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พัฒนาการผลิตไวรัส SeMNPV จากเซลลเพาะเล้ียงเปนปริมาณมาก 
Development of Spodoptera exigua Multiple-Nucleocapsids 

Nucleopolyhedrovirus (SeMNPV) Mass Production  
 from Cell Culture 

 
สุชลวัจน  วองไวลขิิต         สาทพิย  มาล ี          อัมพร วิโนทยั 

กลุมกีฏและสัตววทิยา     สํานกัวจิัยพฒันาการอารกัขาพืช 
     

บทคัดยอ 

พัฒนาการผลิตไวรัส SeMNPV จากเซลลเพาะเลี้ยงเปนปริมาณมาก ณ 
หองปฏิบัติการ กลุมงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุมกีฏและสัตววิทยา สํานักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร ระหวาง เดือนตุลาคม 2551 ถึง เดือนกันยายน 2553 
ประสิทธิภาพการเจริญของเซลลหนอนกระทูหอม โดยใชเซลลหนอนกระทูหอมเพาะเลี้ยง
สายพันธุไทยตนแบบ ที่มีคารอยละการเจริญของเซลล 90.91 %  ทําการทดลองผลิตขยาย
เซลลเปนปริมาณมาก ความเขมขนของเซลลตั้งตน  5 x 105 เซลล/มล. ในเครื่อง cell spin 
ปริมาตร 250 มล. และ 500 มล. อัตราการ sub-culture  1:5  พบวา ตรวจนับจํานวนเซลล
เฉลี่ยได อัตราการเจริญของเซลลเพิ่มขึ้นเฉลี่ย 5.07 และ 5.03 เทา ภายใน 4 วัน และเมื่อใส
อนุภาคไวรัส 7 วัน ตรวจนับจํานวนผลึกไวรัสไดเฉลี่ย 3.60 x 107 ผลึก/มล. และ 3.52 x 107 
ผลึก/มล. ตามลําดับ 
 
คําหลัก :  เซลลแมลงเพาะเลี้ยง  หนอนกระทูหอม การผลิต  Insect, cell line, cell culture, 

Nucleopolyhedrovirus, SeMNPV, Spodoptera exigua 

คํานํา 

 การใชไวรัสสาเหตุโรคของแมลงเปนสารชีวนิทรียควบคุมแมลงศัตรูพชืหลายชนิด ได
แพรหลายในหลายประเทศทัว่โลก  เชน  สหภาพโซเวยีต อินเดีย จีน ญ่ีปุน แอฟริกา ออสเตรเลีย 
อเมริกา เปนตน  บางชนดิไดมีการผลิตเปนการคา เนื่องจากควบคุมแมลงศัตรูพชืไดดีและมีความ
ปลอดภัยสูงตอส่ิงมีชวีิตอ่ืน ทําใหไวรัสมีความเฉพาะเจาะจงในการเขาทาํลายแมลง (Entwistle, 
_____________________________________ 
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1998)  สําหรับในประเทศไทย  นับแตป พ.ศ. 2510  มรีายงานการศึกษาวิจัยโรคไวรัส NPV สาเหตุโรค
ของแมลง ในกลุม Nucleopolyhedrovirus (NPV) หรือชื่อเดิม Nuclear polyhedrosis viruses (อุทยั, 
2544) โดยกลุมงานวิจยัการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุมกีฏและสัตววทิยา สํานกัวิจยัพัฒนาการ
อารักขาพืช ไดมีการวิจยัและพัฒนาการผลิตขยายและการใชไวรัสสาเหตุโรคของแมลง ชนิด 

Spodoptera exigua Multiple-nucleocapsid Nucleopolyhedrovirus (SeMNPV) เปน
ปริมาณมากในรูปแบบการผลิต แบบ in vivo คือ ผลิตจากหนอนแมลง เนื่องจาก ไวรัสจะสามารถ
เจริญขยายเพิ่มจํานวนไดในเซลลที่มีชีวิตเทานั้น การผลิตไวรัสจึงสามารถผลิตขยายได 2 รูปแบบ คือ 
การผลิตจากหนอนแมลง เรียกวาแบบ in vivo และ ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียง เรียกวา แบบ in vitro (สุ
ชลวัจน, 2545; Wongwilikhit and Somsuk, 2006)  ปญหาที่พบในการผลิตไวรัส SeMNPV ที่ใช
รูปแบบการผลิต แบบ in vivo คือ 1.) อัตราการผลิตไวรัสแตละรุน/ชนิดไมสม่ําเสมอ  เนื่องจากเล้ียง
หนอนไมไดตามกําหนดเวลาที่ตองการใชแตละรุน  2.) ประสิทธิภาพไมแนนอน มีกล่ินเหม็น เนื่องจาก
มีการปนเปอนจุลินทรียอ่ืน เชน แบคทีเรีย โปรโตซัว รา ทั้งที่เปนสาเหตุโรคแมลงหรือแมแตไวรัสที่ตาง
ชนิดกัน และผลิตภัณฑไวรัสไมสามารถจําแนกชนิดไดดวยลักษณะทางสรีระวิทยา  3.) ผลิตภัณฑ
ไวรัสที่มีจําหนายทุกวันนี้ ยังไมสามารถกําหนดมาตรฐานในการข้ึนทะเบียนสารชีวินทรียตาม
มาตรฐานความปลอดภัยทางชีวภาพ เพียงแตใหใชแบบไมมีการข้ึนทะเบียนฯเทานั้น 5.) การใช
สถานที่และแรงงานในการปฏิบัติงานมาก ซึ่งทําใหมีตนทุนสูง และทําใหมีขอจํากัดในกระบวนการ
ผลิตขยายในปริมาณมาก (อุทัยและคณะ, 2537) 
  ดังนั้น เพื่อแกปญหาดังกลาวขางตนของการผลิตไวรัส SeMNPV แบบ in vivo จึงทําการ
ทดลองวิจัยรูปแบบการผลิตไวรัส 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 ซึ่งผลการ
ทดลองวิจัยนี้จะเปนขอมูลพื้นฐานในการนําไปประยุกตใชผลิตขยายไวรัส SeMNPV ที่เหมาะสมตอ
การผลิตขยายเปนปริมาณมาก สามารถแกปญหาที่เกิดข้ึนในกระบวนการผลิตไวรัส SeMNPV แบบ 
in vivo ไดอยางส้ินเชิง และทําใหผลิตภัณฑไวรัสมีคุณภาพมาตรฐานความปลอดภัยทางชีวภาพ ใน
การนําไปใชควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยชีววิธี  สอดคลองกับแนวทางการผลิตพืชใหปลอดภัยตอ
ผูบริโภคและไมกอใหเกิดมลพิษตอสภาพแวดลอม เพื่อยกระดับคุณภาพชีวิตและการพัฒนาที่ยั่งยืน
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ตามยุทธศาสตรการพัฒนาประเทศตามแผนพัฒนาเศรษฐกิจและสังคมแหงชาติ ฉบับที่ 10 (พ.ศ. 
2550-2554) 

วิธีดําเนินการ 

ดําเนินการทดลองวิจัย 2  การทดลอง ไดแก 1.) ทดสอบประสิทธิภาพการเจริญของเซลล
หนอนกระทูหอมเพาะเล้ียง  2.) ทดสอบประสิทธิภาพการสรางผลึกไวรัส SeMNPV ในเซลลเพาะเล้ียง 

การทดลองที่ 1 ทดสอบประสิทธิภาพการเจริญของเซลลหนอนกระทูหอมเพาะเลี้ยง   
  เพาะเล้ียงขยายเซลลหนอนกระทูหอมเพาะเลี้ยง จากสตอค ตามเทคนิควิธีการของ สุชล
วัจน (2545)  ความเขมขนของเซลลต้ังตน  2 x 105 – 1 x  106  เซลล/มล.  เพาะเล้ียงไวในตูควบคุม
อุณหภูมิ 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 มล. และ 1,000  มล. ทําการ sub-culture 3-4 วัน/คร้ัง  คัดเลือกเซลล
เพาะเล้ียงใหมีคารอยละการเจริญของเซลลที่สามารถเจริญตอไปได (cells viability) มากกวา 
80%  เพื่อใหไดอัตราการเจริญของเซลลเพิ่มข้ึน 5 เทา ภายใน 4 วัน ใชเปนเซลลเพาะเล้ียงต้ังตน 
(starter cells) จํานวน 2 ซ้ํา  เพื่อหาอัตราการเจริญของเซลลที่เหมาะสมในแตละภาชนะ และอัตรา
การขยายเพิ่มปริมาณ  บันทึกผลโดยการตรวจนับจํานวนเซลลทุกวันตอเนื่องดวยสไลด 
Hemocytometer  ภายใตกลองจุลทรรศน light compound microscope  จํานวน 4 ซ้ํา  
เปรียบเทียบอัตราการเจริญของเซลล โดยคํานวณจากคารอยละของเซลลที่สามารถเจริญตอไปได  
แลวคัดเลือก Se-cell line ไปใชในการทดลองที่ 2 

การทดลองที่ 2 ทดสอบประสิทธิภาพการสรางผลึกไวรัส SeMNPV ในเซลลเพาะเลี้ยง 
นําเซลลหนอนกระทูหอมเพาะเล้ียงที่คัดเลือกจากการทดลองที่ 1 ขางตน มาเล้ียงขยายใน

ภาชนะ แบบ T-flask ใชเซลลต้ังตน 2 x 105  – 1 x  106 เซลล/มล. เพื่อทดสอบประสิทธิภาพการ
สรางผลึกไวรัสในเซลลหนอน กระทูหอมเพาะเล้ียง หลังจาก sub-culture 4 วัน และเพาะอนุภาค
ไวรัส (infection) จากเลือดหนอนกระทูหอม ในเซลลเพาะเล้ียง อนุภาคไวรัสที่ใชมีคา Multiplicity 
of infection (MOI)  ที่เหมาะสมตอความเขมขนของเซลลต้ังตน 2 x 105 -  1 x  106 เซลล/มล. 
จํานวน 2 ซ้ําตออัตราอนุภาคไวรัส หลังจากนั้น ตรวจดูการสรางผลึกโปรตีนไวรัสบริเวณนิวเคลียส
ของเซลลภายใตกลองจุลทรรศน inverted microscope เปรียบเทียบกับเซลลเพาะเล้ียงปกติ ตรวจ
นับจํานวนผลึกไวรัสที่ไดดวยสไลด Hemocytometer ภายใตกลองจุลทรรศน light compound 
microscope จํานวน 4 ซ้ํา คัดเลือกอัตราอนุภาคไวรัสที่ดีที่สุดในการทดลองขางตนนํามาใชผลิต
ขยายแบบตอเนื่องจํานวน 3 รอบการผลิต โดยทําการปนแยกอนุภาคไวรัสจากผลผลิตไวรัสจาก
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เซลลเพาะเล้ียง ปนตกตะกอนที่แรงเหวี่ยง 10,000g นาน 8 นาที มาใชเพาะเล้ียงอนุภาคไวรัสใน
เซลลเพาะเล้ียงในรอบการผลิตถัดไป รอบที่ 1 และ 2  ในภาชนะ แบบ cell spin flask  (ปริมาตร 
500 – 1,000 มล./ขวด) 

เวลาและสถานที่ทําการทดลอง 
ดําเนินการทดลองวิจัย ต้ังแต เดือนตุลาคม 2551 ส้ินสุด เดือนกันยายน 2553  ณ 

หองปฏิบัติการ กลุมงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุมกีฏและสัตววิทยาสํานักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร จตุจักร กรุงเทพฯ 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 

ผลการทดลองการพัฒนาการผลิตไวรัส SeMNPV จากเซลลเพาะเลี้ยงเปนปริมาณ
มาก  จํานวน  2  การทดลอง ไดแก 1.) ทดสอบประสิทธิภาพการเจริญของเซลลหนอนกระทู
หอมเพาะเล้ียง  2.) ทดสอบประสิทธิภาพการสรางผลึกไวรัส SeMNPV ในเซลลเพาะเลี้ยง มี
ดังนี้ 

การทดลองที่ 1 ทดสอบประสิทธิภาพการเจริญของเซลลหนอนกระทูหอมเพาะเลี้ยง 

จากการทดสอบประสิทธิภาพการเจริญของเซลลหนอนกระทูหอม โดยใชเซลลหนอน
กระทูหอมเพาะเลี้ยงสายพันธุไทยตนแบบ ที่มีคารอยละการเจริญของเซลล 90.91 %  ทํา
การทดลองผลิตขยายเซลลเปนปริมาณมาก ความเขมขนของเซลลต้ังตน  5 x 105 เซลล/มล. 
ในเครื่อง cell spin ปริมาตร 250 มล. และ 500 มล. อัตราการ sub-culture  1:5  พบวา 
ตรวจนับจํานวนเซลลเฉลี่ยได อัตราการเจริญของเซลลเพิ่มขึ้นเฉลี่ย 5.07 และ 5.03 เทา 
ภายใน 4 วัน เชนเดียวกับ การเพาะเลี้ยงเซลลใน ภาชนะเลี้ยง T-flask ขนาดพื้นที่การเจริญ 
25 ตร.ซม. และ E-flask ขนาดจุ 125 มล. ที่มีอัตราการเจริญของเซลลเพิ่มขึ้นเฉลี่ย 5.54 (สุ
ชลวัจนและคณะ, 2551) จึงนําไปใชผลิตขยายอนุภาคไวรัส เพื่อใชในการติดเชื้อ ในการ
ทดลองผลิตขยายไวรัสจากเซลลเพาะเล้ียงในเคร่ือง cell spin ในการทดลองที่ 2 

การทดลองที่ 2 ทดสอบประสิทธิภาพการสรางผลึกไวรัส SeMNPV ในเซลล
เพาะเลี้ยง 

จากการทดสอบประสิทธิภาพการสรางผลึกไวรัส SeMNPV ในเครื่อง cell spin โดย
ใชเซลลเพาะเลี้ยงตนแบบชนิด Se-cell line ที่มีคารอยละการเจริญของเซลล 90.91 % และ
ขนาดปริมาตร 250 มล.และ 500 มล. หลังจากใสอนุภาคไวรัส 7 วัน ตรวจนับจํานวนผลึก
ไวรัสไดเฉลี่ย 3.60 x 107 ผลึก/มล. และ 3.52 x 107 ผลึก/มล. ตามลําดับ ซึ่งมีประสิทธิภาพ
ใกลเคียงกับ การทดลองทดสอบประสิทธิภาพการสรางผลึกไวรัส ในภาชนะเลี้ยง T-flask 
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ขนาดพื้นที่การเจริญ 25 ตร.ซม. และ E-flask ขนาดจุ 125 มล. ทดลองผลิตขยายไวรัสจาก
เซลลที่อัตราความเขมขนเซลลเริ่มตน 1 x 106 เซลล/มิลลิลิตร  เก็บเกี่ยวผลึกไวรัส รุนที่ 1-3 
นับผลึกไวรัสเฉลี่ยได เทากับ 3.12 x 107, 3.84 x 107 และ 4.95 x 107 ผลึก/มล. ตามลําดับ 
หลัง infected อนุภาคไวรัส 7 วัน (สุชลวัจนและคณะ, 2551) 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

การผลิตไวรัส  SeMNPV  ควบคุมแมลงศัตรูพืชเปนปริมาณมาก จากผลการทดลอง
สามารถสรุป ขอมูลผลงานวิจัยวิธีการผลิตขยายไวรัส SeMNPV จากเซลลเพาะเล้ียงในเครื่อง 
cell spin นี้สามารถนําไปประยุกตตอยอด เพื่อเปนตนแบบที่เหมาะสมตอการผลิตขยาย
มาตรฐาน ที่สามารถนําไปจดสิทธิบัตร เพื่อเปนประโยชนของกรมวิชาการเกษตรได นอกจากนี้ 

กลาวคือทําใหผลิตภัณฑไวรัสมีคุณภาพมาตรฐานความปลอดภัย   ทางชีวภาพสอดคลอง
กับแนวทางการผลิตพืชใหปลอดภัยตอผูบริโภคและไมกอใหเกิดมลพิษตอสภาพแวดลอม  เพื่อ
ยกระดับคุณภาพชีวิตและการพัฒนาที่ยั่งยืนตามยุทธศาสตรการพัฒนาประเทศตามแผนพัฒนา
เศรษฐกิจและสังคมแหงชาติ 
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