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บทคัดย่อ
งานวจิยันีเ้ป็นการศกึษากญัชา 4 สายพนัธ์ุ ผลการศกึษาสามารถจ�ำแนกชนดิตามสดัส่วนขององค์ประกอบทาง

เคมีในกลุ่มแคนาบินอยด์ชนิด THC (tetrahydrocannabinol) CBD (cannabidiol) และ CBG (cannabigerol)  

ได้เป็น 4 type ได้แก่ สายพันธุ์ Thai stick จัดเป็น type I (THC dominant) สายพันธุ์ King garden จัดเป็น type II 

(hybrid) สายพนัธุ ์Charlotte’s angle จดัเป็น type III (CBD dominant) และสายพนัธุ ์CBG zerodue จดัเป็น type 

IV (CBG dominant) การศึกษาปริมาณสารฟีนอลิกรวมพบว่าสายพันธุ์ King garden มีปริมาณสารสูงที่สุด เท่ากับ 

1033.60±9.42 mgGAE/g extract การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH และวิธี ABTS พบว่า สายพันธุ์ King 

garden มฤีทธิต้์านอนมุลูอสิระดทีีส่ดุ มค่ีา EC
50
 เท่ากบั 15.06±0.73 และ 0.50±0.10 มลิลิกรมัต่อมลิลิลิตร ตามล�ำดบั 

และยังพบว่าฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมีความสัมพันธ์กับปริมาณสารฟีนอลิกรวมของแต่ละสายพันธุ์ การศึกษาฤทธ์ิต้าน 

การอักเสบด้วยวิธี protein denaturation inhibition assay พบว่า สายพันธุ์ CBG zerodue มีฤทธิ์ดีที่สุด โดยที่

ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเสื่อมสภาพของโปรตีนได้ร้อยละ 57.51 
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Abstract
This research studied four cultivars of Cannabis sp. The results of the study classified the 

cultivars according to their cannabinoids composition of THC (tetrahydrocannabinol), CBD (cannabidiol) 

and CBG (cannabigerol) into four types type I (THC dominant), type II (hybrid), type III (CBD dominant) 

and type IV (CBG dominant). These cultivars were the Thai stick, the King garden, the Charlotte’s 

angle, and the CBD zerodue, respectively. The total phenolic contents showed that the King garden 

cultivar had the highest level at 1033.60±9.42 mgGAE/g extract. The antioxidant activity, measured 

using the DPPH and ABTS assays, indicated that the King garden cultivar had the best antioxidant 

activity with EC
50 

values of 15.06±0.73 and 0.50±0.10 mg/mL, respectively. Moreover, it was found 

that the antioxidant activity was related to the total phenolic contents of each cultivar. The study 

of anti-inflammatory effects using protein denaturation inhibiting assay found that the CBG zerodue 

cultivar had the best effect, inhibiting protein denaturation by 57.51% at a concentration of 500 ug/

mL. 

Keywords:	 Cannabis sp.; Tetrahydrocannabinol; Cannabidiol; Cannabigerol; Antioxidant;  

Anti-inflammatory
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1. บทน�ำ
พืชสกุลกัญชา (Cannabis sativa L.) วงศ์ 

Cannabaceae จัดเป็นพืชสมุนไพรควบคุม ส�ำหรับ

การน�ำมาใช้ประโยชน์ด้านการแพทย์ พบสารเคมีที่เป็น

องค์ประกอบอย่างน้อย 538 ชนิด [1] ประกอบด้วยสาร

ออกฤทธิก์ลุม่เทอร์พีนอยด์ ฟีนอลกิ และแคนนาบินอยด์ 

[2] ซึ่งสารแคนนาบินอยด์หลักท่ีมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา 

ได้แก่ เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล (tetrahydrocanna- 

binol; THC) และ แคนนาบไิดออล (cannabidiol; CBD) 

[3] พบว่าในวิถีการสังเคราะห์สารกลุ่มแคนนาบินอยด์ 2 

ชนดินี ้เกดิจากการดคีาร์บอกซีเลท (decarboxylation) 

อย่างรวดเร็ว เมื่อกรด tetrahydrocannabinolic 

(THCA) และ กรด cannabidiolic (CBDA) เมื่อได้รับ

ความร้อน และยงัพบสารกลุม่แคนนาบนิอย์ชนดิอ่ืน ๆ  ที่

พบในปริมาณน้อย ได้แก่ cannabigerol (CBG) (ซึ่งเป็น

สารตั้งต้นในวิถีการสังเคราะห์สาร THC และ CBD) 

tetrahydrocannabivarin (THCV) และ cannabidivarin  

(CBDV) [4] ปัจจบุนัมกีารผลติยาทีมี่องค์ประกอบของทัง้ 

THC และ CBD เพือ่น�ำมาใช้ทางการแพทย์ เช่น Marinol 

และ Cesamet ทีม่ ีTHC เป็นองค์ประกอบ น�ำมาใช้เพิม่

ความอยากอาหาร และลดอาการคลื่นไส้ และการ

อาเจียนในผู้ป่วยที่ได้รับเคมีบ�ำบัด [5] ยา Sativex ซึ่งมี

ทั้ง THC และ CBD เพื่อกระตุ้นการนอนหลับในผู้ป่วยที่

มีอาการปวดเรื้อรัง เช่น โรคเส้นโลหิตตีบ [6] และยา 

Epidiolex ที่ใช้ CBD ตัวแรก เพื่อใช้รักษาโรคลมชัก [7] 

นอกจากนี้มีรายงานการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสาร

กลุ่มแคนนาบินอยด์ ในพืชสกุลกัญชา ทั้งในรูปสารสกัด 

และสารที่แยกจากส่วนต่าง ๆ  พบว่ามีฤทธ์ิต้านเชื้อรา 

ต้านแบคทีเรีย [8] ต้านอนุมูลอิสระ ต้านการอักเสบ [9] 

ต้านเชื้อมาลาเรีย [10] ต้านเซลล์มะเร็ง [11] ดังนั้นงาน

วิจัยนี้จึงสนใจศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ต้าน

การอกัเสบของพชืสกลุกญัชาสายพนัธุต่์าง ๆ  ทีม่ปีรมิาณ

สารกลุม่แคนนาบินอยด์แตกต่างกนั เพือ่ให้ทราบถึงฤทธิ์

ทางชีวภาพของแต่ละสายพันธุ์ ท�ำให้สามารถเลือกใช้

ประโยชน์ทางการแพทย์ของพืชสกุลกัญชาได้อย่าง 

เหมาะสม

แต่อย่างไรกต็ามสารกลุม่แคนนาบนิอยด์จดัเป็น

สารทุติยภูมิ จึงท�ำให้ความเข้มข้นของสารแต่ละชนิด  

ขึน้อยูก่บัทัง้ปัจจัยภายใน เช่น สายพันธุ ์และส่วนของพืช 

และปัจจัยภายนอก เช่น สภาพแวดล้อมในการเจริญ 

สภาพภูมิอากาศ และช่วงเวลาในการเก็บเกี่ยว ที่ส่งผล 

กระทบต่อปริมาณสารกลุ่มแคนนาบินอยด์ในพืชสกุล

กัญชา [12] ซึ่งในต่างประเทศมีการพัฒนาสายพันธุ์ของ

พืชสกุลกัญชาได้เป็นหลายร้อยสายพันธุ์เพื่อเพิ่มหรือลด

ปริมาณสารกลุ่มแคนนาบินอยด์ [13] ท�ำให้สามารถ

จ�ำแนกสายพันธุ์พืชสกุลกัญชาได้ตามสัดส่วนของสาร

กลุ่มแคนนาบินอยด์ (chemotypes) ออกเป็น 4 กลุ่ม

หลัก ได้แก่ แบบที่ 1 (type I) กัญชาที่ให้สาร THC สูง

กว่าร้อยละ 0.3 โดยน�้ำหนัก และ CBD ต�่ำกว่าร้อยละ 

0.5 โดยน�้ำหนัก มีสัดส่วนสาร CBD:THC น้อยกว่า 0.02 

แบบที่ 2 (type II) กัญชาที่ให้ทั้งสาร THC และ CBD มี

สัดส่วนสาร CBD:THC ระหว่าง 0.6-4 แบบที่ 3 (type 

III) กัญชาที่ให้สาร CBD สูง มีสัดส่วนสาร CBD:THC 

มากกว่า 5 และแบบที่ 4 (type IV) กัญชาที่ให้สาร CBG 

สูง มีสัดส่วน CBG:CBD มากกว่า 0.5 [14] ซึ่งกลุ่มของ

สายพนัธุส่์งผลโดยตรงต่อสดัส่วนของสารแคนนาบนิอยด์

ชนิด THC และ CBD และประสิทธิภาพในการรักษาโรค 

นอกจากนี้พบว่าการออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่แตกต่าง

กนัของพชืสกลุกญัชามสีาเหตมุาจากชนดิ และอตัราส่วน

ของ THC ต่อ CBD ที่แตกต่างกัน [15] 

ดังนั้นงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ เพื่อศึกษาฤทธิ์

ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ต้านการอักเสบในหลอด

ทดลอง ของสารสกัดพืชสกุลกัญชาทั้ง 4 กลุ่มสายพันธุ์ 

ที่มีสัดส่วนของสารกลุ่มแคนนาบินอยด์แตกต่างกัน เพื่อ

เป็นข้อมูลในการใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ของพืชสกุล

กัญชาได้อย่างถูกต้อง
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2. อุปกรณ์ และวิธีการ
2.1 ตัวอย่าง และเตรียมสารสกัดของพืชสกุลกัญชา 

เก็บตัวอย่างช่อดอกของพืชสกุลกลุ่มต่าง ๆ  ที่

อายุประมาณ 3-4 เดือน จากแหล่งปลูกที่มีความน่าเชื่อ

ถือด้านสายพันธุ์ปลูก เน่ืองจากเป็นผู้เพาะสายพันธุ์เพ่ือ

จ�ำหน่ายทางการค้าที่ได้รับอนุญาตตามกฎหมาย ได้แก่ 

วสิาหกจิชมุชนบ้านนาปะขอ จงัหวดัพทัลุง กลุม่เกษตรกร

พัฒนาสายพันธุ์ Indy Samui จังหวัดสุราษฏร์ธานี และ

จังหวัดสงขลา และบริษัท แคนาบิช เทค จังหวัด

ปราจีนบุรี ดังแสดงใน Table 1

จากนั้นน�ำช่อดอกของพืชสกุลกัญชาทั้ง 4 ชนิด 

ผึ่งที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7-10 วัน จากนั้นน�ำมาบด

ละเอียด และชั่งตัวอย่างช่อดอกแห้ง 200 กรัม แช่สกัด

ด้วยตัวท�ำละลายเอทานอล ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ตั้ง

ไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 วัน โดยมีการเขย่าในทุกวัน 

เมื่อครบเวลาน�ำมากรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 แล้ว

น�ำสารละลายท่ีได้ไประเหยตัวท�ำละลายออกด้วยเครื่อง

ระเหยแบบลดความดัน เก็บสารสกัดหยาบพืชทั้ง 4 

ตัวอย่างในตู้ดูดความชื้น (desiccator) จนกว่าจะน�ำมา

ใช้ทดสอบ

2.2 วิเคราะห์ปริมาณสารกลุ่มแคนนาบินอยด์ ด้วย

เทคนิค HPLC

เตรียมตัวอย่างความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อ

มลิลลิติร โดยชัง่ตัวอย่างแห้ง 100 มลิลกิรัม เตมิเอทานอล  

10 มิลลิลิตร จากน้ันน�ำไปสกัดด้วยคลื่นเสียงความถี่สูง 

(sonicate) เป็นเวลา 10 นาที และเจือจางสารละลาย

ด้วยเอทานอล 10 เท่า จากนั้นกรองด้วย Membrane 

Filter 0.45 ไมโครเมตร เกบ็สารละลายทีไ่ด้ใส่ขวดทีม่ฝีา

ปิด แล้วน�ำตวัอย่างไปวเิคราะห์ด้วยเทคนคิ HPLCโดยใช้ 

Mobile phase ดังนี้ กรดฟอร์มิกร้อยละ 0.1 และ กรด

ฟอร์มิกในอะซิโตไนไตรล์ โดยปิเปตกรดฟอร์มิก ร้อยละ 

0.1 ด้วยอัตราการไหลที่มีผลต่อการแยกของที่ความ 

เข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และใช้คอลัมน์ C18 

ขนาด 5 ไมโครเมตร (150 X 4.6 mm) ซึง่มกีารตรวจวดั

ค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 220 นาโนเมตร จาก

นัน้วเิคราะห์ปริมาณโดยเทยีบกบักราฟมาตรฐานของสาร 

THC CBD และ CBG รวม

2.3 วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม

การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม

ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu ตามวิธีของ Wong-Paz และ

คณะ [16] เตรียมตัวอย่างความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอ 

มิลลิลิตร โดยชั่งสารสกัดหยาบ 5 มิลลิกรัม ละลายใน 

DMSO 1 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางความเข้มข้นเท่ากับ 

1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เติมลง

ใน 96-well plate และเติมสารละลาย 10% Folin-

Ciocalteu regent ปรมิาตร 100 ไมโครลิตร และ 7.5% 

Sodium carbonate (Na
2
CO

3
) ปรมิาตร 80 ไมโครลติร 

ตัง้ท้ิงไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิองเป็นระยะเวลา 30 นาท ีจากนัน้นาํ

ไปวัดคาการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 765 นาโนเมตร 

คํานวณปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเทียบกับ

Table 1	 Cannabis sp. strains, seed sources and sample collection areas for the experiments

	 Strains 	 Seed sources Sample collection 

Thai stick Inbreeding house Phatthalung province, Thailand

King garden Inbreeding house Surat Thani province, Thailand

Charlotte’s angel Dutch passion Prachin Buri province, Thailand

CBG zerodue Seed stocker Songkhla province, Thailand
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กราฟมาตรฐาน Gallic acid ปริมาณที่ไดแสดงในหนวย 

mg GAE/g of extract

2.4 วิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

2.4.1 การวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวย

วิธี 2 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

การวเิคราะห์การก�ำจดัอนมุลูอสิระ (DPPH) ตาม

วิธีของ Kaewpiboon และคณะ [17] เตรียมสารสกัดที่

ความเข้มข้นต่าง ๆ  ในเอทานอล (10 50 100 500 และ 

1,000 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร) เตมิสารสกดัลงใน 96 well 

plate ปริมาตร 25 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลาย 

DPPH ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 75 

ไมโครลิตร โดยท�ำการทดลองความเข้มข้นละ 3 ซ�้ำ บ่ม

ในที่มืด ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

จากนัน้วดัค่าการดดูกลืนแสง ทีค่วามยาวคล่ืน 517 นาโน

เมตร และน�ำค่าการดดูกลนืแสงค�ำนวณร้อยละการก�ำจดั

อนุมูลอิสระ DPPH (%DPPH radical scavenging)  

ดังสมการที่ 1 เพื่อค�ำนวณความเข้มข้นของสารสกัดที่

สามารถท�ำให้อนุมลูอสิระ DPPH ลดลงร้อยละ 50 (EC
50
) 

โดยใช้กรดแอสคอบิกเป็นสารควบคุมเชิงบวก

2.4.2 การวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวย

วิธี 2,2-Azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonic Acid (ABTS) 

การวิเคราะห์การก�ำจัดอนุมูลอิสระ ABTS ตาม

วธิขีอง Re และคณะ [18] เตรยีมสารสกดัทีค่วามเข้มข้น

ต่าง ๆ  ในเอทานอล (0.1 0.5 1 5 10 และ 50 มิลลิกรัม

ต่อมลิลลิติร) เตมิสารสกัดลงใน 96 well plate ปรมิาตร 

50 ไมโครลติร จากนัน้เตมิสารละลาย ABTS ความเข้มข้น  

7 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร โดยท�ำการ

ทดลองความเข้มข้นละ 3 ซ�้ำ บ่มในที่มืด ที่อุณหภูมิห้อง 

เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสง ที่

ความยาวคล่ืน 734 นาโนเมตร และน�ำค่าการดูดกลืน

แสงค�ำนวณร้อยละการก�ำจดัอนมุลูอสิระ ABTS (%ABTS 

radical scavenging) ดังสมการที่ 2 เพื่อค�ำนวณความ

เข้มข้นของสารสกัดที่สามารถท�ำให้อนุมูลอิสระ ABTS 

ลดลงร้อยละ 50 (EC
50
) โดยใช้กรดแอสคอบิกเป็นสาร

ควบคุมเชิงบวก

	 DPPH radical scavenging (%) = [(Ac-As)/Ac] x 100	 สมการที่ 1

เมื่อ	 Ac = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่ไม่มีสารสกัด

	 As = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่มีสารสกัด

	 ABTS radical scavenging (%) =[(Ac – As)/Ac] x100	 สมการที่ 2

เมื่อ	 Ac = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย ABTS ที่ไม่มีสารสกัด

	 As = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย ABTS ที่มีสารสกัด

2.5 ทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบในหลอดทดอง

การยับยั้งการเสียสภาพของโปรตีน (Protein 

denaturation inhibitory assay) ตามวิธีของ 

Gunathilake และคณะ [19] 

เตรียมสารสกัดที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  ในน�้ำกลั่น 

(100 200 300 400 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เติม

สารสกดัลงในหลอดทดลอง ปริมาตร 2 มลิลลิติร จากนัน้

เติมสารละลาย Bovine serum albumin (BSA) ความ

เข้มข้น 1%w/v ปรมิาตร 200 ไมโครลิตร เตมิสารละลาย 

PBS (pH 6.4) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร โดยท�ำการทดลอง

ความเข้มข้นละ 3 ซ�้ำ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที และ น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 75 องศา
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เซลเซยีส เป็นเวลา 5 นาท ีตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูห้ิองเพือ่ให้

สารเยน็ลง จากนัน้วดัค่าการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 

660 นาโนเมตร และน�ำค่าการดูดกลืนแสงค�ำนวณ

เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเสื่อมสภาพ (% inhibition of 

denaturation) ดังสมการที่ 3 โดยใช้ diclofenac 

sodium เป็นสารควบคุมเชิงบวก

	 Inhibition of denaturation (%) = (Ac/As)) × 100	 สมการที่ 3

เมื่อ	 Ac = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย ที่ไม่มีสารสกัด

	 As = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย ที่มีสารสกัด

2.6 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

แสดงข้อมูลผลการทดลองในรูปแบบของค่า

เฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และวิเคราะห์ความ

แตกต่างของข้อมูลโดยใช้ One-way Anova และ Post 

Hoc tests ด้วยวิธี Duncan’s Multiple Range Tests 

(DMRT) และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง 2 ตัวแปร

ด้วย Pearson correlation โดยใช้โปรแกรม Software 

SPSS V.26.0

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์
3.1 เกบ็ตวัอย่าง และเตรยีมสารสกดัของพชืสกลุกญัชา

ตัวอย่างช่อดอกพืชสกุลกัญชา 4 กลุ่มสายพันธุ์ 

ได้แก่ สายพันธุ์ไทยหางกระรอก (Thai stick) King 

garden Charlotte’s angel และ CBG zerodue จาก

แหล่งปลูกต่าง ๆ  ที่มีความน่าเชื่อถือด้านสายพันธุ์ปลูก 

(Figure 1) สกดัด้วยตวัทําละลายเอทานอล โดยใช้ปรมิาตร 

ตัวทําละลายชนิดละ 500 มิลลิลิตร ใช้เวลาในการสกัด 

72 ชั่วโมง ได้เป็นสารสกัดหยาบ (crude extract) ท่ี

แสดงให้เห็นว่า การสกัดสารจากช่อดอกเพศเมียของพืช

สกุลกัญชาด้วยตัวท�ำละลายเอทานอลจะให้สารฟีนอลิก 

รวมสูงที่สุด [20] เน่ืองจากสภาพขั้วของตัวท�ำละลายมี

ความเหมาะสมต่อการสกดัสารกลุ่มฟีนอลิก บทบาทของ

ตัวทําละลายขั้วสูงจะช่วยให้การสกัดสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพออกจากพชืตวัอย่างได้ดกีว่าตวัทําละลายทีม่ขีัว้ต�ำ่ 

จึงมักนํามาสกัดสารออกฤทธ์ิจําพวก phenol และ 

polyphenol ซึง่พนัธะไฮโดรเจนระหว่างสภาพขัว้ตวัทาํ

ละลายและตําแหน่งของหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ในสาร 

ประกอบฟีนอลิกมผีลต่อประสิทธภิาพในการกาํจดัอนมุลู

	 (a)	 (b)	 (c)	 (d)

Figure 1	 Characteristics of floral phenotypes of Cannabis sp. strains (a) Thai stick (b) King garden  

(c) Charlotte’s angel (d) CBG zerodue at 3-4 months from Phatthalung, Surat thani, Prachin Buri 

and Songkhla province, respectively
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อิสระ โดยตัวทําละลายท่ีมีขั้ว (เช่น water, EtOH, 

EtOAc, acetonitrite, tert-butyl alcohol และ acetic 

acid) จะมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่า

ในตัวทําละลายที่ไม่มีขั้ว (เช่น DCM, chloroform, 

hexane, petroleum ether, n-decane และ 

chlorobenzene) เนื่องจากตัวทําละลายจะเข้าจับกับ

อนมุลูอสิระก่อนทีห่มู-่OH ในสาร phenol จะเข้าจบัอนมุลู 

อสิระโดยตรงและทาํให้ความเป็นอนมุลูอสิระหมดไป [21]

3.2 วิเคราะห์ปริมาณสารกลุ่มแคนนาบินอยด์ ด้วย

เทคนิค HPLC

การวเิคราะห์ปรมิาณสารกลุม่แคนนาบนิอยด์ใน

พืชสกลุกญัชาทัง้ 4 สายพนัธุ ์จากโครมาโทแกรมการแยก

สารด้วยเทคนิค HPLC สามารถคิดเป็นร้อยละโดย 

น�้ำหนัก (%w/w) ของสารกลุ่มแคนนาบินอยด์ สายพันธุ์ 

Thai stick พบเฉพาะสารแคนนาบนิอยด์กลุม่ total THC 

ประกอบด้วยสาร THCA และ THC เท่ากบั 3.92 %w/w 

สัดส่วนของสารแคนนาบินอยด์ชนิด CBD/THC เป็น 

0/3.92 = 0 จัดอยู่ในกลุ่มกัญชาแบบที่ 1 (type I) สาย

พนัธุ ์King Garden พบทัง้สารแคนนาบนิอยด์ชนดิ THC 

และ CBD เท่ากับ 3.58 และ 5.49 %w/w ตามล�ำดับ 

สดัส่วนสารแคนนาบนิอยด์ชนดิ CBD/THC เป็น 1.53/1 

= 1.53 จัดอยู่ในกลุ่มกัญชาแบบที่ 2 (type II) สายพันธุ์ 

Charlotte’s angel พบว่ามีปริมาณ total CBD 5.19 

%w/w สัดส่วนของ CBD/THC เท่ากับ 5.19 จัดอยู่ใน

กลุ่มกัญขาแบบที่ 3 (type III) และในสายพันธุ์ CBG 

zerodue พบสาร CBG เป็นหลักเท่ากับ 4.16 %w/w 

และพบสาร CBD 1.23 %w/w สัดส่วนสาร CBG/CBD 

เป็น 4.16/1.23 = 3.38 จัดอยู่ในกลุ่มกัญชาแบบท่ี 4 

(type IV) (Table 2) ซึ่งการจัดกลุ่มพืชสกุลกัญชาตาม

สดัส่วนการสะสมสารกลุม่แคนนาบนิอยด์ (chemotype) 

สอดคล้องกันกับรายงานการวิจัย ซึ่งแบ่งกลุ่มสายพันธุ์

ของพืชสกุลกัญชาออกเป็น 4 ชนิด ดังนี้ แบบที่ 1 (type 

I) กัญชาที่ให้สาร THC สูงกว่าร้อยละ 0.3 โดยน�้ำหนัก 

และ CBD ต�่ำกว่าร้อยละ 0.5 โดยน�้ำหนัก มีสัดส่วนสาร 

CBD:THC น้อยกว่า 0.02 แบบที่ 2 (type II) กัญชาที่ให้

ทัง้สาร THC และ CBD มสัีดส่วนสาร CBD:THC ระหว่าง 

0.6-4 แบบที่ 3 (type III) กัญชาที่ให้สาร CBD สูง มี

สัดส่วนสาร CBD:THC มากกว่า 5 และแบบที่ 4 (type 

IV) กญัชาทีใ่ห้สาร CBG สงู มสีดัส่วน CBG:CBD มากกว่า 

0.5 [14]

ดังนั้นในพืชสกุลกัญชาทั้ง 4 สายพันธุ์ สามารถ

แบ่งออกตามสดัส่วนของสาร total THC CBD และ CBG 

ออกเป็น 4 แบบ ซึ่งพบโครงสร้างของสารที่พบหลักใน

ตัวอย่างพืชสกุลกัญชา ดังแสดงใน Figure 2

3.3 วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม

ผลการวเิคราะห์ปรมิาณสารฟีนอลกิรวมของสาร

สกดัหยาบพชืสกลุกญัชา 4 สายพนัธุ ์คาํนวณจากสมการ

เส้นตรงของกราฟสารมาตรฐานกรดแกลลิก (y = 

0.0033x + 0.1067, R2 = 0.9974) แสดงใน Table 3  

พบว่าสารสกัดหยาบทั้ง 4 สายพันธุ์ มีปริมาณฟีนอลิก 

รวมแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) โดย

สายพันธุ์ King garden มีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงที่สุด 

เท่ากับ 1,033.60±9.42 mgGAE/g extract รองลงมา

คือสายพันธุ์ Charlotte’s angel เท่ากับ 884.29±9.57 

mgGAE/g extract ทัง้นีจ้ากโครงสร้างของสารแคนนาบิ

นอยด์ จดัเป็นสารประกอบฟีนอล ตามโครงสร้างโมเลกลุ

ของวงแหวนอะโรมาตกิ ทัง้นีส้ายพนัธุ ์King Garden ซึง่

จัดเป็นสายพันธุ์ที่มีทั้งสาร THC และ CBD จึงมีปริมาณ

สารประกอบกลุ่มฟีนอลิกมากกว่าสายพันธุ์อื่น ๆ  และ 

ฟีนอลจากพืชที่ออกฤทธ์ิทางชีวภาพจัดเป็นแหล่งสาร

ต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดของพืชเป็น

ตัวแปรส�ำคัญส�ำหรับคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ [22]

3.4 วิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

การวิเคราะห์ฤทธิ์ต ้านอนุมูลอิสระของสาร 

สามารถพจิารณาได้ทัง้การป้องกนั การให้การรกัษา หรือ

การฟื้นฟู ซึ่งกิจกรรมท่ีน�ำมาใช้มากที่สุด ได้แก่ การ

วิเคราะห์ความสามารถในการก�ำจัดอนุมูลอิสระ เพื่อลด

ไอออนของโลหะ และเพือ่ชะลอกระบวนการออกซเิดชัน

ของโมเลกุลเป้าหมาย โดยใช้วิธี ABTS และ DPPH [23] 
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Table 2	 Total THC and CBD contents (%w/w), ratio content of CBD/THC and CBG/CBD and types 

of Cannabis sp.

TYPES
Variety

C. Sativa L.

Cannabinoids content (%w/w)

Total
Ratio

CBD/

THC

Ratio

CBG/CBDTHC CBD CBG

I : THC dominant Thai stick 3.92 - - 0/3.92 -

II : Hybrid King garden 3.58 5.49 - 1.53/1 -

III : CBD dominant Charlotte’s angel - 5.19 - 5.19/0 -

IV : CBG dominant CBG zerodue - 1.23 4.16 - 3.38/1

Figure 2	 Structure of observed cannabinoids

	 Abbreviations; (1) THC, tetrahydrocannabinol; (1a) THCA, tetrahydrocannabinolic acid; (2) CBD, 

cannabidiol; (2a) CBDA, cannabidioloic acid (3) CBG, cannabigerol; (3a) CBGA, cannabigerolic acid;

จากการวเิคราะห์ฤทธิต้์านอนมุลูอสิระของพชืสกลุกัญชา

ทั้ง 4 สายพันธุ์ ซึ่งประกอบด้วยสารกลุ่มแคนนาบินอยด์

ที่มีสัดส่วนแตกต่างกัน จากโครงสร้างทางเคมีของแคน

นาบินอยด์ที่ตรวจสอบ (Figure 3) แสดงให้เห็นว่า

คุณสมบัติของสารต้านอนุมูลอิสระส่วนใหญ่เป็นผลมา

จากหมู่ฟีนอลที่ถูกออกซิไดซ์ได้ง่ายในรูปแบบควินอยด์ 

[24] และพันธะไม่อิ่มตัวที่พบในโครงสร้างของโมเลกุล

ของสารแคนนาบินอยด์บางชนิด 

3.4.1 การวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวย

วิธี DPPH

ฤทธิต้์านอนมุลูอสิระของสารสกดัหยาบพชืสกลุ

กัญชา 4 สายพันธุ์ โดยวิธี DPPH แสดงใน Table 3  

ผลการทดลอง พบว่าสายพันธุ์ King garden ที่ประกอบ

ด้วยสาร THC และ CBD และมีปริมาณฟีนอลิกรวมสูง

ที่สุด มีประสิทธิภาพในการก�ำจัดอนุมูลอิสระ DPPH ได้

ดีที่สุดอย่างมีนัยส�ำคัญ (p<0.05) มีค่า EC
50

 เท่ากับ 

15.06±0.73 มลิลิกรมัต่อมลิลิลิตร รองลงมาคือสายพนัธุ์ 

Charlotte’s angel มีค่า EC
50
 เท่ากับ 24.32±1.25 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ทุกสารสกัดคงมีประสิทธิภาพใน

การต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้น้อยกว่าสารมาตรฐาน 

กรดแอสคอบกิ ซึง่กระบวนการต้านอนมุลูอสิระทีเ่กิดขึน้นี้  

เกี่ยวข้องกับโครงสร้างทางเคมีของสารประกอบฟีนอลิก

ที่พบในสารแคนนาบินอยด์ ชนิด THC และ CBD ที่มีหมู่ 

–OH บริเวณวงแหวน aromatic ring อีกทั้งหลังจากให้ 
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H atom แก่อนมุลูอสิระแล้วโครงสร้างยงัคงความเสถียร 

และสามารถเข้าทําปฏกิริยิาต่อกบัอนมุลูอสิระขัน้ที ่2 ใน

รูป alkoxyl (RO•) ได้อีกครั้ง ซึ่ง H atom ของหมู่ –OH 

จะกําจัดอนุมูลอิสระ DPPH• โดยจับกับอิเล็กตรอนโดด

เด่ียวของอนุมูลอิสระ DPPH บริเวณ N atom ทําให้

อนุมูลอิสระของ DPPH ได้รับโปรตอนหรือถูกรีดิวซ์ด้วย

สารต้านอนมูุลอสิระ จนเกดิความเสถียร นัน่หมายถึงสาร

สกัดหยาบจะมปีระสทิธภิาพในการต้านอนมุลูอสิระมาก

ขึน้เมือ่หมู ่–OH ทีมี่จํานวนมาก และมตํีาแหน่งทีเ่หมาะสม  

ประกอบกับคุณสมบัติของสารประกอบฟีนอลิกท่ีแม้ว่า

จะสญูเสยีอเิลก็ตรอน ให้กบัอนมุลูอสิระแต่โครงสร้างของ

สารประกอบฟีนอลิกยังมีความหนาแน่นของอิเล็กตรอน

สูงทําให้อิเล็กตรอน สามารถย้ายไปท่ัวโครงสร้าง 

(delocalization) และคงความเสถียรเอาไว้ได้ จึง

สามารถหยุดปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ [21]

3.4.2 การวิเคราะหฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวย

วิธี ABTS

ฤทธิต้์านอนมุลูอสิระของสารสกดัหยาบพชืสกลุ

กัญชา 4 สายพันธุ์ โดยวิธี ABTS แสดงใน Table 3 ผล

การทดลอง พบว่าสายพนัธุ ์King garden ทีป่ระกอบด้วย

สาร THC และ CBD และมีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงที่สุด 

มีประสิทธิภาพในการก�ำจัดอนุมูลอิสระ ABTS ได้ดีที่สุด

อย่างมีนัยส�ำคัญ (p<0.05) ซึ่งมีค่า EC
50

 เท่ากับ 

0.50±0.10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือสายพันธุ์ 

Charlotte’s angel มีค่า EC
50

 เท่ากับ 0.63±0.07 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 

Dawidowicz และคณะ, 2021 ท่ีแสดงให้เหน็ว่าสารแคน

นาบินอยด์ชนิด CBD มีประสิทธิภาพในการก�ำจัดอนุมูล

อิสระ ABTS ได้ดีกว่า THC ซ่ึงเป็นผลจากจ�ำนวนกลุ่ม 

ฟีนอลิก –OH ท่ีลดลงในแคนนาบินอยด์แต่ละชนิด  

และจากอันตรกิริยาของกลุ่ม OH กับอิเล็กตรอนของ

พนัธะคูท่ีเ่กดิขึน้ในโครงสร้างทีต่รวจสอบ ด้วยเหตนุีค้วาม

สามารถในการขนส่งอเิลก็ตรอนจากโมเลกุลแคนนาบนิอยด์ 

ไปยังอนุมูลไอออนบวกของ ABTS จึงลดลง เพราะถูก 

ขัดขวาง ตามล�ำดับดังกล่าว [24]

จากการทดสอบประสิทธิภาพในการต้านอนุมูล

อสิระของสารสกัดหยาบจากพืชสกุลกญัชาท้ัง 4 สายพนัธุ์ 

ทั้ง 2 วิธี แสดงให้เห็นว่าสารสกัดของทั้ง 4 สายพันธุ์มี

ประสทิธิภาพในการต้านอนมุลูอิสระทีแ่ตกต่างกัน ซึง่เป็น

ผลจากสัดส่วนของสารกลุ่มแคนนาบินอยด์ แตกต่างกัน 

จะเห็นได้ว่าสายพันธุ์แบบที่ 2 ที่ประกอบด้วยสารกลุ่ม 

THC และ CBD มีประสิทธิภาพต้านอนุมูลอิสระทั้งวิธี 

DPPH และ ABTS ได้ดีที่สุด เนื่องจากทั้งสาร CBD และ 

THC มฤีทธิต้์านอนมุลูอสิระ เมือ่พจิารณาจากโครงสร้าง

ทางเคมี ของ CBD และ THC พบว่าเกี่ยวข้องกับกลไก

การแยกอเิล็กตรอน และไฮโดรเจนทีต่�ำแหน่งฟีนอล [25] 

และจากรายงานการวิจัย พบว่า ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 

ทดสอบด้วยวธิ ีDPPH และ ABTS มคีวามสมัพันธ์กบัสาร

แคนนาบนิอยด์ชนดิ THC และ CBD เป็นอย่างมาก กล่าว

คือในพืชสกุลกัญชาที่มีปริมาณสาร THC และ CBD สูง 

จะมปีระสทิธภิาพในการต้านอนมุลูอสิระ แต่พบว่าในพชื

สกุลกัญชาที่มีปริมาณสาร (cannabichromene) และ 

CBG สูง จะมีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระที่ต�่ำ

กว่า [26] ซึ่งสอดคล้องกันกับผลการทดลองนี้ 

ถึงแม้ว่าความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ 

DPPH ต�ำ่กว่าการทดสอบด้วยวิธ ีABTS แต่วธิกีารทัง้สอง

แสดงแนวโน้มผลลพัธ์เดียวกนั ซึง่เป็นผลจากอนมุลูอสิระ 

DPPH เป็นอนุมูอิสระสังเคราะห์ที่มีความเสถียร และ

โครงสร้างของ DPPH ที่มีขนาดใหญ่ มีผลต่อการเกิด

ปฏิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระ ท�ำให้การท�ำปฏิกิริยา

กบัอนมุลูอสิระ DPPH นัน้ยากกว่าในอนมุลูอสิระไอออน

บวกของ ABTS [27] สอดคล้องกับงานวิจัยเปรียบเทียบ

ความสามารถในการต้านอนมุลูอสิระของอาหารทีอ่ดุมไป

ด้วยสารต้านอนุมูลอิสระ 50 อันดับจากสหรัฐอเมริกา

และพบว่าสารต้านอนุมูลอิสระนั้นมีประสิทธิภาพในการ

ต้านอนุมูล DPPH ต�่ำกว่า ABTS [28]

นอกจากนี้เมื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง

ปริมาณสารกลุ่มฟีนอลิกรวมกับประสิทธิภาพในการ

ก�ำจัดอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS ด้วย Pearson 

correlation พบว่าปริมาณสารฟีนอลิกรวมที่พบในสาร
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สกัดหยาบของพืชสกุลกัญชาทั้ง 4 สายพันธุ์ มีความ

สัมพันธ์กับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS มีค่า 

r = 0.9750 และ 0.9820 ตามล�ำดับ (Figure 3) ซึ่งจาก

ค่าสมัประสทิธิส์หสมัพทัธ์ (r) สงูกว่า 0.7 หมายถงึ ความ

สัมพันธ์ระหว่าง 2 ตัวแปร มีความสัมพันธ์เชิงบวกระดับ

มาก กล่าวคือ ปริมาณสารกลุ่มฟีนอลิกรวมที่พบในพืช

สกุลกัญชามีผลต่อประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระ 

ซึ่งสอดคล้องกับ รายงานวิจัยต่าง ๆ  ที่พบว่าสารฟีนอลิก

จากพืชที่ออกฤทธ์ิทางชีวภาพ จัดเป็นแหล่งสารต้าน

อนุมูลอิสระ ซึ่งปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดของพืชเป็น

ตัวแปรส�ำคัญส�ำหรับคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ [22]

Table 3	 Total phenolic content and antioxidant activities 4 cultvars of.

TYPES
Cultivar

C. Sativa L.

Total phenolic 
content

(mgGAE/g extract)

Antioxidant activities

DPPH
(EC

50 
mg/mL)

ABTS
(EC

50 
mg/mL)

I Thai stick 762.31±10.77a 33.44±2.24a 1.02±0.03a

II King garden 1033.60±9.42b 15.06±0.73b 0.50±0.10b

III Charlotte’s angel 884.29±9.57c 24.32±1.25c 0.63±0.07c

IV CBG zerodue 701.70±3.85d 149.25±3.23d 1.25±0.05d

Ascobic acid N.D. 3.57±0.24 1.75±0.04

The values are mean ± standard deviation (n=3). a-dMeans within each column followed by different letters 

are significantly different (p<0.05) using one way ANOVA.

Figure 3	 Correlation between total phenolic content and (A) DPPH radical scavenging activity of the extracts. 

Correlation coeff ic ient, r=0.9750 and coeff ic ient of determination, R2=0.9506.  

(B) ABTS radical scavenging activity of the extracts. Correlation coefficient, r=0.9820 and coefficient 

of determination, R2=0.9643.
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3.5 ฤทธิ์ต ้านการอักเสบในหลอดทดลองด้วยวิธ ี

(protein denature inhibition)

การเสียสภาพของโปรตีนเป็นกระบวนการที่

โปรตีนสูญเสียโครงสร้างตติยภูมิ (tertiary structure) 

และโครงสร้างทุตยิภมู ิ(secondary structure) โดยการ

ใช้ความเครียดภายนอกหรือสารประกอบ เช่น กรดหรือ

เบสที่เข้มข้น ความเข้มข้นของเกลืออนินทรีย์ ตัวท�ำ

ละลายอินทรีย์ หรือความร้อน ท�ำให้ไม่สามารถแสดง

หน้าที่ทางชีวภาพได้อีก และเป็นสาเหตุที่ท�ำให้เกิดการ

อกัเสบได้ [29] ในการทดลองนี ้ใช้ความร้อนในการท�ำให้

โปรตนีเสยีสภาพ โดยพนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bond)  

หรือพันธะไฮโดรโฟบิก (hydrophobic interaction) 

ของโปรตีนจะถูกท�ำลาย และไปท�ำลายโครงสร้างของ

โปรตีน ท�ำให้เกิดการตกตะกอนขึ้น 

ฤทธ์ิต้านการอักเสบในหลอดทดลองของสารสกัด 

หยาบพืชสกุลกัญชา 4 สายพันธุ ์ ด้วยวิธี protein 

denature inhibition แสดงใน Figure 4 ผลการทดลอง 

พบว่าสายพนัธ์ุ CBG zerodue ทีป่ระกอบด้วยสาร CBG 

และ CBD มปีระสทิธภิาพยบัยัง้การเสยีสภาพของโปรตนี

ได้ดีที่สุด คิดเป็นร้อยละ 57.51 ที่ความเข้มข้น 500 

ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร รองลงมาคอืสายพันธุ ์Thai stick 

ที่ประกอบด้วยสาร THC มีประสิทธิภาพยับยั้งการเสีย

Figure 4	 % Protein denature inhibition of 4 cultivars of Cannabis sp.

	 The values are mean (n=3). a-eMeans within each bar followed by different letters are significantly 

different (p<0.05) using one way ANOVA.

สภาพของโปรตีน คิดเป็นร้อยละ 43.41 ที่ความเข้มข้น 

500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

จากผลการทดสองพืชสกุลกัญชาสายพันธุ์ CBG 

zerodue จัดอยู่ในพืชสกุลกัญชา Type IV ซ่ึงพบสาร

กลุ่มแคนนาบินอยด์ ชนิด CBG เป็นหลัก และพบ CBD 

เป็นองค์ประกอบด้วย ซึ่งมีความสามารถในการต้านการ

อกัเสบในหลอดทดลองได้ดทีีส่ดุ จากรายงานการวจิยั พบ

ว่าสาร CBD และ CBG มีประสิทธิภาพต้านการอักเสบ 

และระบบภูมิคุ้มกัน รวมถึงการยับยั้งการกระตุ้นการ

ท�ำงานของเซลล์ที่ท�ำให้เกิดการอักเสบ [9] 

4. สรุป
ปัจจุบันพืชสกุลกัญชามีหลากหลายสายพันธุ์ 

แต ่ละสายพันธุ ์จะมีสัดส ่วนของสารออกฤทธิ์กลุ ่ม 

แคนนาบินอยด์ที่แตกต่างกัน ซึ่งส่งผลต่อการออกฤทธิ์

ทางชวีภาพทีแ่ตกต่างกนั จากการทดลองพบว่าสายพนัธุ์

ที่มีทั้งสารแคนนาบินอยด์ชนิด THC และ CBD พบว่ามี

ปริมาณสารกลุ่มฟีนอลิกรวมสูงสุด ซึ่งส่งผลต่อฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอิสระที่สูงด้วย และสายพันธุ์ที่มีปริมาณสาร CBG 

สูง ออกฤทธิ์ต้านการอักเสบได้ดีที่สุด ดังนั้นการเลือกใช้
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