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A. GIOI THIEU LUAN AN
1. Tinh cap thiét caa luan an

Phong quy sa pa (Anemone chapaensis Gagnep.) dugc coi
la mot loai thyc vét ddc hitu ciia vung nui Sa pa do nha thyc vét
hoc Francois Gagnepain xac dinh tir nam 1929. Vé thuc vat hoc,
theo tac gia Frangois Gagnepain thi Phong quy sa pa c6 nhiéu dic
diém hinh thai gidng véi loai A. howellii Jeffrey & W. W. Smith,
nhung c6 khac nhau mot sé diém quan trong nén 1a mot loai riéng
va dén nay vin duoc coi 1a loai dic hiru cta ving Sapa. Thén ré
cua loai Phong quy sa pa dugc nguoi dan ¢ vung Sa Pa (tinh Lao
Cai) st dung lam thudc chita viém hong, viém tai mat, dau da day,
xuong khop. Tuy nhién, dén nay vin chua c6 cong trinh nghién
ctru nao vé thanh phan héa hoc ciing nhu tac dung dugc 1y cua cay
thudc nay dé cung cip co sé khoa hoc cho gia tri sir dung theo
kinh nghiém ciia nhan dan, céc dic diém vé hinh thai thuc vat chi
méi dugc mo ta so luoc.

Véi mong mudn dugc nghién ctu sdu mdt loadi thuc véat
dac hiru cta Viét Nam, dong gdép cac dir liéu khoa hoc cho cong
tac bao ton, str dung va phat trién loai nay, dé tai “Nghién citu vé
thue vat, thanh phdn héa hoc va mét sé tac dung sinh hoc cua loai
Phong quy sa pa (Anemone chapaensis Gagnep., Ranunculaceae ”
da duogc thyuc hién.

2. Muc tiéu va ngi dung cuaa Luan an

2.1. Muc tiéu caa Ludn an

- Tham dinh tén khoa hoc ctia miu nghién ctru, mo ta dugc cac
dic diém hinh thai thuc vat va hinh thai vi hoc cua loai nay.

- Xac dinh duoc thanh phan héa hoc cua loai Phong quy sa pa:
dinh tinh cac nhém chat, phan lap dugc cac hop chit chinh va xéac
dinh duoc ciu tric hoa hoc cua cac hop chat.

- Panh gia duoc mét sé tc dung sinh hoc trén mé hinh in vitro caa
céc hop chat phan lap tir loai Phong quy sa pa.



2.2. Ngi dung czia Ludn dan
Nghién cuu vé thuc vat
- Tham dinh tén khoa hoc caa mau nghién ctu thu thap tai khu
vuc Sa Pa, tinh Lao Cai (Anemone chapaensis Gagnep., thuéc ho
Mao luong Ranunculaceae).
- Phan tich, mé ta dy du cac dic diém hinh thai thuc vat.
- Nghién ctru, mé ta cac dic diém hinh thai vi phau va bot cac bo
phan.
Nghién ciru vé héa hoc
- Binh tinh cac nhom chat chinh co trong phan trén mat dat va
phan dudi mit dat lodi Phong quy sa pa.
- Chiét xuét, phan lap va xac dinh c4u trac cta cac hop chat phan
lap duoc tir phan dudi mat dat va phin trén mat dat loai Phong
quy sa pa.
Nghién ciru mét s6 tac dung sinh hoc
- Panh gia tac dung chéng viém cua mot sé hop chat phan lap
duoc tir Phong quy sa pa: &c ché su hinh thanh NO va muc do
biéu hién cua cua protein COX-2 trén dai thuc bao RAW264.7 bi
kich thich boi LPS.
- Panh gia tic dung giy doc mot s6 dong té bao ung thu nguoi cua
cac hop chat phan lap duoc tir Phong quy sa pa.
3. Nhirng déng gop méi cua Luan an
3.1. Vé thuc vt hec

- D3 thdm dinh chinh x4c mau nghién ctru thu thip & Sa
Pa, Lao Cai thudc loai Phong quy sa pa, Anemone chapaensis
Gagnep., 1929, ho Mao lwong — Ranunculaceae;

- D3 mé ta dugce dic diém hinh thai thyc vat mot cach dﬁy

du (phan tich 14, than, ré, hoa, qua, hat) va mo ta dac diém vi ph?lu



ctia ré nho, than ré, 14 va dic diém bot ph?m dudi mat dat cua loai
Phong quy sa pa. Piy la cic cong bd chi tiét, cu thé nhat vé
nghién ctru thuc vat hoc cta loai Phong quy nay
3.2. Vé hoa hoc
- 15 hop chét da duoc phan lap duoc tir loai Phong quy sa pa, trong
d6, 11 hop chat tir phan trén mat dat gém 01 hop chat saponin méi 1a
3-O-p-D-ribopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-
arabinopyranosy! hederagenin-28-O-$-D-glucopyranosyl-(1—6)--D
glucopyranosid (ACL1, chapaenosid), Clemastanosid D (ACL2),
Huzhangosid D (ACL3), Hupehensis saponin F (ACL4), Blumenol
A (ACLD5), Acid cafeic (ACLS6), Ethyl caffeat (ACL7), Arctigenin
(ACLS8), Arctiin (ACL9), trans-Tilirosid (ACL10), 5-
hydroxymethylfurfural (ACL11) va 04 hop chat tir phan dudi mat
dat prosapogenin CP6 (ACR1), huzhangosid A (ACR2),
huzhangosid C (ACR3), 3-hydroxy-4-methyl-y-butyrolacton
(ACR4).
3.3. Vé tac dung sinh hec

Pay 1a nghién ctru dau tién chitng minh cac hop chat phan
lap duoc tir lodi Phong quy sa pa c6 tac dung chéng viém va gay doc
véi té bao ung thu cuy thé:
- C4c hop chat ACL8, ACL7, ACL3, va ACR2 c6 tac dung uc ché
sur san sinh NO trén dai thuc bao RAW264.7 bi kich thich béi LPS
VGi gi tri 1Cs lan luot 12 23,19; 47,86; 32,36; va 3,68 M.
- Hop chit ACR2 c6 tac dung chéng viém va theo co ché uc ché
COX-2 trén mo hinh té bao RAW264.7 bj kich thich bai LPS.
- Hop chit ACR1 c6 kha ning gay doc voi 08 dong té bao ung thu
HepG2, A549, MCF7, Ovcar-8, NCI-N87, RD, PANC-1, MIA Paca-
2 V6i gi tri ICso lan luot 12 16,7; 13,2; 24,1; 11,8; 5,4; 7,5; 7,5; va



2,7 ug/ml; Hop chat ACR2 c6 tac dung trén 05 dong té bao ung thur
HepG2, OVCAR-8, NCI-N87, RD, va PANC-1 véi gié tri ICs lan
luot 14 11,3; 10,6; 18,2; 12,2; va 19,6 pug/ml

4. Y nghia cia Luin an

4.1. Y nghia khoa hoc:

- Cac dic diém hinh thai thyc vat va ciu tao giai phau duoc mo ta 1a
nhitng dan liéu quan trong gitp cho viéc nghién ctu, kiém nghiém,
xac dinh "tinh ding" ctia dugc liéu Phong quy sa pa.

- Nghién ctru vé hoa hoc da phan lap, xac dinh cau tric cia 15
hop chat tir Phong quy sa pa, gom c6 11 hop chit tir phan trén mat
dat va 04 hop chat tir phan dudi mat dét, trong d6 c6 01 hop chit
saponin mé&i (ACL1), c6 6 hop chdt ACL5, ACL8> ACL11, va
ACR4 lan dau tién dugc tim thdy trong mot loai Anemone.
Saponin 14 thanh phin héa hoc chinh cua loai nay. Day la cong bd
dau tién vé thanh phan hoa hoc cua loai A. chapaensis Gagnep.

- Nghién ciru da ching minh dugc tc dung chdng viém, 1a cong
dung trong y hoc ¢b truyén ciia phong quy sa pa. Ngoai ra, nghién
ctru con ching minh tac dung gay doc cac té bao ung thu cua cac
hop chat ACR1 va ACR2 phan lap duoc tir cdy phong quy sa pa.

4.2. Y nghia thuc tién:

Goi ¥ hudng phét trién san phiam theo hudng chdng viém tir
loai Phong quy sa pa nhu cong dung trong déan gian.
5. CAu tric caa luan an

Luan an c6 133 trang, gdm 4 chuong, 27 bang, 31 hinh, 126 tai
liéu tham khao va 18 phu luc. Cac phan chinh trong luan an: Dt van
dé (2 trang), Chuong 1. Téng quan (27 trang); Chuong 2: Nguyén vét
liéu, trang thiét bi va phuong phap nghién ctu (12 trang), Chuong 3:
Két qua nghién ctru (58 trang); Chuong 4: Ban luan (19 trang); Két
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luan va Kién nghi (2 trang).
B. NQI DUNG CUA LUAN AN
Chuong 1: TONG QUAN
1.1. Téng quan vé thuc vat hec chi Anemone
Di tap hop va trinh bay mot cach hé théng cac két qua nghién
ctu tir trude dén nay vé thyc vat hoc chi Anemone
1.2. Téng quan vé loai Phong quy sa pa
D3 tap hop va trinh bay mét cach hé thdng cac két qua nghién
ctu tir trede dén nay vé thuc vat, thanh phan héa hoc va tac dung sinh
hoc cuia 10ai Phong quy sa pa trén thé gioi va ¢ Viét Nam.
Chuwong 2: NGUYEN VAT LIEU, TRANG THIET BI
VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Nguyén, vat li¢u nghién ciru
2.1.1. Nguyén ligu nghién ceru

Toan cay Phong quy sa pa (14, than, ré, hoa, qua) duoc thu
hai tai déo Hoang Lién, huyén Sa Pa, tinh Lao Cai vao thang 09 nam
2013 va thang 5 nam 2015. C4c tiéu ban hién dang dugc luu tai Khoa
Tai nguyén Duoc liéu, Vién Dugc liéu va Bao tang Sinh vat, Truong
Pai hoc Khoa hoc Tu nhién, Pai hoc Quéc gia Ha Noi.

2.1.2. Thudc thir, héa chat, dung moi

2.2. May mdc, trang thiét bi
Duoc néu chi tiét trong luan &n
2.3. Phwong phap nghién ciu
- Luan an str dung cac phuong phap thuong quy pho bién
hién nay va tién tién trén thé gioi, co do tin cay cao.



Chuong 3: KET QUA NGHIEN CUU
3.1. Két qua nghién ciru vé thuc vat
3.1.1. Th@m dinh tén khoa hgc

D3 khing dinh cac mau tiéu ban thuc vét loai Phong quy sa pa c6 tén
khoa hoc chinh xac la Anemone chapaensis Gagnep., ho Mao luong
(Ranunculaceae).

3.1.2. Péc diém hinh thdi thgec vt

Cay co6 lau nam. Than r& nam ngang, khong phan nhénh,
duong kinh khoang 1 - 1,5 cm, dai 5 - 7 cm, ¢6 nhiéu r& nho bao
quanh, mat cit ngang mau tim dam. L& khoang 8 - 11, moc tir gdc;
cubng 14 dai 15 - 20 cm, rong khoang 2 mm, c6 ranh ndng chay doc
cudng, c6 16ng day & phan goc cudng, thwa dan vé phia trén, rat thua
& phan trén cudng 14; be Ia hinh tam gi4c, cao khoang 7 mm, mat
ngoai phu 16ng day, mit trong nhin, gbc be 14 mau tim; phién 14 chia
3thly, 5-9 x 5 - 8 cm, gdc hinh tim, dinh c¢6 miii nhon, gan chinh tir
goc 3, ndi rd & mat dudi, ca hai mat déu co 16ng ép sat bé mat, tap
trung & gan, rai rac ¢ bé mat, mép 14 c6 ring cwa, dinh ring cua c6
miii nhon ngdn, khdng cé 16ng mi. (Hinh 3.1).



(B) co quan sinh san: a,
b - cum hoa; ¢ - tong
bao I4 bic; d - hoa (mat
trudc); e - hoa (mat
sau); f - mat ngoai dai
hoa (hang trén) va mat
trong dai hoa (hang
dudi); g - hoa da bo
dai; h - nhi; i - b6 nhuy;
j - bau; k, I - qua tu; m -
qua tu cat doc; n - qua
bé; o - hat.

Hinh 3.1. Hinh dnh ddc diém hinh thai thiec vt loai Phong quy sa pa
3.1.3. Pic diém vi phdu
Dic diém vi phau ré, than ré va 14 duoc mo ta chi tiét trong luan an.
3.1.4. Pac diém bét dwoec ligu
Dic diém bot duoc lidu dugc mo ta chi tiét trong luan &n
3.2. Két qua nghién ciru vé thanh phan héa hoc
3.2.1. Pinh tinh c&c nhém hep chdt hitu co

Dinh tinh su ¢ mat cua cac nhom chét hitu co ¢ phan dudi
mit dat va phan trén mat dat loai Phong quy sa pa bang cac phan ang
hoa hoc véi cac thude thir dic trung.

Dua vao két qua dinh tinh so bo két luan trong phan dudi
mit dat loai Phong quy sa pa cd phytosterol, saponin triterpenoid,
polysaccharid, acid hiru co, acid amin. Phan trén mat dat coa loai



Phong quy sa pa c6 chira cac nhém chét phytosterol, saponin
triterpenoid, polysaccharid, acid hitu co, acid amin, cac hop chét
phenolic (phan tng duong tinh véi FeCls).

3.2.2. Chiét xudt va phan Igp cac hep chat

Bang cac phuong phap sic Ky véi cac dung méi co do phan cuc
tang dan (n-hexan, ethyl acetat, n-butanol) tir cao chiét ethanol 90%
da thu duoc 11 chat tir phan trén mat dat va 4 chat tir phan dudi mat
dat cuia cay hong quy sa pa. Cau trdc caa cac hop chat duoc xac dinh
dwa trén viéc phan tich cac dir kién phd ciing nhu so sanh véi cac tai
liéu d3 cong bd.

Anemone chapaensis
(Phin trén mdt diie; 3,0 kg)

A H Hexane Chiét vai Ethanal 96%, 70°C
o " - 3 1dn, 4 giosidnx 15 L)
ErOA w N Ciin chiét Ethanol (CLET
o Phin b fiL d ‘
Ciin n-Hexane (CLHE, 39 g)  Ciin E1OAc (CLEA, 126 g) Cin ButOH (CLBU, 52 g) Lép H,0 (CLW)
ilica ged Silica
| e asto-oi [rrRr——
CLEAL CLEA2 CLEA3 CLEA4 CLBUL

RP-18 RP.18 RP.18 RP-18
MW (11.2) MW (23) MW (1/1.8) MW (171
1 [ 1

CLEAL1 CLEAL2? CLEA21 CLEA22 (CLEA3.1 CLEA3.2 CLEA4.1 CLEA4.2

Siicn gel e, | Sea gel Sca el Silica gel Siica gel Silicn gel .

HLE! (A1) | HESOAe (41) HA (311) HA(31) DM (30'1) EiOAM (251
ACLIT  AcCL7 ACLS ACLS ACL6 ACLY ACL10 ACL2 ACL1  ACL3 ACL4
(B0mg) (51 mg) (10 mg) (57 mg) (23 mg) (53mg) (42mg) (11mg) (36mg) (57 mg) (18 mg)

Hinh 3.7. So d6 phan ldp cac hop chat tir phan trén mar dat



Anemone chapaensis
(Phin dwdi mgr dar; 2,5 kg)

A Aceton H Hexan
c Chiloroform M Metansl

Et0Ac  Ethyl acetat w Nirde Cin Ethanol (CRET
Phiin bé b i Iin
n-Nexgne, i dung méi
Cin n-Hexan (CRHE, 7.7 g) Cin EtOAc (CREA, 15.8 g) Ciin ButOH (CRBU, 102 g) Lip H,O (CRW)
Salica gel
| Eoasnew goes-ron
| | | |
CLBU1 CLBU2 CLBU31 CLBU4
| &Pz RP-1% RP-18
MW (123) MW 1) MW 1
' |
I
ACR4 ACRIL ACR2 ACR3

(5mg) (31 mg) (60 mg) ({75 mg)

Hinh 3.8 So do phan ldp cé&c hop chat tir phan dudi mat dat
3.2.3. Xdc dinh cdu tric hoa hec ciia cac hep chdt phan lgp tir [0ai
Phong quy sa pa

1.1.1.1 Hop chat ACL1 (chat méi): chapaenosid

Hop chat ACL1: Bot vo dinh hinh, mau tring, nhiét do
néng chay 206-208°C, [a]> = +12,3 (c 0,15; MeOH). Phé IR (KBr):
3455; 2923; 1651; 1460, 1063 cm™. Phé HR-ESI-MS (m/z):
1207,6145 [M+H]* (tinh theo ly thuyét CsgHesOz; 1207,6112). Phé
'H-NMR (500 MHz) va ®*C-NMR (125 MHz): Xem bang 3.2.

ACL1 o AcL2

Hinh 3.9. Cdu tric héa hoc ciia ACL1 va hop chat tham khdo
Hop chat ACL1 phan lap dugc dudi dang bot vo dinh hinh,
mau tring, nhiét d6 nong chay 206-208°C. Phé IR cua hop chit ACL1
cho biét sy c6 mat cua hydroxyl (dai hap thu c6 dinh 3455 cm™); nhém
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carboxyl COO (dinh 1651 cm); lién két C-O-C (dinh 1063 cm™).
Cong thire phan tir caa hop chat ACL1 duoc du doan 1a CsgHesOg6 dua
trén phé HR-ESI-MS véi sy ¢6 mat caa pic ion tai m/z=1207,6145
[M+H]* (tinh theo ly thuyét cho cong thirc CsgHesOz; 1207,6112 (Phu
luc 5) va két hop quan sat phd 1D- va 2D-NMR. Phd 'H-NMR cua
ACL1 cho biét s c6 mat cua 1 proton olefin tai 34 5,27 (br s), 6 nhom
methyl singlet tai 610,73, 0,82, 0,96, 1,00 x 2, va 1,25 goi ¥ su ¢b mat
cua khung aglycone; 5 proton anome tai 644,36 (d, J = 8,0 Hz); 4,54
(d, J=6,0 Hz); 5,03 (d, J=4,0 Hz); 5,24 (d, J=2,0 Hz); 5,37 (d, J=8,5
Hz) goi y su 6 mat caa 5 don vi duong.
Bang 3.2. Dir liéu phé NMR cuiia ACL1 va hop chdt tham khao

Vi tri ACL2 Chat ACL1
: oc” oc" | oc*@ | DEPT |ou"® (d6 béi, J=Hz)
1 390 | 39,7 | 39,7 | CH, |1,62(m); 0,94 (m)
2 263 | 266 | 26,6 | CH, |1,88(m); 1,76 (m)
3 810 | 823 | 823 CH [3,64(m)
4 435 | 44,0 | 439 c |-
5 476 | 48,0 | 481 CH [1,28(m)
6 18,1 | 18,8 | 188 | CH, [1,52(m);1,38(m)
7 32,7 | 335 | 333 | CH, [1,74(m);1,62(m)
8 39,9 | 40,7 | 40,7 c |-
9 481 | 486 | 487 CH [1,64(m)
10 36,8 | 376 | 37,6 c |-
11 238 | 245 | 246 | CH, [1,90(m)
12 1229 | 1238 | 1238 | CH |5,27 (brs)
13 144,0 | 1449 | 1449 c |-
14 420 | 430 | 43,0 c |-
15 282 | 289 | 289 | CH, [1,80(m);1,11(m)
16 233 | 240 | 240 | CH, [191(m)
17 46,9 | 485 | 485 c |-
18 416 | 426 | 42,6 CH [2,88(dd, 13,0; 3,5)
19 46,1 | 472 | 473 | CH; [1,74(m); 1,18 (m)
20 30,7 | 31,5 | 315 c |-
21 339 | 349 | 349 | CH, [1,42(m);1,25(m)
22 325 | 331 | 335 | CH, [1,85(m);1,74(m)
23 639 | 646 | 646 | CH, [3,68(m)

10



24 14,1 13,8 13,8 CHs; 10,73 (s)
25 16,1 16,5 16,6 CHs; 11,00 (s)
26 17,5 17,8 17,9 CHs; 10,82 (s)
27 26,0 26,4 26,4 CHs; 1,25(s)
28 176,4 | 178,1 | 178,1 C -
29 33,0 33,4 33,5 CHs; 10,96 (s)
30 23,6 24,0 24,0 CHs; 11,00 (s)
3-OAra
1’ 104,6 | 104,6 | 104,6 CH 4,54 (d,6,0)
2’ 75,1 76,4 76,3 CH |3,72(m)
3’ 75,3 74,1 74,2 CH [3,24(m)
4 69,8 69,5 70,5 CH 1398 (m)
5’ 66,4 65,3 65,4 CH; 13,88 (m); 3,70 (m)
2'-ORha
1" 101,2 | 101,5 | 1015 | CH [5,24(d,2,0)
2" 720 | 71,7 | 71,8 CH [4,08(m)
3" 81,2 80,7 80,7 CH |387(m)
4" 72,8 72,6 72,6 CH |358(m)
5" 69,7 70,3 70,3 CH |3,77(m)
6" 18,4 18,8 18,8 CHs 11,25(d, 6,5)
3"-ORib
1" 104,6 | 104,2 | 104,2 CH |5,03(d, 4,0)
2" 72,7 73,0 73,0 CH |3,70(m)
3" 68,9 68,7 68,7 CH 3,43 (m)
4" 70,2 70,3 70,2 CH 1392 (m)
5" 65,2 65,1 65,2 CH; 13,91 (m); 3,72 (m)
28-0Glc-I
1" 95,7 95,7 95,8 CH |537(d,8,5)
2" 74,1 73,9 73,8 CH |335(m)
3" 78,8 78,6 78,2 CH 1343 (m)
4m 71,0 71,1 715 CH 3,40 (m)
5" 79,2 78,3 77,8 CH |352(m)
6"" 62,1 62,4 69,5 CH, |4,13(dd, 11,5; 1,5)
3,80 (dd, 11,5;5,5)
6"""-OGlc-1I
1 104,6 CH 14,36 (d, 8,0)
2" 75,1 CH |325(m)
3" 78,0 CH 3,25 (m)
4 70,7 CH [3,46 (m)
5" 78,0 CH 3,27 (m)
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| 6" | | | 62,7 | CH, [3,87(m);3,68(m) |
“do trong CsDsN [50]; *do trong CD30D; 2125 MHz, °500 MHz.

Pho **C-NMR va DEPT cua ACL1 cho biét sy c6 mit tin hi¢u
cua 58 carbon, bao gdm 1 carbon carbonyl, 7 carbon bac 4, 28
methine, 15 methylene va 7 carbon methyl. Phan tich phé *H- va 3C-
NMR cua ACL1 cho thdy cau tric hoa hoc cua hop chat nay gidng
véi cau tric cua hop chit ACL2 1a clemastanoside D (Hinh 3.9),
ngoai trir sy ¢ mat thém mot don vi duong glucose. Tuong tac
HMBC (Hinh 3.10) giita H-24 (dx 0,73) va C-3 (5c 82,3)/C-4 (5c
42,6)/C-5 (5c 49,0)/C-23 (5 64,6); giita H-23 (61 3,68) va C-3 (5c
82,3)/C-4 (5c 42,6)IC-24 (5c 13,8)/C-5 (5 49,0) goi ¥ Su ¢6 mat cua
nhom hydroxy tai C-23; nhém thé chira oxy tai C-3. Cau hinh cua H-
3 dugc xac dinh la a va (axial) dugc xac dinh dya trén tuong tac
NOESY (Hinh 3.10) giita H-3 (Jn 3,64) va H-5 (6u 1,28); cu hinh
tai C-4 dugc xac dinh dya trén twong taic NOESY gitra H-23 (0w
3,68) va H-5 (4 1,28) ciing nhu gita H-24 (54 0,73) va H-25 (on
1,00). Vi tri cua lién két doi tai C-12/C-13 dugc xac dinh dya trén
twong tac HMBC giita H-27 (n 1,25) va C-13 (5¢c 144,9); H-9 (51
1,64) va C-12 (6c 123,8). Nndém carboxyl tai C-17 dwogc xac dinh dua
trén tuong tac HMBC gitta H-16 (6n 1,91)/H-18 (0w 2,88)/H-22 (Jn
1,74 va 1,85) va C-28 (dc 178,1). Cau hinh cua cac goc duong duoc
khang dinh bang thity phan hop chiat ACL1 trong méi truong axit HCI
roi chuyén héa cac dudng nhan duoc thanh dang dan xuat TMS; nhan
dang san pham chuyén hda bang phan tich theo phuong phap sic ky
khi (GC-MS) va so sanh véi két qua nhan dugc tir duong chuan ciing
duoc chuyén hoéa nhu trén. Theo do, cac don vi duong trong hop chét
ACL1 bao gém D-glucose, L-arabinose, D-ribose va L-rhamnose
(Hinh 3.11). Hang sé tuong tac cua H-1 véi H-2 cia cac don vi duong,
ara Ji» =6,0 Hz; J12 =6,0 Hz; rha Ji2 = 2,0 Hz; rib J1, =4,0 Hz; glc |
Ji2=8,5 Hz; glc 11 J;2 =8,0 Hz da cho phép xac dinh cau hinh cua mdi
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don vi duong la p-D-ribopyranosyl, o-L-rhamnopyranosyl, a-L-
arabinopyranosyl, va s-D-glucopyranosyl. Chudi lién két duong tai C-
28 dugc xac dinh  la  O-4-D-glucopyranosyl-(1—6)-5-D-
glucopyranosid dua trén cac twong tac HMBC (Hinh 3.8) gitra H-1"""
(on 4,36) voi C-6"" (dc 69,5); gitta H-1"" (0w 5,37) véi C-28 (Jc
178,1). Chudi lién két duong thir hai dugc xic dinh la p-D-
ribopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-
arabinopyranosyl dya trén twong taic HMBC (Hinh 3.8) gitra H-1" (on
5,24) véi C-2' (dc 76,3); H-1"" (dn 5,03) vai C-3" (dc 80,7). Vi tri cua
chudi duong nay tai C-3 duoc xac dinh dua trén twong tic HMBC gitra
H-1' (04 4,54) voi C-3 (dc 82,3). Tur cac bang ching thu duoc tir
phuong phap phd va héa hoc néu trén, cau tric héa hoc cua ACL1
dugc Xac dinh la 3-O--D-ribopyranosyl-(1—3)-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranosyl-hederagenin-28-O-f-
D-glucopyranosyl-(1—6)-4-D-glucopyranosid, diy 1a mot hop chat
mai va duoc dat tén la chapaenosid.
1.1.1.2 Hop chat ACL2: clemastanoside D

Hop chit ACL2 thu duoc dudi dang bot vo dinh hinh mau
tring. Ph ESI-MS c6 pic ion m/z 1067 [M+Na]"*, két hop véi cac dir
licu phd NMR cho phép xac dinh cong thirc phan tir cia ACL2 1a
Cs2Hg4021 (M=1044). Khéi lwong phan tir ciia hgp chat ACL2 nhé
hon khéi lwong phan tir cua hop chit ACL1 1a 164 dvC, goi y vé kha
nang c6 su mat di mot don vi duong glucose. Phé NMR cua ACL2
gan giéng véi phdo NMR caa cac hop chat ACL1 cho thdy ACL2
ciing 1a mot saponin triterpenoid vai phan aglycon Ia hederagenin.
Diém khac biét gitta ACL2 va ACL1 Ia su thiéu ving cua 01 gbc
dudng glucose. Diéu nay dugc ching minh duwa trén phd khdi ciing
nhu cac tin hidu trén phdé NMR. Tur nhitng phan tich ¢ trén va so
sanh véi s6 ligu phd cong bd trong tai liéu tham khao [49] cua
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clemastanosid D cho phép khang dinh ACL2 la hop chit
clemastanosid D.

1.1.1.3 Hop chat ACL3: huzhangosid D

1.1.1.4 Hop chat ACL4: hupehensis saponin F

1.1.1.5 Hop chat ACL5: blumenol A

1.1.1.6 Hop chdt ACLS6: acid caffeic

1.1.1.7 Hop chat ACLT: ethyl caffeat

1.1.1.8 Hop chdt ACLS: arctigenin

1.1.1.9 Hop chat ACL9: arctiin

1.1.1.10
11111
11112
1.1.1.13
11114
1.1.1.15

Hop chdt ACL10: trans-tilirosid

Hop chdt ACL11: 5-hydroxymethylfurfural

Hop chat ACR1: prosapogenin CP6

Hop chat ACR2: huzhangosid A

Hop chat ACR3: huzhangosid C

Hop chdt ACR4: 3-hydroxy-4-methyl-y-butyrolacton

Céu trdc hoa hoc cua cac hop chat nay dugc xac dinh dya trén cac
bang chitng phd NMR va MS ciing nhu so sanh voi tai lidu tham

khao.

3.3. Tac dung sinh hoc

3.3.1. Pdnh gid tic dung chéng viém

3.3.1.1. Tac dung u#c ché sw san sinh NO trén dai thuc bao
RAW?264.7
Bang 3.18. Tac dung itc ché si san sinh NO cua cac chat phan ldp

Hop chat I1Cs0 (UM)
ACL3 32,36 +1,56
ACL7 47,86 £ 1,35
ACLS 23,19+1,21
ACR2 3,68 +0,82

Cardamonin 2,12 +0,05
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C6 6 hop chat phan lap duoc voi lugng di 16n duge danh gia
tac dung e ché su san sinh NO trén t& bao RAW264.7 bj kich thich
boi LPS. Ban dau cac hop chat nay duoce danh gia mirc do gy doc té
bao ¢ cac nong do 100 va 30 uM dé lya chon lidu khong doc véi té
bao dé thr tac dung e ché NO tao ra trong té bao. Két qua duoc
trinh bay trong Bang 3.18 Két qua cho thdy, hop chat ACR2
(Huzhangosid A) c6 tac dung rat tét trén md hinh wc ché sy san sinh
NO trén dai thuc bao RAW264.7 bi kich thich boi LPS vai gia tri
ICso 12 3,68 + 0,82 uM. Chat d6i chimg duong cardamonin co tac
dung t6t trén md hinh thir nghiém (1Cs=2,12 + 0,05 pM).
3.3.1.2. Tac dung uc ché si biéu hién cua protein COX-2

Hop chit ACR2 thé hién tac dung khang viém manh nhat
trong sb cac hop chat nén hop chit nay duoc lya chon dé tim hiéu co
ché cua tac dung chéng viém. Két qua danh gia tac dung wc ché su
biéu hién cua protein COX-2 trén dai thuc bao RAW264.7 bi kich
thich bai LPS cua hop chit ACR2 duoc thir bang ky thuat dién di
(western blot).

PQR2 (uM) - - 1 5 10
LPS (0.1pg/mL) - + + + +

COX-2 _— X X X =
a-Tubulin | o S —

Hinh 3.22. Anh huong cua hop chat ACR2 dén su biéu hién cua
protein COX-2
Két qua thu dwoc trong hinh 3.32 cho thiy té bao binh
thudng thi mire do biéu hién protein COX-2 rat it (cot thi nhat tur trai
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sang); khi té bao dugc u véi LPS (cot thu 2) 1am ting biéu hién cua
protein COX-2 rét rd rét bai bang protein COX-2 dam, rd nét hon so
véi nhom chieng. Hop chat ACR2 ¢ cac nong do 1 (cot thar 3); 5 (cot
thar 4); va 10 uM (cot tha 5) 1am giam su biéu hién caa COX-2 so
Vi té bao bi kich thich bai LPS (cot thir 1) theo méi lién hé nong do
- tc dung. O nong d6 10 pM, ACR2 lam giam su biéu hién COX-2
rat ro.

3.3.2. Tac dung gdy déc té bao ung thw

Tat ca céc hop chat phan 1ap duoc tién hanh danh gia so bo
gy doc té bao ung thu trén 9 dong té bao ung thu vai ndng do thir
ban dau 1a 40 pg/ml. Trong s6 15 hop chit, chi c6 hai hop chat c6 tac
dung manh la ACR1 va ACR2 dugc danh gia tac dung gay doc trén
09 dong té bao ung thu va tinh gia tri ICsova két qua duoc trinh bay
trong Bang 3.19. Céc hop chét con lai déu khong c6 tac dung trén
cac dong té bao thir nghiém (gié tri 1Cse>40 pg/ml).

Bang 3.19. Tac dung gdy doc trén té bao ung thu ciia cac hop chat

Téac 1Cso
dung

Dong ACR1* | ACR1® | ACR2* | ACR2® | Dox®* | Dox®®
té bao

HepG2 16,7+1,3 | 18,9+1,5 | 11,3+0,8 | 13,1+0,9 | 3,3+0,2 | 6,1+0,4

A549 13,2+1,0 | 15,0+1,1 >40 >50 1,9+0,1 | 3,5+0,2

MCF7 24,1+1.8 | 27,3+2,0 >40 >50 1,3+0,1 | 2,4+0,2

OVCAR-8 | 11,8+#1,1 | 13,4+1,3 | 10,6+0,8 | 12,2+0,9 | 2,4+0,2 | 4,4+0,4

NCI-N87 | 54+0,1 | 6,1+0,1 | 18,2+15 | 21,0+1,7 | 1,940,2 | 3,5+0,4

Hela >40 >50 >40 >50 | 0,3+0,05 | 0,6+0,1
RD 75+03 | 85+0,3 | 12,2412 | 14,1414 | 0,3£0,06 | 0,6+0,1
PANC-1 | 7,5¢+0,4 | 85+05 | 19,6405 | 22,6+0,6 | 1,5+0,1 | 2,8+0,2
MIA

Paca-2 27401 | 31401 | >40 >50 | 2,8+0,1 | 5,1+0,2
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# 1Cso ciia cac hop chat tinh theo ug/ml; # 1Cso cuia cac hop chat tinh
theo uM; ®Dox: Chat doi chitng dirong doxorubicin

Két qua cho thay ACR1 (prosapogenin CP6) va ACR2
(Huzhangosid A) c6 tac dung doc trén mot s6 dong té bao ung thur.
Trong d6, ACR1 ¢6 tac dung manh trén cac dong té bao ung thur biéu
mo da day (NCI-N87), ung thu mang tim (RD), ung thu tuyén tuy
(PANC-1 va MIA Paca-2) véi gia tri 1Cso lan luot 14 5,4; 7,5; 7,5: 2,7
pg/ml. Doxorubicin duoc sir dung la chat dbi chimg duong c6 kha
nang ¢ ché tat ca cac dong té bao ung thu véi gia tri ICso tir 0,3-3,3
pg/ml.

Chuong 4: BAN LUAN
4.1. Vé thuc vat hoc

Trong hé thuc vat Viét Nam, chi Phong quy Anemone la chi
nho trong ho Mao luong (Ranunculaceae), méi biét 6 loai. Trong s6
5-6 loai da biét cd loai Phong quy sa pa (Anemone chapaensis
Gagnep) dugc mo ta lan dau nam 1929. Ké tir khi duoc Gagnepain F.
cong bd nim 2019 dén nay, khong c6 cdng trinh ndo nghién cau
thém vé cac linh vyc thyc vat hoc cua loai phong quy ndy ma chi mo
ta cac dic diém chu yéu cua loai nay.

Trong nghién ctru nay, NCS da thu thap duoc day di mau thyc
vat, gom cd ré, than r&, 14, ny, hoa, qua va hat, cing véi ngudn tai
ligu phan loai chi Anemone dé tra ciru ngay nay di giup nghién cau
sinh va cac chuyén gia thuc vat hoc thdm dinh chinh x4c miu nghién
ctu thu thap ¢ Sa Pa, Lao Cai, thudc loai Phong quy sa pa - Anemone
chapaensis Gagnep., 1929, ho Mao luong - Ranunculaceae; va dd mo
ta chi tiét ddc diém thuc vat va vi phau cua loai nay.

4.2. Vé hoa hoc
Mac du da dugc dung trong y hoc dan gian, ¢ Viét Nam ciing
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nhu trén thé gidi, nhung chua c6 nghién ctru ndo vé thanh phan hoéa
hoc cua loai Phong quy sa pa dugc cong bd. Tra ctu tai liéu thi ca
loai A. chapaensis va loai A. howellii déu chua dwoc nghién ctu ca
vé thanh phan héa hoc va tac dung sinh hoc. Do d6, viéc nghién ciu
thanh phan héa hoc, gdm xéac dinh cac nhém chat va cau tric héa hoc
ctia cac hop chat trong loai Phong quy sa pa la rat can thiét. Thong
qua tim hiéu, tra ciru tai liéu vé tac dung cia cac nhém hoat chat va
cac hop chat phan lap duoc s& tao co sé khoa hoc, gop phan giai
thich c¢éng dung trong y hoc dan gian ciing nhu tim kiém cac tac
dung mai cua loai Phong quy sa pa.

4.2.1. Két qud dinh tinh

4.2.2. Két qud phan ldp va xdc dinh cdu tric cia cac hep chat

Bing cac phuong phap sic ky cot da phéan 1ap duoc 11 hop
chat (ACL1-ACL11) tir phan trén mat dat va 04 hop chat (ACR1-
ACR4) tir phan dudi mit dat loai Phong quy sa pa (Hinh 4.1). Muoi
lam hop chit da phan 1ap tir lodi Phong quy sa pa bao gém 01 hop
chat flavonoid (ACL10), 02 hop chit lignan (ACL8, ACL9), 01 hop
chat furan (ACL11), 01 hop chat nor-sesquiterpenoid (ACLS5), 02
dan xuat cua acid cinnamic (ACL6, ACL7), 07 hop chit saponin
triterpenoid (ACL1-ACL4, ACR1-ACR3), 01 hop chéat y-lacton
(ACR4). C6 07 hop chit (ACL5- ACL11) dwoc phan lap tir phan
doan ethyl acetat, 04 hop chit (ACL1-4) duoc phan 1ap tir phan doan
n-butanol cta phan trén mat dat va 04 hop chat (ACR1-ACR4) duoc
phan Iap tir phan doan n-butanol cia phan dudi mat dat loai Phong
quy sa pa. Nném hoat chat chinh c6 trong phan trén mat dat loai
Phong quy sa pa la saponin triterpenoid va cac hop chat phenolic. Ba
hop chit (ACR1-ACR3) da phén 1ap tir phan dudi mat dat loai
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Phong quy sa pa la cac saponin triterpenoid. Trong s6 cac saponin da
phan lap duoc, 05 hop chit (ACL1-ACL4, ACR1) c6 phan aglycon
la hederagenin. Hai hop chat saponin con lai (ACR2, ACR3) c6
phan aglycon 1a acid oleanolic. Hai hop chat (ACR1 va ACR2) ¢4
mach duong gan vao vi tri C-3 cua khung aglycon trong khi d6 05
hop chit (ACL1-ACL4, ACR3) c6 mach dudng gén vao ca 02 vj tri
C-3 va C-28 cua khung aglycon.

Hinh 4.1. Cd'yu trdc hoa /h"gc cua cac  Hinh 4.2, ’Cd'u trt]c héa hoc cua
hop chat tur phan trén mar dat cac hop chat ter phan dudi mat dat

Céc két qua nghién ciru phi hop vai céc cong bd trude day vé thanh
phan héa hoc cua chi Anemone ciing nhu cac két qua dinh tinh so bo
bang phan ing dng nghiém. Piéu nay gop phan khing dinh saponin
thuoc nhom oleanan, cd phan genin I1a hederagenin va acid oleanolic
1a thanh phan héa hoc chinh caa chi Anemone.
4.3. Vé tac dung sinh hoc

Nham cung cap co sé khoa hoc dé gop phan giai thich cong
dung cua dwoc liéu nay trong y hoc cb truyén, dé tai da tién hanh
danh gia tac dung chng viém trén md hinh in vitro cua mot s hop
chat phan 1ap tir lodi Phong quy sa pa. M hinh sir dung 12 wc ché su
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san sinh NO tur dai thuc bao RAW264.7 bi kich thich bai LPS. Tu
cac két qua sang loc cac hop chat phan lap duoc, hop chit ACR2 1
chat saponin c6 tac dung ac ché NO tét nhét va c6 it doc tinh vai té
bao da duoc lya chon dé nghién ciru tac dung wc ché su biéu hién cua
protein COX-2 trén dai thuc bao RAW264.7 bi kich thich bai LPS.
Ngoai ra, dé tai ciing da danh gia tac dung doc véi té bao ung thu cua
cac mau chiét tir loai Phong quy sa pa.

4.3.1. Vé tac dung irc ché s san sinh NO

Téc dung tét cua cac hop chat da phén lap 1a co sé khoa hoc
gilp giai thich co ché tac dung chdng viém cua duoc liéu phan dudi
mit dat loai Phong quy sa pa théng qua con duong tc ché tac nhan
NO. Ngoai ra, tac dung kha tt cua cac hop chat phan Iap tir phan
trén mat dat ciing goi mo nhimg hudng nghién ciru cho viéc sir dung
phan trén mat dat lodi Phong quy sa pa trong diéu tri cac bénh viém
noi chung va viém khép, dau khép noi riéng.

4.3.2. Vé tac dung irc ché s biéu hién ciia protein COX-2

Trong nghién ctru nay, chung t6i da tién hanh danh gia tac
dung wc ché sy biéu hién cua protein COX-2 trén dai thuc bao
RAW?264.7 bj kich thich bai LPS cua hop chat ACR2 (Huzhangosid
A) bang phuong phap Western blot. Két qua cho thay, hop chat
ACR?2 lam giam r rét sy biéu hién cua protein COX-2 ti 18 véi ndng
d6 (5 va 10 pM) khi so vai biéu hién caa protein dbi chung. Ngoai la
mdt enzym xuc tac cho qua trinh tong hop prostagladin (yéu té dong
vai trd quan trong trong co ché bénh sinh ciia hoi chung viém va
dau), COX-2 ciing da dugc chung minh tham gia vao qua trinh hinh
thanh va phét trién cia cac té bao ung thu, cic bénh lién quan dén hé
than kinh trung wong nhu Alzheimer, Parkinson, Creutzfeldt-Jakob,
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X0 vita dong mach. Cac két qua chi ra riang, hop chat ACR2 c6 tac
dung chdng viém thdng qua tc ché COX-2 va 1a mot nguyén liéu
tiém nang cho diéu tri cac bénh lién quan dén COX-2. Pay la bao
céo dau tién vé tac dung tic ché su biéu hién caa protein COX-2 trén
dai thuc bao RAW264.7 bi kich thich boi LPS cua hop chat ACR2
(Huzhangosid A).

Theo cac bao cao trude day, mot s6 saponin dugc phan 1ap tir
loai Anemone ciing ¢6 tac dung chdng viém nhu Anhuienside C (A.
flaccida), hay Raddeanin A (A. raddeana). Két qua nay ciing 1a goi y
cho cac nghién cau phat trién san pham tir cay thudc Viét Nam
Phong quy sa pa theo hudng chong viém, giam dau.
4.3.3. Vé tac dung gdy dgc véi cac té bao ung thu

Tir cac nghién ciru trude day cho thay cac saponin la thanh
phan chinh cua cac loai Anemone c6 tac dung chéng ung thu. Trong
nghién ciru nay, chiing t6i ciing da chung minh rang saponin la thanh
phan chinh cua loai A. chapaensis va cd ciu truc twong tu nhu cac
saponin caa cac loai Anemone khéc. Tai nay, tac dung chdng ung thu
ctia can chiét tir loai Phong quy sa pa chua dwoc bdo céo trong cac
nghién ctru trude ddy, tuy nhién mot vai hop chat phan lap trong
nghién ctru nay da duoc ching minh c6 tac dung trén mot sé dong té
bao ung thu. Hai hop chét saponin triterpenoid 1a prosapogenin CP6
(ACR1) va huzhangosid A (ACR2) da dugc bao cao cd tac dung trén
dong té bao ung thu bach cau va ung thu biéu md khoang miéng.
Pay 1a 02 hop chit ¢ tac dung trong tat ca cac saponin dugc tién
hanh tha nghiém.
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KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN
1. Vé thuc vat hec

Tham dinh va khang dinh tén khoa hoc cua loai Phong quy
sa pa thu thap tai déo Hoang Lién, huyén Sa Pa, tinh Lao Cai la
Anemone  chapaensis  Gagnep., thuoc ho Mao Iluong
(Ranunculaceae).

DPa mo ta day du dic diém hinh théi thyc vat, trong d6 dac
diém vi phau va bot duoc liéu cua cac bo phan ¢ loai Phong quy sa
pa dugc mo ta lan dau tién.

2. Vé héa hoc

D4 phan lap dugc 15 hop chat tir Phong quy sa pa, gom c6
11 hop chat (ACL01-> ACL11) tir phan trén mat dat va 04 hop chat
(ACR1-ACR4) tir phan dudi mat dat. Cac hop chét lan luot duoc
xac dinh la 3-O-p-D-ribopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-
(1—2)-a-L-arabinopyranosyl hederagenin-28-O-4-D-
glucopyranosyl-(1—6)-4-D glucopyranosid (ACL1, hep chat méi,
chapaenosid), Clemastanosid D (ACL2), Huzhangosid D (ACL3),
Hupehensis saponin F (ACL4), Blumenol A (ACL5), Acid cafeic
(ACLS), Ethyl caffeat (ACL7), Arctigenin (ACLS8), Arctiin (ACL9),
trans-Tilirosid  (ACL10), 5-hydroxymethylfurfural (ACL11),
prosapogenin CP6 (ACR1), huzhangosid A (ACR2), huzhangosid C
(ACR3), 3-hydroxy-4-methyl-y-butyrolacton (ACR4). Trong do, co
01 hop chat saponin méi (ACL1), c6 6 hop chat ACL5, ACL8>
ACL11, va ACR4 lan dau tién dugc tim thdy trong mot loai
Anemone.

Pay 14 cong bd dau tién vé thanh phan hoa hoc cua loai A.
chapaensis Gagnep.
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3. Vé tac dung sinh hoc

Céc hop chit dugc phan lap dugc tir loai Phong quy sa pa duoc thir
c4c tac dung chéng viém va gy doc vai té bao ung thu véi két qua
nhu sau:

- Cac hop chat ACL8, ACL7, ACL3, va ACR2 c6 tac dung uc ché
su san sinh NO trén dai thuc bao RAW?264.7 bi kich thich bai LPS
Vi gid tri 1Cso lan luot 1a 23,19; 47,86; 32,36; va 3,68 UM,

- Hop chat ACR2 ¢ cac nong do 1; 5 va 10 uM lam giam sy biéu
hién cua protein COX-2 trén dai thuc bao RAW264.7 bi kich thich
boi LPS theo quy luat ndng do - tac dung. O 10 uM, ACR2 thé hién
rd tac dung tc ché COX-2. Nhu vay, hop chiat ACR2 cd tac dung
chéng viém va theo co ché @rc ché COX-2 trén md hinh té bao
RAW?264.7 bi kich thich bai LPS.

- Hop chat ACR1 c6 kha ning gy doc véi 08 dong té bao ung thu
HepG2, A549, MCF7, Ovcar-8, NCI-N87, RD, PANC-1, MIA Paca-2
V6i gid tri ICso lan luot 12 16,7; 13,2; 24,1; 11,8; 5,4: 7,5; 7,5; va 2,7
pg/ml, con hop chat ACR2 c6 tac dung trén 05 dong té bao ung thu
HepG2, OVCAR-8, NCI-N87, RD, va PANC-1 véi gi4 tri ICso Ian
luot 1a 11,3; 10,6; 18,2; 12,2; va 19,6 pg/ml.

KIEN NGHI

- Tiép tuc nghién ctu sAu vé tac dung chéng viém cua hop chat
ACR?2 va chbng ung thu cia hop chat chinh ACR1 tir loai Phong
quy sa pa.
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