BO GIAO DUC VA PAO TAO BOY TE
VIEN DUQC LIEU

BUI THI BINH

NGHIEN CUU THANH PHAN HOA HQC VA MOT SO TAC
DUNG SINH HQC CUA LOAI BELAMCANDA CHINENSIS (L.)
DC. THU HAI TAI VIET NAM

CHUYEN NGANH: Dugc liéu - Dwoc hoc cé truyén
MA SO: 9720206

TOM TAT LUAN AN TIEN ST DUQC HQC

HA NOI - 2018




CONG TRINH PA HOAN THANH TAL:

— Khoa Tai nguyén Dugc liéu - Vién Duogc liéu

— Phong Thuc vat - Vién Sinh thai va Tai nguyén sinh vat

—  Khoa Héa Thuc vat, Vién Dugc liéu

—  Khoa Dugc - Pai hoc Qudc gia Chung Nam (Han Qudc)

—  Khoa Dugc - Pai hoc Qudc gia Seoul (Han Qudc)

—  Trung tdm cac phuong phap phd tng dung, Vién Hoa hoc - Vién Han
I&m Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam

— Khoa Khoa hoc Y khoa Thuc nghiém, Khoa Y, Pai hoc Lund, Thuy
bién

— B0 mén Dugc 1y - Hoc vién Quén y

Nguoi huwéng din khoa hoc:
1. PGS.TS. Nguyén Thi Bich Thu
2. PGS.TS. B4 Thi Ha

Phan bien 1: ..o
Phan DieNn 2: ..o
Phan bien 3: ..o

Luan an s& duoc bao vé trudc Hoi ddng chdm luan an cap Vién t6 chuc tai

Vién Duoc liéu, vao hdi  gio, ngay........thang....nam...........

C6 thé tim hiéu Lu4n an tai thw vién:
—  Thu vién Quéc gia Viét Nam

—  Thu vién Vién Duoc liéu



A. GIOI THIEU LUAN AN
1. Pat van dé
Belamcanda Adans la chi don loai véi 1 loai duy nhét 1a Belamcanda
chinensis (L.) DC. - Xa can. Cy dugc trong & nhiéu nude nhu Viet Nam,
An D9, Triéu Tién,.... O Viét Nam, Xa can ciing dugc trong 0 cdc tinh Ninh
Binh, Thanh Hoa, Lang Son, Quang Ninh....Y hoc ¢6 truyén dung than ré
Xa can lam thudc thanh nhiét giai doc, tan két tiéu viém, chi khai héa dam.
Trong dan gian, Xa can 1 cdy thudc quy tri cac bénh vé& hong nhu viém
amidan ¢6 mu, ho nhiéu dom, khan tiéng. Nghién ctru vé thanh phan hoa
hoc cua than r& Belamcanda chinensis cho thiy su c6 mit ciia cac nhom
chat flavonoid, iridal, triterpen, cac hop chét phenolic véi nhidu tac dung
sinh hoc nhu chéng oxy hoa, chéng dot bién gen, chéng ung thu, chng
viém, cai thién hé noi tiét ciia phu nir giai doan tién man kinh. Hat cua loai
ndy ctng dugc phén tich thanh phan hoa hoc trong mot so cong bd gan day.
Tuy nhién, cho dén nay chi c¢6 2 - 3 cong trinh cong bd vé phan trén mat dat
Xa can. Nhu vay, co thé thay chua c6 mot nghién ciru tong thé nao vé co
ché tac dung chong viém cia than ré va phan trén mat dat, cing nhu cua
nhitng hop chat phan lap tir hai bo phan nay ciia Xa can. Xuit phat tir ¥
tuong cod thé tan dung toan cay Xa can lam thudc, dé tai da tién hanh nghién
ctru vé thanh phﬂ?ln héa hoc va mot sb tac dung sinh hoc cay Xa can vai ti€u
dé: "Nghién ciru thanh phin héa hoc va mét sb tac dung sinh hoc ciia
loai Belamcanda chinensis (L.) DC. thu hai tai Viét Nam".
2. Muc tiéu va ngi dung cia Luéan an
2.1. Muc tiéu cia Ludn an
—  Phan lap va xac dinh ciu tric hoa hoc cua mot sé hop chét tir cay Xa
can.
— Nghién cru mot sé tac dung sinh hoc cua cao chiét va cac hop chat
phén lap tr cy Xa can.
2.2. Ngi dung csa Lugn an
> V& thanh phan héa hoc
— Pinh tinh cic nhém chét hitu co c6 trong than r& va phan trén mat dit Xa
can.
— Chiét xuét, phan lap va xac dinh cdu trac ciia mot s6 hop chét phan lap
dugc tir than ré va phém trén mat dat Xa can.
— Xac dinh ham lugng cia mot s6 hop chét chinh trong than ré Xa can.
> Vé tac dung sinh hoc
— Pénh gia hoat tinh chdng viém in vitro clia cao chiét va cac hop chat phan
lap tir than ré Xa can trén dong té bao RAW264.7.
— Xac dinh hoat tinh chdng viém in vivo cta cao than r& Xa can.
— Sang loc tac dung chdng ting sinh té bao ciia cao chiét va cac hop chat
phan 1ap tir phin trén mat dat Xa can trén dong té bao VSMC.



3.

Nhirng dong gop méi caa Luin an

3.1. Vé hoa hgc

Di xac dinh trong cdy Xa can ¢ cac nhom chét hitu co nhu flavonoid,
acid hiru co, acid amin, polysaccarid va duong khu.

D3 phan 1ap va xac dinh dugc cau triic cta 20 hop chét (11 chat tir than
1& va 9 chat tir phan trén mat dat ciia Xa can), trong d6 co:

+ 4 hop chat méi trong ty nhién: 6”-O-acetylembinin, 3"-O-
acetylembinin, irigenin 3'-O-f-p-glucopyranosid va 2'-O-acetyl-
1,3-O-diferuloylsucrose.

+ 6 hop chat lan dau tién phéan lap tir loai: isoswertisin, 2"-O-g-L-
rhamnosyl-4’-O-methylisovitexin, embinin, (7R,8S)-
dehydrodiconiferyl alcohol-y'-methyl ether, isorhamnetin-3-O-(6"-
acetyl)-S-p-glucopyranosid va 1,3-O- diferuloylsucrose

ba xay dung dugc phuong phép dinh luong ddng thoi 6 hop chat chinh
phén lap tu than ré Xa can bang phuong phap HPLC va ap dung dé
dinh luong chung trong 6 mau than ré Xa can thu hai tai cac tinh Nghé
An, Phu Tho, Thai Binh, Thanh Hoda, Vinh Phuc va Yén Bai.

3.2. Vé tic dung sinh hoc

N

5.

P tim kiém dugc 2 hop chat tir than ré ciia Xa can c6 tiém ning chdng
viém (acetovanillon,  (7R,8S)-dehydrodiconiferyl alcohol-y'-methyl
ether) khong thudc nhom chét chinh ciia Xa can va nghién ciru vé co
ché phan tir ciia cac hop chét nay.

Lan dau tién nghién ctu vé tac dung cua cao methanol than ré Xa can
trén md hinh gay phi chan chudt bang carrageenin va gy u hat bang
amiant.

Budc dau sang loc tac dung trc ché ting sinh té bao co tron mach méau
clia cac cao chiét va cac hop chit phan lap tir phan trén mat dat Xa can.

.Y nghia cia Luan an

Y nghia khoa hoc: Céc két qua nghién ctru cua Luan an da gép phan
giai thich kinh nghiém sir dung duoc liéu Xa can trong dan gian; b
sung thém dit liéu khoa hoc vé héa thyc vat, dugc 1y hoc cua cay Xa
can; lam tién dé cho viéc xay dung tiéu chuan va danh gi4 chét lwong
dugc liéu Xa can sau nay.

Y nghia thuc tidn: Lam co s& khoa hoc dé phaét trién ngudn nguyén liéu
Xa can lam thudc.

Céu truc cia luan an
Luan &4n gém 4 chuong, 39 bang, 61 hinh, 3 so d6, 21 phuy luc, 210 tai

ligu tham khao. Luan &n gom 173 trang, gom céc phan chinh: Dt van dé 2
trang; tong quan 37 trang; doi tugng va phuong phap nghién ctru 24 trang;
két qua nghién cau 87 trang; ban luan 20 trang; két luan va kién nghi 3
trang.



B. NOI DUNG CUA LUAN AN

CHUONG 1: TONG QUAN
Da tong hop va trinh bay c6 h¢ théng cac két qua nghién cau tir trudc
dén nay vé thuc vat, thanh phan hda hoc, tac dung duoc ly, cong dung cua
loai Belamcanda chinensis L. (DC.), dong thoi ciing da tong quan vé viém
va tang sinh té bao.

CHUONG 2: POI TUQONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Poi twong nghién ctru

Cay Xa can c6 du cac bd phan thu hai tai Thanh Hoa nam 2011-2013
phuc vu cho muc dich chiét xuat, phan 1ap va thir tac dung sinh hoc. Than ré

Xa can thu hai vao 8/2015 ¢ Phu Tho, Thanh Hoa, Nghé An, Théi Binh,

Vinh Phuc, yén Bai phuc vu cho muc dich nghién ctru dinh luong.

Dong vat, hda chat, dung moi dat tiéu chuan thi nghiém.

2.2. Phwong phap nghién ciru
Xac dinh tén khoa hoc cua c@y nghién clru dua trén co s¢ phan tich dac
diém hinh thai thyc vt va so sanh déi chiéu véi cac khoa phan loai chi
Belamcanda.

—  Dinh tinh cic nhém chit hitu co trong duoc liéu bang cac phan tng hoa
hoc déc trung.

—  Chiét xuit cac chat trong dugc liéu bang phuong phap chiét hdi luu véi
dung mdi MeOH va EtOH 70%.

—  Phan 1ap cac chat bang sic ky cot (CC) pha thudn (silica gel 0,04 -
0,063 mm, Merck), pha ddo YMC RP-18 (30-50 um, Fuji Silysia
Chemical Ltd.), Sephadex LH20, MCI gel (CHP20P, 75 - 150 um) va
HPLC diéu ché. Theo ddi cac phan doan sic ky bang sic ky 16p mong.
Phat hién chat bang cach phun dung dich H,SO, 10% trong ethanol
96% va ho néng, soi dudi dén tir ngoai ¢ hai budc song 254 nm va 366
nm.

—  Xac dinh c4u tric cac hop chit dya trén tinh chat vat Iy (nhiét d6 nong
chay, goc quay cuc) va cac phuong phap phd: phd hong ngoai (IR), phd
tr ngoai (UV), phd khéi lwong (ESI-MS, HR-ESI-MS), phd cong
huong tir hat nhan mot chiéu (1H-NMR, 13C-NMR va DEPT) va hai
chiéu (COSY, HMBC, HMQC va NOESY).

—  Xay dyng phuong phap dinh lugng mét sb chét chinh phan 1ap tir Xa
can bang phuong phap HPLC.

—  DPaénh gia anh huong ciia mau thir dén kha ning song sot cua té bao
RAW264.7 bang phuong phap MTT dé xac dinh nong d¢ thr.



—  Panh gia tac dung chdng viém in vitro véi cac dich nghién ciru 1a mic
d6 biéu hién COX-2 va chit trung gian gay viém PGE2 trén té bao
RAW?264.7 vai tdc nhan kich thich 1& LPS, sir dung cac ky thuat
Western blot, ELISA va dinh luong RT-PCR dé do luong.

—  Panh gi4 tac dung chdéng viém cap trén mo hinh giy phu ban chan
chudt bang carrageenin theo phuwong phap Winter.

—  DPanh gia tic dung chéng viém man trén mo hinh gay u hat thyc nghiém
bang vién amiant cua Meier va cong su, 1950.

— Sang loc tac dung chdng ting sinh té bao duoc tién hanh theo phuong
phép tir b tang sinh té bao (11465007001, Sigma).

CHUONG 3. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. THANH PHAN HOA HQC
3.1.1. Pinh tinh cac nhém chat hiru co

Dinh tinh sy hién dién cac nhém chat hiru co c6 trong phan than ré
(TR) va phan trén mat dat (PTMD) cua cdy Xa can bang cac phan wng héa
hoc véi cac thudc thir dic hiéu. Két qua cho thay than ré va phan trén mat
d4t cia Xa can tuong ddi gidng nhau va déu chira cac nhom chit flavonoid,
acid hitu co, acid amin, polysaccarid va duong khir.
3.1.2. Chiét xuét va phan lap céc hop chat

Chiét xuét va phan lap cac hop chét tir Xa can duoc tién hanh nhu so
dd 3.1 va 3.2, thu duoc 11 hop chat (BC1-BC11) tir than r& va 9 hop chét
(BC12-BC20) tir phan trén mit dét cta cly Xa can.
3.1.3. Xac dinh cau trdc c&c hgp chat
3.1.3.1. Than ré
Hop chit BC1: Iristectorigenin A

B4t mau vang nhat; nhiét do nong chay 239-240°C; UV Ayax (MeOH):
216, 267 nM; IR vmax (KBr): 3385,16 (OH), 2946,99 (CH), 1665,79 (C=0),
1580,06 va 1459,52 (aromatic, C=C), 1304,14, (C-0), 819,28 cm™; ESI-MS
m/z: 329,4 [M-H]". Ph 'H-NMR (800 MHz, DMSO-dg): d4 13,05 (1H, s,
5-OH); 10,76 (1H, s, 7-OH); 9,15 (1H, s, 3-OH); 8,35 (1H, s, H-2); 7,13
(1H, s, H-5"; 6,97 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-6"); 6,83 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-2");
6,49 (1H, s, H-8); 3,80 (3H, s, 4-OCHs); 3,75 (3H, s, 6-OCHj3). Phé **C-
NMR (200 MHz, DMSO-de): dc 154,3 (C-2); 121,7 (C-3); 180,5 (C-4);
152,7 (C-5); 137,3 (C-6); 153,3 (C-7); 93,9 (C-8); 157,5 (C-9); 104,9 (C-
10); 121,9 (C-1%); 115,3 (C-2'); 147,3 (C-3"); 146,7 (C-4'); 113,3 (C-5");
121,6 (C-6'); 59,9 (6-OCHj); 55,7 (4'-OCH).

HO Z~9-O 2
IO \
' ~3.OH
H,CO™ Y10 @ 3
OH O
¥ TOCH,

Hinh 3.1. C4u triic h6a hoc caa hop chit BC1



Hop chit BC2: Acetovanillon

Tinh thé hinh kim mau vang nhat, nhiét d noéng chay 115-116°C; UV
Amax (MeOH): 204, 229, 275 va 303 nm; IR v (KBr): 3318,17 (OH);
2934,64 (C-H); 1659,79 (C=0); 1579,04; 1512,21; 1420,32 (aromatic
C=C); 1292,23 (C-O) va 852,27 cm™; EI-MS m/z: 166,7 [M]". Phé 'H-
NMR (900 MHz, CD;0D): 64 7,51 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2); 7,56 (1H, dd,
J=8,1; 1,8 Hz, H-6); 6,85 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-5); 3,89 (3H, s, 3-OCHjy);
2,52 (3H, s, 8-CH3). Phd BC-NMR (225 MHz, CD5;0D): d¢ 130,7 (C-1);
125,3 (C-2); 149,1 (C-3); 153,5 (C-4); 115,9 (C-5); 112,0 (C-6); 199,6 (C-
7); 26,4 (8-CHjy); 56,5 (3-OCHj).
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Hinh 3.2. C4u trac hoa hoc cua hop chit BC2
Hop chit BC3: Irisflorentin
B4t mau vang nhat; nhiét d¢ nong chay 167-168°C; UV Apax (MeOH):
267 va 323 nm; IR vme (KBF): 2946,99 (CH); 1660,22 (C=0); 1581,44 va
1473,77 (aromatic, C=C); 176,83 (C-0); 1137,65; 1040,49 va 846,17 cm™;
EI-MS m/z: 386,7 [M]". Phé *H-NMR (300 MHz, DMSO-d¢): Jy; 8,31 (1H,
s, H-2); 7,02 (1H, s, H-8); 6,84 (2H, s, H-2', H-6'); 6,18 (2H, s, -OCH,0-);
3,91 (3H, s, 5-OCHs); 3,80 (6H, s, 3',5'-OCHs); 3,69 (3H, s, 4-OCHy). Phd
BC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): dc 152,0 (C-2); 124,1 (C-3); 173,7 (C-4);
153,9 (C-5); 135,9 (C-6); 140,5 (C-7); 93,6 (C-8); 152,5 (C-9); 113,2 (C-
10); 127,5 (C-1'); 106,8 (C-2', C-6'); 152,6 (C-3', C-5"); 137,3 (C-4"); 102,6
(-OCH,0-); 60,8 (5-OCH3); 55,9 (3',5'-OCHj); 60,0 (4'-OCHy).
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Hinh 3.3. C4u trac hoa hoc cia hop chit BC3
Hop chit BC4: Irilin D
BoOt mau vang nhat; UV Aynax (MeOH): 213 va 267 nm; IR (vmay) KBI:
3378,09 (OH); 2968,19 (C-H); 1617,57 (C=0); 1470,23 (aromatic C=C);
1280 (C-0) va 878,21 cm™; EI-MS m/z: 316,33 [M]". Ph6 "H-NMR (900
MHz, CD;0D): 4 8,04 (1H, s, H-2); 7,02 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2"); 6,85
(1H, dd, J = 8,1; 1,8 Hz, H-6"); 6,82 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-5"); 6,44 (1H, s,
H-8); 3,31 (3H, s, 6-OCHj3). Phé *C-NMR (225 MHz, CD,0D): dc¢ 155,2
(C-2); 124,4 (C-3); 182,8 (C-4); 155,1 (C-5); 132,9 (C-6); 158,9 (C-7);
(95,1 (C-8); 154,7 C-9); 106,8 (C-10); 123,9 (C-1"); 116,5 (C-2"); 146,9 (C-
3"), 146,4 (C-4"); 117,6 (C-5"); 121,9 (C-6"); 61,1 (C-6).
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Hinh 3.4. Ciu trac hoa hoc cia hop chit BC4

Hop chit BC5: Tectorigenin

B0t mau vang nhat; nhiét o nong chay 237-238°C; UV Amax (MeOH):
213 va 266 nm; IR vy (KBr): 3336,20 (OH); 2943,62 (CH); 1620,51
(C=0); 1515,37 va 1457,26 (aromatic, C=C); 1374,25; 1252,51 (C-O);
1064,35 va 831,93 cm™; ESI-MS m/z: 301,3 [M+H]*. Phé *H-NMR (900
MHz, DMSO-dg): 6,4 13,05 (1H, s, 5-OH); 10,75 (1H, s, 7-OH); 9,58 (1H, s,
4'-0OH); 8,32 (1H, s, H-2); 7,37 (2H, d, J = 8,1 Hz, H-2", H-6'); 6,82 (2H, d,
J = 8,1 Hz, H-3', H-5"); 6,49 (1H, s, H-8); 3,74 (3H, s, 6-OCHs). Phé **C-
NMR (225 MHz, DMSO-dg): dc 154,1 (C-2); 121,8 (C-3); 180,6 (C-4);
152,7 (C-5); 131,4 (C-6); 157,4 (C-7); 93,9 (C-8); 153,3 (C-9); 104,9 (C-
10); 121,2 (C-1"); 130,2 (C-2', C-6"); 115,1 (C-3', C-5'); 157,5 (C-4'); 59,9

(6-OCHy).
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Hinh 3.5. C4u trac héa hoc cua hop chat BC5
Hop chit BC6: (7R,8S)-dehydrodiconiferyl alcohol-y’-methyl ether (Iin
dau tién phén lap trén loai)

Bot mau nau nhat; [a]p® - 23,2° (¢ = 0,3; MeOH); CD (MeOH, C =
1,5.10* M) Ae (nm): -2,66 (184); -2,21 (198); +3,48 (218); +0,38 (288); IR
Umax (KBr): 3413,76 (OH cuong d6 manh); 3169,49 (C-H stretching);
2932,20 (lién két C-H); 1657,19 (vinylic C=C); 1617,80 (C=C; vong thom);
1460,24 (Cy,°-H caa nhom OCHg); 1373,58; 1160,88 va 1026,96 (C-0) va
665 (=C-H vong thom) cm™; ESI-MS m/z: 394,1 [M+H,O0+4H]"; 803,4
[2M+C;3Hg0]". Phd *H-NMR (900 MHz, CD;0D): 6y 6,99 (1H, br s; H-2");
6,96 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-6"); 6,95 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2); 6,83 (1H, dd, J
=8,1; 1,8 Hz, H-6); 6,77 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-5); 6,57 (1H, d, J = 15,8 Hz,
H-7"); 6,17 (1H, dt, J = 15,8; 6,3 Hz, H-8'); 5,53 (1H, d, J = 6,3 Hz, H-7);
4,07 (2H, dd, J = 6,3; 1,8 Hz, H-9"); 3,88 (3H, s, 3'-OCHj3); 3,83 (1H, dd, J
=11,7; 5,4 Hz H-9b); 3,81 (3H, s, 3-OCH3); 3,79 (1H, dd, J = 11,7; 6,3 Hz,
H-9a); 3,49 (1H, dd, J = 11,7; 6,3 Hz, H-8); 3,35 (3H, s, 9'-OCHs). Phb “*C-
NMR (225 MHz, CD;0D): d¢ 134,7 (C-1); 110,7 (C-2); 149,3 (C-3); 147,8
(C-4); 116,3 (C-5); 119,9 (C-6); 89,5 (C-7); 55,3 (C-8); 65,0 (C-9); 132,4
(C-1"); 112,3 (C-2'); 145,7 (C-3'); 149,6 (C-4"); 130,5 (C-5"); 116,8 (C-6");
1345 (C-7'); 124,4 (C-8'); 74,5 (C-9"); 56,9 (3-OCHjy); 56,5 (3'-OCHy);
58,1 (9'-OCHy).
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Hinh 3.6. Céu triic hoa hoc, céc twong tic HMBC (—) chinh (A) va chu trac
khdng gian (B) cta hop chat BC6
Hop chit BC7: Iristectorin A
Tinh thé hinh kim mau tring. Phé *H-NMR (900 MHz, DMSO-dg): dy,
12,95 (1H, s, 5-OH); 9,17 (1H, s, 3'-OH); 8,47 (1H, s, H-2); 7,16 (1H, d, J =
2,7 Hz, H-2"); 7,01 (1H, dd, J = 8,1; 2,7 Hz, H-6"); 6,89 (1H, s, H-8); 6,83
(1H, d, J = 8,1 Hz, H-5"); 5,11 (1H, d, J = 7,2 Hz, H-1"); 3,80 (3H, s, 4'-
OCHy); 3,77 (3H, s, 6-OCH5); 3,72 (1H, 1H, dd, J = 5,4; 4,5 Hz, H-4");
3,48 (1H, m, H-6"a); 3,46 (1H, m, H-5"); 3,34 (1H, m, H-2"); 3,31 (1H, m,
H-3"); 3,19 (1H, m, H-6"b). Phé *C-NMR (225 MHz, DMSO-dg): dc 152,4
(C-2); 122,1 (C-3); 180,8 (C-4); 154,9 (C-5); 132,5 (C-6); 156,6 (C-7); 94,0
(C-8); 152,9 (C-9); 106,5 (C-10); 121,5 (C-1"); 113,3 (C-2"); 147,3 (C-3");
146,8 (C-4"); 115,3 (C-5"); 121,7 (C-6"); 100,0 (C-1"); 73,0 (C-2"); 77,2 (C-
3"); 69,5 (C-4"); 76,6 (C-5"); 60,7 (C-6"); 60,3 (6-OCHj); 55,8 (4'-OCHs).
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Hinh 3.7. Ciu trac hoa hoc cta hop chat BC7
Hop chat BC8: Isorhamnetin 3-O-(6"-acetyl-)-f-p-glucopyranosid (lin
diu tién phan lap tir loai)

Nhiét do nong chay 156-160°C; UV Anax (MeOH): 255, 266 sh va 360
nm; IR pay (KBr): 1722 va 1650 (CO) cm™; ESI-MS m/z: 521,3 [M+H]".
Phé *H-NMR (900 MHz, CD;0D): dy 7,89 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2'); 7,60
(1H, dd, J =8,1; 1,8 Hz, H-6'); 6,88 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-5"); 6,41 (1H, d, J
= 1,8 Hz, H-6); 6,20 (1H, d, J =1,8 Hz, H-8); 5,23 (1H, J = 8,1 Hz, H-1");
4,14 (1H, dd, J = 13,8; 2,0 Hz, H-6"); 4,11 (1H, dd, J = 13,8; 5,4 Hz, H-6");
3,95 (3H, s, 3'-OCHs); 3,84 (1H, m, H-5"); 3,89 (1H, m, H-4"); 3,48 (1H, m,
H-3"); 3,44 (1H, m, H-2"); 1,82 (3H, s, 6"-OCOCH,). Phé *C-NMR (225
MHz, CD;0D): J¢ 159,1 (C-2); 135,5 (C-3); 179,5 (C-4); 163,2 (C-5);
100,1 (C-6); 166,3 (C-7); 95,0 (C-8); 158,6 (C-9); 105,8 (C-10); 123,1 (C-
1'); 114,6 (C-2'); 151,1 (C-3"); 148,5 (C-4'); 116,1 (C-5'); 124,1 (C-6');
104,4 (C-1"); 75,7 (C-2"); 78,1 (C-3"); 71,5 (C-4"); 75,9 (C-5"); 64,3 (C-6");



56,8 (3'-OCHS); 20,6 (6"-OCOCHS,); 172,6 (6"-OCOCHS).

Hinh 3.8. Céu tric hoa hoc va cac twong tac HMBC (—) chinh ctia hop chét
BC8

Hop chit BC9: Tectoridin

Bot vo dinh hinh mau trang; UV Apa (MeOH): 266 va 331 nm; IR vpay
(KBr): 3365,54 (OH cudng do6 manh); 294257 (lién két C-H); 1655,44 (-
C=0); 1616,58 (C=C, vong thom); 1461,14 (Cy>-H cua nhém OCHa);
1362,69; 1284,97 va 1082,89 (C-O); 816,05; 665 (=C-H vong thom) cm™;
EI-MS m/z: 462,5 [M]". Phé *H-NMR (900 MHz, DMSO-dg): 6,4 12,93 (1H,
s, 5-OH); 9,61 (1H, s, 4'-OH); 8,44 (1H, s, H-2); 7,40 (2H, d, J = 8,1 Hz, H-
2', H-6'); 6,83 (2H, d, J = 8,1 Hz, H-3', H-5'); 5,11 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-
1"); 3,75 (3H, s, 6-OCHs); 3,72 (1H, m, H-4"); 3,48 (1H, m, H-6"a); 3,46
(1H, m, H-5"); 3,34 (1H, m, H-2"); 3,31 (1H, m, H-3"); 3,19 (1H, m, H-6"b).
Phé *C-NMR (225 MHz, DMSO-dg): dc 154,7 (C-2); 122,1 (C-3); 180,8
(C-4); 152,9 (C-5); 132,5 (C-6); 157,5 (C-7); 94,1 (C-8); 152,5 (C-9); 106,5
(C-10); 121,1 (C-1'); 130,2 (C-2', C-6"); 115,1 (C-3', C-5); 156,6 (C-4");
100,2 (C-1"); 73,2 (C-2"); 76,7 (C-3"); 69,7 (C-4"); 77,3 (C-5"); 60,7 (C-6");

60,3 (C-6).
GlcO 7 9 O
H;CO 10
’ 5OH O4 4‘ OH

Hinh 3.9. C4u trac hoa hoc cua hop chit BC9

Hop chit BC10, BC20: Iridin

Bot vo6 dinh hinh mau tréng; nhiét do néng chdy 159-162°C; UV Apay
(MeOH): 267, 242 va 457 nm. HR-ESI-MS m/z: 523,1443 [M+H]". Phd 'H-
NMR (500 MHz, DMSO-dg): dy 12,91 (1H, s, 5-OH); 9,73 (1H, s, 3'-OH);
8,49 (1H, s, H-2); 6,89 (1H, s, H-8); 6,69 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6); 6,73
(1H, d, J = 2,0 Hz, H-2"); 5,15 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1"); 3,80 (3H, s, 5'-
OCH,); 3,77 (3H, s, 4-OCHy); 3,72 (1H, m, H-4"); 3,69 (3H, s, 6-OCHs);
3,47 (1H, m, H-6"); 3,45 (1H, m, H-5"); 3,34 (1H, m, H-2"); 3,28 (1H, m, H-
3"); 3,17 (1H, m, H-6"). Phé *C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): d¢ 155,4 (C-
2); 122,0 (C-3); 180,5 (C-4); 152,9 (C-5); 132,6 (C-6); 156,7 (C-7); 94,1
(C-8); 152,4 (C-9); 106,5 (C-10); 125,9 (C-1'); 104,6 (C-2); 150,3 (C-3");
136,4 (C-4'); 152,9 (C-5'); 110,4 (C-6'); 100,1 (C-1"); 73,1 (C-2"); 76,7 (C-



3"); 69,7 (C-4"); 77,3 (C-5"); 60,7 (C-6"); 60,3 (6-OCHa); 59,9 (4'-OCHy);
55,8 (5'-OCH).

Hinh 3.10. C4u truc héa hoc va cac twong tic HMBC (—) chinh ciia hop chit BC10
Hop chit 11: 1,3-O-diferuloylsucrose (lin diu tién phan 1ap tir loai)

Phé HR-ESI-MS m/z: 717,2018 [M+Na]*. Phé 'H-NMR (300 MHz,
CD;0D): 6y 7,70 (1H, d, J = 15,8 Hz, H-7"); 7,65 (1H, d, J = 15,8 Hz, H-
7"); 7,18 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2"); 7,16 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2"); 7,11 (1H,
dd, J = 8,3; 1,8 Hz, H-6"); 7,06 (1H, dd, J = 8,3; 1,8 Hz, H-6"); 6,82 (1H, d,
J =8,3 Hz, H-5"); 6,77 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-5"); 6,45 (1H, d, J = 15,0 Hz,
H-8"); 6,38 (1H, d, J = 15,8 Hz, H-8"); 5,58 (1H, d, J = 5,4 Hz, H-3); 5,49
(1H, d, J=3,6 Hz, H-1"); 4,45 (1H, t, J = 8,4 Hz, H-4); 4,34 (1H,d, J=9,8
Hz, H-1); 4,29 (1H, d, J = 9,8 Hz, H-1); 3,98 (1H, m, H-2"); 3,94 (1H, m, H-
6); 3,89 (1H, m, H-6); 3,88 (3"-OCH); 3,85 (1H, m, H-5); 3,84 (3"-OCHy);
3,81 (1H, m, H-5"); 3,77 (1H, m, H-3"); 3,64 (1H, t, J = 9,3 Hz, H-4"); 3,43
(1H, dd, J = 9,6; 3,5 Hz, H-6'); 3,39 (1H, m, H-6");. Phd *C-NMR (75
MHz, CD;0D): J¢ 66,4 (C-1); 103,5 (C-2); 79,6 (C-3); 73,1 (C-4); 84,1 (C-
5): 63,0 (C-6); 93,9 (C-1); 73,3 (C-2); 74,7 (C-3"); 71,5 (C-4"); 75,1 (C-5");
62,6 (C-6); 127,8 (C-1"); 112,3 (C-2"); 149,5 (C-3"); 150,9 (C-4"); 116,6
(C-5"); 124,4 (C-6"); 148,2 (C-7"); 115,0 (C-8"); 168,9 (C-9"); 56,7 (3"-
OCHsy); 127,8 (C-1"); 112,3 (C-2"); 149,5 (C-3"); 151,0 (C-4™); 116,6 (C-
5™); 124,5 (C-6™); 147,6 (C-7"); 115,2 (C-8"); 168,6 (C-9™); 56,6 (3"-
OCHy).

H3c03" OH
Hinh 3.11. Céu tric hoa hoc va cac twong tic HMBC (—) chinh ctia hop chit BC11
Hop chit BC12: 2'-O-acetyl-1,3-O-diferuloylsucrose (chit méi)
Chat rin mau vang nhat; UV Ana (MeOH): 327.5, 263.5 nm; IR (Vinay):
3331, 1651, 1604 cm™; HR-ESI-MS: m/z 735,2176 [M-H] (tinh toan ly



thuyét CasH34018, M = 635,2136). Phd *H-NMR (CD;0D, 500 MHz): 7,71
(1H, d, J = 16,0 Hz, H-7"); 7,65 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-7"); 7,23 (1H, d, J =
2,0 Hz, H-2"); 7,18 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-2"); 7,12 (1H, dd, J = 8,0; 2,0 Hz,
H-6"); 7,06 (1H, dd, J = 8,0; 2,0 Hz, H-6"); 6,82 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5");
6,77 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5"); 6,49 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-8"); 6,37 (1H, d,
J = 16,0 Hz, H-8"); 5,65 (1H, d, J = 3,5 Hz, H-1"); 5,51 (1H, d, J = 8,0 Hz,
H-3); 4,64 (1H, d, J = 10,0; 3,5 Hz, H-2'); 4,40 (1H, t, J = 8,0 Hz, H-4);
4,29 (1H, d, J = 11,5 Hz, H-1); 4,20 (1H, d, J = 11,5 Hz, H-1); 3,95 (2H, m,
H-5, H-5"); 3,89 (1H, m, H-6"); 3,86 (1H, m, H-3"); 3,83 (2H, m, H-6); 3,77
(1H, dd, J =12,0; 5,0 Hz, H-6"); 3,49 (1H, m, H-4'); 3,90 (3H, s, 3"-OCHy);
3,84 (3H, s, 3"-OCHs); 2,11 (3H, s, 2’-OCOCH,). Phé *C-NMR (125 MHz,
CD;0OD): 66,4 (C-1); 103,4 (C-2); 79,8 (C-3); 73,4 (C-4); 84,0 (C-5); 63,1
(C-6); 91,2 (C-1"); 74,5 (C-2"); 72,3 (C-3"); 71,3 (C-4'); 74,5 (C-5"); 62,2 (C-
6'); 127,6 (C-1"); 111,6 (C-2"); 149,4 (C-3"); 150,9 (C-4"); 116,5 (C-5");
124,4 (C-6"); 147,5 (C-7"); 114,9 (C-8"); 168,4 (C-9"); 127,6 (C-1"); 112,0
(C-2"); 149,4 (C-3"); 150,8 (C-4"); 116,5 (C-5"); 124,4 (C-6"); 148,1 (C-
7™); 114,7 (C-8™); 168,3 (C-9™); 56,5 (3"-OCHj); 56,4 (3"-OCH5); 172,8 (2'-
OCOCHs3); 21,2 (2'-OCOCHS).
6 OH
HO™ .

H5CO 3 on
Hinh 3.18. C4u truc héa hoc va cac tuong tac HMBC (—), COSY (—) chinh cua
hop chat BC12
Hop chit BC13: Irigenin 3'-O-g-glucopyranosid (chit méi)

Chat rin mau vang; UV Ana (MeOH): 270, 244 nm; HR-ESI-MS: m/z
521,1328 [M-H] (tinh toan ly thuyét C,sH50:3, M = 521,1295). Phé 'H-
NMR (500 MHz, DMSO-dg): oy 8,20 (1H, s, H-2); 7,03 (1H, d, J = 1,5 Hz,
H-2"); 6,99 (1H, d, J = 1,5 Hz, H-6"); 6,45 (1H, s, H-8); 4,98 (1H,d, J=7,5
Hz, H-1"); 3,89 (3H, s, 5'-OCHjy); 3,88 (3H, s, 6-OCHj3); 3,87 (3H, s, 4'-
OCHs). Phé *C-NMR (125 MHz, DMSO-dg): ¢ 155,9 (C-2); 123,8 (C-3);
182,1 (C-4); 155,1 (C-5); 133,2 (C-6); 159,7 (C-7); 94,1 (C-8); 155,1 (C-
9); 106,5 (C-10); 128,4 (C-1"); 111,7 (C-2"); 152,1 (C-3'); 140,0 (C-4'); 154
(C-5"); 109,2 (C-6); 102,8 (C-1"); 75 (C-2"); 78,1 (C-3"); 71,5 (C-4"); 78,3
(C-5"); 62,7 (C-6"); 60,9 (6-OCHy); 61,6 (4'-OCHz); 56,7 (5'-OCHy).
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Hinh 3.24. C4u truc héa hoc va cac twong tic HMBC (—) chinh ciia hop chit BC13
Hop chit BC14: Isoswertisin (Iin dau tién phén 1ap tir loai)

Chét rin mau vang; ESI-MS: m/z 447,1 [M+H]" phu hop véi cong thic
phén tir CpH,,010 (M = 446,1). Phé 'H-NMR (500 MHz, DMSO-dq): 4
13,34 (1H, s, 5-OH); 8,04 (2H, d, J = 9,0 Hz, H-2", H-6"); 6,90 (2H, d, J =
9,0 Hz, H-3', H-5'); 6,82 (1H, s, H-3); 6,52 (1H, s, H-6); 4,72 (1H, d, J =
10,0 Hz, H-1"); 3,88 (3H, s, 7-OCHs); 3,83 (1H, m, H-2"); 3,76 (1H, dd, J =
11,5; 3,5 Hz, H-6"); 3,53 (1H, m, H-6"); 3,40 (1H, m, H-4"); 3,25 (2H, m,
H-3", H-5"). Phé *C-NMR (125 MHz, DMSO-dg): dc 164,4 (C-2); dc 102,4
(C-3); 182,3 (C-4); 161,3 (C-5); 95 (C-6); 163,3 (C-7); 105,7 (C-8); 155,1
(C-9); 104,4 (C-10); 121,5 (C-1"); 129,1 (C-2', C-6'); 115,8 (C-3', C-5;
161,3 (C-4'); 73,1 (C-1"); 70,8 (C-2"); 78,6 (C-3"); 70,5 (C-4"); 81,9 (C-5");
61,2 (C-6"); 56,5 (7-OCHy).

Hinh 3.25. C4u triic hoa hoc va cac twong tic HMBC (—) chinh cia hop chit BC14
Hop chit BC15: 2”-O-a-L-rhamnosyl-4’-O-methylisovitexin (Iin dau
tién phan lap tir loai) i

Chét ran mau vang; ESI-MS: m/z 593,2 [M+H]*. Ph6 'H-NMR (500
MHz, DMSO-dg): 16,64 (1H, s, 5-OH); 7,87 (2H, d, J = 9,0 Hz, H-2', H-6');
6,80/6,81 (1H, s, H-8); 6,76/6,77 (2H, d, J = 9,0 Hz, H-3’, H-5'); 6,72/6,71
(1H, s, H-3); 5,06/4,97 (1H, d, J = 1,0 Hz, H-1"); 4,64/4,66 (1H, d, J = 10,0
Hz, H-1"); 4,35/4,17 (1H, t, J = 9,0 Hz, H-2"); 3,70 (1H, m, H-6");
3,58/3,61 (1H, m, H-2"); 3,36 (2H, m, H-3", H-6"); 3,11 (3H, m, H-4", H-5",
H-3"); 3,89/3,88 (3H, s, 4'-OCHj3); 2,90 (1H, m, H-4"); 2,29/2,17 (1H,
td/dp, J = 12,0; 6,0 Hz, H-5"); 0,48/0,60 (1H, d, J = 6,0 Hz, H-6"). Ph “*C-
NMR (125 MHz, DMSO-dg): Jc 162,8/164,5 (C-2); 103,4/101,5 (C-3);
182,0/181,6 (C-4); 161,1/159,3 (C-5), 109,7/109,5 (C-6); 163,0/164,4 (C-7);
90,2/91,1 (C-8); 156,7/156,9 (C-9); 104,7/1104,0 (C-10); 122,6/123,5 (C-
17); 128,1/128,5 (C-2', C-6"); 114,5/117,1 (C-3', C-5"); 162,2/164,4 (C-4");
71,2/70,9 (C-1"); 75,3/76,2 (C-2"); 79,8 (C-3"); 70,5/70,9 (C-4"); 81,2/81,6
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(C-5"); 61,5/61,7 (C-6"); 100,4/100,8 (C-1"); 70,5/70,6 (C-2"); 70,3/70,2
(C-3"); 71,5/71,7 (C-4"); 68,1/68,2 (C-5"); 17,5/18,0 (C-6"); 55,4/56,2 (4'-
OCHy).

Hinh 3.26. C4u triic hoa hoc va cac tuong tac HMBC (—), COSY (—) chinh cua
hop chit BC15
Hop chit BC16: 2”-O-rhamnosylswertisin
Chét rin mau vang; ESI-MS: m/z 593,2 [M+H]*. Ph6 'H-NMR (500
MHz, DMSO-dq): dy 13,49 (1H, s, 5-OH); 7,95/7,93 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-
2', H-6); 6,94 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-3’, H-5"); 6,82 (1H, s, H-3); 6,81/6,80
(1H, s, H-8); 5,10 (1H, br s, H-1"); 4,69/4,71 (1H, d, J = 10,0 Hz, H-1");
4,38/4,20 (1H, t, J = 9,5 Hz, H-2"); 3,89/3,88 (3H, s, 7-OCHs); 3,74 (1H, m,
H-6"); 3,65 (1H, m, H-2"); 3,40 (2H, m, H-3", H-6"); 3,11 (3H, m, H-4", H-
5" H-3"); 2,94 (1H, t, J = 9,0 Hz, H-4"); 2,18/2,31 (1H, dt, J = 15,0; 6,0 Hz,
H-5"); 0,50/0,61 (1H, d, J = 6,0 Hz, H-6"). Phé *C-NMR (125 MHz,
DMSO-dg): dc 163,6/164,1 (C-2); 103,1/103,3 (C-3); 182,6/182,2 (C-4);
160,6/159,6 (C-5); 110,1/109,9 (C-6); 165,1/164,2 (C-7); 90,6/91,4 (C-8);
157,2/157,3 (C-9); 105,1/104,4 (C-10); 121,1/121,2 (C-1'); 128,7 (C-2, C-
6'); 116,4/116,4 (C-3', C-5'); 161,8/161,8 (C-4"); 71,4/71,2 (C-1"); 74,9/76.,5
(C-2"); 80,2/80,1 (C-3"); 1,1/71,2 (C-4"); 81,7/81,8 (C-5"); 62,0 (C-6");
100,6/101,1 (C-1"); 70,9 (C-2"); 70,7/70,5 (C-3"); 71,9/72,0 (C-4"); 68,5
(C-5"); 17,8/18,2 (C-6"); 56,8/56,5 (7-OCHj).
OH

Hinh 3.27. C4u triic hoa hoc va cac tuong tac HMBC (—), COSY (—) chinh cua
hop chat BC16
Hop chit BC17: Embinin (1in diu tién phan 1ap tir loai)

Chét ran mau vang; ESI-MS: m/z 607,2 [M+H]]*. Phé *H-NMR (500
MHz, DMSO-dg): dy; 13,44 (1H, s, 5-OH); 8,08/8,07 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-
2', H-6); 7,11 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-3’, H-5"); 6,86/6,87 (1H, s, H-8);
6,94/6,92 (1H, s, H-2); 5,00/5,09 (1H, br s, H-1"); 4,67/4,69 (1H, d, J =
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10,0 Hz, H-1"); 4,37 (1H, t, J = 9,0 Hz, H-2"); 3,90/3,89 (3H, s, 7-OCHy);
3,86 (3H, s, 4-OCH3); 3,73 (1H, m, H-6"); 3,63 (1H, m, H-2"); 3,36 (2H, m,
H-3", H-6"); 3,13 (2H, m, H-4", H-5"); 3,09 (1H, m, H-3"), 2,92 (1H, t, J =
9,0 Hz, H-4"); 2,18/2,29 (1H, dg, J = 12,0; 6,0 Hz, H-5"); 0,49/0,61 (1H, d,
J=6,0 Hz, H-6"). Phé ®*C-NMR (125 MHz, DMSO-de): d¢ 163,4/163,4 (C-
2): 103,7/103,8 (C-3); 182,4/182,0 (C-4); 160,4/159,3 (C-5); 110,0/109,8
(C-6); 163,5/165,0 (C-7); 90,5/91,4 (C-8); 156,9/157,1 (C-9); 105,0/104,3
(C-10); 122,6/122,7 (C-1'); 128,4 (C-2, C-6"); 114,7/114,7 (C-3', C-5");
162,5 (C-4"); 71,2/71,0 (C-1"); 74,7/76,2 (C-2"); 80,0/79,8 (C-3"); 70,9 (C-
4"y, 81,6/81,7 (C-5"); 61,8 (C-6"); 100,4/100,9 (C-1™); 70,7 (C-2");
70,5/70,3 (C-3"); 71,7 (C-4"); 68,3/68,3 (C-5"); 17,6/18,1 (C-6"); 56,6/56,3
(7-OCH3); 55,7 (4'-OCHy).

(0]

H

Hinh 3.28. C4u triic hoa hoc va tuong tdic HMBC (—), COSY (—) chinh cua hop
chat BC17
Hop chit BC18: 6"-O-acetylembinin (chit méi)

Chat ran mau vang; UV Ame (MeOH): 329, 273, 215,5 nm; IR (Vina):
3360, 1649, 1606, 1489 cm™; HR-ESI-MS: m/z 647,1995 [M-H]  (tinh toan
ly thuyét C5;H35015, M = 647,1976). Phd *H-NMR (500 MHz, DMSO-dg):
8y 13,43 (1H, s, 5-OH); 8,10 (2H, d, J = 9,0 Hz, H-2", H-6"); 7,13 2H, d, J =
9,0 Hz, H-3', H-5); 6,97/6,95 (1H, s, H-3); 6,88/6,89 (1H, s, H-8); 5,07
(1H, d, J = 1,0 Hz, H-1"); 4,69/4,70 (1H, d, J = 10,0 Hz, H-1"); 4,39 (1H,
m, H-6"); 4,32 (1H, t, 10,0 Hz, H-2"); 3,91/3,90 (3H, s, 7-OCHj); 3,87 (3H,
s, 4-OCHs); 3,86 (1H, m, H-6"); 3,59 (1H, m, H-4"); 3,37 (1H, m, H-3", H-
5"); 3,17 (1H, m, H-3"); 3,06 (1H, ddd, J = 9,0; 6,0; 3,0 Hz, H-2"); 2,90
(1H, td, J = 9,0; 4,5 Hz, H-4™); 2,12/2,24 (1H, dp, J = 12,0; 6,0 Hz, H-5");
1,99 (3H, s, 6"-OCOCH3); 0,47 (3H, d, J = 6,0 Hz, H-6"). Phé *C-NMR
(125 MHz, DMSO-dg): 5 163,3 (C-2); 103,6/103,8 (C-3); 182,3/181,9 (C-
4); 160,3/159,2 (C-5); 109,6/109,4 (C-6); 164,8/163,3 (C-7); 90,5/91,5 (C-
8); 156,9/157,1 (C-9); 104,9/104,2 (C-10); 122,5/122,6 (C-1"); 128,4 (C-2',
C-6'); 114,7 (C-3', C-5'); 162,5 (C-4"); 71,1/70,8 (C-1"); 74,3/75,8 (C-2");
77,8 (C-3"); 70,5 (C-4"); 79,5/79,3 (C-5"); 64,4/64,3 (C-6"); 100,3/100,8
(C-1); 70,4 (C-2"); 70,3/70,2 (C-3"); 71,5/71,6 (C-4"); 68,2 (C-5");
17,5/18,0 (C-6"); 56,6/56,3 (7-OCHs); 55,6 (4-OCHs); 170,4 (6-OCOCH;):;
20,7 (6-OCOCHs).
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Hinh 3.18. C4u triic hoa hoc va cac tuong taic HMBC (—), COSY (—) chinh
cua hop chat BC18
Hop chit BC19: 3”-O-acetylembinin (chit méi)

Chat rin mau vang; UV Ame (MeOH): 331, 273, 214,.5 nm; IR (Vinay):
3381, 1649, 1602, 1489, 1442 cm™; HR-ESI-MS: m/z 647,1999 [M-H]
(tinh toén ly thuyét CsHss015, M = 647,1976). Phé *H-NMR (500 MHz,
DMSO-dg): dy 13,50 (1H, s, 5-OH); 8,06/8,04 (2H, d, J = 9,0 Hz, H-2', H-
6'); 7,10 (2H, d, J = 9,0 Hz, H-3’, H-5"); 6,92/6,90 (1H, s, H-8); 6,87 (1H, s,
H-3); 4,79/4,80 (1H, d, J = 10,0 Hz, H-1"); 4,97 (1H, t, J = 9,0 Hz, H-3");
4,58 (1H, br's, H-1"); 4,50/4,33 (1H, t, J = 9,0 Hz, H-2"); 3,91/3,90 (3H, s,
7-OCHy); 3,85 (3H, s, 4-OCHj); 3,73 (1H, m, H-6"); 3,43 (1H, m, H-6");
3,38 (1H, m, H-2"); 3,31 (1H, m, H-4", H-5"); 3,06/3,11 (1H, dd, J = 9,5;
3,0 Hz, H-3"); 2,91 (1H, m, H-4"); 2,23/2,37 (1H, m, H-5"); 2,07/2,08 (3H,
s, 3"-OCOCHs3); 0,46 (3H, d, J = 6,0 Hz, H-6"). Ph *C-NMR (125 MHz,
DMSO-dg): 163,6 (C-2); 103,7/103,9 (C-3); 182,5/182,0 (C-4); 160,6/159,6
(C-5); 108,9/108,8 (C-6); 165,1/163,6 (C-7); 90,6/91,6 (C-8); 157,2/157,4
(C-9); 105,0/104,3 (C-10); 122,6 (C-1'); 125,5/125,8 (C-2’, C-6'); 114,8 (C-
3", C-5"); 162,7/162,6 (C-4'); 71,3/71,1 (C-1"); 74,1/75,9 (C-2"); 80,3/80,1
(C-3"); 68,4/68,5 (C-4"); 81,5 (C-5"); 61,4 (C-6"); 101,2/101,9 (C-1");
70,9/71,0 (C-2"); 70,3/70,1 (C-3"); 71,6/71,7 (C-4"); 68,9/69,0 (C-5");
17,7/18,0 (C-6"); 56,8/56,5 (7-OCHs); 55,7 (4'-OCH,); 170,3/170,2 (3"-
OCOCH,); 21,2 (3"-OCOCHs5).

Hinh 3.19. C4u tric hoa hoc va cac tuong taic HMBC (—), COSY (—) chinh
cua hgp chat BC19
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3.1.3. Pinh lwgng cac hep chat chinh trong than ré Xa can
Bang 3.1. Két qua dinh lugng céc hop chat trong Xa can

ST | Ving thu Ham lwong® (%)

T mau BCl1 | BC3 | BC5 | BC7 | BC9 | BC10
033 | 063 | 165 | 024

1 | Nghe An + | x| o+ | 461391' 160§2i
001 | 002 | 003 | 001 | ¥ ’
017 | 027 | 074 | 012

2 | Pha Tho + + + + 166(?; 065811
0,01 | 001 | 002 | 000 | ¥ ’
018 | 064 | 1.24 | 015

3 | Thai Binh P T R 264851 161(‘)‘;
0,01 | 0,03 | 006 | 001 | ¥ *
0.25 | 0,86 | 1,40 | 0,19

4 | Thanh Héa + + + + 3681721 067(‘;’;
0,01 | 002 | 004 | 001 | ¥ *
027 | 045 | 1,36 | 0,22

5 | Vinh Phic + + + + 4638 4* 16081i
0,00 | 001 | 006 | 0,00 | © ’
040 | 052 | 1,95 | 0,38

6 | Yén Béi + + + + 562581 16437i
001 | 001 | 005 | 001 | © ’

Ghichla:*n=3
Két qua dinh luong cho thay ham luong céc chat phan tich c6 su khac
biét Ion ¢ cac mau thu & cac ving khéc nhau, vi du nhu hop chat BC9
(tectoridin) c6 ham lugng dao dong tir 1,66 - 5,27%, hop chat BC10 (iridin)
tir 0,50 - 1,41% hay BC5 (tectorigenin) tir 0,74 - 1,95%.
3.2. TAC DUNG SINH HQC
3.2.1. Tac dung chéng viém in vitro ciia than ré Xa can
3.2.1.1. Tac dung chéng viém in vitro ciia cao chiét
% Anh huong ciia cao chiét than ré Xa can dén kha nang song sét cia té
bao RAW264.7
O ndng d nho hon 50 pg/ml, cac cao chiét tir phan than ré cay Xa can
hau nhu khong anh huong 16n dén ty & séng s6t cua cac té bao, ty 1é song
sot cta té bao trén 80% (hinh 3.44).
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Hinh 3.10. Anh hudng cta cao chiét than ré Xa can dén kha ning séng sot cua té
bao RAW264.7
% Ddnh gid kha ndang biéu hién gen COX-2 va mirc d san sinh PGE2 in
vitro ctia cdc cao chiét tir than ré Xa can
Trong sb cao methanol va 3 cao phan doan (n-hexan, ethyl acetat va n-
butanol) cua cao methanol, ethyl acetat (30 pg/ml ) c6 tac dung @c ché
manh su biéu hién protein COX-2 gay ra bai LPS trong té bao RAW?246.7
(hinh 3.45A) va tic ché san sinh PGE2 manh nhit ¢ nong d6 thir nghiém
(hinh 3.45B).
A COX-2 | S s =) B

San phim PGE2

Fractin | s— ————

Cao chiet Xa can
(30 pg/ml)
LPS 1 pg/ml

HexBu Me EtOAc

nudi cdy (pg/ml)

PGE2 trong mdi trudmg

& & (30 pugm)
1ugmiLPS
Hinh 3.11. Muc d6 biéu hién gen COX-2 giira cao methanol va cac cao phan doan
) than ré Xa can )

18 h sau khi té bao dugc phoi nhiém LPS (1 pg/ml) ¢6 hodc khong c6 phén doan trong t€ bao
RAW264.7. (A)aCéc mau duogc thu va ly giai dé déanh gia hoat tinh trén biéu hién gen COX-2
va céc khang thé g-actin. Nhimg thay doi twong doi trong bieu hién cua COX-2 dugc dénh gia
bang cach quét mat do. (B) So sanh hoat tinh ciia bon phén doan trén san sinh PGE2 & nong d6
30 pg/ml. TE bao RAW264.7 dugc nudi cay véi 1 pug/ml LPS trong 24 gio ¢6 hodc khong co
cao chiét va ham lugng PGE2 trong mdi truong nudi cay duge xac dinh bang thi nghiém
PGE2-specific ELISA; (*** mirc ¥ nghia thong ké so sanh véi mau doi ching, *p < 0,05, #
murc ¥ nghia thong ké so sénh véi 16 chi dung chat kich thich viém LPS, n = 3 - 5).
3.2.1.2. Tac dung chong viém in vitro cria cac hep chat tinh khiét phan
I@p tr thén ré Xa can
s Anh huong cua cdc hop chat tinh khiét phdn ldp tie thdn ré Xa can dén

kha nang song sot cua té bao RAW264.7

O nong d6 nho hon hodc bang 10 uM, cac chat tinh khiet phan 1ap tir
than ré Xa can khong giy doc té bao, ty 1é té bao RAW264.7 séng sot déu
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dat trén 80%. O nong do lén hon 30 uM thi mot s6 hop chat gay doc té bao
va giam so luong té bao song sot (hinh 3.46).
o IF Iy
N
N7

-
2 120
o N O N MBS N 0D N BB N BBD N DP N DD N DBP N DD N BB® N BB g

33

&
& BC10 BC6 BC8 BC11  BCS BC4 BC2 BC3 BCY BC7 BCl1

HEITTTTTITES.
)

R

=%

Hinh 3.12. Anh huéng cua cac hop chét tinh khiét phan lap tir than ré Xa can dén
kha nang song sot cua té bao RAW264.7
% Ddnh gid kha nang biéu hién gen COX-2 va mirc dé san sinh PGE2 in
Vitro ciia cdc hop chat tinh khiét phan ldp tir than ré Xa can
Trong s6 11 hop chat phan 1ap tir phan doan ethyl acetat cua than ré Xa
can BC2, BC6, BC9 (30 uM) tc ché manh su biéu hién protein COX-2 gay
ra bi LPS trong té bao RAW264.7 (Hinh 3.47A). va BC2, BC5, BC6 (30
M) e ché san sinh PGE2 manh nhat ¢ ndng d6 thir nghiém (hinh 3.47B).
Do vay trong nghién ctu tiép theo, hai hop chat BC2 va BC6 duoc lua chon
la chét tiém ning cho cac nghién ctru sau hon trén co ché viém in vitro.

A
COX-2 —d-——--—_———‘——-—_—_—
Hsp90 === D
Hep chiit - + BC10 BC6 BC8 BCl11 BC5 BC4 BC2 BC3 BCY9 BC7 BC1 Melox Dex
30 uM 20uM 20 uM
+LPS (1 pg/ml)

o

-

g B

E £ 29 xex San phim PGE2

i¥ g v

RN £S s

53 £z

® = E

£ 9 EZ

= @ o0 =

B w4

2 g3

- ag?

= 2]

= & % BCI0 BCE BCS BCH BCS BC4 BC BCI BCO BCT BCY Melox Dex ° o

L'Qé‘ Hop chit 30 uM L] $,4c T BCI0 BCS BOR BCIL BCS BC4 BCD BCI BOCS BCT BCI Melox Dex
< Hop chit 30 pM

+LPS (1 pg/ml) LPS 1 pg/ml

Hinh 3.13. Tac dung chéng viém in vitro caa cac hop chét tir than r& Xa can

(A) Mtc d6 anh huong cua cac hop chat BC1 - BC11 phan Iap tir than ré xa can trén biéu hién
gen COX-2. 18 h sau khi t& bao dwoc phoi nhidm LPS (1 pg/ml) c6 hodc khéng c6 mat chit
thir nghiém & ndng d6 30 pM trong cac té bao RAW264.7; cac miu dugc thu va ly giai dé danh
gi4 hoat tinh trén biéu hién gen COX-2 va HSp-90. (B) So sanh hoat tinh cua céc chét phan lap
duoc trén san sinh PGE2 ¢ ndng d6 30 uM. Céc té bao RAW264.7 dugc nudi cdy voi 1 pg/ml
LPS trong 24 tleng, c6 hogc khong c6 mat chét thir nghiém va ham luong PGE2 trong méi
truong nudi cdy dugc xac dinh bing thi nghiém PGE2-specific ELISA (*** mitc ¥ nghia théng
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ké so sanh v6i mau ddi chung, *p < 0,05, * mirc y nghia théng ké so sénh véi 16 chi ding chat
kich thich viém LPS, n =3 - 5).
% Nghién citu co ché chong viém in vitro ciia mét sé hop chdt tiém ndng
phan ldp tir than ré Xa can

> Hop chat BC6: (7R,8S)-dehydrodiconiferyl alcohol - y'- methyl ether
* T4c dung cua hop chat BC6 trén biéu hién ciia COX-2 va san sinh PGE2
theo ndng do

Ngoai ra, hgp chit BC6 thé hién tac dung ¢ ndng do 30 pM ddi voi
biéu hién COX-2 do LPS giy ra twong duong meloxicam & 20 uM. Két qua
nay dugc x4c nhan bang cach do lwong PGE2. Hop chat BC6 ¢ nong d6 30
UM va meloxicam ¢ nong d6 20 uM da lam giam hoan toan muc lugng
PGE2 (hinh 3.48). Nhiing dir liéu nay cho thdy hop chit BC6 tic ché san
xuit COX-2 va PGE2.

-

Meloxicam 20 pM - - - - -+

A
a
<
COX-2 (o o s o s ‘E.éﬁ
t3
[-actin £da
BC6(uM) - - 3 10 30 £3
LPS1pgml - + + + + + =z
=

LPS 1 pg/ml

+  Sin phim PGE2

2

PGE2 trong mdi trudmg nudi city
(ng/ml)

Til¢ bi¢u hign COX-2 mRNA
s0 vii chirmg

LPS 1 pg/ml LPS 1 pg/ml

Hinh 3.14. Tac dung ciia hop chét BC6 trén biéu hién COX-2 va s san sinh PGE2
phu thudc theo néng do

(A) Anh hudng ciia hop chit BC6 dbi vai biéu hién COX-2 phu thude ndng do (3 - 30 uM). 24
h sau khi té bao dugc phoi nhiém LPS (1 pg/ml) c6 hodc khong c6 mat hop chit BC6 trong céc
té bao RAW264.7; cic mau duoc thu va ly giai dé danh gia hoat tinh trén biéu hién gen COX-2
va cac khang thé p-actin. (B) Biéu hién ciia COX- -2 dugc phén tich béng qPCR. (C) Anh huéng
clia hop chat BC6 trén su san sinh PGE2. Cac té bao RAW264.7 dugc nudi cdy véi 1 pg/ml
LPS trong 24 tleng ¢6 hodc khéng ¢6 hop chit BC6 va ham lugng PGE2 trong mdi trudong
duoc xéc dinh bang dinh bang thi nghiém PGE2- -specific ELISA; (*** mirc ¥ nghia thong ké so

sanh v6i miu ddi chung, *p < 0,05, # mirc ¥ nghia théng ké so sanh véi 16 chi dung chét kich
thich viém LPS, n = 3 - 5).
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* Anh huong cua hop chat BC6 trén biéu hién miR-146a va miR-155

Hinh 3.49 cho thdy miR-164a-5p, miR-164a-3p, miR-155, miR-25 va
miR-147 da ting dang ké khi xir 1i bang LPS trong diéu kién khong c6 mat
cua hop chat BC6. Tuy nhién, mic do biéu hién ciia miR-164a-5p va miR-
155 giam manh khi té bao dugc xir Iy ddng thoi véi hop chat BC6 va chat
kich thich viém LPS. Dé xac nhan thong tin nay, thir nghiém duoc kiém tra
anh huong cia miR-146a-5p mimic va miR155 mimic trén biéu hién protein
COX-2 va mRNA. Pung nhu dy kién, miR-146a-5p mimic va miR155
mimic lam giam dang ké biéu hién cua protein COX-2 va mRNA dong thoi
viéc tang biéu hién COX-2 bgi miR-146a-5p-mimic va miR-155 mimic da
bi suy giam dang ké khi c6 mat cua hop chit BC6 (Hinh 3.50). Cac két qua
ndy chi ra sy lién quan cia miR-164a-5p va miR-155 trong viéc giam su
biéu hién cua COX-2 gay kich thich viém bang LPS trong cac té bao
RAW264.7 béi hop chat BCB6.

A B C

miR-146a-5p

T§ 1§ bidu hign miR-146a-3p
s0 vl chimg

T 1§ bidu hign miR-147
s vé chiing

-]
[}

T I& biéu hign miR-25

o
6°
& FE

Hinh 3.15. M01 lién quan gitta miR-146a va miR-155 khi wrc ché COX-2 bang BC6
LPS lam tang miRNAs (miR-146a-5p, miR-146-3p, miR-147, miR-155 va miR-25). Céac té bao
RAW264.7 duge xtur Iy bang 1 Hg/ml LPS trong 24 gi¢ c6 hodc khong co BC6 (10 uM) va sau
d6 thu hoach. miRNAs dugc chiét xuit va biéu hi¢n cia miRNAs dugc phan tich bang qPCR;
(*** mirc ¥ nghia théng ké so sénh v6i mau ddi ching, *p < 0,05, # mirc y nghia thdng ké so
sanh véi 16 chi duing chat kich thich viém LPS, n = 3 - 5).
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Hinh 3.16. Vai trd cia miR-146a va miR-155 ddi véi sy suy giam biéu hién COX-2
gay boi LPS caa hop chat BC6

Céc té bao RAW264.7 dugc chuyén nap véi 20 pM méu chu:ng am, miR-146a mimic hoac
miR-155 mimic trong 12 gi& va sau do kich thich viém bai c6 hodc khdng ¢ LPS va hop chét
BC6 trong 18 gid. Céc té bao khi d6 dugc tap trung va ly giai d& dé dinh luong qPCR va phan
tich Western blot (* y nghia thdng ké so v&i mau ddi chimg, *p <0,05; * ¥ nghia théng ké so
v6i 16 dung chit kich thich viém LPS, n = 3 - 5). (A-B) Vai trd ciia miR-146a mimic (mIR-
146a-m), hop chit BC6 trong diéu kién c6 hodc khéng cé mat LPS trén biéu hién jprotein
COX-2 va COX-2 mRNA. (C-D) Vai trd cia miR-155 mimic (miR-155-m), hop chat BC6
trong didu kién c6 hozc khong cé mat LPS trén biéu hién protein COX-2 va COX-2 mRNA.
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> Hop chat BC2: Acetovanillon ’
* Anh huong cua BC2 dén kha nang song sdt cta té bao RAW264.7

120
‘ |
30 100

BC2 (ug/ml)
Hinh 3.17. Anh huéng ciia BC2 dén kha ning séng sot cia té bao RAW264.7

Két qua hinh 3.51 cho thay, & nong do 30 pug/ml BC2 it anh huong dén
kha nang song sot cua té bao RAW264.7.
* Tac dung cua BC2 trén biéu hién COX-2 va san sinh PGE2

Két qua ¢ hinh 3.52A va 3.52B cho thay tac dung tc ché phy thuoc
ndng do trén su biéu hién COX-2 va su san sinh PGE2 cua acetovanillon
trén té bao RAW264.7.

100+

®
=]
[

% té bao séng
» [=2]
o o
T T

N
(=]
[

[~
L

chirng

A COX2 [~ gy oy e | B
Pactin l— - e -I _ ] :
BC2 (ug/ml) - - 3 10 30 j
LPS 1 pg/ml - + + + + g I
= BC2 (ug/ml)
Hinh 3.18. Tac dung ctia BC2 trén biéu hién COX-2 va san sinh PGE2 phu thudc
nong do

(A) Anh huéng cua BC2 dbi voi biéu hign COX-2 phu thudc ndng dé (3 - 30 pg/ml). Té bao
RAW264.7 dugce xtr Iy voi 1 pg/ml LPS trong 24 gid c¢6 hodc khong c6 BC2 va sau dé dugc
tap trung va ly giai dé danh gia hoat tinh trén biéu hién gen COX-2. (B) Anh hudng cua BC2
1én sy san sinh PGE2 phy thu¢e nbng do (3-100 ug/ml) Cac t& bao RAW264.7 duoc nudi ciy
v6i 1 pg/ml LPS trong 24 tleng ¢6 hodc khong c6 BC2 va ham lugng PGE2 trong moi truong
nudi cdy dugc xdc dinh béng thi nghiém PGE2- -specific ELISA; (* muc y nghia thong ké so
sanh v6i miu dbi ching, *p < 0,05, # mirc ¥ nghia thong ké so sanh véi 16 chi dung chat kich
thich viém LPS,’n =3-5).
* BC2 uc ché su kich hoat NF-xB va AP-1 gay bai LPS

Hinh 3.53 cho thay, khi xir ly v6i LPS (1 ug/ml, 18 h) BC2 da kich
hoat cac hoat dong bég cao cua NF-xB, AP-1, CRE va C/EBP trong té bao
RAW264.7 va cc ché dang ké cic hoat dong cua NF-kB, AP-1 nhung
khong gay tc che CRE va C/EBP. BC2 da ngan chdn sy dich chuyén hat
nhan cua p65 gay bai LPS ¢ thoi diem 1h sau khi bo sung hop chat BC2
phu thugc theo nong do (3 - 30 pg/ml, 1 h) (hinh 3.53A). Ngoai ra, cac
thanh phan hoat dong AP-1, c-Jun va c-Fos d bi tc ché béi BC2 phu thudc
theo néng d6 10 - 30 pg/ml (hinh 3.53B). Hon nira, hoat tinh cua C/EBPo/S
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va CREB khi ¢6 mat cua chit kich thich viém khéng bi anh huéng boi BC2
(hinh 3.53C va D). Céc két qua cho thidy BC2 chu yéu wc ché tac dung hoat
dong phién ma caa NF-kB, c-Jun va c-Fos/AP-1 va ching c6 thé lién quan
dén su uc ché biéu hién COX-2 va san sinh PGE2.

A B B

Hoat tinh et enzym
Hogt tinh cim enzym
AP-1 luciferas

BC2 (ug/ml) - -3 10 30 BC2 (ug/ml) - - 3 10 30
LPS 1 pg/ml - + o+ + o+ LPS 1 pg/ml

cita enzym

Hoat tinh cta enzym

7 — = o2 (ug/ml) BC2 (ug/ml)
Hinh 3.19. Tac dung cia BC2 trén sy biéu hién NF-xB, AP-1, CREB va C/EBP gay
kich thich viém bai LPS
(A). Su kich hoat ciia NF-Kb va ndng d6 protein ctia p65 bi wrc ché boi BC2. Céc té bao dugc
chuyén nap véi plasmid pNF-kB-Luc va phan tich hoat dong cua gen dugc thuc hién nhu mo ta
trong phan phuomg phép. Ngoai ra, cac t& bao RAW264.7 duoc xit Iy véi 1 ug/ml LPS trong 30
phat hogc 1 h ¢6 hoic khong co6 BC2 va protein hat nhan p65 duoc phat hién mié&n dich bing
khéng thé khang p65. (B) BC2 lam giam sy kich hoat AP-1 va néng d¢ protein cua c-Jun va c-
Fos. Tuong ty, Cac té bao dugc chuyen nap vei plasmid AP1-Luc va phan tich hoat dong cua
gen dugc thuc hién nhu ¢ mé ta & phan phuong phap. Hon nita, cac té bao RAW264.7 dugc
xir Iy véi 1 pg/ml LPS trong 30 phut hoac 1 h ¢ hoac khéng c6 BC2 va hat nhan c-Jun hoic
protein c-Fos duoc phét hién mién dich bing cach su dung khéng thé khéng c-Jun, c-Fos. (C,
D) Su kich hoat C/EBP va CREB bi wc ché boi BC2. Twong tu, cac té bao dwoc chuyén nap
véi plasmid C/EBP-Luc hogc plasmid CRE va phan tich hoat dong cia gen dugc thuc hi¢n nhu
d3 mé ta & phan phuong phap (so v6i nhém ching, *p <0,05; so véi nhom duge didu tri bang

LPS, # p < 0,05).
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3.2.2. Tac dung chéng viém in vivo ciia than ré Xa can
3.2.2.1. Két qud nghién civu tic dung chong viém cip
Bang 3.2. Tac dung chdng viém cip ciia cao than r& Xa can trén mo hinh gay phi chan chudt
béng carrageenin (n=8)

Liéu Thang Thoi diém
STT | Lothi ding @ Saul | Sau3 | Saub | Sau7
(mg/kg) gior gior gior gior
Do | 4043+ | 5581+ | 59,77+ | 360
1 | Ching - - ’ ; : +

phu % 6,70 13,28 29,98 12?68

Do 22,87+ | 2691+ | 29,68+ | 2514
phu % 9,29 10,22 6,75 +6,62
2 Diclofenac 15 %
giam | 43,44** | 51,79** | 50,75** | 42,34*
phu

bo 2520+ | 29,40+ | 32,69+ | 28,61
pht % 8,50 7,99 7,53 +7,96

3 225 %
giam | 37,67** | 47,33** | 4531** | 34,38*

Caothanré phu

bo 2344+ | 26,96+ | 30,09+ | 25,06
ph % 6,55 5,03 6,78 +4,97

4 450 %
giam | 42,02** | 51,70** | 49,67** | 42,52*
phu
*50 voi 16 1: *p < 0,05; ** p < 0,01
Nhén xét:

— O tit ca cac 16, chan chudt phu to nhit tai thoi diém sau gay viém phu 5
gid va tai thoi diém sau gdy viém phu 7 gio do thdy giam dan.

—  So voi 16 chimng sinh 1y, 6 phu cua cac 16 dung cao than ré Xa can va
16 dung diclofenac giam 13 (p;< 0,01 sau tiém carrageenin). Cao than
r& Xa can & ca 2 mirc lidu (225 mg /kg va 450 mg/kg) déu thé hién rd
tac dung chdng viém trén md hinh gay phil viém chan chudt cong bang
carrageenin.

—  So sanh giita cac 16 cao than ré Xa can liéu 225 mg/kg va lidu 450 mg/kg
thiy tai tat ca cac thoi diém sau gdy viém, do phi & 16 dung liéu cao déu nho
hon so véi & 16 dung liéu thip. Tac dung chéng viém dugc danh gia thong qua
murc d6 te ché ting thé tich phu viém, do do tic dung chéng viém cua cao
than r& Xa can c6 xu huéng dap tmg ting theo murc lidu. Tuy nhién, sy khac
biét chura dat ¥ nghia théng ké (ps 5> 0,05).

—  So vé6i 16 diclofenac lidu 15 mg/kg, do phi & cac 16 dung cao than ré Xa
can tai cac thoi diém 1 h, 3 h va 5 h cao hon.
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3.2.2.2. Két qua nghién cvru tic dung chéng viéem man
Bang 3.3. Tac dung chéng viém man caa cao than ré Xa can trén md hinh u hat thuc

nghiém
ST A Lidudang | Khdilwgngu | %u
T | ROt ingikg) hat (mg) | giam P
1 | Chiing - 84,88 +4,10 0 -
2 | Prednisolon 3 69,09 + 3,07 18,60 | p,;<0,01
3 225 76,02+6,85 | 1044 | P31 ; 8'82
Cao than ré Ea.z Z 0’05
4,1 ’
4 450 7257+271 | 1450 Das> 005

Nhan xét:

Ca prednisolon liéu 3 mg/kg va cao than ré Xa can ¢ 2 muc lidu déu
lam giam khdi luong u hat khi so vai 16 chiang sinh 1y (p < 0,01). Khéi
lwong trung binh u hat & 16 duing cao than r& Xa can lidu 450 mg/kg la 72,57
mg thap hon so véi 16 diing cao than ré Xa can liéu 225 mg/kg la 76,02 mg.
Tuy nhién sy khéc biét nay chua c6 ¥ nghia théng ké (p > 0,05). So vai 16
dung prednisolon, ty 1& giam khdi lugng u hat cua 2 16 ding cao than ré Xa
can thap hon.

3.2.3. Tac dung trc ché ting sinh té bao co tron thanh mach mau cia
phin trén mit dit Xa can

Tién hanh sang loc tac dung cua cao ethanol 70% (BCL EtOH70%),
n-hexan (BCL Hex), ethyl acetat (BCL EtOAC) va cao phan doan nudc
(BCL H,0) cua phan trén mat dat Xa can 1én sy gia ting cia VSMC trong
VSMC cua ngudi. Két qua cho thdy BCL EtOAc trc ché dang ké su gia
tang cua VSMCs & nong do 20 pg/ml (hinh 3.54A). Tam hop chét (BC12,
BC14 - BC20) phan lap tir cao BCL EtOAc duoc tiép tuc sang loc tac dung
cta chung dbi véi sy ting sinh ciia VSMC (hinh 3.54B). Trong s6 cac hop
chat nay, hop chat BC14, BC17 - BC20 cho thiy cac tac dung trc ché dang
ké, trong khi cac hop chit BC15, BC16 va BC12 biéu hién tac dung tc ché
yéu ddi véi sy gia tang cia VSMC ¢ ndng d6 30 UM.
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Hinh 3.20. T4c dung trén su ting sinh cua té bao VSMC cuia cao va cac hop chit
phan lap tir phan trén mat dat Xa can
(A). Sy tang sinh cua té bao VSMC cua phan trén mat dat Xa can & ndng d6 20 pg/ml cua dich
chiét EtOH 70% ( BCL EtOH70%), phan doan n-hexan (BCL Hex), ethyl acetat (BCL
EtOAC) va phéan doan nuéc (BCL H,0). (B). Su ting sinh cua té bao VSMC ciia cac hop chét
phén Iap tir phan trén mat dat Xa can (BC12, BC14 - BC20) ¢ ndng do 30 pM.

CHUONG 4. BAN LUAN

4.1. VE POI TUQNG NGHIEN CUU

Xa can hay con goi la Ré quat (Belamcanda chinensis (L.) DC.) thudc
ho Lay don (Iridaceae) chi Belamcanda. O Viét Nam, ho La don c6 8 chi,
mdi chi c6 mot loai duy nhét, trong d6 chi Belamcanda véi don loai
Belamcanda chinensis (L.) DC. (Xa can, Ré quat, Ludi dong). Trén thé gigi
va & Viét Nam, chi Belamcanda chi gdm mot loai duy nhét 13 Belamcanda
chinensis (L.) DC. (Xa can). Nam 2005, dua trén nghién citu vé& chudi phan
tr ADN, loai Belamcanda pampaninii Léveillé va B. chinensis var.
taiwanensis S. S. Ying dwoc chuyén sang chi Iris va duoc coi 1a tén dong
nghia cua Iris domestica [52]. Mau cay trong luan an dugc giam dinh tén
khoa hoc la Belamcada chinensis (L.) DC. véi tén dong danh la Ixia
chinensis L., Belamcada chinensis var. taiwanensis S. S. Ying, B.
pampaninii H. Lesv., B. punctata Moench, Pardanthus chinensis (L.) Ker
Gawl. va Iris domestica (L.) Goldblatt & Mabb. (Ré quat, Xa can, Ludi
dong), thudc ho Iridaceae (La don, Lay on). Mac du loai Belamcada
chinensis da dwoc chuyén sang chi Iris va la synonym cua lodi Iris
domestica [52], tuy nhién cac nghién ctru trude va sau 2005 déu chi yéu lay
tén loai nay 1a Belamcada chinensis, chi c6 mét sé it nhém nghién ctu sir
dung tén Iris domestica. Do d¢, trong luan &n tac gia ldy tén khoa hoc cua
cay la Belamcada chinensis (L.) DC.. Viéc giam dinh dung tén khoa hoc
ctia mau cay nghién ctru gidp cho cac cong bd vé nghién ciru hda hoc va tac
dung dugc 1y dugc rd nguon goc.
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4.2. VE HOA HQC
4.2.1. Pinh tinh

Két qua dinh tinh bang 3.1. c6 thé két luan so bo rang trong than ré va
phan trén mat dat Xa can déu ¢ cac nhom chat flavonoid, acid hitu co, acid
amin, polysaccarid va duong khir. Két qua nay phi hop vai cac nghién ciu
trugec day vé thanh phan hda hoc ciia Xa can véi nhom chat chinh 1a
flavonoid. Qua d6 ciing c6 thé nhan thiy rang, thanh phan héa hoc cua than
ré va phan trén mat dat tuong doi giong nhau khi dinh tinh cc nhom chat
hitu co bang cac phan ing hda hoc thuong quy. Tuy nhién, véi két qua dinh
tinh chua du dit liéu khoa hoc dé chirng minh su gidng hay khac nhau vé
thanh phan hoéa hoc hay hoat tinh ciing nhu chirng minh céch sir dung chu
yéu than r& tir loai dwoc liéu nay trong dan gian.

4.2.2. Chiét xuit va phan lap

Tir cao ethyl acetat ciia than ré va phan trén mat dat Xa can di phan 1ap
dugc 20 hop chét (bang 3.21) trong d6 c6: 4 hop chéat dugc cho 1a méi trong
tu nhién, bao gom: 2'-O-acetyl-1,3-O-diferuloylsucrose (BC12), irigenin 3'-
O-f-glucopyranosid  (BC13), 6"-O-acetylembinin (BC18) va 3"-O-
acetylembinin (BC19). Tuy nhién céc hop chét nay can duoc thiy phan cit
dudng dé xac dinh ciu hinh “p” va “L” cuia cac gdc dudng glucopyranosyl
va rhamnopyranosyl; 6 hop chat lan dau tién dugc phén lap tir loai Xa can
bao gdom: (7R,8S)-Dehydrodiconiferyl alcohol-y'-methyl ether (BCS),
isorhamnetin-3-0-(6"-acetyl-)-4-p-glucopyranosid (BCS8), 1,3-0-
diferuloylsucrose (BC11), isoswertisin (BC14), 2"-O-a-L-rhamnosyl-4'-O-
methylisovitexin (BC15) va embinin (BC17). Trong s6 20 hop chét nay co:
15 hop chat flavonoid thudc 2 phan nhém isoflavonoid va euflavonoid, 3
hop chat phenolic, 1 hop chét lignan.

Theo téng quan tai liéu (Muc 1.2) cho thiy, tir nam 1982, cac nudc trén
thé gigi nhu Trung qudc, Han Qudc da bat dau nghién ctu vé thanh phan
hoa hoc cua Xa can. O Viét Nam chua c6 nghién ciru nao vé hat va l1a Xa
can. Tuy nhién, nhitng nghién ctru vé thanh phan héa hoc cua than r& Xa
can da bit dau tir naim 2009 va da phan lap dwoc 9 hop chét trong d6 co 7
hop chat isoflavon, 2 hop chét flavanol va 2 hop chat phenolic.

Theo két qua chiét xuat va phan 1ap cho thiy c6 su gibng va khac nhau
gitra than ré va phan trén mat dat Xa can. Ca hai phan nay déu c6 cac chat
chinh thuoc nhém flavonoid, ngodi ra con cé dan xuit cua duong
disaccharid. Tuy nhién, cac flavonoid cua than ré Xa can cha yéu thudc
khung isoflavonoid, trong khi do, & phan trén mat ¢t nhom chat nay chu
yeu thuge khung euflavonoid veéi cac dang C-glycosid. Bang 1.1 ciing chi ra
rang, cac flavonoid dwoc phan lap tir phan trén mit dit Xa can nhu
isovitexin, 2"-O-rhamnosylisovitexin, swertisin, 2”-O-rhamnosylswertisin
[32], [185], [186] thudc khung euflavonoid voi cac dang C-glycosid. Nhu
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vay su khéac nhau gita nhém chat caa than ré va phan trén mat dat Xa can
c6 thé anh huong dén tac dung sinh hoc cia 2 phan nay. Bé chiang minh
dugc diéu do, can phai cd nhitng nghién ctru sau hon va cu thé hon vé mit
hda hoc ciing nhu dugc ly.

Tong hop két qua cua phan nghién ctu vé chiét xuat, phan 1ap va xéac
dinh cau trdc cua cac hop chét cho thay c6 su phi hop vai két qua dinh tinh
va phu hop Véi céc nghién ctru trong va ngoai nudc véi nhom hoat chét
chinh cua than r& va phan trén mat dit Xa can 1 flavonoid. Bén canh d6
viéc tim ra céc hop chit méi trong phan trén mat dat cua Xa can la mot
trong nhitng déng gop méi cua luan. Véi cac nghién ciu vé hoat tinh cua
céc chat da phan 1ap trong luan an da gép phan giai thich tac dung sinh hoc
cua cdy Xa can. Cac nghién ciru nay ciing chi ra cac hop chat phan lap
thudc nhom flavonoid ciing ¢é trong thanh phan cua cac loai thudc chi Iris.
Diéu nay ciing phu hop vé su chuyén doi cua loai Belamca chinensis sang
chi Iris.

4.2.3. Dinh lwgng

Két qua dinh lwong cho thiy, trong sdu mau nghién ctu, BC9
(tectoridin) déu chiém ham luong 16n nhat, trong khi BC7 (iristectorin A)
¢6 ham lwong thap nhat. Két qua nay phu hop véi khéi luong cua cac hop
chit phan lap dugc tir than r& Xa can (bang 3.21). Ngoai ra, bang 3.27 con
cho thay, mau Yén Bai c6 téng ham lugng céc chit cao nhat, trong khi mau
Phl Tho cho két qua thip nhit. Qua d6 c6 thé dinh huéng viéc thu mau Xa
can cho c&c nghién ctu sau nay. Két qua dinh lugng con chi ra sy thay ddi
ham luong cua mdi chat phu thudc vao tirng vung thu hai.

Trén thé giéi da co mot sb nghién ciru danh gia ham luong cac hop
chat chinh trén than r& Xa can. Cac két qua nghién ctru nay ciing cho thay
ham lugng cac hop chat isoflavon trong Xa can dao dong nhiéu, thay doi
phu thudc ving thu hai [97], mua thu hai [70]. Hién nay, chuyén luan Xa
can cua Duoc dién Trung Qudc quy dinh than r& Xa can khong thap hon
0,1% irisflorentin (BC3) tinh theo khdi luong dugc liéu khé kiét. Trong
nghién ctu nay, két qua dinh lugng 6 mau than ré Xa can cua ching tdi cho
thdy ham luong irisflorentin dao dong tir 0,27 dén 0,86% tinh theo khdi
lwong duoc lisu kho kiét, déu dat chi tiéu vé ham lwong so véi quy dinh caa
Duoc dién Trung Quéc 2010.

Két qua dinh lwong cac hop chét chinh trong than ré Xa can déu phu
hop véi cac cong bd trén thé giGi va quy dinh ctia Dugc diém Trung Qudc
vé ham luong irisflorentin. Nhu vay, budc déau c6 thé xac dinh dugc vung
trong trot, nguon nguyén liéu thu hai dé xay dung quy trinh chiét xuat cac
hop chat tinh khiét lam chat ddi chiéu phuc vu trong cong tac kiém nghiém
dugc liéu than ré Xa can.

27



4.3. VE TAC DUNG SINH HQC
4.3.1. Tac dung chéng viém in vitro ciia than ré Xa can

Hién nay, cac md hinh chdng viém in vitro thuong dugc sir dung dé
sang loc hoac tim hiéu sau vé co ché tac dung véi cac dich nghién ctu 1a
c4c chat trung gian trong dap tng viém c6 ban chit 1a protein (COX-2,
PGEZ2, iNOS) va cac cytokin viém (IL-18, TNF-a); NO va mtc do biéu hién
gen gay viém cia COX-2, iNOS (thong qua dinh lugng mARN) [93], [118],
[173]. Té bao dai thyc bao chudt thudng dugc sir dung trong céc nghién ciru
nay, phd bién nhit 1a dong té bao RAW264.7 [66]. Tac nhan kich thich té
bao thuong dugc st dung la lipopolysaccharid (LPS). Trong cac nghién ctru
nay, cac ky thuat chinh nhu Western blot, ELISA va dinh lugng RT-PCR
duogc tng dung dé do luong [43], [61], [66]. Pay 1a cac phuwong phap phd
bién va c6 d6 nhay cao.

Tién hanh danh gia tic dung chong viém in vitro cua than ré Xa can,
luan &n nghién cau trén su biéu hién gen cia COX-2 va su san sinh PGE2
véi chit kich thich viém LPS va dong té bao dai thuc bao RAW264.7 véi ki
thuat do luong 1a Western blot, ELISA va dinh lvong RT-PCR.
4.3.1.1. Tac dung chéng viém in vitro ciia cao than ré Xg can

Sang loc tac dung chdng viém & ndng d6 30 pg/ml cua cao MeOH va
céc cao phan doan ciia cao MeOH (n-hexan, EtOAc, n-BuOH) tir phan than
ré Xa can cho thiy, cao ethyl acetat wc ché manh sy biéu hién protein
COX-2 va san sinh PGE2 gay kich thich viém boi LPS trén té bao
RAW?264.7 ma khong anh huéng dén kha niang séng sot cua té bao nay. Do
d6 cao ethyl acetat duoc lya chon dé tién hanh phan lap nham tim ra cac
hop chat chéng viém tiém nang.
4.3.1.2. Tac dung chéng viém in vitro ciia cac hgp chdt tinh khiét phan
l@p ter than ré Xga can

Céc hop chiat BC2 (acetovanillon), BC6 ((7R,8S)-dehydrodiconiferyl
alcohol-y’-methyl ether) va BC9 (tectoridin) & nong d6 30 pM thé hién tac
dung trc ché dang ké trén sy biéu hién cuia COX-2 gay ra bai LPS trén dong
té bao RAW264.7. Cac hop chét tertorigenin (BC5), isorhamnetin-3-O-(6"-
acetyl-)-g-o-glucopyranosid ~ (BC8), iridin (BC10) va 1,3-O-
diferuloylsucrose (BC11) (30 puM) thé hién tac dung yéu hon. Di véi xét
nghiém ELISA, két qua cho thiy cac hop chit BC2, BC5 va BC6 thé hién
hoat tinh ¢ ché manh ddi vé6i sy san sinh PGE2. Hop chat BC9 ciing thé
hién tac dung nhung yéu hon so véi 3 hop chit trén. Két qua nay phi hop
v6i nghién ctru ciia Shin Kuk Hyun (1999) [157]. Nhu vay, ddi véi két qua
cua 2 thi nghiém c6 thé thay ca 4 hop chat BC2, BC5, BC6 va BC9 ¢ tac
dung wc ché trén su biéu hién cua COX-2 va san sinh PGE2 trong té bao
RAW264.7 dugc gay viém bai LPS.
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Hién nay, trén thé gidi da co rat nhiéu cong bd vé hoat tinh chong viém
cia 2 hop chat BC5 va BC9. Nhu vay c6 thé thdy, BC5 va BC9 - céc
flavonoid chinh trong than ré Xa can déng vai trd quan trong lién quan dén
tac dung chéng viém cua duoc liéu nay.

Luan &n da chimg minh dugc dugc ly hoc phan tir cua hop chat BC6 tir
hoat tinh khang viém cua cdy Xa can thong qua miR146a, miR-155/COX-2
trong dai thyc bao RAW264.7 nhu 1a mot phan cta nghién ciru vé viéc tim
kiém céac chat c6 tac dung chdng viém tir cic loai cdy thudc. Day 1a nghién
ctru dau tién vé tac dung chdng viém cua hop chit nay. Cac két qua nay c6
thé cho phép tao ra cac tac nhan diéu tri méi vé cac bénh viém nhidm trong
tuong lai.

Ngoai hop chat lignan (BC6) c6 tac dung chdng viém tiém ning, luan
an ciing tim ra mot hop chat chong viém tiém ning khac 1a acetovanillon -
BC2. Hop chat BC2 c¢6 tac dung uc ché manh COX-2 giy ra boi LPS va
mirc d6 san sinh PGE2 va tc ché hoat dong phién ma caa NF-kB, c-Jun va
c-Fos / AP-1. Téc dung tc ché manh COX-2 cua BC2 ¢6 thé lién quan dén
su bat hoat NF-kB. NF-kB 1a mot trong nhiing yéu t5 phién ma diéu chinh
sy phién ma cua nhiéu gen lién quan dén viém, su &c ché yéu té phién ma
nay cua BC2 cung cip mot cach tiép can méi trong diéu tri cac bénh viém.
Ngoai ra, BC2 trc ché hoat dong ciia AP-1. Bén canh d6, BC2 con lam giam
ndng d6 nhan cua p65, c-Jun va c-Fos trong dai thuc bdo RAW?264.7. Céc
két qua nay da chung minh rang, NF-kB va AP-1 1a cac yéu té co ban can
thiét @& BC2 tic ché sy biéu hién cua COX-2. Nghién ciru trude diy ciing
chi ra rang su (c ché COX-2 boi acetovanillon trong cac té bao don nhan
lién két qua NF-kB [26]. Nhu vay, luan an da ching minh va khang dinh sy
rc ché COX-2 bai acetovanillon trong té bao RAW264.7 thong qua sy giam
diéu hoa (dow-regulation) cua NF-kB va AP-1. Nhiing két qua nay co ¥
nghia quan trong trong viéc lam séng té co ché dugc ly cua acetovanillon
trong té bao RAW264.7 va hop chét nay ciing c6 thé tré thanh chét tri liéu
dé phong ngira hoic diéu tri cac bénh vé viém.

Nhu vy, ngodi 2 hgp chat BC5 va BC9 da duoc dwoc nghién ctru sau
va rong vé tac dung chong viém, cac hop chat BC2 va BC6 ciing duoc
nghién ciru sau vé tac dung chong viém trong luan &n nay gép phan lam
sang t6 co ché tac dung cua 2 hop chit nay.

Hop chit BC2 thuéc nhém phenolic va hop chit BC6 thuoc nhém
lignan tuy khdng phai la nhém hop chét chinh ciia Xa can nhung lai thé hign
hoat tinh chéng viém manh hon so véi cac hop chit flavonoid - thugc nhém
chit chinh trong loai nay da dugc nghién ctiu rat nhiéu. Viéc tim ra hop chat
chdng viém khéng thuoc nhém chét chinh caa Xa can va nghién cau vé co
ché phan tir cua cac hop chat nay gop phan cung cap dir liéu khoa hoc méi
vé tac dung dugc ly cua duoc lidu nay.
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4.4.2. Tac dung chéng viém in vivo ciia than ré Xa can

Hién nay c6 rat nhiéu mé hinh nghién ctru chong viém in vivo. Trong
cac mo hinh d6, mé hinh gay pht ban chan chudt 1a mé hinh phé bién va
hau hét cac nghién ciu tc dung chong viém in vivo déu sir dung. O Viét
Nam, md hinh gay pht ban chan chudt 13 mé hinh duoc 4p dung phd bién &
trong nudc Vai chat gay phu 1 carrageenin.

Dé danh gia tac dung chbng viém in vivo cua than r& Xa can, ching toi
tién hanh nghién ctru tac dung cua cao methanol trén 2 md hinh gay phu ban
chan chudt bang carrageenin va md hinh gay u hat. Két qua cho thay, ca 2
mrc Ileu (225 mg/kg va 450 mg/kg thé trong chudt) déu co tac dung chong
viém cip va chong viém man. Di véi tac dung chong viém in vivo, cao
methanol than r& Xa can lidu 450 mg/kg thé trong chudt manh hon liéu 225
mg/kg thé trong chudt, tuy nhién so sanh ca 2 lidu v6i chimg duong thi chua
¢6 ¥ nghia thong ké.

Trén thé gidi, da c6 nghién ctru vé tac dung chdng viém in vivo cia cao
ethanol cua Xa can trén md hinh gay phu ban chan chuét, tdc dung cua
tectorigenin va tectoridin wc ché viém théng qua wc ché enzym
hyaluronidase ¢ chuét thuc nghiém [193]. O Viét Nam, nim 2010, nhom
nghién ciru thuoc Vién Han 1am khoa hoc Viét Nam da tao ra ché phim
TECAN (thanh phan chinh 1a tectorigenin, tectoridin) va danh gid mot s6
tac dung cua ché pham nay. Két qua cho thdy, TECAN véi liéu 60 mg/kg
thé trong thé hién tac dung chong viém cép & thoi diém 5 h, 6 hva 7 h sau
khi gay viém bang carrageenin 1%, tac dung nay twong duong
indomethacin 10 mg/kg thé trong tai thoi diém 6 h va 7 h sau khi gay viém
[6].

Nhu vdy, khédc véi cac nghién ctu da cong bd vé ddi twong thir
nghiém, trong nghién cuu nay, chung t6i danh gia tic dung cuta cao
methanol Xa can trén dong vat thuc nghiém va cho thiy tac dung chong
viém in vivo cua cao nay & hai muc liéu 225 va 450 mg/kg thé trong chuét.
4.3.3. Tac dung e ché sy ting sinh té bao co tron thanh mach mau cia
phén trén mit dit Xa can

Tién hanh sang loc tac dung uc ché su tang sinh té bao co tron mach
mau ciia cao EtOH 70% va cac cac phan doan cua cao ndy & ndng do 20
pg/ml cung v6i 8 hop chét phan 1ap tir phin trén mat dit Xa can & ndng do
30 pM. Két qua cho thdy, cao ethyl acetat (20 pg/ml) va 5 hop chat:
isoswertisin (BC14), embinin (BC17), 6"-O-acetylembinin (BC18), 3"-O-
acetylembinin (BC19) va iridin (BC20) (30 uM) phéan 14p tir cao nay co tac
dung trc ché sy tang sinh cia té bao VSMC. Trong s6 5 hgp chét thé hién
hoat tinh c¢6 2 hop chat méi 14 6”-O-acetylembinin va 3"-O-acetylembinin.
Hop chat 3”-O-acetylembinin thé hién hoat tinh manh nhét trong s6 8 hop
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chat duoc thir nghiém. Két qua nay cua nghién ciru mé ra cac nghién ciru
sau hon vé tac dung cua duogc li¢u Xa can trong nghién ctru vé tim mach.

Hién nay, & Viét Nam da c6 mot cong trinh luan an vé cdy Xa can:
“Nghién ctru thanh phén hoéa hoc va hoat tinh sinh hoc cta hai loai Sam dai
hanh (Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb.) va Xa can (Belamcanda chinensis
(L.) DC.) (ho La don (iridaceae))”. Tuy nhién, so v6i luan an trude, luén an
“Nghién ctru thanh phan hoa hoc va mot s6 tac dung sinh hoc cia loai Xa
can (Belamcanda chinensis L. (DC.)) thu hai tai Viét Nam” c6 nhiéu tinh
moi dic biét 1a cac nghién ctru vé thanh phan hoa hoc va tac dung e ché co
tron thanh mach mau cta phén trén mat dat. Bén canh do, luan an cling tim
ra duoc hai hop chat khac c6 tac dung chdng viém tiém ning tir than ré Xa
can va nghién ciru su vé co ché chdng viém cuia hai hop chat nay trén té
bao RAW264.7. Tac dung chdng viém cp va man ctia cao MeOH than ré
Xa can ciing da dugc danh gia. Ngoai ra, ludn an cling da xay dung duoc
phuong phap dinh lugng dong thoi 6 hop chat chinh phan 1ap tir than ré Xa
can trén sau mau than ré Xa can thu hai tai cac vung khac nhau. Do d¢, hai
luén an khong trung ldp nhau vé tén va huéng nghién ctru.

Két qua nghién clru cua ludn an da gop phan cung cap nhing co so dir
liéu khoa hoc vé hoa thyc vat va tac dung sinh hoc, dong thoi ching minh
tac dung chéng viém cua dugc liéu than ré Xa can sir dung trong dan gian
va mo ra hudng nghién ctru méi vé tac dung sinh hoc ctia phan trén mat dat
cay Xa can.

KET LUAN VA KIEN NGHI

KET LUAN

> V& héa hoc

—  Pi xéc dinh trong ciy Xa can c6 cic nhom chat hiru co nhu flavonoid,
acid hiru co, acid amin, polysaccarid va duong khir.

—  Di phan lap va xéc dinh ciu tric ciia 20 hop chat [11 chat tir phan than
r& (BC1 - BC11) va 9 chat tir phan trén mat dit (BC12 - BC20) trong
d6 c6 4 chiat méi (BC12, BC13, BC18, BC19) va 6 chét lan dau tién
phan 1ap tir Xa can (BC6, BC8, BC11, BC14, BC15 va BC17)].

- Pi xdy dung duoc phuong phap dinh luong ddng thoi 6 hop chat phan
lap tir than ré Xa can va xac dinh ham luong cta ching trong 6 mau
than ré Xa can thu hai tai cac tinh Nghé An, Phu Tho, Thai Binh,
Thanh Hoéa, Vinh Phic va Yén Bai. Cac miu nay déu dat tiéu chuin
ctia Dugc dién Trung Qudc quy dinh vé ham lugng irisflorentin trong
dugc liéu Xa can khong thip hon 0,1%. Ham lugng cta cac hop chat
niy dao dong nhidu va thay d6i phu thudc vao timg mau thu hai:
tectoridin (BC9) 1,66 - 5,27%, iristectorigenin A (BC1) 0,17 - 0,40%,
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irisflorentin (BC3) 0,27 - 0,86%, tectorigenin (BC5) 0,74 - 1,95%,
iristectorin A (BC7) 0,12 - 0,38% va iridin (BC10) 0,50 - 1,41%.

> Veé tac dung sinh hoc

— O ndng d 30 pg/ml, phan doan ethyl acetat than r& Xa can tc ché
manh su biéu hién protein COX-2 gdy ra boi LPS va san sinh PGE2.

— O nong dd 30 uM, cac hop chat BC2, BC6 va BC9 c6 kha ning lam
giam dang ké muirc d6 biéu hién COX-2 do LPS giy ra & cic té bao
RAW246.7.

—  Hai hop chat BC2 va BC6 da duoc danh gia co ché chdng viém in vitro
thong qua mot sb tin hi¢u viém trén té bao RAW364.7. Hop chiat BC6
trc ché biéu hién gen COX-2 va tc ché san sinh PGE2 phu thudc theo
nong do (3, 10, 30 puM); trc ché biéu hién gen miR-146a va miR-155
sau khi kich hoat boi LPS ¢ nong d6 30 uM va giy trc ché biéu hién
COX-2 gay boi LPS, miR-146a va miR-155. Hop chat BC2 tic ché biéu
hién gen COX-2 phu thude theo nong d6 (3, 10, 30 ug/ml) va wc ché
san sinh PGE2 phu thugc theo ndng d6 (3, 10, 30, 100 pg/ml). BC2 c6
tac dung trc ché mot sb tin hiéu lién quan dén co ché viém NF-kB, AP-
1, p65 va c-Jun phu thudc theo nong do.

- 6 ca 2 mirc lidu 225 va 450 mg/kg thé trong chudt, cao MeOH than ré
Xa can déu thé hién rd tac dung chong viém trén mé hinh gay phu viém
chan chudt céng bang carrageenin va lam giam khéi lugng u hat tuoi
khi so véi 16 chung.

— O ndng d6 20 pg/ml cao ethyl acetat phan trén mit dat Xa can trc ché
dang ké sy tiang sinh cua t& bao VSMC.

— O ndng dd 30 pM cac hop chat BC14, BC17 - BC20 c¢6 tic dung irc
ché dang ké sy ting sinh cua té bao VSMC.

KIEN NGHI
Nghién ctru co ché chong viém in vitro va mot s6 mé hinh chong viém
thuc nghiém cua cao chiét va cac hop chit phan lap tir phan trén mat
dét cua Xa can.

—  Nghién ctru didu ché mot s6 hop chat chat chinh lam chat déi chiéu
phuc vu cho cong tac kiém nghiém dam bao chét lwong dugc liéu than
ré Xa can.
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