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บบบบทคดัยอ่ทคดัยอ่ทคดัยอ่ทคดัยอ่    

 
พัฒนารูปแบบการเก็บรักษาเซลล์แมลงเพาะเลี้ยงต้นแบบ ณ ห้องปฏิบัติการ กลุ่มงานวิจัย

การปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุ่มกีฏและสัตววิทยา สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการ
เกษตร ระหว่าง เดือนตุลาคม 2553 ถึง เดือนกันยายน 2554 เพาะเลี้ยงเซลล์ท่ีอุณหภูมิต่างๆ
สภาพแวดล้อมกัน เซลล์เพาะเลี้ยงท้ัง 4 ชนิด สามารถเจริญเติบโตแบ่งเซลล์ได้ดี ท่ีอุณหภูมิห้อง 25-
28 oC (12 ชั่วโมง/วัน) ซ่ึงยังคงสภาพได้เป็นเซลล์เพาะเลี้ยง (cell line) ได้ 
 

คําหลกัคําหลกัคําหลกัคําหลกั :  เซลล์แมลงเพาะเลี้ยง การผลิต  Insect cell culture, producing, biopesticide 
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คํานําคํานําคํานําคํานํา    

 
เซลล์แมลงเพาะเลี้ยง สามารถนําไปใช้ประโยชน์ ทดแทนตัวหนอนทดลองในการผลิตไวรัสโรค

แมลง เพ่ือช่วยลดการปนเป้ือนจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนท่ีทําให้ผลิตภัณฑ์ไวรัสมีกลิ่นเหม็น ทําให้คุณภาพ
สมํ่าเสมอและมีมาตรฐานความปลอดภัย เป็นเทคโนโลยีการผลิตท่ีเหมาะสมอีกวิธีการหนึ่ง ท่ีสามารถ
พัฒนาไปใช้ในการผลิตไวรัสโรคแมลงชนิดอ่ืนๆ ได้ในทํานองเดียวกัน จึงต้องมีการพัฒนาการเก็บรักษา
เซลล์แมลงเพาะเลี้ยงต้นแบบเพ่ือให้มีไว้ใช้งานได้อย่างต่อเนื่อง และเก็บรักษาเซลล์เพาะเลี้ยงได้อย่าง
เป็นระบบ การนําเซลล์เพาะเลี้ยง (cell line) นอกจากนําไปใช้ประโยชน์ในการผลิตไวรัส NPV เพ่ือใช้
เป็นสารชีวินทรีย์ควบคุมแมลงศัตรูพืชแล้ว (Entwisetle, 1998; สุดาวรรณ, 2542; สุชลวัจน์และคณะ, 
2551) ยังสามารถนําไปใช้ประโยชน์ในงานวิจัยอ่ืนๆได้อีกมาก เช่น การทดสอบสารพิษของรา (Vey et 
al., 1993) การทําสูตรอาหารเทียมเพาะเลี้ยงแตนเบียน Trichogramma sp. (Notarte and Merritt, 
2001)  การทดลองการเกิดโรคไวรัสในเซลล์ (สุชลวัจน์และคณะ, 2551) เป็นต้น  และมีการเก็บรักษา
และเพาะเลี้ยงเซลล์ได้อย่างประสิทธิภาพ (Lynn, 2001) 

เซลล์แมลงเพาะเลี้ยง สามารถนํามาใช้ประโยชน์ในการผลิตไวรัสซ่ึงเป็นชีวินทรีย์ท่ีมีประโยชน์
ในการควบคุมแมลงศัตรูพืช การต้ังต้นเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นแบบจะต้องใช้เวลาในการเพาะเลี้ยงจนกว่า
จะได้เป็นเซลล์เพาะเลี้ยงท่ีต่อเนื่อง ท่ีมีท้ังคุณภาพและประสิทธิภาพ นานเป็นปี และต้องใช้เวลาในการ
เพาะเลี้ยงให้อาหารทุกสัปดาห์ ดังนั้นจึงต้องมีการพัฒนารูปแบบการเก็บรักษาเพ่ือประหยัดเวลา 
ค่าใช้จ่ายในการเพาะเลี้ยง และเก็บรักษาเซลล์ต้นแบบเพ่ือให้มีไว้ใช้อย่างต่อเนื่อง โดยท่ีไม่ต้องต้ังต้น
เพาะเลี้ยงเซลล์ต้นแบบทุกครั้ง สามารถยืดระยะเวลาช่วงชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยงได้นานข้ึน และมี
ความหลากหลายในชนิดของเซลล์แมลงเพาะเลี้ยงต้นแบบ  นอกจากนี้ ในต่างประเทศมีการผลิตเซลล์
ขายเพ่ือการค้าในรูปแช่แข็งซ่ึงมีราคาสูงมาก ดังนั้น จึงควรมีการทดลองวิจัยหารูปแบบการเก็บรักษา
เซลล์เพาะเลี้ยง เพ่ือประหยัดค่าใช้จ่ายในการดําเนินงานวิจัยภายในประเทศ  และมีแนวทางท่ีผลิต
เซลล์เพ่ือการค้าได้อีกด้วย  

 

วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    
    
อุปกรณ์อุปกรณ์อุปกรณ์อุปกรณ์    
    1. วัสดุอุปกรณ์ในการเก็บตัวอย่างแมลงและการเลี้ยงแมลงในห้องปฏิบัติการ เช่น กล่อง
พลาสติก ปากคีบ น้ําหวาน อาหารเทียมเลี้ยงแมลง เป็นต้น 

2.วัสดุอุปกรณ์การเพาะเลี้ยงเซลล์แมลง เช่น อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ ขวดใส่สารละลาย สารเคมี
ผสมสูตรสําเร็จ กระดาษกรอง ชุดกรองสารละลาย จานพลาสติกเพาะเลี้ยงเซลล์แมลง หลอดดูด
สารละลาย หลอดป่ันแยกสาร T-flask และภาชนะเพาะเลี้ยง Cells lines ขนาดต่างๆ อาหารเพาะเลี้ยง
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เซลล์ สารเคมีท่ีจําเป็น เช่น Sodium phosphate, Serum, Glucose, Yeastolate, Tryptose, 
Primatone, Cystine, Methionine, Inosine, Pluronic, Sodium bicarbonate, Potassium 
chloride, Magnesium sulfate เป็นต้น 

3. เครื่องมือวิทยาศาสตร์ท่ีใช้ในห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเซลล์แมลง เช่น เครื่องกรองอาหาร
เพาะเลี้ยงเซลล์แมลง เครื่องวัดค่าออสโมซีส กล้องจุลทรรศน์ ถังไนโตรเจนเหลวเก็บสต๊อคเซลล์ ตู้ควบคุม
อุณหภูมิ  เครื่องเพาะเลี้ยงเซลล์ cell spin เป็นต้น 

4. วัสดุอุปกรณ์เก็บตัวอย่าง Cell line เช่น หลอด Cryotube ใส่สารละลาย ไนโตรเจนเหลว 
เป็นต้น  
 
วธิกีารวธิกีารวธิกีารวธิกีาร    

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

4. ตรวจสอบคุณภาพเซลล์ตามระยะการเก็บรักษา ด้วยค่าร้อยละการเจริญของเซลล์ (cells 
viability) และ เทคนิคชีวโมเลกุล หรือ วิธี isozyme analysis 
  5. บันทึกผลทุกข้ันตอน พร้อมสรุปผล 
    

เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่ทําทําทําทําการการการการทดลองทดลองทดลองทดลอง    
ดําเนินการทดลองวิจัย ต้ังแต่ เดือนตุลาคม 2553 สิ้นสุด เดือนกันยายน 2555                 

ณ ห้องปฏิบัติการ กลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุ่มกีฏและสัตววิทยา สํานักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร จตุจักร กรุงเทพฯ 
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ผลผลผลผลและวจิารณผ์ลและวจิารณผ์ลและวจิารณผ์ลและวจิารณผ์ลการทดลองการทดลองการทดลองการทดลอง    

 
นําเซลล์เพาะเลี้ยงท่ีเจริญในภาชนะเพาะเลี้ยงเซลล์ 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  ท่ีอุณหภูมิ 27 oC ระยะเวลา 24 
ชั่วโมง/วัน เปรียบเทียบท่ีอุณหภูมิ 25-28 oC ระยะเวลา 12 ชั่วโมง/วัน ตรวจหาค่าร้อยละการเจริญ
ของเซลล์ท่ีสามารถเจริญต่อไปได้ (cells viability) และตรวจดูความต่อเนื่องของการเจริญของเซลล์ 
พบว่า เพาะเลี้ยงเซลล์ท่ีอุณหภูมิต่างๆสภาพแวดล้อมกัน เซลล์เพาะเลี้ยงท้ัง 4 ชนิด สามารถ
เจริญเติบโตแบ่งเซลล์ได้ดี ท่ีอุณหภูมิห้อง 25-28 oC (12 ชั่วโมง/วัน) ซ่ึงยังคงสภาพได้เป็นเซลล์
เพาะเลี้ยง (cell line) ได้ ส่วนท่ีควบคุมอุณหภูมิ  5 oC ระยะเวลา 24 ชั่วโมง/วัน และ การตรวจสอบ
คุณภาพเซลล์ตามระยะการเก็บรักษา ด้วย เทคนิคชีวโมเลกุล หรือ วิธี isozyme analysis จะ
ดําเนินการทดลองวิจัยต่อไป 

 
สรปุผลการทดลองสรปุผลการทดลองสรปุผลการทดลองสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํและคําแนะนาํและคําแนะนาํและคําแนะนาํ    

 
การพัฒนาวิธีการทดสอบการเก็บรักษาเซลล์เพาะเลี้ยง แบบระยะสั้น โดยการเก็บรักษาใน

ภาชนะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิต่างๆจะช่วยให้ลดค่าใช้จ่ายได้ ซ่ึงถ้าได้ดําเนินการต่อเนื่อง และมีการตรวจสอบ
คุณภาพเซลล์ตามระยะการเก็บรักษา ด้วย เทคนิคชีวโมเลกุล หรือ วิธี isozyme analysis เพ่ือยืนยัน
คุณภาพของเซลล์ได้ดียิ่งข้ึน 
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เอกสารอา้เอกสารอา้เอกสารอา้เอกสารอา้งองิงองิงองิงองิ    

    
สุชลวัจน์ ว่องไวลิขิต  วัชรี สมสุข  สาทิพย์ มาลี และ เสาวนิตย์ โพธิ์พูนศักด์ิ. 2551. วิจัยรูปแบบการ

ผลิตไวรัส Spodoptera exigua Multiple-nucleocapsids Nucleopolyhedrosisvirus 
(SeMNPV) จากเซลล์เพาะเลี้ยง (in vitro) ใน เอกสารการประชุม ผลงานวิจัยดีเด่น ประจําปี 
2550  การประชุมวิชาการ ประจําปี 2551  กรมวิชาการเกษตร.  16-18 มิถุนายน,  โรงแรม
มิราเคิล แกรนด์ คอนเวนชั่น กรุงเทพฯ. 

สุดาวรรณ เชยชมศรี. 2542 เทคโนโลยีการผลิตไวรัสกําจัดแมลงศัตรูพืชด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์  
หน้า 72-82 ใน เอกสารการประชุมสัมมนาทางวิชาการ สารชีวินทรีย์กําจัดศัตรูพืช ใน
ศตวรรษท่ี 21 จัดโดย สมาคม กีฏและสัตววิทยาแห่งประเทศไทย  กรมวิชาการเกษตร กรม
ส่ง เสริมการเกษตร สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย ศูนย์ พันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์. 15-16 กรกฎาคม, โรงแรมมิราเคิล 
แกรนด์ คอนเวนชั่น กรุงเทพฯ 
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