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A. GIOI THIEU LUAN AN
1. Pat Vén daé
Tam bop (Physalis angulata L., ho Ca Solanaceae) duoc st dung de
tam cho tré em rom say, nhitng nguoi b1 mén ngira, toan cay con dung sic
udng diéu tri viém khop, cig khép. Cac nghién ciru trén thé gisi cho thiy,
céc cao chiét va hop chat tinh khiét phan 18p tir P. angulata L. ¢ hoat tinh
khang viém, giam dau, gdy doc te bao ung thu, chéng hen suyen diéu hoa
mién dich, khang khuén, khang ndm, loi tiéu... vi cic nhom chat nhu tinh
diu, withanolid, flavonoid, terpenoid, acid phenolic va carotenoid. Tuy
nhién, & Viét Nam, Tam bop chua dugc quan tim nhiéu. Trong nganh nong
nghiép va 1am nghiép con coi loai nay nhu mot loai co dai, chua ¢ nhiéu
béo céo vé thanh phan héa hoc ciing nhu tac dung sinh hoc. V&i muc dich
g6p phan nghién ctru vé thuc vat, thanh phan hoa hoc ciing nhu hoat tinh
sinh hoc ciia Tam bop, chimg minh viéc sir dung vi thude trong dan gian,
nhét 13 tac dung chéng viém, giam dau, chéng ung thu..., ddng thdi nham
bd sung cdy thubc méi vao kho tang cay thudc Viét Nam va nang cao gia tri
ctia cdy Tam bop vé mat duge hoc, luan an: “Nghién ciru dic diém thye
vét, thanh phan héa hoc va mét sb tac dung sinh hoc ciia cAy TAm béop
(Physalis angulata L.), ho Ca (Solanaceae)” da duoc tién hanh.
2. Muc tiéu va nfi dung ciia Luin an
2.1. Muc tiéu ciia Ludn dn
- Mo ta dugc hinh thai thuc vat, giam dinh tén khoa hoc va xac dinh
duoc dic diém vi hoc cua cay Tam bop.
- Chiét xuét, phén lap va xac dinh dugc cAu triic hoa hoc mot sb hop
chat tir cay Tam bop.
- Panh gia dugc mot s6 tac dung sinh hoc cua cao chiét va mot sb
hop chit phan 1ap duoc tir cdy Tam bop.
2.2. Ngi dung ciia Ludn dn
»  Nghién citu vé thuc vit
- M0 ta dic diém hinh thai va xac dinh tén khoa hoc cua loai Tam
bop.
- Xéc dinh ddc diém giai phiu va dic diém bot 14, than cta loai Tam
bop.
> Nghién ciru vé héa hoc
- Pinh tinh su c6 mit ctia cac nhom chit hoa hoc trong loai Tam bop.
- Chiét xuét, phan lap va x4c dinh cu tric ciia mot sé hop chét tinh
khiét tir loai Tam bop.
» Nghién ciiu vé mot $6 tdc dung sinh hoc
- Nghién ctru tac dung chéng viém in vitro (mitrc d6 trc ché san sinh
PGE2 va NO, IL-1p va hoat tinh NF-KB trong dai thyc bao RAW
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246.7 gay kich thich viém bang LPS) clia cac cao chiét va cic hop
chat withanolid va tac dung chbng viém in vivo (viém cp trén mo
hinh gay phu ban chin chugt bing carrageenan va viém man trén
md hinh giy u hat thyc nghiém bang vién bong) cua cao toan phan
EtOH 96% tir loai Tam bop.

Nghién ciru tac dung giam dau ctia cao toan phan EtOH 96% tir loai
Tam bop.

Nghién ciru co ché tic dung cua cac hop chat withanolid dén
chuyén héa acid béo va glucose thong qua con duong AMPK trong
té bao gan HepG2.

Nghién ciru kha ning gy doc té bao ung thu clia cao toan phan
EtOH 96%, cic cao phan doan va mot s6 hop chit withanolid tir
loai Tam bop.

3. Nhirng dong gép méi ciia Luin an

3.1.

3.2.

Vé thue vit hoc

D3 mb ta, phan tich dic diém hinh thai thuc vat, dic diém giai phiu
than, 14 va xac dinh dugc dic diém bot duoc liéu than, 14 Tam bop.

Vé thanh phan héa hoc

Pi xac dinh trong cdy Tam bop co6 chira hiu hét cic nhom chét
(flavonoid, caroten, alcaloid, saponin, coumarin, tannin, acid hitu co,
duong khir, acid amin, chat béo va polysaccharid).

D3 phan lap va xéac dinh cau tric ctia 15 hop chét tir ciy Tam bop trong
d6 ¢6 3 hop chat phenolic (acid caffeic PA1, acid ferulic PA2 va acid
3-O-caffeoylquinic PA3), 5 flavonoid (quercetin PA4, quercitrin PAS5,
quercetin  3-O-f-p-glucopyranosid  PA6, myricetin = 3-O-a-L-
rhamnopyranosid PA7 va rutin PAS8), 2 sterol (stigmasterol PA9 va
daucosterol PA10), 4 withanolid (physalindicanol A PAll,
physalindicanol B PA12, physalin B PA13 va physalin D PA14) va 1
triterpen (acid oleanolic PA15). Trong s6 d6, hop chat PA7 va PA12
lan dau tién cong bd tir ciy Tam bop.

. Vé tic dung sinh hoc

Day la cong trinh dau tién nghién ctru tac dung cua cao ethyl acetat va
hop chat tinh khiét physalindicanol A tir TAm bép vé tac dung chong
viém in vitro (ic ché manh sy san sinh PGE2, NO, IL-1B va giam hoat
tinh cua NF-xB trong dai thuc bao RAW 264.7 gay kich thich viém
bang LPS).

Pay ciing 1a cong trinh dau tién nghién ctru tac dung ciia cao chiét va
céc hop chét tinh khiét tir TAm bop:

+  Trén chuyén hoa acid béo va glucose thong qua con duong AMPK

trong té bao gan HepG2.



+ Tac dung giy doc té bao ung thu trén cac dong 4T1, SNU-I,
Hep3B, NTERA-2 va LLC.
4. Y nghia ciia Luin 4n
- Y nghia khoa hoc: Céc két qua nghién ctru ctia Luan an da goép phan
giai thich kinh nghiém ctia nguoi dan sir dung duge liéu Tam bop trong
dan gian, bd sung thém dir li¢u khoa hoc vé thue vat, hoa hoc va duge
1y hoc ciia cdy Tam bop; 1am tién dé cho viéc xdy dung tiéu chudn va
danh gia chat luong duoc liéu Tam bop sau nay.
- Y nghia thyc tién: Lam co sé khoa hoc dé phét trién ngudn nguyén liu
Tam bop lam thude.
5. B6 cuc ciia Ludn an
Luan an gdbm 4 chuong, 28 bang, 39 hinh, 4 so dd, 212 tai liéu tham
khao, 2 phu luc. Cac phﬁn chinh trong ludn an c6 127 trang, gé)m: bit van
dé: 1 trang, Tong quan: 34 trang, Nguyén vat liéu, trang thiét bi va phuong
phap nghién ciru: 18 trang; Két qua nghién ctu: 50 trang; Ban ludn: 22
trang; Két luan va kién nghi: 2 trang.



B. NQI DUNG CUA LUAN AN
CHUONG 1: TONG QUAN
Dia tong hop va trinh bay c6 hé thong cac két qua nghién ctru tir
trude dén nay vé thuc vat hoc, thanh ph?m hoéa hoc, tac dung sinh hoc va
cong dung Tam bop (Physalis angulata L., Solanaceae).

CHUONG 2: NGUYEN VAT LIEU, TRANG THIET BI VA PHUONG
PHAP NGHIEN CUU
2.1. Nguyén vat liéu nghién ciru
Mau Tam bép (c6 da hoa va qua) duge thu hai thang 11 nim 2014
tai huyén Gia Lam - Ha Noi dugc sir dung dé nghién ctru thuc vét, dinh tinh
va chiét xuét, phan 1ap. Cac miu nghién ctru tac dung sinh hoc bao gdm cao
toan phan EtOH 96% (TBT) va cic cao phan doan (n-hexan, TBH; EtOAc,
TBE va nude, TBN) va cac hop chit withanolid phan lap tir cdy Tam bop.
Dong vit, hoa chit, dung méi dat tiéu chuan thi nghiém.

2.2. Phuong phip nghién ciru

- Mau duoc lay ca cdy, ddy du cac bo phan va lam tiéu ban mau ciy kho
theo phuong phap ghi trong céc tai liéu thuc vat.

- Lam vi phiu cac bd phan cua ciy theo phuong phap cit ngang, nhuém
kép. Soi bot dugc li€u, quan sat va chup anh dudi kinh hién vi.

- Pinh tinh cic nhém chét hiru co trong dugce liéu bang cac phan tng hoa
hoc dic theo tai liéu Nguyén Vian Dan, Nguyén Viét Tyu.

- Chiét xuit cac cao chiét trong duoc liéu bang phwong phap chiét ngam
véi dung moi ethanol 96%.

- Phan lap céac chét bang sic ky cot, sic ky 16p mong (TLC). Theo dbi
cac phan doan sic ky bang TLC. Phat hién chit bang cach phun dung
dich H,SO,4 10% trong EtOH 96% va ho ndng, soi dudi dén tur ngoai &
hai bu¢c song 254 nm va 365 nm.

- Xac dinh cau trac cac hop chat dya trén cac phuong phap pho pho
khéi lwong (ESI-MS), phd cong huong tir hat nhan mot chiéu ('H-
NMR, *C-NMR va DEPT) va hai chiéu (HMBC va HSQC).

- Danh gia anh huong cia miu thir dén kha ning song sot cua te bao
RAW 264.7 va HepG2 bang phuong phap MTT dé xac dinh nong do
thur.

- Dénh gia tac dung chéng viém in vitro ciia cic cao chiét va hop chit
withanolid phan 1ap tir Tam bop véi cac dich nghién ciru 1a mutre d6 san
sinh PGE2, NO, IL-1p, NF-kB trén t& bao RAW 264.7 v6i tac nhén
kich thich 12 LPS, sir dung cac ky thuat ELISA dé do ludng.



- Danh gia tac dung chdng viém cap ciia cao toan phan EtOH 96% Tam
bop trén méd hinh giy phi ban chan chudt bang carrageenan theo
phuong phap Winter - Levy.

- Danh gia tac dung chdng viém man cua cao toan phan EtOH 96% Tam
bop trén md hinh gay u hat thyc nghiém bang bong ciia Vogel H. G. va
cong su, 2008.

- Danh gi4 tic dung giam dau cua cao toan phan EtOH 96% Tam bop
trén md hinh gy dau quin bang acid acetic ctia Koster va cong su.

- Pénh gia tic dung hoat héa AMPK, ACC, FAS va SREBP-I¢ trong té
bao HepG2 bang phuong phap Western Blot.

- Pénh gia kha ning e ché tich tu lipid ctia chit tinh khiét phan lap tir
Tam bop trén té bao HepG2 bang thir nghiém Nile Red.

- Pénh gi4 tic dung gy doc trén mot s6 dong té bao ung thu in vitro cua
cao chiét theo phuong phap ctia Skehan va cong su.

- Pénh gi4 tic dung gy doc trén mot s6 dong té bao ung thu in vitro cua
céc hop chét withanolid phan 1ap dugc bang phuong phap MTT.

- S6 liéu dinh luong dugc trinh bay dudi dang M + SE (M: gid tri trung
binh ting 16; SE: sai s6 chuén). Dir liéu dugc phan tich bang phan mém
GraphPad Prism 5. Phén tich thong ké dwoc thuc hién bang t-test (ddi
v6i nhitng nghién ctru so sanh 2 16) hodc bang Phén tich phuong sai
mdt chidu (one-way ANOVA, d6i véi nhitng nghién ciru so sanh nhiéu
hon 2 16). Sy khac biét giita cac 16 danh gia dugc coi la cé y nghia khi
p <0,05.

CHUONG 3: KET QUA NGHIEN CUU

3.1. KET QUA NGHIEN CUU VE THU'C VAT CUA TAM BOP
3.1.1. M ti dic diém hinh thii va giam dinh tén khoa hoc ciia TAm
bop
Dic diém hinh thdi

Cay co séng hang ndm, cao t&i 1 m; than rong, thiét dién hinh ti
giac, phén canh nhiéu, canh moc cung chd véi 1a. Than mau xanh, c6 16ng
rat ngan, 16ng nhiéu & canh. La don, moc cach, cudng dai 3 - 10 cm, rong
khoang 0,3 cm, c6 long cing, nhleu hon & mit trén cudng, mit trén ndi &
giita, c6 2 canh ngén ¢ hai bén cubng; phlen 14 hinh tring, 7 - 10 x 4 - 6 cm,
hai mit nhin hodc c6 16ng rat thua; gde 14 hinh ném hodc hoi tron, déi khi
léch; mép 14 nguyén hodc c6 ring cua thwa, khong déu; gbe 14 nhon; gin
hinh 16ng chim, 6 - 7 d6i, ndi & mat dudi, 16m & mat trén, trén gan phu 16ng.
Hoa don doc, moc & nach 14, ludng tinh, mau 5; cuéng hoa dai 1,3 -1,4 cm,
xanh & phan dudi, nau do phan trén, phu 16ng hudng 1én. Dai hoa 5, mau
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xanh, han lién thanh dng & phan nira dudi, cao khoang 5 mm, chia thanh 5
thily hinh tam giac ¢ phan nira trén, mdi thiy c6 mot gan chinh mau nau do
phan duédi, xanh & phan trén; mat ngoai dai phu 16ng tring, mat trong nhan,
trae & ph?m thuy, mép thuy co6 16ng; trang hoa 5, han lién, mau vang nhat, dai
0,9 cm, thuy trang hinh tam giac rong, mat ngoai trang phu 16ng day, mat
trong phu 16ng thua, c6 cac ddm nau ¢ hong trang, 16ng moc day trén cac
d6m nau. Nhij 5, roi nhau, han lién v&i phan 6ng trang & dudi, phan han lién
khoang 1mm; chi nhi dai 5 - 6 mm, nhin, mau xanh vang ¢ dudi, hoi nau &
phﬁn trén; bao phén 2 0, khoang 2 mm, mau xanh nhat, dinh géc, nut doc.
Bau trén, 2 mm x 2 mm, 2 6, 2 14 nodn han lién, dinh noin trung try, nodn
nhiéu & mdi 6; voi nhuy dai 5,5 mm, nhin, nim nhuy 1, hoi xanh. Qua
mong, hinh gan cdu, duong kinh khoang 1 cm; cudng qua dai khoang 2 cm,
qua phat trién & trong dai ddng truong; dai dong truong khoang 3 cm x 2
cm, mit ngoai c6 16ng, mit trong nhan, hinh ngii giac, v6i 5 g chinh va 5
gd phu mau tim. Hat nhiéu, det, khoang 1,5 mm
Xdc dinh tén khoa hoc
Cin cir vao cac dic diém cua tiéu ban da thu thap (vé than, 14, hoa,

qua) dbi chiéu v6i khoéa phan loai va ban mo ta trong cac tai lidu, mdu Tam
bop dugc xac dinh tén khoa hoc la Physalis angulata L. (ho Ca -
Solanaceae).
3.1.2. Pic diém vi hoc
3.1.2.1. Pdc diém gidi phdu thin

Mit cét tiéu ban hinh tron c6 4 goc 10i, tir ngoai vao trong co: (2)
Biéu bi gdm 1 16p té bao hinh da gidc phia ngoai hoa cutin, rai rac ¢6 long
che cho don bao (1). M6 day nam ngay sat 16p biéu bi (3), & cac goc 16i ¢6
nhiéu 16p té bao mé day, cac té bao ¢ thanh day lén ¢ cac goc tiép xtic voi
nhau, ¢ nhimg chd con lai chi c6 2 16p té bao mo day. Mo mem vo (4) gan
nhu khéng nhin 13, cac té bao b1 ¢p bep. Xen k& trong md mém vo ¢b cac
mo cling nam rai rac (5). Libe go xép lién tiép tao thanh vong tron khép kin
gom libe & phia ngoai (7) va go ¢ phia trong (6). Trong cung la md mém
rudt cau tao bai cac t& bao hinh da giac ¢6 kich thude 16n, xép 16n xon véi
nhau dé h cac khoang gian bao (8).
3.1.2.2. Pdc diém gidi phéu ld

Gin la: Loi 1én ca hai phia. Ngoai cing 14 biéu bi trén (1) va biéu bi
duéi (11) duge ciu tao boi mot hang té bao hinh tron xép déu dan, mang
ngoai hoa cutin, c6 16ng che chd da bao (8). Ngay dudi hang biéu bi trén va
biéu bi dudi 1a 16p mé day dwoc ciu tao boi 2 hang té bao thanh day (2, 10).
Tiép dén 1a mod mém céu tao boi cac té bao kich thudc 16n nhit, thanh
mong, hinh da giac, sap xép 16n x0n, tao thanh cac khoang gian bao (3). Bo
libe-gd sip xép lién tuc khép kin gom libe & ngoai (9) va gd & trong (7).
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Phién la: Biéu bi trén va biéu bi dudi cdu tao boi mot hang té bao
hinh chir nhét xép déu din. Nam ‘ngay dudi 16p biéu bi trén 1a mo gidu gom
mot hang té bao hinh chit nhat Xep déu dan nhau (4). Rai rac co cac tinh thé
calci oxalat hinh cau gai trong mo khuyét (5). Cudi ciing 14 ha bi dudi nim
sét biéu bi dudi (6).

3.1.3. Pic diém bot duoc liéu
3.1.3.1. Pic diém bét thin

Bot mau xam, khong mui, vi hoi déng. Soi trén kinh hién vi thay cac
dic diém sau: Manh mach xo0dn (1), manh mach vach (2, 3), manh mach
diém (5, 6), manh moé mém gém céc té bao kich thudce 16n, thanh mdng, xép
16n x6n nhau (4), soi va bo soi (7, 8).
3.1.3.2. Pic diém bot ld

Bot mau xam, khong mui, vi ddng. Soi trén kinh hién vi thdy cac dic
diém sau: L3 khi va ‘manh biéu bi mang 18 khi (7a, 7b), md gidu gom céc té
bao hinh chit nhét xép thiang hang nhau (4), manh mach xoan (1a, 1b), manh
mach vach (2), manh mach diém (3), manh mé6 mém gdm cac té bao kich
thude 16n, thanh mong, xép 16n xon, 16ng che ché da bao (5a, 5b) va tinh
thé calci oxalat hinh ciu gai (6a).

3.2. KET QUA NGHIEN CUU VE THANH PHAN HOA HQC CUA
TAM BOP
3.2.1. Pinh tinh

Qua két qua céac phan ung dinh tinh, so bd két luan duogc liéu phé”m
Tam bop c6 chira hau hét ciac nhom chat (flavonoid, caroten, alcaloid,
saponin, coumarin, tannin, acid hitu co, duong khtr, acid amin, chét béo va
polysaccharid).

3.2.2. Chiét xuit, phan lap va x4c dinh ciu tric ciia cac hop chit
3.2.2.1. Chiét xudt, phén ldp cic hop chit

Chiét xudt va phan 1ap cac hop chét tir phin Tam bop duoc tién hanh
nhu so d6 3.1-3.4, thu dugc 15 hop chat (PA1 - PA15).
3.2.2.2. Xdc dinh céu tric ciia cdc hop chit
+ Hop chit PA1: Acid caffeic

Chat rin mau tring; ESI-MS: m/z 179,0 [M-H]; 'H-NMR (500
MHz, CD;0D): dy 7,05 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-2), 6,80 (1H, d, J = 8,0 Hz,
H-5), 6,95 (1H, dd, J = 2,0; 8,0 Hz, H-6), 7,55 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-7),
6,23 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-8); >C-NMR (125 MHz, CD;0D): dc 127.8 (C-
1), 115,1 (C-2), 146,8 (C-3), 149,5 (C-4), 116,5 (C-5), 122,8 (C-6), 147,0
(C-7), 115,6 (C-8), 171,0 (C-9).

+ Hop chit PA2: Acid ferulic

Tinh thé hinh kim mau tring, ESI-MS: m/z 195,0 [M+H]", 193,0 [M-

H]; '"H-NMR (500 MHz, CD;0D): 6y 7,19 (1H, d, J = 1,0 Hz, H-2), 6,83
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(1H, d, J = 8,0 Hz, H-5), 7,08 (1H, dd, J = 1,0; 8,0 Hz, H-6), 7,62 (1H, d, J
=16,0 Hz, H-7), 6,33 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-8), 3,91 (3H, s, 3-OCH3); "*C-
NMR (125 MHz, CD;0D): d¢ 127,8 (C-1), 111,8 (C-2), 150,5 (C-3), 149,4
(C-4), 116,5 (C-5), 124,0 (C-6), 146,9 (C-7), 115,9 (C-8), 170,9 (C-9), 56,5
(3-OCHa).
+ Hop chit PA3: Acid chlorogenic

Chat rin mau tring, ESI-MS: m/z 353,0 [M-H]; "H-NMR (500 MHz,
aceton-dg): oy 2,02 (1H, m, H-2), 2,25 (1H, ddd, J = 2,5; 4,5; 13,0 Hz, H-2),
5,38 (1H, m, H-3), 3,78 (1H, dd, J = 3,0; 9,0 Hz, H-4), 4,23 (1H, q, J = 3,5
Hz, H-5), 2,12 (1H, dd, J = 3,0; 4,0 Hz, H-6), 2,16 (1H, dd, J = 3,0; 14,0
Hz, H-6), 7,15 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-2'), 6,87 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5"), 7,03
(1H, dd, J = 2,0; 8,0 Hz, H-6'), 7,55 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-7"), 6,26 (1H, d,
J=16,0 Hz, H-8"); "C-NMR (125 MHz, aceton-ds): dc 76,2 (C-1), 39,1 (C-
2), 71,3 (C-3), 73,5 (C-4), 71,6 (C-5), 37,9 (C-6), 175,1 (C-7), 127,6 (C-1"),
115,2 (C-2"), 145,8 (C-3'), 148,7 (C-4"), 116,4 (C-5"), 122,5 (C-6"), 146,3
(C-7", 115,9 (C-8"), 167,1 (C-9").
+ Hop chit PA4: Quercetin

Chat ran mau vang, ESI-MS: m/z 303,0 [M+H]", 301,0 [M-H]; 'H-
NMR (500 MHz, aceton-dg): 8y 6,26 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6), 6,51 (1H, d,
J=2,0 Hz, H-8), 7,82 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-2"), 6,99 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-
51, 7,69 (1H, dd, J = 2,0; 8,5 Hz, H-6"); BC-NMR (125 MHz, aceton-ds): dc
146,9 (C-2), 136,7 (C-3), 176,5 (C-4), 162,3 (C-5), 99,1 (C-6), 165,0 (C-7),
94,4 (C-8), 157,7 (C-9), 104,1 (C-10), 123,8 (C-1'), 115,7 (C-2"), 145.8 (C-
3"), 148,3 (C-4"), 116,2 (C-5"), 121,4 (C-6").
+ Hop chit PAS5: Quercitrin

Chat rén mau vang, ESI-MS: m/z 471,0 [M+Na]"; '"H-NMR (500
MHz, CD;0D): &; 6,22 (1H, d, J = 1,5 Hz, H-6), 6,39 (1H, d, J = 1,5 Hz,
H-8), 7,36 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-2'), 6,93 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5"), 7,33
(1H, dd, J = 2,0; 8,0 Hz, H-6"), 5,37 (1H, br s, H-1"), 4,24 (1H, br d, J= 1,0
Hz, H-2"), 3,78 (1H, dd, J = 3,0; 9,0 Hz, H-3"), 3,36 (1H, m, H-4"), 3,45
(1H, m, H-5"), 0,95 (1H, d, J = 6,0 Hz, H-6"); "C-NMR (125 MHz,
CD;0D): & 158,5 (C-2), 136,3 (C-3), 179,7 (C-4), 163,2 (C-5), 99,8 (C-6),
165,9 (C-7), 94,7 (C-8), 159,3 (C-9), 105,9 (C-10), 123,0 (C-1"), 116,4 (C-
2"), 146,4 (C-3"), 149,8 (C-4'), 117,0 (C-5"), 122,9 (C-6"), 103,6 (C-1"), 71,9
(C-2"), 72,2 (C-3"), 73,3 (C-4"), 72,0 (C-5"), 17,7 (C-6").
+ Hop chit PA6: Quercetin 3-0-4-D-glucopyranosid

Chat rdn mau vang, ESI-MS: m/z 487 [M+Na]"; "H-NMR (500 MHz,
CD;0D & DMSO-dy): dy 6,24 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6), 6,44 (1H, d, J=2,0
Hz, H-8), 7,85 (1H, d, J = 3,0 Hz, H-2'), 6,91 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5"), 7,63
(1H, dd, J = 3,0; 8,5 Hz, H-6"), glc: 5,29 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1"), 3,68
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(1H, m, H-2"), 3,51-3,61 (3H, m, H-3", H-4", H-5"), 3,81 (1H, m, H-6"),
3,88 (1H, m, H-6"); C-NMR (125 MHz, CD;0D & DMSO-d): ¢ 158,6
(C-2), 135,6 (C-3), 179,4 (C-4), 162,9 (C-5), 99,9 (C-6), 165,9 (C-7), 94,8
(C-8), 158,3 (C-9), 105,6 (C-10), 122,9 (C-1"), 116,3 (C-2"), 1458 (C-3),
149,9 (C-4'), 117,8 (C-5"), 123,0 (C-6"), gle: 105,0 (C-1"), 75,0 (C-2"), 77,1
(C-3"), 69,9 (C-4"), 77,2 (C-5"), 61,9 (C-6").
+ Hop chit PA7: Myricitrin

Chat bot mau vang, ESI-MS: m/z: 487 [M+Na]’; 'H-NMR (500
MHz, CD;0D): §y; 6,22 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6), 6,38 (1H, d, J = 2,0 Hz,
H-8), 6,97 (2H, s, H-2', H-6'), 5,34 (1H, d, J= 1,5 Hz, H-1"), 4,24 (1H, dd,
J=1,5;3,0 Hz, H-2"), 3,81 (1H, dd, J = 3,0; 9,0 Hz, H-3"), 3,36 (1H, m, H-
4", 3,54 (1H, m, H-5"), 0,99 (3H, d, J = 6,0 Hz, H-6"); >C-NMR (500
MHz, CD;0D): 6¢ 159,5 (C-2), 136,3 (C-3), 179,7 (C-4), 163,2 (C-5), 99,8
(C-6), 165,9 (C-7), 94,7 (C-8), 158,5 (C-9), 105,9 (C-10), 122,0 (C-1"),
109,6 (C-2', C-6"), 146,9 (C-3", C-5"), 137,9 (C-4"), 103,6 (C-1"), 71,9 (C-
2"), 72,1 (C-3"), 73,4 (C-4"), 72,0 (C-5"), 17,7 (C-6").
+ Hop chit PAS: Rutin

Chat rdn mau vang, ESI-MS: m/z 633,1 [M+Na]", 609,0 [M-H]; 'H-
NMR (500 MHz, CD;0D): 6y 6,23 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6), 6,42 (1H, d, J
= 2,0 Hz, H-8), 7,69 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-2'), 6,90 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-
5%, 7,65 (1H, dd, J = 2,0; 8,5 Hz, H-6"), glc: 5,12 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-1"),
3,48 (1H, s, H-2"), 3,36 (1H, m, H-3"), 3,28 (1H, m, H-4"), 3,42 (1H, m, H-
5"), 3,43 (1H, m, H-6"a), 3,82 (1H, dd, J = 1,5; 11,0 Hz, H-6"b); rham: 4,54
(1H, d, J = 1,5 Hz, H-1"), 3,65 (1H, dd, J = 2,0; 3,0 Hz, H-2"), 3,55 (1H,
dd, J = 3,0; 9,0 Hz, H-3"), 3,30 (1H, m, H-4"), 3,46 (1H, m, H-5"), 1,14
(3H, d, J = 6,0 Hz, H-6"); *C-NMR (125 MHz, CD;0D): dc 158,5 (C-2),
135,7 (C-3), 179,4 (C-4), 163,0 (C-5), 100,0 (C-6), 166,0 (C-7), 94,9 (C-8),
159,3 (C-9), 105,7 (C-10), 123,6 (C-1"), 117,7 (C-2'), 145,8 (C-3"), 149,8
(C-4"), 116,1 (C-5"), 123,2 (C-6"); glc: 104,7 (C-17), 75,7 (C-2"), 77,2 (C-
3"), 71,4 (C-4"), 78,2 (C-5"), 68,6 (C-6"); rham: 102,4 (C-1"), 72,1 (C-2"),
72,3 (C-3"), 74,0 (C-4"), 69,7 (C-5"), 17,9 (C-6").
+ Hop chit PA9: Stigmasterol

Tinh thé hinh kim mau tring; ESI-MS: m/z 413,1 [M+H]", 411,2 [M-
HJ; "H-NMR (500 MHz, CDCl5): dy 3,53 (1H, m, H-3), 5,35 (1H, br d, J =
3,5 Hz, H-6), 0,84 (3H, s, H-18), 1,03 (3H, s, H-19), 0,91 (3H, d, J = 6,5
Hz, H-21), 5,15 (1H, dd, J = 8,5; 15,0 Hz, H-22), 5,02 (1H, dd, J = 8,5; 15,0
Hz, H-23), 0,84 (3H, t, J = 8,5 Hz, H-26), 0,81 (3H, d, J = 6,8 Hz, H-28),
0,68 (3H, d, J = 9,0 Hz, H-29); >*C-NMR (125 MHz, CDCl5): dc 37,3 (C-1),
31,7 (C-2), 71,8 (C-3), 42,3 (C-4), 140,8 (C-5), 121,7 (C-6), 31,9 (C-7, C-
8), 50,1 (C-9), 36,5 (C-10), 21,1 (C-11), 39,7 (C-12), 42,3 (C-13), 56,8 (C-
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14), 24,3 (C-15), 28,9 (C-16), 56,0 (C-17), 12,1 (C-18), 19,4 (C-19), 40,5
(C-20), 21,1 (C-21), 138,3 (C-22), 129,3 (C-23), 51,2 (C-24), 31,9 (C-25),
21,2 (C-26), 25,4 (C-27), 19,0 (C-28), 12,3 (C-29).
+ Hop chit PA10: Daucosterol

Chit rén mau tring; ESI-MS: m/z 599,3 [M+Na]’, 575,4 [M-H]; 'H-
NMR (500 MHz, CDCl; & CD;0D): dy 3,59 (1H, m, H-3), 5,37 (1H, t, J =
3,5 Hz, H-6), 0,68 (3H, s, H-18), 1,00 (3H, s, H-19), 0,92 (3H, d, J = 6,5
Hz, H-21), 0,86 (3H, t, J = 7,5 Hz, H-26), 0,81 (3H, d, J = 7,0 Hz, H-28),
0,81 (3H, d, J = 7,0 Hz, H-29), Glc: 4,41 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-1'), 3,24
(1H, m, H-2"), 3,44 (2H, m, H-3', H-4"), 3,29 (1H, m, H-5"), 3,84 (1H, dd, J
=2,0; 12,0 Hz, H-6'a), 3,75 (1H, dd, J = 4,5; 12,0 Hz, H-6'b); *C-NMR
(125 MHz, CDCl; & CD;0D): ¢ 37,4 (C-1), 29,7 (C-2), 79,3 (C-3), 38,8
(C-4), 140,4 (C-5), 122,3 (C-6), 32,0 (C-7), 31,9 (C-8), 50,3 (C-9), 36,8 (C-
10), 21,2 (C-11), 39,9 (C-12), 42,4 (C-13), 56,9 (C-14), 24,4 (C-15), 28,3
(C-16), 56,2 (C-17), 11,9 (C-18), 19,4 (C-19), 36,3 (C-20), 18,8 (C-21),
34,1 (C-22), 26,2 (C-23), 45,9 (C-24), 29,3 (C-25), 19,9 (C-26), 19,1 (C-
27), 23,1 (C-28), 12,0 (C-29), Glc: 101,2 (C-1'), 73,6 (C-2'), 76,5 (C-3"),
70,1 (C-4"), 75,8 (C-5"), 61,9 (C-6").
+ Hop chit PA11: Physalindicanol A

Chat rin mau trang; ESI-MS: m/z 413,1 [M-H]; 'H-NMR (500
MHz, CDCly): dy 3,52 (1H, m, H-3), 5,35 (1H, t, J = 3,0 Hz, H-6), 0,68
(3H, s, H-18), 1,10 (3H, s, H-19), 0,92 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-21), 4,81 (1H,
t,J= 1,0 Hz, H-260), 4,95 (1H, t, J = 1,0 Hz, H-26p), 1,74 (3H, br s, H-27),
1,30 (3H, s, H-28); "C-NMR (125 MHz, CDCl;): d¢ 37,3 (C-1), 31,9 (C-2),
71,8 (C-3), 42,4 (C-4), 140,8 (C-5), 121,7 (C-6), 31,7 (C-7), 31,9 (C-8),
50,2 (C-9), 36,6 (C-10), 21,1 (C-11), 39,8 (C-12), 42,4 (C-13), 56,8 (C-14),
24,3 (C-15), 28,2 (C-16), 55,9 (C-17), 11,9 (C-18), 19,4 (C-19), 35,8 (C-
20), 18,8 (C-21), 29,7 (C-22), 36,5 (C-23), 75,5 (C-24), 150,5 (C-25), 109,5
(C-26), 19,4 (C-27), 27,8 (C-28).
4 Hop chit PA12: Physalindicanol B

Chat ran khong mau; ESI-MS: m/z 413,1 [M-H]; '"H-NMR (500
MHz, CDCly): dy 3,51 (1H, m, H-3), 5,35 (1H, t, J = 2,5 Hz, H-6), 0,69
(3H, s, H-18), 1,01 (3H, s, H-19), 0,97 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-21), 1,35 (6H,
s, H-26, H-27), 5,09 (1H, s, H-28f), 4,76 (1H, d, J = 1,0 Hz, H-28a); "C-
NMR (125 MHz, CDCl;): d¢ 37,3 (C-1), 31,9 (C-2), 71,8 (C-3), 42,3 (C-4),
140,8 (C-5), 121,7 (C-6), 31,7 (C-7), 32,0 (C-8), 50,2 (C-9), 36,5 (C-10),
21,1 (C-11), 39,8 (C-12), 42,4 (C-13), 56,8 (C-14), 24,3 (C-15), 28,2 (C-
16), 56,0 (C-17), 11,9 (C-18), 19,4 (C-19), 35,9 (C-20), 18,8 (C-21), 31,9
(C-22), 35,6 (C-23), 156,9 (C-24), 73,6 (C-25), 29,4 (C-26), 29,3 (C-27),
106,7 (C-28).
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+ Hop chit PA13: Physalin B

Tinh thé hinh kim mau vang nhat; ESI-MS: m/z 511,1 [M+H]"; 'H-
NMR (500 MHz, CDCl;): dy 5,90 (1H, dd, J = 3,0; 10,0 Hz, H-2), 6,79 (1H,
ddd, J =3,0; 5,0; 10,0 Hz, H-3), 5,57 (1H, d, J = 7,0 Hz, H-6), 2,16 (1H, s,
H-16), 1,22 (3H, s, H-19), 1,97 (3H, s, H-21), 4,55 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-
22), 2,45 (1H, d, J = 4,0 Hz, H-25), 3,79 (1H, d, J = 13,5 Hz, H-27a), 4,51
(1H, dd, J = 4,5; 13,5 Hz, H-27b), 1,27 (3H, s, H-28); *C-NMR (125 MHz,
CDCls): d¢ 205,7 (C-1), 127,4 (C-2), 146,1 (C-3), 33,1 (C-4), 133,9 (C-5),
124,5 (C-6), 24,8 (C-7), 39,9 (C-8), 33,2 (C-9), 52,7 (C-10), 24,2 (C-11),
25,9 (C-12), 79,7 (C-13), 107,5 (C-14), 208,1 (C-15), 56,4 (C-16), 81,0 (C-
17), 172,3 (C-18), 17,9 (C-19), 80,3 (C-20), 21,5 (C-21), 77,0 (C-22), 32,7
(C-23), 31,6 (C-24), 50,9 (C-25), 166,7 (C-26), 60,7 (C-27), 26,5 (C-28).
+ Hop chit PA14: Physalin D

Tinh thé hinh kim mau vang nhat; ESI-MS: m/z 567,0 [M+Na]"; 'H-
NMR (500 MHz, CD;0D & CDCly): 6y 5,93 (1H, dd, J = 2,5; 10,5 Hz, H-
2), 6,66 (1H, m, H-3), 3,71 (1H, m, H-6), 2,16 (1H, s, H-16), 1,31 (3H, s,
H-19), 2,00 (3H, s, H-21), 2,45 (1H, d, J = 4,5 Hz, H-25), 3,75 (1H, m, H-
27a), 4,53 (1H, m, H-27b), 1,28 (3H, s, H-28); *C-NMR (125 MHz,
CD;0D & CDCl3): ¢ 206,9 (C-1), 127,7 (C-2), 143,6 (C-3), 35,4 (C-4),
76,9 (C-5), 73,5 (C-6), 26,6 (C-7), 38,5 (C-8), 30,5 (C-9), 54,7 (C-10), 25,3
(C-11), 25,7 (C-12), 79,7 (C-13), 107,7 (C-14), 208,5 (C-15), 55,7 (C-16),
81,1 (C-17), 172,6 (C-18), 14,1 (C-19), 80,8 (C-20), 21,7 (C-21), 76,9 (C-
22), 32,9 (C-23), 31,1 (C-24), 50,9 (C-25), 167,6 (C-26), 60,8 (C-27), 26,4
(C-28).
+ Hop chit PA15:

Chéat rén mau tring; ESI-MS: m/z 479,0 [M+Na]"; '"H-NMR (500
MHz, CDCly): 8y 3,22 (1H, dd, J = 4,5; 11,5 Hz, H-3), 528 (1H, t, J = 3,5
Hz, H-12), 2,81 (1H, dd, J = 4,0; 13,5 Hz, H-18), 0,99 (3H, s, H-23), 0,78
(3H, s, H-24), 0,92 (3H, s, H-25), 0,76 (3H, s, H-26), 1,13 (3H, s, H-27),
0,90 (3H, s, H-29), 0,93 (3H, s, H-30); °C-NMR (125 MHz, CDCl;): d¢
38,5 (C-1), 27,2 (C-2), 79,1 (C-3), 38,8 (C-4), 55,3 (C-5), 18,3 (C-6), 32,5
(C-7), 39,3 (C-8), 47,7 (C-9), 37,1 (C-10), 23,0 (C-11), 122,7 (C-12), 143,6
(C-13), 41,7 (C-14), 27,7 (C-15), 23,6 (C-16), 46,6 (C-17), 41,1 (C-18),
45,9 (C-19), 30,7 (C-20), 33,8 (C-21), 32,7 (C-22), 28,1 (C-23), 15,6 (C-
24), 15,3 (C-25), 17,2 (C-26), 25,9 (C-27), 182,9 (C-28), 33,1 (C-29), 23,6
(C-30).
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3.3. KET QUA NGHIEN CUU VE TAC DUNG SINH HQC CUA TAM
BOP
3.3.1. Hoat tinh khang viém
3.3.1.1. Hoat tinh khdng viém in vitro
% Anh hwong ciia mdu thir dén kha ndng song sot ciia té bao RAW 264.7

Sau 24 gio U voi cao chiét (20 pg/mL) va hop chat tinh khiét (10
uM), trén 80% céc té bao séng sot, dao dong tir 85 - 96%. Do vay, néng do
20 pug/mL d6i véi dich chiét va 10 pM ddi véi chat tinh khiét 1a an toan dé
thuc hién thi nghiém chdng viém in vitro tiép theo trén té bao RAW 264.7.
% Hoat tinh khang viém in vitro ciia cdc mau thie Tam bop

Két qua cho thay, trong sb 4 cao thir nghiém, cao EtOAc (TBE, 20

pg/mL) ciia TAm bép trc ché manh nhat sy san sinh PGE2, NO, IL-1p va
giam hoat tinh ciia NF-xB trong dai thyc bao RAW 264.7 gdy kich thich
viém bang LPS. Cac hop chat withanolid phan 1ap tir cdy Tam bop clng thé
hién hoat tinh khang viém in vitro tot. Trong sé d6, hop chat PA11 thé hién
kha nang e ché manh nhit trén sy san sinh PGE2, NO, va IL-1B va giam
hoat tinh NF-kB trong dai thuc bio RAW 264.7 gay kich thich viém bang
LPS & lidu thir nghiém 10 uM (Hinh 3.22A-D).

4] a

" el L.
wrw § o I

LPS 1 pg/ml LPS 1 pg/ml

§ 0 g s

Hinh 3.1. Hoat tinh khang viém in vitro ciia cic cao chiét (20 pg/mL) va
chét tinh khiét (10 pM) tir TAm bép

Anh hieong ciia cdc cao chiét va chat tinh khiét phan ldp tir Tam bop lén

mirc do san sinh PGE2 (4), NO (B), IL-1B (C) va hoat tinh NF-xB (D). Cao

chiét (20 ug/mL) va cac chat tinh khiét (nong dé 10 uM) cdy Tam bop dugc

u cung voi chat gdy cam ung viem LPS (1 ug/mL) voi 1 bao RAW 264.7

trén dia 96 giéng (30 000 té bao/giéng) trong 24 gic. Mau trang dwoc 1 véi
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DMSO. Dich méi truong té bao dwoc thu va thir phan ing Elisa véi cdc
cytokin khac nhau. D¢ tin cdy, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 so sanh
gitka cdc mau dich chiét, chat tinh khiét véi mau chimg LPS. Dexamethason
100 nM dwoc sir dung la chdt doi dwong.
3.3.1.2. Hoat tinh khang viém in vivo
% Hoat tinh khéang viém cap
Bing 3.1. Anh huéng ciia cao toan phan EtOH 96% Tam bép 1én mirc

do phu chin chujt

Ty 1€ phui chin chuft (%)

Lo nghién ciru n Sau2 Sau3 Saudh Sau 6
h h h
] 2460 3846 4311+ 41,16
Chimg 1071980 +458 480 482
Indomethacin (10 o 892+ 14f6 1100+ 503+
mg/kg) 2205 | . 2550 1dger
Lol
. 2352 41,51 3933+ 3534
o, A > ’ 9 )
(Cao EtOH 96% licu 0,3 11 1208 +364 2.60 235
g/kg)
Lo2 25,11
N j: b
(Cao EXOH 96% Lidu0,9 11 00 3038 27045y
g/kg) ’ ’ ’ 2,17*

*:p <0,05va **: p < 0,01 khi so sanh vdi 16 ching

Nhén xét: Cao toan phan EtOH 96% cua Tam bop lidu 0,3 g/kg
khéng c6 tac dung tic ché phu ban chan chudt & cac thoi diém2h,3 h, 4 h
va 6 h sau khi gdy viém (p > 0,05) nhung lidu cao hon (0,9 g/kg) cé tac
dung trc ché phu ban chan chudt ¢ 2 thoi diém 1a 4 h va 6 h sau khi gay
viém (p < 0,05).
“  Hoat tinh khang viém man
Biang 3.2. Anh hwéng ciia cao toan phin EtOH 96% Tam bép trén khoi

lwong u hat trén chudt cong tring

r 0 1 r
Khébi pUC hEi % e
A A lwgng u che. lwgng u ché khi
Lo nghién ciru hat twoi l‘;‘; hat kho can
(mg) wot (mg) khé
. 634,22 103,61 +
Chimg 10 74789 - 20,04
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Prednisolon 296,34 + 40,14 +

(5§ mg/kg) 10 43,92%%* 53,28 6.31% 61,26
Lo1

i 626,64 + 107,84 +

o A N S

(Cao EtOH 96% liéu 0,3 10 79.90 _ 2454
gkg)
Lo 2
(Cao EtOH 96% lidu 0,0 10 P387+ 554y 84374
g/kg) 33,39 15,77

*p <0,05va **: p<0,01 khi so sanh voi lo chirng

Nhén xét: Cao toan phan EtOH 96% Tam bop véi liéu 0,3 g/kg khong
thé hién tic dung lam giam khdi luong u hat ca luc uét va lic kho (p >
0,05). Cao toan phan EtOH 96% Tam bop véi lidu 0,9 g/kg co tac dung lam
giam khdi lugng u hat luc uét (p < 0,05) véi ty 1é giam 1a 28,44%, nhung
khong lam giam khéi lugng u hat sau khi sdy kho (p > 0,05).
3.3.2. Tac dung gidm dau

Bing 3.3. Anh huéng ciia cao toan phian EtOH 96% Tam bép dén so
con quin dau ciia chudt nhit tring

S6 con quin dau (s6 con/5 phit)

Lé/Liéu n

0-5 5-10 phit 10-15 15-20 20-25 25-30
phut phut phut phut phut
Chimg 10 11 26 19 19 13 11
(9-15) (21-30) (16-25) (16-20) (12-16) (8-12)
?254%1”“ 1 0 0 142 ok 1 1% (0 163 (0 172 R () 170 *
mg/kg) (') (') (') (') (')
Lol 15
(Cao EtOH 10 2 15 (12- 11 9 7
96% lieu 0-6)**  (11-16)** 16)%* (8-12)**  (4-11)**  (6-11)
0,6 g/kg)
L62
(Cao EtOH 1 2 13 10 7 6 2
96% lieu (1-4)**  (10-14)**  (8-10)**  (6-10)**  (2-7)**  (0-6)**
1,8 g/kg)

So liéu duoc trinh bay dwdi dang trung vi va khoang tir phan vi, *: p < 0,05
va **: p < 0,01 khi so sanh voi l6 chung, dung Mann - Whitney U test
Nhén xét: Cao toan phan EtOH 96% Tam 'bop ca hai mirc lidu 0,6
g/kg va 1.8 g/kg déu thé hién tac dung giam dau t6t, lam giam sé con quin
dau & thoi diém 5 phut sau khi tiém acid acetic 1% (p < 0,01), tac dung nay
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kéo dai dén 30 phut sau khi tiém dbi v6i mic lidu cao 1,8 g/kg (p < 0,01) va
tac dung kéo dai dén phat 25 & muc lidu thip hon (0,6 g/kg) (p < 0,01).
3.3.3. Tac dung trén chuyén héa acid béo va glucose trong té bao gan
HepG2
3.3.3.1. Anh hwéng ciia mau thir Ién khd ning séng sét ciia té bao HepG2

Sau 24 gio U voi cao chiét (50 pg/mL) va hop chat tinh khiét (10
uM), trén 80% cac té bao song sot (dao dong tir 85 - 96%). Cac nong do 50
pg/mL ddi véi dich chiét va 10 uM db6i véi chét tinh khiét 13 an toan véi té
bao trong 24 gid thi nghiém.
3.3.3.2. Tic dung hoat héa AMPK vi ACC trong té bao gan HepG2

Cao toan phan (TBT) va céc cao phan doan tuong ng gom cao n-
hexan (TBH), cao EtOAc (TBE) va cao nuéc (TBN) ¢ liéu thir nghiém 50
pg/mL déu 1am ting biéu hién cua p-ACC va p-AMPK & mtc d6 khac nhau
(Hinh 3.24A-C) so v6i giéng chimg (chi b sung dung méi da dung dé pha
mau thir). Tuy nhién, nhu quan sat trén hinh 3.24B va 3.24C, cao TBE &
liéu thir nghiém 50 pg/mL ting biéu hién p-ACC va p-AMPK manh nhat so
Vi cac mau thir khac va manh hon so v6i chimg duong Aicar lidu 1 uM
trén biéu hién p-ACC va yéu hon trén biéu hién p-AMPK. Mirc d6 tac dung
hoat hoa p-ACC cua céc cao chiét nhu sau TBE > TBH > TBN > TBT va
hoat hoéa p-AMPK nhu sau: TBE > TBH > TBT > TBN.
B C

Hinh 3.2. Kha nang hoat héa p-AMPK va p-ACC trong té bao HepG2
ciia cac cao chiét

(A) S biéu hién nong do protein AMPK va ACC trong té bao HepG2 boi
cde cao chiét (50 ug/mL). Dich chiét (50 pg/ml) tir Tam bép dwoc i véi té
bao HepG?2 trong 2 gio. Dich chze; té bao sau dé dwoc ly gidi va phan tich
dién di protein véi cdc khing thé: phospho-AMPK, phospho-ACC va S-
actin. (B, C) Cwong do dai cua phosphor-AMPK va phospho-ACC trong A
duoe dinh heong bang phan mém Image J. Aicar dwoc sic dung la chat doi
chimg duong cho thi nghi¢m. * p < 0,05; ** p < 0,01 so véi mdu trang.

O muc lidu thir nghiém 10 uM, 4 hop chat tinh khiét PA11 - PA14
déu tang biéu hién p-ACC & mirc d¢ khac nhau. Trong d6, hai hop chat
PA12 va PA14 thé hién tac dung manh tuong dwong ddi ching dwong
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Aicar & nong do thir nghiém 1 uM. Ddi véi thir nghiém trén mirc d6 bicu
hién p-AMPK, hop chit PA14 (10 uM) thé hién tac dung manh nhit so véi
3 chat con lai (PA11-PA13) va tuong duong chat ddi chimg duong Aicar &
nong d¢ thir nghiém 1 uM (Hinh 3.25A, B va C), tiép theo 14 dén hop chat
PA1 l\vé PA12. Muc do biélé hién cua B-actin khéng( }hay dbi.

Hinh 3.3. Kha niing hoat h6a p-AMPK va p-ACC trong té bao HepG2
ciia cac hop chat

(A4) Su biéu hién nong dé AMPK va ACC trong té bao HepG2 béi cdc hop
chat tinh khiét (10 uM). Chat tinh khzet phan ldp tir Tam bép dwoc i véi té
bao HepG2 trong 2 gio. Dich chiét té bao sau dé dwoc ly gidi va phan tich
dién di protein véi cic khang thé: p-AMPK, p-ACC va f-actin. (B, 0
Cuong do dai cia p-AMPK va p-ACC trong A dwoc dinh hrong bang phan
mém Image J. Aicar dwoc sir dung la chat doi chiing dwong cho thi nghiém.
* p < 0,05 so véi mau trang.
3.3.3.3. Tdic dung vrc ché FAS va SREBP-Ic ciia PAI2 va PAl4 trong té
bao HepG?2

Té bao sau khi dwgc bd sung glucose ndng do cao 30 mM gay ting
su biéu hién FAS va SREBP-1c véi mirc d6 tang lan lugt 1a 3,65 va 2,58 so
v6i mau ching khong o glucose. Két qua thé hién cu thé trén hinh anh chup
Western Blot (Hinh 3.26A). Trong khi d6, hai hop chat PA12 va PA14 (10
M) déu thé hién kha ning trc ché manh biéu hién ctia gen FAS va SREBP-
lc phy thudc theo ndng do & cung diéu kién ndng do glucose cao 30 mM
(Hinh 3.26A-C).

5]
|HI | I
s

H|||I
/ 7/

Hinh 3.4. Tac dung trc ché FAS va SREBP-1c theo nong d¢ ciia PA12
va PA14 trong té bao HepG2
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Chdt tinh khiét (10 uM) phén ldp tir Tam bép dwgc 1 véi té bao HepG2 ¢6
chita glucose 30 mM trong 6 gio. Dich chiét té bao sau dé dwoc ly gidi va
phdn tich dién di protein véi cac khdng thé: SREBP-1c, FAS va f-actin. * p
< 0,05 so voi glucose.
3.3.3.4. Pdnh gid khd néng trc ché tich tu lipid trén té bao HepG?2 bang
thir nghiém Nile Red

Khi tién hanh danh gia kha nang tich tu acid oleic vao trong té bao,
két qua cho thdy mau duoc ¢ nong do glucose cao va khong duge didu tri
v6i cac hop chat tinh khiét PA12 va PA14 cho thiy muc d¢ tich tu lipid vao
trong té bao cao trong khi mau ching tring khong u glucose mirc do tich tu
lipid khong duoc quan sat thiy. Cac hop chat tinh khiét PA12 va PA14 ¢ 3
muce lidu 1, 3, va 10 UM co tac dung Grc ché sy tich tu lipid phy thudc néng
d6 so v6i 16 chi u voi glucose ndng do cao (Hinh 3.27).

Hinh 3.5. Hinh anh nhudm Nile Red ciia cic té bao sau khi i miu

n_
f P I S .
#) j PA12 PA14
Hinh 3.6. Kha irc ché tich tu lipid trén té bao HepG2 bing thir nghiém
) ) Nile Red . )
Chat tinh khiét (1, 3 va 10 uM) phdn ldp tw Tam bop dwoc u voi té bao

HepG2 co chira glucose 30 mM trong 24 gio. Thir nghiém danh gia Nile
Red dwgc thuc hién nhw miéu ta phwong phap tién hanh thi nghiém.
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3.3.4. Tac dung gy ddc trén mot s6 dong té bao ung thw
3.3.4.1. Tic dung gdy dc trén mét sé dong té bao ung thw in vitro ciia
cao chiét
Bing 3.4. Khi niing giy ddc té bao ciia cao chiét Tam bép

. 1Cs (ng/mL)

STT | Mau 4T1 | SNU1 | Hep3B | NTERA2 | LLC 121;3312'

| BT 413+ | 671+ | 469= | 1074+ | 684+ | 431 =
036 | 0,47 | 034 1,41 045 | 0,15

5 TBH 13,44 | 12,98 | 11,14 | 804+ | 895+ | 9,13+
+£1,19 | £1,17 | £0,59 0,53 0,56 | 0,94

3 TBE 663+ | 688~ | 631~ | 841+ | 541+ | 381<
046 | 0,71 | 028 0,57 032 | 0727

4 TBN >100 | >100 | >100 | >100 | =100 | >100

5 Ellipticin | 020% | 043 [ 045 | 046+ [ 055= [ 039=
0,02 | 0,03 | 0,04 0,05 0,06 | 0,03

Két qua trén cho thay:
+ Céc cao TBT, TBH va TBE thé hién hoat tinh gay doc té bao
trén cac dong té bao ung thu nghién ctru voi gia tri 1Cso tir 4,13 - 13,44
pg/mL. So véi cao toan phan va cao EtOAc, cao n-hexan thé hién tac dung
yéu hon trén tit ca cac dong té bao.
+ Mau TBN khong thé hién hoat tinh gy doc & cac ndng do
nghién ciru.
3.3.4.2. Tic dung gdy dc trén mét sé6 dong té bao ung thw in vitro ciia

hop chit phén lgp

Bang 3.5. Kha ning giy ddc té bao ciia cac hop chit phan lap tir TAm

bop
. ICs (uM)
STT Miu 4T1 | SNU1 | Hep3B | NTERA2 | LLC }21;2312_
| PALL 341+ | 2,67+ | 7,62+ | 698+ | 557+ | 8,79+
044 | 0,63 1,17 8,30 085 | 1,13
432+ | 312+ | 807+ | 832+ | 7,18+ | 9,49+
2 PA12 0,57 | 121 1,54 7.80 1,62 | 1,65
; PAL3 264+ | 1,10+ | 6,79+ | 444+ | 459+ | 581+
039 | 0,74 | 0,96 0,40 0,77 | 0,68
361+ | 270+ | 7,62+ | 9,00+ | 853+ | 1328
4 PAL4 0,95 | 0,86 1,53 0,60 096 | +1,49
s b picin | 016% [ 039 70,17+ | 075 | 022+ [ 081=
oxorublel | 03 | 004 | 0,02 0,06 0,02 | 0,09
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Két qua trén cho thay:

+ PA13 thé hién tac dung manh nhét trong s6 4 hop chét nghién
clru trén cac dong té bao 4T1, SNU1, NTERA-2 va LLC, v&i ICs, trong
khoang 1,10 - 4,59 pM.

+ Cac hop chit con lai (PA11, PA12 va PA14) chi thé hién tac
dung trén dong té bao 4T1 va SNUI, trong d6 tac dung cia PA11 ~ PA14 >
PA12, v6i ICs, lan luot trén dong té bao 4T1 1a 3,41 £ 0,44 uM (PA11),
4,32 £ 0,57 uM (PA12), 3,61 + 0,95 uM (PA14) va trén dong té bao SNU1
la 2,67 £ 0,63 uM (PA11), 3,12 + 1,21 (PA12) uM, 2,70 + 0,86 uM
(PA14).

CHUONG 4: BAN LUAN
4.1. VE THUC VAT

Luan 4n da xdy dung duoc bd dit liéu hoan chinh vé dic diém hinh
thai, cdu tao giai phau (than, 13) va dic diém vi hoc bot duoc liéu (than, 18).
Két qua nay phu hop véi cac tai liéu ¢ trong va ngoai nude da cong bb vé
cdy Tam bop. Tuy nhién, nhimg cong b trude day mdi chi tap trung mo ta
hinh thai, chua c6 cong bd vé dic diém giai phau, bot dugc lidu. Day la
cong bd déu tién vé dac diém giai phau va bot duge liéu cua phan than va 1a
cay Tam bop gop phan xay dung tiéu chuan dugc lidu, phuc vu cong tac
kiém nghiém, dong thoi xac dinh tinh dung cua loai nghién ctru. Ngoai ra,
luan 4n da gop phan lam sang t6 cac dic diém thuc vat gitp ngudi dan co
thé phan biét Tam bop (Lu lu cai) véi “tdm bop” (Lu lu duc) hay day Xoan
leo.

4.2. VE HOA HQC

Pinh tinh: Két qua dinh tinh bang cac phan tmg héa hoc cho thdy,
Tam bop chira hau hét cac nhom chit ngoai trir nhom glycosid tim, trong d6
flavonoid 1a nhém chit chinh cua loai nay. Két qua nay phi hop véi cac
nghién ctru trong va ngoai nudce vé Tam bop.

Chiét xuit va phan lap: Tir cao EtOH 96% Tam bop da phan 1ap va
xac dinh cdu triic cua 15 hop chit (Hinh 4.2), bao gom 3 acid phenolic
(acid caffeic PA1, acid ferulic PA2 va acid chlorogenic PA3), 5 flavonoid
(quercetin PA4, quercitrin PAS, quercetin 3-O-f-p-glucopyranosid PAG6,
myricetin  3-O-a-L-rthamnopyranosid PA7 va rutin PAS8), 2 sterol
(stigmasterol PA9 va daucosterol PA10), 4 withanolid (physalindicanol A
PA11, physalindicanol B PA12, physalin B PA13 va physalin D PA14) va
1 triterpen (acid oleanolic PA1S). Trong s6 d6, hop chit PA7 va PA12 lan
d4u tién phan 1ap tir loai P. angulata. Két qua phan lap phu hop véi két qua
dinh tinh va ciing phu hop v&i cac nghién ciru trén thé gioi vé loai P.
angulata L.
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HO. \_COOH OHPA4 ? It‘g
ROD/\/ PA5 H Rha
"PA6 H Glc
PA1R=H PA7 OH Rha
PA2R = Me PA8 H Rha(1->6)Glc

Hinh 4.1. Ciu tric ciia cac hop chit phan 1ap tir Tam bép
4.3. VE TAC DUNG SINH HQC
4.3.1. Hoat tinh khang viém
4.3.1.1. Hoat tinh khdang viém in vitro

PGE2, NO, IL-1p va NF-xB ¢6 nhiing vai tro nhat dinh trong qué
trinh viém. Viéc (rc ché san xuét, hay lam giam biéu hién va hoat tinh cta
chc yéu t nay s& gop phén lam giam viém. Trong nghién cru nay, hoat tinh
khang viém in vitro cua Tam bop da duoc danh gia dua trén kha ning trc
ché san xuit cac yéu to trung gian gy viém nhu PGE2, NO, cytokin viém
(IL-1B) va hoat tinh ctia yéu t6 nhan kappa B. Két qua cho thdy, cao EtOAc
(TBE) thé hién hoat tinh chong viém in vitro manh nhat trong m6 hinh thtr
nghiém. Bén canh d6, cac hop chit withanolid phan lap tir cao EtOAc
(physalin B va D) ciing thé hién hoat tinh khang viém. Tuy nhién, tic dung
nay yéu hon so voi hop chat PA11 (physalindicanol A) phan lp tir phan
doan n-hexan. Hoat tinh khang viém ciia hop chat PA11 la manh va gan
tuong duong dexamethason 100 nM.
4.3.1.2. Hoat tinh khang viém in vivo

Panh gi4 hoat tinh khang viém cép trén mé hinh gdy phii chan chudt
bang carrageenan, cao chiét EtOH 96% cay Tam bop liéu 0,9 g/kg c6 hoat
tinh khang viém cip & cac thoi diém 4 gio va 6 gid sau gdy viém. Tuy
nhién, ciing & liéu nay cao chiét Tam bop khong thé hién hoat tinh khang
viém man trén mé hinh gy u hat thuc nghi€ém. Hoat tinh khang viém cta
Tam bop c6 thé 1 do tac dung cua nhiéu hop chat khic nhau c6 trong cay
nhu flavonoid, céc steroid, saponin, withanolid... va tac dong bang nhiéu co
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ché khac nhau. Trong dé, nhiéu flavonoid da dugc chirng minh c6 hoat tinh
khang viém cép va man trén thyc nghiém nhu quercetin, rutin.... Bén canh
6, flavonoid trong Tam bop ciing dugc chimg minh 14 ¢6 tic dung chdng
oxy hoa, c6 thé kha niang chong oxy hoa da gop phan don cac gbe tu do giai
phong trong qua trinh viém, can tr¢ qua trinh peroxyd hoa lipid mang té
bao, gay bét loi cho qua trinh tong hop cac chat trung gian héa hoc cta qua
trinh viém ctia TAm bop. Ngoai ra, theo tong quan tai liéu (muc 1.3.1.), co
ché chdng viém ciia TAm bop theo nhidu con duong nhu e ché COX, ting
sinh lymphocyt, NO va san xudt TGF-B... Nhu vy, hoat tinh khang viém
ctia Tam bop 1a do tac dung ctia nhiéu hop chat khac nhau c6 trong cay nhu
withanolid, flavonoid... va tac dong bang nhiéu co ché khac nhau.
4.3.2. Tac dung giam dau

Két qua nghién ctru cho thdy, cao chiét EtOH 96% cay Tam bop & ca
hai murc liéu 0,3 g/kg va 0,9 g/kg déu thé hién tac dung giam dau, lam giam
s6 con quin dau cua chudt nhét tring c6 ¥ nghia thong ké so vé6i 16 ching tir
5 phut diu sau khi tiém acid acetic 1% (p < 0,01) va tac dung con kéo dai
dén phit 30 ¢ 16 str dung lidu cao 0,9 g/kg (p < 0,01), phiit 25 ¢ 16 st dung
lidu thap 0,3 g/kg (p < 0,01). Tac dung giam dau ciia cao chiét nay c6 thé la
do giam tong hop PGF, bang cach trc ché COX, ngoai ra con co thé do lam
giam tinh cam thu ciia ngon day than kinh cam giac véi cac chat gay dau
clia qua trinh viém. Tuy nhién day méi chi la nhan dinh ban dau. Dé co thé
xac dinh chinh xac co ché tic dung giam dau cia dugc liéu nay can phai
tién hanh thém c4c nghién ctru sdu hon.
4.3.3. Tac dung trén chuyén héa acid béo va glucose trong té bao gan
HepG2

AMPK, ACC, FAS va SREBP-1c¢ ¢6 mdi trong quan v&i nhau va co
vai tro nhit dinh trong qué trinh chuyén hoa lipid. Sy kich hoat AMPK s&
lam giam biéu hién cua ACC va FAS thong qua qua trinh diéu hoa nguoc
SREBP-1c. Trong nghién ctru nay, kha nang hoat hoéa p-AMPK, p-ACC, tc
ché FAS va SREBP-1c cua cic cao chiét va bon hop chéat withanolid da
dugc danh gia. Két qua cho thiy, cao EtOAc va n-hexan (50 pg/mL) hoat
hoa p-AMPK va p-ACC manh hon cac cao con lai; cic hgp chat PA12 va
PA14 hoat hoa p-AMPK, p-ACC manh hon hai hop chét con lai. Ngoai ra,
PA12 va PA14 con thé hién téc dung tic ché FAS va SREBP-1c phu thugc
ndng d6. Pay la nghién ctru dau tién vé tic dung trc ché tich tu lipid cua
Tam bop trén té bao HepG2.
4.3.4. Tac dung gy déc trén mot s6 dong té bao ung thw i in vitro

Luan 4n danh gi4 tac dung gy doc trén 6 dong té bao (5 dong té

bao ung thu: SNU-1, 4T1, LLC, Hep3B, NTERA-2 va 1 dong té bao biéu
mo phoi than nguoi (HEK 293A) clia cao chiét va 4 hop chat withanolid
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phan 1ap tir TAm bop. Két qua cho thy, trir cao nuée (TBN), cao chiét toan
phan (TBT), cao phan doan n-hexan (TBH) va EtOAc (TBE) déu co tac
dung trén 5 dong té bao ung thu nghién ciru véi 1Csy tur 4,13 - 13,44
pg/mL. Trong d6, cao n-hexan thé hién tac dung yéu hon 2 cao chiét con
lai. Piéu nay c6 thé dugc giai thich dya trén thanh phan hoa hoc ciia cac cao
phéan doan n-hexan va EtOAc véi sy ¢6 mat ctia cac hop chét flavonoid va
withanolid. Pay 1a cac nhom chét da duoc nghién ciru nhidu vé tac dung
chbng ung thu. Bén canh viéc danh gia tac dung ciia cac cao chiét, luan an
cling tién hanh nghién ctru tac dung cua 4 withanolid (PA11 - PA14) phan
1ap tir cao n-hexan va EtOAc. Py 1a nhom chat ddc trung cho loai Tam bop
noi riéng va chi Physalis L. n6i chung dong thoi ciing dugc phan 1ap tir cac
phan doan c6 hoat tinh. Két qua cho thdy, tit ca cac chat déu thé hién tc
dung trén 2 dong té bao 4T1 va SNU-1 v6i ICs, 1,10 - 3,61 pM. Ngoai ra,
physalin B (PA13) ciing thé hién tic dung gy doc trén 2 dong té bao
NTERA-2 va LLC véi ICs, 1an lugt 1 4,44 + 4,40 va 4,59 + 0,77 uM.

KET LUAN
1. V& thue vét hoc

Giam dinh duoc tén khoa hoc cua cay Tam bop thu hai tai huyén
Gia Lam, thanh phd Ha Noi 1a Physalis angulata L. (ho Ca - Solanaceae).

D3 mo ta, phan tich ddc diém hinh thai thyc vat, dic diém giai
phau than, 1a va xac dinh duoc dic diém bot dugce lidu 14, than Tam bop.

2. V& thanh phin héa hoc

D3 xé4c dinh trong cdy Tam bop co chira hau hét cac nhoém chit
(flavonoid, caroten, alcaloid, saponin, coumarin, tannin, acid hitu co, duong
khir, acid amin, chit béo va polysaccharid).

D3 phan 1ap va xac dinh dugc ciu tric cia 15 hop chat tir cdy Tam
bop trong d6 co: 3 hop chat phenolic (acid caffeic PA1, acid ferulic PA2 va
acid 3-O-caffeoylquinic PA3), 5 flavonoid (quercetin PA4, quercitrin PAS,
quercetin 3-0-p-p-glucopyranosid PAG, myricetin 3-0-a-L-
rhamnopyranosid PA7 va rutin PAS8), 2 sterol (stigmasterol PA9 va
daucosterol PA10), 4 withanolid (physalindicanol A PA11, physalindicanol
B PA12, physalin B PA13 va physalin D PA14), 1 triterpen (acid oleanolic
PA15). Trong s d6, hgp chiat PA7 va PA12 lan dau tién cong b tir cay
Tam bop.

3. V& tac dung sinh hoc
« Hoat tinh khdng viém va giam dau

Cao EtOAc (TBE, 20 pg/mL) va physalindicanol A (10 uM) cua

Tam bop trc ché manh nhat su san sinh PGE2, NO, IL-1B va giam hoat tinh
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cua NF-kB trong dai thuc bao RAW 264.7 gay kich thich viém bang LPS
trong s cac miu cao va chit tinh khiét thir nghiém.

Cao toan phan EtOH 96% Tam bop & lidu 0,9 g/kg thé hién tac
dung trc ché phi ban chan chudt cdng tréng tai thoi diém 4 gio va 6 gio sau
khi gdy viém bang carrageenan, véi ty 1¢ phu 1an lugt chi con 1a 27,04 +
2,52% va 25,11 + 2,17%, khac biét cé y nghia so véi 16 chung véi p < 0,05.

Cao toan phan EtOH 96% Tam bop & liéu 0,6 va 1,8 g/kg thé hién
tac dung lam giam sd con quin dau so véi 16 chimg tir 5 phut dau dén phit
30.

% Trén chuyén héa acid béo va glucose

Cao phan doan EtOAc (50 pg/mL) ting biéu hién p-ACC va p-
AMPK manh nhit so véi cac mau thtr khéc.

bPéi véi thir nghiém trén mtrc do biéu hién p-AMPK, hop chét
physalin D (10 pM) thé hién tic dung manh nhét tiép theo 1a hop chét
physalindicanol A va physalindicanol B.

Physalindicanol B va physalin D (10 uM) déu thé hién kha ning trc
ché manh biéu hien cua gen FAS va SREBP-1c phy thudc theo néng do o
cung diéu kién ndng d¢ glucose cao 30 mM.

O 3 mirc liéu 1, 3 va 10 uM, physalindicanol B va physalin D ¢6
tac dung trc ché su tich tu lipid phu thudc nong do so vaoi 16 chi G voi
glucose ndng do cao.

% Tdc dung gay djc trén mét sé dong té bao ung thw

Cao toan phan EtOH 96% va 2 cao phan doan (n-hexan va EtOAc)
thé hién hoat tinh gy doc t& bao trén cac dong té bao ung thu nghién ctru
(4T1, SNU-1, Hep3B, NTERA-2, LLC) va HEK-293A véi gié tri ICs, tir
3,81 - 13,44 pg/mL.

Cac hop chat physalindicanol A, physalindicanol B, physalin B va
physalin D thé hién tac dung gy doc trén 2 dong té bao 4T1 va SNU-1 véi
ICs0 12 1,10 - 3,61 uM. Ngoai ra, physalin B ciing thé hién tac dung gay doc
trén 2 dong té bao NTERA-2 va LLC véi ICsy 1an luot 1a 4,44 + 0,40 va
4,59 + 0,77 puM.

KIEN NGHI

- Nghién ciru xay dung tiéu chuén co so duge lidu Tam bop.

- Tiép tuc nghién ciru sdu hon vé tac dung giam dau, chéng viém, chong
dai thao duong va chong ung thu cua cay Tam bop.

- C6 thé lya chon Tam  bop lam vi thuc duoc sir dung phdi hop véi cac
vi khéc trong bai thudc chdng viém giam dau, phong ngira ung thu cia
Y hoc ¢b truyén.
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