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 เทคนิคการเตรียมตัวอย่างทางชีวภาพมีความส าคัญอย่างยิ่งต่อ
การศึกษาลักษณะของพ้ืนผิว และรูปร่างของตัวอย่างชีวภาพภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
(Scanning Electron Microscope) เนื่องจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดท างานภายใต้สภาวะ
สุญญากาศแต่ตัวอย่างชีวภาพ เช่น พืช สัตว์ และจุลินทรีย์ มีน้ าเป็นองค์ประกอบภายในเซลล์ การที่ตัวอย่างมีความชื้น
สูงและต้องอยู่ภายใต้สภาวะสุญญากาศจึงท าให้เกิดปัญหาการสูญเสียรูปร่างของตัวอย่างชีวภาพไปจากเดิม ดังนั้น
เทคนิคการเตรียมตัวอย่างทางชีวภาพจึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือรักษาลักษณะพ้ืนผิว และรูปร่าง ของตัวอย่างไว้ เพ่ือให้
สามารถทนต่อการกระทบของล าอิเล็กตรอน อยู่ภายใต้สภาวะสุญญากาศ  มีคุณสมบัติในการน าไฟฟ้า และปราศจาก
สิ่งปนเปื้อนท่ีอาจไปบดบังรายละเอียดของตัวอย่าง การเตรียมตัวอย่างด้วยวิธีทางเคมีเป็ นวิธีหนึ่งที่ได้รับความนิยมเป็น
อย่างมาก เนื่องจากสามารถรักษาองค์ประกอบของเซลล์หรือเนื้อยื่อของสิ่งมีชีวิตได้ดี โดยใช้เทคนิคการคงสภาพ
เนื้อเยื่อด้วยสารเคมี 2 ชนิด (Double Fixation) ใช้ glutaraldehyde ส าหรับการคงสภาพเนื้อเยื่อครั้งแรกซึ่งเป็นสาร
ในกลุ่ม aldehyde ท าปฏิกิริยาได้ดีกับโปรตีน และ osmium tetroxide ส าหรับคงสภาพเนื้อเยื่อครั้งที่ 2 เป็นสารที่
ท าปฏิกิริยาได้ดีกับไขมัน และยังมีคุณสมบัติเป็นโลหะหนัก นอกจากใช้ในการคงสภาพเนื้อเยื่อแล้วยังเป็นการเพ่ิม
คุณสมบัติความเป็นโลหะให้กับตัวอย่างชีวภาพอีกด้วย มีผลท าให้ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราดมี contrast ดีขึ้นตามไปด้วย การแทนที่น้ าในตัวอย่างด้วยสารละลายอินทรีย์ เช่น acetone หรือ ethyl 
alcohol ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ โดยเริ่มจากความเข้มข้นของสารต่ าไปหาความเข้มข้นสูง เมื่อดึงน้ าออกจาก
ตัวอย่างสมบูรณ์แล้วจึงท าตัวอย่างให้แห้ง (Drying) ด้วยเทคนิคการท าให้ตัวอย่างแห้ง ณ จุดวิกฤต (Critical Point 
Drying) โดยน าเข้าเครื่อง Critical Point Dryer ซึ่งใหค้าร์บอนไดออกไซด์เหลวเข้าไปแทนที่สารอินทรีย์ที่ใช้ดึงน้ าออก
จากอย่างจนกระท่ังแทนที่อย่างสมบูรณ์ จึงให้ความร้อนท าให้อุณหภูมิและความดันภายในช่องใส่ตัวอย่าง (Specimen 
Chamber) เพ่ิมข้ึนจนถึงจุดวิกฤตของคาร์บอนไดออกไซน์ (อุณหภูมิ 31.1 ◦C และความดัน 1,073 psi) เมื่อถึงจุดนี้
ของเหลวและก๊าซจะมีความหนาแน่นเท่ากันท าให้กลายเป็นไอ ท าให้ได้ตัวอย่างที่แห้งและคงลักษณะรูปร่าง น า
ตัวอย่างที่แห้งแล้วไปติดบนแท่นวางตัวอย่างโดยใช้วัสดุในการเชื่อมติดตัวอย่างกับแท่นวางตัวอย่าง เช่น conductive 
carbon paint และ double slided carbon tape เป็นต้น จากนั้นน าไปเคลือบโลหะ เช่น ทองค า ทองค าผสมพาลา
เดียม และ แพลทตินัม เป็นต้น ด้วยเครื่อง  Ion Coater หรือ Sputter Coater ความหนาของชั้นโลหะที่ฉาบลงบน

 



ตัวอย่างควรมีความหนาประมาณ 10-20 นาโนเมตร หากบางเกินไปอาจท าให้เกิดการสะสมของประจุบนผิวตัวอย่าง 
(Charging Effect) และหากหนาเกินไปก็อาจท าให้บดบังรายละเอียดของพ้ืนผิวตัวอย่างได้  แล้วจึงน าไปศึกษาภายใต้
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดต่อไป อย่างไรก็ตามการเตรียมตัวอย่างด้วยวิธีทางเคมีต้องใช้สารเคมีหลาย
ชนิดซึ่งล้วนแล้วแต่มีอันตรายสูง ดังนั้นควรทราบคุณสมบัติและความเป็นพิษของสารเคมีชนิดนั้นๆ เนื่องจาก สารเคมี
บางชนิดมีพิษรายแรงจึงควรท าอย่างระมัดระวังโดยการสวมชุดป้องกัน ทุกขั้นตอนในการเตรียมตัวอย่างควรท าในตู้ดูด
ควัน (Fume Hood) และควรท าลายพิษของสารก่อนน าไปก าจัดต่อไป 
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