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บทคัดย่อ
	 ในการทดสอบวัสดุทางทันตกรรมบูรณะเพื่อให้ได้

มาซึ่งข้อมูลคุณสมบัติของวัสดุ ต้องอาศัยเครื่องมือที่ให้

ความแม่นย�ำและมคีวามเหมาะสมตรงกบัวตัถปุระสงค์ของ

การทดสอบ ในปัจจุบันพบว่าเครื่องมือที่ใช้ ในการศึกษา

ข้อมูลเกี่ยวกับลักษณะรูปร่าง ความเรียบ รวมถึงข้อมูล

ของสารประกอบบริเวณพื้นผิวของทันตวัสดุมีการพัฒนา

ไปมาก ท�ำให้สามารถทดสอบลักษณะต่างๆ ของวัตถุได้

หลากหลายกว่าในอดตี ผูท้�ำการทดลองควรมคีวามเข้าใจใน

คุณสมบติั วธีิการใช้งาน ทราบถงึข้อด ีข้อเสยีของเครือ่งมอื

ทีใ่ช้ทดสอบและข้อจ�ำกดัของเคร่ืองมือ จงึจะสามารถเลอืก

Abstract
	 In dental material research, precise and  
reliable investigation 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 capability, 
indications, advantages and disadvantages of the 
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บทน�ำ	
	 ปัจจุบันเทคโนโลยีในงานทันตกรรมได้มีการพัฒนาไป

อย่างรวดเร็ว เกิดการพัฒนาการผลิตทันตวัสดุให้มีประสิทธิ-

ภาพทางคลินิก และมีทันตวัสดุถูกคิดค้นออกมาใหม่อย่างต่อ

เนื่อง เป็นเหตุให้เกิดการวิจัยทดสอบวัสดุที่มีความซับซ้อน

มากขึ้น ดังนั้นการทดลองและทดสอบวัสดุจึงมีความจ�ำเป็น

ท่ีจะต้องเลือกใช้เครื่องมือในการทดลองที่มีความแม่นย�ำ มี

ความสามารถและประสิทธภิาพตอบสนองกบัวสัดทุีถ่กูคดิค้น

ใหม่และค�ำถามงานวิจัยได้

	 การทดสอบคุณสมบัติของทันตวัสดุแบ่งเป็น 2 กลุ่ม

ใหญ่คือ การทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพและการทดสอบ

คุณสมบัติทางเคมี สมบัติทางกายภาพคือคุณสมบัติของสาร

ที่สังเกตได้จากภายนอก ลักษณะทางกายภาพสามารถถูก

ทดสอบได้โดยใช้การทดสอบแรงเฉือน การทดสอบแรงดึง 

การทดสอบความแข็งผิวรวมถึงการศึกษาพื้นผิวและรูปร่าง

ของวัสดุเป็นต้น สมบัติทางเคมีจะมีความเกี่ยวข้องกับการ

มีปฏิสัมพันธ์ หรือการเปลี่ยนแปลงทางอิเล็คตรอนของวัสดุ 

เช่น คุณสมบติัในการน�ำไฟฟ้า คณุสมบตักิารเป็นแม่เหลก็(1,2) 

	 การตรวจสอบพื้นผิวและรูปร่างของวัสดุทางทันตกรรม

เป็นการทดสอบหนึ่งที่สามารถบอกคุณสมบัติของวัสดุเหล่า

นั้นได้ เช่น การตรวจสอบความขรุขระของพื้นผิว ความหนา

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

ข้อมูลของเครื่องมือที่ใช้ ในการตรวจสอบคุณสมบัติทาง

กายภาพ ในส่วนของลักษณะพื้นผิวและรูปร่างของวัสดุและ

อุปกรณ์ทางทันตกรรมบูรณะในแง่ของหลักการท�ำงาน การ

ใช้งาน รวมถึงข้อดีและข้อจ�ำกัด	

ใช้เครื่องมือเพื่อทดสอบคุณสมบัติของทันตวัสดุและฟันได้

อย่างถูกต้องตามวัตถุประสงค์ของงานวิจัยที่ได้ก�ำหนดไว้ 

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

	 การตรวจสอบลกัษณะทางกายภาพของวสัดทุางทันตกรรม 

	 ในการตรวจสอบพื้นผิวและรูปร่างของทันตวัสดุนั้นต้อง

อาศัยภาพท่ีมีความละเอียดสูง แต่ความสามารถในการมอง

เห็นของตามนุษย์มีจ�ำกัด ท�ำให้การตรวจสอบพื้นผิวและรูป

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�ำการทดสอบวสัดทุาง

ทันตกรรม ควรมีการเลือกให้เหมาะสมตามวัตถุประสงค์ขั้น

ต้น ในการทดสอบเพื่อให้ได้ข้อมูลที่พอเพียง และต้องมีการ

วิเคราะห์ถึงข้อดีข้อเสียและความเหมาะสมของอุปรณ์ต่างๆ 

ร่วมด้วย 

	 กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง

 	 กล้องจลุทรรศน์ชนดินีใ้ช้หลกัการท�ำงานของแสงในช่วง

ความยาวคลื่นที่ตามนุษย์มองเห็นได้และเลนส์ในการขยาย

ภาพซึ่งกล้องจลุทรรศน์แตล่ะชนดิมลีกัษณะของแหล่งก�ำเนดิ

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

ใกล้วัตถุและเลนส์ ใกล้ตา วัตถุจะถูกวางบนระนาบโฟกัส 

(focal plane) และมีแหล่งก�ำเนิดแสงอยู่ด้านล่างเมื่อแสง

ผ่านวตัถุและถูกขยายภาพด้วยเลนส์ใกล้วตัถจุะเกดิการสร้าง

ภาพจริงหัวกลับท่ีมีขนาดเท่าวัตถุ ต�ำแหน่งของภาพจริงจะ

ตกที่หน้าเลนส์ใกล้ตา ภาพที่มองเห็นจากกล้องจุลทรรศน์

เป็นภาพเสมอืนทีม่ขีนาดใหญ่กว่าวตัถ ุดงันัน้แสงจะผ่านวตัถุ

และใช้หลักการสะท้อนแสงของวัตถุท�ำให้ได้ภาพเสมือนที่มี

ขนาดใหญ่ และมีลักษณะหัวกลับมีการกลับด้านซ้ายด้านขวา  

รูปที่ 2)

	 กล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้มีจุดเด่นท่ีสามารถใช้งานได้ง่าย 

รวมถึงการเตรียมช้ินตัวอย่างไม่ยุ่งยาก อย่างไรก็ตามภาพ

ที่เห็นจะเป็นภาพ 2 มิติหัวกลับท�ำให้ขาดรายละเอียดของ

ความตื้นลึก นอกจากนี้ยังมีแสงนอกโฟกัสรบกวน รวมถึง

เกดิปรากฏการณ์การเลีย้วเบนของคลืน่ (diffraction effect) 
ท�ำให้ภาพทีไ่ด้ไม่คมชัด และไม่สามารถขยายภาพได้เกนิ 1500 

เท่า	

	 ปรากฏการณ์การเลี้ยวเบนของคลื่นจะเกิดขึ้นเมื่อใช้

กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงตรวจสอบวัตถุท่ีไม่สัมผัสกัน และ

มีระยะห่างน้อยกว่าครึ่งหนึ่งของความยาวแสง คือ 0.2 

ไมโครเมตร เมื่อมองผ่านกล้องจุลทรรศน์แล้วภาพที่เกิดจาก

แสงที่สะท้อนออกมาท�ำให้ดูเหมือนว่าจุด 2 จุดนี้มีการสัมผัส

กนัท�ำให้ภาพไม่ชดัเจนและจ�ำกัดก�ำลงัขยายของกล้องในกลุม่

นี้ (รูปที่ 3)

รูปที่ 1	 แสดงภาพกล้องจุลทรรศน์เชิงซ้อน(6) 

Figure 1	 Compound microscope

รูปที่ 2	 แสดงหลักการท�ำงานของกล้องจุลทรรศน์ชนิด

เชิงซ้อน(5) 

Figure 2	 Principle of compound microscope

	 กล้องจลุทรรศน์ชนดินีม้กี�ำลงัขยายท่ีจ�ำกดั จงึสามารถใช้

ในการตรวจเซลล์ในลกัษณะของภาพวงกว้าง โดยไม่สามารถ

ดูองค์ประกอบภายในเซลล์เพิ่มเติมได้ และสามารถใช้ในการ

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

ต่อและบริเวณขอบของพื้นผิวในระดับเบ้ืองต้น หรือสามารถ

ตรวจดูรอยร้าวรอยแตกบริเวณพื้นผิวของวัสดุได้(7) (รูปที่ 4)

รูปที่ 3	 แสดงการเกดิปรากฎการณ์การเลีย้วเบนของคลืน่ 

Figure 3	 Diffraction effect
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	 2. กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงสเตอริโอ (stereo mi-
croscope)
	 เนื่องจากข้อจ�ำกัดของกล้องจุลทรรศน์เชิงซ้อน ที่ไม่

สามารถตรวจสอบความต้ืนลึกรวมถึงลักษณะแบบ 3 มิติ

ได้ จึงได้มีการพัฒนาหลักการของกล้องจุลทรรศน์แบบใช้

แสงสเตอริโอขึ้น (รูปที่ 5) โดยหลักการของกล้องจุลทรรศน์

ชนิดนี้คือ ใช้แหล่งก�ำเนิดแสงท่ีอยู่เหนือต่อชิ้นตัวอย่างและ

ใช้หลักการสะท้อนของแสงจากวัตถุ จากนั้นจะมีเลนส์ใกล้

ตา 2 ชิ้นที่รับภาพในมุมที่ต่างกัน ในการขยายภาพโดยการ

ใช้กล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้สามารถมองด้วยตา 2 ข้างท�ำให้

สามารถตรวจชิ้นตัวอย่างได้โดยไม่ต้องท�ำให้มีความบางมาก

นัก โดยกล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้มีก�ำลังขยายไม่เกิน 100 เท่า

และให้ภาพที่เป็นภาพเสมือนหัวตั้งไม่กลับซ้ายขวา สามารถ

มองความต้ืนลึกของพื้นผิวรวมถึงการมองแบบ 3 มิติได ้

เนื่องจากการมี 2 เส้นทางเดินแสง รวมถึงมีเลนส์วัตถุและ

เลนส์ใกล้ตา 2 ชิ้นที่ท�ำมุมต่างกัน ท�ำให้สามารถมองเห็นมุม

ที่ต่างกันในตาซ้ายและตาขวาของผู้ ใช้ (รูปที่ 6)(8)

	 พบว่ากล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้ยังคงมีข้อจ�ำกัดเดียวกับ

กล้องจุลทรรศน์เชิงซ้อน คือมีก�ำลังขยายภาพได้เพียง 100 

เท่า ยงัมีปัญหาของแสงนอกโฟกัสและการเกิดปรากฏการการ

เลี้ยวเบนของคลื่น นอกจากนี้การตรวจสอบวัตถุที่มีความมืด

หรอืสามารถกระเจงิแสงได้มากจะท�ำให้ภาพสะท้อนออกมาผดิ

ปกติส่งผลต่อความคมชัด 

	 การใช้งานของกล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้มักใช้ในการตรวจ

สอบเบื้องต้นส�ำหรับพื้นผิวต่างๆ เช่นพื้นผิวที่ถูกทดสอบด้วย

การกด การทดสอบความแข็งผิวของวัสดุ ตรวจสอบการร่ัว

ซึมของรอยต่อ รวมถึงบริเวณขอบของวัสดุหลังการทดสอบ

วสัดทุางทนัตกรรมเช่น การทดสอบลกัษณะความล้มเหลวของ

รอยต่อวัสดุรวมถึงรอยแตกและรอยร้าวบริเวนพื้นผิวของช้ิน

ตวัอย่าง(3)โดยการทดลองของ Zhang และคณะในปี 2015 ได้

ใช้กล้องจลุทรรศน์ชนดิเสตอรโิอท�ำการตรวจสอบลกัษณะการ

แตกหักของรอยต่อเรซินคอมโพสิท (resin composite) กับ

เนือ้ฟันรวมถงึตรวจสอบรอยแตกระหว่างเนือ้ฟันในการท�ำการ

ทดสอบการต้านต่อการแตกหักของฟันที่ได้รับการบูรณะด้วย

รูปที่ 4	 แสดงตัวอย่างภาพที่พบจากกล้องจุลทรรศน์ชนิด

เชิงซ้อนเพื่อใช้ดูรอยร้าวของฟัน(7)

Figure 4	 Crack line observed in compound micro-
scope

รูปที่ 5	 แสดงภาพของกล้องจุลทรรศน์ชนิดเสตอริโอ

Figure 5	 Stereo microscope

รูปที่ 6	 แสดงหลักการท�ำงานของกล้องจุลทรรศน์ชนิด 

เสตอริโอ

Figure 6	 Principle of stereo microscope

Copyright 2016 NYCdentist.com
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เดือยฟันส�ำเร็จรูปชนิดไฟเบอร์ (fiber post)(9) 
	 3. กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงโพลาไรซ์ (polarising 
Microscope)
	 เนื่องจากกล้องจุลทรรศน์ชนิดสเตอริโอไม่สามารถ

จ�ำแนกองค์ประกอบของทนัตวสัดไุด้ในการทดลองทีต้่องการ

ความละเอียดที่มากขึ้น เช่น เมื่อต้องการตรวจสอบช้ันของ

เคลือบฟันที่มีการสูญเสียแร่ธาตุ ท�ำให้ต้องมีการพัฒนา

กล้องจุลทรรศน์ที่มีศักยภาพท่ีดีขึ้นคือกล้องจุลทรรศน์แบบ

ใช้แสงโพลาไรซ์ (รูปที่ 7) 

	 หลักการของกล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้คือการใช้แสงโพ- 

ลาไรซ์เป็นแหล่งก�ำเนิด โดยใช้แผ่นกรองกรองแสงปกติซึ่งมี

แนวคลื่นในทุกทิศทางให้เหลือเพียงทิศทางที่เราก�ำหนด จาก

นัน้จะมแีผ่นกรองตวัที ่2 เรยีกว่าอะนาไลเซอร์ (analyzer) ซึง่

หากวางตัง้ฉากกบัตวัที ่1 จะท�ำให้แสงทีผ่่านมาไม่สามารถผ่าน

ออกไปได้อกี ดงันัน้แสงทีส่ะท้อนจากชิน้ตวัอย่างจะถกูบันทกึ

ไว้ในตัวอะนาไลเซอร์ (รูปที่ 8)

	 เนื่องจากคลื่นแสงท่ีใช้ ในการตรวจสอบด้วยกล้อง 

จุลทรรศน์ชนิดนี้จะถูกก�ำหนดด้วยตัวกรอง ภาพที่เกิดข้ึนจึง

เป็นภาพท่ีมีความเปรียบต่างของภาพ (contrast) ที่ดีท�ำให้

สามารถตรวจสอบองค์ประกอบท่ีต้องการของช้ินตัวอย่างได้

ละเอียดขึ้น(11)

	 อย่างไรก็ตามพบว่าการทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์

ชนดินีม้ข้ีอจ�ำกดัคอืชิน้ตวัอย่างต้องมคีณุสมบตัไิบรฟีรนิเจนซ์  

(birefringence specimen) ซึง่เป็นวตัถทุีส่ามารถหกัเหแสง

ได้สองทิศทางเนื่องจากมีผลึก มีค่าดัชนีหักเห 2 ค่าเนื่องจาก

แสงเคล่ือนท่ีด้วยความเร็วไม่เท่ากันในแต่ละทิศทาง ท�ำให้

เมื่อใช้แสงปกติส่องผ่านวัตถุเหล่านี้แสงท่ีออกมาจะเป็นแสง

โพลาไรซ์ ตัวอย่างของวัตถุเหล่านี้ ได้แก่ เคลือบฟัน แร่

แคลไซท์ (calcite) นอกจากนี้ยังมีข้อจ�ำกัดเช่นเดียวกับ

กล้องจุลทรรศน์ที่ใช้แสงชนิดอื่นคือ เกิดปรากฏการณ์การ

เลี้ยวเบนของคลื่น สามารถขยายภาพได้ 1500 เท่า และยัง

คงมีแสงนอกโฟกัสที่มีผลต่อความคมชัดของภาพ

	 เนื่องจากกล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้มีความสามารถในการ 

กรองและตรวจสอบการหักเหแสง จึงสามารถใช้ในการตรวจ

สอบค่า ไบรีฟรินเจนซ์ของชั้นเคลือบฟัน รวมทั้งการตรวจ

สอบฟันผุท่ีมีการหักเหแสงท่ีเปลี่ยนไปจากองค์ประกอบของ

ฟันธรรมดา (รูปที่ 9) การดูเนื้อเยื่อคอลลาเจนที่ต้องการแยก

จากองค์ประกอบอ่ืนให้เห็นอย่างชัดเจนและศึกษาลักษณะ

ความล้มเหลวระหว่างวัสดุ หลังการทดสอบทางกายภาพ(12) 

จากการศึกษาของ Meidiros และคณะในปี 2012 พบว่าค่า

ไบรฟีรนิเจนซ์ของชัน้เคลอืบฟันจะเปลีย่นไปเมือ่ช้ันเคลือบฟัน

นั้นมีการสูญเสียแร่ธาตุ และการใช้กล้องจุลทรรศน์ชนิด 

โพลาไรซ์ในการตรวจสอบฟันผุในงานวิจัยต้องมีการเตรียม

ชิ้นตัวอย่างที่ถูกต้องก่อนตรวจสอบโดยใช้การจุ่มชิ้นตัวอย่าง

ลงในสารละลายที่มีค่าดัชนีหักเห (refractive index) ต่างๆ 

เป็นระยะเวลาหนึ่งก่อนน�ำชิ้นตัวอย่างไปทดสอบ(13) 

รูปที่ 7	 แสดงภาพกล้องจุลทรรศน์ชนิดโพลาไรซ์(10)

Figure 7	 Polarising microscope

รูปที่ 8	 แสดงหลักการท�ำงานของกล้องจุลทรรศน์ชนิด 

โพลาไรซ์

Figure 8	 Principle of polarising microscope
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	 ในการทดสอบที่ต้องการเลือกชั้นของพื้นผิวหรือภาพ 3 

มิติ สามารถใช้กล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้ได้เนื่องจากคุณสมบัติ

ของแหล่งก�ำเนิดแสงที่มีขนาดเล็กและภาพที่ได้จะมีความคม

ชัดกว่ากล้องจุลทรรศน์ใช้แสงชนิดอื่นๆ เนื่องจากไม่มีแสง

นอกโฟกัส นอกจากนี้ยังสามารถใช้ ในสิ่งมีชีวิตได้เนื่องจาก

ไม่ต้องมีการตัดชิ้นตัวอย่างให้ได้ความบาง(16) 

	 ข้อจ�ำกัดที่พบจากการใช้งานกล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้คือ 

การท่ีแสงเลเซอร์วิ่งเป็นทางตรงท�ำให้บางพื้นผิวท่ีอยู่ใต้ส่วน

คอดไม่ได้รับแสงท�ำให้ภาพที่ได้มีความผิดพลาด (รูปท่ี 12) 

รวมถึงการใช้งานที่ยากและราคาแพง ไม่สามารถลดข้อจ�ำกัด

ทีเ่กดิจากปรากฏการณ์การเลีย้วเบนของคลืน่และก�ำลงัขยาย

ไม่เกิน 1500 เท่า(16)

	 เนื่องจากความสามารถในการระบุความลึกและการ

เลือกระนาบโฟกัสได้ ท�ำให้มีการใช้งานการตรวจวัดความ

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

ศึกษาความหนาชั้นไฮบริดที่เกิดขึ้นระหว่างเน้ือฟันกับสารยึด

ติด 2 ชนิดในการยึดเดือยฟันส�ำเร็จรูป 4 ชนิด(4) รวมถึง

สามารถใช้ในการตรวจการอดุฝังท่อเนือ้ฟันของยาสฟัีน (รปูที่ 

13) เช่นในการศึกษาของ Lavender และคณะในปี 2010(17)

	 4. กล้องจุลทรรศน์แบบคอนโฟคอลชนิดที่ใช้เลเซอร์ใน

การสแกน (confocal laser scanning microscope)
	 เนื่องจากกล้องจุลทรรศน์แบบแสงชนิดอื่นๆ ยังไม่ 

สามารถป้องกันแสงนอกโฟกัส จึงได้มีการพัฒนากล้อง 

จุลทรรศน์แบบคอนโฟคอลชนิดที่ใช้เลเซอร์ในการสแกนขึ้น 

(รูปที่ 10) โดยอาศัยหลักการท�ำงานของเลเซอร์เป็นการให้

แสงที่เป็นแบบจุดและมีรูรับแสงท่ีมีขนาดเล็กมากสามารถ

ก�ำจัดแสงนอกโฟกัส (รูปที่ 11) ส่งผลให้มีความคมชัดของ

ภาพมากขึ้นกว่ากล้องจุลทรรศน์ใช้แสงอื่นๆ นอกจากนี้ยัง

สามารถเลอืกระนาบโฟกัสท่ีเฉพาะเจาะจงได้เนือ่งจากมลี�ำแสง

ขนาดเล็ก ท�ำให้เวลาสแกนภาพจะสามารถตรวจสอบความลกึ

ของพื้นผิวรวมถึงสร้างภาพ 3 มิติได้  

ภาพที่ 10	 แสดงภาพของกล้องจุลทรรศน์แบบคอนโฟคอล

ชนิดที่ใช้เลเซอร์ในการสแกน(15)

Figure 10	Confocal laser scanning microscope

ภาพที่ 11		 แสดงหลักการท�ำงานของกล้องจุลทรรศน์แบบ

คอนโฟคอลชนิดที่ใช้เลเซอร์ในการสแกน

Figure 11	Principle of confocal laser scanning mi-
croscope

ภาพที่ 9	 แสดงตวัอย่างภาพฟันผท่ีุพบจากกล้องจลุทรรศน์

โพลาไรซ์(14)

Figure 9	 Dental caries observed in polarising  
microscope  
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กล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอน (electron microscope) 
	 เนื่องจากข้อจ�ำกัดของกล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงในเร่ือง

ของก�ำลังขยายและความคมชัดของภาพ จึงมีการพัฒนา

เครื่องมือให้มีก�ำลังขยายที่มากขึ้นโดยใช้ล�ำอิเล็คตรอนที่มี

ความยาวคลืน่ส้ันกว่าแสงทีม่องเหน็เป็นแหล่งก�ำเนดิพลงังาน

ท�ำให้ภาพทีไ่ด้มคีวามคมชดัและได้รายละเอยีดมากกว่ากล้อง 

จุลทรรศน์แบบแสง รวมถึงมีการใช้เลนส์อิเล็คโตรแมกเนติก 

(electromagnetic) ในการขยายภาพท�ำให้ได้ภาพที่มีก�ำลัง

ขยายสูงขึ้น 

	 1. กล้องจลุทรรศน์อเิลค็ตรอนส่องกราด (SEM; scan-
ning electron microscope)
	 ล�ำอิเล็คตรอนจะถูกปล่อยออกมาผ่านแหล่งก�ำเนิด 

อนุภาคอิเล็คตรอน และเมื่อกระทบกับพื้นผิวของชิ้นตัวอย่าง

จะมีอิเล็คตรอนทั้งส่วนที่ผ่านทะลุออกไปและส่วนที่มีการ

สะท้อนกลับมา ซ่ึงหลักการของกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอน

ส่องกราด (รูปที่ 14) นั้นจะใช้อิเล็คตรอนส่วนที่สะท้อนกลับ

มายังอุปกรณ์ตรวจจับ (detector) ท่ีอยู่ฝั่งเดียวกับเครื่อง

ก�ำเนิดอิเล็คตรอนในการสร้างภาพ (รูปที่ 15) โดยสัญญาณ

ที่เกิดจากการท�ำปฏิกิริยาระหว่างอิเล็คตรอนกับชิ้นตัวอย่าง

สามารถน�ำมาวิเคราะห์ ให้ได้ข้อมูลแตกต่างแง่มุม(19,20) 

กล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้มีความนิยมในงานวิจัยทางทันตกรรม

มาก สามารถใช้ในการตรวจสอบการเกิดคราบจุลินทรีย์หรือ

การรัว่ซมึของแบคทีเรยีในคลองรากฟันหรอืการตรวจสอบพ้ืน

ผิวไทเทเนียมบนรากเทียม

รูปที่ 12-1	 แสดงลักษณะของพื้นผิวที่มีความคอดท�ำให้

ภาพที่ได้มีความผิดพลาด

Figure 12-1	 Undercut area can result in picture 
distortion

รูปที่ 12-2	 แสดงลักษณะของพื้นผิวท่ีพบจากกล้อง 

จุลทรรศน์ท่ีไม่สามารถแสดงความคอดของ

วัตถุ

Figure 12-2	 Microscope can not detect undercut 
area

รูปที่ 12-1

Figure 12-1
รูปที่ 12-2

Figure 12-2

รูปที่ 13	 แสดงสารท่ีอุดในท่อเนื้อฟันจากกล้องจุล- 

ทรรศน์แบบคอนโฟคอลชนดิท่ีใช้เลเซอร์ในการ

สแกน(17)

Figure 13	 Dentinal tubule occlusion by calcium 
observed in confocal laser scanning  
microscope(17)

รูปที่ 14	 แสดงภาพกล้องจุลทรรศน์ชนดิอเิลค็ตรอนส่อง

กราด(18)

Figure 14	 Scanning electron microscope(18)
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	 เนือ่งจากกล้องจลุทรรศน์อเิลค็ตรอนส่องกราดอาศยัล�ำ

อิเล็คตรอนในการสร้างภาพ จึงต้องมีการเตรียมชิ้นงานแบบ

พิเศษยุ่งยากและซับซ้อนกว่ากล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง จึง

อธิบายเพิ่มเติมโดยสังเขปดังนี้

	 ในการน�ำชิ้นตัวอย่างมาส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็ค-

ตรอนส่องกราดจะต้องผ่านขั้นตอนการเตรียมชิ้นงานด้วย

วิธีการพิเศษหลัก 3 ข้ันตอน คือการคงสภาพชิ้นตัวอย่าง  

(fixation) การก�ำจัดน�้ำ (dehydration) การเคลือบพื้นผิว

ของชิ้นงาน (coating) 

เรซินกับเนื้อฟันสามารถท�ำการดึงน�้ำก่อนได้ เนื่องจากส่วน

เนื้อฟันได้ถูกคงสภาพไว้ด้วยเรซินแล้ว การท�ำการดึงน�้ำก่อน

จึงไม่มีผลต่อโครงสร้างของเนื้อฟัน 

	 การดึงน�้ำออกจากชิ้นตัวอย่าง (dehydration)
	 หลังจากที่ท�ำการคงสภาพช้ินตัวอย่างจะต้องน�ำชิ้น

ตัวอย่างมาก�ำจัดโมเลกุลน�้ำออก เนื่องจากโมเลกุลของ

น�้ำจะรบกวนการสร้างภาพท�ำให้ได้ภาพท่ีไม่ชัด ดังนั้นจึง

ต้องก�ำจัดน�้ำที่ตกค้างในชิ้นงานที่ต้องการทดลอง โดยการ

ดึงน�้ำสามารถท�ำได้สองวิธีคือซีเรียลดีไฮเดรชัน (serial  
dehydration) กับคริติคอลพอยท์ไดรเออร์ (critical point 
dryer) 

	 ซีเรียลดีไฮเดรชัน 	

	 เป็นวธีิการก�ำจดัน�ำ้ด้วยสารเคมเีช่น แอลกอฮอล์ (alco-
hol) หรอือะซโีตน (acetone) โดยวธีิการท�ำคอืน�ำตวัอย่างแช่

ในสารเคมีเหล่าน้ี โดยเร่ิมจากความเข้มข้นต�ำ่ไปหาความเข้ม

ข้นทีส่งูขึน้ ซึง่วธิกีารนีม้กัท�ำให้เกดิการหดตวัของชิน้ตวัอย่าง 

เนื่องจากท�ำให้เกิดพลาสโมไลซิส (plasmolysis) รวมถึง

ส่วนประกอบของชิ้นตัวอย่างบางชนิดที่สามารถละลายใน

แอลกอฮอล์หรืออะซีโตน (รูปที่ 16)รูปที่ 15	 แสดงหลักการของกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอน

แบบส่องกราด

Figure 15	 Principle of scanning electron micro-
scope

	 การคงสภาพชิ้นงาน (fixation)
	 วัตถุประสงค์ของการคงสภาพชิ้นตัวอย่างท�ำขึ้นเพื่อ

รกัษารปูร่างและรายละเอยีดของสิง่ท่ีต้องการศกึษาให้เหมอืน

จรงิทีส่ดุ เนือ่งจากเม่ือมกีารดงึน�ำ้ออกจะท�ำให้เกิดการเปลีย่น

สภาพของช้ินตัวอย่างจงึต้องท�ำการคงสภาพชิน้งานให้เหมอืน

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

	 อย่างไรก็ตามล�ำดับในการเตรียมชิ้นงานในขั้นตอนคง

สภาพกับดึงน�้ำน้ันขึ้นอยู่กับคุณสมบัติของชิ้นตัวอย่างและ 

ข้อมูลทีต้่องการศกึษา เช่น หากต้องการศกึษาโครงสร้างของ

แมลงวันจะต้องท�ำการคงสภาพช้ินตัวอย่างก่อนดึงน�้ำเพื่อคง

สภาพให้ สมบูรณ์ที่สุด แต่หากต้องการศึกษารอยต่อระหว่าง

คริติคอลพอยท์ไดรเออร์

	 วิธีก�ำจัดน�้ำอีกวิธีคือการใช้เครื่องคริติคอลพอยท์ไดร

เออร์ โดยเป็นระบบการก�ำจัดน�้ำออกจากชิ้นตัวอย่างซึ่งจะ

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

เจอกบัอุณภมูวิกิฤตจิะเปลีย่นสถานะเป็นก๊าซ และระเหยออก

จากชิน้งานจนหมดท�ำให้ชิน้ตวัอย่างมกีารหดตวัน้อยกว่า เกดิ

ความเสยีหายน้อยกว่าวธีิซเีรยีลดไีฮเดรชันแต่ต้องใช้เครือ่งมอื

เฉพาะ

รูปที่ 16	 แสดงขั้นตอนการท�ำซีเรียลดีไฮเดรชัน

Figure 16	 Serial dehydration
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	 การเคลือบผิวของชิ้นตัวอย่าง (coating)
	 ขั้นตอนสุดท้ายคือการเคลือบผิวชิ้นตัวอย่างด้วยเครื่อง

เคลือบสปัตเตอร์ (sputter coater module) เพื่อเพิ่มความ

สามารถในการสะท้อนอิเล็คตรอน โดยท่ีความหนาของสาร

เคลอืบผวิจะขึน้อยูกั่บลกัษณะข้อมูลท่ีต้องการศกึษา เช่น หาก

ต้องการศึกษาโครงสร้างโดยรวมจะต้องท�ำการเคลือบสารให้

หนากว่ากรณีที่ต้องการศึกษาส่วนประกอบที่เฉพาะเจาะจงมี

ความละเอียดมากกว่า

	 สารที่น�ำมาเคลือบผิวนั้นจะข้ึนอยู่กับข้อมูลที่ต้องการ

ศึกษา เช่น การวิเคราะห์ปริมาณธาตุมักจะใช้สารเคลือบผิว

ชนิดคาร์บอน แต่กรณีที่ต้องการศึกษาลักษณะทางกายภาพ

ซึ่งต้องการภาพท่ีมีความคมชัดสูงมักจะใช้สารเคลือบชนิด

โลหะ นอกจากนี้ความหนาของสารเคลือบผิวมีผลต่อภาพท่ี

ออกมา เช่น การเคลือบทองที่บางเกินไปจะท�ำให้ได้ภาพที่มี

รายละเอยีดทีไ่ม่ชดัเจนท้ังภาพเนือ่งจากท�ำให้ความเปรยีบต่าง

ของภาพสูงเกินไป (รูปที่ 17)(21,22)

จึงท�ำให้การใช้งานจะจ�ำกัดอยู่ที่บริเวณพื้นผิว เช่น การตรวจ

ดูชั้นเสมียร์ (smear layer) หรือการดูรูเปิดของท่อเนื้อฟัน 

(รูปที่ 18)(17)

รูปที่ 17-1	 แสดงตัวอย่างการเคลืองบผิวที่บางเกิน(21)

Figure 17-1	 Picture is blurred because coating is 
too thin(21)

รูปที่ 17-2	 แสดงตัวอย่างการเคลือบผิวได้พอดี(21)

Figure 17-2	 Picture is clear because of proper 
coating(21)

รูปที่ 17-1

Figure 17-1
รูปที่ 17-2

Figure 17-2

	 กล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนให้ความละเอียดของชิ้น

ตวัอย่างได้มากเนือ่งจากก�ำลังขยายท่ีสูงถึง 50-10000 เท่า(23)  

และการแยกความละเอียดของภาพที่ระดับ 50-100 นาโน-

เมตร โดยที่การควบคุมใช้งานง่ายสามารถน�ำข้อมูลไป

วิเคราะห์ได้เร็วหากสร้างเป็นไฟล์ดิจิตอล อย่างไรก็ตาม

เนื่องจากเป็นการตรวจดูบริเวณพื้นผิวของชิ้นตัวอย่างเท่านั้น 

รูปที่ 18	 แสดงสารทีอุ่ดในท่อเนือ้ฟันจากกล้องจลุทรรศน์ 

อิเล็คตรอนชนิดส่องกราดในการทดสอบความ

สามารถในการอุดท่อเนื้อฟันของยาสีฟัน(17)

Figure 18	 Dentinal tubule occluded by dentrifice 
observed in SEM(17)

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

ยังสามารถวิเคราะห์ข้อมูลปริมาณธาตุเชิงสัมพัทธ์ที่แสดง

ถึงองค์ประกอบทางเคมีของช้ินตัวอย่างได้ โดยใช้อุปกรณ์

ตรวจจับในการตรวจจับรังสีเอกซ์ (x-ray) ซึ่งมีลักษณะ

เฉพาะแตกต่างกันไปในธาตุต่างชนิดกัน แล้วน�ำมาวิเคราะห์

เป็นสเปกตรัมของพลังงานของธาตุแต่ละชนิดให้เป็นข้อมูลท่ี

แสดงถึงปริมาณสัดส่วนของธาตุพื้นฐานของช้ินตัวอย่างนั้นๆ 

โดยข้อมูลจะถูกน�ำมาวิเคราะห์และแปลผลออกมาเป็นกราฟ 

ซึ่งแสดงปริมาณธาตุเชิงสัมพัทธ์ของธาตุพื้นฐานบนพ้ืนผิวที่

ต้องการศึกษา(24,25) 

	 ในงานวิจัยทางทันตกรรมที่ต้องมีการวิเคราะห์ส่วน

ประกอบทางเคมขีองชิน้ตวัอย่าง ท้ังการวเิคราะห์ปรมิาณหรอื

ปรมิาณเชงิสมัพทัธ์ของธาตุ (รปูที ่19) การใช้กล้อง จลุทรรศน์

ชนิดนี้ช่วยวิเคราะห์จะท�ำให้ได้ผลท่ีรวดเร็ว แต่ยังมีข้อจ�ำกัด

คือไม่สามารถตรวจจับธาตุท่ีมีเลขอะตอมต�่ำกว่าธาตุโซเดียม

ได้ รวมถึงการซ้อนทับกันของเสปกตรัมของพลังงานที่ใกล้

เคียงกันอาจท�ำให้ค่าที่ได้ไม่ถูกต้อง(26) 
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	 2. กล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องผ่าน (TEM;-
transmission electron microscope) 
	 การตรวจสอบองค์ประกอบภายในของช้ินตวัอย่างนัน้ ไม่

สามารถท�ำได้ผ่านกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราด 

จึงมีการผลิตกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องผ่านขึ้น 

โดยกล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้ใช้การเตรียมตัวอย่างแบบพิเศษ

เพ่ือให้ตัวอย่างบางและใช้ล�ำอนภุาคอเิลค็ตรอนส่องผ่าน (ภาพ

ที่ 19) เมื่อล�ำอิเล็คตรอนส่องผ่านจะมีตัวรับอยู่ตรงข้ามกับ

แหล่งก�ำเนิดอิเล็คตรอนเพื่อให้เห็นองค์ประกอบภายใน ซ่ึง

รายละเอียดของภาพจะข้ึนกับความการสะท้อนและกระเจิง

ล�ำอิเล็คตรอนของชิ้นตัวอย่าง โดยต�ำแหน่งที่อิเล็คตรอนไม่

สามารถผ่านได้จะปรากฏเป็นสีด�ำ และบริเวณที่อิเล็คตรอน

ผ่านได้จะเป็นสีขาว เช่น เยื้อหุ้มเซลล์ ผนังเซลล์ เป็นต้น 

ซึ่งลักษณะของภาพนี้ช ่วยแก้ไขข้อจ�ำกัดของกล้องจุล- 

ทรรศน์อเิลค็ตรอนส่องกราดทีส่ามารถศกึษาได้เฉพาะบรเิวณ

พื้นผิวของชิ้นตัวอย่างเท่านั้นโดยกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอน

แบบส่องผ่านสามารถให้ก�ำลังขยายและรายละเอียดได้คล้าย

กับกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราด แต่แตกต่าง

กนัเพยีงล�ำอเิลค็ตรอนสามารถทะลุผ่านชิน้ตวัอย่างได้ ให้ราย

ละเอียดสูงที่สุดที่ประมาณ 0.1 นาโนเมตร(27) 

	 ความแตกต่างของ กล้องจลุทรรศน์อเิลค็ตรอนแบบส่อง

กราดกับส่องผ่าน 

	 หลกัการท�ำงานของกล้องจลุทรรศน์อิเลค็ตรอนแบบส่อง

กราดจะตรวจจับอิเล็คตรอนที่กระเจิงหรือสะท้อนมาจากผิว

ของชิ้นตัวอย่าง ตัวรับที่ตรวจจับอิเล็คตรอนจึงอยู่ด้านเดียว

กับแหล่งก�ำเนิดอิเล็คตรอน ซ่ึงการสะท้อนนี้ท�ำให้ได้ภาพ

ของพื้นผิวตรงข้ามกับกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่อง

ผ่าน ที่จะตรวจวัดอิเล็คตรอนที่ผ่านชิ้นตัวอย่างออกมาท�ำให้

แสดงลกัษณะและองค์ประกอบภายในของชิน้ตวัอย่าง อย่างไร

กต็ามกล้องจลุทรรศน์อเิล็คตรอนทัง้สองแบบสามารถให้ก�ำลงั

ขยายและรายละเอียดได้สูงกว่ากล้องจุลทรรศน์แบบแสง  

(รูปที่ 20)

รูปที่ 19	 แสดงหลกัการท�ำงานของกล้องจลุทรรศน์อเิลค็-

ตรอนแบบส่องผ่าน

Figure 19	 Transmission electron microscope

รูปที่ 20	 แสดงหลักการท�ำงานที่แตกต่างกันของกล้อง

จลุทรรศน์อเิลค็ตรอนแบบส่องผ่านกบัแบบส่อง

กราด

Figure 20	 Difference between SEM and TEM

	 การเตรียมชิ้นตัวอย่างส�ำหรับกล้องจุลทรรศน์อิเล็ค-

ตรอนแบบส่องผ่าน 

	 การเตรยีมชิน้ตวัอย่างจะต้องมกีารตัดเตรยีมชิน้ตวัอย่าง 

(sections of embedded material) ซ่ึงจะมีการเตรียม

ตัวอย่างโดยการคงสภาพและดึงน�้ำออกจากตัวอย่างเหมือน

กับการเตรียมตัวอย่างส�ำหรับกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอน

แบบส่องกราด แต่ต่างกันที่จะมีการน�ำชิ้นตัวอย่างไปใส่ใน

แบบพิมพ์ที่มีอีพ็อกซีเรซินซึ่งจะแข็งตัวหลังจากทิ้งไว้ จาก

นั้นแท่งอิพ็อกซีท่ีมีช้ินตัวอย่างฝังอยู่จะถูกน�ำมาตัดแต่งให้ได้

รูปร่างเหมือนกับชิ้นตัวอย่าง เมื่อท�ำการตัดแต่งเสร็จจะต้อง

ท�ำให้ช้ินตัวอย่างมีความบางช้ินละ 50-100 นาโนเมตรเพื่อ

ให้ ล�ำอิเล็คตรอนผ่านได้ เครื่องตัดจะมีใบมีดที่ใช้ตัด 2 แบบ 



ชม. ทันตสาร ปีที่ 38 ฉบับที่ 1 ม.ค.-เม.ย. 2560	 CM Dent J Vol. 38 No. 1 January-April 201723

ได้แก่ ใบมีดเพชร ที่มักใช้ตัดตัวอย่างที่ไม่แข็งมาก เช่น เนื้อ

ฟัน และใบมีดเลเซอร์ที่สามารถใช้ตัดตัวอย่างได้ทุกชนิดแต่

ราคาค่าตัดต่อชิ้นสูงมาก จากนั้นชิ้นตัวอย่างจะถูกย้อมด้วย

โลหะหนกั เช่น ยเูรเนยีม ตะกัว่ ทีส่ามารถกระเจงิอเิลค็ตรอน

ได้ดแีละช่วยปรบัความเปรยีบต่างของภาพท่ีออกมาก่อนน�ำไป

ศึกษาต่อ(28)

	 จดุเด่นของกล้องจลุทรรศน์ชนดินีคื้อภาพท่ีมีรายละเอียด

และก�ำลงัขยายสงูถงึ 620,000 เท่า สามารถแยกสองต�ำแหน่ง

ที่ห่างจากกันได้มากกว่า 1 นาโนเมตร และสามารถให้ราย

ละเอียดภายในรวมถึงโครงสร้างผลึกของชิ้นตัวอย่างที่ศึกษา 

ซ่ึงจะท�ำให้ได้ข้อมูลถึงความสมมาตรและการเรียงตัวของ

วัสดุได้ ดังนั้นจึงมีการใช้ ในการตรวจสอบลักษณะความล้ม

เหลวของสารยึดติดอย่างละเอียดได้ ดังเช่นในงานวิจัยของ 

Hashimoto และคณะในปี 2003(29) รวมถึงการดูเซลล์หรือ

เส้นใยคอลลาเจนในการศึกษาของ Basins และคณะในปี 

2016(30)

	 อย่างไรก็ตามการประมวลผลภาพที่ได ้จากกล้อง 

จุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องผ่านจะเป็นลักษณะภาพ 2 มิติ 

ซึ่งไม่มีข้อมูลในความลึก รวมถึงล�ำอิเล็คตรอนอาจก่อให้

เกิดความเสียหายต่อชิ้นตัวอย่างที่น�ำมาศึกษาได้ เนื่องจาก

ความร้อนและกระบวนการไอออไนเซชั่นเรดิโอไลซิส (ioni- 
zation radiolysis) โดยเฉพาะตัวอย่างจ�ำพวกพอลิเมอร์

และเซรามิกส์ ข้อด้อยอีกประการคือการเตรียมชิ้นตัวอย่างมี

กระบวนการที่ค่อนข้างยุ่งยาก ต้องมีความบางน้อยกว่า 100 

นาโนเมตร และกล้องจลุทรรศน์อเิลค็ตรอนแบบส่องผ่านต้อง

ท�ำงานในภาวะสุญญากาศท�ำให้ไม่สามารถศึกษาช้ินตัวอย่าง

ที่มีชีวิตได้(28)

	 กล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (atomic force micro-
scope)
	 ในปัจจุบันความสามารถในการขยายภาพของกล้อง 

จุลทรรศน์อิเล็คตรอนที่ 620,000 เท่านั้น(27) พบว่าความ

ละเอียดไม่เพียงพอในการศึกษารายละเอียดของพื้นผิวระดับ

นาโนเมตรได้ จงึท�ำให้มีการพฒันากล้องจลุทรรศน์แรงอะตอม

ซ่ึงมีก�ำลงัขยายสงูขึน้และสามารถบอกความตืน้ลึกของพืน้ผวิ

ได้ โดยอาศัยหลักการของการท�ำให้เกิดภาพของผิววัสดุโดย

การวัดแรงกระท�ำระหว่างผิววัสดุกับตัวตรวจวัดที่ท�ำจากเข็ม

ขนาดเล็กใช้เคลื่อนไปตามบริเวณต่างๆ ของพื้นผิววัสดุ โดย

ตวัเขม็ตรวจวดัจะถกูควบคมุโดยเครือ่งสแกนพเีอโซอเิลก็ทรกิ 

(piezoelectric scanner) ซ่ึงสภาพผวิทีแ่ตกต่างกนัไปจะก่อ

ให้เกดิการเปลีย่นแปลงกบัระดบัเขม็ตรวจแตกต่างกนั ตวัคาน

ทีม่เีขม็เกาะตดิจะมีการโค้งงอเกดิขึน้ ซึง่ถกูตรวจวดัโดยตัวรบั

ภาพ (photo detector) ท�ำให้ได้ภาพออกมาสอดคล้องกับ

สภาพพื้นผิวในแต่ละบริเวณที่เข็มวิ่งผ่าน การโค้งงอของคาน

ที่มีเข็มเกาะอยู่นั้นเกิดขึ้นเมื่อมีแรงกระท�ำระหว่างอะตอม ซึ่ง

จะเป็นแรงดึงดูดหรือแรงผลักข้ึนอยู่กับระยะห่างระหว่างเข็ม

ปลายแหลม ดังนั้นภาพที่สร้างออกมาจะเป็นภาพเสมือนที่

สร้างจากการขยับขึ้นลงของคาน (รูปที่ 21)(31)  

รูปที่ 21	 แสดงหลักการท�ำงานของกล้องจุลทรรศน์แรง

อะตอม

Figure 21	 Principle of atomic force microscope

	 โดยทัว่ไปปลายของเขม็จะถกูสร้างจากซิลกิอน (silicon) 
แต่สามารถใช้แก้วโบโรซิลิเกตและซิลิคอนไนเตรตทดแทน 

โดยบริเวณปลายของเข็มจะถูกเคลือบไว้ด้วยสารเพ่ือใช้ ใน

วัตถุประสงค์ที่ต่างกันเช่น ทอง ใช้เพื่อตรวจสอบพันธะโค

วาเลนต์ของโมเลกุลชีวะและตรวจสอบปฏิสัมพันธ์กับพื้นผิว 

เพชร ใช้เพิม่การคงทนต่อความสกึ และแม่เหลก็ ใช้เพือ่ตรวจ

สอบคุณสมบัติในการเป็นแม่เหล็กของพื้นผิว

	 ในการทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอมจะ

สามารถศึกษาได้อย่างน้อย 3 รูปแบบที่ส�ำคัญคือ

	 - มีการสัมผัส (contact mode)
	 - ไม่มีการสัมผัส (non contact mode)
	 - การตรวจแบบแตะ (tapping mode)(32)
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	 การทดสอบกล้องจลุทรรศน์แรงอะตอมแบบมกีารสมัผสั

	 เป็นการวัดรูปทรงของสภาพผิวชิ้นงาน (topography) 
โดยการขยับให้เข็มไถล (slide) ไปบนผิวงานซึ่งจะท�ำให้เกิด

แรงผลักขึน้เนือ่งจากเข็มกบัผวิงานจะอยูใ่กล้กนัประมาณ 1-2 

องัสตรอม (angstrom) แรงผลกัดงักล่าวนีจ้ะเปลีย่นแปลงไป

ตามรูปทรงของผิวงานท�ำให้มีการโค้งงอของคาน และขนาด

ของการเปลี่ยนแปลงสอดคล้องเป็นไปตามลักษณะรูปทรง

ของผิวงาน 

	 ข้อเสียของการทดสอบแบบมีการสัมผัสคือการลากเข็ม

ตรวจวัดเคลื่อนที่ไถลข้ามไปยังบริเวณต่างๆ บนผิวงานจะ

ท�ำให้เกิดต�ำหนิและความเสียหายแก่ผิวงาน(33)

	 การทดสอบกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอมแบบไม่มีการ

สัมผัส

	 เนื่องจากข้อเสียของการสัมผัสพื้นผิวจึงได ้มีการ

พัฒนาเทคนิคแบบไม่สัมผัสข้ึน โดยปลายเข็มจะถูกยกขึ้น

มาให้มีระยะห่างเหนือผิวงานสูงมากขึ้นคือประมาณ 10-

100 อังสตรอม จึงไม่มีปัญหาเร่ืองการท�ำลายผิวของชิ้น

ตัวอย่าง โดยในกรณีนี้แรงกระท�ำระหว่างตัวคานกับพื้นผิวจะ

เป็นลักษณะแรงดึงดูดซ่ึงจะเปลี่ยนแปลงไปตามรูปทรงของ

สภาพผิวชิ้นตัวอย่าง เช่นเดียวกันแรงดึงดูดประเภทแรงแวน

เดอร์วาลส์ (van der waals) ที่เกิดขึ้นระหว่างปลายเข็มกับ

พื้นผิว ในกรณีนี้จะเป็นแรงที่อ่อนกว่าเมื่อเทียบกับแรงผลักที่

เกิดขึน้ในกรณท่ีีมีการสมัผสัปกตอิยูท่ีป่ระมาณ 10-12 นวิตนั 

ดงันัน้สญัญาณการเปลีย่นแปลงจงึอาจจะไว (sensitive) ต่อ

สิ่งแปลกปลอมที่อยู่บนผิวงาน เช่น หยดน�้ำที่เกาะอยู่บนผิว

ท�ำให้ได้ภาพที่ผิดไป (รูปที่ 22)(32)

	 การทดสอบกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอมแบบแตะ 

	 เป็นเทคนิคที่รวมเอาลักษณะของการวัดทั้งในแบบที่มี

และไม่มีการสัมผัสเข้าด้วยกัน กล่าวคือยังคงให้มีการสัมผัส

กนัระหว่างเขม็กบัผวิงานในระยะท่ีใกล้กนัมากเหมอืนกบักรณี

ที่มีการสัมผัสเพื่อให้เกิดภาพที่ชัดเจน ในขณะเดียวกันก็ยังมี

การสั่นหรือขยับเข็มปลายแหลมให้เคลื่อนที่ขึ้นลงไปพร้อม

กับการเคลื่อนที่สแกนไปยังบริเวณผิวงาน ท�ำให้ไม่เกิดการ

เปลี่ยนแปลงของพื้นผิวหลังการทดสอบ(33) 

	 เนื่องจากการเคลื่อนที่ของปลายเข็มไปตามพื้นผิววัสดุ 

ท�ำให้สามารถใช้กล้องจลุทรรศน์ชนดินีต้รวจสอบความหยาบ

ของพื้นผิววัสดุได้ ในระดับที่ละเอียดกว่ากล้องจุลทรรศน ์

อิเล็คตรอน รวมถึงสามารถตรวจสอบบริเวณท่อเปิดของ 

เนือ้ฟันในระดบัละเอยีด สามารถแยกแยะผวิของเนือ้ฟันทีเ่ป็น

แร่ธาตุกับอินทรียสารได้ทั้งในสภาพของเหลวและอุณหภูมิ

ที่ต่างกันได้ เพื่อให้สามารถวิเคราะห์ภาพของผิวงานที่ใกล้

เคียงกับสภาพการใช้งานจริงตามธรรมชาติได้ ดังเช่นในงาน

วิจัยของ Sharma และคณะ ในปี 2010 ซึ่งเป็นการศึกษา

องค์ประกอบของฟันในระดับนาโนเมตร และงานวิจัยของ 

Zuryati และคณะในปี 2013 ซึ่งศึกษาความขรุขระของ พื้น

ผิววัสดุเรซินคอมโพสิทหลังผ่านการฟอกสีฟัน (bleaching) 
ในระดับนาโนเมตรเช่นกัน(34,35)

	 ถงึแม้กล้องจลุทรรศน์ชนดินีจ้ะสามารถตรวจชิน้ตัวอย่าง

ขนาดเล็กได้แต่สามารถตรวจสอบความต่างระดับพ้ืนผิวได้

ไม่เกิน 10-20 ไมโครเมตร และพื้นที่ผิว ไม่เกิน 150x150 

ไมโครเมตร รวมถึงการตรวจสอบท�ำได้ช้า(32) 

	 ออพติคัลโคฮีเรนซ์โทโมกราฟี (optical coherence 
tomography)
	 ในการเตรียมตัวอย่างเพื่อทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์

ชนิดต่างๆ จะพบว่าส่วนใหญ่ต้องเตรียมชิ้นตัวอย่างก่อน

ท�ำให้สภาพของชิ้นตัวอย่างเปลี่ยนแปลงหรือผิดรูปไป

จากสภาวะปกติ ท�ำให้มีการพัฒนากล้องจุลทรรศน์ชนิด

ออพติคอลโคฮีเรนซ์โทโมกราฟี โดยอาศัยการถ่ายภาพ

ตัดขวางด้วยแสงอินฟราเรดช่วงสั้น (near infrared) ซึ่ง

รูปที่ 22	 อธิบายการเคลื่อนผ ่านหยดน�้ ำของกล ้อง 

จลุทรรศน์แรงอะตอมแบบไม่มกีารสมัผสัเปรยีบ

เทียบกับแบบมีการสัมผัส

Figure 22	 Illustrates difference between contact 
mode and non-contact mode passing 
through water droplet
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นอกจากความสามารถในการถ่ายภาพตัดขวางโดยไม่

ต้องท�ำลาย วัตถุตัวอย่าง (non-destructive) แล้วยังไม่

ก่อให้เกิดอันตรายหรือผลข้างเคียงใดๆ ต่อเซลล์ของสิ่งมี

ชีวิต (non-invasive) ลักษณะคล้ายการท�ำอัลตร้าซาวด์  

(ultrasound) แต่ใช้คลืน่แสงแทนคลืน่เสยีง กล้องจลุทรรศน์

ชนิดนี้สามารถให้ความละเอียดในการถ่ายภาพสูงในระดับ

ไมโครเมตรและแสดงภาพออกมาแบบปัจจุบัน อีกทั้งยัง

สามารถเรียกได้ว่าเป็นออพติคัลไบออพซี (optical biopsy)  
คือการตรวจดูชิ้นเนื้อเยื่อโดยไม่ต้องตัดหรือผ่านขั้นตอน

การเตรียมชิ้นตัวอย่างเหมือนวิธีทางจุลพยาธิวิทยา (histo- 
pathology)(37,38) ในปัจจุบันออพติคัลโคฮีเรนซ์โทโมกราฟี 

(รปูที ่23) ได้ถกูพฒันาและได้ถูกน�ำไปประยกุต์ใช้ในการตรวจ

วินิจฉัยทางทันตกรรม โดยเมื่อเปรียบเทียบระหว่างการถ่าย

ภาพรังสีและออพติคัลโคฮีเรนซ์โทโมกราฟี พบว่าออพติคัล

โคฮเีรนซ์โทโมกราฟีจะให้ภาพท่ีมคีวามละเอยีดมากกว่ามกีาร

แสดงผลออกมาเป็นภาพแบบปัจจุบันซึ่งมีการพัฒนาออกมา

เป็นภาพสามมิติด้วย(39)

ซึง่เลนส์ตวัเดยีวกนันีก้จ็ะท�ำหน้าทีใ่นการรบัสญัญาณทีส่ะท้อน

กลับมาจากตัวอย่าง (backscattering light) ซ่ึงเกิดจาก

ความไม่สม�่ำเสมอของค่าดัชนีหักเหของแสงท่ีต�ำแหน่งต่างๆ 

ในชิ้นตัวอย่าง (refractive index variation) แสงสะท้อน

จากตัวอย่างจะถูกแทรกสอดกับแสงอ้างอิง โดยการเล่ือน

ต�ำแหน่งของกระจกในแขนอ้างอิง (reference arm) เป็น

ระยะทางที่ต้องการวัดภาพตัดขวางของตัวอย่าง จะสร้างจาก 

แอมปลจิดูทีแ่ตกต่างกนัของการสะท้อนทีค่วามลกึต่างๆ จาก

ผิวของตัวอย่าง (รูปที่ 24)(39,40,41) 

รูปที่ 23	 แสดงภาพของเครื่องออพติคัลโคฮีเรนซ์- 

โทโมกราฟี(36)

Figure 23	 Optical coherence tomography

	 หลักการท�ำงานพื้นฐานของกล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้เริ่ม

จาก แสงบรอดแบรนด์เลเซอร์ (broadband laser) จะถูก

ล�ำเลียงเข้าสู่ระบบการแทรกสอดของแสง (interferomete) 
แล้วแสงจากแหล่งก�ำเนิดจะถูกแบ่งออกเป็นสองส่วน ส่วน

แรกเป็นแสงอ้างอิง (reference beam) ซึ่งจะถูกสะท้อน

กลับด้วยกระจก (reference mirror) และล�ำเลียงต่อไปยัง

อุปกรณ์ตรวจวัดความเข้มแสง (photodetector) แสงส่วน

ที่สองจะถูกโฟกัสด้วยเลนส์ไปยังตัวอย่างท่ีต้องการถ่ายภาพ 

รูปที่ 24	 แสดงหลักการท�ำงานของออพติคัลโคฮีเรนซ์- 

โทโมกราฟี(39)

Figure 24	 Principle of optical coherence tomogra-
phy

	 ภาพที่ออกมาจากกล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้จะเป็นภาพ

ปัจจุบันท�ำให้ช่วยในแง่งานการรักษา เช่น สามารถใช้ในการ

ตรวจรอยร้าวของฟัน โดยสามารถตรวจได้ถึงความลึกของ

รอยร้าว รอยรัว่ของวสัดอุุด ต�ำแหน่งทีม่กีารทะลโุพรงประสาท

ฟัน การเกิด การสูญเสียแร่ธาตุ (demineralize) (รูปที่ 25) 

หนิน�ำ้ลายใต้เหงอืก และมะเรง็ในช่องปาก โดยจะพบตวัอย่าง

การใช้งานจากในงานวิจัยของ Baumgartner และคณะในปี 

2000(41)

	 ข้อจ�ำกัดของกล้องจุลทรรศน์ชนิดนี้ คือการสแกนจะ

ท�ำเป็นแนวเส้นท�ำให้การจะเห็นรอยโรคท้ังหมดต้องใช้หลาย

ร้อยหรือหลายพันภาพมารวมกันจึงจะเห็นครบ รวมถึงความ

ลึกของการสแกนต�่ำในระยะ 3-4 มม. ถ้าท�ำการตรวจชิ้นงาน
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ที่เป็นฟันเน่ืองจากความสามารถในการผ่านของแสงในวัตถุ

ต่างๆท�ำให้เป็นข้อจ�ำกัดส�ำหรับการใช้งานทางคลินิก(41)

รูปที่ 25	 แสดงตัวอย่างชั้นเคลือบฟัน (ด้านขวาของ

ภาพ) จากการตรวจช้ินตัวอย่างด้วยออพ- 

ติคัลโฮีเรสซ์โทโมกราฟี(39)

Figure 25	 Enamel observed in optical coherence 
tomography

สรุป
	 ในการเลอืกใช้อปุกรณ์ส�ำหรับการตรวจสอบลกัษณะทาง

กายภาพ ผู้ ใช้ควรมีความเข้าใจในหลักการท�ำงาน วิธีการใช้

งานข้อดีข้อเสียต่างๆ และข้อจ�ำกัดร่วมกับการพิจารณาถึง

วัตถุประสงค์ของการทดลองเพื่อให้ได้ผลการทดลองที่ตอบ

สนองต่อค�ำถามงานวิจัย โดยสิ่งที่ต้องค�ำนึงถึงได้แก่ข้อมูลที่

ต้องการจากการทดลอง ลกัษณะและชนดิของชิน้งานท่ีทดลอง 

ความละเอยีดของภาพก�ำลงัขยาย ความสามารถในการเตรยีม

ชิน้งาน ซึง่เป็นอีกขัน้ตอนท่ีมคีวามส�ำคญัเพราะผลการทดลอง

ที่ดีน้ันควรผ่านขั้นตอนการวิเคราะห์ผลท่ีถูกต้องเหมาะสม 

และมาจากชิ้นงานตัวอย่างที่ผ่านการเตรียมอย่างถูกต้องและ

วัดผลด้วยเครื่องมือที่เหมาะสมเที่ยงตรง
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