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บทคัดย่อ 
การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาล าดับ 

นิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน Chromo-helicase-DNA-
binding protein (CHD) คือ CHD-W และ CHD-Z เพื่อ
การระบุเพศของนกปรอดหัวโขน โดยเพิ่มปริมาณยีนด้วย
เทคนิคพีซีอาร์ และใช้ไพรเมอร์ P8/P2 จากปลายรากขน
ของนกทั้งตัวโตเต็มวัยที่ทราบเพศแล้ว และลูกนกที่ยังไม่
ทราบเพศ โดยไม่ผ่านขบวนการสกัดดีเอ็นเอหรือการท า
ให้ดีเอ็นเอบริสุทธิ์ ท าให้ประหยัดระยะเวลาได้มาก เมื่อ
ศึกษาในนกโตเต็มวัยที่ทราบเพศแล้ว จ านวน 20 ตัว 
พบว่า นกเพศเมียมีผลผลิตพีซีอาร์ 2 แถบ คือ แถบของ
ยีน CHD-W ที่มีขนาด 384 คู่เบส และ CHD-Z ที่มีขนาด 
332 คู่เบส ในขณะที่นกเพศผู้มีผลผลิตพีซีอาร์เพียงแถบ
เดียวเท่านั้น คือ แถบของยีน CHD-Z ที่มีขนาด 332 คู่
เบส ซึ่งตรงกับเพศของนกที่ทราบเพศแล้ว 100 
เปอร์เซ็นต์ และเมื่อท าการศึกษาในลูกนกที่ยังไม่ทราบ
เพศก็ให้ผลเช่นเดียวกัน ซึ่งผลที่ได้จากการศึกษานี้
สามารถน าไปใช้ในการวางแผนการเพาะขยายพันธุ์และ
อนุรักษ์นกชนิดนี้ต่อไป นอกจากนี้จากการเปรียบเทียบ

 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CHD-W และ CHD-Z กับ
ส่ิงมีชีวิตต่างๆ ในฐานข้อมูล GenBank พบว่ามีความ
คล้ายคลึงกับนกปรอดจีน (Pycnonotus sinensis) ที่อยู่
ในสกุลเดียวกันมากที่สุด และเมื่อศึกษาความสัมพันธ์เชิง
วิวัฒนาการของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CHD-W  
และ CHD-Z ในนกชนิดต่างๆ จ านวน 4 ชนิด ได้แก่  
นกปรอดหัวโขน (Pycnonotus jocosus) นกปรอดจีน 
(Pycnonotus sinensis) นก skylark (Alauda arvensis) 
และนก common swift (Apus apus) พบว่าสามารถแยก
ความแตกต่างและแบ่งกลุ่มของนกได้อย่างถูกต้องตาม
หลักอนุกรมวิธาน 
 

ABSTRACT 
This study aimed to determine the partial 

nucleotide sequences of chromo-helicase-DNA-
binding protein (CHD) genes for sex identification of 
red-whiskered bulbul (Pycnonotus jocosus) using 
polymerase chain reaction technique. The partial 
sequences of CHD-W and CHD-Z genes were
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amplified with the P8/P2 primers from root hairs of 
known sex adults and unknown sex chicks. This 
process was carried out without the DNA extraction 
or DNA purification, thus saving time. Twenty known 
sex adults were used. Two DNA fragments were 
amplified in females and one in males. In females, a 
384-bp fragment of CHD-W and a 332-bp fragment 
of CHD-Z genes were amplified. In contrast, only 
one 332-bp fragment of CHD-Z gene was amplified 
in males. The sex identification using PCR method 
gave 100% accuracy. The sexes of unknown sex 
chicks were also identified and resulted in the same 
fragments. The results of this study can be used in 
the breeding and conservation plan of this species. 
In addition, the CHD-W and CHD-Z sequences of 
red-whiskered bulbul showed the highest similarity to 
the light-vented bulbul (Pycnonotus sinensis), 
belonging to the same genus Pycnonotus. The 
phylogenetic tree of four bird species including red-
whiskered bulbul (Pycnonotus jocosus) light-vented 
bulbul (Pycnonotus sinensis) skylark (Alauda 
arvensis) and common swift (Apus apus) was 
constructed for evolutionary analysis. The nodes of 
tree were clearly separated following the bird 
taxonomic system. 
 
ค ำส ำคัญ: ยีน CHD-W และ CHD-Z; การระบุเพศ; นก
ปรอดหัวโขน; เทคนิค polymerase chain reaction 
Keywords: CHD-W and CHD-Z genes; sex 
identification; Red-whiskered Bulbul (Pycnonotus 
jocosus); polymerase chain reaction 
 

บทน ำ 
นกปรอดหัวโขน หรือนกกรงหัวจุก มีชื่อ

วิทยาศาสตร์ว่า Pycnonotus jocosus และชื่อสามัญว่า 
Red-whiskered Bulbul เป็นนกที่มีความสวยงามมาก
ชนิดหนึ่งที่ก าลังได้รับความนิยมในการเล้ียง เน่ืองจากนก
เพศผู้มีเสียงร้องเป็นท่วงท านองที่ไพเราะ โดยส่วนมาก
มักดักจับจากธรรมชาติ ท าให้จ านวนของนกชนิดนี้

น้อยลง ประกอบกับในปัจจุบันได้ก าหนดให้นกปรอด
หัวโขนเป็นสัตว์ป่าคุ้มครองตามพระราชบัญญัติสงวนและ
คุ้มครองสัตว์ป่า พ.ศ. 2535 ที่สามารถครอบครองและ
เพาะพันธุ์ได้เมื่อได้รับอนุญาต ดังนั้นการเพาะขยายพันธุ์
นกปรอดหัวโขนจึงมีความส าคัญอย่างมาก ซึ่งการระบุ
เพศของนกที่โตเต็มวัยสามารถกระท าได้โดยการสังเกต
จากลักษณะรูปร่าง เช่น ส่วนหัว ส่วนอก ส่วนหางที่นก
เพศผู้จะมีสัดส่วนที่ใหญ่กว่านกเพศเมีย นกเพศผู้มีขน
แต้มสีแดงที่ใต้ตา ขนพัดที่โคนหางด้านล่างมีสีแดงเข้ม
และมีขนาดใหญ่กว่านกเพศเมีย เป็นต้น (สุชาติ และ
วิเชียร, 2544) แต่เนื่องจากลูกนกที่ยังไม่โตเต็มวัยทั้งเพศ
ผู้และเมียมีลักษณะคล้ายคลึงกันมาก ต้องใช้ความ
เชี่ยวชาญและประสบการณ์ของผู้คัดแยกเป็นส าคัญ 

ในปัจจุบันการระบุเพศของนกมีหลายวิธี ได้แก่ 
การศึกษาจากลักษณะภายนอก การคล าตรวจกระดูกเชิง
กราน การปล้ินก้น เป็นต้น โดยแต่ละวิธีมีข้อดีและข้อเสีย
แตกต่างกันไป ซึ่งการระบุเพศของนกด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
(Polymerase Chain Reaction) เป็นอีกหนึ่งวิธีที่มี
ประสิทธิภาพสูง ให้ผลถูกต้องแม่นย า และสามารถระบุ
เพศของนกได้ในทุกช่วงอายุ โดยการเพิ่มปริมาณยีน 
Chromo-helicase-DNA-binding protein (CHD) ที่พบ
บนโครโมโซมเพศของนกแทบทุกชนิด ยกเว้นนกใน  
กลุ่ม ratites ได้แก่ นกในอันดับ Struthioniformes, 
Casuariiformes (Griffiths et al., 1998; Kahn et al., 
1998) เป็นต้น และเน่ืองจากโครโมโซมเพศของนกเพศผู้
เป็น ZZ เพศเมียเป็น ZW ดังนั้นเทคนิคพีซีอาร์จึง
สามารถเพิ่มปริมาณยีน CHD ได้ในนกเพศผู้เพียงแถบ
เดียวเท่านั้น คือ แถบของยีน CHD-Z ในขณะที่นกเพศ
เมียสามารถเพิ่มปริมาณยีน CHD ได้ 2 แถบ คือ แถบ
ของยีน CHD-Z และ CHD-W (Griffiths et al., 1998; 
Kahn et al., 1998; Fridolfsson and Ellegren, 1999) 
ซึ่งเทคนิคนี้สามารถระบุเพศของนกได้หลายชนิด เช่น 
นกแก้ว นกเงือก นกคูรัสโซ (Miyaki et al., 1998) นก
เลิฟเบิร์ด (น าดี และคณะ, 2544) นก Nymphicus 
hollandicus (Cerit and Avanus, 2007) นก Spilornis 
cheela hoya นกปรอดจีน (Chang et al., 2008) เป็นต้น 

ดังนั้นการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา
ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน CHD-W และ CHD-Z 
เพื่อการระบุเพศของนกปรอดหัวโขนจากปลายรากขน
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จากเทคนิคพีซีอาร์ โดยตรวจสอบในนกที่ทราบ
เพศแล้วที่รวบรวมได้ในพื้นที่จังหวัดพะเยาจากเกษตรกร
ผู้เล้ียงนก และในลูกนกที่ยังไม่ทราบเพศ ซึ่งสามารถน า
ผลที่ได้จากการศึกษานี้ไปใช้เป็นต้นแบบในการระบุเพศ
ของนกปรอดหัวโขน และสามารถระบุเพศได้ตั้งแต่อายุยัง
น้อย เพื่อใช้ในการขยายพันธุ์และอนุรักษ์ต่อไป 
 

อุปกรณ์และวิธีกำร 
กำรเก็บตัวอย่ำงขนนก 

ท าการรวบรวมตั วอย่ างนกปรอดหัวโขน 
(Pycnonotus jocosus) ท้องถิ่นที่ทราบเพศ และลูกนกที่
ยังไม่ทราบเพศจากเกษตรกรผู้เล้ียงที่มีใบอนุญาตให้
สามารถครอบครองและเพาะพันธุ์ได้ในเขตพื้นที่จังหวัด
พะเยา จ านวน 20 ตัว โดยเก็บขนอ่อนที่มีปลอกขน และ
รากขนติดมาด้วย ตัวละ 5-6 เส้น เก็บตัวอย่างขนที่ได้ไว้
ในถุงพลาสติกที่สะอาด 

 
กำรเพิ่มปริมำณยีน CHD-W และ CHD-Z ด้วยเทคนิค
พีซีอำร์ 

ท าการเพิ่มปริมาณยีน CHD-W และ CHD-Z 
ด้วยไพรเมอร์ P8 (5’CTCCCAAGGATGAGRAAYTG3’) 
และ P2 (5’TCTGCATCGCTAAATCCTTT3’) (Griffiths 
et al., 1998) จากตัวอย่างขนนกที่รวบรวมได้ โดยไม่ต้อง
ผ่านขบวนการสกัดดีเอ็นเอ ด้วยชุดวิเคราะห์ส าเร็จรูป 
Phire Animal Tissue Direct PCR kit (Thermo 
Scientific, USA) โดยใช้กรรไกรผ่าตัดที่สะอาดตัดปลาย
รากขน ยาวประมาณ 0.5 มิลลิเมตร ใส่ลงในสารละลายที่
มีปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 2X Phire 
Animal Tissue PCR Buffer ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์แต่ละชนิดที่มีความเข้มข้น 10 ไมโครโมล 
ปริมาตรอย่างละ 2.5 ไมโครลิตร Phire Hot Start II DNA 
Polymerase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ Dilution 
protocol ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร จากนั้นน ามาใส่ใน
เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมที่มีสภาวะการควบคุม
อุณหภูมิจ านวน 40 รอบ ดังนี้ อุณหภูมิ 98 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 วินาที, 52 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 
วินาที (ดัดแปลงจาก Cerit and Avanus, 2007) จากนั้น
ท าการตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์โดยวิธี 2% agarose gel 

electrophoresis และท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุดวิเคราะห์
ส าเร็จรูป HiY ie ld™ Gel /PCR DNA Fragments 
Extraction kit (RBC Bioscience Corp., Taiwan) 
 
กำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ 

น าผลผลิตพีซีอาร์ที่บริสุทธิ์ของยีน CHD-W 
และ CHD-Z จากนกเพศเมีย และยีน CHD-Z จากนกเพศ
ผู้อย่างละ 3 ตัวอย่างไปตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วย
ชุดวิเคราะห์ส าเร็จรูป Thermo Sequence Fluorescent 
Labeled Primer Cycle Sequencing kit (Amersham 
Pharmacia Biotech, USA) จากน้ันน าล าดับนิวคลีโอไทด์
ที่ได้ไปเปรียบเทียบความคล้ายคลึงกับล าดับนิวคลีโอไทด์
ของส่ิงมีชีวิตต่างๆ ในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้
โปรแกรม BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul 
et al., 1990) และน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CHD-W 
และ CHD-Z จากนกเพศเมีย และยีน CHD-Z จากนกเพศ
ผู้ที่ได้อย่างละ 1 ตัวอย่างใส่ในฐานข้อมูล GenBank 
ท าการศึกษาเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
CHD-W และ CHD-Z ด้วยโปรแกรม ClustalW (Thomson et 
al., 1994) และความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการโดยสร้าง 
Phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม Genetyx version 5.0 
(Genetyx Corp., Japan) วิธี Unweighted Pair Group 
Method with Arithmetic Mean (UPGMA) 
 

ผลกำรทดลองและวิจำรณ์ 
กำรระบุเพศของนกปรอดหัวโขน 

การศึกษาครั้งนี้เป็นการระบุเพศของนกปรอด
หัวโขนจากขนนกโดยเทคนิคพีซีอาร์ ที่ไม่ผ่านขั้นตอน
การสกัดดีเอ็นเอหรือการท าให้ดีเอ็นเอบริสุทธิ์ เป็นการน า
ส่วนของปลายรากขนที่มีความยาวเพียง 0.5 มิลลิเมตร 
มาเพิ่มปริมาณยีน CHD โดยใช้ชุดวิเคราะห์ส าเร็จรูป 
Phire Animal Tissue Direct PCR kit สามารถเพิ่ม
ปริมาณยีนได้ในทุกตัวอย่าง แสดงว่าขนเพียงหนึ่งเส้นมี
ปริมาณดีเอ็นเอเพียงพอแล้วต่อการเพิ่มปริมาณสาร
พันธุกรรมด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (อุคเดช และปิยะนันท์, 
2548) นอกจากนี้แล้วยังเป็นวิธีการที่ง่ าย  รวดเร็ว 
สามารถประหยัดค่าใช้จ่ายได้ และส่งผลกระทบต่อตัวนก
น้อยกว่าการใช้เลือดในการตรวจสอบ 
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จากการตรวจสอบขนาดและล าดับนิวคลีโอไทด์
ของผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณยีน CHD 
ด้วยไพรเมอร ์P8/P2 ในนกปรอดหัวโขนที่ทราบเพศแล้ว 
จ านวน 20 ตัว พบว่านกเพศเมียมีผลผลิตพีซีอาร์ 2 แถบ 
คือ แถบของยีน CHD-W ที่มีขนาด 384 คู่เบส 
(accession no. KM196531) และแถบของยีน CHD-Z ที่
มีขนาด 332 คู่เบส (accession no. KM196532) ในขณะ
ที่นกเพศผู้มีเพียงแถบเดียวเท่านั้น คือ แถบของยีน 
CHD-Z ที่มีขนาด 332 คู่เบส (accession no. 
KM058237) (Figure 1a) โดยทั้งนกเพศเมียและผู้มีล าดับ
นิวคลีโอไทด์ของยีน CHD-Z เหมือนกัน ซึ่งผลที่ได้ตรง
กับเพศของนกที่ทราบเพศแล้ว 100 เปอร์เซ็นต์
เช่นเดียวกับการระบุเพศในนกเลิฟเบิร์ดที่ทราบเพศ
แน่นอนด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (น าดี และคณะ, 2544) 
นอกจากนี้แถบทั้งสองนี้มีขนาดใกล้เคียงกับการศึกษา
ของ Griffiths et al. (1998) ที่ระบุเพศของนกชนิดต่างๆ 
โดยใช้ไพรเมอร์ P8/P2 ในเทคนิคพีซีอาร์ คือ 396 และ 
344 คู่เบส ของยีน CHD-W และ CHD-Z ตามล าดับ และ
การศึกษาของ Miyaki et al. (1998) และ Cerit and 
Avanus (2007) ที่ใช้ไพรเมอร์ชนิดเดียวกัน 

ส าหรับการระบุเพศของลูกนกที่ยังไม่ทราบเพศ
โดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ก็ให้ผลเช่นเดียวกัน กล่าวคือ ลูกนก
เพศเมียมีผลผลิตพีซีอาร์ 2 แถบ และลูกนกเพศผู้มีเพียง
แถบเดียวเท่านั้น (Figure 1b) ดังนั้นเทคนิคพีซีอาร์จึง
สามารถระบุเพศของลูกนกที่ยังไม่ทราบเพศได้อย่าง

แน่นอน เนื่องจากนกทุกช่วงอายุมีสารพันธุกรรมหรือ 
ดีเอ็นเอเหมือนกันทุกประการ ไม่ว่าจะเป็นไข่ ลูกนก หรือ
นกโตเต็มวัยก็ตาม และการใช้ขนนกก็ให้ผลแม่นย า
มากกว่าการระบุเพศจากของเสียในเปลือกไข่และมูล (เฉลิม
ชาติ และคณะ, 2548) เนื่องจากในขนมีปริมาณดีเอ็นเอ
มากกว่า และมีการปนเปื้อนของโปรตีนน้อยกว่านั่นเอง 
 
กำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CHD-W และ 
CHD-Z 

เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CHD-W และ 
CHD-Z ของนกปรอดหัวโขนที่ได้ไปเปรียบเทียบความ
คล้ายคลึงกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของส่ิงมีชีวิตต่างๆ ใน
ฐานข้อมูล GenBank พบว่า มีความคล้ายคลึงกับนก
ปรอดจีน (Pycnonotus sinensis) ที่อยู่ในสกุลเดียวกัน
มากที่สุด โดยมีค่าความคล้ายคลึงเท่ากับ 98 และ 99 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และเมื่อเปรียบเทียบล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ของยีน CHD-W และ CHD-Z ของนกปรอด
หัวโขนด้วยโปรแกรม ClustalW พบว่า ไพรเมอร์ P8/P2 
สามารถเพิ่มปริมาณยีน CHD-W และ CHD-Z ได้ใน
บริเวณที่ประกอบด้วย 2 แอกซอน และ 1 อินทรอน 
(Figure 2) เช่นเดียวกับการศึกษาของ Griffiths et al. 
(1998) ซึ่งบริเวณของอินทรอนจะมีความยาวไม่เท่ากัน 
ท าให้ผลผลิตพีซีอาร์ของยีนทั้งสองนี้ยาวไม่เท่ากัน ส่งผล
ต่อการประสบความส าเร็จในการจ าแนกเพศของนกด้วย
ไพรเมอร์ดังกล่าว 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 Sex identification of known sex (a) and unknown sex (b) Individuals using PCR with P8/P2 primers. 
The PCR products were separated on a 2 % agarose gel. Female samples produced two bands (CHD-W and 
CHD-Z) and male samples produced one band (CHD-Z). One-hundred bp DNA ladder was used as marker 
(M). 
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Figure 2 Alignment of CHD-W and CHD-Z sequences from P. jocosus. Accession numbers used for 
sequences of CHD-W and CHD-Z are KM196531 and, KM196532, respectively. Identical nucleotides are 
marked with asterisk (*). The P8 and P2 primers are shown in grey highlight. The sizes of intron are shown 
in N (numbers). 
 

เมื่อศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของล าดับ
นิวคลีโอไทด์ของยีน CHD-W และ CHD-Z ของนกปรอด
หัวโขนกับนกชนิดต่างๆ จ านวน 3 ชนิด คือ นกปรอดจีน 
(Pycnonotus sinensis) นก skylark (Alauda arvensis) และ
นก common swift (Apus apus) โดยการสร้าง Phylogenetic 
tree พบว่า ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CHD-W กับ CHD-Z 
ของนกแต่ละชนิดถูกแยกออกจากกันอย่างชัดเจน (Figure 
3) เนื่องจากความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ของ    
อินทรอนนั่นเอง นอกจากนี้แล้วยังสามารถแบ่ง

นกออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ คือ นกในอันดับ Passeriformes 
ได้แก่ นกปรอดหัวโขน (Pycnonotus jocosus) นกปรอด
จีน (P. sinensis) skylark (A. arvensis) และนกในอันดับ 
Apodiformes ได้แก่ common swift (A. apus) โดยนก
ปรอดหัวโขนและนกปรอดจีนมีความใกล้ชิดกันมากที่สุด 
เนื่องจากเป็นนกที่อยู ่ในสกุล Pycnonotus เดียวกัน
นั่นเอง (Figure 3) ซึ่งจะเห็นได้ว่า ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ยีน CHD-W และ CHD-Z สามารถแบ่งกลุ่มของนกทั้ง 4 
ชนิดนี้ ได้อย่างถูกต้องตามหลักอนุกรมวิธาน 

 

 

 
Figure 3 Phylogenetic tree of CHD-W and CHD-Z nucleotide sequences from four bird species constructed 
by UPGMA method. The sequences from common swift (Apus apus) were used as an outgroup. 
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จากผลของการศึกษานี้ จะเห็นได้ว่าการเพิ่ม
ปริมาณยีน CHD ด้วยเทคนิคพีซีอาร์เป็นวิธีที่มี
ประสิทธิภาพสูงที่ใช้ในการระบุเพศจากปลายรากขนของ
นกปรอดหัวโขนทั้งนกโตเต็มวัยและลูกนกที่ยังไม่ทราบ
เพศ โดยนกเพศเมียจะมีผลผลิตพีซีอาร์ 2 แถบที่มีขนาด 
384 และ 332 คู่เบส ในขณะที่นกเพศผู้จะมีผลผลิตพีซีอาร์
เพียงแถบเดียวเท่านั้นที่มีขนาด 332 คู่เบส ซึ่งผลที่ได้
จากการศึกษานี้สามารถน าไปใช้ในการระบุเพศของนก
เพื่อการเพาะขยายพันธุ์และอนุรักษ์ต่อไป 
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