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บทคัดย่อ 
 

 เช้ือทริสเตซาไวรัส (CTV) บริสุทธ์ิถูกแยกออกจากเปลือกเขียวของมะนาวติดเช้ือไวรัสสายพนัธ์ุ SM4 
แลว้น าไปฉีดกระตุน้ใหห้นูขาว Balb/c สร้างแอนติบอดี และพบวา่โพลีโคลนอลแอนติบอดี (Pab) ของเช้ือไวรัส 
CTV ถูกสร้างข้ึนภายใน 2 สัปดาห์หลงัจากฉีดกระตุน้ 2 คร้ัง และแอนติบอดีข้ึนสูงสุดในสัปดาห์ท่ี 5 ภายหลงั
ฉีดกระตุน้ครบ 4 คร้ัง น าสปลีนโนไซตซ่ึ์งสกดัจากมา้มของหนูท่ีไดรั้บการกระตุน้ดว้ยเช้ือ CTV มาเช่ือมกบัไมยี
โลมาเซลล์ (P3X) ไดไ้ฮบริโดมาเซลล์ซ่ึงผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี (Mab) ท่ีมีความ จ าเพาะต่อเช้ือ CTV 
จ านวน 2 โคลน คือ 2E11 และ 13E11 เม่ือทดสอบโดยเทคนิค ELISA พบวา่ Mab ของโคลน 2E11 และ 13E11 
มีไตเตอร์1:32 และ 1:512 ตามล าดบั ส าหรับโคลน 2E11 มีความไวต่อการตรวจ หาเช้ือ CTV ในน ้ าคั้นท่ีระดบั
เจือจางมากกวา่ 1:1280 ผลการทดสอบปฏิกิริยาของโมโนโคลนอล แอนติบอดีท่ีผลิตจากเซลล์ไฮบริโดมากบั
เช้ือ CTV ระบุวา่ Mab ของโคลน 2E11 และ 13E11ตอบสนองต่อเช้ือ CTV สายพนัธ์ุรุนแรง ท่ีพบในประเทศ
ไทยประกอบดว้ยสายพนัธ์ุ SM4-P2, DAT4-5-P5, DAT4-5-P6, CrO 4-6, CmS20-3, SN8-3 สูงกวา่สายพนัธ์ุ
อ่อน SM4-P2 และไม่ท าปฎิกิริยาขา้มกบัมะนาวปกติเม่ือทดสอบดว้ย ELISA  
 

Abstract 
 Citrus tristeza virus was purified using green bark from acid lime infected with SM4 strain. The 
purified CTV was injected into Balb/c mouse to induce polyclonal antibody (Pab) production. The CTV Pab 
was produced in the immunized mouse 2 weeks after second injection and Pab reached the maximum peak in 
5 weeks or after the forth injection. Splenocytes were extracted from spleen of the immunized mouse and 
were then fused with myeloma cells (P3X) for hybridoma cell producing monoclonal antibody (Mab) against 
CTV. Hybridoma cells were screened for production of CTV-Mab by ELISA and Western blot and resulted in 
two clones including 2E11 and 13E11 obtained. Mab titre of 2E11 and 13E11 was examined by ELISA and 
result indicated that 2E11 and 13E11 have titre at 1:32 and 1:512, respectively. Moreover, it was found that 
sensitivity of 2E11 Mab for CTV detection in sap extract was at 1:1280 dilution. Specificity of the Mab was 
also tested and resulted in Mab 2E11 and Mab 13E11 reacted with severe strain of CTV including SM4-P2, 
DAT4-5-P5, DAT4-5-P6, CrO 4-6, CmS20-3, SN8-3 better than the reaction to mild strain SM4-P2. In 
addition, Mab 2 E11 and Mab 13E11 did not cross react with healthy acid lime as tested by ELISA 
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บทน า 
 

ส้มโอเป็นไมผ้ลเศรษฐกิจท่ีมีศกัยภาพในการส่งออก จากรายงานปี 2548 ของส านกังานเศรษฐกิจ   
การเกษตร มีพื้นท่ีปลูกส้มโอท่ีให้ผลแลว้ 192,103 ไร่ ให้ผลผลิต 276,628 ตนั แหล่งผลิตห้าอนัดบัแรก
ประกอบดว้ย จงัหวดันครปฐม  จงัหวดันครศรีธรรมราช  จงัหวดัชุมพร  จงัหวดันครนายก  และจงัหวดั
สมุทรสงคราม  ส าหรับผลผลิตส้มโอแบ่งเป็นการบริโภคภายในประเทศ 269,128 ตนั และส่งออก 7,500 ตนั คิด
เป็นมูลค่า 150 ลา้นบาท คิดเป็นส่วนแบ่งตลาดโลกเพียง 0.6%   ขณะท่ีตลาดโลกมีการซ้ือถึง 1.108 ลา้นตนั ในปี 
2548 ส าหรับคู่คา้ท่ีส าคญัของส้มโอจากประเทศไทยคือ  จีน ฮ่องกง สิงคโปร์ แคนาดา และมีการขยายตลาดไป
ยงัสหรัฐเอมิเลตส์ พื้นท่ีปลูกส้มโอของจังหวดันครศรีธรรมราชอยู่ในเขตลุ่มน ้ าปากพนังอันเน่ืองจาก 
พระราชด าริ อ าเภอปากพนงั รวม 11 ต าบล จากรายงานของส านกังานเกษตรจงัหวดันครศรีธรรมราช มีพื้นท่ี
ปลูกทั้งหมด 4,604 ไร่ ให้ผลผลิตโดยรวมประมาณ 2.7 ลา้นผล  พนัธ์ุส้มโอซ่ึงปลูกเป็นหลกัในเขตพื้นท่ีลุ่มน ้ า
ปากพนงัคือ พนัธ์ุขาวทองดี และพนัธ์ุท่ีก าลงัขยายพื้นท่ีปลูกเพื่อการส่งออก คือ พนัธ์ุทบัทิมสยาม ซ่ึงเป็นพนัธ์ุ
ดั้งเดิมของจงัหวดัปัตตานี ซ่ึงเกษตรกรไดน้ ามาคดัเลือกจนไดส้ายพนัธ์ุท่ีมีรสชาติหวานเน้ือผลภายในมีสีแดง
เหมือนทบัทิมเป็นท่ีตอ้งการของตลาด 
 ในการผลิตพืชตระกูลส้มซ่ึงรวมทั้งส้มโอ มกัประสบปัญหาการระบาดของโรคทริสเตซา ท าความ
เสียหายให้พืชตระกูลส้มทุกชนิด  โดยท าให้ผลผลิตลดลงและคุณภาพผลต ่า และหากการเขา้ท าลายตั้งแต่ระยะ
ก่ิงพนัธ์ุ จะท าให้ตน้ตายก่อนให้ผลผลิต เน่ืองจาก Citrus tristeza virus เช้ือสาเหตุโรคทริสเตซา  แพร่กระจาย
โดยเร่ิมตน้จากการติดไปกบัก่ิงพนัธ์ุท่ีผลิตมาจากตน้แม่ท่ีติดเช้ือ ตน้ท่ีเจริญจากก่ิงพนัธ์ุเหล่าน้ีจะเป็นแหล่ง
แพร่กระจายเช้ือในแปลงปลูกโดยแมลงพาหะเพล้ียอ่อน ส าหรับก่ิงพนัธ์ุส้มท่ีผลิตจากตน้แม่เป็นโรคทริสเตซา 
พบว่าก่ิงพนัธ์ุติดเช้ือทริสเตซาไวรัส ประมาณ 80% จากการทดลองในส้มจุกก่ิงพนัธ์ุท่ีติดเช้ือไวรัสสายพนัธ์ุ
รุนแรง เม่ือน าไปปลูกจะตายก่อนใหผ้ลผลิตและหากเกิดการติดเช้ือในแปลงปลูกมีอายกุารใหผ้ลผลิตต ่ากวา่ 8 ปี 
 ปัจจุบนัการระบาดของโรคทริสเตซา ในส้มโอทวีความรุนแรงเม่ือตน้ปี 2552 คณะผูว้ิจยัไดรั้บเชิญจาก
เกษตรกรผูป้ลูกส้มโอในจงัหวดัราชบุรี ให้ตรวจวินิจฉยัหาสาเหตุโรคโทรมใบเหลือง และผลร่วงของส้มโอ
พนัธ์ุขาวทองดี พบวา่ตน้ท่ีมีอาการดงักล่าว 80% ติดเช้ือสาเหตุโรคทริสเตซาและโรคฮวงลองบิงร่วมกนั และอีก 
20% ติดเช้ือชนิดใดชนิดหน่ึง และผลการส ารวจเบ้ืองตน้ของคณะผูว้ิจยัฯ ร่วมกบั ส านกังานเกษตรจงัหวดั
นครศรีธรรมราช ในพื้นท่ีปลูกส้มโอเขตลุ่มน ้ าปากพนงั พบโรคทั้งสองชนิดในส้มโอพนัธ์ุทองดี ส าหรับใน
พนัธ์ุทบัทิมสยามพบเฉพาะโรคทริสเตซาท่ีมีอาการรุนแรง  ดงันั้นจึงใคร่ขอเสนอโครงการวิจยัการผลิตโมโน
โคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือทริสเตซาไวรัสสายพนัธ์ุก่อโรครุนแรง เพื่อน าไปใช้ในการคดักรองการติดเช้ือ
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ทริสเตซาไวรัสสายพนัธุ์รุนแรงในส้มโอพนัธ์ุทบัทิมสยามและป้องกนัการแพร่กระจายของไวรัสในพื้นท่ี
ปลูกส้มโอในเขตลุ่มน ้าปากพนังอนัเน่ืองจากพระราชด าริ  
 
วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 

1. ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อเช้ือทริสเตซาไวรัสสายพนัธ์ุก่อโรครุนแรง 
2. ตรวจไตเตอร์และความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในการตรวจเช้ือทริสเตซาไวรัส 

 
ขอบเขตของโครงการวจัิย 

เป็นการวจิยัการจดัการโรคทริสเตซาในส้มโอพนัธ์ุทบัทิมสยาม โดยมุ่งเนน้การใชเ้ทคโนโลยีชีวภาพใน
การตรวจวินิจฉยัเช้ือสาเหตุท่ีสามารถจ าแนกเช้ือสายพนัธ์ุรุนแรงไดอ้ยา่งถูกตอ้งแม่นย  า เพื่อน าไปสู่การจดัการ
โรคทริสเตซาท่ีมีประสิทธิภาพ  เน่ืองจากการติดเช้ือทริสเตซาสายพนัธ์ุอ่อนไม่ส่งผลกระทบต่อการผลิตส้ม 
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ตรวจเอกสาร 
 

โรคทริสเตซาของพชืตระกูลส้ม 
 โรคท่ีเกิดกับพืชตระกูลส้มมีหลายชนิดแต่ท่ีส าคญัและท าความเสียหายมาก คือ โรคทริส เตซา ซ่ึง
สาเหตุมาจากเช้ือไวรัส Citrus Tristeza Closterovirus (CTV) (Bar-Joseph, 1985)ทริสเตซาไวรัสสามารถเขา้
ท าลายส้มเกือบทุกชนิด ซ่ึงมีการรายงานคร้ังแรกในทวีปอเมริกาใต ้ในปี ค.ศ. 1946  โรคไดท้  าลายตน้ส้มนบั
ลา้นตน้ในอาร์เจนตินา  บราซิล  คาลิฟอร์เนีย  ฟลอริดา  และสเปน  ต่อมาโรคไดก้ระจายออกไปยงัพื้นท่ีปลูกส้ม
ในแถบเอเชียและอาฟริกาใต ้ (Roistacher, 1991)  ส าหรับประเทศไทยมีรายงานโรคทริสเตซาเกิดข้ึนกบัส้มเขียว 
หวาน  ส้มโอ  ส้มตรา  ส้มจุก  ส้มโชกุน  และมะนาว ความหลากหลายทางดา้นสายพนัธ์ุของทริสเตซาเป็นเหตุ
ให้เกิดความแตกต่างของอาการของโรคท่ีเกิดจากเช้ือชนิดน้ี สายพนัธ์ุอ่อน (Mild strain, CTV-M) จะก่อให้เกิด
อาการเพียงเล็กน้อยสังเกตไดย้ากในตน้ส้มท่ีติดเช้ือ ในขณะท่ีสายพนัธ์ุรุนแรงก่อให้เกิดอาการหลายประเภท 
สายพนัธ์ุท่ีส าคญัและท าให้เกิดความเสียหายรุนแรง คือสายพนัธ์ุท่ีก่อให้เกิดอาการทรุดโทรมและตน้แห้งตาย 
(Decline, CTV-D) กบัตน้ส้มท่ีติดตากบัตน้ตอ sour orange และสายพนัธ์ุท่ีก่อให้เกิดอาการล าตน้บุ๋ม (Stem 
pitting, CTV-SP) ซ่ึงส่งผลให้ตน้แคระแกรน คุณภาพผลและผลผลิตลดลง ถึงแมว้า่สายพนัธ์ุ CTV-SP จะไม่ท า
ใหต้น้ส้มตายแต่จะมีผลกระทบสูงในแง่ผลผลิต (Lee et al., 1987) ส าหรับสายพนัธ์ุ CTV-D ยงัไม่มีรายงานการ
พบในประเทศไทย เน่ืองจากการปลูกส้มในประเทศไทยไม่ใชต้น้ตอ sour orange มีรายงานการพบสายพนัธ์ุ 
CTV-SP ในส้มจุกและส้มโอในภาคใต ้(รัตนา สดุดี, 2537) จากรายงานการส ารวจโรคทริสเตซาในพื้นท่ีปลูกส้ม
ทัว่ประเทศไทยระหวา่งปี 2547-2552 พบการระบาดของเช้ือไวรัสสายพนัธ์ุล าตน้บุ๋ม (Citrus tristeza virus-stem 
pitting strain, SP) ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุรุนแรงในส้มหลายชนิดรวมทั้งส้มโอซ่ึงปลูกใน จ.ราชบุรี และ จ.สงขลา ซ่ึง
สายพนัธ์ุไวรัสชนิดน้ีท าใหต้น้ส้มโอแคระแกรน เน่ืองจากเกิดโพรงขนาดเล็กในล าตน้บริเวณ vascular cambium 
ท าให้ท่อน ้ า (xylem vessel) ขาดหายไป ซ่ึงโพรงดงักล่าวน้ี คือ ร่องบุ๋มท่ีปรากฏในเน้ือไมข้องล าตน้และก่ิงของ
ตน้ส้ม (รัตนา และคณะ 2551)  
 
การตรวจวนิิจฉัยเช้ือสาเหตุโรคทริสเตซา 
 การติดเช้ือทริสเตซาไวรัสของส้มในธรรมชาติมีเปอร์เซ็นตสู์ง แต่ทริสเตซาไวรัสนั้นมีหลากหลายสาย
พนัธ์ุ มีทั้งสายพนัธ์ุท่ีมิไดท้  าอนัตรายแก่ตน้ส้มและสายพนัธ์ุท่ีท าความเสียหายอยา่งรุนแรง ในหลายประเทศใช้
เทคนิค ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) เพื่อใชต้รวจหาเช้ือทริสเตซา ระยะแรกการตรวจใช ้
polyclonal antiserum (PCA) ซ่ึงสามารถท าปฏิกิริยากบัเช้ือทริสเตซาทุกสายพนัธ์ุ ต่อมาไดผ้ลิต monoclonal 
antiserum (MCA) เพื่อเพิ่มความจ าเพาะเจาะจงต่อสายพนัธ์ุของทริสเตซา เช่น MCA13 เป็นแอนติเซรัมท่ีจ าเพาะ
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ต่อสายพนัธ์ุรุนแรง (T36) แต่จะไม่ท าปฏิกิริยากบัสายพนัธ์ุอ่อน (T30) ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุไวรัสท่ีพบในฟลอริดา 
(Permar et al., 1990) แต่แอนติเซรัม MCA13 จะไม่ท าปฏิกิริยากบัสายพนัธ์ุรุนแรง (decline-strain) ของทริสเต
ซาไวรัสในประเทศสเปน (Cambra et al., 2000) ขณะเดียวกนั MCA4H6 ซ่ึงเป็นแอนติเซรัมท่ีผลิตในไตห้วนั
และตอบสนองกบัเช้ือสายพนัธ์ุอ่อน เม่ือน ามาทดสอบกบัสายพนัธ์ุทริสเตซาในประเทศไทย ใหผ้ลท่ีแตกต่างไป
เพราะ MCA4H6 ตอบสนองกบัเช้ือทริสเตซาไวรัสสายพนัธ์ุรุนแรง (รัตนา สดุดี และคณะ, 2543) 3DF1 และ 
3CA5 เป็น MCA ท่ีผลิตในประเทศสเปนเม่ือใชร่้วมกนัสามารถตรวจหาเช้ือทริสเตซาสายพนัธ์ุต่างๆ ทัว่โลก 
(Cambra et al., 2000) ต่อมามีการพฒันาแอนติเซรัมท่ีตอบสนองต่อเปลือกโปรตีน โดยการถ่ายโอนรหสั
พนัธุกรรมของเปลือกโปรตีน (CP gene) ไปยงั Escherichia coli แลว้น าผลผลิตโปรตีน (bacterially expressed 
coat protein fragment) ไปผลิตแอนติเซรัมตามกรรมวธีิการผลิต polyclonal antiserum แอนติเซรัมท่ีผลิตโดยวธีิ
น้ีมีคุณภาพดี (high titre) และผลิตไดใ้นปริมาณมาก (Nikolaeva et al., 1995) ตวัอยา่งแอนติเซรัมท่ีผลิตดว้ยวธีิ
โดยวธีิดงักล่าว คือ CREC35 และ G604  
 เน่ืองจากความกา้วหนา้ทางชีวโมเลกุล ท าใหส้ามารถโคลนแอนติบอดียนีและชกัน าใหย้นีผลิตแอนติ 
บอดี (ScFv) ในแบคทีเรีย โดยท่ีแอนติบอดีดงักล่าวยงัคงความจ าเพาะต่อแอนติเจนของตวัเอง ทั้งน้ี ScFv อาจได้
จาก hybridomas ท่ีผลิต monoclonal antibodies ท่ีมีความจ าเพาะ หรือจาก phage display libraries (Ziegler et al, 
1995) นอกจากน้ีเทคโนโลย ีphage display ยงัช่วยลดเวลาในการผลิตแอนติบอดีและใหผ้ลผลิตสูงกวา่วธีิดั้งเดิม 
(Ziegler and Torrance, 2002) 
 ต่อมาได้มีการพฒันาชุดตรวจเช้ือไวรัสสาเหตุโรคพืชท่ีสามารถปฏิบติัไดด้้วยตวัเองโดยไม่ตอ้งการ
ความช านาญเป็นพิเศษ และใช้ระยะเวลาสั้น (10 นาที) โดยใชห้ลกัการของ Immunochromatographic lateral 
flow (LF) ซ่ึงมีทั้งท่ีใช ้latex bead (Tsuda et al., 1992; รัตนา และคณะ, 2551) และใช ้colloidal gold เป็นตวับ่งช้ี 
(marker) และจากรายงานของ Salomone et al (2004) ซ่ึงเปรียบเทียบชุดตรวจ LF ซ่ึงใช ้colloidal gold เป็นตวั
บ่งช้ีกบัเทคนิค ELISA พบวา่ชุดตรวจ LF มีประสิทธิภาพการตรวจเช้ือทริสเตซาไวรัส 92% ของเทคนิค ELISA 
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วธีิการด าเนินการวจัิย 
 

1. การเตรียมแอนติเจนของเช้ือซิตรัสทริสเตซาไวรัส (CTV) 
 ท าการแยกเช้ือ CTV บริสุทธ์ิโดยวธีิการของ Bar-Joseph และคณะ (1985) ดงัรายละเอียดใน ภาคผนวก 
ข. จากเปลือกเขียวของก่ิงมะนาวติดเช้ือสายพนัธ์ุ SM4 น าสารละลายไวรัสท่ีไดม้าตรวจวเิคราะห์ความบริสุทธ์ิ
ดว้ยวธีิการวดัค่า OD 280 และ OD 260 แลว้ค านวณหาค่าความเขม้ขน้ของสารละลายไวรัสบริสุทธ์ิจากค่า OD 
280 เพื่อใชเ้ป็นแอนติเจนในการผลิตโมโนโคลนอล 
 
2. การผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดี  

การฉีดกระตุ้นหนูให้สร้างแอนติบอดี  
ดดัแปลงจากวิธีการของ Peroni et al (2009) โดยผสมไวรัส CTV บริสุทธ์ิ ความเขม้ขน้ 20 

ไมโครกรัมกบั Complete Freund Adjuvant (CFA) อตัราส่วน1:1 ฉีดกระตุน้หนูพนัธ์ุ Balb/C อายุ 3 เดือน ฉีดเขา้
ทางหนา้ทอ้ง (intraperitoneal injection, IP) ทั้งหมด 4 คร้ัง โดยท่ีการฉีดในคร้ังท่ี 2-4 จะผสม Incomplete 
Freund Adjuvant (IFA) หลงัจากนั้นเก็บเลือดท่ีหางหนูเพื่อตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัส CTV ดว้ยเทคนิค 
indirect ELISA ตามวิธีการของ Clark and Adam (1977) ฉีดกระตุน้ (boost) หนูอีกคร้ังก่อนเช่ือมเซลล์ (fusion) 
3 วนั ตามวธีิการของ Liddell and Cryer (1991) 

การเช่ือมเซลล์  
 วิธีการเช่ือมเซลล์ดดัแปลงมาจาก Linddell and Cryer (1991) ดงัรายละเอียดในภาคผนวก ข 

แยกเซลล์มา้ม (splenocyte) จากหนูขาวท่ีไดรั้บการกระตุน้ดว้ยเช้ือ CTV แลว้ผสมกบัเซลล์มะเร็งไมยโ์ลมา 
(myloma) P3X ในอตัรา 1:2 หมุนเหวี่ยงแยกเซลล์ดว้ยความเร็ว 1500 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เติมสารละลาย 
PEG (Polyethylene glycol MW 4,000) 1 มล. เขย่าเบาๆ ให้เขา้กนัเป็นเวลา 1 นาที แลว้เติมอาหาร RPMI 
(ภาคผนวก ก) ปริมาตร 39 มล. จากนั้นบ่มในตู ้CO2 incubator เป็นเวลา 2 ชัว่โมง หมุนเหวี่ยงแยกเซลล์ท่ีผสมไว้
ท่ีความเร็วรอบ 1500 รอบต่อนาที นาน 5 นาที กระจายเซลล์ในอาหาร HAT medium (ภาคผนวก ก) ดูด
ส่วนผสมใส่ใน microculture plate 20 ถาด (96 หลุมต่อถาด) บ่มในตู ้CO2 incubator ประมาณ 10 วนั ตรวจดูการ
เจริญเติบโตของเซลลใ์นหลุมท่ีเล้ียงไวภ้ายใต ้inverted microscope จากนั้นคดัเลือกไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดี
จ าเพาะต่อเช้ือไวรัส CTV  
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 การคัดเลอืกเซลล์ไฮบริโดมา  
  ท  าการคดัเลือกไฮบริโดมาซ่ึงผลิตแอนติบอดีต่อเช้ือ CTV สองขั้น การคดัเลือกขั้นท่ี 1 กระท า 2 
คร้ัง โดยวิธี Dot blot (Sithigorngul  et al.,  2002) ดงัรายละเอียดในภาคผนวก ข. โดยใช ้CTV บริสุทธ์ิและน ้ า
คั้นจากพืชติดเช้ือ CTV เป็นแอนติเจนในการทดสอบ น าน ้าเล้ียงเซลล์ของไฮบริโดมาท่ีให้ผลบวกไปคดัเลือกใน
ขั้นท่ี 2 โดยวธีิ Western blotting (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 
  น าเซลล์ไฮบริโดมาซ่ึงผ่านการคดัเลือกมารีโคลนดว้ยวิธี Limiting dilution โดยวิธีการท่ีดดั 
แปลงมาจาก (Spinger, 1985) 2 คร้ัง กระจายเซลลใ์นหลุมท่ีผา่นการคดัเลือกโดยใชปิ้เปตดูดเขา้ออกหลายๆ คร้ัง 
แลว้หยดเซลล์ลงในจานเล้ียงเช้ือให้ไดป้ระมาณ 100 เซลล์ภายใต ้inverted microscope เติมอาหาร RPMI 1640 
(ท่ีประกอบดว้ย fetal bovine serum เม็ดเลือดแดง, ภาคผนวก ก) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แล้วดูดเซลล์ลงใน 
microculture plate (96 หลุมต่อถาด) ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร เล้ียงใน CO2 incubator ประมาณ 10 – 12 
วนั ตรวจสอบหลุมท่ีมีโคลนเด่ียว (single clone) ภายใตก้ลอ้ง inverted microscope จากนั้นคดัเลือกโดยวิธี 
ELISA แลว้เพิ่มขยายเซลลโ์ดยเล้ียงในอาหาร RPMI ท่ีมี 20% fetal bovine serum 
   
3. การศึกษาความจ าเพาะเจาะจงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทีผ่ลติต่อเช้ือไวรัส CTV 

โดยวธีิ indirect ELISA 
 ทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดต่้อเช้ือไวรัส CTV (anti-

CTV monoclonal antibody, anti-CTV Mab) ต่อไวรัสบริสุทธ์ิและต่อไวรัสในน ้าคั้นจากเปลือกเขียวติดเช้ือ CTV 
ไอโซเลท SM4 ด้วยวิธี indirect DAS ELISA ซ่ึงดดัแปลงมาจาก Clark and Adam (1977) ดงัรายละเอียดใน
ภาคผนวก ข. โดยใช้น ้ าเล้ียงเซลล์ไฮบริโดมาท าปฏิกิริยากับเช้ือ CTV บริสุทธ์ิและเช้ือไวรัสในน ้ าคั้นพืช 
เปรียบเทียบปฏิกิริยาของโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือไวรัส CTV กบัปฏิกิริยาของโพลีโคลนอลแอนติบอดี 
ท่ีจ  าเพาะต่อเช้ือ CTV  

โดยวธีิ Western Blotting 
 ตรวจสอบความจ าเพาะเจาะจงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดต่้อโปรตีนห่อหุ้มอนุภาค

ของเช้ือไวรัส CTV ดว้ยวิธี Western Blotting ตามวิธีการของ Sithigorngul และคณะ(2002) ดงัรายละเอียดใน
ภาคผนวก ข. โดยใชน้ ้ าเล้ียงเซลล์ไฮบริโดมาท าปฏิกิริยากบัเช้ือไวรัส CTV จากน ้ าคั้นพืชเป็นโรค เปรียบเทียบ
ปฏิกิริยากบัโพลีโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อเช้ือไวรัส CTV 
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4. การตรวจหาค่าไตเตอร์และความไว (sensitivity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 ตรวจหาค่าไตเตอร์ของ anti-CTV Mab ดว้ยวิธี plate trapped ELISA ดดัแปลงจากวิธีการของ Clark and 
Adam (1977) โดยเติมน ้ าคั้นท่ีมีเช้ือไวรัส SM4 เจือจาง 1:10 ลงในหลุม ELISA plate จากนั้นเติม blocking 
buffer (2%BSA) แลว้น า anti-CTV Mab ท่ีไดจ้าก cell culture ของไฮบริโดมาเซลล์มาท าปฏิกิริยากบัเช้ือ CTV 
โดยเจือจาง anti-CTV Mab ใน conjugate buffer แบบ 2-fold dilution โดยเร่ิมจาก 1:2 ตรวจสอบค่าความเจือจาง
สูงสุดของแอนติบอดีท่ีสามารถท าปฏิกิริยากบัเช้ือไวรัส CTV เติม goat anti-mouse conjugated with alkaline 
phosphatase เจือจาง 1:3000 และสับสเตรท p-nitrophenyl phosphate ท่ีอตัรา 1 มกต่อมล. โดยอ่านค่าการ
ดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง ELISA reader ท่ีความยาวคล่ืนแสง 405 นาโนเมตร  
 ตรวจหาค่าความไว(sensitivity)สูงสุดของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีสามารถตรวจสอบเช้ือไวรัส 
CTV ไดด้ว้ยวีธี plate trapped ELISA ตามวิธีการดงักล่าวขา้งตน้ โดยเจือจางเช้ือไวรัส CTV สายพนัธ์ุ SM4 ใน
น ้ าคั้นดว้ย coating buffer แบบ 2-fold dilution ตั้งตน้ท่ี 1:10 จากนั้นน าเช้ือ CTV แต่ละความเขม้ขน้ใส่ในหลุม 
ELISA plate ตรวจสอบปฏิกิริยา ค่าความเจือจางสูงสุดของเช้ือไวรัส CTV ท่ีสามารถท าปฏิกิริยากบั anti-CTV 
Mab เจือจาง 1:2 
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ผลการวจัิย 
 

1. เตรียมแอนติเจนของเช้ือทริสเตซาไวรัส 
             ผลการแยกเช้ือทริสเตซาไวรัสบริสุทธ์ิโดยวธีิซ่ึงดดัแปลงจากวธีิการของ Bar-Joseph และคณะ (1985) 
ซ่ึงใช ้PEG (Polyethene Glycol) ตกตะกอนไวรัสและแยกตะกอนไวรัสออกมาดว้ยเคร่ืองหมุนเหวีย่งความเร็วสูง        
พบวา่ เม่ือใชเ้น้ือเยือ่เปลือกเขียวของก่ิงมะนาว 10 กรัม จะไดท้ริสเตซาบริสุทธ์ิเฉล่ีย 1.41 และ 0.61  มก.ต่อมล. 
ตกตะกอนไวรัสดว้ย PEG รอบ1 และ รอบ2 ตามล าดบั (ตารางท่ี 1) จากการตรวจความบริสุทธ์ิของไวรัสท่ีแยก
ไดโ้ดยอาศยัค่าสัดส่วนของการดูดกลืนแสง 260:280 พบวา่การท าบริสุทธ์ิโดยการตกตะกอนดว้ย PEG สองรอบ 
ไวรัสท่ีแยกไดมี้ความบริสุทธ์ิมากกวา่การตกตะกอนเพียงรอบเดียว  ทั้งน้ีค่าสัดส่วน 260 : 280 ของเช้ือทริสเตซา
บริสุทธ์ิท่ีรายงานไวคื้อ 1.12 ส าหรับการทดลองคร้ังน้ี ค่าเฉล่ียท่ีไดข้องการตกตะกอนหน่ึงรอบ(1st PEG ) และ
สองรอบ (2nd PEG) คือ 0.97 และ 1.04 ตามล าดบั  ดงัจะเห็นไดว้า่ค่า 260:280  ของการตกตะกอนดว้ย PEG สอง
รอบใกลเ้คียงกบัท่ีรายงานไว ้ 
  
ตารางที ่1 ปริมาณและคุณภาพของเช้ือทริสเตซาไวรัส (CTV) บริสุทธ์ิแยกไดจ้ากเน้ือเยือ่มะนาวติดเช้ือสายพนัธ์ุ   
 SM4 

การท าบริสุทธ์ิ  
คร้ังท่ี  

ปริมาณ (CTV) บริสุทธ์ิ (มก/มล) 1/  OD 260 : OD 2802/ 
PEG รอบ 1 PEG รอบ 2 PEG รอบ 1 PEG รอบ 2 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

0.79 
2.00 
2.00 
1.08 
1.09 
1.50 

0.10 
0.66 
0.73 
0.69 
0.68 
0.81 

 
 
 
 
 
 

0.95 
1.10 
1.00 
0.91 
0.83 
1.02 

1.14 
1.11 
1.13 
1.07 
0.92 
0.87 

เฉล่ีย 1.41 0.61  0.97 1.04 
1/  ปริมาณของ CTV ท่ีแยกไดค้  านวณจาก OD280×dilution factor   ค่า E = 2.0  
2/  เช้ือบริสุทธ์ิของ CTV มีค่า OD 260:280 = 1.12 
 
 
 

E 
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2. การผลติโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
การฉีดกระตุ้นหนูให้สร้างแอนติบอดี 
ภายหลงัฉีดกระตุน้หนูดว้ยเช้ือบริสุทธ์ิของทริสเตซาไวรัส (แอนติเจน) และดูดเลือดมาตรวจหาโพลี

โคลนอลแอนติบอดีของเช้ือไวรัสโดยELISA พบวา่ 6/6 ของหนูท่ีไดรั้บการกระตุน้สร้างแอนติบอดีในสัปดาห์ท่ี 
2 หรือ หลงัจากการฉีดกระตุน้คร้ังท่ี 2  และเม่ือกระตุน้ ครบ 4 คร้ัง หนูท่ีไดรั้บการกระตุน้ผลิตแอนติบอดีสูงสุด
(ภาพท่ี1-6 ) และผลการตรวจความจ าเพาะของโพลีโคลนอลแอนติบอดีของหนูท่ีถูกกระตุน้ดว้ยแอนติเจน CTV 
ดว้ยวิธี Western blot บ่งช้ีวา่โพลีโคลนอลแอนติบอดีจากหนู 3/3 ตวั มีความจ าเพาะต่อโปรตีนท่ีเป็น เปลือกหุ้ม
อนุภาคไวรัส โดยปรากฏแถบของโปรตีนขนาด 25 kDa (ภาพท่ี 7) ซ่ึงตรงกบัขนาดของโปรตีนท่ีหุ้มอนุภาค 
ไวรัส CTV  
 

 OD 405 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที ่1 กราฟแสดงการสร้างแอนติบอดีของหนูตวัท่ี 1 
 

 
 
 
 

 

แอนติบอดีเจือจาง 

1                    2                    3                    4 
สัปดาห์ (หลังการฉีดกระตุ้น) 
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OD 405 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่2 กราฟแสดงการสร้างแอนติบอดีของหนูตวัท่ี 2 
 

OD 405 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่3 กราฟแสดงการสร้างแอนติบอดีของหนูตวัท่ี 3 

 

แอนติบอดีเจือจาง 

1                    2                    3                    4 
สัปดาห์ (หลังการฉีดกระตุ้น) 

แอนติบอดีเจือจาง 

1                    2                    3                   4 
สัปดาห์ (หลังการฉีดกระตุ้น) 
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OD 405 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่4  กราฟแสดงการสร้างแอนติบอดีของหนูตวัท่ี 4 

 

OD 405 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่5  กราฟแสดงการสร้างแอนติบอดีของหนูตวัท่ี 5 

แอนติบอดีเจือจาง 

แอนติบอดีเจือจาง 

1                    2                    3                    4 
สัปดาห์ (หลังการฉีดกระตุ้น) 

1                    2                    3                    4 
สัปดาห์ (หลังการฉีดกระตุ้น) 
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OD405 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่6  กราฟแสดงการสร้างแอนติบอดีของหนูตวัท่ี 6 

 
 
     
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที ่7  การตรวจความจ าเพาะของโพลีโคลนอลแอนติบอดีจากหนูท่ีไดรั้บการกระตุน้ดว้ยแอนติเจน
 ของ CTV ดว้ยวิธี Western blotting: ช่อง M Standard molecular weight protein marker; 
 ช่อง 1 CTV บริสุทธ์ิ; ช่อง 2 น ้ าคั้นจากมะนาวติดเช้ือ CTV; ช่อง 3 น ้าคั้นจากมะนาวปกติ 

 ก. หนูตวัท่ี 1 
 ข. หนูตวัท่ี 2 
 ค. หนูตวัท่ี 5 

แอนติบอดีเจือจาง 

1                   2                  3                   4 
สัปดาห์ (หลังการฉีดกระตุ้น) 

   M              1           2          3            1           2         3           1         2           3 

50 kDa 

30 kDa 

20 kDa 

ข ก ค 

แถบของโปรตีนหุ้มอนุภาค  
CTV (25 kDa) 
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การคัดเลอืกเซลล์ไฮบริโดมา 
ในการคดัเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีมีความจ าเพาะต่อเช้ือ CTV ขั้นท่ี 1 โดยวิธี Dot blot พบวา่จาก จ านวน

หลุมท่ีเล้ียงเซลล์ไฮบริโดมา 1960 หลุมต่อหนูหน่ึงตวั มีเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่อ
เช้ือไวรัส CTV จ านวนทั้งส้ิน 15 หลุม แยกเป็นเซลล์ไฮบริโดมาท่ีไดจ้ากหนูตวัท่ี 1 8 หลุม และหนูตวัท่ี 5 7 
หลุม (ภาพท่ี 8) ในการคดัเลือกขั้นท่ี 2 ดว้ยวิธี Western blotting ไดไ้ฮบริโดมาจ านวน 2 โคลน คือ 2E11 และ 
13E11 (ภาพท่ี 9) น าเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผา่นการคดัเลือกขั้นท่ี 2 ไปรีโคลนได ้เป็น single clone (ภาพท่ี 10) ของ
กลุ่ม 2E11 จ านวน 1 โคลน ซ่ึงตอบสนองต่อเช้ือ CTV และจากกลุ่ม 13E11 3 โคลน เลือก single clone ของ 
13E11 ไปเล้ียงขยายจ านวนเซลล์แลว้ตรวจหาปริมาณแอนติบอดีท่ีหลัง่ออกมา พบวา่น ้ าเล้ียงเซลล์ท่ีมีอายุ 4 วนั 
มีปริมาณโมโนโคลนอลแอนติบอดีสูงสุด (ตารางท่ี 2)   
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ภาพที ่8 การคดัเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีมีความจ าเพาะต่อเช้ือ CTV ดว้ยวธีิ Dot blot 

ก. เซลลไ์ฮบริโดมาจากหนูตวัท่ี 1 
ข. เซลลไ์ฮบริโดมาจากหนูตวัท่ี 5 

 
 

2E11 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

4G4 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 

5C11 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 
แอนติบอดี 

 
6E10 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

แอนติบอดี 
 

13E11โมโนโคลนอลแอนติบอดี 
แอนติบอดี 
 
15B7โมโนโคลนอลแอนติบอดี 
แอนติบอดี 
 
19F6โมโนโคลนอลแอนติบอดี 
แอนติบอดี 
 โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ  
CTV แอนติบอดี First screen 

 
Second screen    

1 2 
3 4 

1 = พืชปกติเจือจาง 1:8,     2 = CTV ในน ้ าคั้นพืชเจือจาง 1:2 
3 = CTV บริสุทธ์ิเจือจาง 1:2,   4 = CTV บริสุทธ์ิเจือจาง 1:2 + CTV ในน ้ าคั้นพืชเจือจาง 
1:2 

ก ข 

6 A8 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

8C11 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

10A3 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

15D9 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

16A10 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

16E5 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

16E7 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

9H7 โมโนโคลนอลแอนติบอดี 

โพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ  
CTV แอนติบอดี 
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ภาพที ่9 การตรวจความจ าเพาะของแอนติบอดีต่อโปรตีนหุม้อนุภาค CTV ดว้ยวธีิ Western blotting ในการ

คดัเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาขั้นท่ี 2 
ช่อง M Standard molecular weight protein marker 
ช่อง 1 โพลีโคลนอลแอนติบอดีจากหนูตวัท่ี 5 
ช่อง 2 โมโนโคลนอลแอนติบอดีจากไฮบริโดมาโคลน 2E11 จากหนูตวัท่ี 5 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่10 แสดง single clone ของไฮบริโดมาเซลล ์จากโคลน 2E11(ก) และโคลน 13E11 (ข) 

ก ข 

25 kDa 

50 kDa 

30 kDa 

20 kDa 

M                      1               2  
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ตารางที ่2 การตรวจหาปริมาณแอนติบอดีในน ้าเล้ียงเซลลไ์ฮบริโดมาโคลน 13E11 ดว้ยวธีิ Plate Trapped 
ELISA 

ระยะเวลาเกบ็น า้เลีย้งเซลล์ (ชม.) 
                                               OD 4051/         

CTV-SM4 มะนาวปกติ 
24 
48 
72 
96 

120 
144 
168 

2.083±0.305 
2.516±0.203 
2.628±0.091 
3.200±0.698 
2.687±0.490 
1.799±0.225 
1.665±0.030 

0.008±0.004 
0.039±0.001 
0.036±0.013 
0.059±0.010 
0.002±0.001 
0.001±0.001 
-0.002±0.003 

1/   ค่าดูดกลืนแสง (OD 405) ของปฏิกิริยา ELISA ท่ีไดจ้ากการใชน้ ้าเล้ียงเซลลไ์ฮบริโดมา (undilute) ตรวจเช้ือ CTV   
 

3. การศึกษาความจ าเพาะเจาะจงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทีผ่ลติต่อเช้ือไวรัส CTV 
 โดยวธีิ indirect ELISA 
  ในการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีซ่ึงผลิตโดยไฮบริโดมาโคลน 
2E11 และ 13E11 ต่อเช้ือ CTV พบวา่แอนติบอดีของ 2E11 และ 13E11 ตอบสนองต่อไวรัสสายพนัธ์ุอ่อนและ
สายพนัธ์ุรุนแรงแตกต่างกนั (ตารางท่ี 3) โดย 2E11 มีความจ าเพาะต่อสายพนัธ์ุรุนแรงมากกว่าสายพนัธ์ุอ่อน 
ในขณะท่ี 13E11 มีความจ าเพาะต่อสายพนัธ์ุรุนแรงของเช้ือ CTV ท่ีพบในส้มโอ (DAT4-5-P6) และส้มโอเช่ียน 
(CrO4-6) มากกวา่สายพนัธ์ุรุนแรงท่ีพบในส้มโชกุน (CmS20-3) และส้มจุก (SN8-3) ซ่ึงใกลเ้คียงกบัปฏิกิริยา
ของ 13E11 ท่ีมีต่อสายพนัธ์ุอ่อน (SM4-P9) และเม่ือเปรียบเทียบความจ าเพาะเจาะจงของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีกบัโพลีโคลนอลแอนติบอดีของเช้ือ CTV พบวา่ปฏิกิริยา ELISA (OD 405) ของโมโนโคลนอล 2E11 
และ 13E11 ต่อเช้ือ CTV สายพนัธ์ุ SM4 คือ 2.302 และ 2.552 ตามล าดบั ซ่ึงต ่ากว่าปฏิกิริยาท่ีได้จากโพลี
โคลนอล คือ >4.000 ประมาณ 2 เท่า 
 
 
 
 

(     ± SD) 
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ตารางที ่3 การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีผลิตโดยไฮบริโดมาโคลน 2E11 และ 
 13E11 ต่อเช้ือ CTV โดย DAS-ELISA1/ 

สายพนัธ์ุ CTV ระดบัความรุนแรง 
                          ค่าเฉลีย่ OD 405 

2E11 13E11 CTV โพลโีคลนอล2/ 
SM4-P10 
SM4-P2 
DAT4-5-P5 
DAT4-5-P6 
CrO4-6 
CmS20-3 
SN8-3 
SM4 
มะนาวปกติ 

สายพนัธ์ุอ่อน 
สายพนัธ์ุรุนแรง 
สายพนัธ์ุรุนแรง 
สายพนัธ์ุรุนแรง 
สายพนัธ์ุรุนแรง 
สายพนัธ์ุรุนแรง 
สายพนัธ์ุรุนแรง 

สายพนัธ์ุรุนแรง+อ่อน 
- 

0.582±0.028 
0.744±0.025 
0.802±0.021 
0.952±0.019 
0.530±0.005 
0.777±0.011 
0.994±0.081 
2.302±0.181 
0.005±0.003 

0.386±0.056 
0.346±0.035 
0.322±0.004 
0.396±0.030 
0.339±0.008 
0.325±0.008 
0.319±0.011 
0.316±0.012 
0.002±0.002 

12.700±0.665 
10.610±0.240 
14.600±0.000 
16.280±0.000 
16.270±0.000 
11.385±0.841 
14.440±0.000 
13.030±0.000 
-0.065±0.092 

1/   เคลือบหลุมของ ELISA plate ดว้ยโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ CTV (IgG) เขม้ขน้ 2 มกต่อมล. และใชโ้มโนโคลนอลของ 
2E11 เจือจาง 1:2 และ 13E11 เจือจาง 1:16 ใช ้Goat anti mouse conjugated Alkaline phosphatase (GAM-AP) เจือจาง 
1:3000 ใชน้ ้ าคั้นจากเสน้กลางใบมะนาวติดเช้ือ CTV สายพนัธ์ุต่างๆ ท่ีเจือจาง 1:10 

2/   ค่า OD 405 ของปฏิกิริยา ELISA เม่ือใชโ้พลีโคลนอลแอนติบอดีตรวจสอบเช้ือ CTV ค านวณจากปฏิกิริยา ELISA เจือจาง
1:10 (ค่าท่ีไดเ้กินสเกลคือ >4 ) 

 

4. การตรวจหาค่าไตเตอร์และค่าความไว (sensitivity) ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
 จากการตรวจหาค่าไตเตอร์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดีของโคลน 2E11 และโคลน 13E11 พบว่า 
2E11 มีค่าไตเตอร์ท่ี 1:32 (ตารางท่ี 4) และ 13E11 ท่ี 1:512 (ตารางท่ี 4) ดงันั้นจึงน าแอนติบอดีของโคลน 2E11 
มาทดสอบความไวต่อเช้ือทริสเตซาไวรัส และพบวา่โมโนโคลนอลแอนติบอดี 2E11 สามารถตรวจพบเช้ือ CTV 
ในน ้าคั้นจากเส้นกลางใบมะนาวติดเช้ือสายพนัธ์ุ SM4 ในระดบัท่ีเจือจางต ่ากวา่ 1:1280 (ตารางท่ี 5) 

 
 
 
 
 
 
 

(     ± SD) 
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ตารางที ่4 การตรวจไตเตอร์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (Mab) ผลิตจากไฮบริโดมาโคลน 2E11 และ 13E11 
โดยเทคนิค ELISA1/ 

ระดับเจือจางของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
                                 OD 4051/ 

โคลน 2E112/ โคลน 13E11 
1:2 
1:4 
1:8 
1:16 
1:32 
1:64 
1:128 
1:256 
1:512 

1.549±0.098 
1.058±0.011 
0.961±0.029 
0.779±0.062 
0.324±0.004 
0.032±0.000 
0.006±0.001 
0.013±0.004 

NA 

2.376±0.377 
2.036±0.158 
1.935±0.181 
1.674±0.341 
1.013±0.049 
0.592±0.014 
0.337±0.047 
0.251±0.041 
0.188±0.049 

1/   ใชเ้ทคนิค Plate trapped ELISA (ภาคผนวก ข) และใชไ้วรัส CTV สายพนัธ์ุ SM4 ในน ้ าคั้นเจือจาง 1:10 เป็น
แอนติเจน 

2/   NA = Not applicable (ไม่ไดท้ดสอบ)   
ตารางที ่5 ความไวของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากโคลน 2E11 ในการตรวจหาเช้ือ CTV ในน ้าคั้นจากพืชติด 

เช้ือโดยเทคนิค ELISA1/ 

 

 

 
 
 

 
 

 
 
 

1/   ใชเ้ทคนิค Plate trapped ELISA (ภาคผนวก ข) โดยใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีของโคลน 2E11 เจือจาง 1:2 
2/   ค่าดูดกลืนแสง OD 405 ของน ้าคั้นมะนาวปกติเจือจาง 1:10 คือ 0.142±0.002 

ระดับเจือจางของน า้คั้น 
ติดเช้ือ CTV(SM4) 

OD 4052/ 

 
1:10 
1:20 
1:40 
1:80 
1:160 
1:320 
1:640 
1:1280 

2.659±0.037 
2.518±0.012 
2.704±0.035 
3.071±0.045 
1.465±0.093 
1.390±0.013 
1.475±0.081 
1.335±0.320 

(     ± SD) 

(     ± SD) 
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สรุปและวจิารณ์ 
 

 ในการท าบริสุทธ์ิเช้ือซิตรัสทริสเตซาไวรัส (CTV) โดยวิธีการของ Bar-Joseph et al (1985)  ไดผ้ลผลิต
ไวรัสบริสุทธ์ิประมาณ 1.41 มกต่อมล. และ 0.61 มกต่อมล. เม่ือใชก้ารตกตะกอนโดย PEG หน่ึงรอบ และ PEG 
สองรอบ, ตามล าดบั และพบวา่ไวรัสท่ีไดจ้ากการตกตะกอนดว้ย PEG สองรอบมีความบริสุทธ์ิมากกว่าเม่ือตก 
ตะกอนเพียงรอบเดียว แต่จะมีปริมาณไวรัสต ่ากวา่ (ตารางท่ี 1) ในการฉีดกระตุน้หนูดว้ยไวรัสบริสุทธ์ิ พบวา่หนู
เร่ิมสร้างโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ CTV (Pab) ภายใน 2 สัปดาห์ หรือหลงัการฉีดคร้ังท่ี 2 และ Pab ข้ึน
สูงสุดในสัปดาห์ท่ี 5 หรือหลงัจากการฉีดกระตุน้คร้ังท่ี 4 ซ่ึงผลท่ีไดใ้กลเ้คียงกบัการผลิต Pab ต่อเช้ือ CTV ใน
กระต่าย (รัตนา และคณะ, 2551)  
 การทดลองเช่ือมสปีนโนไซด์ซ่ึงสกดัจากมา้มของหนูเขา้กบัไมอีโลมาเซลล์พบวา่มีการเช่ือมเป็นไฮบริ
โดมาเซลล์จ  านวนมาก ในการคดัเลือกขั้นท่ี 1 ดว้ย dot blot พบน ้ าเล้ียงของไฮบริโดมาจ านวน 15 โคลน ท่ี
ตอบสนองต่อเช้ือ CTV และจากการคดัเลือกขั้นท่ี 2 ดว้ย Western blotting พบไฮบริโดมา 2 โคลน คือ 2E11 
และ 13E11 นอกจากน้ีพบวา่ single clone ซ่ึงไดจ้ากการรีโคลนเซลล์ไฮบริโดมา 2E11 และ 13E11 ดว้ยวิธี 
limiting dilution เม่ือเล้ียงเพิ่มขยายเซลล์ในอาหาร RPMI 1640 ซ่ึงเสริมดว้ย fetal bovine serum สามารถผลิต
แอนติบอดีจ าเพาะต่อไวรัส CTV และมีค่าไตเตอร์ของแอนติบอดีโคลน 13E11 ท่ี 1:521 และโคลน 2E11 ท่ี 1:32 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดค้ร้ังน้ีจากโคลน 2E11 มีความไวในการตรวจหาเช้ือ CTV ในน ้ าคั้นจาก
มะนาวติดเช้ือท่ีระดบัเจือจางมากกวา่ 1:1280 จดัอยูใ่นระดบัความไวสูง 
 ผลการทดสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตจากเซลล์ไฮบริโดมาท่ีได้จากการ
ทดลองคร้ังน้ีพบวา่ โมโนโคลนอลแอนติบอดีโคลน 2E11 และ 13E11 ท าปฏิกิริยาจ าเพาะกบัเช้ือไวรัส CTV 
สายพนัธ์ุรุนแรงซ่ึงพบในประเทศไทย (ตารางท่ี 3) ส าหรับโคลน 2E11 มีปฏิกิริยาต่อเช้ือสายพนัธ์ุอ่อน SM4-
P10 และสายพนัธ์ุรุนแรง CrO4-6 ต ่ากว่าเช้ือสายพนัธ์ุอ่ืนๆ ขณะท่ีโคลน 13E11 มีปฏิกิริยาตอบสนองต่อเช้ือ
ไวรัส CTV ทุกสายพนัธ์ุในระดบัใกลเ้คียงกนั ซ่ึงจะไดศึ้กษาแอพิโทบของเช้ือไวรัส CTV ท่ีจ  าเพาะต่อโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดต่้อไป เพื่อประโยชน์ในการจ าแนกสายพนัธ์ุของ CTV ดงัรายงานของ Nikolaeva 
และคณะ (1990) ซ่ึงใชโ้มโนโคลนอล 2 ชนิด คือ MAB 17G11 ซ่ึงท าปฏิกิริยากบัเช้ือไวรัส CTV เกือบทุกสาย
พนัธ์ุท่ีพบในฟลอริดา และ MCA 13 ซ่ึงท าปฏิกิริยากบัสายพนัธ์ุรุนแรงของฟลอริดา แต่ไม่ท าปฏิกิริยากบัสาย
พนัธ์ุอ่อน นอกจากน้ีพบวา่โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีผลิตไดค้ร้ังน้ีมีปฏิกิริยาจ าเพาะต่อ CTV แอนติเจนเท่านั้น 
ไม่ท าปฏิกิริยาขา้มกบัพืชปกติ (ตารางท่ี 3) ซ่ึงให้ผลใกลเ้คียงกบัการใชโ้พลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ CTV ท่ี
ผ่านการขจดัแอนติบอดีต่อโปรตีนพืช (รัตนา และคณะ, 2551) เม่ือทดสอบด้วย DAS-ELISA (ตารางท่ี 3) 
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ส าหรับปฏิกิริยาของโพลีโคลนอลแอนติบอดีต่อเช้ือ CTV แต่ละสายพนัธ์ุสูงกว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดี
โคลน 2E11 และ 13E11 ประมาณ 80% และ 92% ตามล าดบั 
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ภาคผนวก ก 
 
1. อาหาร RPMI (อสิระ, 2550) 

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute – Gibco BRL, USA) 10.4 กรัม 
D-glucose (Sigma) 3.6  กรัม 
L-glutamine (Sigma) 0.2923 กรัม 
Sodium pyruvate (C3H3O3Na) (Sigma) 1.1005 กรัม 
NaHCO3 2.0160 กรัม 
HEPES (N-2Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid, Sigma) 5.9525 กรัม 
น ้า (Meri Q water) 1000.1 มล. 
สุดทา้ยเติมสารละลาย penicillin G, streptomycin และ kanamycin ความเขม้ขน้ 20,000 ยนิูต, 200 มก. และ 
200 มก.ต่อลิตร ตามล าดบั จากนั้นท าใหป้ลอดเช้ือโดยกรองผา่น millipore membrane (ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร) และเก็บรักษาท่ี 4 องศาเซลเซียส  

 
2. Hybridoma selective medium (HAT medium) (อสิระ, 2550) 

อาหาร RPMI (1) 80.0 มล. 
FCS 20.0 มล. 
100 × HT supplement 1.0 มล. 
50 × Aminopterin (Sigma) 2.0 มล. 
เมด็เลือดแดงของหนูขาว 1% 

 
3. อาหาร RPMI เสริมด้วยเซรัม (อสิระ, 2550) 

อาหาร RPMI (1) 80.0 มล. 
Fetal calf serum (FCS, Starrate, Australia) 20.0 มล. 
    หรือ Bovine calf serum (BCS, Starrate, Australia) 
100 × HT supplement (Gibco BRL, USA) 1.0 มล. 
    - 10 มิลลิโมลาร์ Sodium hypoxanthine 
    - 1.6 มิลลิโมลาร์ Thymidine 
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4. สูตรเตรียม ELISA บัฟเฟอร์ปริมาตร 1 ลติร (Roistacher, 1991) 
4.1 Coating buffer 

Na2CO3 1.59 กรัม 
NaHCO3 2.93 กรัม 
NaN3 0.20 กรัม 
(pH 9.6) 

4.2 Phosphate buffer saline (PBS) 
NaCl  8.00 กรัม 
KH2PO4  0.20 กรัม 
Na2HPO412H2O 2.90 กรัม 
KCl   0.20 กรัม 
(pH 7.2 – 7.4) 

4.3 Washing buffer  (PBS-T) 
PBS  1.0 ลิตร 
Tween 20  0.5 มิลลิลิตร 

4.4 Conjugate buffer   
PBS-T  1.0 ลิตร 
Polyvinylpyrrolidone Mr 40,000 20 กรัม 

4.5 Substrate buffer 
Diethanolamine 97 มิลลิลิตร 
NaN3  0.2 มิลลิลิตร 
 (ปรับ pH ใหไ้ด ้9.8 ดว้ย HCl) 

4.6 Reaction stopping solution 
NaOH  120 กรัม 
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5. สูตรเตรียม Phosphate buffered saline (PBS) เข้มข้น 0.15 โมลาร์ pH 7.2 (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548) 
โซเดียมคลอไรด ์(NaCl) 8.0 กรัม 
โพแทสเซียมคลอไรด ์(KCl) 0.2 กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.2 กรัม 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 1.15 กรัม 
น ้ากลัน่ 1000.0 มล. 
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ภาคผนวก ข 
 

1. การท าบริสุทธ์ิทริสเตซาไวรัสโดยวธีิการดัดแปลงจาก Bar – Joseph et  al.( 1985) 
1.1  น า 40 g ของเปลือกเขียวของล าตน้ส้มหรือมะนาว บดในครกท่ีมี Liquid N2 จนเป็นผงละเอียด 
1.2  น าผงท่ีบดละลาย (thaw) ใน 0.1 M Tris-HCl buffer pH 7.8 (อตัราส่วน 1g ของผงเปลือก ต่อ 5 ml 

buffer) บดในครกนาน 5 นาที 
1.3  น าของเหลวท่ีไดก้รองผา่นผา้กรอง 4 ชั้น และชั้นบนปิดทบัดว้ยกระดาษ Kimwipe  
1.4  น ากากท่ีคา้งอยูบ่นผา้กรองมาละลายใน 0.1 M Tris-HCl ซ ้ าอีกคร้ังโดยวธีิในขอ้2-3 
1.5  น าของเหลวท่ีกรองไดท้ั้งสองคร้ังรวมกนั จากนั้นน าไป Centrifuge ท่ี 5000 g เป็นเวลา 10 นาที (ใช ้

Swing head ของ Cool Spin Centrifuge ท่ี 3800 rpm 10 นาที) 
1.6  น า Supernatant (ของเหลวท่ีผา่นการ Centrifuge) มา Centrifuge ท่ี 6000 g นาน  8 นาที (ใช ้Angle 

head ของ Cool Spin Centrifuge ท่ี 6500 rpm นาน 7 นาที) 
1.7  ทิ้งกาก (pellet) เก็บของเหลว (Supernatant) มากรองผา่นกระดาษกรองเบอร์ 4 
1.8  เติม 20 ml ของ 30 % (w/v) PEG 6000 ซ่ึงละลายอยูใ่น 0.6 N NaCl และ 2 ml ของ 20 % (w/v) 

NaCl ต่อทุก 100 ml ของเหลวท่ีกรองได ้ 
1.9  กวนใหส่้วนผสมเขา้ดว้ยกนัทิ้งไว ้4°C เป็นเวลา 30-60 นาที Centrifuge ท่ี 6000 rpmนาน 45 นาที 

(ใช ้Beckman UC rotor 50.2 Ti ท่ี 14,500 rpm 15 นาที) 
1.10 เก็บตะกอน (pellet) แลว้น ามาละลาย (resuspend) ใน 0.04 M sodium phosphate buffer pH 8.2 

ปริมาตร 8 หรือ 25 ml คนให้ละลายอยา่งเบาๆ 1 ชม. ท่ี 4°C แลว้เก็บไวใ้นตูเ้ยน็คา้งคืน (4°C)  
1.11 น า suspension จากขอ้ 10 มา Centrifuge ท่ี 5700 rpm 10 นาที ท่ี 4°C (angle head , Cool Spin 

Centrifuge) เก็บ supernatant ซ่ึงถือเป็น partially purified viral extract  
1.12 เติม PEG 6000 และ NaCl ใหมี้ความเขม้ขน้ 4% และ 2% ตามล าดบั (0.08 g PEG กบั 200 l 20% 

NaCl เม่ือใช ้supernatant 2 ml) คนท่ี 4°C 1 ชม. แลว้ Centrifuge ท่ี 6000 rpm นาน 45 นาที  
1.13 เก็บ pellet แลว้ละลายใน 0.015 M Sodium phosphate pH 8.2 ปริมาตร 1.5 ml คนประมาณ 15 

นาที แลว้ Centrifuge ท่ี 3500 rpm นาน 10 นาที  
1.14 เก็บ supernatant  
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2. การศึกษาความจ าเพาะเจาะจงของโมโนโคลนอลแอนติบอดีทีผ่ลติได้ต่อเช้ือไวรัส CTV โดยวธีิ indirect  
ELISAซ่ึงดัดแปลงมาจาก Clark and Adam (1977) 

2.1  เจือจางโมโนโคลนอลแอนติบอดีของ CTV ดว้ย coating buffer ใหมี้ความเขม้ขน้ 1-2 มกต่อมล. 
2.2  หยอดโมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีเจือจางแลว้ปริมาณ 200 ไมโครลิตรต่อหลุมลงใน plate 

 2.3  น าโมโนโคลนอลแอนติบอดีไปบ่มในตูบ้่มไวข้า้มคืนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
2.4  เทโมโนโคลนอลแอนติบอดีทิ้ง แลว้ลา้ง plate 5 คร้ังๆ ละ 3 นาที ดว้ย washing buffer (PBS-T) 
2.5  เติมตวัอย่างท่ีเตรียมไว ้200 ไมโครลิตรลงในหลุมท่ีเคลือบไวด้ว้ยโมโนโคลนอลแอนติบอดี

ตวัอยา่ง ละ 2 หลุม (การเตรียมตวัอย่างท าโดยบดเส้นใบหรือเปลือกสีเขียว ท่ีลอกออกจากก่ิงส้ม
หนกั 0.5 กรัมใน extraction 4.5 มล. โดยใชค้รกบดจากนั้นกรองดว้ยผา้ขาวบางหรือน าไปป่ันท่ีแรง 
7000 g เป็นเวลา 5 นาที เพื่อขจดัเศษช้ินส่วน ของพืช ของเหลวท่ีไดใ้ชเ้ป็นตวัอยา่งในการตรวจ หา
ไวรัส) 

2.6  น าตวัอยา่งบ่มท่ีตูบ้่มอุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-4 ชัว่โมง หรือเก็บไวใ้นตูเ้ยน็ 1 คืน 
2.7  เทตวัอยา่งทิ้งแลว้ลา้ง plate 5 คร้ังๆ ละ 3 นาที ดว้ย washing buffer (PBS-T) 
2.8  เติม enzyme – antibody conjugate ท่ีเจือจาง 1:4000 ดว้ย conjugate buffer ลงในหลุม แลว้บ่มท่ี

อุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-4 ชัว่โมง 
2.9  ลา้ง plate 5 คร้ังๆ ละ 3 นาที ดว้ย washing buffer (PBS-T) เพื่อขจดั enzyme-antibody ส่วนเกิน 
2.10 เติม substrate ซ่ึงเตรียมใหม่ทุกคร้ังท่ีความเขม้ขน้ 1 มกต่อมล. ของ substrate buffer แลว้บ่มจน

เกิดปฏิกิริยาโดยมีสีเหลืองเกิดข้ึน(ใช ้alkaline phosphatase และ p-nitrophenylphosphate) โดยปกติ
ประมาณ 30-60 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้งหรือท่ี 37 องศาเซลเซียส 

2.11 จากนั้นอ่านค่าความเขม้ของสีดว้ยเคร่ือง ELISA reader โดยใชค้ล่ืนแสง 405  นาโนเมตร อาจหยดุ
ปฏิกิริยาก่อนท าการอ่านโดยเติม reaction stopping solution  

2.12 อ่านค่าความเขม้ของสีบนัทึกผลลงในแผน่บนัทึกผล  
 

3. การเช่ือมเซลล์ซ่ึงดัดแปลงมาจาก (Linddell and Cryer, 1991)  
3.1 น าเซลลม์า้มของหนูขาวมาผสมกบัเซลลม์ยัอิโลมา P3X ป่ันเหวีย่งแยกเซลลด์ว้ยความเร็ว 1500 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที 
3.2 เติมสารละลาย polyethylene glycol (PEG) 1 มิลลิลตร ใชน้ิ้วตีกน้หลอดใหเ้ซลลผ์สมกบั PEG เป็น

เวลา 1 นาที 
 3.3 ค่อยๆ เติม RPMI ปริมาตร 39 มิลลิลิตร ลงขา้งหลอดชา้ๆ บ่มใน CO2 incubator เป็นเวลา 2 ชัว่โมง  
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 3.4 ป่ันเหวีย่งแยกเซลลผ์สมดว้ยความเร็ว 1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที  
3.5 กระจายเซลลใ์น HAT medium (RPMI 1640 ท่ีเสริมดว้ย 20% fetal bovine serum, เมด็เลือดแดง 

0.5%, hypoxanthine, aminopterin และ thymidine)  
 3.6 ดูดใส่ microculture plate 30 ถาด (96 หลุมต่อถาด) บ่มใน CO2 incubator ประมาณ 10-12 วนั  
 3.7 ตรวจดูการเติบโตของเซลลใ์นหลุมต่างๆ ภายใตก้ลอ้ง inverted microscope  
 3.8 คดัเลือกเซลลไ์ฮบริโดมาท่ีสร้างแอนติบอดีจ าเพาะต่อแอนติเจน 
 
4. การคัดเลอืกไฮบริโดมาเซลล์ด้วยวธีิ Dot blot โดยวธีิการดัดแปลงจาก ไพศาล สิทธิกรกุล (2548) 

4.1 หยดแอนติเจนลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลส ประมาณ 1 ไมโครลิตรต่อหยด เพื่อคดัเลือกไฮบริโด 
      มาท่ีจ  าเพาะต่อ Mab เท่านั้น อบท่ี 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  
4.2 แช่ในสารละลาย 5% blotto เป็นเวลา 5 นาที น ามาบ่มในน ้าเล้ียงเซลลจ์ากไฮบริโดมาในแต่ละหลุม 
      (น ้าเล้ียงเซลลเ์จือจาง 1:8 ใน 1% blotto = 1% non fat dry milk 0.1% triton X 100 ละลายใน PBS) ท่ี 
      อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ชัว่โมงหลงั 
4.3 ลา้งดว้ย PBS แลว้น ามาบ่มใน GAM-AP เจือจาง 1:1500 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 
      ชัว่โมง  
4.4 ลา้งดว้ย PBS แลว้บ่มในสารละลาย substrate ประกอบดว้ย 0.03% diaminobenzidine (DAB), 
      0.006% hydrogen peroxide, 0.05% cobalt chloride ละลายใน PBS (ไพศาล สิทธิกรกุล, 2548)  

 
5. การคัดเลอืกไฮบริโดมาเซลล์ด้วยวธีิ Western blot โดยวธีิการดัดแปลงจาก Sithigorngul et al., 2002 

5.1 น า CTV บริสุทธ์ิ, น ้ าคั้นจากพืชท่ีติดเช้ือ CTV, น ้ าคั้นจากพืชปกติ และน ้ า มาแยกใน 15% SDS-
PAGE ดว้ยกระแสไฟฟ้า 100 โวลล ์

5.2 น าเจลท่ีไดม้ายา้ยแถบโปรตีนลงบนกระดาษไนโตรเซลลูโลสโดยใช ้transport apparatus (BiORad) 
โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 50 โวลต ์เป็นเวลา 3 ชัว่โมง  

5.3 น ากระดาษไนโตรเซลลูโลสไป แช่ใน 5% blotto ตดัแบ่งลงใน microculture plate ท่ีมี 1% blotto  
       น าไปบ่มดว้ยน ้าเล้ียงเซลลไ์ฮบริโดมาจากหลุม ท่ีใหผ้ล dot blot เป็นบวกท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 ชัว่โมง  
5.4 ลา้งดว้ย PBS 4 คร้ัง น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้องต่ออีก 3 ชัว่โมง ใน GAM-HRP ท่ีเจือจาง 1:1500 ใน 

1% blotto  
5.5 ลา้งดว้ย PBS 4 คร้ัง จากนั้นน าไปท าปฏิกิริยาในสาร ละลายผสม 0.03% DAB, 0.006% H2O2 และ 

0.05% CoCl2 ใน PBS ตรวจสอบผลโดยเปรียบเทียบกบัผลของโพลีโคลนอลแอนติบอดี  
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6. วธีิการตรวจเช้ือทริสเตซาไวรัสโดยเทคนิค Plate Trapped ELISA (Roistacher, 1991) 
6.1  บดเส้นกลางใบหรือเปลือกซ่ึงลอกจากก่ิงของตวัอยา่งส้มในบฟัเฟอร์(coating buffer) ในอตัรา 1:10 

ดว้ยครกบดจนได้น ้ าคั้น (sap extract) น าน ้ าคั้นไปหมุนเหวี่ยงในเคร่ือง Microcentrifuge ท่ี
ความเร็วรอบ 7,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที 

6.2  ใส่น ้ าคั้นลงในหลุม ( Polystyrene ELISA plate ) ตวัอยา่งละ 2 หลุมๆ ละ 200 ไมโครลิตร แลว้บ่ม
ไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 16 ชัว่โมง (หรือหน่ึงคืน) 

6.3  เม่ือครบก าหนดเวลาเทน ้าคั้นทิ้งแลว้ลา้งดว้ยบฟัเฟอร์ (washing buffer, PBS-T) 5 คร้ังๆ ละ 3 นาที 
6.4  ใส่แอนติเซรัมของเช้ือทริสเตซาไวรัส (ผลิตโดย DSMZ ประเทศเยอรมนันี) ซ่ึงเจือจางดว้ยบฟัเฟอร์ 

(conjugate buffer) ให้มีระดบัความเขม้ขน้ 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรบพัเฟอร์ หลุมละ 200 
ไมโครลิตร แลว้บ่มแอนติเซรัมไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 1 ชัว่โมง 

6.5  เม่ือครบก าหนดเวลาเทแอนติเซรัมทิ้งแลว้ลา้งดว้ยบฟัเฟอร์ 5 คร้ังๆ ละ 3 นาที 
6.6  ใส่เอ็นไซม ์(Goat antirabbit  conjugate with alkaline phosphatase, ZYMED) ซ่ึงเจือจางดว้ย

บฟัเฟอร์ (conjugate buffer) ในอตัรา 1:4,000 หลุมละ 200 ไมโครลิตร บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง 

6.7  เม่ือครบก าหนดเวลาเทเอน็ไซมทิ์้งแลว้ลา้งดว้ยบฟัเฟอร์ (washing buffer, PBS-T) 5 คร้ังๆ ละ 3 นาที 
6.8 ใส่ substrate (p – nitrophenyl phosphate, ZYMED) ซ่ึงละลายดว้ยบฟัเฟอร์ (substrate buffer) ใน

อตัราความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรบฟัเฟอร์ บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  นาน 1-2 
ชัว่โมง แลว้ใส่โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) ความเขม้ขน้ 3 โมลาร์ซ่ึงเป็นตวัหยดุปฏิกิริยาของ
เอน็ไซม ์(stopping reagent) หลุมละ 50 ไมโครลิตร ก่อนน าปฏิกิริยา ELISA ไปดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืนแสง 405 นาโนเมตร (OD405) ดว้ยเคร่ือง ELISA Reader  

 
 
 


