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การทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑไวรัส NPV ของหนอนกระทูหอม  
จาก เซลลเพาะเล้ียง 

Efficacy Test of Spodoptera exigua Nucleopolyhedrovirus Product  
from Cell Culture 

 

สุชลวัจน  วองไวลขิิต          สาทพิย  มาลี          เสาวนิตย  โพธิ์พูนศักด์ิ 

กลุมกีฏและสัตววทิยา      สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
     

รายงานความกาวหนา 

 การทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑไวรัส NPV ของหนอนกระทูหอม จาก เซลลเพาะเล้ียง 
ณ หองปฏิบัติการ กลุมงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุมกีฏและสัตววิทยา สํานักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร ระหวาง เดือนตุลาคม 2550 ถึง เดือนกันยายน 2553 การ
ทดสอบผลกระทบสารผสมผลึกไวรัสจากเซลล พบวา สารผสมชนิด E ที่อัตรา 10-70% ไมมีผลตอ
ผลึกไวรัส  สารผสม ชนิด N อัตรา 1 M มีผลทําใหผลึกไวรัสละลายภายใน 2 ชั่วโมง  ความเขมขน
ผลึกไวรัส 108 – 109 ผลึก ทดสอบผลกระทบสารผสมตอใบถั่วเขียวในหองปฏิบัติการ พบวา สาร
ผสมชนิด E อัตรา 10-20% ไมมีผลตอการเจริญเติบโตของใบพืช  แตสารผสม ชนิด N อัตราตํ่าสุด 
0.1 M ทําใหใบพืชเหี่ยว  และ ทดสอบคุณสมบัติการเพิ่มประสิทธิภาพของสารผสม ชนิด E กับ 
หนอนกระทูผัก พบวา สารผสม ชนิด E อัตรา 10-20 % ทําใหหนอนวัย 1 และ 3 ตายเฉล่ีย 47.5-
67.5 % สารผสม ชนิด N อัตราตํ่าสุด 0.1 M ไมมีผลตอหนอน  และทดสอบไวรัส SeMNPV ที่ผลิต
จากเซลลเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการ กับหนอนกระทูหอมวัยที่ 3 เปรียบเทียบกับน้ํากล่ัน พบวา ไวรัส 
SeMNPV ที่ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียง อัตราความเขมขน 3 x 106 ผลึก/มล. ปริมาตร 10 l/ถวยอาหาร
เทียมขนาด 2 ออนซ/หนอน 1 ตัว ทําใหหนอนกระทูหอมตายเฉล่ีย  93.33 %  ภายใน 7 วันหลังจาก
หนอนกินผลึกไวรัส สวนการทดสอบประสิทธิภาพในแปลงทดลองจะดําเนินการในปตอไป 
 

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

การใชไวรัสสาเหตุโรคของแมลงเปนสารชีวินทรียควบคุมแมลงศัตรูพืชหลายชนิด ได
แพรหลายในหลายประเทศทั่วโลก  เชน  สหภาพโซเวียต อินเดีย จีน ญ่ีปุน แอฟริกา ออสเตรเลีย 
อเมริกา เปนตน  บางชนิดไดมีการผลิตเปนการคา เนื่องจากควบคุมแมลงศัตรูพืชไดดีและมีความ
ปลอดภัยสูงตอส่ิงมีชีวิตอ่ืน ทําใหไวรัสมีความเฉพาะเจาะจงในการเขาทําลายแมลง (Entwistle, 
1998)  สําหรับในประเทศไทย  นับแตป พ.ศ. 2510  มีรายงานการศึกษาวิจัยโรคไวรัส NPV สาเหตุโรค
ของแมลง ในกลุม Nucleopolyhedrovirus (NPV) หรือชื่อเดิม Nuclear polyhedrosis viruses (อุทัย, 
2544) โดยกลุมงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุมกีฏและสัตววิทยา สํานักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช ไดมีการวิจัยและพัฒนาการผลิตขยายและการใชไวรัสสาเหตุโรคของแมลง ชนิด 
Spodoptera exigua Multiple-nucleocapsid Nucleopolyhedrovirus (SeMNPV) เปนปริมาณมาก
ในรูปแบบการผลิต แบบ in vivo คือ ผลิตจากหนอนแมลง เนื่องจาก ไวรัสจะสามารถเจริญขยายเพิ่ม
จํานวนไดในเซลลที่มีชีวิตเทานั้น การผลิตไวรัสจึงสามารถผลิตขยายได 2 รูปแบบ คือ การผลิตจาก
หนอนแมลง เรียกวาแบบ in vivo และ ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียง เรียกวา แบบ in vitro (สุชลวัจน, 
2545; Wongwilikhit and Somsuk, 2006)  ปญหาที่พบในการผลิตไวรัส SeMNPV ที่ใชรูปแบบการ
ผลิต แบบ in vivo คือ 1.) อัตราการผลิตไวรัสแตละรุน/ชนิดไมสม่ําเสมอ  เนื่องจากเล้ียงหนอนไมได
ตามกําหนดเวลาที่ตองการใชแตละรุน  2.) ประสิทธิภาพไมแนนอน มีกล่ินเหม็น เนื่องจากมีการ
ปนเปอนจุลินทรียอ่ืน เชน แบคทีเรีย โปรโตซัว รา ทั้งที่เปนสาเหตุโรคแมลงหรือแมแตไวรัสที่ตางชนิด
กัน และผลิตภัณฑไวรัสไมสามารถจําแนกชนิดไดดวยลักษณะทางสรีระวิทยา  3.) ผลิตภัณฑไวรัสที่มี
จําหนายทุกวันนี้ ยังไมสามารถกําหนดมาตรฐานในการข้ึนทะเบียนสารชีวินทรียตามมาตรฐานความ
ปลอดภัยทางชีวภาพ เพียงแตใหใชแบบไมมีการข้ึนทะเบียนฯเทานั้น 5.) การใชสถานที่และแรงงานใน
การปฏิบัติงานมาก ซึ่งทําใหมีตนทุนสูง และทําใหมีขอจํากัดในกระบวนการผลิตขยายในปริมาณมาก 
(อุทัยและคณะ, 2537) และไดแกปญหาดังกลาวขางตนของการผลิตไวรัส SeMNPV แบบ in vivo จึง
ทําการทดลองวิจัยรูปแบบการผลิตไวรัส SeMNPV จากเซลลเพาะเล้ียง หรือที่เรียกวา การผลิตแบบ in 
vitro โดยนําเทคนิคการเพาะเล้ียงเซลลแมลงศัตรูพืช จาก United Stated Department of Agriculture 
(USDA) ประเทศสหรัฐอเมริกา (สุชลวัจน, 2539; สุชลวัจนและคณะ, 2543; Lynn and Shapiro, 
1998) มาใชทดลองเพาะเล้ียงเซลลหนอนกระทูหอมสายพันธุไทย (Se cell line : Spodoptera exigua 
cell line) จาก Embryonic stem cell ซึ่งหนอนกระทูหอม (Spodoptera exigua Hübner) จัดเปน
แมลงศัตรูพืชที่สําคัญสามารถพบในพืชเศรษฐกิจหลายชนิด เชน หนอไมฝร่ัง ผักคะนา ผักตระกูล
กะหลํ่า บรอคเคอร่ี หอมแดง ถั่วฝกยาว กระเจ๊ียบเขียว มะเขือเทศ องุน ดาวเรือง เปนตน และสามารถ
ผลิตขยายไวรัสจากเซลลหนอนกระทูหอมไดเปนรูปแบบชนิดสารละลายไดแลว (สุชลวัจน และคณะ, 
2551) 
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  ดังนั้น จึงตองมีการทดสอบประสิทธิภาพในการทําใหหนอนกระทูหอมเปนโรคตาย โดยทํา
การทดสอบไวรัสสูตรสําเร็จที่มีคุณภาพมาตรฐานความปลอดภัยทางชีวภาพ ในการนําไปใชควบคุม
แมลงศัตรูพืชโดยชีววิธี  ทั้งในสภาพหองปฏิบัติการ และในสภาพไร กอนที่จะแนะนําใหเกษตรกร
นําไปใชใหสอดคลองกับแนวทางการผลิตพืชใหปลอดภัยตอผูบริโภคและไมกอใหเกิดมลพิษตอ
สภาพแวดลอม เพื่อยกระดับคุณภาพชีวิตและการพัฒนาที่ยั่งยืนตามยุทธศาสตรการพัฒนาประเทศ
ตามแผนพัฒนาเศรษฐกิจและสังคมแหงชาติ ฉบับที่ 10 (พ.ศ. 2550-2554) 

วิธีดําเนินการ 

ดําเนินการทดลองวิจัย 3  การทดลอง ไดแก 1.) ทดสอบสูตรสําเร็จไวรัสที่ผลิตจากเซลล
เพาะเล้ียง 2.) ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลลเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการ 3.) 
ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียงในแปลงทดสอบ 

การทดลองที่ 1 ทดสอบประสิทธิภาพสูตรสําเร็จไวรัสที่ผลิตจากเซลลเพาะเลี้ยง 
  เพาะเล้ียงขยายเซลลหนอนกระทูหอมเพาะเลี้ยง จากสตอค ตามเทคนิควิธีการของ สุชล
วัจน (2545)  ความเขมขนของเซลลต้ังตน  2 x 105 – 1x 106 เซลล/มิลลิลิตร  เพาะเล้ียงไวใน
ตูควบคุมอุณหภูมิ ที่ 27 oC ในอาหารเพาะเล้ียงเซลลแมลงศัตรูพืช มีคาออสโมซีส 350 – 360 
mOsmols/kg. คา 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 วันตอคร้ัง  คัดเลือกเซลล
เพาะเล้ียงใหมีคาเซลลที่สามารถเจริญตอไปได (cells viability) มากกวา 80 %  เพื่อใหไดอัตราการ
เจริญของเซลลเพิ่มข้ึน 5 เทา ภายใน 4 วัน ใชเปนเซลลเพาะเล้ียงต้ังตน (Starter cells) เพื่อขยาย
เพิ่มปริมาณไวรัส  ตรวจนับผลึกไวรัสที่ไดดวย Hemocytometer  ภายใตกลองจุลทรรศน light 
compound microscope  จํานวน 4 ซ้ํา  นําผลึกไวรัสที่ไดผสมสารละลายที่มีคุณสมบัติเพิ่ม
ประสิทธิภาพโดยที่ไมทําอันตรายกับพืช และผลึกไวรัส โดยเลือกทดสอบสารผสมกับหนอนแมลง 
เชน หนอนกระทูหอม หนอนกระทูผัก หนอนเจาะสมอฝาย หนอนใยผัก ทดสอบสารผสม 2 ชนิด 
ไดแก สารผสม ชนิด E อัตรา 10 และ 20% สารผสม ชนิด N อัตรา 0.1, 0.2, 0.5 และ 1 M ฉีดพน
บนใบพืช เชน ถั่วเขียว และ ผักกาดขาวปลี และ ผลึกไวรัสจากเซลลในหองปฏิบัติการ เพื่อใหได
สูตรสําเร็จไวรัส แลวจึงนําไปใชในการทดลองที่ 2  

การทดลองท่ี 2 ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลลเพาะเลี้ยงใน
หองปฏิบัติการ 

ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียงที่ไดจากการทดลองที่ 1 โดย
ใชหนอนกระทูหอมวัย 3 (อายุ 7 วัน) 50 ตัวตอซ้ํา จํานวน 3 ซ้ํา เปรียบเทียบกับน้ํากล่ัน ใชวิธีการ 
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infection แบบ Diet plug method ระดับความเขมขนเทากัน 3 x 106 ผลึก/มล. ปริมาตร 10 
l/ถวยอาหารเทียมขนาด 2 ออนซ/หนอน 1 ตัว  ตรวจเช็คและบันทึกผลการตายของหนอนทุกวัน  

การทดลองที่ 3 ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลลเพาะเลี้ยงในแปลง
ทดสอบ 
 วางแผนการทดลองแบบ CRD มีจํานวน และจํานวน 3 ซ้ํา จํานวน 6 กรรมวิธี ไดแก 
กรรมวิธีที่ 1 ไวรัส SeMNPV ที่ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียง  กรรมวิธีที่ 2 ไวรัส SeMNPV ที่ผลิตจาก
เซลลเพาะเลี้ยงผสมสารเพ่ิมประสิทธิภาพ  กรรมวิธีที่ 3  สารผสมเพิ่มประสิทธิภาพ กรรมวิธีที่ 4 
ไวรัส SeMNPV ที่ผลิตจากแมลงอาศัย กรรมวิธีที่ 5 สารเปรียบเทียบ และ กรรมวิธีที่ 6 น้ํากล่ัน 
ตรวจนับจํานวนแมลงในแปลงปลูกพืชที่มีหนอนกระทูหอมเปนศัตรูที่สําคัญ และวิเคราะหผลการ
ทดลอง 

เวลาและสถานที่ทําการทดลอง 

ดําเนินการทดลองวิจัย ต้ังแต เดือนตุลาคม 2550 ส้ินสุด เดือนกันยายน 2553  ณ 
หองปฏิบัติการ กลุมงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุมกีฏและสัตววิทยา  สํานักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร จตุจักร กรุงเทพฯ และแปลงเกษตรกรทองที่                
จ.กาญจนบุรี 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑไวรัส NPV ของหนอนกระทูหอม จาก เซลล
เพาะเลี้ยง จํานวน  3  การทดลอง ไดแก 1.) ทดสอบสูตรสําเร็จไวรัสที่ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียง   
2.) ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการ 3.) ทดสอบ
ประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียงในแปลงทดสอบ มีดังนี้ 

การทดลองที่ 1 ทดสอบสูตรสําเร็จไวรัสที่ผลิตจากเซลลเพาะเลี้ยง 
จากการทดสอบทดสอบสูตรสําเร็จไวรัสที่ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียง พบวา ไดผลึกไวรัส

ผสมสารละลายที่มีคุณสมบัติเพิ่มประสิทธิภาพโดยที่ไมทําอันตรายกับพืช และผลึกไวรัส จํานวน 1 
ชนิด โดยการทดสอบสารผสมในผลิตภัณฑไวรัสจาก 2 ชนิด ไดแก สารผสมชนิด E และ ชนิด N 
ผลการทดสอบผลกระทบสารผสมผลึกไวรัสจากเซลล พบวา สารผสมชนิด E ที่อัตรา 10-70% ไมมี
ผลตอผลึกไวรัส  สารผสม ชนิด N อัตรา 1 M มีผลทําใหผลึกไวรัสละลายภายใน 2 ชั่วโมง  ความ
เขมขนผลึกไวรัส 108 – 109 ผลึก ทดสอบผลกระทบสารผสมตอใบถั่วเขียวในหองปฏิบัติการ พบวา 
สารผสมชนิด E อัตรา 10-20% ไมมีผลตอการเจริญเติบโตของใบพืช  แตสารผสม ชนิด N อัตรา
ตํ่าสุด 0.1 M ทําใหใบพืชเหี่ยว  และ ทดสอบคุณสมบัติการเพิ่มประสิทธิภาพของสารผสม ชนิด E 
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กับ หนอนกระทูผัก พบวา สารผสม ชนิด E อัตรา 10-20 % ทําใหหนอนวัย 1 และ 3 ตายเฉลี่ย 
47.5-67.5 % สารผสม ชนิด N อัตราตํ่าสุด 0.1 M ไมมีผลตอหนอน  

การทดลองที่ 2 ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลลเพาะเลี้ยงใน
หองปฏิบัติการ 
 ทดสอบไวรัส SeMNPV ที่ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียง กับหนอนกระทูหอมวัยที่ 3 เปรียบเทียบกับ
น้ํากล่ัน พบวา ไวรัส SeMNPV ที่ผลิตจากเซลลเพาะเลี้ยง อัตราความเขมขน 3 x 106 ผลึก/มล. 
ปริมาตร 10 l/ถวยอาหารเทียมขนาด 2 ออนซ/หนอน 1 ตัว ทําใหหนอนกระทูหอมตายเฉล่ีย  93.33 
%  ภายใน 7 วันหลังจากหนอนกินผลึกไวรัสเขาไป 

การทดลองที่ 3 ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลลเพาะเลี้ยงในแปลง
ทดสอบ 

ดําเนินการงานวิจัย ปงบประมาณ 2553 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

ผลิตภัณฑไวรัส NPV ของหนอนกระทูหอมจาก เซลลเพาะเลี้ยงสูตรสําเร็จ ใชควบคุม
แมลงศัตรูพืชโดยชีววิธี  ตองมีการทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ทั้งในสภาพหองปฏิบัติการ 
และในสภาพไร กอนที่จะเผยแพรแนะนําใหเกษตรกรนําไปใชใหสอดคลองกับแนวทางการผลิตพืชให
ปลอดภัยตอผูบริโภคและไมกอใหเกิดมลพิษตอสภาพแวดลอม นอกจากนี้ในแตละรอบการผลิตควรมี
การทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ทั้งในสภาพหองปฏิบัติการ เพื่อยืนยันการมีคุณภาพ
มาตรฐานความปลอดภัยทางชีวภาพ 
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