
การประยุกตใชเทคนิคกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานสําหรับตัวอยางแบคทีเรีย 
Application of Transmission Electron Microscopy techniques for Bacterial sample 
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 เทคนิคทางกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (Transmission Electron Microscopy; TEM) ข้ึนชื่อวาเปน
เทคนิควิเคราะหท่ีอยูอันดับทายสุดท่ีนักวิจัย และนักวิทยาศาสตรตองการใชเพ่ือศึกษาตัวอยางท่ีตนเองสนใจเกี่ยวกับ ขนาด 
รูปราง และตลอดจนการเปลี่ยนแปลงในระดับโครงสรางภายในของเซลล ดวยน้ันเน่ืองจากสาเหตุหลักมีการเตรียมตัวอยางท่ี
ยุงยากและมีหลักสําคัญคือ ตัวอยางตองบางมากพอท่ีลําอิเล็กตรอนสามารถผานไดเพราะภาพท่ีไดเกิดจากการหักเหหรือ
เบี่ยงเบนของลําอิเล็กตรอนท่ีผานตัวอยางไปในมุมท่ีแตกตางกันทําใหความเขมของอิเล็กตรอนปรากฏบนชุดถายทอดสัญญาณ
ภาพแตกตางกันอีกท้ังยังไดรายละเอียดสูงและสามารถแยกแยะไดดีระดับนาโนเมตร ศึกษาลักษณะโครงสรางระดับจุลภาค
ทางสัณฐานวิทยาท้ังภายนอกและภายในโครงสรางเซลล ภาพท่ีไดเปนสองมิติ ในบทความน้ีผูเขียนนําเทคนิคการศึกษาขนาด 
รูปรางของแบคทีเรียใชวิธี Dip preparation and Negative staining สําหรับศึกษาโครงสรางภายในเซลลใชวิธี Cell Ultra 
structural ซึ่งรายละเอียดและข้ันตอนการเตรียมตัวอยางอาจจะตองอาศัยความชํานาญของนักวิจัย นักวิทยาศาสตรท่ี
ปฏิบัติงานการเตรียมตัวอยางท่ีศึกษาโครงสรางภายในเซลล ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 

 Dip preparation and Negative staining 

   นําตัวอยางแบคทีเรียท่ีอยูในรูปสารแขวนลอย(suspension)ในบัฟเฟอรมาหยดลงบนแผน Parafilm แลวนําแผน 
กริด grid coated วางควํ่าบนหยดสารแขวนลอยแบคทีเรีย นาน 1-3 นาที จากน้ันทําการลางสวนเกินของบัฟเฟอรและ
แบคทีเรียออกดวยนํ้ากลั่นจํานวน 3 หยด ใชกระดาษกรองซับพอหมาดบริเวณขอบแผนกริด จากน้ันทําการยอมดวย uranyl 
acetate ท่ีมีความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ละลายในนํ้ากลั่นจํานวน 7 หยดแลวซับใหแหงนํา grid coated ท่ีมีตัวอยาง ใสใน
กลองสําหรับเก็บตัวอยาง (Grid Box) บันทึกรายละเอียดตัวอยางบน Grid Box แลวนําไปวางไวตูดูดความชื้นเปนเวลา 24 
ชั่วโมงแลวนําไปตรวจดวยTEM (ดังภาพที่ 1) 

 ศึกษาโครงสรางภายในเซลล (Cell Ultra structure) 

การศึกษาโครงสรางภายในเซลลของแบคทีเรียดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานน้ันจําเปนตองตัดเซลล
หรือเน้ือเย่ือออกเพ่ือใหเห็นโครงสรางภายในไดอยางชัดเจนและความหนาของเซลลและเน้ือเย่ือท่ีถูกตัดออกควรหนาประมาณ 
60-70 นาโนเมตร ยอมใหลําอิเล็กตรอนสามารถทะลุผานได แตท่ีความหนาดังกลาวเน้ือเย่ือธรรมดาไมสามารถทนตอการตัด
ของเครื่องตัดเน้ือเย่ือไดจําเปนตองใชสารเคมีเขาชวยในการเตรียมตัวอยางและการแทนท่ีองคประกอบภายในเซลลไดอยาง
สมบูรณ 

• ตัวอยางแบคทีเรียท่ีเลี้ยงในอาหารเหลวตองทําการปนลางสวนเกินของอาหารเลี้ยงเชื้อออกใหหมดแลวใส
นํ้ายาคงสภาพเน้ือเย่ือ glutaraldehyde ความเขมขน 2.5 เปอรเซ็นต 

•  ตัวอยางแบคทีเรียท่ีทําการเลี้ยงในอาหารแข็งสามารถตัดบริเวณผิวหนาใหติดวุนเล็กนอยใหไดขนาดชิ้น 
1X2 มิลลิเมตรใสในขวดนํ้ายาคงสภาพเน้ือเย่ือ glutaraldehyde ความเขมขน 2.5 เปอรเซ็นต  

ในข้ันตอนการคงสภาพเซลลดวยสารเคมี glutaraldehyde และ osmium tetroxide ในการคงสภาพแบคทีเรีย
เปนหลัก การลางเซลล (Washing) หลังจากทําการคงสภาพเน้ือเย่ือซึ่งเปนการปองกันการทําปฏิกิริยาระหวางนํ้ายาดองกับ 
dehydration agent และระหวางนํ้ายาดองดวยกัน ในกรณีท่ีทํา double fixation สารดังกลาวอาจทําปฏิกิริยาเกิดตะกอน
ขนาดเล็กข้ึนในเซลลได สารท่ีใชลางควรเปนชนิดเดียวกับตัวทําละลายในนํ้ายาดอง ข้ันตอนการกําจัดน้ําออกจากเซลล 
(Dehydration) ทําการแทนท่ีนํ้าภายในเซลลดวยอินทรียสารเชน acetone เพราะพลาสติกท่ีใชในข้ันตอนการแทนท่ี
องคประกอบภายในเซลลตอไปไมสามารถละลายในนํ้าไดจะแยกตัวกันทําใหข้ันตอนตอไปจะไมสมบูรณ การแทนท่ีดวย 

acetone ท่ีความเขมขนตางๆเริ่มท่ีความเขมขนสารตํ่าไปหาความเขมขนสารสูง จนกระท่ัง absolute solution เพ่ือใหแนใจ



วาปราศจากนํ้า ซึ่งในข้ันตอนการแทนท่ีองคประกอบภายในเซลล (Infiltration) อีกครั้งดวย resin โดยลดปริมาณ acetone 
และเพ่ิมปริมาณ resin ข้ึนในแตละข้ันตอน จนถึง resin บริสุทธ์ิ ตามลําดับ การฝงตัวอยางในแมพิมพพลาสติกและการทําให
แข็ง ( Embedding and polymerization ) ในข้ันตอนน้ีควรทํา label ฝงรวมกับตัวอยางใหเรียบรอย นําไปอบดวยเครื่อง 
Vacuum Oven Pump ท่ีแรงดัน 5 ปอนดตอตารางน้ิว ในอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 ชั่วโมง เพ่ือใหพลาสติก
แข็งตัวทนตอการตัดตัวอยางและยอมสีในข้ันตอนตอไป (Sectioning and Staining) ซึ่งการตัดตัวอยางใหบางพิเศษในระดับ
นาโนเมตร หรือ Ultra-thin sections เราตองอาศัยเครื่องตัดเน้ือเย่ือแบบอัลตราไมโครโทม ( Ultramicrotome ) มีดท่ีใชตัด 
มีดแกว จะมีความหนาอยูในชวง 60 ถึง 70 นาโนเมตร วางบนแผนกริด ท่ีมีเสนผานศูนยกลาง 3.05 มิลลิเมตร จากน้ันทําการ
ยอมดวยสีโลหะหนักเพ่ือเพ่ิม contrast ใหกับตัวอยางโดยใช Uranyl acetate จะทําปฏิกิริยากับกรดนิวคลีอิกและโปรตีน 
และ Lead citrate จะทําปฏิกิริยากับ ฟอสโฟไลปดและไกลโคเจน จากน้ันปลอยตัวอยางใหแหงในตูดูดความชื้น นําไปศึกษา
ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานท่ีคาความตางศักยไฟฟาท่ี 80 ถึง 100 กิโลโวลต (ดังภาพที่ 2) 

ซึ่งข้ันตอนการเตรียมตัวอยางแบคทีเรียดังกลาวอาจสืบคนขอมูลจากบทความทางวิชาการท่ีเผยแพรท่ีมีลักษณะงาน
ท่ีมีความใกลเคียงหรือคลายคลึงกันกับเชื้อตัวท่ีเราทําการศึกษา เพ่ือนํามาประกอบการตัดสินใจท่ีจะเลือกใชระยะเวลาท่ี
เหมาะสมกับชนิดและลักษณะปจจัยท่ีแตกตางกันในการทําวิจัยสําหรับการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียตอไป 
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ภาพที่ 1  ภาพแบคทีเรีย เตรียมดวยวิธี Dip preparation and 

Negative staining บันทึกภาพดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ

สองผาน (Transmission Electron Microscopy; TEM) ที่คา

ความตางศักยไฟฟา 100 กิโลโวลต กําลังขยาย 15,000 เทา      

สเกลบาร 500  นาโนเมตร 

ภาพที่ 2  ภาพแบคทีเรีย เตรียมดวยวิธี Cell Ultra structure 

บันทึก ภ าพดวยกล อ งจุ ลทรรศ น อิ เ ล็ก ต รอนแบ บส อ งผ า น 

(Transmission Electron Microscopy; TEM) ที่คาความตางศักย

ไฟฟา 100 กิโลโวลต กําลังขยาย 15,000 เทา     สเกลบาร 500  

นาโนเมตร 
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