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Hình 4.4. Cấu trúc hóa học của A1 và A2 ................................................... 62 

Hình 4.5. Các hợp chất phân lập được từ lá Khổ sâm ................................. 62 

Hình 4.6. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của C1 ..... 63 
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Hình 4.11. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của P1 .... 66 
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Bảng 4.4. Dữ liệu phổ NMR của P3 và chất tham khảo  ............................ 66 
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MỞ ĐẦU 

 

Hiện nay, nghề nuôi tôm công nghiệp ở nước ta đang phát triển lớn mạnh và 

đóng góp quan trọng vào mức tăng trưởng kinh tế hàng năm của đất nước. Mặc dù 

ngành tôm đã đạt được kết quả rất ấn tượng trong những năm vừa qua nhưng sự phát 

triển vẫn chưa thực sự bền vững. Nghề nuôi tôm đang phải đối mặt với vấn đề sự phát 

sinh các loại dịch bệnh gây ra những thiệt hại cho nghề nuôi như bệnh hoại tử gan 

tụy cấp, đốm trắng, đỏ thân, bệnh còi, bệnh phân trắng…  

Từ cuối năm 2010, đầu năm 2011 đến nay, dịch bệnh nguy hiểm trên tôm được 

ghi nhận là bệnh hoại tử gan tụy cấp (AHPND). Bệnh gây thiệt hại lớn về kinh tế đối 

với các quốc gia sản xuất tôm ở khu vực Đông Nam Á, trong đó có Việt Nam. Tác 

nhân gây bệnh AHPND được cho là do vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus mang 

plasmid có chứa gen độc lực gây hoại tử gan tụy cấp [1,2] .  

Cùng xu hướng phát triển của thế giới về vấn đề ứng dụng sản phẩm có nguồn 

gốc từ thực vật, đặc biệt trong nghề nuôi tôm công nghiệp thì ở Việt Nam đang trong 

quá trình nghiên cứu tìm kiếm các loài thực vật có tác dụng tốt phòng trị bệnh trong 

nuôi trồng thủy sản nói chung và tôm nuôi nói riêng.  

Trên cơ sở sàng lọc hoạt tính kháng Vibrio parahaemolyticus kết hợp với kinh 

nghiệm đã được sử dụng trong dân gian các loài thảo dược: Đơn châu chấu (Aralia 

armata), Bọ mắm (Pouzolzia zeylanica), Khổ sâm (Croton tonkinensis), Ké hoa đào 

(Urena lobata), Thồm lồm (Polygonum chinense), Thầu dầu (Ricinus communis) và 

Cà trái vàng (Solanum xanthocarpum) thể hiện hoạt tính tốt và nhiều ưu điểm hơn cả 

[3,4,5].  

Bên cạnh đó, nghiên cứu thuốc sử dụng công cụ hỗ trợ máy tính (Computer 

aided drug design) đã trở nên rất phổ biển và có nhiều đóng góp quan trọng trong 

nghiên cứu và phát triển thuốc. Dựa trên sự tiến bộ của công nghệ thông tin, công cụ 

mô phỏng hóa sinh hiện đại đã được sử dụng để sàng lọc ảo (in silico), nghiên cứu cơ 

chế hoạt động và dự đoán các hợp chất cấu trúc mới được cho là có hoạt tính mạnh. 

Đây là một kỹ thuật đáng tin cậy và hiệu quả trong phát triển thuốc mới trong tương 

lai. Trong số các loài thực vật đề cập ở trên, thành phần hóa học của chúng đã được 

xác định chủ yếu bao gồm các lớp chất diterpenoid, triterpenoid và polyphenol với 

nhiều hoạt tính sinh học tốt: kháng khuẩn, kháng viêm, chống oxi hóa và đặc biệt 
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hoạt tính gây độc trên một số dòng tế bào ung thư như: gan, phổi… [6,7]. Từ những 

lí do trên, đề tài định hướng sử dụng kĩ thuật sàng lọc ảo (in silico) nhằm dự đoán các 

hợp chất có tiềm năng hoạt tính kháng khuẩn và kháng u từ các loài thực vật nghiên 

cứu, đồng thời nghiên cứu về cơ chế hoạt động, mối tương quan hoạt tính – cấu trúc 

của các hoạt chất trên các đích sinh học cụ thể. 

Chính vì vậy, đề tài “Nghiên cứu hóa học và hoạt tính sinh học của một số 

loài thực vật Việt Nam theo định hướng kháng chủng Vibrio parahaemolyticus 

và gây độc tế bào” được thực hiện và nhằm thực hiện các mục tiêu chính sau: 

- Nghiên cứu thành phần hóa học chính định hướng kháng vi khuẩn Vibrio 

parahaemolyticus gây bệnh hoại tử gan tụy cấp ở tôm nuôi và hoạt tính kháng u của 

một số loài thực vật Việt Nam bao gồm: Đơn châu chấu (Aralia armata), Bọ mắm 

(Pouzolzia zeylanica), Khổ sâm (Croton tonkinensis), Ké hoa đào (Urena lobata), 

Thồm lồm (Polygonum chinense), Thầu dầu (Ricinus communis) và Cà trái vàng 

(Solanum xanthocarpum). 

- Nghiên cứu hoạt tính sinh học theo định hướng tạo chế phẩm chống bệnh 

AHPND do vi khuẩn V. parahaemolyticus gây ra cho tôm và nghiên cứu hoạt tính 

sinh học theo định hướng gây độc tế bào ung thư phổi A549 của các ent-kaurane 

diterpenoid phân lập được. 

- Sàng lọc in silico cơ sở dữ liệu hợp chất từ các loài thực vật nghiên cứu dự 

đoán nhanh các hoạt chất tiềm năng tác dụng trên một số đích sinh học cụ thể sử dụng 

trong điều trị kháng khuẩn Vibrio parahaemolyticus và kháng u. Nghiên cứu cơ chế 

hoạt động và xác định mối tương quan hoạt tính – cấu trúc của các hoạt chất tiềm 

năng. 
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Chương 1. TỔNG QUAN 

 

1.1. Giới thiệu về 7 loài thực vật nghiên cứu  

1.1.1. Loài Aralia armata  

Cây Đơn châu chấu (Aralia armata), họ Nhân sân (Araliaceae) hay còn gọi là 

cây cuồng, cây đuống, cây răng, rau gai,… Cho đến nay đã có hơn 70 hợp chất được 

phân lập và nhận dạng. Thành phần hóa học chính là các saponin triterpen như 

silphioside A (1), taibaiensis IV (2), calenduloside H methyl ester (3), armatoside (4), 

calenduloside E (5), momordin Ia (6), calenduloside G (7), 3-O-[-D-galactopyranosyl-

(13)-6-O-butyl-D-glucuronopyranoside] (8) [8,9,10] 

 

 

 

Lá Đơn châu chấu dùng chữa mụn nhọt, trị rắn cắn. Vỏ rễ có những tác dụng 

chống viêm, đặc biệt tác dụng ức chế khá mạnh giai đoạn mạn tính của phản ứng 

viêm.  Kích thích sự chuyển dạng lympho bào trong thí nghiệm nuôi cấy in vitro, điều 

này chứng tỏ Đơn châu chấu có tác dụng kích thích miễn dịch. Kháng khuẩn đối với 

phế cầu, liên cầu khuẩn tan máu. Các saponin triterpen và genin acid oleanolic từ rễ 

Đơn châu chấu là thành phần có hoạt tính chống viêm cấp, viêm mạn và gây thu teo 

tuyến ức chuột cống trắng đực non. Thí nghiệm với acid oleanolic được phân lập từ 

rễ Đơn châu chấu, liều 60 mg/kg (tiêm dưới da), kết quả thu được tỷ lệ giảm trọng 

lượng tuyến ức là 40,9% [8]. 

1.1.2. Loài Cronton tonkinensis [11,12] 

Cây Khổ sâm cho lá hay còn gọi là Khổ sâm Bắc bộ với tên khoa học là Croton 

tonkinensis, họ Thầu dầu (Euphorbiaceae). 

1 R1=CH3, R2=H, R3=H, R4=H 

2 R1=C2H5, R2=H, R3=H, R4=H 

3 R1=CH3, R2=H, R3=D-Gal, R4=H 

4 R1=H, R2=H, R3=H, R4=L-Ara-(12)- 

β-D-Glu 

5 R1=H, R2=H, R3=H,  R4=H 

6 R1=CH3, R2=H, R3=H, R4=H 

7 R1=H, R2=H, R3=D-Glu, R4=H 

8 R1=CH3, R2=L-Ara, R3=H, R4=H 
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 Hiện nay, có hơn 13 hợp chất khung ent-kauran diterpenod được phân lập 

được từ loài Croton tonkinensis, phần lớn thuộc dẫn xuất hydroxy của khung ent-

kauran-16-ent-15-on, tiêu biểu như ent-18-axetoxy-7-hydroxykaur-16-en-15-on (9), 

ent-1α-axetoxy-7,14α-dihydroxykaur-16-en-15-on (10), ent-1α,7,14α-

triacetoxykaur-16-en-15-on (11), ent-7,14α-dihydroxykaur-16-en-15-on (12), ent-

18α-axetoxy-7α,14-dihydroxykaur-16-en-15-on (13), ent-7,18-dihydroxykaur-16-

ent-15-on (14) và ent-1α,14α-diacetoxy-7-hydroxykaur-16-en-15-on (15) 

 

 

Ngoài ra, từ cây Khổ sâm đã phân lập và nhận dạng được một số alkaloid, 

triterpenoid và steroid khác 

Khổ sâm cho lá được nhân dân sử dụng để chữa  bệnh đường ruột cho người 

và gia súc. Nhân dân dùng lá tươi nhai sống, vò hoặc giã nát để lấy nước uống chữa 

bệnh đau bụng, đi ngoài, phụ nữ bị bệnh hậu sản, lở loét người ngoài da, chữa các vết 

thương nhiễm trùng, chữa viêm loét hành tá tràng, đau dạ dày, trị sốt rét. Ngoài ra, 

cành, lá khô đem sao vàng, sắc lấy nước uống để chữa bệnh tê thấp.  

Phân đoạn alkaloid từ lá C. tonkinensis thể hiện hoạt tính ức Plasmodium 

falciparum và Plasmodium berghei. Các hợp chất ent-kauran diterpenoid phân lập từ 

lá C. tonkinensis kháng vi khuẩn S. aureus và S. aureus kháng methicillin. Phân đoạn 

dicloromethane từ lá Khổ sâm cho lá thể hiện hoạt tính gây độc trên các dòng tế bào 

ung thư gan (Hep-G2), màng tử cung (FI), biểu mô (KB), ung thư vú (MCF-7) và 

phổi (NCI-H460, SF-268). Các diterpenoid ent-kauran từ Khổ sâm cho lá còn có tác 

dụng kích thích trực tiếp vào nguyên bào xương. Đó là các phân tử điều trị tiềm năng 

chống lại các bệnh về xương như loãng xương. 

1.1.3. Loài Polygonum chinense [3,13,14] 

Loài Polygonum chinense L., họ Rau răm (Polygonaceae). Tên gọi thông 

thường: Thồm lồm, Lá lồm, đuôi tôm, mía bẹm, mía mung, xốm cúng (Thái), nú mí 

(Tày), xích địa lợi, hoả mẫu thảo, cơ đô (K’ho). 

9 R1=H, R2=OAc, R3=OH,R4=H 

10 R1=OAc, R2=H, R3=OH, R4=OH 

11 R1=OAc, R2=H, R3= OAc, R4=OAc 

12 R1=H, R2=H, R3=OH, R4=OH 

13 R1=H, R2=OAc, R3=OH, R4=OH 

14 R1=H, R2=OH, R3=OH, R4=H 

15 R1=OAc, R2=H, R3=OH, R4=OAc 
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Thành phần hóa học chính của loài Thồm lồm gồm các hợp chất flavonoid, 

triterpenoid, phenolic với nhiều hoạt tính sinh học đáng lưu ý. 

Các hợp chất flavonoid gồm apigenin (16), isorhamnetin (17), quercitrin (18), 

hyperoside (19) được phân lập từ loài Polygonum chinense 

                

Các hợp chất triterenoid được phân lập từ loài Polygonum chinense, gồm 25R-

spirost-4-ene-3,12-dione (20), stigmastane-3,6-dione (21), các hợp chất phenolic đã 

được phân lập và xác nhận cấu trúc từ Polygonum chinense syringic acid (22) và 

gallicin (23). 

 

     

     20                                     22                         23                                  21 

 

Theo Đông Y, Thồm lồm có vị hơi ngọt, cay, tính mát, thường dùng chữa mụn 

nhọt, lở loét, lở vành tai, chốc đầu, chốc mép, chàm, bệnh nhiễm liên cầu khuẩn ở da. 

Trong dân gian cũng thường dùng rễ làm thuốc tiêu độc chữa chứng xích bạch 

lỵ và ung nhọt, mài với giấm đắp vào để trị vết thương do rắn, côn trùng, chó cắn; nó 

cũng là loại thuốc chữa chấn thương do ngã. Cành lá hoặc rễ giã đắp sẽ làm tan máu 

ứ rất nhanh. Quả cây và lõi thân còn non dùng ăn giải được khát. Cành lá cũng có thể 

dùng làm thuốc gây nôn khi bị ngộ độc. 

Cây Thồm lồm có hoạt tính kháng vi sinh vật mạnh mạnh. Ngoài ra, cao chiết 

ethyl acetate có hoạt tính kháng virus HSV-1 tới 100% bằng với thuốc đối chứng 

acyclovir ở cùng nồng độ 50μg/ml. Kem bôi Thomlom PSVH có khả năng ức chế 

virus cao hơn gấp 5 lần acyclovir tại nồng độ 0,5% và gấp 30 lần tại nồng độ 1% 

trong thử nghiệm in vitro.  

16 R1=H, R2=H 

17 R1=OCH3, R2=OH 

18 R1=H, R2=α-L-Rha 

19 R1=OAc, R2=β-D-gal 
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1.1.4. Loài Pouzolzia zeylanica [4,15,16] 

Cây bọ mắm còn được gọi là Thuốc dòi, Bơ nước tương, Đại kích biển. Tên khoa 

học: Pouzolzia zeylanica Beth. 

Thành phần hóa học chính của cây Bọ mắm là các hợp chất flavonoid, steroid, 

triterpen và lignan. 

Một số hợp chất flavonoid phân lập được từ thân lá cây Bọ mắm gồm có: 5-

methoxy-4′-hydroxy-2′′,2′′-dimethoxypyrano(3′′,4′′,7,8) isoflavon (24), quercetin- 3-

O-β-D-glucopyranoside (25) và kaempferol (26). 

 
                   24                                                    25                                     26 

Một số hợp chất triterpenoid phân lập được từ thân lá cây Bọ mắm như 

friedelin (27), oleanolic acid (28), các hợp chất lignan như phylanthin (29), 

syringaresinol (30) và hợp chất stilbene là pouzolignan D (31). 

 
                                         27                                                  28       

29                                                  30                                                         31       

 

Từ lâu, Bọ mắm được nhân dân sử dụng bằng cây tươi giã nhỏ cho vào vại 

mắm bảo quản chống giòi bọ. Ngoài ra, còn được dùng trong điều trị các bệnh lý: 

Cảm ho, hoặc ho lâu ngày, viêm họng, bệnh về phổi lỵ, viêm ruột, nhiễm trùng đường 

tiết niệu, bí tiểu tiện, đau răng, nấm da cứng. Trong y học hiện đại, Bọ mắm biểu hiện 

hoạt tính kháng vi sinh vật, kháng viêm, hạ đường huyết, chống oxi hóa, gây độc tế 

bào, … 
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 Cao chiết ethanol của P. zeylanica ở nồng độ 1g/ml cho thấy  tác  dụng  kháng 

vi khuẩn gram dương và gram âm như B. subtilis, B. megaterium, S. aureus, P. 

aeruginosa, E. coli, S. dysentariae và S. typhi với đường kính vòng kháng khuẩn 

khoảng 7,0-26 mm và  A. Niger là loài nấm  nhạy cảm nhất.  

 Cao chiết (aceton, ethyl acetate và ether dầu hoả) đều thể hiện hoạt tính chống 

oxy hoá, trong đó cao chiết ethyl acetate cho tác dụng chống oxy hoá tốt nhất với khả 

năng bắt giữ gốc tự do DPPH là 64,9%. Đối với gốc tự do ABTS, dịch chiết này cũng 

thể hiện hoạt tính tốt với khả năng bắt giữ trên 50% ở nồng độ 1,2 mg/ml. Cao chiết 

ethyl acetate thể hiện khẳ năng bắt giữ các gốc hydroxyl rất mạnh. Ở nồng độ thấp 

hơn 0,2 mg/ml, hiệu quả ức chế chỉ 10,9% nhưng khi tăng nồng độ lên đến 1,2 mg/ml 

thì hiệu quả đã tăng đến 90,5%.  

 Cao chiết ethyl acetate, n-butanol và hợp chất friedelin cho hoạt tính gây độc 

tế bào tốt với giá trị LC50 lần lượt là 3,32; 3,44 và 2,80 µg/ml. Kết quả bước đầu gợi 

ý đến tiềm năng phát triển nguồn nguyên liệu cũng như hoạt chất có tác dụng kháng 

ung thư mới sử dụng trong công nghệ dược phẩm. 

1.1.5. Loài Ricinus communis [5,17,18] 

Thầu dầu hay đu đủ tía có tên khoa học là Ricinus communis L. là một loài 

thực vật trong họ Thầu dầu (Euphorbiaceae) và là thành viên duy nhất trong chi 

Ricinus cũng như của phân tông Ricininae. R. communis có nguồn gốc từ châu Phi, 

phổ biến ở các vùng có khí hậu nhiệt đới hoặc cận nhiệt đới [43]. 

Hơn 80 hợp chất đã được phân lập và xác định cấu trúc từ quả, lá, thân và rễ 

loài R. Communis thuộc các nhóm: alkaloid,terpenoid, flavonoid, dẫn xuất acid 

benzoic, coumarin, toco-pherol, terpenoid và acid béo, với nhiều hoạt tính đáng quan 

tâm. 

Hợp chất alkaloid, ricinine (32) được phân lập từ hạt, rễ, lá mầm, lá, hoa, quả 

và thân R. communis. Đây là một alkaloid có độc tính, 3-carboxy-4-methoxy-N-

methyl-2-pyridone (33) có tác dụng làm giảm sức sống của muỗi Anopheles. Hợp 

chất N-demethylricinine (34) được phân lập từ lá R. communis; methyl 5-(3-cyano-

1-methyl-2-oxo-1,2-dihydropyridine-4-il) pentanoate (35) từ hạt loài R. communis. 
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            32                          33                             34                           35 

    

Hợp chất flavonol, quercetin (36) được phân lập từ rễ và lá thầu dầu, Các 

flavon glycoside: kaempferol-3-O-β-D-xylopyranoside (37), quercetin-3-O-β-D-

xylopyranoside (38), quercetin-3-O-β-D-glucopyranoside (39), kaempferol-3-O-β-

rutinoside (40), quercetin-3-O-β-rutinoside (41) được phân từ hoa, rễ, lá R. 

communis. 

 

 

  

36 R1=OH, R2=OH 

37 R1=H, R2=O-β-D-Xyl 

38 R1=OH, R2=O-β-D-Xyl 

39 R1=OH, R2=O-β-D-Glu 

40 R1=H, R2=O-β-Rut 

41 R1=OH, R2= O-β-Rut 

Hạt Thầu dầu dùng chữa sa tử cung và trực tràng, lỵ, sót nhau, đẻ khó, liệt thần 

kinh mặt, viêm mủ da, viêm hạch lao, dằm đâm vào thịt; dầu hạt trị mụn nhọt thũng 

độc, hầu tê, đại tiện táo kết, tràng nhạc. Lá được dùng trị viêm da, ngứa, nhọt, viêm 

đau khớp, diệt dòi và diệt bọ gậy. Rễ dùng chữa phong thấp đau nhức khớp, đòn ngã 

sưng đau, sài uốn ván, động kinh, tinh thần phân liệt. Các bột lá được sử dụng để xua 

đuổi rệp, muỗi, ruồi trắng và bọ ve, ngoài ra lá còn được sử dụng thuốc đắp trên các 

vết loét, sưng. 

Trong y học hiện đại, Ricinus communis thể hiện hoạt tính phong phú như: 

tránh thai, giảm đau, chống oxy hóa, điều hòa miễn dịch, bảo vệ gan, kháng viêm, 

kháng khuẩn, kháng histamin, chống hen xuyễn, làm lành vết thương, … 

Chiết xuất hạt R. communis thể hiện hoạt tính chống oxy hóa bằng phương 

pháp FTC, khả năng bẫy gốc tự do DPPH và gốc hydroxyl được sinh ra từ hydrogen 

peroxide (H2O2). Hoạt tính chống oxy hóa mạnh của R. communis ở nồng độ thấp cho 

thấy chúng có thể rất hữu ích trong điều trị bệnh do stress oxy hóa. Thành phần hóa 

học chính của R. communis có hoạt tính chống oxy hóa là methyl ricinoleate, 

ricinoleic acid, 12-octadecadienoic acid và metyl este của chúng.  
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Cao chiết từ R. communis cho thấy khả năng kháng khuẩn kháng lại nhiều loại 

vi sinh vật khác nhau như E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, S. typhimurium, P. 

vulgaris, B. subtilis, C. albicans và A. niger. 

Trong các thử nghiệm so sánh, thứ tự hoạt động diệt côn trùng gây hại cho gỗ 

Mangifera indica và Pinus longifolia là: dầu thầu dầu + sáp thầu dầu (1:1) > dầu thầu 

dầu > lá thầu dầu > sáp thầu dầu > dầu neem > lá neem. 

1.1.6. Loài Solanum xanthocarpum [3,19,20] 

Cà Tàu, còn gọi là cà trái vàng có tên khoa học Solanum xanthocarpum Schrad 

và VVondl, thuộc họ Cà Solanaceae.  

Thành phần hóa học chính gồm các hợp chất alkaloid, Ngoài ra, cà trái vàng 

còn chứa các hợp chất steroid, triterenoid, sapogenin, flavonoid, phenolic và comarin 

khác. 

Quả loài S. xanthocarpum chứa solasonine (42), solamargine (43), β-

solamargine (44), solasurine (45), solanocarpin (46), solasodine (47) và tomatidenol 

(48), trong đó steroid alkaloid solasodine là alkaloid chính.  

 
42                                                                     43 

 
44                                                                     45 

 
 

46                                       47                                48  
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Trong y học cổ truyền, thuốc sắc S. xanthocarpum được sử dụng hạ sốt, chống 

giun sán, thuốc chữa bệnh dạ dày, thuốc chữa bệnh dạ dày, thuốc nhuận tràng, trẻ hóa 

và tăng khả năng thụ thai. Rễ của cây này được sử dụng thuốc bổ cho bà mẹ cho con 

bú và phòng ngừa thủy đậu và sởi. Rễ được sử dụng bởi các bộ lạc Mukundara của 

Rajasthan để điều trị thoát vị. Lá được áp dụng tại chỗ để giảm đau. Nước ép quả tươi 

dùng trong đau họng, quả sấy khô được dùng hút như thuốc lá để chữa viêm răng 

hoặc đau răng và giảm béo. 

Trong y học hiện đại, S. xanthocarpum biểu hiện hoạt tính chống hen, hạ 

đường huyết, bảo vệ gan, chống nấm, diệt muỗi,… 

Cao chiết ethanol của S. xanthocarpum có tác dụng giảm hen suyễn và chống 

dị ứng. Cao chiết ethanol của hoa S. xanthocarpum ở liều 50 và 100 mg/kg giảm bạch 

cầu ái toan. S. xanthocarpum ở liều (50-100 mg/kg) cho thấy hoạt tính ổn định tế bào 

mast. Bộ lạc Kondh ở Orissa, Ấn Độ sử dụng chiết xuất nước nóng của quả để điều 

trị tiểu đường. Cao chiết nước cho thấy tác dụng hạ đường huyết đáng kể trên chuột 

bị tiểu đường (do streptozotocin gây ra) ở liều 100 và 200 mg/kg.  

Thử nghiệm in vivo cho thấy cao chiết ethanol của S. xanthocarpum có tác 

dụng dọn gốc tự do DPPH, bảo vệ gan, chống oxy hóa và giảm độc gan do 

galactosamine gây ra ở chuột. 

Cao chiết quả S. xanthocarpum được sử dụng diệt nấm và côn trùng hiệu quả, 

thân thiện với môi trường. Chiết xuất methanol từ quả khô Solanum xanthocarpum 

cho thấy hoạt tính kháng nấm A. brassicae. 

Cao chiết từ quả S. xanthocarpum có tác dụng diệt Anopheles stephensi, Culex 

qu vayefasciatus và Aedes aegypti. Tinh dầu được sử dụng làm thuốc chống muỗi Cx. 

qurowefasciatus ở nồng độ rất thấp. Giá trị LC50 và LC90 của cao chiết quả Solanum 

xanthocarpum ức chế An. culicifacies, An. stephensi và Ae. aegypti được xác định là 

0,112 và 0,258, 0,058 và 0,289 và 0,052 và 0,218%. 

1.1.7. Loài Urena lobata 

Loài Urena lobata có tên thường là Ké hoa đào (hay ké hoa đỏ) còn gọi là 

phan thiên hoa, tiêu phan thiên hoa, dã đào hoa,... Thành phần hóa học của các loài 

thuộc chi Urena chủ yếu thuộc nhóm flavonoid, ngoài ra còn có các hợp chất khác 

thuộc nhóm lignan, glycerid, furocoumarin, ... [4]. 
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Đến nay có 13 hợp chất flavonoid glycoside được phân lập từ phần trên mặt 

đất loài Urena lobata, tiêu biểu là các chất kaempferol-3-O-β-D-

apiofuranosyl(1→2)-β-D-glucopyranosyl-7-O-α-L-rhamnopyranoside (49), 

kaempferol-4′-O-β-D-apiofuranosyl-3-O-β-D-glucopyranosyl-7-O-α-L-

rhamnopyranoside (50), 6,7,4′-tetrahydroxyflavone-6-O-β-D-arabinopyranosyl-7-O-

α-L rhamnopyranoside (51) và 5,6,7,4′-tetrahydroxy-flavone-6-O-β-D-

xylopyranosyl-7-O-α-L-rhamnopyranoside (52) [21]. 

 

 

 

49   R1 = OH, R2 = β-D-Api (1→2)-β-D-Glu 

50   R1= β-D-Api, R2=β-D-Glu 

 

 

 

51   R = β-D-apiofuranoside 

52   R = β-D- xylopyranoside 

Ngoài ra, nhóm nghiên cứu ở Ấn Độ đã phân lập được một furocoumarin [22]. 

Morelli và cộng sự đã phân lập được 2 triglyceride [23] từ ké hoa đào 

Urena lobata có vị nhạt, hơi ngọt, dịu, tính mát, không độc, có tác dụng thanh 

nhiệt, tiêu viêm, trừ thấp, lợi tiêu. Rễ U. lobata được dùng chữa thấp khớp, khí hư, 

bạch đới, lỵ, tiêu hóa kém, cảm cúm, amidan, sốt rét, hen, bướu giáp. Hoa chữa thủy 

đậu, sốt, và rối loạn trí não. Cành lá hoặc toàn cây dùng ngoài chữa chấn thương bầm 

dập, thấp khớp, viêm vú, rắn cắn [24,25]. 

Trong y học hiện đại, Ké hoa đào có tác dụng kháng khuẩn, chống viêm, 

amoebicidal, lợi tiểu, viêm dạ dày, ho, viêm thận, tiêu chảy, sốt, viêm phổi, viêm 

nướu, làm mềm da, rong kinh và điều kinh. Nó cũng được sử dụng cho bệnh lậu, đau 

răng và cũng được sử dụng làm thực phẩm cho động vật cũng như con người [24]. 

 Cao chiết methanol của U. lobata có phổ kháng khuẩn rộng. Các hợp chất phân 

lập được từ lá U. lobata: kaempferol, quercetin, và tiliroside có hoạt tính kháng khuẩn 

E. coli, B. subtilis và K. pneumonia mạnh. Nghiên cứu này giải thích kinh nghiệm 

dân gian để điều trị các bệnh truyền nhiễm [26]. 

Cao chiết ethanol U. lobata có tác dụng chống lại peroxy hóa lipid và các gốc 

superoxide tự do trong thử nghệm  in vitro [27]. Nghiên cứu cao chiết methanol của 
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U. lobata cho thấy tính chống tăng sinh nội mạc và oxi hóa đáng kể trên dòng tế bào 

ung thư vú MB-MDA435 [28]. 

Nghiên cứu đánh giá cao chiết methanol cho hoạt tính chữa lành vết thương ở 

chuột bạch. Kết quả cho thấy làm lành vết thương đáng kể ở vết cắt bỏ, vết mổ, vết 

bỏng so sánh với Povidone-Iodine [29]. Hạt U. lobata có hoạt tính ức chế đáng kể 

chống lại tiêu chảy do dầu castor và sự tích tụ dịch ngoại bào do prostaglandin E2 

(PGE2) gây ra. Cả hai đều thấy giảm đáng kể chuyển động dạ dày, ruột và không độc 

tính. Kết quả giúp giải thích nó sử dụng trong y học cổ truyền chữa tiêu chảy [30]. 

Dựa vào kết quả sàng lọc sơ bộ hoạt tính kháng sinh vi khuẩn kết hợp với tìm 

hiểu tài liệu về kinh nghiệm sử dụng trong dân gian, phân bố, các nghiên cứu về thành 

phần hóa học và hoạt tính sinh học của 7 đối tượng nghiên cứu chúng tôi nhận thấy: 

Chúng thể hiện hoạt tính kháng sinh và kháng ung thư tốt, với thành phần hóa học 

chủ yếu thuộc lớp chất terpenoid (diterpenoid và triterpenoid), flavonoid, alkaloid, 

steroid. Đây là nguồn hoạt chất đã được chứng minh có tác dụng kháng sinh và kháng 

ung thư rất tốt. Bên cạnh đó, đây đều là nguồn nguyên liệu phổ biến, dễ trồng ở Việt 

Nam, đáp ứng được yêu cầu sản xuất sản phẩm.  

Dựa trên đó, đề tài phân lập các hợp chất chính từ các đối tượng nghiên cứu 

để tiếp tục thử nghiệm hoạt tính kháng khuẩn Vibrio nhằm tìm ra được thành phần 

hóa học chính quyết định hoạt tính thảo dược. Định hướng nghiên cứu sâu hơn phát 

triển thành thuốc. Hơn nữa, kết hợp với ứng dụng mô hình sàng lọc ảo để tìm hiểu 

mối quan hệ giữa lý thuyết và thực nghiệm, từ đó góp phần tối ưu hóa quá trình phát 

triển thuốc của các đối tượng và đích đến nghiên cứu. 

1.2. Tình hình nghiên cứu về hoạt tính kháng vi sinh vật và gây độc tế bào ung 

thư 

1.2.1. Tình hình nghiên cứu về hoạt tính kháng vi sinh vật 

1.2.1.1. Tình hình nghiên cứu trên thế giới 

     Loài Polygonum aviculare và Polygonum cuspidatum thuộc chi Polygonum 

thể hiện hoạt tính kháng khuẩn Staphylococcus aureus [37]. Thành phần tinh dầu của 

Polygonum hydropiper có các cấu tử chính là aliphatic, decanal và dodecanal thể hiện 

hoạt tính kháng khuẩn tốt [38]. Phần trên mặt đất của Polygonum acuminatum được 

dùng để chữa lành vết thương và chống lại các loại nấm men [39]. Loài Polygonum 
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ferrugineum trong y học cổ  t ruyền dân tộc  Argentina được sử dụng để chữa 

lành vết thương và là chất khử trùng, kháng nấm [39] 

Rễ loài Polygonum cuspidatum ngăn chặn sự chết cấp tính, ngăn ngừa tổn hại 

về hình thái của tế bào HeLa và RAW 264.7 gây bởi Vibrio vulnificus, ức chế tăng 

trưởng và tỷ lệ sống của Vibrio vulnificus trong nước ngọt và nước biển. Các chất 

resveratrol, picied, resveratrolosid, emodin, physcion, emodin-1-O-glucoside phân 

lập được từ Polygonum cuspidatum cũng được chứng minh có tác dụng diệt khuẩn 

đối với các vi khuẩn gây độc thực phẩm Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli và Salmonella anatum [40]. 

 Loài Datura stramonium có chứa saponin, tannin, alkaloid và glycoside, và 

cao chiết ethanol thể hiện hoạt tính kháng khuẩn Pseudomonas aeruginosa, 

Klebsiella pneumonia và Escherichia coli [41]. Cao chiết methanol của Solanum 

palinacanthum có hoạt tính kháng khuẩn chống lại S. aureus với giá trị MIC 2500 

μg/ml, và các hợp chất phân lập rutine và 3,5-dicaffeoylquinic acid có giá trị 

MIC>1000μg/ml [42]. 

Cao chiết acetone của Solanum tomentosum thể hiện hoạt tính kháng vi khuẩn 

gram (-) và cao chiết methanol kháng vi khuẩn gram (+) [42]. Loài Cestrum diurnum 

có hoạt tính kháng khuẩn đối với chủng S. aureus và P. aeruginosa, và có tính độc. 

Physalis là một chi trong họ Solanaceae, hầu hết có nguồn gốc ở Bắc và Nam Mỹ, và 

hợp chất Physalin B được phân lập từ Physalis angulata đã được chứng minh là có 

tác dụng ức chế S. aureus và N. gonorrhoeae [43]. 

Hợp chất kaempferol glycoside là tiliroside được phân lập từ loài Herissantia 

tiubae mặc dù không hiển thị hoạt tính kháng khuẩn (MIC= 256 µg/ml), nhưng nó đã 

điều chỉnh hoạt tính của kháng sinh, tức là kết hợp với kháng sinh, giá trị MIC giảm 

đã được thử nghiệm với norfloxacin (16 lần), ciprofloxacin (16 lần), lomefloxacin (4 

lần) và ofloxacin (2 lần). Kết quả này gợi ý rằng các hợp chất kaempferol glycoside 

có thể đóng vai trò là nguồn sản phẩm tự nhiên có nguồn gốc từ thực vật điều chỉnh 

khả năng kháng khuẩn, tức là một nguồn bổ trợ kháng sinh tiềm năng [44]. 

Hoạt tính kháng khuẩn của cao chiết ethanol 90% của phần trên mặt đất Sida 

acuta (Malvaceae) đã được thử nghiệm để giải thích việc sử dụng loài này trong y 

học cổ truyền  điều trị nhiễm khuẩn. Kết quả thử nghiệm cho thấy hoạt tính ức chế 
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đáng kể chống lại các chủng Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis và 

Streptococcus faecalis với giá trị MIC trong khoảng 5,0 - 10,0 mg/ml [45]. 

Cao chiết nước của loài Hibiscus sabdariffa thể hiện hoạt tính ức chế đáng kể 

các chủng vi khuẩn Helicobacter pylori được thử nghiệm với giá trị MICs trong 

khoảng từ 9,18 đến 16,68 μg/ml. Hiệu quả của sử dụng hiệp đồng của cao chiết nước 

của loài Hibiscus sabdariffa. với thuốc kháng sinh clarithromycin hoặc metronidazole 

kết quả thu được 4/7 chủng Helicobacter pylori có giá trị MICs trong khoảng từ 0,21 

đến 0,39 μg/ml, với amoxicillin kết quả thu được 5/7 chủng Helicobacter pylori có 

giá trị MICs trong khoảng từ 0,61 đến 0,91 μg/ml [46]. 

Cao chiết từ vỏ và lá cây Guazuma ulmifolia thể hiện hoạt tính kháng nấm 

Candida sp. thấp ở nồng độ từ 1024 đến 1μg / ml [47]. Cao chiết ethanol của Hibiscus 

sabdariffa thể hiện tính kháng khuẩn mạnh đối với tất cả các chủng vi sinh vật thử 

nghiệm. Đáng chú ý, hoạt tính mạnh nhất  đối với chủng Proteus mirabilis (đường 

kính vòng vô khuẩn 15 mm) trong khi Ampiclox (chất kháng sinh chuẩn) thể hiện 

hoạt tính, hoạt tính thấp nhất đối với chủng Enterobacter aerogenes (7 mm) [48]. 

Hợp chất 4-((3S,4R,5S)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl) tetrahydro-2H-

pyran-2-yloxy) phenazine-1-carboxylic acid được phân lập từ Neesia altissima 

(Malvaceae) được thử nghiệm hoạt tính ức chế in vitro đối với các chủng 

Streptomyces sp., Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, 

Shigella flexneri và Staphylococcus aureus [49]. 

Cao chiết ethanol từ vỏ rễ Polyscias fulva thể hiện hoạt tính kháng khuẩn 

chống lại các chủng S. typhi, E. aerogenes, P. aeruginosa và E. coli với giá trị MIC 

từ 2000 đến 8000 µg/ml. Các phân đoạn ethyle acetate và n-butanol cho hoạt tính tốt 

hơn cao chiết ethanol tổng (MIC = 500 đến 1000 µg/ml). Hợp chất β-sitosterol và 3-

O-α-L-arabinopyranosyl-hederagenin thể hiện hoạt tính kháng khuẩn mạnh nhất 

(MIC= 6,25-100 µg/ml) và P. aeruginosa (MIC= 6,25-400 µg/ml) [50].  

Cao chiết methanol của 13 loài thuộc chi Cussonia đã được thử nghiệm hoạt 

tính kháng khuẩn. Kết quả cho thấy, tất cả các cao chiết đều thể hiện hoạt tính kháng 

Pseudomonas aeruginosa (MIC= 1,0-1,5 mg/ml), Trichomonas vagis (MIC= 0,8-1,3 

mg/ml), Neisseria gonorrhoeae (MIC= 0,02-0,7 mg/ml). Cao chiết methanol của 

Cussonia arborea thể hiện hoạt tính mạnh nhất kháng Plasmodium falciparum (MIC= 

13,68 µg/ml) [51]. 
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Hoạt tính kháng nấm của saponin triterpenoid được nghiên cứu in vitro bằng 

phương pháp pha loãng agar. Các dẫn xuất monodesmosidic hederagenin thể hiện 

một hoạt động phổ rộng chống lại nấm men cũng như các loài dermatophte. Hợp chất 

α-hederin là hợp chất có hoạt tính mạnh nhất và Candida glabrata là chủng dễ bị ảnh 

hưởng nhất. Hợp chất α-hederin đã được phát triển thành thuốc kháng caspofungin, 

ức chế sự tổng hợp của thành tế bào nấm. Chiết xuất cây Hedera helix với hàm lượng 

hedrasaponin F cao kết hợp với oseltamivir làm giảm viêm phổi ở chuột nhiễm virus 

cúm A/PR/8 (PR8). Hợp chất hederasaponin B và 30% chiết xuất ethanol của Hedera 

helix có chứa hederasaponin B cho thấy hoạt tính chống virus đáng kể chống lại Virus 

EV71 kiểu gene C3 và C4a bằng cách giảm sự hình thành CPE. Hederasaponin B 

cũng ức chế biểu hiện protein VP2 của virus, cho thấy sự ức chế tổng hợp vỏ ngoài 

protein của virus [52]. 

Hợp chất continentalic acid được phân lập từ cao chiết chloroform của rễ cây 

Aralia continentalis thể hiện hoạt tính mạnh chống lại Staphylococcus aureus thường 

và Staphylococcus aureus kháng methicillin. Với giá trị MIC khoảng 8-16µg/ml. Do 

đó, continentalic acid có tiềm năng điều trị vi khuẩn kháng kháng sinh [53]. 

 Hợp chất ursolic acid 3-O-α-L-arabinopyranoside được phân lập từ lá loài 

Acanthopanax henryi (Oliv.) Harms thể hiện hoạt tính kháng Staphylococcus aureus 

với giá trị MIC bằng 6,25 µg/ml. Hiệp đồng của ursolic acid 3-O-α-L-

arabinopyranoside (0,09 µg/ml) với 0,00001% Triton X-100 hoặc 250 µg/ml N,N'-

dicyclohexylcarbodiimide tỷ lệ ức chế vi khuẩn Staphylococcus aureus đạt tương ứng 

56,6 và 85.9% [54]. 

 Các Monodesmoside (α-hederin, sapindoside B và sapindoside C) được phân 

lập từ lá của Kalopanax pictum var. chinense cho thấy tác dụng kháng nấm đáng kể 

chống lại microsporum canis, Coccidioides immitis, Trichophyton mentagrophytes, 

Cryptococcus neoformans và Candida albicans ở nồng độ ức chế tối thiểu 6,25-25 

µg/ml [55]. 

Hầu hết các loài và chi trong họ Thầu dầu có các hoạt chất thuộc các nhóm 

triterpenoid, ancaloid, diterpenoid, diterpen ester, phorbol diterpen, flavonoid… Rất 

nhiều hợp chất mới có hoạt tính sinh học cao đã được phân lập và xác định. Đó là 

những hợp chất có triển vọng ứng dụng trong công nghiệp dược. 
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Cao chiết vỏ thân cây M. dusenii cho thấy tác dụng ức chế cao nhất đối với 

chủng P. aeruginosa với đường kính vòng vô khuẩn 37 mm, cao hơn cả thuốc 

cloramphenicol. Cao chiết vỏ cây R. heudelotii, lá T. conophora, lá A. laxiflora, vỏ 

M. dusenii ức chế chủng A. flavus. Ogundipe và cộng sự đã nghiên cứu về hoạt tính 

kháng khuẩn tốt của cao chiết lá A. laxiflora và xác định quercetin, rutin và quercitrin 

là flavonoid là các thành phần chính gây ra hoạt tính đó. Tương tự, hoạt tính kháng 

khuẩn tốt của E. heterophylla và R. heudelotii cũng được báo cáo [56]. 

 Các hợp chất hoạt tính sinh học chịu trách nhiệm về tác dụng ức chế của những 

cây này đã được phát hiện trong sàng lọc hóa chất thực vật, một số được báo cáo 

trong tài liệu là thành phần kháng khuẩn. Flavonoid được biết đến là chất kháng khuẩn 

trong tự nhiên. Flavonoid phân lập từ lá của Euclea crispa đã được báo cáo thể hiện 

hoạt tính kháng khuẩn. Tannin được xác định từ Vaccinium vitis, terpene từ Vernonia 

amygdalina và saponin từ Allium minutifolium là thành phần thể hiện hoạt tính kháng 

khuẩn của cây. Điều này đã giải thích được kinh nghiệm trong dân gian sử dụng một 

số loài họ Euphorbiaceae để điều trị nhiễm trùng [56].  

 Cao chiết của E. macroclada giàu flavonoid có hoạt tính kháng khuẩn và 

kháng nấm với đường kính vòng vô khuẩn 8-23 mm. Giá trị MIC của E. macroclada 

được xác định từ 31,2-1000μg/ml [70]. Cao chiết của E. denticulata không thể hiện 

hoạt tính ức chế vi khuẩn E. coli và B. megaterium nhưng thể hiện hoạt tính với các 

chủng S. aureus (17 mm) và C. albicans (20 mm). Cao chiết lá và nhựa của E. 

cheiradenia cho thấy tác dụng ức chế đối với các chủng vi sinh vật thử nghiệm với 

đường kính vòng vô khuẩn khoảng 8-14 mm. Giá trị MIC của E. cheiradenia bằng 

31,2-1000μg/ml. Nhựa của loài E. virgata cho thấy hoạt tính mạnh kháng K. 

pneumoniae (24 mm) và C. albicans (21 mm).  Cao chiết của E. petiolata cho thấy 

hoạt tính kháng E. coli (11 mm) với giá trị MIC khoảng 31,2-1000 μg/ml [57]. 

1.2.1.2. Tình hình nghiên cứu trong nước 

Cao chiết Ricinus communis cho hiệu quả tốt đối với các chủng Vibrio harveyi 

và Vibrio parahaemolyticus với đường kính vòng kháng khuẩn từ 17 - 18 mm, tương 

ứng với giá trị MIC và MBC là 1,25 mg/ml và 2,5 mg/ml; 2,5 mg/ml và 5,0 mg/ml. 

Cao chiết Vernonia amygdalina, Moringa oleifera), Acanthus ilicifolius và Wedelia 

calendulacea thể hiện hoạt tính ở mức trung bình với đường kính vòng kháng khuẩn 

từ 10 - 11 mm [58]. 
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Thử nghiệm các cao chiết lá, vỏ thân, cành, rễ của cây mít lá đen đều có hoạt 

tính kháng chủng vi sinh vật gram (+) với IC50 trong khoảng 3,65- 95,09 µg/ml. 

Artochamin B là hợp chất phân lập được có hoạt tính tốt nhất; với khả năng ức chế 

Bacillus subtilis (IC50 là 21,79 µg/ml), Staphylococcus aureus (IC50 là 25,14µg/ml), 

gây độc trên cả bốn dòng tế bào ung thư KB, HepG2, Lu và MCF7 với các giá trị IC50 

lần lượt là 1,18; 3,6; 20,0; 4,59 µg/ml, hoạt tính chống oxy hóa mạnh với giá trị EC50 

là 20,51 µg/ml [59]. 

Cây Trinh nữ hoàng cung (Crinum latifolium) chứa các chủng Streptomyces 

nội sinh. Một trong các chủng Streptomyces này là SS004 cho thấy có khả năng kháng 

lại các vi sinh vật gây bệnh kháng kháng sinh [60].  

 Các Cao chiết methanol của 9 loài thuộc chi Cơm nguội (Ardisia) có ở Việt 

Nam đã được sàng lọc về hoạt tính kháng vi sinh vật và gây độc tế bào. Kết quả thu 

được cho thấy, Cao chiết methanol từ lá Ardisia incarnata có hoạt tính gây độc tế bào 

mạnh nhất, có khả năng ức chế cả 5 dòng tế bào ung thư thử nghiệm với các giá trị 

IC50 nằm trong khoảng 5,26 đến 8,46 g/ml, đồng thời có hoạt tính ức chế chủng nấm 

mốc A. niger với giá trị MIC là 200 g/ml. Các Cao chiết methanol từ lá A. balansana, 

A. caudata, A. insularis, A. pseudocrispa và A. splendens có hoạt tính vi sinh vật và 

gây độc tế bào trung bình [61] 

Cao chiết methanol từ cành và lá các loài Kandelia obovata, Pluchea 

pteropoda, Aegiceras corniculatum, Lumnitzera racemosa, Sonneratia caseolaris, 

Sonneratia apetala, Bruguiera gymnorrhiza, Rhizophora stylosa và Avicennia 

marina từ Vườn quốc gia Xuân Thủy, tỉnh Nam Định đều thể hiện hoạt tính ức chế 4 

chủng Escherichia coli, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris và Staphylococcus 

aureus [62]. 

1.2.2. Tình hình nghiên cứu về hoạt tính gây độc tế bào ung thư 

1.2.2.1. Tình hình nghiên cứu trên thế giới 

Cao chiết methanol, ethyl acetate và chloroform của Aralia elata thể hiện hoạt 

tính gây độc mạnh đối với tế bào ung thư dạ dày, da và buồng trứng ở nồng độ 200 

μg/ml; làm giảm khả năng sống sót của tế bào ung thư dạ dày lần lượt là 12,0%, 

25,1% và 16,0%, tương ứng với giá trị IC50 là 62,83, 153,3 và 41,2 μg/ml. Cao chiết 

methanol (200 μg/ml) của Aralia elata ức chế đáng kể khả năng sống của tế bào hắc 

tố da lên đến 95,6%. Ngoài ra, chiết xuất methanol và ethyl acetatee (200 μg/ml) của 
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Aralia elata đã ức chế đáng kể khả năng sống sót của tế bào ung thư buồng trứng lần 

lượt là 2,7% và 4,3% [63]. 

Cao chiết acetone và ethanol của Croton gratissimushas đã được chứng minh 

thể hiện hoạt tính gây độc trên các dòng tế bào A549 (ung thư phổi), MCF-7 (ung thư 

vú), Caco-2 (ung thư ruột kết) và HeLa (ung thư cổ tử cung). So với các loài Croton 

khác như Croton pseudopulchellus và Croton sylvaticus) thì Croton 

gratissimusdemus có chỉ số chọn lọc (SI) cao hơn trên các dòng tế bào ung thư (ngoại 

trừ MCF-7). Ngoài ra, cembranolides được phân lập từ vỏ cây Croton 

gratissimusstem đã cho thấy hoạt động hợp lý chống lại dòng tế bào ung thư buồng 

trứng (PE01) và dòng tế bào kháng paclitaxel-PEO1TaxR. Ngoài ra, tác dụng chống 

tăng sinh tế bào bạch cầu ở người của Croton gratissimuson wil-2 có thể so sánh bằng 

với hiệu quả thuốc chống ung thư doxorubicin. Độc tính tế bào của một số diterpenoid 

loại trachylobane và isopimarane được phân lập từ Croton zambesicusleaf đã được 

chứng minh: Hợp chất ent-trachyloban-3β-ol thể hiện hoạt tính gây độc tế bào Hela 

với giá trị IC50 7,3 mg/ml). Hợp chất ent-18-hydroxy-trachyloban-3-one, ent-

trachyloban-3-one và isopimara-7,15-dien-3β-ol thể hiện độc tính tế bào không chọn 

lọc chống lại cả hai dòng tế bào ung thư tử cung (HeLa), bạch cầu (HL-60) và không 

ung thư (WI-38) [64] 

Các hoạt tính chống ung thư của các loài thuộc chi Polygonum đã được nghiên 

cứu trên khắp thế giới. Nhiều loài trong số này có khả năng ức chế chống lại các dòng 

tế bào gây ung thư khác nhau như bạch cầu, biểu mô tế bào gan, ruột kết, vú, biểu mô 

cổ tử cung, biểu mô tuyến tiền liệt, biểu mô phổi, dạ dày, biểu mô tuyến tụy, biểu mô 

chuyển tiếp bàng quang, thận, thanh quản, buồng trứng,… Các flavonoid glucoside 

từ các loài P. amphibia, P. aplexicaulis, P. decipiens, P. glabra, P. limbate và P. 

senegalensis thể hiện hoạt tính gây độc tế bào với giá trị IC50 từ 0,01 đến 100 µm tùy 

thuộc vào loại tế bào được nghiên cứu. Môt số hợp chất như amplexicaule A, 

vanicoside B, lapathoside A và polygonumin A được phân lập từ P. amplexicaulis, 

P. lapathifolia và P. minor cho thấy hoạt tính chống ung thư đầy hứa hẹn với giá trị 

IC50 tương đương với thuốc tiêu chuẩn [65] 

Cao chiết n-butanol từ Ricinus communis để ngăn chặn sự di căn trong các tế 

bào MCF-7. Nghiên cứu đã chứng minh rằng cao chiết n-butanol của R. communis 

có thể ức chế các bước chính của dòng di căn và điều chỉnh các protein điều hòa di 
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căn. Do đó, phân đoạn này có thể được coi là một nguồn tiềm năng trong điều trị ung 

thư ác tính [66]. 

Cao chiết methanol từ quả Solanum xanthocarpum được đã được thử nghiệm 

về tác dụng ức chế tế bào ung thư HeLa. Cao chiết methanol của Solanum 

zanthocarpum có tác dụng gây độc tế bào đáng kể trên tế bào HeLa trong khoảng 

nồng độ từ 10 mg/ml đến 0,0196 mg/ml. Giá trị IC50 của Solanum xanthocarpum đối 

với dòng tế bào HeLa và Vero là 847,8 và 0,8724 mg/ml  theo phương pháp SRB; là 

265,0 và 0,9496 mg/ml  theo phương pháp MTT [67] 

Việc tìm kiếm liệu pháp điều trị ung thư bằng các sản phẩm tự nhiên tiếp tục 

là một nỗ lực toàn cầu. Nhiều sản phẩm tự nhiên đã được thử nghiệm trên toàn cầu 

chống lại các dòng tế bào ung thư khác nhau. Loài Urena lobata đã được sử dụng 

như một thành phần trong các công thức khác nhau của thuốc y học cổ truyền để điều 

trị ung thư. Cao chiết methanol của Urena lobata được thử nghiệm in vivo trên chuột 

chống lại lại dòng tế bào ung thư biểu mô cổ trướng Ehrlich (EAC) bằng đường uống 

(200 mg/kg và 400 mg/kg) trong 13 ngày liên tục. kết quả cho thấy sự giảm đáng kể 

về thể tích khối u, số lượng tế bào sống sót, trọng lượng khối u, thời gian sống sót 

trung bình tăng lên, số lượng hồng cầu, bạch cầu và huyết sắc tố đã được phục hồi về 

mức bình thường ở những con chuột được điều trị [68].  

Những thành công bước đầu trong nghiên cứu hợp chất thiên nhiên đã tạo động 

lực cho cuộc tìm kiếm các thuốc điều trị ung thư từ thực vật. Khám phá và phát triển 

thuốc điều trị ung thư vinblastine, vincristine, và podophyllotoxin là nền tảng cho 

hàng loạt những nghiên cứu về hợp chất thiên nhiên trong điều trị ung thư sau này. 

Nối tiếp thành công là một loạt thuốc mới có nguồn gốc thực vật được tìm thấy, tiêu 

biểu là taxol, etoposide, camptothecin.  

1.2.2.2. Tình hình nghiên cứu ở Việt Nam  

Trong giai đoạn 1996-2005, 1157 mẫu cao chiết thô của các thực vật được lựa 

chọn trên cơ sở kinh nghiệm dân gian trong điều trị kháng ung thư (các dòng tế bào 

ung thư Hep-G2 (gan), KB (biểu mô), Lu (phổi) và RD (Sarcoma cơ vân)) và kháng 

viêm đã được sàng lọc in vitro tại Viện Hóa học các hợp chất thiên nhiên (VAST). 

Kết quả cho biết hơn 25% số mẫu thử có hoạt tính gây độc lớn hơn 1 dòng tế bào ung 

thư. Một số mẫu có hoạt tính tốt như lá bạch đồng nữ, diếp cá, bùm bụp, gừng gió, 
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thành ngạnh,.. được phân đoạn, sàng lọc hoạt tính giai đoạn 2 và đánh giá trên mô 

hình động vật thực nghiệm và thu được nhiều kết quả đáng chú ý [69,70]. 

Kết quả sàng lọc hoạt tính chống ung thư phổi A549 của 80 loài thực vật thu 

hái ở Hoà Bình ở nồng độ 100µg/ml đã thu được các kết quả sau: cao chiết methanol 

của lá cây Meliosma pinnata, lá và rễ cây Goniothalamus vietnamensis đã thể hiện 

hoạt tính gây độc tế bào rất mạnh với tỷ lệ tế bào sống sót từ 0 đến 4%. Hỗn hợp 

govietnin A và govietnin B từ rễ cây Goniothalamus vietnamesis có tác dụng kháng 

ung thư mạnh với giá trị ED50 là 0, 29 µg/ml [71]. 

Cao chiết cây Panax cipleamatus có tác dụng tiêu diệt trên 90% tế bào ung 

thư, trong đó có spinasaponin A methylester kháng mạnh đối với 2 dòng tế bào ung 

thư bạch cầu cấp tính HL-60 và ung thư đại tràng HCT-116 với giá trị IC50 tương ứng 

là 0,44 µM và 0,63 µM. Hợp chất này không những làm tăng lượng DR5 (protein liên 

quan đến sự tự chết của tế bào ung thư theo kiểu bên ngoài) mà còn kích hoạt sự tự 

chết theo kiểu bên trong qua việc làm giảm Bcl-2 (protein kháng tự chết và làm tăng 

Bax - protein gây tự chết tế bào) [71].  

Nghiên cứu về sàng lọc hoạt tính gây độc tế bào trên dòng tế bào ung thư B16 

của 50 thực vật trong các bài thuốc chống u và viêm khớp. Kết quả cho biết,  

Cao chiết loài Siegesbeckia orientals, Notopterygium incisium và Mimosa 

pudica thể hiện hoạt tính gây độc tế bào ung thư B16 mạnh với các giá trị IC50 17,08; 

11,99 và 13,17 µg/ml tương ứng [72].  

Hợp chất 8,13-epoxy-3-en-7-hydroxy-6,11-O-dibenzoyl-15,16-derodanolid 

từ cây Scutellaria barbata thể hiện hoạt tính tốt trên các dòng tế bào ung thư: MCF7 

(vú, IC50 = 2, 15 µM), LU (phổi, IC50 = 7, 2 µM), LNCaP (tuyến tiền liệt, IC50 = 7, 5 

µM) và KB (biểu mô, IC50 = 8, 3 µM) [73]. 

Ba hợp chất ent-kaurane là ent-(16S)-18 acetoxy-7β-hydroxykauran-15-one;  

ent-α, 14α-diacetoxy-7β-hydroxykauran-16-en-15-one và ent-1 -acetoxy-7β, 14 α-

dihydroxy kauran-16-en-15-one từ Croton tonkinensis gây độc mạnh trên các dòng 

tế bào ung thư ҡB, Hep-G2, LU và Fl ở mô hình thử nghiệm độc tính trên artemia với 

tỷ lệ chết sau 24h tương ứng là 100%, 96,7% và 96,7% ở nồng độ 100 µg/ml [74].  

Hai hợp chất alkaloid (10-methoxy-normacusin-B và 10-methoxy-affinisin-

N(4)oxid) từ Catharanthus roseus gây độc mạnh đối với dòng tế bào ung thư gan 

Hep-G2 với giá trị IC50 1,95 và 1,77 µg/ml tương ứng [75]. Hợp chất andrographslide 
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từ lá cây Andrographis paniculata ức chế sự phát triển của tế bào Hep-G2 (ung thư 

gan) với giá trị IC50 3,06 µg/ml [76].  

Ricin từ hạt của cây Ricinus communis cho thấy độc tính tế bào mạnh chống 

lại các tế bào u ác tính; IC50 tại 48h là 34,1 ng/ml đối với tế bào SKMEL28 và 5,2 

ng/ml đối với tế bào HaCaT. Ở nồng độ thấp (<3 ng/ml) tổng ricin không gây tử vong. 

Mặc dù ricin được liệt kê là chất độc nhưng nó có tiềm năng về y học để điều trị u ác 

tính [77]. 

Hợp chất degalactotigonin được phân lập từ cây Solanum nigrum, gây độc tính 

tế bào mạnh đối với những dòng tế bào ung thư tuyến tụy của con người (PANC1 và 

MIA-PaCa2) và các dòng tế bào ung thư phổi (A549, NCI-H1975 và NCI-H1299). 

Hợp chất này gây ra quá trình apoptosis trong tế bào PANC1 và A549. Nghiên cứu 

thêm về cơ chế hoạt động của nó trong PANC1 tế bào đã chứng minh rằng 1 ức chế 

đáng kể sự tăng sinh và di chuyển do EGF gây ra theo cách phụ thuộc vào nồng độ. 

Xử lý tế bào PANC1 bằng degalactotigonin gây bắt giữ chu kỳ tế bào ở pha G0/G1. 

Hợp chất degalactotigonin tạo ra điều hòa giảm của cyclin D1 và điều hòa p21 theo 

cách phụ thuộc vào thời gian và nồng độ và ức chế quá trình phosphoryl hóa do EGF 

gây ra và kích hoạt các phân tử tín hiệu xuôi dòng EGFR như Akt và ERK [78]. 

1.3. Các nghiên cứu thuốc thực vật chống chủng Vibrio gây bệnh trong nuôi 

trồng thủy sản 

1.3.1. Bệnh hoại tử gan tụy cấp (AHPND) 

Bệnh hoại tử gan tụy cấp trên tôm (Acute hepatopancreatic necrosis disease- 

AHPND) hay còn gọi là Hội chứng tôm chết sớm (Early mortality syndrome- EMS). 

Hội chứng liên quan đến quản lý môi trường ao nuôi tôm, được gây ra bởi nhóm vi 

khuẩn Vibrio parahaemolyticus mang gen độc lực PirA và PirB đã gây thiệt hại 

nghiêm trọng về sản lượng của ngành công nghiệp nuôi tôm ở Đông Nam Á và 

Mexico kể từ khi nó được phát hiện đầu tiên ở Trung Quốc từ năm 2009. Sau đó, 

bệnh này xuất hiện ở Việt Nam năm 2010, Malaysia năm 2011, Thailand năm 2012, 

Mexico năm 2013, Philippine năm 2014, Bangladesh và Hoa Kỳ năm 2017. Thiệt hại 

do AHPND ước tính hơn 1 tỷ USD/năm [79] 

Vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus họ Vibrionaceae, mang đặc điểm gram (-), 

hình que thẳng hoặc hơi uốn cong, sống ở vùng nước biển ven bờ và cửa sông [80]. 

Có thời gian thế hệ ngắn trong khoảng 8-9 phút ở nhiệt độ 37oC, có thể tăng sinh lên 

đến nồng độ nhiễm trùng là 106 tế bào [79,81]. Nhiễm trùng vi khuẩn này thường 
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hiện diện với 1 trong 3 hội chứng lâm sàng chủ yếu là nhiễm trùng đường ruột chiếm 

61%, nhiễm trùng vết thương chiếm 34% và nhiễm trùng máu chiếm 5% [82].  

Bệnh hoại tử gan tuỵ cấp tính gây chết tôm thẻ chân trắng (Litopenaeus 

vannamei) với tỷ lệ chết cao, có thể lên đến 100% trong vài ngày, chủ yếu ở giai đoạn 

từ 10-45 ngày thả nuôi [83,84].  

Ở Việt Nam năm 2010, bệnh AHPND được ghi nhận ở các tỉnh như Ninh 

Thuận (16 ha), Sóc Trăng (1,719 ha), Bạc Liêu (346 ha) và Cà Mau (3,493 ha). Sau 

đó, bệnh này tiếp tục xảy ra và lan rộng đến 19 tỉnh thành năm 2012, 22 tỉnh thành 

năm 2015, 25 tỉnh thành năm 2017 với diện tích nuôi tôm bị nhiễm bệnh lần lượt 

tương ứng là 28.005 ha, 9.284 ha và 6.793 ha, làm giảm đáng kể sản lượng tôm nuôi 

của Việt Nam [85]. Năm 2018, trên địa bàn tỉnh Hà Tĩnh diện tích bị bệnh hoại tử 

gan tụy cấp trên tôm là 24,25ha, chiếm 0,9% diện tích nuôi [86]. 

Tuy nhiên, cho đến nay vẫn chưa có một biện pháp phòng trị nào thực sự hiệu 

quả. Vì vậy, các vấn đề liên quan đến các chủng Vibrio gây bệnh, các yếu tố kháng 

nguyên, độc tố cũng đã và đang được quan tâm nghiên cứu. 

1.3.2. Các nghiên cứu thuốc thực vật chống chủng Vibrio gây bệnh trong NTTS 

Hiện nay trên thế giới đang quan tâm nghiên cứu ứng dụng thảo mộc vào trong 

lĩnh vực nuôi trồng thuỷ sản, trong số đó phải kể đến Ấn Độ và Trung Quốc. Ở Ấn 

Độ, các nhà khoa học sử dụng Cao chiết ethanol của 3 loài Ocimum sanctum, 

Withania somnifera và Myristica fragrans trộn vào thức ăn với các nồng độ tăng dần 

(100, 200, 400 và 800 mg/kg thức ăn) cho cá Song (Epinephelus tauvina) bị nhiễm 

khuẩn Vibrio harveyi ăn, bước đầu thu được kết quả ức chế vi khuẩn V. harveyi tốt 

[87]. Một nghiên cứu khác tại Ấn Độ cho thấy cao chiết từ lá ổi và quả ổi có tác dụng 

chống lại các chủng vi khuẩn Staphylococcus, Shigella, Salmonella, Bacillus, 

Escherichia coli, Clostridium và Pseudomonas [88]. 

Cao chiết petroleum ether, chloroform, acetone, ethyl acetatee, methanol và 

nước của 10 loài thực vật rừng ngập mặn: Acanthus ilicifolius, Avicennia marina, 

Avicennia ofcinalis, Ceriops decandra, Rhizophora apiculata, Rhizophora 

mucronata, Sesuvium portulacastrum, Suaeda maritime, Clerodendrum inerme và 

Thespesia populneoides được thử nghiệm in vitro chống vi khuẩn Vibrio harveyi 

được sử dụng làm mầm bệnh thử nghiệm. Kết quả cho biết, cao chiết acetone của lá 

Acanthus ilicifolius (đường kính vòng kháng khuẩn: 16,4 mm, MIC 125 µg/ml) thể 

hiện hoạt tính chống vi khuẩn Vibrio mạnh hơn các cao chiết từ lá khác. Cao chiết 

methanol của quả Rhizophora apiculata, thân cây Avicennia marina và Avicennia 
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ofcinalis thể hiện hoạt tính tốt nhất với đường kính vòng vô khuẩn lần lượt là 12,1 

mm, 10,2 mm và 10,2 mm [89] 

Cao chiết lá Dialium guineense thể hiện hoạt tính chống 14 trong tổng số 18 

chủng Vibrio spp. được thử nghiệm ở nồng độ 20 mg/ml, đường kính vòng vô khuẩn 

từ 12 đến 20 mm, giá trị MIC trong khoảng từ 0,313 đến 5,0 mg/ml và giá trị MBC 

trong khoảng 0,625 đến 10 mg/ml. Kết quả định tính sơ bộ cho biết thành phần hóa 

học của lá loài này gồm các lớp chất tanin, alkaloid, flavonoid, saponin, steroid và 

glycoside tim. Các kết quả thu được từ nghiên cứu này có thể cung cấp bằng chứng 

về tính hữu ích của D. guineense trong việc điều trị các bệnh khác nhau do Vibrio 

spp. gây ra. [90]. 

Đến nay, hầu hết các nghiên cứu đều tập trung vào thử hoạt tính kháng khuẩn 

Vibrio cholerae và Vibrio parahaemolyticus ngoài ra, còn có một số nghiên cứu đề 

cập đến hoạt tính kháng khuẩn Vibrio vulnificus và Vibrio harveyi. Những nghiên cứu 

đã chỉ ra rằng Allium sativum, Thymus vulgaris, Syzygium aromaum, Zataria 

multiflora, Zingiber officinale, Satureja bachtiarica Bunge, Punica granatum, 

Mentha spicata, Cumin cyminum, Eucalyptus globulus, Camellia sinensis, 

Rosmarinus officinalis… là các loài quan trọng nhất thể hiện hoạt tính chống vi khuẩn 

Vibrio. Một số kết quả nghiên cứu được thống kê như bảng 1.1 [91]. 

Bảng 1.1. Một số thuốc thực vật kháng khuẩn Vibrio [91]. 

TT Tên loài  Phần Phần hoạt chất Vibrio spp. Diễn giải 

1 Albizia lebbeck 

Vỏ 

 

Lá 

Dịch methanol 

 

Dịch acetone 

V. cholera 

 

V. cholerae 

MIC và MBC 24 

mg/ml 

d= 12 mm.  

MIC 0,5 mg/ml và 

MBC 0,65 mg/ml 

2 Allium cepa Củ Dịch ethanol V. cholera 
d= 25,83 mm. 

MIC 19,20 mg/ ml  

3 Allium sativum 
Củ 

Củ 

Dịch methanol  

Dịch nước 

V. harveyi 

V. cholerae 

d= 22 và 24 mm.  

MIC 10 mg/ml 

4 
Aristolochia 

bracteata  
Lá Dịch chloroform  

V. harveyi 

V. vulnificus 

d= 7,4 mm 

d= 7,0 mm 

5 
Azadirachta 

indica 

Lá  

 

 

Lá 

Dịch methanol  

 

 

Dịch ethanol 

V. cholera  

 

 

V. parahaemolyticus 

d= 16,5 mm,  

MIC 2.5 mg/ml và 

MBC 10 mg/ml 

d= 12,8 mm,  

MIC 6,5 mg/ml và 

MBC 7 mg/ml 

6 
Bauhinia 

variegata 

Vỏ 

 

Vỏ 

Dịch ethanol  

 

Tinh dầu 

V. cholera  

 

V. cholerae 

d= 12 mm  

MBC 1,56 mg/ml 

 d= 24 mm  
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7 
Camellia 

sinensis 

Lá 

Lá 

Dịch nước 

Dịch nước 

V. parahaemolyticus 

V. cholerae 

d= 16,33 mm  

MIC 0,25µg/µl  

8 
Chaetomorpha 

antennina 
Lá Dịch ethanol V. parahaemolyticus 

d= 28 và 36mm ở 

150 μl và 200 μl.  

9 
Cleistanthus 

collinus 

Lá 

 

Lá 

Dịch nước 

 

Dịch acetone 

V. cholera  

 

V. cholerae 

d= 16mm  

MIC 177µg/µl  

d= 13 mm 

MIC 0,40 mg/ml 

MBC 0,60 mg/ml 

10 Cordia globosa 
Trên 

mặt đất 
Tinh dầu V. cholerae 

d= 13 mm 

MIC 0,060 mg/ml 

11 Costus spiralis Lá Dịch ethanol V. cholera MIC 1–5 mg/ml 

12 
Cuminum 

cyminum 

Hạt 

 

 

Hạt 

 

Tinh dầu 

 

 

Tinh dầu 

V. cholera  

 

 

V. parahaemolyticus 

d= 23 mm  

MIC 0,078 mg/ml 

MBC 1,25 mg/ml 

d= 11,67 mm  

MIC 12 mg/ml 

MBC 25 mg/ml 

13 
Cymbopogon 

nardus 

Trên 

mặt đất 
Tinh dầu V. cholera MIC 0.244 μg/ml  

14 
Eucalyptus 

globulus 

Lá 

 

Hoa 

Tinh dầu 

 

Tinh dầu 

V. harveyi  

 

V. cholera 

MIC 7,81μg/ml 

MBC 62.5μg/ml 

d= 14,7 mm  

MIC 250 μg/ml  

MBC 1000 μg/ml 

15 
Foeniculum 

vulgare 
Lá 

Dịch methanol 

 
V. parahaemolyticus 

MIC 4 mg/ml  

MBC 8 mg/ml 

16 
Helianthemum 

glomeratum 
Lá 

Dịch methanol 

 

V. cholerae 

V. parahaemolyticus 

MIC 2,5 mg/ml  

MIC 2,5 mg/ml 

17 
Jatropha 

neopaucifloa 
Vỏ Nhựa V. cholerae 

d= 7,3 mm  

MIC 4,0 mg/ml  

MBC 6,0 mg/ml 

18 Mentha piperita 

Lá 

 

Lá 

Tinh dầu 

  

Dịch ethanol  

V. parahaemolyticus 

 

V. cholerae 

d= 18,20 mm 

MIC 0,0030 ppm 

MIC 6,25 ppm 

MBC 12,5 ppm 

19 
Mentha 

pulegium 

Trên 

mặt đất 

 

Lá  

Tinh dầu 

 

 

Tinh dầu 

V. cholerae  

 

 

V. cholerae 

d= 13 mm  

MIC 0,5 μg/ml  

MBC 1 μg/ml 

d= 20 mm 

20 Mentha spicata 

Trên 

mặt đất 

Lá 

Tinh dầu  

 

Dịch ethanol 

V. alginolyticus  

 

V. cholerae 

d= 18,67 mm 

MIC 0,047 mg/ml 

d= 12 mm  

21 
Myrtus 
communis 

Lá 
 
 
Lá 

Dịch ethanol  
 
 
Tinh dầu 

V. cholerae  
 
 
V. parahaemolyticus 

d= 12,4 mm 
MIC 2 mg/ml 
MBC 20 mg/ml  
d= 11,34 mm 
MIC 200 mg/ml 
MBC 200 mg/ml  
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22 Nigella sativa Hạt hạt 
Tinh dầu  
Dịch ethanol 

V. parahaemolyticus 
V. cholerae 

d= 23,9 mm 
d= 11,15 mm  

23 
Ocimum 
basilicum 

Cả cây 
Rễ 

Dịch ethanol  
Tinh dầu 
 

V. cholerae  
 
V. parahaemolyticus 

d= 1,4 cm  
MBC 3 mg/ml  
d= 15,3 mm 
MIC 250μg/ml  

24 
Ocimum 
gratissimum 

Lá 
 
 
Trên 
mặt đất 

Dịch nước 
 
 
Dịch ethanol 

V. parahaemolyticus 
 
 
V. cholerae 

d= 15 mm.  
MIC 1.25 mg/ml 
MBC 5 mg/ml  
d= 12,5 mm ở nồng 
độ 1000 µg/ml  

25 
Origanum 
majorana 

Trên 
mặt đất 

Tinh dầu V. alginolyticus 
d= 12,33 mm 
MIC 0,39 mg/ml 
MBC 3,125 mg/ml 

26 
Petroselinum 
crispum 

Trên 
mặt đất 
  
Lá 
 

Tinh dầu 
 
 
Tinh dầu 

V. cholerae  
 
 
V. cholera 

d= 12 mm 
MIC 0,011 mg/ml 
MBC 11,25 mg/ml 
d= 15 mm 
MIC 0,125 mg/ml 
MBC 0,125 mg/ml 

27 
Punica 
granatum 

Quả 
Lá 

Dịch methanol 
Dịch nước 

V. cholerae  
V. parahaemolyticus 

d= 26 mm  
d= 11 mm  
MIC 10 mg/ml  

28 
Rosmarinus 
officinalis 

Trên 
mặt đất 
  
Lá 

Tinh dầu 
 
 
Tinh dầu 

V. alginolyticus  
 
 
V. alginolyticus 

d= 10.66 mm 
MIC 0,625 mg/ml 
MBC 2,5 mg/ml  
d= 26,33 mm  
MIC 25 mg/ml 
MBC 50 mg/ml  

29 
Satureja 
bachtiarica 
Bunge 

Trên 
mặt đất  
Lá 
 

Tinh dầu 
 
Tinh dầu 
 

V. parahaemolyticus  
 
V. parahaemolyticus 

MIC 31μg/ml 
MBC 31μg/ml  
d= 16,2 mm  
MIC 12,5 mg/ml 
MBC 25 mg/ml 

30 Solanum nigrum 
Lá  
 
Quả 

Dịch ethanol  
 
Dịch methanol 
 

V. cholera  
 
V. cholerae 

MIC 50 ppm 
MBC 100 ppm 
MIC 8 mg/ml 
MBC 12 mg/ml. 

31 
Spondias 
mombin 

Lá  
 

Dịch ethanol V. cholerae 
d= 22 mm.  
MIC 83,13 mg/ml 
MBC 166,25 mg/ml  

32 
Stevia 

rebaudiana 

Lá  

Lá  

 

Dịch ethyl 

acetatee  

Dịch ethanol 

V. cholerae  

V. parahaemolyticus 

d= 18 mm 

d= 12,18 mm  

MIC 100 μg/disc 

33 
Syringodium 

isoetifolium 

Lá  

Lá  

 

Dịch ethanol  

Dịch methanol 

 

V. parahaemolyticus 

V. parahaemolyticus 

d= 7 mm 

MIC 1000 μg/ml 

MBC 1000 μg/ml  

34 
Syzygium 

aromaticum 

Lá  

Lá  

 

Tinh dầu 

Tinh dầu 

 

V. parahaemolyticus 

V. parahaemolyticus 

MIC 0,125%  

d= 10,33 mm  

MIC 2 mg/ml 

MBC 4 mg/ml,  
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35 Thymus vulgaris 

Trên 

mặt đất 

 

Lá  

 

Tinh dầu 

 

 

Tinh dầu 

 

V. parahaemolyticus  

 

 

V. alginolyticus 

d= 22,33 mm 

MIC 0,156 mg/ml 

MBC 0,312 mg/ml 

d= 32 mm 

MIC 3,12 mg/ml 

MBC 3,12 mg/ml  

36 
Tinospora 

cordifolia 

Trên 

mặt đất 
Dịch ethanol V. parahaemolyticus 

d= 15 mm 

MIC 50 ppm  

37 Vitis vinifera Quả Dịch methanol V. cholerae d= 6 mm 

38 
Withania 

somnifera 

Lá 

 

Rễ 

Dịch ethanol  

 

Dịch methanol 

V. cholerae  

 

V. harveyi 

MIC 12,5 ppm  

MBC 25 ppm 

d= 24,3 mm  

39 
Zataria 

multiflora 

Lá 

Trên 

mặt đất 

Dịch methanol 

 

Tinh dầu 

V. cholera  

 

V. parahaemolyticus 

d= 10 mm 

MIC 12,5 mg/ml  

MBC31và 125μg/ml 

40 
Zingiber 

officinale 

Rễ 

Cả cây 

Tinh dầu  

Dịch nước 

V. cholera  

V. cholerae 

d= 9 mm  

MIC 500 μg/ml 

Dựa vào kết quả sàng lọc sơ bộ hoạt tính kháng sinh vi khuẩn Vibrio kết hợp 

với tìm hiểu tài liệu về kinh nghiệm sử dụng trong dân gian, phân bố, các nghiên cứu 

về thành phần hóa học và hoạt tính sinh học của 7 đối tượng nghiên cứu chúng tôi 

nhận thấy: Chúng thể hiện hoạt tính kháng sinh tốt, với thành phần hóa học chủ yếu 

thuộc lớp chất terpenoid (diterpenoid và triterpenoid), flavonoid, alkaloid, steroid. 

Đây là nguồn hoạt chất đã được chứng minh có tác dụng kháng sinh và kháng ung 

thư rất tốt. Bên cạnh đó, đây đều là nguồn nguyên liệu phổ biến, dễ trồng ở Việt Nam, 

đáp ứng được yêu cầu sản xuất sản phẩm. Dựa trên đó, đề tài phân lập các hợp chất 

chính từ các đối tượng nghiên cứu để tiếp tục thử nghiệm hoạt tính kháng khuẩn 

Vibrio nhằm tìm ra được thành phần hóa học chính quyết định hoạt tính thảo dược. 

Định hướng nghiên cứu sâu hơn phát triển thành thuốc. Hơn nữa, kết hợp với ứng 

dụng mô hình sàng lọc ảo để tìm hiểu mối quan hệ giữa lý thuyết và thực nghiệm, từ 

đó tối ưu hóa quá trình phát triển thuốc của các đối tượng và đích đến nghiên cứu. 

Trên cơ sở tham khảo tài liệu, các loài thực vật: Đơn châu chấu (Aralia 

armata), Bọ mắm (Pouzolzia zeylanica), Khổ sâm (Croton tonkinensis), Ké hoa đào 

(Urena lobata), Ké hoa vàng (Sida rhambifolia), Thồm lồm (Polygonum chinense), 

Thầu dầu (Ricinus communis), Cà trái vàng (Solanum xanthocarpum), Hàn the 

(Desmodium heterophyllum), Đơn buốt (Biidens pilosal), Nghệ vàng (Curcuma 

longa), Dầu giun (Chenopodia abrosioides) và Thuốc dấu (Euphorbia tithymaloides) 

có những đặc trưng về các lớp chất diterpenoid, triterpenoid và polyphenol, phổ biến 

trong tự nhiên và được nhân dân ta sử dụng làm thuốc chữa bệnh chống nhiễm trùng, 



27 

 

kháng viêm, kháng khuẩn tốt. Đặc biệt, loài Ricinus communis chữa bệnh đường ruột 

cho thủy sản tốt. Loài Pouzolzia zeylanica chống giòi bọ. Loài Croton tonkinensis 

chữa bệnh kiết lỵ, đau bụng đi ngoài. Thêm nữa, một vài loại thảo dược như Aralia 

armata, Polygonum chinense, Urena lobata, Euphorbia hirta,...được sử dụng trong 

phòng trị bệnh cho động vật nuôi thủy sản, đây là nguồn nguyên liệu quý cho các 

nghiên cứu về thành phần hoá học và hoạt tính kháng khuẩn và ung thư. 

1.4. Sàng lọc ảo dự đoán hoạt chất định hướng hoạt tính kháng khuẩn và gây 

độc tế bào  

Trong các mô hình sàng lọc hoạt chất hiện đại, từ đầu những năm 2010 đã xuất 

hiện phương pháp sàng lọc ảo (virtual screening) và ngay lập tức đóng góp vai trò 

quan trọng trong lĩnh vực nghiên cứu tìm kiếm và phát triển thuốc. Phương pháp trên 

sử dụng các tiến bộ tin học trong lĩnh vực hóa sinh để sàng lọc ảo, tìm hiểu cơ chế 

hoạt động và dự đoán các hợp chất được cho là có hoạt tính mạnh trên những đích 

sinh học cụ thể. Phương pháp có ưu điểm là giúp giảm thiểu chi phí và thời gian trong 

quá trình phát hiện và phát triển thuốc. Quy trình thực hiện bao gồm nhiều bước theo 

tuần tự thông qua các tiêu chí sàng lọc khác nhau để từ đó thu hẹp dần đối tượng và 

lựa chọn các hợp chất có tiềm năng phát triển làm thuốc với những hoạt tính sinh học 

mong muốn [92,93]. 

Docking phân tử (Molecular docking) là một phương pháp mô hình hóa sự 

tương tác giữa phối tử và một protein ở cấp độ nguyên tử. Từ đó, có thể mô tả, tìm 

hiểu về cơ chế hoạt động của các phối tử trong vùng liên kết của protein đích. Quá 

trình docking bao gồm hai bước cơ bản: dự đoán cấu hình liên kết của phối tử gồm 

vị trí và hướng của nó trong các liên kết này (thường được gọi là dock pose) và đánh 

giá ái lực liên kết của phối tử với protein đích. Trong số các công cụ dùng trong sàng 

lọc ảo, AutoDock 4.2.6 và Molegro Virtual Docker là hai công cụ được sử dụng nhiều 

nhất trong các công bố khoa học với hơn 13,000 trích dẫn trong 10 năm qua. Đây là 

các phần mềm mã nguồn mở được phát triển bởi Viện nghiên cứu của các chính phủ 

trên thế giới [93,94]. Từ những yếu tố trên, luận án sử dụng các phần mềm này trong 

sàng lọc ảo, dự đoán hoạt chất tiềm năng định hướng hoạt tính kháng khuẩn và gây 

độc tế bào theo các hướng sau: 

Hoạt tính kháng u: Ung thư mang đến nhiều hệ luỵ về sức khoẻ, có thể gây ra 

cái chết cho bệnh nhân nếu không được chẩn đoán và điều trị kịp thời. Theo 

GLOBOCAN 2020, so với năm 2018, thế giới ghi nhận thêm hơn 2 triệu ca mắc mới 

ung thư, lên gần 19,3 triệu ca và số ca tử vong tăng từ 9,6 triệu ca (2018) lên 9,96 
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triệu ca (2020). Ở Việt Nam có hơn 182 ngàn ca mắc mới và gần 115 ngàn ca tử vong 

do ung thư hàng năm. Ung thư thường gặp nhất là gan (14,5%), phổi (14,4%) và vú 

(11,8%) [95]. Tại Việt Nam, ung thư phổi là bệnh ung thư thường gặp thứ 1 ở nam 

giới và đứng thứ 2 trong những bệnh ung thư ở phụ nữ hay mắc [95]. Qua nghiên 

cứu, các nhà khoa học trên thế giới đã xác định phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) 

là một con đường truyền tín hiệu nội bào quan trọng để các tế bào tồn tại và phát 

triển. Tuy nhiên, sự đột biến, khuếch đại và dịch chuyển có thể làm sai lệch con đường 

tín hiệu PI3K thông thường của tế bào dẫn đến làm tế bào ung thư tăng trưởng mạnh, 

kháng thuốc và di căn đến các cơ quan trọng yếu như não, phổi, gan. Chính vì vậy, 

nghiên cứu thuốc điều trị chống ung thư nói chung và ung thư phổi nói riêng định 

hướng tác dụng trên con đường tín hiệu PI3K là một hướng nghiên cứu mới có nhiều 

ý nghĩa và hiệu quả [96,97]. 

Hoạt tính kháng khuẩn Vibrio parahaemolyticus: Proline dehydrogenase 

(PDH) là một enzyme điều hòa và giới hạn tỷ lệ quan trọng trong quá trình tích lũy 

và chuyển hóa proline, được công nhận rộng rãi là đóng vai trò quan trọng trong việc 

tự tổ chức protein. Sự vắng mặt của proline có thể dẫn đến rối loạn cấu trúc protein. 

Đã có nhiều nghiên cứu chỉ ra proline là chất điều hòa chính của nhiều quá trình sinh 

hóa và sinh lý trong tế bào vi sinh vật [98]. Tuy nhiên, cho đến nay số công trình 

nghiên cứu tìm hiểu mối tương quan  hoạt tính – cấu trúc của các hoạt chất định 

hướng trên đích sinh học này vẫn còn hạn chế. Do đó, trong luận án này, cơ chế hoạt 

động trên đích sinh học PDH của các hoạt chất có hoạt tính kháng khuẩn Vibrio 

parahaemolyticus sẽ được làm rõ sử dụng phương pháp docking phân tử. 
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Chương 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SƠ ĐỒ NGHIÊN CỨU CHUNG CỦA LUẬN ÁN 

Sàng lọc in vitro kháng 

Vibrio parahaemolyticus 

13 loài thực vật                            

chọn lọc 

  

Thử in vivo kháng Vibrio 

parahaemolyticus qua 

đường ăn và đường nước 

Nghiên cứu thành 

phần hóa học 33 hợp chất 

sạch 

  

Thử in vitro kháng 

Vibrio 

parahaemolyticus 

Docking phân tử 

chuyển hóa proline 

của vi khuẩn  

V. parahaemolyticus 

Tương thích với 
thực nghiệm 

  

Docking phân tử 

ức chế con đường 

tín hiệu PI3K của 

A549 

Kiểm nghiệm in vitro 

với dòng tế bào A549 

7 loài thực vật                            

lựa chọn 

  

 

4 hợp chất có 

hoạt tính tốt 

  

  

  

2 loài thực vật:  

Khổ sâm và 

Thồm lồm                            

  

   

 

Định hướng 
tạo chế phẩm  

07 ent-kaurane 

từ Khổ sâm 

 

4 hợp chất có 

tiềm năng 

  

  

  

Tương thích với 
thực nghiệm 
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2.1. Nguyên liệu và phương pháp phân lập xác định cấu trúc hóa học 

2.1.1. Mẫu thực vật 

Mẫu thực vật được TS. Nguyễn Quốc Bình, Bảo tàng thiên nhiên –VAST xác 

định tên khoa học, tiêu bản lưu tại Viện Sinh thái và Tài nguyên Sinh vật - VAST. 

Bảng 2.1. Danh sách các loài thực vật nghiên cứu (nguồn ảnh internet) 

STT Mẫu 
Tên khoa học 

và mẫu tiêu bản 
Ảnh mẫu 

Địa điểm và 

thời gian thu 

mẫu 

1 

Đơn 

châu 

chấu 

(AA) 

Aralia armata  

(họ Nhân sâm 

Araliaceae) 

AA0315 

 

 
 

Sơn Dương – 

Tuyên Quang 

Tháng 03/2015 

 

 

2 
Bọ 

mắm 

(PZ) 

Pouzolzia 

zeylanica  

(Họ Gai 

Urticaceae) 

PZ0315 

 
 

Đại Từ – Thái 

Nguyên 

Tháng 03/2015 

3 
Khổ 

sâm 

(CT) 

Croton 

tonkinensis 

Gagnep. 

(Họ Thầu dầu 

Euphorbiaceae) 

CT0715 

 

 
 

Nho Quan – 

Ninh Bình 

Tháng 07/2015 
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4 

Ké 

hoa 

đào 

(UL) 

Urena lobata L. 

(Họ Bông 

Malvaceae) 

UL1016 

 

 
 

Sơn Dương – 

Tuyên Quang 

Tháng 10/2016 

5 
Thồm 

lồm 

(PC) 

Polygonum 

chinense I. 

(Họ Rau răm 

Polygonaceae) 

 PC1015 

 

 
 

Sơn Dương – 

Tuyên Quang 

Tháng 10/2015 

6 
Thầu 

dầu 

(RC) 

Ricinus communis 

L. 

(Họ Thầu dầu 

Euphorbiaceae) 

RC0815 

 

 
 

Mê Linh – Hà 

Nội 

Tháng 08/2015 

7 
Cà trái 

vàng 

(SX) 

Solanum 

xanthocarpum 

Schrad Wendl., 

(Họ Cà 

Solanaceae) 

SX0815 

 

 
 

Đà Lạt – Lâm 

Đồng 

Tháng 08/2015 
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2.1.2. Phương pháp xử lý và chiết mẫu 

Các mẫu sau khi thu hái đều được xử lý chung theo các bước như sau: 

Mẫu sau khi thu hái, thái nhỏ, phơi trong bóng mát, được sấy khô (< 60 oC) đến 

khi khối lượng không đổi, sau đó đem nghiền nhỏ. Mẫu được ngâm 3 lần với ethanol 

trong thiết bị siêu âm. Dịch tổng thu được cất kiệt dung môi thu được cao ethanol. 

Cao ethanol bổ sung nước và chiết lần lượt với n-hexane và etyl axetat. Sau khi cất 

loại dung môi thu được cao dịch n-hexane, etyl axetat và nước tương ứng. 

2.1.3. Phương pháp phân lập các hợp chất từ mẫu cây 

Việc phân lập các cao chiết thực vật được thực hiện bằng các phương pháp sắc 

ký khác nhau: sắc ký lớp mỏng (TLC), sắc ký lớp mỏng điều chế (PTLC), sắc ký cột 

thường (CC) với pha tĩnh là silica gel (Merck), sắc ký cột pha đảo với pha tĩnh là 

YMC RP 18 (Merck) và sắc ký ray phân tử với pha tĩnh là sephadex LH-20 (Merck). 

Sắc ký lớp mỏng (TLC): được thực hiện trên bản mỏng DC-Alufolien 60 F254 

(0,25 mm; Merck) và RP-18 F254S (0,25 mm; Merck). Phát hiện các chất bằng đèn 

tử ngoại (bước sóng 254 và 365 nm) hoặc dùng thuốc thử là dung dịch vanilin - H2SO4 

5% trong methanol. 

Sắc ký cột thường (CC): pha tĩnh là silica gel 60 (cỡ hạt 0,040 - 0,063 mm) 

của hãng Merck, dung môi là loại công nghiệp. Sắc ký cột ray phân tử với pha tĩnh là 

sephadex LH-20. Sắc ký cột pha đảo sử dụng loại YMC RP-18 (cỡ hạt 30-50 μm). 

2.1.4. Phương pháp xác định cấu trúc hóa học 

Cấu trúc hóa học của các chất được xác định dựa vào việc nghiên cứu các đặc 

trưng hóa lý (Rf trên bản mỏng, trạng thái, màu sắc, điểm nóng chảy) kết hợp với 

phân tích phổ NMR, MS của các chất và so sánh với dữ liệu trong tài liệu tham khảo. 

Các thiết bị hiện đại và phương pháp sử dụng xác định cấu trúc hóa học các chất gồm: 

Điểm nóng chảy (mp): đo trên máy Kofler micro-hotstage tại Viện Hóa học - 

VAST. 

Phổ khối lượng (MS): Phổ khối LC-ESI-MS được đo trên máy Agilent 1200 

TRAP. Phổ khối HR-ESI-MS được đo trên máy FT-ICR-Mass spectrophotometer tại 

Viện Hóa học - VAST. 

Phổ cộng hưởng từ nhân (NMR): được đo trên máy Bruckker avance 500 MHz 

tại Viện Hoá học – VAST với các kỹ thuật: 1D-NMR (1H-, 13C-NMR và DEPT) và 

2D-NMR (HSQC, HMBC, COSY và NOESY). Các loại dung môi được sử dụng: 

DMSO-d6, CD3OD và CDCl3.  
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2.2. Phương pháp thử nghiệm hoạt tính kháng vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus 

2.2.1. Vật liệu 

Chủng vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus KC12.020 được cung cấp bởi Trung 

tâm Quan trắc môi trường và bệnh thủy sản Miền Bắc, Viện NCNTTS I. 

Chủng Vibrio parahaemolyticus ST8T được cung cấp bởi Trung tâm Quan 

trắc Môi trường và Bệnh Thuỷ sản Nam Bộ, Viện NCNTTS II. 

Tôm thẻ chân trắng được nuôi từ tôm ấu trùng đến khi đạt trọng lượng từ 2-3 

gram, được cung cấp từ Trung tâm Nghiên cứu Hải sản miền Bắc, Viện NCNTTS I 

và Trung tâm Giống Hải sản Nam Bộ, Viện NCNTTS II.  

2.2.2. Phương pháp thử nghiệm hoạt tính kháng khuẩn in vitro 

2.2.2.1. Phương pháp lập kháng sinh đồ trên đĩa thạch của Kirby-Bauer [99] 

Chủng vi khuẩn (nồng độ 108 cfu/ml) được trang đều trên các đĩa thạch MHA. 

Sử dụng nồng độ vi khuẩn đạt 108cfu/ml trang lên đĩa lồng để thử kháng sinh đồ là 

phương pháp chuẩn, ở mật độ này đủ đảm bảo vi khuẩn phát triển kín đầy đĩa lồng, 

nếu mật độ thấp hơn vi khuẩn không mọc kín đĩa lồng, không đảm bảo lập kháng sinh 

đồ. Xác định mật độ vi khuẩn đạt 108cfu/ml được thực hiện như sau: Lấy 1 khuẩn lạc 

vi khuẩn cho vào môi trường nuôi cấy tăng sinh lỏng Nutrient broth (100ml). Nuôi 

cấy trong điều kiện lắc ở 290 vòng/phút, nhiệt độ 290C trong 18 tiếng. Sau đó kiểm 

tra mật độ vi khuẩn bằng máy so màu quang điện. Tiến hành đo bước sóng tương ứng 

OD600nm = 1 có mật độ vi khuẩn tương ứng 108 cfu/ml, trong trường hợp này sử dụng 

mẫu chuẩn (blank) là môi trường Nutrient broth, vì vi khuẩn được nuôi cấy trong môi 

trường Nutrient Broth.  

Sau khi đã có mật độ vi khuẩn cần thiết, tiến hành lập kháng sinh đồ. Sử dụng 

1ml dung dịch huyền phù chứa vi khuẩn 108cfu/ml trang đều lên đĩa thạch, sau đó 

nhỏ 20µl sản phẩm cao chiết thô với hàm lượng tương ứng + DMSO được nhỏ trên 

các đĩa giấy thấm vô trùng tiếp tục đặt trên đĩa thạch đã có vi khuẩn. Đối chứng âm 

DMSO được sử dụng. Sau đó đĩa thạch được ủ tủ ấm khoảng 27-29oC, sau 24 giờ đĩa 

thạch được lấy để đo đường kính vòng kháng khuẩn (d, mm). Nếu d  11 mm: không 

thể hiện hoạt tính, d từ  12-15 mm: trung bình, d  16 mm: nhạy.  

2.2.2.2. Phương pháp khuyếch tán trên đĩa thạch của Chaweepack (2015) [100] 

 Một khuẩn lạc đơn được tăng sinh trong 100 ml NB+1,5% NaCl, ủ ở 30oC, 

lắc 200 rpm, trong khoảng 3-4 giờ. Dịch vi khuẩn được kiểm tra OD600nm trong khoảng 

0,6 - 0,7. Dựa vào phương trình hồi qui tương quan tuyến tính giữa chỉ số OD600nm và 

mật độ vi khuẩn (Mật độ vi khuẩn x 108 CFU/ml = 9,4 x OD600nm - 3,6) của thí nghiệm 
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trên để suy ra mật độ vi khuẩn tương ứng từ 2,04 x 108 CFU/ml đến 2,98 x 108 

CFU/ml. Dịch vi khuẩn được pha loãng đến nồng độ vi khuẩn 106 CFU/ml, rồi trải 1 

ml dịch vi khuẩn lên môi trường thạch MHA (Media, Ấn Độ), đặt vào tủ cấy vô trùng 

khoảng 5 phút để khô mặt thạch. Tẩm 60 µl (2% trong cồn tuyệt đối, w/v) mỗi cao 

chiết thực vật vào trong đĩa giấy (đường kính 0,6 cm; Công ty Nam Khoa) để khô cả 

2 mặt đĩa giấy trong tủ cấy vô trùng. Đặt đĩa giấy lên môi trường thạch đã trãi vi 

khuẩn, ủ 30oC từ 18-24 giờ. Hiệu quả được đánh giá dựa vào vòng vô khuẩn bao 

quanh đĩa giấy với đường kính vùng ức chế sự phát triển vi khuẩn dựa theo Lorian 

(1995): Kháng ≤ 9 mm; kháng vừa ≥ 10-13 mm; nhạy ≥ 14 mm.  

2.2.3. Phương pháp thử nghiệm hoạt tính kháng khuẩn in vivo 

2.2.3.1. Xây dựng đường chuẩn mật độ vi khuẩn [101] 

Mật độ Vibrio parahaemolyticus (VP) dùng cho thí nghiệm cảm nhiễm thực 

nghiệm được ước lượng bằng cách xây dựng phương trình hồi vi tuyến tính (Y=aX + 

b) giữa các giá trị chỉ số mật độ quang (Optical Density) ở bước sóng 600 nm 

(OD600nm) và mật độ vi khuẩn (CFU/ml) nuôi cấy trong môi trường Nutrient Broth bổ 

sung 1,5% NaCl (NB+1,5%NaCl) được đếm số tế bào sống tương ứng. VP được cấy 

ria lên môi trường TCBS từ ống giống. Một khuẩn lạc đơn được tăng sinh trong 100 

ml NB+1,5%NaCl, ủ 30oC, trong 2 giờ, lắc 200 rpm. Chuyển mỗi 1 ml dịch nuôi cấy 

vào 4 bình khác nhau có chứa 100 ml môi trường NB+1,5%NaCl. Sau đó, 4 bình này 

được ủ ở 30oC, lắc 200 rpm, trong khoảng 2-3 giờ, và được đo các chỉ số OD600nm độc 

lập với nhau, bao gồm 0,6; 0,7; 0,8; và 0,9 tương ứng cho mỗi bình. Mỗi giá trị 

OD600nm của dịch nuôi cấy vi khuẩn được đếm số lượng tế bào sống bằng cách pha 

loãng dãy nồng theo cơ số 10 từ 10-1 đến 10-6, mỗi nồng độ pha loãng (10-4, 10-5, và 

10-6) được dùng để trãi trên 3 đĩa môi trường thạch TCBS với thể tích 0,1 ml trên mỗi 

đĩa. Đĩa thạch được ủ ở 30oC trong thời gian 18-24 giờ. Đếm các đĩa có khuẩn lạc 

mọc rời có số lượng từ 30 đến 300. 

2.2.3.2. Thí nghiệm xác định giá trị LC50 

Thí nghiệm được thực hiện dựa theo phương pháp của APHA (2005) [102]. 

Thí nghiệm được bố trí 5 nồng độ cao chiết khổ sâm nằm trong khoảng gây độc được 

xác định từ thí nghiệm thăm dò. Nghiệm thức đối chứng, tôm được cho ăn thức ăn 

không trộn với cao chiết. Mỗi nghiệm thức được lặp lại 3 lần trong bể nhựa 90 lít có 

chứa 30 lít nước biển, mỗi bể thí nghiệm có 20 con tôm. Tôm được cho ăn 3 lần/ngày 

với tỷ lệ 3% trọng lượng thân, các bể được sục khí liên tục, không thay nước, và tôm 

chết được vớt ra ngay để không ảnh hưởng xấu đến chất lượng nước trong suốt thời 
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gian thí nghiệm. Ghi nhận số tôm chết hàng ngày và theo dõi trong suốt 96 giờ để xác 

định giá trị LC50 (nồng độ gây chết 50%) bằng chương trình máy tính (Stephan & 

Rodgers, 1985) theo hướng dẫn của ASTM (American Society for Testing and 

Materials, Philadelphia) (1993) [103,104]. 

2.2.4. Thử nghiệm hoạt tính gây độc tế bào [105] 

2.2.4.1. Dòng tế bào và môi trường nuôi cấy 

Dòng tế bào ung thư phổi người A549 được lấy từ Trung tâm Dinh dưỡng và 

nguyên liệu Dược phẩm, Đại học Myongji, Hàn Quốc và được nuôi cấy trong môi 

trường dung dịch Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Hyclone, USA)  

bổ sung 10% huyết thanh bào thai bò (Hyclone), penicillin 100 U/ml và streptomycin 

100 μg/ml ở 37°C trong môi trường ẩm với 5% CO2 và độ ẩm 95%. 

2.2.4.2. Đánh giá hoạt tính gây độc tế bào 

Hoạt tính gây độc tế bào được xác định theo phương pháp MTT. Tế bào ung thư 

phổi (A549) được cấy lên đĩa 96 giếng với thể tích 100 µL mỗi giếng, sau đó ủ trong 

48 tiếng ở nhiệt độ 37oC để tế bào phát triển đạt 80% diện tích giếng. Tiếp theo, hợp 

chất nghiên cứu được cho vào ủ với tế bào ở 4 nồng độ khác nhau gồm 100, 10, 5, và 

1 μg/ml. Hợp chất oxaliplatin được sử dụng làm chất đối chứng dương. Mỗi hợp chất 

được thử nghiệm 3 lần và mỗi lần trên 3 giếng để giảm thiểu sai số. Nồng độ ức chế 

50% (IC50) được tính sử dụng phần mềm Graphpad Prism software (Graphpad 

Software, Inc. San Diego, CA, USA). 

❖ Tất cả các thí nghiệm được thực hiện ít nhất ba lần lặp lại. Các giá trị được 

biểu thị bằng độ lệch chuẩn trung bình (± SD). Nồng độ ức chế tối đa một nửa (IC50) 

được xác định bằng phần mềm Graphpad Prism (Graphpad Software, Inc. San Diego, 

CA, USA). Sự khác biệt được phân tích bằng cách sử dụng Student’s t-test. Sự khác 

biệt với P <0,05 hoặc P <0,001 được coi là có ý nghĩa thống kê. 

2.3. Phương pháp mô phỏng lắp ghép phân tử 

2.3.1. Docking phân tử trên đích tác dụng PDH [98] 

2.3.1.1. Chuẩn bị cấu trúc protein  

 Cấu trúc tinh thể của proline dehydrogenase - PDH (PDB ID: 2EKG) được 

lấy từ cơ sở dữ liệu Protein Data Bank. Các hợp chất flavonoid và diterpenoid dùng 

trong nghiên cứu này được xây dựng cấu trúc ba chiều sử dụng phần mềm 

MarvinSketch 19.27.0 và PyMOL 2.2.2. Cực tiểu hóa năng lượng các hợp chất sử 

dụng phần mềm Gabedit 2.5.0. Chất ức chế PDH đã biết là naucleidinal được sử dụng 

làm chất chuẩn.  
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2.3.1.2. Mô phỏng docking phân tử 

 Các mô phỏng được thực hiện bằng phần mềm AutoDock 4.2.6. Phần mềm 

Graphical User Interface program "Auto-Dock Tools" được sử dụng để chuẩn bị, xử 

lý và phân tích các mô phỏng đã thực hiện. Mô hình enzyme PDH (PDB ID: 2EKG) 

được chuẩn bị cho mô phỏng tương tác bằng cách gán điện tích, các tham số hòa tan 

và hydro cho protein. Các phân tử nước và phối tử mẫu được loại bỏ khỏi phân tử 

protein để biến nó thành một thụ thể tự do. Vì các phối tử (hợp chất nghiên cứu) 

không phải là peptide, nên điện tích Gasteiger được tính và các hydro không phân 

cực được hợp nhất. Các tham số hòa tan được gán cho protein sử dụng tham số mặc 

định. Hộp lưới vùng mô phỏng được tạo ra xung quanh vùng liên kết phối tử. Tất cả 

mô phỏng này được thực hiện sử dụng CPU Intel CoreTM i7-9700 @ 3,60 GHz với 

RAM 32 GB DDR4. 

2.3.2. Docking phân tử trên đích tác dụng con đường tín hiệu PI3K [106,107] 

2.3.2.1. Chuẩn bị cấu trúc protein và ligand 

Cấu trúc tinh thể của các protein trong con đường tín hiệu PI3K gồm AKT 

(PDB ID: 1UNQ), mToR (PDB ID: 4JSV), COX-2 (PDB ID: 3NT1), MDM2 (PDB 

ID: 4JRG) và PDK1 (PDB ID: 5L) được lấy từ cơ sở dữ liệu Protein Data Bank. Phần 

mềm Molegro Virtual Docker (MVD) (6.0, Molergo-a CLC Bio Company, Denmark) 

được sử dụng để chuẩn bị cấu trúc các protein bằng cách bổ sung các liên kết, thứ tự 

liên kết, điện tích và trạng thái lai hóa. Quá trình này đã loại bỏ các phân tử nước và 

các ion kim loại sau đó thêm các liên kết hydro và các nguyên tử tripos trong bước 

tiếp theo. Thế năng tuyến tính từng đoạn (PLP) được áp dụng để cực tiểu các chuỗi 

bên cho các tương tác hydro và steric. Thế năng Coulomb được sử dụng cho các lực 

tĩnh điện với mạch carbon chính giữ cố định và các góc xoắn khác nhau. Kích thước 

vùng mô phỏng liên kết là khối hộp có kích thước 1,2 Å và khoảng cách điểm 0,8 Å. 

oxaliplatin được dùng làm chất chuẩn so sánh. 

2.3.2.2. Mô phỏng docking phân tử  

Để tính điểm cho các hợp chất, hệ thống tính điểm MolDock Score [GRID] 

của phần mềm MVD được sử dụng. Thuật toán tìm kiếm sử dụng là Moldock SE 

(Simplex Evolution). Điểm số được tính như sau : 

 

Trong đó: E (score) = năng lượng docking; E (inter)= năng lượng tương tác protein-ligand 



37 

 

Điểm số các hợp chất sau đó được dùng để xếp hạng các cấu hình liên kết, cấu 

hình có điểm số cao nhất sẽ được sử dụng để tính ái lực liên kết. Quy trình được áp 

dụng cho toàn bộ các hợp chất và tất cả các đích protein. Ái lực liên kết của cấu hình 

liên kết tốt nhất đối với từng hợp chất sẽ được đánh giá sử dụng Molrego Data 

Modeller 3.0(MDM). 

2.3.2.3. Tính toán các liên kết không phân cực 

Các amino acid tham gia vào hình thành liên kết không phân cực được phân 

tích bằng phần mềm Ligplot+ v2.1 cho toàn bộ các hợp chất nghiên cứu cùng chất 

chuẩn. 
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Chương 3. THỰC NGHIỆM 

3.1. Thân và lá Đơn châu chấu (Aralia armata) 

3.1.1. Thu nhận các cao chiết từ thân và lá Đơn châu chấu 

Thân và lá Aralia armata được sấy khô, xay nhỏ thu được 2,4kg bột mẫu khô, 

đem ngâm chiết với ethanol, ở nhiệt độ thường, trong thiết bị chiết siêu âm. Dịch 

chiết được lọc, gom lại và cất loại dung môi thu được cao chiết tổng của cây Đơn 

châu chấu (300g). Cao tổng sau đó được tiến hành chiết phân bố lần lượt với n-

hexane, etyl axetat, methanol thu được các dịch chiết tương ứng. Cất loại dung môi 

dưới áp suất giảm thu được các cao chiết tương ứng là AAH (Cao n-hexane, 20g), 

AAE (Cao etyl acetate, 30g), AAM (Cao methanol, 220g). 

3.1.2. Phân lập và tinh chế các hợp chất từ thân lá Đơn châu chấu 

Sử dụng 20g cao n-hexane (AAH) được tách trên cột silica gel với hệ dung 

môi n-hexane-etyl acetate, và hàm lượng etyl axetat tăng dần từ 0→100% thu được 

3 phân đoạn (AAH1→AAH3). Phân đoạn AAH3 (1,2g) được tách lại trên cột silica 

gel với hệ dung môi n-hexane/EtOAc (40:1) được 3 phân đoạn nhỏ (AAH3a→ 

AAH3c). Kết tinh phân đoạn AAH3b trong dung môi acetone thu được hợp chất β-

sitosterol (30 mg: A1), dạng tinh thể hình kim, không màu, nhiệt độ nóng chảy 138-

140 0C, Rf= 0,45( hệ dung môi H/E: 4/1). 

Lấy 20g cao etyl acetate (AAE) được tách trên cột silica gel bằng hệ dung môi 

clorofom-methanol (0→100% methanol) thu được 4 phân đoạn (AAE1→ AAE4). 

Phân đoạn AAE1 (1,3 g) được kết tinh lại trong dung môi methanol thu được hợp 

chất β-sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside (44,0 mg: A2) dạng bột, màu trắng, điểm 

chảy 269-270oC, Rf= 0,65(hệ dung môi C/M : 9/1).  

Phân đoạn AAE2 (1,2g) được tách lại bằng cột RP-18, với hệ dung môi 

MeOH/H2O (7:3) thu được 4 phân đoạn (AAE2a→AAE2d). Từ phân đoạn AAE2a 

tinh chế lại bằng Sephadex LH-20 với dung môi methanol sau đó kết tinh lại trong 

axetone thu được oleanolic acid (18 mg: A3), dạng hình kim, không màu, điểm chảy: 

262-263oC. 

Phân đoạn AAE3 (2,0g) được tinh chế lại trên cột silicagel với hệ dung môi 

chloroform/MeOH (5:1) được 3 phân đoạn (AAE3a→AAE3c). Phân đoạn AAE3b 
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được triển khai qua cột Sephadex LH-20 với dung môi methanol, thu được 

liriodendrin (12,5 mg: A4), dạng hình kim, không màu, điểm chảy: 265-266 oC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sơ đồ 3.1. Phân lập các hợp chất từ thân lá cây Đơn châu chấu 

• Hợp chất β-sitosterol (A1): 

Tinh thể màu trắng. 1H-NMR (500 MHz, CDCl3),  (ppm):  0,68 (3H, s, CH3-

18); 1,01 (3H, s, CH3 -19); 0,81-0,88 (23H, d, J = 7,7Hz, CH3 -26 và 27-CH3); 0,83 

(3H, t, J = 7,3Hz, 29-CH3); 0,92 (3H, d, J= 10,0Hz, 21-CH3); 3,52 (1H, m, H-3); 

5,35 (1H, d, J = 5,0Hz, H-6), 13C-NMR (125 MHz, CDCl3),  (ppm): 37,3 (C-1); 31,7 

(C-2); 71,8 (C-3); 42,3 (C-4); 140,8 (C-5); 121,7 (C-6); 31,9 (C-7); 33,9 (C-8); 50,2 

(C-9); 36,5 (C-10); 21,1 (C-11); 39,8 (C-12); 42,3 (C-13); 56,8 (C-14); 24,3 (C-15); 

28,3 (C-16); 56,1 (C-17); 11,9 (C-18); 19,4 (C-19); 36,2 (C-20); 18,8 (C-21); 34,0 

(C-22); 26,2 (C-23); 45,9 (C-24); 29,2 (C-25); 19,8 (C-26); 19,1 (C-27); 23,1 (C-28); 

11,9 (C-29). 

• Hợp chất β-sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside (A2):  

Chất bột màu trắng. 1H-NMR (500MHz, DMSO-d6);  (ppm): 4,20 (1H, d, J 

= 8,0 Hz, H-1′); 2,8 ~ 3,1 (4H, m); 3,57 (1H, m, H-3); 5,34 (1H, br s, H-6); 0,65 (3H, 

s, H-18); 0,93 (3H, s, H-19); 0,94 (3H, d, J= 6,6Hz, H-21); 0,83 (3H, d, J= 7,1Hz, H-

29); 0,85 (3H, d, J= 6,6Hz, H-26); 0,80 (3H, d, J= 6,6Hz, H-27). 13C-NMR (125MHz, 
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DMSO-d6);  (ppm): 37,6 (C-1); 29,9 (C-2); 76,8 (C-3); 39,1 (C-4); 140,6 (C-5); 

121,3 (C-6); 32,2 (C-7); 32,3 (C-8); 50,7 (C-9); 37,1 (C-10); 21,4 (C-11); 40,2 (C-

12); 42,7 (C-13); 57,2 (C-14); 23,9 (C-15); 28,5 (C-16); 56,5 (C-17); 12,0 (C-18); 

19,2 (C-19); 35,6 (C-20); 19,0 (C-21); 34,4 (C-22), 26,7 (C-23); 46,4 (C-24); 29,7 

(C-25); 19,9 (C-26); 19,5 (C-27); 23,5 (C-28); 12,1 (C-29); 100,9 (C-1′); 74,0 (C-2′); 

76,2 (C-3′); 70,8 (C-4′); 76,9 (C-5′); 61,1 (C-6′).  

• Hợp chất oleanolic acid (A3): 

Phổ 1H-NMR (500 MHz, CDCl3),  (ppm): 5,27 (1H, H-12), 3,23 (1H, dd, J= 

12,5 và 4,0Hz, H-3), 2,83 (1H, dd, J= 13,5 và 4,0Hz, H-18), 1,13 (3H, s, 27-CH3), 

0,98 (3H, s, 25-CH3), 0,92 (3H, s, 30-CH3), 0,91 (3H, s, 29-CH3), 0,90 (3H, s, 23-

CH3), 0,77 (3H, s, 24-CH3), 0.75 (3H, s, 26-CH3). 13C-NMR (125 MHz, CDCl3),  

(ppm): 38,4 (C-1), 27,2 (C-2), 79,1 (C-3), 38,8 (C-4), 55,2 (C- 5), 18,3 (C-6), 32,64 (C-7), 

39,3 (C-8), 47,7 (C-9), 37,1 (C- 10), 23,4 (C-11), 122,6 (C-12), 143,6 (C-13), 41,6 (C-14), 

27,7 (C-15), 23,0 (C-16), 46,5 (C-17), 41,0 (C-18), 45,9 (C-19), 30,7 (C-20), 33,8 (C-21), 

32,45 (C-22), 28,1 (23-CH3), 15,6 (24-CH3), 15,3 (25-CH3), 17,1 (26-CH3), 25,9 (27-

CH3), 183,0 (C-28), 33,1 (29-CH3), 23,6 (30-CH3).  

• Hợp chất liriodendrin (A4): 

Phổ ESI-MS m/z: 743,1 [M+H]+ 

Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của A4 xem bảng 4.2 (trang 63) 

3.2. Cành lá Khổ sâm (Croton tonkinensis) 

3.2.1. Thu nhận các cao chiết từ cành lá Khổ sâm 

Cành lá Khổ sâm được sấy khô, xay nhỏ thu được 12 kg bột mẫu khô, đem 

ngâm chiết với ethanol (4 lần x 5L). Dịch chiết được gom lại và cất loại dung môi 

dưới áp suất giảm thu được cao chiết tổng của cành lá Khổ sâm (520g). Cao tổng sau 

đó được tiến hành chiết phân bố lần lượt với dichloromethane, ethyl acetatee thu được 

ba dịch chiết tương ứng. Cất loại dung môi dưới áp suất giảm thu được các cao chiết 

tương ứng là CTD (Cao dichloromethane, 130g), CTE (Cao ethyl acetatee, 160g), 

CTM (Cao methanol, 215 g).    

3.2.2. Phân lập và tinh chế các hợp chất từ cành lá Khổ sâm    

Lấy 65g cao diclomethane (CTD) đem tách trên cột silica gel, rửa giải cột 

bằng hệ dung môi diclomethane-methanol tăng dần theo độ phân cực (50:1→ 1:1) 

thu được 5 phân đoạn (CTD1→ CTD5). 
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Phân đoạn CTD1 được kết tinh với dung môi acetone thu nhận được hợp chất 

β-sitosterol (1,8g, A1). Phân đoạn CTD2 được phân tách trên cột silica gel bằng hệ 

dung môi n-hexane : ethyl acetatee (tỷ lệ 7:1), thu được ba phân đoạn nhỏ từ 

CTD2a→CTD2c. Kết tinh lại phân đoạn CTD2b trong dung môi acetone thu được 

hợp chất ent-18-axetoxy-7-hydroxy-kauran-15-on (C1; 20,5 mg), dạng tinh thể hình 

kim không màu, Rf = 0,55 (hệ dung môi n-hexane : EtOAc 2:1). 

Phân đoạn CTD3 được tách lại trên cột silica gel với hệ dung môi n-hexanee-

EtOAc (5:1) thu được khối chất vô định hình. Khối chất này được kết tinh lại trong 

dung môi methanol thu được hợp chất β-sitosteryl 3-O-β-D-glucopyranoside dạng 

tinh thể hình kim không màu ( 15,5 mg: A2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sơ đồ 3.2. Phân lập các hợp chất từ cành lá cây Khổ sâm  

 

Phân đoạn CTD4 được tách trên cột silica gel bằng hệ dung môi n-hexane 

:ethyl acetatee tỷ lệ (5:1), thu được ba phân đoạn nhỏ từ CTD4a→CTD4c. Kết tinh 

lại phân đoạn CTD4c trong dung môi acetone thu được hợp chất ent-1α-axetoxy-

7,14α-dihydroxykaur-16-en-15-on (C2; 50,5 mg), tinh thể hình kim không màu, Rf 

= 0,42 (hệ dung môi n-hexane : EtOAc 2:1). 

Phân đoạn CTD5 được phân tách trên cột silica gel bằng hệ dung môi n-hexane 

: ethyl acetatee tỷ lệ (3:1), thu được ba phân đoạn nhỏ từ CTD5a→CTD5c. Kết tinh 
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lại phân đoạn CTD5c trong dung môi acetone thu được hợp chất ent-18-axetoxy-7-

hydroxykaur-16-en-15-on (C3; 20,3 mg), dạng tinh thể hình kim màu vàng nhạt, Rf 

= 0,40 (hệ dung môi n-hexane : EtOAc 2:1). 

• Hợp chất ent-18-axetoxy-7-hydroxy-kauran-15-on (C1) 

Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của C1 xem bảng 4.3 (trang 66) 

• Hợp chất ent-18-axetoxy-7-hydroxykaur-16-en-15-on (C3): 

1H-NMR (400 MHz, CDCl3);  (ppm): 5,94 (1H, t, J=1,0Hz, H-17); 5,25(1H, 

t, J= 1,0Hz, H-17); 4,00 (1H, dd, J= 4,5 và 11,7Hz, H-7); 3,84 (1H, d, J= 11,1Hz, 

H-18); 3,62 (1H, d, J= 11,1Hz, H-18); 3,08 (1H, m, H-13); 2,03 (1H, d, J= 2,3Hz, 

H-14); 1,955 (1H, tdd, J= 2,7 và 6,2Hz, 13,2Hz, H-12); 1,74 (1H, ddd, J= 3,2; 3,1 và 

12,8Hz, H-1); 1,67 (1H, ddd, J= 1,9 ; 4,7 và 11,8Hz, H-6); 1,411 (1H, q, J= 

12,0Hz, H-6); 1,36 (1H, d, J= 4,3Hz, H-3; 1,25 (1H, dd, J= 1,6 và 12,3Hz, H-5); 

0,82 (3H, s, CH3-19), 1,11 (3H, s, CH3-20); 1,19 (1H, d, J= 8,5Hz, H-9); 0,71 (1H, 

td, J= 0,9 và 3,8Hz, 12,9Hz, H-1).13C-NMR (100 MHz, CDCl3);  (ppm): 209,8 (C-

15); 171,2 (OCOCH3); 149,1 (C-16); 114,9 (C-17); 72,2 (C-18); 70,7 (C-7); 58,3 (C-

8); 51,7 (C-9); 46,2 (C-5); 39,6 (C-10); 38,8 (C-1); 37,5 (C-13); 36,4 (C-4); 35,4 (C-

3); 32,8 (C-12); 27,8 (C-14); 27,6 (C-6); 21,0 (CH3CO); 18,1 (C-20); 17,9 (C-11); 

17,5 (C-19); 17,5 (C-2). 

• Hợp chất ent-1α-axetoxy-7β,14α-dihydroxykaur-16-en-15-on (C2) 

Phổ khối EI-MS m/z:377[M+H]+ tương ứng với công thức phân tử C22H32O5.  

Phổ 1H-NMR  (600 MHz, DMSO-d6)   (ppm): 6,04 (d, 1H, J 4,9, OH); 6,16 

(s, 1H, OH); 5,92 (s, 1H); 5,38 (s, 1H); 4,73 (s, 1H); 4,68 (m, 1H); 4,00 (td, 1H, J= 

4,9 và 12,4Hz); 1,38 (dt, J= 4,1 và 14,0Hz); 2,91 (s, 1H); 1,84 (m, 1H); 1,51 (d, 1H, 

J= 8,8Hz); 1,28 (dd, J= 5,8 và 16,4Hz); 1,24 (dd, J= 1,7 và 12,4Hz); 0,90 (s, CH3); 

0,83 (s, CH3); 1,06 (s, CH3). 

Phổ 13C-NMR (150MHz, DMSO)  (ppm): 207,9 (C-1); 170,2 (COCH3); 

147,4 (C-16); 118,2 (C-17); 72,9 (C-1); 74,6 (C-7); 74,9 (C-14); 46,8 (d); 46,3 (C-9); 

61,4 (C-8); 45,9 (C-13); 42,8 (C-10); 35,0 (C-3); 33,0 (C-4); 31,0 (C-12); 33,3 (C-

18); 27,7 (C-6); 22,7 (C-2); 21,5 (C-19); 21,2 (CH3CO); 18,6 (C-20); 16,8 (C-11). 

• Hợp chất β-sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside (A2):  

Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR được trình bày như mục 3.1.2. 
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3.3. Cành lá Thồm lồm (Polygonum chinense) 

3.3.1. Thu nhận các cao chiết  từ cành lá Thồm lồm 

Cành lá cây Thồm lồm được sấy khô, xay nhỏ thu được 3,1kg bột mẫu khô, 

đem ngâm chiết với ethanol. Dịch chiết được lọc, gom lại và cất loại dung môi thu 

được cao chiết tổng của cây Thồm lồm (180g). Cao tổng sau đó được tiến hành chiết 

phân bố lần lượt với ethyl acetatee, methanol thu được các dịch chiết tương ứng. Cất 

loại dung môi dưới áp suất giảm thu được các cao chiết tương ứng là TLE (Cao ethyl 

acetatee, 105g), TLM (Cao methanol, 70g). 

3.3.2. Phân lập và tinh chế các hợp chất từ cành lá Thồm lồm 

Cao chiết etyl axetat PCE (60 g) được tiến hành tách thô trên sắc ký cột silica 

gel pha thường với hệ dung môi rửa giải CH2Cl2/MeOH (tỷ lệ MeOH tăng từ 

0→100%) thu được 6 phân đoạn (PCE1→PCE6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sơ đồ 3.3. Phân lập các hợp chất từ cành lá cây Thồm lồm 

Phân đoạn PCE1 (4,8 g) được kết tinh với dung môi n-hexanee thu nhận được 

hợp chất β-sitosterol (1,1g, A1). Phân đoạn PCE2 (3,2 g) phân tách trên sắc ký cột 

silica gel pha thường với hệ dung môi n-hexanee-EtOAc (5:1→2:1) sau đó kết tinh 

lại trong dung môi axeton thu được hợp chất quercetin (9,8 mg: P1). Phân đoạn PCE3 

(1,3 g) phân tách trên sắc ký cột silica gel pha thường với hệ dung môi n-hexanee-

EtOAc (5:1→2:1) thu được sau đó kết tinh lại trong dung môi axeton thu được hợp 

HE 5:1 

P1  
9,8mg 

  
  
  

PCE                             
(60g) 

  
  
  DM 0→100% 

PCE2                                 PCE3 PCE4                           PCE1                         PCE5                                

PCE2a  
  

P3 
9,5mg 

  
  
  

PCE

5a 

  

1,2 

  

  

A2 
12,2mg  

  

50:1 20:1 7:1 50:1 30:1 

A1  
1,1g 

  
  
  

P2 
 6,9mg 

  
  
  

PCE

3a 

  

1,2 

  

  

HE 
DM 

Sephadex LH20 

Chú thích: 

H: Hexanee 

E: Ethylacetate 

D: Dichloromethane 

M: Methanol 

W: Nước 

 

 

 



44 

 

chất (-)-epicatechine (6,9 mg: P2). Phân đoạn PCE4 (3,3g) được tách lại trên cột 

silica gel với hệ dung môi CH2Cl2/MeOH (99:1→50:1) thu được khối chất vô định 

hình. Khối chất này được kết tinh lại trong dung môi methanol thu được hợp chất β-

sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside (12,2 mg: A2).  

Phân đoạn PCE5 (5,6 g) phân tách trên sắc ký cột silica gel pha thường với hệ 

dung môi CH2Cl2/MeOH (30:1→10:1) thu được 3 phân đoạn nhỏ (PCE5a→ PCE5c). 

Phân đoạn PCE5a được tinh chế bằng sắc ký cột sephadex LH-20 với dung môi rửa 

giải methanol thu được hợp chất quercetin-3-O-β-D-glucopyranoside (9,5 mg: P3). 

• Hợp chất β-sitosterol (A1) và β-sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside (A2):  

Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR được trình bày như mục 3.1.2. 

• Hợp chất quercetin (P1):  

Chất bột màu vàng. 1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6),  (ppm): 12,48 (1H, s, 

5-OH); 10,79 (1H, s, 7-OH); 9,59 (1H, s); 9,36 (1H, s); 9,30(1H, s) 7,67 (1H, d, J = 

2,5 Hz, H-2′); 7,54 (1H, dd, J = 2,0 và 8,5 Hz, H-6′); 6,87 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5′); 

6,40 (1H, d, J = 1,5 Hz, H-8); 6,18 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6), 13C-NMR (125 MHz, 

DMSO-d6),  (ppm): 146,8 (C-2); 135,7 (C-3); 175,8 (C-4); 160,7 (C-5); 98,2 (C-6); 

163,9 (C-7); 93,3 (C-8); 156,1 (C-9); 103,0 (C-10); 121,9 (C-1′); 115,0 (C-2′); 145,0 

(C-3′); 147,7 (C-4′); 115,6 (C-5′); 120,0 (C-6′).  

• Hợp chất (-)-epicatechine (P2): 

Chất bột màu trắng. 1H -NMR (500 MHz, Acetone-d6): 7,04 (1H, d, J =1,5 

Hz, H-2′) 6,82 (1H, d, 8,0 Hz, H-5′), 6,81 (1H, dd, J = 1,0, 8,0 Hz, H-6′), 6.01 (1H, 

d, J = 2,5 Hz, H-8), 5,91 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-6), 4,45 (1H, s, H-2), 4,21 (1H, m, H-

3), 2,86 (1H, dd, J = 2,6Hz, H-4a), 2,74 dd (1H, d, J = 3,6Hz, H-4b). 

13C-NMR (125 MHz, Acetone-d6) δppm: 157,6 (C-5), 157,6 (C-7), 157,1 (C-

9), 145,4 (C-4′), 145,3 (C-3′), 132,2 (C-2′), 119,3 (C-6′), 115,5 (C-2′), 115,2 (C5′), 

99,8 (C-10), 96,2 (C-6), 95,7 (C-8), 79,4 (C-2), 66,9 (C-3), 29,0 (C-4). 

• Hợp chất quercetin-3-O-β-D-glucopyranoside (P3): 

Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của P3 xem bảng 4.4 (trang 68) 

3.4. Thân lá Bọ mắm (Pouzolzia zeylanica) 

3.4.1. Thu nhận các cao chiết từ thân lá Bọ mắm 

Mẫu thân lá cây Bọ mắm khô (3,0kg), được nghiền nhỏ và chiết với EtOH 

(5x6 l) trong thiết bị siêu âm, ở nhiệt độ phòng, cất loại dung môi bằng áp suất giảm 

thu được 190 g Cao chiết EtOH. Cao này được hòa vào nước cất và tiến hành chiết 

phân bố với n-hexane, etyl axetat sau đó cô khô chiết lại bằng methanol thu được các 
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Cao chiết tương ứng: Cao n-hexane ký hiệu là BMH (50 g), Cao etyl axetat ký hiệu 

là BME (26 g) và Cao methanol BMM (110 g).  

3.4.2. Phân lập và tinh chế các hợp chất từ thân lá Bọ mắm 

Cao chiết n-hexanee (BMH, 45g) được tiến hành tách thô trên sắc ký cột silica 

gel pha thường với hệ dung môi rửa giải n-hexane, n-hexane/etyl axetat (tỷ lệ EtOAc 

tăng từ 5→100%), thu được 4 phân đoạn (BMH1→BMH4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sơ đồ 3.4. Phân lập các hợp chất từ thân cây Bọ mắm 

Phân đoạn BMH2 (2,5g) được phân tách lại trên cột silica gel pha thường với 

hệ dung môi rửa giải n-hexane/etyl axetat (10:1), thu được 3 phân đoạn 

(BMH2a→BMH2c). Phân đoạn BMH2a kết tinh lại trong ethyl acetatee thu được 

hợp chất β-sitosterol (35,3 mg, A1) và phân đoạn BMH2b kết tinh lại trong acetone 

thu được hợp chất friedelan-3-one (110,5mg, Z1). Phân đoạn BMH3 (5,5g) được kết 

tinh lại trong acetone thu được hợp chất 3β-friedelanol (36 mg: Z2).  

Cao chiết ethyl acetatee (BME,25g) được tiến hành tách thô trên sắc ký cột 

silica gel pha thường với hệ dung môi rửa giải CH2Cl2/MeOH (tỷ lệ MeOH tăng từ 

5→100%) thu được 3 phân đoạn (BME1→BME4). Phân đoạn BME1 (1,2g) là khối 

chất vô định hình, rửa và kết tinh lại trong MeOH thu được hợp chất β-sitosterol-3-

O-β-D-glucopyranoside (50,2 mg: A2). Từ phân đoạn BME2 (8,1g) tiếp tục phân 
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Chú thích: 
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tách trên sắc ký cột silica gel pha thường với hệ dung môi rửa giải CH2Cl2/MeOH 

(9:1) thu được hợp chất pouzolignan F (6,6 mg: Z3) 

• Hợp chất β-sitosterol (A1) và β-sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside (A2):  

Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR được trình bày như mục 3.1.2. 

• Hợp chất friedelan-3-one (Z1):  

ESI-MS  (m/z): 427 [M+H]+. 

Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của Z1 xem bảng 4.5 (trang 71) 

• Hợp chất 3β-friedelanol (Z2) 

ESI-MS (m/z): 411[M+H-H2O]+ ứng với công thức phân tử C30H52O. 

1H-NMR (500 MHz, CDCl3, TMS,  ppm): 0,86 (3H, s, H-25); 0,93  (3H, d, J 

= 7,5 Hz, H-23); 1,00 (3H, s, H-26); 0,92 (3H, s, H-29); 0,96 (3H, s, H-24); 0,994 

(3H, s, H-27); 0,996 (3H, s, H-30); 1,17 (3H, s, H-28); 3,72 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-3). 

13C-NMR (125 MHz, CDCl3, TMS,  ppm): 17,6 (C-1); 35,1 (C-2); 72,7 (C-

3); 49,2 (C-4); 37,9 (C-5); 41,8 (C-6); 15,9 (C-7); 53,2 (C-8); 37,2 (C-9); 61,4 (C-

10); 36,2 (C-11); 30,7 (C-12); 39,8 (C-13); 38,5 (C-14); 32,9 (C-15); 35,4 (C-16); 

30,1 (C-17); 42,9 (C-18); 35,6 (C-19); 28,2 (C-20); 32,4 (C-21); 39,4 (C-22); 11,6 

(C-23); 16,4 (C-24); 18,3 (C-25); 18,7 (C-26); 20,2 (C-27); 32,1 (C-28); 35,1 (C-29); 

31,8 (C-30). 

• Hợp chất pouzolignan F (Z3) 

ESI-MS  (m/z): 521 [M+Na]+ ứng với công thức phân tử C27H30O9Na. 

1H-NMR (500MHz, CDCl3, TMS, δ ppm): 4,04 (1H, dd, J = 3,0 và 11,5 Hz, 

H-1a), 3,73 (1H, dd, J = 3,5 và 11,5 Hz, H-1b), 3,12 (1H, brs, H-2), 3,03 (1H, m, H-

3), 3,96 (1H, dd, J = 7,5 và 11,0 Hz, H-4a)   3,84 (1H, dd, J = 7,0 và 11,0 Hz, H-4b), 

3,69 (1H, d, J = 11,5Hz, H-5). Vòng A: 7,03 (1H, s, H-2′), 6,82 (1H, d, J = 8,0 Hz, 

H-5′), 6,95 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-6′), 3,91 (3H, s, 3′-OCH3). Vòng B: 6,84 (1H, m, 

H-2′′), 6,65 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5′′), 6,69 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-6′′), 3,80 (3H, s, 3′′-

OCH3). Vòng C: 6,10 (2H, m, H-2′′′), 6,19 (1H, s, H-4′′′), 6,10 (2H, m, H-6′′). 

13C-NMR (125MHz, CDCl3, TMS, δ ppm): 65,4 (C-1), 42,3 (C-2), 48,8 (C-3), 

65,4 (C-4), 53,4 (C-5). Vòng A: 137,0 (C-1′), 113,2 (C-2′), 149,2 (C-3′), 145,9           

(C-4′), 116,5 (C-5′), 122,0 (C-6′), 56,4 (3′-OCH3). Vòng B: 137,3 (C-1′′), 112,6        

(C-2′′), 148,8 (C-3′′), 145,7 (C-4′′), 116,1 (C-5′′), 121,4 (C-6′′), 56,5 (3′′-OCH3). 
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Vòng C: 142,9 (C-1′′′), 108,9 (C-2′′′), 160,0 (C-3′′′), 102,1 (C-4′′′), 160,0 (C-5′′′), 

108,9 (C-6′′′). 

3.5. Lá Thầu dầu (Ricinus communis) 

3.5.1. Thu nhận các cao chiết từ lá Thầu dầu 

Mẫu lá cây Thầu dầu khô (5,8 kg), được nghiền nhỏ và chiết với EtOH (5x6 l) 

trong thiết bị siêu âm, ở nhiệt độ phòng, cất loại dung môi bằng áp suất giảm thu được 

225 g Cao chiết EtOH. Sau đó, bổ sung nước và chiết với n-hexane, etyl axetat sau 

đó cô khô chiết lại bằng methanol thu được các cao chiết tương ứng: Cao n-hexane 

ký hiệu là RCH (55 g), etyl axetat ký hiệu là RCE (50 g) và methanol RCM (125 g).  

3.5.2. Phân lập và tinh chế các hợp chất từ lá Thầu dầu 

Cao chiết n-hexanee RCH (55g) được tiến hành tách thô trên sắc ký cột silica 

gel pha thường với hệ dung môi rửa giải n-hexane, n-hexane/etyl axetat (tỷ lệ EtOAc 

tăng từ 0→100%) thu được 4 phân đoạn (RCH1→RCH4). Phân đoạn RCH1 (3,9g) 

phân tách trên sắc ký cột silica gel pha thường với hệ dung môi n-hexanee-EtOAc 

(15:1) thu nhận được hợp chất lupeol (13,0mg: R1). Từ phân đoạn RCH2 (3,0g) kết 

tinh lại trong axeton thu được β-sitosterol (28,1mg: A1). Phân đoạn RCH3 (5g) phân 

tách trên sắc ký cột silica gel pha thường với hệ dung môi n-hexanee-EtOAc (10:1) 

thu được hai phân đoạn nhỏ RCH3a và RCH3b. Hai phân đoạn nhỏ này được kết tinh 

lại trong hệ dung môi n-hexanee-EtOAc (5:1) thu nhận được hai hợp chất tương ứng 

epialeuritolic acid  (20,5mg: R2) và ergosterol peroxide (19,2mg: R3). 

Cao chiết RCE (50g) được tiến hành tách thô trên sắc ký cột silica gel pha 

thường với hệ dung môi rửa giải CH2Cl2/MeOH (tỷ lệ MeOH tăng từ 0→100%) thu 

được 6 phân đoạn (RCE1→RCE6). Phân đoạn RCE1 (2,5g) thu được khối chất vô 

định hình, rửa và kết tinh lại trong MeOH thu được daucosterol (13,4mg: A2). Phân 

đoạn RCE2 (1,2g) phân tách trên sắc ký cột silica gel pha thường với hệ dung môi 

CH2Cl2/MeOH (9:1) thu được hợp chất ricinine (16,2mg: R4). Phân đoạn RCE3 

(3,1g) phân tách trên sắc ký cột silica gel pha thường với hệ dung môi CH2Cl2/MeOH 

(9:1) thu được hợp chất 3-carboxy-4-methoxy-N-methyl-2-pyridone (10,1mg: R5).  

• Hợp chất lupeol (R1) 

Hợp chất R1 thu được dưới dạng hình kim, không màu. Rf = 0,55 (n-hexanee: 

EtOAc = 4:1), nhiệt độ nóng chảy 213-214 oC. 

ESI-MS (m/z): 426 [M]+  
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1H-NMR (500 MHz, CDCl3),  (ppm): 4,68 (1H, s, H-29a), 4,56 (1H, s, H-

29b), 3,19 (1H, dd, J= 5,0 và 6,5 Hz, H-3), 2,38 (1H, m, J= 4,7 và 1,5 Hz, H-19), 0,68 

(1H, d, J= 9,5 Hz, H-5), 0,76 (3H, s, H-24), 0,78 (3H, s, H-28), 0,82 (3H, s, H-25), 

0,94 (3H, s, H-27), 0,96 (3H, s, H-23), 1,02 (3H, s, H-26), 1,68 (3H, s, H-30). 

13C-NMR (125 MHz, CDCl3),  (ppm): 38,7 (C-1), 27,4 (C-2), 79,0 (C-3), 38,9 

(C-4), 55,3 (C-5), 18,3 (C-6), 34,2 (C-7), 40,8 (C-8), 50,4 (C-9), 37,2 (C-10), 20,9 

(C-11), 25,1 (C-12), 38,0 (C-13), 42,8 (C-14), 27,4 (C-15), 35,6 (C-16), 43,0 (C-17), 

48,3 (C-18), 48,0 (C-19), 151,0 (C-20), 29,8 (C-21), 40,0 (C-22), 28,0 (C-23), 15,4 

(C-24), 16,1 (C-25), 16,0 (C-26), 14,5 (C-27), 18,0 (C-28), 109,3 (C-29), 19,3 (C-30) 

• Hợp chất epialeuritolic acid (R2) 

Hợp chất R2 thu được dưới dạng chất bột, không màu. Rf = 0,40 (n-hexanee : 

EtOAc = 4 : 1). ESI-MS (m/z): 456 [M]+. 

1H-NMR (500 MHz, CDCl3),  (ppm): 5,53 (1H, dd, J = 3,5 và 8,0 Hz, H-15), 

3,20 (1H, dd, J = 5,0 và 11,0 Hz, H-3), 2,38 (1H, dd, J = 8,0 và 14,0 Hz, H-16), 2,29 

(1H, d, J = 11,0 Hz, H-18), 1,4 (1H, m, H-9), 0,79 (1H, d, J = 12,0 Hz, H-5), 0,80 

(3H, s, H-25), 0,91 (3H, s, H-30), 0,92 (3H, s, H-24), 0,93 (3H, s, H-29), 0,95 (3H, s, 

H-26), 0,97 (6H, s, H-23, H-27).  

13C-NMR (125 MHz, CDCl3),  (ppm): 37,7 (C-1), 27,1 (C-2), 79,0 (C-3), 38,8 

(C-4), 55,5 (C-5), 18,8 (C-6), 40,9 (C-7), 39,0 (C-8), 49,1 (C-9), 38,0 (C-10), 17,3 

(C-11), 33,4 (C-12), 37,3 (C-13), 160,7 (C-14), 116,7 (C-15), 31,4 (C-16), 51,4 (C-

17), 41,4 (C-18), 35,4 (C-19), 29,3 (C-20), 33,7 (C-21), 30,7 (C-22), 28,0 (C-23), 

15,6 (C-24), 15,5 (C-25), 26,2 (C-26), 22,5 (C-27), 183,3 (C-28), 31,9 (C-29) và 28,7 

(C-30). 

• Hợp chất ergosterol peroxide (R3) 

Hợp chất R3 thu được dưới dạng hình kim, không màu, Rf = 0,69 (n-hexanee 

: EtOAc = 2 : 1, v/v); nhiệt độ nóng chảy 180-181 oC;  

ESI-MS m/z: 428 [M]+ 

Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của R3 xem bảng 4.6 (trang 74) 

• Hợp chất ricinine (R4) 

Hợp chất R4 thu được dưới dạng hình kim, không màu, Rf = 0,61 (chloroform 

: methanol = 12 : 1, v/v), nhiệt độ nóng chảy 192-193 oC;  

ESI-MS (m/z): [M]+ 164. 
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1H-NMR (500 MHz, MeOD) H (ppm): 7,98 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-6), 6,46 

(1H, d, J = 7,5 Hz, H-5),  4,06 (3H, s, 4-OCH3), 3,63 (3H, s, N-CH3), 

13C-NMR (125 MHz, MeOD) C (ppm): 174,7 (C-4), 163,8 (C-2), 146,8 (d, 

C-6), 114,7 (3-CN), 95,7 (C-5), 88,3 (C-3), 58,2 (4-OCH3), 37,8 (N-CH3). 

• Hợp chất 3-carboxy-4-methoxy-N-methyl-2-pyridone (R5) 

Hợp chất R5 thu được dưới dạng hình kim, không màu, Rf = 0,5 (chloroform 

: methanol = 12 : 1, v/v), nhiệt độ nóng chảy 192-193 oC;  

ESI-MS (m/z): [M]+ 183. 

1H-NMR (500 MHz, MeOD) H (ppm): 8,00 (1H, d, J= 7,5Hz, H-4), 6,61 (1H, 

d, J= 7,5Hz, H-6),  4,04 (3H, s, 4-OCH3), 3,63 (3H, s, N-CH3). 

13C-NMR (125 MHz, MeOD) C (ppm): 167,7 (C-2), 102,0 (C-3), 173,3 (C-

4), 98,1 (C-5), 145,7 (C-6), , 57,9 (4-OCH3), 38,7 (N-CH3), 167,4 (3-COOH) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sơ đồ 3.5. Phân lập các hợp chất từ thân lá cây Thầu dầu 

3.6. Quả Cà trái vàng (Solanum xanthocarpum) 

3.6.1. Thu nhận các cao chiết từ quả Cà trái vàng 

Bột mẫu khô của quả Cà trái vàng (0,7kg) được ngâm chiết với methanol trong 

thiết bị chiết siêu âm, ở nhiệt độ phòng. Dịch chiết được lọc, gom lại và cất loại dung 

môi thu được Cao chiết tổng của quả Cà trái vàng (86g). Cao tổng sau đó được tiến 
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hành chiết phân bố lần lượt với n-hexane, etyl axetat thu được các dịch chiết tương 

ứng. Cất loại dung môi dưới áp suất giảm thu được cao chiết tương ứng là SXH (Cao 

n-hexane, 12g), SXE (Cao etyl axetat, 18g), SXM (Cao MeOH, 50g). 

3.6.2. Phân lập và tinh chế các hợp chất từ quả Cà trái vàng 

Cao chiết SXM (45g) cho qua cột dianion với dung môi rửa giải là H2O/ 

MeOH (MeOH từ 0→100%) thu được 3 phân đoạn (SXM1→SXM3). Phân đoạn 

SXM3 (9g) tiến hành sắc ký cột trên chất hấp phụ là silicagel pha thường, hệ dung 

môi rửa giải là dichloromethane/methanol (MeOH từ 5→100%) thu được 4 phân 

đoạn chính (SXM3.1→ SXM3.4).  

Phân đoạn SXM3 (9g) được cho qua cột silicagel giải hấp với hệ dung môi bắt 

đầu từ tỷ lệ dichloromethane/methanol (99:1→5:1) thu được 4 phân đoạn (SXM3.1→ 

SXM3.4). Phân đoạn SXM3.3 được tinh chế bằng cột Sephadex LH-20, giải hấp bằng 

dung môi MeOH thu được 3 phân đoạn (SXM3.3.1→ SXM3.3.3). Phân đoạn 

SXM3.3.1 được kết tinh lại trong MeOH thu được hợp chất solasonine (50,0mg: S1) 

dạng tinh thể hình kim nhỏ màu vàng nhạt, Rf = 0,5 (CHCl3/MeOH = 3:1). Phân đoạn 

SXM3.3.2 được kết tinh lại trong MeOH thu được hợp chất solamargine (9,0mg: S2), 

dạng vô định hình màu trắng vàng, Rf = 0,51 (CHCl3/MeOH = 3:1).   

• Hợp chất solasonine (S1) 

Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của S1 xem bảng 4.7 (trang 77) 

• Hợp chất solamargine (S2) 

 Rửa giải cột bằng dung môi CHCl3:MeOH (95:5) thu được khối chất bột, làm 

sạch khối chất rắn này trong dung môi etyl acetat rồi kết tinh lại trong methanol thu 

được chất bột màu trắng có khối lượng 9mg, nhiệt độ nóng chảy > 300 oC, Rf = 0,51 

(hệ dung môi CHCl3:MeOH (3:1)). 

1H-NMR (500MHz, MeOD, TMS,  (ppm)): 0,83 (3H, s, H-18), 1,07 (3H, s, 

H-19), 0,99 (3H, d, J=6,5, H-27), 1,28 (6H, m, rhamnosyl CH3), 1,39–2,49 (overlap), 

3,03–4,1 (overlap proton đường), 4,14 (1H, m, H-16), 4,52 (1H, d, J=7,5, H-1′ ), 5,22 

(1H, d, J=1,5, H-1′′′), 5,23 (1H, d, J=1,5, H-1′′), 5,41 (1H, d, J=5,0, H-6). 

13C-NMR (125MHz, MeOD, TMS,  (ppm)): 38,5 (C-1); 29,0 (C-2); 79,3 (C-

3); 39,5 (C-4); 142,0 (C-5); 122,4 (C-6); 33,1 (C-7); 32,8 (C-8); 51,6 (C-9); 38,0 (C-

10); 21,9 (C-11); 40,4 (C-12); 42,1 (C-13); 57,7 (C-14); 33,3 (C-15); 79,3 (C-16); 

63,1 (C-17); 16,5 (C-18); 19,8 (C-19); 42,8 (C-20); 14,8 (C-21); 100,2 (C-22), 30,7 
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(C-23); 29,6 (C-24); 33,1 (C-25); 46,8 (C-26); 18,7 (C-27); 100,5 (C-1′); 78,0 (C-2′); 

79,3 (C-3′); 76,6 (C-4′); 80,1 (C-5′); 62,0 (C-6′); 103,0 (C-1′′); 72,4 (C-2′′); 73,7 (C-

3′′); 73,9 (C-4′′); 70,7 (C-5′′); 18,0 (C-6′′); 102,3 (C-1′′′); 72,2 (C-2′′′); 72,4 (C-3′′′); 

72,4 (C-4′′′); 69,8 (C-5′′′); 17,9 (C-6′′′). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sơ đồ 3.6. Phân lập các hợp chất từ quả Cà trái vàng 

3.7. Thân Ké hoa đào (Urena lobata) 

3.7.1. Thu nhận các cao chiết từ thân Ké hoa đào 

Bột mẫu khô của phần thân cây Ké hoa đào (3,1kg) được ngâm chiết với ethanol 

trong thiết bị chiết siêu âm. Dịch chiết được lọc, gom lại và cất loại dung môi thu 

được cao chiết tổng của cây Ké hoa đào (235g). Cao tổng sau đó được tiến hành chiết 

phân bố lần lượt với n-hexane, etyl axetat, methanol thu được ba dịch chiết tương 

ứng. Cất loại dung môi dưới áp suất giảm thu được cao chiết tương ứng là ULH (Cao 

n-hexane, 50g), ULE (Cao etyl axetat, 140g), ULM (Cao MeOH, 45g). 

SXM3.2                            
  
  

SXM3.3                                 
  
  
  

SXM3.1                         
SXM3.4                                 

 
  
  

S2 
9,0mg 

  
  
  

50:1 20:1 7:1 50:1 30:1 
HE 

DM 

Sephadex LH20, MeOH 

SiO2, DM 99:1→5:1 

dianion (MeOH từ 0 -100%) 

SXM3                             
(9g) 

  

SXM                             
(45g) 

  

SXM1                                 
  
  

SXM2                              
  
  

SXM3.3.3                                
  
  
  
  
  

SXM3.3.1                                 
  
  
  

SXM3.3.2                                
  
  
  
 

S1 
50,0mg 

  
  
  

Chú thích: 

H: Hexanee 

E: Ethylacetate 

D: Dichloromethane 

M: Methanol 

W: Nước 
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3.7.2. Phân lập và tinh chế các hợp chất từ từ thân Ké hoa đào 

Cao chiết n-hexanee UL (45 g) được tiến hành tách thô trên sắc ký cột silica 

gel pha thường với hệ dung môi rửa giải n-hexane, n-hexane/etyl axetat (tỷ lệ EtOAc 

tăng từ 0→100%) thu được 6 phân đoạn (ULH1→ULH6). Phân đoạn ULH2 (2,9 g) 

được kết tinh với dung môi n-hexanee thu nhận được hợp chất β-sitosterol (1,2g, A1). 

Phân đoạn ULH3 (6,2 g) phân tách trên sắc ký cột silica gel pha thường với hệ dung 

môi n-hexanee-EtOAc (10:1→5:1) thu được 4 phân đoạn nhỏ (ULH3a→ULH3d). 

Phân đoạn nhỏ ULH3b kết tinh lại trong dung môi axeton thu được hợp chất -

acetylamino-phenylpropyl -benzoylamino-phenylpropanoate (53,1 mg: U1).  

Phân đoạn ULH6 (3,3 g) tách trên cột silica gel với hệ dung môi n-hexanee-

EtOAc (5:1→ 1:1) thu được 4 phân đoạn (ULH6a→ULH6e). Phân đoạn nhỏ ULH6c 

được tách lại trên cột silica gel với hệ dung môi n-hexanee-EtOAc (3:1→2:1) thu 

được khối chất vô định hình. Khối chất này được kết tinh lại trong dung môi methanol 

thu được hợp chất β-sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside ( (15,1 mg: A2). 

Cao chiết etyl axetat ULE (50 g) được tiến hành tách thô trên sắc ký cột silica 

gel pha thường với hệ dung môi rửa giải CH2Cl2/MeOH (tỷ lệ MeOH tăng từ 

0→100%) thu được 6 phân đoạn (ULE1→ULE6). Phân đoạn ULE2 (1,5 g) phân 

tách trên sắc ký cột silica gel pha thường với hệ dung môi CH2Cl2/MeOH 

(10:1→100% MeOH) thu được 3 phân đoạn nhỏ (ULE2a→ ULE2c). Phân đoạn 

ULE2b (52 mg) được tách lại trên cột  silica gel pha thường với hệ dung môi 

CH2Cl2/MeOH (99:1→ 9:1) thu được hợp chất quercetin (7,3 mg: P1). 

Phân đoạn ULE3 (6,6 g) phân tách trên sắc ký cột silica gel pha thường với 

hệ dung môi CH2Cl2/MeOH (30:1→100% MeOH) thu được 4 phân đoạn nhỏ 

(ULE3a→ ULE3d). Phân đoạn ULE3b (1,2 g) được tinh chế bằng sắc ký cột sephadex 

LH-20 với dung môi rửa giải methanol, sau đó tách lại trên cột  silica gel pha thường 

với hệ dung môi CH2Cl2/MeOH (99:1→ 9:1) thu được hợp chất trans-tiliroside (8,6 

mg: U2), chất vô định hình, màu vàng nhạt. Rf = 0,65 (hệ dung môi chloroform: 

methanol 9:1). Phân đoạn ULE3c (1,0 g) được tinh chế bằng sắc ký cột sephadex LH-

20 với dung môi rửa giải methanol thu được hợp chất cis-tiliroside (5,3 mg: U3), chất 

vô định hình, màu vàng nhạt. Rf = 0,47 (hệ dung môi chloroform: methanol 9:1). 
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Sơ đồ 3.7. Phân lập các hợp chất từ thân lá cây Ké hoa đào 

 

• Hợp chất β-sitosterol (A1) và β-sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside (A2):  

Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR được trình bày như mục 3.1.2. 

• Chất -acetylamino-phenylpropyl -benzoylamino-phenylpropanoate (U1): 

Là chất có dạng tinh thể màu trắng. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của S1 xem 

bảng 4.8 (trang 81) 

• Hợp chất quercetin (P1):  

Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR được trình bày như mục 3.3.2. 

• Hợp chất trans-tiliroside (U2):  

Chất bột màu vàng. 1H-NMR (500MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 12,56 (1H, s, 5-

OH); 6,15 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6); 6,38 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-8); 7,99 (2H, m, H-

2′/6′); 6,86 (2H, m, H-3′/5′); 5,45 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1″); 3,20-3,27 (2H, m, H-

2″/3″); 3,17 (1H, m, H-4″); 3,3 (1H, m, H-5″); 4,28 (1H, dd, J = 2,0 and 12,5 Hz, H-

6a″); 4,02 (1H, dd, J = 6,0 và 12,5 Hz, H-6b″); 7,37 (2H, m, H-2‴,6‴); 6,78 (2H, m, 

H-3‴,5‴); 7,32 (1H, d, J = 15,5 Hz, H-7‴); 6,12 (1H, d, J = 15,5 Hz, H-8‴). 

13C-NMR (125MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 156,4 (C-2); 133,0 (C-3); 177,4 (C-

4); 161,1 (C-5); 98,7 (C-6); 164,2 (C-7); 93,6 (C-8); 156,3 (C-9); 103,8 (C-10); 120,7 

SiO2, HE 10:1 

SiO2, HE (0→100%) 

SiO2, DM 9:1 

15:1 10:1 20:1 20:1 

SiO2, DM (0→100%) 

SiO2, HE 3:1 SiO2, DM 9:1 

UL2b 
  

1,2 

U1  
53,1mg 

  

ULH3b 
  

1,2 

A2  
15,1mg 

  

ULH6c 
  

1,2 
ULE3b 

  
1,2 

Sephadex LH-20 

U2 
8,6mg 

  

ULE3c 
  

1,2 

U3 
5,3mg 

  

A1  
1,2g 

  

P1  
7,3mg 

  

ULE3 
6,6 g                                 

  

ULH3 
6,2g                         

  

ULE2 
1,5g                         

  

ULH6 
3,3g                         

  

ULH2 
2,9g                         

  

ULH                             
(45g) 

  

ULE                             
(50g) 

  

Chú thích: 

H: Hexanee 

E: Ethylacetate 

D: Dichloromethane 

M: Methanol 
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(C-1′); 130,8 (C-2′,6′); 115,0 (C-3′,5′); 159,9 (C-4′); 101,0 (C-1″); 74,1 (C-2″); 76,2 

(C-3″); 69,9 (C-4″); 74,2 (C-5″); 62,9 (C-6″); 124,9 (C-1‴); 130,1 (C-2‴,6‴); 115,7 

(C-3‴,5‴); 159,7 (C-4‴); 144,5 (C-7‴); 113,6 (C-8‴); 166,1 (C-9‴). 

• Hợp chất cis-tiliroside (U3):  

Chất bột màu vàng. 1H-NMR (500MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 12,56 (1H, s, 5-

OH); 6,15 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6); 6,38 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-8); 7,99 (2H, m, H-

2′/6′); 6,86 (2H, m, H-3′/5′); 5,45 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1″); 3,20-3,27 (2H, m, H-

2″/3″); 3,17 (1H, m, H-4″); 3,3 (1H, m, H-5″); 4,28 (1H, dd, J = 2,0 and 12,5 Hz, H-

6a″); 4,02 (1H, dd, J = 6,0 and 12,5 Hz, H-6b″); 7,37 (2H, m, H-2‴,6‴); 6,78 (2H, m, 

H-3‴,5‴); 7,32 (1H, d, J = 15,5 Hz, H-7‴); 6,12 (1H, d, J = 15,5 Hz, H-8‴). 

13C-NMR (125MHz, DMSO-d6), δ (ppm): 156,4 (C-2); 133,0 (C-3); 177,4 (C-

4); 161,1 (C-5); 98,7 (C-6); 164,2 (C-7); 93,6 (C-8); 156,3 (C-9); 103,8 (C-10); 120,7 

(C-1′); 130,8 (C-2′,6′); 115,0 (C-3′,5′); 159,9 (C-4′); 101,0 (C-1″); 74,1 (C-2″); 76,2 

(C-3″); 69,9 (C-4″); 74,2 (C-5″); 62,9 (C-6″); 124,9 (C-1‴); 130,1 (C-2‴,6‴); 115,7 

(C-3‴,5‴); 159,7 (C-4‴); 144,5 (C-7‴); 113,6 (C-8‴); 166,1 (C-9‴). 

3.8. Mô phỏng docking phân tử  

Mô phỏng docking phân tử tìm hiểu cơ chế hoạt động trên đích tác dụng PDH: 

Cấu trúc tinh thể của proline dehydrogenase được lấy từ cơ sở dữ liệu Protein Data 

Bank. Các hợp chất flavonoid và diterpenoid dùng trong nghiên cứu này được xây 

dựng cấu trúc ba chiều. Chất ức chế PDH đã biết là naucleidinal được sử dụng làm 

chất chuẩn. Các mô phỏng được thực hiện bằng phần mềm AutoDock 4.2.6.  

Mô phỏng docking phân tử trên đích tác dụng con đường tín hiệu PI3K : Cấu 

trúc tinh thể của các protein trong con đường tín hiệu PI3K gồm AKT, mToR, COX-

2, MDM2 và PDK1 được lấy từ cơ sở dữ liệu Protein Data Bank. Để tính điểm cho 

các hợp chất, hệ thống tính điểm MolDock Score [GRID] của phần mềm MVD được 

sử dụng. Thuật toán tìm kiếm sử dụng là Moldock SE (Simplex Evolution). 

Oxaliplatin được dùng làm chất chuẩn so sánh. Các amino acid tham gia vào hình 

thành liên kết không phân cực được phân tích bằng phần mềm Ligplot+ v2.1 cho toàn 

bộ các hợp chất nghiên cứu cùng chất chuẩn. 

3.9. Hoạt tính kháng khuẩn và gây độc tế bào của các Cao chiết và các hợp chất 

phân lập được 

Phương pháp thử nghiệm hoạt tính kháng khuẩn in vitro: theo phương pháp 

lập kháng sinh đồ trên đĩa thạch của Kirby-Bauer và phương pháp khuyếch tán trên 

đĩa thạch của Chaweepack (2015). Hiệu quả được đánh giá dựa vào vòng vô khuẩn 
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Phương pháp thử nghiệm hoạt tính kháng khuẩn in vivo: theo Phương pháp 

thí nghiệm sử dụng chiết phẩm thô trộn vào thức ăn cho tôm ăn và cho môi trường 

nước.  

Xác định giá trị LC50 của cao chiết Khổ sâm: được thực hiện dựa theo phương 

pháp của APHA (2005). Ghi nhận số tôm chết hàng ngày và theo dõi trong suốt 96 

giờ để xác định giá trị LC50 (nồng độ gây chết 50%) bằng chương trình máy tính 

(Stephan & Rodgers, 1985). 

Thử nghiệm hoạt tính gây độc tế bào theo phương pháp MTT: dòng tế bào ung 

thư phổi người A549 được lấy từ Trung tâm Dinh dưỡng và nguyên liệu Dược phẩm, 

Đại học Myongji, Hàn Quốc. Hoạt tính gây độc tế bào được thực hiện theo phương 

pháp MTT. Nồng độ ức chế 50% (IC50) được tính sử dụng phần mềm Graphpad Prism 

software (Graphpad Software, Inc. San Diego, CA, USA). 

Hoạt tính kháng khuẩn Vibrio parahaemolyticus in vitro và in vivo của các 

Cao chiết và các hợp chất sạch được thử nghiệm tại Viện Nghiên cứu nuôi trồng thủy 

sản I và Viện Nghiên cứu nuôi trồng thủy sản II.  

Hoạt tính gây độc trên dòng tế bào ung thư phổi (A-549) được thử nghiệm tại 

Viện Hóa học các hợp chất thiên nhiên, VAST. 
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Chương 4. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

A. HOẠT TÍNH KHÁNG KHUẨN VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS 

4.1. Kết quả tác dụng kháng V. parahaemolyticus các cao chiết thô in vitro  

Trên cơ sở tham khảo tài liệu 13 loài thực vật: Thồm lồm, Thầu dầu, Cà trái 

vàng, Ké hoa đào, Đơn châu chấu, Bọ mắm, Khổ sâm, Ké hoa vàng, Hàn the, Đơn 

buốt, Nghệ vàng, Dầu giun và Thuốc dấu có những đặc trưng về các lớp chất 

diterpenoid, triterpenoid và polyphenol phổ biến trong tự nhiên, được nhân dân ta sử 

dụng làm thuốc chữa bệnh và có tác dụng kháng sinh tốt. Do đó, đề tài lựa chọn các 

đối tượng trên để sàng lọc về hoạt tính kháng khuẩn Vibrio parahaemolyticus gây 

bệnh AHPND in vitro nhằm lựa chọn các đối tượng tiềm năng cho các nghiên cứu 

sâu hơn về hóa học và hoạt tính sinh học. 

Các cao chiết ethanol tổng của 13 mẫu, gồm Đơn châu chấu (Aralia armata, 

AA.M), Khổ sâm (Croton tonkinensis, CT.M), Bọ mắm (Pouzolzia zeylanica, 

PZ.M), Ké hoa đào (Urena lobata, UL.M), Hàn the (Desmodium heterophyllum, 

DM.M) và Thuốc dấu (Euphorbia tithymaloides, ET.M) được thử hoạt tính kháng vi 

khuẩn V. parahaemolyticus gây bệnh AHPND theo phương pháp của Chaweepack 

(2015) và Thồm lồm (Polygonum chinense, PC.M), Thầu dầu (Ricinus communis, 

RC.M), Cà trái vàng (Solanum xanthocarpum, SX.M), Ké hoa vàng (Sida 

rhambifolia, SR.M), Đơn buốt (Biidens pilosal, BP.M), Nghệ vàng (Curcuma longa, 

CL.M) và Dầu giun (Chenopodia abrosioides, CA.M) được thử hoạt tính kháng vi 

khuẩn V. parahaemolyticus gây bệnh AHPND theo phương pháp của W. Kirby và A. 

Bauer (1961) như mục 3.9. Kết quả thử nghiệm được thể hiện như bảng 4.1.  

Bảng 4.1. Kết quả thử nghiệm kháng V. parahaemolyticus của các cao chiết thô 

Mẫu Nồng độ 
Đường kính vòng 

kháng khuẩn (mm) 
Phương pháp Kết luận 

AA.M 1,2 mg/ cồn 2% 25 ± 0,3 Chaweepack (2015) nhạy* 

CT.M 1,2 mg/ cồn 2% 18 ± 0,3 Chaweepack (2015) nhạy* 

PZ.M 1,2 mg/ cồn 2% 17 ± 0,3 Chaweepack (2015) nhạy* 

UL.M 1,2 mg/ cồn 2% 15 ± 0,3 Chaweepack (2015) nhạy* 

DM.M 1,2 mg/ cồn 2% 7 ± 0,0 Chaweepack (2015) kháng* 

ET.M 1,2 mg/ cồn 2% 7 ± 0,1 Chaweepack (2015) kháng* 

PC.M 

200 µg 

66,7 µg 

40 µg 

22,2 µg 

20,6 ± 0,41 

19,8 ± 0,45 

15,3 ± 0,16 

0 

W. Kirby và A. 

Bauer (1961) 

nhạy** 

nhạy** 

trung bình** 

không ** 
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RC.M 

200 µg 

66,7 µg 

40 µg 

22,2 µg 

15,3 ± 0,55 

14,3 ± 0,22 

11,0 ± 0,37 

0 

W. Kirby và A. 

Bauer (1961) 

trung bình** 

trung bình** 

kháng** 

không ** 

SX.M 

200 µg 

66,7 µg 

40 µg 

22,2 µg 

14,4 ± 0,24 

14,2 ± 0,37 

10,4 ± 0,24 

0 

W. Kirby và A. 

Bauer (1961) 

trung bình** 

trung bình** 

kháng** 

không ** 

SR.M 

200 µg 

66,7 µg 

40 µg 

22,2 µg 

0 

0 

0 

0 

W. Kirby và A. 

Bauer (1961) 
không ** 

CL.M 

200 µg 

66,7 µg 

40 µg 

22,2 µg 

11,2 ± 0,24 

10,3 ± 0,14 

8,9 ± 0,11 

0 

W. Kirby và A. 

Bauer (1961) 

kháng ** 

kháng ** 

kháng** 

không ** 

CA.M 

200 µg 

66,7 µg 

40 µg 

22,2 µg 

0 

0 

0 

0 

W. Kirby và A. 

Bauer (1961) 
không ** 

BP.M 

200 µg 

66,7 µg 

40 µg 

22,2 µg 

0 

0 

0 

0 

W. Kirby và A. 

Bauer (1961) 
không ** 

Ghi chú:  * Đường kính vùng ức chế sự phát triển vi khuẩn: Kháng: ≤ 9 mm; 

trung bình ≥ 10-13 mm; nhạy ≥ 14 mm.  ** Đường kính vòng vô khuẩn: Kháng  11 

mm, trung bình: 12-15 mm, nhạy:  16 mm 

 

Bảng 4.1 cho thấy:  

❖ Đối với thử nghiệm theo phương pháp của Chaweepack (2015): 

Trong các mẫu thử nghiệm, mẫu chiết Ké hoa đào (Urena lobata, UL), Bọ 

mắm (Pouzolzia zeylanica, PZ), Khổ sâm (Croton tonkinensis, CT) và Đơn châu 

chấu (Aralia armata, AA) có khả năng ức chế sự phát triển của vi khuẩn V. 

parahaemolyticus in vitro tốt nhất với đường kính trung bình vòng ức chế lần lượt là 

15 mm, 17 mm, 18 mm, và 25 mm. Mẫu Hàn the (Desmodium heterophyllum, 

DM.M) và Thuốc dấu (Euphorbia tithymaloides, ET.M) thể hiện hoạt tính ở mức 

trung bình với đường kính trung bình vòng ức chế vi khuẩn là 7 mm.  
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Vì vậy, lựa chọn các loài Ké hoa đào (Urena lobata, UL), Bọ mắm (Pouzolzia 

zeylanica, PZ), Khổ sâm (Croton tonkinensis, CT) và Đơn châu chấu (Aralia armata, 

AA) để nghiên cứu sâu hơn về thành phần hóa học và thử nghiệm khả năng ức chế 

sự phát triển của vi khuẩn V. parahaemolyticus trên tôm thẻ chân trắng (in vivo). 

❖ Đối với thử nghiệm theo phương pháp của W. Kirby và A. Bauer (1961): 

Ở tất cả các nồng độ thử nghiệm, cao chiết Dầu giun (Chenopodia abrosioides, 

CA.M) và Đơn buốt (Biidens pilosal, BP.M) đều không có hoạt tính kháng khuẩn V. 

parahaemolyticus. Ở nồng độ 22,2µg các cao chiết Thồm lồm (Polygonum chinense, 

PC.M), Thầu dầu (Ricinus communis, RC.M), Cà trái vàng (Solanum xanthocarpum, 

SX.M), Ké hoa vàng (Sida rhambifolia, SR.M), Đơn buốt (Biidens pilosal, BP.M), 

Nghệ vàng (Curcuma longa, CL.M), Dầu giun (Chenopodia abrosioides, CA.M) đều 

không có hoạt tính kháng khuẩn AHPND nhưng ở nồng độ 40-200µg//khoanh đều có 

hoạt tính kháng vi khuẩn V. parahaemolyticus theo các mức độ khác nhau. 

Cao chiết cây Thầu dầu (Ricinus communis) và cao chiết cây Cà trái vàng 

(Solanum xanthocarpum) có hoạt tính kháng khuẩn trung bình với đường kính vòng 

vô khuẩn khoảng 11,0 - 15,3 mm và 10,4 - 14,4mm. Cao chiết cây Thồm lồm 

(Polygonum chinense) có đường kính vòng vô khuẩn bình quân dao động từ 15,3 – 

20,6 mm tương ứng với nồng độ 40-200µg. Điều này cho thấy mẫu cao chiết cây 

Thồm lồm có khả năng diệt chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus gây bệnh AHPND 

cao nhất trong số các mẫu thử nghiệm.  

Vì vậy, lựa chọn các loài Thồm lồm (Polygonum chinense, PC.M), Thầu dầu 

(Ricinus communis, RC.M) và Cà trái vàng (Solanum xanthocarpum, SX.M) để 

nghiên cứu sâu hơn về thành phần hóa học và lựa chọn Thồm lồm (Polygonum 

chinense, PC.M) và Thầu dầu (Ricinus communis, RC.M) thử nghiệm khả năng ức 

chế sự phát triển của vi khuẩn V. parahaemolyticus trên tôm thẻ chân trắng (in vivo).  

Tóm lại, từ kết quả sàng lọc hoạt tính năng ức chế sự phát triển của vi khuẩn 

V. parahaemolyticus của 13 mẫu: Đơn châu chấu, Khổ sâm, Bọ mắm, Ké hoa đào, 

Hàn the, Thồm lồm, Thầu dầu, Cà trái vàng, Ké hoa vàng, Đơn buốt,  Khổ sâm và 

Thuốc dấu theo phương pháp của Chaweepack (2015) và W. Kirby và A. Bauer 

(1961) đã lựa chọn được:  

- 07 loài Thồm lồm (Polygonum chinense, PC.M), Thầu dầu (Ricinus 

communis, RC.M), Ké hoa đào (Urena lobata, UL.M), Đơn châu chấu (Aralia 

armata, AA.M), Bọ mắm (Pouzolzia zeylanica, PZ.M) và Khổ sâm (Croton 
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tonkinensis, CT.M) được lựa chọn ưu tiên nghiên cứu tiếp theo về thành phần hóa 

học nhằm tìm ra các hoạt chất có tác dụng ức chế sự phát triển của vi khuẩn V. 

parahaemolyticus tốt.  

- Ké hoa đào (Urena lobata, UL), Bọ mắm (Pouzolzia zeylanica, PZ), Khổ 

sâm (Croton tonkinensis, CT) và Đơn châu chấu (Aralia armata, AA), Thồm lồm 

(Polygonum chinense, PC.M) và Thầu dầu (Ricinus communis, RC.M) thử nghiệm 

khả năng ức chế sự phát triển của vi khuẩn V. parahaemolyticus trên tôm thẻ chân 

trắng (in vivo) theo dạng cho môi trường nước và thức ăn với các liều lượng khác 

nhau. 

4.2. Thành phần hóa học chính các thực vật có hoạt tính  

4.2.1. Các hợp chất phân lập từ thân lá Đơn châu chấu (Aralia armata) 

Từ Cao chiết n-hexanee và ethyl acetatee thân lá Đơn châu chấu đã phân lập 

và xác định cấu trúc hóa học của 04 hợp chất, gồm 01 hợp chất lignan: liriodendrin 

(A4), 01 hợp chất triterpenoid: oleanolic acid (A3) và 02 hợp chất steroid: β-sitosterol 

(A1) và β-sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside (A2). Các hợp chất phân lập được từ 

cây đơn châu chấu cho thấy ngoài các hợp chất sterol có mặt trong cây còn có các 

hợp chất triterpen và lignan. Trong đó, hợp chất lignan: liriodendrin (A4) có cấu trúc 

đặc biệt nhất.    

    
     

              A1: β-sitosterol                                                              

 

 
A2: β-sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside      

                    
         A3: oleanolic acid 

 

A4: liriodendrin 

 

Hình 4.1. Các hợp chất phân lập được từ thân lá Đơn châu chấu 

❖ Hợp chất lignan: liriodendrin (A4) 

Phổ khối lượng ESI-MS của A4 cho pic ion phân tử với m/z: 743,1 [M+H]+ 
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Phổ 1H-NMR, 13C-NMR và DEPT đã cho biết trong A4 có 17 carbon gồm có 

02 nhóm CH3, 02 nhóm metylen (CH2), 10 nhóm metilen (CH) và 4 nguyên tử carbon 

bậc 4. Phổ 1H-NMR quan sát được tín hiệu hai proton olephinic tại H 6,65 (2H, s, H-

2,6) với C 104,3 ppm (C-2 và 6), tín hiệu dạng doublet nhóm methin liên kết với oxy 

tại H 4,67 ppm (d, J = 4,0 Hz, H-7) và tín hiệu nhóm metylen liên kết với hydroxy 

tại H 4,20 (1H, dd, J = 7,0 và 10,5 Hz), 3,83 (1H, dd, J =4,0 và 10,5 Hz). Trên phổ 

13C-NMR cho biết phần lớn các tín hiệu của carbon có cường độ cao gấp đôi, điều có 

thường xuất hiện khi có những carbon giống nhau, trong đó, tín hiệu carbon bậc 4 tại 

độ chuyển dịch C 152,6 ppm có cường độ gấp 2 lần so với các tín hiệu carbon khác, 

suy ra trong A4 có 4 nhóm OCH3 đối xứng nhau.  

Trên cơ sở phân tích các dữ liệu phổ (1H-, 13C-, DEPT, HSQC, HMBC và MS) 

kết hợp các dữ kiện phổ cùng với tài liệu tham khảo [108] có thể khẳng định A4 có 2 

vòng thơm tương đương nhưng không liên kết trực tiếp với nhau có tên gọi là 

liriodendrin hay 3,3’,5,5’tetramethoxy,7,9’;7’,9-diepoxylignan-4,4’-di-O-β-D-

glucopyranoside. Hợp chất này được phân lập đầu tiên từ loài Liriodendron 

tulippifera [109].  

 

Hình 4.2. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của A4 

Bảng 4.2. Dữ liệu phổ của chất A4 và chất tham khảo [108] 

STT 
A4 [108] 

δC δH H→C (HMBC)  

1,1’ 133,7 -  134,0 

2,2’ 104,3 6,65 (2H, s) 1, 3, 4, 7/1’, 3’,4’,7’ 104,4 

3,3’ 152,6 -  152,6 

4,4’ 137,1 -  137,1 

5,5’ 152,6 -  152,6 

6,6’ 104,3 6,65 (2H, s) 1, 5, 4, 7/1’, 5’,4’,7’ 104,4 

7,7’ 85,1 4,67 (1H, d, J = 4,0 Hz) 1, 2, 8, 9/1’,2’,8’,9’ 85,0 

8,8’ 53,6 3,09 (1H, m) 7, 9 / 7’, 9’ 53,6 

9,9’ 71,4 4,20 (1H, dd, J = 7,0 và 10,5) 7,8 / 7’,8’ 71,4 
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3,83 (1H, dd, J = 3,5 và 10,5) 

OCH3 56,4 3,75 (6H, s) 3,5/ 3’,5’ 56,5 

Gluc 

1”,1”’ 102,7 4,88 (2H, m)  102,8 

2”, 2”’ 74,2 3,19 (2H, m)  74,2 

3”, 3”’ 76,5 3,19 (2H, m)  76,5 

4”, 4”’ 69,9  3,12 (2H, m)  70,0 

5”, 5”’ 77,2 3,02 (2H, m)  77,1 

6”, 6”’ 60,9 3,60 (2H, m) và 3,40 (2H, m)  61,0 

#δH và #δC của liriodendrin (1H: 400 MHz, 13C: 125 MHz, CDCl3) [108] 

❖ Hợp chất triterpenoid: oleanolic acid (A3) 

Hợp chất A3 có công thức phân tử là C30H48O3. Đây là một triterpen có 5 vòng 

cùng với một liên kết đôi, một acid.  Biện luận cấu trúc hóa học của A3 được trình 

bày chi tiết trong Phụ lục.Kết hợp so sánh các dữ liệu phổ thu được với tài liệu phổ 

của acid oleanolic, đã cho thấy hoàn toàn phù hợp [109]. Điều này cho phép khẳng 

định cấu trúc của chất A3 là oleanolic acid với tên gọi 3-hydroxy-12-oleanen-28-

oic acid với cấu trúc hóa học như sau:  

 

Hình 4.3.  Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của A3 

❖ Hợp chất steroid:β-sitosterol (A1), β-sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside (A2) 

Hợp chất A1 và A2 thu được dưới dạng tinh thể hình kim, điểm nóng chảy so 

với chất mẫu không thay đổi. Biện luận cấu trúc hóa học của A1 và A2 được trình bày 

chi tiết trong Phụ lục. 

Trên cơ sở phân tích các dữ liệu phổ, kết hợp so sánh dữ liệu phổ chuẩn [110] 

và điểm nóng chảy của β-sitosterol; kết hợp so sánh dữ liệu phổ chuẩn [111] và điểm 

nóng chảy của β-sitosterol 3-O-β-D-glucopyranoside chuẩn cho phép khẳng định hợp 

chất A1 là β-sitosterol hay stigmast-5-en-24R-3-ol và A2 là β-sitosterol 3-O-β-D-

glucopyranoside 
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Hình 4.4. Cấu trúc hóa học của A1 và A2 

 

4.2.2. Các hợp chất phân lập từ lá Khổ sâm (Croton tonkinensis) 

Từ Cao chiết dichlomethane lá Khổ sâm đã phân lập và xác định cấu trúc hóa 

học của 04 hợp chất, gồm 03 hợp chất diterpenoid: ent-18-axetoxy-7-hydroxy-

kauran-15-on (C1), ent-1α-axetoxy-7,14α-dihydroxykaur-16-en-15-on (C2) và ent-

18-axetoxy-7-hydroxykaur-16-en-15-on (C3); và 01 hợp chất steroid: β-sitosterol-

3-O-β-D-glucopyranoside (A2). Các hợp chất phân lập được từ cây Khổ sâm chủ yếu 

là các diterpenoid. Theo tài liệu nghiên cứu cho rằng thành phần chính có mặt trong 

cây là các hợp chất ent-kauran diterpenoid, ngoài ra một vài hợp chất alkaloid và 

flavonoid cũng có mặt trong cây nhưng không chiếm khối lượng lớn so với 

diterpenoid. Tiêu biểu là hợp chất ent-18-axetoxy-7-hydroxy-kauran-15-on (C1). 

                       
C1                                 C2-C3                                           A2 

 

TT Tên khoa học R1 R2 R3 

C1 ent-18-axetoxy-7-hydroxy-kauran-15-on    

C2 ent-1α-axetoxy-7,14α-dihydroxykaur-16-en-15-on  OAc H OH 

C3 ent-18-axetoxy-7-hydroxykaur-16-en-15-on H OAc H 

 

Hình 4.5. Các hợp chất phân lập được từ lá Khổ sâm 

❖ Hợp chất ent-18-axetoxy-7-hydroxy-kauran-15-on (C1) 

Trên phổ 1H-NMR của C1 cho biết tín hiệu đặc trưng của 3 nhóm methyl dưới 

dạng singlet tại H 0,83 (s, H-19); 1,11 (s, H-20) và 2,08 (s, CH3CO) và một nhóm 

methyl dưới dạng doublet tại H 1,11 (d, H-17). Trên phổ 13C-NMR xuất hiện tín hiệu 

của nhóm ketone carbonyl tại C 223,9 (C-15) dịch chuyển xuống trường thấp do ảnh 

hưởng liên hợp với liên kết đôi C-16/C-17 trong khung ent-kaurane [112]. Ngoài ra, 
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trên phổ 1H- và 13C-NMR còn quan sát được tín hiệu của nhóm acetyl (H 2,08; C 

171,3 và 21,1) và nhóm hydroxyl tại C-18 (H 3,65, 3,87; C 72,3) và tại C-7 (H 3,92; 

C 71,2), và nhóm 17-CH3 định hướng α được xác định bằng cách so sánh dữ liệu phổ 

1H- và 13C-NMR với các hóa học của ent-(16S)-kauran-15 trong tài liệu tham khảo 

[84]. Hơn nữa, trên phổ NOESY còn quan sát được tương tác giữa H-16 và H-13, H-

14a (H 2,08); H-20 và H-14b; và H-17 và H-12 và giữa H-7 và H-5.  

 

Hình 4.6. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của C1 

So sánh với các dữ kiện phổ thu được cho phép xác định hợp chất C1 hoàn 

toàn phù hợp với cấu trúc ent-18-axetoxy-7-hydroxykaur-16-en-15-on [112,113]. 

Bảng 4.3. Dữ liệu phổ của chất C1 và chất tham khảo [113] 

#δC của ent-18-axetoxy-7-hydroxy-kauran-15-on (13C: 250 MHz, CDCl3) [113] 

 
STT 

C1  [113] 
δC δH (mult, J Hz) #δC 

1 38,6 1,76 m và 0,71 ddd (13,0; 3,5; 9,5) 38,7 
2 17,5 1,64 m và 1,50 m 17,5 
3 35,5  1,37 m và 1,35m 35,5 

4 36,4 - 36,4 

5 46,4  1,27 d (12,5) 46,5 

6 28,3 1,42 m và 1,72 m 28,3 

7 71,2 3,92 dd (4,0; 11,5) 71,3 

8 58,4 - 58,4 

9 51,7 1,10 d (2,5) 51,8 

10 39,2 - 39,2 

11 17,8 1,47 m và 1,69 m 17,8 
12 25,2 1,72 m 25,3 
13 34, 4 2,48 m 34,4 
14 28,4 2,08 m và 1,98 dd (4,0; 12,0) 28,4 
15 223,9 - 224,8 
16 48,3  2,24 q (2,0; 14,0) 48,4 
17 10,0 1,11d (2,5) 9,98 
18 72,3 3,65 d (11,0) và 3,87 d (11,0) 72,3 
19 17,5 0,83 s 17,5 
20 18,2 1,11 s 18,2 

CH3CO 171,3 - 171,2 

CH3 CO 21,1 2,08 s 21,1 
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❖ Hợp chất ent-1α-axetoxy-7,14α-dihydroxykaur-16-en-15-on (C2) 

Hợp chất C2 cũng gần tương tự như hợp chất C1. Biện luận cấu trúc hóa học 

của C2 được trình bày chi tiết trong Phụ lục. Phân tích dữ liệu phổ NMR của C2 kết 

hợp với so sánh với dữ liệu phổ chất chuẩn trong tài liệu tham khảo có thể khẳng định 

C2 có tên gọi là ent-1-axetoxy-7,14-dihydroxykaur-16-en-15-on [112,113]. 

 

Hình 4.7. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của C2 

❖ Hợp chất ent-18-axetoxy-7-hydroxykaur-16-en-15-on (C3) 

Biện luận cấu trúc hóa học của C3 được trình bày chi tiết trong Phụ lục.  Phân 

tích các số liệu phổ của C3 kết hợp so sánh với các dữ kiện phổ của ent-18-axetoxy-

7-hydroxykaur-16-en-15-on trong các tài liệu đã công bố cho thấy hoàn toàn phù 

hợp [112,113]. Điều này cho phép xác định C3 là một hợp chất ent-kaurane  

diterpenoid có tên gọi (-)-epicatechine ent-18-axetoxy-7-hydroxykaur-16-en-15-on. 

 

Hình 4.8. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của C3 

❖ Hợp chất steroid: β-sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside (A2) 

Biện luận và cấu trúc hóa học của hợp chất: β-sitosterol-3-O-β-D-

glucopyranoside (A2) được trình bày như mục 4.2.1.3. 

4.2.3. Các hợp chất phân lập từ cành lá Thồm lồm (Polygonum chinens) 

Từ Cao chiết n-hexanee và ethyl acetatee cành lá Thồm lồm đã phân lập và 

xác định cấu trúc hóa học của 05 hợp chất, gồm 03 hợp chất flavonoid: quercetin 

(P1),   (-)-epicatechine (P2) và quercetin-3-O-β-D-glucopyranoside (P3); và 02 hợp 

chất steroid: β-sitosterol (A1) và  β-sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside (A2).  
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                                                                   R 

A1: β-sitosterol                                               H 

A2: β-sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside     Gluc 

 
 

P2: (-)-epicatechine 

 
 

P1: quercetin 
 

P3: quercetin-3-O-β-D-glucopyranoside 

Hình 4.9. Các hợp chất phân lập được từ cành lá Thồm lồm 

Các hợp chất phân lập được từ cây Thồm lồm chủ yếu là các hợp chất 

flavonoid. Tiêu biểu là hợp chất quercetin-3-O-β-D-glucopyranoside (P3). 

❖ Hợp chất quercetin-3-O-β-D-glucopyranoside (P3) 

Trên phổ 1H-NMR của P3 cho biết tín hiệu của 3 proton vòng thơm tại 7.72 

(d, J=2 Hz, H-2’), 6.88 (d, J=8.5 Hz, H-5’) và 7.59 (dd, J=2.0 và 8.5 Hz) trong hệ 

vòng  ABD của flavonol bị thế ở vị trí 3’ và 4’ ở vòng B và tín hiệu của 2 proton ở vị 

trí meta tại 6.22 (d, J=2.0 Hz, H-6) và 6.41(d, J=2.0 Hz, H-8) tại vòng A. Tín hiệu 

đặc trưng của phân tử đường liên kết β-glucose tại 5.28 (d, J=8.0, H-1’’). Trên phổ 

13C-NMR kết hợp với phổ DEPT cho biết trong phân tử 1 có 21 carbon, bao gồm tín 

hiệu nhóm carbonyl tại 179.50 (C-4), 5 tín hiệu carbon thế oxi của khung flavone tại 

135.61 (C-3), 163.05 (C-5), 166.01 (C-7), 145.91 (C-3’), 149.85 (C-4’). Ngoài ra trên 

phổ còn cho biết tín hiệu của các carbon của phân tử đường tại 104.26 (C-1’’), 75.71 

(C-2’’), 78.10 (C-3’’), 71.20 (C-4’’), 78.39 (C-5’’), 62.53 (C-6’’). Phân tích dữ liệu 

phổ của P3, kết hợp với so sánh số liệu trong tài liệu tham khảo [114,115] có thể quy 

kết, hợp chất P3 có tên gọi là quercetin-3-O- β-D-glucopyranoside. 

 

Hình 4.10. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của P3 
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Bảng 4.4. Dữ liệu phổ NMR của P3 và chất tham khảo [114] 

TT P3 [114] 

δC δH (mult., J Hz) #δC 

2 159,0 - 158,4 

3 135,6 - 135,6 

4 179,5 - 179,5 

5 163,1 - 163,0 

6 99,9 6,22 (d, J=2,0Hz) 99,9 

7 166,0 - 165,97 

8 94,7 6,41 (d, J=2,0Hz) 94,7 

9 158,5 - 158,4 

10 105,7 - 105,7 

1’ 123,1 - 123,1 

2’ 117,5 7,72 (d, J=2Hz) 117,6 

3’ 145,9 - 145,9 

4’ 149,9 - 149,8 

5’ 116,0 6,88 (d, J=8,5Hz) 116,0 

6’ 123,2 7,59 (dd, J=2,0 và 8,5Hz) 123,2 

1’’ 104,3 5,28 (d, J=8,0Hz); 104,4 

2’’ 75,7 3,48 (t, J=9,5Hz) 75,7 

3’’ 78,1 3,37(t, J=9,0Hz) 78,1 

4’’ 71,2 3,44(t, J=9,0Hz) 71,2 

5’’ 78,4 3,24(m) 78,4 

6’’ 62,5 3,72 (dd, J=2, 12,0) 

3,57 (dd, J=5,5 và 12,0Hz) 

62,6 

#δC của quercetin-3-O-β-D-glucopyranoside (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, MeOD) [114] 

❖ Hợp chất quercetin (P1) 

Hợp chất P1 thu được dưới dạng bột màu vàng, điểm chảy 314-316 oC. Biện 

luận cấu trúc hóa học của P1 được trình bày chi tiết trong Phụ lục. Các dữ liệu phổ 

cho biết đây là một hợp chất flavonoid. Kết hợp với so sánh với tài liệu tham khảo, 

cho phép xác định P1 có tên gọi là quercetin [115]. 

 

Hình 4.11. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của P1 
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❖ Hợp chất (-)-epicatechine (P2) 

Hợp chất P2 công thức phân tử là C15H14O6. Biện luận cấu trúc hóa học của P2 

được trình bày chi tiết trong Phụ lục.  

                      

Hình 4.12. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của P2 

Phân tích các số liệu phổ của P2 kết hợp so sánh với các dữ kiện phổ của (-)-

epicatechine trong các tài liệu đã công bố cho thấy hoàn toàn phù hợp [116]. Điều 

này cho phép xác định P2 là (-)-epicatechine. 

❖ Hợp chất β-sitosterol (A1) và daucosterol (A2) 

Biện luận và cấu trúc hóa học của hợp chất: β-sitosterol (A1) và β-sitosterol-

3-O-β-D-glucopyranoside (A2) được trình bày như mục 4.1.3. 

4.2.4. Các hợp chất phân lập từ thân lá Bọ mắm (Pouzolzia zeylanica) 

Từ Cao chiết n-hexanee và ethyl acetatee thân lá Bọ mắm đã phân lập và xác 

định cấu trúc hóa học của 05 hợp chất, gồm 02 hợp chất triterpenoid: friedelan-3-one 

(Z1) và 3β-friedelanol (Z2), 01 hợp chất lignan: pouzolignan F (Z3) và 02 hợp chất 

steroid: β-sitosterol (A1) và β-sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside (A2). Các hợp 

chất phân lập được từ cây Bọ mắm là các sterol, triterpen thuộc lớp chất terpen và 

lignan thuộc lớp chất polyphenol. Hợp chất triterpen là thành phần chủ yếu. 

 
                                   R 

 Z1: friedelan-3-one   O 

 Z2: 3β-friedelanol     OH 

 
                                            R 

A1: β-sitosterol                       H 

A2:β-sitosterol-3-O-β-D- Gluc 

glucopyranoside  
 

 
          Z3: pouzolignan F  

Hình 4.13. Các hợp chất phân lập được từ thân lá Bọ mắm 
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❖ Hợp chất friedelan-3-one (Z1) 

Phổ 1H-NMR của Z1 cho biết xuất hiện tín hiệu của 8 nhóm methyl, trong đó 

có 7 nhóm methyl bậc 3 dạng singlet tại H 0,72 (3H, s, H-24); 0,87 (3H, s, H-25); 

0,95 (3H, s, H-29); 1,00 (3H, s, H-30); 1,059 (3H, s, H-26); 1,05 (3H, s, H-27); 1,18 

(3H, s, H-28); và một nhóm methyl dạng double tại H 0,88 (3H, d, J= 6,5Hz, H-23). 

Những tín hiệu này đặc trưng cho hợp chất có dạng triterpenoid khung friedelan. 

Trên phổ 13C-NMR kết hợp với phổ DEPT cũng cho biết trong phân tử có 30 

nguyên tử carbon, bao gồm 8 nhóm methyl (CH3), 4 nhóm methin (CH); 11 nhóm 

methylen (CH2) và 7 nguyên tử carbon bậc 4. Đặc biệt trên phổ 13C-NMR còn quan 

sát thấy tín hiệu đặc trưng của nhóm C=O carbonyl ở C 213,21ppm (C-3), ngoài ra 

là tín hiệu của nhóm methyl tại C-23 6,82/ H-23 0,88 (d, J= 6,5 Hz) đặc trưng cho 

nhóm methyl liên kết với C-4 của khung friedelan.  

Kết quả phân tích các dữ kiện phổ 1H-NMR, 13C-NMR và DEPT đã cho phép 

dự đoán hợp chất Z1 là friedelan-3-one. So sánh các dữ kiện phổ của Z1 với friedelan-

3-one thấy hoàn toàn phù hợp [117]. Như vậy hợp chất Z1 được khẳng định là 

friedelan-3-one được phát hiện thêm từ loài Pouzolzia zeylanica.  

 

Hình 4.14. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của Z1 

Bảng 4.5. Dữ liệu phổ NMR của Z1 và chất tham khảo [117] 

TT  Z1 [117] 

δC δH (mult., J Hz) #δC 

1 22,3 1,96 (1H, m) và 1,67 (1H, dd, J = 5,0 và 13,0) 22,3 

2 41,5 2,32/2,22 (2H, m) 41,6 

3 213,3 - 213,3 

4 58,3 2,24 (1H, m) 58,2 

5 42,2 - 42,2 

6 41,3 2,41/2,37 (1H, dd, J = 5,0 và 2,0) 41,3 

7 18,3 1,74 (m) 18,3 

8 53,1 1,38 (m) 53,1 

9 37,5 - 37,5 
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10 59,5 1,53 (m) 59,5 

11 35,7 1,47 (m) 35,6 

12 30,5  30,5 

13 39,7 - 39,7 

14 38,3 - 38,3 

15 32,5 1,59 (m) 32,5 

16 36,0  36,0 

17 30,0 - 30,0 

18 42,8 1,75 (1H, dd, J = 3,0 và 15,0) 42,8 

19 35,4  35,4 

20 28,2 - 28,2 

21 32,8 1,53/1,38 (m) 32,3 

22 39,3 0,94 (m) 39,3 

23 6,8 0,88 (3H, d, J= 6,5Hz) 6,9 

24 14,7 0,72 (3H, s, H-24) 14,2 

25 18,0 0,87 (3H, s, H-25) 18,1 

26 20,3 1,01 (3H, s, H-26) 20,3 

27 18,7 1,05 (3H, s, H-27) 18,7 

28 32,1 1,18 (3H, s, H-28) 32,1 

29 35,0 0,95 (3H, s, H-29) 35,1 

30 31,8 1,00 (3H, s, H-30) 31,8 

#δC của friedelan-3-one (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CDCl3) [117] 

 

❖ Hợp chất 3β-friedelanol (Z2) 

Hợp chất Z2 cũng tương tự như Z1, nhưng trên phổ 13C-NMR của Z2 mất đi 

tín hiệu của nhóm C=O, thay vào đó là tín hiệu của carbon thuộc nhóm CH-OH ở C 

72,78 ppm (C-3), ngoài ra là tín hiệu của nhóm methyl đặc trưng cho nhóm methyl 

liên kết với C-4 của khung friedelan. Biện luận cấu trúc hóa học của Z2 được trình 

bày chi tiết trong Phụ lục. So sánh các dữ kiện phổ của Z2 với 3β-friedelanol thấy 

hoàn toàn phù hợp [118]. Hợp chất Z2 được khẳng định là 3β-friedelanol được phân 

lập từ loài Pouzolzia zeylanica.  

 

Hình 4.15. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của Z2 
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❖ Hợp chất lignan: pouzolignan F (Z3) 

Chất Z3 thu được ở dạng bột, màu vàng rất nhạt. Biện luận cấu trúc hóa học 

của Z3 được trình bày chi tiết trong Phụ lục. Phân tích dữ liệu phổ của Z3 kết hợp 

với tài liệu tham khảo [119] cho phép xác định Z3 có tên gọi là pouzolignan F.  

 

Hình 4.16. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của Z3 

❖ Hợp chất β-sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside (A2) 

Biện luận và cấu trúc hóa học của hợp chất: β-sitosterol-3-O-β-D-

glucopyranoside (A2) được trình bày như mục 4.2.1.3. 

 

4.2.5. Các hợp chất phân lập từ lá Thầu dầu (Ricinus communis) 

Từ Cao chiết n-hexanee và ethyl acetatee lá Thầu dầu đã phân lập và xác định 

cấu trúc hóa học của 07 hợp chất, gồm 02 hợp chất triterpenoid: lupeol (R1) 

epialeuritolic acid (R2), 02 hợp chất alkaloid: ricinine (R4) và 3-carboxy-4-methoxy-

N-methyl-2-pyridone (R5), 03 hợp chất steroid: ergosterol peroxide (R3), β-sitosterol 

(A1) và  β-sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside (A2).  

 
R1: lupeol 

 
R2: epialeuritolic acid 

 
R3: ergosterol peroxide 

 
R4: ricinine 

 
R5: 3-carboxy-4-methoxy-N-

methyl-2-pyridone 

 
                                      R 

2: β-sitosterol                       H 

5:β-sitosterol-3-O-β-D- Gluc 

glucopyranoside 

 

Hình 4.17. Các hợp chất phân lập được từ lá Thầu dầu 
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Các hợp chất phân lập được từ cây Thầu dầu với sự có mặt của các hợp chất: 

steroid, triterpene, và alkaloid. Trong đó khối lượng các hợp chất steroid chiếm ưu 

thế, theo tài liệu công bố trước đây hợp chất có mặt trong cây chủ yếu là ricinine 

(thuộc lớp chất alkaloid), tuy nhiên trên thực tế thì các hợp chất sterol, triterpene và 

alkaloid phân lập được có khối lượng tương đương nhau và bước đầu cho thấy thành 

phần chính có mặt trong cây thuộc lớp chất steroid. 

❖ Hợp chất ergosterol peroxide (R3) 

Hợp chất R3 thu được dưới dạng chất bột màu trắng, có tính quang hoạt. Phổ 

13C-NMR kết hợp với phổ DEPT của R3 xuất hiện tín hiệu của 28 carbon, bao gồm 

6 nhóm methyl, 7 nhóm methylene, 11 nhóm methine và 4 carbon bậc 4. Phổ 13C-

NMR xuất hiện tín hiệu của 2 carbon chứa nối đôi ở trường thấp tại δC 82,2 (C-5); 

79.44 (C-8); 64.49 (C-3), tín hiệu của 3 carbon gắn với oxi tại δC 82.16 (C-5); 79.44 

(C-8); 64.49 (C-3), trong đó có 2 carbon bậc bốn gắn với oxi C-5, C-8. Phân tích số 

liệu phổ thực nghiệm của R3 kết hợp so sánh với dữ liệu phổ trong tài liệu tham khảo 

[120,121] có thể khẳng định hợp chất 3 có tên gọi là ergosterol peroxide (5α,8-

epidioxyergosta-6,22-dien-3-ol). 

 

Hình 4.18. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của R3 

Bảng 4.6. Dữ liệu phổ NMR của R3 và chất tham khảo [120] 

TT R3 [120] 

δC δH (mult,, J Hz) #δC 

1 34,2 1,74 (2H, m) 34,7 

2 30,2 - 30,1 

3 64,5 3,97 (1H, m) 66,5 

4 37,0 - 37,9 

5 82,2 - 82,2 

6 135,4 6,23 (1H, d, J = 8,5 Hz) 135,4 

7 130,8 6,50 (1H, d, J = 8,5 Hz) 130,8 

8 79,4 - 79,4 
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9 51,2 - 51,1 

10 37,0 - 36,9 

11 23,4 1,25 và 1,58 (2H, m) 23,4 

12 39,4 1,27 và 1,99 (2H, m) 39,4 

13 44,6 - 44,6 

14 51,7 1,58 (1H, m) 51,7 

15 20,7 1,42 và 1,66 (2H, m) 20,6 

16 28,6 1,33 và 1,81 (2H, m) 28,7 

17 56,3 1,25 (1H, m) 56,2 

18 12,9 0,81 (3H, s) 12,9 

19 18,2 0,88 (3H, s) 18,2 

20 39,7 2,05 (1H, m) 39,7 

21 20,9 1,00 (3H, d, J = 6,5 Hz) 20,9 

22 135,2 5,24 (1H, dd, J = 8,5 và 15,0 Hz) 135,2 

23 132,4 5,18 (1H, dd, J = 8,5 và 15,0 Hz) 132,3 

24 42,9 1,86 (1H, m) 42,8 

25 33,1 1,6 (1H, m) 33,1 

26 19,7 0,91 (3H, s) 19,6 

27 20,0 0,93 (3H, s) 20,1 

28 17,6 0,97 (3H, s) 17,6 

#δC của ergosterol peroxide (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CDCl3) [120] 

 

❖ Hợp chất lupeol (R1) 

Hợp chất R1 thu được dưới dạng hình kim, không màu. Biện luận cấu trúc hóa 

học của R1 được trình bày chi tiết trong Phụ lục. Phân tích dữ liệu phổ 1H-, 13C-

NMR, DEPT, HSQC và HMBC kết hợp với so sánh với dữ liệu phổ trong tài liệu 

tham khảo, hợp chất R1 được xác định là 3β-lup-20(29)-en-3-ol hay lupeol [122]. 

 

Hình 4.19.  Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của R1 

❖ Hợp chất epialeuritolic acid (R2) 

Hợp chất R2 thu được dưới dạng hình kim, không màu, công thức phân tử 

C30H48O3. Biện luận cấu trúc hóa học của R2 được trình bày chi tiết trong Phụ lục. 
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Phân tích dữ liệu phổ 1H-, 13C-NMR, DEPT, HSQC và HMBC kết hợp với so sánh 

với dữ liệu phổ trong tài liệu tham khảo, hợp chất R2 được xác định là epialeuritolic 

acid hay 3-hydroxy-14-taraxeren-28-oic acid [123,124]. 

 

Hình 4.20. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của R2 

 

❖ Hợp chất ricinine (R4) 

Hợp chất R4 thu được dưới dạng hình kim, không màu, điểm chảy 200 oC. 

Biện luận cấu trúc hóa học của R4 được trình bày chi tiết trong Phụ lục. Phân tích số 

liệu phổ thực nghiệm của 3 kết hợp so sánh với dữ liệu phổ trong tài liệu tham khảo 

[125] có thể khẳng định hợp chất R4 có tên gọi là ricinine. 

❖ Hợp chất 3-carboxy-4-methoxy-N-methyl-2-pyridone (R5) 

Hợp chất R5 thu được dưới dạng hình kim, không màu, nhiệt độ nóng chảy 

193 oC. Phổ khối lượng ESI-MS (m/z): 183 [M]+ tương ứng với công thức phân tử 

C8H9NO4. Biện luận cấu trúc hóa học của R5 được trình bày chi tiết trong Phụ lục. 

Phân tích số liệu phổ thực nghiệm của R5 kết hợp so sánh với dữ liệu phổ 

trong tài liệu tham khảo [126,127] có thể khẳng định hợp chất R5 có tên gọi là 3-

carboxy-4-methoxy-N-methyl-2-pyridone. 

                          

Hình 4.21. Cấu trúc hóa học của R4 và R5 

❖ Hợp chất β-sitosterol (A1) và β-sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside (A2) 

Biện luận và cấu trúc hóa học của hợp chất: β-sitosterol (A1) và β-sitosterol-

3-O-β-D-glucopyranoside (A2) được trình bày như mục 4.1.3. 
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4.2.6. Các hợp chất phân lập từ quả Cà trái vàng (Solanum xanthocarpum) 

Từ Cao chiết methanol lá Thầu dầu đã phân lập và xác định cấu trúc hóa học 

của 02 hợp chất alkaloid: solasonine (S1) và solamargine (S2). Các hợp chất alkaloid 

là thành phần chính của các loài thực vật thuộc chi Solanum. Solasonine là thành phần 

hóa học chính của quả Cà trái vàng. 

        
      S1: solasonine                                           S2: solamargine 

Hình 4.22. Các hợp chất phân lập được từ quả Cà trái vàng 

 

❖ Hợp chất solasonine (S1) 

Trên phổ 1H-NMR của S1 cho biết, tín hiệu đặc trưng của ba proton anome tại 

δH  5,23 (1H, d, J= 1,5 Hz, H-1′′); 5,22 (1H, d, J= 1,5 Hz, H-1′′′) và 4,51 (1H, d, J= 

7,5 Hz, H-1′) và tín hiệu của proton olefin tại δH 5,41 (1H, d, J= 5,0 Hz, H-6). 

Phổ 13C-NMR và DEPT cho biết S1 có 45 carbon, gồm 4 carbon không có 

hidro, 24 nhóm CH, 12 nhóm CH2, và 5 nhóm CH3. Trong đó, tín hiệu của 27 carbon 

thuộc phần aglycon và tín hiệu của 18 carbon của 3 phân tử đường hexose. Tín hiệu 

nhóm methyl tại (δC/δH 17,9/1,30) gợi ý đến đường rhamnose; tín hiệu của H-4′ tại 

δH 3,94 (2H, m) đặc trưng cho đường galactose; và các tín hiệu cacbon của đơn vị 

đường còn lại tại đặc trưng cho một đơn vị đường glucopyranose. Cấu hình tại C-22 

là R vì giá trị độ chuyển dịch hóa học của C-23 (δC 33,8) đặc trưng cho các hợp chất 

spirosolane [128]. 

Trên phổ HMBC của S1 quan sát được, tương tác giữa proton H-1′ (δH 4,51) 

với carbon C-3 (δC 79,7) cho biết phần đường liên kết với aglycone tại C-3. Tương 

tác HMBC giữa H-1″ (δH 5,23) với C-2′ (δC 73,7); và H-1″′ (δH 5,22) với C-3′ (δC 

83,5) cho biết các liên kết O-glycoside giữa Rha C-1″ và Gal C-2′, giữa Glu C-1″′ và 

Gal C-3′. Kết hợp các dữ liệu phổ của S1 với chất đã biết trong tài liệu tham khảo 

[128] có thể khẳng định hợp chất S1 phân lập được từ của quả Cà trái vàng có tên gọi 

là solasonine.  
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Hình 4.23. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của S1 

Bảng 4.7. Dữ liệu phổ NMR của S1 và chất tham khảo [128] 

STT S1 [128] 

DEPT δC (ppm)δH (ppm) #δC (ppm) 

1 CH2 38,5 1,70 (m) và 0,91 (m) 37,5 

2 CH2 31,0 2,09 (m)/1,86 (m) 30,1 

3 CH 79,7 3,53 (1H, td, J=9,5 và 13,5Hz) 78,3 

4 CH2 39,5 2,78 (m) và 2,73 (m) 38,8 

5 C  141,9 - 140,8 

6 CH 122,5 5,41(1H, d, J=5,0Hz) 121,7 

7 CH2 33,1 1,87 (m) và 1,20 (m) 32,4 

8 CH 32,8 1,63 (m) 32,4 

9 CH 51,7 0,86 (m) 50,3 

10 C 38,0 - 37,1 

11 CH2 21,9 1,40 (m) 21,1 

12 CH2 40,7 1,70 (m) và 1,08 (m) 40,1 

13 C 41,8 - 40,6 

14 CH 57,7 1,07 (m) 56,7 

15 CH2 33,1 2,03 (m) và 1,48 (m) 31,5 

16 CH 79,3 3,41 (3H, m) 78,7 

17 CH 63,6 1,74 (m) 63,4 

18 CH3 16,7 0,85 (s) 16,5 

19 CH3 17,9 1,0 (3H, d, J=6,5Hz) 19,3 

20 CH 42,8 1,95 (m) 41,6 

21 CH3 15,2 1,07 (d, 7,0) 15,6 

22 C 99,8 - 98,2 

23 CH2 33,8 1,74 (m) và 1,69 (m) 34,6 

24 CH2 30,7 1,62 (m) và 1,27 (m) 31,0 

25 CH 30,7 1,52 (m) 31,7 

26 CH2 47,1 2,73 (m) 48,0 

27 CH3 19,8 1,07 (3H, s) 19,7 

1′ CH 100,5 4,51 (1H, d, J=7,5Hz) 100,3 

2′ CH 73,7 3,04 (1H, m ) 76,3 

3′ CH 83,5 4,57 (1H, m) 84,8 



76 

 

4′ CH 69,8 3,94 (2H, m) 70,2 

5′ CH 73,9 3,41 (3H, m) 74,9 

6′ CH2 62,0 3,82; 3,66 62,4 

1′′ CH 103,0  105,7 

2′′ CH 73,4 3,41 (3H, m) 74,8 

3′′ CH 78,0 3,66 (5H, m) 78,7 

4′′ CH 70,7 3,66 (5H, m) 71,4 

5′′ CH 76,6 3,94 (2H, m) 78,3 

6′′ CH3 60,9 3,82; 3,66 61,8 

1′′′ CH 102,3 5,22 (1H, d, J=1,5Hz) 102,0 

2′′′ CH 72,4 3,58 (1H, m) 72,4 

3′′′ CH 72,2 3,66 (5H, m) 72,7 

4′′′ CH 72,4 4,15 (m) 74,0 

5′′′ CH 67,9 4,14 (1H, dd, J=6,0 và 9,5Hz) 69,3 

6′′′ CH3  17,9 1,3 (3H, d, J=6,0Hz) 18,5 

#δC của solasonine (13C: 125 MHz, DMSO) [128] 

❖ Hợp chất solamargine (S2) 

Biện luận cấu trúc hóa học của S2 được trình bày chi tiết trong Phụ lục. Kết 

hợp các dữ liệu phổ của S2 với chất đã biết trong tài liệu tham khảo [128] có thể 

khẳng định hợp chất S2 phân lập được từ Cao chiết etyl axetat của quả Cà trái vàng 

có tên gọi là solamargine. 

 

Hình 4.24. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của S2 

4.2.7. Các hợp chất phân lập từ thân Ké hoa đào (Urena lobata) 

Từ Cao chiết n-hexanee và ethyl acetatee thân Ké hoa đào đã phân lập và xác 

định cấu trúc hóa học của 06 hợp chất, gồm 03 hợp chất flavonoid: quercetin (P1), 

trans-tiliroside (U2) và cis-tiliroside (U3) , 01 hợp chất alkaloid: -acetylamino-

phenylpropyl-benzoylamino-phenylpropinoate (U1); và 02 hợp chất steroid: β-

sitosterol (A1) và  β-sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside (A2). Các hợp chất phân lập 

được từ cây Ké hoa đào với sự có mặt của hợp chất sterol, 01 hợp chất có chứa nitơ, 

còn lại chủ yếu là các hợp chất flavonoid. 
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                                        R 

A1: β-sitosterol                      H 

A2:β-sitosterol-3-O-β-D- Gluc 

glucopyranoside 

 
U1:-acetylamino-

phenylpropyl-benzoylamino-

phenylpropinoate 

 
 

 

P1: quercetin 

 
U3: cis-tiliroside 

                     

U2: trans-tiliroside 

Hình 4.25. Các hợp chất phân lập được từ thân Ké hoa đào 

❖ Hợp chất -acetylamino-phenylpropyl-benzoylamino-phenylpropinoate 

Trên phổ 1H-NMR của U1 có tín hiệu của 15 proton vòng thơm nằm trong 

vùng 7,06 - 7,71 ppm và một nhóm CH3 nằm H 2,02 ppm (3H, s, H-12’). Ngoài ra 

còn có các tín hiệu proton của 2 nhóm CH H 4,75 (1H, ddd, J= 6,0 ; 13,5 và 2,5 Hz, 

H-8) và 4,35 (1H, m, H-8’). Có 3 nhóm CH2 ở  H 3,93 ppm (1H, dd, J= 5,0 và 11,5 

Hz), H 3,82 ppm (1H, dd, J= 4,0 và 11,5 Hz); H ở 2,75 ppm (2H, m), 6 nhóm CH3, 

11 nhóm CH2, 7 nhóm CH và 3 nhóm C bậc bốn. 

Phổ 13C-NMR và phổ DEPT cho tín hiệu cộng hưởng của 27 carbon, trong đó 

có 6 carbon bậc bốn (bao gồm 3 C=O và 3 C sp2), 17 nhóm OH (bao gồm 15 CH 

thuộc vòng thơm), 3 nhóm CH2 và 1 nhóm CH3. 3 nhóm C=O có độ chuyển dịch hóa 

học tại C 170,2 ppm; 170,8 ppm ; 167,1 ppm. 

Phổ HSQC cho phép xác định các carbon liên kết trực tiếp với hydrogen tương 

ứng: CH (H 4,75 ppm; C 55,0 ppm); CH (H 4,34 ppm; C 49,5 ppm); CH2 (H 3,22 

ppm; C 38,4 ppm); CH2 (H 2,75 ppm; C 3,75 ppm); CH2 (H 3,82 và 3,93 ppm; C 

64,6 ppm); CH3 (H 2,02 ppm; C 20,8 ppm) và các nhóm CH thuộc vòng thơm. 

Phổ HMBC cho thấy tín hiệu tương tác của proton CH2-7 (H 3,22 và 3,05 

ppm) với C thơm bậc bốn C 136,6 ppm (C-1); proton CH-8 tại H 4,75 ppm với C-7 
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của nhóm CH2 (H 3,22-3,05 ppm, C 38,4 ppm ) và C=O (C 170,2) chứng tỏ có một 

vòng thơm có gắn với 1 nhóm CH2(7)-CH(8)-C=O(9) (Mảnh A). 

Tương tác của proton nhóm CH2 (H 2,75 ppm, H-7’) với C bậc bốn (C 136,7 

ppm, C-1’) và CH thơm (C 129,1 ppm, C-2’,6’) ; proton nhóm CH2 (H 3,93 và 3,82 

ppm, H-9’) với C-7’ (C 37,5 ppm) và CH-8’ (C 4,34 ppm); và cho phép thiết lập 

mảnh có 1 vòng thơm bất kỳ gắn với CH2(7’)-CH(8’)-CH2(9’). Nhóm C=O (C-11’) 

có tương tác với NH (H 5,91 ppm, H-10’) và CH3 (H 2,02 ppm, H-12’) chứng tỏ 

nhóm acetyl CH3(12’)-CO(11’) gắn với NH(10’). C-11’ có tương tác với H-9’ cho 

phép xác định NH(10’) gắn với CH-8’. CH2-9’ có độ dịch chuyển hóa học tại H 3,93 

và 3,82 chứng tỏ có gắn với oxi cho phép thiết lập mảnh B. Tương tác của C=O (C 

167,1 ppm, C-7’’) với H (H 7,71 ppm, H-2’’,6’’) và nhóm NH (H 6,71 ppm, H-10) 

cho phép dự đoán có mảnh bao gồm 1 vòng thơm liên kết với C=O và nhóm NH-10, 

ta có mảnh C. Trên phổ HMBC, ta còn quan sát thấy tương tác của H-10(NH) với C-

8, chứng tỏ mảnh C nối với mảnh A qua liên kết NH(10)-CH(8). Còn lại suy ra mảnh 

B gắn với mảnh C qua liên kết ester của nhóm CO(9)-O. 

Kết hợp các dữ liệu phổ 1H và 13C-NMR 1 chiều và 2 chiều, và so sánh tài liệu 

tham khảo được [129] cho phép khẳng định cấu trúc hợp chất U1 là : -acetylamino-

phenylpropyl -benzoylamino-phenylpropinoate. Sự có mặt của hợp chất -

acetylamino-phenylpropyl -benzoylamino-phenylpropinoate, là hợp chất có chứa 2 

nitơ lần đầu tiên được các nhà khoa học Trung Quốc phân lập từ loài Gastrodia elata 

Blumei vào năm 2002, và ở loài Phyllanthus reticulatus [129]. Kết quả nghiên cứu 

trên cho biết đây là lần đầu tiên trong chi Urena đã phân lập được hợp chất này và 

Urena lobata là loài thực vật thứ 4 trong thiên nhiên đã phân lập được nó [130]. 

 
Hình 4.26. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của U1 
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Bảng 4.8. Dữ liệu phổ NMR của U1 và chất tham khảo [129] 

STT 
C (ppm) H (ppm, J Hz) 

[105] U1 [105] U1 

Vòng A 

1 136,6 136,6 - - 

2 129,3 129,3  

7,20 -7,30 (5H, m) 

7,24 (1H, m, overlap) 

3 128,8 128,8   7,28 (1H, m) 

4 127,1 127,2 7,21 (1H, m) 

5 128,8 128,8 7,28 (1H, m) 

6 129,3 129,3  7,24 (1H, m, overlap) 

7 38,4 38,4 3,22 (1H, dd, J = 13,5; 5,7) 

3,06 (1H, dd, J = 13,5; 8,5) 

3,22 (1Ha, dd, J = 14,0 ; 6,0) 

 3,07 (1Hb, dd, J = 14,0 ; 8,5) 

8 55,0 55,0  4,75 (1H, m) 

9 170,2 170,2 - - 

10   6,72 (1H, d, J = 7,8) 6,71 (1H, d, J = 7,5) 

Vòng B 

1’ 136,7 136,7   

2’ 129,1 129,1 7,07 (1H, m) 7,07 (1H, m) 

3’ 128,6 128,7 7,16 (1H, m) 7,16 (1H, m) 

4’ 126,7 126,8 7,14 (1H, m) 7,14 (1H, m) 

5’ 128,6 128,7 7,16 (1H, m) 7,16 (1H, m) 

6’ 129,1 129,1 7,07 (1H, m) 7,07 (1H, m) 

7’ 37,4 37,5 2,75 (2H, m) 2,75 (2H, dd, J = 13,7 ; 7,5) 

8’ 49,4 49,5 4,35 (1H, m) 4,34 (1H, m) 

9’ 64,6 64,6 3,93 (1H, dd, J= 11,2; 4,8) 

3,82 (1H, dd, J =11,2; 4,3) 

3,93 (1Ha, dd, J = 11,5 ; 5,0) 

  3,82 (1Hb, dd, J =11,5 ; 4,0) 

10’   5,91 (1H, d, J= 7,8) 5,91 (1H, d, J = 8,5) 

10’-CO  170,8 - - 

COCH3  20,8  2,02 (3H, s) 

Vòng C 

1’’ 133,6 133,7 - -- 

2’’ 127,0 127,0 7,71 (1H, m) 7,71 (1H, dd, J = 7,0; 1,0)  

3’’ 128,6 128,6 7,44 (1H, m) 7,42 (1H, dd, J =7,0; 8,0) 

4’’ 131,9 131,9 7,53 (1H, tt, J= 7,6; 1,1) 7,52 (1H, ddd, J = 7,0; 8,0; 1,0) 

5’’ 128,6 128,6 7,44 (1H, m) 7,42 (1H, dd, J = 7,0; 8,0) 

6’’ 127,0 127,0 7,71 (1H, m) 7,71 (1H, d, J = 7,0)  

7’’ 167,1 167,1 - - 

#δH và #δC của -acetylamino-phenylpropyl -benzoylamino-phenylpropinoate (1H: 400 

MHz,  13C: 125 MHz, CDCl3) [129] 

 

❖ Hợp chất quercetin (P1) 

Biện luận và cấu trúc hóa học của hợp chất quercetin (P1) được trình bày như 

mục 4.2.3.1. 
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❖ Hợp chất trans-tiliroside (U2) 

Biện luận cấu trúc hóa học của U2 được trình bày chi tiết trong Phụ lục. Qua 

việc phân tích các dữ kiện phổ và đối chiếu với dữ liệu phổ thu thập được trong tài 

liệu tham khảo, cấu trúc của hợp chất U2 được xác định là một flavonol có tên gọi 

trans-tiliroside, hợp chất này lần đầu tiên được phân lập từ loài Tilia argenta và gần 

đây nó cũng được phân lập từ loài Lasiopetalum macrophyllum [131], [132].   

 
Hình 4.27. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của U2 

❖ Hợp chất cis-tiliroside (U3) 

Biện luận cấu trúc hóa học của U2 được trình bày chi tiết trong Phụ lục. Kết 

hợp phân tích phổ 13C-NMR cùng với các phổ 2 chiều HSQC và HMBC của U3 và 

so sánh với các dữ liệu phổ của cis-tiliroside đã khẳng định cấu trúc của hợp chất U3 

là flavonol có tên gọi cis-tiliroside hay kaempferol-3-O-β-D-(6-O-cis-p-coumaroyl) 

glucopyranoside, hợp chất này phân lập từ loài Fragaria ananassa vào năm 2004 

[131,132,133]. 

 
Hình 4.28. Cấu trúc hóa học và tương tác HMBC (H→C) chính của U3 

 

❖ Hợp chất β-sitosterol (A1) và β-sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside (A2) 

Biện luận và cấu trúc hóa học của hợp chất: β-sitosterol (A1) và β-sitosterol-

3-O-β-D-glucopyranoside (A2) được trình bày như mục 4.2.1.3. 
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Kết quả phân lập và xác định cấu trúc các hợp chất trong 7 loài đã nghiên cứu 

được tóm tắt ở bảng 4.9. 

Bảng 4.9. Tổng hợp các hợp chất phân lập được từ 7 loài nghiên cứu 

TT Tên hợp chất Lớp chất Loài phân lập 
KL 

(mg) 

Tính 

mới 

1 

 
oleanolic acid (A3) 

Triterpenoid A. armata 18,0  

2 

 
liriodendrin (A4) 

Lignan A. armata 
 

12,5 

 

L 

3 

 
ent-18-axetoxy-7-hydroxy-kauran-15-on (C1) 

Diterpenoid C. tonkinensis 20,5 

 

 

 

 

4 

 
ent-1α-axetoxy-7,14α-dihydroxykaur-16-en-15-on 

(C2) 

Diterpenoid C. tonkinensis 50,5  

5 

 
ent-18-axetoxy-7-hydroxykaur-16-en-15-on (C3) 

Diterpenoid C. tonkinensis 

 

20,3 

 

 

6 

 
quercetin (P1) 

Flavonoid 
P. chinense 

U. lobata 

9,8 

7,3 
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7 

 
(-)-epicatechine (P2) 

Flavonoid P. chinense 6,9 L 

8 

 
quercetin-3-O-β-D-glucopyranoside (P3) 

Flavonoid P. chinense 9,5 L 

9 

 
friedelan-3-one (Z1) 

Triterpenoid P. zeylanica  110,5 L 

10 

 
3β-friedelanol (Z2) 

Triterpenoid P. zeylanica  36,0 L 

11 

 
pouzolignan F (Z3) 

Lignan P. zeylanica 6,6 H 

12 

 
lupeol (R1) 

Triterpenoid R. communis 13,0  
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13 

 
epialeuritolic acid (R2)  

Triterpenoid R. communis 20,5 L 

14 

 
ergosterol peroxide (R3) 

Steroid R. communis 19,2 L 

15 

 
ricinine (R4) 

Alkaloid R. communis 16,2  

16 

 
3-carboxy-4-methoxy-N-methyl-2-pyridone (R5) 

Alkaloid R. communis 10,1 H 

17 

 
solasonine (S1) 

Alkaloid S. xanthocarpum 50,0  

18 

 
solamargine (S2) 

Alkaloid S. xanthocarpum 9,0  
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19 

 
-acetylamino-phenylpropyl -benzoylamino-

phenylpropanoate (U1) 

Alkaloid U. lobata 53,1 H 

20 

 
trans-tiliroside (U2) 

Flavonoid U. lobata 8,6 H 

21 

 
cis-tiliroside (U3) 

Flavonoid U. lobata 5,3 H 

22 

 

β-sitosterol (A1) 

Steroid 

(Phytosterol) 

A. armata  

C. tonkinensis  

P. chinense  

P. zeylanica  

R. communis 

U. lobata 

30,0 

1800 

1100 

35,3 

28,1 

1200 

 

 

 

23 

 

Daucosterol (A2) 

Steroid 

(Phytosterol) 

A. armata  

C. tonkinensis  

P. chinense  

P. zeylanica  

R. communis 

U. lobata 

44,0 

15,5 

9,5 

50,2 

13,4 

15,1 

 

L: Lần đầu tiên phân lập từ loài          H: Lần đầu tiên phân lập từ họ 
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4.3. Kết quả tác dụng kháng V. parahaemolyticus của các chất sạch  

Các hợp chất sạch thu được từ 7 loài nghiên cứu tiếp tục được thử nghiệm in 

vitro tác dụng kháng V. parahaemolyticus gây bệnh AHPND. Chuẩn bị chủng khuẩn 

V. parahaemolyticus và phương pháp thử nghiệm được thực hiện như mục 3.9.  

Kết quả thử nghiệm của các chất sạch: oleanolic acid, liriodendrin (từ cây Đơn 

châu chấu), 3-friedelanone, 3β-friedelanol, pouzolignan F (từ cây Bọ mắm), lupeol, 

epialeuritolic acid, ergosterol peroxide, ricinine (từ cây Thầu dầu)  và solasonine và 

solamagine (từ Cà trái vàng) đối với vi khuẩn V. parahaemolyticus ở 4 nồng độ 50, 

100, 200 và 300µg/khoanh tẩm bằng phương pháp khoanh giấy kháng sinh khuyếch 

tán trên đĩa thạch theo W. Kirby và A. Bauer (1961) trong phòng thí nghiệm, đều 

không có hiệu quả kháng vi khuẩn V. parahaemolyticus gây bệnh AHPND. 

Kết quả thử nghiệm tác dụng kháng V. parahaemolyticus các chất sạch: ent-

18-axetoxy-7-hydroxykauran-15-on (C1, hàm lượng 0,012%), ent-1α-axetoxy-

7,14α-dihydroxykaur-16-en-15-on (C2, hàm lượng 0,80%) và ent-18-axetoxy-7-

hydroxykaur-16-en-15-on (C3, hàm lượng 0,52%) (từ cây Khổ sâm) và quercetin-3-

O-β-D-glucopyranoside (P3, hàm lượng 1,11%) bằng phương pháp khuyêch tán trên 

đĩa thạch theo Chaweepack (2015) được thể hiện như bảng 4.10.  

Bảng 4.10. Hiệu quả ức chế của các chất sạch đến sự phát triển V. parahaemolyticus 

(VP) được nuôi cấy trong môi trường ISB sau 24 giờ. 

Tên chất  
Nồng độ chất Mật độ 

(CFU/ml) 

Tỷ lệ ức chế vi 

khuẩn sau 24h 

 Cồn tuyệt đối + VP + ISB  1,37 x 108  

P3 

0,1% 

2,4 x 107 82,5% 

C1 4,0 x 107 70,8% 

C2 7,6 x 107 44,5% 

C3 6,8 x 107 50,4% 

 

Kết quả bảng 4.10 cho thấy tỷ lệ ức chế V. parahaemolyticus ở nghiệm thức 

chứa quercetin-3-O-β-D-glucopyranoside (P3) là 82,5% và kế đến là nghiệm thức 

chứa chất ent-1α-axetoxy-7,14α-dihydroxykaur-16-en-15-on (C1) chiếm 70,8% ở 

nồng độ 0,1%. Ở các nghiệm thức chứa các chất tinh ent-18-axetoxy-7-

hydroxykaur-16-en-15-on (C3) và ent-1α-axetoxy-7,14α-dihydroxykaur-16-en-15-

on (C2) có tỷ lệ ức chế vi khuẩn V. parahaemolyticus lần lượt là 50,4% và 44,5%. 

Điều này cho thấy quercetin-3-O-β-D-glucopyranoside (P3) và ent-1α-axetoxy-
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7,14α-dihydroxykaur-16-en-15-on (C1) ở nồng độ 0,1% có khả năng ức chế sự phát 

triển của V. parahaemolyticus tốt. Tiếp theo nghiên cứu tập trung vào sử dụng mô 

phỏng docking phân tử tìm để hiểu lý thuyết cơ chế tác động của các hoạt chất này 

đến sự chuyển hóa proline của vi khuẩn V. parahaemolyticus và so sánh với kết quả 

thực nghiệm. 

4.4. Mô phỏng docking phân tử tìm hiểu cơ chế tác động của một số hoạt chất 

đến sự chuyển hóa proline của vi khuẩn V. parahaemolyticus 

Proline dehydrogenase (PDH) là một enzyme điều hòa đóng vai trò quan trọng 

trong việc tự tổ chức protein trong vi khuẩn. Cơ chế hoạt động của các hoạt chất ent-

1α-axetoxy-7,14α-dihydroxykaur-16-en-15-on (C2), ent-18-axetoxy-7-hydroxy-

kauran-15-on (C1), ent-18-axetoxy-7-hydroxykaur-16-en-15-on (C3) và quercetin-

3-O-β-D-glucopyranoside (P3) sẽ được phân tích sử dụng phương pháp mô phỏng 

lắp ghép phân tử giữa các hợp chất với đích enzyme PDH.  

Bảng 4.11. Điểm năng lượng liên kết và tương tác tạo thành của các chất với PDH  

Hợp chất 

Năng lượng liên 

kết tự do G 

(kcal/mol) 

Số liên kết 

Hydrogen  

Amino acid tham gia tạo liên kết 

Hydrogen 

C2 -9.9100 2 Gly64; Asp281 

C1 -10.8500 2 Gly64; Gln102 

C3 -10.3400 3 Gly64; Asp281; Arg289 

P3 -11.5900 8 
Asp61; Leu62; Gly64; Leu98; 

Leu100; Gln102 ; Arg288 ; Arg289 

Naucleidinal -7.8200 2 Gly64; Arg289 

 

Kết quả mô phỏng tương tác giữa các hợp chất tiềm năng với vùng hoạt động 

của enzyme proline dehydrogenase được trình bày tại bảng 4.11. Theo thuật toán của 

phần mềm Autodock 4.2.6, hợp chất có điểm năng lượng liên kết tự do càng âm nhiều 

có nghĩa ái lực liên kết của hợp chất với đích tác dụng càng lớn. Xét theo tiêu chí 

trên, cả bốn hợp chất sau mô phỏng đều cho kết quả ái lực liên kết tại vùng hoạt động 

của PDH tốt hơn so với chất chuẩn naucleidinal, trong đó hợp chất P3 cho thấy ái lực 

liên kết cao nhất (-11.5900 kcal/mol), hợp chất C2 có ái lực liên kết thấp nhất trong 

bốn chất nghiên cứu (-9.9100 kcal/mol). Những số liệu ban đầu này cho thấy độ tương 

quan cao giữa tính toán với thực nghiệm thể hiện qua hệ số tương quan R2 = 0.8014 

(Hình 4.29). Điều này gợi ý mô hình tính toán sử dụng trong nghiên cứu này có tiềm 

năng ứng dụng trong dự đoán các hợp chất có khả năng ức chế V. parahaemolyticus. 
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Hình 4.29. Đồ thị biểu diễn tương quan năng lượng liên kết tính toán và tỷ lệ ức chế 

Vibrio parahaemolyticus của các chất nghiên cứu 

Liên kết tạo thành giữa các hợp chất và vùng hoạt động của enzyme proline 

dehydrogenase của các hợp chất ent-1α-axetoxy-7,14α-dihydroxykaur-16-en-15-on 

(C2), ent-18-axetoxy-7-hydroxy-kauran-15-on (C1), ent-18-axetoxy-7-

hydroxykaur-16-en-15-on (C3), quercetin-3-O-β-D-glucopyranoside (P3) và đối 

chứng Naucleidinal được thể hiện như hình 4.28. 
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(C) 

  

(D) 

  

(E) 

Hình 4.30. Liên kết tạo thành giữa các hợp chất và vùng hoạt động PDH. (A) Hợp 

chất C2; (B) Hợp chất C1; (C) Hợp chất C3; (D) Hợp chất P3; (E) Naucleidinal; 

Liên kết Hydrogen – gạch đứt xanh; Liên kết không phân cực – gạch đứt đỏ 
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Hình 4.30 biểu diễn tương tác gồm liên kết hydrogen và liên kết không phân 

cực giữa enzyme PDH với các hợp chất tiềm năng hoạt tính. Năm 2017, nhóm nghiên 

cứu của Ding L. và cộng sự đã chỉ ra các amino acid đóng vai trò quan trọng trong 

vùng hoạt động của PDH gồm Gly64, Tyr285; Arg288; Arg289 và Glu292. Trong 

nghiên cứu này, chất chuẩn naucleidinal hình thành 2 liên kết hydrogen với các amino 

acid Gly64 và Arg289 tại vùng hoạt động của PDH, điều này chứng minh phần mềm 

mô phỏng sử dụng là đáng tin cậy. Chất P3 tạo ra 8 liên kết hydrogen với PDH, điều 

này phù hợp với ái lực liên kết mạnh giữa hợp chất và enzyme đích, ngoài ra, liên kết 

còn được củng cố thêm thông qua tương tác không phân cực với các amino acid 

Asp61, Leu62, Leu63, Phe76, Lys99, Gln102. Chất C1 hình thành liên kết hydrogen 

với Gly64 và Gln102 đi kèm là liên kết kị nước với một số amino acid thiết yếu khác 

trong vùng hoạt động như Asp61, Leu62, Leu63, Ph76, Asp281, Pro284, Tyr285 và 

Arg 288 để tạo nên ái lực tương tác mạnh của chất với enzyme PDH. Gly64, Asp281 

và Arg289 là ba amino acid của PDH tham gia tạo liên kết hydrogen với hợp chất C3, 

ngoài ra, các liên kết không phân cực khác bao gồm Leu63, Met66, Lys99, Gln102, 

Tyr285, Arg288. Chất C2 tương tác với enzyme PDH thông qua 2 liên kết hydrogen 

tại Gly64 và Asp281, các amino acid tham gia vào liên kết không phân cực của chất 

gồm Leu63, Lys99, Gln102, Tyr285, Arg288.  

Nhìn chung, các hợp chất đều hình thành liên kết với các amino acid quan 

trọng nằm trong vùng hoạt động của enzyme PDH, điều này gợi ý sự giải thích hợp 

lý cho cơ chế tạo ra hoạt tính kháng khuẩn của các hợp chất nghiên cứu. 

4.5. Kết quả tác dụng kháng V. parahaemolyticus các cao chiết thô in vivo 

Dựa trên kết quả sàng lọc và nhận định về hoạt tính kháng V. parahaemolyticus 

in vitro của các cao chiết thô ở mục 4.1. Các loài Thồm lồm (Polygonum chinense, 

PC.M) và Thầu dầu (Ricinus communis, RC.M) tiếp tục được thử nghiệm khả năng 

kháng vi khuẩn V. parahaemolyticus in vivo trên tôm thẻ dưới dạng bổ sung vào môi 

trường nước ở các nồng độ (25-40g/m3) tại Viện Nghiên cứu Nuôi trồng Thủy sản I; 

Các loài Ké hoa đào (Urena lobata, UL), Bọ mắm (Pouzolzia zeylanica, PZ), Khổ 

sâm (Croton tonkinensis, CT) và Đơn châu chấu (Aralia armata, AA) tiếp tục được 

thử nghiệm khả năng kháng vi khuẩn V. parahaemolyticus in vivo trên tôm thẻ dưới 

dạng bổ sung vào môi trường nước với liều 20 ppm tại Viện Nghiên cứu Nuôi trồng 

Thủy sản II. 
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4.5.1. Cao chiết Thồm lồm và Thầu dầu được bổ sung vào môi trường nước 

Cao chiết ethanol tổng Thồm lồm (PC.M) và Thầu dầu (RC.M) được sử dụng 

bổ sung vào môi trường nước ở các nồng độ PC.MNĐ1 (25g/m3), PC.MNĐ2 

(30g/m3), RC.MNĐ1 (35g/m3) và RC.MNĐ2 (40g/m3) tại 2 thời điểm (lần 1 tại thời 

điểm bắt đầu công cường độc và lần 2 cách lần 1 là 24h).  

  

Hình 4.31. Tỷ lệ % tôm chết khi ngâm trong PC.M (M4) và RC.M (M5) 

Kết quả nghiên cứu thử nghiệm chỉ rõ, lô thí nghiệm sử dụng chiết phẩm PC.M 

ở nồng độ 25g/m3; RC.M ở nồng độ 35g/m3 và 40g/m3 có tỷ lệ tôm chết 100% sau 6 

ngày gây nhiễm, trong khi đó lô đối chứng dương tôm chết 100% sau 3 ngày công 

cường độc vi khuẩn gây AHPND (Hình 4.31). Các mẫu tôm thu tái phân tích vi khuẩn 

cho kết quả 100% dương tính AHPND bằng phương pháp PCR. Như vậy thời gian 

tôm chết ở lô thí nghiệm sử dụng chiết phẩm thô chậm hơn so với lô đối chứng dương 

là 3 ngày. Điều đó có nghĩa các cao chiết đã có hiệu quả diệt vi khuẩn trong môi 

trường nước nhưng chưa hoàn toàn. Bên cạnh đó, kết quả nghiên cứu cũng chỉ rõ lô 

sử dụng chiết phẩm PC.M với nồng độ 30g/m3, có tỷ lệ chết tích lũy đến ngày thứ 21 

là 40%. Số tôm còn lại sau ngày thứ 21 được ghi nhận phản xạ nhanh, gan sáng màu. 

Hình 4.30 có thể thấy cao chiết PC.M ở nồng độ 30g/m3 sử dụng pha vào nước 

nuôi tôm có mầm bệnh AHPND ở 2 thời điểm (bắt đầu xuất hiện mầm bệnh và lặp 

lại sau 24h) đã nâng cao tỷ lệ sống tôm 60% so với lô đối chứng dương, tốt hơn so 

với dịch chiết RC.M ở nồng độ 35g/m3 và 40g/m3. 

 

4.5.2. Cao chiết Khổ sâm, Đơn châu chấu, Bọ mắm, và Ké hoa đào được bổ sung 

vào môi trường nước 

Bể tôm được ngâm cao chiết ethanol tổng của các loài Khổ sâm (CT.M), Đơn 

châu chấu (AA.M), Bọ mắm (PZ.M), và Ké hoa đào (UL.M) trước khi gây nhiễm 1 

giờ và ngâm lần 2 sau 24 giờ gây nhiễm với liều 20 ppm. Số lượng tôm chết được ghi 

nhận trong 7 ngày gây nhiễm và tỷ lệ sống của tôm thí nghiệm được thể hiện như 

hình 4.32 và hình 4.33. 
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Hình 4.32. Tỷ lệ sống trung bình của tôm 

được ghi nhận trong 7 ngày cảm nhiễm 

Hình 4.33. Tỷ lệ tôm sống trung bình 

sau 7 ngày gây nhiễm 

 

Hình 4.32 cho thấy, tôm chết nhanh từ ngày 1 đến ngày thứ 3 sau cảm nhiễm, 

và tôm ngưng chết từ ngày thứ 4 trở đi ở các nghiệm thức ngâm dịch chiết Bọ mắm, 

Ké hoa đào. Tỷ lệ sống trung bình của tôm sau 7 ngày gây nhiễm được ghi nhận cao 

nhất là 71,7 ± 2,9% ở nghiệm thức ngâm cao chiết thô Khổ sâm; kế đến là nghiệm 

thức ngâm cao chiết Đơn châu chấu 61,7 ± 2,9%; nghiệm thức ngâm cao  chiết Bọ 

mắm là 35% ± 10,0%; và thấp nhất là nghiệm thức ngâm cao chiết Ké hoa đào 11,7 

± 7,6%. Trong khi đó, tỷ lệ sống trung bình ở nghiệm thức đối chứng dương là 10 ± 

5,0% và đối chứng âm tôm vẫn sống 100% sau kết thúc thí nghiệm. 

Các thí nghiệm đã chỉ ra rằng, cao chiết tổng Khổ sâm cho hiệu quả kháng 

khuẩn V. parahaemolyticus tốt nhất. Nên các nghiên cứu tiếp theo tập trung vào cao 

chiết tổng này.  

Nghiên cứu tiếp theo ngâm cao chiết Khổ sâm (CT.M) trước khi gây nhiễm 1 

giờ và ngâm lần 2 sau 24 giờ gây nhiễm với liều 15 ppm. Số lượng tôm chết được ghi 

nhận sau 7 ngày gây nhiễm, tỷ lệ sống của tôm thí nghiệm được thể hiện ở hình 4.34 

và hình 4.35 cho thấy tỷ lệ sống trung bình của tôm ở nghiệm thức ngâm cao chiết 

thô Khổ sâm sau 7 ngày gây nhiễm được ghi nhận là 60,0 ± 5,0%. Trong khi đó, tỷ 

lệ sống trung bình ở nghiệm thức đối chứng dương là 13,3 ± 5,8% và đối chứng âm 

tôm vẫn sống 100% sau kết thúc thí nghiệm. 

 
 

Hình 4.34. Tỷ lệ sống trung bình của tôm 

được ghi nhận sau 7 ngày cảm nhiễm 

Hình 4.35. Tỷ lệ tôm sống trung bình sau 7 

ngày gây nhiễm 
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Nghiên cứu tiếp theo về kết quả thử nghiệm LC50 của cao chiết khổ sâm qua 

đường nước. Tỷ lệ chết của tôm thí nghiệm khi tiếp xúc với các nồng độ cao chiết 

khổ sâm khác nhau ở các thời điểm 24, 48, 72, và 96 giờ, được trình bày ở bảng 4.12.  

Bảng 4.12. Tỷ lệ chết (trung bình  sai số chuẩn) của tôm thí nghiệm xác định LC50 

sau khi tiếp xúc với cao chiết khổ sâm với các nồng độ khác nhau. 

Nồng độ  

cao chiết  

Tỷ lệ (%) trung bình tôm chết thời gian thí nghiệm 

24h 48h 72h 96h 

0 ppm 0  0 0  0 0  0 0  0 

30 ppm 0a  0 6,67  2,89 11,67  2,89 11,67  2,89 

60 ppm 10  5 18,33  7,64 30  15 30  15 

90 ppm 18,33  2,89 36,67  12,58 50  5 50  5 

120 ppm 18,33  5,77 86,67  11,55 93,33  7,64 93,33  7,64 

150 ppm 28,33  5,77 90  8,66 100  0 100  0 

LC50 (ppm) - 93,02 81,25 81,25 

 

Từ số liệu bảng 4.12 về tỷ lệ gây chết tôm được thu nhận, giá trị LC50 được 

xác định ở các thời điểm 48, 72 và 96 giờ lần lượt là 93,02ppm, 81,25ppm, và 

81,25ppm. Trong khi, ở thời điểm 24 giờ, giá trị LC50 không xác định được do tỷ lệ 

chết thấp.  

4.5.3. Tác dụng kháng khuẩn V. parahaemolyticus trộn thức ăn nuôi tôm 

Cao chiết Thồm lồm (PC.M) bổ sung vào môi trường nước in vivo cho kết quả 

V. parahaemolyticus tốt hơn cả (đã nâng cao tỷ lệ sống tôm 60% so với lô đối chứng 

dương) so với cao chiết Thầu dầu (RC.M), hơn nữa, hoạt chất quercetin-3-O-β-D-

glucopyranoside (P3) (có hàm lượng 1,11% trong Thồm lồm (PC.M)) thể hiện hoạt 

tính kháng V. parahaemolyticus in vitro cao nhất (ức chế 82,5% vi khuẩn V. 

parahaemolyticus trong vòng 24 giờ). Bên cạnh đó,  cao chiết Khổ sâm bổ sung vào 

môi trường nước in vivo cho kết quả kháng vi khuẩn V. parahaemolyticus cao nhất 

(tỷ lệ sống 71,7 %) so với cao chiết Đơn châu chấu, Bọ mắm và Ké hoa đào, hơn nữa, 

kết quả thử hoạt tính kháng khuẩn V. parahaemolyticus in vitro của các chất sạch cho 

thấy, hợp chất ent-18-axetoxy-7-hydroxykauran-15-on (C1, hàm lượng 0,012%), 

ent-1α-axetoxy-7,14α-dihydroxykaur-16-en-15-on (C2, hàm lượng 0,80%) và ent-

18-axetoxy-7-hydroxykaur-16-en-15-on (C3, hàm lượng 0,52%) từ cây Khổ sâm 

thể hiện hoạt tính kháng V. parahaemolyticus lần lượt là 70,8%, 44,5% và 50,4%. 

Điều đó, đã góp phần làm sáng tỏ thành phần quyết định hoạt tính chính của Thồm 
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lồm và Khổ sâm. Do đó, nghiên cứu tiếp theo tập trung làm sáng tỏ tác dụng kháng 

khuẩn V. parahaemolyticus của cao chiết Thồm lồm và Khổ sâm theo dạng trộn vào 

thức ăn nuôi tôm tại Viện Nghiên cứu Nuôi trồng Thủy sản I và II. 

4.5.3.1. Cao chiết Thồm lồm (PC.M) trộn thức ăn nuôi tôm 

Đối với công thức phối trộn cao chiết Thồm lồm (PC.M) vào thức ăn: tôm 

được ăn với 2 nồng độ 25 và 30g/100kg tôm liên tục trong 6 ngày, sau đó công cường 

độc vi khuẩn bằng bổ sung vi khuẩn vào nước nuôi với mật độ 105-106 cfu/ml. 

  

Hình 4.36. Tỷ lệ (%) tôm chết trong khi 

cho tôm ăn thức ăn chứa PC.M (V1.1) 

Hình 4.37. Bổ sung chế phẩm vào thức ăn 

cho ăn 7 ngày liên tục trước công cường độc 

 

Kết quả cho thấy bằng biện pháp cho ăn ở nồng độ 25g/100kg tôm tỷ lệ chết 

27%, trong khi đó lô ăn 30g/100kg tôm có tỷ lệ chết 60%. Tỷ lệ chết cao ở lô cho ăn 

30g/100kg tôm được ghi nhận do ở ngày thứ 3 sau khi công cường độc. Như vậy qua 

mô hình thí nghiệm này nhận thấy thảo dược Thồm lồm (PC.M) có hiệu quả phòng 

bệnh AHPND với tỷ lệ sống đạt cao >60% so với lô đối chứng dương.  

4.5.3.2. Cao chiết Khổ sâm (CT.M) trộn thức ăn nuôi tôm 

Kết quả thí nghiệm phòng bệnh bằng cao chiết khổ sâm trộn vào thức ăn và 

cho tôm ăn suốt 7 ngày với các nồng độ 0%, 1%, 2% và 4% lượng thức ăn hàng ngày 

của tôm được trình bày ở hình 4.38 và 4.39. Kết quả cho thấy tôm chết nhiều ở ngày 

thứ hai và thứ ba sau gây nhiễm, và tôm ngưng chết từ ngày thứ năm sau gây nhiễm 

của thí nghiệm. Trong khi, ở đối chứng dương tôm chết nhiều ở ngày thứ nhất và thứ 

hai. Tỷ lệ sống của tôm ở nghiệm thức đối chứng dương (tôm ăn thức ăn không trộn 

cao chiết) là 15±5% và tỷ lệ sống trung bình của tôm ở nghiệm thức đối chứng âm là 

100%. Trong khi đó, các nghiệm thức phòng bệnh bằng cao chiết ở các nồng độ 1%; 

2% và 4% có tỷ lệ tôm sống lần lượt là 43,3±5,8%; 63,3±7,6% và 71,7±2,9%. Điều 

này có thể nói rằng cao chiết Khổ sâm có hiệu quả phòng bệnh hoại tử gan tuỵ cấp ở 

tôm thẻ chân trắng với cả hai liều 2% và 4% trộn vào thức ăn với tỷ lệ sống trung 

Tỷ
 lệ
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t 
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Thời gian theo dõi thí nghiệm
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bình trên 60%. Tỷ lệ tôm sống trung bình sau 7 ngày gây nhiễm được ghi nhận khi 

ăn cao chiết Khổ sâm 12 ngày cũng không có sự khác biệt so với tôm ăn cao chiết 

khổ sâm trong 7 ngày. 

  

Hình 4.38. Tỷ lệ sống trung bình của 

tôm được ghi nhận trong 7 ngày cảm 

nhiễm khi ăn cao chiết Khổ sâm 7 ngày 

Hình 4.39. Tỷ lệ tôm sống trung bình sau 

7 ngày gây nhiễm được ghi nhận khi ăn 

cao chiết Khổ sâm 12 ngày 

Kết quả phân tích mô bệnh học các mẫu tôm thí nghiệm phòng bệnh AHPND 

cho thấy gan tuỵ tôm ăn thức ăn trộn 2% và 4% Khổ sâm có cấu trúc bình thường. 

Kết quả thử nghiệm LC50 của cao chiết khổ sâm qua đường thức ăn: Tỷ lệ chết 

trung bình của tôm thí nghiệm ở các thời điểm 24, 48, 72, và 96 giờ được trình bày ở 

bảng 4.13. Tôm được cho ăn hàng ngày với các nồng độ cao chiết khổ sâm được trộn 

vào thức ăn bao gồm 0, 25, 30, 35, 40, và 45%.  

Bảng 4.13. Tỷ lệ tôm chết sau sử dụng cao chiết khổ sâm ở các nồng độ khác nhau 

Nồng độ  

cao chiết  

Tỷ lệ (%) trung bình tôm chết theo thời gian thí nghiệm 

24h 48h 72h 96h 

0 % 0  0 0  0 0  0 0  0 

25 % 3,33  2,89 11,67  2,89 15  5 16,67  2,89 

30 % 1,67  2,89 10  0 18,33  2,89 18,33  2,89 

35 % 3,33  2,89 6,67  2,89 15  5 18,33  5,77 

40 % 5  0 10  0 18,33  5,77 20  5 

45 % 3,33  2,89 15b  5 21,67  2,89 21,6  2,89 

LC50 - - - - 

 

Kết quả thí nghiệm cho thấy không có tôm chết ở nghiệm thức đối chứng (0%) 

trong suốt 96 giờ thí nghiệm. Ở tất cả các nghiệm thức ăn cao chiết, tôm chết sau 24 

giờ, có tỷ lệ chết trung bình từ 1,672,89% đến 50%. Tỷ lệ trung bình tôm bị chết 

sau 48 giờ ở nồng độ cao chiết cao nhất (45%) là 155%. Ở thời điểm 72 và 96 giờ, 
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tỷ lệ trung bình tôm chết ở nồng độ cao nhất của thí nghiệm (45%) là tương đương 

nhau (21,672,89%). Do các kết quả tỷ lệ tôm chết <22%, nên số liệu này không xác 

định được giá trị LC50 ở các thời điểm quan sát (bảng 4.13).  

Ảnh hưởng của cao chiết khổ sâm đến gan tôm qua đường ăn: Sau 96 giờ, tôm 

được cho ăn cao chiết khổ sâm, tôm sống được cố định bằng dung dịch Davidson để 

phân tích cấu trúc mô học. Gan tuỵ tôm ở nhóm đối chứng có cấu trúc bình thường 

bao gồm có nhiều tế bào tiết hay tế bào B (chứa một không bào lớn). Gan tuỵ của tôm 

ăn thức ăn có trộn 2% cao chiết của khổ sâm, 4% và 45% vẫn duy trì cấu trúc bình 

thường như nhóm đối chứng. Các kết quả trên cho thấy cao chiết khổ sâm không gây 

ảnh hưởng đến cấu trúc gan tuỵ của tôm. 

Các nghiên cứu trên đã chỉ ra rằng, Khổ sâm và Thồm lồm là cây thảo dược 

tiềm năng lớn để có thể phát triển thành sản phẩm có tác dụng kháng khuẩn V. 

parahaemolyticus trên tôm nuôi. 

B. DOCKING PHÂN TỬ VÀ HOẠT TÍNH GÂY ĐỘC TẾ BÀO IN VITRO 

4.6. Nghiên cứu docking phân tử các hợp chất ent-kaurane diterpenoid định 

hướng ức chế con đường tín hiệu PI3K 

Mục tiêu của nghiên cứu này là tiến hành docking phân tử sử dụng phần mềm 

Molegro Virtual Docker để xác định các hợp chất diterpenoid có khả năng ức chế con 

đường tín hiệu PI3K, sau đó, nghiên cứu hoạt tính gây độc tế bào của chúng trên dòng 

tế bào ung thư phổi người (A549).  

Dựa trên các hợp chất đã phân lập từ lá cây Khổ sâm và tài liệu công bố quốc 

tế, tiến hành docking phân tử cho 7 hợp chất ent-kaurane diterpenoid gồm: ent-18-

axetoxy-7β-hydroxykaur-15-one (C1), ent-1α-axetoxy-7β,14α-dihydroxykaur-16-

en-15-one (C2), ent-18-axetoxy-7β-hydroxykaur-16-en-15-one (C3); ent-7β,14α-

dihydroxykaur-16-en-15-one (4); ent-18α-axetoxy-7α,14β-dihydroxykaur-16-en-15-

one (5); ent-1α,14α-diacetoxy-7β-hydroxykaur-16-en-15-one (6); và ent-1α,7β-

diacetoxy-14α-hydroxykaur-16-en-15-one (7) định hướng ức chế trên các protein 

chính thuộc con đường tín hiệu PI3K gồm: AKT (PDB ID: 1UNQ), mToR (PDB ID: 

4JSV), COX-2 (PDB ID: 3NT1), MDM2 (PDB ID: 4JRG) và PDK1 (PDB ID: 

5LOV) trong điều trị ung thư phổi tế bào không nhỏ. 

Trong quá trình phân tích kết quả mô phỏng, ái lực tương tác và các liên kết 

hydro sẽ được phân tích cụ thể cho những cấu hình liên kết tối ưu. Đối với cấu hình 
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liên kết tối ưu của hợp chất được xếp hạng cao nhất, MVD và Ligplot+ v2.1 sẽ được 

sử dụng để phân tích cụ thể về trạng thái của hợp chất trong vùng hoạt động của 

protein, nhận diện các liên kết hình thành với amino acid của protein. 

Bảng 4.14. Điểm năng lượng dock của các hợp chất diterpenoid và oxaliplatin với 

các đích protein AKT, mToR, COX-2, MDM2, PDK1 

Protein đích Phối tử 

Điểm năng 

lượng dock 

(kcal/mol) 

Amino acid tham gia liên kết 

Hydro 

Ái lực 

liên kết 

(kJ/mol) 

AKT  

(PDB ID: 1UNQ) 

Hợp chất 7 -84.0 

O28-O-SER56; O28-O-LEU78; 

O18-ALA58; O25-O-LEU110; O25-

LEU110; O25-GLU114; O23-

OSER56 

-13.2 

Hợp chất 6 -81.4 
O25-O-GLU114; O25-LEU110; 

029-ALA58; O29-SER56  
-12.5 

Hợp chất C2 -80.3 
O25-O-GLU114; O25-LEU110; 

O29-N-ALA58; O29-C-SER56 
-11.9 

Hợp chất 4 -54.3 
O25-O-ASP32; O23-O-LEU110; 

O17-O-GLN104; O22-O-CYS60 
-10.0 

Hợp chất C1 -53.4 O22-O-ASP32 -8.9 

Hợp chất 5 -56.3 
O25-O-GLN59; O25-N-LYS111; 

O25-O-GLU114 
-10.7 

Hợp chất C3 -85.9 
O24-O-GLU114; O24-N-GLN59; 

O24-N-LYS111 
-12.7 

ĐỐI CHỨNG oxaliplatin -77.0 NIL -18.5 

mToR  

(PDB IB: 4JSV) 

Hợp chất 7 -72.3 O18-N-VAL2227 -16.1 

Hợp chất 6 -124.5 NIL -14.4 

Hợp chất C2 -104.9 

O25-N-VAL2227; O18-O-

VAL2227; O23-O-GLU2196; O18-

O-GLU2196 

-13.2 

Hợp chất 4 -84.7 O18-O-GLU2196 -10.5 

Hợp chất C1 -84.8 O8-O-GLU2196 -11.6 

Hợp chất 5 -89.8 
O22-O-LEU1936; O22-O-

GLN1937; O18-N-GLN2200 
-10.5 

Hợp chất C3 -108.7 

O24-N-THR2143; O24-N-

TYR2144; O18-N-VAL2227; O8-O-

GLU2196 

-15.8 

ĐỐI CHỨNG oxaliplatin -94.7 O13-O-PRO2229; O14-O-PRO2229 -20.0 

COX-2  

(PDB ID: 3NTI) 

Hợp chất 7 -108.8 

H64-ON-HIS388; O25-N-GLN289; 

O18-O-PHE210; O25-O-PHE210; 

O18-N-HIS207 

-13.7 

Hợp chất 6 -109.5 

O17-N-HIS207; O17-O -PHE210; 

O29-O-THR212; O23-O-THR-212; 

O29-N-ASN382; O23-N-N-

ASN382; O18-O-THR212; O23-O-

TYR148 

-14.8 

Hợp chất C2 -89.7 
O25-O-ASN382; O25-O-HIS386; 

O18-N-HIS207; O18-N-GLN203 
-11.6 
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Hợp chất 4 -81.7 
O22-N-THR212; O22-O-THR212; 

O17-N-HIS214; O18-N-GLN289 
-11.5 

Hợp chất C1 -81.5 

O18-O-PHE210; O18-N-GLN289; 

O17-N-HIS214; O22-N-THR212; 

O22-N-THR212 

-10.9 

Hợp chất 5 -107.3 
O17-O-PHE210; O17-N-GLN289; 

O25-C-HIS386 
-10.4 

Hợp chất C3 -110.2 
O17-O-PHE210; O17-N-GLN289; 

H1-O-TYR385 
-13.0 

ĐỐI CHỨNG  oxaliplatin -113.6 

O14-O-HIS386; O13-O-HIS386; 

O13-O-ASN382; O13-O-ASN382; 

N6-O-TYR385   

-21.8 

MDM2  

(PDB ID: 4JRG) 

Hợp chất 7 -92.8 
O18-O-LEU50; O25-O-TYR51; 

O17-O-VAL89; H64-N-HIS92 
-13.0 

Hợp chất 6 -104.5 
O23-O-VAL89; O25-O-LYS47; 

O25-N-TYR51 
-12.0 

Hợp chất C2 -75.6 
O25-H-LYS47; O18-O-VAL89; 

O18-N-HIS92 
-10.4 

Hợp chất 4 -58.5 O17-O-VAL89; O18-O-LEU50 -9.0 

Hợp chất C1 -67.4 O18-O-LYS47; O22-O-LEU50 -8.5 

Hợp chất 5 -72.4 O25-N-HIS92 -9.6 

Hợp chất C3 -78.1 NIL -10.1 

ĐỐI CHỨNG oxaliplatin -82.4 H1-O-LEU50 -20.3 

PDK1  

(PDB ID: 5LOV) 

Hợp chất 7 -87.9 

O28-N-LYS207; O28-O-ASP205; 

O28-N-ASN210; O28-O-ASN210; 

O17-O-ASP223; O18-N-SER92; 

O19-O-TYR161; O25-O-SER94 

-15.0 

Hợp chất 6 -101.0 
O23-O-GLU90; O17-O-GLU166; 

O25-O-THR222 
-13.0 

Hợp chất C2 -71.4 
O17-O-THR222; O23-O-ASN210; 

O23-O-GLU209 
-10.2 

Hợp chất 4 -72.7 
H44-O-ALA162; O22-N-GLU166; 

O17-O-LEU88 
-15.0 

Hợp chất C1 -72.7 
H44-O-ALA162; O22-N-GLU166; 

O17-O-LEU88 
-10.2 

Hợp chất 5 -85.9 

O22-O-GLU209; O22-O-ASN210; 

O17-O-THR222; O25-O-ALA162; 

O25-N-ALA162 

-11.5 

Hợp chất C3 -91.8 

O24-O-ALA162; O24-N-ALA162; 

O21-0-LEU212; O21-O-ASN210; 

O17-O-THR222 

-13.0 

ĐỐI CHỨNG oxaliplatin -87.9 

N7-O-ALA162; N6-O-LEU88; O14-

N-LYS86; O14-O-TYR161; O10-O-

TYR161 

-21.9 

 

Chi tiết về liên kết hydro tạo thành giữa hợp chất nghiên cứu với các đích 

protein được trình bày từ các hình 4.37 đến hình 4.41. Phân tích điểm năng lượng cho 

thấy trong số các hợp chất nghiên cứu, hợp chất ent-1α,14α-diacetoxy-7β-
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hydroxykaur-16-en-15-one (6) có điểm năng lượng dock với mToR cao nhất là -124,5 

kcal/mol, đứng thứ hai là ent-18-axetoxy-7β-hydroxykaur-16-en-15-one (C3) liên kết 

với COX-2 có điểm năng lượng dock -110,2 kcal/mol. Xét trên phương diện liên kết 

hydro, hợp chất 6 không tạo liên kết hydro với mToR do đó tương tác với mToR 

không bền vững mặc dù điểm năng lượng dock cao hơn so với các chất khác. Trong 

khi đó, hợp chất C3 tạo liên kết hydro với Phe210, Gln289 and Tyr385 thông qua vị 

trí O17 và H1. Tương tự, kết quả tính ái lực liên kết chỉ ra hợp chất ent-1α,7β-

diacetoxy-14α-hydroxykaur-16-en-15-one (7) và ent-18-axetoxy-7β-hydroxykaur-

16-en-15-one (C3) có ái lực liên kết mạnh nhất với mToR lần lượt là -16,1 kJ/mol và 

-15,8 kJ/mol. Nhìn chung, trong số 7 hợp chất nghiên cứu, ngoại trừ chất chuẩn 

oxaliplatin thể hiện ái lực liên kết tốt với tất cả các protein, chúng tôi nhận thấy ent-

1α,7β-diacetoxy-14α-hydroxykaur-16-en-15-one (7) có ái lực liên kết mạnh nhất với 

AKT, mToR, MDM2 và PDK1, trong lúc đó, hợp chất có ái lực tốt nhất với COX-2 

là ent-1α,14α-diacetoxy-7β-hydroxykaur-16-en-15-one (6).  

So sánh kết quả với chất chuẩn, chúng tôi nhận thấy đối với protein AKT, 4 

hợp chất có điểm năng lượng dock cao hơn oxaliplatin bao gồm: ent-18-axetoxy-7β-

hydroxykaur-16-en-15-one (C3); ent-1α,7β-diacetoxy-14α-hydroxykaur-16-en-15-

one (7); ent-1α,14α-diacetoxy-7β-hydroxykaur-16-en-15-one (6) and ent-1α-

acetoxy-7,14α-dihydroxykaur-16-en-15-one (C2) với điểm số lần lượt là -85,9 

kcal/mol, -84,0 kcal/mol, -81,4 kcal/mol, và -80,3 kcal/mol. Quan sát thấy oxaliplatin 

không tạo liên kết hydrogen với AKT, tuy nhiên, 4 hợp chất nói trên đều tạo liên kết 

hydrogen với Glu114 và hợp chất 7 cho thấy khả năng liên kết bền vững nhất khi tạo 

ra tổng số 7 liên kết hydrogen với protein AKT.   

Đối với đích protein thứ hai là mToR, kết quả mô phỏng cho thấy 3 hợp chất 

ent-1α,14α-diacetoxy-7β-hydroxykaur-16-en-15-one (6), ent-1α-axetoxy-7β,14α-

dihydroxykaur-16-en-15-one (C2) và ent-18-axetoxy-7β-hydroxykaur-16-en-15-one 

(C3) có điểm năng lượng dock cao hơn oxaliplatin mặc dù tương tác chúng tạo ra với 

các amino acid của mToR không giống với chất chuẩn. Mặt khác, hợp chất 7 nổi bật 

lên với ái lực liên kết mạnh -16,1 kJ/mol và liên kết hydro tạo ra với mToR tại 

Val2227.  

Tiếp theo là kết quả mô phỏng với COX-2, đáng chú ý trong trường hợp này 

là tất cả các hợp chất nghiên cứu đều ghi nhận điểm năng lượng docking và ái lực 

liên kết khá thấp so với chất chuẩn oxaliplatin. Trong trường hợp này, hợp chất 6 
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được coi là tiềm năng nhất dựa trên kết hợp 2 tiêu chí điểm số và amino acid tạo 

tương tác: Asn382 và His386. 

 

(A) 

 

(B) 

 

(C) 

 

(D) 

 

(E) 

 

(F) 

 

(G) 

 

Hình 4.40. Liên kết hydro hình thành giữa các hợp chất (A) Hợp chất 7; (B) Hợp 

chất 6; (C) Hợp chất C2; (D) Hợp chất 4; (E) Hợp chất C1; (F) Hợp chất 5; (G) Hợp 

chất C3 với các amino acid trong vùng hoạt động của protein mTor 
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(A) 

 

(B) 

 

(C) 

 

(D) 

 

(E) 

 

(F) 

 

(G) 

Hình 4.41. Liên kết hydro hình thành giữa các hợp chất (A) Hợp chất 7; (B) Hợp 

chất 6; (C) Hợp chất C2; (D) Hợp chất 4; (E) Hợp chất C1; (F) Hợp chất 5; (G) Hợp 

chất C3 với các amino acid trong vùng hoạt động của protein AKT 
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(A) 

 

(B) 

 

(C) 

 

(D) 

 

(E) 

 

(F) 

 

(G) 

Hình 4.42. Liên kết hydro hình thành giữa các hợp chất (A) Hợp chất 7; (B) Hợp 

chất 6; (C) Hợp chất C2; (D) Hợp chất 4; (E) Hợp chất C1; (F) Hợp chất 5; (G) Hợp 

chất C3 với các amino acid trong vùng hoạt động của protein COX-2 
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Với đích protein MDM2, hợp chất 7 và 6 có điểm năng lượng dock cao vượt 

trội so với các chất còn lại lần lượt là -92,8 kcal/mol và -104,5 kcal/mol. Ái lực liên 

kết của hợp chất 7 và 6 thấp hơn nhiều so với chất chuẩn oxaliplatin, tuy nhiên 7 có 

hình thành liên kết với amino acid Leu50 giống với chất chuẩn tại vùng liên kết. 

 

(A) 

 

(B) 

 

(C) 

 

(D) 

 

(E) 

Hình 4.43. Liên kết hydro hình thành giữa các hợp chất (A) Hợp chất 7; (B) Hợp 

chất C2; (C) Hợp chất 4; (D) Hợp chất C1; (E) Hợp chất C3 với các amino acid 

trong vùng hoạt động của protein MDM2 

 

Cuối cùng là kết quả mô phỏng với PDK1, số liệu thu được chỉ ra rằng hợp 

chất 6, C3, 7 có điểm năng lượng dock cao hơn so với Oxaliplatin lần lượt là -101.0 

kcal/mol, -91,8 kcal/mol và -87,9 kcal/mol. Hợp chất 7 hình thành 8 liên kết hydrogen 

tại vùng hoạt động với protein PDK1 và có ái lực liên kết -15,0 kJ/mol do đó có thể 

được coi là chất tiềm năng.  
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(A) 

 

(B) 

 

(C) 

 

(D) 

 

(E) 

 

(F) 

 

(G) 

 

Hình 4.44. Liên kết hydro hình thành giữa các hợp chất (A) Hợp chất 7; (B) Hợp 

chất 6; (C) Hợp chất C2; (D) Hợp chất 4; (E) Hợp chất C1; (F) Hợp chất 5; và (G) 

Hợp chất C3 với các amino acid trong vùng hoạt động của protein PDK1 

 

Phân tích cho thấy tất cả các hợp chất đều tạo tương tác không phân cực tại 

vùng hoạt động của các protein đích. Các amino acid tham gia vào liên kết không 

phân cực được trình bày tại bảng 4.15 và từ các hình 4.45 đến hình 4.50.  
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Bảng 4.15. Các liên kết không phân cực hình thành giữa các hợp chất diterpenoid và 

oxaliplatin với các đích protein AKT, mToR, COX-2, MDM2, PDK1 

Protein đích Hợp chất Amino acid tham gia liên kết không phân cực 

AKT  

(PDB ID: 1UNQ)  

Hợp chất 7 Lys111, Glu114, Glu59, Asp 32 

Hợp chất 6 
Glu114, Glu59, Lys111, Leu110, Ala107, Gly33, 

Thr34, Ser56, Asp32, Val157 

Hợp chất C2 Ala58, Gln113, Glu114 

Hợp chất 4 
Asp108, Gln61, Gln104, Cys40, Ala107, Glu59, 

Lys111, Asp108 

Hợp chất C1 Asp3, Asp32, Leu110, Gln113, Glu114 

Hợp chất 5 Ala58, Leu110, Ala107 

Hợp chất C3 Lys111, Ala107, Ala58, Leu110, Gln113 

ĐỐI CHỨNG  oxaliplatin Glu114, Gln113, Leu110 

mToR  

(PDB IB: 4JSV)  

Hợp chất 7 
Gln1937, Leu1936, Ile1939, Pro2229, Try1974, 

Ile2228, Ala2226, Glu2196, Gly2142, Gln2200 

Hợp chất 6 

Met2199, Ala2226, Ile2228, Val2227, Tyr2225, 

Gly2142, Pro2229, Pro1976, Ala1971, Tyr1974, 

Glu1970,Ile1939, Glu2196, Gln1937, Pro1940, 

Gln2200 

Hợp chất C2 

Ala2226, Met 2199, Gln2200, Gln1937,Glu2126, 

Pro1940, Pro1975, Gly2142, Ile2228, Pro2229, 

Ala1971,Gln1970 

Hợp chất 4 
Gln2200, Pro1940, Val2227, Ile2228, Gln1970, 

Pro1975, Pro2229, Ile1939  

Hợp chất C1 
Leu1900, Gly2203, Arg2224, Met2199, Glu2200, 

Pro1940, Glu2196, Glu1937 

Hợp chất 5 
Leu1900, Gly2203, Arg2224, Glu2200, Met2199, 

Pro1940, Glu2196, Glu2196, Glu1937 

Hợp chất C3 
Ala2139, Ala1971, Tyr1974, Pro1975, Gly2142, 

Gln1970, Pro2229, Tyr2225, Ala2226, Ile2228 

ĐỐI CHỨNG oxaliplatin Val978, Pro1975, Tyr1974, Ile2228  

COX-2  

(PDB ID: 3NTI)  

Hợp chất 7 
His214, Gln283, Leu194, His207, Gln289, Arg222, 

Thr212, Val291, Lys211, His336, Tyr385 

Hợp chất 6 
Arg222, Val291, Lys211, Gln289, Gln454, His207, 

His386 

Hợp chất C2 
The212, Phe210, His214, Lys211, Gln289, Val291, 

His388, Val447, Leu294  

Hợp chất 4 
Arg222, His214, Val214, Val291, Lys211, Gln289, 

His386, His207, Phe210 

Hợp chất C1 Lys 211, His386, His388, His207, Phe210, Val291 

Hợp chất 5 
Asn382, Phe210, His386, His207, Thr212, Val 291, 

Lys211, Gln289, His386, Phe210 

Hợp chất C3 
Tyr285, Thr266, Phe210, His267, His386, His214, 

Thr212, Val291, Lys 211, Arg222 

ĐỐI CHỨNG oxaliplatin Phe210, Tyr385, His207, His386 

MDM2  

(PDB ID: 4JRG)  

Hợp chất 7 
Tyr61, Gly54, Leu53, Val189, Ile57, Phe87, Ile95, 

His92, Tyr96 

Hợp chất 6 
Tyr51, Gly54, Ile57, Leu50, Phe37, Ile95, His92, 

Tyr96    

Hợp chất C2 Tyr51, Leu50, Gly54, Ile95, Ile57, Val89 
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Hợp chất 4 
Phe82, Leu78, Val89, Gly54, Ile95, Leu50, Ile99, 

Leu53, Ile57, Phe87 

Hợp chất C1 His92, Ile95, Val89, Lys47, Leu50 

Hợp chất 5 
Phe87, Leu50, Ile95, His92, Val89, Ile57, Ile95, Tyr51, 

Met58, Gly54 

Hợp chất C3 Ile95, His92, Gly54, Val89, Ile57, Met58, Leu50 

ĐỐI CHỨNG oxaliplatin Leu50 

PDK1  

(PDB ID: 

5LOV)  

Hợp chất 7 
Gly89, Glu 90, Phe93, Gly91, Ser92, Lys207, Val96, 

Lys111, Thr222 

Hợp chất 6 
Leu88, Gly89, Val96, Leu212, Leu159, Asp223, Ser94, 

Gly91, Asn210    

Hợp chất C2 
Gly91, Leu88, Gly89, Val96, Glu166, Leu212, Glu90, 

Lys111, Asp223 

Hợp chất 4 
Thr222, Glu209, Val96, Ala162, Gly165, Glu166, 

Leu212, Leu88, Tyr161  

Hợp chất C1 
Glu209, Val96, Thr222, Gly165,Gly165, Glu166, 

Ala162, Leu212, Leu88, Tyr161, Ala162 

Hợp chất 5 
Tyr161, Leu212, Asn210, Lys111, Asp223, Glu209, 

Val96, Gly89, Glu166, Leu88 

Hợp chất C3 
Ala109, Tyr161, Leu88, Glu166, Gly89, Val96, 

Lys111, Asp223, Leu212 

ĐỐI CHỨNG oxaliplatin Tyr161, Leu88 

Như đã phân tích, chất 7 được dự đoán có tiềm năng cao nhất, do đó chúng tôi 

tập trung phân tích sâu hơn cho hợp chất này. Đối với protein AKT, bên cạnh các liên 

kết hydrogen tạo thành, tương tác giữa hợp chất 7 và AKT được củng cố bền vững 

thêm thông qua các liên kết không phân cực với các amino acid Lys111, Glu114, 

Glu59, Asp 32. Phân tích tương tác với mToR cho thấy có 10 amino acid tham gia 

liên kết không phân cực gồm Gln1937, Leu1936, Ile1939, Pro2229, Try1974, 

Ile2228, Ala2226, Glu2196, Gly2142, Gln2200. Với protein MDM2, các amino acid 

chính trong tương tác không phân cực với hợp chất 7 là Tyr61, Gly54, Leu53, Val189, 

Ile57, Phe87, Ile95, His92, Tyr96. Cuối cùng với PDK1, các amino acid tham gia liên 

kết gồm Gly89, Glu 90, Phe93, Gly91, Ser92, Lys207, Val96, Lys111, Thr222.  

 
(A) 

 
(B) 
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(C) 

 
(D) 

 
(E) 

 
(F) 

 
(G) 

 
(H) 

 

Hình 4.45. Liên kết không phân cực hình thành giữa (A) Hợp chất 7; (B) Hợp chất 

6; (C) Hợp chất C2; (D) Hợp chất 4; (E) Hợp chất C1; (F) Hợp chất 5; (G) và Hợp 

chất C3; (H) oxaliplatin với các amino acid trong vùng hoạt động của protein AKT  
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(A) 

 

(B) 

 

 

(C) 

 

(D) 

 

 

(E) 

 

(F) 
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(G) 

 
(H) 

Hình 4.46. Liên kết không phân cực hình thành giữa (A) Hợp chất 7; (B) Hợp chất 

6; (C) Hợp chất C2; (D) Hợp chất 4; (E) Hợp chất C1; (F) Hợp chất 5; và (G) Hợp 

chất C3; (H) oxaliplatin với các amino acid trong vùng hoạt động của protein mToR  

 

 

(A) 

 

(B) 

 

(C) 

 

(D) 
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(E) 

 
(F) 

 
(G) 

 
(H) 

Hình 4.47. Liên kết không phân cực hình thành giữa (A) Hợp chất 7; (B) Hợp chất 

6; (C) Hợp chất C2; (D) Hợp chất 4; (E) Hợp chất C1; (F) Hợp chất 5; (G) Hợp chất 

C3; (H) oxaliplatin với các amino acid trong vùng hoạt động của protein COX-2  

 

(A) 

 

(B) 
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(C) 

 
(D) 

 
(E) 

 
(F) 

 
(G) 

 
(H) 

Hình 4.48. Liên kết không phân cực hình thành giữa (A) Hợp chất 7; (B) Hợp chất 

6; (C) Hợp chất C2; (D) Hợp chất 4; (E) Hợp chất C1; (F) Hợp chất 5; (G) Hợp chất 

C3; (H) oxaliplatin với các amino acid trong vùng hoạt động của protein MDM2  
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(A) 

 

(B) 

 

 

(C) 

 

(D) 

 

 

(E) 

 

(F) 
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(G) 

 
(H) 

Hình 4.49. Liên kết không phân cực hình thành giữa (A) Hợp chất 7; (B) Hợp chất 

6; (C) Hợp chất C2; (D) Hợp chất 4; (E) Hợp chất C1; (F) Hợp chất 5; và (G) Hợp 

chất C3; (H) oxaliplatin với các amino acid trong vùng hoạt động của protein PDK1  

 

Đáng chú ý, tại vùng hoạt động của AKT, hợp chất 2 tạo ra nhiều tương tác 

không phân cực tương tự như chất chuẩn oxaliplatin (Hình 4.47). 

 

Hình 4.50. Các tương tác không phân cực tương đồng của C2 và oxaliplatin với các 

amino acid Glu114, Gln113, Leu110 trong vùng hoạt động của protein AKT 

 

Nhìn chung, các kết quả thu được cho thấy hợp chất ent-1α,7β-diacetoxy-14α-

hydroxykaur-16-en-15-one (7) có tiềm năng cao nhất ức chế AKT, mToR, MDM2 và 

PDK1. Đây là các protein quan trọng trong việc kích hoạt con đường tín hiệu PI3K ở 

nhiều loại tế bào ung thư. Thêm vào đó, khi so sánh tiềm năng ức chế COX-2 giữa 

hợp chất 6 và C3, hợp chất 6 cho thấy tiềm năng cao hơn thông qua số liên kết 

hydrogen và liên kết không phân cực hình thành, việc ức chế COX-2 có thể kích hoạt 
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PI3K thông qua cơ chế tín hiệu phản hồi. Điều này cũng dẫn tới kích hoạt chức năng 

của AKT. Từ kết quả mô phỏng, hợp chất C2 cũng thể hiện năng lượng dock cao với 

AKT, MToR và MDM2, chỉ đứng sau hợp chất 6 và 7. Do đó, tổng kết lại, các hợp 

chất C2, C3, 6 và 7 có thể dự đoán có tiềm năng trong điều trị qua con đường tín hiệu 

PI3K.  

4.7. Hoạt tính các ent-kaurane diterpenoid từ Khổ sâm gây độc trên dòng tế bào 

ung thư phổi người A549  

Các hợp chất: ent-1α,7β-diacetoxy-14α-hydroxykaur-16-en-15-one (7); ent-

1α,14α-diacetoxy-7β-hydroxykaur-16-en-15-one (6); ent-18α-axetoxy-7α,14β-

dihydroxykaur-16-en-15-one (5); ent-7β,14α-dihydroxykaur-16-en-15-one (4); ent-

18-axetoxy-7β-hydroxykaur-16-en-15-one (C3); ent-1α-axetoxy-7β,14α-

dihydroxykaur-16-en-15-one (C2); và ent-18-axetoxy-7β-hydroxykaur-15-one (C1); 

phân lập từ Khổ sâm được đem thử hoạt tính gây độc tế bào trên dòng tế bào ung thư 

phổi người A549. 

Bảng 4.16. Hoạt tính độc tế bào của các hợp chất ent-kaurane diterpenoid trên dòng 

tế bào A549 sau thời gian ủ 48 tiếng 

Hợp chất IC50 (µM) 

ent-18-axetoxy-7β-hydroxykaur-15-one (C1) 231,04 ± 1,8 

ent-1α-axetoxy-7β,14α-dihydroxykaur-16-en-15-one (C2) 20,70 ± 0,8 

ent-18-axetoxy-7β-hydroxykaur-16-en-15-one (C3) 18,55 ± 1,3 

ent-7β,14α-dihydroxykaur-16-en-15-one (4) 118,89 ± 2,2 

ent-18α-axetoxy-7α,14β-dihydroxykaur-16-en-15-one (5) 67,15 ± 1,6 

ent-1α,14α-diacetoxy-7β-hydroxykaur-16-en-15-one (6) 12,87 ± 0,3 

ent-1α,7β-diacetoxy-14α-hydroxykaur-16-en-15-one (7) 11,17 ± 0,8 

oxaliplatin 22,12 ± 1,1 

  

 Dòng tế bào A549 là một dòng tế bào ung thư biểu mô phổi ở người được lựa 

chọn sử dụng trong nghiên cứu này. Khả năng sống sót tế bào được đánh giá bằng 

phương pháp MTT. Tế bào được ủ với các hợp chất nghiên cứu trong 48 tiếng ở các 

nồng độ khác nhau. Từ bảng 4.30, giá trị IC50 của hợp chất 7, 6, C3 và C2 lần lượt là 

11,17 ± 0,8; 12,87 ± 0,3; 18,55 ± 1,3 và 20,07 ± 0,8 µM, cao hơn chất chuẩn 

oxaliplatin (22,12 ± 1,1 µM). Các kết quả ban đầu này cho thấy tiềm năng ức chế 

tăng sinh tế bào ung thư phổi của các chất nghiên cứu và có sự tương đồng cao với 

kết quả mô phỏng docking phân tử. 



114 

 

KẾT LUẬN 

Luận án đã thu được các kết quả chính như sau: 

1. Nghiên cứu về hóa học: 

Từ 07 loài thực vật được khảo sát, gồm có Bọ mắm (Pouzolzia zeylanica), 

Thầu dầu (Ricinus communis), Ké hoa đào (Urena lobata), Khổ sâm (Croton 

tonkinensis), Thồm lồm (Polygonum chinense), Đơn châu chấu (Aralia armata) và 

Cà trái vàng (Solanum xanthocarpum) đã phân lập và xác định cấu trúc 33 hợp chất 

(trong đó trùng lặp 10 hợp chất, còn lại 23 hợp chất) chủ yếu thuộc các lớp chất 

diterpenoid (3 hợp chất), triterpenoid (5 hợp chất), alkaloid (5 hợp chất), flavonoid 

(5 hợp chất), steroid (3 hợp chất) và lignan (2 hợp chất).  

2. Nghiên cứu hoạt tính sinh học theo định hướng tạo chế phẩm chống bệnh hoại 

tử gan tụy cấp do vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus gây ra cho tôm: 

2.1. Kết quả khảo sát sơ bộ khả năng ức chế vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus 

in vitro của các cao chiết ethanol thô của 13 loài thực vật được lựa chọn cho thấy 07 

loài: Ké hoa đào, Bọ mắm, Khổ sâm và Đơn châu chấu (đường kính trung bình vòng 

ức chế lần lượt là 15 mm, 17 mm, 18 mm, và 25 mm theo phương pháp của 

Chaweepack-2015); Thầu dầu và Thồm lồm (đường kính vòng vô khuẩn lần lượt là 

10,4 - 15,3 mm và 15,3 – 20,6 mm tương ứng với nồng độ 40-200µg/khoanh theo 

phương pháp của W. Kirby và A. Bauer - 1961) thể hiện hoạt tính tốt nhất, được lựa 

chọn cho nghiên cứu kháng khuẩn V. parahaemolyticus trên tôm (in vivo) bổ sung 

vào môi trường nước và thức ăn.  Kết quả thử hoạt tính in vivo cho biết, cao chiết 

Khổ sâm (CT.M) ở với liều 15 ppm và Thồm lồm (PC.M) ở nồng độ 30g/m3 bổ sung 

vào môi trường nước nuôi tôm có mầm bệnh AHPND in vivo cho kết quả kháng 

khuẩn tốt nhất, nâng cao tỷ lệ sống tôm hơn 60%. Cao chiết Khổ sâm (ở liều 2% 

(20g/kg thức ăn) và 4% (40g/kg thức ăn)) và Thồm lồm (ở liều 25-30g/100kg tôm) 

bổ sung vào thức ăn cho tôm có hiệu quả nâng tỷ lệ sống của tôm lên trên 70,4%. 

 2.2. Kết quả thử nghiệm hoạt tính sinh học in vitro cho thấy các hợp chất 

quercetin-3-O-β-D-glucopyranoside, ent-18-axetoxy-7-hydroxykaur-16-en-15-on, 

ent-18α-axetoxy-7α,14-dihydroxykaur-16-en-15-on và ent-1α-axetoxy-7,14α-

dihydroxykaur-16-en-15-on ở nồng độ 0,1% có khả năng ức chế sự phát triển của vi 

khuẩn Vibrio parahaemolyticus gây bệnh AHPND lần lượt là 82,5; 70,8; 50,4; 44,5 

và 35,5%. 

2.3. Bước đầu tìm hiểu cơ chế ảnh hưởng của các hợp chất ent-1α-axetoxy-

7,14α-dihydroxykaur-16-en-15-on (C2), ent-18-axetoxy-7-hydroxy-kauran-15-on 

(C1), ent-18-axetoxy-7-hydroxykaur-16-en-15-on (C3) và quercetin-3-O-β-D-

glucopyranoside (P3) đến sự chuyển hóa proline của vi khuẩn Vibrio 
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parahaemolyticus, kết quả mô phỏng docking phân tử cho thấy ái lực liên kết tại vùng 

hoạt động của protein PDH tốt hơn so với chất chuẩn naucleidinal, trong đó hợp chất 

P3 cho thấy ái lực liên kết cao nhất (-11.5900 kcal/mol), hợp chất C2 có ái lực liên 

kết thấp nhất trong bốn chất nghiên cứu (-9.9100 kcal/mol), những số liệu thu được 

có độ tương đồng cao so với kết quả thực nghiệm.   

3. Nghiên cứu hoạt tính sinh học theo định hướng gây độc tế bào: 

3.1. Khảo sát hoạt tính gây độc tế bào in vitro trên dòng tế bào ung thư phổi 

người A549 các ent-kaurane diterpenoid phân lập từ cây Khổ sâm gồm: ent-1α,7β-

diacetoxy-14α-hydroxykaur-16-en-15-one (7); ent-1α,14α-diacetoxy-7β-

hydroxykaur-16-en-15-one (6); ent-18α-axetoxy-7α,14β-dihydroxykaur-16-en-15-

one (5); ent-7β,14α-dihydroxykaur-16-en-15-one (4); ent-18-axetoxy-7β-

hydroxykaur-16-en-15-one (C3); ent-1α-axetoxy-7β,14α-dihydroxykaur-16-en-15-

one (C2); và ent-18-axetoxy-7β-hydroxykaur-15-one (C1). Kết quả chỉ ra các hoạt 

chất có tiềm năng ức chế tăng sinh tế bào ung thư phổi là các hợp chất 7, 6, C3 và C2 

với lần lượt IC 50 là 11,17 ± 0,8; 12,87 ± 0,3; 18,55 ± 1.3 và 20,07 ± 0.8 µM, cao 

hơn chất chuẩn oxaliplatin (22,12 ± 1,1 µM). 

3.2 Kết quả mô phỏng docking phân tử 7 hợp chất ent-kaurane diterpenoid 

nguồn gốc từ lá cây Khổ sâm định hướng ức chế con đường tín hiệu PI3K trong ung 

thư phổi tế bào cũng chỉ ra  4 hợp chất: ent-18-axetoxy-7β-hydroxykaur-16-en-15-

one (C3), ent-1α-axetoxy-7β,14α-dihydroxykaur-16-en-15-one (C2), ent-1α,14α-

diacetoxy-7β-hydroxykaur-16-en-15-one (6) và ent-1α,7β-diacetoxy-14α-

hydroxykaur-16-en-15-one (7) thể hiện tiềm năng ức chế các protein khi so sánh với 

chất chuẩn oxaliplatin, như vậy có sự tương đồng cao giữa kết quả mô phỏng docking 

phân tử với kết quả thực nghiệm. 

 

KIẾN NGHỊ 

Các kết quả nghiên cứu trong luận án cho thấy Khổ sâm và Thồm lồm là nguồn 

giàu có các hợp chất thiên nhiên có cấu trúc hóa học và hoạt tính sinh học thú vị. Vì vậy, 

trong tương lai tiếp tục đánh giá hiệu quả phòng bệnh AHPND của sản phẩm cao chiết 

thô thảo dược Khổ sâm và Thồm lồm để tạo ra các sản phẩm phòng bệnh AHPND do 

vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus gây ra  nói riêng và các bệnh do vi khuẩn Vibrio ssp. 

gây ra nói chung, phục vụ chăm sóc sức khỏe cộng đồng. Các kết quả nghiên cứu về hoạt 

tính gây độc trên dòng tế bào ung thư phổi A549 cho thấy, các hợp chất ent-kaurane 

diterpenoid có tiềm năng phát triển thành thuốc điều trị ung thư. 
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vi khuẩn gây bệnh hoại tử gan tụy cấp ở tôm nuôi nước lợ”. Tạp chí Khoa học và 
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61.  Trịnh Anh Viên, Nguyễn Thị Hồng Vân, Đỗ Thị Thảo, Trần Thị Như Hằng, 
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Văn Minh, Xây dựng và triển khai các phương pháp thử nghiệm sinh học hiện 

đại phục vụ đánh giá sàng lọc và nghiên cứu hoả học theo định hướng hoạt 

chất sinh học các hợp chất có nguồn gốc thiên nhiên. Hội nghị Khoa học Kỷ 

nhiệm 30 năm Viện Khoa học và Công nghệ Việt Nam, Hà Nội, 2005, 3, 125-

136. 

70.  Hoàng Thanh Hương, Châu Văn Minh (2007), Nghiên cứu hoả học theo định 

hướng hoạt tính sinh học các cây thuốc dân tộc Việt Nam nhằm tạo ra những 

sản phẩm có giá trị cao phục vụ cuộc sống. Báo cáo tổng kết KHKT Đề tài 
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73.  Đỗ Thị Thảo, Trịnh Thị Thanh Vân, Nguyễn Quyết Chiến, Nguyễn Văn 
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