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การศึกษาโครงสรางภายในเซลลของ พืช สัตว ดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสงท่ีผานมานั้นใชเทคนิค

การเตรียมสไลดถาวรดวยพาราฟนซ่ึงวิธีนี้มีขอจํากัดในการตัดชิ้นตัวอยางออกมาไดบางท่ีสุดในพืช 15 
ไมโครเมตร สวนตัวอยางสัตวก็สามารถตัวอยางออกมาไดบางท่ีสุดเพียง 5 ไมโครเมตร เทานั้น เนื่องจากขณะท่ี
ตัดตัวอยางท่ีฝงโดยพาราฟนดวยเครื่อง Rotary microtome หนาบล็อกจะเกิดการเสียดสีจนเกิดความรอน 
และตัวพาราฟนเองมีลักษณะออนนุมดวย จึงสามรถตัดชิ้นตัวอยางออกมาไดตามท่ีระบุขางตนซ่ึงเปนเหตุไม
สามารถนําตัวไปศึกษาตอดวยกลองจุลทรรศนแบบสองผานได  

ปจจบุันมีการประยุกตใชเทคนิคการเตรียมสไลดถาวรดวยเรซิน เพ่ือศึกษาโครงสรางภายในเซลลของ 
พืช สัตว เพ่ือเปนทางเลือกให นักวิทยาศาสตร นักวิจัย นําเทคนิคนี้ไปประยุกตกับงานวิจัยได เทคนิคนี้มี
วัตถุประสงคเพ่ือใหเนื้อเยื่อคงสภาพรูปรางใกลเคียงกับเม่ือยังมีชีวิตอยูและแข็งแรงทนตอการตัดตัวอยางดวย
เครื่อง Ultra microtome มีข้ันตอนการเตรียมตัวอยางดังนี้ การตัดชิ้นตัวอยาง 1x2 มิลลิเมตร  การคงสภาพ
เนื้อเยื่อดวยสารเคมี 2 ชนิด (Double Fixation) โดยใช glutaraldehyde สําหรับการคงสภาพเนื้อเยื่อครั้ง
แรกซ่ึงเปนสารในกลุม Aldehyde ทําปฏิกิริยาไดดีกับโปรตีน และ osmium tetroxide สําหรับคงสภาพ
เนื้อเยื่อครั้งท่ี 2 เปนสารท่ีทําปฏิกิริยาไดดีกับไขมัน และยังมีคุณสมบัติเปนโลหะหนัก การดึงน้ําออกจากเซลล
ดวยการแทนท่ีน้ําในตัวอยางดวยสารละลายอินทรีย เชน acetone หรือ ethyl alcohol ท่ีระดับความเขมขน
ตางๆซ่ึงเริ่มจากความเขมขนของสารต่ําไปหาความเขมขนสูงในระดับ absolute solution ตามลําดับซ่ึง
ข้ันตอนนี้ควรทําซํ้า เพ่ือใหแนใจวาปราศจากน้ํา เพ่ือในข้ันตอนการแทนท่ีองคประกอบภายในเซลล 
(Infiltration) อีกครั้งดวย Resin โดยลดปริมาณ Organic solvent และเพ่ิมปริมาณ Resin ข้ึนในแตละ
ข้ันตอน จนถึง Resin บริสุทธิ์ ตามลําดับ ระยะเวลาข้ึนอยูกับชนิดของตัวอยาง การฝงตัวอยางในแมพิมพ
พลาสติกและการทําใหแข็ง ( Embedding and polymerization ) การฝงชิ้นตัวอยางมีภาชนะท่ีเหมาะสม
ดวยกันหลายแบบเชน Flat embedding molds , Beam capsule, Easy Molds ในข้ันตอนนี้ควรทํา label 
ฝงรวมกับชิ้นตัวอยางไปใหเรียบรอย (ดังภาพท่ี 1 ) นําไปทําการอบดวยเครื่อง Vacuum Oven Pump ท่ี
แรงดัน 5 ปอนด ตอตารางนิ้ว ในอุณหภูมิ  80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 ชั่วโมง จากนั้นทําการตัดตัวอยาง
แบบ Semi - thin บาง 500 ถึง 1,500 นาโนเมตร ดวยเครื่อง Ultra microtome วางบนแผนสไลด พรอม
ยอมสี Toluidine blue เพียงสีเดียวก็ได (ดังภาพท่ี 2 ) หรือ Toluidine blue และ Basic Fuchsin (ดังภาพ
ท่ี 3) เพ่ือนําไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง ซ่ึงตัวอยางท่ีฝงดวยเรซินนั้นสามารถนําไปตัดแบบ Ultra 
– thin บาง 60 ถึง 100 นาโนเมตร วางบนแผนกริดสําหรับรองรับตัวอยางพรอมยอมสีสําหรับนําไปศึกษา
วิเคราะหดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (Transmission Electron Microscope) ในคราว
เดียวกันไดอีกดวย (ดังภาพท่ี 4 ) 
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