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บทคัดย่อ
 ในการทดสอบวัสดุทางทันตกรรมบูรณะเพื่อให้ได้

ข้อมูลคุณสมบัติของวัสดุ ต้องอาศัยเครื่องมือที่ให้ความ

แม่นย�าและมีความเหมาะสมตรงกับวัตถุประสงค์ของ

การทดสอบ ในปัจจุบันพบว่าเครื่องมือที่ใช้ ในการศึกษา

ข้อมูลเกี่ยวกับลักษณะรูปร่าง ความเรียบ รวมถึงข้อมูล

ของสารประกอบบริเวณพื้นผิวของทันตวัสดุมีการพัฒนา

ไปมาก ท�าให้สามารถทดสอบลักษณะต่างๆ ของวัตถุได้

หลากหลายกว่าในอดตี ผูท้�าการทดลองควรมคีวามเข้าใจใน

คุณสมบติั วธีิการใช้งาน ทราบถงึข้อด ีข้อเสยีของเครือ่งมอื

ทีใ่ช้ทดสอบและข้อจ�ากดัของเคร่ืองมือ จงึจะสามารถเลอืก

Abstract
 In dental material research, precise and  
reliable investigating machines are indispens-
able. Morphological analysing tools have been 
developed to be able to detect variety of delicate  
details, for example smoothness and shape of 
tiny materials. This development has helped  
research personal to be able to attain much more 
information than in the past. As a consequence, 
researchers are required to understand capabilities, 
indications, advantages and disadvantages of the 
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บทน�า	
 ปัจจุบันเทคโนโลยีในงานทันตกรรมได้มีการพัฒนาไป

อย่างรวดเร็ว เกิดการพัฒนาการผลิตทันตวัสดุให้มีประสิทธิ-

ภาพทางคลินิก และมีทันตวัสดุถูกคิดค้นออกมาใหม่อย่าง

ต่อเนื่อง เป็นเหตุให้การวิจัยทดสอบวัสดุมีความซับซ้อนมาก

ขึ้น ดังนั้นการทดลองและทดสอบวัสดุจึงมีความจ�าเป็นท่ีจะ

ต้องเลือกใช้เครื่องมือในการทดลองที่มีความแม่นย�า มีความ

สามารถและประสิทธิภาพตอบสนองกับวัสดุที่ถูกคิดค้นใหม่

และค�าถามงานวิจัยได้

 การทดสอบคุณสมบัติของทันตวัสดุแบ่งเป็น 2 กลุ่ม

ใหญ่คือ การทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพและการทดสอบ

คุณสมบัติทางเคมี สมบัติทางกายภาพคือคุณสมบัติของสาร

ที่สังเกตได้จากภายนอก ลักษณะทางกายภาพสามารถถูก

ทดสอบได้โดยใช้การทดสอบแรงเฉือน การทดสอบแรงดึง 

การทดสอบความแข็งผิวรวมถึงการศึกษาพื้นผิวและรูปร่าง

ของวัสดุเป็นต้น สมบัติทางเคมีจะมีความเกี่ยวข้องกับการ

มีปฏิสัมพันธ์ หรือการเปลี่ยนแปลงทางอิเล็คตรอนของวัสดุ 

เช่น คุณสมบติัในการน�าไฟฟ้า คณุสมบตักิารเป็นแม่เหลก็(1,2) 

 การตรวจสอบพื้นผิวและรูปร่างของวัสดุทางทันตกรรม

เป็นการทดสอบหนึ่งที่สามารถบอกคุณสมบัติของวัสดุเหล่า

นั้นได้ เช่น การตรวจสอบความขรุขระของพื้นผิว ความหนา

ของช้ันสารยดึติด และลกัษณะของเรซนิแทก (resin tag)(3,4)  
การทบทวนวรรณกรรมฉบับนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือน�าเสนอ

ข้อมูลของเครื่องมือที่ใช้ ในการตรวจสอบคุณสมบัติทาง

กายภาพ ในส่วนของลักษณะพื้นผิวหรือรูปร่างของวัสดุและ

อุปกรณ์ทางทันตกรรมบูรณะในแง่ของหลักการท�างาน การ

ใช้งาน รวมถึงข้อดีและข้อจ�ากัด 

ใช้เครื่องมือเพื่อทดสอบคุณสมบัติของทันตวัสดุและฟันได้

อย่างถูกต้องตามวัตถุประสงค์ของงานวิจัยที่ได้ก�าหนดไว้ 

ค�ำส�ำคัญ: การตรวจสอบพื้นผิว เครื่องมือตรวจสอบ วัสดุ

ทันตกรรมบูรณะ สมบัติทางกายภาพ  

instruments to achieve the objective of research.

Keywords: Morphological analysis, testing  
machine, dental restorative materials, physical 
properties

 กำรตรวจสอบลกัษณะทำงกำยภำพของวสัดทุำงทันตกรรม 

 ในการตรวจสอบพื้นผิวและรูปร่างของทันตวัสดุนั้นต้อง

อาศัยภาพท่ีมีความละเอียดสูง แต่ความสามารถในการมอง

เห็นของตามนุษย์มีจ�ากัด ท�าให้การตรวจสอบพื้นผิวและรูป

ร่างของวสัดตุ้องอาศยัเครือ่งมอืทีมี่ความละเอียดซบัซ้อนมาก

ขึ้น อุปกรณ์ที่ถูกพัฒนาเพื่อตรวจสอบลักษณะพื้นผิวและรูป

ร่างมีดังนี้

 1. กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง (optical microscope)
 2. กล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอน (electron micro-
scope)
 3. กล้องจลุทรรศน์แรงอะตอม (atomic force micro-
scope)
 4. ออพติคัลโคฮีเรนซ์โทโมกราฟี (Optical cohe- 
rence tomography)
 การเลอืกใช้อุปกรณ์เหล่าน้ีในการท�าการทดสอบวสัดทุาง

ทันตกรรม ควรมีการเลือกให้เหมาะสมตามวัตถุประสงค์ขั้น

ต้นในการทดสอบเพื่อให้ได้ข้อมูลที่พอเพียง และต้องมีการ

วิเคราะห์ถึงข้อดีข้อเสียและความเหมาะสมของอุปรณ์ต่างๆ 

ร่วมด้วย 

 กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง

  กล้องจลุทรรศน์ชนดินีใ้ช้หลกัการท�างานของแสงในช่วง

ความยาวคลื่นที่ตามนุษย์มองเห็นได้และเลนส์ในการขยาย

ภาพซึ่งกล้องจลุทรรศน์แตล่ะชนดิมลีกัษณะของแหล่งก�าเนดิ

แสงและเลนส์ที่ต่างกัน(5)
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 1.	 กล้องจุลทรรศน์เชิงซ้อน (compound micro- 
scope) 
 กล้องจุลทรรศน์เชิงซ้อน (รูปที่ 1) ประกอบด้วยเลนส์

ใกล้วัตถุและเลนส์ ใกล้ตา วัตถุจะถูกวางบนระนาบโฟกัส 

(focal plane) และมีแหล่งก�าเนิดแสงอยู่ด้านล่างเมื่อแสง

ผ่านวตัถุและถูกขยายภาพด้วยเลนส์ใกล้วตัถจุะเกดิการสร้าง

ภาพจริงหัวกลับท่ีมีขนาดเท่าวัตถุ ต�าแหน่งของภาพจริงจะ

ตกที่หน้าเลนส์ใกล้ตา ภาพที่มองเห็นจากกล้องจุลทรรศน์

เป็นภาพเสมอืนทีม่ขีนาดใหญ่กว่าวตัถ ุดงันัน้แสงจะผ่านวตัถุ

และใช้หลักการสะท้อนแสงของวัตถุท�าให้ได้ภาพเสมือนที่มี

ขนาดใหญ่ และมีลักษณะหัวกลับมีการกลับด้านซ้ายด้านขวา  

รูปที่ 2)

 กล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้มีจุดเด่นท่ีสามารถใช้งานได้ง่าย 

รวมถึงการเตรียมช้ินตัวอย่างไม่ยุ่งยาก อย่างไรก็ตามภาพ

ที่เห็นจะเป็นภาพ 2 มิติหัวกลับท�าให้ขาดรายละเอียดของ

ความตื้นลึก นอกจากนี้ยังมีแสงนอกโฟกัสรบกวน รวมถึง

เกดิปรากฏการณ์การเลีย้วเบนของคลืน่ (diffraction effect) 
ท�าให้ภาพทีไ่ด้ไม่คมชัด และไม่สามารถขยายภาพได้เกนิ 1500 

เท่า 

 ปรากฏการณ์การเลี้ยวเบนของคลื่นจะเกิดขึ้นเมื่อใช้

กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงตรวจสอบวัตถุท่ีไม่สัมผัสกัน และ

มีระยะห่างน้อยกว่าครึ่งหนึ่งของความยาวแสง คือ 0.2 

ไมโครเมตร เมื่อมองผ่านกล้องจุลทรรศน์แล้วภาพที่เกิดจาก

แสงที่สะท้อนออกมาท�าให้ดูเหมือนว่าจุด 2 จุดนี้มีการสัมผัส

กนัท�าให้ภาพไม่ชดัเจนและจ�ากัดก�าลงัขยายของกล้องในกลุม่

นี้ (รูปที่ 3)

รูปที่ 2 แสดงหลักการท�างานของกล้องจุลทรรศน์ชนิดเชิงซ้อน 
Figure 2 Principle of compound microscope
(Modified from Shaw PJ. Chapter 1 Introduction to optical mi-
croscope for plant cell biology. Plant Cell Biology A Practical 
Approach. Oxford: Oxford university press; 2001: 1-33(5))

 กล้องจลุทรรศน์ชนดินีม้กี�าลงัขยายท่ีจ�ากดั จงึสามารถใช้

ในการตรวจเซลล์ในลกัษณะของภาพวงกว้าง โดยไม่สามารถ

ดูองค์ประกอบภายในเซลล์เพิ่มเติมได้ และสามารถใช้ในการ

ตรวจสอบพื้นผิวที่ถูกทดสอบในลักษณะกด (indentation 
test) หรือการตรวจสอบความแข็งผิวของวัสดุ (hardness 
test) อย่างหยาบ นอกจากนีย้งัใช้ตรวจสอบการรัว่ซมึของรอย

รูปที่ 1 แสดงภาพกล้องจุลทรรศน์เชิงซ้อน 
Figure 1 Compound microscope
(Modified from www.barska.com[URL of homepage on the in-
ternet]. Pomona: Barska. Available from: HYPERLINK “http://
www.barska.com/Microscopes-Monocular_Compound_Micro-
scope_40x_100x_400x_w.html”http://www.barska.com/Micro-
scopes-Monocular_Compound_Microscope_40x_100x_400x_w.
html(6))

รูปที่ 3 แสดงการเกิดปรากฎการณ์การเลี้ยวเบนของคลื่น 
Figure 3 Diffraction effect
(Modified from cnx.org[URL of homepage on the internet].
Houston.: Rice University; 1999-2017 Available from: HYPER-
LINK “http://cnx.org/contents/9ANhisjh@5/Limits-of-Reso-
lution-The-Rayle” http://cnx.org/contents/9ANhisjh@5/Lim-
its-of-Resolution-The-Rayle(7))
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ต่อและบริเวณขอบของพื้นผิวในระดับเบื้องต้น หรือสามารถ

ตรวจดูรอยร้าวรอยแตกบริเวณพื้นผิวของวัสดุได้(8) (รูปที่ 4)

 2.	กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงสเตอริโอ (stereo mi-
croscope)
 เนื่องจากข้อจ�ากัดของกล้องจุลทรรศน์เชิงซ้อน ที่ไม่

สามารถตรวจสอบความต้ืนลึกรวมถึงลักษณะแบบ 3 มิติ

ได้ จึงได้มีการพัฒนาหลักการของกล้องจุลทรรศน์แบบใช้

แสงสเตอริโอขึ้น (รูปที่ 5) โดยหลักการของกล้องจุลทรรศน์

ชนิดนี้คือ ใช้แหล่งก�าเนิดแสงท่ีอยู่เหนือต่อชิ้นตัวอย่างและ

ใช้หลักการสะท้อนของแสงจากวัตถุ จากนั้นจะมีเลนส์ใกล้

ตา 2 ชิ้นที่รับภาพในมุมที่ต่างกัน ในการขยายภาพโดยการ

ใช้กล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้สามารถมองด้วยตา 2 ข้างท�าให้

สามารถตรวจชิ้นตัวอย่างได้โดยไม่ต้องท�าให้มีความบางมาก

นัก โดยกล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้มีก�าลังขยายไม่เกิน 100 เท่า

และให้ภาพที่เป็นภาพเสมือนหัวตั้งไม่กลับซ้ายขวา สามารถ

มองความต้ืนลึกของพื้นผิวรวมถึงการมองแบบ 3 มิติได ้

เนื่องจากการมี 2 เส้นทางเดินแสง รวมถึงมีเลนส์วัตถุและ

เลนส์ใกล้ตา 2 ชิ้นที่ท�ามุมต่างกัน ท�าให้สามารถมองเห็นมุม

ที่ต่างกันในตาซ้ายและตาขวาของผู้ ใช้(9)(รูปที่ 6)

 พบว่ากล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้ยังคงมีข้อจ�ากัดเดียวกับ

กล้องจุลทรรศน์เชิงซ้อน คือมีก�าลังขยายภาพได้เพียง 100 

เท่า ยงัมีปัญหาของแสงนอกโฟกัสและการเกิดปรากฏการการ

เลี้ยวเบนของคลื่น นอกจากนี้การตรวจสอบวัตถุที่มีความมืด

หรอืสามารถกระเจงิแสงได้มากจะท�าให้ภาพสะท้อนออกมาผดิ

ปกติส่งผลต่อความคมชัด 

 การใช้งานของกล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้มักใช้ในการตรวจ

สอบเบื้องต้นส�าหรับพื้นผิวต่างๆ เช่นพื้นผิวที่ถูกทดสอบด้วย

การกด การทดสอบความแข็งผิวของวัสดุ ตรวจสอบการร่ัว

ซึมของรอยต่อ รวมถึงบริเวณขอบของวัสดุหลังการทดสอบ

วสัดทุางทนัตกรรมเช่น การทดสอบลกัษณะความล้มเหลวของ

รอยต่อวัสดุรวมถึงรอยแตกและรอยร้าวบริเวนพื้นผิวของช้ิน

ตวัอย่าง(3)โดยการทดลองของ Zhang และคณะในปี 2015 ได้

ใช้กล้องจลุทรรศน์ชนดิเสตอรโิอท�าการตรวจสอบลกัษณะการ

แตกหักของรอยต่อเรซินคอมโพสิท (resin composite) กับ

รูปที่ 4 แสดงตัวอย่างภาพท่ีพบจากกล้องจุลทรรศน์ชนิดเชิงซ้อน
เพื่อใช้ดูรอยร้าวของฟัน

Figure 4 Crack line observed in compound microscope
(From The Center For Special Dentistry[internet].Newyork. 
Available from: HYPERLINK “http://www.nycdentist.com/
dental-photos/1523/Photos-Photomicrographs-dental-histolo-
gy-pictures-SEM-microscope”http://www.nycdentist.com/den-
tal-photos/1523/Photos-Photomicrographs-dental-histologyp-
ictures-SEM-microscope with permission(8)) (Copyright 2016 
NYCdentist.com)

รูปที่ 6 แสดงหลักการท�างานของกล้องจุลทรรศน์ชนิดเสตอริโอ

Figure 6 Principle of stereo microscope
(Modified from Rosas H. chapter 6 Perception and Reality in 
Stereo Vision: Technological Applications Advances in Stereo 
Vision, Rijeka: Intech; 2011.(10))

รูปที่ 5 แสดงภาพของกล้องจุลทรรศน์ชนิดเสตอริโอ
Figure 5 Stereo microscope



ชม. ทันตสาร ปีที่ 38 ฉบับที่ 1 ม.ค.-เม.ย. 2560 CM Dent J Vol. 38 No. 1 January-April 201717

เนือ้ฟันรวมถงึตรวจสอบรอยแตกระหว่างเนือ้ฟันในการท�าการ

ทดสอบการต้านต่อการแตกหักของฟันที่ได้รับการบูรณะด้วย

เดือยฟันส�าเร็จรูปชนิดไฟเบอร์ (fiber post)(11) 
 

 3.	กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงโพลำไรซ์	 (polarising 
Microscope)

ใช้แสงโพลาไรซ์ (รูปที่ 7) 

 หลักการของกล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้คือการใช้แสงโพ- 

ลาไรซ์เป็นแหล่งก�าเนิด โดยใช้แผ่นกรองกรองแสงปกติซึ่งมี

แนวคลื่นในทุกทิศทางให้เหลือเพียงทิศทางที่เราก�าหนด จาก

นัน้จะมแีผ่นกรองตวัที ่2 เรยีกว่าอะนาไลเซอร์ (analyzer) ซึง่

หากวางตัง้ฉากกบัตวัที ่1 จะท�าให้แสงทีผ่่านมาไม่สามารถผ่าน

ออกไปได้อกี ดงันัน้แสงทีส่ะท้อนจากชิน้ตวัอย่างจะถกูบันทกึ

ไว้ในตัวอะนาไลเซอร์ (รูปที่ 8)

 เนื่องจากคลื่นแสงท่ีใช้ ในการตรวจสอบด้วยกล้อง 

จุลทรรศน์ชนิดนี้จะถูกก�าหนดด้วยตัวกรอง ภาพที่เกิดข้ึนจึง

เป็นภาพท่ีมีความเปรียบต่างของภาพ (contrast) ที่ดีท�าให้

สามารถตรวจสอบองค์ประกอบท่ีต้องการของช้ินตัวอย่างได้

ละเอียดขึ้น(14)

 อย่างไรก็ตามพบว่าการทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์

ชนดินีม้ข้ีอจ�ากดัคอืชิน้ตวัอย่างต้องมคีณุสมบตัไิบรฟีรนิเจนซ์  

(birefringence specimen) ซึง่เป็นวตัถทุีส่ามารถหกัเหแสง

ได้สองทิศทางเนื่องจากมีผลึก มีค่าดัชนีหักเห 2 ค่าเนื่องจาก

แสงเคล่ือนท่ีด้วยความเร็วไม่เท่ากันในแต่ละทิศทาง ท�าให้

เมื่อใช้แสงปกติส่องผ่านวัตถุเหล่านี้แสงท่ีออกมาจะเป็นแสง

โพลาไรซ์ ตัวอย่างของวัตถุเหล่านี้ ได้แก่ เคลือบฟัน แร่

แคลไซท์ (calcite) นอกจากนี้ยังมีข้อจ�ากัดเช่นเดียวกับ

กล้องจุลทรรศน์ที่ใช้แสงชนิดอื่นคือ เกิดปรากฏการณ์การ

เลี้ยวเบนของคลื่น สามารถขยายภาพได้ 1500 เท่า และยัง

คงมีแสงนอกโฟกัสที่มีผลต่อความคมชัดของภาพ

 เนื่องจากกล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้มีความสามารถในการ 

กรองและตรวจสอบการหักเหแสง จึงสามารถใช้ในการตรวจ

สอบค่า ไบรีฟรินเจนซ์ของชั้นเคลือบฟัน รวมทั้งการตรวจ

สอบฟันผุท่ีมีการหักเหแสงท่ีเปลี่ยนไปจากองค์ประกอบของ

ฟันธรรมดา (รูปที่ 9) การดูเนื้อเยื่อคอลลาเจนที่ต้องการแยก

จากองค์ประกอบอ่ืนให้เห็นอย่างชัดเจนและศึกษาลักษณะ

ความล้มเหลวระหว่างวัสดุ หลังการทดสอบทางกายภาพ(15) 

จากการศึกษาของ Medeiros และคณะในปี 2012 พบว่าค่า

ไบรฟีรนิเจนซ์ของชัน้เคลอืบฟันจะเปลีย่นไปเมือ่ช้ันเคลือบฟัน

นั้นมีการสูญเสียแร่ธาตุ และการใช้กล้องจุลทรรศน์ชนิด 

โพลาไรซ์ในการตรวจสอบฟันผุในงานวิจัยต้องมีการเตรียม

ชิ้นตัวอย่างที่ถูกต้องก่อนตรวจสอบโดยใช้การจุ่มชิ้นตัวอย่าง

ลงในสารละลายที่มีค่าดัชนีหักเห (refractive index) ต่างๆ 

เป็นระยะเวลาหนึ่งก่อนน�าชิ้นตัวอย่างไปทดสอบ(16) 

รูปที่ 8 แสดงหลักการท�างานของกล้องจุลทรรศน์ชนิดโพลาไรซ์
Figure 8 Principle of polarising microscope
(Modified from www.olympusmicro.com [URL of homepage on 
the internet]. New York: Olympus America Inc. Availble from: 
HYPERLINK“http://www.olympusmicro.com/primer/lightand-
color/birefringence.html”http://www.olympusmicro.com/primer/
lightandcolor/birefringence.html(13))

รูปที่ 7 แสดงภาพกล้องจุลทรรศน์ชนิดโพลาไรซ์
Figure 7 Polarising microscope
(Modified from www.meijitechno.com[URL of homepage on the 
internet].Saitama: Meiji Techno Co., Ltd. Available from: HY-
PERLINK “http://meijitechno.com/meiji_old/ml9700.htm”http://
meijitechno.com/meiji_old/ml9700.htm(12))

 เนื่องจากกล้องจุลทรรศน์ชนิดสเตอริโอไม่สามารถ

จ�าแนกองค์ประกอบของทนัตวสัดไุด้ในการทดลองทีต้่องการ

ความละเอียดที่มากขึ้น เช่น เมื่อต้องการตรวจสอบช้ันของ

เคลือบฟันที่มีการสูญเสียแร่ธาตุ ท�าให้ต้องมีการพัฒนา

กล้องจุลทรรศน์ที่มีศักยภาพท่ีดีขึ้นคือกล้องจุลทรรศน์แบบ
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 ในการทดสอบที่ต้องการเลือกชั้นของพื้นผิวหรือภาพ 3 

มิติ สามารถใช้กล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้ได้เนื่องจากคุณสมบัติ

ของแหล่งก�าเนิดแสงที่มีขนาดเล็กและภาพที่ได้จะมีความคม

ชัดกว่ากล้องจุลทรรศน์ใช้แสงชนิดอื่นๆ เนื่องจากไม่มีแสง

นอกโฟกัส นอกจากนี้ยังสามารถใช้ ในสิ่งมีชีวิตได้เนื่องจาก

ไม่ต้องมีการตัดชิ้นตัวอย่างให้ได้ความบาง(20) 

 ข้อจ�ากัดที่พบจากการใช้งานกล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้คือ 

การท่ีแสงเลเซอร์วิ่งเป็นทางตรงท�าให้บางพื้นผิวท่ีอยู่ใต้ส่วน

คอดไม่ได้รับแสงท�าให้ภาพที่ได้มีความผิดพลาด (รูปท่ี 12) 

รวมถึงการใช้งานที่ยากและราคาแพง ไม่สามารถลดข้อจ�ากัด

ทีเ่กดิจากปรากฏการณ์การเลีย้วเบนของคลืน่และก�าลงัขยาย

ไม่เกิน 1500 เท่า(21)

 เนื่องจากความสามารถในการระบุความลึกและการ

เลือกระนาบโฟกัสได้ ท�าให้มีการใช้งานการตรวจวัดความ

หนาของสารยึดติดและการเกิดชั้นไฮบริด (hybrid layer)  
โดยมีการศึกษาของ Bitter และคณะในปี 2014 ได้ท�าการ

ศึกษาความหนาชั้นไฮบริดที่เกิดขึ้นระหว่างเน้ือฟันกับสารยึด

ติด 2 ชนิดในการยึดเดือยฟันส�าเร็จรูป 4 ชนิด(4) รวมถึง

สามารถใช้ในการตรวจการอุดฝังท่อเนื้อฟันของยาสีฟัน เช่น

ในการศึกษาของ Lavender และคณะในปี 2010(21)

 4.	กล้องจุลทรรศน์แบบคอนโฟคอลชนิดที่ใช้เลเซอร์ใน

กำรสแกน	(confocal laser scanning microscope)
 เนื่องจากกล้องจุลทรรศน์แบบแสงชนิดอื่นๆ ยังไม่ 

สามารถป้องกันแสงนอกโฟกัส จึงได้มีการพัฒนากล้อง 

จุลทรรศน์แบบคอนโฟคอลชนิดที่ใช้เลเซอร์ในการสแกนขึ้น 

(รูปที่ 10) โดยอาศัยหลักการท�างานของเลเซอร์เป็นการให้

แสงที่เป็นแบบจุดและมีรูรับแสงท่ีมีขนาดเล็กมากสามารถ

ก�าจัดแสงนอกโฟกัส (รูปที่ 11) ส่งผลให้มีความคมชัดของ

ภาพมากขึ้นกว่ากล้องจุลทรรศน์ใช้แสงอื่นๆ นอกจากนี้ยัง

สามารถเลอืกระนาบโฟกัสท่ีเฉพาะเจาะจงได้เนือ่งจากมลี�าแสง

ขนาดเล็ก ท�าให้เวลาสแกนภาพจะสามารถตรวจสอบความลกึ

ของพื้นผิวรวมถึงสร้างภาพ 3 มิติได้  

รูปที่ 10 แสดงภาพของกล้องจุลทรรศน์แบบคอนโฟคอลชนิดที่ใช้
เลเซอร์ในการสแกน

Figure 10 Confocal laser scanning microscope
(Modified from www.nikoninstruments.com.[Internet] Mel-
ville: Nikon Instruments Inc. Available from: HYPERLINK 
“https://www.nikoninstruments.com/Products/Confocal-Mi-
croscopes”https://www.nikoninstruments.com/Products/Con-
focal-Microscopes(18))

รูปที่ 9 แสดงตัวอย่างภาพฟันผุที่พบจากกล้องจุลทรรศน์โพลาไรซ์
Figure 9 Dental caries observed in polarising microscope 
(from Jensen ME. An Update on Demineralization/Remineraliza-
tion. Crest® Oral-B® at dentalcare.com Continuing Education 
Course. [Monograph on the Internet]; 2010. [cited 2010 Jun 24]. 
Available from: “http://www.dentalcare.co.uk/media/en_GB/
education/ce73/ce73.pdf”http://www.dentalcare.co.uk/media/
en_GB/education/ce73/ce73.pdf with permission(17))

รูปที่ 11 แสดงหลกัการท�างานของกล้องจลุทรรศน์แบบคอนโฟคอล
ชนิดที่ใช้เลเซอร์ในการสแกน

Figure 11 Principle of confocal laser scanning microscope
(Modified from www.olympusmicro.com [URL of homepage on 
the internet]. New York: Olympus America Inc. Availble from: 
HYPERLINK”http://www.olympusmicro.com/primer/techniques/
confocal/confocalintro.html”http://www.olympusmicro.com/
primer/techniques/confocal/confocalintro.html(19))
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กล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอน (electron microscope) 
 เนื่องจากข้อจ�ากัดของกล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงในเรื่อง

ของก�าลังขยายและความคมชัดของภาพ จึงมีการพัฒนา

เครื่องมือให้มีก�าลังขยายท่ีมากข้ึนโดยใช้ล�าอิเล็คตรอนที่มี

ความยาวคลืน่ส้ันกว่าแสงทีม่องเหน็เป็นแหล่งก�าเนดิพลงังาน

ท�าให้ภาพทีไ่ด้มคีวามคมชดัและได้รายละเอยีดมากกว่ากล้อง 

จุลทรรศน์แบบแสง รวมถึงมีการใช้เลนส์อิเล็คโตรแมกเนติก 

(electromagnetic) ในการขยายภาพท�าให้ได้ภาพที่มีก�าลัง

ขยายสูงขึ้น 

 

 1. กล้องจลุทรรศน์อเิลค็ตรอนส่องกราด (SEM; scan-
ning electron microscope)
 ล�าอิเล็คตรอนจะถูกปล่อยออกมาผ่านแหล่งก�าเนิด 

อนุภาคอิเล็คตรอน และเมื่อกระทบกับพื้นผิวของชิ้นตัวอย่าง

จะมีอิเล็คตรอนทั้งส่วนที่ผ่านทะลุออกไปและส่วนที่มีการ

สะท้อนกลับมา ซึ่งหลักการของกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอน

ส่องกราด (รูปที่ 13) นั้นจะใช้อิเล็คตรอนส่วนที่สะท้อนกลับ

มายังอุปกรณ์ตรวจจับ (detector) ที่อยู่ฝั่งเดียวกับเครื่อง

ก�าเนิดอิเล็คตรอนในการสร้างภาพ (รูปที่ 14) โดยสัญญาณ

ที่เกิดจากการท�าปฏิกิริยาระหว่างอิเล็คตรอนกับชิ้นตัวอย่าง

สามารถน�ามาวิเคราะห์ ให้ได้ข้อมูลแตกต่างแง่มุม(23,24) 

กล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้มีความนิยมในงานวิจัยทางทันตกรรม

มาก สามารถใช้ในการตรวจสอบการเกิดคราบจุลินทรีย์หรือ

การรัว่ซมึของแบคทีเรียในคลองรากฟันหรือการตรวจสอบพืน้

รูปที่ 12-1 แสดงลักษณะของพื้นผิวท่ีมีความคอดท�าให้ภาพที่
ได้มีความผิดพลาด

Figure 12-1 Undercut area can result in picture distortion
รูปที่ 12-2 แสดงลักษณะของพื้นผิวที่พบจากกล้อง จุลทรรศน์

ที่ไม่สามารถแสดงความคอดของวัตถุ
Figure 12-2 Microscope can not detect undercut area

รูปที่ 12-1

Figure 12-1
รูปที่ 12-2

Figure 12-2

รูปที่ 13 แสดงภาพกล้องจุลทรรศน์ชนิดอิเล็คตรอนส่องกราด
Figure 13 Scanning electron microscope
(Modified from www.jeol.co.jp[URL of homepage on the Internet] 
Tokyo: JEOL Ltd.;1996-2017. Available from: HYPERLINK 
“http://www.jeol.co.jp/en/science/sem.html”http://www.jeol.
co.jp/en/science/sem.html(22))

ผิวไทเทเนียมบนรากเทียม(25)

 เนือ่งจากกล้องจลุทรรศน์อเิลค็ตรอนส่องกราดอาศยัล�า

อิเล็คตรอนในการสร้างภาพ จึงต้องมีการเตรียมชิ้นงานแบบ

พิเศษยุ่งยากและซับซ้อนกว่ากล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง จึง

อธิบายเพิ่มเติมโดยสังเขปดังนี้

 ในการน�าชิ้นตัวอย่างมาส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็ค-

ตรอนส่องกราดจะต้องผ่านขั้นตอนการเตรียมชิ้นงานด้วย

วิธีการพิเศษหลัก 3 ขั้นตอน คือการคงสภาพช้ินตัวอย่าง  

(fixation) การก�าจัดน�้า (dehydration) การเคลือบพื้นผิว

ของชิ้นงาน (coating) 

 กำรคงสภำพชิ้นงำน	(fixation)
 วัตถุประสงค์ของการคงสภาพช้ินตัวอย่างท�าขึ้นเพ่ือ

รกัษารปูร่างและรายละเอยีดของสิง่ทีต้่องการศกึษาให้เหมอืน

จรงิทีส่ดุ เนือ่งจากเม่ือมกีารดงึน�า้ออกจะท�าให้เกดิการเปลีย่น

สภาพของชิน้ตวัอย่างจงึต้องท�าการคงสภาพชิน้งานให้เหมอืน

สภาพก่อนการสญูเสยีน�า้ โดยใช้สารกลตูาราลดไีฮด์ (glutar-
aldehyde) และออสเมียมเททรอกไซด์ (osmium tetrox-
ide) โดยสารที่นิยมมากที่สุดคือกลูตาราลดีไฮด์

 อย่างไรก็ตามล�าดับในการเตรียมชิ้นงานในขั้นตอนคง

สภาพกับดึงน�้าน้ันขึ้นอยู่กับคุณสมบัติของชิ้นตัวอย่างและ 

ข้อมลูทีต้่องการศกึษา เช่น หากต้องการศกึษาโครงสร้างของ

แมลงวันจะต้องท�าการคงสภาพช้ินตัวอย่างก่อนดึงน�้าเพื่อคง
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รูปที่ 14 แสดงหลักการของกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่อง
กราด

Figure 14 Principle of scanning electron microscope
(Modified from www.ammrf.org.au [URL of homepage on the 
internet]. Sydney: Australian Centre for Microscopy & Micro-
analysis. Available from: HYPERLINK “http://www.ammrf.org.
au/myscope/sem/practice/principles/layout.php”http://www.
ammrf.org.au/myscope/sem/practice/principles/layout.php(26))

รูปที่ 15 แสดงขั้นตอนการท�าซีเรียลดีไฮเดรชัน
Figure 15 Serial dehydration

สภาพให้ สมบูรณ์ที่สุด แต่หากต้องการศึกษารอยต่อระหว่าง

เรซินกับเนื้อฟันสามารถท�าการดึงน�้าก่อนได้ เนื่องจากส่วน

เนื้อฟันได้ถูกคงสภาพไว้ด้วยเรซินแล้ว การท�าการดึงน�้าก่อน

จึงไม่มีผลต่อโครงสร้างของเนื้อฟัน 

 

 กำรดึงน�้ำออกจำกชิ้นตัวอย่ำง	(dehydration)
 หลังจากที่ท�าการคงสภาพชิ้นตัวอย่างจะต้องน�าช้ิน

ตัวอย่างมาก�าจัดโมเลกุลน�้าออก เนื่องจากโมเลกุลของ

น�้าจะรบกวนการสร้างภาพท�าให้ได้ภาพที่ไม่ชัด ดังนั้นจึง

ต้องก�าจัดน�้าที่ตกค้างในชิ้นงานที่ต้องการทดลอง โดยการ

ดึงน�้าสามารถท�าได้สองวิธีคือซีเรียลดีไฮเดรชัน (serial  
dehydration) กับคริติคอลพอยท์ไดรเออร์ (critical point 
dryer) 

 ซีเรียลดีไฮเดรชัน  

 เป็นวธิกีารก�าจดัน�า้ด้วยสารเคมเีช่น แอลกอฮอล์ (alco-
hol) หรอือะซีโตน (acetone) โดยวธีิการท�าคอืน�าตวัอย่างแช่

ในสารเคมีเหล่าน้ี โดยเร่ิมจากความเข้มข้นต�า่ไปหาความเข้ม

ข้นทีส่งูขึน้ ซึง่วธิกีารนีม้กัท�าให้เกดิการหดตวัของชิน้ตวัอย่าง 

เนื่องจากท�าให้เกิดพลาสโมไลซิส (plasmolysis) รวมถึง

ส่วนประกอบของชิ้นตัวอย่างบางชนิดที่สามารถละลายใน

แอลกอฮอล์หรืออะซีโตน (รูปที่ 15)

 คริติคอลพอยท์ไดรเออร์

 วิธีก�าจัดน�้าอีกวิธีคือการใช้เครื่องคริติคอลพอยท์ไดร-

เออร์ โดยเป็นระบบการก�าจัดน�้าออกจากชิ้นตัวอย่างซึ่งจะ

ท�าการแทนที่น�้าด้วยคาร์บอนไดออกไซด์เหลว (liquid car-
bon dioxide) ที่มีจุดวิกฤติของการเปลี่ยนวัฏภาค (critical 
point) ที ่31 องศาเซลเซยีส ซึง่เมือ่คาร์บอนไดออกไซด์เหลว

เจอกบัอุณภมูวิกิฤตจิะเปลีย่นสถานะเป็นก๊าซ และระเหยออก

จากชิน้งานจนหมดท�าให้ชิน้ตวัอย่างมกีารหดตวัน้อยกว่า เกดิ

ความเสยีหายน้อยกว่าวธีิซเีรยีลดไีฮเดรชันแต่ต้องใช้เครือ่งมอื

เฉพาะ

	 กำรเคลือบผิวของชิ้นตัวอย่ำง (coating)
 ขั้นตอนสุดท้ายคือการเคลือบผิวช้ินตัวอย่างด้วยเครื่อง

เคลือบสปัตเตอร์ (sputter coater module) เพื่อเพิ่มความ

สามารถในการสะท้อนอิเล็คตรอน โดยท่ีความหนาของสาร

เคลอืบผวิจะขึน้อยูก่บัลกัษณะข้อมลูทีต้่องการศกึษา เช่น หาก

ต้องการศึกษาโครงสร้างโดยรวมจะต้องท�าการเคลือบสารให้

หนากว่ากรณีท่ีต้องการศึกษาส่วนประกอบท่ีเฉพาะเจาะจงมี

ความละเอียดมากกว่า

 สารที่น�ามาเคลือบผิวนั้นจะขึ้นอยู่กับข้อมูลที่ต้องการ

ศึกษา เช่น การวิเคราะห์ปริมาณธาตุมักจะใช้สารเคลือบผิว

ชนิดคาร์บอน แต่กรณีท่ีต้องการศึกษาลักษณะทางกายภาพ

ซึ่งต้องการภาพที่มีความคมชัดสูงมักจะใช้สารเคลือบชนิด

โลหะ นอกจากนี้ความหนาของสารเคลือบผิวมีผลต่อภาพที่

ออกมา เช่น การเคลือบทองที่บางเกินไปจะท�าให้ได้ภาพที่มี

รายละเอยีดทีไ่ม่ชดัเจนทัง้ภาพเนือ่งจากท�าให้ความเปรยีบต่าง

ของภาพสูงเกินไป (25,26) 

 กล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนให้ความละเอียดของชิ้น

ตวัอย่างได้มากเนือ่งจากก�าลังขยายทีส่งูถงึ 50-10000 เท่า(27)  

และการแยกความละเอียดของภาพท่ีระดับ 50-100 นาโน-

เมตร โดยที่การควบคุมใช้งานง่ายสามารถน�าข้อมูลไป
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วิเคราะห์ได้เร็วหากสร้างเป็นไฟล์ดิจิตอล อย่างไรก็ตาม

เนื่องจากเป็นการตรวจดูบริเวณพื้นผิวของชิ้นตัวอย่างเท่านั้น 

จึงท�าให้การใช้งานจะจ�ากัดอยู่ที่บริเวณพื้นผิว เช่น การตรวจ

ดชูัน้เสมยีร์ (smear layer) หรือการดูรูเปิดของท่อเนือ้ฟัน(21)

	 เครื่องมือวิเครำะห์ธำตุและสำรประกอบ	(energy dis-
persive spectroscopy on the SEM)
 นอกจากการตรวจสอบพื้นผิวกล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้

ยังสามารถวิเคราะห์ข้อมูลปริมาณธาตุเชิงสัมพัทธ์ที่แสดง

ถึงองค์ประกอบทางเคมีของชิ้นตัวอย่างได้ โดยใช้อุปกรณ์

ตรวจจับในการตรวจจับรังสีเอกซ์ (x-ray) ซึ่งมีลักษณะ

เฉพาะแตกต่างกันไปในธาตุต่างชนิดกัน แล้วน�ามาวิเคราะห์

เป็นสเปกตรัมของพลังงานของธาตุแต่ละชนิดให้เป็นข้อมูลท่ี

แสดงถึงปริมาณสัดส่วนของธาตุพื้นฐานของชิ้นตัวอย่างนั้นๆ 

โดยข้อมูลจะถูกน�ามาวิเคราะห์และแปลผลออกมาเป็นกราฟ 

ซึ่งแสดงปริมาณธาตุเชิงสัมพัทธ์ของธาตุพื้นฐานบนพื้นผิวที่

ต้องการศึกษา(29,30) 

 ในงานวิจัยทางทันตกรรมที่ต้องมีการวิเคราะห์ส่วน

ประกอบทางเคมีของชิ้นตัวอย่าง ท้ังการวิเคราะห์ปริมาณ

หรือปริมาณเชิงสัมพัทธ์ของธาตุการใช้กล้อง จุลทรรศน์ชนิด

นี้ช่วยวิเคราะห์จะท�าให้ได้ผลที่รวดเร็ว แต่ยังมีข้อจ�ากัดคือ

ไม่สามารถตรวจจับธาตุที่มีเลขอะตอมต�า่กว่าธาตุโซเดียมได้ 

รวมถึงการซ้อนทับกันของเสปกตรัมของพลังงานท่ีใกล้เคียง

กันอาจท�าให้ค่าที่ได้ไม่ถูกต้อง(31) 

 2. กล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องผ่าน (TEM;-
transmission electron microscope) 
 การตรวจสอบองค์ประกอบภายในของช้ินตวัอย่างนัน้ ไม่

สามารถท�าได้ผ่านกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราด 

จึงมีการผลิตกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องผ่านขึ้น 

โดยกล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้ใช้การเตรียมตัวอย่างแบบพิเศษ

เพื่อให้ตัวอย่างบางและใช้ล�าอนุภาคอิเล็คตรอนส่องผ่าน (รูป

ที่ 16) เมื่อล�าอิเล็คตรอนส่องผ่านจะมีตัวรับอยู่ตรงข้ามกับ

แหล่งก�าเนิดอิเล็คตรอนเพื่อให้เห็นองค์ประกอบภายใน ซ่ึง

รายละเอียดของภาพจะข้ึนกับความการสะท้อนและกระเจิง

ล�าอิเล็คตรอนของชิ้นตัวอย่าง โดยต�าแหน่งที่อิเล็คตรอนไม่

สามารถผ่านได้จะปรากฏเป็นสีด�า และบริเวณที่อิเล็คตรอน

ผ่านได้จะเป็นสีขาว เช่น เยื้อหุ้มเซลล์ ผนังเซลล์ เป็นต้น 

ซึ่งลักษณะของภาพนี้ช ่วยแก้ไขข้อจ�ากัดของกล้องจุล- 

ทรรศน์อเิลค็ตรอนส่องกราดทีส่ามารถศกึษาได้เฉพาะบรเิวณ

พื้นผิวของชิ้นตัวอย่างเท่านั้นโดยกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอน

แบบส่องผ่านสามารถให้ก�าลังขยายและรายละเอียดได้คล้าย

กับกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราด แต่แตกต่าง

กนัเพยีงล�าอเิลค็ตรอนสามารถทะลผุ่านชิน้ตวัอย่างได้ ให้ราย

ละเอียดสูงที่สุดที่ประมาณ 0.1 นาโนเมตร(33) 

	 ควำมแตกต่ำงของ	กล้องจลุทรรศน์อเิลค็ตรอนแบบส่อง

กรำดกับส่องผ่ำน	

 หลกัการท�างานของกล้องจุลทรรศน์อิเลค็ตรอนแบบส่อง

กราดจะตรวจจับอิเล็คตรอนที่กระเจิงหรือสะท้อนมาจากผิว

ของชิ้นตัวอย่าง ตัวรับที่ตรวจจับอิเล็คตรอนจึงอยู่ด้านเดียว

กับแหล่งก�าเนิดอิเล็คตรอน ซ่ึงการสะท้อนนี้ท�าให้ได้ภาพ

ของพื้นผิวตรงข้ามกับกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่อง

ผ่าน ที่จะตรวจวัดอิเล็คตรอนที่ผ่านชิ้นตัวอย่างออกมาท�าให้

แสดงลกัษณะและองค์ประกอบภายในของชิน้ตวัอย่าง อย่างไร

กต็ามกล้องจลุทรรศน์อเิล็คตรอนทัง้สองแบบสามารถให้ก�าลงั

ขยายและรายละเอียดได้สูงกว่ากล้องจุลทรรศน์แบบแสง  

(รูปที่ 17)

รูปที่ 16 แสดงหลกัการท�างานของกล้องจลุทรรศน์อเิลค็ตรอนแบบ
ส่องผ่าน

Figure 16 Transmission electron microscope
(Modified from www.hk-phy.org [URL of homepage on the inter-
net]. Hongkong: Department of Physics, The Chinese University 
of Hong Kong. Availble from: HYPERLINK “http://www.hk-phy.
org/atomic_world/tem/tem02_e.html”http://www.hk-phy.org/
atomic_world/tem/tem02_e.html(32))
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 กำรเตรียมชิ้นตัวอย่ำงส�ำหรับกล้องจุลทรรศน์อิเล็ค-

ตรอนแบบส่องผ่ำน	

 การเตรยีมช้ินตวัอย่างจะต้องมกีารตัดเตรียมชิน้ตวัอย่าง 

(sections of embedded material) ซ่ึงจะมีการเตรียม

ตัวอย่างโดยการคงสภาพและดึงน�้าออกจากตัวอย่างเหมือน

กับการเตรียมตัวอย่างส�าหรับกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอน

แบบส่องกราด แต่ต่างกันท่ีจะมีการน�าชิ้นตัวอย่างไปใส่ใน

แบบพิมพ์ที่มีอีพ็อกซีเรซินซึ่งจะแข็งตัวหลังจากท้ิงไว้ จาก

นั้นแท่งอิพ็อกซีที่มีชิ้นตัวอย่างฝังอยู่จะถูกน�ามาตัดแต่งให้ได้

รูปร่างเหมือนกับชิ้นตัวอย่าง เมื่อท�าการตัดแต่งเสร็จจะต้อง

ท�าให้ชิ้นตัวอย่างมีความบางชิ้นละ 50-100 นาโนเมตรเพื่อ

ให้ ล�าอิเล็คตรอนผ่านได้ เครื่องตัดจะมีใบมีดที่ใช้ตัด 2 แบบ 

ได้แก่ ใบมีดเพชร ที่มักใช้ตัดตัวอย่างที่ไม่แข็งมาก เช่น เนื้อ

ฟัน และใบมีดเลเซอร์ที่สามารถใช้ตัดตัวอย่างได้ทุกชนิดแต่

ราคาค่าตัดต่อชิ้นสูงมาก จากนั้นชิ้นตัวอย่างจะถูกย้อมด้วย

โลหะหนกั เช่น ยเูรเนยีม ตะกัว่ ทีส่ามารถกระเจงิอเิล็คตรอน

ได้ดแีละช่วยปรบัความเปรียบต่างของภาพท่ีออกมาก่อนน�าไป

ศึกษาต่อ(34)

 จดุเด่นของกล้องจลุทรรศน์ชนดินีคื้อภาพท่ีมีรายละเอียด

และก�าลงัขยายสงูถงึ 620,000 เท่า สามารถแยกสองต�าแหน่ง

ที่ห่างจากกันได้มากกว่า 1 นาโนเมตร และสามารถให้ราย

ละเอียดภายในรวมถึงโครงสร้างผลึกของชิ้นตัวอย่างที่ศึกษา 

ซึ่งจะท�าให้ได้ข้อมูลถึงความสมมาตรและการเรียงตัวของ

วัสดุได้ ดังนั้นจึงมีการใช้ ในการตรวจสอบลักษณะความล้ม

เหลวของสารยึดติดอย่างละเอียดได้ ดังเช่นในงานวิจัยของ 

Hashimoto และคณะในปี 2003(35) รวมถึงการดูเซลล์หรือ

รูปที่ 17 แสดงหลักการท�างานท่ีแตกต่างกันของกล้องจุลทรรศน์-

อิเล็คตรอนแบบส่องผ่านกับแบบส่องกราด
Figure 17 Difference between SEM and TEM

เส้นใยคอลลาเจนในการศึกษาของ Basinis และคณะในปี 

2016(36)

 อย่างไรก็ตามการประมวลผลภาพที่ได ้จากกล้อง 

จุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องผ่านจะเป็นลักษณะภาพ 2 มิติ 

ซึ่งไม่มีข้อมูลในความลึก รวมถึงล�าอิเล็คตรอนอาจก่อให้

เกิดความเสียหายต่อชิ้นตัวอย่างที่น�ามาศึกษาได้ เนื่องจาก

ความร้อนและกระบวนการไอออไนเซชั่นเรดิโอไลซิส (ioni- 
zation radiolysis) โดยเฉพาะตัวอย่างจ�าพวกพอลิเมอร์

และเซรามิกส์ ข้อด้อยอีกประการคือการเตรียมชิ้นตัวอย่างมี

กระบวนการที่ค่อนข้างยุ่งยาก ต้องมีความบางน้อยกว่า 100 

นาโนเมตร และกล้องจลุทรรศน์อเิลค็ตรอนแบบส่องผ่านต้อง

ท�างานในภาวะสุญญากาศท�าให้ไม่สามารถศึกษาช้ินตัวอย่าง

ที่มีชีวิตได้(34)

 กล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม	 (atomic force micro-
scope)
 ในปัจจุบันความสามารถในการขยายภาพของกล้อง 

จุลทรรศน์อิเล็คตรอนที่ 620,000 เท่านั้น(33) พบว่าความ

ละเอียดไม่เพียงพอในการศึกษารายละเอียดของพื้นผิวระดับ

นาโนเมตรได้ จงึท�าให้มกีารพฒันากล้องจลุทรรศน์แรงอะตอม

ซึง่มกี�าลงัขยายสงูขึน้และสามารถบอกความตืน้ลึกของพืน้ผวิ

ได้ โดยอาศัยหลักการของการท�าให้เกิดภาพของผิววัสดุโดย

การวัดแรงกระท�าระหว่างผิววัสดุกับตัวตรวจวัดท่ีท�าจากเข็ม

ขนาดเล็กใช้เคลื่อนไปตามบริเวณต่างๆ ของพื้นผิววัสดุ โดย

ตวัเขม็ตรวจวดัจะถกูควบคมุโดยเครือ่งสแกนพเีอโซอเิลก็ทรกิ 

(piezoelectric scanner) ซ่ึงสภาพผวิทีแ่ตกต่างกนัไปจะก่อ

ให้เกดิการเปลีย่นแปลงกบัระดบัเขม็ตรวจแตกต่างกนั ตวัคาน

ทีม่เีขม็เกาะตดิจะมีการโค้งงอเกดิขึน้ ซึง่ถกูตรวจวดัโดยตัวรบั

ภาพ (photo detector) ท�าให้ได้ภาพออกมาสอดคล้องกับ

สภาพพื้นผิวในแต่ละบริเวณที่เข็มวิ่งผ่าน การโค้งงอของคาน

ที่มีเข็มเกาะอยู่นั้นเกิดขึ้นเมื่อมีแรงกระท�าระหว่างอะตอม ซึ่ง

จะเป็นแรงดึงดูดหรือแรงผลักข้ึนอยู่กับระยะห่างระหว่างเข็ม

ปลายแหลม ดังนั้นภาพที่สร้างออกมาจะเป็นภาพเสมือนที่

สร้างจากการขยับขึ้นลงของคาน(37) (รูปที่ 18) 

 โดยทัว่ไปปลายของเขม็จะถกูสร้างจากซิลกิอน (silicon) 
แต่สามารถใช้แก้วโบโรซิลิเกตและซิลิคอนไนเตรตทดแทน 

โดยบริเวณปลายของเข็มจะถูกเคลือบไว้ด้วยสารเพื่อใช้ ใน

วัตถุประสงค์ที่ต่างกันเช่น ทอง ใช้เพื่อตรวจสอบพันธะโค
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วาเลนต์ของโมเลกุลชีวะและตรวจสอบปฏิสัมพันธ์กับพื้นผิว 

เพชร ใช้เพิม่การคงทนต่อความสกึ และแม่เหลก็ ใช้เพือ่ตรวจ

สอบคุณสมบัติในการเป็นแม่เหล็กของพื้นผิว

 ในการทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอมจะ

สามารถศึกษาได้อย่างน้อย 3 รูปแบบที่ส�าคัญคือ

 - มีการสัมผัส (contact mode)
 - ไม่มีการสัมผัส (non contact mode)
 - การตรวจแบบแตะ (tapping mode)(39)

 กำรทดสอบกล้องจลุทรรศน์แรงอะตอมแบบมกีำรสมัผสั

 เป็นการวัดรูปทรงของสภาพผิวชิ้นงาน (topography) 
โดยการขยับให้เข็มไถล (slide) ไปบนผิวงานซึ่งจะท�าให้เกิด

แรงผลักขึน้เนือ่งจากเข็มกบัผวิงานจะอยูใ่กล้กนัประมาณ 1-2 

องัสตรอม (angstrom) แรงผลกัดงักล่าวนีจ้ะเปลีย่นแปลงไป

ตามรูปทรงของผิวงานท�าให้มีการโค้งงอของคาน และขนาด

ของการเปลี่ยนแปลงสอดคล้องเป็นไปตามลักษณะรูปทรง

ของผิวงาน 

 ข้อเสียของการทดสอบแบบมีการสัมผัสคือการลากเข็ม

ตรวจวัดเคลื่อนท่ีไถลข้ามไปยังบริเวณต่างๆ บนผิวงานจะ

ท�าให้เกิดต�าหนิและความเสียหายแก่ผิวงาน(40)

 กำรทดสอบกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอมแบบไม่มีกำร

สัมผัส

 เนื่องจากข้อเสียของการสัมผัสพื้นผิวจึงได ้มีการ

พัฒนาเทคนิคแบบไม่สัมผัสข้ึน โดยปลายเข็มจะถูกยกขึ้น

มาให้มีระยะห่างเหนือผิวงานสูงมากขึ้นคือประมาณ 10-

100 อังสตรอม จึงไม่มีปัญหาเร่ืองการท�าลายผิวของชิ้น

ตัวอย่าง โดยในกรณีนี้แรงกระท�าระหว่างตัวคานกับพื้นผิวจะ

เป็นลักษณะแรงดึงดูดซ่ึงจะเปลี่ยนแปลงไปตามรูปทรงของ

สภาพผิวชิ้นตัวอย่าง เช่นเดียวกันแรงดึงดูดประเภทแรงแวน

เดอร์วาลส์ (van der waals) ที่เกิดขึ้นระหว่างปลายเข็มกับ

พื้นผิว ในกรณีนี้จะเป็นแรงที่อ่อนกว่าเมื่อเทียบกับแรงผลักที่

เกิดขึน้ในกรณท่ีีมีการสมัผสัปกตอิยูท่ี่ประมาณ 10-12 นวิตนั 

ดงันัน้สญัญาณการเปลีย่นแปลงจงึอาจจะไว (sensitive) ต่อ

สิ่งแปลกปลอมที่อยู่บนผิวงาน เช่น หยดน�้าที่เกาะอยู่บนผิว

ท�าให้ได้ภาพที่ผิดไป(39) (รูปที่ 19)

 กำรทดสอบกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอมแบบแตะ 

 เป็นเทคนิคที่รวมเอาลักษณะของการวัดทั้งในแบบที่มี

และไม่มีการสัมผัสเข้าด้วยกัน กล่าวคือยังคงให้มีการสัมผัส

กนัระหว่างเขม็กบัผวิงานในระยะทีใ่กล้กนัมากเหมอืนกบักรณี

ที่มีการสัมผัสเพื่อให้เกิดภาพที่ชัดเจน ในขณะเดียวกันก็ยังมี

การสั่นหรือขยับเข็มปลายแหลมให้เคลื่อนที่ขึ้นลงไปพร้อม

กับการเคลื่อนท่ีสแกนไปยังบริเวณผิวงาน ท�าให้ไม่เกิดการ

เปลี่ยนแปลงของพื้นผิวหลังการทดสอบ(40) 

รูปที่ 18 แสดงหลักการท�างานของกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม
Figure 18 Principle of atomic force microscope
(Modified from physik.uni-greifswald.de [URL of homepage on 
the internet].Griefswald: Universtat Griefswald. Available from:
HYPERLINK “https://physik.uni-greifswald.de/en/biophys-
ics-and-soft-matter-prof-christiane-helm/methods/afm-atom-
ic-force-microscope”https://physik.uni-greifswald.de/en/
biophysics-and-soft-matter-prof-christiane-helm/methods/
afm-atomic-force-microscope/(38))

รูปที่ 19 อธิบายการเคลื่อนผ่านหยดน�้าของกล้อง จุลทรรศน์แรง
อะตอมแบบไม่มกีารสมัผสัเปรยีบเทยีบกบัแบบมกีารสมัผสั

Figure 19 Illustrates difference between contact mode and 
non-contact mode passing through water droplet

(Modified from www.eng.utah.edu[URL of homepage on the 
internet]. Salt Lake City: College of Engineering, University 
of Utah Availble from:HYPERLINK “http://www.eng.utah.
edu/~lzang/images/Lecture_10_AFM.pdf”http://www.eng.utah.
edu/~lzang/images/Lecture_10_AFM.pdf(41))
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 เนื่องจากการเคลื่อนที่ของปลายเข็มไปตามพื้นผิววัสดุ 

ท�าให้สามารถใช้กล้องจลุทรรศน์ชนดินีต้รวจสอบความหยาบ

ของพื้นผิววัสดุได้ ในระดับที่ละเอียดกว่ากล้องจุลทรรศน ์

อิเล็คตรอน รวมถึงสามารถตรวจสอบบริเวณท่อเปิดของ 

เนือ้ฟันในระดับละเอยีด สามารถแยกแยะผวิของเนือ้ฟันทีเ่ป็น

แร่ธาตุกับอินทรียสารได้ท้ังในสภาพของเหลวและอุณหภูมิ

ที่ต่างกันได้ เพื่อให้สามารถวิเคราะห์ภาพของผิวงานที่ใกล้

เคียงกับสภาพการใช้งานจริงตามธรรมชาติได้ ดังเช่นในงาน

วิจัยของ Sharma และคณะ ในปี 2010 ซึ่งเป็นการศึกษา

องค์ประกอบของฟันในระดับนาโนเมตร และงานวิจัยของ 

Zuryati และคณะในปี 2013 ซึ่งศึกษาความขรุขระของ พื้น

ผิววัสดุเรซินคอมโพสิทหลังผ่านการฟอกสีฟัน (bleaching) 
ในระดับนาโนเมตรเช่นกัน(42,43)

 ถึงแม้กล้องจุลทรรศน์ชนดินีจ้ะสามารถตรวจชิน้ตัวอย่าง

ขนาดเล็กได้แต่สามารถตรวจสอบความต่างระดับพ้ืนผิวได้

ไม่เกิน 10-20 ไมโครเมตร และพื้นที่ผิว ไม่เกิน 150x150 

ไมโครเมตร รวมถึงการตรวจสอบท�าได้ช้า(39) 

 ออพติคัลโคฮีเรนซ์โทโมกรำฟี (optical coherence 
tomography)
 ในการเตรียมตัวอย่างเพื่อทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์

ชนิดต่างๆ จะพบว่าส่วนใหญ่ต้องเตรียมชิ้นตัวอย่างก่อน

ท�าให้สภาพของชิ้นตัวอย่างเปลี่ยนแปลงหรือผิดรูปไป

จากสภาวะปกติ ท�าให้มีการพัฒนากล้องจุลทรรศน์ชนิด

ออพติคอลโคฮีเรนซ์โทโมกราฟี โดยอาศัยการถ่ายภาพ

ตัดขวางด้วยแสงอินฟราเรดช่วงสั้น (near infrared) ซึ่ง

นอกจากความสามารถในการถ่ายภาพตัดขวางโดยไม่

ต้องท�าลาย วัตถุตัวอย่าง (non-destructive) แล้วยังไม่

ก่อให้เกิดอันตรายหรือผลข้างเคียงใดๆ ต่อเซลล์ของสิ่งมี

ชีวิต (non-invasive) ลักษณะคล้ายการท�าอัลตร้าซาวด์  

(ultrasound) แต่ใช้คลืน่แสงแทนคลืน่เสยีง กล้องจลุทรรศน์

ชนิดนี้สามารถให้ความละเอียดในการถ่ายภาพสูงในระดับ

ไมโครเมตรและแสดงภาพออกมาแบบปัจจุบัน อีกทั้งยัง

สามารถเรียกได้ว่าเป็นออพติคัลไบออพซี (optical biopsy)  
คือการตรวจดูชิ้นเนื้อเยื่อโดยไม่ต้องตัดหรือผ่านข้ันตอน

การเตรียมชิ้นตัวอย่างเหมือนวิธีทางจุลพยาธิวิทยา (histo- 
pathology)(45,46) ในปัจจุบันออพติคัลโคฮีเรนซ์โทโมกราฟี 

(รปูที ่20) ได้ถกูพฒันาและได้ถูกน�าไปประยกุต์ใช้ในการตรวจ

รูปที่ 20 แสดงภาพของเครื่องออพติคัลโคฮีเรนซ์โทโมกราฟี
Figure 20 Optical coherence tomography
(Modified from santec.com [URL on the Internet] Aichi: Santec 
Corporation. Available from HYPERLINK “http://www.santec.
com/jp/wp-content/uploads/IVS-300-C-E-v1.41503.pdf”http://
www.santec.com/jp/wp-content/uploads/IVS-300-C-E-v1.41503.
pdf(44))

วินิจฉัยทางทันตกรรม โดยเมื่อเปรียบเทียบระหว่างการถ่าย

ภาพรังสีและออพติคัลโคฮีเรนซ์โทโมกราฟี พบว่าออพติคัล

โคฮเีรนซ์โทโมกราฟีจะให้ภาพทีม่คีวามละเอยีดมากกว่ามกีาร

แสดงผลออกมาเป็นภาพแบบปัจจุบันซึ่งมีการพัฒนาออกมา

เป็นภาพสามมิติด้วย(47)

 หลักการท�างานพ้ืนฐานของกล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้เริ่ม

จาก แสงบรอดแบรนด์เลเซอร์ (broadband laser) จะถูก

ล�าเลยีงเข้าสูร่ะบบการแทรกสอดของแสง (interferometer) 
แล้วแสงจากแหล่งก�าเนิดจะถูกแบ่งออกเป็นสองส่วน ส่วน

แรกเป็นแสงอ้างอิง (reference beam) ซึ่งจะถูกสะท้อน

กลับด้วยกระจก (reference mirror) และล�าเลียงต่อไปยัง

อุปกรณ์ตรวจวัดความเข้มแสง (photodetector) แสงส่วน

ที่สองจะถูกโฟกัสด้วยเลนส์ไปยังตัวอย่างท่ีต้องการถ่ายภาพ 

ซึง่เลนส์ตวัเดยีวกนันีก้จ็ะท�าหน้าทีใ่นการรบัสญัญาณทีส่ะท้อน

กลับมาจากตัวอย่าง (backscattering light) ซ่ึงเกิดจาก

ความไม่สม�่าเสมอของค่าดัชนีหักเหของแสงท่ีต�าแหน่งต่างๆ 

ในชิ้นตัวอย่าง (refractive index variation) แสงสะท้อน

จากตัวอย่างจะถูกแทรกสอดกับแสงอ้างอิง โดยการเล่ือน

ต�าแหน่งของกระจกในแขนอ้างอิง (reference arm) เป็น

ระยะทางที่ต้องการวัดภาพตัดขวางของตัวอย่าง จะสร้างจาก 

แอมปลจิดูทีแ่ตกต่างกนัของการสะท้อนทีค่วามลกึต่างๆ จาก

ผิวของตัวอย่าง(47,48,49) (รูปที่ 21) 

 ภาพที่ออกมาจากกล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้จะเป็นภาพ

ปัจจุบันท�าให้ช่วยในแง่งานการรักษา เช่น สามารถใช้ในการ

ตรวจรอยร้าวของฟัน โดยสามารถตรวจได้ถึงความลึกของ
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รอยร้าว รอยรัว่ของวสัดอุดุ ต�าแหน่งท่ีมกีารทะลโุพรงประสาท

ฟัน การเกิด การสูญเสียแร่ธาตุ (demineralize) (รูปที่ 22) 

หนิน�า้ลายใต้เหงอืก และมะเรง็ในช่องปาก โดยจะพบตวัอย่าง

การใช้งานจากในงานวิจัยของ Baumgartner และคณะในปี 

2000(49)

 ข้อจ�ากัดของกล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้ คือการสแกนจะ

ท�าเป็นแนวเส้นท�าให้การจะเห็นรอยโรคทั้งหมดต้องใช้หลาย

ร้อยหรือหลายพันภาพมารวมกันจึงจะเห็นครบ รวมถึงความ

ลึกของการสแกนต�่าในระยะ 3-4 มม. ถ้าท�าการตรวจชิ้นงาน

ที่เป็นฟันเน่ืองจากความสามารถในการผ่านของแสงในวัตถุ

ต่างๆ ท�าให้เป็นข้อจ�ากัดส�าหรับการใช้งานทางคลินิก(49)

สรุป
 ในการเลอืกใช้อปุกรณ์ส�าหรับการตรวจสอบลกัษณะทาง

กายภาพ ผู้ ใช้ควรมีความเข้าใจในหลักการท�างาน วิธีการใช้

งานข้อดีข้อเสียต่างๆ และข้อจ�ากัดร่วมกับการพิจารณาถึง

วัตถุประสงค์ของการทดลองเพื่อให้ได้ผลการทดลองที่ตอบ

สนองต่อค�าถามงานวิจัย โดยสิ่งที่ต้องค�านึงถึงได้แก่ข้อมูลที่

ต้องการจากการทดลอง ลกัษณะและชนดิของชิน้งานทีท่ดลอง 

ความละเอยีดของภาพก�าลงัขยาย ความสามารถในการเตรยีม

ชิน้งาน ซึง่เป็นอีกข้ันตอนท่ีมคีวามส�าคญัเพราะผลการทดลอง

ที่ดีน้ันควรผ่านข้ันตอนการวิเคราะห์ผลท่ีถูกต้องเหมาะสม 

รูปที่ 21 แสดงหลักการท�างานของออพติคัลโคฮีเรนซ์โทโมกราฟี
Figure 21 Principle of optical coherence tomography
(Modified from Hsieh YS, Ho YC, Lee SY et al.Review Dental  
Optical Coherence Tomography. Sensors 2013; 13: 8928–
8949(47))

รูปที่ 22 แสดงตัวอย่างชั้นเคลือบฟัน (ด้านขวาของภาพ) จากการ
ตรวจชิ้นตัวอย่างด้วยออพติคัลโดฮีเรนซ์โทโมกราฟี

Figure 22 Enamel observed in optical coherence tomography
(From Hsieh YS, Ho YC, Lee SY et al.Review Dental Optical 
Coherence Tomography. Sensors 2013; 13: 8928–8949 with 
permission(47))

และมาจากชิ้นงานตัวอย่างที่ผ่านการเตรียมอย่างถูกต้องและ

วัดผลด้วยเครื่องมือที่เหมาะสมเที่ยงตรง
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