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กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน Transmission Electron Microscope ; TEM 
เปนกลองท่ีใหรายละเอียดสูงและสามารถแยกแยะไดดีระดับนาโนเมตร ศึกษาลักษณะโครงสรางระดับจุลภาค
ทางสัณฐานวิทยาท้ังภายนอกและภายในโครงสรางเซลลมีหลักสําคัญคือ ตัวอยางตองบางมากพอท่ีลํา
อิเล็กตรอนผานไดเพราะภาพท่ีไดเกิดจากการหักเหหรือเบี่ยงเบนของลําอิเล็กตรอนท่ีผานตัวอยางไปในมุมท่ี
แตกตางกันทําใหความเขมของอิเล็กตรอนท่ีปรากฏบนชุดถายทอดสัญญาณภาพแตกตางกัน ภาพท่ีไดเปนสอง
มิติ ภาพสามารถบอกขนาดและลักษณะของอนุภาคไวรัสได เนื่องจากตัวอยางไวรัสขนาดท่ีเล็กกวา 200 นาโน
เมตร จึงจําเปนท่ีจะตองมีวัสดุมารองรับท่ีเหมาะสมเพ่ือนําตัวอยางเขาไปศึกษาในกลอง TEM วัสดุท่ีกลาวถึง
คือ กริด (Grids)  ทําหนาท่ีคลายกับสไลดแกว ( microscope slides) ท่ีใชกับกลองจุลทรรศนแบบธรรมดา
นั่นเอง แตกตางกันตรงขนาดรูปรางและวัตถุท่ีนํามาทําเปนโลหะท่ีมีลักษณะเปนแผนกลมบาง ขนาดเสนผาน
ศูนยกลางเพียง 3.05 มิลลิเมตร ทําดวยทองแดงผสม (copper alloy) ทองแดงลวน (copper) เงิน (silver) 
ทอง (gold) ภายในแผนโลหะมีลักษณะเปนชอง ขนาดเล็กหลายชอง เพ่ือใหลําอิเล็กตรอนผานได โดยท่ัวไปมี
ชองอยูในชวง 100-400 mesh กอนนําไปใชเตรียมตัวอยางตองเคลือบดวยแผนรองรับท่ีเปนสารพลาสติก เชน 
Formvar  (Polyvinyl Formal Resin) วัสดุรองรับตัวอยางมีอยู 2 แบบ ดวยกันคือ plastic film และ 
carbon film   
            Plastic film   เตรียมไดจากสารละลายพลาสติก Formvar ละลายใน chloroform เขมขน
(0.1/0.5% ) ความบางของพลาสติกท่ีเคลือบควรอยูในชวง 60-90 นาโนเมตร โดยการจุมแผนสไลดลงใน
สารละลาย Formvar ท่ีทําละลายโดย chloroform ลงไปประมาณครึ่งแผนประมาณ 3 วินาที ยกข้ึนตรงๆ
โดยความเร็วในการยกตองสมํ่าเสมอ ซับสารสวนเกินดวยกระดาษกรอง จากนั้นเอียงสไลดทํามุม 45 องศา ลง
บนผิวน้ํากลั่นท่ีเตรียมไวคอยๆจุมสไลดจนกระท่ังแผนฟลมลอยออกมาเหนือน้ําแลวดึงแผนสไลดออก โดยเอียง
ออกดานขาง เราจะสังเกตเห็นแผนฟลมท่ีลอยออกมาเหนือน้ําเม่ือกระทบกับแสงไฟแลวจะเห็นเปนสีเงินซ่ึง
แสดงวาความหนาของแผนฟลมอยูในชวง 60-90 นาโนเมตร จากนั้นนํากริดดานท่ีใชจับตัวอยางคว่ําลงบน
แผนฟลมใชกระดาษกรองหรือแผนพาราฟลมท่ีตัดเปนรูปสี่เหลี่ยมผืนผา ตักแผนฟลมข้ึนมาวางในจานเพาะเชื้อ
ท่ีรองรับดวยกระดาษกรองท้ิงใหแหงในตูดูดความชื้นขามคืนแลวนําไปทําการเคลือบดวยไอคารบอนในเครื่อง 
Vacuum Evaporator เพ่ือเพ่ิมความทนทานตอการกระทบของลําอิเล็กตรอนใหกับแผนพลาสติก ความหนา
ท่ีเคลือบดูจากสีท่ีไดเปรียบเทียบกับสีขาวคือควรไดเปนสีชาออนๆแตเม่ือนําไปทําการลดแรงตึงผิวของแผน
พลาสติกบนกริด ดวยเครื่อง Ion Coater หรือ Sputter Coater การเตรียมตัวอยางเพ่ือศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาอนุภาคของไวรัสในพืช แบบ  Dip preparation and Negative staining  
 ตัดใบพืชบริเวณท่ีแสดงอาการของโรคเปนชิ้นเล็กๆ บดในโกรง (ไวรัสบางชนิดโกรงตองแชเย็น) โดยใช 

buffer 0.1M pH (7.0-7.4) จนน้ําค้ันพืชออกมา หยดน้ําค้ันพืชบนแผน Parafilm  แลวลอย grid 
coated นาน 5-15 นาที  

 ลางดวยน้ํากลั่น 1 จํานวน 30 หยด เพ่ือลางสวนเกินของสารละลายพืชและ buffer ออก  ซับพอ
หมาด  



 ยอมดวยสี uranyl acetate ความเขมขน 2% ในน้ํากลั่น 6-8 หยดแลวซับใหแหงนํา grid coated 
บรรจุในกลองสําหรับเก็บตัวอยาง (Grid Storage Box) พรอมบันทึกรายละเอียดตัวอยางนํากลองวาง
ไวในตูดูดความชื้นเปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนําไปตรวจดวยกลอง TEM พรอมบันทึกภาพเพ่ือทําการ
วิเคราะหผล 
จะเห็นไดวาวิธีท่ีเตรียมตัวอยางจากพืชสด โดยนําใบพืชท่ีแสดงอาการของโรคใบพืชสดๆบดใน

สารละลายท่ีเหมาะสม เปนวิธีท่ีสะดวก รวดเร็ว และเปนท่ีนิยมใชกันมาก สามารถศึกษาขนาดและรูปรางของ
ตัวอยางท่ีมีลักษณะเปนอนุภาคหรือเซลลเดี่ยว โดยการยอมสีแบบ Negative staining ซ่ึงไมจําเปนตองตัด 
Section ก็สามารถศึกษารูปราง ขนาด เชื้อท่ีกอใหเกิดโรคในพืชได  
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ภาพแสดงไวรัสท่ี เตรียม แบบ  Dip preparation and Negative staining บันทึกภาพดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 

Transmission Electron Microscope; TEM ( Hitachi : HT7700 ) ณ ผายเครื่องมือและวิจยัทางวิทยาศาสตร สถาบันวิจัยและพัฒนา 

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร ท่ีคาความตางศักย ไฟฟา 80 กิโลโวลต  กําลังขยาย x 40,000 เทา สเกล  200 นาโนเมตร  

   


