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ĐẶT VẤN ĐỀ 

 

Chi Stephania Lour. thuộc họ Tiết dê (Menispermaceae) có khoảng trên 
100 loài trên thế giới, phân bố chủ yếu ở vùng nhiệt đới, á nhiệt đới các nước châu 
Á. Một số loài trong chi Stephania Lour. đang là nguồn nguyên liệu chiết xuất 
một số hoạt chất làm thuốc như L-tetrahydropalmatin, cepharanthin, tetrandrin... 
Nhiều loài trong chi này được sử dụng làm thuốc phòng và chữa bệnh tùy theo 
kinh nghiệm của nhân dân từng địa phương. 
 Loài Stephania dielsiana Y.C. Wu có tên thường dùng là củ dòm, ngoài ra 
còn có các tên khác như bình vôi nhựa tím, cà tòm, củ gà ấp [1], [2] là một trong 
các loài thuộc chi Stephania Lour. đang được quan tâm nghiên cứu trong những 
năm gần đây. Đây là một loài có phân bố tương đối hẹp, chủ yếu gặp ở miền bắc 
Việt Nam [2] và một số vùng miền Nam Trung Quốc (như Quảng Tây, Vân Nam) 
[3]. Nghiên cứu của các tác giả Trung Quốc chủ yếu tập trung vào việc chiết xuất, 
phân lập các hợp chất từ củ [3], [4], [5], [6] mà chưa quan tâm đến phần thân lá 
của loài này. 
 Ở Việt Nam, các nghiên cứu về Stephania dielsiana Y.C. Wu đã xác định 
các đặc điểm thực vật [7]; phân lập và xác định cấu trúc của một số alcaloid có 
trong thân lá và củ của cây như L-tetrahydropalmatin, oxostephanin, 
dehydrocrebanin, thailandin, crebanin [8], [5], [10], [11]; xây dựng được phương 
pháp định lượng chất oxostephanin và bước đầu xác định một số thông số phục 
vụ thiết lập chất này làm chất đối chiếu dùng trong kiểm nghiệm và nghiên cứu 
dược liệu củ dòm [12], [13], [14]. Một số phân đoạn và chất tinh khiết được chiết 
xuất và phân lập từ củ dòm có tác dụng ức chế một số dòng tế bào ung thư [15], 
[16], [17], [18], tác dụng giải lo âu, an thần và chống trầm cảm [19], [20], [21], 
chống viêm giảm đau [22], [23], ức chế acetylcholinesterase [24].  

Trong các hoạt chất đã được phân lập từ củ dòm, oxostephanin được tập 
trung nghiên cứu nhiều hơn. Thử nghiệm in vitro cho thấy chất này có nhiều tác 
dụng sinh học đáng lưu ý, đặc biệt là tác dụng kháng tế bào ung thư [15]. Hàm 
lượng oxostephanin trong các mẫu thân lá cao hơn nhiều lần so với mẫu củ [13], 
[14]. Sử dụng thân lá có nhiều ưu điểm hơn so với sử dụng củ vì có thể thu hái được 
nhiều lần trong năm, đồng thời khi thu hái một phần thân lá, cây vẫn sống và tiếp tục 
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phát triển. Ngược lại, theo kinh nghiệm dân gian thường chỉ thu hái củ khi cây từ 3 
– 5 năm tuổi. Khi đó sẽ mất cả cây, thời gian nhân giống và phát triển cây mới cho 
đến khi thu hái kéo dài. Việc sử dụng thân lá thay cho củ đã được đồng bào dân tộc 
Dao, dân tộc Tày … ứng dụng trong thực tế, góp phần bảo tồn cây củ dòm; nâng cao 
năng suất thu hái, hiệu quả kinh tế. Tuy nhiên hiện vẫn chưa có nghiên cứu đánh giá 
về việc nên thu hái thân lá vào thời điểm nào trong năm để thu được hàm lượng hoạt 
chất cao mà vẫn đảm bảo phát triển cây thuốc này. Bên cạnh oxostephanin và một 
số ít các hợp chất đã được công bố, trong thân lá củ dòm còn các hợp chất nào khác, 
tác dụng sinh học và cơ chế tác dụng của các hợp chất này ra sao cũng chưa được 
nghiên cứu và làm rõ. 
 Tiếp nối kết quả của các nghiên cứu trước đây, để góp phần làm rõ thêm về 
thành phần hoá học có trong thân lá cây củ dòm và đánh giá tác dụng cũng như 
cơ chế tác dụng kháng ung thư của các hợp chất, đặc biệt là oxostephanin, luận án 
“Nghiên cứu thành phần hóa học và đánh giá tác dụng kháng ung thư của 

thân lá cây củ dòm (Stephania dielsiana Y. C. Wu)” được tiến hành với các 
mục tiêu sau: 

1. Chiết xuất, phân lập và xác định được cấu trúc của một số hợp chất từ 
thân lá cây củ dòm. 

2. Bước đầu xây dựng được phương pháp phân lập và phương pháp định 
lượng để theo dõi hàm lượng oxostephanin trong dược liệu theo thời 
gian thu hái. 

3. Đánh giá được tác dụng gây độc tế bào của một số hợp chất đã phân lập 
và bước đầu nghiên cứu được cơ chế kháng ung thư của oxostephanin. 

 



 3 

CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN 

 

1.1. TỔNG QUAN VỀ THỰC VẬT 

1.1.1. Vị trí phân loại  

Loài củ dòm có tên khoa học là Stephania dielsiana Y.C. Wu, ngoài ra còn 
có các tên gọi khác như bình vôi nhựa tím, củ tòm, củ gà ấp [1], [2].  

Theo hệ thống phân loại của Takhtajan năm 1996 [25], chi Stephania Lour. 
có vị trí phân loại như sau: 

Ngành Ngọc lan (Magnoliophyta) 
 Lớp Ngọc lan (Magnoliopsida), 
  Phân lớp Hoàng liên (Ranunculidae), 
   Bộ Hoàng liên (Ranunculales), 

Họ Tiết dê (Menispermaceae)  
 Chi Stephania Lour. 

1.1.2. Đặc điểm thực vật loài củ dòm 

Dây leo nhỏ, yếu, sống nhiều năm. Rễ củ to. Thân leo cuốn dài khoảng 3 
m. Thân non màu tím hồng nhạt. Cành non màu nâu nhạt, khi già chuyển màu nâu 
xám. Toàn cây không lông, có nhựa màu đỏ. Củ dạng thay đổi, vỏ xù xì có những 
nốt sần dọc dài, màu nâu xám, nâu nhạt hay màu đất, ruột củ màu hồng, lát cắt có 
nhiều xơ [26]. 

Lá đơn màu xanh, mép nguyên, mọc so le, có cuống dài 4,5-8,5 cm. Phiến 
lá hình tam giác tròn, 9-13 x 8-13,5 cm. Mép lá hơi lượn sóng có răng tù rất thưa 
ở ngọn; ngọn lá nhọn; gốc bằng hoặc hơi lõm; gân chính xếp chân vịt, xuất phát 
từ chỗ đính của cuống lá. Gân 9-12 chiếc, tỏa tròn xuất phất từ đỉnh của cuống lá. 
Cuống lá đính vào 1/5 đến 1/3 phiến lá tính từ gốc [26]. Ngọn non, cuống lá và 
cuống cụm hoa có màu tím hồng [1]. 

Hoa đơn tính khác gốc. Cụm hoa đực xim tán kép, cuống cụm hoa dài 1,3-
2 cm, gồm 8-12 tán kép, ở gốc tán có lá bắc nhỏ dài 0,8-1,2 cm, mỏng, màu vàng 
xanh, hình mác đầu nhọn, mép lá màu vàng nhạt có răng cưa, mỗi tán lại gồm 7-
11 tán nhỏ, cuống tán rất ngắn. Hoa đực nhỏ, lá đài 6, rời, xếp thành 2 vòng 3, 
kích thước đều nhau, hình tim, đỉnh nhọn, sống giữa cánh đài có gân màu xanh 
nâu, có các gân nhỏ màu nâu từ sống giữa tỏa ra 2 bên, mép bên cụp vào trong; 
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cánh hoa 3, rời, đều nhau, xếp xen kẽ lá đài, hình trứng ngược, màu đỏ cam, có 
các vân màu nâu, dày, nạc, mép cuốn vào bên trong; bộ nhị 6, chỉ nhị dính liền 
nhau, bao phấn 6, xếp thành vòng tròn trên 1 mặt phẳng [26]. Cột nhị ngắn, bao 
phấn 6, dính thành đĩa 6 ô [27].  

Cụm hoa cái xim tán kép gần dạng đầu, 7-8 đầu nhỏ, cuống rất ngắn [2]. 
Hoa cái nhỏ, đài 1, màu vàng xanh đậm dần về phía gốc, có các vân màu đỏ, hình 
mác rộng nhọn đầu, mép dưới cuốn vào trong; cánh hoa 2, rời xếp lệch về 1 phía, 
màu vàng nhạt, hình trứng ngược, dày, nạc, dài 0,6-1 mm. Bầu hình trứng ngược, 
cuống ngắn, núm nhụy chia 5 thùy. Quả hình trứng ngược, dài 0,8-1,2cm, khi chín 
có màu đỏ tươi. Hạt hình móng ngựa (kích thước 6-8mm, 3-5mm) có lỗ nhỏ ở 
giữa hình trái xoan, trên lưng có 4 hàng gai, mỗi hàng có 13-17 gai. Ra hoa vào 
tháng 3, có quả vào tháng 5 [26]. Một số đặc điểm hình thái của củ dòm được 
trình bày trong hình 1.1 và hình 1.2. 

 

 
1. Lá, 2-3. Hạt [28] 1. Cành mang hoa quả, 2. Hoa đực, 

3. Hoa cái, 4. Hạt [2] 
Hình 1.1. Hình ảnh của loài S. dielsiana Y. C. Wu 

1.1.3. Phân bố của loài củ dòm 

 Chi Stephania Lour. có khoảng 107 loài phân bố chủ yếu ở vùng nhiệt đới, 
á nhiệt đới các nước châu Á như: Trung Quốc (43 loài), Thái Lan (18 loài), 
Indonesia (17 loài), Việt Nam (23 loài), các nước châu Phi (12 loài), Malaysia 
(11 loài), Ấn Độ (11 loài), Philippin (8 loài), Papua New Guinea (8 loài), Australia 
(7 loài), Myanma (5 loài), Đài Loan (5 loài), khu vực Hymalaya (3 loài), 
Campuchia (3 loài), Nhật Bản (2 loài), Sri Lanka (2 loài), Lào (2 loài), Đông 
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Timor (1 loài), Quần đảo Solomon (1 loài), Banglades (1 loài), Nepal (1 loài)… 
[29], [30], [31], [32], [33], [34], [35], [36]. 
 

  
Củ  Thân và lá 

  
Cụm hoa đực  Cụm hoa cái 

  
Quả xanh  Hạt  

Hình 1.2. Một số đặc điểm hình thái loài Stephania dielsiana Y. C. Wu 

[26] 
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 Ở Việt Nam, theo các tài liệu tham khảo, chi Stephania Lour. có 23 loài, 
các loài bình vôi thường mọc hoang từ vùng núi cao đến vùng đồng bằng, ven 
biển, có loài mọc ngay trên bãi cát hoặc gò hoang vùng ven biển (S. pierei Diels.). 
Chúng phân bố rộng khắp trên cả 3 miền, từ miền Bắc (Cao Bằng, Lạng Sơn, 
Quảng Ninh, Hải Phòng, Hà Nội, Hà Tây, Hòa Bình, Yên Bái, Lào Cai, Thái 
Nguyên, Tuyên Quang, Phú Thọ, Hà Giang, Sơn La, Nam Định, Ninh Bình) đến 
miền Trung (Thanh Hóa, Nghệ An, Lâm Đồng, Đắc Lắc, Ninh Thuận, Quảng 
Nam, Đà Nẵng, Thừa Thiên Huế, Bình Định, Phú Yên) và miền Nam (An Giang, 
Đồng Nai, Sông Bé, Bà Rịa-Vũng Tàu).  
 Loài củ dòm (S. dielsiana) phân bố tương đối hẹp ở Việt Nam, chủ yếu gặp 
ở các tỉnh miền Bắc như Lào Cai, Yên Bái, Bắc Kạn, Thái Nguyên, Sơn La, Hòa 
Bình, Phú Thọ, Hà Nội (Hà Tây cũ), Bắc Giang, Bắc Ninh, Quảng Ninh [2], [27], 
[28], [37], [38], [39], [40]. 

Tóm lại, củ dòm là một loài bình vôi có nhựa đỏ thuộc chi Stephania Lour. 
phân bố tương đối hẹp ở miền bắc Việt Nam và một số tỉnh phía nam Trung Quốc, 
hiện đang được xếp vào danh mục VU (sắp nguy cấp) trong Sách đỏ Việt Nam. Cần 
tiếp tục các nghiên cứu sâu hơn để vừa đảm bảo bảo tồn cây thuốc, vừa phát hiện và 
chứng minh được tác dụng của các thành phần có hoạt tính sinh học trong cây củ 
dòm. 
1.2. THÀNH PHẦN HOÁ HỌC CÂY CỦ DÒM 

1.2.1. Alcaloid 

Alcaloid là thành phần chính trong củ và thân lá của cây củ dòm (Stephania 
dielsiana Y.C. Wu). Các nghiên cứu trên thế giới và ở Việt Nam đã chiết xuất phân 
lập được từ loài S. dielsiana 27 alcaloid trong đó chiếm tỷ lệ lớn chất là các alcaloid 
nhóm aporphin (20/27), ngoài ra còn có các alcaloid nhóm morphinan, protoberberin 
và benzylisoquinolin (hình 1.3 và hình 1.4). 

Năm 2009, Zhang Yi và cộng sự đã phân lập và nhận dạng được 12 alcaloid 
từ loài Stephania dielsiana Y.C.Wu là sinoacutin (1), stephanin (2), ayuthianin 
(3), dehydrostephanin (4), cephamorphinanin (5), aknadinin (6), liriodenin (7), 
sinomenin (8), L-tetrahydropalmatin (9), (-) corydalmin (10), oxocrebanin (11), 
nor-canelillin (12) [3]. 
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Hình 1.3. Cấu trúc các alcaloid phân lập được từ loài củ dòm 
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Hình 1.4. Cấu trúc các alcaloid phân lập được từ loài củ dòm (tiếp) 

Năm 2011, Yecheng Deng và cộng sự đã phân lập được hai alcaloid từ loài 
Stephania dielsiana Y.C.Wu là stephanin (2) và crebanin (13) [5]. 
 Năm 2018, De-Xiong Zhou và cộng sự đã phân lập được 17 alcaloid nhóm 
aporphin bao gồm stephanin (2), ayuthianin (3), dehydrostephanin (4), liriodenin 
(7), oxocrebanin (11), crebanin (13), dehydrocrebanin (14), stesakin (15), 
isolaurelin (16), oxoputerin (17), (+)-O-methylbulbocapnin (18), 8-
demethyldehydrocrebanin (19), vireakin (20), dehydroisolaurelin (21), 
sukhodianin (22), crebanin N-oxid (23), và dehydroroemerin (24) [4]. 

Các nghiên cứu của Đào Đức Thiện và cộng sự năm 2018 [41], của J. 
Knockleby và cộng sự năm 2020 [42] đều sử dụng nguyên liệu là thân lá loài S. 
dielsiana thu hái ở Việt Nam và đều phân lập được 7 alcaloid là stephanin (2), 
tetrahydropalmatin (9), crebanin (13), O-methylbulbocapnin (18), oxostephanin 
(25), palmatin (26) và thailandin (27). 

Ở Việt Nam, năm 2009, Phạm Thanh Kỳ, Nguyễn Quốc Huy đã phân lập 
và nhận dạng được ba alcaloid từ củ của loài củ dòm là: L-tetrahydropalmatin (9), 
dehydrocrebanin (14) và oxostephanin (25) [8]. 

Từ thân lá củ dòm, nghiên cứu của Nguyễn Quốc Huy, Phạm Thanh Kỳ đã 
phân lập và xác định cấu trúc của oxostephanin (25) [9]; Nguyễn Vũ Minh và 
cộng sự đã phân lập và xác định cấu trúc của thailandin (27) [10]. 
1.2.2. Các nhóm hợp chất khác 

 Năm 2009, Zhang Yi và cộng sự đã phân lập và nhận dạng được bốn lignan 
gồm gomisin A (28), gomisin B (29), schisandrin C (30), 6-O-benzoyl-gomisin 
(31), một oligopeptid asterinin B (32) và một sterol β-sitosterol (33) từ rễ loài S. 
dielsiana [3]. 
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Năm 2018, Yan Liang và cộng sự đã phân lập được 2 flavonoid là rutin 
(34), quercetin (35) và các sterol là β-sitosterol (33), stigmasterol (36) và α-
spinasterol (37) từ phân đoạn không alcaloid của cây củ dòm [6].  

Cấu trúc của các hợp chất khác phân lập từ củ dòm được trình bày trong 
hình 1.5. 

 

Hình 1.5. Cấu trúc các hợp chất khác phân lập được từ loài củ dòm 
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Nam đã chiết xuất, phân lập 25 alcaloid và 10 hợp chất phi alcaloid; trong khi đó 
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về các hợp chất khác trong thân lá. Trong số 7 alcaloid đã được phân lập từ thân 
lá củ dòm có 5 hợp chất gặp cả trong củ và thân lá là stephanin, L-
tetrahydropalmatin, crebanin, O-methylbulbocapnin, oxostephanin; 2 hợp chất 
mới được tìm thấy trong thân lá, chưa gặp trong củ là palmatin và thailandin. 

Như vậy, các công bố về thành phần hoá học của phần củ và phần thân lá 
loài củ dòm có sự khác biệt đáng kể, cần thiết phải có thêm các nghiên cứu sâu 
hơn về thành phần hoá học cũng như tác dụng sinh học của các hợp chất có trong 
thân lá của loài này. 
1.3. TÁC DỤNG SINH HỌC, CÔNG DỤNG VÀ ĐỘC TÍNH CỦA CỦ DÒM 

1.3.1. Tác dụng sinh học 

1.3.1.1. Tác dụng trên các dòng tế bào ung thư 

v Tác dụng trên các dòng tế bào ung thư của phân đoạn chiết xuất từ cây củ 

dòm 
 Phân đoạn SM2 (phân đoạn dichloromethan và ethylacetat) từ củ loài S. 
dielsiana đã được Nguyễn Quốc Huy và cộng sự [17] đánh giá có tác dụng ức chế 
tốt sự tăng trưởng của 6 dòng tế bào ung thư: tế bào ung thư dạ dày (N87), tế bào 
ung thư buồng trứng (OVCAR-8), tế bào ung thư vú (MDA-MB-231), tế bào ung 
thư cổ tử cung HeLa, tế bào ung thư gan (HepG2), tế bào ung thư biểu mô cuống 
phổi và phế nang ở người (H358) với IC50 lần lượt là 10,27; 12,21; 18,24; 22,84; 
26,18; 30,09 µg/ml (hình 1.6). Trong khi đó phân đoạn SM1 (phân đoạn n-hexan) 
chỉ có tác dụng ức chế yếu trên ba dòng tế bào ung thư N87, HepG2, HeLa với IC50 
tương ứng là 35,73; 87,2; 94,6 µg/ml. Phân đoạn SM3 (phân đoạn nước) không có 
tác dụng trên 6 dòng tế bào ung thư thử nghiệm. 

 
Hình 1.6. Tác dụng ức chế sự phát triển các dòng tế bào ung thư của  

phân đoạn chính chiết từ củ dòm (SM2) – In vitro [17] 
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 Phân đoạn SM2 từ củ loài nghiên cứu tiếp tục được đem thử nghiệm in vivo sử 
dụng mô hình gây khối u rắn Sarcoma180 trên chuột nhắt trắng chủng Swiss; đã làm 
giảm tốc độ tăng trưởng (tỷ lệ gây thoái lui khối u dưới tác dụng là 35,7 %) và thể 
tích khối u Sarcom180 so với chuột đối chứng (giảm 32,6 %). Phân đoạn SM2 không 
ảnh hưởng nhiều đến khả năng sống của chuột thí nghiệm. Tỷ lệ gây chết của SM2 
là 6,7 %, thấp hơn nhiều so với đối chứng ung thư không điều trị (10,0 %) và đối 
chứng dương 6MP (Mercaptopurine) (70,0 %) [16]. 

Năm 2020, James Knockleby và cộng sự [42] đã phân lập được 7 hợp chất 
alcaloid từ lá của cây củ dòm và tiến hành thử tác dụng gây độc tế bào trên một 
số dòng tế bào ung thư (HeLa, MDA-MB-231, MDA-MB-468 và MCF7) và hai 
dòng tế bào non-cancer (184B5 và MCF10A) của các phân đoạn dịch chiết, cũng 
như các hợp chất phân lập được. Kết quả cho thấy: 

- Phân đoạn MB2L (phân đoạn methanol) có tác dụng gây độc với các dòng 
tế bào ung thư (HeLa, MDA-MB-231, MDA-MB-468 và MCF7) với IC50 lần lượt 
là 6,1; 7,8; 3,8; 5,9 μg/mL.  

- Phân đoạn MB2L-CH (phân đoạn dicloromethan) có tác dụng gây độc 
không chọn lọc với hầu hết các dòng tế bào thử nghiệm: các dòng tế bào ung thư 
(HeLa, MDA-MB231, MDA-MB-468 và MCF7) và hai dòng tế bào non-cancer 
(184B5 và MCF10A).  

- Phân đoạn MB2L-B (phân đoạn butanol) có tác dụng gây độc chọn lọc 
cao trên các dòng tế bào ung thư (HeLa, MDA-MB-231, MDA-MB-468 và 
MCF7) với giá trị IC50 nằm trong khoảng từ 0,57–14,35 μg/mL. 
 - Phân đoạn MB2L-H (phân đoạn n-hexan) không thể hiện tác dụng. 

v Tác dụng trên các dòng tế bào ung thư của các hợp chất chiết xuất, phân 

lập được từ cây củ dòm 
Các hợp chất phân lập từ củ dòm cũng có tác dụng gây độc tế bào ung thư, 

đặc biệt là các chất oxostephanin, dehydrocrebanin, thailandin, stephanin, 
crebanin, palmatin, cụ thể như sau: 
* Oxostephanin 

Các nguyên cứu của Nguyễn Quốc Huy và cộng sự [15], [18], từ phân đoạn 
SM2 (phân đoạn dichloromethan và ethylacetat) chiết xuất từ củ loài S. dielsiana, 3 
hợp chất tinh khiết đã được phân lập, trong đó oxostephanin thể hiện tác dụng ức chế 
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trên 05 dòng tế bào ung thư thử nghiệm: dòng tế bào ung thư buồng trứng (OVCAR-
8), ung thư cổ tử cung (HeLa), ung thư gan (HepG2), ung thư vú (MDA-MB-231) 
và ung thư cuống phổi phế nang (H358) với giá trị IC50 theo thứ tự: 0,34 ± 0,02; 0,66 
± 0,06; 0,7 ± 0,05; 1,02 ± 0,04 và 1,84 ± 0,02 (µg/ml) với chất đối chiếu là Taxol 
[15]. Nghiên cứu cũng cho thấy oxostephanin có tác dụng ức chế yếu đối với dòng 
tế bào ung thư dạ dày N87 với IC50 = 28,35 ± 0,07 µg/ml (hình 1.7). 

 
Hình 1.7. Tác dụng ức chế sự phát triển các dòng tế bào ung thư của  

oxostephanin – In vitro [15] 
Oxostephanin kích thích quá trình apoptosis (kích thích tế bào chết theo 

chương trình) ở tế bào ung thư buồng trứng OVCAR-8, sau 24h xử lý tế bào với 
nồng độ 1 µg/ml, tỷ lệ apoptosis tăng lên 6,5 lần [18]. 

Trong một nghiên cứu ở Thái Lan, oxostephanin đã được phân lập từ loài 
Stephania venosa (Blume) Spreng và đã thử tác dụng kháng một số dòng ung thư 
cho kết quả oxostephanin có tác dụng trên 2 dòng tế bào ung thư thử nghiệm, đã xác 
định IC50 của oxostephanin trên 2 dòng tế bào ung thư vú (BC - Breast cancer) và 
MOLT-3 (Acute lymphoblastic leukemia) với IC50 lần lượt là 0,24 và 0,71 μg/ml 
[43]. 

Năm 2018, Đào Đức Thiện và cộng sự cũng đã đánh giá tác dụng gây độc trên 
2 dòng tế bào ung thư vú ở người (human breast cancer cell line – BT474) và tế bào 
ung thư ruột kết ở người (human colon cancer cell line – HCT116) của 7 alcaloid 
phân lập được từ loài S. dielsiana là tetrahydropalmatin, stephanin, crebanin, O-
methylbulbocapnin, oxostephanin, palmatin và thailandin; chất đối chiếu được sử 
dụng là Docetaxel. Kết quả cho thấy oxostephanin thể hiện khả năng gây độc trung 
bình trên cả hai dòng tế bào ung thư thử nghiệm với IC50 lần lượt là 9,53 và 8,54 
µg/ml [41]. 
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Nghiên cứu năm 2020 của James Knockleby và cộng sự với 7 alcaloid phân 
lập từ thân lá loài S. dielsiana Y.C. Wu cho kết quả oxostephanin có tác dụng 
mạnh nhất, ức chế một số dòng tế bào ung thư bao gồm HeLa, MDA-MB231, 
MDA-MB-468, MCF-7 và các dòng tế bào không ung thư 184B5 và MCF10A, 
với giá trị IC50 tương ứng là 1,76 ± 0,20; 2,67 ± 0,29; 2,26 ± 0,54; 4,35 ± 1,20; 
1,66 ± 0,56; 2,49 ± 0,11 µM [42]. Nghiên cứu trên dòng tế bào HeLa cũng đã chỉ 
ra oxostephanin gây dừng chu trình tế bào ở pha G2/M hoặc gây ra thể đa bội. Dữ 
liệu từ Western blot cho thấy khi xử lý tế bào, quá trình phosphoryl hóa Aurora 
A, B và C đã giảm, như vậy oxostephanin ức chế sự tự phosphoryl hóa của cả ba 
Aurora kinase. Nghiên cứu in silico chỉ ra oxostephanin sẽ tương tác với vùng liên 
kết ATP của Aurora A (cấu trúc tinh thể 4O0U) khi gắn chặt vào toàn bộ cấu trúc 
của Aurora A, được "khóa" trong vùng kỵ nước, nơi nó sẽ tương tác với dư lượng 
fluorophenyl Leu-210. Ngoài ra, oxostephanin cũng có khả năng hình thành liên 
kết hydro với Glu-211 và Ala-213, hai acid amin tương tác với adenin của ATP. 
Điều này cho thấy rằng oxostephanin sẽ chiếm phần lớn không gian giống như 
một phân tử ATP và do đó, cạnh tranh hiệu quả với nó để liên kết với thụ thể. 
Tương tự, oxostephanin cũng tương tác với thụ thể liên kết ATP kỵ nước của 
Aurora kinase B.  
* Dehydrocrebanin 

Dehydrocrebanin được chiết xuất từ phân đoạn SM2 của củ loài S. dielsiana 
và được đánh giá có tác dụng gây độc trên 2 dòng tế bào ung thư là ung thư buồng 
trứng OVCAR-8 và ung thư vú (MDA-MB-231), với giá trị IC50 lần lượt là 1,38 ± 
0,05 và 5,00 ± 0,03 µg/ml. Dehydrocrebanin thể hiện tác dụng gây độc trung bình 
đến yếu trên tế bào ung thư cổ tử cung (HeLa), ung thư gan (HepG2) và ung thư 
cuống phổi phế nang (H358) với giá trị IC50 theo thứ tự là 30,50 ± 0,07; 8,90 ± 0,09; 
37,91 ± 0,1 µg/ml [15]. 
* Thailandin 

Trong nghiên cứu về loài S. venosa ở Thái Lan năm 2011, thailandin đã 
được chiết xuất phân lập và đánh giá tác dụng kháng các tế bào ung thư phổi 
(A549) mạnh với IC50 là 0,30 μg/ml; gây độc rất thấp trên tế bào phổi phôi thai 
bình thường (MRC-5) [43]. 
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Nghiên cứu năm 2018 của Đào Đức Thiện và cộng sự [41] cho thấy thailandin 
thể hiện khả năng gây độc mạnh trên cả hai dòng tế bào ung thư thử nghiệm là tế bào 
ung thư vú ở người (human breast cancer cell line – BT474) và tế bào ung thư ruột 
kết ở người (human colon cancer cell line – HCT116) với IC50 lần lượt là 1,89 và 
2,76 µg/ml.  

James Knockleby và cộng sự [42] chứng minh thailandin thể hiện độc tính 
tế bào đáng kể đối với các dòng tế bào ung thư và không ung thư thực nghiệm với 
giá trị IC50 nằm trong khoảng từ 0,78 đến 7,11 μM, trong đó đặc biệt có hiệu quả 
trên dòng tế bào ung thư MDA-MB-468 và MCF7 với IC50 lần lượt là 0,78 ± 0,12 
và 1,99 ± 1,36 µM. Đây được coi là một hợp chất kháng ung thư tiềm năng.  
* Stephanin  

Stephanin gây độc với dòng tế bào ung thư vú BT474 và ung thư ruột kết 
HCT116 với IC50 lần lượt là 1,55 và 6,14 µg/ml [93], gây độc trên các dòng tế bào 
ung thư HeLa, MDA-MB231, MDA-MB-468, MCF-7 và các dòng tế bào không 
ung thư 184B5 và MCF10A với IC50 tương ứng là 3,33 ± 0,23; 5,66 ± 0,16; 7,14 ± 

2,11; 6,49 ± 0,43; 6,25 ± 0,14 và 7,19 ± 0,33 µM [42].  
* Crebanin 

Nghiên cứu của Nantapap và cộng sự năm 2010 cho thấy crebanin gây độc 
với 4 dòng tế bào ung thư thử nghiệm là tế bào tạo hồng cầu nhạy cảm với adriamycin 
(K562), tế bào tạo hồng cầu kháng adriamycin (K562/Adr) với sự biểu hiện của 
ABCB1/MDR1 P-glycoprotein, ung thư phổi tế bào nhỏ nhạy cảm với adriamycin 
(GLC4) và ung thư phổi tế bào nhỏ kháng adriamycin GLC4/ Adr với sự thể hiện 
của ABCC1/MRP1 với IC50 trong khoảng từ 7,17 – 10,31 µg/ml [44]. Nghiên cứu 
này cũng chứng minh crebanin ngăn chặn pha G0/G1 trong chu trình tế bào. 

Cũng nghiên cứu về crebanin chiết xuất từ loài S. venosa, Wongsirisin và cộng 
sự đã chỉ ra hợp chất này có tác dụng ức chế đáng kể sự tăng sinh của các tế bào bạch 
cầu ở người (HL-60, U937 và K562), tế bào sarcoma sợi ở người (HT1080) và dòng 
tế bào ung thư cổ tử cung (KB-3-1 và KB-V1), trong đó tế bào HL-60 nhạy cảm nhất 
với crebanin. Ngược lại, crebanin gây ra ít độc tính hơn nhiều trong các tế bào nguyên 
bào sợi bình thường của con người. Crebanin gây ra quá trình chết theo chương trình, 
đi kèm với sự gia tăng phân cắt caspa se-3, -8, -9 và poly(ADP-ribose) polymerase 
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(PARP), và được cho là do sự gia tăng mức độ protein Bax/Bcl. Crebanin cũng làm 
giảm khả năng tạo màng của ty thể [45]. 

Ngoài ra crebanin gây độc mạnh trên dòng tế bào ung thư vú BT474 với IC50 
= 1,58 µg/ml [41], gây độc yếu trên các dòng tế bào ung thư HeLa, MDA-MB231, 
MDA-MB-468, MCF-7 và các dòng tế bào không ung thư 184B5 và MCF10A 
với IC50 từ 17 - 48 µM [42]. 
* Oxocrebanin 

Oxocrebanin được chứng minh là alcaloid có hoạt tính chống ung thư vú ở S. 
hainanensis. Nó thể hiện hiệu quả ức chế tốt nhất trên tế bào MCF-7 với IC50 là 16,66 
μmol/l, và chỉ có tác dụng yếu đối với sự tăng sinh của tế bào MCF-10A. 
Oxocrebanin ức chế Topo I và II α trong hệ thống không tế bào và trong tế bào MCF-
7. Thử nghiệm tháo cuộn DNA cho rằng oxocrebanin xen kẽ với DNA như một chất 
ức chế xúc tác. Oxocrebanin điều chỉnh mức độ Topo I và IIα và các protein liên 
quan đến tổn thương DNA. Oxocrebanin dẫn đến ngăn cản quá trình nguyên phân, 
và những tác động này xảy ra thông qua cả hai con đường phụ thuộc p53 và không 
phụ thuộc p53. Oxocrebanin gây ra hiện tượng autophagy, hình thái α-tubulin bất 
thường và kích thích động lực tăng cường của vi mạch [46]. 
* O-methylbulbocapnin 

 Tác dụng gây độc của O-methylbulbocapnin trên các dòng tế bào K562, 
K562/Adr, GLC4 và GLC4/Adr yếu hơn so với crebanin với IC50 trong khoảng từ 
8,73 – 14,18 µg/ml song cơ chế tác dụng là tương tự do đều ngăn chặn pha G0/G1 
của chu trình tế bào [44]. O-methylbulbocapnin làm nhạy cảm dòng tế bào ung thư 
biểu mô buồng trứng ở người SKOV3 với cisplatin thông qua việc ức chế tín hiệu 
Akt/NF-κB và điều chỉnh giảm các sản phẩm gen qua trung gian NF-κB [47]. 
1.3.1.2. Tác dụng giảm đau, chống viêm 

 Dịch chiết nước từ củ loài củ dòm với liều tương đương 2,5g và 5g dược 
liệu/kg thể trọng chuột có tác dụng giảm đau ngoại biên theo kiểu aspirin và thể hiện 
tác dụng chống viêm sau 24 giờ. Với liều thí nghiệm 5g/kg thể trọng, củ loài S. 
dielsiana có tác dụng làm giảm u hạt, tác dụng gần tương tự tác dụng chống viêm 
của prednisolon với liều 5mg/kg [22]. 

Phân đoạn dichloromethan từ củ là phân đoạn giàu oxostephanin, với mức liều 
tương đương 9 g/kg chuột đã làm giảm được 52,4% tổng số cơn đau quặn so với lô 
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chứng; làm tăng ngưỡng đau của chuột cống lên 111,5%, so với indomethacin là 
125,9%; làm giảm khối lượng u hạt ướt 21,55% và giảm khối lượng u hạt khô là 
30,8% [23]. 

Oxocrebanin là một alcaloid được báo cáo có trong củ dòm đã được chứng 
minh tác dụng chống viêm đáng kể bằng cách ức chế tiết NO. Oxocrebanin cũng ức 
chế đáng kể sự biểu hiện của prostaglandin E2, yếu tố hoại tử khối u-α, interleukin 
(IL)-1β, IL-6, cảm ứng nitric oxide synthase, và biểu hiện protein cyclooxygenase 
(COX)-2 bằng cách bất hoạt yếu tố hạt nhân κB, c-Jun NH2- kinase tận cùng, kinase 
1/2 điều chỉnh tín hiệu ngoại bào và các con đường truyền tín hiệu viêm 
phosphatidylinositol 3-kinase/Akt. Phân tích docking phân tử cho thấy thêm rằng 
oxocrebanin có ái lực cao hơn với protein COX-2 so với các phối tử gốc [48]. 

Một số alcaloid khác như crebanin, O-methylbulbocapnin cũng đã được 
chứng minh tác dụng giảm đáp ứng trong phản ứng viêm [49], [50]. 
1.3.1.3. Tác dụng an thần, gây ngủ, giải lo âu, chống trầm cảm 

 Củ dòm có tác dụng kéo dài thời gian ngủ khi phối hợp với thiopentan lên 3 
lần với liều 1,25 g/kg chuột và 8 lần với liều 2,5 g/kg chuột so với lô chỉ dùng 
thiopentan. Ở liều 2,5g củ dòm/kg chuột, củ dòm có tác dụng làm giảm hoạt động 
của chuột đến 78,8 % và tác dụng này có tính phụ thuộc liều. Tăng đến liều 10g củ 
dòm/kg, chuột gần như nằm im, không hoạt động [51]. 

Dịch chiết nước toàn phần và cắn alcaloid toàn phần loài S. dielsiana ở mức 
liều 30 mg/kg thể hiện tác dụng tương đương với diazepam liều 2 mg/kg trên cả số 
lần di chuyển vào tay mở và thời gian lưu lại tay này trong mô hình đánh giá tác dụng 
giải lo âu EPM ở chuột bình thường. Liên quan đến tác dụng chống lo âu toàn thể, 
clomipramin (25 mg/kg) và S. dielsiana (17,5 mg/kg) làm tăng có ý nghĩa thời gian 
tiềm tàng của đáp ứng chạy trốn mà không làm thay đổi đáp ứng né tránh so với lô 
chứng [19]. 

L-tetrahydropalmatin là một alcaloid tìm thấy trong củ của loài nghiên cứu đã 
được chứng minh các tác dụng giảm đau, an thần gây ngủ (và tăng cường tác dụng 
thuốc gây ngủ), tăng cường quá trình ức chế trong các tế bào thần kinh ở vỏ bán 
cầu đại não và thể lưới thân não [40], [52], [53]. Tuy nhiên hàm lượng L-
tetrahydropalmatin trong củ dòm chỉ khoảng 0,40%, tương đối thấp hơn so với các 
loài bình vôi khác như S. brachyandra (khoảng 3,69%) và S. sinica (khoảng 2,43%) 
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[26] cho thấy đây không phải là nguồn nguyên liệu tiềm năng để chiết xuất L-
tetrahydropalmatin. 
1.3.1.4. Tác dụng diệt ký sinh trùng sốt rét 

Năm 2020, James Knockleby và cộng sự đã chiết xuất và đánh giá tác dụng 
diệt ký sinh trùng sốt rét của các phân đoạn dịch chiết từ thân lá loài S. dielsiana, 
kết quả cho thấy: phân đoạn MB2L-CH (phân đoạn dicloromethan) và MB2L-B 
(phân đoạn butanol) có hoạt tính tương tự nhau với giá trị IC50 tương ứng trong 
khoảng 4,5 - 7,9 μg/mL và 5,8 - 7,1 μg/mL đối với Plasmodium falciparum chủng 
3D7 nhạy cảm với chloroquin và W2 kháng chloroquin. Phân đoạn MB2L (phân 
đoạn methanol) và MB2L-H (phân đoạn n-hexan) không thể hiện tác dụng [42].  

Nghiên cứu này cũng cho thấy thailandin hoạt động mạnh nhất so với các 
alcaloid trong cùng nghiên cứu trên cả hai chủng P. falciparum với IC50 là 0,22 
μM đối với 3D7 (chủng nhạy cảm với cloroquin) và 0,24 μM đối với W2 (chủng 
kháng cloroquin). Stephanin thể hiện tác dụng trên chủng P. falciparum nhạy cảm 
với cloroquin 3D7 tốt hơn so với chủng kháng cloroquin W2 (IC50 tương ứng là 
0,69 μM và 1,32 μM); tác dụng của crebanin trên 2 chủng P. falciparum 3D7 và 
W2 kém hơn so với stephanin. 

Ngoài ra một số alcaloid khác như dehydrocrebanin, dehydrostephanin 
cũng được chứng minh có tác dụng ức chế sự phát triển của P. falciparum với IC50 
lần lượt là 70 và 40 ng/ml [54] hay dehydroroemerin có tác dụng tốt trên P. 
falciparum chủng kháng cloroquin W2 với IC50 = 0,36 µM [55]. 
1.3.1.5. Tác dụng kháng khuẩn 

 Hoạt tính của cao chiết MeOH từ củ loài S.dielsiana chống lại 10 vi khuẩn 
gây bệnh được xác định bằng phương pháp đĩa thạch, và kết quả cho thấy cao 
chiết MeOH thể hiện sự ức chế cao đối với năm vi khuẩn gram dương: 
Micrococcus lysodeikticus, Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Bacillus 
subtilis và Staphylococcus aureus, với các giá trị MIC tương ứng là 1,875, 0,625, 
1,875, 1,25 và 3,75 g/l. Cao chiết cũng có tác dụng ức chế đối với bốn vi khuẩn 
gram âm Escherichia coli, Proteus vulgaris, Salmonella typhi và Shigella 
dysenteriae, với các giá trị MIC tương ứng là 7,5, 5, 2,5 và 1,25 g/l, nhưng khả 
năng ức chế vi khuẩn gram âm Pseudomonas aeruginosa thấp [5]. 
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Thailandin ức chế Mycobacterium tuberculosis với MIC = 6,25 mg/ml và 
có tác dụng tốt trên các vi khuẩn Gram dương như Streptococcus pneumoniae và 
S. aureus [43]. 
1.3.1.6. Một số tác dụng khác của alcaloid trong củ dòm 

Bảng 1.1. Một số tác dụng khác của alcaloid trong củ dòm 

STT Alcaloid  Tác dụng TLTK 

1.  (-)corydalmin Ức chế AChE   [56] 
2.  Crebanin  Tăng cường trí nhớ trong thử nghiệm, 

ức chế AChE, chống loạn nhịp tim 
 [50], 
[57] 

3.  Liriodenin  Kháng ký sinh trùng Leismania (IC50 
= 26,16µM) 
Kháng ký sinh trùng Plasmodium 
falciparum (IC50 = 15 µM) 

 [58] 

4.  Palmatin  Ức chế AChE và butyrylcholinesterase 
(BChE)  

 [56], 
[59], 
[60] 

5.  L-
tetrahydropalmatin  
 

Ức chế thần kinh vận động, ức chế 
trung tâm điều nhiệt và làm giãn các 
mạch ngoại vi, giảm triệu chứng tăng 
cường đáp ứng thức ăn và vận động, 
giảm huyết áp của mèo và thỏ, làm 
tăng tần số và biên độ hô hấp (chữa hen 
hay nấc), chống co giật, cai nghiện 
oxycodon.  

 [61], 
[62], 
[63], 
[64], 
[65] 

6.  Sinoacutin Giãn cơ  [66] 
 
1.3.2. Độc tính của củ dòm 

1.3.2.1. Độc tính cấp 

 Dịch chiết nước của củ dòm (S. dielsiana Y. C. Wu) khi dùng theo đường 
uống trên chuột nhắt trắng đã xác định LD50 là 22,2 (18,5 – 26,6) g/kg TTC [26]. Kết 
quả đánh giá độc tính cấp của S. dielsiana được thể hiện trong bảng 1.2. 

Tình trạng chung và dấu hiệu ngộ độc: 
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Nhóm 1. Sau khi uống thuốc, chuột giảm hoạt động, nằm yên, sau 2 - 3 giờ trở dậy 
ăn uống và hoạt động bình thường.  
Nhóm 2. Sau khi uống thuốc, chuột giảm hoạt động, nằm yên trong khoảng 5 - 15 
phút sau đó có biểu hiện co giật như: Giật mồm, giật nhẹ từng cơn, không đứng thẳng 
được, đuôi dựng ngược.  

- Với các chuột bị chết có biểu hiện: Giật tung người, lăn lộn, vật vã, xoay tròn 
người 10 - 20 phút rồi chết, một số con trào máu ở miệng.  

- Với những chuột còn sống: Thỉnh thoảng giật nhẹ từng cơn, sau khoảng 3 - 
4 giờ thì dậy ăn uống và hoạt động trở lại.  
Nhóm 3,4,5,6. Biểu hiện ở chuột sống và chết tương tự như ở nhóm 2 song với mức 
độ nặng hơn và tăng dần lên (thời gian lăn lộn, vật vã, xoay tròn người ngắn từ 2 - 5 
phút; cơn co giật với mức độ nặng hơn; thời gian trở lại hoạt động bình thường lâu 
hơn). 

Bảng 1.2. Kết quả đánh giá độc tính cấp của củ dòm 

Nhóm 
Liều dùng 

(g/kg chuột) 

Số chuột thí 

nghiệm 

Số chuột 

chết 

% chết thực 

tế 

1.  15,0 8 0 0,0 
2.  20,0 8 4 50,0 
3.  25,0 7 4 57,1 
4.  30,0 7 4 57,1 
5.  35,0 7 6 85,6 
6.  40,0 7 7 100,0 

  
1.3.2.2. Độc tính bán trường diễn 

Thỏ uống dịch chiết củ dòm (S. dielsiana Y.C.Wu.) liên tục trong một tháng 
với mức liều tương đương 1g bột dược liệu/ kg thỏ/ ngày chưa nhận thấy sự khác 
nhau có ý nghĩa về các chỉ số huyết học và một số chỉ số sinh hoá so với nhóm chứng. 
Riêng chỉ số ALT ở nhóm thử giảm đáng kể, nhưng so với nhóm chứng kết quả khác 
nhau không có ý nghĩa thống kê (P > 0,05) [26]. 
1.3.3. Công dụng  

Nhân dân thường dùng củ dòm (Stephania dielsiana Y. C. Wu.) làm thuốc 
chữa đau đầu, sốt rét, phù thũng, đau lưng, chân tay mỏi nhức, đau bụng [67], [68]. 
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Rễ củ dòm dùng làm thuốc kiện vị, chỉ thống; trị phù thũng, giải độc, đau 
xương khớp. Rễ củ có hoạt chất có tác dụng an thần, giảm đau [2]. 

Theo Võ Văn Chi [38], [69], rễ củ dòm dùng uống, chữa đau lưng, mỏi 
nhức chân, đau lưng, đau bụng, lại giúp ngủ rất say. Còn dùng đắp chỗ sưng bắp 
chuối, nhọt cứng, apxe do viêm. Người ta thường giã lẫn với muối và gừng. Nhân 
dân ở Bắc Thái, Hà Tây thường dùng củ thái nhỏ nấu nước uống, chữa kiết lỵ ra 
máu, đau bụng kinh niên và đau dạ dày. 
 Theo kết quả điều tra tri thức sử dụng loài nghiên cứu làm thuốc ở Ba Vì (Hà 
Nội) [26], chủ yếu người dân sử dụng củ loài củ dòm để chữa bệnh (FV = 100%) với 
cách dùng là sắc uống (FV = 100%). Trong đó, người dân cũng sử dụng thân và lá 
loài nghiên cứu để chữa bệnh (với độ tin cậy FV = 85% và 80%), thường trong các 
bài thuốc chữa các chứng bệnh: tê thấp đau nhức (FV = 100%); đau dạ dày (FV= 
96,67%); thần kinh suy nhược (FV = 16,67%); chữa bệnh thận (FV = 11,67); chữa 
mất ngủ (FV = 5%). 
 Như vậy, cả củ và thân lá của cây củ dòm đã được chứng minh có các tác dụng 
sinh học phong phú, trong đó đáng chú ý là các tác dụng kháng ung thư, giảm đau, 
chống viêm, an thần gây ngủ, diệt ký sinh trùng sốt rét, kháng khuẩn. Các tác dụng 
đó có được khi dùng dịch chiết, cao phân đoạn và các hợp chất tinh khiết phân lập từ 
loài này. Trong số các hợp chất đã công bố, oxostephanin thể hiện tác dụng gây độc 
tương đối mạnh trên một số dòng tế bào ung thư thực nghiệm, là một chất có tiềm 
năng trong nghiên cứu phát triển thuốc điều trị ung thư. Cần tiếp tục đánh giá tác 
dụng sinh học của các hợp chất phân lập từ thân lá cây củ dòm nhằm tìm kiếm các 
chất mới theo hướng điều trị ung thư cũng như bước đầu làm sáng tỏ cơ chế tác dụng 
của hợp chất oxostephanin. 
1.4. MỤC TIÊU PHÂN TỬ TRONG PHÁT TRIỂN THUỐC ĐIỀU TRỊ 

UNG THƯ 

1.4.1. Tổng quan về một số mục tiêu phân tử trong nghiên cứu và phát triển 

thuốc điều trị ung thư 

1.4.1.1. Khái niệm mục tiêu phân tử 

 Ung thư vẫn tồn tại như là một nguyên nhân chính dẫn tới tử vong trên toàn 
thế giới, chiếm gần 10 triệu ca tử vong vào năm 2020 [70]. Mặc dù trong những 
năm qua, phép trị liệu hóa học đã cứu giúp mạng sống của hàng ngàn người, việc 
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sử dụng các hợp chất đó trên lâm sàng còn rất nhiều hạn chế vì độc tính cao, thiếu 
tính chọn lọc trên các khối u, và hiệu lực điều trị thấp. Thêm vào đó, hầu hết các 
thuốc ung thư thường dùng đều có cùng cơ chế tác dụng, vì vậy hiện tượng kháng 
thuốc trở thành một trong những thử thách lớn. Nhằm tìm ra những thuốc điều trị 
ung thư mới hiệu quả hơn, chọn lọc hơn và ít tác dụng phụ hơn, các nhà khoa học 
hiện nay đã và đang đi theo một phương pháp nghiên cứu phát triển thuốc điều trị 
ung thư mới đầy triển vọng, đó là phương pháp nghiên cứu phát triển thuốc mới 
dựa trên mục tiêu phân tử (target-based drug discovery).    
 Mục tiêu phân tử hay mục tiêu sinh học của thuốc là những phân tử hoặc 
quá trình sinh học (biochemical process) trong cơ thể có vai trò quyết định đối 
với cơ chế bệnh sinh. Ví dụ: ADN, protein, enzym, receptor, kênh ion,… [71]. 
 Cơ chế tác dụng của các thuốc điều trị nhắm đích thường là ức chế, khoá 
hoặc làm mất vai trò của mục tiêu phân tử trong chuỗi sinh học tế bào. 
 Mục tiêu phân tử chính là đích tác dụng của thuốc. 
1.4.1.2. Các mục tiêu phân tử hiện nay trong nghiên cứu phát triển thuốc điều 

trị ung thư 

Hiện nay, ngăn cản sự tạo mạch và sự di căn của khối u vẫn đang là một 
trong những hướng nghiên cứu chính trong thiết kế các thuốc điều trị ung thư. 
Những hiểu biết cặn kẽ trên cơ sở sinh học về mối quan hệ mật thiết giữa sự tạo 
mạch và sự di căn của khối u đã mở đường cho việc khám phá ra hàng loạt mục 
tiêu phân tử, những chất đóng vai trò then chốt trong các quá trình đó. Trong đó, 
đặc biệt quan trọng là nhóm các yếu tố phát triển, bao gồm: yếu tố phát triển 
nguyên bào sợi (FGF), yếu tố phát triển có nguồn gốc tiểu cầu (PDGF), yếu tố 
phát triển nội mô thành mạch (VEGF). Các yếu tố phát triển và các receptor 
tyrosine kinase tương ứng đang trở thành một nhóm mục tiêu quan trọng giúp 
ngăn cản sự sinh sản của các tế bào nội mô, thành phần cấu tạo chính của các 
mạch máu. Một nhóm mục tiêu nữa liên quan đến sự tạo mạch và sự di căn đã 
được xác định là các protein kinase kim loại và các phân tử bám dính tế bào. 

Đồng thời, những hiểu biết về bệnh sinh ung thư đã dẫn đến việc nhận biết 
rất nhiều mục tiêu phân tử đóng vai trò nòng cốt trong cơ chế di truyền tính trạng. 
Thành tựu nổi bật nhất có thể thấy là những nghiên cứu về các protein kinase. Các 
protein kinase đại diện cho nhóm protein lớn nhất do có khoảng 2% các gen trong 
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nhân mã hóa chúng. Trên cơ sở những hiểu biết về sự sắp xếp thứ tự bộ gen người, 
các nhà nghiên cứu đã xác định có khoảng 518 protein kinase được mã hoá. Chúng 
xúc tác cho sự vận chuyển γ-phosphat từ ATP (Adenin triphosphat) hoặc GTP 
(Guanosin-5'-triphosphat) cho nhóm protein alcol (chứa serin hoặc threonin) 
và/hoặc nhóm protein phenol (chứa tyrosin) [72]. Các protein kinase được chia 
làm 2 nhóm lớn dựa trên tính đặc hiệu xúc tác [73]. Nhóm thứ nhất là 
serin/threonin kinase, gồm phân nhóm protein kinase A, B, C, các MAP kinase 
(Mitogen-activated protein kinase – protein kinase được hoạt hoá bởi các yếu tố 
phân bào), các activin và các protein định dạng xương (BMP), các Aurora kinase, 
PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1 - protein kinase-1 phụ 
thuộc protein 3-phosphoinositid), mTOR (Mammalian target of rapamycin – mục 
tiêu cơ học của rapamycin ở động vật có vú) và một số kinase khác [74]. Các 
serin/threonin kinase xúc tác cho phản ứng chuyển nhóm phosphat từ ATP tới 
phần serin hoặc threonin của protein đích. Nhóm các kinase này đóng vai trò quan 
trọng trong việc kiểm soát các điểm kiểm tra của chu trình tế bào và tham gia vào 
điều hòa sự chết của tế bào theo chương trình. Nhóm thứ hai là tyrosin kinase, 
gồm các kinase xúc tác chuyển nhóm phosphat từ ATP đến phần tyrosin của 
protein đích. Các tyrosin kinase đóng vai trò nòng cốt trong các con đường di 
truyền tính trạng, điều hòa rất nhiều chức năng khác nhau của tế bào [75], [76]. 
Một số enzym trong nhóm protein kinase này như HER-2 (Human epidermal 
growth factor – yếu tố tăng trưởng biểu bì), Flk-1/KDR (VEGFR-2) (Vascular 
endothelial growth factor receptor – thụ thể của yếu tố phát triển nội mô thành 
mạch), Bcr-Abl (enzym gây ung thư máu dòng tuỷ dung hợp Bcr-Abelson kinase), 
EGFR (Epidermal growth factor receptor – thụ thể của yếu tố tăng trưởng biểu 
bì), Scr kinase và Aurora kinase đang thu hút được sự quan tâm lớn của các nhà 
nghiên cứu thuốc kháng ung thư. 

Chu kỳ tế bào và sự chết của tế bào theo chương trình (apoptosis) cũng là 
mối quan tâm đặc biệt của các bác sĩ chuyên khoa ung thư trong những năm gần 
đây. Hàng loạt các protein tham gia điều hoà các quá trình này chính là những 
phân tử đóng vai trò then chốt trong sự hình thành khối u. Một số kinase khác hiện 
đang được ứng dụng trong nghiên cứu thuốc điều trị ung thư như: các kinase phụ 
thuộc cyclin (CDK), Bcl-2 (B cell leukemia/lymphoma 2 – u lympho tế bào B) 



 26 

oncoprotein, sản phẩm của gen ức chế ung thư p53, survivin protein, các tín hiệu 
dẫn truyền và các yếu tố hoạt hóa sự sao chép (STAT). 

Cụ thể, tóm tắt một số mục tiêu phân tử dùng trong nghiên cứu phát triển 
thuốc điều trị ung thư hiện nay cùng các thuốc đại diện được nghiên cứu dựa trên 
các mục tiêu phân tử tương ứng được trình bày trong bảng 1.3. 

Bảng 1.3. Một số mục tiêu phân tử trong nghiên cứu phát triển  

thuốc điều trị ung thư hiện nay và thuốc đại diện [77], [78], [79] 

Mục tiêu Thuốc đại diện 

Tyrosin kinase Gleevec, Lapatinib, Icotinib, Ibrutinib, Idelalisib 
Serin/threonin kinase Flavopiridol, Apitolisib, Dactolisib, Everolimus, 

Temsirolimus 
Histon deacetylase Belinostat, Entinostat 
Angiogenesis (các mục tiêu 
phân tử liên quan đến sự tạo 
mạch) 

Endostatin, Marimastat 

Điều hòa chu trình tế bào: 
CDKs, p53, p21, … 

Bortezomib, Carfilzomib, Ibrutinib, Idelalisib, 
17-hydroxystaurosporine 

Điều hòa sự chết của tế bào 
theo chương trình: Bcl-2, 
Caspase 

PAC-1, Venetoclax 

Telomerases Telomestatin, 2,6-diaminoanthraquinone BSU- 
1051, Fluorenones 

Ras và các protein farnesyl 
transferase 

SCH44342, L-778.123 (đang thử lâm sàng) 

Proteasome  Carfilzomib, Bortezomib 
 

1.4.2. Aurora kinase và vai trò trong ung thư  

1.4.2.1. Aurora kinase  

Quá trình phân chia tế bào là một trong những dấu hiệu đặc trưng của cơ 
thể, và được kiểm soát chặt chẽ bởi rất nhiều loại protein. Trong mạng lưới protein 
điều hòa đó, Aurora kinase là một thành phần quan trọng, đóng vai trò thiết yếu 
trong quá trình phân bào. Chúng liên quan đến việc điều hoà hoạt động của một 
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số điểm kiểm soát, sự sắp xếp của các nhiễm sắc thể ở kỳ giữa và sự định hướng 
các nhiễm sắc thể khi phân ly về hai cực. Hoạt động của Aurora kinase được điều 
hoà rất chính xác, chủ yếu là bởi quá trình phosphoryl hoá và phân huỷ. Sự mất 
kiểm soát trong điều hoà hoạt động của Aurora kinase có thể dẫn đến bất thường 
trong nguyên phân, ảnh hưởng đến sự bền vững di truyền, làm mất chức năng của 
trung tử trong hình thành thoi vô sắc, sự sắp xếp của nhiễm sắc thể bị rối loạn, và 
ảnh hưởng đến quá trình phân chia tế bào chất [80]. Sự điều hoà tăng trong cả 
mức độ biểu hiện và hoạt động của Aurora kinase được tìm thấy trong rất nhiều 
loại ung thư ở người. Các Aurora kinase được đặc biệt chú ý từ khi chúng được 
xác định là các gen gây ung thư thực sự.  

Aurora kinase là enzym thuộc họ kinase serine/threonin, có tính bảo thủ cao 
ở các loài sinh vật. Aurora kinase đầu tiên được tìm thấy là ở Drosophila [80]. Bởi 
những đột biến của enzym này gây sai hỏng trong quá trình phân tách của trung 
thể, làm ảnh hưởng đến quá trình hình thành hai cực của thoi vô sắc, vì vậy nó 
được gọi là Aurora (có nghĩa là Bắc Cực). Sau đó, các enzym có cấu trúc đồng 
đẳng cũng đã được tìm thấy ở những loài khác nhau. Saccharomyces cerevisae 
cũng có một loại Aurora kinase là Ipl1, ở giun tròn [81], Drosophila [82], và 
Xenopus [83], có hai loại Aurora kinase là A và B. Đặc biệt, hệ gen của động vật 
có vú chứa các gen mã cho đầy đủ ba loại Aurora kinase là A, B và C. Từ những 
sự khác biệt này có thể nhận thấy cấu trúc của các loại Aurora có sự rẽ nhánh khi 
tiến hóa. Hơn nữa, từ cây phát sinh chủng loại cũng cho thấy rằng họ Aurora ở 
động vật có xương sống có liên quan đến nhau và xuất phát từ cùng một tổ tiên 
chung. Aurora A bắt nguồn từ sự rẽ nhánh giữa động vật máu lạnh và lớp thú, 
trong khi đó Aurora B và C có thể được suy đoán là hình thành từ một gen chung 
Aurora B/C ở động vật máu lạnh [84].  

v Cấu trúc Aurora kinase  

Enzym Aurora chia làm ba loại là Aurora A, B và C, có kích thước phân tử 
khác nhau từ 309 – 403, và giữa các loài cũng có sự khác nhau về cấu trúc. Ví dụ, 
độ tương đồng về cấu trúc enzym Aurora A giữa người và động vật gặm nhấm là 
82%, của Aurora B là 84% và Aurora C là 78% [85]. Các cấu trúc chung của 
Aurora gồm một vùng đầu N dài 39-129, một vùng thực hiện chức năng 
phosphoryl hóa và vùng đầu C ngắn có kích thước 15-20 acid amin (Hình 1.8). 
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Đầu N của Aurora A-C có trình tự bảo thủ kém, đây là vùng quyết định sự tương 
tác giữa protein – protein. Vùng KEN motif bảo thủ được tìm thấy ở Aurora A và 
B, có chiều dài khoảng 11-18 axit amin. Vùng KEN này hoạt động như một tín 
hiệu nhận biết phụ thuộc Cdh1 (Cdh1- dependant) kích thích hoạt động APC/C. 
Ở người, cấu trúc đầu C của Aurora B có độ tương đồng với Aurora A và C lần 
lượt là 73% và 53%, thể hiện tính bảo thủ cao. So sánh cấu trúc tinh thể, người ta 
cũng nhận thấy Aurora B và C có quan hệ khá gần gũi với nhau [85].  

Các loại Aurora kinase có một số biến đổi trong trình tự acid amin của 
chúng và điều này rất quan trọng cho sự tương tác của chúng với các cơ chất đặc 
biệt. Ngoài ra, sự biến đổi này cũng quy định sự phân bố khác nhau bên trong tế 
bào. Vị trí hoạt động gắn ATP trong tất cả các Aurora kinase được cấu tạo bởi 26 
tiểu phần giống nhau, và 3 biến thể là Leu215, Thr217, R220 đặc hiệu với Aurora 
A. Aurora A, B và C có cùng trình tự nhận dạng ở vị trí hoạt động của chúng [86].  

 
Hình 1.8. Cấu trúc của Aurora kinase A, B và C [85] 

v Vị trí phân bố  

Mặc dù có rất nhiều điểm tương đồng về thành phần và cấu trúc, nhưng 
Aurora kinase lại phân bố rất khác nhau trong tế bào. Aurora A phân bố quanh 
trung thể, bắt đầu xuất hiện ở vị trí trung thể nhân đôi từ cuối pha S đến đầu G2. 
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Từ kỳ giữa đến kỳ sau, Aurora A tập trung ở các sợi vô sắc, gần phía hai cực của 
thoi phân bào (Hình 1.9). Sự biểu hiện của Aurora A đạt đỉnh ở G2/M, sau đó 
giảm khi tế bào thoát khỏi nguyên phân và đi vào G1 trong chu trình tiếp theo.  

Sự biểu hiện Aurora B cũng đạt đỉnh ở G2/M, và hoạt động mạnh mẽ nhất 
khi tế bào chuyển từ kỳ giữa sang kỳ sau. Aurora B luôn duy trì trong nhân và di 
chuyển đến tâm động từ kỳ đầu đến kỳ giữa. Khi bắt đầu kỳ sau, Aurora B thay 
đổi vị trí dần dần đến tập trung lại tại thể giữa của tế bào ở kỳ sau, cho đến khi 
phân chia tế bào chất kết thúc (Hình 1.9). Hơn nữa, Aurora B là một thành viên 
của phức hệ protein hành khách (CPC – Chromosomal passenger complex) cùng 
với INCENP, Survivin và Borealin. Phức hệ này liên kết chặt chẽ với nhau, tồn 
tại và đặc trưng bởi sự thay đổi vị trí trong nguyên phân, di chuyển chính xác từ 
vị trí này sang vị trí khác tại những thời điểm cụ thể.  

 
Hình 1.9. Sự phân bố của Aurora A và B trong nguyên phân [87] 

Aurora A (màu đỏ); Aurora B (màu xanh lá cây); DNA (màu xanh dương) 
a-Kỳ trung gian; b-Kỳ đầu; c-Kỳ giữa; d-Kỳ sau; e-Cytokinesis 

Hiện nay vẫn chưa có nhiều công bố về sự phân bố cũng như chức năng 
của Aurora C. Aurora C phần lớn biểu hiện trong tinh hoàn, khi tế bào giảm phân 
tạo tinh trùng và hoạt động cùng với INCENP trong tinh bào. Ngoài ra Aurora C 
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còn biểu hiện với nồng độ thấp ở một số mô khác trong cơ thể. Những nghiên cứu 
ban đầu cho rằng Aurora C bắt đầu biểu hiện và tập trung ở trung thể từ kỳ sau và 
duy trì ở đó cho đến khi tế bào chất phân chia [105]. Tuy nhiên, gần đây người ta 
phát hiện thấy sự phân bố của Aurora C trong phân bào giống với Aurora B, như 
là một thành viên của CPC [89]. Sự biểu hiện này liên quan chặt chẽ đến hoạt 
động chức năng của Aurora C, cho thấy vai trò quan trọng của nó trong chu trình 
tế bào.  

v Chức năng của Aurora kinase  

Do sự phân bố của các loại Aurora kinase trong tế bào khác nhau nên chức 
năng của chúng cũng thể hiện rất khác nhau trong nguyên phân.  
* Aurora A  

- Điều hoà quá trình sắp xếp của thoi phân bào: ở G2, Aurora ban đầu phân 
bố ở xung quanh vùng hình thành trung thể, giúp hình thành và phát triển của 
trung thể. Cuối G2, Aurora A ở trạng thái hoạt động sẽ lôi kéo các protein nguyên 
liệu cho quá trình phát triển của trung thể như γ-tubulin, phức hệ TACC/MAP215, 
centrosomin, đồng thời đảm bảo sự sắp xếp thoi phân bào diễn ra chính xác [80].  

- Điều hoà quá trình phân tách trung thể ở pha chuyển G2-M [90].  
- Liên quan đến điểm kiểm soát G2/M: Aurora A phosphoryl hóa CDC25B, 

một enzym phosphatase đóng vai trò hoạt hóa phức hệ Cdk1-cyclin B1, thúc đẩy 
tế bào đi vào nguyên phân. Sự ức chế Aurora A bởi các ARNi sẽ làm tế bào bị bắt 
giữ ở G2-M và gây apoptosis [91].  
* Aurora B 

Aurora B cùng với các thành viên của CPC tham gia kiểm soát nhiều hoạt 
động trong phân chia nhân và phân chia tế bào chất. Phức hệ này giúp sửa chữa 
sai sót trong việc liên kết giữa kinetochore và sợi vô sắc, đảm bảo sự phân tách 
hai nhiễm sắc tử một cách chính xác, thúc đẩy sự co ngắn của sợi vô sắc ở kỳ sau 
và tham gia vào cytokinesis.  

- Aurora B điều hoà quá trình đóng xoắn nhiễm sắc thể 
Chức năng này được thể hiện khi Aurora B phosphoryl hoá Histone H3 ở 

vị trí Serine 10, Serine 28 (H3PS10 và H3PS28), và trong nhiều loại CENP-A ở 
vị trí Ser7. H3PS10 hiện nay được sử dụng rộng rãi trong các phản ứng để kiểm 
tra hoạt tính Aurora B trong ống nghiệm (kinase assay), và là một trong những 
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công cụ quan trọng trong nghiên cứu tìm ra các chất ức chế hoạt động của Aurora 
kinase. Ngoài ra, H3PS10 ở tế bào động vật có liên quan đến sự di chuyển của họ 
protein HP-1 đến vị trí chất nhiễm sắc trong quá trình hình thành và sắp xếp vùng 
dị nhiễm sắc [92].  

- Aurora B điều hòa sự phân tách nhiễm sắc thể  
Sau khi màng nhân biến mất ở kỳ đầu, sợi vô sắc phát triển từ hai cực sẽ 

liên kết với kinetochore của hai nhiễm sắc tử chị em, hình thành thoi phân bào. 
Sai sót trong quá trình này như hiện tượng merotelic (một số sợi vô sắc ở một 
trong hai nhiễm sắc tử xuất phát từ cùng một cực với nhiễm sắc tử kia) hay syntelic 
(cả hai nhiễm sắc tử chị em của một cặp nhiễm sắc thể cùng đính với sợi vô sắc 
từ một cực) xảy ra khá thường xuyên. Tế bào cần được sửa chữa mới có thể tiếp 
tục đi đến kỳ sau. Ở đây, Aurora B thực hiện hai chức năng chính là sửa chữa, giữ 
vững và kiểm soát thoi vô sắc.  

 
Hình 1.10. Aurora kinase B điều hòa sự phân tách nhiễm sắc thể (A)  

và kiểm soát thoi vô sắc (B) [80] 

+ Sửa chữa và giữ vững: Aurora B được hoạt hóa mạnh khi có sự liên 
kết bất thường của các nhiễm sắc tử với sợi thoi vô sắc. Khi Aurora B hoạt hóa, 
nó sẽ phosphoryl hóa một số protein thành phần của kinetochore tham gia vào quá 
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trình sửa chữa sự đính sai của các nhiễm sắc thể. Mặt khác, trong điều kiện bình 
thường, khi các nhiễm sắc thể đều liên kết chính xác với các vi ống của thoi vô 
sắc, Aurora B góp phần làm bền các mối liên kết thông qua sự phosphoryl hóa 
MCAK (mitotic centromere-associated kinesin) để ức chế sự depolymer hóa của 
các sợi vô sắc (Hình 1.10.A) [80].  

+ Kiểm soát thoi vô sắc: các protein có chức năng kiểm tra sẽ di chuyển 
đến vị trí các kinetochore nếu nó không được gắn với dây vô sắc, từ đó ức chế hoạt 
động của APC/C, ngăn cản tế bào đi vào kỳ sau. Ở đây, chính Aurora B đảm nhiệm 
chức năng thu hút các protein kiểm tra đi đến kinetochore (Hình 1.10.B) [80].  

- Điều hòa quá trình phân chia tế bào chất 
Aurora B đóng vai trò thiết yếu trong quá trình phân chia tế bào chất. Ở giun 

tròn, ức chế Aurora B sẽ gây ra hiện tượng đa bội do tế bào chất không được phân 
chia trong giai đoạn phôi. Aurora B kết hợp với Rho, một nhân tố điều hòa điển hình 
trong phân chia tế bào chất, điều khiển quá trình cytokinesis. Đồng thời, Aurora B 
cũng kích hoạt Rho bằng cách biến đổi MgcRacGAP để tạo thành RhoGAP, đóng 
vai trò quan trọng trong quá trình hoàn thành phân chia.  
* Aurora C 

Aurora C có liên quan đến quá trình sinh tinh và sinh trứng ở động vật có vú. 
Một số công bố cho rằng nó còn có thể đóng vai trò quan trọng trong quá trình sinh 
trưởng của tế bào ở tất cả các mô khi biểu hiện ở nồng độ thấp [93]. Đặc biệt, Aurora 
C được tìm thấy là có khả năng đồng kết tủa miễn dịch với Aurora B. Điều này chứng 
tỏ Aurora C có thể tương tác với INCENP và Survivin để hoạt động chức năng, đồng 
thời cũng có khả năng phosphoryl hóa histon H3 giống Aurora B. Một nghiên cứu 
gần đây cho thấy Aurora C có thể đảm nhận nhiệm vụ hoạt động của Aurora B trong 
nguyên phân khi vắng mặt kinase này [94].  
1.4.2.2. Vai trò của Aurora kinase trong sự hình thành ung thư 

Aurora kinase thể hiện vai trò vô cùng quan trọng trong nguyên phân. Vì vậy 
sự biểu hiện bất thường của chúng có thể dẫn tới sự chuyển dạng tế bào, gây ung thư. 
Ở một số mô, cơ quan trong cơ thể, sự biểu hiện quá mức của Aurora kinase dẫn đến 
sự bất ổn di truyền, gây đa bội làm số lượng ADN tăng lên do nhiễm sắc thể được 
nhân đôi và phân tách nhưng quá trình cytokinesis không xảy ra được. Nhiều nghiên 
cứu cho thấy gen Aurora A còn được biết đến như một gen gây ung thư [86].  
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v Aurora A  

Gen Aurora A nằm ở vị trí 20q13.2, ban đầu được đặt tên là BTAK (Breast 
Tumor Activated Kinase) do sự biểu hiện quá mức mARN của chúng đóng vai trò 
thiết yếu trong hình thành khối u ung thư vú ở người. Một số nghiên cứu cho thấy sự 
biểu hiện quá mức này có thể làm chuyển dạng NIH-3T3 và rat1, gây khối u trên 
chuột nude. Từ đó, Aurora trở thành một hướng nghiên cứu mới đầy tiềm năng. Zhou 
cùng đồng nghiệp đã chứng minh sự khuếch đại gen Aurora A trong nhiều loại ung 
thư khác nhau (Bảng 1.4).  

Cơ chế hoạt động của Aurora A liên quan đến ung thư hiện nay cũng được tập 
trung nghiên cứu. Meraldi và cộng sự đã chứng minh rằng sự khuếch đại gen Aurora 
A làm cản trở sự hoạt động của điểm kiểm soát thoi phân bào, do đó tế bào không 
hoàn thành cytokinesis và hình thành dạng tứ bội. Ngoài ra, Aurora A còn cần thiết 
cho sự chuyển dạng tế bào. Trong tế bào phôi ếch, Aurora A thể hiện chức năng tăng 
cường sự dịch mã của Mos, là một gen gây ung thư, hoặc hoạt động cùng với tín hiệu 
Ras để kích hoạt con đường MAPK (Mitogen-activated protein kinase).  

Sự biểu hiện bất thường của Aurora còn có liên quan chặt chẽ với hoạt động 
của p53 trong quá trình hình thành khối u. Aurora A phosphoryl hóa p53, điều 
khiển sự bền vững của protein này. Ngược lại, p53 tác động đến GAdd45a, mà 
phân tử này lại tương tác và ức chế Aurora A. Ngoài ra, một số nghiên cứu còn 
cho thấy p53 có thể trực tiếp ức chế Aurora A bằng cách bám vào vùng xúc tác. 
Vậy sự ảnh hưởng của Aurora A khi biểu hiện quá mức đến việc hình thành thể 
tứ bội, hay sự khuếch đại nhiễm sắc thể là phụ thuộc vào trạng thái của p53 trong 
tế bào [95].  

v Aurora B  

Gen Aurora B nằm ở vị trí 17p13.1 trên nhiễm sắc thể. Nhiều báo cáo cho 
thấy sự biểu hiện bất thường của Aurora B cũng góp phần hình thành khối u [86]. 
Điều này là dễ hiểu do chức năng vô cùng quan trọng của nó trong nguyên phân. 
Vì vậy gen Aurora B cũng được coi là một gen gây ung thư. Nghiên cứu trên dòng 
tế bào buồng trứng chuột chuyển dạng CHO (Chinese hamster ovary) cho thấy 
rằng biểu hiện quá mức Aurora B gây tế bào dị bội và tăng khả năng xâm lấn và 
phát triển của khối u thực nghiệm [96]. Katayama và các đồng nghiệp là những 
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người đầu tiên chứng minh được sự biểu hiện quá mức Aurora B trong ung thư 
ruột kết. Phát hiện này đã thu hút sự tập trung nghiên cứu của các nhà khoa học.  

Hiện nay, sự biểu hiện Aurora B bất thường cũng được tìm thấy ở nhiều 
loại ung thư như ung thư vòm họng, ung thư phổi không tế bào nhỏ (Bảng 1.4).  

v Aurora C  

Gen Aurora C nằm ở vị trí 19q13.43, một vùng thường xảy ra đột biến đảo 
hoặc mất đoạn trong một số loại ung thư nhất định [93]. Aurora C cũng được coi 
là một gen gây khối u do sự biểu hiện quá mức của Aurora C được tìm thấy ở một 
số loại ung thư như ung thư gan, ung thư vú và ung thư cổ tử cung. Một nghiên 
cứu gần đây của Jabbar Khan và cộng sự trên dòng tế bào NIH-3T3 đã chứng 
minh rằng sự biểu hiện quá mức Aurora C gây ra sự khuếch đại trung thể, đa nhân 
và chuyển dạng tế bào. Ngoài ra sự biểu bất thường của Aurora C còn thúc đẩy 
quá trình hình thành khối u khi thí nghiệm trên chuột nude [97].  

Bảng 1.4. Sự biểu hiện quá mức hay khuếch đại gen Aurora kinase ở nhiều 

loại ung thư khác nhau [98], [99], [100] 

Aurora kinase Loại ung thư Dòng tế bào 

Aurora A  Ung thư vú  BT474; MDA-MB-231  
 Ung thư buồng trứng  2774; SK-OV3  
 Ung thư ruột kết  HCT116; HT29; SW480  
 Ung thư tuyến tụy  DU145; PC3  
 Bạch cầu ác tính  HL60; K562  
 Ung thư thần kinh  HTB10  
 Ung thư cổ tử cung  SW756  
Aurora B  Ung thư phổi không tế bào nhỏ   
 Ung thư biểu mô tuyến giáp  ARO; Cal 62; KAT-4  
 Ung thư vòm họng  OSCC  
Aurora C  Ung thư gan  HepG2; HUH7  
 Ung thư vú  MDA-MB-453  
 Ung thư cổ tử cung  HeLa  
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1.4.2.3. VX-680 - chất ức chế Aurora kinase  

Trong số hơn 500 loại enzym kinase đã được xác định trong tế bào, Aurora 
kinase được coi như một đích đến vô cùng quan trọng trong điều trị ung thư bởi 
chức năng quan trọng của nó trong phân bào. Cơ chế tác động của các chất ức chế 
Aurora chủ yếu theo hai hướng là ngăn cản tương tác protein-protein giữa Aurora 
và cơ chất hoặc ức chế hoạt tính của enzym thông qua cạnh tranh vị trí liên kết 
xúc tác ATP. Theo đó, các nhà khoa học đã công bố ba chất ức chế Aurora kinase 
điển hình đầu tiên, đó là ZM447439 [101], Hesperadin [102] và VX-680 [103]. 
Ba chất này đều gây ra kiểu hình tế bào giống nhau khi xử lý tế bào trên in vitro. 
Đặc biệt, chúng đều ức chế sự phosphoryl hóa H3 ở serin 10, từ đó ức chế phân 
bào, xảy ra hiện tượng mitotic slippage. Ngoài ra gần đây, nhiều nghiên cứu đã 
tìm ra một số chất ức chế Aurora kinase như MLN8054, PHA-739358, MLN8237 
và AZD1152, hiện đang trong pha I và II của nghiên cứu [104]. Đặc điểm của 
ZM447439, Hesperadin, VX-680 được trình bày trong bảng 1.5.  

Trong đó, VX-680, cũng được biết đến là MK-0457, là phân tử thuộc nhóm 
4,6 di-amino pyrimidine có công thức phân tử là C23H28N8OS, khối lượng phân tử 
là 464,59 g/mol. VX-680 được phát triển dưới sự kết hợp giữa hai hãng dược 
phẩm Vertex và Merk. Cơ chế tác động của VX-680 là có ái lực cạnh tranh với vị 
trí liên kết ATP nằm trên cả ba loại Aurora kinase mà không có cấu trúc tương tự 
trên các loại enzym kinase khác [104]. Theo đó, trong nhiều công bố cho thấy 
VX-680 có khả năng ức chế cả ba loại Aurora A, B và C. Trong nguyên phân, 
kiểu hình tế bào xuất hiện sau khi điều trị với VX-680 cho thấy nó chủ yếu ức chế 
Aurora B làm ngăn cản sự phosphoryl hóa H3, gây đa bội hóa và đưa tế bào đến 
apoptosis. Sự tác động lên Aurora A thể hiện ở việc thoi vô sắc có sự bất thường 
về số cực [104]. Cơ chế ảnh hưởng lên Aurora C vẫn chưa được xác định rõ.  

VX-680 đang được nghiên cứu phát triển và thử nghiệm trên người. Pha I 
được tiến hành vào năm 2004, và đến năm 2007, pha II được thực hiện, cho kết 
quả rất khả quan. Do đó VX-680 có thể được sử dụng như một chứng dương để 
đánh giá tác dụng kháng ung thư của các hợp chất trong nghiên cứu phát triển 
thuốc mới. 

Tóm lại, nghiên cứu phát triển thuốc mới dựa trên mục tiêu phân tử là một 
trong những phương pháp có triển vọng với mong muốn tìm được những thuốc 
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hiệu quả hơn, chọn lọc hơn và ít tác dụng phụ hơn. Một số mục tiêu phân tử đáng 
quan tâm có thể kể đến như các protein kinase (trong đó có các Aurora kinase), 
các yếu tố tăng trưởng, các chất điều hoà sự chết theo chương trình của tế bào, 
các mục tiêu phân tử liên quan đến sự tạo mạch, … Một hợp chất kháng ung thư 
có thể tác động lên một hoặc nhiều mục tiêu phân tử trong chuỗi sinh học tế bào. 
Việc nghiên cứu chứng minh tác dụng gây độc tế bào ung thư của các hợp chất 
kháng ung thư nói chung và các hợp chất phân lập từ tự nhiên nói riêng thông qua 
ức chế, khoá hoặc làm mất vai trò của mục tiêu phân tử là việc làm cần thiết góp 
phần làm rõ cơ chế cũng như nâng cao giá trị của các hợp chất này. 

Bảng 1.5. Một số chất ức chế Aurora kinase [87] 

Chất Công thức cấu tạo Cơ chế/Tiềm năng 

Hesperadin 
(Boehringer 
Ingelheim)  

 
Nhóm idolinon 

- Ức chế Aurora B với IC50 
là 250 nM.  
- Ức chế H3PS10 ở 20-100 
nM.  

ZM447439 
(AstraZeneca)  

 
Dẫn xuất quinazolin 

- Chất cạnh tranh ATP. 
- Ức chế Aurora A và B với 
IC50 khoảng 100 nM.  

VX-680 
(Vertex)  

 
Nhóm 4,6 di-amino pyrimidin 

- Ức chế Aurora A, B và C 
in vitro với Ki lần lượt là 
0,6; 18 và 4,6 nM (*)  

(*) Ki: hằng số ức chế (inhibition constants)  
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CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Nguyên liệu nghiên cứu  

 Nguyên liệu phục vụ các nội dung chiết xuất, phân lập và đánh giá tác dụng 
sinh học là thân lá của cây củ dòm thu hái tại xã Tản Lĩnh – Ba Vì (Hà Nội) tháng 
10/2019 được cung cấp bởi công ty Cổ phần Dược liệu Indochina. Mẫu nghiên 
cứu được ThS. Nghiêm Đức Trọng (Bộ môn Thực vật – Trường Đại học Dược 
Hà Nội) giám định tên khoa học là Stephania dielsiana Y.C.Wu, họ Tiết dê 
(Menispermaceae) (mã tiêu bản SD10/2019). Mẫu được lưu tại Bộ môn Thực vật 
– Dược liệu, Học viện Y Dược học cổ truyền Việt Nam. Mẫu nghiên cứu sau khi 
thu hái được phơi khô (tỷ lệ dược liệu khô/ tươi = 1/8,5; hàm ẩm 5,6%) và bảo 
quản trong túi nilon trước khi tiến hành nghiên cứu. 

Nguyên liệu phục vụ nội dung đánh giá sự thay đổi hàm lượng hoạt chất 
theo thời gian thu hái được trồng tại xã Song Mai – thành phố Bắc Giang – tỉnh 
Bắc Giang từ nguồn giống gốc ở Ba Vì từ tháng 8/2019. Thực hiện trồng trọt và 
chăm sóc theo khuyến cáo của vườn giống gốc. Thu hái phần thân lá non (đoạn 
thân lá dài khoảng 1m tính từ đầu ngọn), thời gian bắt đầu từ tháng thứ 6 sau khi 
trồng trong khoảng từ tháng 02 – 12/2020. Các mẫu được ký hiệu D1 – D9 theo 
thứ tự thu hái. Ngoài ra mẫu đánh giá hàm lượng còn được thu hái tại Quản Bạ - 
Hà Giang tháng 3/2019 (ký hiệu QB), Ba Vì - Hà Nội vào tháng 3/2019, tháng 5 
và tháng 10/2020 (ký hiệu lần lượt là BV, BV1 và BV2). 
2.1.2. Một số dòng tế bào ung thư thí nghiệm 

2.1.2.1. Đánh giá tác dụng gây độc tế bào 

Các dòng tế bào ung thư HeLa (tế bào ung thư cổ tử cung ở người); HepG2 
(tế bào ung thư gan ở người; OVCAR-8 (tế bào ung thư biểu mô tuyến buồng 
trứng); MCF7 (tế bào ung thư biểu mô tuyến vú đa kháng thuốc); N87 (tế bào ung 
thư biểu mô dạ dày). Các dòng tế bào ung thư được cung cấp bởi trung tâm lưu 
giữ giống nuôi cấy Hoa Kỳ (ATCC), được lưu trữ trong nitơ lỏng, tại nhóm 
Nghiên cứu Ung thư học Thực nghiệm, Bộ môn Sinh học Tế bào, Khoa Sinh học, 
Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại học Quốc gia Hà Nội. 
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2.1.2.2. Nghiên cứu cơ chế tác dụng kháng ung thư 

Tế bào OVCAR-8 và HeLa (Aurora B-GFP) được nhân nuôi trong môi 
trường DMEM (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.).  

Tế bào nguyên bào sợi da của người (hFBs) được nuôi trong môi trường 
DMEM/F12 (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.). Môi trường được bổ sung 
10% huyết thanh bê (FBS) (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.), 100 đơn vị/ml 
penicillin và 100 µg/ml streptomycin (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.).  

Tế bào nội mô tĩnh mạch rốn người (hUVECs) được nuôi cấy trong môi 
trường EBM-2 (Lonza Group, Ltd.).  

Tế bào gốc trung mô có nguồn gốc từ dây rốn (UC‑MSCs) được nuôi cấy 
trên bề mặt của các bình nuôi cấy được tráng bởi CELLstart ™ CTS ™ 
(CELLstart) trong máy khuếch tán môi trường StemMACS ™ MSC (StemMACS) 
(Miltenyi Biotec).  

Tất cả các tế bào được nuôi cấy trong tủ ấm ở 37oC với 5% CO2.  
Các tế bào hUVECs, hFBs và UC‑MSCs do Viện nghiên cứu tế bào gốc và 

công nghệ gen Vinmec cung cấp, và chúng không phải là các dòng tế bào bất tử. 
Các quy trình phân lập tế bào đã được Hội đồng Đạo đức của Bệnh viện Quốc tế 
Vinmec phê duyệt (Quyết định số 40/2020/QĐ‑Vinmec ngày 24/12/2020 đối với 
hUVECs và UC‑MSCs; Quyết định số 311/2018/QĐ‑Vinmec ngày 11/9/2018 đối 
với hFBs). Tế bào HeLa (Aurora B-GFP) được cung cấp bởi Giáo sư Stefan 
Dimitrov – Viện Albert Bonniot (nay là Viện Khoa học sinh học nâng cao) [105], 
[106]. 
2.1.3. Hóa chất, dung môi  

Các hóa chất, dung môi và thuốc thử đạt tiêu chuẩn phân tích theo quy định 
của Dược điển Việt Nam V (n-butanol, cloroform, ethanol, ethylacetat, n-hexan, 
methanol, kali dihydrophosphat, triethylamin, acid formic...), methanol (HPLC, 
Merck KGaA, Đức), nước cất hai lần, dung môi đo phổ (DMSO-d6; CDCl3, 
MeOD), chất chuẩn nội tetramethylsilan (TMS).  

Chất so sánh dùng trong xây dựng, thẩm định phương pháp định lượng và 
đánh giá sự thay đổi hàm lượng hoạt chất theo thời gian thu hái là oxostephanin 
được luận án phân lập từ thân lá cây củ dòm, độ tinh khiết 98,5% (theo diện tích 
pic trên sắc ký đồ HPLC). 
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Các hoá chất sử dụng trong nghiên cứu tác dụng độc tế bào: DMSO 
(Dimethyl Sulfoxide) (Prolabo, Mỹ); FBS (Fetal Bovine Serum) (Invitrogen, Mỹ); 
Môi trường nuôi cấy RPMI 1640, Môi trường nuôi cấy DMEM low glucose, PBS 

(Phosphate Buffered Saline), Penicilin/Streptomycin, Trypan Blue, Trypsin – 
EDTA (Gibco, Mỹ); Nitơ lỏng (Việt Nam); acid acetic (Thermo Fisher Scientific, 
Mỹ) 
2.1.4. Máy móc, thiết bị và dụng cụ nghiên cứu 

2.1.4.1. Nghiên cứu hóa học 

- Máy đo phổ cộng hưởng từ hạt nhân (NMR): AVANCE III HD 500 (MA, 
Hoa Kỳ) của Viện Hóa học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

- Máy đo phổ khối lượng ion hóa phun mù điện tử phân giải cao (HR-ESI-
MS): Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS system (Emeryville, CA, Hoa 
Kỳ) của Viện Hóa Sinh biển, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

- Máy đo phổ khối lượng ion hóa phun mù điện tử ESI-MS: Agilent 1260 
series LC-MS single quadrupole của Viện Hóa Sinh biển, Viện Hàn lâm Khoa học 
và Công nghệ Việt Nam. 

- Sắc ký cột (CC) sử dụng silica gel 65-250 hoặc 230-400 mesh (Sorbent 
Technologies, Atlanta, USA), gel polyme xốp (Diaion HP-20, 20-60 mesh, 
Mitsubishi Chemical, Tokyo, Japan), Sephadex LH-20 (Supelco, PA, USA), 
octadecyl silica (ODS, 50 μm, Cosmosil 140 C18-OPN, Nacalai Tesque) và RP-
18 (30-50 μm, YMC*GEL, Fuji Silysia Chemical).  

- Sắc ký lớp mỏng (TLC) được thực hiện trên silica gel 60 F254 
(1.05554.0001, Merck, Darmstadt, Đức) và các tấm RP-18 F254S (1.15685.0001, 
Merck, Darmstadt, Đức), quan sát dưới ánh sáng UV 254 nm và 365 nm. 

- Hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao (Shimadzu, model: L20155518195) 
gồm bơm LC-20AD, detector DAD-20A UV/Vis, hệ thống tiêm mẫu tự động SIL 
- 20A; cột pha đảo Supelco C18 (5µm, 250 x 4,6mm) 

- Bộ lọc dung môi (màng lọc 0,45 µm) 
- Máy lọc hút chân không (Gast Manufacturing, INC, Mỹ) 
- Cân phân tích 5 số METTLER TOLEDO (Model MS204) 
- Cân phân tích 4 số Precisa XT 220A 
- Máy đo pH (Eutech, Singapore) 
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- Tủ sấy (Memmert ULM 500, Đức) 
- Máy siêu âm (Sonirex Bandelin, Đức) 
- Máy cất nước hai lần (Hamilton, Anh) 
- Dụng cụ, vật tư tiêu hao: cột sắc ký thuỷ tinh, cốc có mỏ, bình nón, bình 

định mức các dung tích và các dụng cụ, vật tư thường dùng tại các phòng thí 
nghiệm. 
2.1.4.2. Nghiên cứu tác dụng sinh học 

- CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay 
(Promega) 

- Bể ổn nhiệt (Thermo Fisher Scientific, Mỹ) 
- Buồng đếm tế bào (Neubauer, Đức) 
- Kính hiển vi soi ngược Axiovert 40 CFL (Carl Zeiss, Đức) 
- Máy ly tâm Universal 320 (Hettich, Đức) 
- Pipetman (Gilson, Pháp) 
- Tủ lạnh -200C (Panasonic, Nhật Bản) 
- Tủ an toàn sinh học (Esco, Mỹ)  
- Elisa SpectraMAX Plus 384 (Molecular Device, Mỹ) 
- Cân điện tử độ chính xác 0,0001 gam (Nhật Bản) 
- Máy Screen master Hospitex Diagnostics (Italy) 
- Máy Vet abcTM Animal Blood Counter 
- Hệ thống máy xCELLigence RTCA (ACEA Biosciences, Mỹ) 
- Microplate Reader Model 680 (Bio-Rad, Nhật Bản); Tủ ấm 5% CO2 (Shell 

Lab, Mỹ) 
- Dụng cụ, vật tư tiêu hao: Đĩa nuôi cấy 96 giếng; Đĩa nuôi cấy tế bào 35, 

100 mm; Chai nuôi cấy tế bào T75; Ống Cryo (ống cất tế bào 1,8ml); Ống ly tâm 
(2ml, 15ml, 50 ml); Ống Eppendorf 1,5mL (Corning, Mỹ); Lame, lamelle (Sail 
Brand, Trung Quốc); Đầu tip, Pipette điện (Eppendof, Đức); E-plate (ACEA 
Biosciences, Mỹ); Kim đầu tù cho chuột uống thuốc; Cốc chia vạch, bơm kim 
tiêm 1ml; Pipette (1ml, 25ml) (Việt Nam) 
2.2. ĐỊA ĐIỂM NGHIÊN CỨU 

 Các nghiên cứu về hoá học được thực hiện tại khoa Bào chế - Chế biến, khoa 
Hoá phân tích và tiêu chuẩn – Viện Dược liệu; Viện Hoá sinh biển – Viện Hàn lâm 



 41 

 
Khoa học và Công nghệ Việt Nam; bộ môn Thực vật – Dược liệu – Học viện Y Dược 
học cổ truyền Việt Nam. 
 Các nghiên cứu về sinh học được thực hiện tại Bộ môn Sinh học tế bào – Khoa 
Sinh học – Trường Đại học Khoa học Tự nhiên – Đại học Quốc gia Hà Nội; Viện 
Nghiên cứu tế bào gốc và Công nghệ gen Vinmec. 
2.3. NỘI DUNG NGHIÊN CỨU 

Để đáp ứng được các mục tiêu đã đề ra, luận án tiến hành thực hiện 3 nội 
dung sau:  

1. Chiết xuất, phân lập và xác định cấu trúc của một số hợp chất từ thân lá cây 
củ dòm 

- Chiết xuất và phân lập một số hợp chất từ thân lá cây củ dòm 
- Xác định cấu trúc hóa học của các hợp chất đã phân lập được  
2. Bước đầu nghiên cứu xây dựng phương pháp phân lập và phương pháp định 

lượng để theo dõi hàm lượng oxostephanin trong dược liệu theo thời gian thu hái 
- Phân lập và sơ bộ đánh giá độ tinh khiết của oxostephanin từ thân lá cây củ 

dòm 
- Xây dựng và thẩm định phương pháp định lượng oxostephanin trong thân 

lá cây củ dòm 
- Đánh giá sự thay đổi hàm lượng oxostephanin theo thời gian thu hái 
3. Đánh giá tác dụng gây độc tế bào của một số hợp chất đã phân lập và bước 

đầu nghiên cứu cơ chế kháng ung thư của oxostephanin 
- Đánh giá tác dụng gây độc trên một số dòng tế bào ung thư của một số hợp 

chất phân lập được  
- Nghiên cứu cơ chế kháng ung thư của oxostephanin.  

Sơ đồ thiết kế nghiên cứu được trình bày trong hình 2.1. 
2.4. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.4.1. Phương pháp chiết xuất, phân lập và xác định cấu trúc của một số hợp 

chất từ thân lá cây củ dòm 

2.4.1.1. Phương pháp chiết xuất và phân lập 

v Chiết xuất 
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Hình 2.1. Sơ đồ thiết kế nghiên cứu
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Dược liệu được ngâm ở nhiệt độ phòng với MeOH (3 ngày/lần × 3 lần), tỉ 
lệ dược liệu/ dung môi = 1/7). Lọc và gộp các dịch chiết sau đó cất thu hồi dung 
môi dưới áp suất giảm thu được cắn MeOH. 

Cắn MeOH trên đem hòa với HCl 10%, sau khi lắc cho tan hết thì chiết với 
ethyl acetat, lắc kỹ, tách phần ethyl acetat, chiết lặp lại thêm 3 lần rồi đem cất thu 
hồi dung môi dưới áp suất giảm thu được cắn ethyl acetat không chứa alcaloid 
(SDE-I). Phần dịch còn lại sau khi chiết bằng ethyl acetat thì đem trung hòa bằng 
NaOH đến dung dịch có pH 10. Sau đó thêm ethyl acetat, lắc đều trong vòng 30 
– 60 phút, để yên phân lớp thì tách phần ethyl acetat. Tiến hành lặp lại 3 lần. Gộp 
dịch chiết ethyl acetat và cô cạn dưới áp suất giảm thu được cắn ethyl acetat chứa 
alcaloid (SDE-II). Tiến hành phân đoạn cặn SDE-II trên sắc ký cột mở bởi silica 
gel (0.040 – 0.063 mm), với hệ dung môi gradient rửa giải 
dichloromethan/methanol (100% dichloromethan → 100% methanol) thì thu 
được các phân đoạn SDE1 – SDE5. 

v Phân lập và tinh chế 

Phân lập các hợp chất bằng sắc ký cột với các chất nhồi cột khác nhau (silica 
gel, RP-C18, Sephadex LH-20, Diaion HP-20) và các hệ dung môi rửa giải khác 
nhau, hoặc phương pháp kết tinh trong dung môi thích hợp; theo dõi phân đoạn 
bằng TLC kết hợp soi UV ở hai bước sóng 254 và 365 nm hoặc dùng thuốc thử 
(Dragendorff, dung dịch H2SO4 10% trong EtOH 96%); kiểm tra độ tinh khiết 
bằng TLC hoặc NMR. 
2.4.1.2. Phương pháp xác định cấu trúc hóa học của các hợp chất phân lập 

được 

Cấu trúc hóa học của các hợp chất phân lập được xác định dựa trên các dữ 
liệu phổ cộng hưởng từ hạt (nhân một chiều: 1H-NMR, 13C-NMR và hai chiều: 
HMBC, HSQC, COSY, ROESY), phổ khối lượng (MS) kết hợp phân tích, so 
sánh, đối chiếu với các dữ liệu về cấu trúc đã công bố của các hợp chất (trường 
hợp chất phân lập được đã biết) hoặc các chất tương tự (trường hợp chất phân lập 
được là chất mới).  
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2.4.2. Bước đầu nghiên cứu phương pháp phân lập và phương pháp định 
lượng để theo dõi hàm lượng oxostephanin trong dược liệu theo thời gian thu 
hái 
2.4.2.1. Phân lập và sơ bộ đánh giá độ tinh khiết của oxostephanin 

Nguyên liệu là thân lá cây củ dòm khô được nghiền nhỏ và ngâm với MeOH 
ở nhiệt độ phòng, sau 3 ngày tách dịch chiết ra, cô cạn trên máy cất chân không 
thu được cắn MeOH. Tiến hành lặp lại thêm hai lần chiết với dùng dung môi trên 
thì thu được cắn MeOH, ký hiệu là M. 

Phân bố cắn M trên với nước cất, thêm HCl 10% đến môi trường acid với 
pH 4-5. Chiết phân bố dịch acid này 3 lần với dung môi ethyl acetat (tỷ lệ 1:1, 
v/v), tách và loại bỏ phần dịch chiết ethyl acetat. Thu gom phần dịch chiết nước 
rồi cất loại dung môi ethyl acetat còn tồn dư, thu được dịch nước trong môi trường 
acid, ký hiệu là Wa.  

Dịch chiết nước Wa tiếp tục được trung hòa về môi trường kiềm tương 
đương pH 9-10 sử dụng NH4OH. Tiến hành chiết phân bố dịch nước trong môi 
trường kiềm hóa (ký hiệu là Wk) bằng dung môi petroleum ether, chloroform, 
ethyl acetat tách và cất loại bỏ phần dịch chiết petroleum ether và chloroform, thu 
được cặn chiết ethyl acetat chứa nhóm chất alcaloid đã được làm giàu và ký hiệu 
là Ek. 

Tiến hành chiết phân bố cắn Ek lặp lại từ 3-5 lần bằng hỗn hợp dung môi 
MeOH và n-hexan thu được một phân đoạn làm giàu, sau khi tiến hành thu gom 
các phân đoạn chiết phân bố trên thu được cắn ký hiệu là EkO. Cuối cùng, kết tinh 
lại nhiều lần sản phẩm từ cắn EkO trong hỗn hợp MeOH và EtOH thu được sản 
phẩm tinh khiết. Sản phẩm này được cô quay chân không trong 2-3h, đóng lọ bảo 
quản. 

Sản phẩm tinh khiết này được xác định là oxostephanin bằng phổ NMR, so 
sánh đối chiếu với tài liệu tham khảo. Sơ bộ đánh giá độ tinh khiết của 
oxostephanin dựa vào phần trăm diện tích pic trên sắc ký đồ khi sử dụng sắc ký 
lỏng hiệu năng cao với một số pha động khác nhau. Hợp chất này được sử dụng 
làm chất so sánh cho nghiên cứu về thành phần hoá học tiếp theo. 
2.4.2.2. Xây dựng và thẩm định phương pháp định lượng oxostephanin trong 

thân lá cây củ dòm 
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 Định lượng oxostephanin trong thân lá cây củ dòm bằng phương pháp sắc 
ký lỏng hiệu năng cao (HPLC). 

v Xây dựng phương pháp định lượng 

* Khảo sát điều kiện sắc ký 
 Tiến hành sắc ký với cột Supelco C18 (5 µm, 250 x 4,6 mm), tốc độ dòng 
1 ml/phút và thể tích tiêm mẫu 10 µl, nhiệt độ cột là nhiệt độ phòng để khảo sát 
bước sóng hấp thụ cực đại và hệ dung môi pha động. 

- Khảo sát bước sóng phát hiện: Tiến hành sắc ký với chất so sánh 
oxostephanin bằng phương HPLC - DAD để tìm ra bước sóng hấp thụ cực đại của 
chất. 

- Khảo sát thành phần và tỷ lệ pha động với các hệ dung môi ACN : nước và 
methanol : nước. 
  Các kết quả thu được với từng khảo sát được đánh giá, so sánh về thời gian 
lưu (tR), độ phân giải (RS), và hệ số đối xứng (AS). 
Yêu cầu 

- Thời gian lưu (tR) của chất cần phân tích nằm khoảng từ 10 - 20 phút. 
- Pic chất phải tách rõ với pic chất xung quanh đánh giá thông qua hệ số phân 

giải (RS > 1,5) 
- Pic phải đối xứng đánh giá thông qua hệ số đối xứng (AS = 0,8 - 1,5). 

* Khảo sát phương pháp xử lý mẫu 
- Chuẩn bị mẫu chuẩn: 

Dung dịch gốc: Cân chính xác khoảng 1mg chất so sánh oxostephanin pha 
trong methanol trong bình định mức 1ml. 

Dãy nồng độ chuẩn: Tiến hành pha dãy chuẩn trong bình định mức 1 ml 
với các nồng độ 100 đến 3,125 µg/ml bằng cách pha loãng gấp đôi từ dung dịch 
mẹ. 

Các dung dịch này được bảo quản trong tủ lạnh ở nhiệt độ 4ºC. 
- Mẫu thử:  

Sử dụng phương pháp siêu âm với dung môi chiết là methanol, tiến hành 
khảo sát các yếu tố của phương pháp xử lý mẫu bao gồm tỷ lệ dung môi/ dược 
liệu (với các tỷ lệ 100 : 1; 200 : 1 và 400 : 1), số lần chiết (chiết 1 lần, 2 lần, 3 lần; 
4 lần) và thời gian chiết (mỗi lần 20 phút, 40 phút, 60 phút và 80 phút).  
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Cân chính xác khoảng 0,25 g dược liệu cho vào bình nón, thêm MeOH, siêu 
âm trong 1 giờ. Lọc lấy dịch trong. Phần bã được thêm MeOH (thể tích khảo sát) 
và tiến hành như trên 1 hoặc 2 – 3 lần nữa (theo khảo sát). Gộp dịch lọc các lần 
vào bình định mức 100 ml, thêm MeOH đến vạch. Lọc qua màng lọc kích thước 
0,45 µm và tiến hành tiêm sắc ký. 

- Mẫu thử thêm chuẩn 

Dung dịch thử được chuẩn bị như trên, thêm chính xác một lượng dung dịch 
chuẩn oxostephanin vào dung dịch thử đã chuẩn bị trước để được các dung dịch 
có nồng độ 80 %, 100 %, 120 % so với mẫu thử. Lọc qua màng lọc kích thước 
0,45 µm và tiến hành tiêm sắc ký.  

v Thẩm định phương pháp định lượng 

Tiến hành thẩm định phương pháp định lượng theo “Hướng dẫn của 
ASEAN về thẩm định quy trình phân tích” [107] và AOAC [108]. 
* Độ phù hợp hệ thống 

Phân tích sắc ký lặp lại 6 lần mẫu chuẩn oxostephanin, có nồng độ nằm 
trong khoảng tuyến tính, ghi lại sắc ký đồ. 

Đánh giá tính thích hợp của hệ thống về thời gian lưu, diện tích pic, số đĩa 
lý thuyết, độ phân giải (RS), hệ số đối xứng pic của oxostephanin.   
Yêu cầu: RSD của thời gian lưu, diện tích pic ≤  2,0% nếu không có quy định 
khác. 
* Độ đặc hiệu 

Phân tích trong cùng điều kiện và so sánh đáp ứng của các mẫu sau: mẫu 
dung môi, mẫu chuẩn oxostephanin, mẫu thử thêm chuẩn oxostephanin, mẫu thử.  
Yêu cầu: Mẫu dung môi không xuất hiện pic của chất phân tích tại thời gian lưu 
của chất phân tích trong mẫu chuẩn, mẫu thử và mẫu thử thêm chuẩn. Mẫu chuẩn, 
mẫu thử, mẫu thử thêm chuẩn có thời gian lưu của chất phân tích giống nhau. Pic 
của mẫu thử và thử thêm chuẩn phải tách hoàn toàn với pic khác trong nền mẫu. 
Độ phân giải giữa các pic chính không nhỏ hơn 1,5. 
* Khoảng tuyến tính và đường chuẩn 

Tiến hành pha dãy chuẩn trong bình định mức 1 ml với các nồng độ 100 
đến 3,125 µg/ml bằng cách pha loãng gấp đôi từ dung dịch mẹ. Tiến hành sắc ký 
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trong cùng điều kiện, xây dựng phương trình hồi quy tuyến tính và tính hệ số 
tương quan R. 
Yêu cầu: Đường hồi quy có dạng đường thẳng và hệ số tương quan nằm trong 
khoảng 0,995 ≤ R ≤ 1 (hoặc bình phương hệ số tương quan 0,99 ≤ R2 ≤ 1) và độ 
chệch (bias) tại các điểm đều không quá ± 15%. 
* Độ chính xác (độ lặp lại, độ chụm trung gian): 

- Độ lặp lại: Tiến hành phân tích độc lập 6 thử (kết hợp ở phần độ chính xác), 
tính kết quả dựa vào điểm chuẩn tiến hành trong cùng điều kiện. Xác định độ lặp 
lại bằng cách tính RSD giá trị các lần định lượng. 

- Độ chính xác trung gian: Tiến hành tương tự độ lặp lại ở 3 ngày khác nhau. 
Dựa theo điểm chuẩn, tính nồng độ hoạt chất có trong các mẫu thử. Xác định độ 
lặp lại trong ngày, khác ngày bằng cách tính toán độ lệch chuẩn tương đối (RSD 
%) giữa giá trị các lần định lượng. 
Yêu cầu: RSD hàm lượng của oxostephanin ≤ 3,7%. 
* Độ đúng 

Thêm chính xác khoảng lượng dung dịch chuẩn oxostephanin vào mẫu thử 
sao cho tổng nồng độ sau khi thêm chuẩn tương ứng khoảng 80 %, 100 %, 120 % 
nồng độ định lượng oxostephanin trong mẫu thử. 

Tại mỗi nồng độ làm 3 mẫu độc lập, tiến hành tương tự như mẫu thử, phân 
tích mẫu và ghi lại sắc ký đồ và tính độ thu hồi của OXO. 
Yêu cầu: Phần trăm tìm lại của oxostephanin ở mỗi nồng độ phải trong khoảng 
95,0 % – 105,0 %. 

* Giới hạn phát hiện, giới hạn định lượng 

Pha loãng dần mẫu chuẩn bằng dung môi pha mẫu, tiến hành phân tích các 
dung dịch pha loãng trên. Trên sắc ký đồ thu được, xác định đáp ứng pic (chiều 
cao) tương ứng với mỗi mức nồng độ. Xác định LOD của phương pháp dựa vào 
tỷ lệ đáp ứng so với nhiễu. Trong đó LOD là giá trị nồng độ mà ở đó có đáp ứng 
pic oxostephanin gấp khoảng 3 lần giá trị nhiễu đường nền. LOQ có đáp ứng pic 
oxostephanin gấp khoảng 10 lần giá trị nhiễu đường nền. 
2.4.2.3. Định lượng oxostephanin trong các mẫu đánh giá sự thay đổi hàm 

lượng theo thời gian thu hái 

Hàm lượng oxostephanin được tính theo công thức: 
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Hàm lượng oxostephanin (%) = "	$	%	$	&''
(	$	(&''*	$)	$	&', 	× 100	 

Với S = aC + b 
Trong đó: 

C (µg/ml): Nồng độ oxostephanin trong mẫu thử  
m (g): Lượng cân mẫu thử 
x (%): Hàm ẩm của mẫu thử 
V (ml): thể tích mẫu thử 
S (mAU.S): diện tích pic 
a: độ dốc của đường chuẩn 
b: giao điểm của đường chuẩn với trục tung 

2.4.3. Đánh giá tác dụng gây độc tế bào của một số hợp chất đã phân lập và 
bước đầu nghiên cứu cơ chế kháng ung thư của oxostephanin 
2.4.3.1. Đánh giá tác dụng gây độc trên một số dòng tế bào ung thư của một số 

hợp chất đã phân lập 

Từ các chất đã chiết xuất, phân lập và xác định cấu trúc, tiến hành đánh giá 
tác dụng gây độc của các hợp chất SD1, SD2, SD3, SD4 và SD5 trên năm dòng 
tế bào HeLa, HepG2, OVCAR-8, MCF7, N87. Các hợp chất trên được pha trong 
dung môi DMSO 0,5% với dải nồng độ thử nghiệm của các hợp chất như bảng 
2.1.  

Bảng 2.1. Dải nồng độ thử nghiệm của các hợp chất 
[CμM] 

Chất thử 
Dãy nồng độ thử (*) [CμM] 

C1 C2 C3 C4 C5 C6 
SD1 (stedieltin A) 239 119,5 59,75 29,88 14,94 7,47 
SD2 (stedieltin B) 563 281,5 140,75 70,38 35,19 17,6 

SD3 (oxostephanin)  65,5 32,75 16,38 8,19 4,1 2,05 
SD4 (oxostephanosin) 156,4 78,2 39,1 19,55 9,8 4,9 

SD5 (oxocrebanin) 187 93,5 46,75 23,38 11,69 5,85 
 
Tác dụng gây độc tế bào được đánh giá dựa trên ảnh hưởng của các hợp 

chất tới hình thái tế bào và bằng phương pháp nhuộm MTS [109], [110]. 
v Đánh giá ảnh hưởng của các hợp chất tới hình thái tế bào 
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Năm dòng tế bào HeLa, HepG2, OVCAR-8, MCF7, N87 được bảo quản 
trong điều kiện Nitơ lỏng sau khi được hoạt hoá và nuôi cấy trong môi trường cơ 
bản DMEM low glucose (1g Glucose/lít); RPMI - 1640 có bổ sung 10% FBS, 1% 
Penicillin/ streptomycin trong điều kiện 370C, 5% CO2. 
 Sau 24h nuôi cấy, quan sát dưới kính hiển vi cho thấy tế bào bám dính tốt, 
khoẻ mạnh, chiếm 40-50% bề mặt đĩa nuôi cấy. Theo dõi, chăm sóc, thay môi 
trường 2 ngày một lần, có thể cấy chuyển khi mật độ đủ để tiến hành thí nghiệm. 

Để định tính mức độ ảnh hưởng của các hợp chất lên từng dòng tế bào, sau 
48h ủ thuốc thực hiện quan sát dưới kính hiển vi soi ngược, ghi lại hình ảnh, hình 
thái tế bào ở các thí nghiệm cũng như đối chứng để so sánh kết quả thu được. 

 
Hình 2.2. Các dòng tế bào ung thư (a) MCF7, (b) HeLa, (c) OVCAR-8,  

(d) N87, (e) HepG2 sau 48h nuôi cấy 
v Đánh giá tác dụng gây độc tế bào bằng phương pháp nhuộm MTS 

* Nguyên tắc 
Phương pháp thử hoạt tính gây độc tế bào ung thư in vitro được Viện Ung 

thư Quốc gia Hoa Kỳ (National Cancer Institute – NCI) xác nhận là phép thử độ 
độc tế bào chuẩn nhằm sàng lọc, phát hiện các chất có khả năng kìm hãm sự phát 
triển hoặc diệt tế bào ung thư ở điều kiện in vitro. Phép thử này được thực hiện 
theo phương pháp của Monks (1991) [111], [112]. 

MTS (3 - (4,5-dimethylthiazol-2-yl) – 5 - (3-carboxymethoxyphenyl) – 2 - 
(4-sulfophenyl) - 2H - tetrazolium) khi có mặt PMS (phenazine methosulfate) 
được một loại enzym trong ty thể của tế bào sống chuyển hóa tạo ra một sản phẩm 
formazan tan trong môi trường nuôi cấy tế bào, hấp thụ ánh sáng tối đa ở bước 
sóng 490-500 nm trong đệm PBS. Hàm lượng của chất tạo ra tỷ lệ thuận với số 
lượng tế bào sống tham gia phản ứng, lượng formazan được định lượng bằng 
phương pháp đo quang ở bước sóng 490 nm. Phương pháp MTS có tính tiện lợi 
cao do chỉ cần bổ sung thẳng chất vào môi trường nuôi cấy tế bào mà không cần 

     a b c d e 
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bất kỳ bước rửa hay chuẩn bị nào khác, hạn chế được các sai sót chủ quan do thao 
tác. 
* Phương pháp tiến hành thí nghiệm 

§ Phương pháp hoạt hoá và nhân nuôi các dòng tế bào  

 - Tế bào HeLa, HepG2, OVCAR-8, MCF-7, N87 ở trạng thái đông lạnh  
 - Rã đông ở 370C sau đó ly tâm ở 1250 rpm/5 phút để thu cặn tế bào  
 - Cặn tế bào được đánh tan trong môi trường nuôi cấy cơ bản của tế bào 
(DMEM low glucose (1g Glucose/lít), RPMI 1640) có bổ sung 10% FBS, 1% 
Penicillin/ streptomycin sao cho khả năng phân tán của tế bào là tốt nhất. 
 - Huyền phù sẽ được chuyển vào dụng cụ nuôi cấy (đĩa nuôi cấy đường 
kính 10cm hoặc chai nuôi cấy 75cm2) có bổ sung thể tích môi trường phù hợp với 
mật độ tế bào và thời gian thí nghiệm. Sau đó tế bào sẽ được phát triển trong tủ 
ấm 370C, 5% CO2. Tuỳ vào từng loại tế bào để sử dụng dụng cụ và môi trường 
nuôi cấy phù hợp  
 - Thay môi trường cho tế bào thường xuyên từ 2-3 ngày một lần. 
 - Cấy chuyển hoặc thu tế bào khi mật độ tế bào đạt 60-70% bằng Trypsin - 
EDTA 1x. 
 - Xác định số lượng tế bào bằng buồng đếm tế bào Neubauer, Đức. 

§ Phương pháp thử độc tính tế bào MTS  

Để thử độc tính của các chất trên dòng tế bào ung thư, nghiên cứu sử dụng 
bộ kit CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay của hãng 
Promega (gọi tắt là phương pháp MTS). 
 - Chuẩn bị tế bào: Khi tế bào khoẻ mạnh mọc khoảng 60-70% đĩa hoặc chai 
nuôi cấy. Thu tế bào bằng Trypsin-EDTA. Dùng pipet đa kênh để nạp tế bào vào 
trong các giếng của đĩa nuôi cấy 96 giếng với nồng độ 5.000 tế bào/180 µl môi 
trường nuôi cấy, quan sát kiểm tra dưới KHV đảo chiều. Sau đó ủ trong 37oC, 5% 
CO2 cho tế bào ổn định trong 24h trước khi tiến hành thử thuốc. 

- Ủ với thuốc thử: Cho mẫu thử vào các giếng với dải nồng độ thí nghiệm, 
mỗi nồng độ được giảm từ ½ nồng độ trước nó. 

Nồng độ thí nghiệm được tính toán phù hợp với điều kiện thử nghiệm. Gõ 
nhẹ vào thành đĩa cho thuốc phân bố đều rồi rồi ủ trong 48h ở trong tủ ấm 37oC, 
5% CO2. 
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 - Nhuộm MTS: Sau 48h, thêm 20µl dung dịch nhuộm MTS. Gõ nhẹ đĩa và 
ủ trong 4h ở 37oC, 5% CO2. Ở bước này, dung dịch cần được bọc kín để tránh ánh 
sáng. 
 - Đo mật độ quang học của dung dịch trong giếng bằng máy Elisa 
SpectraMAX Plus 384 ở bước sóng 490 nm. 
 Dựa vào giá trị mật độ quang học, xác định được % gây độc tế bào của mẫu 
thử (A), từ đó đánh giá được độ độc đối với tế bào của hợp chất. A được tính theo 
công thức: 

A (%) = (1- T
VH

 ) x 100 

VH: giá trị trung bình của mật độ quang học ở các giếng thử với dung môi pha 

thuốc. 
T: giá trị trung bình của mật độ quang học ở các giếng thử với thuốc. 

 Nếu A = 50% có nghĩa là thuốc có tác dụng gây độc và làm chết 50% tế 
bào. Nồng độ thuốc mà tại đó giá trị A đạt 50% gọi là liều gây chết 50% tế bào, 
ký hiệu là IC50. Đây là giá trị để đánh giá độc tính của thuốc đối với tế bào. 
* Chỉ tiêu nghiên cứu 

- Các chỉ tiêu về hoạt hoá và nhân nuôi tế bào: môi trường nuôi cấy, điều 
kiện nuôi cấy, hình thái các dòng tế bào, khả năng bám dính của tế bào, mật độ tế 
bào. 

- Chỉ tiêu về tác dụng gây độc của các hợp chất: hình thái các dòng tế bào 
ở các nồng độ chất thử khác nhau. 

 - Chỉ tiêu về đo mật độ quang học: nồng độ formazan trong các giếng.  
* Xử lý số liệu 
 Các thí nghiệm đánh giá tác dụng độc tế bào được thực hiện ít nhất 2 lần và 
lấy giá trị trung bình. Phân tích số liệu, xây dựng đồ thị, tỷ lệ % tế bào sống (A%) 
tương ứng với các nồng độ và giá trị IC50 của từng chất được thực hiện trên phần 
mềm Microsoft Excel 2016. 
2.4.3.2. Nghiên cứu cơ chế tác dụng gây độc tế bào của oxostephanin 

v Cơ chế tác dụng gây độc trên dòng tế bào OVCAR-8 

Cơ chế tác dụng gây độc của oxostephanin trên dòng tế bào OVCAR-8 
được so sánh với tác dụng của VX-680 sử dụng các phương pháp sau: 
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* Phương pháp theo dõi tế bào theo thời gian thực trên hệ thống xCelligence 
[113] 
 - Nguyên tắc 
 Trước đây, việc đo khả năng tăng sinh hay sự chết của tế bào dưới tác động 
của thuốc thử chỉ thể hiện được ở một thời điểm nhất định. Một công nghệ mới 
đã được phát triển do Roche Applied Science kết hợp với ACEA Biosciences, cho 
phép kiểm tra tế bào theo thời gian, sử dụng đĩa nuôi cấy tế bào chuyên dụng. Hệ 
thống máy xCELLigence có thể đo và định lượng khả năng bám đáy đĩa, sự sinh 
trưởng, cũng như sự chết của tế bào, hay bất kỳ một sự thay đổi nào về tính chất, 
từ đó đưa ra đồ thị biểu diễn chỉ số tế bào (CI – cell index) theo thời gian. Thiết 
bị trung tâm của hệ thống xCELLigence là mạng lưới cảm biến điện gắn ở dưới 
đáy của đĩa 96 giếng (E-plate 96). Việc đo điện trở của những điện cực cảm biến 
này cho phép phát hiện và theo dõi những thay đổi của tế bào trên điện cực đó. 
Khả năng sống, số lượng, hình thái và độ bám dính của tế bào, tất cả đều ảnh 
hưởng đến điện trở của điện cực. Ngoài ra, giá trị điện trở còn phụ thuộc vào diện 
tích bám của tế bào lên điện cực. Số lượng tế bào càng lớn, tế bào bám càng khỏe, 
càng trải dài ra bề mặt đĩa thì giá trị điện trở càng cao. 
    - Tiến hành 
 Thử nghiệm tăng sinh được thực hiện bằng cách sử dụng hệ thống thông 
minh (ACEA Biosciences; Agilent Technologies, Inc.). Môi trường (100 
μl/giếng) được thêm vào mỗi 96 giếng của đĩa E (ACEA Biosciences; Agilent 
Technologies, Inc.) để đọc nền trong 15 phút. Trong khi chờ đợi, các tế bào được 
tiếp tục nuôi trong môi trường, và huyền phù tế bào 80 μl được thêm vào để tạo 
ra mật độ tế bào là 3x103 tế bào/180 μl/ giếng. Sau khi ủ trong 30 phút ở nhiệt độ 
phòng, đĩa E được đặt vào trạm RTCA SP trong tủ ấm. Sau 24 giờ, các tế bào 
được xử lý bằng oxostephanin (125, 25, 5, 1 và 0,2 μM) và VX-680 (Vertex và 
Merck; 25, 5, 1, 0,2 và 0,04 μM). Sự tăng sinh tế bào theo thời gian thực được 
theo dõi trong khoảng thời gian 30 phút từ thời điểm cấy cho đến khi kết thúc thí 
nghiệm với tổng thời gian > 200 h. Điện trở được đo bằng phần mềm tích hợp 
RTCA của hệ thống xcELLigence dưới dạng một tham số không thứ nguyên gọi 
là chỉ số tế bào (CI).  

- Chỉ tiêu nghiên cứu 
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Giá trị CI chuẩn hóa được sử dụng để đánh giá khả năng sống sót (số lượng, 
hình thái tế bào) để lấy giá trị IC50, thời gian nhân đôi của tế bào. 
* Phương pháp miễn dịch huỳnh quang 

- Tiến hành 
Các tế bào được nuôi trên các tấm coverglass trong 24 giờ trước khi được 

xử lý bằng oxostephanin (5 μM) hoặc VX-680 (0,2 μM) có hoặc không có 
paclitaxel (0,035 μM; Millipore, Sigma) và ủ trong 15 giờ trong tủ ấm ở 37oC với 
5% CO2. Paclitaxel được sử dụng để đồng bộ hóa các tế bào với pha M trong chu 
kỳ tế bào, nhằm thu được các tế bào đang phân chia.  

Sau đó, các tế bào được cố định bằng paraformaldehyd 4% và sucrose 2% 
trong 15 phút ở 37oC, được làm thấm bằng cách đục màng với 0,2% Triton X-100 
trong 10 phút, sử dụng BSA 5 mg/ml để che phủ các liên kết không đặc hiệu và 
bộc lộ các liên kết đặc hiệu trên tế bào (bước này thực hiện trong 15 phút ở nhiệt 
độ phòng). Ủ mẫu tế bào với kháng thể sơ cấp, là kháng thể thỏ đa dòng kháng 
histon H3 phosphoryl hóa tại Ser10 (ab183626, Abcam), ở độ pha loãng 1: 500 
trong 2 giờ ở nhiệt độ phòng, bọc bạc tránh ánh sáng. RAb H3PS10 sẽ gắn đặc 
hiệu với vị trí histone H3 bị phosphoryl hóa trong tế bào. Aurora B được phát hiện 
bằng cách sử dụng kháng thể đơn dòng của chuột (36-5200, Invitrogen; Thermo 
Fisher Scientific, Inc.), ở độ pha loãng 1: 250. Nhuộm DNA với 5 μg/ml Hoechst 
33342 (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc.) hoặc propidium iodide 2 μg/ml 
(PI; Thermo Fisher Scientific, Inc.), tránh sáng. Hình ảnh được thu thập bằng kính 
hiển vi huỳnh quang quét Laser ZEISS 510 (LSM) với vật kính 40X hoặc 63X 
(carl Zeiss AG).  

Để đánh giá ảnh hưởng của chất thử lên sự định vị sai của Aurora kinase B 
trên NST, tế bào được sử dụng là HeLa biểu hiện ổn định Aurora kinase B (Aurora 
B-GFP), các tế bào được nuôi cấy trên coverglass Lab-Tek (Nalge Nunc 
International). Sau 24 giờ sử dụng các hợp chất ở nồng độ oxostephanin (5 μM) 
hoặc VX-680 (0,2 μM), các tế bào được quan sát thấy mà không cần cố định. 

Với kiểm tra hình thái nhân tế bào, các tế bào được ủ với oxostephanin (5 
μM) hoặc VX‐680 (0,2 μM) trong 48 giờ. Sau đó, các tế bào được cố định bằng 
paraformaldehyd 4% và sucrose 2% trong 15 phút ở 37oC, được thấm với 0,2% 
Triton X-100 trong 10 phút và nhuộm bằng 5 μg/ml Hoechst 33342. Sau khi ủ 
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trong 15 phút, các tế bào được được thu thập, rửa bằng nước muối đệm photphat 
(PBS; Millipore, Sigma), và quan sát bằng kính hiển vi LSM. Hình ảnh được phân 
tích bằng LSM Image Browser (Carl Zeiss AG). 

- Chỉ tiêu nghiên cứu 
Tín hiệu huỳnh quang được phân tích để đánh giá ảnh hưởng lên hình thái 

và thể tích nhân tế bào OVCAR-8 sau khi được xử lý bằng oxostephanin và VX-
680, so sánh với đối chứng. 

Sự biểu hiện và hoạt động của Aurora kinase trong tế bào OVCAR-8 sau 
khi ủ với thuốc thử được đánh giá thông qua sự điều hoà quá trình phosphoryl hoá 
protein histone H3 ở serine 10 (H3S10ph). Trong đó sự định vị sai của Aurora 
kinase B trên NST ở tế bào nguyên phân được đánh giá thông qua tín hiệu huỳnh 
quang trên tế bào HeLa biểu hiện ổn định Aurora kinase B. 
* Quá trình chết theo chương trình apoptosis 

- Nguyên tắc:  
Annexin-V là một protein liên kết phospholipid và nó liên kết đặc biệt với 

các phân tử phosphatidyl-serine tích điện âm tiếp xúc trên bề mặt của tế bào 
apoptotic. Tế bào dương tính với Annexin-V khi có sự biểu hiện của các phân tử 
phosphatidyl-serine trên bề mặt tế bào là dấu hiệu của quá trình apoptosis và được 
đánh giá thông qua hình ảnh miễn dịch huỳnh quang. 

- Tiến hành 
Thử nghiệm apoptosis được thực hiện bằng cách sử dụng kit apoptosis 

Alexa Fluor 488 Annexin V (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc.). Sau khi 
xử lý các tế bào với 5 μM oxostephanin hoặc 0,2 μM VX-680 trong 48 giờ, các tế 
bào được thu hoạch và chuẩn bị cho phân tích apoptosis.  

Các tế bào được rửa sạch bằng PBS, sau đó được phân tán trong đệm liên 
kết Annexin để có được mật độ 106 tế bào/ml. Sau đó, dung dịch tế bào được ủ 
với 5 μl Alexa Fluor® 488-Annexin V và 100 μl PI trong 15 phút ở nhiệt độ 
phòng. Sau đó, 400 μl đệm liên kết Annexin được trộn nhẹ nhàng vào dung dịch 
và dung dịch tế bào được phân tích trên Hệ thống FAcS Canto II (BD 
Biosciences). Để có hình ảnh biểu hiện của dấu hiệu apoptotic, sau 24 giờ xử lý 
với các hợp chất, các tế bào được ủ với Alexa Fluor® 488-Annexin V trong 30 
phút và được quan sát dưới kính hiển vi LSM. 
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- Chỉ tiêu nghiên cứu 
Sự biểu hiện của phân tử phosphatidyl-serine trên bề mặt tế bào và tỷ lệ tế 

bào được xử lý với thuốc thử dương tính với Annexin-V, so sánh với đối chứng. 
* Phân tích khối u đa bào 

- Tiến hành 
Các khối u đa bào hình cầu của OVCAR-8 được tạo ra bằng phương pháp 

thả treo như đã mô tả trong công bố trước đây [114]. Tổng cộng 15 μl môi trường 
chứa 5x103 tế bào đã được thêm vào mỗi vòng tròn trên nắp ngược của đĩa 96 
giếng để tạo ra một hình cầu. Sau đó úp ngược nắp lên đĩa đã phủ agarose 1,5% 
(w/v) vô trùng chứa 200 μl môi trường hoàn chỉnh. Sau 48 giờ ủ trong buồng được 
làm ẩm với 5% CO2 ở 37oC, các khối u được chuyển từ nắp vào từng giếng của 
đĩa phủ agarose và tiếp tục được nuôi cấy trong DMEM (Gibco; Thermo Fisher 
Scientific, Inc.) có bổ sung FBS 10 % (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.).  

Các khối u được xử lý bằng oxostephanin trong hai điều kiện: i) Hợp chất 
được thêm vào chế phẩm tế bào trước khi thực hiện thả treo; và ii) hợp chất được 
thêm vào sau khi chuyển các khối u đã hình thành vào giếng nuôi cấy. Hai nồng 
độ oxostephanin ở 5 và 1 μM được sử dụng trong cả hai điều kiện. Hình ảnh thu 
được bằng kính hiển vi Axiovert 40CFL (Carl Zeiss AG) với máy ảnh Powershot 
G9. Những hình ảnh này được phân tích bằng phần mềm Axio phiên bản 4.5 (Carl 
Zeiss AG) để xác định đường kính khối u.  

Thể tích xấp xỉ (V) của mỗi khối u được tính như sau:  
V = (4/3) x π x (D1/2) x (D2/2) 2 

Trong đó D1 và D2 lần lượt là đường kính dài nhất và ngắn nhất [115]. 
 - Chỉ tiêu nghiên cứu 

Khả năng hình thành, thể tích, hình thái và tính chất của khối u hình thành 
khi có sự hiện diện của thuốc thử, so sánh với đối chứng. 
* Tách chiết RNA và phiên mã ngược ‐ PCR định lượng (RT‐qPCR) 

- Tiến hành 
RNA tổng số được chiết xuất từ các dòng tế bào bằng bộ kit RNeasy Mini 

(Qiagen GmbH) theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Tổng cộng 1 μg RNA tổng số 
từ mỗi mẫu được chuyển đổi thành cDNA bằng cách sử dụng bộ tổng hợp M-
MLV cDNA (Enzynomics, Inc.). Phản ứng được thực hiện ở 25oC trong 10 phút, 
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42oC trong 60 phút, 95oC trong 5 phút và được giữ ở 4oC trên máy tuần hoàn nhiệt 
SimpliAmpTM (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.). Các sản 
phẩm cDNA từ mỗi mẫu được sử dụng để thực hiện qPCR. Tổng cộng 1 μl cDNA 
pha loãng năm lần được sử dụng cho qPCR và thuốc thử được trộn với PCR sau 
đó sử dụng bộ kit SensiFAST SYBR® Lo-ROX (Bioline Pty Ltd, Meridian 
Bioscience, Inc.). Các đoạn mồi được sử dụng được liệt kê trong Bảng 2.2.  

Bảng 2.2. Trình tự các mồi đặc hiệu được sử dụng cho RT‐qPCR 

Gen Số hiệu Trình tự mồi 
Kích 
thước 
(bp) 

TLTK 

Aurora 

A 

NM_198433.3 Fw 5'-TTccAGGAGGAccAcTcTcTGT-3' 

Rv 5'-TGcATccGAccTTcAA TcATT-3' 

69  [116] 

Aurora 

B 

NM_001313950.2 Fw 5'-cGcAGAGAGATcGAAATccAG-3' 

Rv 5'-AGATccTccTccGGTcATAAAA-3' 

85  [117] 

VEGF NM_001025366.3 Fw 5'-AGGAGGAGGGcAGAATcATcAc-3' 

Rv 5'-ATGTccAccAGGGTcTcGATTG-3' 

90  [118] 

β-actin NM_001101.5 Fw 5'-AcAGAGccTcGccTTTG-3' 

Rv 5'-ccTTGcAcATGccGGAG-3' 

110  [119] 

Fw: forward; Rv: reverse 

 
β-actin mRNA được sử dụng như một gen kiểm soát nội bộ để chuẩn hóa 

dữ liệu. RT‐qPCR được thực hiện cho lần kích hoạt đầu tiên ở 95oC trong 20 giây, 
tiếp theo là 40 chu kỳ ở 95oC trong 10 giây, 63oC trong 30 giây và 70oC trong 1 
giây. Đường cong nóng chảy được phân tích bằng cách sử dụng cài đặt mặc định 
của thiết bị. Các xét nghiệm được thực hiện ba lần trên hệ thống Light Cycle® 96 
(chẩn đoán Roche). Phương pháp DDCq [120] được sử dụng để định lượng biểu 
hiện mRNA. 

- Chỉ tiêu nghiên cứu 
 Ảnh hưởng của oxostephanin lên sự biểu hiện của Aurora kinase A và 
Aurora kinase B ở mức độ mRNA trên dòng tế bào OVCAR-8.  

Ngoài ra phương pháp này cũng được dùng để đánh giá ảnh hưởng của 
oxostephanin lên sự biểu hiện của Aurora kinase A và Aurora kinase B ở mức độ 
mRNA trên các dòng tế bào thường trong thí nghiệm tiếp theo. 
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v Tác dụng của oxostephanin trên các dòng tế bào thường 

Oxostephanin tiếp tục được nghiên cứu trên các dòng tế bào không ung thư 
để đánh giá hợp chất này có hay không có khả năng gây độc trên các dòng tế bào 
này, nếu có thì cơ chế gây độc ra sao, khả năng gây độc đó có liên quan gì đến tác 
dụng kháng ung thư của hợp chất không. Nghiên cứu được tiến hành trên các tế 
bào nội mô tĩnh mạch rốn người (hUVECs), tế bào gốc trung mô có nguồn gốc từ 
dây rốn (UC‑MSCs) và tế bào nguyên bào sợi da của người (hFBs) sử dụng các 
phương pháp sau: 
* Thử nghiệm khả năng sống của tế bào  

- Nguyên tắc  
Khả năng sống của các tế bào hUVECs, UC‑MSCs, hFBs dưới ảnh hưởng 

của oxostephanin được đánh giá bằng cách sử dụng xét nghiệm sulforhodamine 
B (SRB). Phép thử SRB được phát triển bởi Philip Skehan và cộng sự năm 1990 
để đánh giá độc tính của chất nghiên cứu và khả năng phát triển của tế bào trong 
ứng dụng sàng lọc thuốc ở qui mô lớn [121]. Nguyên tắc của phép thử là khả năng 
nhuộm màu của SRB lên protein, SRB nhuộm bằng cách phá vỡ màng tế bào, 
những mảnh vỡ tế bào không bị nhuộm, do đó không ảnh hưởng đến số liệu thực 
nghiệm.  

Phương pháp SRB dựa trên khả năng liên kết tĩnh điện và sự phụ thuộc vào 
pH của các dư lượng amino acid của các protein. Dưới các điều kiện môi trường 
acid nhẹ, SRB liên kết với các dư lượng amino acid trên các protein của các tế 
bào đã được cố định bằng trichloroacetic acid (TCA) và sử dụng base yếu như 
Tris-base để hòa tan và đo mật độ quang của dịch chiết từ tế bào để định lượng. 

- Tiến hành 
Các tế bào được nhân nuôi với mật độ 3x103 tế bào/giếng trong các đĩa 96 

giếng và được ủ với oxostephanin trong 24, 48 và 72 giờ ở các nồng độ khác nhau 
pha loãng 5 lần từ nồng độ từ mức cao nhất là 25 đến 5, 1, 0,2 và 0,04 μM. Sau 
đó, môi trường được loại bỏ, và các tế bào được nhuộm với SRB 4%  (Millipore, 
Sigma) trong 10 phút ở nhiệt độ phòng sau khi cố định với TCA 10%  (Millipore, 
Sigma) trong 1 giờ ở 4OC. Độ hấp thụ được đo ở bước sóng 540 nm bằng đầu đọc 
vi tấm (BioTech Power Wave XS; BioTek Instruments, Inc.). 

- Chỉ tiêu nghiên cứu 
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Ảnh hưởng của oxostephanin lên khả năng sống sót của tế bào từ đó xác 
định giá trị IC50. 
* Thử nghiệm hình thành khuẩn lạc 

- Tiến hành 
Các tế bào hUVECs và hFBs được cấy vào đĩa sáu giếng ở mật độ 1x103 tế 

bào/giếng và được xử lý bằng oxostephanin ở bốn nồng độ khác nhau (25, 5, 1 và 
0,2 μM) trong 24 giờ. Môi trường được làm mới, và các tế bào sau đó được ủ 
trong tủ ấm được làm ẩm với 5% CO2 ở 37oC trong 10 ngày nữa. Sau đó, các tế 
bào được nhuộm bằng Giemsa (Millipore, Sigma) trong 5 phút ở nhiệt độ phòng 
sau khi cố định với metanol 70% trong 10 phút ở nhiệt độ phòng. Sự hình thành 
các đơn vị khuẩn lạc của tế bào nội mô (CFU-ECs) và nguyên bào sợi (CFU ‐ Fs) 
đã được quan sát, chụp ảnh và đếm bằng kính hiển vi đảo ngược Axiovert 40 (Carl 
Zeiss AG) (độ phóng đại x4). Số lượng khuẩn lạc được xác định trên 1.000 tế bào 
lúc cấy chuyển. 
 - Chỉ tiêu nghiên cứu 
 Số lượng khuẩn lạc được tạo thành, mật độ tế bào/ khuẩn lạc sau khi xử lý 
bằng oxostephanin được xác định và so sánh với đối chứng. 
* Phân tích sự tiết các yếu tố tăng trưởng bằng thử nghiệm Luminex 

- Tiến hành 
Nghiên cứu sử dụng thử nghiệm Luminex với xét nghiệm miễn dịch đa 

năng ProcartaPlexTM (Human Custom ProcartaPlex 4‐Plex kit; Thermo Fisher 
Scientific, Inc.). Môi trường duy trì được chuẩn bị bằng cách nuôi cấy tế bào đến 
90% trong môi trường thích hợp mà không cần bổ sung hoặc bổ sung FBS trong 
48 giờ. Môi trường duy trì sau đó được thu thập và giữ trong đá trước khi sử dụng. 
Thuốc thử và quy trình được xử lý theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Các tín hiệu 
phát quang của các yếu tố tăng trưởng được phát hiện bằng cách sử dụng hệ thống 
LuminexTM 100/200TM được trang bị phần mềm xPONENT 3.1 (Luminex co., 
Ltd). 
 - Chỉ tiêu nghiên cứu 

Số lượng và nồng độ các yếu tố tăng trưởng gồm VEGF‐A, FGF‐2 và HGF 
được tiết ra từ các tế bào hUVECs và hFBs, so sánh với đối chứng. 
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* Thử nghiệm chữa lành vết thương 
- Tiến hành 
Khả năng chữa lành (làm liền) vết thương có mối quan hệ chặt chẽ với khả 

năng di chuyển của tế bào. Các tế bào hUVECs và hFBs được nuôi cấy trong môi 
trường tương ứng tăng trưởng tế bào nội mô EGM-2-2 Bulletkit (Lonza 
Bioscience) và DMEM/F12 (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.) được bổ sung 
FBS 10% để đạt đến hỗn hợp hoàn chỉnh trong các đĩa 24 giếng. Sau đó, các tế 
bào được bổ sung mitomycin C (5 μg/ml) để ức chế sự tăng sinh của tế bào. Tiếp 
theo, các tế bào được nuôi cấy trong môi trường không có huyết thanh trong 24 
giờ (hUVECs) và 48 giờ (hFBs). Các vết thương được tạo ra bằng cách sử dụng 
máy nạo tế bào SPLScar (SPL Life Sciences co., Ltd.), và các tế bào nổi được loại 
bỏ bằng cách rửa giếng hai lần với PBS. Oxostephanin được ủ với các tế bào ở ba 
nồng độ 25, 5 và 1 μM trong 24 giờ (hUVECs) và 48 giờ (hFBs). Hình ảnh được 
chụp sau mỗi 6 giờ (kính hiển vi ngược Olympus IX73, Olympus) từ các vết 
thương được tạo ra. Khả năng di chuyển của tế bào được phân tích bằng phần 
mềm ImageJ (phiên bản 1.53e, Viện Y tế Quốc gia). 

- Chỉ tiêu nghiên cứu 
Hình ảnh về sự di chuyển của tế bào về phía vết thương và khả năng che 

phủ vết thương sau thời gian di chuyển của các tế bào thử nghiệm (tỷ lệ % che 
phủ), so sánh với đối chứng. 
* Thử nghiệm hình thành mạch 

- Tiến hành 
Thử nghiệm hình thành mạch được thực hiện bằng kit Angiogenesis Assay 

(ab204726, Abcam). Dung dịch nền ngoại bào (Matrigel, được cung cấp kèm theo 
bộ kit, Abcam) được thêm vào đĩa 96 giếng và ủ trong 1 giờ ở 37oC để cho phép 
dung dịch tạo thành gel. hUVECs được cấy ở 1,5x104 tế bào/giếng (ba lần lặp lại 
mỗi nhóm) trên gel và được ủ với oxostephanin ở hai nồng độ 5 và 1 μM. Đối với 
các giếng kiểm soát nền, không có Matrigel được thêm vào. Suramin (được cung 
cấp kèm theo bộ dụng cụ, Abcam) được sử dụng như một chất kiểm soát ức chế 
sự hình thành mạch. Sau 8 giờ ủ ở 37oC trong tủ ấm, sự hình thành ống được kiểm 
tra bằng kính hiển vi đảo ngược.  

- Chỉ tiêu nghiên cứu 
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Tổng chiều dài mạch, số điểm phân nhánh (số điểm nối), tổng chiều dài 
mạch nhánh và chiều dài ống trung bình được phân tích bằng phần mềm Wimasis 
(Phiên bản web, wimasis.com). 
* Xử lý số liệu nghiên cứu  
 - Đối với các dữ kiện không sử dụng được phương pháp thống kê: sử dụng 
phương pháp mô tả. 
 - Phân tích thống kê: các phân tích thống kê được thực hiện bằng phần mềm 
R phiên bản 3.4.4. Sự khác biệt giữa các nhóm được đánh giá bằng cách sử dụng 
t-test không ghép đôi, two-way ANOVA và Tukey's HSD test. Giá trị P < 0,05 
được coi là biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống kê. Các dữ liệu được trình bày 
dưới dạng giá trị trung bình ± SD.   
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 
 
3.1. CHIẾT XUẤT, PHÂN LẬP VÀ XÁC ĐỊNH CẤU TRÚC CỦA MỘT SỐ 
HỢP CHẤT TỪ THÂN LÁ CÂY CỦ DÒM  
3.1.1. Chiết xuất, phân lập một số hợp chất từ thân lá cây củ dòm 
3.1.1.1. Chiết xuất 

Dược liệu thân lá cây Củ dòm khô (7 kg) được nghiền nhỏ và chiết ngâm 
với methanol ở nhiệt độ phòng 3 lần x 3 ngày, với tỷ lệ dược liệu/ dung môi = 1/7. 
Lọc, gộp dịch chiết và cất thu hồi dung môi dưới áp suất giảm thu được 680 g cao 
methanol. 

Hòa tan cắn methanol với 2,5 lít dung dịch HCl 10% sau đó chiết lỏng - 
lỏng với ethyl acetat 3 lần x 3 lít/ lần. Gộp các dịch chiết và cất loại dung môi 
dưới áp suất giảm thu được cắn ethyl acetat không chứa alcaloid (SDE-I). Phần 
dịch còn lại được trung hòa bằng NaOH đến dung dịch có pH 10. Sau đó tiếp tục 
chiết lỏng - lỏng với ethyl acetat 3 lần x 3 lít/ lần. Gộp các dịch chiết và cất loại 
dung môi dưới áp suất giảm thu được cặn 65 g cắn ethyl acetat chứa lớp chất 
alcaloid (SDE-II).  
3.1.1.2. Phân lập và tinh chế 

Phân tách cắn SDE-II (65 g) bằng sắc ký cột silica gel với hệ dung môi rửa 
giải gradient dichloromethan/methanol (100% dichloromethan → 100% 
methanol) thu được 5 phân đoạn (SDE1 - SDE5). Phân tách phân đoạn SDE1 (3,0 
g) bằng sắc ký cột silica gel với hệ dung môi rửa giải n-hexan/aceton (10/1, v/v) 
thu được phân đoạn SDE1.2. Phân lập phân đoạn SDE1.2 (1,50 g) bằng sắc ký 
cột silica gel với hệ dung môi dichloromethan/ethyl acetat (80/1, v/v) thu được 2 
hợp chất SD6 (13,2 mg) và SD8 (8,8 mg).  

Phân tách phân đoạn SDE2 (5,1 g) bằng sắc ký cột silica gel với hệ dung 
môi rửa giải dichloromethan/aceton (50/1, v/v) thu được phân đoạn SDE2.5. Phân 
lập phân đoạn SDE2.5 (2,8 g) bằng sắc ký cột silica gel với hệ dung môi rửa giải 
dichloromethan/ethyl acetat (80/1, v/v) thu được hợp chất SD7 (2052 mg) và phân 
đoạn SDE2.5.2. Hợp chất SD9 (3,9 mg) thu được từ phân đoạn SDE2.5.2 (160,3 
mg) bằng sắc ký cột silica gel với hệ dung môi rửa giải dichloromethan/methanol 
(80/1, v/v).  
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Phân tách phân đoạn SDE3 (4,6 g) bằng sắc ký cột silica gel với hệ dung 
môi rửa giải dichloromethan/methanol (80/1, v/v) thu được phân đoạn SDE3.1. 
Tiếp tục phân tách phân đoạn SDE3.1 (1,5 g) bằng sắc ký cột silica gel với hệ 
dung môi rửa giải dichloromethan/aceton (18/1, v/v) thu được phân đoạn 
SDE3.1.16 (600 mg) và phân đoạn này được phân lập bằng sắc ký cột pha đảo 
RP-C18 với hệ dung môi rửa giải methanol/nước (2/1, v/v) thu được hợp chất SD1 
(21,0 mg).  

Phân tách phân đoạn SDE4 (7,3 g) bằng sắc ký cột silica gel với hệ dung 
môi dichloromethan/methanol (80/1, v/v) thu được 2 phân đoạn SDE4.6 và 
SDE4.12. Tiếp tục phân tách phân đoạn SDE4.6 (1,2 g) bằng sắc ký cột pha 
thường với hệ dung môi dichloromethan/aceton/methanol (30/1/0,05, v/v/v), sau 
đó sử dụng sắc ký cột Sephadex với hệ dung môi dichloromethan/methanol (1/1, 
v/v) thu được 2 hợp chất SD3 (8,6 mg) và SD4 (3,9 mg). Phân lập phân đoạn 
SDE4.12 (801,2 mg) bằng sắc ký cột pha thường với hệ dung môi 
dichloromethan/methanol (80/1, v/v) thu được hợp chất SD5 (3,5 mg).  

Phân tách phân đoạn SDE5 (8,9 g) bằng sắc ký cột silica gel với dung môi 
rửa giải dichloromethan/methanol (20/1, v/v) thu được hai phân đoạn SDE5.9 và 
SDE5.11. Phân lập phân đoạn SDE5.9 (410,7 mg) bằng sắc ký cộ pha đảo với hệ 
dung môi rửa giải methanol/nước (2/3, v/v) thu được hợp chất SD10 (40,0 mg). 
Tiến hành sắc ký cột tương tự đối với phân đoạn SDE5.11 (1,2 g) thu được hợp 
chất SD2 (8,5 mg) và SD11 (25,0 mg). 
 Quá trình chiết xuất, phân lập các hợp chất từ thân lá cây củ dòm được tóm 
tắt trong hình 3.1. 
3.1.2. Xác định cấu trúc hóa học của các hợp chất phân lập được 
3.1.2.1. Hợp chất SD1 (chất mới) 

Hợp chất SD1 phân lập được từ phân đoạn SDE3.1.16. 
Cảm quan: dạng chất bột, màu nâu đỏ.  
Công thức phân tử của SD1 được xác định là C19H15NO6 dựa trên phổ khối 

phân giải cao HR-QTOF-MS với sự xuất hiện pic ion giả phân tử tại m/z 354,0979 
[M + H]+ (giá trị lý thuyết cho C19H16NO6

+
 là 354,0977), tương ứng với chỉ số bất 

bão hòa là 13. Phổ 1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) và 13C-NMR (125 MHz, 
DMSO-d6): Xem bảng 3.1. 
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Hình 3.1. Tóm tắt quá trình chiết xuất, phân lập các hợp chất trong thân lá cây củ dòm 
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Bảng 3.1. Số liệu phổ NMR (δ ppm) của SD1 và chất tham khảo oxostephanin  
Vị trí δHa,b δCa,c #δC 

1 - 150,0 151,2 

2 - 147,5 147,4 

3 7,44 s 102,1 102,9 

3a  135,5 134,4 

4 7,81d (5,5) 121,9 122,9 

5 8,28 d (5,5) 139,9 143,8 

6 - - - 

6a - 150,2 145,8 

6b - 121,1 121,1 

7 - 167,0 179,7 

7a - 145,0 120,7 

8 - 147,5 160,9 

9 7,00 dd (8,0; 1,0) 111,8 112,8 

10 6,81 t (8,0) 118,1 134,2 

11 6,67 dd (8,0; 1,0) 123,7 118,9 

11a - 119,3 134,3 

11b - 112,7 106,8 

12 6,14 s/6,15 s 101,9 102,4 

7-OCH3 3,14 s 51,2 - 

8-OCH3 3,83 s 55,9 55,9 

a DMSO-d6, b500 MHz, c125 MHz 
 #δC của oxostephanin đo trong DMSO-d6 [41] 
Dữ liệu phổ 1H và 13C-NMR của SD1 có nhiều điểm tương đồng với dữ 

liệu phổ của oxostephanin trong tài liệu tham khảo [41] cho thấy SD1 cũng có cấu 

trúc bộ khung là dẫn xuất của oxoaporphin (hình 3.2A). Phổ 13C-NMR cho thấy 

sự xuất hiện của 19 carbon, bao gồm 15 carbon vòng thơm, một carbon của nhóm 

methoxy gắn cào vòng thơm 8-OCH3 (δC 55,9), một nhóm methylendioxy (C-12, 

δC 101,9) và một nhóm methoxy (δC 51,2) của nhóm ester C7=O (δC 167,0). Tín 

hiệu của nhóm carbonyl ở C-7 (δC 179,69) của oxostephanin đã bị thay thế bởi 
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một tín hiệu ở δC 167,0, điều này cho thấy có sự biến đổi ở vòng C của khung 

oxoaporphin. Kết hợp với sự khác nhau của chỉ số bất bão hòa của hai hợp chất 

(oxostephanin: Δ=14; SD1: Δ=13) hỗ trợ cho sự mở vòng C của khung chất. 

Nhóm hydroxyl (-OH) được xác định dựa vào tín hiệu ở C-7a (δC 145,0), phù hợp 

với carbon thơm bị oxy hóa. Thêm vào đó, sự xuất hiện hai tín hiệu riêng biệt của 

hai proton của nhóm methylenedioxy (δH 6,14 và 6,15) ở H-12 cũng góp phần 

minh chứng cho sự mở vòng C. Phổ HMQC cho thấy sự tương tác giữa H-3 (δH 

7,44) với C-3 (δC 102,1), giữa H-4 (δH 7,81, d, J =5,5 Hz) với C-4 (δC 121,9), giữa 

H-5 (δH 8.28, d, J = 5,5 Hz) và C-5 (δC 139,9), giữa H-9 (δH 7,00, dd, J =8,0 Hz, 

1,0 Hz) với C-9 (δC 111,8), giữa H-10 (δH 6,81, t, J = 8,0 Hz) với C-10 (δC 118,1), 

giữa H-11 (δH 6,67, dd, J = 8,0 Hz, 1,0 Hz) với C-11 (δC 123,7), giữa H-12 (δH 

6,11) với C-12 (δC  101,9), giữa proton 7-OCH3 (δH 3,14) với carbon C-7 thế -

OCH3 (δC 51,2).  

Phổ 1H-NMR và COSY cho thấy sự xuất hiện của các hệ spin tương tự 

oxostephanin, bao gồm hệ spin H-4 (δH 7,81)/H-5 (δH 8,28), H-9 (δH 7,00)/H-10 

(δH 6,81)/H-11 (δH 6,67), đồng thời cùng với một tín hiệu singlet ở δH 7,44. Cụ 

thể hơn, phổ COSY xuất hiện một số tương tác gần, xác định được các proton 

cạnh nhau như H-4 (δH 7,81, d, J = 5,5 Hz) tương tác với H-5 (δH 8,28, d, J = 5,5 

Hz). Hai proton này trên liên kết đôi có cấu hình dạng cis do hằng số tương tác 

giữa hai proton thấp (J = 5,5 Hz). Phổ COSY cũng cho thấy H-9 (δH 7,00, dd, J = 

8,0, 1,0 Hz) tương tác với H-10 (δH 6,81, t, J = 8,0 Hz) và H-10 tương tác lên H-

11 (δH 6,67, dd, J = 8,0, 1,0 Hz) do đó 3 proton này cạnh nhau. Về các nhóm thế 

trên hệ vòng thơm, các nhóm thế như methylenedioxy (δH 6,14 và 6,15) và 

methoxy (δH 3,83) vẫn được giữ nguyên vị trí trên vòng qua các tương tác HMBC 

quan trọng, cụ thể là H-12 (δH 6,14 và 6,15) /C-1 (δC 150,0), C-2 (δC 147,5) và 8-

OCH3 (δH 3,83) /C-8 (δH 147,5). Tuy nhiên, sự xuất hiện của tín hiệu methyl tại 

δH 3,14 và δC 51,2 cùng với tương tác HMBC của 7-OCH3/ C-7 gợi ý cho sự xuất 

hiện của một nhóm methyl ester trong cấu trúc.  

Ngoài ra dữ liệu phổ 1H-NMR, COSY và HMBC cho thấy rằng vòng A và 

B không thể tạo khung quinolin. Giả sử chúng tạo khung quinolin thì từ 1H- NMR 

và COSY cho thấy rằng carbon vị trí 6 là carbon bậc 4 và được liên kết với nhóm 

thế ester là methoxy carboxyl do chỉ xuất hiện tín hiệu tương tác giữa H-4 (δH 



 66 

7,81, d, J=5,5) và H-5 (δH 8,28, d, J=5,5) trên COSY, cùng với hằng số tương tác 

đôi J = 5,5 giữa hai proton trên, không có sự tương tác của proton khác. Cùng với 

đó là sự thiếu hụt tín hiệu của proton gắn với C-6 (δC 150,2 ppm) trên HSQC. 

Đồng thời sự chuyển dịch của độ dịch chuyển của tín hiệu carbon về trường thấp 

cũng chứng tỏ sự xuất hiện của nhóm thế tại C-6 trên 13C-NMR. Nếu xuất hiện 

nhóm ester gắn kết với vòng quinolin ở vị trí C-6, thì đồng nghĩa nên tìm thấy tín 

hiệu tương tác dài giữa H-5 và carbon của nhóm ester, nhưng tín hiệu này lại thiếu 

hụt trên HMBC. Tất cả điều này khẳng định rằng vòng A và B tạo ra khung 

isoquinolin chứ không phải là quinolin. 

Dữ liệu phổ 1D- và 2D-NMR của SD1 cho thấy hệ thống vòng thơm của 

khung oxoaporphin đã bị thay đổi ở vòng C, trong khi vòng A, B, D vẫn giữ 

nguyên, cụ thể là vòng C đã bị mở, và nhóm carbonyl đã được chuyển thành nhóm 

ester ở vị trí C-6a và một nhóm methoxy ở C-7. Đây là hợp chất mới, lần đầu có 

sự mở vòng tại hai vị trí C-7 và C-7a, cũng là hợp chất mới lần đầu tiên được phân 

lập từ tự nhiên và được đề xuất đặt tên là Stedieltin A. 

 

Hình 3.2. A) Cấu trúc oxoaporphin; B) Cấu trúc của hợp chất SD1;     
C) Tương tác HMBC chính của hợp chất SD1 

3.1.2.2. Hợp chất SD2 (chất mới) 

Hợp chất SD2 phân lập được từ phân đoạn SDE5.11. 

Cảm quan: dạng chất kết tinh hình kim, màu trắng.  

Công thức phân tử của hợp chất được xác định là C17H11NO4 dựa trên phổ 

khối phân giải cao HR-QTOF-MS cho tín hiệu pic ion giả phân tử tại m/z 294,0766 

[M+H]+ (giá trị lý thuyết cho C17H12NO4+ là 294,0766), tương ứng với độ bất bão 
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hòa là 13. Phổ 1H-NMR (500 MHz, CDCl3 + MeOD (9/1 v/v) và DMSO-d6) và 

13C-NMR (125 MHz, CDCl3 + MeOD (9/1 v/v) và DMSO-d6): Xem bảng 3.2. 

Bảng 3.2. Số liệu phổ NMR (δ ppm) của SD2 và chất tham khảo oxostephanin 
Vị trí δHa,b δCa,c δCd,c #δC 

1 - 152,7 151,7 151,2 

2 - 140,8 147,3 147,4 

3 6,91 s 101,2 100,6 102,9 

3a - 137,3 136,2 134,4 

4 7,06 d (6,0) 124,0 123,6 122,9 

5 7,82 d (6,0) 140,2 140,5 143,8 

6a - 157,3 156,2 145,8 

6b - 112,2 111,0 121,1 

7 - - - 179,7 

7a - 141,3 140,1 120,7 

8 - 148,1 140,5 160,9 

9 6,95 dd (8,0, 1,5) 113,1 113,3 112,8 

10 7,10 t (8,0) 115,7 117,5 134,2 

11 7,74 dd (8,0, 1,5) 118,6 115,2 118,9 

11a - 118,3 117,4 134,3 

11b - 110,1 108,2 106,8 

12 6,20 s 102,2 102,0 102,4 

8-OCH3 3,93 s 56,3 55,8 55,9 

a CDCl3 + MeOD (9/1 v/v), b500 MHz, c125 MHz, dDMSO-d6 
 #δC của oxostephanin đo trong DMSO-d6 [41] 
Phổ 1H-NMR của SD2 có nhiều tín hiệu tương đồng với dữ liệu phổ của 

hợp chất oxostephanin trong tài liệu tham khảo số [41], bao gồm tín hiệu đặc trưng 

của một nhóm methoxy tại δH 3,93 (3H, s) và các tín hiệu proton ở các vòng thơm 

bao gồm một tín hiệu singlet tại δH 6,91(1H, s), hai tín hiệu proton trên liên kết 

đôi tại δH 7,06 (1H, d, J = 6,0 Hz) và 7,82 (1H, d, J = 6,0 Hz), liên kết đôi này có 

cấu hình dạng cis dựa trên hằng số tương tác với giá trị trung bình (J = 6,0 Hz), 3 

tín hiệu của 3 proton olefinic cạnh nhau tại δH 6,95 (1H, dd, J = 8,0, 1,5Hz)/ 7,10 
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(1H, t, J = 8,0 Hz)/ 7,74 (1H, dd, J = 8.0, 1.5Hz), một tín hiệu của nhóm methylen 

tại δH 6,20 (2H, s). Điều này cho thấy hợp chất SD2 có khung chất tương tự 

aporphin với các nhóm thế bao gồm nhóm methoxy ở C-8 và nhóm 

methylenedioxy ở C-1 và C-2. Giả thuyết này được khẳng định thông qua các 

tương tác HMBC quan trọng của 8-OCH3 (δH 3,93)/C-8 (δC 148,1) và H-12 (δH 

6,20)/C-1 (δC 152,7) và C-2 (δC 140,8).  

Tuy nhiên, phổ 13C-NMR và HSQC của SD2 cho thấy 17 tín hiệu carbon, 

bao gồm một carbon sp3 của nhóm methylen, 15 carbon sp2 và một carbon của 

nhóm methoxy. 15 carbon sp2 có thể được cho là của một liên kết đôi và 2 vòng 

benzen có trong công thức của SD2. Trên phổ 13C-NMR của SD2 không có tín 

hiệu của nhóm carbonyl như ở phổ chất tham khảo (oxostephanin). Thêm vào đó, 

tín hiệu C-6a và C-7a chuyển dịch về vùng trường thấp trên phổ 13C-NMR, gợi ý 

cho việc các carbon này có liên kết với nguyên tử có độ âm điện lớn như N hoặc 

O. Dựa trên công thức phân tử C17H11NO4 và độ bất bão hòa Δ=13, cho thấy rằng 

khác với oxostephanin, hợp chất SD2 sẽ có vòng C là dị vòng chứa một nguyên 

tử oxy. Thêm vào đó, phổ HMQC cho thấy tương tác giữa H-9 (δH 6,95) với C-9 

(δC 113,1), điều này khẳng định chất SD2 không gắn nhóm thế -OCH3 tại vị trí C-

9 như oxostephanin. 

Dựa trên các dữ liệu trên cho phép kết luận cấu trúc hóa học của SD2. Hợp 

chất SD2 là hợp chất mới, lần đầu tiên được phân lập từ thiên nhiên và được đề 

xuất tên là Stedieltin B (hình 3.3). 

 

Hình 3.3. Cấu trúc và tương tác HMBC chính của hợp chất SD2 
3.1.2.3. Hợp chất SD3 

Hợp chất SD3 được phân lập dưới dạng bột vô định hình màu vàng cam. 

Phổ 1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) và 13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6): Xem 

bảng 3.3. 
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Phổ 1H-NMR xuất hiện tín hiệu của 1 proton olefin singlet tại δH 7,43 (1H, 

s), 2 proton dạng cis tại δH 7,90 (1H, d, J = 5,0 Hz) và 8,73 (1H, d, J = 5,0 Hz), 3 

proton cạnh nhau tại δH 7,25 (1H, d, J = 8,0 Hz), 7,73 (1H, t, J = 8,0 Hz) và 8,26 

(1H, d, J = 8,0 Hz), 1 nhóm dioxymethylen tại δH 6,51 (1H, s), 1 nhóm methoxy 

dưới dạng singlet tại δH 3,96 (8-OCH3). Phổ 13C-NMR kết hợp phổ HSQC của 

SD3 cho thấy sự có mặt của 18 nguyên tử carbon, trong đó có 1 carbon 

dioxymethylen tại δC 102,5 (C-12), 1 carbon keton tại δC 179,7 (C-7). 15 carbon 

còn lại thuộc vòng thơm nằm trong vùng trường từ δC 102,7 → 160,9. Những 

phân tích trên cho thấy, SD3 thuộc nhóm alcaloid.  

Bảng 3.3. Số liệu phổ NMR (δ ppm) của SD3 và hợp chất tham khảo 
Vị trí δHa,b δCa,c #δC 

1 - 151,3 151,2 

2 - 147,5 147,4 

3 7,43 (s) 102,7 102,6 

3a  134,4 134,5 

4 7,90 (d, 5,0) 123,0 122,9 

5 8,73 (d, 5,0) 143,8 143,8 

6a - 145,8 145,8 

6b - 121,1 121,1 

7 - 179,7 179,7 

7a - 120,2 120,3 

8 - 160,9 160,9 

9 7,25 (d, 8,0) 112,6 112,8 

10 7,73 (t, 8,0) 134,3 134,2 

11 8,26 (d, 8,0) 118,8 118,9 

11a - 134,5 134,3 

11b - 106,7 106,8 

12 6,42 (s) 102,5 102,4 

8-OCH3 3,96 (s) 55,9 55,9 

a DMSO-d6, b500 MHz, c125 MHz 
 #δC của oxostephanin đo trong DMSO-d6 [41] 
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Phổ HMBC xuất hiện tương tác giữa H-12 với C-1 và C-2, cho phép xác 

định nhóm methylen này tạo liên kết vòng 5 cạnh với C-1 và C-2 của khung chất 

qua hai cầu oxy. H-4 tương tác với C-5 và dựa vào hằng số tương tác của cả hai 

proton (J = 5,5 Hz) cho biết hai proton nằm cạnh nhau. Proton H-9 tương tác với 

C-7a, C-11, H-10 tương tác với C-8 và C-11a, H-11 tương tác với C-7a, C-9, C-

11b cho phép xác định được 3 proton trên nằm cạnh nhau.  

Từ những phân tích trên và so sánh các giá trị phổ NMR của hợp chất SD3 

thu được với các giá trị phổ tương ứng của hợp chất oxostephanin được công bố 

[41] có thể kết luận SD3 là oxostephanin (Hình 3.4). 

 

Hình 3.4. Cấu trúc của hợp chất SD3 
3.1.2.4. Hợp chất SD4 

Hợp chất SD4 được phân lập dưới dạng bột, màu nâu đỏ. Phổ ESI-MS xuất 

hiện tín hiệu pic ion giả phân tử tại m/z 291,9 [M + H]+ phù hợp công thức phân 

tử là C17H9NO4. Phổ 1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) và 13C-NMR (125 MHz, 

DMSO-d6): Xem bảng 3.4. 

Bảng 3.4. Số liệu phổ NMR (δ ppm) của SD4 và hợp chất tham khảo 
Vị trí δHa,b  δCa,c &δC 

1 - 151,5 151,3 

2 - 148,8 147,5 

3 7,57 s 103,2 102,7 

3a - 134,8 134,4 

4 8,07 d (5,5) 124,7 123,0 

5 8,86 d (5,5) 144,2 143,8 

6a - 143,6 145,8 

6b - 122,4 121,1 
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7 - 186,4 179,7 

7a - 115,3 120,2 

8 - 163,3 160,9 

9 7,09 dd (1,0, 8,0) 116,5 112,6 

10 7,79 t (8,0) 136,7 134,3 

11 8,17 dd (1,0; 8,0) 117,7 118,8 

11a - 133,1 134,5 

11b - 106,0 106,7 

12 6,51 s 103,0 102,5 

8-OH 13,64 s -  

8-OCH3 - - 55,9 

a DMSO-d6, b 125 MHz, c 500 MHz 
$ δC của SD3 đo trong DMSO-d6 

Dữ liệu phổ 1D- và 2D-NMR của SD4 tương tự như SD3 ngoại trừ sự vắng 

mặt của nhóm methoxy. Dựa trên các dữ liệu phổ NMR và MS kết hợp so sánh 

với tài liệu tham khảo đã công bố [122] có thể xác định được SD4 là 

oxostephanosin (Hình 3.5). 

 

Hình 3.5. Cấu trúc của hợp chất SD4 
3.1.2.5. Hợp chất SD5 

Hợp chất SD5 được phân lập dưới dạng chất rắn, màu vàng cam. Phổ ESI-

MS xuất hiện pic ion giả phân tử tại m/z 335,9 [M + H]+ phù hợp với công thức 

phân tử C19H13NO5. Phổ 1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) và 13C-NMR (125 MHz, 

DMSO-d6): Xem bảng 3.5. 
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Bảng 3.5. Số liệu phổ NMR (δ ppm) của SD5 và hợp chất tham khảo 
Vị trí δHa,b  δCa,c #δC &δC 

1 - 151,7 152,3 151,3 

2 - 146,9 146,9 147,5 

3 7,48 s 102,2 102,0 102,7 

3a - 135,1 135,9 134,4 

4 7,97 d (5,5) 123,8 123,9 123,0 

5 8,75 d (5,5) 144,2 143,3 143,8 

6a - 145,6 144,7 145,8 

6b - 121,3 121,7 121,1 

7 - 180,8 180,9 179,7 

7a - 125,4 124,9 120,2 

8 - 150,0 150,8 160,9 

9 - 153,3 153,4 112,6 

10 7,58 d (9,0) 118,1 117,3 134,3 

11 8,26 d (9,0) 123,5 123,9 118,8 

11a - 126,0 126,3 134,5 

11b - 106,9 107,9 106,7 

12 6,46 s 102,9 102,7 102,5 

8-OCH3 3,86 s 60,6 61,3 55,9 

9-OCH3 3,93 s 56,1 56,1  

a DMSO-d6, b 500 MHz, c 125 MHz 
# δC của oxocrebanin đo trong CDCl3  [123],  
$ δC của SD3 đo trong DMSO-d6 

Phổ NMR của SD5 tương tự như SD3 ngoại trừ sự xuất hiện thêm của một 

nhóm methoxy (δC 60,6) và sự vắng mặt của nhóm methin. Điều này được thể 

hiện rõ qua sự thay đổi của vòng D tại các vị trí C-7a (+ 5,2 ppm), C-8 (- 10,9 

ppm), C-9 (+ 40,7 ppm), C-10 (- 16,2 ppm) và C-11 (- 4,7 ppm) (Bảng 3.5). Vị 

trí của 2 nhóm methoxy được xác định tại C-8 và C-9 dựa trên tương tác HMBC 

giữa proton δH 3,86, H-10 với C-8 và proton δH 3,93, H-10 và H-11 với C-9. Với 
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những phân tích dữ liệu phổ trên và kết hợp so sánh với tài liệu tham khảo đã công 

bố, có thể xác định được hợp chất SD5 là oxocrebanin [123] (Hình 3.6). 

 
Hình 3.6. Cấu trúc của hợp chất SD5 

3.1.2.6. Hợp chất SD6 

Hợp chất SD6 được phân lập dưới dạng chất kết tinh hình kim, màu vàng. 

Phổ 1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) và 13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6): Xem 

bảng 3.6. 

Bảng 3.6. Số liệu phổ NMR (δ ppm) của SD6 và hợp chất tham khảo  
Vị trí δHa,b  δCa,b #δC 

1 - 147,1 146,8 

2 - 148,8 148,5 

3 7,64 s 105,6 105,3 

3a - 119,3 119,1 

4 - 168,1 168,1 

6a - 134,7 134,4 

6b - 124,8 124,8 

7 7,34 s 97,9 97,8 

7a - 124,0 123,8 

8 - 155,3 155,1 

9 7,20 d (8,0) 108,3 107,9 

10 7,50 t (8,0) 125,7 125,4 

11 8,12 d (8,0) 118,7 118,6 

11a - 125,0 124,6 

11b - 111,0 110,8 

12 6,47 s 103,2 103,1 
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8-OCH3 4,00 s 55,8 55,7 

NH 10,73 - - 

a DMSO-d6, b 500 MHz, c 125 MHz 
# δC của aristolactam đo trong DMSO-d6 [124] 
Phổ 1H-NMR xuất hiện tín hiệu singlet của 1 nhóm methoxy tại δH 4,00 

(3H, s), 1 nhóm dioxymethylen tại δH 6,47 (2H, s), 2 proton olefin singlet tại δH 

7,64 (1H, s), 7,34 (1H, s), 3 proton olefin cạnh nhau tại δH 7,20 (1H, d, J = 8,0 

Hz), 7,50 (1H, t, J = 8,0 Hz), 8,12 (1H, d, J = 8,0 Hz) và 1 nhóm NH tại δH 10,73 

(1H, s). Phổ 13C-NMR kết hợp phổ HSQC cho thấy sự xuất hiện của 17 nguyên 

tử carbon, bao gồm 1 nhóm methoxy [δC 55,8 (8-OCH3)], 1 nhóm dioxymethylen 

[δC 103,2 (C-12)]. Các tín hiệu carbon còn lại thuộc vòng thơm nằm trong vùng 

trường từ δC 97,8 → 168,0. Dữ liệu phổ 1D-NMR cho thấy, SD6 cũng là 1 alcaloid 

với cấu trúc khung của vòng A, C và D gần tương tự như các hợp chất SD2 - SD5. 

Phân tích phổ HMBC cho thấy tương tác của proton δH 4,00 (3H, s), H-9 và H-10 

với carbon C-8 cho phép xác định được vị trí của nhóm methoxy tại C-8. Ngoài ra, 

tương tác giữa proton δH 10,73 (1H, s) với C-3ª, C-4, C-6ª và C-6b giúp khẳng định 

thêm về cấu trúc của vòng B. Với những phân tích dữ liệu như trên và so sánh với 

tài liệu tham khảo đã công bố, có thể kết luận SD6 là aristolactam [124] (Hình 
3.7). 

 

Hình 3.7. Cấu trúc và tương tác HMBC chính của hợp chất SD6 
3.1.2.7. Hợp chất SD7 

 Hợp chất SD7 được phân lập dưới dạng bột vô định hình màu nâu. Phổ ESI-

MS xuất hiện pic ion giả phân tử tại m/z 340 [M+H]+ phù hợp với công thức phân 

tử C20H21NO4. Phổ 1H-NMR (500 MHz, CDCl3) và 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): 

Xem bảng 3.7. 
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Bảng 3.7. Số liệu phổ NMR (δ ppm) của SD7 và hợp chất tham khảo 
Vị trí δHa,b  δCa,c #δC 

1 - 142,1 142,0 

2 - 146,7 146,5 

3 6,51 s 106,8 106,8 

3a - 126,3 126,5 

4 
3,05 - 3,14 * 

2,62 dd (3,5, 16,0) 
29,0 29,2 

5 
3,05 - 3,14 * 

2,53 td (3,5, 11,5) 
53,5 53,6 

6a 3,05 - 3,14 * 61,9 61,9 

6b - 126,4 126,6 

7 
3,67 dd (4,0, 14,5) 

2,31 dd (14,0, 14,5) 
26,8 26,9 

7a - 129,7 129,7 

8 - 145,9 145,8 

9 - 152,1 152,0 

10 6,87 d (8,5) 110,4 110,2 

11 7,80 d (8,5) 123,1 123,1 

11a - 124,6 124,6 

11b - 116,6 116,5 

12 
5,90 d (1,5) 

6,04 d (1,5) 
100,6 100,6 

8-OCH3 3,81 s 60,7 60,6 

9-OCH3 3,89 s 55,8 55,7 

6-NCH3 2,59 s 43,7 43,9 

a CDCl3, b 500 MHz, c 125 MHz, * tín hiệu bị chồng chập 
# δC của crebanin đo trong CDCl3 [123]. 
Phổ 1H-NMR xuất hiện tín hiệu singlet của 2 nhóm methoxy tại δH 3,81 

(3H, s) và 3,89 (3H, s), một nhóm methyl liên kết với nitơ tại δH 2,59 (3H, s); 3 

nhóm methylen ở vùng trường cao tại δH 3,05 - 3,14 (2H), 2,62 (1H, dd, J = 3,5; 



 76 

16,0 Hz), 2,53 (1H, td J = 3,5; 11,5 Hz), 3,67 (1H, dd, J = 4,0; 14,5 Hz) và 2,31 

(1H, dd, J = 14,0; 14,5 Hz); 1 nhóm methin tại δH 3,05 - 3,14 (1H); 1 nhóm 

dioxymethylen (-OCH2O-) tại δH 5,90 (1H, d, J = 1,5 Hz) và 6,04 (1H, d, J = 1,5 

Hz); 1 proton olefin ở dạng singlet tại δH 6,51 (1H, s) và hai proton olefin cạnh 

nhau tại δH 6,87 (1H, d, J = 8,5 Hz) và 7,80 (1H, d, J = 8,5 Hz).  

Phổ 13C-NMR kết hợp phổ HSQC cho thấy tín hiệu của 20 carbon, trong 

đó có bốn nhóm methylen [δC 29,0 (C-4), 53,5 (C-5), 26,8 (C-7) và 100,6 (C-12)], 

một nhóm methin [δC 61,9 (C-6a)], hai nhóm methoxy [δC 60,7 (8-OCH3) và 55,8 

(9-OCH3)], một nhóm methyl liên kết trực tiếp với nitơ [δC 43,7 (>N-CH3)]. Từ 

những dữ liệu này cho thấy, SD7 là một alcaloid có cấu trúc khung gần tương tự 

như các hợp chất SD2-SD5. Vị trí của nhóm methoxy cũng được xác định thông 

qua tương tác HMBC giữa proton δH 2,59 (3H, s) tương tác với C-5 và C-6a cho 

phép xác định được nhóm methyl liên kết trực tiếp với nguyên tử nitơ. Hai nhóm 

methoxy cũng được xác định được vị trí thế vào C-8 và C-9 do xuất hiện tương 

tác giữa các nhóm methoxy lên hai vị trí tương ứng cũng như sự tương tác giữa 

H-11 với C-7a/ C-9/ C-11b và giữa H-10 với C-8/ C-9/ C-11a.  

So sánh với tài liệu tham khảo đã công bố, giá trị proton và carbon tại các 

vị trí đều tương đồng với hợp chất crebanin (Bảng 3.7). Kết hợp với những giá trị 

phân tích phổ trên có thể xác định được hợp chất SD7 là crebanin [123] (Hình 
3.8). 

 

Hình 3.8. Cấu trúc của hợp chất SD7 
3.1.2.8. Hợp chất SD8 

 Hợp chất SD8 thu được dưới dạng bột màu nâu đỏ. Phổ ESI-MS xuất hiện 

pic ion giả phân tử tại m/z 359,9 [M+Na]+ phù hợp với công thức phân tử 

C20H19NO4. Phổ 1H-NMR (500 MHz, CDCl3) và 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): 

Xem bảng 3.8. 
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Bảng 3.8. Số liệu phổ NMR (δ ppm) của SD8 và hợp chất tham khảo 
Vị trí δHa,c  δCa,b #δC &δC 

1 - 141,7 141,6 142,1 

2 - 145,2 145,1 146,6 

3 6,87 s 106,8 106,7 106,8 

3a - 127,4 127,5 126,2 

4 3,21 t (6,0) 30,7 30,8 28,9 

5 3,27 t (6,0) 50,6 50,5 53,5 

6a - 143,9 144,1 61,8 
6b - 118,3 118,3 126,4 
7 6,88 s 106,8 106,7 26,7 
7a - 129,4 129,5 129,6 

8 - 141,7 141,6 145,9 

9 - 150,2 150,2 152,0 

10 7,01 d (9,0) 108,8 108,5 110,3 

11 8,64 d (9,0) 123,4 123,4 123,1 

11a - 118,8 118,6 124,6 
11b - 117,5 117,4 116,5 

12 6,18 s 100,9 100,8 100,6 

8-OCH3 3,97 s 60,6 60,5 60,7 

9-OCH3 3,98 s 56,2 56,2 55,7 

6-NCH3 3,12 s 40,6 40,5 43,7 

a CDCl3, b 500 MHz, c 125 MHz 
# δC của dehydrocrebanin đo trong CDCl3 
&δC của SD7 đo trong CDCl3 [123] 
Dữ liệu phổ NMR cho thấy, SD8 tương tự như SD7 ngoại trừ cấu trúc của 

vòng C với sự thay đổi lớn về độ chuyển dịch hóa học của C-6a (- 82,1 ppm), C-

6b (+ 8,1 ppm), C-7 (- 80,1 ppm) và C-11a (+ 5,8 ppm). Phổ 13C-NMR và HSQC 

cho thấy sự xuất hiện nhóm -CH=C< (δC 106,8 và 143,9) trong vòng C thay vì 

nhóm methin và methylen như trong cấu trúc của SD7. Điều này cũng được quan 

sát trên phổ 1H-NMR với sự xuất hiện của proton olefinic tại δH 6,88 (s). Phổ 
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HMBC cũng cho thấy sự tương tác của proton này với C-6b, C-11a và C-8. Với 

những phân tích dữ liệu như trên và so sánh với tài liệu tham khảo đã công bố, có 

thể xác định được hợp chất SD8 là dehydrocrebanin [123] (Hình 3.9). 

 

Hình 3.9. Cấu trúc của hợp chất SD8 
3.1.2.9. Hợp chất SD9 

Hợp chất SD9 được phân lập từ dưới dạng chất rắn màu trắng. Phổ ESI-MS 

xuất hiện pic ion giả phân tử tại m/z 120,8 [M-H]- phù hợp với công thức phân tử 

là C7H6O2. Phổ 1H-NMR (500 MHz, CD3OD) và 13C-NMR (125 MHz, CD3OD): 

Xem bảng 3.9.  

Bảng 3.9. Số liệu phổ NMR (δ ppm) của SD9 và hợp chất tham khảo  
Vị trí δHa,b  δCa,c #δC 
1 - 130,0 130,3 

2, 6 7,79 d (9,0) 133,5 133,5 

3, 5 6,92 d (9,0) 117,1 116,9 

4 - 165,8 165,2 

7 9,77 s 192,8 192,9 

a CD3OD, b 500 MHz, c 125 MHz 
# δC của 4-hydroxybenzaldehyd đo trong CD3OD [125] 

Phổ 1H-NMR xuất hiện hai cặp tín hiệu proton olefin tại δH 7,79 (2H, d, J 
= 9,0 Hz, H-2, H-6) và 6,92 (2H, d, J = 9,0 Hz, H-3, H-5) đặc trưng cho hệ vòng 

thơm dạng AAʹBBʹ. Ngoài ra, phổ proton cũng xuất hiện tín hiệu của nhóm 

aldehyd tại δH 9,77 (1H, s, H-7). Phổ 13C-NMR và DEPT cho thấy tín hiệu cuả 7 

carbon, trong đó 6 carbon của vòng thơm tại δC 130,0 (C-1), 133,4 (C-2, C-6), 117,0 

(C-3, C-5) và 165,7 (C-4). Tín hiệu tại δC 192,7 (C-7) đặc trưng cho nhóm aldehyd. 
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Với những phân tích dữ liệu phổ trên và so sánh với tài liệu tham khảo đã công 

bố, có thể xác định SD9 là 4-hydroxybenzaldehyd [125] (Hình 3.10). 

 

Hình 3.10. Cấu trúc của hợp chất SD9 
3.1.2.10. Hợp chất SD10 

Hợp chất SD10 được phân lập dưới dạng bột vô định hình màu trắng. Phổ 

ESI-MS xuất hiện pic ion giả phân tử tại m/z 292,9 [M+Na]+ phù hợp với công 

thức phân tử C13H18O6. Phổ 1H-NMR (500 MHz, CD3OD) và 13C-NMR (125 

MHz, CD3OD): Xem bảng 3.10.  

Bảng 3.10. Số liệu phổ NMR (δ ppm) của SD10 và hợp chất tham khảo 
Vị trí δHa,b  δCa,c #δC 

1 - 139,0 139,1 

2, 6 7,41 m 129,2 129,3 

3, 5 7,31 m 129,1 129,2 

4 7,26 m 128,6 128,6 

7 
4,66 d (12,0) 

4,92 d (12,0) 
71,7 71,8 

1ʹ 4,35 d (8,0) 103,2 103,3 

2ʹ 

3,23-3,30 m 

75,1 75,1 

3ʹ 77,9 78,1 

4ʹ 71,6 71,7 

5ʹ 3,34 m 78,0 78,1 

6ʹ 
3,69 dd (6,0, 12,0) 

3,89 dd (2,5, 12,0) 
62,8 62,8 

a CD3OD, b 500 MHz, c 125 MHz 
# δC của benzyl β-D-glucopyranosid đo trong CD3OD [126] 
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Phổ 1H-NMR xuất hiện tín hiệu của 5 proton thơm tại δH 7,41 (2H, m, H-2, 

H-6), 7,31 (2H, m, H-3, H-5) và 7,26 (1H, m, H-4) gợi ý sự có mặt của vòng 

benzen thế ở vị trí 1. Ngoài ra, trên phổ proton còn xuất hiện tín hiệu của nhóm 

oxymethylen tại δH 4,66 (1H, d, J = 12,0 Hz, H-7) và 4,92 (1H, d, J = 12,0 Hz, H-

7). Bên cạnh đó, sự xuất hiện của gốc đường β-D-glucopyranosyl cũng được thể 

hiện qua tín hiệu của proton anomeric với hằng số ghép cặp lớn [δH 4,35 (1H, d, 

J = 8,0 Hz)], proton nhóm hydroxymethylen [δH 3,69 (1H, d, J = 6,0; 12,0 Hz), 

3,89 (1H, d, J = 2,5; 12,0 Hz)] và các proton nhóm hydroxymethin [δH 3,23 – 3,34 

(4H, m)]. Phổ 13C-NMR cho thấy tín hiệu của 13 carbon trong đó 6 carbon của 

gốc đường β-D-glucopyranosyl [δC 103,2, 75,1, 77,9, 71,6, 78,0 và 62,8]. Vị trí 

của gốc đường này được xác định tại vị trí C-7 thông qua tương tác HMBC giữa 

H-1′ (δH 4,35) với C-7 (δC 71,7). Với những phân tích dữ liệu phổ trên và so sánh 

với tài liệu tham khảo đã công bố, có thể xác định hợp chất SD10 là benzyl β-D-
glucopyranosid [126] (Hình 3.11). 

 

 

Hình 3.11. Cấu trúc của hợp chất SD10 
3.1.2.11. Hợp chất SD11 

Hợp chất SD11 thu được dưới dạng bột vô định hình màu trắng. Phổ ESI-

MS xuất hiện pic ion giả phân tử tại m/z 409 [M+Na]+ phù hợp với công thức phân 

tử C19H30O8. Phổ 1H-NMR (500 MHz, CD3OD) và 13C-NMR (125 MHz, 

CD3OD): Xem bảng 3.11.  

Bảng 3.11. Số liệu phổ NMR (δ ppm) của SD11 và hợp chất tham khảo 
Vị trí δHa,b (J = Hz) δCa,c # δC &δC $δC @δC 

1 - 42,4 42,5 42,5  42,5  42,4 

2 2,18 m/2,61 m 50,7 50,7 50,8 50,8 50,7 

3 - 201,2 201,2 210,3 201,3 201,1 

4 5,89 br s 127,1 127,2 127,1 127,2 127,2 
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5 - 167,0 167,3 167,4 167,2 166,9 

6 - 80,0 80,0 80,0 80,1 80,0 

7 6,99 d (15,5) 133,7 131,6 131,7 134,7 134,1 

8 5,75 d (15,5) 133,7 135,3 135,1 133,8 133,8 

9 4,55 m 74,6 77,3 76,9 74,7 74,7  

10 1,31 d (6,5) 22,2 21,22 21,2 22,3 22,2 

11 1,06 s 23,4 23,5 23,4 23,5 23,5 

12 1,03 s 24,7 24,7 24,6 24,7 24,8 

13 1,96 d (1,5) 19,5 19,6 19,7 19,6 19,4 

1ʹ 4,29 d (7,5) 101,2 102,8 102,6 100,3 100,9 

2ʹ 3,21 t (8,0) 74,9 75,3 75,2 75,0 75,0 

3ʹ 3,25-3,30 m 78,3 78,2 78,0 78,4 78,3 

4ʹ 3,25-3,30 m 71,6 71,7 71,5 71,7 71,8 

5ʹ 3,17 m 78,1 78,1 78,0 78,3 78,1 

6ʹ 
3,66 dd (6,0, 11,5) 

3,87 dd (2,0, 11,5) 
62,8 62,9 62,6 62,9 62,9 

a CD3OD, b 500 MHz, c 125 MHz 
# δC của (6S,9R)-roseosid, & δC của (6R,9R)-roseosid, $ δC của (6S,9S)-

roseosid và @ δC của (6R,9S)-roseosid đo trong CD3OD [127] 
Phổ 1H-NMR của hợp chất SD11 xuất hiện tín hiệu của một proton olefin 

dạng C=CH tại δH 5,89 (1H, br s, H-4) và một nối đôi khác thế hai lần (CH=CH) 

dạng trans tại δH 6,99 (1H, d, J = 15,5 Hz, H-7) và 5,75 (1H, dd, J = 15,5 Hz, H-

8); 3 nhóm methyl bậc 3 [δH 1,03 (3H, s, H-12), 1,06 (3H, s, H-11) và 1,96 (3H, 

d, J = 1,5 Hz, H-13)] và 1 nhóm methyl bậc hai [δH 1,31 (3H, d, J = 6,5 Hz, H-

10)]; 1 nhóm methylen [δH 2,18 (1H, m, H-2a)/2,61 (1H, m, H-2b)]; 1 nhóm 

oxymethin [δH 4,55 (1H, t, J = 6,8 Hz, H-9)]. Ngoài ra, phổ 1H-NMR còn xuất 

hiện tín hiệu của một proton anomeric tại δH 4,29 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1ʹ), 2 

proton hydroxymethylen tại δH 3,66 (1H, dd, J = 6,0, 11,5 Hz, H-6ʹ), 3,87 (1H, 

dd, J = 2,0; 11,5 Hz, H-6ʹ) và các proton hydroxymethin nằm trong vùng trường 

3,17 - 3,21 ppm, gợi ý sự có mặt của một gốc đường hexose. Giá trị độ dịch chuyển 
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hóa học của phần đường cùng với hằng số tương tác lớn của proton anomeric H-

1'/H-2' (J1′-2′ = 7,5 Hz) gợi ý gốc đường là O-β-D-glucopyranosyl.  

Phổ 13C-NMR và HSQC của hợp chất SD11 xuất hiện tín hiệu cộng hưởng 

của 19 carbon, bao gồm 13 carbon đặc trưng cho khung megastigman: 1 nhóm 

carbonyl tại δC 201,2 (C-3), 2 nhóm methin olefin của nối đôi (CH=CH) tại δC 

133,7 (C-7)/133,7 (C-8), 2 tín hiệu carbon olefin khác của nối đôi CH=C tại 127,1 

(C-4)/167,0 (C-5), 4 nhóm methyl tại δC 19,5 (C-13), 22,2 (C-10), 23,4 (C-11), 

24,6 (C-12), 1 nhóm methylen tại δC 50,7 (C-2), 1 carbon không mang hydro liên 

kết với oxy tại δC 80,0 (C-6), nhóm oxymethin tại δC 74,6 (C-9) và sáu carbon đặc 

trưng cho gốc đường tại δC 101,2 (C-1ʹ) và 5 tín hiệu các nhóm 

oxymethin/oxymethylen trong vùng từ δC 62,8 - 78,3.  

Phân tích phổ HMBC của SD11 cho thấy vị trí của 2 nhóm methyl bậc ba 

tại C-1 và C-5 được xác định dựa vào tương tác giữa H3-11/H3-12 với C-1/C-2/ 

C-6, giữa H3-13 với C-4/C-5/C-6; vị trí của 1 nhóm methyl bậc hai còn lại tại C-

9 được xác định dựa vào các tương tác HMBC giữa H3-10 với C-8/C-9. Bằng cách 

xác định tương tự mối tương quan giữa các tương tác, vị trí của nhóm keton (C-

3) được xác định dựa vào các tương tác HMBC giữa proton H-2/H-4 với C-3. 

Tương tác HMBC giữa proton anomeric H-1ʹ với C-9, xác định vị trí của liên kết 

của phần đường tại C-9.  

Cấu hình 6R, 9S được xác định dựa trên độ chuyển dịch hóa học của carbon 

tại các vị trí C-7, C-8 và C-9 (Bảng 3.11). Từ các phân tích trên kết hợp so sánh 

số liệu phổ NMR với hợp chất (6R,9S)-roseosid đã được công bố trước đó [127], 

có thể khẳng định SD11 là (6R,9S)-roseosid (Hình 3.12). 

 
Hình 3.12. Cấu trúc (A) và các tương tác HMBC (B) của hợp chất SD11 

Như vậy từ thân lá cây củ dòm đã chiết xuất, phân lập và xác định cấu trúc 

của 11 hợp chất. Thông tin cơ bản của các hợp chất này được tóm tắt trong bảng 
3.12.  
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Bảng 3.12. Các hợp chất phân lập được từ thân lá cây củ dòm 

STT Tên hợp chất 
CTPT – 
KLPT 

Cấu trúc hoá học 

1 Stedieltin A (SD1) C19H15NO6 

M = 353,0899 

 
2 Stedieltin B (SD2) C17H11NO4 

M = 293,0688 

 
3 Oxostephanin (SD3) C18H11NO4 

M =305 

 
4 Oxostephanosin 

(SD4) 

C17H9NO4 

M = 291 

 
5 Oxocrebanin (SD5) C19H13NO5 

M = 335 

 
6 Aristolactam (SD6) C17H11NO4 

M = 293 
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7 Crebanin (SD7) C20H21NO4 

M = 339 

 
8 Dehydrocrebanin 

(SD8) 

C20H19NO4 

M = 337 

 
9 4-hydroxy 

benzaldehyd (SD9)  

C7H6O2 

M = 122 

 
10 Benzyl β-D-

glucopyranosid 

(SD10) 

C13H18O6 

M = 270 

 
11 (6R,9S)-roseosid 

(SD11) 

C19H30O8 

M = 386 
 

 
3.2. BƯỚC ĐẦU NGHIÊN CỨU XÂY DỰNG PHƯƠNG PHÁP PHÂN LẬP 
VÀ PHƯƠNG PHÁP ĐỊNH LƯỢNG ĐỂ THEO DÕI HÀM LƯỢNG 
OXOSTEPHANIN TRONG DƯỢC LIỆU THEO THỜI GIAN THU HÁI 
3.2.1. Phân lập và sơ bộ đánh giá độ tinh khiết của oxostephanin 
3.2.1.1. Phân lập oxostephanin 

Nguyên liệu là thân lá cây củ dòm khô (hàm ẩm 5,6%) (5 kg) được nghiền 

nhỏ và đem ngâm chiết với MeOH (35 lít) ở nhiệt độ phòng, sau 3 ngày tách dịch 

chiết ra, cô cạn trên máy cất chân không thu được cắn MeOH. Tiến hành lặp lại 

thêm hai lần chiết với dùng dung môi trên thì thu được cắn MeOH, ký hiệu là M 

(0,45 kg, hiệu suất 9,0% so với khối lượng nguyên liệu thân lá củ dòm khô). 
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Phân bố cắn M trên với 5 lít nước cất, thêm HCl 10% đến môi trường acid 

với pH 4-5. Chiết phân bố dịch acid này 3 lần với dung môi ethyl acetat (tỷ lệ 1:1, 

v/v), tách và loại bỏ phần dịch chiết ethyl acetat. Thu gom phần dịch chiết nước 

rồi cất loại dung môi ethyl acetat còn tồn dư dưới áp suất giảm 70 kPa, nhiệt độ 

50oC, thu được dịch nước trong môi trường acid, ký hiệu là Wa.  

Dịch chiết nước Wa tiếp tục được trung hòa về môi trường kiềm tương 

đương pH 9-10 sử dụng NH4OH. Tiến hành chiết phân bố dịch nước trong môi 

trường kiềm hóa (ký hiệu là Wk) 3 lần bằng dung môi petroleum ether, tách và 

loại bỏ phần dịch chiết petroleum ether, tiếp tục thu gom phần chiết dịch nước 

Wk, sau đó chiết phân bố tiếp phần dịch nước thu được 3 lần với dung môi 

chloroform, tách và cất loại bỏ phần dịch chiết chloroform. Thu gom phần dịch 

chiết Wk rồi cất loại dung môi chloroform còn tồn dư sau khi chiết phân bố 

chloroform. Dịch chiết Wk đã được cất loại hết phần dung môi chloroform còn 

tồn dư, tiếp tục được chiết phân bố lại 3 lần với dung môi ethyl acetat, tách và loại 

bỏ dung môi ethyl acetat, thu được cắn ethyl acetat (45,0 g, hiệu suất 0,90% so 

với khối lượng nguyên liệu thân lá củ dòm khô). Đây là cắn chứa nhóm chất 

alcaloid đã được làm giàu và ký hiệu là Ek. 

Tiến hành chiết phân bố cắn Ek lặp lại 3 lần bằng hỗn hợp dung môi MeOH 

và n-hexan (tỷ lệ 85:15, 75:25, 65:35 v/v), gom các phân đoạn chiết phân bố trên, 

cất thu hồi dung môi được một cắn làm giàu oxostephanin (31,0 g, hiệu suất 0,62% 

so với khối lượng nguyên liệu thân lá củ dòm khô), ký hiệu là EkO. Cuối cùng, 

tinh chế hợp chất oxostephanin từ phân đoạn được làm giàu EkO bằng cách kết 

tinh lại nhiều lần sản phẩm thô làm giàu trên trong hỗn hợp MeOH và EtOH (tỷ 

lệ 1:2 v/v) thu được 4,0 g sản phẩm tinh khiết dưới dạng bột màu vàng cam vô 

định hình, cô quay chân không trong 2-3h, đóng lọ bảo quản. 

Quy trình phân lập oxostephanin được trình bày trong hình 3.13. 
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Hình 3.13. Quy trình phân lập oxostephanin 
 

3.2.1.2. Sơ bộ đánh giá độ tinh khiết của oxostephanin 

 Độ tinh khiết của oxostephanin được đánh giá thông qua phần trăm diện tích 

pic trên sắc ký đồ khi chạy HPLC với một số hệ dung môi khác nhau.  

Các điều kiện sắc ký được sử dụng bao gồm: 

- Cột sắc ký: Supelco C18 (250 x 4,6 mm, 5 µm) 

- Detector: DAD 254 nm 

- Thể tích tiêm: 10 µl 
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- Tốc độ dòng: 1,0 ml/phút 

- Nhiệt độ cột: nhiệt độ phòng 

- Pha động  

+ Pha động A: MeOH : acid formic 0,1% (tỷ lệ 35:65, v/v) 

+ Pha động B: ACN: H2O (tỷ lệ 80:20, v/v) 

+ Pha động C: Kênh A: ACN (0.1% acid formic, v/v), kênh B: H2O  

(0.1% acid formic, v/v) với gradient nồng độ được thiết lập như bảng 
3.13. 

Bảng 3.13. Gradient nồng độ pha động C 
Thời gian (min) Kênh A (%) Kênh B (%)  

0 95 5 

12 95 5 

13 100 0 

16 100 0 

17 95 5 

20 95 5 

 

Kết quả được trình bày trong bảng 3.14 và hình 3.14. 

Bảng 3.14. Tỷ lệ (%) diện tích pic của oxostephanin khi chạy HPLC bằng các 
pha động khác nhau 

 Thời gian lưu (phút) Tỷ lệ diện tích pic (%) 

Pha động A 14,261 98,641 

Pha động B 21,740 99,742 

Pha động C 8,838 98,556 

 

Như vậy sơ bộ đánh giá độ tinh khiết của oxostephanin đã phân lập theo phần 

trăm diện tích pic trên sắc ký đồ HPLC là 98,5%. Hợp chất này được sử dụng làm 

chất so sánh cho các nghiên cứu tiếp theo về thành phần hoá học và tác dụng sinh 

học. 
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A 

 

B 

 

C 

 

Hình 3.14. Sắc ký đồ đánh giá độ tinh khiết của oxostephanin 
A: pha động A (% S pic oxostephanin = 98,641) 

B: pha động B (% S pic oxostephanin = 99,742) 

C: pha động C (% S pic oxostephanin = 98,556) 

3.2.2. Xây dựng và thẩm định phương pháp định lượng oxostephanin trong 
thân lá cây củ dòm 
3.2.2.1. Xây dựng phương pháp định lượng 

v Khảo sát bước sóng phát hiện 

Quét phổ hấp thụ tử ngoại của dung dịch chuẩn oxostephanin thu được kết 

quả như hình 3.15. 



 89 

Phổ hấp thụ của dung dịch chuẩn oxostephanin có các điểm cực đại là 256 

nm, 287 nm, 374 nm và 478 nm. Nhìn vào phổ hấp thụ có thể thấy ngoài bước 

sóng ở tử ngoại xa thì tại bước sóng 256 nm cho tín hiệu cao nhất. Theo Dược 

điển Việt Nam V [128] quy định !"#$	± 2 nm, do đó đề tài lựa chọn giữ nguyên 

bước sóng phát hiện so với các công bố trước đây [12], [13] là 254 nm. 

 
Hình 3.15. Phổ hấp thụ tử ngoại của oxostephanin 

v Khảo sát pha động 

Kết quả các hình 3.14 cho thấy tuy pha động C (gồm kênh A: ACN (0,1% 

acid formic v/v), kênh B: H2O  (0,1% acid formic, v/v) với gradient nồng độ) cho 

thời gian lưu của oxostephanin tương đối ngắn hơn so với hai pha động còn lại, 

giúp giảm thời gian phân tích, song sử dụng gradient nồng độ phức tạp hơn so với 

chế độ đẳng dòng. Pha động A gồm MeOH : acid formic 0,1% (tỷ lệ 35:65, v/v) 

cho sắc ký đồ cân đối, thời gian lưu (khoảng 14 phút) hợp lý hơn so với khi chạy 

pha động B (khoảng 21 phút); đồng thời trong mẫu dung dịch thử pic của 

oxostephanin đã tách hoàn toàn ra khỏi pic tạp với Rs > 1,5 (hình 3.16).  

Do đó luận án lựa chọn pha động A gồm MeOH : acid formic 0,1% (tỷ lệ 

35:65, v/v) cho các nghiên cứu tiếp theo. 

Từ các khảo sát trên, điều kiện sắc ký lựa chọn là: 

- Cột sắc ký: Supelco C18 (250 x 4,6 mm, 5 µm). 

- Detector: DAD 254 nm 

- Thể tích tiêm: 10 µl. 

- Tốc độ dòng: 1,0 ml/phút 

- Pha động: MeOH : acid formic 0,1% (tỷ lệ 35:65, v/v) 
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- Nhiệt độ cột: nhiệt độ phòng 

- Thời gian chạy: 25 phút 

 
Hình 3.16. Sắc ký đồ dung dịch thử khi chạy pha động A (MeOH : acid 

formic 0,1% (tỷ lệ 35:65, v/v)) 
v Khảo sát quá trình xử lý mẫu 

* Khảo sát số lần chiết 
- Khảo sát hàm lượng oxostephanin sau các lần với dung môi là MeOH và 

sử dụng sóng siêu âm để hỗ trợ chiết. 

- Số lần khảo sát: 1 lần, 2 lần, 3 lần, 4 lần.  

- Thời gian chiết mỗi lần: 1 giờ. 

- Lượng dược liệu cân chính xác khoảng: 0,50 g 

- Lượng dung môi chiết mỗi lần: 50 ml, sau mỗi lần chiết lọc dịch chiết vào 

bình 50 ml và làm đầy bằng MeOH. 

Kết quả khảo sát được trình bày trong bảng 3.15. 

Bảng 3.15. Kết quả khảo sát số lần chiết  
Lần chiết Diện tích pic (mAU.s) 

Lần 1 2320696 

Lần 2 524905 

Lần 3 ND* 

Lần 4 ND* 

*ND: không xác định được diện tích pic 
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Để xác định sự có mặt của oxostephanin trong lần chiết thứ 3 và thứ 4, tiến 

hành cô riêng biệt tạo cắn 2 dịch chiết trên, sau đó cắn thu được hoà tan trở lại 

trong 500 µl MeOH, lọc và đem định lượng, từ đó tính được lượng oxostephanin 

trong dịch chiết lần 3 và lần 4 và hàm lượng của nó còn tồn lại trong bã chiết. Kết 

quả thu được ở bảng 3.16. 
Bảng 3.16. Kết quả hàm lượng oxostephanin trong dược liệu  

thu được qua các lần chiết  

Số lần chiết 
Hàm lượng (%) tính 

trên dược liệu 

Tổng hàm lượng sau các 

lần chiết được (%) 

Lần 1 0,347 ± 0,013 0,347 

Lần 2 0,076 ± 0,003 0,423 

Lần 3 0,033 ± 0,001 0,456 

Lần 4 0,006 ± 0,002 0,462 

 

Kết quả cho thấy sau 3 lần chiết đã chiết kiệt được oxostephanin trong dược 

liệu. Luận án lựa chọn số lần chiết là 3 lần cho các nghiên cứu tiếp theo. Từ khảo 

sát trên cho thấy tổng lượng dung môi dùng để chiết tối thiểu là 100 ml methanol 

với chính xác khoảng 0,50000 g thân lá củ dòm (tương đương tỷ lệ dung môi/dược 

liệu (ml/g) là 200:1).  

* Khảo sát tỷ lệ dung môi/ dược liệu 
- Khảo sát lượng oxostephanin chiết được với các lượng dung môi khác nhau. 

- Dung môi chiết là MeOH, số lần chiết 3 lần, mỗi lần 1 giờ. 

- Tổng lượng dung môi khảo sát: 25 ml/0,25 g dược liệu; 50 ml/0,25 g dược 

liệu, 100 ml/0,25 g dược liệu. 

Kết quả khảo sát được thể hiện trong bảng 3.17. 
Bảng 3.17. Kết quả hàm lượng oxostephanin với lượng dung môi khác nhau 

Tổng lượng dung môi 

chiết (ml) 

Tỷ lệ dung môi/ dược 

liệu (ml/mg) 
Hàm lượng (%) 

25 100 : 1 0,362 ± 0,006 

50 200 : 1 0,423 ± 0,001 

100 400 : 1 0,425 ± 0,002 
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Hàm lượng oxostephanin khi chiết tỉ lệ dung môi/ dược liệu (ml/g) là 200 : 

1 và 400 : 1, hàm lượng oxostephanin chiết được cao hơn đáng kể so với 100 : 1. 

Điều này chứng tỏ với tỷ lệ 100 : 1 oxostephanin vẫn chưa được chiết kiệt. So 

sánh tỷ lệ 200 : 1 và 400 : 1 hàm lượng oxostephanin chiết được không nhiều sự 

khác biệt. Như vậy đề tài lựa chọn tổng lượng dung môi chiết/ dược liệu là 200 : 

1 (ml/g) cho các nghiên cứu tiếp theo. 

* Khảo sát thời gian chiết 
- Khảo sát lượng oxostephanin chiết được theo thời gian, với cùng lượng 

dung môi và số lần chiết. 

- Dung môi chiết: MeOH. 

- Số lần chiết: 3 lần, sử dụng sóng siêu âm để hỗ trợ chiết xuất. 

- Tỷ lệ tổng lượng dung môi/ dược liệu: 200 : 1 

- Thời gian chiết mỗi lần: 20 phút; 40 phút; 60 phút; 80 phút (tổng thời gian 

chiết: 1 giờ, 2 giờ, 3 giờ, 4 giờ). 

- Lượng cân chính xác khoảng 0,25g. 

Kết quả khảo sát được thể hiện trong bảng 3.18. 

Bảng 3.18. Kết quả khảo sát thời gian chiết 
Thời gian chiết mỗi lần Tổng thời gian chiết Hàm lượng trung bình (%) 

20 phút 1 giờ 0,321 ± 0,005 

40 phút 2 giờ 0,370 ± 0,029 

60 phút 3 giờ 0,442 ± 0,013 

80 phút 4 giờ 0,443 ± 0,021 

 

Qua khảo sát thời gian chiết nhận thấy sau 3 lần chiết với thời gian chiết là 

60 phút/ lần đã chiết kiệt được oxostephanin trong dược liệu. Luận án lựa chọn 

thời gian chiết là 1 giờ/ lần (tổng thời gian chiết 3 giờ) cho các nghiên cứu tiếp 

theo. 

Như vậy điều kiện xử lý mẫu được lựa chọn là:  

- Dung môi chiết: MeOH. 

- Số lần chiết: 3 lần, sử dụng sóng siêu âm để hỗ trợ chiết xuất. 

- Tỷ lệ tổng lượng dung môi/ dược liệu: 200 : 1 
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- Thời gian chiết mỗi lần: 1 giờ 

3.2.2.2. Thẩm định phương pháp định lượng oxostephanin bằng HPLC 

* Độ phù hợp hệ thống 
Kết quả độ phù hợp hệ thống khi tiêm lặp lại 6 lần dung dịch chuẩn 

oxostephanin với nồng độ khoảng 25 µg/ml được thể hiện ở Bảng 3.19. 
Bảng 3.19. Kết quả độ phù hợp hệ thống 

STT 
Thời gian lưu 

(phút) 

Diện tích pic 

(mAU.s) 

Số đĩa  

lý thuyết 

Hệ số đối 

xứng 

1 14,11 1214153 4235 1,442 

2 14,15 1219037 4247 1,444 

3 14,33 1215144 4246 1,442 

4 14,32 1227682 4253 1,446 

5 14,31 1240081 4252 1,448 

6 14,30 1227474 4246 1,450 

Trung bình 14,25 1223929 4247 1,445 

RSD (%) 0,68 0,80 0,2 0,2 

 

RSD thời gian lưu và diện tích pic của oxostephanin thấp hơn 2,0%. Số đĩa 

lý thuyết trung bình của oxostephanin khoảng 4247 (> 3000). Điều kiện sắc ký 

lựa chọn có độ lặp lại tốt về thời gian lưu, diện tích pic, số đĩa lý thuyết và hệ 

thống HPLC sử dụng phù hợp và đảm bảo để phân tích định lượng oxostephanin, 

do đó phương pháp đạt về độ phù hợp hệ thống theo AOAC và “Hướng dẫn của 

ASEAN về thẩm định quy trình phân tích” [107]. 

* Độ đặc hiệu 
Chuẩn bị độc lập các mẫu dung môi, các mẫu chuẩn, mẫu thử và các mẫu 

thử thêm chuẩn (như trình bày ở mục 2.2.2.2). Tiến hành sắc ký trong điều kiện 

đã chọn. Kết quả được trình bày ở hình 3.17. 
Oxostephanin được tách hoàn toàn khỏi chất khác trên sắc ký đồ dung dịch 

chuẩn và dung dịch thử từ thân lá củ dòm. Thời gian lưu của pic oxostephanin 

trên sắc ký đồ mẫu thử tương tự như thời gian lưu của pic chuẩn tương ứng trên 

sắc ký đồ dung dịch chuẩn. Trên sắc ký đồ dung dịch thử, pic của oxostephanin 
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được tách hoàn toàn khỏi các pic khác. Như vậy, phương pháp đủ đặc hiệu để 

định lượng oxostephanin trong thân lá cây củ dòm 

  
Hình 3.17. Sắc ký đồ thẩm định độ đặc hiệu 

Chú thích: 

Data 1: SKĐ mẫu trắng Data 3: SKĐ dung dịch thử 

Data 2: SKĐ oxostephanin chuẩn Data 4: SKĐ dung dịch thử thêm chuẩn 

* Khoảng tuyến tính và đường chuẩn 
Tiến hành sắc ký dãy dung dịch chuẩn (chuẩn bị như trình bày ở mục 

2.2.2.2) theo điều kiện sắc ký đã chọn. Kết quả được thể hiện trong bảng 3.20 và 
hình 3.18. 

Bảng 3.20. Kết quả khảo sát độ tuyến tính 
STT Nồng độ (µg/ml) S (mAu.s) Độ chệch (%) 

1 3,125 272443 11,54 

2 6,25 418469 6,18 

3 12,5 696245 0,24 

4 25 1214153 -6,12 

5 50 2506725 0,58 

6 100 4900220 0,20 

 
y = 48390x + 65108 

R2 = 0,9993 
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Hình 3.18. Đồ thị biểu diễn mối tương quan tuyến tính giữa diện tích pic  
và nồng độ của oxostephanin 

Trong khoảng nồng độ khảo sát đã có sự tương quan tuyến tính giữa nồng 

độ và diện tích pic của oxostephanin. Đường chuẩn của oxostephanin có hệ số 

tương quan 0,995 ≤ R ≤ 1, độ chệch (bias) tại các điểm đều không quá ± 15%. 

Như vậy độ tuyến tính của oxostephanin phù hợp với yêu cầu của “Hướng dẫn 

của ASEAN về thẩm định quy trình phân tích” và AOAC. 

* Độ lặp lại  
Chuẩn bị các mẫu thử như mục 2.2.2.2. Tiến hành sắc ký, mỗi ngày 6 mẫu 

thử độc lập kết quả thẩm định độ lặp lại giữa các ngày phân tích được thể hiện ở 

Bảng 3.21. 
Bảng 3.21. Kết quả độ lặp lại giữa các ngày phân tích 

Ngày STT 

Lượng 

cân dược 

liệu (g) 

Diện tích pic 

(mAU.s) 

Hàm 

lượng (%) 

Trung 

bình 

(%) 

RSD 

(%) 

1 

1 0,5001 1424964 0,281 

0,285 1,6 
2 0,5002 1444767 0,285 

3 0,5007 1475847 0,291 

4 0,5001 1465971 0,289 

y = 48390x + 65108
R² = 0.9993

0

1000000

2000000

3000000

4000000

5000000

6000000

0 20 40 60 80 100 120
Nồng độ μg/ml

Đường chuẩn oxostephaninmAU.s
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5 0,5003 1447025 0,286 

6 0,5001 1414563 0,279 

2 

1 0,5001 1424964 0,281 

0,282 1,0 

2 0.5002 1444767 0,285 

3 0,5005 1447125 0,280 

4 0,5001 1414563 0,280 

5 0,4999 1414231 0,280 

6 0,5001 1414565 0,286 

3 

1 0,5071 1424964 0,281 

0,283 1,7 

2 0,5022 1455390 0,287 

3 0,5032 1409751 0,278 

4 0,5074 1407767 0,277 

5 0,5018 1450319 0,286 

6 0,5041 1460461 0,288 

Trung bình 3 ngày 0,283 1,4 

 
RSD của oxostephanin trong cùng ngày, khác ngày phân tích đều thỏa mãn 

yêu cầu: RSD của oxostephanin ≤ 3,7%. Phương pháp đạt yêu cầu về độ chính 

xác theo yêu cầu của “Hướng dẫn của ASEAN về thẩm định quy trình phân tích” 

và AOAC. 

* Độ đúng 
Mẫu thân lá cây củ dòm có nồng độ oxostephanin 28,02µg/ml. Chuẩn bị 

các mẫu thử thêm chuẩn như mục 2.2.2.2. Tiến hành sắc ký theo điều kiện đã 

chọn. Kết quả độ thu hồi của oxostephanin trình bày ở bảng 3.22. 

Kết quả thỏa mãn yêu cầu phần trăm tìm lại của oxostephanin từ 95,0 % – 

105,0 %. Phương pháp đã xây dựng đạt yêu cầu về độ đúng của “Hướng dẫn của 

ASEAN về thẩm định quy trình phân tích” và AOAC. 
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Bảng 3.22. Kết quả độ thu hồi của oxostephanin 

Mức 

thêm 

chuẩn 

Mdược 

liệu (g) 

Nồng độ 

thực của 

dược liệu 

(µg/ml) 

Nồng 

độ 

chuẩn 

thêm 

vào 

(µg/ml) 

Nồng độ 

mẫu khi 

thêm 

chuẩn 

(µg/ml) 

Nồng 

độ 

chuẩn 

tìm lại 

được 

(µg/ml) 

Độ 

thu 

hồi 

(%) 

Trung 

bình 

(%) 

80% 

0,5001  

28,02 

 

22,0 

49,88 21,86 99,36  
99,45 0,5002 49,92 21,90 99,55 

0,5001 49,90 21,88 99,45 

100% 

0,5001  

28,02 

 

28,0 

55,46 27.44 98,00  
98,29 0,5002 55,68 27,66 98,79 

0,5001 55,48 27,46 98,07 

120% 

0,5001  

28,02 

 

33,0 

60,88 32,86 99,56  
99,57 0,5002 60,90 32,88 99,64 

0,5001 60,86 32,84 99,52 

 
* Giới hạn phát hiện (LOD) và giới hạn định lượng (LOQ) 

 

Hình 3.19. Sắc ký đồ HPLC của oxostephanin ở nồng độ 0,002441 µg/ml 
Mẫu chuẩn với nồng độ oxostephanin được pha loãng dần đến khi trên sắc 

kí đồ tại thời điểm quan sát thấy tỷ lệ S/N trong khoảng 2 - 11. Từ đó, xác định 
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giá trị của LOD và LOQ. Mỗi mẫu lặp lại 3 lần và lấy kết quả trung bình. Kết quả 

cho thấy dung dịch có nồng độ 0,002441 µg/ml cho đáp ứng pic gấp khoảng 3 lần 

so với độ nhiễu đường nền (hình 3.19). LOQ được tính toán dự kiến gấp 3 lần 

LOD là 0,007323 µg/ml. Từ thực nghiệm, dung dịch có nồng độ 0,0079 µg/ml 

cho đáp ứng pic gấp khoảng 10 lần so với độ nhiễu đường nền. 

3.2.3. Đánh giá sự thay đổi hàm lượng oxostephanin theo thời gian thu hái 
Ứng dụng phương pháp đã thẩm định để định lượng oxostephanin có trong 

dược liệu được thu hái ở các thời điểm khác nhau tại Bắc Giang và các mẫu được 

thu hái từ Quản Bạ - Hà Giang, Ba Vì – Hà Nội. 

Kết quả định lượng oxostephanin trong dược liệu được thể hiện trong bảng 
3.23 và bảng 3.24. 

Bảng 3.23. Kết quả định lượng oxostephanin trong mẫu dược liệu thu hái 
tại Bắc Giang 

Ký hiệu Địa điểm 
Thời gian  

thu hái 
Hàm lượng 

trung bình (%) 
RSD (%) 

D1 TP Bắc Giang 1/2/2020 0,353 4,1 

D2 TP Bắc Giang 29/2/2020 0,611 2,0 

D3 TP Bắc Giang 29/3/2020 0,337 7,4 

D4 TP Bắc Giang 3/5/2020 0,430 1,4 

D5 TP Bắc Giang 31/5/2020 0,597 3,9 

D6 TP Bắc Giang 6/9/2020 0,873 2,3 

D7 TP Bắc Giang 8/10/2020 0,819 0,5 

D8 TP Bắc Giang 14/11/2020 0,501 1,4 

D9 TP Bắc Giang 14/12/2020 0,525 2,9 

 

Kết quả sơ bộ có thể thấy rằng các thời điểm thu hái khác nhau có thể dẫn 

đến sự khác biệt về hàm lượng oxostephanin trong củ dòm. Dược liệu trồng tại 

TP Bắc Giang thu hái tại thời điểm thích hợp nhất vào khoảng giữa tháng 9 đến 

giữa tháng 10. Khi đó sẽ thu được hàm lượng oxostephanin cao nhất lần lượt là 

0,873 % và 0,819 %. 

Trong khi đó, kết quả định lượng mẫu thân lá thu hái ở Hà Giang và Ba Vì 

cho thấy rằng: (1) oxostephanin tập trung nhiều ở lá và cao gấp khoảng 40 lần so 
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với thân; (2) hàm lượng oxostephanin thu mẫu ở Ba Vì (0,340 % (lá) và 0,008 % 

(thân)), cao hơn ở mẫu thu ở Hà Giang (0,320 % (lá) và 0,004 % (thân)) là khoảng 

6% đối với lá và cao gấp 2 lần đối với thân vào thời điểm thu hái 3/2019. Nhưng 

do trữ lượng oxostephanin trong thân thấp nên nhìn chung sự khác biệt này không 

đáng kể giữa hai vùng thu hái mẫu trên; (3) Đối với mẫu toàn bộ thân lá thu hái 

vào hai mùa tháng 5 và tháng 10 ở Ba Vì lại không cho sự khác biệt rõ ràng nào 

về hàm lượng oxostephanin. Nhưng lại khác biệt đáng kể so với thời điểm tương 

tự thu hái ở Bắc Giang. 

Bảng 3.24. Đánh giá hàm lượng oxostephanin trong một số mẫu thân lá  
củ dòm thu hái tại Quản Bạ - Hà Giang và vườn giống Ba Vì - Hà Nội 

Ký hiệu Địa điểm 
Thời gian  

thu hái 

Hàm lượng 
trung bình 

(%) 

RSD 
(%) 

QB – phần lá Quản Bạ - Hà Giang 3/2019 0,320 1,7 

QB – phần thân Quản Bạ - Hà Giang 3/2019 0,004 2,5 

BV – phần lá Ba Vì – Hà Nội 3/2019 0,340 2,2 

BV – phần thân Ba Vì – Hà Nội 3/2019 0,008 1,9 

BV1 Ba Vì – Hà Nội 5/2020 0,556 2,3 

BV2 Ba Vì – Hà Nội 10/2020 0,553 3,4 

 

3.3. ĐÁNH GIÁ TÁC DỤNG GÂY ĐỘC TẾ BÀO CỦA MỘT SỐ HỢP CHẤT 
ĐÃ PHÂN LẬP VÀ BƯỚC ĐẦU NGHIÊN CỨU CƠ CHẾ KHÁNG UNG 
THƯ CỦA OXOSTEPHANIN  
3.3.1. Đánh giá tác dụng gây độc tế bào của một số hợp chất đã phân lập 
3.3.1.1. Ảnh hưởng của các hợp chất SD1, SD2, SD3, SD4, SD5 tới hình thái 

tế bào  

 Sự biến đổi hình thái đặc trưng của tế bào là một chỉ tiêu quan trọng để 

đánh giá độc tính của các chất lên các tế bào ung thư nuôi cấy.  

 Kết quả đánh giá ảnh hưởng của dung môi 0,5% DMSO đến hình thái tế 

bào được thể hiện trong các hình 3.20 – 3.24 trong đó (a) Tế bào đối chứng sinh 

học; (b) Tế bào trong dung môi 0,5% DMSO tại thời điểm 48h (VK 10X, Zoom 

5.6)) 
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Hình 3.20. Hình thái tế bào Hela  

 

Hình 3.21. Hình thái tế bào HepG2  

 
Hình 3.22. Hình thái tế bào MCF7 

 

Hình 3.23. Hình thái tế bào N87  

a b 

a b 

a b 

a b 



 101 

 

Hình 3.24. Hình thái tế bào OVCAR-8  
Từ hình ảnh thu được có thể nhận thấy được hình dạng đặc trưng của năm 

dòng tế bào HeLa, HepG2, OVCAR-8, MCF7, N87 ở giếng đối chứng và đối 

chứng dung môi đều có trạng thái bám dính chắc chắn, mật độ che phủ tế bào phù 

hợp. Hình ảnh cũng cho thấy không có sự khác biệt về hình thái tế bào giữa 2 

giếng hình (a) tế bào đối chứng sinh học và tế bào được xử lý với môi trường 

0,5% DMSO hình (b). Kết quả định lượng tế bào cũng thu được mật độ tế bào tại 

giếng bổ sung dung môi đều > 95% so với giếng đối chứng sinh học. Điều này 

chứng tỏ môi trường chứa 0,5% DMSO (dung môi pha thuốc) không có tác động 

đáng kể nào lên tế bào nuôi cấy. Kết quả này đảm bảo đạt chuẩn là cơ sở để so 

sánh với hình thái tế bào ở các giếng thí nghiệm. Kết quả tác động gây độc của 

các hợp chất lên hình thái các dòng tế bào ở các nồng độ chất thử khác nhau được 

thể hiện trong hình 3.25. 
Với dòng tế bào Hela, hợp chất SD3 là có tác dụng gây độc mạnh nhất, làm 

hình thái tế bào biến dạng, toàn bộ tế bào co tròn với nồng độ cao nhất [C1] - 65,5 

μM và nồng độ [C2] – 32,75 μM, từ nồng độ thứ [C3] – 16,38 μM mới bắt đầu 

xuất hiện tế bào bám nhưng mật độ khá thấp. Quan sát hình thái tế bào được ủ với 

các hợp chất khác, cho kết quả không có sự khác biệt rõ ràng giữa các chất ở các 

nồng độ thử nghiệm. Ngay cả khi được ủ với nồng độ cao các dòng tế bào vẫn 

bám dính chắc chắn, chỉ có hợp chất SD5 ở nồng độ cao nhất [C1] – 187 μM làm 

tế bào cũng co tròn, tuy nhiên vẫn còn thấy một vài tế bào bám đáy và hình thái 

bám đặc trưng thể hiện ở ngay nồng độ [C2] – 93,5 μM. 

 Với dòng tế bào ung thư gan HepG2 sau 48h ủ hợp chất từ hình ảnh thu 

được cho thấy hợp chất SD3 và SD4 có tác dụng gây độc tế bào. Hợp chất SD3 

có tác dụng gây độc tế bào mạnh nhất, tại nồng độ cao nhất [C1] – 65,5 μM và  

a b 
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nồng độ [C2] – 32,75 μM tế bào co tròn, teo tóp theo từng cụm. Khi giảm nồng 

độ xuống đến [C3] – 16,38 μM lúc này tế bào thể hiện bám dính đặc trưng, tuy 

nhiên mật độ vẫn thấp. Hợp chất SD4 cũng chỉ gây độc tế bào ở nồng độ cao nhất 

[C1] – 156,4 μM, tại đây mật độ tế bào có giảm nhưng về hình thái vẫn bám dính 

và chưa nhận thấy sự khác biệt rõ rệt. Các hợp chất còn lại là SD1, SD2 và SD5 

đều cho hình thái như nhau và không có sự sai khác gì so với đối chứng ngay ở 

các nồng độ cao nhất.            

Với dòng tế bào ung thư vú MCF7 chỉ có hợp chất SD3 là có tác dụng gây 

độc tế bào, ở nồng độ cao [C1] – 65,5 μM và nồng độ [C2] – 32,75 μM toàn bộ tế 

bào co tròn với số lượng ít chỉ chiếm 12-15%, đến nồng độ [C3] – 16,38 μM tế 

bào mới bắt đầu bám đáy và tăng sinh. SD1, SD2, SD4 và SD5 là các hợp chất 

không có tác dụng gây độc nào cho tế bào MCF7, ngay ở nồng độ cao nhất [C1] 

hình thái quan sát cho thấy tế bào vẫn bám đáy đặc trưng và số lượng tế bào khá 

cao chiếm 60-70% bề mặt đĩa nuôi cấy. 

Với dòng tế bào ung thư dạ dày N87 cho kết quả có ba hợp chất SD3, SD4 
và SD5 có tác dụng gây độc tế bào. Trong đó hợp chất SD3 và SD4 có tác dụng 

gây độc tế bào mạnh nhất; ở nồng độ cao nhất [C1] hình thái tế bào biến đổi rõ 

rệt, gần như toàn bộ tế bào co dúm và mật độ giảm mạnh. Khi giảm nồng độ thì 

ngay nồng độ sau [C2], cả mật độ cũng như hình thái tế bào không thấy có sự sai 

khác rõ rệt giữa thí nghiệm và đối chứng. SD5 với kết quả thu được cho thấy 

không có tác dụng gây độc mạnh như SD3 và SD4, với nồng độ cao nhất [C1] – 

187 μM chỉ làm giảm số lượng tế bào và hình thái tế bào gần như không có sự 

thay đổi. Hai hợp chất SD1, SD2 không có ảnh hưởng nào lên tế bào, hình thái tế 

bào không có biến đổi, mật độ tế bào chiếm khá cao đạt trên 70-90%.   
   Với dòng ung thư buồng trứng OVCAR-8 từ hình ảnh thu được cho thấy 

hợp chất SD3 và SD4 có tác dụng gây độc tế bào. Về mặt hình thái cũng như số 

lượng tế bào quan sát được thì SD3 có tác dụng gây độc mạnh hơn, ở nồng độ cao 

SD3 làm cho tế bào co tròn toàn bộ, số lượng tế bào giảm hẳn chỉ đạt 9-10%. Với 

hợp chất SD4, tế bào vẫn bám đáy đặc trưng, mật độ tế bào có giảm nhưng vẫn 

đạt trên 30%. Các hợp chất còn lại SD1, SD2 và SD5, tương tự như dòng Hela và 

HepG2 chưa quan sát thấy có sự ảnh hưởng nào lên tế bào ung thư buồng trứng 

OVCAR-8. 
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Chất thử 
 
Dòng tế bào 

Đối 
chứng 
sinh 
học 

Tế bào 
trong 

DMSO 
0,5% 

SD1 SD2 SD3 SD4 SD5 

Y N Y N Y N Y N Y N 

OVCAR-8 
  

 
 

 
     

 
 

[C] μM    239  563 4,1 2,05 39,1 19,55  187 

HeLa 
  

 
 

 
   

 
   

[C] μM    239  563 32,75 16,38  156,4 187 93,5 

HepG2 
  

 
 

 
     

 
 

[C] μM    239  563 4,1 2,05 156,4 78,2  187 

MCF7 
  

 
 

 
   

 
 

 
 

[C] μM    239  563 4,1 2,05  156,4  187 

N87 
  

 
 

 
       

[C] μM    239  563 65,5 32,75 78,2 39,1 187 93,5 
Ghi chú: Y. Nồng độ thấp nhất có tác dụng; N. Nồng độ cao nhất không có tác dụng 

Hình 3.25. Hình thái các dòng tế bào thử nghiệm dưới tác dụng của SD1, SD2, SD3, SD4 và SD5  
tại thời điểm 48h (VK 10X, Zoom 5,6)
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3.3.1.2. Đánh giá tác dụng gây độc tế bào bằng phương pháp nhuộm MTS 
 MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4- 

sulfophenyl)-2H-tetrazolium] là một loại mới của muối tetrazolium, khi có mặt 

PMS (phenazine methyl sulfate) được một loại enzym trong ty thể của tế bào sống 

chuyển hoá tạo ra sản phẩm formazan tan trong môi trường nuôi cấy tế bào, hấp 

thụ ánh sáng tối đa ở bước sóng 490 - 500 nm trong đệm PBS. Hàm lượng của 

chất tạo ra tỷ lệ thuận với số lượng tế bào sống tham gia phản ứng, lượng formazan 

được định lượng bằng phương pháp đo quang ở bước sóng 490 nm.   

Sau 48h ủ thuốc, bằng phương pháp MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-

(3- carboxymethoxyphenyl)-2-(4- sulfophenyl)-2H-tetrazolium], đo phổ hấp phụ 

tại bước sóng 490nm, bằng máy đọc Elisa SpectraMAX Plus 384. 

Với chỉ số OD đo được, bằng các phương pháp toán học trong Excel xử lý 

số liệu và thu được trung bình tỷ lệ % tế bào sống (A%) tương ứng với các nồng 

độ. Số liệu về giá trị IC50 của từng chất được thể hiện ở bảng 3.25. 

Bảng 3.25. IC50 của các hợp chất trên các dòng tế bào ung thư trong  

thử nghiệm MTS (μM) 

Dòng tế bào 
 

Chất thử 
OVCAR-8 HeLa HepG2 MCF7 N87 

SD1 ND ND ND ND ND 

SD2 ND ND ND ND ND 

SD3 
3,4 ± 0,007 

R2 = 0,99 

22,4 ± 0,7 

R2 = 0,99 

3,2 ± 0,18 

R2 = 0,97 

3,1 ± 0,06 

R2 = 0,99 

33 ± 0,08 

R2 = 0,98 

SD4 
30 ± 1,4 

R2 = 0,98 

97,4 ± 4,6 

R2 = 0,98 

122.9 ± 5,7 

R2 = 0,98 
ND 

66,1 ± 0,9 

R2 = 0,98 

SD5 ND 
160,3 ± 9,2 

R2 = 0,99 
ND ND 

115,3 ± 1,34 

R2 = 0,97 

 

Kết quả thử nghiệm bằng phương pháp MTS tương quan với kết quả định 

tính so sánh hình thái thu được ở hình 3.25. 

 Nhìn một cách tổng thể thì hợp chất SD3 gây độc mạnh cho các dòng tế 

bào thử nghiệm. Ở nồng độ cao nhất, cả 5 dòng tế bào ung thư thử nghiệm đều bị 
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ức chế đáng kể, đặc biệt trên dòng tế bào MCF7, HepG2 và OVCAR-8, làm tế 

bào biến dạng và mật độ giảm mạnh. Khả năng ức chế sự sống của tế bào giảm 

dần theo chiều giảm của nồng độ thuốc thử. Tại nồng độ [C1] = 65,5 μM số lượng 

tế bào của ba dòng MCF7, HepG2 và OVCAR-8 lần lượt với A% chỉ đạt trung 

bình khoảng 20%, 17% và 9% và lần lượt là 23%, 22% và 16% ở nồng độ [C2] = 

32,75 μM. Ở nồng độ thấp nhất, hợp chất không còn khả năng ảnh hưởng đến sự 

sống của tế bào, chỉ số A% đều lớn hơn 90%. 

Hai hợp chất SD4 và SD5 chưa gây độc mạnh cho các dòng tế bào thử 

nghiệm, rõ nhất với dòng ung thư vú MCF7. Hai hợp chất này gây độc với các 

dòng tế bào ung thư cổ tử cung Hela và dạ dày N87, gây giảm đáng kể mật độ tế 

bào khi thử ở các nồng độ cao như [C1], [C2] và [C3]. Với hợp chất SD4, tại nồng 

độ [C1] = 156,4 μM số lượng tế bào OVCAR-8 chỉ đạt trung bình khoảng 28% 

và 40% ở nồng độ [C2] = 78,2 μM.Tác động của hợp chất SD5 trên hai dòng 

OVCAR-8, HepG2 tại nồng độ cao có gây giảm về mật độ tế bào tuy nhiên mức 

độ giảm không đáng kể.  

Ngoài ra, hai hợp chất SD1, SD2 chưa có tác dụng gây độc trên cả 5 dòng 

tế bào thử nghiệm (Hela, HepG2, MCF7, N87 và OVCAR-8), chưa thể hiện ảnh 

hưởng nào lên tế bào, hình thái tế bào không có biến đổi, mật độ tế bào chiếm khá 

cao. 

3.3.2. Nghiên cứu cơ chế tác dụng gây độc tế bào của oxostephanin  

3.3.2.1. Ảnh hưởng của oxostephanin theo thời gian thực đối với tế bào ung thư 
OVCAR‐8 
 Nghiên cứu thực hiện phân tích độc tính tế bào của oxostephanin bằng cách 

sử dụng dòng tế bào OVCAR-8 với hệ thống xCELLigence RTCA. Trong thời 

gian ủ > 200 h, khả năng sống sót, số lượng, hình thái và khả năng kết dính của 

các tế bào được ghi lại và hiển thị dưới dạng đồ thị (Hình 3.26). Các tiện ích trong 

phần mềm RTCA Control Unit cho phép tạo đường cong đáp ứng liều và tính giá 

trị IC50 của thuốc tại các thời điểm khác nhau. Kết quả cho thấy oxostephanin và 

VX-680 có tác dụng tương tự đối với sự tăng sinh tế bào; nồng độ của các hợp 

chất càng cao thì tác dụng ức chế sự phát triển của tế bào càng lớn.  
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Hình 3.26. Ảnh hưởng của oxostephanin và VX-680 theo thời gian thực  

lên tế bào OVCAR-8 

 

Trong các giếng đối chứng, các giá trị chỉ số tế bào tăng dần và đạt đỉnh tại 

thời điểm 140 h, với CI là 32 (Hình 3.26). Trong các giếng được xử lý với hai 

nồng độ cao nhất là 125 và 25 μM oxostephanin, sự tăng sinh tế bào bị ức chế 

hoàn toàn so với đối chứng với các giá trị CI giảm sau 3 giờ ủ, cho thấy rằng các 

tế bào không thể phát triển mà đã chết. Ở nồng độ oxostephanin 5 μM, tốc độ tăng 

sinh tế bào xấp xỉ một nửa so với đối chứng, với thời gian để đạt được đỉnh của 

giá trị CI là 165 giờ. Ở nồng độ oxostephanin 1 μM, đỉnh đạt được cùng lúc nhưng 

với giá trị nhỏ hơn, tương đương với 78% đối chứng. Ở nồng độ nhỏ nhất 0,2 μM 

oxostephanin, sự tăng sinh tế bào thấp hơn so với đối chứng. Đối với các giếng 
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được xử lý bằng VX-680, trong khi tất cả các tế bào đều bị giết ở hai nồng độ cao 

nhất, giá trị CI ở các đỉnh kết hợp với các nồng độ khác nhỏ hơn và được quan sát 

tại các thời điểm muộn hơn so với các giá trị của đối chứng (Hình 3.26). Sử dụng 

phần mềm RTCA, các giá trị IC50 tại các thời điểm ủ khác nhau từ 24 đến 120 h 

đã được tính toán. Giá trị IC50 là từ 3,8-7,3 μM đối với oxostephanin và 0,2-0,6 

μM đối với VX-680 (Bảng 3.26). 

Bảng 3.26. Giá trị IC50 của oxostephanin và VX-680 đối với tế bào ung thư 

OVCAR-8 với thời gian ủ khác nhau 

Chất thử 
Thời gian ủ (h) 

24 48 72 96 120 

VX-680 (μM) 0,3±0,02 0,6±0,06 0,2±0,04 0,2±0,07 0,2±0,05 

Oxostephanin 

(μM) 
7,3±1,5 6,6±0,9 5,6±0,7 4,6±0,8 3,8±0,5 

 

Thời gian nhân đôi của các tế bào OVCAR-8 cũng bị ảnh hưởng bởi hai 

hợp chất này. Sau khi xử lý bằng VX-680, các tế bào không phát triển và chết 

nhanh chóng sau khi bổ sung chất được biểu thị bằng các giá trị âm của thời gian 

nhân đôi ở ba nồng độ cao nhất. Với oxostephanin, phần lớn thời gian nhân đôi 

cao hơn so với đối chứng, cho thấy sự tăng sinh của tế bào đã bị ức chế (Hình 

3.27).  

Đáng chú ý, sự thay đổi kích thước của các tế bào được xử lý bằng 

oxostephanin và VX-680 ở nồng độ thấp đã được quan sát thấy. Các tế bào tăng 

kích thước sau thời gian ủ. Không chỉ kích thước tế bào, mà phương pháp nhuộm 

miễn dịch của những tế bào này cũng chỉ ra rằng có sự gia tăng đáng kể diện tích 

nhân tế bào (Hình 3.28). Ngoài ra, hình thái của nhân tế bào đã bị thay đổi, với 

các nhân trở nên không đồng nhất, nhiều thùy và mở rộng, không đồng nhất hoặc 

hình bầu dục như trong đối chứng (Hình 3.28).  
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Hình 3.27. Ảnh hưởng của oxostephanin và VX-680  

lên thời gian nhân đôi của tế bào OVCAR-8 

 
Hình 3.28. Hình ảnh nhân tế bào sau khi ủ với oxostephanin và VX-680  

trong 48 giờ 
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Sử dụng phần mềm trình duyệt hình ảnh LSM, diện tích nhân đã được đo. 

Dữ liệu chỉ ra rằng kích thước nhân của các tế bào được xử lý bằng oxostephanin 

hoặc VX-680 lớn hơn gấp ba lần so với ở nhóm đối chứng (Hình 3.29). Kết hợp 

với nhau, những kết quả này đã chứng minh rằng oxostephanin ức chế sự tăng 

sinh của tế bào OVCAR-8 trong phạm vi vi cực. Tác dụng theo thời gian thực của 

oxostephanin có thể so sánh với tác dụng của VX-680, một chất ức chế Aurora 

kinase. 

 

Hình 3.29. Kích thước trung bình của vùng nhân tế bào sau khi ủ với 

oxostephanin và VX-680 trong 48 giờ (*P < 0.05 so sánh với đối chứng) 

Cảm ứng apoptosis là một đặc điểm của chất ức chế Aurora kinase [42], 

[129]. Do đó, nghiên cứu đã kiểm tra xem liệu oxostephanin có thể gây ra quá 

trình apoptosis của các tế bào ung thư OVCAR-8 hay không. Ở nồng độ 

oxostephanin 5 μM, quan sát thấy sự biểu hiện của phân tử phosphatidylserine, 

một dấu hiệu apoptosis, liên kết với Annexin-V trên bề mặt tế bào sau 24 giờ ủ 

(Hình 3.30). Hình ảnh miễn dịch huỳnh quang của các tế bào đối chứng và được 

xử lý bằng oxostephanin được nhuộm bằng Annexin V ‐ FITC cho thấy sự biểu 

hiện cao hơn của các phân tử phosphatidylserine trên bề mặt tế bào ở các tế bào 

được xử lý (màu xanh lục).  

Tỷ lệ tế bào dương tính với Annexin-V được tính từ tổng của góc phần tư 

Q1-1 (apoptosis sớm) và Q2-1 (apoptosis muộn) trong biểu đồ đo tế bào dòng 

chảy (Hình 3.31). Theo đó, tỷ lệ tế bào được xử lý với oxostephanin (5 μM) dương 

tính với Annexin-V là 30,4 ± 6,8%, cao gấp 7,4 lần so với đối chứng (4,1 ± 0,8%). 
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Hơn nữa, 33,7 ± 5,1% tế bào dương tính với Annexin-V khi được xử lý bằng 0,2 

μM VX-680. 

 
Hình 3.30. Oxostephanin gây ra quá trình apoptosis của tế bào OVCAR-8 

 

 
Hình 3.31. Phân tích định lượng phần trăm apoptosis trong các tế bào  

được xử lý bằng oxostephanin và VX-680 

3.3.2.2. Oxostephanin ức chế sự phát triển của khối u OVCAR‐8 
Tác động của oxostephanin lên sự phát triển của tế bào OVCAR-8 trong 

nuôi cấy 3D đã được nghiên cứu. Với điều kiện xử lý thứ nhất, khi thêm chất thử 

vào thời điểm chuẩn bị khối u, oxostephanin này đã ngăn chặn 70% sự hình thành 

khối u ở 5 μM và 58% sự hình thành hình cầu ở 1 μM. Một kết quả tương tự cũng 

thu được với VX-680; chỉ có 22,5% khối u có thể được hình thành ở nồng độ 0,2 

μM. Hơn nữa, thể tích của các khối u được tạo thành nhỏ hơn so với thể tích của 

đối chứng (Hình 3.32). Sau khi chuyển các khối u vào đĩa thạch, sự phát triển 

không thay đổi ở nồng độ 1 μM, trong khi điều này giảm ở nồng độ 5 μM sau thời 

gian nuôi cấy ngay cả khi không có oxostephanin (Hình 3.33).  
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Hình 3.32. Khả năng hình thành và phát triển của khối u OVCAR-8 sau khi 

ủ với oxostephanin và VX-680 

(*P < 0.05 và **P < 0.01 so với đối chứng) 

 

 
Hình 3.33. Ảnh hưởng của oxostephanin và VX-680 lên thể tích tương đối 

của khối u 

(Số ngày được tính từ thời điểm chuyển khối u từ giọt treo sang đĩa thạch) 
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Đối với điều kiện xử lý thứ hai, oxostephanin được thêm vào và duy trì 

trong môi trường sau khi các khối u được chuyển vào đĩa thạch. Trong điều kiện 

này, sau 7 ngày, oxostephanin ức chế sự phát triển của các khối u, với kích thước 

giảm 4,3 lần ở 5 μM và 2,7 lần ở 1 μM. Tác động của oxostephanin đối với sự 

phát triển của hình u thậm chí còn nổi bật hơn so với VX-680 ở 0,2 μM, với sự 

giảm 2,1 lần về thể tích vào ngày điều trị thứ 7. Mặt khác, đối chứng đã làm tăng 

thể tích khối u lên gấp 3 lần vào ngày thứ 7 của nuôi cấy trên thạch (Hình 3.33). 

Hơn nữa, hình thái của các khối u được xử lý trong cả hai điều kiện: i) các 

chất thử được thêm vào tại thời điểm chuẩn bị khối u; và ii) các chất thử được 

thêm vào, duy trì trong môi trường để phát triển khối u trong đĩa thạch cũng được 

thay đổi thành các cụm tế bào lỏng lẻo với nhiều tế bào được bao bọc riêng biệt, 

trái ngược với các khối u có cấu trúc chặt chẽ ở đối chứng (Hình 3.34). 

 
Hình 3.34. Hình thái của khối u được xử lý trong hai điều kiện 

 (Thanh tỷ lệ, 100 μm) 

 
3.3.2.3. Oxostephanin ức chế sự biểu hiện và hoạt động của Aurora kinase 

Để xác định oxostephanin như một chất ức chế Aurora kinase mới, tác động 

của hợp chất này lên quá trình phosphoryl hóa của H3S10ph đã được đánh giá 

trong các tế bào ung thư OVCAR-8. Để thu thập tế bào ở giai đoạn phân bào, quần 

thể tế bào được đồng bộ hóa bằng cách bổ sung paclitaxel, sau đó ủ với 

oxostephanin và VX-680 ở nồng độ lần lượt là 5 và 0,2 μM. Các hình ảnh cho 

thấy tín hiệu huỳnh quang của H3S10ph đã giảm rõ rệt trong các tế bào phân bào 
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được ủ với oxostephanin và VX-680, ngay cả khi có hoặc không có paclitaxel 

(Hình 3.35). Quá trình phosphoryl hóa histone H3 ở serine 10 đã bị gián đoạn 

trong các tế bào ung thư OVCAR-8 được xử lý bằng oxostephanin và VX-680 thể 

hiện ở tín hiệu của H3S10ph (màu xanh lục) bị khử khi có mặt oxostephanin (5 

μM) và VX-680 (0,2 μM) trong 15 giờ 

 
Hình 3.35. Ảnh hưởng của oxostephanin và VX-680 lên quá trình 

phosphoryl hoá của H3S10ph 

 

Ngoài ra, sự phân bố của Aurora B bị ảnh hưởng bởi các hợp chất này. 

Những quan sát thu nhận được khi phân tích trên hệ thống LSM 510 cho thấy 

trong các tế bào OVCAR-8 nguyên phân, Aurora B kinase vẫn được biểu hiện 

trong tế bào tại vị trí tương ứng là trên vùng kinetochore khi NST ở kỳ đầu giữa 

và kỳ giữa. Tuy nhiên, các protein không biểu hiện tập trung mà có xu hướng phân 

tán lên toàn bộ NST (Hình 3.36).  

Bên cạnh đó, RT-qPCR tiết lộ rằng biểu hiện mRNA của Aurora B đã giảm 

sau khi ủ với oxostephanin trong các tế bào OVCAR-8 (Hình 3.37). 
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Hình 3.36. Ảnh hưởng của oxostephanin và VX-680 lên sự phân bố của 

Aurora kinase B 

 
Hình 3.37. Sự biểu hiện của Aurora A và Aurora B đã giảm ở mức mRNA 

sau khi xử lý bằng oxostephanin và VX-680  

(* P <0,05, so với đối chứng) 

Để xác định ảnh hưởng của oxostephanin đối với sự định vị của Aurora B 

kinase, các tế bào HeLa biểu hiện ổn định Aurora kinase B-GFP đã được sử dụng. 

Đáng chú ý, sự khuếch tán của Aurora B đã được quan sát thấy ở cả tế bào HeLa 

sống và đã cố định (Hình 3.38). Ở cả hai điều kiện là theo dõi tế bào sống hoặc tế 

bào đã cố định đều quan sát thấy ở mẫu đối chứng, tín hiệu của Aurora B thể hiện 

ở dạng các chấm phát huỳnh quang mạnh trên vùng kinetochore của NST. Còn ở 

mẫu xử lý với VX-680 hoặc oxostephanin, tín hiệu huỳnh quang dàn trải trên các 

cánh NST chứ không tập trung thành điểm. Sự phân tán của Aurora B kinase là 

do bản thân protein này cũng bị ức chế khả năng tự phosphoryl hóa, dẫn đến sự 

thay đổi vị trí biểu hiện của phân tử, qua đó ành hưởng đến chức năng của protein 
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này. Như vậy có thể thấy oxostephanin, tương tự như VX-680, đã ảnh hưởng đến 

vị trí biểu hiện của Aurora kinase. 

 
Hình 3.38. Ảnh hưởng của oxostephanin và VX-680 đến sự biểu hiện của  

Aurora kinase B trong tế bào nguyên phân 

 

Tóm lại, những dữ liệu này minh họa rằng việc xử lý tế bào bằng 

oxostephanin đã ảnh hưởng đến sự biểu hiện của Aurora B trong chu kỳ tế bào 

theo cách tương tự như VX-680, nhưng với hiệu quả thấp hơn. 

3.3.2.4. Oxostephanin gây độc tế bào có chọn lọc trên các loại tế bào khác nhau 
Nghiên cứu chọn ba dòng tế bào, bao gồm UC-MSCs, hUVECs và hFBs 

của người để kiểm tra độc tính tế bào oxostephanin. Đầu tiên, sự biểu hiện của 

gen kinase Aurora A và Aurora B so với gen đối chứng actin đã được kiểm tra ở 

tế bào bình thường và tế bào ung thư. Kết quả cho thấy những gen này được biểu 

hiện cao ở cấp độ mRNA, với mức cao nhất được quan sát thấy trong các tế bào 

hUVECs và OVCAR-8, và thấp nhất trong hFBs (Hình 3.39).  

Thứ hai, các tế bào được ủ với oxostephanin để phân tích quá trình chết của 

tế bào. Sau 24 giờ ủ với oxostephanin, sự chết của tế bào hUVECs được quan sát 

thấy ở hai nồng độ cao nhất. Sau 48 và 72 giờ, số lượng tế bào chết tăng liên tục 

trong các giếng chứa hUVECs. Kết quả tương tự cũng được phát hiện trong UC-

MSCs. Mặt khác, trong các giếng của hFBs, không có tế bào chết nào được quan 

sát thấy (Hình 3.40).  
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Hình 3.39. Ảnh hưởng của oxostephanin lên biểu hiện mRNA của kinase 

Aurora A và Aurora B trong các dòng tế bào ung thư và bình thường 

 

 

Hình 3.40. Khả năng sống sót của các tế bào UC-MSCs, hUVECs và hFBs 

được xử lý với các nồng độ oxostephanin khác nhau sau 24, 48 và 72 giờ ủ 

 

Ngoài ra, các giá trị IC50 phù hợp với những quan sát này. Các giá trị IC50 

của hUVECs lần lượt là 7,9 ± 0,6; 3,1 ± 0,5 và 1,9 ± 0,5 μM sau 24, 48 và 72 giờ 

ủ. Tuy nhiên, không thể xác định giá trị IC50 của hFBs sau 24 và 48 giờ, nhưng là 

17,1 ± 0,8 μM sau 72 giờ ủ. Đáng chú ý, tác dụng gây độc tế bào của oxostephanin 

trên UC-MSCs thấp hơn so với hUVECs, nhưng cao hơn trên hFBs, với giá trị 

IC50 ở 48 và 72 giờ lần lượt là 4,7 ± 0,8 và 5,1 ± 0,7 μM. Đường cong ức chế tăng 

trưởng theo liều của oxostphanin đối với ba dòng tế bào được thể hiện trong Hình 

3.41. Những dữ liệu này, cũng như kết quả của cấp độ mRNA chỉ ra rằng 

oxostephanin có thể độc hại hơn đối với tế bào ung thư OVCAR-8 và hUVECs, 

nhưng ít hơn đối với hFBs và UC-MSCs. 
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Hình 3.41. Đường cong ức chế tăng trưởng đáp ứng liều đối với 

oxostephanin của ba loại tế bào 

3.3.2.5. Oxostephanin làm giảm sự hình thành khuẩn lạc và tiết yếu tố tăng 
trưởng bởi hUVECs và hFBs 

Ảnh hưởng của oxostephanin đối với khả năng của các tế bào tiền thân nội 

mô và các tế bào tiền thân nguyên bào sợi để hình thành các khuẩn lạc sau đó đã 

được kiểm tra và chụp ảnh (Hình 3.42)  

 
Hình 3.42. Oxostephanin ảnh hưởng đến sự hình thành và hình thái  

khuẩn lạc ở tế bào hUVECs và hFBs 

(i và iii) Hình ảnh của đĩa nuôi cấy hFBs và hUVECs, sau khi nhuộm Giemsa;  

(ii và iv) Hình ảnh hiển vi của một khuẩn lạc nhuộm màu đơn lẻ trong hFBs và 

hUVECs tương ứng. Thanh tỷ lệ, 200 μM. 
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Hình 3.42 cho thấy cả số lượng khuẩn lạc và mật độ tế bào/khuẩn lạc đều 

giảm trong các giếng được xử lý so với đối chứng. Số lượng CFU‐EC và CFU‐F 

đã giảm đáng kể với hai nồng độ cao nhất (25 và 5 μM) (P < 0,01). 

Sự hình thành khuẩn lạc trên 1.000 tế bào được nuôi cấy cũng bị gián đoạn 

với nồng độ oxostephanin thấp hơn, với số lượng khuẩn lạc ít hơn so với đối chứng 

trong hUVECs (P < 0,05) (Hình 3.43, biểu đồ bên trái). Ngoài ra, tác dụng ức chế 

của oxostephanin đối với sự hình thành khuẩn lạc nhiều hơn nổi bật ở hUVECs 

so với hFBs, với số lượng CFU nhỏ hơn so với đối chứng (%) trong tế bào nội mô 

so với trong nguyên bào sợi (P <0,05) (Hình 3.43, biểu đồ bên phải).  

 
Hình 3.43. Ảnh hưởng của oxostephanin lên số lượng khuẩn lạc được  

hình thành ở tế bào hUVECs và hFBs 

 

Ba loại yếu tố tăng trưởng, bao gồm VEGF-A, FGF-2 và HGF, được đo 

trong môi trường nuôi cấy tế bào sau khi xử lý tế bào bằng oxostephanin ở 1 và 5 

μM. Dữ liệu chỉ ra rằng sự bài tiết của các protein này khác nhau giữa các loại tế 

bào. Trong các giếng đối chứng, cả hUVECs và hFBs đều tiết ra HGF với các giá 

trị tương ứng là 4,5 và 1,333 ± 243,2 μg/ml (Hình 3.44). Ngoài ra, cả hFBs và 

hUVECs đều sản xuất VEGF-A vào môi trường với nồng độ khoảng ~ 1.270 

pg/ml. hUVECs tiết ra một lượng lớn FGF-2 (2.285,8 ± 240,1 pg/ml). Sau khi ủ 

với oxostephanin, khả năng bài tiết yếu tố tăng trưởng của các tế bào phù hợp với 

sự kiểm soát liên quan đến thành phần yếu tố, trong đó chỉ hUVECs mới có thể 

tiết ra cả ba yếu tố (VEGF-A, HGF và FGF-2) và hFBs chỉ tiết ra VEGF-A và 

HGF. Tuy nhiên, số lượng của tất cả các yếu tố tăng trưởng được thử nghiệm đều 

giảm (P < 0,05), ngoại trừ VEGF-A được tiết ra bởi hUVECs được xử lý bằng 5 
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μM oxostephanin (Hình 3.44). Những kết quả này đã chứng minh rằng 

oxostephanin ảnh hưởng đến việc bài tiết các yếu tố tăng trưởng của tế bào. 

 
Hình 3.44. Ảnh hưởng của oxostephanin lên sự bài tiết các yếu tố  

tăng trưởng ở tế bào hUVECs và hFBs 

(* P < 0,05, ** P < 0,01 và *** P < 0,001, so với đối chứng) 

3.3.2.6. Oxostephanin ức chế sự di chuyển của hUVECs và hFBs 
Di chuyển nguyên bào sợi và tế bào nội mô là một bước quan trọng trong 

quá trình chữa lành vết thương và quá trình hình thành mạch [130]. Vì vậy, trong 

nghiên cứu này, một xét nghiệm chữa lành vết thương đã được thực hiện để kiểm 

tra khả năng của oxostephanin để điều chỉnh sự di chuyển của các tế bào nội mô 

và nguyên bào sợi. Trong nhóm đối chứng, cả hUVECs và hFBs đều thể hiện khả 

năng di chuyển để thu hẹp vết tổn thương (vết xước) với tốc độ nhanh hơn; 

hUVECs thể hiện khả năng di chuyển lớn hơn (che phủ 100% vết thương sau 24 

giờ) so với hFBs (che phủ 46,1% vết thương sau 24 giờ) (Hình 3.45).  

Khi các tế bào được xử lý bằng oxostephanin, sự di chuyển của hUVECs 

và hFBs đã giảm đáng kể (P < 0,05; Hình 3.45). Đối với hUVECs, tỷ lệ vết thương 

được bao phủ bởi các tế bào được điều trị bằng oxostephanin ở nồng độ 25 và 5 

μM là ~ 11% so với 100% ở nhóm đối chứng sau 24 giờ, điều này cho thấy hợp 

chất này đã ức chế sự di chuyển của hUVECs trên 10 lần. Tác dụng ức chế này ít 

nổi bật hơn ở hFBs ở hai nồng độ cao nhất (giảm 5,7 lần ở 25 μM và giảm 3,2 lần 

ở 5 μM ở 48 giờ). Tuy nhiên, ở nồng độ 1 μM, hợp chất có tác dụng ức chế nổi 

bật hơn đối với sự di chuyển của hFB so với hUVECs. Những kết quả này đã 
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chứng minh rằng oxostephanin ức chế đáng kể sự di chuyển của hUVECs và 

hFBs. 

 
Hình 3.45. Oxostephanin ức chế sự di chuyển của hUVECs và hFBs thể hiện 

qua hình ảnh và độ che phủ vết thương (%) sau một thời gian di chuyển 

của tế bào (* P < 0,05 và *** P < 0,001) 

3.3.2.7. Oxostephanin ức chế sự hình thành mạch trong ống nghiệm 
Ảnh hưởng của oxostephanin trên sự hình thành mạch của hUVECs đã 

được kiểm tra bằng cách sử dụng thử nghiệm hình thành mạch.  

 
Hình 3.46. Ảnh hưởng của oxostephanin đến sự hình thành mạch của 

hUVECs 
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Như được thể hiện trong hình 3.46 các tế bào hUVEC đã hình thành một 

mạng lưới giống như mao quản trên Matrigel, với tổng số chiều dài mạch và điểm 

phân nhánh của mạch cao nhất sau 10 giờ. Ngược lại, khả năng hình thành mạch 

giảm đáng kể khi các tế bào được xử lý với 5 μM oxostephanin (P <0,05) (Hình 

3.47). Tổng chiều dài mạch, phân nhánh mạch, các đoạn mạch và số lượng các 

điểm nối lần lượt là 72,9 ± 2,1, 62,5 ± 8,4, 36,4 ± 7,2 và 52,1 ± 5,6% so với nhóm 

đối chứng. Phần lớn các tế bào hUVECs tập hợp lại và rất ít cấu trúc dạng ống 

được quan sát thấy. Khi các tế bào được xử lý với 1 μM oxostephanin, tỷ lệ phần 

trăm tổng chiều dài mạch, phân nhánh, phân đoạn và số điểm nối đạt lần lượt là 

80,8 ± 10, 76,2 ± 12, 52,7 ± 12,2 và 70,3 ± 12,3% so với đối chứng (Hình 3.48). 

Những phát hiện này cho thấy rằng oxostephanin ức chế sự hình thành mạch trong 

ống nghiệm. 

 
Hình 3.47. Định lượng sự hình thành mạch khi cấy hUVECs trên Matrigel 

với sự có mặt của oxostephanin 
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Hình 3.48. Khả năng ức chế hình thành mạch của oxostephanin trên 

hUVECs so với đối chứng (%) (* P < 0,05 và ** P < 0,01) 
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CHƯƠNG 4. BÀN LUẬN 

 

Phần lớn các loài thuộc chi Stephania Lour. ở Việt Nam đã được nghiên 

cứu đến nay đều được người dân địa phương sử dụng làm thuốc từ lâu đời, có 

phân bố địa lý hẹp, đặc hữu theo từng vùng, đa số thường mọc hoang từ vùng núi 

cao đến vùng đồng bằng, ven biển, có loài mọc ngay trên bãi cát hoặc gò hoang 

vùng ven biển. Đã có nhiều nghiên cứu trước đây về các loài thuộc chi Stephania 

Lour. tại Việt Nam, trong đó có một số nghiên cứu về loài củ dòm Stephania 

dielsiana Y.C.Wu, tuy nhiên các nghiên cứu hầu hết tập trung vào đối tượng là củ 

của cây; nội dung chủ yếu dừng lại ở việc chiết xuất, phân lập, xác định cấu trúc 

một số hợp chất và sơ bộ đánh giá tác dụng sinh học trong đó có tác dụng giảm 

đau [22], [23], an thần, chống trầm cảm [19], [20], [21] và đặc biệt là tác dụng 

kháng ung thư [15], [16], [17], [18]. Một số nghiên cứu thời gian gần đây trên 

phần thân lá cây củ dòm cho thấy sự tương đồng nhất định về thành phần alcaloid 

với phần củ. Tuy nhiên, nghiên cứu cũng chỉ ra rằng hàm lượng oxostephanin ở 

thân lá có thể cao hơn khoảng 10 lần so với trong phần củ [13], [14], và 

oxostephanin được chứng minh ban đầu có tác dụng ức chế tế bào ung thư tốt 

thông qua khả năng gây độc tế bào ung thư, khả năng gây chết tế bào ung thư theo 

chương trình (apoptosis) [18]. Thêm vào đó, sinh khối của thân lá có thể thu hái 

được nhiều lần trong năm, có thể tận dụng để tăng giá trị cây thuốc trong quá trình 

trồng trọt và thu hái. Để góp phần bổ sung thêm các nghiên cứu về loài này, luận 

án tiến hành nghiên cứu về thành phần hóa học và đánh giá tác dụng kháng ung 

thư của thân lá cây củ dòm.  

4.1. VỀ CHIẾT XUẤT, PHÂN LẬP VÀ XÁC ĐỊNH CẤU TRÚC CÁC HỢP 

CHẤT TỪ THÂN LÁ CÂY CỦ DÒM 

 Alcaloid là thành phần hóa học chính trong các loài thuộc chi Stephania 

Lour. Cho đến nay, các nhà khoa học trên thế giới đã phân lập được khoảng hơn 

270 alcaloid tinh khiết từ khoảng 41 loài thuộc chi Stephania, chiếm 38,3% tổng 

số loài trên thế giới (107 loài). Một số loài có số lượng alcaloid phân lập nhiều 

như: S. cepharantha (58 alcaloid), S. tetrandra (28 alcaloid), S. japonica (31 

alcaloid), S. sasakii (24 alcaloid), S. longa (30 alcaloid), S. abyssinica (19 
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alcaloid), S. venosa (22 alcaloid),.. Ngoài alcaloid, các nhóm chất khác ít được đề 

cập hơn trong các công bố thành phần hóa học của chi này. 

Đối với loài củ dòm (S. dielsiana), tính đến nay, số lượng các công bố trên 

thế giới liên quan đến chiết xuất, phân lập và xác định cấu trúc các hợp chất là 

tương đối hạn chế (05 công bố trong giai đoạn 2009 – 2020). Những nghiên cứu 

trên thế giới và ở Việt Nam đã công bố chiết xuất phân lập được 27 alcaloid trong đó 

chiếm tỷ lệ lớn chất là các alcaloid nhóm aporphin (20/27), ngoài ra còn có các 

alcaloid nhóm morphinan (3 hợp chất), protoberberin (3 hợp chất) và 

benzylisoquinolin (1 hợp chất) từ loài củ dòm. 

Trong luận án, 11 hợp chất gồm có 8 alcaloid và 3 hợp chất không phải 

alcaloid đã được công bố chiết xuất, phân lập và xác định cấu trúc từ thân lá của 

cây củ dòm, trong đó: 

- Stedieltin A (SD1) và Stedieltin B (SD2): hai hợp chất này đều được 

phân lập từ cắn ethyl acetat từ thân lá cây củ dòm, sau khi tiến hành sắc ký cột 

dùng dung môi pha thuận và pha đảo. Đây là hai hợp chất mới, lần đầu tiên được 

phân lập từ tự nhiên.  

Trong đó dữ liệu phổ 1H và 13C-NMR của SD1 có nhiều điểm tương đồng 

với oxostephanin [41], thay đổi cơ bản là sự biến đổi ở vòng C của khung 

oxoaporphin, cụ thể hệ thống vòng thơm của khung oxoaporphin đã bị thay đổi ở 

vòng C trong khi vòng A, B, D vẫn giữ nguyên, cụ thể là vòng C đã bị mở, và 

nhóm carbonyl đã được chuyển thành nhóm ester (C-7) gắn với vòng B ở vị trí C-

6a được minh chứng thông qua tín hiệu dC 167,0, và nhóm OCH3 (dC 51,2; dH 3,14 

s ppm) và một nhóm phenol ở C-7a (dC 145,0 ppm). Thêm vào đó, là sự khác biệt 

về trường của hai proton ở vị trí H-12 (dH 6,14 s; 6,15 s ppm) cũng được coi là 

minh chứng cho sự mở vòng C trong cấu trúc của SD1.  

Với hợp chất SD2, dữ liệu phổ NMR và HMBC cũng cho thấy nhiều tín 

hiệu tương đồng với phổ của oxostephanin [41], cho thấy hợp chất SD2 có khung 

chất tương tự aporphin với các nhóm thế bao gồm nhóm methoxy ở C-8 và nhóm 

methylenedioxy ở C-1 và C-2. Tuy nhiên, phổ 13C-NMR của SD2 chỉ có 17 tín 

hiệu carbon, trong đó không có tín hiệu của nhóm carbonyl như ở phổ chất 

oxostephanin. Thêm vào đó, tín hiệu C-6a và C-7a chuyển dịch về vùng trường 

thấp trên phổ 13C-NMR, gợi ý cho việc các carbon này có liên kết với nguyên tử 
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có độ âm điện lớn như N hoặc O. Dựa trên công thức phân tử C17H11NO4 và độ 

bất bão hòa Δ=13, cho thấy rằng khác với oxostephanin, hợp chất SD2 có vòng C 

là dị vòng chứa một nguyên tử oxy.  

Như vậy, sự mở vòng, thay đổi các nhóm thế ở các vị trí C-6a, C-7 ở SD1, 

sự xuất hiện của dị vòng C chứa nguyên tử oxy ở SD2 là những điểm làm nên tính 

mới của hai hợp chất này. 

- Oxostephanin (SD3): hợp chất này đã được Nguyễn Quốc Huy và cộng 

sự chiết xuất từ phân đoạn SM2 (phân đoạn dichloromethan và ethylacetat) của củ 

[4] và thân lá loài S. dielsiana [9]. Nghiên cứu năm 2018 của Đào Đức Thiện và cộng 

sự [41] và nghiên cứu năm 2020 của James Knockleby và cộng sự [42] đã công bố 

phân lập được hợp chất này từ thân lá cây củ dòm. Ngoài ra oxostephanin cũng 

đã được phân lập từ loài Stephania venosa (Blume) Spreng [43]. Tuy nhiên hợp 

chất này mới được tìm thấy ở thân lá và củ loài nghiên cứu thu hái tại Việt Nam, 

còn với loài thu hái tại Trung Quốc chưa thấy có công bố về chiết xuất, phân lập 

hợp chất này. Điều này cho thấy có thể có sự khác nhau cơ bản về một trong 

những thành phần hoá học đang được quan tâm nghiên cứu của cây củ dòm ở Việt 

Nam và Trung Quốc. 

Các nghiên cứu về tác dụng gây độc trên các dòng tế bào ung thư thực 

nghiệm của oxostephanin là tương đối phong phú, trong đó hợp chất này đã được 

chứng minh tác dụng tốt trên các dòng tế bào ung thư buồng trứng (OVCAR-8), 

ung thư cổ tử cung (HeLa), ung thư gan (HepG2), ung thư vú (gồm các dòng MDA-

MB-231, MDA-MB-468, BC và BT474), ung thư cuống phổi phế nang (H358), 

bạch cầu lympho ác tính (MOLT-3), ung thư ruột kết ở người (HCT116) [15], [41], 

[42], [43]. Cơ chế kích thích quá trình apoptosis (kích thích tế bào chết theo chương 

trình) ở tế bào ung thư buồng trứng OVCAR-8 của oxostephanin cũng đã được 

Nguyễn Quốc Huy và cộng sự [18]; James Knockleby và cộng sự [42] chứng minh 

trên thực nghiệm. Ngoài ra hợp chất này được chỉ ra là có tác dụng dừng chu trình tế 

bào, có ảnh hưởng nhất định lên Aurora kinase. Điều này gợi ý cho việc cần tiếp tục 

đánh giá tác dụng gây độc tế bào của oxostephanin, so sánh tác dụng này với các hợp 

chất khác được chiết xuất phân lập từ loài nghiên cứu và làm rõ hơn về cơ chế tác 

dụng gây độc tế bào của hợp chất. Ngoài ra cũng cần nghiên cứu độc tính của 

oxostephanin trên các dòng tế bào thường để đánh giá khả năng tác dụng chọn lọc 
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của hợp chất, định hướng cho các nghiên cứu tiếp theo nhằm phát triển chế phẩm có 

chứa oxostephanin. 

- Oxostephanosin (SD4): hợp chất này được chiết xuất, phân lập từ loài S. 

venosa [122] và Polyalthia nemoralis DC. Annonaceae (Ran rừng, Phọc đen) 

[131]. Đây là lần đầu tiên oxostephanosin được phân lập từ loài củ dòm, đóng góp 

thêm cho tính mới về thành phần hoá học của loài nghiên cứu. Cấu trúc của SD4 

gần như tương tự với SD3 (oxostephanin), chỉ khác ở vị trí C-8 liên kết với nhóm 

OH thay thế cho liên kết với nhóm OCH3. Điều này gợi ý tiếp tục đánh giá tác 

dụng gây độc tế bào của hợp chất SD4.   

 - Oxocrebanin (SD5): hợp chất này đã được công bố có trong các loài S. 

succifera, S. venosa [132]; được Phạm Gia Điền và cộng sự [133], Zhang Yi và 

cộng sự [3], De-Xiong Zhou và cộng sự [4] phân lập từ củ loài S. dielsiana, củ 

loài S. hainanensis [46], và từ thân lá loài Fissistigma poilanei (Ast) Tsiang & 

P.T. Li (Annonaceae) thu hái ở Việt Nam [134]. Tuy nhiên với phần thân lá loài 

S. dielsiana, nghiên cứu của Đào Đức Thiện và cộng sự [41] và nghiên cứu năm 

2020 của James Knockleby và cộng sự [42] lại chưa phân lập được chất này. Như 

vậy luận án đã lần đầu tiên phân lập được oxocrebanin từ thân lá cây củ dòm, đánh 

dấu một điểm khác biệt về mặt thành phần hoá học trong phần thân lá của cây so 

với các nghiên cứu trước đây.  

 Hợp chất oxocrebanin chiết xuất phân lập từ loài S. hainanensis đã được 

chứng minh có tác dụng gây độc tế bào ung thư theo cơ chế tác động kép gồm ức 

chế Topoisomerase, ngăn chặn sự phát triển của tế bào ung thư vú MCF-7 bằng 

cách gây ra tổn thương DNA và ngăn cản phân bào [46]. Ngoài ra tác dụng chống 

viêm của hợp chất này cũng rất đáng chú ý. Như vậy oxocrebanin là một chất có 

tiềm năng trong nghiên cứu các chất tác dụng kháng ung thư. Cần có những nghiên 

cứu tiếp theo để đánh giá tác dụng sinh học của hợp chất này. 

- Aristolactam (SD6): đây là một trong các hợp chất thuộc nhóm 

aristolactam alcaloid, được phân lập từ loài Aristolochia indica L., họ Mộc hương 

nam (Aristolochiaceae) và một số loài khác thuộc chi Aristolochia, Asarum [124]. 

Tham chiếu tài liệu đã công bố về những nghiên cứu thành phần hóa học của chi 

Stephania Lour, thì SD6 chưa từng được đề cập đến trong chi này. Như vậy, SD6 

hay Aristolactam được ghi nhận trong kết quả này, nên luận án là nghiên cứu đầu 
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tiên công bố SD6 được phân lập từ chi Stephania Lour. nói chung và loài củ dòm 

nói riêng. Đó chính là một trong những đóng góp về tính mới trong các nghiên 

cứu về thành phần hoá học của chi Stephania Lour. và loài củ dòm. Điểm khác 

biệt cơ bản của aristolactam so với các hợp chất alcaloid đã được công bố trong 

củ dòm là ở dị vòng 5 cạnh chứa N, thay cho dị vòng 6 cạnh chứa N trong các hợp 

chất khung aporphin, morphinan, protoberberin hoặc benzylisoquinolin. Đây 

cũng có thể là nguyên nhân dẫn đến tác dụng của aristolactam cũng khác so với 

tác dụng của các chất đã công bố trong loài, cụ thể là độc tính trên thận và khả 

năng gây ung thư, gây đột biến gen và gây ung thư của aristolactam cũng như acid 

aristolochic đã được thừa nhận [135]. Do các thông tin về độc tính của hợp chất 

cũng như do lượng hợp chất thu được quá nhỏ (2,3 mg) nên luận án không tiến 

hành đánh giá tác dụng gây độc trên các dòng tế bào ung thư thực nghiệm của hợp 

chất này.  

- Crebanin (SD7): đây là hợp chất tương đối điển hình thuộc nhóm 

aporphin, đã được tìm thấy trong khoảng 15 loài khác nhau thuộc chi Stephania 

Lour. Các nghiên cứu của Yecheng Deng và cộng sự [5], De-Xiong Zhou và cộng 

sự [4] đã công bố việc phân lập crebanin từ củ loài S. dielsiana. Một số nghiên 

cứu về thành phần hóa học của thân lá củ dòm cũng đã công bố sự xuất hiện của 

crebanin qua chiết tách phân lập [41], [42]. Như vậy có thể thấy crebanin phân bố 

cả trong củ và thân lá của củ dòm. Từ kết quả nghiên cứu thành phần hóa học của 

thân lá củ dòm của luận án, trên 2000 mg crebanin đã được chiết xuất phân lập từ 

7 kg dược liệu. Kết quả này phù hợp với các công bố trên thế giới và Việt Nam 

về thành phần hoá học của loài củ dòm. Kết quả phân lập được một lượng không 

nhỏ crebanin cho gợi ý rằng đó có thể là một trong những thành phần chính của 

nhóm alcaloid trong loài củ dòm, nên một số nhà khoa học đã tiến hành nghiên 

cứu một số tác dụng sinh học của chất này. 

Crebanin gây độc mạnh với dòng tế bào ung thư vú BT474 với IC50 = 1,58 

µg/ml [41], gây độc yếu trên các dòng tế bào ung thư HeLa, MDA-MB231, MDA-

MB-468, MCF-7 và các dòng tế bào không ung thư 184B5 và MCF10A [42]. Mặt 

khác theo nghiên cứu của Nguyễn Quốc Huy [15], crebanin chưa thể hiện tác dụng 

gây độc trên dòng tế bào ung thư OVCAR-8, thậm chí chất này còn có tác dụng 

kích thích tế bào ung thư cổ tử cung HeLa tăng sinh mạnh ở những nồng độ thấp. 
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Do đó trong khuôn khổ nghiên cứu của luận án, crebanin chưa được lựa chọn cho 

nghiên cứu đánh giá tác dụng gây độc tế bào ung thư và tác dụng liên quan. 

Tuy nhiên ngoài tác dụng gây độc tế bào, crebanin còn có các tác dụng đáng 

lưu ý khác như tăng cường trí nhớ trong thử nghiệm, ức chế AChE, chống loạn nhịp 

tim, cảm ứng chu trình chết tế bào, giảm đáp ứng của màng ty thể, chống xâm lấn và 

di căn tế bào ung thư, giảm đáp ứng trong phản ứng viêm, kháng khuẩn [44], [45], 

[50], [57], [136], [137]. Do hạn chế về mặt nội dung, thời gian triển khai luận án, các 

tác dụng này của crebanin chưa có điều kiện để đánh giá. Cần có những nghiên cứu 

sâu hơn về tác dụng sinh học của crebanin để có thể tận dụng dược nguồn nguyên 

liệu chiết xuất hợp chất này với lượng lớn như củ dòm. 

- Dehydrocrebanin (SD8): hợp chất này được chiết xuất phân lập từ các 

loài S. venosa [138], S. sasakii [139], S. cepharantha [140] và từ củ loài S. 

dielsiana [8], [26]. Trong thân lá của loài này chưa có công bố về việc chiết xuất 

phân lập được dehydrocrebanin. Như vậy luận án đã lần đầu tiên phân lập được 

dehydrocrebanin từ thân lá cây củ dòm, đóng góp thêm tính mới về thành phần 

hoá học của loài nghiên cứu. 

Về tác dụng sinh học, hợp chất này thể hiện tác dụng gây độc tế bào mạnh 

hơn trên các dòng OVCAR-8 và MDA-MB-231; tác dụng yếu hơn trên các dòng 

HeLa, HepG2 và H358 [15]. Ngoài ra hợp chất này còn có tác dụng chống sốt rét với 

IC50 = 70 ng/ml [54]. Do lượng hợp chất phân lập được không nhiều, các dòng tế 

bào ung thư thực nghiệm sử dụng trong luận án tương đối trùng với các dòng tế bào 

đã công bố trên, do vậy luận án không lựa chọn dehydrocrebanin để tiếp tục đánh giá 

tác dụng gây độc tế bào trên in vitro nữa. Trong thời gian tiếp theo, có thể nghiên 

cứu tác dụng của dehydrocrebanin trên các dòng tế bào ung thư khác hoặc đánh giá 

các tác dụng khác của hợp chất này. 

- Các hợp chất khác:  

+ 4-hydroxybenzaldehyd (SD9): đây là một trong ba đồng phân của 

hydroxybenzaldehyd, có thể được tìm thấy trong các loài lan Gastrodia elata, 

Galeola faberi và loài Pisonia aculeata [141]. Đây được xem là chất có khả năng 

can thiệp vào hoạt động và ức chế của dopamine beta-monooxygenase (DBM). 

+ Benzyl β-D-glucopyranosid (SD10): đã được Tram Ngoc Ly và cộng sự 

phân lập từ thân rễ loài Alpinia officinarum Hance [126], David S. Seiglera, Guido 
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F. Pauli và cộng sự phân lập từ 2 cây Passiflora edulis (Chanh leo) và Carica 

papaya (Đu đủ) năm 2002 [142]. Một vài nghiên cứu sau này đã chứng minh hợp 

chất này có tác dụng chống oxy hóa. 

+ (6R,9S)-roseosid (SD11): đây là một megastigman glucosid, trước đây 

đã phân lập được từ Vinca rosea [143] và Bauhinia variegata [144], đã được 

chứng minh có tác dụng tăng cường giải phóng insulin từ dòng tế bào INS-1 in 

vitro [144]. Trên thế giới, đã có nghiên cứu tổng hợp các đồng phân của roseosid 

[127], và chứng minh rằng các đồng phân lập thể của nó có tác dụng ức chế  giải 

phóng leukotrien từ tế bào mast nuôi cấy có nguồn gốc từ tủy xương chuột 

(BMCMC) [145]. Tại Việt Nam, đồng phân (6R,9S)-roseosid đã được Hoàng Văn 

Thủy phân lập từ loài S. viridiflavens thu hái tại Văn Chấn, Yên Bái [138]. 

 Luận án là công bố đầu tiên về việc phân lập được 3 hợp chất 4-

hydroxybenzaldehyd, benzyl β-D-glucopyranosid, và (6R,9S)-roseosid từ thân lá 

cây củ dòm, góp phần tăng cường các kết quả nghiên cứu về thành phần hoá học 

của loài. Do các hợp chất này không thuộc nhóm alcaloid là nhóm hợp chất chính 

trong củ dòm, tác dụng sinh học đã được công bố của các hợp chất này cũng tương 

đối khác biệt so với định hướng nghiên cứu của luận án, nên luận án không lựa 

chọn 3 hợp chất này cho trong các nghiên cứu tiếp theo về định lượng cũng như 

đánh giá tác dụng sinh học. 

Như vậy luận án đã chiết xuất phân lập được 11 hợp chất, trong đó có: 

 + 02 hợp chất alcaloid mới, lần đầu tiên được phân phân lập từ tự nhiên, 

được đề nghị đặt tên là Stedieltin A (SD1) và Stedieltin B (SD2) 

 + 01 hợp chất alcaloid lần đầu tiên được phân lập từ chi Stephania Lour. là 

aristolactam (SD6) 

 + 01 hợp chất alcaloid lần đầu tiên được phân lập từ loài củ dòm là 

oxostephanosin (SD4) 

 + 01 hợp chất alcaloid lần đầu tiên được phân lập từ phần thân lá của cây 

củ dòm (đã phân lập được từ phần củ) là oxocrebanin (SD5) 

 + 03 hợp chất alcaloid là oxostephanin (SD3), crebanin (SD7) và 

dehydrocrebanin (SD8) phù hợp với các kết quả nghiên cứu về thành phần hoá 

học của củ dòm trên thế giới và tại Việt Nam. 
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 + 03 hợp chất không phải alcaloid gồm 4-hydroxybenzaldehyd (SD9); 

benzyl β-D-glucopyranosid (SD10) và (6R,9S)-roseosid (SD11) đều là các hợp 

chất lần đầu tiên được phân lập từ loài củ dòm. 

Kết quả nghiên cứu về thành phần hóa học này đã góp phần làm phong phú 

kho tàng các hợp chất thiên nhiên nói chung, chi Stephania nói riêng, cụ thể: luận 

án đã đưa tổng số alcaloid phân lập được từ củ và thân lá loài S. dielsiana cho đến 

nay là 31 alcaloid, nhiều hợp chất trong đó mới công bố ở Việt Nam. Trong số 

các hợp chất alcaloid có trong củ dòm, có 5 hợp chất là stephanin, L-

tetrahydropalmatin, crebanin, O-methylbulbocapnin, oxostephanin được tìm thấy 

trong cả thân lá và củ; 7 hợp chất mới được tìm thấy trong thân lá là palmatin, 

thailandin, dehydrocrebanin, oxotephanosin, aristolactam, stedieltin A và 

stedieltin B, còn lại là các hợp chất được tìm thấy trong củ. Như vậy thành phần 

hoá học của phần củ và phần thân lá cây củ dòm đã có những điểm khác biệt đáng 

kể, cần có những nghiên cứu sâu hơn để đánh giá so sánh, từ đó có thể định hướng 

các nghiên cứu về chuyển hoá của các hợp chất trong thực vật. Luận án cũng đã 

bổ sung 4-hydroxybenzaldehyd; benzyl β-D-glucopyranosid và (6R,9S)-roseosid 

vào danh mục các hợp chất khác có trong chi Stephania Lour. nói chung và loài 

củ dòm nói riêng. Kết quả nghiên cứu của luận án là cơ sở khoa học để nghiên 

cứu phát triển thành sản phẩm bổ trợ, chăm sóc sức khỏe nhân dân từ loài củ dòm.  

4.2. VỀ BƯỚC ĐẦU NGHIÊN CỨU XÂY DỰNG PHƯƠNG PHÁP PHÂN 

LẬP VÀ PHƯƠNG PHÁP ĐỊNH LƯỢNG ĐỂ THEO DÕI HÀM LƯỢNG 

OXOSTEPHANIN TRONG DƯỢC LIỆU THEO THỜI GIAN THU HÁI 

4.2.1. Về phân lập và sơ bộ đánh giá độ tinh khiết của oxostephanin 

 Với các kết quả nghiên cứu đã công bố về tác dụng sinh học của 

oxostephanin, nhận thấy đây là một hợp chất có tiềm năng trong điều trị ung thư, 

luận án tiến hành chiết tách hợp chất này với số lượng đủ lớn để phục vụ các 

nghiên cứu về đánh giá tác dụng cơ chế gây độc tế bào của nó.  

Trong phương pháp chiết tách oxostephanin, để chiết lấy toàn bộ thành 

phần của dược liệu thì dung môi thích hợp nhất là methanol hoặc ethanol 80-95%. 

Methanol được xem là dung môi đa năng vì nó có khả năng hòa tan được nhiều 

nhóm chất không phân cực, đồng thời dung môi này cũng có thể tạo cầu nối hydro 

để có thể hòa tan nhóm chất phân cực khác. Thêm vào đó, giá thành của methanol 
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và quá trình loại dung môi trong dung dịch chiết là những ưu điểm nổi bật của 

dung môi này. Phương pháp chiết phân lập oxostephanin gồm 6 bước, chia thành 

4 giai đoạn, gồm: (1) chiết xuất tạo cao tổng methanol của củ dòm; (2) loại tạp 

tạo cao giàu alcaloid thô (bằng ethyl acetate và petroleum ether kết hợp với chuyển 

dạng muối chloride– base alcaloid); (3) Tạo cắn giàu alcaloid đã làm giàu 

oxostephanin bằng chiết phân bố với chloroform và ethyl acetate; (4) tinh chế kết 

tinh tạo oxostephanin. Trong phương pháp chiết xuất và phân lập oxostephanin 

đã xây dựng được, ở giai đoạn 2 cao chiết methanol được áp dụng cả phương thức 

đặc trưng của chiết xuất alcaloid bởi chuyển dạng base-muối bằng HCl 10% và 

dung dịch NH4OH bão hòa, đồng thời với chiết phân đoạn loại tạp bằng dãy các 

dung môi hữu cơ có độ phân cực khác nhau từ petroleum ether, chloroform, ethyl 

acetate quan chiết phân bố lỏng-lỏng. Dựa vào độ tan khác nhau của muối chloride 

alcaloid trung gian được tạo bởi thêm HCl 10% đến pH 4-5 so với những chất 

khác ngoài alcaloid trong củ dòm, ethyl acetat được sử dụng trong chiết phân bố 

lỏng-lỏng có thể giúp loại bỏ phần lớn những nhóm chất có thể có như phenolic, 

flavonoid…Sự chuyển dạng từ muối chlorid alcaloid sang dạng base của alcaloid 

trong bước tiếp theo của phương pháp bằng NH4OH đến pH 9-10, và sử dụng  

petroleum ether trong chiết phân bố có thể giúp ích trong việc loại bỏ những chất 

ngoài alcaloid còn sót lại như các mảnh thủy phân của glycoside phenolic, 

chlorophyll.… trong dịch chiết củ dòm, và tạo ra phân đoạn cao alcaloid tổng. 

Tiếp theo dựa vào đặc tính phân bố, khả năng hòa tan khác nhau trong dung môi 

của từng alcaloid có thể có trong hỗn hợp tổng để dần làm giàu oxostephanin trong 

alcaloid tổng (giai đoạn 3). Sử dụng chloroform để giảm bớt sự đa dạng của 

alcaloid trong hỗn hợp. Từ thực nghiệm cho thấy oxostephanin tan trong 

chloroform ít hơn nhiều trong ethyl acetat. Trong khi đó, chloroform lại có thể có 

khả năng đáng kể hòa tan nhiều loại alcaloid khác nhau [146]. Do vậy, chloroform 

đã được sử dụng như một dung môi tinh chế loại bớt alcaloid trong hỗn hợp nhằm 

làm giàu oxostephanin trong hỗn hợp.  Cắn giàu oxostephanin được tiến hành kết 

tinh nhiều lần trong hỗn hợp methanol/ethanol (1:2) để thu được oxostephanin 

tinh khiết (giai đoạn 4).   

So sánh phương pháp chiết tách oxostephanin và phân lập oxostephanin 

(SD3) trong phần nghiên cứu thành phần hóa học thấy rằng: Ưu điểm của phương 
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pháp chiết tách oxostephanin là tương đối đơn giản, dễ thực hiện và cho phép 

phân tách được hợp chất oxostephanin ra khỏi hỗn hợp nhiều chất bằng cách kết 

tinh lại, mà không cần sử dụng hệ thống cột sắc ký và phân đoạn. Thêm vào đó 

lượng oxostephanin thu được nhiều hơn với 4 g / 5 kg dược liệu, trong khi đó với 

7 kg dược liệu nghiên cứu thành phần hóa học chỉ phân lập được 8,6 mg. Điều đó 

chứng tỏ giai đoạn làm giàu oxostephanin của phương pháp chiết này có hiệu quả 

tốt.  Với mục đích chiết xuất oxostephanin đơn giản nhất, có thể sử dụng rộng rãi 

thì đây là phương pháp có khả năng ứng dụng cao, có thể áp dụng để sản xuất chất 

đối chiếu, với giá thành hợp lý. Tuy nhiên, từ kết quả nghiên cứu định lượng trong 

thân lá cho thấy hàm lượng oxostephanin có thể có hàm lượng (%) từ 0,320-0,873. 

Nếu như vậy thì với 5 kg thân lá củ dòm có thể có khoảng hơn 20 gam 

oxostephanin, nhưng phương pháp chỉ lấy được 4 g chất này. Từ tính toán sơ bộ, 

cho thấy rằng hiệu suất phân lập của phương pháp còn thấp, vậy có sự mất của 

oxostephanin trong các bước/giai đoạn của quá trình tinh chế, như sử dụng 

chloroform để làm giàu, lượng oxostephanin còn có thể tồn trong nước cái kết 

tinh. Do vậy, cho dù phương pháp chiết xuất này có ưu điểm đơn giản, có thể 

được nâng cấp thực hiện với quy mô lớn, nhưng cần tiếp tục nghiên cứu xây dựng 

cải tiến để đạt hiệu suất chiết xuất cao hơn, hiệu quả hơn mà không cần sử dụng 

các bước phân tách truyền thống qua sắc ký cột hoặc sắc ký điều chế cũng như 

các phương pháp phân tích khác, giảm được giá thành cũng như tăng hiệu suất 

thu được hợp chất oxostephanin tinh khiết. 

Bằng sắc ký lỏng hiệu năng cao, oxostephanin thu được có độ tinh khiết 

khoảng 98,5% (tính theo diện tích pic). Hợp chất này được sử dụng làm cho 

nghiên cứu đánh giá sự thay đổi hàm lượng hoạt chất theo thời điểm thu hái và là 

nguyên liệu cho các đánh giá in vitro về tác dụng và cơ chế gây độc tế bào tiếp 

theo. Hiện nay trên thế giới và tại Việt Nam đều chưa có chuẩn oxostephanin để 

phục vụ việc nối chuẩn trong phân tích. Tuy nhiên do hạn chế về thời gian và điều 

kiện thực nghiệm nên luận án chưa tiến hành được việc thiết lập chất chuẩn 

oxostephanin. Do vậy cần có các nghiên cứu chiết tách oxostephanin với lượng 

lớn hơn đáp ứng yêu cầu của thiết lập chuẩn cũng như làm nguyên liệu cho các 

nghiên cứu đánh giá tác dụng in vitro và in vivo. 
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Như đã bàn luận ở trên, oxostephanin là alcaloid đã được chiết xuất, phân 

lập và tinh chế từ cây củ dòm với nhiều tác dụng sinh học đáng lưu ý, đặc biệt là 

tác dụng kháng ung thư. Luận án đã điều chế được 4,0 g oxostephanin phục vụ 

các nghiên cứu về thành phần hoá học và tác dụng sinh học. Nhận thấy đây là hợp 

chất có lượng chiết được tương đối lớn, tác dụng sinh học tốt, sau khi tham khảo 

các tài liệu, luận án lựa chọn oxostephanin là chất so sánh để đánh giá sự thay đổi 

hàm lượng theo thời gian thu hái. 

4.2.2. Về xây dựng và thẩm định phương pháp định lượng 

v Khảo sát bước sóng phát hiện 
Oxostephanin có khả năng hấp thụ UV tốt do có hệ thống vòng thơm. Quét 

phổ tử ngoại trong khoảng 200 – 800 nm cho thấy oxostephanin có hình thái và 

các đỉnh hấp phụ cực đại/ cực tiểu tương đồng với công bố trước đó [12]. Tham 

khảo tài liệu [12], [13] tiến hành định lượng oxostephanin ở bước sóng 254 nm. 

Thực tế quá trình khảo sát cho thấy tại bước sóng 256 nm thì tín hiệu pic cao nhất 

và ổn định. Vì vậy luận án quyết định giữ nguyên bước sóng 254 nm (!"#$	± 2 

nm) như tài liệu tham khảo để tiến hành định lượng oxostephanin. 

v Khảo sát pha động  
Sau khi tham khảo các công bố trước đây, với định lượng oxostephanin 

bằng phương pháp HPLC, luận án tiến hành khảo sát 3 pha động gồm pha động 

A: MeOH : acid formic 0,1% (tỷ lệ 35:65, v/v); pha động B: ACN: H2O (tỷ lệ 

80:20, v/v) và pha động C gồm kênh A: ACN (0.1% acid formic v/v), kênh B: 

H2O  (0.1% acid formic, v/v) với gradient nồng độ.  

Với pha động C, thời gian lưu của oxostephanin tương đối ngắn hơn so với 

2 pha động còn lại, song sử dụng gradient nồng độ phức tạp hơn so với chế độ 

đẳng dòng. Pha động B cho thời gian lưu của oxostephanin dài hơn hẳn (khoảng 

21 phút) gây kéo dài thời gian phân tích. Trong khi đó pha động A gồm MeOH : 

acid formic 0,1% (tỷ lệ 35:65, v/v) cho sắc ký đồ cân đối, thời gian lưu (khoảng 

14 phút) đã hợp lý hơn. Do vậy luận án lựa chọn pha động A cho các nghiênc ứu 

tiếp theo. 

So sánh với phương pháp của Nguyễn Quốc Huy và các cộng sự [13] thì 

phương pháp trong luận án có ưu điểm không chạy gradient nên đường nền ổn 
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định hơn, thời gian sắc ký ngắn hơn 10 phút nên tiết kiệm được thời gian, hóa chất 

dung môi. 

v Khảo sát phương pháp xử lý mẫu  
Về thu hái mẫu nghiên cứu: Nguyên liệu phục vụ đánh giá sự thay đổi hàm 

lượng hoạt chất theo thời gian thu hái được trồng tại xã Song Mai – thành phố Bắc 

Giang – tỉnh Bắc Giang từ nguồn giống gốc ở Ba Vì từ tháng 8/2019. Thực hiện 

trồng trọt và chăm sóc theo khuyến cáo của vườn giống gốc. Thu hái phần thân lá 

non (đoạn thân lá dài khoảng 1m tính từ đầu ngọn), bắt đầu từ tháng thứ 6 sau khi 

trồng. Yêu cầu thu hái mẫu này có được sau khi tham khảo nghiên cứu của Nguyễn 

Quốc Huy năm 2015 [10], theo đó bằng phương pháp sắc ký lớp mỏng hiệu năng 

cao (HPTLC) đã xác định được hàm lượng oxostephanin cao nhất ở phần thân lá 

non của cây. 

Lựa chọn dung môi chiết: Từ tính chất lý hóa của oxostephanin là tan tốt 

hơn trong MeOH, kết hợp tham khảo [13] nên luận án quyết định lựa chọn MeOH 

làm dung môi chiết. Tuy nhiên MeOH là một dung môi chiết không chọn lọc, có 

thể hòa tan được nhiều chất, do đó quá trình khảo sát sắc ký phải dùng cả dung 

dịch thử để xác định pic tạp có ảnh hưởng đến pic của oxostephanin hay không.  

Trong nghiên cứu của Nguyễn Quốc Huy và cộng sự [13] sử dụng phương 

pháp chiết lỏng - lỏng để tách và định lượng phần có chứa oxostephanin. Quá 

trình xử lý mẫu này phải trải qua bước chuyển dạng alcaloid base và chiết lỏng-

lỏng với chloroform, dẫn đến có thể gây sai số phân tích qua từng bước chuẩn bị 

mẫu, cho dù thu được mẫu thử sạch. Trong khi đó, luận án đã xử lý mẫu với một 

dung môi duy nhất là methanol, và một bước chiết tương đối đơn giản, dễ thực 

hiện, nên tránh được sai số hơn so với chiết lỏng - lỏng, tuy mẫu thu được là dạng 

cao toàn phần, nhưng chương trình phân tích vẫn đảm bảo tách pic tạp ra khỏi pic 

oxostephanin. 

Luận án khảo sát lại các thông số như số lần chiết, lượng dung môi chiết và 

thời gian chiết để chọn được phương pháp chiết tối ưu. Kết quả khảo sát cho thấy 

điều kiện xử lý mẫu tối ưu là chiết 3 lần/ 3 giờ (mỗi lần 1 giờ) với tổng tỉ lệ dung 

môi/ dược liệu là 200 : 1 (ml/g). Xác định các thông số của quá trình xử lý mẫu 

cũng là việc làm cần thiết để tránh những sai số có thể gặp phải trong quá trình 

định lượng. 
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v Thẩm định phương pháp phân tích 
Theo “Hướng dẫn ASEAN về thẩm định quy trình phân tích” [107] và 

AOAC [108] sau khi khảo sát điều kiện sắc ký và điều kiện xử lý mẫu, luận án 

tiến hành thẩm định lại theo tiêu chí của AOAC và Hướng dẫn của ASEAN về 

thẩm định quy trình phân tích. Kết quả thẩm định đã đáp ứng được các tiêu chí 

của AOAC với độ ổn định hệ thống tốt, khoảng tuyến tính rộng, có tính đặc hiệu 

cao, độ đúng và độ chính xác cao, có khả năng ứng dụng tốt trong các phòng thí 

nghiệm. 

4.2.3. Về sự thay đổi hàm lượng oxostephanin theo thời gian thu hái 

Vì điều kiện khách quan, chỉ lấy được mẫu dược liệu của 9 tháng và không 

lấy được mẫu của 3 tháng còn lại (tháng 6, tháng 7 và tháng 8). Bởi thời điểm này 

trong năm 2020 thời tiết quá nắng nóng, mà củ dòm là một cây ưa bóng nên cây 

bị lụi và không thể thu hái được. Do đó luận án chỉ đưa ra được kết quả sơ bộ về 

thời điểm thu hái để hàm lượng oxostephanin cao nhất là vào khoảng giữa tháng 

9 đến giữa tháng 10. Với các tháng còn lại, hàm lượng hoạt chất thay đổi từ 0,337 

– 0,611 % (tính theo khối lượng dược liệu khô tuyệt đối) cho thấy có sự thay đổi 

đáng kể về hàm lượng hoạt chất theo thời gian thu hái. Tuy nhiên do điều kiện bị 

ảnh hưởng nghiêm trọng của dịch bệnh, nghiên cứu chưa đánh giá được ảnh hưởng 

của các yếu tố trong quá trình trồng trọt như mật độ trồng, chất đất, chế độ chăm 

sóc và tưới tiêu, độ che phủ (do cây không chịu được ánh nắng gay gắt), … có thể 

làm ảnh hưởng đến hàm lượng của hoạt chất. Do đó cần có các nghiên cứu kỹ hơn 

về các khía cạnh trên, tiến tới xây dựng mô hình trồng trọt củ dòm theo tiêu chuẩn 

GACP. 

Trong khuôn khổ theo dõi động thái tích lũy sinh trưởng trong thân lá của 

củ dòm trồng ở Bắc Giang, luận án cho kết quả hàm lượng oxostephanin trong 

thân lá từ 0,337 – 0,873 (%) tùy vào thời gian thu hái. Luận án ghi nhận thời điểm 

hàm lượng cao nhất là tháng 9 và tháng 10 (0,873 và 0,819 %), hàm lượng thấp 

vào đầu tháng 2 (0,353%) và tháng 3 (0,337%). Sự biến động hàm lượng trong 

thời gian từ tháng 2 (0,353 đến 0,611 %) đến tháng 5 (0,430 – 0,597 %) có thể dự 

đoán rằng, thời tiết mùa đông-xuân, rồi xuân-hè cùng với thời điểm cây sinh 

trưởng ra hoa, tạo quả có ảnh hưởng không nhỏ đến tích lũy hoạt chất 

oxostephanin. Luận án đã không lấy mẫu của thời điểm tháng 4 và tháng 6, tháng 
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7, bởi trên theo dõi thực tế sinh trưởng của phần thân lá cây củ dòm cho thấy rằng: 

(1) tháng 4 sẽ vào thời điểm ra hoa, không nên thu hái mẫu do ảnh hưởng phát 

triển của cây; (2) tháng 6 và 7 thân lá củ dòm bị táp nắng do ảnh hưởng thời tiết 

nắng nóng mùa hè, nên sức cây yếu, không thể thu hoạch được mẫu. Do vậy 

nghiên cứu động thái tích lũy giúp cho đưa ra thời điểm thu hoạch thân lá hợp lý 

vào tháng 9 và tháng 10 khi cây củ dòm vừa đảm bảo sinh khối và hàm lượng 

oxostephanin.  

 

  
Tháng 4/2020 Tháng 7/2020 

  
Tháng 9/2020 Tháng 10/2020 

Hình 4.1. Hình ảnh cây củ dòm qua một số thời điểm 
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Nghiên cứu định lượng oxostephanin trong thân lá củ dòm bằng phương 

pháp HPTLC của Nguyễn Quốc Huy [14], cho thấy trong thân lá non có thể có 

hàm lượng oxostephanin từ 0,7892 – 1,5221 (%), trong thân lá bánh tẻ có từ 

0,7509 - 0,8579 (%), và trong thân lá già từ 0,3257 - 0,5248 (%). Trong khi đó, 

nghiên cứu định lượng bằng HPLC mẫu lá thì thu hái vào tháng 4 là thời điểm cây 

đang ra hoa, kết quả nên hàm lượng hoạt chất thu được tương đối cao (0,873 %) 

[13]. Tuy nhiên nếu thu vào thời điểm này có thể ảnh hưởng đến khả năng nhân 

giống của cây củ dòm. Điều này cần phải hết sức cân nhắc trong quá trình thu hái 

do hiện nay củ dòm vẫn đang được xếp vào danh mục VU (sắp nguy cấp) trong 

Sách đỏ Việt Nam [2], vẫn cần có đầu tư nghiên cứu mở rộng vùng trồng phục vụ 

sản xuất các sản phẩm trong tương lai.  

Sự khác biệt trong kết quả thu được giữa hai phân tích hàm lượng bằng 

HPTLC và HPLC cho thấy sự khác biệt bởi đặc hiệu của phương pháp, và đồng 

thời mẫu thu hái của nghiên cứu trước đó lại không chỉ rõ thời điểm mà chỉ phân 

loại theo tình trạng mẫu. Nên kết quả thu được của luận án là không mâu thuẫn 

với các nghiên cứu trước của tác giả khác. 

Ngoài định lượng các mẫu thu hái tại Bắc Giang luận án còn tiến hành định 

lượng một số mẫu thu hái tại Quản Bạ - Hà Giang và Ba Vì – Hà Nội là hai vùng 

có đồng bào dân tộc Dao sử dụng củ dòm trong chữa bệnh và chăm sóc sức khoẻ.  

Do số lượng mẫu tại hai địa điểm này còn hạn chế nên vẫn chưa đủ thông tin để 

đưa ra kết luận hàm lượng của oxostephanin. Tuy nhiên cũng có thể sơ bộ nhận 

thấy với mẫu thân lá củ dòm thu vào tháng 3/2019 ở hai địa điểm chưa có sự khác 

biệt về hàm lượng oxostephanin, nhưng ở mỗi mẫu, oxostephanin trong lá cao hơn 

rất nhiều so với trong thân.  

So sánh cùng mùa thu hái (tháng 3) thì mẫu thu hái vào tháng 3/2020 ở Bắc 

Giang có hàm lượng oxostephanin là 0,337%, khác biệt không đáng kể so với mẫu 

thu hái vào tháng 3/2019 tại Quản Bạ (Hà Giang) và Ba Vì (Hà Nội) (hàm lượng 

oxostephanin lần lượt là 0,32 và 0,34%). Cùng thời điểm thu hái vào tháng 5/2020, 

không có sự khác biệt đáng kể về hàm lượng oxostephanin trong mẫu thu hái tại 

Bắc Giang và Ba Vì. Tuy nhiên, đối với mẫu thu hái tháng 10/2020, sự khác biệt 

về hàm lượng oxostephanin có thể đến từ sự sai khác về khí hậu của hai vùng 

trong thời gian này. Ngoài ra cũng cần nhắc đến những sai khác có thể xảy ra 
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trong quá trình thu hái và bảo quản mẫu bởi vì mẫu thu hái ở Bắc Giang phục vụ 

cho quá trình phân tích động thái tích luỹ oxostephanin trong năm, còn mẫu ở Ba 

Vì được thu và sơ chế bởi người trồng. 

Thông qua quan sát trong quá trình thu hái mẫu tại Bắc Giang, nếu thu hái 

cả thân và lá thì các mầm cây mới nảy nhiều hơn, lần thu hái tiếp theo trên cùng 

cây sẽ được nhiều dược liệu tươi hơn (nếu không có tác động bất lợi của thời tiết). 

Còn nếu chỉ hái lá mà không thu thân, nhiều trường hợp cây có thể bị lụi dần và 

thậm chí chết cả cây. Tuy nhiên các nhận định này mới dừng ở quan sát, chưa có 

các đánh giá định lượng cụ thể. Cần có các nghiên cứu đầy đủ về giống dược liệu, 

quy trình trồng trọt, thu hái, sơ chế và chế biến dược liệu (nếu có) để có thông tin 

đầy đủ hơn nhằm phát triển vùng trồng dược liệu này theo hướng GACP, phục vụ 

sản xuất các sản phẩm từ củ dòm. 

4.3. VỀ ĐÁNH GIÁ TÁC DỤNG GÂY ĐỘC TẾ BÀO CỦA MỘT SỐ HỢP 

CHẤT ĐÃ PHÂN LẬP VÀ BƯỚC ĐẦU NGHIÊN CỨU CƠ CHẾ KHÁNG 

UNG THƯ CỦA OXOSTEPHANIN  

4.3.1. Tác dụng gây độc tế bào của một số hợp chất đã phân lập 

Các nghiên cứu của Đào Đức Thiện [41] và James Knockleby [42] đánh 

giá tác dụng gây độc tế bào trên in vitro của oxostephanin đều sử dụng phương 

pháp so màu SRB. Ngoài ra thử nghiệm MTT (3- (4,5- dimethylthiazol - 2- yl) - 

2,5 - diphenyl tetrazolium bromid) cũng là một phương pháp so màu phổ biến 

trong nghiên cứu thử nghiệm trên các dòng tế bào ung thư. Trong thử nghiệm 

SRB, sau khi nuôi cấy và ủ thuốc, môi trường được loại bỏ trước khi nhuộm với 

SRB [121]. Còn với thử nghiệm MTT, sản phẩm formazan khử của MTT là tinh 

thể kết tủa và cần hoà tan tinh thể trước khi đo quang ở 570 nm [147]. So với 

phương pháp SRB và MTT, phương pháp dùng muối vàng tetrazolium (MTS) cải 

tiến có ưu điểm là có tính tiện lợi cao, có thể thực hiện trực tiếp trên đĩa 96 giếng 

không cần rửa hoặc thu tế bào, tránh được sai số do thao tác trong quá trình rửa, 

thu chuyển tế bào có thể gây ra. Do đó phương pháp MTS có thể được sử dụng 

kiểm tra độc tính để sàng lọc thuốc với số lượng lớn, trên nhiều nồng độ thuốc 

khác nhau. Kết quả thu được cho ra giá trị IC50 - là giá trị nồng độ chất thử tại đó 

chất thử có khả năng gây chết 50% tế bào. IC50 càng thấp nghĩa là khả năng ức 

chế của mẫu thử càng cao, từ đó đánh giá được độ độc của thuốc cần nghiên cứu.  



 139 

Luận án đánh giá tác dụng ức chế một số dòng tế bào ung thư của 5 alcaloid 

phân lập được là SD1 – SD5 bằng hình thái tế bào và bằng phương pháp MTS. 

Các điều kiện nuôi cấy tế bào và đánh giá độc tính trên in vitro được thực hiện 

trên sự tham khảo từ những nghiên cứu trước đây cũng như theo tiêu chuẩn của 

Viện Ung thư quốc gia Hoa Kỳ (NCI).  

 Phương pháp đánh giá hình thái tế bào bước đầu có thể dự đoán nồng độ có 

khả năng gây độc đối với tế bào của các chất thử dựa vào quan sát sự biến dạng 

tế bào, mật độ và khả bám dính ở bề mặt nuôi cấy. Phương pháp này có ưu điểm 

là đơn giản, dễ thực hiện và không tốn nhiều thời gian do chỉ cần quan sát hình 

ảnh dưới kính hiển vi soi ngược để định tính mức độ ảnh hưởng của chất thử lên 

từng dòng tế bào. Do đó để tiến hành đánh giá tác dụng gây độc tế bào số lượng 

lớn với nhiều dòng tế bào, nhiều hợp chất khác nhau với dải nồng độ rộng trên 

cùng một thời điểm có thể sử dụng phương pháp đánh giá hình thái tế bào để thu 

được kết quả dự đoán nhanh. Còn phương pháp thử MTS được sử dụng để định 

lượng số tế bào chết và xác định giá trị IC50 nên kết quả thu được có độ nhạy, độ 

chính xác cao. 

 Trong số 5 alcaloid phân lập được, hợp chất SD3 (oxostephanin) có độc 

tính mạnh trên cả 5 dòng tế bào ung thư thử nghiệm: HeLa, HepG2, MCF7, N87 

và OVCAR-8. Theo tiêu chuẩn của Viện Ung thư quốc gia Hoa Kỳ (NCI), các 

chất tinh khiết được được coi là có hoạt tính mạnh khi IC50 ≤ 5μM [112]. Giá trị 

IC50 của SD3 trên các dòng tế bào đều khá thấp, đặc biệt trên dòng tế bào ung thư 

gan HepG2 (IC50 = 3,2µM), tế bào ung thư vú MCF7 (IC50 = 3,1µM) và tế bào 

ung thư buồng trứng OVCAR-8 (IC50 = 3,4µM) đều nhỏ hơn 5µM. So sánh với 

nghiên cứu năm 2018, Đào Đức Thiện và cộng sự phân lập được 7 alcaloid từ thân 

lá loài S. dielsiana Y.C.Wu là: tetrahydropalmatin, stephanin, crebanin, O-

methylbulbocapnin, oxostephanin, palmatin và thailandin và thử tác dụng gây độc 

tế bào trên 2 dòng tế bào ung thư (BT474 và HCT116). Kết quả cho thấy, 

oxostephanin có tác dụng gây độc đối với 2 dòng tế bào ung thư này với giá trị 

IC50 lần lượt là 9,53 và 8,54 μg/mL [41]. Năm 2020, James Knockleby và cộng 

sự cũng đã phân lập được 7 hợp chất alcaloid trên từ lá của cây củ dòm và tiến 

hành thử tác dụng gây độc tế bào trên một số dòng tế bào ung thư (HeLa, MDA-

MB231, MDA-MB-468 và MCF7) và hai dòng tế bào non-cancer (184B5 và 
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MCF10A). Kết quả cho thấy, oxostephanin thể hiện tác dụng gây độc mạnh nhất 

trên các dòng tế bào HeLa, MDA-MB-231, MDA-MB-468, MCF7 với giá trị IC50 

nằm trong khoảng 1,76 - 4,35μM [42]. Như vậy kết quả nghiên cứu của luận án 

tương đối phù hợp với các nghiên cứu về độc tính trên các dòng tế bào ung thư 

thực nghiệm trước đây trên thế giới và ở Việt Nam. 

 Hợp chất SD4 (oxostephanosin) có hoạt tính trên hai dòng tế bào ung thư 

buồng trứng (OVCAR-8) và ung thư dạ dày (N87) với IC50 tương ứng là 30 ± 

1,4μM và 66,1 ± 0,9μM. Riêng đối với dòng ung thư vú (MCF7), SD4 không thể 

hiện độc tính và dòng ung thư gan (HepG2), hợp chất này thể hiện tác dụng gây 

độc yếu với IC50 là 122,9 ± 5,7μM. Hiện nay nghiên cứu về tác dụng sinh học của 

hợp chất này chưa nhiều, mới chỉ có Ziming Lu và cộng sự, bằng phương pháp 

MTT, cho thấy hoạt tính gây độc tế bào ở mức trung bình (IC50 khoảng 1 mg/L) 

trên 5 dòng tế bào ung thư thực nghiệm của hợp chất này [131]. Đây là lần đầu 

tiên phân lập được hợp chất này từ củ dòm, cần có các nghiên cứu tiếp theo để 

đánh giá kỹ hơn về tác dụng của oxostephanosin. 

 Hợp chất SD5 (oxocrebanin) thể hiện hoạt tính gây độc yếu trên hai dòng 

tế bào ung thư cổ tử cung (HeLa) và ung thư dạ dày (N87) với IC50 tương ứng là 

160,3 ± 9,1μM và 115,3 ± 1,34μM. Luận án chưa xác định được IC50 của SD5 trên 

dòng tế bào MCF-7. Điều này có sự khác biệt đáng kể so với nghiên cứu của Lei 

Yu và cộng sự năm 2021 [46]. Thông qua kết quả của thử nghiệm MTT, 

oxocrebanin thể hiện hiệu quả ức chế tốt nhất trên tế bào MCF-7 với IC50 là 16,66 

μmol/l, và chỉ có tác dụng yếu đối với sự tăng sinh của tế bào MCF-10A. Hợp chất 

này cũng đã được chứng minh cơ chế gây độc tế bào có liên quan đến điều chỉnh 

mức độ Topo I và IIα và các protein liên quan đến tổn thương DNA, ngăn cản quá 

trình nguyên phân thông qua cả hai con đường phụ thuộc p53 và không phụ thuộc 

p53. Đây được coi là hợp chất có tiềm năng trong điều trị ung thư vú. Kết quả của 

luận án có sự khác biệt so với công bố trên thế giới có thể do phương pháp đánh giá 

khác nhau (sử dụng thử nghiệm MTS thay cho thử nghiệm MTT) hoặc cũng có thể 

do các nguyên nhân khác nữa, song do lượng hợp chất thu được tương đối nhỏ (3,5 

mg) nên luận án chưa có điều kiện nghiên cứu sâu hơn về chất này.  
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 Hợp chất SD1 (stedieltin A) và SD2 (stedieltin B) chưa thể hiện độc tính 

trên đến bất kỳ dòng tế bào thử nghiệm nào trong tổng số 5 dòng sử dụng trong 

nghiên cứu, luận án chưa thể xác định được giá trị IC50 của 2 chất này. 

 Nhận thấy các hợp chất SD3, SD4 và SD5 có một số điểm tương đồng về 

cấu trúc hoá học, tuy nhiên hoạt tính gây độc trên một số dòng tế bào ung thư thử 

nghiệm của SD3 (oxostephanin) tốt hơn so với SD4 (oxostephanosin) có thể do 

sự xuất hiện của gốc methyl hoá ở vị trí C8 dẫn đến làm giảm độ phân cực của 

SD3 so với SD4. Từ đó có thể dẫn đến tăng khả năng thẩm thấu của SD3 vào tế 

bào gây ra độc tính với tế bào. Sự xuất hiện thêm của một nhóm methoxy ở vị trí 

C9 trong SD5 (oxocrebanin) so với SD3 có thể làm ảnh hưởng đến cấu trúc không 

gian của hợp chất, ảnh hưởng đến hoạt lực của độc tính tế bào. Giá trị IC50 của 

SD5 trên các dòng tế bào ung thư thử nghiệm đều cao hơn so với SD4 cũng có thể 

do ảnh hưởng của cấu trúc không gian này.   

 So sánh hai hợp chất SD1 (stedieltin A) và SD3, có thể nhận thấy sự mở 

vòng C đã ảnh hưởng đến góc quay của phân tử có thể dẫn đến sự không ổn định 

của cấu trúc không gian, gây ra giảm hoạt lực của SD1 so với SD3.  SD2 (stedieltin 

B) duy trì hầu hết cấu trúc oxostephanin tuy nhiên vị trí C7 ở SD3 liên kết với 

nhóm carbonyl đã được thay nguyên tử oxy, nói cách khác vòng C của SD2 là dị 

vòng có một oxy. Điều này có thể là nguyên nhân dẫn đến hoạt lực của SD2 kèm 

hơn rất nhiều so với SD3, hầu như không thể hiện tác dụng gây độc nào trên các 

dòng tế bào thử nghiệm. 

Như vậy cần có những nghiên cứu đánh giá chặt chẽ hơn về mối liên quan 

giữa cấu trúc và tác dụng của các alcaloid phân lập được, đặc biệt là với những 

alcaloid có khung aporphin tương tự như oxostephanin. 

Từ các kết quả trên cho thấy hợp chất oxostephanin có hoạt tính gây độc 

mạnh nhất trên hầu hết các dòng tế bào ung thư thực nghiệm đã được nghiên cứu, 

là hợp chất tiềm năng để phát triển các loại thuốc chống ung thư. Với các hợp chất 

SD1, SD2 và SD4, luận án lần đầu tiên công bố tác dụng gây độc tế bào của các 

hợp chất này, làm cơ sở cho những nghiên cứu tiếp theo. Cần có sự nghiên cứu 

thêm về tác dụng gây độc tế bào trên các dòng tế bào khác, hoặc nghiên cứu thêm 

các tác dụng khác có liên quan đến tác dụng chung của dược liệu như giảm đau, 

chống viêm, an thần, gây ngủ, giải lo âu, kháng khuẩn,… 
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4.3.2. Cơ chế tác dụng gây độc tế bào của oxostephanin 

Vai trò quan trọng của Aurora kinase, đặc biệt là Aurora A và B, trong sự 

phân chia tế bào, cũng như sự biểu hiện quá mức của các kinase này trong một 

loạt các bệnh ung thư, khiến chúng trở thành mục tiêu tiềm năng trong điều trị 

ung thư. Oxostephanin chiết xuất từ loài Stephania venosa lần đầu tiên được 

Makarasen và cộng sự [43] báo cáo về hoạt động ức chế sự phát triển của nhiều 

dòng tế bào ung thư. Luận án thực hiện nội dung nghiên cứu cơ chế gây độc tế 

bào nhằm xác định đặc tính của oxostephanin, chiết xuất từ thân lá cây củ dòm S. 

dielsiana ở Việt Nam, như một chất ức chế Aurora mới bằng cách so sánh tác 

động theo thời gian thực của chất này trên tế bào ung thư với VX-680, một chất 

ức chế Aurora kinase nổi tiếng [103].  

Dòng tế bào ung thư buồng trứng OVCAR-8 được sử dụng để kiểm tra tác 

dụng của oxostephanin, vì Aurora kinase đã được báo cáo là biểu hiện quá mức 

trong ung thư biểu mô buồng trứng, ngoài hai thử nghiệm lâm sàng gần đây đã sử 

dụng chất ức chế Aurora kinase để điều trị ung thư buồng trứng [148], [149], 

[150]. Trong nghiên cứu này, phân tích bằng cách sử dụng hệ thống xCelligence 

cho thấy các phản ứng tương tự của tế bào OVCAR-8 đối với cả hai hợp chất 

(oxostephanin và VX-680) trong các đường cong đáp ứng liều tăng trưởng theo 

thời gian thực, thời gian nhân đôi số lượng tế bào và thay đổi kích thước tế bào. 

Đáng chú ý, ở nồng độ oxostephanin được thử nghiệm thấp (< 5 μM) và VX-680 

(1 μM), các tế bào trở nên dị bội với sự gia tăng về kích thước nhưng không tăng 

về số lượng. Nghiên cứu trước đây đã chỉ ra rằng khi hoạt động của Aurora kinase 

bị ức chế, SAC phân bào sẽ được kích hoạt, dẫn đến bắt giữ nguyên phân. Tuy 

nhiên, SAC này có thể bị ghi đè, gây ra sự trượt phân bào của các tế bào khi có 

chất ức chế Aurora kinase. Hiện tượng này cuối cùng dẫn đến việc các tế bào trở 

nên dị bội hoặc đơn bội [151].  

Kết quả nghiên cứu của luận án cho thấy các tế bào OVCAR-8 được xử lý 

bằng oxostephanin và VX-680 ở nồng độ thấp biểu hiện nhân mở rộng và có thùy. 

Hơn nữa, như được thể hiện qua xét nghiệm miễn dịch huỳnh quang, cả hai hợp 

chất đều điều hòa quá trình phosphoryl hóa protein histone H3 ở serine 10 trong 

tế bào ung thư. Những dữ liệu này phù hợp với nghiên cứu của Knockleby và 

cộng sự [42], chứng minh rằng oxostephanin ức chế H3S10ph trong tế bào HeLa. 
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Vì quá trình phosphoryl hóa histone H3 ở serine 10 được coi là dấu hiệu của kinase 

Aurora B được hoạt hóa [152], [153], do đó oxostephanin có thể ngăn chặn chức 

năng của kinase này. 

Các nghiên cứu trước đây đã chỉ ra rằng hoạt động của Aurora B có liên 

quan đến quá trình tự động phosphoryl hóa và phân phối trung tâm [42], [154]. 

Trong điều kiện bình thường, Aurora B phải tập trung tại kinetochore để 

phosphoryl hóa một số protein trong mạng phức hợp kinetochore 

KNL1/Mis12/phức hợp Ndc80 (KMN) bên ngoài được bảo tồn, đóng vai trò trong 

sự gắn kết kinetochore – vi ống [154], [155], [156]. Luận án đã chứng minh rằng 

oxostephanin ảnh hưởng đến khả năng định vị bình thường của Aurora B kinase; 

do đó, nó có thể ức chế hoạt động tự động phosphoryl hóa của enzym này. Với sự 

hiện diện của oxostephanin và VX-680, Aurora B khuếch tán đến tất cả các nhánh 

nhiễm sắc thể và trong tế bào chất. Hiện tượng này xảy ra trong tất cả các tế bào 

OVCAR‐8 và HeLa sống và đã cố định. Bằng cách quan sát các tế bào HeLa sống 

biểu hiện Aurora B-GFP, nhận thấy rằng các tế bào có nhiễm sắc thể với Aurora 

B khuếch tán sẽ tồn tại lâu hơn trong hoán vị gen và cuối cùng trở thành thể dị 

bội. Hiện tượng này của Aurora B đã được đề cập với các chất ức chế khác [105], 

[114]. Điều này có thể được giải thích là do Aurora B không tập trung ở 

kinetochore, dẫn đến ảnh hưởng đến sự gắn chính xác của nhiễm sắc thể vào vi 

ống và sau đó kích hoạt SAC, do đó dẫn đến trượt phân bào. Hơn nữa, 

oxostephanin làm giảm sự biểu hiện của cả Aurora A và Aurora B ở cấp độ mRNA 

tương tự như VX-680. Việc giảm mức độ của các protein này góp phần gây ra các 

khiếm khuyết trong các chức năng phân chia tế bào.  

Tổng hợp lại, những dữ liệu này chứng minh rằng oxostephanin là một chất 

ức chế Aurora kinase, và hợp chất này gây độc tế bào đối với các tế bào OVCAR-

8 trong cả nuôi cấy đơn lớp và khối u đa bào. So sánh với nghiên cứu của 

Knockleby và cộng sự [42] đã chỉ ra tác dụng của oxostephanin trên cả Aurora A 

và Aurora B trong thử nghiệm kinase, tuy nhiên dòng tế bào được sử dụng là 

HeLa. Điểm mới đáng lưu ý của luận án là đã lần đầu tiên tập trung vào đánh giá 

ảnh hưởng của oxostephanin trên Aurora B trong tế bào OVCAR‐8. Định hướng 

trong các nghiên cứu tiếp theo có thể tiếp tục thử nghiệm tác dụng của 

oxostephanin đối với Aurora A kinase trong nuôi cấy tế bào. 
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Các tài liệu tham khảo cho thấy tế bào gốc trung mô và nguyên bào sợi liên 

quan đến ung thư đã được chứng minh là có thể tạo điều kiện thuận lợi cho sự tiến 

triển của khối u. Nghiên cứu gần đây đã tiết lộ chức năng của các tế bào gốc trung 

mô trong u nguyên bào thần kinh đệm kháng lại chất ức chế Aurora kinase, dẫn 

đến sự tái phát của các khối u [157]. Trong bệnh bạch cầu dòng tủy cấp tính 

(AML), một cơ chế của tế bào gốc trung mô được sử dụng để bảo vệ tế bào bạch 

cầu khỏi các tác nhân hóa trị liệu là kích hoạt Aurora A bằng cách tăng tiết IL-6 

[158]. Trong hệ thống nuôi cấy cùng môi trường, các nguyên bào sợi đã được 

chứng minh là gây ra sự điều hòa Aurora A trong ung thư biểu mô phổi không 

phải tế bào nhỏ để bảo vệ các tế bào ung thư khỏi việc điều trị bằng gefitinib  

[159], [160]. Nguyên bào sợi có thể được kích hoạt bởi Aurora B thông qua tín 

hiệu khối u Wilms 1, dẫn đến cảm ứng hình thành sợi [161]. Hơn nữa, sự điều hòa 

giảm của Aurora B kích thích sự già đi của tế bào trong hFBs [162]. Aurora kinase 

và tế bào mô đệm có tác dụng hiệp đồng đối với sự phát triển của tế bào ung thư. 

Thêm vào đó, sự hình thành mạch là cần thiết cho sự tiến triển của các khối u 

[163]. Do đó, luận án đã kiểm tra tác động của oxostephanin trên bốn loại tế bào 

(UC-MSCs, hFBs, hUVECs và OVCAR-8).  

Đầu tiên, nhận thấy rằng tất cả các tế bào được thử nghiệm đều biểu hiện 

Aurora A và B rất cao, với mức độ biểu hiện cao nhất được quan sát thấy trong 

các tế bào OVCAR-8 và hUVEcs, tiếp theo là UC‐MSCs và cuối cùng là hFBs. 

Theo đó, giá trị IC50 của oxostephanin đối với các dòng tế bào này là thấp nhất 

trong các tế bào OVCAR-8 và hUVEC, cao hơn trong MSCs và cao nhất trong 

hFBs.  

Hơn nữa, việc giảm các đơn vị hình thành khuẩn lạc chỉ ra rằng 

oxostephanin có thể ức chế sự tăng sinh của các tế bào tiền thân nội mô và nguyên 

bào sợi. Một hạn chế của nghiên cứu này là sự thể hiện của các khuẩn lạc cần 

được cải thiện vì không thể nhìn thấy vị trí của các khuẩn lạc tập hợp chặt chẽ. 

Tuy nhiên, số lượng các khuẩn lạc vẫn có thể được đếm. Ở nồng độ 5 μM, 

oxostephanin ức chế đáng kể sự hình thành khuẩn lạc của hUVECs; tuy nhiên, tác 

dụng ức chế hình thành khuẩn lạc ít nổi bật hơn ở hFBs (~ 30% CFUs).  

Ngoài ra, trong thử nghiệm chữa lành vết thương, oxostephanin cũng có tác 

dụng ức chế nổi bật hơn sự di chuyển của hUVECs so với hFBs. Những kết quả 
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này đã chứng minh hoạt tính chọn lọc của oxostephanin đối với hUVECs. Luận 

án tiếp tục lựa chọn tế bào hUVECs để đánh giá về ảnh hưởng của oxostephanin. 

Việc nhắm mục tiêu của hợp chất đến các loại tế bào khác nhau có thể là do sự 

biểu hiện của Aurora kinase trong các tế bào này. Mức Aurora kinase cao hơn có 

liên quan đến tác dụng nổi bật hơn của oxostephanin trên tế bào. Ngoài sự phát 

triển của tế bào, chức năng của hUVECs trong quá trình hình thành mạch cũng bị 

oxostephanin làm gián đoạn. Những tế bào này không thể tạo thành ống trong 

Matrigel khi có 5 μM oxostephanin. Tác dụng chống tạo mạch của các chất ức 

chế Aurora kinase đã được báo cáo trước đây [164] thông qua việc chúng tham 

gia vào một con đường truyền tín hiệu giúp tăng cường hình thành mạch [165] và 

ổn định N-Myc, một chất gây ung thư nổi tiếng [166], [167]. Những kết quả này 

chỉ ra rằng oxostephanin có chức năng như một chất ức chế hình thành mạch. 

Hơn nữa, dữ liệu chỉ ra rằng oxostephanin làm giảm sản xuất VEGF-A, 

HGF và FGF-2, có chức năng trong quá trình tăng sinh, di chuyển và hình thành 

ống [168], [169], [170], [171], ở cả hUVECs và hFBs. Đáng chú ý, trong nghiên 

cứu này, ở hUVECs, sự biểu hiện mRNA của VEGF-A trong các tế bào được điều 

trị bằng oxostephanin không bị thay đổi đáng kể; tuy nhiên, sự biểu hiện của FGF‐

2 đã giảm đáng kể so với đối chứng. Hoạt động này của oxostephanin khác với 

VX-680, được chứng minh là có khả năng ức chế biểu hiện VEGF-A [164]. Tuy 

nhiên, sự giảm mức FGF-2 và HFG đủ để ức chế sự phát triển và chức năng của 

hUVECs. 

Đáng chú ý, tác động của oxostephanin đối với sự bài tiết yếu tố tăng trưởng 

của tế bào vẫn chưa được làm rõ. Ngoài ra, sự tham gia của Aurora kinase trong 

quá trình hình thành mạch vẫn chưa được làm sáng tỏ. Tuy nhiên, có thể giả thuyết 

rằng các chất ức chế Aurora kinase, chẳng hạn như oxostephanin, gây độc tế bào 

đối với tế bào ung thư buồng trứng và tế bào nội mô, dẫn đến ức chế hình thành 

mạch khối u. Hơn nữa, mặc dù hợp chất này ít gây độc tế bào hơn đối với các tế 

bào mô đệm khác như hFBs và UC-MSCs, nhưng nó đã ngăn chặn các chức năng 

của tế bào có thể dẫn đến các tế bào mô đệm hoạt động kém hiệu quả trong việc 

hỗ trợ khối u phát triển. Giả thuyết này đã được khuyến khích bởi một nghiên cứu 

đã được công bố về hoạt tính chống khối u của chiết xuất phân đoạn methanol từ 

củ loài S. dielsiana trên chuột nhắt chủng Swiss mang khối u Sarcoma-180, cho 
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thấy khối lượng khối u giảm 4 lần ở những con chuột được điều trị [16]. Cần tiếp 

tục đánh giá ảnh hưởng của oxostephanin in vivo bằng cách sử dụng các mô hình 

động vật được cấy ghép với tế bào khối u của người.  

Như vậy, luận án đã lần đầu tiên công bố những kết quả nghiên cứu cụ thể 

về cơ chế tác dụng của hoạt chất oxostephanin trong thân lá cây củ dòm. Những 

phát hiện của nghiên cứu này chỉ ra rằng oxostephanin là một chất ức chế Aurora 

kinase tiềm năng. Nó ức chế sự gia tăng của các tế bào OVCAR-8 ung thư buồng 

trứng ở cả mô hình đơn lớp (mô hình 2D) và các khối u đa bào (mô hình 3D). Hơn 

nữa, oxostephanin thể hiện độc tính tế bào có chọn lọc đối với các tế bào bình 

thường bằng cách gây ra biểu hiện cao của Aurora kinase A và B. Ngoài ra, hợp 

chất này điều chỉnh giảm sự biểu hiện của các yếu tố tăng trưởng, ngăn chặn sự 

di chuyển của hUVECs và hFBs, và giảm sự hình thành ống. Tuy nhiên, cần có 

các nghiên cứu sâu hơn để oxostephanin được phát triển như một loại thuốc chống 

ung thư. Hợp chất này cần được thử nghiệm trên các dòng tế bào ung thư buồng 

trứng khác, đặc biệt là các dòng tế bào sơ cấp, để xác nhận tác dụng của nó đối 

với bệnh ung thư buồng trứng. Ngoài ra, sự biểu hiện của Aurora A và B trong 

các loại tế bào khác nhau cần được định lượng bằng cách sử dụng các phương 

pháp hiệu quả, chẳng hạn như phân tích Western blot, để xác định mối liên hệ của 

biểu hiện Aurora kinase và tác động của oxostephanin. Quan trọng hơn, về lâu 

dài, các thí nghiệm sử dụng mô hình khối u in vivo cần được thực hiện để xác 

nhận hiệu quả của oxostephanin. 

4.4. VỀ ĐÓNG GÓP MỚI CỦA LUẬN ÁN 

Đây là một công trình nghiên cứu tổng thể, có hệ thống về thành phần hóa 

học và tác dụng kháng ung thư của thân lá loài củ dòm (Stephania dielsiana Y.C. 

Wu) thu hái ở Việt Nam. Các kết quả nghiên cứu của luận án đều là những đóng 

góp mới về cơ sở dữ liệu hóa học và sinh học của củ dòm ở Việt Nam. 

Những kết quả nghiên cứu về hóa học của củ dòm đã bổ sung vào cơ sở dữ 

liệu các hợp chất thiên nhiên thông tin mới về 2 hợp chất alcaloid lần đầu tiên 

phân lập từ tự nhiên, cung cấp dữ liệu khoa học về thành phần hóa học của dược 

liệu củ dòm, phục vụ cho việc sàng lọc, tìm kiếm các hoạt chất có hoạt tính chống 

ung thư tiềm năng trong loài này.  
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Luận án đã thu thập và xác định được hàm lượng oxostephanin của 13 mẫu 

củ dòm ở 3 địa điểm khác nhau là Quản Bạ (Hà Giang), Ba Vì (Hà Nội) và thành 

phố Bắc Giang (Bắc Giang) theo thời gian thu hái khác nhau. Kết quả nghiên cứu 

về hàm lượng oxostephanin của luận án đã cung cấp cơ sở dữ liệu về thành phần 

hóa học đáng lưu ý của loài này ở các vùng và các thời điểm thu hái khác nhau, 

định hướng cho việc khai thác, bảo tồn, phát triển dược liệu củ dòm. 

Một số alcaloid phân lập được từ thân lá củ dòm đã được sơ bộ đánh giá 

khả năng chống ung thư thông qua tác dụng gây độc trên một số dòng tế bào ung 

thư gồm OVCAR-8, HeLa, MCF-7, N87 và HepG2. Trong đó oxostephanin thể 

hiện hoạt tính tốt nên cơ chế tác dụng kép ức chế Aurora kinase và sự hình thành 

mạch đã được chứng minh trên cả tế bào ung thư và tế bào thường.  

Do vậy kết quả của luận án đã góp phần giải thích, chứng minh công dụng 

của dược liệu thân lá củ dòm dựa trên căn cứ khoa học, làm sáng tỏ việc sử dụng 

cây thuốc này theo tri thức dân gian dưới góc nhìn khoa học hiện đại, làm tiền đề 

cho việc phát triển sản phẩm từ loài này, vừa phục vụ nhu cầu chăm sóc sức khỏe 

cộng đồng, vừa góp phần vào công tác bảo tồn, khai thác, phát triển sản phẩm từ 

củ dòm giúp phát triển kinh tế cho người dân ở địa phương. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

 

KẾT LUẬN 

1. Về chiết xuất, phân lập và xác định cấu trúc của các hợp chất tinh khiết 

Đã chiết xuất, phân lập và xác định được cấu trúc hóa học 11 hợp chất từ 

thân lá cây củ dòm Stephania dielsiana Y.C. Wu, bao gồm : 

+ 08 hợp chất alcaloid, trong đó có: 2 hợp chất mới lần đầu tiên được 

phân lập từ tự nhiên, được đề nghị đặt tên là Stedieltin A và Stedieltin B; 01 hợp 

chất lần đầu tiên phân lập từ các loài thuộc chi Stephania Lour. là aristolactam 

(SD6); 01 hợp chất lần đầu tiên phân lập từ loài S. dielsiana là oxostephanosin 

(SD4); 01 hợp chất alcaloid lần đầu tiên được phân lập từ phần thân lá của cây củ 

dòm (đã phân lập được từ phần củ) là oxocrebanin (SD5) và 03 hợp chất alcaloid 

oxostephanin (SD3), crebanin (SD7) và dehydrocrebanin (SD8). 

+ 03 hợp chất không phải alcaloid gồm 4-hydroxybenzaldehyd (SD9); 

benzyl β-D-glucopyranosid (SD10) và (6R,9S)-roseosid (SD11) đều là các hợp 

chất lần đầu tiên được phân lập từ loài củ dòm. 

2. Về xây dựng phương pháp phân lập và phương pháp định lượng để theo 

dõi hàm lượng oxostephanin trong dược liệu theo thời gian thu hái 

- Đã xây dựng phương pháp và phân lập được 4,0 g oxostephanin (độ tinh 

khiết 98,5 % theo diện tích pic trên HPLC) từ 5 kg thân lá cây củ dòm dùng làm 

chất so sánh và làm nguyên liệu cho các nghiên cứu tiếp theo. 

- Đã xây dựng và thẩm định được phương pháp định lượng oxostephanin 

trong thân lá cây củ dòm đáp ứng được các tiêu chí của AOAC và Hướng dẫn của 

ASEAN về thẩm định quy trình phân tích.  

- Đã đánh giá được sự thay đổi hàm lượng oxostephanin trong dược liệu 

thân lá củ dòm theo thời gian thu hái nằm trong khoảng 0,337 – 0,873 %, trong 

đó thời điểm thu hái cho hàm lượng hoạt chất cao nhất là tháng 9 và tháng 10.  

3. Về đánh giá tác dụng gây độc tế bào của một số hợp chất đã phân lập và 

nghiên cứu cơ chế kháng ung thư của oxostephanin 

- Đã đánh giá tác dụng ức chế các dòng tế bào ung thư HeLa, HepG2, 

MCF7, N87 và OVCAR-8 của các hợp chất SD1 (Stedieltin A), SD2 (Stedieltin 

B), SD3 (oxostephanin), SD4 (oxostephanosin) và SD5 (oxocrebanin) bằng 
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phương pháp nhuộm MTS: hợp chất SD3 có tác dụng ức chế mạnh các dòng tế 

bào ung thư HepG2, MCF7 và OVCAR-8 với IC50 trong khoảng 3,1-3,4 μM, các 

hợp chất SD4, SD5 thể hiện tác dụng trung bình đến yếu, hợp chất SD1, SD2 chưa 

có tác dụng gây độc trên cả 5 dòng tế bào thử nghiệm. 

- Đã nghiên cứu cơ chế tác dụng gây độc tế bào của oxostephanin: 

oxostephanin là một chất ức chế Aurora kinase thông qua việc ngăn chặn sự 

phosphoryl hóa histone H3 ở serine 10, sự định vị sai của Aurora B và gây ra thể 

dị bội. Hơn nữa, oxostephanin gây độc tế bào có chọn lọc đối với tế bào nội mô 

tĩnh mạch rốn của con người (hUVECs), trong khi ít gây độc tế bào hơn đối với 

nguyên bào sợi của người và tế bào gốc trung mô có nguồn gốc từ dây rốn. Ngoài 

ra, oxostephanin làm giảm đáng kể khả năng di chuyển và hình thành mạch của 

hUVECs. Oxostephanin đóng vai trò kép trong việc ức chế hoạt động của Aurora 

kinase và hình thành mạch. Do đó, nó có tiềm năng sử dụng như một loại thuốc 

trong điều trị ung thư. 

 

KIẾN NGHỊ  

1. Xây dựng quy trình phân lập oxostephanin và thiết lập chuẩn phục vụ đánh 

giá dược liệu và các nghiên cứu về tác dụng tiếp theo 

2. Tiếp tục đánh giá tác dụng chống ung thư của oxostephanin nói riêng và 

các alcaloid khác được phân lập từ củ dòm trên in vitro và in vivo. 

3. Tiếp tục nghiên cứu độ an toàn của cao chiết, phân đoạn hoặc hợp chất phân   

lập từ thân lá cây củ dòm và đánh giá tác dụng khác của loài này. 
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SD4, SD5 tại thời điểm 48h (VK 10X, Zoom 5,6) 

PL-129 

Phụ lục 5.2. Kết quả thử nghiệm MTS PL-139 

PHỤ LỤC 6. Các công bố liên quan đến luận án PL-142 

 

  



                                                    
 

PL-2 

PHỤ LỤC 1. PHIẾU GIÁM ĐỊNH TÊN KHOA HỌC CỦA MẪU NGHIÊN CỨU 

 
 
  

rRrIoNG DAr HQC Drrqg HA NQr
sQ N40N rHr.I. c vAr

***{<*

pHrru cilwr DINH r0N KHoA Hec
36:43/2019

Nguli gfri mfiu: TrAn Thi Kim Anh, c6ng ty cp Du-o. c li6u Indochina
Ngny thu m6u: 0611012019
Noi thu m5u: x5 Tan Linh, huy6n Ba Vi, thanh pfrO Ha N6i
TGn tlia phuotg: Ctr ddm

K6t qui gi6m tlinh: Cdn cuvdo cdc tdi liQu thltc vQt hiQn c6 tqi Tradng Dai hoc Daqc Hd
NQi, vdi cdc ddc di€m cila cdc b0 phan mdu cdy, dd xdc dinh mdu tu€n c6:
- T6n khoa hoc: Stephania dielsiana y.C. Wu
- HQ: Menispermaceae

TCn thucrng ggi: Cir ddm

Tru&ng bQ m6n
Hd N|i, ngdy 29 thdng 11 ndm 2019

Nguli gi6m tlinh

_4pL@
TS. Hoing Quj,nh Hoa ThS. Nghi6m Eri.c Trgng

Tni liQu tham khio
1. BQ Khoa hgc vd Cdng ngh6 (2007), Sdch d6 ViQt Nam, Phdn II. Thqrc vQt,NXB Khoa hsc

Tu nhi6n vd Cdng nghd
2. Pham Hodng HQ (1999), Cdy cd ViQt Nam, euyi5n I, NXB T163- Qiming Hu, Xianrui Luo, Tao Chen & Michael G. Gilbert (2008), Menispermaceae in: Wu,

Z.Y.,P' H. Raven & D. Y. Hong (eds.), Flora of China, Yol. 7 (Menispermaceae through
Capparaceael, Science Press, Beijing, and Missouri Botanical Garden Press, St. Louis.

TRUdNG PHONG HA}IH CJfi\HTdNc HoP

/ TRI.
DAI

Duqc
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PHỤ LỤC 2. BẢNG QUY ĐỔI KÝ HIỆU PHỔ  

CÁC HỢP CHẤT ĐÃ PHÂN LẬP 

Ký hiệu hợp chất Tên hợp chất Ký hiệu trên phổ 

SD1 Stedieltin A SD08 

SD2 Stedieltin B  SD15.1 

SD3 Oxostephanin SD01 

SD4 Oxostephanosin  SD06 

SD5 Oxocrebanin SD3.1 

SD6 Aristolactam  SD16.1 

SD7 Crebanin SD02 

SD8 Dehydrocrebanin SD10 

SD9 4-hydroxybenzaldehyd SD04 

SD10 Benzyl β-D-glucopyranosid SD13 

SD11 (6R,9S)-roseosid SD14 
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PHỤ LỤC 3.  

PHỔ CÁC HỢP CHẤT ĐÃ PHÂN LẬP 

  



                                                    
 

PL-5 

Phụ lục 3.1. Hợp chất SD1: Stedieltin A  

CTPT: C19H15NO6 

M = 353,0899 

Chất bột, màu nâu đỏ 

MS 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) 
13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6) 
COSY 

HMBC  

HSQC  

NOESY 

  
 

1. PHỔ MS 
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2. PHỔ 1H-NMR 
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SD08-DMSO-1H

Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD08
EXPNO                10
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200221
Time              17.38
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG            zg30
TD                65536
SOLVENT            DMSO
NS                   16
DS                    2
SWH           10000.000 Hz
FIDRES         0.152588 Hz
AQ            3.2767999 sec
RG                79.36
DW               50.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.0 K
D1           1.00000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        500.1920889 MHz
NUC1                 1H
P1                10.20 usec
PLW1        22.00000000 W

F2 - Processing parameters
SI                65536
SF          500.1890052 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 0.30 Hz
GB       0
PC                 1.00
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3. PHỔ 13C-NMR 
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SD08-DMSO-C13CPD

Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD08
EXPNO                 2
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200223
Time              14.06
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG          zgpg30
TD                65536
SOLVENT            DMSO
NS                  256
DS                    4
SWH           31250.000 Hz
FIDRES         0.476837 Hz
AQ            1.0485760 sec
RG               198.57
DW               16.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.0 K
D1           2.00000000 sec
D11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        125.7864591 MHz
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PLW1        88.00000000 W

======== CHANNEL f2 ========
SFO2        500.1910008 MHz
NUC2                 1H
CPDPRG[2        waltz16
PCPD2             80.00 usec
PLW2        22.00000000 W
PLW12        0.35764000 W
PLW13        0.17989001 W

F2 - Processing parameters
SI                32768
SF          125.7726888 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 1.00 Hz
GB       0
PC                 1.40
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4. PHỔ COSY 
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SD08-DMSO-COSYGP

Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD08
EXPNO                 7
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200421
Time              18.30
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG      cosygpppqf
TD                 2048
SOLVENT            DMSO
NS                    2
DS                    8
SWH            4629.629 Hz
FIDRES         2.260561 Hz
AQ            0.2211840 sec
RG                38.22
DW              108.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.0 K
D0           0.00000300 sec
D1           1.93200600 sec
D11          0.03000000 sec
D12          0.00002000 sec
D13          0.00000400 sec
D16          0.00020000 sec
IN0          0.00021600 sec

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        500.1914551 MHz
NUC1                 1H
P0                10.20 usec
P1                10.20 usec
P17             2500.00 usec
PLW1        22.00000000 W
PLW10        2.54320002 W

====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM[1]     SMSQ10.100
GPZ1              10.00 %
P16             1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
TD                  128
SFO1           500.1915 MHz
FIDRES        36.168980 Hz
SW                9.256 ppm
FnMODE               QF

F2 - Processing parameters
SI                 1024
SF          500.1890000 MHz
WDW               QSINE
SSB      0
LB       0 Hz
GB       0
PC                 1.40

F1 - Processing parameters
SI                 1024
MC2                  QF
SF          500.1890000 MHz
WDW               QSINE
SSB      0
LB       0 Hz
GB       0

ppm
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SD08-DMSO-COSYGP

Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD08
EXPNO                 7
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200421
Time              18.30
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG      cosygpppqf
TD                 2048
SOLVENT            DMSO
NS                    2
DS                    8
SWH            4629.629 Hz
FIDRES         2.260561 Hz
AQ            0.2211840 sec
RG                38.22
DW              108.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.0 K
D0           0.00000300 sec
D1           1.93200600 sec
D11          0.03000000 sec
D12          0.00002000 sec
D13          0.00000400 sec
D16          0.00020000 sec
IN0          0.00021600 sec

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        500.1914551 MHz
NUC1                 1H
P0                10.20 usec
P1                10.20 usec
P17             2500.00 usec
PLW1        22.00000000 W
PLW10        2.54320002 W

====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM[1]     SMSQ10.100
GPZ1              10.00 %
P16             1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
TD                  128
SFO1           500.1915 MHz
FIDRES        36.168980 Hz
SW                9.256 ppm
FnMODE               QF

F2 - Processing parameters
SI                 1024
SF          500.1890000 MHz
WDW               QSINE
SSB      0
LB       0 Hz
GB       0
PC                 1.40

F1 - Processing parameters
SI                 1024
MC2                  QF
SF          500.1890000 MHz
WDW               QSINE
SSB      0
LB       0 Hz
GB       0
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5. PHỔ HMBC 
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6. PHỔ HSQC 
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7. PHỔ NOESY 
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SD08-DMSO-NOESY

Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD08
EXPNO                 8
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200421
Time              18.41
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG     noesygpphpp
TD                 2048
SOLVENT            DMSO
NS                    4
DS                   32
SWH            4629.629 Hz
FIDRES         2.260561 Hz
AQ            0.2211840 sec
RG                38.22
DW              108.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.0 K
D0           0.00009501 sec
D1           1.98361599 sec
D8           0.30000001 sec
D11          0.03000000 sec
D12          0.00002000 sec
D16          0.00020000 sec
IN0          0.00021600 sec

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        500.1914553 MHz
NUC1                 1H
P1                10.20 usec
P2                20.40 usec
P17             2500.00 usec
PLW1        22.00000000 W
PLW10        2.54320002 W

====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM[1]     SMSQ10.100
GPZ1              40.00 %
P16             1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
TD                  256
SFO1           500.1915 MHz
FIDRES        36.168980 Hz
SW                9.256 ppm
FnMODE      States-TPPI

F2 - Processing parameters
SI                 1024
SF          500.1890056 MHz
WDW               QSINE
SSB                   2
LB       0 Hz
GB       0
PC                 1.00

F1 - Processing parameters
SI                 1024
MC2         States-TPPI
SF          500.1890046 MHz
WDW               QSINE
SSB                   2
LB       0 Hz
GB       0
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SD08-DMSO-NOESY

Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD08
EXPNO                 8
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200421
Time              18.41
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG     noesygpphpp
TD                 2048
SOLVENT            DMSO
NS                    4
DS                   32
SWH            4629.629 Hz
FIDRES         2.260561 Hz
AQ            0.2211840 sec
RG                38.22
DW              108.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.0 K
D0           0.00009501 sec
D1           1.98361599 sec
D8           0.30000001 sec
D11          0.03000000 sec
D12          0.00002000 sec
D16          0.00020000 sec
IN0          0.00021600 sec

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        500.1914553 MHz
NUC1                 1H
P1                10.20 usec
P2                20.40 usec
P17             2500.00 usec
PLW1        22.00000000 W
PLW10        2.54320002 W

====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM[1]     SMSQ10.100
GPZ1              40.00 %
P16             1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
TD                  256
SFO1           500.1915 MHz
FIDRES        36.168980 Hz
SW                9.256 ppm
FnMODE      States-TPPI

F2 - Processing parameters
SI                 1024
SF          500.1890056 MHz
WDW               QSINE
SSB                   2
LB       0 Hz
GB       0
PC                 1.00

F1 - Processing parameters
SI                 1024
MC2         States-TPPI
SF          500.1890046 MHz
WDW               QSINE
SSB                   2
LB       0 Hz
GB       0
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SD08-DMSO-NOESY

Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD08
EXPNO                 8
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200421
Time              18.41
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG     noesygpphpp
TD                 2048
SOLVENT            DMSO
NS                    4
DS                   32
SWH            4629.629 Hz
FIDRES         2.260561 Hz
AQ            0.2211840 sec
RG                38.22
DW              108.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.0 K
D0           0.00009501 sec
D1           1.98361599 sec
D8           0.30000001 sec
D11          0.03000000 sec
D12          0.00002000 sec
D16          0.00020000 sec
IN0          0.00021600 sec

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        500.1914553 MHz
NUC1                 1H
P1                10.20 usec
P2                20.40 usec
P17             2500.00 usec
PLW1        22.00000000 W
PLW10        2.54320002 W

====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM[1]     SMSQ10.100
GPZ1              40.00 %
P16             1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
TD                  256
SFO1           500.1915 MHz
FIDRES        36.168980 Hz
SW                9.256 ppm
FnMODE      States-TPPI

F2 - Processing parameters
SI                 1024
SF          500.1890056 MHz
WDW               QSINE
SSB                   2
LB       0 Hz
GB       0
PC                 1.00

F1 - Processing parameters
SI                 1024
MC2         States-TPPI
SF          500.1890046 MHz
WDW               QSINE
SSB                   2
LB       0 Hz
GB       0
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Phụ lục 3.2. Hợp chất SD2: Stedieltin B  

CTPT: C17H11NO4 

M = 293,0688 

Chất kết tinh hình kim, màu trắng 

 

 

MS 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3 + MeOD (9/1 v/v) và DMSO-d6) 
13C-NMR (125 MHz, CDCl3 + MeOD (9/1 v/v) và DMSO-d6) 
HMBC  

HSQC  
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1. PHỔ MS 

 

 

2. PHỔ 1H-NMR 
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SD15.1-CDCl3+MeOD-1H

Current Data Parameters
NAME      11THAO_SD15.1
EXPNO                 1
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200426
Time              10.25
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG            zg30
TD                65536
SOLVENT           CDCl3
NS                   16
DS                    2
SWH           10000.000 Hz
FIDRES         0.152588 Hz
AQ            3.2767999 sec
RG               198.57
DW               50.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.0 K
D1           1.00000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        500.1920889 MHz
NUC1                 1H
P1                10.20 usec
PLW1        22.00000000 W

F2 - Processing parameters
SI                65536
SF          500.1889759 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 0.30 Hz
GB       0
PC                 1.00
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Current Data Parameters
NAME     11THAO_SD15.1D
EXPNO                10
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200428
Time              13.44
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG            zg30
TD                65536
SOLVENT            DMSO
NS                   16
DS                    2
SWH           10000.000 Hz
FIDRES         0.152588 Hz
AQ            3.2767999 sec
RG               175.34
DW               50.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.0 K
D1           1.00000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        500.1920889 MHz
NUC1                 1H
P1                10.20 usec
PLW1        22.00000000 W

F2 - Processing parameters
SI                65536
SF          500.1890052 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 0.30 Hz
GB       0
PC                 1.00
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3. PHỔ 13C-NMR 
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SD15.1-CDCl3+MeOD-C13CPD

Current Data Parameters
NAME      11THAO_SD15.1
EXPNO                 2
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200426
Time              10.29
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG          zgpg30
TD                65536
SOLVENT           CDCl3
NS                  256
DS                    4
SWH           31250.000 Hz
FIDRES         0.476837 Hz
AQ            1.0485760 sec
RG               198.57
DW               16.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.2 K
D1           2.00000000 sec
D11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        125.7864591 MHz
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PLW1        88.00000000 W

======== CHANNEL f2 ========
SFO2        500.1910008 MHz
NUC2                 1H
CPDPRG[2        waltz16
PCPD2             80.00 usec
PLW2        22.00000000 W
PLW12        0.35764000 W
PLW13        0.17989001 W

F2 - Processing parameters
SI                32768
SF          125.7725961 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 1.00 Hz
GB       0
PC                 1.40
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Current Data Parameters
NAME     11THAO_SD15.1D
EXPNO                 2
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200429
Time               9.15
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG          zgpg30
TD                65536
SOLVENT            DMSO
NS                 1024
DS                    4
SWH           31250.000 Hz
FIDRES         0.476837 Hz
AQ            1.0485760 sec
RG               198.57
DW               16.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                343.0 K
D1           2.00000000 sec
D11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        125.7864591 MHz
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PLW1        88.00000000 W

======== CHANNEL f2 ========
SFO2        500.1910008 MHz
NUC2                 1H
CPDPRG[2        waltz16
PCPD2             80.00 usec
PLW2        22.00000000 W
PLW12        0.35764000 W
PLW13        0.17989001 W

F2 - Processing parameters
SI                32768
SF          125.7727295 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 1.00 Hz
GB       0
PC                 1.40

6065707580859095100105110115120125130135140145150155 ppm
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4. PHỔ HMBC 
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5. PHỔ HSQC 

 
 

ppm

4.0
4.5

5.0
5.5

6.0
6.5

ppm

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

S
D
1
5
.
1
D
-
D
M
S
O
-
H
M
B
C

ppm

3.5
4.0

4.5
5.0

5.5
6.0

6.5
7.0

7.5
8.0

8.5
9.0

ppm 404550556065707580859095

100

105

110

115

120

125

130

135

140

145

150

155

160

S
D
1
5
.
1
-
C
D
C
l
3
+
M
e
O
D
-
H
S
Q
C



                                                    
 

PL-26 

 

 
 

 

ppm

6.2
6.4

6.6
6.8

7.0
7.2

7.4
7.6

7.8
8.0

ppm

100

105

110

115

120

125

130

135

140

S
D
1
5
.
1
-
C
D
C
l
3
+
M
e
O
D
-
H
S
Q
C

ppm

2.5
3.0

3.5
4.0

4.5
5.0

5.5
6.0

6.5
7.0

7.5
8.0

ppm 30405060708090

100

110

120

130

140

150

160

S
D
1
5
.
1
D
-
D
M
S
O
-
H
S
Q
C



                                                    
 

PL-27 

 
  

ppm

6.4
6.6

6.8
7.0

7.2
7.4

7.6
7.8

ppm

100

105

110

115

120

125

130

135

140

S
D
1
5
.
1
D
-
D
M
S
O
-
H
S
Q
C



                                                    
 

PL-28 

Phụ lục 3.3. Hợp chất SD3: oxostephanin  

CTPT: C18H11NO4 

M = 305 
Chất bột vô định hình màu vàng cam 

 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) 
13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6) 
DEPT  

COSY 

HMBC  

HSQC  

 
 

1. PHỔ 1H-NMR 

 

-113 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

0
.
0
0
8

2
.
4
9
3

2
.
4
9
6

2
.
5
0
0

2
.
5
0
4

2
.
5
0
7

3
.
0
6
9

3
.
9
5
2

6
.
4
1
2

7
.
2
2
2

7
.
2
3
9

7
.
4
0
5

7
.
6
8
0

7
.
6
9
6

7
.
7
1
2

7
.
8
6
5

7
.
8
7
5

8
.
1
9
4

8
.
2
1
0

8
.
7
0
4

8
.
7
1
5

3.
13

2.
13

1.
06

0.
98

1.
06

1.
04

1.
01

1.
00

SD01-DMSO-1H

Current Data Parameters
NAME          DUNG_SD01
EXPNO                 1
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20201023
Time               8.47
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG            zg30
TD                65536
SOLVENT            DMSO
NS                   16
DS                    2
SWH           10000.000 Hz
FIDRES         0.152588 Hz
AQ            3.2767999 sec
RG               111.09
DW               50.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                353.0 K
D1           1.00000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        500.2420892 MHz
NUC1                 1H
P1                10.20 usec
PLW1        22.00000000 W

F2 - Processing parameters
SI                65536
SF          500.2390042 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 0.30 Hz
GB       0
PC                 1.00
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2. PHỔ 13C-NMR 
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SD01-DMSO-C13CPD

Current Data Parameters
NAME          DUNG_SD01
EXPNO                 2
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20201023
Time               9.12
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG          zgpg30
TD                65536
SOLVENT            DMSO
NS                  256
DS                    4
SWH           31250.000 Hz
FIDRES         0.476837 Hz
AQ            1.0485760 sec
RG               198.57
DW               16.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                353.0 K
D1           2.00000000 sec
D11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        125.7990330 MHz
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PLW1        88.00000000 W

======== CHANNEL f2 ========
SFO2        500.2410010 MHz
NUC2                 1H
CPDPRG[2        waltz16
PCPD2             80.00 usec
PLW2        22.00000000 W
PLW12        0.35764000 W
PLW13        0.17989001 W

F2 - Processing parameters
SI                32768
SF          125.7853110 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 1.00 Hz
GB       0
PC                 1.40
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3. PHỔ DEPT 
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4. PHỔ COSY 

 

 
  

ppm

3456789 ppm

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

9.0

SD01-DMSO-COSYGP

Current Data Parameters
NAME          DUNG_SD01
EXPNO                 7
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20201023
Time               9.04
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG      cosygpppqf
TD                 2048
SOLVENT            DMSO
NS                    2
DS                    8
SWH            5000.000 Hz
FIDRES         2.441406 Hz
AQ            0.2048000 sec
RG                64.21
DW              100.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                353.0 K
D0           0.00000300 sec
D1           2.00000000 sec
D11          0.03000000 sec
D12          0.00002000 sec
D13          0.00000400 sec
D16          0.00020000 sec
IN0          0.00020000 sec

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        500.2412511 MHz
NUC1                 1H
P0                10.20 usec
P1                10.20 usec
P17             2500.00 usec
PLW1        22.00000000 W
PLW10        2.54320002 W

====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM[1]     SMSQ10.100
GPZ1              10.00 %
P16             1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
TD                  160
SFO1           500.2413 MHz
FIDRES       250.000000 Hz
SW                9.995 ppm
FnMODE               QF

F2 - Processing parameters
SI                 1024
SF          500.2390000 MHz
WDW               QSINE
SSB      0
LB       0 Hz
GB       0
PC                 1.00

F1 - Processing parameters
SI                 1024
MC2                  QF
SF          500.2390000 MHz
WDW               QSINE
SSB      0
LB       0 Hz
GB       0

ppm
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Current Data Parameters
NAME          DUNG_SD01
EXPNO                 7
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20201023
Time               9.04
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG      cosygpppqf
TD                 2048
SOLVENT            DMSO
NS                    2
DS                    8
SWH            5000.000 Hz
FIDRES         2.441406 Hz
AQ            0.2048000 sec
RG                64.21
DW              100.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                353.0 K
D0           0.00000300 sec
D1           2.00000000 sec
D11          0.03000000 sec
D12          0.00002000 sec
D13          0.00000400 sec
D16          0.00020000 sec
IN0          0.00020000 sec

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        500.2412511 MHz
NUC1                 1H
P0                10.20 usec
P1                10.20 usec
P17             2500.00 usec
PLW1        22.00000000 W
PLW10        2.54320002 W

====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM[1]     SMSQ10.100
GPZ1              10.00 %
P16             1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
TD                  160
SFO1           500.2413 MHz
FIDRES       250.000000 Hz
SW                9.995 ppm
FnMODE               QF

F2 - Processing parameters
SI                 1024
SF          500.2390000 MHz
WDW               QSINE
SSB      0
LB       0 Hz
GB       0
PC                 1.00

F1 - Processing parameters
SI                 1024
MC2                  QF
SF          500.2390000 MHz
WDW               QSINE
SSB      0
LB       0 Hz
GB       0
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5. PHỔ HMBC 
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6. PHỔ HSQC 
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PL-36 

 

Phụ lục 3.4. Hợp chất SD4: oxostephanosin  

CTPT: C17H9NO4 

M = 291 

Chất bột màu nâu đỏ 

 

MS 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) 
13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6) 

HMBC  

HSQC 

 
 

1. PHỔ MS 

 

  

11:49:53 AMPrint Date: 5/20/2020
Acq. Date: 5/20/2020 11:47:44 AM

SD06.d Instrument:Analysis Name: LC-MSD-Trap-SL
Quang_2020.m 2195410AE0000514Method: Operator:
SD06Sample Name:

Analysis Info: Column Eclipse XDB-C18, 4.6 x150mm

Display Report - Selected Window Selected Analysis

1 of 1PageMSD Trap Report v 4 (A4-Opt2)
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2. PHỔ 1H-NMR 
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Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD06
EXPNO                 1
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200119
Time               7.25
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG            zg30
TD                65536
SOLVENT            DMSO
NS                   16
DS                    2
SWH           10000.000 Hz
FIDRES         0.152588 Hz
AQ            3.2767999 sec
RG               142.98
DW               50.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                353.0 K
D1           1.00000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        500.1920889 MHz
NUC1                 1H
P1                10.20 usec
PLW1        22.00000000 W

F2 - Processing parameters
SI                65536
SF          500.1890040 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 0.30 Hz
GB       0
PC                 1.00

6.46.66.87.07.27.47.67.88.08.28.48.68.89.0 ppm
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3. PHỔ 13C-NMR 
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SD06-DMSO-C13CPD

Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD06
EXPNO                 2
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200119
Time              14.19
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG          zgpg30
TD                65536
SOLVENT            DMSO
NS                 8192
DS                    4
SWH           31250.000 Hz
FIDRES         0.476837 Hz
AQ            1.0485760 sec
RG               198.57
DW               16.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                353.0 K
D1           2.00000000 sec
D11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        125.7864591 MHz
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PLW1        88.00000000 W

======== CHANNEL f2 ========
SFO2        500.1910008 MHz
NUC2                 1H
CPDPRG[2        waltz16
PCPD2             80.00 usec
PLW2        22.00000000 W
PLW12        0.35764000 W
PLW13        0.17989001 W

F2 - Processing parameters
SI                32768
SF          125.7727367 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 1.00 Hz
GB       0
PC                 1.00

105110115120125130135140145150155160165170175180185190195200 ppm
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4. PHỔ HMBC 
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PL-40 
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5. PHỔ HSQC 
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PL-42 

Phụ lục 3.5. Hợp chất SD5: oxocrebanin  

CTPT: C19H13NO5 

M = 335 

Chất rắn màu vàng cam 

 

MS 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) 
13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6) 
HMBC  

HSQC 

 
 

1. PHỔ MS 

 

  

12:14:09 PMPrint Date: 5/20/2020
Acq. Date: 5/20/2020 12:11:29 PM

SD3-1.d Instrument:Analysis Name: LC-MSD-Trap-SL
Quang_2020.m 2195410AE0000514Method: Operator:
SD3-1Sample Name:

Analysis Info: Column Eclipse XDB-C18, 4.6 x150mm

Display Report - Selected Window Selected Analysis

1 of 1PageMSD Trap Report v 4 (A4-Opt2)
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2. PHỔ 1H-NMR 
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SD3.1-DMSO-1H

Current Data Parameters
NAME       11THAO_SD3.1
EXPNO                 1
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200301
Time              17.26
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG            zg30
TD                65536
SOLVENT            DMSO
NS                   32
DS                    2
SWH           10000.000 Hz
FIDRES         0.152588 Hz
AQ            3.2767999 sec
RG               127.68
DW               50.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.4 K
D1           1.00000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        500.1920889 MHz
NUC1                 1H
P1                10.20 usec
PLW1        22.00000000 W

F2 - Processing parameters
SI                65536
SF          500.1890053 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 0.30 Hz
GB       0
PC                 1.00

4.04.55.05.56.06.57.07.58.08.59.0 ppm
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PL-44 

 

 

3. PHỔ 13C-NMR 
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SD3.1-DMSO-C13CPD

Current Data Parameters
NAME       11THAO_SD3.1
EXPNO                 2
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200301
Time              18.04
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG          zgpg30
TD                65536
SOLVENT            DMSO
NS                 4096
DS                    4
SWH           31250.000 Hz
FIDRES         0.476837 Hz
AQ            1.0485760 sec
RG               198.57
DW               16.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                304.2 K
D1           2.00000000 sec
D11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        125.7864591 MHz
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PLW1        88.00000000 W

======== CHANNEL f2 ========
SFO2        500.1910008 MHz
NUC2                 1H
CPDPRG[2        waltz16
PCPD2             80.00 usec
PLW2        22.00000000 W
PLW12        0.35764000 W
PLW13        0.17989001 W

F2 - Processing parameters
SI                32768
SF          125.7726241 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 1.00 Hz
GB       0
PC                 1.40
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4. PHỔ HMBC 
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5. PHỔ HSQC 
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PL-49 

Phụ lục 3.6. Hợp chất SD6: aristolactam  

CTPT: C17H11NO4 

M = 293 

Chất kết tinh hình kim, màu vàng 

 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) 
13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6) 
HMBC  

HSQC 

 

 

1. PHỔ 1H-NMR 
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SD16.1-DMSO-1H

Current Data Parameters
NAME      11THAO_SD16.1
EXPNO                10
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200425
Time              15.32
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG            zg30
TD                65536
SOLVENT            DMSO
NS                   16
DS                    2
SWH           10000.000 Hz
FIDRES         0.152588 Hz
AQ            3.2767999 sec
RG               157.35
DW               50.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.0 K
D1           1.00000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        500.1920889 MHz
NUC1                 1H
P1                10.20 usec
PLW1        22.00000000 W

F2 - Processing parameters
SI                65536
SF          500.1890021 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 0.30 Hz
GB       0
PC                 1.00
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2. PHỔ 13C-NMR 
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SD16.1-DMSO-C13CPD

Current Data Parameters
NAME      11THAO_SD16.1
EXPNO                 2
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200426
Time              16.54
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG          zgpg30
TD                65536
SOLVENT            DMSO
NS                  512
DS                    4
SWH           31250.000 Hz
FIDRES         0.476837 Hz
AQ            1.0485760 sec
RG               198.57
DW               16.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.2 K
D1           2.00000000 sec
D11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        125.7864591 MHz
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PLW1        88.00000000 W

======== CHANNEL f2 ========
SFO2        500.1910008 MHz
NUC2                 1H
CPDPRG[2        waltz16
PCPD2             80.00 usec
PLW2        22.00000000 W
PLW12        0.35764000 W
PLW13        0.17989001 W

F2 - Processing parameters
SI                32768
SF          125.7726241 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 1.00 Hz
GB       0
PC                 1.40

6065707580859095100105110115120125130135140145150155160165170 ppm
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3. PHỔ HMBC 
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4. PHỔ HSQC 
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PL-55 

 

Phụ lục 3.7. Hợp chất SD7: crebabin  

CTPT: C20H21NO4 

M = 339 
Bột vô định hình màu nâu 

 

 

MS 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3)   
13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 
HMBC  

HSQC 

 
 

 

1. PHỔ MS 

 

  

11:59:09 AMPrint Date: 5/20/2020

Acq. Date: 5/20/2020 11:57:22 AM

SD02.d Instrument:Analysis Name: LC-MSD-Trap-SL

Quang_2020.m 2195410AE0000514Method: Operator:
SD02Sample Name:

Analysis Info: Column Eclipse XDB-C18, 4.6 x150mm

Display Report - Selected Window Selected Analysis

1 of 1PageMSD Trap Report v 4 (A4-Opt2)
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2. PHỔ 1H-NMR 
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SD02-CDCl3-1H

Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD02
EXPNO                10
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20191224
Time              17.14
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG            zg30
TD                65536
SOLVENT           CDCl3
NS                   16
DS                    2
SWH           10000.000 Hz
FIDRES         0.152588 Hz
AQ            3.2767999 sec
RG                89.63
DW               50.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.0 K
D1           1.00000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        500.1920889 MHz
NUC1                 1H
P1                10.20 usec
PLW1        22.00000000 W

F2 - Processing parameters
SI                65536
SF          500.1890128 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 0.30 Hz
GB       0
PC                 1.00
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3. PHỔ 13C-NMR 
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SD02-CDCl3-C13CPD

Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD02
EXPNO                 2
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20191225
Time              11.53
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG          zgpg30
TD                65536
SOLVENT           CDCl3
NS                  256
DS                    4
SWH           31250.000 Hz
FIDRES         0.476837 Hz
AQ            1.0485760 sec
RG               198.57
DW               16.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.3 K
D1           2.00000000 sec
D11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        125.7864591 MHz
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PLW1        88.00000000 W

======== CHANNEL f2 ========
SFO2        500.1910008 MHz
NUC2                 1H
CPDPRG[2        waltz16
PCPD2             80.00 usec
PLW2        22.00000000 W
PLW12        0.35764000 W
PLW13        0.17989001 W

F2 - Processing parameters
SI                32768
SF          125.7726241 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 1.00 Hz
GB       0
PC                 1.40
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4. PHỔ HMBC 

 
 

 

ppm

1
2

3
4

5
6

7
8

ppm 2030405060708090

100

110

120

130

140

150

160

170

SD02-CDCl3-HMBC

ppm

5.8
6.0

6.2
6.4

6.6
6.8

7.0
7.2

7.4
7.6

7.8
8.0

ppm

100

105

110

115

120

125

130

135

140

145

150

155

SD02-CDCl3-HMBC



                                                    
 

PL-60 
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5. PHỔ HSQC 
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Phụ lục 3.8. Hợp chất SD8: dehydrocrebabin  

CTPT: C20H19NO4 

M = 337 
Chất rắn màu trắng 

 

MS 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3)   
13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 
HMBC  

HSQC 

 
 

1. PHỔ MS 
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2. PHỔ 1H-NMR 
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Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD10
EXPNO                10
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200221
Time              17.43
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG            zg30
TD                65536
SOLVENT           CDCl3
NS                   16
DS                    2
SWH           10000.000 Hz
FIDRES         0.152588 Hz
AQ            3.2767999 sec
RG               142.98
DW               50.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.0 K
D1           1.00000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        500.1920889 MHz
NUC1                 1H
P1                10.20 usec
PLW1        22.00000000 W

F2 - Processing parameters
SI                65536
SF          500.1890159 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 0.30 Hz
GB       0
PC                 1.00

6.26.46.66.87.07.27.47.67.88.08.28.48.68.8 ppm
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3. PHỔ 13C-NMR 
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Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD10
EXPNO                 2
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200223
Time              12.56
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG          zgpg30
TD                65536
SOLVENT           CDCl3
NS                  256
DS                    4
SWH           31250.000 Hz
FIDRES         0.476837 Hz
AQ            1.0485760 sec
RG               198.57
DW               16.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.0 K
D1           2.00000000 sec
D11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        125.7864591 MHz
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PLW1        88.00000000 W

======== CHANNEL f2 ========
SFO2        500.1910008 MHz
NUC2                 1H
CPDPRG[2        waltz16
PCPD2             80.00 usec
PLW2        22.00000000 W
PLW12        0.35764000 W
PLW13        0.17989001 W

F2 - Processing parameters
SI                32768
SF          125.7726232 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 1.00 Hz
GB       0
PC                 1.40
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4. PHỔ HMBC 
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5. PHỔ HSQC 
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Phụ lục 3.9. Hợp chất SD9: 4-hydroxybenzaldehyd  

CTPT: C7H6O2 

M = 122 

Chất rắn màu trắng 
 

MS 
1H-NMR (500 MHz, CD3OD) 
13C-NMR (125 MHz, CD3OD) 
HMBC  

HSQC 

 

 
 

 

1. PHỔ MS 

 

  

12:07:58 PMPrint Date: 5/20/2020
Acq. Date: 5/20/2020 12:06:04 PM

SD04.d Instrument:Analysis Name: LC-MSD-Trap-SL
Quang_2020.m 2195410AE0000514Method: Operator:
SD04Sample Name:

Analysis Info: Column Eclipse XDB-C18, 4.6 x150mm

Display Report - Selected Window Selected Analysis

1 of 1PageMSD Trap Report v 4 (A4-Opt2)
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2. PHỔ 1H-NMR 
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SD04-MeOD-1H

Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD04
EXPNO                10
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200114
Time              15.25
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG            zg30
TD                65536
SOLVENT            MeOD
NS                   16
DS                    2
SWH           10000.000 Hz
FIDRES         0.152588 Hz
AQ            3.2767999 sec
RG               157.35
DW               50.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.0 K
D1           1.00000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        500.1920889 MHz
NUC1                 1H
P1                10.20 usec
PLW1        22.00000000 W

F2 - Processing parameters
SI                65536
SF          500.1889998 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 0.30 Hz
GB       0
PC                 1.00

6.76.86.97.07.17.27.37.47.57.67.77.87.98.08.18.2 ppm
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Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD04
EXPNO                10
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200114
Time              15.25
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG            zg30
TD                65536
SOLVENT            MeOD
NS                   16
DS                    2
SWH           10000.000 Hz
FIDRES         0.152588 Hz
AQ            3.2767999 sec
RG               157.35
DW               50.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.0 K
D1           1.00000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        500.1920889 MHz
NUC1                 1H
P1                10.20 usec
PLW1        22.00000000 W

F2 - Processing parameters
SI                65536
SF          500.1889998 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 0.30 Hz
GB       0
PC                 1.00
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3. PHỔ 13C-NMR 
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SD04-MeOD-C13CPD

Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD04
EXPNO                 2
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200118
Time              17.30
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG          zgpg30
TD                65536
SOLVENT            MeOD
NS                  512
DS                    4
SWH           31250.000 Hz
FIDRES         0.476837 Hz
AQ            1.0485760 sec
RG               198.57
DW               16.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.0 K
D1           2.00000000 sec
D11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        125.7864591 MHz
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PLW1        88.00000000 W

======== CHANNEL f2 ========
SFO2        500.1910008 MHz
NUC2                 1H
CPDPRG[2        waltz16
PCPD2             80.00 usec
PLW2        22.00000000 W
PLW12        0.35764000 W
PLW13        0.17989001 W

F2 - Processing parameters
SI                32768
SF          125.7724483 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 1.00 Hz
GB       0
PC                 1.40

120125130135140145150155160165170175180185190195 ppm
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SD04-MeOD-C13CPD

Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD04
EXPNO                 2
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200118
Time              17.30
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG          zgpg30
TD                65536
SOLVENT            MeOD
NS                  512
DS                    4
SWH           31250.000 Hz
FIDRES         0.476837 Hz
AQ            1.0485760 sec
RG               198.57
DW               16.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.0 K
D1           2.00000000 sec
D11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        125.7864591 MHz
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PLW1        88.00000000 W

======== CHANNEL f2 ========
SFO2        500.1910008 MHz
NUC2                 1H
CPDPRG[2        waltz16
PCPD2             80.00 usec
PLW2        22.00000000 W
PLW12        0.35764000 W
PLW13        0.17989001 W

F2 - Processing parameters
SI                32768
SF          125.7724483 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 1.00 Hz
GB       0
PC                 1.40
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4. PHỔ DEPT 
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DEPT90

DEPT135

C13CPD

CH&CH3

CH2
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Phụ lục 3.10. Hợp chất SD10: benzyl β-D-glucopyranosid  

CTPT: C13H18O6 

M = 270 

Bột vô định hình màu trắng 

 

MS 
1H-NMR (500 MHz, CD3OD) 
13C-NMR (125 MHz, CD3OD) 
HMBC  

HSQC 

 
 

 

1. PHỔ MS 

 

  

11:54:33 AMPrint Date: 5/20/2020

Acq. Date: 5/20/2020 11:52:40 AM

SD13.d Instrument:Analysis Name: LC-MSD-Trap-SL

Quang_2020.m 2195410AE0000514Method: Operator:
SD13Sample Name:

Analysis Info: Column Eclipse XDB-C18, 4.6 x150mm

Display Report - Selected Window Selected Analysis

1 of 1PageMSD Trap Report v 4 (A4-Opt2)
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2. PHỔ 1H-NMR 
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SD13-MeOD-1H

Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD13
EXPNO                10
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200319
Time              16.47
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG            zg30
TD                65536
SOLVENT            MeOD
NS                   16
DS                    2
SWH           10000.000 Hz
FIDRES         0.152588 Hz
AQ            3.2767999 sec
RG                64.21
DW               50.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.0 K
D1           1.00000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        500.1920889 MHz
NUC1                 1H
P1                10.20 usec
PLW1        22.00000000 W

F2 - Processing parameters
SI                65536
SF          500.1890118 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 0.30 Hz
GB       0
PC                 1.00

3.23.33.43.53.63.73.83.94.04.14.24.34.44.54.64.74.84.95.05.1 ppm
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3. PHỔ 13C-NMR 
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SD13-MeOD-C13CPD

Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD13
EXPNO                 2
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200326
Time              19.30
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG          zgpg30
TD                65536
SOLVENT            MeOD
NS                  256
DS                    4
SWH           31250.000 Hz
FIDRES         0.476837 Hz
AQ            1.0485760 sec
RG               198.57
DW               16.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                304.1 K
D1           2.00000000 sec
D11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        125.7864591 MHz
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PLW1        88.00000000 W

======== CHANNEL f2 ========
SFO2        500.1910008 MHz
NUC2                 1H
CPDPRG[2        waltz16
PCPD2             80.00 usec
PLW2        22.00000000 W
PLW12        0.35764000 W
PLW13        0.17989001 W

F2 - Processing parameters
SI                32768
SF          125.7724534 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 1.00 Hz
GB       0
PC                 1.40

65707580859095100105110115120125130135140 ppm
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4. PHỔ HMBC 
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5. PHỔ HSQC 
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Phụ lục 3.11. Hợp chất SD11: (6R,9S)-roseosid  

CTPT: C19H30O8 

M = 386 
Bột vô định hình màu trắng 

 

 

MS 
1H-NMR (500 MHz, CD3OD) 
13C-NMR (125 MHz, CD3OD) 
HMBC  

HSQC 

 
 

 
1. PHỔ MS 

 

 

  

12:03:24 PMPrint Date: 5/20/2020
Acq. Date: 5/20/2020 12:01:44 PM

SD14.d Instrument:Analysis Name: LC-MSD-Trap-SL
Quang_2020.m 2195410AE0000514Method: Operator:
SD14Sample Name:

Analysis Info: Column Eclipse XDB-C18, 4.6 x150mm

Display Report - Selected Window Selected Analysis

1 of 1PageMSD Trap Report v 4 (A4-Opt2)
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2. PHỔ 1H-NMR 
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SD14-MeOD-1H

Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD14
EXPNO                10
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200326
Time              17.02
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG            zg30
TD                65536
SOLVENT            MeOD
NS                   16
DS                    2
SWH           10000.000 Hz
FIDRES         0.152588 Hz
AQ            3.2767999 sec
RG                72.05
DW               50.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                303.0 K
D1           1.00000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        500.1920889 MHz
NUC1                 1H
P1                10.20 usec
PLW1        22.00000000 W

F2 - Processing parameters
SI                65536
SF          500.1890000 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 0.30 Hz
GB       0
PC                 1.00

3.73.83.94.04.14.24.34.44.54.64.74.84.95.05.15.25.35.45.55.65.75.85.96.06.16.2 ppm
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3. PHỔ 13C-NMR 
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SD14-MeOD-C13CPD

Current Data Parameters
NAME        11THAO_SD14
EXPNO                 2
PROCNO                1

F2 - Acquisition Parameters
Date_          20200328
Time               8.16
INSTRUM           spect
PROBHD   5 mm PABBO BB/
PULPROG          zgpg30
TD                65536
SOLVENT            MeOD
NS                  256
DS                    4
SWH           31250.000 Hz
FIDRES         0.476837 Hz
AQ            1.0485760 sec
RG               198.57
DW               16.000 usec
DE                 6.50 usec
TE                305.3 K
D1           2.00000000 sec
D11          0.03000000 sec
TD0                   1

======== CHANNEL f1 ========
SFO1        125.7864591 MHz
NUC1                13C
P1                10.00 usec
PLW1        88.00000000 W

======== CHANNEL f2 ========
SFO2        500.1910008 MHz
NUC2                 1H
CPDPRG[2        waltz16
PCPD2             80.00 usec
PLW2        22.00000000 W
PLW12        0.35764000 W
PLW13        0.17989001 W

F2 - Processing parameters
SI                32768
SF          125.7724511 MHz
WDW                  EM
SSB      0
LB                 1.00 Hz
GB       0
PC                 1.40
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4. PHỔ HMBC 
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PL-87 
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PL-88 
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5. PHỔ HSQC 
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PHỤ LỤC 4. 

SẮC KÝ ĐỒ HPLC 

 
 
 

 

  



                                                    
 

PL-92 

Phụ lục 4.1. Đánh giá độ tinh khiết của oxostephanin 

  
SKĐ và phổ UV của oxostephanin 

 12/22/2022 9:55:28 AM  Page 1 / 1 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\oxo chuan 25ug L5 19-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 
Sample ID : 
Data Filename : oxo chuan 25ug L5 19-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : 
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/20/2019 4:09:16 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 12/22/2022 9:47:49 AM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min

mAU

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5

0

10

20

30

PDA Multi 1 254nm,4nm

 2
.6

02
 

 1
4.

30
7 

<Sample Information>

UV Spectrum
ID# : 1
Retention Time : 14.307 min
Compound Name : oxo-std
Spectrum Operation : None

nm

mAU

  0

  5

 10

 15

 20

 25

 30

 35

 40

 45

 50

 55

200 300 400 500 600 700

256.44

287.29

375.64 480.21
326.60

238.82

268.53

314.77 412.21338.81



                                                    
 

PL-93 

 
SKĐ và phổ UV của oxostephanin trong dung dịch thử 

 

 12/22/2022 9:49:57 AM  Page 1 / 1 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH-6-20-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : Mau chiet 6
Sample ID : 
Data Filename : Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH-6-20-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : oxo-batch-20-03-2019.lcb
Vial # : 1-6 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/21/2019 12:36:52 AM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 12/22/2022 9:44:33 AM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min

mAU

0 5 10 15 20 25 30 35 40

0

25

50
PDA Multi 1 254nm,4nm

 1
4.

51
0 

<Sample Information>

UV Spectrum
ID# : 1
Retention Time : 14.510 min
Compound Name : oxo-ex
Spectrum Operation : None

nm
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256.49214.40
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375.28 479.12
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314.06 411.41



                                                    
 

PL-94 

 
SKĐ của oxostephanin (Data 1) và dung dịch thử (Data 2) 

 
  

 12/22/2022 9:07:17 AM  Page 1 / 1 

==== Shimadzu LabSolutions Data Comparison ====
Data1 :* D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\oxo chuan100ug 19-3-2019.lcd

Data2 :* D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH-4-20-3-2019.lcd

min
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0 5 10 15 20 25 30 35 40
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75000
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Phụ lục 4.2. Sắc ký đồ các mẫu khảo sát phương pháp xử lý mẫu 

Phụ lục 4.2.1. Sắc ký đồ các mẫu khảo sát số lần chiết 

 
SKĐ dịch chiết lần 1 

 7/22/2022 3:37:06 PM  Page 1 / 1 

 D:\co thuan\oxostephanin\22-06-08\L1.1.lcd 

Analysis Report

Sample Name : L1.1
Sample ID : L1.1
Data Filename : L1.1.lcd
Method Filename : 21-12-01 ÐL oxo trong DL.lcm
Batch Filename : batch khao sat so lan chiet 2.lcb
Vial # : 1-3 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 20 uL
Date Acquired : 08/06/2022 12:01:16 Acquired by : System Administrator
Date Processed : 08/06/2022 12:26:18 Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>
Chiet lan 1

min

mAU

0 5 10 15 20

0

25

50

PDA Multi 1 254nm,4nm

 5
.4

88
 

 7
.9

15
 

 8
.5

87
 

 9
.1

86
 

 1
0.

98
0 

 1
4.

67
6 

 1
7.

05
5 

 2
0.

56
6 

 2
4.

67
8 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 

Total

Ret. Time
 5.488 
 7.915 
 8.587 
 9.186 

 10.980 
 14.676 
 17.055 
 20.566 
 24.678 

Area
 1742915 

 36344 
 6650 
 7327 

 10685 
 2320696 

 2757 
 218613 

 22077 
 4368063 

Height
 65718 

 1141 
 277 
 247 
 409 

 67995 
 104 

 4222 
 629 

 140742 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  
  
  
  
  
  
  
  

Mark
     
     
  V  
  V  
     
     
     
  V  
     

Name
  
  
  
  
  
  
  
  
  

<Sample Information>
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SKĐ dịch chiết lần 2 

 7/22/2022 3:38:37 PM  Page 1 / 1 

 D:\co thuan\oxostephanin\22-06-08\L2.1.lcd 

Analysis Report

Sample Name : L2.1
Sample ID : L2.1
Data Filename : L2.1.lcd
Method Filename : 21-12-01 ÐL oxo trong DL.lcm
Batch Filename : batch khao sat so lan chiet 2.lcb
Vial # : 1-6 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 20 uL
Date Acquired : 08/06/2022 13:17:56 Acquired by : System Administrator
Date Processed : 08/06/2022 13:42:58 Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>
Chiet lan 2

min

mAU

0 5 10 15 20

0

5

10

15 PDA Multi 1 254nm,4nm

 5
.5

55
 

 7
.9

53
 

 1
4.

76
3 

 2
0.

58
8 

 2
4.

69
3 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 

Total

Ret. Time
 5.555 
 7.953 

 14.763 
 20.588 
 24.693 

Area
 166853 

 22626 
 524905 

 41582 
 4222 

 760188 

Height
 6238 

 801 
 15330 

 850 
 134 

 23354 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  
  
  
  

Mark
     
     
     
     
     

Name
  
  
  
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-97 

 
SKĐ cắn chiết lần 3 (hoà tan lại trong MeOH) 

 7/22/2022 3:39:37 PM  Page 1 / 1 

 D:\co thuan\oxostephanin\22-06-08\L3.1.lcd 

Analysis Report

Sample Name : L3.1
Sample ID : L3.1
Data Filename : L3.1.lcd
Method Filename : 21-12-01 ÐL oxo trong DL.lcm
Batch Filename : batch khao sat so lan chiet 2.lcb
Vial # : 1-9 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 20 uL
Date Acquired : 08/06/2022 14:09:02 Acquired by : System Administrator
Date Processed : 08/06/2022 14:34:05 Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>
Chiet lan 3

min

mAU

0 5 10 15 20

0.0

2.5

5.0

PDA Multi 1 254nm,4nm

 5
.5

91
 

 7
.9

38
 

 1
4.

81
3 

 2
0.

69
6 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 
 4 

Total

Ret. Time
 5.591 
 7.938 

 14.813 
 20.696 

Area
 52262 

 9209 
 220859 

 14891 
 297221 

Height
 1966 

 334 
 6438 

 335 
 9073 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  
  
  

Mark
     
     
     
 SV  

Name
  
  
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-98 

 
SKĐ cắn chiết lần 4 (hoà tan lại trong MeOH) 

  

 7/22/2022 3:41:15 PM  Page 1 / 1 

 D:\co thuan\oxostephanin\22-06-08\L4.1.lcd 

Analysis Report

Sample Name : L4.1
Sample ID : L4.1
Data Filename : L4.1.lcd
Method Filename : 21-12-01 ÐL oxo trong DL.lcm
Batch Filename : batch khao sat so lan chiet 2.lcb
Vial # : 1-12 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 20 uL
Date Acquired : 08/06/2022 15:51:16 Acquired by : System Administrator
Date Processed : 08/06/2022 16:16:19 Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>
Chiet lan 4

min

mAU

0 5 10 15 20

-1

0

1

PDA Multi 1 254nm,4nm

 5
.5

93
 

 7
.9

61
 

 1
4.

83
8 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 

Total

Ret. Time
 5.593 
 7.961 

 14.838 

Area
 19783 

 1305 
 59133 
 80220 

Height
 738 
 107 

 1729 
 2574 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  
  

Mark
     
  V  
     

Name
  
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-99 

Phụ lục 4.2.2. Sắc ký đồ các mẫu khảo sát lượng dung môi chiết 

  

 7/22/2022 3:32:50 PM  Page 1 / 1 

 D:\co thuan\oxostephanin\22-06-10\25 ml.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 25 ml
Sample ID : 25 ml
Data Filename : 25 ml.lcd
Method Filename : 21-12-01 ÐL oxo trong DL.lcm
Batch Filename : batch khao sat luong DM.lcb
Vial # : 1-6 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 20 uL
Date Acquired : 10/06/2022 14:57:28 Acquired by : System Administrator
Date Processed : 10/06/2022 15:22:30 Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>
Luong dung moi chiet 25ml

min

mAU

0 5 10 15 20

0

25

50

75

100

125 PDA Multi 1 254nm,4nm
 1

0.
19

1 

 1
2.

20
2 

 1
5.

04
0 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 

Total

Ret. Time
 10.191 
 12.202 
 15.040 

Area
 137158 

 33172 
 4413914 
 4584244 

Height
 3123 

 720 
 123599 
 127442 

Conc.
 2.992 
 0.724 

 96.284 

Unit
  
  
  

Mark
     
     
 S   

Name
  
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-100 

 

 7/22/2022 3:29:57 PM  Page 1 / 1 

 D:\co thuan\oxostephanin\22-06-10\50 ml.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 50 ml
Sample ID : 50 ml
Data Filename : 50 ml.lcd
Method Filename : 21-12-01 ÐL oxo trong DL.lcm
Batch Filename : batch khao sat luong DM.lcb
Vial # : 1-7 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 20 uL
Date Acquired : 10/06/2022 15:23:00 Acquired by : System Administrator
Date Processed : 10/06/2022 17:13:40 Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>
Luong dung moi chiet 50ml

min

mAU

0 5 10 15 20

0

25

50

75 PDA Multi 1 254nm,4nm

 1
0.

20
5 

 1
5.

09
4 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 

Total

Ret. Time
 10.205 
 15.094 

Area
 84869 

 2566491 
 2651360 

Height
 1996 

 73151 
 75147 

Conc.
 3.201 

 96.799 

Unit
  
  

Mark
     
    M 

Name
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-101 

 

  

 7/22/2022 3:34:54 PM  Page 1 / 1 

 D:\co thuan\oxostephanin\22-06-10\100 ml.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 100 ml
Sample ID : 100 ml
Data Filename : 100 ml.lcd
Method Filename : 21-12-01 ÐL oxo trong DL.lcm
Batch Filename : batch khao sat luong DM.lcb
Vial # : 1-8 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 20 uL
Date Acquired : 10/06/2022 15:48:33 Acquired by : System Administrator
Date Processed : 10/06/2022 16:24:16 Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>
Luong dung moi chiet 100ml

min

mAU

0 5 10 15 20

0

10

20

30

PDA Multi 1 254nm,4nm

 1
0.

19
7 

 1
5.

13
9 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 

Total

Ret. Time
 10.197 
 15.139 

Area
 31521 

 1308321 
 1339842 

Height
 848 

 37363 
 38211 

Conc.
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  

Mark
     
    M 

Name
  
  

<Sample Information>
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Phụ lục 4.2.3. Sắc ký đồ các mẫu khảo sát thời gian chiết 

 

 7/22/2022 3:43:50 PM  Page 1 / 1 

 D:\co thuan\oxostephanin\21-12-24\BV1.1.1.lcd 

Analysis Report

Sample Name : BV1.1.1
Sample ID : BV1.1.1
Data Filename : BV1.1.1.lcd
Method Filename : 21-12-01 ÐL oxo trong DL.lcm
Batch Filename : bacth LOQ.lcb
Vial # : 1-15 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 20 uL
Date Acquired : 24/12/2021 21:44:54 Acquired by : System Administrator
Date Processed : 24/12/2021 22:09:56 Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>
Chiet 3 lan/1 gio

min

mAU

0 5 10 15 20

0

10

20

30

40

50 PDA Multi 1 254nm,4nm

 5
.9

53
 

 6
.8

40
 

 8
.6

18
 

 1
0.

83
9 

 1
3.

10
3 

 1
5.

80
5 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 

Total

Ret. Time
 5.953 
 6.840 
 8.618 

 10.839 
 13.103 
 15.805 

Area
 131491 

 1418867 
 8090 

 110404 
 43556 

 1901511 
 3613920 

Height
 5736 

 43851 
 295 

 2041 
 1138 

 49747 
 102809 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  
  
  
  
  

Mark
     
  V  
     
     
     
  V  

Name
  
  
  
  
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-103 

 

 7/22/2022 3:45:18 PM  Page 1 / 1 

 D:\co thuan\oxostephanin\21-12-24\BV1.2.1.lcd 

Analysis Report

Sample Name : BV1.2.1
Sample ID : BV1.2.1
Data Filename : BV1.2.1.lcd
Method Filename : 21-12-01 ÐL oxo trong DL.lcm
Batch Filename : bacth LOQ.lcb
Vial # : 1-18 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 20 uL
Date Acquired : 24/12/2021 23:01:33 Acquired by : System Administrator
Date Processed : 24/12/2021 23:26:36 Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>
Chiet 3 lan/2h

min

mAU

0 5 10 15 20

0

25

50

PDA Multi 1 254nm,4nm

 5
.9

62
 

 6
.8

43
 

 8
.5

54
 

 9
.1

95
 

 1
0.

91
1 

 1
3.

12
1 

 1
5.

82
4 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 

Total

Ret. Time
 5.962 
 6.843 
 8.554 
 9.195 

 10.911 
 13.121 
 15.824 

Area
 161631 

 1732498 
 17199 

 9391 
 225153 

 42043 
 2321195 
 4509110 

Height
 6976 

 54357 
 486 
 282 

 3065 
 1040 

 60469 
 126674 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  
  
  
  
  
  

Mark
     
  V  
     
  V  
     
  V  
 SV  

Name
  
  
  
  
  
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-104 

 

 7/22/2022 3:46:07 PM  Page 1 / 1 

 D:\co thuan\oxostephanin\21-12-24\BV1.3.1.lcd 

Analysis Report

Sample Name : BV1.3.1
Sample ID : BV1.3.1
Data Filename : BV1.3.1.lcd
Method Filename : 21-12-01 ÐL oxo trong DL.lcm
Batch Filename : bacth LOQ.lcb
Vial # : 1-21 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 20 uL
Date Acquired : 25/12/2021 00:43:43 Acquired by : System Administrator
Date Processed : 25/12/2021 01:08:45 Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>
Chiet 3 lan/3h

min

mAU

0 5 10 15 20

0

25

50

PDA Multi 1 254nm,4nm

 5
.9

76
 

 6
.8

60
 

 8
.6

04
 

 1
0.

89
4 

 1
3.

20
5 

 1
5.

85
1 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 

Total

Ret. Time
 5.976 
 6.860 
 8.604 

 10.894 
 13.205 
 15.851 

Area
 189101 

 1880223 
 10207 

 161638 
 30418 

 2550826 
 4822412 

Height
 8055 

 59733 
 384 

 2950 
 807 

 66340 
 138268 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  
  
  
  
  

Mark
     
  V  
     
     
     
 SV  

Name
  
  
  
  
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-105 

 
  

 7/22/2022 3:47:13 PM  Page 1 / 1 

 D:\co thuan\oxostephanin\21-12-24\BV1.4.1.lcd 

Analysis Report

Sample Name : BV1.4.1
Sample ID : BV1.4.1
Data Filename : BV1.4.1.lcd
Method Filename : 21-12-01 ÐL oxo trong DL.lcm
Batch Filename : bacth LOQ.lcb
Vial # : 1-24 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 20 uL
Date Acquired : 25/12/2021 02:00:22 Acquired by : System Administrator
Date Processed : 25/12/2021 02:25:24 Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>
Chiet 3 lan/4h

min

mAU

0 5 10 15 20

0

25

50

PDA Multi 1 254nm,4nm

 5
.9

69
 

 6
.8

59
 

 8
.5

87
 

 1
0.

94
3 

 1
3.

19
7 

 1
5.

86
0 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 

Total

Ret. Time
 5.969 
 6.859 
 8.587 

 10.943 
 13.197 
 15.860 

Area
 197032 

 1965026 
 11349 

 270507 
 39790 

 2689329 
 5173034 

Height
 8234 

 63142 
 432 

 3302 
 900 

 69846 
 145857 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  
  
  
  
  

Mark
     
  V  
     
     
  V  
 SV  

Name
  
  
  
  
  
  

<Sample Information>
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Phụ lục 4.3. Sắc ký đồ các mẫu thẩm định phương pháp phân tích 

Phụ lục 4.3.1. Sắc ký đồ các mẫu thẩm định độ phù hợp hệ thống 

 
 

 

 5/3/2019 12:34:37 PM  Page 1 / 1 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\oxo chuan 25ug 19-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 
Sample ID : 
Data Filename : oxo chuan 25ug 19-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : 
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/19/2019 7:30:36 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/19/2019 7:51:39 PM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min

mAU

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

0

10

20

30

PDA Multi 1 254nm,4nm

 2
.5

89
 

 3
.2

88
 

 1
4.

11
1 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 

Total

Ret. Time
 2.589 
 3.288 

 14.111 

Area
 18451 

 5923 
 1214153 
 1238527 

Height
 2032 

 131 
 34814 
 36978 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  
  

Mark
     
     
     

Name
  
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-107 

 

 5/3/2019 12:34:37 PM  Page 1 / 1 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\oxo chuan 25ug l2 19-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 
Sample ID : 
Data Filename : oxo chuan 25ug l2 19-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : 
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/19/2019 9:36:54 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/19/2019 9:54:39 PM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min

mAU

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0

0

10

20

30

PDA Multi 1 254nm,4nm

 2
.5

96
 

 3
.2

83
 

 1
4.

14
8 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 

Total

Ret. Time
 2.596 
 3.283 

 14.148 

Area
 21346 

 5851 
 1219037 
 1246234 

Height
 2332 

 146 
 35210 
 37688 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  
  

Mark
     
     
     

Name
  
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-108 

 

 5/3/2019 12:34:36 PM  Page 1 / 1 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\oxo chuan 25ug L3 19-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 
Sample ID : 
Data Filename : oxo chuan 25ug L3 19-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : 
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/20/2019 3:28:39 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/20/2019 3:48:13 PM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min

mAU

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5

0

10

20

30

PDA Multi 1 254nm,4nm

 2
.6

03
 

 3
.2

90
 

 1
4.

33
4 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 

Total

Ret. Time
 2.603 
 3.290 

 14.334 

Area
 19549 

 6062 
 1215144 
 1240755 

Height
 2199 

 134 
 35147 
 37480 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  
  

Mark
     
     
     

Name
  
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-109 

 

 5/3/2019 12:34:35 PM  Page 1 / 1 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\oxo chuan 25ug L4 19-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 
Sample ID : 
Data Filename : oxo chuan 25ug L4 19-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : 
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/20/2019 3:49:13 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/20/2019 4:07:56 PM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min

mAU

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5

0

10

20

30

PDA Multi 1 254nm,4nm

 2
.6

04
 

 1
4.

32
0 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 

Total

Ret. Time
 2.604 

 14.320 

Area
 23228 

 1227682 
 1250910 

Height
 2472 

 34889 
 37362 

Conc.
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  

Mark
  V  
     

Name
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-110 

 

 5/3/2019 12:34:34 PM  Page 1 / 1 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\oxo chuan 25ug L5 19-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 
Sample ID : 
Data Filename : oxo chuan 25ug L5 19-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : 
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/20/2019 4:09:16 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/20/2019 4:28:42 PM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min

mAU

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5

0

10

20

30

PDA Multi 1 254nm,4nm

 2
.6

01
 

 1
4.

30
7 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 

Total

Ret. Time
 2.601 

 14.307 

Area
 24672 

 1240081 
 1264753 

Height
 2461 

 35070 
 37530 

Conc.
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  

Mark
     
     

Name
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-111 

 
 

 

  

 5/3/2019 12:34:34 PM  Page 1 / 1 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\oxo chuan 25ug L6 19-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 
Sample ID : 
Data Filename : oxo chuan 25ug L6 19-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : 
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/20/2019 4:29:42 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/20/2019 4:47:11 PM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min

mAU

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0

0

10

20

30

PDA Multi 1 254nm,4nm

 2
.5

96
 

 3
.2

87
 

 1
4.

30
0 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 

Total

Ret. Time
 2.596 
 3.287 

 14.300 

Area
 21153 
 6753 

 1227474 
 1255380 

Height
 2352 

 161 
 34996 
 37509 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  
  

Mark
     
     
     

Name
  
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-112 

Phụ lục 4.3.2. Sắc ký đồ các mẫu thẩm định khoảng tuyến tính và đường chuẩn 

 

 3/21/2019 7:04:43 PM  Page 1 / 1 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\oxo chuan 3.125ug 19-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 
Sample ID : 
Data Filename : oxo chuan 3.125ug 19-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : 
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/19/2019 8:37:59 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/19/2019 8:54:57 PM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min

mAU

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0

0.0

2.5

5.0

7.5

PDA Multi 1 254nm,4nm

 2
.4

43
 

 2
.5

97
 

 1
4.

18
5 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 

Total

Ret. Time
 2.443 
 2.597 

 14.185 

Area
 1282 

 22209 
 272443 
 295934 

Height
 147 

 2449 
 7965 

 10560 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  
  

Mark
     
  V  
     

Name
  
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-113 

 

 3/21/2019 7:04:46 PM  Page 1 / 1 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\oxo chuan 6.25ug 19-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 
Sample ID : 
Data Filename : oxo chuan 6.25ug 19-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : 
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/19/2019 8:15:58 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/19/2019 8:36:43 PM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min

mAU

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

0.0

2.5

5.0

7.5

10.0

12.5 PDA Multi 1 254nm,4nm

 2
.2

43
 

 2
.4

75
  

2.
59

5 

 1
4.

16
5 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 
 4 

Total

Ret. Time
 2.243 
 2.475 
 2.595 

 14.165 

Area
 3210 
 3077 

 23768 
 418469 
 448525 

Height
 348 
 408 

 2617 
 11975 
 15348 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  
  
  

Mark
     
  V  
  V  
     

Name
  
  
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-114 

 

 5/3/2019 12:34:40 PM  Page 1 / 1 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\oxo chuan 12.5ug 19-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 
Sample ID : 
Data Filename : oxo chuan 12.5ug 19-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : 
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/19/2019 7:53:40 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/19/2019 8:14:25 PM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min

mAU

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

0

5

10

15

20
PDA Multi 1 254nm,4nm

 2
.5

89
 

 1
4.

13
1 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 

Total

Ret. Time
 2.589 

 14.131 

Area
 20242 

 696245 
 716486 

Height
 2277 

 20198 
 22475 

Conc.
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  

Mark
     
     

Name
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-115 

 

 5/3/2019 12:34:37 PM  Page 1 / 1 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\oxo chuan 25ug 19-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 
Sample ID : 
Data Filename : oxo chuan 25ug 19-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : 
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/19/2019 7:30:36 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/19/2019 7:51:39 PM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min

mAU

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

0

10

20

30

PDA Multi 1 254nm,4nm

 2
.5

89
 

 3
.2

88
 

 1
4.

11
1 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 

Total

Ret. Time
 2.589 
 3.288 

 14.111 

Area
 18451 

 5923 
 1214153 
 1238527 

Height
 2032 

 131 
 34814 
 36978 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  
  

Mark
     
     
     

Name
  
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-116 

 

 5/3/2019 12:34:32 PM  Page 1 / 1 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\oxo chuan 50ug 19-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 
Sample ID : 
Data Filename : oxo chuan 50ug 19-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : 
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/19/2019 7:01:24 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/19/2019 7:22:26 PM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min

mAU

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

0

25

50

75 PDA Multi 1 254nm,4nm

 2
.5

91
 

 3
.2

88
 

 1
4.

06
9 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 

Total

Ret. Time
 2.591 
 3.288 

 14.069 

Area
 13294 

 6211 
 2506725 
 2526229 

Height
 1671 

 181 
 71991 
 73842 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  
  

Mark
     
     
     

Name
  
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-117 

 
 

  

 5/3/2019 12:34:40 PM  Page 1 / 1 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\oxo chuan 100ug 19-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 
Sample ID : 
Data Filename : oxo chuan 100ug 19-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : 
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/19/2019 6:35:20 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/19/2019 6:56:22 PM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min

mAU

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

0

25

50

75

100

125
PDA Multi 1 254nm,4nm

 0
.3

24
 

 2
.2

04
  2

.5
71

 
 2

.6
75

  3
.0

19
 

 3
.2

36
 

 1
3.

72
5 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 

Total

Ret. Time
 0.324 
 2.204 
 2.571 
 2.675 
 3.019 
 3.236 

 13.725 

Area
 37725 

 1005 
 4291 

 12020 
 2780 
 1322 

 4900220 
 4959363 

Height
 7640 

 151 
 1236 
 1079 

 232 
 181 

 135794 
 146313 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  
  
  
  
  
  

Mark
     
     
     
  V  
     
  V  
     

Name
  
  
  
  
  
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-118 

Phụ lục 4.3.3. Sắc ký đồ các mẫu thẩm định độ lặp lại 

 3/21/2019 7:04:14 PM  Page 1 / 2 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH-1-20-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : Mau chiet 1
Sample ID : 
Data Filename : Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH-1-20-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : oxo-batch-20-03-2019.lcb
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/20/2019 8:19:47 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/21/2019 10:33:23 AM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min

mAU

0 5 10 15 20 25 30 35 40

0

10

20

30

40
PDA Multi 1 254nm,4nm

 2
.3

85
 

 2
.5

66
 

 2
.9

42
 

 3
.3

07
 

 3
.5

34
 

 4
.4

14
 

 5
.3

48
 

 6
.2

61
  6

.7
83

 
 7

.1
68

 

 8
.2

34
 

 9
.5

59
 

 1
2.

45
9 

 1
3.

98
1 

 2
4.

70
5 

 2
5.

13
4 

 2
5.

53
7 

 2
5.

81
8 

 2
6.

15
5 

 2
6.

47
4 

 2
6.

92
1 

 2
7.

15
4 

 2
7.

73
4 

 2
8.

02
0 

 2
8.

39
5  3

0.
05

9 

 3
1.

47
4 

 3
3.

61
5 

 3
5.

84
4 

 3
6.

85
6 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 

 10 
 11 
 12 
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 
 21 
 22 

Ret. Time
 2.385 
 2.566 
 2.942 
 3.307 
 3.534 
 4.414 
 5.348 
 6.261 
 6.783 
 7.168 
 8.234 
 9.559 

 12.459 
 13.981 
 24.705 
 25.134 
 25.537 
 25.818 
 26.155 
 26.474 
 26.921 
 27.154 

Area
 66361 
 62661 
 29148 
 26660 

 117348 
 58706 

 918271 
 59676 
 27163 
 15467 

 8949 
 4287 
 5579 

 1424964 
 728575 

 58695 
 678950 

 39216 
 95901 

 173097 
 102659 
 142367 

Height
 5673 
 7905 
 1771 
 3087 
 5258 
 2205 

 34403 
 2179 
 1178 
 605 
 330 
 208 
 213 

 40655 
 20712 

 7673 
 34243 

 3841 
 7902 

 11024 
 6321 

 10071 

Conc.
 1.140 
 1.076 
 0.501 
 0.458 
 2.015 
 1.008 

 15.770 
 1.025 
 0.467 
 0.266 
 0.154 
 0.074 
 0.096 

 24.472 
 12.513 

 1.008 
 11.660 
 0.674 
 1.647 
 2.973 
 1.763 
 2.445 

Unit
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

Mark
     
  V  
  V  
  V  
  V  
  V  
  V  
  V  
  V  
  V  
  V  
     
     
  V  
     
  V  
  V  
     
     
  V  
  V  
  V  

Name
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-119 

 3/21/2019 7:04:08 PM  Page 1 / 2 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH -1- L3.2-22-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 
Sample ID : 
Data Filename : Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH -1- L3.2-22-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : 
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/21/2019 12:12:11 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/21/2019 12:53:13 PM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min

mAU

0 5 10 15 20 25 30 35 40

0

25

50

PDA Multi 1 254nm,4nm

 2
.5

24
 

 2
.7

01
 

 3
.1

43
 

 3
.4

51
 

 3
.6

93
 

 4
.6

27
 

 5
.7

53
 

 7
.1

47
 

 7
.7

97
 

 1
4.

76
3 

 2
4.

76
6 

 2
5.

80
0 

 2
6.

59
0 

 2
7.

12
7 

 2
7.

92
0 

 2
8.

24
4 

 3
0.

44
0 

 3
0.

61
0 

 3
1.

78
1 

 3
4.

28
5 

 3
6.

50
4 

 3
7.

40
8 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 

 10 
 11 
 12 
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 
 21 
 22 

Ret. Time
 2.524 
 2.701 
 3.143 
 3.451 
 3.693 
 4.627 
 5.753 
 7.147 
 7.797 

 14.763 
 24.766 
 25.800 
 26.590 
 27.127 
 27.920 
 28.244 
 30.440 
 30.610 
 31.781 
 34.285 
 36.504 
 37.408 

Area
 61215 
 71881 
 17396 
 28204 

 121861 
 53057 

 1043674 
 4348 
 1226 

 1475847 
 277649 

 3489806 
 138772 
 104608 

 12013 
 12477 
 55875 
 57859 

 3899 
 83873 

 121968 
 5642 

Height
 4820 
 6105 
 1272 
 2480 
 4833 
 1991 

 33001 
 299 

 45 
 32493 
 10236 
 59826 

 8324 
 4483 

 708 
 957 

 4795 
 4211 
 244 

 3748 
 5345 

 273 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

Mark
     
  V  
  V  
  V  
  V  
  V  
 SV  
 T   
 T   
     
     
  V  
  V  
 SV  
  V  
  V  
     
  V  
     
 S   
     
  V  

Name
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-120 

 

 3/21/2019 7:04:09 PM  Page 1 / 2 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH -1- L4-22-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 
Sample ID : 
Data Filename : Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH -1- L4-22-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : 
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/21/2019 1:21:33 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/21/2019 2:02:35 PM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min

mAU

0 5 10 15 20 25 30 35 40

0

25

50

PDA Multi 1 254nm,4nm

 0
.0

35
 

 1
.0

13
 

 2
.5

53
 

 2
.7

42
 

 3
.6

82
 

 4
.6

55
 

 5
.9

18
 

 6
.9

23
 

 1
5.

07
5 

 2
4.

82
9 

 2
5.

61
2 

 2
5.

72
3 

 2
6.

62
5 

 2
7.

15
5 

 2
7.

66
6 

 2
7.

96
8 

 2
8.

27
5 

 3
0.

46
5 

 3
0.

64
7 

 3
1.

81
0 

 3
4.

27
5 

 3
6.

47
1 

 3
7.

39
9 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 

 10 
 11 
 12 
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 
 21 
 22 

Ret. Time
 0.035 
 1.013 
 2.553 
 2.742 
 3.682 
 4.655 
 5.918 
 6.923 

 15.075 
 24.829 
 25.612 
 25.723 
 26.625 
 27.155 
 27.666 
 27.968 
 28.275 
 30.465 
 30.647 
 31.810 
 34.275 
 36.471 

Area
 5626 
 3982 

 65492 
 98848 

 150838 
 50825 

 944518 
 48059 

 1465971 
 329784 

 1515321 
 1490014 

 131812 
 95130 

 6076 
 12281 
 12172 
 59105 
 54430 

 4673 
 96732 

 114207 

Height
 464 
 188 

 4714 
 6258 
 4732 
 1904 

 27743 
 1604 

 31450 
 10507 
 54151 
 54495 

 9485 
 4583 

 534 
 741 

 1017 
 5217 
 4255 

 279 
 3850 
 5265 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 

Unit
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

Mark
     
     
     
  V  
  V  
  V  
  V  
  V  
     
     
  V  
  V  
  V  
  V  
  V  
  V  
  V  
     
  V  
     
     
     

Name
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-121 

 

 3/21/2019 7:04:09 PM  Page 1 / 2 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH -1- L5-22-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 
Sample ID : 
Data Filename : Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH -1- L5-22-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : 
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/21/2019 2:33:31 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/21/2019 3:24:33 PM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min
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<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 

 10 
 11 
 12 
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 
 21 
 22 

Ret. Time
 2.472 
 2.645 
 3.062 
 3.378 
 3.645 
 4.566 
 5.725 
 7.008 

 13.131 
 14.400 
 25.732 
 26.564 
 27.113 
 27.985 
 28.238 
 30.436 
 31.639 
 34.101 
 36.218 
 37.106 
 42.527 
 46.087 

Area
 61966 
 71654 
 17740 
 31517 

 125977 
 61275 

 1034714 
 4271 
 1253 

 1447025 
 3474187 

 129841 
 103145 

 11969 
 10494 

 117703 
 3938 

 79758 
 119136 

 8208 
 41810 
 36952 

Height
 4904 
 6520 
 1337 
 2513 
 4972 
 2128 

 33587 
 262 

 70 
 32237 
 60001 

 9410 
 4877 

 694 
 897 

 5333 
 253 

 3726 
 5137 

 342 
 1307 
 2475 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
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<Sample Information>



                                                    
 

PL-122 

 

 

 

 

 3/21/2019 7:04:10 PM  Page 1 / 2 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH -1- L6-22-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 
Sample ID : 
Data Filename : Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH -1- L6-22-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : 
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/21/2019 3:26:30 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/21/2019 4:17:33 PM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min

mAU
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<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 

 10 
 11 
 12 
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 
 21 
 22 

Ret. Time
 2.462 
 2.637 
 3.083 
 3.357 
 3.624 
 4.526 
 5.163 
 5.635 
 6.954 

 14.209 
 25.709 
 26.569 
 27.099 
 27.966 
 28.245 
 29.523 
 30.460 
 31.634 
 34.057 
 34.773 
 36.150 
 39.178 

Area
 60832 
 69184 
 18437 
 29678 

 120118 
 56323 
 24673 

 981435 
 4330 

 1414563 
 3839197 

 140745 
 123744 

 15187 
 12292 

 1643 
 113882 

 4327 
 86463 

 3859 
 108575 

 80171 

Height
 4927 
 6583 
 1248 
 2474 
 4987 
 2049 
 1617 

 33610 
 316 

 32250 
 73047 

 9762 
 5362 

 880 
 928 
 145 

 5349 
 249 

 4001 
 211 

 4889 
 950 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
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<Sample Information>



                                                    
 

PL-123 

 

 3/21/2019 7:04:15 PM  Page 1 / 2 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH-1-intra-20-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : Mauchiet 1 intra
Sample ID : 
Data Filename : Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH-1-intra-20-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : oxo-batch-20-03-2019.lcb
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/21/2019 1:28:18 AM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/21/2019 12:55:21 PM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>
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mAU

0 5 10 15 20 25 30 35 40

0

10

20

30

40 PDA Multi 1 254nm,4nm

 2
.4

02
 

 2
.5

73
 

 2
.9

62
 

 3
.3

32
 

 3
.5

83
 

 4
.5

00
 

 5
.6

26
 

 6
.6

44
 

 6
.9

65
 

 1
0.

16
6 

 1
4.

53
2 

 2
4.

23
5 

 2
4.

32
0 

 2
4.

54
9 

 2
4.

75
9 

 2
4.

95
7 

 2
5.

16
7 

 2
5.

43
0 

 2
5.

62
1 

 2
5.

80
9 

 2
5.

92
1 

 2
6.

06
0 

 2
6.

22
8  2

6.
51

0 

 2
6.

95
5 

 2
7.

02
9 

 2
7.

74
7 

 2
7.

97
5 

 3
0.

02
9 

 3
1.

46
7 

 3
3.

58
5 

 3
5.

85
8 

 3
6.

85
2 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 

 10 
 11 
 12 
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 
 21 
 22 

Ret. Time
 2.402 
 2.573 
 2.962 
 3.332 
 3.583 
 4.500 
 5.626 
 6.644 
 6.965 

 10.166 
 14.532 
 24.235 
 24.320 
 24.549 
 24.759 
 24.957 
 25.167 
 25.430 
 25.621 
 25.809 
 25.921 
 26.060 

Area
 67506 
 61431 
 27971 
 27060 

 115026 
 49723 

 939365 
 6022 
 8627 
 3386 

 1407767 
 5381 
 5063 

 46373 
 61019 
 52288 
 30661 
 17601 
 10443 
 20653 

 6640 
 10241 

Height
 5817 
 7313 
 1721 
 2854 
 4946 
 1987 

 33412 
 406 
 490 
 188 

 39192 
 791 

 1174 
 5401 
 6586 
 4396 
 2717 
 2698 
 1722 
 2146 
 1491 
 1085 

Conc.
 1.891 
 1.721 
 0.784 
 0.758 
 3.223 
 1.393 

 26.321 
 0.169 
 0.242 
 0.095 

 39.445 
 0.151 
 0.142 
 1.299 
 1.710 
 1.465 
 0.859 
 0.493 
 0.293 
 0.579 
 0.186 
 0.287 
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<Sample Information>



                                                    
 

PL-124 

Phụ lục 4.3.4. Sắc ký đồ các mẫu thẩm định độ đúng 

 

 

  

 5/3/2019 12:34:56 PM  Page 1 / 1 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH thêm 120% chuan22-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 
Sample ID : 
Data Filename : Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH thêm 120% chuan22-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : 
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/21/2019 5:27:25 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/22/2019 11:16:30 AM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min

mAU

0 10 20 30 40 50

0

25

50

PDA Multi 1 254nm,4nm

 1
3.

94
6 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
Total

Ret. Time
 13.946 

Area
 3009994 
 3009994 

Height
 67919 
 67919 

Conc.
 0.000 

Unit
  

Mark
    M 

Name
  

<Sample Information>



                                                    
 

PL-125 

 

 

 5/3/2019 12:34:59 PM  Page 1 / 2 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH thêm 100%  l2chuan22-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 
Sample ID : 
Data Filename : Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH thêm 100%  l2chuan22-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : 
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/21/2019 6:22:17 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/21/2019 7:13:20 PM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>

min

mAU
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150 PDA Multi 1 254nm,4nm

 2
.4

36
 

 2
.6

13
 

 3
.0

21
 

 3
.3

12
 

 3
.5

77
 

 4
.4

54
 

 5
.4

67
 

 6
.1

99
 

 6
.8

16
 

 1
3.

87
0 

 2
5.

67
5 

 2
6.

52
4 

 2
7.

05
9 

 2
7.

65
9 

 2
7.

95
2 

 2
9.

45
3 

 2
9.

70
7 

 3
0.

36
5 

 3
1.

52
0 

 3
1.

95
5 

 3
2.

57
4 

 3
3.

92
5 

 3
5.

98
6 

 4
2.

11
4 

 4
6.

10
4 

 4
6.

39
2 

<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 

 10 
 11 
 12 
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 
 21 
 22 

Ret. Time
 2.436 
 2.613 
 3.021 
 3.312 
 3.577 
 4.454 
 5.467 
 6.199 
 6.816 

 13.870 
 25.675 
 26.524 
 27.059 
 27.659 
 27.952 
 29.453 
 29.707 
 30.365 
 31.520 
 31.955 
 32.574 
 33.925 

Area
 60251 
 71933 
 17136 
 28826 

 113817 
 53952 

 980322 
 5937 
 1586 

 2388696 
 3706074 

 139454 
 126240 

 5878 
 28118 
 2160 
 1085 

 2029093 
 2589 
 2695 
 2387 

 202519 

Height
 4891 
 6362 
 1274 
 2479 
 4778 
 1935 

 33596 
 386 
 159 

 55838 
 68034 
 10621 

 5768 
 546 

 1255 
 182 
 117 

 144158 
 199 
 171 
 139 

 10044 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
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 0.000 
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<Sample Information>



                                                    
 

PL-126 

 
  

 5/3/2019 12:34:55 PM  Page 1 / 2 

 D:\HLSON\thao-diem\oxo chuan 19-3-2019\Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH thêm 80%  l2chuan22-3-2019.lcd 

Analysis Report

Sample Name : 
Sample ID : 
Data Filename : Mau chiet 0.5 g trong 50ml MeOH thêm 80%  l2chuan22-3-2019.lcd
Method Filename : oxo-MeOH-35-0.1%acid formic-19-3-2019.lcm
Batch Filename : 
Vial # : 1-1 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 3/21/2019 7:19:15 PM Acquired by : System Administrator
Date Processed : 3/21/2019 8:10:17 PM Processed by : System Administrator
 

<Chromatogram>
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mAU
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<Peak Table>
PDA Ch1 254nm
Peak#

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 

 10 
 11 
 12 
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 
 21 
 22 

Ret. Time
 2.408 
 2.583 
 2.997 
 3.271 
 3.527 
 4.384 
 5.267 
 5.879 
 6.400 
 7.308 
 8.491 

 12.476 
 25.639 
 26.473 
 27.023 
 27.900 
 30.264 
 31.416 
 31.830 
 33.790 
 35.814 
 41.857 

Area
 66155 
 73382 
 20538 
 32059 

 122761 
 62822 

 1039195 
 14062 

 2672 
 4559 
 5088 

 2378018 
 3410129 

 139190 
 99875 
 17693 

 454125 
 4932 
 5890 

 120889 
 109541 

 31651 

Height
 5329 
 6821 
 1454 
 2764 
 5254 
 2286 

 48127 
 1054 

 146 
 263 
 240 

 57882 
 58463 

 9723 
 4836 

 934 
 29388 

 279 
 316 

 5286 
 4942 
 1170 

Conc.
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
 0.000 
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 0.000 
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<Sample Information>



                                                    
 

PL-127 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PHỤ LỤC 5. 

KẾT QUẢ ĐÁNH GIÁ TÁC DỤNG GÂY ĐỘC TẾ BÀO IN VITRO 



                                                    
 

PL-127 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PHỤ LỤC 5. 

KẾT QUẢ ĐÁNH GIÁ TÁC DỤNG GÂY ĐỘC TẾ BÀO IN VITRO 



        PL-128 

 
Dải nồng độ thử nghiệm của các hợp chất 

 
[CμM] 

 
Chất thử 

Dãy nồng độ thử (*) [CμM] 

C1 C2 C3 C4 C5 C6 

SD1 (stedieltin A) 239 119.5 59.75 29.88 14.94 7.47 

SD2 (stedieltin B) 563 281.5 140.75 70.38 35.19 17.6 

SD3 (oxostephanin)  65.5 32.75 16.38 8.19 4.1 2.05 

SD4 (oxostephanosin) 156.4 78.2 39.1 19.55 9.8 4,9 

SD5 (oxocrebanin) 187 93.5 46.75 23.38 11.69 5.85 
 
 

 

 

 

 



        PL-129 

Phụ lục 5.1. Hình thái các dòng tế bào dưới tác dụng của SD1, SD2, SD3, SD4, SD5 tại thời điểm 48h (VK 10X, Zoom 5,6) 

Tế bào 
 
Chất  
thử 

Dòng tế bào ung thư cổ tử cung Hela 

[C1] [C2] [C3] [C4] [C5] [C6] 

SD1 

      

SD2 

      

SD3 

      



        PL-130 

SD4 

      

SD5 

      
 

Hình PL5.1.1. Hình thái dòng tế bào Hela dưới tác dụng của SD1, SD2, SD3, SD4 và SD5 tại thời điểm 48h (VK 10X, 
Zoom 5,6) 

  
  



        PL-131 

Tế bào 
 
Chất 
 thử 

Dòng tế bào ung thư gan HepG2 

[C1] [C2] [C3] [C4] [C5] [C6] 

 
SD1 

 

      

SD2 

      

 
SD3 

      



        PL-132 

SD4 

      

 
SD5 

 

      
 

Hình PL5.1.2. Hình thái dòng tế bào HepG2 dưới tác dụng của SD1, SD2, SD3, SD4 và SD5 tại thời điểm 48h (VK 10X, 
Zoom 5,6) 

   
  



        PL-133 

Tế bào 
 
Chất 
 thử 

Dòng tế bào ung thư vú MCF7 

[C1] [C2] [C3] [C4] [C5] [C6] 

SD1 

      

SD2 

      

SD3 

      



        PL-134 

SD4 

      

SD5 

      
 

Hình PL5.1.3. Hình thái dòng tế bào MCF7 dưới tác dụng của SD1, SD2, SD3, SD4 và SD5 tại thời điểm 48h  
(VK 10X, Zoom 5,6) 

 
  



        PL-135 

Tế bào 
 
Chất  
thử 

Dòng tế bào ung thư dạ dày N87 

[C1] [C2] [C3] [C4] [C5] [C6] 

SD1 

      

SD2 

      

SD3 

      



        PL-136 

SD4 

      

SD5 

      
 

Hình PL5.1.4. Hình thái dòng tế bào N87 dưới tác dụng của SD1, SD2, SD3, SD4 và SD5 tại thời điểm 48h (VK 10X, 
Zoom 5,6) 

  



        PL-137 

Tế bào 
 
Chất  
thử 

Dòng tế bào ung thư buồng trứng OVCAR-8 

[C1] [C2] [C3] [C4] [C5] [C6] 

SD1 

      

SD2 

      

SD3 

      



        PL-138 

SD4 

      

SD5 

      
 

Hình PL5.1.5. Hình thái các dòng tế bào dưới tác dụng của SD1, SD2, SD3, SD4 và SD5 tại thời điểm 48h (VK 10X, 
Zoom 5,6) 

  



        PL-139 

Phụ lục 5.2. Kết quả thử nghiệm MTS 

 
Bảng PL5.2.1. Tỷ số tăng sinh (A%) và giá trị IC50 (μM) các hợp chất trên dòng Hela  

Nồng độ 
thử 

Hela/chất thử (*) 
SD1 SD2 SD3 SD4 SD5 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

[C1] 87.23963 71.91967 85.73939 65.01832 3.851419 10.9586 43.97869 48.25278 46.68319 40.22659 
[C2] 92.13807 79.41749 82.01006 71.32808 4.232491 15.33168 49.3729 55.14117 76.15524 65.06046 
[C3] 89.50202 85.70294 85.89663 76.65727 8.119057 19.21825 65.796 69.9504 83.77298 73.16607 
[C4] 91.97344 73.37353 83.66569 85.21022 43.67346 44.88142 73.86696 77.40283 87.59666 92.30931 
[C5] 88.94336 84.05459 87.41167 85.04003 59.04399 60.09471 80.74846 85.83909 90.19017 89.682 
[C6] 94.26172 92.4876 80.94454 88.52637 70.40993 77.53339 86.75867 83.77257 92.58944 97.2803 

TB IC50 
Chưa xác định được 

IC50 
Chưa xác định được 

IC50 
IC50 = 22.4 ± 0.7 

R2 = 0.99 
IC50 = 97.4 ± 4.6 

R2 = 0.98 
IC50 = 160.3 ± 9.2 

R2 = 0.99 
 
  

The image part with relationship ID rId162 was not found in the file.

The image part with relationship ID rId162 was not found in the file.
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Bảng PL5.2.2. Tỷ số tăng sinh (A%) và giá trị IC50 (μM) các hợp chất trên dòng HepG2 

Nồng độ 
thử 

HepG2/chất thử (*) 
SD1 SD2 SD3 SD4 SD5 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

[C1] 84.61947 78.58814 93.9785 91.8382 16.57905 17.81785 42.7326 41.13647 61.7276 65.4921 
[C2] 84.14629 85.91196 87.53137 102.9225 22.95835 23.68913 63.03166 75.18653 79.81924 67.78471 
[C3] 84.34308 86.51733 102.5215 104.1211 25.11361 29.02393 88.27885 83.77535 93.50709 72.36824 
[C4] 91.75032 88.89473 94.18877 101.0313 33.9144 36.51604 90.69442 90.89398 96.78322 78.9222 
[C5] 97.92597 92.65753 110.1014 99.87717 45.58604 45.28229 99.97574 92.11151 93.29173 92.41844 
[C6] 106.1624 91.64349 104.5818 102.6789 77.56613 73.37452 100.769 94.13111 93.64275 96.16598 

TB IC50 Chưa xác định 
được IC50 

Chưa xác định 
được IC50 

IC50 = 3.2 ± 0.18 
R2 = 0.97 

IC50 = 122.9 ± 5.7 
R2 = 0.98 

Chưa xác định 
được IC50 

 
Bảng PL5.2.3. Tỷ số tăng sinh (A%) và giá trị IC50 (μM) các hợp chất trên dòng MCF7 

Nồng 
độ thử 

MCF7/chất thử (*) 
SD1 SD2 SD3 SD4 SD5 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

[C1] 99.4224 91.5443 99.3188 94.2135 19.4976 21.1046 51.2179 48.2528 70.4539 87.4335 
[C2] 96.1201 90.3802 119.5194 90.4029 21.5138 24.1558 61.5389 55.1412 79.0475 91.6739 
[C3] 88.3494 92.6743 104.7191 92.5151 28.5107 28.6422 86.8509 69.9504 85.0580 94.3977 
[C4] 94.1257 90.1551 118.8437 100.0409 32.6740 35.6600 91.9950 77.4028 94.9649 95.6459 
[C5] 103.2260 94.9775 104.0761 104.8088 37.4367 38.0406 100.1417 85.8391 95.6515 97.9219 
[C6] 102.5176 112.5392 115.6940 107.9191 64.0837 68.1343 108.2230 83.7726 102.5156 103.1217 
TB 
IC50 

Chưa xác định được 
IC50 

Chưa xác định 
được IC50 

IC50 = 3.1 ± 0.06 
R2 = 0.99 

Chưa xác định được 
IC50 

Chưa xác định được 
IC50 

The image part with relationship ID rId162 was not found in the file.

The image part with relationship ID rId162 was not found in the file.

The image part with relationship ID rId162 was not found in the file.

The image part with relationship ID rId162 was not found in the file.
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Bảng PL5.2.4. Tỷ số tăng sinh (A%) và giá trị IC50 (μM) các hợp chất trên dòng N87 

Nồng 
độ thử 

N87/chất thử (*) 
SD1 SD2 SD3 SD4 SD5 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

[C1] 80.3796 83.2629 94.4085 92.2155 17.3548 23.1243 27.6201 30.4598 37.2652 36.1925 
[C2] 84.9834 86.3968 110.6279 96.3836 22.1961 24.5169 33.7843 34.3151 59.0587 56.8709 
[C3] 90.0173 89.9630 86.8964 106.8793 27.7251 24.1467 51.0090 49.9224 72.0398 69.3157 
[C4] 86.9289 94.9552 101.2804 103.2175 39.0107 40.4132 64.0826 65.5153 79.6244 85.6204 
[C5] 88.8619 97.3391 89.0570 104.7199 41.6365 43.3130 78.5191 87.2256 82.8228 87.7511 
[C6] 92.9831 99.3813 98.2570 109.6835 62.4547 72.0745 93.4932 98.3351 90.9250 93.1566 

TB IC50 Chưa xác định 
được IC50 

Chưa xác định 
được IC50 

IC50 = 33 ± 0.08 
R2 = 0.98 

IC50 = 66.1 ± 0.9 
R2 = 0.98 

IC50 = 115.3 ± 1.34 

R2 = 0.97 
 

Bảng PL5.2.5. Tỷ số tăng sinh (A%) và giá trị IC50 (μM) các hợp chất trên dòng OVCAR-8  

Nồng độ 
thử 

OVCAR-8/chất thử (*) 
SD1 SD2 SD3 SD4 SD5 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

A% 
lần 1 

A% 
lần 2 

[C1] 72.2376 66.2476 58.1627 68.4644 9.7973 7.9796 36.1331 28.9418 60.6211 77.7205 
[C2] 84.2209 84.0850 66.3012 82.4761 14.1768 17.9756 38.9007 41.8109 67.5811 82.5288 
[C3] 91.3886 91.5213 75.6472 87.8724 31.3100 35.9778 46.8460 46.8889 70.1748 82.5184 
[C4] 90.4885 87.2072 78.6515 89.0325 34.8917 39.9210 50.1352 54.8584 73.3820 85.1430 
[C5] 92.4965 87.9185 86.0075 89.7533 43.2571 42.9751 71.7591 67.9742 75.1304 92.8231 
[C6] 96.5567 95.2546 87.3793 95.7925 66.1819 72.5355 80.7187 77.5350 91.3785 96.8654 

TB IC50 
Chưa xác định 

được IC50 
Chưa xác định 

được IC50 
IC50 = 3.4 ± 0.007 

R2 = 0.99 
IC50 = 30 ± 1.4 

R2 = 0.98 
Chưa xác định 

được IC50 
 

The image part with relationship ID rId162 was not found in the file.

The image part with relationship ID rId162 was not found in the file.

The image part with relationship ID rId162 was not found in the file.

The image part with relationship ID rId162 was not found in the file.
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Abstract. The Aurora kinases, including Aurora A, B and C, 
play critical roles in cell division. They have been found 
overexpressed in a number of types of cancer and may thus 
be potential targets in cancer therapy. Several Aurora kinase 
inhibitors have been identified and developed. Some of these 
have been used in clinical trials and have exhibited certain effi-
cacy in cancer treatment. However, none of these has yet been 
applied clinically due to the poor outcomes. Oxostephanine 
is an aporphine alkaloid isolated from several plants of the 
genus Stephania. This compound has been reported to inhibit 
Aurora kinase activity in kinase assays and in cancer cells. 
The present study aimed to investigate the real-time effects of 
oxostephanine extracted from Stephania dielsiana Y.C. Wu 
leaves on the growth of an ovarian cancer cell line (OVCAR-8, 
human ovarian carcinoma); these effects were compared to 
those of the well-known Aurora kinase inhibitor, VX-680. The 
effects of oxostephanine on stromal cells, as well as endothe-
lial cells were also examined. The results demonstrated that 
oxostephanine was an Aurora kinase inhibitor through the 
prevention of histone H3 phosphorylation at serine 10, the 
mislocalization of Aurora B and the induction of aneuploidy. 
Moreover, this substance was selectively cytotoxic to human 
umbilical vein endothelial cells (hUVECs), whereas it was 
less cytotoxic to human fibroblasts and umbilical cord‑derived 

mesenchymal stem cells. In addition, this compound signifi-
cantly attenuated the migration and tube formation ability of 
hUVECs. Taken together, the present study demonstrates that 
oxostephanine plays dual roles in inhibiting Aurora kinase 
activity and angiogenesis. Thus, it may have potential for use 
as a drug in cancer treatment.

Introduction

The Aurora kinases, including Aurora A, B and C, are 
serine/threonine kinases that play a central role in regulating 
cell division and multiple signaling pathways. Aurora A 
functions in the formation of a typical bipolar spindle (1), 
the maturation of centrosomes, which is necessary for G2/M 
transition (2), and the formation and stimulation of the cyclin 
B-CDK1 complex (3). Moreover, Aurora A helps to increase 
both size and microtubule-nucleating capacity just before 
mitotic entry (3). Aurora B plays a function in the chromosome 
biorientation on the mitotic spindle. It mediates the attachment 
of the microtubule to the kinetochores and regulates the spindle 
assembly checkpoint (SAC) (4,5). The improper attachment of 
kinetochores promotes Aurora B to recruit and phosphorylate 
its substrates at the kinetochores to depolymerize the uncor-
rected attachment, allowing other microtubules to capture 
the unattached kinetochores. The inhibition of Aurora B can 
impair the chromosome arrangement at the mitotic spindle 
equator (6).

Furthermore, Aurora B phosphorylates histone H3 at 
the serine 10 (H3S10ph) residue at the beginning of the 
prophase and leads to a peak in H3S10ph at the prometa-
phase and metaphase. This phosphorylation contributes 
to the active chromosome conformation at the entry of 
mitosis (7). Other studies have reported that H3S10ph may 
involve chromosome condensation and Aurora B recruitment 
to the centromere (8,9). Most notably, Aurora B is the only 
enzymatic member of the chromosomal passenger protein 
complex (CPC). All members of CPC share the co-local-
ization during mitosis: They concentrate in the kinetochore 
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during the prophase, prometaphase and metaphase; transfer 
to the midzone with anaphase onset; and remain in the 
midbody in telophase and cytokinesis (10). The mislocaliza-
tion of any CPC members, including Aurora B, can lead to a 
defection in mitosis and cytokinesis (10,11). Apart from the 
pivotal functions in cell division, Aurora A and B kinases 
are also involved in tumor angiogenesis. These enzymes 
phosphorylate MYCN, regulate vascular endothelial growth 
factor (VEGF) production, and inhibit the proliferation and 
tube formation of human endothelial cells (12-14). Aurora C 
kinase has been found in cells that undergo meiosis and has 
a unique physiological role in spermatogenesis (15). The 
limitation in understanding the role of Aurora C may stem 
from the high sequence homology between this kinase and 
Aurora B, leading to the overlapping in the function of these 
proteins (16). Aurora C can rescue the genetic stability of 
the cells in case Aurora B is absent (17). Previously, it was 
demonstrated that the overexpression of Aurora C induces 
abnormal cell division, resulting in centrosome amplification 
and multinucleation in cells (17).

The overexpression of Aurora kinases has been observed 
in a broad range of human solid tumors, such as gliomas, and 
colorectal, breast, ovarian and pancreatic cancer (18), as well 
as in liquid tumors such as diffuse large B-cell lymphoma (19). 
Moreover, Aurora kinases have been found to be associated 
with genetic instability and aneuploidy in tumors (20). Hence, 
it is not surprising that Aurora kinases have become attractive 
targets in cancer treatment. The development of Aurora inhibi-
tors has drawn the attention of several scientists from academic 
institutes and pharmaceutical companies. Over the first two 
decades of the 21st century, a series of Aurora kinase inhibi-
tors were produced, which were Aurora A- or B-selective, or 
pan inhibitors. Although these compounds exhibit preclinical 
and clinical efficacy, no Aurora kinase inhibitor has yet been 
approved for clinical use due to their poor outcomes (18). 
Thus, there is an urgent need for the identification of novel 
small molecule inhibitors.

Oxostephanine is a substance belonging to the group of 
aporphine alkaloids isolated from several plants of the genus 
Stephania. Previous studies have demonstrated that this 
substance exerts a potent cytotoxic effect on several cancer 
cell lines, such as KB (human epithelial carcinoma), HepG2 
(human hepatocellular carcinoma), GLC4/Adr (human small 
cell lung adriamycin-resistant carcinoma), K562 (human 
chronic myelogenous leukemia) and K562/Adr (human chronic 
myelogenous leukemia resistant to adriamycin) (21), whereas it 
has a minimal toxic effect on normal cells (MRC-5; human 
fetal lung fibroblasts) (22). In addition, oxostephanine has been 
shown to exhibit potent activity against breast cancer cells and 
MOLT-3 acute lymphoblastic leukemia cells (21). Moreover, 
Knockleby et al (23) revealed that oxostephanine inhibited the 
activity of Aurora kinase A and B by the competition of ATP 
binding sites in an in vitro kinase assay.

The aim of the present study was to examined the effects of 
oxostephanine extracted from Vietnamese Stephania dielsiana 
Y.C. Wu (S. dielsiana) as a novel Aurora kinase inhibitor on an 
ovarian cancer cell line (OVCAR-8). As demonstrated herein, 
S. dielsiana may prove to be a potent Aurora kinase inhibitor, 
as well as an anti-angiogenic agent with potential to be devel-
oped into an anticancer drug.

Materials and methods

Compound preparation. The stems and leaves of S. dielsiana 
were collected in Ba Vi District, Hanoi, Vietnam in October, 
2019 and identified by the Department of Botany, Hanoi 
University of Pharmacy, Hanoi, Vietnam. A voucher specimen 
(no. SD10/2019) has been deposited at the Department of 
Botany and Pharmacognosy, Vietnam University of Traditional 
Medicine, Hanoi, Vietnam. The process used for the isolation 
and characterization of oxostephanine from the leaves of 
S. dielsiana in Vietnam has been previously published (22,23). 
In brief, the leaves of S. dielsiana (7 kg) were extracted with 
95% MeOH (3x15 liters, 3 days each) at room temperature. 
The extracts were concentrated in vacuo to yield a MeOH 
extract (680 g), which was suspended in H2O (2.5 liters) and 
adjusted to pH 3 with 10% HCl. The acidic aqueous phase 
was filtered off. The filtrate was loaded on ion‑exchange resin, 
eluted with 20% MeOH until the eluate approached colorless 
to give the nonalkaloid parts, and then eluted with 2% NaOH 
in 65% MeOH solution (five‑fold of retention volume) to yield 
the crude total alkaloids. The alkaloid-containing solution was 
acidified to pH 5 with 10% HCl and partitioned with EtOAc 
(3x2 liters) to yield the EtOAc extract (65 g).

The EtOAc-soluble portion was subjected to silica gel 
column chromatography eluted with gradient systems of 
CH2Cl2-MeOH (100:0, 100:10, 100:30 and 100:50, v/v). The 
eluted fractions were evaluated and pooled according to thin 
layer chromatography (TLC) analysis, resulting in six major 
fractions (SDE.1-SDE.6). The purification of SDE.6 over 
Sephadex LH-20 (100% MeOH) was performed using the same 
methodology, and subsequent preparative TLC, eluted with 
CH2Cl2-MeOH (20:1) yielded oxostephanine (8.6 mg). The 
purification of oxostephanine by repeating recrystallization in 
a mixture of methanol and ethanol yielded pure oxostephanine 
compound as an amorphous yellow-orange powder (purity 
99.0% as a percentage of the peak area using a HPLC-DA 
system (Agilent 1260 Infinity II; Agilent Technologies, Inc.).

Cell lines and culture. OVCAR-8 (human ovarian carci-
noma-8) and HeLa (Aurora B-GFP) cells were grown in 
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM; Gibco; Thermo 
Fisher Scientific, Inc.). Human dermal fibroblasts (hFBs) were 
cultured in DMEM/F12 medium (Gibco; Thermo Fisher 
Scientific, Inc.). The media were supplemented with 10% fetal 
bovine serum (FBS) (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.), 
100 units/ml penicillin and 100 µg/ml streptomycin (Gibco; 
Thermo Fisher Scientific, Inc.). Human umbilical vein endothe-
lial cells (hUVECs) were cultured in EBM-2 medium (Lonza 
Group, Ltd.). Umbilical cord-derived mesenchymal stem cells 
(UC‑MSCs) were grown on the surface of culture flasks coated 
by CELLstart™ CTS™ (CELLstart) in StemMACS™ MSC 
Expansion medium (StemMACS) (Miltenyi Biotec). All the 
cells were cultured in an incubator at 37˚C with 5% CO2. The 
hUVECs, hFBs and UC-MSCs were provided by Vinmec 
Research Institute of Stem cell and Gene Technology, and 
they were not immortalized cell lines. The protocols for cell 
isolation were approved by the Ethics Committee of Vinmec 
International Hospital (Document no. 40/2020/QD-Vinmec for 
hUVECs and UC-MSCs, signed and dated on December 24, 
2020; Document no. 311/2018/QD-Vinmec for hFBs, signed 
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and dated on September 11, 2018). The HeLa (Aurora B-GFP) 
cells were kindly provided as a gift from Professor Stefan 
Dimitrov at Institute Albert Bonniot (present name is Institute 
for Advanced Biosciences) (11,24).

Cell viability assay. Cell viability was assessed using sulforho-
damine B (SRB) assay. The cells were seeded at a density of 
3x10³ cells/well in 96-well plates and incubated with oxostepha-
nine for 24, 48 and 72 h at six concentrations differed by five 
from the highest of 25 to 5, 1, 0.2 and 0.04 µM. Subsequently, 
the medium was removed, and the cells were stained with 4% 
SRB (Millipore, Sigma) for 10 min at room temperature after 
fixing with 10% TCA (MilliporeSigma) for 1 h at 4˚C. The 
absorbance was measured at 540 nm using a microplate reader 
(BioTech Power Wave XS; BioTek Instruments, Inc.).

Real-time analysis of cell proliferation using the xCELLigence 
system. The proliferation assay was performed using the xCel-
ligence system (ACEA Biosciences; Agilent Technologies, 
Inc.). Media (100 µl/well) were added to each 96-well of an 
E-plate (ACEA Biosciences; Agilent Technologies, Inc.) to 
take the background reading for 15 min. In the meantime, the 
cells were resuspended in medium, and 80 µl cell suspension 
were added to yield a cell density of 3x103 cells/180 µl/well. 
Following incubation for 30 min at room temperature, the 
E-plate was placed into the RTCA SP station in an incubator. 
After 24 h, the cells were treated with oxostephanine (125, 25, 
5, 1 and 0.2 µM) and VX-680 (Vertex and Merck; 25, 5, 1, 
0.2 and 0.04 µM). Dynamic cell proliferation was monitored 
in 30-min intervals from the seeding point till the end of the 
experiment with a total of >200 h. The electrical impedance 
was measured using RTCA-integrated software of the xCEL-
Ligence system as a dimensionless parameter termed cell 
index (CI). Normalized CI values were used to obtain the IC50 
values, doubling times and other evaluations.

Immunofluorescence. The cells were grown on glass coverslips 
for 24 h before being treated with either oxostephanine (5 µM) 
or VX-680 (0.2 µM) with or without paclitaxel (0.035 µM; 
Millipore, Sigma) and incubated for 15 h in an incubator 
at 37˚C with 5% CO2. Paclitaxel was used to synchronize 
the cells to the M phase in the cell cycle, in order to obtain 
dividing cells. The cells were then fixed with 4% paraformal-
dehyde and 2% sucrose for 15 min at 37˚C, permeabilized 
with 0.2% Triton X-100 for 10 min, blocked with 5 mg/ml 
BSA, and incubated with primary antibodies for 2 h at room 
temperature. Phosphorylated histone H3 was detected using 
a polyclonal rabbit antibody (ab183626, Abcam), at a dilution 
of 1:500. Aurora B was detected using mouse monoclonal 
antibodies (36-5200, Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, 
Inc.), at a dilution of 1:250. DNA was visualized with 5 µg/ml 
Hoechst 33342 (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc.) or 
2 µg/ml propidium iodide (PI; Thermo Fisher Scientific, Inc.). 
Images were collected using a ZEISS 510 Laser Scanning 
Confocal (LSM) microscope with 40X or 63X objectives (Carl 
Zeiss AG). For the HeLa (Aurora B-GFP), the cells were grown 
on a Lab-Tek chamber coverglass (Nalge Nunc International). 
Following 24 h of treatment with the compounds at concentra-
tions of oxostephanine (5 µM) or VX-680 (0.2 µM), cells were 
observed without fixing.

As regards the cell nuclear morphological examination, 
the cells were incubated with either oxostephanine (5 µM) or 
VX‑680 (0.2 µM) for 48 h. The cells were then fixed with 4% 
paraformaldehyde and 2% sucrose for 15 min at 37˚C, permea-
bilized with 0.2% Triton X-100 for 10 min and stained with 
5 µg/ml Hoechst 33342. Following incubation for 15 min, the 
cells were collected, washed with phosphate-buffered saline 
(PBS; Millipore, Sigma), and observed using a LSM micro-
scope. Images were analyzed using LSM Image Browser (Carl 
Zeiss AG).

Apoptosis assay. Apoptosis assay was performed using 
the Alexa Fluor 488 Annexin V/dead cell apoptosis kit 
(Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc.). As mentioned 
in the kit, Annexin V is a phospholipid binding protein, and 
it specifically binds to negatively charged phosphatidyl-
serine molecules exposure on the surface of apoptotic cells. 
Following treatment of the cells with either 0.5 µM oxostepha-
nine or 0.2 µM VX-680 for 48 h, the cells were harvested and 
prepared for apoptosis analysis. Briefly, the cells were washed 
with PBS, then suspended in Annexin-binding buffer to obtain 
a density of 106 cells/ml. The cell solution was then incubated 
with 5 µl Alexa Fluor® 488-Annexin V and 100 µl PI working 
solution for 15 min at room temperature. Subsequently, 
400 µl Annexin-binding buffer were gently mixed into the 
solution with and the cell solution was analyzed on a FACS 
Canto II System (BD Biosciences). For the visualization of 
apoptotic marker expression, following 24 h of treatment with 
the compounds, the cells were incubated with Alexa Fluor® 
488-Annexin V for 30 min and observed under a LSM micro-
scope.

Multicellular tumor spheroid assay. OVCAR-8 spheroids 
were created using the hanging drop method as previously 
described (25). A total of 15 µl of the medium that contained 
5x103 cells were added to each circle on the inverted cover of a 
96-well plate to create one spheroid. The cover was then placed 
upside down on the plate coated with sterile agarose 1.5% 
(w/v) containing 200 µl complete medium. Following 48 h 
of incubation in a humidified chamber with 5% CO2 at 37˚C, 
spheroids were transferred from the cover into each well of the 
agarose-coated plate and further cultured in DMEM (Gibco; 
Thermo Fisher Scientific, Inc.) supplemented with 10% FBS 
(Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.). Spheroids were treated 
with oxostephanine under two conditions: i) The compound 
was added to the cell preparation before making the hanging 
drop; and ii) the compound was added after transferring the 
formed spheroids into the culture wells. Two concentrations 
at 5 and 1 µM of Oxostephanine were used in both conditions. 
Images were obtained using an Axiovert 40CFL microscope 
(Carl Zeiss AG) with Powershot G9 camera. These images 
were analyzed using Axio version 4.5 software (Carl Zeiss 
AG) to determine the spheroid diameter. The approximated 
volume (V) of each spheroid was calculated as follows: V= 
(4/3) x π x (D1/2) x (D2/2)2, where D1 and D2 were the longest 
and shortest diameters, respectively (26).

RNA extraction and reverse transcription-quantitative PCR 
(RT-qPCR). Total RNA was extracted from the five cell lines 
using the RNeasy Mini kit (Qiagen GmbH) according to the 
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manufacturer's instructions. A total of 1 µg total RNA from 
each sample was converted into cDNA using the M-MLV 
cDNA Synthesis kit (Enzynomics, Inc.). The reaction was 
performed at 25˚C for 10 min, 42˚C for 60 min, 95˚C for 5 min, 
and held at 4˚C on a SimpliAmp™ Thermal Cycler (Applied 
Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Inc.). The cDNA 
products from each sample were used to perform qPCR. A 
total of 1 µl five‑time diluted cDNA was used for qPCR, and 
reagents were mixed followed by PCR using the SensiFAST 
SYBR® Lo-ROX kit (Bioline Pty Ltd, Meridian Bioscience, 
Inc.). The primers used are listed in Table I. β-actin mRNA 
was used as an internal control gene to normalize the data. 
RT‑qPCR was performed for the initial activation at 95˚C for 
20 sec, followed by 40 cycles at 95˚C for 10 sec, 63˚C for 30 sec, 
and 70˚C for 1 sec. The melting curve was analyzed using the 
instrument default setting. The assays were performed in trip-
licate on a Light Cycle® 96 system (Roche Diagnostics). The 
DDCq method (31) was used for the quantification of mRNA 
expression.

Wound healing assay. The hUVECs and hFBs were cultured 
in EGM-2 endothelial cell growth medium-2 Bulletkit (Lonza 
Bioscience) and DMEM/F12 (Gibco; Thermo Fisher Scientific, 
Inc.) supplemented with 10% FBS, respectively, to reach the 
completed confluence in 24‑well plates. The cells were then 
supplemented with mitomycin C (5 µg/ml) to inhibit cell 
proliferation. Thereafter, the cells were cultured in serum-free 
medium for 24 h (hUVECs) and 48 h (hFBs). Scratches were 
created using cell scrapers SPLScar (SPL Life Sciences Co., 
Ltd.), and floating cells were removed by washing the wells 
twice with PBS. Oxostephanine was incubated with the cells at 
three concentrations of 25, 5 and 1 µM for 24 h (hUVECs) and 
48 h (hFBs). Images were captured every 6 h (Olympus IX73 
Inverted Microscope, Olympus Corporation) from the scars 
created. The cell migration ability was analyzed using ImageJ 
software (version 1.53e, National Institutes of Health).

Colony formation assay. The hUVECs and hFBs were seeded 
in a six-well plate at a density of 1x103 cells/well and treated 
with oxostephanine at four different concentrations (25, 5, 1 
and 0.2 µM) for 24 h. The medium was refreshed, and the cells 
were then incubated in a humidified incubator with 5% CO2 at 
37˚C for a further 10 days. The cells were then stained with 

Giemsa (Millipore, Sigma) for 5 min at room temperature after 
fixing with 70% methanol for 10 min at room temperature. The 
formation of colony units of endothelial cells (CFU-ECs) and 
fibroblasts (CFU‑Fs) was observed, photographed and counted 
using an Axiovert 40 Inverted Microscope (Carl Zeiss AG) 
(magnification, x4). The number of colonies was determined 
per 1,000 cells at seeding.

Growth factor analysis using luminex assay. Growth factors, 
including VEGF‑A, fibroblast growth factor‑2 (FGF‑2) and 
hepatocyte growth factor (HGF), were analyzed using Luminex 
assay with ProcartaPlexTM Multiplex Immunoassays (Human 
Custom ProcartaPlex 4‑Plex kit; Thermo Fisher Scientific, 
Inc.). The conditioned media was prepared by culturing cells 
to 90% confluency in an appropriate medium without supple-
ment or FBS for 48 h. The conditioned medium was then 
collected and kept on ice prior to use. Reagents and procedures 
were processed following the manufacturer's instructions. 
The luminescent signals of the growth factors were detected 
using a LuminexTM 100/200TM system equipped with the 
xPONENT 3.1 software (Luminex Co., Ltd).

Tube formation assay. The tube formation assay was 
performed using Angiogenesis Assay kit (ab204726, Abcam). 
Briefly, extracellular matrix solution (Matrigel, supplied with 
the kit, Abcam) was added to a 96-well plate and incubated for 
1 h at 37˚C to allow the solution to form a gel. hVUECs were 
seeded at 1.5x104 cells/well (three replicates per group) on the 
gel and incubated with oxostephanine at two concentrations of 
5 and 1 µM. For the background control wells, no Matrigel was 
added. Suramin (supplied with the kit, Abcam) was used as an 
angiogenesis suppressor control. Following 8 h of incubation at 
37̊C in the incubator, the tube formation was examined using 
an inverted microscope. The total tube length, total branching 
points and mean tube length were analyzed using Wimasis 
software (Web-based version, wimasis.com).

Statistical analysis. All statistical analyses were performed 
using R software version 3.4.4. The differences between groups 
were assessed using an unpaired t-test, two-way ANOVA and 
Tukey's HSD tests. A P-value <0.05 was considered to indicate 
a statistically significant difference. All data are presented as 
the mean ± SD.

Table I. Sequences of specific primers used for RT‑qPCR.

Gene Accession no. Primer sequence Amplicon size (bp) (Refs.)

Aurora A NM_198433.3 Fw 5'-TTCCAGGAGGACCACTCTCTGT-3' 69 (27)
  Rv 5'-TGCATCCGACCTTCAA TCATT-3'  
Aurora B NM_001313950.2 Fw 5'-CGCAGAGAGATCGAAATCCAG-3' 85 (28)
  Rv 5'-AGATCCTCCTCCGGTCATAAAA-3'  
VEGF NM_001025366.3 Fw 5'-AGGAGGAGGGCAGAATCATCAC-3'; 90 (29)
  Rv 5'-ATGTCCACCAGGGTCTCGATTG-3'  
β-actin NM_001101.5 Fw 5'-ACAGAGCCTCGCCTTTG-3' 110 (30)
  Rv 5'-CCTTGCACATGCCGGAG-3'  

Fw, forward; Rv, reverse.
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Results

Real-time analysis of the effects of oxostephanine on 
OVCAR-8 cancer cells. The present study performed a cyto-
toxicity analysis of oxostephanine using the OVCAR-8 cell 
line with the xCELLigence RTCA system. During >200 h of 
incubation, the viability, number, morphology and adherent 
ability of the cells were recorded and visualized as a graph 
(Fig. 1A). The utilities in the RTCA Control Unit software 
allowed for the creation of a dose-response curve and the 
calculation of the IC50 value of the drug at different time 
points. The results revealed that oxostephanine and VX-680 
exerted a similar effect on cell proliferation; the higher 
concentrations of the compounds the greater the inhibitory 
effects on cell growth. In the control wells, the cell index 
values gradually increased and peaked at the time point of 
140 h, with a CI of 32 (Fig. 1A). In the wells treated with the 
two highest concentrations of 125 and 25 µM oxostephanine, 
cell proliferation was entirely inhibited compared to the 
control with the CI values decreasing after 3 h of incubation, 
indicating that the cells could not grow, but were killed. At the 
oxostephanine concentration of 5 µM, the cell proliferation 
rate was approximately half that of the control, with the time 
to get the peak of CI values was 165 h. At the oxostephanine 
concentration of 1 µM, the peak was reached at the same time 
but with a smaller value equivalent to 78% of the control. At 
the smallest concentration of 0.2 µM oxostephanine, the cell 
proliferation was lower than that of the control. For the wells 
treated with VX-680, while all cells were killed at the two 
highest concentrations, the CI values at the peaks associated 
with the other concentrations were smaller and were observed 
at later time points than those of the control (Fig. 1A). Using 
RTCA software, the IC50 values at different time points of 
incubation from 24 to 120 h were calculated. The IC50 values 
were from 3.8-7.3 µM for oxostephanine and 0.2-0.6 µM for 
VX-680 (Table II).

The doubling time of the OVCAR-8 cells was also affected 
by these two compounds. Following treatment with VX-680, 
the cells did not grow and died rapidly following the addi-
tion of the substance expressed by the minus values of the 
doubling time at the three highest concentrations. In terms of 
oxostephanine, the majority of the doubling time was higher 
compared to the controls, indicating that the proliferation of 
cells was inhibited (Fig. 1B). Of note, a change in the size 
of the cells treated with oxostephanine and VX-680 at low 
concentrations was observed. The cells increased their size 
following the incubation time. Not only the cell size, but the 
immunostaining of these cells also indicated that there was a 
significant increase in the nuclei area (Fig. 1C). Additionally, 
the morphology of the cell nuclei was changed, with the nuclei 
becoming heterogeneous, multi-lobed and enlarged, that were 
not homogeneous or oval-shaped as in the controls (Fig. 1C). 
Using the LSM image browser software, the nuclear area 
was measured. The data indicated that the nucleic size of the 
cells treated with oxostephanine or VX-680 was three-fold 
larger than that in the control group (Fig. 1D). Taken together, 
these results demonstrated that oxostephanine inhibited the 
proliferation of OVCAR-8 cells in the micromolar range. The 
real-time effects of oxostephanine were comparable to those of 
VX-680, an Aurora kinase inhibitor.

Apoptosis induction is a characteristic of Aurora kinase 
inhibitors (18,23). Hence, the present study examined whether 
oxostephanine could induce the apoptosis of OVCAR-8 
cancer cells. At the oxostephanine concentration of 5 µM, 
we observed the expression of phosphatidylserine molecule, 
an apoptosis marker, that binding to Annexin-V on the cell 
surface after 24 h of incubation (Fig. 1E). The rate of cells 
positive with Annexin-V was calculated from the sum of Q1-1 
(early apoptosis) and Q2-1 (late apoptosis) quadrants in the 
flow cytometry plots (Fig. 1F). Accordingly, the percentage 
of oxostephanine (5 µM)-treated cells positive for Annexin-V 
was 30.4±6.8%, which was 7.4-fold higher than that of the 
control (4.1±0.8%). Moreover, a 33.7±5.1% cell population was 
positive for Annexin-V when treated with 0.2 µM VX-680 
(Fig. 1F).

Oxostephanine inhibits the growth of OVCAR-8 spheroids. 
The effects of oxostephanine on the growth of OVCAR-8 cells 
in 3D culture were investigated. When adding the substance 
at the time of spheroid preparation, this compound prevented 
70% spheroid formation at 5 µM and 58% spheroid forma-
tion at 1 µM. A similar result was obtained with VX-680; 
only 22.5% of spheroids could be formed at the concentration 
of 0.2 µM (Fig. 2A). Moreover, the volume of the formed 
spheroids was smaller than that of the control (Fig. 2B). After 
transferring the spheroids into agar plates, the growth was 
unaltered at the concentration of 1 µM, whereas this decreased 
at the concentration of 5 µM following the time of culture 
even with the absence of the compound (Fig. 2C). For the 
other treatments, oxostephanine was added and maintained in 
the medium after the spheroids were transferred into the agar 
plate. Under this condition, after 7 days, the substance inhib-
ited the growth of spheroids, with the size decreasing 4.3-fold 
at 5 µM and 2.7-fold at 1 µM. The effect of oxostephanine 
on spheroid growth was even more prominent than that of 
VX-680 at 0.2 µM, with a decrease of 2.1-fold in the volume 
on day 7 of treatment. Moreover, the control increased the 
spheroid volume 3-fold on day 7 of culture on agar (Fig. 2C). 
Furthermore, the morphology of the treated spheroids was 
also changed into loose cell clusters with numerous cells 
separately surrounded, in contrast to the tight and impact 
control spheroids (Fig. 2D).

Oxostephanine inhibits Aurora kinase expression and 
activity. To characterize oxostephanine as a novel Aurora 
kinase inhibitor, the effect of this compound on the phos-
phorylation of H3S10ph was evaluated in OVCAR-8 cancer 
cells. To collect cells at the mitotic phase, the cell population 
was synchronized by the addition of paclitaxel followed by 
incubation with oxostephanine and VX-680 at concentrations 
of 5 and 0.2 µM, respectively. The images revealed that the 
fluorescence signal of H3S10ph was markedly decreased in 
mitotic cells incubated with oxostephanine and VX-680, even 
with or without paclitaxel (Fig. 3A).

In addition, the distribution of Aurora B was affected by 
these compounds. In mitotic OVCAR-8 cells, this protein was 
not expressed at the centromere, but was diffused on the whole 
chromosomes at the metaphase. Moreover, Aurora B presented 
as bright dots in the centromere in the control cell group 
(Fig. 3B). Additionally, RT-qPCR revealed that the mRNA 
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Figure 1. (A) Real-time analysis of OVCAR-8 cell proliferation following treatment with oxostephanine and VX-680. On the plot, the normalized cell index 
(CI) is shown at 15 h, which is the adding point of the substance. The horizontal axis of the graph was the time of the experiment. (B) Population doubling 
times of OVCAR‑8 cells were calculated on RTCA system after 48, 72, 96 and 120 h of incubation with the two compounds at five concentrations, as indi-
cated in the figures. Of note, the minus values of PDT indicated that the cells died when exposed to the compound at an early stage and no cell growth was 
counted. (C) Image of cell nuclei following incubation with oxostephanine and VX-680 for 48 h. (D) The average sizes of cell nuclear area were calculated 
and presented as the mean ± SD. Data were collected from three repeated experiments. (E) Oxostephanine induced the apoptosis of OVCAR-8 cancer cells. 
Immunofluorescence images of control and oxostephanine‑treated cells stained with Annexin V‑FITC indicated the higher expression of phosphatidylserine 
molecules on the cell surface in treated cells (green color). (F) Quantitative analysis of the percentage apoptosis in the oxostephanine- and VX-680-treated 
cells. *P<0.05, vs. control.
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expression of Aurora B was decreased following incubation 
with oxostephanine in OVCAR-8 cells (Fig. 3C).

To determine the effects of oxostephanine on the localiza-
tion of Aurora B kinase, HeLa cells stably expressing Aurora 
kinase B-GFP were used. Notably, the diffusion of Aurora B 
was observed in both living and fixed HeLa cells (Fig. 4). 
Furthermore, in mitotic cells treated with oxostephanine and 
VX-680, Aurora B-GFP was observed on the entire chromo-
somes when the cells were at metaphase.

In summary, these data illustrated that the treatment of the 
cells with oxostephanine affected the behavior of Aurora B 

during the cell cycle in a similar manner to VX-680, but with 
a lower efficiency.

Oxostephanine is selectively cytotoxic on different cell types. 
The present study also selected three cell lines, including 
human UC-MSCs, hUVECs and hFBs for the examination 
of oxostephanine cytotoxicity. Firstly, the expression of 
Aurora A and Aurora B kinase genes relative to the actin 
gene control was examined in normal and cancer cells. The 
results revealed that these genes were highly expressed 
at the mRNA level, with the highest levels observed in 

Table II. IC50 values of oxostephanine and VX-680 in OVCAR-8 cancer cells with different incubation times. 

 Incubation time (h)
 ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Compound 24 48 72 96 120

VX-680 (µM) 0.3±0.02 0.6±0.06 0.2±0.04 0.2±0.07 0.2±0.05
Oxostephanine (µM) 7.3±1.5 6.6±0.9 5.6±0.7 4.6±0.8 3.8±0.5

Figure 2. Oxostephanine inhibits the formation and growth of OVCAR-8 spheroids. (A) Spheroid formation in the presence of the compounds. (B) The spheroid 
volume was reduced following incubation with the compounds. (C) The growth of tumor spheroids was prevented by the two types of treatment: The addition 
of the compound at the spheroid preparation (pre) and after spheroid formation (post). The days were counted from the time of transferring the spheroid from 
the hanging drop to the agar plates (day 1, etc.). (D) The morphology of spheroids of cells treated under the two conditions mentioned above. Pre, compounds 
were added at the time of spheroid preparation; post, compounds were added and maintained in the medium for spheroid growth in the agar plate. Scale bars, 
100 µm. *P<0.05 and **P<0.01, vs. control. Oxo, oxostephanine; VX, VX-680.
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the hUVECs and OVCAR-8 cells, and the lowest in hFBs 
(Fig. 5A).

Secondly, the cells were incubated with oxostephanine 
for the analysis of cell death. Following 24 h of incubation 
with oxostephanine, the death of hUVECs was observed 
at the two highest concentrations. After 48 and 72 h, the 
cell death number increased continuously in these wells 
containing hUVECs. Similar results were detected in 
UC-MSCs. On the other hand, in the wells of hFBs, no cell 
death was observed (Fig. 5B). Additionally, the IC50 values 
were consistent with these observations. The IC50 values from 

the hUVECs were 7.9±0.6, 3.1±0.5 and 1.9±0.5 µM after 24, 
48 and 72 h of incubation, respectively. However, the IC50 
values from the hFBs could not be determined after 24 and 
48 h, but were 17.1±0.8 µM after 72 h of incubation. Notably, 
the cytotoxicity effect of oxostephanine on UC-MSCs was 
lower than that on hUVECs, but higher than that on hFBs, 
with IC50 values at 48 and 72 h were 4.7±0.8 and 5.1±0.7 µM, 
respectively (Fig. 5C). These data, as well as the results of 
the mRNA levels indicated that the oxostephanine may be 
more toxic to OVCAR-8 cancer cells and hUVECs, but less 
on hFBs and UC-MSCs.

Figure 3. The phosphorylation of histone H3 at serine 10 and the localization of Aurora B kinase were disrupted in OVCAR-8 cancer cells treated with 
oxostephanine and VX-680. (A) H3S10ph (green) was suppressed in the presence of oxostephanine (5 µM) and VX-680 (0.2 µM) for 15 h. In the case of 
synchronization to the pro-metaphase, cells were pre-treated with paclitaxel (0.3 µg/ml) for 8 h, then incubated with the two substances as mentioned above. 
(B) Aurora B was deconcentrated on the chromosomal centromeres following treatment with the substances. (C) The expression of Aurora A and Aurora B 
was decreased at the mRNA level following treatment with oxostephanine and VX-680. *P<0.05, vs. control.
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Oxostephanine reduces colony formation and growth 
factor secretion by hUVECs and hFBs. The effects of 
Oxostephanine on the capacity of endothelial progenitor 

cells and fibroblast precursor cells to form colonies were 
then examined. As shown in Fig. 6A, both the number of 
colonies and the density of cells/colonies were reduced in 

Figure 4. Effects of oxostephanine and VX-680 on the expression of Aurora kinase B in mitotic cells. The Aurora B distribution was determined on living 
HeLa cells stably expressing Aurora B‑GFP and on fixed HeLa cells. Of note, in the control cells, this protein was located as bright dots on chromosomes at 
the metaphase; in treated cells, the protein was diffused in the whole chromosomes, particularly in VX-680-treated cells.

Figure 5. Oxostephanine is selectively cytotoxic to different cell types. (A) mRNA expression of Aurora A and Aurora B kinase in normal and cancer cell lines. 
(B) Proliferation of hUVECs and hFBs treated with various concentrations of oxostephanine after 24, 48 and 72 h of incubation. (C) Dose-response growth 
inhibition curve for oxostephanine in the three cell types. hUVECs, human umbilical vein endothelial cells; hFB, human dermal fibroblasts.
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Figure 6. Oxostephanine reduces the colony formation and growth factor secretion by hUVECs and hFBs. (A) Images of CFU-Fs (hFBs) and CFU-ECs 
(hUVECs) and cell morphology in each type of CFU. CFUs were reduced in both the number of CFU and the number of cells per CFU. (i and iii) Macroscopic 
images of hFBs and hUVECs culture plates, respectively, following Giemsa staining; (ii and iv) microscopic of a single stained colony in hFBs and hUVECs, 
respectively. Scale bars, 200 µM. (B) The colony formation ability of hUVECs and hFBs treated with the indicated concentrations of oxostephanine. (C) The 
secretion of three types of growth factors (VEGF-A, HGF and FGF-2) in the presence of oxostephanine at various concentrations. *P<0.05, **P<0.01 and 
***P<0.001, vs. control. hUVECs, human umbilical vein endothelial cells; hFB, human dermal fibroblasts; CFU, colony‑forming units.
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the treated wells compared to the controls. The numbers of 
CFU‑ECs and CFU‑Fs were significantly decreased with the 
two highest concentrations (25 and 5 µM) (P<0.01). Colony 
formation was also disrupted with the lower concentra-
tions of oxostephanine, with a smaller number of colonies 
compared to the control in hUVECs (P<0.05) (Fig. 6B, left 
panel. In addition, the inhibitory effects of oxostephanine on 
colony formation were more prominent in hUVECs than in 
hFBs, with a smaller number of CFUs relative to the control 
(%) in the endothelial cells compared to that in the fibroblasts 
(P<0.05) (Fig. 6B, right panel).

Three types of growth factors, including VEGF-A, 
FGF-2 and HGF, were measured in the cell culture medium 
after treating the cells with oxostephanine at 1 and 5 µM. 
The data indicated that the secretion of these proteins was 
differed between the cell types. In the controls, both the 
hUVECs and hFBs secreted HGF with values of 4.5, and 
1,333±243.2 µg/ml, respectively (Fig. 6C). Additionally, both 
the hFbs and hUVECs produced VEGF-A into the medium at 
a concentration of around ~1,270 pg/ml. The hUVECs secreted 
a high amount of FGF-2 (2,285.8±240.1 pg/m). Following 
incubation with oxostephanine, the capacity of growth factor 
secretion by the cells was consistent with the control regarding 
the factor component that only hUVECs could secrete all three 
factors (VEGF-A, HGF and FGF-2) and hFBs secreted only 
VEGF-A and HGF. However, the amount of all tested growth 
factors decreased (P<0.05), apart from VEGF-A secreted by 
hUVECs treated with 5 µM oxostephanine (Fig. 6C). These 
results demonstrated that oxostephanine affected the secretion 
of growth factors by cells.

Oxostephanine inhibits the migration of hUVECs and hFBs. 
Fibroblast and endothelial cell migration is a critical step in 
the wound healing and angiogenesis processes (32). Thus, 
in the present study, a wound healing assay was performed 
to examine the capacity of oxostephanine to regulate the 
migration of endothelial cells and fibroblasts. In the control 
group, both hUVECs and hFBs expressed their ability to 
migrate to close the gap at a more rapid rate; the hUVECs 
exhibited a greater migratory ability (covering 100% of the 
wound after 24 h) compared to the hFBs (covering 46.1% of 
the wound after 24 h) (Fig. 7). When the cells were treated 
with oxostephanine, a significant decrease in the migration of 
hUVECs and hFBs were observed (P<0.05; Fig. 7). As regards 
the hUVECs, the percentage of the wound covered by cells 
treated with oxostephanine at the concentrations of 25 and 
5 µM was ~11% compared to 100% of that in the control group 
after 24 h, which indicated that the compound inhibited the 
migration of hUVECs >10-fold (Fig. 7). This inhibitory effect 
was less prominent in hFBs at the two highest concentrations 
(5.7-fold decrease at 25 µM and 3.2-fold decrease at 5 µM at 
48 h). However, at the concentration of 1 µM, the compound 
exerted more prominent inhibitory effects on the migration 
of hFBs than that of hUVECs. These results demonstrated 
that oxostephanine significantly inhibited the migration of 
hUVECs and hFBs.

Oxostephanine suppresses angiogenesis in vitro. The effect of 
oxostephanine on the angiogenesis of hUVECs was examined 
using tube formation assay. As shown in Fig. 8A, the hUVECs 
formed a capillary-like network on the Matrigel, with the 

Figure 7. Oxostephanine inhibits the migration of hUVECs and hFBs. (A) Images of cell migration toward the gap in the presence of oxostephanine at the 
indicated concentrations. (B) Quantitative analysis of gap covering (%) after a time of cell migration. Experiments were repeated in triplicate and data are 
presented as the mean ± SD. *P<0.05 and ***P<0.001. hUVECs, human umbilical vein endothelial cells; hFB, human dermal fibroblasts.
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highest number of total tube lengths and tube branching 
points after 10 h. By contrast, the tube-formation capacity 
significantly decreased when the cells were treated with 5 µM 
oxostephanine (P<0.05) (Fig. 8B). The total tube length, tube 
branching, tube segments and the number of junctions were 
72.9±2.1, 62.5±8.4, 36.4±7.2, and 52.1±5.6%, respectively, 
compared to the control group. The majority of hUVECs clus-
tered, and very few tube-like structures were observed. When 
the cells were treated with 1 µM oxostephanine, the percentage 
of total tube length, branching, segments, and number of junc-
tions reached 80.8±10, 76.2±12, 52.7±12.2, and 70.3±12.3%, 
respectively, compared to the control (Fig. 8C). These findings 
suggested that oxostephanine suppressed angiogenesis in vitro.

Discussion

The crucial role of Aurora kinases, particularly Aurora A 
and B, in cell division, as well as the overexpression of these 
kinases in a wide range of cancers, renders them a potential 
target in cancer treatment (18). Oxostephanine extracted from 
the Stephania plant was first reported by Makarasen et al (21) 
for its activity in inhibiting the growth of a variety of cancer 
cell lines. The present study first aimed to characterize 
oxostephanine, extracted from S. dielsiana leaves in Vietnam, 
as a novel Aurora inhibitor by comparing the real-time 

effects of this substance on cancer cells to those of VX-680, 
a well-known Aurora kinase inhibitor (33). An ovarian cancer 
cell line (OVCAR-8), was used to examine the effects of 
oxostephanine, since Aurora kinase has been reported to be 
overexpressed in epithelial ovarian cancer, in addition to two 
recent clinical trials that have used Aurora kinase inhibitors to 
treat ovarian cancer (34-36). In the present study, the analysis 
using the xCelligence system revealed similar responses of 
the OVCAR-8 cells to both compounds (oxostephanine and 
VX-680) in real-time growth dose-response curves, cell popu-
lation doubling time and cellular size change.

Of note, at low tested concentrations of oxostephanine 
(<5 µM) and VX-680 (1 µM), the cells became aneuploidy 
with an increase in their size, but not in their number. Previous 
research has indicated that when Aurora kinase activity is 
inhibited, the mitotic SAC is activated, which leads to mitotic 
arrest. However, this SAC could be overridden, which causes 
the mitotic slippage of cells in the presence of Aurora kinase 
inhibitors. This phenomenon eventually led to cells becoming 
aneuploidy or apoptotic (37). In the present study, OVCAR-8 
cells treated with oxostephanine and VX-680 at low concentra-
tions expressed enlarged and lobed nuclei. Moreover, as shown 
by immunofluorescence assay, both compounds downregu-
lated the phosphorylation of protein histone H3 at serine 10 in 
cancer cells. These data are consistent with those of the study 

Figure 8. Effect of osxostephanine on the tube formation assay of hUVECs. (A) Representative images and (B) quantification of the tube formation when 
seeding hUVECs on Matrigel in the presence of the test compounds. (C) Tube formation capacity relative to the control (%) of hUVECs incubated with 
oxostephanine. Experiments were repeated in triplicate and data are presented as the mean ± SD. *P<0.05 and **P<0.01.
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by Knockleby et al (23), demonstrating that oxostephanine 
inhibited H3S10ph in HeLa cells (23). As the phosphorylation 
of histone H3 at serine 10 is considered a marker of activated 
Aurora B kinase (7,8), hence oxostephanine could prevent the 
function of this kinase.

Previous studies have indicated that the activity of 
Aurora B is associated with auto-phosphorylation and centro-
mere distribution (5,23). Under normal conditions, Aurora B 
must concentrate at the kinetochore to phosphorylate some 
proteins in the conserved outer kinetochore KNL1/Mis12 
complex/Ndc80 complex (KMN) network, which plays a role 
in the kinetochore-microtubule attachment (4-6). The present 
study demonstrated that oxostephanine affected the normal 
localization of Aurora B kinase; thus, it may inhibit the 
auto-phosphorylation activity of this enzyme. In the presence 
of oxostephanine and VX-680, Aurora B diffused to all chro-
mosome arms and in the cytoplasm. This phenomenon ocurred 
in all fixed and living OVCAR‑8 and HeLa cells. By observing 
living HeLa cells that express Aurora B-GFP, it was noted 
that the cells that have chromosomes with diffused Aurora B 
remained longer in metaphase and eventually became aneu-
ploidy. This phenomenon of Aurora B has been mentioned 
with the other inhibitors (24,25). This could be explained by 
the fact that Aurora B did not concentrate at the kinetochore, 
leading to an effect on the correct attachment of the chromo-
some to the microtubule and subsequently activating the SAC, 
consequently leading to mitotic slippage, as discussed above. 
Moreover, oxostephanine decreased the expression of both 
Aurora A and Aurora B at the mRNA level as did VX-680. The 
reduction in the levels of these proteins contributed to defects 
in cell division functions. Taken together, these data demon-
strated that oxostephanine was an Aurora kinase inhibitor, 
and this compound was cytotoxic to OVCAR-8 cells in both 
monolayer culture and tumor spheroids. It is worth noting that 
Knockleby et al (23) indicated the effect of Oxostephanine on 
both Aurora A and Aurora B in the kinase assay. The present 
study first focused on Aurora B in OVCAR‑8 cells. In future 
studies, the authors aim to continue to test the effects of 
oxostephanine on Aurora A kinase in cell culture.

Cancer‑associated mesenchymal stem cells and fibroblasts 
have been proven to facilitate tumor progression. Recent 
research has revealed the function of mesenchymal stem 
cells in glioblastoma resistant to Aurora kinase inhibitor, 
leading to the recurrence of tumors (38). In acute myeloid 
leukemia (AML), one mechanism of mesenchymal stem cells 
used to protect leukemic cells from chemotherapeutic agents 
is activating Aurora A by increasing IL-6 secretion (39). In a 
co‑culture system, fibroblasts have been shown to induce the 
upregulation of Aurora A in non-small cell lung carcinoma 
to protect the cancer cells from gefitinib treatment (40,41). 
Fibroblasts can be activated by Aurora B through Wilms 
tumor 1 signaling, leading to an induction of fibrogenesis (42). 
Moreover, the downregulation of Aurora B stimulates 
cellular senescence in hFBs (43). Aurora kinase and stromal 
cells exert synergistic effects on the development of cancer 
cells. Moreover, angiogenesis is necessary for the progres-
sion of tumors (44). Hence, in the present study examined the 
effects of oxostephanine on four cell types (UC-MSCs, hFBs, 
hUVECs and OVCAR-8). Firstly, it was found that all tested 
cells highly expressed Aurora A and B, with the highest 

expression level observed in OVCAR-8 cells and hUVECs, 
followed by UC‑MSCs, and finally hFBs. Accordingly, the 
IC50 values of oxostephanine in these cell lines were the 
lowest in the OVCAR-8 cells and hUVECs, higher in the 
MSCs, and highest in the hFBs. Moreover, the reduction in 
the colony-forming units indicated that oxostephanine could 
inhibit the proliferation of endothelial progenitor cells and 
fibroblasts. One limitation of the present study was that the 
presentation of colonies needed improvement as the location 
of the closely clustered colonies could not be seen. However, 
the number of colonies could still be counted. At the concen-
tration of 5 µM, oxostephanine significantly inhibited the 
colony formation of hUVECs; however, the colony-forming 
inhibitory effect was less prominent in hFBs (~30% CFUs). 
Additionally, in the wound healing assay, oxostephanine also 
exerted a more prominent inhibitory effect on the migration 
of hUVECs than hFBs. These results demonstrated the selec-
tive activity of oxostephanine toward hUVECs. The targeting 
of the compound to different cell types may result from the 
expression of Aurora kinase in these cells. Higher levels of 
Aurora kinase are associated with a more prominent effect 
of oxostephanine on the cells. Apart from cell growth, the 
function of hUVECs in angiogenesis was also disrupted 
by oxostephanine. These cells could not successfully form 
tubes in Matrigel in the presence of 5 µM oxostephanine. 
The anti-angiogenic effect of Aurora kinase inhibitors has 
been previously reported (13) through their involvement in a 
signaling pathway that enhances angiogenesis (45) and stabi-
lizes N-Myc, which is a well-known oncogene (46,47). These 
results indicate that oxostephanine functions as a suppressor 
of angiogenesis.

Furthermore, the data indicated that oxostephanine 
decreased the production of VEGF-A, HGF and FGF-2, which 
functions in the proliferation, migration and tube formation 
processes (48-51), by both hUVECs and hFBs. Notably, in the 
present study, in hUVECs, the mRNA expression of VEGF-A 
in cells treated with oxostephanine was not considerably 
altered; however, the expression of FGF‑2 was significantly 
decreased compared to the control. This activity of oxostepha-
nine differed from VX-680, which has been shown to inhibit 
VEGF-A expression (13). Nonetheless, the decrease in the 
levels of FGF‑2 and HFG was sufficient to inhibit the growth 
and function of hUVECs.

Of note, the effects of oxostephanine one growth factor 
secretion by cells have not yet been clarified. In addition, the 
involvement of Aurora kinases in angiogenesis have not yet been 
elucidated. However, it can be hypothesized that Aurora kinase 
inhibitors, such as oxostephanine, are cytotoxic toward ovarian 
cancer cells and endothelial cells, which leads to the inhibition 
of tumor angiogenesis. Furthermore, even though this compound 
was less cytotoxic to the other stromal cells such as hFBs and 
UC-MSCs, it prevented the cell functions that can result in 
stromal cells being inefficient in supporting tumor growth. 
This hypothesis was encouraged by a published study on the 
antitumor activity of the methanol fractional extraction from 
S. dielsiana roots on Swiss mice bearing Sarcoma-180 tumors, 
which reported a 4-fold decrease in tumor volume in the treated 
mine (52). It is necessary to examine the effects of oxostephanine 
in vivo using animal models transplanted with human tumor 
cells. The authors aim to perform such experiments in the future.



TRAN et al:  DUAL ROLES OF OXOSTEPHANINE AS AURORA KINASE INHIBITOR AND ANGIOGENESIS SUPPRESSOR14

In conclusion, the findings of the present study indicate 
that oxostephanine is a potential Aurora kinase inhibitor. It 
inhibited the proliferation of ovarian cancer OVCAR-8 cells 
and multicellular tumor spheroids. Moreover, oxostephanine 
exhibited selective cytotoxicity to normal cells by inducing a 
high expression of Aurora kinase A and B. Furthermore, this 
compound downregulated the expression of growth factors, 
prevented the migration of hUVECs and hFBs, and reduced 
tube formation. However, further studies are required for 
oxostephanine to be developed as an anticancer drug. This 
compound needs to be tested on other ovarian cancer cell 
lines, particularly primary cell lines, to confirm its effects on 
ovarian cancer. In addition, the expression of Aurora A and B 
in different cell types needs to be quantified using effective 
methods, such as western blot analysis, in order to deter-
mine to the association of Aurora kinase expression and the 
effects of oxostephanine. More importantly, in the long term, 
experiments using in vivo tumor models need be performed to 
confirm the efficiency of oxostephanine.
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ABSTRACT 

Phytochemical studies of the stems and leaves of Stephania dielsiana Y.C.Wu yielded two new 

aporphine alkaloids (1 and 5), along with six known alkaloids (2–4 and 6–8). Their structures 

were characterised based on analyses of spectroscopic data, including one- and two-

dimensional nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy and high-resolution electrospray 

ionisation mass spectrometry (HR-ESI-MS). The cytotoxic activities of the isolated compounds 

against a small panel of tumour cell lines were assessed by MTT assay. Interestingly, compound 

2 exhibited particularly strong cytotoxic activities against HepG2, MCF7 and OVCAR8 cancer 

cell lines, with IC50 values of 3.20 ± 0.18, 3.10 ± 0.06 and 3.40 ± 0.007 µM, respectively. 

Furthermore, molecular docking simulations were carried out to explore the interactions and 

binding mechanisms of the most active compound (compound 2) with proteins. So that, this 

study demonstrated that aporphine alkaloids from S. dielsiana could be promising as candidates 

for the development of new anti-cancer drugs. 

 

 

Keyword: Stephania dielsiana Y.C.Wu, Menispermaceae, Aporphine alkaloids, Cytotoxicity 
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1. Introduction 

According to the World Health Organization, cancer and cardiovascular disease are the two 

major causes of mortality worldwide. An overview  summarised cancer incidence and mortality 

rates by sex and age in 2020, for 38 cancer sites in 185 nations and territories worldwide (Ferlay 

et al. 2021).  Numerous disorders, including allergies, oxidative stress, chronic inflammation, 

cardiovascular diseases and disorders that promote aberrant cell growth, are linked to cancer 

(Khansari et al. 2009). Although there are a variety of treatment options for cancer, including 

surgery, chemotherapy and radiotherapy, there is a great deal of research interest in more 

affordable options using natural ingredients to both prevent and treat cancer (Li et al. 2022, 

Vinh et al. 2020). Therefore, identification of novel therapeutic components in folk medicines 

is crucial in the battle against cancer (Duyen et al. 2022, Thang Hoang et al. 2021). 

Alkaloids are a large class of organic molecules containing at least one nitrogen atom that exist 

naturally in both plants and marine organisms. Alkaloids have diverse pharmacological 

properties, including anti-inflammatory, anticancer, antibacterial and antioxidant properties (Li 

et al. 2022). Numerous alkaloids have been identified and used in traditional and modern 

medicine, or have served as the basis for new drug development (e.g. morphine and other opium 

alkaloids found in opium poppies) (Matos et al. 2022). In addition, berberine, an alkaloid 

derived from the Berberis genus, has historically been employed in Ayurvedic, Chinese and 

Middle Eastern folk medicines for its effects against a range of pathogens, including bacteria, 

viruses, fungi, protozoa and helminths (Kong et al. 2022). 

The Menispermaceae plant family, which contains the genus Stephania Lour., is a 
significant source of medicinal plants (Deng et al. 2011). The alkaloids from this genus are 
divided into six main groups: hasubanan, aporphine, proaporphine, protoberberine, 
bisbenzylisoquinoline and morphinandienone (Zhou et al. 2018).  

From Stephania dielsiana Y.C.Wu, which is one species of the genus, twenty seven 
alkaloids were isolated and annouced, such as: sinoacutin, stephanin, ayuthianin, 
dehydrostephanin, cephamorphinanin, aknadinin, liriodenin, sinomenin, L-
tetrahydropalmatin, (-) corydalmin, oxocrebanin, nor-canelillin, crebanin, 
dehydrocrebanin, stesakin, isolaurelin, oxoputerin, (+)-O-methylbulbocapnin, 8-
demethyldehydrocrebanin, vireakin, dehydroisolaurelin, sukhodianin, crebanin N-oxid, 
và dehydroroemerin, oxostephanin, palmatin, thailandin. 

Especially, alkaloids from Stephania dielsiana Y.C.Wu exhibited diverse 

pharmacological effects, such as cytotoxic, anticancer, anthelmintic and antimicrobial activities 

(Knockleby et al. 2020, Zhou et al. 2018). As part of an ongoing effort to discover bioactive 

components from herbal medicine as possible anticancer treatments (Tuan Anh et al. 2021, 
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Vinh et al. 2019a, Vinh et al. 2019b, Vinh et al. 2020), we describe the structure, extraction, 

and isolation of two new aporphine alkaloids (1 and 5), along with six known alkaloids (2–4 

and 6–8), from the leaves of S. dielsiana. The anticancer properties of isolated compounds were 

also evaluated by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) 

protocol using the HepG2, MCF7 and OVCAR8 human cancer cell lines. The results showed 

that compound 2 exhibited particularly strong cytotoxic activities against HepG2, MCF7 and 

OVCAR8 cancer cell lines, with IC50 values of 3.20 ± 0.18, 3.10 ± 0.06 and 3.40 ± 0.007 µM, 

respectively. Furthermore, molecular docking simulations of active compounds were performed 

to further support our in vitro findings. 

2. Results and discussion 

2.1. Structure and identification of new compounds 

Dried stems and leaves of S. dielsiana (7.0 kg) were extracted with 95% MeOH (15 L ×3 times) 

at ambient temperature. MeOH residue was produced after the solvent evaporated under 

reduced pressure (680 g). 

Utilising several chromatographic separation methods, two new alkaloids, stedieltines A–B (1 

and 5), and six known alkaloids (oxostephanine (2), oxocrebanine (3), oxostephanosine (4), 

aristolactam (6) (Achari et al. 1984), crebanine (7) and dehydrocrebanine (8) (Thien et al. 

2018)) were purified from the ethylacetate (EtOAc) fraction. Spectroscopic techniques clearly 

revealed their structures by comparison with previously published data. 

Stedieltine A (1) was obtained as a yellowish amorphous powder. It showed a positive reaction 

to Dragendorff’s reagent, indicating that it was an alkaloid. Its molecular formula, C19H15NO6, 

with an index of hydrogen deficiency of 13, was defined based on a protonated molecular ion 

at m/z 354.0979 [M + H]+ (calcd C19H16NO6
+, 354.0977) using high-resolution electrospray 

ionisation mass spectrometry (HRESIMS) (Fig. S9), and from the 13C nuclear magnetic 

resonance (NMR) data. Analysis of the 1H NMR and 1H-1H COSY spectra (Table S1, Fig S3) 

revealed the presence of deshielded aromatic proton signals [δH 7.00 (1H, dd, J = 8.0, 1.0 Hz, 

H-9), 6.81 (1H, t, J = 8.0 Hz, H-10) and 6.67 (1H, dd, J = 8.0, 1.0 Hz, H-11)] characteristizing 

of an aporphine moiety. A pair of AB doublets [δH 7.81 (1H, d, J = 5.5 Hz, H-4) and 8.28 (1H, 

d, J = 5.5 Hz, H-5)] were characteristic signals of H-4 and H-5 oxoaporphine derivatives. In 

addition, two methoxy groups [δH 3.14 (3H, s, 7-OCH3) and 3.83 (3H, s, 8-OCH3)], and one 

isolated aromatic singlet at δH 7.44 (1H, s), were attributed to H-3, while the singlet at δH 6.14 

(2H, s, H-12) was consistent with two hydrogens of a methylenedioxy group in the 1H NMR 

spectrum. The 13C NMR spectra revealed 19 carbon signals, including 15 aromatic carbons, 1 

aromatic O-methyl group [δC 55.9 (8-OMe)], and 1 methylenedioxy [δC 101.9 (C-12)], and a 

methoxy group [δC 51.2 (7-OCH3)] from one ester [δC 167.0 (C = O)] were also observed.  
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The above data suggested that 1 has an aporphine skeleton and is structurally similar to 

oxostephanine (2) (Thien et al. 2018), differing only in terms of the replacement of the ketone 

at C-7 in 2 by a methoxycarbonyl [(δH 3.14/δC 51.2, (OCH3) and δC 167.0 (-COO-)]. This was 

supported by the present of a methoxy signal at δH 3.14 (3H, s,7- OCH3), correlation from δH 

3.14 to δC 167.0 (C-7). An hydroxyl group has been revealed by the chemical signal at δC	145.0 

(C-7a), interpreted for an oxygenated aromatic carbon. Additonally, an oxygenated hydrogen 

signal was demonstrated by a boarden signal on 1H-NMR spectrum at 8.60 ppm in 1. The 

Heteronuclear Multiple Quantum Correlation (HMQC) data revealed the correlations beetween 

δH 7.44 (s, H-3) and δC 102.1 (C-3); δH 7.81 (d, J=5.5, H-4) and δC 121.9 (C-4); δH 8.28 (d, J= 

5.5, H-5) and δC 139.9 (C-5); δH 7.00 (dd, J=8.0, 1.0, H-9) and δC 111.8 (C-9); δH 6.81 (t, J=8.0, 

H-10) and δC 118.1 (C-10); δH 6.67 (dd, J=8.0, 1.0, H-11) and δC 123.7 (C-11); δH 6.11 (s, H-

12) and δC  101.9 (C-12); δH 3.14 (s, 3H, 7-OCH3) and δC 51.2 (C-OCH3);  The Heteronuclear 

Multiple Bond Correlation (HMBC) data showed correlations: from δH 6.14 (H-12) to δC 150.0 

(C-1), 147.5 (C-2); from δH 7.44 (H-3) to δC 150.0 (C-1), 147.5 (C-2), 135.5 (C-3a), 121.9 (C-

4), and 121.1 (C-6b); δH 7.81 (H-4) to δC 102.1 (C-3), 135.5 (C-3a), 139.9 (C-5), and 121.1 (C-

6b); δH 8.28 (H-5) to δC 135.5 (C-3a), 121.9 (C-4), and 150.2 (C-6a); δH 6.67 (H-11) to δC 112.7 

(C-11b), 145.0 (C-7a), and 111.8 (C-9); δH 3.83 (8-OCH3) to δC 147.5 (C-8); δH 7.00 (H-9) to 

δC145.0 (C-7a), 147.5 (C-8) and 123.7 (C-11) (Figure 2 and S5, S7) further suggested the 

existence of an aporphine skeleton. The planar structure of 1 was fully assigned and further 

confirmed by detailed analysis of its two-dimensional NMR spectrums including HMQC, 

HMBC, 1H-1H COSY (COrrelated SpectroscopY) (Fig. S6) and NOESY (Nuclear Overhauser 

Effect Spectroscopy) (Fig. S8). Based on its structure, 1 was characterised as a new aporphine 

alkaloid, named Stedieltine A. 

Stedieltine B (5) was obtained as a brown solid, and the molecular formula C17H13NO5 was 

determined by HRESIMS from the protonated molecular ion observed at m/z 294.0766 [M + 

H]+ (calcd C17H14NO5
+, 294.0766). In the 1H NMR spectrum of 5, the aromatic hydrogen 

signals at δH 6.95 (1H, dd, J = 8.0, 1.0 Hz, H-9), 7.10 (1H, t, J = 8.0 Hz, H-10) and 7.74 (1H, 

dd, J = 8.0, 1.0 Hz, H-11) indicated the existence of a 1,2,3-substituted benzene moiety. Three 

signals of aromatic singlet hydrogens at δH 6.91 (1H, s, H-3), δH 7.06 (1H, d, J = 5.5 Hz, H-4) 

and 7.82 (1H, d, J = 5.5 Hz, H-5), as well as the HMBC correlations from H-3 (δH 6.91) to C-

1 (δC 140.8), C-2 (δC 152.7) C-3a (δC 137.3) and C-6b (δC 112.2); H-4 to C-3 (δC 101.2), C-3a 

(δC 137.3), C-5 (δC 140.2) and C-6b (δC 112.2); and H-5 to C-3a (δC 137.3), C-4 (δC 115.7) and 

C-6a (δC 157.3), revealed the existence of one pentasubstituted and tetrasubstituted benzene 

moiety. In addition, a singlet downfield hydrogen signal at δH 6.20 (2H, s, 1-OCH2O-2) 

indicated the presence of a methylenedioxy moiety, and a methoxy group at C-8 by {δH 3.93 
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(s; δC 56.3; -OCH3). The 13C NMR and HSQC spectra of 5 indicated the occurrence of 17 

carbons, including 1 sp3 methylene, 15 sp2 carbons and 1 methoxy group. The 15 sp2 carbons 

could be ascribed to the presence of one double bond and two benzene ring moieties that 

accounted for 9 of the 12 degrees of unsaturation. The remaining three indices of hydrogen 

deficiency were assigned to three additional ring systems in 5. The above spectroscopic data 

analysis revealed that the structure of 5 resembled that of oxostephanine (2) . The difference 

between 5 and oxostephanine (2) was revealed by comparing the NMR spectral data of 5 (Table 

1) with that of oxostephanine, which showed that the carbonyl group at C-7 in oxostephanine 

was replaced by a bond to an oxygen atom in 5. This assignment was confirmed by the chemical 

shifts at δC 157.3 (C-6a) and 141.3 (C-7a) as well as by high-resolution electrospray ionisation 

mass spectrometry (HR-ESI-MS) data. Additionally, HMQC has showed a signal between H-9 

(δH 6.95) and C-9 (δC 113.1), that has meant for the lack of one -OCH3 at position 9 in 

comparing with oxostephanine. Thus, the structure of 5 was determined as shown in Figure 1. 

The complete and unambiguous NMR assignments of oxostephanine (2), oxocrebanine (3), 

oxostephanosine (4), aristolactam (6) (Achari et al. 1984), crebanine (7) and dehydrocrebanine 

(8) (Thien et al. 2018) were accomplished by comparison of the spectroscopic data (NMR and 

MS) with literature values. 

2.2 Biological evaluation 

The potential cytotoxicity of compounds 1–8 was examined using three human cancer cell lines: 

HepG2, MCF7 and OVCAR8 (Tuan Anh et al. 2021). Compound 2 exhibited particularly strong 

cytotoxic activities against HepG2, MCF7 and OVCAR8 cells, with IC50 values of 3.20 ± 0.18, 

3.10 ± 0.06 and 3.40 ± 0.007 µM, respectively (Table 2). Other compounds showed weaker or 

no significant cytotoxic effects on the human cancer cell lines. 

Based on the potential cytotoxic effects of compound 2, a computational study was performed 

to support the results of the in vitro experiment. The interaction and binding mechanism of 

active compound 2 with proteins related to cancer were investigated by molecular docking 

simulations. The results showed that compound 2 had good binding energies of −9.8, −8.0 and 

−9.8 kcal/mol for HepG2 (PDB ID: 5EQG), MCF7 (PDB ID: 3ERT) and OVCAR8 (PDB ID: 

3OG7), respectively (Figure 3). Furthermore, compound 2 exhibited a hydrogen bond with 

TRP412 in the active site for HepG2 (PDB ID: 5EQG). Therefore, compound 2 from S. 

dielsiana is a potential candidate for the development of novel anticancer therapeutic agents. 

Previously, alkaloids isolated from the genus Stephania were reported to show remarkable anti-

inflammatory, antinociceptive and anticancer activities (Deng et al. 2011, Knockleby et al. 

2020). In this study, eight compounds (1–8), including two new aporphine alkaloids (1 and 5), 

were identified in the methanol (MeOH) extract of S. dielsiana by combined column 
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chromatography (CC). Compound 2 may have anticancer effects. Our results suggested that the 

alkaloids in S. dielsiana might have potential for the treatment of cancer and related diseases. 

3. Experimental 

3.1. General experimental procedures 

The 1H (500 MHz) and 13C NMR (125 MHz) spectra were recorded in deuterated solvents on 

an AVANCE III HD 500 spectrometer (Bruker, Billerica, MA, USA), operating at 125 MHz 

for 13C and 400 MHz for 1H. Chemical shifts are reported in ppm (δ) and coupling constants (J) 

as Hz, relative to those of the solvent signal. Tetramethylsilane (TMS) was used as an internal 

reference. HRESIMS data were acquired using a 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS system 

(Agilent, Santa Clara, CA, USA). Medium-pressure liquid chromatography (MPLC) 

was carried using  a Biotage-Isolera One system (SE-751 03; Biotage, Uppsala, Sweden). CC 

was performed using silica gel 65–250 or 230–400 mesh silica gel (Sorbent Technologies, 

Atlanta, GA, USA), porous polymer gel (Diaion HP-20, 20–60 mesh; Mitsubishi Chemical, 

Tokyo, Japan), Sephadex LH-20 (Supelco, Bellefonte, PA, USA), octadecyl silica (ODS, 50 

μm, COSMOSIL 140 C18-OPN; Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) and RP-18 (30–50 μm, 

YMC*GEL; Fuji Silysia Chemical, Kasugai, Japan). Analytical thin-layer chromatography 

(TLC) was performed on precoated silica gel 60 F254 (1.05554.0001; Merck, Darmstadt, 

Germany) and RP-18 F254S plates (1.15685.0001; Merck) and visualised under short wavelength 

ultraviolet (254 nm) and long wavelength ultraviolet (365 nm). The isolated compounds were 

visualised by spraying with 10% H2SO4 in water and then heating for 1.5–2 minutes. All 

procedures were carried out with solvents purchased from commercial sources used without 

further purification. 

Cancer cell lines: HepG2, MCF7 and OVCAR8 cell lines were provided by 
the American Type Culture Collection (ATCC), then stored in nitrogen liquid in Biology 
Department, Natural Sciences Univeristy, Hanoi National University. The cells were grown in 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc).  

3.2. Identification of plant S. dielsiana 

The study materials, which had harvested whole aerial parts from the first branch of trunk of 

Stephania dielsiana, were collected in Ba Vi district, Hanoi, Vietnam, in October 2019 and a 

voucher specimen (SD10/2019) was kept at the Department of Botany and Pharmacognosy, 

Vietnam University of Traditional Medicine, Hanoi, Vietnam. 

3.3. Extraction of plant and column chromatography isolation of S. dielsiana 

The stems and leaves of S. dielsiana (7 kg) were extracted with 95% MeOH (3 × 15 liters, 3 

days each) at room temperature. The extracts were concentrated in vacuo to give a MeOH 

extract (680 g), which was suspended in H2O (2.5 liters) and adjusted to pH 3 with 10% HCl. 
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The acidic aqueous phase was filtered off. The filtrate was loaded onto ion-exchange resin, 

eluted with 20% MeOH until the eluate became colourless to yield the nonalkaloid parts, and 

then eluted with 2% NaOH in 65% MeOH solution (5× retention volume) to afford the crude 

total alkaloids. The alkaloid-containing solution was acidified to pH 5 with 10% HCl and 

partitioned with ethyl acetate (EtOAc) (3 × 2L) to afford the EtOAc extract (65 g). 

The EtOAc-soluble portion was subjected to silica gel column chromatography (CC) eluted 

with gradient systems of CH2Cl2-MeOH (100:0, 100:10, 100:30, 100:50, v/v). The eluted 

fractions were pooled according to TLC analysis, yielding six major fractions (SDE.1–SDE.6). 

The SDE.1 fraction was separated by silica gel CC and eluted with n-hexane-acetone (10:1, v/v) 

to afford 8 (8.8 mg). The SDE.3 fraction was subjected to silica gel CC and eluted with CH2Cl2-

acetone (80:1, v/v), using the same methodology as described above for the initial CC of the 

alkaloid fraction. Subsequent preparative TLC was eluted with n-hexane-acetone (6:1, v/v) to 

give compound 7 (5 mg). Compounds 1 (5.5 mg) and 4 (3.9 mg) were obtained from fraction 

SDE.4 by silica gel CC (CH2Cl2-acetone, 18:1) and further separated by RP-18 (MeOH-H2O, 

1:2). Purification of SDE.6 over Sephadex LH-20 (100% MeOH), using this same methodology 

followed by preparative TLC, and eluted with CH2Cl2-MeOH (20:1), yielded compounds 2 (8.6 

mg), 3 (2.8 mg) and 5 (3.5 mg). Finally, compound 6 (2.3 mg) was separated from fraction 

SDE.8 by chromatography on a Sephadex LH-20 column, using MeOH as the eluent, and 

further isolated and purified by silica gel CC (CH2Cl2-MeOH (10:1). 

Stedieltine A (1): yellowish amorphous powder (for 1H and 13C NMR spectroscopic data, see 

Table S1); HR-ESI-MS m/z 354.0979 [M + H]+ (calcd C19H16NO6
+, 354.0977). 

Stedieltine B (5): brown solid (for 1H and 13C NMR spectroscopic data, see Table S1); HR-ESI-

MS m/z 294.0766 [M + H]+ (calcd C17H14NO5
+, 294.0766). 

3.4. Cytotoxicity assay 

The MTS assay. Cells HepG2, MCF7 and OVCAR8 were seeded at a concentration of 1 x 105 

cells/mL, 200 mL/well, into 96-well flat-bottomed tissue culture plates in eight replicates. The 

MTS assay was carried out using the MTS Cell Proliferation Colorimetric Assay Kit 

(BioVision, Inc., Milpitas, CA) following the manufacturer’s instruction. In brief, after the cells 

were cultured with medium for 24 hours, then washed out and replaced with 200 µL fresh 

warmed the culture medium before adding 20 µL of MTS reagent (3-(4,5-dimethylthiazol-2-

yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) into each well. The cells 

were further incubated for 2–4 h at 37oC in standard culture conditions. Then the absorbance 

was detected at 490 nm with a microplate reader. (Wang Y et al. 2020) 

3.5. Molecular docking simulation 
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The docking study was carried out as described previously (Duyen et al. 2022). Briefly, 

molecular docking studies were carried out using AutoDock Vina 1.1.2 to determine the binding 

affinity and interaction of the most active compound (compound 2) with proteins related to 

cancer, using protocols reported previously (Phong et al. 2022, Phong et al. 2021). The X-ray 

crystallographic structures of proteins related to cancer, i.e. HepG2 (PDB ID: 5EQG), MCF7 

(PDB ID: 3ERT) and OVCAR8 (PDB ID: 3OG7), were obtained from the RCSB Protein Data 

Bank. Energy minimisation of the active compound was accomplished using Chem 3D Ultra 

version 20. The molecular docking results were visualised using Discovery Studio 20.1 

(Dassault Systemes Biovia, San Diego, CA, USA). 
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