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ABSTRACT: Tomato leaf curl New Delhi virus (ToLCNDV) causes curling leaf disease of cucumber, 
an economic plant in Thailand. Serological detection of this disease requires good quality 
antibody. The objective of this research is to produce anti–ToLCNDV antibody against recombinant 
coat protein (rCP) antigen of ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] isolated from curling leaf cucumber sample 
in Kanchanaburi province. The CP gene was cloned and ligated into a pQE–80L expression 
vector. After inducing gene expression, the rCP inclusion body form was obtained and required 
denaturing condition for protein extraction and purification by Ni–NTA column chromatography. 
Based on sodium dodecyl sulfate – polyacrylamide gel electrophoresis analysis, the rCPs showed 
the molecular weight of 31 kDa which was further used as an antigen for rabbit immunization. 
The antiserum had been collected started from the 5th week and continued weekly for 14 
weeks. The highest antibody titre appeared in 15th week after the first immunization, at 102,400. 
Determination of antibody specificity was performed by indirect plate trapped antigen enzyme–
linked immunosobent assay. The result showed that the antibody was specific to native ToLCNDV 
however it cross–reacted with Tomato leaf curl virus (TLCV) and African cassava mosaic virus 
(ACMV) which contained amino acid similarity at 76.95% and 76.95%, respectively. Since no 
report of the infection of TLCV and ACMV in Cucurbitaceae therefore the produced antiserum 



>>

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

การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชื้อ Tomato leaf curl New Delhi virus

could be used for preliminary screening of ToLCNDV infection in cucurbits and ACMV in cassava. 
Nevertheless we do not recommend the use of this antiserum for the detection of TLCV in 
tomato due to the host range property of tomato for ToLCNDV.
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บทคัดย่อ

Tomato leaf curl New Delhi virus 
(ToLCNDV) เป็นเชือ้ไวรสัในสกลุ Begomovirus ทีเ่ป็น
สาเหตุโรคใบหงิกของแตงกวาซ่ึงเป็นพืชเศรษฐกิจของ
ประเทศไทย การตรวจวนิิจฉยัโรคโดยเทคนิคซีรมัวทิยา
จ�ำเป็นต้องอาศัยแอนติบอดีที่มีคุณภาพ งานวิจัยนี้มี
วัตถุประสงค์ในการผลิตแอนติซีรัมที่จ�ำเพาะต่อเชื้อ 
ToLCNDV โดยใช้โปรตีนห่อหุม้อนภุาคลกูผสมของเชือ้ 
ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] จากตัวอย่างแตงกวาใบ
หงิก จังหวัดกาญจนบุรี เป็นแอนติเจน โดยโคลนยีน
โปรตนีห่อหุม้อนภุาคและน�ำมาเชือ่มต่อกบั pQE–80L 
expression vector หลังจากชักน�ำให้เกิดการ
แสดงออกของยีน พบว่า โปรตีนลูกผสมอยู่ในรูปของ 
inclusion body ซึ่งต้องใช้การสกัดโปรตีนในสภาพ 
denaturing condition และท�ำให้บริสุทธิ์ด ้วย  
Ni–NTA column chromatography การวิเคราะห์
โปรตีนด้วยเทคนิค sodium dodecyl sulfate – 
polyacrylamide gel electrophoresis พบว่ามีน�้ำ
หนักโมเลกุล 31 kDa และได้ใช้เป็นแอนติเจนในการ
ฉีดกระต่าย เริ่มเก็บเลือดในสัปดาห์ที่ 5 และเก็บเลือด
ทุกสัปดาห์จ�ำนวน 14 ครั้ง พบว่าค่าไตเตอร์ของแอนติ
ซีรัมสูงสุดในสัปดาห์ที่ 15 หลังจากการฉีดครั้งแรก คือ 
102,400 การตรวจสอบความจ�ำเพาะของแอนติซีรัม
ด้วยวิธี indirect plate trapped antigen enzyme–
linked immunosobent assay พบว่าแอนติซีรัมท�ำ
ปฏิกิริยาได้กับเชื้อ ToLCNDV ในธรรมชาติ และเกิด
ปฏกิริิยาข้ามกบัเชือ้ Tomato leaf curl virus (TLCV) 

และ African cassava mosaic virus (ACMV) ซึ่งมี
ความเหมือนกันของล�ำดับกรดอะมิโนท่ี 76.95 และ 
76.95 เปอร์เซ็นต์ ตามล�ำดับ แต่เนื่องจากไม่มีรายงาน
ว่าเชื้อไวรัส TLCV และ ACMV มีพืชวงศ์แตงเป็นพืช
อาศัย ดงันัน้ แอนตซิรีมัท่ีผลติได้สามารถน�ำไปใช้ในการ
ตรวจสอบเบื้องต้นของเชื้อ ToLCNDV ในพืชวงศ์แตง 
และ ACMV ในมันส�ำปะหลงัได้ แต่ไม่แนะน�ำให้ใช้ตรวจ
สอบเชื้อ TLCV ในมะเขือเทศเนื่องจากมะเขือเทศเป็น
พืชอาศัยของเชื้อ ToLCNDV เช่นเดียวกัน 

ค�ำส�ำคัญ: แตงกวา, เบโกโมไวรัส, การโคลนยีน  
แอนติบอดี, การตรวจสอบไวรัส

บทนำ�

แตงกวาเป็นพืชเศรษฐกิจทีส่�ำคญัของประเทศไทย 
ท้ังการผลิตเพื่อบริโภคผลสดและการผลิตเมล็ดพันธุ์
เพื่อการส่งออก พบว่าโรคท่ีมีสาเหตุมาจากเช้ือไวรัส
และสร้างความเสียหายให้กับแตงกวาได้มาก คือ โรค
ใบหงิกของแตงกวาท่ีเกิดจากเช้ือไวรัสในสกุลเบโกโม
ไวรัส (Begomovirus) โดยมีแมลงหวี่ขาวเป ็น 
พาหะ อนุภาคไวรัสมีลักษณะเป็นแบบทรงกลมคู ่ 
(icosahedral twinned particles) เส้นผ่านศูนย์กลาง
ประมาณ 18–22 นาโนเมตร (Böttcher et al., 2004) 
มีจีโนมเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยวลักษณะเป็นวง (circular 
single–stranded DNA) เบโกโมไวรัสมีจีโนม 2 แบบ 
คือ monopartite ซึ่งมีส่วนของ DNA–A เพียงอย่าง
เดยีว และ bipartite ซ่ึงประกอบด้วยส่วนของ DNA–A 
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และ DNA–B โดย Chiemsombat et al. (1996) 
รายงานการพบเบโกโมไวรัสในพชืวงศ์แตง เช่น ฟักทอง 
บวบเหลีย่ม แตงกวา นํา้เต้า ด้วยการใช้ดีเอน็เอตัวตรวจ 
(DNA probe) และเทคนิคดอท บลอท ไฮบริไดเซชั่น 
(Dot blot hybridization) โดยใช้ DNA probe ทีผ่ลติ
จากดีเอ็นเอของเบโกโมไวรัสสาเหตุโรคใบหงิกเหลือง
ของมะเขือเทศ Ito et al. (2008) รายงานการค้นพบ
เชื้อเบโกโมไวรัสจากตัวอย่างแตงกวาท่ีแสดงอาการใบ
เหลอืง (yellow leaf) ในจังหวดันครปฐมและวเิคราะห์
ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ในจีโนมส่วนของ DNA–A และ 
DNA–B และตั้ งชื่ อ เชื้ อ เบโกโมไวรัสชนิดนี้ ว ่ า 
ToLCNDV–[TH:Cuc:06] ต่อมา Kositsakulchai et 
al. (2013) รายงานการส�ำรวจโรคไวรัสในพืชวงศ์แตง
ในพื้นที่ 8 จังหวัด ของประเทศไทย คือ กาญจนบุรี 
ราชบุรี นครปฐม สุพรรณบุรี พระนครศรีอยุธยา 
สกลนคร ขอนแก่น และ เชียงใหม่ พบว่าแปลงปลูก
แตงกวาทีม่กีารระบาดของแมลงหวีข่าว ใบแตงกวาจะ
แสดงลักษณะอาการที่หลากหลาย เช ่น ใบหงิก 
(curling  leaf) ใบจุดเหลือง (yellow spot leaf) และ
ใบเหลือง ซ่ึงเป็นลักษณะอาการของเชื้อเบโกโมไวรัส
และยังไม่ได้ท�ำการพิสูจน์ชนิดของเชื้อเบโกโมไวรัสท่ี
เข้าท�ำลาย พบว่าตัวอย่างแตงกวาจ�ำนวน 60 เปอร์เซน็ต์ 
จากแปลงปลูกที่มีการระบาดของแมลงหวี่ขาว ต่อมา 
Chantajorn and Hongprayoon (2017) รายงานการ
พบเชือ้เบโกโมไวรสัโดยการตรวจสอบด้วยวธิกีาร PCR 
จากตวัอย่างแตงกวาทีแ่สดงอาการใบหงกิ ใบจุดเหลอืง 
และใบเหลือง ในจังหวัดกาญจนบุรี โดยมีลักษณะ
อาการที่คล ้ ายคลึ งกับรายงานการส�ำรวจของ 
Kositsakulchai et al. (2013) จากนัน้วเิคราะห์ล�ำดบั
นิวคลีโอไทด์ในจีโนมส่วนของ DNA–A และ DNA–B 
ของเชือ้เบโกโมไวรสัจากตัวอย่างแตงกวาทีแ่สดงอาการ
ใบหงกิและตัง้ชือ่เชือ้เบโกโมไวรสัชนิดน้ีว่า ToLCNDV–
[TH:KR:Cu:12]

การผลิตแอนติบอดีเพือ่ใช้ตรวจวนิิจฉยัเช้ือไวรสั
ในสกลุ Begomovirus ในประเทศไทย พบว่ามกีารผลติ

แอนตบิอดทีีจ่�ำเพาะต่อเชือ้เบโกโมไวรสัโดย Seepiban 
(2002) รายงานการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดย
ใช้โปรตีนห่อหุ้มอนุภาคลูกผสมของเชื้อไวรัสใบหงิก
เหลืองมะเขือเทศ (Tomato yellow leaf curl virus: 
TYLCV) เป็นแอนติเจน ซึ่งแอนติบอดีจากไฮบริโด 
มาโคลน M1 มีความจ�ำเพาะกับเชื้อ TYLCV และจาก
โคลน D2 สามารถท�ำปฏิกิริยาได้กับเช้ือเบโกโมไวรัส
จากตัวอย่างพืชท่ีแสดงอาการใบหงิกเหลือง เช่น 
แตงกวา ฟัก บวบ ฟักทอง ต�ำลึง และขี้กาขาว โดยพืช
ที่น�ำมาทดสอบยังไม่ได้มีรายงานการพิสูจน์ชนิดของ
เชื้อเบโกโมไวรัสที่เข้าท�ำลาย ต่อมา Saepaisal and 
Chowpongpang (2015)  รายงานการผลิต 
โพลีโคลนอลแอนติบอดีที่จ�ำเพาะต่อเชื้อไวรัสใบด่าง
เหลืองมะเขือเปราะ (Eggplant yellow mosaic 
virus: EYMV) โดยใช้โปรตีนห่อหุ้มอนุภาคลูกผสมเป็น
แอนติเจน ซึ่งแอนติบอดีที่ ได ้มีความจ�ำเพาะกับ 
เชือ้ EYMV และไม่เกดิปฏกิริยิาข้ามกบัเชือ้เบโกโมไวรสั
ชนิดอื่นที่น�ำมาทดสอบ ส่วนการผลิตแอนติบอดี 
ท่ีจ�ำเพาะต่อเช้ือ ToLCNDV ท่ีเข้าท�ำลายพืชวงศ์แตง
ยังไม่เคยมีการรายงานในประเทศไทย อย่างไรก็ตาม 
การวินิจฉัยเชื้อ ToLCNDV จากลักษณะอาการของ
แตงกวาท่ีพบในสภาพแปลงปลูกไม่สามารถระบุชนิด
ของไวรัสได้เนื่องจากอาการที่พบในธรรมชาติมีหลาย
อาการ ถ้ามีเช้ือไวรัสชนิดอื่นเข้าท�ำลายร่วมด้วย 
(mixed infection) จะยิ่งท�ำให้ลักษณะอาการของพืช
มีความหลากหลายมากขึ้น จึงควรหาวิธีการตรวจ
วินิจฉัยที่มีประสิทธิภาพเพื่อน�ำไปใช้เป็นเครื่องมือใน
การตรวจวินิจฉัยเชื้อ ToLCNDV ได้อย่างถูกต้อง  
รวมท้ังใช้ในการตรวจสอบพันธุ์พืชท่ีต้านทานโรคใน
กระบวนการปรับปรุงพันธุ ์ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมี
วัตถุประสงค์ในการผลิตโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคลูกผสม
ของเช้ือ ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] และใช้เป็น
แอนติเจนในการฉีดกระตุ ้นสัตว์ทดลองเพื่อผลิต 
แอนติซีรัมท่ีจ�ำเพาะ รวมท้ังศึกษาคุณสมบัติของ
แอนติบอดีในการตรวจวินิจฉัยเชื้อ ToLCNDV ต่อไป
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อุปกรณ์และวิธีการ

1. การโคลนยีนห่อหุ้มอนุภาคของเชื้อ ToLCNDV–
[TH:KR:Cu:12] 

น�ำจี โนมในส ่วนของ DNA–A ของเชื้ อ 
ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] (accession no. 
KU992383) ที่แทรกอยู ่ในพลาสมิด pQE–80L 
expression vector (Qiagen, USA) จากงานวจิยัของ 
Chantajorn and Hongprayoon (2017) มาเพิ่ม
ปริมาณยีนโปรตีนห่อหุ ้มอนุภาค (coat protein  
gene, CP gene) ด้วยเทคนิค polymerase chain  
reaction (PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ�ำเพาะต่อ  
CPgene ประกอบด้วย ToLCNDV–CP–F : 5’ 
ACATAGGATCCATGGCGAAGCGACCAG 3’  
และ ToLCNDV–CP–R : 5’ GGCCGAAGCTTTT 
AATTTGTTACCGAATCATAGAAATAG 3 ’  
ซ่ึงออกแบบไพรเมอร์จากล�ำดับนิวคลีโอไทด์ DNA–A 
ของเชื้อ ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] โดยใช้โปรแกรม 
FastPCR  (Kalendar, 2005) และมลี�ำดับนวิคลโีอไทด์
ทีเ่ป็นต�ำแหน่งจดจ�ำของเอนไซม์ตัดจ�ำเพาะ (ขดีเส้นใต้) 
ของ BamHI (GGATCC) และ HindIII (AAGCTT) โดย
กระบวนการ PCR เริม่จากขัน้ตอน pre–denaturation 
94 องศาเซลเซียส 3 นาที จากนั้นท�ำปฏิกิริยาจ�ำนวน 
30 รอบ แต่ละรอบประกอบด้วยขั้นตอนต่อไปนี้ 
denaturation 94 องศาเซลเซียส 45 วินาที, 
annealing 55 องศาเซลเซียส 45 วินาที และ 
extension 72 องศาเซลเซยีส 45 วินาท ีตามด้วย final 
extension 72 องศาเซลเซียส 7 นาที หยุดปฏิกิริยาที่ 
16 องศาเซลเซียส 10 นาที จากนั้นตรวจสอบ PCR 
product โดยใช้ 1% agarose gel electrophoresis 
ใน Tris borate buffer (TBE) และน�ำไปย้อมแถบ DNA 
ด้วย ethidium bromide ตรวจสอบแถบ DNA ภาย
ใต้แสงอัลตราไวโอเล็ต (UV) เปรียบเทียบขนาดของ 
PCR product กับ 100 bp Plus DNA ladder 
(Fermentas, USA) โดยขนาดของ PCR product  

ที่ต้องการ คือ 771 คู่เบส ซึ่งเป็นขนาดของ full CP 
gene

2. การสร้างดีเอ็นเอสายผสมของ recombinant 
coat protein (rCP) gene 

น�ำผลผลิตดีเอ็นเอของ CP gene มาสกัดให้
บริสุท ธ์ิด ้วย HiYieldTMGel/PCR Fragment 
Extraction Kit (RBC Bioscience, Taiwan) และตัด
ด้วยเอนไซม์ตัดจ�ำเพาะ 2 ชนิด คือ BamHI และ 
HindIII น�ำพลาสมดิ pQE–80L ทีถ่กูตดัด้วยเอนไซม์ตดั
จ�ำเพาะชนิดเดียวกันมาเช่ือมต่อกันด้วยเอนไซม์ T4 
DNA ligase (Invitrogen, USA) ตามวธิกีารของบรษิทั
ผู้ผลิต จากนั้นจึงน�ำช้ินยีนท่ีเช่ือมต่อกับ pQE–80L 
vector ไปถ่ายฝากให้กับเชื้อ E. coli สายพันธุ์ DH5α 
ด้วยวิธีการ heat shock (Sambrook and Russel, 
1989) และคดัเลอืก transformant ทีไ่ด้บนอาหาร LB 
agar ที่มีสารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน ความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง และน�ำ transformant 
ที่ได้มาตรวจหาชิ้นยีนด้วยวิธี PCR เลือกโคลนที่ให้ผล
เป็น positive ไปวิเคราะห์ล�ำดับเบสและเหนี่ยวน�ำให้
มีการสร้าง rCP ในขั้นตอนต่อไป 

3. การวิเคราะห์ลักษณะทางกายภาพของ rCP ของ
เชื้อ ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] 

น�ำข้อมูลล�ำดับกรดอะมิโนของ rCP ของเชื้อ 
ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] ไปวิเคราะห์สูตรโมเลกุล
ของโปรตีน ขนาดโมเลกุล ค่า isoelectric point (pI) 
และค่าเฉลี่ยของคุณสมบัติการละลายน�้ำของโปรตีน 
(average of hydropathicity) ด้วยโปรแกรม 
ProtParam (http://www.expasy.ch/ tools/
protparam.html) และวเิคราะห์คณุสมบัตกิารละลาย
น�้ำของโปรตีนด้วยโปรแกรม ProtScale (http://
www.expasy.ch/tools/protscale.html) โดยใช้วิธี
การของ Kyte and Doolittle (1982)



ส.วก.ท.

วารสารวิทยาศาสตร์เกษตร  ปีที่ 48 ฉบับที่ 3 กันยายน - ธันวาคม 2560 419

4. การแสดงออกของยนีและการเตรียม rCP บรสิทุธิ์
เล้ียงเซลล์ E. coli สายพนัธ์ุ DH5α ทีไ่ด้รบัการ

ถ่ายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของ pQE–80L 
expression vector และ CP gene ของเชื้อ 
ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] ในอาหาร 2YT ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร ที่เติมแอมพิซิลลินความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 
ชั่วโมง เพื่อใช้เป็นเซลล์ตั้งต้น (starter) น�ำเซลล์ตั้งต้น
ไปปลูกเชื้อลงในอาหาร 2xYT ที่มีแอมพิซิลลินความ
เข้มข้น 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ปรมิาตร 250 มลิลิ
ลิตรต่อฟลาสค์ จ�ำนวน 4 ฟลาสค์ ในอัตราส่วน 1:20 
เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 
250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เติม IPTG ให้ได้
ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1 mM และเหนี่ยวน�ำให้เกิด
การสร้าง rCP เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ปั่นตกตะกอนเซลล์
ที่ความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ทิ้งอาหารเลี้ยงเซลล์ 
ละลายตะกอนเซลล์ด้วย Tris buffer pH 8.0 (non–
denaturing buffer) ในปริมาตร 8 มลิลลิติรต่อ 1 กรมั 
(น�้ำหนักเปียก) ของตะกอนเชื้อ E. coli  ท�ำให้เซลล์
แตกด้วยวิธี freeze/thaw โดยใช้ไนโตรเจนเหลวใน
การแช่แข็งเซลล์ ปั ่นตกตะกอนเซลล์ที่ความเร็ว 
13,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 45 นาท ีเกบ็ส่วนน�ำ้ใส (ส่วนที ่1) น�ำตะกอนเซลล์
มาละลายโปรตีนด้วย 8 M Urea buffer pH 8.0 
(denaturing buffer) ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ปั่นตก
ตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที เก็บส่วนน�้ำใส (ส่วน
ที่ 2) น�ำส่วนน�้ำใสส่วนที่ 2 ไปไหลผ่านคอลัมน์ที่บรรจุ 
Ni–NTA resin (Qiagen, USA) โดยท�ำตามวิธีการของ
บริษัทผู้ผลิต และใช้ระบบบัฟเฟอร์แบบ denaturing 
condition ค�ำนวณความเข้มข้นของโปรตีนโดยใช้วิธี 
Bradford protein assay (Bradford, 1976) และ
ตรวจสอบโปรตีนที่แยกบริสุทธิ์ด้วยวิธีการ sodium 

dodecyl  sul fate–polyacry lamide gel 
electrophoresis (SDS–PAGE) โดยใช้ 12% 
separating gel และ 6% stacking gel (Laemmli, 
1970)

5. การฉีดกระตุ้นสัตว์ทดลอง
ใช้กระต่ายพันธุ์ New Zealand White อายุ 3 

เดอืน  โดยฉดี rCP ของเช้ือ ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] 
ท่ีไดแอไลซ์ในบัฟเฟอร์ PBS ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ความเข้มข้น 1 มลิลกิรมั
ต่อมลิลลิติร จ�ำนวน 2 ครัง้ ครัง้แรกผสมกบั Complete 
Freund’s adjuvant ในอัตราส่วน 1:1 ฉีดเข้า 
ใต้ผิวหน้ง (subcutaneous injection) ปริมาตร  
1 มิลลิลิตร และฉีดครั้งที่ 2 หลังจากฉีดครั้งแรกนาน  
1 เดือน โดยผสมกับ Incomplete Freund’s 
adjuvant ในอัตราส่วนเดิม เริ่มเก็บเลือดจากใบหูใน
สัปดาห์ที่ 5 และเก็บทุกสัปดาห์จนครบ 14 ครั้ง

6. การตรวจวัดค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัม
ตรวจค่าไตเตอร์ของแอนตซิรีมัด้วยวธิ ี Indirect 

plate trapped antigen – ELISA (indirect PTA–
ELISA) ดัดแปลงจากวิธีการของ Clark and Adam 
(1977) โดยเคลือบหลุม ELISA plate ด้วย rCP ของ
เชื้อ ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] ใน coating buffer 
ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 50 
ไมโครลติรต่อหลมุ บ่มทีอ่ณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 16 ช่ัวโมง ล้าง ELISA plate ด้วยบัฟเฟอร์ PBS–T 
3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที เติม 5% skim milk (blocking 
buffer) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 
ชัว่โมง ล้าง ELSA plate ด้วยบัฟเฟอร์ PBS–T เช่นเดมิ 
เติมแอนติซีรัมที่เจือจาง 2 เท่า (2–fold dilutions) 
จ�ำนวน 12 หลอด เริ่มจาก 1:200 จนถึง 1:409,600 
ใน blocking buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม 
บ่มที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
ล้าง plate ด้วยบัฟเฟอร์ PBS–T จากนั้นเติม goat 
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anti–rabbit IgG conjugated with alkaline 
phosphatase ที่ เจือจางใน blocking buffer 
อัตราส่วน 1:30,000 ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม 
บ่มที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
ล ้ า ง  p la te  อี กครั้ งและ เติมสารละลาย p–
nitrophenyl phosphate (PNPP) 1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตรใน substrate buffer ปริมาตร 100 
ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป ็น เวลา 60 นาที  วั ดค ่ าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง ELISA 
reader (Multiskan EX, Finland) เลือกแอนติซีรัม
คร้ังที่ให้ค่าไตเตอร์ของแอนติบอดีที่จ�ำเพาะต่อ rCP 
สูงสุดเพ่ือน�ำไปทดลองในขั้นต่อไป

7. การทดสอบความจ�ำเพาะของแอนติซีรัม
ใช้แอนติซีรัมในสัปดาห์ท่ี 15 หลังจากการฉีด

ครั้งแรก ที่เจือจาง 1:1000 น�ำมาทดสอบกับตัวอย่าง
แอนติเจนที่น�ำมาทดสอบมีทั้งหมด 26 ชนิด คือ 
Papaya ring spot virus (PRSV), Zucchini 
yellow mosaic virus (ZYMV), Watermelon 
mosaic virus (WMV), Cucumber mosaic virus 
serogroup I (CMV I), Cucumber mosaic virus 
serogroup II (CMV II), Tomato spotted wilt 
virus (TSWV), Groundnut ringspot virus and 
Tomato chlorotic spot virus (GRSV/TCSV), 
Impatiens necrot ic spot v i rus  ( INSV) , 
Watermelon s i lver  mott le v i rus  and 
groundnut bud necrosis virus (WSMoV/
GBNV), Capsicum chlorosis virus (CaCV), Iris 
yellow spot virus (IYSV), Melon necrotic spot 
virus (MNSV), Cowpea mosaic virus (CPMV) 
และ Squash mosaic virus (SqMV) จากบริษัท 
(Agdia, USA), African cassava mosaic virus 
(ACMV), Indian cassava mosaic virus (ICMV), 
Sri Lankan cassava mosaic virus (SLCMV), 
Squash leaf curl virus (SLCV), Tomato leaf 

curl virus (TLCV), Tomato yellow leaf curl 
virus (TYLCV) และ Tomato yellow leaf curl 
Thailand virus (TYLCVTH) จากบริษัท (DSMZ, 
Germany), เชื้อไวรัสบริสุทธิ์ Potato virus Y 
(PVY), Cucumber green mottle mosaic virus 
(CGMMV), Odontoglossum ringspot virus 
(ORSV), Tobacco mosaic virus (TMV) และใบ
พืชท่ีมีเชื้อไวรัส Cowpea aphid–borne mosaic 
virus (CABMV) ท่ีมีในห้องปฏิบัติการ น�ำมาเจือจาง
ด้วย coating buffer ตามวิธีการของบริษัทผู้ผลิต
ส�ำหรับตัวอย่างที่ซื้อจากบริษัท ส�ำหรับเช้ือไวรัส
บริสุทธิ์ใช้ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และบดตัวอย่างพืชท่ีมีเช้ือไวรัสในอัตราส่วน 1:10 
กับ coating buffer  และน�ำมาเคลือบหลุม ELISA 
plate ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง ล้าง ELISA 
plate ด้วยบัฟเฟอร์ PBS–T ปริมาตร 400 ไมโครลิตร
ต่อหลุม 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที เติม blocking buffer 
ปริมาตร 150 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ  37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง ล้าง ELSA plate 
เช ่นเดิม เติมแอนติซีรัมท่ีเจือจางใน blocking 
buffer อัตราส่วน 1:1000 และท�ำตามวิธีการในข้อ 
6. และใช้พืชปกติ 5 ชนิด คือ มันส�ำปะหลัง พริก 
แตงกวา มะละกอ ยาสูบ เป็น negative control 
ใช ้  rCP  และน�้ ำคั้ นตั วอย ่ า งแตงกวาที่ มี เ ชื้ อ 
ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] เป็น positive control

8. การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของล�ำดับกรดอะมิโน
ของ CP gene ของเชือ้ ToLCNDV–[TH:KR:Cu: 12] 
กับเช้ือเบโกโมไวรัส 7 ชนิด ท่ีน�ำมาทดสอบความ
จ�ำเพาะทางซรีมัวิทยา

วเิคราะห์ข้อมลูความสมัพนัธ์ของล�ำดบักรดอะมิ
โนในส่วนของ CP gene ของเช้ือ ToLCNDV– 
[TH:KR:Cu:12] (KU992383),  Tomato leaf curl 
virus: TLCV (KP698315), Squash leaf curl virus: 
SLCV (AF256203), Tomato yellow Leaf Curl Virus: 
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TYLCV (AM409201), Tomato yellow leaf curl 
virus–[Thailand]: TYLCVTH (AM156863), African 
cassava mosaic virus: ACMV (HE814065), Indian 
cassava mosaic virus: ICMV (AJ314739) และ Sri 
Lankan cassava mosaic virus: SLCMV (KR611577)  
ด้วยโปรแกรม Clustal Omega version 1.2.1 (http://

www. ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), GENEDOC 
version 2.6.0.2 (http://genedoc.software. 
informer.com/2.6/) และโปรแกรม MEGA5 version 
5.1 (http://www.megasoftware.net/) โดยวิเคราะห์
ความสมัพนัธ์ทางววิฒันาการด้วยวธีิ Neighbor joining 
(NJ) method (Saitou and Nei, 1987)

ผลการทดลองและวจิารณ์

1. การโคลนยีนห่อหุ้มอนุภาคของเชื้อ ToLCNDV–
[TH:KR:Cu:12] และการสร้างดีเอ็นเอสายผสมของ 
rCP gene

ยีนห ่อหุ ้มอนุภาคของเชื้อ  ToLCNDV–
[TH:KR:Cu:12] ทีโ่คลนได้มีความยาว 771 นิวคลโีอไทด์ 
เมื่อถอดรหัสเป็นโปรตีนจะมีความยาวของกรดอะมิโน

เท่ากับ 256 residues น�ำยนีดงักล่าวมาสร้างดเีอน็เอ
สายผสมของ CP gene และ pQE–80L expression 
vector เมื่อชักน�ำให้มีการแสดงออกของยีน พบว่า
โปรตีนท่ีผลิตได้ประกอบด้วยกรดอะมิโนจ�ำนวน 256 
residues รวมกบักรดอะมโินจ�ำนวน 12 residues จาก 
pQE–80L expression vector (Figure 1) จึงท�ำให้
โปรตีนลูกผสมนี้มีกรดอะมิโนเท่ากับ 268 residues 
(Figure 2)  

Figure 1  Twelve–amino–acid–residues from pQE–80L expression vector was added at the N–terminus 
of the recombinant coat protein

Figure 2  Amino acid sequence of the recombinant coat protein of ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12]
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2. การวิเคราะห์ลักษณะทางกายภาพของ rCP 
ของเชื้อ ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12]

จากการวิเคราะห์สภาพทางกายภาพของ
โปรตีนด้วยโปรแกรม ProtParam พบว่า rCP มีสูตร
โมเลกุลเป็น C

1362
H

2141
N

419
O

380
S

17
  น�้ำหนักโมเลกุล 

= 31,010.58 ดาลตัน (~31 kDa) และมีค่า pI = 
10.17 เมื่อวิเคราะห์ล�ำดับกรดอะมิโนด้วยโปรแกรม 
ProtScale (Figure 3) พบว่า rCP มีความสามารถใน
การลายน�้ำได้ค่อนข้างดี โดยดูได้จาก amino acid 
position ที่มากกว่า 0 ซึ่งเป็นพวกที่ไม่ชอบน�้ำ 
(Hydrophobic) และพวกที่มีค่าต�่ำกว่า 0 หรือมีค่า 
เป็นลบ (–) จะเป็นพวกที่ชอบน�้ำ (Hydrophilic) เมื่อ

พิจารณาจากสายโพลีเปปไทด์ท้ังเส้นแล้วสามารถ
ประ เมิ น ได ้ ว ่ า  r CP  ของ เชื้ อ  ToLCNDV–
[TH:KR:Cu:12] น่าจะมีการละลายน�้ำค่อนข้างดี โดย
พบว่ามีค ่าเฉลี่ยของคุณสมบัติการละลายน�้ำของ
โปรตีนเท่ากับ –0.642 เมื่อค�ำนวณด้วยโปรแกรม 
ProtParam พบว่าการวิเคราะห์สภาพทางกายภาพ
ของโปรตีนในส่วนของ rCP ด้วยโปรแกรมทางชีว
สารสนเทศมีส่วนช่วยในการประเมินลักษณะทาง
กายภาพเบ้ืองต้นของโปรตีนท่ีศึกษาเมื่อชักน�ำให้มี
การแสดงออกภายในเซลล์ E. coli และส่งผลต่อการ
เลือกสภาวะที่เหมาะสมในการแยก rCP ให้บริสุทธิ์
จากเซลล์ E. coli

Figure 3  Analysis of hydropathicity from amino acid sequence of ToLCNDV– [TH:KR:Cu:12] recombinant 
coat protein (rCP) by Kyte and Doolittle method (Kyte and Doolittle,1982)
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3. การแสดงออกของยนีและการเตรียม rCP บรสิทุธิ์
การชักน�ำการแสดงออกของ rCP gene ภายใน

เซลล์ E. coli สายพันธุ ์ DH5α พบว่ามกีารแสดงออก
ค่อนข้างต�ำ่ (low protein expression) โดยได้ผลผลติ
โปรตนีทีม่คีวามเข้มข้น 1 มลิลกิรมัต่อเซลล์แขวนลอย
ของ E. coli ปริมาตร 1 ลติร และเมือ่น�ำไปสกดัให้บรสิทุธิ์
ด้วย Ni–NTA column พบว่าบฟัเฟอร์ในระบบ native 
condition ไม่สามารถละลาย rCP ออกมาจาก bacterial 
lysate ได้ และไม่สอดคล้องกบัการวเิคราะห์คุณสมบัติ
ของการละลายน�ำ้ซึง่วเิคราะห์ด้วยโปรแกรม ProtScale 
และ ProtParam เน่ืองจาก rCP มกีารเกาะกลุม่รวมตัว
กับโมเลกุลไขมันที่อยู่ภายในเซลล์ E. coli กลายเป็น
โมเลกุลเชิงซ้อนที่เรียกว่า inclusion body (Singh  

et al., 2015) แต่เม่ือใช้บัฟเฟอร์ในระบบ denaturing 
condition คือ 8M urea buffer pH 8.0 จงึสามารถ
ละลาย rCP ออกมาจาก inclusion body ได้ ดังนัน้
ผลผลิตโปรตีนจึงอยู่ในรูปท่ีเสียสภาพทางธรรมชาติ 
(denatured form) แต่ linear epitope ยงัสามารถพบ
ได้แม้ว่าโปรตนีเสยีสภาพทางธรรมชาตแิล้ว (Forsström 
et al., 2015) ซึง่เป็นอพิโิทปเป้าหมายทีจ่ะใช้ในการ 
กระตุน้การตอบสนองของสัตว์ทดลอง โดยแอนตบิอดท่ีี
ผลติได้จะยงัคงความสามารถในการท�ำปฏกิริยิากบัเชือ้ 
ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] ในธรรมชาติ จากการ
วิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค SDS–PAGE (Figure 4)  
พบว่า rCP มขีนาดประมาณ 31 kDa ซึง่มขีนาดของ
โปรตนีใกล้เคยีงกบัทีว่เิคราะห์ด้วยโปรแกรม ProtParam   

Figure 4  Analysis of protein expression by SDS–PAGE. Lane A–D are the bacterial extract from 
wild type E. coli DH5α strain, IPTG–induced transformant in native condition, IPTG–
induced transformant in denaturing condition and the purified rCP by Ni–NTA column 
chromatography compared to Pierce™ unstained protein MW markers Cat. no. 26610 
(Thermo Scientific, USA) (M)

4. การตรวจวัดค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัม
แอนติซีรัมท่ีเก็บได้จ�ำนวน 14 ครั้ง เมื่อให้ท�ำ

ปฏิกิริยากับ rCP มีค่าไตเตอร์ 800, 3,200, 12,800,  
25,600, 51,200, 51,200, 51,200, 51,200, 51,200 
102,400, 25,600, 25,600, 25,600 และ 25,600 โดย
มีค่าไตเตอร์สูงสุดในสัปดาห์ที่ 15 หลังการฉีดกระตุ้น

สัตว์ทดลองครั้งแรกมีค่าเท่ากับ 102,400 และได้น�ำ
แอนติซีรัมครั้งนี้มาใช้ในการทดลองต่อไป ซ่ึงมีค่า 
ไตเตอร์ใกล้เคียงกับที่รายงานการผลิตโพลีโคลนอล
แอนติบอดีท่ีจ�ำเพาะต่อเช้ือเบโกโมไวรัสสาเหตุโรค 
ใบด่างของมะเขือเปราะท่ีเกิดจากเช้ือ Eggplant 
yellow mosaic virus (EYMV) ซึ่งมีรายงานการผลิต
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แอนตบิอดต่ีอเบโกโมไวรสัในประเทศไทยเพยีงไม่กีช่นิด 
โดยในรายงานดังกล่าวใช้โปรตีนห่อหุ้มอนุภาคลูกผสม
เ ป ็ น แอนติ เ จ น เ ช ่ น กั น  ( S a ep a i s a l  and 
Chowpongpang, 2015) และพบว่าแอนติซีรัมในครั้ง
ที ่5 มค่ีาไตเตอร์สงูสดุเท่ากบั 204,800 เมือ่น�ำแอนตซิรีมั
ที่เจือจาง 1:2000 ไปทดสอบกับ EYMV–rCP และพืช
เป็นโรค (บด 1:10) ด้วยวิธี indirect ELISA ได้ค่า O.D. 
405 nm เท่ากบั 3.213 และ 0.308 ตามล�ำดบั ในขณะ
ที่แอนติซีรัมที่จ�ำเพาะต่อโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคลูกผสม
ของเชือ้ ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] ทีผ่ลิตในงานวจิยั
นี ้เจอืจาง 1:000 ท�ำปฏกิริยิากบั ToLCNDV–rCP และ
พืชที่ติดเชื้อ (บด 1:10) ให้ค่า O.D. 405 nm เท่ากับ 
1.955 และ 1.151 ตามล�ำดับ (Table 1) แสดงถึง
ประสิทธิภาพที่ เหมาะส�ำหรับใช ้ตรวจสอบเชื้อ 
ToLCNDV ในพืชได้ดี

6. การทดสอบความจ�ำเพาะของแอนติซีรัม
แอนติซีรัมท่ีผลิตจากการใช้ rCP ของเชื้อ 

ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] เป็นแอนติเจนในการฉีด
กระตุน้สตัว์ทดลอง พบว่าสามารถท�ำปฏกิริยิาได้กบัเชือ้ 
ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] ในธรรมชาติ เกิดปฏิกิริยา
ข้ามกับเชื้อ TLCV ซึ่งมีมะเขือเทศเป็นพืชอาศัย และ
เชื้อ ACMV ซึ่งมีมันส�ำปะหลังเป็นพืชอาศัย แต่ไม่เกิด
ปฏกิริยิาข้ามกบัเชือ้ไวรสัวงศ์อืน่ทีน่�ำมาทดสอบ (Table 
1) หากจะน�ำแอนติซีรัมนี้ไปใช้ตรวจเชื้อ ToLCNDV–
[TH:KR:Cu:12] หรอืเชือ้ ToLCNDV สายพนัธุอ์ืน่ ๆ  ใน
พืชวงศ ์แตง สามารถน�ำไปใช ้ตรวจได ้อย ่ างมี
ประสิทธิภาพ แม้ว่าแอนติซีรัมจะเกิดปฏิกิริยาข้ามกับ
เชื้อ TLCV และ ACMV แต่ยังไม่พบรายงานว่าเชื้อ 

TLCV และ ACMV มีพืชอาศัยอยู่ในวงศ์แตง ดังนั้นยัง
สามารถน�ำแอนติซีรัมไปตรวจสอบเบื้องต้นส�ำหรับเชื้อ 
ToLCNDV ที่เข้าท�ำลายพืชวงศ์แตงได้ เนื่องจากพบว่า
แอนติซีรัมที่ผลิตได้ท�ำปฏิกิริยากับเชื้อ ACMV ในมัน
ส�ำปะหลัง ซ่ึงไม่ได้เป็นพืชอาศัยของเช้ือ ToLCNDV 
และ TLCV เช่นเดียวกัน ดังนั้นน่าจะเป็นประโยชน์ใน
การตรวจสอบเชื้อ ACMV เบื้องต้นในมันส�ำปะหลังได้
เช่นกัน แต่ไม่แนะน�ำให้ใช้แอนติซีรัมนี้กับการตรวจ
วินิจฉัยเชื้อ TLCV จากตัวอย่างมะเขือเทศ เนื่องจาก
เชื้อ ToLCNDV มีมะเขือเทศเป็นพืชอาศัยเหมือนกับ
เชื้อ TLCV ทั้งนี้เพื่อป้องกันความผิดพลาดในการตรวจ
วนิจิฉยั จากรายงานการวจิยัในประเทศไทยท่ีมกีารผลติ
โพลีโคลนอลแอนติบอดีของ EYMV พบว่ามีความ
จ�ำเพาะกับเช้ือ EYMV ในมะเขือเปราะโดยไม่เกิด
ปฏิกิริยาข้ามกับพืชปกติที่น�ำมาทดสอบ (Saepaisal 
and Chowpongpang, 2015) และการผลิตโมโนโค
ลนอลแอนติบอดีโดยใช้โปรตีนห่อหุ้มอนุภาคลูกผสม
ของเชื้อ Tomato yellow leaf curl Thailand virus 
(TYLCTHV) เป็นแอนตเิจน (Seepiban et  al., 2017) 
พบว่าโมโนโคลนอลแอนติบดีจากไฮบริโดมาโคลน D2 
ท�ำปฏิกิริยาได้กับเชื้อเบโกโมไวรัสหลายชนิดนอกจาก 
TYLCTHV ดังนี้ Tobacco leaf curl Yunnan virus 
(TbLCYnV), Pepper leaf curl virus (PepLCV), 
Agerratum yellow vein virus (AYVV), Squash 
leaf curl China virus (SLCCNV) และ Tomato leaf 
curl New Delhi virus (ToLCNDV) แต่ยงัไม่ได้ท�ำการ
คัดเลือกกับเชื้อ ACMV ดังนั้นแอนติซีรัมต่อเชื้อ 
ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] ในรายงานนีจ้งึเป็นรายงาน
แรกที่สามารถเกิดปฏิกิริยาข้ามได้กับเชื้อ ACMV 
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Table 1  Investigation of the antiserum specificity with 26 plant viruses from seven families by indirect 
plate trapped antigen enzyme–linked immunosorbent assay (indirect PTA–ELISA)

Family Virus species Source Cat. No. O.D. 405 nm

Bromoviridae CMV I
CMV II

(Agdia, USA)
(Agdia, USA)

LPC 44700
LPC 44800

0.189
0.193

Comoviridae CPMV
SqMV

(Agdia, USA)
(Agdia, USA)

LPC 24200
LPC 26400

0.188
0.192

Geminiviridae ACMV
ICMV

SLCMV
SLCV
TLCV
TYLCV

TYLCVTH
Positive
Positive

(DSMZ, Germany)
(DSMZ, Germany)
(DSMZ, Germany)
(DSMZ, Germany)
(DSMZ, Germany)
(DSMZ, Germany)
(DSMZ, Germany)

rCP
Diseased sap

PC 0421
PC 0875
PC 0424
PC 0569
PC 1109
PC 0588
PC 0952

–
–

0.891
0.224
0.205
0.232
0.889
0.214
0.219
1.955
1.151

Potyviridae CABMV
PRSV
PVY
WMV
ZYMV

Diseased sap
(Agdia, USA)
Purified virus
(Agdia, USA)
(Agdia, USA)

–
LPC 53500

–
LPC 54001
LPC 77700

0.191
0.189
0.188
0.192
0.187

Tombusviridae MNSV (Agdia, USA) LPC 12401 0.179

Tymoviridae TSWV (Group I)
GRSV/TCSV (Group II)

INSV (Group III)
WSMoV/GBNV (Group IV)

CaCV (Group IV)
IYSV (Group V)

(Agdia, USA)
(Agdia, USA)
(Agdia, USA)
(Agdia, USA)

(DSMZ, Germany)
(Agdia, USA)

LPC 39300
LPC 61000
LPC 20500
LPC 61500
PC 0864

LPC 60500

0.180
0.182
0.190
0.191
0.186
0.175

Virgaviridae CGMMV
ORSV
TMV

(Agdia, USA)
Diseased sap
Purified virus

LPC 45701
–
–

0.184
0.185
0.181

Kind of Plant Cassava
Chili

Cucumber
Papaya
Tobacco

Healthy sap
Healthy sap
Healthy sap
Healthy sap
Healthy sap

–
–
–
–
–

0.182
0.181
0.186
0.180
0.188

Note: The indirect PTA–ELISA was conducted in duplicate using the anti ToLCNDV–antiserum 
diluted 1:1,000. The cut–off value was twice of the absorbance value at 405 nm of negative 
control (healthy sap). Positive controls were ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] rCP and diseased 
sap (Chantajorn and Hongprayoon, 2017).
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7. การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของล�ำดับกรดอะมิโน
ของ CP gene ของเช้ือ ToLCNDV– [TH:KR:Cu:12] 
กับเชื้อเบโกโมไวรัส 7 ชนิด ท่ีน�ำมาทดสอบความ
จ�ำเพาะทางซีรัมวิทยา	

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของล�ำดับกรด 
อะมิโนในส่วนของโปรตีนห่อหุ ้มอนุภาคของเชื้อ 
ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] เปรียบเทียบกับเชื้อเบโก
โมไวรัส 7 ชนิดที่น�ำมาทดสอบความจ�ำเพาะกับแอน
ติซีรัม พบว่าความสัมพันธ์ของล�ำดับกรดอะมิโนไม่
สอดคล้องกับความสัมพันธ์ทางซีรัมวิทยา เน่ืองจาก
แอนติซีรัมของเชื้อ ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] เกิด
ปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อเบโกโมไวรัส 2 ชนิด คือ TLCV 
และ ACMV ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนกันของล�ำ
ดับกรดอะมิโนที่ต ่างกันมากกับเชื้อ ToLCNDV–
[TH:KR:Cu:12] คือ 76.95 และ 76.17 เปอร์เซ็นต์ 

ตามล�ำดับ แต่ไม่ท�ำปฏิกิริยากับเชื้อ ICMV และ 
SLCMV ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนกันของล�ำดับ
กรดอะมิโนสูงถึง 90 เปอร์เซ็นต์ (Table 2) และมี
ความสัมพันธ์ของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ใกล้กันมากกว่า
เชื้อ ACMV (Saunders et al., 2002) เมื่อน�ำข้อมูล
ล�ำดับกรดอะมิโนของเชื้อเบโกโมไวรัสทั้ง 8 ชนิด  
มาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ สามารถ
แบ่งออกได้เป็น 4 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 ประกอบด้วย
เชื้อ ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12], ICMV และ SLCMV 
กลุ่มที่ 2 ประกอบด้วยเชื้อ TLCV และ TYLCVTH  
กลุ่มที่ 3 ประกอบด้วยเชื้อ TYLCV และ ACMV และ
กลุ่มที่ 4 คือ SLCV (Figure 5)  โดยพบว่ากลุ่มที่ 2 
3 และ 4 มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนกันของล�ำดับกรด
อะมิโนใกล ้ เคียงกันแต ่ถูกแยกกลุ ่มออกมาเมื่อ
วิเคราะห์ด้วยความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 

Table 2  Percentage of amino acid similarity of ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] coat protein with those 

belonged to the other begomoviruses brought into examination

ToLCNDV* SLCMV ICMV TLCV TYLCV ACMV TYLCVTH SLCV

ToLCNDV*

SLCMV

ICMV

TLCV

TYLCV

ACMV

TYLCVTH

SLCV

90.62

90.23

76.95

76.17

76.17

75.39

74.00

90.62

97.66

77.73

78.12

76.95

76.17

72.80

90.23

97.66

76.95

78.91

77.34

77.73

73.20

76.95

77.73

76.95

72.27

71.48

87.89

69.60

76.95

78.12

78.91
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Figure 5  The phylogenetic tree showing the genetic relationship of ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] to seven 
other begomoviruses in the specificity examination of anti–ToLCNDV antiserum

สรุป

การผลิตโพลี โคลนอลแอนติบอดีต ่อเชื้อ 
ToLCNDV ในงานวจัิยน้ี ใช้โปรตีนห่อหุม้อนุภาคลกูผสม
ของเชือ้ไวรัส ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] เป็นแอนตเิจน 
โดยโคลนยนีโปรตนีห่อหุม้อนภุาคไวรสัเข้าสู ่pQE–80L 
expression vector และถ่ายฝากเข้าสูเ่ซลล์ E. coli สาย
พันธุ์ DH5α เมื่อชักน�ำให้มีการผลิตโปรตีนลูกผสมพบ
ว่าโปรตีนมีการแสดงออกได้น้อย (low expression) 
และต้องแยกโปรตนีให้บรสิทุธิโ์ดยใช้ Ni–NTA resin ใน
สภาพ denaturing condition โปรตนีลกูผสมมนี�ำ้หนกั
โมเลกลุประมาณ 31 kDa เมือ่น�ำไปฉดีกระต่ายเพือ่ผลติ
แอนติซีรัม พบว่าแอนติซีรัมมีค่าไตเตอร์สูงสุดเท่ากับ 
102,400 ในสัปดาห์ที่ 10 ของการเก็บเลือด การตรวจ
สอบความจ�ำเพาะของแอนติซีรัมกับเชื้อไวรัสจ�ำนวน 
26 ชนิด ใน 7 วงศ์ พบว่าสามารถท�ำปฏิกิริยากับเชื้อ 
ToLCNDV–[TH:KR:Cu:12] ที่พบในธรรมชาติ แต่ไม่ท�ำ
ปฏิกิริยาข้ามกับเชื้อไวรัสในสกุลอื่น 6 วงศ์ที่น�ำมา
ทดสอบ อย่างไรก็ตามแอนติซีรัมท�ำปฏิกิริยาข้ามกับ

เชื้อเบโกโมไวรัสอีก 2 ชนิด คือ TLCV และ ACMV ซึ่ง
มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนกันของล�ำดับกรดอะมิโนใน
ส่วนของโปรตีนห่อหุ้มอนุภาคเพียง 76.95 และ 76.17 
เปอร์เซ็นต์ แต่กลับไม่ท�ำปฏิกิริยากับเช้ือไวรัส ICMV 
และ SLCMV ซึง่มเีปอร์เซน็ต์ความเหมอืนกนัของล�ำดบั
กรดอะมิโนสูงถึง 90.23 และ 90.62 เปอร์เซ็นต์ ตาม
ล�ำดับ 
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