
 

           
 

729 

รายงานผลงานวิจัยประจ าปี ๒๕๕๕  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

พัฒนารูปแบบการเก็บรักษาเซลล์แมลงเพาะเลี้ยงต้นแบบ 
Development of Maintenance Insect Cell Line Stock 

 

สุชลวัจน์  ว่องไวลิขิต   เสาวนิตย์  โพธิ์พูนศักดิ์  สาทิพย์  มาลี 
กลุ่มกีฏและสตัววิทยา   ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 
 

บทคัดย่อ 
 
พัฒนารูปแบบการเก็บรักษาเซลล์แมลงเพาะเลี้ยงต้นแบบ ณ ห้องปฏิบัติการ กลุ่มงานวิจัย

การปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการ
เกษตร ระหว่าง เดือนตุลาคม 2553 ถึง เดือนกันยายน 2554 เพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิต่างๆ
สภาพแวดล้อมกัน เซลล์เพาะเลี้ยงทั้ง 4 ชนิด สามารถเจริญเติบโตแบ่งเซลล์ได้ดี ที่อุณหภูมิห้อง 25-
28 oC (12 ชั่วโมง/วัน) ซึ่งยังคงสภาพได้เป็นเซลล์เพาะเลี้ยง (cell line) ได้ และ ผลการตรวจวิเคราะห์
ทางชีวโมเลกุลยังแสดงผลไปในทิศทางเดียวกัน 
 

ค าหลัก :  เซลล์แมลงเพาะเลี้ยง การผลิต  Insect cell culture, producing, biopesticide 

 
ค าน า 

 

เซลล์แมลงเพาะเลี้ยง สามารถน าไปใช้ประโยชน์ ทดแทนตัวหนอนทดลองในการผลิตไวรัสโรค
แมลง เพ่ือช่วยลดการปนเปื้อนจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนที่ท าให้ผลิตภัณฑ์ไวรัสมีกลิ่นเหม็น ท าให้คุณภาพ
สม่ าเสมอและมีมาตรฐานความปลอดภัย เป็นเทคโนโลยีการผลิตที่ เหมาะสมอีกวิธีการหนึ่ง ที่สามารถ
พัฒนาไปใช้ในการผลิตไวรัสโรคแมลงชนิดอื่นๆ ได้ในท านองเดียวกัน จึงต้องมีการพัฒนาการเก็บรักษา
เซลล์แมลงเพาะเลี้ยงต้นแบบเพ่ือให้มีไว้ใช้งานได้อย่างต่อเนื่อง และเก็บรักษาเซลล์เพาะเลี้ยงได้อย่าง
เป็นระบบ การน าเซลล์เพาะเลี้ยง (cell line) นอกจากน าไปใช้ประโยชน์ในการผลิตไวรัส NPV เพ่ือใช้
เป็นสารชีวินทรีย์ควบคุมแมลงศัตรูพืชแล้ว (Entwisetle, 1998; สุดาวรรณ, 2542; สุชลวัจน์และคณะ, 
2551) ยังสามารถน าไปใช้ประโยชน์ในงานวิจัยอื่นๆได้อีกมาก เช่น การทดสอบสารพิษของรา (Vey et 
al., 1993) การท าสูตรอาหารเทียมเพาะเลี้ยงแตนเบียน Trichogramma sp. (Notarte and 
Merritt, 2001)  การทดลองการเกิดโรคไวรัสในเซลล์ (สุชลวัจน์และคณะ, 2551) เป็นต้น  และมีการ
เก็บรักษาและเพาะเลี้ยงเซลล์ได้อย่างประสิทธิภาพ (Lynn, 2001) 
 
 

รหัสการทดลอง  03-04-54-01-02-01-02-54  
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เซลล์แมลงเพาะเลี้ยง สามารถน ามาใช้ประโยชน์ในการผลิตไวรัสซึ่งเป็นชีวินทรีย์ที่มีประโยชน์
ในการควบคุมแมลงศัตรูพืช การตั้งต้นเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นแบบจะต้องใช้เวลาในการเพาะเลี้ยงจนกว่า
จะได้เป็นเซลล์เพาะเลี้ยงที่ต่อเนื่อง ที่มีทั้งคุณภาพและประสิทธิภาพ นานเป็นปี และต้องใช้เวลาในการ
เพาะเลี้ยงให้อาหารทุกสัปดาห์ ดังนั้นจึงต้องมีการพัฒนารูปแบบการเก็บรักษาเพ่ือประหยัดเวลา 
ค่าใช้จ่ายในการเพาะเลี้ยง และเก็บรักษาเซลล์ต้นแบบเพ่ือให้มีไว้ใช้อย่างต่อเนื่อง โดยที่ไม่ต้องตั้งต้น
เพาะเลี้ยงเซลล์ต้นแบบทุกครั้ง สามารถยืดระยะเวลาช่วงชีวิตของเซลล์ เพาะเลี้ยงได้นานขึ้น และมี
ความหลากหลายในชนิดของเซลล์แมลงเพาะเลี้ยงต้นแบบ  นอกจากนี้ ในต่างประเทศมีการผลิตเซลล์
ขายเพ่ือการค้าในรูปแช่แข็งซึ่งมีราคาสูงมาก ดังนั้น จึงควรมีการทดลองวิจัยหารูปแบบการเก็บรักษา
เซลล์เพาะเลี้ยง เพ่ือประหยัดค่าใช้จ่ายในการด าเนินงานวิจัยภายในประเทศ  และมีแนวทางที่ผลิต
เซลล์เพ่ือการค้าได้อีกด้วย  

 

วิธีด าเนินการ 
 

อุปกรณ์ 
 1. วัสดุอุปกรณ์ในการเก็บตัวอย่างแมลงและการเลี้ยงแมลงในห้องปฏิบัติการ เช่น กล่อง
พลาสติก ปากคีบ น้ าหวาน อาหารเทียมเลี้ยงแมลง เป็นต้น 

2.วัสดุอุปกรณ์การเพาะเลี้ยงเซลล์แมลง เช่น อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ ขวดใส่สารละลาย สารเคมี
ผสมสูตรส าเร็จ กระดาษกรอง ชุดกรองสารละลาย จานพลาสติกเพาะเลี้ยงเซลล์แมลง หลอดดูด
สารละลาย หลอดปั่นแยกสาร T-flask และภาชนะเพาะเลี้ยง Cells lines ขนาดต่างๆ อาหารเพาะเลี้ยง
เซลล์ 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 หลอด Cryotube ใส่สารละลาย ไนโตรเจนเหลว 
เป็นต้น  
 
วิธีการ 

1. เตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์แมลง และเซลล์เพาะเลี้ยง 
 2 พัฒนาวิธีการทดสอบการเก็บรักษาเซลล์เพาะเลี้ยง แบบระยะสั้น  โดยการเก็บรักษาใน
ภาชนะเลี้ยงที่อุณหภูมิต่ ากว่า 25-28 oC เช่น 5, 10, 15, 20, 25 oC เก็บข้อมูลทุก 3, 5, 7, 10, 15 
วัน 
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 3. พัฒนาวิธีการการเก็บรักษาเซลล์เพาะเลี้ยง แบบระยะยาว โดยการเก็บรักษาในภาชนะทน
อุณหภูมิต่ ามาก เช่น  -20,  - 80 และ -196 oC  เก็บข้อมูลทุก 6 เดือน 

4. ตรวจสอบคุณภาพเซลล์ตามระยะการเก็บรักษา ด้วยค่าร้อยละการเจริญของเซลล
viability) และ เทคนิคชีวโมเลกุล ตรวจวิเคราะห์คุณภาพของเซลล์เพาะเลี้ยงด้วยเทคนิคชีวโมเลกุล 

เปรียบเทียบกับเซลล์หนอนแมลงปกติ โดย สกัดตัวอย่างหนอนและเซลล์เพาะเลี้ยง ด้วยโกร่งเย็น เติม PBS 
1,000 µl เพื่อรักษาสภาพเซลล์ ปั่นเหวี่ยง 2,000 - 5,000 rpm 5 นาที เติม extraction buffer 500 µl บ่ม
ที่อุณหภูมิ 65๐C นาน 10 นาที เติม cool 5M potassium acetate  120 µl และ proteinase K 10 µl 
แช่เย็น 30 นาที เติม phenol/chloroform 1:1 500 µl ปั่นเหวี่ยง 10,000 rpm นาน 5 นาที  ดูดส่วนใสใส่
หลอดใหม่ เติม 95% Cool ethanol  ปริมาตรเป็น 2 เท่าของส่วนใส  ปั่นเหวี่ยง 12,000 rpm นาน 5 นาที  
เทส่วนใสทิ้ง เติม 70% ethanol 200 µl ปั่นเหวี่ยง 12,000 rpm นาน 10 นาที  เทส่วนใสทิ้งเหลือแต่
ตะกอนทิ้งให้ ethanol ระเหยที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที จากนั้นเติม TE buffer 30 µl ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 30 
นาที หลังจากนั้นน าดีเอ็นเอที่ได้ไปท าการวิเคราะห์ด้วยอะกาโรสเจลอีเล็กโตรโฟรีซีสส าหรับวิเคราะห์แถบ
ของดีเอ็นเอ 
  5. บันทึกผลทุกข้ันตอน พร้อมสรุปผล 
 

เวลาและสถานที่ 
ด าเนินการทดลองวิจัย ตั้งแต่ เดือนตุลาคม 2553 สิ้นสุด เดือนกันยายน 2555                 

ณ ห้องปฏิบัติการ กลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร จตุจักร กรุงเทพฯ 
 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

น าเซลล์เพาะเลี้ยงที่เจริญในภาชนะเพาะเลี้ยงเซลล์ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 35 มม. อาหาร
เพาะเลี้ยงเซลล์แมลงศัตรูพืช มีค่าออสโมซีส 350 – 360 mOsmols/kg. ค่า pH 6.2- 6.3  เพาะเลี้ยง
ในสภาวะค่าออสโมซีส 350 – 360 mOsmols/kg. ค่า pH 6.2- 6.3  ที่อุณหภูมิ 27 oC ระยะเวลา 24 
ชั่วโมง/วัน เปรียบเทียบที่อุณหภูมิ 25-28 oC ระยะเวลา 12 ชั่วโมง/วัน ตรวจหาค่าร้อยละการเจริญ
ของเซลล์ที่สามารถเจริญต่อไปได้ (cells viability) และตรวจดูความต่อเนื่องของการเจริญของเซลล์ 
พบว่า เพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิต่างๆสภาพแวดล้อมกัน เซลล์เพาะเลี้ยงทั้ง 4 ชนิด สามารถ
เจริญเติบโตแบ่งเซลล์ได้ดี ที่อุณหภูมิห้อง 25-28 oC (12 ชั่วโมง/วัน) ซึ่งยังคงสภาพได้เป็นเซลล์
เพาะเลี้ยง (cell line) ได้ ส่วนที่ควบคุมอุณหภูมิ  5 oC ระยะเวลา 24 ชั่วโมง/วัน เพาะเลี้ยงใน
ตู้ควบคุมอุณหภูมิ 5 oC ยังไม่ได้เซลล์ต้นแบบที่มีอัตราการเจริญที่ดีกว่าวิธีการเดิมที่เพาะเลี้ยงใน
ตู้ควบคุมอุณหภูมิ 27 oC และ การตรวจสอบคุณภาพเซลล์ตามระยะการเก็บรักษาเซลล์เพาะเลี้ยง
เปรียบเทียบกับเซลล์หนอนแมลงด้วยเทคนิคชีวโมเลกุล พบว่า แถบของดีเอ็นเอเซลล์เพาะเลี้ยง
เปรียบเทียบกับเซลล์หนอนแมลงอยู่ที่ต าแหน่งตรงกัน ซึ่งควรได้มีการวิจัยเ พ่ิมเติม โดยใช้ 
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Degenerate primers หรือ Restriction enzyme หรือ ล าดับเบสของดีเอ็นเอ เพ่ือยืนยันผลความ
เหมือนกัน และ ควรเพิ่มระยะเวลาการเก็บรักษาซ่ึงจะยืนยันผลได้ดียิ่งขึ้น 

 
สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

 
การพัฒนาวิธีการทดสอบการเก็บรักษาเซลล์เพาะเลี้ยง แบบระยะสั้น  โดยการเก็บรักษาใน

ภาชนะเลี้ยงที่อุณหภูมิต่างๆจะช่วยให้ลดค่าใช้จ่ายได้ ซึ่งถ้าได้ด าเนินการต่อเนื่อง และมีการตรวจสอบ
คุณภาพเซลล์ตามระยะการเก็บรักษา ด้วย เทคนิคชีวโมเลกุล หรือ วิธี isozyme analysis เพ่ือยืนยัน
คุณภาพของเซลล์ได้ดียิ่งขึ้น 
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