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A. GIOI THIEU LUAN AN
1. Tinh c4p thiét caa luan an

Pan sdm (Salvia miltiorrhiza Bunge) thuoc ho Hoa moi
(Lamiaceae) 1a mot cay thudc quy dugc di thuc vao Viét Nam tur
Trung Quéc. Trong Pong y, Pan saim duoc ding trong céc bai thube
bd mau va diéu trj cac bénh vé tim mach. Cac nghién ctru duoc 1y da
duoc cdng bd trén cay Pan sam chii yéu theo huéng ching minh
cong dung trong y hoc cb truyén. Gan day tac dung chdng ung thu
ctua Pan sim, dic biét la cua thanh phan Tan (Tanshinon) duoc phat
hién va thu hat nhiéu su quan tam.

O Viét Nam cho dén nay c6 rét it nghién ciu vé thanh phan héa
hoc va dic biét 1a hoat tinh chéng ung thu cua cay Pan saim. Nhim
cung cip co so khoa hoc chang minh tac dung chéng ung thu cua
Dan sam ciing nhu tim kiém céc hoat chat c6 tac dung chéng ung thu
tir ngudn duoc lidu Pan sam trong & Viét Nam, ching tdi tién hanh
thuc hién dé tai: “Nghién ctru thanh phan héa hoc va tac dung khang
mot s6 dong té bao ung thu cua ré cay Pan sam (Salvia miltiorrhiza
Bunge), ho Hoa mdi (Lamiaceae).

2. Muc tiéu va ngi dung caa Luan an

2.1. Muc tiéu caa Luan éan

- Xac dinh duogc ciu tric hda hoc cua mot sé hop chat va ham luong
cac Tanshinon chinh trong ré Pan sam.

- Panh gia duogc tac dung chéng ung thu in vitro cia cao chiét va cac
hop chit phan I4p tir r& Pan sam.

2.2. N9i dung ctia Luan én

* Tham dinh tén khoa hoc cua mau nghién ciru

- Thu hai mau nghién cuu.



- M6 ta didc diém hinh thai, phan tich ddc diém cua co quan sinh san
(hoa, qua, hat) dé thim dinh tén khoa hoc cua miu Dan sdm nghién
cuu.

* Nghién ctru vé héa hoc

- Chiét xuat, phan lap va xac dinh ciu tric cua cac hop chit tur ré cay
Pan sam.

- Xay dung quy trinh dinh lvgng ddng thoi mét sb Tan chinh trong ré
Pan sam.

* Nghién ctu vé tc dung chdng ung thu

- Panh gia tac dung tc ché su phat trién trén mot s6 dong té bao ung
thu

- Nghién ctru co ché gay chét té bao theo chwong trinh.

+ Nghién ctru co ché gay chét té bao theo chuong trinh & cap do té
bao.

+ Nghién ctru co ché gay chét té bao theo chuong trinh & cip do
phan tir.

3. Y nghia ciia Luan an

Y nghia khoa hoc:

- Nghién cttu vé hoa hoc da phan lap, xac dinh cau tric cua 17 hop
cht tir ré cdy Pan sdm thu héi tai Sa Pa, Viét Nam. Trong s6 17 hop
chat phan lap duoc ¢ 03 hop chat (7, 8 va 13) lan dau tién phan lap
duoc tir chi Salvia, 04 hop chét (11, 12, 16 va 17) lan dau tién phan
lap duoc tir ciy Dan sam. Dy 1a cac dong gop mdi cua Luan an vé
tri thirc héa thuc vat hoc cuaa chi Salvia va cay thuéc Dan sam.

- P xay dung duoc phuong phap dinh tinh, dinh lugng dong thai 03
Tan chinh trong ré cdy Pan sim bao gom Tan I, Tan A va
cryptotanshinon. Phuwong phap da xay dung don gian, thoi gian phéan
tich nhanh, chinh xac, c6 thé tng dung dé danh gia chit luong cua



c4c mau Pan sim va cac ché phiam tir duoc liéu Pan sam trén thi
truong.
- Nghién ctru di chirng minh duoc tac dung wc ché sy phat trién cua
té bao ung thuy mau HL-60 cua cao chiét n-hexan, cac hop chit
trijuganon C (2), iriflophenon 2-O-a-L-rhamnopyranosid (13) tur ré
cay Pan sam.
- P chimg minh duoc tac dung we ché sy phét trién caa mot s dong
té bao ung thu cua trijuganon C (2).
- Pa ching minh dwoc hop chat 2 ¢6 tac dung wc ché sy phat trién
cua té bao ung thu HL-60 thdng qua kich thich qua trinh gay chét té
bao theo chuong trinh (apoptosis).
Y nghia thuc tién:

Tao co s& khoa hoc dé nghién ctru phat trién ngudn nguyén liéu
Pan sam lam thudc theo huéng chdng ung thur.
4. CAu trdc caa luan an

Luan an c6 109 trang, gdbm 4 chwong, 25 bang, 38 hinh, 168 tai
lieu tham khao va 18 phu lyc. Cac phan chinh trong luan an: Pat van
dé (2 trang), Tong quan (36 trang), Pdi tuwong va phuong phap
nghién ciru (09 trang), Thuc nghiém va Két qua (45 trang), Ban luan
(15 trang), Két luan va Kién nghi (02 trang).

B. NOI DUNG CUA LUAN AN
CHUONG 1. TONG QUAN
D3 tap hop va trinh bay mét cach hé théng cac két qua nghién ctu
tir trude dén nay vé thuc vat, thanh phan hoa hoc va tac dung sinh
hoc cua cay Pan sam trén thé gioi va ¢ Viét Nam.



CHUONG 2. POI TUQONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Péi twgng nghién ciru

Toan cAy Pan sam (14, than, hoa, ré) duoc thu hai tai Tram nghién
ctu trong cdy thubéc Sa Pa, thi tran Sa Pa, Lao Cai vao ngay
27/10/2016. Céc tiéu ban mau cdy (M4 s tiéu ban: TB - 10654)
dugc Iuu tai Khoa Tai nguyén Duoc liéu, Vién Dugc liéu va Khoa Y
Dugc, Pai hoc Quéc gia Ha Noi.
2.2. Phuong phap nghién ciru
- Tham dinh tén khoa hoc cua loai nghién ctru trén co so phan tich
cac dic diém hinh thai thuc vat, so sanh véi cac tai liéu da cong bd
cua loai va cac khoa phan loai thuc vat.
- Phan 1ap céc chét dua trén phuong phap sic ky cot va sic ky 16p
méng.
- X4c dinh ciu trc cac hop chit phan lap duoc dua trén cac thdng sb
vt Iy va cac phuong phap phd MS, NMR.
- Thir tac dung wc ché sy phat trién té bao ung thu bang phwong phap
MTT.
- Nghién ctru co ché gay chét té bao theo chuong trinh.
+ Phan tich hinh thai té bao bang phuong phap nhuém nhan té bao
bang Hoechst 33258.
+ Phan tich sy phan manh DNA bang dién di trén gel agarose.
+ Phén tich Western Blot
+ Phan tich chirc ning mang ty thé

CHUONG 3. THUC NGHIEM VA KET QUA

3.1. Tham dinh tén khoa hoc cAy Pan sim

D3 khiang dinh miu Pan sam thu hadi ¢ Sa Pa la loai Salvia
miltiorrhiza Bunge, thuoc ho Hoa méi (Lamiaceae).
3.2. Thanh phan hoa hec



3.2.1. Chiét xudt va phan lgp cac hep chat

Bang cac phuong phap sic ky d tién hanh phan lap duoc 17 hop
chat (1-17) tir cao chiét ethanol 80% r& ciy Pan sam. CAu triic cia
cac hop chét dugc xac dinh dua trén viéc phan tich cac dir kién phd
ciing nhu so sanh voi cac tai liéu da cong bd.
3.2.2. Xdc dinh cdu trac hoa hec cia cac hep chat phan Igp tir Pan
sam

Chat s6 1: Dihydrotanshinon I: Bot mau do; % = 224-225 °C;
Phé ESI-MS: m/z 279 [M+H]*; Phé 'H NMR (400 MHz, CDCly):
9,31 (1H, d, J=8,4, H-1); 7,59 (1H, dd, J=9,2; 6,8, H-2); 7,41 (1H, d,
J=6,8, H-3); 8,32 (1H, d, J=8,4, H-6); 7,77 (1H, d, J=8,4, H-7); 3,66
(1H, m, H-15); 4,97 (1H, t, J=9,6, H-16a); 4,44 (1H, dd, J=9,6; 6,4,
H-16b); 1,42 (3H, d, J=6,8, H-17); 2,71 (3H, s, H-18); Phd *C
NMR (100 MHz, CDCls): 125,3 (C-1); 130,7 (C-2); 128,5 (C-3);
135,2 (C-4); 135,0 (C-5); 132,4 (C-6); 118,6 (C-7); 129,1 (C-8);
126,4 (C-9); 132,2 (C-10); 184,7 (C-11); 176,1 (C-12); 120,6 (C-13);
170,9 (C-14); 34,8 (C-15); 81,8 (C-16); 18,9 (C-17); 29,8 (C-18).

[e) 17

Hinh 3.1. Cau tric héa hoc cua hop chét 1

Chit s6 2: Trijuganon C: Bot mau da cam; Phd ESI-MS: m/z 341
[M+H]*; Phé H NMR (400 MHz, CD;0D): 3,20 (1H, m, H-1a):
3,48 (1H, m, H-1b): 1,76 (1H, m, H-2a); 1,83 (1H, m, H-2b); 1,82
(1H, m, H-3a); 2,24 (1H, m, H-3b); 7,61 (LH, d, J=8,0, H-6); 7,57
(1H, d, J=7,6, H-7); 3,57 (1H, dd, J=9.6: 6,4, H-15): 4,97 (1H, t,



J=9,6, H-16a); 4,44 (1H, dd, J=9,2; 6,4, H-16b); 1,33 (3H, d, J=6,8,
H-17); 1,58 (3H, s, H-18); 3,65 (3H, s, COOCHs); Phé *C NMR
(100 MHz, CD;0D): 27,8 (C-1); 20,1 (C-2); 35,2 (C-3); 48,6 (C-4);
147,0 (C-5); 135,8 (C-6); 123,9 (C-7); 129,6 (C-8); 128,7 (C-9);
144,8 (C-10); 185,2 (C-11); 178,5 (C-12); 119,9 (C-13); 173,2 (C-
14); 35,8 (C-15); 83,2 (C-16); 18,7 (C-17); 30,0 (C-18); 177,0 (C-
19); 52,9 (COOCHs).

& VCOOCH;
18 19

Hinh 3.2. Cau tric héa hoc cua hop chit 2

Chat sb 3: Trijuganon B: Bot mau do; t°,:=140-142°C; [a]® = 68
(c 0,8, CHCIs); Phd ESI-MS: m/z 303 [M+Na]*; Phé *H NMR (400
MHz, CDCls): 2,72 (1H, m, H-1a); 3,38 (1H, m, H-1b); 2,25 (2H, m,
H-2); 6,10 (1H, m, H-3); 7,43 (1H, d, J=8,0, H-6); 7,53 (1H, d,
J=7,6, H-7); 3,61 (1H, m, H-15); 4,90 (1H, t, J=9,2, H-16a); 4,38
(1H, dd, J=9,2; 6,4, H-16b); 1,38 (3H, d, J=6,4, H-17); 2,07 (3H, s,
H-18); Phé *C NMR (100 MHz, CDCls): 24,8 (C-1); 22,6 (C-2);
123,5 (C-3); 141,1 (C-4); 118,9 (C-5); 130,0 (C-6); 127,5 (C-7);
131,3 (C-8); 126,4 (C-9); 143,8 (C-10); 185,1 (C-11); 176,4 (C-12);
111,6 (C-13); 170,9 (C-14); 34,8 (C-15); 81,6 (C-16); 19,9 (C-17);
18,9 (C-18).



Hinh 3.3. Cau triic hoa hoc cua hop chat 3

Chat sb 4: Cryptotanshinon: Bot mau do; t°,=182-183°C; [a]?’ =
90 (c 0,1, CHCI3); Phé ESI-MS: m/z 297 [M+H]*; Phé ‘H NMR
(400 MHz, CDCls): 3,21 (2H, m, H-1); 1,65 (2H, m, H-2); 1,78 (2H,
m, H-3); 7,64 (1H, d, J=8,0, H-6); 7,49 (1H, d, J=7,6, H-7); 3,59
(1H, m, H-15); 4,90 (1H, t, J=9,6, H-16a); 4,37 (1H, dd, J=9,2; 6,4,
H-16b); 1,24 (3H, d, J=6,4, H-17); 1,30 (3H, s, H-18); 1,32 (3H, s,
H-19); Phé *C NMR (100 MHz, CDCls): 29,8 (C-1); 19,2 (C-2);
37,9 (C-3); 34,9 (C-4); 144,0 (C-5); 132,8 (C-6); 122,7 (C-7); 128,6
(C-8); 126,5 (C-9); 152,6 (C-10); 184,6 (C-11); 176,0 (C-12); 118,5
(C-13); 171,1 (C-14); 34,7 (C-15); 81,6 (C-16); 19,0 (C-17); 32,0 (C-
18); 32,0 (C-19).

Hinh 3.4. Cau tric héa hoc cua hop chat 4
Chiat sé 5: Tanshinon 1lA: Bot mau do; t°%:=202-204°C; Phé
ESI-MS: m/z 295 [M+H]*; Phé *H NMR (400 MHz, CDCls): 3,19
(2H, t, J=6,4, H-1); 1,79 (2H, m, H-2); 1,66 (2H, m, H-3); 7,63 (1H,
d, J=8,0, H-6); 7,56 (1H, d, J=8,0, H-7); 7,23 (1H, d, J=1,2, H-16);



2,27 (3H, d, J=1,2, H-17); 1,31 (3H, s, H-18); 1,31 (3H, s, H-19);
Phé *C NMR (100 MHz, CDCls): 29,6 (C-1); 19,0 (C-2); 37,8 (C-
3); 34,6 (C-4); 150,2 (C-5); 133,5 (C-6); 120,3 (C-7); 127,5 (C-8);
126,5 (C-9); 144,5 (C-10); 183,7 (C-11); 175,9 (C-12); 121,2 (C-13);
162,1 (C-14); 141,3 (C-15); 120,3 (C-16); 8,7 (C-17); 31,7 (C-18);
31,7 (C-19).

Hinh 3.5. Cau tric hoa hoc cua hop chat 5
Chat sé 6: Tanshinon I: Bot mau do; t°.=232-234°C; Phé ESI-
MS: m/z 277 [M+H]*; Phé *H NMR (400 MHz, CDCls): 9,26 (1H,
d, J=9,2, H-1); 7,54 (1H, dd, J=9,2; 7,2, H-2); 7,35 (1H, d, J=7,2, H-
3); 8,31 (1H, d, J=8,0, H-6); 7,82 (1H, d, J=8,0, H-7); 7,30 (1H, brs,
H-16); 2,29 (3H, d, J=1,2, H-17); 2,71 (3H, s, H-18); Phd *C NMR
(100 MHz, CDCls): 125,1 (C-1); 130,9 (C-2); 128,6 (C-3); 135,4 (C-
4); 133,9 (C-5); 133,2 (C-6); 120,7 (C-7); 128,6 (C-8); 123,4 (C-9);
133,0 (C-10); 183,8 (C-11); 176,0 (C-12); 122,0 (C-13); 161,5 (C-

14); 142,2 (C-15); 120,7 (C-16); 8,9 (C-17); 19,9 (C-18).

0 17

Hinh 3.6. Cau trc hoa hoc cta hop chat 6



Chit s6 7: acid 78,24-dihydroxy ursolic: Bot vo dinh hinh mau
trang; [a]> = +36 (c 0,15, CH;OH); Phé ESI-MS: m/z 511 [M
+Na]*; Phé *H NMR (400 MHz, CD;0D+CDCl5): 3,76 (1H, br s, H-
3); 3,91 (1H, dd, J=11,6; 4,8, H-7); 5,24 (1H, br s, H-12); 1,10 (3H,
s, H-23); 3,36 (1H, d, J=11,6, H-24a); 3,67 (1H, d, J=11,6, H-24b);
0,80 (3H, s, H-25); 0,95 (3H, s, H-26); 1,12 (3H, s, H-27); 0,87 (3H,
d, J=6,4, H-29); 0,95 (3H, d, J=6,0, H-30); Phé “*C NMR (100
MHz, CD;0D+CDCly): 42,6 (C-1); 34,5 (C-2); 74,5 (C-3); 45,3 (C-
4); 49,9 (C-5); 19,4 (C-6); 67,2 (C-7); 40,9 (C-8); 49,0 (C-9); 39,2
(C-10); 24,6 (C-11); 126,7 (C-12); 139,6 (C-13); 43,4 (C-14); 29,2
(C-15); 25,4 (C-16); 48,7 (C-17); 54,1 (C-18); 40,4 (C-19); 40,4 (C-
20); 31,9 (C-21); 38,1 (C-22); 23,4 (C-23); 65,9 (C-24); 17,5 (C-25);
21,8 (C-26); 24,2 (C-27); 181,9 (C-28); 17,9 (C-29); 18,0 (C-30).

Hinh 3.7. Cau tric héa hoc cua hop chét 7

Chat s6 8: acid epiasiatic: Bot vo dinh hinh mau tring; t%.=256-
258°C; Phé ESI-MS: m/z 489 [M+H]"; Phé *H NMR (400 MHz,
CD;0D+CDCl3): 3,60 (1H, m, H-2); 2,91 (1H, d, J=9,6, H-3); 5,22
(1H, br s, H-12); 1,00 (3H, s, H-23); 3,29 (1H, d, J=11,6, H-24a);
3,74 (1H, d, J=11,6, H-24b); 1,09 (3H, s, H-25); 0,92 (3H, s, H-26);
1,16 (3H, s, H-27); 0,83 (3H, d, J=6,0, H-29); 0,94 (3H, d, J=6,0, H-
30); Phé *C NMR (100 MHz, CD3OD+CDCls): 47,0 (C-1); 69,1
(C-2); 85,4 (C-3); 42,6 (C-4); 49,1 (C-5); 19,0 (C-6); 33,8 (C-7);
39,6 (C-8); 48,2 (C-9); 38,6 (C-10); 23,8 (C-11); 125,9 (C-12); 138,9



(C-13); 42,6 (C-14); 28,5 (C-15); 24,9 (C-16); 48,5 (C-17); 53,5 (C-
18); 39,7 (C-19); 39,5 (C-20); 31,1 (C-21); 37,6 (C-22); 22,9 (C-23);
65,8 (C-24):; 17,0 (C-25); 17,3 (C-26); 26,2 (C-27); 181,1 (C-28);
17,4 (C-29); 21,1 (C-30).

Hinh 3.8. Cau tric hoa hoc cua hop chit 8

Chat s6 9: acid ursolic: Bot vo dinh hinh mau tring; t°%,.=291°C;
Phé ESI-MS: m/z 457 [M+H]; Phé 'H NMR (400 MHz,
CDs;OD+CDCl3): 3,36 (1H, dd, J=10,8; 4,4, H-3); 5,24 (1H, br s, H-
12); 0,90 (3H, s, H-23); 0,70 (3H, s, H-24); 0,89 (3H, s, H-25); 0,78
(3H, s, H-26); 1,01 (3H, s, H-27); 0,79 (3H, d, J=6,0, H-29); 0,90
(3H, d, J=6,0, H-30); Phé *C NMR (100 MHz, CD;OD+CDCl5):
39,2 (C-1); 27,1 (C-2); 79,2 (C-3); 39,6 (C-4); 55,8 (C-5); 18,8 (C-
6); 33,3 (C-7); 39,7 (C-8); 46,9 (C-9); 37,4 (C-10); 23,4 (C-11);
126,1 (C-12); 138,8 (C-13); 42,2 (C-14); 28,3 (C-15); 23,9 (C-16);
48,3 (C-17); 53,4 (C-18); 39,7 (C-19); 39,5 (C-20); 31,1 (C-21); 37,4
(C-22); 28,1 (C-23); 15,6 (C-24); 15,7 (C-25); 17,1 (C-26); 23,7 (C-
27); 181,3 (C-28); 17,2 (C-29); 21,4 (C-30).



Hinh 3.9. Cau tric hoa hoc cua hop chat 9

Chat sé 10: acid oleanolic: Bot vo dinh hinh mau tring;
t°:=306°C; Phé ESI-MS: m/z 479 [M+Na]*; Phé 'H NMR (400
MHz, CD;0D+CDCls): 3,50 (1H, m, H-3); 5,30 (1H, br s, H-12);
0,98 (3H, s, H-23); 0,78 (3H, s, H-24); 0,94 (3H, s, H-25); 0,82 (3H,
s, H-26); 1,17 (3H, s, H-27); 0,95 (3H, s, H-29): 0,91 (3H, s, H-30);
Phé *C NMR (100 MHz, CDsOD+CDCls): 38,9 (C-1); 26,9 (C-2);
79,0 (C-3); 39,5 (C-4); 55,5 (C-5); 18,5 (C-6); 32,9 (C-7); 39,5 (C-
8); 47,9 (C-9); 37,2 (C-10); 23,6 (C-11); 123,3 (C-12); 144,2 (C-13);
41,9 (C-14); 28,9 (C-15); 23,2 (C-16); 46,6 (C-17); 41,5 (C-18); 46,2
(C-19); 30,9 (C-20); 34,1 (C-21); 32,8 (C-22); 28,1 (C-23); 15,7 (C-
24); 15,5 (C-25); 16,9 (C-26); 26,1 (C-27); 181,3 (C-28); 32,8 (C-
29); 23,6 (C-30).

Hinh 3.10. CAu triic héa hoc cua hop chat 10
Chat sé 11: acid maslinic: Bot vo dinh hinh mau trang; t%,.=267-
269°C; Phd ESI-MS: m/z 473 [M+H]"; Phé ‘H NMR (400 MHz,
CDsOD+CDCls): 3,60 (1H, m, H-2): 2,91 (1H, d, J=9,6, H-3); 5,22



(1H, br s, H-12); 1,11 (3H, s, H-23); 0,76 (3H, s, H-24); 0,98 (3H, s,
H-25); 0,86 (3H, s, H-26); 1,23 (3H, s, H-27); 0,90 (3H, s, H-29);
0,95 (3H, s, H-30); Phé **C NMR (100 MHz, CD;0OD+CDCls): 47,3
(C-1); 69,0 (C-2); 84,0 (C-3); 39,0 (C-4); 56,0 (C-5); 19,1 (C-6);
33,4 (C-7); 40,0 (C-8); 48,3 (C-9); 38,8 (C-10); 23,9 (C-11); 122,8
(C-12); 144,7 (C-13); 42,4 (C-14); 29,0 (C-15); 23,9 (C-16); 47,1 (C-
17); 41,9 (C-18); 46,2 (C-19); 31,5 (C-20); 27,1 (C-21); 39,5 (C-22);
29,6 (C-23); 17,0 (C-24); 16,6 (C-25); 17,5 (C-26); 24,9 (C-27);
181,4 (C-28); 33,4 (C-29); 23,8 (C-30).

9 30

Hinh 3.11. C4u tric héa hoc cua hop chit 11

Chat sé 12: acid asiatic: Bot vo dinh hinh mau trang; t°.=301°C;
Phé ESI-MS: m/z 511 [M+Na]"; Phé 'H NMR (400 MHz,
CD;0D+CDCls): 3,72 (1H, ddd, J=11,6; 9,6; 4,4, H-2); 3,36 (1H, d,
J=9,6, H-3); 5,23 (1H, br s, H-12); 3,64 (1H, d, J=10,8, H-23a); 3,40
(1H, d, J=10,8, H-23b); 0,78 (3H, s, H-24); 0,94 (3H, s, H-25); 1,00
(3H, s, H-26); 1,16 (3H, s, H-27); 0,85 (3H, d, J=5,2, H-29); 0,96
(3H, d, J=6,0, H-30); Phé *C NMR (100 MHz, CD;OD+CDCl5):
47,0 (C-1); 68,9 (C-2); 83,8 (C-3); 42,6 (C-4); 49,2 (C-5); 18,8 (C-
6); 33,4 (C-7); 39,7 (C-8); 48,2 (C-9); 38,6 (C-10); 23,8 (C-11);
125,1 (C-12); 139,4 (C-13); 42,6 (C-14); 28,5 (C-15); 24,9 (C-16);
48,5 (C-17); 53,7 (C-18); 39,7 (C-19); 39,5 (C-20); 31,1 (C-21); 37,6



(C-22); 72,3 (C-23); 16,7 (C-24); 16,9 (C-25); 17,1 (C-26); 26,2 (C-
27); 183,2 (C-28); 17,4 (C-29); 21,5 (C-30).

30

Hinh 3.12. C4u tric héa hoc cua hop chit 12

Chat sé 13: Iriflophenon-2-O-a-L-rhamnopyranosid: Bot mau
vang nhat; [a]¥= 6,5 (¢ = 1,0, MeOH); Phé ESI-MS: m/z 393
[M+H]*; Phé 'H NMR (400 MHz, CDsOD): 6,30 (1H, br s, H-3);
6,08 (1H, br s, H-5); 7,59 (2H, d, J=8,4, H-2, H-6"); 6,81 (2H, d,
J=8,4, H-3', H-5"); 5,23 (1H, br s, H-1"); 1,21 (3H, d, J=6,0, H-6");
Phé *C NMR (100 MHz, CDs;0OD): 108,6 (C-1); 158,8 (C-2); 96,1
(C-3); 163,2 (C-4); 98,4 (C-5); 161,9 (C-6); 133,1 (C-1); 132,6 (C-
2'); 116,3 (C-3"); 164,5 (C-4"); 116,3 (C-5'); 132,6 (C-6"); 100,3 (C-
1"); 71,4 (C-2"); 71,9 (C-3"); 73,4 (C-4"); 70,7 (C-5"); 18,2 (C-6");

198,1 (C=0).
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Hinh 3.13. CAu tr(ic héa hoc cua hop chat 13
Chat sé 14: acid rosmarinic: Bot vo dinh hinh mau tring; Phé
ESI-MS: m/z 383 [M+Na]"; Phé "H NMR (400 MHz, CD;0D): 6,66
(1H, br s, H-2): 6,50 (1H, d, J=8,4, H-5); 6,53 (1H, dd, J=8,4: 2,0, H-



6); 3,14 (1H, dd, J=7,6; 3,6, H-7a); 3,00 (1H, t, J=7,6, H-7b); 5,16
(1H, dd, J=8,0; 3,6, H-8); 6,68 (1H, d, J=2,0, H-2"); 6,75 (1H, d,
J=8,4, H-5'); 6,92 (1H, dd, J=8,4; 2,0, H-6"); 7,51 (1H, d, J=16,0, H-
7'); 6,25 (1H, d, J=16,0, H-8'); Phé **C NMR (100 MHz, CDsOD):
128,9 (C-1); 116,5 (C-2); 146,1 (C-3); 145,3 (C-4); 115,2 (C-5);
121,8 (C-6); 38,3 (C-7); 77,6 (C-8); 177,2 (C-9); 127,5 (C-1); 114,1
(C-2"); 147,9 (C-3); 149,7 (C-4'); 116,3 (C-5'); 123,2 (C-6'); 148,0
(C-7%; 115,2 (C-8'); 168,3 (C-9)).
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Hinh 3.14. C4u tric hda hoc cua hop chit 14

Chat s6 15: Methyl rosmarinat: Bot khong mau; [a]Z = + 95 (c
0,5, CH:OH); Phd ESI-MS: m/z 375 [M+H]"; Phé 'H NMR (400
MHz, CDs;0D): 7,52 (1H, d, J=16,0 Hz, H-7"), 7,00 (1H, d, J=2,0
Hz, H-2), 6,90 (1H, dd, J=8,4; 2,0 Hz, H-6'), 6,73 (1H, d, J=8,4 Hz,
H-5"), 6,67 (1H, d, J=2,0 Hz, H-2), 6,69 (1H, d, J=8,4 Hz, H-5), 6,52
(1H, dd, J=8,4; 2,0 Hz, H-6), 6,22 (1H, d, J=16,0 Hz, H-8'), 5,14
(1H, dd, J = 7,6; 5,2 Hz, H-8), 3,65 (3H, s, OCHz), 3,26 (1H, dd,
J=7,6; 1,6 Hz, H-7a), 2,98 (1H, t, J=7,6 Hz, H-7b); Phé *C NMR
(100 MHz, CD;0D): 128,7 (C-1); 117,6 (C-2); 146,1 (C-3); 145,3
(C-4); 116,4 (C-5); 121,8 (C-6); 37,8 (C-7); 74,6 (C-8); 172,3 (C-9);
127,5 (C-1"); 115,3 (C-2'); 147,9 (C-3'); 149,7 (C-4'); 116,3 (C-5;
123,2 (C-6'); 148,0 (C-7'); 114,2 (C-8"); 168,5 (C-9); 52,7 (OCHz).

Chét s6 16: Ethyl rosmarinat: Bot khong mau; [a]3’ = + 103 (c
0,5, CH3OH); Phé ESI-MS: m/z 389 [M+H]"; Phé '"H NMR (400




MHz, CD3;0D): 7,52 (1H, d, J=16,0 Hz, H-7"), 7,00 (1H, d, J=2,0
Hz, H-2'), 6,90 (1H, dd, J=8,4; 2,0 Hz, H-6"), 6,73 (1H, d, J=8,4 Hz,
H-5), 6,67 (1H, d, J=2,0 Hz, H-2), 6,65 (1H, d, J=8,4 Hz, H-5), 6,52
(1H, dd, J=8,4; 2,0 Hz), 6,22 (1H, d, J=16,0 Hz, H-8"), 5,12 (1H, t,
J=7,2 Hz, H-8), 4,08 (2H, q, J=7,2 Hz, OCH,CH3), 3,26 (1H, dd,
J=7,6; 1,6 Hz, H-7a), 2,98 (1H, t, J=7,6 Hz, H-7h), 1,14 (3H, t, J=7,2
Hz, OCH,CHjs); Phé *C NMR (100 MHz, CDs;OD): 128,7 (C-1);
117,5 (C-2); 146,1 (C-3); 145,3 (C-4); 116,2 (C-5); 121,8 (C-6); 37,7
(C-7); 74,6 (C-8); 171,8 (C-9); 127,5 (C-1); 115,1 (C-2'); 147,9 (C-
3); 149,7 (C-4"); 116,3 (C-5'); 123,2 (C-6'); 148,0 (C-7'); 114,1 (C-
8'); 168,4 (C-9'); 62,3 (OCH,CHz); 14,2 (OCH,CHj).

. OH
ol 5
s o0

RO™ BN NS0

15 R=CHj
16 R=02H5

OH
Hinh 3.15. CAu tric hda hoc caa hop chat 15 va 16

Chit sb 17: Ethyl salvianolat A: Bot mau vang nhat; [a]?’ = + 58
(c 0,2, CHzOH); Phé ESI-MS: m/z 523 [M+H]*; Phé *H NMR (400
MHz, CD;0D): 6,61 (1H, d, J=2,0, H-2); 6,59 (1H, d, J=8,4, H-5);
6,46 (1H, dd, J=8,4; 2,0, H-6); 2,96 (1H, dd, J=14,0; 6,4, H-7a); 2,84
(1H, dd, J=14,0; 8,4, H-7b); 5,07 (1H, dd, J=8,4; 6,4, H-8); 4,05 (2H,
g, J = 7,2, 8-COOCH,CHz); 1,11 (3H, t, J=7,2, 8-COOCH,CHy);
6,70 (1H, d, J=8,0, H-5'; 7,07 (1H, d, J=8,0, H-6'); 7,64 (1H, d,
J=16,0, H-7"); 6,22 (1H, d, J=16,0, H-8"); 6,99 (1H, d, J=2,0, H-2");
6,68 (1H, d, J=8,4, H-5"); 6,81 (1H, dd, J=8,4; 2,0, H-6"); 6,56 (1H,
d, J=16,0, H-7"); 7,08 (1H, d, J=16,0, H-8"); Phé *C NMR (100
MHz, CD;0D): 128,5 (C-1); 117,5 (C-2); 146,1 (C-3); 145,3 (C-4);



116,4 (C-5); 122,0 (C-6); 37,7 (C-7); 74,6 (C-8); 171,8 (C-9); 62,3 (-
OCH,CH); 14,2 (-OCH,CHs); 126,3 (C-1'); 128,6 (C-2'); 144,1 (C-
37; 148,0 (C-4'); 116,4 (C-5'); 122,0 (C-6'); 146,7 (C-7'); 113,3 (C-
8"); 168,4 (C-9"); 133,5 (C-1"); 116,4 (C-2"); 146,6 (C-3"); 146,7 (C-
4™; 118,3 (C-5"); 122,0 (C-6"): 124,6 (C-7"); 114,1 (C-8").

Hinh 3.16. C4u triic hda hoc cua hop chit 17

3.2.3. Pinh lwgng dong théi mét sé Tanshinon trong dwgc lidu
Pan sim

- B3 x4y dung dugc phuong phap dinh tinh dinh luong ddng thoi
03 Tan chinh trong r& cidy Pan sim bao gdém tanshinon | (6),
tanshinon 1A (5) va cryptotanshinon (4). Piéu dién sic ky: Cot
Phenomenex Luna Cis 100A (150 mm x 4,6 mm, 5 um); Detector
UV-VIS véi A = 270 nm; Téc d6 dong: 1,5 mL/phat; Thé tich tiém
mau: 10 ul; Pha dong: kénh A: pha nuéc chiaa HsPO,; 0,01%
(pH=3,3), kénh B: ACN/MeOH (2:1 v/v); Chuong trinh gradient dung
moi:

T (phat) 0-75 | 75-10 | 10-11 11-13
Kénh B (%) 70-95 95 95-70 70

- Phuong phap phan tich dat yéu cau vé do tuyén tinh, d6 thu hoi,
d6 lap lai, giGi han phat hién (LOD) va giéi han dinh lugng (LOQ).

Ap dung quy trinh di xay dung dé phan tich, dinh luong dong

thoi tanshinon 1 (6), tanshinon 1A (5) va cryptotanshinon (4) trong



trong mot s6 mau duoc liéu Pan sam thu hai & Trung Qubc va Viét
Nam.
3.3. Tac dung sinh hec
3.3.1. Panh gia tac dung wc ché sy phat trién trén mot sé dong té
bao ung thw

Téc dung trc ché sy phat trién cua té bao ung thu mau HL-60 cua
cao chiét ethanol va cao chiét phan doan caa Pan sam duoc trinh bay
trong Hinh 3.17.
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Hinh 3.17. Téc dung tc ché té bao ung thu mau HL-60 cua cac
cao chiét Pan sim
Téc dung wc ché sy phat trién trén 3 dong té bao ung thu mau
bao gom HL-60, Jurkat va U937 cua 06 hop chat tanshinon (1-6)
phan Iap tir ré Pan sam dugc trinh bay trong Bang 3.1.
Bang 3.1. Tac dung tic ché su phat trién trén 3 dong té bao ung thu
mMau cua cac tanshinon

Dong té bao U937

Miu HL-60 (uM) | Jurkat (uM) (M)
Dihydrotanshinon | (1) >25 >25 >25
Trijuganon C (2) 6,1 8,9 13,4
Trijuganon B (3) 16,5 15,0 >25
Cryptotanshinon (4) 14,0 >25 >25
Tanshinon I1A (5) 12,0 >25 >25
Tanshinon | (6) 11,5 11,0 >25




Két qua danh gia tac dung wc ché sy phat trién cua cac dong té
ung thu va doc tinh trén té bao thuong cua hop chit trijuganon C (2)
duoc thé hién trong bang 3.2.

Bang 3.2. Téc dung trc ché su phat trién caa cac dong té ung thu va
doc tinh trén té bao thuong cua trijuganon C (2)

Loai tébao | Co quan/Md/Tuyén | Dong té bao G'aég\!/l;cw
HL-60 6,1
Mau Jurkat 8,9
U937 13,4
DLD-1 6,1
Puong rugt COLO 205 7,2
Ung thu i Caco-2 8,4
HCT-15 13,2
Tuyén tién liet PC-3 11,2
i LNCap FGC 13,7
Vi MCEF-7 16,7
Gan HepG2 >25
Phoi MRC-7 17,1
Lanh/thuong Gan WRL 68 >25
Soi NB1RGB >25

3.3.2. Nghién ciru co' ché gy chét té bao theo chwong trinh

Dé danh gia tic dung chdng ting sinh cta 2 c¢6 lién quan dén qua
trinh apoptosis hay khéng ching tdi tién hanh phan tich hinh théi hat
nhan va phan manh ADN trong céc té bao HL-60. Két qua duoc thé
hién trong Hinh 3.28.

A

Mau chiing

2(12.5 uM, 24 h)

Miu thir

2(24h)

M - 3.1256.25125 25 (pM)




Hinh 3.18. Téc dung gay ra sy ngung tu chromatin va phan manh
DNA trong céc té bao HL-60 caa hop chét trijuganon C (2)

Téc dung cua trijuganon C (2) téi biéu hién néng d6 protein cua
PARP va cac protein caspase-3, 8 va 9 duoc trinh bay trong Hinh
3.19.

Hinh 3.19. Téc dung kich hoat cac protein caspase cua hop chat
trijuganon C (2)
Téc dung cua trijuganon C (2) t6i nhan t protein cytochrom c va
d6 bén mang ty thé duoc trinh bay trong Hinh 3.20.

@ _2mspwy B IC-| mascme
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Cytochrome ¢
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Hinh 3.20. Téc dung cua trijuganon C (2) t6i chirc ning cia ty thé

J- aggr Lal

CHUONG 4. BAN LUAN
4.1. Vé hoa hec
Bang cac phuong phép sic da phan lap duoc 17 hop chét tir ré cay
Pan sam. Cac hop chit lan luot dugc xac dinh 1a dihydrotanshinon |



(1), trijuganon C (2), trijuganon B (3), cryptotanshinon (4), tanshinon
1A (5), tanshinon I (6), acid 74,24-dihydroxy ursolic (7), acid 24-
hydroxy corosolic (8), acid ursolic (9), acid oleanolic (10), acid
maslinic  (11), acid asiatic (12), iriflophenon 2-O-a-L-
rhamnopyranosid (13), acid rosmarinic (14), methyl rosmarinat (15),
ethyl rosmarinat (16) va ethyl salvianolat A (17) dua trén co s phéan
tich ddc diém vat ly, dit liéu phd (NMR va MS) ciing nhu so sanh véi
dir liéu trong céc tai liéu tham khao. Trong s 17 hop chat da phan
lap c6 03 hop chit (7, 8 va 13) lan dau tién phan lap duoc tir chi
Salvia, 4 hop chat (11, 12, 16 va 17) lan dau tién phan lap dwoc tir
loai Pan sdm (S. miltiorrhiza). Pay 1a dong gop méi cua luan &n, bd
sung vao co s& dit liéu hda thuc vat hoc cua cay thudc Dan sam.

- Pé tai ciing d4 xay dung dugc phuong phap dinh luong dong
thoi 03 tanshinon chinh trong ré& ciy Pan sim bao gdm tanshinon |
(6), tanshinon I1A (5) va cryptotanshinon (4). Phuong phap da xay
dung don gian, thoi gian phan tich nhanh, chinh xéc, c6 thé tng dung
dé kiém tra danh gia chat luong cia cac mau Pan sam va cac ché
pham tir duoc liéu Pan sam trén thi trueong.

4.2. Vé tac dung chong ung thu

Két qua sang loc tc dung chéng ung thu cho thiy duoc liéu Pan
sAm c6 tac dung wc ché su phat trién té bao ung thu mau HL-60 va
c4c thanh phan hoat chét tap trung vao phan doan hiru co it phan cuc
(phan doan n-hexan). Két qua nghién ctiu caa ching toi pht hop véi
cac nghién ctu trudce day.

Két qua danh gia tic dung rc ché sy phét trién trén 03 dong té
bao ung thu mau bao gém HL-60, Jurkat va U937 tuong ing voi cac
thé ung thu mau 4ac tinh va man tinh cia céc Tan (1-6) tir r& Pan sim
(Bang 3.1) cho thiy ngoai trir chit s6 1, cac hop chat con lai déu c6



tac dung t6t. Trong d6 chét s 2 (trijuganon C) c6 tac dung tc ché
manh trén ca 3 dong té bao ung thu mau thyc nghiém va nhiéu dong
té bao ung thu cac mo va co quan khac (Bang 3.1 va Bang 3.2).

Bén canh cac tanshinon, nhitng hop chat con lai (7-17) ciing di
dugc danh gia tAc dung trc ché su phat trién cua té bao ung thu mau
HL-60. Trong do, hop chét iriflophenon 2-O-a-L-rhamnopyranosid
(13) thé hién tac dung manh nhit (IC5=8,9 uM). Cac nghién ctru
chuyén sau tiép theo cin duoc tién hanh dé tim hiéu co ché tac dung
khéng u cua hop chat 13.

Dé 1am 15 co ché giy doc té bao ung thu HL-60 cua hop chat 2,
chiing toi dat gia thuyét va tién hanh kiém tra tac dung cua chat 2 ¢6
hay khong theo co ché gy chét té bao theo chuong trinh apoptosis
thong qua viéc phan tich cac biéu hién dic trung té bao bao gém
phan tich hinh thai hoc va phan manh DNA. Két qua thi nghiém cho
thiy, khi cac té bao ung thu HL-60 dwoc xt ly bang trijuganon C (2)
dan dén su ngung tu chit nhidm sic chromatin va phan manh DNA
(Hinh 3.18). Do d6, tac dung chéng ting sinh trén dong té bao ung
thu mau HL-60 cua 2 théng qua su kich thich qua trinh apoptosis.

Dé 1am 16 co ché gay chét té bao theo chuong trinh apoptosis cap
d6 phan ter cua trijuganon C (2), trong luan an ching tdi tién hanh
nghién ctru kiém tra su tac dong cua trijuganon C (2) trén céc protein
caspase va chirc niang cua ty thé. Trijuganon C (2) c6 kha ning hoat
hoa protein PARP va cac caspase-3, 8 va 9. Ngoai ra, sy phan manh
DNA giy ra boi trijuganon C (2) bi triét tiéu khi c6 mat cic chat trc
ché caspase (Hinh 3.19). Ngoai ra, protein cytochrome ¢ dugc giai
phong khoi ty thé va tich tu dan & dich bao theo thoi gian ciing nhu
kha ning thim thdm cua té bao HL-60 bi suy giam khi duoc xir 1y
voi trijuganon C (2). Nhu vay qué trinh apoptosis gay ra boi 2 theo



ca hai co ché bao gdm co ché ngoai (kich hoat protein caspase) va co
ché ty thé. Tong hop céac két qua nghién ctru chi ra riang, hop chat
trijuganon C (2) 1a nguyén ligu rat tiém ning cho cac nghién ciru
phét trién thudc chong ung thu mau.

KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN
1. V@& hoa hoc
- Da chiét xuét va phan lap duoc 17 hop chit (1-17) tir ré ciy Pan
sam. Cac hop chit lan luot dugc xac dinh 1a dihydrotanshinon | (1),
trijuganon C (2), trijuganon B (3), cryptotanshinon (4), tanshinon 11A
(5), tanshinon 1 (6), acid 78,24-dihydroxy ursolic (7), acid 24-
hydroxy corosolic (8), acid ursolic (9), acid oleanolic (10), acid
maslinic  (11), acid asiatic (12), iriflophenon 2-O-o-L-
rhamnopyranosid (13), acid rosmarinic (14), methyl rosmarinat (15),
ethyl rosmarinat (16) va ethyl salvianolat A (17).
- Trong sé 17 hop chét, c6 03 hop chat (7-8 va 13) lan dau tién phan
lap duoc tir mot loai thudce chi Salvia, 04 hop chat (11, 12, 16 va 17)
lan dau tién duoc tim thiy trong cdy Pan sam.
- Pi xay dung dugc mot phuong phap phan tich, dinh lugng dong
thoi 03 hoat chat Tanshinon chinh bao gém tanshinon | (6),
tanshinon 1A (5) va cryptotanshinon (4) trong dugc liéu Pan sam.
Phuong phéap phan tich da xay dung don gian, nhanh chong, dé thuc
hién, dat y8u cau vé khoang tuyén tinh, do lap lai, d6 dung, do chinh
x4c, tinh dic hiéu.
3. V& tac dung sinh hoc
- Cao chiét EtOH va cao phan doan n-hexan tir ré Pan sim cé tac
dung wc ché sy phat trién té bao ung thu mau HL-60.



- Cac hop chat Tanshinon (2-6) c6 tac dung tuc ché 03 dong té bao
ung thu mau bao gdm HL-60, Jurkat va U937. Trong d6, hop chit
trijuganon C (2) c6 tac dung wc ché manh nhat véi gia tri 1Cso lan
luot 12 6,1; 8,9 va 13,4 uM.

- Céc hop chit 7, 9, 10, 13, 15-17 ¢6 tac dung wrc ché dong té bao ung
thu mau HL-60 véi gid tri ICsp tir 8,9-26,8 uM. Trong do, chit s6 13
thé hién tac dung manh nhat (1C5=8,9 uM).

- Hop chét 2 thé hién tac dung tc ché manh (ICso < 10 pM) trén trén
03 dong té bao ung thu duong rugt bao gdm DLD-1 (ICs 6,1 pM),
COLO 205 (ICs 7,2 pM), Caco-2 (ICso 8,4 uM). Ngoai ra, hop chit
nay ciing c6 tac dung tét trén dong té bao ung thu duong rudt HCT-
15 (ICsp 13,2 pM), ung thu tuyén tién liet PC-3 (ICsp 11,2 pM),
LNCap FGC (ICso 13,7 pM), ung thu phéi MCF-7 (ICsp 16,7 pM).
Hop chét trijuganon C (2) khong gay doc ddi véi 02 dong té bao
thuong WRL 68 va NB1RGB.

- Hop chét 2 c6 tac dung trc ché sy phét trién cua té bao ung thu HL-
60 thdng qua kich thich qua trinh apoptosis.

- Hop chit 2 gay ra qué trinh apoptosis theo hai co ché bao gém co
ché ngoai (hoat hoa protein PARP va cac caspase-3, 8 va 9) va co
ché ty thé.

KIEN NGHI

- Tiép tuc nghién ctru co ché tac dung gy doc trén té bao ung thu
cua hop chit trijuganon C (2) cap d6 phan tir, nghién ctu tac dung
chéng ung thu in vivo cua hop chét trijuganon C (2).

- Nghién ctru, danh gia ham luong cua hoat chat trijuganon C (2)
trong duoc liéu Pan sdm trong & Viét Nam.

- Nghién ciru phét trién ché pham tir Pan sdm theo hudng chong ung
thu phuc vu cham soc stc khoe cong dong.



DANH MUC CAC CONG TRINH PA CONG BO LIEN QUAN

PEN LUAN AN TIEN ST DUQC HQC

S6 Tap chi
Tén bai bao Tén tap chi va nam phat
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Thanh phan axit phenolic cua ré cdy | Tap chi Héa hoc 55(4€23),
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Lamiaceae) trong tai Viét Nam of Chemistry) 2017
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