
บทท่ี 2 
การศึกษาจุลินทรียด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ 



กลอ้งจุลทรรศน์ 

 สามารถช่วยขยายใหม้องเห็นรายละเอียดทั้งรูปร่างและลกัษณะของเซลล ์
 เน่ืองจากจุลินทรียมี์ขนาดเลก็มาก หน่วยท่ีใชใ้นการวดัจึงแตกต่างกนั 

   1 ไมโครเมตร(µm) = 10-6 เมตร 

   1 มิลลิเมตร(mm) = 10-3 เมตร 

    1 นาโนเมตร(nm) = 10-9 เมตร 

    1 อังสตรอม (ºA) = 10-10 เมตร 

 



กลอ้งจุลทรรศน์(microscope) 

 แบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ 
 กลอ้งแบบใชแ้สงธรรมดา 

 

 กลอ้งแบบใชแ้สงอิเลคตรอน 



กลอ้งใชแ้สงธรรมดา(compound microscope) 

 มีเลนส์ 2 ชุดคือเลนส์วตัถุและเลนส์ตา ใชแ้สงธรรมดาเป็นแหล่งก าเนิด
แสง 

 การขยายภาพจะเกิดจากแสงท่ีเดินทางจากแหล่งก าเนิดแสงผา่น
คอนเดนเซอร์เลนส์(condenser lens) ซ่ึงจะบงัคบัใหแ้สงตรง
เขา้สู่วตัถุท่ีตอ้งการดู แลว้แสงจึงผา่นเขา้สู่เลนส์วตัถุท่ีอยูใ่กลก้บัวตัถุ
มากท่ีสุด ภาพของวตัถุจะถูกขยายอีกคร้ังหน่ึงดว้ยเลนส์ตา 



การท างานของกลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง 

 



ก าลงัขยายของกลอ้งจุลทรรศน(์magnification) 

 ส่วนใหญ่ประกอบดว้ยเลนส์วตัถุ 3 ขนาดซ่ึงมีก าลงัขยายต่างกนัคือ 

 เลนส์วตัถุชนิดท่ีใชก้บัน ้ ามนั(ก าลงัขยายเลนส์ใกลว้ตัถุ = 100) 
 เลนส์วตัถุก าลงัขยายสูง (ก าลงัขยายเลนส์ใกลว้ตัถุ = 40) 
 เลนส์วตัถุก าลงัขยายต ่า (ก าลงัขยายเลนส์ใกลว้ตัถุ = 4 และ 10) 

 เลนส์ตามกัมีก าลงัขยายเท่ากบั 10 
 

 
 

ก าลงัขยายรวมของกลอ้ง = ก าลงัขยายของเลนส์ใกลต้า X ก าลงัขยายของเลนส์ใกลว้ตัถุ 



ค าถาม 

 ถา้ก าลงัขยายของเลนส์ใกลว้ตัถุเท่ากบั 50 ก าลงัขยายของเลนส์ใกลต้า
เท่ากบั 10 ก าลงัขยายรวมของกลอ้งเท่ากบัเท่าไหร่ 



กลอ้งจุลทรรศนอิ์เลคตรอน(electron microscope) 

 ขอ้แตกต่างจากกลอ้งจุลทรรศน์แบบธรรมดาคือ 
 ก าลงัขยายสูงมาก มากกวา่แบบธรรมดาหลายร้อยเท่า 
 มีความยาวคล่ืนอิเลคตรอนสั้นมาก คือ 0.05 องัสตรอม จึงสามารถ

แยกแยะรายละเอียดของวตัถุท่ีเลก็ขนาด 10 ºA ได ้และสามารถขยาย
ภาพไดถึ้ง 400,000 เท่า 

 ในการเกิดภาพจะใชส้นามแม่เหลก็ไฟฟ้า และตวัอยา่งท่ีเตรียมตอ้งบาง
และแหง้มากๆ 



กลอ้งจุลทรรศน์อิเลค็ตรอนแบบส่องผา่น 

(Transmission electron microscope,(TEM)) 

 ใชเ้พื่อศึกษาโครงสร้างภายในและรายละเอียดขององคป์ระกอบภายใน
ตวัอยา่ง และยงัสามารถศึกษารูปร่าง ขนาด และลกัษณะภายนอกของ
ตวัอยา่งแบบ 2 มิติได ้



หลกัการท างานของ TEM 
 ล าแสงอิเลก็ตรอนจากแหล่งก าเนิดอิเลก็ตรอน จะถูกรวบรวมและปรับ

แสงใหมี้ความเขม้จนเป็นล า เพื่อใหผ้า่นตวัอยา่งท่ีตดัเป็นช้ินบางมากๆ 
 การโฟกสัล าแสงอิเลก็ตรอนใหเ้ป็นเสน้ตรงตกลงบนตวัอยา่งช้ินเลก็ๆ 

โดยอาศยัคอนเดนเซอร์เลนส์ซ่ึงเป็นเลนส์แม่เหลก็ไฟฟ้า 
 ระบบเลนส์ทั้งหมดเป็นเลนส์แม่เหลก็ไฟฟ้าทั้งส้ิน ควบคุมระบบแสง 

การโฟกสัภาพ การขยายภาพ 



หลกัการท างานของ TEM 

 ช้ินตวัอยา่งจะตอ้งวางไวบ้นแผน่ตาข่ายทองแดง 
 เม่ือล าแสงอิเลค็ตรอนผา่นตวัอยา่งจะผา่นออพเจคทีฟเลนส์ ซ่ึงเป็นเลนส์

ท่ีส าคญัท่ีสุด เพราะขยายและปรับโฟกสัภาพใหไ้ดร้ายละเอียดไดม้าก
ท่ีสุด 

 หลงัจากนั้นโปรเจคเตอร์เลนส์จะขยายภาพอีกต่อหน่ึง และปรับจุด
โฟกสัของแสงอิเลก็ตรอนใหย้าวพอท่ีจะตกบนฉากเรืองแสง
(fluorescent screen) และฟิลมบ์นัทึกภาพ 



ภาพกลอ้ง TEM 



กลอ้ง TEM 

 ขอ้ดี 
 มีค่าความละเอียดสูงมากจึงขยายภาพ

ของวตัถุไดม้ากถึงแสนเท่าได ้

 ขอ้เสีย 
 ล าแสงอิเลก็ตรอนมีอ านาจทะลุทะลวงได้

จ ากดั จึงตอ้งใชช้ิ้นตวัอยา่งท่ีบางมาก
(60-90 นาโนเมตร) 

 ไม่สามารถเห็นภาพ 3 มิติได ้
 ตวัอยา่งตอ้งผา่นการตรึง ดูดน ้าออก ส่อง

ในสภาพสุญญากาศ เพื่อควบคุมล าแสง
อิเลค็ตรอน 

 เป็นการฆ่าตวัอยา่ง และท าใหมี้รูปร่าง
เห่ียวยน่ เสียรูปทรงดว้ย 



กลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราด 
(Scanning electron microscope,SEM) 

 ขอ้ดี 
 ไม่ตอ้งตดัช้ินตวัอยา่งใหบ้างมากๆ 

และสามารถมองเห็นภาพ 3 มิติได ้
 ใชศึ้กษาสัณฐานและลกัษณะของผวิ

ตวัอยา่ง 

 ขอ้เสีย 
 ก าลงัขยายท่ีไดไ้ม่สูงเท่ากบักลอ้ง

จุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องผา่น 



การท างานของกลอ้ง SEM 

 ระบบแสงและสุญญากาศ จะเหมือนกลอ้ง TEM 

 ระบบการเกิดภาพเป็นการส่งสญัญาณคล่ืน โดยแสงอิเลก็ตรอนจะถูก
โฟกสัใหเ้ป็นล าอิเลค็ตรอนเรียกวา่ primary electron 

beam 

 อิเลค็ตรอนนั้นเคล่ือนผา่นเลาส์แม่เหลก็ไฟฟ้าจะถูกโฟกสัลงไปในผวิ
ของตวัอยา่ง และถูกควบคุมใหเ้คล่ือนท่ีไปตามบริเวณท่ีตอ้งการศึกษา
ดว้ยระบบกวาดภาพ(scan) 



การท างานของกลอ้ง SEM 
 แสงอิเลค็ตรอนท่ีไปกระทบตวัอยา่งจะท าใหอิ้เลค็ตรอนของตวัอยา่ง

หลุดออกมาเป็น secondary electron ซ่ึงสะทอ้นไปยงั
เคร่ืองรวบรวมอิเลค็ตรอน และจะจบัสญัญาณได ้ 

 แลว้ขยายสญัญาณใหม้ากข้ึนเพื่อแปรเป็นภาพท่ีหลอดแคโทด ท่ี
จอโทรทศัน์ การบนัทึกภาพ สามารถบนัทึกผา่นหนา้จอไดเ้ลย 



กลอ้ง SEM 

 



เปรียบเทียบการท างานของกลอ้งจุลทรรศน์ 
แบบ SEM และ TEM 

 



ภาพจาก SEM และ TEM 

  

SEM▲ 

◄TEM 



ความแตกต่างระหวา่งกลอ้งจุลทรรศน์ใชแ้สงธรรมดากบักลอ้งจุลทรรศน์อิเลค็ตรอนแบบส่องผา่น 

สมบติั กลอ้งจุลทรรศน์ใช้
แสงธรรมดา 

TEM 

แหล่งของแสงในการ
เกิดภาพ 

แสงท่ีตามองเห็น อิเลค็ตรอน 

ตวักลางท่ีแสงผา่นไป อากาศ สุญญากาศ 

วสัดุรองรับตวัอยา่ง สไลดแ์กว้ ตาข่ายทองแดง 

ชนิดของเลนส์ เลนส์แกว้ เลนส์แม่เหลก็ไฟฟ้า 

การโฟกสัภาพ โดยเล่ือนเลนส์วตัถุ ใชก้ระแสไฟฟ้าผา่นเพ่ือใหเ้กิดสนามแม่เหลก็ 
เพื่อเหน่ียวน าใหเ้บ่ียงเบนแสงอิเลค็ตรอน 

ก าลงัขยายของภาพ เปล่ียนเลนส์วตัถุ ใชก้ระแสไฟฟ้าผา่นเขา้ขดลวดของโปรเจคเตอร์
เลนส์ 



การเตรียมวสัดุเพื่อศึกษาดว้ยกลอ้งจุลทรรศนธ์รรมดา 

 เล้ียงจุลินทรียใ์นสภาพของเหลวเพ่ือ
ท าสไลดส์ดหรือหยดแขวน 

 ท าใหเ้ซลลแ์หง้ตรึงติดอยูก่บัท่ี และ
ยอ้มสีเพ่ือใหเ้ห็นความแตกต่างได ้



การท าสไลดส์ด 

 ช่วยใหม้องเห็นจุลินทรียใ์นสภาพจริงๆ โดยจุลินทรียจ์ะลอยบน
ของเหลว 

 หยดของเหลวท่ีมีจุลินทรียบ์นแผน่แกว้สไลด ์ปิดทบัดว้ยกระจกปิด
สไลด ์ 

 ค่อยๆวางกระจกปิดใหด้า้นหน่ึงสมัผสักบัหยดของเหลว แลว้ค่อยๆ
ปล่อยกระจกปิดลงชา้ๆ เพื่อไม่ใหเ้กิดฟองอากาศข้ึน เช็ดขอบกระจกปิด
สไลดใ์หแ้หง้ อาจใชน้ ้ ายาทาเลบ็ทาปิดกระจกปิดสไลดเ์พื่อป้องกนัน ้า
ระเหย 

http://www.google.co.th/imgres?imgurl=http://www.bibitec.de/images/cells_suspension.jpg&imgrefurl=http://www.bibitec.de/service_purification.php&usg=__kPytxGCR6WL9teFjBKVzaPAa1EI=&h=256&w=256&sz=17&hl=th&start=5&sig2=WoHLhO4A1XuDRMt32XwoQg&zoom=1&tbnid=1CynyG3cfHFjSM:&tbnh=111&tbnw=111&ei=8QzJTYy-PM7wrQfll7WRBQ&prev=/images%3Fq%3Dcell%2Bsuspension%26um%3D1%26hl%3Dth%26sa%3DN%26rlz%3D1R2SKPB_enTH383%26tbm%3Disch&um=1&itbs=1


วิธีการท าสไลดส์ด 

 



การท าหยดแขวน 

 ท าคลา้นสไลดส์ด แต่ใหห้ยดของน ้าจุลินทรียบ์นกระจกปิดสไลดก่์อน 
 แลว้คว  ่าสไลดท่ี์มีหลุมตรงกลาง ลงบนกระจกปิด กะประมาณใหบ้ริเวณ

หลุมอยูเ่หนือหยดของเหลว 
 แลว้รีบพลิกสไลดใ์หห้งายข้ึนโดยเร็ว 
 หยดเช้ือจะแขวนอยูก่บักระจกปิดสไลดแ์ละอยูเ่หนือหลุมของสไลด์

หลุมพอดี 



วิธีการท าหยดแขวน 

 



ขอ้ดีของการศึกษาดว้ยสไลดส์ดและหยดแขวน 
 สามารถศึกษาเซลลท่ี์มีชีวิตได ้
 สงัเกตเห็นรูปร่างและการเรียงตวัของเซลลไ์ดช้ดัเจน 
 สามารถศึกษาพฤติกรรมต่างๆของเซลลไ์ด ้เช่น การเคล่ือนท่ีดว้ย 
   แฟลกเจลล่า 

 
 

 สามารถศึกษาองคป์ระกอบต่างๆภายในเซลล ์เช่น หยดไขมนั แวคคิวโอ 

http://www.google.co.th/imgres?imgurl=http://amrita.vlab.co.in/vladmin/userfiles/1/image/f2.JPG&imgrefurl=http://amrita.vlab.co.in/%3Fsub%3D3%26brch%3D73%26sim%3D697%26cnt%3D1&usg=__BIFMrkLc1jPLbL4ij36Sn3oYsKU=&h=202&w=337&sz=12&hl=th&start=11&sig2=k_FdzHVilowSpjQGFoT9iw&zoom=1&tbnid=DzPw0S4biPpYAM:&tbnh=71&tbnw=119&ei=WQ_JTYykK8_HrQfPytCKBQ&prev=/images%3Fq%3Dcell%2Bsuspension%2Bhanging%2Bdrop%2Bflagella%26um%3D1%26hl%3Dth%26sa%3DG%26rlz%3D1R2SKPB_enTH383%26tbm%3Disch&um=1&itbs=1
http://www.google.co.th/imgres?imgurl=https://lh4.googleusercontent.com/-znA0KLP9CBQ/TW638naD4pI/AAAAAAAADyg/bez5ZFcVvXU/arcellaIMGP9283.jpg&imgrefurl=http://beyondthehumaneye.blogspot.com/&usg=__9uWC8huTEDDLCrYUTX753_cEGsI=&h=567&w=531&sz=60&hl=th&start=19&sig2=Ftb3Daa4mlTpi3JUYhukJQ&zoom=1&tbnid=kGim8Uk2YewfQM:&tbnh=134&tbnw=125&ei=qg_JTcWOAoPprQeb0Pz_BA&prev=/images%3Fq%3Dhanging%2Bdrop%2Bvaculo%26um%3D1%26hl%3Dth%26sa%3DG%26rlz%3D1R2SKPB_enTH383%26tbm%3Disch&um=1&itbs=1


วิธีการยอ้มสีแบคทีเรีย มีวิธีส าคญั 2 แบบ คือ 

 การยอ้มสีแบบธรรมดา(simple 
staining) 

 โดยใชสี้ชนิดเดียวยอ้มเซลลท้ิ์งไว้
ระยะหน่ึง หลงัจากนั้นลา้งออกดว้ย
น ้าและซบัใหแ้หง้ เซลลจ์ะยอ้มติดสี
สม ่าเสมอกนั  

 การยอ้มน้ีเพ่ือศึกษารูปร่าง ขนาดของ
เซลล ์

 ตวัอยา่งสีท่ีใชคื้อ เมทิลีนบลู คริสตสั
ไวโอเลต 

 การยอ้มมากกวา่ 1 สี
(differential staining) 

 ใชสี้ยอ้มมากกวา่ 1 ชนิด ท าใหสี้ยอ้ม
ติดส่วนต่างๆของเซลลไ์ม่เท่ากนั จึง
เห็นความแตกต่างระหวา่งเซลลห์รือ
องคป์ระกอบของเซลล ์เช่น การยอ้ม
สีแบบแกรม(gram 
staining) การยอ้มสีสปอร์
(spore staining) 



ภาพเปรียบเทียบ 

 การยอ้มสีธรรมดา  การยอ้มสีแกรม 



การยอ้มสีแกรม 

 วิธีน้ีส าคญัท่ีสุด และใชก้นัแพร่หลาย สามารถใชศึ้กษารูปร่างลกัษณะ
และการจดัเรียงตวัของเซลล ์ท าใหแ้ยกแบคทีเรียเป็น 2 ชนิดคือ 
แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 



วิธีการยอ้มสีแกรม 

 การเกล่ียเช้ือ(smear) บนสไลด์
เป็นฟิลมบ์างๆ และปล่อยใหแ้หง้ใน
อากาศ 

 การตรึงเช้ือ(fix)ใหแ้น่นติดกบั
สไลด ์ท าใหไ้ม่หลุดออกขณะยอ้มสี 
ท าโดยผา่นสไลดบ์นเปลวไฟอยา่ง
รวดเร็ว 2-3 คร้ัง 

 หยดสีคริสตสัไวโอเลต(crystal 
violet) บนรอยเกล่ียเช้ือใหท่้วม 
ท้ิงไว ้1 นาที เทสีท้ิง 

 



วิธีการยอ้มสีแกรม 

 หยดสารละลายลูกอลไอโอดีน
(ligol’s iodine) บนรอยเกล่ีย
ของเช้ือ ท้ิงไว ้1 นาที เทสารละลาย
ท้ิง ไอโอดีนท าหนา้ท่ีเป็นสารมอร์
แดนต(์mordant) ช่วยใหเ้ซลล์
ติดสียอ้มดีข้ึน 

 ลา้งสีออก(decolorize)ดว้ย
เอทิลแอลกอฮอล ์95% ท้ิงไว ้15 
วนิาที ลา้งน ้าสะอาด(การลา้งน ้าน้ี
ส าคญัมาก เพราะเป็นการหยดุ
ปฏิกิริยาการลา้งสี) 



วิธีการยอ้มสีแกรม 

 หยดสีซาฟรานิน(safranin) บน
รอยเกล่ีย ประมาณ 15-30 วินาที ลา้ง
น ้าและซบัใหแ้หง้ ตรวจดูดว้ยกลอ้ง
จุลทรรศน์ 

 



แสดงล าดบัและปฏิกิริยาในการยอ้มสีแบบแกรม 

สารละลายท่ีใช ้ ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึน 

แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ 

1.คริสตลัไวโอเลต เซลลติ์ดสีม่วง เซลลติ์ดสีม่วง 

2.สารละลายไอโอดีน เกิดเป็นสารประกอบ
โมเลกลุใหญ่ของคริสตลัไว
โอเลต-ไอโอดีน คอม
เพลก็ซ์ เซลลย์งัคงติดสีม่วง 

เกิดเป็นสารประกอบ
โมเลกลุใหญ่ของคริสตลัไว
โอเลต-ไอโอดีน คอม
เพลก็ซ์ เซลลย์งัคงติดสีม่วง 
 



แสดงล าดบัและปฏิกิริยาในการยอ้มสีแบบแกรม 
สารละลายท่ีใช ้ ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึน 

แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ 

3.เอทิลแอลกอฮอล ์95% ผนงัเซลลเ์กิดการสูญเสียน ้า 
เซลลเ์ห่ียว เยือ่หุม้เซลลมี์รู
เลก็ลง สารประกอบโมเลกุล
ใหญ่ของสีไม่สามารถ
ละลายออกมาไดเ้ซลลย์งัติด
สีม่วง 

แอลกอฮลลไ์ปละลายไขมนั
ท่ีผนงัเซลล ์ท าใหรู้ผนงั
เซลลก์วา้งข้ึน จึงยอมให้
สารประกอบโมเลกลุใหญ่
ของสีหลุดออกมาได ้

4.ซาฟรานิน เซลลไ์ม่ท าปฏิกิริยากบัซาฟ
รานิน จึงติดสีม่วง 

เซลลท์ าปฏิกิริยากบัซาฟรา
นิน จึงติดสีแดง 



Gram staining 

 



แบคทีเรียแกรมบวก 

 แบคทีเรียแกรมบวกนั้น มีลกัษณะของเมม
เบรนท่ีมี peptidoglycan อยู่
ชั้นนอกสุด เวลาท่ี Crystal Violet 

ลงไปเน่ีย มนักจ็ะสร้าง Complex บน
เมมเบรน เวลาท่ีใช ้Alcohol ชะออก 
มนักจ็ะไม่หลุดไปดว้ย ดงันั้นการใชสี้ 
Safranin ยอ้มอีกจึงไม่ติด สไลดท่ี์ได้
กใ็หสี้น ้าเงิน เรียกวา่ positive 

result ดงันั้นจึงเรียกแบคทีเรียท่ียอ้มติด
สีน้ีวา่ แกรมบวก 
 
 



แบคทีเรียแกรมลบ 

 ส่วน แบคทีเรียแกรมลบ นั้น มี
outer membrane ท่ีเป็น 
Phospholipid อยูด่งันั้น 
complex ของ crystal 
violet จึงหลุดออก เวลาท่ีชะดว้ย 
Alcohol ออก และยอ้มติดดว้ยสี
แเดงของ Safranin สไลดท่ี์ได้
คือสีแดง เรียกวา่ให ้negative 
result จึงเรียก แกรมลบนัน่เอง 
 
 



 


