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พัฒนาการผลิตไวรัส SeMNPV จากเซลลเพาะเล้ียงเปนปริมาณมาก 
Development of Spodoptera exigua Multiple-Nucleocapsids 

Nucleopolyhedrovirus (SeMNPV) Mass Production  
 from Cell Culture 

 
สุชลวัจน  วองไวลขิิต         สาทพิย  มาล ี          อัมพร วิโนทยั 

กลุมกีฏและสัตววทิยา     สํานกัวจิัยพฒันาการอารกัขาพืช 
     

บทคัดยอ 

พัฒนาการผลิตไวรัส SeMNPV จากเซลลเพาะเลี้ยงเปนปริมาณมาก ณ 
หองปฏิบัติการ กลุมงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุมกีฏและสัตววิทยา สํานักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร ระหวาง เดือนตุลาคม 2551 ถึง เดือนกันยายน 2553 
ประสิทธิภาพการเจริญของเซลลหนอนกระทูหอม โดยใชเซลลหนอนกระทูหอมเพาะเลี้ยง
สายพันธุไทยตนแบบ ที่มีคารอยละการเจริญของเซลล 90.91 %  ทําการทดลองผลิตขยาย
เซลลเปนปริมาณมาก ความเขมขนของเซลลตั้งตน  5 x 105 เซลล/มล. ในเครื่อง cell spin 
ปริมาตร 250 มล. และ 500 มล. อัตราการ sub-culture  1:5  พบวา ตรวจนับจํานวนเซลล
เฉลี่ยได อัตราการเจริญของเซลลเพิ่มขึ้นเฉลี่ย 5.07 และ 5.03 เทา ภายใน 4 วัน และเมื่อใส
อนุภาคไวรัส 7 วัน ตรวจนับจํานวนผลึกไวรัสไดเฉลี่ย 3.60 x 107 ผลึก/มล. และ 3.52 x 107 
ผลึก/มล. ตามลําดับ 
 
คําหลัก :  เซลลแมลงเพาะเลี้ยง  หนอนกระทูหอม การผลิต  Insect, cell line, cell culture, 

Nucleopolyhedrovirus, SeMNPV, Spodoptera exigua 

คํานํา 

 การใชไวรัสสาเหตุโรคของแมลงเปนสารชีวนิทรียควบคุมแมลงศัตรูพชืหลายชนิด ได
แพรหลายในหลายประเทศทัว่โลก  เชน  สหภาพโซเวยีต อินเดีย จีน ญ่ีปุน แอฟริกา ออสเตรเลีย 
อเมริกา เปนตน  บางชนดิไดมีการผลิตเปนการคา เนื่องจากควบคุมแมลงศัตรูพชืไดดีและมีความ
ปลอดภัยสูงตอส่ิงมีชวีิตอ่ืน ทําใหไวรัสมีความเฉพาะเจาะจงในการเขาทาํลายแมลง (Entwistle, 
_____________________________________ 
รหัสการทดลอง  07-01-49-06-04-02-02-51  
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1998)  สําหรับในประเทศไทย  นับแตป พ.ศ. 2510  มรีายงานการศึกษาวิจัยโรคไวรัส NPV สาเหตุโรค
ของแมลง ในกลุม Nucleopolyhedrovirus (NPV) หรือชื่อเดิม Nuclear polyhedrosis viruses (อุทยั, 
2544) โดยกลุมงานวิจยัการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุมกีฏและสัตววทิยา สํานกัวิจยัพัฒนาการ
อารักขาพืช ไดมีการวิจยัและพัฒนาการผลิตขยายและการใชไวรัสสาเหตุโรคของแมลง ชนิด 

Spodoptera exigua Multiple-nucleocapsid Nucleopolyhedrovirus (SeMNPV) เปน
ปริมาณมากในรูปแบบการผลิต แบบ in vivo คือ ผลิตจากหนอนแมลง เนื่องจาก ไวรัสจะสามารถ
เจริญขยายเพิ่มจํานวนไดในเซลลที่มีชีวิตเทานั้น การผลิตไวรัสจึงสามารถผลิตขยายได 2 รูปแบบ คือ 
การผลิตจากหนอนแมลง เรียกวาแบบ in vivo และ ผลิตจากเซลลเพาะเล้ียง เรียกวา แบบ in vitro (สุ
ชลวัจน, 2545; Wongwilikhit and Somsuk, 2006)  ปญหาที่พบในการผลิตไวรัส SeMNPV ที่ใช
รูปแบบการผลิต แบบ in vivo คือ 1.) อัตราการผลิตไวรัสแตละรุน/ชนิดไมสม่ําเสมอ  เนื่องจากเล้ียง
หนอนไมไดตามกําหนดเวลาที่ตองการใชแตละรุน  2.) ประสิทธิภาพไมแนนอน มีกล่ินเหม็น เนื่องจาก
มีการปนเปอนจุลินทรียอ่ืน เชน แบคทีเรีย โปรโตซัว รา ทั้งที่เปนสาเหตุโรคแมลงหรือแมแตไวรัสที่ตาง
ชนิดกัน และผลิตภัณฑไวรัสไมสามารถจําแนกชนิดไดดวยลักษณะทางสรีระวิทยา  3.) ผลิตภัณฑ
ไวรัสที่มีจําหนายทุกวันนี้ ยังไมสามารถกําหนดมาตรฐานในการข้ึนทะเบียนสารชีวินทรียตาม
มาตรฐานความปลอดภัยทางชีวภาพ เพียงแตใหใชแบบไมมีการข้ึนทะเบียนฯเทานั้น 5.) การใช
สถานที่และแรงงานในการปฏิบัติงานมาก ซึ่งทําใหมีตนทุนสูง และทําใหมีขอจํากัดในกระบวนการ
ผลิตขยายในปริมาณมาก (อุทัยและคณะ, 2537) 
  ดังนั้น เพื่อแกปญหาดังกลาวขางตนของการผลิตไวรัส SeMNPV แบบ in vivo จึงทําการ
ทดลองวิจัยรูปแบบการผลิตไวรัส 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 ซึ่งผลการ
ทดลองวิจัยนี้จะเปนขอมูลพื้นฐานในการนําไปประยุกตใชผลิตขยายไวรัส SeMNPV ที่เหมาะสมตอ
การผลิตขยายเปนปริมาณมาก สามารถแกปญหาที่เกิดข้ึนในกระบวนการผลิตไวรัส SeMNPV แบบ 
in vivo ไดอยางส้ินเชิง และทําใหผลิตภัณฑไวรัสมีคุณภาพมาตรฐานความปลอดภัยทางชีวภาพ ใน
การนําไปใชควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยชีววิธี  สอดคลองกับแนวทางการผลิตพืชใหปลอดภัยตอ
ผูบริโภคและไมกอใหเกิดมลพิษตอสภาพแวดลอม เพื่อยกระดับคุณภาพชีวิตและการพัฒนาที่ยั่งยืน
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ตามยุทธศาสตรการพัฒนาประเทศตามแผนพัฒนาเศรษฐกิจและสังคมแหงชาติ ฉบับที่ 10 (พ.ศ. 
2550-2554) 

วิธีดําเนินการ 

ดําเนินการทดลองวิจัย 2  การทดลอง ไดแก 1.) ทดสอบประสิทธิภาพการเจริญของเซลล
หนอนกระทูหอมเพาะเล้ียง  2.) ทดสอบประสิทธิภาพการสรางผลึกไวรัส SeMNPV ในเซลลเพาะเล้ียง 

การทดลองที่ 1 ทดสอบประสิทธิภาพการเจริญของเซลลหนอนกระทูหอมเพาะเลี้ยง   
  เพาะเล้ียงขยายเซลลหนอนกระทูหอมเพาะเลี้ยง จากสตอค ตามเทคนิควิธีการของ สุชล
วัจน (2545)  ความเขมขนของเซลลต้ังตน  2 x 105 – 1 x  106  เซลล/มล.  เพาะเล้ียงไวในตูควบคุม
อุณหภูมิ 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 มล. และ 1,000  มล. ทําการ sub-culture 3-4 วัน/คร้ัง  คัดเลือกเซลล
เพาะเล้ียงใหมีคารอยละการเจริญของเซลลที่สามารถเจริญตอไปได (cells viability) มากกวา 
80%  เพื่อใหไดอัตราการเจริญของเซลลเพิ่มข้ึน 5 เทา ภายใน 4 วัน ใชเปนเซลลเพาะเล้ียงต้ังตน 
(starter cells) จํานวน 2 ซ้ํา  เพื่อหาอัตราการเจริญของเซลลที่เหมาะสมในแตละภาชนะ และอัตรา
การขยายเพิ่มปริมาณ  บันทึกผลโดยการตรวจนับจํานวนเซลลทุกวันตอเนื่องดวยสไลด 
Hemocytometer  ภายใตกลองจุลทรรศน light compound microscope  จํานวน 4 ซ้ํา  
เปรียบเทียบอัตราการเจริญของเซลล โดยคํานวณจากคารอยละของเซลลที่สามารถเจริญตอไปได  
แลวคัดเลือก Se-cell line ไปใชในการทดลองที่ 2 

การทดลองที่ 2 ทดสอบประสิทธิภาพการสรางผลึกไวรัส SeMNPV ในเซลลเพาะเลี้ยง 
นําเซลลหนอนกระทูหอมเพาะเล้ียงที่คัดเลือกจากการทดลองที่ 1 ขางตน มาเล้ียงขยายใน

ภาชนะ แบบ T-flask ใชเซลลต้ังตน 2 x 105  – 1 x  106 เซลล/มล. เพื่อทดสอบประสิทธิภาพการ
สรางผลึกไวรัสในเซลลหนอน กระทูหอมเพาะเล้ียง หลังจาก sub-culture 4 วัน และเพาะอนุภาค
ไวรัส (infection) จากเลือดหนอนกระทูหอม ในเซลลเพาะเล้ียง อนุภาคไวรัสที่ใชมีคา Multiplicity 
of infection (MOI)  ที่เหมาะสมตอความเขมขนของเซลลต้ังตน 2 x 105 -  1 x  106 เซลล/มล. 
จํานวน 2 ซ้ําตออัตราอนุภาคไวรัส หลังจากนั้น ตรวจดูการสรางผลึกโปรตีนไวรัสบริเวณนิวเคลียส
ของเซลลภายใตกลองจุลทรรศน inverted microscope เปรียบเทียบกับเซลลเพาะเล้ียงปกติ ตรวจ
นับจํานวนผลึกไวรัสที่ไดดวยสไลด Hemocytometer ภายใตกลองจุลทรรศน light compound 
microscope จํานวน 4 ซ้ํา คัดเลือกอัตราอนุภาคไวรัสที่ดีที่สุดในการทดลองขางตนนํามาใชผลิต
ขยายแบบตอเนื่องจํานวน 3 รอบการผลิต โดยทําการปนแยกอนุภาคไวรัสจากผลผลิตไวรัสจาก
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เซลลเพาะเล้ียง ปนตกตะกอนที่แรงเหวี่ยง 10,000g นาน 8 นาที มาใชเพาะเล้ียงอนุภาคไวรัสใน
เซลลเพาะเล้ียงในรอบการผลิตถัดไป รอบที่ 1 และ 2  ในภาชนะ แบบ cell spin flask  (ปริมาตร 
500 – 1,000 มล./ขวด) 

เวลาและสถานที่ทําการทดลอง 
ดําเนินการทดลองวิจัย ต้ังแต เดือนตุลาคม 2551 ส้ินสุด เดือนกันยายน 2553  ณ 

หองปฏิบัติการ กลุมงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุมกีฏและสัตววิทยาสํานักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร จตุจักร กรุงเทพฯ 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 

ผลการทดลองการพัฒนาการผลิตไวรัส SeMNPV จากเซลลเพาะเลี้ยงเปนปริมาณ
มาก  จํานวน  2  การทดลอง ไดแก 1.) ทดสอบประสิทธิภาพการเจริญของเซลลหนอนกระทู
หอมเพาะเล้ียง  2.) ทดสอบประสิทธิภาพการสรางผลึกไวรัส SeMNPV ในเซลลเพาะเลี้ยง มี
ดังนี้ 

การทดลองที่ 1 ทดสอบประสิทธิภาพการเจริญของเซลลหนอนกระทูหอมเพาะเลี้ยง 

จากการทดสอบประสิทธิภาพการเจริญของเซลลหนอนกระทูหอม โดยใชเซลลหนอน
กระทูหอมเพาะเลี้ยงสายพันธุไทยตนแบบ ที่มีคารอยละการเจริญของเซลล 90.91 %  ทํา
การทดลองผลิตขยายเซลลเปนปริมาณมาก ความเขมขนของเซลลต้ังตน  5 x 105 เซลล/มล. 
ในเครื่อง cell spin ปริมาตร 250 มล. และ 500 มล. อัตราการ sub-culture  1:5  พบวา 
ตรวจนับจํานวนเซลลเฉลี่ยได อัตราการเจริญของเซลลเพิ่มขึ้นเฉลี่ย 5.07 และ 5.03 เทา 
ภายใน 4 วัน เชนเดียวกับ การเพาะเลี้ยงเซลลใน ภาชนะเลี้ยง T-flask ขนาดพื้นที่การเจริญ 
25 ตร.ซม. และ E-flask ขนาดจุ 125 มล. ที่มีอัตราการเจริญของเซลลเพิ่มขึ้นเฉลี่ย 5.54 (สุ
ชลวัจนและคณะ, 2551) จึงนําไปใชผลิตขยายอนุภาคไวรัส เพื่อใชในการติดเชื้อ ในการ
ทดลองผลิตขยายไวรัสจากเซลลเพาะเล้ียงในเคร่ือง cell spin ในการทดลองที่ 2 

การทดลองที่ 2 ทดสอบประสิทธิภาพการสรางผลึกไวรัส SeMNPV ในเซลล
เพาะเลี้ยง 

จากการทดสอบประสิทธิภาพการสรางผลึกไวรัส SeMNPV ในเครื่อง cell spin โดย
ใชเซลลเพาะเลี้ยงตนแบบชนิด Se-cell line ที่มีคารอยละการเจริญของเซลล 90.91 % และ
ขนาดปริมาตร 250 มล.และ 500 มล. หลังจากใสอนุภาคไวรัส 7 วัน ตรวจนับจํานวนผลึก
ไวรัสไดเฉลี่ย 3.60 x 107 ผลึก/มล. และ 3.52 x 107 ผลึก/มล. ตามลําดับ ซึ่งมีประสิทธิภาพ
ใกลเคียงกับ การทดลองทดสอบประสิทธิภาพการสรางผลึกไวรัส ในภาชนะเลี้ยง T-flask 
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ขนาดพื้นที่การเจริญ 25 ตร.ซม. และ E-flask ขนาดจุ 125 มล. ทดลองผลิตขยายไวรัสจาก
เซลลที่อัตราความเขมขนเซลลเริ่มตน 1 x 106 เซลล/มิลลิลิตร  เก็บเกี่ยวผลึกไวรัส รุนที่ 1-3 
นับผลึกไวรัสเฉลี่ยได เทากับ 3.12 x 107, 3.84 x 107 และ 4.95 x 107 ผลึก/มล. ตามลําดับ 
หลัง infected อนุภาคไวรัส 7 วัน (สุชลวัจนและคณะ, 2551) 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

การผลิตไวรัส  SeMNPV  ควบคุมแมลงศัตรูพืชเปนปริมาณมาก จากผลการทดลอง
สามารถสรุป ขอมูลผลงานวิจัยวิธีการผลิตขยายไวรัส SeMNPV จากเซลลเพาะเล้ียงในเครื่อง 
cell spin นี้สามารถนําไปประยุกตตอยอด เพื่อเปนตนแบบที่เหมาะสมตอการผลิตขยาย
มาตรฐาน ที่สามารถนําไปจดสิทธิบัตร เพื่อเปนประโยชนของกรมวิชาการเกษตรได นอกจากนี้ 

กลาวคือทําใหผลิตภัณฑไวรัสมีคุณภาพมาตรฐานความปลอดภัย   ทางชีวภาพสอดคลอง
กับแนวทางการผลิตพืชใหปลอดภัยตอผูบริโภคและไมกอใหเกิดมลพิษตอสภาพแวดลอม  เพื่อ
ยกระดับคุณภาพชีวิตและการพัฒนาที่ยั่งยืนตามยุทธศาสตรการพัฒนาประเทศตามแผนพัฒนา
เศรษฐกิจและสังคมแหงชาติ 
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