่า ชุดไพรเมอร์ที่
ออกแบบตามบริเวณล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความ
จ�ำเพาะต่อเช้ือไวรัสมีผลต่อการเกิดปฏิกิริยา เพราะ
ต�ำแหน่งของ ไพรเมอร์ที่ออกแบบได้มาจากบริเวณ
ล�ำดับนิวคลี โอไทด ์ ท่ีแตกต ่างกันค ่า มีค ่า  GC 
content ในแต่ละเส้นของไพร-เมอร์ท่ีอาจส่งผลต่อ
ค่า Melting Temperature (Tm) ท�ำให้มีผลต่อการ
เลือกใช ้อุณหภูมิส� ำหรับขั้ นตอน anneal ing 
เนื่องจากเทคนิค LAMP มีการใช้อุณหภูมิเพียงช่วง
เดียวในการเกิดปฏิกิริยา โดยล�ำดับจ�ำนวน G–C 
content ของ  นิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ และความ
เข ้มข ้น MgSO

4 
มีผลต ่อการท�ำงานของ Bst 

polymerase ในขั้นตอน annealing จากข้อมูล 
การทดสอบความไวในครั้งนี้ท�ำให้ทราบว่าการปรับ
องค์ประกอบของสารต่าง ๆ ท่ีท�ำการทดลองเพ่ือ
ตรวจเชื้ อ  SLCuYV–TH–PK−2016 ด ้ วยชุด 
ไพรเมอร์ AC1 สามารถปรับเพื่อพัฒนาเทคนิคนี้ให้
มีความไวในการเกิดปฏิกิริยาเพิ่มข้ึนได้อีก
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Figure 3 LAMP assay for detection of SLCuYV−TH−PK−2016. Amplified products were analyzed by 
agarose gel electrophoresis (A), visual inspection with SYBR® Green I safe DNA gel stain (B) and 
under UV illumination after SYBR Green I use (C). Lane M, DNA marker (100bp DNA Ladder, 
New England Biolabs® Inc); lane 1 Cus15, lane 2 Cus16, lane 3 CusLL1, lane 4 SLCuYV in 
pumpkin (positive control), lane 5 TYLCV in tomato, lane 6 healthy pumpkin, lane 7 healthy 
tomato, lane 8 distilled water (negative control)

Figure 4  Comparison of sensitivity of LAMP and  PCR method using ten fold serial dilutions of 
	 DNA sample to amplified products by were analyzed by agarose gel electrophoresis; 

Lane M, DNA marker (100bp DNA Ladder, New England Biolabs® Inc); lane 1−7: 1, 10-1, 
10-2,10-3,10-4,10-5 and 10-6 dilutions respectively; lane 8 distilled water (negative control). 
The fluorescence green colored LAMP products by visual inspection with SYBR®stain 
(B), under UV illumination after SYBR use (C) and PCR detection (D)
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สรุป

การพัฒนาเทคนิค LAMP เพื่อตรวจเช้ือ 
SLCuYV–TH–PK–2016 เชื้อไวรัสสาเหตุโรคใบหงิก
เหลืองในพืชวงศ์แตง โดยการออกแบบไพรเมอร์จาก
บริเวณยีน AC1 ของเชื้อนี้ ในครั้งนี้ประสบความ
ส�ำเร็จในการตรวจเชื้อ SLCuYV–TH–PK–2016 ได้
อย่างจ�ำเพาะ และมีความไวในการตรวจเชื้อโดยมี
ดีเอ็นเอเริ่มต้นที่ความเข้มข้นต�่ำสุด 134 pg/µl เมื่อ
ศึกษาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของ LAMP product พบว่า
เทคนิค LAMP ที่พัฒนาขึ้นในการทดลองนี้ สามารถ
ตรวจเชื้อ SLCuYV–TH–PK–2016 ได้ในระดับสาย

พันธุ ์ และไม่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับดีเอ็นเอของเช้ือ 
Tomato yellow leaf–curl Thailand virus และ
พืชอาศัยปลอดโรค เช่น มะเขือเทศ ฟักทอง แตงกวา 
เป็นต้น

กิตติกรรมประกาศ

งานวิจัยนี้ได ้ รับทุนอุดหนุนการวิจัยระดับ
บัณฑิตศึกษาจากส�ำนักงานคณะกรรมการวิจัยแห่ง
ชาติ ประจ�ำปี 2559 และศูนย์เทคโนโลยีชีวภาพ
เกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ์  วิทยาเขต
ก�ำแพงแสน ที่สนับสนุนอุปกรณ์เครื่องมือในการวิจัย
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