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บทคัดย่อ 

งานวจิยันีม้ีวตัถปุระสงคเ์พื่อผลิตแอนติบอดีที่จ  าเพาะต่อ Tomato leaf curl New Delhi virus (ToLCNDV) ซึ่งเป็นเชือ้
ในกลุ่มเบโกโมไวรสัที่เขา้ท าลายพืชวงศแ์ตงในประเทศไทย โดยใชเ้พปไทดส์งัเคราะหเ์ป็นแอนติเจน ซึ่งพิจารณาจากบรเิวณที่
เป็น epitope บนโปรตีนห่อหุม้อนภุาคโดยอา้งอิงจากล าดบักรดอะมิโนและโครงสรา้งของโปรตีนห่อหุม้อนภุาคของเชือ้ African 
cassava mosaic virus (ACMV) และเชือ้ ToLCNDV ที่พบในประเทศไทย เพปไทดส์งัเคราะหม์ีขนาด 20 เรสิดวิส ์ คือ 
NIKTKNHTRRPTGTPQDFGE โดยน าไปพ่วงกบั bovine serum albumin (BSA) และฉีดกระตุน้กระต่ายพนัธุ ์New Zealand 
White ตามโปรแกรมดงันี ้ ฉีดกระตุน้ดว้ย peptide-BSA conjugate ในสปัดาหท์ี่ 1 และ 5 โดยฉีดเขา้ทางใตผิ้วหนงับรเิวณคอ
ของกระตา่ย (subcutaneous injection) และเขา้กลา้มเนือ้บรเิวณขาหลงั (intramuscular injection) ตามล าดบั เริ่มเก็บเลือด
จากใบหใูนสปัดาหท์ี่ 6-15 โดยเก็บสปัดาหล์ะ 1 ครัง้ พบวา่แอนติซีรมัมคี่าไตเตอรอ์ยู่ระหว่าง 25,600-51,200 โดยแอนตซิีรมั 
ในสปัดาหท์ี่ 9 มคี่าไตเตอรส์งูสดุคือ 51,200 ในขณะท่ีแอนติซีรมัในสปัดาหท์ี่ 6-8 และ 10-15 มีค่าไตเตอรเ์ทา่กบั 25,600  
ผลการทดสอบประสิทธิภาพของแอนติซีรมัที่ผลิตได ้ อตัราส่วน 1:200 ในการท าปฏิกิริยากับเชือ้ ToLCNDV ดว้ยเทคนิค 
indirect plate-trapped antigen enzyme-linked immunosorbent assay (indirect PTA-ELISA) พบว่ามีความไว 
ในการท าปฏิกิริยากับน า้คัน้พืชเป็นโรคไดถ้ึงค่าการเจือจางที่ 1:320 งานวิจยันีเ้ป็นรายงานแรกที่สามารถผลิตแอนติบอดี 
ซึ่งมคีวามจ าเพาะต่อเชือ้ ToLCNDV เพียงชนดิเดยีว โดยไม่ท าปฏิกิรยิาขา้มกบัเชือ้ไวรสัอื่นท่ีน ามาทดสอบจ านวน 21 ชนิด 
ค าส าคัญ: พืชวงศแ์ตง เบโกโมไวรสั การตรวจสอบไวรสั การสงัเคราะหเ์พปไทด ์แอนติบอด ี
 

Abstract 
The main objective of this research was to produce an antibody specific to Tomato leaf curl New Delhi 

virus (ToLCNDV), which is one of begomoviruses infecting cucurbits in Thailand. A peptide sequence, derived from 
the target epitope on the viral capsid protein based on African cassava mosaic virus (ACMV) and ToLCNDV 
(reported in Thailand) coat protein amino acid sequences and structures, was used as an antigen. The synthesized 
peptide contained 20 amino acid residues that were as follows: NIKTKNHTRRPTGTPQDFGE. It was then conjugated 
with bovine serum albumin (BSA) and used to immunize New Zealand White rabbits in the 1st and 5th weeks by 
subcutaneous and intramuscular injection, respectively. The antisera were collected weekly from the rabbits, over 
the period of the 6th-15th weeks. Titers of the antisera ranged from 25,600-51,200, of which the highest titer obtained 
was from the 9th week (51,200). The titers at the 6th-8th and 10th-15th weeks were both 25,600. Determination of  
the antiserum sensitivity and specificity were performed using an indirect plate-trapped antigen enzyme-linked 
immunosorbent assay (indirect PTA-ELISA) with the antiserum at 1:200 dilution. The results showed sensitivity up to 
1:320 dilution of plant sap. This is the first report of the production of an antiserum that is specific to ToLCNDV only, 
and which does not cross react with the other 21 plant viruses brought into examination.  
Keywords: cucurbit, begomovirus, virus detection, peptide synthesis, antibody 
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ค าน า 
พืชวงศแ์ตง เช่น แตงกวา แตงโม เมลอน ฯลฯ จดัเป็นพืชเศรษฐกจิที่มีมลูคา่ทางการตลาดสงู ซึ่งพชืในวงศน์ีน้อกจาก

จะใชส้ าหรบับรโิภคผลสดแลว้ ยงัมกีารใชเ้ป็นวตัถดุิบในภาคอตุสาหกรรม เช่น อาหารกระป๋องต่าง ๆ รวมถึงอตุสาหกรรม 
การผลิตเมล็ดพนัธุเ์พื่อส่งออกซึง่มีมลูค่าสงูอยู่ในอนัดบัตน้ ๆ ของประเทศไทย ในปี พ.ศ. 2561 พบว่ามีปรมิาณการส่งออก 
เมล็ดพนัธุแ์ตงโม แตงกวา และฟักทอง เป็นอนัดบั 4, 8 และ 10 ตามล าดบั โดยมมีลูค่ารวมทัง้สิน้ประมาณ 1,300 ลา้นบาท 
(ส านกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2561) ปัญหาที่ส  าคญัของการผลิตพืชในกลุ่มนีไ้ดแ้ก่ โรคพืชที่เกิดจากเชือ้ไวรสั ซึง่เชือ้ไวรสั 
ในจีนสั Begomovirus วงศ ์Geminiviridae จดัเป็นเชือ้ไวรสัที่สรา้งความเสียหายต่อพชืวงศแ์ตงไดอ้ย่างกวา้งขวาง (Vincent, 
2013) เชือ้ในกลุ่มเบโกโมไวรสันีม้ีสารพนัธุกรรมเป็นชนิด single-stranded closed circular DNA มีจีโนมแบบ monopartite 
และ bipartite อนภุาคมีลกัษณะเป็นทรงกลมคู่ เสน้ผ่านศนูยก์ลางของอนภุาคประมาณ 15-22 นาโนเมตร ไม่มี envelope  
ยาวประมาณ 38 นาโนเมตร (Lacatus and Sunter, 2008) ถา่ยทอดเชือ้ไดโ้ดยมีแมลงหวี่ขาวเป็นพาหะ (Bemisia tabaci) 
(Moriones et al., 2017) พืชที่ตดิเชือ้ไวรสัจะแสดงอาการใบดา่งเหลือง ใบหงิก ลดรูป และตน้แคระแกรน็ (Brown et al., 2002) 
ในประเทศไทยพบรายงานการเขา้ท าลายของเชือ้ในกลุ่มเบโกโมไวรสัในพืชวงศแ์ตง ไดแ้ก่ Squash leaf curl China virus 
(SLCCNV) (Ito et al., 2008) Squash leaf curl Yunnan virus (SLCuYV) (รุง่ทิพย ์จั่นเพ็ชร และคณะ, 2559; ณฐัพร บตุรนชุ 
และคณะ, 2562) และ Tomato leaf curl New Delhi virus (ToLCNDV) (Chiemsombat et al., 1996; Ito et al,. 2008;  
สรรชยั จนัทะจร และรชันี ฮงประยูร, 2560) โดยเชือ้ ToLCNDV มีรายงานการพบครัง้แรกที่ประเทศอินเดียในปี 1995 
(Chakraborty, 2008) เป็นไวรสัที่มีความส าคญัเนื่องจากสามารถเขา้ท าลายพชืไดท้ัง้ในวงศแ์ตงและมะเขือเทศ นอกจากนัน้ 
ยงัเป็นเชือ้ที่อยูใ่นกลุ่มเชือ้เฝา้ระวงัของ European and Mediterranean Plant Protection Organization ซึ่งมีสมาชกิรวม  
52 ประเทศในแถบยโุรป (European and Mediterranean Plant Protection Organization, 2019) ส าหรบัประเทศไทย 
มีรายงานการเขา้ท าลายพืชหลายชนิด เช่น ฟักทอง น า้เตา้ (Chiemsombat et al., 1996) บวบเหล่ียม (Seepiban et al., 2017) 
และแตงกวา (สรรชยั จนัทะจร และรชันี ฮงประยรู, 2560) การตรวจสอบพืชทีต่ิดเชือ้ไวรสัซึง่นิยมใชก้นัอยา่งแพรห่ลาย ไดแ้ก่  
การตรวจสอบดว้ยวิธีการทางเซรุม่วิทยา เช่น เทคนคิ indirect plate-trapped antigen enzyme-linked immunosorbent assay 
(indirect PTA-ELISA) โดยใชแ้อนติบอดแีละการตรวจสอบดว้ยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) โดยใชคู้่ไพรเมอร์
ที่จ  าเพาะต่อเชือ้ไวรสั อย่างไรก็ตามการตรวจสอบดว้ยเทคนคิ indirect PTA-ELISA มีขอ้ดีตรงที่สามารถตรวจสอบตวัอย่างพืช
ไดค้ราวละมาก ๆ ท าใหป้ระหยดัเวลาและคา่ใชจ้า่ย ในปัจจบุนัแหล่งจ าหน่ายแอนติบอดีต่อเชือ้เบโกโมไวรสัในประเทศไทย 
มีเพียง 2 แหล่ง ไดแ้ก่ ศนูยช์วีวสัดปุระเทศไทย ส านกังานพฒันาและเทคโนโลยีแห่งชาติ กระทรวงการอดุมศกึษา วิทยาศาสตร ์
วิจยัและนวตักรรม ซึง่มี anti-begomovirus TBRC1-11 และ TBRC1-13 monoclonal antibody (MAb) และ คลินิกสขุภาพพชื 
ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร ก าแพงแสน มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร ์ซึ่งมี anti-ToLCNDV polyclonal antibody (PAb) อย่างไร-
ก็ตามแอนติบอดจีากทัง้สองแหล่งมีรายงานการเกิดปฏิกิรยิาขา้มกบัเชือ้ไวรสัชนิดอื่นในกลุ่มเบโกโมไวรสั โดย anti-begomovirus 
TBRC1-11 PAb และ TBRC1-13 MAb ท าปฏิกิรยิาต่อเชือ้ Tomato yellow leaf curl Thailand virus (TYLCTHV) และ
เกิดปฏิกิรยิาขา้มกบัเชือ้ ToLCNDV (Thailand Bioresource Research Center, 2020) ส่วน anti-ToLCNDV PAb ท าปฏิกิรยิา
กบัเชือ้ ToLCNDV และเกดิปฏิกริยิาขา้มกบัเชือ้ African cassava mosaic virus (ACMV) (สรรชยั จนัทะจร และรชันี ฮงประยรู, 
2560) แมแ้ต่แอนติบอดีที่มจี  าหน่ายจากตา่งประเทศกเ็กดิปฏิกิรยิาขา้มต่อเชือ้ Squash leaf curl virus (SLCuV) และ  
Bean golden mosaic virus (BGMV) (Agdia, 2020) ดงันัน้จงึยงัไม่มีแอนติบอดีที่จ  าเพาะกบัเชือ้ ToLCNDV เพยีงชนิดเดียว  
งานวิจยันีม้ีวตัถุประสงคเ์พื่อผลิตแอนติบอดีที่จ  าเพาะต่อเชือ้ไวรสั ToLCNDV โดยใชวิ้ธีการสงัเคราะหเ์พปไทดท์ี่ออกแบบ 
โดยการวิเคราะหเ์ปรียบเทียบกบัล าดบักรดอะมิโนของโปรตีนห่อหุม้อนุภาคของเชือ้ ACMV ซึ่งมีรายละเอียดของโครงสรา้ง
อนภุาคมากที่สดุส าหรบัไวรสัในกลุ่มนี ้(Böttcher et al., 2004) เพื่อน ามาใชใ้นการผลิตแอนติเจน และพฒันาวิธีการตรวจสอบ
เชือ้ ToLCNDV ซึ่งความส าเรจ็ของงานวิจยันีจ้ะเป็นประโยชนต์่อการวินจิฉยัโรค การเฝา้ระวงั รวมทัง้การคดัเลือกพชืที่ตา้นทาน
ต่อเชือ้ในกระบวนการปรบัปรุงพนัธุพ์ืชใหต้า้นทานโรคต่อไป  
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วิธีการศึกษา 
การวิเคราะหแ์ละออกแบบเพปไทดเ์พื่อใช้เป็นแอนติเจน 

เนื่องจากปัจจบุนัยงัไม่มีรายงานโครงสรา้งของโปรตีนห่อหุม้อนภุาคของเชือ้ ToLCNDV จึงจ าเป็นตอ้งใชก้ารอา้งอิง
และเปรียบเทียบกบัเชือ้ ACMV ซึ่งเป็นเชือ้ไวรสัในกลุ่มเดียวกนัและมีล าดบักรดอะมิโนในส่วนของโปรตีนห่อหุม้อนภุาคเหมือนกบั
เชือ้ ToLCNDV มากถงึ 84.9% ส าหรบัคดัเลือก epitope ส่วนท่ีอยู่ดา้นผิวนอกของโปรตนีห่อหุม้อนภุาคของเชือ้ไวรสั  
ในการศกึษานีใ้ชล้  าดบักรดอะมิโนบรเิวณโปรตีนห่อหุม้อนุภาคของเชือ้ ToLCNDV ที่พบในประเทศไทยซึ่งมีรายงานในฐานขอ้มลู
ของ GenBank จ านวนทัง้สิน้ 6 ตวัอย่าง ไดแ้ก่ accession number: AB330079.1, AB368447.1, KU992383.1, JN809814.1, 
AF102276.1 และ AB368448.1 น ามาวิเคราะหบ์รเิวณ linear epitope ของโปรตีนห่อหุม้อนภุาค โดยใชโ้ปรแกรม IEDB 
Analysis Resource (http://tools.iedb.org/bcell/) เปรียบเทียบกบัล าดบักรดอะมิโนของโปรตีนห่อหุม้อนภุาคของเชือ้ ACMV 
(Böttcher et al., 2004) จากนัน้สั่งสงัเคราะหเ์พปไทดจ์ากบรษิัท Integrated Technology ประเทศสหรฐัอเมรกิา 
การพ่วงเพปไทดส์งัเคราะหก์บัโปรตีนแคริเออรโ์ดยวิธี Glutaraldehyde-Mediated Hapten-Carrier Conjugation 

พ่วงเพปไทดส์งัเคราะหก์บัโปรตนีแครเิออรต์ามวธีิ Glutaraldehyde-Mediated Hapten-Carrier Conjugation 
(Hermanson, 1996) โดยใช ้bovine serum albumin (BSA) หรือ ovalbumin (OVA) ความเขม้ขน้ 2 มิลลิกรมั/มิลลิลิตร ละลาย
ใน 0.1 M NaCO3 ที่ผสม 0.15 M NaCl, pH 8.5 ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร เติมเพปไทดส์งัเคราะหค์วามเขม้ขน้ 10 มิลลิกรมั/มิลลิลิตร 
ปรมิาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัและเติม glutaraldehyde ใหม้คีวามเขม้ขน้ 1% จากนัน้บ่มที่อณุหภมูิ 4 ºC เป็นเวลา  
4 ชั่วโมง น าสารละลายที่ไดไ้ปไดอะไลซิส (dialysis) ใน phosphate buffered saline (137 mM NaCl, 2.7 mM KCL, 10 mM 
Na2HPO4 และ 1.8 mM KH2PO4) วิเคราะหผ์ลการพ่วงเพปไทดด์งักล่าวดว้ยเทคนิค sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 
gel electrophoresis (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) โดยใช ้12% separating gel และ 6% stacking gel 
การผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดตี่อ peptide-BSA conjugate 

ใชก้ระต่ายทดลองสายพนัธุ ์New Zealand White อายปุระมาณ 3 เดือน จ านวน 1 ตวั โดยมีโปรแกรมการฉีดกระตุน้
กระต่ายทดลองดงันี ้สปัดาหท์ี่ 1 ฉีด peptide-BSA conjugate ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรมั/มิลลิลิตร ผสมกบั Freund’s complete 
adjuvant อตัราส่วน 1:1 (v/v) ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร เขา้ทางใตผิ้วหนงับรเิวณคอของกระต่าย (subcutaneous injection) ต่อมา
ในสปัดาหท์ี่ 5 ฉีดแอนตเิจนที่ผสมกบั Freund’s incomplete adjuvant อตัราส่วน 1:1 ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร เขา้กลา้มเนือ้บรเิวณ
ขาหลงั (intramuscular injection) เริม่เก็บเลือดจากใบหใูนสปัดาหท์ี่ 6 หลงัจากการฉีดกระตุน้ครัง้แรก โดยเก็บสปัดาหล์ะ 1 ครัง้ 
เป็นเวลา 10 สปัดาห ์ (ผ่านการพิจารณาและไดป้ฏิบตัิตามกฎระเบียบตามที่คณะกรรมการก ากบัดแูลการเลีย้งและใชส้ตัวข์อง
สถาบนัก าหนด โดยมีเลขทีใ่บรบัรองการอนมุตัใิหด้  าเนินการเลีย้งและใชส้ตัวเ์พื่องานทางวทิยาศาสตร ์มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร ์
ดงันี ้ACKU 60-AGK-045) 
การตรวจสอบค่าไตเตอรข์องโพลีโคลนอลแอนติบอด ี

ตรวจสอบคา่ไตเตอรข์องโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดต้่อ peptide-BSA conjugate ดว้ยวิธี indirect PTA-ELISA 
ดดัแปลงจากวิธีการของ ธีรวศษิฐ์ แพทยส์มาน และคณะ (2560) โดยเคลือบหลมุ ELISA plate ดว้ย peptide-OVA conjugate 
ความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร ที่ละลายใน coating buffer (ประกอบดว้ย NaHCO3 2.93 กรมั และ Na2CO3 1.59 กรมั, 
pH 9.6) ปรมิาตรหลมุละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่อณุหภมูิ 4 ºC ขา้มคืน ลา้ง ELISA plate ดว้ย PBST buffer (ประกอบดว้ย NaCl 
8 กรมั, Na2HPO4 12H2O 2.9 กรมั, KH2PO4 0.2 กรมั, KCl 0.2 กรมั และ Tween 20 ปรมิาตร 0.5 มิลลิลิตร) ปรมิาตร 200 
ไมโครลิตร 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที เติม blocking buffer (5% skim milk ที่ละลายใน PBS) ปรมิาตร 100 ไมโครลิตร/หลมุ  
บ่มที่อณุหภมูิ 37 ºC เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ลา้ง ELISA plate ดว้ย PBST buffer ปรมิาตร 200 ไมโครลิตร 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที  
เติมแอนติซีรมัที่เจือจางใน blocking buffer แบบ 2-fold serial dilutions เริม่จาก 1:400 ถงึ 1:204,800 ปรมิาตรหลมุละ  
50 ไมโครลิตร บ่มที่อณุหภมูิ 37 ºC เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ลา้ง ELISA plate ดว้ย PBST buffer 3 ครัง้เช่นเดิม จากนัน้เตมิ Goat 
anti-Rabbit IgG conjugated with alkaline phosphatase (GAR-AP) ที่เจือจางใน blocking buffer อตัราส่วน 1:30,000 
ปรมิาตรหลมุละ 50 ไมโครลิตร บ่มที่อณุหภมูิ 37 ºC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ลา้ง ELISA plate ดว้ย PBST buffer 3 ครัง้เช่นเดิม 
ตรวจสอบผลของปฏิกิรยิาโดยเตมิสารละลายสบัสเตรท p-Nitrophenyl phosphate (PNPP) ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรมั/มิลลิลิตร 
ใน substrate buffer (ประกอบดว้ย diethanolamine 97 มิลลิลิตร, sodium azide 0.2 กรมั และ MgCl2 0.1 กรมั, pH 9.8) 
ปรมิาตรหลมุละ 100 ไมโครลิตร บ่มปฏิกิรยิาที่อณุหภมูิ 37 ºC เป็นเวลา 90 นาที วดัคา่การดดูกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร  
ดว้ยเครื่อง ELISA reader (TECAN, Switzerland) โดย negative control ที่ใชค้ือ PBS ที่ท าปฏิกริยิากบัแอนติบอด ี
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การตรวจสอบความจ าเพาะ (specificity) ของโพลีโคลนอลแอนติบอด ี
ตรวจสอบความจ าเพาะของโพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดด้ว้ยวิธี indirect PTA-ELISA ตามวิธีการดงักล่าวขา้งตน้ 

โดยใชแ้อนติซีรมัจากสปัดาหท์ี่ 9 เจือจางใน blocking buffer อตัราส่วน 1:200 ทดสอบกบัตวัอย่างเชือ้ไวรสัพืช 5 จีนสั จ านวน 
21 ชนดิ ซึง่ซือ้มาจากบรษิัท DSMZ ประเทศ Germany ไดแ้ก่ จีนสั Begomovirus จ านวน 8 ชนิด คือ African cassava mosaic 
virus (ACMV), Bean golden mosaic virus (BGMV), Squash leaf curl virus (SLCuV), Sri Lankan cassava mosaic virus 
(SLCMV), Tomato leaf curl New Delhi virus (ToLCNDV), Tomato yellow leaf curl Thailand virus (TYLCTHV),  
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), Watermelon chlorotic stunt virus (WmCSV); จีนสั Potyvirus จ านวน 7 ชนิด คือ 
Chilli veinal mottle virus (ChiVMV), Pepper mottle virus (PepMoV), Papaya ringspot virus (PRSV), Pepper veinal 
mottle virus (PVMV), Pepper yellow mosaic virus (PepYMV), Watermelon mosaic virus (WMV), Zucchini yellow 
mosaic virus (ZYMV); จีนสั Tobamovirus จ านวน 3 ชนิด คือ Bell pepper mottle virus (BPeMV), Cucumber green mottle 
mosaic virus (CGMMV), Pepper mild mottle virus (PMMoV); จีนสั Tospovirus จ านวน 2 ชนิด คือ Capsicum chlorosis 
virus (CaCV), Watermelon silver mottle virus (WSMoV) และจีนสั Cucumovirus จ านวน 1 ชนิด คือ Cucumber mosaic 
virus (CMV) เปรียบเทียบกบั negative control ที่ใชค้ือน า้คัน้ใบฟักทองปกติท าปฏิกิรยิากบัแอนติบอด ี
การตรวจสอบความไว (sensitivity) ของโพลโีคลนอลแอนติบอด ี

ตรวจสอบความไวของโพลีโคลนอลแอนติบอดีดว้ยวิธี indirect PTA-ELISA โดยบดตวัอย่างใบพืชที่ติดเชือ้ ToLCNDV 
ใน coating buffer อตัราส่วน 1:10 จากนัน้เจือจางน า้คัน้พืชแบบ 2-fold serial dilutions ใหม้คี่าการเจือจาง 1:10 - 1:10,240 
ตรวจสอบปฏิกิรยิาดว้ยการเตมิ GAR-AP และสารละลายสบัสเตรท p-Nitrophenyl phosphate ตามวิธีการดงักล่าวขา้งตน้ 

 
ผลการศึกษาและวิจารณ ์

การวิเคราะหแ์ละออกแบบเพปไทดเ์พื่อใช้เป็นแอนติเจน 
เมื่อวเิคราะห ์ linear epitope ของโปรตีนห่อหุม้อนภุาคของเชือ้ ToLCNDV โดยเปรียบเทียบกบัรายงานโครงสรา้ง

โปรตีนห่อหุม้อนภุาคของเชือ้ ACMV และคดัเลือกส่วนของล าดบักรดอะมิโนท่ีมีคณุสมบตัิเป็น epitope ที่อยู่ดา้นผิวนอกของ
โปรตีนห่อหุม้อนภุาค (Figure 1) ไดล้ าดบักรดอะมิโนที่ต  าแหน่ง 124-132 และ 143-154 ซึง่วิเคราะหว์า่เป็น linear epitope  
การใช ้ epitope ชนิดนีเ้นื่องจากมีขอ้ดีคือ จะยงัคงรูปรา่งเดิมเสมอแมว้่าโปรตีนจะมีการเส่ือมสภาพ (denatured protein)  
ซึ่งอาจเกิดขึน้ไดใ้นระหวา่งกระบวนการผลิตแอนติเจน และเมื่อเปรียบเทียบกบัเชือ้ ACMV กรดอะมิโนล าดบัท่ี N130, Q131 
และ Q154 เป็นล าดบักรดอะมิโนท่ีมีรายงานอยา่งแนช่ดัว่าเป็นส่วนท่ีอยู่ดา้นผิวนอกของอนภุาคไวรสั (Böttcher et al., 2004)  
จึงเลือกบรเิวณที่ใกลเ้คยีงกบักรดอะมิโนนัน้เป็นหลกั ซึง่มีล าดบักรดอะมิโนดงันี ้NIKTKNHTRRPTGTPQDFGE เพื่อสั่งสงัเคราะห์
ต่อไป 

 

 
Figure 1 Partial coat protein gene alignment of ACMV and ToLCNDV by Clustal W. Highlighted sequences are 

the predicted linear epitopes analyzed by IEDB Analysis Resource Program.  
 
การพ่วงเพปไทดส์งัเคราะหก์บัโปรตีนแคริเออรโ์ดยวิธี Glutaraldehyde-Mediated Hapten-Carrier Conjugation 

การพ่วงเพปไทดก์บั BSA และ OVA และตรวจสอบผลการพ่วงดว้ยเทคนคิ 12% SDS-PAGE พบว่า ขนาดของ 
peptide conjugate มีขนาดใหญ่กว่า BSA และ OVA แสดงวา่ประสบความส าเรจ็ในการพ่วง (Hermanson, 1996) (Figure 2) 

                                            124         132                        143                  154 

 ACMV  IWLDETIKKQNHTNNVIFYLLRDRRPYGNAPQDFGQIFNMFDNEPSTATIKNDLRDRFQV 180 

 AF102276.1 IWMDENIKTKNHTNSVMFFLVRDRRPTG-TPQDFGEVFNMFDNEPSTATVKNMHRDRYQV 178 

 KU992383.1 IWMDENIKTKNHTNSVMFFLVRDRRPTG-TPQDFGEVFNMFDNEPSTATVKNMHRDRYQV 178 

 AB330079.1 IWMDENIKTKNHTNSVMFFLVRDRRPTG-TPQDFGEVFNMFDNEPSTATVKNMHRDRYQV 178 

 JN809814.1 IWMDENIKTKNHTNSVMFFLVRDRRPTG-TPQDFGEVFNMFDNEPSTATVKNMHRDRYQV 178 

 AB368448.1 IWMDENIKTKNHTNSVMFFLVRDRRPTG-TPQDFGEVFNMFDNEPSTATVKNMHRDRYQV 178 

 AB368447.1 IWMDENIKTKNHTNSVMFFLVRDRRPTG-TPQDFGEVFNMFDNEPSTATVKNMHRDRYQV 178 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Figure 2 Evaluation of the ToLCNDV peptide-BSA conjugation by SDS-PAGE in 12% separating gel [M = Unstained 

Protein MW Marker (Thermo Scientific, USA), 1 = BSA 0.5 mg/ml, 2 = BSA 1 mg/ml, 3 = BSA 2 mg/ml and 
4 = peptide-BSA conjugate.] 

 
การผลติโพลโีคลนอลแอนตบิอดตีอ่ peptide-BSA conjugate การตรวจหาค่าไตเตอร ์และการตรวจสอบความจ าเพาะ
ของโพลีโคลนอลแอนติบอด ี

จากการเก็บเลือดกระตา่ยทดลองพนัธุ ์New Zealand White สปัดาหท์ี่ 6-15 จ านวนทัง้สิน้ 10 ครัง้ พบวา่ แอนตซิีรมั 
มีค่าไตเตอรต์ัง้แต่ 25,600-51,200 โดยมีค่าสงูสดุในสปัดาหท์ี่ 9 (51,200) รองลงมาไดแ้ก่สปัดาหท์ี่ 6-8 และ 10-15 (25,600) 
(Figure 3) การตรวจสอบความไวของแอนติบอดีที่ผลิตไดใ้นการตรวจสอบเชือ้ดว้ยแอนติบอดีในสปัดาหท์ี่ 9 ที่เจือจาง 1:200 
พบว่า สามารถตรวจเชือ้ไวรสัในน า้คัน้พืชไดถ้ึงระดบัการเจือจาง 1:320 ซึ่งเมื่อเปรยีบเทียบกบัการวิจยัของ สรรชยั จนัทะจร และ
รชันี ฮงประยรู (2560) ที่ผลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชือ้ไวรสั ToLCNDV โดยใชโ้ปรตีนห่อหุม้อนภุาคลกูผสมเป็นแอนตเิจน 
พบว่ามคีวามสามารถในการตรวจสอบเชือ้ ToLCNDV ไดใ้กลเ้คียงกนัโดยวิธี indirect PTA-ELISA แต่จากการตรวจสอบ
ความจ าเพาะของแอนติบอดี พบว่า แอนติบอดีที่ผลิตไดโ้ดยการใช้เพปไทดส์งัเคราะหใ์นงานวิจยันีม้ีความจ าเพาะกับเชือ้ 
ToLCNDV สงู โดยไม่ท าปฏิกิรยิาขา้มกบัเชือ้อืน่ท่ีน ามาทดสอบโดยรวมถงึเชือ้ไวรสัที่มีรายงานวา่เกดิปฏิกิรยิาขา้มกบัแอนติบอดี
ที่มีจ าหน่ายในปัจจบุนั (สรรชยั จนัทะจร และรชันี ฮงประยรู, 2560; Agdia, 2020; Thailand Bioresource Research Center, 
2020) ดงันัน้แอนติบอดีที่ผลิตไดใ้นการศกึษานีจ้งึเป็นรายงานแรกที่สามารถผลิตแอนตบิอดีที่มีความจ าเพาะตอ่เชือ้ ToLCNDV 
เพียงชนิดเดียว ทัง้นีเ้นื่องจากบรเิวณที่เลือกมาใชเ้ป็นแอนตเิจนมีการคดัเลือกจาก epitope เพยีง 2 ต าแหน่ง มีขนาดรวม  
2.2 กิโลดาลตนั ซึง่แตกต่างจากวธีิการผลิตแอนตเิจนจากโปรตีนห่อหุม้อนภุาคลกูผสมในรายงานของ สรรชยั จนัทะจร และรชัน ี 
ฮงประยรู (2560) ซึง่มีขนาดใหญ่กว่า คือขนาด 31 กิโลดาลตนั ท าใหม้ีโอกาสที่จะพบ epitope ไดม้ากกวา่และอาจท าปฏิกิรยิา
ขา้มกบัไวรสัชนิดอื่นที่มี common epitope ได ้ โพลีโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดจ้ากงานวจิยันีเ้ป็นประโยชนอ์ย่างมากส าหรบั 
ใชใ้นงานการตรวจสอบพืชที่ติดเชือ้ไวรสัชนิดนี ้

 

 
Figure 3 Titration of anti-ToLCNDV polyclonal antiserum reacting with peptide-OVA conjugate. Antisera were  

collected from 6th-15th weeks after the first immunization and analyzed by indirect PTA-ELISA. 
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Table 1  Specificity testing of the anti-ToLCNDV antiserum against positive control samples of 21 plant virus species 
in 8 genera by indirect PTA-ELISA. All virus antigens were purchased from DSMZ, Germany. 

Genus Antigen O.D.405
/1 Result 

Begomovirus 

African cassava mosaic virus (ACMV) 0.233 - 
Bean golden mosaic virus (BGMV) 0.206 - 
Squash leaf curl virus (SLCuV) 0.219 - 
Sri Lankan cassava mosaic virus (SLCMV) 0.220 - 
Tomato leaf curl New Delhi virus (ToLCNDV) 1.193 + 
Tomato yellow leaf curl Thailand virus (TYLCTHV) 0.196 - 
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) 0.208 - 
Watermelon chlorotic stunt virus (WmCSV) 0.173 - 

Potyvirus 

Chilli veinal mottle virus (ChiVMV) 0.146 - 
Pepper mottle virus (PepMoV) 0.231 - 
Papaya ringspot virus 0.174 - 
Pepper veinal mottle virus (PVMV) 0.188 - 
Pepper yellow mosaic virus (PepYMV)  0.205 - 
Watermelon mosaic virus (WMV) 0.132 - 
Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) 0.177 - 

Tobamovirus 
Bell pepper mottle virus (BPeMV)  0.188 - 
Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV)  0.213 - 
Pepper mild mottle virus (PMMoV) 0.222 - 

Tospovirus Capsicum chlorosis virus (CaCV) 0.178 - 
Watermelon silver mottle virus (WSMoV) 0.219 - 

Cucumovirus Cucumber mosaic virus (CMV) 0.170 - 
Negative control Healthy plant sap/pumpkin 0.139 - 

/1 The absorbance value was the mean value obtained from two independent assays at 90 min after adding the substrate at 37ºC and 
the cut-off value was twice of the negative control. 
 

สรุปผลการศึกษา 
งานวจิยันีไ้ดผ้ลิตโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเชือ้ ToLCNDV ที่เขา้ท าลายพืชวงศแ์ตงในประเทศไทย โดยใชเ้พปไทด์

สงัเคราะหท์ี่วิเคราะหจ์ากล าดบักรดอะมิโนของโปรตีนห่อหุม้อนภุาคของเชือ้ ToLCNDV ที่พบในประเทศไทย และเลือกจาก
บรเิวณผิวดา้นนอกของอนภุาคซึง่มีลกัษณะเป็น linear epitope น าไปพ่วงกบัโปรตีนแครเิออร ์BSA เพื่อใชเ้ป็นแอนตเิจน พบวา่
แอนติซีรมัที่เก็บไดท้ัง้สิน้จ านวน 10 สปัดาห ์ มคี่าไตเตอรอ์ยูใ่นชว่งระหวา่ง 25,600-51,200 โดยแอนติซีรมัที่เก็บไดใ้นสปัดาห ์
ที่ 9 หลงัจากการฉีดกระตุน้ครัง้แรก มีค่าไตเตอรส์งูสดุ คือ 51,200 และเมื่อน าแอนติซีรมัเจือจางในอตัราส่วน 1:200 มาทดสอบ
ประสิทธิภาพในการตรวจสอบเชือ้ไวรสัในน า้คัน้พืชเป็นโรค พบว่า มีความไวในการตรวจสอบน า้คัน้พืชเป็นโรคที่ระดบัการเจือจาง 
1:320 โดยวิธี indirect PTA-ELISA และแอนตบิอดีที่ผลิตไดม้ีความจ าเพาะต่อเชือ้ ToLCNDV เพยีงชนดิเดยีวเท่านัน้ 
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