
 
รายงานผลงานเร่ืองเต็มการทดลองที่สิ้นสุด 

 

1. แผนงานวิจัย วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตขยายและการใช้ประโยชน์ของ 
  ชีวินทรีย์สู่เชิงพาณิชย์ 
2. โครงการ ส ารวจและศึกษาศักยภาพชีวภัณฑ์ควบคุมศัตรูพืชทางการเกษตร 

 
3. ชื่อการทดลอง  การคัดเลือกอนุภาคไวรัส เอ็น พี วี ทีม่ีศักยภาพในการป้องกันก าจัดหนอนใยผัก 

Efficacy test of viral particles for the occlusion bodies 
Nucleopolyhedrovirus (NPV) in Plutella xylostella cell line 

 
4. คณะผู้ด าเนินงาน   

หัวหน้าการทดลอง สุชลวัจน์ ว่องไวลิขิต  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
ผู้ร่วมงาน  พัชรีวรรณ จงจิตเมตต์   ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

สาทิพย์ มาลี  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 
5. บทคัดย่อ 

การทดลองวิจัยการคัดเลือกอนุภาคไวรัส เอ็น พี วี ที่มีศักยภาพในการป้องกันก าจัดหนอนใยผัก ณ 
ห้องปฏิบัติการ กลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร ระหว่าง เดือนตุลาคม 2560 ถึง เดือนกันยายน 2563 พบว่า ผลการทดสอบ
ในห้องปฏิบัติการโดยการทดสอบประสิทธิภาพไวรัสกับหนอนกระทู้หอมวัย 2 และมีหนอนที่ไม่ได้รับเชื้อเป็น
ตัวเปรียบเทียบ กับ Virions of SeMNPV by cells culture, Occlusion bodies of SeMNPV by cells 
culture, Occlusion bodies of SeMNPV by larvae, Virions of HaSNPV, Virions of HaSNPV 
infected Sf cells culture, Occlusion bodies of SlNPV  by larvae, Occlusion bodies of TnNPV  
by larvae และ เปรียบเทียบกับ Control(distilled water) พบว่า มีหนอนตายในไวรัสทุกชนิดที่ใช้ทดสอบ 
แต่จะมีขนาดของหนอนที่แตกต่างกันซึ่งข้อมูลการตายของหนอนแต่ละตัวจากไวรัสแต่ละชนิดน าไปใช้ทดสอบ
กับหนอนใยผักต่อไป และต้องมีการตรวจวิเคราะห์ลักษณะทางพันธุกรรมด้วยจึงจะสรุปได้แน่นอนยิ่งขึ้น 
 
ค าหลัก : ไวรัส เอ็น พี วี  หนอนใยผัก  เซลล์เพาะเลี้ยง  Nucleopolyhedrovirus, NPV, Plutella 
xylostella, cell culture 
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6. ค าน า  

หนอนใยผัก Plutella xylostella  Linnaeus เป็นแมลงศัตรูพืชที่ส าคัญทางเศรษฐกิจ มักพบระบาด
ทั่วไปตามแหล่งปลูกผักทั่วโลก มูลค่าการควบคุมกว่าพันล้านเหรียญสหรัฐต่อปี (Sarfraz et al., 2005) 
โดยเฉพาะในกลุ่มพืชตระกูลกะหล่ า เช่น คะน้า กวางตุ้ง กะหล่ าดอก กะหล่ าปลี บร๊อคโคลี่ ผักกาดเขียว 
ผักกาดหัว เป็นต้น หนอนแมลงชนิดนี้มีวงจรชีวิตสั้น ประมาณ 14 - 18 วัน (ฤดูร้อน) 28-29 วัน (ฤดูหนาว) 
หรือ โดยเฉลี่ยมี 17-25 ชั่วอายุขัยต่อปี มีการแพร่พันธุ์และขยายพันธุ์ได้รวดเร็ว หลังออกจากดักแด้ภายใน 1 
วัน สามารถวางไข่ได้ทันทีและวางไข่ได้ตลอดชีวิต ตัวเต็มวัยเพศเมียสามารถวางไข่ได้ระหว่าง 50-400 ฟอง/
ตัว ตามสภาพภูมิอากาศท่ีเหมาะสมและมีพืชอาหารตลอดปี ปัจจุบันมีรายงานหนอนใยผักสามารถพัฒนาสร้าง
ความต้านทานต่อสารฆ่าแมลงได้รวดเร็วและหลายชนิด จึงเป็นการยากต่อการป้องกันก าจัดด้วยการใช้สารฆ่า
แมลงฉีดพ่นเป็นประจ าเพียงอย่างเดียว ดังนั้นจึงควรใช้หลายๆ วิธีผสมผสานกันจึงจะสามารถลดการระบาด
ของหนอนใยผักได้ เช่น การใช้วิธีเขตกรรม การใช้กับดัก การใช้โรงเรือนตาข่ายไนล่อน การใช้ระดับเศรษฐกิจ
และการสุ่มตัวอย่างก่อนพ่นสารฆ่าแมลง และ การใช้ศัตรูธรรมชาติ แตนเบียนไข่ และ แบคทีเรีย ซึ่งผลการ
ควบคุมหนอนใยผักทั่วปของเกษตรกรยังไม่ประสบผลส าเร็จ นอกจากนี้ยังพบสารพิษตกค้างเป็นปัญหาในการ
ส่งออกพืชไปยังต่างประเทศ ดังนั้น จึงจ าเป็นที่จะต้องหาศัตรูธรรมชาติชนิดอื่นมาช่วยในการป้องกันก าจัดแบบ
ยั่งยืนเพื่อให้เป็นทางเลือกให้กับเกษตรกร นั่นคือ ไวรัสโรคของแมลง ชนิด Nucleopolyhedrovirus (NPV) ที่
มีคุณสมบัติท าให้หนอนแมลงเป็นโรคตาย แบบเฉพาะเจาะจงต่อชนิดหนอน และหนอนแมลงไม่สามารถสร้าง
ความต้านทานได้ เนื่องจากไวรัส NPV จะเข้าไปเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอในส่วนของนิวเคลียสของเซลล์หนอนท าให้
ระบบการท างานของเซลล์ถูกท าลายอย่างสิ้นเชิง ในลักษณะที่ท าให้หนอนป่วยเป็นโรคตายในที่สุด ซึ่งเหตุผลนี้
จะท าให้การวิจัยน าไวรัส NPV โรคของหนอนใยผักน ามาใช้ประโยชน์ในการแก้ไขปัญหาให้กับเกษตรกรได้ ซึ่ง
ไวรัส NPV ของหนอนใยผัก ในประเทศไทยยังไม่ยังไม่มีรายงานมาก่อน วัตถุประสงค์ของการทดลองนี้เพ่ือ
คัดเลือกอนุภาคไวรัส เอ็น พี วี ที่มีศักยภาพในการป้องกันก าจัดหนอนใยผัก จากเซลล์แมลงเพาะเลี้ยง 
 จากการตรวจเอกสารที่เกี่ยวข้องและผลงานวิจัยที่ผ่านมา หนอนใยผัก diamondback moth 
(DBM), Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Yponomeutidae) เป็นแมลงศัตรูพืชที่ส าคัญ เช่น พืช
ตระกูลกะหล่ า การระบาดเข้าท าลายได้มาก เนื่องจากมีวงจรชีวิตที่สั้น ขยายพันธุ์ได้จ านวนมากและรวดเร็ว 
นอกจากนี้ยังมีรายงานพบว่า หนอนใยผักสามารถต้านทานต่อสารเคมีฆ่าแมลง และ สารชีวินทรีย์ (bio-
pesticide) ชนิด Bacillus thuringiensis (Bt) ได้ด้วย (Shelton and Talekar, 1993; Tabashnik et al., 
1992) สารเคมีเกือบทั้งหมดจะมีผลต่อแมลงเบียนที่มีประโยชน์ (DBM parasitoids) ทั้งระยะหนอน และตัว
เต็มวัย (Idris and Grafius, 1993)  

การใช้ไวรัสเป็นสารชีวินทรีย์ควบคุมแมลงศัตรูพืชหลายชนิดได้แพร่หลายในหลายประเทศทั่วโลก เช่น  
สาธารณรัฐสหภาพโซเวียต อินเดีย จีน ญี่ปุ่น  แอฟริกา ออสเตรเลีย อเมริกา เป็นต้น ซึ่งบางชนิดได้มีการผลิต
เป็นการค้า (Entwistle, 1998) ส าหรับในประเทศไทย นับแต่ปี พ.ศ. 2510 มีรายงานการศึกษาวิจัยโรคไวรัส 
NPV สาเหตุโรคของแมลง ในกลุ่ม Nucleopolyhedrovirus หรือชื่อเดิม Nuclear polohedrosis viruses 
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หรือ NPV จ านวน 4 ชนิด ได้แก่ ไวรัส NPV สาเหตุโรคของหนอนเจาะสมอฝ้าย (HaNPV) ไวรัส NPV สาเหตุ
โรคของหนอนกระทู้หอม (SeNPV) ไวรัส NPV สาเหตุโรคของหนอนกระทู้ผัก (SlNPV) และ ไวรัส NPV 
สาเหตุโรคของหนอนคืบกะหล่ า (TnNPV) ซึ่งหนอนเหล่านี้เป็นแมลงศัตรูพืชที่ส าคัญมักท าลายผลผลิตของ
เกษตรกรอยู่เสมอ เนื่องจากมีพืชอาหารที่สมบูรณ์ตลอดปี (อุทัย, 2544 ; สุชลวัจน์ และ พิมลพร, 2544) 
ส าหรับ กลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช ได้
มีการวิจัยผลิตขยายไวรัสสาเหตุโรคของแมลง ชนิด HaNPV SeNPV และ SlNPV เป็นปริมาณมากจากตัว
แมลง(การผลิตแบบ in vivo) ก็มักประสบปัญหาการผลิตไม่เพียงพอ คุณภาพไม่สม่ าเสมอเช่นกัน จึงได้มีการ
น า เทคนิ คการเพาะเลี้ ย ง เซลล์ แมลงศั ตรู พื ชแบบ  in vitro จาก  United Stated Department of 
Agriculture USDA ประเทศสหรัฐอเมริกา  (สุชลวัจน์และคณะ, 2543) มาประยุกต์ใช้และสามารถทดลอง
เพาะเลี้ยงเซลล์หนอนกระทู้ผักสายพันธุ์ไทย (Sl cell line : Spodoptera litura cell line) จากเอ็มบริโอได้
เป็นผลส าเร็จ เซลล์เพาะเลี้ยงมีอัตราการเจริญ 91.49% (สุชลวัจน์และคณะ, 2545) ต่อมาใช้เทคนิคเดียวกัน
เพาะเลี้ยงเซลล์หนอนกระทู้หอมสายพันธุ์ไทย ผลิตขยายไวรัสต่อเนื่องกัน 3 รุ่น (passage 1-3)  จ านวน 2 ซ้ า 
ใช้อัตราความเข้มข้นเซลล์เพาะเลี้ยงตั้งต้น 1 x 106 เซลล์/มล. ใน T-flask ปริมาตร 5 มล./ขวด  และ ใน E-
flask ปริมาตร 25 มล./ขวด เก็บผลึกไวรัสหลัง  infected  7  วัน ได้ผลึกไวรัสเฉลี่ย 3.12 x 107 , 3.84 x 
107  และ  4.95 x 107 ผลึก/มล. ตามล าดับ และเมื่อทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ทั้ ง 3 รุ่น
เปรียบเทียบกับไวรัส SeMNPV ที่เก็บเกี่ยวจากหนอนใกล้ตาย กับหนอนกระทู้หอม วัยที่ 3 โดยวิธีการทดลอง
แบบ surface layer method ใช้ระดับความเข้มข้นผลึกไวรัส เท่ากับ 2 x 106 ผลึก/มล. ปริมาตร 40 
ไมโครลิตร/ถ้วย วางแผนการทดลองแบบ CRD จ านวน 4 ซ้ า 4 กรรมวิธี พบว่า ไวรัส SeMNPV ทั้ง 3 รุ่น 
และไวรัส SeMNPV ที่เก็บเกี่ยวจากหนอนใกล้ตาย ท าให้หนอนตาย 85.00, 80.00, 77.50 และ 75.00 %  
ตามล าดับ ภายใน  6  วันหลังจากการติดเชื้อ (infection)โดยไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 %  วิเคราะห์โดยวิธี DMRT และมีแนวโน้มที่จะตายได้เร็วกว่าในช่วง 2-4 วันหลังจากการติดเชื้อ 
(สุชลวัจน์และคณะ, 2551) นอกจากนี้ยังได้มีการตรวจวิเคราะห์ชนิดไวรัส Nucleopolyhedrovirus ด้วย 
PCR-Based Typing โดยใช้ไพรเมอร์ แบบ degenerate primer จากยีน cathepsin สามารถจ าแนกความ
แตกต่างของไวรัส เอ็น พี วี ทั้ง 4 ชนิดได้ (สุชลวัจน์ และ วัชรี, 2552; Wongwilikhit et. al., 2008) 

ไวรัสโรคของหนอนใยผัก มีรายงานผลงานวิจัยเกี่ยวกับไวรัส ชนิด Granulosis (GV) ของ ประเทศจีน 
ญี่ปุ่น ไต้หวัน อินเดีย และ เคนยา (Sarfraz et al., 2005) 

ส่วนไวรัส NPV ในประเทศจีน มีรายงานการทดลองเชื้อไวรัส AcMNPV and AfMNPV เปรียบเทียบ 
ไวรัส PxMNPV กับหนอนใยผัก พบว่ามีค่า LC50 มากกว่า 3-4 รอบการทดลอง (Kariuki และ McIntosh 
1 9 9 9 )  แ ล ะ  ไ ว รั ส  Anagrapha falcifera (Kirby) (AfMNPV), Autographa californica (Speyer) 
(AcMNPV), และ Galleria melonella L. (GmMNPV) มีการทดสอบในหนอนใยผัก DBM (Kadir et al. 
1999) แต่มีศักยภาพลดลงเมื่อผ่านมาหลายรุ่นในตัวแมลง (serial passage) (Farrar & Ridway 1999) และ 
มีรายงานหนอนแมลงชนิด G. mellonella และ A. californica ผลการทดลองพบว่า ไวรัสที่ได้จากหนอน
แมลง A. californica (AcNPV) สามารถท าให้หนอนใยผักอ่อนแอต่อการเกิดโรคไวรัส NPV ได้ (Crook et. 
al.,1999) 
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รายงานการทดสอบความอ่อนแอของเซลล์เพาะเลี้ยงต่อไวรัส NPV ชนิด HaSNPV, AcMNPV, 
GmMNPV, SeMNPV และไวรัสกลุ่ม Cytoplasmic polyhedrosis viruses ชนิด BmCPV, CfCPV, EsCPV, 
HaCPV พบว่า เซลล์หนอนใยผักเพาะเลี้ยงอ่อนแอต่อไวรัส AcMNPV และ EsCPV ซึ่งไวรัส AcMNPV มักท า
ให้เกิดโรคกับตัวหนอนชนิดอ่ืนได้ ตามท่ีมีผลงานวิจัยรายงาน (Petcharawan et al., 2006) 

 
7. วิธีด าเนินการ 
 
อุปกรณ์ 

1. วัสดุอุปกรณ์ในการเก็บตัวอย่างแมลงและการเลี้ยงแมลงในห้องปฏิบัติการ เช่น กล่องพลาสติก 
ปากคีบ น้ าหวาน อาหารเทียมเลี้ยงแมลง เป็นต้น 

2. วัสดุอุปกรณ์การเพาะเลี้ยงเซลล์แมลง เช่น จานพลาสติกเพาะเลี้ยงเซลล์แมลง ชุดเครื่องผ่าตัด 
หลอดดูดสารละลาย หลอดปั่นแยกสาร T-flask และภาชนะเพาะเลี้ยง Cells lines ขนาดต่างๆ อาหาร
เพาะเลี้ยงเซลล์ สารเคมีที่จ าเป็น เช่น Sodium phosphate, Serum, Glucose, Yeastolate, Tryptose, 
Primatone, Cystine, Methionine, Inosine, Pluronic, , Sodium bicarbonate, Potassium chloride, 
Magnesium sulfate เป็นต้น 

3. เครื่องมือวิทยาศาสตร์ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเซลล์แมลง เช่น เครื่องกรองอาหาร
เพาะเลี้ยงเซลล์แมลง เครื่องวัดค่าออสโมซีส กล้องจุลทรรศน์ ถังไนโตรเจนเหลวเก็บสต๊อคเซลล์ ตู้ควบคุม
อุณหภูมิ เครื่องเพาะเลี้ยงเซลล์ cell spin เป็นต้น 

4. วัสดุอุปกรณ์เก็บตัวอย่าง Cell line เช่น หลอดปั่นแยกสารละลาย หลอดดูดสารละลาย หลอด 
Cryotube ใส่สารละลาย ไนโตรเจนเหลว เป็นต้น 

5. วัสดุ-อุปกรณ์การเพาะเลี้ยงเซลล์แมลง เช่น อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ ขวดใส่สารละลาย สารเคมีผสม
สูตรส าเร็จ กระดาษกรอง ชุดกรองสารละลาย อาหารเพาะเลี้ยงแมลง หลอดปั่นแยกสารละลาย หลอดดูด
สารละลาย เป็นต้น 

6. วัสดุ-อุปกรณ์การตรวจสอบสายพันธุ์ เช่น สารเคมีใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ ไพรเมอร์เพื่อการวิเคราะห์ 
เจลแยกชิ้นดีเอ็นเอ สีย้อมแผ่นเจล เป็นต้น 

7. โรงเรือนปลูกพืชอาหารเลี้ยงหนอนใยผัก ขนาด 4 x 8 เมตร จ านวน 1 โรงเรือน 
 
วิธีการทดลอง 

ด าเนินการทดลองวิจัย 3 ขั้นตอน ได้แก่ 1) คัดเลือกไวรัส NPV ที่มีศักยภาพในเซลล์หนอนใยผัก
เพาะเลี้ยง 2) ตรวจสอบสายพันธุ์ผลิตภัณฑ์ไวรัสที่ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยง และ 3) ทดสอบประสิทธิภาพผลึก
ไวรัส NPV กับหนอนใยผัก 
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ขั้นตอนที ่1 คัดเลือกไวรัส NPV ที่มีศักยภาพในเซลล์หนอนใยผักเพาะเลี้ยง 
- แบบและวิธีการทดลอง 

แผนการทดลอง   – 
วิธีการทดลอง 
1. เพาะเลี้ยงเซลล์แต่ละชนิด ตามลักษณะเฉพาะเพ่ือทดลองกับไวรัส ให้ได้อัตรามาตรฐานความ

เข้มข้นเซลล์เพาะเลี้ยง 2 x 105 เซลล์/มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงไวรัสแบบชนิดอนุภาคไวรัส และผลึกไวรัสจากเซลล์

เพาะเลี้ยง ในประเทศไทย 4 ชนิด ได้แก่ อนุภาคไวรัสหนอนคืบกะหล่ าปลี อนุภาคไวรัสหนอนกระทู้หอม 

อนุภาคไวรัสหนอนกระทู้ผัก และอนุภาคไวรัสหนอนเจาะสมอฝ้าย  

2. เพาะเลี้ยงขยายเซลล์หนอนใยผักเพาะเลี้ยง จาก embryonic stem cell หรือจากหนอนวัย 1 

ตามเทคนิควิธีการของสุชลวัจน์ (2545) เพาะเลี้ยงไว้ในตู้ควบคุมอุณหภูมิ ที่ 27 องศาเซลเซียส เพ่ือหาอัตรา

การเจริญของเซลล์ที่เหมาะสมในภาชนะ และอัตราการขยายเพ่ิมปริมาณ  บันทึกผลโดยการตรวจนับจ านวน

เซลล์ทุกวันต่อเนื่องด้วย Hemocytometer  ภายใต้กล้องจุลทรรศน์  Light compound microscope  

จ านวน 4 ซ้ า  น าเซลล์หนอนใยผักเพาะเลี้ยง มาเลี้ยงขยายในภาชนะ แบบ T-flask ใช้เซลล์ตั้งต้น 2 x 105 

เซลล์/มิลลิลิตร เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพการสร้างผลึกไวรัสในเซลล์หนอนใยผัก ด้วย อนุภาคไวรัส ของหนอน

ชนิดอ่ืนที่พบในประเทศไทย ในจานทดลอง แบบ 24 well plates เปรียบเทียบกับเซลล์หนอนใยผัก

เพาะเลี้ยงปกติ ตามกรรมวิธี โดยใช้อนุภาคไวรัสที่ใช้มีค่า Multiplicity of infection (MOI)  เท่ากับ 0.5  

มิลลิลิตรต่อความเข้มข้นของเซลล์ตั้งต้น 2 x 105 เซลล์/มิลลิลิตร หลังจากนั้นตรวจดูการสร้างผลึกโปรตีน

ไวรัสบริเวณนิวเคลียสของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์  แบบ inverted microscope เปรียบเทียบกับเซลล์

เพาะเลี้ยงปกต ิ 

การบันทึกข้อมูล 
- บันทึกผลการทดลอง ด้วยภาพถ่ายและวิเคราะห์ผล 

 

ขั้นตอนที ่2 ตรวจสอบสายพันธุ์ไวรัสที่ได้จากเซลล์หนอนใยผักเพาะเลี้ยง  
สิ่งท่ีใช้ในการทดลอง เหมือนขั้นตอนที่ 1 

- แบบและวิธีการทดลอง 
แผนการทดลอง   – 
วิธีการทดลอง 
การตรวจวิเคราะห์ลักษณะทางพันธุกรรมดีเอ็นเอของไวรัสที่ได้จากการขั้นตอนที่ 1. เปรียบเทียบกับ

ไวรัสที่ได้จากตัวหนอนแมลง ด้วยเทคนิค PCR – Based Typing โดยใช้ไพรเมอร์ แบบ degenerate primer 

จากยีน cathepsin มีล าดับเบส ดังนี้   cathepsin forward primer  5-TT(AC)G AA(G)A GTC AA(G)T 

ATG CC(T)A T-3 และ cathepsin reverse primer  5-TAG CA(GC)G TCG AC(T)G CCC A(G)TG(C) G-

3 หรือ ออกแบบจากยีนชนิดอ่ืน เพ่ือใช้ตรวจจับที่สายดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ์ไวรัส จากนั้นน าไปเพ่ิมปริมาณ
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ชิ้ นดี เอ็น เอ  (amplification) ด้ วย เครื่อ ง DNA thermal cycle โปรแกรม PCR ดั งนี้  เริ่มต้ น  initial 
denaturing ที่อุณหภูมิ 94 oC นาน 2 นาที จ านวน 1 รอบ ต่อด้วยขั้นตอน denaturing ที่อุณหภูมิ 94 oC 
นาน 30 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 56 oC นาน 1 นาที extension ที่อุณหภูมิ 70 oC นาน 1 นาที จ านวน 
35 รอบ และท าให้เกิดปฏิกิริยา dsDNA อย่างสมบูรณ์ ที่อุณหภูมิ 72 oC นาน 6 นาที และตั้งอุณหภูมิที่ 4 oC 
เพ่ือรอการเก็บผลิตภัณฑ์ PCR ออกจากเครื่อง แบ่งส่วนสารละลายชิ้นดีเอ็นเอ (ส่วนที่เหลือเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -
20 oC) มาตรวจสอบ ด้วยวิธี electrophoresis โดยใช้อะกาโรสเจล ความเข้มข้น 1.5 % ใน 0.5 M TBE 
buffer โดยใช้กระแสไฟฟ้า 100 V สม่ าเสมอ 30-40 นาที  หลังจากนั้นน าเจลไปย้อมในสารละลาย 
1X Fluorostain dye (อัตราส่วน 1:10) นาน 15-20 นาที ตรวจดูขนาดดีเอ็นเอ โดยน าเจลไปวางบนเครื่อง 
B-Box Light LED epi-illuminator เปรียบ เที ยบกับดี เอ็น เอมาตรฐานพร้อ มถ่ ายรูปและบันทึ กผล 
เปรียบเทียบผลของขนาดชิ้นและจ านวนชิ้นดีเอ็นเอระหว่างไวรัสที่ได้ โดยพิจารณาจากความแตกต่างของ
ขนาดชิ้นดีเอ็นเอว่ามีความเหมือนกันหรือแตกต่างกัน 
  การบันทึกข้อมูล 

บันทึกผลการทดลองด้วยภาพถ่าย 
 

ขั้นตอนที่ 3 ทดสอบประสิทธิภาพผลึกไวรัส NPV กับหนอนใยผัก  
สิ่งท่ีใช้ในการทดลอง เหมือนขั้นตอนที่ 1 

- แบบและวิธีการทดลอง 
แผนการทดลอง    
วางแผนการทดลองแบบ CRD 6 กรรมวิธี จ านวน 3 ซ้ า (หนอนใยผัก 10 ตัว/ซ้ า) ทดสอบไวรัสเอ็น พี 

วีที่อัตราความเข้มข้นต่างๆ ความเข้มข้น จ านวน 5 อัตรา และปรับอัตราความเข้มข้น ให้มีความเข้มข้นต่างกัน 
5-10 เท่า กับหนอนใยผักวัย 2 และ 3 

- วิธีปฏิบัติการทดลอง 

1. ปลูกพืชทดลอง ในการทดลองนี้ใช้พืชคะน้า เตรียมผลึกไวรัสเอ็น พี วี และ หนอนใยผัก  เพ่ือใช้

ทดสอบในห้องปฏิบัติการ 

2. ทดสอบไวรัสตามกรรมวิธี โดยใช้วิธีการเคลือบใบคะน้า ด้วยสารละลาย ไวรัสเอ็น พี วี แขวนลอย 

แล้วปล่อยให้หนอนใยผักกินภายใน 24 ชั่วโมง ท าการเปลี่ยนใบคะน้าใหม่ที่ไม่เคลือบไวรัส เปรียบเทียบกับน้ า

กลั่น บันทึกข้อมูลจ านวนหนอนตายทุก 24 ชั่วโมง และวิเคราะห์ผลทางสถิติเพื่อหาค่า LC50 ทุกกรรมวิธี 

การบันทึกข้อมูล 
บันทึกผลด้วยภาพถ่าย และ บันทึกจ านวนหนอนตายเพื่อวิเคราะห์ผลทางสถิติ 
 

แต่ด้วยมีข้อจ ากัดในการทดลองวิจัย พบหนอนใยผักเป็นโรคโปรโตซัวจ านวนมาก จึงปรับการ
ด าเนินงานในส่วนนี้มาทดสอบในห้องปฏิบัติการแทน โดยทดสอบประสิทธิภาพไวรัส NPV ของหนอนกระทู้
หอม ไวรัสNPV ของหนอนเจาะสมอฝ้ายที่ได้จากเซลล์เพาะเลี้ยงเปรียบเทียบกับไวรัส NPV ที่ได้จากหนอน
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กระทู้หอม ไวรัส NPV จากหนอนกระทู้ผัก กับหนอนกระทู้หอมวัย 2 ทดแทนโดยมีหนอนที่ไม่ได้รับเชื้อเป็นตัว
เปรียบเทียบ พบว่า หนอนกระทู้หอมตายในการทดสอบกับ HaNPV/cell, SeNPV/cell, SeNPV/WTและ 
HaNPV/Sfcell ส่ วนหนอนกระทู้ ผั กตายในการทดสอบ กับ  HaNPV/cell, HaNPV/WT, SeNPV/cell, 
SeNPV/WTและ HaNPV/Sfcell 
 

เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลาท าการวิจัย เริ่มต้นเดือนตุลาคม 2561 สิ้นสุด กันยายน 2563  
สถานที่ด าเนินการ ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุ่มกีฏและสัตววิทยา 

ส านักงานวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร แขวงลาดยาว เขตจตุจักร กรุงเทพฯ และ โรงเรือน
ปลูกพืชทดลอง/แปลงปลูกพืชอาหารหนอนใยผักของเกษตรกร เพ่ือเก็บตัวอย่างหนอนใยผักและโรคของแมลง 
 
8. ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

ผลการด าเนินการเพาะเลี้ยงเซลล์แมลง จ านวน 4 ชนิด ได้แก่ เซลล์หนอนเจาะสมอฝ้าย เพาะเลี้ยง 
(Ha-cell line) เซลล์หนอนกระทู้หอมเพาะเลี้ยง (Se-cell line)  เซลล์หนอนกระทู้ผักเพาะเลี้ยง (Sl-cell 
line) เซลล์หนอนคืบกะหล่ าปลี  (Tn-cell line) เซลล์หนอนใยผัก (Px-cell line) และ เซลล์เพาะเลี้ยง
ต่างประเทศเปรียบเทียบ Sf9-cell line (เซลล์หนอนกระทู้ Fall armyworm  S. frugiperda) เพ่ือใช้ในการ
ทดลอง พบว่า เพาะเลี้ยงเซลล์ได้ต่อเนื่อง (cell line) จ านวน 3 ชนิด ได้แก่ เซลล์หนอนเจาะสมอฝ้าย
เพาะเลี้ยง และ เซลล์เพาะเลี้ยงต่างประเทศเปรียบเทียบ อัตราการเจริญมาตรฐานตั้งต้นที่ 2 x 105 เซลล์/มล. 
มีค่า cells viability  มากกว่า 80 % (Table 1) ส่วนเซลล์หนอนกระทู้หอมเพาะเลี้ยง เซลล์ยังเจริญไม่
เพียงพอต่อรอบการตรวจนับจ านวน รอบการเลี้ยง 5 - 7 วัน และ ยังต้องมีเซลล์ที่ต้องเพาะเลี้ยงอีก 2 ชนิด 
คือ เซลล์หนอนคืบกะหล่ าปลี (Tn-cell line) จ านวน 1 แหล่งปลูก (จ.นครปฐม) และ เซลล์หนอนใยผัก (Px-
cell line) จ านวน 2 แหล่งปลูก (จ.นครปฐม และ จ.นครราชสีมา) ต้องท าการเพาะเลี้ยงใหม่ เนื่องจาก พบ
โปรโตซัวในตัวหนอนทีม่าจากแปลงปลูกพืช ต้องหาแหล่งใหม่ เนื่องจาก การเพาะเลี้ยงเซลล์แต่ละชนิด ต้องใช้
เวลารอบของการการเลี้ยงเริ่มต้น 3 - 6  เดือน (Fig 1) เมื่อได้เป็นเซลล์เพาะเลี้ยงต่อเนื่อง จึงจะใช้รอบการ
เลี้ยง 5 - 7 วัน ในช่วงเวลาเดียวกัน ได้ท าการคัดเลือกอนุภาคไวรัส โรคแมลง โดยการคัดเลือดหนอน 
(bleeding) ได้จ านวน 3 ชนิด คือ อนุภาคไวรัสของหนอนเจาะสมอฝ้าย  อนุภาคไวรัสของหนอนกระทู้หอม  
และ อนุภาคไวรัสของหนอนกระทู้ผัก (Fig 2) ส่วนอีก 1 ชนิด อนุภาคไวรัสของหนอนคืบกะหล่ าปลี พบการ
ระบาดน้อย ท าให้ยังไม่ได้หนอนแมลงต้นแบบที่น ามาใช้ในการเตรียมอนุภาคไวรัส และ ต้องน ามาคัดแยกเลี้ยง
ขยายเพ่ิมจ านวนในห้องปฏิบัติการ แล้วจึงจะท าการคัดเลือดหนอน ให้ได้อนุภาคไวรัสได้ ซึ่งในปีต่อมาจะได้
โรงเรือนที่เหมาะสมในการเลี้ยงหนอนใยผัก ซึ่งจะท าให้ได้ตัวอย่างแมลงที่ต่อเนื่องกว่าการไปเก็บมาจากแปลง
ปลูก ซึ่งจะท าให้ได้ท้ังเซลล์เพาะเลี้ยงและอนุภาคไวรัสได้ครบจ านวนตามแผนการทดลองต่อไป 

ผลจากการเพาะเลี้ยงรักษาสายพันธุ์เซลล์ต้นแบบ โดยการ sub-culture ทุกๆ 5-7 วัน จ านวน 3 
ชนิด (เซลล์หนอนเจาะสมอฝ้ายเพาะเลี้ยง เซลล์หนอนกระทู้หอมเพาะเลี้ยง เซลล์เปรียบเทียบ และ รักษา
สภาพอนุภาคไวรัส 3 ชนิด (อนุภาคไวรัสของหนอนเจาะสมอฝ้าย อนุภาคไวรัสของหนอนกระทู้หอม และ 
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อนุภาคไวรัสของหนอนกระทู้ผัก) รวมทั้งเตรียมเพาะเลี้ยงเซลล์เพ่ิมเติม และเพาะเลี้ยงรักษาสายพันธุ์เซลล์
ต้นแบบ โดยการ sub-culture ทุกๆ 5-7 วัน จ านวน 2 ชนิด (เซลล์หนอนเจาะสมอฝ้ายเพาะเลี้ยง เซลล์
หนอนกระทู้หอมเพาะเลี้ยง) ขยายเซลล์หนอนเจาะสมอฝ้ายใช้เพาะเลี้ยงขยายไวรัส NPV ให้ได้รูปผลึกและ
อนุภาคไวรัสในขวดเพาะเลี้ยง(cells spin) ขนาด 50 มล. และ 250 มล. เพ่ือใช้ทดสอบประสิทธิภาพการเกิด
โรคหนอนใยผัก  

ผลการทดสอบในห้องปฏิบัติการโดยการทดสอบประสิทธิภาพไวรัส NPV ของหนอนกระทู้หอม ไวรัส
NPV ของหนอนเจาะสมอฝ้ายที่ได้จากเซลล์เพาะเลี้ยงเปรียบเทียบกับไวรัส  NPV ที่ได้จากหนอนกระทู้หอม 
และ ไวรัส NPV จากหนอนกระทู้ผัก กับหนอนกระทู้หอมวัย 2 โดยมีหนอนที่ไม่ได้รับเชื้อเป็นตัวเปรียบเทียบ 
กั บ  Virions of SeMNPV by cells culture, Occlusion bodies of SeMNPV by cells culture, 
Occlusion bodies of SeMNPV by larvae, Virions of HaSNPV, Virions of HaSNPV infected Sf 
cells culture, Occlusion bodies of SlNPV  by larvae, Occlusion bodies of TnNPV  by larvae 
และ เปรียบเทียบกับ Control(distilled water) พบว่า มีหนอนตายในไวรัสทุกชนิดที่ ใช้ทดสอบ แต่จะมี
ขนาดของหนอนที่แตกต่างกัน (Table 2) ซึ่งข้อมูลการตายของหนอนจากไวรัสแต่ละชนิดน าไปใช้ทดสอบกับ
หนอนใยผักต่อไป และต้องมีการตรวจวิเคราะห์ลักษณะทางพันธุกรรมด้วยจึงจะสรุปได้แน่นอนยิ่งขึ้น 

 
 
 

Table 1. Average cells viability of Heilicoverpa armigera cell line on 1-4 passage at 1:5 sub-
culture 

 
Type of cell line cells viability (%) 

Passage 1 Passage 2 Passage 3 Passage 4 average 
TH-Ha-cell line 86.50 89.27 91.44 94.27 90.37 

Sf9 cell line 87.63 88.27 89.01 90.76 88.92 
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Table 2.  Mortality in second instar Spodoptera exigua infected with polyhedral occlusion 
bodies and virions of NPV treatments which were compared with the control (distilled water) 
 

  Treatments Dosage Total larvae Total dead larvae after post infection (3 rep.) 

      per treatment 
1 

day 
3 

days 
7 

days 
10 

days 
percentage of 

dead larvae 
T1 Virions of SeMNPV by cells 

culture 
1:10 30 - 2 3 4 13.33 

T2 Occlusion bodies of 
SeMNPV by cells culture 

1x105 OBs/ml 30 - 2 14 16 53.33 

T3 Occlusion bodies of 
SeMNPV by larvae 

1x105 OBs/ml 30 - 2 10 14 46.67 

T4 Virions of HaSNPV  1:10 30 - 2 10 13 43.33 
T5 Virions of HaSNPV infected 

Sf cells culture 
1:10 30 - 2 2 5 16.67 

T6 Occlusion bodies of SlNPV  
by larvae 

1x105 OBs/ml 30 - 1 2 3 10.00 

T7 Occlusion bodies of TnNPV  
by larvae 

1x105 OBs/ml 30 - 2 8 10 33.33 

T8 Control(distilled water) 30 µl/larvae 30 - - - - - 
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Fig 1. Establishment and maintenance insect cells lines stock at 27oC 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 2. NPV virions stock for cells line infection at -20oC 

 
9. สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

เทคนิควิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์ยังคงใช้ได้ดีสามารถเลี้ยงได้ดี  ผลการทดสอบประสิทธิภาพไวรัสใน
รูปแบบมีโปรตีนหุ้ม (Occlusion bodies) ที่ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยง กับไม่มีโปรตีนหุ้ม (Virions) ที่ผลิตจาก
เซลล์เพาะเลี้ยง สามารถท าให้หนอนตายได้ ก็จะสามารถน าไปขยายผลได้ อย่างไรก็ตามต้องท าการตรวจ
วิเคราะห์ไวรัสที่ได้ เพ่ือเป็นการยืนยันสายพันธุ์ที่ท าให้เกิดความเฉพาะต่อชนิดหนอนต่อไป แต่ด้วยการทดลอง
นี้มีข้อจ ากัดในการด าเนินการหลายส่วน เช่น ต้นแบบหนอนตัวอย่างแมลงมีพาหะโรคโปรโตซัว และต้องใช้
โรงเรือนปลูกพืชอาหารสดในการเลี้ยงหนอนใยผัก และ หนอนคืบกะหล่ า ท าให้ยังไม่ได้ไม่ครบทุกตัวอย่าง 
โดยเฉพาะหนอนใยผักที่เป็นตัวอย่างหลักท าให้ด าเนินการไม่ทันรอบของในการทดสอบการคัดเลือกอนุภาค
ไวรัสในเซลล์หนอนใยผักเพาะเลี้ยง เปรียบเทียบกับไวรัสชนิดอ่ืน ซึ่งต้องทั้งเพาะเลี้ยงเซลล์อย่างต่อเนื่อง และ
เพ่ือรักษาสายพันธุ์ต้นแบบเดิมตลอดปี ท าให้ต้องเพาะเลี้ยงเซลล์ที่เพ่ิมขึ้นอีก ในขณะที่ปัจจัยการด าเนินงาน
อ่ืนๆลดลงไม่สอดคล้องกัน ท าให้ต้องมีการทดลองเพ่ิมเติมต่อไป 
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10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
 ได้ข้อมูลการเกิดโรคไวรัส เอ็นพีวี ระดับอนุภาคไวรัส ที่จะสามารถน าไปขยายผลได้ในกลุ่มแมลง
ศัตรูพืชที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจได้หลากหลายและน าไปใช้ได้อย่างปลอดภัย 
 
11. ค าขอบคุณ 

ขอขอบคุณ นางธนิตา ค่ าอ านวย นางสาวศิริพร สอนท่าโก และ เจ้าหน้าที่ ของ กลุ่มงานวิจัย
วัตถุมีพิษการเกษตรจากสารธรรมชาติ กองวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร ที่ช่วยอนุเคราะห์ตัวอย่าง
หนอนใยผัก และ หนอนคืบกระหล่ าปลี จากแปลงพืชอินทรีย์มาใช้ในการทดลองครั้งนี้ 
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