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การทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑไวรัส NPV ของหนอนกระทูหอม  
จาก เซลลเพาะเล้ียง 

Efficacy Test of Spodoptera exigua Nucleopolyhedrovirus Product  
from Cell Culture 

 

สุชลวัจน  วองไวลขิิต          สาทพิย  มาลี          เสาวนิตย  โพธิ์พูนศักด์ิ 

กลุมกีฏและสัตววทิยา      สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
     

รายงานความกาวหนา 

 การทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑไวรัส NPV ของหนอนกระทูหอม จาก เซลลเพาะเล้ียง 
ณ หองปฏิบัติการ กลุมงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุมกีฏและสัตววิทยา สํานักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร ระหวาง เดือนตุลาคม 2550 ถึง เดือนกันยายน 2553 การ
ทดสอบผลกระทบสารผสมผลึกไวรัสจากเซลล พบวา สารผสมชนิด E ที่อัตรา 10-70% ไมมีผลตอ
ผลึกไวรัส  สารผสม ชนิด N อัตรา 1 M มีผลทําใหผลึกไวรัสละลายภายใน 2 ชั่วโมง  ความเขมขน
ผลึกไวรัส 108 – 109 ผลึก ทดสอบผลกระทบสารผสมตอใบถั่วเขียวในหองปฏิบัติการ พบวา สาร
ผสมชนิด E อัตรา 10-20% ไมมีผลตอการเจริญเติบโตของใบพืช  แตสารผสม ชนิด N อัตราตํ่าสุด 
0.1 M ทําใหใบพืชเหี่ยว  และ ทดสอบคุณสมบัติการเพิ่มประสิทธิภาพของสารผสม ชนิด E กับ 
หนอนกระทูผัก พบวา สารผสม ชนิด E อัตรา 10-20 % ทําใหหนอนวัย 1 และ 3 ตายเฉล่ีย 47.5-
67.5 % สารผสม ชนิด N อัตราตํ่าสุด 0.1 M ไมมีผลตอหนอน  และทดสอบไวรัส SeMNPV ที่ผลิต
จากเซลลเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการ กับหนอนกระทูหอมวัยที่ 3 เปรียบเทียบกับน้ํากล่ัน พบวา ไวรัส 
SeMNPV ที่ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียง อัตราความเขมขน 3 x 106 ผลึก/มล. ปริมาตร 10 l/ถวยอาหาร
เทียมขนาด 2 ออนซ/หนอน 1 ตัว ทําใหหนอนกระทูหอมตายเฉล่ีย  93.33 %  ภายใน 7 วันหลังจาก
หนอนกินผลึกไวรัส สวนการทดสอบประสิทธิภาพในแปลงทดลองจะดําเนินการในปตอไป 
 

คําหลัก :  เซลลแมลงเพาะเล้ียง, ไวรัสโรคของแมลง , insect cell culture , Se cell line, primary 
cell line , Spodoptera exigua, Nucleopolyhedrovirus , NPV,  microbial control, 
Commercial product , biopesticide 
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คํานํา 

การใชไวรัสสาเหตุโรคของแมลงเปนสารชีวินทรียควบคุมแมลงศัตรูพืชหลายชนิด ได
แพรหลายในหลายประเทศทั่วโลก  เชน  สหภาพโซเวียต อินเดีย จีน ญ่ีปุน แอฟริกา ออสเตรเลีย 
อเมริกา เปนตน  บางชนิดไดมีการผลิตเปนการคา เนื่องจากควบคุมแมลงศัตรูพืชไดดีและมีความ
ปลอดภัยสูงตอส่ิงมีชีวิตอ่ืน ทําใหไวรัสมีความเฉพาะเจาะจงในการเขาทําลายแมลง (Entwistle, 
1998)  สําหรับในประเทศไทย  นับแตป พ.ศ. 2510  มีรายงานการศึกษาวิจัยโรคไวรัส NPV สาเหตุโรค
ของแมลง ในกลุม Nucleopolyhedrovirus (NPV) หรือชื่อเดิม Nuclear polyhedrosis viruses (อุทัย, 
2544) โดยกลุมงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุมกีฏและสัตววิทยา สํานักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช ไดมีการวิจัยและพัฒนาการผลิตขยายและการใชไวรัสสาเหตุโรคของแมลง ชนิด 
Spodoptera exigua Multiple-nucleocapsid Nucleopolyhedrovirus (SeMNPV) เปนปริมาณมาก
ในรูปแบบการผลิต แบบ in vivo คือ ผลิตจากหนอนแมลง เนื่องจาก ไวรัสจะสามารถเจริญขยายเพิ่ม
จํานวนไดในเซลลที่มีชีวิตเทานั้น การผลิตไวรัสจึงสามารถผลิตขยายได 2 รูปแบบ คือ การผลิตจาก
หนอนแมลง เรียกวาแบบ in vivo และ ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียง เรียกวา แบบ in vitro (สุชลวัจน, 
2545; Wongwilikhit and Somsuk, 2006)  ปญหาที่พบในการผลิตไวรัส SeMNPV ที่ใชรูปแบบการ
ผลิต แบบ in vivo คือ 1.) อัตราการผลิตไวรัสแตละรุน/ชนิดไมสม่ําเสมอ  เนื่องจากเล้ียงหนอนไมได
ตามกําหนดเวลาที่ตองการใชแตละรุน  2.) ประสิทธิภาพไมแนนอน มีกล่ินเหม็น เนื่องจากมีการ
ปนเปอนจุลินทรียอ่ืน เชน แบคทีเรีย โปรโตซัว รา ทั้งที่เปนสาเหตุโรคแมลงหรือแมแตไวรัสที่ตางชนิด
กัน และผลิตภัณฑไวรัสไมสามารถจําแนกชนิดไดดวยลักษณะทางสรีระวิทยา  3.) ผลิตภัณฑไวรัสที่มี
จําหนายทุกวันนี้ ยังไมสามารถกําหนดมาตรฐานในการข้ึนทะเบียนสารชีวินทรียตามมาตรฐานความ
ปลอดภัยทางชีวภาพ เพียงแตใหใชแบบไมมีการข้ึนทะเบียนฯเทานั้น 5.) การใชสถานที่และแรงงานใน
การปฏิบัติงานมาก ซึ่งทําใหมีตนทุนสูง และทําใหมีขอจํากัดในกระบวนการผลิตขยายในปริมาณมาก 
(อุทัยและคณะ, 2537) และไดแกปญหาดังกลาวขางตนของการผลิตไวรัส SeMNPV แบบ in vivo จึง
ทําการทดลองวิจัยรูปแบบการผลิตไวรัส SeMNPV จากเซลลเพาะเล้ียง หรือที่เรียกวา การผลิตแบบ in 
vitro โดยนําเทคนิคการเพาะเล้ียงเซลลแมลงศัตรูพืช จาก United Stated Department of Agriculture 
(USDA) ประเทศสหรัฐอเมริกา (สุชลวัจน, 2539; สุชลวัจนและคณะ, 2543; Lynn and Shapiro, 
1998) มาใชทดลองเพาะเล้ียงเซลลหนอนกระทูหอมสายพันธุไทย (Se cell line : Spodoptera exigua 
cell line) จาก Embryonic stem cell ซึ่งหนอนกระทูหอม (Spodoptera exigua Hübner) จัดเปน
แมลงศัตรูพืชที่สําคัญสามารถพบในพืชเศรษฐกิจหลายชนิด เชน หนอไมฝร่ัง ผักคะนา ผักตระกูล
กะหลํ่า บรอคเคอร่ี หอมแดง ถั่วฝกยาว กระเจ๊ียบเขียว มะเขือเทศ องุน ดาวเรือง เปนตน และสามารถ
ผลิตขยายไวรัสจากเซลลหนอนกระทูหอมไดเปนรูปแบบชนิดสารละลายไดแลว (สุชลวัจน และคณะ, 
2551) 
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  ดังนั้น จึงตองมีการทดสอบประสิทธิภาพในการทําใหหนอนกระทูหอมเปนโรคตาย โดยทํา
การทดสอบไวรัสสูตรสําเร็จที่มีคุณภาพมาตรฐานความปลอดภัยทางชีวภาพ ในการนําไปใชควบคุม
แมลงศัตรูพืชโดยชีววิธี  ทั้งในสภาพหองปฏิบัติการ และในสภาพไร กอนที่จะแนะนําใหเกษตรกร
นําไปใชใหสอดคลองกับแนวทางการผลิตพืชใหปลอดภัยตอผูบริโภคและไมกอใหเกิดมลพิษตอ
สภาพแวดลอม เพื่อยกระดับคุณภาพชีวิตและการพัฒนาที่ยั่งยืนตามยุทธศาสตรการพัฒนาประเทศ
ตามแผนพัฒนาเศรษฐกิจและสังคมแหงชาติ ฉบับที่ 10 (พ.ศ. 2550-2554) 

วิธีดําเนินการ 

ดําเนินการทดลองวิจัย 3  การทดลอง ไดแก 1.) ทดสอบสูตรสําเร็จไวรัสที่ผลิตจากเซลล
เพาะเล้ียง 2.) ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลลเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการ 3.) 
ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียงในแปลงทดสอบ 

การทดลองที่ 1 ทดสอบประสิทธิภาพสูตรสําเร็จไวรัสที่ผลิตจากเซลลเพาะเลี้ยง 
  เพาะเล้ียงขยายเซลลหนอนกระทูหอมเพาะเลี้ยง จากสตอค ตามเทคนิควิธีการของ สุชล
วัจน (2545)  ความเขมขนของเซลลต้ังตน  2 x 105 – 1x 106 เซลล/มิลลิลิตร  เพาะเล้ียงไวใน
ตูควบคุมอุณหภูมิ ที่ 27 oC ในอาหารเพาะเล้ียงเซลลแมลงศัตรูพืช มีคาออสโมซีส 350 – 360 
mOsmols/kg. คา pH 6.2- 6.3  อัตราการเล้ียงขยายเซลล (Sub-culture) 1:5  ในภาชนะ แบบ 
cell spin flask  ขนาดจุ  500-1,000  มิลลิลิตร ทําการ sub-culture 3-4 วันตอคร้ัง  คัดเลือกเซลล
เพาะเล้ียงใหมีคาเซลลที่สามารถเจริญตอไปได (cells viability) มากกวา 80 %  เพื่อใหไดอัตราการ
เจริญของเซลลเพิ่มข้ึน 5 เทา ภายใน 4 วัน ใชเปนเซลลเพาะเล้ียงต้ังตน (Starter cells) เพื่อขยาย
เพิ่มปริมาณไวรัส  ตรวจนับผลึกไวรัสที่ไดดวย Hemocytometer  ภายใตกลองจุลทรรศน light 
compound microscope  จํานวน 4 ซ้ํา  นําผลึกไวรัสที่ไดผสมสารละลายที่มีคุณสมบัติเพิ่ม
ประสิทธิภาพโดยที่ไมทําอันตรายกับพืช และผลึกไวรัส โดยเลือกทดสอบสารผสมกับหนอนแมลง 
เชน หนอนกระทูหอม หนอนกระทูผัก หนอนเจาะสมอฝาย หนอนใยผัก ทดสอบสารผสม 2 ชนิด 
ไดแก สารผสม ชนิด E อัตรา 10 และ 20% สารผสม ชนิด N อัตรา 0.1, 0.2, 0.5 และ 1 M ฉีดพน
บนใบพืช เชน ถั่วเขียว และ ผักกาดขาวปลี และ ผลึกไวรัสจากเซลลในหองปฏิบัติการ เพื่อใหได
สูตรสําเร็จไวรัส แลวจึงนําไปใชในการทดลองที่ 2  

การทดลองท่ี 2 ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลลเพาะเลี้ยงใน
หองปฏิบัติการ 

ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียงที่ไดจากการทดลองที่ 1 โดย
ใชหนอนกระทูหอมวัย 3 (อายุ 7 วัน) 50 ตัวตอซ้ํา จํานวน 3 ซ้ํา เปรียบเทียบกับน้ํากล่ัน ใชวิธีการ 
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infection แบบ Diet plug method ระดับความเขมขนเทากัน 3 x 106 ผลึก/มล. ปริมาตร 10 
l/ถวยอาหารเทียมขนาด 2 ออนซ/หนอน 1 ตัว  ตรวจเช็คและบันทึกผลการตายของหนอนทุกวัน  

การทดลองที่ 3 ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลลเพาะเลี้ยงในแปลง
ทดสอบ 
 วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน และจํานวน 3 ซ้ํา จํานวน 6 กรรมวิธี ไดแก 
กรรมวิธีที่ 1 ไวรัส SeMNPV ที่ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียง  กรรมวิธีที่ 2 ไวรัส SeMNPV ที่ผลิตจาก
เซลลเพาะเลี้ยงผสมสารเพ่ิมประสิทธิภาพ  กรรมวิธีที่ 3  สารผสมเพิ่มประสิทธิภาพ กรรมวิธีที่ 4 
ไวรัส SeMNPV ที่ผลิตจากแมลงอาศัย กรรมวิธีที่ 5 สารเปรียบเทียบ และ กรรมวิธีที่ 6 น้ํากล่ัน 
ตรวจนับจํานวนแมลงในแปลงปลูกพืชที่มีหนอนกระทูหอมเปนศัตรูที่สําคัญ และวิเคราะหผลการ
ทดลอง 

เวลาและสถานที่ทําการทดลอง 

ดําเนินการทดลองวิจัย ต้ังแต เดือนตุลาคม 2550 ส้ินสุด เดือนกันยายน 2553  ณ 
หองปฏิบัติการ กลุมงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุมกีฏและสัตววิทยา  สํานักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร จตุจักร กรุงเทพฯ และแปลงเกษตรกรทองที่                
จ.กาญจนบุรี 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑไวรัส NPV ของหนอนกระทูหอม จาก เซลล
เพาะเลี้ยง จํานวน  3  การทดลอง ไดแก 1.) ทดสอบสูตรสําเร็จไวรัสที่ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียง   
2.) ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการ 3.) ทดสอบ
ประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียงในแปลงทดสอบ มีดังนี้ 

การทดลองที่ 1 ทดสอบสูตรสําเร็จไวรัสที่ผลิตจากเซลลเพาะเลี้ยง 
จากการทดสอบทดสอบสูตรสําเร็จไวรัสที่ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียง พบวา ไดผลึกไวรัส

ผสมสารละลายที่มีคุณสมบัติเพิ่มประสิทธิภาพโดยที่ไมทําอันตรายกับพืช และผลึกไวรัส จํานวน 1 
ชนิด โดยการทดสอบสารผสมในผลิตภัณฑไวรัสจาก 2 ชนิด ไดแก สารผสมชนิด E และ ชนิด N 
ผลการทดสอบผลกระทบสารผสมผลึกไวรัสจากเซลล พบวา สารผสมชนิด E ที่อัตรา 10-70% ไมมี
ผลตอผลึกไวรัส  สารผสม ชนิด N อัตรา 1 M มีผลทําใหผลึกไวรัสละลายภายใน 2 ชั่วโมง  ความ
เขมขนผลึกไวรัส 108 – 109 ผลึก ทดสอบผลกระทบสารผสมตอใบถั่วเขียวในหองปฏิบัติการ พบวา 
สารผสมชนิด E อัตรา 10-20% ไมมีผลตอการเจริญเติบโตของใบพืช  แตสารผสม ชนิด N อัตรา
ตํ่าสุด 0.1 M ทําใหใบพืชเหี่ยว  และ ทดสอบคุณสมบัติการเพิ่มประสิทธิภาพของสารผสม ชนิด E 
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กับ หนอนกระทูผัก พบวา สารผสม ชนิด E อัตรา 10-20 % ทําใหหนอนวัย 1 และ 3 ตายเฉลี่ย 
47.5-67.5 % สารผสม ชนิด N อัตราตํ่าสุด 0.1 M ไมมีผลตอหนอน  

การทดลองที่ 2 ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลลเพาะเลี้ยงใน
หองปฏิบัติการ 
 ทดสอบไวรัส SeMNPV ที่ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียง กับหนอนกระทูหอมวัยที่ 3 เปรียบเทียบกับ
น้ํากล่ัน พบวา ไวรัส SeMNPV ที่ผลิตจากเซลลเพาะเลี้ยง อัตราความเขมขน 3 x 106 ผลึก/มล. 
ปริมาตร 10 l/ถวยอาหารเทียมขนาด 2 ออนซ/หนอน 1 ตัว ทําใหหนอนกระทูหอมตายเฉล่ีย  93.33 
%  ภายใน 7 วันหลังจากหนอนกินผลึกไวรัสเขาไป 

การทดลองที่ 3 ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลลเพาะเลี้ยงในแปลง
ทดสอบ 

ดําเนินการงานวิจัย ปงบประมาณ 2553 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

ผลิตภัณฑไวรัส NPV ของหนอนกระทูหอมจาก เซลลเพาะเลี้ยงสูตรสําเร็จ ใชควบคุม
แมลงศัตรูพืชโดยชีววิธี  ตองมีการทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ทั้งในสภาพหองปฏิบัติการ 
และในสภาพไร กอนที่จะเผยแพรแนะนําใหเกษตรกรนําไปใชใหสอดคลองกับแนวทางการผลิตพืชให
ปลอดภัยตอผูบริโภคและไมกอใหเกิดมลพิษตอสภาพแวดลอม นอกจากนี้ในแตละรอบการผลิตควรมี
การทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ทั้งในสภาพหองปฏิบัติการ เพื่อยืนยันการมีคุณภาพ
มาตรฐานความปลอดภัยทางชีวภาพ 
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