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  บทที ่3 

 
  อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
 

1. การสํารวจและเก็บตัวอยางเสาวรส 
เก็บตัวอยางเสาวรสที่มีอาการใบดาง     ในแหลงปลูกเสาวรสของจังหวดัเชียงใหม  

โดยเฉพาะพื้นที่ที่มีการระบาดของโรครุนแรง คือ แหลงเพาะปลูกในสถานีเกษตรหลวง
ปางดะ อ.สะเมิง จ.เชยีงใหม บันทกึลักษณะอาการที่พบ แลวนําตวัอยางมาตรวจ
วินิจฉยัโรคดวยเทคนิคทางอณูชีววิทยาและการทดสอบพืชอาศัย ซ่ึงพืชอาศัยที่นํามา
ทดสอบ 6 วงศ 14 ชนิด ไดแก ถ่ัวพุม (Vigna sinensis (L.) Savex-Hassk), ถ่ัวแดง
หลวง (Phaseolus vulgaris cv. Red Kidney), ถ่ัวเขียว (Phaseolus aureus L.), 

แตงกวา (Cucumber sativas cv. Parisienne), แตงกวา (Cucumis sativus L.), 
ฟกทอง (Cucurbita moschata (Duch.) Poir), กวางตุงดอก (Brassica campestris 

var.chinensis), คะนายอด (Brassica oleracea var. alvoglaba), บานไมรูโรย 
(Gomphrena globosa, L.), คีโนโปเดียม (Chenopodium amaranticolor), คีโนโป
เดียม (Chenopodium murale), ขี้เหล็กเทศ (Cassia occidentalis), ยาสูบ (Nicotiana  

rustica) และยาสูบใบใหญ (Nicotiana  tabacum  cv.  White  Burley) (Plant 

Viruses Online, 2003) ปลูกเชื้อโดยวธีิกล (mechanical transmission) โดยนําใบ
เสาวรสที่แสดงอาการใบดางมาบดกับ 100 mM phosphate buffer pH 7.0 ในอัตราสวน
ใบพืช 1 กรัม : phosphate buffer 2 มิลลิลิตร ทาน้ําคั้นจากใบพืชลงบนใบพืชทดสอบที่
โรยผงคารโบรันดัมขนาด 600 mesh สวนชุดควบคุมทําเชนเดยีวกันแตใชบัฟเฟอรเพียง
อยางเดยีวแทนน้ําคั้น เก็บพชืเหลานี้ไวในโรงเรือนกันแมลงเพื่อตรวจดูลักษณะอาการ 
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2. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชือ้ไวรัสสาเหตุอาการใบดางของเสาวรส 
 
2.1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของอนุภาคไวรัสสาเหตุอาการใบดาง 

 ของเสาวรสจากใบพืชสดดวยวิธี dip preparation 
นําใบเสาวรสที่แสดงอาการใบดางประมาณ 1 กรัม มาบดในโกรงทีม่ี 100 mM 

potassium phosphate buffer, pH 7.0 โดยนําน้ําคั้นที่ไดหยดลงบนกริด(grid) ที่มี 
foamvar และ carbon เคลือบอยู ทิ้งไว 5 นาท ีนํากระดาษกรองที่ตัดเปนรูปสามเหลี่ยม
แตะบริเวณขอบกริดจนแหง แลวยอมสีแบบ negative stains โดยหยด 2% 
phosphotungstic acid, pH 7.0  ลงบนกริด 1 หยด ประมาณ 1 นาที จึงซับออก ทิ้งให
แหง แลวนําไปตรวจดอูนุภาคไวรัสดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน 
(Transmission electron microscopy, JEOL JEM 1200EX) 

 
2.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของอนุภาคไวรัสสาเหตุอาการใบดาง 

 ของเสาวรสจากสารละลายไวรัสคอนขางบริสุทธ์ิดวยวิธี dip preparation 
นําสารละลายไวรัสคอนขางบริสุทธิ์ที่ไดจากการเตรียมไวรัสบริสุทธิ์ มาหยดลง 

บนกริดที่มี foamvar และ carbon เคลือบอยู ทิ้งไวประมาณ 5 นาที นาํกระดาษกรองที่ตัด
เปนรูปสามเหลี่ยมแตะบริเวณขอบกริดจนแหง จากนัน้ยอมสีแบบ negative stains โดย
หยด 2 % phosphotungstic acid, pH 7.0  ลงบนกริด 1 หยด ประมาณ 1 นาที จึงซับออก 
ทิ้งใหแหง จากนั้นนําไปตรวจดูอนุภาคไวรัสดวยกลองจลุทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน  
 

 2.2.1  การเตรียมไวรัสบริสทุธ์ิ 
นําตัวอยางใบเสาวรสที่มีลักษณะอาการใบดางจากแหลงเพาะปลูกที่มีการระบาด 

ของโรคมาทําการเตรียมไวรสัคอนขางบริสุทธิ์ (partial purification) โดยการนําใบ
เสาวรสที่แสดงอาการของโรค 360 กรัม มาปนดวย blender ที่มี 100 mM borate buffer, 
pH 9.0 ในอัตราสวนใบพืชแชแข็ง 10 กรัม : borate buffer   95 มิลลิลิตร จากนั้นกรองน้ํา
คั้นดวยผาขาวบาง 2 ช้ัน แลวเติม chloroform : butanol : diethyl ether (อัตราสวน 2 : 2 
: 1 โดยปริมาตร) ปริมาณ 15 เปอรเซ็นตของปริมาตรน้ําคั้น เขยาอยางแรง 15 นาที  นําไป
ใสเครื่องหมุนเหวีย่ง (centrifuge) ที่ความเร็ว 45,000g  อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 2 ช่ัวโมง นําตะกอนทีไ่ดละลายใน 0.1 M phosphate buffer pH 7.0 แลวทําให
ตะกอนละลายดวยการ vortex นําไปเก็บขามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นําไปหมุน
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เหวีย่งที่ความเร็ว 4,100g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เก็บน้ําใสครั้งที่ 1 
จากนั้นทาํซํ้าขั้นตอนนี้อีก 2 รอบ เพื่อเก็บน้ําใสครั้งที่ 2 และ 3 เมื่อเก็บน้ําใสครบ 3 คร้ัง         
นําน้ําใสมารวมกันเพื่อตกตะกอนไวรัส โดยเติมใหไดความเขนขนของน้ําใสเทากับ 0.5 M 

NaCl  และเตมิ polyethylene glycol (PEG)  10 เปอรเซ็นตของปริมาตรน้ําใส จากนั้น
กวนดวย magnetic stirrer ขามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นําไปหมุนเหวีย่งที่
ความเร็ว 15,000g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 นาที ละลายตะกอนที่ไดใน 20 
mM potassium phosphate buffer, pH 7.0 ทิ้งไวขามคืนที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จะได
สารละลายไวรัสคอนขางบริสุทธิ์ นําสารละลายไวรัสคอนขางบริสุทธิ์เก็บไวที่อุณหภมูิ -20 
องศาเซลเซียส เพื่อนําไปใชตอไป 

 
 

3. การตรวจสอบโปรตีนหอหุมกรดนิวคลีอิก (coat protein subunit) ของไวรัสสาเหตุ
อาการใบดางของเสาวรส 

นําสารละลายไวรัสคอนขางบริสุทธิ์มาทําการศึกษาขนาดของโปรตีนหอหุมกรด
นิวคลีอิกของไวรัสโดยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสในอะคริลาไมดเจล (SDS Polyacrylamide 

Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) เขมขน 4 เปอรเซ็นต (stacking gel) และ 12 
เปอรเซ็นต (resolving gel) โดยเปรียบเทยีบกับโปรตีนทีส่กัดไดจากพชืปกติและพืชเปน
โรค 

 
  การสกัดโปรตนีพืช 

ทําการสกัดโปรตีนจากพืชปกติและพืชทีแ่สดงอาการของโรค โดยนําใบพืชสด  
0.5 กรัม บดดวยโกรงที่มี extraction buffer (ประกอบดวย 100 mM Tris-HCl  pH 7.0,             
1 mM EDTA, 2 mM Dithiothreitol (DTT), 10 mM 2-mercaptoethanol, 0.005% 
phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) และ 4% SDS) ที่แชเยน็ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
จากนั้นนําไปใสในเครื่องหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 10 นาท ีเก็บสวนของเหลวใส (supernatant) ซ่ึงเปนสารละลายโปรตีนพืช แลวเก็บที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปใช 
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  3.1  การเตรียมอะคริลาไมดเจล 
3.1.1 เช็ดกระจกสําหรับเตรียมอะคริลาไมดเจลและหวีเสียบใหสะอาดดวย 
 95% ethanol  

 3.1.2 นําแผนกระจกมาประกบเขาดวยกันแลวใสในกรอบสําหรับหนีบกระจก 
  ใหเขากนั นําไปวางในตัวกดที่มีแผนยางวางรองไวดานลาง 

3.1.3 ผสมสารสําหรับเตรียมอะคริลาไมดเจลเขมขน 12 เปอรเซ็นต คือ 
ProtoGel® 30% (w/v) Acrylamide : 0.8% Bis- Acrylamide Stock 

Solution (37.5:1) 1.4 มิลลิลิตร, 1.5 M Tris-HCl pH 8.8 875ไมโครลิตร,
น้ํากลั่น 1.152 มิลลิลิตร, 10% SDS 35 ไมโครลิตร, 10% Ammonium 
persulfate 35 ไมโครลิตร และ TEMED 3.5 ไมโครลิตร ใหเขากนั 

3.1.4 ใชไมโครปเปตดูดสารละลายที่ผสมกันดแีลวเทลงใน Mini-PROTEIN 3 
          casting and frame ประมาณ 2/3 ของแผนกระจก ทิ้งไวสักครู คอย ๆ  
  เติมน้ําบนสวนของ Resolving gel  

3.1.5 เตรียมสวนผสมของอะคริลาไมดเจลเขมขน 4  เปอรเซ็นต คือ ProtoGel®  
 30% (w/v) Acrylamide : 0.8% Bis- Acrylamide Stock Solution 

 (37.5:1) 325ไมโครลิตร, 1.5 M Tris-HCl pH 6.8 625ไมโครลิตร, น้ํากลั่น 
 1.525 มิลลิลิตร, 10% SDS 25 ไมโครลิตร, 10% Ammonium persulfate 

 12.5ไมโครลิตร และ TEMED 2.5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นซับ
 น้ํากลั่นที่เติมไวใหแหงดวยกระดาษกรอง แลวคอย ๆ ใชไมโครปเปตดูด
 สารละลายที่เตรียมไวเทลงบนชั้น resolving gel เสียบหวีลงบนชั้นของ 
 stacking gel ทิ้งไวใหแข็งตัวประมาณ 20- 30 นาที เมื่อเจลแข็งตัวจะเหน็
 รอยตอระหวางเจลอยางชัดเจน 

 
  3.2  การแยกขนาดของโปรตนีหอหุมกรดนิวคลีอิกของไวรัสดวยกระแสไฟฟา 
  3.2.1  เมื่อประกอบชุดสําหรบัทําอิเลคโตรโฟรีซิสแบบ vertical slab gel กับ 
            เครื่องจายกระแสไฟฟา (power supply) เสร็จแลว เท 1X Tris-glycine  
            buffer ลงไปในแทงค  
  3.2.2  ผสมสารตัวอยาง (สารละลายไวรัสคอนขางบริสุทธิ์ สารละลายโปรตีนที่ 

          สกัดจากพืชปกติ และสารละลายโปรตีนที่สกัดไดจากพืชเปนโรค) กับ 
         sample buffer ในอัตรา 1:1 โดยปริมาตร (สําหรับโปรตีนมาตรฐานที่ 
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              ทราบน้ําหนกัโมเลกลุ (molecular weight marker) เตรียมเชนเดียวกับ 
    สารตัวอยาง) ใชไมโครปเปตดูดสารละลายใหเขากัน ตมสารละลายที่  
 อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที กอนนําไปใสในชองบนเจล  
 โดยใชไมโคร ปเปตคอย ๆ หยอดผาน buffer ลงในชองของอะคริลาไมด
 เจล 
3.2.3      เปดเครื่องจายกระแสไฟฟา ใชความตางศักย 20 mA จนกระทั่งสีของ 
 bromophenol blue เคล่ือนที่ไปยังสวนลางของเจล 

  3.2.4 เมื่อเสร็จแลวนําแผนเจลไปยอมดวย staining solution (0.025%  

   Coomassie Brilliant Blue R-250, 50% methanol และ 10% acetic 

   acid) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
  3.2.5 ลางแผนเจลดวย destaining solution (25% methanol และ 7.5%  

   acetic acid) จนกวาจะเหน็แถบสีน้ําเงินของโปรตีนอยางชัดเจน 

 
4. การตรวจสอบไวรัสสาเหตุอาการใบดางของเสาวรสดวยเทคนิค RT-PCR 

4.1 การสกัดอารเอ็นเอ 
วิธีท่ี 1: SDS-phenol  
ใชวิธีการซึ่งดดัแปลงมาจากวิธีการของ Nagata et al. (2001) ดังนี้นําใบเสาวรสที่

แสดงอาการใบดางประมาณ 2 กรัม บดในโกรงทีม่ี extraction buffer (phenol • 

chloroform และ 10% mercaptoethanol) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เทของเหลวที่ไดใสใน
หลอดทดลองขนาดเล็ก (microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตรนําไปใสเครื่องหมุน
เหวีย่งที่ความเร็ว 13,600g เปนเวลา 10 นาที แยกของเหลวใสที่อยูดานบนถายลงในหลอด
ใหม จากนั้นเติม 5 M LiCl ปริมาตร 0.05 เทาของสารละลาย และ absolute ethanol ที่
แชเยน็ปริมาตร 2.5 เทาของสารละลาย ผสมใหเขากันแลวนําไปใสเครื่องหมุนเหวีย่งที่
ความเร็ว 13,600g เปนเวลา 5 นาที เก็บสวนของตะกอน นํามาเติม 70% ethanol ที่แชเยน็ 
500 ไมโครลิตร นําไปใสเครื่องหมุนเหวีย่งที่ความเรว็ 13,600g อีกครั้งเปนเวลา 2 นาที  
เก็บตะกอนแลวเติมสารละลาย A (ประกอบดวย 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM 

EDTA และ 0.1% SDS) จํานวน 600ไมโครลิตร และเติม 5 M LiCl จํานวน 400
ไมโครลิตร จากนั้นทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8-16 ช่ัวโมง นําไปหมุน
เหวีย่งที่ความเร็ว 13,600g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที เก็บสวนของตะกอน 
แลวละลายตะกอนดวยน้ํากล่ันปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นเติม 3 M sodium acetate 
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pH 5.2  จํานวน 10ไมโครลิตร และเติม absolute ethanol ที่แชเยน็ 275 ไมโครลิตร นําไป
เก็บที่อุณหภูม ิ -80 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที นําไปใสเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
13,600g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ลางตะกอนดวยการเตมิ 70% ethanol ที่แช
เย็น นาํไปใสเครื่องหมุนเหวีย่งอีกครั้งที่ความเร็ว 13,600g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 5 นาที ละลายตะกอนอารเอ็นเอดวยน้ํากลั่นปริมาตร 20 ไมโครลิตร แลวนําไปเก็บที่
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปใช 

 
วิธีท่ี 2: CF-11 cellulose 
ใชวิธีการซึ่งดดัแปลงมาจากวิธีการของ Jordan and Dodds (1985) นาํใบเสาวรส

ที่แสดงอาการใบดางมา 6 กรัม บดดวยโกรงแชเย็นที่ม ีextraction buffer (ประกอบดวย 
2X STE buffer, 2% SDS และ 1% PVP-40) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร เทของเหลวที่ไดใสใน
หลอดทดลอง (centrifuge tube) ขนาด 50 มิลลิลิตร เติม phenol 4 มิลลิลิตร และ 
chloroform : pentanol (24:1)  2 มิลลิลิตร เขยาเบา ๆ ใหเขากนัประมาณ 20-30 นาที ที่
อุณหภูมิหอง นําไปใสเครื่องหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 4,000g  เปนเวลา 20 นาที  แยก
ของเหลวใสทีอ่ยูดานบนถายลงในหลอดทดลองใหม เก็บสวนของเหลวใส แลวปรับให
ของเหลวใสมคีวามเขมขนเทากับ 16% ethanol จากนั้นเติม cellulose จํานวน 1 กรัม แลว
นําหลอดทดลองไปทําการผสมใหเขากันโดย vortex จํานวน 3 คร้ังในเวลา 30 นาที นําไป
หมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 4,000g  เปนเวลา 10 นาที จากนั้นเก็บสวนของตะกอน cellulose 
ตอมาทําการลางตะกอนดวย  1X STE ที่มี 16% ethanol ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขา
กันดวยการ vortex แลวนําไปหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 4,000g  เปนเวลา 10 นาที ทําขั้นตอนนี้
ซํ้าอีกครั้ง หลังจากลางตะกอนครั้งสุดทายแลว ทําการชะ (eluted) dsRNA ดวยการเติม 
1X STE ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในตะกอน cellulose แลว vortex ใหเขากัน นําไปหมุน
เหวีย่งที่ความเร็ว 4,000g  เปนเวลา 20 นาที  ถายสวนของของเหลวใสที่มี dsRNA ลงใน
หลอดใหม จากนั้นตกตะกอน dsRNA ดวยการปรับใหสารละลายมีความเขมขนเทากับ 
67% ethanol (v/v) และปรับใหของเหลวใสมีความเขมขนสุดทายเทากับ 50 mM 
sodium acetate แลวนําไปเก็บที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส อยางนอยที่สุดเปนเวลา          
4 ช่ัวโมง ตอจากนั้นนาํไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000g  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จะไดตะกอน 
dsRNA  ละลายตะกอนที่ไดในน้าํกลั่นปริมาตร 300 ไมโครลิตร แลวเก็บที่อุณหภมูิ -80 
องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปใช 

 



ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

 24

 วิธีท่ี 3: Guanidine thiocyanate (Institute of Plant Biology, 
University of ZÜrich, 2004) 

นําใบเสาวรสที่แสดงอาการของโรค (ที่แชแข็งขามคืน) จาํนวน 2 กรัม บดในโกรง 
 แชเยน็ที่มีสารละลาย D (ดูในภาคผนวก) จํานวน 10 มิลลิลิตร เติม 2 M sodium acetate 

 pH 4.1 จํานวน 1 มิลลิลิตร, phenol 10 มิลลิลิตร และ chloroform : isoamyl alcohol   
 (49 : 1) 2 มิลลิลิตร เขยาผสมใหเขากนั แลวนําไปแชในน้ําแข็งเปนเวลา 15 นาที แลวนําไป
 หมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 3,500 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาท ี 
 ถายสวนของเหลวใสลงในหลอดทดลองใหม จากนั้นตกตะกอนดวยการเติม isopropanol 
 จํานวน 10 มิลลิลิตร นําไปเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง นําไปหมุน
 เหวีย่งที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ละลาย
 ตะกอนในสารละลาย D จํานวน 3 มิลลิลิตร และเติม  isopropanol  3 มิลลิลิตร จากนั้น
 ตกตะกอนโดยนําไปเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง นําไปหมุน
 เหวีย่งที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  ทําการ
 ลางตะกอนดวยการเติม 75% ethanol  นําไปหมุนเหวี่ยงอีกครั้ง เทสวนใสทิ้งไป แลวทิ้ง
 ตะกอนใหแหงประมาณ 10 นาที จึงทําการละลายตะกอนในน้ํากลั่นปริมาตร 300 
 ไมโครลิตร นําไปเก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปใช 

 
 วิธีท่ี 4: Plant RNA Isolation kit  (UltraCleanTM, MO BIO 
Laboratories, Inc., USA)  

 ทําการสกัดอารเอ็นเอตามวิธีที่แนะนําในคูมือ (Instructional manual) ดังนี้   
บดใบเสาวรสที่แสดงอาการใบดาง 0.1 กรัม ในโกรงที่มีสารละลาย PMR 1 ปริมาตร              
1 มิลลิลิตร ถายของเหลวที่ไดลงใน collection tube นําไปใสในเครื่องหมุนเหวีย่งที่
ความเร็ว 10,000g เปนเวลา 3 นาที แลวใชไมโครปเปตดูดสวนใสปริมาตร 600 ไมโครลิตร 
ลงใน collection tube ใหม จากนั้นเติมสารละลาย PMR 2 ปริมาตร 500ไมโครลิตร และ 
PMR 3 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ทําการผสมใหเขากนัดวยการกลับหลอดทดลองไปมา 5 
คร้ัง แลวแชในน้ําแข็งนาน 5 นาที จากนัน้นําไปใสเครือ่งหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 10,000g 
เปนเวลา 10 นาที ยายของเหลวใสใสลงใน collection tube ใหม โดยขั้นตอนนี้ตองระวัง
อยาใหตะกอนฟุง จากนัน้เตมิสารละลาย PMR 4 ลงในของเหลวปริมาตร 800 ไมโครลิตร 
ใชปเปตดูดขึน้ลงใหเขากัน แลวใชปเปตดูดของเหลวที่ผสมกันดแีลวปริมาตร 650
ไมโครลิตร ถายลงใน spin filter จากนั้นนําไปใสในเครื่องหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว    
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10,000g เปนเวลา 30 วินาที นําสวนของ spin filter basket ออกกอน แลวเทสวน
ของเหลวใสทิง้ไป นํา spin filter basket ใสไวที่เดิม จึงนําของเหลวทีเ่หลือเทลงใน spin 

filter อันเดิม นําไปใสเครื่องหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 10,000g นาน 30 วินาที ทําแบบนี้ครบ 
3 รอบ เติมสารละลาย PMR 5  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงใน spin filter นําไปใสเครื่อง
หมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 10,000g นาน 30 วินาที เทสวนของเหลวทิ้งไป นําไป centrifuge 

อีกครั้งเปนเวลา 1 นาที เพื่อกําจัด residual wash solution จากนั้นยาย spin filter 

basket ลงใน collection tube อันใหม เติมสารละลาย PMR 6 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
นําไปใสในเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000g นาน 30 วินาที นําสวนของ spin filter 

basket ทิ้งไป จะไดสารละลายที่มีอารเอ็นเออยูใน collection tube นําไปเก็บที่อุณหภูมิ   
-80 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปใช 

เมื่อสกัดอารเอ็นเอทั้ง 4 วิธีแลวทําการตรวจสอบคุณภาพอารเอน็เอดวยเครื่อง 
spectrophotometer และตรวจสอบ RNA degradation ดวยการทําเจลอิเลคโตรโฟรี-    
ซิสบน 1% agarose gel (ขั้นตอนนี้อุปกรณที่ใชตองเตรยีมดวย DEPC-treated H2O เพื่อ
ปองกันการปนเปอนจากเอนไซม RNase) (Protocol online, 2004) 

 
4.2  การออกแบบไพรเมอร (degenerate primers) 
ทําการศึกษาบริเวณอนุรักษ (conserved sequences) จากกรดอะมิโน (amino 

acid) ของลําดับเบสอารเอ็นเอในสวนที่แปลรหัสเปนโปรตีนหอหุม (CP gene)          
ของไวรัสในกลุม Potyvirus จากหลาย ๆ สายพันธุ (โดยยึด PWV เปนหลัก) ทีม่ ี   
รายงานไวจากฐานขอมูล..GenBank..ผานระบบเครือขายอินเตอรเนต็ 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/  แลวจึงทําการคัดเลือกลําดับนิวคลีโอไทด
บริเวณอนุรักษที่ไดจากการศึกษาลําดับกรดอะมิโนโดยนําไปเปรียบเทียบความเหมอืนดวย
การใชโปรแกรม...ClustalW..ผานเครือขายอินเตอรเนต็จาก
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ เพื่อเลือกตําแหนงอนุรักษที่พบใน CP gene บน 
ssRNA ของไวรัส เพื่อใชในการออกแบบไพรเมอรโดยเลือกตําแหนงนิวคลีโอไทดที่แปล
รหัสเปนกรดอะมิโน VWCI(E/D)NG และ QMK(A/T)AAL  (ภาพ 1) ซ่ึงลําดับ          
นิวคลีโอไทดที่แปลรหัสเปนกรดอะมิโนดังกลาวมาจากการเปรียบเทยีบความเหมือนของ
ไวรัสกลุม Potyvirus ที่มีรายงานจากประเทศตาง ๆ จํานวน  11  สายพันธุโดยการใช
โปรแกรม clustalW เชนกัน  
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AAR89898   FEAIKEEYELDEDKMGVIMNGFMVWCIENGTSPDVNGVWTMMDGDEQVEFPLKPIVENAK 160 
AAR08937   FEAIKEEYELDEDKMGVIMNRFMVWCIENGTSPDVNGVWTMMDGDEQVEFPLKPIVENAK 160 
AAS60103   FEAIKEEYELDEDKMGVIMNRFMVWCIENGTSPDVNGVWTMMDGDEQVEFPLKPIVENAK 160 
AAB81115   YDAVKEEYELTDDQMGVVMNGFMVWCIDNGTSPDINGVWVMMDGDEQVEYPLKPMVENAK 167 
AAG43495   YSAVQREYELDDNQMSVIMNGFMVWCIDNGTSPNVNGTWVMMDGEEQIEYPLKPLVENAQ 340 
BAA24530   YSAVQREYELDDNQMSVIMNGFMVWCIDNGTSPNVNGTWVMMDGEGQIEYPLKPLVENAQ 327 
BAD83868   YSAVQKEYELDDNQMSVIMNGFMVWCIDNGTSPNINGMWVMMDGDEQIEYPLKPLVENAQ 212 
NP_734222  FEGVMADYELTEDKMQIILNGLMVWCIENGTSPNINGMWVMMDGDDQVEFPIKPLIDHAK 174 
AAW28831   YEAVRMAYDIGETEMPTVMNGLMVWCIENGTSPNVNGVWVMMDGNEQVEYPLKPIVENAK 153 
NP_945133  YNAVKDEYGLNDESMALAMNGLMVWCIENGTSPNVNGVWLMMDGDQQVEFPLRPILEHAK 2982 
AAP04521   FEAIKEEYELDEDKMGVIMNGFMVWCIENGTSPDVNGVWTMMDGDEQVEFPLKPIVENAK 164 
           :..:   * : : .*   :* :*****:*****::** * ****: *:*:*::*::::*: 
 
AAR89898   PTLRQIMHHFSDAAEAYIEMRNSEGFYMPRYGLLRNLRDKSLARYAFDFYEVTSKTSDRA 220 
AAR08937   PTLRQIMHHFSDAAEAYIEMRNSEGFYMPRYGLLRNLRDKSLARYAFDFYEVTSKTSDRA 220 
AAS60103   PTLRQIMHHFSDAAEAYIEMRNSEGFYMPRYGLLRNLRDKSLARYAFDFYEVTSKTSDRA 220 
AAB81115   PTLRQIMHHFSDAAEAYIEMRCASGPYMPRYGLLRNLRDKNLARYAFDFYEVNAKTSDRA 227 
AAG43495   PTLRQIMHHFSDAAEAYIEMRNSKEPYMPRYGTLRNLRDLSLARYAFDSYEVTSKTPNRA 400 
BAA24530   PTLRQIMHHFSDAAEAYIEMRNSKEPYMPRYGTLRNLRDLSLARYAFDFYEVTSKTPNRA 387 
BAD83868   PTLRQIMHHFSDAAEAYIEMRNSKEPYMPRYGTLRNLRDLSLARYAFDFYEVTSKTPNRA 272 
NP_734222  PTFRQIMAHFSDVAEAYIEKRNQDRPYMPRYGLQRNLTDMSLARYAFDFYEMTSRTPIRA 234 
AAW28831   PTLRQIMAHFSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDVGLARYAFDFYEVTSRTPVRA 213 
NP_945133  PTLRQIMAHFSNLAEAYIEKQNLEKPYMPRYGLQRNLTDFNLARFAFDFYEVTSRTPARA 3042 
AAP04521   PTLRQIMHHFSDAAEAYIEMRNSEGFHMPRYGLLRNLRDKSLARYAFDFYEVTSKTSERA 224 
           **:**** ***: ****** :  .  :*****  *** * .***:*** **:.::*. ** 
 
AAR89898   REAIAQMKAAALANVNTRMFGLDGNVATTSENTERHTATDVSQNMHSLLGMTHGQ----- 275 
AAR08937   REAIAQMKAAALANVNTRMFGLDGNVATTSENTERHTATDVSQNMHSLLGMTHGQ----- 275 
AAS60103   REAIAQMKAAALANVNTRMFGSDGNVATTSENTERHTATDVNQNMHSLLGMTHGQ----- 275 
AAB81115   REAVAQMKAAALSNVTNKLFGLDGNVATISEDNERHIARDVNQNMHSLLGYPGHVILELK 287 
AAG43495   REAVAQMKAAALANVSTRLFGLDGNVSTTGENTERHTARDVNQNMHTLLGMNSPQ----- 455 
BAA24530   REAVAQMKAAALANVSTRLFGLDGNVSTTGENTERHTARDVNQNMHTLLGMNSQQ----- 442 
BAD83868   REAVAQMKAAALANVSTRLFGLDGNVSTNSENTERHTARDVNQNMHTLLGMGPPQ----- 327 
NP_734222  REAHIQMKAAALRGANNNLFGLDGNVGTTVENTERHTTEDVNRNMHNLLGVQGL------ 288 
AAW28831   REAHIQMKAAALKSAQPRLFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPSMHTLLGVKNL------ 267 
NP_945133  KEAHFQMKTAALRGKQSKLFGLDGKVNTQDEDTERHTADDVNKNMHSLLGISM------- 3095 
AAP04521 
               :**  ***:*** .   .:** ** : *  *:.*** : **. .**.***           

  REAIAQMKAAALANVNTRMFGLDGNVATTSENTERHTATDVNQNMHSLLGMTHGQ----- 279 

 
 

ภาพ  1  การเปรียบเทียบลําดบักรดอะมิโนบริเวณ CP gene ของไวรัสกลุม Potyvirus  ดวย 
 โปรแกรม clustalWจาก Potyvirus 11 สายพันธุ โดยอักษรตัวหนาแสดงตําแหนงลําดับ
 กรดอะมิโนทีน่ําไปใชในการออกแบบไพรเมอร  
             Accession No.  AAR89898  คือ  ลําดับกรดอะมิโนของ PWV Strain F-144 (บราซิล)  

               ,,   AAR08937  คือ  ลําดับกรดอะมิโนของ PWV  Strain F-M2  

    (บราซิล) 
              ,,              AAS60103  คือ  ลําดับกรดอะมิโนของ PWV  Strain M2 (บราซิล)          
                        ,,  AAB81115  คือ ลําดับกรดอะมิโนของ PWV isolate University 

        of Sydney (ออสเตรเลีย) 

          ,,          AAG43495  คือ ลําดับกรดอะมิโนของ PWV  (ไตหวนั) 
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                Accession No.   BAA24530  คือ  ลําดับกรดอะมิโนของ PWV isolate AO (ญี่ปุน) 

                            ,,     BAD83868   คือ  ลําดับกรดอะมิโนของ PWV isolate IB (ญี่ปุน) 
                ,,        NP_734222  คือ  ลําดับกรดอะมิโนของ Turnip mosaic virus 
                ,,        AAW28831  คือ  ลําดับกรดอะมิโนของ Potato virus Y 
                ,,       NP_945133  คือ  ลําดับกรดอะมิโนของ Lily mottle virus 
                     ,,          AAP04521    คือ  ลําดับกรดอะมิโนของ Cowpea aphid-borne 
     mosaic virus 
 
 

4.3 การเพิ่มปริมาณกรดนิวคลิอิกดวยวิธีอารที-พีซีอาร 
การเพิ่มปริมาณกรดนิวคลิอิกดวยวิธีอารที-พีซีอารแบบทําปฏิกิริยาในหลอดเดยีว 

(One-Tube RT-PCR) โดยนําอารเอ็นเอที่สกัดได (total RNA) มา 2 ไมโครลิตร เพื่อใช
เปนอารเอ็นเอตนแบบในการทําปฎิกิริยาโดยใช primer Pt 1 และ Pt 2 (ตาราง 2) ใน
ปริมาตรรวม  25 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดวย 10x reaction buffer 2.5 ไมโครลิตร, 1.5 
mM MgCl2, 0.4 mM dNTPs, primer Pt 1 และ Pt 2 ความเขมขนอยางละ 1 µM, น้ํา
กล่ัน จากนั้นเติม 5 ยูนิตของ Avian Myeloblastosis (AMV) Reverse Transcriptase 
และ 1.25 ยูนติของ DynazymeTM DNA Polymerase II (Finnzymes, Finland) ผสม
สวนประกอบทั้งหมดใหเขากันในหลอดสาํหรับทําปฏิกิริยาพีซีอารดวยการ vortex หรือ
การใชไมโครปเปตดูดขึ้น-ลง แลวนําเขาเครื่อง GeneAmp 2400 thermal Cycler 

(Perkin-Elmer) โดยใชอุณหภูมิเริ่มตนในการสังเคราะห cDNA (Reverse 

Transcription) 42 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที จากนัน้ทําใหดีเอ็นเอเสียสภาพธรรมชาติ
คร้ังแรก (initial denaturation) 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที แลวเขาสูวงรอบการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอโดยแตละรอบประกอบดวย 3 ขั้นตอน คือ denaturing ที่ 94 องศา
เซลเซียส นาน 20 วนิาที annealing ที่ 42 องศาเซลเซียส นาน 30 วนิาที และ extension ที่ 
72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที จํานวน 40 รอบ แลวตามดวย final extension ที่ 72 
องศาเซลเซียส นาน 7 นาที สําหรับการหาสภาวะทีเ่หมาะสมตอการทําปฏิกิริยา RT-PCR 
โดยการใชความเขมขนขององคประกอบในการทําปฏิริยาที่แตกตางกันดวยการใชอารเอ็น-
เอแมแบบที่มคีวามเขมขนตางกัน (0.20-200 นาโนกรัม) การใชไพรเมอรที่มีความเขมขน
แตกตางกัน (0.4-1 ไมโครกรัม) การใช MgCl2 ที่มีความเขมขนตางกัน (0.5–3 มิลลิโมลาร) 
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เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมทีสุ่ดตอการทําปฏิกิริยาดังกลาว แลวจึงตรวจสอบผลผลิตของ 
PCR ที่ไดโดยการทําเจลอิเลคโตรโฟรีซิสบน  1.5% agarose gel 

 
4.4 การตรวจผลโดยเจลอิเลคโตรโฟรีซิส 
นําถาดและหวสํีาหรับเตรียมเจลประกอบเขาดวยกัน ละลาย agarose (Promega, 

USA) 0.45 กรัม ใน 0.5X TBE buffer 30 มิลลิลิตร (1.5% agarose gel) หลอมเจลดวย
ไมโครเวฟ เขยาเปนครั้งคราวจนเจลละลายดี ตั้งทิ้งไวจนกระทั่งเย็นลงที่อุณหภูมิประมาณ 
50-55 องศาเซลเซียส นํามาเทลงในถาดที่เตรียมไว ปลอยใหเจลแข็งตวัประมาณครึ่งชั่วโมง 
จึงเท 0.5X TBE buffer บนผิวหนาเจลเล็กนอย คอย ๆ ดึงหวีออก นําเจลใสลงในเครื่อง 
Gel MateTM-GEP102 (TOYOBO, Japan) เติม 0.5X TBE buffer จนทวมผิวหนา
เจลประมาณ 1-3 มิลลิเมตร นํา 100 bp DNA Ladder (InvitrogenTM, USA) เพื่อใชเปน 
molecular weight marker แลวจึงนํา PCR-product 9 ไมโครลิตร ผสมกับ loading 

dye 1 ไมโครลิตร หยอดลงในชองถัดมาจนครบทุกตวัอยาง ปดฝาครอบ เปดสวิทซให
กระแสไฟฟาเขาเครื่องโดยใชความตางศักยที่ 100 โวลท จนกระทั่งสีของ loading dye 
หางจากขอบลางของเจลประมาณ 1 นิว้ จึงปดสวิทซ นําเจลมายอมดวย ethidium 

bromide ลางดวยน้ําเปลาแลวนําไปสองดดูวยแสง UV และบันทึกภาพดวยเครื่อง Gel 

Documentation (SYNGRNE รุน Gene Genius Bio Imaging System) 
 
4.5 การตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทดของผลผลติ RT-PCR  
นําผลผลิตจากการทํา  RT-PCR  มาทําการตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทด   (DNA  

sequencing) โดยวิธี dideoxynucleotide termination cycle ดวยเครื่อง ABI 377 
Automated DNA Sequencer จากนัน้นําลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดมาเปรียบเทยีบความ
เหมือนกับขอมูลลําดับเบสของ PWV ที่มีรายงานไวใน National Center for 

Biotechnology Information (NCBI), USA โดยใชโปรแกรม BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) หรือโปรแกรม clustalW จาก European 
Bioinformatic Institute (EMBL-EBI) (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) 
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5. สถานที่ดําเนินงานวิจัยและรวบรวมขอมูล 
 

1. หองปฏิบัติการวิจัยและเทคโนโลยีชีวภาพ ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

2. หองปฏิบัติการโครงการยอยบัณฑติศึกษาและวจิัยสาขาเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร 
คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 

 


