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โรคแกรสเซอร่ีของหนอนไหม Bombyx mori เกิดจาก Nuclear Polyhedrosis Virus 
(BmNPV) กอความเสยีหายใหกับอตุสาหกรรมเล้ียงไหมมากทีสุ่ด  ศึกษาการถายทอดโรคและตรวจหาโรค
แกรสเซอรีไ่ดในระยะเริม่ตน ตัง้แตหนอนไหมไดรับเชือ้จึงเปนแนวทางหนึ่งทีจ่ะชวยปองกันการระบาดของ
โรคดังกลาวทาํการเลีย้งไหมพันธุนางลายดวยอาหารเทยีมสูตร CU-MSU1 ดวยเทคนคิปลอดเชือ้ 1 รุน ทํา
การให BmNPV ที่ความเขมขน 105 PIBs/ml กับหนอนไหมรุนที ่2 แลวหนอนไหมทีร่อดตายจพัฒนาเปนรุน
ที่ 3 มาตรวจหา BmNPV โดยนําเน้ือเยือ่หนอนไหม 0.5 กรัม จาก ไข หนอนวยั1-5 ดักแด และผีเสื้อ จาก
ไหมรุนที ่3 มาสกัดดีเอน็เอ ศึกษาการถายทอดโรคแกรสเซอร่ี โดยตรวจหา BmNPV ในหนอนไหมรุนที ่3  
ที่เล้ียงดวยอาหารเทยีม ออกแบบและสังเคราะหไพรเมอรจากโปรแกรมคอมพิวเตอรจากลําดับเบสของ 
BmNPV จาก GenBank Accession No. X58442, FR-5’ CCAAACGTATGACGCAAATTAATTTT-3’ และ 
RP-3’TTGTTAAATTGGGCCCACCACACTTTGT-3’ ทําการวิเคราะหผลการตรวจ BmNPV-DNA โดย  
อะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส  ผลการวิจัยพบวาไพรเมอรที่ออกแบบและสังเคราะหน้ีสามารถนํามาตรวจโรค
แกรสเซอรี่ในหนอนไหม และตรวจพบ BmNPV ในหนอนไหมวยั 2 และ 4 ดักแด และผีเสื้อ แตไมพบเชื้อ
ไวรัส ในระยะไขไหม ระยะหนอนวยั 1  วัย 3 และ วัย 5 
 
 
Keywords :  หนอนไหม นิวเคลียรโพล่ีฮีโดรซีสไวรัส  การถายทอดโรค อาหารเทยีม 
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Abstract 

Project code: MRG5280227 

Project title :   Investigation of Nuclear Polyhedrosis Virus infection in Thai Silkworm, Bombyx 

mori under aseptic rearing by PCR method. 

Investigator:      Dr. Siripuk Suraporn, Department of Biology, Faculty of Science, Mahasarakham 

University, Kamreang subdistrict, Kantravichai district, Mahasarakham Province, 44150. 

Email address :       siripuk_s@yahoo.com 

ระยะเวลาโครงการ    2 ป 

    
    Grassery disease caused by Nuclear Polyhedrosis Virus  is the most important 
disease of silkworm, Bombyx mori (BmNPV). Study on transmission and early detection of this 
disease will help in saving time and labor of the sericulturists and prevent spreadind of the disease 
in silkworm colony.The artificial diet (CU-MSU1) was used for silkworm, Nang lai  by using aseptic 
technique in 3 generations. BmNPV-DNA was extracted from 0.5 g of silkworm tissue from egg 
stage, 1–5th stage larva, pupa and moth were used for PCR detection. BmNPV-DNA was extracted 
by minipreparation method. The primers were designed from computer programm softwares and 
GenBank database based on nucleotides sequence of BmNPV-DNA (Accession No. X58442).The 
primers systhesized was FP, 5’-CCAAACGCATATGACGCAAATTAATTTT-3’ and RP,5’-TTGTTAAA 
TTGGGCCCACCACACTTTGT-3’.The BmNPV-DNA was analysed by using 0.7% agarose gel 
electrophoresis. The results showed that the primers were sensitive and specific to only grassery 
detection. PCR detection can detected BmNPV silkworm larvae in 2nd and 4th larva stage but not 
be found in egg stage, 1st 3rdand 5th larva stage.  
 

Keywords : Bommyx mori, Nuclear Polyhedrosis Virus, Transmission, Artificial diet 

 

 



4 
 

บทนํา 

  หนอนไหม (Silkworm) มีชื่อวิทยาศาสตรวา Bombyx  mori  อยูในอันดับ Lepidoptera 
วงศ Bombycidae เปนแมลงที่มีการเปล่ียนแปลงรูปรางแบบสมบูรณ (complete metamorphosis insect) 
แบงออกเปน 4 ระยะไดแก ไข ตัวหนอน ดักแด และผีเสื้อ ซ่ึงมีเพียงระยะตัวหนอนเทานั้นที่กินอาหาร   เม่ือ
ถึงวัย 5 สารอาหารโดยเฉพาะโปรตีนเกือบทั้งหมดจะถูกเปล่ียนไปเปนสารที่จะชักใยทํารังหรือเสนไหม
น่ันเอง และถือเปนเสนใยที่มีคุณคามหาศาล (สถาบันวิจัยหมอนไหม 2540) นอกจากการนําเสนใยไหมไปใช
ประโยชนทางดานแพรภัณฑแลว ปจจุบันมีการประยุกตใชไหมในดานอื่นๆ อีกมากมายเชน การนําหนอน
ไหมและดักแดมาทําเคร่ืองสําอาง ในทางการแพทย กรดอะมิโนที่พบใน ไฟโบรอินคือ ไกลซีน จะชวยทําให
คลอเลสเตอรอล และระดับนํ้าตาลในเลือดต่ํา นอกจากน้ีไฟโบรอีนจากไหมยังมีศักยภาพในการพัฒนาเปน 
เคร่ืองมือเพ่ือตรวจจับสารแอนติบอด้ี ซ่ึงใชในการวินิจฉัยโรคมะเร็งและโรคเอดสได และนอกจากน้ีดักแด
ไหมยังสามารถนําไปเปนแมลงอาศัยของเชื้อรา  Cordyceps sp (สิริภัค และวันวิสาข 2552)  ซ่ึงราชนิดน้ีมี
ประโยชนในการผลิตยารักษาโรคเอดสได (ยอดหทัย และคณะ 2545) 

การศึกษาและพัฒนาการใชประโยชนจากสวนตางๆของไหม รังไหม ดักแดไหม การนําไหมไป
ประยุกตใชในดานการทําเคร่ืองสําอางโดยใชกาวไหมที่เรียกวา เซริซิน (sericin)ซ่ึงไดจากเปลือกรังไหม 
และโปรทีนชนิดไฟโบรอิน (fibroin) ซึ่งมีปริมาณโปรทีน  โดยเฉพาะอยางยิ่งไหมไทยพ้ืนเมืองพบวามี
ปริมาณเซริซิน ที่สูงมากเม่ือเทียบกับไหมสายพันธุตางประเทศญี่ปุน (Kawakuchi, 1996)  ดังน้ันไหมไทย
พันธุพ้ืนเมืองจึงมีขอไดเปรียบในแงของการนําไปไประยุกตใชตามวัตถุประสงคอื่นๆไดดี เพ่ือนําไปสูการ
ดําเนินงานศึกษาคนควาวิจัยและพัฒนาประโยชนจากไหม จะไดกระทําอยางจริงจัง เพ่ือเปนการเพ่ิมมูลคา
ของไหมใหสูงขึ้นมากกวาการนําไปทอเปนผาไหมเพียงอยางเดียว กอรปกับการปลูกหมอนเลี้ยงไหมไดถือ
ปฎิบัติกันอยางหนาแนนในภูมิภาคตะวันออกเฉียงเหนือ โดยเฉพาะจังหวัดมหาสารคาม (พรรณภา และ
ชาญชัย 2540)   

 ปญหาและอุปสรรคที่สําคัญอยางหน่ึงคือ ปญหาโรคของหนอนไหมและโรคที่สําคัญคือ โรคแกรส
เซอรี่ (grassery ) หรือที่เรียกตามภาษาพ้ืนบานวาโรคเตอ โรคกระทิ หรือ โรคตัวเหลือง เปนโรคที่ทําความ
เสียหายใหกับอุตสาหกรรมการเลี้ยงไหมมากที่สุด การระบาดเกิดขึ้นอยางรุนแรงในทุกรุนของการเลี้ยงไหม 
และพบไดทุกฤดูกาล หนอนไหมที่ถูกเขาทําลายดวยเชื้อไวรัสชนิด Bombyx mori Nuclear Polyhedrosis 
Virus( BmNPV) นั้นจะตายตอนวัย 5 ซ่ึงเปนวัยที่จะสรางรัง (ทําใหเกษตรกรเสียเวลาและแรงงานเล้ียง
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หนอนไหม นอกจากนี้ในบางรุนของการเล้ียงไหมแทบจะไมไดผลผลิตเลย (ทิพยวดี และคณะ 2538)   
ความสําคัญของโจทกคือ เชื้อ BmNPV ดังกลาวปนเปอนมาจากไหนกลาวคือ เน่ืองจากหนอนไหมไมแสดง
อาการของโรคในระยะเร่ิมแรก แตจะระบาดอยางรุนแรงในระยะการสรางรังซ่ึงเปนผลผลิตที่สําคัญ ทําให
หนอนไหมตาย 70 -100 เปอรเซนต  ทั้งนี้ BmNPV อาจมีการปนเปอนมากับใบหมอน หรือ เปนการติดเชื้อ
จากพอแมสูรุนลูก (transmission: horizontal หรือ vertical transmission)  ซ่ึงยังไมมีรายงานการติดเชื้อ 
BmNPV  ดังกลาวในประเทศไทย 

 ถึงแมประเทศไทยมีการปลูกหมอน เลี้ยงไหมมาชานาน และมีองคกรหรือหนวยงานที่ดูแล
รับผิดชอบงานดานหมอนไหม แตจะเปนในแงของการสงเสริมการเล้ียงไหมและยังคงเปนการเล้ียงไหมแบบ
ด้ังเดิม  แตงานวิจัยที่เปนงานวิจัยพ้ืนฐานที่จะเปนองคความรูในงานวิชาการเชิงลึก ยังมีรายงานไมมากนัก 
ดังน้ัน การวิจัยน้ี มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาการติดเชื้อสาเหตุโรคแกรสเซอร่ี และลักษณะการถายทอดโรค 
โดยทําการเลี้ยงไหมดวยอาหารเทียมภายใตเทคนิคปลอดเชื้อ (aseptic technique) ซ่ึงสามารถควบคุมการ
ปนเปอนของเชื้อ BmNPV จากปจจัยภายนอก (โดยสูตรอาหารเทียมดังกลาวไดวิจัยและพัฒนาโดยอาจารย
คณะวิทยาศาตรและนักวิจัยศูนย นวัตกรรมไหม มหาวิทยาลัยมหาสารคาม และอยูในระหวางการดําเนนิการ
ขอจดสิทธิบัตร) โดยนําเทคนิคพีซีอารที่มีความไวในการตรวจหาเชื้อ BmNPV   ซ่ึงจะทําใหเขาใจองค
ความรูของการติดเชื้อ และการเกิดโรคแกรสเซอร่ี ซ่ึงจะสามารถตอบโจทกที่มาของเชื้อ BmNPV ไดชัดเจน 
เพ่ือเปนการควบคุมการปองกันการระบาดของโรคได เพ่ือพัฒนาอุตสาหกรรมการเล้ียงไหมใหเปนไปอยางมี
ประสิทธิภาพ 
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วัตถุประสงคของโครงการ 

1. ศึกษาการติดเชื้อ BmNPV สาเหตุโรคแกรสเซอร่ี และการเขาทําลายของเชื้อไวรัส 
ตอระยะของหนอนไหม 

 2. ศึกษาลักษณะการถายทอดโรคแกรสเซอรี่ในระยะหนอนไหม 

 3. นําเทคนิคพีซีอารมาตรวจเชื้อ BmNPV ไดอยางมีประสิทธิภาพ 
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เอกสารและงานวจิยัที่เกี่ยวของ 

สถาบันวิจัยและพัฒนา มหาวทิยาลัยขอนแกน, 2537 ไดสํารวจความคิดเห็นเกษตรกรผูเล้ียงไหม 
ในเขตจังหวัดมหาสารคาม พบวาปญหาและอุปสรรคตอการเล้ียงไหม ที่สําคัญทีสุ่ดคือเรือ่งโรคแกรสเซอร่ี
ของไหม หรือโรคเตอ (ตารางที่ 1) 

ตารางที่ 1  ปญหาในการเล้ียงไหมที่สําคัญที่สุดในความคิดของเกษตรกร ในเกษตรกรผูเลี้ยงไหม จังหวัด
มหาสารคาม 

หมูบาน โรคเตอ ปญหาอ่ืนๆ                                    ไมมีปญหา 

วังยาว 93.3 6.7                                         - 

หัน 90.0 3.3                                         - 

หนองคอม 90.1 6.7                                        3.3 

ดอนอีลุม 76.7 10.0                                      13.3 

ทุงบอ 70.0 10.0                                       20.0 

โคกกุง 96.7       3.3                                         - 

สําโรง 76.6 6.7                                        16.7 

เลิงแฝก 70.0 23.3                                       6.7 

หนองไฮนอย 70.0 3.3                                         26.7 

หนองโพน 76.7 20.0                                      3.3 

หนองไผนอย 83.4 13.0                                      3.3 

หนองเสม็ด 76.7 -                                           23.3 
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ดงบัง 97.1 2.9                                         - 

ที่มา :  สถาบันวิจัยและพัฒนา มข. ( 2537) 

 

  Vanapruk et al. 1994. ไดศึกษาการตรวจหาเชื้อ BmNPV โดยวีธี ELISA ซ่ึงเปนเทคนิค
ทางอิมมูนวิทยาแตวิธีการดังกลาว มีขอจํากัดที่สามารถตรวจไดเฉพาะอนุภาคไวรัสและผลึกโปรทีนของ
BmNPV แตไมสามารถตรวจพบในระดับ ดีเอ็นดี และไมสามารถติดตามการติดเชื้อสาเหตุได จากการหนอน
ไหมมาตรวจดวยวิธี ELISA  พบการระบาดของโรคในทุกฤดูกาลเลี้ยงไหม  

           Kumpratueang,1998. ไดสํารวจการระบาดของโรคแกรสเซอรี่ในหนอนไหมจากเกษตรกรผูเลีย้ง
ไหม 13 จังหวัดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ โดยการใช ดี เอ็น เอ ตัวตรวจ ( DNA probe)  โดยการสุมเก็บ
ตัวอยางหนอนไหมวัย 1 2 3 4 และ 5 พบวาหนอนไหมมากกวา 70 เปอรเซ็นตมีเชื้อไวรัสลงทําลาย หากมอง
อาการภายนอกของหนอนไหมจะไมพบอาการของโรคเลย แตเมื่อเกษตรกรทําการเล้ียงไหมไมถูกตอง และมี
ปจจัยสภาพแวดลอมภายนอกไมเหมาะสมก็จะเกิดการระบาดของโรคทันที ซ่ึงโรคแกรสเซอรีมีเชื้อสาเหตุชื่อ
นิวเคลียรโพลีฮโีดรซีสไวรัส (Nuclear Polyhedrosis Virus, NPV) ซ่ึงเปนไวรัสของแมลงใน subgroup A ของวงศ 
Baculoviridae (Matthews, 1982) แกรสเซอรี่ไวรัสประกอบดวย DNA เสนคู ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 85 x 
106  daltons (Iatrou et al. 1985) เชื่อกันวาไวรัสตัวน้ีเปนเชื้อที่หลบอยูในตัวหนอนไหม (occult virus) และอยูใน
ลักษณะเฉ่ือยไมทําใหเกิดโรค แตสามารถทําใหเกิดโรคกับหนอนไหมได ถาไวรัสถูกกระตุนดวยสารเคมีบางชนิด 
เชน hydrogen peroxide, potassium nitrate, hydroxylamine ดวยความเย็นจัด รอนจัด หรือในสภาพแวดลอมไม
เหมาะสม  (Himeno et al. 1973) เน่ืองจากความสําคัญของโรคดังกลาวไดสรางความเสียหายแกอุตสาหกรรม
ไหมเปนอันมาก 

         เน่ืองจากไวรัสอาจหลบอยูในตัวไหม ในลักษณะเปนอนุภาคไวรัสโดยยังไมมีการสรางผลึกโปรทีน
หอหุม ทําใหไมสามารถเห็นไดดวยกลองจุลทรรศน หรือเพ่ิงเขาตดิเชื้อในระยะเร่ิมแรกจึงเปนเพียงดีเอ็นเอที่เชื้อ
ไวรัสสรางข้ึน  จึงไมสามารถตรวจโรคไดดวยเทคนิคการตรวจหาเชื้อดวยเทคนิคทั่วๆไป จําเปนตองพัฒนา
เทคนิคที่มีประสิทธิภาพสูงเพ่ือใหสามารถตรวจสอบเชื้อไวรัสไดกอนที่จะนําไขไหมที่ติดเชื้อไปเล้ียง ซ่ึงวิธีการ
ดังกลาวตองมีความไว (sensitive) ในการตรวจหาไวรัสดังกลาว โดยเฉพาะเทคนิคทางชีวโมเลกุล (molecular 
biology) โดยเฉพาะเทคนิคพีซีอาร (polymerase chain reaction)  



9 
 

 

        สิริภัค และคณะ 2548. วิจัยการเกิดโรคแกรสเซอรี่ ซ่ึงมี Bombyx mori Nucleopolyhedrovirus 
(BmNPV) เปนไวรัสสาเหตุโรค ศึกษาความตานทานตอโรคแกรสเซอร่ีในไหมพันธุนางลาย โดยเปรียบการเลี้ยง
ดวยอาหารเทียมและใบหมอน ผสมสารแขวนลอย เชื้อ BmNPV ที่ความเขมขน 103 PIBs/mlใหหนอนไหมทั้งสอง
กลุม โดยวิธีการกิน ในหนอนไหมวัยที่ 3 พบอัตราการเล้ียงรอดของหนอนไหม (วัย 1-5) ในกลุมหนอนไหมที่เลี้ยง
ดวยอาหารเทียม เทากับ 91 เปอรเซ็นต น้ําหนักหนอนไหมวัย 5 เทากับ 1.46 กรัม อัตราการเขาทํารัง เทากับ 86 
เปอรเซ็นต น้ําหนักรังสดเทากับ 1.40 กรัม นํ้าหนักหนอนไหมวัย 5 เทากับ 1.51 กรัม อัตราการเขาทํารังเทากับ 
58 เปอรเซ็นต และนํ้าหนักรังสดเทากับ 1.39 กรัม สวนกลุมควบคุมที่เล้ียงดวยอาหารเทียมอยางเดียวพบอัตรา
การเล้ียงรอด 93 เปอรเซนต และอัคราการเขาทํารังเทากับ 90 เปอรเซ็นต สวนหนอนไหมที่เลี้ยงดวยใบหมอน 
พบอัตราการเลี้ยงรอดเทากับ 81 เปอรเซ็นต อัตราการเขาทํารังต่ํา คือ 61 เปอรเซ็นต ผลการศึกษาพบวาหนอน
ไหมที่เล้ียงดวยอาหารเทียม มีความสามารถในการตานทานตอการเกิดโรคแกรสเซอร่ีไดดีกวาเม่ือเปรียบเทียบ
กับการเล้ียงไหมดวยใบหมอน 

           มัลลิกา และคณะ 2552. พัฒนาการตรวจสอบเชื้อ BmNPV ดวยเทคนิค polymerase chain 
reaction (PCR) โดยเปรียบเทียบวิธีการสกัดดีเอ็นเอ 2 วิธี วิธีที่ 1 ดัดแปลงจากวิธี สกัดดีเอ็นเอที่ใชในเซลลแมลง 
วิธีที่ 2 ดัดแปลงมาจากวิธีสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ พบวาทั้งสองวิธีสามารถใชในการสกัดดีเอ็นเอจากเลือดหนอน
ไหมได โดยวิธีที่ 1ใชเวลาในการสกัดดีเอ็นเอ 48 ชั่วโมง 36 นาที สวนวิธีที่ 2 ใชเวลาในการสกัดดีเอ็นเอไมเกิน 
30 นาที เมื่อทําการตรวจสอบเชื้อ BmNPV ในตัวหนอนไหมดวยการตรวจหายีนที่ควบคุมการสรางผลึกโปรทีน
ของไวรัส (polh gene) ในเลือดหนอนไหมดวยเทคนิค PCR พบวาสามารถตรวจพบเชื้อ BmNPV ในหนอนไหม
หลังจากไดรับเชื้อไปแลว 3 วัน เมื่อสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีที่ 1 และตรวจสอบเชื้อ BmNPV ดวยเทคนิค PCR ตองใช
เวลาในการดําเนินการทั้งสิ้นไมนอยกวา 3 วัน แตถาสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีที่ 2 จะใชเวลาในการตรวจสอบทั้งสิ้น
เพียง 5 ชั่วโมง เทคนิค PCR จึงเปนอีกวิธีหน่ึงที่มีประสิทธิภาพเหมาะจะนํามาพัฒนาใชในการตรวจสอบโรคแก
รสเซอร่ีของไหม เพ่ือปองกันการระบาดของโรคน้ีในอุตสาหกรรมการเล้ียงไหม 

      Jiaping et al. 2012 ไดศึกษาลําดับเบสของ BmNPV สาเหตุของโรคแกรสเซอรี่ที่พบในหนอนไหม
ไทย โดยทําการเปรียบเทียบกับลําดับเบสของยีนที่เปนอนุรักษคือ จาก 4 สายพันธุ ไดแก T3 จากญี่ปุน  CD และ 
CQ1 จากจีน และ SC7 จากฝร่ังเศส พบวา BmNPV สายพันธุจากประเทศไทย มียีน bro แตกตางจาก BmNPV 
ทั้ง 4 สายพันธุดังกลาว โดยพบวาทีเพียงสวนของ bro-a, bro-c และ bro-d แตไมพบ bro-b, bro-e เหมือน สาย
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พันธุจากจีน ญี่ปุน และฝรัง่เศส และจากการศึกษาลักษณะวิวัฒนาการของ BmNPV โดยการวิเคราะหไฟโลจนิีติก
ของยีน bro จากทั้ง 5 สายพันธุน้ัน สภาพภูมิประเทศไมมีผลตอความแตกตางของยีน bro 
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วิธีการทดลอง 

1. การเก็บตัวอยางหนอนไหมที่เปนโรคแกรสเซอร่ีในหมูบานที่เกษตรกรทาํการเลีย้งไหม 
    ออกสํารวจการเกิดโรคแกรสเซอรี่ในหนอนไหม ตามหมูบานที่เกษตรกรทําการเล้ียงไหม ในเขตพ้ืนที่

จังหวัดมหาสารคาม ในเขตหมูบานรอบๆ อาํเภอเมืองมหาสารคาม อําเภอกันทรวชิัย อาํเภอเชยีงยืน อาํเภอ 

บอระบอื อําเภอพยคัภูมิพิสยั เปนตน  

เม่ือพบอาการหนอนไหมที่แสดงอาการของโรคแกรสเซอร่ี หรือโรคเตอ ดังกลาว นําหนอนไหมทีเ่ปนโรค
ใสขวดพลาสติก เพ่ือนํากลับมาแยกเชื้อ BmNPV ใหบริสุทธ์ิ ในหองปฏิบัติการภาควิชาชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลยัมหาสารคาม 

 
2. การเตรียมเชื้อไวรัส BmNPV 

 นําหนอนไหมที่เปนโรคแกรสเซอร่ีมาแยกเชื้อ BmNPV ในหองปฏิบัติการนําหนอนไหมที่เปนโรค
จากเกษตรผูเลี้ยงไหม โดยการบดหนอนไหมที่เปนโรค แลวกรองผานสําลี 2-3 ชั้น ในกรวยกรอง ทําการ
เก็บสารแขวนลอยไวรัส และทําการเพ่ิมปริมาณเชื้อโดยการผสมสารแขวนลอยเชื้อนิวคลีโอโพล่ีฮีโดรซีส
ไวรัส ที่แยกไดจากหนอนไหมผสมลงในใบหมอนใหหนอนไหมกิน เม่ือหนอนไหมแสดงอาการของโรค โดยมี
ลําตัวหนอนไหมบวมและผิวหนังเตง ใชกรรไกรตัดขาเทียมหนอนไหม  แลวนําหนอนไหมที่มีผลึกโปรทีน 
(Polyhedra Inclusion Bodies: PIBs) จํานวนมากและภายในผลึกโปรทีนมีอนุภาคไวรัสบรรจุอยูจํานวนมาก
และภายในผลึกโปรทีนมีอนุภาคไวรัสบรรจุอยู ทําการตรวจดูลักษณะของผลึกโปรทีนดวยกลองจุลทรรศน 
กําลังขยาย 10X และ/ หรือ 40X   ทําการนับจํานวนผลึกโปรทีนดวยเครื่องนับ (counter chamber หรือ 
haemacytometer) ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 10X เพ่ือหาความเขมขนของเชื้อ BmNPV-
polyhedra เก็บไวสําหรับการเจือจางในระดับความเขมขนตางๆของการทดลอง 

 
3. การเลี้ยงหนอนไหมดวยเทคนิคปลอดเชื้อ 

ทําการเล้ียงหนอนไหมโดยเทคนิคปลอดเชือ้ (aseptic technique) โดยเล้ียงในอาหารเทยีม ในการทดลองน้ี
ไดใชไหมพันธุไทยพ้ืนบาน พันธุนางลาย นําไขไหมไปกกและทาํการฆาเชือ้จุลินทรียที่ปนเปอนมากับเปลือกไข
ไหม  หรือเรียก  Disinfection  ตามวิธีการของ  สิริภัคและคณะ  (2545)  โดยมีข้ันตอนการปฏิบัติ  คือ 

1. นําไขไหมพันธุนางลายไปกกที่อุณหภูมิ  25-27  องศาเซลเซียส  ประมาณ  5-7  วัน 
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  2.  สังเกตุสีของไขไหม  เม่ือไขไหมเปล่ียนสีดําหรือนํ้าเงินเขม  แสดงวาไขไหมใกลจะฟก
ออกเปนตัว  นําไขไหมมาทําการฆาเชื้อที่ปนเปอนมากับเปลือกไข  โดยปฏิบัติในตูปลอดเชื้อ  (Laminar  
flow)  ตามข้ันตอน  ดังน้ี 

   2.1  จุมไขไหมดวยฟอรมาลีน  3  เปอรเซนต  นาน  10  นาที 

   2.2  ยายไขไหมมาแชใน  แอลกอฮอล  75  เปอรเซนต  นาน  5  นาที 

   2.3  ยายไขไหมมาแชใน  แอลกอฮอล  95  เปอรเซนต  นาน  1  นาที 

   2.4  ยายไขไหมมาแชในนํ้ากล่ันน่ึงฆาเชื้อ  นาน  1  นาที 

   2.5  ทําใหไขไหมแหงใน  Laminar  flow  เมื่อไขไหมแหงแลว  นําไขไหมกลับไปกกที่
อุณหภูมิ  25-27  องศาเซลเซียส  ตามเดิม  รอจนกระทั่งไขไหมฟกออกเปนตัวจึงนําไปเล้ียงตามปกติ  
วิธีการดังกลาวจะชวยลดปญหาการติดเชื้อจุลินทรียสาเหตุโรคในหนอนไหม  กรณีที่ปนเปอนมากับเปลือก
ไขได 

4. การเตรยีมอาหารเทียมสูตรพัฒนา และการเลีย้งหนอนไหมภายใตเทคนิคปลอดเชื้อ 

4.1 องคประกอบของอาหารเทยีม 

               1. ผงใบหมอนแหง เตรยีมจากใบหมอนสดทีผ่านการอบแหงแลว นํามาบดเปนผงที่มีความ
ละเอยีดขนาด 0.1-0.25 มิลลิเมตร 

2. ผงเซลลูโลส เตรยีมจากกระดาษเยื่อไมไผ โดยการบดใหเปนผงทีม่ีขนาด 0.25 มิลลิเมตร 
3. ถั่วเขียวสด เตรียมโดยการแชถัว่เขียวขามคืน 1 คืนแลวทําการบดใหละเอยีดในเครือ่งบด

แบบเปยก 
4. กลุมสารอินทรยี ไดแก แปงขาวโพด ( corn starch), นํ้าตาล (sucrose) (เปนชนิด reagent 

grade), sorbic acid, crotonic acid, L – ascorbic acid, citric acid กลุมวติามิน ไดแก D-
calcium pentothenate, pyridoxine,nicotinamide, 8-hydroxyquinolinol sulfate 

5. กลุมเกลือแร ไดแก manganese sulfate, iron (III) phosphate n hydrate, magnesium 
sulfate, potassium chloride, calcium carbonate, potassium phosphate 
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สูตรอาหารเทยีม CU-MSU1 

เตรียมโดยการละลายองคประกอบรวมหนัก  1 กิโลกรัม ในปริมาตรน้าํ 1.6 ลิตร  

 ผงใบหมอนแหง (Mulberry leaves powder)       40%   

 ถั่วเขียวสด (Fresh mung bean)                     41% 

 ผงเซลลูโลส ( cellulose powder)                    10% 

          Mix  powder 1              3% 

          Mix  powder 2              2% 

   Mix powder  3                       4 % 

mix powder 1 ประกอบดวย 

  inositol    61.86   g 

  D-calcium pentothenate 3.06  g 

  Vitamin B complex  0.63 g 

  Nicotinamide   1.98 g 

  8- quinolinol sulfate  15.27 g 

  Chloramphinical  6.06 g 

  Gallic acid monohydrate 150.6 g 

  Corn starch   150.3 g 
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mix powder 2 ประกอบดวย 

  Manganese sulfate   0.6 g 

  Iron ( III ) phosphate n hydrate 4.5 g 

  Magnesium sulfate   27 g 

  Potassium chloride   36 g 

  Calcium carbonate   63 g 

  Potassium dihydrogen phosphate 93 g  

mix powder  3 ประกอบดวย 

  crotonic acid     4 g 

  L-ascorbic acid    15 g 

  Citric acid    20 g 

  เตรียม 10 เทา 

 

4.2 การเตรียมอาหารเทยีม 

วัสดุที่ใชในการเตรียมอาหารเทยีม 
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                       ผงหมอน         ผงเซลลูโลส 

 

                   ถั่วเขียวสด       สารอินทรีย วติามิน แรธาตุ และสารกนับูด 

 

1. ทําการแชถั่วเขียวขามคืน 1 คืน แลวทําการบดใหละเอยีดในเคร่ืองปนน้ําผลไม 
2.  ผสมสวนตางๆ ของสตูรอาหารที่ชัง่แลวตามองคประกอบในแตละสตูร  ลงในเคร่ืองผสมอาหาร

เทียมจนผสมรวมกันเปนเน้ือเดียวกัน 
3. . เม่ือผสมสวนประกอบของอาหารเทยีมครบแลว นําไปน่ึงดวยหมอน่ึงความดันที่ อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เวลา 20 นาที ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว 
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                       ลักษณะของอาหารเทยีมเม่ือผสมองคประกอบครบถวน 

 

          5. นําอาหารเทยีมทีน่ึ่งฆาเชื้อแลวใสในกลองพลาสติก ปริมาณ 100 กรัม ตอหนอนไหม 
200 ตัว ทําการเกลี่ยอาหารเทยีมในลักษณะรวนใหกระจายทัว่พ้ืนภาชนะ นําไขไหมที่ฟกออกเปนตวั
ระยะที่ 1 ที่ผานการฆาเชือ้แลว โดยวิธี disinfection ตามที่ไดกลาวมาแลว ใสลงในกลองพลาสติกทีมี่
อาหารเทียมอยู หลังจากน้ันนํากลองพลาสติก ที่ปดฝาใหสนิทไปเก็บในสภาวะอณุหภูมิประมาณ 28-30 
องศาเซนเซียส เม่ือหนอนไหมเปนระยะการเจริญเติบโต เปนวัย 2 3 4 และ 5 ทาํการสุมหนอนไหมแต
ละระยะ เพ่ือเก็บไวเปนหนอนไหมกลุมปลอดโรคแกรสเซอรี่ (healthy silkworm) และเพ่ือเปนกลุม
ควบคุม 

5. การใหเชื้อ BmNPV กับหนอนไหม 

     ทําการใหเชื้อ BmNPV กับหนอนไหมพันธุนางลายในระยะวัยที่ 3 ที่ความเขมขน 105 PIBs/ml 
ทําการเลี้ยงหนอนไหมดวยใบหมอน จนกระทั่งหนอนไหมแสดงอาการของโรคแกรสเซอรี่ และทําการเล้ียง
ไหมที่รอดตายจากโรค จนกระทั่งถึงระยะตัวเต็มวัย หลังจากแมผีเสื้อวางไข นําไขไหมมาผานกรรมวิธี 
Disinfection  ตามวิธีการของ  สิริภัคและคณะ  (2547)  หลังจากน้ัน นําหนอนไหมแรกฟกระยะที่ 1 ไปเล้ียง
บนอาหารเทียมสูตรดังกลาว ที่ปดฝาใหสนิทไปเก็บในสภาวะอุณหภูมิประมาณ 28-30 องศาเซลเซียส เม่ือ
หนอนไหมมีพัฒนาการ การเจริญเติบโต เปนวัย 2 3 4 และ 5 ทําการสุมหนอนไหมแตละระยะมาตรวจหา
เชื้อ BmNPV ดวยวิธีพีซีอาร 
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6. ศึกษาการถายทอดโรคแกรสเซอรี่ในหนอนไหมดวยวิธีพีซีอาร 

 6.1 การสกัดดีเอ็นเอจากหนอนไหม  

   โดยการสุมเก็บตัวอยางหนอนไหม ระยะไข หนอนไหมวัย1 2 3 4 5  ดักแด และผีเสื้อ มาตรวจ 
โดยการทําการสกัดดีเอ็นเอ จาก BmNPV โดยการทํา DNA extraction แบบ mini preparation โดยนํา
หนอนไหม 0.5 กรัม บดดวยสารละลาย lysis buffer 200 ไมโครลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 
rpm นาน 10 นาที เก็บสวนสารละลายน้ําใส แลวเติม 1/10 Abs.ETOH + sodium acetate นําไปแชที่
อุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียส นํากลับมามาหมุนเหวี่ยง ที่ความเร็ว 12,000 rpm นาน  20 นาที แลวจึงทํา
ตะกอนใหแหงภายใต laminar flow หลังจากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยนํ้ากล่ันน่ึงฆาเชื้อ เก็บไวสําหรับ
ตรวจดวยวิธีพีซีอาร ในทํานองเดียวกัน ในการเตรียมตัวอยางในไขไหม ก็นํามาบดดวยวิธีการเดียวกับใน
หนอนไหม 

         6.2 การออกแบบไพรเมอรและสังเคราะหไพรเมอร 

             การออกแบบไพรเมอรสาํหรับตรวจหาเชื้อ BmNPV จาก GenBank โดยใชโปรแกรม
คอมพิวเตอรจากการคํานวณหาความเหมาะสมตางๆ จึงได ไพรเมอรจากลําดับนิวคลีโอไทดของ BmNPV  
จาก ยีนทีค่วบคุมการจําตวัดีเอ็นเอเร่ิมแรก (immediately earlu-1) หรือ ยีน ie-1 จากธนาคารยีนหมายเลข 
X58442 (GenBank Accession No.X58442, Huybrechts et al. 1992) ขนาดความยาว 28 bps หรือ 28 
เมอร ดังน้ีคือ forward primer – 5’- CCAAACGCATATGACGCAAATTAATTTT-3’ และ reverse primer 
– 5’-TTGTTAAATTGGGCCCACCACACTTTGT-3’ โดยจะไดผลิตภัณฑของยนีขนาด  473 bpโดยมีคา

เปอรเซ็นต G+C content เทากับ 55.6%, melting temperature เทากับ 47C ความเฉพาะเจาะจง 
(specificity) ตอ BmNPV-DNA และมีขนาดของ PCR product ขนาด 1.2 kb หลังจากสงลําดับเบสเหลาน้ี
ไปสังเคราะหแลวจึงนาํมาคํานวณหาความเขมขน และปรับหาสภาวะที่พอเหมาะของวิธีพีซีอารในการตรวจ
เชื้อ BmNPV จากการทดลองหาปรับหาสภาวะทีเ่หมาะสมของปฎิกิรยิาเพ่ิมขยาย(amplification) ซ่ึงเกิดข้ึน
โดยขบวนการหลัก 3 ข้ันตอน จะตองควบคุมอุณหภมูิ และเวลาตามที่กําหนด โดยอาศัยเครื่องอตัโนมัต ิ
Programmable DNA Thermal Cycle หรือที่เรียก เครื่อง PCR สําหรับตรวจ BmNPV สาเหตุโรคแกรส 

เซอรี ่ ดังนี ้
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Denaturation  94 C   เปนเวลา 5 นาท ี

     1 รอบ 

 Denaturation  94 C    เปนเวลา 2 นาท ี

 Annealing  47 C   เปนเวลา 2 นาท ี

 Extension  72  C   เปนเวลา 2 นาท ี

     35 รอบ 

 Extension  72 C   เปนเวลา 10 นาท ี

 

สําหรับปฎิกิรยิา PCR  ที่เหมาะสมในการตรวจโรคแกรสเซอร่ีหนอนไหมเปนดังน้ีคือ 

  PCR reaction    100 l 

…………………………………………………………………………… 

  dH2O     68 l 

10X PCR buffer   10 l 

MgCl2      10 l 

10mMdNTP    4 l 

Primer # 1 ( 10 pmol/l)  3 l 

Primer #2  ( 10 pmol/l)  3 l 

Taq polymerase   1 l 

Template (BmNPV-DNA)  1 l 
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6.3 การวิเคราะหผลดวยการเทคนิคอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส( agarose gel 
electrophoresis ) เม่ือสิ้นสุดปฎิกิริยาพีซีอาร นํามาวิเคราะหผลการตรวจหาเชื้อ BmNPV-DNA ดวยอะกา
โรสเจลอิเลคโตรโฟรีซีส ความเขมขน 0.7 เปอรเซนต ในสารละลาย TBE buffer แลวนํามายอมสีดวยเอทธิ
เดียมโบรไมด เพ่ือวิเคราะห แถบของ BmNPV-DNA product ที่ปรากฎโดยเปรียบเทียบนํ้าหนักโมเลกุลของ 

Hind III marker 
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ผลการทดลองและวิจารณผล 

1. ลักษณะของเชื้อ Bombyx mori Nuclear Polyhedrsis Virus (BmNPV) 

 ผลการออกสํารวจการเกิดโรคแกรสเซอร่ีในหนอนไหมจากเกษตรกรที่ทําการเล้ียงไหมในเขตอาํเภอ
กันทรวิชยั จังหวัดมหาสารคาม พบลักษณะภายนอกของหนอนไหมที่เกิดโรคแกรสเซอร่ีกลาวคือ หนอน
ไหมวยั 4 ตอนปลายทีต่ิดเชือ้ BmNPV เริ่มมีอาการไตไปมา และไตข้ึนตามขอบกระดง หรือไตตามทีสู่งของ
ภาชนะที่เลีย้ง กินอาหารไดนอยลง ลําตวัสีเหลือง ใส เม่ือสัมผัสลําตวัจะเปราะบาง แตก มีของเหลวสีเหลือง 
หรือขาวขุน ที่เรียก heamolymph ของแมลงไหลออกมา (รูปที่1) ซึ่งภายในของเหลวมีผลึกโปรทีนของไวรัส
เปนจํานวนมาก และปนเปอนกับใบหมอน จึงทาํหนอนที่อยูในกระดงเดียวไดรับเชือ้และติดตอกันไปเร่ือยๆ 
พบการระบาดของโรคในเกือบทุกรอบที่ทาํการเล้ียงไหม (kumpratueang,1998; พรรณภาและชาญชยั 
2540) 

 

 

 

 

                    

 

                 ก          ข 

    รูปที่ 1 ลักษณะของหนอนไหมที่แสดงอาการโรคแกรสเซอรี่ในวยั5  

(ก) ซ่ึงเปนอาการที่รุนแรงปลอยของเหลวสีเหลืองออกมาซึง่มีผลึกโปรทีนอยูจํานวนมาก  
ตัวหนอนไหมสีเหลอืง 

             (ข) หนอนไหมปกติ  
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นําหนอนไหมที่แสดงอาการของโรคแกรสเซอร่ีมาทําการแยก BmNPV ที่หองปฎิบัติการ มหาวิทยาลัย
มหาสารคาม เม่ือศึกษาลักษณะของผลึกโปรทีน (polyhedra inclusion bodies) ดวยกลองจุลทรรศน ที่
กําลังขยาย 40เทา พบลักษณะผลึกโปรทีน กลมๆ เปนเม็ดเล็กๆ เปนจํานวนมากกระจายในของเหลว 
heamolymph และไมมีการปนเปอนแตอยางไร เม่ือทําการศึกษาลักษณรูปรางของผลึกโรทีนที่ชัดเจนข้ึน
โดยการใชกลองสแกนน่ิงอิเลคตรอน(scanning electron microscopeหรือ SEM ) พบผลึกโปรทีนเปน
เหล่ียม หลายเหล่ียม ตั้งแต 6 เหล่ียม และ 8 เหล่ียม และบางผลึกจะมีรูปรางเปนทรงกลม (รูปที่ 2) ในขณะ
ที่พ้ืนที่จะมีลักษณะกลมมากกวาเปนเหล่ีม ( กรมวิชาการเกษตร 2540) 

 

 

 

 

 

 

 

    

                                ก       ข 
 

รูปที่ 2 ลักษณะของผลึกโปรทีน (polyhedra inclusion bodies) ในหนอนไหมที่เปนโรคแกรสเซอรี่ 

(ก) ภายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 40 เทา  
(ข) ภายใตกลองแบบสองกราด (Scanning Electron Microscopy: SEM) 
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2.การเลี้ยงหนอนไหมดวยอาหารเทียมโดยเทคนิคปลอดเชื้อ 

 ทําการเล้ียงหนอนไหมที่ใชในการวิจัยคร้ังน้ีคือไหมพันธุนางลาย เปนไหมที่สามารถฟกออกได
ตลอดปตามธรรมชาติ ดวยอาหารเทียมสูตร CU-MSU2 (อยูในระหวางรอรับการจดสิทธิบัตร เลขที่คําขอ 
0901001253) ซ่ึงเปนอาหารเทียมสูตรพัฒนา  ถือเปนเทคโนโลยีการเล้ียงไหมแบบใหม ที่มีการนําเทคนิค
ปลอดเชื้อ (aseptic technique) มาใช พบวา การเล้ียงไหมดวยอาหารเทียม หนอนไหมมีการเจรญิเติบโตได
ดี ไมมีการปนเปอนของเชื้อโรคจากภายนอกและในอาหารเทียมแตอยางไร ลักษณะไขไหมแรกฟกจะมีสี
เหลืองออนหรือครีม เม่ือนําไปกก ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซนเซียส เม่ือไขเร่ิมฟก จะเปล่ียนเปนสีมวงหลังจาก
ทําการฆาเชื้อโรคที่ปนเปอนแลวจึงนําไปกกตอที่อุณหภูมิเดิม เปนเวลา 2 วัน ไขไหมจึงฟกออกเปนตวั และ
อัตราการฟก เทากับ 99.5 เปอรเซนต หลังจากหนอนไหมฟกออกเปนตัวออนประมาณ 24 ชั่วโมงจึงนําไป
เล้ียงในอาหารเทียมที่เตรียมไวในกลองพลาสติก ทําการเปล่ียนอาหารเทียม 2 คร้ังตลอดวงชีวิตของหนอน
ไหม คือ คร้ังแรกลงอาหารเทียมชวงที่แรกฟก คือวัย1 ถึง วัย 3 จะอยูในกลองพลาสติก (รูปที่ 3 ) และ ยาย
หนอนไหมลงอาหารเทียมใหมอีกในชวงวัย 4 ถึง วัย 5 ซ่ึงเปนระยะที่หนอนไหมกินอาหารมากวงชีวิตของ
ไหมที่เล้ียงในอาหารเทียมจะใชเวลานนกวาการเลี้ยงดวยใบหมอนประมาณ 5-6 วัน กลาวคือ ระยะไข 11 
วัน จึงฟกอกเปนตัวหนอนวัย1 วัย1 ใชเวลา 5 วัน วัย2 ใชเวลา 4 วัน วัย 3 ใชเวลา 5 วัน วัย4 ใชเวลา 7 วัน 
และ วัย 5 ใชเวลา 7 วัน สวนระยะดักแด น้ัน ใชเวลา 10 วัน จึงมีการพัฒนาเปนผีเสื้อ ซึ่งระยะนี้จะไมมีการ
กินอาหารแตอยางใด 
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รูปที ่ 3 การเล้ียงไหมพันธุนางลายแบบเทคนิคปลอดเชือ้ซ่ึงเลี้ยงดวยอาหารเทยีมสตูร CU-MSU1        
(ก)  ไขไหมหลังจากการทาํการฆาเชื้อที่ปนเปอนมากับเปลือกไขไหม 

           (ข) นําเล้ียงไหมแรกฟก วยั 1 - วัย 3 ในกลองพลาสติก  

           (ค) ทําการเปลี่ยนอาหารเทยีมเม่ือหนอนไหมพัฒนาเปนวยั 4  
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หลังจากผีเสือ้ผสมพันธุ และวางไข ผีเสื้อตายภายใน 5 วัน พบอัตราการเล้ียงรอดของหนอนไหม จากวยั1- 
ผีเสือ้ เทากับ 96 เปอรเซนต อัตราการวางไขตอแมผีเสือ้ 1 ตัว เฉลี่ย 411 ฟอง  

     เมื่อนําไปทดสอบให BmNPV ความเขมขนที่ 105 PIBs/ml กับหนอนไหมวัย 3 ในรุนที่ 2 ที่เล้ียง
ในอาหารเทยีม น้ันพบเปอรเซนตการเลีย้งรอด จากวัย1 ถึง ระยะผีเสื้อ เทากับ 41 เปอรเซนต เม่ือผีเสือ้
วางไข นําไขไหมไปกกและเล้ียงไหมในรุนที3่ ดวยอาหารเทยีมและเทคนิคปลอดเชื้อ โดยทีไ่มมีการใหเชื้อ 
BmNPV อีก สุมไหม แตละระยะ กลาวคือ ระยะไข วัย1 วัย 5 ระยะดักแด และผีเสือ้ มาตรวจการถายทอด
โรคแกรสเซอร่ี 

3.การตรวจ BmNPV โดยวิธีพีซีอาร 

             3.1 การทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร 

              เมื่อทดสอบหาความจําเพาะตอ ไพรเมอรที่ออกแบบและสังเคราะหได โดยทําปฎิกิริรยาพีซีอาร
กับ BmNPV-DNA แลววิเคราะหผลดวยอะกาโรสเจล อิเลคโตรโฟรีซีสความเขมขน 0.7 เปอรเซนต พบวา
ไพรเมอร ที่ออกแบบจากสวนลําดับนิวคลีโอไทดของ BmNPV สามารถเพ่ิมปริมาณยีนหรือสวนของดีเอ็นเอ
(DNA fragment) ขนาดนํ้าหนักโมเลกุล 1.2 กิโลเบส (รูปที4่) และไพรเมอรมีความจําเพาะ( specificity ) ตอ 
BmNPV-DNA จากหนอนไหมเทานั้นเมื่อ (รูปที่5) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4 agarose gel electrophoresis วิเคราะหผลการทดสอบไพรเมอรสามารถตรวจเชื้อ BmNPV-DNA      
(lane1 และ 2 ) 
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รูปที่ 5.  Agarose gel electrophoresis วิเคราะหผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของไพรเมอรตอเชื้อ 
BmNPV จากหนอนไหม( lane1 ) และไมตรวจไดในหนอนไหมที่ปลอดโรค ( lane2 ) เม่ือเทียบกับ  

SeNPV-DNA จากหนอนกระทูหอม (lane 3) โดยมี Hind III เปนนํ้าหนักโมเลกุลเปรียบเทียบ 

 

ศึกษาการถายทอดโรคแกรสเซอร่ีในหนอนไหมดวยวิธีพีซีอาร 
 เม่ือออกแบบไพรเมอร สาํหรับตรวจหา BmNPV และ สามารถปรับหาสภาวะที่เหมาะสมของ
ปฎิกิริยาพีซีอารแลว จึงนํามาใชในการตรวจเชือ้ BmNPV เพ่ือศึกษาการถายทอดโรคดังกลาว โดยการ
เตรียมตัวอยางเนือ้เยื่อของหนอนไหมที่ถูกใหเชื้อ BmNPV โดยการสกัดดีเอ็นเอ แบบ minipreparation ซึ่ง
วิธีการสกัดดีเอ็นเอ น้ีไดพัฒนาจากการสกัดดีเอน็สาเหตโุรคพืช ( พิสสวรรณ 2536) หลังจากสิน้สุดการทาํ
ปฎิกิริยาพีซีอาร แลวจึงนํามาวิเคราะหผลโดยการอานคาแถบ(band) ของดีเอ็นเอ ที่ปรากฏเม่ือยอม อะกา
โรสเจลดวยเอทธิเดยีม โบรไมด และสองดูดวยแสงยวูี ( uv transluminator) ( รูปที6่ ) 
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รูปที่ 6 ศึกษาการถายทอดโรคแกรสเซอรี ่ โดยการตรวจเชื้อ BmNPV-DNA ที่สกัดจากหนอนวัย1 
(lane 3) หนอนไหมวยั 2 วยั ถึง วยั 5 (lane 4 ถึง lane 7) จากดักแด ( lane 8 )  จาก
ผีเสือ้ ( lane 9 ) จากไข (lane10 ) สวน ( lane 1 และ 2 )คือ BmNPV-DNA ควบคุม  

 

 จากการศึกษาการถายทอดโรคแกรสเซอร่ีในหนอนไหมโดยการตรวจหาเชื้อ BmNPV–DNA จาก
หนอนไหม ในระยะไข ระยะหนอนไหมวยั1  2 3 4 5 ระยะดักแด และระยะผีเสื้อ ซ่ึงตวัอยางไหมเหลาน้ีได
จากการเล้ียงไหมรุนที ่ 3 โดยการเล้ียงแบบเทคนิคปลอดเชื้อ และเล้ียงในอาหารเทยีม ซ่ึงเปนการควบคมุ
ปจจัยภายนอกที่จะเขามากอใหเกิดการปนเปอนหรือการติดเชือ้ BmNPV จากภายนอกได ดังน้ันเม่ือทาํการ
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ตรวจพบเชือ้น้ีในหนอนไหมรุนที่ 3 ที่รอดจากการที่รุนพอแม ของไหมไดรับเชือ้ ก็เพ่ือเปนการศึกษาถงึวา
เชื้อ BmNPV สาเหตุโรคแกรสเซอร่ีในหนอนไหม สามารถถายทอดจากรุนพอแมสูรุนลูก  

 จากการทดลองพบเชื้อ BmNPV –DNA ใน วัย 2  วัย 4 ระยะดักแดและผีเสือ้ ไหมวยั1 วยั 3 และ
วัย 5  ไมพบเชื้อ BmNPV-DNA รวมทัง้ไมพบในระยะไขไหม ทั้งน้ีอาจจะเน่ืองมาจาก ไขไหมมีปริมาณเชือ้
ไวรัส ที่นอยมากจึงตรวจไมพบ  แตสามารถตรวจพบในวัยที2่ และ 4 สวนหนอนไหมวยั 1 3 และ 5 ไมพบ
เชื้อBmNPV เน่ืองจากไหมเปนแมลงทีอ่อกลูกเปนไขประมาณ 300-400 ฟอง จึงมีโอกาสที่จะตรวจไมพบใน
ทุกฟอง เน่ืองจากการทดลองนี้ เปนการสุมตรวจตวัอยางหนอนไหม มา ในแตละวัย ซึ่งไมใชหนอนตวั
เดียวกนั ซ่ึงมีโอกาสทีจ่ะตรวจพบในบางตวัเพราะจะมีบางตัวที่ตรวจพบเชือ้ และบางตัวไมไดรับเชือ้ จึงทาํ
ใหตรวจไมพบเชื้อ BmNPV ถึงแมจะมาจากแมผีเสือ้ตวัเดียวกัน การถายทอดโรคดักลาวเปนไปไดทั้งกรณีที่
เกิดการปนเปอนกับเปลือกไข (transovum transmission) และการถายทอดโรคจากรุนพอแมสูรุนลูกไดโดย
ผานทางตัวออน(transovarion transmision) (Tazima,2001) หากเกิดการถายทอดโรคแบบแรกที่เกิดการ
ปนเปอนกับเปลือกไข เราก็สามารถที่จะทาํความสะอาด โดยใชนํ้ายาฆาเชือ้จุลินทรียทาํความสะอาด
ภายนอกเปลอืกไขไหมได แตหากกรณีทีเ่กิดการติดเชือ้มาจากพอแม สูตวัออน(embryo) ของไหมรุนลูก 
เปนการยากที่จะทาํความสะอาดโดยการฆาเชือ้ที่เปลอืกไขไหมได จําตองมีวิธีการที่ดีกวาน้ี ซ่ึงก็คือกาใช
วิธีการตรวจเชือ้BmNPV เริ่มแรก หรือการตรวจในระยะเริ่มตนนั่นเอง ซึง่ในการทดลองนีส้ามารถนําวิธีการ
ตรวจหาเชือ้BmNPV โดยวิธีพีซีอารไดด ี

  

  จากการศึกษาการถายทอดและตรวจหาโรคแกรสเซอรี่ในหนอนไหม โดยใชเทคนิคพีซีอาร ไดทํา
การออกแบบและสงัเคราะหไพรจาก nucleotide sequence ของเชือ้ BmNPV-DNA จาก GenBank ในครั้ง
น้ีพบวาไพรเมอรสามารถนํามาใชในการตรวจเชือ้ไวรัส BmNPV จากหนอนไหมได ถึงแมจะตรวจไมพบใน
ทุกระยะของไหม ทั้งน้ีอาจจะเปนไปไดวาการถายทอดเชื้อโรคน้ีสามารถถายทอดจากพอแมสูลูกได แต
เน่ืองจากไหมมีการวางไขเปนกลุม และการสุมเก็บตวัอยางแมลงมาตรวจ อาจจะมีบางตวัของไหม ที่ไมได
รับเชื้อ หรือไดรับในปริมาณที่นอยมาก หรือในระยะเร่ิมตน จึงไมสามารถตรวจพบ อยางไรก็ตาม ในการสุม
ตัวอยางหนอนไหมมาเตรียมสกัด ดีเอ็นเอ ในครั้งน้ี เนือ่งจากผูวิจัยไดสุมหนอนไหมมาเพียง 1 ตวั และ นํา
ชิ้นเน้ือของหนอนไหมมาเพียง 0.5 กรัม ซึ่งก็เปนไปไดวาเชือ้BmNPV น้ี นาจะเขาทําลายหนอนไหมในระยะ
เร่ิมแรก ซึ่งเขาไปแอบแฝงอยูในตัวไหม เพยีงปรมิาณที่นอย และยังจํากัดบริเวณ หากวาการสุมตวัหนอน 
และตัดชิน้สวนหนอนไหมตรงบริเวณที่เชือ้ยังไมกระจายตัวก็อาจจะทาํตรวจไมพบเชือ้BmNPV ได 
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 อยางไรกต็าม เนื่องจากหนอนไหม มีการเจริญ และอยูกันเปนกลุมประชากร รวมถงึพฤติกรรมการ
กินอาหารเปนกลุม และแมผีเสือ้วางไข ประมาณ 300-400 ฟอง เม่ือตรวจพบเชื้อโรคแกรสเซอร่ีจากหนอน
ไหมที่มาจากพอแม ก็ไมควรนําหนอนไหมกลุมนี้มาเล้ียง เพราะหนอนไหมเพียง 1 ตัว ที่ไดรับเชื้อดังกลาวมี 
โอกาสที่จะเกิดการติดเชือ้ หรือการแพรระบาดในกลุมประชากรไหมเปนไปไดมาก ดังน้ันจึงไมควรนําไหม
กลุมน้ัน มาเล้ียงอีกตอไป ควรมีการกําจัด หรือทิ้งไขไหม หรือพันธุเหลาน้ันไป เพ่ือปองกัน ไมใหเกิดการ
ระบาดของโรคแกรสเซอรี่ในอตุสาหกรรมการเล้ียงไหม หรือในเกษตรกรตอไป 

 การศึกษาการถายทอดโรคแกรสเซอรีค่รั้งตอไป ควรจะตองทาํการศึกษาและหาวิธทีี่จะติดตามเชื้อ 
BmNPV ในหนอนไหม ไปไดทุกระยะ และจํากัดอยูกับหนอนไหม ภายในตวัหนอนไหม 1 ตัวไปจนตลอดวง
ชีวติและมีการติดตามยนีโดยการติดฉลาก (marker gene) ไปแตละวงจรชวีติของไหม ทั้งนี้เพ่ือจะไดเปน
การติดตามการถายทอดโรคแกรสเวอร่ีไดอยางแทจรงิ 
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           สรุปผลการวจิยั 

 การศึกษาการถายทอดโรคแกรสเซอรี่ในหนอนไหมและการตรวจหาเชือ้ BmNPV ในหนอนไหมดวย
เทคนิคพีซีอารน้ี พบวา 

 ลักษณะของผลึกโปรทีนของเชื้อ BmNPV ที่แยกไดจากเกษตรกรผูเล้ียงไหม ในเขต อําเภอกันทร
วิชยั จังหวัดมหาสารคาม มีลักษณะเปนรูปกลมๆ คลายเม็ดสาคู เม่ือดูดวยกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 40 
เทา เม่ือศึกษาดวยกลอง SEM จะพบลักษณะเปนเหล่ียม ตัง้แต 6-8 เหล่ียม และรูปรางทรงกลม ภายใน
ผลึกโปรทีนประกอบดวย อนุภาคไวรัส  

 การเล้ียงไหมดวยอาหารเทยีม โดยเทคนิคปลอดเชือ้ สามารถนํามาเล้ียงไหมไทยได และเหมาะที่จะ
นํามาทาํเลีย้งไหมในงานวิจยั เพราะสามารถแกปญหาการปนเปอนโรคจากปจจยัภายนอกๆได  วงชีวติของ
หนอนไหมพันธุนาง x 108 จะมีอายุจากวยั 1-ผีเสือ้ 42 วันซ่ึงมากกวาการเลี้ยงดวยใบหมอนแบบวิธีดั้งเดิม 
การเล้ียงไหมทั้งหมด 3 รุน คือ รุนที่ เลี้ยงเพ่ือใหปลอดเชือ้จากปจจัยภายนอก รุนที่ 2 ทําการใชเชือ้ 
BmNPV กับหนอนไหม นําไหมที่รอดชวีิตมาทําการผสม วางไข และเล้ียงตอไปเปนรุนที่ 3 โดยไมมีการให
เชื้อ นําตวัอยางหอนไหมรุนที ่3 มาตรวจหาเชือ้ BmNPV เพ่ือศึกษาการถายทอดโรคแกรสเซอร่ี 

      ไพรเมอรทีอ่อกแบบและสงัเคราะหจาก BmNPV โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร ทําการออกแบบ 
โดยมีลําดับนวิคลีโอไทดทัง้หมด 28 เมอร รูปแบบของไพรเมอรคือ Forward Primer, 5’-
CCAAACGCATATGACGCAAATTAATTTT-3’ และ Reverse Primer, 5’-
TTGTTAAATTGGGCCCACCACACTTTGT-3’  มีคา เปอรเซ็นต G+C เทากับ 55.6% อณุหภูมิ

หลอมเหลว (melting temperature) เทากับ 47 C สามารถตรวจพบเชื้อ BmNPV-DNA เม่ือนําเน้ือเยือ่
หนอนไหมระดับ 0.5 กรัม และไพรเมอรมีความจาํเพาะ (specificity) ตอเชือ้ BmNPV จากหนอนไหมเทาน้ัน 

 การศึกษาการถายทอดโรคแกรสเซอร่ีในหนอนไหมโดยการสุมนําเน้ือเยื่อของหนอนไหมจาก
ประชากรหนอนไหม รุนที ่3 มาตรวจหาเชื้อ BmNPV-DNA สามารถตรวจพบเชื้อในหนอนไหมวัย 2 และ 4 
แตไมพบเชื้อในระยะไขไหม หนอนวัย 1 วัย 3 และ วัย 5ดังน้ัน ในการทดลองี้ยังไมสามารถสรุปไดวาโรค 
แกรสเซอรี่สามารถถายทอดจากรุนพอแมตอรุนลูกไดและไพรเมอรที่ออกแบบและสังเคราะหได สามารถ
ตรวจพบเชื้อ BmNPV ไดในรุนที่ 3 
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