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การศึกษาโครงสรางภายในเซลลของพืชดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (Transmission 

Electron Microscope ) มีหลักสําคัญคือ ตัวอยางตองบางมากพอท่ีลําอิเล็กตรอนผานไดเพราะภาพท่ีไดเกิด
จากการหักเหหรือเบี่ยงเบนของลําอิเล็กตรอนท่ีผานตัวอยางไปในมุมท่ีแตกตางกันทําใหความเขมของ
อิเล็กตรอนท่ีปรากฏบนชุดถายทอดสัญญาณภาพแตกตางกัน ภาพท่ีไดเปนสองมิติ สําหรับการศึกษา
รายละเอียดเก่ียวกับเซลลของสิ่งมีชีวิตนั้นพบวา ในไซโทพลาซึมมีโครงสรางขนาดเล็กท่ีทําหนาท่ีเฉพาะเรียกวา 
ออรแกเนลล (organelle) มีหลายขนาด รูปราง จํานวน และหนาท่ีตางกัน ท้ังนี้ข้ึนอยูกับชนิดของเซลลซ่ึงจะ
ประกอบดวยโครงสรางพ้ืนฐานท่ีคลายคลึงกัน 

การนําเทคนิคการเตรียมตัวอยางพืชเพ่ือศึกษาโครงสรางภายในเซลลสําหรับกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองผานเพ่ือวัตถุประสงคใหเนื้อเยื่อคงสภาพรูปรางใกลเคียงกับเม่ือยังมีชีวิตอยูและแข็งแรง
ทนตอการตัดตัวอยางท่ีมีความหนาในชวง 60 ถึง 90 นาโนเมตร บทความนี้กลาวถึงวิธีการเตรียมตัวอยางพืช
เพ่ือศึกษาโครงสรางภายในเซลล (Cell Ultra structure) ข้ันตอนการเตรียมตัวอยางมีการใชสารเคมีเขาชวย
ในการคงสภาพเนื้อเยื่อดังนั้นการตัดเนื้อเยื่อพืช ( Cutting ) เปนข้ันตอนท่ีสําคัญซ่ึงตัวอยางควรมีขนาด 1x2 
มิลลิเมตร เพ่ือใหสารเคมีแทรกซึมเขาในเซลลในระยะเวลารวดเร็วในข้ันตอนการคงสภาพเนื้อเยื่อพืช 
(Fixation) โดยมีเปาหมายหลักเพ่ือใหเซลลอยูในสภาพท่ีใกลเคียงกับธรรมชาติมากท่ีสุด และหยุดปฏิกิริยาการ
ยอยสลายตัวเอง (Autolysis) เม่ือเซลลตายโดยทําการคงสภาพเนื้อเยื่อดวยสารเคมี 2 ชนิด (Double 
Fixation) สําหรับการคงสภาพเนื้อเยื่อครั้งแรกซ่ึงเปนสาร ในกลุม aldehyde ใช glutaraldehyde ซ่ึงทํา
ปฏิกิริยาไดดีกับโปรตีน สําหรับคงสภาพเนื้อเยื่อครั้งท่ี 2 ใช osmium tetroxide ทําปฏิกิริยาไดดีกับไขมัน 
เนื่องจากสาร ท้ัง 2 ทําปฏิกิริยากับองคประกอบภายในเซลลตางกัน การใชสารท้ัง 2 ชนิดไดผลดีกวาการใช
สารหนึ่งสารใดเนื่องจากสามารถรักษาองคประกอบของเซลลหรือเนื้อเยื่อไดดี การลางเนื้อเยื่อพืช  ( Washing) 
หลังจากทําการคงสภาพเนื้อเยื่อซ่ึงเปนการปองกันการทําปฏิกิริยาระหวางน้ํายาดองกับ Dehydration agent 
และระหวางน้ํายาดองดวยกัน ในกรณีท่ีทํา double fixation สารดังกลาวอาจทําปฏิกิริยาเกิดตะกอนขนาด
เล็กข้ึนในเซลลได สารท่ีใชลางควรเปนชนิดเดียวกับตัวทําละลายในน้ํายาดอง ข้ันตอนการกําจัดนํ้าออกจาก
เซลล  ( Dehydration ) ทําการแทนท่ีน้ําภายในเซลลดวยอินทรียสารเชน acetone หรือ ethanol เพราะ
พลาสติกท่ีใชในข้ันตอนตอไปไมสามารถละลายในน้ําไดจะแยกตัวกันทําใหข้ันตอนตอไปจะไมสมบูรณ การ
แทนท่ีดวย organic solvent ท่ีความเขมขนตางๆเริ่มท่ีความเขมขนสารต่ําไปหาความเขมขนสารสูง 
จนกระท่ัง absolute solution ซ่ึงข้ันตอนนี้ควรทําซํ้า เพ่ือใหแนใจวาปราศจากน้ํา เพ่ือในข้ันตอนการแทนท่ี
องคประกอบภายในเซลล (Infiltration) อีกครั้งดวย resin โดยลดปริมาณ organic solvent และเพ่ิมปริมาณ 
Resin ข้ึนในแตละข้ันตอน จนถึง Resin บริสุทธิ์ ตามลําดับ ระยะเวลาข้ึนอยูกับชนิดของตัวอยาง การฝง
ตัวอยางในแมพิมพพลาสติกและการทําใหแข็ง ( Embedding and polymerization ) การฝงมีภาชนะท่ี
เหมาะสมดวยกันหลายแบบเชน flat Embedding molds  , Beam capsule, Easy Molds ในข้ันตอนนี้ควร
ทํา label ฝงรวมกับเนื้อเยื่อไปใหเรียบรอย นําไปอบดวยเครื่อง Vacuum Oven Pump ท่ีแรงดัน 5 ปอนด

 



ตอตารางนิ้ว ในอุณหภูมิ  80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 ชั่วโมง เพ่ือใหพลาสติกแข็งตัวทนตอการตัดตัวอยาง
และยอมสีในข้ันตอนตอไป (Sectioning and Staining) ซ่ึงการตัดตัวอยางใหบางพิเศษในระดับนาโนเมตร 
หรือ Ultra- thin sections เราตองอาศัยเครื่องตัดเนื้อเยื่อแบบอัลตราไมโครโทม ( Ultramicrotome ) มีดท่ี
ใชตัด มีดแกว มีดเพชร ตัวอยางพืชจะมีความหนาอยูในชวง 60 ถึง 90 นาโนเมตร วางบนแผนกริด ท่ีมีเสน
ผานศูนยกลาง 3.05 มิลลิเมตร จากนั้นทําการยอมดวยสีโลหะหนักเพ่ือเพ่ิม contrast ใหกับตัวอยางโดยใช 
Uranyl acetate จะทําปฏิกิริยากับกรดนิวคลีอิกและโปรตีน  และ Lead citrate จะทําปฏิกิริยากับฟอสโฟไล
ปดและไกลโคเจน จากนั้นปลอยตัวอยางใหแหงในตูดูดความชื้น นําไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน
แบบสองผาน  

เนื่องจากสารเคมีท่ีใชมีอันตรายตอสิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดลอมมาก ดังนั้นผูปฏิบัติงานควรศึกษาขอมูล
เฉพาะของสารเคมีแตละตัว เก่ียวกับลักษณะความเปนอันตราย พิษ วิธีใช การเก็บรักษา ตลอดจนการกําจัด
และการจัดการอ่ืนๆ เพ่ือใหการดําเนินการเก่ียวกับสารเคมีนั้นเปนไปอยางถูกตองและปลอดภัย ทุกข้ันตอนใน
การเตรียมตัวอยางเราควรปฏิบัติงานในตูดูดควัน (Fume Hood) และผูปฏิบัติงานควรสวมชุดปองกันเชน เสื้อ
กาว แวนตา หนากากปองกันสารพิษเสมอ 

ภาพตัวอยางพืชท่ีบันทึกดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน ภาพท่ีไดเปน 2 มิติ 
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