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บทคัดย่อ 

 

 การทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑ์ไวรัส NPV ของหนอนกระทู้หอม จาก เซลล์เพาะเลี้ยง ณ 
ห้องปฏิบัติการ กลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุ่มกีฏและสัตววิทยา สํานักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร ระหว่าง เดือนตุลาคม 2550 ถึง เดือนกันยายน 2553 การทดสอบ
ผลกระทบสารผสมผลึกไวรัสจากเซลล์ พบว่า สารผสมชนิด E ที่อัตรา 10-70% ไม่มีผลต่อผลึกไวรัส  
สารผสม ชนิด N อัตรา 1 M มีผลทําให้ผลึกไวรัสละลายภายใน 2 ช่ัวโมง  ความเข้มข้นผลึกไวรัส 108 
– 109 ผลึก ทดสอบผลกระทบสารผสมต่อใบถั่วเขียวในห้องปฏิบัติการ พบว่า สารผสมชนิด E อัตรา 
10-20% ไม่มีผลต่อการเจริญเติบโตของใบพืช  แต่สารผสม ชนิด N อัตราตํ่าสุด 0.1 M ทําให้ใบพืช
เหี่ยว  และ ทดสอบคุณสมบัติการเพ่ิมประสิทธิภาพของสารผสม ชนิด E กับ หนอนกระทู้ผัก พบว่า 
สารผสม ชนิด E อัตรา 10-20 % ทําให้หนอนวัย 1 และ 3 ตายเฉล่ีย 47.5-67.5 % สารผสม ชนิด N 
อัตราตํ่าสุด 0.1 M ไม่มีผลต่อหนอน  และทดสอบไวรัส SeMNPV ที่ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยงใน
ห้องปฏิบัติการ กับหนอนกระทู้หอมวัยที่ 3 เปรียบเทียบกับนํ้ากลั่น พบว่า ไวรัส SeMNPV ที่ผลิตจาก
เซลล์เพาะเลี้ยง อัตราความเข้มข้น 3 x 106 ผลึก/มล. ปริมาตร 10 l/ถ้วยอาหารเทียมขนาด 2 ออนซ์/
หนอน 1 ตัว ทําให้หนอนกระทู้หอมตายเฉลี่ย  93.33 %  ภายใน 7 วันหลังจากหนอนกินผลึกไวรัส ส่วน
การทดสอบประสิทธิภาพในแปลงทดลองในแปลงผักคะน้าพบว่า กรรมวิธีที่ 2 - 6 มีจํานวนหนอน
กระทู้หอมลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนหนอนกระทู้หอมท่ีพบก่อนพ่น 5 วัน และเมื่อวิเคราะห์ผล
ทางสถิติพบว่า กรรมวิธีที่ 2 - 6 ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 
เปอร์เซ็นต์  วิเคราะห์โดยวิธี DMRT 
 

คําหลัก :  เซลล์แมลงเพาะเลี้ยง, ไวรัสโรคของแมลง , insect cell culture , Spodoptera exigua, 
Nucleopolyhedrovirus , NPV,  microbial control, biopesticide 
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คํานาํ 
 
การใช้ไวรัสสาเหตุโรคของแมลงเป็นสารชีวินทรีย์ควบคุมแมลงศัตรูพืชหลายชนิด ได้แพร่หลาย

ในหลายประเทศทั่วโลก  เช่น  สหภาพโซเวียต อินเดีย จีน ญี่ปุ่น แอฟริกา ออสเตรเลีย อเมริกา เป็นต้น  
บางชนิดได้มีการผลิตเป็นการค้า เน่ืองจากควบคุมแมลงศัตรูพืชได้ดีและมีความปลอดภัยสูงต่อสิ่งมีชีวิต
อ่ืน ทําให้ไวรัสมีความเฉพาะเจาะจงในการเข้าทําลายแมลง (Entwistle, 1998)  สําหรับในประเทศไทย  
นับแต่ปี พ.ศ. 2510  มีรายงานการศึกษาวิจัยโรคไวรัส NPV สาเหตุโรคของแมลง ในกลุ่ม 
Nucleopolyhedrovirus (NPV) หรือช่ือเดิม Nuclear polyhedrosis viruses (อุทัย, 2544) โดยกลุ่ม
งานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุ่มกีฏและสัตววิทยา สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช ได้มีการ
วิจัยและพัฒนาการผลิตขยายและการใช้ไวรัสสาเหตุโรคของแมลง ชนิด Spodoptera exigua 
Multiple-nucleocapsid Nucleopolyhedrovirus (SeMNPV) เป็นปริมาณมากในรูปแบบการผลิต 
แบบ in vivo คือ ผลิตจากหนอนแมลง เน่ืองจาก ไวรัสจะสามารถเจริญขยายเพ่ิมจํานวนได้ในเซลล์ที่มี
ชีวิตเท่าน้ัน การผลิตไวรัสจึงสามารถผลิตขยายได้ 2 รูปแบบ คือ การผลิตจากหนอนแมลง เรียกว่าแบบ 
in vivo และ ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยง เรียกว่า แบบ in vitro (สุชลวัจน์, 2545; Wongwilikhit and 
Somsuk, 2006)  ปัญหาที่พบในการผลิตไวรัส SeMNPV ที่ใช้รูปแบบการผลิต แบบ in vivo คือ 1.) 
อัตราการผลิตไวรัสแต่ละรุ่น/ชนิดไม่สม่ําเสมอ  เน่ืองจากเลี้ยงหนอนไม่ได้ตามกําหนดเวลาที่ต้องการใช้
แต่ละรุ่น  2.) ประสิทธิภาพไม่แน่นอน มีกลิ่นเหม็น เน่ืองจากมีการปนเป้ือนจุลินทรีย์อ่ืน เช่น แบคทีเรีย 
โปรโตซัว รา ทั้งที่เป็นสาเหตุโรคแมลงหรือแม้แต่ไวรัสที่ต่างชนิดกัน และผลิตภัณฑ์ไวรัสไม่สามารถ
จําแนกชนิดได้ด้วยลักษณะทางสรีระวิทยา  3.) ผลิตภัณฑ์ไวรัสที่มีจําหน่ายทุกวันน้ี ยังไม่สามารถกําหนด
มาตรฐานในการขึ้นทะเบียนสารชีวินทรีย์ตามมาตรฐานความปลอดภัยทางชีวภาพ เพียงแต่ให้ใช้แบบไม่มี
การข้ึนทะเบียนฯเท่าน้ัน 5.) การใช้สถานที่และแรงงานในการปฏิบัติงานมาก ซึ่งทําให้มีต้นทุนสูง และทํา
ให้มีข้อจํากัดในกระบวนการผลิตขยายในปริมาณมาก (อุทัยและคณะ, 2537) และได้แก้ปัญหาดังกล่าว
ข้างต้นของการผลิตไวรัส SeMNPV แบบ in vivo จึงทําการทดลองวิจัยรูปแบบการผลิตไวรัส SeMNPV 
จากเซลล์เพาะเลี้ยง หรือที่เรียกว่า การผลิตแบบ in vitro โดยนําเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล์แมลงศัตรูพืช 
จาก United Stated Department of Agriculture (USDA) ประเทศสหรัฐอเมริกา (สุชลวัจน์, 2539; สุ
ชลวัจน์และคณะ, 2543; Lynn and Shapiro, 1998) มาใช้ทดลองเพาะเลี้ยงเซลล์หนอนกระทู้หอมสาย
พันธ์ุไทย (Se cell line : Spodoptera exigua cell line) จาก Embryonic stem cell ซึ่งหนอนกระทู้
หอม (Spodoptera exigua Hübner) จัดเป็นแมลงศัตรูพืชที่สําคัญสามารถพบในพืชเศรษฐกิจหลาย
ชนิด เช่น หน่อไม้ฝรั่ง ผักคะน้า ผักตระกูลกะหล่ํา บรอคเคอรี่ หอมแดง ถั่วฝักยาว กระเจี๊ยบเขียว มะเขือ
เทศ องุ่น ดาวเรือง เป็นต้น และสามารถผลิตขยายไวรัสจากเซลล์หนอนกระทู้หอมได้เป็นรูปแบบชนิด
สารละลายได้แล้ว (สุชลวัจน์ และคณะ, 2551) 
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  ดังน้ัน จึงต้องมีการทดสอบประสิทธิภาพในการทําให้หนอนกระทู้หอมเป็นโรคตาย โดยทําการ
ทดสอบไวรัสสูตรสําเร็จที่มีคุณภาพมาตรฐานความปลอดภัยทางชีวภาพ ในการนําไปใช้ควบคุมแมลง
ศัตรูพืชโดยชีววิธี  ทั้งในสภาพห้องปฏิบัติการ และในสภาพไร่ ก่อนที่จะแนะนําให้เกษตรกรนําไปใช้ให้
สอดคล้องกับแนวทางการผลิตพืชให้ปลอดภัยต่อผู้บริโภคและไม่ก่อให้เกิดมลพิษต่อสภาพแวดล้อม เพ่ือ
ยกระดับคุณภาพชีวิตและการพัฒนาที่ย่ังยืนตามยุทธศาสตร์การพัฒนาประเทศตามแผนพัฒนาเศรษฐกิจ
และสังคมแห่งชาติ ฉบับที่ 10 (พ.ศ. 2550-2554) 
 

วิธีดําเนินการ 
 

ดําเนินการทดลองวิจัย 3  การทดลอง ได้แก่ 1.) ทดสอบสูตรสําเร็จไวรัสที่ผลิตจากเซลล์
เพาะเลี้ยง 2.) ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ 3.) 
ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยงในแปลงทดสอบ 

 

การทดลองท่ี 1 ทดสอบประสิทธิภาพสูตรสําเร็จไวรัสที่ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยง 
  เพาะเลี้ยงขยายเซลล์หนอนกระทู้หอมเพาะเลี้ยง จากสต๊อค ตามเทคนิควิธีการของ สุชลวัจน์ 
(2545)  ความเข้มข้นของเซลล์ต้ังต้น  2 x 105 – 1x 106 เซลล์/มิลลิลิตร  เพาะเลี้ยงไว้ในตู้ควบคุม
อุณหภูมิ ที่ 27 oC ในอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์แมลงศัตรูพืช มีค่าออสโมซีส 350 – 360 mOsmols/kg. 
ค่า pH 6.2- 6.3  อัตราการเลี้ยงขยายเซลล์ (Sub-culture) 1:5  ในภาชนะ แบบ cell spin flask  
ขนาดจุ  500-1,000  มิลลิลิตร ทําการ sub-culture 3-4 วันต่อครั้ง  คัดเลือกเซลล์เพาะเลี้ยงให้มีค่า
เซลล์ที่สามารถเจริญต่อไปได้ (cells viability) มากกว่า 80 %  เพ่ือให้ได้อัตราการเจริญของเซลล์
เพ่ิมขึ้น 5 เท่า ภายใน 4 วัน ใช้เป็นเซลล์เพาะเลี้ยงต้ังต้น (Starter cells) เพ่ือขยายเพ่ิมปริมาณไวรัส  
ตรวจนับผลึกไวรัสที่ได้ด้วย Hemocytometer  ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ light compound 
microscope  จํานวน 4 ซ้ํา  นําผลึกไวรัสที่ได้ผสมสารละลายที่มีคุณสมบัติเพ่ิมประสิทธิภาพโดยที่ไม่
ทําอันตรายกับพืช และผลึกไวรัส โดยเลือกทดสอบสารผสมกับหนอนแมลง เช่น หนอนกระทู้หอม 
หนอนกระทู้ผัก หนอนเจาะสมอฝ้าย หนอนใยผัก ทดสอบสารผสม 2 ชนิด ได้แก่ สารผสม ชนิด E 
อัตรา 10 และ 20% สารผสม ชนิด N อัตรา 0.1, 0.2, 0.5 และ 1 M ฉีดพ่นบนใบพืช เช่น ถั่วเขียว 
และ ผักกาดขาวปลี และ ผลึกไวรัสจากเซลล์ในห้องปฏิบัติการ เพ่ือให้ได้สูตรสําเร็จไวรัส แล้วจึง
นําไปใช้ในการทดลองที่ 2  
 

การทดลองท่ี 2 ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ 
ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยงที่ได้จากการทดลองที่ 1 โดยใช้

หนอนกระทู้หอมวัย 3 (อายุ 7 วัน) 50 ตัวต่อซ้ํา จํานวน 3 ซ้ํา เปรียบเทียบกับนํ้ากลั่น ใช้วิธีการ 
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infection แบบ Diet plug method ระดับความเข้มข้นเท่ากัน 3 x 106 ผลึก/มล. ปริมาตร 10 
l/ถ้วยอาหารเทียมขนาด 2 ออนซ์/หนอน 1 ตัว  ตรวจเช็คและบันทึกผลการตายของหนอนทุกวัน  
 

การทดลองท่ี 3 ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยงในแปลงทดสอบ 
 วางแผนการทดลองแบบ RCB จํานวน 3 ซ้ํา จํานวน 6 กรรมวิธี ได้แก่ กรรมวิธีที่ 1 ไวรัส 
SeMNPV ที่ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยง กรรมวิธีที่ 2 ไวรัส SeMNPV ที่ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยงผสมสาร
เพ่ิมประสิทธิภาพ  กรรมวิธีที่ 3  สารผสมเพ่ิมประสิทธิภาพ กรรมวิธีที่ 4 ไวรัส SeMNPV ที่ผลิตจาก
แมลงอาศัย กรรมวิธีที่ 5 สารเปรียบเทียบ และ กรรมวิธีที่ 6 นํ้า ใช้ไวรัสอัตราเท่ากัน 1 x 106 ผลึก/
มล. ทุกกรรมวิธีที่ใช้ไวรัส อัตราการฉีดพ่น 2 ลิตร/แปลงย่อย ตรวจนับจํานวนแมลงในพ้ืนที่ 2 ตาราง
เมตร เว้นโดยรอบแปลงย่อย 0.5 เมตร ในแปลงปลูกคะน้าซึ่งมีหนอนกระทู้หอมเป็นศัตรูที่สําคัญ และ
วิเคราะห์ผลการทดลอง 
 
เวลาและสถานที่ทําการทดลอง 

ดําเนินการทดลองวิจัย ต้ังแต่ เดือนตุลาคม 2550 สิ้นสุด เดือนกันยายน 2553 ณ 
ห้องปฏิบัติการ กลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุ่มกีฏและสัตววิทยา  สํานักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร จตุจักร กรุงเทพฯ และแปลงเกษตรกรท้องที่ จ.กาญจนบุรี 

 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
ผลการทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑ์ไวรัส NPV ของหนอนกระทู้หอม จาก เซลล์

เพาะเลี้ยง จํานวน  3  การทดลอง ได้แก่ 1.) ทดสอบสูตรสําเร็จไวรัสที่ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยง   2.) 
ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ 3.) ทดสอบประสิทธิภาพ
ไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยงในแปลงทดสอบ มีดังน้ี 

 

การทดลองที่ 1 ทดสอบสูตรสําเร็จไวรัสที่ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยง 
จากการทดสอบทดสอบสูตรสําเร็จไวรัสที่ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยง พบว่า ได้ผลึกไวรัส

ผสมสารละลายที่มีคุณสมบัติเพ่ิมประสิทธิภาพโดยที่ไม่ทําอันตรายกับพืช และผลึกไวรัส จํานวน 1 
ชนิด โดยการทดสอบสารผสมในผลิตภัณฑ์ไวรัสจาก 2 ชนิด ได้แก่ สารผสมชนิด E และ ชนิด N ผล
การทดสอบผลกระทบสารผสมผลึกไวรัสจากเซลล์ พบว่า สารผสมชนิด E ที่อัตรา 10-70% ไม่มีผลต่อ
ผลึกไวรัส  สารผสม ชนิด N อัตรา 1 M มีผลทําให้ผลึกไวรัสละลายภายใน 2 ช่ัวโมง  ความเข้มข้น
ผลึกไวรัส 108 – 109 ผลึก ทดสอบผลกระทบสารผสมต่อใบถั่วเขียวในห้องปฏิบัติการ พบว่า สารผสม
ชนิด E อัตรา 10-20% ไม่มีผลต่อการเจริญเติบโตของใบพืช  แต่สารผสม ชนิด N อัตราตํ่าสุด 0.1 M 
ทําให้ใบพืชเห่ียว  และ ทดสอบคุณสมบัติการเพ่ิมประสิทธิภาพของสารผสม ชนิด E กับ หนอนกระทู้
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ผัก พบว่า สารผสม ชนิด E อัตรา 10-20 % ทําให้หนอนวัย 1 และ 3 ตายเฉล่ีย 47.5-67.5 % สาร
ผสม ชนิด N อัตราตํ่าสุด 0.1 M ไม่มีผลต่อหนอน  
 

การทดลองที่ 2 ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ 
 ทดสอบไวรัส SeMNPV ที่ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยง กับหนอนกระทู้หอมวัยที่ 3 เปรียบเทียบกับนํ้า
กลั่น พบว่า ไวรัส SeMNPV ที่ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยง อัตราความเข้มข้น 3 x 106 ผลึก/มล. ปริมาตร 10 
l/ถ้วยอาหารเทียมขนาด 2 ออนซ์/หนอน 1 ตัว ทําให้หนอนกระทู้หอมตายเฉลี่ย  93.33 %  ภายใน 7 
วันหลังจากหนอนกินผลึกไวรัสเข้าไป 
 

การทดลองที่ 3 ทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ผลิตจากเซลล์เพาะเลี้ยงในแปลงทดสอบ 
ดําเนินการงานวิจัยทดสอบในแปลงผักคะน้าพบว่า กรรมวิธีที่ 2 - 6 มีจํานวนหนอนกระทู้

หอมลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนหนอนกระทู้หอมท่ีพบก่อนพ่น 5 วัน  (ภาพที่ 1) และเมื่อ
วิเคราะห์ผลทางสถิติพบว่า กรรมวิธีที่ 2 - 6 ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 
95 เปอร์เซ็นต์  วิเคราะห์โดยวิธี DMRT นอกจากนี้ในแปลงทดลองพบการระบาดของหนอนใย
ผัก หนอนกระทู้ผัก และด้วงหมัดผัก ซึ่งทําให้พบการระบาดหนอนกระทู้หอมที่เป็นเป้าหมาย
น้อยลง ซึ่งควรจะมีการทดลองซ้ําในพืชอ่ืนๆ เพ่ือยืนยันผล 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig 1. Morality reducing of Spodoptera exigua larvae exposed to SeMNPV produced 

from Se-cell line and from moribund larvae between pre spraying were 
compared 5th days post spraying 
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สรุปผลการทดลองและคําแนะนาํ 
 

ผลิตภัณฑ์ไวรัส NPV ของหนอนกระทู้หอมจาก เซลล์เพาะเลี้ยงสูตรสําเร็จ ใช้ควบคุม
แมลงศัตรูพืชโดยชีววิธี  ต้องมีการทดสอบประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ทั้งในสภาพห้องปฏิบัติการ และ
ในสภาพไร่ ก่อนที่จะเผยแพร่แนะนําให้เกษตรกรนําไปใช้ให้สอดคล้องกับแนวทางการผลิตพืชให้ปลอดภัย
ต่อผู้บริโภคและไม่ก่อให้เกิดมลพิษต่อสภาพแวดล้อม นอกจากน้ีในแต่ละรอบการผลิตควรมีการทดสอบ
ประสิทธิภาพไวรัส SeMNPV ทั้งในสภาพห้องปฏิบัติการ เพ่ือยืนยันการมีคุณภาพมาตรฐานความ
ปลอดภัยทางชีวภาพ 
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