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ในนวิเคลยีสของเซลลม์นุษย ์(Homo sapiens sapiens) มโีครโมโซมทั �งหมดสองชดุที�คลา้ยคลงึกนั
(homologous chromosomes) แตล่ะชดุมโีครโมโซมอยู ่23 แทง่ บนโครโมโซมเหลา่นี�มยีนีที�ควบคมุ
ลกัษณะตา่ง ๆ ทั �งหมดของ มนุษยอ์ยูป่ระมาณ 25,000 ยนี ยดึเรยีงกนัอยูอ่ยา่งเป็นลําดบั แลว้ยนีเหลา่นี�ยดึ
เรยีงกนัอยูเ่ป็นลําดบัอยา่งไร อยูใ่กลไ้กล กนัเพยีงใด อยูบ่นโครโมโซมเดยีวกนัหรอืไม ่คณุรูไ้หมวา่รังสชีว่ย
ตอบคําถามเหลา่นี�ได ้

ลองคดิดวูา่ หากเราสามารถหกัโครโมโซมเป็นทอ่นสั �น ๆ โดยที�ตําแหน่งตา่ง ๆ ของโครโมโซมมโีอกาสที�จะ
ถกูหกัเทา่ ๆ กนั จากนั�นเราจงึแยกทอ่นโครโมโซมเหลา่นั�นออกจากกนั โอกาสที�เราจะพบยนีสองยนีใด ๆ
ซึ�งยดึเรยีงอยูใ่กลก้นับน ทอ่นโครโมโซมเดยีวกนั มมีากกวา่โอกาสที�เราจะพบยนีสองยนีซึ�งอยูห่า่งกนั
เพราะโอกาสที�เราจะหกัโครโมโซม ณ ตําแหน่งระหวา่งยนีสองยนีซึ�งอยูห่า่งกนัมมีากกวา่โอกาสที�เราจะหกั
โครโมโซม ณ ตําแหน่งระหวา่งยนีสองยนีซึ�งอยู ่ใกลก้นั เพยีงใชห้ลกัการนี� เรากจ็ะสามารถบอกไดว้า่ ยนี
สองยนีใด ๆ ยดึเรยีงอยูใ่กลห้รอืไกลจากกนับนโครโมโซม



สมมตวิา่เราแบง่โครโมโซมออกเป็นหา้สว่น A ถงึ E และหลงัจากไดรั้บรังส ีรอยตอ่ระหวา่งสว่นทั �งหา้นี� มี
โอกาสแตกหกัไดเ้ทา่ ๆ กนั ดงันั�น เมื�อผา่นการฉายรังส ีโอกาสที�จะพบสว่น A กบัสว่น B บนชิ�นโครโมโซม



เดยีวกนั จงึมมีากกวา่โอกาสที�จะพบสว่น A กบัสว่น C หรอืสว่น A กบัสว่น D หรอืสว่น A กบัสว่น E อยูด่ว้ย
กนับนชิ�นโครโมโซมหนึ�ง ๆ

รังสเีขา้มามบีทบาทในการศกึษาการยดึเรยีงของยนีโดยเฉพาะในเซลลม์นุษยแ์ละเซลลส์ตัวช์ั �นสงู เมื�อเรา
ฉายรังสเีอกซ ์หรอืแกมมาแกเ่ซลลใ์นปรมิาณที�สงูพอใหเ้ซลลต์าย (lethal dose) คอื 30-100 Gy รังสจีะ
ทําใหโ้ครโมโซมแตกหกัและ ถกูทําลายมากจนเกนิกวา่ที�เซลลจ์ะสามารถซอ่มแซมได ้แตเ่ราไมส่ามารถ
ควบคมุขนาดของชิ�นโครโมโซม และตําแหน่ง ของการแตกหกัได ้ชิ�นโครโมโซมที�ไดจ้งึมขีนาดใหญห่รอื
เล็กแตกตา่งกนัไป และเกดิจากตําแหน่งของ การแตกหกัตา่ง ๆ กนั ในการศกึษาการยดึเรยีงของยนี นักวจัิย
ใชรั้งสเีอกซร์ว่มกบัการบงัคบัใหเ้ซลลร์วมตวักนั และการวเิคราะห ์ดเีอ็นเอเครื�องหมายเชงิสถติ ิในเทคนคิ
การทําแผนที�พันธกุรรมที�เรยีกวา่ Radiation Hybrid Mapping

ในการศกึษาการยดึเรยีงยนีมนุษยก์อ่นยคุจโีนมกิส ์เซลลม์นุษยจ์ะถกูรวมตวัเขา้ดว้ยกนักบัเซลลห์นูใหเ้ป็น
เซลลเ์ดยีวกนั ผา่นกระบวนการรวมเซลล ์(cell fusion) โดยอาศยัสารเคม ีpolyethylene glycol หรอือาศยั
ไวรัสบางชนดิ เซลลท์ี� รวมตวัเขา้ดว้ยกนัในเบื�องตน้จะยงัคงนวิเคลยีสจากทั �งสองสปีชสีไ์ว ้เรยีกเซลลท์ี�มี
ลกัษณะเชน่นี�วา่เฮเทอโรแครอิอน (heterokaryon) เมื�อมกีารแบง่เซลล ์เซลลใ์หมท่ี�ไดจ้ะมเีพยีงนวิเคลยีส
เดยีวเรยีกเซลลเ์หลา่นี�วา่เซลลล์กูผสมหนู-มนุษย ์(rodent-human hybrid cells) ในเบื�องตน้เซลลเ์หลา่นี�
จะยงัไมเ่สถยีร เนื�องจากโครโมโซมของคนไมส่ามารถ จําลองตวัเองไดด้ ีเมื�อเกดิการแบง่เซลลจ์งึมกัเกดิ
การสญูหายของโครโมโซมคนโดยที�โครโมโซมของหนูยงัอยูค่รบ เซลลล์กูผสมที�เสถยีรจะมโีครโมโซมจาก
คนเหลอือยูเ่พยีง 3 - 4 โครโมโซมเทา่นั�น

เราสามารถรวบรวมเซลลล์กูผสมที�มโีครโมโซมตา่ง ๆ ของคนไวด้ว้ยกนัเพื�อศกึษาตําแหน่งของยนีบน
โครโมโซม จัดเป็นชดุเซลลล์กูผสม (hybrid cell panel) และหากเรามดีเีอ็นเอเครื�องหมาย (DNA
markers) ของยนีที�เราสนใจ ไมว่า่จะอยูใ่นรปูแบบ PCR primers หรอื hybridization probe เรากจ็ะ
สามารถตรวจสอบไดท้นัทวีา่ยนีของเราอยูบ่น โครโมโซมใด โดยใชช้ดุเซลลล์กูผสมดงักลา่ว

อยา่งไรกต็าม การประยกุตใ์ชช้ดุเซลลล์กูผสมในรปูแบบนี� ทําใหเ้ราทราบแตเ่พยีงวา่ยนีตา่ง ๆ อาศยัอยูบ่น
โครโมโซมใด แตไ่มส่ามารถบอกเราไดว้า่ยนีเหลา่นั�นยดึเรยีงกนัเป็นลําดบัอยา่งไรในแตล่ะโครโมโซม นัก
วจัิยจงึตอ้งสรา้งชดุเซลล ์ลกูผสมอนัประกอบดว้ยเซลลล์กูผสมที�ไดรั้บโครโมโซมมนุษยเ์พยีงโครโมโซม
เดยีว (monochromosomal hybrids) เมื�อนําไปฉายรังสทีี�ปรมิาณรังสถีงึตาย ซึ�งทําใหโ้ครโมโซมทั �งของ
มนุษยแ์ละหนูแตกหกัมากเกนิกวา่จะซอ่มแซมได ้เซลลล์กูผสมนั�นจะไมส่ามารถดํารงชพีอยูต่อ่ไป ในการทํา
แผนที�พันธกุรรม นักวจัิยจําเป็นตอ้งเกบ็รักษาชิ�นโครโมโซม เหลา่นี�ไวศ้กึษา จงึนําเซลลท์ี�ผา่นการฉายรังสี
นั�นมารวมตวัเขา้เซลลห์นูปกตอิกีครั �ง เกดิเป็นเซลลล์กูผสมผูใ้ห-้ผูรั้บ (donor-recipient hybrid cells) โดย
มเีซลล ์monochromosomal hybrid ที�ผา่นการฉายรังสเีป็นเซลลผ์ูใ้ห ้(donor) และเซลลห์นูปกตเิป็นเซลล์
ผูรั้บ (recipient)



นักวจัิยใชเ้อนไซมท์ี�เซลลผ์ูใ้หผ้ลติได ้แตเ่ซลลผ์ูรั้บผลติไมไ่ด ้(selective enzyme) ในการคดัเลอืกเซลลล์กูผสม ที�ได ้
รับชิ�นโครโมโซมจากเซลลผ์ูใ้ห ้

เนื�องจากการฉายรังสอีาจทําลายสว่นของโครโมโซมที�สําคญัตอ่การถา่ยทอดโครโมโซมผา่นการแบง่เซลล์
เชน่ เซนโทรเมยีร ์(centromere) และเทโลเมยีร ์(telomere) นักวจัิยจงึตอ้งระบลุกัษณะเฉพาะของเซลลผ์ู ้
ใหแ้ละเซลลผ์ูรั้บ และคดัเลอืกเซลลล์กูผสมผูใ้ห-้ผูรั้บ ที�มลีกัษณะจําเพาะ เซลลผ์ูรั้บที�นยิมใชม้กัขาดความ



สามารถในการผลติเอนไซม ์ที�จําเป็นตอ่การดํารงชพีในอาหารเลี�ยงเซลลสํ์าหรับคดัเลอืก (selection
medium) เชน่ เอนไซม ์hypoxanthine guanine phosphoribosil transferase และ thymidine kinase
และเซลลผ์ูใ้หต้อ้งเป็นเซลลท์ี�สามารถผลติเอนไซม ์นี�ได ้โดยมยีนีสําหรับเอนไซมน์ี�อยูบ่นโครโมโซมใด
โครโมโซมหนึ�ง จงึเรยีกยนีนั�นวา่เป็นเครื�องหมายสําหรับ การคดัเลอืก (selection marker) เมื�อนําเซลลผ์ู ้
ใหแ้ละเซลลผ์ูรั้บ มารวมตวักนั เซลลล์กูผสมที�ไดจ้ะถกูเลี�ยงบนอาหาร คดัเลอืก ดงันั�น เซลลล์กูผสมที�ไดรั้บ
ยนีสําหรับเอนไซมน์ี� บนชิ�นโครโมโซมที�สามารถถา่ยทอดไดเ้ทา่นั�น จงึจะมชีวีติ อยูร่อดและ ขยายพันธุไ์ด ้
บนอาหารคดัเลอืก หากชิ�นโครโมโซมที�มยีนีสําหรับการคดัเลอืก ขาดเซนโทรเมยีรห์รอื เทโลเมยีร ์มนัจะ
ตอ้งตอ่เขา้กบัชิ�นโครโมโซมอื�น ที�มสีว่นสําคญัของโครโมโซมดงักลา่ว จงึจะสามารถถา่ยทอดไดท้างพันธุ
กรรม

เซลลล์กูผสมผูใ้ห-้ผูรั้บจะถกูแยกเลี�ยงเป็นโคลนเซลลล์กูผสม (hybrid cell clones) โดยแตล่ะโคลนมี
โอกาส ที�จะไดรั้บ ชิ�นสว่นของโครโมโซมมนุษยท์ี�แตกตา่งกนัออกไป ชดุของเซลลล์กูผสมเชน่นี� จะถกูนํา
ไปใชเ้พื�อศกึษาการยดึเรยีงของ ยนีมนุษยต์อ่ไป โดย ชดุเซลลล์กูผสมที�มขีนาดประมาณ 40 – 50 โคลน
อาจเพยีงพอสําหรับการศกึษาการยดึเรยีงของ กลุม่ยนีกลุม่หนึ�งบนโครโมโซม

ในการศกึษาดงักลา่วเซลลล์กูผสมผูใ้ห-้ผูรั้บ จะถกูตรวจสอบดว้ยดเีอ็นเอเครื�องหมาย ความถี�ของการตรวจ
พบ ดเีอ็นเครื�องหมายสองเครื�องหมายใด ๆ ในแตล่ะโคลนของชดุเซลลล์กูผสมจะถกูนํามาคํานวณเชงิสถติิ
เพื�อใหไ้ดม้า ซึ�งระยะหา่งระหวา่งตําแหน่งของดเีอ็นเครื�องหมายนั�นบนโครโมโซม ซึ�งขอ้มลูนี�จะชว่ยใหนั้ก
วจัิยสามารถวเิคราะหห์า ลําดบัการยดึเรยีงของยนีและดเีอ็นเอเครื�องหมายเหลา่นั�นไดใ้นที�สดุ ลําดบัและ
กลุม่การยดึเรยีงของยนีหรอื ดเีอ็นเอเครื�องหมายที�ไดจ้ากเทคนคินี�เรยีกวา่ radiation hybrid map (RH
map)

ในปัจจบุนัเทคนคินี�ไดรั้บการขยายขอบเขตเพื�อศกึษาโครโมโซมทั �งหมดในคราวเดยีว (whole genome
studies) เพราะ อาศยัขั �นตอนวธิเีชงิคอมพวิเตอร ์(computer algorithm) สําหรับวเิคราะหข์อ้มลู และ
เทคโนโลยดีเีอ็นเอเครื�องหมาย (DNA markers) ไดรั้บการพัฒนาอยา่งมาก ชว่ยใหส้ามารถแยกแยะกลุม่
การยดึเรยีง (linkage group) ตา่ง ๆ ไดแ้มจ้ะม ีขอ้มลูและกลุม่การยดึเรยีงเป็นจํานวนมาก ปัจจบุนัจงึใช ้
เซลลม์นุษยซ์ ึ�งไมไ่ดผ้า่นการรวมตวักบัเซลลห์นูมากอ่น เป็นเซลลผ์ูใ้หท้ี�จะตอ้งผา่นการฉายรังส ีโดยเซลลผ์ู ้
รับยงัเป็นเซลลห์นูเชน่เดมิ หลงัจากกระบวนการรวมเซลล ์ชิ�นสว่น ของโครโมโซมของคนบางชิ�น จะเขา้
แทนที�ช ิ�นสว่นโครโมโซมของหนูที�มลํีาดบัดเีอ็นเอคลา้ยคลงึกนั โดยผา่น กระบวนการแลกเปลี�ยนชิ�นสว่น
ของโครโมโซมแบบ homologous recombination หรอืใชก้ระบวนการซอ่มแซม ดเีอ็นเอ เชน่
non-homologous end joining โดยแตล่ะเซลลล์กูผสมอาจไดรั้บชิ�นสว่นจากโครโมโซมตา่ง ๆ มากกวา่
หนึ�ง โครโมโซม และชิ�นโครโมโซมเหลา่นี�จะแตกตา่งกนัในแตล่ะเซลลล์กูผสม ดงันั�น ในการวเิคราะหพั์นธุ
กรรม ทั �งหมด ในการทดลองชดุเดยีว จะตอ้งใชช้ดุเซลลล์กูผสม ที�มขีนาดประมาณ 100-200 โคลน เป็น
อยา่งนอ้ย



ตวัอยา่งขั �นตอนการทํา RH map สําหรับปลา zebrafish (Danio rario) โดยใชช้ดุเซลลล์กูผสม zebrafish –
hamster

นอกจากการยดึเรยีงของยนีในเซลลม์นุษย ์ปัจจบุนัเทคนคินี�ยงัเป็นที�นยิมใชก้บัเซลลส์ตัว ์เชน่ ววั หม ูไก่
และปลา อกีดว้ย สําหรับพชืไมน่ยิมใชเ้ทคนคินี� เนื�องจากการเพาะเลี�ยงเซลลพ์ชืมขีอ้จํากดัที�แตกตา่งจาก



การเพาะเลี�ยงเซลลส์ตัว ์และผูว้จัิยกย็งัสามารถทําการผสมพันธุแ์ละปลกูเลี�ยงพชืตา่ง ๆ เพื�อวเิคราะหก์ารยดึ
เรยีงของยนีได ้พชืที�มกีารทํา RH map เชน่ ขา้วโพด และขา้วสาล ีเป็นตน้
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