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บทคัดย่อ 
ในการเพิ่มประสิทธิภาพการมองเห็นรายละเอียดของเซลล์ท่ีมีความเปรียบต่างต่ํา เราสามารถใช้เทคนิคการย้อมสีเซลล์ เพ่ือเพ่ิม

ความเปรียบต่างให้กับภาพถ่ายของเซลล์จากกล้องจุลทรรศน์ได้ แต่อย่างไรก็ตามกระบวนการเตรียมเซลล์มีความซับซ้อนเพราะว่า
ขั้นตอนการย้อมสีขึ้นกับชนิดของสีย้อม ซ่ึงต้องใช้ให้ตรงกับวัตถุประสงค์ท่ีแตกตา่งกัน ในงานวิจัยนี้เราได้ศึกษาการเพิ่มความเปรียบต่าง
ในภาพถ่ายของเซลล์ท่ีมีความเปรียบต่างต่ํา ได้แก่ เซลล์รากกล้วยไม้  รากหัวหอม สปอร์แรงเจียมของหวายทะนอย และปีกผีเสื้อ โดย
ใช้การถ่ายภาพที่ให้ความสว่างชัดเจนทั่วท้ังภาพ (HDR) เทคนิค HDR สามารถเก็บรายละเอียดของภาพได้เพ่ิมขึ้นโดยการถ่ายภาพสามภาพ
ท่ีมีค่าความสว่างแตกต่างกันแล้วนํามาปรับโทนของภาพจนได้ค่าความสว่างชัดเจนท่ัวท้ังภาพ ผลของภาพ HDR ท่ีสามารถเพิ่มความ
ละเอียดของเซลล์ตัวอย่างได้ท้ังบริเวณมืดและบริเวณสว่างของภาพ ดังนั้นค่าความเปรียบต่างของภาพ HDR ของเซลล์ตัวอย่างเพ่ิมขึ้น
อย่างมีนัยสําคัญโดยมีค่าเฉลี่ยประมาณ 4.5 เท่า เม่ือเทียบกับภาพถ่ายธรรมดา และ 3.5 เท่าเม่ือเทียบกับภาพถ่ายเซลล์ท่ีย้อมสีแล้ว   
 

คําสําคัญ: การประมวลภาพ ความเปรียบต่าง การถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์ ช่วงกว้างของการเก็บรายละเอียดแสงสูงสุด กล้องจุลทรรศน์ 
 

Abstract 
 In order to enhance visualization under a microscope of very low contrast cells, cell staining technique 
can be used to increase the contrast in the photomicrography. However, cell preparation process is complicated 
because it depends on several types of staining media, which can be used for a different purpose. 
 Here we investigate the contrast boosting in photomicrography of low contrast cells such as orchid root, 
onion root, sporangium of Psilotum nudum and butterfly wings by using high dynamic range (HDR) image 
processing. HDR techniques record an extended dynamic range by composing and tone mapping of three images 
with different exposures.  
 As a result, HDR technique can increase the fine details within the specimen both in dark and bright 
areas. Thus the overall contrast of the HDR images is enhanced significantly about 4.5 times by average when 
comparing to the normal images and about 3.5 times when comparing to the images of stained cells. 
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บทนํา 
  การศึกษาเซลล์ขนาดเล็กจําเป็นอย่างย่ิงที่ต้องใช้กล้องจุลทรรศน์ในการส่องดูรายละเอียดเซลล์ตัวอย่าง โดยเฉพาะเซลล์ท่ีให้
ภาพท่ีมีความเปรียบต่างน้อยมาก ได้แก่ เซลล์รากกล้วยไม้  รากหัวหอม สปอร์แรงเจียม และปีกผีเสื้อ เป็นต้น จึงทําให้ภาพที่ถ่าย
ออกมาไม่สามารถเห็นรายละเอียดของเซลล์ได้อย่างชัดเจน และไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างภาพของเซลล์กับภาพพ้ืนหลังได้ 
ดังนั้นจึงได้มีการพัฒนาวิธีการต่างๆ เพ่ือให้สามารถเห็นรายละเอียดเซลล์เหล่าน้ีได้มากขึ้น โดยการเพิ่มความเปรียบต่างมีหลายวิธี 
ได้แก่ การย้อมสีเซลล์ตัวอย่างซ่ึงมีข้อเสียตรงที่ต้องมีการเปลี่ยนสภาพดั้งเดิมของเซลล์ไป หรือการดัดแปลงระบบแสงในกล้อง
จุลทรรศน์ซ่ึงเป็นวิธีการหนึ่งท่ีใช้ในการเพ่ิมความเปรียบต่างโดยไม่ต้องย้อมสีเซลล์ตัวอย่างได้แก่ การปรับไดอะแฟรม เพื่อให้แสงเข้า
คอนเดนเซอร์ได้น้อยลง แต่วิธีการนี้มีข้อเสยีตรงท่ีความละเอียดและความคมของภาพจะลดลง   

สําหรับงานวิจัยนี้อาศัยเทคนิคการถ่ายภาพท่ีมีช่วงการรับแสงกว้างและให้ความสว่างชัดเจนท่ัวท้ังภาพ (High Dynamic 
Range imaging technique หรือ HDR imaging) ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีสามารถเพิ่มความเปรียบต่างให้กับภาพโดยอาศัยหลักการถ่ายภาพ
หลาย ๆ ภาพที่มีค่าปริมาณแสง (exposure value หรือ EV) แตกต่างกันต้ังแต่น้อยสุดไปถึงมากสุด แล้วนําภาพเหล่าน้ีมาซ้อนทับกัน
และปรับโทนของภาพด้วยโปรแกรมแต่งภาพ ซ่ึงโดยปกติแล้วตามนุษย์สามารถมองเห็นช่วงการรับแสง (dynamic range) ในช่วงที่กว้าง 
ส่วนกล้องนั้นมีความสามารถในการรบัแสงในช่วงที่แคบ (Low Dynamic Range หรือ LDR) จึงทําให้ภาพถ่ายมีความเปรียบต่างน้อย 
จึงต้องนําภาพ LDR หลาย ๆ ภาพที่มีค่า EV ต่าง ๆ กันมารวมกัน จนทําให้ภาพที่ได้มีช่วงการรับแสงท่ีสูงขึ้น (High Dynamic Range 
หรือ HDR) และมีความเปรียบต่างเพิ่มขึ้นด้วย [1-3] ดังแสดงในภาพที่ 1  
  ความแตกต่างระหว่างค่าปริมาณแสงที่แตกต่างกันนั้นขึ้นกับการตั้งค่าของเวลาในการเปิดหน้ากล้องที่ต่างกัน โดยจะคํานวณ
ปัจจัยที่ส่งผลให้แสงผ่านเข้ากล้องได้มากน้อยต่างกัน คือขนาดของหน้ากล้องและความเร็วชัตเตอร์ โดยเทคโนโลยีของกล้องถ่ายภาพได้
พัฒนาให้มีการถ่ายภาพคร่อมแบบอัตโนมัติ (auto exposure bracketing) โดยสามารถตั้งค่า EV เพ่ือถ่ายภาพได้อย่างน้อยสามระดับ 
คือ EV = -2, 0 และ +2 โดยกล้องจะใช้โปรแกรมและระบบวัดแสงเพ่ือกําหนดเป็นขนาดหน้ากล้องและเวลาเปิดหน้ากล้องอย่าง
อัตโนมัติ ซ่ึงเวลาท่ีใช้ในการเปิดหน้ากล้องที่ต่างกันมีผลต่อระดับปริมาณแสง ภาพ HDR ท่ีได้จะมีความเปรียบต่างเพิ่มขึ้นซ่ึงสามารถ
สังเกตได้จากภาพท่ีมีความสว่างชัดเจนทั่วท้ังภาพท้ังบริเวณมืดท่ีสุดและสว่างท่ีสุดของภาพ  
 ท้ังนี้ค่า EV มีความสัมพันธ์กับขนาดของหน้ากล้อง (camera exposure) และความเร็วชัดเตอร์ (exposure time) ดัง
สมการที่ (1) [4] 

 

EV	 = 	 log� ��
�
� �                                                                                  (1) 

 

เม่ือ   N คือ ขนาดของหน้ากล้อง  
           � คือ เวลาในการเปิดชัตเตอร์ 
 
และค่า EV มีความสัมพันธ์กับค่าอัตราส่วนของความเปรียบต่างดังสมการท่ี (2) 
 

 C = 2���                                                                                             (2) 
 

เม่ือ C คือ อัตราส่วนของความเปรียบต่าง (contrast ratio) 
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ภาพที่ 1 หลักการของเทคนิคการถ่ายภาพท่ีให้ความสว่างชัดเจนท่ัวท้ังภาพ (High Dynamic Range imaging) 
 

การใช้เทคนิคการถ่ายภาพแบบ HDR เพ่ือเพิ่มความเปรียบต่างให้กับภาพถ่ายเซลล์ตัวอย่างท่ีมีความเปรียบต่างน้อยนั้น มีข้อ
ได้เปรียบเม่ือเทียบกับการย้อมสีเซลล์ตัวอย่าง เนื่องจากไม่ต้องมีการเปลี่ยนสภาพดั้งเดิมของเซลล์ตัวอย่าง ทําให้สามารถลดขั้นตอน
และความยุ่งยากในการเตรียมเซลล์ตัวอย่างได้ และยังลดงบประมาณจากการซ้ืออุปกรณ์เสริมสําหรับวิธีการดัดแปลงระบบแสงใน  
กล้องจุลทรรศน์ด้วย ดังนั้นจึงมีความน่าสนใจท่ีจะศึกษาเกี่ยวกับการถ่ายภาพเพ่ือเพ่ิมความเปรียบต่างให้กับภาพถ่ายจาก            
กล้องจุลทรรศน์โดยใช้เทคนิคการถ่ายภาพแบบ HDR กับเซลล์ตัวอย่างท่ีมีความเปรียบต่างน้อย 
 

วิธีการวิจัย 
 เตรียมเซลล์ตัวอย่างแบบสไลด์สดของเซลล์รากกล้วยไม้ เซลล์รากหอม สปอร์แรงเจียมและปีกผีเสื้อ แล้วจึงถ่ายภาพเซลล์

เหล่านี้ด้วยกล้องดิจิตอล DSLR (Canon EOS 450D) ท่ีเชื่อมต่อกับกล้องจุลทรรศน์ (Olympus BX50) โดยเชื่อมต่อผ่านพอร์ทแบบ 
C-mount และได้ตั้งค่าการเปิดหน้ากล้อง (Av) เท่ากับ f/8 ค่าความไวแสง (ISO) เท่ากับ 200 และตั้งโหมดการถ่ายแบบไม่อัตโนมัติ 
(manual mode) ท้ังนี้ในการถ่ายภาพ HDR ต้องต้ังโปรแกรมให้กล้องถ่ายภาพคร่อมแสงแบบอัตโนมัติ (auto exposure bracketing 
หรือ AEB) ซ่ึงกล้องจะถ่ายภาพสามภาพที่มีค่า EV แตกต่างกันแบบอัตโนมัติ โดยกล้องจะปรับเวลาในการเปิดชัตเตอร์ให้สอดคล้องกับ
ค่า EV ท่ีได้ตั้งไว้ก่อน ซ่ึงในงานวิจัยนี้ค่า EV ท่ีใช้ค่าเท่ากับ -2, 0 และ 2 ตามลําดับ จากนั้นจึงนําภาพมาประมวลผลด้วยโปรแกรม
ประมวลภาพ แล้วจึงปรับโทนของภาพด้วยโหมดเพิ่มโทนภาพ (tone enhancer mode) ตามค่าท่ีใช้ในโปรแกรมดังนี้ Stength = 100, 
Color satulation = 80, Luminosity = 100, Detail contrast = 60 และ Lighting adjustment = - 100 

 ภาพ HDR ท่ีได้จะเป็นไฟล์ .tiff  แบบ 16 บิท ซ่ึงจะนําภาพเหล่าน้ีไปคํานวณหาค่าความเปรียบต่างต่อไป ซ่ึงจะเปรียบเทียบ
ค่าความเปรียบต่างกับภาพท่ีไม่ได้เป็นภาพ HDR ซ่ึงจะใช้แค่ภาพที่มีค่า EV = 0 เท่านั้น และในงานวิจัยนี้ได้นําเซลล์รากกล้วยไม้และ
สปอร์แรงเจียมของหวายทะนอยมาย้อมสีด้วย Safranino เพื่อเปรียบเทียบผลค่าความเปรียบต่างกับภาพ HDR ท่ีไม่ได้ทําการย้อมสีดว้ย  
 การคํานวณหาค่าความเปรียบต่างในงานวิจัยนี้ได้ใช้วิธี Squared โดยคํานวณได้ดังจากสมการท่ี (3) [5] 
 

� � � �
��� ∑ ∑ �(�� �)²����

�
���                                                                     (3) 

 

เม่ือ  � คือ ค่าความเปรียบต่าง 
          �(�� �) คือ ผลรวมของผลต่างของระดับความเข้มแสงในแต่ละพิกเซล 
        J คือ จํานวนพิกเซลในแนวแถว 
        K คือ จํานวนพิกเซลในแนวคอลัมน์ 
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โดยสามารถคํานวณค่า  �(�� �) ได้ดังสมาการที่ (4) 
 

�(�� �) = 	∑ |�(�� �) � �(�� �)|���
����� + ∑ |�(�� �) � �(�� �)|���

�����                          (4) 
 

เม่ือ  I คือ ค่าระดับความเข้มแสงท่ีตําแหน่งต่าง ๆ ในภาพ 
 

ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย 
ภาพ HDR ท่ีได้จากการประมวลผลภาพหลายๆ ภาพที่มีค่าปริมาณแสงต่างๆ กัน จะมีช่วงการรับแสงท่ีสูงกว่าปกติ ซ่ึงมากกว่า

ท่ีกล้องดิจิตอลท่ัวไปจะสามารถทําได้ และไม่สามารถทําได้จากภาพถ่ายเพียงภาพเดียว  แม้ว่าจะพยายามปรับเพ่ิมความสว่างให้ภาพ
เพ่ือให้เห็นรายละเอียดของภาพบริเวณเงามืด (shadow) ของภาพก็จะสูญเสียรายละเอียดของภาพบริเวณสว่าง (highlight) ไป หรือ
ในทางกลับกันเม่ือลดความสว่างของภาพลงเพื่อให้เห็นรายละเอียดของภาพบริเวณสว่างก็จะสูญเสียรายละเอียดของภาพบริเวณเงามืด
ไปเช่นกัน ท้ังนี้รายละเอียดของภาพ HDR จะให้ความละเอียดท่ีชัดเจนท้ังบริเวณเงามืดและบริเวณสว่างได้ในภาพเดียวกันได้ 

ภาพที่ 2 เป็นภาพถ่ายของเซลล์รากกล้วยไม้ก่อนย้อมสีซ่ึงเป็นการถ่ายภาพคร่อมแบบอัตโนมัติ ทําให้ได้ภาพสามภาพที่มีค่า EV 
แตกต่างกันสามค่า ได้แก่ EV = -2 (ภาพที่ 2(ก)) EV = 0 (ภาพที่ 2(ข)) และ EV = +2 (ภาพที่ 2(ค)) ตามลําดับ แล้วจึงประมวลผล
ภาพทั้งสามภาพเพ่ือสร้างภาพ HDR ด้วยโปรแกรมประมวลภาพ จนได้ภาพ HDR ดังแสดงในภาพท่ี 2(ง) จากภาพจะเห็นได้ว่ามีความ
สว่างชัดเจนทั่วท้ังภาพท้ังบริเวณเงามืดและบริเวณสว่างของภาพ ทําให้ค่าความเปรียบต่างของภาพมีค่าเพ่ิมขึ้น มากกว่าค่าความ
เปรียบต่างของภาพถ่ายก่อนทําภาพ HDR ท้ังสามภาพ และสามารถเห็นรายละเอียดของเซลล์รากกล้วยไม้ได้อย่างชัดเจน สังเกตได้จาก
รายละเอียดของเน้ือเย่ีอลําเลียงอาหารและน้ํา 

เมื่อนําเซลล์ของรากกล้วยไม้จากภาพที่ 2 ไปทําการย้อมสีด้วย Safranino เพื่อตรวจสอบการเพิ่มความเปรียบต่างด้วยการย้อมสี 
แล้วจึงนํามาเปรียบเทียบกับค่าที่ได้จากการทําภาพ HDR ดังแสดงในภาพที่ 3 ท่ีแสดงให้เห็นความแตกต่างของภาพเซลล์ของราก
กล้วยไม้ท่ีไม่ได้ย้อมสีท่ีถ่ายด้วยค่า EV = 0 (ภาพที่ 3(ก)) ภาพเซลล์ของรากกล้วยไม้ท่ีย้อมสีท่ีถ่ายด้วยค่า EV = 0 (ภาพที่ 3(ข)) และ
ภาพเซลล์ของรากกล้วยไม้ท่ีไม่ได้ย้อมสีท่ีทําเป็นภาพ HDR (ภาพที่ 3(ค)) ตามลําดับ ซ่ึงจะเห็นได้อย่างชัดเจนว่าภาพ HDR มีความสว่าง
ท่ัวท้ังภาพต่างจากภาพท่ีได้จากการย้อมสีซ่ึงความสว่างของภาพบริเวณวงรอบนอกของรากกล้วยไม้จะน้อยกว่ามาก ทําให้รายละเอียด
ในบริเวณเงามืดนี้จะน้อยกว่าในภาพ HDR ดังนั้นค่าความเปรียบต่างของภาพ HDR จึงมีค่ามากกว่าภาพท่ีได้จากการย้อมสีและภาพท่ี
ไม่ได้ย้อมสีท่ีถ่ายเพียงภาพเดียวด้วย 
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ภาพที่ 2 ภาพ HDR ของเซลล์รากกล้วยไม้ท่ีไม่ได้ย้อมสีท่ีเกิดจากการรวมภาพสามภาพที่มีค่า EV = -2, 0 และ +2  
(ก) ภาพท่ีมีค่า EV = -2 (ข) ภาพท่ีมีค่า EV = 0 (ค) ภาพที่มีค่า EV = +2 และ (ง) ภาพ HDR  

 

 
 

ภาพที่ 3 การเปรียบเทียบรายละเอียดและความเปรียบต่างของภาพเซลล์รากกล้วยไม้เม่ือ  
(ก) ภาพท่ีมีค่า EV = 0 และไม่ได้ย้อมสี (ข) ภาพที่มีค่า EV = 0 และได้ย้อมสีด้วย Safranino (ค) ภาพ HDR 
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