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MO DAU
1. Tinh cép thiét ctia luin &n

Hién nay, ung thu 1a cin bénh gy ti 18 tir vong cao, trong khi cac liéu phap diéu
tri hién ¢6 van con nhiéu han ché do nhirng tdc dung phu doc hai, khong mong mudn.
Theo s6 liéu caa Té chirc Ung thu toan cau (GLOBOCAL), mdi nam Viét Nam co
hon 126.000 ca méic mé&i va 94.000 ngudi chét vi ung thu. Nhu vy, trung binh mdi
ngay c6 257 nguoi tor vong vi ung thu. Bénh ung thu tr¢ thanh nguyén nhan gay tu
vong dimg thir 4 & nudc ta. SO luong nguoi mic bénh khong nging gia tang, tir
68.000 ca vao nam 2000 1én 126.000 ca vao nam 2010 va dy kién s& dat t6i con s6
189.000 ca vao nam 2020. Viéc nghién ctru tim ra cac chat c6 kha ning diéu tri can
bénh ung thu, ciing nhu ngin can sy phat trién cia cac té bao ung thu 1am ting thoi
gian séng cho bénh nhan ludén dugce cac nha khoa hoc trong nudc va thé giéi quan
tam nghién ctru. Pén nay, da c6 nhiéu hoat chat chéng ung thu c6 ngudn goc tu nhién
da duoc kham pha ra va dem vao sir dung trén 1am sang. Cac hoat chat dién hinh 13
paclitaxel (taxol), vinblastin va vincristin, camptothecin, adriamycin...

Viét Nam c6 diéu kién khi hau thuén loi d3 hinh thanh mot hé sinh thai thuc vat
da dang va phong phu vdi khoang 12.000 loai thuc vat bac cao, trong do c6 khoang
4000 loai dugc stir dung lam thudc. Trong s6 cac ho thuc vat cia Viét Nam, ho Ray
(Araceae) 1a mot trong nhitng ho c6 nhiéu loai dugc sir dung 1am thube. Cong dung
st dung chung nhat trong y hoc c6 truyén Viét Nam va mot sé6 nude nhu Trung Quéc,
An D6 va mot s nude Pong nam A ctua mot sé loai duoc liéu thudc ho Ray 1a st
dung lam mét gan, chong viém, cam mau, 1am lién vét thuong, chita u nhot va chira
con tring can... Cac nghién ciru vé hoa thyc vat da cong bd cho thay thanh phan hoa
hoc chung nhat cha yéu cua cac loai thuoc ho Ray la alkaloid, flavonoid, terpenoid,
lignan, glycoside va cerebroside.

Céc nghién ctru sang loc hoat tinh sinh hoc ban dau cila ching toi cho thiy cac
loai cao chiét tir 5 loai duoc liéu ho Ray: Ban ha roi (Typhonium flagelliforne (Lodd)
Blume), Moén nudc (Colocasia esculenta (L.) Schott.), Ban ha ba thuy (Typhonium
trilobatum (L.) Schott.), Doc mung (Colocasia gigantea (Blum) Hook. f), Ray dai
(Colocasia macrorhiza Shott) ciing thé hién hoat tinh chdng oxy hoa, giy doc té bao
va hoat tinh khang vi sinh vat kiém dinh. Cac nghién ctru trong nuéc va quéc té cho
thiy 5 loai duoc liéu nay chwa duoc nghién ctu diy du vé thanh phan hoa hoc va
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hoat tinh sinh hoc. Véi mong mudn tim kiém céc hoat chét tng dung trong Y-Duoc
tir ngudn dugc lidu Viét Nam, dic biét tir cac cay ho Ray ching tdi thuc hién dé tai:
“Nghién ciru thanh phan hoa hoc va hogt tinh chéng ung thuw ciia mgt sé 1oai thuec
vdt thugc he ray ¢ Viét Nam”.

2. Muc tiéu nghién ciru

- Nghién ctru sang loc, chiét xuat, phan lap va xac dinh céu tric cac chat tir dich
chiét mot s6 loai thudc ho Ray (Araceae).

- Khao sét hoat tinh chong ung thu va hoat tinh khang vi sinh vat kiém dinh, hoat
tinh chdng 6 xi héa, hoat tinh ting cuong mién dich, doc tinh cap, hoat tinh bao vé
gan cua cac phan doan dich chiét, cac chat phan 1ap tir cac d6i twong nghién ctru.

3. N¢i dung nghién ciru

- Thu thap va dinh danh cac mau thyc vat thuoc ho Ray, sang loc hoat tinh sinh
hoc theo dinh huéng hoat tinh chdng oxi hoa, giy doc té bao va hoat tinh khang vi
sinh vat kiém dinh cua cac dich chiét dugc liu 1am co s& dé lya chon mau cho
nghién ctru tach chiét va danh gia hoat tinh sinh hoc.

- Panh gia doc tinh cap, hoat tinh bao vé gan trong thir nghiém in- vivo sinh hoc
va tac dung ting cuong mién dich cao chiét methanol cta cac mau dugc lya chon dé
nghién ciru tach chiét cac chat.

- Phan lap, xac dinh cau tric va tha hoat tinh sinh hoc cua cac hop chat phan lap
dugc tir cac can chiét.

4. Nhirng déng gop moi cia luan an

Luan an 1a cong trinh nghién ciu dau tién mot cach c6 hé thdng vé thanh phan
hoa hoc va hoat tinh sinh hoc cua hai loai M6n nude Colocasia esculenta (L.) Schott
va Ban ha roi Typhonium flagelliforne (Lodd) Blume thudc ho Ray (Araceae) thu
thap ¢ Viét Nam.

5. 'Y nghia khoa hoc ciia luan an

Luan an dong gop nhitng dir liéu khoa hoc méi vé thanh phan héa hoc va hoat
tinh sinh hoc cua hai loai cua hai loai Mon nudce Colocasia esculenta (L.) Schott va
Ban ha roi Typhonium flagelliforne (Lodd) Blume thudc ho Ray (Araceae) thu thap &
Viét Nam nham gop phan tao co s khoa hoc cho viéc st dung hop Iy va cé hiéu qua
hai loai thuc vat dugc nghién cuu.



6. Pia diém thuc hién ludn an

Khoa Sinh hoc truong Pai hoc Khoa hoc Tu nhién, Pai hoc Quéc Gia Ha Noi;
Truong Cao ding Y-Duoc PhiiTho.

CHUONG 1. TONG QUAN TAI LIEU

Phan Téng quan tai liéu tap hop va trinh bay mot cach hé thong cac két qua
nghién ctu trong nudc va quéc té vé cac van dé: Nghién cau thanh phan héa hoc va
hoat tinh sinh hoc cua cac loai thuc vat thuoc ho Ray (Araceae).

Chwong 2. NGUYEN LIEU, PHUONG PHAP NGHIEN CUU VA THUC

NGHIEM

2.1. Poi twong nghién ciu

Nam loai cay dugc liéu thuoc ho Ray thu hai vao thang 5 - 7 cac nam 2016- 2017
tai Ninh Binh va Pha Tho bao gom: Ban ha roi (Typhoniumflagelliforne (Lodd)
Blume), Mon nudc (Colocasia esculenta (L.) Schott.), Ban ha ba thuy (Typhonium
trilobatum (L.) Schott.), Doc mung (Colocasia gigantea (Blume) Hook. f) va Ray dai
(Colocasia macrorhiza Schott)
2.2. Nguyén vat liéu nghién ciu

- Chut nhat trang thuan chung dong Swiss ¢ khéi lugng 20 g + 2 g, khoe
manh do Vién V¢ sinh dich t& Trung wong cung cap.

- C4c chung vi sinh vat va nim kiém dinh gom:

Vi khuan Gram (-): Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Escherichia coli
ATCC 25922, Salmonella enterica ATCC 13076.

Vi khuan Gram (+): Staphylococcus aureus ATCC 13709, Bacillus subtillis
ATCC 6633, Lactobacillus fermentum ATCC 9338.
Nam: Candida albicans (Ca) ATCC 10198.

4 dong té bao ung thu ¢ nguoi duoc cung cip boi ATTC gom: KB - ung thu
biéu md (CCL — 17™); Hep G2 - ung thu gan (HB — 8065™); MCF-7 - ung thu va
(HTB — 22™) va LU ung thu phoi (HTB-57™).

2.3. Phuong phap nghién ciru
2.3.1. Cac phwong phap nghién ciru thanh phan hoa hoc
2.3.1.1 Phwong phdap phan ldp
2.3.1.2. Phwong phdp xdc dinh cdu tric
Cac phuong phap vat Iy hién dai duoc sir dung dé xac dinh ciu tric cac hop
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chét phan Iap, bao gdm phd hong ngoai (FT-IR), phd khéi luong (ESI-HRMR, ESI-
MS), phd cong huang tir hat nhan (1D NMR, 2D NMR) két hop véi do diém chay va
do quay cuc.
2.3.2. Cac phuong phap xac dinh hoat tinh sinh hoc
2.3.2.1. Phwong phdp danh gid dic tinh cip

- Panh gia doc tinh cp cua cao long cac dugc liéu duoc thuc hién cu thé theo
phuong phép ctiia Pé Trung Pam va xac dinh LDs, theo phuong phap cua Litchfield —
Wilcoxon.
2.3.2.2. Phwong phdp déinh gid tdc dung bdo vé gan cia cac dich chiét

Panh gia tac dung bao vé gan cua cao chiét methanol cay Mén nudc va cay
Bén ha roi trén md hinh gay tén thuong gan thuc nghiém bang Paracetamol (PAR)
theo phuong phap ctia Poan Thi Nhu.
2.3.2.3. Phuwong phdp khdo sdt tic dong kich thich mién dich trén chugt nhit tring
gdy suy giam mién dich bang cyclophosphamid

Khao sat tac dong kich thich mién dich trén chudt nhat trang gdy suy giam
mién dich bang cyclophosphamid ctia cao chiét methanol cdy Mon nuéc va cay Ban
ha roi theo phuong phap cua Festing.
2.3.2.4. Hoat tinh gdy dgc té bao in vitro

Panh gi4 tac dung giy doc té bao ung thu bang phuong phap ctia Monks
(1991).
2.3.2.5. Phwong phap danh gia hoat tinh chéng oxi hoa

Panh gia kha ning chong oxy hoa in vitro bang thir nghiém hoat tinh quét géc
tw do DPPH.
2.3.2.6. Hoat tinh khang vi sinh vat kiém dinh

Hoat tinh khang vi sinh vat kiém dinh duoc tién hanh theo phuwong phép cua
Vander Bergher va Vlietlinck trén dia 96 giéng.
2.3.3. Phwong phap xir Iy s6 liéu

Cac s6 lieu nghién cau dugc xir Iy théng ké theo phuong phap thong ké sinh
hoc, str dung cong cu Data analysis, Excel va phan mém théng ké GraphPad Prism
6.0 phil hop tly theo mdi phép thir dé c6 két qua chinh xac, dang tin cay.
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Chuong 3: KET QUA NGHIEN CUU
3.1. Sang loc cac ddi twong nghién ctru theo dinh hwéng hoat tinh chong oxi hoa,
gy doc té bao va khang vi sinh vat kiém dinh
3.1.1. Hoat tinh chéng oxi hoa ciia cac phan doan dich chiét cac mau nghién ciu
Bang 3.2. Két qua thu hoat tinh chéng oxi hoé caa cac dich chiét nghién ctu

Tén mau STT Ky hi¢u mau | Gia trj ECsg ( pg/mL) trén h¢ DPPH
Cay Mon nudc 1 CEM 35,41
4 CEE 21,35
Cay ban ha roi 1 TFM 81,76
4 TFE 56,32
Cay Ban ha ba thuy 1 TTM 115,32
4 TTE 118,11
Cay Doc mung 4 CGE 120,37
Cay Ray dai 1 CMM 121,55
4 CME 112,35
acid ascorbic 18,45

Tur két qua sang loc hoat tinh oxy héa tir cac duoc liéu nghién ctu cho thay céc
dich chiét MeOH va céc dich chiét phan doan ethyl acetat cia 5 loai duoc liéu déu thé
hién hoat tinh chéng oxi hoa. Trong d6 cac phan doan dich chiét ethyl acetat ctia cay
Mon nudc va cay Ban ha roi thé hién hat tinh chéng oxi manh véi ECsp lan luot 1a
21,35 va 56,32 pg/mL. Cac phan doan dich chiét ethyl acetat ctia ba loai con lai rat
thap v6i ECsodao dong tir 118,11 + 120,37 pg/mL.

3.1.2. Hoat tinh gay déc té bao ciia cac phan doan dich chiét

Bang 3.3: Két qua thtr hoat tinh gay doc té bao caa cac dich chiét tir 5 loai duoc lidu

Gia trj 1Cso (g/mL) véi cac dong té bao
KB LU MCF7 | HepG2

Tén mau STT | Ky hi¢u

Cay Mon nudc 2 CEH 102,96 | 55,15 >128 96,48

4 CEE 98,32 | 110,21 | 60,51 87,53

Cay ban ha roi 2 TFH 106,82 | 105,49 >128 107,76

4 TFE 104,0 92,8 >128 100,1

Cay Doc mung 2 CGH >128 >128 >128 103,52
Ellipticin 0,31-0,62

Két qua sang loc vé thir hoat tinh gdy doc té bao cua cac dich chiét nghién ctu
thdy rang: dich chiét ethyl acetat ctia loai Mon nudc thé hién hoat tinh t6t nhat d6i

voi ca 4 dong té bao ung thu thir nghiém, céac gia tri 1Csg nam trong khoang 60,51 +
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110,21 pug/mL. Ngoai ra dich chiét n-hexan ctia ca hai loai Mén nudc va Béan ha roi
déu thé hién hoat tinh ddi véi ba dong té bao ung thu 1a KB, LU, HepG2 cac gia tri
ICso ndm trong khoang 55,15 = 107,76 ug/mL. Dich chiét n-hexan cta loai Ban ha roi
thé hién hoat tinh dbi véi ba dong té bao ung thu 1a KB, LU, HepG2 cac gia tri ICsg
nam trong khoang 92,8 = 104,2 ug/mL va dich chiét n-hexan cua cay Doc mung chi
thé hién hoat tinh d6i véi dong té bao ung thu HepG2 voi gia tri ICs 12 103,52
ng/mL. Ngoai ra cac dich chiét con lai khong thé hién hoat tinh d6i vé6i ca 4 dong té
bao ung thu thir nghiém (ICso > 128 pg/mL).

3.1.3. Hoat tinh khang vi sinh vat kiém dinh ciia cac phan doan dich chiét

Bang 3.4: Két qua khang vi sinh vat kiém dinh cta cac phan doan dich chiét

STT | Mau | Nong d6 tc ché 50% sy phat trién cua vi sinh vat va nam 1Cs (ug/mL)
Gram (+) Gram (-) Nam
L. fermentum | B. subtilis | S.aureus | S.enterica | E.coli P.aeruginosa C.albicans
1 CEM >128 >128 | 70,56 | 55,12 | 32,41 90,36 >128
CEH >128 32,16 | 27,15 | >128 >128 >128 >128
CEE >128 56,31 | 70,35 | >128 | 90,51 85,32 >128
2 TFE >128 97,35 | >128 >128 >128 105,11 >128
TFW >128 83,22 | >128 >128 >128 71,32 >128
3 TTM >128 >128 | 60,52 >128 | 45,12 65,07 70,11
TTH >128 >128 | 81,22 >128 | 52,03 68,71 73,31
TTE >128 >128 | 92,16 | >128 | 41,27 72,65 80,27
5 CMM >128 >128 | 97,34 | >128 | 90,57 >128 >128
Ampicilin 0,05 —2 pg/mL 005-1
Amphotericin Hg/mL

Két qua & bang 3.4 cho thay cac dich chiét cay Mén nudc déu cé hoat tinh khang
vi sinh vat kiém dinh. Trong d6, dich chiét Methanol (MCE) c6 tac dung khang cac
chung vi khuan Gram (-) S. enterica, E. coli va P. aeruginosa véi gia tri 1Csy twong
tng 14 55,12; 32,41 va 90,36 pg/mL. Khang vi khuan Gram (+) S. aureus véi gia tri
ICso 12 70,56 pg/mL. Dich chiét n-hexan (CEH) c6 tac dung khang cac vi khuan S.
aureus va B. subtilis véi cac gia tri 1Csp twong tng la 27,15 va 32,16 ug/mL. Dich
chiét ethyl acetate (CEE) c6 tac dung khang cic chung vi khuan Gram (+) S. aureus
va B. subtilis vai gia céc tri I1Cso twong ing la 70,35 va 56,31 pg/mL. Céac chung vi
khuan Gram (-) 12 P. aeruginosa va E. coli véi gi& cac tri 1Cs, twong ung 1a 85,32 va
90,51 pg/mL. Céc dich chiét khac khong thé hién hoat tinh khang vi sinh vat kiém



dinh (IC5>128 pg/mL).

Céc dich chiét ethyl acetate va dich chiét nudc cay Ban ha roi c6 hoat tinh khéng
B. subtilis va P. aeruginosa véi gia tri 1Cso ndm trong khoang 71,32 + 105,11 pg/mL.
Céc dich chiét methanol, n-hexan, ethyl acetate cdy Béan ha ba thuy c6 hoat tinh
khang S. aureus, E. coli, P. aeruginosa va C. albicans voi gia tri 1Cso ndm trong
khoang 45,12 = 92,16 pg/mL. Dich chiét methanol cdy Ray dai c6 hoat tinh khang
cac vi sinh vat S.aureus va E.coli vdi gia tri 1Csg twong tng 1a 97,34 va 90,57 pg/mL.
Cac dich chiét cdy Doc mung va cac dich chiét khac khong thé hién hoat tinh
(1C50>128 pg/mL).

Téng hop cac két qua sang loc vé hoat tinh chéng oxi hoa, gay doc té bao va hoat
tinh khang nam, khang khuan va cia cac dich chiét tir 5 miu duogc liéu nghién ctru
thu duogc, ching toi da Iya chon hai loai thugc ho Ray 1a Cay Mon nudce (Colocasia
esculenta (L.) Schott.) va cdy Ban ha roi (Typhonium flagelliforne (Lodd) Blume) dé
nghién ctru sau hon.

3.2. Két qua hoat tinh sinh hoc ciia cAy Mén nwéc va cAy Ban ha roi
3.2.1. Panh gia ddc tinh cip ciia cao methanol cAy Mén nwéc va cidy Ban ha roi
bang duong udng

Cho ting 16 chudt nhat udng dich chiét methanol cdy Mon nudc va cay Ban ha roi
voi cac liéu tang dan dén liéu 300g duoc liéuwkg thé trong chudt khong cé céc tri¢u
ching biéu hién ngd doc trén hanh vi hoat dong tu nhién, trén ho hép va tiéu hoa va
trong thi nghiém khéng c6 chudt nao chét nén khong xac dinh duoc LDsy.

3.2.2. Hoat tinh bao vé gan trong thir nghiém in-vivo sinh hoc ciia cao chiét
methanol cay Mon nudc va cay Ban ha roi
3.2.2.1. Hiéu qua bao vé gan

Hoat do AST va ALT & 16 d6i chting bénh 1y (16 2) ting cao rd rét so voi 16
chung sinh hoc (16 1) (P<0,05). Biéu nay cho thay PAR da gay ton thuong gan & 16
d6i chung bénh 1y (16 2).

Cac 16 chudt udng cao chiét methanol cdy Mon nudc & ca 3 lieu 500, 1000 va
2000 mg/kg/ngay (16 3, 16 4 va 16 5) trong 8 ngay trudce khi gdy doc gan thi hoat do

enzym AST da giam so v&i 16 bénh 1y (16 2) va tuong duong véi 16 d6i chimg duong
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(16 9), khong khac biét co ¥ nghia thong ké (P<0,05). Trong khi d6 & ca ba liéu trén
thi hoat d6 enzym ALT gidm manh so v&i 16 bénh 1y va tdt hon so véi 16 ddi chung
duong. Nhu vay, cao chiét methanol cdy Mén nude cé tac dung bao vé va phuc hoi
chtrc ning gan sau khi gy tén thuong chudt bang PAR tét twong duong voi silymarin
lidu 50 mg/kg (P<0,05) ddi voi hoat 46 enzym AST va tét hon silymarin liéu 50
mg/kg (P<0,05) d6i véi hoat dd enzym ALT.

Tuy nhién khi so sanh liéu 500 mg/kg/ngay (16 3) voi 1000 (16 4) va 2000
mg/kg/ngay (16 5) thi liéu 500 mg/kg/ngdy 1am giam hoat d6 enzym AST va ALT
kém hon so véi cac lidu 1000 va 2000 mg/kg/ngay. Két qua nay cho thiy & lidu 500
mg/kg/ngdy thé hién kha ning bao vé gan kém hon so véi cac liéu 1000 va 2000
mg/kg/ngay.

Cac 16 chudt udng cao chiét methanol cay Ban ha roi ¢ ca 3 lidu 500, 1000 va
2000 mg/kg/ngay (16 6, 16 7 va 16 8) trong 8 ngay trude khi gdy ddc gan thi hoat do
enzym AST van cao va khoéng c6 su sai khac so véi 16 d6i chung duong (16 9)
(P>0,05). Véi liéu tir 500 — 2000 mg/kg/ngay da 1am giam hoat d6 enzym ALT so véi
16 bénh 1y (16 2) va tuong duong véi 16 doi chimg duong (16 9), khac biét c6 y nghia
thong ké (P<0,05).

Tir cac két qua trén cho thay cac cao chiét methanol cdy Mon nudc va cdy Ban ha
roi déu ¢ tac dung bao vé gan. Trong d6 cao chiét methanol cdy Ban ha roi co tac
dung bao vé gan t6t hon cao chiét methanol cdy Ban ha roi va tét hon silymarin liéu
50 mg/kg.
3.2.2.2. Két qua suw thay d6i khdéi lwong gan

Trong luong gan twong dbi & 16 bénh ly (16 2), khi khong st dung hoat chat bao
vé, gan c6 khéi luong ting rd rét so véi 16 chtng sinh hoc (16 1) (P<0,05), trong khi
d6, & cac 16 c6 sir dung hoat chat bao vé 1a cao methanol caa cdy Mén nudc va cay
ban ha roi vai cac muc liéu 500, 1000, 2000 mg/kg/ngay va Silymarin 50 mg/kg (L6
3,4,5,6,7, 8 va9), khdi lugng gan déu giam so véi 16 chimg bénh 1y (16 2) nhung
khac biét chwa c6 ¥ nghia thong ké (P>0,05). Nhu vay, cao chiét methanol cady Mén
nudc va Ban ha roi ¢ tac dung bao vé gan khi sir dung paracetamol.

3.2.2.3. Két qua kiém tra truc quan ton thwong gan
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- Paracetamol liéu 400 mg/kg gay tén thuong gan chudt trén mé hinh thuc
nghiém.

- Khi st dung cao methanol tir cdy Mén nuéc & lidu 500 mg/kg c6 thé hién tac
dung bao vé gan, nhung hiéu qua chua cao. O liéu cao hon: 1000 mg/kg, 2000 mg/kg
thé hién hiéu qua bao vé gan tét, gan nhu toan bd gan chudt binh thuong, khong bi
tén thuong.

- Khi sir dung cao methanol tir cdy Bén ha roi & liéu 500 mg/kg va 1000 mg/kg c6
thé hién tac dung bao vé gan, nhung hiéu qua chua cao. O liéu cao hon 2000 mg/kg
thé hién hiéu qua bao vé gan tt, gan nhu toan bo gan chudt binh thuong, khdng bi
tén thuong.
3.2.2.4. Ham lwgng MDA trong gan

Ham luong MDA trong gan dugc trinh bay ¢ bang 3.8 cho thay khi chudt dugc
uéng cao methanol tir cdy Mon nudce liéu 1000 va 2000 mg/kg/ngay (16 4 va 16 5) va
silymarin (16 9) thi ham luong MDA trong gan thap hon so véi d6i ching (16 2) va c6
su sai khéac (P<0,05). Lé 3 duoc udng dung dich cao methanol tir cdy Mon nudc lidu
500 mg/kg/ngay thi ham lugng MDA trong gan cling duwoc cai thién so vai 16 bénh 1y
(16 2) khong dugc st dung hoat chat bao vé, du chua cho thiy sy sai khac chua cO Y
nghia thong ké (P>0,05).

Pbi voi chudt uéng dung dich cao methanol tir cdy Ban ha roi liéu 2000
mg/kg/ngay (16 8) thi ham luong MDA trong gan thap hon so véi 16 bénh ly (16 2) va
c6 su sai khac (P<0,05). Céc 16 6 va 7 ubng vai cac lidu 500 va 1000 mg/kg/ngay thi
ham lugng MDA trong gan ciing dugc cai thién so vaéi 16 bénh ly (16 2) khong dugc
stt dung hoat chét bao vé, du sy sai khac chua c6 ¥ nghia thong ké so véi d6i ching
sinh hoc (P>0,05).

3.2.3. Tac dung ting cwong mién dich ciia cao chiét methanol tir cdy Mon nuéc
va cay Ban ha roi
3.2.3.1. Anh hwéng ciia cac dich chiét methanol doi véi khdi lwong co thé chudt

Vao ngay dau tién, khdi luong co thé chudt gitta cac nhdm thi nghiém khéc biét

khong co y nghia thong ké (P>0,05). O nhém chimg voi CP (nhom II) sau khi tiém

CP & ngay 1 chudt van an binh thuong, sau khi tiém ¢ ngay 2 chuot ¢ hién tuong bo
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an va khdi luong co thé tir ngay 3 dén ngay 5 thi nghiém thap hon so véi chuot &
nhom chung tir 7,15g dén 8,48g (P<0,001). Cac nhém 111 va IV sau khi tiém CP thi
chudt nhdm 111 ¢ hién twong bd dn con nhém IV khéng c6 hién twgng bo an, khdi
luong co thé chudt & cac nhom 111 twong dwong v6i nhéom 11, nhdém IV cao hon ¢6 Y
nghia thong ké so véi nhom chimg véi CP (P<0,05). Cac nhom V va VI sau khi tiém
CP chuét khong c6 hién twong bo an, khéi lugng co thé chudt & cac nhom V va Vi
déu cao hon c6 y nghia théng ké so véi nhom chang véi CP (P<0,05) va khong khac
biét so v&i nhom ching (nhom I) (P>0,05).

3.2.3.2. T4c dung ciia cc dich chiét trén khéi lwong ciia lach, tuyén tic va cac chi
s6 phan tich huyét hoc, md bénh hoc

Két qua nghién ctu cho thay so véi chudt & nhom chang, khéi luong tuong doi
cua lach va tuyén ic ciia chudt & nhom chimg voéi CP thap hon 1an luot 2,1va 3,5 lan
(P<0,001). Biéu nay chiing to cyclophosphamid da gay ton thuong cac co quan mién
dich cua chuét thi nghiém. O nhém 111 va IV khi cho chudt uéng cao chiét methanol
tir cdy Mon nudc pha trong nudc cat véi lidu 50 va 100 mg/kg, thi chi nhém IV khéi
c6 luong twong d6i cua lach ting co y nghia thong ké so véi nhom ching véi CP
(P<0,05). O nhém V va nhom VI khi cho chudt udng cao chiét methanol tir ciy Ban
ha roi pha trong nudc cat véi liéu 50 va 100 mg/kg, khéi luong twong dbi cua lach
tang c6 y nghia thong ké so véi nhém ching véi CP (P<0,05). Tuy nhién, khéi luong
tuong ddi cua lach & ca 4 nhom (III, IV, V va VI) chua trd vé mac sinh Iy binh
thuong (P<0,05).

Péi vai khdi lugng tuong d6i caa tuyén uc, chudt & nhém 111 va 1V udng cao
chiét methanol tir cdy Mon nudc pha trong nuéc cat lieu 50 va 100 mg/kg twong
duong véi nhéom chiung véi CP (P<0,05). Nhém V va nhém VI udng cao chiét
methanol tir cdy Ban ha roi pha trong nudc cat thi chi nhém VI véi lidu 100 mg/kg
lam tang khéi luong tuyén e S0 Vi nhom ching véi CP (nhom II) (P<0,05); tuy
nhién chi sé nay van thap hon nhom chimg (nhém I) (P<0,001), khéi luong twong ddi
Clia co quan O tit ca cac nhom thi nghiém chua tré vé mac sinh 1y binh thuong
(P<0,05).

Két qua vé phan tich huyét hoc cho thiy su thay d6i dang ké trong cac thong sd
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huyét hoc trén nhom chimg véi CP. Trong d6 viéc sir dung cao chiét methanol cua
cdy Mon nudce theo dudng udng ¢ muc lidu 100 mg/kg nhoém IV d3 lam ting dang ké
sd lwong bach cdu (WBC), hong cau (RBC), hemoglobin va tiéu cau vé mirc binh
thudng. Con & mirc liéu 50 mg/kg nhom III cic chi sb bach cau (WBC), hong ciu
(RBC), hemoglobin va tiéu cau twong duong v6i nhém ching véi CP nhém I1. Trong
khi 6 ¢ murc 1iéu 50 va 100 mg/kg d6i voi chudt sir dung cao chiét methanol cta ciy
Ban ha roi theo dudng udng da lam ting déng ké s6 luong bach cau (WBC), hong cau
(RBC), hemoglobin va tiéu cau vé muc binh thuong bang cach ting cuong kha niang
mién dich trén chudt gdy suy giam mién dich bang cyclophosphamid.
3.2.3.3. Anh huéng ciia dich chiét methanol cdy Mén nwée véi té bao lympho
Tepava Teps

Ty Ié phan tram lympho Tcps VA Tepg Caa chudt & cac nhom thi nghigm.

Bang 3.12: Anh huéng cua dich chiét methanol ddi véi ty 1¢ phan tram bach cau

lympho Teps VA Teps trén chudt gy suy giam mién dich bang cyclophosphamid

Nhom Ty 1é % té bao bach cau Ty 1é % té bao bach cau
lympho Tcps Ngay 5 lympho Tcpg Ngay 5

I 17,42 £ 0,03 37,45+ 0,77

1 9,77 £1,22 10,39+ 1,51

11 10,83 £ 0,37 11,44 £ 0,49
Y 15,07 £ 0,73 18,32 +1,31

V 15,53 £0,74 18,63 £ 0,53
\ 16,88 +0,88 19,26 £1,76

Két qua cho thay khi tiém cyclophosphamid, & nhom chtng véi CP, ty 1¢ té bao
lympho Tcps VA Tcps giam lan luot khoang 1,8 lan va 3,6 1an so v6i nhom ching
(p<0,001). Nhu vay, cyclophosphamid gay ra tinh trang suy giam hé mién dich cua
chuét, 1am giam té bao lympho Tcps va Tcps. NnOm 11 st dung cao chiét methanol tir
cay Moén nudc vai liéu 50 mg/kg ty 1é % lympho Teps Va Teps ting khong co ¥ nghia
théng ké so v&i nhdm ching véi CP (p>0,05). Nhdm 1V st dung cao chiét methanol
tir cdy Mén nudc véi mac lidu ubng 100 mg/kg tuong tng két qua déu 1am ting ty 18
% té bao lympho Tcps VA Teps khoang 1,5 — 1,7 1an so voi nhom dbi chiang CP
(p<0,05). Céac nhém V va nhém VI st dung cao chiét methanol tir cdy Béan ha roi thi
ty 18 %lympho Tcps cao hon véi mitc co ¥ nghia théng ké so voi nhém chimg véi CP

(p<0,05). Véi lieu udng 50 mg/kg déu lam ting ty 1é t& bao lympho Tcps VA Tcps
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khoang 1,6 — 1,7 lan so véi nhom dbi chang CP (p<0,05). Véi lidu udng 100 mg/kg
tuong ung két qua déu lam ting ty 1 té bao lympho Teps VA Teps khoang 1,7 — 1,8
lan so voi nhom ddi chitng CP (p<0,05).
3.2.4.4. Tac dung ciia cac dich chiét methanol véi cac Cytokine

Téc dung diéu hoa mién dich caa cac dich chiét methanol & ham lwgng cytokine
ciia mo ciing duoc nghién ciru. Két qua cho thdy & nhém chimg véi CP viée st dung
cyclophosphamid da tang manh ham luwong (TNF-a) va IL-10 twong tng khoang 4,6
va 2,2 lan, ham lugng IL-1a giam 13,6 lan so v&i nhém ching (p< 0,05). Trong khi
d6 & nhém 111 va nhém IV sir dung cao methanol cua cdy Mon nudc Véi liéu twong
g 50 mg/kg khéi luong co thé 1am ting dang ké ham luong (TNF-a) va IL-1o. Tuy
nhién muc tang nay khéng co ¥ nghia thong ké so véi nhém chimg vai CP (p>0,05).
Véi lidu 100 mg/kg tang manh IL-10 so véi nhém chang véi CP (p< 0,05). Trong khi
d6 & nhom V va nhom VI sir dung cao methanol caa cay Béan ha roi véi liéu twong
ing 50 mg/kg va 100 mg/kg khéi luong co thé lam tang dang ké mic do (TNF-a) voi
litu 50 mg/kg tang manh IL-1o va liéu 100 mg/kg ting manh IL-10 so véi nhém
chting véi CP (p<0,05). Piéu nay cho thay dich chiét methanol cdy Mén nudc voi
liu 100 mg/kg, cdy Ban ha roi véi liéu 50 va 100 mg/kg co tac dung lam giam sy tc
ché cua cyclophosphamid trén céc cytokine (Bang 3.13).

Bang 3.13: Anh hudng cia céac dich chiét methanol d6i voi ham luong Cytokine

(TNF-a, IL-1a va IL-10) trén chudt gay ra suy giam mién dich bang
Cyclophosphamide

Nhém |  TNF-a (pg/mL) IL-1a (pg/mL) IL-10 (pg/mL)
I 25,44 £ 5,37 194,11 + 38,21 373,21 £ 25,83
I 115,87 + 8,11 14,33 + 6,77 831,07 + 43,15"
i 27,22 +£11,51 23,11 +£12,08 731,17 + 11,67

Wi 35,31 + 7,61 57,33 +4,19 995,61 + 198,55
V 33,16 + 12,61 175,12 +19,11° 765,57 + 1557
Vi 38,12 + 9,87 5265+3,57 | 1,022,86+ 209,23

Chil thich: IL: interleukin; TNF-a. yéu té hoai tir khoi u-a. So liéu dai dién cho
gia tri trung binh + d¢ 1éch chuan gia tri trung binh cuia 4 d@én 6 chugt thi nghiém.”p<
0,05, khac biér ddng ké so véi nhoém ching. *p<0,05, khac biér ddng ké so véi nhom
chung CP.

3.3. C4c két qua nghién ciru vé thanh phan hoa hoc
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3.3.1. Két qua nghién ciru thanh phan héa hoc cidy Mén nuwéc
Tir can chiét n- hexan va ethyl acetate cay Mon nuéc phan lap duoc 9 hop chat

bao gom: 2 hop chat sterol: g-sitosterol (CE1), stigmasterol (CE2), 5 hop chét
flavonoid: (4',5,7-Trihydroxyflavone 8-C-glucoside (vitexin) (CE3), 3'4'5,7-
Tetrahydroxyflavone (luteolin) (CE4), 4',5,7-Trihydroxyflavone (apigenin) (CE5),
luteolin  6-C-B-D-glucoside (isoorientin) (CE6), apigenin 6-C-B-D-glucoside
(isovitexin) (CE7), 1 acid amin: tryptophan (CE8) va acid rosmarinic (CE9).
3.3.1.1. Hing s6 vat ly va dir kién phd cia cac hep chat phan lap dwoc tir cay
Mon nwoéc

Hop chit g-sitosterol (CE1)

Puoc phan 1ap tir nhom phan doan CEH2. Chat hinh kim mau tring, diém
ndng chay136-137°C Rf = 0,55 (n-hexane:EtOAc 3/1, v/v).

- Phé *H-NMR (500MHz CDCly), 8,4 (ppm): 5,37 (brd, J = 5,1 Hz, H-6), 3,54
(tt, J = 5,1, 11,7 Hz, H-3), 0,68 (3H, s, H-18), 1,01 (3h, s, H-19), 0,92 (3H, d, J =
6,5Hz), 0,83 (3H, d, J = 7,3 Hz, H-26), 0,81 (3H, d, J = 6,8 Hz, H-27), 0,84 (3H, t, J =
7,5 Hz, H-29). *C-NMR (125 MHz CDCl5), 8¢ (ppm): 37,67 (t, C-1), 32,05 (t, C-2),
72,19 (d, C-3), 42,70 (t, C-4), 141,17 (s, C-5), 122,50 (d, C-6), 32,32 (t, C-7), 32,32
(d, C-8), 50,55 (d, C-9), 36,91 (s, C-10), 21,49 (t, C-11), 40,19 (t, C-12), 42,73 (s, C-
13), 57,18 (d, C-14), 24,71 (t, C-15), 28,65 (t, C-16), 56,48 (d, C-17), 12,26 (g, C-
18), 19,79 (q, C-19), 36,55 (d, C-20), 19,18 (g, C-21), 34,36 (t, C-22), 26,51 (t, C-
23), 46,25 (d, C-24), 29,57 (d, C-25), 20,24 (q, C-26), 19,44 (q, C-27), 23,48 (t, C-
28), 12,39 (g, C-29).

Heop chat stigmasterol (CE2)

Puoc phan 1ap tir nhém phan doan CEH3. tinh thé hinh kim mau tring c¢6 diém
nong chay 170-171°C.

Pho khéi luong ESI-MS cho pic ion phéan tir m/z 395,3 [M+H-H,0]" tuong
ung voi cong thirc phan tir 1a CygHygO (M=412).

Hop chit 4,5,7-Trihydroxyflavone 8-C-glucoside (vitexin) (CE3)

Puoc phan 14p tir nhom phan doan CEE2.3. Chét rdn mau vang. Nhiét d6 nong
chay 269-270°C, d6 quay cuc [0]*°; -15,0° (¢, 2.79, Prydin), phd ESI-MS: m/z 433
[M+H]", 431 [M-HJ; Cong thirc phan tir C,;H,,0;0 (M = 432).
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'H-NMR (500MHz,DMSO), & (ppm): 6,28 (s,H-3), 6,78 (s,H-6), 8,03
(d,J=8,5Hz, H-2', H-6"), 6,90 (d,J=8,5Hz, H-3’, H-5"), 4,70 (d,J= 10,0Hz, H-1"), 3,85
(brt, J=9,5Hz, H-2"), 3,28 (H-3"), 3,40 (brs, H-4"), 3,24 (H-5"), 3,54 (brm, Ha-6"),
3,77 (brd, J=11, 5Hz, Hp-6") va 13,17 (5-OH). *C-NMR (125MHz,DMSO),
d(ppm):163,98 (C-2), 102,47 (C-3), 182,11 (C-4), 156,02 (C-5), 98,17 (C-6),
162,57 (C-7), 104,63 (C-8), 161,15 (C-9), 104,08 (C-10), 121,64 (C-1"), 128,98 (C-2’,
C-6"), 115,84 (C-3', C-5'), 160,42 (C-4"), 78,69 (C-1"), 73,41 (C-2"), 70,87 (C-3"),
70,58 (C-4"), 81,85 (C-5") va 61,32(C-6").

Hop chat 3',4',5,7-Tetrahydroxyflavone(luteolin) (CE4)

Puoc phan 1ap tir nhém phan doan CEE3. Hop chat thu duoc 1a chat bot mau
vang. 'H -NMR (30D): 3y 6,55 (s, H-3), 6,22 (d, J = 2,0 Hz, H-6), 6,45 (d, J = 2,0
Hz, H-8), 7,39* (H-2Y), 6,92 (d, J = 8,5 Hz, H-5"), 7,39* (H-6"). (*Tin hiéu chap). **C
-NMR (CD30D): 4¢ 166,0 (C-2), 103,9 (C-3), 183,9 (C-4), 163,2 (C-5), 100,1 (C-6),
166,4 (C-7), 95,0 (C-8), 159,4 (C-9), 105,3 (C-10), 123,7 (C-1), 114,2 (C-2"), 147,0
(C-3Y, 151,0 (C-4", 116,8 (C-5), 120,3 (C-6".

Hop chit 4,5,7-Trihydroxyflavone (Apigenin) (CE5)

Puoc phan lap tir nhém phan doan CEE3. Hop chat thu duoc dudi dang chat
ran vo dinh hinh mau vang, ESI-MS m/z 271, twong tng véi [M + H] *. Cong thirc
phén tir C15H1,05 (M = 270).

'H-NMR (300 MHz acetone-d): 6 7.93(d, 2H, J=8,94 Hz), 6 7.01 (t, 2H,
J=8.58), & 6.62 (s, 1H, J=8.58), & 6,53 (d, 1H, J=2.04), & 6.24 (d, 1H, J=2.16). °C-
NMR (125 MHz acetone-d): & 182, 165, 164, 162, 160, 157, 129, 127, 124, 116, 105,
103, 99, 94.

Hop chit luteolin 6-C-p-D-glucoside (isoorientin) (CE6)

bugc phén lap tir nhém phan doan CEES.1A.

Hop chét thu dugc dudi dang chat bot mau vang, phdé ESI-MS m/z =471, tuong
mg véi [M + Na]”. Cong thirc phan tir CpH200:; (M = 448). 'H-NMR (500 MHz,
DMSO-d6) &: 13,55 (1H, 5-OH), 7,44 (1H, dd, J = 2.5 Hz, 9.0 Hz, 6’-H), 7,38 (1H, d,
J=2,5Hz, 2’-H), 6,90 (1H, d, ] = 9,0 Hz, 5’-H), 6,64 (1H, S, 3-H), 4,58 (1H, d, J =
10,0 Hz, 17-H). **C NMR (500 MHz, DMSO-d6) §: 163,44 (C-2), 102,38 (C-3),
181,45 (C-4), 160,59 (C-5), 108,88 (C-6), 163,44 (C-7), 93,73 (C-8), 156.27 (C-9),

102,79 (C-10), 121,56 (C-1°), 112,92 (C-2’ ), 145,95 (C-3 ), 150,44 (C-4"), 116,00
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(C-5%), 118,82 (C-67), 73,18 (C-17), 70,50 (C-27), 78,95 (C-3), 70,19 (C-4”), 81,35
(C-57), 61,34 (C-6”).

- Hop chit apigenin 6-C-p-D-glucoside (isovitexin) (CE7)

Puoc phan 14ap tir nhom phan doan CEE5.3. Chat rin mau vang nhat, diém
nong chay mp: 223-224°C; do quay cuc [a]*°, +16.2° (c1,0,EtOH); Phd ESI-MS
m/z: 433[M+H]", 455[M+Na]", 430,8 [M-H]; Cong thirc phan tit C,;H,,0;0 (M =
432).

'H-NMR (500MHz,CD;0D), & (ppm): 6,58 (s,H-3), 6,49 (s,H-8), 7,83
(d,J=8,5Hz, H-2', H-6"), 6,94 (d,J=8,5Hz, H-3', H-5'), 4,93 (d,J= 9,5Hz, H-1"), 4,18
(tJ=9,5Hz, H-2"), 3,50 (H-3", H-4"), 3,44 (m,H-5"), 3,90 (dd, J =12,0, 2,5Hz, Ha-
6"”) va 3,77 (dd, J =12,0,5,5Hz, Hb-6"). *C-NMR (125MHz,CD30D), & (ppm):
166,15 (C-2), 103,86 (C-3), 184,00 (C-4),162,00 (C-5), 109,20 (C-6), 165,01 (C-7),
95,30 (C-8), 158,71 (C-9), 105,16 (C-10), 123,10 (C-1"), 129,41 (C-2', C-6"), 117,04
(C-3', C-5'), 162,77 (C-4"), 75,32 (C-1"), 72,63 (C-2"), 80,04 (C-3"), 71,79 (C-4"),
82,59 (C-5") va 62,86 (C-6").

Hop chit tryptophan (CES)

Puoc phan 1ap tir nhom phan doan CEE5.2.6. Hop chat CES thu duoc 1a chit
rin mau trang. Pho khoi ESI-MS: m/z 205 [M+H]" Cong thirc phan tir C1yHioNp, M =
204. 'H-NMR (500 MHz, CD30D): &y (ppm) 3,18 (1H, dd, J = 9,5; 15,0 Hz, H-3a):
3,53 (1H, 3,5; 10,0 Hz, H-3b), 3,88 (1H, dd, J = 3,5; 9,0 Hz, H-2), 7,05-7,70 (5H, m,
Hindol).

Hop chit acid rosmarinic (CE9)

Puoc phan 1ap tir nhém phan doan CEE5.2.6. Hop chat CE9 thu duoc 1a chat
ran mau vang, nhiét d6 nong chay 203-204°C. Pho khéi ESI-MS m/z: 360,3 [M+H]",
m/z = 383.1 [M + Na]*. *"H-NMR (500 MHz, CD;OD): & 7,48 (1H, d, J = 15.2 Hz,H-
7", 7,00 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-2"), 6,88 (1H, dd, J = 8,0/1,8 Hz, H-6"), 6,71 (1H, d, J =
8.0 Hz, H-5, 6,21 (1H, d, J = 15.2 Hz, H-8), 6,71 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2), 6,61 (1H,
d, J = 8,0 Hz, H-5), 6,59 (1H, dd,J = 8,0/1,8 Hz, H-6), 5,03 (1H, dd, J = 9,1/3,5 Hz,
H-8), 3,01 (1H, dd, J = 14,0/3,5 Hz, H-7b), 2,90 (1H, dd,J = 14,0/9,1 Hz, H-7a); “*C-
NMR (125 MHz, CD;OD): § 1682 (C-9'), 149,5 (C-4), 147,3 (C-7), 146,7(C-3),
127,1 (C-1), 122,6 (C-6"), 116,1 (C-5), 114,8 (C-8"), 113,8 (C-2"), 167,0 (C-9), 145,7

(C-3), 144,8 (C-4), 129,3 (C-1), 121,3 (C-6), 117,1 (C-2), 116,0 (C-5), 76,0 (C-8),
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37,3 (C-7).

Céu tric cac hop chét phan 1ap dugc tir cdy Mon Nude

OH OH o)

OH O OH (0]

apigenin (CE5)
(0]
/ \ OH
NH,
N
H

Tryptophan (CE8)

COOH

OH o

Isovitexin (CE7)
3.3.2. Phan lap cac hop chat tir cdy Ban ha roi

Tir can chiét n- hexan va ethyl acetate cdy Ban ha roi phan lap dugc 11 hop chat
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bao gom: 3 hop chét sterol. TF1: stigmast-4-en-3-one, TF2: Hon hop fS-sitosterol va
stigmassterol (ty & 1:1), TF7: daucosterol. 1 hop chét diterpene. TF4: trans-phytol. 1
hop chat lignan. TF5: coniferin. 2 acid béo. TF3: Heptadecanoic hay acid margaric,
TF8: acid oleic, 1 hop chat alcol: TF6: octacosan-1-ol, 1 hop chat flavonoid TF9:
apigenin 6-C-B-D-glucoside (isovitexin), 2 hop chét alkaloid. TF10 : adenine va
TF11: adenosine.

3.3.2.1 . Hing s6 vat ly va dix kién phd cia cac hep chat phan lap dwec tir cay
Ban ha roi

Hop chat TF1: stigmast-4-en-3-one

Pugc phén 1ap tir nhom phan doan TFH3.1. Phé IR (KBr) Ve (cm™): 2969,
2926, 2869, 1678 (carbonyl lién hop); 1615, 1646, 1378, 873.

Ph6 *H-NMR (CDCls, 500 MHz) & (ppm), J (Hz): 0,71 (3H, s, CH3-18):0,82
(3H, d, J = 6,7 Hz, CH3-26); 0,84 (3H, d, J = 7,0 Hz, CH3-27); 0,86 (3H,d,J =74
Hz, CH3-21); 0,91 (3H, t, J = 6,3 Hz, CH3-29); 1,18 (3H, s, CH3- 19); 2,26 (1H, ddd,
J=2,4,309, 14,5 Hz, H-2A); 5,72 (1H, br s, H-4). Ph *C-NMR: xem bang 3.14.

Hop chat TF2: Hon hop g-sitosterol va stigmassterol (ty 1 1:1)

Pugc phan 1ap tir nhom phan doan TFH3.4. *H NMR (500 MHz, CDCls), §
(ppm), J (H2): 5,35 — 5,34 (1H, m, H-6), 5,16 (0,6 H, dd, J = 8,5; 15,0 Hz, H-22),
5,02 (0,6 H, dd, J = 8,5; 15 Hz, H-23), 3,54 — 3,50 (1H, m), 2,31 — 2,23 (2H, m), 2,09
~ 1,95 (4H, m), 1,86 — 1,83 (2H, m), 1,72 — 1,66 (2H, m), 1,66 — 1,63 (2H, m), 1,58 —
1,39 (15H, m), 1,38 — 1,20 (16H, m), 1,17 — 1,06 (5H, m), 1,02 (3H, d, J = 6,6 Hz),
1,01 (3H, s), 0,91 (3H, d, J = 6,3 Hz), 0,81 (3H, d, J = 7,4 Hz), 0,83 — 0,75 (6H, M),
0,69 (3H, s). *C NMR (125 MHz, CDCly), & (ppm): 140,68; 138,30; 129,3;
121,71(C=C); 71,8 (CH-OH); 56,87; 56,77; 55,97; 51,24, 50,15; 45,90; 42,32; 42,21;
42,13; 40,47; 39,78; 39,69; 37,25; 36,50; 34,06; 32,40; 31,91; 31,77; 31,49; 24,72,
24,70; 22,68; 21,07; 19,79; 19,04, 14,08; 14,04.

Hop chit TF3: heptadecanoic hay acid margaric

DPuoc phan lap tr nhom phan doan TFHI1. Chét ran mau tréng, nhiét d0 nong
chay: 60-62°C. R; = 0,86 (TLC, silica gel, n-hexan/axeton 4/1, v/v), hién mau tim véi
thudc thir vanilin/H,SO, 1%. ESI-MS: m/z: 271[M+H]", M=270 dvC, CTPT:
C17H240, *H-NMR (500 MHz, CDCI,&CD;0D), § (ppm): 2,34 (2H, t, J = 7,5 Hz, H-
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2), 1,63 (2H, quartet, H-3), 1,25-1,33 (26H, s, H-4—H-16), 0,88 (3H, t, J = 7,0 Hz,
H17). ®*C-NMR (125 MHz, CDCI;&CD;0D), 6 (ppm): 179,2 (C-1), 33,9 (C-2), 31,9
(C-15), 29,7 (C-6—C-13), 29,4 (C-5, C-14), 29,1 (C-4), 24,7 (C-3), 22,7 (C-16), 14,1
(C-17).

Hop chit TF4: trans-phytol

Puoc phan 14p tir nhom phén doan TFH2.2. Chéat dau khong mau; IR (KBr)
Vimax (€m™): 3449, 2932, 1636, 1462, 1381, 1003; HRESIMS: m/z 319,2931 [M+Na]*
(tinh toan ly thuyét cho cong thirc CoH4ONa, 319,2977); CTPT CyoHs0; M = 296.

Hop chat TF5: coniferin.

Pugc phan lap tir nhém phan doan TFH5.1. *H NMR (500 MHz, CD30D): dy
3.41 (1H, m, H-2"), 3.42 (1H, m, H-4"), 3.48 (1H, m, H-5"), 3.51 (1H, m, H-3"), 3.69
(1H, m, Hy-6"), 3.72 (1H, m, H.-6"), 4.23 (1H, d, J = 5.5 Hz, H-7), 3.89 (2-OCHy),
491 (1H, d, J = 7.5 Hz, H-1"), 6.31(1H, m, H-8) 6.57 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-9), 6.97
(H, d, J = 8.0 Hz, H-5), 7.09 (H, brs, H-3), 7.13 (H, d, J = 8.0 Hz, H-6). *C NMR
(125 MHz, CD30D): oC 147.6 (C-1), 150.9 (C-2), 111.4 (C-3), 133.7 (C-4), 120.7
(C-5), 118.0 (C-6), 131.2 (C-9), 128.9 (C-8), 63.7 (C-7), 102.8 C-1"), 74.9 (C-2"),
78.2 (C-3"),71.4 (C-4"), 77.8 (C-5"), 62.5 (C-6").

Hop chit TF6 : octacosan-1-ol.

Puoc phan lap tir nhom phan doan F1.2. Chat bot mau tring, M = 410, Cong
thirc phan tir CogHsg0, nhiét do nong chay 71.5-73.6°C; Ry : 0.54 (CHCI3-Acetone,
50:1); IR(KBr), Vimax (cm™), 3403 br, 2926, 1457’ 1377, 1248, 1035; UV (EtOH),
Amax(nm) (log € ), 200.5 (13.2); EIMS, m/z 410 [M"], 392, 364, 336, 308, 280, 252,
237, 57; *H-NMR (300 MHz , CHCI3). § 3.57 (2H, t, J = 6.7 Hz, -CH,0OH), 6 1.18- ¢
1.49, (chudi dai -CH2-), 5 0.81 (3H, t, J = 7.0 Hz, -CH3); *C-NMR (CHCl5), § 63.7
(C-1), 0 33.4 (C-2), ¢ 26.3 (C-3), 30.2 (C-4), 0 30.2 (C-5 - C-24), 6 29.9 (C-25), ¢
32.5 (C-26), 0 23.2 (C-27), 0 14.7(C-28).

Hop chit TF7: daucosterol

Puoc phan 1ap tr nhoém phan doan F2.2. Chét ran mau tréng, nhiét d nong
chay.283-285°C. R;= 0,41 (TLC, silica gel, CH2CI2/MeOH 9/1, v/v), hién mau tim
v6i thude thir vanilin/H,S0,1%. "H-NMR (500 MHz, CDCI;&CD;0D), 6 (ppm):
5,37 (1H, brs, H-6), 3,57 (1H,m, H-3), 0,68 (3H, s, H-18), 1,01 (3H, s, H- 19), 0,92

(3H, d, J = 6,5 Hz, H-21),0,83 (3H, d, J = 4,0 Hz, H-26), 0,93 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-
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27), 0,85 (3H, s, H- 29), glc: 4,41 (1H, d, J= 8,0 Hz, H-1"), 3,25 (1H), 3,25-3,47 (4H,
H-2', 3", 4', 5", 3,76 (1H, dd, J = 12,0; 4,0 Hz, H-6'b), 3,85 (1H, dd, J = 11,5; 3,0 Hz,
H-6'a).

Hop chit TFS : acid oleic

Puoc phan 14p tir nhom phéan doan F3. 'H-NMR(400 MHz CDCI3): 6 (ppm)
5.34ppm (2H, m); 2.34 (2H, t, J=7,5Hz); 1.63 (4H, m); 1.28 (20H, m); 0.89 ppm (3H,
s). Pho LC-MS/MS m/z: 281,2485 [M-H] Céng thirc phan tir C15H3,0,

Hop chit TF9: apigenin 6-C-p-D-glucoside (isovitexin)

Puoc phan 1ap tir nhom phan doan F5. Chat ran mau vang nhat, diém nong
chay mp: 223-224°C; Phé ESI-MS m/z: 433[M+H]*, 455[M+Na]*, 430,8 [M-H];
Cong thirc phan ti C,,H,,0,, (M = 432).

'H-NMR (500MHz,CD;0D), & (ppm): 6,58 (s,H-3), 6,49 (s,H-8), 7,83
(d,J=8,5Hz, H-2', H-6"), 6,94 (d,J=8,5Hz, H-3', H-5"), 4,93 (d,J= 9,5Hz, H-1"), 4,18
(t,J=9,5Hz, H-2"), 3,50 (H-3", H-4"), 3,44 (m,H-5"), 3,90 (dd, J =12,0, 2,5Hz, Ha-
6"”) va 3,77 (dd, J =12,0,5,5Hz, Hb-6"). *C-NMR (125MHz,CD30D), & (ppm):
166,15 (C-2), 103,86 (C-3), 184,00 (C-4),162,00 (C-5), 109,20 (C-6), 165,01 (C-7),
95,30 (C-8), 158,71 (C-9), 105,16 (C-10), 123,10 (C-1"), 129,41 (C-2', C-6), 117,04
(C-3, C-5"), 162,77 (C-4"), 75,32 (C-1"), 72,63 (C-2"), 80,04 (C-3"), 71,79 (C-4"),
82,59 (C-5") va 62,86 (C-6").

Hop chit TF10: adenine

Puoc phan 1ap tir nhém phan doan F4.2. Chat ran mau trang; ESI-MS: m/z 136
[M+H]*;* H NMR (500 MHz, CD;0D): & (ppm) 8,13 (1H, s, H-2); 8,20 (1H, s, H-8).

Hop chiat TF11: adenosine

Chét rin mau trang; dnc. 230-233°C; ESI-MS: m/z 268 [M+H]".

CAu trac cac hop chat phan 1ap dugc tir cdy Ban ha roi

stigmast-4-en-3-one (TF1) stigmasterol va - sitosterol ty 1¢ 1:1 (TF2)
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3.4. Két qua nghién ciru hoat tinh sinh hoc ciia cac chat phan lip dwoe tir ciy
Mon nudc va Ban ha roi
3.4.1. Két qua xac dinh hoat tinh gy ddc té bao ung thw
Hoat tinh gay doc té bao in vitro cta cac chét sach duoc thir nghiém trén cac dong
té bao ung thu KB, LU, MCF7 va HepG2.

Bang 3.24: Két qua xac dinh gid tri 1Cs, cia c&c mau nghién cau

STT Mau Gia tri 1Cso (Ug/mL) véi cac dong té bao
KB LU MCF7 HepG2
1 CE1 >128 >128 42.53 >128
2 CE2 >128 >128 24,38 21,80
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3 CE3 >128 29,73 20,95 22,18
4 CE4 >128 >128 21,80 9,98
5 CE5 >128 32,3 12,60 38,90
6 CE6 >128 >128 20,00 19,90
7 CE7 >128 >128 21,70 18,50
8 TF4 >128 65,18 10,31 >128
9 TF5 >128 >128 >128 25,31
10 TF7 >128 19,27 >128 >128
11 TF8 >128 97,31 70,61 81,25
12 TF9 >128 >128 21,70 18,50
Ellipticin 0,47-0,61

Két qua & bang 3.24 cho thay, Cac hop chat nghién ciru c¢6 hoat tinh gay doc té
bao tuwong d6i tot ddi véi cac dong té bao thir nghiém. C6 5 chat (CE3, CE5, TF4,
TF7, TF8) c6 hoat tinh ddi gdy doc té bao véi dong té bao ung thu LU véi cc gia tri
ICso tir 29,73 + 97,31pug/mL. Bdi véi dong té bao MCF7 ¢6 10 chat nghién ciru (CEIl
+ CE7, TF4, TFS8, TF10) thé hién hoat tinh gay doc té bao véi gia tri ICsq tr 10,31-
42.53 pg/mL. Trong d6 TF4 thé hién hoat tinh gay ddc té bao manh voéi gia tri ICs 12
10,31pg/mL. Dong té bao ung thu HepG2 cac hop chat (CE1 + CE7, TF5, TF8 va
TF10) déu thé hién hoat tinh voi gia tri 1Cso tir 9,98 + 22,18 pg/mL. Chat luteolin
(CE4) thé hién hoat tinh gy doc té bao manh nhat véi gia tri ICsg 12 9,98 pg/mL. P6i
v6i dong té bao ung thu KB khong c6 hop chit nao thé hién hoat tinh.

3.4.2. Két qua thi nghiém hoat tinh chong oxi hoa

Kha ning khang oxy héa, hiéu qua trung hoa géc ty do cua acid ascorbic va

cac chat phan lap duoc so sénh can cir vao gia tri ECsg.

Bang 3.26: Két qua thar hoat tinh chéng oxi hoa cua chat

STT| Mau Gi4 tri ECso(ug/mL) | STT Mau | Gid tri ECso(ng/mL)
1 CEl 21,01 6 CE7 11,41
2 CE2 28,35 7 CEG6 9,50
3 CE3 8,85 8 TF4 7,11
4 CE4 7,51 9 TF7 90.51
5 CE5 10,75 10 TF9 11,41
acid ascorbic 18,47 acid ascorbic 18,47

Két qua cho thiy cac hop chat thé hién hoat tinh chong oxi hoa rat manh chu yéu
thudc vé 16p chat flavonoid dugc phéan 1ap tir cdy Mén nudc va hop chét trans-phytol
(TF4) thudc 16p chit diterpenes phan 1ap tir cay Ban ha roi. Trong d6 kha ning khang
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oxy hoa cia cac hop chat trans-phytol (TF4), luteolin (CE4), vitexin (CE3),
isoorientin (CE6), apigenin (CE5) va isovitexin (CE7 va TF10) cao hon chit dbi
ching duong acid ascorbic twong tng la 2,6; 2,5; 2,0; 1,9; 1,7 1An Vi cac gia tri ECsg
tuong ung: 7,11; 7,51; 8,85; 9,50; 10,75; 11,41ug/mL acid ascorbic 1a 18,47 pug/mL.
Cac chat g-sitosterol (CE1), stigmasterol (CE2) thé hién hoat tinh chéng oxi hoa gan
trong duong véi chat ddi chung dwong acid ascorbic véi cac gia tri ECso twong Gng
21,01va 28,35 pg/mL. Hop chat daucosterol (TF7) c6 hoat tinh chdng oxi hoa yéu véi
ECs0=90.51 pg/mL.
3.4.3. Két qua thi nghiém hoat tinh khang vi sinh vt kiém dinh

Véi thuong qui thir nghiém sinh hoc nhu d4 trinh bay & phan phwong phap,
toan bo cac chat nghién ctiru duoc xac dinh hoat tinh khang vi sinh vat kiém dinh. Két
qua nghién ctu duogc trinh bay ¢ bang 3.27

Bang 3.27: Két qua thir hoat tinh khang vi sinh vat cta cac chat phan 1ap

STT | Mau Nong d6 trc ché 50% sy phat trién cua vi sinh vat va nam ICso(png/mL)
Gram (+) Gram (-) Nam
L.fermentum | B. subtilis | S.aureus | S.enterica | E. coli P.aeruginosa | C. Ibicans
1 CEl >128 13,61 10,12 >128 12,51 >128 >128
2 CE2 >128 11,54 >128 >128 >128 >128 >128
3 CE3 >128 42,17 54,36 >128 >128 >128 >128
4 CE4 >128 >128 12.24 >128 12.24 >128 >128
5 CE5 >128 >128 15,12 >128 | 36,72 >128 >128
6 TF1 >128 45,33 60,11 >128 | 60,11 52,31 >128
7 TF4 >128 >128 72,53 >128 >128 >128 >128
8 TF7 >128 40,06 45,71 >128 >128 >128 >128
9 TF8 >128 13,51 13,51 >128 >128 >128 >128
Ampicilin 0,05 — 2 pg/ml 005-1
AmphotericinB pug/mi

Két qua trong bang 2.27 cho thiy, trong cac hop chat phan lap duoc tir cay
Moén nudc va cdy Ban ha roi. Cac hop chat cé hoat tinh khang B. subtilis bao gom: /-
sitosterol (CE1), stigmasterol (CE2), vitexin (CE3), stigmast-4-en-3-one (TF1),
daucosterol (TF7) va acid oleic (TF8) v4i chung vi khuan nay céc gia tri ICso nam
trong khoang 11,54 + 45,33 pg/mL. Trong dé cac hop chat S-sitosterol, stigmasterol
va acid oleic thé hién hoat tinh khang manh véi ching nay, cac gia tri 1Cso twong tmg

la 13,61, 11,54 va 13,51 pg/mL. Cac hop chat S-sitosterol (CE1), vitexin (CE3),
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luteolin (CE4), apigenin (CE5) thé hién hoat tinh khang d6i véi ching S. aureus véi
cac gia tri ICso nam trong khoang 10,12 + 72,53 pg/mL. Trong d6 cac hop chat B-
sitosterol, va luteolin (CE4) thé hién hoat tinh khang manh véi chung ndy, cac gia tri
ICso twong tmg 14 10,12 va 12.24 pug/mL. Cac hop chat S-sitosterol (CE1) va luteolin
(CE4) thé hién hoat tinh khang manh dbi v6i ching E. coli cac gia tri 1Cs twong tng
1a 12,51 va 12.24 pg/mL. Déi voi chung P.aeruginosa chi co hop chét stigmast-4-en-
3-one (TF1) khang & muc trung binh véi gia tri 1Csq 1a 52,31 pg/mL.

KET LUAN VA KIEN NGHI
Két lun
1. V& két qua sang loc hoat tinh sinh hoc

- Dich chiét methanol cua 4 loai dugc liéu Mén nuéc, cay Ban ha roi cay, Ban ha
ba thily va cdy Ray dai thé hién hoat tinh chéng oxi hoa voi ECsy dao dong tir 35,41 +
121,55ug/mL. Phan doan dich chiét ethyl acetate ctia ca 5 loai dugc liéu déu thé hién
hoat tinh chéng oxi hoa tot véi ECso dao dong tir 21,35 + 120,37ug/mL.

- Cac phan doan dich chiét n- hexan va dich chiét ethyl acetate cua cdy Mon
nudc, Ban ha roi va cdy Doc mung c6 hoat tinh trc ché su phat trién ctia cac dong té
bao ung thu nhu KB, LU, HepG2 véi gia tri ICsg dao dong tur 55,15 + 107,76 pug/mL.

Cac dich chiét methanol, n-hexan va ethyl acetate cay Mon nudc, ciy Ban ha ba
thuy va cay Ray dai khang cac chung vi khuan voi gia tri ICsy dao dong tir 27,15+
105,11 pg/mL.

2. Vé hoa hec

- Tir lodi M6n nuée da phéan 1ap duoc 9 hop chat trong d6 c6 2 hop chat Steroid:
p-sitosterol, stigmasterol, 5 hop chat flavonoid: vitexin, luteolin, Apigenin,
isoorientin, Isovitexin, 1 acid amin: Tryptophan va 1 acid rosmarinic .

- Tir loai Ban ha roi dd phén lap duoc 11 hop chat bao gdm: 3 hop chét sterol :
stigmast-4-en-3-one, hon hop B-sitosterol va stigmassterol (ty 1& 1:1), daucosterol. 1
hop chét diterpene: trans-phytol. 1 hop chat lignan: coniferin. 2 acid béo:
heptadecanoic, acid oleic. 1 hop chit flavonoid: Isovitexin. 2 hop chit alkaloid:
adenine va adenosine. 1 alcol: octacosan-1-ol. Trong d6 hop chét stigmast-4-en-3-one

lan dau tién duge phan 1ap tur loai Ban ha roi.
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3. Vé hoat tinh sinh hec

- Bang dudng udng véi liéu cao nhat 300 g/kg thé trong chudt khong co chudt nao
chét & cac 16 thu nghi¢m, do d6é chua xac dinh dugc LDsg cia cdy Mon nudc va cay
Ban ha roi.

- Pi chimg minh dich chiét methanol cdy Mon nudc va cdy Ban ha roi déu co tac
dung bao vé gan twong dwong silymarin liéu 50mg/kg (p<0,05) & cdy Mén nudc voi
lidu 1000 va 2000 mg/kg/ngay (p<0,05). Cay Ban ha roi voi lidu 2000 mg/kg/ngay
(p<0,05).

- P ching minh tac dung ting cudng mién dich cua cao chiét methanol tir cay
Moén nuéc va cdy Ban ha roi trén chudt gdy suy giam mién dich bang
cyclophosphamide. Véi liéu 100 mg/kg dich chiét methanol cdy Mén nuéc con dich
chiét methanol cdy Ban ha roi 14 50 va 100 mg/kg c6 kha nang kich thich mién dich
trén chudt gay giam hé mién dich bang cyclophosphamide.

- Pa tién hanh danh gia tac dung doc té bao cua cac chat phan lap duoc. 12 hop
chéat (CE1- CE7, TF4-TF9) thé hién hoat tinh gay doc té bao véi cac dong té bao thur
nghiém. Trong do hop chat TF4 (trans-phytol) thé hién hoat tinh gay doc té bao
MCF7 manh véi gia tri 1Cs 12 10,31ug/mL, hop chat luteolin (CE4) thé hién hoat
tinh gdy doc té bao HepG2 manh nhat véi gia tri 1Cs; 14 9,98 pg/mL.

- Céc hop cac hop chét trans-phytol (TF4), luteolin (CE4), vitexin (CE3),
isoorientin (CEB), apigenin (CE5) va isovitexin (CE7 va TF10) c6 hoat tinh chéng
oxy hdéa manh trén hé¢ DPPH vai gié tri ECg, tvong ung: 7,11; 7,51; 8,85; 9,50; 10,75;
11,41pg/mL.

Cac hop chat g-sitosterol (CE1), stigmasterol (CE2), luteolin (CE4) va acid oleic
(TF8) thé hién hoat tinh khang manh véi cac ching B. subtilis, S. aureus va E. coli
cac gia tri 1Csg tvong tng tur 10,12 - 13,61ug/mL.

Kién nghi
1. Tiép tuc nghién ctu hoat tinh sinh hoc caa cé4c chat phan Iap.
2. Tiép tuc nghién cau thanh phan héa hoc cua cac can chiét tir dich chiét methanol

cta Cay Mon nudc va Ban ha roi
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