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A. GIOI THIEU LUAN AN
1. Tinh cAp thiét ciia luin 4n

Pogostemon Desf. 1a mdt chi 16n trong ho Hoa mbi
(Lamiaceae) duoc sir dung trong Y hoc ¢d truyén cta nhiéu nudc,
phén 16m & cac nude chau A, dé chita dau bung tiéu chay, dau da
day, thap khép, cam mao, nhirc dau, ha sét, lam vét thuong nhanh
1én da non v.v. Thanh phan hoa hoc ciia chi Pogostemon Desf. kha
da dang vo6i cac nhom hop cht c6 hoat tinh sinh hoc nhu
flavonoid, terpenoid, steroid v.v. Cac nghién ctru cia Y hoc hién
dai di cho thiy mot s6 dich chiét hay nhitng hop chat phan lap tir
cac loai thudc chi Pogostemon Desf. chita dung nhiéu hoat tinh
sinh hoc t&t nhu khang vi sinh vat, giam dau, chéng viém, chong
oxy hoa, gdy doc té bao ung thu v.v. Loai Tu hung tai
Pogostemon auricularius (L.) Hassk. duoc ngudi dan st dung dé
chira dau da day, cam sbt, viém hong. Dich chiét ctia loai da thé
hién mot sd hoat tinh nhu khang vi sinh vat, khang viém, lam tan
huyét khéi, trc ché enzym o-amylase, chdng tiéu chay. O nuéc ta,
s6 luong cac nghién ctru vé thanh phan hoa hoc va tic dung sinh
hoc ciia loai nay trén thé giéi ciing nhu ¢ Viét Nam con kha
khiém t6n. Tl nhitng li do trén, dé tai: “Nghién ciru thanh phin
héa hoc va mdt sé tic dung sinh hoc ciia loai Tu hung tai
(Pogostemon auricularius (L.) Hassk.), Ho Hoa mbi
(Lamiaceae)”

2. Muc tiéu va ngi dung ctia Luin 4n
2.1. Muc tiéu ctiia Luin an

Muc tiéu 1. Xac dinh cdu trac héa hoc ciia mot sd hop chét
phan 1ap duoc tir phan doan cé tac dung chdng viém in vitro.

Muc tiéu 2. Panh gia doc tinh cap ciia phan doan co tac dung
chéng viém in vitro va thir mot sb tac dung sinh hoc cua dich
chiét toan phﬁin, dich chiét phan doan va mot s6 hop chét phan lap
duoc
2.2. Ngi dung ctia Luén an

> Vé thuc vt

- M6 ta dic diém hinh thai, giam dinh tén khoa hoc mau nghién ctru

> Vé thanh phan héa hoc



- Pinh tinh cac nhom chét trong dugc lidu bang phan tng hoa hoc

- Chiét xuat va phéan 1ap 11 hop chét theo dinh huéng tac dung sinh
hoc

- Xac dinh cdu trac hda hoc cua cac hop chat di phan lap duoc

> Védoc tinh va tac dung sinh hoc

- Panh gia tac dung chdng viém in vitro tc ché san sinh NO cua
cao chiét toan phan, cic cao phan doan va hop chat tinh khiét. Danh
gia kha nang diéu hoa cytokin (IL-6, IL-10, TNF-a).

- Panh gia tac dung gy doc té bao ung thu, kha ning cam tmg
apoptosis va kha nang cam ung sinh caspase-3

- Xéc dinh ddc tinh cap cua cao chiét chdng viém in vitro t6t nhat
3. Nhitng dong gop moi ciia Ludn an
3.1. Vé hoa hoc

Tu than va 14 loai Pogostemon auricularius (L.) Hassk. da phan lap
va xac dinh cdu trac hoa hoc cua 11 hop chat, trong do:

- 9 hop chat méi, bao gdm 3 meroterpenoid (Pogostemin A-C),
5 dan xuat phloroglucinol (Pogostemonon A-D, Pogostemon D)
va 1 triterpen (Pogostem).

-2 hop chat lan du tién phan lap dwoc tir loai Pogostemon
auricularius (L.) Hassk. 1a diterpenoid (geranyllinalool) va sterol
(stigmasterol).

3.2. Vé ddc tinh cAp va tac dung sinh hoc

Luén 4an 1a cong bd dau tién vé doc tinh cip cua phan doan ethyl
acetat cua loai Pogostemon auricularius (L.) Hassk.

Luén 4n 1a cong bd dau tién vé:

- Tac dung chdng viém tc ché san sinh NO cua cac miu cao chiét
methanol toan phﬁn, cao phan doan n-hexan, dicloromethan, ethyl
acetat va cao chiét nudc tir loai Tu hing tai.

- Tac dung chdng viém trc ché san sinh NO cua 8 hop chat méi
duoc bao co. Kha niang diéu hoa cytokin (IL-6, IL-10 va TNF-a) cia
Pogostemin C dugc bao céo.

- Tac dung gay doc té bao ung thu trén cac dong: Hep-G2 (ung thu
gan ngudi), AGS (ung thu da day nguoi), KB (ung thu biéu mo
nguoi), LU-1 (ung thu phdi nguoi) va SW-480 (ung thu rudt két



nguoi) ciia 8 hop chat méi duge bao céo. Kha ning giy apoptosis, cam
(g caspase-3 trén dong té bao LU-1 cua Pogostemin A duoc béo céo.

4.Y nghia ciia luin 4n

bay la lan d4u tién loai Tu hung tai moc ty nhién ¢ Viét Nam dugc
nghién ciru day du vé thyc vat, thanh phan hoa hoc va tic dung sinh
hoc.

- Tén khoa hoc ctia mau nghién ciru d duoc xac dinh gitip cho cac
két qua nghién cuu vé hoa hoc va tac dung sinh hoc dugc kh?mg dinh
0 nguén géc.

- Két qua nghién ctru vé thanh phan héa hoc: da phan lap dugc 11
hop chat & cac phan doan chiét khac nhau, trong d6 c6 9 hop chit méi,
2 hop chit lan d4u tién cong bd c6 trong loai Pogostemon auricularius
(L.) Hassk. Két qua nghién ctru vé thanh phan hoa hoc da gitip bd sung
tu liéu cho nganh héa hoc cic hop chét thién nhién néi chung ciing
nhu chi Pogostemon va loai P. auricularius ndi riéng.

- Két qua nghién ctru vé tac dung sinh hoc chimg minh cao chiét
ethyl acetat tir loai Tu hiing tai c¢6 tic dung chong viém tic ché san sinh
NO manh. Bén canh d6, mot sb hop chat méi duoc tim théy cling cho
cac tac dung sinh hoc tot nhu chdng viém tc ché san sinh NO, diéu
hoa céc cytokin, giy doc t& bao ung thu, cam Ung caspase-3 va cim
ung apoptosis.

5. B cuc ciia luin 4n

Luén 4n c6 123 trang, gdm 4 chuong, 25 bang, 33 hinh, 181 ti liéu
tham khao va 3 phu luc. Cac phan chinh trong luan an: Dat vin d& (2
trang), Tong quan (27 trang), Nguyén vat liéu va phuong phap nghién
ctru (15 trang), Két qua nghién ctru (57 trang), Ban luan (20 trang),
Két luan va kién nghi (2 trang).

B. NOI DUNG CUA LUAN AN

CHUONG 1: TONG QUAN

Pi tong hop va trinh bay mot cach hé thong cac két qua nghién ctru
tir trwde dén nay vé thuc vat, thanh phén hoéa hoc va tac dyng sinh hoc
cua chi Pogostemon Desf. va loai P. auricularius (L.) Hassk.



CHUONG 2: NGUYEN VAT LIEU, POI TUQNG VA
PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Nguyén vit liéu nghién ciru

Nguyén li¢u nghién ctru la than va 14 ca cdy Tu hung tai thu hai tai
huyén Hudng Hoa, tinh Quang Tri (N16°44'38,9"; E107°14'51,1") vao
thang 5 nam 2016. MAu tiéu ban c6 du co quan sinh dudng (than, 14,
1é) va co quan sinh san (hoa) duoc luu trit tai Khoa Duoc, Truong Dai
hoc Y Dugc - Pai hoc Hué voi sb hiéu mau 1a PAO1.

2.2. Phwong phap nghién ciru

- Xac dinh tén khoa hoc loai nghién ctu trén co s¢ phan tich dac
diém hinh thai thuc vat, so sanh v6i cac tai liéu di cong bd cua loai va
cac khoa phan loai thyc vat.

- Xéc dinh c4u tric cac hop chat phan lap duoc dua trén cac thong
sO vat 1y va cac phuong phap phé HR-EI-MS, 1D va 2D NMR, CD két
hop ddi chiéu véi tai lidu da cong bb.

- Panh gi4 tac dung chdng viém trc ché san sinh NO ctia dai thuc
bao chudt RAW 264.7

- Panh gia kha nang diéu hoa cytokin IL-6, IL-10 va TNF-o

- Panh gia kha ning gay doc té bao bang phuong phap nhuém SRB

- Panh gia kha ning cam tng apoptosis bang thudc nhuém nhan té
bao Hoechst 33342 va tric luu té bao

- Danh gia kha nang cam ung sinh caspase-3

- Panh gi4 doc tinh cap clia cao chiét ethyl acetat theo hudng dan
cia BO Y té Viét Nam.

CHUONG 3: KET QUA NGHIEN CUU
3.1. Két qua nghién ctru vé thue vat
3.1.1. Bdc diém hinh thdi

Cay moc hang nam, bo 16i dimg, cao 40-100 m. Than co ti‘ét
dién vudng, bé mat phu day 16ng. La moc doi; cudng 1a phu nhiéu
l6ng, dai 5-12 mm, la phén trén gn nhu khéng cudng; phién la
hinh trimg, 2,5-7 % 1,5-3 cm, ca hai mat déu phu 16ng dai, dac biét
1a ¢ phén gan 14, goc la tron hay tu, doi khi hinh ném, mép x¢ rang
cua, dinh tu hay nhon; gan bén 5-7 cdp, ndi rd ¢ mat dudi. Cum
hoa bong ¢ dinh canh, dai ¢& 3-12 cm, dudng kinh khoang 1 cm
khi hoa n6. L4 bac hinh trimg, khoang 2 x 1-1,2 mm, c6 1ong. Hoa
gan nhu khong cudng. Pai hinh chudng, dai khoang 1 mm, trén
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chia 5 thuy hinh tam gidc, mép co 16ng. Trang hoa mau tring hay
tim nhat, dai khoang 3 mm, nhan hay c6 long rat thua ¢ mat
ngodi, dinh chia 4 thuy gan bang nhau. Nhi 4, tho, dinh ¢ ong
trang, dai khoang 3 mm, phén dudi phu 16ng dai, phéan trén nhan.
Bau nhan, voi nhyy nhan, dai khoang 4 mm, x¢ 2 thuy ¢ dinh.
3.1.2. Giam dinh tén khoa hoc

ba giam dinh tén khoa hoc cua cay Tu hung tai thu hai tai huyén
Hudéng Hoa, tinh Quang Tri 1a Pogostemon auricularius (L.) Hassk.,
thudc ho Lamiaceae.
3.2. Két qua nghién ctru vé héa hoc
3.2.1. Dinh tinh cac nhom hop chat hitu co

Két qua cho thiy cdc nhom hop chét c6 trong loai Tu hing tai gom
alcaloid, flavonoid, glycosid tim, saponin, axit hitu co, steroid, tanin,
duong khu, chét béo va khong c6 coumarin, anthranoid, axit amin.
3.2.2. Chiét xudt, phdn ldp cdc hop chat

Phan trén mat dét cua loai Tu hung tai dugc rira sach, thai nho,
phoi, sdy kho & nhiét d6 50-60°C, xay thanh bot thod va tién hanh chiét
Xudt, phén 1dp cac chat. Khdi luwong dugc liéu kho dem chiét xut 1a
2,5 kg. Ding MeOH dé 1am am toan b lwong bot Tu hung tai trong
binh chiét, day kin va dé yén dé bot duoc thdm am va truong nd hoan
toan. Tién hanh ngdm chiét bang cach thém MeOH vira du ngap va
cach bé mat duoc liéu khoang 3 cm. Qua trinh chiét xuit dugc tién
hanh & nhiét &6 phong véi 3 dot chiét (3 x 10 L /7 ngay). Gop cac dich
chiét, cat thu hoi dung moi dudi ap sudt giam & nhiét do 50-60°C thu
duogc cao toan phan MeOH (M, 207 g). Phén tan cao chiét toan phan
M trong 2 L nudc cét, chiét phan bd lan lugt véi cac dung moi (2L x
5) ¢6 do phan cyc tang dan 1a: n-hexan, diclorometan va ethyl acetat.
Thu héi dung méi dudi ap sudt giam, thu duoc cac cao chiét phan doan
twong tng, ky hiéu la H (58 g), D (51 g), E (47 g) va W (41 g) la cao
phﬁn nudc con lai. Qua trinh phan 1dp dya trén sy dinh hudng hoat tinh
chdng viém. Tur két qua sang loc kha ning tc ché san sinh NO, phan
doan E c6 tac dung tt nhat duoc Iya chon dé thyc hién qua trinh phan
lap. Qua trinh phan 1ap thu duoc 11 hop chit.
3.2.3. Xac dinh cdu tric héa hoc ciia cdc hop chat

Dua vao khéi lugng phan giai cao (HR-ESI-MS), phd cong hudng



tir hat nhan mét chiéu, hai chidu (NMR) va dbi chiéu voi céc tai lidu
tham khao, da xac dinh dugc c4u triic ctia 11 hop chat.

* Hop chat PH16: (hop chit méi) dang bot mau vang. Phd
HR-ESI-MS: m/z 385,2735 [M+H]" cho cong thitc CpsH37,0; la
385,2743. Phd '"H-NMR chi ra tin hiéu cua nhom methin olefin tai
ou 5,98 (s, H-20) goi y su hién dién cua ndi d6i, tin hiéu hai nhom
olefin tai Jy [4,91 (br.s, H-12a), 4,86 (br.s, H-12b)] dugc gén cho
ndi do6i ngoai vong (exo-methylen), tin hiéu cua 5 nhom methyl
dugc ghi nhén tai Jn [1,23 (s, H3-15), 1,20 (d, J = 6,5 Hz, H3-25),
1,01 (s, H3-13), 0,99 (s, H3-14), 0,92 (t, J =7,5 Hz, H3-16)] va tin
hiéu cua 18 proton nhom methin hodc germinal methin trong
khoang dich chuyén hoa hoc du 2,64-1,51. Pho *C-NMR va
HSQC chi ra 25 tin hiéu carbon bao gém carbon ciia nhém
carbonyl tai dc 180,3 (C-21), 2 nhom carbon oxymethin tai dc
[167,9 (C-19), 163,1 (C-23)], nhém carbon mang oxi tai dc 88,0
(C-8); 2 nhom carbon sp? bac bén tai dc [151,8 (C-1), 97,7 (C-
22)], nhom ndi ddi ngoai vong (exo-methylen) tai dc 110,7 (C-
12); nhém carbon sp® methin tai 6c 110,0 (C-20), nhém carbon sp®
bac bdn tai dc 34,0 (C-4), tin hiéu cua 4 carbon sp® nhom methin
tai oc [53,7 (C-5), 41,3 (C-11), 39,2 (C-18), 34,3 (C-9)], 7 nhom
carbon sp3 methylen tai dc [37,9 (C-7), 36,6 (C-3), 35,2 (C-2),
32,7 (C-10), 27,4 (C-17), 24,4 (C-24), 22,3 (C-6)] va 5 nhém
methyl tai dc [30,2 (C-13), 22,1 (C-14), 20,9 (C-15), 11,5 (C-16),
17,7 (C-25)].

Trén phd COSY xuadt hién cac twong tac gitta H-16 (Ou
0,90)/H-17 (ou 1,68; 1,53)/H-18 (du 2,47)/H-25 (6H 1,20) goi y
trat tu lién két C-16/C-17/C-18/C-25. Ngoai ra, phdé HMBC xuat
hién tuong tac gitta H-17a (du 1,68)/H-25 (du 1,20) voi C-19; cac
tuong tac gitta H-20 (du 5,98) véi C-18/C-19/C-21/C-22 va H-24a
(0u 2,64)/H-24b (du 1,95) voi C-21/C-22/C-23 goi y sy hién dién
clia vong y-pyron v6i nhom sec-butyl va nhom methylen 1an luot
tai C-19 va C-24. Tuong tac HMBC gitta H-13 (du 1,01)/H-14 (du
0,99) va C-3 (dc 36,6)/C-4 (6c 34,0)/C-5 (dc 53,7) goi y su cO mat
cua nhom gem-dimethyl tai C-4. Tuong tu, cac twong tic HMBC



gitta H-12 (du 4,86; 4,91) va C-1 (dc 151,8)/C-2 (dc 35,2)/C-11
(0c 41,3) goi y su hién dién cia nhém exo-methylen tai C-1.

Trén phd COSY xuat hién twong tac gitta H-7 (du 2,12;
1,92)/H-6 (ou 1,78; 1,44)/H-5 (ou 1,90)/H-11 (Jn 2,44)/H-10 (du
1,69; 1,55)/H-9 (dn 2,02) cho phép thiét lap trat tuw C-7/C-6/C-
5/C-11/C-10/C-9. Tuong tu, tuong tac gitta H-2 (dn 2,41; 2,15)/H-
3 (0u 1,70; 1,64) trén phé COSY cho phép thiét lap trat ty gitra C-
2/C-3.

Két hop dir liéu phd HMBC va phd COSY cho phép thiét lap
trat tu 1ién két mach carbon tir C-7 dén C-2, cling nhu trat ty mach
lién két giita C-11 va C-2 qua C-1 va giita C-5 va C-3 qua C-4.
Céc dir lidu phd nay d3 goi ¥ su hién dién cua vong 4,4-dimethyl-
1-methylenecyclohexane bao gdm C-1-C-5 va C-11-C-14 trong
cdu tric ciia PH16. Ngoai ra, cic tuong tac trén phd HMBC giira
H-15 dén C-7/C-8/C-9; giita H-10a (du 1,55)/H-10b (Ju 1,69) dén
C-8/C-9 goi y mach carbon C-7-C-8-C-9. Bén canh d6, cac tuong
tac gitta H-10a/H-10b/H-9 dén C-24 va giita H-24a/H-24b dén C-
8/C-9/C-10 goi y manh céu trac  1-methylene-4,4,8-
trlmethylblcyclo[S 4.0Jundecane gan voi C-22 cua Vong y-pyrone
qua céu nbi C-24. Mic du con thiéu bang chtng truc tiép vé su c6
mit cia vong 3,4-dihydropyran bao gom C-8-C-9 va C-22-C-24
ton tai trong cau tric ctia hop chat PH16, nhung lién két giita C-8
va C-23 qua cau oxy hinh thanh vong C duoc dé nghi dé phu hop
voi cong thirc phan tG cua hop chit PH16. Ngoai ra, sy dich
chuyén vé tir truong thap ciia carbon methine C-8 tai dc 88,0 da
1am 16 sy c6 mit cua cau ndi ether giita C-8 va C-23. Do d6, hop
chat PH16 dugc xac dinh 1a mot meroterpenoid mdi véi p-pyron
va khung bicyclo[5.4.0]Jundecane. Phan sesquiterpen ctia hop chét
PH16 tuong ty nhu ximonican dugc phan lap tou Ximenia
americana.

Céu hinh twong ddi cia PH16 dugc lam sang to dya trén dir
liéu phd NOESY va so sanh véi dit liéu NMR duge béo cao cia
ximonican. Khi so sanh dir liéu "*C-NMR cua hop chat PH16 [dc
tai 53,7 (C-5) va 41,3 (C-11)] va chét tham khao ximonican [dc tai
52,01 (C-5) va 40,16 (C-11)] goi y vi tri axial gitta H-5 (du 1,90)
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va H-11 (Ju 2,44) trong cAu trac cia hop chit PH16. Bén canh do,
dinh huéng g cua H-11, H-3b (éu 1,64), H-7b (éu 2,12), H-14, H-
15, H-10b va H-24b dugc xac dinh dya trén cac twong tac NOESY
cua H-11/H-3b, H-11/H-7b, H-11/H-14, H-3b/H-14, H-7b/H-15,
H-10b/H-15 va H-15/H-24b; trong khi dinh hudéng a cia H-5, H-
9, H-13, H-10a, H-24a va H-3a (du 1,70) dugc xac dinh dya trén
cac tuong tac NOESY cua H-5/H-9, H-5/H-13, H-10a/H-24a va
H-13/H-3a. Nhiing dir liéu phd NOESY nay da chirng minh vong
cycloheptan (B) va dihydropyran (C) ton tai dudi cdu dang trans.
Nhu vay, hop chat PH16 1a mot meroterpenoid méi va duge dit
tén la Pogostemin A.

* Hop chit PH15: (Hop chit méi) dang bot mau vang nhat. Phd
HR-ESI-MS: m/z 385,2735 [M+H]" tuong {mg vG&i cong thirc
C1sH370s. Cac dir liéu phd 'H va '3C-NMR cua hop chit PH15
kha twong ddng v6i hop chat PH16. Trén phd 'H xuét hién tin
hi¢u nhom methin olefin tai du 6,00 (s, H-20) goi ¥ su hién dién
ctia ndi d6i ba lan thé, tin hiéu hai nhom olefin tai Jdu [4,82 (br.s,
H-13a) va 4,75 (br.s, H-13b)] dugc gan cho proton cua nbi doi
ngoai vong (exo-methylen) va tin hiéu cia 5 nhom methyl dugc
ghi nhan tai du [1,22 (dd, J = 7,0; 1,0 Hz, H3-25), 1,15 (br.s, Hs-
12), 1,00 (s, H3-14), 1,00 (s, Hs-15), 0,90 (t, J =7,5 Hz, H3-16)].
Phé *C-NMR va HSQC chi ra 25 tin hiéu carbon bao gdm nhém
carbonyl tai Jdc 180,2 (C-21), tin hi€u cua 2 nhom carbon
oxymethin tai dc [168,0 (C-19) va 163,2 (C-23)], tin hiéu nhém
carbon no mang oxi tai dc 88,0 (C-4), tin hi¢u ciia 2 nhéom carbon
sp” bac bén tai dc [154,6 (C-8) va 98,0 (C-22)], nhém carbon sp®
bac bdn tai dc 33,5 (C-11), tin hiéu ctia carbon nhoém d6i ngoai
vong (exo-methylen) tai dc 110,1 (C-13), nhém carbon methin tai
dc 110,0 (C-20), tin hiéu ctia 4 nhém 4 carbon sp® nhoém methin tai
oc [56,5 (C-1), 42,5 (C-9), 39,2 (C-18), 35,3 (C-5)], tin hi€u cua 7
nhém carbon sp3 methylen tai dc [38,7 (C-3), 38,4 (C-10), 36,6
(C-7), 33,2 (C-6), 22,9 (C-2), 27,4 (C-17), 23,6 (C-24)] va 5 nhém
methyl tai dc [19,8 (C-12), 29,7 (C-14), 22,6 (C-15), 11,5 (C-16),
17,7 (C-25)].



Ngoai ra, cac tuong tac HMBC gitta H-14 (du 1,00)/H-15 (Ju
1,00) va C-10 (6c 38,4)/C-11 (dc 33,5)/C-1 (dc 56,5) goi y nhom
gem-dimethyl tai C-10. Tuong tic HMBC giita H-13 (Jn 4,82;
4,75) va C-7 (dc 36,6)/C-8 (dc 154,6)/C-9 (dc 42,5) goi ¥ ndi doi
ngoai vong (exo-methylen) tai C-8. Dir licu phd NMR cuaa hop
chat PH15 c6 nhiéu diém twong ddng véi hop chat PH16, dic biét
sy hién dién cua vong y-pyron voi nhom sec-butyl tai C-19 trong
cdu trac PH15. Tuy nhién, phin sesquiterpen trong hop chét
PH1S5 tuong ty nhu cua hop chit (1R*,4R* ,95*)-11,11-dimethyl-
8-methylenebicyclo[7.2.0Jundecane-4-carboxylic acid dugc phén
lap tir Eremophila spathulata. Nhu vay, hop chat PH15 duoc goi
v 1a mdt meroterpenoid voi khung p-pyron va caryophyllene dugc
dat tén la Pogostemin B.

* Hop chat PH4: (Hop chit méi) dang bot mau vang nhat.
Phé HR-ESI-MS: m/z 397,2737 [M+H]" twong ng v6i cong thic
phén tir Ca6H370;. Cac dit liéu phd 'H va *C-NMR cua hop chat
PH4 kha twong dong v6i hop chat PH16 va PH15. Pho 'H-NMR
xXuAt hién tin hi€u ctia 4 proton olefin tai oy [5,91 (dq, J = 1,5; 7,0
Hz, H-17), 5,25 (dd, J = 1,5; 16,0 Hz, H-1), 5,11 (m, H-2) va 5,08
(m, H-9)], 7 nhom methyl tai du [1,97 (s, H3-26), 1,94 (dd, J =
1,0; 1,5 Hz, H3-25), 1,85 (dd, J = 1,0; 7,0 Hz, H3-16), 1,66 (s, H3-
15), 1,07 (s, H3-13), 1,07 (s, H3-12) va 0,99 (s, H3-14)] va 11
proton nhom methin va germinal methin tai ou [2,92-1,25]. Pho
BC-NMR va HSQC chi ra 26 tin hiéu carbon bao gém tin hiéu dac
trung cua nhom carbonyl tai dc 182,4 (C-21), 9 nhém carbon
khong lién két voi hydro tai dc [164,2 (C-23), dc 162,0 (C-19),
137,8 (C-8), 129,5 (C-18), 117,9 (C-20), 98,0 (C-22); 89,5 (C-4)
va oc 39,1 (C-11)], 4 nhom carbon methin tai dc [144,7 (C-1),
133,3 (C-17), 124,1 (C-9) va 120,4 (C-2)], carbon sp’ nhém
methine tai dc 36,8 (C-5), tin hi€u cia 5 nhém methylen tai dc
[38,7 (C-7), 43,0 (C-3), 30,8 (C-6), 42,4 (C-10), 23,3 (C-24)] va
tin hi¢u cia 7 nhom methyl tai dc [30,6 (C-13), 24,6 (C-12), 20,2
(C-15), 17,3 (C-14), 14,5 (C-25), 13,8 (C-16) va 11,8 (C-26)].

Mic du, dit liéu phd 1D -NMR (Bang 3.4) kha tuong dong vai
hop chat PH16 va PH15, goi y hop chat PH4 chira b khung -
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pyron va sesquiterpen. Tuy nhién dit liéu pho 2D -NMR cta PH4
ghi nhan sy ¢6 mit c6 nhom 1-methylprop-1-enyl voi cdu hinh E
ctia lién két d6i A18 thay thé nhom sec-butyl (co trong phan tir
PH16 va PH15) dugc gin vao vong y-pyron tai C-19 va nhiing
diém khéc biét trong hop phan sesquiterpenoid.

Bén canh d6, hang s ghép *Ji» gitta H-1 va H-2 1a 16,0 Hz,
cling nhu cic tuwong tac chinh trén phé NOESY giita H-1 (n 5,25)
va H-3b (0u 2,44) di dé nghi cdu hinh E cua lién két d6i Al. Cac
tuong tac cua H-7b (du 1,90)/H-9 (Ju 5,08) va H-10a (du 2,26)/H-
10b (Ju 1,80)/H-14 trén phd NOESY di xac nhén cu hinh E cia
lién két doi A8, twong tac giita H-16(du 1,85) va H-25(du 1,94) goi
y c4u hinh E cua lién két d6i A18 Dya vao nhirng dit liéu phé trén,
cdu tric cia PH4 di dugc lam sang t6 va duoc dit tén la
Pogostemin C.

* Hop chat PH10: Pogostemonon B (Hop chat méi) dang bot mau
trang. Phd HR-ESI-MS: m/z 405,1909 [M+H]" twong mg v&i cong
thirc phan tir C2,H907. Phé 'H-NMR xuat hién tin hi¢u dic trung cia
5 nhom methyl tai on [2,01 (s, H3-14), 1,23 (d, J= 7,0 Hz, H;-1"), 1,15
(d, J= 6,5 Hz, H3-5"), 0,92 (t, J = 7,5 Hz, H3-4") va 0,91 (t, /= 7.5
Hz, H3-4")], 2 tin hi€u proton sextet tai du [2,54 (sextet, J = 7,0 Hz, H-
2", 3,98 (sextet, J = 6,5 Hz, H-2"")], proton olefin tai du 6,08 (s, H-3)
va proton nhom methylen tai i 3,63 (br s, Ho-7). Phé *C-NMR va
HSQC chi ra 22 tin hiéu carbon bao gébm 5 nhém methyl, 3 nhém
methylen, 3 nhom methin va 11 carbon khong lién két hydro. Trong
d6, xuét hién tin hiéu dic trung ctia 2 nhoém carbonyl tai dc 212,6 (C-
1), 171,3 (C-6) va tin hi¢u ciia nhém methyl gan véi vong thom tai dc
8,1 (C-14). Dya vao cac dit liéu phé 1D-NMR, hop chat PHI0 dugc
dé xuét 1a mot dan xuat cua phloroglucinol. Trén phd HMBC ciia hop
chat PH10 xuit hién cac tuong tac giita H-4" (du 0,92)/H-5" (0u 1,15)
va C-2" (dc 47,0)/C-3" (6c 28,3), gitta H-5" va C-1" (Jc 212,6) goi y
su c6 mat cua nhom 1-oxo-2-methylbutyl. Ngoai ra, twong tac HMBC
gitta H-14 (ou 2,01) va C-11 (éc 162,4)/C-12 (oc 105,2)/C-13 (dc
161,3) goi y nhém methyl gan v6i nhan thom tai C-12.

Su dich chuyén héa hoc trén phd *C-NMR cua vong pyron, cu thé
& hop chat PH10 [dc 169,5 (C-2), 102,2 (C-3), 169,5 (C-4), 103,0 (C-
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5) va 171,3 (C-6)] tuong tu nhu ciia hop chét 6-(2-butyl)-3-ethyl-4-
hydroxy-2-pyrone (con goi germicidin) [dc 165,9 (C-2), 99,6 (C-3),
167,2 (C-4), 104,7 (C-5) va 167,5 (C-6)] dugc phan 1ap tir phan dich
ndi cia moi trudng nudi cdy Streptomyces viridochromogenes, diéu
nay chi ra rang phéan tir PH10 chita cau tric a-pyron. Ngoai ra, cac
tuong tac trén phd HMBC giita H-7 (dn 3,63) va C-4 (dc 169,5)/C-5
(dc 103,0)/C-6 (oc 171,3), gitta H-3 (du 6,08) va C-2 (dc 169,5)/C-5
ma khong co tuong tac voi C-6 di ciing ¢b cho su ¢6 mit cua vong a-
pyron trong PH10.

Bén canh d6, cac tuong tac trén phd HMBC giita H-1' (9u 1,23)/H-
4" (ou 091) va C-2" (oc 40,9)/C-3" (oc 28.5), gitta H-1'/H-2" (du
2,54)/H-3' (du 1,58; 1,70) dén C-2 trong phé HMBC cho phép xéic
dinh nhém sec-butyl gan vao vong a-pyron tai vi tri C-2.

Lién két giita gbc phloroglucinol va vong a-pyron qua cau
methylen (C(7)H.) duoc thiét 1ap thong qua sy dich chuyén manh vé
phia truong thap ctia Ho-7 (du 3,63). Pic biét, cac twong tac trén phd
HMBC gitia proton cua nhom methylen (H>-7) véi C-4 (¢ 169,5)/C-5
(6c 101,7)/C-6 (6c 170,7)/ C-8 (oc 106,5)/C-9 (6c 158,7)/C-13 (dc
161,3) ciing ¢6 hon sy hinh thanh ciu methylen giita gbc
phloroglucinol va vong a-pyron. Dya vao cac dir lidu phd trén, hop
chat PH10 duoc x4c dinh 13 mot dan xuét phloroglucinol méi dugc dat
1én 1a Pogostemonon B.

* Hop chiat PH19: (hgp chit méi) dang bot mau vang nhat.
Phé HR-ESI-MS xudt hién pic ion gid phan ta tai m/z 441,1897
[M+Na]" tinh toan cho C23H300O;Na 1a 441,1889. Cac dir liéu phd
'H va *C-NMR cuia hop chat PH19 tai Bdng 3.10 kha twong dong
v6i hop chat PH10. Trong ciu trac PH19 xuit hién tin hi¢u cia
nhom methyl singlet. Nhu vay, céu tric ciia hop chat PH19 1a mot
dan xuat phloroglucinol méi, dit tén 1a Pogostemonon D.

* Hop chit PH13: (hgp chit méi) thu duoc dudi dang bot
mau tring. Phé HR-ESI-MS: m/z 417,1906 [M+H]" tuong tng véi
cong thie phan tir C23H907 Céc dit liéu phd 'H va C-NMR ciia
hop chat PH13 tai Bing 3.10 kha twong dong véi hop chat PH19.
Tuy nhién, dir liéu phd cua hop chat PH13 xuét hién tin hiéu cia
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manh ciu tric 1-methylprop-1-enyl. Nhu vay PH13 1a mot din
xuat phloroglucinol méi, dit 1én 1a Pogostemonon C.

* Hop chat PH6: (hop chit méi) dang bot mau vang. Pho
HR-ESI-MS: m/z 417,1906 [M+H]" tuong (g v&i cong thirc phan
tr C23H2907. Céc dir liéu pho 'H va *C-NMR ctia hop chit PH6
tai Bdang 3.10 kha twong dong véi hop chat PH13. Diém khac biét
1a trong phan tr PH6 xuét hién tin hiéu cua vong y-pyron. PH6
duoc xac dinh 1a mot dan XUAt phloroglucinol moi dugc dat 1én la
Pogostemonon A.

* Hop chat PH18: (hgp chit méi) dang bot mau tring. Pho
HR-ESI-MS: m/z 415,1753 [M+H]" tuong (g v&i cong thirc phan
tr C23H,707. Cac dit liéu phd 'H va >*C-NMR ctia hop chiat PH18
tai Bdng 3.10 kha tuong dong voi hop chat PH13 ciing nhu céc
hop chat PH10, PH19. Diém khac biét 1a trong phan tir PH18
xuét hién tin hiéu cta bd khung 2,3-dimethyl-4-chromanon. Dya
trén d@r liéu phé, hop chit PH18 1a mot din xuit cua
phloroglucinol mai, dét tén 1a Pogostemon D.

* Hop chiat PH14: (hop chit méi) dang bot mau trang. Pho
HR-ESI-MS: m/z 523,3201 [M+CI]” tuong Ung voi cong thuc
phan tir C3oHa30sCl. Phd '"H-NMR chi ra tin hi¢u dac trung cua 5
nhom methyl bac ba tai du 0,90-1,09, tin hiéu 10 nhom methylen,
dic biét su xuat hién cua proton oxymethylen tai du 3,68 (d, J =
10,0 Hz, H-23a), 3,44 (d, J = 10,0 Hz, H-23b). Pho 'H-NMR con
thé hién tin hiéu cua 7 proton methin, trong d6 c6 3 tin hi¢u
proton oxymethin tai du 3,76 (ddd, J = 10,5; 10,0; 4,0 Hz, H-2),
3,40 (d, J = 10,0 Hz, H-3), 4,08 (d, J = 2,5 Hz, H-18), 1 tin hi¢u
cua proton dioxymethin tai du 4,19 (s, H-29) va tin hi€u proton
olefinic tai ou 5,77 (d, J = 2,5 Hz, H-12). Ngoai ra, phd 'H-NMR
con cho thdy tin hiéu ctia nhém methoxy tai du 3,36 (s, Hs-28).
Phé *C-NMR va HSQC chi ra 30 tin hiéu carbon goi y céu tric
olean-12-ene nor-triterpen. PO dich chuyén héa hoc tai dc 69,0
(C-2), 80,9 (C-3), 49,7 (C-5), 47,6 (C-9), 118,8 (C-12), 74,6 (C-
18) va tin hi¢u acetal dugc ghi nhan tai dc 106,7 (C-29) goi y su
c6 mat cua 7 carbon methine. Bén canh do, phé BC-NMR con cho
thay tin hiéu 10 carbon methylen bao gom: 1 hydroxyl methylen
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tai oc 71,1 (C-23), 1 nhom methoxy tai dc 54,9 (C-28) va 7 carbon
bac bén. So sanh dir lidu phd NMR cua hop chit PH14 va hop
chat gomphoparvin B, nhom acetal trong ciu tric cta ca 2 hop
chit nay duogc gan vao vi tri C-29, cling nhu vong F dugc hinh
thanh trén lién két giita C-18 va C-29 qua cau ndi oxy. Diéu nay
con duge xac nhan dwa vao twong tac trén phd HMBC cua hop
chit PH14, tuong tac gitta H-29 (du 4,18, s) dén C-18 (dc 74,6).
Bén canh d6, diém khac biét 1 sy xuat hién ciia nhém methoxy C-
28 (dc 54.9) trong céu tric PH14 thay vi nhom hydroxyl cing vi
tri trong hop chat gomphoparvin B, dugc xac nhan thong qua céac
twong tac trén phd HMBC gita oy 3,36 (3H, s) va C-29 (dc
106,7)/C-30 (dc 21,6). CAu hinh tuwong d6i cia PH14 dugc xéc
dinh dya vao dit liéu phd NOESY. Tin hiéu NOESY giita H-2 (Ju
3,76), H-24 (du 0,90) va H-25 (du 1,09) goi y su dinh hudéng S cia
cac proton nay. Nguoc lai, cac tin hicu NOESY gitta H-27 va H-
18, gitta H-18, H-29 va H-30 goi y dinh hudng a cta cac proton
nay. Bén canh d6, hing s twong tac J>.; = 10,0 Hz goi ¥ cau hinh
trans-diaxial gitta H-2 va H-3 cho phép xac dinh H-3 dinh hudng
o. Nhu vay, cAu trac cia hop chit PH14 1a mot triterpen mdi dugc
dat tén la Pogostem.

* Hop chat PH5: Geranyllinalool dugc tach & dang dau. Pho
"H-NMR chi ra tin hiéu dic trung 5 nhom methyl singlet tai ou
1,68 (H3-16); 1,60 (Hs-17/H3-20); 1,59 (H3-19) va 1,28 (H3-18); 4
proton olefine tai du 5,92 (dd, J = 10,5, 17,0 Hz, H-2); 5,14 (qt, J
=1,0; 7,0 Hz, H-6); 5,10 (m, H-10/H-14) va nhém exo-methylen
tai ou 5,22 (dd, J =1,0; 17,0 Hz, H-1a) va 5,07 (dd, J = 1,0, 10,5
Hz, H-1b). Phd *C-NMR va HSQC chi ra tin hi¢u cta 20 carbon,
gdm 5 nhom methyl, 7 nhém methylen, 4 nhém methin va 4
carbon khong lién két hydro. Trong d6, 8 carbon lai hoa sp” tai dc
145,1 (C-2), 135,6 (C-7), 135,1 (C-11), 131,3 (C-15), 124,4 (C-6),
124,2 (C-14), 124,1 (C-10) va 111,7 (C-1) va 1 carbon bac bén tai
oc 73,5 (C-3).
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Bing 3.10. Dit liéu phé cia cdc dan xudt phloroglucinol PH10, PH19, PH6, PH13, PHI8

C [PHI0 PH19 PH6 PH13 PH18
Sc S Sc Su Sc Su dc Su Sc on
2 1695 - 1646 — 160,0 - 1614 — 1605 -
3 [102,2 6,08brs 1100 - 1139 - 110,1 - 107,8 -
4 [1700 - 1690 — 180,7 - 170,1 - 1673  —
5 [103,0 - 103,1 - 101,7 - 1034 - 102,1 -
6 1713 - 1708 — 170,7 - 1703 - 168,5 -
7 186 3625 18,6 3,685 20,1 3.55brs 18,8 3.66s 17,6 3.65s
8 1065 - 106,5 — 1063 - 1064 - 103,6 -
9 [1587 - 1594 - 170,7 - 1594 - 1546 -
10 [ 1067 - 1064 — 1095 - 106,5 - 101,1 -
11 1624 - 1608 — 162,7 - 1609 - 1605 -
12 [1052 - 1053 - 1047 - 1053 - 1074 -
131613 - 1608 — 163,0 - 1613 - 163,1 -
14 [8.1  201s 83  2.06s 7.9 1,98s 8.3 2,055 7.4 2,065
15 |- - 9.6  203s 121 193s 11,6 2,03s 11,4 2,00s
1 [182 122d(7,0) 183  121d(7.5 147 1,89 t(1,5) 14,5 1,91 brs 145 1,885
2" [40,9 2,54  sextet | 37,5 2,97 sextet (6,5) | 130,7 — 1295 - 1282 -
(7,0)
3" [285 1,58m;1,70m | 28,7 1,68m;1,60m |130,6 5,75 aqq (1,5, |133,1 587 qq (1,5, ] 132,0 5,78dq(1,5,7,0)
7.5) 7.,0)
4" [11,9  091t(7,5) 122 0,87t(7.5) 13,6 1,79 dq (1,0, | 13,8 1,83 dq (1,0, 13,9 1,79dq (0,5, 7,0)
7.,0) 7.0)
1" [2126 - 212,8 - 2124 - 2126 - 1973 -
2" [47,0 3,98 sextet | 47,1 3,98 sextet (6,5) | 46,6 4,09 sextet (6,5) | 47,1 3,98 sextet (6,5) | 45,7 2,65 dq (12,0, 7,0)
(6.5)
3" 283 1,84m;139m |282 185m;140m |283 184m;1,39m [282 185m;1,40m |804  436dq(12,0,6)5)
4" 123 0.921(7.5) 123 0,93t(7.5) 123 0,92t(7.5) 123 0,93 1(7.5) 10,1 1,25d(7,0)
5" 173 1,15d(6,5) 17,1 1,16 d(6,5) 17,5 1,15d(6,5) 172 1,16d(6,5) 194 1,66d(6,5)
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17 18 o 20 29

N N N <A

Geranyllinalool (PHS5)

Stigmasterol (PH17)
HO!

Hinh 4.1. Céu triic héa hoc cua 11 hop chdt phan ldp dwoc tiv cdy
Tu hung tai

* Hop chat PH17: Stigmasterol dang bot mau tring. Pho 'H-
NMR cho thiy tin hi¢u 2 proton olefin mach hd dang HC=CH &
ou 5,16 (dd, 1H, J=15,5; 3,5 Hz, H-22) va 5,02 (dd, 1H, J = 15,5;
9,0 Hz, H-23) va 1 tin hi¢u dic trung cho proton cua lién két doi
dang >C=CH ¢ C5 va C6 cua khung stigmastan ¢ Ju 5,35 (br.d, J
= 4,5 Hz, H-6); tin hi¢u cia mgt proton oxymethin tai dg 3,51 (m,
1H, H-3), tin hi€éu 2 nhom methyl bac ba tai du 0,70 (s, H3-18) va
1,03 (s, H3-19), 3 nhém methyl bac hai tai du 0,81 (d, J = 7,0 Hz,
Hs-27), 0,84 (d, J = 7,0 Hz, H3-26) va 0,93 (d, J = 6,5 Hz, H3-21)
va 1 nhom methyl bac mot tai du 0,85 (t, J = 7,5 Hz, H3-29). Phd
BC-NMR thé hién tin hiéu cia 29 carbon, gém 4 carbon olefin tai
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oc 140,8 (C-5); 138,3 (C-22); 129,3 (C-23); va 121,7 (C-6) ppm,
carbon nhom oxymethin tai 8¢ 71,9 (C-3) va 6 nhém methyl. Dbi
chiéu voi dir kién phd NMR chét tham khao, hop chat PH17 dugc
xac dinh la stigmasterol
3.3. Két qua nghién ciru vé dc tinh cip va tac dung sinh hoc
3.3.1. Hoat tinh chéng viém
3.3.1.1. Sang loc hoat tinh chéng viém irc ché san sinh NO ciia cdc
cao chiét

Mau thir trong nghién ciru sang loc hoat tinh chdng viém 1a cao
chiét toan phan MeOH (M) va céc cao chiét phan doan n-hexan
(H), diclorometan (D), ethyl acetat (E), nudc (W). Trudc khi thi
tac dung trc ché san sinh NO, cac cao chiét dugc danh gia kha
ning gy doc dén sy phat trién cia té bao dai thuc bao chudt
RAW 264.7 & cac ndng d6 thir nghiém 100 va 20 pg/mL.
Bing 3.14. Kha ning anh hwong dén s song cia té bao dai thic

bao chudt RAW 264.7 ciia cac cao chiét

Nong do % té bao sdng

(ng/mL) | M H D E W | L-NMMA
100 49,61 46,34 | 31,18 | 92,77 | 63,09 89,77
20 110,57 | 107,09 | 98,79 | 106,98 | 86,86 95,72

Tai muc lidu 20 pg/mL, tt ca cic mau cao chiét khong anh
hudong dén sy phat trién binh thuong cia dai thuc bao chudt, ti 1é
té bao sbng 1a trong ddi cao (86,86 - 110,57%). Tuy nhién, & liéu
cao 100 pg/mL, cac cao chiét D, M va H la tuong ddi doc, co ti 1é
té bao sdng sot trong khoang 31,18 - 49,61%. Trong khi do, cao
chiét E c6 ti 18 té bao séng sot cao 92,77%.

Bing 3.15. Két qua irc ché san sinh NO ciia cdc cao chiét

MAu nghién ctru ICsp = SD (ug/mL)
Cao chiét methanol 60,54 + 2,66
Cao chiét n-hexan —
Cao chiét dicloromethan 28,68 £ 1,49
Cao chiét ethyl acetat 25,28 +1,52
Cao chiét nudc 64,73 + 1,84
L-NMMA 6,22 + 0,84
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3.3.1.2. Hoat tinh chéng viém ciia cdc hop chdt tinh khiét
a. Hoat tinh trc ché san sinh NO

Tru6e khi thir hoat tinh ¢ ché san sinh NO, céc hop chét
dugc danh gia kha ning giy doc dén sy phat trién cua té bao dai
thyc bao chuét RAW 264.7 & cac nong d6 thir nghiém 100 va 20
pug/mkL.

Bing 3.16. Kha ndng anh hwéng dén sw song ca té bao dai thic
bao chudt RAW 264.7 cua cac hop chat

Nong  dd % té bao song
(ng/mL) | Pogostemin A | Pogostemin B Pogostemin C
100 21,55 95,4 28.9
20 42,94 99,1 71,3
Pogostemonon A|Pogostemonon B| Pogostemonon C
100 37,69 105,94 32,98
20 94,22 104,16 > 105,57
Pogostemon D |Pogostemonon D Pogostem

100 37,54 104,75 40,73

20 89,48 102,16 > 104,99
Bing 3.17. Két qua irc ché san sinh NO ciia cdc hop chdt tinh

khiét
Tén hop chat ICso £+ SD ICso = SD (uM)
(ug/mL)

Pogostemin B 15,66 = 1,79 40,78 + 4,66
Pogostemin C 1,49 £ 0,06 3,76 £ 0,15
Pogostemonon A 12,06 = 0,79 28,99 + 1,90
Pogostemonon B - -
Pogostemonon C 11,14 £ 1,7 26,77 + 4,09
Pogostemonon D - -
Pogostemon D 3,02+0,31 7,29 +£0,74
Pogostem - -
L-NMMA 6,22 + 0,84 33,04 + 4,46

O liéu 100 pg/mL, chi cac miu thtr Pogostemin B,
Pogostemonon B va Pogostemonon D c6 ti 1& té bao séng cao
trong khoang 1a 95,4 - 105,94%, trong khi cac mau thir con lai ti
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1¢ té bao thip (< 50%). Tuy nhién, tai mic liéu 20 pg/mL, ti 18 té
bao sdng sot & tat ca cac mau thir 1a twong ddi cao.

Két qua tc ché san sinh NO cua cac hop chit tinh khiét duoc
mo ti tai bang 3.17 cho thidy hop chit pogostemin C va
pogostemon D ¢6 kha ning trc ché manh véi ICso 1an luot 1a 3,76
+ 0,15va 7,29 £ 0,74 pM, manh hon nhiéu so chtiing duong L-
NMMA ¢ cung diéu kién thir nghiém. Ngoai ra, cdc mau thir khac
nhu Pogostemonon A va Pogostemonon C ciing thé hién hoat tinh
tdt véi ICs trong khoang 26,77 - 28,99 uM. Cac hop chét con lai
cho wc ché san sinh NO yéu hodc chua thé hién hoat tinh trong
diéu kién thir nghiém nay.

b. Kha ndng diéu hoa cdc cytokin
Bing 3.18. Kha nang diéu hoa cdc cytokin ciia hop chat
Pogostemin C

Nong do Ham lugng cytokin (pg/mL)

(uM) IL-6 IL-10 TNF-a

50,5 130,97 £ 17,31 | 384,85% £30,94 | 428,44* + 51,09

10,1 121,35+ 18,02 | 232,77+ 14,81 534,07 £37,99

2,02 111,06 + 14,99 | 214,15+13,08 | 609,82 + 56,38

0,404 141,06 + 18,36 | 209,97 +9,44 632,17 +49,84

Cg‘;“g 136,74+ 8,65 | 218.81+32.67 | 714.09 +57.29

Ghi chii: * Sai khdc ¢6 y nghia thong ké véi P < 0,05

Pogostemin C ¢ tac dung trc ché san sinh NO tdt nhat duoc
lya chon tiép tuc danh gid kha ning diéu hoa trén cac cytokin.
Pogostemin C ¢ kha nang kich thich san sinh IL-10 va trc ché san
sinh TNF-a so v6i ddi chimg khong G miu & mirc c¢6 y nghia
théng ké (P < 0,05) & ndong do 50,5 uM.
3.3.2. Hoat tinh gdy doc té bao ung thir
3.3.2.1. Thir nghiém gdy djc té bao

Céac hop chat phan lap tir phan doan cao E dugc danh gia tac
dung giy doc té bao - phuong phap sir dung thuéc nhuém SRB
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Bing 3.19. Két qud gdy djc té bao ciia cdc hop chit tinh khiét

Tén hop chit ICso £ SD (uM)
Hep-G2 AGS KB LU-1 SW-480
Pogostemin A 30,56 = 24,55 + 22,08 + 33,18 + 18,75 =
4,91 2,78 0,55 2,29 2,83
Pogostemin B 77,28 £ 91,72 + 155,87 = 138,03 + 89,74 +
8,58 5,33 12,17 5,67 5,88
Pogostemin C 144,06 + 122,78 + 147,58 + 115,82 + 100,34 +
16,14 7,75 14,45 7,82 5,42
Pogostemonon A 9557+ | 172,72+ | 128,58+ | 131,06+ | 105,84 +
10,54 14,74 13,54 4,83 13,33
Pogostemonon B 162,47 + 146,59 + 193,87 = 188,75 + 180,44 +
16,49 10,98 11,87 19,51 13,05
Pogostemonon C 219,87 + 183,95+ | 232,22+ | 236,08+ 177,9 +
7,68 14,89 11,79 21,47 8,93
Pogostemon D - - - - -
Pogostem 110,97 + 107,69 = 93,96 + 134,7 + 95,38 +
10,7 9,66 11,56 14,22 8,66
T 1,58 + 1,66 + 1,54 +
Ellipticin 0.12 0.24 1,5+0,16 | 1,7+ 0,24 0.16

Ghi chu: “=": khong co hogt tinh
3.3.2.2. Hoat tinh cam ung apoptosis
Pogostemin A thé hién hoat tinh gy doc té bao ung thu kha tot
dugc tiép tuc nghién ciru kha ning cam ng apoptosis.
a. Phirong phdp nhuém nhdn té bao véi Hoechst 33342
Bing 3.20. Két qud nhudm té bao bang Hoechst 33342

% té bao apoptosis

Pogostemin A|Pogostemin A [Pogostemin A (CamptothecinPoi chirng
(13,02 pM) | (26,04 pM) | (52,08 uM) (5pM) am
4,50 6,54 34,30 28,57 5,19

Két qua trén cho thdy, tai cac nong do nghién ciu, mau
pogostemin A c6 kha ning gay ra sy c6 dac hodc phan manh nhan
t€ bao vai ti 1€ tir 4,50% dén 34,30% va cao hon so voi doi chung

am 5,19 %.

b. K7 thudt dém té bao dong chay
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Bing 3.21. Ti 1¢ té bao apoptosis dudi tac dong ctia pogostemin A

Mau thi| % té | % tébao | % té bao | % té bao

nghiém bao apoptosis | apoptosis | hoai tir
song sém mudn

Doi chiing am 82,8 9,8 5,5 1,5

Pogostemin A 71,2 14,9 12,6 1,0

52,08 uM

Pogostemin A 81,8 8,2 7,4 2,2

26,04 uM

Pogostemin A 83,6 9,9 5,4 0,5

13,02 uM

Camptothecin 74,4 12,7 10,7 2,0

S5uM

Ti 1¢ té bao apoptosis dudi tac dong ctia Pogostemin A thong
qua ki thuat dém té bao dong chay duoc thé hién trong bang 3.21
cho thidy miu Pogostemin A & ndng d 52,08 pM co ti 1¢ té bao
apoptosis som va ti 18 té bao apoptosis mudn déu ting 1én so véi
d6i chimg. O mau ddi chung, ti 1& % té bao chét do apoptosis
som chi bang 9,8% tuy nhién quan thé té bao nay tang lén dén
14,9% dudi tic dong cia Pogostemin A v&i nong do 52,08 uM.
Ti 18 té bao chét do apoptosis muon ting 1én dén 12,6% dudi tac
dong cua Pogostemin A v6i nong d6 52,08 uM so véi ddi ching
am 5,5%. O cac ndng d6 thap hon (26,04 va 13,02 uM) su thay
d6i vé sé lugng té bao apoptosis khong ro rang. Nhu vdy, c6 thé
thdy mau nghién ctru da thé hién kha ning gay chét té bao thong
qua qua trinh apoptosis.

¢. Kha nang cam vung sdn sinh caspase-3

Kha nang cam ung san sinh caspase-3 ciua Pogostemin A dugc
thé hién ¢ hinh 3.29. Két qua cho thiy, Pogostemin A c6 kha ning
kich thich té bao LU-1 san sinh caspase-3, diéu nay thé hién rd &
néng do 52,08 va 26,04 uM véi sb lan kich thich ting 1,22 va
1,49 1an so v6i ddi chimg am (P < 0.05).
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Kha ning kich thich caspase 3 (sé Ian ting
so v&i déi chirng)

0.00

-
o
o

/////

N

1.f7

D6i chirng Camptothecin  Pogostemin A
*P<0,05; **P<0,01

5uM

52,08 uM

13,02 uM

Pogostemin A Pogostemin A
26,04 pM

Hinh 3.29. Kha nang cam wng san sinh caspase-3 cua
Pogostemin A trén dong té bao ung thw phéi LU-1

3.3.3. Péc tinh cdp
Mau thir 1a cao chiét phan doan ethyl acetat (d6 am 7,5%) ¢6
tac dung chéng viém in vitro tot nhat dugc luya chon danh gia doc
tinh cp. Tir bang 3.22 cho thidy LDy cua cao chiétla 6,4 g/kg, liéu
LDigo 1a 12,5 g/kg. St dung phuong phép Behrens-Karber xac
dinh dugc lidu LDso clia cao chiét ethyl acetat loai Tu hung tai
duong ubng trén chudt nhat tring 14 9,18 g/kg.
Bing 3.22. Két qua thir dgc tinh cdp ciia cao ethyl acetat Tu hiing

tai.
Lé thi | Liéu udng S6 chudt
nghiém | (g/kg) | ™ | chéne | 4 | 2| d4*7
1 6,4 10 0
2 8,0 10 3 1,60 | 1,5 | 2,40
3 9,5 10 7 1,50 | 50 | 7,50
4 11,0 10 7 1,50 | 7,0 | 10,50
5 12,5 10 10 1,50 | 8,5 | 12,75
Y(d x z) 33,15
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CHUONG 4: BAN LUAN

i c6 mot sd y kién ban luan vé gia tri khoa hoc va y nghia thuc

tién vé két qua ctia Luan an.
KET LUAN

1. V& thanh phin héa hoc ciia loai Tu hiing tai

Tir than va 14 loai Tu hing tai da phan lap va xac dinh ciu tric
hoa hoc ctia 11 hop chét. Trong d6, c6 9 hop chat méi, bao gom 3
meroterpenoid (Pogostemin A-C), 5 dan xuédt phloroglucinol
(Pogostemonon A-D, Pogostemon D) va 1 triterpen (Pogostem) va 2
hop chét cii 1a diterpenoid (geranyllinalool) va sterol (stigmasterol).
2. V& déc tinh cip va tic dung sinh hoc loai Tu hiing tai

- Vé tac dung chdng viém in vitro:

+ Cao chiét ethyl acetat va diclorometan thé hién hoat tinh
trc ché san sinh NO tbt voi ICso 25,28+1,52 va 28,68+1,49 pug/ml.
Trong khi d6, mau cao n-hexan chua thé hién hoat tinh & cac né)ng
d6 nghién ciru. Cac mau con lai bao gdm cao methanol toan phan
va cao nudc thé hién mirc hoat tinh kha va trung binh vdi 1Cso
trong khoang 60,54 - 64,73 pg/ml.

+ Hop chit Pogostemin C va Pogostemon D cé kha ning trc
ché san sinh NO manh véi ICso lan luot 1a 3,76 + 0,15 va 7,29 +
0,74 uM, manh hon chimg duong L-NMMA ¢ clng diéu kién thir
nghiém. Cac mau thir khac nhu Pogostemonon A, Pogostemonon
C va Pogostemin B thé hién hoat tinh tét v&i ICso trong khoang
26,77 - 40,78 uM.

+ Hop chéat Pogostemin C & nong d6 50,5 pM c6 kha ning
cam Ung san sinh IL-10 va tc ché san sinh TNF-a so v&i dbi
chirng khong i mau (P < 0,05).

- Vé tac dung gy doc té bao ung thu

+ Hop chit Pogostemin A thé hién hoat tinh trung binh trén
5 dong té bao thir nghiém la Hep-G2, AGS, KB, LU-1 va SW-480
v6i ICsp trong khoang 18,75 - 33,18 puM. Cac hop chét
Pogostemin B-C, Pogostemonon A-C, Pogostemon D thé hién
mirc hoat tinh yéu véi ICs trong khoang 77,28 - 236,08 uM trén 5
dong té bao thir nghiém.
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+ Hop chit Pogostemin A ¢ nong do 52,08 uM c6 kha ning
cam g apoptosis trén té bao ung thu phoi LU-1, gy ra sy co
dac hoac phan manh nhén té bao véi ti 16 34,30%; cam ung san
sinh caspase-3 v6i ham luong ting 1,22 lan so véi ddi ching am
(P < 0,05); ti 1& té bao apoptosis som tang 14,9% va dac biét ti 1¢
té bao apoptosis mudn ting 12,6% thong qua ki thuat dém té bao
dong chay

- Pi xé4c dinh duoc lidu LDso cta cao chiét ethyl acetat loai Tu
hung tai bing dudng udng trén chudt nhit trang 1a 9,18 mg/kg.

KIEN NGHI

Céac nghién ciru cia d& tai trén loai Tu hung tai (Pogostemon
auricularius (L.) Hassk.) dd din dén viéc phan 1ap va xac dinh nhiéu
hop chét ¢6 ciu tric 1y thi va c6 hoat tinh sinh hoc tét. Vi vay, dé tai
xin ¢6 kién nghi sau:

- Tiép tuc nghién ctru hoa thyc vat va hoat tinh sinh hoc cua cac
phén doan khac cuia loai Tu hung tai.

- Tiép tuc nghién ctru tac dung chéng viém ctia cao chiét ethyl
acetat trén dong vat.

- Nghién ctru siu hon vé co ché tac dung ciing nhu mdi quan hé
ciu triic hoa hoc va hoat tinh sinh hoc ciia cac hoat chat.
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