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กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน Transmission Electron Microscope ; TEM 
เปนกลองท่ีใหรายละเอียดสูงและสามารถแยกแยะไดดีระดับนาโนเมตร ศึกษาลักษณะโครงสรางระดับจุลภาค
ทางสัณฐานวิทยาท้ังภายนอกและภายในโครงสรางเซลลมีหลักสําคัญคือ ตัวอยางตองบางมากพอท่ีลํา
อิเล็กตรอนผานไดเพราะภาพท่ีไดเกิดจากการหักเหหรือเบี่ยงเบนของลําอิเล็กตรอนท่ีผานตัวอยางไปในมุมท่ี
แตกตางกันทําใหความเขมของอิเล็กตรอนท่ีปรากฏบนชุดถายทอดสัญญาณภาพแตกตางกัน ภาพท่ีไดเปนสอง
มิติ ภาพสามารถบอกขนาดและลักษณะของอนุภาคไวรัสได เนื่องจากตัวอยางไวรัสขนาดท่ีเล็กกวา 200 นาโน
เมตร จึงจําเปนท่ีจะตองมีวัสดุมารองรับท่ีเหมาะสมเพ่ือนําตัวอยางเขาไปศึกษาในกลอง TEM วัสดุท่ีกลาวถึง
คือ กริด (Grids)  ทําหนาท่ีคลายกับสไลดแกว ( microscope slides) ท่ีใชกับกลองจุลทรรศนแบบธรรมดา
นั่นเอง แตกตางกันตรงขนาดรูปรางและวัตถุท่ีนํามาทําเปนโลหะท่ีมีลักษณะเปนแผนกลมบาง ขนาดเสนผาน
ศูนยกลางเพียง 3.05 มิลลิเมตร ทําดวยทองแดงผสม (copper alloy) ทองแดงลวน (copper) เงิน (silver) 
ทอง (gold) ภายในแผนโลหะมีลักษณะเปนชอง ขนาดเล็กหลายชอง เพ่ือใหลําอิเล็กตรอนผานได โดยท่ัวไปมี
ชองอยูในชวง 100-400 mesh กอนนําไปใชเตรียมตัวอยางตองเคลือบดวยแผนรองรับท่ีเปนสารพลาสติก เชน 
Formvar  (Polyvinyl Formal Resin) วัสดุรองรับตัวอยางมีอยู 2 แบบ ดวยกันคือ plastic film และ 
carbon film   
            Plastic film   เตรียมไดจากสารละลายพลาสติก Formvar ละลายใน chloroform เขมขน
(0.1/0.5% ) ความบางของพลาสติกท่ีเคลือบควรอยูในชวง 60-90 นาโนเมตร โดยการจุมแผนสไลดลงใน
สารละลาย Formvar ท่ีทําละลายโดย chloroform ลงไปประมาณครึ่งแผนประมาณ 3 วินาที ยกข้ึนตรงๆ
โดยความเร็วในการยกตองสมํ่าเสมอ ซับสารสวนเกินดวยกระดาษกรอง จากนั้นเอียงสไลดทํามุม 45 องศา ลง
บนผิวน้ํากลั่นท่ีเตรียมไวคอยๆจุมสไลดจนกระท่ังแผนฟลมลอยออกมาเหนือน้ําแลวดึงแผนสไลดออก โดยเอียง
ออกดานขาง เราจะสังเกตเห็นแผนฟลมท่ีลอยออกมาเหนือน้ําเม่ือกระทบกับแสงไฟแลวจะเห็นเปนสีเงินซ่ึง
แสดงวาความหนาของแผนฟลมอยูในชวง 60-90 นาโนเมตร จากนั้นนํากริดดานท่ีใชจับตัวอยางคว่ําลงบน
แผนฟลมใชกระดาษกรองหรือแผนพาราฟลมท่ีตัดเปนรูปสี่เหลี่ยมผืนผา ตักแผนฟลมข้ึนมาวางในจานเพาะเชื้อ
ท่ีรองรับดวยกระดาษกรองท้ิงใหแหงในตูดูดความชื้นขามคืนแลวนําไปทําการเคลือบดวยไอคารบอนในเครื่อง 
Vacuum Evaporator เพ่ือเพ่ิมความทนทานตอการกระทบของลําอิเล็กตรอนใหกับแผนพลาสติก ความหนา
ท่ีเคลือบดูจากสีท่ีไดเปรียบเทียบกับสีขาวคือควรไดเปนสีชาออนๆแตเม่ือนําไปทําการลดแรงตึงผิวของแผน
พลาสติกบนกริด ดวยเครื่อง Ion Coater หรือ Sputter Coater การเตรียมตัวอยางเพ่ือศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาอนุภาคของไวรัสในพืช แบบ  Dip preparation and Negative staining  
 ตัดใบพืชบริเวณท่ีแสดงอาการของโรคเปนชิ้นเล็กๆ บดในโกรง (ไวรัสบางชนิดโกรงตองแชเย็น) โดยใช 

buffer 0.1M pH (7.0-7.4) จนน้ําค้ันพืชออกมา หยดน้ําค้ันพืชบนแผน Parafilm  แลวลอย grid 
coated นาน 5-15 นาที  

 ลางดวยน้ํากลั่น 1 จํานวน 30 หยด เพ่ือลางสวนเกินของสารละลายพืชและ buffer ออก  ซับพอ
หมาด  



 ยอมดวยสี uranyl acetate ความเขมขน 2% ในน้ํากลั่น 6-8 หยดแลวซับใหแหงนํา grid coated 
บรรจุในกลองสําหรับเก็บตัวอยาง (Grid Storage Box) พรอมบันทึกรายละเอียดตัวอยางนํากลองวาง
ไวในตูดูดความชื้นเปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนําไปตรวจดวยกลอง TEM พรอมบันทึกภาพเพ่ือทําการ
วิเคราะหผล 
จะเห็นไดวาวิธีท่ีเตรียมตัวอยางจากพืชสด โดยนําใบพืชท่ีแสดงอาการของโรคใบพืชสดๆบดใน

สารละลายท่ีเหมาะสม เปนวิธีท่ีสะดวก รวดเร็ว และเปนท่ีนิยมใชกันมาก สามารถศึกษาขนาดและรูปรางของ
ตัวอยางท่ีมีลักษณะเปนอนุภาคหรือเซลลเดี่ยว โดยการยอมสีแบบ Negative staining ซ่ึงไมจําเปนตองตัด 
Section ก็สามารถศึกษารูปราง ขนาด เชื้อท่ีกอใหเกิดโรคในพืชได  
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ภาพแสดงไวรัสท่ี เตรียม แบบ  Dip preparation and Negative staining บันทึกภาพดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 

Transmission Electron Microscope; TEM ( Hitachi : HT7700 ) ณ ผายเครื่องมือและวิจยัทางวิทยาศาสตร สถาบันวิจัยและพัฒนา 

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร ท่ีคาความตางศักย ไฟฟา 80 กิโลโวลต  กําลังขยาย x 40,000 เทา สเกล  200 นาโนเมตร  

   


