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บทคัดยอ กัญชา (Cannabis sativa L.) เปนพืชที่ไดรับความสนใจเปนอยางมากทั้งในทางการแพทยและทางเศรษฐกิจ 

เนื่องจากมีการกลาวถึงสรรพคุณในการรักษาโรค และสามารถผลักดันเปนพืชเศรษฐกิจของประเทศไทยได ในปจจุบันมีการใช

ประโยชนของกญัชาในทางการแพทยโดยทีไ่มทราบขอมูลเก่ียวกับประสทิธภิาพและผลขางเคยีงทัง้ระยะสัน้และระยะยาว รวมถงึ

ขอมูลดานพิษวิทยาและความปลอดภัยมีอยูนอย การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาพิษของสารสกัดชอดอกกัญชาพันธุไทย

3 พันธุ ไดแก PTC0601 (THC:CBD=2:1), PTC0602 (THC:CBD=10:1) และ PTC0729 (THC:CBD=1:6) ที่สกัด

ดวยวิธีของไหลวิกฤตยิ่งยวด (Supercritical Fluid Extraction) วิเคราะหปริมาณดวยวิธี HPLC ตอเซลลเพาะเลี้ยงชนิด

ปกติ ไดแก เซลลปอด (SV-80), เซลลตับ (Chang-liver) และเซลลไต (HEK-293) โดยใชวิธี MTT assay และเซลล

เอมบริโอหนู (BALB/c 3T3) โดยใชวิธี Neutral red uptake assay เพื่อกําหนดขนาดแนะนําเริ่มตนสําหรับทดสอบพิษ

เฉียบพลัน ผลการทดลองพบวาสารสกัดชอดอกกัญชาไทย 3 พันธุ  มีคายับยั้งการเจริญเติบโตรอยละ 50 (IC
50
) ตอเซลลไต 

(HEK-293) ตํ่าที่สุด (มีความเปนพิษสูงที่สุด) รองลงมาเซลลตับ และเซลลปอด สวนในเซลลเอมบริโอหนู พบวาสารสกัด

กัญชาพันธุ PTC0602 มีความเปนพิษตอเซลล BALB/c 3T3 สูงที่สุด รองลงมาคือ PTC0601 และ PTC0729 ขนาดแนะนํา

เริ่มตนสําหรับทดสอบพิษเฉียบพลันในสัตวทดลอง เทากับ 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัม งานวิจัยนี้ใชเปนขอมูลเบื้องตน

ในการเตือนภัยผูปวยท่ีใชชอดอกของกัญชาในการรักษาทางการแพทย ดังน้ันควรมีการศึกษาในเรื่องความปลอดภัยตอเซลล

เพาะเลี้ยงชนิดอื่นๆ หรือในสัตวทดลอง และการนํากัญชาไปใชเพิ่มเติมตอไป 

คําสําคัญ: สารสกัดกัญชา, พิษตอเซลลเพาะเลี้ยง, กัญชาพันธุไทย, วิธี MTT, วิธี Neutral red uptake



ความเปนพิษของสารสกัดกัญชาพันธุไทยตอเซลลเพาะเลี้ยงปกติ    พราว ศุภจริยาวัตร และคณะ

479วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 63 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2564

บทนํา

กัญชา เปนพืชเสพติดผิดกฎหมายในหลายประเทศและใชประโยชนในดานสันทนาการเปนหลัก แตใน

ประเทศไทย ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เร่ือง ระบุช่ือยาเสพติดใหโทษในประเภท 5 ลงราชกิจจานุเบกษา มีผล

บังคับใชต้ังแต 15 ธันวาคม 2563 ประชาชนสามารถใชประโยชนจากสวนของกัญชา กัญชงท่ีไมจัดเปนยาเสพติด ไดแก 

เมล็ดกัญชง น้ํามันและสารสกัดจากเมล็ดกัญชง ใบท่ีไมติดกับชอดอก ก่ิง กาน ลําตน เปลือก ราก รวมถึงสารสกัด CBD 

และกากท่ีเหลือจากการสกัดซ่ึงตองมีปริมาณ THC ไมเกิน 0.2%(1) จากประกาศดังกลาวเปรียบเสมือนเปนการปลดล็อค

พืชกัญชาบางสวนออกจากบัญชียาเสพติดใหโทษ ทําใหเปนท่ีสนใจของประชาชน ผูประกอบการ สงผลใหเกิดเปน 

“ตลาดกัญชา” จากขอมูลรายงานพบวา ตลาดกัญชาท่ีถูกกฎหมายมีมูลคากวา 1.75 หม่ืนลานดอลลารสหรัฐ หรือ

5 แสนลานบาท และเติบโตมากกวา 17% โดยกัญชาในอุตสาหกรรมทางการแพทยและสุขภาพสรางรายไดสูงกวา 70% 

ของมูลคาท้ังหมด ขณะท่ีรายงานของ The Global Cannabis Report โดย Prohibition Partners คาดการณวา

มูลคาตลาดกัญชาท่ัวโลกในป 2567 จะมีแนวโนมเติบโตอยางตอเน่ืองหรือคิดเปนมูลคากวา 1.03 แสนลานดอลลาร

สหรัฐ แบงเปน ตลาดกัญชา เพ่ือการแพทย 60% และอีก 40% เปนตลาดกัญชาเพ่ือการสันทนาการ สําหรับประเทศไทย

คาดการณวาตลาดกัญชาจะเติบโตเปน 661 ลานดอลลารสหรัฐ หรือกวา 2.1 หม่ืนลานบาท ภายในป 2567 ซ่ึงขณะน้ี

รัฐบาลไดมีนโยบายสงเสริมและผลักดันใหกัญชาและกัญชงเปน Product Champion ไดแก ยาแผนไทยผลิตภัณฑ

สุขภาพ และการทองเท่ียวเชิงสุขภาพ ท่ีสามารถสรางมูลคาทางเศรษฐกิจได(2)  ในสวนของผูท่ีสามารถนําสวนของกัญชา

ไปใชประโยชนไดน้ัน ไมไดมีเพียงผูประกอบการเทาน้ันท่ีสามารถนําไปใชเปนวัตถุดิบในการผลิตผลิตภัณฑตาง ๆ  แต

ประชาชนท่ัวไปก็สามารถใชประโยชนได เชน การนําไปประกอบอาหารในครัวเรือน หรือประกอบอาหารและเคร่ืองด่ืม

เพ่ือขายในรานอาหาร แตตองเปนผลผลิตจากผูท่ีไดรับอนุญาตปลูกท่ีถูกตองตามกฎหมาย สามารถระบุท่ีมาของสวน

กัญชาได การนํากัญชาหรือสวนของกัญชามาใชประโยชน จึงตองมีขอมูลดานสรรพคุณและความปลอดภัยมารองรับเพ่ือ

ใหประชาชนใชพืชชนิดน้ีไดอยางม่ันใจ

กญัชาเปนพชืในวงศ Cannabaceae มชีือ่วทิยาศาสตรคอื Cannabis sativa L. Subsp. indica (Lam.)(3)

มีชื่อเรียกอื่นวา กัญชาจีน (ทั่วไป), ปาง (เงี้ยว-แมฮองสอน), ยานอ (กะเหรี่ยง-แมฮองสอน), คุนเชา คุณเชา (จีน), 

ตาหมา (จีนกลาง) เปนตน ลักษณะทางพฤกษศาสตรของตนกัญชา มีดังนี้ กัญชาเปนไมลมลุกปเดียว ลําตนต้ังตรง 

สงู 0.9-1.5 เมตร มีขนสเีขยีวอมเทาและไมคอยแตกสาขา ใบเดีย่ว รปูฝามอื เรยีงสลบั ขอบใบเวาลกึจนถึงจดุโคนใบเปน 

5-7 แฉก แตละแฉกรปูยาวรี กวาง 0.3-1.5 เซนติเมตร ยาว 6-10 เซนตเิมตร โคนและปลายสอบ (oblanceolate leaf)

ขอบจกัฟนเล่ือย แผนใบดานบนสเีขียวเขมกวาดานลาง ดอกแยกเพศตางตน ออกเปนชอกระจกุตามงามใบและปลายกิง่ 

ชอดอกและใบของตนเพศผูเรียงตัวกันหางๆ ตางจากตนเพศเมียที่เรียงชิดกัน เกสรเพศผู 5 อัน ดอกเล็ก ดอกเพศเมีย

มีกลีบเลี้ยงหุม ไมมีกลีบดอก รังไขอยูเหนือวงกลีบ มี 1 ชอง มีออวุล (ovule) 1 เม็ด ผลแบบผลแหงเมล็ดลอน เล็ก 

เรียบ สีนํ้าตาล ยอดของตนเพศเมียที่กําลังออกดอกเรียก กะหลี่กัญชา เมื่อตากใหแหงแลวนิยมนํามาใชสูบ(4, 5) ปจจุบัน

สารสําคัญในกัญชาถูกพบมากกวา 545 ชนิด และในจํานวนนี้สารกวา 100  ชนิด ที่ถูกระบุวาเปนไฟโตแคนนาบินอยด

(phytocannabinoids) ซึง่เปนสารกลุมหลกั มโีครงสรางทางเคมทีีค่ลายคลงึกนัและเปนสารออกฤทธิท์ีพ่บในกญัชา(6) 

สารสําคัญในกัญชาปจจุบันแบงออกเปนได 3 กลุมหลักๆ คือ สารแคนนาบินอยด (Cannabinoids) ซึ่งสารที่มีการ

กลาวถึงคอนขางมาก คือ Tetrahydrocannabinol (THC) และ Cannabidiol (CBD) สารเทอรปน (Terpenes) 

เปนสารประกอบอะโรมาตกิ (Aromatic) เปนสารทีท่าํใหมกีลิน่เฉพาะตวั ทาํใหเราสามารถแยกพนัธุกญัชาไดจากกลิน่ 

ซึ่งกลิ่นเหลานี้ทําใหกัญชาแตละพันธุมีความโดดเดน สารฟลาโวนอยด (Flavonoids) ปจจุบันมีการคนพบ สารสําคัญ

ในกัญชา ที่เปนสารในกลุมฟลาโวนอยด มากถึง 20 ชนิด เชน Apigenin, Luteolin, Quercetin, Kaempferol, 

Cann-f lavin A, Cann-f lavin B และ β-sitosterol เปนตน(7) และปจจุบันสารกลุม terpenes ไดรับความ

สนใจจากนักวิจัยเปนอยางมาก มีการศึกษาถึงสรรพคุณของสารกลุมนี้กันอยางแพรหลาย การออกฤทธิ์ที่มีผลของสาร 
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Terpenes ใดๆ ทีอ่าจมีการเปลีย่นแปลงการเขารวมของสารประกอบอืน่ๆ ปรากฎการณนีเ้รยีกวา อองทรูาจ เอฟเฟกต 

(entourage effect) หมายถึงการที่สารทั้งหมดในกัญชาซึ่งไมไดมีเพียงแคสาร THC และ CBD สามารถสงเสริมให

กัญชาออกฤทธิมี์ผลชวยบาํบดัรกัษาโรคตางๆ ไดอยางมปีระสทิธภิาพมากทีส่ดุ ทัง้นีจ้าํเปนตองมีการศกึษาวจิยัเพิม่เตมิ

เพื่อทําความเขาใจถึงผลกระทบของสาร terpenes ในแตละครั้งเมื่อใชรวมกับสารอื่น(8) เนื่องจากกลุมสาร terpenes 

เปนสื่อกลางในการทํางานรวมกันระหวางรางกายกับสาร cannabinoids ในการรักษา

การทดสอบความเปนพษิโดยใชเซลลเพาะเลีย้ง 3 ชนดิ ไดแก เซลลปอด (SV-80) เซลลตบั (Chang-liver) 

เซลลไต (HEK-293) โดยใชวิธกีารทดสอบ MTT assay เปนการทดสอบความมชีวีติของเซลล (cell viability) โดย

วดัความสามารถของ mitochondrial enzyme ท่ีเปลีย่น tetrazolium salt (3-(4, 5-dimethyldiazol-2-yl)-2, 5

diphenyl tetrazolium bromide, MTT) ซึ่งมีสีเหลือง เปลี่ยนไปเปน formazan product ที่มีสีมวง จากระดับ

ของสีจะสัมพันธกับจํานวนเซลลที่มีชีวิตอยู และเซลลเอมบริโอหนูเมาส (BALB/c 3T3) ใชวิธีทดสอบ Neutral red 

uptake assay เปนการวัดความมีชีวิตของเซลลดวยการแตกเซลล จากสีแดงของ Neutral red ซึ่งซึมผานเขาไป

ใน lysosome โดย lysosome ของเซลลมีชีวิตมีสภาวะเปนกรด ทําใหเกิด pH gradient ที่ให Neutral red ซึม

ผานเขาไป และสะสมอยูใน lysosome ขณะที่เซลลตายจะไมเกิดกิจกรรมนี้(9) ซ่ึงการศึกษาพิษของสมุนไพรในเซลล

เพาะเล้ียงนบัวาเปนการศกึษาเพือ่ใหไดขอมูลความปลอดภยัของสมนุไพรเบือ้งตนทีส่ามารถนาํไปใชคุมครองผูบรโิภค

และสามารถนําไปวางแผนการวิจัยพิษวิทยาในสัตวทดลองเพื่อใหสอดคลองกับหลัก 3Rs นอกจากนี้วิธีการทดสอบ

ดังที่กลาวขางตน ดําเนินการทดสอบตาม test guideline ที่เปนมาตรฐาน ซึ่งยกระดับผลงานใหมีความนาเชื่อถือทาง

วชิาการ อกีทัง้ผลการทดสอบยงัเปนทีย่อมรบัทัง้ในและตางประเทศ เปนการลดการกดีกนัทางการคาไดดวย ในปจจบุนั

พบวารายงานขอมูลการศึกษาทางพิษวิทยาของกัญชาพันธุไทยยังไมชัดเจนและยังไมสามารถสรุปไดวากัญชามีความ

ปลอดภยัจรงิหรอืไม ประกอบกบัขอมูลการศกึษาพษิวทิยาของกญัชาในปจจบุนัเปนขอมลูของกญัชาทีม่พีนัธุเจรญิเตบิโต

ในตางประเทศ สวนกัญชาพันธุไทยมีขอมูลไมเพียงพอ จึงมีความจําเปนตองมีการศึกษาขอมูลทางพิษวิทยาของพันธุ

กัญชาในประเทศไทยเพื่อสนับสนุนการพัฒนากัญชาเปนยารักษาโรคหรือผลิตภัณฑสุขภาพอื่นๆตอไป

วัสดุและวิธีการ

ขั้นตอนการเตรียมวัตถุดิบ

ตัวอยางสมุนไพรชอดอกเพศเมียกัญชาไทย 3 พันธุ เก็บจากโรงเรือนปลูกของกรมวิทยาศาสตรการแพทย 

หนังสือสําคัญผลิตซึ่งยาเสพติดใหโทษในประเภท 5 ที่ 90/2564 (ปลูก) โดยใหรหัสตัวอยาง PTC0601 (พันธุที่มี 

THC:CBD เทากับ 2:1) รหัสตัวอยาง PTC0602 (พันธุที่มี THC:CBD เทากับ 10:1) และรหัสตัวอยาง PTC0729 

(พันธุที่มี THC:CBD เทากับ 1:6)

ขั้นตอนการสกัดชอดอกกัญชา

นําตัวอยางชอดอกเพศเมีย PTC0601 จํานวน 132 กรัม, PTC0602 126 กรัม และ PTC0729 100 กรัม 

บดหยาบ ไดปริมาณสารสกัด 10.92 กรัม, 8.95 กรัม และ 7.07 กรัม คิดเปน %yield เทากับ 8.27, 7.10 และ 7.07% 

ตามลําดับ สกัดดวยของไหลวิกฤตยิ่งยวด (Supercritical Fluid Extraction) โดยใชเครื่องสกัดรุน Spe-ed SFE 

ของบรษิทั Applied Separations ประเทศสหรัฐอเมรกิา โดยใชแรงดนั 250 bar อณุหภมูขิองตูอบ (oven) 40 องศา

เซลเซียส วิเคราะหปริมาณ THC และ CBD ในสารสกัด ดวยวิธี High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) รุน LC-40D ยี่หอ Shimadzu Japan โดยนําสารสกัด 20 มิลลิกรัม  ปรับปริมาตรดวย methanol : 

chloroform 9:1 ใน volumetric  flask ขนาด 10 มลิลลิติร จากนัน้ ปเปตมา 1 มิลลลิติร ปรบัปริมาตร ดวย methanol 

ใน volumetric  flask ขนาด 10 มิลลิลิตร กรองดวย nylon syringe filter 0.45 micron 
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เซลลเพาะเลี้ยงและอาหารเลี้ยงเซลล

เซลลปอด (SV-80), เซลลตับ (Chang-liver, Hela derivative) และ เซลลไต (HEK-293) ซ้ือจาก

บริษัท CLS Cell line service GmbH ประเทศเยอรมนี เซลล SV-80 เล้ียงในอาหารเล้ียงเซลลชนิด Dulbecco's 

Modified Eagle Medium (DMEM) สวนเซลล Chang-liver และ HEK-293 เล้ียงในอาหารเล้ียงเซลลชนิด 

Eagle's minimal essential medium (EMEM) ท่ีมี 2mM L-Glutamine, 0.1 mM Non-essential amino 

acid, 1 mM Sodium pyruvate และ Fetal bovine serum รอยละ 10 เซลลเอมบริโอหนูไมซ (BALB/c 3T3 

clone A31) ซ้ือจาก European Collection of Cell Cultures ประเทศ สหราชอาณาจักร เล้ียงในอาหารเล้ียง

เซลลชนิด Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) และรอยละ10 New born calf serum บมในตูอบ

เพาะเช้ือแบบใชกาซคารบอนไดออกไซด อุณหภูมิ 37±1 องศาเซลเซียสความช้ืนรอยละ 90±10 และความเขมขนกาซ

คารบอนไดออกไซดรอยละ 5.0 ±1.0 

ศึกษาความเปนพิษตอเซลลเพาะเลี้ยง SV-80, Chang-liver และ HEK-293 ดวยวิธี MTT assay 

 เตรียมเซลลเพาะเล้ียงในจานเพาะเล้ียงเซลลชนิด 96 หลุม โดยใชเซลลเร่ิมตน 5,000 เซลลตอหลุมๆ ละ 

100 ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเขมขนกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

เตรียมสารสกัดกัญชาท่ีความเขมขนตางๆ ต้ังแตระดับความเขมขนต่ําซ่ึงไมมีผลทําลายเซลลจนถึงระดับความเขมขน

สูงซ่ึงมีผลทําลายเซลลมากกวารอยละ 90 จํานวน 8 ระดับความเขมขน (0.78, 1.56, 3.12, 6.25, 12.50, 25, 50

และ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) เม่ือครบเวลาบมเล้ียงเซลลปเปตอาหารออกจากจานเพาะเลี้ยง จากนั้นปเปต

สารสกัดกัญชาท้ัง 8 ระดับความเขมขนท่ีเตรียมไวแลว ลงในจานเพาะเล้ียงท่ีมีเซลล โดยเติมหลุมละ 100 ไมโครลิตร บม

ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง เม่ือครบกําหนดเวลา ลางดวย 

Phosphate Buffered Saline (PBS) จํานวน 1 คร้ัง เติมสาร MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-1

Diphenyltetrazolium Bromide) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บมจานเพาะเล้ียงในตูเล้ียงเซลลเปนระยะเวลา 4 ช่ัวโมง 

ปเปตสารละลาย MTT ออก ใหเหลือเฉพาะผลึก Formazan (ผลึกสีมวง)  เติม DMSO (Dimethyl sulfoxide) 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ในแตละหลุมเพ่ือละลายผลึก Formazan เขยาจานเพาะเล้ียงแนวระนาบประมาณ 1 นาที 

วัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร คํานวณรอยละความมีชีวิตของเซลล (% cell viability) โดยเทียบ

กับกลุมควบคุมอาหารเล้ียงเซลลเจือจางสารทดสอบ (Vehicle control)

ศึกษาความเปนพิษในเซลลเพาะเลี้ยงชนิด BALB/c 3T3 ดวยวิธี Neutral red uptake อางอิงวิธีตาม 

OECD Test Guideline 129(10)

เตรียมเซลลเพาะเล้ียงในจานเพาะเล้ียงเซลลชนิด 96 หลุม โดยใชเซลลเร่ิมตน 5,000 เซลลตอหลุม ๆ  ละ 100

ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเขมขนกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 

เตรียมสารสกัดกัญชาท่ีความเขมขนตางๆ ต้ังแตระดับความเขมขนต่ําซ่ึงไมมีผลทําลายเซลลจนถึงระดับความเขมขน

สูงซ่ึงมีผลทําลายเซลลมากกวารอยละ 90 จํานวน 8 ระดับความเขมขน (0.78, 1.56, 3.12, 6.25, 12.50, 25, 50

และ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) เม่ือครบเวลาบมเล้ียงเซลลปเปตอาหารเล้ียงเช้ือออกจากจานเพาะเล้ียง จากน้ันปเปต

สารสกัดกัญชาท้ัง 8 ระดับความเขมขนท่ีเตรียมไวแลว ลงในจานเพาะเล้ียงท่ีมีเซลล โดยเติมหลุมละ 100 ไมโครลิตร 

บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลาบมปเปต

สารละลายออกจากทุกหลุม ลางดวย 1× PBS 1 คร้ัง เติมสารละลาย Neutral red ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลวนํา

ไปบมตอเปนระยะเวลา 3 ช่ัวโมง ปเปตสารละลาย Neutral red ออกจากทุกหลุมและลางสีดวยสารละลาย 1× PBS 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เติม Neutral red destain solution ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในแตละหลุม เขยา
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จานเพาะเล้ียงแนวระนาบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 20 นาที จากน้ันนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร คํานวณรอยละความมีชีวิตของเซลล (% cell viability) กับกลุมควบคุมอาหารเล้ียง

เซลลเจือจางสารทดสอบ (Vehicle control) คํานวณหาคา LD
50 

(50% lethal dose) หมายถึง ปริมาณของสาร

เคมี/ตัวอยางท่ีใหกับสัตวทดลองท้ังหมดเพียงคร้ังเดียว แลวทําใหกลุมของสัตวทดลองรอยละ 50 (คร่ึงหน่ึง) ตายลง

LD
50

 พิจารณาปริมาณท่ีใชในสัตวทดลอง จากความสัมพันธ IC
50

-LD
50

 relationship ดวยสมการ log LD
50 

(mg/kg) = 0.372 log IC
50 

(µg/mL) + 2.024

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

ขอมูลการศึกษาความเปนพิษของสารสกัดชอดอกเพศเมียกัญชาไทย 3 พันธุ ตอเซลลเพาะเลี้ยง  4 ชนิด 

ดวยวิธี MTT assay และวิธี Neutral red uptake assay  โดยทําการทดลอง 3 ซํ้า (n = 3) ใชสถิติ One-way 

ANOVA วิธี Tukey's multiple comparisons test โดยโปรแกรม GraphPad Prism version 9.0.0 ที่ระดับ

ความเชื่อมั่นรอยละ 95 

ผล

ผลการสกัดชอดอกกัญชา

สารสกัดจากชอดอกเพศเมียของกัญชาดวยของไหลวิกฤตยิ่งยวด (Supercritical Fluid Extraction) 

ของกัญชาไทย 3 พันธุ ไดสารสกัดที่มีลักษณะเปนของกึ่งแข็งกึ่งเหลว (semisolid) สีเหลืองนํ้าตาล จากการวิเคราะห

ตัวอยางปริมาณกลุม cannabinoids ไดปริมาณสารสําคัญ THC และ CBD ดังนี้

ตารางที่ 1  แสดงสัดสวนปริมาณ THC และ CBD ในพันธุกัญชาไทย

รหัสตัวอยางสารสกัดกัญชา THC:CBD Total THC (%) Total CBD (%)

PTC0601 2:1 20.08 12.18

PTC0602 10:1 38.03 3.55

PTC0729 1:6 4.28 25.89

การศึกษาความเปนพิษตอเซลลเพาะเลี้ยง SV-80, Chang-liver และ HEK-293 ดวยวิธี MTT assay

สารสกัดชอดอกกัญชาไทย 3 พันธุ ไดแก PTC0601 PTC0602 และ PTC0729  มีคายับยั้งการเจริญเติบโต

รอยละ 50 (IC
50
) ตอเซลลไต (HEK-293) ตํ่าที่สุด (มีความเปนพิษสูงที่สุด) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลลอื่นๆ เทากับ 

6.72 ± 0.72, 7.47 ± 0.96 และ 6.63 ± 0.69 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ ในเซลลตับ (Chang-liver) ใหคา 

IC
50
 เทากับ 9.69 ± 1.47, 9.04 ± 0.80 และ 9.47 ± 0.37 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ ซึ่งคาสูงกวาเซลลไตเล็ก

นอย สวนในเซลลปอด (SV-80) ใหคา IC
50 

เทากับ 20.08 ± 0.70, 12.78 ± 0.61 และ 24.98 ± 3.58 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร ตามลําดับ ซึ่งจากผลการทดลองเมื่อคํานวณผลโดยใชสถิติ one-way ANOVA แสดงใหเห็นวา สารสกัด

กัญชาไทย 3 พันธุ PTC0601, PTC0602 และ PTC 06729 มีความเปนพิษตอเซลลไต (HEK-293) สูงที่สุด รอง

ลงมาคือเซลลตับและเซลลปอดตามลําดับ 

เมือ่เปรยีบเทียบความแตกตางของคาความเปนพษิของสารสกดัทัง้ 3 ชนดิ โดยใชสถิต ิOne-way ANOVA 

และ Tukey's multiple comparisons test แสดงในภาพที่ 1 สารสกัดกัญชาทั้ง 3 ชนิดมีพิษตอเซลลไต (HEK-

293) สูงสุด (ใหคา IC
50
 ตํ่าสุด) และทั้ง 3 พันธุไมแตกตางกัน (p > 0.05) ในเซลลไตและเซลลตับ (Chang-
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liver) สวนในเซลลปอด (SV-80) มีความแตกตางของคา IC
50 

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) ระหวางพันธุ 

PTC0601 และ PTC0602 และระหวางพันธุ PTC0602 และ PTC0729 มีความแตกตางของคา IC
50 

อยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p < 0.005) ภาพที่ 3A, 3B และ 3C แสดงถึงลักษณะของเซลลเพาะเลี้ยง SV-80, Chang-liver และ 

HEK-293 ตามลําดับ ทําการสองดูลักษณะของเซลลและถายภาพโดยใชกลองจุลทรรศนหัวกลับ (Inverted 

Microscope) กําลังขยาย 20 เทา

ตารางที่ 1 คา IC
50

 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ของสารสกัดชอดอกกัญชา PTC0601 และ PTC0729 และ 

  Doxorubicin ในเซลล SV-80, Chang-liver และ HEK-293

ชนิดเซลลเพาะเลี้ยง
IC

50
 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)

PTC0601 PTC0602 PTC0729 Doxorubicin

SV-80 20.08 ± 0.70 12.78 ± 0.61 24.98 ± 3.58 0.44 ± 0.08

Chang-liver 9.69 ± 1.47 9.04 ± 0.80 9.47 ± 0.37 0.45 ± 0.01

HEK-293 6.72 ± 0.72 7.47 ± 0.96 6.63 ± 0.69 0.054 ± 0.03

คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

ภาพท่ี 1  แสดงผลของสารสกัดกัญชาพันธุไทย PTC0601, PTC0602 และ PTC0729 ตอเซลลเพาะเล้ียง 3 ชนิด 

 คา IC
50 

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

 ในเซลลเพาะเล้ียงแตละชนิดโดยใชสถิติ One-way ANOVA และ Tukey's multiple comparisons test

 (ns = not significant, * p < 0.05, ** p<0.005)

ศึกษาความเปนพิษในเซลลเพาะเลี้ยงชนิด BALB/c 3T3 ดวยวิธี NRU assay ตาม OECD Test 

Guideline 129

สารสกัดชอดอกกัญชาไทย 3 พันธุ ไดแก PTC0601 PTC0602 และ PTC0729  มีคายับยั้งการเจริญเติบโต

รอยละ 50 (IC
50
) ในเซลล BALB/c 3T3 เทากบั 11.79 ± 1.12, 10.90 ± 1.38 และ 13.99 ± 0.45ไมโครกรมั/มลิลลิติร

ตามลาํดบั นาํคาท่ีไดคาํนวณหาคาประมาณของคา LD
50
 ไดเทากบั 256.68 ± 12.37  264.39 ± 9.46 และ 281.96 ± 3.39 

มิลลิกรัม/กิโลกรัม ตามลําดับ ซึ่งจากผลการทดลอง แสดงใหเห็นวา สารสกัดกัญชาพันธุ PTC0602 มีความเปน

พิษตอเซลล BALB/c 3T3 สูงที่สุด รองลงมาคือ PTC0601 และ PTC0729 ตามลําดับ และขนาดแนะนําเริ่มตน

สําหรับทดสอบพิษเฉียบพลันในสัตวทดลอง เทากับ 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัม

HEK-293



Cytotoxicity of Thai Cannabis sativa L. Extract on Normal Cells  Praw Suppajariyawat et al.

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

เมือ่เปรยีบเทียบความแตกตางของคาความเปนพษิของสารสกดัทัง้ 3 ชนดิ โดยใชสถิต ิOne-way ANOVA 

และ Tukey's multiple comparisons test แสดงในภาพที่ 2 สารสกัดกัญชา PTC0601 และ PTC0602  ไมแตก

ตางกัน (p > 0.05) รวมถึง PTC0601 และ PTC0729 ก็ไมแตกตางกันเชนเดียวกัน แต PTC0602 และ PTC0729  

มีความแตกตางของคา IC
50
 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) ภาพที่ 3D แสดงถึงลักษณะของเซลลเพาะเลี้ยง 

BALB/c 3T3 ทําการสองดูลักษณะของเซลลและถายภาพโดยใชกลองจุลทรรศนหัวกลับ (Inverted Microscope) 

กําลังขยาย 20 เทา

ตารางที่ 2 คา IC50 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร), LD50 (มิลลิกรัม/กิโลกรัม) และขนาดเริ่มตนทดสอบพิษเฉียบพลัน

ของสารสกัดกัญชาไทย 3 พันธุ

สารทดสอบ IC
50
 (µg/ml) LD

50
 (mg/kg)

ขนาดแนะนําเริ่มตนสําหรับ
ทดสอบพิษเฉียบพลัน (mg/kg)

PTC0601 11.79 ± 1.12 256.68±12.37 300

PTC0602 10.90 ± 1.38 264.39±9.46 300

PTC0729 13.99 ± 0.45 281.96±3.39 300

Doxorubicin 0.16 ± 0.04

คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

ภาพที่ 2  ผลของสารสกัดกัญชาพันธุไทย PTC0601, PTC0602 และ PTC0729 ตอเซลลเพาะเลี้ยงชนิด BALB/c 

 3T3 คา IC50 แสดงคาเฉล่ีย±สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ีย

 ของสารในเซลลเพาะเล้ียงชนิด BALB/c 3T3 โดยใชสถิติ One-way ANOVA และ Tukey's multiple

 comparisons test (ns = not significant, *p < 0.05)
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วิจารณ

ปจจุบันหลายประเทศมีการใชพืชกัญชาอยางเสรี สําหรับประเทศไทยมีการปลดล็อกสวนประกอบพืชกัญชา

เพยีงบางสวน ออกจากการเปนยาเสพตดิใหโทษ อยางไรก็ตามการปลดลอ็กดงักลาวยงัตองมกีารขออนญุาตจากสาํนกังาน

คณะกรรมการอาหารและยา และตองปฏิบัติตามกฎระเบียบของกฎหมายของประเทศในการนําไปใชประโยชน เม่ือ

มีการเปดเสรีกัญชา ทําใหเกิดความตองการในการใชกัญชามากยิ่งข้ึน จึงมีความกังวลเรื่องความปลอดภัยหรือผลขาง

เคียงในการใชกัญชา กัญชาเปนพืชที่มีสารออกฤทธิ์ตอรางกายหลายชนิด ที่สําคัญคือสารแคนนาบินอยด ซึ่งสงผลตอ

รางกายมนุษยในหลายดาน โดยมีการนํามาใชมากขึ้นแตยังขาดขอมูลการศึกษาทางวิชาการที่นาเชื่อถือ ที่สามารถนํามา

ใชเพ่ือการศกึษาวิจัยและเพือ่ประโยชนทางการแพทยได จากการใชกญัชาทางการแพทยโดยทีไ่มทราบประสทิธภิาพและ

ผลขางเคียงทั้งระยะสั้นและระยะยาว งานวิจัยเรื่องความปลอดภัยของกัญชาจึงเปนงานเรงดวนที่ตองดําเนินการ จาก

ผลการทดลองพบวา กัญชาไทย 3 พันธุ มีความเปนพิษตอเซลลไตมากที่สุด ซึ่งมีขอมูลจากหนวยโรคไต ภาควิชา

อายุรศาสตร คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยกลาววา ในรางกายของมนุษย มีตัวรับสารเคมีซึ่งลักษณะ

โครงสรางคลายสารออกฤทธิจ์ากกญัชา เรยีกวา ตวัรบัสารแคนนาบนิอยด ตัวรบัสารเหลานีพ้บมากในสมอง เสนประสาท 

ทาํใหเมือ่ไดรบักญัชาเขาไป มฤีทธิเ์ดนในการกดประสาท แตในขณะเดียวกันก็พบในอวยัวะอ่ืน ๆ  รวมถึงไต ดงันัน้การไดรบั

สารเคมจีากกญัชา อาจสงผลถงึไตได มีการศกึษาผลของสารเคมจีากกัญชาตอการทาํงานของไตพบวามคีวามเก่ียวของกนั

ทําใหเกิดการอักเสบและเกิดพังผืดในไต(11) โดยยังไมทราบกลไกที่แนชัด ซึ่งเมื่อสังเกตคายับยั้งการเจริญเติบโต

รอยละ 50 (IC
50

) ของสารสกัดกัญชาท้ัง 3 พันธุตอเซลลตับ พบวาคา IC
50 

ไมไดแตกตางจากเซลลไตมากนัก

ภาพที่ 3 ลักษณะเซลล SV-80(A), Chang-liver (B), HEK-293(C), และ BALB/c 3T3(D) สอง

ภายใตกลองจุลทรรศนหัวกลับกําลังขยาย 20 เทา

ภาพท่ี 3  ลักษณะเซลล SV-80(A), Chang-liver(B), HEK-293(C), และ BALB/c 3T3(D) สองภายใต

 กลองจุลทรรศนหัวกลับกําลังขยาย 20 เทา
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น่ันคือกอใหเกิดความเปนพิษตอตับได มีขอมูลพบวาสาร CBD สงผลใหคาเอนไซมตับข้ึนสูง(12) สําหรับการศึกษา

ความเปนพิษในเซลลเพาะเล้ียงชนิด BALB/c ดวยวิธี NRU assay ตาม OECD Test Guideline 129

พบวาขนาดแนะนําเริ่มตนสําหรับทดสอบพิษเฉียบพลันในสัตวทดลอง เทากับ 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ซึ่งงานวิจัย

ของ Won Hyung Choi และคณะศึกษาพิษตอเซลลเพาะเลี้ยงชนิดไฟโบรบลาสตเอมบริโอหนู (NIH3T3) ของสาร 

CBD ใหคา IC
50
 เทากับ 40.78 ± 4.21 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร(13) ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยที่สารสกัดกัญชาไทย 3 พันธุ 

ใหคา IC
50 

ต่ํากวา 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซ่ึงเม่ือพิจารณาขนาดของการเร่ิมตนท่ีจะทดสอบในสัตวทดลองถือวาคา

คอนขางต่ํามาก ฉะน้ัน ผลการทดสอบพิษตอเซลลเพาะเล้ียงชนิดปกติ ไดแก เซลลปอด เซลลตับ เซลลไต และเซลล

เอมบริโอหนู ของสารสกัดกัญชาไทย 3 พันธุ ซ่ึงมีสัดสวนของ THC และ CBD แตกตางกัน ใหผลความเปนพิษกับเซลล

ท้ัง 4 ชนิด และจะสังเกตวาปริมาณ THC และ CBD มีผลในการเกิดความเปนพิษตอเซลลเพาะเล้ียง และอาจจะมีสา

รอ่ืนๆ ในกัญชาท่ีออกฤทธ์ิรวมอยูดวย งานวิจัยของ Aranya และคณะ ศึกษาพิษของสารสกัดใบและเมล็ดกัญชง (เฮมพ) 

ท่ีเก็บจาก จ.เชียงใหม จ.เชียงราย และ จ.ตาก ของประเทศไทย ตอเซลลเพาะเล้ียง human skin fibroblasts ดวยวิธี 

SRB ผลการทดลองพบวาเม่ือระดับความเขมขนสูงข้ึนต้ังแต 0.0625-5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร คา% cell viability จะ

ลดลง ท่ีระดับความเขมขน 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรใหคา %cell viability ของใบกัญชง (เฮมพ) เทากับ 57.66 ± 6.49 

และเมล็ดกัญชง (เฮมพ) เทากับ 32.37 ± 4.30 ซ่ึงจากงานวิจัยระบุวาคาความเขมขนท่ี 0.0625-1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

ไมกอใหเกิดพิษตอเซลลเพาะเล้ียงซ่ึงดูจากคา %viability มากกวา 70% ซ่ึงคาความเปนพิษตอเซลลเพาะเล้ียงจะ

แตกตางกันเน่ืองมาจากองคประกอบของสารในสารสกัด(14) งานวิจัยของ Martyna และคณะ ศึกษาความเปนพิษของ

สารสกัด Cannabis sativa L.ท่ีมี CBD สูงกวา THC ตอเซลล keratinocyte (HaCaT) และ fibroblast (Bj) ซ่ึง

ท้ังสองชนิดเปนเซลลผิวหนังชนิดปกติ ดวยวิธี Alamar Blue, Neutral red uptake และ Lactate dehydrogenase

(LDH) ผลการทดลองพบวาไมเกิดพิษตอเซลลเพาะเล้ียงกับท้ัง 2 เซลลท่ีความเขมขน 1-1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

ซ่ึงจากการทดสอบตอเซลลผิวหนังท้ัง 2 งานวิจัย จะพบวาสารสกัด Cannabis sativa L. จะไมเกิดพิษตอเซลลผิวหนัง

ในความเขมขนท่ีทดสอบ(15) แตงานทดสอบของผูวิจัยจะทดสอบท่ีเซลลอวัยวะเปาหมาย 3 เซลลคือเซลลปอด เซลลตับ 

และเซลลไต เปนการศึกษาเซลลเพาะเล้ียงคนละชนิด ซ่ึงกัญชาแตละพันธุ มีการเก็บในพ้ืนท่ีหรือในชวงเวลาท่ีแตกตางกัน

จะใหสารสําคัญและองคประกอบทางเคมีในพืชท่ีแตกตางกัน งานวิจัยการทดสอบพิษในเซลลเพาะเล้ียงชนิดปกติจะไมมี

นักวิจัยศึกษามากนัก สวนใหญมีการศึกษาในเซลลมะเร็ง อยางไรก็ตาม หากจะนําสมุนไพรมาพัฒนาเปนยาหรือ

มีการศึกษาในมนุษย จะตองคํานึงถึงวาสมุนไพรน้ันหากมีฤทธ์ิยับย้ังเซลลมะเร็งแลว จะสงผลตอเซลลปกติในรางกายมนุษย

ควบคูกันไป ฉะน้ันขอควรระมัดระวัง การนํากัญชาไปใช ผูบริโภคท่ีมีโรคประจําตัวหรือมีการรับประทานยาแผนปจจุบัน

หรือยาอ่ืนๆ ควรใชกัญชาภายใตคําแนะนําของแพทย ถึงแมวาปจจุบันยังไมพบหลักฐานท่ีกลาวถึงการใชกัญชาสัมพันธ

กับการเกิดโรคไตวายเร้ือรัง โรคตับ โรคปอด ก็ควรเฝาระวังภาวะแทรกซอนจากการใชกัญชา และงานวิจัยน้ีใชเปนขอมูล

เบ้ืองตน สามารถนําผลไปอางอิงและใชในการวิจัยเชิงลึก เชน การศึกษาพิษเร้ือรังในสัตวทดลอง การศึกษากลไกตาง ๆ  

ในสัตวทดลอง รวมถึงเปนขอมูลในการเตือนภัยผูปวยท่ีใชชอดอกของกัญชาในการรักษาทางการแพทยตอไป 

สรุป

การศึกษาความเปนพิษของสารสกัดกัญชาไทย 3 พันธุ ไดแก PTC0601 (THC:CBD ใกลเคียงกัน) 

PTC0602 (THC เดน) และ PTC0729 (CBD เดน) ตอเซลลเพาะเลี้ยงชนิดปกติ 4 เซลล ไดแก เซลลปอด

(SV-80), เซลลตบั (Chang-liver, Hela derivative) และ เซลลไต (HEK-293) พบวา สารสกัดชอดอกกัญชาไทย

3 พันธุ มีคายับยั้งการเจริญเติบโตรอยละ 50 (IC
50
) ตอเซลลไต (HEK-293) ตํ่าที่สุด นับวามีความเปนพิษสูงที่สุด 

รองลงมาเซลลตับ และเซลลปอด สวนในเซลล BALB/c 3T3 พบวาสารสกัดกัญชาพันธุ PTC0602 มีความเปน

พิษตอเซลล BALB/c 3T3 สูงที่สุด รองลงมาคือ PTC0601 และ PTC0729 ขนาดแนะนําเริ่มตนสําหรับทดสอบ
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พิษเฉียบพลันในสัตวทดลอง เทากับ 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ซึ่งเมื่อพิจารณาจากผลการทดลอง การใชกัญชามี

ความเปนพิษเกิดขึ้นใน 3 เซลลหลักคือ เซลลปอด เซลลตับ เซลลไต ฉะนั้นหากมีการนํากัญชาไปใชประโยชน ควร

มีการศึกษาในเร่ืองความปลอดภัยตอเซลลเพาะเล้ียงชนิดอ่ืนๆ การทดสอบในสัตวทดลอง และการนําไปใชเพิ่มเติม 

เพ่ือคนหาประโยชนและผลขางเคียงจากการใชกัญชาในอนาคต และหากมีการนําไปใชเพื่อประโยชนทางการแพทย 

ตองอยูภายใตคําแนะนําและคําปรึกษาของแพทยเทานั้น เนื่องจากงานวิจัยนี้เปนการศึกษาวิจัยในชอดอกกัญชา ซึ่งยัง

จัดเปนยาเสพติด ดังนั้นผลการทดลองไมไดสะทอนไปถึงการใชสวนอื่นๆของกัญชา ซึ่งผูวิจัยจะมีการศึกษาสวนตางๆ

ของกัญชา เชน ใบ ราก ฯลฯ ตอไป

กิตติกรรมประกาศ

งานวิจัยน้ีไดรบัการสนับสนุนงบประมาณจากสาํนกังานคณะกรรมการสงเสรมิวทิยาศาสตร วจิยัและนวตักรรม 

(สกสว.) ขอขอบพระคุณหองปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช และหองปฏิบัติการจีโนมิกสพืช ในการเก็บตัวอยาง

สมุนไพรกัญชา ภก. เสกรชตกร บัวเบา ศูนยตรวจสอบและรับรองคุณภาพสมุนไพรในการควบคุมคุณภาพทางเคมีและ

แยกปริมาณสารสําคัญ THC และ CBD ของตัวอยางกัญชา และเจาหนาที่หองปฏิบัติการพิษวิทยาทุกทานที่ใหความ

ชวยเหลือในการทํางานวิจัยเปนอยางดี
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Abstract Cannabis sativa L. is an addictive plant that has been gained dramatic attention in Thailand. 

According to its medical and recreational properties, this plant can be developed as a drug or commercial 

product and boot the country medically and economically. However, the toxicity and safety data are still 

limited. This research aims to study the toxicity of female inflorescence extracts of Thai cannabis to 

normal cell lines. The three cannabis extracts, namely PTC0601 (THC: CBD=2:1), PTC0602

(THC: CBD=10:1) and PTC0729 (THC: CBD=1:6), were extracted using Supercritical Fluid Extraction 

and then quantitatively analyzed using HPLC. Cytotoxicity was investigated in normal cells, including 

lung (SV-80), liver (Chang-liver, Hela derivative) and kidney (HEK-293) cell lines using MTT assay. 

The in vitro dose estimation for acute toxicity using mouse embryo, BALB/c 3T3 cells, was also

investigated using a neutral red uptake assay. The results showed that the extracts exhibited the 

highest cytotoxicity to kidney cells, followed by liver cells and lung cells, respectively. Neutral red uptake 

assay was found that PTC0602 posed the highest cytotoxicity, followed by PTC0601 and PTC0729,

respectively. Which was 300 mg/kg, recommended as the initial dose for acute toxicity testing in animals. 

In conclusion, the three extracts exhibited toxicity to certain extents to normal cell lines and

recommended at 300 mg/kg as the starting dose for in vivo acute toxicity testing. This finding could be 

used as preliminary toxicity and safety data. Moreover, more comprehensive research on other cultured 

cells or animal models should be investigated for Thai cannabis.

Keywords: Cannabis sativa extract, Cytotoxicity, Thai Cannabis sativa, MTT assay, Neutral 

 red uptake assay


