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บทคัดยอ กัญชา (Cannabis sativa L.) จัดเปนพืชเสพติดท่ีมีหลายสายพันธุ (strains) ปจจุบันในประเทศไทยไดรับ

อนุญาตใหใชประโยชนของกัญชาในทางการแพทยและการวิจัยทางวิทยาศาสตร สารสําคัญหลักท่ีพบมากในกัญชาเปน

แคนนาบินอยดท่ีพบมีสองชนิด คือ ∆9-tetrahydrocannabinol (THC) และ cannabidiol (CBD) ซ่ึงรายงานฤทธ์ิ

ทางเภสัชวิทยาท่ีหลากหลาย งานวิจัยน้ีมีจุดประสงคในการศึกษาความเปนพิษตอเซลลมะเร็งเพาะเล้ียงของสารสกัดชอดอก

เพศเมียกัญชาพันธุไทย 3 พันธุ ไดแก PTC0601 (THC และ CBD ใกลเคียงกัน), PTC0602 (THC สูง) และ PTC0729 

(CBD สูง) สกัดดวยวิธีของไหลวิกฤตย่ิงยวด (Supercritical Fluid Extraction) วิเคราะหปริมาณดวยวิธี HPLC และ

ทดสอบความเปนพิษตอเซลลเพาะเล้ียงดวยวิธี MTT assay พบวาสารสกัดกัญชาท้ัง 3 ชนิด แสดงฤทธ์ิยับย้ังเซลลมะเร็ง

ท้ัง 7 ชนิด โดย PTC0729 ซ่ึงมีสัดสวน THC : CBD เทากับ 1 : 6 มีความจําเพาะแตกตางอยางมีนัยสําคัญและเปนพิษสูงสุด

ตอเซลลมะเร็งเตานม (MCF-7) เซลลมะเร็งไต (A-498) และเซลลมะเร็งตับ (HepG2) ใหคา IC
50
 เทากับ 2.81 ± 0.85, 

5.48 ± 0.27 และ 7.65 ± 0.49 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ สวน PTC0602 ซ่ึงมีสัดสวน THC: CBD เทากับ 10 : 1 

แสดงความเปนพิษจําเพาะตอเซลลมะเร็งปอด (A-549) เซลลมะเร็งลําไส (Caco-2) เซลลมะเร็งสมอง (A-172) และมะเร็ง

ตับออน (PANC-1) ใหคา IC
50
 เทากับ 10.92 ± 1.05, 14.65 ± 2.05, 15.11 ± 2.52 และ 19.19 ± 1.79 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

ตามลําดับ ในขณะท่ี PTC0601 มีสัดสวน THC: CBD เทากับ 2 : 1 มีพิษตอเซลลเพาะเล้ียงแตไมจําเพาะกับเซลลใด จะเห็น

ไดวาสารสกัดกัญชาพันธุไทยสามารถยับย้ังเซลลมะเร็งเพาะเล้ียงไดและอาจพัฒนาไปเปนยาตานมะเร็งหรือยารวมกับ

ยาตานมะเร็งได 

คําสําคัญ: กัญชาพันธุไทย, พิษตอเซลล, เซลลมะเร็งเพาะเล้ียง, ∆9-tetrahydrocannabinol (THC), Cannabidiol 

 (CBD) 
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บทนํา

โรคมะเร็งเปนสาเหตุหลักของการเสียชีวิตสาเหตุหน่ึงท่ัวโลก องคการอนามัยโลก หรือ World Health 

Organization (WHO) รายงานตัวเลขผูเสียชีวิตกวา 10 ลานคน ในป 2563 ซ่ึงเสียชีวิตจากมะเร็ง 5 อันดับแรก 

ไดแก มะเร็งปอด มะเร็งลําไส มะเร็งตับ มะเร็งกระเพาะอาหาร และมะเร็งเตานม สําหรับผูปวยรายใหมในป 2561

พบ 18.1 ลานราย โดยผูชายมักพบมะเร็งตอมลูกหมาก มะเร็งปอด และมะเร็งลําไส ในขณะท่ีในผูหญิงมักพบมะเร็งเตานม

มะเร็งปอด และมะเร็งลําไส มีการคาดการณในประมาณป 2584 จะพบผูปวยรายใหมกวา 30 ลานราย และมีผูเสียชีวิต

กวา 20 ลานราย มะเร็งกอใหเกิดผลกระทบอยางมากตอชีวิต จิตใจ และผลกระทบทางดานเศรษฐกิจ จากรายงานคา

ใชจายในการดูแลผูปวยมะเร็งในสหรัฐอเมริกามีคาใชจายสูงถึง 137.4 พันลานดอลลารสหรัฐหรือประมาณ 4 ลาน

ลานบาท ในป 2553 และมีอัตราเพ่ิมข้ึนในทุกๆ ป รวมถึงคายาหรือวิธีการรักษาซ่ึงมีผลขางเคียงและราคาแพง (1) 

ในประเทศไทยโรคมะเรง็พบมากเปนอนัดบัตนๆ เมือ่เทยีบกบัสาเหตกุารตายอืน่ๆ ซึง่การรกัษาดวยการใชยาเคมบีาํบดั

เปนทางเลอืกท่ีนิยมใชในการรกัษาเน่ืองจากมีประสทิธภิาพสงู แตพบวามผีูปวยจาํนวนมากไดรบัผลขางเคยีงจากการใชยา

ทําใหวงการแพทยไทยพยายามคิดคนหาแนวทางรักษาและยับย้ังเซลลมะเร็ง โดยการนําเอาสมุนไพรไทยมาพัฒนา

และใชรวมกับการแพทยแผนปจจุบันในการบําบัดรักษาโรคมะเร็ง มีแนวโนมวาจะสามารถนําสารท่ีสกัดหรือสารสําคัญ

มาพัฒนาเปนยารักษาโรคได เน่ืองจากพืชและสมุนไพรไทยหลายชนิดถูกใชเปนยาสมุนไพรรักษาโรคตาง ๆ  มาแตโบราณ

การศึกษาเก่ียวกับสารสกัดสมุนไพรเพ่ือพัฒนาเปนยาตานมะเร็งจึงเปนท่ีนาสนใจและมีความเปนไปไดสูง และพืช

สมุนไพรอีกชนิดหน่ึงท่ีไดรับความนาสนใจจากประชาชนและไดรับการสนับสนุนจากรัฐบาลเพ่ือนํามาใชทางการแพทย

อยางถูกกฎหมายคือพืชสมุนไพรกัญชา

กัญชา (Cannabis, marijuana หรือ Cannabis sativa L.) เปนพืชเสพติดท่ีมีการอนุญาตใหใชทาง

การแพทยหรือเพ่ือสันทนาการอยางถูกกฏหมายในหลายประเทศ ปจจุบันในประเทศไทยไดมีความพยายามจากรัฐบาล

ในการผลักดันใหมีการใชประโยชนจากพืชกัญชาอยางถูกกฎหมาย โดยเฉพาะใชในทางการแพทย การศึกษาวิจัย

ผลิตภัณฑสุขภาพ เคร่ืองสําอางและอาหาร มีประกาศพระราชบัญญัติยาเสพติดใหโทษ (ฉบับท่ี 7) พ.ศ. 2562 อนุญาต

ใหสามารถนํากัญชามาใชในกรณีจําเปนเพ่ือประโยชนทางการแพทย การรักษาผูปวย หรือการศึกษาวิจัยและพัฒนา

การศึกษาวิจัยทางการแพทยได(2) นอกจากน้ี ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เร่ือง ระบุช่ือยาเสพติดใหโทษในประเภท 

5 ซ่ึงลงประกาศในราชกิจจานุเบกษาแลว และมีผลบังคับใชต้ังแตวันท่ี 15 ธันวาคม 2563 เปนตนไป ระบุวาสามารถใช

ประโยชนจากสวนของกัญชา กัญชง ท่ีไมจัดเปนยาเสพติด ไดแก ใบท่ีไมติดกับชอดอก ก่ิง กาน ลําตน เปลือก ราก ของ

กัญชา และเมล็ดของกัญชง รวมถึงกากท่ีเหลือจากการสกัดกัญชาและกัญชง ตองมีปริมาณ THC ไมเกิน 0.2% เพ่ือ

ประโยชนทางการแพทย การศึกษาวิจัย และการผลิตผลิตภัณฑสุขภาพ แตสวนของชอดอก ใบท่ีติดกับชอดอก และ

เมล็ดของกัญชา และชอดอกของกัญชงยังคงจัดเปนยาเสพติด(3) ปจจุบันไดมีประกาศคณะกรรมการพัฒนาระบบยา

แหงชาติ เร่ือง บัญชียาหลักแหงชาติดานสมุนไพร พ.ศ. 2564 ใหน้ํามันสารสกัดกัญชาในรูปแบบยาหยดในชองปาก 

(Oromucosal drops) จํานวน 5 รายการ เปนรายการยาเพ่ือใชในการปองกันหรือแกไขปญหาสุขภาพในสถานพยาบาล

หรือหนวยงานของรัฐท่ีไดรับอนุญาต ถือไดวาเปนการขับเคล่ือนและสงเสริมการใชกัญชาอยางเปนรูปธรรม ทําใหเกิด

ความม่ันคงระบบยาของประเทศ ลดคาใชจายในการนําเขายา สามารถสรางมูลคาและเพ่ิมรายไดใหเกิดข้ึนในประเทศ 

ประเทศไทยถือเปนประเทศแรกในอาเซียนท่ีอนุญาตใหใชกัญชาอยางถูกกฎหมายเพ่ือประโยชนทางการแพทยและ

การวิจัยทางวิทยาศาสตร จากรายงานของเครือขายพัฒนาประเทศไทยแบบเปด (Open development Thailand) 

คาดวามูลคาอุตสาหกรรมกัญชาท่ัวโลกจะเติบโตอยางรวดเร็วและตอเน่ือง โดยอุตสาหกรรมกัญชาของประเทศไทยจะมี

มูลคาทางตลาดกวา 21,000 ลานบาท ภายในป 2567(4) นอกจากน้ีปจจุบันเร่ิมมีผูประกอบการกลุมอาหารและเคร่ืองด่ืม

รวมท้ังผลิตภัณฑสุขภาพ สนใจท่ีจะใชสารสกัดจากกัญชาเปนสวนประกอบในผลิตภัณฑกลุมดังกลาว สงผลใหคาดวา

มูลคาตลาดกัญชาโลกจะเติบโตและกระจายไปในหลายธุรกิจมากข้ึน
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กัญชาเปนพืชในวงศ Cannabaceae มีช่ือวิทยาศาสตรคือ Cannabis sativa L. subsp. indica (Lam.)(5)

ในประเทศไทยยังพบกัญชง หรือ เฮมพ (Hemp) ช่ือวิทยาศาสตรคือ Cannabis sativa L. subsp. sativa มีลักษณะ

ทางพฤกษศาสตรคลายคลึงกัน แตมีความแตกตางกันของปริมาณสารสําคัญหลักในกลุมแคนนาบินอยด  2 ชนิด ไดแก 

∆9-tetrahydrocannabinol (THC) และ cannabidiol (CBD) ซ่ึงใชประกอบในการจําแนกระหวางกัญชาและ

กัญชง ในปจจุบันพืชท้ังสองยังคงถูกจัดใหเปนชนิด (species) เดียวกัน แตมีความแตกตางในระดับ sub-species 

หรือ variety เทาน้ัน(5, 6) สารสําคัญในกัญชาถูกพบมากกวา 545 ชนิด ในจํานวนน้ีสารกวา 100 ชนิด ท่ีถูกระบุวาเปน

ไฟโตแคนนาบินอยด (phytocannabinoids) ซ่ึงเปนสารกลุมหลักท่ีมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา(7) โครงสรางทางเคมีของ

แคนนาบินอยดประกอบดวยสวนท่ีเปนไขมัน (lipid) อัลคิลรีซอรซินอล (alkylresorcinol) และเทอรปน (terpenes) 

สารแคนนาบินอยดท่ีพบในกัญชาสวนใหญจะอยูในรูปของ carboxylic acid เม่ือโดนแสงหรือความรอนจะทําใหถูก 

decarboxylated ใหอยูในรูปของ reduced form โดยสารสําคัญแคนนาบินอยดท่ีพบไดมาก คือ ∆9-THC และ CBD 

สวนสารสําคัญแคนนาบินอยดท่ีพบไดนอยกวา เชน ∆8-THC, cannabinol (CBN) นอกจากสารกลุมแคนนาบินอยด

แลว ยังพบสารอ่ืนๆ อีกมากกวา 400 ชนิด เชน ฟลาโวนอยด เทอรปนอยด อัลคาลอยด สเตียรอยด อัลเคน กรดไขมัน

และน้ําตาล เปนตน(8, 9) จากการทบทวนรายงานวิจัยฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของกัญชาโดยเนนฤทธ์ิของสารสําคัญ ไดแก 

THC และ CBD พบวา THC และอนุพันธ มีฤทธ์ิแกปวด โดยเฉพาะอาการปวดจากโรคทางระบบประสาท กระตุน

ความอยากอาหารและลดอาการคล่ืนไสจากการใชเคมีบําบัด ชวยปกปองและกระตุนการสรางเซลลสมอง สวน CBD  

มีฤทธ์ิบรรเทาอาการลมชัก ลดอาการวิตกกังวลท้ังในเด็กกลุมอาการออทิสติกหรือในผูปวยท่ีมีประวัติการเสพกัญชา(10) 

นอกจากน้ียังพบวา THC CBD และอนุพันธแคนนาบินอยด เชน cannabichromene,  cannabigerol  รวมถึงสาร

ฟลาโวนอยด เชน apigenin, chrysoeriol, kaempferol, luteolin, quercetin, vitexin และ cannflavins  เปนตน 

มีฤทธ์ิตานเซลลมะเร็งหลายชนิด เชน มะเร็งเตานม (breast cancer cells) มะเร็งตอมลูกหมาก (prostate cancer) 

มะเร็งตับ (hepatocarcinoma) มะเร็งปอด (lung cancer) มะเร็งเม็ดเลือดขาว (lypmphocyte leukemia cells) 

มะเร็งตับออน (pancreatic cells) และ มะเร็งผิวหนัง (melanoma cells)(8, 11) รายงานรวบรวมฤทธ์ิการยับย้ังเซลล

มะเร็งของ CBD ในเซลลเพาะเล้ียงหรือในสัตวทดลองพบวามีฤทธ์ิตอเซลลมะเร็งเตานม (MCF7 and MDA-MB-231)

เซลลมะเร็งสมอง (U87-MG, U373, primary 3832 และ 387) เซลลมะเร็งปอด(NSCLC, A549) เซลลมะเร็ง

ลําไส (HT29) เซลลมะเร็งตับออน เซลลมะเร็งตอมลูกหมาก (PC-3, DU-145, 22RV1, LNCaP) และเซลล

มะเร็งเม็ดเลือด(Leukaemia/Lymphoma, Multiple myeloma) โดยกลไกหลักในการยับย้ังการเจริญของเซลล 

(proliferation)  และเปนแบบไมอาศัยตัวรับ (receptor-independent manner) ผาน 3 เสนทางหลัก (pathways)

ไดแก extracellular-signal-regulated kinase (ERK), Reactive oxygen species (ROS) และ

phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K) ซ่ึงควบคุมการเจริญและการโตของเซลล (growth, proliferation) 

การสรางและสลายสาร (metabolism) การอยูรอดของเซลล และกระบวนการสรางเสนเลอืดใหม (angiogenesis)(12)

การทดสอบในสัตวทดลองยังแสดงใหเห็นวาสารสําคัญในกัญชาท้ังแคนนาบินอยดและสารอ่ืนท่ีไมใชแคนนา

บินอยด (non-cannabinoids) สามารถยับย้ัง cell proliferation กระตุนโปรแกรมเซลลตาย (apoptosis) ขัดขวาง 

angiogenesis และการแพรกระจายของมะเร็ง (tumor invasion/metastasis)(8, 13, 14) ปจจุบันองคการอาหารและ

ยาของสหรัฐอเมริกา (The US Food and Drug Administration, FDA) อนุญาตใหมีการใชยา Dronabinol 

(Marinol®) และ Nabilone (Cesamet®) ซ่ึงมี THC เปนสวนประกอบหลัก ใหใชในผูปวยมะเร็งท่ีมีอาการวิงเวียน 

คล่ืนไสอาเจียนและเบ่ืออาหารจากการใชยาเคมีบําบัด สวน Nabiximols (Sativex®) ซ่ึงเปนสารสกัดหยาบกัญชา

(มี THC : CBD = 1 : 1) ใชในรูปแบบสเปรยพนในชองปาก (Oromucosal spray) ใชบรรเทาอาการปวดซ่ึงเกิด

จากมะเร็ง อยูในระหวางการทดสอบทางคลินิกในสหรัฐอเมริกา ยาน้ีไดรับการข้ึนทะเบียนรับรองแลวในแคนาดา เม็กซิโก 

และบางประเทศในแถบยุโรป(15) การใชสารสกัดหรือสารสําคัญในกัญชาเพ่ือใชรักษาหรือฆาเซลลมะเร็งโดยตรงน้ัน



ความเปนพิษของสารสกัดชอดอกกัญชาพันธุไทยตอเซลลมะเร็งเพาะเล้ียง    ศรายุธ ระดาพงษ และคณะ

459วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 63 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2564

ยังตองการองคความรูใหมจากการวิจัยเพ่ือใหเกิดประสิทธิภาพในการรักษามะเร็งหรือลดความเส่ียงจากผลขางเคียงท่ีอาจ

เกิดขึ้นได

กัญชาพันธุไทยท่ีไดรับยกยองวาเปนพันธุท่ีดีท่ีสุดในโลกพันธุหน่ึง คือ พันธุหางกระรอก (Thai Stick) 

แตมีแนวโนมท่ีมีปริมาณ THC สูง(16) อยางไรก็ตามกัญชาพันธุไทยจากรายงานของกรมวิทยาศาสตรการแพทยท่ีมี

การเก็บรวบรวมพันธุกัญชาสามารถจําแนกตามปริมาณสารสําคัญ THC และ CBD ท่ีตรวจพบ แบงเปน 3 พันธุ

ไดแก กัญชาพันธุท่ีมีปริมาณ THC สูง (รหัสตัวอยาง PTC0602) พันธุกัญชาท่ีใหคา THC และ CBD สัดสวน

ใกลเคียงกัน (รหัสตัวอยาง PTC0601) และ พันธุกัญชาท่ีให CBD สูง (รหัสตัวอยาง PTC0729) ขณะน้ีกัญชา

ท้ัง 3 พันธุ อยูระหวางขอรับรองพันธุพืชกับกรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ(17) งานวิจัยน้ีมี

จุดประสงคในการศึกษาความเปนพิษของสารสกัดกัญชาพันธุไทย PTC0601 PTC0602 และ PTC0729 ตอ

เซลลมะเร็งเพาะเล้ียงชนิดตางๆ เพ่ือใชเปนขอมูลในการพัฒนากัญชาพันธุไทยเปนยาตานมะเร็งหรือยาใชใน

ผูปวยมะเร็งตอไป

วัสดุและวิธีการ

สารเคมีและสารละลาย

Sodium bicarbonate, Sodium chloride, Potassium chloride, Potassium dihydrogen phosphate,

Di-sodium hydrogen phosphate dodecahydrate และ EDTA Disodium Salt, Dihydrate (MERCK, 

Darmstadt, Germany), 0.25% Trypsin (Gibco, New York, USA), Trypan Blue (Sigma-Aldrich, 

Oregon, USA), Dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), MTT [3-(4,5-dimethyl-

2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (Invitrogen, Oregon, USA), Doxorubicin 

(MERCK, St. Louis, USA), Fetal Bovine Serum (Gibco, Paisley, UK), Dulbecco`s Modified Eagle 

Media (DMEM) และ Eagle's minimal essential medium (EMEM) (Gibco, New York, USA).

เซลลเพาะเลี้ยง

เซลล A-549 (เซลลมะเรง็ปอด), HepG2 (เซลลมะเรง็ตบั), A-498 (เซลลมะเรง็ไต), A-172 (เซลลมะเรง็

สมอง), PANC-1 (เซลลมะเร็งตับออน), Caco-2 (เซลลมะเร็งลําไส) และ MCF-7 (เซลลมะเร็งเตานม) ซื้อมาจาก

บริษัท CLS Cell line service GmbH, Eppelheim, ประเทศเยอรมนี  เซลล A-549 และ A-172 เลี้ยงในอาหาร

เลี้ยงเซลลชนิด DMEM สวนเซลล HepG2 A-498 Caco-2 PANC-1 และ MCF-7 เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด 

EMEM ที่มี 2mM L-Glutamine, 0.1 mM Non-essential amino acid, 1 mM Sodium pyruvate และ 

Fetal bovine serum รอยละ 10 บมในตูอบเพาะเชื้อแบบใชคารบอนไดออกไซด อุณหภูมิ 37 ºC

เครื่องมือและอุปกรณ

เครือ่งชัง่ 4 ตาํแหนง, Biological Safety Cabinet (BSC Class II), Circulating water bath, ตูอบเพาะเชือ้

แบบใชคารบอนไดออกไซด, เคร่ือง Elisa microplate reader, เคร่ืองปนเหว่ียงควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated

centrifuge), เคร่ือง Sonicator, 96 well plate, Micropipette ขนาด 10-100, 20-200, 100-1000, 5000 และ 

10000 ไมโครลิตร, Micropipette tip ขนาด 20, 200, 1,000, 5,000 และ 10,000 ไมโครลิตร, Multi-channel 

pipette ขนาด 300 ไมโครลิตร, หลอด centrifuge tube ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร, ชอนตักสาร, กระดาษช่ังสาร, 

Microcentrifµge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร, กลองแชแข็งเซลล (Cool box), เคร่ืองนับเซลลอัตโนมัติ, กลองจุลทรรศน

หัวกลับ (Inverted Microscope), เคร่ืองเขยาสาร (Vortex mixer)
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วัตถุดิบดอกกัญชา

ตัวอยางสมุนไพรชอดอกเพศเมียกัญชาพันธุไทย 3 พันธุ โดยใหรหัสตัวอยาง PTC0601 รหัสตัวอยาง 

PTC0602 (พันธุท่ีให THC สูง) และรหัสตัวอยาง PTC0729 (พันธุท่ีให CBD สูง) เก็บมาจากแหลงเพาะปลูกกรม

วิทยาศาสตรการแพทย หนังสือสําคัญยาเสพติดประเภท 5 อนุญาตปลูกเลขท่ี  90/2564 (ปลูก) 

ขั้นตอนการสกัดกัญชา

นําตัวอยางชอดอกเพศเมีย PTC0601, จํานวน 132 กรัม, PTC0602 และ PTC0729 ปริมาณ 132, 126 

และ 100 กรัมตามลําดับ บดหยาบ สกัดดวยวิธีของไหลวิกฤตย่ิงยวดโดยใชเคร่ืองสกัดรุน Spe-ed SFE บริษัท Ap-

plied Separations ประเทศสหรัฐอเมริกา และใชคารบอนไดออกไซดเปนตัวทําละลาย แรงดัน 250 bar อุณหภูมิ

ของตูอบ (oven) 40 องศาเซลเซียส ไดปริมาณสารสกัด 10.92 กรัม, 8.95 กรัม และ 7.07 กรัม ตามลําดับ วิเคราะห

ปริมาณ THC และ CBD ในสารสกัด ดวยวิธี High performance liquid chromatography (HPLC, model 

LC-40D, Shimadzu, Japan) มีตัวตรวจวัด UV-Vis ความยาวคล่ืน 220±4 nm คอลัมน 150 × 3.0 mm C18 

InfinityLab Poroshell packed with 2.7 micron particles เฟสเคล่ือนท่ีใช (A) 0.085% H
3
PO

4
 in  Water 

และ (B) 0.085% H
3
PO

4 
in Acetonitrile รันแบบ isocratic 30%(A) : 70%(B) เตรียมตัวอยางโดยนําสารสกัด 

20 มิลลิกรัม ปรับปริมาตรดวย methanol : chloroform 9: 1 ใน volumetric  flask ขนาด 10 มิลลิลิตร จากน้ัน 

ปเปตมา 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร ดวย methanol ใน volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร กรองดวย nylon 

syringe filter 0.45 micron 

การทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยงดวยวิธี MTT

เตรียมเซลลเพาะเล้ียงในเพลทเล้ียงเซลลชนิด 96 หลุม บมท่ีอุณหภูมิ 37 ºC กาซคารบอนไดออกไซด 5% 

เปนเวลานาน 24 ช่ัวโมง เตรียมสารสกัดกัญชาความเขมขนตางๆ ต้ังแตระดับความเขมขนต่ําซ่ึงไมมีผลทําลายเซลลจนถึง

ระดับความเขมขนสูงซ่ึงมีผลทําลายเซลลมากกวารอยละ 90 จํานวน 8 ระดับความเขมขน โดยการเจือจางแบบ 2-fold 

serial dilution ความเขมขนสูงสุดของสารทดสอบเทากับ 5,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ในสารละลายอาหารเล้ียงเซลล 

(0.5% v/v DMSO) โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา (n = 3) เม่ือครบเวลาบมเล้ียงเซลล ดูดสารละลายอาหารออกจากเพลท

จากน้ันปเปตสารละลายท้ัง 8 ระดับความเขมขนท่ีเตรียมไวแลว ลงในเพลทท่ีมีเซลล โดยเติมหลุมละ 100 ไมโครลิตร 

บมเพลทท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลานาน 48 ช่ัวโมง ลางดวย 1X PBS 2 คร้ัง 

เติม MTT ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  บมเพลทในตูเล้ียงเซลลเปนระยะเวลา 4 ช่ัวโมง ปเปตสารละลาย MTT ออก

ใหเหลือเฉพาะผลึก Formazan เติม DMSO ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ในแตละหลุมเพ่ือละลายผลึก Formazan 

เขยาเพลทประมาณ 1 นาที วัดคาดูดกลืนแสงท่ี 570 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง microplate reader คํานวณรอยละ

ความมีชีวิตของเซลล (% cell viability) โดยเทียบกับกลุมควบคุม (ไมเติมสารทดสอบ) ในการทดสอบใชยา Doxorubicin

เปน positive control

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

วิเคราะหคา IC
50
 โดยใชความสัมพันธแบบ non-linear regression ระหวาง %viability และความเขมขน

ท่ีทดสอบ สวนการเปรียบเทียบคา IC
50
 ของสารตัวอยางในเซลลแตละชนิด ใชสถิติ One-way ANOVA วิธี Tukey's 

multiple comparisons test โดยโปรแกรม GraphPad Prism version 9.0.0 ท่ีระดับความเช่ือม่ันรอยละ 95
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ผล

ปริมาณสารสกัดกัญชาและแคนนาบินอยด

สารสกัดชอดอกเพศเมียของกัญชาพันธุไทย 3 พันธุ ไดสารสกัดท่ีมีสีก่ึงแข็งก่ึงเหลวสีเหลืองน้ําตาล

การวิเคราะหปริมาณสารสําคัญในกลุม cannabinoids ไดปริมาณ THC และ CBD ดังแสดงในตารางท่ี 1 PTC0601 

PTC0602 และ PTC0729 ใหคา yield ใกลเคียงกันเทากับ 8.27, 7.10 และ 7.07% ตามลําดับ และจากการวิเคราะห

ปริมาณสารสําคัญดวยวิธี HPLC THC มีปริมาณเทากับ 20.08, 38.03 และ 4.28% ตามลําดับ ในขณะท่ีปริมาณ 

CBD มีคาเทากับ 12.18, 3.55 และ 25.89 % ตามลําดับ เม่ือเทียบสัดสวนระหวาง THC : CBD พบวา PTC0602 

ใหคา THC ในสัดสวน 10 : 1 ในขณะท่ี PTC0729 ใหคา CBD ในสัดสวนสูงกวาพันธุอ่ืนมีคา 1 : 6 สวนตัวอยาง 

PTC0601 มีคาสัดสวนของสารท่ีใกลเคียงกันประมาณ 2: 1

ตารางท่ี 1  ปริมาณสารสกัด (% yield) THC และ CBD ในตัวอยางกัญชา

รหัสตัวอยางสารสกัด Yield (%) Total THC (%) Total CBD (%) THC: CBD

PTC0601 8.27 20.08 12.18 2: 1

PTC0602 7.10 38.03 3.55 10: 1

PTC0729 7.07 4.28 25.89 1: 6

ความเปนพิษตอเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยงดวยวิธี MTT assay
สารสกัดกัญชาพันธุไทยท้ัง 3 พันธุ สามารถยับย้ังหรือฆาเซลลมะเร็งได โดยมีคาความเขมขนสูงสุดของตัวอยาง

ท้ัง 3 ชนิด ท่ีฆาเซลลมะเร็งท้ัง 7 ชนิด ไดมากกวา 90% เทียบกับกลุมเซลลควบคุมท่ีมีคาต่ํากวา 100 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร โดยคาความเขมขนของตัวอยางท้ัง 3 ชนิด จะอยูในชวง 0.78-100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เม่ือนําคารอยละ
การมีชีวิตและความเขมขนของสาร วิเคราะหแบบ non-linear regression คํานวณคา IC

50
 ตอเซลลมะเร็งเพาะเล้ียง

ท้ัง 7 ชนิด ดังแสดงในตารางท่ี 2  ยา doxorubicin ซ่ึงเปน positive control ใหคา IC
50
 ตอเซลลเพาะเล้ียงชนิดตางๆ

อยูในชวง 0.10-1.43 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร คา IC
50
 ของ PTC0601 PTC0602 และ PTC0729 ตอเซลล MCF-7 

ซ่ึงมีคาต่ําสุดเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลอ่ืนๆ เทากับ 4.67 ± 1.31, 3.66 ± 0.43 และ 2.81 ± 0.85 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
ตามลําดับ ในเซลล A-498 ใหคา 7.35 ± 0.92, 7.97 ± 0.79 และ 5.48 ± 0.27 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึง
ต่ํากวาในเซลล HepG2 เล็กนอย ใหคาเทากับ 9.36 ± 0.48, 8.13 ± 0.86 และ 7.65 ± 0.49 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ตามลําดับ ในเซลล Caco-2 และ PANC-1 ใหคา IC

50
 ของสาร PTC0601 PTC0602 และ PTC0729 ใกลเคียงกัน

โดยในเซลล Caco-2 ใหคา IC
50
 เทากับ 16.7 ± 1.50, 14.65 ± 2.05 และ 25.21 ± 2.41 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ 

สวนในเซลล PANC-1 ใหคา IC
50 

เทากับ 18.58 ± 1.65, 19.19 ± 1.79 และ 23.40 ± 0.88 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
ตามลําดับ ในเซลล A-549 และ A-172 มีแนวโนมท่ีจะถูกยับย้ังดวยตัวอยางสารสกัดท่ีมี THC สูงในเซลล 
A-549 ใหคา IC

50
 เทากับ 23.41 ± 1.91, 10.92 ± 1.05 และ 26.90 ± 2.27 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ 

สวนในเซลล A-172 ใหคา IC
50
 เทากับ 23.81± 1.10, 15.11 ± 2.52 และ 33.68 ± 1.59 ไมโครกรมั/มลิลลิติร ตามลาํดบั

เม่ือเปรียบเทียบความแตกตางของคาความเปนพิษของสารสกัดท้ัง 3 พันธุ โดยใชสถิติ One-way ANOVA 
และ Tukey's multiple comparisons test ดังแสดงในภาพท่ี 1 สารสกัดกัญชาท้ัง 3 ชนิด มีพิษตอเซลล MCF-7 
สูงสุด (ใหคา IC

50 
ต่ําสุด) ซ่ึงมีความแตกตางของคา IC

50
 อยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) ระหวางตัวอยาง PTC0729 

และ PTC0601 และระดับความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของสารสกัดท้ัง 3 พันธุ ยังมีความเหมือนกันในเซลล 
HepG2 (p < 0.05 ระหวางตัวอยาง PTC0729 และ PTC0601) สวนในเซลล A-549 A-172 และ Caco-2 สารสกัด 
PTC0602 ใหคา IC

50
 ต่ําสุดเม่ือเปรียบเทียบกับสารสกัดสองชนิด และแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.0001 

และ p < 0.005) เม่ือเทียบกับสารสกัด PTC0729
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การเปล่ียนแปลงลักษณะของเซลลมะเร็ง MCF-7 กลุมควบคุมและหลังการบมในสารสกัดกัญชาพันธุไทย 

3 พันธุ ท่ีระดับความเขมขน 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลานาน 48 ช่ัวโมง จากน้ันสองดวยกลองจุลทรรศนหัวกลับ 

(Inverted Microscope) กําลังขยาย 20 เทา จะเห็นความแตกตางระหวางกลุมเซลลควบคุมซ่ึงไมเติมสารทดสอบเซลล

มีรูปรางปกติแบบเซลลเย่ือบุ (epithelial-like) มีหัวทาย รูปเหล่ียม สามารถสังเกตเห็นขอบเขตเซลลและนิวเคลียส 

มีความหนาแนนของเซลลประมาณรอยละ 75-80 ของพ้ืนท่ี สวนเซลลท่ีทดสอบกับสารสกัดกัญชาท้ัง 3 พันธุ ท่ีระดับ

ความเขมขนสูงจะทําใหเซลลตาย (เซลลตายประมาณรอยละ 100 ท่ีความเขมขน 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) สารสกัดท่ี

ระดับความเขมขน 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จะทําใหเซลลหดตัว ลักษณะกลมผิวขรุขระ เกาะกลุมหรือเปนเซลลเด่ียวท้ัง

บนผิวขวดเล้ียงเซลลและในอาหารเล้ียง โดยในสารสกัด PTC0601 และ PTC0602 เซลลท่ีตรวจพบจะมีลักษณะคลาย

กันเปนกลุมเซลลหดตัว กระจายบนพ้ืนผิวขวดนอยกวารอยละ 50 ของพ้ืนท่ี สวนสารสกัด PTC0729 จะเห็นเซลลหด

ตัวกลม สวนใหญเปนเซลลเด่ียว กระจายตัวนอยกวารอยละ 20 ของพ้ืนท่ี ดังแสดงในภาพท่ี 2

ตารางท่ี 2 คา IC
50
 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ของสารสกัดกัญชา PTC0601 PTC0602 PTC0729 และยา Doxorubicin

 ตอเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยง 7 ชนิด 

Cell lines
IC

50
 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)*

PTC0601 PTC0602 PTC0729 Doxorubicin                   
A-549 23.41 ± 1.91 10.92 ± 1.05 26.90 ± 2.27 0.18 ± 0.04
A-172 23.8 ± 1.10 15.11 ± 2.52 33.68 ± 1.59 0.44 ± 0.15
A-498 7.35 ± 0.92 7.97 ± 0.79 5.48 ± 0.27 0.16 ± 0.01
Caco-2 16.77 ± 1.50 14.65 ± 2.05 25.21 ± 2.41 1.43 ± 0.02
HepG2 9.36 ± 0.48 8.13 ± 0.86 7.65 ± 0.49 0.15 ± 0.03
MCF-7 4.67 ± 1.31 3.66 ± 0.43 2.81 ± 0.85 0.10 ± 0.01

PANC-1 18.58 ± 1.65 19.19 ± 1.79 23.40 ± 0.88 0.31 ± 0.01

*คาเฉลี่ย±สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

ภาพท่ี 1  ผลของสารสกัดกัญชาไทย PTC0601 PTC0602 และ PTC0729 ตอเซลลมะเร็งเพาะเล้ียง 7 ชนิด 
 คา IC

50
 แสดงคาเฉล่ีย±สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียของสาร

 ในเซลลมะเร็งแตละชนิดโดยใชสถิติ One-way ANOVA และ Tukey's multiple comparisons test 
 (ns = not significant, *p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005 และ ****p < 0.0001) 
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ภาพท่ี 2  การเปล่ียนแปลงลักษณะของเซลลมะเร็ง MCF-7 กลุมควบคุมและหลังการบมกับสารสกัดกัญชา
 พันธุไทย 3 พันธุ ท่ีระดับความเขมขน 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลานาน 48 ช่ัวโมง จากน้ัน
 สองดวยกลองจุลทรรศนหัวกลับ (Inverted Microscope) กําลังขยาย 20 เทา (A) ภาพเซลลกลุมควบคุม 
 (B) ภาพเซลลท่ีทดสอบกับสาร PTC0601 (C) ภาพเซลลท่ีทดสอบกับสาร PTC0602 และ (D) ภาพเซลล
 ที่ทดสอบกับสาร PTC0729 

วิจารณ

สารสกัดกัญชาพันธุไทยท้ัง 3 ตัวอยาง สกัดไดจากกัญชาท่ีมีปริมาณสารแคนนาบินอยด THC และ CBD 

แตกตางกันดวยวิธี HPLC  สารสกัด PTC0602 มีปริมาณ THC สูงกวา (THC: CBD = 10: 1) สวน PTC0729

มีปริมาณ CBD สูงกวา (THC: CBD = 1: 6) และ PTC0601 เปนพันธุ THC และ CBD ใกลเคียงกัน (THC : CBD = 2 : 1)

จากการผลทดสอบความเปนพิษตอเซลลเพาะเล้ียงจะเห็นไดอยางชัดเจนวาสารสกัดกัญชาสามารถยับย้ังเซลลมะเร็ง

ท้ัง 7 ชนิดไดดี โดยมีประสิทธิภาพสูงสุด 3 อันดับแรก ตอเซลลมะเร็งเตานม (MCF-7) เซลลมะเร็งไต (A-498) 

และเซลลมะเร็งตับ (HepG2) สารสกัด PTC0729 ซ่ึงเปนตัวอยางกัญชาท่ีมีปริมาณ CBD สูง มีความจําเพาะและ

เปนพิษสูงสุดใหคา IC
50
 เทากับ 2.81 ± 0.85, 5.48 ± 0.27 และ 7.65 ± 0.49 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงแตกตาง

อยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) เม่ือเปรียบกับ PTC0601 หรือ PTC0602 พบวามีปริมาณ CBD ต่ํากวา สอดคลองกับ

รายงานการทดสอบ CBD สามารถยับย้ังเซลลมะเร็งเตานมชนิด ErbB2-positive โดยการกระตุนการแสดงออกของ 

cannabinoid receptor 2 (CB2), ELK1, Tyrosine kinase C-Src TRPV1 ยับย้ังการเจริญของเซลล(18)  อยางไร

ก็ตามมีการรวบรวมงานวิจัยท่ีแสดงใหเห็นวา CBD ยับย้ังเซลลมะเร็งสมอง (U87-MG, T98G, SF126, U251MG) 

อยางไดผล โดยยับย้ังการเจริญและการรุกราน (invasion) ของเซลล(11) สวนสารสกัด PTC0602 ซ่ึงมีปริมาณ THC  สูง

จะมีความจําเพาะตอเซลลมะเร็งปอด (A-549) เซลลมะเร็งลําไส (Caco-2) เซลลมะเร็งสมอง (A-172) และมะเร็ง

ตับออน (PANC-1) ใหคา IC
50 

ต่ํากวา PTC0601 และ PTC0729 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ จากผลการทดลอง
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จะสังเกตไดวาสารสกัด PTC0601 ซึ่งมีสัดสวนของ THC และ CBD ใกลเคียงกันไมมีความจําเพาะตอเซลลมะเร็ง

ชนิดใดเลย หากกลไกในการตานมะเร็งของสารสกัดกัญชาผานการแสดงออกของ CB1 และ CB2 เปนหลัก CBD ซ่ึง

ปกติกลไกการออกฤทธ์ิจะไมไดเขาจับกับ CB1 โดยตรง แตจะทําตัวเปน competitor ขัดขวาง THC ในการจับกับ

เซลลตัวรับ(19) ซ่ึงทําใหประสิทธิภาพในการยับย้ังเซลลมะเร็งลดลง อยางไรก็ตามในสารสกัดกัญชายังมีสารอ่ืนๆ นอกจาก

สารในกลุมแคนนาบินอยด เชน ฟลาโวนอยด เทอรปนอยด และอัลคาลอยด ซ่ึงอาจมีผลตอเซลลมะเร็ง จากฤทธ์ิยับย้ัง

เซลลมะเร็งท่ีไดสามารถใชเปนขอมูลในการพัฒนากัญชาพันธุไทยเปนยาตานมะเร็งตอไปได รวมถึงควรมีการศึกษาพิษ

วิทยาในสัตวทดลองเพ่ือใหเกิดความปลอดภัย นาเช่ือถือ เพ่ือนําขอมูลไปใชในการศึกษาวิจัยหรือพัฒนาผลิตภัณฑตอไป

สรุป

สารสกัดชอดอกของกัญชาพันธุไทย 3 พันธุ ไดแก PTC0601 (THC : CBD=2 : 1), PTC0602 

(THC: CBD=10 : 1) และ PTC0729 (THC : CBD=1: 6) แสดงฤทธ์ิยับย้ังเซลลมะเร็งท้ัง 7 ชนิด โดย PTC0729 

ซ่ึงมีปริมาณ CBD สูง มีความจําเพาะแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติและเปนพิษสูงสุดตอเซลลมะเร็งเตานม (MCF-7)

เซลลมะเร็งไต (A-498) และเซลลมะเร็งตับ (HepG2) ใหคา IC
50 

เทากับ 2.81 ± 0.85, 5.48 ± 0.27 และ 7.65±0.49 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ สวน PTC0602 ซ่ึงมีปริมาณ THC สูง แสดงควาเปนพิษจําเพาะตอเซลลมะเร็ง

ปอด (A-549) เซลลมะเร็งลําไส (Caco-2) เซลลมะเร็งสมอง (A-172) และมะเร็งตับออน (PANC-1) ใหคา IC
50

เทากับ 10.92 ± 1.05, 14.65 ± 2.05, 15.11 ± 2.52 และ 19.19 ± 1.79 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ ในขณะท่ี 

PTC0601 มีพิษตอเซลลเพาะเล้ียงแตไมจําเพาะกับเซลลใด จะเห็นไดวาสารสกัดกัญชาพันธุไทยสามารถยับย้ังเซลล

มะเร็งเพาะเล้ียงได เน่ืองจากงานวิจัยน้ีเปนการศึกษาวิจัยในชอดอกกัญชา ซ่ึงยังจัดเปนยาเสพติด ดังน้ันผลการทดลอง

ไมไดสะทอนไปถึงการใชสวนอ่ืน ๆ  ของกัญชา ซ่ึงผูวิจัยจะมีการศึกษาสวนตางๆ ของกัญชา เชน ใบ ก่ิง กาน ลําตน ราก 

ของกัญชาและเมล็ดตอไป

กิตติกรรมประกาศ

งานวิจัยน้ีไดรับการสนับสนุนงบประมาณจากสํานักงานคณะกรรมการสงเสริมวิทยาศาสตร วิจัยและนวัตกรรม 

(สกสว.) ขอขอบพระคุณเจาหนาท่ีหองปฏิบัติการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือและหองปฏิบัติการจีโนมิกสพืชในการจัดหาตัวอยาง

กัญชาพันธุไทยท้ัง 3 ตัวอยาง ภก. เสกรชตกร บัวเบา เจาหนาท่ีศูนยตรวจสอบและรับรองคุณภาพสมุนไพรในการ

วิเคราะหปริมาณสารทางเคมี เจาหนาท่ีหองปฏิบัติการพิษวิทยาทุกทานท่ีใหความชวยเหลือในการทํางานวิจัยเปนอยางดี  
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ABSTRACT Cannabis (Cannabis sativa L.) is an addictive plant. Currently, in Thailand, the plant is 

legalized for medical use and scientific research. It consists of two main active cannabinoids; ∆9-tetra-

hydrocannabinol (THC) and cannabidiol (CBD), both of which report a wide range of pharmacological 

effects. This research aims to study the toxicity of Thai cannabis female inflorescence extracts on seven 

cancer cell lines. The three cannabis strains, namely PTC0601, PTC0602 (THC dominant) and PTC0729 

(CBD dominant), were extracted using supercritical fluid extraction and then quantitatively analyzed 

using HPLC. Cytotoxicity was investigated by MTT assay. The results showed that all three extracts 

posed toxicity to all seven cancerous cell lines. PTC0729; (THC: CBD=1 : 6), demonstrated significantly 

different toxicity and specificity to breast cancer cell lines (MCF-7), renal carcinoma (A-498) and

hepatocellular carcinoma (HepG2) with IC
50
 values of 2.81 ± 0.85, 5.48 ± 0.27 and 7.65 ± 0.49 µg/mL,

respectively. PTC0602; (THC : CBD=10 : 1), showed specific toxicity against lung cancer cells (A-549), 

colon cancer cells (Caco-2), brain cancer cells (A-172) and pancreatic cancer (PANC-1) with IC
50 

values of 10.92 ± 1.05, 14.65 ± 2.05, 15.11 ± 2.52 and 19.19 ± 1.79 µg/mL, respectively. Whereas, PTC0601 

(THC: CBD=2: 1) was cytotoxic but not specific to any cell lines. In conclusion, the three Thai cannabis 

extracts exhibited cytotoxicity towards several cancer cell lines and may have the potential to be developed 

as anti-cancer drugs.

Keywords: Thai cannabis, Cytotoxicity, Cancer cells, ∆9-tetrahydrocannabinol (THC), Cannabidiol 

  (CBD)


