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 PCR is an accurate and effective method for sex identification of young birds. However, extracting DNA from 
birds' blood samples can cause stress and injury to the birds. Using feathers instead of blood for DNA extraction is a 
more convenient and safer alternative for birds. When comparing DNA extraction from blood and chicken feathers, DNA 
from feathers was found to be as effective as that from blood in amplifying DNA using PCR. Sex identification was 
performed by extracting DNA from their feathers and used two pairs of primers, P2-P8 and 2550F-2718R, specific to 
the CHD gene in birds, with the 18s rRNA gene primer as a control. The results showed that the P2-P8 primer pair 
could only be used to identify the sexes of Sun Conure parrots. Female sun conures have a DNA band of approximately 
350 base pairs corresponding to the CHD gene. The 2550F-2718R primer pair can be used to identify the sexes of both 
Sun Conures and Green Cheek Normal parrots. The female Sun Conure parrot has a DNA band of the CHD gene 
measuring approximately 650 base pairs, and the female Green Cheek Normal parrot has a DNA band of the CHD 
gene measuring approximately 450 base pairs. 
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บทคดัย่อ 

พีซีอาร์เป็นวิธีการแยกเพศนกอายุน้อยที่แม่นย าและมีประสิทธิภาพ แต่การสกดัดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดของนกท าให้นกเกิด
ความเครยีดและบาดเจบ็ การใช้ขนแทนการใช้เลอืดในการสกดัดเีอน็เอจงึเป็นทางเลอืกที่สะดวกและปลอดภยัต่อนกมากกว่า เมื่อเปรยีบเทียบ
การสกดัดเีอน็เอจากเลอืดและขนไก่ พบวา่ดเีอน็เอจากขนมปีระสทิธภิาพในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็ดว้ยวธิพีซีอีารไ์ดด้ไีมต่่างจากเลอืด และเมื่อท า
การตรวจเพศของนกโดยสกดัดเีอน็จากขน และใชไ้พรเมอร ์2 คู ่คอื P2-P8 และ 2550F-2718R ทีจ่ าเพาะต่อยนี CHD ในนก โดยมไีพรเมอรข์อง
ยนี18s rRNA เป็นไพรเมอร์ควบคุม ผลการทดลองพบว่าไพรเมอร์ P2-P8 สามารถใช้แยกเพศของนกแก้วซนัคอนัวร์ได้เท่านัน้ โดยนกแก้ว 
ซนัคอนัวร์เพศเมียเกิดแถบดีเอ็นเอของยีน CHD ขนาดประมาณ 350 คู่เบส ในขณะที่ไพรเมอร์ 2550F-2718R สามารถใช้แยกเพศได้ทัง้
นกแกว้ซนัคอนวัรแ์ละนกแก้วกรนีชคีนอมอล โดยนกแกว้ซนัคอนวัรเ์พศเมยีเกดิแถบดเีอน็เอของยนี CHD ขนาดประมาณ 650 คูเ่บส และนกแก้ว
กรนีชคีนอมอลเพศเมยีเกดิแถบดเีอน็เอของยนี CHD ขนาดประมาณ 450 คูเ่บส 

ค าส าคญั: การแยกเพศ, นก, ขน, พซีอีาร ์

1. บทน า 

ปัจจุบนันกสวยงามหลายชนิดเป็นสตัวเ์ลี้ยงที่ไดร้บัความ
นิยมอย่างกว้างขวางในประเทศไทย การแยกเพศนกสวยงามเป็น
สิง่ส าคญัในการบรหิารจดัการประชากรนก การเพาะพนัธุ ์และการ
ท าวจิยัด้านชีววทิยา เน่ืองจากนกหลายชนิดในช่วงอายุน้อยจะมี
ลกัษณะภายนอกทีค่ลา้ยคลงึกนัระหวา่งเพศผูแ้ละเพศเมยี ซึง่ท าให้
การแยกเพศด้วยการสงัเกตลกัษณะภายนอกเป็นเรื่องยาก ดงันัน้ 
การใช้เทคนิคที่แม่นย าและมปีระสทิธภิาพในการแยกเพศจึงเป็น
สิ่งจ าเป็น วิธีการแยกเพศนกนัน้สามารถท าได้หลายวิธีการ เช่น 
จากการสังเกตจากลักษณะภายนอก (Reynolds et al., 2008)  
การคล าตรวจลกัษณะทางกายวิภาคของช่องเชิงกรานและทวาร
รวม นอกจากน้ีวิธีการตรวจแยกเพศนกที่ได้ร ับความนิยมใน
ปัจจุบันคือ การใช้กล้องส่องตรวจอวยัวะเพศผ่านทางช่องท้อง 
(Divers, 2015) และการใชเ้ทคนิคทางชวีโมเลกุล เช่น การวเิคราะห์
ดีเอ็นเอ เป็นวิธีที่มีความแม่นย าสูงและเป็นที่นิยมมากที่ สุดใน
ปัจจุบัน (Jensen et al., 2003) ไพรเมอร์ที่นิยมใช้และมีรายงาน
ความส าเรจ็มากมายคอื ไพรเมอร ์P2-P8 และ 2550F-2718R โดย
มีรายงานการใช้ไพรเมอร์ 2 คู่น้ีในการตรวจเพศตัวอย่างนก 58 
สายพนัธุ ์พบว่าประสบความส าเรจ็ในนก 50 สายพนัธุ ์(Vucicevic 
et al., 2013) นอกจากน้ี ในการตรวจเพศตวัอย่างนก 70 สายพนัธุ์ 
พบว่า ไพรเมอร ์2550F-2718R ประสบความส าเรจ็ในนก 49 สาย
พนัธุ ์และไพรเมอร ์P2-P8 ประสบความส าเรจ็ในนก 46 สายพนัธุ์ 
(Çakmak et al., 2017) แต่ยงัไมม่รีายงานการใชไ้พรเมอรท์ัง้ 2 คูน้ี่
ในนกแกว้ซนัคอนวัร ์และนกแกว้กรนีชคีนอมอล  

วธิกีารตรวจจากการสงัเกตลกัษณะภายนอกและทางกาย
วภิาคใหผ้ลไม่แม่นย านัก และสามารถตรวจไดเ้มื่อสตัวปี์กเข้าสู่วยั
เจริญพนัธุ์ ในสตัว์อายุน้อยแม้จะมีการตรวจด้วยกล้องส่องตรวจ
อวยัวะเพศผ่านทางช่องท้องหรอืการใช้เลือดในการตรวจด้วยวิธี 
พซีอีาร ์แต่การตรวจดว้ยวธิเีหล่าน้ีส่งผลกระทบต่อรา่งกายสตัวแ์ละ
ความเจบ็ปวดของสตัว ์ดงันัน้หากสามารถหาวธิกีารอื่น ๆ เพื่อแยก
เพศสตัวปี์กโดยลดความเจบ็ปวด และผลกระทบอื่น ๆ ต่อตวัสตัว์
ปีกได ้จะเป็นวธิกีารที่ดสีอดคล้องต่อหลกัสวสัดภิาพสตัว ์และหาก

สามารถตรวจแยกเพศในช่วงอายุที่ยงัน้อยได้ วธิกีารน้ีก็อาจเป็น
ทางเลือกที่น่าสนใจทางหน่ึง (TehSwee and Kumaran, 2010)  
ในอดตีการแยกเพศนกโดยใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุลมกัจะสกัดดี
เอ็นเอจากตวัอย่างเลือดของนก ซึ่งมีข ัน้ตอนการเก็บตัวอย่างที่
ซบัซอ้นและตอ้งใช้ความระมดัระวงัสูงเพื่อไม่ใหน้กเกดิความเครยีด
หรอืบาดเจบ็ (Jensen et al., 2003) อย่างไรก็ตาม การใช้ขนแทน
การใช้เลอืดในการสกดัดเีอน็เอเพื่อการแยกเพศนกเป็นทางเลือกที่
สะดวกและปลอดภยัมากกว่า เน่ืองจากการเกบ็ตวัอย่างขนนัน้ง่าย
และไมเ่ป็นอนัตรายต่อนก (Harvey et al., 2006)  

เทคนิคการสกดัดเีอ็นเอจากขนเพื่อน ามาใช้ในการแยก
เพศนกโดยวธิ ีPCR ไดร้บัการพฒันาและปรบัปรงุใหม้ปีระสทิธภิาพ
และความแมน่ย าสงู การใชไ้พรเมอรท์ี่เฉพาะเจาะจงกบัยนีเพศของ
นกจะช่วยในการระบุเพศของนกได้อย่างถูกต้องและรวดเร็ว 
(Horváth et al., 2005) ในการศกึษาน้ีผูว้จิยัไดท้ าการตรวจเพศของ
นกโดยสกัดดีเอ็นจากขน และใช้ไพรเมอร์ 2 คู่ คือ P2-P8 และ 
2550F-2718R ทีจ่ าเพาะต่อยนี CHD ในนก โดยมไีพรเมอรข์องยนี
18s rRNA เป็นไพรเมอรค์วบคมุ 

2. วิธีด าเนินการวิจยั 

2.1 ประชากรและกลุ่มตวัอยา่ง 

ไก่ไข่พ่อแม่พนัธุ์ อีซ่าบราวน์ ( ISA Brown) จากสาขา
สตัวศาสตร ์คณะเกษตรศาสตร ์มหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคล
ศรวีชิยั จ.นครศรธีรรมราช จ านวน 3 คู่ (ตวัผู ้3 ตวั ตวัเมยี 3 ตวั) 
และนกแก้วจากชมรมกลุ่มนกบินอิสระ จ.ตรัง  จ านวน 2 คู่  
ประกอบด้วย นกแก้วซนัคอนัวร์ (Aratinga solstitialis) ตวัผู้ 1 ตวั 
ตวัเมยี 1 ตวั และนกแก้วกรนีชคีนอมอล (Pyrrhura molinae) ตวัผู้ 
1 ตวั ตวัเมยี 1 ตวั การด าเนินการกบัสตัวใ์นงานวจิยัน้ีเป็นไปตาม
พระราชบญัญตัิสตัว์เพื่องานทางวทิยาศาสตร์ พ.ศ. 2558 ภายใต้
การควบคมุของสตัวแพทยผ์ูเ้ชีย่วชาญ 

2.2 ไพรเมอรท์ีใ่ชใ้นการศกึษา 

 ไพรเมอร์ที่ใช้ในการศึกษาน้ีมีทัง้หมด 3 คู่ ได้แก่ 18s 
rRNA, P2-P8 และ 2550F-2718R ดงัแสดงใน Table 1 ออกแบบ 
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Table 1  Primers for sex-identification used in this study. 

Target genes Primer sequence (5’-3’) 
Tm 
(°C) 

PCR products size 
(bp) 

Reference 

18s rRNA  
18s rRNA avian-F: TTTCTCGATTCCGTGGGTGG 59.4 

208 This study 
18s rRNA avian-R: CCCGGACATCTAAGGGCATC 61.4 

CHD  P2: TCTGCATCGCTAAATCCTTT 53.2 species dependent Griffiths et al., 
1998 P8: CTCCCAAGGATGAGRAAYTG 57.3 

CHD 2550F: GTTACTGATTCGTCTACGAGA 55.9 species dependent Fridolfsson and 
Ellegren, 1999 2718R: ATTGAAATGATCCAGTGCTTG 54.0 

 
ไพรเมอร์ 18s rRNA โดยใช้ยีน Columba livia 18S ribosomal 
RNA (GenBank no. AF173630.1) ออกแบบด้ ว ย โป รแก รม
ออนไลน์ Primer Blast และพจิารณาการเกดิ self-complementary 
จะใช้โปรแกรมออนไลน์ oligonucleotide properties calculator ซึ่ง
ไพรเมอร์ที่สามารถน าไปใช้ได้จะต้องไม่เกิด self-complementary 
ไพรเมอร์18s rRNA ใช้เป็นไพรเมอรค์วบคุม เพื่อยนืยนัว่าดเีอ็นเอ
ที่สกดัมาไดม้คีุณภาพที่ด ีทุกตวัอย่างที่น ามาทดสอบจะต้องมแีถบ
ดเีอน็เอของ 18s rRNA เกดิขึน้เสมอ 

2.3 การเกบ็ตวัอยา่งเลอืดและขน 

 เก็บเลือดไก่จากเส้นเลือดด าใหญ่ใต้ปีก (brachial vein) 
โดยใช้เข็มขนาด 25G ก่อนเจาะเลือดใช้ส าลีชุบแอลกอฮอล์ทา
ผวิหนังเหนือเสน้เลอืด เพื่อเป็นการฆา่เชื้อที่ผวิหนัง และช่วยท าให้
เสน้เลอืดขยายใหญ่ขึน้ วางเขม็เป็นมมุเฉียงเลก็น้อยตรงต าแหน่งที่
จะเจาะ หงายปลายเข็มขึ้นแทงเข็มย้อนออกจากหวัใจ เข้าสู่เส้น
เลือดและดูดเลือดออกมาช้า ๆ จนได้เลือดปริมาณ 0.5-1 มล.  
ดงึเขม็ออกและกดห้ามเลือด น าเลือดใส่ในหลอดเก็บเลือดที่มสีาร
ป้องกันการแข็งตัวของเลือด เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซยีส การทดลองในไก่ท าเพื่อเปรยีบเทยีบว่าการสกดัดเีอ็นเอ
จากเลอืดและขนจะใหผ้ลการทดลองออกมาเหมอืนหรอืต่างกนั เพื่อ
บ่งชีว้า่จะสามารถใช้ขนแทนการใชเ้ลอืดส าหรบัการตรวจเพศในนก
ไดห้รอืไม ่
 เกบ็ขนไก่และขนนกโดยดงึขนจากบรเิวณปลายปีก สวม
ถุงมอืปลอดเชือ้ทุกครัง้ เกบ็ขนตวัละ 2-3 เสน้ (เลอืกใชเ้ฉพาะเสน้ที่
มตีุ่มเซลล์ขนเท่านัน้) ใส่ถุงซิปล็อคและเก็บรกัษาไว้ที่อุณหภูม ิ 4 
องศาเซลเซยีส 

2.4 การสกดัดเีอน็เอจากตวัอยา่งเลอืดและขน 

 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างเลือดและขนจะใช้วิธี
เดียวกัน คือใช้ชุดสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอส าเร็จรูป (New England 
Biolabs, UK) โดยขัน้ตอนการเตรยีมตวัอย่างให้เติมบฟัเฟอร์สกดั 
200 ไมโครลิตร ลงในตวัอย่าง แล้วน ามาบดด้วยแท่งบดพลาสติก
เป็นเวลา 10 วนิาท ีแล้วดูดสารละลายตวัอย่างใส่ลงในหลอดขนาด 
1.5 มิลลิลิตร หลังจากนั ้นน าตัวอย่างมาสกัดดีเอ็นเอโดยเติม 

Proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ากันด้วย
เครื่อง Vortex นาน 30 วินาที จากนั ้นน าไปบ่มใน water bath 
อุณหภูม ิ56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนัน้น าไปปัน่
เหวีย่งที่ 14,000 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 5 นาท ีแล้วยา้ยส่วนใสไปยงั
หลอดใหม่ เตมิสารละลาย RNase A ลงไป แล้วบ่มที่อุณหภูมหิ้อง 
5 นาท ีเตมิ binding solution ปรมิาตร 200 ไมโครลติร แลว้ผสมให้
เข้ากนั และบ่มใน water bath อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาท ีเตมิเอทานอล 200 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนั จากนัน้
จงึย้ายตวัอย่างลงใน spin column แล้วปัน่เหวี่ยงที่ 14,000 รอบ/
นาที เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งส่วนที่ผ่านตัวกรอง แล้วเติม binding 
solution ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ไปยัง spin column แล้วปัน่
เหวีย่งที ่14,000 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 1 นาท ีทิง้สว่นทีผ่า่นตวักรอง 
แล้วเติม wash solution ปริมาตร 700 ไมโครลิตร แล้วแล้วปัน่
เหวีย่งที ่14,000 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 1 นาท ี(ท าซ ้าอกีครัง้) ทิง้สว่น
ที่ผ่านตวักรอง แล้วปัน่เหวีย่ง 14,000 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 5 นาที 
เพื่อก าจดัเอทานอลที่ตกค้าง จากนัน้ให้ย้าย spin column ไปยงั
หลอดใหม่ และเตมิ Elution solution ปรมิาตร 50 ไมโครลติร และ
รอ 2 นาที (ให้ความร้อน Elution solution 60-70 องศาเซลเซียส 
ก่อนน ามาใช้) น าตวัอย่างปัน่เหวี่ยงที่ 14,000 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 
1 นาที ซึ่งจะได้ดเีอ็นเอออกมา และวดัปรมิาณดเีอ็นเอด้วยเครื่อง 
Nanodrop แลว้น าดเีอน็เอเกบ็ที ่-20 องศาเซลเซยีส 

2.5 การเพิม่จ านวนดเีอน็เอดว้ยวธิพีซีอีาร ์

 เตรียมตัวอย่างดีเอ็นเอส าหรบัการท าพีซีอาร์ โดยใช้ 
TopTaq Master Mix Kit (QIAGEN, Germany) ในหลอดปฏิกิริยา 
12.5 ไมโครลิตร ประกอบด้วย Toptaq Master Mix (2X) 6.25 
ไมโครลิตร ไพรเมอร์ F (10 µM) 0.5 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ R (10 
µM) 0.5 ไ ม โ ค ร ลิ ต ร  CoralLoad Concentration (10X) 1.25 
ไมโครลิตร และดีเอ็นเอต้นแบบ 4 ไมโครลิตร ส าหรบั Negative  
control ให้เติม DPC water 4 ไมโครลิตร แทนดเีอ็นเอ จากนัน้น า
หลอดพซีอีารใ์ส่ลงในเครื่องพซีอีาร ์(FlexCycler2) เพื่อเพิม่จ านวน
ดีเอ็นเอโดยตัง้ค่าโปรแกรมตามโปรโตคอลของไพรเมอร์แต่ละคู่  
โดยใช้อุณหภูมิช่วง annealing ที่แตกต่างกนัคือ 55, 50 และ 50 
องศาเซลเซียส ส าหรบัไพรเมอร์ 18s rRNA, P2-P8 และ 2550F-

https://www.google.com/search?sxsrf=AJOqlzUIwokwwXtTSloFjbFyXy6Bmk8p2A:1673441536055&q=Hilden&si=AEcPFx5y3cpWB8t3QIlw940Bbgd-HLN-aNYSTraERzz0WyAsdCnm6UjbHcdYH0-khNra-c9pM01xGASzYPNKX0BrgvLMzECTZzEBCDGUEcFThvOgFy_xDS6vtevQ6VLYvIT4iFB-6xoH8rfObw2ZY01BEVoXdAQxLs2_N1B019awSC83MnfyIE53xrQg1oy4I_3EomFx2OBW&sa=X&ved=2ahUKEwjv87vCx7_8AhXUTWwGHRiYA2MQmxMoAXoECGMQAw
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2718R ตามล าดับ สภาวะพีซีอาร์ที่ ใช้คือ อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 1 รอบ อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที อุณหภูมิ annealing เป็นเวลา 45 
วนิาท ีและอุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 นาท ีจ านวน 40 
รอบ และอุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีจ านวน 1 
ร อ บ  น า ผ ลิ ต ภัณฑ์ พี ซี อ า ร์ ที่ ไ ด้ ไ ป รัน เ จ ล  (agarose gel 
electrophoresis) โ ด ย ใ ช้ เ จ ล ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  1.5% ภ า ย ใ ต้
กระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์เป็นเวลา 30 นาท ี

2.6 การวเิคราะหข์อ้มลู 

ผลการทดลองจะแสดงในรูปของผลติภณัฑพ์ซีอีาร์เทียบ
กบั 100 bp markers โดยผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ของไพรเมอร์ P2-P8 
และ  2550F-2718R จะถู กน ามารัน ใน เจลหลุม เดียวกันกับ
ผลติภณัฑพ์ซีอีาร์ของไพรเมอร์18s rRNA (ท าแยกหลอดปฏิกิริยา
กันเน่ืองจากไพรเมอร์แต่ละคู่มีค่า Tm ต่างกัน แต่น ามารันเจล
ดว้ยกนั) เพื่อใหส้ามารถวเิคราะหผ์ลไดง้า่ยขึน้ 

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ผล 

3.1 การทดสอบไพรเมอร ์18s rRNA ในเลอืดไก่ ขนไก่ และขนนก 

 เมื่อท าการเพิม่จ านวนดเีอน็ต้นแบบที่สกดัจากขนไก่และ
เลอืดไก่ พบวา่ไดแ้ถบดเีอน็เอขนาดประมาณ 208 คูเ่บส เหมอืนกนั
ในทุกตวัอยา่ง บ่งชีว้า่การใชข้นแทนการใชเ้ลอืดในการเพิม่ปรมิาณ
ดีเอ็นด้วยวิธีพีซีอาร์นัน้ท าได้ และเมื่อท าการเพิ่มจ านวนดีเอ็น
ต้นแบบที่สกัดจากขนนก ก็ได้แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 208  
คู่เบส เช่นเดยีวกนั (Figure 1) แสดงใหเ้หน็ว่าสามารถใช้ไพรเมอร์ 
18s rRNA เป็นไพรเมอร์ควบคุมส าหรบัการตรวจเพศนกในการ
ทดลองต่อไปได ้ 

การใช้ไพรเมอร์ 18s rRNA เป็นไพรเมอร์ควบคุมนัน้มี
ความจ าเป็น เน่ืองจากหากในสปีชสีข์องนกที่น ามาตรวจเพศให้ผล
การทดสอบไปในแนวทางที่เพศหน่ึงขึ้นแถบดเีอ็นเอของยนี CHD 
ส่วนอีกเพศไม่ขึ้น การที่มีแถบดีเอ็นเอของ 18s rRNA ก็จะช่วย
ยืนยนัว่าผลการตรวจเพศน้ีมีความน่าเชื่อถือ การที่แถบดีเอ็นเอ
ของ CHD ไม่ขึ้นนัน้เป็นความจริง ไม่ได้เกิดจากคุณภาพของ 
ดเีอน็เอที่ไม่ด ีดงันัน้ในทุกตวัอย่างที่ทดสอบจะต้องมแีถบดเีอ็นเอ
ของ 18s rRNA เสมอ ส่วนแถบดเีอน็เอของ CHD นัน้จะขึน้หรอืไม่
กไ็ด ้ขึน้อยูก่บัเพศและสปีชสีข์องนกทีน่ ามาทดสอบ 
 

 

Figure 1  PCR product, approximately 208 base pairs, of the 

primer 18s rRNA in chicken blood, chicken feather, and bird 
feather samples. M: 100 bp markers, 1-3, 7-9: male chickens, 
4-6, 10-12: female chickens, 13: male Sun Conure parrot, 14: 
male Green Cheek Normal parrot, 15: female Sun Conure 
parrot, 16: female Green Cheek Normal parrot and N: negative 
control. 
 
3.2 การตรวจเพศนกดว้ยไพรเมอร ์P2-P8 โดยใชข้น 

นกแก้วซนัคอนัวร์ และนกแก้วกรีนชีคนอมอล ทัง้สอง
สายพนัธุ์อยู่ในวงศ์ Psittacidae ซึ่งเป็นวงศ์ของนกแก้วที่มีความ
หลากหลายมากที่สุดและกระจายอยู่ทัว่โลก นกแก้วในวงศ์น้ีมี
ลกัษณะร่วมกนัหลายประการ เช่น จะงอยปากโคง้แขง็แรง ขนสสีนั
สดใส และน้ิวเท้าที่เรียกว่า zygodactylous (สองน้ิวหน้า สองน้ิว
หลงั) นกทัง้สองชนิดอยู่ในสกุล Aratinga ซึ่งบ่งบอกว่าทัง้สองสาย
พนัธุน้ี์มบีรรพบุรุษร่วมกนัและมคีวามใกล้ชิดกนัในเชงิววิฒันาการ 
(Ribas and Miyaki, 2004) 

P2-P8 และ 2550F-2718R เป็นไพรเมอร์ที่ออกแบบมา
ใ ห้ จ า เ พ า ะ กั บ ยี น  chromo-helicase-DNA binding (CHD) 
เหมอืนกนั โดยทีย่นี CHD พบไดท้ัง้บนโครโมโซม Z (CHD-Z) และ
โครโมโซม W (CHD-W) แตกต่างกนัทีค่วามยาวบรเิวณ intron ของ
ยนี CHD ระหว่างโครโมโซม Z (CHD-Z) กบัโครโมโซม W อีกทัง้
นกแต่ละสปีชสีก์ม็ ีล าดบัเบสและความยาวของยนี CHD ทีแ่ตกต่าง
กนั ดงันัน้ขนาดของผลติภณัฑพ์ซีอีารท์ี่ไดจ้ากไพรเมอรท์ัง้ 2 คู่จงึ
แตกต่างกนัไปตามสปีชีส์ของนก (species dependent) (Poeaim 
et al., 2012) 
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Figure 2  PCR product of primer 18s rRNA and P2-P8 in 

feather samples of Sun Conure parrot. M: 100 bp markers, 1: 
male Sun Conure parrot, 2: female Sun Conure parrot and N: 
negative control. 
 

จากการทดสอบไพรเมอร์ P2-P8 ในนกแก้วซนัคอนัวร์ 
และนกแก้วกรีนชีคนอมอล พบว่าไพรเมอร์ P2-P8 สามารถแยก
เพศของนกแก้วซันคอนัวร์ได้เท่านัน้ ไม่สามารถแยกเพศของ
นกแก้วกรนีชีคนอมอลได้ (ไม่มแีถบดเีอ็นเอเกิดขึ้น) โดยนกแก้ว 
ซันคอนัวร์เพศผู้ไม่เกิดแถบดีเอ็นเอของยีน CHD ส่วนนกแก้ว 
ซนัคอนัวร์เพศเมยีเกิดแถบดเีอ็นเอของยีน CHD ขนาดประมาณ 
350 คู่เบส และมีแถบดีเอ็นเอของยีนควบคุม (18s rRNA) ขนาด 
208 คู่เบสในทัง้สองตัวอย่าง  (Figure 2) ขณะที่ในนกแก้วกรีน 
ชีคนอมอลไม่เกิดแถบดเีอ็นเอของยนี CHD ทัง้เพศผู้และเพศเมยี  
มีเพียงแถบดี เอ็น เอของยีน  18s rRNA เท่ านั ้น  (Figure 3 ) 
การศกึษาน้ีแสดงใหเ้หน็ว่าไพรเมอร ์P2-P8 มคีวามจ าเพาะเจาะจง
สูงต่อการตรวจเพศนกแก้วซนัคอนัวรเ์ท่านัน้ แต่ไม่สามารถใช้กบั
นกแก้วกรนีชคีนอมอลได ้สาเหตุที่เป็นไปไดค้อืความแตกต่างทาง
พันธุกรรมระหว่างสายพันธุ์นกแก้วที่ท าให้ไพรเมอร์ P2-P8  
ไม่สามารถจับกับดี เ อ็น เอของนกแก้วกรีนชีคนอมอลได้  
ความจ าเพาะเจาะจงอาจน้ีเป็นข้อจ ากดัในการใช้ไพรเมอร์ P2-P8 
ส าหรบัการตรวจเพศในนกแก้วชนิดอื่น ซึ่งต่างจากการศึกษาของ 
Oktanella (2019) ที่ศึกษาการตรวจเพศนกเกาะคอนและนกแก้ว
จากขนนก 13 ตวัอย่าง จากนัน้ท าการเพิม่จ านวนยนี CHD ด้วย
ไพรเมอร ์P2 และ P8 ซึ่งเป็นไพรเมอรส์ากลส าหรบัการตรวจเพศ
ดว้ยดเีอน็เอ ผลการศกึษาพบว่า เพิม่จ านวนยนีเป้าหมายไดส้ าเรจ็
ในทุกตวัอย่าง ขนาดแถบดีเอ็นเอที่ได้อยู่ในช่วง 365-500 คู่เบส 
โดยเพศผูป้รากฏแถบเดีย่ว เพศเมยีปรากฏแถบคู่ ความแตกต่างใน
ผลการทดสอบอาจเกดิจากความหลากหลายทางพนัธุกรรมระหว่าง
สายพนัธุ์นกแก้วซนัคอนัวร์และนกที่ศึกษาโดย Oktanella การที่
เพศผู้ไม่ปรากฏแถบดเีอ็นเอ และเพศเมยีปรากฏเพยีง 1 แถบใน
นกแก้วซนัคอนัวร์อาจบ่งบอกถึงความแตกต่างในโครงสร้างยีน 
CHD ระหวา่งสายพนัธุเ์หล่าน้ี ไพรเมอร ์P2-P8 เป็นไพรเมอรส์ากล
ที่ใช้กนัอย่างแพร่หลายในการตรวจเพศนก แต่ผลการทดสอบที่
แตกต่างกนัระหว่างการศึกษาสองครัง้น้ีอาจบ่งชี้ว่า การเลือกใช้ 

ไพรเมอรค์วรพจิารณาสายพนัธุข์องนกดว้ย โดยเฉพาะเมื่อมคีวาม
แตกต่างทางพันธุกรรมที่อาจส่งผลต่อการเพิ่มจ านวนของยีน
เป้าหมาย 
 

 

Figure 3  PCR product of primer 18s rRNA and P2-P8 in 

feather samples of Green Cheek Normal parrot. M: 100 bp 
markers, 1: male Sun Conure parrot, 2: female Sun Conure 
parrot and N: negative control. 
 
3.3 การตรวจเพศนกดว้ยไพรเมอร ์2550F-2718R โดยใชข้น 

จากการทดสอบไพรเมอร์ 2550F-2718R ในนกแก้ว 
ซนัคอนัวร์พบว่า นกแก้วซนัคอนัวร์เพศผู้ไม่เกิดแถบดเีอ็นเอของ
ยนี CHD ส่วนนกแก้วซนัคอนัวร์เพศเมยีเกิดแถบดีเอ็นเอของยีน 
CHD ขนาดประมาณ 650 คู่เบส และมแีถบดเีอน็เอของยนีควบคุม 
(18s rRNA) ขนาด 208 คู่ เบส ในทัง้สองตัวอย่าง  (Figure 4 )  
ไพรเมอร์ 2550F-2718R สามารถแยกเพศของนกแก้วซนัคอนัวร์
ไดอ้ยา่งชดัเจน โดยพบแถบดเีอน็เอของยนี CHD ขนาด 650 คูเ่บส 
ในนกเพศเมยีเท่านัน้ ซึ่งสอดคล้องกบัผลการวจิยัก่อนหน้าน้ีที่ระบุ
ว่ายีน CHD เป็นยีนที่อยู่บนโครโมโซมเพศของนกและมีความ
แตกต่างระหว่างเพศผู้และเพศเมยี (Çakmak et al., 2017) ความ
แตกต่างน้ีเกดิจากการที่เพศเมยีของนกมโีครโมโซม ZW ในขณะที่
เพศผู้มโีครโมโซม ZZ ท าให้สามารถใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะเจาะจง
กบัยนี CHD ในการแยกเพศไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ 

การใช้ไพรเมอรข์องยนี 18s rRNA เป็นไพรเมอรค์วบคุม
ในการทดลองน้ี ช่วยยนืยนัความถูกต้องของการสกดัและการเพิม่
ปริมาณดีเอ็นเอ เน่ืองจากพบแถบดีเอ็นเอขนาด 208 คู่เบส ใน
ตวัอย่างทัง้เพศผู้และเพศเมยี แสดงให้เห็นว่ากระบวนการ PCR 
ท างานไดอ้ย่างถูกต้องและเชื่อถอืได ้การใช้ไพรเมอรค์วบคุมน้ีเป็น
ขัน้ตอนส าคญัในการตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอที่สกัดและ
กระบวนการ PCR เอง 
 
 
 



Recent Science and Technology 17(3) 257545 (2025) 

 
Figure 4   PCR product of primer 18s rRNA and 2550F-2718R 
in feather samples of Sun Conure parrot. M: 100 bp markers, 
1: male Sun Conure parrot, 2: female Sun Conure parrot and 

N: negative control. 
 

จากการทดสอบไพรเมอร์ 2550F-2718R ในนกแก้ว 
กรีนชีคนอมอล พบว่านกแก้วกรีนชีคนอมอลเพศผู้ไม่เกิดแถบ  
ดเีอน็เอของยนี CHD ส่วนนกแก้วกรนีชีคนอมอลเพศเมยีเกิดแถบ 
ดเีอน็เอของยนี CHD ขนาดประมาณ 450 คูเ่บส และมแีถบดเีอน็เอ
ของยนีควบคุม (18s rRNA) ขนาด 208 คู่เบส ในทัง้สองตวัอย่าง 
(Figure 5) ผลการทดลองน้ีสอดคล้องกบัการศกึษาของ Vucicevic 
et al. (2013) ที่ท าการสกัดดีเอ็นเอจากขนนก และท าการเพิ่ม
จ านวนยีน CHD ด้วยชุดไพรเมอร์ 2 ชุด คือ 2550F/2718R และ 
P2/P8 ในนก 58 สายพนัธุ ์พบวา่สามารถแยกเพศนกดว้ยไพรเมอร ์
2 ชุดน้ีได้ประสบความส าเร็จใน 50 สายพนัธุ์ บ่งชี้ว่าไพรเมอร์ 
2550F/2718R และ P2/P8 มคีวามแม่นย าและประสทิธภิาพสูงใน
การแยกเพศนกในหลายสายพนัธุ์ อย่างไรก็ตาม ควรพจิารณาว่า
ประสิทธิภาพของไพรเมอร์อาจแตกต่างกันขึ้นอยู่กับความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมของนกในแต่ละสายพนัธุ ์การที่ไพรเมอร ์
2 ชุดน้ีไม่สามารถแยกเพศใน 8 สายพนัธุ์ได้ แสดงให้เห็นว่ามี
ขอ้จ ากดัในการใชไ้พรเมอรน้ี์กบันกบางสายพนัธุ ์อาจเกดิจากความ
แตกต่างในล าดับยีน CHD หรือปัจจัยอื่ น ๆ ที่ เกี่ยวข้องกับ
โครงสร้างทางพนัธุกรรมของนกในสายพนัธุ์เหล่านัน้ การศึกษา
เพิม่เตมิและการพฒันาไพรเมอรใ์หม่หรอืการปรบัปรุงไพรเมอรท์ี่มี
อยู่เพื่อเพิม่ประสทิธภิาพในการแยกเพศนกในทุกสายพนัธุ์จงึเป็น
สิง่ส าคญั 
 

 
Figure 5  PCR product of primer 18s rRNA and 2550F-2718R 

in feather samples of Green Cheek Normal parrot. M: 100 bp 

markers, 1: male Green Cheek Normal parrot, 2: female Green 
Cheek Normal parrot and N: negative control. 

4. สรปุ 

ขนสามารถใช้ตรวจเพศนกได้อย่างมีประสิทธิภาพ
เช่นเดยีวกบัเลอืด แต่สะดวกและปลอดภยักบันกมากกวา่ ไพรเมอร ์
P2-P8 สามารถใช้แยกเพศของนกแก้วซนัคอนัวร์ได้เท่านัน้  โดย
นกแก้วซันคอนัวร์เพศเมียเกิดแถบดีเอ็นเอของยีน CHD ขนาด
ประมาณ 350 คู่เบส ในขณะที่ไพรเมอร์ 2550F-2718R สามารถใช้
แยกเพศได้ทัง้นกแก้วซนัคอนัวร์และนกแก้วกรนีชีคนอมอล โดย
นกแก้วซันคอนัวร์เพศเมียเกิดแถบดีเอ็นเอของยีน CHD ขนาด
ประมาณ 650 คู่เบส และนกแก้วกรนีชคีนอมอลเพศเมยีเกดิแถบดี
เอน็เอของยนี CHD ขนาดประมาณ 450 คูเ่บส 
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