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บทคัดย่อ 

นกหัวโตเล็กเป็นนกชายเลนที่อพยพเข้ามาประเทศไทยในช่วงนอกฤดูผสมพันธุ์ ซึ่งเป็นช่วงที่นกเพศผู้
และเพศเมียมีลักษณะสัณฐานวิทยาที่เหมือนกัน (sexually monomorphic) ยากต่อการระบุเพศ จึงต้องอาศัย
เทคนิคทางโมเลกุล ในการศึกษาครั้งนี้เก็บตัวอย่างเลือดนกในสกุลนกหัวโตเล็ก 3 สปีชสี์ คือ หัวโตทรายเล็ก 
(Charadrius mongolus) หัวโตทรายใหญ่ (C. leschenaultii) และหัวโตขาด า (C. alexandrinus) ด้วย
กระดาษสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป (FTA® card) และเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในส่วน intron ของยีน chromo-
helicase-DNA binding (CHD) สามารถตรวจสอบเพศนกในสกุลนี้ได้ด้วยไพรเมอร์ 2550F/2718R พบว่า
ผลิตภัณฑ์พีซีอารจ์ากเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส นกเพศเมียมีแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ที่มีชิ้นดีเอ็นเอ
ขนาด 450 คู่เบส (CHD-W) และขนาดประมาณ 650 คู่เบส (CHD-Z) และนกเพศผู้มีแถบดีเอ็นเอเพียง 1 แถบ 
ประมาณ 650 คู่เบส (CHD-Z) นอกจากนัน้พบว่าล าดับนวิคลีโอไทด์ของ CHD-Z ของ C. alexandrinus มี
ขนาดแตกต่างจาก C. mongolus และ C. leschenaultii อยู่ 13 คู่เบส 
 
ABSTRACT 

Charadrius spp. are small shorebirds which wintering in Thailand during non-breeding 
period. outside the breeding season the adult is nearly sexually monomorphic that sex is difficult to 
identify. Therefore, sex identification using molecular technique is recommended. In this study, 
using FTA®card, genomic DNA was collected from blood samples of three Charadrius spp., 
including lesser sand plover (Charadrius mongolus), greater sand plover (C. leschenaultii) and 
kentish plover (C. alexandrinus). The 2550F/2718R primer can be used to amplify the intronic 
region of the chromo-helicase-DNA binding (CHD) gene and the resulting PCR products were 
analyzed by agarose gel electrophoresis. The females produced two bands, which are 450 bp 
(CHD-W) and around 650 bp (CHD-Z), whereas samples from the males produced only a single 
band at around 650 bp (CHD-Z). Additionally, the nucleotides sequence of CHD-Z of                 
C. alexandrines is different from C. mongolus and C. leschenaultii is 13 bp. 

 
ค าส าคัญ:  การระบุเพศ, ยีน chromo-helicase-DNA binding (CHD), นกหัวโตเล็ก  
Keywords:  sex identification, chromo-helicase-DNA binding (CHD) gene, Charadrius sp 
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บทน า 
 การส ารวจและการเก็บข้อมูลประชากรนกที่อพยพมายังประเทศไทยนั้น จะท าการเก็บข้อมูลด้านชีว
สัณฐาน ได้แก่ ชนิดสายพันธุ์ เพศ วัดขนาดต่างๆ ที่ส าคัญของนกแต่ละตัว เช่น ความยาวปาก ความยาวหน้า
แข้ง ความยาวปีก การผลัดขน และน้ าหนัก เป็นต้น รวมทั้งมีการติดเครื่องหมายติดตามเพื่อระบุตัวนกและเพื่อ
ศึกษาเส้นทางการอพยพของนก (ฑิฐิ และคณะ, 2554) แต่อย่างไรก็ตามมีนกบางสกุลที่ช่วงเวลาในการอพยพ
อยู่นอกฤดูผสมพันธุ์ นกเพศผู้และเพศเมียจะมีลักษณะทางภายนอกที่เหมือนกัน (sexually monomorphic) 
ท าให้เกิดปัญหาการระบุเพศในภาคสนาม จึงจ าเป็นต้องอาศัยเทคนิคทางโมเลกุลช่วยในการระบุเพศ เพื่อกา
ศึกษาความแตกต่างทางชีวสัณฐานต่อไป ในการก าหนดเพศนกจากโครโมโซมเพศ นกเพศผู้มีโครโมโซมแบบ 
homogametic sex (ZZ) นกเพศเมียมีโครโมโซมแบบ heterogametic sex (ZW) ซึ่งโครโมโซมเพศมีต าแหน่ง
ของยีน chromo-helicase-DNA binding (CHD) จึงอาศัยหลักการที่มีความแตกต่างของความยาวบริเวณ 
intron ของยีน CHD ระหว่างโครโมโซม Z (CHD-Z) กับโครโมโซม W (CHD-W) มาใช้ในการระบุเพศในระดับ
โมเลกุลได้ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (polymerase chain reaction: PCR technique) (Dubiec และNeubauer, 
2006) โดยไพรเมอร์ที่นิยมน ามาใช้ได้แก่ 2550F/2718R (Wang และคณะ, 2007) P2/P8 (Griffiths และคณะ, 
1998) และ 1237L/1272H (Kahn และคณะ, 1998) ในการศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อระบุเพศนกชายเลน
อพยพสกุลนกหัวโตเล็ก (Genus Charadrius) ด้วยเทคนิคทางโมเลกุล  
 

วิธีการทดลอง 
1. การเก็บตัวอยา่งเลือดนก 

ดับจับนกชายเลนอพยพสกุลนกหัวโตเล็ก ด้วยเทคนิคการจับนกด้วยทอ่ส่งตาข่าย (ฑฐิิ และคณะ, 2554) 
และระบุสายพันธุ์นกร่วมกบัเจ้าหน้าที่ของสถานีวิจัยสัตว์ปา่บึงบอระเพ็ด โดย ดักจับนกบริเวณนาเกลอืสมุทรมณี
รัตน ์ จังหวัดสมุทรสาคร และบริเวณแหลมผักเบี้ย จังหวัดเพชรบุรี ช่วงเดือนตุลาคม พ.ศ.2555 และเกบ็ตัวอยา่ง
เลือดโดยเจาะทีบ่ริเวณปลายนิว้เท้าด้วยเข็มเบอร ์ 26 และใช ้ FTA Card ซับหรือป้ายที่หยดเลือด แล้วเกบ็ไวใ้น
หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง พรอ้มจดบันทึกรหัสห่วงขานก หลังจากจดบันทึก
ข้อมูลชีวสณัฐานและเกบ็ตัวอยา่งเลือดแล้ว ท าการปล่อยนกกลับคืนสู่ธรรมชาติในบริเวณเดียวกบัที่ดักจับ 

2. การท าดเีอ็นเอใน FTA Card ให้บริสุทธิ ์
ท าความสะอาด Poucher ขนาด 2 มิลลิเมตร  และน าไปเจาะบน FTA card ที่มีตัวอย่างเลือด ใส่ชิ้น

กระดาษตัวอย่างลงในหลอดทดลองขนาด 0.2 มิลลิลิตร และท าดีเอ็นให้บริสุทธิ์ โดยการเติม FTA purification 
reagent (Whatman, US) ปริมาตร 125 ไมโครลิตร น าไป vortex แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที เมื่อครบเวลาน าไป vortex ดูดสารละลายออก ท าซ้ าจ านวน 2 รอบ จากนั้นหยุดการท างาน
ของ FTA purification reagent ด้วย 0.1 mM TE buffer ปริมาตร 125 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ 10 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 
ท าซ้ าจ านวน 2 รอบ ก่อนจะน าไปท าให้แห้งใน heat box ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาท ี

3. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์และวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์  
น าหลอดตัวอย่าง FTA card ที่ผ่านขั้นตอนการท าดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์แล้ว และดีเอ็นเอของไก่เพศผู้และ

เพศเมียที่ใช้เป็นตัวควบคุม มาเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในต าแหน่งยีน CHD ด้วยไพรเมอร์ 2550F/2718R 
(Wang และคณะ, 2007) P2/P8 (Griffiths และคณะ, 1998) และ 1237L/1272H (Kahn และคณะ, 1998) โดย
แต่ละไพรเมอร์มีความเข้มข้น 20 พิโคโมลต่อไมโครลิตร ใช้ในการท าพีซีอาร์ปริมาตร 1 ไมโครลิตรต่อตัวอย่าง 
จากนั้นใส่สารที่ใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ซึ่งประกอบไปด้วย 2x Taq Master mix (Vivantis) ปริมาตร 12.5 
และ nuclaese free water ปริมาตร 10.5 ไมโครลิตรต่อตัวอย่าง  ก่อนน าไปเข้าเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้
สภาวะที่เหมาะสมในแต่ละไพรเมอร์ และท าการวิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสโดยใช้เจลอะกา
โรสความเข้มข้น 1.5% จากนั้นน าผลิตภัณฑพ์ีซีอาร์ไปท าให้บริสุทธิ์โดยใช้ชุด GF-1 PCR clean-up kit ของ
บริษัท Vivantis เพื่อวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด ์ น าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ไดม้าเปรียบเทียบข้อมูลในฐานข้อมูล 
NCBI วิเคราะห์แก้ไขล าดับนิวคลีโอไทด์และจัดเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยใช้โปรแกรม Bioedit และ Clustal X  
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ผลการทดลองและวิจารณ์ 
จากการเก็บตัวอย่างเลือดนกสกุลนกหัวโตเล็กในภาคสนามสามารถเก็บตัวอย่างได้จ านวน 3 สปีชีส์ 

และจากการระบุเพศนกสกุลนกหัวโตเล็กดว้ยเทคนิคพีซอีารท์ีใ่ช้ไพรเมอร์ 3 คู่ มีเฉพาะ 2550F/2718R สามารถ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในต าแหน่งยีน CHD ของนกสกุลนี้ได้ เมื่อน าไปวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ด้วยวิธี 
อิเล็กโทรโฟรีซิส นกเพศผู้เกิดชิ้นดีเอ็นเอ 1 แถบ ทีม่ีขนาดประมาณ 650 คู่เบส ส่วนนกเพศเมียเกิดชิ้นดีเอ็นเอ  
2 แถบ ที่มีขนาดประมาณ 650 และ 450 คู่เบส ดังรูปที่ 1 ซึ่งตัวอย่างนกที่ศึกษาสามารถระบุเพศนกได้ทั้งหมด 
แบ่งออกเป็น C. mongolus จ านวน 24 ตัว แบ่งเป็นเพศผู ้ 20 ตัว เพศเมีย 14 ตัว C. leschenaultii จ านวน  
23 ตัว แบ่งเป็นเพศผู้ 7 ตัว เพศเมีย 16 ตัว และ C. alexandrinus จ านวน 3 ตัว แบ่งเปน็เพศผู้ 2 ตัว เพศเมีย 
1 ตัว เมื่อน าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ของ CHD-Z และ CHD-W ทั้ง 3 สายพันธุ์ มาวิเคราะห์และจัดเรียงล าดับนิวคลี
โอไทด์ พบว่ายีน CHD-W ของนกทั้ง 3 สายพันธุ์ มีขนาดเท่ากัน ส่วนล าดับนิวคลีโอไทด์ CHD-Z ของ  
C. alexandrinus แตกต่างจาก C. mongolus และ C. leschenaultii อยู่ 13 คู่เบส ดังรูปที่ 2 และพบว่า CHD-Z 
และ CHD-W ของนกทั้ง 3 สายพันธุ์ แตกตา่งกันอยู่ประมาณ 162-175 คู่เบส  

การระบุเพศนกด้วยการตรวจสอบยีน CHD ของนกต่างสายพันธุ์หรือต่างสกุลกัน จะมีขนาดอินตรอน
ต่างกัน เช่นงานวิจัยของ Wang และคณะ (2007) ที่ใช้ไพรเมอร์ 2550F/2718R  ในการระบุเพศนก 59 สายพันธุ์ 
พบว่าแต่ละสายพันธุ์มีขนาดอินตรอนที่แตกต่างกัน อย่างไรก็ตามอาจจะมีข้อผิดพลาดเกิดขึ้นในบางกรณีนก
บางสายพันธุ์พบว่ายีน CHD บนโครโมโซม Z มีลักษณะเป็น polymorphisms ท าให้เกิดการวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์
พีซีอาร์ผิดพลาดได้ อาจจะต้องแก้ปัญหาโดยใช้ชุด multiple primer ในการท าพีซีอาร์ เพื่อให้มีความจ าเพาะ
มากขึ้นและแยกความแตกต่างได้ (Casey และคณะ, 2009) การระบุเพศนกด้วยเทคนิคทางโมเลกุลมีการพัฒนา
อย่างต่อเนื่อง เพื่อให้มีความเหมาะสมต่อการระบุเพศในแต่ละสายพันธุ์ได้อย่างถูกต้อง และแม่นย ามากยิ่งขึ้น 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 แสดงผลการวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส (เจลอะกาโรส 1.5%) ช่องที่ 1และ 10 
คือ marker DNA 50 bp ช่องที ่2 และ 3 คือ C. mongolus ช่องที ่4 และ 5 คือ    C. leschenaultii ช่องที ่6 และ 
7 คือ C. alexandrinus ช่องที ่8 และ 9 คือ ไก่ที่ใช้เป็นตัวควบคุม (M คือ เพศผู ้และ F คือ เพศเมีย) 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2 แสดงการจัดเรียงล าดับนิวคลีโอโทด์ช่วงที่แตกต่างกันของ CHD-Z ในนก C. mongolus (แถวบน)  
C. leschenaultii (แถวกลาง) และ C. alexandrinus (แถวล่าง)  
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สรุปผลการทดลอง 
การระบุเพศนกหัวโตเล็กจากการตรวจสอบยีน CHD ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร ์ 3 คู่ คือ  

ไพรเมอร์ 2550F/2718R, P2/P8 และ 1237L/1272H พบวา่เฉพาะไพรเมอร์ 2550F/2718R สามารถระบุเพศ
นกทั้ง 3 สปีชสี์ คือ หัวโตทรายเล็ก (C. mongolus) หัวโตทรายใหญ่  (C. leschenaultii) และหัวโตขาด า 
(C. alexandrinus) ได้ โดยยนี CHD-Z และ CHD-W มีขนาดแตกต่างกันประมาณ 162-175 คู่เบส ซึ่งการระบุ
เพศนกสกุลนกหัวโตเล็กสามารถน าไปใชป้ระโยชน์ในด้านฐานข้อมูลประชากรนก เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลง
ประชากร อัตราส่วนระหว่างเพศ จัดการสายพันธุ์ และอนุรกัษ์สายพันธุ์นก ต่อไป 
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