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บทคัดยอ 
 การสกัดดีเอนเอและการตรวจแยกเพศนกดวยวิธี Polymerase Chain Reaction  (PCR) จากของ
เสียในเปลือกไขและมูล โดยใชตัวอยางจากไกตอก (Numida meleagris) ที่ไมทราบเพศ 15 ตัว พบวา
สามารถทําการสกัดดีเอนเอและตรวจแยกเพศไดอยางถูกตองซึ่งตัวอยางจากของเสียในเปลือกไขใหผลเปน
เพศผู 10 ตัวและตัวอยางมูลใหผลเปนเพศผู 3 ตัวเมื่อทําการเทียบกับผลที่ไดจากดีเอนเอที่สกัดจากเลือดและ
ตรวจแยกเพศดวยวิธีเดียวกัน รวมกบัการสังเกตพฤติกรรมและลักษณะทางเพศภายนอก ที่ใหผลเปนเพศผู
ทั้งหมด 15 ตัว ทั้งนี้ตัวอยางที่ไมสามารถแยกเพศไดนั้นพบวามีการปนเปอนของโปรตีนในปริมาณที่มากและ
มีปริมาณดีเอนเอที่สกัดไดปริมาณนอยในขั้นตอนของการสกัดดีเอนเอในบางตัวอยาง ซึง่ผลที่ไดนี้บงชี้วา
สามารถสกัดดีเอนอและตรวจแยกเพศนกจากตัวอยางของเสียในเปลือกไขและมูลไดซึ่งเปนทางเลือกหนึ่งใน
การเก็บตัวอยางแบบเทคนิคที่ไมกอใหเกิดอันตรายแกตัวนก 
 

ABSTRACT 
 The bird sex determination by polymerase chain reaction which used extracted DNA from 
egg waste product and fecal samples of 15 unknown sex guinea fowls (Numida meleagris) was 
performed. The result showed 10 egg waste product samples and 3 fecal samples were male as 
same as the result of blood samples from these birds. The comparison of sexing bird methods with 
polymerase chain reaction and behavioral observation and secondary sex characteristics were 
same, the all of the results were male bird. It was concluded that the method can use the non-
invasive technique for sexing bird by polymerase chain reaction with extracted DNA from egg 
waste product and fecal sample. Although some samples could not identify the sex because of the 
protein contamination and small amount of extracted DNA. 
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บทนํา 

การตรวจแยกเพศนกนั้นมีความสําคัญอยางยิ่ง ทั้งในดานการเพาะเลี้ยงและขยายพันธุ  การจัดการ
ฝูงนกในที่เล้ียงและในธรรมชาติ การศึกษาเกี่ยวกับพฤติกรรม ลักษณะทางสังคม นิเวศวิทยาของนก ตลอดจน
การตรวจวินิจฉัยโรคในโรคที่มีความเกี่ยวของกับเพศ เชน ภาวะไขคาง และ egg yolk peritonitis เปนตน เพื่อ
ประโยชนทางดานเศรษฐกิจสําหรับนกสวยงามหรือนกเลี้ยงเปนเพื่อนและในเชิงการอนุรักษสําหรับนกที่หา
ยากและใกลสูญพันธุ รวมถึงการตรวจวินิจฉัยโรคที่ถูกตองและรวดเร็วซึ่งจะเปนประโยชนในการรักษาตอไป 
ถึงแมวานกบางชนิดสามารถที่จะแยกเพศไดจากลักษณะทางเพศภายนอกที่เห็นจากรูปราง สีขน และ
ลักษณะเฉพาะของเพศบางอยาง เปนตน ซึ่งนกในกลุมนี้เรียกวา Dimorphic Bird ยกตัวอยางเชน นกที่อยูใน
กลุมไกและกลุมเปด ที่นกเพศผูมีสีสันสวยงามกวานกเพศเมียมาก แตก็ยังมีนกอีกหลายชนิดที่ไมสามารถแยก
เพศไดจากลักษณะภายนอก กลาวคือเพศผูและเพศเมียมีลักษณะทางเพศภายนอกที่คลายคลึงกันหรือ
เหมือนกัน โดยกลุมนกเหลานี้เรียกวา Monomorphic  Bird ตัวอยางเชน นกในกลุมนกแกว นกจบัคอน นก
เหยี่ยว เปนตน ตลอดจนรวมถงึลูกนกในนกทุกชนิดที่อยูในชวงวัยออนและนกในกลุม Dimorphic Bird บาง
ชนิดพันธุที่อายนุอยยังไมเขาสูชวงวัยเจริญพนัธุหรืออยูในชวงที่อยูนอกฤดูผสมพันธุที่นกเพศผูและเพศเมียมี
ลักษณะทางเพศภายนอกเหมือนกันหรือคลายคลึงกัน ซึ่งเปนการยากที่จะแยกเพศดวยสายตาเพียงอยาง
เดียว 

การตรวจแยกเพศนกในปจจุบนันั้นมีอยูหลายวิธีดวยกัน โดยแตละวิธีก็มีขอดี ขอเสีย และความ
เหมาะสมแตกตางกันไปตามชนิดของนก ไดแก การแยกเพศนกจากลักษณะทางเพศภายนอก (morphology) 
เชน สีขน สีตา เปนตน การแยกเพศนกจากพฤติกรรมการจับคูผสมพันธุ (behavior) การแยกเพศนกจากการ
คลําชองเชิงกราน (pelvic width) การแยกเพศโดยวิธีการปลิ้นกน (vent sexing)  การแยกเพศโดยเปดผาชอง
ทองหรือใชกลองสองตรวจภายใน (laparoscopy หรือ laparotomy) การแยกเพศจากการวเิคราะหฮอรโมน 
(hormone analysis)  การวิเคราะหโครโมโซม (chromosome mapping) และ การวิเคราะหดีเอนเอ 
(molecular sexing) เปนตน 

การแยกเพศนกจากดีเอนเอโดยวิธี  Polymerase Chain Reaction ( PCR )  ก็เปนวิธีการที่มีการใช
กันอยางแพรหลาย เนื่องจากเปนวิธีการที่ไดผลรวดเร็ว และมีความแมนยําสูง และสามารถใชไดกับนกทกุชวง
อายุ   (Griffiths, 2000a and 2000b, Fridolfsson และคณะ, 1999, Millar และคณะ, 1997, นําดีและคณะ, 
2544)  โครโมโซมเพศในนกม ี2 ชนิดคือ  W – chromosome และ Z- chromosome โดยนกเพศผูมีโครโมโซม
เพศเปน  ZZ (homogametic male) และนกเพศเมียมีโครโมโซมเพศเปน ZW (heterogametic female) โดย
บนโครโมโซมเพศทั้งสองชนิดนั้นมี conserved gene ที่ชื่อวา Chromo-helicase-DNA binding protein 
(CHD) และสามารถพบไดในนกที่เปนนกกลุม non-ratite ทุกชนิด ซึ่งยีน CHD ที่อยูบน W–chromosome 
เรียกวา CHD1-W  และ  ยีน CHD ที่อยูบน Z– chromosome เรียกวา CHD1-Z ( Griffiths, 2000a and 
2000b, Fridolfsson และคณะ,1999, Cortes และคณะ,1999)  การตรวจแยกเพศนกสมัยใหมโดยเทคนิค
ทางอณูชีววิทยา คือ PCR รวมกับ gel electrophoresis  จึงสามารถอาศยัความแตกตางของยีน 2 ชนิดนี้ได 



โดยนกเพศเมียจะพบแถบของ CHD1-W และ CHD1-Z สวนนกเพศผูจะพบเพียง 1 แถบคอื CHD1-Z ปรากฏ
บนแผนเจล  ( Griffths, 2000a and 2000b)   

วิธีการเก็บตัวอยางในนกเพื่อนํามาทําการตรวจแยกเพศหรือการวินิจฉัยอื่นๆ ก็มีความสําคัญเชนกัน 
โดยทั่วไปการเก็บตัวอยางมีอยู 2 วิธีหลัก ๆ คือ แบบท่ีมีการกระทํากับตัวสัตว (invasive) และแบบที่ไมกระทํา
กับตัวสัตวหรือที่ไมกอใหเกิดอนัตรายแกตัวสัตว (non-invasive)   การเก็บตัวอยางแบบที่มีการกระทํากบัตัว
สัตว คือการเก็บตัวอยางที่ตองมีการจับ ควบคุมสัตว ไดแก ตัวอยางเลือด และขน ซึ่งวิธีนีม้ีผลกระทบตอตัวนก
มาก เนื่องจากนกเปนสัตวที่เปราะบาง ตื่นเตนและตกใจงาย โดยเฉพาะนกที่มีขนาดเล็ก ลูกนก และนกที่มี
คุณคาทางการอนุรักษหรือเศรษฐกิจ ถาการจบัควบคุมบังคับไมเหมาะสมอาจทําใหเกิดการสูญเสียได 
นอกจากที่กลาวมาวธิีนี้ยังทําไดลําบากกรณีนกที่เล้ียงในกรงใหญหรือนกปาที่ไมสามารถจบัได  สําหรับการ
เก็บตัวอยางแบบที่ไมกอใหเกิดอันตรายแกตัวสัตว คือการเก็บตัวอยางแบบที่ไมตองมีการควบคุมบังคับนก ทํา
ใหไมมีผลกระทบตอตัวนกมากนัก และสามารถใชไดกับลูกนก นกตัวเล็ก นกที่เล้ียงในกรงใหญหรือนกปาได 
ไดแก ตัวอยางปสสาวะ มูล และของเสียในเปลือกไข เปนตน  ทั้งนี้ตัวอยางปสสาวะและมูลก็มีเซลลเยื่อบุ
ลําไสปะปนอยู จึงสามารถนํามาสกัดดีเอนเอและนําไปใชแยกเพศได (Nota และ Takenata,1999, Bradley, 
2001) สวนของเสียในเปลือกไขซึ่งประกอบไปดวยสิ่งคัดหลั่ง เนื้อเยื่อ หรือเลือดที่ติดกับเปลือกไข จึงสามารถ
เปนแหลงดีเอนเอที่นํามาใชในการแยกเพศไดเชนกัน  วัตถุประสงคของการศึกษาในครั้งนี้ เพื่อนําตัวอยางของ
เสียในเปลือกไขหรือปสสาวะและมูลนก มาทําการสกัดดีเอนเอและแยกเพศโดยเทคนิค PCR รวมกับ gel 
electrophoresis  ทั้งนี้เพื่อเปนอีกแนวทางหนึ่งในการเลือกเก็บตัวอยางแบบที่ไมกอใหเกิดอันตรายแกตัวสัตว 
เพื่อใชในการแยกเพศนก โดยเฉพาะนกที่ไมสามารถจบัตองตัวได เชน นกปาหรือนกที่อาศัยอยูตามธรรมชาต ิ
นอกเหนือจากนกที่เปนนกเลี้ยง เปนสําคัญ  

 
อุปกรณและวิธีการ 

สัตวทดลอง 
 ไขฟกของไกตอก (Numida meleagris) 15 ฟอง นํามาฟกเพื่อเก็บตัวอยางของเสียในเปลือกไข 
หลังจากนั้นทําการเลี้ยงไกตอกกลุมนี้ตออีกระยะหนึ่งเพื่อทําการเก็บตัวอยางมูลและเลือด ทําการแยกเพศ
ดวยการทําการปลิ้นกน ภายหลังลูกไกตอกฟกเปนตัว พรอมทั้งสังเกตพฤติกรรมและลักษณะเพศภายนอก
ของไกตอกกลุมนี้หลังจากที่เล้ียงไปแลวระยะหนึ่ง เพื่อใชเปรียบเทียบกับผลที่ไดจากทํา PCR 
การเก็บตัวอยาง 

ตัวอยางของเสียในเปลือกไข โดยทําการเก็บภายหลังจากที่ลูกไกฟก โดยทําการประยุกตจากวิธีการ
ของ Nota และ Takenata (1999) คือ ทําการลางเก็บตัวอยางของเสียในสวนที่เปนมูลไกและสวนที่เปนสิ่งคัด
หลั่งและเลือดดวยการใชกานสําลีที่ชุมดวย 0.9 % NaCl หรือ Phosphate Buffer Solution (PBS) และเก็บใน 
70 % Ethanol ที่อุณหภูมิ -20 °C รอการสกัดดีเอนเอตอไป สวนตัวอยางปสสาวะและมูลนก ทําการเก็บ
เชนเดียวกัน แตทําการเก็บเฉพาะสวนที่เปนปสสาวะและผวิดานนอกของมูลนก ซึ่งเปนสวนที่คาดวาเปนสวน
ที่มีเซลลเยื่อบุลําไสที่ลอกหลุดอยู และตัวอยางเลือดจะทําการเก็บโดยการเก็บจากเสนเลือดดําที่ปกหรือปลาย



เล็บ แลวเก็บไวในหลอดที่มีสารปองกันการแข็งตัวของเลือด Ethylenediaminetetraacetic Acid  ( EDTA) 
เพื่อนําไปสกัดหาดีเอนเอตอไป 
การสกัด DNA 

ทําการการสกัดดีเอนเอตามวิธขีอง นําดีและคณะ (2544) ในตัวอยางเลือด สวนการสกัดดีเอนเอจาก
ตัวอยางของเสียในเปลือกไขและมูลนก จะใชปริมาณตัวอยาง 200 µl เติม proteinase K buffer 470 µl และ 
20 mg/ml proteinase K 30 µl ทิ้งไวเปนเวลา 1-2 ชั่วโมง จากนั้นเติม 5 M NaCl 100 µl และ  CTAB/NaCl  
80 µlกอนทําการสกัดดวย phenol และ chloroform ตอไป โดยใช Isopropanol ในการตกตะกอนดีเอนเอ 
คู Primer 
 primer1 : 2551F 5’-GTT ACT GAT TCG TCT ACG AGA-3’ 
 primer2 : 2719R 5’-ATT GAA ATG ATC CAG TGC TTG-3’ 
Polymerase Chain Reaction 
 นําตัวอยางดีเอนเอที่สกัดมาเพิ่มปริมาณดีเอนเอกับสารละลายผสม (Master mix) ที่ปริมาตรรวม 15 
µl ซึ่งประกอบดวย ซึ่งประกอบดวย  10x Mg2+ free buffer (Finzyme®),2.5 mM MgCl2  (Finzyme®), 0.25 
µM dNTPs (SibEnzyme®), 1 unit DyNAzymeTM II DNA Polymerase (Finzyme®), 0.2 pmol  primer 1 
และ primer 2,  distilled water  และ  DNA template ที่ไดจากการสกัด จากนั้นทําการปรับเครื่อง Thermal 
cycle (Thermo Hybaid®) ใหมีขั้นตอนดังนี้คือ ขั้นตอนที่ 1  Initial denaturation  ที่ 94 °C เปนเวลา 5  นาที  
ขั้นตอนที่ 2 denature ที่  94 °C   เปนเวลา 30 วินาที  annealing   60°C เปนเวลา 30 วินาที    extension   
72°C    เปนเวลา 30 วินาที  ทําซ้ําขั้นตอนที่ 2 ทั้งหมด 35 รอบ และขั้นตอนที่ 3 final extension   72  °C   
เปนเวลา 7 นาที ซึ่งเปนขั้นตอนสุดทาย   นําผลผลิต PCR ที่ไดไปวัดปริมาณ ดีเอนเอ ดวยเครื่อง 
spectrophotometer (Eppendorf Bio Photometer) โดยตั้งคาการดูดกลืนแสงที่ OD260 nmเพื่อวัดปริมาณดี
เอนเอและ OD280 nm เพื่อวัดปริมาณของโปรตีนที่ปนเปอน 
Gel electrophoresis 

นําผลผลิต PCR ที่ไดมาตรวจหาดีเอนเอบนแผนเจลของ 1.5 % Agarose Gel  ใชความตางศักดิ์
ไฟฟาที่ 100 V หลังจากนั้นอานผลภายใตแสง UV ของเครื่อง UV lighter (Geldoc2000 ® ) โดยใช  
Ethidiumbromide เปนสียอม 

โดยทําการตรวจเทียบกับตัวอยางดีเอนเอทีไดจากเลือดของไกตอกเพศผูและเพศเมีย (positive 
control) และสารละลายผสมที่ปราศจากดีเอนเอตนแบบ (negative control) ทุกครั้งที่ทําในขบวนการ PCR 
และ gel electrophoresis 
 

ผลการทดลอง 
 จากการทํา PCR และ gel electrophoresis พบวาตัวอยางทั้ง 15 ตัวอยางใหผลเปนเพศผูทั้งหมด
จากตัวอยางเลือด สวนจากตัวอยางของเสียในเปลือกไขและมูลพบวาใหผลเปนเพศผู 10 และ 3 ตัวอยาง
ตามลําดับ (Table1) ซึ่งแถบของยีนที่ปรากฏบนแผนเจลจะอยูระหวาง 400-600 bp โดยที่ไกตอกเพศผูจะพบ



แถบยีน 1 แถบ ของ CHD1-Z ที่ 600 bp สวนไกตอกเพศเมียพบแถบยีน 2 แถบ คือ CHD1-Z ที่ 600 bp และ 
CHD1-W ที่ประมาณ 400 bp (Figure1) 

จากการนําดีเอนเอ ที่สกัดไดไปวัดปริมาณดวยเครื่อง spectrophotometer โดยตั้งคาการดูดกลืน
แสงที่ OD260 เพื่อวัดปรมิาณดีเอนเอ และ OD280 เพื่อวัดปริมาณโปรตีน ซึง่ความบริสุทธิข์องดีเอนเอที่สกัดไดดู
ไดจากสัดสวนของ OD260/OD280 ถาดีเอนเอ ที่สกัดไดบริสุทธิ์จะมีสัดสวนอยูที่ 1.8 แตถาสัดสวนที่ไดมีคานอย
กวา 1.5 หรือมากกวา 2.0 จะแสดงถึงการมีโปรตีนที่ไมตองการปนเปอนในปริมาณมาก (Table2) สําหรับผล
การวัดปริมาณดีเอนเอพบวา ผลจากตัวอยางเลือดพบปริมาณดีเอนเอจํานวนมากและคอนขางบริสุทธิ์มีการ
ปนเปอนของโปรตีนนอย  ผลจากตัวอยางของเสียในเปลือกไขและตัวอยางมูลพบมีการปนเปอนของโปรตีน
คอนขางมากในตัวอยางที่ไมปรากฏแถบยีนบนแผนเจล สวนตัวอยางที่ใหผลเปนเพศผูนั้นจะพบปริมาณดีเอน
เอที่คอนขางมากและสามารถปรากฏแถบยีนบนแผนเจลได  และผลการแยกเพศดวยการทําการปลิ้นกน และ
สังเกตพฤติกรรมและลักษณะเพศภายนอกของไกตอกที่ใชเปนตัวอยางเหลานี้ พบวาเปนเพศผูทั้งหมด 
(Table1) 

 
วิจารณ 

 จากผลการทดลองจะเห็นไดวา การแยกเพศจากตัวอยางของเสียในเปลือกไขและมูลของไกตอก
ใหผลเปนเพศผู 10 ตัวอยางและ 3  ตัวอยาง ตามลําดับ โดยเทียบกับผลการแยกเพศจากตัวอยางเลือดจากไก
ตอกกลุมตัวอยางเดียวกันนี้ซึ่งใหผลเปนเพศผูทั้ง 15 ตัวอยาง  รวมกับตัวอยางที่ทราบเพศแนนอน ทั้งเพศผู
และเพศเมีย โดยเพศผูจะปรากฏแถบยีนของยีน CHD1-Z เพียงแถบเดียวที่ 600 bp สวนตัวเมียมีแถบยนี
ปรากฏ 2 แถบคือที่ประมาณ 400-500 bp 1 แถบของยีน CHD1-W และที่ 600 bp ของยนี CHD1-Z  อีก1
แถบ จากการทาํ gel elctrophoresis  ซึ่งสอดคลองกับการทดลองกอนหนานี้ที่ไดทําการแยกเพศนกเลิฟเบิรด
ดวย PCR และ gel electrophoresis (นําดีและคณะ, 2544) พบวาเพศเมยีปรากฏแถบยนีที่ 400 และ 600 
bp อยางชัดเจน สวนเพศผูปรากฏแถบยีนที่ 600 bp อยางชัดเจน โดยที่คู primer ที่ใชนั้นเปน primer คู
เดียวกัน คือ primer 2551F และ primer 2719R   

ผลการทดลองในเพศเมียที่แตกตางกันสามารถอธิบายไดหลายสาเหตุ ไดแก  คุณสมบัติ
ความจาํเพาะของยีน  ซึ่งจากรายงานการศึกษาวิจัยอื่นๆ (Fridolfsson และคณะ,1999) พบวาถึงแมวา 
primer คูที่ใชในการทดลองคือ primer 2551F และ primer 2719R มีความสามารถในการตรวจหาเพศนกได
ทุกชนิดยกเวนนกในกลุม ratite  แตในนกบางชนิดมีจํานวนเบสบนยีนทั้งสองแตกตางกันไมมากนัก ( CHD1-
Z และ CHD1-W ) ทําใหแถบยีนที่ปรากฏบนแผนเจลไมชัดเจนหรืออาจซอนทับเปนแถบเดียวกันได ซึ่งทําให
บางครั้งผลของเพศเมียอาจมีแถบยีนเพียงแถบเดียวได และสําหรับ CHD1-W สามารถปรากฏบนแผนเจลได
ในชวง 400 – 450 bp สวน CHD1-Z  สามารถปรากฏบนแผนเจลไดในชวง 600 – 650 bp ดังนั้นผลการแยก
เพศที่แสดงจาก gel electrophoresis จึงแตกตางกันบางเล็กนอยตามชนิดของนก  นอกจากคุณสมบัติ
จําเพาะของยีนและชนิดนกแลว  เทคนิคในการทํา PCR ก็เปนปจจัยสําคัญที่มีผลตอการแยกเพศเชนกัน  

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 1  Electrophoretic patterns of DNA for sex identification of guinea fowl. The CHD1-W 
  (~400 bp) and CHD1-Z (~600 bp) were amplified from blood sample of female  
  positive control (lane 1).The male positive control (lane 2), egg waste product  
  samples (lanes 3 and 4) and fecal samples (lanes 5 and 6) were indicated male  
  which observed only one band of CHD1-Z. No DNA band was observed in 

negative control (lane 7) 
 
 

  Table 1 Comparison of sex determination in 15 unknown sex guinea fowls. 
Birds PCR and Gel Electrophoresis Vent Sexing Morphology and 

 Egg waste product Feces Blood  Behavior 
1 Male Male Male Male Male 
2 Male - Male Male Male 
3 - - Male Male Male 
4 - Male Male Male Male 
5 Male Male Male Male Male 
6 Male - Male Male Male 
7 Male - Male Male Male 
8 Male - Male Male Male 
9 Male - Male Male Male 
10 Male - Male Male Male 
11 - - Male Male Male 
12 - - Male Male Male 
13 Male - Male Male Male 
14 - - Male Male Male 
15 Male - Male Male Male 



 
 
                Table 2  OD260/OD280 ratio of  samples of 15 unknown sex guinea fowls for evaluate protein and DNA. 

Samples Blood Egg waste product Feces 
Birds OD260 OD280 OD260/OD280 OD260 OD280 OD260/OD280 OD260 OD280 OD260/OD280 

1 1.231 0.763 1.61 1.582 2.222 0.72 1.230 0.764 1.61 
2 0.995 0.542 1.83 2.317 1.672 1.38 0.917 2.380 0.39 
3 1.387 0.802 1.73 0.108 0.082 1.31 0.054 0.057 0.95 
4 2.698 1.715 1.57 0.071 0.046 1.54 0.703 0.402 1.74 
5 0.689 0.375 1.83 1.375 2.112 0.65 0.993 0.540 1.84 
6 0.992 0.541 1.83 2.531 1.672 1.51 0.075 0.051 1.47 
7 0.703 0.394 1.78 1.602 0.715 1.98 0.123 0.111 1.12 
8 1.544 1.150 1.34 1.391 0.817 1.70 0.094 0.055 1.71 
9 0.703 0.394 1.78 2.645 1.730 1.53 0.997 0.892 1.12 

10 0.545 0.399 1.36 2.721 1.729 1.57 0.071 0.047 1.49 
11 0.833 0.497 1.67 0.150 0.086 1.74 0.082 0.054 1.51 
12 1.543 1.151 1.34 0.098 0.074 1.32 0.089 0.077 1.15 
13 0.702 0.395 1.78 1.646 0.796 2.07 0.195 0.164 1.19 
14 1.390 0.805 1.72 0.087 0.066 1.31 0.098 0.075 1.32 
15 2.645 1.731 1.53 1.004 2.112 0.48 0.108 0.084 1.29 

The units is µg/ml in OD 



กลาวคือ โดยทัว่ไปการทํา PCR ประกอบดวยขั้นตอนที่สําคัญ 3 ขั้นตอนคือ denaturation, annealing และ  
extension ซึ่งถาไมเหมาะสมจะสงผลตอผลผลิต PCR ไดแก  time and temperature  อณุหภูมิและเวลาของ
ปฏิกิริยาที่เหมาะสมในแตละขั้นตอนจะสงผลถึงปริมาณและคุณภาพของดีเอนเอ  เชน การตั้งอุณหภูมิในการ 
annealing ต่ําเกินไปทําใหเกิดการจับกันของ primer ได (primer dimer)  จาํนวนรอบในการทํา PCR (cycle 
number) ถาใชจํานวนรอบนอยเกินไปจะใหผลผลิตนอย แตถาใชจํานวนรอบมากเกินไป โอกาสที่จะได PCR 
ที่ผิดพลาดก็มากขึ้นตาม อันไดแก ผลผลิต PCR มีความจําเพาะเจาะจงนอยลง  สัดสวนที่เหมาะสมของ
ปฏิกิริยา มีผลตอปริมาณและความจาํเพาะของดีเอนเอ ที่ได (จริยาและคณะ 2540)ทั้งนี้การทดลองในครั้งนี้
ไดมีการปรับเปลี่ยนขั้นตอนการทํา PCR มาจากการทดลองในการตรวจแยกเพศนกเลิฟเบิรด (นําดีและคณะ, 
2544) ตามความเหมาะสม ซึง่อาจยังไมเหมาะสมที่สุดจึงมผีลตอผลผลิต PCR ไดเชนกัน   เอนไซม Taq 
polymerase ก็มีขอดอยตรงที่ไมมีคุณสมบัติ proof reading ดังนั้นอาจมีความผิดพลาดในการนําเบสที่
ถูกตองมาตอในสายดีเอนเอ นั้นได ทําใหไดเบสที่ผิดไปจากตนแบบ (นิโลบล, 2542) 

จากการนํา ดีเอนเอ ที่สกัดไดไปวัดปริมาณดวยเครื่อง spectrophotometer ผลจากตัวอยางเลือดพบ
ปริมาณ ดีเอนเอ จํานวนมากและคอนขางบริสุทธิ์มีการปนเปอนของโปรตีนนอย  ผลจากตัวอยางของเสียใน
เปลือกไขและพบวาตัวอยางมกีารปนเปอนของโปรตีนคอนขางมากและตวัอยางสวนใหญ มปีริมาณดีเอนเอ
นอยโดยเฉพาะตัวอยางที่ไดจากมูล ตัวอยางที่ใหผลเปนเพศผูพบปริมาณ ดีเอนเอ จาํนวนมากจึงสามารถ
ปรากฏบนแถบยีนบนแผนเจลไดถึงแมจะมีแถบโปรตีนปนเปอนปรากฏอยูดวย แตตัวอยางที่ไมสามารถระบุ
เพศไดมีปริมาณ ดีเอนเอ นอยจึงไมปรากฏแถบใดๆบนเจล ทั้งนี้การดูความบริสุทธิ์ของดีเอนเอ จากอตัราสวน 
OD260/OD280 และปริมาณดีเอนเอ ที่วัดไดอาจไมสามารถเชือ่ถือไดเต็มที่เนื่องจากตัวอยางอาจมีการปนเปอน
ของ phenol ทําใหผลการวัดผิดพลาดไดเชนกัน (Joseph และ David, 1999) อยางไรก็ตาม การปนเปอนของ
โปรตีนก็เกิดไดจากสาเหตุหลายประการ ไดแก สาเหตุจากตัวอยางของเสียในเปลือกไขและมูลเอง กลาวคือ
ตัวอยางของเสียในเปลือกไข ประกอบไปดวย เนื้อเยื่อ ส่ิงคัดหลั่งตางๆ เลือด และสวนที่เปนของเสียจากตัว
ออน ซึ่งทําใหมคีวามสกปรกมากกวาตัวอยางเลือด จึงเกิดการปนเปอนของโปรตีนที่ไมตองการไดมากกวา 
สวนมูลนั้นก็เชนเดียวกัน อีกทั้งมูลเองเปนแหลงของแบคทีเรียที่อาจเปนแหลงของโปรตีนที่ปนเปอนเหลานี้ 
ประกอบกับปริมาณเซลลเยื่อบุลําไสที่หลุดลอดออกมากบัมลูนั้นมีปริมาณนอย (Nota และ Takenata,1999) 
ทําใหการสกัดดีเอนเอจากมูลคอนขางลําบาก ดังนั้นการเก็บตัวอยางจากของเสียในเปลือกไขนั้นควรเก็บสวน
ที่เปนเนื้อเยื่อหรือเลือด หลีกเลี่ยงที่จะเก็บสวนที่เปนของเสียจากตัวออนเพื่อชวยลดการปนเปอนได สวนการ
เก็บตัวอยางจากมูลควรเก็บในสวนของปสสาวะและผิวนอกของมูลที่เปนสวนที่เซลลเยื่อบุลําไสติดอยูใหมาก
ที่สุด นอกจากนี้การปนเปอนอาจมาจากการปนเปอนในขั้นตอนการสกัด ดีเอนเอ  เชน การตกคางของ 
phenol หรือ การปนเปอนของโมเลกุลโปรตีนอื่นในระหวางการสกัด เปนตน ,การปนเปอนในกระบวนการทํา 
PCR ทั้งนี้เนื่องจาก PCR เปนวิธีการเพิ่มจาํนวนสารพันธุกรรมที่มีประสิทธิภาพสูง โดยสามารถเพิ่มจํานวน ดี
เอนเอ ตนแบบไดเปนลานเทา ดังนั้นหากมีการปนเปอนเกิดขึ้นในงาน PCR แมเพียงเล็กนอยก็สามารถทาํให
เกิดผลบวกปลอมได (false positive)  การปนเปอนอาจเกิดระหวางสิ่งสงตรวจในขั้นตอนการเตรียม (cross-
contamination) หรืออาจเกิดการปนเปอนของผลผลิต PCR คร้ังกอน (carry- over contamination) การ



ปนเปอนสวนใหญเกิดจากละอองลอย (aerosol) ในขั้นตอนการเปดปดฝาหลอด  การปนแยก  การดูดถาย
สารละลาย เปนตน (จริยาและคณะ, 2540  อังคณา, 2537)นอกจากปจจยัตางๆที่กลาวมา ความชํานาญของ
ผูทําการทดลอง  คุณภาพของสารเคมี  การควบคุมการปนเปอน และการปฏิบัติงานในหองปฏิบัติการลวน
สงผลตอ PCR ทั้งสิ้น 

 
สรุป 

จากการศึกษาในครั้งนี้สรุปไดวา การตรวจแยกเพศนกสามารถทําไดจากตัวอยางของเสียในเปลือก
ไข และมูลโดยใชเทคนิค PCR และสามารถแยกเพศไดอยางถูกตอง 66 % และ 20 % จาก 15 ตัวอยาง 
ตามลําดับ ซึ่งเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการเลือกเก็บตัวอยางในนกแบบที่ไมกอใหเกิดอันตรายแกตัวนกเพื่อ
นํามาทําการแยกเพศ แตตัวอยางของเสียในเปลือกไขและมลูนั้นจะมีการปนเปอนจากของเสียของตัวออนและ
แบคทีเรียตามลําดับ ซึ่งบางครั้งทําใหการแยกเพศไมไดผล ซึ่งอาจแกไขได โดยวิธีการเก็บตัวอยางและวิธกีาร
สกัดดีเอนเอที่เหมาะสม  ซึ่งการศึกษาในครั้งนี้อาจใชเปนแนวทางในการศึกษาและพัฒนาวิธีการตรวจแยก
เพศนกตอไป 
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 งานวิจัยในครั้งนี้สําเร็จลงไดดวยความรวมมอืของผูรวมวจิัยทุกทาน ตลอดจนนักศึกษาคณะสัตว
แพทยศาสตรที่ชวยในการเก็บตัวอยางและเลี้ยงสัตวทดลอง นักวิทยาศาสตรประจําหองทดลองผูเอื้อเฟอ
อุปกรณในการเก็บตัวอยางและอํานวยความสะดวกในการวจิัย หนวยงานชนัสูตรโรคสัตว คณะสัตว
แพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหมที่เอื้อเฟออปุกรณและหองทดลองในการทําการสกัดดีเอนเอและทํา PCR 
และ gel eletrophoresis ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม ที่ใหความเอื้อเฟอใน
การใชอุปกรณการทดลองในการวัดปริมาณดีเอนเอ และทายสุดคือโครงการวิจัยเพื่อพฒันานักวิจัยรุนใหม 
ประจําป 2546 สํานักงานอธิการบดี มหาวิทยาลัยเชียงใหม ที่สนับสนุนทางดานงบประมาณในการวิจัยครั้งนี้ 
ซึ่งคณะผูวิจัยขอขอบพระคุณเปนอยางสูงมา ณ ที่นี้ดวย 
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