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ABSTRACT: Pepper mild mottle virus (PMMoV) is a plant virus in the genus Tobamovirus 
infecting peppers which are economic plants. The virus can be transmitted from plant to plant 
mechanically and by seed, causing serious yield loss. Since no chemical control is available 
therefore screening for disease–free seed by serological assay is recommended for control 
measure. Production high quality antibody is very important in this case. The objective of this 
study is to produce a specific polyclonal antibody against PMMoV by using its recombinant coat 
protein (PMMoV–CP) as an antigen. The virus isolated from Kamphaeng Saen district, Nakhon 
Pathom Province was used as a template for PMMoV coat protein (PMMoV–CP) gene cloning. 
The PMMoV–CP gene, 474 bp, was ligated into pQE80–L expression vector and produced the 
recombinant PMMoV–CP at 17.5 kDa which was then immunized into a New Zealand White 
rabbit subcutaneously and intramuscularly. The antiserum had been collected weekly for the 
period of eight weeks. Their titers ranged from 25,600 – 204,800 with the highest titer presented 
in 8th week. Indirect PTA–ELISA using the antiserum at a dilution 1:1000 could detect PMMoV in 
the infected leaf saps up to the dilution 1:5,120. Specificity test was performed and the result 
showed high specificity to five tobamoviruses including PMMoV, Tobacco mosaic virus (TMV), 
Odontoglossum ringsot virus (ORSV), Tomato mosaic virus (ToMV) and Ribgrass mosaic virus 
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(RMV), but showed no cross reaction to other viruses tested including Cucumber green mottle 
mosaic virus (CGMMV) in the genus Tobamovirus; Potato virus Y (PVY), Chilli veinal mottle virus 
(ChiVMV) and Papaya ringspot virus (PRSV) in the genus Potyvirus; Tomato necrotic ring virus 
(TNRV), Watermelon silver mottle virus (WSMoV) and Melon yellow spot virus (MYSV) in the 
genus Tospovirus; Tomato leaf curl New Delhi virus (ToLCNDV) in the genus Begomovirus and 
Cucumber mosaic virus (CMV) in the genus Cucumovirus. Examination of the antiserum reactivity 
was carried out by comparison with the commercial antibodies from Agdia and the results from 
every sample were corresponding.

Keywords: Virus coat protein, diagnosis, phytosanitary certification, serological technique, 
tobamovirus

บทคัดย่อ

Pepper mild mottle virus (PMMoV) เป็น
เชื้อไวรัสในจีนัส Tobamovirus มีพริกซึ่งเป็นพืชท่ี
ส�ำคญัทางเศรษฐกิจเป็นพชือาศัย สามารถถ่ายทอดโรค
ด้วยวธิกีลโดยน�ำ้คัน้พชื และผ่านทางเมลด็ ท�ำความเสยี
หายต่อผลผลิตพริก อีกทั้งยังไม่มีสารเคมีใดก�ำจัดเชื้อ
ไวรสัชนดินี ้การคดักรองเมลด็พนัธุเ์พือ่ให้ปราศจากโรค
ด้วยวิธีการทางซีรัมวิทยานับเป็นขั้นตอนเบื้องต้นที่ 
จะช่วยควบคุมโรคได้ การผลิตแอนติบอดีที่มีคุณภาพ
จึงมีความส�ำคัญเป็นอย่างยิ่ง งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์
เพื่อผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อ PMMoV โดย
ใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีนห่อหุ้มอนุภาค (PMMoV–CP) 
เป็นแอนติเจน โดยน�ำตัวอย่างโรคพริกที่ตรวจพบ 
เชื้อ PMMoV จากอ�ำเภอก�ำแพงแสน จังหวัดนครปฐม 
มาใช้เป็นต้นแบบในการโคลนยนีโปรตนีห่อหุม้อนภุาค
ของเชื้อไวรัส ได้ชิ้นยีนขนาด 474 นิวคลีโอไทด์  
เพ่ือโคลนเข้าสู่พลาสมดิพาหะ pQE–80L expression 
vector และกระตุน้ให้เกดิการแสดงออกของยนี พบว่า
โปรตีน PMMoV–CP มีน�้ำหนัก 17.5 กิโลดาลตัน สกัด 
PMMoV–CP ให้บริสุทธิ์เพื่อใช้ในการผลิตแอนติซีรัม 
โดยวิธีฉีดเข้าใต้ผิวหนังและเข้ากล้ามเน้ือขาหลังของ
กระต่ายพันธุ์ New Zealand White เก็บแอนติซีรัม

ทุกสัปดาห์ เป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่า มีค่าไตเตอร์อยู่
ระหว่าง 25,600 – 204,800 โดยมีค่าไตเตอร์สูงสุดใน
สัปดาห์ที่ 8 เมื่อน�ำไปเจือจางที่ 1:1,000 และตรวจน�้ำ
คั้นพริกเป็นโรค พบว่ามีความไวในการตรวจท่ีระดับ
การเจือจาง 1:5,120 การตรวจสอบความจ�ำเพาะของ
แอนติซีรัมพบว่ามีความจ�ำเพาะกับเชื้อไวรัส 5 ชนิดใน
จีนัส Tobamovirus ได้แก่ PMMoV  Tobacco 
mosaic virus (TMV)  Odontoglossum ringsot 
virus (ORSV)  Tomato mosaic virus (ToMV) และ 
Ribgrass mosaic virus (RMV) โดยไม่ท�ำปฏกิริยิากับ
ไวรสัชนดิอืน่อีก 9 ชนดิท่ีน�ำมาทดสอบ คอื Cucumber 
green mottle mosaic virus (CGMMV) ในจีนัส 
Tobamovirus; Potato virus Y (PVY), Chilli veinal 
mottle virus (ChiVMV) และ Papaya ringspot virus 
(PRSV) ในจนีสั Potyvirus; Tomato necrotic ring 
virus (TNRV), Watermelon silver mottle virus 
(WSMoV) และ Melon yellow spot virus (MYSV) 
ในจีนสั Tospovirus; Tomato leaf curl New Delhi 
virus (ToLCNDV) ในจนัีส Begomovirus และ ได้แก่ 
Cucumber mosaic virus (CMV) ในจนีสั Cucumovirus 
การทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจเช้ือ PMMoV  
โดยใช้แอนติซีรัมท่ีผลิตได้เปรียบเทียบกับแอนติบอดี
ทางการค้าพบว่าให้ผลตรงกันทุกตวัอย่างท่ีน�ำมาทดสอบ
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บทน�ำ

โรคท่ีเกิดจากเชื้อไวรัสใบด่างพริก (Pepper 
mild mottle virus หรือ PMMoV) (Sutabutra, 
1989) มีรายงานการพบครั้งแรกในสหรัฐอเมริกาในปี 
ค.ศ. 1952 (Wetter et al., 1984) ปัจจบุนัพบรายงาน
การระบาดทั่วโลก เช่น ในทวีปอเมริกาเหนือ ประเทศ
สหรัฐอเมริกา ออสเตรเลยี ญีปุ่น่ จนี ไต้หวนั ยโุรป และ
แอฟริกา (Lamb et al., 2001) โดยเข้าท�ำลายทั้งพริก
ผลใหญ่ ผลเลก็ และพริกประดับ ท�ำให้พริกแสดงอาการ
ใบด่าง เน้ือใบมีสีเขียวอ่อนสลับเขียวเข้ม รูปร่าง 
บดิเบีย้วเสยีรปู และเส้นใบหงกิงอ ส่วนลกัษณะอาการ
บนผลพริก จะท�ำให้ผิวขรุขระ ด่าง และมีขนาดผลเล็ก
กว่าปกติ ท�ำให้คุณภาพและผลผลิตของพืชลดลง และ
ยังส่งผลต่อการผลิตเมล็ดพันธุ์ทางการค้า ซึ่งไวรัสใบ
ด่างพรกิมพีชือาศยักว้าง ถ่ายทอดโรคได้ง่ายด้วยวธิกีล 
มีความเข้มข้นสูงในน�้ำคั้นพืช และเป็นเชื้อไวรัสกลุ่มท่ี
มคีวามทนทานสงูจึงมโีอกาสติดไปโดยการสมัผสักบัพชื
ทีเ่ป็นโรคหรอืดนิและซากพืชทีม่กีารปนเป้ือนเชือ้ไวรสั
ดงักล่าว นอกจากนัน้ยงัสามารถถ่ายทอดโรคโดยตดิไป
กับส่วนเปลือกหุ้มเมล็ด (seed coat) แต่ไม่มีรายงาน
ของพาหะน�ำโรค (Zaitlin, 2000) ในปี พ.ศ. 2559 
ประเทศไทยส่งออกเมล็ดพันธุ ์พริก คิดเป็นมูลค่า
มากกว่า 620 ล้านบาท (Thai seed trade association, 
2016) ซึ่งติดอันดับ 1 ใน 10 ของเมล็ดพันธุ์ที่มีการส่ง
ออกมากท่ีสุดของไทย ดังน้ันการน�ำเข้าและส่งออก
เมล็ดพริกเพื่อการค้าจึงมีความเสี่ยงต่อการเข้าท�ำลาย
ของโรคน้ีและเป็นอปุสรรคต่อการผลติและการส่งออก
ได้ในอนาคต ซึ่งหากมีการปนเปื้อนของเชื้อไวรัสติดไป
กับผลผลิตหรือเมล็ดพันธุ ์ที่จะส่งออก นอกจากจะ
เป็นการลดความน่าเชื่อถือแล้วยังอาจเกิดค่าใช้จ่ายใน
การตีกลับอีกด้วย เน่ืองจากเชื้อไวรัสชนิดน้ีเป็นเช้ือ

ไวรัสกักกันในหลายประเทศ ได้แก่ ประเทศในกลุ่ม
ยุโรป สเปน อินเดีย อเมริกา เกาหลีใต้ และญ่ีปุ่น 
เป็นต้น (Department of Agriculture, 2016) ที่ห้าม
ปนเปื้อนมากับผลผลิตและส่วนขยายพันธุ์ต่าง ๆ ต้อง
มีการออกใบรับรองพืชปลอดโรคซึ่งเป็นข้อบังคับใน
ประเทศผูค้้า หน่วยงานทีเ่กีย่วข้องในการตรวจสอบโรค
ต้องเสียค่าใช้จ่ายสูงในการน�ำเข้าแอนติบอดีจากต่าง
ประเทศทีม่รีาคาแพง การผลติแอนตบิอดทีีจ่�ำเพาะต่อ
เช้ือไวรัสดังกล่าวภายในประเทศจึงช่วยลดค่าใช้จ่าย 
สามารถน�ำไปใช้ในการตรวจสอบด้วยเทคนคิซีรมัวทิยา
และชีวโมเลกุลที่ให้ผลตรวจที่รวดเร็วและแม่นย�ำ งาน
วิจัยครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือผลิตโพลีโคลนอล
แอนตบิอดต่ีอเช้ือไวรสัใบด่างพรกิ ศกึษาคณุสมบัตขิอง
แอนติบอดี และพัฒนาวิธี  enzyme– l inked 
immunosorbent assay (ELISA) เพื่อการตรวจ
วินิจฉัยโรคใบด่างพริก

อุปกรณ์และวิธีการ

1. การเก็บตัวอย่างโรคไวรัสใบด่างพริก (PMMoV) 
เก็บตัวอย่างพริกที่แสดงอาการของโรคไวรัส 

ใบด่างพริก ได้แก่ ใบด่างมีสีเขียวอ่อนสลับเขียวเข้ม  
รูปร่างบิดเบี้ยวเสียรูป และเส้นใบหงิกงอ นอกจากนั้น
สามารถสังเกตอาการจากผลพริกซึ่งมีอาการด่าง และ
มขีนาดผลเลก็กว่าปกต ิโดยเกบ็ตวัอย่างจากพื้นทีป่ลกู
ในจงัหวดันครปฐม กาญจนบรุ ีเชยีงใหม่ และเชยีงราย 
น�ำตัวอย่างที่ได้มาตรวจด้วยวิธี Double antibody 
sandwich ELISA (DAS–ELISA) โดยใช้แอนติบอดีที่
จ�ำเพาะต่อเช้ือ PMMoV ทางการค้า (Agdia Inc., USA) 
จากนั้นน�ำตัวอย่างที่ให้ผลบวกมาท�ำการแยกเช้ือไวรัส
ให ้ เป ็นสายพันธุ  เดี่ยว โดยปลูกเชื้อไวรัสลงบน 
Chenopodium amaranticolor ซึง่แสดงอาการแผล
จุดเฉพาะแห่ง ตัดจุดแผลแต่ละจุดแยกบดใน 0.01 M 
phosphate buffer อัตราส่วน 1:10 (น�้ำหนักต่อ
ปริมาตร) ปลูกเชื้อไวรัสจากแต่ละจุดบนใบพริกจินดา 
Capsicum annuum  ท�ำการแยกเชื้อซํ้าอีกครั้งเพื่อ
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ให้ได้เชื้อไวรัสบริสุทธิ์ตามวิธีการดังกล่าวข้างต้น น�ำ
ตัวอย่างที่ได้มาตรวจสอบด้วยวิธี DAS–ELISA เพื่อ
ยืนยันว่าเป็นไวรัส PMMoV จากนั้นน�ำตัวอย่างพริกที่
ผ่านการตรวจสอบแล้วมาท�ำแห้งโดยใช้สารดูดความชืน้
และเก็บไว้ใน 4 องศาเซลเซียส เพื่อเก็บไว้ใช้งานต่อไป 
(Anon, 2005)

2. การเพ่ิมปริมาณยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส 
PMMoV

สกัดอาร์เอ็นเอจากตัวอย่างพริกโดยใช้ชุดสกัด 
FavorPrepTM Tissue Total RNA Kit (Favorgen, 
Taiwan) น�ำส่วนของ total RNA ที่ได้ไปเตรียม cDNA 
library ด้วย SuperscriptTM III One–Step RT–PCR 
System with Platinum (Invitrogen, USA) และเพิม่
จ� ำนวนดี เอ็น เอของยีน PMMoV–CP โดยวิ ธี 
polymerase chain reaction (PCR) ใช้ไพรเมอร์ดงันี้  
Forward primer คือ 5’–TTT TTG GAT CCA TGG 
CTT ACA CAG TTT CCA GTG–3’ และ Reverse 
primer คือ 5’–CCT TTA AGC TTT TAA GGA GTT 
GTA GCC CAG GTG–3’ ปฏิกิริยาส�ำหรับเพิ่มปริมาณ
ชิ้นยีนมีดังนี้ Total RNA 1 ไมโครลิตร, 2x Reaction 
mix 25 ไมโครลิตร, Forward primer (10 µM) 1 
ไมโครลิตร, Reverse primer (10 µM) 1 ไมโครลิตร, 
SuperscriptTM III RT/Platinum Taq Max 2 
ไมโครลิตร และ Deionized water (dH

2
0) 16 

ไมโครลิตร ปริมาตรของปฏิกิริยารวม 50 ไมโครลิตร 
โดยอุณหภูมิที่ใช้ในขั้นตอน RT–PCR คือ cDNA 
synthesis 50 องศาเซลเซียส 30 นาที; Initial 
denaturat ion 94 องศาเซลเซียส 2 นาที ; 
Denaturation 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที; 
Annealing 59 องศาเซลเซียส 30 วินาที Extension 
68 องศาเซลเซียส 40 วินาที เริ่มกระบวนการที่ 3–5 
ซ�้ำอีก 34 รอบ และ Final extension 68 องศา
เซลเซียส 5 นาท ีลดอณุหภูมลิงมาที ่16 องศาเซลเซยีส 
ตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอโดยใช้ 1.5% agarose 
gel electrophoresis ใน Tris–borate buffer (TBE) 

และน�ำไปย้อมแถบ DNA ด้วย Ethidium bromide 
ตรวจแถบ DNA ภายใต้แสงอัลตราไวโอเล็ตเปรียบ
เทียบขนาดของ DNA กับ 100 bp Plus markers 
(Fermentas, USA)

3. การเช่ือมต่อยีน PMMoV–CP เข้ากับพลาสมิด
พาหะ pQE–80L vector และถ่ายเข้าสู ่E. coli สาย
พันธุ์ DH5α

น�ำ PCR product จากข้อ 2 มาตดัด้วยเอนไซม์ 
BamHI โดยใช้ 10x Fast Digest Buffer ปริมาตร 2 
ไมโครลติร ดเีอน็เอพาหะสายผสมปรมิาตร 7 ไมโครลติร 
เอนไซม์ HindIII ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ น�้ำกลั่น 
(nuclease–free) ปรมิาตร 10 ไมโครลติร บ่มปฏกิิรยิา
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง และ
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที น�ำผลผลิต
ท่ีได้เช่ือมต่อกบัพลาสมดิพาหะ pQE–80L expression 
vector (Qiagen, USA) โดยใช้อตัราส่วน insert gene 
ต่อ vector  เท่ากับ 3:1  2x ligation buffer 5 
ไมโครลิตร และ T4 ligase 1 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง น�ำพลาสมิดลูกผสม
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เข ้าสู ่ เซลล ์แบคทีเรีย 
Escherichia coli สายพันธุ์ DH5α ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ด้วยวิธีการ heat shock transformation 
(Sambrook and Russell, 2001) ตรวจสอบการเช่ือม
ต่อของยีนด้วยวิธี PCR แล้วส่งวิเคราะห์ข้อมูลล�ำดับ 
นิวคลีโอไทด์และแปลงข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได ้
เป็นล�ำดับกรดอะมิโน ด ้วยโปรแกรม ExPASy–
Translate tool (http://web.expasy.org/
translate/)

4. การสกัดโปรตีน PMMoV–CP บริสุทธิ์
เลี้ยงเซลล์ E. coli สายพันธุ์ DH5α ที่มียีน 

PMMoV–CP ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 2YT ที่มี Ampicillin 
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 1 คืน ที่ 37  
องศาเซลเซียส จากนั้นย้ายลงในอาหารเหลว 2YT ที่
ผสม Ampicillin 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร เลีย้งเชือ้
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ต่อจนมีค่า OD
600

 เท่ากับ 0.5 เติม IPTG ให้มีความเข้ม
ข้นสุดท้ายเท่ากับ 1 mM เลี้ยงเชื้อต่อเป็นเวลาอย่าง
น้อย 6–8 ช่ัวโมง แยกตะกอนเซลล์โดยหมนุเหวีย่งด้วย
ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 45 นาที ละลาย
ตะกอนเซลล์ด้วย purification buffer (100 mM 
NaH

2
PO

4
, 10 mM Tris–Cl, 8M Urea, pH 8.0) ทีเ่ติม 

lysozyme ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
อัตราส่วนบัฟเฟอร์ 30 มิลลิลิตรต่อตะกอนเซลล์ที่ได้
จากอาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร ท�ำให้เซลล์แตกด้วยวิธี 
freeze–thaw แล้วน�ำมาหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 
10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 45 นาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เก็บส่วนน�้ำใสมาผ่านคอลัมน์ Ni–NTA 
ตามวิธีการของผู้ผลิต เติม Elution Buffer เพื่อชะ 
PMMoV–CP ออกจากคอลัมน์ โดยเก็บสารละลาย
โปรตนี fraction ละ 1 มลิลลิติร จ�ำนวน 8–10 fraction 
น�ำไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนด้วยวิธี SDS–
PAGE ตามวิธีการของ Laemmli (1970)

5. การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อ PMMoV
น�ำโปรตีน PMMoV–CP ฉีดกระตุ้นกระต่าย

พันธุ์ New Zealand White อายุ 3 เดือน โดยฉีดครั้ง
แรกดว้ยโปรตนีความเข้มข้น 0.5 มิลลกิรมัต่อมลิลิลติร 
ผสมกับ Complete Freund’s Adjuvant (CFA) 
อัตราส่วน 1:1 โดยฉดีเข้าทีใ่ต้ผวิหนงั (Subcutaneous 
injection, SC) ต่อมาฉีดกระตุ้นโดยใช้โปรตีนผสมกับ 
Incomplete Freund’s Adjuvant (IFA) อัตราส่วน 
1:1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ฉีดเข้ากล้ามเนื้อขาหลัง 
(Intramuscular injection, IM) ในสปัดาหท์ีส่อง  เริม่
เก็บเลือด หลังจากฉีดครั้งแรกไปแล้ว 3 สัปดาห์ และ
เก็บเลือดต่อไปทุกสัปดาห์จนครบ 8 ครั้ง น�ำเลือด 
มาตั้งทิ้งไว้ท่ีอุณหภูมิห้องประมาณ 30 นาที เพื่อให้
เลือดแข็งตัว และแยกส่วนแอนติซีรัมตามวิธีการของ 
Hongprayoon (2015) 

6. วิธีการตรวจวินิจฉัยเชื้อ PMMoV
การตรวจวินิจฉัยเชื้อ PMMoV ใช้วิธี indirect 

plate–trapped antigen enzyme– l inked 
immunosorbent assay (indirect PTA–ELISA) โดย
เคลือบ ELISA plate ด้วย rCP ความเข้มข้น 5 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใน coating buffer ปริมาตร
หลมุละ 50 ไมโครลติร เปรยีบเทยีบกบัพชืปกตแิละพชื
เป็นโรคที่เป็นแอนติเจนควบคุม (บดด้วย coating 
buffer อตัราส่วน 1:10) บ่มทีอ่ณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส 
ข้ามคืน จากนั้นเติม Blocking buffer (PBS + 5% 
skim milk) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง เติมแอนติ
ซีรัมท่ีจ�ำเพาะต่อเช้ือ PMMoV (crude antiserum) 
เจือจาง 1:1,000 ใน PBS ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อ
หลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 
แล้วเติม goat anti–rabbit IgG conjugated with 
alkaline phosphatase (GAR–AP) (Sigma, USA) 
เจือจาง 1:30,000 ใน PBS ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
ต่อหลมุ บ่มทีอ่ณุหภมิู 37 องศาเซลเซยีส นาน 1 ชัว่โมง 
แต่ละข้ันตอนก่อนเตมิสารชนดิต่อไป ล้าง ELISA plate 
ด้วย PBST (PBS + 0.05% Tween 20) ปริมาตร 200 
ไมโครลิตรต่อหลุม 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที ตรวจสอบ
ปฏิกิ ริยาโดยเติมสับสเตรท p–nit rophenyl 
phosphate ทีเ่จอืจางใน substrate buffer ความเข้ม
ข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร
ต่อหลมุ บ่มทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส นาน 60 นาที 
อ ่านผลปฏิกิริยาด ้วยเครื่อง ELISA reader ท่ี
ความยาวคลืน่ 405 นาโนเมตร (Hongprayoon, 2015)

7. การตรวจค่าไตเตอร์ (titer) ของแอนติบอดี และ
ความไว (sensitivity) ของวิธีการ

ตรวจค่าไตเตอร์ของแอนติบอดทีีผ่ลติได้โดยเจอื
จางแอนติซีรัม แบบ 2 เท่า (2–fold dilutions) เริ่ม
จาก 1:200 ถึง 1:204,800 และให้ท�ำปฏิกิริยากับ
โปรตีน PMMoV–CP ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร เปรียบเทียบกับพืชปกติและพืชเป็นโรคซ่ึง
เป็นแอนตเิจนควบคมุ ใช้วธิ ีindirect PTA–ELISA ตาม
วิธีการในข้อ 6. ส่วนการตรวจสอบความไวของวิธีการ 
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โดยน�ำใบพริกที่ เป ็นโรคบดใน coating buffer 
อัตราส่วน 1:20 จากนั้นเจือจาง แบบ 2 เท่า (2–fold 
dilution) แล้วมาทดสอบกับแอนติซีรัมครั้งที่ 8 ที่ เจือ
จาง 1:1,000 ด้วยวธิ ีindirect PTA–ELISA เช่นเดียวกนั 
(Hongprayoon, 2015)

8. การตรวจสอบความจ�ำเพาะของแอนตบิอดทีีผ่ลติได้ 
ทดสอบความจ�ำเพาะของแอนติซีรัมที่ผลิตได้

โดยให้ท�ำปฏิกิริยากับไวรัสสาเหตุโรคพืช จ�ำนวน 14 
ชนิด ได้แก่ Pepper mild mottle virus (PMMoV), 
Tobacco mosaic virus (TMV), Ribgrass mosaic 
virus (RMV), Tomato mosaic virus (ToMV), 
Odontoglossum ringsot virus (ORSV), Cucumber 
green mottle mosaic virus (CGMMV), Potato 
virus Y (PVY), Chilli veinal mottle virus (ChiVMV), 
Papaya ringspot virus (PRSV), Tomato necrotic 
ring virus (TNRV), Watermelon silver mottle 
virus (WSMoV), Melon yellow spot virus (MYSV), 
Tomato leaf curl New Delhi virus (ToLCNDV) 
และ Cucumber mosaic virus (CMV) ใช้วธิ ีindirect 
PTA–ELISA ตามวิธีการในข้อ 6.

9. การประเมนิประสทิธภิาพของแอนตบิอดท่ีีผลดิได้
โดยตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างพริกที่เก็บจากสภาพ
แปลงปลูก

น�ำตัวอย่างพริกสายพันธุ์ Thai Super Hot  
(C. annuum) ที่เก็บจากสภาพแปลงปลูกท่ีอ�ำเภอ

ก�ำแพงแสน จังหวัดนครปฐม 10 ตัวอย่าง โดยสุ่ม
ตัวอย่างท่ีแสดงอาการใบด่างเขียวอ่อนสลับเขียวเข้ม
และตวัอย่างทีไ่ม่แสดงอาการด่าง มาตรวจหาเชือ้ไวรสั 
PMMoV โดยใช้แอนติบอดีที่ผลิตได้ด้วยวิธี indirect 
PTA–ELISA ตามวธิกีาร Hongprayoon (2015) เปรยีบ
เทียบกับวิธีการ DAS–ELISA โดยใช้แอนติบอดีที่
จ�ำเพาะต่อเช้ือ PMMoV ทางการค้า (Agdia Inc., USA) 
ตามค�ำแนะน�ำของบริษัท

ผลการทดลองและวิจารณ์

1. การเก็บตัวอย่างโรคไวรัสใบด่างพริก (PMMoV)
การเก็บตัวอย่างโรคพริกท่ีมีลักษณะอาการ

คล ้ายโรคไวรัสใบด ่างพริกจากจังหวัดนครปฐม 
กาญจนบุรี เชียงใหม่ และเชียงราย จ�ำนวนทั้งหมด 70 
ตัวอย่าง พบเชื้อไวรัส PMMoV จ�ำนวน 3, 1, 2 และ 2 
ตัวอย่าง คิดเป็น 5%, 20%, 13.33% และ 10% ของ
ตัวอย่างที่เก็บมาในแต่ละพื้นที่ ตามล�ำดับ (Figure 1) 
โดยจงัหวดันครปฐมพรกิท่ีตรวจพบเช้ือ PMMoV ให้ค่า
การดูดกลืนแสงจากการตรวจด้วยวิธี DAS–ELISA 
สูงสุดเท่ากับ 1.318 และแยกได้แผลจุดเฉพาะแห่งบน 
C. amaranticolor หลังจากปลูกเชื้อ 3–4 วัน เมื่อตัด
แผลจุดมาปลูกเช้ือไวรัสบนใบพริกจินดา พบว่าแสดง
อาการใบด่างสีเขียวอ่อนสลับเขียวเข้ม ซ่ึงเป็นอาการ
ของ PMMoV หลังจากปลูกเชื้อไปแล้วประมาณ 7 วัน 
และให้ผลบวกโดยการตรวจสอบยืนยันด้วยวิธี DAS–
ELISA 
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Figure 1  Chlorosis and distertion symptoms on peppers associated with PMMoV from Nakhon Pathom 
(A–C), Kanchanaburi (D), Chiang Mai (E–F) and Chiang Rai (G–H)
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2. การเพ่ิมปริมาณยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส 
PMMoV

การเพ่ิมปริมาณยีน PMMoV–CP ได้ชิ้นยีนท่ี
มีขนาดประมาณ 474 นิวคลีโอไทด์ จากพริก 3 
ตัวอย่าง และเมื่อน�ำตัวอย่าง NPT–1S6 ไปตรวจ
วิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์และล�ำดับกรดอะมิโน
พบว่ายีนมีขนาด 474 นิวคลีโอไทด์ แปลรหัสให้กรด
อะมิโนทั้งหมด 157 เรสิดิวส์ ดังนี้ MAYTVSSAN-
QLVYLGSVWADPLELQNLCTSALGNQFQTQQA-
RTTVQQQFSDVWKTIPTATVRFPATGFKV-

FRYNAVLDSLVSALLGAFDTRNRIIEVENPQNPT-
TAETLDATRRVDDATVAIRASISNLMNELVRGTG-
MYNQALFESASGLTWATTP

โดยยีน PMMoV–CP ที่ศึกษามีล�ำดับนิวคลี
โอไทด์และล�ำดับกรดอะมิโนเหมือนกับท่ีมีรายงานใน
ฐานข้อมูล GenBank ที่ค่า identity เท่ากับ 100% 
โดยเหมือนกับข้อมูลจากประเทศจีน (KC020357.1) 
บราซิล (AB550911.1) และ สเปน (FN594853.1)  
การวเิคราะห์โปรตีนโดยใช้โปรแกรม CPH models 2.0, 
Swiss–Pdb viewer 4.10 และโปรแกรม IEBD analysis 
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resource (Figure 2) ท�ำให้ทราบเบ้ืองต้นถงึต�ำแหน่ง 
ทีส่ามารถเป็นแอนติเจนได้ คอืส่วนของโปรตนีทีม่ลีกัษณะ
เป็น linear epitope ซึง่มจี�ำนวน 2 ต�ำแหน่ง ทีล่�ำดบั 
กรดอะมโิน 5–11 และ 51–68 โดยอพิโิทปชนิดนีม้ข้ีอดี
คือ จะยังคงรูปร่างเดิมเสมอแม้ว่าโปรตีนจะมีการ 

เสือ่มสภาพ (denatured protein) ท้ังนีเ้นือ่งจากในข้ัน
ตอนการท�ำให้โปรตนี PMMoV–CP บรสิทุธิ ์จ�ำเป็นต้องใช้
บัฟเฟอร์ซึง่มอีงค์ประกอบของยเูรยีท่ีท�ำให้โปรตนีเสือ่ม
สภาพ แต่การทีอิ่พโิทปเป็นชนดิ linear epitope จะท�ำให้
มัน่ใจได้ว่าอพิโิทปดงักล่าวจะยงัคงอยู่

Figure 2  The predicted tertiary structure of recombinant PMMoV coat protein analyzed by SWISS–
pdb Viewer shows 78% identity with TMV structure from protein databank. The 2 regions 
at the amino acid positions 5–11 and 51–68 (in boxes) are predicted to be linear epitopes 
for immune response for antibody production  

3. การสกัดโปรตีน PMMoV–CP บริสุทธิ์
ก า ร ส กั ด โ ป ร ตี น โ ด ย วิ ธี  a f f i n i t y 

chromatography พบว่า ได้โปรตีนบริสุทธิ์ใน 
fraction ที่ 2–8 มีความเข้มข้น 0.1342, 1.0615, 
1.0745, 0.3470, 0.2132, 0.1008 และ 0.0912 
มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ตามล�ำดบั ผลผลติโปรตนีรวมทัง้
สิ้น 3.02 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และโปรตีนมีน�ำ้หนัก 
17.5 กิโลดาลตัน

4. วิธีการตรวจวินิจฉัยเชื้อ PMMoV
การตรวจวินิจฉยัเชือ้ PMMoV ด้วยวิธ ีindirect 

PTA–ELISA พบว่า เมื่อใช้ rCP เป็นแอนติเจน ได้ค่า 
O.D.405 สูงที่สุด คือ 1.968 เมื่อเปรียบเทียบกับพืช

เป็นโรค มีค่าเท่ากับ 1.799 โดยไม่ท�ำปฏิกิริยาข้ามกับ
พืชปกติ 

5. การตรวจค่าไตเตอร์ (titer) ของแอนติบอดี และ
ความไว (sensitivity) ของวิธีการ

จากการเกบ็เลอืดเป็นเวลา 8 สปัดาห์ ตรวจสอบ
ไตเตอร์ของแอนตซิรีมัได้ในช่วง 25,600–204,800 โดย
มค่ีาสงูสดุในสปัดาห์ท่ี 8 (AS#8) รองลงมาได้แก่สปัดาห์
ที่ 6–7, 2–5 และ 1 โดยมีค่าไตเตอร์เท่ากับ 204,800, 
102,400, 51,200 และ 25,600 ตามล�ำดับ (Figure 3) 
การวเิคราะห์ความไวในการตรวจสอบโดยวธิ ีindirect 
PTA–ELISA พบว่ามคีวามไวทีร่ะดบัการเจอืจาง น�ำ้คัน้
พืชเป็นโรค 1:5,120 
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Figure 3  Titration of anti–PMMoV antiserum collected from week 1–8 using PMMoV–CP as an antigen 
and analyzed by indirect PTA–ELISA

6. การทดสอบความจ�ำเพาะของแอนตซิรีมัทีผ่ลิตได้
การทดสอบความจ�ำเพาะของแอนติซรีมักบัเช้ือ 

14 ชนดิ โดยใช้น�ำ้ค้ันพืชหรือไวรัสบริสทุธิเ์ป็นแอนตเิจน 
พบว่าแอนติซีรัมท�ำปฏิกิริยากับเชื้อ PMMoV โดยมีค่า 
O.D.

405
 สูงสุด นอกจากนั้นยังท�ำปฏิกิริยากับเชื้อไวรัส

ในจีนัสเดียวกันอีก 4 ชนิด คือ TMV, ORSV, ToMV 
และ RMV  แต่ไม่ท�ำปฏิกิริยาข้ามกับไวรัสจีนัสอื่นที่น�ำ
มาทดสอบและพืชปกติ (Table 1) เนื่องจากการผลิต
แอนติบอดีใช้รีคอมบิแนนท์โปรตีนที่มีการแสดงออก
ของยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเป็นแอนติเจน เมื่อน�ำล�ำ
ดับกรดอะมิโนของโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัสในจีนัส 
Tobamovirus ทั้ง 6 ชนิดที่น�ำมาทดสอบมาเปรียบ
เทียบกัน พบว่า มีความเหมือนกันของเชื้อ PMMoV 
กับ TMV, ToMV, ORSV, RMV และ CGMMV อยู่ที่ 
73.89%, 73.89%, 68.79%, 49.68 และ  36.31 ตาม
ล�ำดับ แต่เมื่อพิจารณาเฉพาะส่วนที่วิเคราะห์จาก

โปรแกรมคอมพิวเตอร์คาดว่าเป็น linear epitope 
จ�ำนวน 15 เรสิดิวส์ (ซึ่งจ�ำนวนกรดอะมิโนบริเวณ 
อิพิโทปอาจมีเพียง 4–6 เรสิดิวส์) ในส่วนล�ำดับกรด 
อะมิโนที่ 51–58 ของ PMMoV–CP กับเชื้อไวรัสชนิด
อื่นดังกล่าวพบว่ามีความเหมือนกับเชื้อ ORSV, TMV, 
ToMV และ RMV เท่ากบั 66.7, 60, 60 และ 33.3 ตาม
ล�ำดับ ซึ่งการเกิดปฏิกิริยาข้ามนี้มีข้อมูลสนับสนุนจาก
รายงานของ  Monia and Kerim (2006) ที่ผลิตโพลี
โคลนอลแอนติบอดีต่อ PMMoV แต่พบว่าแอนติบอดี
ที่ได้ท�ำปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อไวรัส TMV  Keila Maria 
et al. (2002) ได้ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ 
ToMV พบว่าแอนตบิอดีท�ำปฏกิริยิาข้ามกบั TMV จาก
รายงานท่ีกล่าวมาเบ้ืองต้นนั้นแสดงให้เห็นว่าไวรัสใน
กลุ่ม Tobamovirus นี้ยังคงมีบางอิพิโทปที่เหมือนกัน
อยูจ่งึท�ำให้แอนตบิอดเีกดิปฏกิริยิาข้ามในกลุม่เดียวกนั 
อย่างไรกต็ามปรมิาณไวรสัในตวัอย่างพชืกม็ส่ีวนส�ำคญั



>>

412 Agricultural Sci. J. 2017 Vol. 48 (3) 

โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อไวรัสใบด่างพริก

ต่อค่า O.D.
405

 ที่อ่านได้ เนื่องจากตัวอย่าง TMV และ 
ORSV ที่น�ำมาทดสอบเป็นไวรัสบริสุทธิ์และมีความ
เข้มข้นสูง ส่วน ToMV และ RMV เป็นตัวอย่างควบคุม
ที่จัดซ้ือมา ซ่ึงโดยปกติจะพบว่ามีปริมาณไวรัสน้อย
กว่า ในภาพรวมแม้ว่าแอนติบอดีที่ผลิตได้ไม่จ�ำเพาะ
กับ PMMoV เพียงอย่างเดียว แต่การที่มีปฏิกิริยาข้าม

กับเช้ืออื่นในจีนัส Tobamovirus โดยเฉพาะท่ีเข้า
ท�ำลายพริกได้ จึงเป็นข้อดีในการน�ำไปใช้เพื่อการคัด
กรองเชื้อ PMMoV, TMV, ToMV และ RMV ในการ
ตรวจสอบเบื้องต้นก่อนที่จะน�ำมาตรวจสอบแยกชนิด
ของไวรัส ท�ำให้ประหยัดเวลาและค่าใช้จ่ายในการ
ตรวจสอบ

Table 1  Specificity test of anti–PMMoV antiserum at 1:1,000 dilution against PMMoV–CP and other 
viruses by Indirect PTA–ELISA

Genus Viruses species Antigen/source O.D.
405

Result

Tobamovirus

PMMoV
TMV
RMV
ToMV
ORSV

CGMMV

positive control/Agdia
purified virus/tobacco
positive control/Agdia
positive control/Agdia
purified virus/orchid
purified virus/cucumber

1.746 ± 0.010a

1.670 ± 0.023
0.465 ± 0.025
0.459 ± 0.004
1.452 ± 0.007
0.189 ± 0.001

+
+
+
+
+
–

Potyvirus

PVY
ChiVMV
PRSV

plant sap/potato
plant sap/pepper
plant sap/papaya

0.207 ± 0.002
0.183 ± 0.003
0.193 ± 0.002

–
–
–

Tospovirus
TNRV

WSMoV
MYSV

plant sap/pepper
plant sap/cucumber
plant sap/cucumber

0.190 ± 0.001
0.184 ± 0.001
0.210 ± 0.002

–
–
–

Begomovirus ToLCNDV plant sap/cucumber 0.182 ± 0.002 –

Cucumovirus CMV plant sap/pepper 0.183 ± 0.002 –

Negative control plant sap/pepper 0.142 ± 0.002 –

a The absorbance value was the mean value obtained from three independent assays at 60 min 
after adding the substrate at 37°C

7. การประเมนิประสทิธภิาพของแอนตบิอดท่ีีผลดิได้
โดยตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างพริกที่เก็บจากสภาพ
แปลงปลูก

การตรวจตัวอย่างพริกจ�ำนวน 10 ตัวอย่าง 
โดยวิธี indirect PTA–ELISA ตรวจพบเชื้อ PMMoV 

5 ตัวอย่าง และไม่พบเชื้อ PMMoV จ�ำนวน 5 
ตัวอย่าง ซึ่งให้ผลตรงกับการตรวจโดยใช้แอนติบอดี
ทางการค้า (Table 2) ผลที่ได ้แสดงให้เห็นว ่า
แอนติบอดีที่ผลิตได้มีประสิทธิภาพที่ดีใกล้เคียงกับ
ทางการค้า 
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Table 2  Detection of PMMoV in plant disease samples collected from Nakhon Pathom province by 
Indirect PTA–ELISA using the produced antiserum at 1:1,000 compared to DAS–ELISA using 
the commercial antibodies (Agdia, Inc., USA)

Sample
Result/O.D.

405

Indirect PTA–ELISAa DAS–ELISAa

Thai Super Hot 1
Thai Super Hot 2
Thai Super Hot 3
Thai Super Hot 4
Thai Super Hot 5
Thai Super Hot 6
Thai Super Hot 7
Thai Super Hot 8
Thai Super Hot 9
Thai Super Hot 10

+/2.080
–/0.174
+/2.433
+/1.741
–/0.173
–/0.178
+/2.221
+/2.206
–/0.175
+/2.310

+/2.997
–/0.157
+/3.023
+/2.266
–/0.190
–/0.169
+/3.082
+/3.053
–/0.161
+/3.097

a The absorbance value was the mean value obtained from three independent assays at 60 min after 
adding the substrate at 37°C   

สรุป

งานวจิยัน้ีได้ผลติโพลโีคลนอลแอนติบอดีต่อเชือ้ 
PMMoV โดยใช ้โปรตีนห่อหุ ้มอนุภาคไวรัสเป ็น
แอนติเจน โดยการโคลนยีนโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคไวรัส
เข้าสู่พลาสมิดพาหะ pQE–80L expression vector 
ยีนมีขนาด 474 นิวคลีโอไทด์  และแปลรหัสให้กรดอะ
มิโน 157 เรสิดิวส์ น�้ำหนักโมเลกุล 17.5 กิโลดาลตัน 
การวิเคราะห์ล�ำดับกรดนิวคลิโอไทด์และกรดอะมิโน
เปรยีบเทยีบกบัทีม่รีายงานในฐานข้อมลู GenBank พบ
ว่ามีความเหมือนกันที่ค่า identity 100 เปอร์เซ็นต ์ 
เม่ือน�ำไปใช้เป็นแอนติเจนในการผลิตแอนติบอดีและ
เก็บแอนติซีรัมจ�ำนวน 8 สัปดาห์ พบว่ามีค่าไตเตอร์อยู่
ในช่วง 25,600 – 204,800 มีความไวในการตรวจสอบ
น�้ำคั้นพืชเป็นโรคที่ระดับการเจือจาง 1:5,120  แอนติ
ซีรัมมคีวามจ�ำเพาะกบัเชือ้ไวรสัในจีนสั Tobamovirus 

5 ชนิดที่น�ำมาทดสอบ ได้แก่ PMMoV, TMV, ORSV, 
ToMV และ RMV โดยไม่ท�ำปฏิกิริยาข้ามกับไวรัสใน
จีนัสอื่น  ๆ และพืชปกติ  ถึ งแม ้ว ่ าแอนติบอด ี
จะไม่จ�ำเพาะต่อ PMMoV ชนิดเดียวตามเป้าหมาย  
แต่การท่ีแอนติบอดีมีความจ�ำเพาะต่อเช้ือในจีนัส 
Tobamovirus โดยเฉพาะที่เข้าท�ำลายพริกถึง 4 ชนิด 
และให้ผลการตรวจใกล้เคียงกับแอนติบอดีทาง 
การค้า แสดงว่าแอนตบิอดมีปีระสทิธภิาพทีจ่ะใช้ในการ
ตรวจคัดกรองตัวอย่างพริกท่ีอาจได้รับเช้ือในจีนัสนี้ได้ 
ซ่ึงในประเทศไทยยังไม่มีรายงานการผลิตแอนติบอด ี
ที่สามารถตรวจ PMMoV, ToMV และ RMV ได้ 
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